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斑马鱼ｓａｔ１．ａ突变体的鉴定
万传璐１，闫一芳２，王鹏２，林宇２，曹羽２，王强２∗

（１． 安徽大学生命科学学院，合肥　 ２３０６０１； ２． 中国科学院动物研究所膜生物学国家重点实验室，北京　 １００１０１）

　 　 【摘要】 　 目的　 在我们的前期研究工作中，通过 Ｔｏｌ２ 转座子介导的插入突变，筛选到了一批组织特异性表达

绿色荧光蛋白 ＧＦＰ 的斑马鱼品系。 其中一个品系 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 的 ＧＦＰ 在神经系统中表达，但还没有鉴定到 Ｔｏｌ２
转座子插入到基因组什么位置，造成了哪个基因的突变。 本文的主要研究目标就是对这一由 Ｔｏｌ２ 转座子插入诱导

的斑马鱼突变品系进行鉴定。 方法　 使用交错式热不对称 ＰＣＲ（ ｔｈｅｒｍａｌ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｉｎｔｅｒｌａｃｅｄ ＰＣＲ， ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ）鉴
定 Ｔｏｌ２ 转座子插入的基因组位置；利用原位杂交检测被突变的基因的时空表达是否与该品系 ＧＦＰ 表达具有一致

性；筛选鉴定纯合体突变体，并进一步分析该基因突变造成的发育缺陷。 结果　 在该品系中，Ｔｏｌ２ 转座子插入到了

亚精胺 ／精胺 Ｎ１⁃乙酰基转移酶 １ａ（ ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ ／ ｓｐｅｒｍｉｎｅ Ｎ１⁃ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １ａ， ｓａｔ１．ａ）的第八个内含子区域，致使

ｓａｔ１．ａ 基因转录提前终止。 我们筛选到了 ｓａｔ１．ａ 纯合突变体，但是没有检测到明显的发育缺陷。 结论　 筛选鉴定

的 Ｔｏｌ２ 转座子介导的斑马鱼 ｓａｔ１．ａ 突变体没有明显的发育缺陷，但可以作为研究神经系统发育的有力工具。
【关键词】 　 斑马鱼；Ｔｏｌ２ 转座子；ｓａｔ１．ａ；神经系统；原位杂交
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ｂｙ Ｔｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ． Ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ， ｂｕｔ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ ｐｏｗｅｒ⁃
ｆｕｌ ｔｏｏｌ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ； Ｔｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ； ｓａｔ１．ａ；Ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ；ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＷＡＮＧ Ｑｉａｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｉａｎｇｗａｎｇ＠ ｉｏｚ． ａｃ． ｃｎ

　 　 Ｔｏｌ２ 转座子是 Ｉｎａｇａｋｉ 等［１］ 在青鳉鱼（Ｏｒｙｚｉａｓ
ｌａｔｉｐｅｓ）中发现的一种具有自主转座活性的转座子

元件，主要由末端倒位重复序列（ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｉｎｖｅｒｔｅｄ
ｒｅｐｅａｔｓ， ＴＩＲｓ）、亚末端重复序列 （ ｓｕｂｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅ⁃
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ｐｅａｔｓ， ＳＲｓ）、中间倒位重复序列（ｉｎｔｅｒｎａｌ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅ⁃
ｐｅａｔｓ， ＩＲｓ）、靶位重复序列（ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ）和
转座酶基因（ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ ｇｅｎｅ）五个部分构成。 Ｋｏｉ⁃
ｃｈｉ 等［２］在斑马鱼基因组本身没有 Ｔｏｌ２ 转座子的情

况下，使用显微注射的方法向单细胞时期的斑马鱼

胚胎中注射带有 Ｔｏｌ２ 的质粒（含有 ＴＩＲｓ 和 ＳＲｓ 序

列）和体外合成的 Ｔｏｌ２ 转座酶 ｍＲＮＡ，发现 Ｔｏｌ２ 可

以通过发生转座而整合到斑马鱼基因组中，并且能

够遗传给子代。 Ｔｏｌ２ 转座子通过“剪切⁃粘贴”机制

整合到宿主染色体上，除了需要额外生成一个 ８ ｂｐ
的靶位重复序列，基本不会引起靶位点的重排和修

饰［２］。 有报道称，Ｔｏｌ２ 转座子可携带长达 １１ ｋｂ 的外

源插入片段，而不引起其自身转座活性的降低［３］。
基于 Ｔｏｌ２ 的基因捕获技术是通过构造一个包

含外显子剪接接头、ＥＧＦＰ 编码序列及 ＳＶ４０ ｐｏｌｙＡ
序列的转座子基因捕获载体［３］，然后与体外合成的

Ｔｏｌ２ 的转座酶 ｍＲＮＡ 共注射。 转座子如果插到某

个基因的内含子中，ＥＧＦＰ 编码区与上游外显子发

生剪接，形成融合转录本，因此，ＥＧＦＰ 就会具有与

被捕获基因一致的表达谱［４］。 更为重要的是，Ｔｏｌ２
转座子在基因组的随机插入，会干扰被捕获基因的

正常剪接，致使其 ｍＲＮＡ 提前终止。 进一步通过基

因鉴定和筛选获得纯合突变体，可以用于被捕获基

因的功能研究。
脊椎动物胚胎发育过程中受到多种基因和信号

通路的参与和调控。 组织特异性表达的基因，往往

在相应组织器官形成和维持组织稳态中发挥重要作

用。 本文鉴定到由 Ｔｏｌ２ 转座子介导的基因捕获技

术捕获的 ｓａｔ１．ａ 突变体。 虽然我们没有发现 ｓａｔ１．ａ
突变体存在明显的发育缺陷，但 ｓａｔ１．ａ 在神经组织

特异表达的特点使得此突变体可以作为研究神经系

统发育的有力工具。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

本实验所用野生型斑马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）为 ＡＢ
品系；Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 突变体是由本实验室在 ＡＢ 野

生型斑马鱼品系中经过 Ｔｏｌ２ 转座子介导的基因捕

获获得。 胚胎在 Ｈｏｌｔｆｒｅｔｅｒ 缓冲液中 ２８􀆰 ５℃培养至

所需时期［５］，斑马鱼幼鱼至成鱼养殖方法参见《Ｔｈｅ
Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ Ｂｏｏｋ》（Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ Ｍ，２０００） ［６］。
１􀆰 ２　 热不对称交错 ＰＣＲ（ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ）

ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ 所 需 的 基 因 组 ＤＮＡ 由 Ｔｏｌ２：

２０１４１２２１ｔ 品系 Ｆ１ 代剪尾（１ ～ ２ ｃｍ），使用快速碱

裂解法（去净水分后加入 １０ μＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ，
经 ９５℃裂解 ３０ ｍｉｎ，再加 １ μＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ 中
和）提取。 ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ 引物设计及实验方法参照以

前的报道［７，８］。
１􀆰 ３　 探针制备和整胚原位杂交

以受精后 ２４ ｈ 野生型胚胎基因组 ＤＮＡ（单枚胚

胎经快速碱裂解法提取）为模板，以 ｓａｔ１．ａ ＰｒｏｂｅＦ：
５’⁃ＡＡＣＡＣＣＡＣＣＴＣＣＡＴＴＧＡＧＴＴＣＴ⁃３’； ｓａｔ１． ａ Ｐｒｏｂｅ
Ｒ：５’⁃ＣＧＡＴＴＴＴＣＴＣＣＧＣＡＧＴＣＣＡＡＡＣ⁃３’为引物，使
用 ２ × Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＣＷ０６８２Ｓ，康为世纪）扩增出

目的片段，然后通过 Ｔ⁃Ａ 克隆连接到 ＥＺ⁃Ｔ 载体上。
相关质粒经线性化后，使用 ＲＮＡ 合成试剂盒 ＭＥ⁃
ＧＡｓｃｒｉｐｔ􀳏 Ｋｉｔ（ＡＭ１３３４，Ａｍｂｉｏｎ）制备反义 ＲＮＡ 探

针。 原位杂交实验操作参照以前的报道［９］。
１􀆰 ４　 ｓａｔ１．ａ 基因与 Ｔｏｌ２ 转座子连锁分析

Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系 Ｆ１ 代自交后的胚胎中分

别挑选无荧光、弱荧光、强荧光胚胎个体，经快速碱

裂解法提取基因组 ＤＮＡ。 Ｔｏｌ２ 转座子插入位点两

侧引物 ｓａｔ１．ａ Ｉｎｓｅｒｔ Ｆ１：５’⁃ＧＣＧＡＣＴＣＡＴＡＡＡＧＧＴＡ⁃
ＡＧＣＣＧＡ⁃３ ’； ｓａｔ１． ａ Ｉｎｓｅｒｔ Ｒ１： ５ ’⁃ＡＣＡＧＧ⁃
ＴＡＴＡＴＴＴＣＴＣＴＣＣＡＣＡＣＣＴＣ⁃３’； Ｔｏｉｌ３⁃３ （ ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ
引物）：５’⁃ＣＣＴ ＡＡＧＴＡＣＴＴＧＴＡＣＴＴＴＣＡＣＴＴＧ⁃３’。
１􀆰 ５　 体视显微镜及共聚焦显微镜拍摄

使用荧光体视显微镜（ＭＺ１０Ｆ，Ｌｅｉｃａ），选择不

同发育时期的 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系 Ｆ１ 代杂合突变

体自交及 Ｆ２ 代纯合突变体自交产生的胚胎拍摄；
用共聚焦显微镜（ＬＳＭ ５１０ ＭＥＴＡ，Ｚｅｉｓｓ），选取受精

后 ７２ ｈ Ｆ２ 代纯合突变体自交产生的胚胎活体拍

照，并以同时期杂合体胚胎为对照，比较二者神经系

统发育是否存在差异。

２　 结果

２􀆰 １　 检测 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系胚胎中 ＧＦＰ 在不同

发育时期的表达图式

在荧光体视显微镜下，选择 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品
系 Ｆ１ 代杂合突变体与野生型交配产生的有荧光的

胚胎，在 ６ 体节（６ｓｓ）、１０ 体节（１０ ｓｓ）、受精后 ２４ ｈ
（２４ ｈｐｆ）、及受精后 ４８ ｈ（４８ ｈｐｆ）等时期检测绿色荧

光蛋白的表达情况。
Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 荧光表达起始于神经系统发育

初期，６ 体节时期，我们可以看到有少量的荧光出

现，主要集中在胚胎头部（图 １⁃Ａ 和 Ａ’）；１０ 体节时

２５５
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期，发现荧光由头部沿着体轴向尾部延伸，荧光区域

进一步扩大（图 １⁃Ｂ 和 Ｂ’）；受精后 ２４ ｈ 荧光已经

扩展到整个体轴，在脑部（前脑、中脑、后脑）和脊椎

上方的主要神经系统上表达（图 １⁃Ｃ），而在脊髓中

却没有表达（图 １⁃Ｃ’）；受精后 ４８ ｈ 在脑部、咽部和

躯干处可以非常明显的看到荧光特异表达在神经组

织（图 １⁃Ｄ 和 Ｄ’）。

注：（Ａ，Ａ’）分别为 ６ 体节时期侧面观和背面观；（Ｂ，Ｂ’）分别为 １０ 体节时期侧面观和背面观；（Ｃ，Ｃ’）分别为受精

后 ２４ ｈ 的侧面观和背面观；（Ｄ）为受精后 ４８ ｈ 侧面观；（Ｄ’）为受精后 ４８ ｈ 侧面观放大图。

图 １　 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系在不同发育时期的 ＧＦＰ 表达图式

Ｎｏｔｅ： （Ａ， Ａ’） ６ ｓｏｍｉｔｅ ｓｔａｇｅ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ； （Ｂ， Ｂ’） １０ ｓｏｍｉｔｅ ｓｔａｇｅ，ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｃ，
Ｃ’） ２４ ｈｐｆ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｄ）４８ ｈｐｆ，ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ；（Ｄ’） Ｈｉｇｈｅｒ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ
ａｔ４８ ｈｐｆ，ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ＧＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ Ｔｏｌ２：０１４１２２１ｔ ｌｉｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

２􀆰 ２　 鉴定到 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系中 Ｔｏｌ２ 转座子捕

获到的基因为 ｓａｔ１．ａ
ＴＡＩＬ⁃ＰＣＲ 是一种染色体步移技术，利用随机简

并引物与由已知序列设计的特异引物组合进行嵌套

式 ＰＣＲ，选择性扩增出特定序列的侧翼未知序列。
根据文献报道，我们使用 ２ × Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 经

过 ３ 轮嵌套 ＰＣＲ． ，经 １％ 琼脂糖凝胶电泳，最终在

Ｔｏｌ２ ５’ ｅｎｄ 方向获得一段 ＤＮＡ 片段，以 Ｔｏｉｌ ５⁃３
（Ｔｏｌ２ 转座子 ３’端第 ３ 轮特异引物）为引物测序。
测序结果在 Ｅｎｓｅｍｂｌ 上比对，发现所得序列与 ｓａｔ１．ａ
基因的匹配相似度为 １００％ ，插入位点位于 ｓａｔ１．ａ 基

因的第 ８ 个内含子内部（图 ２⁃Ａ）。
为了进一步验证 ｓａｔ１．ａ 基因内部确实插入了

Ｔｏｌ２ 转座子，我们做了 ｓａｔ１．ａ 基因与 Ｔｏｌ２ 转座子的

基因连锁分析实验。 首先，在 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系

Ｆ１ 代杂合突变体自交产生的斑马鱼胚胎无荧光、弱
荧光和强荧光三种胚胎（图 ２⁃Ｂ），数目比例大致为

１∶ ２∶ １，符合孟德尔遗传定律。 随后，我们使用 ＰＣＲ
的方法对 ｓａｔ１．ａ 基因与 Ｔｏｌ２ 转座子的进行了连锁

分析。 预先设计的引物按 １∶ １∶ １加入 ＰＣＲ 体系， Ｉｎ⁃
ｓｅｒｔ Ｆ１ 和 Ｉｎｓｅｒｔ Ｒ１ 可以扩增出野生型片段长度约

为 ７５０ ｂｐ 的片段，Ｉｎｓｅｒｔ Ｆ１ 和 Ｔｏｉｌ３⁃３ 可以扩增出突

变型片段约 ５００ ｂｐ（图 ２⁃Ａ）。 ＰＣＲ 结果显示无荧光

的胚胎只能扩增出野生型片段，强荧光的只能扩增

到插入出突变型片段，弱荧光既可以扩增出野生型

片段也可以扩增出突变型片段（图 ３⁃Ｃ）。

３５５
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以上实验表明 Ｔｏｌ２ 转座子和 ｓａｔ１．ａ 基因在位

置上是连锁的，Ｔｏｌ２ 转座子确实是插入到 ｓａｔ１．ａ 基

因内部，而且根据 ＧＦＰ 表达的有无和强弱可以区分

野生型及杂合和纯合突变体胚胎。

注：（Ａ）Ｔｏｌ２ 转座子插入 ｓａｔ１．ａ 基因的示意图及基因连锁分析引物位置；（Ｂ）Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 系 Ｆ１ 代自交，受精后

４８ ｈ 的无荧光、弱荧光和强荧光胚胎；（Ｃ）对无荧光、弱荧光和强荧光胚胎的基因连锁分析。

图 ２　 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系中 Ｔｏｌ２ 转座子插入的基因为 ｓａｔ１．ａ
Ｎｏｔｅ： （Ａ）Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍ ｏｆＴｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏｓａｔ１．ａｇｅｎｅａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｌｏｃｉ ｗｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｌｉｎｋａｇｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ；（Ｂ）Ｔｈｅ ｎｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ｗｅａｋ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｔ ４８ｈｐｆ；（Ｃ） Ｇｅｎｅ ｌｉｎｋａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｓａｔ１．ａ ｇｅｎｅ ａｎｄ Ｔｏｌ２ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｉｔｈ ｎｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ｗｅａｋ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｌｉｎｋａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ３　 ｓａｔ１．ａ 基因具有与 Ｔｏｌ２：２０１４１２２１ｔ 品系 ＧＦＰ
相似的表达图式

虽然通过基因连锁分析实验已经证明了 Ｔｏｌ２：
２０１４１２２１ｔ 品系中 Ｔｏｌ２ 转座子插入到 ｓａｔ１．ａ 基因内

部，但是 ｓａｔ１．ａ 基因的表达情况还不清楚。 我们选

择了 ６ 体节（图 ３⁃ Ａ 和 Ａ’）、１０ 体节（图 ３⁃Ｂ 和

Ｂ’）、受精后 ２４ ｈ（图 ３⁃Ｃ 和 Ｃ’）和受精后 ４８ ｈ（图
３⁃Ｄ 和 Ｄ’）的野生型胚胎，通过原位杂交技术检测

ｓａｔ１．ａ 基因的表达图式。 通过与图 １ 中 ＧＦＰ 的表达

进行 比 较， 发 现 ｓａｔ１． ａ 基 因 ｍＲＮＡ 和 Ｔｏｌ２：
２０１４１２２１ｔ 品系中 ＧＦＰ 的表达在时间和空间上具有

相似性。 例如 １０ 体节时期在头部均检测到明显的

信号（图 ３⁃Ｂ 和 Ｂ’）；受精后 ２４ ｈ，ＧＦＰ 和 ｓａｔ１． ａ
ｍＲＮＡ 主要位于正在发育的前脑、中脑、后脑以及脊

椎上方的神经组织（图 ３⁃Ｃ 和 Ｃ’）。 但两者的表达

也有明显的区别，如在 ６ 体节时期 ＧＦＰ 在头部有明

显的表达，而原位杂交显示 ｓａｔ１．ａ 在此时期表达水

平较低（图 ３⁃Ａ 和 Ａ’）；受精后 ＧＦＰ 荧光表达在从

头部到躯干部的神经组织，而原位杂交显示 ｓａｔ１．ａ
只表达在头部（图 ３⁃Ｄ 和 Ｄ’）。 ＧＦＰ 和 ｓａｔ１．ａｍＲＮＡ
表达的差异可能是 ｓａｔ１．ａ 与 ＧＦＰ 蛋白的稳定性不

同造成的。
另外，我们还通过原位杂交比较了野生型和纯

合突变体胚胎的 ｓａｔ１．ａ ｍＲＮＡ 表达情况，发现正常

的野生型胚胎可以被染色而同时期纯合突变体无法

被染色（图 ３⁃Ｅ 和 Ｆ）。 推测可能是 ｓａｔ１．ａ 纯合突变

体中由于 Ｔｏｌ２ 转座子的插入，阻断了 ｓａｔ１．ａ 基因中

插入位点下游序列的转录，而我们的设计的反义

ｍＲＮＡ 探针靶向的序列就位于这一区域。 这些实验

结果表明，Ｔｏｌ２ 插入的基因为 ｓａｔ１．ａ，造成了 ｓａｔ１．ａ
ｍＲＮＡ 转录的提前终止。
２􀆰 ４　 ｓａｔ１．ａ 突变体没有明显的发育缺陷

由于 ｓａｔ１．ａ Ｆ１ 代突变体自交产生的胚胎中，其
纯合突变体没有明显的发育缺陷。 我们推测可能有

母源的 ｓａｔ１．ａ 发挥作用。 因此，我们进一步筛选出

Ｆ２ 代纯合体。 这些 Ｆ２ 代纯合体自交产生的胚胎为
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注：（Ａ，Ａ’）分别为 ６ 体节时期侧面观和背面观；（Ｂ，Ｂ’）分别为 １０ 体节时期侧面观和背面观；（Ｃ，Ｃ’）分别为受精

后 ２４ ｈ 的侧面观和背面观；（Ｄ， Ｄ’）分别为受精后４８ ｈ 的侧面观和背面观；（Ｅ）为受精后２２ ｈ 野生型胚胎；（Ｆ）为
受精后 ２２ ｈ ｓａｔ１．ａ 纯合突变体胚胎。

图 ３　 整胚原位杂交显示 ｓａｔ１．ａ 在不同发育时期的表达图式

Ｎｏｔｅ． （Ａ， Ａ’） ６⁃ｓｏｍｉｔｅ ｓｔａｇｅ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ； （Ｂ， Ｂ’） １０⁃ｓｏｍｉｔｅ ｓｔａｇｅ，ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｃ，
Ｃ’） ２４ ｈｐｆ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｄ，Ｄ’）４８ ｈｐｆ， ｌａｔｅｒａｌ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｖｉｅｗ；（Ｅ） ２２ ｈｐｆ， ＷＴ ｅｍｂｒｙｏ；（Ｆ）２２
ｈｐｆ ｓｔａｇｅ， ｓａｔ１．ａ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ ｍｕｔａｎｔ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｓａｔ１．ａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

Ｆ３ 代母源合子纯合突变体。 与同一发育时期的野

生型胚胎以及杂合突变体胚胎相比，ｓａｔ１．ａ 母源合

子纯合突变体（ｍａｔｅｒｎａｌ ａｎｄ ｚｙｇｏｔｅ，ＭＺ）从形态上观

察，也没有呈现显著的发育缺陷 （图 ４⁃Ａ）。 因为

ＧＦＰ 荧光特异表达在神经系统中，所以我们进一步

检测了该纯合突变体神经系统是否存在发育缺陷。
在共聚焦显微镜 ２０ 倍物镜下观察受精后 ７２ ｈ 的母

源合子纯合突变体体和杂合突变体胚胎，发现二者

在脑部、咽部及躯干部的神经细胞在数量、分布及形

态等各个方面并没有明显的区别（图 ４⁃Ｂ）。 因此，
ｓａｔ１．ａ 突变体在早期胚胎发育过程中并没有明显的

缺陷。

３　 讨论

精脒 ／精胺 Ｎ１⁃乙酰基转移酶（ＳＡＴ 或 ＳＳＡＴ）由
ｓａｔ１ 基因编码［１０］，是多胺分解代谢途径中的限速

酶［１１］，催化精脒和精胺的乙酰化，参与调节细胞内

多胺的浓度及其转运出细胞，在维持体内多胺代谢

平衡中起着重要作用［１２］。 有报道称，ＳＳＡＴ 的过表

达可能会促进肿瘤发生［１３］，而 ＳＳＡＴ 诱导型过表达

会通过亚精胺和精胺的耗竭［１４ － １６］，触发线粒体介导

的肿瘤细胞凋亡［１７］。 ＳＳＡＴ 还可以通过多胺代谢循
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注：（Ａ）明场表型观察受精后 ４８ ｈ 的野生型、杂合突变体和母源合子纯合突变体胚胎；（Ｂ）共聚焦显微镜下观察受

精后 ７２ ｈ 的杂合突变体和母源合子纯合突变体胚胎。

图 ４　 突变体表型分析

Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｅｍｂｒｙｏ，ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ｅｍｂｒｙｏ ａｎｄ ＭＺ ｍｕｔａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ４８ ｈｐｆ ｉｎ ｂｒｉｇｈｔ⁃
ｆｉｅｌｄ；（Ｂ）Ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ａｎｄ ＭＺ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ ｅｍｂｒｙｏ ａｔ ７２ ｈｐｆ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ

环影响成骨细胞的成骨机制和骨的重塑。 在 ＳＳＡＴ
过表达小鼠中，受损的成骨会出现皮质壁变薄和骨

小梁数量增加的现象［１８］。
ＳＳＡＴ 是脊椎动物所特有的。 与哺乳动物相比，

斑马鱼包含了 ３ 个同源基因，分别为 ｓａｔ１．ａ、ｓａｔ１．ｂ、
ｓａｔ１．ｃ［１９］。 ｓａｔ１．ａ 突变体胚胎没有明显的发育缺陷，
可能是由于斑马鱼三个 ＳＳＡＴ 基因在胚胎发育过程

中存在功能冗余性。 因此，ｓａｔ１ 基因的发育功能还

需进一步的实验验证，例如制备 ｓａｔ１．ａ、ｓａｔ１．ｂ、ｓａｔ１．ｃ
三基因敲除的突变体。 ｓａｔ１．ａ 在神经组织中特异表

达，是一个很好的分子标记，可以作为研究神经系统

发育的有力工具。
此外，在自杀死亡的抑郁症患者的大脑中，发现

额叶的部分区域 ｓａｔ１ 基因表达量降低［２０］，这种基因

表达的下调与 ｓａｔ１ 启动子区域序列插入 ／删除有

关［２１］，有研究表明，在这些自杀者的大脑中，发现有

ｍｉＲＮＡ 参与了 ｓａｔ１ 的转录后的调控［２２］。 ｓａｔ１ 参与

神经性疾病的功能与其在神经系统特异表达具有一

致性。 限于实验室的研究条件，我们并没有检测斑

马鱼 ｓａｔ１．ａ 突变体是否具有神经系统变异导致的行

为异常。
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蕨麻小型猪心梗模型的建立及梗死边缘区的
基因表达谱分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立应用蕨麻小型猪建立心肌梗死（心梗）的造模方法和具有临床意义的模型指标，探讨心

梗边缘区的基因表达与代谢失偿的相关性。 方法　 选取 １３ 只雄性蕨麻小型猪，随机分组，其中假手术对照组和心

梗手术组各 ５ 只，不经任何手术处理的正常对照组 ３ 只。 麻醉后在左前冠状动脉行靠近心尖的三分一降支主干支

进行永久性结扎形成心肌缺血、梗死。 术后 ４ 周进行心功能超声检测、采血并进行血清生化分析；安乐死后取梗死

边缘区进行病理和基因芯片分析。 结果　 超声图可见明显的心梗区域，数据显示心梗手术组的收缩末期左心室腔

射血分数及短轴缩短率较假手术组分别降低 ３２％和 ４０％ ；血清中有谷草转氨酶、血清胆红素、乳酸脱氢酶等升高；
病理切片显示梗死边缘区域的心肌纤维断裂、溶解，结缔组织增生，中性粒细胞和淋巴细胞增多；基因表达谱分析

显示在梗死边缘区有 ２ 个调控心梗后重构和组织病理通路，３ 个炎症和免疫调节通路，８ 个脂肪、蛋白、糖能量代谢

途径的基因表达有显著性改变。 结论　 成功建立了蕨麻小型猪的心梗模型，其冠状动脉分支少，便于手术且成模

稳定性，模型表征可与临床指标相吻合；模型梗死边缘区的基因表达谱特征与临床上代谢失偿表现有相同变化趋

势，为心梗机理的研究提供了实验动物模型及心梗边缘区的具有参考价值的特征性改变。
【关键词】 　 蕨麻小型猪；心肌梗死模型；模型评价；梗死边缘区；基因表达谱
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　 　 心脏在各种病因导致心肌缺血、心梗后，其进程

最早激活的是代偿机制例如形成瘢痕组织、功能改

变和心肌重构等。 随着梗死边缘区往正常组织推

进，越来越多组织失去正常功能，最终发生失代偿性

心衰。 在一项针对梗死边缘区的临床研究表明，改
善梗死边缘区的代谢状况、减少组织病理改变是改

善心脏功能的有效方式［１］。 临床诊治评价只能追

踪电生理［２］、影像学［３］ 的改变，而无法实时评价病

人的组织病理学和分子生物学指征，更无法提出梗

死边缘区功能失代偿的诊治参数，因此，应用小型猪

建立心梗和心衰模型是实验研究的必要途径，而且，
利用实验模型分析梗死边缘区病理和分子变化对临

床诊断评价具有直接应用价值。
蕨麻小型猪原产甘肃南部，基因型稳定［４］，经

本单位多年前引种成功后，封闭繁育和实验动物化，
其生物学特性数据清楚［４ － ６］。 我们前期观察发现蕨

麻小型猪的左前冠状动脉降支分支较少，个体之间

的分布模式比较一致，与其他小型猪比较，更适合实

行心梗手术。 本研究报道蕨麻小型猪建立和心梗模

型各项评价指标、梗死边缘区在功能失代偿之下的

基因表达谱。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物和实验流程

实验选用 １３ 只 ２０ ～ ２５ ｋｇ 的普通级雄性蕨麻

小型猪【ＳＣＸＫ（粤）２０１５ － ００３６】，随机分为假手术

对照组（ｎ ＝ ５）、心梗手术组（ｎ ＝ ５）及作为评价手术

后动物恢复状况的正常对照组 ３ 只。 实验期间动物

饲养于广东省实验动物监测所的 ＡＡＡＬＡＣ 认证设

施，手术在同设施内的无菌手术室实施。 实验动物

建模前在实验设施内进行两周环境驯化，建模成功

后在设施内继续护理饲养 ４ 周直至组织采样。 实验

的总体流程如下。

１􀆰 ２　 心梗手术建模及术后监护

实验动物诱导麻醉后使用 ２％七氟醚维持麻醉

（建模示意图见图 １）。 动物仰卧保定后在左侧第三

肋间隙位置进行 ７ ～ １０ ｃｍ 横切，逐层分离后暴露心

脏并找到冠状动脉降支，在第一分支后靠近心尖三

分之一处的主干进行永久性结扎；假手术组则打开

胸腔并在近似位置放置缝线但不做结扎。 术中使用

ＢｅｎｅＶｉｅｗＴ５ 心电监护系统及 ＥＤＡＮ Ｈ１００ 监护仪监

测动物基本生命体征。 通过心电图 ＳＴ 段是否抬高

来判断是否结扎成功。 手术结束后采血并用血液流

变仪测定血液粘稠度，获取 ２００ ／ ｓ（高切）、３０ ／ ｓ（中
切）、３ ／ ｓ（低切）三个切变率时的全血粘度。 术后肌

注青霉素预防术后感染。 并使用身体质量指数

（ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ， 简称 ＢＭＩ）对蕨麻小型猪的术后

健康情况。 ＢＭＩ 的计算公式为：实验猪 ＢＭＩ ＝ 体重

ｋｇ ／ （身长 ｃｍ × 身长 ｃｍ）。
１􀆰 ３　 心脏超声功能检测

使用迈瑞 Ｍ７Ｖｅｔ 便携式彩色多普勒超声诊断

９５５
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注：Ａ． 超声操作；Ｂ． 术中动物的保定位置； Ｃ． 暴露左前冠状动脉降支及结扎位置； Ｄ． 结扎点示意图。

图 １　 左冠状动脉降支结扎建立心梗模型

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ； Ｂ． Ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ； Ｃ． Ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ａｎｄ ｓｕｔｕｒｅ ｓｉｔｅ；
Ｄ． Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｐｏｉｎｔ．

Ｆｉｇ． １　 Ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ＭＩ ｍｏｄｅｌ．

系统（深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司）配置

的 Ｐ７ － ３ｓ 相控阵心脏探头（３ ～ ７ ＭＨｚ）评价蕨麻小

型猪心梗后的心脏功能。 动物超声时使用氯胺酮 ６
ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉保定。 在右侧肋间触摸到心脏跳动位置

后放置探头获得四腔室图像，随后探头往心尖方向

寻找心梗区域，采集 Ｂ 型和 Ｍ 型图。 假手术对照组

在心室乳头肌后采集图像。
１􀆰 ４　 血液生理生化指标检测

术后 ４ 周对假手术对照组和心梗手术组采血。
血样静置于 ４℃冰箱 ２ ｈ 后使用冷冻离心机在 ３０００
ｒ ／ ｍｉｎ 转速下离心 ５ ｍｉｎ，取上清液为测量使用的血

清样本。 血清生化值使用美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司 ＬＸ２０
全自动生化分析仪和 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司的配套试剂。
１􀆰 ５　 组织取样和染色

术后第 ４ 周麻醉开胸取出假手术对照组和心梗

手术组动物的心脏组织。 在结扎线头附近颜色暗黑

的室壁组织为梗死区；梗死往鲜红组织过渡的区域

为梗死边缘区；远离梗死区域且颜色正常的组织确

定为非梗死区。 在梗死边缘区取 １ ｃｍ × １ ｃｍ 组织

块，放入冻存管中置于 － ８０℃超低温冰箱保存，供后

续基因表达分析使用。 供病理切片的每个组织块包

括梗死区、梗死边缘区、非梗死区三部分，福尔马林

固定后切片，使用 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色法染色，显微

镜下观察梗死边缘区的病理改变。
１􀆰 ６　 基因芯片和基因表达谱分析

取三个假手术对照组和三个心梗手术组的梗死

边缘区组织，两组的三个样品各自混合成一个样品，
使用 ＴＲＩｚｏｌ􀳏 Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）试剂盒提取

ＲＮＡ 后应用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃１０００ 测定 ＣｙＤｙｅ 和 ＲＮＡ
的浓度。 应用芯片 Ｂｏｖｉｎｅ （ｖ２） Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ４ ×
４４Ｋ Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ （Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， ＵＳＡ） 和 Ａｇｉ⁃
ｌｅｎｔ 杂交程序确定基因的表达谱。 对心梗组的梗死

边缘区和对照组的正常组织进行差异基因数比照，
随后对差异基因进行生物途径富集分析，用以评估

心梗后基因表达改变的生物信号转导和代谢途径。
基因芯片的技术服务由北京六合华大基因科技有限

公司（ＢＧＩ）提供。
１􀆰 ７　 统计学处理

数据表达为平均值 ± 标准误（Ｍｅａｎ ± ＳＥＭ），使
用 ＳＰＳＳ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ １３􀆰 ０ 统计软件处理，对两组间

的数据进行比较和独立样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 判定

为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 术后蕨麻小型猪的生命特征

假手术对照组（ｎ ＝ ５）和心梗手术组（ｎ ＝ ５）的

０６５
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蕨麻小型猪均存活。 在左前冠状动脉降支结扎后心

电图即刻显示 ＳＴ 段调高（图 ２Ａ），同时可见结扎点

往心尖位置肌肉颜色变浅，全血粘度测量显示在高

中低切不同切变率下血液粘稠度均显著上升（图
２Ｂ），这些指征表明结扎已致心肌缺血。 评价实验

动物健康情况的 ＢＭＩ 指数测量表明，１０ 只经历开胸

手术的实验猪（包括假手术对照组和心梗手术组）
与正常对照组相比，未见统计意义上的差别（２１􀆰 ０１
± ０􀆰 ６９ ｖｓ． ２０􀆰 ３５ ± １􀆰 ０， Ｐ ＝ ０􀆰 ３６），表明手术对实

验动物 ４ 周内的身体健康状况无明显影响。

注：Ａ． 冠状动脉结扎后心电监护显示抬高的 ＳＴ 段，并可能伴发短期室颤； Ｂ． 术后采血在不同切变率上的全血粘度。
∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示心梗手术后有显著差别， ｎ ＝ ５。

图 ２　 手术期间心电监护和术后血液粘度

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＥＣＧ ＳＴ ｓｅｇｍｅｎｔ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｌｉｇａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｏｃｃａｓｉｏｎａｌｌｙ ｓｈｏｒｔ⁃ｔｅｒｍ ｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ； Ｂ． Ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｂｌｏｏｄ

ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅｓ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｅ⁃ ａｎｄ ｐｏｓｔ⁃ＭＩ ｇｒｏｕｐｓ， ｎ ＝ ５．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｏｐｅｒａｔｉｖｅ ＥＣＧ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ．

２􀆰 ２　 结扎后梗死区域形成并伴随着心脏收缩功能

显著减弱

超声显示心梗手术组的心脏有不活动的梗死区

域（图 ３Ｂ，黄色箭头），各指标的测量值见表 １。 结

果表明心梗 ４ 周后，评价心功能的多项超声指标发

生了明显的改变。 心梗使左心室壁舒张末期的厚度

从（０􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０２） ｃｍ 增加到（０􀆰 ８５ ± ０􀆰 ０９） ｃｍ，并且

收缩末期内径从（２􀆰 ０１ ± ０􀆰 １２ ） ｃｍ 增加到（２􀆰 ６０ ±
０􀆰 １８） ｃｍ。 相对应的，心梗后左心室收缩末期血容

量也显著增加（２６􀆰 ６５ ± ４􀆰 ５８ ｍＬ ｖｓ． １８􀆰 １３ ± ２􀆰 ７８
ｍＬ，见图 ３Ｅ），提示泵血不全。 同时，心输出量从

（７􀆰 ６０ ± ０􀆰 ５７） Ｌ ／ ｍｉｎ 减少到（４􀆰 ４４ ± ０􀆰 ３１） Ｌ ／ ｍｉｎ
（图 ３Ｆ），指示心脏收缩功能的射血分数从（７１􀆰 ７７ ±
１􀆰 ８１）％减少到（４８􀆰 ７０ ± ３􀆰 ７６）％ ，短轴缩短率从

（４０􀆰 ６４ ± １􀆰 ５０）％ 减少到（２４􀆰 ２１ ± ２􀆰 ３３）％ 。 综合

以上结果表明心梗后心脏收缩功能受损，心室发生

了重构。

表 １　 心脏超声功能评价结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ

心功能检测指标
Ｈｅａｒｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｘ

假手术对照组
Ｓｈａｍ

心梗手术组
ＭＩ

舒张末期左心室前壁厚度 ＩＶＳＤ （ｃｍ） ０􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ８５ ± ０􀆰 ０９
收缩末期左心室前壁厚度 ＩＶＳ；ｓ （ｃｍ） １􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０６ １􀆰 ０３ ± ０􀆰 １０
舒张末期左心室后壁厚度 ＬＶＰＷ；ｓ （ｃｍ） ０􀆰 ６８ ± ０􀆰 ０３３ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０９
收缩末期左心室后壁厚度 ＬＶＰＷ；ｓ （ｃｍ） １􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０３ １􀆰 ２０ ± ０􀆰 １１
舒张末期左心室内径 ＬＶＩＤ；ｄ （ｃｍ） ３􀆰 ５３ ± ０􀆰 １２ ３􀆰 ４４ ± ０􀆰 ２３
收缩末期左心室腔内径 ＬＶＩＤ；ｓ （ｃｍ） ２􀆰 ０１ ± ０􀆰 １２ ２􀆰 ６０ ± ０􀆰 １８∗

舒张末期左心室容量 ＥＤＶ；ｄ （ｍＬ） ５３􀆰 ０５ ± ５􀆰 ７９ ５１􀆰 ４８ ± ８􀆰 ２７
收缩末期左心室容量 ＥＳＶ；ｓ （ｍＬ） １８􀆰 １３ ± ２􀆰 ７８ ２６􀆰 ６５ ± ４􀆰 ５８∗

心输出量 ＣＯ （Ｌ ／ ｍｉｎ） ７􀆰 ６０ ± ０􀆰 ５７ ４􀆰 ４４ ± ０􀆰 ３１∗

射血分数 ＥＦ（％ ） ７１􀆰 ７７ ± １􀆰 ８１ ４８􀆰 ７０ ± ３􀆰 ７６∗

短轴缩短率 ＦＳ（％ ） ４０􀆰 ６４ ± １􀆰 ５０ ２４􀆰 ２１ ± ２􀆰 ３３∗

心跳 ＨＲ （Ｂｅａｔｓ ／ ｍｉｎ） ２１０ ± １０ ２１４ ± ２３
注：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，表明假手术对照组和心梗手术组的数值差异有显著性。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｅｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＭＩ ａｎｄ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐｓ． ＭＩ， ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ．
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注： Ａ、Ｃ． 超声显示蕨麻猪的正常心脏 Ｂ 型和 Ｍ 型图；Ｂ、Ｄ． 超声显示心梗手术组的 Ｂ 型和 Ｍ 型图，黄色箭头指示心梗手术组心脏

的梗死区域位置，Ｄ 图明显可见左心室内径收缩末期显著增加； Ｅ． 收缩末期和舒张末期的血容量； Ｆ． 心输出量； Ｇ． 射血分数和短

轴缩短率。 ＬＶＩＤ； ｄ⁃舒张末期左心室内径；ＬＶＩＤ； ｓ⁃收缩末期左心室内径。∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示心梗手术组（标记为“心梗组”）较假手

术对照组（标记为“假手术组”）差异有显著性，ｎ ＝ ５。

图 ３　 超声心功能评价

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃ． Ｔｙｐｉｃａｌ Ｂ⁃ ａｎｄ Ｍ⁃ｍｏｄｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｈｅａｒｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （ｓｈｏｒｔ ａｘｉｓ）； Ｂ， Ｄ． Ｔｙｐｉｃａｌ Ｂ⁃ ａｎｄ Ｍ⁃ｍｏｄｅ ｉｍａｇｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ＭＩ ｇｒｏｕｐ （ｓｈｏｒｔ ａｘｉｓ）； ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ； Ｄ． Ｄｉｌａｔｅｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｓｔａｔｅ
ｗａｓ ｓｅｅｎ； Ｅ． Ｅｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ａｎｄ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｖｏｌｕｍｅ； Ｆ． Ｃａｒｄｉａｃ ｏｕｔｐｕｔ； Ｇ． Ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ． ＬＶＩＤ， ｄ： Ｌｅｆｔ

ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｓｔａｔｅ； ＬＶＩＤ； ｓ： Ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｓｔａｔｅ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ａｎｄ ＭＩ ｇｒｏｕｐｓ， ｎ ＝ ５．

Ｆｉｇ． ３　 Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 血清生化指标变化

术后 ４ 周，血清生化值的部分指标发生改变，见
表 ２。 心梗手术组中谷草转氨酶为（３１􀆰 ５ ± ２􀆰 ５８）、
血清总胆红素（４􀆰 ５ ± ０􀆰 １４）μｍｏｌ ／ Ｌ、直接胆红素为

（０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ３３）μｍｏｌ ／ Ｌ、肌酐（１４１􀆰 ７５ ± １２􀆰 ６５）μｍｏｌ ／
Ｌ，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其他血清生化值无明

显改变。 这些指标的改变提示了生理功能的改变有

密切关系。
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表 ２　 假手术对照组和心梗手术组的血清生化值（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝５）
Ｔａｂ． ２　 Ｓｅｒｕｍ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｍ ａｎｄ ＭＩ ｇｒｏｕｐｓ．
血清生化指标
Ｓｅｒｕｍ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ

假手术对照组
Ｓｈａｍ

心梗手术组
ＭＩ

谷丙转氨酶 ＡＬＴ ／ Ｕ ／ Ｌ ４６ ±５． １１ ４７􀆰 ７５ ±７． ８８
谷草转氨酶 ＡＳＴ ／ Ｕ ／ Ｌ ２５􀆰 ２５ ±１． ８８ ３１􀆰 ５ ±２． ５８∗

总蛋白 ＴＰ ／ ｇ ／ Ｌ ６３􀆰 １２ ±０． １３８ ６０􀆰 １７ ±１． ９１
白蛋白 ＡＬＰ ／ ｇ ／ Ｌ ３２􀆰 ２５ ±０． ７７ ２３􀆰 ７７ ±５． ６１
球蛋白 ＧＬＯＢ ／ ｇ ／ Ｌ ３０􀆰 ８７ ±０． １３６ ３６􀆰 ４ ±６． ０３
总胆红素 ＴＢＩＬ ／ μｍｏｌ ／ Ｌ ２􀆰 ５ ± ０． ４７ ４􀆰 ５ ±０． １４∗

直接胆红素 Ｄ⁃ＢＩＬ ／ μｍｏｌ ／ Ｌ ０􀆰 ０２５ ±０． １４ ０􀆰 ９２ ±０． ３３∗

碱性磷酸酶 ＡＬＰ ／ ＩＵ ／ Ｌ １０３ ±１９． ３ １０４ ±１６． ０４
血糖 ＧＬＵ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ４􀆰 ４４ ± ０． ３６ ５􀆰 ９６ ±０． ４２
尿素氮 ＢＵＮ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２􀆰 ４６ ± ０． １７ ２􀆰 ８９ ±０． ６５
肌酐 ＣＲＥＡ ／ μｍｏｌ ／ Ｌ ９２􀆰 ７５ ±４． １５ １４１􀆰 ７５ ±１２． ６５∗

总胆固醇 ＣＨＯｌ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２􀆰 ３７ ± ０． １２ ２􀆰 １６ ±０． ０６
甘油三酯 ＴＧ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ０􀆰 ４８ ± ０． １０ ０􀆰 ２５ ±０． ０５
高密脂蛋白 ＨＤＬ⁃Ｃ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １􀆰 ０５ ± ０． ０７ １􀆰 ０３ ±０． ０７
极低密脂蛋白 ＬＤＬ⁃Ｃ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １􀆰 ４３ ± ０． ０６ １􀆰 ２９ ±０． ０４
乳酸脱氢酶 ＬＤＨ ／ Ｕ ／ Ｌ ３８４􀆰 ７５ ±２６． ８ ４７８􀆰 ２５ ±４９． ５８∗

注：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示心梗手术组的数值较假手术对照组有明显差
异。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＭＩ
ａｎｄ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐｓ．

注：Ａ． ＨＥ 染色。 方框显示放大区域：（ａ） 非梗死区，心肌纤维形态正常，没有明显病变；（ｂ）边缘区，心肌纤维束断裂、坏死，胶原纤维

增多；（ｃ）梗死区，不见心肌细胞，以瘢痕组织为主要特征。 Ｂ． Ｍａｓｓｏｎ 染显示增生的纤维（蓝色区域）。
图 ４　 组织切片显示从非梗死区、梗死边缘区到梗死区的过渡

Ｎｏｔｅ： Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ ｓｈａｐｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｍａｇｎｉｆｉｅｄ ａｒｅａｓ： （ａ） Ｎｏｎ⁃ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａ， ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｅｒｓ ａｐｐｅａｒｓ
ｎｏｒｍａｌ， ｗｉｔｈｏｕｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｌｅｓｉｏｎｓ； （ｂ） Ｐｅｒｉ⁃ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａ， ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｅｒ ｂｒｅａｋａｇｅ， ｎｅｃｒｏｓｉｓ， ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ａｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ； （ｃ） Ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａ，
ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｒｅ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ， ｆｉｂｒｏｕｓ ｓｃａｒ ｉｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆｅａｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｉｓ ａｒｅａ． Ｂ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｓ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ （ｂｌｕｅ） ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｎｏｎ⁃ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａ ｔｏ ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａ

２􀆰 ４　 心梗导致心肌纤维坏死、胶原纤维组织增生以

及中性粒细胞和淋巴细胞增加

在 ＨＥ 染色切片上使用 ４ 倍物镜可观察到从非

梗死区、梗死边缘区到梗死区组织变化的过渡（图
４Ａ）。 Ｍａｓｓｏｎ 染色的梗死区可明显观察到纤维化的

结缔组织（图 ４Ｂ）。 使用 ４０ 倍物镜可清晰观察到梗

死边缘区的心肌组织水肿、组织间隙增大，以及心肌

纤维的断裂、溶解和结缔组织增生 （图 ４Ａ，ａ⁃ｃ）。 同

时，镜下可见中性粒细胞（图 ５Ｂ、５Ｃ）、淋巴细胞增多

的现象（图 ５Ｄ），并有出血的病理特征（图 ５Ｂ、５Ｃ）。
２􀆰 ５　 心梗后心肌重构调控、炎症和代谢通路基因的表达

基因表达差异分析表明心梗手术组心梗边缘区

的有 ２０２９ 基因表达发生了显著改变，对这些差异基

因进行生物途径富集分析，概要如下：（１） 调控心梗

后心肌重构的信号通路激活和胞外基质⁃膜受体相互

作用的改变，受影响的主要为构成心肌丝主要成分如

肌动蛋白、肌球蛋白轻链、原肌球蛋白蛋白、整合素、
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受磷蛋白等，以及细胞基质的改变（见表 ３）；（２） 白

细胞跨内皮迁移通路以及补体 ／凝血级联信号通路激

活，包括磷脂酰肌醇 ３ 激酶、胶原蛋白 ＶＩ ／ Ｖ， 基质金

属酶亚型 ２ 和亚型 １２，丝氨酸蛋白酶抑制蛋白（见表

３），提示了组织炎症信号通路的激活、以及胞内外信

号的串话；（３） 受影响的主要胞内信号通路是调控炎

症信号通路和脂代谢的 ＰＰＡＲ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，过氧化物酶体增殖物激活受体）信
号通路（见表 ３）；（４） 脂肪、糖、蛋白代谢能量的主要

通路，如脂肪代谢、甘油酯代谢、糖酵解、三羧酸循环、
丙酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢等均受影响（见表

４），提示了能量代谢机能的受损。

注：Ａ． 显示所放大观察的区域；Ｂ． 局部放大图 Ａ，指示心肌纤维断裂溶解（箭头 １）、中性粒细胞增多（箭头 ２）、结缔组织增生（箭头 ３）
和出血现象（圆形示意）； Ｃ． 中性粒细胞和出血现象（箭头 ２ 和圆形区域）； Ｄ． 成纤维细胞核（箭头 ４）和淋巴细胞（箭头 ５）。

图 ５　 显示典型的梗死边缘区的组织变化
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｍａｇｎｉｆｉｅｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ “Ｂ”； Ｂ． Ｔｈｅ ｍａｇｎｉｆｉｅｄ ａｒｅａ ｆｒｏｍ “Ａ”， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｅｒｓ （ ａｒｒｏｗ １），
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ （ａｒｒｏｗ ２）， ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅｓ （ａｒｒｏｗ ３） ａｎｄ ｂｌｅｅｄｉｎｇ （ｃｉｒｃｕｌａｒ）； Ｃ． Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ ｂｌｅｅｄｉｎｇ （ａｒｒｏｗ ２ ａｎｄ ｃｉｒｃｌｅ）； Ｄ． Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｉ
ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ （ａｒｒｏｗ ４） ａｎｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ （ａｒｒｏｗ ５）．

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉ⁃ｉｎｆａｒｃｔ ａｒｅａ

表 ３　 基因表达谱分析获得的主要富集生物信号调控途径

Ｔａｂ． ３　 Ｍａｉｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
生物通路

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ
包含的基因名（编号）
Ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｇｅｎｅｓ （ＩＤ）

心脏重构性
Ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｙｏｐａｔｈｙ

ＳＧＣＢ（１００１３５６７４ ）∗； ＡＣＴＣ （１１００１５２２６７ ）； ＳＧＣＡ （１００２４０７２３ ）； ＭＹＬ （２３９６６９０ ）； ＴＰＭ （２３９６６９３ ）； ＬＯＣ
（３９６７８１３９６７８１）； ＩＴＧＢ（３３９７０６３）； ＴＧＦＢ（３３９７４００）； ＰＬＮ（３９７４２１）； ＴＰＭ（４３９７６０８）；

胞外基质⁃膜受体相互作用
ＥＣＭ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ＣＯＬ６Ａ（３１００１０１５５１）； ＳＤＣ （２１００１５２７５４）； ＴＨＢＳ （３１００１５５１０８）； ＧＰ （９１００２１６３１２）； ＩＴＧＢ （３３９７０６３）； ＶＴＮ
（３９７１９２）； ＣＯＬ５Ａ（２３９７５３２）； ＣＯＬ５Ａ（１３９７５３３）； ＴＮ⁃Ｘ（４４５５２０）； ＣＤ３６（７３３７０２）

白细 胞 跨 内 皮 迁 移 Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ
ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ＧＮＡＩ１（１００１４４４１９）； ＡＣＴＮ２（１００１５７４０６）； ＴＨＹ１（１００２７１９３１）； ＭＹＬ２（３９６６９０）； ＶＣＡＭ（１３９６９２５）； ＩＴＧＢ（２３９６９４３）；
ＰＩＫ３ＣＧ（３９６９７９）； ＭＭＰ（２３９７３９１）； ＣＹＢＡ（３９７５０７）； ＭＹＬＰＦ（４７４１６２）； ＣＸＣＬ（１２４９４４６０）； ＭＡＰＫ（１２５７４０６２）

补体与凝血级联 Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ
ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｃａｓｃａｄｅｓ

ＳＥＲＰＩＮＧ（１１００１４４３０４）； ＬＯＣ （１００１５３５０４）； ＴＨＢＤ （１００１５７６４２）； ＣＤ （５５３９６７４３）； ＰＬＡＵ （３９６９８５）； ＰＬＡＴ
（３９７１２１）； Ｃ１Ｓ（３９７２７４）； ＣＦＨ（３９７５２５）； Ｃ７（３９７５２６）； Ｃ１ＱＡ（４４５４６１）； Ｃ４Ａ（４４５４６７）； Ｃ２（４４８９８１）

ＰＰＡＲ 信号通路
ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＡＱＰ７（１００１２６２８３）； ＳＣＤ５ （１００１３５６６１）；ＧＫ （１００２３３１８２）；ＳＣＤ（３９６６７０）；ＯＬＲ１ （３９６７２４）；ＡＣＡＤＬ （３９６９３１）；
ＡＣＡＤＭ（３９７１０４）；ＬＰＬ（３９７５３７（；ＡＤＩＰＯＱ（３９７６６０）； ＣＰＴ１Ｂ（３９９５２８）； ＦＡＢＰ３（３９９５３２）；ＦＡＢＰ４（３９９５３３）；ＲＸＲ（Ｇ
（４４５４６５）；ＡＣＳＬ４（４４８９８０）；ＦＡＢＰ７（５７４０７５）；ＣＤ３６（７３３７０２）

注：括号内为基因库的基因编号。
Ｎｏｔｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ＩＤ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ．

４６５



中国实验动物学报 ２０１６ 年 １２ 月第 ２４ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４ Ｎｏ． ６

表 ４　 基因表达谱分析获得的主要富集代谢途径

Ｔａｂ． ４　 Ｍａｉｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｒｏｍ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ．
代谢通路

Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ
包含的基因名（编号）
Ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｇｅｎｅｓ （ＩＤ）

脂肪代谢
Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ＥＣＩ２（１００１３４９５７）； ＡＣＡＤＬ （ ３９６９３１ ）； ＡＣＡＤＳ （ ３９６９３２ ）； ＨＡＤＨＡ （３９７０１２ ）； ＨＡＤＨＢ （ ３９７０１７ ）；
ＡＣＡＤＭ（３９７１０４）； ＨＡＤＨ（３９７６０４）； ＣＰＴ１Ｂ（３９９５２８）； ＡＣＳＬ４ （４４８９８０）； ＡＬＤＨ２ （７３３６８５）

甘油酯代谢
Ｇｌｙｃｅｒｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ＧＰＡＴ４ （ １００１５２８３６ ）； ＡＧＰＡＴ４ （ １００１５６６３２ ）； ＬＣＬＡＴ１ （ １００２１７３９６ ）； ＧＫ （ １００２３３１８２ ）； ＰＰＡＰ２Ｃ
（１００２３３２００）； ＡＫＲ１Ｂ１（３９６８１６）； ＬＰＬ（３９７５３７）； ＡＬＤＨ２ （７３３６８５）

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解
Ｖａｌｉｎｅ， ｌｅｕｃｉｎｅ ａｎｄ
ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ＭＣＥＥ （ １０００３７９８６ ）； ＢＣＫＤＨＡ （ １００１４２６６６ ）； ＢＣＫＤＨＢ （ １００１４２６６９ ）； ＤＢＴ （ １００１５６５３０ ）； ＡＣＡＤＳ
（３９６９３２）； ＯＸＣＴ（１３９６９７８）；ＨＡＤＨＡ（３９７０１２）； ＨＡＤＨＢ（３９７０１７）； ＡＣＡＤＭ（３９７１０４）； ＤＬＤ（３９７１２９）；
ＨＡＤＨ（３９７６０４）； ＡＬＤＨ２（７３３６８５）；

精氨酸和脯氨酸代谢
Ａｒｇｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ＡＲＧ２ （１００１５５８９３）； ＡＣＹ１ （３９６９３０ ）； ＧＬＵＬ （３９６９４４ ）； ＧＯＴ１ （３９６９６７ ）； ＧＯＴ２ （３９６９６８ ）； ＣＫＭ
（３９７２６４）； ＳＡＴ１（３９７６４５）；ＭＡＯＡ （４１４４２４）； ＣＫＭＴ２ （７３３６０２）； ＡＬＤＨ２（７３３６８５）

糖酵解
Ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ／ Ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ

ＡＣＳＳ２ （１００１５３８６６）； ＰＧＡＭ２ （１００１８８９８０）； ＦＢＰ１（３９７０３８）； ＤＬＡＴ （３９７０５４）； ＤＬＤ（３９７１２９）； ＥＮＯ３
（６９２１５６）； ＰＦＫＭ（７３３６０１）； ＡＬＤＨ２（７３３６８５）

柠檬酸循环
Ｃｉｔｒａｔｅ ｃｙｃｌｅ （ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ） ＡＣＬＹ（１００１２５９５７）； ＩＤＨ３Ａ （１００１５７２４２）； ＡＣＯ２ （３９６９９９）； ＤＬＡＴ（３９７０５４）； ＤＬＤ（３９７１２９）

丙酸代谢
Ｐｒｏｐａｎｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ＭＣＥＥ （ １０００３７９８６ ）； ＡＣＳＳ２ （ １００１５３８６６ ）； ＡＣＡＣＢ （ １００１５４９９３ ）； ＨＡＤＨＡ （ ３９７０１２ ）； ＡＣＡＤＭ
（３９７１０４）； ＡＬＤＨ２（７３３６８５）；

丁酸代谢
Ｂｕｔａｎｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ＡＬＤＨ５Ａ１（１００１５７０７２）； ＡＣＡＤＳ（３９６９３２）； ＯＸＣＴ１ （３９６９７８）； ＨＡＤＨＡ（３９７０１２）； ＨＡＤＨ （３９７６０４）；
ＡＬＤＨ２（７３３６８５）； ＣＳ （３９７５１９）； ＩＤＨ２（３９７６０３）； ＳＤＨＢ（４１４４１２）； ＩＤＨ３Ｂ（７３３６４１）

注：括号内为基因库的基因编号。
Ｎｏｔｅ： ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ＩＤ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ．

３　 讨论

本研究首次应用我国特有的蕨麻小型猪施行心

梗手术，造模 ４ 周时的心功能指标、血清生化值、心
脏组织学病理变化以及各项参数与已有其他论文报

道相近似［７ － ９］，表明造模成功。
我们结扎位置与所报道其他实验猪如苏中家猪

或五指山等小型猪的心梗模型的相近，但不容易因

手术因素诱发房、室颤及其导致的抢救无效死

亡［１０，１１］。 并且实验动物健康指数跟正常对照组比

较无明显差异，恢复状况和我们研究所的其他报道

一致［４］，表明蕨麻猪比其他猪更适合用于建立心梗

模型，并且此模型在药效学或疾病机制的研究上能

够减少因为实验动物机能异常导致的结果偏差。
超声心动图作为临床评价心脏结构和功能的主

要工具，也广泛应用于猪心梗模型的评价［１２ － １３］。 在

超声评价指标中常用射血分数和短轴缩短率来表征

（指示）心脏收缩功能的降低程度，我们所获得的这

两个指标与其他报道的范围一致，分别大约减少

３２％ 和 ４０％ ［１４ － １８］， 这 些 数 值 也 与 小 鼠 模 型 相

近［１９，２０］。 因此，此模型建立有助于促进小鼠研究成

果的比较和转化。 此外，鉴于现有的猪心梗模型报

道中评价心脏功能参数项目比医学临床少，除常用

的射血分数和短轴缩短率外，本文也报道了左心室

收缩和舒张末期的前后壁厚度、心室内径、血容量，

以及心输出量等测量参数，模型参数全面系统，更具

临床转化应用价值。
梗死后心肌重构及至心衰是一个渐进性的复杂

过程。 本模型的心脏组织切片展示了从梗死区域、
梗死边缘区到非梗死区域的改变，并且清楚观察到

心梗边缘区相互交错的断裂纤维和增生胶原、水肿

组织、浸润的单核细胞和淋巴细胞，体现了猪心梗模

型适合病生病理过程和机理解释。
本研究对心脏梗死边缘区和正常组织的基因表

达谱进行差异分析，发现心梗致心肌重构、炎症调

节、代谢途径的重要改变。 在心梗后心肌重构途径

的数据分析中，首先，我们看到许多结构蛋白基因表

达的改变包括以肌小节蛋白如肌动蛋白、肌球蛋白

轻链、原肌球蛋白，以及控制与胞内钙离子浓度的受

磷蛋白，这些蛋白与心脏的收缩功能直接相关。 其

次，我们发现胶原蛋白 ＶＩ、胶原蛋白 Ｖ 的基因表达

也发生明显的改变，这些亦与重构有直接关系。 第

三，在心梗机理的研究中，比较一致的认为炎症在心

梗后心肌的命运起到重要的作用［２１］。 我们从基因

谱中也观察到了 ３ 个与心梗炎症有密切关系的主要

通路变化，其中有 ＰＰＡＲ，已知其既有炎症调节功能

又有调控脂肪酸和葡萄糖的氧化底物转换的作

用［２２］，其激活可导致脂肪酸氧化和增加心肌脂毒

性［２３］。 最后，我们在本文中报道了 ８ 个代谢通路异

常的数据，含糖、脂、蛋白质代谢异常。 这可与其他

５６５
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研究关于梗死区代谢异常的报道［２４］互为参考。
本研究所获得的基因表达改变的特征能够与模

型心功能、血清生化、病理组织参数指标能够相互解

释，例如重构通路的激活，此结果与超声评价中收缩

末期测得的左心室有明显扩张相对应；白细胞跨内

皮迁移通路以及补体 ／凝血级联信号通路激活，此发

现和组织观察的出血和炎症有相对应的结果；胞外

基质⁃膜受体作用通路的激活和组织学观察到的细

胞大量坏死纤维化相对应；同时，心梗中基因表达谱

的改变既是多方面的，也是相互关系的，例如，ＰＰＡＲ
的表达提示了其可能是心肌炎症病理变化与心肌代

谢功能调节的串话的关键节点，对这些调控关系的

深入了解，对心梗疾病的精准诊治及机理解释令人

期待。
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􀦋􀦋研究报告

七甲川菁近红外荧光染料对胃癌原位
移植模型的靶向识别

赵勇，张彩勤，赵宁宁，谭邓旭，赵亚，张海，师长宏∗

（第四军医大学实验动物中心，西安　 ７１００３２）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究七甲川菁近红外荧光（ＮＩＲＦ）染料在胃癌原位移植模型活体成像中的应用效果。 方法

　 将标记荧光酶素的人胃癌细胞系 ＨｅｐＧ２ 原位移植裸鼠建立肿瘤模型，同时诱发制备胃溃疡模型；对上述模型分

别采用生物发光成像和 ＮＩＲＦ 成像，观察胃癌组织对近红外荧光染料的吸收；探索缺氧和阴离子转运肽（ＯＡＴＰ）对
胃癌组织吸收 ＮＩＲＦ 染料的影响，明确 ＮＩＲＦ 染料靶向识别肿瘤细胞的特异性。 结果 　 ＮＩＲＦ 信号与生物发光信号

在胃癌原位移植模型活体成像中具有较好的相关性。 胃癌组织部位可获得较强的 ＮＩＲＦ 荧光信号，而胃溃疡部位

未检测到荧光信号。 缺氧能够增强胃癌细胞对 ＮＩＲＦ 染料的吸收，而阴离子转运肽特异性抑制剂磺溴酞钠（ＢＳＰ）
能够显著降低肿瘤细胞对 ＮＩＲＦ 染料的吸收。 结论　 七甲川菁近红外荧光染料能够靶向识别胃癌原位移植模型。

【关键词】 　 近红外荧光染料；胃癌；肿瘤原位移植模型；裸鼠
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ＮＩＲＦ ｄｙｅ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ＮＩＲＦ ｈｅｐｔａｍｅｔｈｉｎｅ ｃｙａｎｉｎｅ ｄｙｅ ｃａｎ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃａｌｌｙ
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　 　 近红外荧光（ｎｅａｒ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ， ＮＩＲＦ）
染料吸收和发射光谱均位于近红外区（７００ ～ １０００
ｎｍ），自发荧光低，但与化合物结合后可诱导较强的

荧光［１， ２］。 由于该类染料所产生的荧光组织穿透性

强，目前已成为良好的影像探针，广泛应用于动物模

型和人体的成像研究［２］。 前期我们实验室联合弗

吉尼亚大学合成并筛选了一系列七甲川菁（ ｈｅｐｔａ⁃
ｍｅｔｈｉｎｅ ｃｙａｎｉｎｅ）近红外荧光染料，这类聚甲基箐染

料的杂环化合物，是由甲基链组成的大 π 共轭体

系，常见的有 ＩＲ⁃７８３ 和 ＭＨＩ⁃１４８［３］。 该类染料有着

较高的体内消除率和较大的斯托克斯位移，不需要

化学修饰，可直接被人胃癌肿瘤细胞吸收呈特异性

聚集，从而用于胃癌裸鼠皮下移植模型活体成

像［４，５ ，６］。 本研究为进一步明确该染料的肿瘤靶向

性和组织穿透能力，制备了人胃癌裸鼠原位移植模

型，测试该类染料对肿瘤的靶向识别能力。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性裸鼠 １０ 只，体重 ２０ ～ ２５ ｇ，
６ ～ ７ 周龄。 购自北京维通利华实验动物科技有限

公司［ＳＣＸＫ（京）２０１２ － ０００１］，随机分为胃癌原位

移植模型组和胃溃疡模型组。 动物饲养在第四军医

大学实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障环境中［ＳＹＸＫ（陕）
２０１４ － ００１］。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器

胃癌传代肿瘤细胞 ＳＧＣ⁃７９０１，由第四军医大学

实验动物中心保存，标记荧光素酶 ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 的

ＳＧＣ⁃７９０１（ ｌｕｃ⁃ＳＧＣ⁃７９０１） 细胞由腺病毒感染后制

备［７］。 七甲川菁 ＮＩＲＦ 染料 ＩＲ⁃７８３ 由美国 Ｃｅｄａｒｓ⁃
Ｓｉｎａｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ，Ｌｅｌａｎｄ Ｃｈｕｎｇ 教授提供［８］。 水

合氯醛浓度为 ７ ｇ ／ １００ ｍＬ，ＤＡＰＩ 染色液由北京雷根

生物技术有限公司提供。 ＨＩＦ１α 兔抗人单克隆抗体

购自艾博抗体上海贸易有限公司，ＯＡＴＰ１Ｂ３ 鼠抗人

单克隆抗体购自 ＧｅｎｅＴｅｘ 公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 人胃癌裸鼠原位移植模型和胃溃疡模型的

制备

取 ５ 只 ６ ～ ７ 周龄雄性裸鼠，腹腔注射水合氯醛

１００ μＬ，浓度为 ７ ｇ ／ １００ ｍＬ。 用眼科剪从裸鼠腹中

线开口，暴露完整胃，在胃底部进针达肌层，注射人

胃癌传代细胞 ｌｕｃ⁃ＳＧＣ⁃７９０１，体积为 ５０ μＬ，数量为

１ × １０６。 将胃送回腹腔，手术缝合腹部肌层和皮肤。
１０ ｄ 后裸鼠腹腔注射 ＮＩＲＦ 染料 ＩＲ⁃７８３，剂量为每

只 １０ μｍｏｌ，２４ ｈ 后，用 Ｃａｌｉｐｅｒ Ｌｕｍｉｎａ ＩＩ 小动物光

学成像系统测定肿瘤部位 ＮＩＲＦ 强度 ＲＯＩ（ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｅｓｔ）；同时腹腔注射荧光素酶底物，剂量为每只

１􀆰 ５ ｍｇ，活体成像测定肿瘤部位生物发光强度并获

得 ＲＯＩ 值。 每 ５ ｄ 测量一次，绘制荧光强度与生物

发光强度的相关性曲线。 同时，取 ５ 只 ６ ～ ７ 周雄性

裸鼠，禁食、禁水 １２ ｈ 后，灌胃 ７５０ μＬ 无水乙醇，连
续 ２ ｄ，制备胃溃疡模型。 按同样的方法注射 ＮＩＲＦ
染料 ＩＲ⁃７８３，并进行活体成像。
１􀆰 ２􀆰 ２　 胃癌组织对 ＮＩＲＦ 染料的吸收

将人胃癌裸鼠原位移植模型和裸鼠胃溃疡模型

分别处死，处死前 ２４ ｈ 注射 ＩＲ⁃７８３，处死前 １０ ｍｉｎ
注射荧光素酶底物。 将裸鼠的胃和心脏、肝、脾、肺、
肾分别取出，在用 Ｃａｌｉｐｅｒ Ｌｕｍｉｎａ ＩＩ 小动物光学成像

系统测定肿瘤部位 ＮＩＲＦ 强度和生物发光信号（ｂｉ⁃
ｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ， ＢＬ）强度。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＤＸ 模型肿瘤组织免疫组织化学分析

取原位肿瘤移植模型的胃组织和胃溃疡模型的胃

组织分别用 ４％多聚甲醛固定后，石蜡包埋，组织切片

并进行 Ｈ＆Ｅ 和免疫组织化学染色，一抗为 ＨＩＦ１α 兔抗

人单克隆抗体和 ＯＡＴＰ１Ｂ３ 鼠抗人单克隆抗体，二抗分

别为辣根过氧化酶标记的羊抗兔和羊抗鼠抗体。
１􀆰 ２􀆰 ４　 缺氧和 ＯＡＴＰ 抑制剂对胃癌细胞吸收 ＮＩＲＦ
染料的影响

将 ＨｅｐＧ２ 肿瘤细胞培养于 ２４ 孔板内 （１ ×
１０６）， ３７℃ 培养 ２４ ｈ 后，加入 ＩＲ⁃７８３，终浓度为 ５
μｍｏｌ ／ Ｌ，在 １％ Ｏ２中培养 １ ｈ，或加入 ＯＡＴＰ 抑制剂

ＢＳＰ（终浓度为 ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ，购自 Ｓｉｇｍａ 公司）同样

３７℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗去多余的染料，４％多聚甲醛固

定后，ＤＡＰＩ 染核。 同样方法处理对照组，用配备有

ＩＣＧ 滤光片的荧光显微镜观察。

２　 结果

２􀆰 １　 ＮＩＲＦ 信号与生物发光信号的相关性

将人胃癌细胞 ｌｕｃ⁃ＳＧＣ⁃７９０１ 接种裸鼠胃部后，
分别进行 ＮＩＲＦ 和生物发光活体成像，测定不同时

间点肿瘤部位 ＮＩＲＦ 强度与生物发光强度。 结果见

图 １，在不同时间点两种信号强度具有较好的相关

性，拟合曲线中 Ｒ２ 值达到 ０􀆰 ９９５。

８６５
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２􀆰 ２　 胃癌原位移植模型与胃溃疡模型活体成像结

果比较

胃癌原位移植模型通过 ＮＩＲＦ 成像可在胃

部获得较强的荧光信号，而胃溃疡模型并未检

测到荧光信号。 处死裸鼠后分离完整的胃，通
过成像检测在胃部依旧可以发现荧光信号和生

物发光信号，与发生溃疡的胃组织具有显著差

别（图 ２） 。

２􀆰 ３　 ＮＩＲＦ 信号在胃癌组织中的分布

比较胃肿瘤组织与其他脏器 ＮＩＲＦ 信号强度，
发现二者具有显著差异，生物发光与 ＮＩＲＦ 成像结

果一致（见图 ３）。
２􀆰 ４　 胃肿瘤组织和胃溃疡组织的病理形态

将胃癌模型和胃溃疡模型中的胃组织剥离后，
ＰＢＳ 冲洗，肉眼可看到肿瘤模型在胃部形成明显的

隆起，呈肿瘤样结构，而溃疡模型在胃部形成炎细胞

浸润，局部坏死和缺损。 结果见图 ４。

注：Ａ． 胃癌细胞原位移植裸鼠不同时间点获取的生物发光（ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ）信号和近红外荧光（ＮＩＲＦ）信号； Ｂ． 肿瘤部位生物发光

和近红外荧光 ＲＯＩ 值的相关性。

图 １　 胃癌裸鼠原位移植模型中生物发光与近红外荧光信号的相关性

Ｎｏｔｅ： Ａ． ＢＬ ｓｉｇｎａｌｓ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｓｉｇｎａｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｍｏｄｅｌ． Ｂ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＩ ｖａｌｕｅ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＢＬ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＢＬ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ．

注：Ａ． 胃癌和胃溃疡模型 ＮＩＲＦ 活体成像结果； Ｂ． 胃癌和胃溃疡组织 ＮＩＲＦ 成像和生物发光成像结果； Ｃ． 胃癌和胃溃疡组织成像结果比

值。∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ Ｖｓ 正常组。
图 ２　 胃癌和胃溃疡组织活体成像结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｉｎ ｖｉｖｏ ＮＩＲＦ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｂ． Ｅｘ ｖｉｖｏ ＮＩＲＦ ａｎｄ ＢＬ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ
ｕｌｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＮＩＲＦ ａｎｄ ＢＩＬ ｓｉｇｎａｌｓ ｔｏ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｉｇｈｔ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ Ｖｓ ｎｏｒｍａｌ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒｓ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒｓ．

９６５
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注：Ａ． 胃癌组织与肝、脾、肾、肺和心脏生物发光与荧光信号的成像结果； Ｂ． 胃癌组织与肝、脾、肾、肺和心脏生物发光与荧

光信号的比值。

图 ３　 胃癌组织和胃炎组织体外成像结果比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｘ ｖｉｖｏ ＢＬ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅａｒｉｎｇ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｌｕｃ⁃ｔａｇｇｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ ｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｌｉｖｅｒ， ｓｐｌｅｅｎ， ｋｉｄｎｅｙ， ｌｕｎｇ， ａｎｄ ｈｅａｒｔ． Ｂ． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＢＬ ａｎｄ ＮＩＲＦ ｓｉｇｎａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ， ｌｉｖｅｒ，
ｓｐｌｅｅｎ， ｋｉｄｎｅｙ， ｌｕｎｇ ａｎｄ ｈｅａｒｔ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ４　 胃癌组织和胃溃疡组织的病理形态

Ｆｉｇ． ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒｓ

２􀆰 ５　 胃癌组织和胃溃疡组织的免疫组织化学结

果

免疫组织化学检测胃癌组织和胃溃疡组织中

ＯＡＴＰ１Ｂ３ 和 ＨＩＦ１α 的表达，结果如图 ５，ＯＡＴＰ１Ｂ３
和 ＨＩＦ１α 在胃癌组织呈高表达，而在胃溃疡和正

常胃组织中表达量较低，与肿瘤组织相比有显著

差别。
２􀆰 ６　 缺氧和 ＯＡＴＰ 调控胃癌肿瘤细胞对 ＩＲ⁃７８３
染料的吸收

缺氧和 ＯＡＴＰ１Ｂ３ 在调控肿瘤细胞特异性识

别 ＮＩＲＦ 染料的过程中发挥了重要作用。 培养的

胃癌细胞在缺氧状况下对 ＮＩＲＦ 染料 ＩＲ⁃７８３ 的吸

收显著增加，而当加入 ＯＡＴＰ 抑制剂 ＢＳＰ 后胃肿

瘤细胞对 ＩＲ⁃７８３ 的吸收显著减弱，结果见图 ６。

图 ５　 胃癌和溃疡组织中 ＯＡＴＰ１Ｂ３ 和 ＨＩＦ１α 的表达

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＡＴＰ１Ｂ３ ａｎｄ ＨＩＦ１α ｉｎ ｔｈｅ
ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

０７５



中国实验动物学报 ２０１６ 年 １２ 月第 ２４ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４ Ｎｏ． ６

注：Ａ． 缺氧促进肿瘤细胞对 ＩＲ⁃７８３ 染料的吸收，ＯＡＴＰ 抑制剂 ＢＳＰ 减弱肿瘤细胞对 ＩＲ⁃７８３ 染料的吸收；Ｂ． 肿瘤细胞对 ＩＲ⁃

７８３ 染料的吸收强度变化的比值。∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ Ｖｓ 正常对照。

图 ６　 缺氧和 ＯＡＴＰ 抑制剂对胃癌细胞吸收 ＮＩＲＦ 染料的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｈｙｐｏｘｉａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ＩＲ⁃７８３ ｄｙｅ ａｎｄ ＯＡＴＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＢＳＰ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ＮＩＲＦ ｄｙｅｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓ． Ｂ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＩＲ⁃７８３ ｄｙｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ ｏｒ ＯＡＴＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ Ｖｓ ｎｏｒ⁃
ｍａｌ。

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ ＯＡＴＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ＮＩＲＦ ｄｙｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

与传统的皮下移植模型相比，胃的原位移植较

好的模拟了肿瘤发生的过程，形成的肿瘤组织结果

与临床胃癌组织较为相似，用于近红外荧光染料的

测试可以获得与临床相近的实验结果，从而验证了

该类染料的特异性和可靠性［９，１０］。 使用转染荧光素

酶（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）标记的传代肿瘤细胞接种裸鼠形成肿

瘤移植模型，注射底物后检测生物发光信号，是肿瘤

模型较常采用的活体成像技术，该方法特异性和灵

敏度均较高［１１］。 本研究将靶向近红外荧光活体成

像技术与生物发光技术进行比较，两者呈现出较好

的相关性。
常规近红外荧光染料需要结合特异性的靶片段

才能识别肿瘤细胞，比如肿瘤特异性抗原、多肽、酶
的底物和肿瘤标志物等［９，１１］。 而本研究使用近红外

荧光染料具有成像和靶分子的双重特性，不需连接

靶向片段便可直接识别肿瘤细胞，避免了化学结合

和繁琐的探针制备过程。 前期实验证实该类七甲川

菁染料特异性的聚集于肿瘤部位主要与肿瘤低氧诱

导因子（ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ１ａ，ＨＩＦ１α）和有机阴

离 子 转 移 肽 （ ｏｒｇａｎｉｃ ａｎｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅｓ，
ＯＡＴＰｓ） 相关［１２，１３］。 肿瘤细胞中缺氧和活化的

ＨＩＦ１α ／ ＯＡＴＰｓ 信号分子，提供了不同分子之间的调

控作用，促进了 ＮＩＲＦ 染料的吸收。 当我们将胃癌

细胞培养于低氧环境时能显著促进肿瘤细胞对

ＮＩＲＦ 染料的吸收；相反，当加入 ＯＡＴＰ 抑制剂 ＢＳＰ

时，能够有效抑制肿瘤细胞对 ＮＩＲＦ 染料的吸收［１４］，
同时，通过免疫组织化学分析发现相比于胃溃疡，胃
癌组织中 ＯＡＴＰ１Ｂ３ 和 ＨＩＦ１α 均呈高表达，从而进

一步说明缺氧和活化的 ＨＩＦ１α ／ ＯＡＴＰｓ 信号分子调

控了肿瘤对靶向 ＮＩＲＦ 染料的吸收。 由于缺氧和

ＯＡＴＰｓ 的表达是肿瘤细胞中普遍存在的现象，推测

该类染料也能广泛识别其他类型的肿瘤细胞［１５］。
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广西和云南树鼩群体遗传多样性的比较分析
唐艳萍，曹骥∗，杨香娣，杨春，李瑗，周玲丽，罗旺，邓玲，王谷洋，李科志

（广西医科大学附属肿瘤医院实验研究部，南宁　 ５３００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较分析我国广西、云南两个树鼩群体的遗传差异和分化程度，推动树鼩优良品系的培育和

优化实验动物模型。 方法　 提取广西和云南各 ３２ 只树鼩的全血基因组 ＤＮＡ，分别采用 ９ 对荧光标记微卫星引物

进行 ＰＣＲ 扩增，通过毛细管电泳技术检测扩增片段，并利用 ＰＯＰＧＥＮＥ 等软件比较两个树鼩群体的遗传相关指标。
结果　 广西和云南两个树鼩群体平均期望杂合度（Ｈｅ）为 ０􀆰 ７０３，平均多态信息含量（ＰＩＣ）为 ０􀆰 ７２５，Ｆｉｓ 均值 ＞ ０。
ＣＣＢＬ１Ｂ、ＣＣＤＣ６１、ＥＤＡ１ 和 ＯＰＡ３ 四个位点表现为极显著偏离哈迪⁃温伯格平衡。 两群体的遗传距离及无偏遗传距

离分别为 １􀆰 ２７７ 和 １􀆰 ２６８，遗传相似系数约为 ０􀆰 ２８。 遗传结构变异的分布情况显示 ６１􀆰 ５７％的微卫星遗传变异来自

于群体内部，３８􀆰 ４３％存在于群体之间。 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析发现广西和云南树鼩为中缅树鼩群体的两个不同的亚

种。 结论　 广西和云南树鼩两个群体的遗传多样性都较丰富，两个群体间具有较大的遗传差异和分化程度，遗传

变异主要来源于群体内部。
【关键词】 　 树鼩；荧光标记；微卫星；遗传多样性
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ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｕｎｂｉａｓｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｗｅｒｅ １􀆰 ２７７ ａｎｄ １􀆰 ２６８， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ＡＭＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ
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ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ６１􀆰 ５７％ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ３８􀆰 ４３％ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒ⁃
ｍｏｒｅ， ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｇｕａｎｇｘｉ ａｎｄ Ｙｕｎｎａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｓｉｎｇｌｅ
ｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓ ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ Ｔｕｐａｉａ ｂｅｌａｎｇｅｒｉ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｌｙ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｈｉｇｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｏｆ ｉｎｔｒａ⁃ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎａｌ ｏｒｉｇｉｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ； Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍａｒｋｅｒ； Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ； Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＣＡＯ Ｊｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃａｏｊｉｃｎ＠ １６３． ｃｏｍ

　 　 树鼩是一种外貌形态与松鼠类似的低等灵长类

动物，目前主要分布于南亚、东南亚、我国西南部和

南部地区。 王应祥等［１］ 根据中缅树鼩的外形和头

骨数据，将我国树鼩分为 ６ 个亚种，即滇西亚种、海
南亚种、越北亚种、瑶山亚种、高黎贡山亚种和滇南

亚种。 刘瑞清等［２］ 在树鼩染色体水平上的研究结

果显示滇西亚种、越北亚种和瑶山亚种都是二倍体，
并且这些亚种间的核型相似，该结果为树鼩的分类

鉴定提供了细胞学依据。 自 ２０ 世纪 ８０ 年代以来，
以树鼩作为动物模型的医学生物学研究受到越来越

多的关注。 相比于其他灵长类动物，树鼩因其具有

形体小、繁殖快、成本低等特点，已被广泛应用于病

毒感染、代谢性疾病、肿瘤等方面的研究［３］。 然而

目前实验中使用的树鼩遗传背景资料匮乏，尤其是

亚种间的遗传差异和分化程度尚不清楚。
微卫星亦称简单重复序列，是以核苷酸为单位的

１ ～６ 个碱基串联重复序列，具有多态性高以及保守

性、共显性、重复性好等特点，被认为是目前研究种群

遗传差异的理想分子标记，已被广泛应用于动植物遗

传多样性、遗传结构、物种进化等方面的研究［４］。 近

年来国内外学者已经开始通过筛选微卫星标记对中

缅树鼩遗传多样性进行研究［５ － ８］，然而这些研究多数

局限于单个中缅树鼩群体的遗传多样性，而比较分析

树鼩亚种群体间的遗传差异和遗传结构鲜有报道。
本研究通过荧光标记微卫星技术，结合测序进

行微卫星基因型判断，对来自广西的野生树鼩群体

和云南昆明的人工饲养群体进行研究，比较分析两

个树鼩群体的遗传多样性差异和遗传结构，为合理

保护和开发利用树鼩种质资源提供科学的理论依

据，同时也为培育优良的树鼩品系和建立实验动物

模型积累遗传基础性数据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物来源

树鼩分别来源于广西融安县野生群和云南昆明

动物研究所人工繁殖群，两个树鼩群体各随机选取

３２ 只，雌雄各半。 饲养环境保持 ２０ ～ ２５℃ 室温和

３０％ ～６０％湿度，每日清洁 ２ 次。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

ＤＮＡ 提取试剂盒（货号：ＤＰ３４８）、Ｔａｑ 酶、微卫

星上游荧光标记引物购自 Ｔａｋａｒａ 公司；内标 ＬＩＺ
５００、Ｈｉ⁃Ｄｉ 甲酰胺购自美国 ＡＢＩ 公司；ＰＴＣ⁃２００ ＰＣＲ
仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；凝胶成像仪购自英国

Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司；ＡＢＩ ３７３０ＸＬ 遗传分析仪购自美国

ＡＢＩ 公司；电泳仪购自北京市六一仪器厂。
１􀆰 ３　 全血 ＤＮＡ 提取和检测

分别对树鼩进行股静脉采血 １ ｍＬ，肝素钠抗

凝， － ２０℃保存。 基因组 ＤＮＡ 的提取参考试剂盒的

操作说明书。 将 ＤＮＡ 浓度稀释到 ５０ ～ １００ ｎｇ ／ μＬ，
于 － ２０℃保存备用。 用浓度为 ０􀆰 ８％ ～ １％ 的琼脂

糖电泳检测所提取的 ＤＮＡ 样品，并检测其浓度和纯

度，Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比值应为 １􀆰 ７ ～ １􀆰 ９。
１􀆰 ４　 选择微卫星位点和设计筛选引物

通过 ＮＣＢＩ 中的 Ｔｕｐａｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 基因组数据库

查找 ＳＳＲ 位点，并参考国内外中缅树鼩微卫星位点

的侧翼序列。 首先筛选出 ３５ 对微卫星引物进行

ＰＣＲ 第一轮扩增（重复两次），用 ２％ 的琼脂糖凝胶

电泳检测出有目的条带后，再进行第二轮的荧光标

记 ＰＣＲ 扩增，并予以鉴定。 最后选择扩增比较稳定

且条带比较清晰的 ９ 对微卫星引物用于微卫星遗传

多样性分析。 所有引物全部由深圳华大基因科技有

限公司合成并进行荧光染料标记（ＦＡＭ 蓝）。 各微

卫星位点引物序列相关信息见表 １。
１􀆰 ５　 多重 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 反应总体系 １５ μＬ：１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ １􀆰 ５
μＬ，ｄＮＴＰ （２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ，上、下游引物 （ １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）各为 ０􀆰 ５ μＬ，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ２５ μＬ，
ＭｇＣｌ２（２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）２ μＬ，ＤＮＡ 模板（６０ ｎｇ ／ μＬ）１
μＬ， 加 ｄｄＨ２Ｏ 至反应终体积为 １５ μＬ，再加 １ ～ ２ 滴

矿物油。 ＰＣＲ 扩增条件：９５℃预变性 ５ ｍｉｎ，９５ ℃变

性 ２０ ｓ，５４ ～ ５９℃退火 ２０ ｓ，７２℃延伸 ３０ ｓ，１０ 个循

环，９５℃变性 ２０ ｓ，５４ ～ ５９℃ 退火 ２０ ｓ，７２ ℃ 延伸

３０ ｓ，２５ 个循环， ７２℃延伸 ３０ ｍｉｎ。 取 ２ μＬ ＰＣＲ 扩

增产物，２％琼脂糖凝胶电泳。

３７５
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表 １　 树鼩群体 ９ 个微卫星位点的相关信息及退火温度

Ｔａｂ． １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ９ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ

位点名称
Ｌｏｃｕｓ

片段大小
Ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅ

登录号
ＧｅｎＢａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

核心序列
Ｒｅｐｅａｔ
ｍｏｔｉｆ

荧光标记
Ｆｌｕｅｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｌａｂｅｌ

引物序列（５’ － ３’）
Ｐｒｉｍｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’ － ３’）

退火温度 ／ ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＣＣＢＬ１Ａ ３２４ － ３３８ ＞ ｇｉ ｜５５８０６４５３４：８７９５８２ － ９２５４２０ （ＡＧ） １２ ＦＡＭ Ｆ：ＴＣＧＣＣＣＣＴＣＡＣＡＡＣＴＡＴＡＣＣ
Ｒ：ＣＣＴＣＴＣＡＧＧＴＧＧＧＣＡＡＡＧＡＡ ５８

ＣＣＢＬ１Ｂ ３４２ － ３５４ ＞ ｇｉ ｜５５８０６４５３４：８７９５８２ － ９２５４２０ （ＡＧ） １２ ＦＡＭ Ｆ：ＣＴＧＣＴＧＣＡＣＣＡＧＧＧＡＡＴＡＧＧ
Ｒ：ＴＧＴＧＴＣＴＧＡＴＧＧＣＣＣＧＴＧＡＡ ５７

ＣＣＤＣ６１ １６７ － １７９ ＞ ｇｉ ｜５５８０６８２０８：３９８５８１２ － ４０１００７９ （ＡＡＴ） ７ ＦＡＭ Ｆ：ＧＴＧＧＣＴＴＴＧＴＴＴＴＴＧＡＡＧＣＡＧＣ
Ｒ：ＣＡＴＴＡＣＧＣＴＡＡＣＴＡＣＴＧＧ ５９

ＥＤＡ１ ４８９ － ５２９ ＞ ｇｉ ｜５５７９６２７９８：ｃ３５１７５９ － ２６６７０４ （ＡＴＴＴ） ７ ＦＡＭ Ｆ：ＴＣＴＣＡＴＧＣＣＡＣＧＴＣＴＴＴＣＣＴ
Ｒ：ＣＴＣＡＣＴＣＴＧＴＣＣＣＴＣＴ ５５

ＯＰＡ３ ４３３ － ４４９ ＞ ｇｉ ｜５５８０６８２０８：ｃ３４６６１９０ － ３４０４８１４ （ＴＴＴＧ） ６ ＦＡＭ Ｆ：ＧＡＡＧＧＣＡＧＴＴＡＣＴＴＴＣＣＣＧＣ
Ｒ：ＧＧＧＴＧＧＡＡＣＣＴＧＡＴＣＣＴＣＡＡＧ ５７

ＲＡＬＧＰＳ１Ａ ４２３ － ４３５ ＞ ｇｉ ｜５５８０６４５３４：ｃ２７５４５４９ － ２４７０３６６ （ＴＴＡ） ６ ＦＡＭ Ｆ：ＣＣＣＣＡＡＧＴＧＡＧＧＧＣＡＴＴＡＣＡ
Ｒ：ＧＣＴＧＧＴＡＧＧＣＡＣＴＧＣＴＡＣＴＧ ５４

ＳＬＣ４５Ａ４ ４２７ － ４８３ ＞ ｇｉ ｜５５８０６５１９５：２０７７５２３ － ２１５００５０ （ＴＣＴＴ） １６ ＦＡＭ Ｆ：ＡＴＣＣＣＡＣＧＴＧＣＧＡＣＴＴＴＧＴＡ
Ｒ：ＣＣＣＴＧＧＧＡＧＧＴＧＴＧＡＡＡＡＣＴ ５８

ＴＰ５３ １７７ － ２０３ ＞ ｇｉ ｜５５８０６５２３９：８４２２９５ － ８６７３９３ （ＡＧ） ９ ＦＡＭ Ｆ：ＡＡＣＡＴＣＣＴＧＴＣＣＴＧＣＴＣＣＣ
Ｒ：ＧＧＴＧＡＡＡＣＡＡＴＧＧＡＧＣ ５６

ＴＲＩＭ２３ １７１ － １８３ ＞ ｇｉ ｜５５７９６１９０７：ｃ４３０８９１ － ３９０１１１ （ＡＴＴＴ） ５ ＦＡＭ Ｆ： ＴＣＣＡＧＣＡＡＣＴＴＣＴＧＡＧＴＣＣＣ
Ｒ：ＡＡＧＴＧＴＡＣＣＣＴＣＣＣＴＡＴ ５９

１􀆰 ６　 毛细管电泳检测扩增片段

取 ＰＣＲ 产物 １ μＬ，Ｌｉｚ ５００ 内标 ０􀆰 ８ μＬ，Ｈｉ⁃Ｄｉ
甲酰胺 ８􀆰 ０ μＬ 充分混匀后，９５℃变性 ５ ｍｉｎ，然后在

ＡＢｌ３７３０ＸＬ 自动测序仪上进行毛细管电泳检测（本
部分由深圳华大基因公司进完成）。 由 Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ
Ｖ２􀆰 ２􀆰 ０ （ＳｏｆｔＧｅｎｅｔｉｃｓ ＬＬＣ，Ｓｔａｔｅ Ｃｏｌｌｅｇｅ，ＰＡ）软件自

动生成各位点在每个样品上的图谱文件，根据峰值

图获取产物片段大小。
１􀆰 ７　 数据统计与分析方法

使用 ＣＯＮＶＥＲＴ（ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３１）软件转化数据格

式，利用 Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ Ｔｏｏｌｋｉｔ （ ｖｅｒｓｉｏｎ ３􀆰 １ ）、 ＰＯＰ⁃
ＧＥＮＥ（ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３２）软件计算各基因座等位基因数

（Ｎａ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、观测杂合度（Ｈｏ）、期
望杂合度（Ｈｅ）、Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数（ Ｉ）等指标，并计

算 Ｆ⁃统计量（Ｆｉｓ，Ｆｉｔ，Ｆｓｔ）。 利用 ＦＳＴＡＴ ２􀆰 ９􀆰 ３ 软件

计算各位点的等位基因丰富度 （ ａｌｌｅｌｅ ｒｉｃｈｎｅｓｓ，
ＡＲ）。 多态信息含量（ＰＩＣ）使用 ＰＩＣ⁃ＣＡＬＣ 软件计

算。 运用 ＧＥＮＥＰＯＰ４􀆰 ０ 软件检验各种群等位基因

频率是否偏离哈温平衡（Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉ⁃
ｕｍ，ＨＷＥ）。 种群的瓶颈效应利用 Ｂｏｔｔｌｅｎｅｎｃｋ 软件

提供的 ＩＡＭ、ＴＰＭ、ＳＭＭ 三个模型来检测，设置 １０００
个重复，并通过 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 符号秩次检验（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
ｓｉｇｎｅｄ⁃ｒａｎｋ ｔｅｓｔ）和符合检验（Ｓｉｇｎ ｔｅｓｔ）分析杂合过

度是否显著。 利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ ３􀆰 ５􀆰 １ 软件包中的分子

变异分析软件（ＡＭＯＶＥ）计算种群间和种群内的分

子遗传变异分布情况，以及各种群间的遗传分化系

数（ＦＳＴ）和基因流（Ｎｍ）。 使用 Ｓｔｒｕｃｔｒｕｅ ２􀆰 ２ 软件对

所有个体的基因型进行贝叶斯聚类分析，检测树鼩

群体潜在的遗传结构。 本研究 Ｋ 值设为 １ ～ ５，使用

混合模型（ａｄｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ），对每个 Ｋ 值重复运行

６ 次，预热 １００，０００ 次并舍弃（ｂｕｒｎ⁃ｉｎ 为 １００，０００），
随后进行 １，０００，０００ 次重复正式计算（ｒｕｎ⁃ｌｅｎｇｔｈ 为

１，０００，０００）。 根据每次运行不同的 Ｋ 值对应得 ＬｎＰ
（Ｄ）值计算△Ｋ 值分析可能的遗传结构。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 毛细管电泳检测结果

图 １、２ 分别为广西、云南两个群体中的某个体

在 ＥＤＡ１ 位点上的检测结果，可看出 ＥＤＡ１ 位点在

广西树鼩和云南树鼩 ２ 个样品中检测到的微卫星

ＤＮＡ 产物片段大小（基因型）分别为 ４８９ ／ ４９３ ｂｐ 和

４９３ ／ ５０２ ｂｐ。 该位点都表现为双峰，即为杂合子；无
其它非特异性扩增产物污染，说明引物扩增特异性

良好。
２􀆰 ２　 两个树鼩群体的遗传多样性

由表 ２ 可知广西树鼩群体的 Ｎｅ、Ｈｅ、ＰＩＣ 和 Ｉ 分
别为 ２􀆰 ７４２２、０􀆰 ５８５６、０􀆰 ５２０１、１􀆰 ０６７６，都略高于云南

树鼩群体（２􀆰 ２９３９、０􀆰 ４８４０、０􀆰 ４１９５、０􀆰 ８６０６）；对这两

个群体进行配对 ｔ 检验，结果提示差异均无显著性

４７５
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（ＰＮｅ ＝ ０􀆰 ２３２、 ＰＨｅ ＝ ０􀆰 １９３、 ＰＰＩＣ ＝ ０􀆰 １９７、 ＰＩ ＝
０􀆰 ２３２）。

对两个树鼩群体 ９ 个微卫星位点进行 ＨＷＥ 平

衡检测，结果显示 ＣＣＢＬ１Ｂ、ＣＣＤＣ６１、ＥＤＡ１ 和 ＯＰＡ３
这 ４ 个位点在两个树鼩群体都表现为极显著偏离

ＨＷＥ 平衡 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； ＣＣＢＬ１Ａ、 ＲＡＬＧＰＳ１Ａ 和

ＳＬＣ４５Ａ４ 这 ３ 个位点在两个群体都处于平衡状态

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；ＴＰ５３ 和 ＴＲＩＭ２３ 两位点在云南树鼩表

现为显著偏离平衡状态，而在广西树鼩中处于平衡

状态。

图 １　 广西树鼩 ＥＤＡ１ 位点分型结果：４８９ ／ ４９３ ｂｐ
Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＤＡ１ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｌｌｅｌｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ：４８９ ／ ４９３ ｂｐ

图 ２　 云南树鼩 ＥＤＡ１（ＦＡＭ）位点分型结果：４９３ ／ ５０２ ｂｐ
Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＥＤＡ１ ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｌｌｅｌｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ ｉｓ ４９３ ／ ５０２ ｂｐ ｉｎ ｔｈｅ Ｙｕｎｎａｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

表 ２　 两个树鼩群体 ９ 个微卫星位点的遗传多态性及 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｌｎｂｅｒｇ 平衡检验

Ｔａｂ． ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ａｎｄ Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｔｅｓｔ ｏｆ ９ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

位点
Ｌｏｃｕｓ

广西 （ＧＸ）
Ｇｕａｎｇｘｉ （ＧＸ）

云南（ＹＮ）
Ｙｕｎｎａｎ（ＹＮ）

有效等
位基
因数
Ｎｅ

观测
杂合度

Ｈｏ

期望
杂合度

Ｈｅ

多态
信息含

量
ＰＩＣ

香浓
指数
Ｉ

ＰＨＷ

有效
等位基
因数
Ｎｅ

观测
杂合
度
Ｈｏ

期望
杂合
度
Ｈｅ

多态
信息
含量
ＰＩＣ

香浓
指数
Ｉ

ＰＨＷ

ＣＣＢＬ１Ａ ３􀆰 ２２０ ０􀆰 ８１３ ０􀆰 ７００ ０􀆰 ６３３ １􀆰 ３１９ ０􀆰 ２１０ １􀆰 ５３４ ０􀆰 ４０６ ０􀆰 ３５４ ０􀆰 ２９７ ０􀆰 ５８２ ０􀆰 １２３
ＣＣＢＬ１Ｂ ２􀆰 １４９ ０􀆰 ２１９ ０􀆰 ５４３ ０􀆰 ４７４ ０􀆰 ９１０ ０􀆰 ０００∗ ２􀆰 ５４７ ０􀆰 ９３８ ０􀆰 ６１７ ０􀆰 ５２７ １􀆰 ０７５ ０􀆰 ０００∗

ＣＣＤＣ６１ ２􀆰 ７７９ ０􀆰 １２５ ０􀆰 ６５０ ０􀆰 ５７６ １􀆰 ２０４ ０􀆰 ０００∗ １􀆰 ４３８ ０􀆰 １２３ ０􀆰 ３１０ ０􀆰 ２５８ ０􀆰 ４８３ ０􀆰 ０００∗

ＥＤＡ１ ３􀆰 ７１０ ０􀆰 ２８１ ０􀆰 ７４２ ０􀆰 ６９０ １􀆰 ５０４ ０􀆰 ０００∗ １􀆰 ９３２ ０􀆰 １４７ ０􀆰 ４９０ ０􀆰 ３６６ ０􀆰 ６７６ ０􀆰 ０００∗

ＯＰＡ３ ２􀆰 ３５９ １􀆰 ０００ ０􀆰 ５８５ ０􀆰 ４８６ ０􀆰 ９３４ ０􀆰 ０００∗ ２􀆰 １８６ １􀆰 ０００ ０􀆰 ５５１ ０􀆰 ４３８ ０􀆰 ８４９ ０􀆰 ０００∗

ＲＡＬＧＰＳ１Ａ ２􀆰 ０９２ ０􀆰 ５３１ ０􀆰 ５３０ ０􀆰 ４６５ ０􀆰 ８９４ ０􀆰 ０６４ １􀆰 ２５５ ０􀆰 １８８ ０􀆰 ２０６ ０􀆰 １９７ ０􀆰 ４８５ ０􀆰 ２２８
ＳＬＣ４５Ａ４ ５􀆰 ０６９ ０􀆰 ８１３ ０􀆰 ８１５ ０􀆰 ７７５ １􀆰 ７０５ ０􀆰 ９８２ ４􀆰 ９３５ ０􀆰 ７１９ ０􀆰 ８１０ ０􀆰 ７６９ １􀆰 ７４７ ０􀆰 ２８６
ＴＰ５３ ２􀆰 ０９６ ０􀆰 ４３８ ０􀆰 ５３１ ０􀆰 ４２７ ０􀆰 ８２８ ０􀆰 ６０５ ３􀆰 ３９６ ０􀆰 ９６９ ０􀆰 ７１７ ０􀆰 ６５１ １􀆰 ２９１ ０􀆰 ０００∗

ＴＲＩＭ２３ １􀆰 ２０５ ０􀆰 １２５ ０􀆰 １７３ ０􀆰 １５５ ０􀆰 ３１１ ０􀆰 ２２８ １􀆰 ４２１ ０􀆰 １５６ ０􀆰 ３０１ ０􀆰 ２７２ ０􀆰 ５６０ ０􀆰 ００４∗

Ｍｅａｎ ２􀆰 ７４２ ０􀆰 ４８３ ０􀆰 ５８６ ０􀆰 ５２０ １􀆰 ０６８ ２􀆰 ２９４ ０􀆰 ５１６ ０􀆰 ４８４ ０􀆰 ４２０ ０􀆰 ８６１
Ｓｔ． Ｄｅｖ １􀆰 １３４ ０􀆰 ３２７ ０􀆰 １８５ ０􀆰 １７９ ０􀆰 ４１５ 　 １􀆰 ２０２ ０􀆰 ４２３ ０􀆰 ２０６ ０􀆰 １９４ ０􀆰 ４３４

注：ＰＨＷ， Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｌｎｂｅｒｇ 平衡检验 Ｐ 值；∗，显著偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
Ｎｏｔｅ． ＰＨＷ，∗Ｐ ｖａｌｕｅ ｆｒｏｍ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔｓ ｏｆ Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ （ＨＷＥ）， ｓｈｏｗｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｐａｒｔｕｒｅ ｆｒｏｍ ＨＷＥ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ．

２􀆰 ３　 各微卫星位点遗传变异

在 ６４ 个广西和云南的树鼩血样品中 ９ 个微卫

星位点共检测到 ６２ 个等位基因，其中位点 ＴＲＩＭ２３
的等位基因数最少（为 ３ 个）；位点 ＳＬＣ４５Ａ４ 的等位

５７５
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基因数最多（为 １４ 个）（见表 ３）。 每个基因座上的

平均等位基因为 ６􀆰 ８８９ 个。 所有位点的 ＰＩＣ 均大于

０􀆰 ５，平均 ＰＩＣ 为 ０􀆰 ７２５。 各位点 Ｈｏ 和 Ｈｅ 分别在

０􀆰 １４１ ～ １􀆰 ０００ 和 ０􀆰 ２４１ ～ ０􀆰 ９０７ 之间，平均观测杂

合度和平均期望杂合度分别为 ０􀆰 ４８４ 和 ０􀆰 ７０３。
Ｆ⁃ｓｔａｓｔｉｃ 统计结果（见表 ３）显示 Ｆｉｓ、Ｆｉｔ、Ｆｓｔ 的

变化范围分别为 － ０􀆰 ７８８ ～ ０􀆰 ８６８、 － ０􀆰 ３０２ ～ ０􀆰 ９１３
和 ０􀆰 ０２５ ～ ０􀆰 ３７３，平均为 ０􀆰 ０８０、０􀆰 ３０６ 和 ０􀆰 ２３５。

表 ３　 ９ 个微卫星位点的遗传特征

Ｔａｂ． ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ９ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

位点
Ｌｏｃｉ

等位
基因数、

Ｎａ

有效
等位基
因数
Ｎｅ

观测
杂合
度
Ｈｏ

期望
杂合
度
Ｈｅ

多态
信息
含量
ＰＩＣ

等位
基因
丰度
ＡＲ

香浓
指数
Ｉ

亚群
内近

交指数
Ｆｉｓ

总群
体内
近交
指数
Ｆｉｔ

种群
间分
化指
数
Ｆｓｔ

ＣＣＢＬ１Ａ ７ ３􀆰 １７０ ０􀆰 ６０９ ０􀆰 ６９０ ０􀆰 ７３１ ５􀆰 ８７８ １􀆰 ３７７ － ０􀆰 １７５ ０􀆰 １１０ ０􀆰 ２４２
ＣＣＢＬ１Ｂ ７ ４􀆰 ５５９ ０􀆰 ５７８ ０􀆰 ７８７ ０􀆰 ７５５ ６􀆰 ４８５ １􀆰 ６４９ － ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ２５９ ０􀆰 ２６９
ＣＣＤＣ６１ ５ ３􀆰 ５４２ ０􀆰 ０６３ ０􀆰 ７２３ ０􀆰 ６７４ ４􀆰 ９７１ １􀆰 ３９９ ０􀆰 ８６８ ０􀆰 ９１３ ０􀆰 ３４２
ＥＤＡ１ ９ ５􀆰 ０８２ ０􀆰 １４１ ０􀆰 ８１０ ０􀆰 ７７６ ７􀆰 ８４９ １􀆰 ７８３ ０􀆰 ７６８ ０􀆰 ８２５ ０􀆰 ２４５
ＯＰＡ３ ５ ４􀆰 ３０９ １􀆰 ０００ ０􀆰 ７７４ ０􀆰 ７４３ ４􀆰 ９８６ １􀆰 ５０５ － ０􀆰 ７８８ － ０􀆰 ３０２ ０􀆰 ２７２

ＲＡＬＧＰＳ１Ａ ５ ２􀆰 ３６８ ０􀆰 ３５９ ０􀆰 ５８２ ０􀆰 ６３０ ４􀆰 ６２９ １􀆰 ０４５ ０􀆰 ００９ ０􀆰 ３７８ ０􀆰 ３７３
ＳＬＣ４５Ａ４ １４ １０􀆰 ００２ ０􀆰 ７６６ ０􀆰 ９０７ ０􀆰 ８９５ １２􀆰 ８２４ ２􀆰 ４１９ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 １４９ ０􀆰 １１１
ＴＰ５３ ７ ５􀆰 １８５ ０􀆰 ７０３ ０􀆰 ８１４ ０􀆰 ７８０ ６􀆰 ８７１ １􀆰 ７５３ － ０􀆰 １４５ ０􀆰 １２９ ０􀆰 ２３９

ＴＲＩＭ２３ ３ １􀆰 ３１４ ０􀆰 １４１ ０􀆰 ２４１ ０􀆰 ５４１ ２􀆰 ９９５ ０􀆰 ４８４ ０􀆰 ３９７ ０􀆰 ４１２ ０􀆰 ０２５
Ｍｅａｎ ６􀆰 ８８９ ４􀆰 ３９２ ０􀆰 ４８４ ０􀆰 ７０３ ０􀆰 ７２５ ６􀆰 ３８８ １􀆰 ４９０ ０􀆰 ０８０ ０􀆰 ３０６ ０􀆰 ２３５

２􀆰 ４　 遗传距离和遗传分化

通过 Ｐｏｐｇｅｎｅ １􀆰 ３２ 软件计算出广西和云南树鼩

Ｎｅｉ（１９７２） 遗传距离和遗传同一性分别为 １􀆰 ２７７０
和 ０􀆰 ２７８９，Ｎｅｉ （１９７８）无偏遗传距离和遗传同一性

分别为 １􀆰 ２６８０ 和 ０􀆰 ２８１４。
利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ 软件包中的 ＡＭＯＶＥ 分析检测两

个树鼩群体遗传结构变异分布情况，结果显示

６１􀆰 ５７％ 的 微 卫 星 遗 传 变 异 来 自 于 群 体 内 部，
３８􀆰 ４３％存在于群体之间，群体间已经产生了极显著

的遗传分化（Ｆｓｔ ＝ ０􀆰 ３８４３，Ｐ ＝ ０􀆰 ００００）。
２􀆰 ５　 遗传结构

通过 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 软件对两个树鼩群体的 ６４ 个样

本进行聚类分析，结果显示，当 Ｋ ＝ ２ 时，△Ｋ 出现

明显拐点且取得最大值，提示本研究的两个树鼩群

体的 ６４ 个样品可划分为 ２ 个理论群，而且两个树鼩

群体的个体遗传结构都相对独立的。
２􀆰 ６　 瓶颈效应分析结果

瓶颈效应分析结果（见表 ４）显示，广西树鼩在

ＩＡＭ 和 ＴＰＭ 这两种模型下均偏离了突变 － 漂移平

衡，表现出极其显著的杂合度过剩（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但在

ＳＭＭ 模型下未偏离突变⁃漂移平衡（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；而云

南树鼩群体在 ３ 种突变模型下，虽然表现出杂合度

过剩，但均未达到显著性的水平（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 这些

结果表明广西树鼩群体突变⁃漂变未达到平衡状态，
该群体近期可能经历了瓶颈效应。

表 ４　 两个群体瓶颈效应检测

Ｔａｂ． ４　 Ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

种群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

个体大小
Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ

Ｓｉｇｎ ｔｅｓｔ Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｔｅｓｔ （ｏｎｅ ｔａｉｌ ｆｏｒ Ｈ ｅｘｃｅｓｓ）
ＩＡＭ ＴＰＭ ＳＭＭ ＩＡＭ ＴＰＭ ＳＭＭ

Ｈｅ ／ Ｈｄ Ｐｒｏｂ． Ｈｅ ／ Ｈｄ Ｐｒｏｂ． Ｈｅ ／ Ｈｄ Ｐｒｏｂ． Ｐｒｏｂ． Ｐｒｏｂ． Ｐｒｏｂ．
广西（ＧＸ） ３２ ８ ／ １ ０􀆰 ０３２０∗ ８ ／ １ ０􀆰 ０４７０∗ ５ ／ ４ ０􀆰 ５６２２ ０􀆰 ００２０∗ ０􀆰 ００６８∗ ０􀆰 ３２６２
云南（ＹＮ） ３２ ６ ／ ３ ０􀆰 ３０３７ ５ ／ ４ ０􀆰 ６３１７ ４ ／ ５ ０􀆰 ３３６８ ０􀆰 １２５０ ０􀆰 ２８５２ ０􀆰 ６７３８

注：Ｈｅ ／ Ｈｄ：杂合过剩位点数与杂合不足位点数之比；∗显著偏离平衡水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
Ｎｏｔｅ． Ｈｅ ／ Ｈｄ： ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｏｃｉ ｗｉｔｈ ａ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ ｅｘｃｅｓｓ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｗｉｔｈ ａ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ． ∗ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ
ａｔ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｆｒｏｍ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ （ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋ） ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎｓ．

３　 讨论

在微卫星位点检测方法中，利用荧光标记微卫

星⁃全自动分析技术较传统的银染法检测效率和灵

敏度更高，不仅可得到清晰的图谱文件，而且可提高

分析结果的精确性。 传统的聚丙烯酰胺凝胶电泳易

受凝胶电压、时间、质量，尤其个人肉眼分辨能力等

多方面的影响，使实验结果的准确度受到极大的限

制。 而采用荧光标记微卫星⁃毛细管电泳法，利用测

序仪自动收集和分析数据，具有简便快捷、实用、高

６７５
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通量等优点，可明显提高工作效率并降低系统误差。
杂合度和 ＰＩＣ 是反映群体内个体遗传变异程度

的重要参数，其值越大说明遗传变异越高，反之越

低。 本研究两个群体平均 Ｈｅ 为 ０􀆰 ７０３，高于 Ｌｉｕ
等［５］利用微卫星 ＤＮＡ 对中缅树鼩遗传多态性的研

究（０􀆰 ６１６），而低于 Ｍｕｎｓｈｉ⁃Ｓｏｕｔｈ 等［６］ 对平原树鼩

群体的研究（０􀆰 ７４），推测出现这种差异的原因可能

与各自所采用的树鼩亚种、选择的微卫星标记以及

检测手段不同有关。 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 等［９］ 认为：当 ＰＩＣ ＞
０􀆰 ５ 时，为高度多态性位点；当 ＰＩＣ 为 ０􀆰 ２５ ～ ０􀆰 ５
时，为中度多态位点；当 ＰＩＣ ＜ ０􀆰 ２５ 时，则为低度多

态位点。 本研究结果显示广西和云南树鼩群体平均

ＰＩＣ 分别为 ０􀆰 ５２ 和 ０􀆰 ４２，提示这两个树鼩群体的遗

传多态性均较高。
Ｃｈｅｎ 等［１０］通过分析昆明周边野生树鼩 ｍｔＤＮＡ

控制区序列片段之间的核苷酸差异，发现树鼩群体

内存在个体遗传差异，表明中缅树鼩具有较高的遗

传多样性。 本研究的遗传多态性比较发现广西树鼩

群体的平均 Ｎｅ、Ｈｅ、ＰＩＣ、Ｉ 值都略高于云南树鼩群

体，但差异不显著，表明两个树鼩群体都呈现出较丰

富的遗传多样性，表现出比较好的资源种质状况，具
有进一步选育的价值和潜力。 而其差异的原因有可

能是动物本源不一致：广西树鼩是野生的，云南树鼩

是实验驯化的；导致差异的原因应当还与地理隔离

有关。
总群体的遗传变异可以看成是群体内和群体间

遗传变异的总和。 一般用 Ｆｉｓ、Ｆｓｔ 来衡量群体内近

交和群体间的遗传分化程度。 Ｆｉｓ，即亚群内的近交

系数，可用作衡量亚群体内偏离哈迪⁃温伯格平衡的

程度。 本研究发现 Ｆｉｓ 均值大于 ０，说明树鼩群体总

体上存在近亲交配，但群体内部分个体 Ｆｉｓ 小于 ０，
说明处于轻微的杂交状态。 Ｆｓｔ 反映的是亚群体间

遗传分化程度。 本研究发现两个种群的 Ｆｓｔ 均值为

０􀆰 ２３５２，说明总体上群体间存在高度分化，而部分位

点处于极度分化。
在没有突变、迁移、和人工选择的理想情况下，

各群体应该处于一种遗传平衡状态，但由于干扰

ＨＷＥ 平衡的因素太多，如非随机化交配、人工选择、
基因突变、迁移和遗传漂变等，导致在自然界中符合

ＨＷＥ 平衡定律的群体甚少。 本实验两个树鼩群体

的 ＨＷＥ 平衡检测结果发现所筛选的大部分位点处

于非平衡状态，说明两个树鼩群体遗传结构欠稳定，
容易受到随机漂变、选择、突变等因素的影响。 推测

本研究树鼩群体处于不平衡状态的主要原因是：第
一，目前本课题组养殖树鼩规模较小，饲养繁育的雌

雄树鼩数量不等，繁殖期间可能存在一雌多雄或一

雄多雌交配；第二，群体内存在近亲交配，从而使部

分稀有基因丢失；第三，在某种程度上存在人工选择

的可能，而且本实验所选样品数量少，可能造成群体

结构不完整，导致统计误差的可能。
遗传距离是衡量群体间、系统间遗传分化程度

和遗传差异大小的主要指标。 群体遗传距离与分化

时间成正比，如果群体间的分化时间越长，遗传距离

也就越大，反之亦然。 黎家敏等［１１］ 报道采用随机扩

增多态性 ＤＮＡ 标记法研究云南滇西亚种树鼩的个

体间遗传多样性，对 ４８ 只树鼩进行 ＲＡＰＤ 扩增得到

的遗传相似系数介于 ０􀆰 ７３ ～ ０􀆰 ９１ 之间，平均为

０􀆰 ８３０７，个体间遗传距离在 ０􀆰 ０９ ～ ０􀆰 ２７ 之间，平均

遗传距离为 ０􀆰 １６９３，表明滇西亚种树鼩的个体之间

差异很大。 本研究发现广西和云南树鼩群体的 Ｎｅｉ
（１９７２）遗传距离及 Ｎｅｉ（１９７８）无偏遗传距离分别为

１􀆰 ２７７ 和 １􀆰 ２６８，而两个群体的遗传相似系数约为

０􀆰 ２８，表明了这两个群体间具有较大的遗传差异和

分化程度。
本研究进一步分析两个树鼩群体遗传结构变异

的分布情况发现 ６１􀆰 ５７％的微卫星遗传变异来自于

群体内部，３８􀆰 ４３％存在于群体之间，说明树鼩群体

大部分遗传变异是由群体内的遗传变异引起的，但
不可忽略群体间的遗传变异。

ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 软件是基于个体遗传组成而进行

的群体模拟分析，它不受各群体的样本大小的影响，
常被认为是一种群体遗传结构分析的理想工

具［１２， １３］。 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析结果发现本研究观察的

树鼩可划分为 ２ 个理论群，并且两群体之间不存在

明显的杂交。 说明广西和云南树鼩可能为中缅树鼩

群体的两个不同的亚种，这可能与地理隔离使自然

条件下的基因交流减少密切相关。 此研究结果与分

布于我国云南地区的树鼩亚种分类基本上是一致

的［１］。
瓶颈效应的发生可能主要与生态环境的破坏、

种群繁衍缓慢、数量有限等有关［１４］。 ＩＡＭ 模型与

ＳＭＭ 模型是基于不同突变⁃漂移假设条件下的两种

极端模型，而 ＴＰＭ 模型则是对前两者的综合模型。
本研究结果显示在 ＩＡＭ 和 ＴＰＭ 假设模型下广西树

鼩群体微卫星位点杂合度过剩显著，而云南树鼩群

体在 ３ 种突变模型下均未达到显著性水平，表明广

７７５
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西树鼩群体在近期很可能经历过瓶颈效应，从而推

断其有效群体数量近几十年可能存在不同程度的下

降。 此结果表明十分有必要对广西树鼩群体进行合

理管理和保护。
综上所述，本研究运用 ９ 个荧光标记微卫星对

来源于广西和云南的树鼩群体进行遗传多样性检

测，结果表明这两个群体的遗传多样性都较丰富，两
个群体间具有较大的遗传差异和分化程度。 这些数

据为推动树鼩优良品系的培育和实验动物模型的创

建奠定了基础。
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􀦋􀦋研究报告

程序化冷冻前后小鼠孵化囊胚和休眠胚胎的
Ｈｂａ⁃α 蛋白分布和差异表达

刘迪，倪和民，顾美超，李征，王力红，盛熙晖，齐晓龙，王相国，郭勇∗

（北京农学院动物科学技术学院 ／兽医学（中医药）北京市重点实验室，北京　 １０２２０６）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用程序化冷冻的方法，探究冷冻前、后小鼠孵化囊胚和休眠胚胎中 Ｈｂａ⁃α 蛋白的分布和差

异表达的变化，为今后开发和利用新型哺乳动物源抗冻蛋白提供理论依据。 方法　 从妊娠 ｄ５ 小鼠体内获取孵化

囊胚；从小鼠延迟着床模型获取休眠胚胎，利用 Ｃｏｎｆｏｃａｌ 显微镜和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术对程序化冷冻前、后的各组胚

胎进行 Ｈｂａ⁃α 蛋白的分布和表达检测。 结果　 孵化囊胚和休眠胚胎在程序化冷冻前、后均有 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达；
孵化囊胚经程序化冷冻后 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达与冷冻前相比差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；冷冻前休眠胚胎与程序化冷

冻前后的孵化囊胚相比，Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达量显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；冷冻后休眠胚胎 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达量显著低于

其他各组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 程序化冷冻处理对小鼠休眠胚胎 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达影响明显大于孵化囊胚；Ｈｂａ⁃α
基因具有作为新型哺乳动物源抗冻蛋白的潜力。

【关键词】 　 小鼠；孵化囊胚；休眠胚胎；程序化冷冻；Ｈｂａ⁃α 蛋白

【中图分类号】 Ｑ９５⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０１６）０６⁃０５７９⁃０６
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ － ４８４７􀆰 ２０１６􀆰 ０６􀆰 ００５

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｎｏｒｍａｌ
ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ＬＩＵ Ｄｉ， ＮＩ Ｈｅ⁃ｍｉｎ， ＧＵ Ｍｅｉ⁃ｃｈａｏ， ＬＩ Ｚｈｅｎｇ， ＷＡＮＧ Ｌｉ⁃ｈｏｎｇ， ＳＨＥＮＧ Ｘｉ⁃ｈｕｉ，
ＱＩ Ｘｉａｏ⁃ｌｏｎｇ， ＷＡＮＧ Ｘｉａｎｇ⁃ｇｕｏ， ＧＵＯ Ｙｏｎｇ∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； ２． Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０２２０６，Ｃｈｉｎａ）

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ｎｅｗ ｍａｍｍａｌｉａｎ ａｎｔｉｆｒｅｅｚｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂ⁃
ｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｄ５ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｗｈｉｌｅ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｍｏｕｓｅ ｄｅｌａｙｅｄ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ． Ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｏｎｇ ｔｈｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ｔｈｅｒｅ
ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒ⁃
ｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ
ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ．
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Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｍａｍｍａｌｉａｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ａｎｔｉｆｒｅｅｚｅ ｐｒｏｔｅｉｎ．
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｍｏｕｓｅ； Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ； Ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏ； ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＧＵＯ Ｙｏｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙ６３ｇｕｏ＠ １２６． ｃｏｍ

　 　 随着低温冷冻保存技术研究的不断深入，哺乳

动物胚胎冷冻技术也在逐步优化和革新［１ － ３］。 为使

胚胎的冷冻保存技术更加稳定高效，学者们在努力

改进冷冻方法和程序的同时，也在不断发掘更好的

抗冻保护剂，其中包括抗冻蛋白。 抗冻蛋白（ＡＦＰ）
最早是在昆虫当中发现，１９６４ 年 Ｒａｍｓａｙ 在黄粉甲

幼虫中发现一种冰点低于熔点的物质，１９６８ 年

Ｇｒｉｍｓｔｏｎｅ 通过实验证明这种物质是蛋白质。 鱼类

抗冻蛋白是 １９６９ 年 Ｄｅｖｒｉｅｓ 在南极 Ｍｃｍｕｒｄｏ 海峡一

种叫做 Ｎｏｔｏｔｈｅｎｉｏｉｄ 的极地鱼体内发现的［４］，这类抗

冻蛋白也成为迄今为止研究最广泛的一类抗冻蛋

白［５］。 应用鱼类抗冻蛋白已成功实现牛、羊胚胎及

猪卵母细胞的玻璃化冷冻。 有报道表明，在常规冷

冻方法中使用鱼类抗冻蛋白对小鼠囊胚没有影响，
且在牛囊胚的玻璃化冷冻中使用植物抗冷冻蛋白，
并没有提高解冻后的胚胎成活率［６ － ９］。 费云标

等［１０］给猪的扩张、孵化囊胚添加植物抗冻蛋白，可
提高其冷冻⁃解冻后胚胎的体外存活率。 但是，迄今

为止，尚未发现有关哺乳动物源抗冻蛋白的报道。
一直以来，哺乳动物胚胎延迟植入的机理都是

生殖生物学领域的研究热点，胚胎的植入与其后续

正常的生长发育息息相关。 然而，虽然动物胚胎冷

冻保存技术有了日新月异的发展，但是，针对哺乳动

物休眠胚胎低温保存的研究却鲜有报道。 本实验室

早期研究发现：经程序化冷冻处理的小鼠休眠胚胎

存活率显著高于孵化囊胚，说明休眠胚胎具有更好

的抗冻性，且在后续基因芯片扫描结果中进一步发

现：Ｈｂａ⁃α（血红蛋白 α 链）基因在休眠胚胎冷冻前

后表达具有明显差异［１１］，且两者在亚细胞结构上也

存在一定差异［１２］。 血红蛋白由 ４ 条肽链构成，α 和

β 链各 ２ 条，小鼠的血红蛋白 α 亚基含 １４２ 个氨基

酸。 有研究证实，加入 Ｈｂ 的培养基可促进小鼠着

床前各阶段胚胎的发育［１３ － １４］，即在第 ２ 次卵裂前的

自身基因组激活，发育至 ８⁃细胞阶段，以及桑椹胚

到囊胚的转化过程中血红蛋白均发挥促进小鼠胚胎

发育的功能。 这些研究结果均提示：血红蛋白在胚

胎发育过程中具有重要作用。 据报道，生存在南极

零度以下极寒环境中的抗冻鱼（ｎｏｔｏｔｈｅｎｉｏｉｄ ｆｉｓｈ），
其血细胞数量显著减少，Ｈｂ 的含量也明显降低［１５］。
绝大多数南极抗冻鱼的 Ｈｂ 为单体形式，而不是脊

椎动物 Ｈｂ 通常的四聚体结构［１６］，这暗示了低浓度

的 Ｈｂａ⁃α 本身可能就具有一定的抗冻功能，而并不

需要组装成完整的 Ｈｂ 蛋白。
综上所述，本研究拟从 Ｈｂａ⁃α 具有的潜在抗冻

功能角度，利用程序化冷冻的方法，探究冷冻前后小

鼠孵化囊胚和休眠胚胎中 Ｈｂａ⁃α 蛋白的分布和差异

表达情况，旨在阐明休眠胚胎具有更强抗冻性的原

因，为今后开发和利用新型哺乳动物源抗冻蛋白提

供理论依据。 这或许将在一定程度上颠覆低温生物

学领域针对胚胎冷冻技术的传统革新方式 －添加外

源抗冻保护剂，而是从调控胚胎本身代谢水平和物

质合成的角度对冷冻过程中即将带来的刺激采取预

防和保护措施，尽可能降低外源人工合成物质对胚

胎造成的化学毒害作用，进而避免冷冻保存对胚胎

后续生长发育产生的不可预知的风险。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

本实验选用 １０ ～ １２ 周龄性成熟，体重为 ２８ ｇ
左右的 ＩＣＲ 系雌性小鼠，购自北京维通利华实验动

物科技有限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１２ － ０００１】，实验在

北京农学院屏障动物实验设施进行 【 ＳＹＸＫ（京）
２０１０ － ０００３ 】，并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人

道关怀。
１􀆰 ２　 实验试剂

胚胎冷冻保护剂，购自 ＩＣＰ Ｂｉｏ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，货
号：１０１１２９；兔抗鼠 Ｈｂａ⁃α 多克隆抗体，购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，货号：ｓｃ⁃２１００５；驴抗兔 ＦＩＴＣ 标

签 ＩｇＧ 抗体，购自 Ａｂｃａｍ，货号：ａｂ６７９８；ＨＲＰ 标签抗

兔 ＩｇＧ，购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，货号：７０７４；核
染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３４２，购自 Ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｉｄｅ，货号：Ｂ２２６１；
哺乳动物蛋白抽提试剂盒，购自康为世纪，货号：
ＣＷ０８８９Ｓ；ＴＢＳＴ（ｐＨ８􀆰 ０， １０ × ），购自康为世纪，货
号：ＣＷ００４３Ｓ。
１􀆰 ３　 实验仪器

ＣＯ２ 培养箱：Ｔｈｅｒｍｏ ３７１；普通光学显微镜：Ｎｉ⁃
ｋｏｎ ＹＳ２⁃Ｈ；胚胎冷冻仪：Ｃｒｙｏｂａｔｈ；电子天平：北京赛

多利斯仪器系统有限公司，ＢＳ１２４Ｓ；台面式 ｐＨ ／ ＩＳＥ
测试仪：Ｔｈｅｒｍｏ ８６８；精密加热板：贝达仪器公司，
ＭＥＨ⁃２；掌心离心机：Ｂｒａｔｔ，美国；四孔水浴锅：北京

０８５
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长安科学仪器厂，ＨＨ． Ｓ１⁃Ｎｉ；体视显微镜：江南显微

镜厂，ＸＴＢ⁃１；超净工作台：上海智城分析仪器制造

有限公司；移液器：北京百晶移液器（１ ｍＬ、２００ μＬ、
１００ μＬ、１０ μＬ）；离心机：Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ａｌｌｅｇｒａ
６４Ｒ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ；脱色摇床：其林贝尔，ＴＳ１０００；计时

器、培养皿、ＥＰ 离心管、ＰＶＤＦ 膜等。
１􀆰 ４　 实验方法及分组

１􀆰 ４􀆰 １　 超排处理

选择阴门淡粉色的雌鼠，当日晚 ８ 点腹腔注射

ＰＭＳＧ １０ＩＵ ／只，４８ ｈ 后注射 ｈＣＧ １０ ＩＵ ／只，随后立

即与性成熟公鼠 １ ∶ １合笼过夜，次日早 ８ 点检查交

配情况，有阴栓雌鼠可用于后续实验。
１􀆰 ４􀆰 ２　 孵化囊胚的获取

于见栓 ｄ５ 上午 ８ 点脱颈法处死小鼠，取下小鼠

两侧子宫，用 ＰＢＳ 工作液冲洗回收子宫中的孵化囊

胚。 回收的胚胎用 ＰＢＳ 工作液洗涤 ３ 遍后进行程

序化冷冻及解冻处理（详见 １􀆰 ４􀆰 ４），随后移入高压

过的 ＥＰ 管中， － ８０℃冰箱储存。
１􀆰 ４􀆰 ３　 休眠胚胎的获取

于见栓 ｄ４ 上午 ８ ～９ 点摘除小鼠双侧卵巢（保留

输卵管），随后连续 ３ ｄ 在其颈部皮下注射 ０􀆰 ２ ｍｇ ／
ｍＬ 孕酮０􀆰 １ ｍＬ ／只，术后第４ 天早８ 点从双侧子宫角

回收休眠胚胎。 洗涤、处理及储存方法同 １􀆰 ４􀆰 ２。
１􀆰 ４􀆰 ４　 胚胎的程序化冷冻及冷冻后胚胎的收集

将获取的新鲜胚胎用 ＰＢＳ 工作液洗涤 ２ 遍，然
后三步法脱去 ＰＢＳ 再放到冷冻液中平衡 ５ ｍｉｎ，用
０􀆰 ２５ ｍＬ 塑料麦管装取胚胎。 装好的麦管置于冷冻

仪中，以 １℃ ／ ｍｉｎ 的速度降到 － ５℃，平衡 １０ ｍｉｎ，期
间用预冷的镊子夹住装有胚胎的麦管上端冷冻液处

３ ～ ５ ｓ 出现冰晶即植冰完成，随后再平衡 １０ ｍｉｎ，以
０􀆰 ３℃ ／ ｍｉｎ 的速度降至 － ３５℃。 解冻时把冷冻麦管

从液氮中取出，室温下轻轻晃动 ５ ～ １０ ｓ 后，投入

３５℃水中 １０ ～ １５ ｓ 取出。 剪掉麦管两端栓部，将细

管里的胚胎置于表面皿中，按三步法脱去冷冻液。
将收集的胚胎用 ＰＢＳ 工作液洗涤 ２ 次放入 ＣＯ２ 培

养箱中复苏培养 ２ ｈ 后用于后续实验。
１􀆰 ４􀆰 ５　 Ｃｏｎｆｏｃａｌ 检测 Ｈｂａ⁃α 蛋白在胚胎上的分布

①固定：将洗涤后的胚胎迅速置于 ３􀆰 ７％ 甲醛⁃
ＰＢＳ 溶液中室温固定 １５ ～ ３０ ｍｉｎ；②清洗：固定后的

胚胎用 ０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 室温下洗涤 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ；③通透：用 ２􀆰 ５％ Ｔｗｅｅｎ ２０⁃ＰＢＳ 室温通透 ５
ｍｉｎ；④清洗：用 ０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 充分洗涤 ５ ～ ６ 次，
每次 ５ ｍｉｎ；⑤一抗孵育：将胚胎置于稀释好的 Ｈｂａ⁃

α 一抗中 ４℃ 过夜；⑥清洗：用 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，
０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；⑦二抗孵

育：将胚胎置于稀释好的 ＦＩＴＣ 标签二抗中，３７℃孵

育 １ ｈ；⑧清洗：用 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；⑨染核：充分洗涤的胚

胎在染核液 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３４２ 中染色 ３ ～ ５ ｍｉｎ 后迅速移

入 ０􀆰 １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 中；⑩将胚胎及少量液体置于酒

精洗涤过的洁净载玻片中心区域，小心盖上盖玻片

注意不要将胚胎压扁；􀃊􀁉􀁓用透明指甲油小心将盖玻

片的四周封闭，以防止液体挥发，尽快置于共聚焦仪

器中成像。
１􀆰 ４􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测胚胎冷冻前后 Ｈｂａ⁃α 蛋白

的表达变化

①将收集到的胚胎从 － ８０℃冰箱取出，按 １００
枚胚胎 ／ １０ μＬ 裂解液的比例加入蛋白抽提夜；②冰

上孵育 ３０ ～ ４０ ｍｉｎ，使胚胎蛋白充分被抽提出来；③
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４℃离心 ５ ｍｉｎ 后吸取上清，加入等体

积 ２ × Ｌａｅｍｍｌｉ ｓａｍｐｌｅ ｂｕｆｆｅｒ；④９８℃ 处理 ８ ～ １０
ｍｉｎ，待冷却至室温后上样；⑤１２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离

凝胶进行电泳分析，电泳结束后将蛋白转移至

ＰＶＤＦ 膜上；⑥膜在 ５％脱脂奶粉⁃ＴＢＳＴ 中室温封闭

２ ｈ；⑦将膜置于稀释好的兔抗小鼠 Ｈｂａ⁃α 一抗中

４℃过夜孵育；⑧在 １ × ＴＢＳＴ 中洗涤 ３ 次，每次

１５ ｍｉｎ；⑨将膜转移至带有 ＨＲＰ 标签的二抗中 ３７℃
孵育 １ ｈ；⑩重复 ８，常规 ＥＣＬ 化学显色后立即放入

凝胶成像仪。
１􀆰 ４􀆰 ７　 图像分析

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰度值分析，对信号表达进

行比较。
１􀆰 ４􀆰 ８　 统计方法

用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 对数据进行单因素方差分析（结
果采用平均数 ±标准差表示），Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 代表数据间

差异显著。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠孵化囊胚和休眠胚胎

体内获取的小鼠妊娠 ｄ５ 孵化囊胚与休眠胚胎

（图 １），胚胎整体形态完好，内细胞团与滋养外胚层

轮廓结构清晰，可用于后续实验。
２􀆰 ２　 程序化冷冻前后 Ｈｂａ⁃α在胚胎中的分布情况

如图 ２ 所示，ｃｏｎｆｏｃａｌ 结果表明，在程序化冷冻

前后的小鼠孵化囊胚和休眠胚胎中均存在 Ｈｂａ⁃α 蛋

白的分布表达。

１８５
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注：Ａ． 孵化囊胚；Ｂ． 休眠胚胎。

图 １　 小鼠孵化囊胚和休眠胚胎

Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ； Ｂ： Ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

注：Ａ． 孵化囊胚冷冻前；Ｂ． 休眠胚胎冷冻前；Ｃ． 孵化囊胚冷冻

后；Ｄ． 休眠胚胎冷冻后。 绿色荧光代表 Ｈｂａ⁃α 蛋白分布区域；
蓝色荧光代表细胞核位置。

图 ２　 Ｈｂａ⁃α 蛋白在各组胚胎中的分布表达情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｏｒｍａｌ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｂ． Ｄｏｒｍａｎｔ
ｅｍｂｒｙｏｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；Ｃ． Ｎｏｒｍａｌ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏ⁃
ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｄ． Ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｂｌｕｅ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

２􀆰 ３􀆰 １　 凝胶成像显影图

该实验重复 ３ 次，从凝胶成像结果可看出，看家

基因 Ｔｕｂｕｌｉｎ 表达稳定，表明提取的胚胎蛋白质量较

好。 见图 ３。
２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果

凝胶成像所得图片用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析得到灰

度值。 利用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件中的 ＡＮＯＶＡ 单因素方

差分析处理灰度值数据，结果如图 ４ 所示：程序化冷

冻前后的小鼠孵化囊胚和休眠胚胎均能检测到

Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达；程序化冷冻前后孵化囊胚（组 Ａ
和组 Ｂ）Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达变化差异无显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）；冷冻前休眠胚胎（组 Ｃ）与程序化冷冻前后

的孵化囊胚（组 Ａ 和组 Ｂ）相比 Ｈｂａ⁃α 蛋白表达量

显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；冷冻后休眠胚胎（组 Ｄ）的

Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达量显著低于其他各组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

注： Ａ． 冷冻前孵化囊胚；Ｂ． 冷冻后孵化囊胚；Ｃ． 冷冻前休眠囊

胚；Ｄ． 冷冻后休眠囊胚。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｂａ⁃α 蛋白在

各组胚胎中的相对表达量

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｂ．
Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄｂ ｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；Ｃ． Ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓ⁃
ｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｄ． Ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒ⁃
ｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｈｂａ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ

注： Ａ． 冷冻前孵化囊胚；Ｂ． 冷冻后孵化囊胚；Ｃ． 冷冻前休

眠囊胚；Ｄ． 冷冻后休眠囊胚。 上标相同字母表示差异无显

著性，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５； 不同字母表示差异有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｂａ⁃α
蛋白相对表达量分析图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；
Ｂ． Ｎｏｒｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；Ｃ． Ｄｏｒ⁃
ｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ， ｂｅｆｏｒｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ； Ｄ． Ｄｏｒｍａｎｔ ｂｌａｓｔｏ⁃
ｃｙｓｔｓ， ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏｎ⁃ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔ⁃
ｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α

３　 讨论

目前，有关抗冻蛋白发挥作用的机制主要存在

２８５
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以下几种假说：吸附抑制学说、“晶格匹配 ／占有”模
型、“偶极子⁃偶极子”假说、氢原子结合模型、刚体能

量学说和冰核抑制学说［１７］。 无论是哪种假说，围绕

的核心都是抗冻蛋白如何降低进而避免在冷冻及解

冻过程中冰晶形成对胚胎造成的物理损伤。 近些年

来，低温生物学先驱们将研究重点放在抗冻蛋白间、
抗冻蛋白与细胞膜间以及抗冻蛋白与冰晶复合体间

相互作用的具体机制上，旨在寻求新的低温生物保

存技术的突破口［１８ － ２０］。
过去一直认为，动物 Ｈｂ 的生物学功能仅限于

运输和储存氧气。 然而，近十几年的研究结果发现，
脊椎动物的 Ｈｂ 除运输和储存氧气外，还具有调节

ｐＨ 值、控制体内一氧化氮水平、参与免疫反应等多

种生物学功能［２１ － ２３］。 一些低等脊椎动物由于长期

处于极端的生存环境，其 Ｈｂ 的含量与结构在进化

中发生了显著的变化。 在 Ｈｂ 含量上，南极冰鱼

（Ｃｈａｎｎｉｃｈｔｈｙｉｄａｅ）是目前发现的惟一不含有 Ｈｂ 的

脊椎动物，与早期胚胎类似，其血液、鳃和内脏均是

无色的，血液的氧运载能力也只有一般鱼类的

１０％ ［２４］，这恰恰与我们实验结果中休眠胚胎在冷冻

前后 Ｈｂａ⁃α 蛋白表达均显著下调相一致。
程序化冷冻前后的小鼠正常孵化囊胚和休眠胚

胎均能检测到 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达，充分表明 Ｈｂａ⁃α
在早期胚胎发育过程中具有重要作用，同时验证了

本实验室前期研究中基因芯片的扫描筛选结果。
该实验结果显示，程序化冷冻前后孵化囊胚

（组 Ａ 和组 Ｂ）Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达变化差异不显著

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明对于正常孵化并即将进入着床窗

口期的小鼠胚胎，低温刺激对其 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达

调控并未产生实质性的影响。 这个时期的胚胎充分

调动自身机制与母体建立物质和信息上的联系，为
着床作好准备。 此时的寒冷刺激会扰乱胚胎的正常

着床程序，胚胎无法对突然产生的环境变化做出快

速调整反应，Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达量也就无法在短时

间内被调节。 脊椎动物 Ｈｂ 中的一些基团能结合

Ｈ ＋ ，是一种 Ｈ ＋ 缓冲物质，因此在运输 ＣＯ２ 的过程

中 Ｈｂ 和 ＨＣＯ３
－ 对血液的酸碱平衡能起到重要的缓

冲作用［２５］。 无脊椎动物 Ｈｂ 作为体液的主要蛋白质

组分，可能也参与了体液酸碱平衡的调节［２６］。 鉴于

Ｈｂ 除运输氧外，还具有维持血液酸碱平衡即调节血

液 ｐＨ 值的功能，胚胎 Ｈｂａ⁃α 蛋白的表达变化或许

与低温造成的内环境改变有关。
冷冻前小鼠休眠胚胎（组 Ｃ）与程序化冷冻前

后的孵化囊胚（组 Ａ 和组 Ｂ）相比，其 Ｈｂａ⁃α 蛋白表

达量均显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明低水平 Ｈｂａ⁃α 蛋

白含量可能有利于休眠胚胎抵御冷冻打击。 早先关

于小鼠休眠胚胎的研究表明，处于延迟着床状态的

胚胎，与其对应时期处于正常发育过程中的胚胎相

比，存在相当数量的差异表达基因［２７］。 这些基因使

胚胎在母体还未调整至着床最佳状态前，维持稳定

的代谢状态，待条件适宜时重新恢复正常发育［２８］。
通常来说 Ｈｂａ⁃α 作为血红蛋白的组成元件短暂存在

于红细胞当中，承担着储存并运输氧气的任务，关于

Ｈｂａ⁃α 最早出现于哪个时期的小鼠胚胎并无明确的

文献记载，可以假设在胚胎时期这一功能已进入其

原始的物质准备阶段，在胚胎休眠的过程中，胚胎代

谢速率减慢，需氧量降低，Ｈｂａ⁃α 蛋白合成量也随之

下降，这可能就是休眠胚胎中 Ｈｂａ⁃α 蛋白表达低于

正常胚胎的原因。 Ｔｒｅｗｉｔｔ 等［２９］ 发现摇蚊（Ｃｈｉｒｏｎｏ⁃
ｍｕｓｔｈｕｍｍｉ）幼虫血淋巴中的 Ｈｂ 可能具有类卵黄蛋

白原的功能，该蛋白不仅能够运输和储存氧气，可能

还具有卵黄储存功能［３０ － ３１］。 假设小鼠早期胚胎中

Ｈｂａ⁃α 也具有一定的营养作用，低温刺激可能会调

动某种产能机制，将 Ｈｂａ⁃α 蛋白分解以产生热量抵

御寒冷。
冷冻后休眠胚胎（组 Ｄ）的 Ｈｂａ⁃α 蛋白表达量

显著低于其他各组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明处于休眠状态

的胚胎时刻关注自身所处环境的变化，即便是微小

的改变都会使其内部调节机制迅速做出相应的反

应，在程序化冷冻开始阶段，胚胎受到寒冷刺激（冷
冻打击），胚胎为了保护自身结构和功能的完整性，
降低代谢速率，停止不必要的蛋白合成和加工，这时

Ｈｂａ⁃α 蛋白由于其特殊的功能性，表达量急剧下降，
水平远远低于孵化囊胚和冷冻前的休眠胚胎。

由此可见，Ｈｂａ⁃α 基因对于胚胎在冷冻刺激下

发生的自身调控具有不可忽视的作用。 胚胎 Ｈｂａ⁃α
蛋白的下调可能在一定范围内增强胚胎的抗冻性，
这一作用的具体机制尚不清楚，需在下一步的探究

实验中通过添加或导入外源 Ｈｂａ⁃α 重组蛋白或相应

抑制剂加以分析和阐明。
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靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达对溃疡性
结肠炎的作用

郐一贺１，王丽京１，邓慧君２，陈佳园２，顾取良１∗

（广东药科大学 １． 基础学院血管生物学研究所；２． 健康学院， 广州　 ５１０００６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨巨噬细胞 ＮＦ⁃κＢ 活化因子 １（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ ａｃｔｉｖａｔｏｒ １，Ａｃｔ１）在炎症性肠病中的

作用。 方法　 以巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被靶向抑制的小鼠（ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１）为研究对象，利用葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ
ｓｕｌｆａｔｅ， ＤＳＳ）诱导溃疡性结肠炎模型，通过检测小鼠体重变化、便血情况、粪便黏稠度等进行疾病活动指数评分，对
结直肠组织进行 ＨＥ 染色评价炎症严重程度，免疫组化方法分析白细胞和巨噬细胞等的浸润情况并用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法

检测相关细胞因子的表达变化。 结果　 在 ＤＳＳ 诱导 ７ ｄ 后与 Ｃ５７ 小鼠相比，ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结直肠炎症指标评分较

低，巨噬细胞等浸润数量较少，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达较低。 结论　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达能够减

轻 ＤＳＳ 诱导的溃疡性结肠炎。
【关键词】 　 Ａｃｔ１；基因工程小鼠；溃疡性结肠炎；巨噬细胞
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Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ － ４８４７􀆰 ２０１６􀆰 ０６􀆰 ００６

Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｃｔ１ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ

ＫＵＡＩ Ｙｉ⁃ｈｅ１， ＷＡＮＧ Ｌｉ⁃ｊｉｎｇ１， ＤＥＮＧ Ｈｕｉ⁃ｊｕｎ２， ＣＨＥＮ Ｊｉａ⁃ｙｕａｎ２， ＧＵ Ｑｕ⁃ｌｉａｎｇ１∗

（１． Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０００６， Ｃｈｉｎａ）

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ Ａｃｔ１ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ ａｃｔｉｖａｔｏｒ １） ｉｎ
ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｉｃｅ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｃｔ１ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｃ⁃
ｒｏｐｈａｇｅｓ （Ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ （ＤＳＳ）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ． Ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｉｔｉｓ ｗａｓ
ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｓｔｏｏｌ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ， ｆｅｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘ， ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ Ｈ＆Ｅ ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＤ４５ ＋ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ＣＤ６８ ＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ｆｏｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｓ ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ５７ ｍｉｃｅ， ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｌｅｓｓ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＤＳＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｗｉｔｈ ｒｅｄｕｃｅｄ ＣＤ４５ ＋

ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｄ ＣＤ６８ ＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ． Ｉｎｆｌａｍｅｄ ｃｏｌｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｏｗｅｒ ｍＲ⁃
ＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃６． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｃｔ１ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｄｅｘｔｒａｎ
ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｃｔ１； Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｏｕｓｅ； Ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ； Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＧＵ Ｑｕ⁃ｌｉａｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｌｇｕ＠ ｇｄｐｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 炎症性肠病（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ， ＩＢＤ）
是一种病因不明的肠道炎症性疾病，主要包括溃疡

性结 肠 炎 （ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ， ＵＣ ） 和 克 罗 恩 病

（Ｃｒｏｈｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ＣＤ）。 目前认为 ＩＢＤ 发病是遗
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传、环境、感染和免疫等多因素相互作用所致，其中

肠道黏膜免疫异常导致的炎症反应起着重要作

用［１］。 肠道黏膜巨噬细胞既是一种固有免疫细胞，
也作为重要的内在免疫调节者在刺激后续的适应性

免疫中起着关键性的作用。 越来越多的研究显示巨

噬细胞参与了 ＩＢＤ 的发生发展，在活动性 ＩＢＤ 患者

的肠道黏膜中巨噬细胞的数量明显增加 ［２， ３］。
核因子⁃κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ）在炎症反

应和宿主免疫起着重要作用，是 ＩＢＤ 发生发展中一

种重要的转录因子，参与免疫反应早期和炎症反应

各阶段的多种因子基因表达均受 ＮＦ⁃κＢ 调控，包括

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＣＯＸ２、趋化因子、集落刺激因子

等［４］。 Ａｃｔ１ 是 ＮＦ⁃κＢ 活化因子 １ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａ Ｂ ａｃｔｉｖａｔｏｒ １） ［５］，又称为 ＴＲＡＦ３ 作用蛋白 ２、
ＣＩＫＳ （ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ＩκＢ ｋｉｎａｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ）。 Ａｃｔ１ 在不同细胞的免疫反应中发

挥了双重作用，既可作用于 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞介导的

免疫反应，又是 ＩＬ⁃１７ 信号通路必需的衔接蛋白，参
与 ＩＬ⁃１７ 介 导 的 ＮＦ⁃κＢ 通 路 的 活 化 及 炎 症 反

应［６ － ８］。
葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ， ＤＳＳ）诱

导的小鼠炎症性肠病模型，常出现以血便、肠道黏膜

溃疡和粒细胞浸润为特征的结肠炎症，其病理改变

接近人类 ＵＣ［９， １０］。 研究表明，上皮细胞特异性缺

失 Ａｃｔｌ 的小鼠对 ＤＳＳ 诱导结肠炎的敏感性降低［８］。
鉴于巨噬细胞及 ＮＦ⁃κＢ 转录因子在 ＩＢＤ 中的作用，
本研究以巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被靶向抑制的小鼠

（ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１）为研究对象，利用 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 模型，探
讨巨噬细胞 Ａｃｔ１ 在 ＵＣ 中的作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠（简称 Ｃ５７）购自广东省

医学实验动物中心【ＳＣＸＫ（粤）２０１３ － ０００２】，ａｎｔｉ⁃
Ａｃｔ１ 小鼠由中国科学院上海细胞生物学研究所构

建（Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 背景）赠送［１１］，雄性，各 １０ 只，体重 １８
～ ２２ ｇ，８ 周龄。 实验在广东药科大学进行【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１２ － ０１２５】。
１􀆰 ２　 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠的鉴定

剪取鼠尾组织，提取基因组 ＤＮＡ，ＰＣＲ 扩增目

的片段，ＰＣＲ 上游引物为：５′– ＣＴＧ ＧＴＧ ＣＡＧ ＡＣＡ
ＧＣＣ ＴＡＧ ＣＴＧ⁃３′，下游引物为：５′⁃ＣＣＴ ＧＣＧ ＡＧＣ
ＴＡＡ ＡＧＴ ＣＣＴ ＧＧＡ⁃ ３′（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。 ＰＣＲ 产物电泳

后观察条带大小，阳性扩增条带为 ２５０ ｂｐ。 对 ＤＮＡ
鉴定阳性的小鼠，采用免疫荧光法检测巨噬细胞上

Ａｃｔ１ 的表达情况，所用抗体为兔抗鼠 ＣＤ６８（Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ｔｅｃｈ）、Ａｃｔ１ （ Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ）、ＦＩＴＣ 荧光标记二抗（ Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）。 荧光显微镜拍摄记录分析。
１􀆰 ３　 ＤＳＳ 诱导小鼠 ＵＣ 模型的建立

将 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 雄性小鼠各 １０ 只，随机分

为对照组和实验组，每组 ５ 只，参考 Ｃｏｏｐｅｒ 等［１０］ 的

方法建立急性 ＵＣ 模型，即实验组小鼠自由饮用 ２％
ＤＳＳ（ＭＷ ３６ ×１０３ ～ ５０ × １０３，ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ）水溶

液连续 ７ ｄ，每隔一天更换新鲜的 ＤＳＳ 溶液，对照组

小鼠饮用蒸馏水代替 ＤＳＳ 溶液。 实验期间每天监

测小鼠体重变化，观察粪便性状、黏稠度，联苯胺法

检测大便隐血情况，比较各组小鼠结肠炎症程

度［１２］。
１􀆰 ４　 结肠组织病理形态学评分

ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 模型第 ７ 天，处死小鼠，取肛门末

端直肠至远端盲肠间的组织，测量结直肠长度后，纵
向剖开平铺在滤纸上，４％多聚甲醛过夜固定，卷肠、
脱水后石蜡包埋，切片，ＨＥ 染色，显微镜下观察结

肠组织损坏及炎症浸润程度。 病理组织学评分分为

５ 级：０ 分：正常结肠黏膜；１ 分：隐窝腺体丢失 １ ／ ３；２
分：隐窝腺体丢失 ２ ／ ３；３ 分：隐窝腺体全部丢失，黏
膜上皮完整，伴有轻度炎症细胞浸润；４ 分：黏膜上

皮糜烂、破坏，伴有炎症细胞浸润［１０ － １２］。
１􀆰 ５　 免疫组化法检测结肠组织 ＣＤ４５、ＣＤ６８ 表达

常规石蜡组织切片，高温高压抗原修复，３％
Ｈ２Ｏ２ ／甲醇灭活过氧化物酶，１０％ ＢＳＡ 封闭，一抗为

兔抗鼠 ＣＤ４５ （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）、兔抗鼠 ＣＤ６８ （ Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ｔｅｃｈ），ＤＡＢ 显色，苏木素复染。 光学显微镜拍摄记

录分析。
１􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测结肠组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
６ 表达

采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）分别提取对照组

和实验组的 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结肠组织总 ＲＮＡ，
经紫外分光光度法检测纯度并定量后，再按 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 试剂盒（Ｔａｋａｒａ）说明书操作。 各引物序列如

下，以 ＧＡＰＤＨ 为内参：
ＧＡＤＰＨ⁃Ｆ５′ – ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ ⁃３′，
ＧＡＤＰＨ⁃Ｒ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ ⁃３′；
ＴＮＦ⁃α⁃Ｆ５′⁃ＣＡＧＧＣＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣ⁃３′，
ＴＮＦ⁃α⁃Ｒ５′⁃ＣＧＡＴＣＡＣＣＣＣＧＡＡＧＴＴＣＡＧＴＡＧ⁃３′；
ＩＬ⁃１β⁃Ｆ５′⁃ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ⁃３′，
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ＩＬ⁃１β⁃Ｒ５′⁃ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ⁃３′；
ＩＬ⁃６⁃Ｆ５′⁃ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ⁃３′，
ＩＬ⁃６⁃Ｒ５′⁃ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ⁃３′。

１􀆰 ７　 数据统计学处理

实验数据以（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ
５ 软件进行统计分析。 多组间比较采用一维方差分

析，两组间比较采用配对 ｔ 检验统计分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。

图 ２　 免疫荧光法检测小鼠结肠组织巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达

Ｆｉｇ． ２　 Ａｃｔ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

２　 结果

２􀆰 １　 Ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠的鉴定

Ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠基因型鉴定的 ＰＣＲ 扩增产物为

约 ２５０ ｂｐ 大小的条带，野生型小鼠无此特异性扩增

条带。 即 １、２ 为 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠，３、４ 为野生型（图
１）。 免疫荧光分析结果（图 ２）显示，在 Ｃ５７ 小鼠结

肠组织中，巨噬细胞标记物 ＣＤ６８ 和 Ａｃｔ１ 均有表

达，且存在大量共定位；而在 ＤＮＡ 鉴定阳性的小鼠

结肠组织中，巨噬细胞标记物 ＣＤ６８ 表达但 Ａｃｔ１ 表

达量明显减少，且二者共定位甚少，进一步表明 ａｎ⁃
ｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠中巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被靶向抑制。
２􀆰 ２　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小

鼠体重、疾病活动指数和结直肠长度的影响

与对照组相比，２％ ＤＳＳ 连续诱导 ＵＣ ７ ｄ 时，小
鼠体重明显下降，出现腹泻、粪便隐血程度加重，取
材测量结直肠长度，结直肠明显缩短。 与 Ｃ５７ 小鼠

相比，ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠体重变化百分比（Ａ）、粪便粘稠

度（Ｂ）、便血程度（Ｃ）和结直肠长度变化（Ｄ）等各项

肠炎指标均减轻（图 ３）。

图 １　 Ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠基因型鉴定

Ｆｉｇ． １　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｏｕｓｅ

２􀆰 ３　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小

鼠结肠组织病理学形态的影响

建模第 ７ 天取材进行病理组织分析发现，对照

组小鼠结肠组织腺体和上皮组织结构完整；实验组

ＤＳＳ 诱导后，Ｃ５７ 小鼠结肠组织黏膜层出现大量炎

症细胞浸润，并且伴有明显的腺体溶解及腺体上皮

细胞增生，ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠则组织结构相对较完整，炎
症细胞浸润较少，部分腺体发生溶解（图 ４）。 对结

肠分段进行病理组织学评分结果显示，靶向抑制巨

噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 所致横结肠（Ｔｒａｎｓ）和远端结肠

（Ｄｉｓｔ）的炎症减轻作用更显著，对近端结肠（Ｐｒｏｘ）
也有一定的保护作用。
２􀆰 ４　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小

鼠结肠组织炎症细胞浸润的影响

免疫组化结果显示，ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 模型小鼠的结

肠组织中白细胞标记物 ＣＤ４５ 和单核⁃巨噬细胞标记

物 ＣＤ６８ 主要表达于间质；与 Ｃ５７ 小鼠相比，ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１
小鼠这两种标记物的表达量明显减少，提示白细胞和
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巨噬细胞在炎症部位浸润明显减少（图 ５）。
２􀆰 ５　 靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 对 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 小

鼠结肠组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ｍＲＮＡ 表达的影

响

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 模型中两组

小鼠的结肠组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达均高

于正常饮水对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达升

高仅见于 Ｃ５７ 小鼠；实验组 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达均低于实验组 Ｃ５７ 小鼠（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）（图 ６）。

注：Ａ． 体重下降百分比；Ｂ． 粪便粘稠度；Ｃ． 便血程度；Ｄ． 结肠长度。

图 ３　 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠各项肠炎指标

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｌｉｔｉｓ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ Ｃ５７ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ （Ａ），
ｓｔｏｏｌ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ （Ｂ）， ｆｅｃａｌ ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘ （Ｃ） ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ （Ｄ）

图 ４　 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结肠组织病理学分析

Ｆｉｇ． ４　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃ５７ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ

３　 讨论

肠道黏膜免疫功能紊乱目前被认为是 ＩＢＤ 肠

道炎症发生的主要机制，免疫细胞以及与之相关的

多种细胞因子成为当前 ＩＢＤ 研究热点。 巨噬细胞

作为肠道免疫系统的主要细胞，在静息状态时发挥

监控感染、调节细胞更新、创伤修复和组织重构等作

用，维持肠道稳态。 而在肠道黏膜损伤⁃修复平衡被

打破时，巨噬细胞异常激活，介导促炎反应［１］。 ＮＦ⁃
κＢ 作为一种重要的转录因子，是多种促炎细胞因子

表达和分泌的强效诱导者。 有研究发现，ＩＢＤ 患者

肠道黏膜巨噬细胞中存在明显 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的

活化［１３］。 Ａｃｔ１ 作为 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化因子被

发现，后续研究表明 Ａｃｔ１ 亦是 ＩＬ⁃１７ 信号通路必需

的衔接蛋白，也参与 ＩＬ⁃１７ 介导的 ＮＦ⁃κＢ 等信号通

路的活化。 研究发现，ＩＢＤ 患者比正常人群的结直

肠组织存在更多巨噬细胞浸润，且血清 ＩＬ⁃１７ 水平

升高［１４］。 这提示 Ａｃｔ１ 在 ＩＢＤ 发生发展中可能发挥

重要作用。
研究显示，特异性敲除星形胶质细胞 Ａｃｔ１ 可以

减轻小鼠实验性自身免疫性脑脊髓膜炎严重程度；
Ａｃｔｌ 缺失明显抑制 ＩＬ⁃２５ 诱导的 Ｔｈ２ 型细胞因子 ＩＬ⁃
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图 ５　 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结肠炎症细胞浸润情况

Ｆｉｇ． ５　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃ５７ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ

图 ６　 Ｃ５７ 和 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠结肠组织炎症因子 ｍＲＮＡ 表达变化

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ ｍｉｃｅ

４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３ 和趋化因子的表达，从而减少过敏原

诱发的肺嗜酸性粒细胞增多；上皮细胞特异性 Ａｃｔｌ
缺失减轻了 ＩＬ⁃２５ 引发的 Ｔｈ２ 型免疫反应和肺部炎

症［１５］。 在上皮细胞特异性缺失 Ａｃｔｌ 的小鼠中，ＤＳＳ
诱导的结肠炎严重程度明显减轻［８］。

本实验利用巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被靶向抑制的

小鼠，探讨研究与 ＮＦ⁃κＢ 活化相关的 Ａｃｔ１ 在对 ＵＣ
的影响。 结果显示，巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达被抑制后，
ＤＳＳ 诱导的结肠炎严重程度明显减轻。 同时，炎症

部位白细胞和巨噬细胞的浸润明显减少，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃６ 表达明显低于相应的 Ｃ５７ 小鼠。 其中，
ＩＬ⁃１β 是诱导 ＩＢＤ 肠道炎症的重要细胞因子之一。
有研究报道，ＩＢＤ 患者血清和肠黏膜固有层单核细

胞分泌 ＩＬ⁃１β 明显增加。 ＩＬ⁃６ 在 ＩＢＤ 肠道炎症和免

疫反应中起放大效应，患者血清和肠黏膜 ＩＬ⁃６ 水平

显著高于对照。 此外，活化的 Ｍ２ 型巨噬细胞可通

过激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，引起 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 等炎症

因子上调［２］。 本研究结果中 ａｎｔｉ⁃Ａｃｔ１ 小鼠在 ＤＳＳ

诱导后 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达有所升高但没有统计学差

异，亦有类似的研究报道，ＩＬ⁃１７ 基因敲除的小鼠在

ＤＳＳ 诱导时肠炎加重但 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达没有变

化 ［１６］。 对此，我们将在蛋白水平检测 ＩＬ⁃６ 表达变

化，进一步检测其他促炎因子和抑炎因子的表达变

化，同时也提示抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达对炎症微环

境的影响可能是不仅与炎症因子的表达改变有关，
还存在其他作用机制。

由于巨噬细胞是一种异质性、可塑性较强的免

疫细胞，不同组织微环境对其增殖、分化、激活和极

化产生不同影响，使其呈现出不同表型，发挥不同生

物学功能。 正常肠黏膜巨噬细胞的极化表型与其他

组织有一定差异，并对于维持肠道健康具有重要意

义。 而 ＩＢＤ 患者体内巨噬细胞功能常有不同程度

受损，极化表型发生改变，导致免疫异常［１７］。 本研

究中关于靶向抑制巨噬细胞 Ａｃｔ１ 表达降低结肠对

ＤＳＳ 敏感性的机制尚不明确，是通过直接抑制 ＮＦ⁃
κＢ 信号活化而减轻炎症还是 Ａｃｔ１ 表达抑制影响了
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巨噬细胞的极化，仍有待进一步研究揭示。
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白色念珠菌经口感染 ＩＣＲ 小鼠建立系统性感染模型
罗银珠１ ，２，潘金春１ ，２，何丽芳１ ，２，闵凡贵１ ，２，叶秋莹３，

陈锐１ ，２，吴玉娥１ ，２，黄韧１ ，２，张钰１ ，２∗

（１． 广东省实验动物监测所，广州　 ５１０６６３； ２．广东省实验动物重点实验室，广州　 ５１０６６３； ３．广东药学院， 广州　 ５１０２２４）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究白色念珠菌（Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ）经口感染 ＩＣＲ 小鼠建立系统性感染模型，观察 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 经黏

膜感染后在小鼠体内组织增殖及分布规律。 方法　 ４６ 只 ＩＣＲ 雄性小鼠随机分为模型组 Ａ（ｎ ＝ ２０）、模型组 Ｂ（ｎ ＝
２０）、对照组（ｎ ＝ ６）。 模型组采用棉签法口腔接种 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ（７ × １０６ｃｆｕ ／ ｍＬ），对照组同方法接种等容积生理盐水。
模型组 Ａ 小鼠用于临床、生存、剖检观察试验；模型组 Ｂ 接种后第 ３、５、７ 天随机解剖 ５ 只小鼠用于组织载菌量和病

理检验 （对照组每个时间点解剖 ２ 只），活菌平板计数法检测小鼠组织载菌量，光镜观察小鼠舌、胃、肝、肾病理组

织学变化。 结果　 模型组小鼠接种后第 ３ 天舌面出现明显白斑并随时间加重引起死亡，第 ５ 天小鼠死亡率超过

５０％ ，第 ７ 天死亡率达 １００％ ，并能从舌（８７􀆰 ５％ ）、胃（８７􀆰 ５％ ）及内脏组织肝（５４􀆰 ５％ ）、肾（５０􀆰 ５％ ）、肺（２０％ ）和心

脏（４％ ）中分离到 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ，显微镜观察在舌、食道、胃、肝、肾存在菌丝的增殖，对照组未见 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 生长，提
示模型组小鼠因 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 黏膜感染引起小鼠播散性的系统性感染。 结论　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 可在一定条件下突破黏膜

免疫屏障引起小鼠机会性系统性感染，从而加重感染死亡。
【关键词】 　 白色念珠菌；小鼠口腔；黏膜模型；系统性感染；小鼠
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ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍａｌｅ ＩＣＲ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ４６）
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ４０） ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ６）． Ｃｏｔｔｏｎ ｓｗａｂｓ ｗｉｔｈ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔ
ｔｈｅ ｍｉｃｅ （７ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｓａｌｉｎｅ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ：ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ （ｎ ＝ ２０） ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ ｆｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｆｕｎｇａｌ ｂｕｒｄｅｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ｎ ＝
２０）． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ， ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ａｕｔｏｐｓｙ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ． Ｆｉｖｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｋｉｌｌｅｄ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｔ ３ ｄ， ５ ｄ ａｎｄ７ ｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ （ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ｋｉｌｌｅｄ ２ ｍｉｃｅ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ）． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｌｏａｄ
ｔａｂｌｅｔ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｆｕｎｇａｌ ｂｕｒｄｅｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｍｅａｎｗｈｉｌｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｏｎｇｕｅ， ｅｓｏｐｈａｇｕｓ，
ｓｔｏｍａｃｈ， ｌｉｖｅｒ， ｋｉｄｎｅｙ， ｌｕｎｇ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｗｈｉｔｅ ｓｐｏｔ ａｐｐｅａｒｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｏｎｇｕｅ ｓｉｎｃｅ ３ ｄ ｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｆｉｎａｌｌｙ ｃａｕｓｅｄ ｄｅａｔｈ． Ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒｅａｃｈｅｄ ｏｖｅｒ
５０％ ａｔ ５ ｄ． Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｗａｓ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ （８７􀆰 ５％ ）， ｓｔｏｍａｃｈ （８７􀆰 ５％ ）， ｌｉｖｅｒ （５４􀆰 ５％ ）， ｋｉｄｎｅｙ
（５０􀆰 ５％ ）， ｌｕｎｇ （２０％ ） ａｎｄ ｈｅａｒｔ （４％ ）， ｂｕｔ ａｌｓｏ ｗａｓ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃａｌｌｙ ｓｅｅｎ ｍｙｃｅｌｉａ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ， ｓｔｏｍａｃｈ，
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ｌｉｖｅｒ， ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ， ｙｅｔ ｎｏｔ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈａｔ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｃａｕｓｅｄ ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｓｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｂａｒｒｉｅｒ， ｓｏ ａｓ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ｄｅａｔｈ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ． Ｏｒａｌ ｃａｖｉｔｙ； Ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； Ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； Ｍｏｕｓｅ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＡＮＧ Ｙｕ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｙｕｇｚｈ＠ ｈｏｔｍａｉｌ． ｃｏｍ

　 　 口腔念珠菌病已成为世界范围内日益严重的院

内口腔感染性真菌性疾病，其中白色念珠菌（Ｃａｎｄｉ⁃
ｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ，Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ）是主要致病病原，感染比例

占口腔念珠菌病的 ５０％以上［１ － ４］。 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 是一

种人类共生的二相性微生物，可以在皮肤、黏膜表

面、肠胃消化道和女性泌尿生殖系统存在，当机体免

疫力降低或环境改变时可由共生酵母相发芽转变为

毒力更强的菌丝相，从而引起侵袭性的白色念珠菌

病［５ － ８］。 近年来，随着抗生素、免疫抑制剂、器官移

植、导管介入等治疗手段的广泛应用及一些肿瘤、血
液病、获得性免疫缺陷病等严重疾病的发生率升高，
由念珠菌黏膜感染引起患者系统性念珠菌病报道增

多［９， １０］。 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 感染模型、毒力因子及与宿主

相互作用等研究不断深入［１１ － １７］，但小鼠黏膜感染

念珠菌引起播散性系统性感染的报道却不多，本研

究旨在对 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜接种引起的小鼠机会

性系统性感染进行研究和阐述，为进一步研究 Ｃ． ａｌ⁃
ｂｉｃａｎｓ 黏膜感染机制提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物、分组及前处理

ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 雄性小鼠，４６ 只，５ 周龄，体重 ２４ ～
２６ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京） ２０１２ － ０００１】，饲养于广东省实验动物

监测所二级生物安全负压感染实验室内 【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１２ － ０１２２】，实行光照 ／黑暗各 １２ ｈ 昼夜循

环，自由进食，动物实验开展经广东省实验动物监测

所动物使用和管理委员会审批。
动物使用前以棉拭子涂抹口腔黏膜后作 Ｃ． ａｌ⁃

ｂｉｃａｎｓ 培养，筛选出 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 培养阴性动物做为实

验动物。 动物分为模型组 （４０ 只） 和空白组 （６
只）。 模型组平分 Ａ，Ｂ 两组，均使用 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口

腔棉签法感染，模型组 Ａ 于生存率、体重及口腔打

分，模型组 Ｂ 用于载菌量及病理检测，为避免动物

感染过程中出现死亡而导致数据丢失，模型组 Ｂ 感

染数量比计划采样量（１５ 只）多 ５ 只。 空白组小鼠

同方法感染等容积生理盐水并进行与实验组相同的

实验项。 所有动物感染前 １ ｄ 醋酸泼尼松 １００ ｍｇ ／

ｋｇ 肌注，同时 ０􀆰 ０８％盐酸四环素连续饮水给药至感

染后第 ３ 天。 动物口腔感染操作前用 １􀆰 ５％ 戊巴比

妥钠腹腔注射麻醉（加热保温，麻醉时长 １􀆰 ５ ｈ）。
１􀆰 ２　 菌株及菌体悬液制备

Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ＳＣ５３１４ 株（ＡＴＣＣ：ＭＹＡ⁃２８７６）为中

国科学院微生物研究所张立新博士馈赠。 从 － ８０℃
冰箱取出菌液，接种到固体 ＹＥＰＤ 平板上，３０℃ 培

养 ３６ ｈ 后，挑选单个菌落于液体 ＹＥＰＤ 中，３０℃摇

床培养 ２４ ｈ，１８０ ｒ ／ ｍｉｎ。 将扩大培养好的菌液离

心，沉淀用生理盐水重悬洗涤 ３ 次，最后用生理盐水

调整浓度至 ７ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ，备用。
１􀆰 ３　 动物口腔黏膜接种

参考文献［１４，１８］，动物麻醉后，用灭菌棉签在配制

好的菌液中浸泡 ３ ｍｉｎ，放置到实验鼠小鼠口腔内（对
照组以灭菌生理盐水代替），轻轻旋转使棉签表面菌

液充分接触口腔上颚，脸颊及舌面，并停留口腔１􀆰 ５ ｈ。
１􀆰 ４　 感染程度评价

１􀆰 ４􀆰 １　 临床评分及生存观察

模型组 Ａ 小鼠每天进行口腔评分、称重、死亡

情况及临床表现记录。 口腔打分标准：正常，０ 分；
少量白斑（ ＜ ２０％ ），１ 分；中量白斑（２１％ ＜ ９０％ ），
２ 分；大量白斑 ＞ ９１％尚可开口采食，３ 分；大量白斑

＞ ９１％且口腔黏糊，难开口，流涎明显，４ 分。
１􀆰 ４􀆰 ２　 载菌量检测

模型组 Ｂ 小鼠感染后第 ３、５、７ 天分别随机解剖

５ 只小鼠，麻醉后无菌取组织（舌、胃、肝、肾、心脏、
肺）放于灭菌离心管内， － ２０℃保存备用。 组织载菌

量测定：将组织称重后放到装有 １ ｍＬ 灭菌生理盐水

研磨器内，研磨 ３０ ｓ 后，倍比稀释后，取 １００ μＬ 混悬

液涂到固体 ＹＥＰＤ 平板，每个浓度做 ２ 个平行板，
３０℃培养 ３６ ｈ 后数菌落数。 对死亡小鼠进行尸检。
１􀆰 ４􀆰 ３　 病理检测

模型组 Ｂ 感染小鼠解剖做载菌量检测的同时，
各取舌、食道、胃、肝、肾组织用 ４％ 多聚甲醛固定

２４ ｈ，再按常规步骤制作石蜡切片，采用 ＨＥ． 染色和

ＰＡＳ 染色，光学显微镜下观察拍照。
１􀆰 ５　 数据处理及统计分析

实验结束，口腔临床打分及体重结果以 􀭰ｘ ± ｓ 表

２９５
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示，组织载菌量结果以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｍ ５􀆰 ０１ 进行数据处理及图表形成。

２　 结果

２􀆰 １　 口腔黏膜感染小鼠临床变化和评价

感染后 ２ ｄ 小鼠舌头出现少量淀粉样白斑，３ ｄ

口腔白斑明显（见图 １Ｂ），到 ５ ｄ 口腔白斑占据舌面

９０％以上（见图 １Ｃ），实验后期大部分鼠口腔打分超

过 ３ 分（见图 ２Ａ），小鼠表现出口腔有唾液流出到口

腔周围，小鼠口腔干燥，采食、吞咽乃至张口难，精神

萎靡，体重降低（见图 ２Ｂ），接种后第 ５ 天死亡率达

到 ５０％以上，第 ７ 天达 １００％ （见图 ２Ｃ）。

注：Ａ：对照组小鼠；Ｂ＆Ｃ：感染小鼠（３ ｄ，５ ｄ）。

图 １　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜感染小鼠舌头白斑

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ＆Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ（３ ｄ，５ ｄ） ．

Ｆｉｇ． １　 Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｏｎｇｕｅ ｌｅｕｋｏｐｌａｋｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａｌ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

注：ＰＩ：感染后；Ａ：口腔临床打分；Ｂ：体重变化曲线；Ｃ：生存曲线。

图 ２　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜感染小鼠临床评价（􀭰ｘ ＝ ｓ ｘ， ｎ ＝ ２０）
Ｎｏｔｅ． ＰＩ： Ｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ． Ａ： Ｏｒａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ． Ｂ： Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ｃｕｒｖｅ． Ｃ： Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ

２􀆰 ２　 口腔黏膜感染小鼠组织载菌量检测

接种后第 ３、５、７ 天，Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 在舌和胃中

均能检出较高浓度的载菌量，但在舌上的定值从

第 ３ 天到第 ７ 天呈减少趋势，而胃内载菌量则维

持在一定水平。 肾与肝也检测到一定量的 Ｃ． ａｌ⁃
ｂｉｃａｎｓ，载菌量低于胃和舌 （见图 ３） 。 舌与胃的

检出率均为 ８７􀆰 ５％ （２１ ／ ２４） 。 此外，每个时间点

在个别鼠内的肾、肝、肺、心脏检出了 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ，
检出 率 分 别 为 ５４􀆰 ５％ （ １２ ／ ２２ ） ， ５０􀆰 ０％ （ １２ ／
２４） ，２０􀆰 ０％ （５ ／ ２５ ） ，４􀆰 ０％ （１ ／ ２５ ） ，说明菌已从

黏膜扩散到了内脏组织。
图 ３　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜感染

小鼠载菌量检测 （􀭰ｘ ＝ Ｓ `ｘ，　 ｎ ＝ ５ ／时间点）
Ｆｉｇ． ３　 Ｆｕｎｇａｌ ｂｕｒｄｅｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ

ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ

３９５
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　 　 模型组 Ｂ 一共感染 ２０ 只小鼠，除在感染后 ４ ｄ
和 ６ ｄ 死亡 ５ 只小鼠，３ ｄ 和 ５ ｄ 均为活剖小鼠，７ ｄ
３ 只为活剖，２ 只为死亡鼠（死亡时间 １ ～ ２ ｈ）。
２􀆰 ３　 口腔黏膜感染小鼠组织病理学检查

选择检出阳性菌的模型组 Ｂ 动物的部分组织

进行 ＨＥ 和 ＰＡＳ 染色，显示，大量酵母型和菌丝型菌

体侵袭舌、食道、胃黏膜表面，偶尔见菌丝相 Ｃ． ａｌｂｉ⁃
ｃａｎｓ 侵袭黏膜下层，肾脏与肝也可见到菌丝的定殖；
ＨＥ 染色结果显示以中性粒细胞和巨噬细胞为主的

炎性细胞侵润。 见图 ４。

注：Ａ⁃Ｅ：依次为舌、食道、胃、肾、肝 ＰＡＳ 染色；Ｆ⁃Ｊ：对应组织的 ＨＥ 染色．

图 ４　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜感染小鼠组织 ＰＡＳ ／ ＨＥ 染色（标尺 ＝ １００ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｅ：Ｔｏｎｇｕｅ， ｅｓｏｐｈａｇｕｓ， ｓｔｏｍａｃｈ， ｋｉｄｎｅｙ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ， ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｆ⁃Ｊ：Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒｇａｎｓ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇ． ４　 ＰＡＳ ／ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ

３　 讨论

念珠菌在口腔中存在可以表现为无临床症状的

健康带菌者或有临床体征的口腔念珠菌病。 在口腔

念珠菌病中，白念珠菌引起的感染占 ６５％ 左右［１９］。
本研究选用 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ＳＣ５３１４ 株作为建立口腔念

珠菌黏膜感染模型的目标菌株，以便更客观了解与

临床相近的典型口腔念珠菌病的发生与发展过程。
Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 以共生酵母相存在于健康人群中的黏膜

表面，有研究表明［２０ ，２１］，口腔念珠菌病的发病机制

受到很多因素影响，既与念珠菌本身的形态、菌的数

量、菌体表面结构及粘附力有关，还与宿主的防御机

制有关。 宿主的防御机制包括局部机械性及全身因

素如上皮屏障、口腔菌丛相互作用和稳定、口腔分泌

液、内分泌、营养因素、免疫功能、抗生素和激素的使

用、化疗和放疗以及恶性疾病等。 本研究模拟临床

条件对模型小鼠进行醋酸泼尼松肌肉注射及四环素

饮水，制造便于 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 粘附的宿主环境。 根据

Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 在营养丰富的培养基中繁殖一代需至少

１􀆰 ５ ｈ 特征［２２］，本研究在感染初期，对带菌棉签在模

型小鼠口腔停留时间控制在 １􀆰 ５ ｈ，以便菌体成功粘

附并繁殖。
研究显示，小鼠感染 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 后第 ３ 天 Ｃ． ａｌ⁃

ｂｉｃａｎｓ 成功定殖口腔黏膜并逐渐形成典型淀粉样白

斑。 病原菌借助宿主吞咽，饮水等进入到食道和胃

等消化道管腔。 与此同时，Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 在感染后 ３ ｄ

可在感染鼠肝、肾等内脏组织检测到阳性菌，表明病

原菌已成功突破小鼠消化道黏膜上皮屏障，通过血

液或淋巴循环等进入动物体内引起播散性系统性感

染。 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 毒素及其分泌的蛋白酶是促进菌粘

附、入侵、炎症坏死及血管通透性增加的重要帮凶，
可致宿主死亡。 Ｍｏｙｅｓ 等的最新研究［２０］ 显示念珠

菌在与宿主上皮细胞相互作用时可产生一种假丝酵

母细胞溶解酶（ｃａｎｄｉｄａｌｙｓｉｎ）的毒素，在念珠菌黏膜

感染中起了重要作用，以上因素综合作用下导致 Ｃ．
ａｌｂｉｃａｎｓ 在本实验中出现了突破消化系统黏膜屏障

后进入机体内循环系统引起系统性感染。 小鼠口腔

和全身念珠菌病模型与人类念珠菌病非常相似，中
性粒细胞和巨噬细胞在宿主抗念珠菌感染中起到重

要的的第一道防线，本实验结果显示各组织出现大

量的单核细胞浸润现象与此理论吻合。 结合本次实

验的载菌量及病理组织学结果，发现肾与肝是 Ｃ． ａｌ⁃
ｂｉｃａｎｓ 重要的内脏组织靶器官，这与吴玉娥等［１７］ 念

珠菌系统性感染模型结果相吻合。 值得注意的是，
病原菌入侵到感染鼠内脏器官呈现机会性扩散，有
约 ９４􀆰 １％小鼠出现 ３ 个组织同时出现菌体检测阳

性（舌、胃、肝及舌、胃、肾），４ 个组织同时出现菌体

检测阳性约为 ３３􀆰 ４％ （舌、胃、肝、肾及舌、胃、肝、
肺），约有 ８􀆰 ３％小鼠能从肾与肝内脏组织检出阳性

菌而在黏膜感染部位无检测到阳性菌，以上情况提

示白色念珠菌由黏膜感染入侵蔓延至系统感染过程

中与动物个体的免疫机能、黏膜特征或黏膜上皮微

４９５
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生物菌群等差异而有所不同，具体机制仍需进一步

研究。
综上所述，本实验证实了白色念珠菌口腔黏膜

感染有系统扩散的现象和事实，揭示 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 可

在特殊条件下（如宿主免疫力低下或免疫抑制）突

破宿主在抗念珠菌感染的先天免疫系统及适应性免

疫系统屏障引起机会性系统性感染，为研究 Ｃ． ａｌｂｉ⁃
ｃａｎｓ 口腔黏膜性感染与系统性感染相互关系提供实

验依据，也为白色念珠菌经口感染 ＩＣＲ 小鼠建立系

统性感染模型的研究提供新的视野。
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􀦋􀦋研究报告

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌系统性感染
小鼠模型的制备

邓少嫦，罗银珠，李航，贾欢欢，何丽芳，龚宝勇，曾业文，吴玉娥∗

（广东省实验动物监测所，广东省实验动物重点实验室，广州　 ５１０６６３）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用临床分离的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）感染 ＩＣＲ 小鼠，建立 ＭＲＳＡ 系统性感

染小鼠模型。 方法　 采用连续 ３ ｄ 腹腔注射环磷酰胺（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）进行免疫抑制后，将浓度为 １ × １０７ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的

ＭＲＳＡ 菌液经尾静脉接种 ＩＣＲ 小鼠，通过生存分析、外周血白细胞计数、组织载菌量和病理学检查对模型进行评

价。 结果　 ＭＲＳＡ 接种后第 ２ 天小鼠开始死亡，１４ ｄ 内累积死亡率达 ６０％ ；外周血白细胞总数显著升高，细菌在多

个器官定植，载菌量由高到低依次是肾、关节、肺、肝和脑，肾载菌量高达 １０９ＣＦＵ ／ ｇ，关节、肺、肝和脑的载菌量范围

在 １０４ ～ １０９ＣＦＵ ／ ｇ。 病理观察显示肾、心脏、肺、肝、脑和关节多器官感染的组织病理学改变。 结论　 采用环磷酰胺

免疫抑制后静脉接种 ＭＲＳＡ 的方法首次成功建立 ＭＲＳＡ 系统性感染小鼠模型，该模型可应用于 ＭＲＳＡ 发病机理及

药物筛选等研究领域。
【关键词】 　 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌；动物模型；小鼠；感染
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　 　 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔ⁃
ａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ， ＭＲＳＡ），自从 １９６１ 年被

第一次发现以来，已经成为世界范围内日益增长

的感染病原体［１ － ２］ 。 在美国，ＭＲＳＡ 菌株占所有分

离到的金葡菌的 ５０％ 以上［３］ 。 我国 ２０１５ 年全国

细菌耐药监测报告显示，ＭＲＳＡ 全国检出率为

３５􀆰 ８％ ［４］ 。 ＭＲＳＡ 的多重耐药以及耐药性的快速

变迁给感染控制带来困难，导致死亡率增高、住院

时间延长、治疗费用增加［５］ 。 目前，ＭＲＳＡ 已经成

为全世界范围内的一大公众健康问题。 本研究在

ＩＣＲ 小鼠免疫低下模型的基础上，给予小鼠尾静脉

注射接种 ＭＲＳＡ，旨在建立免疫抑制状态下 ＭＲＳＡ
系统性感染模型，进而模拟临床上 ＭＲＳＡ 在人体

的感染情况，为 ＭＲＳＡ 发病机理及药物筛选等研

究提供模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ），编号为

４０Ｃ５，由广东省中医院惠赠，本实验室保存。 细菌

培养及药敏定量结果显示，该菌为耐甲氧西林的金

黄色葡萄球菌，对所有 β⁃内酰胺类抗生素耐药。
１􀆰 ２　 实验小鼠

ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ 小鼠，５ 周龄，体重（２７ ± ２） ｇ，
购于北京维通利华实验动物有限公司【ＳＣＸＫ（京）
２０１２ － ０００１】。 动物实验在负压感染动物实验室进

行【ＳＹＸＫ（粤）２０１２ － ０１２２】，动物实验开展经广东

省实验动物监测所动物使用和管理委员会审批

（ＩＡＣＵＣ２０１５０４２）。
１􀆰 ３　 试剂和仪器

注 射 用 环 磷 酰 胺 （ Ｂａｘｔｅｒ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ ＧｍｂＨ，
５Ｆ０６３Ａ），培养皿（广州迪景，ＢＡＰ⁃１５０８１４），培养箱

（江南仪器厂，ＭＪＸ⁃２５０），血液分析仪（希森美康，
ＸＴ⁃２０００ｉ），脱水机 （ Ｌｅｉｃａ， ＴＰ１０２０），石蜡包埋机

（Ｌｅｉｃａ，ＥＧ１１５０），切片机（Ｌｅｉｃａ，ＲＭ２２５５），生物荧

光显微镜（Ｌｅｉｃａ，ＤＭ２５００）。
１􀆰 ４　 菌株制备

１􀆰 ４􀆰 １　 菌体培养保存

将保存有金黄色葡萄球菌的菌片用无菌镊子加

入到少量胰蛋白大豆肉汤液体培养基（３ ～ ５ ｍＬ）
中，３７℃培养 ２４ ｈ；取出扩增后的金黄色葡萄球菌液

体培养基，用接种环挑取少量菌液，划线至血平板

上，３７℃培养 ２４ ｈ；刮取表面菌株至小牛血清，混匀

后分装至冻存管， － ８０℃冷冻保存备用。
１􀆰 ４􀆰 ２　 接菌前浓度调整

于 － ８０℃冰箱内取出备用菌液，解冻后用接种

环挑取少量菌液划线至血平板上，３７℃ 培养 ２４ ｈ。
刮取平板菌落，用生理盐水洗 ３ 次，采用比浊法，用
生理盐水配成 ２ 个麦氏单位浓度（约 ４ × １０８ ＣＦＵ ／
ｍＬ）的菌液，按照预计接菌浓度对菌液进行梯度稀

释。 留取 １ ｍＬ 稀释后的菌液，用于确定实际接菌

浓度。
１􀆰 ４􀆰 ３　 确定实际菌液浓度

菌液经 １０ 倍梯度稀释，选择三个稀释度的菌

液，分别取 ０􀆰 ２ ｍＬ 加入固体无菌血平板，使用灭菌

的玻璃涂棒涂布均匀。 ３７℃培养箱培养 ２４ ｈ，计算

菌落数目，菌落数在 ３０ ～ ３００ 之间的稀释度有效。
按下面公式计算出菌液的含菌数： 每毫升原菌液活

菌数 ＝同一稀释度 ３ 个重复平皿菌落平均数 × 稀

释倍数 × ５。
１􀆰 ５　 分组及处理

４４ 只 ＩＣＲ 小鼠随机分为模型组（共 ２８ 只，其中

８ 只用于观察生存情况及体重变化，２０ 只用于组织

取材）和对照组（１６ 只）。 两组分别在接种 ＭＲＳＡ
前三天连续给环磷酰胺（１００ ｍｇ ／ ｋｇ，腹腔注射，１
次 ／ ２４ ｈ，共 ３ 次），使小鼠处于免疫抑制状态。 小鼠

腹腔注射环磷酰胺后第 ４ 天，外周血白细胞数降到

最低，是理想的接种感染时间。 采用 １ ｍＬ 注射器，
每只小鼠经尾静脉接种浓度 １ × １０７ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌液

进行感染，接种剂量根据小鼠体重进行换算，每 ２０ ｇ
小鼠接种 ０􀆰 ２ ｍＬ，模型对照组小鼠给予生理盐水。

ＭＲＳＡ 接种当天记为第 ０ 天，接种后每天观察

小鼠临床表现并称重，连续观察 １４ ｄ。 当发现下列

情况中任何两项时，安乐死小鼠，以减少对其的疼痛

和应激。 ①弓背、被毛松乱；②体重下降超过起始体

重的 ２０％ ；③体温降低，触之冰冷；④活动明显减

少；⑤不能进食；⑥斜颈或原地打转。 在进行生存观

察时，将安乐死小鼠死亡时间记录到下一天，采用生

存曲线对感染小鼠的生存情况进行描述。
分别在 ＭＲＳＡ 接种后第 ２、４、８、１４ 天每组安乐死

小鼠 ４ 只，取血液进行血常规检测，取肺、肾、肝、脑和

关节一半进行组织载菌量检测，一半用于病理学观

察。 因心脏体积较小，本研究仅进行病理学观察。

７９５
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１􀆰 ６　 组织载菌量检测

小鼠各脏器称重后加入 １ ｍＬ 无菌生理盐水研

磨成匀浆液，进行 １０ 倍梯度稀释，选择适当的稀释

浓度，取 ０􀆰 ２ ｍＬ 接种于血培养基，３７℃培养箱培养

２４ ｈ，进行菌落计数。 菌落数在 ３０ ～ ３００ 之间的匀

浆液稀释度有效。 计算组织的载菌量 ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ。
见公式：

ＣＦＵ ／ ｇ ＝ ［３ 个培养基的 ＣＦＵ 的平均数 × ５ × 匀

浆液体积（ｍＬ） ×稀释倍数］ ／组织重量（ｇ）
１􀆰 ７　 组织病理学检测

取小鼠主要脏器（心脏、肝、肺、肾）、脑和关节，
中性甲醛溶液固定后进行常规病理切片，行 ＨＥ 染

色，光学显微镜下观察。
１􀆰 ８　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 进行统计分析，两组间比较用

ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ⁃ｓａｍｐｌｅｓ ｔ ｔｅｓｔ 检验，生存比较用 Ｌｏｇ ＿
ｒａｎｋ ｔｅｓｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 时认为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 生存情况

小鼠接种 ＭＲＳＡ（１ ×１０７ＣＦＵ ／ ｍＬ）后第 ２ 天出现

死亡，ＭＲＳＡ 组和对照组小鼠死亡情况（死亡数 ／观察

数）分别为 ５ ／ ８、０ ／ ８。 采用生存曲线对两组小鼠的生

存情况进行描述和分析，两组小鼠中位生存间分别是

７ ｄ（ＭＲＳＡ）和 １４ ｄ（ｃｏｎｔｒｏｌ）。 采用 Ｌｏｇ＿ｒａｎｋ ｔｅｓｔ 统
计方法对生存曲线进行比较分析，ＭＲＳＡ 组和对照组

比较差异有显著性（Ｐ ＜０􀆰 ０１），见图 １ 所示。

图 １　 小鼠接种 ＭＲＳＡ 后的生存情况 （ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇ． １　 Ｍｏｕｓｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ａｆｔｅｒ ＭＲＳＡ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 体重变化

感染小鼠从接种后第 １ 天开始出现体重降低，在
接种后第 ３ 天体重降到最低点，随后存活小鼠体重开

始回升，至观察期第 １４ 天小鼠体重接近接菌前水平。
对照组小鼠体重呈逐渐升高表现，见图 ２ 所示。

图 ２　 小鼠接种 ＭＲＳＡ 后的体重变化（ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇ． ２　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ

ＭＲＳＡ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 外周血白细胞计数变化

根据前期实验结果，我们选择免疫抑制后白

细胞计数最低点（ＣＹ 给药后第 ４ 天）进行 ＭＲＳＡ
接种［６］ 。 ＭＲＳＡ 组小鼠自接种后第 ４ 天开始出现

白细胞总数急剧升高，接种后第 ８ 天达到高峰

［（４６􀆰 ８ ± ３０􀆰 ５） × １０９个 ／ Ｌ］，随后逐渐回落，至接

种后第 １４ 天回复到正常水平［（７􀆰 ０ ～ ８􀆰 ０） × １０９

个 ／ Ｌ］。 对照组小鼠外周血白细胞总数在整个观

察期内逐渐回复，至接种后第 １４ 天回复到正常水

平，见图 ３ 所示。

图 ３　 小鼠接种 ＭＲＳＡ 后的外周血白细胞总数变化（ｎ ＝ ４）
Ｆｉｇ． ３　 Ｔｏｔａｌ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔｓ ｉｎ ＭＲＳＡ ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 组织载菌量

ＭＲＳＡ 静脉感染小鼠，组织载菌量脏器分布由

高到低分别是肾、关节、肺、肝和脑。 小鼠感染后第

４ 天组织载菌量达高峰，以肾载菌量最高，可达到

１０９ＣＦＵ ／ ｇ，脑组织载菌量最低在 １０４ＣＦＵ ／ ｇ。 随着感

染时间延后，各组织载菌量逐渐下降，至感染后第
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１４ 天，除肾和关节仍保持较高载菌量（１０５ ＣＦＵ ／ ｇ）
外，肝、肺和脑组织几乎无菌落生长，见图 ４ 所示。
２􀆰 ５　 组织病理变化

病理组织学观察显示多器官系统性金黄色葡萄

球菌感染的病理组织学改变。 心肌纤维内可见多个

细菌感染灶，较多中性粒细胞浸润；肝汇管区周边可

见灶状中性粒细胞浸润；肺泡间隔见较多中性粒细

胞浸润；肾皮质、髓质内可见多个细菌感染灶，周边

可见大量中性粒细胞浸润；脑室周边可见灶状淋巴

细胞浸润；关节滑膜增生，内可见大量中性粒细胞浸

润，见图 ５ 所示。

图 ４　 小鼠静脉接种 ＭＲＳＡ 后

各脏器组织载菌量变化（ｎ ＝ ４）
Ｆｉｇ． ４　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｂｕｒｄｅｎｓ ａｆｔｅｒ ＭＲＳＡ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

注：Ａ， Ｂ， Ｃ， Ｄ， Ｅ 和 Ｆ 分别为心脏，肝，肺，肾，脑和关节的 Ｈ． Ｅ． 染色切片，标尺 ＝ ２００ μｍ。

图 ５　 小鼠接种 ＭＲＳＡ 后组织器官病理改变

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｂ， Ｃ， Ｄ， Ｅ， ａｎｄ Ｆ： Ｔｈｅ ｈｅａｒｔ， ｌｉｖｅｒ， ｌｕｎｇ， ｋｉｄｎｅｙ， ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｊｏｉｎｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｒｉｇｈｔ ｃｏｒｎｅｒ ｉｓ ２００ μｍ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ＭＲＳＡ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

３　 讨论

ＭＲＳＡ 是医院及社区常见的致病菌，由于其多

重耐药性及高致死率，ＭＲＳＡ 感染己经成为医学界

的一个普遍难题［５］，建立 ＭＲＳＡ 感染动物模型，成
为研究其致病机制和开发新型抗菌药的重要基础。

目前金黄色葡萄球菌动物模型造模感染途径主

要有以下几种：呼吸道感染、局部皮肤损伤、经腹腔

感染和血液感染等。 建模过程几乎都采用免疫正常

小鼠，此现状之下存在两个方面的不足。 首先，金黄

色葡萄球菌为机会性致病菌，当个体免疫功能下降

时或皮肤及黏膜出现破损时才易于侵入机体导致感

染发生。 临床研究显示高龄患者免疫功能减退，抗
感染能力低下，某些基础疾病导致机体重要器官功

能障碍和细胞免疫功能降低是诱发 ＭＲＳＡ 感染的

重要原因［７］。 因此，利用正常小鼠造模不能较好地

模拟人体临床感染背景条件。 本研究在 ＭＲＳＡ 感

染小鼠模型的建立过程中采用了环磷酰胺免疫抑制

的方法，更好地模拟了 ＭＲＳＡ 的临床致病条件。 其

次，小鼠正常免疫状态下接种金黄色葡萄球菌，剂量

低难以引起疾病表现，固在造模中大都采用高的接

种剂量，通常在 １０８ ～ １０１０三个数量级之间［８ － １１］。 本

研究建立经环磷酰胺免疫抑制后再经静脉接种 ＭＲ⁃
ＳＡ 的方法，采用较低的接菌剂量（１ × １０７ＣＦＵ ／ ｍＬ）
即可引起小鼠死亡和全身多器官播散感染，更好地

模拟了人感染 ＭＲＳＡ 的临床疾病特征。 我们通过

多次试验证明该方法具质量可控，易重复的优点。
已有研究表明金黄色葡萄球菌静脉注射感染小
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鼠，细菌更易于在肾定植，引起肾感染，肾细菌载量

可达 １０７ ～ １０８ＣＦＵ ／组织［１２］。 本研究通过免疫抑制

后静脉接种的方法使大量 ＭＲＳＡ 通过尾静脉进入

循环系统，造成小鼠菌血症，引发多器官感染。 组织

载菌量结果显示肾、关节、肺、肝和脑 ５ 个组织中以

肾载菌量最高，在感染后第 ４ 天达到 １０９ＣＦＵ ／ ｇ，病
理观察结果也证实肾存在多个细菌感染灶，该实验

结果说明我们的造模方法更好地体现了 ＭＲＳＡ 感

染后器官组织的系统感染。
ＭＲＳＡ 引起的临床感染部位还包括骨和关节感

染［１３］。 国内现有文献报道的 ＭＲＳＡ 动物模型中未

见有采用静脉接种途径进行骨和关节感染的研究。
在本研究建立的感染模型中，我们发现有 ８０％的小

鼠出现关节炎症状，表现为腕、踝关节红肿及功能障

碍，严重者影响小鼠正常爬行。 关节组织载菌量在

整个观察期内均呈现较高水平，病理观察亦见关节

滑膜增生、中性粒细胞浸润的关节炎表现。 该研究

结果表明细菌已通过血液播散至软骨组织，引起关

节感染，此现象在国内 ＭＲＳＡ 静脉感染小鼠模型中

为首次报道，也体现了我们的模型更全面地模拟了

ＭＲＳＡ 的临床感染特征，可以同时应用于感染性关

节炎的发病机理及药物筛选研究。

参 考 文 献

［ １ ］　 Ｍｅｒａ ＲＭ， Ｓｕａｙａ ＪＡ， Ａｍｒｉｎｅ⁃Ｍａｄｓｅｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｒｏｌｅ

ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ⁃ａｃｑｕｉｒｅｄ ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅ⁃

ｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ： ａ

１０⁃ｙｅａｒ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂ Ｄｒｕｇ

Ｒｅｓｉｓｔ， ２０１１，１７（２）： ３２１ － ３２８．

［ ２ ］ 　 Ｓｕｎ ＤＤ， Ｍａ ＸＸ， Ｈｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｈｏｓｐｉｔａｌ ａｃｑｕｉｒｅｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ⁃

ｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｐｒｅｖａｉｌｉｎｇ ｉｎ Ｓｈｅｎｙａｎｇ， Ｎｏｒｔｈｅａｓｔｅｒｎ Ｃｈｉｎａ

［Ｊ］ ． Ｂｒａｚ Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０１３， １７（６）： ６８２ － ６９０．

［ ３ ］ 　 Ｊｏｎｅｓ ＲＮ， Ｃａｓｔａｎｈｅｉｒａ Ｍ， Ｆａｕ⁃Ｈｕ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｕｐｄａｔｅ ｏｆ ｃｏｎｔｅｍ⁃

ｐｏｒａｒｙ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅｓ ａｃｒｏｓｓ Ｃｈｉｎａ： ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓ⁃

ｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ １２ ｍｅｄｉｃａｌ ｃｅｎｔｅｒｓ（２０１１） ［Ｊ］ ． Ｄｉａｇｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ

Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０１３， ７７： ２５８ － ２６６．

［ ４ ］ 　 全国细菌耐药监测网． ２０１５ 年全国细菌耐药监测报告 ［Ｊ］ ．

中国职业药师， ２０１６， １３（３）： ３ － ８．

［ ５ ］ 　 Ｍａｃｅｄｏ － Ｖｉｎａｓ Ｍ， Ｄｅ Ａｎｇｅｌｉｓ Ｇ， Ｒｏｈｎｅｒ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ

ｍｅｔｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ａｔ ａ Ｓｗｉｓｓ Ｕ⁃

ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｈｏｓｐｉｔａｌ： ｅｘｃｅｓｓ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｓｔａｙ ａｎｄ ｃｏｓｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｈｏｓｐ

Ｉｎｆｅｃｔ， ２０１３， ８４（２）： １３２ － １３７．

［ ６ ］ 　 吴玉娥，李航，陈梅玲，等． 系统性念珠菌感染小鼠模型的制

备 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报，２０１５， ２３（３）： ３０１ － ３０５．

［ ７ ］ 　 虞亦鸣． 医院内 ＭＲＳＡ 感染危险因素分析及毒力耐药基因检

测 ［Ｄ］． 苏州大学，２０１６， 博士学位论文．

［ ８ ］ 　 王星， 周文江， 沈艳， 等． 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌肺炎

小鼠感染模型的建立与评估［ Ｊ］ ． 中国抗生素杂志， ２０１１，

３６（８）： ６１７ － ６２０．

［ ９ ］ 　 孙琦， 王湘雨， 陈诗琪， 等． 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌小

鼠腹膜炎模型的建立 ［Ｊ］ ． 生命科学研究， ２０１５， １９（１）： ５４

－ ５８．

［１０］ 　 陈雪雨． 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）致 ＳＫＨ⁃１ 无毛

小鼠感染模型的实验研究［Ｄ］． 复旦大学， ２０１２， 硕士学位

论文．

［１１］ 　 王婷婷，左钱飞，刘开云，等． 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌小

鼠全身感染模型的建立与评价［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报，

２０１２， ２０（６）： ６１ － ６４．

［１２］ Ｍａｒｒａ Ａ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｄｒｕｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｆｏｒ ＭＲＳＡ ［ Ｊ］ ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌｙ （Ｃｌｉｆｔｏｎ， Ｎ． Ｊ． ）， ２０１４， １０８５： ３３３ － ３４５．

［１３］ 　 Ｍｏｒｇａｎ ＤＳ， Ｆｉｓｈｅｒ Ｄ， Ｍｅｒｉａｎｏｓ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ １８ ｙｅａｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅ⁃

ｖｉｅｗ ｏｆ ｓｅｐｔｉｃ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｆｒｏｍ ｔｒｏｐｉｃａｌ Ａｕｓｔｒａｌｉａ ［Ｊ］ ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ Ｉｎ⁃

ｆｅｃｔ． １９９６， １１７（３）： ４２３ － ４２８．

［收稿日期］ 　 ２０１６ － １０ － ０８

００６



２０１６ 年 １２ 月

第 ２４ 卷　 第 ６ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１６
Ｖｏｌ． ２４　 Ｎｏ． ６

［基金项目］广东医科大学⁃广东润和生物科技有限公司辅酶 Ｑ１０联合研究中心专项资金资助（编号：２ＸＸ１４００２）。

［作者简介］吴海游（１９９０ － ），男，硕士研究生，专业：药理学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： Ｗｕｈｙ＿２０１４＠ １６３． ｃｏｍ
［通讯作者］吴铁（１９５５ － ），男，教授，研究方向：药理学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： Ｗｕｔｉｅ２＠ １６３． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

人参辅酶 Ｑ１０ 防晒霜对紫外线损伤小鼠的保护作用

吴海游１，邱楚群１，梁美婷１，郑静彬１，胡紫薇１，吕思敏２，吴铁１，２
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究人参辅酶 Ｑ１０防晒霜对紫外线损伤小鼠的保护作用。 方法　 ３６ 只小鼠随机分组，皮肤脱

毛后分别涂抹相应霜剂，正常对照组不做任何处理，其他组进行紫外线照射，连续 ８ 周后，小鼠眼球取血处死进行

指标检测。 结果　 与正常组小鼠比较，模型组小鼠皮肤粗糙有皱纹、且角质层脱落，Ｔ⁃ＳＯＤ 与 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活力均明显

下降，白细胞数与 ＭＤＡ 含量明显增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组比较，人参辅酶 Ｑ１０防晒霜组小鼠皮肤光滑、角质层没

有脱落，Ｔ⁃ＳＯＤ 活力、红细胞与血红蛋白含量上升，白细胞数量、ＭＤＡ 含量与明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），阳性对照组小鼠

皮肤光滑、角质层没有脱落，ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活力上升，白细胞数量、ＭＤＡ 含量下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 人参辅酶 Ｑ１０防晒

霜具有抗紫外线损伤的作用，其预防效果与甲氧基肉桂酸辛酯辅酶 Ｑ１０霜剂相当。
【关键词】 　 人参皂苷；紫外线损伤；血细胞；血清生化指标；ＨＥ 染色
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ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｗａｓ ｒｏｕｇｈ ａｎｄ ｗｒｉｎｋｌｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｔｕｍ ｃｏｒｎｅｕｍ ｅｘｆｏｌｉａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ
ｇｉｎｓｅｎｇ ｃｏ⁃ｅｎｚｙｍｅ Ｑ１０ ｓｕｎｃｒｅａｍ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔ⁃ＳＯＤ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｈａｄ ｎｏ ｒｏｕｇｈ⁃



中国实验动物学报 ２０１６ 年 １２ 月第 ２４ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４􀆰 Ｎｏ． ６

ｎｅｓｓ ａｎｄ ｗｒｉｎｋｌｅｓ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔｒａｔｕｍ ｃｏｒｎｅｕｍ ｅｘｆｏｌｉａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖ⁃
ｅｌｓ ｏｆ ＧＳＨ⁃Ｐｘ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｈａｄ ｎｏ ｒｏｕｇｈｎｅｓｓ ａｎｄ ｗｒｉｎｋｌｅｓ ａｎｄ ｎｏ ｓｔｒａｔｕｍ ｃｏｒｎｅｕｍ ｅｘｆｏｌｉａｔｉｏｎ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅｒｅ
ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｇｉｎｓｅｎｇ ｃｏ⁃ｅｎｚｙｍｅ Ｑ１０ ｓｕｎｃｒｅａｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　
Ｇｉｎｓｅｎｇ ｃｏ⁃ｅｎｚｙｍｅ Ｑ１０ ｓｕｎｃｒｅａｍ ｓｈｏｗｓ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ＵＶ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｋｉｎ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｍｉｃｅ，
ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｃｔｙｌ ｍｅｔｈｏｘｙｃｉｎｎａｍａｔｅ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｕｎｓｒｅａｍ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｇｉｎｓｅｎｇ ｃｏ⁃ｅｎｚｙｍｅ Ｑ１０； Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｄａｍａｇｅ， ｓｋｉｎ；Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ；Ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ；Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ；
ｍｉｃｅ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＷＵ Ｔｉｅ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： Ｅ⁃ｍａｉｌ： Ｗｕｔｉｅ２＠ １６３． ｃｏｍ

　 　 人参是我国名贵中药材，化学成分复杂，生物活

性广泛，但研究表明人参皂苷是其主要有效成分，约
占 ４％ ［１］。 近几年来，人参皂苷的药效学作用及其

作用机制被广泛研究，其中人参皂苷 Ｒｂ１ 对成纤维

细胞基质金属蛋白酶的表达有显著抑制作用，可以

通过调节成纤维细胞 ＭＭＰｓ 活性防治皮肤光老化的

发生［２］。 中波紫外线照射导致角质形成细胞存活

率降低、细胞核损伤，但应用人参皂苷后发现其可拮

抗这种损伤，起到保护作用，这与人参皂苷清除辐射

产生的反应性氧中间产物（ＲＯＩ）有关［３，４］。 王红丽

等［５］研究发现高浓度人参皂苷能使衰老模型小鼠

皮肤中 ＳＯＤ 活力、轻脯氨酸含量明显升高，ＭＤＡ 含

量显著降低，血中 ＣＡＴ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活力显著升高，表明

人参皂苷具有明确的抗氧化的作用，可能有助于修

复组织的氧化损伤。 然而人参皂苷在抗紫外线损伤

方面上，到目前为止还未见报道。 另外，辅酶 Ｑ１０作

为一种抗氧化剂，能抑制皮肤成纤维细胞内胶原激

酶的表达，减少皮肤胶原的降解，可阻断由光老化引

起的多方面损伤［６ － ８］。 甲氧基肉酸辛酯作为紫外线

吸收剂，也能减轻紫外线辐射对机体造成的损伤，对
机体起到保护作用。 本实验采用一种新的研究思

路，观察人参辅酶 Ｑ１０ 霜剂外用对紫外线照射导致

小鼠皮肤损伤后皮肤病理学、血细胞及血清生化指

标等的影响，探讨人参皂苷能否替代甲氧基肉桂酸

辛酯的抗紫外线作用，为防晒化妆品提供实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３６ 只 ＳＰＦ 级 ３ 月龄雌性 ＫＭ 小鼠，体重（２７􀆰 ６６
± ０􀆰 ５６） ｇ，由南方医科大学实验动物中心提供

【ＳＣＸＫ（粤）２０１１ － ００１５】。 小鼠造模给药与组织取

材于广东医学院实验动物中心进行 【 ＳＹＸＫ（粤）
２０１５ － ０１４７】。

１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与器材

人参皂苷、甲氧基肉桂酸辛酯：由广东润和生物

科技有限公司提供；丙二醛（ＭＤＡ）测试盒、超氧化

物歧化酶 （ ＳＯＤ） 测试盒、谷胱甘肽过氧化物酶

（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）测试盒与伊红⁃苏木素（ＨＥ）染色试剂盒：
购于南京建成公司；ＵＶＢ 紫外灯及 ＳＴ⁃５１３ 型紫外线

辐照计：购于台湾先驰光电公司；ＸＦＡ６１３０ 型动物

血液细胞分析仪：购于南京普朗公司；另外，酶标仪

（中国普朗公司）、漩涡振荡器（中国其林贝尔仪器

制造厂）、微量移液器（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）、冷冻离

心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）等设备均由本试验室

提供。
１􀆰 １􀆰 ３　 防晒霜的配制

人参辅酶 Ｑ１０防晒霜和阳性对照含甲氧基肉桂

酸辛酯辅酶 Ｑ１０防晒霜根据本项目前期申报的发明

专利（专利申请号 ２０１５１０４３０４３６􀆰 ９）的配方进行配

制。 人参辅酶 Ｑ１０防晒霜含有人参皂苷 ０􀆰 ５％ ，阳性

对照药含甲氧基肉桂酸辛酯 ５％ ，两种制剂均含 １％
辅酶 Ｑ１０，空白霜剂不含人参皂苷与甲氧基肉桂酸

辛酯，也不含辅酶 Ｑ１０，以上防晒霜均由本课题组

提供。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

实验开始前，将 ３６ 只 ＫＭ 小鼠进行背部脱毛，采
用石蜡松香 １∶ １比例融解成脱毛液进行脱毛，脱毛面

积为 ２ ｃｍ ×３ ｃｍ，然后再将小鼠随机分成 ４ 组，每组

９ 只，分别为正常（ＣＯＮ）组、模型（ＭＯＬ）组、人参辅酶

Ｑ１０防晒霜（ＧＳＳ）组、阳性对照（ＰＯＳ）组。
１􀆰 ２􀆰 ２　 最小红斑量预测与实验造模

小鼠除去背部毛发后，检查试验部位皮肤完好，
无损伤及异常者用于实验。 每次照射前紫外灯先预

热 １５ ｍｉｎ，然后在距离动物皮肤 ３０ ｃｍ 处进行紫外

照射，用紫外线强度辐射计测得照射高度处的紫外

线强度与小鼠皮肤出现红斑的最短时间，再根据公

２０６
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式计算出最小红斑量［９］。 实验期间，正常组小鼠脱

毛后不作任何处理，其余组小鼠涂抹相应的霜剂 ３０
ｍｉｎ 后进行紫外线照射，照射剂量为最小红斑量，每
天 １ 次，连持 ８ 周［１０ － １２］。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠皮肤病理学切片染色

实验结束后，剪下小鼠背部脱毛部位皮肤进行

多聚甲醛固定，石蜡包埋与 ＨＥ 染色，详细方法参照

伊红⁃苏木素（ＨＥ）染色试剂盒说明书。
１􀆰 ２􀆰 ４　 小鼠血细胞的测量

实验结束后，小鼠眼球取血并处死，取小鼠全血

约 ２ ｍＬ，其中 １ ｍＬ 用 ＥＤＴＡ 抗凝管承接，用于血细

胞测量，另 １ ｍＬ 用普通离心管承接，用于血清生化

指标测量。 用血细胞分析仪进行血细胞的测量，分
别检测血液中的白细胞（ＷＢＣ）、红细胞（ＲＢＣ）、血
小板（ＰＬＴ）、血红蛋白（ＨＧＢ）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 小鼠血清生化指标的测量

取下全血后，将装有 １ ｍＬ 血液的普通离心管放

入 － ２０℃冰箱中存放 １ ｈ，再 ４ ｇ 皮肤组织 １２ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取离心管上层血清，参照试剂盒提

供的检测方法对血清丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化

酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）等指标，
以酶标仪检测其吸光度，计算其含量。
１􀆰 ２􀆰 ６　 数据处理

参数值用（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件对

数据进行方差分析及组间比较。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠实验前及实验后的体重变化

各组小鼠实验前及实验后的体重变化见表 １。
如表 １ 所示，与 ＣＯＮ 组相比，ＭＯＬ 组小鼠体重在第

５ 周以后逐渐出现差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异有显著性；
与 ＭＯＬ 组比较，ＧＳＳ 组小鼠体重在第 ３ 周、第 ５ 周

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＰＯＳ 组小鼠体重在第 ５
周、第 ７ 周差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 整个实验过

程中，各组小鼠都出现增重现象，其中 ＰＯＳ 组小鼠

增重量最高，为 ２１􀆰 １％ ，ＭＯＬ 组小鼠增重量最低，为
１８􀆰 ６％ ，ＣＯＮ 组 与 ＧＳＳ 组 小 鼠 增 重 量 分 别 为

１９􀆰 ７％ 、２０􀆰 ３％ 。
表 １　 各组小鼠实验前及实验后的体重变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ９）

Ｔａｂ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 第 １ 周
Ｗｅｅｋ １

第 ３ 周
Ｗｅｅｋ ３

第 ５ 周
Ｗｅｅｋ ５

第 ７ 周
Ｗｅｅｋ ７

第 ８ 周
Ｗｅｅｋ ８

正常组
ＣＯＮ ２９􀆰 ３４ ± ０􀆰 ４６ ２８􀆰 ６５ ± ０􀆰 ６８ ３２􀆰 ５６ ± ０􀆰 ２８ ３４􀆰 ８８ ± ０􀆰 ３３ ３６􀆰 ５４ ± ０􀆰 ７０

模型组
ＭＯＬ ２７􀆰 ７４ ± ０􀆰 ７５ ２８􀆰 ７１ ± ０􀆰 ７３ ３０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ６５∗ ３２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ８０∗ ３４􀆰 １０ ± ０􀆰 ７７∗

人参皂苷组
ＧＳＳ ２８􀆰 ２８ ± ０􀆰 ４３ ３０􀆰 ７０ ± ０􀆰 ４２＃ ３３􀆰 ５１ ± ０􀆰 ５７＃＃ ３３􀆰 ３３ ± ０􀆰 ６１ ３５􀆰 ４８ ± ０􀆰 ５６

阳性对照组
ＰＯＳ ２８􀆰 ２７ ± ０􀆰 ４８ ３０􀆰 ３７ ± ０􀆰 ３９ ３３􀆰 ５８ ± ０􀆰 ６１＃ ３４􀆰 ３５ ± ０􀆰 ６５＃ ３５􀆰 ８１ ± ０􀆰 ５７

注：与空白组比较∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，与模型组比较＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０２。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＯＬ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０２．

２􀆰 ２　 小鼠最小红斑量测定与皮肤外观学观

各组小鼠皮肤组织外观学观察见图 １。 小鼠在

紫外线光强度为 １５２２􀆰 ７ μＷ ／ ｃｍ２ 时，背部皮肤出现

红斑的最短时间约 ３０ ｍｉｎ，小鼠最小红斑量为 ２􀆰 ７４
Ｊ ／ ｃｍ２。 实验中发现，空白组小鼠背部皮肤红润光

滑，表皮细嫩，没有皮屑脱落；模型组小鼠背部皮肤

泛红，有红斑出现，表皮粗糙有皮屑脱落，同时皮纹

加深且有皮肤皱纹出现；人参皂苷防晒霜组小鼠背部

皮肤略显红斑，表皮比较平滑没有皮屑脱落，没有出

现皮纹加深与皱纹现象；阳性对照药组小鼠背部皮肤

表皮平滑，也没有出现皮纹加深与皱纹现象。
２􀆰 ３　 小鼠皮肤组织形态学观察

各组小鼠皮肤组织形态学观察见图 ２。 从图 ２

看出，ＣＯＮ 组小鼠的皮肤表皮厚度较薄，角质层没

有出现脱落的现象，在真皮层中，乳头层薄且网织层

没有交织在一起；ＭＯＬ 组小鼠皮肤表皮厚度较厚，
角质层脱落，在真皮层中，乳头层比较厚、网织层交

织在一起；ＧＳＳ 组小鼠皮肤厚度与基质组相差不大，
在表皮中角质层比较完整没出现严重的脱落现象；
在真皮层中，网织层没有交织在一起；ＰＯＳ 组小鼠皮

肤厚度与基质组相差不大，角质层完整没有脱落，在
真皮层中，网织层没有交织在一起。
２􀆰 ４　 小鼠血细胞的测量结果

各组小鼠白细胞（ＷＢＣ）、红细胞（ＲＢＣ）、血小

板（ＰＬＴ）、血红蛋白（ＨＧＢ）测量结果见表 ２。 从表 ２
可以看出，与 ＣＯＮ 组比较，ＭＯＬ 组小鼠白细胞数量
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明显增多，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），红细胞、血小

板、血红蛋白含量增多，差异无显著性；与 ＭＯＬ 组比

较，ＧＳＳ 组小鼠白细胞明显下降，差异有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），红细胞与血红蛋白含量上升，差异有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０２），血小板数量上升，差异无显著性；与
ＭＯＬ 组比较，ＰＯＳ 组小鼠白细胞明显下降，差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），红细胞、血小板、血红蛋白含量

增多，但差异无显著性。

注：从左至右依次为 ＣＯＮ、ＭＯＬ、ＧＳＳ、ＰＯＳ 组。

图 １　 小鼠皮肤外观变化

Ｎｏｔｅ： Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ： ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＯＮ， ＭＯＬ， ＧＳＳ ａｎｄ ＰＯＳ ｇｒｏｕｐｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ．

注：从左至右依次为 ＣＯＮ、ＭＯＬ、ＧＳＳ、ＰＯＳ 组。

图 ２　 小鼠皮肤的组织学改变（ＨＥ 染色 × ２０）
Ｎｏｔｅ： Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ： ｔｈｅ ＣＯＮ， ＭＯＬ， ＧＳＳ ａｎｄ ＰＯＳ ｇｒｏｕｐｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

Ｆｉｇ． ２　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ

表 ２　 各组小鼠血细胞数量（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ９）
Ｔａｂ． ２　 Ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

白细胞 ／ １０９ ／ Ｌ
ＷＢＣ

红细胞 ／ １０１２ ／ Ｌ
ＲＢＣ

血小板 ／ １０９ ／ Ｌ
ＰＬＴ

血红蛋白 ／ ｇ ／ Ｌ
ＨＧＢ

正常组 ＣＯＮ ５􀆰 ３７ ± ０􀆰 ８４ ９􀆰 ６７ ± １􀆰 １８ １６１􀆰 ６８ ± ２８􀆰 ２９ １６４􀆰 ０５ ± ２８􀆰 ５０
模型组 ＭＯＬ ９􀆰 ３８ ± １􀆰 ４４∗ １１􀆰 ５８ ± ２􀆰 ２０ １６４􀆰 ７４ ± ２０􀆰 ０２ １７７􀆰 ４０ ± ２７􀆰 １５

人参皂苷组 ＧＳＳ ４􀆰 ９４ ± ０􀆰 ４８＃ １７􀆰 ３７ ± ３􀆰 ６５＃＃ １７４􀆰 ８０ ± ２３􀆰 ７４ ２１７􀆰 ４２ ± ３０􀆰 １７＃＃

阳性对照组 ＰＯＳ ３􀆰 ８３ ± ０􀆰 ８７＃＃ １２􀆰 ７３ ± ３􀆰 ６１ １２９􀆰 １８ ± １８􀆰 ３２ １７７􀆰 ７５ ± ２８􀆰 ９６
注：与空白组比较∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，与模型组比较＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０２。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＯＬ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０２．

２􀆰 ５　 小鼠血清生化指标的测量结果

各组小鼠血清丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）测量结果见

表 ３。 从表 ３ 可以看出，与 ＣＯＮ 组比较，ＭＯＬ 组小

鼠 ＭＤＡ 含量明显增高，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０２），
Ｔ⁃ＳＯＤ 含量明显下降，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０２），
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 含量明显下降，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
与 ＭＯＬ 组比较，ＧＳＳ 组小鼠 ＭＤＡ 含量明显下降，差
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异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｔ⁃ＳＯＤ 含量明显上升，差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０２），ＧＳＨ⁃Ｐｘ 含量明显上升，但差

异无显著性；与 ＭＯＬ 组比较，ＰＯＳ 组小鼠 ＭＤＡ 含量

降低，差异有显著性，Ｔ⁃ＳＯＤ 含量上升，差异无显著

性，ＧＳＨ⁃Ｐｘ 含量明显上升，差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

表 ３　 各组小鼠血清生化指标（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ９）
Ｔａｂ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

丙二醛 ／ ｎｍｏｌ ／ ｍＬ
ＭＤＡ

超氧化物歧化酶 ／ Ｕ ／ ｍＬ
Ｔ⁃ＳＯＤ

谷胱甘肽过氧化物酶 ／ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＧＳＨ⁃Ｐｘ

正常组 ＣＯＮ ６􀆰 ４６ ± ０􀆰 ４９ １８１􀆰 ７８ ± １８􀆰 ５１ １２０８􀆰 ８５ ± １２６􀆰 ８４
模型组 ＭＯＬ ８􀆰 ９４ ± ０􀆰 ７４∗∗ １５８􀆰 ３３ ± ２０􀆰 ４２∗∗ ９７２􀆰 ３７ ± １２８􀆰 ８５∗

人参皂苷组 ＧＳＳ ７􀆰 １１ ± ０􀆰 ９７＃ １７９􀆰 ７６ ± ２０􀆰 ０２＃ １０５６􀆰 ５１ ± １５５􀆰 １６
阳性对照组 ＰＯＳ ７􀆰 ０２ ± ０􀆰 ９１＃ １６４􀆰 ８７ ± ２３􀆰 ８１ １２４１􀆰 ８９ ± １８２􀆰 １６＃

注：与空白组比较∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０２，与模型组比较＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０２。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０２． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＯＬ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０２．

３　 讨论

太阳光紫外线是导致皮肤日晒伤、光老化及皮

肤癌的重要因素［１３］。 本实验模拟太阳光紫外线对

脱毛小鼠进行紫外照射，实验结束后发现，甲氧基肉

桂酸辛酯辅酶 Ｑ１０ 霜剂组小鼠的损伤症状好转，从
背部皮肤外观看小鼠皮肤平滑，没有出现皮纹加深

与皱纹现象，从病理切片看小鼠皮肤角质层没有脱

落，结构较完整。 在血细胞方面，小鼠白细胞数量明

显下降，且红细胞数量与血红蛋白含量也相应上升；
在血清生化指标上，小鼠丙二醛含量也明显下降，远
远低于模型组小鼠值，同时超氧化物歧化酶与谷胱

甘肽过氧化物酶活力也得到相应提升，与正常小鼠

值相接近，这预示着甲氧基肉桂酸辛酯辅酶 Ｑ１０ 防

晒霜具有明显的抗紫外线作用。 其中甲氧基肉桂酸

辛酯作为紫外线吸收剂，具有非常好的吸收紫外线

效果，由于其苯环和羰基能形成共轭键，使得在紫外

区有较高的吸收系数，从而起到防晒作用［１４，１５］，目
前是化妆品行业使用最广泛的紫外线吸收剂［１６］。
另外辅酶 Ｑ１０ 作为一种抗氧化剂能起到保护作用，
彭亮等［１７］报道辅酶 Ｑ１０能使大鼠血清、脑和肝组织

中的 ＭＤＡ 含量呈不同程度下降，ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活

性呈不同程度升高，脑和肝组织中 Ｌｉｐ 不同程度下

降。 辅酶 Ｑ１０还能清除由紫外线辐射造成的氧自由

基与抑制基质金属蛋白酶的表达，王小雪等［１８］ 研究

发现辅酶 Ｑ１０微乳可降低 ＵＶＡ、ＵＶＢ 照射后的皮肤

成纤维细胞、表皮细胞中的 ＲＯＳ、ＭＭＰ⁃１ 水平。 甲

氧基肉桂酸辛酯辅酶 Ｑ１０防晒霜含有 ５％ 甲氧基肉

桂酸辛酯与 １％辅酶 Ｑ１０，小剂量甲氧基肉桂酸辛酯

在发挥抗紫外线的同时，还能节约资源减少成本，另
外辅酶 Ｑ１０ 作为机体不可或缺的物质，在清除自由

基与提升抗氧化酶活性的同时，也能补充机体辅酶

Ｑ１０含量，甲氧基肉桂酸辛酯、辅酶 Ｑ１０起到了一种协

同效应，充分发挥各自作用。
在同等紫外线照射条件下，小鼠给于人参辅酶

Ｑ１０防晒霜后，小鼠背部皮肤略显红斑，表面平滑没

有皮屑脱落，没有出现皮纹加深与皱纹现象，病理学

切片也显示小鼠皮肤角质层完整没有脱落，与模型

组小鼠比较症状明显好转；在血细胞方面，小鼠白细

胞数量明显下降，同时红细胞数量与血红蛋白含量

上升，与正常小鼠血细胞数量相接近；在血清生化指

标上，小鼠 ＭＤＡ 含量也明显下降，远远低于模型组

小鼠值，ＳＯＤ 与 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 酶活力也得到相应提升，与
正常小鼠血清生化指标值相接近。 结果表明，人参

辅酶 Ｑ１０防晒霜同样具有明显的抗紫外线作用。 人

参是我国名贵中药材已得到广泛应用，李连昆等［１９］

发现人参茎叶总皂昔均对衰老皮肤的胶原纤维和弹

力纤维有保护作用。 赵自明等［２０］ 指出人参皂苷能

有效的提高红细胞、肝和骨骼肌 ＳＯＤ 的活性，降低

ＭＤＡ 的含量，增强机体抗氧化的能力，能有效的清

除机体里过多的自由基和阻止自由基的过度产生。
人参皂苷的抗氧化保护皮肤损伤免受作用的作用已

得到肯定，然而在结合辅酶 Ｑ１０ 抗氧化与清除氧自

由基作用的同时［１７ ，１８］，人参辅酶 Ｑ１０防晒霜表现出

了明显的抗紫外线作用，与甲氧基肉桂酸辛酯辅酶

Ｑ１０防晒霜防晒效果相当，这也说明人参皂苷能可替

代甲氧基肉桂酸辛酯而发挥抗紫外线作用。 然而已

有报道长时间应用紫外线遮光剂可引起使用者皮肤

光敏反应［２１］，用人参皂苷代替甲氧基肉桂酸辛酯

后，在发挥防晒作用的同时，人参皂苷的在其他方面

的作用也将得到应用，因此人参辅酶 Ｑ１０ 防晒霜具

有非常广泛的应用前景。
通过紫外线照射导致小鼠皮肤损伤的实验观察

到，本实验应用的人参辅酶 Ｑ１０ 防晒霜可对紫外线

５０６
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损伤小鼠白细胞增高具有降低作用，同时也具有减

少血清中丙二醛含量与提升超氧化物歧化酶、谷胱

甘肽过氧化物酶活力的作用，提示人参辅酶 Ｑ１０ 防

晒霜具有抗小鼠紫外线损伤的作用。
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条件性感染金黄色葡萄球菌关节炎小鼠
模型的建立和分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立与分析条件性感染金黄色葡萄球菌感染关节炎模型，为关节炎机理研究及药物开发提

供动物模型。 方法　 先对小鼠进行环磷酰胺免疫抑制处理，再尾静脉接种金黄色葡萄球菌，通过关节表观特征观

察、关节炎指数分析和病理观察评分对模型进行评价。 结果　 接种后第 １ 天开始，小鼠关节部位轻微肿胀，关节组

织病变由少量滑膜增生且排列疏散紊乱，发展至滑膜增厚，往关节腔内延伸生长，中性粒细胞浸润增多等病理变

化。 结论　 成功建立条件性感染 ＳＡ 模型，能在较短时间内模拟人关节炎的临床症状和病程发展，且在感染和免疫

机理方面体现了人关节炎发病病因。
【关键词】 　 关节炎；小鼠模型；金黄色葡萄球菌感染；炎症
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　 　 金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ，Ｓ． ａｕ⁃
ｒｅｕｓ）是一种普遍存在的革兰阳性球菌，对人和动物

具有很强的致病作用［１ － ２］，当免疫功能降低时，体内

定植的菌株可导致局部化脓性感染，也是化脓性关

节炎最常见的病原菌。 炎症性关节炎（ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ）是以多关节炎症为主要表现的全身性疾

病［３］。 在发病过程中，往往伴随着滑膜的持续性增

生、炎症细胞浸润、软骨及骨的破坏等临床病理学特

征，但是，其疾病发生发展和持续的时间长。 如何建

立成模时间短或能更好地演化关节炎病程且与关节

炎临床诊治指标衔接的模型具有重要的价值。 因

此，本文对采用优化的建模方法建立条件性感染金

黄色葡萄球菌关节炎小鼠模型（ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕ⁃
ｒｅｕｓ ｓｅｐｔｉｃ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＳＡ），对其进行临床指标分析评

价，探讨该模型在关节炎疾病研究中的优缺点及其

应用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 雌性小鼠 ２０ 只，５ 周龄，购自于北

京维通利华实验动物技术有限公司 【 ＳＣＸＫ（京）
２０１２ － ０００１】，均饲养于广东省实验动物监测所动物

实验室【ＳＹＸＫ（粤）２０１２ － ０１２２】。 动物实验前适应

性喂养 １ 周，采用自由饮水、采食的饲养方式。 动物

房温度、湿度分别维持在 ２０ ～ ２６℃、４０％ ～ ７０％ 左

右。
环磷酰胺 （安道生公司）；金黄色葡萄球菌

（Ｍ３９Ｂ８）由广东省中医院检验科惠赠；ＨＩ１２２０ 烘片

机、ＨＩ１２１０ 摊片机、ＴＰ１０２０ 自动脱水机、ＥＧ１１５０ 组

织包埋机、ＲＭ２２５５ 旋转切片机和显微镜（德国 Ｌｅｉ⁃
ｃａ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 模型的建立

通过参考文献［４ － ５］，改良了造模方法。 实验前

处理：感染前 ３ ｄ 进行免疫抑制处理，每天注射环磷

酰胺腹腔（１００ ｍｇ ／ ｋｇ），１ 次 ／ ２４ ｈ，共注射 ３ 次。 免

疫抑制处理后，尾静脉接种 ５ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 金黄色

葡萄球菌敏感菌悬液（０􀆰 ２ ｍＬ ／只）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 炎症指数评分

ＳＡ 模型组于接种后，每日对小鼠进行炎症指数

评分。

关节炎指数（ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ，ＡＩ）评分标准［６］：①
脚部关节没有红肿为 ０ 分；②小趾关节轻微红肿为

１ 分；③趾关节和足跖肿胀为 ２ 分；④踝关节以下的

足爪肿胀为 ３ 分。 四肢得分相加为该小鼠关节炎总

评分。
１􀆰 ２􀆰 ３　 病理学观察及评分［７ － ８］

于模型 ＡＩ 评分为最高峰时期剖杀小鼠。 具体

操作如下：沿腿根部剪下病变小鼠后腿，除去病变关

节的皮毛和多余的皮下组织，保留膝关节，４％ 甲醛

固定 ４８ ｈ，１０％ ＥＤＴＡ 脱钙液脱钙 １ 个月，每 ２ ｄ 换

一次脱钙液。 常规梯度酒精脱水、二甲苯透明，石蜡

包埋，制备 ４ μｍ 片厚的病理切片。 ＨＥ 染色后显微

镜下观察关节组织病理改变，包括关节周围炎症，滑
膜增生、软骨及骨质破坏程度，并进行病理损伤评

分。
１􀆰 ２􀆰 ４　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计分析。 计量资料

数据以均数 ±标准差表示。

２　 结果

２􀆰 １　 模型临床特征观察及评分

在实验过程中，ＳＡ 模型小鼠出现爬行减缓，运
动功能受损，采食、饮水量减少等症状，甚至出现动

物死亡现象。 ＳＡ 模型小鼠在接种后 １ ｄ 出现关节

轻微肿胀，３ ｄ 时，足爪肿胀程度最为严重，关节炎

指数达到最高，之后，小鼠关节肿胀程度逐渐减轻，
至 １０ ｄ 时，关节炎指数评分恢复正常。 见图 １、２。

图 １　 小鼠关节炎评分指数

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 组织病理学观察

显微镜检 ＳＡ 模型小鼠关节由少量滑膜增生且

排列疏散、紊乱，发展至高峰期滑膜增厚，往关节腔

８０６
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内延伸生长，且出现淤血、水肿、中性粒细胞浸润增

多，但随着时间延长，滑膜增生速度逐渐减缓，仍见

少量中性粒细胞等炎症细胞浸润。 根据病理损伤评

分标准对病理切片分析，得出 ＳＡ 模型小鼠滑膜细

胞增殖、炎症细胞浸润、骨质侵蚀评分分别为（２ ±
０）、（１􀆰 ６ ± ０􀆰 ５７７４）、（２􀆰 ５ ± ０􀆰 ５７７４）。 病理切片结

果见图 ３。

图 ２　 小鼠后爪肿胀程度

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｗｏｌｌｅｎ ｈｉｎｄ ｐａｗ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ

注：Ａ􀆰 低倍镜下观察到膝关节（ × ５０）， 其中 Ｂ：滑膜增生（ × ２００）；Ｃ：炎症细胞浸润（ × ２００）；Ｄ：骨侵蚀（ × ２００）。

图 ３　 小鼠膝关节病理组织学

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ × ５０）． Ｂ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ （ × ２００）．
Ｃ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ × ２００）． Ｄ． Ｂｏｎｅ ｅｒｏｓｉｏｎ （ × ２００）．

Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｋｎｅｅ⁃ｊｏｉｎｔｓ

３　 讨论

本研究对现有 ＳＡ 造模方法进行优化，改进成

为条件性感染金黄色葡萄球菌感染关节炎小鼠模

型。 先对小鼠进行免疫抑制处理，再接种金葡菌进

行造模，结果发现该模型小鼠发病时间相比于其他

关节炎模型和未经过免疫抑制处理的 ＳＡ 小鼠模型

快，实验耗时短，且能较快模拟出临床关节炎疾病的

病程。 而现有的 ＳＡ 小鼠模型，感染后的临床症状、
病理学变化随着实验周期延长更加严重，病程发展

较缓慢。 本文选取关节外观观察、关节肿胀评分、组
织病理学观察三方面临床评价指标，对所建立的条

件性感染 ＳＡ 小鼠模型进行评价，结果发现模型小

鼠的临床症状、病理学变化都比较符合临床急性风

湿性关节炎的特点［９］，出现以红肿热痛的为主要表

现，滑膜充血水肿增厚，炎症细胞（多以中性粒细胞

为主）浸润，滑膜反折处向关节软骨表面延伸，侵蚀

破坏关节软骨和软骨下骨质等临床病理变化，但不

遗留关节强直和畸形，表明成功地建立了条件性感

９０６
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染 ＳＡ 小鼠模型。
金黄色葡萄球菌在免疫抑制情况下，致病作用

将会增强，是导致感染性关节炎（ＳＡ）产生的常见原

因之一［１０］。 相关文献报道，金葡菌的表面有不同类

型的胶原蛋白，该蛋白是机体中各结缔组织的主要

结构基质，由特定的基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）降解

形成的［１１］。 ＭＭＰｓ 能协助清理细菌感染，引发免疫

反应，但过多的 ＭＭＰｓ 可导致软组织、结缔组织结构

的破坏，引起基质降解和关节破坏［１２ － １３］。 有研究结

果表明，关节滑膜面的组织病理学变化也表明，注射

侧关节的病变程度明显比对侧关节严重，说明金黄

色葡萄球菌在小鼠关节炎的发生、发展中也发挥了

一定的直接作用［１１］。 所以，本文所创建的方法及模

型，可以从感染和免疫机理方面较好体现了人关节

炎发病的病因，也能表现人关节炎的病程发展。
此外，根据本实验模型小鼠病理模型的评价结

果，该模型小鼠还具有自限性，因其随着实验周期延

长，浸入关节腔的细菌被机体内固有免疫细胞快速

清除后，关节炎症状能明显减轻甚至消退。 但是，模
型发病率偏低，稳定性差是该模型的不足之处，且建

模过程中需要调整接种细菌浓度、动物死亡和关节

炎症状出现之间的平衡关系。 依本实验结果分析，
为关节炎致病机制研究及临床治疗药物研发奠定了

重要的实验基础和提供了良好的动物模型。
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􀦋􀦋研究报告

直接多肽结合试验组合人细胞系活化
试验预测皮肤致敏物的探讨

柯逸晖１，２，陈彧２，３，程树军２，徐嘉婷３，谈伟君１∗

（１． 广东药科大学，广州　 ５１０００６；２． 广东出入境检验检疫局技术中心，广州　 ５１０６２３；
３． 广州市华代生物科技有限公司，广州　 ５１０５３５）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立直接多肽结合试验（ＤＰＲＡ）和人细胞系活化试验（ｈ⁃ＣＬＡＴ）的皮肤致敏组合检测方法，
对化学品及植物提取物的致敏性进行初筛。 方法　 选择 １２ 种化学品和 ７ 种植物提取物为受试物，把不同受试物

分别与两种肽（半胱氨酸肽和赖氨酸肽）共孵育 ２４ ｈ，采用高效液相色谱法分析反应后多肽消耗。 同时将不同浓度

的受试物与体外培养的人急性单核细胞白血病细胞（ＴＨＰ⁃１）共孵育 ２４ ｈ，通过流式细胞仪检测暴露后细胞表面标

志物 ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４ 的变化。 再进一步比较 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 预测结果的一致性。 结果　 ＤＰＲＡ 方法和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 方

法准确区分了 １２ 种化学品的皮肤致敏性，其中 ２ 种判定为阴性，１０ 种判定为阳性，两种方法检测结果一致。 ＤＰＲＡ
对植物提取物致敏性的预测中，除绿茶提取物无法判定外，其余 ６ 种均为皮肤致敏疑似物质。 ｈ⁃ＣＬＡＴ 预测中，除
绿茶提取物、马齿笕提取物和人参果提取物为非致敏物，其余 ４ 种植物提取物为致敏物。 ＤＰＲＡ 与 ｈ⁃ＣＬＡＴ 预测的

一致性为 ０􀆰 ５７。 结论　 ＤＰＲＡ 与 ｈ⁃ＣＬＡＴ 的简单组合可以实现对单一化合物的准确预测，对于复杂混合物可实现

初步预测，确认需要进一步组合其他方法。
【关键词】 　 直接多肽结合试验；人细胞系活化试验；皮肤致敏；替代方法
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　 　 过敏性接触性皮炎（ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｃｏｎｔａｃｔ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，
ＡＣＤ）是皮肤重复接触某种外源物质产生的免疫介

导的皮肤反应。 ＡＣＤ 通常引起局部皮肤的红肿、肿
胀和瘙痒，严重影响生活质量［１］。 因此，有必要进

行皮肤致敏测试，以满足化学品、日化产品和其他皮

肤接触产品风险评估和毒性评价的需求［２］。 评估

化学物皮肤致敏的传统方法是豚鼠试验和小鼠局部

淋巴结试验（ ｌｏｃａｌ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ａｓｓａｙ，ＬＬＮＡ）。 由于

欧盟等国家已经禁止化妆品及化妆品组份的动物试

验，因此非动物实验方法的研发和应用显得尤其重

要［３］。 另一方面，２１ 世纪毒性测试（Ｔｏｘｉｃｉｔｙ Ｔｅｓｔｉｎｇ
ｉｎ ｔｈｅ ２１ ｓｔ Ｃｅｎｔｕｒｙ，ＴＴ２１Ｃ）呼吁采用人来源的组织

或细胞进行毒理学效应的研究，进而提出基于有害

结局 通 路 （ ａｄｖｅｒｓｅ ｏｕｔｃｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ， ＡＯＰ） 的 概

念［４，５］。 皮肤致敏的 ＡＯＰ 通路，其分子起始事件是

外源物质与皮肤蛋白共价结合形成半抗原，随后触

发 ２ 个细胞水平的关键事件，即角质细胞炎症反应

和树突状细胞的激活。 其后，活化的树突状细胞迁

移至局部淋巴结，将部分半抗原化学物转至初始型

Ｔ 淋巴细胞，最终导致记忆 Ｔ 细胞的增殖和分化这

一组织水平关键事件的发生。 当皮肤再次接触致敏

物时进入激发阶段，导致 ＡＣＤ 的有害结局。 基于该

ＡＯＰ 框架建立的直接多肽结合试验（ ｄｉｒｅｃｔ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ，ＤＰＲＡ），角质细胞 ＡＲＥ⁃Ｎｒｆ２ 荧光素

酶检测方法（ＫｅｒａｔｉｎｏＳｅｎｓＴＭ）和人细胞系活化试验

（ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ， ｈ⁃ＣＬＡＴ）已于近两年

被 ＯＥＣＤ 认可为标准方法［６ － ９］。
皮肤致敏的替代方法主要针对 ＡＯＰ 通路中的

不同关键事件点建立评估方式，单一方法存在局限

性，且预测精确度可能低于体内 ＬＬＮＡ 法。 因此，尝
试建立多种替代方法的组合模型以减少单一方法的

不足是下一步研究的热点，虽然有研究初步建立了

预测单一化合物致敏的组合方法，但还没有用于混

合物致敏筛查的报道［５］。 植物提取物由于原料获

取多样、提取工艺和组份复杂不可避免地具有致敏

性，采用组合模型能提高预测的准确性。 本研究尝

试建立 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 两种方法的简单组合，用
于单一化学品和复杂物质的致敏能力预测。 探索替

代方法组合应用的模型，并对植物原料的安全评价

提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 试剂

人工 合 成 多 肽 半 胱 氨 酸 肽 （ Ａｃ⁃ＲＦＡＡＣＡＡ⁃
ＣＯＯＨ） （纯度为 ９０％ ～ ９５％ ） 和赖氨酸肽 （ Ａｃ⁃
ＲＦＡＡＫＡＡ⁃ＣＯＯＨ）（纯度为 ９０％ ～ ９５％ ），购自广州

市华代生物科技有限公司。 乙腈为色谱纯，三氟乙

酸（ＴＦＡ）、磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ）、磷酸氢二

钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ）、乙酸铵、氨水为分析纯。
ＲＰＭＨ１６４０ 培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、β⁃巯基乙

醇、４⁃羟乙基哌嗪乙磺酸、青霉素、链霉素、二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ）和牛血清白蛋白（ＢＳＡ）均购自 Ｓｉｇｍａ 公

司；校准珠、 球蛋白阻断剂、 ７⁃氨基放线菌素⁃Ｄ
（７ＡＡＤ）、ＦＩＴＣ 标记的小鼠单克隆 ＣＤ８６ 抗体、ＰＥ
标记的小鼠单克隆 ＣＤ５４ 抗体、ＦＩＴＣ 标记的小鼠

ＩｇＧ１、ＰＥ 标记的小鼠 ＩｇＧ１ 均购自 ＢＤ 公司。
１􀆰 １􀆰 ２　 标准物质和测试样品

十二烷基硫酸钠（ＳＬＳ）、乳酸、丁香酚、柠檬醛、
肉桂醛、苯乙醛、没食子酸丙酯、马来酸酐、苯醌、２，
４⁃二硝基氯苯、甲醛、２，３⁃丁二酮，均购买自 Ｓｉｇｍａ 公

司；测试样品：当归提取物、黄芩提取物、人参果提取

物、积雪草提取物、金缕梅提取物、马齿笕提取物和

绿茶提取物来自某生物公司馈赠。
１􀆰 １􀆰 ３　 仪器

高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ Ａｌｌｉａｎｃｅ ２６９５）、色谱

柱（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ⁃Ｃ１８ ２􀆰 １ ｍｍ × １００ ｍｍ × ３􀆰 ５
ｍｉｃｒｏｎ）、保护柱 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｃ１８ ２􀆰 ０ ｍｍ × １００ ｍｍ
× ３ ｍｉｃｒｏｎ），全波长酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、流
式细胞仪（美国 ＢＤ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＰＲＡ 方法

２１６
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（１）受试物处理

受试物溶解首选乙腈。 若不溶解，可尝试溶于

水、１∶ １水和乙腈混合液、异丙醇、丙酮、１∶ １丙酮和乙

腈混合液，或者溶于 ３００ μＬ 二甲亚砜，２７００ μＬ 乙

腈稀释，或者溶于 １５００ μＬ 二甲亚砜，１５００ μＬ 乙腈

稀释。 样品不完全溶解时可采用超声处理，时间≤
１ ｍｉｎ。

（２）溶液配制

配制 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ７􀆰 ５ 的磷酸缓冲溶液；配
制 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ １０􀆰 ２ 的乙酸铵溶液；ＨＰＬＣ 流动

相 Ａ 相（１􀆰 ０ ｍＬ ＴＦＡ 加入 １ Ｌ 色谱级水相中）和 Ｂ
相（０􀆰 ８５ ｍＬ ＴＦＡ 加入 １ Ｌ 色谱级乙腈中）。

（３） 多肽处理

配制 ０􀆰 ６６７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的赖氨酸肽溶液：称取 １５
ｍｇ 赖氨酸肽溶于 ２８􀆰 ９６ ｍＬ 上述乙酸铵溶液中；配

制 ０􀆰 ６６７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的半胱氨酸肽溶液：称取 １５ ｍｇ 半

胱氨酸肽溶于 ２９􀆰 ９０ ｍＬ 上述磷酸缓冲溶液中。
（４） 标准品处理

稀释液配制： ８ ｍＬ 乙酸铵缓冲液和 ８ ｍＬ 磷酸

盐缓冲液，再各加入 ２ ｍＬ 乙腈，充分混匀，配制

１０ ｍＬ稀释缓冲液。 标准母液配制：取 １６００ ｍＬ
０􀆰 ６６７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 多肽溶液加入 ４００ μＬ 乙腈；用上述

对应的稀释溶液将标准母液配制成 ０， ０􀆰 ０１６７、
０􀆰 ０３３４、０􀆰 ０６６７、０􀆰 １３３５、０􀆰 ２６７、０􀆰 ５３４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的标

准溶液用于绘制标准曲线。
（５）空白对照、共洗脱体系及样品体系

取 １ ｍＬ 进样瓶若干，按表 １ 加入试剂，轻轻

混匀，记录时间。 盖紧瓶盖，置于 ＨＰＬＣ 进样器，
避光，２５℃放置 ２４ ｈ。 样品于反应 ２４ ｈ 后开始

ＨＰＬＣ 分析。
表 １　 空白对照、共洗脱体系及样品体系配制表

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｃｏ⁃ｅｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅｓ
１∶ １０ 比例 半胱氨酸肽
１∶ １０ ｒａｔｉｏ， Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅ
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 多肽，５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 受试物
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐｅｐｔｉｄｅ， ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｔｅｓｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ

１∶ ５０ 比例 赖氨酸肽
１∶ ５０ ｒａｔｉｏ， Ｌｙｓｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅ
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 多肽，２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 受试物
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐｅｐｔｉｄｅ， ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｔｅｓｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ

７５０ μＬ 半胱氨酸溶液（共洗脱对照用 ｐＨ ７􀆰 ５ 磷酸盐缓冲液）
７５０ μＬ Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｏｒ ｐＨ ７􀆰 ５ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ ｃｏ⁃ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌｓ）
２００ μＬ 乙腈
２００ μＬ Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
５０ μＬ 受试物溶液（空白对照为溶剂）
５０ μＬ Ｔｅｓｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｏｒ ｓｏｌｖｅｎｔ ｆｏｒ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ）

７５０ μＬ 赖氨酸溶液（共洗脱对照用 ｐＨ １０􀆰 ２ 乙酸铵缓冲液）
７５０ μＬ Ｌｙｓｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｏｒ ｐＨ１０􀆰 ２ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ ｃｏ⁃ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌｓ）
２５０ μＬ 受试物溶液（空白对照为溶剂）
２５０ μＬ Ｔｅｓｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｏｒ ｓｏｌｖｅｎｔ ｆｏｒ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｓ）

　 　 （６）ＨＰＬＣ 条件

用 ５０％流动相 Ａ 和 ５０％流动相 Ｂ 平衡色谱柱

至少 ２ ｈ，柱温 ３０℃，流速 ０􀆰 ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱

条件为：流量为 ０􀆰 ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，乙腈梯度在 １０ ｍｉｎ 内

从 １０％ 上升到 ２５％ ，在 １１ ｍｉｎ 时上升至 ９０％ ，
１３􀆰 ５ ｍｉｎ时下降至 １０％ ；相反，水梯度在 １０ ｍｉｎ 内

从 ９０％下降至 ７５％ ，在 １１ ｍｉｎ 时下降至 １０％ ，１３􀆰 ５
ｍｉｎ 时上升至 ９０％ ，在 ２０ ｍｉｎ 时结束。

（７）数据处理

利用 ＨＰＬＣ 得到的反应前后的峰面积差，计算

多肽的消除率。 消除率 ＝ ［１ － （多肽反应的峰面

积 ／空白对照 Ｃ 的多肽峰面积）］ × １００％
（８）预测模型

ＤＰＲＡ 预测模型如下：当受试物不与两种肽发

生共洗脱时，则计算两种肽消除率的均值，０％ ≦平

均值≦６􀆰 ３８％ ，反应程度为无或较弱，为非致敏物；
６􀆰 ３８％ ＜ 平均值≦２２􀆰 ６２％ 、２２􀆰 ６２％ ＜ 平均值≦
４２􀆰 ４７％ 、４２􀆰 ４７％ ＜平均值≦１００％ ，均为致敏物，反
应程度分别为低、中、高。 当受试物仅与赖氨酸肽发

生共洗脱，则用半胱氨酸的消除率进行判断，０％ ≦
平均值≦１３􀆰 ８９％ ，反应程度为无或较弱，为非致敏

物；１３􀆰 ８９％ ＜ 平均值≦２３􀆰 ０９％ 、２３􀆰 ０９％ ＜ 平均值

≦９８􀆰 ２４％ 、９８􀆰 ２４％ ＜平均值≦１００％ ，均为致敏物，
反应程度分别为低、中、高。 当受试物与赖氨酸、半
胱氨酸均发生共洗脱，则该物质无法判断。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｈ⁃ＣＬＡＴ 方法

（１）细胞培养

用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞培养液常规

培养 ＴＨＰ⁃１ 细胞，保持细胞悬浮状态，一次复苏细

胞最多使用 ２ 个月，且传代次数不能超过 ３０ 次。 细

胞密度维持在（０􀆰 １ ～ ０􀆰 ８） × １０６ ／ ｍＬ。
（２）受试物主要溶解体系为 ＤＭＳＯ 和生理盐水。
（３）流式细胞术检测细胞毒性

将培养的 ＴＰＨ⁃１ 细胞离心和去上清，用新鲜完

全培养基重悬细胞，浓度为 ２ × １０６ ／ ｍＬ，吸取５００ μＬ
重悬液接种至 ２４ 孔细胞培养板中。 每种受试物测

试 ８ 个浓度，每个浓度相差的倍数为 ２，每孔添加

５００ μＬ，每种物质设 ３ 个平行。 置于培养箱中孵育

３１６
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２４ ｈ，然后将受试物连同细胞从 ２４ 孔板分别转移至

对应 ＥＰ 管中，离心沉淀细胞，弃上清液后用 ＦＡＣＳ
缓冲液（ＰＢＳ ＋ ０􀆰 １％ ＢＳＡ）清洗细胞一次，再次离心

收集细胞。 将 ＦＡＣＳ 缓冲液配制相应浓度的染料（５
μＬ ７ＡＡＤ ＋ ９５ μＬ ＦＡＣＳ 缓冲液），每支 ＥＰ 管添加

１００ μＬ，常温、暗室下作用 １０ ｍｉｎ。 将 ＥＰ 管中的细

胞使用 ＦＡＣＳ 缓冲液清洗 ２ 次，再用 ５００ μＬ ＦＡＣＳ
缓冲液重悬细胞移入 ５ ｍＬ 流式管中。 一次流式进

样 １０ ０００ 个细胞，流式仪检测并计算 ＩＣ５０（使 ５０％
细胞活性抑制的受试物浓度）和 ＣＶ７５（使 ７５％细胞

存活受试物浓度）。
（４）ＣＤ８６ ／ ＣＤ５４ 表达检测

用上述方法接种细胞至 ２４ 孔板。 受试物暴露

时以引起 ＣＶ７５ 为最高浓度，１∶ １􀆰 ２ 为稀释比往后添

加 ５ 个浓度。 每次实验设置 ３ 组对照，分别为 ＤＭ⁃
ＳＯ 对照组、培养基对照组和 ＤＮＣＢ 阳性对照组。 将

配好的受试物吸取 ５００ μＬ 加到 ２４ 孔板，置于培养

箱孵育 ２４ ｈ。 将受试物连同细胞从 ２４ 孔板分别转

移至对应 ＥＰ 管中，离心收集细胞。 再用 ＦＡＣＳ 缓冲

液（ＰＢＳ ＋ ０􀆰 １％ ＢＳＡ）清洗一次，离心收集细胞。
随后使用 ＦｃＲ 阻断剂，将离心获得的细胞进行阻

断。 将得到的细胞平均分配至 ３ 个 １ ｍＬ ＥＰ 管中，
每管大约 ３ × １０５ 个细胞。 ＦＩＴＣ⁃ＣＤ８６ 抗体、 ＰＥ⁃
ＣＤ５４ 抗体、同行对照 ＦＩＴＣ⁃ＩｇＧ１ 和 ＰＥ⁃ＩｇＧ１、７ＡＡＤ
分别根据试剂盒标明的浓度进行配制。 每个 ＥＰ 管

加入 ５０ μＬ 含有抗体的 ＦＡＣＳ 缓冲液，２ ～ ８℃环境、
暗室染色 ３０ ｍｉｎ。 再用 ＦＡＣＳ 缓冲液清洗 ２ 次，再
用 ５００ μＬ ＦＡＣＳ 缓冲液重悬细胞并移入 ５ ｍＬ 流式

管，使用流式细胞仪检测蛋白标志物。
（５）结果处理

利用流式细胞术检测到的相对荧光强度值

（ＲＦＩ） 计算有效作用浓度 （ ＥＣ）， ＦＩＴＣ⁃ＣＤ８６ 用

ＥＣ１５０，ＰＥ⁃ＣＤ５４ 用 ＥＣ２００。 分两种情况处理：
首先，当阳性值出现时，从最低浓度开始计算，满

足阳性标准的第一个浓度设置为Ａ 浓度，随后根据下

述原则选择下一个浓度为 Ｂ 浓度：第二个浓度的 ＲＦＩ
值比第一个浓度的 ＲＦＩ 值至少高 １０％，否则用第三

个浓度的 ＲＦＩ 值，直到符合大于 １０％的标准。
１）若 Ａ 浓度的 ＲＦＩ 大于 １５０ 或 ２００，Ｂ 浓度的

ＲＦＩ 小于 １５０ 或 ２００，则：

ＥＣ１５０ ＝ Ｂ剂量 ＋ １５０ － ＢＲＦＩ
（ＡＲＦＩ － ＢＲＦＩ） × （Ａ剂量 － Ｂ剂量）[ ]

ＥＣ２００ ＝ Ｂ剂量 ＋ ２００ － ＢＲＦＩ
（ＡＲＦＩ － ＢＲＦＩ） × （Ａ剂量 － Ｂ剂量）[ ]

　 　 ２）若 Ａ 浓度和 Ｂ 浓度的 ＲＦＩ 均大于 １５０ 或

２００，则：

ＥＣ１５０ ＝ ２＾｛Ｌｏｇ２（Ｂ剂量） ＋
１５０ － ＢＲＦＩ

ＡＲＦＩ － ＢＲＦＩ
×

　 ［Ｌｏｇ２（Ａ剂量） － Ｌｏｇ２（Ｂ剂量）］｝

ＥＣ２００ ＝ ２＾｛Ｌｏｇ２（Ｂ剂量） ＋
２００ － ＢＲＦＩ

ＡＲＦＩ － ＢＲＦＩ
×

　 ［Ｌｏｇ２（Ａ剂量） － Ｌｏｇ２（Ｂ剂量）］｝
　 　 （６）预测模型

受试物浓度 ＞ ＩＣ５０ 前提下，至少 ２ 次实验结果

中，对于 ＦＩＴＣ⁃ＣＤ８６，若 ＲＦＩＣＤ８６≥１５０，该物质为阳性

致敏物；对于 ＰＥ⁃ＣＤ５４，若 ＲＦＩＣＤ５４ ≥２００，该物质为

阳性致敏物。 即 ＲＦＩＣＤ８６≥１５０ 和（或）ＲＦＩＣＤ５４≥２００，
该物质都为阳性致敏物。
１􀆰 ３　 统计方法

数据采用均数 ± 标准差表示，采用 ＳＡＳ ９􀆰 ４ 统

计软件比较两种方法结果的一致性，即 Ｋａｐｐａ 值。

２　 结果

２􀆰 １　 化学品对两种肽的消除结果

表 ３ 数据显示，１２ 种化学品中，乳酸和十二烷基

硫酸钠对两种多肽的消除率均值均小于 ６􀆰 ３８％，可判

定为非致敏物；其他 １０ 种化学品对多肽消除率均值

均大于 ６􀆰 ３８％，可判定为致敏物，反应等级不同。
２􀆰 ２　 ＤＰＲＡ 与 ＬＬＮＡ 分类比较

根据替代方法的验证原则， 把化学物质的

ＤＰＲＡ 分类与 ＬＬＮＡ 分类进行比较见表 ２，结果显

示，物质被分为非致敏物的灵敏度、特异度和准确度

均达到 １００％ ，其次是被分类为高致敏性物质，灵敏

度、特异度和准确度分别为 ６０％ 、４０％ 和 ６０％ 。 经

统计分析，一致性检验结果显示，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，Ｋａｐｐａ ＝
０􀆰 ５７，说明 ＤＰＲＡ 分类与 ＬＬＮＡ 分类基本一致。
２􀆰 ３　 ＤＰＲＡ 与 ｈ⁃ＣＬＡＴ 比较

ｈ⁃ＣＬＡＴ 实验中 １０ 种物质 ＣＤ５４ 和 ＣＤ８６ 表达

学科建设显示，乳酸和十二烷基硫酸钠的 ＲＦＩ 值中，
ＣＤ８６ 小于 １５０，ＣＤ５４ 小于 ２００；马来酸酐 ＲＦＩ 值中，
ＣＤ８６ 小于 １５０，ＣＤ５４ 大于 ２００；其他物质 ＲＦＩ 值的

ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４ 均大于 １５０ 和 ２００。 ＤＰＲＡ 结果显

示，乳酸和十二烷基硫酸钠对两种肽的消除率均值

均小于 ６􀆰 ３８％ ，其他物质均大于 ６􀆰 ３８％ 。 ｈ⁃ＣＬＡＴ
与 ＤＰＲＡ 化学品致敏性数据比较见表 ３。 经统计分

析，一致性检验结果显示，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，Ｋａｐｐａ ＝ １，说明

ｈ⁃ＣＬＡＴ 和 ＤＰＲＡ 判断的结果完全一致。
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表 ２　 ＤＰＲＡ 预测模型与 ＬＬＮＡ 分类比较

Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＰＲＡ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ＬＬＮＡ ｃｌａｓｓ

方法 Ｍｅｔｈｏｄ

非致敏物
（无 ／ 弱）

Ｎｏｎ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ
（Ｎｏ ｏｒ ｍｉｎｉｍａｌ）

致敏物（低）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ
（Ｌｏｗ）

致敏物（中）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ

（Ｍｏｄｅｒａｔｅ）

致敏物（高）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ
（Ｈｉｇｈ）

灵敏度 ／ ％
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

特异度 ／ ％
Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

准确度 ／ ％
Ａｃｃｕｒａｃｙ

无 Ｎｏｎ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ ２ ０ ０ ０ １００ １００ １００

致敏物（低）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ （ｗｅａｋ） ０ １ ０ １ ５０ ５０ ５０

致敏物（中等）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ （ｍｏｄｅｒａｔｅ） ０ １ ０ ２ ０ ０ ０

致敏物（强、极强）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ

（ｓｔｒｏｎｇ， ｅｘｔｒｅｍｅ）
０ ０ ２ ３ ６０ ４０ ６０

表 ３　 ｈ⁃ＣＬＡＴ 和 ＤＰＲＡ 数据比较

Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈ⁃ＣＬＡＴ ａｎｄ ＤＰＲＡ

化学品
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ

ｈ⁃ＣＬＡＴ ／ μｇ ／ ｍＬ ＤＰＲＡ ／ ％

ＩＣ５０ ＣＶ７５ ＥＣ１５０ ＥＣ２００ 结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ

半胱氨酸
消除率
Ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

赖氨酸
消除率
Ｌｙｓｉｎｅ

ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

消除
率均值
Ａｖｅｒａｇｅ
ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ

乳酸 Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ４００１􀆰 １０ ±
１２０􀆰 ３４

３０１０􀆰 ０８ ±
１２０􀆰 ２９ ＜ １５０ ＜ ２００ Ｎ １􀆰 ９２ ±

０􀆰 １３
０􀆰 ２３ ±
０􀆰 １５

１􀆰 ０７ ±
０􀆰 １３ Ｎ

十二烷基硫酸钠
Ｓｏｄｉｕｍ ｌａｕｒｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ（ＳＬＳ）

７８􀆰 １５ ±
２􀆰 ４９

６０􀆰 ５５ ±
３􀆰 ４９ ＜ １５０ ＜ ２００ Ｎ ６􀆰 ６１ ±

１􀆰 ５
５􀆰 １７ ±
１􀆰 １５

５􀆰 ９０ ±
１􀆰 ３１ Ｎ

肉桂醛
Ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ

４８７􀆰 ５９ ±
１０􀆰 ２９

３８４ ±
１５􀆰 ９３

１９􀆰 ５６ ±
８􀆰 ７９

１２􀆰 ２２ ±
５􀆰 ７８ Ｐ ８２􀆰 ９５ ±

１２􀆰 ４２
５６􀆰 ６４ ±
９􀆰 ７１

６９􀆰 ７ ±
１１􀆰 ０２ Ｐ

柠檬醛
Ｃｉｔｒａｌ

３９􀆰 ４６ ±
１􀆰 ０９

２７􀆰 ２ ±
３􀆰 ４９

２２􀆰 ３０ ±
１􀆰 ２８

１２􀆰 ５６ ±
３􀆰 ４９ Ｐ ２４􀆰 ４６ ±

４􀆰 ２８
１２􀆰 ９２ ±
２􀆰 ６４

１８􀆰 ６９ ±
０􀆰 ８７ Ｐ

丁香酚
Ｅｕｇｅｎｏｌ

４２９􀆰 ０９ ±
１２􀆰 ９８

３１０􀆰 １１ ±
１０􀆰 ２１

１６０􀆰 ７５ ±
５􀆰 ９９

１４０􀆰 １１ ±
１５􀆰 ８９ Ｐ ３１􀆰 ９８ ±

２􀆰 ８９
９􀆰 ９９ ±
１􀆰 ２６

２０􀆰 ９９ ±
１􀆰 ５２ Ｐ

苯乙醛
Ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ

３９􀆰 ００ ±
２􀆰 ０９

２０􀆰 ２ ±
４􀆰 ５６

１２􀆰 ４ ±
０􀆰 ３４

２１􀆰 ０８ ±
１􀆰 ２８ Ｐ ９６􀆰 ９７ ±

３􀆰 ３７
５２􀆰 ８８ ±
９􀆰 １１

７４􀆰 ９３ ±
５􀆰 １９ Ｐ

没食子酸丙酯
Ｐｒｏｐｙｌ ｇａｌｌａｔｅ

３７８􀆰 ２２ ±
１７􀆰 ６５

１３１􀆰 ０９ ±
８􀆰 ７８

１０８􀆰 ６７ ±
１２􀆰 １１

１０９􀆰 ０２ ±
１７􀆰 ２２ Ｐ ３０􀆰 ３４ ±

１􀆰 ７０
３４􀆰 ８８ ±
８􀆰 ０８

３２􀆰 ６１ ±
２􀆰 ２７ Ｐ

马来酸酐
Ｍａｌｅｉｃ ａｎｈｙｄｒｉｄｅ

８７５􀆰 ３４ ±
２９􀆰 ０９

７０２􀆰 １２ ±
１４􀆰 ０９ — ２８０􀆰 ４０ ±

１３􀆰 ３３ Ｐ ９６􀆰 ７７ ±
３􀆰 ４２

５５􀆰 ８１ ±
５􀆰 ５２

７４􀆰 ８１ ±
４􀆰 ７３ Ｐ

苯醌
Ｂｅｎｚｏｑｕｉｎｏｎｅ

４􀆰 ３３ ±
０􀆰 ９８

６􀆰 ３７ ±
０􀆰 ９１

５􀆰 ５ ±
１􀆰 ６７

３􀆰 ７８ ±
０􀆰 ９８ Ｐ ８４􀆰 ４４ ±

３􀆰 ８８
９３􀆰 ７１ ±
３􀆰 ７６

８９􀆰 ０８ ±
３􀆰 ４１ Ｐ

２，４⁃二硝基氯苯
２，４⁃Ｄｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ

９􀆰 ８９ ±
０􀆰 ８７

６􀆰 ５４ ±
１􀆰 ２３

２􀆰 ８９ ±
１􀆰 １５

２􀆰 １２ ±
０􀆰 ９４ Ｐ １００􀆰 ００ ±

０􀆰 ００
２１􀆰 ３３ ±
１􀆰 ９３

６０􀆰 ６７ ±
０􀆰 ９６ Ｐ

注：—：结果无法计算。 Ｎ：阴性； Ｐ：阳性。
Ｎｏｔｅ． — ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｎ： ｎｅｇａｔｉｖｅ； Ｐ： ｐｏｓｉｔｉｖｅ

２􀆰 ４　 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 检测植物提取物

ＤＰＲＡ 联合 ｈ⁃ＣＬＡＴ 对 ７ 种植物提取物的致敏

性检测结果见表 ４。 ＤＰＲＡ 实验结果表明，绿茶提取

物由于与半胱氨酸肽发生共洗脱，因此无法对其消

除率均值进行计算和判断。 其余 ６ 种植物提取物对

两种肽的消除率均值均大于 ６􀆰 ３８％ ，可判定为致敏

物，其中， 黄芩提取物对两种肽消除率均值达

９６􀆰 ２９％ ，致敏性最强。 ｈ⁃ＣＬＡＴ 实验结果表明，除绿

茶提取物、马齿笕提取物和人参果提取物为非致敏

物，其余 ４ 种植物提取物为致敏物。 经统计分析，一
致性检验结果显示，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，Ｋａｐｐａ ＝ ０􀆰 ５７，说明 ｈ⁃
ＣＬＡＴ 和 ＤＰＲＡ 判断的结果基本一致。
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表 ４　 植物提取物 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 检测结果

Ｔａｂ． ４　 ＤＰＲＡ ａｎｄ ｈ⁃ＣＬＡＴ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ

植物提取物
Ｐｌａｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ

ｈ⁃ＣＬＡＴ ／ μｇ ／ ｍＬ ＤＰＲＡ ／ ％

ＩＣ５０ ＣＶ７５ ＥＣ１５０ ＥＣ２００ 结果
Ｒｅｓｕｌｔ

半胱氨酸
消除率
Ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

赖氨酸
消除率
Ｌｙｓｉｎｅ

ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

消除率
均值

Ａｖｅｒａｇｅ
ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

马齿笕提取物
Ｈｅｒｂａ ｐｏｒｔｕｌａｃａｅ ｅｘｔｒａｃｔ

９７􀆰０８ ±
２３􀆰４５

７８􀆰９８ ±
１９􀆰０９ ＜１５０ ＜２００ Ｎ ２􀆰２３ ±

０􀆰１１
９􀆰９４ ±
０􀆰８５

６􀆰０９ ±
０􀆰２３ Ｎ

人参果提取物
Ｇｉｎｓｅｎｇ ｆｒｕｉｔ ｅｘｔｒａｃｔ

３０􀆰１２ ±
４􀆰５５

１４􀆰３３ ±
３􀆰９８ ＜１５０ ＜２００ Ｎ １４􀆰４７ ±

４􀆰５４
４１􀆰１８ ±
０􀆰８８

２７􀆰８３ ±
０􀆰４４ Ｐ

金缕梅提取物
Ｈａｍａｍｅｌｉｓ ｍｏｌｌｉｓ Ｏｌｉｖｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ

１８９􀆰３４ ±
３９􀆰３３

１６０􀆰２２ ±
３０􀆰２８

８９􀆰６３ ±
１４􀆰５４

５７􀆰１１ ±
１６􀆰３９ Ｐ ９０􀆰３４ ±

１２􀆰３３
７􀆰０８ ±
２􀆰３４

４８􀆰８１ ±
９􀆰６８ Ｐ

当归提取物
Ａｎｇｅｌｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｅｘｔｒａｃｔ

４０􀆰１８ ±
３􀆰５４

３８􀆰７７ ±
８􀆰１９

１９􀆰４０ ±
５􀆰５５ — Ｐ ６４􀆰９１ ±

５􀆰０９
８３􀆰６７ ±
１１􀆰８８

７４􀆰２９ ±
８􀆰２１ Ｐ

黄芩提取物
Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ

Ｇｅｏｒｇｉ ｅｘｔｒａｃｔ

９􀆰 １３ ±
０􀆰 ９８

８􀆰 １９ ±
１􀆰 １２ — ４􀆰 ０４ ±

０􀆰 １１ Ｐ ９６􀆰 １１ ±
７􀆰 ９９

９６􀆰 ４７ ±
９􀆰 ０９

９６􀆰 ２９ ±
８􀆰 ９６ Ｐ

积雪草提取物
Ｃｅｎｔｅｌｌａ ｅｘｔｒａｃｔ

９０􀆰 ０９ ±
１０􀆰 ２３

４５􀆰 ５５ ±
２􀆰 ３３

３５􀆰 ６９ ±
１２􀆰 ３４

５５􀆰 ５４ ±
１５􀆰 ０７ Ｐ ９９􀆰 ９６ ±

２􀆰 ９０
３７􀆰 ８８ ±
１􀆰 ４３

６８􀆰 ９２ ±
３􀆰 ０４ Ｐ

绿茶提取物
Ｇｒｅｅｎ ｔｅａ ｅｘｔｒａｃｔ

１０９􀆰 ０１ ±
１１􀆰 ２０

９９􀆰 ４５ ±
１４􀆰 ４３ ＜ １５０ ＜ ２００ Ｎ ∗∗ ７１􀆰 ５５ ±

１􀆰 ０９ － ／

注：∗∗：提取物与多肽发生共洗脱，—：结果无法计算， ／ ：无法判断。 Ｎ：阴性； Ｐ：阳性。
Ｎｏｔｅ：∗∗： Ｐｌａｎｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏ⁃ｅｌｕｔｅ ｗｉｔｈ ｐｅｐｔｉｄｅ． —： Ｒｅｓｕｌｔ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． ／ ：Ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｊｕｄｇｅｄ． Ｎ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ； Ｐ： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

３　 讨论

皮肤致敏的 ＡＯＰ 通路是从分子起始事件、关键

事件到有害结局的连续发生过程。 ＤＰＲＡ 主要针对

ＡＯＰ 通路的第一步，即物质渗透皮肤后与皮肤蛋白

的结合反应［８，１０］。 研究表明大多数化学致敏原（半
抗原）都是亲电性的，能与氨基酸的亲核中心结合

反应。 据此原理，设计了半胱氨酸肽和赖氨酸肽两

种多肽，通过化学物质与多肽共孵育，采用高效液相

分析法检测多肽的消耗。 验证研究表明，与 ＬＬＮＡ
结果相比，ＤＰＲＡ 的预测敏感性为 ８０％ ，特异性为

７７％ ［８］，因此可用于化学物的初筛。 本研究检测了

指南推荐的 １２ 种参考化学物质，对 ２ 种非致敏物和

１０ 种致敏物实现正确区分，首次在国内建立了

ＤＰＲＡ 方法。
ｈ⁃ＣＬＡＴ 方法主要针对 ＡＯＰ 通路的第二步，即

外源致敏物引起树突状细胞反应的关键细胞事件，
表现为细胞表面特征标志物的上调。 验证研究表

明，与 ＬＬＮＡ 结果相比，ｈ⁃ＣＬＡＴ 其敏感性为 ９３％ ，特
异性为 ６６％ ［９］，因此可用于化学物的初筛。 本研究

检测了 １２ 种参考化学物质，对 ２ 种非致敏物和 １０
种致敏物实现正确区分，进一步建立了应用两种体

外方法预测复杂物质的能力。
在植物提取物的开发过程中，潜在的致敏原是

不可忽视的危害因素。 如何把用于单一化合物预测

的替代方法用于复杂体系的预测是替代方法应用亟

需解决的问题。 许多学者尝试建立组合模型，如 ｈ⁃
ＣＬＡＴ⁃ＤＰＲＡ⁃ＤＥＲＥＫ 整 合 试 验 策 略［１１］， ＤＰＲＡ⁃
ｈＣＬＡＴ 组合、皮肤模型⁃ｈＣＬＡＴ 组合、计算机定量结

构活性关系 （ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ⁃ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｌａｔｉｏｎ⁃
ｓｈｉｐ， ＱＳＡＲ）⁃ＤＰＲＡ 组合、贝叶氏模型等。 对于单

一化合物，ＲＥＡＣＨ 法规认为如果 ＡＯＰ 通路中已有 １
－ ２ 个关键事件数据足以进行致敏风险评估，则不

需要再进行其他关键事件的实验［５］。
本研究尝试建立 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 组合的简单

筛查体系，分别对 ７ 种植物提取物的致敏性进行检

测，ＤＰＲＡ 结果显示，除了绿茶提取物无法得到判定

之外，其他的植物提取物均有不同程度的致敏性。
ｈ⁃ＣＬＡＴ 结果显示除绿茶提取物、马齿笕提取物和人

参果提取物为非致敏物，其余 ４ 种植物提取物为致

敏物。 进一步分析表明，黄芩提取物的主要成分为

黄芩苷，是一种黄酮类化合物，具有致敏作用［１２］。
当归提取物主要活性成分为阿魏酸、藁本内脂、正丁

烯酰内脂和烟酸等［１３］，可能存在人群皮肤致敏性。
研究结果初步表明组合方法对于植物提取物出

现阳性结果的证据较充分，本研究所选提取物排除

了原料处理、提取工艺、溶剂选择和质量控制等方面

的非特征性因素，因此推测原料本身组分导致的致
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敏感可能性较充分。 如果两种体外方法的测试结果

均为阴性，则不能得出真阴性的结论，因为可能存在

物质浓度过低无法达到检测阈值的情况，因此，针对

假阴性比较高的情况，可通过浓缩或单相分离的方

式，提高组份的含量进一步测试。
本研究建立了简单的筛查体系，初步可用于以

下三种情形的预测：①经两种替代方法测试均为阴

性的植物提取物，可预测为无致敏性，可进入下一阶

段开发；②经两种替代方法测试均为阳性的植物提

取物，初步判定具有致敏性，可根据实际情况决定是

否进一步致敏成份分析，或改善提取工艺进一步测

试，或开发价值不高而终止投入；③如果两种替代方

法结果不一致，可联合第三种替代方法或进行经典

动物实验，确认是否为致敏物。 总之，组合 ＤＰＲＡ 和

ｈ⁃ＣＬＡＴ 两种替代方法可弥补单一方法对于混合物

检测的局限性，同时也为植物原料安全评价提供了

皮肤致敏的初筛方法。
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􀦋􀦋研究报告

枸杞多糖对自发乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠肿瘤生长和
转移的作用

李媛媛１，亓翠玲２，周芷晴１，杜标炎１，李嘉琳２，李梦诗２，何彦丽１∗

（１． 广州中医药大学，广州　 ５１０００６；２． 广东药科大学，广州　 ５１０００６）

　 　 【摘要】 　 目的　 以 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠为乳腺癌模型探讨枸杞多糖对乳腺癌生长和转移的作用。 方法 　 扩群

鉴定转基因自发乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠，将阳性雌性小鼠随机分为 ＬＢＰ 组和对照组，每组 ８ 只，小鼠 ８ 周龄时给

药，ＬＢＰ 组给予 ＬＢＰ（５０ ｍｇ ／ ｋｇ，腹腔注射）治疗，对照组给予生理盐水，每 ２ ｄ 给药一次测量肿瘤体积一次，４ 周后脱

臼处死，肺 Ｂｏｕｉｎ’ｓ 溶液固定后观察肺表面转移结节数目，肿瘤组织固定包埋后免疫组化法检测肿瘤细胞增殖及血

管密度。 结果 　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 阳性小鼠成瘤率 １００％ ，与对照组相比，ＬＢＰ 组的肿瘤重量（４􀆰 ２０８ ± ０􀆰 ４４６３ ｇ）明显地

比对照组（６􀆰 ４７７ ± ０􀆰 ３７２４ ｇ）轻，肿瘤体积也明显比对照组小；ＬＢＰ 组肺表面结节数目（１２ ± １􀆰 １５５ 个）明显比对照

组（２０ ± ２􀆰 ７４５ 个）少，免疫组化染色结果显示 ＬＢＰ 组肿瘤组织中细胞增殖数目及微血管密度明显比对照组少。 结

论　 枸杞多糖可通过抑制 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠乳腺癌的生长和转移，并抑制肿瘤细胞增殖和血管新生，ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ
小鼠可作为乳腺癌肺转移模型运用于抗肿瘤药物研究。

【关键词】 　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠；枸杞多糖；肿瘤转移； 肿瘤生长
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　 　 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，并且其

发病率逐年上升。 乳腺癌癌细胞易穿透基底膜进入

血液和淋巴道，发生远端转移，并导致术后复发，严
重威胁乳腺癌患者生命健康。 乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ
转基因小鼠为浸润性导管癌小鼠［１］，１２ 周龄时出现

肺转移，其肿瘤病理进程与乳腺癌患者相似［２］。 本

实验根据 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因小鼠乳腺癌发病情况

及组织病理学的特点，观察枸杞多糖对乳腺癌及乳

腺癌肺转移的作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠购自美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室，品
系名称为 ＦＶＢ ／ Ｎ⁃Ｔｇ（ＭＭＴＶ⁃ＰｙＶＴ）６３４Ｍｕｌ ／ Ｊ， 共 ３
只（１ 雄，２ 雌）， ８ ～ １２ 周龄用于扩群。
１􀆰 １􀆰 ２　 饲养环境

饲养于广州市广东药科大学动物中心【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１２ － ０１２５】 ＳＰＦ 的环境中，饲养密度≤６ 只 ／
笼，室温 ２２ ～ ２８℃，相对湿度 ５０％ ～７０％ ，昼夜明暗

光照时间（１２ ｈ 明 ／ １２ ｈ 暗）。 饲料购自广东省动物

中心，经６０ Ｃｏ 辐照灭菌；饮用水为城市普通居民用

水，经高压灭菌。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要药物及试剂

枸杞多糖（质量分数为 ６０％ ）购自中国西安开

来生物工程有限公司；ＣＤ３１ 抗体（ａｂ２８３６４）购于美

国 Ａｂｃａｍ 公司；Ｋｉ６７ 抗体，抗鼠二抗、抗兔二抗购自

中国北京中杉金桥生物技术公司；ＰＣＲ 引物由中国

广州英潍捷基公司合成；ＰＣＲ Ｍｉｘ（Ｋ１０８２）购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司；ＤＡＢ（８０５９ｐ）购自美国 ＣＳＴ 公司。
１􀆰 １􀆰 ４　 主要仪器

石蜡切片机购于徕卡公司，Ｏｌｙｍｐｕｓ 显微镜、显
微数码图像技术购于 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，ＶＭＣ６４Ｓ７ 型独

立送回风净化笼具购于苏杭实验动物设备厂； ＰＣＲ
仪购于美国应用生物系统公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠繁育

用引种的乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因雄性小

鼠，目的基因为杂合子（ ＋ ／ － ）和正常雌性成年小

鼠 ＦＶＢ（ ＋ ／ ＋ ） 以 １ ∶ ２的比例杂交，Ｆ１ 代中既有

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠，也有正常 ＦＶＢ 小鼠，进行全同胞

兄妹交配，扩大种群。
１􀆰 ２􀆰 ２　 转基因检测

小鼠 ４ 周时剪取小鼠足趾进行编号并提取

ＤＮＡ，用 ＰＣＲ 法进行基因检测， 阳性小鼠扩增条带

在 ５５６ ｂｐ，详细引物序列及反应条件见文献［２］，反
应同时设阴性对照组及阳性组。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠给药及一般情况观察

将 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠随机分为给药组（ＬＢＰ）和
对照组（ＮＳ），每组各 ８ 只。 小鼠从 ８ 周给予枸杞多

糖（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）（根据本实验室之前治疗小鼠肝癌的

剂量） ［３］和生理盐水治疗，１ 次 ／ ２ 日，治疗 ４ 周，每
隔 １ ｄ 用游标卡尺测量肿块的长径 Ａ（ｍｍ）及短径

Ｂ（ｍｍ），计算肿瘤体积，并绘制肿瘤生长曲线，治疗

４ 周后将小鼠乙醚麻醉并脱臼处死，分离肿瘤，取出

各脏器。
１􀆰 ２􀆰 ４　 组织病理学改变观察

各组切取部分肿瘤组织，４％ 中性甲醛固定，常
规石蜡包埋，ＨＥ 染色，观察肿瘤组织病理学改变。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组化染色

①常规切片、脱蜡，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；②
柠檬酸钠（ ｐＨ ６􀆰 ０）高温高压修复 ８ ｍｉｎ；③放入

３％ Ｈ２Ｏ２ 甲醇溶液 ３７℃ 浸泡 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 再洗 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ；④组织上加 １０％ ＢＳＡ 于 ３７℃进行

封闭 ６０ ｍｉｎ 后；⑤加一抗 ＣＤ３１ 或 Ｋｉ６７ 置于 ４℃
过夜；⑥第 ２ 天将组织切片从封闭盒中拿出， ＰＢＳ
洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；⑦于组织上加上二抗于室温

孵育 １ ｈ，然后 ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；⑧ＤＡＢ 显

色，苏木素复染 ３０ ｓ，流水返蓝，常规脱水；⑨晾干

后组织上滴加适量中性树胶，盖上盖玻片，自然

晾干。
１􀆰 ２􀆰 ６　 统计学方法处理

采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ （ ＩＰＰ） 统计软件包和

Ｇｒａｐｈ⁃Ｐａｄ 软件包处理，计量资料间比较采用两独立

样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。

９１６
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２　 结果

２􀆰 １　 小鼠鉴定结果

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠在 ５５６ ｂｐ 条带处出现阳性条

带，对照 ＦＶＢ 为阴性，结果见图 １。

注：１ －３ 为ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 阳性小鼠（５５６ ｂｐ），４ －６ 号为阴性 ＦＶＢ 鼠。

图 １　 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠鉴定电泳图

Ｎｏｔｅ． Ｌｉｎｅ １，２，３ ａｒｅ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｅ，
Ｌｉｎｅ ４，５，６ ａｒｅ ＦＶＢ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｉｃｅ．

２􀆰２　 ＬＢＰ对ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ小鼠肿瘤体积及重量的影响

治疗期间，小鼠无死亡，成瘤率 １００％ 。 与模型

组相比，结果显示：ＬＢＰ 组肿瘤体积小于 ＮＳ 组 （图
２Ａ），ＬＢＰ 组肿瘤重量（４􀆰 ２０８ ± ０􀆰 ４４６３ ｇ）明显低于

ＮＳ 组（６􀆰 ４７７ ± ０􀆰 ３７２４ ｇ）（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 ＬＢＰ对ＭＭＴＶ小鼠肺表面转移结节数目的影响

ＭＭＴＶ 小鼠治疗结束后，乙醚麻醉脱臼处死，取
出肺，Ｂｏｕｉｎ’ ｓ 溶液固定 ２４ ｈ，观察并记录肺表面的

肿瘤转移灶数目，ＬＢＰ 组肺转移结节数（１２ ± １􀆰 １５５
个）少于 ＮＳ 组（２０ ± ２􀆰 ７４５ 个）。 （见图 ３）。
２􀆰 ４　 ＬＢＰ 对 ＭＭＴＶ 小鼠肿瘤细胞增殖的作用

肿瘤组织包埋后，切片做 Ｋｉ６７ 免疫组化染色，
检测 ＬＢＰ 对肿瘤细胞增殖活性的影响，Ｋｉ６７ 阳性部

位为细胞核着色，每个组织随机挑选 ５ 个视野，每个

视野内阳性细胞个数与总细胞个数比值为该区域的

肿瘤细胞增殖率， ＮＳ 组肿瘤细胞增殖率为（４８􀆰 ５８
±３􀆰 ０５１）％ （ｎ ＝ ８）， ＬＢＰ 组为（３０􀆰 ３２ ± ４􀆰 ２１８）％
（ｎ ＝ ８），ＬＢＰ 组肿瘤细胞增殖明显少于 ＮＳ 组，差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００５）。 （见图 ４）。

注：ＬＢＰ 组相对于 ＮＳ 组∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）。
图 ２　 ＬＢＰ 对 ＭＭＴＶ 小鼠肿瘤的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ＬＢＰ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ＮＳ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）。
Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬＢＰ ｏｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ＭＭＴＶ ｍｉｃｅ

图 ３　 ＬＢＰ 给药组和 ＮＣ 组转移肺结节数（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｆｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ａｎｄ ＬＢＰ ｇｒｏｕｐｓ．

２􀆰 ５　 ＬＢＰ 对 ＭＭＴＶ 小鼠肿瘤血管形成的作用

通过 Ｋｉ６７ 免疫组化学染色结果，初步判断 ＬＢＰ

可抑制自发乳腺癌胞增殖活性，为进一步了解 ＬＢＰ
对肿瘤组织间质血管生成是否产生影响，随机对乳腺

癌组织切片进行了 ＣＤ３１ 免疫组化染色，每个肿瘤组

织随机选取 ５ 个视野，由同一人数出每个视野中血管

数目， ＬＢＰ 组肿瘤的微血管密度为（３２􀆰 ０ ± ４􀆰 ３４２）％
（ｎ ＝８），ＮＳ 组减低为（１５􀆰 ６３ ±３􀆰 ５６）％（ｎ ＝８），两组

间比较差异具有显著性（Ｐ ＜０􀆰 ０５）。 （见图 ５）。

３　 讨论

枸杞多糖是从枸杞中提取而得到的水溶性多

糖，由阿拉伯糖、葡萄糖、半乳糖、甘露糖、木糖、鼠李

糖等六种单糖组成，具有增强免疫力，降血糖、降血

脂、抗肿瘤、抗衰老等多种药理作用和生理功能［４］。

０２６
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图 ４　 ＬＢＰ 组和 ＮＳ 组肿瘤细胞增殖的病理学表现（Ｋｉ６７， × ４００）
Ｆｉｇ． ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＬＢＰ ａｎｄ ＮＳ ｇｒｏｕｐｓ

图 ５　 ＬＢＰ 组和 ＮＳ 组肿瘤微血管形成病理表现（ＣＤ３１， × ２００）
Ｆｉｇ． ５　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＬＢＰ ａｎｄ ＮＳ ｇｒｏｕｐｓ

有文献报道枸杞多糖能显著抑制人前列腺癌 ＰＣ⁃３
细胞的生长［５］，而尹逊天等［６］ 发现枸杞多糖能够抑

制人脐静脉细胞的迁移和增殖，并能够抑制血管形

成。 枸杞多糖对乳腺癌作用的研究报道并不多，仅
有的报道显示枸杞多糖通过下调乳腺癌细胞 ＭＣＦ７
血管内皮生长因子（Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达，从而抑制血管形成［７］。

本研究采用 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠作为实验动物，
研究枸杞多糖对肿瘤生长及转移的影响。 乳腺癌

ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 转基因小鼠从第 ９ 周出现可触及的肿

瘤，随着小鼠周龄的增加，肿瘤的数目和体积逐渐增

多，约 １３ 周时 ５ 对乳房全部发瘤， １１ 周左右出现肺

转移瘤， １４ 周左右小鼠状态转差，活动能力下降，
通常 １５ 周时大部分荷瘤鼠死亡，到 １７ 周全部小鼠

死亡；组织病理学检查示 ９ 周龄 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠

肺部未出现明显的乳腺癌肿瘤转移灶，但其原位乳

腺癌肿瘤细胞已突破基底膜，１２ 周龄时肺表面及内

部出现大量的乳腺癌肿瘤转移灶，１５ 周龄时肺表面

及内部的肿瘤转移灶更大，且肿瘤转移灶内出现部

分坏死［２］。 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠肿瘤病理进程与患者

乳腺癌进程相似。
本课题组前期研究发现枸杞多糖可下调荷瘤小

鼠血清及肿瘤组织中 ＶＥＧＦ 的表达［８］，而本实验通

过对自发性乳腺癌 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠的研究发现，

枸杞多糖体内给药能够抑制 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠肿瘤

的生长，降低肺转移结节数目；免疫组化染色显示枸

杞多糖可抑制肿瘤细胞的增殖和肿瘤间质血管的形

成。 ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ 小鼠可稳定自发乳腺肿瘤，繁殖

能力强，为抗肿瘤药物提供了良好的动物模型。
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电针对 ２ 型糖尿病合并肾性高血压大鼠模型的疗效
万斌１，孙丽薇２，刘蓉１，李洪涛１∗，顾为望３∗

（１． 广州医科大学附属第一医院，广州呼吸疾病研究所呼吸疾病国家重点实验室，广州　 ５１０１２０；
２． 中山大学医学院遗传学教研室，广州　 ５１００８０；３． 南方医科大学实验动物中心，广州　 ５１０５１５）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察电针对 ２ 型糖尿病合并肾性高血压大鼠模型的疗效，并探索其可能的作用机制，进一步

完善针灸在临床急、慢性疾病中的应用。 方法　 将 ５０ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机选择 １０ 只作为空白组，余下 ４０ 只用于模

型制作，并随机均分为单纯糖尿病组、单纯肾性高血压组、复合模型电针组、复合模型未电针组。 大鼠高脂高糖膳

食 ４ 周后，予快速腹腔注射链脲佐菌素（ＳＴＺ），制作成单纯 ２ 型糖尿病模型，待模型血糖稳定，再用改良的“两肾一

夹法”结扎大鼠单侧肾动脉，造成肾动脉狭窄，形成肾性高血压。 最后获得稳定的 ２ 型糖尿病合并肾性高血压病的

复合模型。 其中除复合模型未电针组大鼠不予电针治疗外，其余各组大鼠均给予两个周期（２ 周）的电针治疗。 最

后，检测各组大鼠电针前后的血压（ＢＰ）、空腹血糖（ＦＢＧ）、血肌酐（Ｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）、糖化血红蛋白（ＧＨｂＡ１ｃ）、
肾素（ＰＲＡ）及血管紧张素 ＩＩ（Ａｎｇ ＩＩ）值的变化。 结果　 电针 ２ 周后，复合模型电针组与复合模型未电针组相比，
ＢＰ、ＦＢＧ、ＧＨｂＡ１ｃ、ＰＲＡ、Ａｎｇ ＩＩ 值均降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但 Ｃｒ 和 ＢＵＮ 值变化不明显（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结论　 电针刺激 ２ 型

糖尿病合并肾性高血压模型大鼠的双侧足三里穴，能使复合模型大鼠的血糖和血压降低至正常水平，且经单次电

针刺激后 ２ － ３ 天内，复合模型大鼠的血糖和血压均能稳定在治疗后水平。 另外，针灸疗法较其他治疗方法还具有

经济、安全、无副作用等优点，更适合应用于 ２ 型糖尿病合并肾性高血压病的早期临床治疗及基础研究。
【关键词】 　 电针； 糖尿病；肾性高血压病； 足三里；大鼠
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Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０１２０，Ｃｈｉｎａ； ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，

Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｓｕｎ Ｙａｔ⁃ｓｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１００８０；
３． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０５１５）

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ （Ｔ２ＤＭ） ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｙ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ． 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｗｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔ １０
Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ａｓ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ４０ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍａｋｅ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｉｍｐｌｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｇｒｏｕｐ， ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｌｅｃ⁃
ｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ， ｗｉｔｈ １０ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ａｆｔｅｒ ａ ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｓｕｇａｒ ｄｉｅｔ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ， ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｓｔｒｅｐｔｏ⁃
ｚｏｔｏｃｉｎ ｉ． ｐ． ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ． Ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂｙ ｔｈｅ “２Ｋ１Ｃ” ｉｍ⁃
ｐｒｏｖｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｍａｋｅ ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｒｅｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ｌｉｇａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ａｒｔｅｒｙ ｓｔｅｎｏｓｉｓ． Ｔｈｅｎ， ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｆｏｒ ２ ｗｅｅｋｓ ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ． Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＢＰ，
ＦＢＧ， Ｃｒ， ＢＵＮ， ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ， ｒｅｎｉｎ ａｎｄ Ａｎｇ ＩＩ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＢＰ， ＦＢＧ，
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Ｃｒ， ＢＵＮ， ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ， ｒｅｎｉｎ ａｎｄ Ａｎｇ ＩＩ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｅ⁃
ｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｆｔｅｒ ２ ｗｅｅｋｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｃｒ ａｎｄ ＢＵＮ（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｃａｎ ｂｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｏ ａ ｎｏｒｍａｌ ｌｅｖｅｌ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｔ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ａｃｕｐｏｉｎｔｓ Ｚｕｓａｎｌｉ， ａｎｄ ｉｔ
ｃａｎ ａｌｓｏ ｂｅ ｋｅｐｔ ａｔ ａ ｓｔａｂｌｅ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｓｉｎｇｌｅ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｆｏｒ ２ － ３ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｓ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ
ｅａｒｌｙ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｂａｓｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｗｉｔｈ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｅｃｏｎｏｍｉｃ， ｓａｆｅ， ｎｏ ｓｉｄｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｓｏ ｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ； Ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； Ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ；Ａｃｕｐｏｉｎｔ ＳＴ３６ （Ｚｕｓａｎｌｉ）； Ｒａｔ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＬＩ Ｈｏｎｇ⁃ｔａｏ，Ｅ⁃ｍａｉ： ｇｙｈｏｎｇｔａｏ＠ １２６． ｃｏｍ； ＧＵ Ｗｅｉ⁃ｗａｎｇ，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇｕｗｗ１００＠ １６３． ｃｏｍ

　 　 糖尿病是临床常见的慢性代谢性疾病，主要表

现为“三多一少”的症状和体征。 按发病类型，临床

上一般将其分为 １ 型和 ２ 型两大类，其中又以 ２ 型

为主。 持续的高血糖和长期代谢紊乱可导致全身多

个组织器官损伤或功能障碍。 当血栓停留在肾动脉

可导致肾动脉主干或分支狭窄、阻塞，使肾血流量减

少从而引起肾性高血压，持续的肾性高血压又能很

快导致急慢性的肾衰竭［１］。 当前，临床治疗糖尿病

和肾性高血压病的方法较多，但治疗效果却因人而

异，病人往往因个人原因或药物副作用而停止服药，
从而达不到临床要求的规律治疗的目的，所以针对

２ 型糖尿病合并肾性高血压病早期，寻找一个既能

降血糖同时又能控制血压的方法将是临床迫切需要

的。 因此本研究采用高频电针刺激复合模型大鼠双

侧足三里穴，来治疗 ２ 型糖尿病合并肾性高血压病

的方法将为临床上该类疾病的早期治疗及基础研究

提供一个新的理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠，５０ 只，８ ～ １０ 月龄，体
重为 ３６０ ～ ３８０ ｇ，由南方医科大学实验动物中心提

供【ＳＣＸＫ［粤］２０１１ － ００１５】，符合国际动物伦理学

标准。 大鼠饲养于南方医科大学实验动物中心 ＳＰＦ
级动物实验室【ＳＹＸＫ（粤）２０１１ － ００７４】，并按实验

动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关怀。
１􀆰 ２　 实验试剂及仪器

链脲佐菌素：（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；胆固醇、胆酸

钠等： （ 河 南 祥 盛 公 司 ）； 大 鼠 糖 化 血 红 蛋 白

（ＧＨｂＡ１ｃ）、肾素（ ＰＲＡ）、血管紧张素 ＩＩ （Ａｎｇ ＩＩ）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海广锐生物科技有限公司）等。
１􀆰 ３　 主要仪器及设备

针灸针：北京汉医医疗器械；电针仪：华佗牌 ＳＤＺ⁃
ＩＩ 型；大鼠针灸固定板；手术缝合针线及器械；玻璃分

针；ＰＨ 值测试仪：德国赛多利斯公司；稳豪型血糖仪及

试纸：美国强生公司；酶标仪：美国赛默飞公司；ＣＯＤＡ
无创血压测定分析系统：Ｋｅｎｔ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司等。
１􀆰 ４　 方法

１􀆰 ４􀆰 １　 实验分组及模型建立

将 ５０ 只大鼠随机均分为空白组、单纯糖尿病组、
单纯肾性高血压组、复合模型电针组和复合模型未电

针组。 肾性高血压组大鼠行改良的“两肾一夹法”造
模。 单纯糖尿病组大鼠需高脂高糖膳食 ４ 周后，予 ２８
ｍｇ ／ ｋｇ 剂量的链脲菌素 （ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ） 溶液腹

腔注射造模［２ － ４］。 复合模型大鼠在单纯糖尿病模型

的基础上，行改良的“两肾一夹法”造模［５ － ７］。
将各组大鼠（除复合模型未电针组）分别固定在

针灸固定板上，用刮毛刀除去大鼠两腿外侧部毛发，
使用半寸针灸针针刺大鼠双侧足三里穴（图 １ 和图

２），进针深度约 ７ ｍｍ 左右（大鼠足三里穴位于后腿

外侧，胫骨嵴的外侧中间） ［８］。 ＳＤＺ⁃ＩＩ 型电针仪连于

两侧针柄上，在高频的连续波强度下，持续脉冲 ２０
ｍｉｎ ／ ｄ，电针 ６ ｄ 后停 １ ｄ，７ ｄ 为一个治疗周期，整个

实验进行 ２ 个治疗周期（２ 周）。 每个治疗周期完成

后各大鼠均需测量 ＢＰ、ＦＢＧ、ＧＨｂＡ１ｃ、ＰＲＡ、Ａｎｇ ＩＩ
值， 实验完成后处死大鼠，下腔静脉采血测血清 Ｃｒ、
ＢＵＮ 值，分别取胰腺、肾做病理学检查。

图 １　 大鼠全身穴位图（编号 １６ 为足三里穴）
Ｆｉｇ． １　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｕｐｏｉｎｔｓ ａｌｌ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ

（Ｎｏ． １６ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｚｕｓａｎｌｉ ａｃｕｐｏｉｎｔ）

１􀆰 ４􀆰 ２　 一般行为观察

所有大鼠均用干性饲养笼饲养，观察大鼠精神

３２６
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图 ２　 电针大鼠双侧足三里穴

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｔ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ａｃｕｐｏｉｎｔｓ Ｚｕｓａｎｌｉ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

状态、体重变化、大小便情况等。
１􀆰 ４􀆰 ３　 ＦＢＧ 及血压值测定

测定各组大鼠在电针前、电针后 １ 周和 ２ 周的

ＦＢＧ 值及 ＢＰ 值。 ＦＢＧ 值测定：大鼠禁食 １２ ｈ 后，经
尾静脉采血，予快速血糖仪测得；ＢＰ 值的测定：采用

ＣＯＤＡ 无创血压测定分析系统测量各组大鼠的 ＢＰ
值。 每只大鼠均重复测量 ３ 次后取平均值作为最后

血压值。
１􀆰 ４􀆰 ４　 ＧＨｂＡ１ｃ、ＰＲＡ、Ａｎｇ ＩＩ 值测定

ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定各组大鼠在电针前、电针后

１ 周和 ２ 周的 ＧＨｂＡ１ｃ、ＰＲＡ、Ａｎｇ ＩＩ 值。
１􀆰 ４􀆰 ５　 Ｃｒ、ＢＵＮ 值测定

电针前，麻醉大鼠，用毛细吸管从大鼠眼眶静脉

丛采血 ３ ｍＬ，分离血清，全自动血液生化分析仪测

得各组大鼠电针前的 Ｃｒ、ＢＵＮ 值；电针干预 ２ 周后，
麻醉大鼠，开腹从下腔静脉采血 ３ ｍＬ，分离血清，测
得各组大鼠电针后的 Ｃｒ、ＢＵＮ 值。
１􀆰 ４􀆰 ６　 组织病理学观察

电针前，随机抽取部分复合模型大鼠，麻醉后开

腹，取其胰腺和肾进行 ＨＥ 染色。 电针 ２ 周后，所有

大鼠均麻醉采血，取胰腺、肾组织，进行 ＨＥ 染色。
观察电针前后各组大鼠胰腺和肾组织病理学变化。
１􀆰 ５　 统计学分析方法

两组间的均数比较采用两独立样本 ｔ 检验，不
同组间的均数比较均采用重复测量的方差分析。 统

计结果用均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，检验的显著性

水平为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，所有分析均采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计

软件。

２　 结果

２􀆰 １　 一般行为观察

空白组及单纯肾性高血压组大鼠，精神状态良

好，毛发顺滑干净有光泽，体重随饲养周期增大；而
其他三组大鼠体重增长较慢，甚至部分出现体重减

轻；另外，复合模型未电针组大鼠与其他组大鼠相

比，精神更易紧张，毛发缺少光泽，局部变黄易脱落，
抓持时遗尿排便现象较普遍，大便质软甚至稀便，腐
臭味明显，尿量及粪量均增加。
２􀆰 ２　 大鼠 ＦＢＧ 和 ＢＰ 值变化

２􀆰 ２􀆰 １　 ＦＢＧ 值变化

不同组间的 ＦＢＧ 值差异均有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 电针 １ 周后，单纯糖尿病组和复合模型电针

组与电针前相比，两组大鼠空腹血糖均出现明显下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；电针 ２ 周后，单纯糖尿病组和复合模

型电针组大鼠与电针前相比，空腹血糖也出现了明

显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 空白组、单纯肾性高血压组及

复合模型未电针组电针前后，大鼠空腹血糖值均无

明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＢＰ 值变化

不同组间的 ＢＰ 值均有差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 电针

１ 周后，单纯肾性高血压组和复合模型电针组大鼠

与电针前相比，收缩压及舒张压均有显著差异（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；电针 ２ 周后，单纯肾性高血压组和复合模型

电针组大鼠与电针前相比，收缩压及舒张压也均有

显著差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 而空白组、单纯糖尿病组及

复合模型未电针组之间收缩压和舒张压均无明显差

异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 （图 ３）。
２􀆰 ３　 大鼠 ＧＨｂＡ１ｃ、ＰＲＡ、Ａｎｇ ＩＩ 值的变化

所有大鼠眼眶静脉采血后，分离血清。 测定各

组大鼠电针前，１ 周后及 ２ 周的 ＧＨｂＡ１ｃ、ＰＲＡ、Ａｎｇ
ＩＩ 值。 不同组间的 ＧＨｂＡ１ｃ、ＰＲＡ、Ａｎｇ ＩＩ 值均有差

异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 电针 １ 周后，单纯糖尿病组和复合

模型电针组与电针前相比，两组大鼠 ＧＨｂＡ１ｃ 水平

均出现明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；电针 ２ 周后，单纯糖尿

病组和复合模型电针组大鼠与电针前相比，ＧＨｂＡ１ｃ
水平也出现了明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；另外，电针 １ 周

后，单纯肾性高血压组和复合模型电针组与电针前

相比，两组大鼠 ＰＲＡ、Ａｎｇ ＩＩ 水平也均出现明显下降

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；电针 ２ 周后，单纯糖尿病组和复合模型

电针组大鼠与电针前相比，ＰＲＡ、ＡｎｇＩＩ 水平明显下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ４）。
２􀆰 ４　 ＢＵＮ、Ｃｒ 值比较

电针前与电针后 ２ 周各组之间的肾功能（ＢＵＮ、
Ｃｒ）均无明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（表 １）。

４２６
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注：Ａ． 空白组；Ｂ． 单纯糖尿病组；Ｃ． 单纯肾性高血压组；Ｄ． 复合模型电针组；Ｅ． 复合模型未电针组。 （图４ 同）。 与空白组及单纯肾性高血压

组比较，空腹血糖（ＦＢＧ）∗ Ｐ ＜０􀆰 ０１；且＃ Ｐ ＜０􀆰 ０１；与空白组及单纯糖尿病组比较，收缩压（ＳＢＰ）、舒张压（ＤＢＰ）∗Ｐ ＜０􀆰 ０１；且＃ Ｐ ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 电针前后各组大鼠空腹血糖、血压值变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ；Ｂ． Ｓｉｍｐｌｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐ；Ｃ． Ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ；Ｄ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ；Ｅ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ

ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ Ｆｉｇ． ４） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ

ｏｆ ＦＢＧ ｓｈｏｗ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＳＢＰ ａｎｄ ＤＢＰ

ｓｈｏｗ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＦＢＧ ａｎｄ ＢＰ ａｆｔｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与空白组及单纯肾性高血压组比较，糖化血红蛋白、肾素、血管紧张素 ＩＩ 水平∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；且＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 电针前后各组大鼠血清 ＧＨｂＡ１ｃ、ＰＲＡ、Ａｎｇ ＩＩ 值变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，

ｒｅｎｉｎ ａｎｄ Ａｎｇ ＩＩ ｓｈｏｗ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＧＨｂＡ１ｃ， ＰＲＡ， Ａｎｇ ＩＩ ａｆｔｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 １　 不同组别的大鼠电针前与电针后 ２ 周肾功能指标的变化（ＢＵＮ、Ｃｒ）（ｍｍｏｌ ／ Ｌ，􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ２ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ

组别 ／ Ｇｒｏｕｐｓ
０ 周　 ０ ｗｅｅｋ ２ 周 ２ ｗｅｅｋｓ

ＢＵＮ Ｃｒ ＢＵＮ Ｃｒ
空白组 Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ４１ ± ０􀆰 ６３ ３２􀆰 ８０ ± ７􀆰 ８６ ６􀆰 １２ ± ０􀆰 ８６ ３４􀆰 ２４ ± ５􀆰 ４０

单纯糖尿病组 Ｓｉｍｐｌｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐ ６ 􀆰 ３０ ± ０􀆰 ８７ ３１􀆰 ５６ ± ５􀆰 ３６ ６􀆰 ６５ ± １􀆰 ０７ ３５􀆰 ４１ ± ５􀆰 ２２
单纯肾性高血压组 Ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ２６ ± １􀆰 ０１ ３２􀆰 ６０ ± ６􀆰 ６１ ６􀆰 ４９ ± ０􀆰 ９６ ３７􀆰 ２３ ± ６􀆰 １６

复合模型电针组
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ６􀆰 ３０ ± １􀆰 １１ ３８􀆰 ２０ ± ７􀆰 ２６ ６􀆰 ３２ ± ０􀆰 ９２ ３６􀆰 ９６ ± ８􀆰 ２３

复合模型未电针组
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ６􀆰 ６５ ± ０􀆰 ９５ ３１􀆰 ５５ ± ４􀆰 １６ ６􀆰 ３８ ± ０􀆰 ９９ ３３􀆰 ３７ ± ５􀆰 ３６

５２６
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２􀆰 ５　 病理学观察

２􀆰 ５􀆰 １　 胰腺 ＨＥ 染色

电针前与电针 ２ 周后各组大鼠胰腺的病理学改

变。 结果显示：空白组和单纯肾性高血压组大鼠在电

针前后胰岛细胞形态未发生改变，细胞数量多且胞浆

丰富；而在其余三组中，电针前后均有胰岛细胞形态

改变，表现为胰岛细胞体积增大及不同程度的空泡变

性，同时部分胰岛细胞还见核固缩坏死，但是复合模

型未电针组大鼠的胰岛萎缩坏死程度明显较单纯糖

尿病组和复合模型电针组的大鼠更重（图 ５）。

２􀆰 ５􀆰 ２　 肾脏的 ＨＥ 染色

电针前与电针 ２ 周后各组大鼠肾脏的病理学改

变。 结果显示：电针前后单纯肾性高血压组、复合模

型电针组及复合模型未电针组大鼠的左侧肾小管及

肾小球均出现不同程度的萎缩，肾小管萎缩、消失较

明显，同时伴有肾间质纤维化，但复合模型未电针组

大鼠的左肾萎缩较其余两组更明显；另外，这三组大

鼠的右侧肾脏均发现明显的代偿性增大，表现为肾

小管细胞增生、肥大为主。 而空白组和单纯糖尿病

组的大鼠电针前后均未见明显的肾脏病变（图 ６）。

注：编号 Ａ１、Ｂ１、Ｃ１、Ｄ１、Ｅ１ 分别代表空白组、单纯糖尿病组、单纯肾性高血压组、复合模型电针组和复合模型未电针组大鼠

的电针前胰腺 ＨＥ 染色结果；编号 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２、Ｅ２ 分别代表电针 ２ 周后的胰腺 ＨＥ 染色结果。 （图 ６ 同）。

图 ５　 电针前与电针 ２ 周后各组大鼠胰腺的病理学改变（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ｎｏ． Ａ１， Ｂ１， Ｃ１， Ｄ１， Ｅ１ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ， ｓｉｍｐｌｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ， ｓｉｍｐｌｅ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ， ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｂｅｆｏｒｅ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｎｏ． Ａ２，
Ｂ２， Ｃ２， Ｄ２， Ｅ２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ２ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ Ｆｉｇ． ６）ＨＥ ｓｔａ⁃
ｎｉｎｇ， × ２００

Ｆｉｇ． ５　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｔ ２ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ

图 ６　 电针前与电针 ２ 周后各组大鼠左肾的病理学改变（ × ２００）
Ｆｉｇ． ６　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ２ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ．

３　 讨论

糖尿病（ＤＭ）是一种临床常见的慢性病，按其

发病类型，可将其分为 １ 型和 ２ 型两大类。 ２ 型糖

尿病的发病人群以中老年为主，常易导致各器官的

急、慢性并发症。 持续进展性的高血糖和长期的代

谢紊乱可导致动脉粥样硬化和血管狭窄，而肾动脉

狭窄，肾血流量减少又能激活肾素血管紧张素醛固

酮系统，使血压持续升高，最终形成急慢性肾衰

竭［９ － １０］。
现今临床治疗糖尿病和高血压的方法仅仅是通

过药物对症治疗，但是从多年的临床观察来看，其治

６２６
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疗效果却不甚满意，甚至会产生多种或轻或重的并

发症。 针灸疗法是一种中医疗法被认为是一种经

济、环保、无毒、实用、副作用少的治疗手段，并且它

对某些代谢性疾病及慢性病的疗效显著，并能达到

增加患者生存率及生活质量，降低严重并发症的发

生率的作用［１１ － １２］。
实验中选用 ８ ～ １０ 月龄的中年大鼠进行实验，

能更好的模拟出人类 ２ 型糖尿病发病年龄的特点，
运用本实验方法建立的 ２ 型糖尿病合并肾性高血压

的大鼠模型，存活率及成模率均较高。 另一方面，实
验中当针灸刺激复合模型大鼠两侧足三里穴后，复
合模型大鼠的 ＧＨｂＡ１ｃ、ＰＲＡ、Ａｎｇ ＩＩ 水平均降低，而
三者又都是维持机体血糖或血压的重要物质，针灸

后三者水平降低，表明针灸对糖尿病和高血压病的

进展起到了良好的干预作用。 同时，针灸治疗能减

少患者长期服药而产生的并发症，更容易被病人

接受。
综上所述，本实验通过给予 ２ 型糖尿病合并肾

性高血压大鼠电针治疗，一定程度上对 ２ 型糖尿病

合并肾性高血压病的进展起到了干预作用，同时各

种检测结果也均与该病临床治疗结果相符。 所以本

实验的进行，可为 ２ 型糖尿病合并肾性高血压疾病

的早期临床治疗研究及基础研究提供一个可靠的新

方法。
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西藏小型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同生长发育阶段和
不同组织器官中的差异表达

田雨光，王玉珏，庞炜，岳敏∗

（南方医科大学实验动物中心暨比较医学研究所，广州　 ５１０５１５）

　 　 【摘要】 　 目的　 测定西藏小型猪的 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同年龄阶段、不同组织中的表达分布情况，为未来的研究

提供基础数据。 方法　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术，以 ＧＡＰＤＨ 基因为内参照，检测了 ＩＧＦ⁃１ 基因在西藏小型猪不

同组织和不同生长阶段间的表达变化。 结果 　 （１） ＩＧＦ⁃１ 基因表达的时序性研究表明在 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２ 岁时肌肉

组织的表达量最低，在 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５ 岁时皮肤组织中表达量最高，在 ０􀆰 １、２、３ 岁时肝组织的表达量最高。 （２） ＩＧＦ⁃１
基因在在 ７ 个不同组织中均有表达，０􀆰 ２５ 岁时其在表达丰度由高到低依次为：皮肤、肺、肝、肾、脾、心脏和肌肉。 且

在皮肤中的表达量最高且极显著高于其他各组织 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 同时在不同年龄阶段的表达中，ＩＧＦ⁃１ 基因 ０􀆰 ２５ 岁

时在各组织中的表达均达到峰值。 结论　 西藏小型猪的 ＩＧＦ⁃１ 基因的表达呈现出明显的时空特异性。
【关键词】 　 ＩＧＦ⁃１ 基因；西藏小型猪；实时荧光定量 ＰＣＲ
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ｏｆ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉｐｉｇｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１） Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ａｔ ０， ０􀆰 ２５， ０􀆰 ５， １， ａｎｄ ２ ｙｅａｒｓ ｏｆ ａｇｅ， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ
ｗａｓ ａｔ ０， ０􀆰 ２５， ０􀆰 ５ ｙｅａｒｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ａｔ ０􀆰 １， ２， ３ ｙｅａｒｓ ｏｆ ａｇｅ．
（２） ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ７ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｔｉｓｓｕｅｓ， ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｒｄｅｒ：
ｓｋｉｎ， ｌｕｎｇ， ｌｉｖｅｒ， ｋｉｄｎｅｙ， ｓｐｌｅｅｎ， ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ａｔ ０􀆰 ２５ ｙｅａｒｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉｐｉｇｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｔｅｍｐｏｒａｌ ａｎｄ ｓｐａｔｉａｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ； Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉｐｉｇｓ； Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： Ｙｕｅ Ｍｉｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ３４３７７９７９１＠ ｑｑ． ｃｏｍ

　 　 胰岛素样生长因子 ｌ （ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃
１，ＩＧＦ⁃１）又名生长介素，是一种多肽生长因子，在神

经系统成熟和正常生长发育过程中发挥重要作

用［１］。 其多效性包括抑制凋亡，维持神经元生长，
调节脑屏障通透性及神经元兴奋性，促进细胞分化，
促神经生成，参与脑血管发生等［２］。 ＩＧＦ⁃１ 是一种
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单链碱性多肽分子，它是由 ７０ 个氨基酸组成，分子

量是 ７６４９。 ＩＧＦ⁃１ 可以由体内多种细胞分泌，常常

通过旁分泌、自分泌和内分泌等多种机制发挥作用，
并且可与 ＩＧＦ⁃１ 受体（ ＩＧＦ⁃１Ｒ）结合［３］。 ２００８ 年窦

全林等［４］建立了快速检测 ＩＧＦ⁃１ 基因表达量的方

法，该方法采用实时荧光定量 ＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 荧
光染料法，选取藏系绵羊皮肤细胞中 ＩＧＦ⁃１ 基因作

为研究对象，对其基因表达水平进行了相对定量分

析。 通过该方法检测出了 ＩＧＦ⁃１ 基因在藏系绵羊皮

肤细胞中的相对表达量。 ２０１１ 年呼正祥等［５］ 为了

探讨 ＩＧＦ⁃Ｉ 基因对于雄性动物睾丸组织发育的影

响，采用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法研究了 ＩＧＦ⁃Ｉ 基因在

军牧 １ 号白猪不同发育阶段睾丸组织的表达规律。
研究结果显示在不同发育阶段的睾丸组织中 ＩＧＦ⁃Ｉ
均可表达，但是不同发育时期 ＩＧＦ⁃１ 的表达量有显

著差异，６ 月龄时（性成熟阶段） 表达量最高。 ２０１２
年，刘海英等［６］采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对产绒

期辽宁绒山羊和非产绒期皮肤中 ＩＧＦ⁃１ 基因的表达

进行了测定。 结果发现在辽宁绒山羊皮肤中 ＩＧＦ⁃
１ｍＲＮＡ 的表达量在产绒期均明显高于非产绒期。
２０１３ 年，常明雪等［７］ 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检

测 ＩＧＦ⁃１ 基因的发育性变化，并进行品种间比较。
结果发现 ０ ～ ５６ 日龄期间，金定鸭和高邮鸭肝脏

ＩＧＦ⁃１ 基因表达量均呈先升后降的趋势，５６ 日龄时

高邮鸭肝脏 ＩＧＦ⁃１ 基因表达量极显著高于金定鸭、
高邮鸭和金定鸭肝脏。

实时荧光定量 ＰＣＲ 是在普通 ＰＣＲ 定性技术基

础上发展起来的核酸定量技术。 它可以利用荧光信

号的变化实时检测 ＰＣＲ 扩增反应中每一个循环扩

增产物量的变化，通过 Ｃｔ 值和标准曲线的分析对起

始模板进行定量分析［８］。 本实验是通过实时的荧

光定量 ＰＣＲ 技术，对西藏小型猪 ０ 岁（１ 日龄）、０􀆰 １
岁（３６ 日龄）、０􀆰 ２５ 岁 （９０ 日龄）、０􀆰 ５ 岁 （１８０ 日

龄）、１ 岁（３６０ 日龄）、２ 岁（７２０ 日龄）、３ 岁（１０８０ 日

龄）不同组织的 ＩＧＦ⁃１ 基因进行表达测定分析，从而

明确 ＩＧＦ⁃１ 基因在西藏小型猪随着年龄增长在不同

部位的表达趋势。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选取 ０ 岁（１ 日龄）、０􀆰 １ 岁（３６ 日龄）、０􀆰 ２５ 岁

（９０ 日龄）、０􀆰 ５ 岁（１８０ 日龄）、１ 岁（３６０ 日龄）、２ 岁

（７２０ 日龄）、３ 岁（１０８０ 日龄）的西藏小型猪各 ３ 只．
均购于南方医科大学实验动物中心 【 ＳＣＸＫ（粤）
２０１１ － ００１５】。 常规屠宰后，立即取其心脏、肝、脾、
肺、肾、肌肉、皮肤组织，立即放入去除 ＲＮＡ 酶的

１􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中，迅速投入液氮中备用。 组织取自

南方医科大学实验动物中心西藏小型猪 【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１１ － ００７４】。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｋｉｔ、 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｄｉｍｅｒ⁃
Ｅｒａｓｅｒ （Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）购自 Ｔａｋａｒａ 公司。 无水

乙醇、三氯甲烷、异丙醇，购自广东省化学试剂工程

技术研究开发中心。 引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 广州分公司

合成。 ＤＥＰＣ 处理水：１０００ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ 中加入 ０􀆰 １
ｍＬ ＤＥＰＣ，于 ３７℃ 过夜温育后高压灭菌。 ＴＲＩＺＯＬ
ｒｅａｇｅｎｔ，购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 水平电泳仪（美国伯

乐），凝胶成像系统（杭州朗基科学仪器有限公司），
高温烤箱（上海一恒科学仪器有限公司），荧光定量

ＰＣＲ 仪（美国伯乐），紫外分光光度计（美国热电），
恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＲＮＡ 的提取及质量测定

采用酚⁃氯仿一步法提取提取各组织中的

ＲＮＡ，紫外分光光度计测定浓度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 反转录

使用 Ｔａｋａｒａ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒ （Ｐｅｒｆｅｃｔ
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）试剂盒进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应。 反应体系为

２０ μＬ：包括 ５ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ１ １ μＬ，Ｏｌｉｇｏ Ｄｔ Ｐｒｉｍｅｒ（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ）１
μＬ，Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ，Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ １
μｇ，加 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 到 ２０ μＬ。 反应液配制在冰

上进行。 反转录反应条件为：３７℃ １５ ｍｉｎ（反转录

反应），８５℃ ５ ｓ（反转录酶的失活反应）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 引物设计及 ＰＣＲ 扩增条件

根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 猪 的 ＩＧＦ⁃１ 基 因 （ ＮＭ ＿
２１４２５６􀆰 １）、ＧＡＰＤＨ 基因（ＡＦ０１７０７９）设计引物，以样

品的 ｃＤＮＡ 第一链为模版，扩增 ＩＧＦ⁃１ 基因（Ｆ： ５’⁃
ＡＡＧＧＣＴＣＡＧＡＡＧＧＡＡＧＴＡ⁃３’； Ｒ：５’⁃ＣＡＧＴＧＧＣＡＴ⁃
ＧＴＣＡＴＴＣＴＴ⁃３’），以 ＧＡＰＤＨ（Ｆ： ５’⁃ＴＴＧＧＣＴＡＣＡＧ⁃
ＣＡＡＣＡＧＧＧ⁃３’；Ｒ：５’⁃ＣＴＧＧＧＡＴＧＧＡＡＡＣＴＧＧＡＡＧＴ⁃
３’）作为内参。 于冰上避光加样操作，混匀，瞬时离心

进行 ＰＣＲ 扩增。 荧光定量 ＰＣＲ 反应步骤见表 １。

９２６
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表 １　 西藏小型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因荧光定量 ＰＣＲ 反应步骤

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇｓ ＩＧＦ⁃１ｇｅｎｅ
反应步骤

Ｃｙｃｌｉｎｇ Ｓｔｅｐｓ
温度 ／ ℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
时间 ／ ｓ
Ｔｉｍｅ

循环次数
Ｃｙｃｌｅｓ

激活 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ９５ ３０ １
变性 Ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ９５ １ ～ ５

退火 ／ 延伸 Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ／ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ５５ ～ ６０ １ ～ ５ ３０ ～ ４０

溶解 Ｍｅｌｔ ｃｕｒｖｅ ６５ ～ ９５（ｉｎ ０􀆰 ５ ｉｎｃ． ） ２ ～ ５ ｓｅｃ ／ ｓｔｅｐ １

１􀆰 ３　 荧光定量数据处理及统计学分析

分别在不同的时间点选择样本，每个样本 ３ 个

复孔。 利用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 统计学软件对数据进行重复

测量数据的方差分析。

图 ２　 西藏小型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因片段实时定量扩增曲线和融解曲线

Ｆｉｇ． ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇ ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ

２　 结果

２􀆰 １　 组织样品中总 ＲＮＡ 的提取

采用琼脂糖凝胶电泳分析鉴定所取各样本，图
１ 结果显示 １８Ｓ 和 ２８Ｓ 条带清晰，可见 ＲＮＡ 具有较

好的完整性。
２􀆰 ２　 西藏小型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因的实时荧光定量 ＰＣＲ
检测分析

ＩＧＦ⁃１ 和ＧＡＰＤＨ 基因的扩增曲线及融解曲线如图

２。 扩增曲线标准，基线期、对数期和平台期三阶段分

期明显，融解曲线均在一条直线上，图形为平滑的单峰

曲线，且 Ｔｍ 温度附近无杂峰，表明引物特异性较好。

图 １　 ＲＮＡ 电泳图

Ｆｉｇ． １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ

２􀆰 ３　 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同脏器及不同年龄阶段的组

织表达分析

以 ＧＡＰＤＨ 为内参，根据组织内基因扩增的域值

０３６
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循环数（Ｃｔ 值），计算三种基因的 ｍＲＮＡ 相对表达水

平。 从表 ２ 中可以看出：在不同脏器的表达中，ＩＧＦ⁃１
基因在 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２ 岁时肌肉组织的表达量最

低，在 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５ 岁时皮肤组织中表达量最高，在
０􀆰 １、２、３ 岁时肝脏组织的表达量最高。 从表 ３ 中可以

看出，在不同年龄阶段的表达中，ＩＧＦ⁃１ 基因在 ０􀆰 ２５ 岁

时达到峰值。 所以西藏小型猪的生长相关基因的表达

呈现出明显的时空特异性。 经统计学分析发现西藏小

型猪 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同脏器中的表达差异有显著性（Ｐ
＜０􀆰 ０５），在不同年龄阶段差异均有显著性（Ｐ ＜０􀆰 ０５）。

表 ２　 西藏小型猪胰岛素样生长因⁃１ 子在不同脏器中的 ｍＲＮＡ 相对表达（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇｓ

脏器 Ｏｒｇａｎｓ
年龄（岁）Ａｇｅ （ｙｅａｒｓ）

０ ０􀆰 １ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ５ １ ２ ３
心脏 Ｈｅａｒｔ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０． ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
肝 Ｌｉｖｅｒ １􀆰 ５１ ± ０􀆰 ３７ １７􀆰 ２６ ± ２􀆰 １９ ６􀆰 ６８ ± ２􀆰 ４９ １０􀆰 ９４ ± １􀆰 ２４ ２􀆰 ４４ ± ０􀆰 ３３ ４１􀆰 ５０ ± １０． ００ ３０􀆰 １３ ± ６􀆰 ５３
脾 Ｓｐｌｅｅｎ １􀆰 ４２ ± ０􀆰 ３８ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 １４ ５􀆰 ３８ ± ０􀆰 ７６ １􀆰 ９３ ± ０􀆰 ３０ ０􀆰 ７４ ± ０􀆰 ２０ ２􀆰 ４１ ± ０． １５ ４􀆰 １５ ± ０􀆰 ６５
肺 Ｌｕｎｇ ０􀆰 ８２ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ３６ ± ０􀆰 １７ ２６􀆰 ４４ ± ３􀆰 ４５ １２􀆰 ７１ ± １􀆰 ７９ ６􀆰 １０ ± ０􀆰 ９９ ４􀆰 ３８ ± ０． ６４ ９􀆰 ０１ ± ５􀆰 ４５
肾 Ｋｉｄｎｅｙ １􀆰 ４０ ± ０􀆰 ３９ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０５ ５􀆰 ４８ ± ０􀆰 ７１ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 １７ ０􀆰 ７９ ± ０􀆰 ３２ ２􀆰 ４５ ± ０． ５３ １􀆰 ６７ ± ０􀆰 ２４

肌肉 Ｍｕｓｃｌｅ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ５７ ± ０􀆰 ２５ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 １０ ０􀆰 １３ ± ０􀆰 １１ ０􀆰 １７ ± ０． ０７ ５􀆰 ４４ ± １􀆰 ２２
皮肤 Ｓｋｉｎ ３􀆰 ９９ ± ０􀆰 ９５ ０􀆰 ９５ ± ０􀆰 ２７ ７６􀆰 ６３ ± ３􀆰 ９９ ２４􀆰 ４３ ± ７􀆰 ７１ ２􀆰 ３８ ± ０􀆰 ２９ １９􀆰 ４３ ± ３． ３５ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ３８

表 ３　 西藏小型猪胰岛素样生长因⁃１ 子在不同年龄阶段中的 ｍＲＮＡ 相对表达（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ

脏器 Ｏｒｇａｎｓ
年龄（岁）Ａｇｅ （ｙｅａｒｓ）

０ ０􀆰 １ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ５ １ ２ ３
心脏 Ｈｅａｒｔ １􀆰 ００ ± ０． ００ ８􀆰 ８２ ± ０． ４２ ９３􀆰 ６２ ± ３． ９１ １􀆰 ９２ ± ０． ６２ １􀆰 ３８ ± ０． ３３ １􀆰 ５８ ± ０． １１ ０􀆰 ２６ ± ０． ０９
肝 Ｌｉｖｅｒ １􀆰 ００ ± ０． ００ １５３􀆰 ８２ ± １２． ６５ １２３９􀆰 ３５ ± ６１． ９６ ２７􀆰 ２３ ± ２． ００ ４􀆰 ０９ ± ０． ３８ １３􀆰 ３０ ± ０． ９０ ７􀆰 ６５ ± ０． ７２
脾 Ｓｐｌｅｅｎ １􀆰 ００ ± ０． ００ ３􀆰 ３９ ± ０． ０６ ２３６􀆰 ６８ ± ２４． １５ ２􀆰 ４４ ± ０． ４１ ０􀆰 ７３ ± ０． １９ ０􀆰 ７４ ± ０． １３ ０􀆰 ８１ ± ０． １０
肺 Ｌｕｎｇ １􀆰 ００ ± ０． ００ ４􀆰 ４２ ± ０． ８６ １２９４􀆰 ４２ ± ２２２． ６９ ２８􀆰 ５０ ± １． １８ １５􀆰 １３ ± １． ４０ ２􀆰 ９７ ± ０． ０９ ３􀆰 ５９ ± ０． ４０
肾 Ｋｉｄｎｅｙ １􀆰 ００ ± ０． ００ ３􀆰 ７３ ± ０． ７９ ２５７８􀆰 ０３ ± ２０９． ９１ ２􀆰 ６３ ± ０． ６５ １􀆰 ７５ ± ０． ５５ ２􀆰 ７４ ± ０． ２８ ０􀆰 ２４ ± ０． ０９

肌肉 Ｍｕｓｃｌｅ １􀆰 ００ ± ０． ００ １８􀆰 ３６ ± ０． ８５ １２１􀆰 ２０ ± ６． ００ ２􀆰 ０４ ± ０． １２ １􀆰 ２２ ± ０． ４９ ０􀆰 ３７ ± ０． ０６ ０􀆰 ３２ ± ０． ０２
皮肤 Ｓｋｉｎ １􀆰 ００ ± ０． ００ ２􀆰 ２７ ± ０． １６ １２２０􀆰 ２５ ± ５９． ３９ １１􀆰 ５０ ± １． ３９ ０􀆰 ９１ ± ０． １５ ０􀆰 ３７ ± ０． ０８ ０􀆰 ６９ ± ０． １１

３　 讨论

本研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ 测定了西藏小
型猪的 ＩＧＦ⁃１ 基因在不同年龄阶段不同组织中的表
达分布情况。 ＩＧＦ⁃１ 基因在动物体内的表达受到了
各种因素的影响，包括生长发育的阶段，体内多种激
素的调控等。 邓景致在 ２０１２ 年利用了实时荧光定
量的方法，对 ６ 月龄版纳猪的 ＩＧＦ⁃１ 基因在肝组织、
肌肉组织中的表达情况进行了研究，发现 ＩＧＦ⁃１ 基
因在肝组织中的表达要高于肌肉组织中的表达。 我
们的研究发现：（１） ＩＧＦ⁃１ 基因表达的时序性在 ０、
０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２ 岁时肌肉组织的表达量最低，在
０、０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５ 岁时皮肤组织中表达 量 最 高，在
０􀆰 １、２、３ 岁时肝组织的表达量最高。 （２ ） ＩＧＦ⁃１
基因在在 ７ 个不同组织中均有表达，０􀆰 ２５ 岁时其
在表达丰度由高到低依次为：皮肤、肺、肝、肾、
脾、心脏和肌肉。 且在皮肤中的表达量最高且极
显著高于其他各组织 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ） 。 同时在不同
年龄阶段的表达中，ＩＧＦ⁃１ 基因 ０􀆰 ２５ 岁时在各组
织中的表达均达到峰值。 综上所述，西藏小型猪
的 ＩＧＦ⁃１ 基因的表达呈现出明显的时空特异性，
可以为未来的研究提供基础数据。
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大鼠机械式胸外按压心肺复苏模型的建立
唐怿１，安庆宝１，付守芝２，蔡卫斌３，王友炜１，马石楠１，胡小刚１，刘欣１∗

（１． 湖北医药学院，湖北 十堰　 ４４２０００； ２． 武汉市第三医院，武汉　 ４３００７３；３． 中山大学，广州　 ５１００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索用机械式胸外按压复制大鼠心肺复苏（ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ， ＣＰＲ）模型的可行

方法。 方法　 成年雄性 ＳＤ 大鼠，随机分为对照组（ｎ ＝ ６）与模型组（ｎ ＝ １０）。 １０％ 水合氯醛腹腔注射麻醉后行气

管插管和左侧股动脉插管。 在监测心电图与动脉血压条件下，模型组行气管阻塞（ ｔｒａｃｈｅａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ＴＯ），心脏

骤停（ｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｅｓｔ，ＣＡ）出现 ２ ｍｉｎ 用呼吸机辅助和自制动物胸外按压仪行 ＣＰＲ。 结果　 模型组 ＴＯ 后迅速出现自

主呼吸停止，紫绀，心律失常，４ ～ ５ ｍｉｎ 出现心脏停搏，动脉收缩压降至 ４０ ｍｍＨｇ 以下，脉压消失，ＣＡ 出现。 ２ ｍｉｎ
后给予 ＣＰＲ， ８ 只大鼠自主循环恢复（ｒｅｔｕｒｎ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ＲＯＳＣ），并出现一过性再灌注心律失常，６ 只

大鼠恢复意识并存活 ２４ ｈ。 血液生化分析提示模型组大鼠存在电解质紊乱、酸中毒、肾功能损害、心肌酶谱升高。
病理学切片观察发现模型组大鼠心肌横纹溶解，肾小球无复流，神经元减少，肺淤血等器官损害。 结论　 机械式胸

外按压可以提供 ＣＡ 大鼠 ＣＰＲ 所需的基本心输出量，可以成功建立大鼠 ＣＰＲ 模型。
【关键词】 　 大鼠；心脏骤停；心肺复苏；机械式胸外按压
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　 　 心脏骤停（ ｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｅｓｔ， ＣＡ）是临床上最凶

险、最危重的突发病情。 全国每年约有 ５０ 万人死于

ＣＡ。 因此，有效及时的心肺复苏 （ ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ， ＣＰＲ）对于挽救 ＣＡ 患者的生命至关重

要。 随着急救医学，特别是电除颤技术的发展，ＣＰＲ
的成功率已经获得明显的提高。 据北美的统计，全
美国每年 ３０ 余万例突发 ＣＡ 病例中，约 １７％的患者

可以生存至出院［１］。
及时有效的胸外按压，是除原发病治疗和人工

通气外，ＣＰＲ 能否成功的最关键因素，甚至比电除

颤更为重要［２］。 传统的 ＣＰＲ 由施救者徒手进行胸

外按压，其疗效很大程度上依赖施救者的训练程度、
手法技巧和经验水平。 缺乏专业训练的人员实施徒

手 ＣＰＲ 成功率低。 即使是经验丰富的专家施救，徒
手按压也只能提供约 ３０％的正常心排出量［３］，同时

仍然不可避免地存在按压深度不易控制、频率快慢

不一，中断频繁，操作者疲劳等不足。
上述不足可以通过机械装置予以克服。 理论

上，机械式胸外按压频率稳定，深度一致，不会疲劳，
特别适合需要长时间救治，或是需要转运的患者。
研究表明，与徒手胸外按压相比，机械式胸外按压可

改善器官灌注压力，提高脑血流量和更高的呼气末

的二氧化碳浓度［４ － ６］。 近年医疗器械厂商陆续研制

出多款机械式胸外按压仪器，如 ＬＵＣＡＳ 系列（瑞

典），美 Ｔｈｕｍｐｅｒ 系列（美国）心肺复苏仪等，已经在

临床上被广泛使用。 机械式胸外按压目前正逐步取

代徒手胸外按压，成为有条件的医疗机构的首选。
然而目前在文献报道中，大多数 ＣＰＲ 的动物实

验研究仍然采用徒手胸外按压，机械式胸外按压造

模的报道较少。 本研究采用自制动物胸外按压仪，
对窒息法所致的 ＣＡ 大鼠实施机械式胸外按压的

ＣＰＲ，模型取得成功。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

４ 月龄雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 １６ 只，体重（３００ ±
２５） ｇ，由湖北医药学院实验动物中心［ＳＣＸＫ（鄂）
２０１６ －０００８］提供。 动物实验在湖北医药学院实验动

物中心屏障环境［ＳＹＸＫ（鄂）２０１６ －００３１］内完成。
１􀆰 ２　 自制动物胸外按压仪

该装置由本课题组自行设计开发，由按压部分

和控制器分组成，用压缩空气驱动。 压缩空气经减

压阀控制压力（ ＜ ２００ ＫＰａ）后，进入控制器。 控制

器由脉冲器、线圈和电磁阀组成。 脉冲器向线圈输

出正负向交替的脉冲信号，线圈控制电磁阀。 电磁

阀的开闭决定了上、下通气道的气流方向。 上、下通

气道与按压器的气缸连接，气流推动活塞向上或向

下运动，带动按压锤按压动物胸腔或复位。 上、下限

位片决定活塞向上、下运动的幅度，即动物胸腔的按

压深度（图 １）。 经测试，该动物胸外按压仪可稳定

提供固定节律（１００ ～ ４００ ｂｐｍ，可调）和固定深度

（１ ～ ５ ｃｍ，可调）的持续按压，运转良好。
１􀆰 ３　 模型建立

实验采用成组设计。 ＳＤ 大鼠随机分为模型组

（ｎ ＝ １０）与假手术组（ｎ ＝ ６）。 １０％水合氯醛（Ｓｉｇｍａ
公司）腹腔注射麻醉（３ ｍＬ ／ ｋｇ）。 无菌条件下气管

插管，接动物呼吸机（成都泰盟 ＨＸ⁃３００Ｓ）辅助通气

（潮气量 １５ ｍＬ，吸呼比 １∶ １，频率 ５０ ｂｒｅａｔｈｓ ／ ｍｉｎ）。
四肢安置电极，左侧股动脉插管，接压力换能器，生
物信号记录系统（成都泰盟 ＢＬ４２０Ｓ）记录心电（参
数设置：增益 １ ｍＶ，时间常数 ０􀆰 １ ｓ，高频滤波 １００
Ｈｚ）和动脉血压（参数设置：增益 ２０ ｍＶ，时间常数

ＤＬ，高频滤波 ２０ Ｈｚ）。 上述操作完成后，将动物静

置 １５ ｍｉｎ，使其血压、心率稳定。
参考发表文献，用窒息法成功构建大鼠心脏停

搏模型［７］。 夹闭模型组动物气管，以动脉收缩压

（ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， ＳＢＰ）低于 ４０ ｍｍＨｇ 作为

ＣＡ。 ＣＡ ２ ｍｉｎ 后行 ＣＰＲ：恢复机械通气，胸外按压

仪提供机械式胸外按压（频率为 ２００ ｂｐｍ，深度为胸

廓厚度的 １ ／ ３），持续按压至自主循环恢复（ｒｅｔｕｒｎ ｏｆ
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ＲＯＳＣ）。 ＲＯＳＣ １５ ｍｉｎ 后从

动脉插管处抽取动脉血 ２ ｍＬ，化验血液生化和心肌

酶谱。 注射等体积生理盐水以补偿血容量。 待动物

出现抵抗呼吸后试脱呼吸机。 如自主呼吸平稳，可
拔管，缝合伤口。 如连续按压 １５ ｍｉｎ 仍无 ＲＯＳＣ，视
为 ＣＰＲ 失败。

３３６
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假手术组按相同方案执行麻醉，气管插管，股动

脉插管，记录血压。 在相同时点取动脉血，以及拔

管，缝合。
１􀆰 ４　 病理学分析

手术后存活动物于 ＲＯＳＣ ２４ ｈ 后处死，４％多聚

甲醛 ＰＢＳ（ｐＨ ７􀆰 ４）灌注固定 ４０ ｍｉｎ。 取心、肾、脑、
肺组织，４ °Ｃ 后固定过夜。 ７０％ ～ １００ ％ 梯度酒精

脱水，二甲苯浸泡，石腊包埋、切 ５ μｍ 薄片。 苏木

精⁃伊红（Ｈ＆Ｅ）染色，光学显微镜照像分析。
１􀆰 ５　 统计学分析

采用两样本均数 ｔ 检验比较模型组与对照组血

液分析指标，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学差异。 统计分析

软件 ＳＰＳＳ １２ 辅助运算。

２　 结果

２􀆰 １　 动物实验

大鼠麻醉、插管后，记录到血压基础水平为

１３０ ／ ９０ ｍｍＨｇ 左右，心率 ３００ ｂｐｍ。 模型组与对照

组无统计学差异（表 １）。 对照组从插管至撤管缝

合，血压、心电图基本保持稳定。

注：压缩空气经减压阀控制压力后，进入控制器。 脉冲器输出正负交替的脉冲信号（２００ 次 ／ 分）给线圈，线圈控制电磁阀交替开闭

上、下通气管，决定气流方向和活塞上下运动，带动按压锤按压 ／ 释放。 Ａ： 脉冲器输出正向脉冲，上通气管进气，下通气管排气，活
塞向下运动，动物胸腔被按压。 Ｂ： 脉冲器输出负向脉冲，下通气管进气，上通气管排气，活塞向上，动物胸腔回弹。

图 １　 自制动物胸外按压仪原理示意图

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｐｉｓｔｏｎ ｉｓ ｄｒｉｖｅｎ ｕｐ ａｎｄ ｄｏｗｎ ｂｙ ｃｏｍｐｒｅｓｓｅｄ ａｉｒ ｆｌｏｗｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｖａｌｖｅ． Ｔｈｅ ｐｕｌｓｅｒ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｐｕｌｓｅｄ ｃｕｒｒｅｎｔ ｔｏ
ｔｈｅ ｃｏｉｌ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｔｈｅ ｓｗｉｔｃｈ ｏｐｅｎ ａｎｄ ｃｌｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｌｖｅ． Ａ：Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｉｍｐｕｌｓｅ ｄｅｖｉｃｅ ｏｕｔｐｕｔｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｕｌｓｅ， ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ａｉｒ ｄｕｃｔ ｉｎ⁃
ｔａｋｅ， ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ａｉｒ ｄｕｃｔ ｅｘｈａｕｓｔ， ｔｈｅ ｐｉｓｔｏｎ ｍｏｖｅ ｄｏｗｎｗａｒｄ， ａｎ ａｎｉｍａｌ ｔｈｏｒａｃｉｃ ｃａｖｉｔｙ ｉｓ ｐｒｅｓｓｅｄ． Ｂ： Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｉｍｐｕｌｓｅ ｄｅｖｉｃｅ ｏｕｔｐｕｔｓ ａ ｎｅｇ⁃
ａｔｉｖｅ ｐｕｌｓｅ， ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ａｉｒ ｄｕｃｔ ｉｎｔａｋｅ， ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ａｉｒ ｄｕｃｔ ｅｘｈａｕｓｔ， ｔｈｅ ｐｉｓｔｏｎ ｍｏｖｅ ｕｐｗａｒｄ， ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｔｈｏｒａｃｉｃ ｃａｖｉｔｙ ｉｓ ｒｅｂｏｕｎｄ．

Ｆｉｇ． １　 Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｃｈｅｓｔ ｃｏｍｐｒｅｓｓｏｒ．

表 １　 两组大鼠基础生理参数（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． １　 Ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

分组
Ｇｒｏｕｐ

体重 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ

收缩压 ／ ｍｍＨｇ
ＳＢＰ

舒张压 ／ ｍｍＨｇ
ＤＢＰ

脉压差 ／ ｍｍＨｇ
ＰＰ

心率 ／ ｂｐｍ
ＨＲ

对照组 ｃｏｎｔｒｏｌ ３１１􀆰 ０ ± ７􀆰 ９ １３０􀆰 ８ ± ２５􀆰 ２ ８８􀆰 ３ ± １９􀆰 ２ ４２􀆰 ５ ± ９􀆰 １ ３１７􀆰 ０ ± ２２􀆰 ８
模型组 ｍｏｄｅｌ ３１２􀆰 ３ ± １１􀆰 ４ １３１􀆰 ５ ± １６􀆰 ８ ９３􀆰 ０ ± １５􀆰 ０ ３８􀆰 ５ ± ５􀆰 ８ ３１６􀆰 ７ ± ２２􀆰 ８

　 　 模型组大鼠插管后血压平稳（图 ２ ＢＬ），心率呈

窦性，３００ ～ ３５０ ｂｐｍ（图 ３ａ）。 气管夹闭后大鼠立刻

出现剧烈挣扎，试图张口呼吸，血压短暂上升（图 ２
ＴＯ）。 １ ｍｉｎ 后挣扎及呼吸运动停止，动物口唇黏

膜、肢端出现明显紫绀，血压开始下降。 夹闭气管 ２
～ ３ ｍｉｎ，心电图出现，房室分离、频发室早等心律失

常。 ４ ～ ５ ｍｉｎ，出现窦性停搏，心电呈长时间直线，
偶发缓慢交界性或室性逸搏，３０ ～ ５０ ｂｐｍ（图 ３ｂ）。

收缩压骤降至 ４０ ｍｍＨｇ 以下，脉压消失（图 ２ ＣＡ）。
此时记为 ＣＡ 开始。 ＣＡ 出现 ２ ｍｉｎ 后开始 ＣＰＲ。 胸

外按压仪提供的机械式胸外按压使血压迅速恢复到

６０ ／ ２５ ｍｍＨｇ 左右（图 ２ ＣＰＲ），紫绀开始减轻。 １０
例模型组大鼠中，８ 例成功恢复自主心跳。 从开始

按压到 ＲＯＳＣ，平均时间为 ２６０ ｓ。 ＲＯＳＣ 后大鼠血

压稳定上升，脉压增大，１０ ｍｉｎ 后恢复至基础血压

水平（图 ２ ＲＯＳＣ）。 ２ 例 ＣＰＲ １５ ｍｉｎ 后仍无自主心

４３６
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跳而死亡。

注：ＢＬ： 术前基础水平；ＴＯ： 气道阻塞；ＣＰＲ： 心肺复苏；ＣＡ： 心跳骤停；ＲＯＳＣ： 自主循环恢复。

图 ２　 实验组大鼠血压变化

Ｎｏｔｅ． ＢＬ： Ｂａｓｅ ｌｅｖｅｌ；ＴＯ： Ｔｒａｃｈｅａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ；ＣＡ： Ｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｅｓｔ；
ＣＰＲ： Ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ；ＲＯＳＣ： Ｒｅｔｕｒｎ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ａ ｒａｔ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

注：ａ： 术前基础水平（ＢＬ）；ｂ：气管阻塞（ＴＯ）７ ｍｉｎ，心跳骤停（ＣＡ）发生；ｃ：心肺复苏（ＣＰＲ）５ ｍｉｎ，自主循环恢复（ＲＯＳＣ）；ｄ⁃ｆ：
ＲＯＳＣ 后 ５ ｍｉｎ（ｄ），１０ ｍｉｎ（ｅ）与 １５ ｍｉｎ（ｆ）。

图 ３　 实验组大鼠心电图变化

Ｎｏｔｅ． ａ： Ｔｈｅ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｂａｓｅ ｌｅｖｅｌ （ＢＬ）； ｂ： Ｔｒａｃｈｅａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ （ＴＯ） ｆｏｒ ７ ｍｉｎｕｔｅｓ， ｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｅｓｔ （ＣＡ） ｏｃｃｕｒｒｅｄ； ｃ： Ｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｅｓｔ
（ＣＡ） ｆｏｒ ５ ｍｉｎｕｔｅｓ， ｒｅｔｕｒｎ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ （ＲＯＳＣ）； ｄ⁃ｆ： Ａｔ ５ ｍｉｎｕｔｅｓ （ｄ）， １０ ｍｉｎｕｔｅｓ （ｅ） ａｎｄ １５ ｍｉｎｕｔｅｓ （ ｆ） ａｆｔｅｒ ＲＯＳＣ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｙｐｉｃａｌ ＥＣＧｓ ｏｆ ａ ｒａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

５３６
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　 　 成功 ＲＯＳＣ 的大鼠（ｎ ＝ ８），自主心跳恢复时，
心电图均呈现窦性心律，心率 ３１０ ｂｐｍ 左右 （图

３ｃ）。 ＲＯＳＣ ５ ｍｉｎ 左右，所有大鼠均出现心律失常，
以频发室早和室早二联律为主（图 ３ｄ）。 符合再灌

注心律失常表现。 持续 ４ ～ ５ ｍｉｎ 后心律失常消失，
恢复窦性心律，但心率和 ＱＲＳ 电压均偏低（图 ３ｅ，
ｆ）。 符合再灌注后心肌顿抑的表现。

所有恢复自主心跳的大鼠，在 ＲＯＳＣ 后 ２０ ｍｉｎ
左右出现自主抵抗呼吸，呼吸机撤机后自主呼吸均

匀平稳。 拔管、缝合后，其中 ２ 例大鼠未能苏醒，于
术后 ２ ｈ 内死亡。 其余 ６ 例术后 ６０ ｍｉｎ 左右苏醒，
存活至术后 ２４ ｈ 取材。
２􀆰 ２　 血液生化分析

电解质分析发现（表 ２），与对照组相比，模型组

大鼠术后血磷浓度显著升高近一倍（ ＋ ９６􀆰 ２％， Ｐ ＜

０􀆰 ０１），血钾、血镁分别升高 １５􀆰 ８％与 ４６􀆰 ０％，但统计

学分析未见显著性差异。 血钠、氯、钙无明显差异。
间隙模型组血碳酸氢根下降 ４７􀆰 １％ ，阴离子升

高 ４８􀆰 ６％ ，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 符合代谢性

酸中毒表现。
肾功能分析，模型组血肌酐显著升高 ２６􀆰 ２％ （Ｐ

＜ ０􀆰 ０５）， 肾小球率过滤显著降低 ６２􀆰 ３％ （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），血尿酸显著升高约 １􀆰 ５ 倍（ ＋ １５３􀆰 １％ ， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），血尿素氮、血糖、血渗透压无明显变化。

心肌酶谱分析，模型组肌酸激酶显著升高约 ３
倍（ ＋ ３０９􀆰 ５％ ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），羟丁酸脱氢酶显著升高

约 １２ 倍（ ＋ １１９４􀆰 ０％ ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肌酸激酶同工酶

显著升高 ３􀆰 ６ 倍（ ＋ ３６５􀆰 ０％ ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），乳酸脱氢

酶显著升高约 １１ 倍（ ＋ １１００􀆰 ４％ ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 提示

模型组出现严重心肌损伤。
表 ２　 两组大鼠术后血生化分析比较（􀭰ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔ⁃ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄａｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ
指标
Ｉｔｅｍｓ

单位
Ｕｎｉｔ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

模型组
Ｍｏｄｅｌ

Ｐ 值
ｐ ｖａｌｕｅ

钾 Ｋ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ４􀆰 ８０ ± １． ２０ ５􀆰 ５６ ± ０． ８７ ０􀆰 ２９
钠 Ｎａ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １４１􀆰 ７７ ± ２． ９１ １４２􀆰 ９３ ± ４． ４９ ０􀆰 ７０
氯 Ｃｌ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １０２􀆰 ０７ ± １． ７６ １００􀆰 １０ ± ３． ０９ ０􀆰 ３４
钙 Ｃａ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２􀆰 ２１ ± ０． １２ ２􀆰 ３０ ± ０． １２ ０􀆰 ３２
磷 Ｐ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １􀆰 ８６ ± ０． ４９ ３􀆰 ６５ ± ０． ８３∗∗ ＜ ０􀆰 ０１
镁 Ｍｇ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ０􀆰 ７６ ± ０． １３ １􀆰 １１ ± ０． ２７ ０􀆰 ０８

碳酸氢根 ＨＣＯ３
－ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２３􀆰 ０１ ± ０． １６ １２􀆰 １７ ± ２． ２５∗∗ ＜ ０􀆰 ０１

阴离子间隙 ＡＧ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２３􀆰 ６０ ± ２． ４５ ３５􀆰 ０６ ± ４． ４２∗∗ ＜ ０􀆰 ０１
尿素氮 Ｂｕｎ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ７􀆰 ３５ ± ０． ５２ ８􀆰 ３０ ± ０． ９３ ０􀆰 １４
肌苷 Ｓｃｒ μｍｏｌ ／ Ｌ ４３􀆰 ３３ ± ７． ８１ ５４􀆰 ６９ ± ５． ７６∗ ０􀆰 ０３
尿酸 ＵＡ μｍｏｌ ／ Ｌ １１０􀆰 １０ ± ６３． ０４ ２７８􀆰 ６７ ± ６４． ２０∗∗ ＜ ０􀆰 ０１

肾小球滤过率 ＧＦＲ ｍ ／ ｍｉｎ ６１９９􀆰 ６７ ± ３５２３． ３０ ２３４０􀆰 １７ ± １０２８． ０９∗ ０􀆰 ０３
葡萄糖 Ｇｌｕ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １７􀆰 ３０ ± ２． ００ ２０􀆰 ０６ ± ８． ５６ ０􀆰 ６１
渗透压 Ｍｏｓｍ ｍｓｍ ／ Ｌ ２９８􀆰 ６７ ± ３． ３０ ３０３􀆰 ２０ ± ４． ８９ ０􀆰 １８

乳酸 ＬＡ ｍｇｄＬ ５６􀆰 ０３ ± １１． １５ １１９􀆰 ２ ± １１． ９６∗∗ ＜ ０􀆰 ０１
超敏 Ｃ 反应蛋白 ＣＲＰ ｍｇ ／ Ｌ ０􀆰 ４０ ± ０． ２６ ０􀆰 ３０ ± ０． ０９ ０􀆰 ４１

肌酸激酶 ＣＫ ＩＵ ／ Ｌ １７９８􀆰 ００ ± ４７２． ２２ ７３６２􀆰 ５０ ± １８８１． １１∗∗ ＜ ０􀆰 ０１
羟丁酸脱氢酶 ＨＢＤＨ ＩＵ ／ Ｌ １１３􀆰 ００ ± １７． ３２ １４６２􀆰 １７ ± ７７３． ５２∗ ０􀆰 ０２

肌酸激酶同工酶 ＣＫＭＢ Ｕ ／ Ｌ ５６３􀆰 ００ ± １１２． ６６ ２６１７􀆰 ６７ ± ５７０． ２０∗∗ ＜ ０􀆰 ０１
乳酸脱氢酶 ＬＤＨ ＩＵ ／ Ｌ ５５３􀆰 ６７ ± １８． ２３ ６６４６􀆰 ５０ ± ３１４８． ６８∗∗ ＜ ０􀆰 ０１

注： 与对照组相比，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ３　 病理学分析

实验组存活大鼠（ｎ ＝ ６）中，肉眼观双肺和肝脏

全部可见明显点状和斑状出血灶。 双肾见片状苍白

灶（ｎ ＝ ３）或全肾苍白（ｎ ＝ ３）。 心脏和脑组织肉眼

观无明显异常。
对照组心肌纤维形态、排列正常，可见清晰横纹

（图 ４ａ）；模型组心肌，肌纤维紊乱、肿胀，横纹消失

（图 ４ｂ），提示心肌严重受损。 对照组肾皮质可见肾

小球充盈，内有大量红细胞（图 ４ｃ）；模型组肾小球

内坍陷，无血细胞灌注（图 ４ｄ），提示肾脏存在无复

流现象。 对照组海马 ＤＧ 区分子层可见散在神经

元，呈树突状，胞质嗜碱性（图 ４ｅ）；模型组海马 ＤＧ
区神经元明显减少，神经胶质细胞胞质肿胀 （图

４ｆ），提示存在脑损害。 对照组肺泡清晰，无细胞及

填充物（图 ４ｇ）；模型组肺泡内见大量血细胞渗出

（图 ４ｈ），符合休克肺的病理改变。
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注：ａ： 对照组心肌；ｂ： 模型组心肌；ｃ： 对照组肾皮质；ｄ： 模型组肾皮质；ｅ： 对照组海马 ＤＧ 区，箭头指示神经元；ｆ： 模型组海马 ＤＧ
区；ｇ： 对照组肺组织；ｈ： 模型组肺组织。

图 ４　 大鼠组织石蜡切片 Ｈ＆Ｅ 染色

Ｎｏｔｅ． ａ： Ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ． ｂ： Ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． ｃ： Ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ． ｄ： Ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｒａｔ． ｅ：
Ｄｅｎｔａｔｅ ｇｙｒｕｓ ｉｎ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ． Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｅｕｒｏｎｓ． ｆ： Ｄｅｎｔａｔｅ ｇｙｒｕｓ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｒａｔ． ｇ： Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ． ｈ： Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ａ ｍｏｄｅｌ ｒａｔ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｏｍｅ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ． Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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３　 讨论

胸外按压是 ＣＰＲ 的关键环节。 高质量的胸外

按压需要足够的按压深度，适当恒定的按压频率，充
分的胸廓回弹，尽可能不中断［８］。 完全满足这些要

求对徒手按压而言是非常困难的，但对机械按压而

言，则是可以实现的。
遗憾的是，最新研究表明，现阶段机械式胸外按

压的有效性并不优于徒手胸外按压。 Ｒｕｂｅｒｔｓｓｏｎ
等［９］研究了 ２００８ 年 １ 月至 ２０１３ 年 ２ 月间，从 ６ 个

欧洲急救中心例 ２５８９ 名的在院外 ＣＡ 病例，其中

１２８９ 例接受徒手胸外按压，另 １３００ 例为机械式胸

外按压，两组患者均按指南要求吸氧和用药。 最终

两组患者在 ４ ｈ 存活率， ６ 个月生存率和神经功能

评分等方面均无明显差别。 这说明目前临床采用的

机械式胸外按压还有待进一步完善。 例如需要在个

性化等方面进行深入研究：针对不同原始疾病，不同

ＣＡ 类型、阶段，不同个体状态进一步细化施救方

案。 这些研究需要相应的动物模型平台予以支撑。
目前 ＣＰＲ 研究中较常采用的模型动物是猪、

犬、羊等大型动物。 大型动物体积与人类接近，对缺

血、缺氧损害的耐受性较好，成功率高。 但另一方

面，大型动物也存在基因背景复杂，个体间差异大，
相关试剂、抗体缺乏，成本高昂等不足。 实际上，大
鼠也是 ＣＰＲ 研究非常理想的模型动物。 大鼠除基

础心率（２６０ ～ ４５０ ｂｐｍ）显著快于人类外，其他主

要血流动力学生理指标，如平均血压（８０ ～ １００ ｍｍ⁃
Ｈｇ）、右心房压（ － ２ ～ ８ ｍｍＨｇ）、冠脉灌注压（８０
～ ８５ ｍｍＨｇ）等均与人类接近［１０］。 与大型动物相

比，大鼠具有基因背景明确，个体差异小，容易实现

方案标准化，相关试剂、抗体非常丰富等突出优点。
此外，目前国内外已培育出数千种转基因大鼠和基

因敲除大鼠，可进行深入的机制研究。 这些优势都

是大型动物研究无法比拟的。
为了规范 ＣＰＲ 的动物实验，美国心脏病学会等

８ 个组织联合制定了复苏实验研究 Ｕｔｓｔｅｉｎ⁃ｓｔｙｌｅ 指

南［１１］，根据不同的 ＣＡ 发病机制，规范了不同的造

模方案，包括：压迫心底血管丛法、电流致颤法、过量

氯化钾注射法和窒息法，分别用于复制电机械分离、
室颤、心脏停博和缺氧导致的 ＣＡ［１２］。

目前的 ＣＡ 动物模型采用最多的是电流致颤

法。 室颤是心源性 ＣＡ 最常见的类型，也是针对性

治疗手段较多，抢救成功率相对较高的类型。 本研

究未采用电流致颤法是因为大鼠基础心率较快，室
颤后即使不给予胸外按压，也可以出现心律自发转

复。 不便于衡量评价胸外按压的效果。 窒息法也是

较早应用的 ＣＡ 造模方法之一。 此方法很好地模拟

出气道异物、自缢、缺氧等常见的非心源性 ＣＡ，主要

呈现为心脏停搏［１３］。 在临床 ＣＡ 病例中，停搏比室

颤抢救难度更大，死亡率更高。 这是因为停搏通常

意味着心肌广泛严重受损。 而目前心肺复苏指南

中，大多数抢救措施，如电除颤、利多卡因注射等，主
要是为了消除室颤。 对于停搏，只能通过尽量优化

通气⁃按压方案，尽可能有效地恢复心脏以及全身器

官的血流供应，最大限度地挽救受损心肌细胞。
本研究选择窒息法建立 ＣＡ。 受试大鼠出现自

主心跳呼吸停止，有效循环丧失，脉压消失，处于临

床死亡状态。 术后血液生化提示电解质紊乱、酸中

毒、肾功能受损、心肌酶谱显著上升；病理学观察到

心肌横纹溶解、肾小球无复流现象、脑损害、肺淤血

等严重系统性缺血损害，证明模型大鼠出现与 ＣＡ
患者类似的临床表现，ＣＡ 模型成功。 而给予机械

式胸外按压和人工通气后，ＣＡ 大鼠收缩压迅速恢

复到 ６０ ｍｍＨｇ 以上，脉压恢复，大多数大鼠最终恢

复心跳、自主呼吸血压和意识，并且按压锤有海绵包

裹，在按压过程中有缓冲作用，大鼠均未出现因胸外

器械按压所致的胸骨或肋骨骨折。 说明动物胸外按

压仪运转良好，所提供的机械式胸外按压能够满足

最基本的心射泵血要求。 我们的研究充分证明机械

式胸外按压可以用于大鼠 ＣＰＲ 造模。
与徒手按压造模相比，机械式按压造模除了更

接近临床上日益增多的机械式按压抢救外，还具有

实验条件一致，结果稳定可靠，可重复性好等优点。
为进一步优化 ＣＰＲ 方案，试验各种急救药物，防治

缺血⁃再灌注损伤，以及探讨机制等深入研究创造了

良好的实验平台。
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　 　 【摘要】 　 目的　 探索静脉注射凝血酶造成大鼠高凝态模型，为高凝态的研究提供合适动物模型。 方法　 ＳＤ
大鼠分为六组，分别于股静脉恒速注射生理盐水和 ２􀆰 ５、５、１０、２０、４０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶溶液，５ ｍｉｎ 内采血测活化部分凝

血活酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）、凝血酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）、纤维蛋白原（ ｆｉｂｒｉｎｏ⁃
ｇｅｎ，ＦＩＢ），并观察大鼠死亡情况以确定最佳凝血酶剂量。 在此基础上，以最佳剂量凝血酶溶液股静脉注射给予大

鼠，分别于 ０、１０、３０、６０、１２０、１８０、３００ ｓ 采血测 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＦＩＢ 以确定最佳采血时间。 最后将大鼠分为生理盐水组与

凝血酶组（最佳凝血酶剂量和采血时间），采集血样测定 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＦＩＢ 以及全血粘度。 结果　 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶组大

鼠血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ 明显缩短，ＦＩＢ 明显升高，且大鼠死亡率低。 注射凝血酶后 ６０ ｓ 大鼠血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ 缩短最多，ＦＩＢ
含量升至最高。 同生理盐水组相比，凝血酶组大鼠血浆 ＰＴ、ＡＰＴＴ 显著缩短，ＦＩＢ、全血粘度显著增大，且差异有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 注射凝血酶溶液可复制大鼠血液高凝态模型，最佳凝血酶剂量为 １０ Ｕ ／ ｋｇ，凝血酶浓度为 ２
Ｕ ／ ｍＬ，最佳采血测试时间为 ６０ ｓ。
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２． Ｆａｃｕｌｔｙ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００９ ）

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｈｙｐｅｒｃｏａｇｕｌａｂｌｅ ｓｔａｔｅ ｂｙ ｉｎｔｒａ⁃
ｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｎ ｈｙｐｅｒｃｏａｇｕｌａｂｌｅ ｓｔａｔｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ａｎｄ ２􀆰 ５， ５， １０， ２０， ４０ Ｕ ／ ｋｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ
ｖｅｉｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅｎ， ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｄｒａｗｎ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ （ＡＰＴＴ）， ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ
（ＰＴ） ａｎｄ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ （ＦＩＢ）， ａｎｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｏｓａｇｅ． Ｏｎ ｔｈｉｓ ｂａ⁃
ｓｉｓ， ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｄｏｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｖｅｉｎ， ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ０， １０， ３０，
６０， １２０， １８０， ３００ （ｓ） ｔｏ ｔｅｓｔ ＡＰＴＴ ａｎｄ ＰＴ ａｎｄ ＦＩＢ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ． Ａｔ ｌａｓｔ， ｔｈｅ ｒａｔｓ
ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｉｎｊｅｃｔ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｏｒ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｄｏｓｅ ｖｉａ ｔｈｅ ｆｅｍ⁃
ｏｒａｌ ｖｅｉｎ， ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｔａｋｅｎ ａｔ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｔｉｍｅ ｔｏ ｔｅｓｔ ＡＰＴＴ， ＰＴ， ＦＩＢ ａｎｄ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＡＰＴＴ ａｎｄ ＰＴ
ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ Ｕ ／ ｋｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓｈｏｒｔｅｓｔ， ａｎｄ ＦＩＢ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｓｅ ｇｒｏｕｐｓ．
ＡＰＴＴ ａｎｄ ＰＴ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ａｂｏｕｔ ６０ ｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓｈｏｒｔｅｓｔ， ａｎｄ ＦＩＢ ｖａｌｕｅ ｗａｓ
ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＰＴ ａｎｄ ＡＰＴＴ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｈｏｒｔｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ
ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ａｎｄ ＦＩＢ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｖｅｉｎ ｃａｎ ｂｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｙｐｅｒｃｏａｇｕｌａｂｌｅ ｓｔａｔｅ． Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｄｏｓｅ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｓ １０ Ｕ ／ ｋｇ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
２ Ｕ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｔｉｍｅ ｔｏ ｃｏｌｌｅｃｔ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅ ｉｓ ６０ ｓ．
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｒａｔ； Ｈｙｐｅｒｃｏａｇｕｌａｂｌｅ ｓｔａｔｅ； Ｔｈｒｏｍｂｉｎ； Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ； Ｆｅｍｏｒａｌ ｖｅｉｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＳＨＥＮ Ｘｉａｏ⁃ｊｉｅ， Ｅｍａｉｌ： ｗｘｗｘｓｘｊ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ； ＷＵ Ｑｉａｎ， Ｅｍａｉｌ： ｗｕｑｉａｎｃｐｕ２０１１＠ １６３． ｃｏｍ．

　 　 高凝状态（ｈｙｐｅｒｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ）是指多种因素

引起的凝血与抗凝系统失调的病理过程，血液凝固

性提高，具有血栓形成的趋势 ［１］，其特征有血液流

变学异常、微循环障碍、血液凝固性升高等［２］。 凝

血酶作用于凝血过程的最后环节，不需其他凝血因

子参与，使纤维蛋白原向纤维蛋白转化，网状的纤维

蛋白中沉积着其他血液成分，形成胶体状态的纤维

蛋白凝块，从而形成血栓［３］。 在以往研究中发现，
大剂量凝血酶可致家兔血小板计数降低［４］，血小板

聚集、纤维蛋白大量生成而形成血液高凝状态，但未

见在大鼠上用此复制高凝态的报道。 本研究以凝血

酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ，ＰＴ）、活化部分凝血活

酶时间（ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ，ＡＰＴＴ）、
纤维蛋白原（ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，ＦＩＢ）及全血粘度为评价指

标，通过股静脉注射不同剂量的凝血酶，确定最佳剂

量及采血样时间，从而建立大鼠血液高凝态模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

清洁级 ＳＤ 大鼠 ７２ 只，雌雄各半，体重（２２０ ±
２０）ｇ，由浙江省实验动物中心提供［ＳＣＸＫ（浙）２０１４
－ ０００１］。 所有动物于实验开始一周前开始适应新

环境，昼夜明暗交替时间 １２ ｈ ／ １２ ｈ，自由饮水取食，
温度 ２０ ～ ２６℃，相对湿度 ４５％ ～７５％ 。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂及主要仪器

凝血酶冻干粉（规格：５００ Ｕ ／瓶，湖南一格制药

有限公司，批号 １３０７２２ － ２）。 凝血酶溶液配制：凝
血酶冻干粉溶于 ６２􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水配制成 ８ Ｕ ／ ｍＬ
凝血酶溶液；取 ８ Ｕ ／ ｍＬ 凝血酶溶液 １０ ｍＬ 加入 １０
ｍＬ 生理盐水得 ４ Ｕ ／ ｍＬ 凝血酶溶液，同法配制 ２、１、
０􀆰 ５ Ｕ ／ ｍＬ 凝血酶溶液。

水合氯醛（国药集团化学试剂有限公司，批号：
２０１５０３０３），氯 化 钠 （南 京 化 学 试 剂 一 厂， 批 号：
０２０８１６２５），二水合柠檬酸三钠（南京化学试剂有限公

司，批号：１４０６１１１１２８６），ＦＩＢ 试剂盒（南京建成生物工

程研究所，批号：２０１４０１０３），ＡＰＴＴ 试剂盒（上海太阳

生物技术有限公司，批号：１１８１２０），ＰＴ 试剂盒（上海

太阳生物技术有限公司，批号：１０５２７２）；分析天平（上
海民桥精密仪器公司），台式离心机（上海卢湘仪离心

机仪器有限公司），ＡＹＷ８００３ 半自动凝血分析仪（南
京瑞麦科技开发有限公司），ＷＺ⁃５０Ｃ６ 微量注射泵

（浙江史密斯医学仪器有限公司），ＳＡ⁃５６００ 自动血流

变测试仪（北京赛科希德科技发展有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 凝血酶剂量的确定

大鼠 ４８ 只随机分为 ６ 组，雌雄各半，麻醉后分

离股静脉和颈总动脉插管，股静脉插管通过注射器

与微量注射泵相连。 将 ０􀆰 ５、１、２、４、８ Ｕ ／ ｍＬ 凝血酶

溶液分别按 ２􀆰 ５、５、１０、２０、４０ Ｕ ／ ｋｇ 剂量通过微量注

射泵自股静脉注射入大鼠体内，注射速度为 ６ ｍＬ ／
ｍｉｎ，生理盐水组大鼠以相同速度注射生理盐水。 于

注射凝血酶（生理盐水）后 ５ ｍｉｎ 内自颈总动脉采集

血样，置于枸橼酸钠抗凝处理的离心管内制备血浆

样品，用于测定 ＰＴ、ＡＰＴＴ 以及 ＦＩＢ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 采血时间的确定

大鼠 ８ 只，雌雄各半，分离股静脉以最佳剂量注

射相应浓度凝血酶溶液，于颈总动脉采集血样，采血

时间点为注射后 ０、１０、３０、６０、１２０、１８０、３００ ｓ。 血样

用枸橼酸钠抗凝处理，离心得血浆样品，分别测定

ＡＰＴＴ、ＰＴ 以及 ＦＩＢ 指标，确定最佳采血时间点。
１􀆰 ２􀆰 ３　 高凝态模型建立

大鼠 １６ 只，雌雄各半，随机分为生理盐水组和

凝血酶组，分别于股静脉注射生理盐水和最适浓度

凝血酶溶液。 于最佳采血时间取血，血样分为两份，
分别置于含枸橼酸钠离心管制备血浆样品以及含

ＥＤＴＡ 离心管内制备全血样品。 血浆样品用于测定

ＰＴ、ＡＰＴＴ 及 ＦＩＢ，全血样品用于血液流变学的测定。
１􀆰 ３　 统计学处理

数据采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计学分析，所有数

据以均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用 ｔ 检
验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为有显著统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 凝血酶剂量

各剂量凝血酶处理后大鼠血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＦＩＢ
变化如图 １ （Ａ、Ｂ、Ｃ） 所示，随凝血酶剂量升高，
ＡＰＴＴ、ＰＴ 值随之缩短，ＦＩＢ 含量随之升高，且凝血酶

１０、２０、４０ Ｕ ／ ｋｇ 剂量组的 ＡＰＴＴ、ＰＴ 较生理盐水组显

著缩短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＦＩＢ 显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 表 １ 为注射各剂量凝血酶后大

鼠的死亡情况，当凝血酶剂量升至 １０ Ｕ ／ ｋｇ 时，采血

过程中大鼠出现死亡现象，在 ２０ 与 ４０ Ｕ ／ ｋｇ 剂量组

死亡率较高。

０４６



中国实验动物学报 ２０１６ 年 １２ 月第 ２４ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４ Ｎｏ． ６

注：Ａ：ＡＰＴＴ；Ｂ：ＰＴ；Ｃ：ＦＩＢ。 同生理盐水组相比，∗Ｐ ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜０􀆰 ０１。

图 １　 注射不同剂量凝血酶后大鼠血浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＦＩＢ 值

Ｎｏｔｅ． Ａ： ＡＰＴＴ； Ｂ： ＰＴ； Ｃ： ＦＩＢ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． １　 Ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＡＰＴＴ， ＰＴ ａｎｄ ＦＩＢ ｉｎ ｔｈｅ
ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ

表 １　 注射不同剂量凝血酶后大鼠死亡情况 （ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ．１　 Ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ

凝血酶剂量 ／ Ｕ ／ ｋｇ
Ｄｏｓｅ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ

死亡数 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｄ ｒａｔｓ

死亡率 ／ ％
Ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ

生理盐水 Ｓａｌｉｎｅ ０ ０
２􀆰 ５ ０ ０
５ ０ ０
１０ １ １２􀆰 ５
２０ ３ ３７􀆰 ５
４０ ４ ５０

２􀆰 ２　 采血时间

图 ２ 为注射 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶后各时间点大鼠血

浆 ＡＰＴＴ、ＰＴ 和 ＦＩＢ 值，在注射凝血酶后 ６０ ｓ 内，
ＡＰＴＴ、ＰＴ 逐渐缩短，ＦＩＢ 含量逐渐升高；在 ６０ ｓ 后，
ＡＰＴＴ、ＰＴ 逐渐延长，ＦＩＢ 含量逐渐降低。 且在 ６０ ｓ
时 ＡＰＴＴ、ＰＴ 值降至最低，ＦＩＢ 含量升至最高。

图 ２　 注射１０ Ｕ／ ｋｇ凝血酶后各时间点大鼠
血浆ＡＰＴＴ（Ａ）、ＰＴ（Ｂ）、ＦＩＢ（Ｃ）值

Ｆｉｇ． ２　 Ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＡＰＴＴ， ＰＴ ａｎｄ ＦＩＢ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ １０ Ｕ ／ ｋｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 模型建立
表 ２ 为注射生理盐水及 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶后 ６０ ｓ

时采血所测得的血浆 ＰＴ、ＡＰＴＴ 及 ＦＩＢ 结果，表 ３ 为
全血粘度结果。 同生理盐水组相比，凝血酶组 ＰＴ、
ＡＰＴＴ 降低且均有统计学差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＦＩＢ 升
高、全血粘度增大且亦有统计学差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
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表 ２　 注射 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶或生理盐水后大鼠血浆 ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＦＩＢ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＰＴ， ＡＰＴＴ ａｎｄ ＦＩＢ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １０ Ｕ ／ ｋｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ

组别 Ｇｒｏｕｐ ＰＴ ／ ｓ ＡＰＴＴ ／ ｓ ＦＩＢ ／ ｇ ／ Ｌ
生理盐水组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 １３ ± ０􀆰 ８３ ２４􀆰 ７３ ± ２􀆰 ４５ １􀆰 １４ ± ０􀆰 ２５

凝血酶组（１０ Ｕ ／ ｋｇ）Ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｇｒｏｕｐ １４􀆰 ０７ ± ０􀆰 ６５∗ １７􀆰 ６０ ± １􀆰 ９５∗∗ ２􀆰 ０２ ± ０􀆰 １４∗

注：与生理盐水组对比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ３　 注射 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝血酶或生理盐水后大鼠全血粘度（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８， ｓ）
Ｔａｂ． ３　 Ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １０ Ｕ ／ ｋｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ２００ １００ ３０ ５

生理盐水组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ６４ ± ０􀆰 ３４ ６􀆰 ０１ ± ０􀆰 ６４ ７􀆰 ２６ ± ０􀆰 ８２ １５􀆰 ６０ ± ２􀆰 ０３
凝血酶组（１０Ｕ ／ ｋｇ）Ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ６９ ± ０􀆰 ６９ ７􀆰 ０３ ± ０􀆰 ６７∗∗ ８􀆰 ７３ ± １􀆰 ２７∗ １８􀆰 ５３ ± １􀆰 ２７∗∗

注：与生理盐水组对比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

３　 讨论

凝血是生理性止血的重要环节，对人体健康和
生命至关重要。 凝血可以有助于伤口的愈合以及防
止过度出血，但在某些病理状态下的凝血则加重疾
病风险［５］，与此同时高凝态和血栓常常伴随疾病产
生。 临床研究发现，在儿童川崎病中，高脂血症既可
加重心脏病的发病风险，又会促进血液高凝态的形
成［６］；在糖尿病肾病中，血浆 ＶＷＦ 升高、ＡＤＡＭＴＳ１３
酶水平降低所致的血液高凝状态会加重糖尿病肾病
的心血管疾病风险［７］；在肿瘤疾病中，癌症易继发
血液高凝态甚至血栓形成，而血小板激活、凝血和纤
溶功能紊乱对于肿瘤的生长、分化、血管生成和转移
亦有促进作用［８］。 在临床前研究中，建立动物高凝
态模型，既有助于筛选抗凝药物以预防血栓疾病及
其他疾病的辅助治疗，又有利于对高凝态形成机制
的深入研究。

凝血酶（凝血因子 ＩＩａ）是一种由基因编码的丝
氨酸蛋白酶，它是凝血酶原裂解的产物，通过凝血级
联反应抑制血液的流失［９］。 凝血酶作为强效血小
板活化物质，通过作用于血小板膜上糖蛋白 Ｉｂα
（ＧＰＩｂα）及蛋白酶活化受体（ＰＡＲ）１ 和 ＰＡＲ４ 将信
号传递给血小板，从而诱导血小板聚集反应［１０］。 因
此，凝血酶在凝血过程中起着至关重要的作用，它通
过激活血小板、促进纤维蛋白原向纤维蛋白的转化
过程发挥其促凝作用。 过往研究当中发现，大剂量
凝血酶可使家兔血小板计数降低［４］、血小板聚集、
纤维蛋白大量生成而促使血液转变为高凝状态，由
此提示凝血酶可作为动物高凝态模型的造模工具。

目前高凝态模型如急性血瘀模型、气虚血瘀模
型、高脂寒凝模型等［１１］，虽能复制高凝态模型，但造
模时间较长、对动物损伤极大，动物耐受性差，所以
制作方法简单、对动物损伤小的实验模型很有必要。
研究发现，快速静脉注射大剂量凝血酶可使血小板
计数在 ５ ｍｉｎ 之内显著降低［４］。 通过注射凝血酶，
可以使血小板高度聚集、纤维蛋白原转化为纤维蛋

白，促进血液高凝状态的形成，以此构建动物模型。
本研究表明，大鼠股静脉快速注射 １０ Ｕ ／ ｋｇ 凝

血酶后，血液在 ６０ ｓ 左右时处于高凝状态，其血浆
ＡＰＴＴ、ＰＴ 显著缩短，ＦＩＢ 含量显著升高，全血粘度增
大。 与目前现有的其他模型比较，该方法简单易行，
耗时短，较好地复制大鼠高凝状态，可作为研究抗凝
药物、高凝态机制的理想模型。
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高脂饲喂联合链脲佐菌素诱导的 Ｂｅａｇｌｅ 犬
糖尿病模型

胡娟１＃，杨扬１＃，米本中１，韦莉１，徐嘉红２，樵星芳１∗

（１． 重庆市中药研究院实验动物研究所，重庆　 ４０００６５；２． 重庆市中药研究院科研处，重庆　 ４０００６５）

　 　 【摘要】 　 目的　 应用高脂饲喂联合链脲佐菌素（ＳＴＺ）构建 Ｂｅａｇｌｅ 犬 Ｔ２ＤＭ 模型，并观察其相关特征。 方法　
将普通级雄性 Ｂｅａｇｌｅ 犬 ３０ 只随机分为 ３ 组：对照组，高脂组，糖尿病模型组，每组 １０ 只。 糖尿病模型组饲喂高脂饲

料同时在饲喂 ２ 个月时注射 ＳＴＺ；高脂组饲喂高脂饲料；对照组饲喂普通饲料，连续饲喂 ５ 个月。 定期测定动物 Ｌｅｅ
指数、空腹血糖、胰岛素、尿糖，并在 ３ 月时进行 ＯＧＴＴ 试验，试验结束后进行血脂等血液生化检测和肝、胰腺组织病

理检查。 结果　 高脂组和糖尿病模型组高脂饲养 ２ 个月后 Ｌｅｅ 指数显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），并出现高胰岛素血症和

胰岛素抵抗伴血脂异常；糖尿病模型组 ＳＴＺ 注射后空腹血糖显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且持续 ３ 个月维持在高血糖水

平；而高脂组的空腹血糖无明显变化（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），糖尿病模型组 ＯＧＴＴ 试验 ３ ｈ 血糖值 ＞ １１􀆰 １ｍｍｏｌ ／ Ｌ，且３ ｈ未恢复，
胰腺组织病理学检查出现一定程度的损伤和病变。 结论　 高脂饲料饲喂诱导 Ｂｅａｇｌｅ 犬胰岛素抵抗和高血脂症，但
未能形成高血糖状态，而高脂饲料饲喂联合注射 ＳＴＺ 后 Ｂｅａｇｌｅ 犬在出现高血脂症的同时发生胰岛素抵抗，与人类

Ｔ２ＤＭ 的胰岛素抵抗伴高血糖、高胰岛素血症和高血脂等典型症状相似。
【关键词】 　 ２ 型糖尿病；Ｂｅａｇｌｅ 犬；高脂饲料；链脲佐菌素；胰岛素抵抗
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｅａｇｌｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ（Ｔ２ＤＭ） ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ （ＳＴＺ） ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｉｒｔｙ ｍａｌｅ Ｂｅａｇｌｅｓ
ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ：（１） Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １０）， ｆｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｈｏｗ． （２） Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ
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ｊｅｃｔｉｏｎ． Ｌｅｅ ｉｎｄｅｘ， ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ｓｅｒｕｍ ｉｎｓｕｌｉｎ ｌｅｖｅｌｓ， ｕｒｉｎｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｏｒａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ （ＯＧＴＴ） ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｆｏｒ ｔｗｏ ｍｏｎｔｈｓ， ｔｈｅ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ ａｐｐｅａｒｅｄ ａｎｄ Ｌｅｅ ｉｎｄｅｘ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｂｅａｇｌｅｓ， ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｍｉｎｅｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｈｅｌｄ ｏｎ ａ ｈｉｇｈ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ
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ｍｏｎｔｈｓ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ ｄｏｇｓ ｗｉｔｈ ＯＧＴＴ ｖａｌｕｅｓ ＞ １１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｈｏｕｒｓ， ｓｈｏｗｅｄ
ｓｏｍｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｂｅａｇｌｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｉｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃ⁃
ｔｅｄ， ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇ ｓｏｍｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ，ｈｙｐｅｒｉｎｓｕｌｉｎｉｓｍ，ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ
ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｙｐｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； Ｂｅａｇｌｅ ｍｏｄｅｌ； Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ； Ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ； Ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＱＩＡＯ Ｘｉｎｇ⁃ｆａｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ７４５６４７１５９＠ ｑｑ． ｃｏｍ

　 　 现代生活模式使糖尿病的发病率日趋升高，成
为一种全球流行性疾病，而 ２ 型糖尿病（ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａ⁃
ｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）的发生率就占糖尿病患者的

９０％以上，因此进行 Ｔ２ＤＭ 相关研究具有一定意

义［１］。 建立稳定、可靠的糖尿病动物模型是研究

Ｔ２ＤＭ 发病机制和临床防治的基础，目前国内外关

于 Ｔ２ＤＭ 动物模型的研究大多使用大、小鼠等啮齿

类小型实验动物，而关于犬 Ｔ２ＤＭ 模型研究的报道

却较为少见［２］。 本试验选用 Ｂｅａｇｌｅ 犬作为试验动

物，在高脂饲喂诱导胰岛素抵抗的基础上，联合小剂

量链脲佐菌素（ＳＴＺ）注射复制出发病机制类似于人

类 Ｔ２ＤＭ 的 Ｂｅａｇｌｅ 犬模型，并研究其相关临床特征

及生理生化特点，为 Ｔ２ＤＭ 的防治研究提供一种稳

定、可靠的动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物与实验环境

普通级 Ｂｅａｇｌｅ 犬 ３０ 只，６ ～ １２ 月龄，雄性，重庆

市中药研究院实验动物研究所提供 【 ＳＣＸＫ（渝）
２０１２ － ０００６】。 饲养于重庆市中药研究院实验动物

研究所 Ｂｅａｇｌｅ 犬普通环境 【 ＳＹＸＫ （渝） ２０１２ －
０００３】，每笼 １ 只饲养，每日定时定量喂食，自由饮

水；并按实验动物使用的“３Ｒ”原则给以人道主义关

怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂

链脲佐菌素（ＳＴＺ），批号 ２０１４０３２３，购于 Ｓｉｇｍａ
公司；犬胰岛素 ＥＬＩＳＡ 试剂盒，型号 ＳＵ１０１８６，批号

２０１４０６１５，购于上海逸晗生物科技有限公司；稳豪倍

优型血糖仪，序列号 ＣＮＦＮＲＯＧＷ，强生（中国）医疗

器材 有 限 公 司 生 产； 稳 豪 型 血 糖 试 纸， 批 号

３９１４６１１，强生（中国）医疗器材有限公司生产。
１􀆰 １􀆰 ３　 高脂饲料

犬高脂高热量饲料：在标准犬饲料的基础上添加

１０％猪油、１０％蛋黄粉、２􀆰 ５％胆固醇、１􀆰 ５％胆酸钠。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与造模

将雄性 Ｂｅａｇｌｅ 犬 ３０ 只随机分为 ３ 组：对照组，
高脂组，糖尿病模型组，每组 １０ 只。 糖尿病模型组，
饲喂高脂饲料同时在饲喂 ２ 个月时注射 ＳＴＺ ２２ ｍｇ ／
ｋｇ，高脂组饲喂高脂饲料，对照组饲喂普通饲料，连
续饲喂 ５ 个月。

造模：试验 ２ 月末，禁食不禁水 １２ ｈ，从 Ｂｅａｇｌｅ
犬小隐静脉一次性静脉推注浓度为 ６２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的

ＳＴＺ⁃柠檬酸溶液 ０􀆰 ３５２ ｍＬ ／ ｋｇ，推注剂量均 ２２ ｍｇ ／
ｋｇ，３ ～ ４ ｍｉｎ 内推注完成。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｌｅｅ 指数测定

每月测动物体重、鼻肛体长，并计算 Ｌｅｅ 指数

（肥胖评定指数） ＝
３
体重（ｇ）

体长（ｃｍ） × １０３。

１􀆰 ２􀆰 ３　 空腹血糖、胰岛素、胰岛抵抗指数测定

禁食不禁水 １０ ～ １２ ｈ 采血测空腹血糖、胰岛

素，计算胰岛素抵抗指数 ＝ （空腹胰岛素 × 空腹血

糖） ／ ２２􀆰 ５。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＯＧＴＴ 检查

试验第 ３ 个月末，进行口服葡萄糖耐量试验，按
２􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ剂量经胃管灌注 ５０％ 葡萄糖，以葡萄糖灌

注结束时为零点，于 ０、３０、６０、９０、１２０、１８０ ｍｉｎ 采血

测定血糖。
１􀆰 ２􀆰 ５　 血液生化指标测定

试验结束后取后肢静脉血测定丙氨酸氨基转移

酶、天门冬氨酸氨基转移酶、胆碱酯酶、淀粉酶等血

液生化指标。
１􀆰 ２􀆰 ６　 晨尿尿糖检测

收集动物晨尿后 １ ｈ 内用尿糖试纸测定试验动

物晨尿的尿糖情况。
１􀆰 ２􀆰 ７　 病理检查

将试验动物麻醉后颈动脉放血处死，采集肝脏、
胰腺，４％甲醛固定，常规石蜡切片，ＨＥ 染色，镜检

观察病变情况。
１􀆰 ２􀆰 ８　 数据统计

数据按组别以均数 ±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ）描述，采用

ＳＰＳＳ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ １９􀆰 ０ 进行单因素方差分析（ＡＮＯ⁃
ＶＡ），Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示有统计学差异。

４４６
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２　 结果

２􀆰 １　 Ｌｅｅ 指数

高脂饲养 ２ 个月后，糖尿病模型组和高脂组

Ｌｅｅ 指数显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提示高脂高热

量饮食引发了动物肥胖；糖尿病模型组在 ４ 月末注

射开始消瘦，Ｌｅｅ 指数低于高脂组但仍高于正常对

照组。 （见表 １）。
表 １　 各组 Ｂｅａｇｌｅ 犬不同时期的 Ｌｅｅ 指数（ ｘ－ ± ｓ）

Ｔａｂ． １　 Ｌｅｅ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｅａｇｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

试验前
Ｂｅｆｏｒｅ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２ 个月
２ ｍｏｎｔｈｓ

ＳＴＺ 注射后 １ 月
１ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ
ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ＳＴＺ 注射后 ２ 月
２ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ
ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ＳＴＺ 注射后 ３ 月
３ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ
ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

对照组 Ｃｏｎｔｒｌｏｌ ３０５􀆰 ９８ ± １２􀆰 ７７ ３２１􀆰 ９８ ± １１􀆰 ６４ ３２７􀆰 ６６ ± １２􀆰 ０３ ３３１􀆰 １４ ± １３􀆰 ５７ ３３６􀆰 ２７ ± １５􀆰 ８３
高脂组 ＨＦ ３０８􀆰 ４５ ± １０􀆰 ６９ ３５７􀆰 ８３ ± １５􀆰 １７∗ ３７６􀆰 ４１ ± １４􀆰 ７４∗∗ ３８２􀆰 ２９ ± １６􀆰 ３２∗∗ ３９８􀆰 ７３ ± １３􀆰 ２９∗∗

糖尿病模型组 ＤＭ ３０７􀆰 ９６ ± １０􀆰 ３３ ３５１􀆰 ６７ ± １３􀆰 ４９∗ ３６０􀆰 ７４ ± １９􀆰 ７９∗ ３５３􀆰 ６２ ± １２􀆰 ７４△△ ３４６􀆰 ９６ ± １４􀆰 ９５△

注：与正常对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与高脂对照组相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）
Ｎｏｔｅ：△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌ⁃
ｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ２　 空腹血糖、胰岛素、胰岛抵抗指数

由表 ２ 及图 １、２ 可见，与对照组比较，糖尿病模

型组在 ＳＴＺ 注射后 １ 个月空腹血糖显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＳＴＺ 注射后 ２ 个月略有下降但仍保持在高血

糖状态，ＳＴＺ 注射后 ３ 个月基本稳定，具有较好的持

续稳定性，但高脂组的空腹血糖未见明显变化（Ｐ ＞

０􀆰 ０５）。 高脂组和糖尿病模型组经 ２ 个月高脂饲养

后空腹胰岛素和胰岛抵抗指数显著增高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），产生了胰岛抵抗，糖尿病模型组在 ＳＴＺ 注射

后 １ 个月时空腹胰岛素略有下降，但胰岛抵抗更为

显著。 见表 ２。

表 ２　 各组 Ｂｅａｇｌｅ 犬不同时期的空腹血糖（ＦＢＧ， ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｔａｂ． ２　 Ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｅａｇｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

试验前
Ｂｅｆｏｒｅ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２ 个月
２ ｍｏｎｔｈｓ

ＳＴＺ 注射后 １ 月
１ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ
ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ＳＴＺ 注射后 ２ 月
２ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ
ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ＳＴＺ 注射后 ３ 月
３ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ
ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ５􀆰 １３ ± ０􀆰 ４１ ５􀆰 ０４ ± ０􀆰 ７２ ５􀆰 ３７ ± ０􀆰 ６８ ５􀆰 ２９ ± ０􀆰 ９３ ５􀆰 ３４ ± ０􀆰 ７７
高脂组 ＨＦ ５􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０７ ５􀆰 ７５ ± ０􀆰 ３２ ５􀆰 ９４ ± ０􀆰 ８６ ５􀆰 ８７ ± ０􀆰 ８６ ６􀆰 ０３ ± ０􀆰 ９８

糖尿病模型组 ＤＭ ５􀆰 ０４ ± ０􀆰 ３３ ５􀆰 ５２ ± ０􀆰 ４９ １５􀆰 ７４ ± １􀆰 ７９∗∗△△ １２􀆰 ６２ ± ２􀆰 ７４∗∗△△ １２􀆰 ９６ ± ２􀆰 ９５∗∗△△

图 １　 各组 Ｂｅａｇｌｅ 犬不同时期的空腹胰岛素

Ｆｉｇ． １　 Ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｅａｇｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

２􀆰 ３　 ＯＧＴＴ
造模型 ３ 个月时的 ＯＧＴＴ 检测结果，与对照组

比较，糖尿病模型组各时段的血糖值显著高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而高脂组的糖耐量无明显影响，糖尿病模型

组的糖耐量明显受损，血糖值高于 １１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，且

图 ２　 各组 Ｂｅａｇｌｅ 犬不同时期的胰岛素抵抗指数

Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｅａｇｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

给糖后 ３ ｈ 仍未恢复，见图 ３。
２􀆰 ４　 血液生化指标

试验结束后对照组各项血液生化指标未见显著

变化，与对照组比较，糖尿病模型组和高脂组胆固醇

和低密度脂蛋白胆固醇均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），糖

５４６
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尿病模型组甘油三酯显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），出现明

显的血脂异常；糖尿病模型组丙氨酸氨基转移酶和

天门冬氨酸氨基转移酶显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），淀粉

酶显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；高脂组丙氨酸氨基转移酶

和天门冬氨酸氨基转移酶显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 各

组的胆碱酯酶、尿素和肌酐均无明显差异 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 见表 ３，４。
２􀆰 ５　 晨尿尿糖检测

对照组和高脂组试验期间尿糖检测均为阴性，
糖尿病模型组在 ＳＴＺ 注射后第 ３、４、５ 月的检测结果

均呈“ ＋ ＋ ”或“ ＋ ＋ ＋ ”，提示出现较严重的尿糖。
２􀆰 ６　 病理检查

由图 ４ 显示，对照组胰腺、肝脏以及高脂组胰

腺未见明显病变，糖尿病模型组胰腺腺泡局灶萎

缩，胰岛数量略少，出现一定程度的病变和损伤。
高脂组肝细胞出现广泛脂肪变性，糖尿病模型组

肝细胞明显增大，细胞结构广泛疏松，出现较明显

损伤和病变。

图 ３　 各组 Ｂｅａｇｌｅ 犬糖耐量试验

Ｆｉｇ． ３　 Ｏｒａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ
Ｂｅａｇｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 Ｂｅａｇｌｅ 犬在试验观察期结束后的血脂四项（ ｘ－ ± ｓ， ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｔａｂ． ３　 Ｌｉｐｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｅａｇｌｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

胆固醇
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

甘油三酯
Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ

高密度脂蛋白胆固醇
Ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

低密度脂蛋白胆固醇
Ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ４􀆰 ２６ ± ０􀆰 ５３ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０５ ３􀆰 ３２ ± ０􀆰 １６ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 １８
高脂对照组 ＨＦ ９􀆰 ２１ ± １􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 １３ ３􀆰 １７ ± ０􀆰 ３４ ２􀆰 ３１ ± ０􀆰 ５３∗∗

糖尿病模型组 ＤＭ １１􀆰 ９７ ± ２􀆰 ７３∗∗ ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 ２１∗ ２􀆰 ９２ ± ０􀆰 ５２ ２􀆰 ８６ ± ０􀆰 ５５∗∗

表 ４　 Ｂｅａｇｌｅ 犬在试验观察期结束后的生化指标（ ｘ－ ± ｓ）
Ｔａｂ． ４　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｅａｇｌｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

丙氨酸氨基
转移酶 Ｕ ／ Ｌ

Ａｌａｎｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

天门冬氨酸氨基
转移酶 Ｕ ／ Ｌ
Ａｓｐａｒｔａｔｅ

ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

胆碱酯酶
Ｕ ／ Ｌ

Ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ

尿素
／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｕｒｅａ

肌酐
μｍｏｌ ／ Ｌ

Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ

淀粉酶
Ｕ ／ Ｌ

Ａｍｙｌａｓｅ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３３􀆰 ４６ ±５． ５３ ３１􀆰 ６ ±３． ５ 　 ３７８６ ±６９７􀆰 ８８ ６􀆰 ０４ ±０． ８６ 　 ８２ ±８􀆰 ０５ ８６１􀆰 ７ ±１３５． ０７
高脂对照组ＨＦ ５９􀆰 ２１ ±７． １１∗ ４３􀆰 ５ ±６． ３∗ ３６１３． ２ ±６１８􀆰 ３７ ５􀆰 ４ ±１． ０５ ７９． ２ ±５􀆰 ９７ ８７２􀆰 ３４ ±１０３． １３

糖尿病模型组 ＤＭ ７６􀆰 ９７ ±１２． ７３∗∗△ １１９􀆰 ５２ ±１１． ２∗∗△△ ３７２３． ０４ ±２２３４􀆰 ８３ ５􀆰 ７８ ±０． ９５ ８３． ８２ ±６􀆰 ４５ ６９４􀆰 ６８ ±１３２． ３４∗△

３　 讨论

环境和遗传因素是导致糖尿病发病的主要原

因，国际糖尿病联盟（ ＩＤＦ）认为肥胖是 Ｔ２ＤＭ 发病

的中心环节。 肥胖会引发胰岛素抵抗，出现胰腺 β
细胞胰岛素分泌功能代偿，同时出现高血脂和高血

糖，进一步影响胰腺 β 细胞功能，造成胰岛素分泌

功能失代偿，逐渐发展成糖耐量异常，最后发展为糖

尿病［３，４］。 研究证明，利用高脂饲养诱发胰岛素抵

抗后再结合 ＳＴＺ 注射破坏胰腺 β 细胞复制的 Ｔ２ＤＭ
动物模型发病机制类似于人类 Ｔ２ＤＭ，成模率高、稳
定、重复性好。 因此高脂饲养结合 ＳＴＺ 注射成为目

前 Ｔ２ＤＭ 动物模型构建较为经典的方法之一，而高

脂饮食的设计和 ＳＴＺ 给药剂量的选择对造模成功

与否尤为关键［５，６］。
本研究应用高脂饲养诱导 Ｂｅａｇｌｅ 犬出现胰岛

素抵抗并伴发高血脂症，联合 ２２ ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ 注射成

功诱导 Ｂｅａｇｌｅ 犬糖尿病模型，造模成功率达 ９ ／ １０。
临床特征观察结果显示，糖尿病模型组和高脂组经

过 ２ 个月高脂饲养 Ｌｅｅ 指数显著增高，出现高胆固

醇和高低密度脂蛋白，说明出现了脂代谢紊乱；空腹

胰岛素水平提高，胰岛抵抗指数增大，提示出现了胰

岛素抵抗。 ＳＴＺ 注射后糖尿病模型组空腹血糖 ＞
７􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，且持续 ３ 个月维持在高血糖水平；ＯＧ⁃
ＴＴ 试验模型组 ３ ｈ 血糖 ＞ １１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，且 ３ ｈ 未恢

复；空腹胰岛素水平虽然有一定程度下降，但胰岛抵

６４６
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抗显著增加；胰腺组织病理学检查，胰腺组织出现一

定程度的损伤和病变。
本次试验构建的 Ｂｅａｇｌｅ 犬具备高血糖，尿糖

阳性，高胰岛素症，血脂异常等典型的人类 Ｔ２ＤＭ
特 征， 说 明 成 功 构 建 了 Ｂｅａｇｌｅ 犬 Ｔ２ＤＭ 模

型 ［７ － １０］ 。 此外，胰腺 ＨＥ 染色显示胰腺损伤和病

变略比预期严重，提示 ＳＴＺ 给药剂量可能偏高，
下一步研究将延长高脂饲养时间并在现基础上

略降 ＳＴＺ 给药剂量，探索更适宜的高脂饮食设计

和 ＳＴＺ 给药剂量。

注：ａ． 对照组胰腺； ｂ． 高脂组胰腺； ｃ． 糖尿病模型组胰腺； ｄ． 对照组肝脏； ｅ． 高脂组肝脏； ｆ． 糖尿病模型组肝脏。

图 ４　 Ｂｅａｇｌｅ 犬胰腺、肝脏组织 ＨＥ 染色结果（ × ５６０）
Ｎｏｔｅ：ａ． Ｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｄｏｇ． ｂ． Ｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆ ａ ｄｏｇ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ； ｃ． Ｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆ ａ ｄｏｇ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐ；

ｄ． Ｌｉｖｅｒ ｏｆ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｄｏｇ． ｅ． Ｌｉｖｅｒ ｏｆ ａ ｄｏｇ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ． ｆ． Ｌｉｖｅｒ ｏｆ ａ ｄｏｇ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐ．
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高脂高铁致大鼠肝纤维化模型的初探
何宏星１，陈洁２∗，黄芳２，王成艳１，林艳婷１，华逸凡２

（１． 福建医科大学动物中心，福州　 ３５０１０８；２． 福建医科大学公共卫生学院，福州　 ３５０１０８）

　 　 【摘要】 　 目的　 验证铁是否能够加速大鼠肝脏纤维化的进程。 方法　 大鼠分为对照组、高脂组、高铁组、高
脂高铁组、高脂去铁组，每组 ２４ 只。 分别自由摄取普通饲料和高脂饲料的同时，高铁组、高脂高铁组大鼠隔天肌注

右旋糖酐铁 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ；高脂去铁组大鼠处死前一个月尾静脉注射甲磺酸去铁铵 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ，３ 次 ／周；干预第 ４、５、６ 月

分别选取 ８ 只大鼠，检测透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＨＡ）、Ⅳ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ ＩＶ，ＣＯＬ⁃ＩＶ）、层粘连蛋白（ｌａｍｉｎｉｎ，
ＬＮ）、ＩＩＩ 型前胶原（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩＩ，ＰＣ ＩＩＩ）；Ｍａｓｓｏｎ 染色观测肝脏病理改变。 结果　 干预第 ５ 个月高脂高铁组 ＨＡ 水

平高于对照组与高脂组；第 ６ 个月高脂高铁组 ＣＯＬ⁃ＩＶ、ＬＮ 水平高于高脂组，干预第 ６ 月高脂高铁组血清 ＰＣ ＩＩＩ 水
平达到高脂饲料组的 １􀆰 ６３ 倍。 第 ６ 个月高脂高铁组肝脏标本 Ｍａｓｓｏｍ 染色见显著的胶原沉积，但其他组未见胶原

沉积。 结论　 铁可加速高脂所致的大鼠肝脏纤维化进程。
【关键词】 　 肝纤维化；大鼠；高脂；铁
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　 　 肝纤维化是乙型肝炎等慢性肝病向肝硬化发展

的一个必经的漫长病理过程，改善或者稳定肝纤维

化的程度对慢性肝病的治疗，预防肝硬化、肝癌具有

重要的临床意义。 目前肝纤维化的发生机制尚未完

全阐明。
研究表明，过量的脂肪摄入可引起脂肪变性，继

而引发炎症和 ／或纤维化。 随着生活水平的不断提

高，与糖尿病、肥胖、高脂血症等代谢综合征相关的

非酒精性脂肪性肝炎（ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，
ＮＡＳＨ）的发病日益增多。 其发病初期较为隐匿，无
典型的临床症状，但其将逐渐发展为肝纤维化，是非

饮酒者发生肝硬化甚至肝癌的重要原因之一［１，２］。
目前尚缺乏一个较好的 ＮＡＳＨ 致肝纤维化动物模

型，因而对 ＮＡＳＨ 并发肝纤维化的机制也缺乏深入

研究。 本研究希望通过给予高铁从而加速高脂大鼠

肝纤维化的进程并探讨其机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物及饲料

清洁级雄性 ＳＤ 大鼠 １２０ 只，体重 ２００ ～ ２２０ ｇ，
均来自福建医科大学实验动物中心 【 ＳＣＸＫ（闽）
２０１２ － ０００１】，由福建医科大学实验动物中心饲养

【ＳＹＸＫ（闽）２０１２ － ０００１】，昼夜节律 １２ ｈ ／ １２ ｈ。 高

脂饲料配方为：玉米 ２２􀆰 ２％ 、小麦 １０􀆰 ０％ ，鸡肉粉

２５􀆰 ０％ ，动物预混料 ４􀆰 ０％ ，石粉 ０􀆰 ３％ ，多维 ０􀆰 ３％ ，
蔗糖 ２０􀆰 ０％ ， 猪油 １５􀆰 ０％ ， 胆固醇 １􀆰 ０％ ， 胆盐

０􀆰 ２％ ，食盐 ０􀆰 ０２％ ；普通饲料为啮齿类动物标准颗

粒饲料（委托江苏协同医药生物工程有限责任公司

制作）。 本实验所有操作均符合中华人民共和国

《实验动物管理条例》。
１􀆰 ２　 主要实验试剂和设备

右旋糖酐铁注射液（ ｉｒｏｎ ｄｅｘｔｒａｎ）：广西化工研

究院；甲磺酸去铁铵（ ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ ｍｅｓｙｌａｔｅ）：瑞士

诺华制药；ＩＩＩ 型前胶原 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒、ＩＶ 型胶

原 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒、层粘连蛋白 ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒、透明质酸酶 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒：武汉基因美生

物科技有限公司；Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒：福州 ｐｈｙｇｅｎｅ
生物科技有限公司。

电子天平（ＢＳ２２４ｓ）：赛多利斯科学仪器（北）有
限公司；４℃低温冰箱：中国海尔集团； － ８０℃超低温

冰箱：美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；电脑生物组织自动脱水机：
孝感市宏业医用仪器有限公司；生物组织包埋机：孝
感市宏业医用仪器有限公司；组织摊片机：德国 Ｓｌｅｅ

公司；全自动轮转式切片机 ＲＭ２２５５：德国徕卡仪器

有限公司；图像分析显微镜：日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司。
１􀆰 ３　 实验步骤

适应性喂养 ３ ｄ 后，将大鼠按照体重区组随机

分为以下五组：对照组、高脂组、高铁组、高脂高铁

组、高脂去铁组，每组 ２４ 只。 对照组、高铁组大鼠自

由摄食正常饲料；高脂组、高脂高铁组、高脂去铁组

大鼠自由摄食高脂饲料；高铁组、高脂高铁组大鼠隔

天选择大鼠后腿肌注右旋糖酐铁 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ，左右侧

后腿替换；高脂去铁组大鼠处死前一个月尾静脉注

射甲磺酸去铁铵，每次 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ，３ 次 ／周；干预第

４、５、６ 月各组分别选取 ８ 只大鼠，称量体重，以 ３０
ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴比妥钠麻醉大鼠，腹主动脉取血，血液静

置 １ ｈ 后，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，制备血清；颈椎

脱臼处死大鼠，解剖，获取肝脏。
称量肝重，计算肝体比，肝体比 ＝ （肝脏湿重 ／

体重） × １００。 测定血清透明质酸（ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ，
ＨＡ）、Ⅳ型胶原（ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ ＩＶ，ＣＯＬ⁃ＩＶ）、层粘连

蛋白（ ｌａｍｉｎｉｎ， ＬＮ）、 ＩＩＩ 型前胶原 （ Ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩＩ，
ＰＣＩＩＩ）；检测按照相关试剂盒说明书操作。 取大鼠

肝脏右叶，常规固定、脱水、包埋、切片，Ｍａｓｓｏｎ 染色

观察病理变化。
１􀆰 ４　 统计学处理

实验结果采用均数 ± 标准差（ ｘ－ ± ｓ）表示。 应

用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行统计处理，多组间均数差异

性比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）、
ＬＳＤ 检验（方差齐性）和 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ（方差不齐）。
分析比较各实验组之间差异显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差

异有显著性。 检验水准 α ＝ ０􀆰 ０５，所有分析结果取

双侧 Ｐ 值，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。 干预时间

与组别之间的协同关系检验采用重复测量检验。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

对照组大鼠毛色有光泽，活泼好动，食量正常；
高铁组、高脂高铁组大鼠耳缘及黏膜色泽加深，高脂

组、高脂高铁组、高脂去铁组大鼠体毛发黄，油腻，行
动较为迟缓。
２􀆰 ２　 不同干预时间各组大鼠肝体比的变化

干预时间影响大鼠肝体比值（Ｆ ＝ ３４􀆰 ０００，Ｐ ＝
０􀆰 ００１），干预时间和处理因素之间存在着协同效应

（Ｆ ＝ ７０􀆰 ０００，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
干预 ４、５ 个月后，较之对照组，高脂组、高脂高

９４６
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铁组和高脂去铁组的肝体比值均上升，差异有显著

性（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）；而干预 ６ 个月后，高脂高铁组的肝

体比下降，与高脂组相比，高脂高铁组肝体比值下

降，差异有显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ０１５）。 见表 １。
表 １　 不同干预时间各组肝体比的变化（％ ， ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）

Ｔａｂ． １　 Ｌｉｖｅｒ ／ ｂｏｄｙ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

４ 个月
４ｔｈ ｍｏｎｔｈ

５ 个月
５ｔｈ ｍｏｎｔｈ

６ 个月
６ｔｈ ｍｏｎｔｈ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３􀆰 ５２１ ± ０􀆰 １０１ ３􀆰 ５９４ ± ０􀆰 ２１４ ３􀆰 ６０９ ± ０􀆰 １６４
高脂组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ３􀆰 ７２８ ± ０􀆰 １７４∗ ４􀆰 ０２１ ± ０􀆰 １９２∗ ４􀆰 ０７６ ± ０􀆰 １４８∗

高铁组 Ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ３􀆰 ６７４ ± ０􀆰 ２２８ ３􀆰 ７４０ ± ０􀆰 ２０２＃ ３􀆰 ７８８ ± ０􀆰 １０５＃

高脂高铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ４􀆰 ０６９ ± ０􀆰 ２１０∗＃△ ４􀆰 ０６９ ± ０􀆰 １９３∗ △ ３􀆰 ４５１ ± ０􀆰 ３６８＃

高脂去铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｉｒｏｎ ３􀆰 ８６１ ± ０􀆰 １６１∗ ※ ４􀆰 ０１１ ± ０􀆰 ２１２∗ △ ４􀆰 ０１５ ± ０􀆰 ２９２※

注：∗表示与对照组相比较，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；＃表示与高脂组相比较，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；△表示与高铁组相比较，差异有显著性
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；※表示与高脂高铁组相比较，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （下表同）。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｈａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；＃ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｓ ｓｔａ⁃
ｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；△ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｈａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）※ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｌｉｐ⁃
ｉｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ） ．

２􀆰 ３　 大鼠肝脏纤维化血清相关指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 大鼠肝脏纤维化指标 ＨＡ 的结果

干预时间对 ＨＡ 的水平有影响（Ｆ ＝ ２７２􀆰 ００３，Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）；干预时间与不同的处理因素之间具有协

同效应（Ｆ ＝ ８􀆰 １３９，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；干预 ５ 个月后，高脂

高铁组 ＨＡ 的水平与对照组、高脂组、高铁组比较，
差异有显著性（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０１）；干预 ６ 个月后，高脂高

铁组 ＨＡ 水平持续升高，而高脂组、高铁组、高脂高

铁组，高脂去铁组的 ＨＡ 水平亦升高，与对照组相比

较，差异均具有显著性（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 ２。

２􀆰 ３􀆰 ２　 大鼠肝脏纤维化指标 ＣＯＬ⁃Ⅳ的结果

根据重复测量结果显示：干预时间对 ＣＯＬ⁃ＩＶ
的水平有影响（Ｆ ＝ ９􀆰 ０２７，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；干预时间与

不同的处理因素之间不具有协同效应（Ｆ ＝ １􀆰 ３７２，Ｐ
＝ ０􀆰 ２２４）；干预 ５ 个月后，较之对照组，高脂组、高铁

组、高脂高铁组 ＣＯＬ⁃ＩＶ 的水平升高，差异均有显著

性（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１，Ｐ ＝ ０􀆰 ００５，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；干预 ６ 个月

后，高脂高铁组的 ＣＯＬ⁃ＩＶ 水平均持续升高；较之高

脂组、高铁组，高脂高铁组 ＣＯＬ⁃ＩＶ 水平上升，差异

均具有显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ００３，Ｐ ＝ ０􀆰 ００５）。 见表 ３。
表 ２　 不同干预时间各组大鼠血清 ＨＡ 值的变化（ｎｇ ／ Ｌ， ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）

Ｔａｂ． ２　 Ｓｅｒｕｍ ＡＳＴ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ ４， ５ ａｎｄ ６ ｍｏｎｔｈｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

４ 个月
４ｔｈ ｍｏｎｔｈ

５ 个月
５ｔｈ ｍｏｎｔｈ

６ 个月
６ｔｈ ｍｏｎｔｈ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ２８２􀆰 ７２６ ± ４９􀆰 ００４ ３３２􀆰 ８９３ ± ２５􀆰 １８８ ３８８􀆰 ５１４ ± ２１􀆰 ０９２
高脂组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ３２７􀆰 ０１６ ± ３４􀆰 ５９０ ３７６􀆰 ９９３ ± ６６􀆰 ５５５ ５２８􀆰 ２１６ ± ６４􀆰 １９６∗

高铁组 Ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ３３０􀆰 ９２８ ± ４３􀆰 １０７ ３３６􀆰 ２２４ ± ２８􀆰 ７８４ ５０３􀆰 ３０８ ± ３５􀆰 １９５∗

高脂高铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ３２３􀆰 ０４９ ± ６５􀆰 ０８９ ４３８􀆰 ４１２ ± ４１􀆰 １４７∗＃△ ５８３􀆰 ３１７ ± ２５􀆰 ６４０∗ △

高脂去铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｉｒｏｎ ２７４􀆰 １５９ ± ６３􀆰 ７８０△ ３０５􀆰 ５５７ ± ６５􀆰 ２１７＃※ ５３３􀆰 ７８３ ± ４７􀆰 ６４６∗

表 ３　 不同干预时间各组大鼠血清 ＣＯＬ⁃Ⅳ值的变化（μｇ ／ Ｌ， ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ３　 Ｓｅｒｕｍ ＣＯＬ⁃ＩＶ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ ４， ５ ａｎｄ ６ ｍｏｎｔｈｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

４ 个月
４ｔｈ ｍｏｎｔｈ

５ 个月
５ｔｈ ｍｏｎｔｈ

６ 个月
６ｔｈ ｍｏｎｔｈ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３９􀆰 ０８５ ± ６􀆰 ７１８ ３８􀆰 ４４３ ± ９􀆰 ３５２ ４２􀆰 ０７７ ± ７􀆰 ６８５
高脂组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ４４􀆰 ３１６ ± １４􀆰 ６７４ ５８􀆰 ８８７ ± １０􀆰 ３９９∗ ５８􀆰 ７７５ ± １１􀆰 ８８１∗

高铁组 Ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ４２􀆰 ７５０ ± １０􀆰 ０６８ ５４􀆰 ３９１ ± ８􀆰 １８０∗ ５９􀆰 ８９８ ± ９􀆰 ４２５∗

高脂高铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ５７􀆰 １５３ ± １６􀆰 ３１１∗ △ ６４􀆰 ０４５ ± ９􀆰 ３４６∗ ７４􀆰 ６９９ ± １３􀆰 ２０６∗＃△

高脂去铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｉｒｏｎ ４５􀆰 ４３３ ± １６􀆰 １５５ ４３􀆰 ６９６ ± １４􀆰 ９２３＃※ ４６􀆰 ６９２ ± ５􀆰 ９９９＃△ ※

２􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠肝脏纤维化指标 ＬＮ 的结果

根据重复测量结果显示：干预时间对 ＬＮ 的水

平有影响（Ｆ ＝ ２３􀆰 ５０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；干预时间与不同

的处理因素之间具有协同效应 （ Ｆ ＝ ４􀆰 ２５９，Ｐ ＜
０􀆰 ００１）；干预 ６ 个月后，与对照组相比较，高脂组、高

脂高铁组的 ＬＮ 水平均升高，差异均有显著性（Ｐ ＝
０􀆰 ０１１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 较之高脂组，高脂高铁组 ＬＮ 水

平升高显著，差异有显著性 （ Ｐ ＝ ０􀆰 ００２５， Ｐ ＝
０􀆰 ００７）。 见表 ４。
２􀆰 ３􀆰 ４　 大鼠肝脏纤维化指标 ＰＣⅢ的结果
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根据重复测量结果显示：干预时间对 ＰＣＩＩＩ 的

水平有影响（Ｆ ＝ ３４􀆰 ０００，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；干预时间与不

同的处理因素之间具有协同效应（Ｆ ＝ ７０􀆰 ０００，Ｐ ＜
０􀆰 ００１）；干预 ４ 个月，与高脂组、高铁组相比，高脂高

铁组 ＰＣＩＩＩ 值分别上升了 ５５􀆰 ４２％ 、６０􀆰 ８２％ ，差异有

显著性（Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ００１）；干预 ５ 个月，与高脂组相比，

高脂高铁组 ＰＣＩＩＩ 值上升了 ２５􀆰 ５２％ ；与高铁组相

比，高脂高铁组 ＰＣＩＩＩ 值的上升，差异也有显著性（Ｐ
均 ＜ ０􀆰 ００１）；干预 ６ 个月后，较之高脂组，高脂高铁

组 ＰＣＩＩＩ 值上升了 ６３􀆰 ４２％ ，差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１，Ｐ ＝ ０􀆰 ００６）；与高铁组相比，高脂高铁组 ＰＣ
ＩＩＩ 值的上升，差异有显著性。 见表 ５。

表 ４　 不同干预时间各组大鼠血清 ＬＮ 值的变化（μｇ ／ Ｌ， ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ４　 Ｓｅｒｕｍ ＬＮ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ ４， ５ ａｎｄ ６ ｍｏｎｔｈｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

４ 个月
４ｔｈ ｍｏｎｔｈ

５ 个月
５ｔｈ ｍｏｎｔｈ

６ 个月
６ｔｈ ｍｏｎｔｈ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ４０５􀆰 ３７６ ± １１１． ９９２ ３８８􀆰 ５２６ ± ８６． ５８２ ４２２􀆰 ６２５ ± ７７． ５８６
高脂组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ３８３􀆰 １６４ ± ５６． ４２９ ４２１􀆰 ９８７ ± ７９． １７３ ５４８􀆰 ８５５ ± １３０． ４６７∗

高铁组 Ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ３８０􀆰 ７４５ ± ７１． １２６ ４１６􀆰 １８１ ± ７１． ０６４ ４６０􀆰 ０９６ ± ９２． ６４４
高脂高铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ３７１􀆰 １９５ ± ８３． ９０７ ４３７􀆰 ８７６ ± １１１． １６５ ６５８􀆰 ０２６ ± ８２． ８７７∗＃△

高脂去铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｉｒｏｎ ３７３􀆰 ２４５ ± ４９． ２３３ ４０６􀆰 ５８３ ± ６６． ６３０ ４１５􀆰 ９９８ ± ７１． ５３４＃

表 ５　 不同干预时间各组大鼠血清 ＰＣＩＩＩ 值的变化（ｎｇ ／ Ｌ， ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ５　 Ｓｅｒｕｍ ＰＣＩＩＩ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ ４， ５ ａｎｄ ６ ｍｏｎｔｈｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

４ 个月
４ｔｈ ｍｏｎｔｈ

５ 个月
５ｔｈ ｍｏｎｔｈ

６ 个月
６ｔｈ ｍｏｎｔｈ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３４９􀆰 １８９ ± ３１􀆰 ４６２ ４００􀆰 ７７５ ± ２４􀆰 ９７２ ３９３􀆰 １２４ ± ２５． １７０
高脂组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ４７５􀆰 ０５６ ± ６０􀆰 ２３８∗ ６８３􀆰 ８１７ ± ４０􀆰 １９７∗ ９１１􀆰 ５１５ ± ９７． ９４９∗

高铁组 Ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ４５９􀆰 ０８６ ± ４５􀆰 ４６０∗ ６７１􀆰 ７１９ ± ５０􀆰 ６１４∗ ８２６􀆰 ５５０ ± ８７． ９２１∗

高脂高铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ７３８􀆰 ２９７ ± ４６􀆰 ９４４∗＃△ ８５８􀆰 ２９５ ± ５５􀆰 ４６６∗＃△ １４８９􀆰 ６３１ ± ６５． ５６６∗＃△

高脂去铁组 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｉｒｏｎ ４８１􀆰 １８５ ± ４１􀆰 ９５４∗※ ５５６􀆰 ３０７ ± ５９􀆰 ８３９∗＃△※ ７７７􀆰 ４６９ ± １３８． ２３０∗＃※

２􀆰 ４　 大鼠肝脏病理检测

２􀆰 ４􀆰 １　 肝脏大体病理情况

干预 ４、５、６ 个月后，正常组大鼠肝脏色泽红润，
表面光滑无结节，质地柔软，肝脏边缘锐利。 干预

４、５ 个月后，高铁组大鼠肝脏颜色加深，表面无结

节，干预 ６ 个月后，个别大鼠肝脏肝叶边缘有灶状颜

色变浅，质地变硬；高脂组与高脂去铁组干预 ４、５、６
个月大鼠肝脏体积增大，肝叶变厚，颜色变浅发黄，
质地饱满，肝脏边缘变钝，切面油腻，未见结节与灶

状改变。 高脂高铁组干预 ４、５ 个月后，大鼠肝脏体

积变大，肝叶变厚，色泽变深，颜色介于高铁组与高

脂组之间，质地变硬，表面可见细小的颗粒状结构；
干预 ６ 个月后，肝脏体积变小，色泽较干预 ４、５ 个月

变浅，肝脏质地进一步变硬，表面更为粗糙，有 ５ 只

大鼠的肝脏可见灶状的纤维化病变。
２􀆰 ４􀆰 ２　 肝脏 Ｍａｓｓｏｎ 染色病理情况

干预 ４、５、６ 个月后，对照组大鼠肝脏肝小叶结

构正常，可见肝索结构，血管壁可见少量胶原纤维。
高脂组、高脂去铁组干预后可见肝小叶结构紊

乱，肝脏细胞广泛性的脂肪变性、呈现空泡状，细胞

核被挤占至细胞边缘，可见肝脏细胞的坏死，伴有较

多的炎性细胞浸润。

高铁组干预 ４、５ 个月后，可见肝细胞的坏死，伴
有较多的炎性细胞浸润，可见棕黄色较为粗大的折

光颗粒—含铁血黄素颗粒，胶原纤维仍然局限于血

管壁周围；干预 ６ 个月后，肝索结构中可见胶原纤维

的沉积。
高脂高铁组大鼠病理标本镜下可见肝脏细胞广

泛性的脂肪变性及含铁血黄素颗粒，干预 ５ 个月出

现少量蓝色胶原染色，多集中于汇管区， 随着干预

时间的延长，干预 ６ 个月后，肝脏沉积的胶原逐渐增

多，汇管区扩大，较粗的纤维间隔形成，并向外延伸

分隔肝小叶。 见图 １。

３　 讨论

肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ）的激活

是肝纤维化形成的关键。 激活的星状细胞，合成大

量的 胶 原、 蛋 白 多 糖 和 糖 蛋 白 的 细 胞 外 基 质

（ＥＣＭ）。 检测各种 ＥＣＭ 及其代谢产物在血清中的

含量有助于判断肝纤维化的程度。 本次研究提示干

预 ４、５、６ 个月后，高脂高铁组的血清肝纤维化指标

ＨＡ、ＣＯＬ⁃ＩＶ、ＬＮ、ＰＣＩＩＩ 较之单纯高脂组及单纯高铁

组均有明显的上升；医学界推荐肝脏病理检测是肝

脏纤维化诊断的“金标准” ［３，４］，纤维化的发生和程

１５６



中国实验动物学报 ２０１６ 年 １２ 月第 ２４ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４􀆰 Ｎｏ． ６

注：ａ１：对照组（干预 ４ 个月）；ａ２：对照组（干预 ５ 个月）；ａ３：对照组（干预 ６ 个月）。
ｂ１：高脂组（干预 ４ 个月）；ｂ２：高脂组（干预 ５ 个月）；ｂ３：高脂组（干预 ６ 个月）。
ｃ１：高铁组（干预 ４ 个月）；ｃ２：高铁组（干预 ５ 个月）；ｃ３：高铁组（干预 ６ 个月）。

ｄ１：高脂高铁组（干预 ４ 个月）；ｄ２：高脂高铁组（干预 ５ 个月）；ｄ３：高脂高铁组（干预 ６ 个月）。
ｅ１：高脂去铁组（干预 ４ 个月）；ｅ２：高脂去铁组（干预 ５ 个月）；ｅ３：高脂去铁组（干预 ６ 个月）。

图 １　 不同干预时间各组大鼠肝脏镜下病理结构图（ × ４００）
Ｎｏｔｅ． ａ１： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ４ｔｈ ｍｏｎｔｈ； ａ２： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ５ｔｈ ｍｏｎｔｈ； ａ３： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ６ｔｈ ｍｏｎｔｈ；
ｂ１： Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｇｒｏｕｐ， ４ｔｈ ｍｏｎｔｈ； ｂ２： Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｇｒｏｕｐ， ５ｔｈ ｍｏｎｔｈ； ｂ３： Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｇｒｏｕｐ， ６ｔｈ ｍｏｎｔｈ；

ｃ１： Ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ４ｔｈ ｍｏｎｔｈ； ｃ２： Ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ５ｔｈ ｍｏｎｔｈ； ｃ３： Ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ６ｔｈ ｍｏｎｔｈ；
ｄ１： Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ４ｔｈ ｍｏｎｔｈ； ｄ２： Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ５ｔｈ ｍｏｎｔｈ；

ｄ３： Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ６ｔｈ ｍｏｎｔｈ； ｅ１： Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ４ｔｈ ｍｏｎｔｈ；
ｖｅ２： Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ５ｔｈ ｍｏｎｔｈ； ｅ３： Ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｉｒｏｎ ｇｒｏｕｐ， ６ｔｈ ｍｏｎｔｈ．

Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ ４， ５， ６ ｍｏｎｔｈｓ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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度主要依据胶原纤维染色来进行判定。 Ｍａｓｓｏｎ 染

色是胶原纤维染色中最经典的一种方法，高脂高铁

组镜下除了可见棕黄色的含铁血黄素颗粒外，干预

６ 个月后，肝脏可见大量的蓝色胶原纤维的沉积，部
分肝脏出现较粗的纤维间隔，并向外延伸分隔肝小

叶，结合大体标本可见的肝脏体积缩小，质地变硬，
表面粗糙，出现细小的颗粒状结构，而其他各组未出

现如此典型的病理改变，上述结果均说明高脂高铁

组发生了肝脏纤维化，且其程度较其他干预组更为

显著。 Ｐａｄｄａ 研究［５］认为高脂引起的铁代谢紊乱不

足以加速肝脏纤维化，这与本研究在前期预实验阶

段干预 １２ 周未见肝纤维化表现相似，故将干预时间

延长，干预 ２４ 周后，出现明显的肝纤维化改变；目前

肝纤维化动物模型的造模方法主要有以下几种［６］：
四氯化碳、半乳糖胺、乙醇、二甲基亚硝胺等化学物

质诱导肝纤维化；以人血清白蛋白、猪血清白蛋白、
牛血清白蛋白等异种血清诱导免疫性肝纤维化模型

和胆总管结扎制造胆汁性肝纤维化模型。 在高脂膳

食的同时给予铁剂补充的复合造模方式较之上述造

模方式，其与人类营养代谢紊乱相关的非酒精性肝

炎致肝纤维化的病理过程更为贴近，且造模方法简

单，动物死亡率低，为研究 ＮＡＳＨ 引发肝纤维化的机

制提供良好动物模型。
甲磺酸去铁胺作为铁中毒的解毒剂，与 Ｆｅ３ ＋ 形

成络合物将铁排出体外［５］。 ２１９ 例 β⁃地中海贫血病

人通过三年或以上去铁药物 ｄｅｆｅｒａｓｉｒｏｘ 的治疗，可
以逆转或稳定肝纤维化［６］。 高脂去铁组在高脂饲

料喂养的同时，我们以甲磺酸去铁胺作为去铁的处

理手段，从血清肝纤维化指标来看，甲磺酸去铁胺的

确具有一定的抗纤维化作用。
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􀦋􀦋研究报告

苯污染对大鼠肝肾功能及血核苷酸水平的影响
俞发荣，杨博，李登楼，张诗爽，薛源，连秀珍，谢明仁∗

（甘肃省证据科学技术研究与应用重点实验室　 甘肃政法学院， 兰州　 ７３００７０）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索苯对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠肝肾功能及血核苷酸水平的影响。 方法　 给予 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠不同浓度苯

２１ ｄ，用全自动生化仪检测血液不同成分的水平，用酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）检
测血液中环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）、环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）和热休克蛋白 － ７０（ＨＳＰ⁃７０）的水平。 结果　 给予 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠

不同苯剂量 ０􀆰 １９、０􀆰 ３８、０􀆰 ７６ ｇ ／ （ ｋｇ·ｂｗ），连续 ２１ ｄ，动物血浆中总胆红素水平比对照组升高了 １３４􀆰 ４０％ 、
１７３􀆰 ６３％ 、２５４􀆰 ７５％ ，谷草转氨酶升高了 ７０􀆰 ７６％ 、８５􀆰 ４４％ 、１０６􀆰 ６１％ ，肌酐升高了 ２４􀆰 ５４％ 、６７􀆰 ４６％ 、８４􀆰 ５０％ ，肌酸

激酶升高了 １５１􀆰 ３５％ 、１８０􀆰 ８５％ 、２４５􀆰 ５４％ ，尿素［０􀆰 ３８、０􀆰 ７６ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）组］升高了 ０􀆰 ４８％ 、２３􀆰 ４３％ ；丙氨酸转移酶

水平超过了检测值上限，均为 １１８５􀆰 ６０％ ；ｃＡＭＰ 水平比对照组升高了 ４１􀆰 ８４％ 、２６４􀆰 ０２％ 、３１４􀆰 ２３％ ，ｃＧＭＰ 升高了

３１􀆰 ２９％ 、４０􀆰 ４６％ 、２７２􀆰 １４％ ，ＨＳＰ⁃７０ 升高了 ８２􀆰 １１％ 、１８７􀆰 ３７％ 、１４８４􀆰 ２１％ ；淀粉酶水平比对照组分别降低了

６２􀆰 ０３％ 、６３􀆰 ６６％ 、６４􀆰 ４５％ 。 结论　 苯污染使血液中 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 比值发生变化，引起新陈代谢的紊乱，导致肝

肾功能损伤或病变。
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ｔｈａｔ ｂｅｎｚｅｎｅ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｃＡＭＰ ａｎｄ ｃＧＭＰ ｒａｔｉｏ， ｃａｕｓｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｅｖｅｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｂｅｎｚｅｎｅ； Ｂｌｏｏｄ； ｃＡＭＰ； ｃＧＭＰ； ＨＳＰ⁃７０； Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＸＩＥ Ｍｉｎ⁃ｒｅｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｍｒ７６００＠ ｇｓｌｉ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 据世界卫生组织（ＷＴＯ）调查报告结果，世界

３０％新建和重建的建筑物中均发现有苯，苯污染被

世界卫生组织列为人类健康的十大危害之一［１］。
近年来，发展中国家有近 ３００ 万例死亡可能由室内

空气污染所致，全球约 ４％ 的疾病与室内环境有

关［２］。 鉴于苯污染的社会普遍性和对健康的严重

危害性，在提倡绿色生活、低碳环境的同时，加强预

防保护措施更为必要。 为了探索苯污染对人类健康

的影响及其机制，用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠为实验对象，对苯

的毒性作用进行了实验研究，为苯的合理应用、研究

预防苯污染中毒和环境治理提供实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠 ４０ 只，体重 １８０ ～ １９０
ｇ，购于甘肃省中医学院科研实验中心【ＳＣＸＫ （甘）
２０１５ － ０００１】。 全部实验均在甘肃省证据科学技术

研究与应用重点实验室 ＳＰＦ 级动物实验室完成

【ＳＹＸＫ （甘）２０１５ － ０００６】。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂和仪器

苯：分析纯 Ａ． Ｒ，天津市东丽区天大化学试剂

厂生产，实验时用菜籽油稀释成所需浓度； 金龙鱼

菜籽油： 陕西省咸阳市兴平食品工业园生产；
ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、ＨＳＰ⁃７０ 试剂盒：上海生物科技开发公

司生产；生化分析仪：ＳＭＴ⁃１００ＶＥＴ，成都斯马特科技

有限公司生产；离心机，Ｍｉｎｉｒ１２Ｋ，湖南湘立科学仪

器有限公司生产；酶标仪：Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＭＫ３ 型

酶标仪，赛默飞世尔 （上海） 仪器有限公司生产；
３７℃电热恒温培养箱：ＨＨ． ＢＬＬ． ３６０⁃Ｓ⁃ＩＩ，上海跃进

医疗器械厂生产；移液器：０􀆰 １ － １０ μＬ，５ － ５０ μＬ，
１００ － ２００ μＬ， Ｔｒａｎｓｆｅｒｐｅｔｔｅｓ 产品。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组和给药

将 ４０ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为 ４ 组，每组 １０ 只。
按苯对大鼠半数致死量 ＬＤ５０ ３􀆰 ８０ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）的 １ ／
５、１ ／ １０、１ ／ ２０ 给药量分组。 低剂量组： 灌胃（ ｉｇ）苯

０􀆰 １９ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）；中剂量组：ｉｇ 苯 ０􀆰 ３８ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）；
高剂量组：ｉｇ 苯 ０􀆰 ７６ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）；对照组：给予等量

的菜籽油。 每天称重，观察动物活动状态，连续给药

２１ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物血液采集检测

末次给药后次日，乙醚吸入麻醉，打开胸腔，从
心脏左心室抽血，入 ＥＤＴＡ 管中，离心 ２０００ ｒ ／ ｍｉｎ，
１５ ｍｉｎ，取血浆，用全自动生化仪测血液成分，用
ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、ＨＳＰ⁃７０ 试剂盒检测其含量。
１􀆰 ２􀆰 ３　 统计学处理

实验数据采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计学处

理。 苯对动物血液成分水平的影响用百分比表示，
组间差异采用单因素方差分析，用均数 ± 标准差（􀭰ｘ
± ｓ）表示，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 动物的一般状况

给药第 ７ 天后，０􀆰 ３８、０􀆰 ７６ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）动物出现

活动迟缓，体重减轻，体毛失去光泽、倒竖。
２􀆰 ２　 苯对大鼠血液成分水平影响的检测结果

连续给予 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠苯 ０􀆰 １９、０􀆰 ３８、０􀆰 ７６ ｇ ／ （ｋｇ
·ｂｗ）２１ ｄ，采血检测， 动物血总胆红素水平比对照

组分别升高了 １３４􀆰 ４０％ 、１７３􀆰 ６３％ 、２５４􀆰 ７５％ ，谷草

转氨酶分别升高了 ７０􀆰 ７６％ ，８５􀆰 ４４％ ，１０６􀆰 ６１％ ，各
组丙氨酸转移酶水平超过了检测值上限，均为

１１８５􀆰 ６０％ ，肌酐 分 别 升 高 了 ２４􀆰 ５４％ 、 ６７􀆰 ４６％ 、
８４􀆰 ５０％ ， 肌 酸 激 酶 分 别 升 高 了 １５１􀆰 ３５％ 、
１８０􀆰 ８５％ 、２４５􀆰 ５４％ ，尿素 ［０􀆰 ３８、０􀆰 ７６ｇ ／ （ ｋｇ·ｂｗ）
组］分别升高了 ０􀆰 ４８％ 、２３􀆰 ４３％ ；淀粉酶水平分别

降低了 ６２􀆰 ０３％ 、６３􀆰 ６６％ 、６４􀆰 ４５％ 。 图 １。
２􀆰 ３　 苯对大鼠血液 ｃＡＭＰ 水平的影响

连续给予 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠苯 ０􀆰 １９、０􀆰 ３８、０􀆰 ７６ ｇ ／ （ｋｇ
·ｂｗ）２１ ｄ，采血检测 ｃＡＭＰ 水平。
２􀆰 ３􀆰 １　 ｃＡＭＰ 标准曲线的直线回归方程

以 ｃＡＭＰ 标准液浓度为横坐标，吸光度（Ａ）为

纵坐标做标准曲线和标准曲线的直线回归方程。 结

果见图 ２。

５５６
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注：ＢＴ：总胆红素（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）；ＡＳＴ：谷草转氨酶 （Ｕ ／ Ｌ）；ＡＬＴ：丙氨酸转移酶（Ｕ ／ Ｌ）；ＡＭＹ：淀粉酶（μｍｏｌ ／ Ｌ）；ＣＲＥＡ：肌酐（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）；

ＵＲＥＡ：尿素（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）； ＣＫ：肌酸激酶（Ｕ ／ Ｌ）。 与对照组比：∗Ｐ ﹤ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ﹤ ０􀆰 ０１。

图 １　 苯对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠血液成分的影响

Ｎｏｔｅ． ＢＴ： Ｔｏｔａｌ ｓｅｒｕｍ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）；ＡＳＴ：Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ （ Ｕ ／ Ｌ）；ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ （ Ｕ ／ Ｌ）；ＡＭＹ：Ａｍｙｌａｓｅ

（μｍｏｌ ／ Ｌ）； ＣＲＥＡ：Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ （１０μｍｏｌ ／ Ｌ）； ＵＲＥＡ：Ｕｒｅａ （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）； ＣＫ：Ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ （Ｕ ／ Ｌ） ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｎｚｅｎｅ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠血液中 ｃＡＭＰ 水平检测结果

将动物血液样本 Ａ 值代入直线回归方程，计算

出 ｃＡＭＰ 水平。 连续给予Ｗｉｓｔａｒ 大鼠苯 ０􀆰 １９、０􀆰 ３８、
０􀆰 ７６ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）２１ ｄ，大鼠血液中 ｃＡＭＰ 水平比对

照组分别升高了 ４１􀆰 ８４％ 、２６４􀆰 ０２％ 、３１４􀆰 ２３％ 。 结

果见图 ３。

图 ２　 ｃＡＭＰ 标准曲线的直线回归方程

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃＡＭＰ

２􀆰 ４　 苯对大鼠血液 ｃＧＭＰ 水平的影响

２􀆰 ４􀆰 １　 ｃＧＭＰ 标准曲线的直线回归方程

以 ｃＧＭＰ 标准液浓度为横坐标，吸光度为纵坐

标做标准曲线和标准曲线的直线回归方程。 结果见

图 ４。
２􀆰 ４􀆰 ２　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠血液中 ｃＧＭＰ 水平检测结果

将动物血液样本 Ａ 值代入直线回归方程，计算

注：与对照组比：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 苯对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠血 ｃＡＭＰ 水平的影响

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ﹤ ０􀆰 ０１， ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｎｚｅｎｅ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｃＡＭＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ

出 ｃＧＭＰ 水平。 连续给予Ｗｉｓｔａｒ 大鼠苯 ０􀆰 １９、０􀆰 ３８、
０􀆰 ７６ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）２１ ｄ，大鼠血液中 ｃＧＭＰ 水平比对

照组分别升高了 ３１􀆰 ２９％ 、４０􀆰 ４６％ 、２７２􀆰 １４％ 。 图

５。
２􀆰 ５　 苯对大鼠血液 ＨＳＰ⁃７０ 水平的影响

２􀆰 ５􀆰 １　 ＨＳＰ⁃７０ 标准曲线的直线回归方程

以 ＨＳＰ⁃７０ 标准液浓度为横坐标，吸光度为纵

坐标做标准曲线和标准曲线的直线回归方程。 结果

见图 ６。
２􀆰 ５􀆰 ２　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠血液中 ＨＳＰ⁃７０ 水平检测结果

将动物血液样本 Ａ 值代入直线回归方程，计算

６５６
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出 ＨＳＰ⁃７０ 水平。 连续给予 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠苯 ０􀆰 １９、
０􀆰 ３８、０􀆰 ７６ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）２１ ｄ，血液中 ＨＳＰ⁃７０ 水平比

对照组分别升高了 ８２􀆰 １１％ 、１８７􀆰 ３７％ 、１４８４􀆰 ２１％ 。
见图 ７。

图 ４　 ｃＧＭＰ 标准曲线的直线回归方程

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＧＭＰ

注：与对照组比：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ﹤ ０􀆰 ０１。

图 ５　 苯对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠血液 ｃＧＭＰ 水平的影响

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｎｚｅｎｅ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｃＧＭＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ

图 ６　 ＨＳＰ⁃７０ 标准曲线的直线回归方程

Ｆｉｇ． ６　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＨＳＰ⁃７０

３　 讨论

苯污染严重影响人类的健康［３］ 和生育［４］。 长

期接触低浓度苯会出现头痛、头晕［５］、胸闷、记忆减

退、睡眠障碍［６］，血液中丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ） ［７］、碱
性磷酸酶（ＡＬＰ） ［８］、总胆红素［９］ 尿素氮（ＢＵＮ）、肌
酐［５］比未接触人群显著升高。 动物实验结果表明，

注：与对照组比：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ﹤ ０􀆰 ０１。

图 ７　 苯对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠血液 ＨＳＰ⁃７０ 水平的影响

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ﹤ ０􀆰 ０１， ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｎｚｅｎｅ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ＨＳＰ⁃７０ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ

连续给予 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠不同浓度苯 ２１ ｄ，动物出现活

动迟缓，体重减轻，体毛失去光泽、倒竖，表现出明显

的毒性作用。 血液中总胆红素、谷草转氨酶、丙氨酸

转移酶、肌酐、肌酸激酶、尿素和 ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、ＨＳＰ⁃
７０ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 转氨酶是人体新陈代

谢过程中必不可少的“催化剂”，主要存在于肝细胞

内。 当肝细胞发生炎症、坏死、中毒等造成肝细胞受

损时，转氨酶便会释放到血液里，使血清转氨酶升

高。 因此，转氨酶水平可以比较敏感地监测到肝脏

是否受到损害。 当肝细胞受损时，肝脏将间接胆红

素转化为直接胆红素的能力下降，引起总胆红素升

高。 丙氨酸氨基转移酶主要存在肝细胞质中，谷草

转氨酶存在细胞核中，当二者均偏高时，提示肝细胞

损害较为明显。 血肌酐水平是衡量肾功能的主要指

标之一，血肌酐偏高意味着肾脏可能出现损伤。 体

内的肌酐主要是由肌肉产生，通过肾脏排泄。 一般

情况下，肌酐的生成量是恒定的，血肌酐水平的高低

主要取决于肾脏排出肌酐的多少。 尿素氮和血肌酐

同是肾功能的两个最重要的指标，尿素氮数值的高

低反映着肾脏功能的状况。 肾功能损伤，尿素氮不

能较好地从尿中排出，蓄积于血液中使尿素氮数值

升高。 ｃＡＭＰ 是生物体内最重要的一种调控信号分

子。 ｃＡＭＰ 的主要功能是激活 ｃＡＭＰ⁃依赖蛋白激

酶。 当细胞受到外界刺激时，胞外信号分子首先与

受体结合形成复合体，然后激活细胞膜上的 Ｇ 蛋

白，被激活的 Ｇ 蛋白再激活细胞膜上的腺苷酸环化

酶（ＡＣ），催化 ＡＴＰ 而生成 ｃＡＭＰ。 生成的 ｃＡＭＰ 作

为第二信使（ ｓｅｃｏｎｄ ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ）通过激活 ｃＡＭＰ 依

赖性蛋白激酶 （ＰＫＡ），使靶细胞蛋白磷酸化，从而

调节细胞反应。 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 是相互拮抗的物

质，在正常生理状态下，血浆中的 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 浓

７５６
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度的比值保持相对恒定，二者浓度发生变化，可引起

新陈代谢的紊乱，导致机体损伤或病变。 ＨＳＰ⁃７０ 是

广泛存在于生物界的一类具有高度保守性的蛋白

质，当细胞在受到某些不利因素（如高热、感染、缺
血、缺氧、寒冷、饥饿、创伤及化学物质中毒等）刺激

时，会迅速短暂地大量合成，并通过与细胞内部分变

性的蛋白质结合，协助其复性或将其运送至溶酶体

降解而发挥细胞保护功能。
实验结果发现，给予 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠不同浓度苯，

血液中 ＨＳＰ⁃７０ 水平均比对照组升高。 实验结果提

示，ＨＳＰ⁃７０ 水平升高，一方面保护肝脏免受苯的损

伤，另一方面使已损伤的组织得以修复。
上述结果表明，苯污染使血液成分水平、ｃＡＭＰ

和 ｃＧＭＰ 比值发生明显地改变，引起新陈代谢紊乱，
导致肝、肾功能损伤。 实验结果为我国现行的苯职

业性接触限值的修订提供了参考数据，对苯作业人

员的健康监护具有一定的参考价值。
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糖皮质激素诱导肾阳虚抑郁症动物模型研究进展
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　 　 【摘要】 　 临床上，肾阳虚是抑郁症患者的主要中医证型之一，针对肾阳虚抑郁症患者采用温补肾阳的方法取

得较好疗效，但针对肾阳虚型抑郁症动物模型的复制方法尚无明确统一的规定和标准，为肾阳虚型抑郁症的研究

带来困扰，因此，为了进一步完善肾阳虚型抑郁症动物模型的复制方法，现对近十五年来采用糖皮质激素类药物诱

导的肾阳虚型抑郁症动物模型的造模方法及评价指标进行系统分析，比较异同，为肾阳虚抑郁症的合理造模提供

参考依据。
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　 　 抑郁症（ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ）是一种常见的精神疾病，主
要表现为情绪低落、兴趣减低、反应迟钝，饮食、睡眠

差，严重者可出现自杀念头和行为。 中医认为抑郁

症涉及七情抑郁，脏腑功能紊乱，气血津液失调、阴
阳寒热失和等诸多因素，对抑郁症证型及病机有不

同认识，但作为同一个病，抑郁症也存在共性病机，
基于《易经》提出“阳主动”、“肾阳为一身元阳之

根”的理论，认为抑郁症实证，以肾阳郁闭为共性，
近年来中医临床辨治抑郁症逐渐开始重视温补肾

阳，并取得较好疗效，临床实践发现逍遥散加温肾阳

药的抗抑郁作用强于单用逍遥散或其他配伍宁神、
活血、化痰药物组［１］，交泰丸治疗更年期抑郁症取

得满意疗效［２］，山西省著名中医李可用四逆汤加减

治疗 １００ 多例抑郁症［３］。 大量的动物实验从“以药
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测证”的角度研究发现温补肾阳药物能有效改善模

型动物抑郁状态，为肾阳不足是抑郁症发病的基础

病机的论点提供了佐证依据。
糖皮质激素类药物诱导的肾阳虚抑郁动物模型

应用较为广泛，糖皮质激素类药物造模是一种新型

有效的抑郁症动物模型［４］，摄入一定量的外源性糖

皮质激素可使垂体前叶的促肾上腺皮质激素的释放

减少，动物出现一系列的“耗竭”现象，与阳虚证的

临床表现极为相似。 然而目前在动物造模方面存在

的主要问题是，在药物种类、给药途径、用药剂量、造
模时间和评价指标上差异较大，缺乏统一和标准化，
为实验和临床研究带来一定的困扰。 本文使用

Ｗｅｂ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ、ＰｕｂＭｅｄ 生物医学、ＥＢＳＣＯ ＋ ＭＥＤ⁃
ＬＩＮＥ 数据库的相应期刊网站下载全文，中国知网、
万方数据知识服务平台，主要搜集了 ２００１ ～ ２０１６ 年

间收录的约 ９０ 篇关于抑郁症、肾阳虚及肾阳虚型抑

郁症的文献，就目前使用频率较高的皮质酮模型和

氢化可的松模型进行比较分析，为制定规范统一的

造模方法和评价指标提供参考。

１　 造模方法

１􀆰 １　 皮质酮动物模型方法

皮质酮（ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ）是一种皮质激素类二十

一碳甾体激素，是目前肾阳虚、抑郁症造模使用频率

较高的药物。 目前采用皮质酮造模，给药方式主要

包括皮下注射［５ － １５］、口服［１０，１２，１６ － ２０］、缓释微丸包埋

手术［１０，２１］，另外还有腹腔注射［２３］、灌胃［２２］ 等。 溶剂

主要为生理盐水，此外还有二甲基亚砜［８，１４，１５，２２］、豆
油［６］、芝麻油［１０］、橄榄油［７，９，１１］、吐温 － ８０［１５，２２］、β⁃环
糊精［１８ － ２０］。 研究对象包括大鼠［５ － １１］ 和小鼠［１２ － ２３］，
基于已查阅文献，进行统计分析，结果显示在动物选

择上，近 ３６％的研究选择大鼠为实验对象，雌雄比

例约为 ２∶ ５；６４％的研究选择小鼠为实验对象，雌雄

比例约 １∶ ９。 目前肾阳虚型抑郁症的实验研究仍以

雄性动物为主，大量实验研究表明雄性的动物对药

物反应敏感，行为表现和病理变化程度均优于雌性。
在饲养方式上，组养和孤养方式所占比例各半，饲养

方式不同对模型动物的影响及程度尚无具体文献报

道。 皮质酮给药方式多样，约有 ５０％的研究选择皮

下注射给药，３０％ 选择口服给药，９％ 选择缓释微丸

包埋手术给药，灌胃和腹腔注射给药方式占据比例

较低。
肾阳虚型抑郁症的形成是一个缓慢的过程，有

别于急性应激引起与肾阳虚抑郁症相似表现的应激

动物模型，皮质酮造模时间 ２ ～ ７ 周不等，给药剂量

采取对模型动物的总给药剂量进行分析的方式，即
总给药剂量（ｍｇ ／ ｋｇ） ＝ 实际每天给药剂量（ｍｇ ／ ｋｇ）
× 造模天数（ｄ），依据总给药剂量，分析其在 ６ 个区

间（０ ～ １５０、１５０ ～ ３００、３００ ～ ４５０、４５０ ～ ６００、６００ ～
７５０、７５０ ～ ９００ ｍｇ ／ ｋｇ）的分布，从结果可知（图 １），６
个剂量区间所占比例相对均衡，其中 ６００ ～ ７５０ ｍｇ ／
ｋｇ 和 ７５０ ～ ９００ ｍｇ ／ ｋｇ 所占比例相对较高，从给药周

期分析结果可知（图 ２），造模时间为 ３ 周的所占比

例最高，为 ３９􀆰 １％ 。
１􀆰 ２　 可的松动物模型方法

氢化可的松是天然存在的糖皮质激素，也可人

工合成，是目前肾阳虚、抑郁症动物造模的首选药。
目前用于造模的药物种类和剂型主要有氢化可的松

注射液［２４ － ３７］、注射用氢化可的松琥珀酸钠粉针

剂［３８ － ４０］、醋酸可的松［４１，４２］、醋酸氢化可的松［４１］ 等，
给 药 方 式 主 要 有 皮 下 注 射［２４，２５］、 肌 肉 注

射［２６ － ３３，３８ － ４２］、腹腔注射［３４ － ３６］ 及静脉滴注［３７］。 基于

已查阅文献，进行统计分析，结果显示 ９０％ 研究选

择雄性大鼠为实验对象，饲养方式上，组养 ／孤养约

为 ５ ／ １，目前尚无文献明确报道饲养方式对造模的

影响。 可的松类药物的给药方式多样，约有 ７６％的

研究选择肌肉注射方式给药，１２％ 的研究采用腹腔

注射给药，８％的研究采用皮下注射给药，仅有一例

采用静脉滴注的方式给药［３７］。
氢化可的松类动物模型的造模时间 １ ～ ４ 周不

等，基于 ６ 个区间（０ ～ １２５、１２５ ～ ２５０、２５０ ～ ３７５、３７５
～５００、５００ ～ ６２５、６２５ ～ ７５０ ｍｇ ／ ｋｇ）对造模总给药剂

量进行分析，即总给药剂量（ｍｇ ／ ｋｇ） ＝ 实际每天给

药剂量（ｍｇ ／ ｋｇ） × 造模天数（ｄ），结果显示（图 ３），
总给药剂量主要分布在 １２５ ～ ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ２５０ ～
３７５ ｍｇ ／ ｋｇ两段区间内，所占比例分别为 ３３􀆰 ３％ 和

２９􀆰 ２％ 。 从造模周期的分析结果可知（图 ４），造模

周期为 ２ 周的所占比例最高为 ４３􀆰 ５％ ，次之为造模

３ 周，约占 ２６􀆰 １％ 。

２　 评价指标

不论采用何种药物造模，最终都是为了成功的

模拟肾阳虚型抑郁症的症状，目前评价模型的方法

主要包括行为学指标检测和生化指标检测。
２􀆰 １　 行为学测试

肾阳虚抑郁症的行为学测试项目主要包括强迫

０６６
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图 １　 总给药剂量

Ｆｉｇ． １　 Ｔｏｔａｌ ｄｒｕｇ ｄｏｓｅｓ

图 ３　 总给药剂量

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｏｔａｌ ｄｒｕｇ ｄｏｓｅｓ

图 ２　 造模周期

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

图 ４　 造模周期

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

游泳实验、糖水偏好实验、旷场实验、悬尾实验、旋转

实验、高架迷宫实验、新奇觅食潜伏期实验等。 强迫

游泳实验、悬尾实验、旋转实验用于测试动物在一个

无可回避的压迫环境下表现出的行为绝望状态；糖
水偏好实验被普遍用来检测啮齿类动物对奖赏的反

应性，评价动物的快感缺失与否；旷场实验、高架迷

宫实验、新奇觅食潜伏期实验用于评价动物在新异

环境中的自主行为、探究行为与紧张度，考察动物的

焦虑状态，Ｙ⁃迷宫实验用于评价动物的学习记忆能

力。 然而通过查阅文献发现，肾阳虚型抑郁症动物

模型在某些检测项目上结果存在明显差异（表 １）。
从表 １ 可知，耗竭现象、糖水偏好、旷场实验、悬

尾实验、旋转实验、高架迷宫实验、新奇觅食潜伏期

实验及 Ｙ⁃迷宫实验的测试结果基本一致，符合肾阳

虚型抑郁症的行为学表现。 模型动物体重变化趋势

差异明显，大部分研究结果显示，与正常组相比较，
模型组体重减轻，少数研究显示模型组体重并无明

显差异［１０，１７］或增加［１２，２１］。 强迫游泳实验的结果也

不一致，大部分的结果显示模型动物的不动时间延

长，另有部分结果显示不动时间减少［１０，１２，１７］，体重

变化和强迫游戏实验的结果不一致现象的具体原因

有待进一步的实验研究。
２􀆰 ２　 生化指标测试

行为学测试能从动物的症状体征直接反映造

模是否成功，生化指标测试可以在生理病理方面

评价造模结果，因此行为学测试结合生化指标测

试作为模型评价标准能够真实反映模型的病症。
关于肾阳虚型抑郁症的病理变化研究较多 （表

２），由表可知，糖皮质激素诱导的肾阳虚型抑郁症

动物模型病理学检查显示脏器系数均下降；性功

能减退，睾酮含量降低，雌二醇含量升高；下丘脑⁃
垂体⁃肾上腺轴功能低下，ＡＣＴＨ、ＣＲＨ、１７⁃ＯＨＣＳ、
ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 值降低，ＢＵＮ、Ｓｃｒ 含量增加；脑神经

受抑制，ｐＡＭＰＫ、ＧＲ、ＢＤＮＦ、ＳＹＰ 的表达均不同程

度降低。 然而促甲状腺激素（ ＴＳＨ）、Ｔ４、皮质酮、
皮质醇、血糖及单胺类神经递质的检测结果存在

差异，已有文献证实皮质酮或可的松诱导的肾阳

虚型抑郁动物模型会导致外源性糖皮质激素在体

内蓄积，且含量变化与肾上腺的病理改变状况不

同步，认为血清皮质醇含量对于氢化可的松肾阳

虚模型的辨证是非必须的［２６］ 。 而 ＴＳＨ、Ｔ４ 及血糖

的变化有待进一步的研究证实。
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表 １　 行为学测试

Ｔａｂ． １　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔｓ
检测项目
Ｔｅｓｔ ｉｔｅｍｓ

结果（与正常组相比较）
Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ）

耗竭现象 Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ √ ［１１，２５ － ２７，２９，３１，３２，３５，３６ － ３８，４０ － ４２，４４，］ × ［４１］

体重 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ↓∗∗［１１，１３，１５，２３，３６］ ，↓∗［２４］ ，
↓［７，２５，２７，２９，３２，３５，３８，４０，４２，４４］ ↑［１２，２１］ →［１０，１７］

强迫游泳（不动时间）
Ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍ ｔｅｓｔ （ ｉｍｍｏｂｉｌｅ ｔｉｍｅ） ↓ ［１０，１２，１７］ ↑∗∗［１１，１３，１６，２８，４５］ ， ↑∗［１０，１５］ ，

↑［５，１０，２１，４４］

糖水偏好 Ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ ↓∗∗［９，１１，１３，１６，２３，２８，３１］ ，↓∗［２４］ ，↓［２１］

旷场实验（自主活动能力）
Ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ （ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ） ↓∗∗［１１，１９，２３］ ，↓∗［２４］ ，↓ ［１８，２１，２８，３１，４４］ →［１０］

悬尾实验（不动时间）
Ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ （ ｉｍｍｏｂｉｌｅ ｔｉｍｅ） ↑∗［１５，２２］

旋转实验（在杆时间）
Ｒｏｔａｒｏｄ ｔｅｓｔ （ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｄ） ↑∗∗［５］

高架迷宫实验 （开臂时间）
Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ （ ｔｉｍｅ ｉｎ ｏｐｅｎ ａｒｍ） ↓［１２］

新奇觅食潜伏期实验
Ｎｏｖｅｌｔｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｆｅｅｄｉｎｇ ↑［１８］

心率变异性参数
Ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ＴＰ↑ ＬＦ↑［４６］

Ｙ⁃迷宫（学习记忆成绩）
Ｙ⁃ｔｙｐｅ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ （ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ
ｓｃｏｒｅ）

↓∗［４８］ ，↓∗∗［５１］

黑白箱实验（在白箱时间）
Ｌｉｇｈｔ⁃ｄａｒｋ ｂｏｘ （ｔｉｍｅ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｓｉｄｅ） ↓∗［４５］ →［２１］

注：√：表现出耗竭现象； × ：未表现出耗竭现象；↓：与空白对照组比较，结果降低（∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；↑：与空白对照组比较，结果增加
（∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；→：结果与空白对照组比较无显著差异；ＴＰ：总功率；ＬＦ：低频率。
Ｎｏｔｅ． √：ｓｈｏｗ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ； × ：ｎｏ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ；↓：ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）；↑：ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；→：ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ；ＴＰ：ｔｏｔａｌ ｐｏｗｅｒ；ＬＦ：ｌｏｗ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ．

表 ２　 生化指标检测

Ｔａｂ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
指标
Ｉｎｄｅｘｅｓ

检测项目
Ｔｅｓｔ ｉｔｅｍｓ

结果（与正常组相比较）
Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ）

病理学检查
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

脾脏系数 Ｓｐｌｅｅｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ↓∗∗［２７］ ，↓［１２， ４４］

肾脏系数 Ｋｉｄｎｅｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ↓∗∗［２７ ， ４５］ ，↓［７， １２ ， ２１ ， ４１ ， ４４］

胸腺系数 Ｔｈｙｍｕｓ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ↓ ［７， １２ ， ４４］

下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴
Ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃
ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ

促肾上腺皮质激素
Ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅ ↓ ［６， ３８］

促肾上腺皮质激素释放激素
Ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ↓∗∗［４３］ ，↓［６］

皮质酮 Ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ↓∗∗［２２ ， ４１ ， ４５］ ，↓［６，１０］ ↑∗∗［１３， ２１］ →［３８］

皮质醇 Ｃｏｒｔｉｓｏｌ ↓ ［７］ ↑［７， ２６，４１］ → ［４１］

下丘脑⁃垂体⁃甲状腺轴
Ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃
ｔｈｙｒｏｉｄ ａｘｉｓ

促甲状腺激素
Ｔｈｙｒｏｉｄ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ↓［４０ ， ４２］ ↑∗∗［２７］

三碘甲状腺原氨酸 ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，
甲状腺素 Ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ↓［２７ ， ３２ ， ４０ ， ４２］ ↑［４０］

肾功能
Ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

血清尿氮素 Ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ↑∗∗［２７］ ，↑［３２］

肌酐 Ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ↑∗∗［２７］ ，↑［３２］

１７⁃羟皮质类固醇 １７⁃ｈｙｄｏｒｘｙｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄｓ ↓∗［４０］ ，↓ ［３２］

性功能
Ｓｅｘｕａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

睾酮 Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ↓［２９ ， ３２］

雌二醇 Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ↑［２９ ， ３２］
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蛋白表达
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＦＫ５０６ 结合蛋白表达
ＦＫ５０６ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ↑∗［９］

ｐＡＭＰＫ 表达 ｐＡＭＰＫ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ↓ ［８］

ＧＲ 表达 Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ↓［８，２４］

ＢＤＮＦ 表达
Ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ↓∗∗［１３］ ，↓ ［１６］

突触素表达 Ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ↓∗∗［１３］

能量代谢
Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

血糖 Ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ、脑糖原 Ｂｒａｉｎ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ↓∗［１３］ ↑［１２］

甘油三酯 Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ↑∗［４７］

总胆固醇 Ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ↓∗［４７］

氧化代谢系统 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｓｙｓｔｅｍ

超氧化物歧化酶 Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ↓∗［４８］

丙二醛 Ｍａｌｏｎｙｌｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ ↑∗［４８］

中枢神经系统
Ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ

５⁃羟色胺 Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ↓∗∗［５１］ ↑∗∗［４９］ 、↑∗［５０］

多巴胺 Ｄｏｐａｍｉｎｅ ↓∗∗［５１］ ↑∗∗［４９］、↑∗∗［５０］

去甲肾上腺素 Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ ↓∗∗［５１］ ↑∗∗［４９］

３，４⁃二羟基苯乙酸 ３，４⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ↑∗∗［４９］

５⁃羟基吲哚乙酸 ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｉｎｄｏｌｅａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ↓∗∗［５１］ ↑∗∗［４９］

植物神经系统
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ 环磷酸腺苷 ／ 环磷酸鸟苷 ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ ↓［３１，３８］

注：↓：与空白对照组比较，结果降低（∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；↑：与空白对照组比较，结果增加（∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；→：结果与空白
对照组比较无显著差异。
Ｎｏｔｅ． ↓：ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；↑：ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；→：ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．

３　 讨论

糖皮质激素诱导的肾阳虚抑郁症动物模型已较

为广泛的应用于实验研究，近年来，糖皮质激素造模

的使用药物、给药方式、给药剂量及成模时间等一直

在变化，而且大量的实验研究观察了肾阳虚型抑郁

症模型几乎全身所有系统的变化，包括模型虚寒型

的外观形态表现，机体代谢水平下降，免疫功能下

降，广泛的器官病理损害，中枢神经系统和植物神经

系统功能的改变，体内各种激素含量、脂质过氧化物

的增加和自由基清除系统功能的低下等方面都有不

同程度的变化。
在肾阳虚型抑郁症模型复制方面，分析发现，皮

质酮动物模型复制方法的给药剂量差异较大：０􀆰 ３７５
～ ４０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），造模周期 ２ ～ ７ 周不等，氢化可的

松模型的给药剂量 ５ ～ ５０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）不等，造模周

期 １ ～ ４ 周不等，实验研究发现不同的给药剂量及造

模周 期 不 同， 模 型 动 物 的 肾 阳 虚 抑 郁 程 度 不

同［１３ ～ １５，３１，３２］，系统地研究不同病理程度的肾阳虚抑

郁动物模型有助于筛选出针对不同病理阶段的最佳

药物及治疗剂量，为临床治疗不同阶段肾阳虚型抑

郁症提供参考依据。
在模型评价方面，包括行为学测试指标和生化

检测指标，肾阳虚型抑郁症动物模型在行为学测试

中表现出耗竭现象，体重降低，强迫游泳实验、悬尾

实验的不动时间延长，糖水偏好程度降低，旷场实验

的自主活动能力下降，旋转实验的在杆时间、高架迷

宫实验中开臂的时间及 Ｙ 迷宫的学习记忆成绩均

下降，新奇觅食的潜伏期及心率变异性参数均增加，
这些现象符合肾阳虚抑郁症患者表现出的精神运动

改变、心境低落、悲观绝望、兴趣减退，缺乏主动性，
认知功能损害，交感神经和副交感神经受损等，表明

模型动物出现肾阳虚抑郁状态。 然而有部分文献结

果显示，与对照组相比，模型动物的体重没有明显变

化或体重增加，与临床治疗中发现少数患者出现食

欲增强、体重增加一致，其中的原因有待进一步的研

究。 肾阳虚型抑郁症动物模型在生化指标测试中表

现出脏器病变，ＡＣＴＨ、ＣＲＨ、ＢＵＮ、Ｓｃｒ 和 １７⁃ＯＨＣＳ
均呈现升高或降低趋势，性激素和环核苷酸水平均

受到影响，脑组织和神经传导蛋白的表达降低，此
外，甘油三酯和丙二醛的含量增加，总胆固醇和

ＳＯＤ 含量降低。 生化指标检测结果与临床检测结

果基本一致，但文献报道的单胺类神经递质的检测

结果不一致，黄兆胜［５１］的实验结果显示单胺类神经

递质的含量降低，与抑郁症经典的单胺类假说一致，
而蔡定芳［４９］和吴勇［５０］的实验结果均表明单胺类神

经递质的含量升高，已有研究证实，外源性糖皮质激

素（ＧＣ）反馈抑制下丘脑⁃垂体⁃肾上腺⁃胸腺轴的同

时，激活下丘脑等单胺类神经递质的分泌，单胺类神

经递质与 ＧＣ 之间存在负反馈联系，而且单胺类递质

的升高程度非常敏感地受循环 ＧＣ 的影响，因此蔡定

芳［４９］和吴勇［５０］给予动物 ＧＣ 药物一段时间后，次日

３６６
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立即采血检测，此时外源性 ＧＣ 含量仍较高，引起下

丘脑等单胺类神经递质含量升高，而停药一段时间

后，单胺类物质代谢系统受损，因此，检测到血液中单

胺类神经递质及其代谢产物的含量均降低［５１］，与临

床肾阳虚抑郁症患者的检测结果一致，同时也从生化

角度揭示了糖皮质激素诱导抑郁模型前期表现为“肾
阴虚”，后期表现为“肾阳虚”特点。

由于查阅的文献有限，无法对动物模型的所有受

影响系统进行分析比较，有待后期实验研究进一步的

完善。 肾阳虚型抑郁症模型几乎全身所有系统都有

变化，随着新的生化指标和治疗靶标的不断发现，有
助于更加深入认识肾阳虚型抑郁症的病理生理机制，
科学指导动物造模、实验研究以及临床治疗。
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ｍｉＲＮＡ 与热应激的关系及检测方法进展
郭文晋，连帅，李悦，翟骏飞，张宇辰，郭景茹，计红，甄莉，杨焕民∗∗
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　 　 【摘要】 　 热应激是机体长期暴露在热环境中无法充分将体内的热散出而导致机体温度失衡的一种状态。 随

着 ｍｉＲＮＡ 检测技术的进步，许多学者发现，热应激会导致 ｍｉＲＮＡ 的表达量发生变化。 ｍｉＲＮＡ 可以通过结合其靶

基因，抑制 ｍｉＲＮＡ 靶基因的表达，从而在调控机体生命活动和抗热应激中发挥重要作用。
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　 　 热应激是机体长期暴露在热环境中无法充分将

体内的热散出而导致机体温度失衡的一种状态［１］。
目前全球变暖日益严重，尤其在夏天，动植物物很难

忍受长时间的高温炙烤，炎热会导致动物中暑、免疫

机能下降和生产性能降低，引起植物缺水、干枯甚至

死亡，所以热应激的分子水平研究是非常必要的，只
有明晰热应激的具体机制才能有针对性的研究相应

的抗热应激药物，从而缓解当前热应激对于动植物

的不利影响。 自 １９９３ 年 Ｌｅｅ 等［２］ 在于秀丽线虫体

内发现 ｍｉＲＮＡ 开始，人们对于 ｍｉＲＮＡ 功能的探索

就从没有停止过，ｍｉＲＮＡ 作为一种活跃的小分子非

编码 ＲＮＡ 在许多生命活动中都扮演着重要的角色。
众多研究证实 ｍｉＲＮＡ 与热应激密切相关［３］，在调控

机体生长发育中有重要作用。 ｍｉＲＮＡ 这些机制和

作用的发现都是依靠着成熟的 ｍｉＲＮＡ 试验技术，
ｍｉＲＮＡ 的试验技术多是由 ＲＮＡ 技术发展来的，但
是随着人们越来越多的认识到 ｍｉＲＮＡ 的特殊性，原
有的 ＲＮＡ 试验方法越来越难以满足人们对 ｍｉＲＮＡ
的探索需求，许多新的研究技术逐渐走进人们的视

野。 这些新技术为探索 ｍｉＲＮＡ 在热应激中的分子
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机制奠定了基础。

１　 ｍｉＲＮＡ 与热应激

近年来对于 ｍｉＲＮＡ 与热应激之间关系的探索

越来越多，许多学者认识到 ｍｉＲＮＡ 在热应激发生机

制、抗热应激和热应激标志物筛选中的巨大潜在意

义。 ２０１２ 年 Ｃｈｅｎ 等［４］应用深度测序技术对热应激

下的毛白杨进行了全基因组测序，共鉴定出来自 ３０
个 ｍｉＲＮＡ 家族的 １３４ 种保守 ｍｉＲＮＡ 和来自 １４ 个

ｍｉＲＮＡ 家族中的 １６ 种未知 ｍｉＲＮＡ。 在这些 ｍｉＲＮＡ
中共有 ５２ 种 ｍｉＲＮＡ 出现了调节异常，其中上调的

ｍｉＲＮＡ 有 ４１ 种，下调的 ｍｉＲＮＡ 有 １１ 种；对比同年

在毛白杨冷应激的研究结果发现有些 ｍｉＲＮＡ 在两

种条件下都出现了上调比如 ｐｔｏ⁃ｍｉＲ⁃１６７ 和 ｐｔｏ⁃
ｍｉＲ⁃１４５０［５］，还有一些出现了相反的调节趋势比如

ｐｔｏ⁃ｍｉＲ⁃１７１，这表明有些 ｍｉＲＮＡ 在不同温度应激中

可能扮演着不同的调控角色，而有些 ｍｉＲＮＡ 在不同

温度应激中所负责调控的生物学功能可能是相同

的，其调控作用也是相似的。
２０１２ 年 Ｙｕ 等［６］ 对芜菁热刺激 １ ｈ（４６℃）之后

进行深度测序发现，芜菁至少有 ３５ 种保守的 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 家族与拟南芥相似，其中五个 ｍｉＲＮＡ 家族与热

应激有关，对这 ５ 种 ｍｉＲＮＡ 进行 ＲＮＡ 印迹杂交和

ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测发现 ｂｒａ⁃ｍｉＲ⁃３９８ａ 和 ｂｒａ⁃ｍｉＲ⁃３９８ｂ 出

现了热抑制，其靶基因为 ＢｒａｃＣＳＤ１，而 ｂｒａ⁃ｍｉＲ⁃
１５６ｈ 和 ｂｒａ⁃ｍｉＲ⁃１５６ｇ 则出现了热诱导情况，其靶基

因 ＢｒａｃＳＰＬ２ 出现了下调的情况，表明 ｍｉＲＮＡ 可能

在热应激时对芜菁起到一定调控作用，扩大了我们

对植物中 ｍｉＲＮＡ 调控作用的研究视角。 ２０１４ 年 Ｌｉ
等［７］通过对热处理水稻和正常水稻进行深度测序

发现了 ２９４ 种保守的 ｍｉＲＮＡ 和 ５３９ 种新的 ｍｉＲＮＡ，
其中有 ２６ 种 ｍｉＲＮＡ 表达下调，２１ 种 ｍｉＲＮＡ 表达上

调，通过对其中表达差异最为显著的五种 ｍｉＲＮＡ 进

行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证，发现 ｍｉＲ⁃５２９ 在热应激水稻中出

现了极显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）下调，这与 Ｇｕｐｔａ 等［８］ 的研

究正好互相印证，Ｇｕｐｔａ 等发现 ｍｉＲ⁃５２９ 在冷应激

中表达量极显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）上调，说明 ｍｉＲ⁃５２９ 是

一种温度敏感的 ｍｉＲＮＡ，且具有一定的保守性，再
通过对 ｍｉＲ⁃５２９ 的靶基因进行生物信息学分析发

现，其中一些靶基因集中在细胞生长、发育和凋亡的

整个过程中，可以说参与了整个植物体的生长发育

过程，对于调控机体的抗热应激作用具有重大意义。
这一发现使得人们逐渐认识到 ｍｉＲＮＡ 在热应激中

特异性作用。
ｍｉＲＮＡ 不仅在植物热应激中发挥作用，在动物

热应激中的研究也有很多，２０１３ 年，ＩＳｌａｍ 等［９］ 应用

微流体芯片技术对热耐受小鼠和非热耐受小鼠测序

共发现 ６１ 种特异性的 ｍｉＲＮＡ 和 ３０８１ 种 ｍＲＮＡ，将
ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的测序结果进行合并分析发现 ８
种与耐热相关的 ｍｉＲＮＡ，其中 ｍｉＲ⁃１９９ａ⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃
３４ａ⁃５ｐ 表达最为显著。 Ｚｈｅｎｇ 等［１０］ 在 ２０１４ 年发现

热应激荷斯坦奶牛血清中保守的 ４８６ 个 ｍｉＲＮＡ 中

有 ５２ 个出现差异表达，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和深度测序

法验证的 １２ 个 ｍｉＲＮＡ 中有 ８ 个 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ⁃１９ａ、
ｍｉＲ⁃１９ｂ、 ｍｉＲ⁃２７ｂ、 ｍｉＲ⁃３０ａ⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃１８１ａ、 ｍｉＲ⁃
１８１ｂ、ｍｉＲ⁃３４５⁃３ 和 ｍｉＲ⁃１２４６）表达量显著升高，这
些 ｍｉＲＮＡ 所调控的 ｍＲＮＡ 都集中在与应激和免疫

相关的信号通路上，这一研究表明 ｍｉＲＮＡ 与热应激

密切相关，其靶基因信号通路的研究能够很好证明

ｍｉＲＮＡ 在热应激中重要调节作用，也为未来荷斯坦

奶牛热应激的研究指明了方向。 ２０１５ 年 Ｍｏｒｅｙ
等［１１］发现热应激发生时 ｍｉＲ⁃２３ａ 能够调控 ＣＤＫ５
的表达，ｍｉＲ⁃２３ａ 表达量的降低使 ＣＤＫ５ 蛋白的表

达量升高以抵抗热应激反应，ＣＤＫ５ 是一种细胞周

期素依赖蛋白，主要调控细胞运动功能和起到细胞

抗损伤的作用，ｍｉＲＮＡ 的这种调控功能证实了其在

细胞水平抗热应激的重要作用，对于后期抗热应激

药物的研发和制备指明了方向。 ２０１５ 年 Ｔａｎｇ 等［１２］

从蛋白水平揭示了肉鸡热应激的调控机制，其整个

调控网络中绝大部分蛋白的 ｍＲＮＡ 被 ｍｉＲＮＡ 所调

控着，ｍｉＲＮＡ 在其中扮演着非常重要的调控角色，
蛋白水平热应激机制的发现可以说为未来 ｍｉＲＮＡ
水平的热应激研究奠定了基础。 热应激不仅在动植

物中有所研究，在微生物中 ｍｉＲＮＡ 的抗热应激作用

也不可忽视，最近就有研究表明热应激益生菌中 ＩＬ⁃
１０ 表达量与 ｍｉＲ⁃２７ａ 密切相关［１３］，这一研究更是将

ｍｉＲＮＡ、热应激与免疫联系起来，从 ｍｉＲＮＡ 角度揭

示了一部分热应激引起免疫功能异常的机制。

２　 热应激中 ｍｉＲＮＡ 分子机制的研究
方法
　 　 ｍｉＲＮＡ 与热应激的密切关系驱使着越来越多

的人对其进行探索和研究，如何科学的进行 ｍｉＲＮＡ
的探索成了必须的研究课题，ｍｉＲＮＡ 的研究主要包

括 ｍｉＲＮＡ 的定量检测、靶基因预测和靶基因验证，
通过这三步可以筛选出热应激时 ｍｉＲＮＡ 的靶基因，
从而确定 ｍｉＲＮＡ 的作用机制和抗热应激意义。
２􀆰 １　 ｍｉＲＮＡ 的定量检测

２􀆰 １􀆰 １　 Ｎｏｒｔｈｅｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
Ｆｅｒｄｉｎａｎｄｏ Ｆｉｕｍａｒａ 等在 ２０１５ 年应用此种方法

７６６
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对 ｍｉＲ⁃２２ 的表达水平进行了检测。 Ｎｏｒｔｈｅｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
是一种经典的检验 ｍｉＲＮＡ 的方法，它能够检测各个

组织和器官中 ＲＮＡ 的量、大小以及估计其丰度，此
方法灵敏度高，通过结合 ＲＮＡ ｍａｒｋｅｒ 可以检测出

ｍｉＲＮＡ 片段的大小，能够排除实验中其他小分子

ＲＮＡ 的干扰，但是此方法对样品的要求量高，步骤

繁琐［１４］。
２􀆰 １􀆰 ２　 微阵列芯片技术（Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）

也叫基因芯片技术，是一种平面的基质载体，上
面规则地、特异性地吸附着基因或者基因产物，并且

通过与荧光标记过的样本杂交，产生荧光信号，根据

荧光信号的强弱即可判断对应基因的表达丰度。 此

方法的检测样本量大但是信息的稳定性和可重复性

差，不能区分高度相似的 ｍｉＲＮＡ［１５］。
２􀆰 １􀆰 ３　 原位杂交

该技术可以更加直观的观测到 ｍｉＲＮＡ 的表达

时间、表达分布范围和具体位置等。 但是由于 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 分子太小，需要对传统的原位杂交技术进行改

进，以增加其亲和性和结合牢固性，防止洗脱过程中

出现分子丢失，造成结果不准确［１６］。
２􀆰 １􀆰 ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

Ｚｅｒｉｎｇｅｒ 等［１７］ 应用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的方法对血清中

的癌症标志物进行筛选。 实时荧光定量 ＰＣＲ 技术

的灵敏度和特异性都很强，对于低表达的 ｍｉＲＮＡ 也

能高效的检测出来，适用于高通量筛选，但是经过

ＰＣＲ 扩增后很容易造成 ｍｉＲＮＡ 表达量失真，也无法

预测未知的 ｍｉＲＮＡ，国内大多数实验室都在采用这

种方法，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法也是最简单的检测 ｍｉＲＮＡ 的方

法之一。
２􀆰 １􀆰 ５　 高通量测序技术 （ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎ⁃
ｃｉｎｇ，ＨＴＳ）

又叫下一代测序技术（ ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎ⁃
ｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＮＧＳ）或者深度测序（ ｄｅｅｐ ｓｅｑｕｅｎ⁃
ｃｉｎｇ），这一技术能够直接对样本中特定大小的 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 进行高通量测序，可以在无需任何 ｍｉＲＮＡ 序列

信息的前提下研究 ｍｉＲＮＡ 的表达谱，并发现和鉴定

新的 ｍｉＲＮＡ，是目前应用最广泛的 ｍｉＲＮＡ 筛选技

术。 这一技术的诞生可以说是基因组学研究领域的

一个具有里程碑意义的事件［１８］，也促使广大科研工

作者们大批量的筛选热应激中表达异常的 ｍｉＲＮＡ，
从而为后续对 ｍｉＲＮＡ 分子机制的研究奠定了基础。
２􀆰 １􀆰 ６　 电化学技术

Ｔｉａｎ 等［１９］在 ２０１５ 年设计了一种超灵敏电化学

技术，这种检测方法通过设计固相 ＲＣＡ 的方法，将
纳米碳管作为固体基质，上面集成一个发夹结构的

探针去识别 ｍｉＲＮＡ。 这是一种新兴的 ｍｉＲＮＡ 检测

技术，非常适合 ｍｉＲＮＡ 标志物的筛选具有极高的特

异性和灵敏度，这种方法能够检测 ｍｉＲＮＡ 的序列其

检测极限是 １􀆰 ２ｆＭ。
２􀆰 １􀆰 ７　 微流控芯片技术

是一种新型的 ｍｉＲＮＡ 检测技术，与传统方法相

比其所需时间大大减少，能够准确快速的在 ２０ ｍｉｎ
内对未标记的 ｍｉＲＮＡ 进行检测，适用于 ＰＯＣ 诊

断［２０］，这一技术的发展对于寻找热应激标志物和快

速确定动植物热应激状态有重要意义。
２􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡ 靶基因的筛选

通过上述试验方法对 ｍｉＲＮＡ 进行定量检测以

后就可以把表达量有差异的 ｍｉＲＮＡ 进行生物信息

学分析，通过预测软件和 ｍｉＲＮＡ 数据库，对所得

ｍｉＲＮＡ 进行分析和预测，预测的主要内容是靶基因

的结合性和热稳定性等，比较常见的 ｍｉＲＮＡ 预测软

件是 ｍｉＲａｎｄａ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＮＡ． ｏｒｇ、Ｐｉｃｔａｒ 和 ｍｉＲ⁃
Ｗａｌｋ 等等。 由于预测软件的敏感度和特异性都有

待改善，很多时候给出的靶基因非常多而且很难筛

选，我们可以通过试验的方法对 ｍｉＲＮＡ 的靶基因进

行进一步验证，利用 ｍｉＲＮＡ 与其靶基因呈负相关的

特性，通过过表达或者抑制 ｍｉＲＮＡ 以观察其靶基因

的表达情况，将呈负相关的靶基因进行筛选和统计，
再根据其生物学功能选出目标靶基因［２１］。
２􀆰 ３　 ｍｉＲＮＡ 靶基因的验证

靶基因的验证是 ｍｉＲＮＡ 机制研究中最困难的

一个阶段，根据所预测靶基因的自由能结合能力以

及生物学功能，选出符合标准的目标靶基因进行靶

基因验证。
２􀆰 ３􀆰 １　 双荧光素酶报告基因

目前，最常用且有效的方法就是双荧光素酶报

告基因（ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ，ＤＬＲ） ［２２］，通过构建

含有荧光素酶的载体将 ｍｉＲＮＡ 与靶基因结合，根据

ｍｉＲＮＡ 与靶基因的结合效率来判断两者是否能够

结合。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡ 交联和免疫沉淀反应（ｍｉＲ⁃ＣＬＩＰ）

一种可以捕捉 ｍｉＲＮＡ 瞬时表达量的方法，这种

方法已经在希拉细胞（ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ）上建立，为了寻找

ｍｉＲ⁃１０６ａ 的靶基因，这种方法不仅证实了许多在

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 上预测到的 ｍｉＲ⁃１０６ａ 的靶基因，还发现

了许多新的靶基因［２３］。 这一技术的发明与发现为

大规模研究 ｍｉＲＮＡ 的抗热应激机制提供了有效的

途径。

８６６
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３　 结论与展望

近五年来，大量高通量测序技术在 ｍｉＲＮＡ 与热

应激研究中的应用，使得人们对 ｍｉＲＮＡ 在不同物种

间表达情况以及它们的特异性调节功能有了一个全

新的认识。 综合众多热应激相关的研究成果不难发

现，ｍｉＲＮＡ 与热应激密切相关，机体内外环境温度

升高会影响自身 ｍｉＲＮＡ 的表达量，从而实现其对靶

基因和靶蛋白的调控，进而影响机体热应激时的状

态，可以说环境温度的升高决定着 ｍｉＲＮＡ 表达的特

异性、时序性和集中性［２４］。 虽然目前 ｍｉＲＮＡ 与热

应激的研究越来越多，但是对于 ｍｉＲＮＡ 是如何在热

应激中发挥作用的人们还是知之甚少。 相信随着分

子生物学技术的日益发展，热应激与 ｍｉＲＮＡ 之间的

作用关系终将被揭开，而这些基础研究也为明晰热

应激机制和筛选热应激标志物奠定了坚实的基础。
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Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｏｃｕｌａｒ ｇｒｏｗｔｈ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

ＷＥＩ Ｚｈｅｎ， ＺＨＡＮＧ Ｓｅｎ， ＪＩＡＧＮ Ｌｉ⁃ｑｉｎ， ｅｔ ａｌ（９２）
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ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｇｅｎｔ ｆｏｒ ｏｐｔｉｃａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄ⁃
ｅｌｓ

ＷＡＮＧ Ｚｈｅ⁃ｘｕａｎ， ＺＨＡＯ Ｎｉｎｇ⁃ｎｉｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｃａｉ⁃ｑｉｎ， ｅｔ ａｌ（９７）
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇ⁃
ｎｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ

ＺＨＡＮＧ ｈｕｉ，ＺＨＯＵ Ｘｉａｏ⁃ｈｕｉ，ＦＡＮ Ｈｕｉ⁃ｍｉｎ，ｅｔ ａｌ（１０２）
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐ２Ｙ６ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ＺＥＮＧ Ｙｏｎｇ，ＷＥＮ Ａｉ⁃ｚｈｅｎ，ＷＡＮＧ Ｓｈｕｎ⁃ｍｉｎ， ｅｔ ａｌ（１０７）
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ｂｅｔｉｃ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ

ＺＨＵ Ｃｈａｏ， ＺＨＵ Ｙｉｎｇ⁃ｙｉｎｇ， ＬＩ Ｅｒ⁃ｎｉ， ｅｔ ａｌ（１１１）
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ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ＷＵ Ｙｕ⁃ｈｏｎｇ， ＸＵ Ｙａ⁃ｑｉｎｇ， ＬＩ Ｈａｉ⁃ｌｏｎｇ， ｅｔ ａｌ（１１６）
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ｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｒａｔｓ

ＳＵＮ Ａｎ⁃ｈｕｉ，ＧＵ Ｊｉｅ，ＷＵ Ｔａｏ，ｅｔ ａｌ（１２０）
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ｏｃａｒｄｉｕｍ ｉｎ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ
ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇ⁃ｍａｏ， ＱＩＵ Ｂｉｎ， ＤＥＮＧ⁃Ｒａｎ， ｅｔ ａｌ（１２７）
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ＲＥＮ Ｘｉａｏ⁃ｎａｎ， ＲＥＮ Ｒｏｎｇ⁃ｒｏｎｇ， ＬＩＵ Ｘｕｅ， ｅｔ ａｌ（１３４）
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ＤＮＡ ｄａｍａｇｅｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ａｎｉｌｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｐａｉｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ

ＢＩＡＮ Ｇａｏ⁃ｐｅｎｇ， ＬＩＵ Ｒｕｉ⁃ｘｉａｎｇ， ＳＨＩ Ｂａｏ⁃ｚｈｏｎｇ， ｅｔ ａｌ（１３９）
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Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ
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ＪＩＮＧ Ｘｉ⁃ｚｈｏｎｇ， ＪＩＡ Ｈｕａｎ⁃ｈｕａｎ， ＬＵＯ Ｔｉｎｇ， ｅｔ ａｌ（１５８）
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ａｎｄ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ

ＷＵ Ｍｉｎ， ＬＩ Ｎａ， ＳＵＮ Ｘｉａｏ⁃ｍｅｉ， ｅｔ ａｌ（１６４）
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Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ＳＮＰ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｆｒｏｚｅｎ
ｅｍｂｒｙｏｓ ａｎｄ ｓｐｅｒｍ ｏｆ ｉｎｂｒｅｄ ｍｉｃｅ

ＸＵ Ｗｅｉ，ＣＨＡＯ Ｔｉａｎ⁃ｚｈｕ，ＬＩＵ Ｌｉ⁃ｊｕｎ，ｅｔ ａｌ（１６９）
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Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＡｄ⁃ＡＰＮ ｇｅｎｅ ｏｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｉｎ
ＡｐｏＥ － ／ － ｍｉｃｅ
ＷＡＮＧ Ｘｕｅ⁃ｍｅｉ， ＷＥＩ Ｑｉｎ， ＤＵＡＮ Ｍｉｎｇ⁃ｊｕｎ， ｅｔ ａｌ（１７５）
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Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ
ｍａｍｍａｌｉａｎ ｏｒｔｈｏｒｅｏｖｉｒｕｓ ３ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ

ＷＡＮＧ Ｊｉ，ＦＵ Ｒｕｉ， ＬＩ Ｘｉａｏ⁃ｂｏ，ｅｔ ａｌ（１８３）
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Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ＦＵ Ｒｕｉ， ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇ， ＷＡＮＧ Ｓｈｕ⁃ｊｉｎｇ， ｅｔ ａｌ（１８８）
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Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｉｎ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ

ＸＩＮＧ Ｊｉｎ， ＦＥＮＧ Ｙｕ⁃ｆａｎｇ， ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇ， ｅｔ ａｌ（１９１）
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ＦＥＮＧ Ｙｕ⁃ｆａｎｇ，ＸＩＮＧ Ｊｉｎ，ＦＵ Ｒｕｉ， ｅｔ ａｌ（１９５）
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Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍａｌｉｃ
ｅｎｚｙｍｅ １ ａｎｄ ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ １ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙｓ

ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇ，ＷＥＩ Ｊｉｅ，ＹＵ Ｐｅｎｇ⁃ｌｉ，ｅｔ ａｌ（１９９）………

Ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｅｒ⁃
ａｓｅ⁃３ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ

ＷＥＩ Ｊｉｅ， ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇ， ＧＯＮＧ Ｗｅｉ， ｅｔ ａｌ（２０４）
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ａｄｕｌｔ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ ｄｅ⁃
ｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ＹＵＡＮ Ｒｅｎ⁃ｆｅｉ， ＤＥＮＧ Ｗｅｉ⁃ｍｉｎ， ＨＡＮ Ｌｉ⁃ｐｉｎｇ， ｅｔ ａｌ（２０８）
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Ａｎｉｍａｌ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｅｃｈ⁃
ｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｉｔｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ

ＸＵ Ｃｈｕｎ⁃ｙａｎ， ＳＯＮＧ Ｙａｎｇ， ＬＩ Ｋｕｎ⁃ｙｉｎ， ｅｔ ａｌ（２１７）
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ＸＵ Ｋａｉ⁃ｘｕａｎ， ＬＩ Ｎｉｎｇ⁃ｎｉｎｇ， ＧＵＡＮ Ｌｅｉ⁃ｊｉａｎ，ｅｔ ａｌ（２２１）
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ｔｉｃｕｓ ｃａｎ ｂｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｒａｌ ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｓａｌｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ＨＡＮ Ｗｅｉ，ＪＩＡＮＧ Ｌｉ，ＨＥ Ｒｏｎｇ，ｅｔ ａｌ（２４３）

…
…………

Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍ
ｉｎ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ ｉｎｆｅｒｔｉｌｅ ｍａｌｅ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓ

ＹＵ Ｃｈｅｎ⁃ｌｉｎ， ＬＩＮ Ｌｉ⁃ｆａｎｇ， ＹＵＡＮ Ｚｉ⁃ｙａｎ， ｅｔ ａｌ（２４８）
……………

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ｍｉｃｅ
ＳＵＮ Ｘｉｕ⁃ｐｉｎｇ， ＹＡＮＧ Ｊｉｕ⁃ｓｈａｎ， ＺＨＡＮＧ Ｎａｎ， ｅｔ ａｌ（２５３）

……………………………………………………

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｉｍｂ ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ
ｔｉｓｓｕｅ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ＨＵＡＮＧ Ｊｉａｎ⁃ｂｉｎｇ， ＸＵ Ｇａｏ⁃ｊｕｎ， ＬＩＵ Ｈａｏ， ｅｔ ａｌ（２５８）
……………………………

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２Ａ
ａｎｄ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

ＮＩＵ Ｙｕ⁃ｊｉａｎ， ＷＡＮＧ Ｄｅ⁃ｅｎ， ＹＡＮＧ Ｌｉｕ， ｅｔ ａｌ（２６２）
……………………………

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ＩＬ⁃３７ｂ ｇｅｎｅ

ＹＡＯ Ｊｉｎｇ， ＣＨＥＮＧ Ｊｉａｎｇ， ＰＥＩ Ｘｕｅ⁃ｆｅｎｇ， ｅｔ ａｌ（２６８）
………………………………………

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖ，β３ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓ⁃
ｔｏｃｙｓｔｓ

ＮＩ Ｑｉａｎ⁃ｌｉｎ， ＮＩ Ｈｅ⁃ｍｉｎ， ＰＡＮ Ｘｉｎｇ⁃ｑｉａｎ， ｅｔ ａｌ（２７３）
……………………………………………………

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍａｃａ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ
ＹＵ Ｆａ⁃ｒｏｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｓｈｉ⁃ｓｈｕａｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｚｈｅｎ⁃ｎａｎ， ｅｔ ａｌ（２７９）

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｏｎ ｔｈｅ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ

ＬＩＡＮＧ Ｊｉｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｙｕａｎ， ＣＡＯ Ｌｉｎｇ， ｅｔ ａｌ（２８３）
………………………………

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ
（ＮＫ） ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

ＺＨＵ Ｍｉｎｇ⁃ｈａｏ， ＬＵ Ｔａｏ⁃ｆｅｎｇ， ＮＩＵ Ｙｉｎ⁃ｊｉｅ， ｅｔ ａｌ（２８８）
……………………

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ｓｅｎｄａｉ ｖｉｒｕｓ ｂｙ
ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＺＨＯＵ Ｊｉｅ， ＺＨＡＯ Ｌｉ⁃ｊｕａｎ，ＴＡＯ Ｌｉｎｇ⁃ｙｕｎ， ｅｔ ａｌ（２９３）
Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ＳＰＦ Ｊｉｎｄｉｎｇ ｄｕｃｋ ｐｏｐｕ⁃

ｌａｔｉｏｎ
ＺＨＡＯ Ｌｉ⁃ｌｉ， ＬＵ Ｔａｏ⁃ｆｅｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｘｉａｏ⁃ｐｉｎｇ， ｅｔ ａｌ（２９９）

……………………………………………………

Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ
ｈｅｐａｔｉｃｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＢＡＬＢ ／ ｃ
ｍｉｃｅ

ＦＥＮＧ Ｊｉｅ，ＺＨＡＮＧ Ｑｕａｎ，ＸＩＥ Ｊｉａｎ⁃ｙｕｎ，ｅｔ ａｌ（３０４）
……………………………………………………

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ
Ｓｈａｎｇｈａｉ ａｒｅａ

ＦＥＮＧ Ｌｉ⁃ｐｉｎｇ， ＴＡＯ Ｌｉｎｇ⁃ｙｕｎ， ＺＨＯＵ Ｊｉｅ， ｅｔ ａｌ（３０９）
……………………………………………

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ＣＵＩ Ｓｈｕ⁃ｆａｎｇ（３１３）………………………………………

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ＨＡＮ Ｙｕａｎ⁃ｙｕａｎ， ＤＡＩ Ｊｉｅ⁃ｊｉｅ （３２１）………………

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｖａｓｃｕｌｏｐａｔｈｙ
ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ

ＦＥＮＧ Ｌｉ⁃ｓｈｕａｉ， Ｍａ Ｘｕ， ＷＡＮＧ Ｊｉａｎ⁃ｂｏ（３２７）
…………………

……

Ｎｏ． ４

Ｐｉｎ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ

４７６
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ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ
ＸＩＡＮＧ Ｊｉａｎ， ＣＨＥＮ Ｐｅｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｌｉ， ｅｔ ａｌ（３３３）

…………………………………

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｉｃｅ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ＣＲＳＩＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

ＺＨＡＯ Ｙａ， ＬＩ Ｈｏｎｇ⁃ｗｕ， ＳＨＩ Ｃｈａｎｇ⁃ｈｏｎｇ，ｅｔ ａｌ（３３９）
……………………………

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｎ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ
ＫＯＮＧ Ｑｉｎｇ⁃Ｈｕｉ， ＣＨＡＯ Ｙａｎ， ＸＩＡ Ｍｉｎｇ⁃Ｚｈｅ， ｅｔ ａｌ（３４４）

………

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｌａｍｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｐｅｃｉｅｓ
ＺＨＡＮＧ Ｈｅｎｇ⁃ｌｕ，ＨＵＡＮＧ Ｈｕｉ⁃ｍｉｎ，ＹＥ Ｚｈｉ⁃ｘｕ， ｅｔ ａｌ（３５１）

…………………………………………………

Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｌｑ ｇｅｎｅ ｏｎ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ
ＷＡＮ Ｃｏｎｇ， ＨＵＡＮＧ Ｙａ⁃ｐｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｍｅｉ， ｅｔ ａｌ（３５８）…

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ

ＹＥ Ｚｈｉ⁃ｈａｏ， ＸＵ Ｗｅｎ⁃ｈａｏ， ＬＩＵ Ｑｉｎｇ⁃ｈｕａ， ｅｔ ａｌ（３６４）
…………………………………

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣａＶ１􀆰 １⁃Ｒ５２８Ｈ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋ⁃ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｔｈｙｒｏｔｏｘｉｃ ｈｙｐｏｋａｌｅｍｉｃ ｐｅｒｉｏｄｉｃ ｐａｒａｌｙｓｉｓ

ＺＨＩ Ｈｏｎｇ⁃ｙｅ， ＸＵ Ｈｏｎｇ⁃ｙａｎ， ＣＨＥＮ Ｙｉｎｇ⁃ｙｉｎｇ， ｅｔ ａｌ（３６９）
………………

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｌａｓｓ Ｉ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｈｏ⁃
ｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｏ ＨＬＡ ｉｎ ＧＧＴＡ１ － ／ －

Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ
ＪＩＡＮＧ Ｙｉｎｇ⁃ｄｉ， ＺＥＮＧＧｕｏ⁃ｍｉｎ， ＳＨＩ Ｎｉｎｇ⁃ｎｉｎｇ， ｅｔ ａｌ（３７５）

……………………………………

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ６⁃ｗｅｅｋ ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｗｈｅｅｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｓｅｘ⁃ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ
ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ａｘｉｓ ｉｎ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｆｅｄ ＳＤ
ｒａｔｓ

ＺＨＡＯ Ｙａｎ，ＳＵＮ Ｊｉｎｇ⁃ｑｕａｎ，ＸＩＥ Ｍｉｎ⁃ｈａｏ，ｅｔ ａｌ（３８１）
………………………………………………………

Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｂｌｏｏｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｍａｉｎ ｏｒｇａｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｐｉｇｌｅｔｓ

ＳＵＮ Ｊｉｎｇ， ＤＵ Ｌｅｉ， ＣＡＯ Ｈａｏ⁃ｒａｎ， ｅｔ ａｌ（３８８）
…………………………

……
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｓｔａｂｌｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃ⁃

ｃｌｕｓｉｏｎ
ＢＡＯ Ｘｉｎ⁃ｊｉｅ， ＬＩ Ｘｕｅ⁃ｙｕａｎ， ＺＵＯ Ｆｕ⁃ｘｉｎ， ｅｔ ａｌ（３９５）

…………………………………………………

Ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｓ⁃
ｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕ⁃
ｓｉｏｎ ＬＩＵ Ｈｕａ， ＬＩＵ Ｙｕｅ⁃ｍｅｉ， ＧＵＡＮ Ｒｕｉ， ｅｔ ａｌ（３９９）…

Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ Ｍ４ ｍｕｓｃａ⁃
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ｎｉｎｅ ｄｙｅ ｉｎ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃａｌｌｙ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ
ｍｉｃｅ

ＺＨＡＯ Ｙｏｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｃａｉ⁃ｑｉｎ， ＺＨＡＯ Ｎｉｎｇ⁃ｎｉｎｇ，ｅｔ ａｌ（５６７）
……………………………………………………

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｇｕａｎｇｘｉ ａｎｄ Ｙｕｎ⁃
ｎａｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ （Ｔｕｐａｉａ ｂｅｌａｎｇｅｒｉ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）

ＴＡＮＧ Ｙａｎ⁃ｐｉｎｇ， ＣＡＯ Ｊｉ， ＹＡＮＧ Ｘｉａｎｇ⁃ｄｉ， ｅｔ ａｌ（５７２）
Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｂａ⁃α ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｎｏｒ⁃

ｍａｌ ｈａｔｃｈｅｄ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｎｄ ｄｏｒｍａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆ⁃
ｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ＬＩＵ Ｄｉ， ＮＩ Ｈｅ⁃ｍｉｎ， ＧＵ Ｍｅｉ⁃ｃｈａｏ， ＷＡＮＧ Ｌｉ⁃ｈｏｎｇ， ｅｔ ａｌ（５７９）
………………………………………

Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｃｔ１ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｅｘ⁃
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏ⁃
ｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ
ＫＵＡＩ Ｙｉ⁃ｈｅ， ＷＡＮＧ Ｌｉ⁃ｊｉｎｇ， ＤＥＮＧ Ｈｕｉ⁃ｊｕｎ， ｅｔ ａｌ（５８５）

……………………………………………

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ＩＣＲ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍｉｃ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｉｎ⁃
ｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｒａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ＬＵＯ Ｙｉｎ⁃ｚｈｕ， ＰＡＮ Ｊｉｎ⁃ｃｈｕｎ， ＨＥ Ｌｉ⁃ｆａｎｇ， ｅｔ ａｌ（５９１）
………………………

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏ⁃
ｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ＤＥＮＧ Ｓｈａｏ⁃ｃｈａｎｇ， ＬＵＯ Ｙｉｎ⁃ｚｈｕ， ＬＩ Ｈａｎｇ， ｅｔ ａｌ（５９６）

…………………………………

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｇ ｃｏ⁃ｅｎｚｙｍｅ Ｑ１０ ｓｕｎｃｒｅａｍ ｏｎ ｔｈｅ ｕｌｔｒａ⁃
ｖｉｏｌｅｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｋｉｎ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｍｉｃｅ
ＷＵ Ｈａｉ⁃ｙｏｕ， ＱＩＵ Ｃｈｕ⁃ｑｕｎ， ＬＩＡＮＧ Ｍｅｉ⁃ｔｉｎｇ， ｅｔ ａｌ（６０１）

……………

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

ＹＥ Ｑｉｕ⁃ｙｉｎｇ， ＬＩ Ｇｅ， ＬＵＯ Ｙｉｎ⁃ｚｈｕ， ｅｔ ａｌ（６０７）
…………………………………

……
Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｆｏｒ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ＤＰＲＡ ｗｉｔｈ ｈ⁃ＣＬＡＴ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ

ｓｋｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒｓ
ＫＥ Ｙｉ⁃ｈｕｉ， ＣＨＥＮ Ｙｕ， ＣＨＥＮＧ Ｓｈｕ⁃ｊｕｎ（６１１）

…………………………………………
………

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｔｕｍｏｒ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｉｎ ＭＭＴＶ⁃ＰｙＭＴ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ＬＩ Ｙｕａｎ⁃ｙｕａｎ， ＱＩ Ｃｕｉ⁃ｌｉｎｇ， ＺＨＯＵ Ｚｈｉ⁃ｑｉｎｇ， ｅｔ ａｌ（６１８）

……………………………………………

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ

ＷＡＮ Ｂｉｎ，ＳＵＮ Ｌｉ⁃ｗｅｉ，ＬＩＵ Ｒｏｎｇ，ｅｔ ａｌ（６２２）
………………

………
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ＩＧＦ⁃１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ Ｔｉｂｅｔ ｍｉｎｉｐｉｇｓ
ＴＩＡＮ Ｙｕ⁃ｇｕａｎｇ，ＷＡＮＧ Ｙｕ⁃ｊｕｅ，ＰＡＮＧ Ｗｅｉ，ｅｔ ａｌ（６２８）

…………………

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｃｈｅｓｔ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＴＡＮＧ Ｙｉ， ＡＮ Ｑｉｎｇ⁃ｂａｏ，ＦＵ Ｓｈｏｕ⁃ｚｈｉ， ｅｔ ａｌ（６３２）
……………………

…
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｈｙｐｅｒｃｏａｇｕｌａｂｌｅ ｓｔａｔｅ

ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ
ＷＡＮＧ Ｌｉｗｅｎ， ＳＨＥＮ Ｘｉａｏ⁃ｊｉｅ， ＷＵ Ｑｉａｎ， ｅｔ ａｌ（６３９）

……………

Ａ ｂｅａｇｌｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｆａｔ
ｄｉｅｔ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ＨＵ Ｊｕａｎ，ＹＡＮＧ Ｙａｎｇ，ＭＩ Ｂｅｎ⁃ｚｈｏｎｇ，ｅｔ ａｌ（６４３）
………………

…
Ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｉｇｈ ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｉｒｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ

ＨＥ Ｈｏｎｇ⁃ｘｉｎｇ， ＣＨＥＮ Ｊｉｅ， ＨＵＡＮＧ Ｆａｎｇ， ｅｔ ａｌ（６４８）……………………………………………………………
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｅｎｚｅｎｅ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ

ｂｌｏｏｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ
ＹＵ Ｆａ⁃ｒｏｎｇ， ＹＡＮＧ Ｂｏ， ＬＩ Ｄｅｎｇ⁃ｌｏｕ， ｅｔ ａｌ（６５４）

……………………………
…

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｋｉｄｎｅｙ⁃ｙａｎｇ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ

ＨＥ Ｓｈｕ⁃ｆｅｎ， ＪＵ Ｗｅｎ⁃ｚｈｅｎｇ， ＨＵ Ｈａｏ⁃ｂｉｎ， ｅｔ ａｌ（６５９）
……………………

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃
ＮＡ ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ

ＧＵＯ Ｗｅｎ⁃ｊｉｎ， ＬＩＡＮ Ｓｈｕａｉ， ＬＩ Ｙｕｅ， ｅｔ ａｌ（６６６）
………………………………………

……

６７６
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