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Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｏｎ ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４ ｉｎ ｒａｔ
ＺＨＯＵ Ｑｉｎｇ￣ｐｉｎｇꎬ ＪＩＡＮＧ Ｘｉａｏ￣ｈｕａꎬ ＦＵ Ｘｉａｏ￣ｂｏ(５２)……………

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｉｔｏｒ ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＵＶＥＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｅＮＯＳ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ＬＩＵ Ｚｈｉ￣ｈｕｉ(５８)………………………

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ａｃｉｄ Ａ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ Ｕ２５１ ｃｅｌｌｓ ｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ

ＬＩＵ Ｈａｉ￣ｐｅｎｇꎬ ＳＨＡＮ Ｘｉａｏ￣ｓｏｎｇꎬ ＺＨＥＮＧ Ｋｅ￣ｂｉｎ(６４)
…………………………………

…………
Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｂａｃｕｔｅ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ＴＣ ｉｎ ｒａｔｓ

ＪＩ Ｌｅｉꎬ ＣＥＮ Ｊｉａｎｇ￣ｊｉｅꎬ ＬＩＮ Ｓｈｉ￣ｄａｏꎬ ｅｔ ａｌ. (７０)
………

……………………
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

ＦＵ Ｒｕｉꎬ ＬＩ Ｘｉａｏ￣ｂｏꎬ ＷＡＮＧ Ｓｈｕ￣ｊｉｎｇꎬ ｅｔ ａｌ. (７５)
……

…………………
Ａ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ

ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ＬＩ Ｌｏｎｇ￣ｗｅｉꎬ ＷＡＮＧ Ｙａｎ￣ｙｕｎꎬ ＣＨＥＮ Ｑｉꎬ ｅｔ ａｌ. (８１)

………………………………………
…………

Ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ ａｓｓａｙ
ＭＡ Ｂａｏ￣ｌｉａｎｇꎬ ＬＵ Ｋｅ￣ｑｉｎｇ(８６)

………………………
……………………………………
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[作者简介]姚静(１９８８ － )ꎬ女ꎬ硕士ꎬ研究方向:临床分子生物学诊断ꎬＥ￣ｍａｉｌ: ｙａｏｊｉｎｇ＿ｈｎｚｚ＠ １６３. ｃｏｍꎮ
[通讯作者]袁明(１９７７ － )ꎬ男ꎬ副研究员ꎬ博士ꎬ研究方向:空间生物学ꎬＥ￣ｍａｉｌ: ｙｕａｎｍｉｎｇ７７１１＠ ａｌｉｙｕｎ. ｃｏｍꎻ程江(１９６３ － )ꎬ男ꎬ教授ꎬ硕士ꎬ

研究方向:实验室管理及分子生物学ꎬＥ￣ｍａｉｌ: ｃｈｅｎｇｊｉａｎｇ１９８０＠ ｓｉｎａ. ｃｏｍꎮ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

尾吊小鼠感染空间诱变大肠杆菌炎症反应增强

姚　 静１ꎬ程　 江２ꎬ裴雪枫３ꎬ王静宇４ꎬ王俊锋５ꎬ张学林５ꎬ刘长庭５ꎬ袁　 明４

(１. 石河子大学医学院ꎬ新疆 石河子　 ８３２０００ꎻ２. 石河子大学第一附属医院检验科ꎬ新疆 石河子　 ８３２０００ꎻ
３. 辽宁医学院ꎬ辽宁 锦州　 １２１００１ꎻ４. 中国航天员科研训练中心ꎬ航天医学基础与应用国家重点实验室ꎬ北京　 １０００９４ꎻ

５. 解放军总医院南楼呼吸科ꎬ北京　 １００８５３)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察空间诱变大肠杆菌感染尾吊模拟失重小鼠后炎症反应变化ꎮ 方法 　 将 ４０ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６
小鼠随机分为对照、对照染菌、尾吊及尾吊染菌组ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法分别检测小鼠血浆和肠道组织中

炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 的含量及 ｍＲＮＡ 表达ꎬＨＥ 染色观察小肠组织形态学的改变ꎮ 结果 　 血浆炎症因子

ＥＬＩＳＡ 及肠道组织炎症因子 ＰＣＲ 结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ实验组小鼠血浆及肠道组织中炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、
ＩＬ￣６ 的表达均升高ꎬ且尾吊染菌组最为显著(Ｐ < ０􀆰 ０１ 或 Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎻ小肠组织 ＨＥ 染色结果显示ꎬ实验组小肠粘膜

均出现不同程度的损伤ꎬ且尾吊染菌组最为严重ꎮ 结论 　 空间诱变大肠杆菌感染尾吊小鼠后可显著升高血浆及肠

道组织中炎症因子表达ꎬ导致更严重的肠道黏膜屏障受损ꎬ提示尾吊模拟失重后感染空间诱变大肠杆菌可致机体

的炎症反应增强ꎮ
【关键词】 　 空间诱变大肠杆菌ꎻ模拟失重ꎻ炎症因子ꎻ肠道组织
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Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔａｉｌ￣ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｍｉｃｅ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｅ. ｃｏｌｉ ｉｎ ｓｐａｃｅｇｌｉｇｈｔ

ＹＡＯ Ｊｉｎｇ１ꎬ ＣＨＥＮＧ Ｊｉａｎｇ２ꎬ ＰＥＩ Ｘｕｅ￣ｆｅｎｇ３ꎬＷＡＮＧ Ｊｉｎｇ￣ｙｕ４ꎬＷＡＮＧ Ｊｕｎ￣ｆｅｎｇ５ꎬ
ＺＨＡＮＧ Ｘｕｅ￣ｌｉｎ５ꎬＬＩＵ Ｃｈａｎｇ￣ｔｉｎｇ５ꎬＹＵＡＮ Ｍｉｎｇ４

(１. Ｔｈｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｓｈｉｈｅｚｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｓｈｉｈｅｚｉ ８３２０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ
Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈｉｈｅｚｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｓｈｉｈｅｚｉ ８３２０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

３. Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｊｉｎｚｈｏｕ １２１００１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４. Ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｐａｃｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ Ａｓｔｒｏｎａｕｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００９４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
５. Ｎａｎｌｏｕ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ ＰＬＡ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００８５３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔａｉｌ￣ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｅ. ｃｏｌｉ ｉｎ ｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ４０ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｃｏｎ)ꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ
＋ Ｅ. ｃｏｌｉ Ｔ１￣１３ ｇｒｏｕｐ(Ｃｏｎ ＋ Ｔ１￣１３)ꎬ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ(ＴＳ)ꎬ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ＋ Ｅ. ｃｏｌｉ Ｔ１￣１３ ｇｒｏｕｐ(ＴＳ ＋ Ｔ１￣１３). Ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣１β ａｎｄ ＩＬ￣６ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ａｌｌ



ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＳ ＋ Ｔ１￣１３ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ(Ｐ < ０􀆰 ０１ ｏｒ Ｐ < ０􀆰 ００１). ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｍｕｃｏｓａ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄａｍａｇｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＴＳ
＋ Ｔ１￣１３ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｓｅｒｉｏｕｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ Ｅ. ｃｏｌｉ ｆｒｏｍ ｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｔａｉｌ￣ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ ｂｒｏｕｇｈｔ ｍｏｒｅ ｓｅｒｉｏｕｓ
ｄａｍａｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔａｉｌ￣
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｅ. ｃｏｌｉ ｆｒｏｍ ｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｓｐａｃｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｅ. ｃｏｌｉꎻ Ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙꎻ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓꎻ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ

　 　 随着我国载人航天事业的发展ꎬ尤其是后续载

人空间站任务的实施ꎬ需要航天员在太空环境停留

的时间越来越长ꎮ 因此ꎬ对影响航天员健康的危险

因素评估及防护措施研究就显得非常重要ꎮ 航天

员在飞行过程中可受到失重、辐射、超重、振动、噪
声、心理紧张等多种不利因素的影响ꎮ 这些因素会

对机体造成损害ꎬ如出现空间运动病、肌肉萎缩、骨
质脱钙、心血管功能失调等[１ － ２]ꎮ 也有研究显示ꎬ航
天飞行可造成机体多项免疫学参数的改变ꎬ导致机

体免疫功能降低ꎬ使得机体受感染的机会大大增

加[３]ꎮ 同时在空间环境中ꎬ微生物出现毒力及耐药

性的改变ꎬ除了腐蚀航天设备ꎬ也对航天员的健康

产生巨大威胁[４]ꎮ 因此ꎬ研究失重 /模拟失重下空

间诱变菌感染所致炎症反应的机制ꎬ对于其有效防

控具有重要意义ꎮ 本研究采用前期筛选出的空间

诱变大肠杆菌 Ｔ１ － １３ 菌株ꎬ通过模拟失重小鼠感染

模型ꎬ探讨空间诱变菌感染模拟失重小鼠对炎症反

应的影响ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物 ４０ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性小鼠ꎬ
体重 １８ ~ ２２ ｇꎬ周龄 ６ ~ ８ 周ꎬ购自北京维通利华实

验动物技术有限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１２ － ０００１】ꎬ实
验在中国航天员科研训练中心实验动物中心

【ＳＹＸＫ(军) ２０１２ － ００２０】开展ꎬ给予自由进食、饮
水、２３ ± ２℃环境温度、每昼夜保持 １２ ｈ 光照与 １２ ｈ
黑暗交替循环条件下饲养ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 空间诱变大肠杆菌菌株 空间诱变型大肠杆

菌 Ｔ１ － １３ 由解放军总医院南楼呼吸科提供ꎬ该菌株

搭载神舟十号飞船在轨飞行 １５ ｄꎬ返回后测序分析

发现存在耐药及毒力基因突变ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 实验试剂和药物 炎症因子 ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒ꎬ购自上海蓝基生物科技有限公司ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂购

自 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎻ反转录试剂盒、ＳＹＢＲ􀳏 Ｇｒｅｅｎ 荧光定

量试剂盒购自大连宝生物公司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ４　 仪器和设备 伯乐 Ｍｏｄｅｌ６８０ 酶标仪ꎻ电恒温

培养箱ꎻ离心机ꎻ ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ｒｅａｌｐｌｅｘ ＰＣＲ 扩增仪ꎻ
ＥＤＴＡ 抗凝真空采血管ꎬ一次性注射器ꎬ灌胃针等ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型的建立及分组 将 ４０ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６
小鼠随机分为对照( Ｃｏｎ)、对照染菌( Ｃｏｎ ＋ Ｔ１ －
１３)、尾吊(ＴＳ)及尾吊染菌组(ＴＳ ＋ Ｔ１ － １３)ꎬ每组

１０ 只ꎮ 参照陈杰等[５] 改良的方法对小鼠进行头低

位 ３０°尾部悬吊 ３０ ｄ 后ꎬ将 Ｔ１ － １３ 菌株配置成 １􀆰 ２
× １０８ＣＦＵ / ｍＬ 溶度菌液ꎬ以灌胃法[６] 对小鼠进行接

种ꎬ０􀆰 ２ ｍＬ /鼠ꎮ ７２ ｈ 后 １％戊巴比妥钠腹腔注射麻

醉小鼠ꎬ进行后续试验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＥＬＩＳＡ 方法检测血浆炎症因子 试验当天以

１％戊巴比妥钠 ０􀆰 ２ ｍＬ /鼠腹腔注射麻醉小鼠ꎬ消毒

后于心脏搏动最强处迅速进针行心脏采血ꎬ离心分

离血浆ꎬ按 ＥＬＩＳＡ 试剂盒操作说明书分别检测血浆

中炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 肠道组织形态学观察 心脏采血完毕后颈椎

脱位处死小鼠ꎬ消毒后暴露腹腔ꎬ无菌剪取小肠约 ２
ｃｍꎬ清除肠内容物后置于 ４％多聚甲醛中固定 ４８ ｈꎬ
常规石蜡包埋、切片、ＨＥ 染色、封片ꎬ光学显微镜观

察并拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 肠道组织炎症因子 ｍＲＮＡ 表达水平检测

ＴＲＩｚｏｌ 法提取小肠组织总 ＲＮＡꎬ按反转录试剂盒反

转录为 ｃＤＮＡ 后ꎬ以其为模版进行 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分

别检测小肠组织中炎症因子 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣１β、 ＩＬ￣６
ｍＲＮＡ 的表达ꎬ引物序列见表 １ꎮ 设置反应程序:
９５℃预变性 ３０ ｓꎻ９５℃变性 ５ ｓꎬ６０℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃
延伸 ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ ９５℃１５ ｓ、６０℃１５ ｓ、９５℃１５ ｓ
进行溶解曲线分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 统计学处理 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５􀆰 ０ 分析

软件对实验数据进行统计分析ꎬ组间比较采用

ＡＮＯＶＡꎬ两两比较采用 Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ 检验方法ꎬＰ
< ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
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表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增引物
Ｔａｂ. １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

基因 引物序列 产物长度(ｂｐ)

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ(ｂｐ)

ＴＮＦ￣α
Ｆｏｒｗａｒｄ: ５’￣ＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡＧＣＣＴＧＴＡＧＣＣ￣３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ５’￣ＡＡＧＡＧＡＡＣＣＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧ￣３’

１６９

ＩＬ￣１β
Ｆｏｒｗａｒｄ: ５’￣ＴＧＡＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡＡＡＧＡＴＧＡＡＧＧ￣３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ５’￣ＣＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＣＡＧＧＴＡＧＣ￣３’

１７２

ＩＬ￣６
Ｆｏｒｗａｒｄ: ５’￣ＣＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＴＴＣＡＣＡＧ￣３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ５’￣ＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＡＣ￣３’

１０２

ＧＡＰＤＨ
Ｆｏｒｗａｒｄ: ５’￣ＡＣＴＣＣＡＣＴＣＡＣＧＧＣＡＡＡＴＴＣＡ￣３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ５’￣ＧＧＣＣＴＣＡＣＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧ￣３’

１２２

注:∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ 尾吊组ꎻｎ ＝ １０ꎮ

图 １　 血浆中炎症因子的含量

Ｎｏｔｅ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ Ｃｏｎꎻ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ ＴＳꎻ ｎ ＝ １０.

Ｆｉｇ. １　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ

２　 结果

２􀆰 １　 血浆中炎症因子的含量

与对照组相比ꎬＣｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ 组血浆中 ＴＮＦ￣α
(Ｐ < ０􀆰 ０５)、ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ００１)、ＩＬ￣６(Ｐ < ０􀆰 ００１)含
量均明显升高ꎻＴＳ 组血浆中 ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ０５)和 ＩＬ￣
６(Ｐ < ０􀆰 ００１)含量明显升高ꎬＴＮＦ￣α 升高但无明显

差异ꎻＴＳ ＋ Ｔ１ － １３ 组血浆中 ＴＮＦ￣α(Ｐ < ０􀆰 ０１)、ＩＬ￣
１β(Ｐ < ０􀆰 ００１)、ＩＬ￣６(Ｐ < ０􀆰 ００１)含量均明显升高ꎬ
且升高最为显著ꎮ 与 ＴＳ 组相比ꎬＴＳ ＋ Ｔ１￣１３ 组血浆

中 ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ００１)和 ＩＬ￣６(Ｐ < ０􀆰 ０５)含量明显升

高ꎬＴＮＦ￣α 升高但无明显差异(图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 肠道组织形态学观察

组织形态学观察结果可见ꎬ对照组小肠结构没

有明显变化ꎬ从黏膜层到浆膜层结构完整ꎬ绒毛上

皮细胞排列整齐(图 ２Ａ)ꎮ 与对照组相比ꎬＣｏｎ ＋ Ｔ１
－ １３ 组小肠绒毛顶端坏死脱落ꎬ有的地方整个绒毛

坏死溶解ꎬ绒毛肿胀ꎬ固有层内可见炎性细胞浸润ꎬ

绒毛长度变小ꎬ肠腔内可见少量脱落的细胞碎片

(图 ２Ｂ)ꎻＴＳ 组小肠绒毛上皮轻微增生(图 ２Ｃ)ꎻ与
Ｃｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ 组相比ꎬＴＳ ＋ Ｔ１ － １３ 组小肠绒毛出现

类似病变ꎬ而且肠绒毛坏死情况较为严重ꎬ有的地

方出现凝固性坏死ꎬ有的地方出现溶解性坏死ꎬ仅
残存部分结构ꎬ肠腔内出现大量坏死脱落的细胞碎

片 (图 ２Ｄ)ꎮ
２􀆰 ３　 肠道组织炎症因子 ｍＲＮＡ 水平的表达

与对照组相比ꎬＣｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ 组小肠组织中

ＴＮＦ￣α(Ｐ < ０􀆰 ０５)、 ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ０１)、 ＩＬ￣６ (Ｐ <
０􀆰 ０５)表达均明显升高ꎻＴＳ 组小肠组织中 ＩＬ￣６(Ｐ <
０􀆰 ０５)表达明显升高ꎬＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β 升高而无明显

差异ꎻ ＴＳ ＋ Ｔ１￣１３ 组 小 肠 组 织 中 ＴＮＦ￣α ( Ｐ <
０􀆰 ００１)、ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ０１)、ＩＬ￣６(Ｐ < ０􀆰 ００１)表达均

明显升高ꎬ且升高最为显著ꎮ 与 ＴＳ 组相比ꎬＴＳ ＋ Ｔ１
－ １３ 组小肠组织中 ＴＮＦ￣α(Ｐ < ０􀆰 ０１)、ＩＬ￣１β(Ｐ <
０􀆰 ０１)表达明显升高ꎬＩＬ￣６ 升高而无明显差异(图
３)ꎮ
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注:Ａ:Ｃｏｎ 组ꎻＢ:Ｃｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ 组ꎻＣ:ＴＳ 组ꎻＤ:ＴＳ ＋ Ｔ１ － １３ 组ꎮ (↑绒毛顶端坏死脱落ꎻ
★绒毛坏死溶解ꎻ☆坏死脱落细胞碎片ꎻ▲绒毛上皮轻微增生ꎻ♥ 凝固性坏死)ꎮ

图 ２　 小肠组织病理改变(ＨＥ 染色ꎬ × ２０)
Ｎｏｔｅ. Ａ: Ｃｏｎꎻ Ｂ: Ｃｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ꎻ Ｃ: ＴＳꎻ Ｄ: ＴＳ ＋ Ｔ１ － １３. (↑Ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｏｐ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｉꎻ★ Ｎｅｃｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｉꎻ☆ｃｅｌｌ ｄｅｂｒｉｓ ｆｒｏｍ ｎｅｃｒｏｓｉｓꎻ▲ Ｓｌｉｇｈｔ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｃｈｏｒｉｏｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎻ♥ Ｃｏａｇｕｌａｔｉｖｅ ｎｅｃｒｏｓｉｓ) .

Ｆｉｇ. ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ(ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ × ２０)

注:∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ 尾吊组ꎻｎ ＝ １０ꎮ

图 ３　 肠道组织炎症因子 ｍＲＮＡ 水平的表达

Ｎｏｔｅ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ Ｃｏｎꎻ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ ＴＳꎻ ｎ ＝ １０.

Ｆｉｇ. ３　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ

３　 讨论

人类在进行太空探索、执行空间任务过程中ꎬ
常会受到失重、超重、辐射、震动、噪声等多种不利

因素的影响ꎮ 大量航天医学研究结果表明ꎬ失重可

造成航天员的免疫功能下降ꎬ且随时间的延长而程

度加重ꎬ从而导致机会性感染的机率增加ꎬ成为严

重的健康风险及影响空间任务的主要障碍[７]ꎮ 同

时ꎬ在载人航天活动中ꎬ一些正常定植的细菌会随

着航天员或航空部件进入太空ꎬ并在太空舱内形成

微生物群区ꎮ 在特殊的空间环境下ꎬ微生物基因表

达发生变化ꎬ毒力增加ꎬ生长速度加快ꎬ耐药性增

强ꎬ使得机体受感染机会大大增加[４ꎬ８ － ９]ꎮ 大肠杆菌

是哺乳动物常见的肠道正常寄生菌群ꎬ当机体免疫

力低下、肠道正常菌群紊乱时可机会性致病ꎬ引起

机体相应的肠道疾病ꎮ Ｒａｊａ Ｖｕｋａｎｔｉ 等[１０] 研究发

现ꎬ在模拟失重条件下ꎬ大肠杆菌活力和生长速度

明显加快ꎬ细菌代谢产物明显增多ꎮ

在一项模拟失重对小鼠 Ｔ 细胞亚群和某些细

胞因子的影响的研究中发现[１１]ꎬ尾部悬吊 ７ ｄ 后ꎬ
小鼠 ＣＤ８ ＋ 、ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞数量明显降低ꎬ且 ＩＬ￣６ 活

性呈增强趋势ꎬ另外一项长期飞行对机体免疫力影

响的研究中发现[１２]ꎬ不同时间的空间飞行后ꎬ血浆

炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 均有不同程度的升高ꎮ 我

们参考既往已成功建立的多种地面模拟失重模

型[１３]ꎬ通过前期实验筛选出空间诱变型大肠杆菌

Ｔ１￣１３ꎬ感染模拟失重小鼠ꎬ建立模拟失重小鼠肠道

感染模型ꎬ在尾吊 ３０ ｄ 后染菌 ３ ｄ 观察血浆及肠道

组织中炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 的表达ꎬ发现三

种炎症因子在实验组中均升高ꎬ且 ＴＳ ＋ Ｔ１￣１３ 组最

为显著ꎬ说明模拟失重及空间致病菌确可使机体免

疫力下降、炎症反应增强ꎬ且三种炎症因子在全身

感染性疾病和肠道黏膜免疫中均发挥重要作用ꎮ
ＴＮＦ￣α 是由单核巨噬细胞产生的具有多种功能的细

胞因子ꎬ在炎症的级联反应中首先被激活ꎬ并诱导

ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 等的产生ꎮ 当细菌感染时ꎬＴＮＦ￣α
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水平迅速升高ꎬ但其高峰期时间较 ＩＬ￣６ 短ꎬ并很快

下降至正常水平[１４]ꎮ 在一项长期飞行的研究中发

现ꎬ血浆中 ＴＮＦ￣α 在飞行中升高ꎬ飞行后较飞行前

无明显改变[１２]ꎮ 我们实验显示ꎬＴＳ 组 ＴＮＦ￣α 表达

较对照组虽有升高ꎬ但不明显ꎬ认为与上述所述

ＴＮＦ￣α 表达峰值时间有关ꎮ 另外ꎬ有研究表明暴露

于不同时间的空间飞行ꎬ机体产生的免疫应答效应

不尽相同ꎬ且免疫功能的恢复与飞行后返回地面的

时间可能相关[３ꎬ１２]ꎮ
关于失重对机体消化系统的影响ꎬ有研究人员

利用尾部悬吊大鼠模型ꎬ观察模拟失重 １４ ｄ 和 ２１ ｄ
小肠组织结构ꎬ光镜和电镜结果均显示小肠黏膜绒

毛和微绒毛稀少ꎬ变短变宽ꎬ表面积减少ꎬ小肠粘膜

紧密连接蛋白表达减少ꎬ黏膜通透性增加ꎬ推测小

肠粘膜微观结构的改变可能是航天员在航天飞行

中出现消化系统不良症状的重要原因之一[１５]ꎮ 我

们在实验过程中观察小鼠状态ꎬ发现实验组小鼠均

出现不同程度的厌食、消瘦、精神萎靡ꎬ进一步观察

小肠组织结构ꎬ证实了模拟失重会改变肠道黏膜屏

障的观点[１６]ꎮ 另外在失重不良刺激作用下ꎬ胃肠道

应激反应、蠕动紊乱、血管床淤血、微生态失调等一

系列因素造成肠黏膜受损ꎬ细菌及其代谢产物由门

静脉入血ꎬ导致机体出现全身炎症反应ꎮ
综上所述ꎬ空间诱变菌及模拟失重可使小鼠血

浆及肠道组织中炎症因子表达升高、肠道黏膜屏障

受损ꎬ提示空间环境较地面更易使机体炎症反应

增强ꎮ
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人工诱导树鼩乳腺肿瘤的病理分析

何保丽１ꎬ夏厚军２ꎬ角建林１ꎬ王春艳２ꎬ张海林２

(１. 昆明医科大学实验动物学部ꎬ昆明　 ６５０５００ꎻ２. 中国科学院昆明动物研究所ꎬ昆明　 ６５０２２３)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立树鼩乳腺肿瘤模型ꎮ 方法　 用 ＤＭＢＡ 联合人工合成孕激素 ＭＰＡ 的方法ꎬ挑选 ４５ 只雌

性树鼩ꎬ随机分为 ３ 组ꎮ (１)ＤＭＢＡ 组:连续 ３ 次进行 ＤＭＢＡ(２０ ｍｇ /次)灌胃处理ꎬ每周 １ 次ꎻ(２)ＤＭＢＡ ＋ ＭＰＡ 组:
每 ３ 周 １ 次ꎬ连续 ３ 次 ＤＭＢＡ 灌胃处理之后ꎬ于树鼩背部左侧皮下第 １ 次植入 ＭＰＡ 缓释片剂(１５０ ｍｇ /片ꎬ９０ ｄ 缓

释)ꎬ间隔 ３ 个月ꎬ第 ２ 次植入 ＭＰＡ 片ꎻ(３)正常对照组:使用花生油进行灌胃处理ꎬ每 ３ 周 １ 次ꎬ连续 ３ 次ꎮ 实验处

理后ꎬ每周定期观察肿瘤发生情况ꎬ共观察 ４５ 周ꎮ 采用 ＨＥ 染色对诱发肿瘤的病理类型进行鉴定ꎮ 结果　 ＤＭＢＡ
能单独诱导树鼩特异的产生乳腺肿瘤ꎬ诱发率为 １２％ ꎻ联合 ＭＰＡ 皮下植入可以把 ＤＭＢＡ 诱导的乳腺肿瘤发病率提

高到 ５０％ ꎻ而对照组没有观察到乳腺肿瘤的发生ꎮ 诱导的肿瘤主要为导管内乳头状瘤ꎬ恶性程度低ꎬ仅有一例为恶

性程度高的浸润性导管癌ꎮ 结论　 所诱导的树鼩导管内乳头状瘤和浸润性导管癌均为人类共有的肿瘤病理类型ꎮ
诱发肿瘤形态与自发肿瘤相似ꎮ

【关键词】 　 树鼩ꎻ乳腺肿瘤ꎻ模型ꎬ动物
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ＨＥ Ｂａｏ￣ｌｉ１ꎬ ＸＩＡＯ Ｈｏｕ￣ｊｕｎ２ꎬ ＪＩＡＯ Ｊｉａｎ￣ｌｉｎ１ꎬ ＷＡＮＧ Ｃｈｕｎ￣ｙａｎ２ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈａｉ￣ｌｉｎ２

(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｚｏｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０２２３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｍｏｄｅ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｔｕｍｏｒ. Ｍｅｔｈｏｄ 　 Ｆｏｒｔｙ￣ｆｉｖｅ ３ ｔｏ ４ ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄ
ｆｅｍａｌｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｗｅｒｅ ｏｒａｌｌｙ ｇａｖａｇｅｄ ｗｉｔｈ ２０ ｍｇ ７ꎬ１２￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚ(ａ)ａｎｔｈｒａｃｅｎｅ (ＤＭＢＡ) ｏｒ ｐｅａｎｕｔ ｏｉｌ ｐｅｒ ａｎｉｍａｌ ｆｏｒ
ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ. Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈａｔꎬ ｆｉｆｔｅｅｎ ＤＭＢＡ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｗｅｒｅ ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ９０ ｄａｙ￣ｒｅｌｅａｓｅ ｍｅｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ
ａｃｅｔａｔｅ (ＭＰＡ) ｐｅｌｌｅｔｓ. Ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｗｅｒｅ ｐａｌｐａｔｅｄ ｏｎｃｅ ｗｅｅｋｌｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍａｍｍａｒｙ ｔｕｍｏｒｓ ｆｏｒ ４５ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｆｉｒｓｔ
ＤＭＢＡ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＤＭＢＡ ｗｅｒｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｂｒｅａｓｔ ｔｕｍｏｒｓ (１２􀆰 ５％ ) ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓꎬ ａｎｄ ＭＰＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ (５０％ ) ｗｈｉｌｅ ｎｏ ｂｒｅａｓｔ ｔｕｍｏｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｒｅａｓｔ ｔｕｍｏｒｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｔｒａｄｕｃｔａｌ ｐａｐｉｌｌａｒｙ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ ａｎｄ ｏｎｅ ｗａｓ ＩＤＣ ｂｙ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ａｌｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｕｍｏｒｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｗｉｔｈ
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗꎻ Ｍａｍｍａｒｙ ｔｕｍｏｒꎻ Ｍｍｏｄｅｌꎬ ａｎｉｍａｌ

　 　 尽管早在 １９６６ 年«Ｎａｔｕｒｅ»就首次报道了一例

树鼩自发性乳腺癌[１]ꎬ国内夏厚军等[２] 报道了树鼩

自发乳腺肿瘤的特征ꎬ但自那以后ꎬ极少见到学者

成功建立树鼩的乳腺癌模型研究报道ꎮ
二甲基苯蒽(７ꎬ１２￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚ( ａ) ａｎｔｈｒａｃｅｎｅꎬ

ＤＭＢＡ)是目前诱发乳腺肿瘤常用的化学致癌剂ꎬ对



乳腺的选择作用较强ꎬ特异性高达 ７０％ ~ ８０％ [３]ꎮ
它是一种多环芳烃类化合物ꎬ经代谢产生致癌物ꎬ
从而引起 ＤＮＡ 损伤ꎬ基因突变ꎬ最终导致肿瘤生

成ꎮ ＤＭＢＡ 所诱发的 ＳＤ 大鼠乳腺癌大多为 ＥＲ ＋ /
ＰＲ ＋ [４]ꎬ表明雌激素和孕激素可以加速 ＤＭＢＡ 诱发

的乳 腺 癌 生 长ꎮ 研 究 证 实 醋 酸 甲 羟 孕 酮

(ｍｅｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ａｃｅｔａｔｅꎬＭＰＡ)ꎬ一种人工合成

的孕酮衍生物ꎬ能够加速大鼠[５] 或小鼠[６] ＤＭＢＡ 诱

发乳腺癌的速度ꎮ
ＤＭＢＡ 和 ＭＰＡ 是否也能在树鼩中诱发乳腺肿

瘤仍然是未知的ꎬ鉴于此ꎬ我们的实验首次尝试用

ＤＭＢＡ 和 ＭＰＡ 诱导树鼩的乳腺肿瘤ꎬ分析不同诱导

组的差异ꎬ以了解化学致癌剂对树鼩致乳腺肿瘤的

情况ꎬ进一步探讨 ＤＭＢＡ 诱导的树鼩乳腺肿瘤模型

是否适于人类乳腺肿瘤的研究ꎬ以期为人类乳腺肿

瘤的研究提供新的动物模型ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 动物及疼痛管理

实验用树鼩 ４５ 只ꎬ雌性ꎬ３ ~ ４ 月龄ꎬ由昆明医

科大学实验动物学部提供 【 ＳＣＸＫ (滇) Ｋ２０１３ －
０００２】ꎬ均为人工繁殖的子一代树鼩ꎮ 所有树鼩饲

养在普通级动物饲养室ꎬ饲喂树鼩专用的全价饲

料ꎬ自由饮水ꎮ 实验观察期限为 １２ 个月ꎮ 动物实验

在昆明医科大学动物实验室进行【ＳＹＸＫ(滇)２０１５
－ ０００２】ꎮ 树鼩产生乳腺癌后ꎬ每天灌胃盐酸曲马

多缓释片(２ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ以防止和缓解癌痛ꎮ
１􀆰 ２　 试剂

致癌剂 ＤＭＢＡ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ用花生油

做为溶剂ꎬＤＭＢＡ 终浓度为 ２０ ｍｇ / ｍＬꎮ ＭＰＡ 购自

美国 Ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ＡｍｅｒｉｃａꎬＩＲＡ)公司ꎬ规格

为 １５０ ｍｇ /片ꎬ９０ ｄ 缓释片剂ꎮ
１􀆰 ３　 ＤＭＢＡ 诱导的树鼩乳腺肿瘤模型的建立

１􀆰 ３􀆰 １　 致癌剂灌胃和孕激素缓释片埋植

致癌剂 ＤＭＢＡ 和孕激素缓释片 ＭＰＡ 联合诱导

是建立乳腺癌动物模型的常用手段[４]ꎮ 我们拟选

取 ４５ 只子一代性成熟的雌性树鼩(３ ~ ４ 个月)ꎬ按
体重随机分为 ３ 组ꎬ进行乳腺癌诱导实验ꎮ ①
ＤＭＢＡ ＋ ＭＰＡ 组:每 ３ 周 １ 次ꎬ连续 ３ 次 ＤＭＢＡ 灌胃

处理之后ꎬ于树鼩背部左侧皮下植入 ＭＰＡ 缓释片剂

(１５０ ｍｇ /片ꎬ９０ ｄ 缓释)ꎬ间隔 ３ 个月植入第 ２ 次

ＭＰＡ 片ꎻ②ＤＭＢＡ 组:连续 ３ 次进行 ＤＭＢＡ(２０ ｍｇ /
次)灌胃处理ꎬ每周 １ 次ꎻ③正常对照组:使用花生

油进行灌胃处理ꎮ １２ 个月内观察树鼩乳腺癌发生

情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 树鼩乳腺肿瘤发生过程中的观察、记录及标

本采集

在进行 ＤＭＢＡ 灌胃操作以后ꎬ每周观察树鼩乳

腺部位肿瘤生长情况ꎮ 当有可触肿瘤出现时ꎬ记录

肿瘤的发现时间(潜伏期)、肿瘤大小和转移情况ꎮ
每周测量肿瘤的长径和宽径ꎬ依照公式 Ｖ ＝ πＬＷ２ / ６
计算肿瘤的体积ꎬ制作肿瘤生长曲线图ꎮ 在致瘤过

程中ꎬ记录树鼩死亡情况ꎬ制作生存曲线图ꎮ
树鼩乳腺标本的采集:灌胃 ＤＭＢＡ 后每周定期

观察各组树鼩生长情况ꎬ观察各组树鼩肿瘤潜伏期

(实验开始至肿瘤出现)ꎬ肿瘤大小等ꎬ观察乳腺外

观ꎬ发育情况ꎬ当肿瘤直径达到 ２ ｃｍ 左右时将树鼩

处死并解剖ꎬ将肿物完整切除ꎬ分别置于 １０％ 中性

福尔马林溶液中固定、石蜡包埋、切片ꎮ 其中当肿

瘤出现破溃时则终止实验ꎬ并处死树鼩解剖ꎬ按实

验结束统计ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 树鼩乳腺肿瘤病理形态学分析

在诱导树鼩乳腺癌模型中ꎬ当肿瘤最长径达到

２ ｃｍ 左右ꎬ手术活取肿瘤组织ꎬ通过 ＨＥ 组织染色后

鉴定树鼩乳腺肿瘤所属类型ꎮ ＨＥ 染色如下:切取

肿瘤组织标本经甲醛固定ꎬ梯度酒精脱水ꎬ二甲苯

透明ꎬ浸蜡ꎬ组织包埋ꎬ连续切片厚约 ５ μｍꎬ二甲苯

脱蜡ꎬ无水酒精及各级酒精梯度水化ꎬ苏木素染色ꎬ
１％盐酸酒精分色ꎬ返蓝ꎬ０􀆰 ５％ 伊红染色ꎬ梯度酒精

脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ中性树胶封片ꎬ光学显微镜 １０ 倍

(低倍)物镜及 ４０ 倍(高倍)物镜下观察ꎬ记录肿瘤

的病理形态及恶性程度ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＤＭＢＡ 诱发乳腺肿瘤发生

由于树鼩是胆小易受惊的动物ꎬ应激性很强ꎬ
有的树鼩在实验过程中因实验进行实验处理而死

亡ꎬ尤其是在埋植 ＭＰＡ 药片的时候ꎮ 在实验结束

时ꎬＤＭＢＡ ＋ ＭＰＡ 组有 ６ 只树鼩存活ꎬＤＭＢＡ 组有 ８
只树鼩存活ꎬ对照组有 ９ 只树鼩存活ꎮ

ＤＭＢＡ 组有 １ 只树鼩发生了肿瘤ꎬ树鼩肿瘤发

生率为 １２􀆰 ５％ ꎻＤＭＢＡ ＋ ＭＰＡ 组发生肿瘤的树鼩为

３ 只ꎬ树鼩肿瘤发生比率为 ５０％ ꎻ在对照组没有观察

到肿瘤发生ꎬ肿瘤图片见图 １ꎮ 与对照组相比ꎬ
ＤＭＢＡ 处理组的肿瘤发生率并没有增加 ( Ｐ ＝
０􀆰 ２４７ꎬ > ０􀆰 ０５)ꎬ而 ＤＭＢＡ ＋ ＭＰＡ 组的肿瘤发生率

７中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



　 　 　

注:Ａ:在体乳腺肿瘤ꎻＢ: 离体肿瘤组织ꎮ

图 １　 ＤＭＢＡ 诱导的树鼩乳腺肿瘤

Ｎｏｔｅ:Ａ: Ｂｒｅａｓｔ ｔｕｍｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏꎻ Ｂ: Ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ.

Ｆｉｇ. １　 ＤＭＢＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｍｍａｒｙ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ

显著提高(Ｐ ＝ ０􀆰 ０１８ꎬ < ０􀆰 ０５)ꎻＤＭＢＡ ＋ ＭＰＡ 组的

肿瘤发生率与 ＤＭＢＡ 组相比没有显著差异(Ｐ ＝
０􀆰 １２４ꎬ > ０􀆰 ０５)ꎮ 肿瘤发生的潜伏期为 ２６ ~ ２８ 周ꎬ
第 １ 只肿瘤发生在 ＤＭＢＡ 灌胃后第 ２５ 周ꎮ

注:Ａ: 正常乳腺组织ꎻＢ:导管内乳头状瘤( × ４０)ꎻＣ: 浸润性导管癌( × ４０)ꎮ

图 ２　 ＤＭＢＡ 诱发的肿瘤病理类型

Ｎｏｔｅ:Ａ:ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅꎻ Ｂ: ｉｎｔｒａｄｕｃｔａｌ ｐａｐｉｌｌｏｍａｓꎻ Ｃ: ｉｎｖａｓｉｖｅ ｄｕｃｔ ｃａｒｃｉｎｏｍａ.

Ｆｉｇ. ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＤＭＢＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｍｍａｒｙ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ

２􀆰 ２　 诱发乳腺肿瘤的病理类型

将这 ４ 个树鼩乳腺肿瘤进行 ＨＥ 染色后判断其

所属类型(表 １)ꎬ共鉴定了 ２ 种类型ꎬ即乳头状瘤和

浸润性导管癌ꎬ除＃７ 外ꎬ其它树鼩肿瘤均为导管内

乳头状瘤ꎬ属于良性肿瘤ꎮ ＃７ 为浸润性导管癌 ２
级ꎬ属于恶性肿瘤ꎮ 对照组＃３ 仅为小叶增生ꎮ 图 ２
为各病理类型的代表性图片ꎮ 导管内乳头状瘤显

微镜下导管内可见乳头状结构ꎬ乳头中轴见纤维及

血管ꎬ瘤细胞排列极性规则ꎬ细胞无异型性ꎮ ＤＭＢＡ
诱导的两类乳腺肿瘤的形态结构与自发的相似ꎮ

图 ２ 为各病理类型的代表性图片ꎮ 导管内乳头

状瘤(＃１２)显微镜下结构与自发性导管内乳头状瘤

极其一致ꎬ乳头表面及腔面被覆双层上皮细胞ꎬ内
层为柱状上皮细胞ꎬ胞浆较丰富ꎬ外层为肌上皮细

胞ꎬ其外包裹完整的基底膜ꎮ 乳头中轴见纤维及血

管ꎬ瘤细胞排列极性规则ꎬ细胞无异型性ꎮ ＃７ 的浸

润性导管癌也与自发导管癌在结构上比较一致ꎬ癌
细胞充满多个扩张的导管内腔隙ꎬ呈实性结构ꎮ 癌

细胞较大ꎬ形态多样ꎬ异型性明显ꎬ胞浆较丰富ꎬ核
仁大ꎬ核膜厚ꎬ核分裂象多见ꎮ 依据腺管形成的程

度、细胞核多形性及核分裂数的多少将此浸润性导

管癌分为中度分化的 ＩＩ 级ꎮ
表 １　 ＤＭＢＡ 诱导树鼩乳腺肿瘤的病理类型
Ｔａｂ. １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＤＭＢＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ

ｍａｍｍａｒｙ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ

组别 Ｇｒｏｕｐ 编号 Ｎｏ. ＨＥ 染色结果 Ｈ＆Ｅ Ｒｅｓｕｌｔ

＃７ 浸润性导管癌Ⅱ级

ＤＭＢＡ ＋ ＭＰＡ ＃１１ 导管内乳头状瘤病

＃１２ 导管内乳头状瘤病

ＤＭＢＡ ＃３０ 导管内乳头状瘤病

３　 讨论

至今为止ꎬ关于野生或人工驯养的树鼩人工诱

８ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



导的肿瘤模型只有两个成功建立ꎬ一个是黄曲霉素

Ｂ１[７]和 ＨＢＶ[８ － ９]联合诱导的肝癌模型ꎬ另一个是 ２￣
羟 基 丙 基 亚 硝 胺 ( ２ꎬ ２ ’￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ￣ｄｉ￣ｎ￣
ｐｒｏｐｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅꎬＤＨＰＮ)诱导的肺腺瘤模型[１０]ꎮ 由

于缺乏转移的和免疫缺陷的树鼩ꎬ我们不得不采用

诱导时间很长的化学诱导法ꎬＤＭＢＡ[１１] 和亚硝基甲

基脲(Ｎ￣ｍｅｔｈｙｌ￣ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａꎬＮＭＵ) [１２] 是在啮齿类动

物乳腺癌诱导中常用的两种致癌剂ꎮ 实验中所使

用的致癌剂 ＤＭＢＡ 主要是通过微粒体的羟化酶系

经过羟基化和环氧化等代谢过程产生最终致癌

物[１３]ꎮ 我们的研究选用了 ＤＭＢＡ 作为致癌剂ꎬ
ＤＭＢＡ 由于不溶于水而必须用油或吐温溶解ꎮ
ＤＭＢＡ 的给药方式可以通过灌胃[１４]ꎬ也可以肌肉注

射[１５]ꎬ或者乳腺导管内注射[１６]ꎮ 我们采用灌胃的

方式来进行给药ꎮ 另外ꎬ越来越多的证据证明ꎬ在
人类女性的雌激素联合孕酮的治疗中ꎬ长期的孕酮

治疗增加乳腺癌的患病风险[１７]ꎮ 有研究发现孕酮

和它的衍生物 ＭＰＡ 足以诱导乳腺癌[１８]ꎬ而且ꎬＭＰＡ
的致癌效应也被随后在大鼠、猫、狗和小鼠的研究

所支持[１９]ꎬ这些研究证实了 ＭＰＡ 能加速乳腺癌的

发生ꎮ 本研究中ꎬ最早出现可触及的乳腺肿瘤的时

间为实验处理后第 ２５ 周ꎬ这一肿瘤潜伏期与大鼠的

１１ 周相差甚远ꎬ肿瘤诱发率也远低于大鼠(８０％ 以

上)ꎬ与国内文献报道的注射法致癌不一致[２０ － ２１]ꎮ
出现这一情况的原因除了 ＤＭＢＡ 的给药方法不同

以外ꎬ可能还跟动物种属差异也有较大的关系ꎬ由
于种属不同ꎬ对致癌剂的敏感性也不一样ꎮ 我们的

研究中还发现 ＭＰＡ 能够加速 ＤＭＢＡ 诱导的树鼩乳

腺肿瘤的发生ꎬ并提高肿瘤发病率ꎮ ＤＭＢＡ 联合

ＭＰＡ 诱导的树鼩乳腺肿瘤有两种类型ꎬ即导管内乳

头状瘤和浸润性导管癌ꎬ其中ꎬ以导管内乳头状瘤

为主ꎬ所诱导的乳腺肿瘤在组织形态、结构方面与

自发乳腺肿瘤相似ꎮ ＤＭＢＡ 诱导啮齿类会产生多种

类型器官的肿瘤ꎬ而在树鼩ꎬＤＭＢＡ 诱导树鼩产生的

肿瘤集中在乳腺肿瘤ꎬ但大多是导管内乳头状瘤ꎮ
虽说诱发树鼩肿瘤和自发的类型有相似之处ꎬ但与

人高比例导管癌的情况有一定差异ꎮ
综上所述ꎬ采用 ＤＭＢＡ 灌胃的方法成功建立了

树鼩的乳腺肿瘤模型ꎬＭＰＡ 与 ＤＭＢＡ 联合使用可以

促进树鼩乳腺肿瘤的发生ꎮ 所诱导的导管内乳头

状瘤和浸润性导管癌均为人类共有的肿瘤类型ꎬ但
存在潜伏期长、肿瘤发生率低、主要病理类型为非

浸润性导管癌的缺点ꎮ 这一方法所建立的肿瘤模

型其肿瘤是非常不规则的形状ꎬ很难定期监测肿瘤

准确生长速度和体积ꎬ在以后的研究中ꎬ课题组将

着力解决这一问题ꎮ 该模型的成功建立ꎬ为研究人

类乳腺肿瘤的发生、发展、预防及治疗提供了一个

新的比啮齿类动物更高级的动物模型ꎮ
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慢阻肺大鼠肺组织中树突状细胞表面因子的
表达变化及 ＣＣＬ２０ 抗体的干预作用

孙得胜１ꎬ２ꎬ欧阳瑶１ꎬ顾延会１

(１. 遵义医学院附属医院 呼吸一科ꎬ贵州 遵义　 ５６３００３ꎻ２. 华中科技大学同济医学院附属同济医院 呼吸与

危重症医学科ꎬ卫生部呼吸系统疾病重点实验室ꎬ武汉　 ４３００３０)

　 　 【摘要】 　 目的　 了解树突状细胞表面因子 ＯＸ６２、ＣＤ８３ 在慢阻肺大鼠肺部的表达变化ꎬ并探讨 ＣＣＬ２０ 抗体的干

预作用ꎮ 方法 　 选用 ３０ 只健康 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ随机分为健康对照组(１０ 只)、慢阻肺模型组(１０ 只)、ＣＣＬ２０ 单抗组(１０
只)ꎬ用气道内注入脂多糖(共 ２ 次)联合烟雾刺激(约 ２８ ｄ)的方法诱导慢阻肺模型ꎮ 在实验初始对单抗组大鼠以

ＣＣＬ２０ 单克隆抗体腹腔注射一次ꎮ 在第 ２９ 天取大鼠的肺组织观察其病理学改变ꎬ用免疫组织化学技术检测肺部树突

状细胞(ＤＣ)的表面因子 ＯＸ６２、ＣＤ８３ 的表达变化ꎮ 结果 　 模型组大鼠肺组织 ＨＥ 染色符合气道炎症和肺气肿的表

现ꎬＣＣＬ２０ 单抗组大鼠肺部病理表现比慢阻肺组明显减轻ꎮ 与健康对照组相比ꎬ慢阻肺模型组大鼠的肺组织中 ＯＸ６２
的表达比对照组明显增多(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ而在 ＣＣＬ２０ 单抗组低于慢阻肺组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 慢阻肺模型组大鼠肺组织中

ＣＤ８３ 的表达比对照组少(Ｐ <０􀆰 ０５)ꎬ而在慢阻肺组与 ＣＣＬ２０ 单抗组之间则没有明显的差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 结论 　 慢阻

肺的发病可能与肺部 ＯＸ６２ 的表达增多及 ＣＤ８３ 的表达减少有关ꎬ使用 ＣＣＬ２０ 单抗能部分地抑制这一效应ꎮ
【关键词】 　 慢阻肺ꎻ树突状细胞ꎻＣＣＬ２０ 单抗ꎻＯＸ６２ꎻＣＤ８３
【中图分类号】 ] Ｒ５６３􀆰 ３ Ｒ￣３３２　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１￣７８５６(２０１６) ０３￣００１１￣０５
ｄｏｉ: １０􀆰 ３９６９. ｊ. ｉｓｓｎ. １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１６􀆰 ０３􀆰 ００３

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＣＯＰＤ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＣＬ２０ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｎ ｉｔ

ＳＵＮ Ｄｅ￣ｓｈｅｎｇ１ꎬ２ꎬ ＯＵＹＡＮＧ Ｙａｏ１ꎬ ＧＵ Ｙａｎ￣ｈｕｉ１

(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｕｎｙｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｚｕｎｙｉ ５６３００３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ Ｍｉｎｉｓｔｒｙꎬ
Ｔｏｎｇｊｉ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００３０ꎬ Ｃｈｉｎａ. )

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＸ６２ ａｎｄ ＣＤ８３ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＣＯＰＤꎬ ａｎｄ ｔｏ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ＣＣＬ２０ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｎ ｉｔ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ３０ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ: ｎｏｒｍａｌꎬ ｍｏｄｅｌꎬ ａｎｄ ＣＣＬ２０ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｒｅａｔｅｄ. ＣＯＰＤ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ２８ ｄａｙｓ ａｎｄ
ＬＰＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｗｉｃｅ. Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣＬ２０ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄａｙ. Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ２９ｔｈ ｄａｙ. Ｗｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｌｕｎｇｓ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｅ ＤＣ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｌｕｎｇｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＯＰＤ ｍｏｄｅｌｓ ａｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ＣＯＰＤ ｐａｔｉｅｎｔｓꎬ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ＣＣＬ２０ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｔｈａｎ



ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＯＸ６２ ＋ ＤＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＯＰＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＣＣＬ２０ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ＣＤ８３ ＋ ＤＣｓ ｏｆ
ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＯＰＤ ａｎｄ ＣＣＬ２０ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ (Ｐ > ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＣＯＰＤ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＯＸ６２ ＋ ＤＣ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＣＤ８３ ＋ ＤＣꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｐａｒｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ＣＣＬ２０ ａｎｔｉｂｏｄｙ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＣＯＰＤꎻ Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌꎻ ＣＣＬ２０ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ ＯＸ６２ꎻ ＣＤ８３

　 　 自 １６７９ 年 Ｂｏｎｅｔ 以“庞大容量的肺”描述慢性

阻塞性肺疾病(简称慢阻肺ꎬＣＯＰＤ)到近年 ＧＯＬＤ
(Ｔｈｅ Ｇｌｏｂａｌ Ｉｎｉｔｉａｔｉｖｅ ｆｏｒ Ｃｈｒｏｎｉｃ Ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ Ｌｕｎｇ
Ｄｉｓｅａｓｅꎬ慢阻肺全球倡议)对慢阻肺最新定义的认

识ꎬ气道和肺组织对有害气体或颗粒的异常炎症反

应被认为是其重要特征[１]ꎬ且越来越多的研究提示

慢阻肺也可能是一种自身免疫性疾病[２]ꎬ有学者发

现在其发病过程中有免疫细胞被募集到肺[３]ꎮ 慢

阻肺中的免疫应答是在特定的抗原驱使下完成

的[３ － ４]ꎬ同时它受到树突状细胞(ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌꎬ ＤＣ)
的严密调控[５ － ６]ꎮ ＤＣ 环绕气道形成敏感的防御体

系ꎬ在外来抗原侵袭机体时ꎬ它们从完好的上皮组

织移行到受侵袭的部位并摄取这些抗原[７]ꎬＤＣ 表

面受体在信号刺激下介导了此过程[８]ꎮ ＤＣ 继续迁

移到局部引流淋巴结ꎬ提呈所摄取的抗原给相关的

Ｔ 细胞ꎮ 相应的炎症反应就是在这些 Ｔ 淋巴细胞的

介导下发生的ꎮ ＤＣ 的迁移是趋化作用的结果ꎬ在
它们的趋化因子与相关的受体间的相互作用下完

成[９]ꎮ ＣＣＬ２０ 是未成熟树突状细胞( ｉｍｍａｔｕｒｅ ＤＣꎬ
ｉＤＣ)的主要趋化因子ꎬ当气道发生炎症反应的时

候ꎬ表达于气道上皮的 ＣＣＬ２０ 大量增加[１０]ꎬ它与受

体间的相互作用被认为是 ｉＤＣ 被募集于气道的一

个可能的重要机制ꎮ
我们通过香烟烟雾刺激和气道内注入细菌内

毒素脂多糖(ＬＰＳ)制备大鼠慢阻肺模型ꎬ分别检测

ＤＣ 的表面因子 ＯＸ６２ 和 ＣＤ８３ 在肺组织中的表达ꎬ
并通过阻断 ＣＣＬ２０ 观察抗 ＣＣＬ２０ 干预对慢阻肺大

鼠的治疗效果ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

清洁级 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠(共 ３０ 只)ꎬ鼠龄 ８ 周ꎬ
体重 ２００ ~ ２２０ ｇꎬ由重庆市第三军医大学大坪医院

实验动物中心提供【ＳＣＸＫ(渝)２０１４ － ０００５】ꎮ 二部

法抗兔 /鼠通用型免疫组化试剂盒(上海基因科技

公司)ꎬ小鼠抗大鼠 ＯＸ６２ 单克隆抗体(美国 Ｒ＆Ｄ
Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎬ兔抗￣ＣＤ８３ 多克隆抗体(北京博奥森

生物技术公司)ꎬ大鼠 ＣＣＬ２０ 单克隆抗体 (美国

Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎬ羊抗鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ(北京爱普华

美生物科技公司)ꎬ脂多糖(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ香烟

(黄果树牌ꎬ烟气烟碱 １􀆰 ０ ｍｇ 焦油 １１ ｍｇ 一氧化碳

量 １３ ｍｇ 贵州中烟工业有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 模型的建立

实验在遵义医学院进行【ＳＹＸＫ(黔)２０１４ － ００３】
将大鼠随机分为健康对照组、慢阻肺模型组和 ＣＣＬ２０
单抗干预组(每组 １０ 只)ꎮ 使用香烟烟雾刺激和气道

内注入脂多糖的方法制备慢阻肺模型[１１]:后两组大

鼠于第 １ 天和第 １５ 天气道内注入脂多糖溶液(２００
μｇ / ２００ μＬ)ꎻ第 ２ ~ ２８ 天(第 １５ 天除外)于造模箱

(由玻璃制成ꎬ２５ ｃｍ ×３５ ｃｍ ×８０ ｃｍꎬ箱顶有直径约 ２
ｃｍ 的通气孔ꎬ箱中部从下向上有两排铁网ꎬ铁网间摆

放并点燃香烟)内被动吸烟(每天 ２ 次ꎬ每次燃 １２ 支

香烟)ꎮ 当日 ２ 次被动吸烟造模间隔 ２ ｈꎬ健康对照组

不予上述处理ꎮ ＣＣＬ２０ 单抗组大鼠第 １ 天注脂多糖

前用 ＣＣＬ２０ 单克隆抗体(１００ μｇ /只)腹腔注射ꎮ
１􀆰 ３　 标本采集

第 ２９ 天分别选取两组大鼠麻醉后开胸ꎬ剪取左

肺予多聚甲醛固定ꎬ制作石蜡标本及病理切片ꎬ并
行 ＨＥ 染色及免疫组化实验ꎮ 取右肺各叶放入低温

冷冻管ꎬ并保存备用ꎮ
１􀆰 ４　 指标检测

观察模型组大鼠肺组织 ＨＥ 染色切片是否有慢

支炎、肺气肿的病理表现ꎬＣＣＬ２０ 单抗组的病理改

变是否有所减轻ꎮ 免疫组化实验的切片于光镜下

选阳性表达最强的 ５ 个视野ꎬ计算机采图后输入软

件 ＩＰＷＩＮ ６０ 中分析ꎬ计算积分值光密度( ＩＯＤ)ꎬ每
幅图使用此软件分析 ３ 次ꎮ 在同一切片中随机选取

５ 个不同视野ꎬ分别测得积分光密度值ꎬ以其平均值

代表样本中 ＯＸ６２ 或 ＣＤ８３ 的表达水平ꎮ
１􀆰 ５　 数据分析

计量资料以 ｘ－ ± ｓ 表示ꎬ所有独立的实验至少重

复 ３ 次ꎮ 统计学分析用 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 统计软件完成ꎬ
用单因素方差分析的方法比较各组间样本均数ꎬ以
Ｐ < ０􀆰 ０５ 认为差异有统计学意义ꎮ

２１ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



２　 结果

２􀆰 １　 三组大鼠肺组织的病理表现

对照组:肺泡结构完整连续ꎬ未见炎性细胞浸

润ꎬ符合正常肺组织病理表现ꎮ 慢阻肺模型组:肺

泡间隔内可看到毛细血管扩张充血ꎬ伴炎性细胞浸

润ꎬ部分肺泡间隔断裂、融合ꎬ呈“慢支炎、肺气肿”
改变ꎬ符合慢阻肺的典型病理特点ꎮ ＣＣＬ２０ 单抗

组:肺泡间隔增宽ꎬ伴有炎细胞浸润ꎬ部分肺泡腔略

扩大ꎬ但病变程度明显比慢阻肺组减轻(图 １)

注:Ａ. 对照组ꎻＢ. 慢阻肺组ꎻＣ. ＣＣＬ２０ 单抗组ꎮ

图 １　 肺组织病理表现( × １０)
Ｎｏｔｅ:Ａ (ｃｏｎｔｒｏｌｓ)ꎻＢ (ＣＯＰＤ ｍｏｄｅｌｓ)ꎻＣ (ＣＣＬ２０ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ) .

Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｈａｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ( × １０)

２􀆰 ２　 三组大鼠肺组织中 ＯＸ６２ 和 ＣＤ８３ 的表达

ＯＸ６２ 和 ＣＤ８３ 的免疫组化阳性染色主要表达

于 ＤＣ 的胞浆ꎬ广泛分布于肺泡以及气道周围的相

关淋巴组织和血管附近ꎮ 慢阻肺模型组大鼠的肺

组织 ＯＸ６２ 表达比对照组显著增多(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ而
ＣＣＬ２０ 单抗组的 ＯＸ６２ 表达比慢阻肺模型组显著减

少 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 慢阻肺模型组大鼠的肺组织中

ＣＤ８３ 的表达比健康对照组显著减少(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ而
与 ＣＣＬ２０ 单抗组相比ꎬ无明显差异(Ｐ > ０􀆰 ０５) (图
２ /表 １)
表 １　 ＯＸ６２ 和 ＣＤ８３ 在三组大鼠肺组织中的表达(ｎ ＝ １０)
Ｔａｂ. １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＸ６２ ａｎｄ ＣＤ８３ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ

ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ(ｎ ＝ １０)
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

积分光密度(ＩＯＤ)
ＯＸ６２ ＣＤ８３

健康对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌｓ １７􀆰 ０７ ± ３􀆰 ３１ ４３􀆰 ４３ ± １４􀆰 ３３
慢阻肺模型组 ＣＯＰＤ ｍｏｄｅｌｓ ７３􀆰 ４５ ± ５􀆰 ４２∗ １４􀆰 ７６ ± ５􀆰 ５８∗

ＣＣＬ２０ 单抗组 ＣＣＬ２０ ｇｒｏｕｐ ３７􀆰 ５８ ± ３􀆰 ７９＃ ２４􀆰 ２５ ± ８􀆰 ８１
注:∗与健康对照组比较ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎻ ＃与慢阻肺模型组比较ꎬ Ｐ
< ０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＣＯＰＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ＃ Ｐ < ０􀆰 ０５.

３　 讨论

慢阻肺是一种严重危及人类健康的气道慢性

炎症性疾病ꎬ具有病程长、难治愈、易复发的特点ꎬ
以逐渐进展、不完全可逆的气流受限为特征[１２]ꎬ吸
烟和感染被公认是引起它发生发展的最主要的环

境因素ꎮ 我们对大鼠进行烟雾刺激并注射脂多糖

诱发感染以模拟这种病理生理过程ꎬ４ 周后模型组

大鼠肺组织病理表现与早期文献报道一致[１１ － １３]ꎬ符
合慢阻肺肺组织的典型病理特点ꎬ ＣＣＬ２０ 单抗干预

组大鼠肺组织的病理改变比慢阻肺模型组显著

减轻ꎮ
本实验显示ꎬ慢阻肺模型组大鼠肺组织中 ＤＣ

的表面因子 ＯＸ６２ 的表达比对照组显著增加ꎮ
ＯＸ６２ 是大鼠 ＤＣ 的标志物[１４]ꎬＣＣＬ２０ 是未成熟 ＤＣ
(ｉｍｍａｔｕｒｅ ＤＣꎬ ｉＤＣ )的趋化因子[１５]ꎬ当气道发生炎

症反应的时候ꎬ在 ＣＣＬ２０ 等趋化因子作用下ꎬ部分

ｉＤＣ 向肺部迁移[１６]ꎬ故而引起肺部 ＤＣ 增多、ＯＸ６２
的表达增加ꎮ 实验还发现 ＣＣＬ２０ 单抗组 ＯＸ６２ 的表

达比慢阻肺模型组减少(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ这很可能由于

部分 ＣＣＬ２０ 与注射到体内的 ＣＣＬ２０ 抗体结合ꎬ从而

使对 ＤＣ 发挥趋化作用的 ＣＣＬ２０ 减少ꎬ使肺部 ＯＸ６２
的表达减少ꎬ同时也使病情减轻ꎮ

本研究显示ꎬ慢阻肺模型组大鼠的肺组织中

ＣＤ８３ 的表达比健康对照组显著减少ꎮ ＣＤ８３ 是成

熟 ＤＣ(ｍＤＣ)的标志物[１７]ꎬ这也许与肺部 ｍＤＣ 在慢

阻肺的发病过程中向局部引流淋巴结发生迁移有

关[１８]ꎮ ＣＣＬ２０ 单抗组与慢阻肺模型组相比ꎬＣＤ８３
在肺组织中的表达无明显差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 考虑到

ＣＣＬ２０ 是 ｉＤＣ 的趋化因子ꎬ而 ｍＤＣ 的迁移在其他趋

化因子的作用下完成ꎬ故单抗组大鼠体内注入

ＣＣＬ２０ 单抗后并未对 ｍＤＣ 产生直接影响ꎬ从而该组

大鼠肺组织中 ＣＤ８３ 的表达与慢阻肺组无明显

差异ꎮ
综上所述ꎬ我们通过实验发现慢阻肺的发病可
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注:Ａ. 正常对照组 ＯＸ６２ꎻＢ. 慢阻肺模型组 ＯＸ６２ꎻＣ. ＣＣＬ２０ 单抗组 ＯＸ６２ꎻＤ. 正常对照组 ＣＤ８３ꎻ
Ｅ. 慢阻肺模型组 ＣＤ８３ꎻＦ. ＣＣＬ２０ 单抗组 ＣＤ８３ꎮ

图 ２　 各组大鼠免疫组化染色表现( × ２０)
Ｎｏｔｅ:Ａ. ＯＸ６２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎻＢ. ＯＸ６２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＣＯＰＤ ｍｏｄｅｌｓꎻＣ. ＯＸ６２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＬ２０ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐꎻ

Ｄ. ＣＤ８３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎻＥ. ＣＤ８３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＣＯＰＤ ｍｏｄｅｌｓꎻＦ. ＣＤ８３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＬ２０ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇ. ２　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ( × ２０)

能与肺部 ＯＸ６２ 表达的增多及 ＣＤ８３ 表达的减少有

关ꎬ使用 ＣＣＬ２０ 单抗干预治疗能部分地缓解这种改

变ꎬ从病理结果来看ꎬ其对慢阻肺的气道炎症及病

理损害过程有一定的抑制或延缓作用ꎮ
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􀦋􀦋研究报告

高脂饮食结合 ＳＴＺ 诱导妊娠期糖尿病小鼠模型的建立

陈　 琳１ꎬ黄小丽１ꎬ杨亚旭１ꎬ周美佳１ꎬ郝臻凤２ꎬ孔桂美１ꎬ胡　 荣１ꎬ卜　 平１

(１. 扬州大学医学院ꎬ江苏 扬州　 ２２２５０００ꎻ２. 泰兴市人民医院ꎬ江苏 泰州　 ２２５３００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨稳定、可靠与妊娠期胰岛素抵抗相似的小鼠模型建立方法ꎮ 方法　 将 ６０ 只 ＳＰＦ 级 ５ 周

龄 ＫＭ 小鼠随机分为高脂饮食组和普食组ꎬ高脂饮食组高脂饲料喂养 ４ 周后ꎬ按雌雄 １∶ １合笼ꎬ在雌鼠阴道看到阴

道栓定位妊娠第一天ꎮ 妊娠成功后ꎬ按 ３０ ｍｇ / ｋｇ 间隔 ２４ ｈ 腹腔注射ꎬ共注射 ３ 次ꎬ对照组注射等量的柠檬酸缓冲

液( ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ ＝ ４􀆰 ２)ꎮ 于造模成功后的第 ３、７、１４ 及 １９ 天记录小鼠的随机血糖ꎬ体重ꎬ以及 ２４ ｈ 的饮水量和

摄食量ꎮ ＥＬＩＳＡ 检测血清中 ＩＮＳ、ＡＤＰ、ＬＥＰ 和 ＣＲＰ 因子的浓度ꎮ 结果 　 孕鼠在造模成功后出现明显饮水量、摄食

量、尿量增多症状ꎬ饮水量、摄食量与对照组相比有显著差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ造模组血糖 > １１􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ明显高于对

照组ꎮ ＧＤＭ 组 ＩＮＳ(１􀆰 ５０ ± ０􀆰 ２５)Ｍｕ / ＬꎬＡＤＰ(０􀆰 ６５ ± ０􀆰 １３)μｇ / ＬꎬＬＥＰ(１􀆰 ６０ ± ０􀆰 １２)μｇ / ＬꎬＣＲＰ(３７􀆰 ５４ ± ４􀆰 ７０)μｇ /
Ｌꎬ与对照组相比差异极显著(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 产后ꎬ小鼠血糖恢复到正常水平ꎮ 结论 　 高脂饮食结合小剂量 ＳＴＺ 多

次诱导的方法能够建立的 ＧＤＭ 模型且符合人类妊娠期糖尿病病理性胰岛素抵抗的特征ꎮ
【关键词】 　 妊娠期糖尿病ꎻ高脂饮食ꎻ链脲佐菌素ꎻ模型ꎻ小鼠
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ａ ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ
ｓｔｅａｄｙꎬ ｒｅｌｉａｂｌｅ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｂｅｉｎｇ. Ｍｅｔｈｏｄ　 Ｆｅｍａｌｅ ＫＭ ｍｉｃｅ ａｔ ５ ｗｅｅｋｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｈｉｇｈ ｆａｔ
ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ(ｎ ＝ ３０) ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ(ｎ ＝ ３０). Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｈｉｇｈ ｄｉｅｔ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｗｅｒｅ ｍａｔｅｄ(ｎ ∶ ｎ ＝ １ ∶ １) Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ３０ ｍｇ / ｋｇ / ｄ ＳＴＺ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ３ ｄａｙｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｑｕａｌ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｃｉｔｒａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ( ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ ＝ ４􀆰 ２)
ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ. Ｔｈｅｉｒ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ａｔ ３ꎬ７ꎬ１４ ａｎｄ １９
ｄ ｏｆ ｔｈｅ ＧＤＭ ｍｏｄｅｌ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ＩＮＳꎬ ＡＤＰꎬ ＬＥＰꎬ ＣＲＰ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｍａｄｅ ｔｈｅ ＧＤＭ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ｐｏｌｙｕｒｉａꎬ ｐｏｌｙｄｉｐｓｉａꎬ ｈｙｐｅｒｐｈａｇｉａ ａｎｄ
ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｏｄｅｌ (Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｆ ＧＤＭ ｍｉｃｅ > １１􀆰 １ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ (ＩＮＳ(１􀆰 ５０ ± ０􀆰 ２５)Ｍｕ / Ｌꎬ ＡＤＰ(０􀆰 ６５ ± ０􀆰 １３)μｇ / Ｌꎬ ＬＥＰ(１􀆰 ６０ ± ０􀆰 １２)μｇ / Ｌꎬ ＣＲＰ(３７􀆰 ５４ ± ４􀆰 ７０)μｇ /



Ｌ ) ｏｆ ＧＤＭ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｏｄｅｌ(Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍꎬ ｔｈｅ ＧＤＭ ｍｉｃｅ ｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｒｅｔｕｒｎｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｌｅｖｅｌ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｂｙ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ＳＴＺ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｉｎｄｕｃｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｅｆｅｒａｂｌｅ ｍｉｍｉｃｓ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｂｅｉｎｇｓ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎻＨｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔꎻＳｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎻＭｏｄｅｌꎻ Ｍｉｃｅ

　 　 妊娠期糖尿病 ( ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬ
ＧＤＭ)系指在妊娠期首次发现或发生的糖代谢异常ꎬ
是孕期常见的并发症之一ꎮ ＧＤＭ 对孕妇、胎儿ꎬ甚至

新生儿、婴儿等产生许多不良影响ꎬ增加了巨大儿ꎬ畸
形胎儿及死胎的发生率ꎬ也增加了Ⅱ型糖尿病家族史

的妇女患心血管疾病的风险ꎮ 由于妊娠期的特殊性ꎬ
使很多有创性研究无法展开ꎬ在一定程度上限制了对

ＧＤＭ 病理生理等方面的深入研究ꎬ因此 ＧＤＭ 动物实

验模型的建立有助于对 ＧＤＭ 更进一步的研究ꎮ 目前

国内外建立糖尿病动物模型已有很多成熟的方法ꎬ但
制作 ＧＤＭ 的动物模型截止今日尚无成熟的办法ꎮ 胰

岛素抵抗( ＩＲ)被认为是 ＧＤＭ 发生的病理生理基

础[１]ꎬ而在众多影响胰岛素抵抗的众多因素中ꎬ饮食

结构中脂肪比例增加是形成肥胖和胰岛素抵抗的重

要因素[２]ꎮ 链脲佐菌素(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬ ＳＴＺ)是目前

广泛用于建立糖尿病动物模型的化学诱导剂[３]ꎮ 本

研究我们结合妊娠期的特殊性ꎬ以及以往建立糖尿病

模型的方法ꎬ采用高脂饮食诱导结合小剂量 ＳＴＺ 多次

诱导的方法建立 ＧＤＭ 的动物模型ꎬ并通过血糖的测

定ꎬ血清中与糖尿病相关的炎性因子含量的测定等指

标来确定模型建立情况ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ４ 周龄 ＫＭ 小鼠 ６０ 只(雌雄各半)ꎬ体重

１８ ~ ２２ ｇꎬ购自北京维通利华实验动物技术有限公

司【ＳＣＸＫ(京)２０１２ － ０００１】ꎮ 小鼠饲养环境为扬州

大学比较医学中心【ＳＹＸＫ(苏)２０１２ － ００２９】ꎬ按实

验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀ꎮ
１􀆰 ２　 实验试剂

链脲佐菌素 ＳＴＺ (美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ柠檬酸

(Ｃ６Ｈ８Ｏ７􀅰Ｈ２Ｏ)ꎬ柠檬酸钠(Ｃ６Ｈ５Ｎａ３Ｏ７􀅰２Ｈ２Ｏ) (国
药集团)ꎬ高脂饲料(上海普路腾生物科技有限公

司)ꎬ血糖仪和试纸(三诺生物传感股份有限公司)ꎬ
血胰岛素(ｉｎｓｕｌｉｎꎬＩＮＳ)、脂联素(ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎꎬＡＤＰ)、
瘦素( ｌｅｐｔｉｎꎬＬＥＰ)、Ｃ￣反应蛋白(Ｃ￣ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＣＲＰ)因子的酶联免疫吸附试验盒(ＥＬＩＳＡ)(上海丰

翔生物科技有限公司)ꎮ
１􀆰 ３　 造模方法

ＫＭ 小鼠适应性饲养一周后ꎬ随机分为两组高

脂饮食组和普通饮食组ꎬ每组 ３０ 只ꎮ 高脂饲料在普

通饲料的基础上添加猪油、蔗糖、酪蛋白和麦芽糊

精等ꎬ供能比例分别为脂肪 ４５％ ꎬ粗蛋白 １９％ ꎬ碳水

化合物 ３６％ ꎮ 喂养 ４ 周后ꎬ小鼠达 ９ 周龄ꎬ按雌雄 １
∶ １合笼ꎬ在雌鼠阴道看到阴道栓定为妊娠第 １ 天ꎬ取
合笼后 ３ ｄ 内见栓的定为同一实验批次ꎬ造模组 ３ ｄ
内 １６ 只妊娠成功ꎬ对照组 ２２ 只妊娠成功ꎮ 妊娠成

功后ꎬ给予 ＳＴＺ 新鲜溶液(溶于现配制的柠檬酸缓

冲溶液中)ꎬ根据预实验摸索的条件 ３０ ｍｇ / ｋｇ 间隔

２４ ｈ 腹腔注射ꎬ共注射 ３ 次ꎬ对照组注射等量的柠檬

酸缓冲液( ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ ＝ ４􀆰 ２)ꎮ 模型成功判定

标准:孕鼠随机血糖 > １１􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
１􀆰 ４　 检测及观察指标

①观察各组小鼠的一般情况ꎬ分别于高脂饲料

喂养前及喂养 ４ 周后记录小鼠体重ꎬ并分别在造模

成功后的第 ３、７、１４、１９ 天记录小鼠的体重ꎬ以及 ２４
ｈ 的饮水量和摄食量ꎮ ②通过剪尾法用血糖仪检测

各组孕鼠造模成功后第 ３、７、１４ 及 １９ 天的血糖ꎮ ③
血清的采集:采用内眦取血的方法于妊娠第 １８ 天采

血ꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分离血清ꎮ 采用酶联免

疫吸附试验法(ＥＬＩＳＡ)测定ꎬ 酶联免疫吸附试验法

应用双抗夹心法测定样本中的因子水平ꎬ实验时按

照试剂盒中说明书的步骤分别测定血清中 ＩＮＳ、
ＡＤＰ、ＬＥＰ、ＣＲＰ 因子的浓度ꎮ
１􀆰 ５　 统计学处理

应用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 版本软件进行统计学分析ꎬ数
据以 ｘ－ ± ｓ 表示ꎬ组间差异采用 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５
为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠一般情况观察

高脂饲料喂养 ４ 周后小鼠体重增长较快ꎬ与普

食组有显著差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ高脂 ４ 周时ꎬ高脂组

与普食组的血糖值无显著差异ꎮ ３０ ｍｇ / ｋｇ ＳＴＺ 小

剂量多次注射造模成功后(血糖 > １１􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ)于
第 ３ 天开始出现饮水量、摄食量及尿量增多ꎬ明显消

瘦ꎬ毛发渐无光泽ꎬ且摄食量与饮水量与对照组相

比有显著差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)(表 １)ꎮ

６１ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



表 １　 高脂饮食诱导前后小鼠体重以及成模后 ２４ ｈ 饮水量、摄食量的变化
Ｔａｂ. １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ２４ ｈ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅꎬ ２４ ｈ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｅｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组别
(Ｇｒｏｕｐ)

高脂前体重
ＢＷ ｂｅｆｏｒｅ

ｈｉｇｈ ｄｉｅｔｓ(ｇ)

４ 周后体重
ＢＷ ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ

ｄｉｅｔｓ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ(ｇ)

摄食量
Ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ
(ｇ / ２４ｈ)

饮水量
Ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ
(ｇ / ２４ｈ)

造模组(ＧＤＭ) ２０􀆰 ４ ± ３􀆰 ９ ３８􀆰 ９ ± ４􀆰 ３△ １９􀆰 ９ ± ０􀆰 ２８△ ２８􀆰 ８ ± ０􀆰 ７４△

对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ) ２２􀆰 ６ ± ３􀆰 ５ ３４􀆰 ７ ± ２􀆰 ８ １５􀆰 ５ ± ５􀆰 ２ １９􀆰 ２ ± ６􀆰 ６
注:△Ｐ < ０􀆰 ０１ＶＳ对照组ꎮ
Ｎｏｔｅ:△Ｐ < ０􀆰 ０１ＶＳｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ.

表 ２　 妊娠期糖尿病小鼠与对照组血糖比较(ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｔａｂ. ２　 Ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ(ｍｍｏｌ / Ｌ)

组别
(Ｇｒｏｕｐ)

高脂前
Ｂｅｆｏｒｅ

ｈｉｇｈ ｄｉｅｔｓ

高脂后
Ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ

ｄｉｅｔｓ

３
ｄａｙｓ

７
ｄａｙｓ

１４
ｄａｙｓ

妊娠结束
Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ
ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓ

造模组(ＧＤＭ) ６􀆰 ２ ± １􀆰 ４ ６􀆰 １ ± ０􀆰 ７ １３􀆰 ５ ± １􀆰 ２△ １４􀆰 ２ ± ５􀆰 ８△ １３􀆰 ６ ± ２􀆰 ８△ ６􀆰 ６ ± １􀆰 ９
对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ) ６􀆰 ６ ± ０􀆰 ９ ５􀆰 ８ ± ０􀆰 ９ ５􀆰 ２ ± ０􀆰 ８ ６􀆰 ２ ± １􀆰 ０ ６􀆰 ４ ± ０􀆰 ６ ６􀆰 ６ ± ２􀆰 ４

注:△Ｐ < ０􀆰 ０１ＶＳ对照组ꎮ
Ｎｏｔｅ:△Ｐ < ０􀆰 ０１ＶＳｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ.

表 ３　 造模组和对照组 ＩＮＳ、ＡＤＰ、ＬＥＰ 和 ＣＲＰ 水平比较
Ｔａｂ. ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＮＳꎬ ＡＤＰꎬ ＬＥＰꎬ ＣＲＰ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组别
(Ｇｒｏｕｐ)

数量
ｎ ＩＮＳ(Ｍｕ / Ｌ) ＡＤＰ(μｇ / Ｌ) ＬＥＰ(μｇ / Ｌ) ＣＲＰ(μｇ / Ｌ)

造模组(ＧＤＭ) １０ １􀆰 ５０ ± ０􀆰 ２５△ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 １３△ １􀆰 ６０ ± ０􀆰 １２△ ３７􀆰 ５４ ± ４􀆰 ７０△

对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ) １０ ０􀆰 ４７ ± ０􀆰 ０８ １􀆰 ５３ ± ０􀆰 ３３ ０􀆰 ４９ ± ０􀆰 ２８ １８􀆰 ２９ ± ３􀆰 ８１
注:△Ｐ < ０􀆰 ０１ＶＳ对照组ꎮ
Ｎｏｔｅ:△Ｐ < ０􀆰 ０１ＶＳｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ.

２􀆰 ２　 ＫＭ 小鼠模型稳定性及血糖变化比较

高脂饲料喂养 ４ 周后ꎬ高脂组与普食组血糖并

无统计学差异ꎬ于是在妊娠成功后ꎬ进行 ３０ ｍｇ / ｋｇ
ＳＴＺ 小剂量诱导 ３ 次ꎬ每次间隔 ２４ ｈꎬ造模组 １６ 只

小鼠 １０ 只造模成功ꎬ成模率约 ６０％ ꎬ无死亡ꎬ与对

照组孕鼠相比血糖值明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)(表 ２)ꎬ
随着妊娠的进展并无降低ꎬ直至妊娠结束血糖恢复

正常水平ꎮ
２􀆰 ３　 小鼠血清中 ＩＮＳ、ＡＤＰ、ＬＥＰ、ＣＲＰ 因子的

浓度

酶联免疫吸附试验法(ＥＬＩＳＡ)结果表明ꎬ造模

组血清中 ＩＮＳ、ＡＤＰ、ＬＥＰ、ＣＲＰ 因子的含量与对照组

相比差异显著(表 ３)ꎮ

３　 讨论

目前建立Ⅱ型糖尿病动物模型的方法有很多

种ꎬ运用较为广泛的是通过链脲佐菌素或四氧嘧啶

破坏胰岛 β 细胞ꎮ 而肥胖是 ＧＤＭ 发生的高危因

素ꎬ胰岛素抵抗是 ＧＤＭ 发生的病理生理基础ꎮ 通

过高脂饲料诱导复制胰岛素抵抗大鼠模型成功的

例子很多[４ － ６]ꎬ为我们建立妊娠期糖尿病动物模型

提供了借鉴ꎮ 张婕等[７] 在确定小鼠受孕成功之日

起采用高糖高脂饮食诱导建立妊娠期模型ꎬ但是鉴

于小鼠妊娠时间短ꎬ只有 １９ ~ ２１ ｄꎬ短期高糖高脂饲

料诱导并不能达到升高血糖的效果ꎮ 姜骊[８]、李
强[９]等分别采用高脂饮食结合一次性注射 ＳＴＺ 的

方法建立Ⅱ型糖尿病小鼠模型ꎬ对此我们也在预实

验中进行了尝试ꎬ但是因为可能外在因素的差异ꎬ
并没有达到预期的实验效果ꎬ所以我们采用高脂饲

料诱导结合小剂量多次注射 ＳＴＺ 的方法建立妊娠

期糖尿病小鼠模型ꎮ 本实验方案是通过预试的ꎬ尤
其是 ＳＴＺ 的诱导剂量ꎬ剂量过大可以引起明显的胰

岛 β 细胞受损ꎬ血糖明显升高ꎬ建立的是Ⅰ型糖尿

病ꎬ死亡率也较高ꎮ 剂量过低ꎬ血糖没有变化ꎮ 因

此ꎬ预实验是必需的ꎮ
ＧＤＭ 的 ＩＲ 程度高于正常妊娠妇女ꎬ所以胰岛

素分泌能力也代偿性增加ꎬ因此 ＧＤＭ 的胰岛素水

平高于正常妇女ꎮ 诸多证据表明ꎬ在 ＩＲ 发展至

ＧＤＭ 的过程中ꎬ炎症反应扮演了重要角色ꎬＣＲＰ 是

导致炎症反应的重要因子ꎬ最近研究发现 ＣＲＰ 作为

一种炎症因子与妊娠生理和病理关系较为密切ꎮ
ＣＲＰ 为妊娠期糖尿病(ＧＤＭ)早期发现与预防提供

了一个新靶点[１０ － １２]ꎮ 糖代谢异常的孕妇孕期体重

增加和脂肪过度积累ꎬ增加的体脂合成了更多的瘦
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素ꎬ以及更强的 ＩＲ 及代偿性胰岛素分泌增加ꎬ形成

高胰岛素血症ꎬ促进瘦素合成[１３ － １４]ꎮ 脂联素是脂肪

组织产生的对抗 ＩＲ 与炎症反应的一种蛋白质ꎬ
ＧＤＭ 的脂联素水平是降低的ꎬ它与 ＴＮＦ￣α 和瘦素呈

负相关[１５ － １７]ꎮ 本实验通过高脂饮食诱导结合小剂

量 ＳＴＺ 多次诱导后ꎬ小鼠的摄食量、饮水量、尿量明

显增多ꎬ血糖、胰岛素水平、血清中 Ｃ 反应蛋白、瘦
素水平明显升高ꎬ脂联素水平明显下降ꎬ产后血糖

恢复正常水平ꎬ符合人类妊娠期糖尿病的主要表型

特征和相似的发病过程ꎬ说明高脂饮食诱导结合小

剂量 ＳＴＺ 多次诱导是一种理想的建立妊娠期糖尿

病模型的方法ꎬ为研究妊娠期糖尿病提供了可靠的

研究媒介ꎬ使得产科临床无法开展的操作成为可能ꎮ
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大肠埃希菌致兔慢性输卵管炎症模型的建立

冯子聪１ꎬ张　 昭２ꎬ黎　 哲２ꎬ冯博仪１ꎬ陈思艾１ꎬ李君宇１ꎬ 肖小敏２

(１. 暨南大学国际学院临床医学系ꎬ广州　 ５１００００ꎻ２. 暨南大学附属第一医院妇产科ꎬ广州　 ５１００００)

　 　 【摘要】 　 目的　 利用大肠埃希菌建立新西兰兔输卵管慢性炎症模型ꎮ 方法 　 制备 ３ × １０９ / ｍＬ 的混合菌液

(大肠埃希菌:金葡菌:链球菌按 ２∶ １∶ １体积混合)和 ３ × １０８ / ｍＬ 大肠埃希菌混悬液ꎮ １８ 只新西兰雌兔随机分三组ꎬ
其中正常组 ２ 只、混合菌液实验组 ８ 只、大肠埃希菌液实验组 ８ 只ꎮ 通过经阴道宫腔插管灌注术分别将混合菌液和

大肠埃希菌液注入两组实验兔体内ꎮ 于菌液宫腔灌注术后第 ５、１０、１５、２０ 天观察大体标本及光镜下输卵管炎症形

成情况ꎮ 结果　 混合菌液组和大肠埃希菌液组兔均于灌注术第 １５ 天呈慢性输卵管炎症改变ꎮ 结论 　 两种建模方

法均具有接近人体感染途径、成模率高、操作简便的优点ꎬ是建立输卵管慢性炎症动物模型的有效方法ꎮ
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　 　 在进行动物实验以探讨输卵管炎症性不孕的

治疗方法时ꎬ首先必须选择一种输卵管结构和功能

与人类相近的动物制作相应疾病的动物模型ꎮ 新

西兰兔不仅其输卵管结构与人类输卵管结构相似ꎬ
而且具有便于实验操作ꎬ价格便宜ꎬ饲养容易等特

点ꎬ因此本研究以其为研究对象ꎬ制作输卵管慢性

炎症模型ꎮ 在建模效果相似的前提下ꎬ相对于混合

菌液ꎬ单一菌液具有细菌用量少ꎬ配制更简便ꎬ细菌

活力影响小等优点ꎮ 因此ꎬ本节分别使用混合菌液

与大肠埃希菌液两种方法制备新西兰兔输卵管模

型ꎬ以探讨选择新西兰兔慢性输卵管炎模型建立的

具体可行方法ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

清洁级新西兰雌兔 １８ 只(４ ~ ５ 月龄ꎬ未孕ꎬ体
重 ２􀆰 ５ ｋｇ ± ２５０ ｇ)由广州中医药大学动物实验中心

提供【ＳＣＸＫ(粤)２００９ － ００２３】ꎮ 无菌手术在广州中

医药大学动物实验中心无菌实验室进行 【 ＳＹＸＫ
(粤)２０１３ － ０００１】ꎮ 购回后在动物实验中心饲养 １
周ꎬ以适应环境ꎮ １８ 只清洁级新西兰雌兔按体重由

低到高依次编号:１ ~ １８ 号ꎬ根据 ＳＰＳＳ 完全随机设

计的分组方法将 １８ 只新西兰兔随机分 ３ 组ꎬ分别为

正常组 ２ 只、混合菌液实验组 ８ 只、大肠埃希菌液实

验组 ８ 只ꎮ
１􀆰 ２　 细菌混悬液的制备

大肠埃希菌 (ＡＴＣＣ２５９２２)、金黄色葡萄球菌

(ＡＴＣＣ２５９２３)、乙型溶血性链球菌(ＡＴＣＣ２１０５９)ꎬ
均由广州市暨南大学医学院微生物教研室提供、培
养ꎮ 将这三种细菌原液分别加入生理盐水稀释浓

度至 ３ × １０９ / ｍＬ[１]ꎬ然后大肠埃希菌:金葡菌:链球

菌按 ２∶ １∶ １体积的比例混合ꎬ制备成混合细菌混悬

液备用ꎮ 另将大肠埃希菌 ３ × １０９ / ｍＬ 浓度的菌液

加入生理盐水制备成 ３ × １０８ / ｍＬ 大肠埃希菌混悬

液备用(制模用细菌悬液均为即用即配ꎬ以避免菌

液浓度明显改变)ꎮ
１􀆰 ３　 新西兰兔造模

步骤:(１) 实验前 ６ ｈ 每只兔于后肢外侧肌肉

丰富处肌内注射 ＨＣＧ ８０ 国际单位[２ － ３]ꎮ (２) 经阴

道宫腔内插管灌注术:３％戊巴比妥钠溶液按 １ ｍＬ /
ｋｇ 予耳缘静脉注射麻醉兔后ꎬ固定并暴露外阴ꎬ将
一次性无菌 ６ 号小儿吸痰管插入兔泌尿生殖口内约

８ ~ １０ ｃｍ[３ － ４]ꎻ回抽未见液体ꎬ证明插管顺利进入宫

腔ꎮ 混合菌液组 ８ 只兔均予插管内灌注混合菌液

(每兔按１ ｍＬ / ｋｇ的灌液量ꎬ取 ３ × １０９ / ｍＬ 混合菌液

１ ｍＬ 加入生理盐水调至相应的灌液量)ꎻ大肠埃希

菌液组 ８ 只兔则予插管内灌注大肠埃希菌液(每兔

按 １ ｍＬ / ｋｇ 的灌液量ꎬ取 ３ × １０８ / ｍＬ 大肠埃希菌液

１ ｍＬ 加入生理盐水调至相应的灌液量)ꎮ 灌菌液后

抬高兔臀静置 ３ ｍｉｎ 后放回饲养笼ꎮ (３)术后于第

５、１０、１５、２０ 天两个实验组分别随机处死 ２ 只兔ꎬ正
常组兔于肌注 ＨＣＧ 后第 ２０ 天处死ꎬ取输卵管标本

备检ꎮ
１􀆰 ４　 观察项目

１􀆰 ４􀆰 １　 肉眼观察:
输卵管外观形态改变、与周围组织器官粘连情

况以及腹腔有无积液等情况ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 输卵管通畅情况观察:

距宫角约 １ ｃｍ 处用动脉夹夹闭子宫腔ꎬ自宫角

处向输卵管方向进针ꎬ用 ５％亚甲蓝溶液 ２ ｍＬ 向输

卵管内注射ꎮ 通畅程度判断:(１)通畅ꎬ即注射过程

中无阻力ꎬ伞端见亚甲蓝液体溢出ꎻ(２)通而不畅ꎬ
即注射过程中有阻力ꎬ加压后阻力减少ꎬ伞端可见

亚甲蓝液体溢出ꎻ(３)不通ꎬ即注射过程中阻力大ꎬ
加压后阻力无减少ꎬ伞端未见亚甲蓝液体溢出ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ３　 盆腔粘连情况:

参考 Ｎａｉｒ 等[５]制定的 ５ 级分类法ꎬ完全无粘连

为 ０ 级ꎬ计 ０ 分ꎻ内脏间或内脏与腹壁间 １ 条粘连带

为Ⅰ级ꎬ计 １ 分ꎻ内脏间或内脏与腹壁间 ２ 条粘连带

为Ⅱ级ꎬ计 ２ 分ꎻ多于 ２ 条粘连带而内脏未直接粘连

至腹壁为Ⅲ级ꎬ计 ３ 分ꎻ内脏直接粘连到腹壁ꎬ不管

粘连带多少为Ⅳ级ꎬ计 ４ 分ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ４　 光镜下病理改变:

观察完后ꎬ取双侧输卵管￣子宫交界部ꎬ近端、远
端各一段ꎬ用 ４％ 多聚甲醛固定ꎬ常规切片ꎬＨＥ 染

色ꎬ光镜下观察病理改变ꎮ

２　 结果

３ 组兔共 １８ 只均存活ꎬ两组模型兔外观及分泌

物均未见明显异常ꎮ 制模过程未使用抗生素和其

他药物ꎮ
２􀆰 １　 各组新西兰兔输卵管大体观察比较

正常组　 兔盆腔未见异常ꎮ 生殖器官包括阴

道、双角子宫、输卵管和卵巢ꎮ 输卵管外观光滑ꎬ呈
粉红色ꎬ峡部管腔内径约 ０􀆰 ５ ~ １ ｍｍꎬ壶腹部管腔内

径约 １ ~ ２ ｍｍꎮ 于造模第 ５ 天ꎬ混合菌液组和大肠

０２ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



　 　 　 表 １　 造模不同时期输卵管通畅情况及粘连情况
Ｔａｂ. １　 Ｔｈｅ ｐａｔｅｎｃｙ ａｎｄ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ｏｖｉｄｕｃｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

正常
Ｎｏｒｍａｌ

第 ５ 天

５ ｔｈ ｄａｙ
第 １０ 天

１０ ｔｈ ｄａｙ
第 １５ 天

１５ ｔｈ ｄａｙ
第 ２０ 天

２０ ｔｈ ｄａｙ
混合菌
Ｍｉｘｅｄ

大肠埃希菌
Ｅ. ｃｏｌｉ

混合菌
Ｍｉｘｅｄ

大肠埃希菌
Ｅ. ｃｏｌｉ

混合菌
Ｍｉｘｅｄ

大肠埃希菌
Ｅ. ｃｏｌｉ

混合菌
Ｍｉｘｅｄ

大肠埃希菌
Ｅ. ｃｏｌｉ

输卵管通畅情况
Ｐａｔｅｎｃｙ ｏｆ ｏｖｉｄｕｃｔ

＋ ꎬ ＋ ± ꎬ － ± ꎬ ± ± ꎬ － ＋ ꎬ ＋ ± ꎬ － ＋ ꎬ － ± ꎬ － ± ꎬ －

＋ ꎬ ＋ ± ꎬ ± ± ꎬ － ± ꎬ ＋ ＋ ꎬ ± － ꎬ － ± ꎬ － － ꎬ － － ꎬ －

盆腔粘连评分
Ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｐｅｌｖｉｃ ａｄｈｅｓｉｏｎ

０ １ ０ ２ ０ １ １ １ １

０ １ １ １ １ １ ０ ０ ０

注:“ ＋ ”为通畅ꎻ“ － ”为不通ꎻ“ ± ”为通而不畅ꎮ
Ｎｏｔｅ: “ ＋ ”: Ｐａｔｅｎｔꎬ “ － ”: Ｏｂｓｔｒｕｃｔｅｄꎬ “ ± ”: Ｐａｓｓａｂｌｅ.

埃希菌液组均呈现腹膜充血、盆腔膜性粘连ꎬ腹腔

积液等急性盆腔炎改变ꎬ而双侧输卵管则出现系膜

血管充血ꎬ管壁水肿增粗等急性炎症反应ꎮ 造模后

第 １０ 天ꎬ两组模型兔均见盆腔充血ꎬ仍可见盆腔膜

性粘连ꎬ盆腔积液较第 ５ 天时明显减少ꎬ 输卵管系

膜血管充血ꎬ管腔稍增粗、扭曲ꎮ 造模后第 １５ 天ꎬ两
组模型兔均见腹膜炎症充血ꎬ盆腔见少量清亮积

液ꎬ腹膜粘连较第 ５、１０ 天时致密ꎬ输卵管增粗、扭
曲、僵硬或肿胀ꎬ内有淡黄色积液ꎮ 制模第 ２０ 天ꎬ两
组模型兔均见腹膜炎症充血ꎬ盆腔见清亮积液ꎬ可
见致密腹膜粘连ꎬ输卵管增粗、扭曲、僵硬或肿胀ꎬ
内有淡黄色积液(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 各组新西兰兔输卵管光镜下观察比较

正常组兔输卵管间质部ꎬ镜下可见管腔通畅ꎬ
结构清晰ꎬ粘膜皱褶低矮且二级分支不明显ꎬ皱褶

被覆粘膜为单层柱状上皮ꎬ上皮纤毛短小ꎬ粘膜下

间质未见明显血管增生ꎬ粘膜下层间质和肌层比例

约 １:１(图 １Ａ)ꎮ 输卵管壶腹部粘膜皱褶丰富ꎬ二级

分支多ꎬ皱褶被覆粘膜为单层高柱状上皮ꎬ上皮纤

毛丰富整齐ꎬ粘膜下层间质少且无明显血管增生

(图 １Ｂ)ꎮ 于造模第 ５ 天ꎬ混合菌液组和大肠埃希菌

液组模型兔输卵管均呈典型急性炎症改变:输卵管

上皮坏死脱落ꎬ管腔内大量炎性细胞渗出ꎬ间质充

血ꎬ管壁全层大量中性粒细胞浸润ꎮ 造模第 １０ 天的

病理与第 ５ 天基本相似ꎬ皆呈急性炎症改变ꎬ但间质

充血减轻ꎬ中性粒细胞浸润稍减少ꎮ 造模第 １５ 天ꎬ
两组模型兔输卵管镜下均呈典型慢性炎症改变:输
卵管间质部可见管腔狭窄ꎬ粘膜皱褶变平ꎻ粘膜下

间质增生ꎬ厚度大于全层 ２ / ３ꎬ间质血管增生明显ꎻ
淋巴细胞散在浸润全层(图 １ＣꎬＤ)ꎮ 输卵管壶腹部

粘膜皱褶尚丰富ꎬ二级减少分支ꎻ上皮纤毛凌乱、稀
疏、短小或缺如ꎬ高柱状上皮变立方上皮且胞核排

列不规整ꎻ粘膜下层间质增生ꎬ间质血管增生ꎻ淋巴

细胞散在或局灶浸润(图 １ＥꎬＦ)ꎮ 制模第 ２０ 天两组

模型兔输卵管镜下所见与第 １５ 天时相似ꎮ

３　 讨　 论

输卵管炎性动物模型的建立ꎬ是研究输卵管性

不孕、盆腔炎症等疾病的基础ꎮ 目前制作输卵管炎

症阻塞动物模型的方法主要有物理、化学、生物学

方法 ３ 种[６ － ７]ꎮ 物理、化学方法包括机械夹闭损伤、
电热、激光、苯酚等药物灼伤等ꎬ虽然均有大量报道

能制成慢性炎症损伤输卵管的模型ꎬ但是其致炎途

径和人类发生输卵管炎的途径差异很大ꎬ因此这些

建模方法现在已被大部分实验摒弃ꎮ 生物方法即

采用细菌、沙眼衣原体、支原体等病原微生物注入

输卵管内引起其炎性反应[８ － １０]ꎬ这种方法基本接近

人类输卵管炎症感染的途径ꎬ能更真实的在动物体

内还原人类输卵管炎症的实际情况ꎬ在这种成模方

法下建立的输卵管炎症模型研究结果更具有说

服力ꎮ
在建立输卵管炎的动物模型实验操作中ꎬ大部

分学者采用开腹后将一定浓度的病原微生物混悬

液直接自宫角向一侧输卵管内注射的方法[１０ － １４]ꎮ
该方法对动物的损伤大ꎬ动物接受手术后应激反应

重ꎬ易加重腹盆腔感染情况及出现手术并发症、败
血症等意外情况ꎬ造成动物死亡ꎬ降低成模率ꎮ 申

刚等[１] 在数字减影血管造影 ( ｄｉｇｉｔａｌ ｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ
ａｎｇｉｏｎｇｒａｐｈｙꎬＤＳＡ)引导下经子宫输卵管插管介入

途径ꎬ将金黄色葡萄球菌、乙型溶血性链球菌和大

肠埃希菌的混合菌混悬液经导管注入输卵管ꎬ建成

新西兰兔输卵管慢性炎症模型ꎮ 但是 ＤＳＡ 费用昂

贵ꎬ显然不能作为常规建模手段ꎮ 李俊良等[３] 应用

金葡菌和大肠埃希菌混合菌液采用直接宫腔插管

灌注的方法同样成功制备兔输卵管炎症模型ꎮ 该

方法试验器材简便、便宜ꎬ操作简单ꎬ对实验动物损
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注:Ａ. 正常输卵管间质部( × ２０)箭头所示为单层柱状上皮ꎻＢ. 正常输卵管壶腹部( × ２０)箭头所示为单层高柱状上皮ꎻＣ.
建模第 １５ 天输卵管间质部( × ４０)(大肠埃希菌组)箭头所示分别为增生的血管和浸润的淋巴细胞(从左到右)ꎻＤ. 建模第

１５ 天输卵管间质部( × ４０)(混合菌组)箭头所示分别为增生的血管和浸润的淋巴细胞(从左到右)ꎻＥ. 建模第 １５ 天输卵管

壶腹部( × ４０)(大肠埃希菌组)箭头所示分别为增生的血管和浸润的淋巴细胞(从左到右)ꎻＦ. 建模第 １５ 天输卵管壶腹部

( × ４０)(混合菌组)箭头所示分别为浸润的淋巴细胞和增生的血管(从左到右)ꎮ

图 １　 各组新西兰兔输卵管光镜下病理学改变比较

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｎｏｒｍａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｐａｒｔ ( × ２０) Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｍｐｌｅ ｃｏｌｕｍｎａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎻ Ｂ. Ｎｏｒｍａｌ ａｍｐｕｌｌａｒ ｐａｒｔ ( × ２０) Ｔｈｅ

ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｍｐｌｅ ｔａｌｌ ｃｏｌｕｍｎａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎻ Ｃ. Ｍｏｄｅｌ’ｓ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｐａｒｔ ｏｎ ｔｈｅ １５ ｔｈ ｄａｙ ( × ４０) (Ｅ. ｃｏｌｉ ｇｒｏｕｐ)Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｆｒｏｍ

ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｖｅｓｓｅｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｄ. Ｍｏｄｅｌ’ｓ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｐａｒｔ ｏｎ ｔｈｅ １５ ｔｈ ｄａｙ
( × ４０) (Ｍｉｘｅｄ ｇｒｏｕｐ) Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｖｅｓｓｅｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ

Ｅ. Ｍｏｄｅｌ’ｓ ａｍｐｕｌｌａｒ ｐａｒｔ ｏｎ ｔｈｅ １５ ｔｈ ｄａｙ ( × ４０) (Ｅ. ｃｏｌｉ ｇｒｏｕｐ)Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｖｅｓｓｅｌ ａｎｄ

ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｆ. Ｍｏｄｅｌ’ｓ ａｍｐｕｌｌａｒ ｐａｒｔ ｏｎ ｔｈｅ １５ ｔｈ ｄａｙ ( × ４０) (Ｍｉｘｅｄ ｇｒｏｕｐ)Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ
ｒｉｇｈｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｖｅｓｓｅｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｏｖｉｄｕｃｔｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

伤小ꎬ接种细菌后动物死亡率低ꎬ因此本研究建立

新西兰兔输卵管慢性炎症模型时亦采用此法ꎮ
在本研究中分别采用 ３ × １０９ / ｍＬ 的混合菌混

悬液(大肠埃希菌:金葡菌:链球菌以 ２∶ １ ∶ １体积混

合)和 ３ × １０８ / ｍＬ 的大肠埃希菌混悬液对新西兰雌

兔进行经阴道宫腔插管灌注ꎮ 两种菌液灌注后ꎬ均
在第 ５ 天时光镜下观察到输卵管上皮脱落ꎬ坏死ꎬ管

腔内大量炎性细胞渗出ꎬ间质充血ꎬ管壁全层大量

中性粒细胞侵润等典型急性炎症的表现ꎻ在第 １５ 天

时观察到输卵管管腔狭窄ꎬ粘膜皱褶减少ꎬ粘膜下

间质增生ꎬ间质血管增生ꎬ淋巴细胞浸润ꎬ上皮纤毛

凌乱、稀疏、短小或缺如等典型慢性炎症的表现ꎮ
这与李俊良等[３] 报道的输卵管炎症动物模型 １４ ｄ
前均为急性炎症ꎬ１５ ｄ 开始出现慢性炎症至 ４９ ｄ 完
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全建成慢性炎症模型相比有时间上的差别ꎮ 但与

申刚等[１]报道的新西兰兔输卵管炎症建模于第 ５
天出现急性炎症ꎬ第 １５ 天出现慢性炎症相似ꎮ 考虑

其原因可能有:病原菌侵入机体能否致病ꎬ与细菌

的毒力、侵入机体的数量、侵入门户以及机体的免

疫力、环境因素等密切相关ꎮ 另外各种常规实验操

作和不同的饲育环境对实验动物的神经内分泌、免
疫、血液生理等指标亦有不同程度的影响[１５]ꎮ

对比混合菌液和大肠埃希菌液两组动物模型ꎬ
在第 １５ 天时ꎬ虽然混合菌液组兔的盆腔粘连情况、
镜下见淋巴细胞浸润和间质增生情况等均较大肠

杆菌组兔严重ꎬ但是大肠埃希菌组兔的输卵管镜下

亦能呈现典型慢性炎症的表现ꎮ 且 ３ × １０８ / ｍＬ 的

大肠埃希菌混悬液与 ３ × １０９ / ｍＬ 的混合菌混悬液

相比具有细菌浓度低、细菌用量少、配制更简便、细
菌活力受影响小等优点ꎮ 但就模拟输卵管炎的混

合细菌逆行感染条件而言ꎬ混合菌混悬液则更具相

似性ꎮ
因此综上所述ꎬ采用 ３ × １０８ / ｍＬ 的大肠埃希菌

混悬液或 ３ × １０９ / ｍＬ 的大肠埃希菌:金葡菌:链球

菌以 ２:１:１ 体积混合的细菌混悬液进行经阴道宫腔

插管灌注的方法均能在灌注术后第 １５ 天建立新西

兰兔输卵管慢性炎症的模型ꎮ 两种建模方法均具

有接近人体感染途径、成模率高、操作简便的优点ꎬ
是建立输卵管慢性炎症动物模型的有效方法ꎮ
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ｒａｂｂｉｔ ｓａｌｐｉｎｇｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ[ Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｏｂｓｔｅｔ Ｇｙｎｅｃｏｌ. １９９４ꎬ １７１
(６): １５８８ － １５９３.

[１１] 　 Ｌａｕｆｅｒ Ｎꎬ Ｓｉｍｏｎ Ａꎬ Ｓｃｈｅｎｋｅｒ ＪＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆａｌｌｏｐｉａｎ ｔｕｂａｌ ｍｕｃｏｓａｌ
ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙ ｂｙ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ.
Ａ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｓｔｕｄｙ [ Ｊ] . Ｐａｔｈｏｌ Ｒｅｓ Ｐｒａｃｔ.
１９８４ꎬ １７８(６): ６０５ － ６１０.

[１２] 　 赵广兴ꎬ王春田ꎬ马宝璋ꎬ等. 大鼠输卵管炎性不孕症模型的

建立[Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２００４ꎬ １４(１): ２２ － ２５.
[１３] 　 徐桂中ꎬ张欣ꎬ侯一平ꎬ等. 金黄色葡萄球菌致小鼠慢性输卵

管炎性不孕模型制作 [ Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０１１ꎬ ２１
(３): ６ － ９.

[１４] 　 Ｐｅａｒｌｍａｎ ＭＤꎬ Ｍｃｎｅｅｌｅｙ ＳＧꎬ Ｆｒａｎｋ ＴＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｅｎｄｏｔｏｘｉｎ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｇａｉｎｓｔ ｔｕｂａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ａｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ｒａｂｂｉｔ ｓａｌｐｉｎｇｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ[ Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｏｂｓｔｅｔ Ｇｙｎｅｃｏｌ. １９９４ꎬ １７１
(６): １５８８ － １５９３.

[１５] 　 刘丽. 炎克宁对大鼠输卵管阻塞性不孕模型作用机理的研究

[Ｄ]. 黑龙江中医药大学ꎬ ２００４.

〔修回日期〕２０１５ － １１ － １２

３２中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３
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Ｖｏｌ. ２６　 Ｎｏ. ３

[基金项目] 国家自然科学基金(８１３７３９９４ꎻ８１１７３５７５)ꎻ“重大新药创制”科技重大专项(２０１２ＺＸ０９１０２２０１ － １０６)ꎮ
[作者简介]魏仁平(１９８８ － )ꎬ女ꎬ硕士生ꎬ主要研究方向:神经药理ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｗｅｉｒｅｎｐｉｎｇ１＠ １２６. ｃｏｍꎮ
[通讯作者]王文(１９６８ － )ꎬ男ꎬ研究员ꎬ研究方向:神经药理ꎬ中药药理ꎬＥ￣ｍａｉｌ: ｌｚｗｗａｎｇ＠ １６３. ｃｏｍꎮ
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􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

莫诺苷对脑缺血再灌注大鼠皮层肝细胞生长因子及
血管性血友病因子表达的影响

魏仁平１ꎬ２ꎬ孙芳玲２ꎬ刘婷婷２ꎬ程　 华２ꎬ艾厚喜２ꎬ
郭德玉２ꎬ田　 欣２ꎬ祝自新２ꎬ王宇峰２ꎬ郑文荣２ꎬ王　 文１ꎬ２ꎬ３

(１. 河北北方学院ꎬ河北 张家口　 ０７５０００ꎻ２. 首都医科大学宣武医院实验动物室ꎬ北京市老年病医疗研究中心ꎬ
北京　 １０００５３ꎻ３. 北京市脑重大疾病研究院ꎬ北京　 １０００６９)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究莫诺苷对脑缺血再灌注 ７ ｄ 大鼠患侧皮层肝细胞生长因子(ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＨＧＦ)及血管性血友病因子(ｖｏｎ ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒꎬｖＷＦ)表达的影响ꎮ 方法 　 ２５ 只健康成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ
(ＳＤ)大鼠采用改良 Ｚｅａｌｏｎｇａ 线栓法制备大鼠大脑中动脉阻塞(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬ ＭＣＡＯ)模型ꎬ术后

随机分为假手术组、模型组、莫诺苷小剂量组、中剂量组及大剂量组ꎬ每组 ５ 只ꎮ 造模后 ３ ｈ 按照 ３０ꎬ ９０ꎬ ２７０ ｍｇ / ｋｇ
剂量每天一次灌胃给予莫诺苷ꎮ 免疫印迹法和免疫荧光法分别检测莫诺苷对脑缺血再灌注 ７ ｄ 大鼠患侧皮层

ＨＧＦ 及 ｖＷＦ 表达的影响ꎮ 结果　 脑缺血再灌注 ７ ｄ 后ꎬ免疫印迹法显示ꎬ与假手术组相比ꎬ模型组 ＨＧＦ 蛋白表达

显著升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ同模型组相比ꎬ莫诺苷给药组(３０ ｍｇ / ｋｇ、９０ ｍｇ / ｋｇ、２７０ ｍｇ / ｋｇ)ＨＧＦ 蛋白表达水平均显著升

高(Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬＰ < ０􀆰 ０１ꎬＰ < ０􀆰 ００１)ꎮ 免疫荧光法显示ꎬ与假手术组相比ꎬ模型组 ｖＷＦ 表达显著升高(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎻ
同模型组相比ꎬ莫诺苷中、大剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ、２７０ ｍｇ / ｋｇ)ｖＷＦ 表达显著升高(Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬＰ < ０􀆰 ００１)ꎮ 结论　 莫诺

苷可以上调 ＨＧＦ 及 ｖＷＦ 在脑内的表达ꎬ促进局灶性脑缺血大鼠血管新生ꎮ
【关键词】 　 莫诺苷ꎻ脑缺血再灌注ꎻ免疫印迹ꎻ免疫荧光ꎻＨＧＦꎻｖＷＦ
【中图分类号】 Ｒ￣３３２　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１￣７８５６(２０１６) ０３￣００２４￣０５
ｄｏｉ: １０􀆰 ３９６９. ｊ. ｉｓｓｎ. １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１６􀆰 ０３􀆰 ００６

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨＧＦ ａｎｄ ｖＷＦ ｉｎ
ｐｅｒｉ￣ｉｎｆａｒｃｔ ｃｏｒｔｅｘ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ

ＷＥＩ Ｒｅｎ￣ｐｉｎｇ１ꎬ２ꎬ ＳＵＮ Ｆａｎｇ￣ｌｉｎｇ２ꎬ ＬＩＵ Ｔｉｎｇ￣ｔｉｎｇ２ꎬ ＣＨＥＮＧ Ｈｕａ１ꎬ ＡＩ Ｈｏｕ￣ｘｉ２ꎬ ＧＵＯ Ｄｅ￣ｙｕ２ꎬ
ＴＩＡＮ Ｘｉｎ２ꎬ ＺＨＵ Ｚｉ￣ｘｉｎ２ꎬ ＷＡＮＧ Ｙｕ￣ｆｅｎｇ２ꎬ ＺＨＥＮＧ Ｗｅｎ￣ｒｏｎｇ２ꎬ ＷＡＮＧ￣Ｗｅｎ１ꎬ ２ꎬ３

(１. Ｈｅｂｅｉ Ｎｏｒｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｚｈａｎｇｊｉａｋｏｕ ０７５０００ꎬＣｈｉｎａꎻ ２. Ｘｕａｎｗｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００５３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

３. Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｂｒａｉｎ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００６９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨＧＦ ａｎｄ ｖＷＦ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ２５ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＭＣＡＯ
ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ’ｓ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｔｈｅｎ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ ５)ꎬ ｉｓｃｈｍｉａ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ ５)ꎬ ａｎｄ
ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ ( ｌｏｗꎬ ｍｅｄｉｕｍꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｎ ＝ ５). Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ



ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ａｔ ｄｏｓｅ ｏｆ ３０ ｍｇ / ｋｇꎬ ９０ ｍｇ / ｋｇ ａｎｄ ２７０ ｍｇ / ｋｇ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦ ａｎｄ ｖＷＦ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ < ０􀆰 ０１) ７
ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ＭＣＡＯ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ (３０ ｍｇ / ｋｇꎬ９０ｍｇ /
ｋｇꎬ２７０ ｍｇ / ｋｇ) ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ Ｐ < ０􀆰 ００１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖＷＦ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ( Ｐ < ０􀆰 ００１ ). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖＷＦ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ (９０ ｍｇ / ｋｇꎬ ２７０ ｍｇ / ｋｇ ) ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ Ｐ <
０􀆰 ００１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＧＦ ａｎｄ ｖＷＦ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｒｔｅｘꎬ
ｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｆｏｃａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒａｔ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅꎻ Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎻ Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎻ ＨＧＦꎻ ＶＷＦ

　 　 成年动物缺血性脑损伤后可使神经血管单元

的微环境改变ꎬ能够诱导血管发生ꎬ但所诱发的神

经血管因子的高表达只是在短时间内有明显变化ꎬ
自体应激产生血管新生过程短暂ꎬ不足以恢复神经

血管单元稳态ꎬ因此需要通过外源性药物等作用增

强和加速内源性脑神经血管稳态重构ꎬ促进血管新

生ꎮ 肝 细 胞 生 长 因 子 ( ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＨＧＦ)是一种多肽生长因子ꎬ能特异性的促进内皮

细胞增殖[１]ꎬ进而促进缺血组织的血管新生ꎮ 因此

ＨＧＦ 可作为一种有效的促血管新生因子和神经保

护因子ꎬ对缺血性脑损伤后的血管新生和神经发生

等起 重 要 作 用[２]ꎮ 血 管 性 血 友 病 因 子 ( ｖｏｎ
ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒꎬｖＷＦ)是由血管内皮细胞及巨核细

胞合成和分泌ꎬ是一种存在于血浆、内皮细胞表面

的糖蛋白ꎬ可作为血管内皮细胞的标记物[３]ꎮ
药物莫诺苷是从中药山茱萸中分离得到的单

体化合物ꎮ 前期研究发现ꎬ莫诺苷能减小局灶性脑

缺血再灌注大鼠脑梗死体积、促进内源性的神经干

细胞增殖、促进血管生成素 １(Ａｎｇ￣１)及其受体(Ｔｉｅ￣
２)的表达[４ － ８]ꎬ促进血管新生ꎮ 本研究采用 ＭＣＡＯ
模型观察脑缺血再灌注 ７ ｄ 后患侧皮层 ＨＧＦ 及

ｖＷＦ 的表达变化ꎬ进一步探讨莫诺苷对缺血性脑损

伤后血管新生的作用及机制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 主要仪器和试剂

尼龙栓线ꎬ直径 ０􀆰 ２６ ｍｍ(２６３４ － １００):北京沙

东生物技术有限公司ꎻ超声波细胞破碎粉碎机:
ＪＹ９２￣ＩＩ 型ꎬ宁波市新芝科技研究所ꎻ电泳仪和小型

垂直电泳槽:美国 Ｂｉｏｒａｄ 公司ꎻ高分辨率多模式分

子成像系统:美国 Ｃａｒｅｓｔｒｅａｍ Ｈｅａｌｔｈ 公司ꎻ全波长酶

标仪:美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎮ ＨＧＦ 抗体:Ａｂｃａｍꎻ
β￣ａｃｔｉｎ 抗体:中山金桥ꎻｖＷＦ 抗体:ＭｉｌｌｉｐｏｒｅꎻＣＹ３￣标

记荧光二抗:Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎮ
化合物莫诺苷ꎬ白色结晶ꎬ由宣武医院药物研

究室自行从山茱萸中提取制备ꎬ高效液相色谱仪对

组分进行分析(Ｃ１８ 柱ꎬ柱温 ３５℃ꎬ乙腈 － 水混合

(１５:８５)洗脱糖苷类ꎬ流速 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波长

２４０ ｎｍ)ꎬ纯度 ９８􀆰 ５％ ꎮ
１􀆰 ２　 实验动物分组及给药

ＳＰＦ 级健康成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ 大鼠 ２５
只ꎬ体重 ２６０ ~ ２８０ ｇꎬ购于北京维通利华实验动物中

心【ＳＣＸＫ(京)２００６ － ０００９】ꎬ由首都医科大学宣武

医院 ＳＰＦ 级实验动物室常规饲养【ＳＹＸＫ(京)２０１０
－ ００１３】ꎬ预适应环境 １ 周后进行实验ꎬ环境温度 ２４
± １℃ꎬ湿度 ５５ ± ５％ ꎮ 将大鼠编号 １ ~ ２５ 只ꎬ用随

机数字表法分为假手术组、模型组、莫诺苷小(３０
ｍｇ / ｋｇ)、中(９０ ｍｇ / ｋｇ)、大(２７０ ｍｇ / ｋｇ)剂量组ꎬ共
５ 组ꎬ每组 ５ 只ꎮ 莫诺苷溶于蒸馏水ꎬＭＣＡＯ 造模后

３ ｈ 按照 ３０、９０、２７０ ｍｇ / ｋｇ 剂量每天一次灌胃给药ꎬ
连续给药 ７ ｄꎮ 假手术组和模型组给予等体积的蒸

馏水ꎮ
１􀆰 ３　 ＭＣＡＯ 模型制备及行为学评分

模型的制备参照 Ｌｏｎｇａ 法[９]并稍加改进ꎮ 本实

验经过首都医科大学宣武医院伦理委员会评估ꎬ尊
重实验中动物的福利ꎮ 大鼠术前禁食不禁水 １２ ｈꎮ
称重后将体重在 ２６０ ~ ２８０ ｇ 之间的大鼠用 １０％ 水

合氯醛 ４ ｍＬ / ｋｇ 进行腹腔注射麻醉ꎮ 将麻醉后的大

鼠仰卧置于手术操作台上ꎬ用安尔碘进行颈部周围

消毒ꎮ 在大鼠右侧颈部切口约 ２ ｃｍ 后ꎬ对肌肉及筋

膜进行分离ꎬ注意避开甲状腺ꎮ 暴露右侧颈总动脉

(ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬＣＣＡ)ꎬ分离出右侧颈内动脉

(ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬ ＩＣＡ) 和颈外动脉 ( ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬＥＣＡ)ꎮ 结扎 ＥＣＡ 接近分叉处及 ＣＣＡ
近心端ꎬ用动脉夹夹闭 ＩＣＡꎬ在 ＣＣＡ 用眼科剪剪一

个斜行的细小切口ꎬ将栓线小心插入ꎬ缓慢轻推栓

５２中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



线进入 ＩＣＡꎬ直到产生阻挡感ꎬ说明栓线已经经 ＣＣＡ
分叉处ꎬ通过 ＩＣＡ 入颅进入了大脑中动脉(ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙꎬ ＭＣＡ)ꎬ到达了大脑前动脉( ａｎｔｅｒｉｏｒ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙꎬ ＡＣＡ)起始部ꎬ阻断 ＭＣＡ 的所有血

供ꎬ造成了大脑中动脉阻塞ꎮ 缝合肌肉ꎬ并在创口

处涂少量青霉素ꎬ以预防伤口感染ꎮ 栓塞 ３０ ｍｉｎ
后ꎬ用眼科镊缓慢向外拔出栓线ꎬ实现再灌注ꎮ 假

手术组大鼠不插入栓线ꎬ其余操作与 ＭＣＡＯ 手术组

相同ꎮ
ＭＣＡＯ 手术后的动物置于温控毯上 ３６􀆰 ５℃ ~

３７􀆰 ５℃保暖ꎬ直至动物苏醒后观察其行为ꎮ 采用

Ｌｕｄｍｉｌａ Ｂｅｌａｙｅｖ １２ 分评分法进行术后行为学评

分[１０]:１)提尾悬空试验:无明显神经功能缺失为 ０
分ꎬ梗死对侧肢体屈曲为 １ 分ꎬ侧推试验阳性为 ２
分ꎮ ２)前肢放置试验:Ａ 视觉亚试验ꎬ实验者将动

物握于手中ꎬ使其前爪悬空ꎬ让动物位于桌子前方ꎬ
自桌面上方 １０ ｃｍ 处向桌面缓慢斜线靠近ꎬ大鼠正

常反应为前肢即抓向桌面ꎬ损伤大鼠则表现为肢体

反应延迟ꎮ ０ 分:动物肢体放置反应正常ꎻ１ 分:反应

延迟但不超过 ２ ｓꎻ２ 分:反应延迟且超过 ２ ｓꎮ 侧方

刺激ꎬ让动物位于桌子侧方ꎬ实验检测方法及评分

标准同前方刺激ꎮ Ｂ 触觉亚实验:将动物双眼遮住ꎬ
并使其前爪悬空ꎬ用其前爪背刺轻触桌面ꎬ刺激深

度仅达皮肤和毛发ꎬ动物反应及评分通视觉试验ꎬ
触觉刺激同样分前方和侧方刺激ꎮ Ｃ 本体觉亚实

验:操作及评分同触觉亚实验ꎬ仅刺激深度不同ꎬ本
体觉亚实验给予前爪较大压力ꎬ刺激深达肌肉及关

节ꎮ 评分 ４ ~ １０ 分为造模成功ꎬ选择入组ꎮ 采用差

额补充方法补足各组设计所需大鼠数量ꎮ
１􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析 ＨＧＦ 蛋白表达

造模 ７ ｄ 后将大鼠用 １０％水合氯醛 ４００ ｍｇ / ｋｇ
腹腔注射麻醉ꎬ迅速剥离大脑并将脑膜剥去ꎬ取出

患侧皮层包入锡箔纸中ꎬ放入液氮中冻存片刻后ꎬ
于 － ８０℃保存ꎮ 取出患侧皮层于 ５ ｍＬ ＥＰ 管中称

重ꎬ加入预冷的裂解液 ７ μＬ / ｍｇ 新鲜组织、ＰＭＳＦ １
μＬ / １００ μＬ ＲＩＰＡꎬ冰上充分超声粉碎ꎮ ４℃ １２０００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清ꎮ 采用 ＢＣＡ 法定量蛋白浓

度ꎬ并加入裂解液ꎬ调节各组总蛋白浓度一致ꎮ 总

蛋白加入 ５ × 上样缓冲液 １: ４ 稀释ꎬ ９５℃ 变性

１０ ｍｉｎꎮ
取新鲜大鼠患侧皮层脑组织裂解提取蛋白ꎬ进

行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳(分离胶 １０％ ꎬ浓缩胶 ５％ )ꎬ每孔

加入 ５０ μｇ 样品ꎬ先恒压 ６０ Ｖ 电泳 ６０ ｍｉｎꎻ然后恒

压 ９０Ｖ 电泳至分离胶底部ꎬ电转移到硝酸纤维素膜

上ꎬ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ加入 １:１０００ 稀释的兔抗

大鼠 ＨＧＦ 单克隆抗体ꎬ４℃过夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每
次 １０ ｍｉｎꎬ再加入 １:２０００ 稀释的羊抗兔 ＩｇＧ￣ＨＲＰꎬ
室温摇床孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬＥＣＬ 试剂显色、
曝光并拍照ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参ꎬ将曝光后的图片

导入软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 中分析ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ５　 免疫荧光分析 ｖＷＦ 表达水平

１􀆰 ５􀆰 １　 灌注及大脑切片

１０％ 水合氯醛 ４ ｍＬ / ｋｇ 腹腔注射麻醉ꎬ固定四

肢ꎬ迅速开胸暴露心脏ꎬ从左心室插管至主动脉根

部ꎬ在右心耳剪开一小口做出口ꎮ 快速灌注生理盐

水ꎬ待右心耳流出液无色透明时ꎬ换 ４％ 多聚甲醛

１５０ ｍＬ 快速灌注ꎬ之后稍减慢灌注速度至动物四肢

变硬ꎮ ３０ ｍｉｎ 后断头取脑ꎬ将脑组织浸于 ４％ 多聚

甲醛中ꎮ 固定完全后ꎬ将脑标本从后固定液中取

出ꎬ进行冠状面冰冻切片ꎬ厚度为 ４０ μｍꎮ
１􀆰 ５􀆰 ２　 免疫荧光染色

大脑切片用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎻ置 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ 破膜 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎻ加入 １０％正常山羊血清ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬ倾
去ꎻ分别加入 １ ∶ ２００ 的 ｖＷＦ 一抗ꎬ４ ℃ 孵育 ２４ ｈꎬ
ＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ加入 ＣＹ３￣标记山羊抗鼠

ＩｇＧꎬ室温孵育 ２ ｈꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ滴一

滴封片剂封片ꎬ晾干ꎻ正置荧光显微镜观察并摄片ꎬ
采用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像分析软件计算 ｖＷＦ 阳

性血管的数目ꎮ
１􀆰 ６ 统计学处理

实验数据以`ｘ ± ＳＥＭ 表示ꎮ 应用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软

件进行单因素方差分析(Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ采用

Ｓｃｈｅｆｆｅ 法进行组间两两比较ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 代表差异

有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 免疫印迹法观察莫诺苷对缺血性脑损伤后

ＨＧＦ 表达的影响

脑缺血再灌注 ７ ｄ 后ꎬ与假手术组相比ꎬ模型组

ＨＧＦ 蛋白表达显著升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ 同模型组大鼠

相比ꎬ莫诺苷给药小剂量组(３０ ｍｇ / ｋｇ)ＨＧＦ 蛋白表

达水平提高ꎬ具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ莫诺苷

中剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ)和大剂量组(２７０ ｍｇ / ｋｇ)ＨＧＦ
蛋白表达显著升高(Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬＰ < ０􀆰 ０１) (图 １ꎬ表
１)ꎮ
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表 １　 免疫印迹法检测 ＨＧＦ 表达变化统计结果
Ｔａｂ. １　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｃｈａｎｇｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
组别
Ｇｒｏｕｐ

ＨＧＦ / β￣ａｃｔｉｎ
(Ｍｅａｎ ± ＳＥＭ)

Ｐ 值
ｐ ｖａｌｕｅ

假手术组 (ｓｈａｍ) ０􀆰 ３３８４ ± ０􀆰 ００９６ ０􀆰 ００１
模型组(ｍｏｄｅｌ) ０􀆰 ５２９５ ± ０􀆰 ０２３３＃＃ －

莫诺苷小剂量组(３０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(３０ ｍｇ / ｋｇ) ０􀆰 ６３３３ ± ０􀆰 ０２６３∗ ０􀆰 ０４４

莫诺苷中剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(９０ ｍｇ / ｋｇ) ０􀆰 ６９６０ ± ０􀆰 ０１３７∗∗ ０􀆰 ００２

莫诺苷大剂量组(２７０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(２７０ ｍｇ / ｋｇ) ０􀆰 ８３９１ ± ０􀆰 ０１８２∗∗∗ ０􀆰 ０００

注:ｎ ＝ ５ꎬ Ｍｅａｍ ± Ｓ. Ｅ. Ｍ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ 与
模型组相比ꎻ ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ 与假手术组相比ꎮ
Ｎｏｔｅ: ｎ ＝ ５ꎬ Ｍｅａｍ ± Ｓ. Ｅ. Ｍ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１
ｖｓ. ｍｏｄｅｌꎻ ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ ｖｓ. ｓｈａｍ.

２􀆰 ２　 免疫荧光法观察莫诺苷对缺血性脑损伤后

ｖＷＦ 阳性血管数目的影响

ｖＷＦ 免疫荧光染色结果显示:局灶性脑缺血后

７ ｄꎬ模型组梗死灶周围可以看见一些清晰的 ｖＷＦ
阳性血管结构(图 ２Ｂ)ꎬ莫诺苷给药中剂量组(９０
ｍｇ / ｋｇꎬ图 ２Ｄ)和大剂量组(图 ２Ｅ)的 ｖＷＦ 阳性血管

数量明显增多ꎮ 对 ｖＷＦ 阳性血管数量进行统计ꎬ结
果显示ꎬ与假手术组相比ꎬ模型组 ｖＷＦ 阳性血管数

量显著增加(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎻ与模型组相比ꎬ莫诺苷中、
大剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ、２７０ ｍｇ / ｋｇ)的 ｖＷＦ 阳性血管

数量显著增多(Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬＰ < ０􀆰 ００１)ꎻ莫诺苷小剂

量组(３０ ｍｇ / ｋｇ) ｖＷＦ 阳性血管数量与模型组比无

明显差别(图 ２ꎬ表 ２)ꎮ

注:Ａ:假手术组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:莫诺苷小剂量组(３０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ
Ｄ:莫诺苷中剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻＥ:莫诺苷大剂量组(２７０ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ

图 ２　 各组大鼠患侧皮层 ｖＷＦ 免疫荧光染色

( × ２０ 标尺 ＝ ５０ μｍ)
Ｎｏｔｅ:Ａ:ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎻＢ:ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｃ:ｌｏｗ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐ(３０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ

Ｄ:ｍｉｄｄｌｅ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐ(９０ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ
Ｅ:ｈｉｇｈ ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ ｇｒｏｕｐ(２７０ ｍｇ / ｋｇ) .

Ｆｉｇ. ２　 ｖＷＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ
ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｓｔｒａｉｎｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ( × ２０ Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ)

表 ２　 免疫荧光检测 ｖＷＦ 血管数量统计结果
Ｔａｂ. ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖＷＦ ｖｅｓｓｅｌｓ

ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
组别
Ｇｒｏｕｐ

ｖＷＦ ｖｅｓｓｅｌｓ / ｍｍ２

(Ｍｅａｎ ± ＳＥＭ)
Ｐ 值

ｐ ｖａｌｕｅ
假手术组(Ｓｈａｍ) １０􀆰 ２０００ ± ０􀆰 ８６０２ ０􀆰 ０００
模型组(Ｍｏｄｅｌ) ２９􀆰 ４０００ ± ２􀆰 ９４２８＃＃＃ －

莫诺苷小剂量组(３０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(３０ ｍｇ / ｋｇ) ３１􀆰 ４０００ ± １􀆰 １６６２ １􀆰 ０００

莫诺苷中剂量组(９０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(９０ ｍｇ / ｋｇ) ４８􀆰 ８０００ ± ２􀆰 １５４１∗∗ ０􀆰 ０１

莫诺苷大剂量组(２７０ ｍｇ / ｋｇ)
Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ(２７０ ｍｇ / ｋｇ) ６３􀆰 ８０００ ± １􀆰 ８５４７∗∗∗ ０􀆰 ０００

注:ｎ ＝ ５ꎬ Ｍｅａｍ ± Ｓ. Ｅ. Ｍ. ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ 与模型组相比ꎻ
＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ 与假手术组相比ꎮ
Ｎｏｔｅ: ｎ ＝ ５ꎬ Ｍｅａｍ ± Ｓ. Ｅ. Ｍ. ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ. ｍｏｄｅｌꎻ
＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ. ｓｈａｍ.

３　 讨论

脑卒中因其高致残率及高死亡率已严重威胁

人类健康ꎬ成为我国居民第二死因和成人第一位致

残原因[１１]ꎮ 其中ꎬ缺血性脑卒中ꎬ在中国脑血管疾

病中居第一位[１２]ꎬ因此一直以来是临床研究的热

点ꎮ 对于缺血性脑卒中来说ꎬ脑血管重塑过程依赖

于局部产生的血管生长因子ꎬ当局部组织损伤后ꎬ
刺激血管生长因子释放ꎬ然后到达预先存在的血管

内皮细胞ꎬ刺激其发生一系列生物活性和表型的改

变ꎬ进而使血管芽生ꎬ形成有功能腔的导管[１３]ꎮ 新

生的血管可为神经发生提供神经营养因子ꎬ并为新

生的神经细胞迁移到缺血周边区域提供依附的支

架ꎬ是梗死周边区域脑组织抗损伤和神经元修复的

结构基础[１４ － １６]ꎮ 此外ꎬ有研究表明缺血性脑损伤患

者脑内新生血管密度与患者的存活时间存在相关

性ꎬ新生血管密度增加多的患者ꎬ预后较好[１７]ꎮ
肝细胞生长因子 ＨＧＦ 等能通过不同的分子途

径促进内皮细胞的分裂和增殖从而促进缺血组织

的血管新生[１８]ꎮ Ｍｉｙａｇａｗａ[１９]等将载有 ＨＧＦ 基因的

质粒转染入小鼠心梗心肌ꎬ发现能活化转录因子

ＥＴｓꎬ使梗死范围减少ꎬ梗死区血管新生较单纯心肌

细胞移植组显著增加ꎮ ＨＧＦ 过表达能刺激血管新

生和侧支血管形成[２０]ꎮ 可见ꎬＨＧＦ 在新生血管形

成过程中发挥重要的作用ꎮ 并且不论在体内还是

体外试验ꎬ ＨＧＦ 的促血管生成活性已被证实比

ＶＥＧＦ 及 ｂＦＧＦ 更强一些[２１ － ２２]ꎮ
ｖＷＦ 是一种大分子糖蛋白ꎬ内皮细胞是血浆

ｖＷＦ 的主要合成场所ꎮ ｖＷＦ 在成人糖尿病和心血

管疾病中表达升高ꎬｖＷＦ 水平升高是内皮细胞损伤

７２中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



或激活的标志[２３]ꎮ ｖＷＦ 是血管内皮细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＶＥＣ)特异性标志之一[２４]ꎬ因此常

用来鉴定 ＶＥＣꎬ检测血管新生ꎮ
本研究发现ꎬ在大鼠局灶性脑缺血再灌注 ７ ｄ

时ꎬ模型组患侧皮层 ＨＧＦ、ｖＷＦ 表达明显上调ꎬ提示

缺血性脑损伤使脑梗死边缘区神经血管微环境改

变ꎬ诱导 ＨＧＦ 的表达短时间内升高ꎬ血管数量增加ꎮ
而灌胃给予莫诺苷后ꎬＨＧＦ、ｖＷＦ 表达水平比模型

组进一步提高ꎬ且升高水平与莫诺苷给药剂量表现

出正相关趋势ꎬ表明莫诺苷能促进缺血性脑损伤后

ＨＧＦ 的表达增强ꎬ促进内皮细胞增殖ꎬ进而促进血

管新生ꎮ 结合前期的研究ꎬ莫诺苷对局灶性脑缺血

再灌注大鼠血管新生相关因子血管生成素 １ 及其受

体 Ｔｉｅ￣２ 具有显著的促进作用[１３]ꎬ我们推测莫诺苷

通过促进 ＨＧＦ 表达ꎬ改善神经血管修复的微环境ꎬ
进而发挥促血管新生的作用ꎮ
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[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２００６ꎬ ２６: １２６９ － １２７４.

[１６] 　 Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｃｈｏｐｐ Ｍꎬ Ｇｒｅｇｇ ＳＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｕｒａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｐｏ ｉｎｄｕｃｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｖｅｇｆ[Ｊ] . Ｊ Ｃｅｒｅｂ Ｂｌｏｏｄ Ｆｌｏｗ Ｍｅｔａｂꎬ ２００８ꎬ ２８: １３６１ － １３６８.

[１７] 　 Ｏｈａｂ ＪＪꎬ Ｆｌｅｍｉｎｇ Ｓꎬ Ｂｌｅｓｃｈ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ Ｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｎｉｃｈｅ ｆｏｒ
ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅ[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２００６ꎬ ２６(５０): １３００７
－ １３０１６.

[１８] 　 Ｃａｏ Ｚꎬ Ｗａｎｇ Ｘ. Ｔｈｅ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｒｏｌｅ ｂｅｔｗｅｅｎ β ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｔｒａ￣
ｉｓｌｅｔ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｅｎｄｏｃｒ Ｊꎬ ２０１４ꎬ ６１(７):６４７ － ６５４.

[１９] 　 Ｐｙｕｎ ＷＢꎬ Ｈａｈｎ Ｗꎬ Ｋｉｍ ＤＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｋｅｄ ＤＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｗｏ
ｉｓｏｆｏｒｍｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｏｌｌａｔｅｒａｌ ａｒｔｅｒｙ
ａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ[Ｊ] . Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒꎬ
２０１０ꎬ １７(１２): １４４２ － １４５２.

[２０] 　 Ｍｉｙａｇａｗａ Ｓꎬ Ｓａｗａ Ｙꎬ Ｔａｋｅｔａｎｉ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ: ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐｌａｓｔｙ [ Ｊ] . Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ２００２ꎬ １０５
(２１): ２５５６ － ２５６２.

[２１] 　 Ｆｕｍｉｈｉｒｏ Ｓａｎａｄａꎬ Ｙｏｓｈｉａｋｉ Ｔａｎｉｙａｍａꎬ Ｊｕｎｙａ Ａｚｕｍａꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｌｉｍｂ
Ｉｓｃｈｅｍｉａ: Ｃｈｏｉｃｅ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ａｇｅｎｔ [ Ｊ ] . Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｅｎｄｏｃｒ
Ｍｅｔａｂ Ａｇｅｎｔｓ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍꎬ ２０１４ꎬ １４ (１): ３２ － ３９.

[２２] 　 Ｎａｋａｍｕｒａ Ｍꎬ Ｔａｋａｈａｓｈｉ Ｔꎬ Ｍａｔｓｕｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＡｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｈｅｉｌｍａｎｎｉｉ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｕｃｏｓａ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ ｌｙｍｐｈｏｍａ: ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃ￣Ｍｅｔ ａｎｄ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ[Ｊ] . Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０１４ꎬ ２９
(４): ７０ － ７６.

[２３] 　 Ｌｉｐ ＧＹꎬ Ｂｌａｎｎ Ａ. Ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ: ａ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ [ Ｊ]? Ｃａｒｄｉｏｖａｓｅ
Ｒｅｓꎬ １９９７ꎬ ３４(２): ２５５ － ２６５.

[２４] 　 Ｊａｆｆｅ ＥＡꎬ Ｎａｃｈｍａｎ ＲＬꎬ Ｂｅｃｈｅｒ ＣＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉ ａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏ ｇｉｃ ｃｒｉｔｅｒｉａ[Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔꎬ １９７３ꎬ
５２: ２７４５ － ２７５６.

〔修回日期〕２０１５ － １１ － ２３

８２ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３
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􀦋􀦋研究报告

长爪沙鼠肝星状细胞的分离培养与鉴定

楼　 琦ꎬ李　 巍ꎬ石巧娟ꎬ卢领群ꎬ郭红刚ꎬ杜江涛ꎬ萨晓婴

(浙江省医学科学院实验动物中心ꎬ浙江省实验动物与安全性研究重点实验室ꎬ杭州　 ３１００１０)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索长爪沙鼠稳定、经济的肝星状细胞分离和培养方法ꎬ为深入探讨长爪沙鼠肝纤维化的细

胞机制提供技术支撑ꎮ 方法 　 取成年雄性长爪沙鼠ꎬ用链蛋白酶、胶原酶及 ＤＮＡ 酶体内门静脉灌注消化长爪沙鼠

肝脏细胞ꎬ经 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 密度梯度离心ꎬ分离肝星状细胞ꎮ 台盼蓝拒染实验鉴定细胞活力ꎬα￣ＳＭＡꎬＤｅｓｍｉｎ 免疫细胞

化学染色鉴定细胞性质ꎮ 结果　 肝星状细胞得率为 ０􀆰 ５ ~ １ × １０７ /肝ꎮ 肝星状细胞存活率在 ９０％ 以上ꎮ 原代培养

３ ｄ α￣ＳＭＡ 阳性细胞达 ７５％ 以上ꎬ传代培养后ꎬα￣ＳＭＡꎬＤｅｓｍｉｎ 阳性达 １００％ ꎮ 结论 　 成功建立了稳定可靠的长爪

沙鼠肝星状细胞分离培养方法ꎬ为肝脏相关疾病研究和防治药物的开发提供了技术支持ꎮ
【关键词】 　 长爪沙鼠ꎻ肝星状细胞ꎻ细胞分离ꎻ原代培养
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Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｏｆ
Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ
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(Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ

Ｚｈｅｊｉａｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｋｅｙ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００１３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ (ＨＳＣｓ) ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｒｂｒｏｓｉｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＨＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｎｙｃｏｄｅｎｚ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ａｄｕｌｔ ｍａｌｅ ｇｅｂｉｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｎａｓｅꎬ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ａｎｄ ＤＮａｓｅꎬ ｉｎｆｕｓｅｄ ｖｉａ ｐｏｒｔａｌ
ｖｅｉｎ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｔｅｓｔ. Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ＨＳＣｓ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
α￣ＳＭＡꎬ ｄｅｓｍｉｎ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＳＣｓ ｗａｓ ０􀆰 ５ ~ １ × １０７ｐｅｒ ｇｅｒｂｉｌ ｌｉｖｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９０％ . Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ α￣ＳＭＡ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ７５％ ａｆｔｅｒ ３ ｄａｙｓ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ
ａｎｄ ａｌｍｏｓｔ １００％ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ α￣ＳＭＡ ａｎｄ ｄｅｓｍｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ｐａｓｓａｇｅ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｏｆ
ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌ ＨＳＣ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌꎻ Ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌꎻ Ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎻ Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ

　 　 肝星状细胞(ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌꎬＨＳＣ)ꎬ又称储

脂细胞( ｆａｔ￣ｓｔｏｒｅ ｃｅｌｌꎬ ＦＳＣ)、间质细胞和 Ｉｔｏ 细胞ꎬ
主要分布于肝细胞与肝窦内皮细胞之间的窦周隙

内(Ｄｉｓｓｅ 间隙) [１ － ２]ꎮ ＨＳＣ 在肝纤维化的发生发展

中具有核心作用ꎬ是促进肝纤维化发展的主要因

素[３]ꎮ 静息状态的 ＨＳＣ 主要参与维生素 Ａ 的代谢



调节ꎬ当肝脏受到化学、物理及生物因素刺激而发

生损伤后ꎬＨＳＣ 发生增殖并被活化ꎬ合成以胶原蛋

白为主的细胞外基质(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)及

各类细胞因子如 ＭＭＰｓ、ＴＮＦ￣α 等ꎬ参与受损肝组织

的修复ꎮ 刺激持续发生时ꎬＨＳＣ 大量激活ꎬ引发

ＥＣＭ 的合成与降解失衡ꎬ进而导致肝脏内结缔组织

异常沉积ꎬ发生肝纤维化[４]ꎮ
长爪沙鼠在单纯高脂饮食喂养下ꎬ可发生非酒

精性脂肪肝系列病变ꎮ 在经历了纤维化[５ － ８]发展的

经典模式“胶原带￣桥接纤维化￣假小叶”后ꎬ最终可

形成肝硬化[９]ꎬ其疾病谱与人类脂肪肝极为接

近[１０]ꎮ 因此长爪沙鼠是肝纤维化研究方面很有价

值的模型动物ꎮ ＨＳＣ 已成为国内外学者研究肝纤

维化的热点[１１ － １２]ꎬ建立稳定、经济的分离和培养

ＨＳＣ 方法是研究肝纤维化的基础ꎮ 目前针对大、小
鼠分离培养 ＨＳＣ 的方法已经较为成熟[１３ － １５]ꎬ但是

国内尚无关于长爪沙鼠 ＨＳＣ 的研究ꎬ而国外也尚未

建立完善的培养体系ꎮ 本文旨在 Ｆｒｉｅｄｍａｎ 等的基

础上进行改良ꎬ建立适合长爪沙鼠肝星状细胞的培

养体系ꎬ为从细胞和分子水平进一步研究长爪沙鼠

肝纤维化形成的机制奠定坚实的基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 动物准备

雄性长爪沙鼠ꎬ 浙江省实验动物中心提供

【ＳＣＸＫ (浙) ２０１４ － ０００１ 】ꎬ 实验在本中心进行

【ＳＹＸＫ(浙)２０１４ － ０００８】体重 ５０ ~ ７０ ｇꎬ常规饲料

喂养ꎬ正常饮水ꎮ 在分离 ＨＳＣｓ 前 ２ 周每天 Ｖ ｉｔａｍｉｎ
Ａ ２０ Ｕ / １０ ｇ 体重灌胃[１６ － １７]ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

链霉蛋白酶 Ｅ ( Ｐｒｏｎａｓｅ Ｅ)ꎬ ＩＶ 型胶原酶

(ＴｙｐｅＩＶ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ)ꎬ ＤＮａｓｅ、Ｎｙｃｏｄｅｎｚ、６￣联脒￣２￣苯
基吲哚(ＤＡＰＩ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ ＤＭＥＭ 培养液购

自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ 胎牛血清为杭州四季青公司产

品ꎮ Ｈａｎｋ’ｓ 液为自配溶液ꎮ 封闭用羊血清、羊抗兔

ＩｇＧ、ＨＲＰ 标记卵裂白霉素为中国北京中杉金桥公

司生产ꎮ 兔抗 Ｄｅｓｍｉｎ、α￣ＳＭＡ 一抗购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司ꎮ 异硫氰酸荧光素 ＦＩＴＣ 标记的羊抗兔

ＩｇＧꎬＣｙ３ 偶联的羊抗兔 ＩｇＧ 均购自美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公

司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器

正置荧光显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１)、超速离心机

(ＢＥＣＫＭＡＮ ＣＯＵＬＴＥＲꎬ Ｊ￣２６ ＸＰＩ)、普通倒置显微

镜(Ｎｉｃｏｎ ＴＳ１００)、ＣＯ２ 培养箱(Ｆｏｒｍａ Ｓｃｅｉｔｉｆｉｃ)、洁
净工作台(苏州苏洁净化设备有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 肝星状细胞的分离制备

肝星状细胞的分离采用改良的 Ｆｒｉｅｄｍａｎ 方法ꎬ
长爪沙鼠术前禁食 ８ ｈꎬ自由饮水ꎮ 用水合氯醛

(４００ ｍｇ / ｋｇ)腹腔内注射麻醉长爪沙鼠ꎮ 胸腹部剃

毛ꎬ皮肤消毒ꎮ 仰卧位固定ꎬ大十字开腹ꎬ上至剑

突ꎬ 下至耻骨联合ꎬ 左右至两侧腋中线ꎮ 皮瓣外翻

固定扩创ꎬ显露腹腔所有脏器ꎮ 将小肠翻至鼠体左

侧ꎬ 游离肝脏ꎬ在右肾静脉上方游离肝下下腔静脉ꎮ
下压肝脏剪断镰状韧带至肝上下腔静脉ꎮ 游离腹

主动脉ꎬ穿刺针穿刺ꎬ注入 ４℃ Ｈａｎｋ’ｓ 液(内含肝素

２５ Ｕ / ｍＬ) ２０ ｍＬꎬ夹闭胸主动脉同时切开肝下下腔

静脉与破心ꎬ尽量将肝脏内淤积的红细胞冲出ꎮ 待

肝脏颜色变成土黄色时ꎬ结扎肝上下腔静脉ꎬ行门

静脉插管固定ꎬ 取下肝脏ꎬ 冲洗肝脏表面ꎮ ４℃
Ｈａｎｋ’ｓ 液 ２０ ｍＬ 行门静脉灌注肝脏ꎬ完成后肝脏移

入 ３７℃水浴中的 ２５０ ｍＬ 烧杯ꎬ继续循环灌注预温

至 ３７℃的联合酶液 ５０ ｍＬ (含 ０􀆰 ０５％ 链酶蛋白酶、
０􀆰 １％ 胶原酶 及 ０􀆰 ００１％ ＤＮＡｓｅ)ꎬ消化肝脏 １０
ｍｉｎꎮ 在培养皿中去除肝包膜和 Ｇｌｉｓｓｏｎ 鞘ꎮ 将肝脏

粉碎成糊状ꎬ放入含 ０􀆰 ０５ ％ 链酶蛋白酶、０􀆰 １％ 胶

原酶、０􀆰 ００１％ ＤＮａｓｅＩ (Ｖ / Ｖ) 的 Ｈａｎｋ’ｓ 中ꎬ３７℃水

浴用镊子搅拌 １０ ~ １５ ｍｉｎꎬ使肝组织充分消化ꎮ 在

消化好的肝组织中加入 ５０ ｍＬ ４℃ Ｈａｎｋ’ ｓ 液ꎬ用
１００ 目钢丝筛过滤ꎮ 滤过的肝组织装入 ５０ ｍＬ 离心

管中ꎬ 加 Ｈａｎｋ’ ｓ 液至 ５０ ｍＬꎬ １８１５ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎꎮ 取沉淀重悬于 ５０ ｍＬ Ｈａｎｋ’ｓ 液中ꎬ再次 １８１５
ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 取沉淀加 Ｈａｎｋ’ ｓ 液 ５ ｍＬ 重

悬ꎬ吸取 １ ｍＬ 置于 １０ ｍＬ 玻璃离心管中ꎬ加入 １􀆰 ５
ｍＬ 的 ２０％ Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 液混匀ꎬ按此比例分装完全部

沉淀ꎬ每管液面覆盖 ２ ｍＬ Ｈａｎｋ’ ｓ 液ꎬ２４００ ｒ / ｍｉｎꎬ
４℃离心 １８ ｍｉｎꎬ轻轻取出ꎬ不要摇动液面ꎬ可见在

Ｈａｎｋ’ｓ 液下有一混浊带ꎮ 用 １６ 号针头插入液面下

此处抽吸混浊带于 １０ ｍＬ 离心管ꎮ 加 ＤＭＥＭ 培养

液ꎬ１９２４ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ沉淀重悬于 １０ ｍＬ 左右

ＤＭＥＭ 培养液中ꎬ加入 １０％胎牛血清ꎮ 细胞计数并

且行台盼蓝拒染试验ꎬ判断活力ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞培养

将细胞以 １ × １０５ ~ １ × １０６ ｍＬ 的密度接种到

５０ ｍＬ 细胞培养液中ꎬ在 ３７℃、体积分数为 ５％
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ＣＯ２、９５％潮湿空气的 ＣＯ２ 恒温培养箱里培养ꎮ 培

养 １ ｄ 后首次换液ꎬ 以后视情况每 ２ ~ ３ ｄ 换液一

次ꎮ 做免疫细胞化学检测时ꎬ可将细胞接种于内有

玻片的 ６ 孔板中ꎮ 当细胞融合度达到 ８０％ ~ ９０％
左右可进行传代ꎮ 传代时按常规使用 ０􀆰 １２５％胰酶

消化ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞鉴定

细胞活力测定:吸取 １８０ μＬ 细胞悬液置于载玻

片上ꎬ加入 ２０ μＬ ０􀆰 ４％的台盼蓝溶液ꎬ混匀并在显

微镜下观察细胞ꎮ 未被台盼蓝染色者为活细胞ꎮ
光镜下观察细胞形态ꎬ细胞计数ꎬ计算细胞得率及

存活率ꎮ
细胞性质鉴定:(１)荧光显微镜下观察ꎬ当激发

波长为 ３２５ ｎｍ 时出现的自发荧光细胞即为分离的

肝星状细胞ꎬ用 ＤＡＰＩ 复染ꎮ (２)细胞爬片用油红 Ｏ
直接染色 ４５ ｍｉｎꎬ双蒸水漂洗后用苏木素染细胞核ꎬ
２ ｍｉｎ 后用双蒸水清洗ꎬ镜下观察ꎮ (３)细胞爬片经

固定ꎬＰＢＳ 清洗ꎬ羊血清封闭ꎬ用兔抗 α￣ＳＭＡ 一抗ꎬ
联合羊抗兔 ＩｇＧ(二抗)及 ＨＲＰ 标记卵裂白霉素(三
抗)ꎬ进行 ＤＡＢ 法免疫细胞化学染色ꎮ 另有细胞爬

片经固定、ＰＢＳ 清洗、羊血清封闭ꎬ用兔抗 Ｄｅｓｍｉｎ
(α￣ＳＭＡ)一抗ꎬＣｙ３ (ＦＩＴＣ) 荧光标记二抗孵育后ꎬ
ＤＡＰＩ 染色后ꎬ荧光显微镜下观察分析[１９]ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＳＣ 的存活率与收率

采用 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 密度梯度离心法分离长爪沙鼠

ＨＳＣꎬ长爪沙鼠平均体重为 ６０ ｇꎬ每只鼠肝的细胞收

率约为(０􀆰 ５ ~ １) × １０７ 个ꎮ 根据台盼蓝拒染试验ꎬ
细胞活力为(９８􀆰 ６)％ ꎮ
２􀆰 ２　 ＨＳＣ 的形态观察

在普通光学倒置显微镜下观察ꎬ新鲜分离的 ＨＳＣ
由于富含脂滴ꎬ具有很强的折光性ꎬ呈现透亮、立体感

较强的小圆球状(图 １)ꎮ 细胞在 ３２５ ｎｍ 波长紫外光

的激发下自发绿色荧光(图 ６)ꎮ 细胞在接种后 ３０ ~
６０ ｍｉｎ 出现贴壁ꎬ 培养 ２４ ｈ 后 ８５％细胞贴壁(图 ２)ꎬ
７２ ｈ 贴壁细胞呈现出梭形ꎬ多边形(图 ３)ꎬ普通光镜

下观察油红染色结果表明ꎬ红色脂滴主要分布于胞浆

内(图 ４)ꎮ ５ ~７ ｄ 后ꎬ细胞继续伸展ꎬ绝大多数细胞

呈星形ꎬ部分细胞出现片状融合(图 ５)ꎻ１０ ~ １１ ｄ 左

右融合达到 ８０％ ~ ９０％ꎬ细胞铺满瓶底可以传代ꎮ
传代后 １ ｄ 细胞表现为活化表型ꎮ
２􀆰 ３　 ＨＳＣ 鉴定

图 １　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 原代培养 ２ｈ 贴壁ꎬ
含折光颗粒的 ＨＳＣ ( × １０)

Ｆｉｇ. １　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅꎬ
ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ｈａｐｐｅｎｅｄ ｉｎ ２ ｈｏｕｒｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ

ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ＨＳＣ ( × １０)

图 ２　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 原代培养 ２４ｈ 生长状况( × ２０)
Ｆｉｇ. ２　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ’ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ

ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ｉｎ ２４ ｈｏｕｒｓ( × ２０)

图 ３　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 原代培养 ３ ｄ 呈局灶性生长( × ２０)
Ｆｉｇ. ３　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ’ ｆｏｃａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ

ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ｉｎ ３ ｄａｙｓ( × ２０)

免疫细胞化学检测显示ꎬ贴壁 ２４ ｈ 的 α￣平滑肌

动蛋白(α￣ＳＭＡ)呈阴性ꎬ原代培养 ３ ｄ 后ꎬα￣ＳＭＡ 阳

性率为 ７５％ (图 ７)ꎮ 肝星状细胞消化传代后ꎬ细胞

表现为活化状态ꎬ免疫荧光检测显示 Ｄｅｓｍｉｎ(图 ８)
和 α￣ＳＭＡ(图 ９)阳性染色达到 １００％ ꎬ胞浆呈颗粒

状或弥漫着色ꎮ
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图 ４　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 培养至第 ３ 天行油红染色( × ２０)
Ｆｉｇ. ４　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ

ｆｏｒ ｉｎ ３ ｄａｙｓꎬ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ( × ２０)

图 ５　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 原代培养 ７ ｄ
呈纤维细胞样形态( × ２０)

Ｆｉｇ. ５　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｆｏｒ ｉｎ ７ ｄａｙｓꎬ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ( × ２０)

图 ６　 ＨＳＣ 自发荧光 ( × ２０)
Ｆｉｇ. ６　 ＨＳＣ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ( × ２０)

图 ７　 长爪沙鼠 ＨＳＣｓ 培养至第 ３ 天行 α￣ＳＭＡ 免疫细胞化学染色(Ａ × ２０ꎬＢ × ４０)
Ｆｉｇ. ７　 Ｇｅｒｂｉｌｓ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ｉｎ ５ ｄａｙｓꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ａｇａｉｎｓｔ α￣ＳＭＡꎬ Ａ(Ａ × ２０ꎬＢ × ４０)

图 ８　 Ｄｅｓｍｉｎ 免疫荧光染色 (传代后 ２４ｈ)
Ｆｉｇ. ８　 Ｄｅｓｍｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎ
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图 ９　 α￣ＳＭＡ 免疫荧光染色 (传代后 ２４ｈ)
Ｆｉｇ. ９　 α￣ＳＭＡ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎ

３　 讨论

ＨＳＣ 是肝内的一种非实质细胞ꎬ激活的 ＨＳＣ 是

合成、分泌 ＥＣＭ 的主要来源ꎬ在肝纤维化的病程进

展中处于重要地位ꎮ 如前所述ꎬ长爪沙鼠脂质代谢

模式与人类相仿ꎬ对高脂饮食敏感ꎬ相对于大、小
鼠ꎬ容易形成肝纤维化ꎬ被认为是肝纤维化模型研

究的理想动物ꎮ 因此长爪沙鼠 ＨＳＣ 的分离培养将

为肝纤维化的发病机制研究及其逆转治疗奠定

基础ꎮ
国内外关于大、小鼠 ＨＳＣ 分离培养的方法报道

很多ꎬ但有关长爪沙鼠 ＨＳＣ 的分离培养体系的建立

尚属首次ꎮ 我们参照 Ｆｒｉｅｎｄｍａｎ[１８] 的方法ꎬ并经过

改良ꎬ反复试验ꎬ最终形成一套适用于长爪沙鼠的

经济、合理、方便的 ＨＳＣ 提取方法ꎬ有关经验总结如

下:(１)长爪沙鼠的选择与预处理:本课题组所保存

的封闭群有部分沙鼠具有自发性肥胖症状ꎬ即 ３ 月

龄后ꎬ体态明显偏胖ꎬ体重较同龄鼠明显偏高ꎬ故本

实验中选择 ６０ ｇ 左右的长爪沙鼠ꎬ性别不限ꎬ并预

先用维生素 Ａ 灌胃处理ꎬ确保肝星状细胞具有一定

的浮力ꎬ以便在密度梯度离心时ꎬ能较好地与其他

细胞分离ꎮ (２)灌注方法的改良:我们在原位灌注

方法的基础上[１９ － ２０]ꎬ进行了改良ꎬ采用肝脏体外循

环灌注的方法ꎬ具体如下:用 ４℃的预灌注液腹主动

脉灌注ꎬ灌注液可以通过门静脉与肝动脉进入肝

脏ꎬ肝内血细胞冲冼得相对较为干净ꎬ低温灌注可

以减少肝热缺血对肝脏的损伤ꎮ 取下肝脏后ꎬ行门

静脉插管固定再行灌注与肝表面清洗ꎬ尽可能的减

少血细胞对消化酶活性产生不良影响ꎮ 在整个灌

注过程中亦应避免气泡进入肝内血管导致的灌注

不充分ꎮ (３)酶消化中的注意事项:肝脏消化是否

适度ꎬ是影响细胞得率及活力的关键因素ꎮ 本法采

用离体酶消化法ꎮ 该方法主要有以下 ３ 个优点:ａ.
肝脏局部容易实现温度控制ꎬ肝脏在 ３７℃水浴中进

行灌注ꎬ使肝脏与肝内酶消化液保持在 ３７℃ꎬ可以

保证酶的活性ꎬ可以减少消化时间ꎮ ｂ. 可避免原位

酶消化法中由于肝脏侧枝循环丰富导致的酶用量

增加ꎬ成本增高ꎮ ｃ. 在保证门静脉插管良好同时ꎬ适
当的阻断肝下下腔静脉ꎬ让酶消化液在肝内形成高

压ꎬ消化酶通过门脉系统均匀地作用于肝组织ꎬ可
提高酶的使用率ꎮ 在本方法中所用的各消化酶的

配比为:胶原酶 ∶ ＤＮＡ 酶 ∶ 链蛋白酶 ＝ ０􀆰 １％ ∶ ０􀆰
００１％ ∶ ０􀆰 ０５％ ꎬ胶原酶主要用于消化肝脏内胶原ꎬ
ＤＮＡ 酶可降解肝实质细胞破裂后释放的 ＤＮＡꎬ减少

细胞间的粘连ꎬ而链蛋白酶主要用于去除肝细胞ꎬ
提高 ＨＳＣ 的浓度ꎮ 消化酶务必在临用前配置ꎬ并且

浓度准确ꎮ (４)分离介质的选择与添加:由于 ＨＳＣ
富含脂滴ꎬ细胞密度在所有肝细胞中最低ꎬ故可采

用密度梯度离心的方法分离 ＨＳＣꎬ因此ꎬ分离介质

的选择在 ＨＳＣ 的分离纯化中亦是十分重要ꎮ 常用

的分离介质有 ＭｅｔｒｉｚａｍｉｄｅｅꎬＰｅｒｃｏｌｌꎬＮｙｃｏｄｅｎｚ[２１ － ２２]ꎮ
我们通过预实验发现 ＭｅｔｒｉｚａｍｉｄｅｅꎬＰｅｒｃｏｌｌ 较难形成

明显的条带ꎬ且需要高速离心ꎬ而 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 分层稳

定ꎬ配置简单ꎬ因此我们采用 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 作为分离介

质ꎬ其常用浓度为 １８％ ꎬ但该浓度离心后 ＨＳＣ 细胞

层不集中ꎬ而用 ２０％的浓度较为理想ꎬ重复性好ꎬ故
在本实验中采用 ２０％ Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 作为分离介质ꎮ
Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 的添加方法有 ２ 种[２３ － ２５]ꎬ第一种是悬浮

法ꎬ即将 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 置于管底ꎬ轻轻覆盖上相应体积

的细胞悬液ꎬ形成不能混匀的两个液层ꎬ第二种是

混匀法ꎬ即将细胞悬液与 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 混匀ꎬ再在上面

覆盖少量的细胞培养液ꎬ或 Ｈａｎｋ’ｓꎬ 本课题组经比

较选择了混匀法ꎬ该法密度梯度离心后ꎬ细胞数量

多ꎬ条带较为集中ꎮ (５)其他:消化好的肝组织粘稠

度很高ꎬ不易过滤ꎬ影响 ＨＳＣ 的收率和活力ꎬ因此过

滤时ꎬ我们加入 ４℃ Ｈａｎｋ’ ｓ 液ꎬ不仅降低细胞悬液

的粘稠度ꎬ同时也可以降低链蛋白酶活性ꎬ减少对

ＨＳＣ 的毒性作用ꎬ促使 ＨＳＣ 的收率、纯度和活力大

３３中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



大提高ꎮ
总之ꎬ本课题组经多次实验摸索出这一套长爪

沙鼠肝星状细胞分离培养方法ꎬ本方法不需要昂贵

的试剂和特殊的仪器设备ꎬ单层密度梯度离心一步

法即可分离纯化 ＨＳＣꎬ且细胞收率亦较高ꎬ适于推

广应用ꎬ为进一步研究肝星状细胞在肝损伤后细胞

基质的沉积及纤维化的形成机制奠定了基础ꎮ
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ｒａｔ ｌｉｖｅｒ. Ｔｈｅｉｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｅｘｐ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓꎬ
１９８２ꎬ１３９(２): ４６８ － ４７１.

[２０] 　 Ｔａｃｋｅ Ｆꎬ Ｗｅｉｓｋｉｒｃｈｅｎ Ｒ. Ｕｐｄａｔｅ ｏｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ:
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｒｏｌｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｎｏｖｅｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
[Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０１２ꎬ ６(１): ６７ － ８０.

[２１] 　 Ｈｅｒｒｍａｎｎ Ｊꎬ Ｇｒｅｓｓｎｅｒ ＡＭꎬ Ｗｅｉｓｋｉｒｃｈｅｎ Ｒ. Ｉｍｍｏｒｔａｌ ｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ: ｕｓｅｆｕｌ ｔｏｏｌｓ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ
ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ[Ｊ]? Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２００７􀆰 １１(４): ７０４ －
７２２.

[２２] 　 Ｂａｒｔｎｅｃｋ Ｍꎬ Ｗａｒｚｅｃｈａ ＫＴꎬ Ｔａｇ ＣＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ
ｌａｐｓｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｐｕｒｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ] . Ａｎａｌ
Ｃｅｌｌ Ｐａｔｈｏｌ (Ａｍｓｔ)ꎬ ２０１５ꎻ２０１５: ４１７０２３.

[２３ ] 　 Ｍａｓｃｈｍｅｙｅｒ Ｐꎬ Ｆｌａｃｈ Ｍꎬ Ｗｉｎａｕ Ｆ. Ｓｅｖｅｎ ｓｔｅｐｓ ｔｏ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ
[Ｊ] . Ｊ Ｖｉｓ Ｅｘｐꎬ ２０１１(５１).

[２４] 　 Ｗｅｉｓｋｉｒｃｈｅｎ Ｒꎬ Ｇｒｅｓｓｎｅｒ ＡＭ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ Ｍｅｔｈｏｄｓ[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２００５ꎬ１１７: ９９ － １１３.

〔修回日期〕２０１５ － １２ － ３０

４３ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３
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细辛脑注射制剂异常毒性检查标准研究

邓　 莎ꎬ张德波ꎬ罗　 洁ꎬ郑娇娇ꎬ郑　 萍ꎬ蒲旭峰

(成都市食品药品检验研究院ꎬ成都　 ６１００４５)

　 　 【摘要】 　 目的　 测定细辛脑注射制剂静脉给药的小鼠 ＬＤ５０值ꎬ同时起草本品异常毒性检查标准ꎮ 方法　 采

用加权回归机率单位法(Ｂｌｉｓｓ 法)对小鼠静脉给药测定 ＬＤ５０值ꎬ同时按照«中国药典»２０１０ 年版要求确定异常毒性

检查限值ꎬ起草异常毒性标准ꎮ 结果　 测定细辛脑注射制剂的小鼠 ＬＤ５０为 ５１􀆰 ９ － １５３􀆰 １ ｍｇ / ｋｇꎬ为标准中拟增加异

常毒性检查项ꎬ异常毒性检查项的限值建议定为 １５ ｍｇ / ｋｇꎬ按此限值检查结果符合规定ꎮ 结论　 细辛脑注射制剂

毒性较大ꎬ各企业生产工艺不同毒性也差异较大ꎬ为减少本品临床使用不良反应的发生ꎬ应在其质量标准中增加异

常毒性检查项ꎮ
【关键词】 　 细辛脑ꎻ异常毒性ꎻＬＤ５０ꎻ限值ꎻ标准

【中图分类号】 Ｒ￣３３２　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１￣７８５６(２０１６) ０３￣００３５￣０５
ｄｏｉ: １０􀆰 ３９６９. ｊ. ｉｓｓｎ. １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１６􀆰 ０３􀆰 ００８

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ａｂｎｏｒｍａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ａｓａｒｏｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

ＤＥＮＧ ＳｈａꎬＺＨＡＮＧ Ｄｅ￣ｂｏꎬＬＵＯ ＪｉｅꎬＺＨＥＮＧ Ｊｉａｏ￣ｊｉａｏꎬＺＨＥＮＧ ＰｉｎｇꎬＰＵ Ｘｕ￣ｆｅｎｇ
(ＣｈｅｎｇＤｕ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｆｏｒ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ ＣｏｎｔｒｏｌꎬＣｈｅｎｇＤｕ ６１００４５ꎬＣｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓａｇｅ ｖａｌｕｅｓ ( ＬＤ５０ ) ｏｆ ｉ. ｖ. ａｓａｒｏｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｏｒ ａｂｎｏｒｍａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ａｓａｒｏｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ａｄｖｅｒｓｅ ｄｒｕｇ
ｒｅａｃｔｉｏｎ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ＬＤ５０ ｖａｌｕｅꎬ ａ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｌｉｎｅａｒ ｐｒｏｂｉｔ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ (Ｂｌｉｓｓ ｍｅｔｈｏｄ) ｉｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ.
Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ａｂｎｏｒｍａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｉｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ Ａｐｐｅｎｄｉｘ ＸＩ Ｃ ｉｎ ｉｔｓ ２０１０ ｅｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｔ ｉｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＬＤ５０ ｏｆ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ａｓａｒｏｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｒａｎｇｅｓ ｆｒｏｍ ５１􀆰 ９ ｔｏ １５３􀆰 １
ｍｇ / ｋｇ. Ｔｈｅ ａｂｎｏｒｍａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ａｄｄｅｄ ａｓ ａｎ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｉｔｅｍ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ
ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ａｎ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ａｂｎｏｒｍａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｉｓ １５ ｍｇ / ｋｇꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａｌｓｏ ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｃｕｒｒｅｎｔ ｍｅｄｉｃａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｉｎ Ｃｈｉｎａ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｓａｒｏｎｅꎻ Ａｂｎｏｒｍａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙꎻ ＬＤ５０ꎻＬｉｍｉｔ ｖａｌｕｅꎻ Ｓｔａｎｄａｒｄ

　 　 细辛脑主要存在于天南星科植物石菖蒲

(ａｃｏｒｕｓ ｇｒａｎｉｎｕｅｓ ｓｏｌａｎｄ)等植物的挥发油中ꎮ 我国

从七十年代开展对石菖蒲的药理、毒理作用以及有

效成分的提取、合成等方面的研究取得了重大的进

展ꎬ进入 ８０ 年代后ꎬ我国人工合成 α￣细辛脑成功ꎬ
陆续制成片剂、胶囊剂和注射剂投放市场ꎮ 细辛脑

有很强的药理活性ꎬ具有抗菌消炎、止咳、祛痰、平

喘、镇静、解痉、抗惊厥、抗癫痫等药理作用ꎮ 近年

来ꎬ不乏发生细辛脑注射剂的不良反应 /事件ꎬ其不

良反应 /事件主要为全身性损害、皮肤及其附件损

害、胃肠系统损害等[１ － ３]ꎮ 细辛脑注射剂质量标准

繁多ꎬ且质量标准要求较低ꎬ国内外药典尚未收载

该品种ꎮ 现行标准中安全性检查项个别标准只收

载了热原或细菌内毒素检查项ꎬ按照化学药品注射



剂安全性检查法应用指导原则的建议ꎬ考虑到其在

生产过程中引入或其它原因所致的毒性ꎬ故拟增加

异常毒性检查项ꎬ开展了本品 ＬＤ５０ 测定ꎬ并根据测

定值确定了异常毒性检查限值ꎬ建立了异常毒性检

查标准ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 药品　 共 １５ 批细辛脑注射制剂ꎬ包括注射

用细辛脑 ６ 批(企业 １ꎬ批号 １４０３０６３、１３０３２１１ꎻ企业

２ꎬ批号 １３０８２７１ꎻ企业 ３ꎬ批号 ２０１４０３０４、２０１４０５０５ꎻ
企业 ４ꎬ批号 １３１２２３１ꎻ企业 ５ꎬ１３１１０８Ａ１、１４０４０３Ｅ１ꎻ
企业 ６ꎬ１２１４０３０６、１２１４０３０７)ꎻ细辛脑注射液 ９ 批

(企 业 １ꎬ 批 号 １４０２０５３、 １４０２２７３ꎻ 企 业 ２ꎬ 批 号

１３１２１７５、１３１１２６５ꎻ企业 ７ꎬ批号 １４０５０７、１３０６０１ꎻ企
业 ８ꎬ批号 １３１０１５、１３１０２４ꎻ企业 ９ꎬ批号 １３０９０２、
１３１２０２ꎻ企业 １０ꎬ批号 １３１１０９０、１３１１０６０ꎻ企业 １１ꎬ批
号 １３１００２、１３１００５ꎻ企业 １２ꎬ批号 １４０３１７、１４０３１９ꎻ企
业 １３ꎬ批号 １４０４０１、１４０５０７)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 仪器 　 电子秤 ＰＢ１５０１￣Ｓ 　 分辨值 ０􀆰 １ ｇ
( Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ Ｇｒｏｕｐ )ꎻ 高 压 灭 菌 器 ＨＶ￣１１０
(ＨＩＲＡＹＡＭＡ)ꎻ十段编程鼓风干燥箱 ＺＲＤ￣Ａ７１４０
(上海智城分析仪器制造有限公司)ꎮ 用具:鼠盒、
试管架、秒表、天平、７５％酒精棉球、镊子、鼠固定器、
烧杯、注射针头、注射器ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 试剂　 ５％ 葡萄糖注射液ꎬ规格:２５０ ｍＬꎻ批
号:Ａ１４０５０２０６￣１ꎬ有效期至 ２０１７ 年 ４ 月ꎬ四川科伦

药业股份有限公司ꎮ １０％ 葡萄糖注射液ꎬ规格:５００
ｍＬꎬ批号:１４０３２５６７ꎬ有效期至 ２０１６ 年 ３ 月 ２４ 日ꎬ四
川美大康佳乐药业有限公司ꎮ 灭菌注射用水ꎬ规
格:５００ ｍＬꎬ批号:１３０７２６１０３ꎬ有效期至 ２０１５ 年 ７ 月

２６ 日ꎬ四川美大康佳乐药业有限公司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ４　 动物 　 昆明种小鼠清洁级 ８２５ 只ꎬ４ 周龄ꎬ
体重 １７ ~ ２１ ｇꎬ雌雄各半ꎬ雌性无孕ꎬ由成都生物制

品研究所有限责任公司提供 【 ＳＣＸＫ(川) ２０１１ －
００８】ꎻ小鼠雌雄分开饲养ꎬ每笼 ５ 只ꎮ 实验动物在

成都市食品药品检验研究院药理实验洁净动物室

进行实验以及观察和饲养【ＳＹＸＫ(川)２０１４ － ０９７】ꎮ
该项实验通过成都市食品药品检验研究院实验动

物伦理委员会批准ꎬ审查编号为:２０１４ － ００３ꎻ并按实

验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀ꎮ 饲料ꎬ全价

颗粒饲料ꎬ四川省实验动物专委会养殖场提供ꎬ其
质量符合 ＧＢ１４９２４􀆰 １ － ２００１«实验动物配合饲料通

用质量标准»ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 急性毒性测定(ＬＤ５０测定)
采用加权回归机率单位法(Ｂｌｉｓｓ 法) [４]ꎬ对每一

企业不同制剂ꎬ用 ５％ 或 １０％ 葡萄糖注射液溶解并

配制成一系列不同浓度供试液进行预试ꎬ找出动物

全死与全不死剂量ꎬ通过预试结果设计正式试验的

剂量ꎮ 取禁食不禁水 ８ ｈ 的健康活泼、体重为 １９ ~
２１ ｇ 小鼠静脉注射给药ꎬ随机分为 ５ 组ꎬ每组 １０ 只ꎬ
雌雄各半ꎬ每只小鼠静脉注射 ０􀆰 ８ ｍＬꎬ立即观察记

录ꎬ共观察 ７ ｄꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 异常毒性标准起草[７]

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 剂量设定

«中国药典»２０１０ 年版二部附录ⅪⅩ Ｍ“化学

药品注射剂安全性检查法应用指导原则”异常毒性

检查项下对限值设定的规定[５]ꎬ同时考虑标准的普

遍适用性ꎬ取本品 ６ 个较小 ＬＤ５０ 值(５１􀆰 ８６ － ７２􀆰 ４０
ｍｇ / ｋｇ)的平均值的可信限下限的 １ / ４ 作为设定异

常毒性限值的参考值ꎮ 该值为 １４􀆰 ６７ ｍｇ / ｋｇꎬ取整

数为 １５ ｍｇ / ｋｇꎮ 异常毒性检查时供试液配制成 ０􀆰 ６
ｍｇ / ｍＬꎬ每只小鼠静脉注射 ０􀆰 ５ ｍＬꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 供试液的溶血与凝聚考查[８]

取家兔心脏血ꎬ脱纤ꎬ离心洗涤至上清液不显

红色ꎬ取分离红细胞用氯化钠注射液配成 ２％ 的混

悬液备用ꎮ 取各企业的细辛脑注射制剂ꎬ加 ５％ 或

１０％葡萄糖注射液溶解并配制成 ０􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬ 的溶

液ꎬ按照我国现行标准规定的方法进行溶血与凝聚

常规检验ꎬ依法操作(表 １)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 标准起草

异常毒性　 取本品ꎬ用 ５％ 或 １０％ 葡萄糖注射

液制成每 １ ｍＬ 含细辛脑 ０􀆰 ６ ｍｇ 的溶液ꎬ依法检查

(中国药典 ２０１０ 年版二部附录 ＸＩ Ｃ) [４ － ６]ꎬ按静脉

注射法给药ꎬ应符合规定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ４　 样品异常毒性常规检查

取每一企业样品 １ 批(共 １５ 批)ꎬ分别用 ５％葡

萄糖注射液制成每 １ ｍＬ 含细辛脑 ０􀆰 ６ ｍｇ 的溶液作

为供试液ꎮ
取禁食不禁水 ８ ｈꎬ体重为 １７ ~ ２０ ｇ 的健康活

泼小鼠ꎬ静脉注射给药ꎬ注射剂量为每只小鼠注射

０􀆰 ５ ｍＬꎬ注射速度为 ５ ｓꎬ每一批样品共注射 ５ 只ꎮ
注射毕立即观察ꎬ记录动物出现的毒性反应ꎬ共观

察 ４８ ｈꎮ
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表 １　 细辛脑注射制剂溶血与凝聚检验加样方法
Ｔａｂ. １　 Ａｓａｒｏｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

试管编号 Ｎｏ. １ ２ ３ ４ ５ ６
供试液

Ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ(ｍＬ) ０􀆰 ３ ０􀆰 ３ ０􀆰 ３ ０􀆰 ３ / /

０􀆰 ９％氯化钠注射液
０􀆰 ９％ ＮａＣｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ(ｍＬ) ２􀆰 ２ ２􀆰 ２ ２􀆰 ２ ４􀆰 ７ ２􀆰 ５ /

２％兔红细胞混悬液
２％ Ｒａｂｂｉｔ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ(ｍＬ) ２􀆰 ５ ２􀆰 ５ ２􀆰 ５ / ２􀆰 ５ ２􀆰 ５

纯化水
Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｗａｔｅｒ(ｍＬ) / / / / / ２􀆰 ５

表 ２　 细辛脑注射制剂急毒性(ＬＤ５０)测定结果
Ｔａｂ. ２　 Ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ (ＬＤ５０) ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｓａｒｏｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

序号
Ｎｏ

生产企业
Ｃｏｍｐａｎｙ 样品名称

Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ
批号
Ｂａｔｃｈ

样品规格
Ｓｉｚｅ

测定的 ＬＤ５０

(ｍｇ / ｋｇ)
ＬＤ５０

１ 企业 ２　 Ｃｏ. ２
２ 企业 ９　 Ｃｏ. ９
３ 企业 １０ Ｃｏ. １０
４ 企业 ８　 Ｃｏ. ８
５ 企业 １３ Ｃｏ. １３
６ 企业 ７　 Ｃｏ. ７
７ 企业 １　 Ｃｏ. １
８ 企业 １２ Ｃｏ. １２
９ 企业 １１ Ｃｏ. １１

细辛脑注射液
Ａｓａｒｏｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

１３１２１７５ ２ｍｌ:８ｍｇ ５１􀆰 ８６
１３０９０２ ２ｍｌ:８ｍｇ ５７􀆰 ３０
１３１１０９０ ２ｍｌ:８ｍｇ ６０􀆰 ３４
１３１０１５ ２ｍｌ:８ｍｇ ７１􀆰 ８０
１４０４０１ ２ｍｌ:８ｍｇ ７２􀆰 ４０
１４０５０７ ２ｍｌ:８ｍｇ １０６􀆰 ５８
１４０２０５３ ２ｍｌ:８ｍｇ １１３􀆰 ５５
１４０３１９ ２ｍｌ:８ｍｇ １２３􀆰 ２５
１３１００２ ２ｍｌ:８ｍｇ １２３􀆰 １５

１０ 企业 ５　 Ｃｏ. ５
１１ 企业 ２　 Ｃｏ. ２
１２ 企业 ４　 Ｃｏ. ４
１３ 企业 ３　 Ｃｏ. ３
１４ 企业 １　 Ｃｏ. １
１５ 企业 ６　 Ｃｏ. ６

注射用细辛脑
Ａｓａｒｏｎｅ ｆｏｒ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

１３１１０８Ａ１ ８ｍｇ ５６􀆰 ９８
１３０８２７１ １６ｍｇ １２６􀆰 １２
１３１２２３１ ８ｍｇ １４８􀆰 ２９
２０１４０３０４ １６ｍｇ １４８􀆰 ６４
１４０３０６３ １６ｍｇ １５３􀆰 ０６
１２１４０３０６ ８ｍｇ １５３􀆰 １０

１􀆰 ３　 统计分析

采用加权回归机率单位法(Ｂｌｉｓｓ 法)对小鼠静

脉给药测定 ＬＤ５０值
[４]ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 急性毒性测定(ＬＤ５０测定)
表 ２ 显示ꎬ每一企业的细辛脑注射制剂均测出了

ＬＤ５０ꎮ 其结果:细辛脑注射液 ＬＤ５０ 为 ５１􀆰 ９ ~ １２３􀆰 ２
ｍｇ / ｋｇꎻ注射用细辛脑 ＬＤ５０为 ５７􀆰 ０ ~１５３􀆰 １ ｍｇ / ｋｇꎮ
２􀆰 ２　 异常毒性标准起草

２􀆰 ２􀆰 １　 供试液的溶血与凝聚考查

试验结果ꎬ阴性和阳性对照管均成立ꎬ供试品

管上层液与供试液颜色对照管(第 ４ 管)的溶液颜

色接近ꎬ所有供试液均未引起溶血与凝聚作用ꎮ 即

本品异常毒性检查的 ０􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬ 供试液不会引起

溶血与凝聚作用ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 样品异常毒性常规检查

表 ３ 显示ꎬ１５ 批细辛脑注射制剂静脉注射后ꎬ
动物均无明显异常反应ꎬ也未见死亡ꎬ观察 ４８ ｈ 动

图 １　 注射用细辛脑 ＬＤ５０测定计算图

(企业 １ꎬ１６ ｍｇꎬ１４０３０６３)
Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓａｒｏｎｅ ｆｏｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ＬＤ５０

ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｃｈａｒｔ (Ｃｏ. １ꎬ１６ｍｇꎬ１４０３０６３)

物均存活ꎬ健康活泼ꎮ 实验认为ꎬ各企业生产的细

辛脑注射制剂异常毒性检查能够满足本研究起草

的标准要求ꎮ
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图 ２　 细辛脑注射液 ＬＤ５０测定计算图

(企业 １ꎬ２ ｍＬ:８ ｍｇꎬ１４０２０５３)
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓａｒｏｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ＬＤ５０

ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｃｈａｒｔ (Ｃｏ. １ꎬ２ ｍＬ:８ ｍｇꎬ１４０２０５３)

表 ３　 异常毒性检验记录表
Ｔａｂ. ３　 Ａｂｎｏｒｍａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｃｏｒｄ

序号
Ｎｏ.

生产
企业
Ｃｏ.

样品
Ｓａｍｐｌｅ

批号
Ｂａｔｃｈ.

样品
规格
ｓｉｚｅ

注射后动物出现的反应观察 Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ａｐｐｅａｒ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

眼球突出
Ｐｒｏｔｏｐｓｉｓ

呼吸急
促或困难
Ｂｒｅａｔｈ

ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ

行动失调
Ａｃｔｉｏｎ

ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ

昏倒
Ｆａｉｎｔ

麻痹
Ｐａｒａｌｙｓｉｓ

痉挛
Ｓｐａｓｍ

惊厥
Ｃｏｎｖｕｌｓ￣

ｉｏｎｓ

１ 企业 ２
Ｃｏ. ２

２ 企业 ９
Ｃｏ. ９

３ 企业 １０
Ｃｏ. １０

４ 企业 ８
Ｃｏ. ８

５ 企业 １３
Ｃｏ. １３

６ 企业 ７
Ｃｏ. ７

７ 企业 １
Ｃｏ. １

８ 企业 １２
Ｃｏ. １２

９ 企业 １１
Ｃｏ. １１

细辛
脑注
射液

Ａｓａｒｏｎｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

１３１１２６５ ２ｍｌ:８ｍｇ － － － － － － －

１３１２０２ ２ｍｌ:８ｍｇ － － － － － － －

１３１１０６０ ２ｍｌ:８ｍｇ － － － － － － －

１３１０２４ ２ｍｌ:８ｍｇ － － － － － － －

１４０５０７ ２ｍｌ:８ｍｇ － － － － － － －

１３０６０１ ２ｍｌ:８ｍｇ － － － － － － －

１４０２２７３ ２ｍｌ:８ｍｇ － － － － － － －

１４０３１７ ２ｍｌ:８ｍｇ － － － － － － －

１３１００５ ２ｍｌ:８ｍｇ － － － － － － －

１０ 企业 ５
Ｃｏ. ５

１１ 企业 ２
Ｃｏ. ２

１２ 企业 ４
Ｃｏ. ４

１３ 企业 ３
Ｃｏ. ３

１４ 企业 １
Ｃｏ. １

１５ 企业 ６
Ｃｏ. ６

注射
用细
辛脑

Ａｓａｒｏｎｅ ｆｏｒ
Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

１４０４０３Ｅ１ ８ｍｇ － － － － － － －

１３０８２７１ １６ｍｇ － － － － － － －

１３１２２３１ ８ｍｇ － － － － － － －

２０１４０５０５ １６ｍｇ － － － － － － －

１３０３２１１ １６ｍｇ － － － － － － －

１２１４０３０７ ８ｍｇ － － － － － － －

注:( ＋ )为正反应ꎻ( － )为无反应ꎮ
Ｎｏｔｅ:( ＋ )ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎꎻ( － )ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｏ ｒｅａｃｔｉｏｎ.

３　 讨论

本研究是 ２０１４ 年我院承担的 ２０１４ 年国家药品

计划抽验“细辛脑注射制剂”研究ꎬ共抽取了国内 １３
家企业的细辛脑注射液和注射用细辛脑 １２６ 批样

品ꎮ 本研究主要是考查细辛脑注射剂毒性情况ꎬ同
时建立异常毒性检查标准ꎮ

本品临床使用说明书中标注测定 ＬＤ５０ 小鼠口

服为 ６８０􀆰 ５ ± ４１􀆰 ４ ｍｇ / ｋｇ、腹腔注射为 ３８８􀆰 ７ ± ２８􀆰 ５
ｍｇ / ｋｇꎮ 此二种测定方法与本品临床静脉给药方法

不一致ꎬ其结果不能代表本品的真实毒性ꎮ 本研究

采用静脉给药法测定 ＬＤ５０ 为 ５１􀆰 ９ ~ １５３􀆰 １ ｍｇ / ｋｇꎬ
与说明书中的值差别较大ꎮ «中国药典»２０１０ 年版

二部附录ⅪⅩ Ｍ“化学药品注射剂安全性检查法应

用指导原则”关于异常毒性检查的剂量设定ꎬ建议

限值至少应小于 ＬＤ１ 可信限下限的 １ / ３(建议采用

１ / ３ － １ / ６)ꎻ如难以计算最低致死量ꎬ可采用小于
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ＬＤ５０可信限下限的 １ / ４(建议采用 １ / ４ － １ / ８)ꎻ如半

数致死量与临床体重剂量之比小于 ２０ꎬ可采用可信

限下限的 １ / ４ 或 ＬＤ１ 可信限下限的 １ / ３ꎮ 本研究在

起草细辛脑注射制剂的异常毒性标准时ꎬ设定剂量

为 ６ 个较低 ＬＤ５０值平均值的可信限下限的 １ / ４ꎬ与
其他较大 ＬＤ５０值平均值的可信限下限的 １ / ８ 基本相

当ꎬ符合药典以上规定要求[５]ꎮ 在对细辛脑注射制

剂异常毒性标准研究中ꎬ采用小鼠为受试动物ꎬ确
定了异常毒性检查限值ꎬ该限值为本品临床成人一

日最大用药剂量的 ３０ 倍ꎮ 通过测定的 ＬＤ５０ꎬ按照药

典要求起草了异常毒性标准ꎬ使用 １５ 批样品进行常

规检验验证ꎬ注射后动物基本上无异常反应ꎬ供试

品均能符合起草的异常毒性检查标准要求ꎮ
在进行急性毒性测定时ꎬ供试液的配制均是以

主药细辛脑的量来配制ꎬ稀释液采用与临床用药一

致的 ５％或 １０％的葡萄糖注射液ꎮ 小鼠在静脉注射

供试液后ꎬ主要表现为惊厥、小便失禁、全身歪倒、
呼吸急促、匍匐少动、竖毛、死亡等ꎬ毒性较大ꎬ但各

企业的产品毒性又有较大区别ꎬ或同一企业的不同

剂型毒性有较大差别ꎬ可能是由于制剂添加的辅料

多少不同而引起ꎮ 细辛脑注射制剂ꎬ各个企业的生

产工艺不尽相同ꎬ添加了较多的赋形剂ꎬ主要包括

吐温 ８０、乙醇、丙二醇、聚乙二醇 ４００、苯甲醇等ꎬ但
不排除主药细辛脑产生了协同毒性作用[２]ꎮ 本品

毒性较大ꎬ建立异常毒性检查标准ꎬ既可以通过标

准来检查异常毒性物质是否超标ꎬ也可考查产品中

辅料是否过量添加ꎬ因为添加过量的辅料也可能引

起毒性增加ꎮ
起草标准时ꎬ对异常毒性检查的供试液进行溶

血与凝聚考查ꎬ是为了考查供试液是否会引起强烈

的溶血与凝聚作用ꎬ以避免异常毒性检查时动物发

生的反应是由于供试液有较强的溶血与凝聚作用

引起ꎮ
本文对所有企业的名称均使用代号处理ꎮ
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尼古丁抑制 ＭＩＡ 诱导的骨关节炎软骨细胞凋亡

韩贵宾ꎬ张　 寿ꎬ孙薇薇ꎬ钟海波ꎬ陈建强ꎬ范忠诚

(海口市人民医院骨科中心ꎬ海口　 ５７０２０８)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨尼古丁抑制碘乙酸钠(ＭＩＡ)诱导的骨关节炎软骨细胞凋亡ꎮ 方法　 酶消化法分离大鼠

原代软骨细胞ꎬ并用 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ꎬ１０ － ５ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁处理细胞 ４８ ｈꎬ随后实验分为 ５ 组ꎬ除正常组外ꎬ其余 ４ 组

皆用 ４ μＭ ＭＩＡ 处理 ２４ ｈꎬ并给予尼古丁ꎮ ＭＴＴ 法检测各组软骨细胞活力ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 流式双染细胞术检

测各组软骨细胞凋亡ꎻ分光光度法检测各组软骨细胞中含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(Ｃａｓｐａｓｅ ３)活性ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析磷脂酰肌醇 ３ 激酶(ＰＩ３Ｋ) /蛋白激酶 Ｂ(ＡＫＴ)激活状况及下游靶分子 ＢａｘꎬＢｃｌ￣２ 的表达情况ꎮ
结果 １０ － ７ꎬ１０ － ６ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁显著促进大鼠软骨细胞活力(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ１０ － ５ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁显著降低大鼠软骨细胞活

力(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ１０ － ８ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁对大鼠软骨细胞活力无影响(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能剂量依

赖性的提高 ＭＩＡ 诱导的大鼠软骨细胞活力ꎬ并抑制 ＭＩＡ 诱导的大鼠软骨细胞凋亡及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ
１０ － ７ꎬ１０ － ６ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能提高 ＰＩ３Ｋ 表达及 ＡＫＴ 磷酸化水平ꎬ并下调促 Ｂａｘ 表达ꎬ上调 Ｂｃｌ￣２ 表达(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
结论　 一定剂量尼古丁能显著的抑制 ＭＩＡ 诱导的大鼠软骨细胞凋亡ꎬ可能与 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路有关ꎮ

【关键词】 　 关键词 尼古丁ꎻ骨关节炎ꎻ软骨细胞ꎻ凋亡
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ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ ２４ ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ １０ － ８ꎬ １０ － ７ꎬ １０ － ６ ｍｏｌ /
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Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ ｆｌｏｗ ｄｕａｌ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ３ (Ｃａｓｐａｓｅ ３) ｗａｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ (ＰＩ３Ｋ) / ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ (ＡＫＴ)
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｓｔｒｅａｍ ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｂａｘꎬ Ｂｃｌ￣２ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 １０ － ７ꎬ １０ － ６ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ １０ － ５ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ １０ － ８

ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｄｉｄｎ‘ｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ > ０􀆰 ０５). １０ － ８ꎬ １０ － ７ꎬ １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ



ＭＩＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ＭＩＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ’ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＩＡ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ ( Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ １０ － ７ꎬ １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ ＭＩＡ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｅｘｅｒｔ ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＭＩＡ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｎｉｃｏｔｉｎｅꎻ Ｏｓｔｅａｒｔｈｒｉｔｉｓꎻ Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓꎻ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 骨关节炎( ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＯＡ)是一种慢性退行

性骨关节疾病ꎬ其中软骨病变是骨关节炎的中心环

节[１]ꎮ 软骨细胞是软骨中唯一细胞结构ꎬ一旦软骨

细胞死亡ꎬ只能缓慢再生甚至无法再生ꎬ而软骨细

胞的死亡又破坏了胞外基质合成及降解的平衡ꎬ从
而进一步加剧 ＯＡ[２]ꎮ 软骨细胞的凋亡受多种信号

通路调节ꎬ其中包括 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴꎬ此通路的持续激

活ꎬ能使软骨细胞维持增殖活力ꎬ并调节下游靶基

因 ＢａｘꎬＢｃｌ￣２ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 的表达[３]ꎮ
一定剂量尼古丁能显著促进包括软骨细胞在

内的多种细胞的增殖活力ꎮ 如 Ｌｉｕ 等[４]报道在碘乙

酸钠(ＭＩＡ)诱导的骨关节炎大鼠中ꎬ尼古丁通过与

乙酰胆碱受体 α７ 结合ꎬ从而改善大鼠大体及病理

形态ꎬ并抑制大鼠软骨细胞凋亡ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等[５] 通过

ＭＴＴ 及 ＤＡＰＩ 实验证实 １０ － ７Ｍ 尼古丁能显著抑制白

介素￣１β(ＩＬ￣１β)诱导的大鼠软骨细胞凋亡ꎮ 但尼古

丁对于软骨细胞凋亡的抑制作用机制尚未见报道ꎬ
因此本文旨在考察尼古丁是否能过通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
信号通路从而阻断 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 药品和试剂

尼古丁购自美国 ｓｉｇｍａ 公司ꎬ批号:４４０８ꎻ兔抗

ＢａｘꎬＢｃｌ￣２ꎬ ＰＩ３Ｋꎬ ＡＫＴꎬ ｐ￣ＡＫＴꎬ ＧＤＡＰＨ 抗体购自

Ｅｐｉｔｍｉｃｓ 公司ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 流式双染细胞ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ ３ 检测试剂盒购自南京凯基生物技术有限

公司ꎻ胎牛血清ꎬＤＭＥＭ / Ｆ￣１２ 培养基ꎬ二型胶原酶ꎬ
四甲基偶氮唑盐(ＭＴＴ)购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 大鼠软骨细胞的制备[６]

无菌环境下ꎬ刮取 １００ ｇ 左右 ＳＤ 大鼠(购于上

海斯莱克实验动物有限公司 【 ＳＣＸＫ (沪 ２０１２ －
０００２】)双侧膝关节胫骨坪、髌骨内侧透明软骨ꎬ剪
碎至 １ ｍｍ３ 大小ꎮ 依次用 ０􀆰 ２５％ 的胰蛋白酶及

０􀆰 ２％的胶原酶消化ꎮ 得到单细胞悬液ꎬ用 ＤＭＥＭ /
Ｆ￣１２ 培养基重悬细胞(含 ２０％ 胎牛血清ꎬ１００ Ｕ / ｍＬ
青霉素ꎬ１００ Ｕ / ｍＬ 链霉素)ꎬ在 ３７℃和 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养ꎬ约 ５ ~ ６ ｄ 细胞开始融合ꎬ实验使用第 ２

~ ３ 代细胞ꎮ
１􀆰 ３　 软骨细胞活力检测(ＭＴＴ 法)

将第 ２ ~ ３ 代软骨细胞进行消化ꎬ并调整细胞浓

度为 １ × １０５ 个细胞 / ｍＬꎬ接种ꎬ于 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２

培养箱中培养 ２４ ｈꎮ 加入含 ５％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ / Ｆ￣１２(含 ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 及 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ꎬ
１０ － ５ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁)培养基ꎬ继续培养 ２４ ｈꎬ每孔加

ＭＴＴ(５ ｍｇ / ｍＬ)２０ μＬꎬ４ ｈ 后ꎬ弃上清ꎬ并每孔加入

ＤＭＳＯ １５０ μＬꎬ１０ ｍｉｎ 后ꎬ酶标仪 ５７０ ｎｍ 处测定 ＯＤ
值ꎬ以 ＯＤ 值代表细胞活力ꎮ
１􀆰 ４　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 流式细胞法检测软骨细胞

凋亡

将第 ２ ~ ３ 代软骨细胞进行消化ꎬ调整细胞浓度

为 ２ × １０５ 个细胞 / ｍＬꎬ接种ꎬ于 ３７℃和 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养 ２４ ｈꎮ 加入含 ５％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ /
Ｆ￣１２ 培养基、尼古丁 (终浓度为 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６

ｍｏｌ / Ｌ)和 ＭＩＡ(终浓度为 ４ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ继续培养 ４８ ｈ
后ꎬ按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒

说明书的方法ꎬ用 ０􀆰 ２５％ 的胰蛋白酶(不含 ＥＤＴＡ)
消化ꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ收集细胞ꎻ
加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ ５００ μＬ 悬浮细胞ꎬ随后加入

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ ５ μＬ 混匀后ꎬ加入 ＰＩ ５ μＬꎬ混匀ꎬ于
室温避光反应 ５ ~ １５ ｍｉｎꎬ在 １ ｈ 内进行流式细胞仪

检测ꎮ
１􀆰 ５　 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性检测

将第 ２ ~ ３ 代软骨细胞进行消化ꎬ调整细胞浓度

为 ２ × １０５ 个细胞 / ｍＬꎬ接种ꎬ于 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养 ２４ ｈꎮ 加入含 ５％ 小牛血清的 ＤＭＥＭ /
Ｆ￣１２ 培养基、尼古丁 (终浓度为 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６

ｍｏｌ / Ｌ)和 ＭＩＡ(终浓度为 ４ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ继续培养 ４８
ｈꎮ 按 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 分光光度法检测试剂盒进行检测ꎮ
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

收集处理过的样本ꎬ加入裂解液裂解ꎬ离心ꎬ获
得蛋白样品ꎮ 用 ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度ꎮ 蛋白

上样ꎬ跑 ＳＤＳ 凝胶电泳ꎬ转膜ꎬ封闭ꎬ加入一抗 ４℃孵

育过夜ꎮ 次日加二抗孵育后曝光ꎮ 用 “ Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ”软件对各蛋白条带灰度值进行统计ꎮ
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１􀆰 ７　 统计学分析

数据以 ｘ－ ± ｓ 表示ꎬ采用方差分析ꎬ分析组间差

异的显著性ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ 时表示两组间差异在统计学

上有显著性意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 尼古丁对大鼠软骨细胞活力的影响

如图 １ 所示ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著提

高软骨细胞活力ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ
而 １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁对软骨细胞活力具有显著抑

制作用ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ１０ － ８ ｍｏｌ /
Ｌ 尼古丁对软骨细胞活力影响不大(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ

注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 尼古丁对大鼠软骨细胞活力的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

２􀆰 ２　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞活力的影响

如图 ２ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著抑制软骨细胞

活力ꎬ而 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著提高

ＭＩＡ 诱导的软骨细胞活力ꎬ差异均具有统计学意义

(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ３　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡的影响

如图 ３ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著促进软骨细胞

凋亡ꎬ而 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著抑制

ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡ꎮ
２􀆰 ４　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
信号通路的影响

如图 ４ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著抑制 ＰＩ３Ｋ 表

达和 ＡＫＴ 的磷酸化程度ꎬ而 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ
尼古丁能提高 ＰＩ３Ｋ 表达ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁

能提高 ＡＫＴ 磷酸化水平ꎬ差异均具有统计学意义

(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ￣２
表达的影响

如图 ５ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著提高 Ｂａｘ 表

达ꎬ抑制 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ而 １０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能

注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ
ｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞活力的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｔ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＩＡ

下调 Ｂａｘ 表达ꎬ上调 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ差异均具有统计学

意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ６　 尼古丁对ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活
性的影响

如图 ６ 所示ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ 显著提高软骨细胞

Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性ꎬ而 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能

显著抑制 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性ꎬ差
异均具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ

３　 结论

Ｙｉｎｇ 等[７]研究结果表明 １０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古

丁能促进骨髓干细胞增殖并向软骨细胞分化ꎬ并随

着时间延长能逐渐诱导二型胶原蛋白的表达ꎬ而
１０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁可显著的抑制骨髓干细胞增殖ꎮ
Ｓｃｈｒａｕｆｓｔａｔｔｅｒ 等[８]报道 １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁会导致人

间充质干细胞的凋亡ꎮ 说明不同剂量尼古丁对细

胞增殖活力影响具有显著差异ꎬ本实验研究表明

１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著提高软骨细胞活力ꎬ
而 １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁对软骨细胞活力具有显著抑

制作用ꎬ与上述报道一致ꎬ说明在一定浓度范围内

尼古丁对大鼠软骨细胞增殖具有显著促进作用ꎮ
而多种因素可引起软骨细胞损伤乃至死亡ꎬ如软骨

表面应力异常ꎬ细胞因子(如 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 等)的作

用ꎬＮＯ、能量代谢抑制剂(如 ＭＩＡ)等ꎮ 其中 ＭＩＡ 为

糖酵解途径中 ３￣磷酸甘油醛脱氢酶抑制剂ꎬ通过抑

制细胞能量代谢而导致细胞因供养不足而死亡[９]ꎮ
ＭＩＡ 体外刺激 ２４ ｈꎬ亦能造成大鼠软骨细胞的死

２４ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１ꎮ Ａ:正常组ꎻＢ:模型组(４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ)ꎻ

Ｃ:１０ － ８ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁 ＋ ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎻＤ:１０ － ７ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁 ＋ ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎻＥ:１０ － ６ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁 ＋ ４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎮ

图 ３　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１. Ａ: ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ

Ｂ: ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: １０ －８ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ＋４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎻ Ｄ: １０ －７ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ＋４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡꎻ Ｅ: １０ －６ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ＋４ μｍｏｌ / Ｌ ＭＩＡ.

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＩＡ

亡[１０ － １１]ꎮ 本实验亦表明 ＭＩＡ 诱导 ２４ ｈ 会降低软骨

细胞活力ꎬ并使细胞凋亡显著ꎮ 且 １０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６

ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁能显著抑制 ＭＩＡ 诱导的细胞凋亡作

用ꎬ与 Ｚｈｅｎｇ 等[５]观点一致ꎮ
正常生理状态下ꎬ关节软骨细胞凋亡与增殖处

于动态平衡ꎬ而在 ＯＡ 等病理状态下ꎬ软骨细胞凋亡

占主要方面ꎬ且关节软骨细胞凋亡的异常会引起

ＯＡꎮ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路在 ＯＡ 软骨细胞凋亡的发

生发展过程中起着重要的作用[３]ꎮ ＰＩ３Ｋ 是一种胞

内磷脂酰肌醇激酶ꎬ具有脂类激酶活性和蛋白激酶

活性ꎬ其代谢产物 ４ꎬ５￣二磷酸磷脂酰肌醇(ＰＩＰ２)和
１ꎬ４ꎬ５￣三磷酸肌醇(ＰＩＰ３)可以激活 ＡＫＴ 蛋白上的

丝氨酸或苏氨酸磷酸化位点ꎬ从而调节细胞增殖和

凋亡相关基因的表达ꎮ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路调节众

多靶分子表达ꎬ如 ＢａｘꎬＢｃｌ￣２ꎬＣａｓｐａｓｅ ３ 等ꎬ调节软

骨细胞凋亡活动[３]ꎮ ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 加入到

３４中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



图 ４　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号

通路的影响与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０５ꎻ
与模型组比较ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＩＡ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１

大鼠胫骨软骨细胞中ꎬ使软骨细胞凋亡数目增多ꎬ
且软骨细胞生长缓慢[１２]ꎮ 胰岛素生长因子￣１ 通过

激活兔软骨细胞 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路拮抗软骨细胞

凋亡ꎬ而 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 加入使软骨细胞凋

亡数目增加[１３]ꎮ 这些提示 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径是抗软

骨细胞凋亡作用的重要途径ꎮ 并且李舒洁等[１４] 研

究表明ꎬＭＩＡ 促使大鼠软骨细胞凋亡的同时ꎬ伴随

着 ＡＫＴ 磷酸化水平的降低ꎬＢａｘ 表达量的提高及

Ｂｃｌ￣２ 表达量的降低ꎮ 本研究也发现ꎬ在 ＭＩＡ 诱导

的 ＯＡ 软骨细胞中ꎬＰＩ３Ｋ 表达及 ＡＫＴ 磷酸化程度下

降ꎬ而 １０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁显著促进 ＰＩ３Ｋ 表达

及 ＡＫＴ 磷酸化ꎮ Ｎｉｓｈｉｏｋａ 等[１５] 研究结果也表明尼

古丁可通过激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路来抵抗肺癌细

胞凋亡ꎮ 说明尼古丁可通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路来

抵抗 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋亡ꎮ
软骨细胞的凋亡受凋亡基因的严格控制ꎬ如

图 ５　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 Ｂａｘ 及

Ｂｃｌ￣２ 表达的影响与正常组比较ꎬ
ａａＰ < ０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ
ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＩＡ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１

Ｂｃｌ￣２ 家族ꎬ能与 Ｂａｘ 亚家族成员ꎬ相互作用ꎬ启动软

骨细胞内的凋亡信号转导ꎮ 在关节炎患者血清中ꎬ
Ｂａｘ 含量显著上升ꎬＢｃｌ￣２ 含量下降[１６]ꎬ通过上调

Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ下调 Ｂａｘ 表达ꎬ能显著抑制软骨细胞凋

亡[１７]ꎬ本研究结果也显示 ＭＩＡ 能上调软骨细胞的

Ｂａｘ 表达ꎬ下调 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ而 １０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古

丁减弱 ＭＩＡ 诱导的这种变化ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ 是一类进化

上保守的天冬氨酸蛋白酶家族ꎬ依赖 Ｃａｓｐａｓｅ 的信

号途径是细胞凋亡的主要途径ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 抑制剂

Ｚ￣ＤＥＶＤ￣ＦＭＫ 或 Ａｃ￣ＤＭＱＤ￣ＣＨＯ 在体外证实能抑制

由胶原酶引起的软骨细胞凋亡[１８]ꎮ 碘乙酸钠能诱

导大鼠软骨细胞凋亡ꎬ与促进 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 的活化有

关[１９]ꎮ 本研究发现ꎬ在 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞中

Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性显著提高ꎬ１０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼

古丁可显著降低 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性ꎮ
综上所述ꎬ１０ － ８ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁具有

保护软骨细胞作用ꎬ可抑制 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞凋

亡并抑制 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性ꎬ１０ － ７ꎬ１０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ 尼古丁
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图 ６　 尼古丁对 ＭＩＡ 诱导的软骨细胞 Ｃａｓｐａｓｅ ３
活性的影响与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０５ꎻ
与模型组比较ꎬｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１

Ｆｉｇ. ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ ３ ｉｎ ｒａｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ＭＩＡ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ

ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１

可下调 Ｂａｘ 表达ꎬ上调 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ并抑制 ＰＩ３Ｋ 表

达及 ＡＫＴ 磷酸化水平ꎮ
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肺腺癌 Ａ ５４９ 绿色荧光裸鼠模型中
肿瘤血管内皮细胞来源初探

方　 天１ꎬ胡若愚２ꎬ胡文娟１ꎬ刘　 彪１ꎬ尤金炜１ꎬ恽时锋１

(１. 南京军区南京总医院比较医学科ꎬ南京　 ２１０００２ꎻ２. 东南大学附属中大医院胸心外科ꎬ南京　 ２１０００２)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立绿色荧光裸小鼠皮下接种肺腺癌 Ａ ５４９ 模型ꎬ研究肺腺癌肿瘤血管生成过程中血管内

皮细胞的来源ꎮ 方法 　 建立肺腺癌 Ａ ５４９ 皮下接种 ＧＦＰ 裸小鼠模型ꎬ应用免疫荧光染色法进行 ＣＤ ３１ 染色ꎬ标记

肿瘤血管ꎻ采用荧光显微镜观察并拍摄肿瘤组织冰冻切片ꎻ免疫组化检测肿瘤组织血管中内皮细胞内 ＧＦＰ 表达ꎮ
结果 　 免疫荧光实验结果显示:ＧＦＰ 蛋白和 ＣＤ ３１ 蛋白可共表达于部分间质血管ꎻ部分血管表达 ＣＤ ３１ 蛋白而不

表达 ＧＦＰ 蛋白ꎮ 免疫组化实验结果:肿瘤组织中部分间质细胞的细胞质和内皮细胞的细胞质表达 ＧＦＰ 蛋白ꎮ 结

论　 组成肿瘤新生血管的内皮细胞部分来源于裸鼠体内ꎬ部分来源于肿瘤细胞ꎮ
【关键词】 　 肺腺癌 Ａ ５４９ꎻ血管生成ꎻ内皮细胞ꎻ肿瘤干细胞
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　 　 肿瘤的生成、转移与肿瘤新的血管生成关系密

切ꎬ肿瘤血管生成一直是人们认识肿瘤生长进程和

进行肿瘤治疗的一个重要途径[１]ꎮ 近年来ꎬ血管靶

向药物对于肿瘤治疗有一定疗效[２]ꎬ但抗肿瘤血管

靶向药物耐药或者疗效不佳(２０％ ~ ３７％ ) [３]ꎮ 最

近研究发现ꎬ肿瘤内发生染色体变异的内皮细胞是

由肿瘤干细胞分化而来ꎬ这可能是肿瘤血管生成的

另一种重要方式[４]ꎮ 肿瘤干细胞的异质性ꎬ可塑性

导致其功能的多样性ꎬ它通过各种方式为肿瘤提供

全面的生长所需营养及其他条件[５ － ６]ꎮ 在肺腺癌的

研究中ꎬ肿瘤干细胞与宿主裸鼠体细胞到底谁是肿

瘤血管的主要来源是认识肺腺癌血管新生的重要

课题ꎮ 本实验将对此作初步探索ꎬ找出组成肿瘤新

生血管的内皮细胞的来源ꎬ从而为肺腺癌肿瘤血管

治疗提供新的治疗靶点ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物和主要试剂

实验动物采用 ＳＰＦ 级 ５ ~ ６ 周龄绿色荧光

(ＧＦＰ)裸小鼠 １２ 只ꎬ雄性ꎮ ＧＦＰ 裸小鼠由本科室选

育【ＳＣＸＫ(军) ２０１２ － ００４７】ꎻ实验室【 ＳＹＸＫ(军)
２０１２ － ００１４】ꎮ 主要试剂和仪器:肺腺癌 Ａ ５４９ 来自

本院肿瘤科馈赠ꎮ 胎牛血清、ＲＰＭＩ － １６４０ 培养液

和 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶均购自 ＧＩＢＣＯ 公司ꎮ ＣＤ ３１ 多

克隆抗体 ( Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ山羊抗兔 ＣＹ３ (谷歌生

物)ꎻ ＧＦＰ 抗体ꎬ 即 ＡＮＴＩ￣ＥＧＦＰꎬ (博奥森公司)ꎻ
ＤＡＰＩ(谷歌生物)ꎻ抗荧光淬灭封片剂(谷歌生物)ꎮ
组化试剂盒 ＤＡＢ 显色剂(ＤＡＫＯ 公司)ꎻ病理切片机

(上海徕卡仪器有限公司)ꎻ倒置荧光显微镜(日本

尼康公司)ꎮ
１􀆰 ２　 肺腺癌 Ａ ５４９ 皮下接种 ＧＦＰ 裸小鼠模型的

制备

ＧＦＰ 裸小鼠是将 ＧＦＰ 基因导入 ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕ / ｎｕ
小鼠而得ꎮ 具体培育过程:通过(ＧＦＰ)Ｃ５７ＢＬ / ６ 转

基因小鼠与 ＢＡＬＢ / ｃ 裸小鼠进行杂交ꎬ获得子一代

(Ｆ１)ꎬ选取 Ｆ１ 代小鼠进行自交ꎬ产生子二代(Ｆ２)
代ꎬ从 Ｆ２ 代中选择带绿色荧光的雄性裸小鼠与雌

性荧光杂合子ꎬ进行全同胞交配ꎬ获得的荧光裸小

鼠再与 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠进行回交ꎬ回交后代再自交ꎬ产
生子三代(Ｆ３)ꎬＦ３ 代回交后代再自交ꎬ产生子四代

(Ｆ４)ꎬ如此重复ꎬ直至十五代(Ｆ１５)ꎬ便可成功选育

出在体内能稳定表达 ＧＦＰ 的绿色荧光裸小鼠ꎮ
肺腺癌 Ａ ５４９ 细胞株培养在完全培养基中

(１６４０ 培养液 ＋ １０％ 胎牛血清ꎬ ｐＨ ７􀆰 ２ )ꎬ 置于

３７℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养箱内ꎬ每天更换培养液ꎬ细
胞培养至 ８０％ ~ ９０％融合率ꎬ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化

传代ꎮ 接种于生长状况良好的 ５ ~ ６ 周龄 ＧＦＰ 裸小

鼠ꎬ共 １０ 只ꎮ 待移植肿瘤直径 １ ~ ２ ｃｍ 时ꎬ无痛处

死荷瘤 ＧＦＰ 裸小鼠ꎬ取移植肿瘤块放置福尔马林浸

泡待用ꎮ
１􀆰 ３　 免疫荧光检测内皮细胞表明蛋白的表达

从荷瘤 ＧＦＰ 裸小鼠体内ꎬ在无菌条件下取肿瘤

组织块ꎬ４％多聚甲醛浸泡 ２４ ｈꎬ３０％蔗糖脱水 ４８ ｈꎬ
ＯＣＴ 包埋保存于 － ８０℃ꎬ制作冷冻切片ꎮ 按照常规

荧光免疫步骤检测肿瘤组织块中内皮细胞的分子

标记物 ＣＤ３１ 的表达情况ꎬ简要如下:４℃丙酮固定

１５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 液漂洗ꎬ山羊血清封闭ꎬ倾去ꎬ勿洗ꎮ 滴

加兔抗鼠多克隆抗体 ＣＤ ３１(１∶ ５０)到切片上ꎬ４℃孵

育过夜ꎻＰＢＳ 充分漂洗后加入 ＣＹ３ 山羊抗兔 ＩｇＧ(１∶
３００)ꎬ３７℃孵育ꎬＰＢＳ 漂洗ꎻＤＡＰＩ 复染细胞核ꎻ抗荧

光淬灭封片剂封片ꎬ荧光显微镜下观察 ＣＤ ３１ 和

ＧＦＰ 蛋白表达情况ꎮ
１􀆰 ４　 免疫组化检测肿瘤组织中 ＧＦＰ 蛋白的表达

制作冰冻切片步骤同上ꎮ 常规免疫组化检测

肿瘤组织中 ＧＦＰ 蛋白的表达ꎬ简要步骤:抗原修复ꎬ
血清封闭ꎻ滴加 ＡＮＴＩ￣ＥＧＦＰ(１:２００)ꎬ切片平放于湿

盒内 ４℃孵育过夜ꎮ 滴加 ＨＲＰ(１:２００)山羊抗兔的

ＩｇＧ 覆盖于组织上ꎮ ＤＡＢ 显色ꎻ复染细胞核ꎻ脱水封

片ꎬ中性树胶封片ꎮ 倒置显微镜镜检ꎬ图像采集

分析ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 免疫荧光检测结果

从肿瘤组织切片免疫荧光染色结果看出:血管

标记物 ＣＤ ３１ 多克隆抗体免疫荧光染色标记肺腺癌

Ａ５４９ 皮下接种肿瘤组织ꎬＤＡＰＩ 染核(图 １Ａ、Ｄ、Ｇ)ꎬ
倒置荧光显微镜观察结果:内皮细胞分子标记物

ＣＤ３１ 蛋白在肺腺癌肿瘤间质血管有强烈的阳性表

达ꎬ显示 ＣＹ３ 红色荧光信号ꎬ红色荧光信号显示出

肿瘤组织间质的血管内皮细胞或者内皮细胞簇包

裹形成微血管管腔ꎬ并且管腔大小以及形态均清晰

可见ꎬ但还有部分红色荧光信号显示无明显管腔形

态或管腔不规则(图 １Ｂ、Ｅ、Ｈ)ꎮ 而 ＧＦＰ 蛋白则显

示 ＧＦＰ 绿色荧光信号ꎬ即肿瘤组织中部分肿瘤间质

细胞和部分围成血管的内皮细胞有绿色荧光(图 １
Ｃ、Ｆ、Ｉ)ꎮ 进一步采用荧光显微镜观察未进行 ＣＤ ３１
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染色的肿瘤组织冰冻切片ꎬ肿瘤组织中 ＧＦＰ 表达得

出同样结论:有部分血管管腔中的内皮细胞表达

ＧＦＰꎬ而大部分血管管腔中内皮细胞不表达 ＧＦＰ(图
２)ꎮ 肿瘤组织块间质血管侧面剖面免疫荧光染色

结果显示:ＣＤ ３１ 有强烈的阳性染色ꎬ血管管腔显示

ＣＹ３ 红色荧光信号(图 ３Ｂ)ꎬ而显示出的 ＧＦＰ 绿色

荧光信号则相对很弱(图 ３Ｃ)ꎬ这表示组成肿瘤组

织间质血管的内皮细胞只有一部分表达 ＧＦＰꎬ且表

达 ＧＦＰ 的内皮细胞来源于肿瘤宿主动物即 ＧＦＰ 裸

小鼠ꎮ

图 １　 ＣＤ ３１ 蛋白和 ＧＦＰ 蛋白在肿瘤组织中的表达

注:Ａ、Ｄ、Ｇ 为 ＤＡＰＩ(蓝色荧光信号) ＋ ＣＤ ３１ 蛋白标记(红色)ꎻＢ、Ｅ、Ｈ 为 ＣＤ ３１ 蛋白单标(红色)ꎻ
Ｃ、Ｆ、Ｉ 为 ＧＦＰ 蛋白表达(绿色)ꎮ

Ｆｉｇ. １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ ３１ ａｎｄ ＧＦＰ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｆｒｏｚｅｎ ｓｅｃｔｉｏｎ
Ａ、Ｄ、Ｇ Ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤ ３１ ＋ ＤＡＰＩꎻ Ｂ、Ｅ、Ｈ Ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤ ３１ꎻ Ｃ、Ｆ、Ｉ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ.

２􀆰 ２　 免疫组化检测结果

由 ＧＦＰ 单克隆抗体免疫组织化学染色结果表

明ꎬ肿瘤组织中部分肿瘤细胞的细胞质和组成肿瘤

血管的内皮细胞的细胞质表达绿色荧光蛋白(即
ＧＦＰꎬ图 ３ Ｄ、Ｅ、Ｆ)ꎬ这一结果与免疫荧光实验中荧

光显微镜下观察到肿瘤组织冰冻切片发出 ＧＦＰ 绿

色信号荧光的结果一致(图 １ Ｃ、Ｆ、Ｉꎻ图 ２Ｂ、Ｄꎻ图
３Ｃ)ꎬ这表明肿瘤组织冰冻切片中肿瘤间质及间质

血管管腔均有 ＧＦＰ 蛋白表达ꎬ即免疫荧光实验中所

发出的绿色荧光是由绿色荧光蛋白发出的特异性

绿色荧光ꎮ 这一结果说明ꎬ荧光裸鼠体内正常成体

细胞在特定条件下定向分化为内皮祖细胞或内皮

细胞参与肿瘤组织中的血管新生ꎮ

３　 讨论

血管生成是肿瘤生长、侵袭、转移和复发的基
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图 ２　 肿瘤组织冰冻切片中 ＧＦＰ 表达

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｆｒｏｚｅｎ ｓｅｃｔｉｏｎ

础[７]ꎮ 当肿瘤体积增长大于一定大小时ꎬ在没有新

生血管长入的条件下ꎬ肿瘤组织大多保持静止状态

图 ３　 Ａ、Ｂ、Ｃ 肿瘤组织冰冻切片中 ＣＤ３１ 和 ＧＦＰ 的表达ꎻ
Ｄ、Ｅ、Ｆ 免疫组化染色检测肿瘤组织冰冻切片 ＧＦＰ 蛋白的表达( × ２０)
Ｆｉｇ. ３　 Ａ、Ｂ、Ｃ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ ３１ ａｎｄ ＧＦＰ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｆｒｏｚｅｎ ｓｅｃｔｉｏｎꎻ

Ｄ、Ｅ、Ｆ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｆｒｏｚｅｎ ｓｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

或者退化[８]ꎮ 新生血管长入肿瘤组织以后血液供

应丰富ꎬ这是因为新生血管为肿瘤组织提供足够的

营养、氧气和大量的生长因子ꎬ从而促使肿瘤迅速

生长ꎮ 同时ꎬ血管生成也与肿瘤转移有着密切的关

系ꎬ肿瘤新生血管不成熟ꎬ肿瘤细胞更加容易穿透

微血管壁发生转移ꎻ肿瘤新生血管形成后ꎬ淋巴回

流增加ꎬ肿瘤细胞通过淋巴管系统转移ꎬ也是促使

肿瘤转移的重要影响因素[９]ꎮ 经典的血管生成是

指由内皮细胞排列围成内皮依赖性血管ꎬ即血管壁

由分化成熟的内皮细胞( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＥＣ) 存

覆ꎬ该理论认为肿瘤细胞不参与血管壁的构成ꎬ此
种生成方式一般包括出芽式血管生成、套入式血管

生成[１０]ꎮ 而 Ｍａｎｉｏｔｉｓ 等[１１]对此有相反的观点ꎬ通过

对人眼葡萄膜黑色素瘤进行深入的研究ꎬＭａｎｉｏｔｉｓ
等首先明确提出肿瘤细胞自身也能形成血管管道

从而为肿瘤提供血供ꎮ 另外ꎬ意大利国家卫生所的

研究者们发现相同基因组改变的胶质瘤细胞样本

中肿瘤衍生血管细胞的数值约为 ２０％ ~ ９０％ ꎬ它们

之间存在明显的差异[１２]ꎬ这表明其中很大一部分组

成肿瘤血管的内皮细胞是肿瘤来源的ꎮ 因此ꎬ我们

想在肺腺癌的研究中ꎬ首先找出组成肿瘤新生血管

的内皮细胞的来源ꎬ从而阻断新的血管生成、毁坏

现有的血管从根本上让肿瘤挨饿不能吸取营养和

相关生长因子ꎬ达到抑制癌症的发展和转移的目的ꎮ
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为了研究肺腺癌肿瘤组织中内皮细胞的来源ꎬ
本研究利用本实验室选育的绿色荧光(ＧＦＰ)裸鼠建

立肺腺癌细胞 Ａ５４９ 皮下接种模型ꎬ取完整肿瘤组

织块制作冰冻切片ꎬ再利用肿瘤血管标志物 ＣＤ３１
多克隆抗体对肺腺癌 Ａ５４９ 皮下接种肿瘤组织冰冻

切片进行免疫荧光染色标记ꎬ结合荧光显微拍摄ꎬ
观察并拍摄 ＣＤ ３１ 和 ＧＦＰ 在肿瘤血管中的表达情

况ꎮ 本实验室科研人员于 ２００５ 年从美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实

验室引进表达 ＧＦＰ 的 Ｃ５７ＢＬ / ６￣Ｔｇ ( ＡＣＴＢ￣ＥＧＦＰ)
１０ｓｂ / Ｊ 小鼠ꎬ与普通 ＢＡＬＢ / ｃ 裸小鼠进行杂交繁育ꎬ
选育出 ＧＦＰ 裸小鼠ꎮ 利用 ＧＦＰ 裸小鼠具有 Ｔ 细胞

功能缺陷和系统表达 ＧＦＰ 的双重特点ꎬ跟踪正常体

细胞和 /或肿瘤细胞在体内的走向及发展ꎬ结合现

代分子影像学技术ꎬ研究癌细胞以及宿主动物之间

的关系ꎮ 在荧光显微镜下ꎬ本实验室培育的 ＧＦＰ 裸

小鼠大部分器官都表达绿色荧光ꎬ包括心脏、肺脏、
脾脏、胰腺、食管、胃和十二指肠ꎬ其中皮肤、血细

胞、肌肉也表达绿色荧光ꎻ该 ＧＦＰ 转基因裸小鼠既

保留了裸小鼠的生物学特性ꎬ在全身组织器官中又

能稳定表达 ＧＦＰꎮ 本实验即是利用其血管内皮细胞

(ＥＣ)表达强烈信号的绿色荧光蛋白ꎬ使其肿瘤组织

内的血管在荧光显微镜下清晰可见ꎬ结合内皮细胞

标记物 ＣＤ３１ 标记 ＧＦＰ 裸小鼠肺腺癌模型肿瘤血管

来研究肺腺癌组成新生肿瘤血管的内皮细胞来源ꎮ
实验结果显示:内皮细胞分子标记物 ＣＤ３１ 蛋白在

肺腺癌肿瘤间质血管有强烈的阳性表达ꎬ显示 ＣＹ３
红色荧光信号ꎬ红色荧光信号显示出肿瘤组织间质

的血管内皮细胞或者内皮细胞簇包裹形成微血管

管腔ꎬ并且微血管管腔大小以及形态均清晰可见ꎬ
但部分红色荧光信号显示无明显管腔或管腔不规

则ꎮ 而 ＧＦＰ 表达结果则显示出肿瘤组织中部分肿

瘤细胞和部分围成血管的内皮细胞有绿色荧光ꎬ即
表达绿色荧光蛋白ꎬ进一步由 ＧＦＰ 但克隆抗体免疫

组织化学染色结果证实ꎬ肿瘤组织在免疫荧光实验

中所观察到的绿色荧光信号确实特异性的ꎬ是由绿

色荧光蛋白发出的ꎮ 这一结果说明ꎬ荧光裸鼠体内

正常成体细胞在特定条件下定向分化为内皮祖细

胞或内皮细胞参与肿瘤组织中的血管新生ꎮ 而有

部分血管管腔中内皮细胞不表达 ＧＦＰꎬ则说明部分

组成血管的内皮细胞来自肿瘤细胞 Ａ５４９ 细胞ꎬ这
些细胞内不表达 ＧＦＰꎬ这一结果有力的支持了肿瘤

干细胞有可能向血管内皮细胞方向分化的理论ꎬ其
机制需要进一步深入研究ꎮ

随着肿瘤研究的不断深入ꎬ目前肿瘤生物学的

研究中最具有吸引力的是肿瘤干细胞( ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＣＳＣｓ)的理论ꎬ该理论认为肿瘤具有自我

更新、分化潜能和侵袭能力等方面的诱导性和可逆

性ꎮ 成体细胞的可塑性是生物体内普遍存在的现

象ꎬ现已发现多种成体干细胞在特定条件下可定向

分化为内皮祖细胞 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓꎬ
ＥＰＣ)或内皮细胞(ＥＣ)参与血管新生ꎮ Ｓｈｅｎ 等[１３]

的研究提示在某些条件的诱导下ꎬ肿瘤干细胞有可

能向血管内皮细胞方向分化ꎬ其机制可能是通过改

变局部微环境(如上皮间质转化)ꎬ以有利于后续血

管新生[１４]ꎮ Ｙａｏ 等[１５] 认为肿瘤微环境决定了肿瘤

干细胞的可塑性ꎬ从而使肿瘤细胞模仿血管管道的

而形成血管生成拟态( ｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｉｃ ｍｉｍｉｃｙꎬ ＶＭ)ꎮ
肿瘤的维持、生长和转移依赖于血管生成ꎬ血管生

成为靶点的治疗方法是近年来生物医学研究中重

要的领域[１６ － １７]ꎮ 据报道ꎬ目前血管内皮生长因子

(ＶＥＧＦ)是已知最强的促血管生成因子[１８]ꎬ多种肿

瘤研究已经证实阻断 ＶＥＧＦ 信号通路能够降低肿瘤

组织中的微血管密度ꎬ从而达到抑制肿瘤的生长的

目的[１９]ꎮ 临床上抗 ＶＥＧＦ 治疗方法主要是通过联

合化疗或者放疗发挥抗癌作用[２０]ꎮ 由于不同类型

的肿瘤抗 ＶＥＧＦ 疗效不一ꎬ抗 ＶＥＧＦ 治疗法经常发

生耐药[２１ － ２３]ꎬ 这或许与 Ｄｌｌ４￣Ｎｏｔｃｈ 信号通路有

关[２４]ꎮ 联合采用 ＤＢＺ 或者 ＤＡＰＴ(γ￣分泌酶抑制

剂)阻断 Ｎｏｔｃｈ 信号ꎬ或许能够提高 ＶＥＧＦ 抑制剂的

疗效ꎬ并与之产生抗肿瘤协同效应ꎮ 本文作者拟在

此篇论文研究结论ꎬ即肿瘤干细胞有可能向功能性

血管内皮细胞方向分化的理论基础上ꎬ进一步在机

制上阐明 ＶＥＧＦ 抑制剂和 γ￣分泌酶抑制剂等如何

阻断血管生成因子通路ꎬ从而阻止肿瘤血管的生成ꎮ
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􀦋􀦋研究报告

Ｎｒｆ２ 抗氧化通路在 ＣＣｌ４ 所致大鼠急性

肝损伤中的保护作用

周清平１ꎬ蒋孝华１ꎬ符小波２

(１. 南华大学附一医院感染科ꎬ湖南 衡阳　 ４２１００１ꎻ２. 湖南耒阳市人民医院神经内科ꎬ湖南 耒阳　 ４２１８００)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究 Ｎｒｆ２ 氧化损伤通路在 ＣＣｌ４ 所致大鼠急性肝损伤中的保护作用ꎮ 方法 　 将 ２０ 只雄性

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为溶剂对照组和 ＣＣｌ４组ꎬ每组 １０ 只ꎬ另选 １０ 只雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ通过载体进行转基因大鼠雄原

核显微注射ꎬ获得了目的基因 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合与特异表达的转基因大鼠ꎬ作为 ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组ꎮ 溶剂对照组静脉给

予 １％聚山梨酯 － ８０ꎬ共 ４ ｄꎬＣＣｌ４ 组和 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合组静脉给予 １％聚山梨酯 － ８０ꎬ共 ４ ｄꎬ第 ４ 天给予 １％聚山梨酯

－８０ ３０ ｍｉｎ 后ꎬ静脉给予 ７􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ ＣＣｌ４ꎬ２４ ｈ 后处死大鼠ꎮ 测定血清中 ＡＳＴ、ＡＬＴ 和 ＬＤＨ 的水平ꎬ分别测定肝脏

组织中 ＭＤＡ、ＧＳＨ、ＧＳＳＧ 的含量ꎬ并计算 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值ꎮ 留取肝脏组织ꎬ常规石蜡包埋切片ꎬＨＥ 染色ꎬ光学显微

镜下观察肝脏组织的病理变化ꎮ 结果　 和溶剂对照组相比ꎬＣＣｌ４ 组大鼠的血清 ＡＳＴꎬＡＬＴ 和 ＬＤＨ 的水平明显升高

(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＮｒｆ２￣ｔｋ 转基因组大鼠的 ＡＳＴꎬＡＬＴ 和 ＬＤＨ 的水平亦有轻度升高ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ
肝脏的 ＭＤＡ 含量以及 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值显示 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合组可以有效降低 ＣＣｌ４ 造成的脂质过氧化损伤和谷胱甘肽

的消耗ꎬ肝脏病理观察结果显示和 ＣＣｌ４ 组相比ꎬＮｒｆ２￣ｔｋ 整合组明显减轻了 ＣＣｌ４ 造成的损伤ꎮ 结论　 Ｎｒｆ２ 抗氧化损

伤通路在 ＣＣｌ４ 所致大鼠急性肝损伤中的起着重要的保护作用ꎮ
【关键词】 　 Ｎｒｆ２ꎻ转基因大鼠ꎻ四氯化碳ꎻ急性肝损伤
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ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４ .

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 】 　 Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ ( Ｎｒｆ２ )ꎻ Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓꎻ ＣＣｌ４ꎻ Ａｃｕｔｅ
ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ

　 　 核转录因子 Ｎｒｆ２ ( Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＮｒｆ２)是机体对抗氧化应激的主要调

控因子[１]ꎮ 其通过与抗氧化反应元件( ａｎ￣ｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬＡＲＥ)结合调控下游抗氧化酶和 ＩＩ
相解毒酶基因的转录活性ꎬ增强细胞清除活性氧自

由基的能力ꎬ从而降低氧化应激对细胞、组织及器

官造成损伤[２]ꎮ 目前ꎬＮｒｆ２ 抗氧化损伤通路在急性

肝损伤中的保护作用的研究还较少ꎬ我们拟通过以

四氯化碳(ＣＣｌ４)损伤大鼠为研究对象ꎬ通过血液的

生化检查ꎬ肝脏组织的病理形态学分析来研究 Ｎｒｆ２
抗氧化损伤通路在急性肝损伤中的保护作用ꎮ 现

报道如下ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 试剂和仪器

山羊抗人 Ｎｒｆ２ 多克隆抗体ꎬ大鼠抗人 Ｎｒｆ２ 单克

隆抗体ꎬ大鼠抗人 βａｃｔｉｎ 单克隆抗体购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 脂质体ꎬ ＭＴＴ 粉末ꎬ
免疫组化 ＳＰ 试剂盒ꎬＤＡＢ 显色试剂盒均购自北京

中杉生物技术公司ꎮ ＰＬＬｔｋ 真核表达载体、ＲＰＭＩ
Ｍｅｄｉｕｍ １６４０ 培养基、ｐＳＶ２ｎｅｏ 筛选质粒购于美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司、ＰＴＣ２００ ＰＣＲ 扩增仪ꎬＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 转
印仪ꎬ蛋白电泳仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ 公司ꎮ 另备酶标

仪ꎬ漩涡振荡器ꎬ２４ 孔板ꎬＯＭＥＭ 培养液ꎬＤＭＳＯꎬ移
液枪等ꎮ
１􀆰 ２　 大鼠 Ｐａｌｂ / Ｅａｌｂ 驱动 Ｎｒｆ２ 载体表达

本研究选择大鼠血清白蛋白基因启动子(ＡＬＢ
ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎬ Ｐａｌｂ ) 与位于 Ｐａｌｂ 上游的增强子

(ＡＬＢ ｇｅｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｒꎬＥａｌｂ)作为调控元件驱动目的

基因 Ｎｒｆ２ 的表达ꎮ 引进了通过 ＰＣＲ 获得的含

Ｋｏｚａｋ 序列的 Ｎｒｆ２ 与不含该序列的 Ｎｒｆ２ 构建载体

ｐＬＬｔｋ 与 ｐＬＬｔｋ ｃｕｔꎬ转染细胞 ＨｅｐＧ２ 与 ＨＣ１１ꎬ进一

步提高了表达ꎮ
１􀆰 ３　 划痕实验检测转染细胞迁移

用 ｍａｒｋｅｒ 笔在 ６ 孔板背后均匀划横线ꎬ大约每

隔 ０􀆰 ５ ~ １ ｃｍ 一道ꎬ横穿过孔ꎮ 每孔至少穿过 ２ 条

线ꎮ 在空中加入约 ５ × １０５ 个细胞ꎬ２４ ｈ 后用移液枪

头垂直于背后的横线划痕ꎬ用 ＰＢＳ 洗细胞洗 ３ 次ꎬ

去除划下的细胞ꎬ加入有 Ｎｒｆ２ 基因的无血清培养

基ꎬ放入 ３７℃ ５％ ＣＯ 培养箱ꎬ培养ꎬ拍照ꎮ 使用透

射电镜观察、照相ꎮ
１􀆰 ４　 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因大鼠的产生

选取 ７ ~ ８ 周的 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ雄性ꎬ共 ２０ 只ꎬ购
自北京维通利华实验动物技术有限公司 【 ＳＣＸＫ
(京)２０１２ － ０００１】ꎮ 选择重组载体 ｐＬＬｔｋꎬ经过两步

纯化ꎬ并通过雄原核显微注射技术作用于大鼠ꎬ获
得了目的基因 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合与特异表达的转基因大

鼠ꎬＰＣＲꎬＷｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔꎬ定量 ＰＣＲ 检测转基因的整

合ꎮ 用 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 抗兔多克隆抗体对转基因大鼠肝脏

切片进行免疫组织化学分析[３]ꎮ
１􀆰 ５　 动物分组及给药方案

另选将 ２０ 只 ７ ~ ８ 周的 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬꎬ购自北京

维通利华实验动物技术有限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１２
－ ００１９】ꎮ 雄性ꎬ将其随机分为溶剂对照组和 ＣＣｌ４
组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 将造模成功的 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因大鼠ꎬ
作为 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合组ꎮ 溶剂对照组静脉给予 １％ 聚

山梨酯 － ８０ꎬ共 ４ ｄꎬＣＣｌ４ 组和 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合组静脉给

予 １％聚山梨酯 － ８０ꎬ４ ｄꎬ第 ４ 天给予 １％聚山梨酯

－ ８０ ３０ ｍｉｎ 后ꎬ静脉给予 ７􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ ＣＣｌ４ꎮ
１􀆰 ６　 检测指标

经静脉给予 ＣＣｌ４ ２４ ｈ 后ꎬ将 ３ 组大鼠内眦静脉

取血ꎬ制备血清ꎬ测定血清化学指标 ＡＳＴ、ＡＬＴ 和

ＬＤＨ 的水平ꎬ血清化学指标通过 ＨＩＴＡＣＨＩ ７０２０ 型

自动生化分析仪测定ꎮ 内眦静脉取血后处死大鼠ꎬ
取出肝脏称重ꎬ分别切取 ５０ ｍｇ 组织制作组织匀浆ꎬ
使用 ＴＢＡ 法测定肝脏组织中 ＭＤＡ 含量ꎻ另取 ５０ ｍｇ
组织制作组织匀浆ꎬ使用改良 Ｈｉｓｓｏｎ 法测定肝脏组

织中 ＧＳＨ、ＧＳＳＧꎬ计算 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值ꎮ 留取肝脏

左叶ꎬ常规石蜡包埋切片ꎬＨＥ 染色ꎬ光学显微镜下

观察肝脏组织的病理变化ꎮ
１􀆰 ７　 统计分析

实验数据用 􀭰ｘ ± ｓ 表示ꎬ用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 统计学软

件采用单因素方差分析对所得实验数据进行分析ꎬ
Ｐ < ０􀆰 ０５ 视为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ２０ 只大鼠通过雄原核显微注射技术成功建立

３５中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



７ 只原代转基因大鼠模型ꎬ整合率为 ３５％ (７ / ２０)ꎮ
定量 ＰＣＲ 对转基因的拷贝数进行精确定量ꎬ可知 ７
只建模成功的转基因大鼠其后代均为多拷贝重复ꎬ
且拷贝数在各家系不相同ꎬ但同一家系转基因的拷

贝数是相同的ꎮ
２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因大鼠的整合与多拷贝重复基因

的连接方式ꎬ结果表明:７ 只转基因大鼠外源基因整

合方式以多拷贝头尾串联连接为主ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
分析转基因大鼠 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的转录ꎬ除肝脏与睾丸外其

他组织与器官均没检测到 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的转录ꎬ说明

Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的表达具有良好的组织特异性ꎮ 用 Ｎｒｆ２￣ｔｋ
抗兔多克隆抗体对 ｔｋ５Ｆ１ｔｋ４５５ 大鼠肝脏切片进行

棉衣组织化学分析ꎬ发现 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 在部分肝实质细胞

内表 达ꎬ 表 达 细 胞 占 总 肝 细 胞 的 ５５％ ~
７５％ (图 １)ꎮ

注:Ｍ:１００ｂｐ ｌａｄｄｅｒꎬ１:空白对照ꎬ２:Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞(未转染)ꎬ３:Ｈｅｐ￣Ｇ２ 转染 ｐＣＭＶ￣ｔｋꎬ４:Ｈｅｐ￣Ｇ２ 转染 ｐＬＬ￣ｔｋꎬ５. Ｈｅｐ￣Ｇ２ 转染 ｐＬＬ￣ｔｋ ｃｕｔꎬ
６. ＨＣ￣１１ 细胞(未转染)ꎬ７. ＨＣ￣１１ 转染 ｐＣＭＶ￣ｔｋꎬ８. ＨＣ￣１１ 转染 ｐＬＬ￣ｔｋꎬ９. ＨＣ￣１１ 转染 ｐＬＬ￣ｔｋ ｃｕｔꎮ

图 １　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析 Ｎｒｆ２￣ｔｋ ｍＲＮＡ 的表达

Ｎｏｔｅ: Ｍ:１００ｂｐ ｌａｄｄｅｒꎬ １: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ２:Ｈｅｐ￣Ｇ２ ｃｅｌｌｓ (ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ) ａｎｄ ３:Ｈｅｐ￣Ｇ２ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣＭＶ￣ｔｋ. ４:Ｈｅｐ￣Ｇ２
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＬＬ￣ｔｋꎬ ５. Ｈｅｐ￣Ｇ２ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＬＬ￣ｔｋ ｃｕｔꎬ ６. ＨＣ￣１１ ｃｅｌｌｓ (ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ) ７. ＨＣ￣１１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ

ｐＣＭＶ￣ｔｋ. ８. ＨＣ￣１１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＬＬ￣ｔｋꎬ ９. ＨＣ￣１１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＬＬ￣ｔｋ.

Ｆｉｇ. １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ Ｎｒｆ２￣ｔｋ ｂｙ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

２􀆰 ３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示

阳性对照质粒 ｐＣＭＶ￣ｔｋꎬＰＬＬｔｋ 与 ＰＬＬｔｋ ｃｕｔ 转
染 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞有 ３９０ ｂｐ 的 Ｎｒｆ２￣ｔｋ ＤＮＡ 特异性扩

增条带ꎬ而阴性对照未转染 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞和空白对

照没有特异性扩增条带ꎮ ＨＣ￣１１ 细胞经转染后ꎬ仅
阳性质粒 ｐＣＭＶ￣ｔｋ 转染细胞出现 ３９０ ｂｐ 的 Ｎｒｆ２￣ｔｋ
ＤＮＡ 特异性扩增条带ꎮ ４９５ ｂｐ 的对照组 ＧＡＰＤＨ 条

带在所有细胞样本均出现ꎬ空白对照无ꎮ 表明质粒

ｐＬＬｔｋ 与 ｐＬＬｔｋ ｃｕｔ 具有 Ｎｒｆ２￣ｔｋ ｍＲＮＡ 组织特异性

转录活性ꎮ
２􀆰 ４　 ３ 组大鼠血清生化指标结果

ＣＣｌ４组大鼠经静脉给予 ＣＣｌ４ ７􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ 后ꎬ血
清中 ＡＳＴꎬＡＬＴꎬＬＤＨ 水平升高ꎬ与溶剂对照组比较ꎬ
差异具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＣＣｌ４组比较ꎬ
Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因组 ＡＳＴꎬＡＬＴꎬＬＤＨ 水平明显下降(Ｐ
< ０􀆰 ０１)(表 １)ꎮ

表 １　 ３ 组大鼠血清生化指标结果(􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂ. １　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎ ３ ｇｒｏｕｐｓ (􀭰ｘ ± ｓ)

组别 ｎ ＡＳＴ / ＩＵ / Ｌ ＡＬＴ / ＩＵ / Ｌ ＬＤＨ / ＩＵ / Ｌ

溶剂对照组 １０ １０２ ± １９ ３８ ± ５􀆰 ４ ２５１ ± ５３

ＣＣｌ４ 组 １０ １１６３ ± ３９３ ａ １７４８ ± ４０２ ａ ３２７３ ± １０８２ ａ

ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组 ７ ２０４ ± １０４ ｂ １５８ ± １０４ ｂ １２９３ ± ３０１ ｂ

注:与溶剂对照组比较ꎬａ:Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬｂ: Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ:Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＣｌ４ ｇｒｏｕｐꎬ ｂ: Ｐ < ０􀆰 ０１.

２􀆰 ５　 ３ 组大鼠肝脏 ＭＤＡ 和 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 的比值

与溶剂对照组比较ꎬＣＣｌ４ 组肝脏组织中的 ＭＤＡ
水平明显升高ꎬＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值明显下降ꎬ差异具有

统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬＣＣｌ４ ＋
Ｎｒｆ２ 转染组肝脏组织 ＭＤＡ 水平明显下降ꎬ肝脏组

织 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值明显升高ꎬ差异均有统计学意义

(Ｐ < ０􀆰 ０５)(表 ２)ꎮ

表 ２　 ３ 组大鼠肝脏 ＭＤＡ 和 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 的比值
Ｔａｂ. ２　 Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ＧＳＨ / ＧＳＳＧ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ３ ｇｒｏｕｐｓ

组别 ｎ ＭＤＡ / μｍｏｌ / ｇ ＧＳＨ / ＧＳＳＨ
溶剂对照组 １０ ０􀆰 ２６ ± ０􀆰 １２ ５􀆰 ７４ ± ０􀆰 ６２
ＣＣｌ４ 组 １０ ０􀆰 ７２ ± ０􀆰 ２７ ａ ３􀆰 ８３ ± ０􀆰 ８３

ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 转染组 ７ ０􀆰 ４７ ± ０􀆰 １２ ｃ ５􀆰 ４７ ± ０􀆰 ７４ ｄ
注:与溶剂对照组比较ꎬａ:Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬｂ:Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬｃ:Ｐ
< ０􀆰 ０５ꎬｄ:Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ: Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＣｌ４ ｇｒｏｕｐꎬ ｂ: Ｐ < ０􀆰 ０１.
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２􀆰 ６　 ３ 组大鼠肝脏大体检查

肉眼观察可见溶剂对照组大鼠肝脏湿润有光

泽ꎬ呈红褐色ꎮ ＣＣｌ４ 组大鼠肝脏失去光泽ꎬ颜色灰

暗ꎮ ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 转染组大鼠肝脏病变明显减轻ꎬ颜
色趋于良好ꎮ
２􀆰 ７　 组织学观察

溶剂对照组大鼠ꎬ肝小叶轮廓清晰ꎬ肝组织以

中央静脉为中心呈条索状向四周放射状排列ꎬ肝细

胞排列整齐ꎬ肝细胞未见变性、坏死及脂肪变性(图
１Ａ)ꎮ ＣＣｌ４ 组可观察到肝组织损伤ꎬ肝细胞浊肿、气
球样变性ꎬ以肝小叶中央静脉为中心的坏死ꎬ肝小

叶内可见灶性坏死区ꎬ可见多量的凋亡细胞(图 １Ｂꎬ
Ｄꎬ图 ２Ａ￣Ｃ)ꎮ 与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组肝

脏细胞结构破坏程度较轻ꎬ变性坏死细胞较少ꎬ整
体情况优于 ＣＣｌ４ 组(图 １Ｃ)ꎮ

图 ２　 ３ 组大鼠肝组织病理切片(ＨＥ × ４０)
Ｆｉｇ. ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ３ ｇｒｏｕｐｓ(ＨＥ × ４０)

图 ３　 ＣＣｌ４组大鼠肝组织病理切片:点状或病灶性坏死ꎬ炎性细胞浸润ꎬ有凋亡细胞存在ꎬ肝细胞增生ꎮ (ＨＥ × ４０)

Ｆｉｇ. ３　 Ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ＣＣｌ４ ｇｒｏｕｐ: Ｐｏｉｎｔ ｏｒ ｆｏｃａｌ ｎｅｃｒｏｓｉｓꎬ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎꎬ

ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ. (ＨＥ × ４０)

３　 讨论

肝脏疾病作为人类最常见的疾病之一ꎬ对人类

健康和社会造成严峻威胁ꎮ 肝脏损伤是各种肝脏

疾病的病变结果ꎬ其防治是现代医学的重大课

题[４]ꎮ 因此通过建立肝损伤动物模型ꎬ研究肝病的

发生发展的机制ꎬ探索肝损伤的治疗方向ꎬ具有重

要的临床意义[５ － ６]ꎮ 近年来ꎬ转基因动物技术在人

类肝脏疾病模型建立中发挥了重要的作用ꎮ 通过

转基因技术ꎬ可以选择性的杀死动物体的某些特定

类型的细胞ꎬ从而模仿某种疾病[７ － ８]ꎮ 基于以上研

究ꎬ本研究拟通过载体将基因 Ｎｒｆ２ 整合入大鼠模
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型ꎬ制作出特异表达的转基因大鼠ꎬ并进一步通过

注射 ＣＣｌ４ 诱导 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因大鼠的肝脏损伤ꎬ进
而明确 Ｎｒｆ２ 氧化损伤通路在 ＣＣｌ４ 所致大鼠急性肝

损伤中的保护作用ꎮ
Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 是近年新发现的机体抵抗内外氧化

和化学等刺激的防御性转导通路[９ － １０]ꎮ 氧化应激

作用下ꎬ Ｎｒｆ２ 可启动 ＡＲＥ 调控的Ⅱ相解毒酶及抗

氧化酶的表达ꎬ 如谷胱甘肽￣Ｓ￣转移酶 (ＧＳＴ)、血红

素氧合酶￣１(ＨＯ￣１)等ꎬ 从而增加细胞对氧化应激的

抗性ꎬ 为肝脏疾病的发生发展起到积极的防护作

用[９ － １０]ꎮ 研究发现ꎬ 在 Ｎｒｆ２ 敲除的大鼠中ꎬ 正常情

况和诱导情况下的Ⅱ相酶水平如 ＧＳＴ、ＮＱＯ１、γ￣
ＧＣＳ 显著减少ꎮ

在本研究中ꎬ我们通过雄原核显微注射技术成

功建立了原代 Ｎｒｆ２ 转基因大鼠模型[１１ － １２]ꎬ随后我

们采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析转基因大鼠 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的转录ꎬ除
肝脏与睾丸外其他组织与器官均没检测到 Ｎｒｆ２￣ｔｋ
的转录ꎬ说明 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的表达具有良好的组织特异

性ꎮ 用 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 抗兔多克隆抗体对 ｔｋ５Ｆ１ｔｋ４５５ 大鼠

肝脏切片进行棉衣组织化学分析ꎬ发现 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 在部

分肝实质细胞内表达ꎬ表达细胞占总肝细胞的 ５５％
~７５％ ꎬ证明 Ｎｒｆ２ 转基因大鼠模型建立良好ꎮ

ＣＣｌ４ 是经典的肝毒物ꎬ其病变主要引起中央静

脉周围肝细胞坏死ꎬ纤维增生为窦缝隙为主[１３ － １４]ꎮ
本研究中ꎬＣＣｌ４ 组大鼠给予 ＣＣｌ４ ２４ ｈ 后ꎬ其体重下

降ꎬ肝体比、肾体比增加ꎬ血清中 ＡＳＴꎬＡＬＴ 和 ＬＤＨ
水平显著上升ꎬ肝脏组织病理学改变明显ꎬ表明

ＣＣｌ４ 对大鼠造成了急性的肝脏损伤ꎮ 与 ＣＣｌ４ 组比

较ꎬＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组 ＡＳＴꎬＡＬＴ 和 ＬＤＨ 水平较低ꎬ
差异有统计学意义ꎮ 在 ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组大鼠肝

脏的病理学观察中ꎬ细胞结构明显优于 ＣＣｌ４ 组ꎬ细
胞坏死减少ꎬ组织结构清晰ꎮ 表明 Ｎｒｆ２ 转基因大鼠

可以有效地减弱 ＣＣｌ４ 对肝脏造成的损伤ꎮ
ＭＤＡ 是组织中不饱和脂肪酸过氧化的最终产

物ꎬＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值反映了组织抵御氧化性损伤的

水平ꎬ两者是常用的抗氧化指标[１５ － １６]ꎮ 在本研究

中ꎬ给予 ＣＣｌ４ ２４ ｈ 后ꎬ大鼠肝脏组织中 ＭＤＡ 水平明

显升高ꎬＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值明显降低都说明了 ＣＣｌ４ 对

大鼠的肝脏产生了氧化性损伤ꎮ 而 ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整

合组大鼠肝脏组织中 ＭＤＡ 水平与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬ明
显降低ꎻＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬ明显升高ꎮ
提示 Ｎｒｆ２ 可诱导体内 ＧＳＨ 的合成ꎬ进而抑制 ＣＣｌ４
对肝脏造成的损伤[１７]ꎮ

经 ＣＣｌ４ 处理后ꎬ对 ３ 组大鼠肝脏组织进行病理

形态学分析组织学观察ꎬ可见 ＣＣｌ４ 组可观察到肝组

织损伤ꎬ肝细胞浊肿、气球样变性ꎬ以肝小叶中央静

脉为中心的坏死ꎬ肝小叶内可见灶性坏死区ꎬ可见

多量的凋亡细胞ꎮ 与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合

组肝脏细胞结构破坏程度较轻ꎬ变性坏死细胞较

少ꎬ整体情况优于 ＣＣｌ４ 组ꎮ 以上结果表明 Ｎｒｆ２￣ｔｋ
转基因大鼠可有效减轻生理功能与形态学改变的

肝脏损伤ꎮ 　
综上所述ꎬ根据本研究得到的结果ꎬ可以推测

Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 抗氧化通路可通过调动机体的抗氧化体

系来抑制 ＣＣｌ４ 对大鼠的肝脏产生的损伤ꎬ但对于

Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 通路是否还存在其他的途径来发挥对肝

脏的保护作用仍需要进一步探索ꎮ 本研究成果为

探讨肝病的发病机制提供了科学数据ꎬ为肝脏疾病

诊断和治疗的研究奠定了基础[１８ － １９]ꎮ
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〔修回日期〕２０１６ － ０１ － １２

中国实验动物学会 ２０１６ 年部分活动计划

活动名称 时间 地点

第三届中英实验动物福利伦理国际论坛 ２０１６􀆰 ３􀆰 １５ － ２０１６􀆰 ３􀆰 １７ 安徽巢湖

实验动物生物安全培训 ２０１６􀆰 ４ 湖北武汉

第 ６３ 届日本实验动物学会年会 ２０１６􀆰 ５􀆰 １７ － ２０１６􀆰 ５􀆰 ２１ 日本

第 １３ 届欧洲实验动物学会联合会 ２０１６􀆰 ６􀆰 １２ － ２０１６􀆰 ６􀆰 １８ 比利时

实验动物专业技术人员等级认可培训 ２０１６􀆰 ７ － ２０１６􀆰 ９ 网络或待定

第十二届中国实验动物学会年会 ２０１６􀆰 ９ 广西

实验动物福利伦理培训 ２０１６􀆰 ９ 广西

实验动物标准宣贯培训 ２０１６􀆰 １０ 北京

第七届亚洲实验动物学会联合会 ２０１６􀆰 １１􀆰 ５ － ２０１６􀆰 １１􀆰 ９ 新加坡

以上各项活动具体安排以正式通知为准ꎬ详情请关注学会网站ꎬ即日起接收报名ꎬ欢迎来电咨询ꎮ
中国实验动物学会　 秘书处

学会网址:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃａｌａｓ. ｏｒｇ. ｃｎ /
咨询电话:０１０６７７８１５３４　 ６７７６３６７４
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􀦋􀦋研究报告

立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡及
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 信号通路的影响

刘志辉

(江西省景德镇市第一人民医院心内科ꎬ江西 景德镇　 ３３３０００)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨立普妥对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)的凋亡及对磷脂酰肌醇 ３￣激酶

(ＰＩ３Ｋ) /蛋白激酶 Ｂ(ＡＫＴ) /内皮型一氧化氮(ｅＮＯＳ)信号通路的影响ꎮ 方法　 实验分为正常组ꎬ模型组(３３􀆰 ３ ｍｏｌ /
Ｌ 葡萄糖)ꎬ立普妥组(３３􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖 ＋ ０􀆰 １ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎻＭＴＴ 法检测各组 ＨＵＶＥＣ 活力ꎻ倒置显微镜拍照检

测各组 ＨＵＶＥＣ 形态ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 流式双染法检测各组 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎻＧｒｉｅｓ 法检测各组 ＨＵＶＥＣ 上清 ＮＯ 含

量ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 激活状况及 ｅＮＯＳ 的表达情况ꎮ 结果　 与正常组比较ꎬ高糖组中 ＨＵＶＥＣ 皱缩ꎬ变
圆变亮ꎬ细胞活力降低ꎬ细胞早期凋亡和晚期凋亡率显著提高ꎬＮＯ 含量及 ｅＮＯＳ、ＰＩ３Ｋ 表达量及 ＡＫＴ 磷酸化程度降

低ꎬ差异均具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比较ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组中 ＨＵＶＥＣ 形态恢复ꎬ细胞活力上升ꎬＰＩ３Ｋ
表达量提高ꎬ差异均具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ０􀆰 １ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组 ＨＵＶＥＣ 凋亡程度下降ꎬＮＯ 含量、ｅＮＯＳ 表

达量提高ꎬＡＫＴ 磷酸化水平上升ꎬ差异均具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 立普妥可抵抗高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎬ
是通过激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 信号通路实现的ꎮ
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ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ (ＨＵＶＥＣ). Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｃａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｏｄｅｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (３３􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ)ꎬ ｌｉｐｉｔｏｒ ｌｏｗꎬ ｍｅｄｉｕｍꎬ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (０􀆰 １ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ ｌｉｐｉｔｏｒ) . Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＨＵＶＥＣ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｗａｓ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄ ｂｙ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｗａｓ ｅｘａｍｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ ｆｌｏｗ ｄｕａｌ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｒｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯ ｉｎ ＨＵＶＥＣ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ｗａｓ ｅｘｍａｅｄ ｂｙ Ｇｒｉｅｓ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
ＨＵＶＥＣ ｗａｓ ｓｈｒｉｎｋａｇｅꎬ ｒｏｕｎｄｅｄ ａｎｄ ｂｒｉｇｈｔｅｎꎬ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｅａｒｌｙ ａｎｄ ｌａｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＯꎬ ｅＮＯＳꎬ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ＡＫＴ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｌｓｏ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ <
０􀆰 ０１). １ꎬ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｌｉｐｉｔｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ＨＵＶＥＣ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＨＵＶＥＣ’ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ (Ｐ <
０􀆰 ０５). ０􀆰 １ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ ｌｉｐｉｔｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ＨＵＶＥＣ’ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳ
ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＫＴ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｌｉｐｉｔｏｒ ｅｘｅｒｔ ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＵＶＥＣꎬ ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｅＮＯＳ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ.
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　 　 糖尿病(ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ)是一种以慢性高血糖

为特征的内分泌疾病ꎬ其并发症涉及心ꎬ眼ꎬ肾ꎬ糖
尿病足和神经病变ꎬ这些都和血管损伤有关[１]ꎮ 血

管内皮在维持正常的血流速度及血管张力ꎬ氧化应

激ꎬ抑制血管炎症等方面具有重要作用ꎮ 且糖尿病

的预后及并发症的发生和发展与整体血糖水平的

升高密切相关[２]ꎮ 因此ꎬ进一步深入研究高血糖引

起的内皮细胞凋亡的机制对防治糖尿病血管病变

具有重要的临床意义ꎮ
立普妥ꎬ又称阿托伐他汀钙片ꎬ是 ３￣羟基￣３ 甲

基戊二酰辅酶 Ａ 还原酶选择性抑制剂ꎬ可通过降低

肝脏中胆固醇及脂质蛋白合成量来达到调节脂代

谢目的ꎬ已大量用于临床糖尿病ꎬ冠心病的治疗ꎮ
如立普妥通过调节脂代谢对 ２ 型糖尿病合并急性脑

梗死患者具有治疗作用[３]ꎮ 立普妥可通过提高维

生素 Ｄ 水平及骨密度含量来治疗老年 ２ 型糖尿病

患者[４]ꎮ 通过超声能观察到立普妥可以逆转 ２ 型

糖尿病患者动脉粥样硬化斑块[５]ꎮ 不同剂量立普

妥对老年急性冠状动脉综合征患者有显著治疗作

用[６]ꎮ 并且立普妥对同型半胱氨酸[７]ꎬ氧化型低密

度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ) [８]ꎬ肿瘤坏死因子￣α[９]ꎬ高糖[１０]

诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎬ但具体机制未知ꎬ因此本文在

此基础探讨立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡抑制

作用的机制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料与试剂

人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)购自美国标准生

物品收藏中心ꎬ货号:Ｃ￣１１６１ꎬ培养于含 １０％ 胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎮ 立普妥ꎬ由辉瑞制药提供ꎬ
批 号: ９５８３７０２１ꎮ 葡 萄 糖 购 自 阿 拉 丁ꎬ 批 号:
Ｇ１１６３０７ꎻ兔抗 ｅＮＯＳꎬＡＫＴꎬｐ￣ＡＫＴꎬＰＩ３ＫꎬＧＡＤＰＨ 单

克隆抗体购自杭州 Ｅｐｉｔｍｉｃｓ 公司ꎻＮＯ 检测试剂盒ꎬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 流式细胞检测试剂盒购自碧云天生

物技术研究所ꎬ批号分别为:Ｓ００２１ꎬＣ１０６３ꎻ胎牛血

清ꎬＤＭＥＭ 培养基ꎬ四甲基偶氮唑盐(ＭＴＴ)购自美

国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 分组方法

将 ＨＵＶＥＣ 分为 ３ 组ꎬ即正常组:正常 ＨＵＶＥＣꎬ
模型组:３３􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖ꎬ立普妥组:３３􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖 ＋ ０􀆰 １ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥ꎮ
１􀆰 ３　 细胞活力检测(ＭＴＴ 法)

将处于生长对数期的 ＨＵＶＥＣ 消化ꎬ并调整细

胞浓度ꎬ接种于 ９６ 孔板ꎬ按 １􀆰 ２ 分组方法进行给药ꎬ
继续培养 ２４ ｈꎬ并倒置显微镜下拍照ꎬ后每孔加

ＭＴＴ(５ ｍｇ / ｍＬ)２０ μＬꎬ４ ｈ 后ꎬ弃上清ꎬ并每孔加入

ＤＭＳＯ １５０ μＬꎬ１０ ｍｉｎ 后ꎬ酶标仪 ５７０ ｎｍ 处测定 ＯＤ
值ꎮ
１􀆰 ４　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 流式细胞法检测细胞凋亡

将处于生长对数期的 ＨＵＶＥＣꎬ消化ꎬ细胞浓度

调整为 ８ × １０３ 个细胞 / ｍｌꎬ接种于 ６ 孔板ꎬ按 １􀆰 ２ 分

组方法进行给药ꎬ继续培养 ４８ ｈ 后ꎬ按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣
ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒说明书的方法ꎬ用
０􀆰 ２５％的胰蛋白酶(不含 ＥＤＴＡ)消化ꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ
２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ 收集细胞ꎻ 加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ ５００ μＬ 悬浮细胞ꎬ随后加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ ５
μＬ 混匀后ꎬ加入 ＰＩ ５ μＬꎬ混匀ꎬ于室温避光反应 ５ ~
１５ ｍｉｎꎬ在 １ ｈ 内进行流式细胞仪检测ꎮ
１􀆰 ５　 细胞内 ＮＯ 含量

将处于生长对数期的 ＨＵＶＥＣꎬ消化ꎬ细胞浓度

调整为 ８ × １０３ 个细胞 / ｍＬꎬ接种于 ６ 孔板ꎬ按 １􀆰 ２ 分

组方法进行给药ꎬ培养 ４８ ｈꎬ后离心收集细胞ꎬ反复

冻融ꎬ使细胞内容物流出ꎬ取上清检测 ＮＯ 含量ꎬ按
照试剂盒说明书进行操作ꎮ
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

将处于生长对数期的 ＨＵＶＥＣꎬ消化ꎬ细胞浓度

调整为 ８ × １０３ 个细胞 / ｍＬꎬ接种于 ６ 孔板ꎬ按 １􀆰 ２ 分

组方法进行给药ꎬ培养 ４８ ｈꎮ 收集细胞样本ꎬ加入

ＲＡＰＩ 裂解液裂解细胞ꎬ离心ꎬ获得蛋白样品ꎮ 用

ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度ꎮ 蛋白上样ꎬ跑 ＳＤＳ 凝胶

电泳ꎬ湿法转膜ꎬ脱脂奶粉封闭ꎬ加入一抗 ４℃孵育

过夜ꎬＰＢＳ 洗涤三次ꎮ 次日加二抗室温孵育 ２ ｈꎬ
ＰＢＳ 洗涤三次ꎬＢｉｏｒａｄ 系统曝光ꎮ 用“Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ”
软件对蛋白灰度值进行分析ꎮ
１􀆰 ７　 统计学分析

数据通过 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 进行统计分析ꎮ 数据以 ｘ－ ±
ｓ 表示ꎬｔ 检验分析组间差异的显著性ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ 表

示两组间差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 细胞形态及活

力的影响

如图 １ 所示ꎬ与正常组比较ꎬ模型组中 ＨＵＶＥＣ
细胞皱缩ꎬ细胞变圆变亮ꎻ与模型组比较ꎬ１ꎬ１０
μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组中细胞形态恢复ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ与
正常组比较ꎬ模型组中 ＨＵＶＥＣ 细胞活力下降ꎬ具有

９５中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与模型组比较ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ /
Ｌ 立普妥组细胞活力提高ꎬ具有显著性差异(Ｐ <

０􀆰 ０５)ꎮ 说明 １ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥能显著抑制高糖

诱导的 ＨＵＶＥＣ 细胞形态异常及活力下降ꎮ

注:Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组ꎻＤ:１ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组ꎻＥ:１０ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组ꎮ

图 １　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 细胞形态的影响

Ｎｏｔｅ:Ａ: ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ｌｉｐｉｔｏｒꎻ Ｄ: １ μｍｏｌ / Ｌ ｌｉｐｉｔｏｒꎻ Ｅ: １０ μｍｏｌ / Ｌ ｌｉｐｉｔｏｒ.

Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｉｔｏｒ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣ

注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ与模型组比较ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 活力的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｉｔｏｒ ｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

２􀆰 ２　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡的影响

如表 １ 所示ꎬ与正常组比较ꎬ模型组中 ＨＵＶＥＣ
早期凋亡和晚期凋亡细胞数目显著提高ꎬ具有显著

性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与模型组比较ꎬ０􀆰 １ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ /
Ｌ 立普妥组 ＨＵＶＥＣ 早期凋亡和晚期凋亡数目都显

著降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
表 １　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡的影响( ｘ－ ± ｓ )

Ｔａｂ. １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｉｔｏｒ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ( ｘ－ ± ｓ )
组别 剂量(μｍｏｌ / Ｌ) 早期凋亡(％ ) 晚期凋亡(％ )

正常组组 － ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 １３ ２􀆰 ５７ ± ０􀆰 １９
模型组(３３􀆰 ３ Ｍ) － ８􀆰 ７８ ± ０􀆰 ５５ａａ ３４􀆰 ４１ ± ３􀆰 ０９ａａ

０􀆰 １ ７􀆰 ９８ ± １􀆰 ２１ｂ ２６􀆰 ２２ ± ２􀆰 ９９ｂ

立普妥组 １ ６􀆰 ５９ ± ０􀆰 ５９ｂｂ １５􀆰 ８４ ± １􀆰 ６７ｂｂ

１０ ３􀆰 ２２ ± ０􀆰 ３０ｂｂ ９􀆰 ７８ ± ０􀆰 ５５ｂｂ

注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１.

２􀆰 ３　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ＮＯ 含量的

影响

如图 ３ 所示ꎬ与正常组比较ꎬ模型组中 ＮＯ 含量

下降ꎬ具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与模型组比较ꎬ
０􀆰 １ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组中 ＮＯ 含量显著提高ꎬ具
有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
信号通路的影响

如图 ４ 所示ꎬ与正常组比较ꎬ模型组中 ＰＩ３Ｋ 表

达及 ＡＫＴ 磷酸化程度降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ与模型组比较ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组 ＰＩ３Ｋ
表达量显著提高ꎬ具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ０􀆰 １ꎬ
１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组 ＡＫＴ 磷酸化水平显著提高ꎬ
具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ６　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ｅＮＯＳ 表达

０６ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ

与模型组比较ꎬｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 ３　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ＮＯ 含量的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｉｔｏｒ ｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＯ ｉｎ
ＨＶＥＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

量的影响

如图 ５ 所示ꎬ与正常组比较ꎬ模型组中 ｅＮＯＳ 表

达量降低ꎬ具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与模型组比

较ꎬ０􀆰 １ꎬ１ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 立普妥组中 ｅＮＯＳ 表达量显著

提高ꎬ具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ

３　 讨论

糖尿病心血管病变始于内皮细胞功能紊乱ꎬ内
皮细胞功能紊乱以内皮细胞凋亡加速ꎬ内皮细胞分

泌因子失衡ꎬ内皮细胞与白细胞反应增多等主要表

现ꎮ 内皮细胞作为血管的机械屏障受损ꎬ成为内皮

细胞功能紊乱的主要表现ꎮ 并且糖尿病患者大血

管病变危险性增高与高糖所导致的血管内皮细胞

功能受损及内皮细胞凋亡有关ꎮ 细胞凋亡具有典

型的生化和形态学改变ꎬ主要表现为细胞膜出现囊

泡、膜磷脂不对称消失、细胞膜皱缩、核固缩、ＤＮＡ
有序片段化等ꎮ Ｓｏｎｇ[１１]ꎬＣｈｅｎ 等[１２] 实验发现在高

糖环境下ꎬＨＵＶＥＣ 细胞凋亡显著ꎮ 本实验发现与上

述报告一致ꎬ即高浓度葡萄糖作为诱导剂ꎬ可使

ＨＵＶＥＣ 细胞皱缩ꎬ细胞变圆变亮ꎬ细胞凋亡率提高ꎮ
立普妥对同型半胱氨酸[７]ꎬ氧化型低密度脂蛋白

(ｏｘ￣ＬＤＬ) [８]ꎬ肿瘤坏死因子￣α[９] 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋

亡ꎮ 立普妥能立普妥亦能减轻 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的人微

血管内皮细胞损伤[１３]ꎮ 本实验也发现一定剂量立

普妥能显著抑制高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡ꎬ并

注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ

与模型组比较ꎬｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 ４　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 中

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ < ０􀆰 ０５ꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｉｔｏｒ ｏｎ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ＨＶＥＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

改善细胞形态ꎬ与谢彬等[１０]观点一致ꎮ
高糖会使血管内皮依赖性血管舒张功能减退ꎬ

血流速度下降ꎬ且血管舒张功能与血糖浓度负相

关ꎬ提示高浓度的葡萄糖可诱导血管内皮细胞功能

的异常[２]ꎮ ＮＯ 是源于内皮细胞一种血管保护因

子ꎬ广泛分布于各种组织ꎬ在信息传递ꎬ心肺功能ꎬ
脏器血流调节等方面具有重要作用ꎮ 正常生理条

件下ꎬ由内皮型一氧化氮合酶(ｅＮＯＳ)催化产生ꎬ在
高糖等条件下所产生的大量超氧阴离子可抑制

ｅＮＯＳ 的生物活性ꎬ使 ＮＯ 生成减少ꎬ抑制 ＮＯ 生物

活性ꎬ使 ＮＯ 的血管保护作用减弱ꎬ因此改善血管内

皮形态及 ＮＯ 及其合酶的含量具有重要意义ꎮ 替米

沙坦联合立普妥能改善糖尿病大鼠内皮形态及功

能[１４]ꎮ 立普妥可通过提高 ＮＯ 含量来保护 ｏｘ￣ＬＤＬ
诱导的 ＨＵＶＥＣ 缝隙连接ꎬ从而发挥抗动脉粥样硬

化作用[８]ꎮ 立普妥联合氨氯地平能抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱

导的 ＨＵＶＥＣ 内皮细胞损伤ꎬ与上调 ｅＮＯＳ 表达有

关[１５]ꎮ 立普妥能通过提高 ＮＯ 含量来抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ

１６中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



注:与正常组比较ꎬａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ与模型组比较ꎬｂｂＰ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 ５　 立普妥对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ｅＮＯＳ 表达量的影响

Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａａＰ < ０􀆰 ０１ꎻ

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｂＰ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｉｔｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｅＮＯＳ ｉｎ ＨＶＥＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

诱导的 ＨＵＶＥＣ 损伤[１６]ꎮ 立普妥能够促进 ｅＮＯＳ 蛋

白及 ｍＲＮＡ 表达ꎬ减少 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的副作用ꎬ并可

以选择性地维持 ＮＯ 介导的内皮依赖性动脉松

弛[１７]ꎮ 与上述报告一致ꎬ本实验也发现高糖诱导使

ＮＯ 及 ｅＮＯＳ 含量显著下降ꎬ给予一定剂量立普妥能

使 ＮＯ 含量及 ｅＮＯＳ 表达量显著上升ꎬ说明立普妥可

通过刺激 ＮＯ 表达来改善内皮功能ꎮ
磷脂酰肌醇 ３￣激酶(ＰＩ３Ｋ) /蛋白激酶 Ｂ(ＡＫＴ)

信号通路参与内皮细胞增殖、分化、凋亡、ＮＯ 分泌

等多种细胞功能的调节ꎮ ＨＵＶＥＣ 的凋亡与 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 信号通路密切相关[１８]ꎮ 高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ
凋亡是通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路实现的[１９ － ２０]ꎮ 因

此激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路一定程度上可维持

ＨＵＶＥＣ 细胞活性ꎮ 并且已报道立普妥可以通过激

活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路来抑制谷氨酸诱导的大鼠神经元

损伤[２１]ꎮ 立普妥可通过激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路

来 ＧＫ 大鼠心肌缺血再灌注损伤[２２]ꎮ 立普妥可通

过激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ＧＳＫ３β 信号通路来减轻缺血复

合冷应激诱导的大鼠心肌损伤[２３]ꎮ 立普妥可以通

过激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 通路来刺激大鼠皮质神经

元突起生长[２４]ꎮ 与上述报告类似ꎬ本实验也发现高

糖诱导使 ＰＩ３Ｋ 表达量及 ＡＫＴ 磷酸化水平显著降

低ꎬ给予一定剂量立普妥能使 ＰＩ３Ｋ 表达量及 ＡＫＴ
磷酸化水平显著提高ꎬ说明立普妥可通过激活

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路来维持内皮细胞存活ꎮ
糖尿病造成 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号级联的失活ꎬｅＮＯＳ

是调控内皮源性一氧化氮产生的关键酶ꎬ亦受

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路调控ꎮ 高胰岛素可通过 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 信号通路损伤 ＨＵＶＥＣꎬ产生胰岛素抵抗

等代谢综合征及 ２ 型糖尿病[２５]ꎮ 胰高血糖素样肽￣
１ 能减轻高糖引起的 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎬ与激活 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 信号通路有关[２６]ꎮ 骨钙蛋白可通过激

活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 通路减轻高脂饮食诱导的内皮

依赖性舒张损伤[２７]ꎮ 罗格列酮[２８]ꎬα￣亚麻酸[２９] 可

通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 信号通路抑制高糖诱导的

ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ 从而进一步说明ꎬ立普妥也是通过

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 信号通路减轻高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ
凋亡ꎮ

综上所述ꎬ立普妥可抑制高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ
细胞凋亡ꎬ并提高细胞活力改善细胞形态ꎬ与激活

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｅＮＯＳ 信号通路有关ꎮ
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灵芝酸 Ａ 对人胶质瘤细胞 Ｕ２５１ 细胞增殖、
凋亡和侵袭的影响

刘海鹏ꎬ郑克彬ꎬ单小松

(河北大学附属医院ꎬ神经外科ꎬ河北 保定 ０７１０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨灵芝酸 Ａ 对人胶质瘤细胞 Ｕ２５１ 细胞凋亡、侵袭及 ＫＤＲ 表达的影响ꎮ 方法　 制备灵芝

酸 Ａꎬ以人胶质瘤细胞细胞 Ｕ２５１ 细胞为研究对象ꎬ根据细胞培养液所含灵芝酸 Ａ 的不同浓度ꎬ将实验分为空白对

照组(等量细 ＰＢＳ)、灵芝酸 Ａ 低浓度组(０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ)和高浓度组(０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分

别从 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平检测 ＫＤＲ 基因的表达ꎬ ＣＣＫ￣８ 法测定细胞体外增殖能力ꎬ 流式细胞技术

(ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬＦＣＭ)检测各组细胞周期和凋亡情况ꎬＴＵＮＥＬ 染色检测各组细胞的的凋亡ꎬ细胞侵袭小室法检测各

组细胞的体外侵袭力ꎮ 结果　 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示ꎬ灵芝酸 Ａ 高浓度组和低浓度组较空白对照组的 ＫＤＲ
ｍＲＮＡ 和蛋白表达都明显下降ꎻ灵芝酸 Ａ 高浓度组和低浓度组细胞的生长速度明显减慢ꎬ降低 Ｇ１ 期细胞比例ꎬＳ
期和 Ｇ２ / Ｍ 期比例增高ꎻ与空白对照组相比ꎬ高浓度组和低浓度组细胞的凋亡率明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ增殖、侵袭

能力显著下降(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ高浓度组和低浓度组细胞相比促进凋亡和抑制 ＫＤＲ 表达的作用更明显(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
结论 　 灵芝酸 Ａ 可诱导人胶质瘤细胞 Ｕ２５１ 细胞凋亡ꎬ抑制其增殖和侵袭能力ꎬ并能抑制 ＫｄｒＤＲ ｍＲＮＡ 和蛋白的

表达ꎬ提示这可能是其抗肿瘤的作用机制之一ꎮ
【关键词】 　 灵芝酸 Ａꎻ胶质瘤细胞ꎻ血管内皮生长因子受体ꎻ细胞周期ꎻ凋亡
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ａ( ＧＡ￣Ａ) ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ＫＤＲ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｕ２５１ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ａ( ＧＡ￣Ａ) ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄꎬ ｈｕｍａｎ Ｕ２５１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ０􀆰 １ꎬ ａｎｄ ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＡ￣Ａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＫＤＲ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＫＤＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡ￣Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｕ２５１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ａｎｄ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｉｎ
ｖｉｔｒｏꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＧＡ￣Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｕ２５１ ｃｅｌｌｓꎬ
ａｎｄ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｏｏ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＫＤＲ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ＧＡ￣Ａ ｃａｎ



ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｇ１ ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ ｐｈａｓｅ
ａｎｄ Ｇ２ / Ｍ ｐｈａｓｅꎬｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｉｎｄｕｃｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＤＲ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ < ０􀆰 ０５).
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ａｃｉｄ Ａ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｕ２５１ ｃｅｌｌｓꎬ ｉｎｈｉｂｉｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＤＲ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｔｕｍｏｒ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ａｃｉｄ Ａꎻ Ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓꎻ Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻ Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅꎻ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 灵 芝 又 称 仙 草ꎬ 属 于 担 子 菌 纲 多 孔 菌 科

(Ｐｏｌｙｐｏｒａｃｅａｅ)灵芝属ꎬ有提高机体免疫力、降压调

脂及抗肿瘤等多种药用价值ꎬ目前已引起医疗界的

广泛关注ꎬ尤其是其在抗肿瘤方面[１]ꎮ 研究发现ꎬ
其抗肿瘤的主要成分是从灵芝孢子粉中提取的灵

芝酸 Ａ[２ － ３]ꎮ 神经胶质瘤又称胶质细胞瘤ꎬ是原发

性中枢神经系统肿瘤中最常见的类型ꎬ约占所有颅

内原发肿瘤的一半[４]ꎮ 目前关于灵芝酸 Ａ 治疗神

经胶质瘤的研究颇多ꎬ但主要局限于抗肿瘤机制方

面ꎬ在药理作用及疗效方面还有待进一步的研

究[５ － ６]ꎮ 血管内皮生长因子受体 ＩＩ 激酶功能区受

体( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ⅱꎬ ＶＥＧＦＲ２ /
ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＫＤＲ)在许多类型肿瘤中高

表达ꎬ其阻滞剂可调节胶质细胞瘤等多种恶性肿瘤

生长[７ － ８]ꎮ 本文主要研究灵芝酸 Ａ 对人胶质瘤

Ｕ２５１ 细胞的生物学影响及 ＫＤＲ 表达的关系ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

实验于 ２０１３ 年 ８ 月 － ２０１５ 年 ８ 月在河北医科

大学动物实验室完成ꎬ人胶质瘤细胞系(Ｕ２５１) 来

源北京大学医学部病理教研室提供ꎬ并由本实验室

冻存ꎻ ＤＭＥＭ、磷酸盐缓冲液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｃ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)、胎牛血清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ
ＴＲＩｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ逆转录试剂盒购自上海

Ｂｅｓｔ￣ Ｂｉｏ 贝博公司ꎻ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒购自

ＴａＫａＲａ 宝生物工程(大连)有限公司、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
购自广州东盛生物科技有限公司ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及苯

甲 基 磺 酰 氟 ( ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ
ＰＭＳＦ)、ＩＰ 细胞裂解液、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液

(５ × )、ＢＣＡ 蛋白浓度测试试剂盒(增强型)、２０ ×
ＴＢＳ 缓冲液等均购自江苏碧云天生物技术研究所ꎻ
ＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻ碘化丙锭 ＰＩ 和

ＲＮａｓｅ 酶购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ流式细胞仪购自美国 ＢＤ
公司ꎻ凋亡试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限

公司ꎻ灵芝酸 Ａ 购于大连美仑生物技术有限公司ꎻ

ＫＤＲ 和 ＧＡＰＤＨ 基因的引物由上海吉玛制药公司合

成并通过测序验证ꎻ兔抗人 ＫＤＲ 单克隆抗体、鼠抗

人 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体购自北京中杉金桥生物技术

有限公司ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养和分组

将培养于含 １０％ 小牛血清、１００ Ｕ / ｍＬ 左氧氟

沙星的 ＤＭＥＭ 培养基中的人胶质瘤细胞株 Ｕ２５１ 细

胞ꎬ置于 ３７℃ ５％ＣＯ２ 密闭式孵箱内培养、传代ꎮ 把

用 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲醇溶解好的灵芝酸 Ａ 放于 ４℃的冰

箱中保存ꎮ 依据灵芝酸 Ａ 的浓度不同分为低浓度

组(０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ)、高浓度组(０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)和对照组

(１％甲醇 ０􀆰 ２ ｍＬ)ꎮ 将 ３ 组细胞放于 ３７℃ 的孵箱

内培养ꎬ取对数生长期细胞用于后续实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＫＤＲ ｍＲＮＡ 表达

用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒提取培养 ４８ ｈ 后 Ｕ２５１ 细胞的

总 ＲＮＡ 量ꎬ并进行反转录ꎮ Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件

设 计 引 物ꎬ ＫＤＲ 上 游 引 物: ５ '̄
ＣＴＧＧＣＡＴＧＧＴＣＴＦＣＴＧＴＧＡＡＧＣＡ ￣３ ’ꎬ 下 游 引 物:
５ ’￣ＡＡＴＡＣＣＡＧＴＧＧＡＴＧＴＧＡＴＧＣＧＧ￣３ ’ꎬ 扩增产 物

７９５ ｂｐꎻ 内 参 照 ＧＡＰＤＨ 上 游 引 物: ５ ’￣
ＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡ￣３ ’ꎬ 下 游 引 物: ５ ’
ＴＣＣＡＧＧＧＧＴＣＴＴＡＣＴＣＣＴＴＧ￣３’ꎬ 扩 增 产 物 为 ５０９
ｂｐꎮ ＰＣＲ 反应条件为 ９４℃变性 ２ ｍｉｎ、 ６２℃退火 １
ｍｉｎ、７２℃ 延伸 １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎬ再于 ７２℃ 延伸 ８
ｍｉｎꎮ 经 １􀆰 ２％ 的琼脂糖凝胶电泳并用凝胶成像仪

观察结果ꎬＵＶＩ 凝胶成像系统摄像ꎬＩｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
７􀆰 ０ 软件分析条带灰度值ꎬＫＤＲ / ＧＡＰＤＨ 比值代表

ＫＤＲ ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＫＤＲ 蛋白表达

提取培养 ４８ ｈ 后各组的总蛋白并测定蛋白浓

度ꎮ 将 ５０ μｇ 总蛋白进行上样、８％ ＳＤＳ 聚丙烯酰胺

凝胶电泳、湿转法转膜并用 １０％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ
加入 ＫＤＲ、ＧＡＰＤＨ(１∶ ８００ 稀释)ꎬ于摇床上 ４℃孵育

过夜ꎮ 用三乙醇胺缓冲盐水溶液洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０
ｍｉｎꎬ洗膜后加入二抗(１∶ ５０００)ꎮ 最后暗室曝光ꎬ用
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超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂检测蛋白条带ꎬ获取图像并

进行条带灰度值分析ꎬ目的蛋白相对表达量 ＝ 目的

蛋白条带灰度值 /内参蛋白条带灰度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＣＣＫ８ 法检测 Ｕ２５１ 细胞的增殖

将 Ｕ２５１ 细胞按 ４０００ 个 /孔的细胞密度接种于

９６ 孔板上ꎬ加入含 １０％胎牛血清 ＤＭＥＭ 培养基 ２００
μＬꎬ每组设 ５ 个复孔ꎬ另设空白孔作为对照ꎮ 每孔

加入 ＣＣＫ￣８ ２０ μＬꎬ培养箱孵育 ４ ｈ 后ꎬ酶标仪检测

４９０ ｎｍ 处的吸光度(Ｄ)值ꎬ取 ５ 个复孔的平均数ꎬ
绘制生长曲线ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室侵袭实验

将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 按 ５０ μｇ /孔的浓度置于聚碳酸酯微

孔滤膜上进行聚合ꎬ每孔下室中加入 １０％的胎牛血

清做条件培养液ꎬ上室加入 Ｕ２５１ 细胞悬液 １００ μＬꎬ
培养箱中培养 ２４ ｈ 后取出ꎬ进行固定、染色并光镜

下计数膜下表面的细胞ꎮ 每张微孔膜计数 ５ 个随机

视野的穿膜细胞数ꎬ计算平均数ꎮ 每组设置 ３ 个小

室ꎬ重复实验 ３ 次ꎮ 细胞侵袭率(％ ) ＝ 穿膜细胞

数 /上室中接种的细胞总数 × １００％
１􀆰 ２􀆰 ６　 细胞周期检测

将细胞进行胰酶消化、ＰＢＳ 冲洗、７０％ 乙醇固

定ꎬ４℃ 过夜ꎮ 用 ＰＢＳ 冲洗ꎬ将细胞混合成 １􀆰 ０ ×
１０５ / ｍＬ 的细胞悬液ꎬ并以细胞悬液∶ ＰＩ ＝ １∶ １加入适

量 ＰＩ 液ꎬ４℃下避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ３００ 目筛网过滤ꎻ流
式细胞仪分析 ＤＮＡ 含量ꎬ软件分析 Ｇ１、Ｓ、Ｇ２ / Ｍ 各

期的细胞数及所占比例ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 流式细胞仪检测细胞凋亡

转染 ７２ ｈ 后ꎬ将细胞用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消

化ꎬ消化完全后移入 Ｅｐ 管ꎬ４ ℃、２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 ５
ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ 加入 ５００ μＬ ｂｕｆｆｅｒꎬ５
μＬ Ａｎｎｅｘｉ ｎ Ｖ ￣ＦＩＴＣꎬ混匀ꎻ 加 ５ μＬ ＰＩ 混匀后室

温、避光反应 ５ ~ １５ ｍｉｎꎻ１ ｈ 内用流式细胞仪检测

(激发波长 Ｅｘ ＝ ４８８ ｎｍꎬ发射波长 Ｅｍ ＝５３０ ｎｍ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＴＵＮＥＬ 染色

细胞分组后 ７２ ｈꎬ行 Ｕ２５１ 细胞爬片并弃培养

液ꎬ自然晾干ꎻ４％多聚甲醛溶液固定ꎬ在室温下用新

鲜配制的 ３％ Ｈ２０２ 进行处理ꎬ０􀆰 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００(溶
于 ０􀆰 １％枸橼酸钠溶液)打孔ꎬ行显色、复染、脱水、
透明、封片及观察ꎮ 每张切片观察 ３ 个视野ꎬ每个视

野连续计数 ３００ 个细胞ꎬ凋亡细胞百分比即为凋亡

指数 ( ｍ )ꎮ ＡＩ (％ ) ＝ 凋 亡 细 胞 彩 总 细 胞 数

× １００％ ꎮ
１􀆰 ３　 统计学处理

应用 ＳＰＳＳ１６􀆰 ０ 统计软件进行分析ꎬ细胞凋亡计

量资料两组间比较采用 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单

因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ结果以 􀭰ｘ ± ｓ 表示ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 灵芝酸 Ａ 降低 ＫＤＲ ｍＲＮＡ 的表达水平

ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ经相关干预后 Ｕ２５１ 细胞

ＫＤＲ ｍＲＮＡ 水平高浓度组 < 低浓度组 < 空白对照

组ꎬ且任意两组间的比较均满足上述关系ꎬ差异具

有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 由此说明低浓度和高

浓度的灵芝酸 Ａ 均能抑制 ＫＤＲ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ且高

浓度的抑制效果更明显(图 １)ꎮ

图 １　 各组 ＫＤＲ ｍＲＮＡ 的表达水平

Ｆｉｇ. １　 ＫＤＲ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 灵芝酸 Ａ 降低 ＫＤＲ 蛋白的表达水平

表达量与空白对照组相比明显降低ꎬ且差异均

有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ而低浓度组与空白对照

组间相比 ＫＤＲ 蛋白的表达量亦明显降低ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 说明低浓度和高浓度的灵

芝酸 Ａ 均能抑制 ＫＤＲ 蛋白的表达ꎬ且随浓度的升

高抑制效果更明显(图 ２)ꎮ

图 ２　 各组 ＫＤＲ 蛋白的表达水平

Ｆｉｇ. ２　 ＫＤＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 ＣＣＫ￣８ 法检测 Ｕ２５１ 细胞增殖情况

ＣＣＫ￣８ 法检测结果表明ꎬ３ 组在 ４９０ ｎｍ 处的 Ａ
值在转染后 ２４、４８、７２、９６ 和 １２０ ｈ 时的大小依次是
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空白对照组 >低浓度组 > 高浓度组ꎬ且任意两组间

比较均成立ꎬ差异有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 绘制

的生长曲线示ꎬ高浓度组较空白对照组和低浓度组

曲线明显降低 (表 １)ꎬ差异有统计学意义 (Ｐ <

０􀆰 ０５)ꎬ低浓度组较空白对照组曲线亦降低ꎬ差异有

统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 表明灵芝酸 Ａ 抑制 Ｕ２５１
细胞增殖ꎬ且随浓度升高抑制作用更明显ꎮ

表 １　 三组细胞各时间点细胞活力的比较 ４９０ ｎｍ(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ５)
Ｔａｂ. １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ４９０ ｎｍ (􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ５)

组别 ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ９６ ｈ １２０ ｈ
空白对照组 ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ６３ ± ０􀆰 ０２ １􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０７ １􀆰 ８６ ± ０􀆰 １６ ２􀆰 ９２ ± ０􀆰 ２７
低浓度组 ０􀆰 ３６ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ０５ １􀆰 ０８ ± ０􀆰 １３ １􀆰 ４３ ± ０􀆰 １２ ２􀆰 １４ ± ０􀆰 １５
高浓度组 ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ６２ ± ０􀆰 ０８ ０􀆰 ９７ ± ０􀆰 １４ １􀆰 ３８ ± ０􀆰 １２

注ꎬＮｏｔｅ:Ｐ < ０􀆰 ０５

图 ３　 不同组 Ｇ１、Ｓ、Ｇ２ 期的比较

Ｆｉｇ. ３　 Ｇ１ꎬ ＳꎬＧ２ ｐｈａｓｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ４　 灵芝酸 Ａ 降低细胞体外侵袭力降低

３ 组穿过滤过膜的细胞数依次为:空白对照组

>低浓度组 >高浓度组ꎬ且差异均有统计学意义(Ｐ
< ０􀆰 ０１)ꎮ 实验结果表明灵芝酸 Ａ 可以抑制 Ｕ２５１
细胞的体外侵袭力ꎬ且随浓度的升高抑制作用增强ꎮ
２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞周期

由图 ３ 及表 ２ 可知ꎬ与空白对照组相比ꎬ低浓度

组和高浓度组 Ｇ１ 期细胞比例均明显降低(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ且高浓度组较低浓度组明显(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ而
Ｓ、Ｇ２ / Ｍ 期细胞比例则明显升高( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ

表 ２　 各组细胞周期分布及凋亡率(％ )
Ｔａｂ. ２　 Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ (％ )
组别 Ｇ１ 期 Ｓ 期 Ｇ２ / Ｍ 期

空白对照组 ６３􀆰 ９１ ± １􀆰 ２１ ２９􀆰 ６１ ± １􀆰 １２ ７􀆰 ６８ ± ０􀆰 ４４
低浓度组 ４８􀆰 ３９ ± １􀆰 ２４ ４０􀆰 １３ ± ０􀆰 ９１ １０􀆰 ５４ ± ０􀆰 ５０
高浓度组 ３１􀆰 ６９ ± ０􀆰 ５２ ４９􀆰 ３６ ± ０􀆰 ７３ １８􀆰 ７５ ± ０􀆰 ７３

注ꎬＮｏｔｅ:Ｐ < ０􀆰 ０５

２􀆰 ６　 流式细胞术检测细胞凋亡

流式细胞仪检测的 ＤＮＡ 直方图显示:３ 组细胞

凋亡率依次为高浓度组 > 低浓度组 > 对照组ꎬ且差

异有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ表明灵芝酸 Ａ 可以明
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显促进 Ｕ２５１ 细胞的凋亡ꎬ且随浓度的增加而增强

(图 ４)ꎮ
２􀆰 ７　 ＴＵＮＥＬ 染色观察细胞凋亡

ＴＵＮＥＬ 染色观察细胞凋亡结果显示ꎬ３ 组中均

出现细胞核被染成棕黄色的 Ｕ２５１ 凋亡细胞ꎬ且 ３

组细胞凋亡数依次为高浓度组 > 低浓度组 > 对照

组ꎬ且差异有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ表明灵芝酸

Ａ 可以明显促进 Ｕ２５１ 细胞的凋亡ꎬ且随浓度的增

加而增强(图 ５)ꎮ

图 ４　 流式细胞术检测各组细胞凋亡

Ｆｉｇ. ４　 Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ５　 ＴＵＮＥＬ 染色观察各组细胞凋亡

Ｆｉｇ. ５　 ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

神经胶质瘤是原发性中枢神经系统肿瘤中最

常见的类型ꎬ迄今为止病因尚未阐明ꎮ 虽然临床上

有手术、药物及放化疗等各种治疗手段ꎬ但其病死

率、复发率仍居高不下ꎬ寻求新的、有效的治疗手段

已成为了当务之急[９ － １０]ꎮ
自上世纪 ８０ 年代以来ꎬ灵芝治疗肿瘤的确切机

制已引起了医务工作者的广泛兴趣ꎮ 研究发现ꎬ灵
芝酸能激活可直接破坏肿瘤细胞核形成的蛋白酶ꎬ
且抑瘤效果与其含量有明显依赖性[１１ － １２]ꎮ 与本项

研究结果相一致ꎮ 本实验研究表明灵芝酸 Ａ 高浓

度组和低浓度组较空白对照组的 ＫＤＲ ｍＲＮＡ 和蛋

白表达均明显下降ꎬ证明灵芝酸 Ａ 在调节肿瘤细胞

的增殖力和侵袭力ꎬ促进细胞凋亡方面起到关键作

用ꎬ提示调控 ＫＤＲ 基因可能直接或间接地参与人胶

质瘤 Ｕ２５１ 细胞周期的调控和凋亡ꎬ其基因的表达

水平改变与肿瘤细胞侵袭力关系密切[１３ － １４]ꎮ 可能

是其抑瘤作用的潜在机制之一ꎮ
人体是一个有机的整体ꎬ体外实验不可能做到

完全模拟人体生理情况ꎬ因此灵芝酸 Ａ 对人胶质瘤

的疗效尚需临床应用数据进行综合分析ꎮ 目前ꎬ从
分子机制探讨灵芝酸 Ａ 的抗肿瘤作用尚处于探索

阶段ꎬ对于恶性肿瘤的治疗效果也尚处于观察阶

段ꎬ需要我们继续进行深入的研究以期早日攻克人

胶质瘤这一疾病ꎮ
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(下接第 ７４ 页)
道ꎬ伊维菌素与 Ｐ￣糖蛋白抑制剂联合使用时ꎬ会对

雄鼠生殖系统造成影响[８]ꎻ对雄性大白鼠经口灌胃

给予伊维菌素达到一定剂量时ꎬ可引起大白鼠睾丸

及附睾脏器系数下降[９]ꎻ对雄性鲫空腹口灌给予伊

维菌素时ꎬ雄性鲫生殖腺指数(ＧＳＩ)下降[１０]ꎬ而本

次研究未观察到雄性大鼠睾丸脏器系数下降ꎬ这可

能与给药途径不同有关ꎮ 伊维菌素的经口与吸入

毒性差异很大ꎬ说明暴露途径非常重要ꎬ在伊维菌

素使用上要着重避免经消化道接触ꎬ兽医或动物医

院在使用伊维菌素时ꎬ要严格保管ꎬ防止丢失ꎮ
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伊维菌素原药对大鼠的亚急性吸入毒性研究

纪　 磊ꎬ岑江杰ꎬ林师道ꎬ胡成云ꎬ方　 华ꎬ徐　 剑ꎬ陈　 杰

(浙江省化工研究院有限公司ꎬ杭州　 ３１００２３)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究伊维菌素原药对大鼠亚急性吸入毒性ꎬ求出最大无作用剂量ꎮ 方法 　 采用 ＳＰＦ 级

Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠ꎬ共 ７２ 只ꎬ随机分成 ６ 组ꎬ每组 １２ 只ꎬ雌雄各半ꎮ 设 １９０、３８０、７５０ ｍｇ / ｍ３ 等 ３ 个剂量组和

１ 个溶剂对照组(０􀆰 ０３％吐温 － ８０ 溶液)ꎬ另设 １ 个空白对照和 １ 个附加组(７５０ ｍｇ / ｍ３)ꎮ 采用动式(口鼻式)吸入

染毒ꎬ每天染毒 １ 次ꎬ持续 ４ ｈꎬ每周染毒 ５ ｄꎬ直至 ２８ ｄꎬ附加组动物停止染毒后继续观察 １４ ｄꎮ 试验结束后ꎬ分别对

动物作血液常规、生化、体重及脏器系数等测定ꎬ并进行组织病理学检查ꎮ 结果 　 ７５０ ｍｇ / ｍ３ 剂量组雌雄大鼠在染

毒后期出现被毛蓬松、呆滞、流涎、震颤等中毒反应ꎮ ７５０ ｍｇ / ｍ３ 剂量组雌鼠食物利用率下降ꎬ血清丙氨酸氨基转移

酶(ＡＬＴ)水平升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ肝脏器系数(脏体比)升高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ且病理组织学检查发现部分大鼠肝细胞混

浊肿胀现象ꎻ７５０ ｍｇ / ｍ３ 剂量组雄鼠染毒第 ４ 周的体重下降ꎬ血清尿素氮(ＢＵＮ)和 ＡＬＴ 水平升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ总胆

固醇(ＣＨＯＬ)水平下降(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 结论 　 伊维菌素原药对大鼠亚急性吸入毒性试验的最大无作用剂量雌、雄性

均为 ３８０ ｍｇ / ｍ３(４ ｈ / ｄ)ꎮ
【关键词】 　 伊维菌素原药ꎻ亚急性吸入毒性ꎻ最大无作用剂量
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ａｄｖｅｒｓｅ ｅｆｆｅｃｔ ｌｅｖｅｌ(ＮＯＡＥＬ). Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｉｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｄｏｓｅｓ ｏｆ Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ＴＣ １９０ꎬ ３８０ꎬ ７５０ ｍｇ / ｍ３ꎬ ｔｈｅ
ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (０􀆰 ０３％ Ｔｗｅｅｎ￣８０ ｓｏｌｕｔｉｏｎ)ꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ (ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ６ ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ６ ｍａｌｅ
Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ). Ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎｈａｌｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｓｅ￣ｏｎｌｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ (４ ｈ / ｄꎬ ５ ｄ / ｗｅｅｋ). Ｔｈｅ
ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｏｔｈｅｒ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｉｎｇ. Ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄꎬ ｔｈｅ
ｒｏｕｔｉｎｅ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｔｏ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｍｅａｓｕｒｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｉｎ ｔｈｅ
ｈｉｇｈ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｈａｉｒ ｆｌｕｆｆｙꎬ ｄｕｌｌꎬ ｓａｌｉｖａｔｉｏｎꎬ ｔｒｅｍｏｒｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｐｅｒｉｏｄꎻ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓꎬ ｆｅｅｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ＡＬＴ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｏ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎻ ｉｎ ｍａｌｅ ｒａｔｓꎬ
ＢＵＮ ａｎｄ ＡＬＴ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＣＨＯＬ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ４ｔｈ ｗｅｅｋ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌ ｗａｓ ｓｅｅｎ ｉｎ ｓｏｍｅ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ ａｔ ｈｉｇｈ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＮＯＡＥＬ ｏｆ Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ＴＣ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ｗａｓ ３８０ ｍｇ / ｍ３(４ ｈ / ｄ ｆｏｒ ２８ ｄａｙｓ).

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ＴＣꎻ Ｓｕｂａｃｕｔｅ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｔｏｘｉｃｉｔｙꎻ ＮＯＡＥＬ

　 　 伊维菌素( ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎꎬＩＶＭ)是由阿维链霉菌发 酵产生的半合成大环内酯类多组分抗生素ꎬ自 １９８１



年投入市场作为兽用驱虫药后ꎬＩＶＭ 因其高效及安

全的杀虫效果ꎬ已被广泛应用于杀灭寄生在家畜及

水产动物等体内的线虫和节肢动物ꎮ 但即便如此ꎬ
随着伊维菌素市场需求量的不断增大ꎬ其对健康的

影响仍应该受到重视ꎮ 目前伊维菌素的毒性文献

报道较少ꎬ为了解较长时间暴露伊维菌素可能引起

的毒性效应ꎬ我们根据国家标准 ＧＢ１５６７０ － １９９５«农
药登记毒理学试验方法»并参考经济合作与发展组

织(ＯＥＣＤ)化学品测试方法[１ － ２] 对伊维菌素的大鼠

亚急性吸入毒性进行了研究ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 受试物

伊维菌素原药ꎬ本白色粉未ꎬ无刺激性气味ꎬ难
溶于水ꎬ含量为 ９０％ ꎬ由浙江某农药公司提供ꎮ
１􀆰 ２　 仪器

ＨＯＰＥ￣８０５２ 型吸入染毒装置、美普达 ＵＶ￣６１００
紫外可见分光光度计、日立 ７０２０ 型全自动血生化分

析仪、ＭＥＫ￣７２２２Ｋ 全自动血细胞分析仪、优利特 －
２００ 自动尿液分析仪、Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｈａｎｄｏｎ Ｅｘｃｅｌｓｉｏｒ 脱水

机、Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｈａｎｄｏｎ Ｈｉｓｔｏｃｅｎｔｒｅ ２ 石蜡包埋机、Ｌｅｉｃａ
ＲＭ２２３５ 轮转式切片机ꎮ
１􀆰 ３　 动物及环境

试验采用 ７２ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠ꎬ雌雄各半ꎬ雌
鼠体重 １８４ ~ ２０３ ｇꎬ雄鼠体重 １９８ ~ ２１１ ｇꎬ由上海西

普尔￣必凯实验动物有限公司 【 ＳＣＸＫ(沪) ２００８ －
００１６】提供ꎮ 本研究在本机构动物实验设施中进行

【ＳＹＸＫ(浙) ２００９ － ０１２５】ꎬ动物房内通风 １０ ~ １２
次 / ｈꎬ人工照明ꎬ１２ ｈ / １２ ｈ 明暗交替ꎬ室温 ２０ °Ｃ ~
２６ °Ｃꎬ相对湿度 ４０％ ~７０％ ꎬ动物单独编号ꎬ同性别

２ 只一笼ꎬ饲养于不锈钢笼具内ꎬ动物自由摄食ꎬ饮
用灭菌水ꎬ饲料为全价营养辐照饲料ꎮ 本研究编号

为 ＡＰＳ２０１３１２０２５８Ａꎬ经过实验动物管理小组审核批

准后实施ꎬ按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予实验动

物人道关怀ꎮ
１􀆰 ４　 剂量设计

预先进行大鼠急性吸入毒性试验和 ３ 周反复吸

入毒性试验ꎬ得出伊维菌素原药急性吸入 ＬＤ５０ (吸
入 ４ ｈ)为 ３６９０(２７１０ － ５０１０)ｍｇ / ｍ３ꎮ ３ 周反复吸入

试验显示:在 ３８０ ｍｇ / ｍ３剂量条件下动物无明显中

毒症状及体重和进食量无明显差异ꎬ在 ７５０ ｍｇ / ｍ３

剂量条件下ꎬ第 ５ 天起动物开始出现流涎、被毛潮湿

等中毒症状ꎬ在染毒结束回笼 ２ ｈ 后逐渐恢复ꎬ次日

染毒前症状基本消失ꎮ ３ 周染毒期间动物无死亡ꎮ
因此正式试验中ꎬ将动物按体重随机分成 １９０、３８０、
７５０ ｍｇ / ｍ３等 ３ 个剂量组ꎬ１ 个溶剂对照组(０􀆰 ０３％
吐温 － ８０ 溶液)、１ 个空白对照组和 １ 个附加组

(７５０ ｍｇ / ｍ３)ꎬ每组 １２ 只ꎬ雌雄各半ꎮ
１􀆰 ５　 供试品配制

供试品先加入 １％ 吐温 － ８０ 进行乳化ꎬ用蒸馏

水配成不同浓度乳化液ꎬ作为各剂量组和附加组的

试验用液ꎮ 空白对照组不使用任何溶剂和供试品ꎬ
吸入染毒直接通空气ꎮ 溶剂对照组采用 ０􀆰 ０３％ 吐

温 － ８０ 蒸馏水溶液ꎬ其它条件同试验组ꎮ
１􀆰 ６ 染毒方法

采用 ＨＯＰＥ￣８０５２ 型动式吸入(口鼻式)染毒装

置ꎬ染毒装置柜体容积为 ０􀆰 ０６ ｍ３ꎮ 大鼠用固定器

固定后插于染毒柜上ꎬ仅暴露口鼻ꎮ 设定染毒装置

参数:药物流速 １􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎ、进气流速 ２􀆰 ２ ｍ３ / ｈ、染
毒时间 ４ ｈꎮ 用磁力搅拌器低速搅拌受试液ꎬ启动染

毒装置ꎬ发生气溶胶ꎮ 染毒期间染毒柜内保持温度

在 ２０℃ ~２６℃、氧含量不低于 １９％ ꎬ染毒期间动物

禁食、禁水ꎬ染毒结束ꎬ取出动物回笼、自由进食饮

水ꎮ 每天连续经呼吸道吸入染毒 ４ ｈꎬ每周染毒 ５ ｄꎬ
直至 ２８ ｄꎬ附加组动物在染毒结束后继续观察 ２ 周ꎮ
１􀆰 ７　 浓度测定

在染毒柜内动物呼吸带ꎬ用大气采样机串联气

泡吸收管(以 １０ ｍＬ 甲醇为吸收液)采集 ５ Ｌ(流量 １
Ｌ / ｍｉｎ、采集时间 ５ ｍｉｎ)染毒气溶胶ꎬ应用紫外分光

光度法(以受试物为标样ꎬ以 ２４５ ｎｍ 为测定波长)ꎬ
于第 １、２、３、４、５、１５、２２、２８ 天ꎬ每天 ３ 次ꎬ采样测定

动物呼吸道染毒浓度ꎬ平均值为实测浓度ꎮ
１􀆰 ８　 观察指标

１􀆰 ８􀆰 １　 一般指标:试验期间每日观察大鼠的活动和

中毒症状ꎬ并进行周进食量和周体重变化的记录ꎬ
并测定食物利用率ꎮ
１􀆰 ８􀆰 ２　 血生化和血常规测定:于试验结束时ꎬ各组

大鼠经眼眶静脉采血ꎬ进行血液生化和血常规测

定ꎮ 血液生化指标包括丙氨酸氨基转移酶(ＡＬＴ)、
天门冬氨酸氨基转移酶(ＡＳＴ)、碱性磷酸酶(ＡＬＰ)、
尿素氮(ＢＵＮ)、肌酐(ＣＲＥＡ)、总胆红素(ＴＢＩＬ)、白
蛋白(ＡＬＢ)、总蛋白(ＴＰ)、总胆固醇(ＣＨＯＬ)、胆碱

酯酶(ＣＨＥ)、血糖(ＧＬＵ)等ꎮ 血常规指标包括白细

胞计数(ＷＢＣ)及其分类、红细胞计数(ＲＢＣ)、血红

蛋白浓度(ＨＧＢ)、红细胞压积(ＨＣＴ)、平均红细胞

体积(ＭＣＶ)、平均红细胞血红蛋白量(ＭＣＨ)、平均

１７中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



红细胞血红蛋白浓度 (ＭＣＨＣ)、红细胞分布宽度

(ＲＤＷ)、 血小板计数 ( ＰＬＴ)、 平均血小板体积

(ＭＰＶ)、 血小板分布宽度 ( ＰＤＷ)、 血小板压积

(ＰＣＴ)等ꎮ
１􀆰 ８􀆰 ３　 尿常规测定:试验结束前 １ ｄ 留取 ６ ｈ 尿液

进行尿常规测定ꎬ指标包括尿 ｐＨ 值、亚硝酸盐

(ＮＩＴ)、蛋白质(ＰＲＯ)、糖(ＧＬＵ)、维生素 Ｃ(ＶＣ)、
隐血( ＢＬＤ)、比重 ( ＳＧ)、胆红素 ( ＢＩＬ)、尿胆原

(ＵＲＯ)、酮体(ＫＥＴ)、白细胞计数(ＷＢＣ)等ꎮ
１􀆰 ８􀆰 ４　 脏器系数及病理检查:试验结束动物进行大

体解剖ꎬ检查各脏器肉眼可见病变ꎬ称取脑、心、肺、
肝、脾、肾、肾上腺、睾丸和卵巢等脏器湿重ꎬ计算脏器

系数ꎮ 对溶剂对照组、空白对照组、高剂量组及附加

组动物主要脏器以及大体解剖时发现的异常组织取

样固定于 １５％中性甲醛溶液ꎬ作组织病理学检查ꎮ
１􀆰 ９　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ 软件进行统计分析ꎬ所有计数数据以

􀭰ｘ ± ｓ 表示ꎬ采用 Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 的 Ｄｕｎｎｅｔｔ￣ｔ 检验

或 /和 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验来检验各染毒组均数

与溶剂对照组比较是否具有显著性差异ꎬＰ < ０􀆰 ０５
则判定差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 受试物染毒浓度实测结果

在染毒期间实测动物呼吸带受试物浓度 ２４ 次ꎬ
测得 １９０、３８０、７５０ ｍｇ / ｍ３ 和附加组的受试物平均

浓度分别为 １８４、３８０、７３９、７４１ ｍｇ / ｍ３ꎮ
２􀆰 ２　 一般状况、进食量及体重检查

７５０ ｍｇ / ｍ３ 剂量组雄鼠体重与溶剂对照组相比

下降ꎬ差异与有极显著性意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ其余各

组动物体重与溶剂对照组相比无明显差异(Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎮ 各组进食量与溶剂对照组相比无明显差异

(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ７５０ ｍｇ / ｍ３ 剂量组雌鼠的食物利用率

与溶剂对照组相比下降ꎬ差异有极显著性意义(Ｐ
< ０􀆰 ０１)(表 １)ꎮ ７５０ ｍｇ / ｍ３ 剂量组和附加组在染

毒的第 １５ ~ ２６ 天相继观察到个别或部分动物出现

被毛蓬松、流涎、被毛潮湿、俯卧及震颤症状ꎮ 上述

症状在动物染毒结束回笼 ２ ｈ 后开始缓解ꎬ次日染

毒前均恢复正常ꎮ 其他剂量组和对照组动物均未

观察到中毒症状ꎮ 附加组动物中毒症状在 ２ 周观察

恢复期开始后 ２ ~ ３ ｄ 消失ꎬ亦未见死亡ꎮ
２􀆰 ３　 血液生化测定

血液生化测定显示染毒结束 ７５０ ｍｇ / ｍ３ 剂量组

雌雄大鼠的 ＡＬＴ 水平显著高于溶剂对照组(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ雄鼠的 ＢＵＮ 水平显著高于溶剂对照组(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ雄鼠的 ＣＨＯＬ 水平低于溶剂对照组 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ其他血液生化指标未见异常改变(表 ２)ꎮ

表 １　 伊维菌素原药对大鼠体重变化和食物利用率的影响
Ｔａｂ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ＴＣ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｅｅｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ

性别
Ｓｅｘ

组别
Ｇｒｏｕｐ

染毒前
Ｂｅｆｏｒｅ

ｅｘｐｏｓｕｒｅ

染　 　 毒　 　 期　 (周) Ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｐｅｒｉｏｄ(ｗｅｅｋ)

１ ２ ３ ４ ５ ６

平均食物
利用率(％ )
Ｆｅｅｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

雌
Ｆｅｍａｌｅ

雄
Ｍａｌｅ

空白对照
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ １９５ ± ８ ２１３ ± ８ ２２９ ± １３ ２３９ ± １１ ２４７ ± １４ － － ９􀆰 ２７ ± ２􀆰 ７２

溶剂对照
Ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １９３ ± ９ ２１０ ± ８ ２２１ ± ９ ２４０ ± １２ ２４９ ± １０ － － ９􀆰 ４３ ± １􀆰 ８０

１９０ ｍｇ / ｍ３ １９４ ± ８ ２１５ ± １１ ２２８ ± １２ ２３３ ± １３ ２４０ ± １６ － － ８􀆰 ４４ ± ２􀆰 ５３
３８０ｍｇ / ｍ３ １９５ ± ６ ２０７ ± １０ ２２１ ± １２ ２２７ ± １６ ２３６ ± １５ － － ７􀆰 ５０ ± ２􀆰 ６７
７５０ｍｇ / ｍ３ １９５ ± ８ ２０５ ± ７ ２２２ ± １２ ２３４ ± １７ ２２８ ± ２１ － － ５􀆰 ９４ ± ４􀆰 １１∗∗

７５０ｍｇ / ｍ３(附加组)
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ

１９４ ± ７ ２０６ ± ７ ２２６ ± １４ ２３２ ± ７ ２４３ ± １４ ２５６ ± １０ ２７４ ± １０ ９􀆰 ４０ ± ２􀆰 ３６

空白对照
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ２０４ ± ５ ２４１ ± ４ ２８５ ± ６ ３０５ ± １０ ３２５ ± ９ － － １７􀆰 ０６ ± ０􀆰 ９６

溶剂对照
Ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２０５ ± ５ ２４２ ± １４ ２７１ ± ８ ３１１ ± ２２ ３２７ ± ２０ － － １５􀆰 ５４ ± ２􀆰 ０３

１９０ ｍｇ / ｍ３ ２０４ ± ６ ２４５ ± １２ ２８１ ± １５ ３１１ ± １４ ３３１ ± １９ － － １８􀆰 ４２ ± ２􀆰 ３３
３８０ｍｇ / ｍ３ ２０５ ± ６ ２３９ ± ９ ２７５ ± ９ ３１４ ± １６ ３３５ ± ２０ － － １８􀆰 ６３ ± ２􀆰 ２２
７５０ｍｇ / ｍ３ ２０５ ± ６ ２３５ ± １５ ２６４ ± ８ ３０８ ± １３ ２９３ ± ２８∗∗ － － １２􀆰 ６２ ± ３􀆰 ７５

７５０ｍｇ / ｍ３(附加组)
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ

２０５ ± ５ ２３５ ± ９ ２５９ ± ２０ ２８８ ± ２１ ３０２ ± ２０∗ ３３６ ± ２３ ３６５ ± ２３ １５􀆰 ５４ ± ３􀆰 ６８

注:与溶剂对照组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１.

２７ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



表 ２　 伊维菌素原药对大鼠血液生化指标的影响
Ｔａｂ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ＴＣ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ

性别
Ｓｅｘ

组别
Ｇｒｏｕｐ

动物数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｔ

ＡＬＴ
(Ｕ / Ｌ)

ＢＵＮ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＣＨＯＬ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

雌
Ｆｅｍａｌｅ

雄
Ｍａｌｅ

空白对照
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ５３ ± ８ ７􀆰 ８２ ± ０􀆰 ８５ １􀆰 ９３ ± ０􀆰 ２５

溶剂对照
Ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ５５ ± ５ ９􀆰 ２１ ± １􀆰 ０２ １􀆰 ９４ ± ０􀆰 ２１

１９０ ｍｇ / ｍ３ ６ ５６ ± ９ ８􀆰 ３２ ± ０􀆰 ２１ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 ２９
３８０ｍｇ / ｍ３ ６ ６０ ± ８ ９􀆰 ８４ ± １􀆰 １３ ２􀆰 ３６ ± ０􀆰 ４６
７５０ｍｇ / ｍ３ ６ ９１ ± ３３∗∗ ９􀆰 ８５ ± ０􀆰 ５１ ２􀆰 １２ ± ０􀆰 ６４

７５０ｍｇ / ｍ３(附加组)
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ

６ 　 　 ４６ ± ８ ７􀆰 ０８ ± ０􀆰 ８０∗∗ ２􀆰 １６ ± ０􀆰 ２９

空白对照
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ７４ ± １６ ８􀆰 ３０ ± １􀆰 ３１ １􀆰 ７０ ± ０􀆰 ２４

溶剂对照
Ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ６３ ± １１ ８􀆰 ３１ ± １􀆰 ６９ １􀆰 ８８ ± ０􀆰 ２６

１９０ ｍｇ / ｍ３ ６ ６４ ± ６ ８􀆰 ５５ ± ０􀆰 ８３ １􀆰 ８４ ± ０􀆰 １３
３８０ｍｇ / ｍ３ ６ ６６ ± １２ ８􀆰 ３１ ± ０􀆰 ５１ ２􀆰 １６ ± ０􀆰 ３４
７５０ｍｇ / ｍ３ ６ ８５ ± ４２∗∗ １０􀆰 ４７ ± １􀆰 ９２∗∗ １􀆰 ４４ ± ０􀆰 ３４∗

７５０ｍｇ / ｍ３(附加组)
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ

６ ５５ ± ８ ６􀆰 ５４ ± ０􀆰 ８５∗∗ １􀆰 ６５ ± ０􀆰 ２６

注:与溶剂对照组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１.

表 ３　 伊维菌素原药对大鼠脏器系数的影响
Ｔａｂ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ＴＣ ｏｎ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ

性别
Ｓｅｘ

组别
Ｇｒｏｕｐ

动物数
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｒａｔ

脑
Ｂｒａｉｎ

心
Ｈｅａｒｔ

肺
Ｌｕｎｇ

肝
Ｌｉｖｅｒ

脾
Ｓｐｌｅｅｎ

肾
Ｋｉｄｎｅｙ

肾上腺
Ａｄｒｅｎａｌ

卵巢
(睾丸)
Ｔｅｓｔｉｃｌｅ

雌
Ｆｅｍａｌｅ

雌
Ｆｅｍａｌｅ

空白对照
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ０􀆰 ７７

± ０􀆰 ０６
０􀆰 ３４
± ０􀆰 ０２

０􀆰 ４０
± ０􀆰 ０２

３􀆰 ６７
± ０􀆰 ２０

０􀆰 ２３
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ６７
± ０􀆰 ０５

０􀆰 ０２９
± ０􀆰 ００５

０􀆰 ０３５
± ０􀆰 ００７

溶剂对照
Ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ０􀆰 ７７

± ０􀆰 ０５
０􀆰 ３３
± ０􀆰 ０２

０􀆰 ４０
± ０􀆰 ０３

３􀆰 ４３
± ０􀆰 ２８

０􀆰 １９
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ７２
± ０􀆰 ０５

０􀆰 ０２９
± ０􀆰 ００３

０􀆰 ０３９
± ０􀆰 ００６

１９０ ｍｇ / ｍ３ ６ ０􀆰 ８０
± ０􀆰 ０７

０􀆰 ３３
± ０􀆰 ０２

０􀆰 ４０
± ０􀆰 ０４

３􀆰 ７３
± ０􀆰 １５

０􀆰 １９
± ０􀆰 ０２

０􀆰 ７２
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ０２７
± ０􀆰 ００１

０􀆰 ０３９
± ０􀆰 ００６

３８０ｍｇ / ｍ３ ６ ０􀆰 ８０
± ０􀆰 ０５

０􀆰 ３３
± ０􀆰 ０１

０􀆰 ４０
± ０􀆰 ０４

３􀆰 ８５
± ０􀆰 ２５

０􀆰 ２０
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ７２
± ０􀆰 ０４

０􀆰 ０３２
± ０􀆰 ００３

０􀆰 ０３６
± ０􀆰 ００７

７５０ｍｇ / ｍ３ ６ ０􀆰 ８３
± ０􀆰 ０６

０􀆰 ３４
± ０􀆰 ０２

０􀆰 ４０
± ０􀆰 ０１

３􀆰 ９５
± ０􀆰 ３６∗

０􀆰 ２０
± ０􀆰 ０１

０􀆰 ７６
± ０􀆰 ０４

０􀆰 ００３
± ０􀆰 ００６

０􀆰 ０３５
± ０􀆰 ００８

７５０ｍｇ / ｍ３(附加组)
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ

６ ０􀆰 ６９
± ０􀆰 ０７

０􀆰 ３２
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ３８
± ０􀆰 ２２

３􀆰 ３６
± ０􀆰 ５２

０􀆰 １９
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ６７
± ０􀆰 ０６

０􀆰 ０２７
± ０􀆰 ００３

０􀆰 ０３５
± ０􀆰 ００３

空白对照
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ０􀆰 ６４

± ０􀆰 ０５
０􀆰 ３１
± ０􀆰 ０２

０􀆰 ３５
± ０􀆰 ０２

３􀆰 ４４
± ０􀆰 ２４

０􀆰 １８
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ６８
± ０􀆰 ０９

０􀆰 ０１７
± ０􀆰 ００２

０􀆰 ９１
± ０􀆰 ０７

溶剂对照
Ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ０􀆰 ６３

± ０􀆰 ０３
０􀆰 ３６
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ３５
± ０􀆰 ０３

３􀆰 ４０
± ０􀆰 １６

０􀆰 １８
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ７４
± ０􀆰 ０４

０􀆰 ０１７
± ０􀆰 ００２

０􀆰 ９６
± ０􀆰 ０７

１９０ ｍｇ / ｍ３ ６ ０􀆰 ６４
± ０􀆰 ０５

０􀆰 ３２
± ０􀆰 ０１

０􀆰 ３３
± ０􀆰 ０２

３􀆰 ４４
± ０􀆰 １３

０􀆰 １９
± ０􀆰 ０２

０􀆰 ７０
± ０􀆰 ０７

０􀆰 ０７８
± ０􀆰 ００２

０􀆰 ９７
± ０􀆰 ０３

３８０ｍｇ / ｍ３ ６ ０􀆰 ６２
± ０􀆰 ０５

０􀆰 ３２
± ０􀆰 ０２

０􀆰 ３２
± ０􀆰 ０１

３􀆰 ５０
± ０􀆰 １３

０􀆰 １８
± ０􀆰 ０１

０􀆰 ７２
± ０􀆰 ０４

０􀆰 ０１７
± ０􀆰 ００３

０􀆰 ８９
± ０􀆰 ０６

７５０ｍｇ / ｍ３ ６ ０􀆰 ７０
± ０􀆰 ０７

０􀆰 ３４
± ０􀆰 ０１

０􀆰 ３５
± ０􀆰 ０３

３􀆰 ３９
± ０􀆰 ３０

０􀆰 １９
± ０􀆰 ０４

０􀆰 ７９
± ０􀆰 ０５

０􀆰 ０２２
± ０􀆰 ００４

１􀆰 ０４
± ０􀆰 １０

７５０ｍｇ / ｍ３(附加组)
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ

６ ０􀆰 ５７
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ３３
± ０􀆰 ０４

０􀆰 ３２
± ０􀆰 ０３

３􀆰 ３８
± ０􀆰 ３４

０􀆰 １９
± ０􀆰 ０２

０􀆰 ７０
± ０􀆰 ０３

０􀆰 ０１７
± ０􀆰 ００１

０􀆰 ７７
± ０􀆰 ０３

注:与溶剂对照组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５.

３７中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



２􀆰 ４　 血常规测定

血常规测定显示染毒结束 １９０ ｍｇ / ｍ３ 剂量组雄

鼠 ＲＢＣ 和 ＨＧＢ 水平高于溶剂对照组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ
但与空白对照组相比差异无显著性ꎬ且在本实验室

检测值正常范围内ꎬ故无临床意义ꎻ雌鼠的血液学

指标均未见异常改变ꎮ
２􀆰 ５　 尿常规测定

尿常规检测结果显示各剂量组间差异无统计

学意义(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ

２􀆰 ６　 脏器系数和病理学检查

染毒结束时ꎬ动物大体解剖显示ꎬ１９０ ｍｇ / ｍ３ 剂

量组 １ 例雄鼠右肾缺如ꎬ左肾大ꎬ其余均未见肿瘤及

其它肉眼可见的病变ꎮ 脏器系数结果表明ꎬ７５０ ｍｇ /
ｍ３ 剂量组雌鼠肝脏器系数高于溶剂对照组雌鼠ꎬ有
显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５) (表 ３)ꎮ 病理组织学检查

发现ꎬ７５０ ｍｇ / ｍ３ 剂量组部分雌鼠肝脏出现肝细胞

混浊肿胀现象(图 １)ꎮ 其它动物受检脏器均未见有

意义的组织病理学改变ꎮ

注:Ａ. 溶剂对照组雌性大鼠肝脏ꎬ无异常ꎻＢ. ７５０ｍｇ / ｍ３ 剂量组雌性大鼠肝脏ꎬ肝细胞混浊肿胀ꎮ

图 １　 伊维菌素引起高剂量组雌性大鼠肝脏混浊肿胀(ＨＥ × １０)
Ｎｏｔｅ:Ａ. Ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ａｂｎｏｒｍａｌ ｌｉｖｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔꎻ

Ｂ. Ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ７５０ｍｇ / ｍ３ꎬＨｅｐａｔｉｃ ｃｅｌｌ ｃｌｏｕｄｙ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔ.

Ｆｉｇ. １　 Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｃｌｏｕｄｙ ｓｗｅｌｌｉｎｇ(ＨＥ × １０)

３　 讨论

伊维菌素的作用机制在于:药物与虫体细胞上

的特异性高、亲和力强的位点结合ꎬ影响虫体细胞

膜中的谷氨酸钠离子通道对氯离子的通透性ꎬ进而

引起抑制性神经递质 γ￣氨基丁酸(ＧＡＢＡ)的释放增

加ꎬＧＡＢＡ 作用于突触前的神经末梢ꎬ减少兴奋性递

质的释放ꎬ使突触后膜产生兴奋性突触后电位减

少ꎬ突触后神经元因膜电位的去极化程度达不到阈

值而不能进入兴奋状态ꎬ从而引起抑制而使虫体麻

痹、死亡[３ － ７]ꎮ 此次实验研究我们对大鼠进行反复

吸入伊维菌素原药 ２８ ｄ 后ꎬ发现:在 ７５０ ｍｇ / ｍ３ 剂

量组ꎬ雌雄大鼠在染毒后期出现被毛蓬松、呆滞、流
涎、震颤等中毒反应ꎬ雌鼠食物利用率下降、血液

ＡＬＴ 水平与肝脏体比升高ꎬ且病理组织学检查发现

部分大鼠肝细胞混浊肿胀现象ꎻ雄鼠血液 ＡＬＴ 和

ＢＵＮ 水平升高、第 ４ 周体重和 ＣＨＯＬ 水平下降ꎮ 在

７５０ ｍｇ / ｍ３ 以下剂量组动物均未发现有意义的改

变ꎮ 附加组(７５０ ｍｇ / ｍ３)动物在停止染毒后 １４ ｄ 观

察期内体重、食物利用率以及血生化水平等指标均

恢复正常ꎮ 在本试验条件下ꎬ伊维菌素原药对大鼠

亚急性吸入毒性试验的最大无作用剂量雌、雄性均

为 ３８０ ｍｇ / ｍ３ (４ ｈ / ｄ)ꎮ 在反复吸入 ７５０ ｍｇ / ｍ３ 伊

维菌素后ꎬ雌雄大鼠血液 ＡＬＴ 水平上升ꎬ雄鼠 ＢＵＮ
水平上升ꎬ雌鼠肝脏体比升高ꎬ且病理检查肝脏有

肝细胞混浊肿胀现象ꎬ因此初步判断肝脏可能是伊

维菌素作用靶器官ꎮ 本试验结果为安全评价伊维

菌素原药的亚急性吸入毒性提供了有价值的毒理

学资料ꎬ并为慢性毒性试验剂量设计提供良好参考ꎮ
有文献报道[６]ꎬ伊维菌素的药动学显示ꎬ给药

途径(经口或皮下注射)、动物种类对趋杀体内外寄

生虫的疗效没有影响ꎬ均吸收迅速ꎬ分布广泛ꎬ对动

物经口服用(犬、猪)或皮下注射(牛、羊)ꎬ生物利用

度均可达 ９５％ ꎮ 伊维菌素原药对大鼠急性经口

ＬＤ５０ ( ｍｇ / ｋｇ ): 雄 １１􀆰 ６ꎬ 雌 ２４􀆰 ６ － ４１􀆰 ６[７]ꎬ 按

ＧＢ１５６７０ － １９９５[１] 判定ꎬ伊维菌素属高毒ꎮ 而我们

测得伊维菌素原药对大鼠急性吸入 ＬＣ５０(吸入 ４ ｈ)
为 ３６９０(２７１０ － ５０１０)ｍｇ / ｍ３ꎬ属低毒ꎮ 还有文献报

　 　 　 (上转第 ６９ 页)
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􀦋􀦋技术方法

Ｈ￣１ 细小病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立与应用

付　 瑞ꎬ李晓波ꎬ王淑菁ꎬ王　 吉ꎬ卫　 礼ꎬ巩　 薇ꎬ岳秉飞ꎬ贺争鸣

(中国食品药品检定研究院ꎬ北京　 １０００５０)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立 Ｈ￣１ 细小病毒抗体的 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎬ并进行初步应用ꎮ 方法 　 采用大鼠神经胶质瘤

细胞 Ｃ６ 培养大鼠 Ｈ￣１ 细小病毒ꎬ制备包被抗原ꎬ采用纯化后抗原建立该病毒的 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎻ将建立的方法与

国外同类试剂盒进行比对ꎬ考察该方法的特异性和灵敏度ꎮ 同时ꎬ应用该方法对 ３５ 份大鼠血清进行检测ꎮ 结果

所建立的方法可检测出稀释 １２８０ 倍的阳性血清ꎻ与犬细小病毒、小鼠微小病毒和猪细小病毒阳性血清均无交叉反

应ꎻ与大鼠细小 ＫＲＶ 病毒有交叉反应ꎻ对 ３５ 份大鼠血清进行检测ꎬ结果均为阴性ꎬ与国外同类试剂盒结果一致ꎮ 结

论 　 所建立的 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 检测方法具有良好的种属特异性和灵敏度ꎬ可用于大鼠血清中 Ｈ￣１ 细小病毒

抗体检测ꎮ
【关键词】 　 Ｈ￣１ 细小病毒ꎻＥＬＩＳＡꎻ抗体检测
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ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｗｅｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅꎬ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｉｎ ｒａｔ ｓｅｒｕｍ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓꎻ ＥＬＩＳＡꎻ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 大鼠细小病毒(Ｒａｔ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓꎬＲＰＶ)是对实验

大鼠危害最为严重的病毒之一ꎮ 成年大鼠感染多

无临床症状ꎬ免疫抑制等因素可激发本病ꎮ ＲＰＶ 还

可污染肿瘤移植物和细胞系ꎬ对实验研究产生严重

干扰[１]ꎮ Ｔｏｏｌａｎ[２] 从经大鼠传代的人肿瘤细胞系

(ＨＥＰ￣１)分离到第 ２ 株大鼠细小病毒ꎬ通常称为 Ｈ￣
１ 细小病毒ꎬ又称 Ｔｏｏｌａｎ 病毒ꎮ Ｈ￣１ 细小病毒属于

细小病毒科ꎬ其天然宿主为大鼠ꎬ病毒粒子直径为



２０ ~ ２５ ｎｍꎬ为无囊膜单链 ＤＮＡ 病毒ꎬ其核酸约为

５１００ ｎｔ[３]ꎮ
我国实验动物国家标准( ＧＢ １４９２２􀆰 ２ － ２０１１)

规定大鼠细小病毒 ＫＲＶ 和 Ｈ￣１ 株为 ＳＰＦ 实验大鼠

病毒的必检项目ꎮ 本研究采用可传代的大鼠神经

胶质瘤细胞 Ｃ６ 培养 Ｈ￣１ 细小病毒[４]ꎬ从而建立了

Ｈ￣１ 细小病毒抗体的 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 毒株和细胞

Ｈ￣１ 细小病毒购自美国标准培养物保存中心

(ＡＴＣＣꎬＶＲ￣３５６)ꎬ大鼠神经胶质瘤细胞 Ｃ６ 中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库ꎮ
１􀆰 ２　 其它试剂及样品

商品化 Ｈ￣１ ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒购自美国

ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司ꎻ猪细小病毒、小鼠微小病毒和犬细

小病毒阴阳对照血清均为科室制备保存ꎻ山羊抗大

鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ、山羊抗小鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ、山羊抗猪 ＩｇＧ￣
ＨＲＰ 和山羊抗犬 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 均购自 ＫＰＬ 公司ꎻＤＭＥＭ
培养基和胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ３５ 份清洁级与

ＳＰＦ 级大鼠血清样本来自北京地区实验动物监督检

验收集样品ꎮ
１􀆰 ３　 病毒培养

将 Ｃ６ 细胞按照 ６ × １０４ 个 / ｍＬ 的浓度接种于细

胞培养瓶ꎬ采用含 ５％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养及培

养 ６ ｈ 后将 Ｈ￣１ 病毒液以 ０􀆰 ０２ ＭＯＩ 的比例加入培

养瓶中ꎮ 置含有 ５％二氧化碳的 ３７℃培养箱中培养

３６ ｈꎬ待细胞长满单层后ꎬ弃去瓶中培养液ꎬ加入等

体积的含 ２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ继续培养

３６ ｈꎬ完全病变的病毒冻存于 － ７０℃保存ꎮ
１􀆰 ４　 病毒滴定

将 Ｃ６ 细胞按照 ６ × １０４ 个 / ｍＬ 的浓度接种于

９６ 孔细胞培养板ꎬ培养 ６ ｈ 后将 Ｈ￣１ 病毒液以 １０ － １

~ １０ － １１作系列倍比稀释ꎬ依次加入培养有 Ｃ６ 细胞

的 ９６ 孔细胞培养板(１ ~ １１ 列)ꎬ每个稀释度接种 １
列(８ 孔)ꎬ第 １２ 列不加病毒ꎬ作为细胞对照ꎮ 置含

有 ５％ 二氧化碳的 ３７℃ 培养箱中观察 １０ ｄꎬ记录

结果ꎮ
１􀆰 ５　 抗原的制备及纯化

正常抗原:Ｃ６ 细胞按照 ６ × １０４ 个 / ｍＬ 的浓度

接种于细胞培养瓶ꎬ待长满单层后ꎬ用 １０％ ＡＴＶ 常

规法消化ꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ沉淀

溶于适量 ＰＢＳ 冻融 ３ 次后ꎬ超声破碎ꎬ１００００ ｒ / ｍｉｎ

离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ测定蛋白含量ꎮ 分装后作为正

常抗原冻存于 － ７０℃备用ꎮ
特异抗原:收获 Ｈ￣１ 病毒ꎬ于 ４℃ꎬ１００００ ｒ / ｍｉｎ

离心 １ ｈꎬ取上清于 ４℃ꎬ４００００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｈꎬ收集

沉淀于适量 ＰＢＳ 中ꎮ 超声破碎后ꎬ再经 ２０％蔗糖离

心ꎬ采用紫外分光光度法测定抗原蛋白含量ꎮ 分装

后作为正常抗原冻存于 － ７０℃备用ꎮ
１􀆰 ６　 毒种的 ＰＣＲ 鉴定

常规方法提取病毒 ＤＮＡꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ琼脂

糖电泳后应能观察到 １８３ ｂｐ 的可见目的条带ꎮ
ＰＣＲ 产物送测序ꎬ测序结果与 ＮＣＢＩ 核酸数据库

比对ꎮ
１􀆰 ７　 判断标准的确定

依据实验动物国家标准选择 ＯＤ４９０来读取吸光

度ꎮ 在阴、阳对照血清成立的情况下ꎬ待检血清特

异抗原孔 Ａ 值≥０􀆰 ２、待检血清特异抗原孔 Ａ 值 /阴
性对照特异抗原孔 Ａ 值(Ｐ / Ｎ 值)≥２􀆰 １ꎬ判为阳性ꎮ
１􀆰 ８　 正常抗原与特异抗原、酶结合物最佳工作浓度

的确定

将阳性血清、阴性血清、包被抗原、ＨＲＰ 标记的

山羊抗大鼠 ＩｇＧ 进行系列倍比稀释ꎬ根据方阵滴定

法确定试验的最适工作条件ꎮ
１􀆰 ９　 精密性测定

取阴性血清与阳性血清各一份ꎬ１ ∶ ４０ 稀释后ꎬ
各用一块纯化后 Ｈ￣１ 细小病毒包被的 ９６ 孔板测定ꎮ
得到的结果分别计算平均值及标准差ꎬ计算板内变

异系数(ＣＶ)ꎮ
１􀆰 １０　 特异性测定

用已建立的 ＥＬＩＳＡ 法和 ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司检测试

剂盒分别检测大鼠细小 ＫＲＶ 病毒、小鼠微小病毒

(ＭＶＭ)、犬细小病毒(ＣＰＶ)和猪细小病毒( ＰＰＶ)
阴、阳性血清ꎬ同时设 Ｈ￣１ 病毒标准阴、阳性血清

对照ꎮ
１􀆰 １１　 重复性测定

取纯化后 Ｈ￣１ 抗原包被的 ９６ 孔板ꎬ分别对 ２０
份血清(其中阴性血清 １５ 份ꎬ阳性血清 ５ 份)重复

测定三次ꎬ计算结果的符合率ꎮ
１􀆰 １２　 稳定性测定

用纯化后 Ｈ￣１ 抗原包被 ９６ 孔 ＥＬＩＳＡ 板 １１ 块ꎬ
其中一块保存于 ４℃ꎬ其余 １０ 块置于 ３７℃ꎬ分别于

第 １ － １０ 天每天取出一块放 ４℃保存ꎬ同时检测同

一批 １５ 份阴性血清和 ５ 份阳性血清ꎮ
１􀆰 １３　 敏感性测定
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将 Ｈ －１ 阳性对照血清 １∶ ４０ 至 １∶ ２５６０ 系列稀

释后ꎬ用所建立的 ＥＬＩＳＡ 方法检测ꎬ以确定所建立

方法的敏感性ꎮ
１􀆰 １４　 与商品化试剂盒的比较

用购自 ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司的 Ｔｏｏｌａｎ’ ｓ Ｈ￣１ Ｖｉｒｕｓ
Ｒａｔ 检测试剂盒与本研究所建立的 ＥＬＩＳＡ 方法同时

检测 ２０ 份大鼠血清(其中 １５ 份阴性血清ꎬ５ 份阳性

血清)ꎬ对所建立的 ＥＬＩＳＡ 检测方法进行验证ꎮ
１􀆰 １５　 Ｈ￣１ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法的应用

用所建立的方法检测来自北京地区实验动物

监督检验的 ３５ 份大鼠血清ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 病毒培养结果

病毒经 Ｃ６ 细胞培养 ７２ ｈ 后完全病变ꎬ正常细

胞对照与病变细胞结果见图 １ 与图 ２ꎮ

图 １　 正常 Ｃ６ 细胞培养 ７２ ｈ 后

Ｆｉｇ. １　 Ｃ６ ｃｅｌｌ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ７２ ｈ

图 ２　 Ｈ￣１ 培养 ７２ ｈ 后

Ｆｉｇ. ２　 Ｈ￣１ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ７２ ｈ

２􀆰 ２　 病毒滴定结果

采用 Ｃ６ 细胞 ９６ 孔细胞病变法对 Ｈ￣１ 细小病毒

进行滴定ꎬ重复测定二次滴定结果按照 Ｋａｒｂｅｒ 法计

算ꎮ (Ｋａｒｂｅｒ 法是计算病毒感染力的一种方法ꎬ其
公式为:ＬｇＴＣＩＤ５０ ＝ Ｌ￣ｄ(Ｓ￣０􀆰 ５)其中:Ｌ ＝ 最高稀释

度的对数ꎻｄ ＝稀释对数之间的差ꎻｓ ＝阳性孔比率总

和)ꎬＨ￣１ 细小病毒滴度为 ６􀆰 ５ ＬｇＴＣＩＤ５０ / ０􀆰 １ ｍＬꎮ
２􀆰 ３　 抗原的制备和纯化

分别制备和纯化 Ｃ６ 细胞和 Ｈ￣１ 细小病毒作为

正常抗原和特异抗原ꎬ采用分光光度法测定正常抗

原和特异抗原的浓度ꎬ其中 Ｃ６ 细胞正常抗原浓度

为 ０􀆰 ５０９ ｍｇ / ｍＬꎻＨ￣１ 细小病毒特异抗原浓度为

６􀆰 ５９７ ｍｇ / ｍＬꎮ
２􀆰 ４　 毒种的 ＰＣＲ 鉴定

用建立的 ＰＣＲ 方法分别扩增 Ｈ￣１、ＫＲＶ、小鼠微

小病毒(ＭＶＭ)、猪细小病毒(ＰＰＶ)ꎬ结果显示ꎬ在以

Ｈ￣１ 为模板时出现 １８３ ｂｐ 的单一目的条带ꎬ以

ＫＲＶ、小鼠微小病毒(ＭＶＭ)、猪细小病毒(ＰＰＶ)为

模板时无目的条带出现(图 ３)ꎮ

注:Ｍ:１００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｈ￣１ 病毒ꎻ２:ＫＲＶ 病毒ꎻ
３:小鼠微小病毒ꎻ４:猪细小病毒ꎮ

图 ３　 Ｈ￣１ 细小病毒株 ＰＣＲ 特异性结果

Ｎｏｔｅ:Ｍ:１００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｈ￣１ꎻ ２:ＫＲＶꎻ ３:ＭＶＭꎻ ４:ＰＰＶ.

Ｆｉｇ. ３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｈ￣１ Ｖｉｒｕｓ ＰＣＲ

以 Ｈ￣１ ＤＮＡ 为模板ꎬ能扩增到 １８３ ｂｐ 的可见目

的条带ꎬＰＣＲ 产物送生工测序ꎬ测序结果与 ＮＣＢＩ 核
酸数据库比对ꎬ与 Ｈ￣１ 细小病毒同源性达到 ９７％ ꎮ
２􀆰 ５　 最佳工作条件确定

采用棋盘滴定法确定 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方

法中正常抗原、特异抗原及 ＨＲＰ 标记山羊抗大鼠
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ＩｇＧ 最佳工作浓度ꎬ其中正常抗原工作浓度为 ０􀆰 ２
μｇ / ｍＬꎬ特异抗原工作浓度为 ５ μｇ / ｍＬꎬＨＲＰ 标记山

羊抗大鼠 ＩｇＧ 工作稀释度为 １∶ １００００ꎮ
２􀆰 ６　 精密性测定

取阴性血清与阳性血清各一份ꎬ１ ∶ ４０ 稀释后ꎬ
各用一块纯化后 Ｈ￣１ 细小病毒包被的 ９６ 孔板测定ꎮ
得到的结果分别计算平均值及标准差ꎬ计算板内变

异系数(ＣＶ)ꎬ经计算ꎬ阴性血清与阳性血清 ＣＶ 值

均小于 １５％ (表 １)ꎮ
表 １　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法精密性检测

Ｔａｂ. １　 Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ
阴性血清

(Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
阳性血清

(Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
平均值(Ｍｅａｎ) ０􀆰 ０７３８ １􀆰 ８２６

标准差
(ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ) ０􀆰 ００７４ ０􀆰 ２０１

Ｘ ± ２ＳＤ ０􀆰 ０７３８ ± ０􀆰 ００７４ １􀆰 ８２６ ± ０􀆰 ２０１

板内变异系数
(Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ) １０􀆰 ０４％ １１􀆰 ０％

２􀆰 ７　 特异性测定

用已建立的 ＥＬＩＳＡ 法和 ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司的 Ｈ￣１
检测试剂盒分别检测大鼠细小 ＫＲＶ 病毒、小鼠微小

病毒 (ＭＶＭ)、犬细小病毒 ( ＣＰＶ) 和猪细小病毒

(ＰＰＶ)阴、阳性血清ꎬ同时设 Ｈ￣１ 病毒标准阴、阳性

血清对照ꎮ 结果显示 Ｈ￣１ 细小病毒和 ＫＲＶ 病毒阳

性血清检测为阳性ꎬ其余病毒阴性及阳性血清检测

均为阴性ꎬ所建立的 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法有良

好的种属特异性(表 ２)ꎮ

２􀆰 ８　 检测方法重复性测定

将 １５ 份阴性血清和 ５ 份阳性血清 １:４０ 稀释

后ꎬ重复测定三次ꎬ经计算分析三次测定的总符合

率为 １００％ ꎮ 三次测定阴性血清与阳性血清各自的

符合率见表 ３.
２􀆰 ９　 检测方法稳定性测定

３７℃放置 ０ ~ １０ ｄ 的 Ｈ￣１ 细小病毒包被 １１ 块

抗原包被板ꎬ同时检测阳性血清 ５ 份ꎬ阴性血清 １５
份ꎮ 比较检测结果的 Ｐ / Ｎ 值(表 ４)ꎮ 其中阴性血

清 Ｐ / Ｎ 值均小于 ２􀆰 １ꎬ阳性血清 Ｐ / Ｎ 值均大于 ２􀆰 １ꎬ
符合判断标准ꎮ
２􀆰 １０　 检测方法敏感性测定

用所建立的 ＥＬＩＳＡ 方法检测经倍比稀释的阳

性血清ꎬ以确定该方法的敏感性(表 ５)ꎮ 经检测ꎬ阳
性血清进行 １２８０ 倍稀释后 Ｐ / Ｎ 值仍大于 ２􀆰 １ꎬ该方

法敏感性为 １∶ １２８０ꎮ
２􀆰 １１　 与商品化试剂盒的比较

用所建立的 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 检测方法与

ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司的 Ｈ￣１ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒同时对 １５
份阴性血清和 ５ 份阳性血清进行检测ꎬ检测结果显

示所建立的方法与商品化试剂盒的符合率为 １００％
(表 ６)ꎮ
２􀆰 １２　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 检测方法的初步应用

采用建立的 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 检测方法检

测 ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司 Ｈ￣１ 试剂盒检测为阴性的大鼠血

清 ３５ 份ꎬ经检测均为阴性ꎮ

表 ２　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法特异性试验结果
Ｔａｂ. ２　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

阴、阳对照血清
(Ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｒｕｍ)

Ｈ￣１ＭＶＭＣＰＶＰＰＶ　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＫＲＶ
Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ Ｎ / Ｃ Ｐ / Ｃ

正抗 ＯＤ４９０

(Ｃ６ ａｎｔｉｇｅｎ)
０􀆰 ０７６ ０􀆰 ０６９ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 ０２３ ０􀆰 ０４１ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ０５７ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ００９

特抗 ＯＤ４９０

(Ｖｉｒａｌ ａｎｔｉｇｅｎ)
０􀆰 １０６ １􀆰 ７６８ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０６７ ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ０７４ ０􀆰 ０６９ ０􀆰 ０９７ ０􀆰 ０９３ ０􀆰 ８９７

表 ３　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法重复性检测
Ｔａｂ. ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

阴性血清(Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
１ ２ ３

阳性血清(Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
１ ２ ３

血清份数(Ｓｅｒｕｍｓ ｎｕｍｂｅｒｓ) １５ １５ １５ ５ ５ ５

符合份数(Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒｓ) １５ １５ １５ ５ ５ ５

百分率(％ )(ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ) １００ １００ １００ １００ １００ １００
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表 ４　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法稳定性检测
Ｔａｂ. ４　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

血清编号
(Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ)

３７℃放置时间(ｄ)
(Ｔｈｅ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ３７℃)

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
１ ０􀆰 ８９ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ９１ １􀆰 ０１ ０􀆰 ６６ ０􀆰 ８２ ０􀆰 ９６ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ７７ ０􀆰 ４１ ０􀆰 ５５
２ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ７４ ０􀆰 ８８ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ６５ ０􀆰 ９１ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ６４
３ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ７４ ０􀆰 ９６ ０􀆰 ７８ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ９９ ０􀆰 ６４ ０􀆰 ９７ ０􀆰 ４６ ０􀆰 ５９
４ ０􀆰 ６９ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ７５ ０􀆰 ４９ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ８４ ０􀆰 ４２ ０􀆰 ６２
５ １􀆰 ０７ ０􀆰 ９９ １􀆰 ２１ １􀆰 １５ ０􀆰 ７８ ０􀆰 ９７ １􀆰 ２２ ０􀆰 ８３ １􀆰 ２７ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ７８
６ １􀆰 ２０ １􀆰 ０８ １􀆰 ３３ １􀆰 ３６ ０􀆰 ８４ １􀆰 １２ １􀆰 ３８ ０􀆰 ７７ １􀆰 ３３ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ８８
７ ０􀆰 ９３ ０􀆰 ７４ １􀆰 ２１ １􀆰 ０２ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ７４ １􀆰 ０６ ０􀆰 ５５ ０􀆰 ８９ ０􀆰 ５４ ０􀆰 ６９
８ ０􀆰 ４６ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ６９ ０􀆰 ３４ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ３４
９ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ９７ ０􀆰 ８５ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ９３ ０􀆰 ９１ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ６０

１０ ０􀆰 ８４ ０􀆰 ６６ ０􀆰 ９４ １􀆰 ０２ ０􀆰 ６６ ０􀆰 ８３ １􀆰 ０９ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ８４ ０􀆰 ４２ ０􀆰 ５８
１１ ０􀆰 ９６ ０􀆰 ７１ １􀆰 １２ １􀆰 ０５ ０􀆰 ８１ １􀆰 ０３ １􀆰 １８ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ９６ ０􀆰 ４６ ０􀆰 ６９
１２ ０􀆰 ７９ ０􀆰 ７０ １􀆰 ０３ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ７７ １􀆰 ３２ ０􀆰 ６８ ０􀆰 ７９ ０􀆰 ４５ ０􀆰 ６４
１３ １􀆰 ２４ １􀆰 ０１ １􀆰 ４８ １􀆰 ３４ ０􀆰 ９１ １􀆰 １８ １􀆰 ６５ １􀆰 ０５ １􀆰 ２４ ０􀆰 ６５ ０􀆰 ９２
１４ １􀆰 １７ １􀆰 ０７ １􀆰 ６０ １􀆰 ２８ ０􀆰 ９４ １􀆰 １５ １􀆰 ５１ ０􀆰 ９４ １􀆰 １７ ０􀆰 ６９ ０􀆰 ９９
１５ ０􀆰 ９７ ０􀆰 ９６ １􀆰 １２ １􀆰 ２３ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ９９ １􀆰 １０ ０􀆰 ６６ ０􀆰 ９７ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ６９
１６ ２１􀆰 ７９ ２０􀆰 ３０ ２０􀆰 ３９ １６􀆰 ５７ １３􀆰 １７ １４􀆰 ２６ １９􀆰 ３７ １３􀆰 ７８ ２０􀆰 ８０ １３􀆰 ８８ １２􀆰 ５９
１７ ２２􀆰 １９ １９􀆰 ０８ ２０􀆰 １８ １６􀆰 ０５ １３􀆰 ４４ １４􀆰 ０３ １９􀆰 ３１ １２􀆰 ４５ １８􀆰 ６６ １３􀆰 ４０ １２􀆰 ４２
１８ １８􀆰 ４３ １８􀆰 ８２ １８􀆰 ９３ １５􀆰 ７８ １３􀆰 ４０ １４􀆰 ０５ ２１􀆰 ８８ １２􀆰 ７０ １３􀆰 １４ １２􀆰 ２７ １１􀆰 ９２
１９ １６􀆰 ３３ ２０􀆰 ８４ １９􀆰 ２５ １５􀆰 ８１ １２􀆰 １７ １３􀆰 ９６ ２１􀆰 １０ １２􀆰 ４９ １０􀆰 ７９ １２􀆰 ２４ １１􀆰 ８０
２０ ２０􀆰 ４６ １９􀆰 １６ １８􀆰 ４８ １５􀆰 ７０ １４􀆰 ８８ １３􀆰 ０４ ２１􀆰 ５７ １２􀆰 ３０ ７􀆰 ３０ １１􀆰 ９７ １２􀆰 ０７

表 ５　 Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法敏感性测定
Ｔａｂ. ５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ

阳性血清稀释度(Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ)
１∶ ４０ １∶ ８０ １∶ １６０ １∶ ３２０ １∶ ６４０ １∶ １２８０ １∶ ２５６０

ＯＤ 值
(ＯＤ ｖａｌｕｅ) １􀆰 ９７３ １􀆰 ６６６ １􀆰 ２３１ １􀆰 １３５ ０􀆰 ９５８ ０􀆰 ４３８ ０􀆰 １４９

Ｐ / Ｎ 值
(Ｐ / Ｎ ｖａｌｕｅ) ２８􀆰 １９ ２３􀆰 ８０ １７􀆰 ５９ １６􀆰 ２１ １３􀆰 ６９ ６􀆰 ００ １􀆰 ６６

表 ６　 两种 ＥＬＩＳＡ 检测试剂结果比较
Ｔａｂ. ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄｓ

样品编号
(Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅｓ)

预期结果
(Ｐｒｅｄｉｃｔ
ｒｅｓｕｌｔｓ)

Ｈ￣１ 细小病毒 ＥＬＩＳＡ 方法
(ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ Ｈ￣１ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ)

ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司 ＥＬＩＳＡ 方法
(ＥＬＩＳＡ ｏｆ ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ ｃｏｍｐａｎｙ)

ＯＤ 值
(ＯＤ ｖａｌｕｅ)

Ｐ / Ｎ 值
(Ｐ / Ｎ ｖａｌｕｅ)

检测结果
(ｒｅｓｕｌｔｓ)

ＯＤ 值
(ＯＤ ｖａｌｕｅ)

Ｐ / Ｎ 值
(Ｐ / Ｎ ｖａｌｕｅ)

检测结果
(ｒｅｓｕｌｔｓ)

１ 阴性 ０􀆰 １１０ １􀆰 ５７ 阴性 ０􀆰 １４８ １􀆰 ４０ 阴性
２ 阴性 ０􀆰 ０７９ １􀆰 １３ 阴性 ０􀆰 １３６ １􀆰 ２８ 阴性
３ 阴性 ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ７６ 阴性 ０􀆰 １２６ １􀆰 １９ 阴性
４ 阴性 ０􀆰 ０７０ １􀆰 ００ 阴性 ０􀆰 １４２ １􀆰 ３４ 阴性
５ 阴性 ０􀆰 ０６７ ０􀆰 ９６ 阴性 ０􀆰 １４４ １􀆰 ３６ 阴性
６ 阴性 ０􀆰 ０５７ ０􀆰 ８１ 阴性 ０􀆰 １２２ １􀆰 １５ 阴性
７ 阴性 ０􀆰 ０７６ １􀆰 ０９ 阴性 ０􀆰 １２２ １􀆰 １５ 阴性
８ 阴性 ０􀆰 ０７７ １􀆰 １０ 阴性 ０􀆰 １１３ １􀆰 ０７ 阴性
９ 阴性 ０􀆰 ０８０ １􀆰 １４ 阴性 ０􀆰 ０９３ ０􀆰 ８８ 阴性
１０ 阴性 ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ７６ 阴性 ０􀆰 １１７ １􀆰 １０ 阴性
１１ 阴性 ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ７６ 阴性 ０􀆰 １３６ １􀆰 ２８ 阴性
１２ 阴性 ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ７４ 阴性 ０􀆰 １１６ １􀆰 ０９ 阴性
１３ 阴性 ０􀆰 ０５９ ０􀆰 ８４ 阴性 ０􀆰 ０９２ ０􀆰 ８７ 阴性
１４ 阴性 ０􀆰 ０４８ ０􀆰 ６９ 阴性 ０􀆰 １１１ １􀆰 ０５ 阴性
１５ 阴性 ０􀆰 ０５０ ０􀆰 ７１ 阴性 ０􀆰 １１９ １􀆰 １２ 阴性
１６ 阳性 １􀆰 ５２５ １６􀆰 ９４ 阳性 １􀆰 ４５６ １９􀆰 ９５ 阳性
１７ 阳性 １􀆰 ５５３ １７􀆰 ２６ 阳性 １􀆰 ３０６ １７􀆰 ８９ 阳性
１８ 阳性 １􀆰 ２９０ １４􀆰 ３３ 阳性 ０􀆰 ９２０ １２􀆰 ６０ 阳性
１９ 阳性 １􀆰 １４３ １２􀆰 ７０ 阳性 ０􀆰 ７５５ １０􀆰 ３４ 阳性
２０ 阳性 １􀆰 ４３２ １５􀆰 ９１ 阳性 ０􀆰 ５１１ ７􀆰 ００ 阳性
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３　 讨论

ＧＢ / Ｔ １４９２６􀆰 ３１ － ２００１ 中建议采用大鼠胚胎

原代细胞( ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｅｍｂｒｙｏ ｃｅｌｌｓꎬＲＥ) 培养 Ｈ￣１
病毒ꎮ 用 ＲＥ 细胞培养 Ｈ￣１ 病毒ꎬ费时、费力、易污

染ꎬ并需要使用大量怀孕大鼠ꎬ在给 Ｈ￣１ 病毒的培

养带来了诸多困难的同时也不符合动物福利的原

则ꎮ 刘先菊等[４] 报导可通过大鼠神经胶质瘤细胞

Ｃ６ 可传代培养 Ｈ￣１ 细小病毒ꎬ为该病毒的大规模培

养与制备提供了基础ꎮ
本研究首次建立了通过传代细胞培养 Ｈ￣１ 细

小病毒的 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ 采用大鼠脑胶质瘤细

胞 Ｃ６ 对 Ｈ￣１ 细小病毒进行培养ꎬ得到病毒滴度为

为 ６􀆰 ５ＬｇＴＣＩＤ５０ / ０􀆰 １ ｍＬ 的病毒ꎮ 该病毒经 ＰＣＲ 方

法验证为 Ｈ￣１ 细小病毒ꎬ与 ＮＣＢＩ 的序列进行比对ꎬ
符合率为 ９７％ ꎮ 通过对获得的病毒进行超速离心

和蔗糖梯度密度离心进行纯化ꎬ得到纯化的 Ｈ￣１ 细

小病毒抗原ꎬ抗原浓度为 ６􀆰 ５９７ ｍｇ / ｍＬꎮ 用该抗原

作为包被抗原ꎬ建立 Ｈ￣１ 细小病毒的全病毒 ＥＬＩＳＡ
抗体检测方法ꎮ 通过对方法的敏感性、稳定性、重
复性、特异性和精确性进行验证ꎬ确定该方法可检

测出大于 １:１２８０ 稀释的阳性血清ꎬ３７℃ 放置 １０ ｄ
不影 响 其 检 测 效 果ꎮ 所 建 立 的 检 测 方 法 与

ＸｐｒｅｓｓＢｉｏ 公司的 Ｈ￣１ 检测试剂盒均与犬细小病毒、
猪细小病毒和小鼠细小病毒阳性血清间无交叉反

应ꎬ但两种方法均与大鼠细小病毒 ＫＲＶ 有交叉反

应ꎬ经 ＮＣＢＩ 比对ꎬＨ￣１ 细小病毒与大鼠细小病毒

ＫＲＶ 的序列同源性达到 ９０％ ꎬ其中两种病毒非结构

蛋白 ＮＳ￣１ 同源性为 ９９％ ꎬ非结构蛋白 ＮＳ￣２ 同源性

为 ９８％ ꎬ结构蛋白 ＶＰ￣１ 同源性为 ８１％ ꎬ结构蛋白

ＶＰ￣２ 同源性为 ７８％ ꎬ通过序列比对说明 Ｈ￣１ 细小病

毒和 ＫＲＶ 细小病毒之间具有交叉抗原ꎬ需要针对两

种病毒结构蛋白的差异分别建立检测方法来进行

区分ꎬ有待进一步研究ꎮ
本方法的建立ꎬ可有效补充国家标准中 Ｈ￣１ 细

小病毒检测方法ꎬ并可代替国外同类试剂盒对大鼠

血清中 Ｈ￣１ 细小病毒抗体进行检测ꎮ
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􀦋􀦋技术方法

提高大鼠子宫内膜异位症建模成功率的新方法

李龙卫ꎬ王艳云ꎬ陈　 琦ꎬ王亚萍ꎬ韩　 璐

(大连医科大学附属妇产医院暨大连市妇幼保健院ꎬ辽宁 大连　 １１６０３３)

　 　 【摘要】 　 目的　 为子宫内膜异位症治疗新方法的研究提供理想的动物模型ꎮ 方法　 取 ６４ 只性成熟、未孕、
动情周期规律的 ＳＤ 大鼠ꎬ于动情期在腹膜、皮下利用“刀划法”行自体子宫内膜移植ꎬ术后 ４ 周比较两移植部位建

模情况ꎮ 结果　 大鼠动情期自体子宫内膜移植总体成功率为 ９３􀆰 ３％ ꎬ其中腹膜移植成功率为 ５１􀆰 ７％ ꎬ皮下移植成

功率为 ８８􀆰 ３％ ꎬ两者比较差异有统计学意义ꎻ比较两部位异位病灶的体积ꎬ差异无统计学意义ꎮ 结论　 利用“刀划

法”建立大鼠子宫内膜异位症模型成功率较高ꎬ皮下移植比腹膜移植成功率高ꎮ
【关键词】 　 子宫内膜异位症ꎻ模型ꎬ动物ꎻ动情期ꎻ啮齿
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　 　 子宫内膜异位症是女性常见良性疾病ꎬ近年来

发病率呈明显上升趋势ꎬ因其在临床行为学上具有

类似恶性肿瘤的种植、侵袭、远处转移等特点ꎬ影响

育龄女性的心理健康及生活质量[１]ꎬ使得内异症成

为妇科研究领域的热点课题之一ꎬ减少内异症复发

的新药也不断研发中ꎬ而良好的子宫内膜异位症模

型有助于新的治疗方法的研究ꎮ 因此ꎬ此研究旨在

探索一种操作简单、成功率高且无人为干扰动物激



素水平的子宫内膜异位症模型的建立方法ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

性成熟未交配清洁级 ＳＤ 雌性大鼠 ６５ 只ꎬ鼠龄

６０ ± ５ ｄꎬ体重 ２００ ± ２５ ｇꎬ来源于大连医科大学实验

动物中心【ＳＣＸＫ(辽)２０１３ － ０００３】ꎮ 标准光照周期

(１４ ｈ 光照、１０ ｈ 黑夜)、室内温度(２０ ± ２℃)、湿度

４０％ ~６０％ 、标准饲料和水ꎮ 无菌手术在大连医科

大学动物实验室进行实验进行【ＳＹＸＫ(辽)２０１３ －
０００６】ꎮ
１􀆰 ２　 器械及药品

普通眼科手术器械ꎬ电子游标卡尺ꎬ５％ 水合氯

醛ꎬ硫酸庆大霉素注射液ꎬ硫酸阿托品注射液ꎬ生理

盐水ꎬ医用酒精ꎬ载玻片ꎬ复合碘消毒棉签及碘伏棉

球ꎬ无菌敷料包ꎬ强生 ４ － ０ 可吸收缝线及华利康 ４＃
和 ７＃丝线ꎮ
１􀆰 ３　 子宫内膜异位症模型的建立

每日晨 ８:００ 做阴道分泌物涂片检查ꎬ６５ 只大

鼠中ꎬ动情周期规律的有 ６４ 只ꎬ约为 ３ ~ ５ ｄꎻ动情周

期不规律的有 １ 只ꎮ 于动情期分别进行手术ꎮ 手术

室室温 ２５℃ꎬ电子消毒灭菌器行空气消毒ꎮ
手术当日ꎬ欲行手术的大鼠禁食水ꎬ术前称重ꎬ

５％水合氯醛按照 ７ ｍＬ / ｋｇ 的用量腹腔内注射麻醉ꎮ
麻醉成功后ꎬ于手术准备区腹部用备皮刀备皮ꎬ仰
卧位固定大鼠四肢于手术台上ꎬ碘伏棉球消毒两

次ꎬ铺无菌巾ꎬ于尿道口上 １ ｃｍ 沿腹正中线做

２ ~ ３ ｃｍ纵切口ꎬ逐层入腹ꎮ 探及左侧子宫ꎬ上距卵

巢约 １ ｃｍꎬ下至子宫分叉处以上ꎬ结扎剪取约 ２ ~
２􀆰 ５ ｃｍ 子宫ꎬ沿系膜纵行剖开ꎬ自一角用无齿镊钳

夹子宫内膜ꎬ齿镊钳夹子宫浆膜层ꎬ“撕脱法”分离

子宫内膜并残留少许肌层组织ꎮ 将内膜剪成约 ５ ×
５ ｍｍ 的小段ꎬ临时置于腹腔内ꎮ 腹膜移植:翻开一

侧腹膜ꎬ寻找远离切口且有血管分支走行处用柳叶

刀轻轻划毛腹膜ꎬ取小段的子宫内膜ꎬ将内膜面朝

向腹膜ꎬ４ － ０ 可吸收线固定四角(不宜形成张力)ꎬ
同法处理另一侧ꎮ 皮下移植:锐性沿大鼠皮肤与肌

层间隙分离出狭长“隧道”ꎬ亦找血管分支走行处用

柳叶刀轻轻划毛肌层一侧ꎬ将内膜段的内膜面朝向

肌层展平ꎬ无需缝合ꎬ同法处理对侧ꎮ 腹腔内留置

０􀆰 ４ ｍＬ(１􀆰 ６ 万单位)庆大霉素后分两层关腹ꎮ 用碘

伏将切口周围血渍擦净、切口包扎ꎬ单独置于干净

饲养笼中ꎬ于婴儿抢救床保温直至苏醒ꎮ

术后第一日查看有无排便ꎬ予食水ꎬ肌注庆大

霉素 ０􀆰 １ ｍＬ / ｄ 连续 ３ ｄꎬ若有嗑咬缝线导致皮肤缝

合口裂开ꎬ可每日碘伏棉签消毒切口ꎬ并适当延长

抗生素用药时间ꎮ
建模成功的评定标准:(１)建模成功肉眼观察

标准:见到原部位移植物形成透明、半透明囊肿或

紫兰色结节ꎻ(２)镜下病理检查诊断标准:移植物已

生长成一个或数个腔样结构ꎬ腔内面的上皮、固有

膜及固有膜的基质细胞、腺体样结构与在位子宫内

膜相似ꎬ腔内可有分泌物和炎细胞存在ꎬ可见泡沫

细胞反应ꎬ陈旧性出血ꎬ内膜上皮及上皮下可见少

量含铁血黄素颗粒状沉积ꎮ 腹膜移植有一处成模

即算为成功ꎬ皮下移植亦如此ꎮ
１􀆰 ４　 观察指标

建模后第 ４ 周再次开腹手术ꎬ观察腹膜移植及

皮下移植的成模情况ꎻ电子游标卡尺测量子宫内膜

异位病灶的长、宽和高ꎬ并计算其体积(Ｖ) ＝ ０􀆰 ５２ ×
长 ×宽 ×高[２ － ３]ꎻ比较腹膜及皮下的建模成功率和

病灶体积大小有无差异ꎮ
１􀆰 ５　 统计学处理

数据采用 ＳＰＳＳ１３􀆰 ０ 统计软件进行处理ꎬ计数资

料用 ｘ２ 检验(１ / ５ 以上格子的期望频数小于 ５ꎬ改用

Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率检验)ꎬ计量资料进行对数转换ꎬ满
足正态分布后使用方差分析ꎬ以 α ＝ ０􀆰 ０５ 作为检验

水准ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠存活及成模情况

６４ 只建模大鼠ꎬ有 ３ 只因麻醉导致呼吸道分泌

物过多ꎬ手术当日窒息死亡ꎻ１ 只术后第 ５ 天ꎬ因咬

断皮肤缝线ꎬ于麻醉缝合后死亡ꎮ 存活 ６０ 只大鼠ꎬ４
周后再次剖腹探查ꎮ

成活异位病灶多呈椭球状或半球状ꎬ少数为不

规则肾形或三角形ꎬ表面有血管生成ꎬ直径 ２ ~ ８􀆰 ７
ｍｍ 不等ꎬ质地软ꎬ囊内有透明液体或紫蓝色液体ꎬ
腹膜病灶表面多与大网膜或肠管粘连(图 １Ｄ)ꎬ总
体建模成功率为 ９３􀆰 ３％ (５６ / ６０)ꎮ

组织学观察可见:异位病灶与子宫内膜结构基

本一致ꎬ但间质层偏薄ꎬ腺体少ꎬ囊泡外周可见少量

肌层组织残留(图 ２Ｂ、Ｃ)ꎮ 紫蓝色结节(图 １Ｃ)经

组织学证实为异位病灶ꎬ腔内含中性粒细胞和泡沫

细胞ꎮ 可能与建模时刀划出血有关ꎮ
将咬断缝线再次麻醉缝合后死亡的大鼠解剖

２８ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



　 　 　

图 １　 子宫内膜异位症病灶

Ｆｉｇ. １　 Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｌｅｓｉｏｎｓ

注:Ａ. 子宫剖面图( × ４)ꎻＢ. 子宫内膜异位灶剖面图( × ４)ꎻＣ. 子宫内膜异位灶剖面图( × １０)ꎻａ. 子宫内膜层ꎻｂ. 肌层ꎻｃ. 浆膜层ꎻｄ. 增生组织ꎮ

图 ２　 大鼠子宫及子宫内膜异位症病灶 ＨＥ 染色切片

Ｎｏｔｅ:Ａ. Ｕｔｅｒｉｎｅ ｓｅｃｔｉｏｎꎬ × ４ꎻＢ. Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｌｅｓｉｏｎｓ ｓｅｃｔｉｏｎꎬ × ４ꎻＣ. Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｌｅｓｉｏｎｓ ｓｅｃｔｉｏｎꎬ × １０ꎻａ. Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍꎻ
ｂ. Ｍｙｏｍｅｔｒｉｕｍꎻｃ. Ｓｅｒｏｓａꎻｄ. Ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｔｉｓｓｕｅ.

Ｆｉｇ. ２　 Ｒａｔ ｕｔｅｒｕｓ ａｎｄ Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｌｅｓｉｏｎｓ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

表 １　 建模大鼠腹膜移植与皮下移植成功率比较(％ )
Ｔａｂ. １　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ(％ )

移植部位
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

改进前
Ｂｅｆｏｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ

(ｎ ＝ １５)

改进后
Ａｆｔｅｒ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ

(ｎ ＝ ４５)

总体
Ｔｏｔａｌ

(ｎ ＝ ６０)

腹膜成功率
Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ２０􀆰 ０(３ / １５) ６２􀆰 ２(２８ / ４５) ５１􀆰 ７(３１ / ６０)

皮下成功率
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ８６􀆰 ６(１３ / １５) ８８􀆰 ９(４０ / ４５) ８８􀆰 ３(５３ / ６０)

ｘ２ 值 １３􀆰 ３９３ ８􀆰 ６６３ １５􀆰 ４０４
Ｐ 值 ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００３ ０􀆰 ０００

发现ꎬ皮下移植子宫内膜已基本成活ꎬ腹膜移植子

宫内膜因缝合存在张力ꎬ未成活ꎮ 此后的 ４５ 只大鼠

行建模手术时ꎬ移植到腹膜的子宫内膜均采用无张

力缝合ꎮ
腹膜移植成功 ３１ 例ꎬ成功率 ５１􀆰 ７％ (３１ / ６０)ꎻ

皮下移植成功 ５３ 例ꎬ成功率 ８８􀆰 ３％ (５３ / ６０)ꎻ两部

位建模成功率比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)
(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 腹膜及皮下异位病灶体积比较

建模后第四周再次开腹ꎬ测量异位病灶体积ꎬ
腹膜移植病灶的中位体积为 １４􀆰 ７０(２􀆰 １８ꎬ１２６􀆰 １５)
ｍｍ３ꎬ皮下移植病灶的中位体积为 １８􀆰 ５４ (１􀆰 ０４ꎬ

３８中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



２４９􀆰 ０２)ｍｍ３ꎬ两部位病灶体积差异无统计学意义

(Ｐ ＝ ０􀆰 ６０９)ꎮ

３　 讨论

子宫内膜异位症是由子宫内膜组织(腺体和间

质)在子宫体以外的部位生长、蔓延形成ꎬ以卵巢最

为多见ꎮ １９２１ 年 ｓａｍｐｓｏｎｓ 首先提出异位种植学说ꎬ
１９８４ 年 Ｊｏｎｅ 等[４ － ５]据此学说用动情期 ＳＤ 大鼠通过

自体子宫内膜移植法建立内异症模型ꎬ亦有报道使

用手术方法建立灵长类子宫内膜异位症动物模型ꎬ
但由于此类动物费用昂贵、饲养要求高ꎬ使其应用

受到限制ꎮ 而大鼠自发性排卵、周期规律、费用较

低ꎬ且大鼠子宫内膜异位症模型与人类子宫内膜异

位症在组织学特点、炎症免疫等方面较相似ꎬ使其

成为研究子宫内膜异位症治疗新方法的较理想动

物模型[６]ꎮ
文献报道的大鼠子宫内膜异位症建模成功率

不尽相同ꎬ约 ６０％ ~ ９０％ ꎬＤｏ ＡｍａｒａｌＩ 等[７] 用自体

移植法建立 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠腹膜子宫内膜异位模型ꎬ移
植时子宫内膜面朝向腹腔内缝合ꎬ术后 ３０ ｄ(Ｎ１ ＝
１５)成膜率 ８３􀆰 ３％ ꎬ术后 ６０ ｄ ( Ｎ２ ＝ １５) 成模率

７１􀆰 ４％ ꎬ两组病灶大小、数目差异无统计学意义ꎮ 子

宫内膜异位症为雌激素依赖性疾病ꎬ张颖等[８] 的研

究术前术后均外源性给予雌激素ꎬ每日肌注雌二醇

０􀆰 １ ｍｇ / ｋｇꎬ建模成功率约为 ９０％ ꎮ Ｐｅｒｅｉｒａ 等[９] 的

研究显示建模时使用雌激素ꎬ可使异位病灶的湿重

和干重显著增大ꎮ Ｏｚｅｒ 等[１０] 将 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠带有肌

层组织的子宫内膜缝合到血运较丰富的腹膜上ꎬ观
察 １４ ｄꎬＥＭｓ 造模成功率约为 ８９􀆰 ６％ (４３ / ４８)ꎬ整个

建模过程未使用激素类药物ꎮ 此次研究建模过程

亦未使用雌激素ꎬ总体建模成功率为 ９３􀆰 ３％ ꎮ 外源

性雌激素的使用虽然可以简化大鼠建模过程ꎬ提高

建模成功率ꎬ但动物内异症模型的建立ꎬ部分是用

于研发新药的疗效的观察ꎬ给予外源性雌激素的建

模并非正常生理状态ꎬ对于内异症治疗新方法的安

全性评估是否会造成干扰ꎬ目前尚没有相关报道ꎮ
卵巢型子宫内膜异位症可能发病机制之一为

卵泡排出后卵巢的创面会有利于逆流的子宫内膜

腺上皮和间质细胞种植ꎬ基于这一理论ꎬ本次子宫

内膜异位模型的建立ꎬ首次采用“刀划法”ꎬ即选取

腹膜及肌层表面有血管分支走行处、用柳叶刀轻轻

划毛后再移植子宫内膜ꎬ术中操作注意刀划不宜过

深ꎬ不能切断血管ꎮ 其总体建模成功率为 ９３􀆰 ３％ ꎬ

在大鼠内异症建模已有报道的成功率中处于较高

水平ꎮ
广泛粘连导致肠梗阻和感染是建模大鼠死亡

的主要原因ꎬ哈春芳等[１１] 实验中肠梗阻发生率为

１０􀆰 ８１％ ꎬ感染率为 ２９􀆰 ７２％ ꎮ 手术大鼠当日晨需禁

食水ꎬ肠道空虚不仅易于手术操作ꎬ还可减少肠梗

阻的发生ꎬ能有效减少大鼠死亡ꎮ 手术器械消毒、
术中无菌操作严格ꎬ可以减少盆腔脓肿的发生ꎬ减
少大鼠死亡ꎮ 术后拭净腹部切口周围的血迹ꎬ可以

减少大鼠嗑咬缝线ꎬ术后 ７ ｄ 内一旦发现有咬线现

象ꎬ应每日消毒腹切口ꎬ并适当延长抗生素的使用ꎬ
不建议再次麻醉缝合ꎬ以免大鼠不能耐受麻醉死

亡ꎮ 术时或术后苏醒期若发现大鼠眼部分泌物增

多ꎬ呼吸时闻及湿啰音ꎬ应及时给予 ０􀆰 １ ｍｇ 硫酸阿

托品肌肉注射ꎬ可有效减少腺体分泌ꎬ减少窒息死

亡的发生ꎻ术后苏醒期应将大鼠置于恒温保暖处ꎬ
也可在笼底铺加热垫ꎮ

已有文献报道中认为腹膜移植及皮下移植建

模成功率差异无统计学意义[１２ － １３]ꎬ但本研究中腹膜

移植成功率明显低于皮下移植ꎬ差异有统计学意

义ꎮ 分析原因ꎬ可能与腹腔内免疫监视、免疫杀伤

细胞对异位内膜的清除作用较皮下强有关ꎮ 且皮

下移植无需缝合固定ꎬ能缩短手术时间ꎬ减少缝线

引起的排异反应ꎬ提高建模成功率ꎮ 另皮下异位病

灶位置表浅ꎬ便于观察ꎬ可不必二次开腹ꎬ通过触摸

腹部便可判断建模是否成功ꎬ能有效减少动物死

亡ꎮ 在用药治疗子宫内膜异位症的过程中ꎬ便于每

日观察病灶变化ꎬ判断用药效果ꎮ
综上所述ꎬ使用“刀划法”建立皮下子宫内膜异

位症模型ꎬ比腹膜移植建模成功率高ꎬ且无需外源

给予雌激素ꎬ便能达到与激素建模相当的成功率ꎬ
是一种提高大鼠子宫内膜异位症建模成功率的新

方法ꎬ能为探索子宫内膜异位症治疗新方案提供理

想的动物模型ꎮ
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　 　 【摘要】 　 目的　 将传统的骨髓采集方法与改良的方法进行比较ꎬ明确两种方法在细胞数量、组织污染情况和

涂片染色背景的差异ꎬ为以后微核试验的应用提供参考ꎮ 方法 　 将处死小鼠的胸骨取出ꎬ一部分ꎬ使用传统的骨髓

采集方法ꎬ将小鼠的骨髓挤压于含胎牛血清的载玻片上ꎬ常规涂片ꎻ另一部分ꎬ用 １ ｍＬ 注射器抽取胎牛血清 １００ μＬ
刺入胸骨中ꎬ将骨髓冲出ꎬ涂环形薄片ꎮ 结果 　 两种方法均能达到实验要求ꎬ但是改良骨髓采集法ꎬ采集的细胞数

量更多ꎬ组织污染细胞少ꎬ制片背景更加清晰ꎮ 结论 　 与传统的骨髓采集方法相比较ꎬ改良的骨髓采集法更具优

势ꎬ使微核试验的细胞计数简易ꎮ
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　 　 微核是存在于细胞核以外的异常染色体或染

色体片段ꎬ与细胞核的染色一致ꎬ直径小于主核的

１ / ３ꎬ能够被光学显微镜观察ꎮ 当外来有害因素(物
理ꎬ化学ꎬ生物)作用于细胞后ꎬ染色体发生断裂或

丢失ꎬ细胞胞浆中出现一个或多个小核ꎬ这些微核

是检测遗传毒的一种重要的手段ꎮ 微核试验是一

种检测基因染色体断裂或丢失的一种基本的遗传

学毒性试验ꎬ它主要是应用于检测药物和化学物质



对基因的损伤ꎬ明确这些物质的遗传毒性ꎬ目前的

微核试验已经应用于环境卫生、临床疾病和病毒的

遗传毒性的检测[１]ꎮ 对于能够引起染色体断裂和

有丝分裂紊乱的药物、射线、疾病均可以使用微核

试验进行检测[２]ꎬ微核试验是最为公认的遗传毒性

检测方法ꎮ
在药物临床前期的遗传毒性检测过程中ꎬ推荐

使用的动物为啮齿类ꎬ以大小鼠最为常用[３]ꎬ以骨

髓染色计数微核细胞数为公认的检测手段ꎬ但是小

鼠的骨髓腔较细ꎬ无法直接抽取ꎬ因此骨髓的采集

成为实验成败的关键性的一步ꎮ 如采集的细胞存

在较多的杂质或其他的细胞如脂肪细胞ꎬ将会为后

续的细胞计数增加难度ꎬ或是无法进行计数ꎮ 目前

推荐的两种方法ꎬ一种是胸骨[４] 取材ꎬ使用钳子将

胸骨中的骨髓挤出骨髓腔ꎬ另为一种采集股骨的骨

骺段[４ － ６]ꎬ用 １ ｍＬ 的注射器吸胎牛血清将骨髓冲

出ꎬ反复吹打过滤或离心制成悬液ꎬ涂片ꎮ 但是两

种采集制片方法均容易受到杂质和其他细胞的污

染ꎬ对于操作者的要求较高ꎮ 我们在进行微核试验

的过程中ꎬ为了克服污染问题ꎬ探讨了一种新的骨

髓采集方式ꎬ骨髓的采集部位为胸骨ꎬ使用 １ ｍＬ 的

注射器改带 ５ 号钢化针头吸入胎牛血清后穿刺入骨

髓腔中ꎬ冲出骨髓ꎬ涂环形薄片ꎬ显微镜下评估细胞

数后ꎬ自然干燥ꎬ甲醇固定ꎬＧｉｅｍｓａ 染色ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 动物

清洁级的昆明小鼠 １２ 只ꎬ体重 １８ ~ ２１ ｇꎬ１􀆰 ５
月龄ꎬ购于甘肃省中医药大学动物实验中心【ＳＣＸＫ
(甘) ２０１１ － ０００６】ꎬ饲养于其屏障动物实验设施

【ＳＹＸＫ(甘) ２０１１ － ０００２】ꎮ 并按实验动物使用的

３Ｒ 原则给予人道的关怀ꎮ 随机分成 Ａ、Ｂ 两组ꎬ每
组 ６ 只ꎮ Ａ 组使用传统的方法采集骨髓ꎻＢ 组采用

改良的采集方法采集骨髓ꎮ
１􀆰 ２　 仪器和试剂

剪刀、镊子、止血钳、１ ｍＬ 注射器ꎬ钢化针头、胎
牛血清、光学显微镜、载玻片ꎬＧｉｅｍｓａ 染液

１􀆰 ３　 方法

Ａ 组:最后一次染毒后ꎬ在确定时间行 ３％戊巴

比妥钠麻醉小鼠后ꎬ迅速剪取其胸骨ꎬ剔去肌肉ꎬ用
干净纱布擦拭ꎬ剪去每节骨骺端ꎬ用小型弯止血钳

挤出骨髓液ꎬ点在载玻片一端预先滴好的一滴胎牛

血清中ꎮ 混匀后推片ꎮ 长度为 ２ ~ ３ ｃｍꎮ

Ｂ 组:３％戊巴比妥钠麻醉小鼠后ꎬ迅速剪去其

胸骨ꎬ剔去肌肉ꎮ 用微湿润或干燥的脱脂棉签擦

拭ꎬ除去胸骨周围残留的肌肉组织ꎬ以上步骤均在

滤纸上操作ꎮ 用规格为 ５ 号钢化针头、１ ｍＬ 一次性

无菌注射器吸取 １００ μＬ 的胎牛血清ꎬ在近剑突段剪

去软骨段至显露骨髓处ꎮ 从远软骨段的一侧骨骺

端用 ５ 号针头垂直穿刺进入骨膜后水平继续穿刺至

针头微外显ꎬ倒针至穿刺点 １ / ３ 处ꎬ打出针内少量胎

牛血清冲出腔内骨髓ꎬ点在洁净的载玻片上ꎬ用针

头环形涂直径为 １ ｃｍ 的圆形薄片即可ꎮ 对中间段

胸骨ꎬ可剪去每节骨骺端ꎬ将针头直接从骨髓腔隙

边穿刺边回抽骨髓ꎬ然后轻轻打出吸取的骨髓滴 １
小滴在载玻片上ꎬ用针头环形涂直径为 １ ｃｍ 的薄片

即可ꎮ
１􀆰 ４　 染色:使用磷酸盐缓冲液ꎬ将 Ｇｉｅｍｓａ 染液配

成 １０％的应用液ꎬ染色 １０ ｍｉｎꎮ

２　 结果

涂好的湿片可在显微镜下及时直接观察ꎬ分别

在 × ２０ꎬ × ４０ 物镜下看细胞分布及相对密度ꎮ 以尿

沉渣镜检细胞数的标准为参考[７]ꎬ将 × ２０ 物镜下细

胞分布均匀ꎬ细胞数满视野( ＋ ＋ ＋— ＋ ＋ ＋ ＋ )ꎻ
在 × ４０ 物镜下细胞分布均匀ꎬ细胞数达 ５０ ~ １００
个 /视野ꎮ 染色后油镜下细胞数可达到 ３０ ~ ５０ 个 /
视野为制片合格ꎮ 在油镜下按一定顺序进行 ＰＣＥ
和微核计数ꎮ ＰＣＥ 细胞呈灰蓝色、成熟红细胞呈橘

黄色ꎮ 微核多数为圆形ꎬ边缘整齐ꎬ嗜色性与核质

一致ꎬ呈紫红色或蓝紫色ꎮ ＰＣＥ 细胞中微核多为一

个ꎬ也可有两个或以上微核ꎬ此时仍按有微核的 ＰＣＥ
计算ꎮ

３　 讨论

微核试验是细胞基因损伤检测的生物学标志

之一[８]ꎬ小鼠骨髓微核实验是最常用的微核实验ꎮ
美国食品药品管理局( ｆｏｏｄ ａｎｄ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬ
ＦＤＡ)ꎬ 欧洲药监局 ( Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ａｇｅｎｃｙꎬ
ＥＭＡ)等部门均要求:基因毒性的检测为药物安全

性评估的必须一部分[９]ꎮ 在过去的几十年里ꎬ此实

验被广泛应用于药品、食品等的遗传毒性的检测ꎬ
以及环境污染的检测、临床疾病的诊断等ꎮ 但是如

何获取满意的骨髓涂片ꎬ进行有效的细胞计数ꎬ仍
有一定的困难ꎮ

我们采用穿刺取骨髓细胞和挤压取骨髓细胞ꎬ

７８中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



都能获得满意的细胞数ꎮ 但挤压后点滴采集的骨

髓ꎬ虽然方法相对容易和迅速获得骨髓细胞ꎬ但因

挤压过程中在胸骨上残留很少的组织细胞等也会

一起被点滴收集ꎬ有一定的组织污染ꎬ增加额外的

细胞背景ꎮ 穿刺法或抽吸骨髓法可很好地减少污

染ꎬ相对显示好的细胞染色背景ꎮ 另我们借鉴血液

制片厚滴法[７]和细菌涂片技术中菌落制片方法[１０]ꎬ
采取环形涂直径为 １ ｃｍ 的圆形骨髓细胞薄片ꎬ较常

规推片制片技术ꎬ在获取骨髓细胞量一定的情况

下ꎬ通过减小制片面积ꎬ增加细胞密度ꎬ还可在显微

镜下及时直接评估采集的骨髓细胞数ꎬ对细胞量少

的制片补充穿刺一次增加细胞量ꎮ
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　 　 “一个国家的伟大可视其如何对待动物加以衡

量ꎮ”———甘地ꎮ
提起实验动物ꎬ我们先来说说动物实验ꎬ大多

数人会想ꎬ不就是给实验动物打针ꎬ灌药或者解剖

么? 实际上远比这个复杂的多ꎬ动物实验是为了获

得有关生物学、医学等方面的新知识或想得到某些

预期的目的或结果而以实验动物为载体的科学研

究ꎬ从而帮助人类揭示生命的本质和规律[１]ꎮ 动物

实验在医学上、农学、药学生物科学、生物学等各个

方面扮演者重要角色ꎮ
为什么要用实验动物做实验呢? 这其中有很

多的奥秘呢ꎮ 大家也许不知道ꎬ实验动物具有生物

体的完整性和系统性ꎬ所以任何一个外来刺激会引

起实验动物全身各个系统出现连锁反应ꎮ 因为实

验动物的这个特性ꎬ我们把它称为活的 “精密仪

器”ꎮ 实验动物为我们人类的发展做出了极大的牺

牲ꎬ因此在研究过程中应该最大限度的去关爱实验

动物ꎬ感受实验动物“内心感受”ꎬ满足实验动物健

康、快乐的外部条件ꎬ是实验动物福利所包含的基

本内容[２ꎬ５]ꎮ 为此ꎬ人们为了关爱实验动物ꎬ保障实

验动物的基本权利ꎬ还专门制定了保护实验动物的

法规和标准ꎬ这真是实验动物界的福音ꎮ
“福音”的起源和发展

早在 １９ 世纪初期ꎬ欧洲的一些有识之士把同情

的目光投向动物ꎬ想通过法律来解决这个道德问

题ꎮ 曾有人在英国国会上提出过禁止虐待动物的

提案ꎬ提案在当时背景下ꎬ被议院否决ꎬ也受到了很

多人的嘲笑ꎮ 但是随着时间的推移ꎬ人们关于动物

福利的思考也渐渐日趋成熟ꎮ 在 １８２２ 年ꎬ“人道的

迪克”马丁ꎬ提出了禁止虐待动物的提案—“马丁法

令”获得了通过ꎮ 这是首次以法律条文的形式规定

了动物的利益ꎬ保护动物权利ꎬ是动物保护史上的

一座里程碑ꎮ 随即ꎬ在全球掀起了防止虐待动物的

浪潮ꎬ自 １９８０ 年以后ꎬ欧盟及美国、澳大利亚、加拿

大等国先后都进行了动物福利方面的立法ꎮ 动物

福利组织在世界范围内蓬勃发展起来ꎬ在 ＷＴＯ 中

也写入了动物福利条款了ꎮ 人类对待动物的态度

从此开始了微妙的变化ꎮ
“福音”的内容

为了更好的保护实验动物ꎬ英国的动物学家

Ｗｉｌｌｉａｍ Ｒｕｓｓｅｌｌ 和生物学家 Ｒｅｘ Ｂｕｒｃｈꎬ提出了著名

的动物实验“３Ｒ”原则(ｔｈｅ ３Ｒ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ):
１、替代(ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ)是指用无知觉的物质替代

有知觉活的较高等级动物ꎮ
２、减少(ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ)是指为获得特定数量及准确

的信息ꎬ尽量减少动物使用的数量ꎮ
３、优化(ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ)是指对不得以使用的动物ꎬ

应尽量减低非人道方法的使用频率或危害程度 [３]ꎮ
在 １９６５ 年ꎬＢｒａｍｂｅｌｌ 提出了动物福利的核心内

容ꎬ即五大自由:动物享有不受饥渴的自由ꎻ动物享

有生活舒适的自由ꎻ动物享有不受痛苦伤害和疾病

的自由ꎻ保证动物表达天性的自由ꎻ具有享受生活

无恐惧和无悲伤的自由ꎮ
３Ｒ 原则和动物的五大自由共同组成了日后国

际上较为公认的动物福利伦理审查的基本要素ꎮ
总而言之ꎬ实验动物福利的核心保障就是保证全体



实验动物的健康和快乐ꎮ
“福音”国内外进展

在保护动物福利方面ꎬ欧美各国在科学、社会、
法律多重推动下取得了较好的成果ꎬ其中法律法规

的不断完善ꎬ起到了保驾护航的作用ꎮ 比如ꎬ欧盟

发布了«欧洲公约»ꎬ美国的«动物福利法»等ꎮ 我国

的实验动物福利法起步较晚ꎬ但是ꎬ用二十年的时

间走完了欧美等发达国家半个世纪的路程ꎮ 与发

达国家相比ꎬ我国实验动物的整体水平略有些落

后ꎬ但是ꎬ在实验动物法发展过程中吸收了大量发

达国家的精髓ꎬ同时具有我国特色ꎬ对于实验动物

伦理审查和管理有着严格的法律规定ꎬ如科学技术

行政部主管的管理体系、许可证制度、严格的质量

控制标准、各个省市具有各自的保护动物福利地方

法规ꎬ如北京、湖北、云南、黑龙江和广东[４ － ５]ꎮ
２０１３ 年ꎬ我国首个实验动物福利伦理全国性专

业组织中国实验动物学会实验动物福利伦理委员

会正式成立ꎬ我国实验动物福利伦理事业得到了飞

速的发展ꎮ ２０１４ 年ꎬ中国举办了首届实验动物福利

伦理国际论坛ꎮ ２０１５ 年ꎬ中国实验动物学会实验动

物福利伦理委员会制定的我国第一部实验动物福

利伦理国际标准ꎬ国家标准花委员会批准立项ꎬ并
在第两届中英实验动物福利伦理国际论坛上ꎬ获得

国际学界的高度称赞[４]ꎮ
由于法律、标准的不断建立及完善ꎬ其强大的

约束力ꎬ使得实验动物的福利伦理不再是空洞的口

号ꎬ并把保护动物福利伦理真正的践行到了相关国

家部门的工作中去ꎮ

在人类探索生命科学的奥秘、推动生物医学发

展过程中ꎬ大部分都需要利用动物实验来获得科技

进步和突破ꎬ包括获得诺贝尔奖的科技成就ꎮ 实验

动物是重要的基础和支撑条件ꎬ因此ꎬ重视实验动

物福利可以保证生物医学的研究成果更具有客观

性、准确性和可重复性ꎬ使我国的生物医学研究等

科技成果更好的走向世界ꎬ与国际接轨[６]ꎮ
重视实验动物福利也是人与自然协调发展的

需要ꎮ 对于强大的人类ꎬ实验动物是弱者ꎮ 如何对

待弱者ꎬ可暴露一个人、一个国家的道德水准ꎮ 实

验动物福利伦理水平本质上反映的是人的职业道

德ꎮ 然而ꎬ不断完善的实验动物福利伦理法规与标

准ꎬ则是人们不能逾越的底线ꎬ更是实验动物真正

的福音ꎮ
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