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孕前炔雌醇暴露对大鼠子代糖代谢变化和肝脏糖
代谢相关基因表达的影响
徐凯旋，李宁宁，管磊剑，夏彦恺，吴笛∗

（南京医科大学公共卫生学院卫生毒理学系，江苏 南京　 ２１１１６６）

　 　 【摘要】 　 目的　 以 ＳＤ 大鼠为模型，观察孕前炔雌醇（ｅｔｈｉｎｙｌ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，ＥＥ）暴露对子代糖代谢变化和肝脏内

与糖代谢相关基因表达的影响。 方法　 ５２ 只雌性大鼠随机分为 ４ 组：对照组（芝麻油）、５０、２００、８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组，
每天 １ 次，连续灌胃暴露 １５ ｄ 后受孕。 在子代出生后第 ２３ 天（ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄａｙ，Ｐ２３）和 Ｐ２５ 分别进行口服葡萄糖耐量

（ＯＧＴＴ）和胰岛素耐量（ＩＴＴ）实验，并用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肝脏中糖代谢相关基因表达水平。 结果 　 子代雌鼠 ＯＧＴＴ：
２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组空腹血糖值显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组第 １５ｍｉｎ 血糖值显著高于对照组、５０、２００
μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），５０、８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组 ２ ｈ 血糖值显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 子代雄鼠 ＯＧＴＴ：在第 １５ ｍｉｎ，８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组血糖值显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；第 ３０ ｍｉｎ 时，２００ μｇ ／ ｋｇ
ＥＥ 组血糖值显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 子代雌鼠 ＩＴＴ：第 １５ ｍｉｎ 时，５０、２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组血糖值显著高于对照组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 子代雄鼠 ＩＴＴ：第 ３０ ｍｉｎ 时 ５０、２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组血糖值显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 子代雌鼠 ＲＴ⁃ＰＣＲ：５０，２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 和 ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组 Ｇｌｕｔ２ 和 Ｌｐｋ ｍＲＮＡ 表达水平显著低于对照组 （Ｐ
＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；５０、２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组 Ｇｙｓ２ ｍＲＮＡ 表达水平显著低于对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 子

代雄鼠 ＲＴ⁃ＰＣＲ：２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组 Ｇ６ｐａｓｅ 和 Ｐｅｐｃｋ ｍＲＮＡ 表达水平显著高于对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），５０ μｇ ／ ｋｇ
ＥＥ 组 Ｇｌｕｔ２ ｍＲＮＡ 表达水平相对于对照组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组 Ｇｙｓ２ ｍＲＮＡ 表达水平显著高于对

照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 孕前炔雌醇暴露会导致子代雌鼠葡萄糖耐量受损、子代出现胰岛素抵抗及肝脏内糖代谢

相关基因表达异常。 而且这些效应具有性别差异，子代雌鼠对孕前 ＥＥ 暴露更敏感。
【关键词】 　 孕前；炔雌醇；糖代谢失衡；肝脏
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ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ， ｔｈｅ ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｆａｓｔｉｎｇ
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ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ａｔ １５ ｍｉｎ ａｆｔｅｒ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｕｃｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ５０ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ
＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ａｔ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ２ ｈ， ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ５０ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ５０
μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｉｎｓｕｌｉｎ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ， ｔｈｅ ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｌｅｖｅｌ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ １５ ｍｉｎ ａｆｔｅｒ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ａ ｌｏｗｅｒ
ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ ３０ ｍｉｎ ａｆｔｅｒ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ， ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
５０ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｍｕｃｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ， Ｇｌｕｔ２ ａｎｄ Ｌｐｋ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ５０ μｇ ／ ｋｇ， ２００ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｍｕｃｈ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｇｙｓ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ５０ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｍｕｃｈ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ， ｔｈｅ ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ
ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｍｕｃｈ ｈｉｇｈｅｒ Ｇ６ｐａｓｅ ａｎｄ Ｐｅｐｃｋ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ Ｇｌｕｔ２
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｕｃｈ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ Ｇｙｓ２ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｐｒｅｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ＥＥ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃａｎ ｌｅａｄ ｔｏ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ａｎｄ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｋｅｙ ｈｅｐａｔｉｃ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｒｅ ｓｅｘ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ，ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｉｓ ｍｏｒｅ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｐｒｅｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ＥＥ ｅｘｐｏｓｕｒｅ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｐｒｅｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ；Ｅｔｈｉｎｙｌ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ；Ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｍｂａｌａｎｃｅ；Ｌｉｖｅｒ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＷＵ Ｄｉ，． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄｉｗｕ＠ ｎｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 炔雌醇（ ｅｔｈｉｎｙｌ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，ＥＥ）是一种人工合成

雌激素，被广泛使用在药物制剂中，是目前短效口服

避孕药中的高效雌激素。 在我国偏远乡村，有 １％
的已婚妇女选择服用短效避孕药［１］，但是在人口密

集的沿海发达地区，由于婚前对短期有效且可逆的

避孕方法需求的增加，服用含有 ＥＥ 避孕药的人群

相对比较庞大。 在我国，ＥＥ 更多地被用于调节女性

正常生理周期、恢复流产后生理周期、辅助受孕、治
疗痤疮和妇科疾病［２，３］，ＥＥ 非避孕性应用是避孕性

应用的 ２１ 倍［４］。 值得注意的是，服用 ＥＥ 的女性人

群相对年轻，往往在短期内会有怀孕计划。 那么，最
令人关心的是女性在孕前服用 ＥＥ 是否会给子代健

康发育带来不良影响。
ＥＥ 高效而且相对不易降解，消除半衰期比较长

（３６ ± １３）ｈ，长期定量服用很容易在体内积累，也较

容易引起妊娠早期暴露，从而具有潜在的生殖发育

毒性。 所以，ＥＥ 作为雌激素内分泌干扰物代表，被
美国国家毒理学项目重点研究［５］。 但目前关于 ＥＥ
生殖发育毒性的报道很少。 根据 ２００３ 年国际上正

式认可的 ＤＯＨａＤ 理论 （ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｏｒｉｇｉｎｓ ｏｆ
Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｄｉｓｅａｓｅ），慢性代谢疾病如糖代谢稳态失

衡和糖尿病的病因，往往可以追溯到人类在早期发

育过程中经历的不利因素［６］，这些不利因素可引起

子代出生后表型的改变，如糖代谢失衡［７］，很多动

物和人群研究已经发现孕期母体内环境对子代出生

后的生长发育有影响［８］，但是关于围孕期特别是孕

前母体环境对后代出生后生长发育影响的研究刚刚

开展。 肝脏是糖代谢和脂代谢调节的重要器官［９］，
在稳定血糖、清除血氨和解毒方面有重要作用。 因

此我们建立了孕前 ＥＥ 暴露 ＳＤ 大鼠模型，研究孕前

ＥＥ 暴露是否会影响子代健康发育，尤其是糖代谢以

及从肝脏角度探索子代糖代谢失衡的可能机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雌鼠 ＳＤ 大鼠 ５２ 只，体重 ２３０ ～ ２５０ ｇ，７
～ ９ 周龄，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司

【ＳＣＸＫ（沪） ２０１２ － ０００２】，ＳＰＦ 级雄鼠 ＳＤ 大鼠 ５２
只，体重 ４３０ ～ ４５０ ｇ，１２ ～ １４ 周龄，购自上海斯莱克

实验动物有限责任公司【ＳＣＸＫ（沪） ２０１３ － ００１８】，
均饲养于南京医科大学江宁校区动物中心屏障实验

室【ＳＹＸＫ（苏） ２０１４ － ０００９】，环境温度：２０ ± ２℃，
相对湿度：５０％ ～６０％ ，光照：１５０ ～ ２００ ｌｘ，１２ ｈ ／ １２ ｈ
明暗交替，噪音 ＜ ５０ ｄｂ，每个 ＩＶＣ 笼内饲养 ２ 只大

鼠，自由饮食，并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人

道的关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验试剂

２２２
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Ｅｔｈｉｎｙｌｅｓｔｒａｄｉｏｌ，购自德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 标准

品公司；罗氏血糖试纸，购自南京迈迪特生物化学有

限公司；中性胰岛素注射液，购自江苏万邦生化医药

股份有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ，购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，
ＵＳＡ）公司；逆转录试剂盒、ＲＮＡ 酶抑制剂（ＲＮａｓｉｎ）
和 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔｓ，均购自

Ｔａｋａｒａ 公司（大连宝生物有限公司）。
１􀆰 １􀆰 ３　 实验仪器

罗氏卓越型血糖仪，购自南京迈迪特生物化学

有限公司；台式低温高速离心机 （ ＧＳ２１５Ｒ，美国

Ｂａｃｋｍａｎ），７９００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪（美国 ＡＢＩ 公

司）。
１􀆰 ２　 炔雌醇染毒

将 ５２ 只雌鼠按照体重随机分为 ４ 组，每组 １３
只，采取灌胃方法对 ４ 组大鼠分别给予芝麻油及

５０、２００ μｇ ／ ｋｇ 和 ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 暴露，每日一次，连
续暴露 １５ ｄ，给药前禁食不禁水。
１􀆰 ３　 大鼠交配及子代体重测定

大鼠连续 ＥＥ 暴露 １５ ｄ 后给予 １５ ｄ 的洗脱期，
之后雌雄按 １∶ １的比例进行合笼交配，每天上午 ９：
００ － １１：００ 检查雌鼠阴栓脱落情况，记观察到阴栓

为怀孕第 １ 天，怀孕的母鼠单独饲养与鼠笼内，给予

不含雌激素的食物，且每 ５ ｄ 记录 １ 次体重。 大鼠

的妊娠期为 ２１ ｄ，在 １９ ｄ 左右密切观察大鼠分娩情

况，观察到子代出生记为出生后第 １ 天（ ｐｏｓｔｎａｔａｌ
ｄａｙ，Ｐ１），对新生子代采取剪趾标记，并在同组间交

换不同窝别的子代以减少子代个体差异，子代在出

生后第 ２２ 天断奶，第 ２５ 天进行雌雄分笼。 子代从

Ｐ４⁃Ｐ１４，每 ２ ｄ 称 １ 次体重。
１􀆰 ４　 子代葡萄糖耐量和胰岛素耐量测定

１􀆰 ４􀆰 １　 葡萄糖耐量实验

在子代 Ｐ２３ 前 １ ｄ 晚上对子代（ｎ ＝ ８）禁食 １２
～ １４ ｈ，并在第 ２ 天早上 ８ 点按 ２ ｇ ／ ｋｇ 剂量给子代

灌胃 ５０％葡萄糖，尾尖采集 ０、１５、３０、６０、１２０ ｍｉｎ 时

间点的血糖并利用罗氏卓越型血糖仪记录数值，绘
制 ＯＧＴＴ 曲线。
１􀆰 ４􀆰 ２　 胰岛素耐量实验

在子代 Ｐ２５ 前 １ ｄ 晚上对子代（ｎ ＝ ８）禁食 １２
～ １４ ｈ，并在第 ２ 天早上 ８ 点按 ０􀆰 ７５ ＩＵ ／ ｋｇ 剂量对

子代腹腔注射胰岛素，尾尖采集 ０、１５、３０、６０、１２０
ｍｉｎ 时间点的血糖并记录血糖数值，绘制 ＩＴＴ 曲线。
１􀆰 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ
１􀆰 ５􀆰 １　 子代肝脏总 ＲＮＡ 提取

在抽提 ＲＮＡ 之前，所有需使用的器材、离心管

及枪头等均需在 ０􀆰 １％ ＤＥＰＣ 水中浸泡 ２４ ｈ，烘干，
高压消毒去除 ＲＮａｓｅ 以后待用。 称取各组子代肝

脏 ０􀆰 １ ｇ 并超声，接下来用 ＴＲｉｚｏｌ 试剂盒按产品说

明书提取总 ＲＮＡ。
１􀆰 ５􀆰 ２　 引物设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上提供的基因序列，应用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计基因特异性引物。 引物设计

完成后，通过 ＮＣＢＩ 对其特异性进行鉴定，结果表明

均具有良好的特异性（表 １）。 引物由上海捷瑞生物

工程有限公司合成。
　 　 表 １　 肝脏内与糖代谢相关基因引物序列及反应条件

　 　 Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ
引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列（５′ － ３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′ － ３′）
扩增长度 ／ ｂｐ

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ
退火温度 ／ ℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

Ｇｌｕｔ２⁃ｆ ＣＡＧＣＡＣＡＴＡＣＧＡＣＡＣＣＡＧＡＣＧ １２３ ５８􀆰 ８

Ｇｌｕｔ２⁃ｒ ＣＡＡＡＧＡＡＣＧＡＧＧＣＧＡＣＣＡ ５６􀆰 ９

Ｇｃｋ⁃ｆ ＧＡＴＧＣＴＧＧＴＣＡＡＡＧＴＧＧＧＡＧＡ １５７ ５８􀆰 ７

Ｇｃｋ⁃ｒ ＣＴＧＡＴＧＣＴＴＧＴＣＡＡＧＧＡＡＧＴＣＡ ５６􀆰 ７

Ｌｐｋ⁃ｆ ＡＴＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＧＡＡＧＧＧＴＣ １９５ ５８􀆰 ８

Ｌｐｋ⁃ｒ ＴＧＧＧＴＴＧＡＡＡＧＡＡＡＴＡＧＧＧＴ ５２􀆰 ５

Ｇ６ｐａｓｅ⁃ｆ ＴＴＣＴＴＣＣＴＧＴＴＴＧＧＴＴＴＣＧＣ １６７ ５６􀆰 ６

Ｇ６ｐａｓｅ⁃ｒ ＡＡＧＡＧＧＧＴＣＣＣＣＡＧＧＴＴＴＴ ５６􀆰 １

Ｐｅｐｃｋ⁃ｆ ＡＧＣＴＧＣＡＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＡＣＴ １３４ ５５􀆰 ２

Ｐｅｐｃｋ⁃ｒ ＧＣＣＧＴＣＧＣＡＧＡＴＧＴＧＡＡＴＡ ５６􀆰 ８

Ｇｙｓ２⁃ｆ ＡＣＴＣＣＡＡＡＣＧＧＣＴＴＧＡＡＣＧ １１１ ５７􀆰 ４

Ｇｙｓ２⁃ｒ ＧＣＣＡＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＣＴＣＧＡＡＣＡ ５７􀆰 ８

Ｐｙｇｌ⁃ｆ ＡＴＣＧＴＣＡＣＣＴＧＣＡＣＴＴＣＡＣＴＣ １４８ ５６􀆰 ４

Ｐｙｇｌ⁃ｒ ＣＴＣＴＴＧＧＧＧＣＡＣＴＴＧＴＣＡＴＡＧ ５６􀆰 １

３２２
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１􀆰 ６　 统计分析

用统计学分析软件 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 结合 Ｏｒｉｇｉｎ 对各

项指标进行数据整理及分析，所有数据均行正态性、
方差齐性检验，所有实验结果用均数 ±标准误表示，
采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）比较各组

间的差异后用 ＬＳＤ 多重比较的方法进行两两比较，
来判断是否有统计学显著差异。

注：—■—对照组；—•—５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；—▲—２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；

—▼—８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

　 　 图 １　 子代雌鼠（Ａ）和雄鼠（Ｂ）Ｐ４⁃Ｐ１４ 体重

Ｎｏｔｅ． —■—Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； —•—５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ； —▲—２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ；

—▼—８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ；∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ（Ａ） ａｎｄ ｍａｌｅ（Ｂ） ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ ｆｒｏｍ Ｐ４ ｔｏ Ｐ１４

２　 结果

２􀆰 １　 子代体重

母鼠孕前 ＥＥ 暴露后，观察子代出生后 Ｐ４⁃Ｐ１４
体重变化，结果显示子代雌鼠在 Ｐ４ 和 Ｐ１０ 组间体重

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ａ）。 经 ＬＳＤ 法比较发

现在 Ｐ４，８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组子代体重显著低于对照组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 １Ａ）；在 Ｐ１０，２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 和 ８００
μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组子代体重显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
而对于子代雄鼠，在 Ｐ６，５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组子代体重显

著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 １Ｂ）。
２􀆰 ２　 子代葡萄糖耐量实验

子代雌鼠 ＯＧＴＴ 实验结果发现 Ｐ２３ 空腹血糖值

组间存在差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ２Ａ）。 使用 ＬＳＤ 法比较

发现 ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组子代空腹血糖值显著低于对

照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ２Ａ），说明 ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 暴露有

可能导致子代代谢失衡。 在第 １５ ｍｉｎ，８００ μｇ ／ ｋｇ
ＥＥ 组血糖值显著高于对照组、５０μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 和 ２００
μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ２Ａ）；

但在 ２ ｈ，５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 和 ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组血糖值却

显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ２Ａ），说明

孕前 ＥＥ 暴露可使子代雌鼠糖耐量受损。
在子代雄鼠 ＯＧＴＴ 中，第 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ 血糖水

平组间差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ２Ｂ）。 ＬＳＤ 法两

两比较发现，在第 １５ ｍｉｎ，８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组血糖值

显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ２Ｂ）；在第 ３０ ｍｉｎ，
２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组血糖值显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
图 ２Ｂ）。 然而在 ２ ｈ，ＥＥ 暴露组的血糖值和对照组

相比差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，图 ２Ｂ），说明较雌鼠

而言，子代雄鼠的糖耐量可能未受损。
２􀆰 ３　 子代胰岛素耐量实验

在 Ｐ２５，ＩＴＴ 实验结果显示子代雌鼠和雄鼠对胰

岛素的敏感性具有类似趋势。 在雌鼠中，腹腔注射

胰岛素后第 １５ ｍｉｎ， ５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ、２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组

血糖值显著高于对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图
３Ａ）。 在子代雄鼠中，第 ３０ ｍｉｎ 组间血糖水平差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ３Ｂ），ＬＳＤ 法发现，５０ μｇ ／ ｋｇ
ＥＥ 和 ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组血糖值显著高于对照组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ３Ｂ），综上可说明 ５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 和

２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组子代经孕前 ＥＥ 暴露后有可能出现

胰岛素抵抗现象。
２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ

用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的方法检测了肝脏内糖代谢相关基

因 Ｇｌｕｔ２、Ｇｃｋ、Ｌｐｋ、Ｇ６ｐａｓｅ、Ｐｅｐｃｋ、Ｇｙｓ２ 和 Ｐｙｇｌ ｍＲＮＡ
的相对表达水平。 在子代雌鼠中，５０、２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ

４２２
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注：—■—对照组；—•—５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；—▲—２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；
—▼—８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组； ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

　 　 图 ２　 子代雌鼠（Ａ）和雄鼠（Ｂ）Ｐ２３ 葡萄糖耐量实验

Ｎｏｔｅ． —■—Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； —•—５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ；

—▲—２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ； —▼—８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ（Ａ） ａｎｄ ｍａｌｅ（Ｂ） ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ ａｔ Ｐ２３

注：—■—对照组；—•—５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；

—▲—２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；—▼—８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

　 　 图 ３　 子代雌鼠（Ａ）和雄鼠（Ｂ）Ｐ２５ 胰岛素耐量实验

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｆｅｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ； Ｂ：　 Ｍａｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ． —■—Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． —•—５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ．

—▲—２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ． —▼—８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ（Ａ） ａｎｄ ｍａｌｅ（Ｂ） ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ ａｔ Ｐ２５

和 ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组 Ｇｌｕｔ２ 和 Ｌｐｋ 的表达水平相对于

对照组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图
４Ａ）；糖原合成相关酶 Ｇｙｓ２ 基因表达水平在 ５０ μｇ ／
ｋｇ ＥＥ 和 ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组也显著低于对照组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ４Ａ）；糖异生关键基因 Ｇ６ｐａｓｅ 和

Ｐｅｐｃｋ、Ｇｃｋ 和 Ｐｙｇｌ 基因表达水平在对照组和剂量组

中差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，图 ４Ａ）。
在子代雄鼠中，糖异生基因 Ｇ６ｐａｓｅ 和 Ｐｅｐｃｋ 表

达水平在 ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组中相对于对照组显著增

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ４Ｂ）；５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组

Ｇｌｕｔ２ 表达水平相对于对照组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
图 ４Ｂ）；糖原合成相关酶 Ｐｙｇｌ 表达水平在 ８００ μｇ ／
ｋｇ ＥＥ 显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ４Ｂ）。

３　 讨论

炔雌醇（ＥＥ）属于环境内分泌干扰物（ ｅｎｖｉｒｏｎ⁃
ｍｅｎｔａｌ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，ＥＤＣｓ），长期以

来一直是口服避孕药中的重要激素，由于 ＥＥ 在育

５２２
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注： 对照组； ５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；

２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组； ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 子代雌鼠（Ａ）和雄鼠（Ｂ）肝脏内与糖代谢相关基因 ｍＲＮＡ 表达水平

Ｎｏｔｅ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ；

２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ； ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ（Ａ） ａｎｄ ｍａｌｅ（Ｂ） ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ

龄妇女中的广泛运用，其对于女性本身是具有安全

性的［２􀆰 ３］，但对后代是否具有毒性作用应该引起足

够的重视。 既往的动物实验主要着重于孕期以及哺

乳期暴露 ＥＥ 对子代的影响，而关于孕前暴露 ＥＥ 的

研究还较少，本实验选择 ＳＤ 大鼠孕前 ＥＥ 暴露模

型，研究其对子代糖代谢的影响和肝脏内糖代谢相

关基因 ｍＲＮＡ 的转录水平，进而探索子代糖代谢失

衡的可能机制。
Ｆｅｒｇｕｓｏｎ 等［１０］研究发现 ＳＤ 大鼠在孕期第 ６ ～

２１ 天连续暴露 ５ μｇ ／ ｋｇ 和 １０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ，子代雌鼠

和雄鼠体重较对照组均随年龄增加显著增高，与本

实验子代雌鼠体重变化趋势类似（图 １Ａ），却不同

于子代雄鼠体重变化，推测可能与不同性别子代对

ＥＥ 的敏感性有关； Ｍａｎｄｒｕｐ 等［１１］ 却发现 Ｗｉｓｔｅｒ 大

鼠在孕期第 ７ ～ １０ 天暴露 ０、５、１５ 和 ５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ
导致 ５０ μｇ ／ ｋｇ 子代雄鼠 Ｐ６ 体重下降，与我们的结

果完全一致；在鲫鱼暴露 ＥＥ 模型中，亦发现体重下

降现象［１２］。 这些结果意味着孕前同孕期暴露 ＥＥ
在一定程度上都可导致子代体重变化，原因推测有

可能与摄食量及代谢变化有关［１３］。
Ｌａｗｒｅｎｃｅ 等［１４］ 研究的甲基炔诺酮（ ｎｏｒｇｅｓｔｒｅｌ ／

ｅｔｈｉｎｙｌ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ；ＮＥＥ）和 Ｋｅｎｄｉｇ［１５］给 ＣＤ１ 小鼠喂食

含有炔雌醇的饲料，均发现子代糖耐量受损现象，说
明 ＥＥ 在不同的种属中且与其他具有雌激素效应的

短效避孕药一样，都可使子代糖耐量受损。 本实验

研究结果发现不同剂量的孕前 ＥＥ 暴露都可使子代

糖耐量发生变化，但是糖耐量发生异常的时间点不

一样，这可能与不同性别子代体内的代谢功能和脂

肪分布有关，因为雄鼠更倾向于改变皮下脂肪分布

而非腹部脂肪［１５］。 此种效应的差异与同样作为

ＥＤＣｓ 的双酚 Ａ（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ，ＢＰＡ）有共同点，刘景

丽等［１３］在 Ｃ５７ＢＬ６ 小鼠孕期及哺乳期不同阶段暴

露 ＢＰＡ，因给药的剂量、时间和对胰岛素具有的不

同敏感性等［１６］原因均可使不同性别子代的葡萄糖

耐量存在差异。
肝脏是调节糖代谢的主要器官，Ｇｃｋ 和 Ｌｐｋ 均

是肝脏糖酵解的关键酶，它们的表达或活性降低，将
直接影响胰岛素在肝脏的利用以及葡萄糖在肝脏的

吸收，导致葡萄糖耐量下降及胰岛素抵抗［１７］。 Ｌｐｋ
是肝脏糖酵解三个关键的限速酶之一，且处于糖酵

解过程的最后一步， Ｌｐｋ 活性高，葡萄糖分解加

快［１８］，Ｇｌｕｔ２ 可促进体内葡萄糖摄取且与葡萄糖敏

感基因表达的调节密切相关［１９］，Ｇｌｕｔ２ 表达升高可

促进葡萄糖转运，为肝糖原含量增加提供条件，
Ｇｌｕｔ２ 敲除的小鼠出现明显的高糖血症［２０］。 本实验

孕前 ＥＥ 暴露组子代雌鼠肝脏内 Ｌｐｋ 和 Ｇｌｕｔ２ 表达

下调，可间接解释 ５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 和 ８００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组

子代雌鼠 ２ ｈ 的血糖水平低于对照组的现象。 而在

子代雄鼠中，Ｇｌｕｔ２ 在只 ５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组中表达下

调，与糖耐量结果不一致。 在哺乳动物中，肝糖原生

成对去除体内过量血糖起到关键的作用［２１］，在子代

雌鼠中，Ｇｙｓ２ 作为肝糖原合成酶在 ５０ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 和

２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组中表达降低，说明在高剂量组中

Ｇｙｓ２ 合成较少，葡萄糖转化为肝糖原的量较少，体

６２２
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内血糖水平继而升高，同子代雌鼠胰岛素耐量实验

结果一致。 Ｐｅｐｃｋ 和 Ｇ６ｐａｓｅ 是糖异生的关键酶，Ｐｅｐ⁃
ｃｋ 和 Ｇ６ｐａｓｅ 表达上调可使血糖水平升高［２２］，我们

的 ＩＴＴ 结果显示 ２００ μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 组血糖水平显著增

高，符合 Ｐｅｐｃｋ 和 Ｇ６ｐａｓｅ 表达上调的结果，说明 ２００
μｇ ／ ｋｇ ＥＥ 孕前暴露确实会导致使子代产生胰岛素

抵抗。
综述所述，孕前炔雌醇长期暴露会导致子代代

谢失衡，如葡萄糖耐量受损、出现胰岛素抵抗现象

等，结合肝脏内与糖代谢相关基因的表达，可在一定

程度上解释子代幼年期糖代谢失衡的现象，继而为

幼年期糖代谢失衡的发生发展提供新的理论依据，
最终为预防和控制 ＥＥ 引起的儿童高血糖提供直接

依据。
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Ｖｏｌ． ２４　 Ｎｏ． ３

［基金项目］国家自然科学基金（ＮＯ． ８１２７３９８９）；湖南省教育厅创新平台项目（ＮＯ． １２Ｋ０８９）。
［作者简介］周胜强（１９８８ － ），男，博士研究生，从事中医药防治脑血管疾病及神经干细胞研究。 Ｅｍａｉｌ： ５４９１６０９４１＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通讯作者］刘柏炎（１９７０ － ），男，教授，博士生导师，从事中西医结合防治脑血管疾病及神经干细胞研究。 Ｅｍａｉｌ： ｌｉｕｂａｉｙａｎ＠ １２６． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除小鼠子代基因型的鉴定及繁育方法
周胜强１，罗东１，黄素芬１，易健２，刘柏炎１∗

（１． 湖南中医药大学，长沙　 ４１０２０８；２． 湖南中医药大学第一附属医院，长沙　 ４１０００７）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨小凹蛋白⁃１（ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１）基因敲除小鼠的鉴定方法与最优繁育方式，为深入研究 ｃａｖｅｏ⁃
ｌｉｎ⁃１ 在脑缺血损伤修复中的作用提供理想的动物模型。 方法　 将引进的 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除小鼠饲养于 ＳＰＦ 级实

验室，煮沸裂解法提取鼠尾组织基因组 ＤＮＡ，根据美国杰克逊实验室（Ｊａｃｋｓｏｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）提供的引物序列进行 ＰＣＲ
反应检测其基因型，采用 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ＋ ／ － 杂合子互交、杂合子与 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ － ／ － 纯合子杂交（正交及反交）、纯合子互交

４ 种不同的交配方式，观察亲代小鼠的受孕率、子代小鼠的外形特征及纯合率。 结果　 琼脂糖凝胶电泳显示 ＰＣＲ
产物分子量大小约 ２００ ｂｐ 和 ６６１ ｂｐ，与预期的目的基因片段分子量大小一致，成功鉴定了 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除小鼠

的不同基因型；不同交配方式的繁殖结果基本符合孟德尔遗传规律，且雌性、雄性 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ － ／ － 纯合鼠具有一定的

繁殖能力，三种不同基因型小鼠的外形特征无明显差异。 结论　 煮沸裂解法提取基因组 ＤＮＡ、ＰＣＲ 法能够快速可

靠鉴定 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除小鼠的基因型；ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 杂合子小鼠互交与纯合子互交相结合的繁育方法可能是短期

内获得足量纯合子子鼠与同源野生子鼠的较好方式。
【关键词】 　 小凹蛋白⁃１；基因敲除；小鼠；鉴定；繁育方法
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ｍａｙ ｂｅ ａ ｇｏｏｄ ｗａｙ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｅｎｏｕｇｈ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ａ ｓｈｏｒｔ ｐｅｒｉｏｄ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１； Ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ； Ｍｉｃｅ； Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＬＩＵ Ｂａｉ⁃ｙａｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｕｂａｉｙａｎ＠ １２６． ｃｏｍ

　 　 基因敲除小鼠是建立在胚胎干细胞技术与基因

同源重组或 ＴＡＬＥＮ、ＣＲＩＳＰＲ ／ ｃａｓ９ 等技术上的一种

定向改变生物活体遗传信息的转基因动物，是研究

疾病的发病机制、分子基础及寻找合适药物靶标的

重要工具［１⁃２］。 目前，通过对基因敲除小鼠的研究，
许多与人类疾病相关新基因的功能得到了阐明，且
与以往腺病毒或脂质体转染基因过表达系统和 ＳｉＲ⁃
ＮＡ 干扰等基因沉默研究手段相比具有显著的优越

性［３］。
小凹蛋白⁃１（ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１）是细胞质膜微囊（ｃａｖｅ⁃

ｏｌａｅ）的标志性蛋白［４］。 近年 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 的研究主要

集中在胆固醇转运、肿瘤发生与浸袭转移方面［５⁃６］，
在神经生物学研究中尚处于起始阶段。 研究发现，
ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 在哺乳动物脑内多个部位均有表达，参与

了脑的正常发育成熟及海马可塑性的调控［７⁃８］，能
影响成年小鼠脑内室管膜下区（ｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｚｏｎｅ，
ＳＶＺ）及海马齿状回颗粒下层 （ ｓｕｂｇｒａｎｕｌａｒ ｚｏｎｅ，
ＳＧＺ）神经干细胞（ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＮＳＣｓ）的增殖

与分化［９⁃１０］。 国外研究报道 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除加

重了脑缺血损伤［１１］，课题组前期研究发现缺血性脑

损伤能上调大鼠脑内 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 蛋白的表达［１２］，但
其机制尚不完全清楚。

由于转基因小鼠具有能够从动物整体水平上模

拟相关基因在体内的功能等诸多优势，为了更好地

研究 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 蛋白在脑缺血损伤修复中的作用及

机制，我们 ２０１１ 年从美国杰克逊实验室（ Ｊａｃｋｓｏｎ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）成功引进了 ＳＰＦ 级 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除

杂合子小鼠，在湖南中医药大学 ＳＰＦ 级实验动物中

心动物房内饲养，并成功进行了鉴定与不同繁育方

法比较。 现将该小鼠的基因型鉴定、繁育过程报告

如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除小鼠亲代购自美国 Ｊａｃｋｓｏｎ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ （Ｍａｉｎｅ， ＵＳＡ），批号：２９０９６１９，ＳＰＦ 级，库
存号：００７０８３，品系名： Ｂ６． Ｃｇ⁃Ｃａｖ１ ｔｍ１Ｍｌｓ ／ Ｊ，遗传背

景：Ｃ５７ＢＬ ／ ６，基因型：杂合子 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ＋ ／ － 。 小鼠

的月龄 ２ ～ ３ 月，体重（２５ ± ５）ｇ。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器及试剂

ＰＣＲ 扩增仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，型号： Ｔ１００
ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｅｒ），化学发光凝胶成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司，型号：ＸＲＳ ＋ Ｉｍａｇｅｒ），台式高速冷冻离心

机（德国 Ｈｅｒｍｌｅ 公司，型号：Ｚ３２ＨＫ），核酸水平电泳

仪（北京百晶生物技术有限公司， 型号：ＢＧ⁃ＳＵＨＷＩ⁃
ＤＩ），超纯水机（上海摩勒科学仪器有限公司，型号：
摩尔超纯水机动物型 ５００９⁃１１⁃５８２）；基因组 ＤＮＡ 提

取溶液（Ａ 液：２５ ｍＭ ＮａＯＨ ＋２ ｍＭ ＥＤＴＡ；Ｂ 液：４０
ｍＭ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ），ＤｒｅａｍＴａｑ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （２
× ）（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，批号：００２２０４１１），
１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ（北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技有限公司，批
号：２０１４１１０３）， Ｂｉｏｗｅｓｔ Ｒｅｇｕｌａｒ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇ⁃１０ （广州

翔博生物科技有限公司， 批号：１１１９１０）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠饲养

Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除小鼠饲养在湖南中医药大

学 ＳＰＦ 级实验动物中心独立通气笼盒（ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙ
ｖｅｎｔｉｌａｔｅｄ ｃａｇｅｓ， ＩＶＣ）系统中，环境温度控制在（２４
± ０􀆰 ５）℃，相对湿度 ５０％ ～ ６０％ ，自由饮食进水，昼
夜光照节律。 采用斯莱康大小鼠繁殖饲料及灭菌垫

料，二者均为 ＳＰＦ 级，垫料每周更换 ２ 次，饮水为超

纯水，每日补充饲料及饮水。 饲养笼具及饮水瓶每

次更换清洗后均使用 ８４ 消毒液浸泡，自来水冲洗后

高压灭菌处理。
１􀆰 ２􀆰 ２　 繁育方法

先将 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除杂合子雄性与雌性小

鼠按 １∶ １搭配，繁殖多代子鼠后，再将不同基因型性

成熟（８ 周龄左右）雌雄小鼠按以下四种方式 １∶ １合
笼配种：ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ＋ ／ － ♂与 ｃａｖｅｏｌｉｎ － １ ＋ ／ － ♀，ｃａｖｅｏ⁃
ｌｉｎ － １ ＋ ／ － ♂与 ｃａｖｅｏｌｉｎ － １ － ／ － ♀，ｃａｖｅｏｌｉｎ － １ － ／ － ♂
与 ｃａｖｅｏｌｉｎ － １ ＋ ／ － ♀，ｃａｖｅｏｌｉｎ － １ － ／ － ♂与 ｃａｖｅｏｌｉｎ －
１ － ／ － ♀，每组配对 ８ 对，均交配两个月。
１􀆰 ３　 基因型鉴定

（１）鼠尾基因组 ＤＮＡ 的提取： 采用煮沸裂解

法［１３］提取鼠尾组织基因组 ＤＮＡ：剪取小鼠尾尖

０􀆰 ３ ～ ０􀆰 ５ ｃｍ，置于 ０􀆰 ２ ｍＬ ＰＣＲ 管中，置冰上剪

碎，加入 Ａ 液 １００ μＬ 浸没组织，ＰＣＲ 仪 ９５ ℃加热

９２２



中国实验动物学报 ２０１６ 年 ６ 月第 ２４ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４􀆰 Ｎｏ． ３

２ ｈ，冷却后加入 Ｂ 液 １００ μＬ，吹打混匀，１２ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ，４℃离心 ５ ｍｉｎ，取上清基因组 ＤＮＡ，４℃ 冰箱

备用。
（２）ＰＣＲ 扩增：引物序列由 Ｊａｃｋｓｏｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 提

供， Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｆｏｒｗａｒｄ： ５′⁃ＧＣＡＣＡＣＣＡＡＧＧＡＧＡＴＴ⁃
ＧＡＣＣ⁃３′，Ｃｏｍｍｏｎ：５′⁃ＣＴＴＧＧＣＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＣＡＣ⁃３′，
Ｍｕｔａｎｔ ｒｅｖｅｒｓｅ： ５′⁃ＣＴＣＣＡＧＡＣＴＧＣＣＴＴＧＧＧＡＡＡＡ⁃３′，
由上海生工生物工程技术服务股份有限公司合成，为
干粉状，稀释 １００ 倍后等体积混合后备用。 ＰＣＲ 反应

体系为 ２０ μＬ：２ × ＤｒｅａｍＴａｑ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
１０ μＬ，模板 ＤＮＡ ２ μＬ，引物混合物 １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ７
μＬ。 采用 ＰＣＲ 仪进行扩增，反应条件为预变性 ９５℃
３ ｍｉｎ，变性９５℃ ３０ ｓ，退火６０℃ ３０ ｓ，延伸７２℃ ４５ ｓ，
循环 ４０ 次，７２℃ ５ ｍｉｎ 终止反应。

（３）琼脂糖凝胶电泳：取 ＰＣＲ 扩增产物 ６ μＬ，
在 ２％琼脂糖凝胶中以 １５０ Ｖ 由负极向正极电泳 ３０
ｍｉｎ，于化学发光凝胶成像系统中拍照观察。

（４）基因型结果判定：Ｃｏｍｍｏｎ 和 ｍｕｔａｎｔ ｒｅｖｅｒｓｅ
引物扩增产物长度为 ２００ ｂｐ 左右，为 ＫＯ 小鼠；ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ ｆｏｒｗａｒｄ 和 ｃｏｍｍｏｎ 引物扩增产物长度为 ６６１
ｂｐ， 为 ＷＴ 小鼠；两条电泳条带均存在的为 ＨＥＴ 小

鼠。
１􀆰 ４　 不同繁殖方式繁育结果观察

交配后密切观察小鼠的受孕情况，计算其受孕

率；从娩出后第 １ ～ ２８ 天每周定期观察其外形特征，
离乳后剪尾检测其基因型，计算纯合率。
１􀆰 ５　 统计学方法　

计量资料数据用（ ｘ
－

± ｓ）表示，组间比较，用
单因素方差分析（ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 计数资料

组间比较，用c
２检验。 所有数据均用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０

统计软件进行分析。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统

计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 部分小鼠基因型鉴定结果

部分小鼠鼠尾基因组 ＤＮＡ 扩增产物凝胶电泳

结果（图 １）：Ｎ 为阴性对照未见电泳条带，仅 ２００ ｂｐ
左右位置可见条带为 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除纯合子，
仅 ６６１ ｂｐ 位置可见条带为野生型，２００ ｂｐ 左右和

６６１ ｂｐ 位置两条条带均可见为 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除

杂合子。

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ（１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ）；
Ｎ：阴性对照；ＫＯ：纯合子； ＨＥＴ：杂合子； ＷＴ：野生型。

　 　 图 １　 部分小鼠基因型 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｎｏｔｅ： Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ（１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ）Ｎ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ＫＯ： Ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ． ＨＥＴ： Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ． ＷＴ： Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｍｉｃｅ ｂｙ ＰＣＲ

２􀆰 ２　 不同繁殖方法繁育结果

Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除杂合子互交、杂合子与纯合

子正交、反交以及纯合子互交，四种不同配种繁殖方

式所产子代小鼠的基因型分布基本符合孟德尔遗传

定律（表 １），其纯合率分别为 ２３􀆰 ５２％ 、４７􀆰 ３６％ 、
５２􀆰 ５４％ 、１００􀆰 ００％ 。 杂合子互交雌鼠受孕率为

１００􀆰 ００％ ，杂合子与纯合子正交、反交雌鼠受孕率均

为 ８７􀆰 ５０％ ，纯合子互交雌鼠受孕率为 ７５􀆰 ００％ ，杂
合子互交种群与其余三种繁殖方式的雌鼠受孕率比

较，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

　 　 表 １　 Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除小鼠不同繁殖方法繁育结果（ｎ ＝ ８）
　 　 Ｔａｂ． １　 Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

种群编号
Ｎｕｍｂｅｒ

配种方式
Ｍｅｔｈｏｄ

子鼠基因型 ／ 只
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ／ ｎ

♂Ｘ♀ ＋ ／ ＋ ＋ ／ － － ／ －

合计 ／ 只
Ｔｏｔａｌ ／ ｎ

受孕率 ／ ％
Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｒａｔｅ ／ ％

纯合率 ／ ％
Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｒａｔｅ ／ ％

１ ＋ ／ － Ｘ ＋ ／ － １９ ３３ １６ ６８ １００􀆰 ００ ２３􀆰 ５３

２ ＋ ／ － Ｘ － ／ － ０ ３０ ２７ ５７ ８７􀆰 ５０∗ ４７􀆰 ３６

３ － ／ － Ｘ ＋ ／ － ０ ２８ ３１ ５９ ８７􀆰 ５０∗ ５２􀆰 ５４

４ － ／ － Ｘ － ／ － ０ ０ ３０ ７０ ７５􀆰 ００∗ １００􀆰 ００
注：与种群编号 １ 比较，∗Ｐ ﹤ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｎｏ． １， ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

０３２
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２􀆰 ３　 三种不同基因型小鼠外形特征

Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除杂合子小鼠互交所生子代新

生幼鼠呈肉红色，赤裸无毛，两眼紧闭，两耳粘贴在皮

肤上，尾短，四肢不发达，活动能力有限（图 ２Ａ）。 ７

日龄、１４ 日龄、２１ 日龄及 ２８ 日龄不同基因型小鼠（经
基因型鉴定存在 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ＋ ／ － 杂合子、ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ － ／ －

纯合子、ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ＋ ／ ＋ 野生型三种不同基因型）在外

观形态上未见明显差异（图 ２Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ）。

注：Ａ：１ 日龄子鼠； Ｂ：７ 日龄子鼠；
Ｃ：１４ 日龄子鼠； Ｄ：２１ 日龄子鼠； Ｅ：２８ 日龄子鼠。

　 　 图 ２　 三种不同基因型不同日龄子鼠外形特征

Ｎｏｔｅ： Ａ： １⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｍｏｕｓｅ． Ｂ：７⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｍｏｕｓｅ． Ｃ：１４⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｍｏｕｓｅ． Ｄ：２１⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｍｏｕｓｅ． Ｅ： ２８⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｍｏｕｓｅ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ

３　 讨论

Ｃａｖｅｏｌａｅ 是 ２０ 世纪 ５０ 年代由日本科学家

Ｙａｍａｄａ 发现并命名的细胞膜上烧瓶状凹陷，大小约

５０ ～ １００ ｎｍ，在血管内皮细胞、脂肪细胞、平滑肌细

胞等细胞上表达丰富，在细胞的囊泡转运、胆固醇体

内平衡以及细胞信号转导等生物学过程调控发挥着

重要作用［４，１４⁃１５］。 Ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 是 ｃａｖｅｏｌａｅ 的关键结构

与功能蛋白，肽链中间由疏水性的氨基酸形成一个

发夹样结构将其锚定在细胞膜上，而亲水性的 Ｃ 端

和 Ｎ 端均朝向胞质，在其 Ｎ 端包含了由 ２０ 个氨基

酸残基组成的脚手架区域（ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ｓｃａｆｆｏｌｄｉｎｇ ｄｏ⁃
ｍａｉｎ， ＣＳＤ），ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 通过其 ＣＳＤ 能够寡聚细胞

内各种信号分子的催化亚基（如 Ｓｒｃ 家族激酶、丝 ／
苏氨酸激酶、Ｇ 蛋白、蛋白激酶 Ａ、蛋白激酶 Ｃ、生长

因子受体以及一氧化氮合成酶等），对其活性状态

起直接调节作用，从而参与了细胞增殖分化、炎症反

应等多种病理、生理过程［１６］。
基因型鉴定是进行基因敲除小鼠繁育保种的重

要环节之一，其方法主要包括传统的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｏｌｔ
法和 ＰＣＲ 法［１７］。 本研究采用煮沸裂解法提取鼠尾

组织基因组 ＤＮＡ，参照 Ｊａｃｋｓｏｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ 提供的引

物序列，通过普通 ＰＣＲ 扩增凝胶电泳成功鉴定出

ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 敲除鼠的基因型，与用 ＤＮＡ 提取试剂盒

提取基因组 ＤＮＡ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｏｌｔ 法鉴定比较，整个过

程耗时较短、费用较低，说明该方法可以作为检测

ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 敲除小鼠基因型的一种快速可靠方法。
基因敲除小鼠由于被敲除的基因功能各不相

同，使得敲除小鼠的某些功能丧失，可能造成生长发

育或生殖功能障碍，故在饲养繁殖及保种方面与普

通实验小鼠相比有不同的要求［１８］。 研究结果表明

三种不同基因型小鼠在外观形态上未见明显差异，
与国外学者 Ｔｒｕｓｈｉｎａ 等［６］ 报道的结果一致；Ｃａｖｅｏ⁃
ｌｉｎ⁃１ 基因敲除杂合子小鼠的繁殖能力未受影响，根
据孟德尔遗传定律，采用杂合子互交，子代小鼠可能

出现 纯 合 子 （ ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ － ／ － ）、 杂 合 子 （ ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃
１ ＋ ／ － ）和野生型（ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ＋ ／ ＋ ）三种基因型，其比例

接近 １∶ ２∶ １，获得的 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ － ／ － 纯合子小鼠可用于

实验研究，ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ＋ ／ ＋ 野生型小鼠可用作阴性对

照，ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ ＋ ／ － 杂合子小鼠可用来保种，因此，该
繁育方法能同时兼顾了实验与保种需求，但纯合子

获得率仅 ５０％左右，若短期内需要使用大量纯合子

用于实验则无法提供；纯合子的繁殖能力虽有所下

降，但尚未完全丧失，具有一定的繁殖能力，而纯合

子互交所产子代纯合率为 １００％ ，无杂合子与野生

型子鼠，故短期内若需提高纯合子数量以及使用同

源野生鼠用作实验，采用杂合子互交与纯合子互交

相结合的繁育方法可能是一种较好的选择。 通过一

段时间的饲养鉴定、繁殖，目前已获得了一定数量的

ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１ 基因敲除小鼠，这为深入研究 ｃａｖｅｏｌｉｎ⁃１
在脑缺血损伤修复中的作用及药物靶标的筛选提供

了前期基础。
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信息

北京积水潭医院投入使用欧标模式大动物笼舍

随着实验动物科学的快速发展，“好的实验动物福利 ＝ 好的科学研究结果”已经是国际科学界的共识。
通过“中英实验动物福利国际论坛”学习诺和诺德中国区北京大动物实验室先进的饲养管理经验，北京市创

伤骨科研究所对大动物饲养间按照欧洲标准进行了改建。 现已通过验收，并于 ２０１６ 年 ５ 月迎来第一批比格

实验用犬入住。
改建后新式笼舍设计科学，每个笼舍的面积为 １． ９８ 平方米，动物生活在可以自由走动的围栏里，活动空

间加大，安全，平时群居生活改善了实验动物的生存环境。 ①笼舍质量：采用 ３０４ 不锈钢表面喷砂工艺、自动

引水系统、金刚砂耐磨防滑地面。 ②一舍多用，提高利用率：可按照不同的需求灵活拆卸，分别饲养犬、小型

猪、羊三种动物。 ③符合 ３Ｒ 原则：将原有的 ３１ 个犬笼位减少成 １６ 只犬（或 １６ 只小型猪，或 ８ 只羊）的笼

舍。 ④充分体现对实验动物的人文关怀：横向栏杆，以便于动物手术后借助栏杆的力量逐渐站立；犬的防滑

高台跑道，以增加生活的趣味性；每两个笼舍之间都有 ２ 个活动门，以增加动物的活动空间；猪用开窗，以便

于分栏饲养的猪有头脸部的亲密接触。 此外，原有得天独厚的庭院条件，可以使动物白天在院子里自由活

动。
经改建后，北京积水潭医院的大型实验动物（狗、小型猪、羊）将生活在国内、外实验动物界和骨科界先

进的饲养环境中，对于提高骨科动物实验的科学研究结果在国际上的认可度、进一步提高北京积水潭医院的

骨科动物实验的研究水平起到积极作用。
北京市创伤骨科研究所动物实验室 赵丹慧 阎国强 供稿

２３２
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􀦋􀦋研究报告

黄连解毒汤通过调节性 Ｔ 细胞产生
抗动脉粥样硬化作用

周凤华，程赛博，张宇，张蕾，贾钰华，赵丹丹，苏志杰

（南方医科大学中医药学院，广州　 ５１０５１５）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察黄连解毒汤（ＨＬＪＤＤ）对 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠斑块、炎症因子及调节性 Ｔ 细胞（Ｔｒｅｇｓ）的影响。
方法　 高脂饲料喂养雄性 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠建立动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＳ）模型，４０ 只雄性 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠随机

分为：模型组，辛伐他汀组，ＨＬＪＤＤ 高、中、低剂量组（ｎ ＝ ８）。 ＨＬＪＤＤ 灌胃剂量依次为：每日 ３􀆰 ５、７􀆰 ０、１４􀆰 ０ ｇ ／ （ ｋｇ
∙ｂｗ），辛伐他汀灌胃剂量为每日 ５ ｇ ／ （ ｋｇ∙ｂｗ），另设 ８ 只同龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠为对照组，喂以普通饲料，连续

给药 １６ 周后处死小鼠。 检测血脂水平，观察主动脉斑块形成情况；ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎症因子水平；流式细胞术检

测 Ｔｒｅｇｓ 数量；ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 水平。 结果　 与对照组相比，模型组中主动脉斑块明显，ＴＣ、ＴＧ 与 ＬＤＬ⁃
Ｃ 浓度显著升高，促炎因子超敏 Ｃ 反应蛋白（ｈｓ⁃ＣＲＰ）、白介素⁃６（ＩＬ⁃６）与肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）水平显著升高，
而 ＨＤＬ⁃Ｃ、白介素⁃１０（ＩＬ⁃１０）、生长转化因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）、Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 水平显著降低，Ｔｒｅｇｓ 数量减少，二者差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＨＬＪＤＤ 能显著缩小主动脉斑块面积，降低血清 ＴＣ、ＴＧ 与 ＬＤＬ⁃Ｃ，并降低 ＩＬ⁃６、ｈｓ⁃ＣＲＰ 与 ＴＮＦ⁃α
水平，增加血清 ＨＤＬ⁃Ｃ、ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β 及 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 水平，并增加 Ｔｒｅｇｓ 数量，与模型组相比差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 ＨＬＪＤＤ 可显著减轻 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠主动脉斑块损伤，可能与增加 Ｔｒｅｇｓ 数量，从而降低血清炎症因子

水平有关。
【关键词】 　 动脉粥样硬化；调节性 Ｔ 细胞；黄连解毒汤；白介素⁃１０；生长转化因子⁃β； 小鼠
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ｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＡｐｏＥ － ／ － ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ｔｏ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｆｏｒ ａｌｌ） ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＤＬ⁃Ｃ， ＩＬ⁃１０， ＴＧＦ⁃β
ａｎｄ Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｍｕｃｈ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｆｏｒ ａｌｌ）， ａｎｄ ｔｈｅ Ｔｒｅｇｓ ｎｕｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＨＬＪＤＤ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ＡｐｏＥ － ／ － ｍｉｃｅ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＩＬ⁃６， ｈｓ⁃ＣＲＰ， ａｎｄＴＮＦ⁃α， ｈｏｗｅｖｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１０， ＴＧＦ⁃β ａｎｄ Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｉｔ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ Ｔｒｅｇｓ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＡｐｏＥ － ／ － ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＨＬＪＤＤ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ａｏｒｔｉｃ ｐｌａｑｕｅ ｄａｍａｇｅｓ ｉｎ ＡｐｏＥ － ／ － ｍｉｃｅ． Ｉｔ ｍａｙ ｂｅ ｒｅ⁃
ｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｅｇｓ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｌｅａｄ ｔｏ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ｌｉｋｅ
ＩＬ⁃１０， ｈｓ⁃ＣＲＰ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ； Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ； Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ＩＬ⁃１０； ＴＧＦ⁃β；
Ｍｉｃｅ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＯＵ Ｆｅｎｇ⁃ｈｕａ， Ｅｍａｉｌ： ｗｅｎｄｙｚｈｏｕ５１５＠ １２６． ｃｏｍ

　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＳ）是多数心脑

血管疾病的共同病理基础，其发病机制复杂。 目前

普遍认为，ＡＳ 是发生在全身大中弹性动脉的慢性炎

症性病变，免疫反应贯穿了 ＡＳ 发生发展的全过程。
调节性 Ｔ 细胞 （ ＣＤ４ ＋ ＣＤ２５ ＋ Ｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ，
Ｔｒｅｇｓ）是一类特殊亚群的 Ｔ 细胞，主要通过分泌白

介素⁃１０ 与转化生长因子⁃β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ⁃β， ＴＧＦ⁃β）抑制炎症反应。 已有研究证实，Ｔｒｅｇｓ
能显著延缓 ＡＳ 进展，但其机制尚未阐明［１］。

黄 连 解 毒 汤 （ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，
ＨＬＪＤＤ）出自《外台秘要》，主要由黄连、黄柏、栀子、
黄芩四味中药组成，具有清热解毒之功效。 研究表

明，ＨＬＪＤＤ 能显著调节机体免疫功能，对热毒炽盛

型感染性疾病疗效较好［２］。 中医认为热毒是 ＡＳ 的

主要病理矛盾，因而清热解毒法是治疗 ＡＳ 性疾病

的主要中医治法。 本研究采用高脂喂养 ＡｐｏＥ 基因

敲除 （ ＡｐｏＥ － ／ － ） 小鼠建立 ＡＳ 模型， 主要观察

ＨＬＪＤＤ 对 ＡＳ 小鼠血脂、斑块及 Ｔｒｅｇｓ 的影响，初步

探讨 ＨＬＪＤＤ 防治 ＡＳ 的药理机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物及饲料

６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＡｐｏＥ 基因敲除（ＡｐｏＥ － ／ － ）
小鼠 ４０ 只，同周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ８ 只，均由北

京维通利华实验动物公司提供【ＳＣＸＫ（京）２０１２ －
０００１ 】。 高 脂 饲 料 配 方： ７８􀆰 ８５％ 基 础 饲 料 ＋
０􀆰 １５％胆固醇 ＋ ２１％ 脂肪，由广东省医学实验中

心提供【ＳＣＸＫ（粤）２０１３ － ０００２】。 动物实验在南方

医科大学实验动物中心完成 【 ＳＹＸＫ（粤） ２０１１ －
００７４】。
１􀆰 ２　 药物与试剂

黄连解毒汤水煎剂由黄连、栀子、黄芩、黄柏组

成（３∶ ３∶ ２∶ ２），南方医院药剂科代煎；辛伐他汀片购

自杭州默沙东公司；血清甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇

（ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ⁃Ｃ）、高密度脂蛋

白胆固醇（ＨＤＬ⁃Ｃ）试剂盒均购自南京建成生物公

司；超敏 Ｃ 反应蛋白（ ｈｓ⁃ＣＲＰ）、白介素⁃６ （ ＩＬ⁃６）与

肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β 试剂盒均

购自武汉华美生物公司；ＴＲＩｚｏｌ、ＴａｑＭａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ａｓｓａｙｓ （ Ｔａｋａｒａ，日

本）购自大连宝生物公司。
１􀆰 ３　 仪器

酶标定量测定仪（德国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）、低温高速

离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）、Ｌｅｉｃａ 超低温冰箱（美国

Ｒｅｖｃｏ 公司）、Ｌ４２０ 台式低速自动平衡离心机（湘仪仪

器有限公司）、ＰＬ３０３ 电子天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
公司）、ＳＤＳ 电泳系统（北京君意东方有限公司）、Ｉｍ⁃
ａｇｅ Ｓｔａｔｉｏｎ ２０００ ＭＭ 成像系统（美国 Ｋｏｄａｋ 公司）、实
时荧光定量 ＰＣＲ 仪（德国 Ｒｏｃｈｅ 公司）。
１􀆰 ４　 方法

１􀆰 ４􀆰 １　 小鼠分组及 ＡＳ 模型建立

４０ 只 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠随机分为模型组，辛伐他汀

组，ＨＬＪＤＤ 低、中、高剂量组，每组 ８ 只，高脂饲料喂

养 １２ 周后开始药物干预。 ＨＬＪＤＤ 组灌胃剂量依次

为每日 ３􀆰 ５、７􀆰 ０、１４􀆰 ０ ｇ ／ （ ｋｇ∙ｂｗ），辛伐他汀灌胃

剂量为 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ∙ｄ），模型组每日给予等体积生理

盐水灌胃，药物连续干预 １６ 周。 另取 ８ 只同周龄

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠作为对照组，普通饲料喂养。
１􀆰 ４􀆰 ２　 标本采集及处理

实验第 ２９ 周处死小鼠，心脏穿刺采集血液标

本，离心分离血清，检测小鼠血脂水平；取主动脉弓

制作病理切片，ＨＥ 染色观察血管内斑块；另每组取

三条主动脉进行油红 Ｏ 染色，观察整条主动脉的斑

４３２
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块形成情况；采用流式细胞术检测各组小鼠 Ｔｒｅｇｓ
数量。
１􀆰 ４􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法测血浆炎症因子水平

分离小鼠血浆，按照试剂盒说明书进行操作，分
别计算各组小鼠 ＩＬ⁃６、ｈｓ⁃ＣＲＰ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 及 ＴＧＦ⁃
β 浓度。
１􀆰 ４􀆰 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

Ｆｏｘｐ３ 及内参引物由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成

纯化。 Ｆｏｘｐ３ 上游引物序列为 ５’⁃ＡＴＧＡＡＧＡＧＣＣＴ⁃
ＧＣＣＴＴ ＧＧＴＡ⁃３’，下游引物序列为 ５’⁃ＣＣＡＧＡＴＧＴ⁃
ＴＧＴＧＧＧＴＧＡＧＴＧ⁃３’；β⁃ａｃｔｉｎ 上游引物 ５’⁃ＣＴＧＴＣ⁃
ＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧ⁃３ ’， 下 游 ５ ’⁃ＡＴＧＴＣＡＣＧ⁃
ＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ⁃３’。 提取血管总 ＲＮＡ，并采用琼脂

糖凝胶电泳检测其质量。 合成 ｃＤＮＡ：反应体系由

１４ μＬ 模板 ＲＮＡ，２ μＬ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ 以及 ５ × ＲＴ 缓冲

液 ４ μＬ 组成，４２℃反应 １ ｈ，９５℃反应 ５ ｍｉｎ，即可得

ｃＤＮＡ。 ＲＴ⁃ＰＣＲ：反应体系分别为：ｃＤＮＡ １ μＬ、２ ×
ＰＣＲ 反应混合物 １０ μＬ、引物 ０􀆰 ５ μＬ、Ｈ２Ｏ ７􀆰 ５ μＬ
及 ２０ × ＳＹＢＲ １ μＬ。 ９５℃ 反应 １０ ｍｉｎ，再转向

（９５℃ １０ ｓ、６０℃ １ ｍｉｎ）共 ４０ 个循环。 目的基因与

内参基因的相对表达量用 ２ －△△ＣＴ表示，重复 ３ 次。

１􀆰 ５　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ２０􀆰 ０ 软件对数据进行分析。 计量资

料数据以均数 ±标准差表示。 对符合正态分布和方

差齐性的数据，采用 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方法分析；若
不符合正态分布和方差齐性，则采用秩和检验。 检

验显著性水准 α ＝ ０􀆰 ０５。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠体重及血脂　
实验中发现对照组小鼠精神最佳，进食与活动

量均正常，毛色有光泽。 而模型组小鼠精神状态较

差，进食量大，活动量小，体重增长最显著，毛发稀

疏，缺少光泽。 药物干预组小鼠精神较好，体重增加

比模型组小，毛发有光泽。 比较各组血脂水平发现，
模型组 ＴＧ、ＴＣ 与 ＬＤＬ⁃Ｃ 增高，ＨＤＬ⁃Ｃ 明显降低，与
对照组相比差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 １）。 辛伐他

汀与 ＨＬＪＤＤ 各组 ＴＧ、ＴＣ 与 ＬＤＬ⁃Ｃ 有所降低，相反

ＨＤＬ⁃Ｃ 浓度增加，其中，辛伐他汀与 ＨＬＪＤＤ 高剂量

组效果最明显，与模型组相比差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１，表 １）。 提示，ＨＬＪＤＤ 汤具有 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠调

节血脂的功效。

　 　 表 １　 各组小鼠体重及血脂水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８，ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
　 　 Ｔａｂ． １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 体重 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ

总胆固醇
ＴＣ

低密度脂蛋
白胆固醇
ＬＤＬ⁃Ｃ

高密度脂蛋
白胆固醇
ＨＤＬ⁃Ｃ

血清甘油
三酯 ＴＧ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３１􀆰 ３２ ± ２􀆰 ８７＃ ４􀆰 ９８ ± ０􀆰 ５７＃ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０６＃ １􀆰 ８８ ± ０􀆰 ３７＃ ２􀆰 １８ ± ０􀆰 ２５＃

模型组 Ｍｏｄｅｌ ４３􀆰 ８５ ± ６􀆰 ２４∗ ２８􀆰 ６５ ± ３􀆰 ７４∗ ４􀆰 ３３ ± ０􀆰 ２５∗ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０９∗ ２４􀆰 ０１ ± ２􀆰 ２０∗

ＨＬＪＤＤ
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ４０􀆰 ４９ ± ３􀆰 ７７∗ ２２􀆰 ６５ ± ２􀆰 ６８∗ ３􀆰 ２１ ± ０􀆰 ３７∗ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 １２∗ １８􀆰 ７９ ± １􀆰 ９７∗

ＨＬＪＤＤ
ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ３８􀆰 ５２ ± ５􀆰 ３８∗ １７􀆰 ５３ ± ３􀆰 ５２＃∗ １􀆰 ９８ ± ０􀆰 ３４＃∗ ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 ２１＃∗ １４􀆰 ７２ ± １􀆰 ２６＃∗

ＨＬＪＤＤ
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ３５􀆰 １３ ± ４􀆰 ２６＃ １３􀆰 ６５ ± ３􀆰 ２１＃∗ １􀆰 ５１ ± ０􀆰 ２６＃∗ １􀆰 ２９ ± ０􀆰 １７＃∗ １０􀆰 ８５ ± １􀆰 ０３＃∗

辛伐他汀组
Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ４１􀆰 ４８ ± ４􀆰 ０７∗ １５􀆰 ８８ ± １􀆰 ９９＃∗ １􀆰 ４９ ± ０􀆰 ３１＃∗ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 ２３＃∗ １３􀆰 １４ ± ０􀆰 ８５＃∗

注：与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ２　 病理形态学

对 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠整条主动脉进行油红 Ｏ 染

色发现，对照组小鼠主动脉内膜光滑，无明显斑

块形成，而模型组小鼠主动脉内膜出现多处肉眼

可见的斑块，尤其是主动脉弓及分叉处。 辛伐他

汀及 ＨＬＪＤＤ 组斑块有所减轻，斑块占主动脉的

比例也显著低于模型组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 ２ 与图 １） 。
主动脉弓处的石蜡切片显示，辛伐他汀与 ＨＬＪＤＤ
高剂量组斑块面积显著小于模型组，差异有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 ２ 与图 ２） 。 说明 ＨＬＪＤＤ 与辛伐

他汀都能显著抑制 ＡＳ 斑块发展，从而延缓 ＡＳ 进

程。

５３２



中国实验动物学报 ２０１６ 年 ６ 月第 ２４ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４􀆰 Ｎｏ． ３

２􀆰 ３　 炎症因子水平

模型组 ｈｓ⁃ＣＲＰ、ＩＬ⁃６ 与 ＴＮＦ⁃α 水平较对照组显

著升高，辛伐他汀与 ＨＬＪＤＤ 中、高剂量能显著降低

ｈｓ⁃ＣＲＰ、ＩＬ⁃６ 与 ＴＮＦ⁃α 水平，与模型组相比差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 ３），ＨＬＪＤＤ 高剂量组与辛伐他

汀组差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 提示 ＨＬＪＤＤ 具有

较好的抗炎作用。
２􀆰 ４　 Ｔｒｅｇｓ 数量及 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β 水平

与对照相比， 模型组 Ｔｒｅｇｓ 数量显著降低，
ＨＬＪＤＤ 中、高剂量组显著增加了 Ｔｒｅｇｓ 数量，差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表 ４）。 分析各组小鼠 ＩＬ⁃１０ 与

ＴＧＦ⁃β 水平发现，模型组小鼠 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β 浓度

较对照组显著降低，ＨＬＪＤＤ 高剂量组显著提高两者

水平，与其他组相比差异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
而模型组 Ｔｒｅｇｓ 表面特异性标记物 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 水

平显著低于对照组，ＨＬＪＤＤ 能显著增加 Ｆｏｘｐ３ ｍＲ⁃
ＮＡ 水平，增加 Ｔｒｅｇｓ 数量。 提示 ＨＬＪＤＤ 能增加

Ｔｒｅｇｓ 数量，并促进其分泌 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β，发挥其抗

炎作用。

注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：辛伐他汀组；
Ｄ：ＨＬＪＤＤ 低剂量组；Ｅ：ＨＬＪＤＤ 中剂量组；Ｆ：ＨＬＪＤＤ 高剂量组。

　 　 图 １　 各组主动脉斑块油红 Ｏ 染色

Ｎｏｔｅ． Ｇｒｏｕｐｓ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： Ａ： ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｂ： ｍｏｄｅｌ；
Ｃ： ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ； Ｄ：ＨＬＪＤＤ ｌｏｗ ｄｏｓｅ， Ｅ： ＨＬＪＤＤ

ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｗ； Ｆ： ＨＬＪＤＤ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ．

　 　 Ｆｉｇ．１　 Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔａｓ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ

　 　 图 ２　 各组主动脉斑块石蜡切片染色（分组同上， × ２００）
　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｏｒｔａｓ （ｇｒｏｕｐｓ ａｓ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ２００）

　 　 表 ２　 各组小鼠主动脉斑块面积比例（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
　 　 Ｔａｂ． ２　 Ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｐｌａｑｕｅ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔａｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

主动脉
Ａｏｒｔａ ／ ％

主动脉弓
Ａｏｒｔｉｃ ａｒｃｈ ／ ％

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０
模型组 Ｍｏｄｅｌ ３３􀆰 １９ ± ５􀆰 ３５∗ ４２􀆰 ７３ ± ８􀆰 ６２∗

ＨＬＪＤＤ 低组 ＨＬＪＤＤ ｌｏｗ ｄｏｓｅ １８􀆰 ４３ ± ６􀆰 ７２∗ ２８􀆰 ６５ ± ２􀆰 ６８＃∗

ＨＬＪＤＤ 中组 ＨＬＪＤＤ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ １４􀆰 ２６ ± ４􀆰 ２２＃∗ ２０􀆰 ３６ ± ４􀆰 ８２＃∗

ＨＬＪＤＤ 高组 ＨＬＪＤＤ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ １０􀆰 ３７ ± ３􀆰 ４３＃∗ １５􀆰 ９４ ± ３􀆰 ５７＃∗

辛伐他汀组 Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ １７􀆰 ５０ ± ４􀆰 ０３＃∗ ３３􀆰 １８ ± ５􀆰 ４４∗

注：与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
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　 　 表 ３　 各组小鼠血清炎症因子水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８，ｎｇ ／ ｍＬ）
　 　 Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ｈｓ⁃ＣＲＰ ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ １３２􀆰 ７３ ± ６􀆰 ２２＃ １５９􀆰 ６２ ± ８􀆰 ９３＃ ５５􀆰 ０８ ± ４􀆰 ３６＃

模型组 Ｍｏｄｅｌ ２９６􀆰 ５２ ± １０􀆰 ４３∗ ４２７􀆰 ５８ ± １５􀆰 ３３∗ １６３􀆰 ２４ ± ７􀆰 ５６∗

ＨＬＪＤＤ 低组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ ２３３􀆰 ７１ ± ７􀆰 ５８∗ ３７９􀆰 ３２ ± １８􀆰 ４４∗ １３４􀆰 ３９ ± ７􀆰 ２７∗

ＨＬＪＤＤ 中组 Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ １９８􀆰 ５２ ± ９􀆰 ３４∗ ２９１􀆰 ４９ ± １３􀆰 ２６＃∗ １１８􀆰 ７１ ± ５􀆰 ７４＃∗

ＨＬＪＤＤ 高组 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ １６６􀆰 １３ ± ６􀆰 ７３＃ ２１３􀆰 ７０ ± １５􀆰 ６３＃ ７３􀆰 ５１ ± ８􀆰 ２３＃

辛伐他汀组 Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ １５８􀆰 ３２ ± ９􀆰 ０７＃ １８６􀆰 ５３ ± １０􀆰 １９＃ ８２􀆰 ４５ ± ６􀆰 ３５＃

注：与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

　 　 表 ４　 各组小鼠 Ｔｒｅｇｓ 数量及 ＩＬ － １０ 与 ＴＧＤ － β 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８，ｎｇ ／ ｍＬ）
　 　 Ｔａｂ． ４　 Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ － １０，ＴＧＦβ ａｎｄ Ｔｒｅｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｔｒｅｇｓ ／ ％ ＩＬ⁃１０ ＴＧＦ⁃β Ｆｏｘｐ３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ９􀆰 ６４ ± ０􀆰 ５９＃ ２９５􀆰 ３４ ± １２􀆰 ６６＃ ４２１􀆰 ２６ ± １８􀆰 ６５＃ ０􀆰 ３８ ± ０􀆰 ０９＃

模型组 Ｍｏｄｅｌ ４􀆰 ８５ ± ０􀆰 ２７∗ ９８􀆰 １６ ± １５􀆰 ４８∗ １４８􀆰 ３７ ± １０􀆰 ５９∗ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 ０５∗

ＨＬＪＤＤ 低组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ ５􀆰 ５７ ± ０􀆰 ４２∗ １３２􀆰 ５３ ± ８􀆰 ６２∗ ２３０􀆰 １９ ± １７􀆰 ７２∗ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０５∗

ＨＬＪＤＤ 中组
Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ ６􀆰 ９９ ± ０􀆰 ３６＃∗ １９８􀆰 ４９ ± １３􀆰 ８２＃∗ ３３１􀆰 ８２ ± １１􀆰 ４６＃∗ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０６＃∗

ＨＬＪＤＤ 高组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ＨＬＪＤＤ ８􀆰 ７６ ± ０􀆰 ４８＃ ２６１􀆰 ７３ ± １５􀆰 ２５＃ ３７８􀆰 １５ ± １５􀆰 ６７＃ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０４＃

辛伐他汀组 Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ８􀆰 １９ ± ０􀆰 ３７＃∗ ２３４􀆰 ５８ ± １０􀆰 ９３＃∗ ３６２􀆰 ９１ ± １８􀆰 １８＃ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０７＃∗

注：与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

３　 讨论

本研究以高脂饮食喂养 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠复制 ＡＳ
模型，以 ＨＬＪＤＤ 高中低剂量连续干预小鼠 １６ 周，检
测小鼠血脂、主动脉斑块、炎症因子水平及 Ｔｒｅｇｓ 数

量与功能。 通过分析实验结果我们得出以下结论：
（１） ＨＬＪＤＤ 能显著降低 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠 ＴＣ、 ＴＧ 与

ＬＤＬ⁃Ｃ 水平，增高 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平，具有显著调节血脂

水平的作用；（２）ＨＬＪＤＤ 能显著缩小主动脉处的斑

块面积，降低小鼠血清炎症因子 ｈｓ⁃ＣＲＰ、 ＩＬ⁃６ 与

ＴＮＦ⁃α 水平，通过抗炎机制来延缓 ＡＳ 斑块进展；
（３） ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠 Ｔｒｅｇｓ 数量显著降低， ＩＬ⁃１０ 与

ＴＧＦ⁃β 分泌减少，ＨＬＪＤＤ 显著增加 Ｔｒｅｇｓ 数量，促进

Ｔｒｅｇｓ 分泌 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β，从而起到抗炎作用。
免疫反应贯穿于 ＡＳ 全过程，并在其中起到重

要作用，通过调节免疫功能可起到防治 ＡＳ 的功

效［３］。 Ｔｒｅｇｓ 是一类特殊类型的 Ｔ 细胞，在调节机体

免疫系统平衡及控制自身免疫性疾病的进展中具有

重要作用。 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠体内 Ｔｒｅｇｓ 的数量和功能

均明显低于正常 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，而且随着 ＡＳ 的进

展，Ｔｒｅｇｓ 的数量及其特异性标志物 Ｆｏｘｐ３ 的表达、
分泌的 ＴＧＦ⁃β 水平都显著下降［１，４］。 ＡＣＳ 患者人群

外周血中 Ｔｒｅｇｓ 的数量也明显低于健康人群，而且

Ｔｒｅｇｓ 数量的降低伴随人类 ＡＳ 发生和发展的各个阶

段［５，６］。 因此，内源性 Ｔｒｅｇｓ 的数量和功能降低与

ＡＳ 的发生关系密切。 在 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠中给予 Ｔｒｅｇｓ
治疗可有效阻止小鼠斑块内 Ｔ 细胞和巨噬细胞浸

润，显著降低斑块面积，从而阻止早期 ＡＳ 形成［７］。
本实验中，模型组 Ｔｒｅｇｓ 数量显著低于对照组，而由

其分泌的 ＩＬ⁃１０ 及 ＴＧＦ⁃β 水平也显著降低，这与文

献结果一致，说明 ＡＳ 小鼠体内呈现低水平的 Ｔｒｅｇｓ。
而 ＨＬＪＤＤ 高剂量可显著增加 Ｔｒｅｇｓ 数量，促进其分

泌抗炎因子 ＩＬ⁃１０ 及 ＴＧＦ⁃β，从而减轻 ＡＳ 斑块的炎

症反应，延缓 ＡＳ 斑块进展。 这些结果都提示，对维

持体内免疫稳态起重要作用的 Ｔｒｅｇｓ 同样可以在抗

ＡＳ 方面发挥重要作用，通过提高体内 Ｔｒｅｇｓ 的数量

和功能，可有效抑制 Ｔ 细胞和巨噬细胞介导的免疫

反应，最终逆转 ＡＳ 斑块进程［８］。
虽然 ＡＳ 的病理机制十分复杂，但学者们普遍

认为 ＡＳ 是一种慢性炎症性疾病，炎症反应是 ＡＳ 斑

块形成、发展和最终破裂的关键环节［９］。 炎症的作

用主要依赖于炎症细胞的浸润和促炎因子如 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃６、ｈｓ⁃ＣＲＰ 等的产生和释放。 效应性 Ｔ 细胞和

巨噬细胞直接参与 ＡＳ 的炎症过程，产生大量促炎

因子，而 Ｔｒｅｇｓ 抑制 Ｔ 细胞的活化及其从外周组织

向 ＡＳ 斑块的迁移［１０］。 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 与 ｈｓ⁃ＣＲＰ 等促

炎因子无论在 ＡＳ 病人或 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠血清中均呈

现较高的水平，它们也是炎症的血清标记物，通过检

７３２
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测其浓度可快速了解机体炎症反应的程度。 而主要

由 Ｔｒｅｇｓ 分泌的 ＩＬ⁃１０ 与 ＴＧＦ⁃β 具有显著的抗炎作

用，能有效抑制由促炎因子所激发的炎症反应，维持

体内免疫功能的正常与稳定。 ＩＬ⁃１０ 可抑制 ＩＬ⁃１、
ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＣＡＭ⁃１ 等炎症因子的合成和释放，并
促进其他抗炎因子的产生。 ＩＬ⁃１０ 在 ＡＳ 的形成和

稳定性方面起到重要的保护作用，ＩＬ⁃１０ 的缺失可加

速 ＡＳ 的发展，促进血栓形成和斑块不稳定［１１］。
ＬＤＬＲ － ／ － 小鼠体内过表达 ＩＬ⁃１０ 后，小鼠体内 ＡＳ 病

变则受到明显抑制［１２］。 ＴＧＦ⁃β 信号通路的抑制则

会诱导 Ｔ 细胞的活化及向 Ｔｈｌ、Ｔｈ２ 细胞分化，相应

降低 Ｔｒｅｇｓ 的细胞数量，减少其表面 Ｆｏｘｐ３ 的表达，
同时减弱 Ｔｒｅｇｓ 的抑制功能［１３］。 因此，ＴＧＦ⁃β 在维

持 Ｔｒｅｇｓ 的数量和功能方面也发挥了关键作用。 研

究表明，ＴＧＦ⁃β 抑制斑块内炎症细胞的浸润，促进胶

原的合成和平滑肌细胞分泌基质金属蛋白酶抑制

剂；反之，ＴＧＦ⁃β 信号通路的缺失则加重斑块内炎症

反应，促进胶原降解，从而诱导斑块不稳定［１４］。
我们的结果也显示，ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、

ＩＬ⁃６ 与 ｈｓ⁃ＣＲＰ 水平显著高于正常的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠，提示 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠体内存在较高水平的炎症反

应。 ＨＬＪＤＤ 与辛伐他汀均能显著降低小鼠炎症因

子水 平， 辛 伐 他 汀 的 抗 炎 效 果 明 显 优 于 中 药

ＨＬＪＤＤ，但 ＨＬＪＤＤ 调节 Ｔｒｅｇｓ 数量及功能的作用显

著优于辛伐他汀，说明 ＨＬＪＤＤ 抗 ＡＳ 功效部分是通

过对 Ｔｒｅｇｓ 的调节实现的，但 ＨＬＪＤＤ 如何调控 Ｔｒｅｇｓ
数量及功能尚需要进一步研究。
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􀦋􀦋研究报告

裸小鼠肝癌原位移植模型的建立
田树红，王日超，邢桂兰，肖敏，符健∗

（海南医学院 海南省药物安全性评价研究中心，海口　 ５７１１９９）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型。 方法　 采用异氟烷气化对实验动物进行全身

麻醉，分别用 “包埋法”和“夹心法”建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植瘤模型。 手术后用小动物活体成像系统对

肿瘤组织的生长情况进行检测，４ 周后对肝及肿瘤组织进行组织病理学检查。 结果　 采用夹心法建立的肝癌原位

移植 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠模型，具有操作时间短，难度低，成瘤率高的特点，肿瘤组织生长良好，在腹腔内未出现肿瘤广

泛种植现象，组织病理学检查无异常，动物死亡率低等特点。 结论　 与包埋法相比，夹心法更具优势，可快速制备

大批量小鼠肝癌原位移植模型，为肝癌原位药效学及其他研究提供更便利的平台。
【关键词】 　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠；肝癌；原位移植；小动物活体成像系统
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　 　 ２０１５ 年 ２ 月 ３ 日，世界卫生组织（Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ， ＷＨＯ）发表了《全球癌症报告 ２０１４》，
研究称 ２０１２ 年全球癌症患者和死亡病例都在急剧

增加，新增癌症病例有近 ５０％ 出现在亚洲，而中国

占了其中的大部分。 “国际癌症研究中心（ Ｉｎｔｅｒｎａ⁃
ｔｉｏｎａｌ Ａｇｅｎｃｙ ｆｏｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ Ｃａｎｃｅｒ， ＩＡＲＣ）”报告
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预测全球癌症病例将呈现急剧增长态势，将由 ２０１２
年的 １４００ 万人（死亡 ８２０ 万人）逐年递增至 ２０２５ 年

的 １９００ 万人，预计到 ２０３５ 年将达到 ２４００ 万人。
２０１４ 年中国卫生统计提要数据表明，肝癌高居各种

恶性肿瘤相关死亡原因的总体第 ２ 位。 在全球范围

内，每年约有 ７５ 万新增肝癌病例，同时又有约 ７０ 万

例肝癌死亡病例，其中我国所占比例超过 ５０％ ［１］。
肝癌具有恶性程度高、治疗复杂和生存时间短

等特点，是目前临床上最常见的恶性肿瘤之一，目
前，常见的肝癌移植模型按接种部位分主要有皮下

移植和原位移植，按接种类型又可分为细胞混悬液

法和肿瘤组织块法［２］。 常见的肿瘤组织块原位移

植模型的建立方法（包埋法）是用套管针在动物肝

脏扎入约 ２ ～ ３ ｍｍ 深，塞入肿瘤组织块（约 １ ～ ２
ｍｍ３），无菌干棉签按压止血或用医用止血贴止血，
逐层缝合皮肤［３⁃４］。 但由于动物肝脏比较脆弱，操
作过程中容易造成肝脏大量出血，操作时间较长，在
大批量建立该模型时需要耗费大量的时间和精力。
因此，本研究建立了一种新的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌

原位移植模型，即夹心法。 该方法具有操作简单、手
术时间短、成瘤率高、肿瘤组织生长良好和动物死亡

率低等特点。 此外，在动物腹腔内未出现肿瘤广泛

种植现象，组织病理学检查无异常。 能为大批量制

备肝癌原位模型节约大量时间，为肝癌原位药效学

及其他研究提供更便利和有效的动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物与实验分组

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠，６ ～ ８ 周龄，雄性，体重

１８ ～ ２２ ｇ，购于广东省医学实验动物中心 【 ＳＣＸＫ
（粤）２０１３⁃０００２】。 实验地点为海南省药物安全性

评价研究中心【ＳＹＸＫ（琼）２０１２⁃００１３】。 皮下移植

模型使用了 ４ 只裸小鼠，３０ 只裸小鼠用于肝癌原位

移植模型的建立，分为包埋法和夹心法模型组，每组

１５ 只。
１􀆰 ２　 肿瘤细胞株、实验器材、试剂及主要仪器

生物发光标记的肿瘤细胞株人肝癌细胞 Ｂｅｌ⁃
７４０２ 购自上海乐晨生物科技有限公司。 手术器械：
手术剪，弯镊，直镊，持针钳，缝合针（４ × １０）， ０＃缝
合线；试剂：异氟烷购自 ＲＷＤ，瑞沃德公司，Ｄ⁃荧光

素钾盐购自 Ｓｙｎｃｈｅｍ 公司，ＰＢＳ 缓冲液、ＲＰＭＩ １６４０
培养液和胰酶消化液购自 Ｇｉｂｃｏ 公司，胎牛血清购

自浙江天杭生物科技有限公司；主要仪器： ＩＶＩＳ Ｋｉ⁃

ｎｅｔｉｃ 小动物活体成像系统购于美国 Ｃａｌｉｐｅｒ 精诺真

公司； ＶＩＰ ３０００ 型气体麻醉系统购于 Ｍａｔｒｘ 公司；
ＢＸ４１ 显微镜系统购于奥林巴斯公司。
１􀆰 ３　 术前麻醉

在建立肝癌原位移植模型时需要使用气体麻醉

系统［５］将裸小鼠进行术前麻醉，麻醉剂为异氟烷。
该麻醉系统是用具有一定气压的纯氧气带动异氟

烷，形成气化的异氟烷和氧气的混合气体。 将裸小

鼠放入一个相对密闭的透明有机材料制作的盒子

内，然后持续通入该混合气体。
１􀆰 ４　 肝癌皮下移植模型的建立

将体外培养好的肝癌细胞 Ｂｅｌ⁃７４０２ 用无菌 ＰＢＳ
缓冲液冲洗 ２ 次，再用无菌 ＰＢＳ 缓冲液制备成浓度

为 １０７ 个细胞 ／ ｍＬ 的细胞混悬液。 取 ０􀆰 ２ ｍＬ 该细

胞混悬液，接种于 ４ 只裸小鼠右侧腋窝皮下，待成瘤

后备用。
１􀆰 ５　 肝癌原位移植模型的建立

建立肝癌原位模型时，将动物分为包埋法组和

夹心法组，每组各 １５ 只。 其主要操作步骤如下：取
生长良好的皮下移植瘤，用眼科剪剪成大小约为 ２
ｍｍ × ２ ｍｍ × １ ｍｍ 的肿瘤组织块备用。 实验采

用 Ｍａｔｒｘ ＶＩＰ ３０００ 型气体麻醉系统对实验动物进行

气体麻醉，麻醉剂为异氟烷。 该麻醉系统有 １ 根通

向小动物活体成像系统的管路，以确保动物在活体

成像仪内进行发光检测时能持续麻醉。 将此管路改

造成一个独立的麻醉装置，用于动物手术时的持续

麻醉。 动物麻醉后，取仰卧位，用组织剪逐层剪开皮

肤，开口长度约为 １ ｃｍ，暴露出肝脏。 包埋方法是

在肝左叶中间部位轻轻戳一个约 ３ ｍｍ 深度的隧

道，用无菌棉签局部轻压止血，将准备好的人癌组织

小心塞入，再用棉签轻压止血，亦可用生物胶（ＯＢ
胶）粘合伤口［６⁃９］；夹心法是用 ０＃手术线将肿瘤组织

块直接缝在肝右叶内侧：先用带缝合线的缝合针（４
× １０）穿过肿瘤组织，再从肝右叶内侧穿至外侧，然
后打一个手术结，轻轻拉紧，剪断手术线即可。 这样

肿瘤组织刚好可以夹在肝右叶和肝左叶之间，不会

与其他组织黏连，最后逐层缝合好腹腔，创口消毒，
小心饲养。
１􀆰 ６　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植肿瘤生长情况

的检测

目前，小动物原位移植癌在体检测方法是先将

肿瘤细胞进行荧光标记或生物发光标记，再把标记

好的肿瘤细胞移植到动物体内，然后通过小动物活

０４２
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体成像系统进行在体检测［１０⁃１２］。 本研究是将生物

发光标记好的肝癌细胞 Ｂｅｌ⁃７４０２ 制备成细胞混悬

液，接种到 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠皮下，待成瘤后挑选生长

良好的实体瘤，制备成肿瘤组织块原位接种于动物

肝脏部位，检测时腹腔注射 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ 的底物 Ｄ⁃荧
光素钾盐，注射体积为 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 体重，５ ～ １０ ｍｉｎ
后用小动物活体成像系统进行生物发光检测。
１􀆰 ７　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植肿瘤组织病理

检查

小鼠肝癌原位移植 ４ 周时，颈椎脱臼处死，取肿

瘤组织，４％ （ｍＬ ／ ｍＬ）甲醛溶液固定，修块、脱水、浸
蜡、包埋、切片，ＨＥ 染色，镜下观察肿瘤细胞的生长

情况。
１􀆰 ８　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对所得数据进行单因素方

差分析，计算结果用（􀭰ｘ ± ｓ）形式表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型的建立

在采用包埋法和夹心法制备肝癌原位移植模型

时，对两者所需的手术时间、死亡动物数和肿瘤脱落

数进行了比较，包埋法完成 １ 只动物的手术时间为

８ ～ １０ ｍｉｎ，夹心法则只需要 ４ ～ ５ ｍｉｎ，在时间上比

前者缩短了近 １ 倍。 这主要是因为包埋法需要在肝

脏上开一个小洞，在整个操作过程中容易造成动物

肝脏大量失血，止血时间过长，而且操作不便。 夹心

法只需将肿瘤组织块小心缝挂在肝右叶内侧即可，
基本上不用止血。 在实验过程中，包埋法由于动物

失血过多而死亡 ２ 只，肿瘤脱落到腹腔 ２ 只，手术时

间为（９􀆰 ３ ± １􀆰 ４） ｍｉｎ，而夹心法接种动物均存活且

未出现肿瘤组织块脱落。 此外，夹心法手术时间为

（４􀆰 ６ ± ０􀆰 ７）ｍｉｎ，与包埋法比较差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 小动物活体成像系统检测小鼠肝癌原位移植

肿瘤生长情况

建立小鼠肝癌原位移植模型后，用小动物活体

成像系统对动物体内肿瘤生长情况进行实时监控。
图 １ 中 Ａ 和 Ｃ 为模型建立 ４ 周时的肿瘤在体生物

发光检测，只有活的肿瘤细胞才能被检测到。 图 １
中 Ｂ 和 Ｄ 为动物肝脏及实体瘤。 结果表明，用新方

法建立的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型与常用

的方法比较，肿瘤生长良好，无明显差异，成瘤率均

为 １００％ ，且均未形成肿瘤在腹腔内广泛种植的现

象。
２􀆰 ３　 常用方法和新方法建立小鼠肝癌原位移植瘤

病理检查

ＢＸ４１ 显微镜系统 １００ 倍光镜下观察肿瘤组织

标本，结果表明，包埋法和夹心法建立的小鼠肝癌原

位移植瘤肿瘤细胞及组织生长良好，未出现坏死，细
胞形态一致，癌细胞成癌巢状分布，癌巢周围为纤维

结缔组织（图 ２）。

注： Ａ 和 Ｃ 分别为包埋法和夹心法建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型的小动物活体成像检测图，右边的颜色棒说明不同

颜色代表不同数量的肿瘤细胞，从下到上表示肿瘤细胞的数量越来越多；Ｂ 和 Ｄ 分别为包埋法和夹心法建立的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小

鼠肝癌原位移植实体瘤。

　 　 图 １　 荷瘤裸小鼠的生物发光检测和实体瘤

Ｎｏｔｅ． Ａ ａｎｄ Ｃ： Ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｎｄ ｓａｎｄｗｉｃｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｂａｒ
ａｔ ｒｉｇｈｔ ｓｈｏｗｓ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｂｏｔｔｏｍ ｔｏ ｔｏｐ． Ｂ ａｎｄ Ｄ：
Ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｎｄ Ｓａｎｄｗｉｃｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｔｕｍｏｒｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ

１４２
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注：Ａ 和 Ｂ 分别为包埋法和夹心法建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原

位移植瘤的病理照片。 两种方法建立的肝癌原位癌实体瘤生长

良好，癌细胞形态一致，成巢状分布，未出现坏死。

　 　 图 ２　 实体瘤组织病理切片观察（ＨＥ 染色， × １００）
Ｎｏｔｅ． Ａ ａｎｄ Ｂ ａｒｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ⁃
ｔｉｏｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｎｄ
ｓａｎｄｗｉｃｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ｇｒｏｗ ｗｅｌｌ， ｓｈｏｗ
ｕｎｉｆｏｒｍ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ， ｆｏｒｍ ｎｅｓｔ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｎｅｃｒｏｓｉｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｔｕｍｏｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × １００

３　 讨论

在动物麻醉时，由于常用的麻醉剂如戊巴比妥

钠、水合氯醛、乌拉坦和氯醛糖等麻醉时间过长（２
～ ４ ｈ），因此，我们采用气体麻醉系统对实验动物进

行麻醉，麻醉剂为异氟烷。 与常用的这些麻醉剂相

比，异氟烷麻醉具有麻醉条件简单，麻醉深浅度可以

随时进行控制，麻醉动物苏醒快，使用成本不高，动
物不易发生死亡等特点。 在刚开始麻醉时可将麻醉

范围调至最大使动物迅速麻醉，待动物被麻醉时，再
将麻醉范围调至适中，一般调至中间范围。

在建立细胞混悬液皮下移植瘤模型时，细胞浓

度不宜过小，一般为 １０６ ～ １０７ 个细胞 ／ ｍＬ［８，１０］。 如

果是贴壁细胞，１ 瓶规格为 ２５ ｃｍ２ 的细胞培养瓶长

满约 ９０％时，细胞消化离心后用 ０􀆰 ９％ （ｇ ／ ｍＬ）氯化

钠注射液稀释到 ０􀆰 ２ ｍＬ，接种 １ 只动物腋窝皮下；
如果是悬浮肿瘤细胞，可根据离心收集后沉淀于离

心管底部的细胞体积进行初步判断。
建立肝癌原位癌模型是将肿瘤组织块直接接种

于动物的肝脏部位。 因此，首先应选择生长良好的

皮下移植瘤。 皮下移植瘤的生长时间不宜过长，一
般选用接种后 ４ 周的实体瘤，如果生长时间过长

（如 ６ ～ ８ 周）则肿瘤内部组织会出现坏死，这样的

肿瘤组织接种到原位时会出现生长缓慢或生长不

良。 其次，应尽量使肿瘤组织块大小保持一致，这样

可以使原位接种后肿瘤组织生长大小控制在一定的

范围内。 另外，在将肿瘤组织缝挂于左、右肝叶直接

时，缝线不能拉得太紧，否则容易撕裂肝脏，造成肝

脏大量失血。 在建立肝癌原位移植模型时，我们也

采用过细胞混悬液注射法，细胞浓度约为 １０６ 个细

胞 ／ ｍＬ，但成瘤率较低，仅为 ６０％ ，而且成瘤所需时

间也较组织块法长，建议可将细胞浓度增加至 １０７

～ １０８ 个细胞 ／ ｍＬ。
在使用皮下移植瘤动物模型进行药效学评价

时，在给药过程中可根据测量肿瘤体积来计算相对

肿瘤增殖率 Ｔ ／ Ｃ （％ ） ＝ ＴＲＴＶ ／ ＣＲＴＶ × １００％ 。
（ＴＲＴＶ：治疗组 ＲＴＶ，ＣＲＴＶ：溶媒对照 ＲＴＶ。 ＲＴＶ ＝
Ｖｔ ／ Ｖ０）。 其中 Ｖ０为分组给药时（即 ｄ０）测量所得

肿瘤体积，Ｖｔ为每一次测量时的肿瘤体积。 疗效评

价标准：Ｔ ／ Ｃ％ ＞４０％为无效；Ｔ ／ Ｃ％≤４０％ ，并经统

计学处理 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有效。 然而这种方法由于实

体瘤的不规则性和测量时的人为误差，得出的结果

不够精确，误差较大，可靠性也大为降低。 在使用原

位癌动物模型进行评价时，通常需要先对肿瘤细胞

进行荧光标记或生物发光标记，接入原位后再用小

动物活体成像系统进行检测和分析，可对存活肿瘤

细胞的多少进行量化分析，结果更为精确和可靠。
在原位移植瘤试验中，通常对肿瘤细胞进行生物发

光标记，因为荧光在体内更容易受到动物组织自发

荧光的干扰，而且荧光在体内的穿透力会受到一定

程度的影响。
目前，国内外所采用的裸小鼠肝癌原位移植模

型主要是包埋法和细胞混悬液接种法［２］。 但是这

些方法都有各自的缺点：包埋法溶液造成动物肝脏

大量出血并引起动物死亡，手术时间较长，具有较大

的操作难度，在人员有限的情况下不适用于制备大

批量的肝癌原位移植动物模型；细胞混悬液接种法

成瘤率较低，且形成实体瘤时间较长，肿瘤生长较

慢，并且注入肝脏的细胞混悬液溶液溢出，造成肿瘤

腹腔内广泛种植。 通过比较分析，我们所建立的夹

心法是一种比包埋法操作更加简便、高效，重现性更

好的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝癌原位移植模型。 该方法除

了具有操作简单、手术时间短、成瘤率高、肿瘤组织

生长良好和动物死亡率低等特点以外，在手术时不

会造成动物肝脏大量出血，如果操作熟练，几乎不会

造成肝脏出血现象。 动物出血少，术后恢复就很快，
死亡率也会大大降低。 此外，在接种过程中要注意

将待接种的肿瘤组织块用 ０􀆰 ９％ （ｇ ／ ｍＬ）氯化钠注

射液或 ＰＢＳ 缓冲液漂洗 ２ ～ ３ 次，在接种时肿瘤组

　 　 （下转第 １３７ 页）
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􀦋􀦋研究报告

口服补液盐降低氯化锂⁃匹罗卡品惊厥持续状态
大鼠死亡率的研究

韩慰，蒋莉∗，何蓉，宋晓洁，程莉

（重庆医科大学附属儿童医院神经内科，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，
儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地，儿科学重庆市重点实验室， 重庆　 ４０００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨通过胃管灌胃改良口服补液盐（ｏｒａｌ ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｓａｌｔｓ，ＯＲＳ）降低氯化锂⁃匹罗卡品诱发惊

厥持续状态（ｓｔａｔｕｓ ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ， ＳＥ）模型的死亡率的方法。 方法　 选用成年组（６０ ｄ）ＳＤ 大鼠 ３０ 只和幼年组（２０ ｄ）
ＳＤ 大鼠 ４５ 只，随机分为成年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组、成年 ＳＥ 组、幼年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组、幼年 ＳＥ 组、幼年血糖组各 １５ 只。 经腹腔

注射氯化锂和匹罗卡品，诱发大鼠惊厥发作，惊厥 ６０ ｍｉｎ 后，给予安定止惊。 各 ＯＲＳ 组于 ＳＥ 后 １、１２、２４ ｈ 根据不

同年龄予以不同剂量改良 ＯＲＳ 灌胃。 其余各组不给予处理。 记录实验大鼠惊厥发作情况，惊厥前后体重变化及死

亡情况；血糖测定组于 ＳＥ 后 ８ ｈ 取血检测血糖，探索降低该模型死亡率的方法。 结果　 （１）各组惊厥后体重均降

低，约占体重的 ５％ ～８％ 。 （２）氯化锂⁃匹罗卡品惊厥持续状态模型死亡率较高，幼年组 ４０􀆰 ００％ ，成年组 ５７􀆰 １４％ ；
死亡发生时间集中在惊厥后 ２４ ｈ 内，７２ ｈ 后死亡数趋于平稳。 （３）ＳＥ 后实验大鼠血糖明显降低，给予 ＯＲＳ 液灌胃

后，血糖趋于正常水平。 （４）以改良 ＯＲＳ 灌胃后，幼年组和成年组 ７２ ｈ 内死亡率明显降低。 结论　 ＳＥ 后改良 ＯＲＳ
液灌胃有效改善实验动物死亡率，是有效提高其生存率的方法。

【关键词】 　 氯化锂⁃匹罗卡品；惊厥持续状态模型；大鼠；死亡率
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＬｉＣｌ⁃ｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅ； Ｓｔａｔｕｅ ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ； Ｒａｔ； Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： Ｊｉａｎｇ Ｌｉ，Ｅｍａｉｌ： ｄｒ＿ｊｉａｎｇｌｉ＠ １２６． ｃｏｍ

　 　 氯化锂⁃匹罗卡品诱发大鼠惊厥持续状态模型

具有与人类颞叶癫痫相似的行为和脑电图改变，是
研究惊厥持续状态较为理想的动物模型。 由于惊厥

持续状态要求足够长的发作时间，实验大鼠的死亡

率高，国内外学者从匹罗卡品剂量的选择、使用 Ｍ
胆碱能样受体拮抗剂进行预处理、采用不同止惊剂

适时中止发作等方面对该模型进行改良［１⁃４］，但实

验动物急性期死亡率仍可高达 ５５％ ［５］。
目前的改良方法多集中在惊厥发作期如何止

惊，而在惊厥后处理方面研究甚少。 惊厥持续状态

可造成全身缺氧致代谢性酸中毒、糖代谢紊乱、脱
水、窒息等病理生理改变。 惊厥持续状态大鼠予以

止惊剂后处于昏睡状态，而清醒后活动减少、反应迟

钝、精神欠佳，进食能力减弱、体重明显减少。 我们

认为这可能是造成惊厥后急性期大鼠死亡的重要原

因。 因此，惊厥后处理对降低其死亡率有重要意义。
口服补液盐（ ｏｒａｌ ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｓａｌｔｓ，ＯＲＳ），简称

ＯＲＳ 液。 本实验用改良的 ＯＲＳ 液纠正大鼠惊厥持

续状态后水盐代谢紊乱，补充血糖，探讨能否降低急

性期实验大鼠死亡率。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物与分组

２０ 日龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ７５ 只，其中，体重

在 ３５ ～ ５２ ｇ 的 ４５ 只；体重在 １８０ ～ ２３０ ｇ 的 ３０ 只，
均来源于重庆医科大学实验动物中心【ＳＣＸＫ（渝）
２０１２ － ０００１】，在重庆医科大学附属儿童医院动物中

心 ＳＰＦ 级屏障实验设施中进行【ＳＹＸＫ（渝）２０１２ －
００１５】。

根据大鼠日龄和 ＳＥ 后是否用改良 ＯＲＳ 处理采

用随机数字法分为以下 ５ 个组：成年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组、
成年 ＳＥ 组、幼年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组、幼年 ＳＥ 组、幼年血

糖测定组各 １５ 只。 其中血糖测定组又分 ３ 个亚组，
分别是正常对照组、ＳＥ 组、ＳＥ ＋ ０ＲＳ 组各 ５ 只。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂

氯化锂、匹罗卡品（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；

硫酸阿托品、安定（天津金耀氨基酸有限公司）；口
服补液盐 ＩＩＩ（ＯＲＳ）液（西安安健药业有限公司），每
袋成分：氯化钠 ０􀆰 ６５ ｇ、枸橼酸纳 ０􀆰 ７２５ ｇ、氯化钾

０􀆰 ３７５ ｇ、无水葡萄糖 ３􀆰 ３７５ ｇ。 实验用改良配方：葡
萄糖 １０ ｇ ＋ １ 袋 ＯＲＳ ＋２５０ ｍＬ 蒸馏水。
１􀆰 ２　 模型建立方法

采用氯化锂⁃匹罗卡品建立惊厥持续状态模型，
幼年组（２０ ｄ）、成年组均在腹腔注射氯化锂 １２７
ｍｇ ／ ｋｇ，１８ ～ ２０ ｈ 后，分别采用腹腔注射匹罗卡品

３０、 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ。 按照 Ｒａｃｉｎｅ［６］ 分级法进行惊厥分

级，当发作达到 ＩＶ 级或 Ｖ 级并持续 ６０ ｍｉｎ 为惊厥

持续状态，惊厥发作 １５ ｍｉｎ 后腹腔注射硫酸阿托品

（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）拮抗其Ｍ 胆碱能样作用，发作 ６０ ｍｉｎ 后

给予安定（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）止惊。 腹腔注射匹罗卡品 ３０
ｍｉｎ 后，未达到 ＩＶ 级发作者，等量追加 １ 次，若仍未

达到 ＩＶ 级发作者退出实验。 血糖组的对照组，予以

腹腔注射等量生理盐水。
幼年和成年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组的实验大鼠均于 ＳＥ 后

１，１２，２４ ｈ 以改良 ＯＲＳ 液灌胃，剂量分别以每只

０􀆰 ５、２􀆰 ０ ｍＬ。 血糖（ＳＥ ＋ ＯＲＳ）组于 ＳＥ 后 １ ｈ 灌胃

改良 ＯＲＳ 液，剂量为每只 ０􀆰 ５ ｍＬ。 其余实验大鼠不

给予该处理。 ＳＥ 前后各组均用普通饲料喂养。 记

录各组实验大鼠惊厥前后体重及发作情况，分别以

ＳＥ 后 １、１２、２４、４８、７２、９６、１２０ ｈ 等 ７ 个时间点观察

各组实验动物死亡数。 血糖组于 ＳＥ 后 １２ ｈ 采用眼

底静脉取血方法取血约 １ ｍＬ，然后离心取血清送本

院检验科检测血糖。
１􀆰 ３　 统计学方法

用 ＳＳＰＳ１７􀆰 ０ 软件包对数据进行统计学处理，所
有计量资料均用均数 ± 标准差表示，各组实验动物

的死亡率采用卡方检验，惊厥前后体重均值比较采

用配对 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

腹腔注射匹罗卡品后，各组实验大鼠均出现相

似的表现，即不同程度的胆碱能反应：流涎、稀便、结
膜充血出血、全身湿润等；以及不同程度的痫性发作

４４２
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表现：早期出现竖毛、搔抓症状，后出现面部抽搐、节
律性点头和咀嚼，继之出现双侧前肢抬起阵挛，全身

强直阵挛伴站立和跌倒、翻滚甚至尖叫等。
２􀆰 １　 惊厥发作情况

各组大鼠均在匹罗卡品注射后 ３０ ｍｉｎ 左右达

到Ⅴ级发作。 幼年组注射安定后 １ ～ １１ ｍｉｎ 完全止

惊，成年组约在给药后 １ ～ ２８ ｍｉｎ 终止发作。 各组

惊厥发作情况详见表 １。 幼年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组有 １ 只

实验大鼠在达到 Ｖ 级发作后持续 ２０ ｍｉｎ 后死亡，成
功建模 １４ 只。 幼年 ＳＥ 组 １５ 只实验大鼠均造模成

功。 成年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组成年造模 １３ 只，其中 １ 只在

达到 Ｖ 级发作后 ２７ ｍｉｎ 后死亡，另 １ 只实验大鼠腹

腔注射匹罗卡品后出现搔抓、点头症状，但 ３０ ｍｉｎ
后未达到 ＩＶ 级发作，等量追加 １ 次，３０ ｍｉｎ 后仍未

达到 ＩＶ 级发作故退出实验。 成年 ＳＥ 组有 １ 只大鼠

达到Ⅴ级发作后持续 ３８ ｍｉｎ 后死亡，成功造模 １４
只。 血糖测定组 １０ 只幼年大鼠造模成功。
２􀆰 ２　 体重变化

各组实验大鼠惊厥前后体重均减轻（详见表

２），幼年组减轻占惊厥前体重的 ７％ ～ ８％ ，成年组

体重减轻惊厥前体重的 ５％左右。 造模前后体重差

异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
　 　 表 １　 各组实验动物惊厥持续状态发作情况（􀭰ｘ ± ｓ）
　 　 Ｔａｂ． １　 Ｓｔａｔｕｓ ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

动物数
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｒａｔｓ

惊厥潜伏
时间 ／ ｍｉｎ
Ｓｅｉｚｕｒｅ
ｌａｔｅｎｃｙ

未成功诱
发惊厥数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｏｎｓｅｔ ｆａｉｌｕｒｅ

达到 ＩＶ 级
发作未

持续 ６０ ｍｉｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｒａｔｓ ｌａｓｔｉｎｇ
＜ ６０ ｍｉｎ

安定控制惊
厥发作时间

／ ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ ｏｆ
ｓｅｉｚｕｒｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｂｙ
ｄｉａｚｅｐａｍ

成功建模数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ
ｍｏｄｅｌｓ

幼年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组
Ｙｏｕｎｇ ＳＥ ＋ ＯＲＳ １５ ３０􀆰 ０８ ± ９􀆰 ４２ ０ １ ５􀆰 ８４ ± ２􀆰 ８４ １４

幼年 ＳＥ 组
Ｙｏｕｎｇ ＳＥ １５ ３０􀆰 ６５ ± ８􀆰 ４３ ０ ０ ５􀆰 ７４ ± ２􀆰 ３５ １５

成年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ
Ａｄｕｌｔ ＳＥ ＋ ＯＲＳ １５ ４１􀆰 ２１ ± １６􀆰 ６４ １ １ １２􀆰 ４５ ± ９􀆰 ４４ １３

成年 ＳＥ 组
Ａｄｕｌｔ ＳＥ １５ ３９􀆰 ０４ ± １７􀆰 ０３ ０ １ １２􀆰 ０７ ± ９􀆰 ３２ １４

血糖组
Ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ １０ ３６􀆰 ０６ ± ９􀆰 ９５ ０ ０ ６􀆰 ０１ ± ２􀆰 ８３ １０

　 　 表 ２　 各组实验动物惊厥前后体重变化情况（􀭰ｘ ± ｓ）
　 　 Ｔａｂ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｔａｔｕｓ ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

惊厥前
体重 ／ ｇ

Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ
ｂｅｆｏｒｅ ｓｅｉｚｕｒｅ

惊厥后
体重 ／ ｇ

Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ
ａｆｔｅｒ ｓｅｉｚｕｒｅ

减少体重 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ

ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ

减少体重占惊厥
前体重百分比 ／ ％
Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ ／
ｂ． ｗ． ｂｅｆｏｒｅ ｓｅｉｚｕｒｅ

幼年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组
Ｙｏｕｎｇ ＳＥ ＋ ＯＲＳ ４１􀆰 ６２ ± ３􀆰 ３４ ３８􀆰 ７２ ± ３􀆰 １２∗ ２􀆰 ９６ ± ０􀆰 ９４ ７􀆰 １１

幼年 ＳＥ 组
Ｙｏｕｎｇ ＳＥ ４１􀆰 ６０ ± ４􀆰 ４６ ３８􀆰 ２３ ± ４􀆰 ３１∗ ３􀆰 ３６ ± ０􀆰 ８８ ８􀆰 ０９

成年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组
Ａｄｕｌｔ ＳＥ ＋ ＯＲＳ ２１２􀆰 ０９ ± ２０􀆰 ６５ ２００􀆰 ４６ ± ２１􀆰 ７９∗ １０􀆰 ３８ ± ６􀆰 ７４ ４􀆰 ９４

成年 ＳＥ 组
Ａｄｕｌｔ ＳＥ ２２１􀆰 ７０ ± ２１􀆰 ８７ ２１０􀆰 １１ ± ２１􀆰 ４３∗ １１􀆰 ５９ ± ６􀆰 １８ ５􀆰 ２３

注：∗惊厥前体重与惊厥后体重相比，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｅｉｚｕｒｅ．

２􀆰 ３　 死亡情况

ＳＥ 后 １、１２、２４、４８、７２、９６、１２０ ｈ 等 ７ 个时间点

观察各组实验动物死亡数、记录死亡时间及死亡率。
幼年组共死亡 ７ 只，成年组共死亡 １０ 只。 幼年 ＳＥ
＋ ＯＲＳ 组和成年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组死亡率分别为 ７􀆰 １４％

和 １５􀆰 ３８％ ，明显低于幼年 ＳＥ 组、成年 ＳＥ 组。 另

外，幼年 ＳＥ 组与 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组、成年 ＳＥ 组与 ＳＥ ＋
ＯＲＳ 组之间死亡率差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），各
组实验大鼠死亡情况及死亡率见表 ３。

５４２
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　 　 表 ３　 各组实验动物死亡情况

　 　 Ｔａｂ． ３　 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

不同死亡时间死亡数 ／ ｎ
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

１ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ９６ ｈ １２０ ｈ

死亡数 ／ ｎ
Ｄｅａｔｈ

死亡发生
时间 ／ ｈ

Ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｄｅａｔｈ
ａｆｔｅｒ ｓｅｉｚｕｒｅ

死亡率 ／ ％
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ

幼年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组
Ｙｏｕｎｇ ＳＥ ＋ ＯＲＳ １ ２ ２ １ ０ ０ ０ １ １２ ７􀆰 １４▲

幼年 ＳＥ 组
Ｙｏｕｎｇ ＳＥ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ６ １５􀆰 ３４ ± ６􀆰 ２４ ４０􀆰 ００

成年 ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组
Ａｄｕｌｔ ＳＥ ＋ ＯＲＳ ０ ０ ０ ０ ２ ０ ０ ２ ７２ １５􀆰 ３８∗

成年 ＳＥ 组
Ａｄｕｌｔｓ ＳＥ １ １ ３ ２ １ ０ ０ ８ ３１􀆰 ６２ ± ２２􀆰 ８７ ５７􀆰 １４

注：▲Ｙｏｕｎｇ ＳＥ ＋ ＯＲＳ 与 Ｙｏｕｎｇ ＳＥ 组死亡率比较 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗Ａｄｕｌｔ ＳＥ ＋ ＯＲＳ 与 Ａｄｕｌｔ ＳＥ 组死亡率比较 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｙｏｕｎｇ ＳＥ ＋ ＯＲＳ ａｎｄ ｙｏｕｎｇ ＳＥ ｇｒｏｕｐｓ；∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｄｕｌｔ ＳＥ ＋ ＯＲＳ ａｎｄ ａｄｕｌｔ ＳＥ ｇｒｏｕｐｓ．

２􀆰 ４　 血糖水平

ＳＥ 组血糖 （４􀆰 ６９ ± ０􀆰 ５９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 较对照组

（９􀆰 ３７ ± ３􀆰 ０９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）明显降低，与对照组差异具

有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ＳＥ ＋ ＯＲＳ 组 （７􀆰 １２ ± ２􀆰 １３
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）血糖高于 ＳＥ 组、稍低于正常对照组，与对

照组血糖差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），与 ＳＥ 组血糖差

异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

惊厥持续状态（ｓｔａｔｕｓ ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ， ＳＥ），是神经

系统常见危重症，可导致惊厥性脑损伤，继发癫痫、
认知障碍等后遗症。 目前临床上尚没有有效的观察

指标和方法，主要借助于对动物惊厥模型的研究。
氯化锂⁃匹罗卡品诱发大鼠惊厥持续状态模型是公

认的较理想的动物模型。
本研究中，幼年组死亡率达到 ４０％ ，成年组甚

至达 ５７􀆰 ４％ 。 这对需要观察惊厥后远期实验指标

的研究造成了较大的工作量、较高的经济费用，且实

验一致性较低。
目前的改良方法多集中在惊厥发作期如何止

惊，而在惊厥后处理方面研究甚少。 本研究发现，尽
管应用阿托品拮抗 Ｍ 胆碱能作用，成年组体重减轻

量从胡越等［２］研究发现的每只 ３０ ～ ５０ ｇ 减少至 １０
～ ２０ ｇ，但是体重仍然是明显减少的，约占体重的

５％ ，而幼年组减少量甚至占体重 ７％ ～ ８％ 。 从实

验大鼠惊厥发作时腺体分泌增加，出现流涎、稀便、
全身毛湿润等表现可见，惊厥持续状态后大鼠体重

减轻最可能是由于体液丢失造成。 而机体处于脱

水、电解质紊乱的病理状态，这可能是 ＳＥ 后急性期

实验大鼠死亡的原因之一，因此 ＳＥ 后给予补液对

提供大鼠生存率具有重要意义。
另外，本研究发现无论是幼年组还是成年组 ＳＥ

后死亡发生时间多集中在 ＳＥ 后 ７２ ｈ 内，尤其是 ＳＥ
后 ２４ ｈ 内，与王东梅等［７］的报道一致。 由于幼年较

成年大鼠惊厥易感且耐受性更好，因此本实验对幼

年大鼠 ＳＥ 后 ８ ｈ 血糖情况作了检测发现，ＳＥ 后实

验大鼠血糖水平较正常对照组明显降低。 我们认为

虽然 ＳＥ 后有效止惊，但是一方面实验大鼠精神尚

未恢复，另一方面由于强直阵挛发作时间长，有些实

验大鼠自主活动严重受损，在 ＳＥ 后 ２４ ｈ 内进食能

力减弱造成低血糖可能是死亡原因之一。
ＯＲＳ 液是临床上较常用的口服补液盐，对轻、

中度脱水，补充钠、钾、氯、具有治疗作用。 改良的

ＯＲＳ 液即加入葡萄糖，配置成 ５％ 葡萄糖⁃ＯＲＳ 液，
在 ＳＥ 后 １，１２，２４ ｈ 根据不同年龄大鼠的胃内容量

给予不同剂量灌胃后发现：（１）ＳＥ 后以改良 ＯＲＳ 液

灌胃可以有效升高 ＳＥ 后血糖水平，甚至接近正常

水平。 （２）ＳＥ 后给予改良 ＯＲＳ 液补液可以降低实

验大鼠死亡率，幼年组降至 ７􀆰 １４％ ，成年组降至

１５􀆰 ３８％ ，显著低于 Ｇｏｏｄｍａｎ 等［８］ 发现的通过改良

该模型止惊方法后的死亡率 ４５％ 。 本改良方法并

没有改变该模型的病理基础，Ｌｅｍｏｓ 等［９］ 认为大剂

量匹罗卡品诱导的癫痫状态持续 ６０ ｍｉｎ 者，１００％
产生反复自发性癫痫，尽管张小东等［４］ 通过重复低

剂量注射匹罗卡品降低死亡率 ９􀆰 ７％ ，接近本研究

结果，但慢性癫痫的发生率却低于该模型。 （３）改

良 ＯＲＳ 液主要改善 ＳＥ 后实验大鼠急性期（７２ ｈ）死
亡情况，尤其是 ４８ ｈ 之内，４８ ｈ 之后，实验大鼠进食

能力基本恢复。
因此，氯化锂⁃匹罗卡品诱导的大鼠惊厥持续状

６４２
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态模型中，除了重复低剂量注射匹罗卡品、联用胆碱

受体拮抗剂以及根据实验需要选择适当的止惊剂来

提高大鼠存活率以外，对 ＳＥ 后纠正水电解质平衡

的紊乱，预防低血糖对降低实验大鼠 ＳＥ 后急性期

死亡率具有重要意义。 ＳＥ 后 ２４ ｈ 内用改良 ＯＲＳ 液

灌胃能有效改善实验动物死亡率，是有效提高其生

存率的方法。
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织块要避免与接种部位以外的组织和器官接触，以
确保肿瘤接种部位的一致性，避免肿瘤在动物腹腔

内出现广泛种植。 夹心法能为大批量制备肝癌原位

模型节约大量时间，为肝癌原位药效学及其他生物

学研究提供更便利和有效的动物模型。
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雄性裸鼹鼠可育个体与不可育个体生殖系统
结构与功能差异初探

余琛琳，林丽芳，袁子彦，赵善民，汤球，孙伟，蔡丽萍，徐晨，崔淑芳∗

（第二军医大学实验动物中心，上海　 ２００４３３）

　 　 【摘要】 　 目的　 　 观察和分析雄性裸鼹鼠中可育个体和不可育个体生殖系统结构和功能的差异，初步探索

雄性不可育个体不能繁育后代的原因。 方法　 雄性裸鼹鼠可育个体和不可育个体各 ５ 只，先采集一侧睾丸和附睾

组织，称重后换算脏器系数；再采集另一侧睾丸组织，用中性甲醛溶液进行固定后制备组织切片；取另一侧附睾用

作精子计数、精子活动度的测定；采集血清测定血清中黄体生成素（ＬＨ）和睾酮（Ｔ）浓度。 结果　 与可育个体组相

比较，不可育个体组的睾丸重量下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），附睾重量显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且睾丸系数和附睾系数均显著下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；精子数量显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），精子活动度也显著减弱（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；血清黄体生成素和睾酮水平均显

著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；睾丸组织切片观察显示，不可育个体各级生精细胞严重脱落，排列混乱无序，支持细胞和间质细

胞均有减少。 结论　 雄性裸鼹鼠不可育个体生殖系统存在睾丸和附睾萎缩、生精功能下降和性激素分泌减少等现

象。
【关键词】 　 裸鼹鼠；可育个体；不可育个体；雄性生殖系统；精子发生；黄体生成素；睾酮
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　 　 裸鼹鼠（Ｈｅｔｅｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ ｇｌａｂｅｒ，ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔ，
ＮＭＲ）是一种近年来备受世界各国科研工作者关

注的新型实验用动物［１］ ，在动物学分类位置上属

于哺乳纲、啮齿目、豪猪亚目、滨鼠科、裸鼹鼠属、
裸鼹鼠种，其产于非洲肯尼亚、索马里、埃塞俄比

亚等地，终生生活在地下 ２ ｍ 的洞穴中，以刨取泥

土中的植物根茎为食［２，３］ 。 成年动物体重约为 ３０
～ ５０ ｇ，体型较小，外观全身几乎无毛；门齿暴露于

口腔之外，用于刨掘泥土和啃食食物；由于地洞中

常年昏暗无光，其眼睛高度退化，视力几乎丧失，
体表有 ４０ 多根触毛分布于身体两侧与嘴巴附近，
以感受周围环境。

裸鼹鼠虽为哺乳动物，其种群却像蚂蚁和蜜蜂

等昆虫一样行真社会性生活方式，野生状态下一个

洞穴中常有 ３００ 多只裸鼹鼠共同生活，其中只有 １
只称为鼠王的雌鼠和 １ ～ ３ 只雄鼠能够繁殖后代，其
余皆为工鼠，工鼠失去生殖能力［４，５］。 在实验室饲

养条件下，当数个裸鼹鼠个体一起繁殖饲养时，繁育

情况也是如此。 因此，本研究拟对雄性裸鼹鼠可育

个体和不可育个体的生殖系统的形态结构、精子发

生、数目及活力、相关性激素等进行比较研究，以期

初步探索裸鼹鼠雄性不育个体生殖系统方面的缺

陷，为后期繁育提供一定理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

选择本中心饲育的已交配并成功繁育后代的雄

性裸鼹鼠 ５ 只、已交配过但未成功繁育后代的雄性

裸鼹鼠 ５ 只，年龄范围为 ２ ～ ５ 年，各项生理指标均

健康正常；可育个体分别编号为 １ － ５ 号，不可育个

体分别编号为 ６ － １０ 号。
１􀆰 ２　 裸鼹鼠睾丸和附睾脏器系数的测定

动物称量体重后，腹腔注射 ０􀆰 ３％ 戊巴比妥钠

（注射剂量为 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 体重）进行麻醉。 待动物麻

醉完全后（立即眼眶采血用于性激素的测定），将其

仰卧固定于解剖板上，首先用 ７５％酒精棉球擦拭腹

部开口部位进行皮肤消毒，继而剪开腹壁，暴露生殖

系统。 无菌术分离一侧睾丸和附睾立即置于生理盐

水中，用眼科剪剔除睾丸和附睾周围的结缔组织及

脂肪组织［６，７］，并用生理盐水冲洗干净，滤纸吸干水

分后称量脏器重量，再根据以下公式计算睾丸及附

睾脏器系数：
睾丸脏器系数 （％ ） ＝ ［睾丸重量（ ｇ） ／ ＮＭＲ

体重 （ｇ）］ × １００％
附睾脏器系数 （％ ） ＝ ［附睾重量（ ｇ） ／ ＮＭＲ

体重 （ｇ）］ × １００％
１􀆰 ３　 睾丸组织形态学观察

采集裸鼹鼠一侧新鲜睾丸组织，用生理盐水洗

净残余血迹，并用眼科剪剔除睾丸周围的结缔组织

及脂肪组织后，即刻放入预先备好的 １０％中性福尔

马林溶液中进行组织固定。 组织固定 ２４ ｈ 后，依次

浸入 ９５％乙醇、无水乙醇溶液进行脱水，继而依次

浸入二甲苯∶ 无水乙醇（Ｖ∶ Ｖ ＝ １∶ １）和纯二甲苯溶液

中进行透明，最后将组织进行石蜡包埋，用于切片、
ＨＥ 染色后，显微镜下观察睾丸的组织结构形态。
１􀆰 ４　 精子计数、精子活动度的测定

１􀆰 ４􀆰 １　 精子计数

将采集的裸鼹鼠一侧附睾组织置于 １ ｍＬ 生理

盐水中，用眼科剪将附睾纵向剪 １ ～ ２ 刀，用吸管轻

柔吹打数次，静止 ３ ～ ５ ｍｉｎ，形成精子悬液。 然后将

精子悬液放入三气培养箱中，３５℃恒温孵育 ２５ ～ ３０
ｍｉｎ，让精子能够从附睾组织中充分游离出来。 吸取

精子悬液 １ 滴到血细胞计数板上，盖上盖玻片，静置

约 ２ ｍｉｎ 后进行精子计数，计数 ５ 个中方格内精子

数，计算精子悬液中精子的数量 ［８］。
１􀆰 ４􀆰 ２　 精子活动度测定

取一滴裸鼹鼠精子悬液置于清洁载玻片上，静
置约 ２ ｍｉｎ，按文献方法［９］，在镜下连续计数 ２００ 个

精子中向前活动的精子数，并进行分级：Ａ 级呈快

速、直线向前运动，表明精子活动很好；Ｂ 级呈慢速

或迟钝的向前直线运动，表明精子活动较好；Ｃ 级呈

向前曲线运动，表明精子活动力一般；Ｄ 级呈不活动

或只在原地蠕动，表明精子活动能力差。 按照公式

［精子活动度 （％ ） ＝ （Ａ ＋ Ｂ ＋ Ｃ） ／ （Ａ ＋ Ｂ ＋ Ｃ
＋ Ｄ） × １００％ ］ 推算单侧附睾精子悬液中的精子

活动度。

９４２
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１􀆰 ５　 相关性激素的测定

所有裸鼹鼠麻醉完全后，在采集睾丸和附睾组

织前，进行眼眶采血，全血于室温放置 ２ ｈ 后于 ２ ～
８℃、１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清用放射免疫法

进行血清黄体生成素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ）和睾

酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ， Ｔ）浓度的测定［１０，１１］。
１􀆰 ６　 统计学处理

采集的实验数据，均利用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件

进行分析处理。 所得数据均以（均数 ± 标准差）表

示，组间比较采用 ｔ 检验，当 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 时，组间差异

为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 雄性可育个体与不可育个体睾丸和附睾脏器

系数比

经比较分析发现，不可育个体的睾丸重量低于

可育个体（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），附睾重量显著低于可育个体，
且睾丸系数百分比和附睾系数百分比均显著低于可

育个体（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（如表 １ 所示）。

　 　 表 １　 可育个体与不可育个体的睾丸重量、附睾重量、体重以及睾丸和附睾系数的比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
　 　 Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｅｓｔｉｓ， ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ ａｎｄ ｂｏｄｙ， ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，

ａｎｄ ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ ｉｎｆｅｒｔｉｌｅ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓ
雄性裸鼹鼠
Ｍａｌｅ ｎａｋｅｄ
ｍｏｌｅ ｒａｔｓ

睾丸重量 ／ ｇ
Ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ

ｔｅｓｔｉｓ

附睾重量 ／ ｇ
Ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ
ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ

体重 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔ

睾丸系数 ／ ％
Ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

附睾系数 ／ ％
Ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

可育个体
Ｆｅｒｔｉｌｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ０􀆰 ０３６２ ± ０􀆰 ００６５ ０􀆰 ００１８ ± ０􀆰 ０００３ ３８􀆰 ６６６１ ± ３􀆰 ５１６８ ０􀆰 ０９３４ ± ０􀆰 ０１１０ ０􀆰 ００４６ ± ０􀆰 ０００５

不可育个体
Ｉｎｆｅｒｔｉｌｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ０􀆰 ０２６５ ± ０􀆰 ００３６∗ ０􀆰 ００１１ ± ０􀆰 ０００１∗∗ ３５􀆰 ７８０４ ± ３􀆰 ５６０１ ０􀆰 ０７４１ ± ０􀆰 ００７９∗∗ ０􀆰 ００３０ ± ０􀆰 ０００３∗∗

注：∗与可育个体组比较， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗与可育个体组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｅ ｇｒｏｕｐ．

２􀆰 ２　 睾丸组织形态学观察

　 　 图 １　 可育个体 （Ａ） 和不可育个体 （Ｂ） 的睾丸曲细精管横切面组织形态（ × ２００）
　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓ ｔｕｂｕｌｅｓ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｅ （Ａ） ａｎｄ ｉｎｆｅｒｔｉｌｅ （Ｂ） ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ（ × ２００）

经镜下观察发现，裸鼹鼠可育个体睾丸的被膜

光滑完整，曲细精管横切面可观察到各种不同发育

阶段的生精细胞，如精原细胞、初级精母细胞、次级

精母细胞、精子细胞，而且中间腔隙中有较多成熟精

子；生精小管壁上还附着一种不规则的长椎体形细

胞，顶部伸向腔面，即为支持细胞；曲细精管外有成

群间质细胞，体积较大，呈圆形或椭圆形，核圆形，细
胞质嗜酸性（如图 １Ａ 所示）。 而不可育个体睾丸的

被膜有断裂现象，曲细精管横切面可见其明显萎缩，
细胞间出现大量空泡，生精细胞严重脱落，管腔内成

熟精子明显变少；支持细胞也有脱落现象，只有基膜

裸露；曲细精管外间质疏松，间质细胞数量减少（如
图 １Ｂ 所示）。
２􀆰 ３　 精子计数、精子活动度的测定

经比较分析发现，不可育个体附睾的精子数量

显著低于可育个体（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），同时精子活动度也

显著低于可育个体（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（如表 ２ 所示）。
２􀆰 ４　 相关性激素浓度测定

经比较分析发现，不可育个体的血清黄体生成

素浓度显著低于可育个体（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），同时睾酮浓

度也显著低于可育个体（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（如表 ３ 所示）。

０５２
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　 　 表 ２　 可育个体与不可育个体的精子计数和

精子活动度的比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
　 　 Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍ ｃｏｕｎｔ ａｎｄ ｓｐｅｒｍ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ ｉｎｆｅｒｔｉｌｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
雄性裸鼹鼠
Ｍａｌｅ ｎａｋｅｄ
ｍｏｌｅ ｒａｔｓ

精子计数
× １０６ ／ ｍＬ

Ｓｐｅｒｍ ｃｏｕｎｔ

精子活动度 ／ ％
Ｓｐｅｒｍ ａｃｔｉｖｉｔｙ

可育个体
Ｆｅｒｔｉｌｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ８􀆰 ２６ ± ０􀆰 １􀆰 ３７ ５０􀆰 ９２ ± １１􀆰 ７９

不可育个体
Ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ １􀆰 ８０ ± ０􀆰 ４３∗∗ １０􀆰 ４２ ± １４􀆰 ９１∗∗

注：∗与可育个体组比较， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗与可育个体组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｅ ｇｒｏｕｐ．

　 　 表 ３　 可育个体与不可育个体的血清黄体

生成素和睾酮浓度的比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
　 　 Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＬＨ ａｎｄ Ｔ

ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ ｉｎｆｅｒｔｉｌｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
雄性裸鼹鼠
Ｍａｌｅ ｎａｋｅｄ
ｍｏｌｅ ｒａｔ

黄体生成素 ＬＨ
ｍＩＵ ／ ｍＬ

睾酮 Ｔ
ｎｇ ／ ｍＬ

可育个体
Ｆｅｒｔｉｌｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ １９􀆰 ７８ ± ３􀆰 ３２ ２６􀆰 ０４ ± ５􀆰 ５０

不可育个体
Ｉｎｆｅｒｔｉｌｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ４􀆰 ５６ ± ０􀆰 ５５∗∗ ５􀆰 ８４ ± ２􀆰 ９４∗∗

注：∗与可育个体组比较， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗与可育个体组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｅ ｇｒｏｕｐ．

３　 讨论

哺乳动物的雄性生殖系统包括睾丸、附睾、输精

管以及发达的辅助性腺，其中，睾丸是雄性生殖系统

中最重要的器官，主要发挥合成与分泌雄性激素、产
生精子的功能，在动物的性别分化、个体发育、维持

繁育功能等方面均具有极为重要的作用。 附睾也是

雄性生殖系统中重要的器官，对于精子的成熟、贮存

和保护起决定作用［１２］。
中心课题组在前期研究与观察过程中，发现裸

鼹鼠雄性生殖系统和其他哺乳动物略有差异：首先

其生殖系统包括睾丸组织，全部器官均位于腹腔内，
没有像其他雄性动物那样有明显的阴囊存在；其次，
其附睾体积非常小，仅仅为一小段细管状结构蜿蜒

折叠，附着于睾丸尾部；再者，裸鼹鼠生殖系统未发

现精囊腺、前列腺和尿道球腺等辅助性腺。
一般认为脏器系数下降意味着该器官出现了萎

缩或退行性变化［１３］。 睾丸和附睾是精子生成和成

熟的场所，睾丸和附睾组织的重量和脏器系数的变

化，一定程度上可以反映其受损或者退化情况。 本

研究发现，与裸鼹鼠雄性可育个体相比，不可育个体

不论是睾丸重量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、附睾重量（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），

还是睾丸脏器系数（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、附睾脏器系数（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），均有显著下降，从脏器实质性角度说明，不
可育个体的生殖器官确实存在萎缩或退化的现象。

经组织形态学观察发现，不可育个体的生精单

位—睾丸曲细精管出现明显的病理变化。 首先，不
可育个体的各级生精细胞不再有序排列，而是出现

大量脱落、萎缩现象，腔隙中成熟精子的数量明显减

少。 其次，曲细精管基膜上的支持细胞也有脱落和

减少现象。 而正常的睾丸组织中，支持细胞底部会

相互紧贴，参与形成血睾屏障 ［１４］；同时还有分泌运

送精子的液体、雄性激素结合蛋白、抑制素、性激素、
少量雌性激素，以及营养和支持各级生精细胞的功

能［１５］，因此一旦支持细胞减少，将会严重影响睾丸

的生精作用。 第三，曲细精管外的间质细胞数目也

有减少，而间质细胞可分泌睾酮，促进精子发生和雄

性生殖器官发育［１６］，因此，间质细胞数量减少也会

影响雄性动物个体的生殖功能。
精液质量分析是评价雄性动物生殖能力常用的

方法之一，可以通过精子计数、观测精子活动力等，
检测和分析精子的数量和质量，并由此推测雄性动

物个体的生育能力。 足够数量的精子数是维持雄性

动物生育能力的重要前提，在评价雄性机体生殖能

力方面，精子计数的差异比其他指标更为敏感，因此

是评价雄性生殖能力的重要指标。 本研究发现，裸
鼹鼠不可育个体精子数目相较于可育个体减少了约

４ 倍（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），表明不可育个体精子发生过程可能

受到了严重的抑制或者损伤。 雄性动物的生育能力

与其受精能力密切相关，而精子具备很好的活动力，
是完成受精过程的基础，因而精子活动度是进行雄

性机体生育能力的重要评价指标，同时也是检测精

子运动能力以及评价成熟精子功能的重要指标之

一 ［１７］。 本研究中发现，裸鼹鼠不可育个体精子活动

速度明显低于可育个体（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 由此可见，雄
性裸鼹鼠不可育个体，不仅产生的精子数目明显不

足，而且活力也不足以完成受精过程。
睾丸的生精过程和各种激素水平的稳定主要通

过下丘脑—腺垂体—睾丸轴进行调节［１８］。 首先，由
下丘脑分泌的促性腺激素释放激素，经由垂体门脉

系统直达腺垂体；再作用于腺垂体并促进其合成和

分泌卵泡刺激素（ ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ）
和黄体生成素（ＬＨ）。 其中，ＬＨ 主要作用于间质细

胞，可以刺激间质细胞的发育并促进其分泌睾酮

（Ｔ），因而对雄性生殖系统的发育和维持具有重要

１５２
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意义。 睾酮是睾丸分泌的主要雄性激素之一，也是

雄性动物最重要的雄性激素，对维持雄性附属性腺

及性器官的成熟具有重要作用。 因此，ＬＨ 和 Ｔ 都

是从激素水平评价雄性动物生殖能力的可靠指标。
本研究中裸鼹鼠雄性不可育个体 ＬＨ 和 Ｔ 均显著低

于可育个体（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明雄性裸鼹鼠不可育个

体在生殖系统发育和雄性激素合成与分泌等方面也

存在缺陷。
综上所述，本研究从裸鼹鼠雄性生殖系统的脏

器系数、组织形态学、精子数量和活动度，以及相关

性激素水平等几个方面证实，裸鼹鼠不可育个体雄

性生殖系统存在组织结构萎缩、功能衰退等现象。
与此同时，关于裸鼹鼠雄性个体可育或不可育的相

关机制值得深入探讨，本中心也正在进行相关研究。
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􀦋􀦋研究报告

慢性皮质酮处理对小鼠学习记忆和
突触相关蛋白的影响

孙秀萍１，杨久山２，张楠１，宋铭晶１，秦川１∗

（１． 北京协和医学院比较医学中心 中国医学科学院北京协和医学院实验动物研究所，
卫生部人类疾病比较医学重点实验室，国家中医药管理局人类动物模型三级实验室， 北京　 １０００２１；

２． 山东中医药大学附属医院，济南　 ２５００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立饮入方式，慢性给予皮质酮，观察皮质酮对学习记忆和突触相关蛋白的影响。 方法

ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠随机分为正常组和皮质酮组，每组 １０ 只。 皮质酮组饮用含皮质酮的 ０􀆰 ４５％羟丙基⁃β⁃环糊精溶

液，５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）。 正常组动物给予 ０􀆰 ４５％羟丙基⁃β⁃环糊精溶液。 造模 ３５ ｄ 后，进行社会识别实验和水迷宫实验。
行为学实验结束后，动物断头取海马，应用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行突触相关蛋白测定。 结果　 社会识别实验显示，正常组

和皮质酮组对刺激鼠笼的嗅闻时间均比空鼠笼长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 对照组对刺激鼠 ２ 的嗅闻时间比刺激鼠 １ 长（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 皮质酮组对刺激鼠 ２ 的嗅闻时间与对刺激鼠 １ 的嗅闻时间差异无显著性。 水迷宫实验定位航行结果显

示，皮质酮组学习能力下降，寻台潜伏期延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 空间探索结果显示，皮质酮组穿台次数、进入实台象限的

次数和实台象限路程均明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，皮质酮组突触后致密物质

（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＰＳＤ⁃９５）、突触素（ｓｙｎａｐｓｉｎ⁃１，Ｓｙｎ⁃１）和磷酸化细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ， ＥＲＫ）表达明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 通过饮入方式，慢性给予皮质酮，动物出现

社会记忆和空间学习记忆障碍，可能与海马突触相关蛋白表达下降，突触功能受损有关。
【关键词】 　 皮质酮； 学习记忆； 突触蛋白； 小鼠
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ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｗｉｔｈ ａｎ ｕｎｆａｍｉｌｉａｒ ｍｏｕｓｅ （ｓｔｒａｎｇｅｒ ２ ｃａｇｅ）． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ａｂｌｅ ｔｏ ｄｉｓ⁃
ｃｒｉｍｉｎａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎ ｕｎｆａｍｉｌｉａｒ （ｓｔｒａｎｇｅｒ ２） ａｎｄ ｔｈｅ ｆａｍｉｌｉａｒ ｍｏｕｓｅ （ｓｔｒａｎｇｅｒ １）． Ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ， ｉｎ ｃｏｎ⁃
ｔｒａｓｔ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ３ ｄａｙｓ， ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｌａｔｅｎｃｙ ｔｏ ｒｅａｃｈ ｔｈｅ ｈｉｄｄｅｎ ｐｌａｔｆｏｒｍ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｎ ｄａｙ ４ ｉｎ ｔｈｅ ＣＯＲＴ
ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＣＯＲＴ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｅ⁃
ｑｕｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ， ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０５） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｎｏｔａｂｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＳＤ９５， Ｓｙｎ⁃１
ａｎｄ ｐ⁃ｅｒｋ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｃｈｒｏｎｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ； Ｌｅａｒｎｉｎｇ； Ｍｅｍｏｒｙ； Ｓｙｎａｐｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｍｉｃｅ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＱＩＮ Ｃｈｕａｎ ， Ｅｍａｉｌ： ｑｉｎｃｈｕａｎ＠ ｐｕｍｃ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 研究表明，慢性应激影响人的学习记忆功

能［１］。 长期应激引起下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴（ｈｙｐｏ⁃
ｔｈａｌａｍｕｓ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ，ＨＰＡ）负反馈失调，促使体

内糖皮质激素释放。 糖皮质激素受体在海马高密度

表达［２］。 长期、高水平的糖皮质激素激活海马糖皮

质激素受体，通过一系列神经生化机制，导致海马受

损，出现空间学习记忆障碍。 物理应激方式如束缚、
强迫游泳等被广泛应用于慢性应激致学习记忆障碍

的研究。 但物理应激容易引起动物的适应性，表现

为糖皮质激素在应激初期升高，而中后期趋于降低

的趋势，从而不能恰当反应应激因素对学习记忆的

影响［３］。 啮齿类动物的糖皮质激素称为皮质酮

（ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ， ＣＯＲＴ）。 通过皮下注射、饮入皮质

酮等人为方式，增加动物体内的皮质酮水平，可以模

拟应激引起海马功能和结构受损，用于应激致学习

记忆障碍的研究［４］。 该模型操作简单，并且避免了

物理应激的适应性现象。 近年来，神经突触功能失

调和结构受损成为学习记忆障碍病理基础的研究热

点［５］。 分子生物学的研究揭示学习记忆障碍与突

触相关蛋白表达紊乱有关。 本研究通过饮入方式，
给予小鼠皮质酮，观察皮质酮对小鼠学习记忆行为

及海马突触相关蛋白的影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，２０ 只，２ 月龄，体重

２２ ～ ２５ ｇ。 由北京华阜康生物科技股份有限公司提

供【ＳＣＸＫ（京）２０１４ － ０００４】。 动物自由进食进水，
室内温度：２３ ～ ２５℃，相对湿度：（５５ ± １０）％ 。 维持

１２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗的昼夜节律。 动物适应环境一

周进行实验。
１􀆰 ２　 仪器

动物行为学视频跟踪系统（Ｎｏｌｄｕｓ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ，Ｔｈｅ Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ））
１􀆰 ３　 药物

皮质酮（ Ｓｉｇｍａ，２７８４０），羟丙基⁃β⁃环糊精溶液

（山东滨州智源生物科技有限公司）。
１􀆰 ４　 实验方法

动物随机分为正常组和皮质酮组，每组 １０ 只，５
只 ／笼。 皮 质 酮 组 参 照 文 献［６］， 将 皮 质 酮 溶 于

０􀆰 ４５％羟丙基⁃β⁃环糊精溶液中，每日 ３５ μｇ ／ ｍＬ（相
当于 ５ ｍｇ ／ ｋｇ），避光，动物在造模和行为学检测期

间连续饮用。 正常组动物给予 ０􀆰 ４５％ 羟丙基⁃β⁃环
糊精溶液。 造模 ３５ ｄ 后，进行社会识别实验和水迷

宫实验。 行为学实验结束后，每组取 ３ 只动物，断头

取海马，应用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行突触相关蛋白测定。
１􀆰 ４􀆰 １　 社会识别实验

动物在测试房间适应 １ ｈ 后，进行社会识别实

验。 实验在中国医学科学院医学实验动物所进行

【ＳＹＸＫ（京）２０１４ － ００２９】。 分为适应阶段、社交实

验阶段和社会新奇实验阶段。 根据文献［６］，首先将

动物置于 ５０ ｃｍ × ５０ ｃｍ × ５０ ｃｍ 的方形敞箱中，
自由适应 ５ ｍｉｎ。 社交实验阶段，在敞箱的一个角

落放置一空鼠笼，其对角角落放置一相同鼠笼，鼠笼

内放置一只刺激鼠 １（ｓｔｒａｎｇｅｒ １）。 将实验鼠放入敞

箱，应用 ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ 行为轨迹跟踪系统，记录 １０
ｍｉｎ 内实验鼠接触空鼠笼和刺激鼠笼的时间。 实验

结束，将实验鼠取出。 社会新奇实验：在空鼠笼放入

另外一只新的刺激鼠 ２（ ｓｔｒａｎｇｅｒ ２），重新放入实验

鼠，记录 １０ ｍｉｎ 内实验鼠接触刺激鼠 １ 和刺激鼠 ２
的时间。 鼠笼上有圆孔，实验鼠和刺激鼠可以通过

嗅觉接触。 接触行为表现为主动嗅闻（ｓｎｉｆｆｉｎｇ），定
义为实验鼠的鼻尖距离鼠笼 ２ ｃｍ 以内范围。 实验

结束，将实验鼠取出，归笼。
１􀆰 ４􀆰 ２　 水迷宫实验

水迷宫实验装置为一个圆形不锈钢水池，直径

４５２
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为 １００ ｃｍ，高 ５０ ｃｍ，将水池等分为 ４ 个象限，平台

象限的中央放置直径为 ９ ｃｍ，高 ２７ ｃｍ 的圆形平

台，整个实验期间其位置保持不变。 水中加入奶粉，
水温 ２５℃。 动物在测试房间适应 １ ｈ 后，进行水迷

宫实验。 根据文献［７］，水迷宫实验过程分为可视平

台实验、定位航行（隐藏平台）实验和空间探索实验

三个阶段。 第 １ 天，进行可视平台实验，平台露出水

面 １ ｃｍ，每只动物从三个象限（平台象限除外），面
壁放入水中，游泳 １ ｍｉｎ。 定位航行实验：第 ２ ～ ５ 天

进行定位航行实验。 平台位于水面以下约 １ ｃｍ。
动物从三个象限（平台象限除外）入水，共游泳 ３
次。 每次 １ ｍｉｎ。 动物找到平台并停留 ５ ｓ，或测试

时间到，实验自动停止。 不论动物是否找到平台，一
次游泳结束，均将动物引导至平台，停留 １０ ｓ。 空间

探索实验：定位航行实验结束 ２４ ｈ 后，撤除平台。
将动物从对角象限（与实台象限相对应的象限）放

入水中，观察 １ ｍｉｎ 内动物在实台象限的停留时间、
穿台次数、游泳路程等。
１􀆰 ４􀆰 ３　 突触相关蛋白测定

应用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法，每 １０ ｍｇ 组织加 １００ μＬ
预冷的裂解液，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４℃

离心，２０ ｍｉｎ。 取上清液，用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。
ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ），转膜（３００
ｍＡ，２ ｈ）。 ５％小牛血清封闭 １ ｈ。 一抗孵育过夜，
加入 ＨＲＰ 标 记 的 二 抗。 ＧＡＤＰＨ 稀 释 浓 度 为

１∶ １０００。 ＥＣＬ 试剂盒显色。 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行

统计分析。
１􀆰 ５　 统计学处理

实验结果以均数 ± 标准误（ｍｅａｎ ± ＳＥＭ）表

示。 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件进行分析。 采用单样

本 Ｋ⁃Ｓ 检验进行正态分布检验，正态分布数据采用

独立样本 Ｔ 检。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 皮质酮模型对社会识别实验的影响

如图 １Ａ 所示，社交实验中，正常组和皮质酮组

对刺激鼠笼的嗅闻时间均比空鼠笼长，并具有显著

性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 如图 １Ｂ 所示，社会新奇实验

中，对照组对刺激鼠 ２ 的嗅闻时间长，与刺激鼠 １ 相

比，差异具有显著性。 皮质酮组对刺激鼠 ２ 的嗅闻

时间与对刺激鼠 １ 的嗅闻时间差异无显著性。

注：与正常组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 ａ． 正常组；ｂ． 模型组。

　 　 图 １　 皮质酮模型对社会识别实验的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ． ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｏｎ ｓｏｃｉａｌ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 皮质酮模型对水迷宫实验的影响

定位航行实验结果（图 ２Ａ）显示，随着训练时

间的延长，正常组和皮质酮组寻台潜伏期均逐渐缩

短，正常组缩短更明显，至第 ４ 天时，皮质酮组学习

能力进一步下降，寻台潜伏期延长，与对照组相比，
差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 空间探索实验结果（图
２Ｂ、Ｃ、Ｄ）所示，皮质酮组穿台次数明显下降，与正常

组比较，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 同时，进入实

台象限的次数和在实台象限的路程均明显减少，与
正常组比较，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 皮质酮模型对突触素及 ＰＳＤ９５ 蛋白表达影响

如图 ３ 所示，皮质酮组 ＰＳＤ９５、Ｓｙｎ⁃１ 蛋白和 ｐ⁃
ＥＲＫ 表达明显下降，与正常组比较，差异具有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

慢性给予动物皮质酮，既模拟物理应激引起的

ＨＰＡ 轴负反馈失调等病理过程，又避免了物理应激

引起的适应性现象，是近年来研究应激所致神经精

神障碍的常用模型。 本研究将皮质酮溶于羟丙基⁃

５５２
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注：与正常组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 ａ． 正常组；ｂ． 模型组。

　 　 图 ２　 皮质酮模型对水迷宫实验的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ． ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

注：与正常组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 ａ． 正常组；ｂ． 模型组。

　 　 图 ３　 皮质酮模型对突触相关蛋白表达的影响（ｍｅａｎ ± ＳＥＭ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与正常组比较）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． ａ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ． ＣＯＲＴ ｇｒｏｕｐ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎａｐｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． （ｍｅａｎ ± ＳＥＭ， ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）

β⁃环糊精溶液，增加皮质酮的溶解度。 通过饮入方

式造模，与皮下注射方式比较，操作简单，同时避免

了皮下注射导致局部皮肤溃烂等现象。 与皮下注射

可精确控制每只动物皮质酮用量不同，本研究基于

动物饮水状况正常，皮质酮应用剂量为每日 ３５ μｇ ／

ｍＬ，折合动物的摄入量约为每日 ５ ｍｇ ／ ｋｇ。
社会识别实验分为适应、社交实验（ ｓｏｃｉａｂｉｌｉｔｙ

ｔｅｓｔ）和社会新奇实验（ｓｏｃｉａｌ ｎｏｖｅｌｔｙ ｔｅｓｔ）三个阶段，
主要用于动物社会记忆（ｓｏｃｉａｌ ｍｅｍｏｒｙ）的检测［８］。
该实验基于动物的社交能力，因此，动物适应实验环

６５２
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境后，进行社交实验。 正常动物可以区分空笼和刺

激鼠笼（社会刺激，ｓｔｒａｎｇｅｒ １），对刺激鼠笼探索更

多。 本研究结果表明，正常组和皮质酮组均可以区

分空笼和刺激鼠笼，表现为对刺激鼠笼嗅闻时间更

长，提示皮质酮并未损伤小鼠的社交能力。 社会新

奇实验阶段，将另外一只动物（ｓｔｒａｎｇｅｒ ２）放入空鼠

笼。 正常动物可以区分 ｓｔｒａｎｇｅｒ １ 和 ｓｔｒａｎｇｅｒ ２，而对

新的刺激鼠（ｓｔｒａｎｇｅｒ ２）探索更多，提示动物具有完

善的社会记忆功能。 皮质酮是否损害动物的社会记

忆功能，目前尚未见报道。 本研究表明，正常组动物

对 ｓｔｒａｎｇｅｒ ２ 嗅闻时间更长，表现出完善的社会记忆

功能，而皮质酮组对 ｓｔｒａｎｇｅｒ １ 和 ｓｔｒａｎｇｅｒ ２ 的嗅闻

时间没有明显差异，提示皮质酮可能损伤了动物的

社会记忆功能。 水迷宫实验主要用于考察动物海马

依赖的空间学习记忆能力［９］。 本研究可视平台实

验显示，正常组和皮质酮组寻台潜伏期和到达平台

的路程无显著性差异（数据未公示），提示两组动物

寻找平台动机相同。 定位航行阶段，皮质酮组寻台

潜伏期比正常组长，并在第四天时出现显著性差异，
提示皮质酮损伤了动物的学习能力。 空间探索实验

结果显示，皮质酮组穿台次数明显降低，在实台象限

的路程和进入实台象限的次数少于正常组，提示皮

质酮损伤了动物的空间学习记忆能力，与文献报道

结果一致［４］。
突触是脑内神经信息传递的关键结构，与学习

记忆等过程紧密相关［１０］。 在应激条件下，皮质酮水

平升高，可导致海马神经元突触形态结构发生变化，
突触密度减少，树突棘和树突分支减少，从而导致学

习记忆障碍［１１］。 突触前和突触后的特异性蛋白如

突触素、突触后致密物质（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＰＳＤ⁃
９５）等的表达水平可反应突触的状态，已成为研究

海马突触可塑性的标志性蛋白［１２］。 本研究表明，皮
质酮组突触素和 ＰＳＤ⁃９５ 表达显著降低，提示在皮质

酮的作用下，海马突触功能下降，可能是其学习记忆

功能障碍的病理基础之一。 细胞外信号调节激酶

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ， ＥＲＫ） 是丝裂

素活化蛋白激酶家族的重要成员，调节海马突触可

塑性，与学习记忆过程密切相关。 本研究表明，皮质

酮组磷酸化 ＥＲＫ 水平显著降低，提示皮质酮所致学

习记忆障碍可能与 ＥＲＫ 信号转导通路活化受到抑

制，海马突触受损有关。
通过饮入方式，慢性给予皮质酮，动物表现为社

会记忆和空间学习记忆障碍，其病理基础可能与

ＥＲＫ 信号转导通路活化受到抑制，突触素和 ＰＳＤ⁃９５
表达水平降低，海马突触结构和功能受损有关。
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􀦋􀦋研究报告

小鼠异位肢体复合组织移植模型的建立
黄健兵，徐高俊，刘浩，梅举，丁芳宝∗

（上海交通大学医学院附属新华医院心胸外科，上海　 ２０００９２）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立稳定的小鼠异位肢体复合组织移植模型。 方法　 选用 ２５ 对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠行同品系异

位肢体复合组织移植手术。 取供体小鼠后肢，于腹股沟韧带下缘起沿股动脉、股静脉向上游离，电凝切断除股静

脉、股动脉外所有分枝血管至髂外动脉、髂外静脉，断髂外动脉、髂外静脉后，横断股骨、股部肌肉。 将供体髂外动

脉、髂外静脉分别与受体小鼠右侧颈总动脉、颈外静脉行端侧吻合。 连续缝合供体皮缘于受体皮肤切缘固定肢体。
于供肢胫骨远端关节处切断，结扎残端。 结果 　 手术成功率 ７６％ ，总手术时间（８７􀆰 １ ± １０􀆰 １）ｍｉｎ，供体获取时间

（２３􀆰 ８ ± ４􀆰 ９）ｍｉｎ，血管吻合时间（５５􀆰 ３ ± ９􀆰 ６）ｍｉｎ。 结论　 小鼠异位肢体复合组织移植成功率较高，稳定可靠，是一

种新的研究移植免疫的理想的动物模型。
【关键词】 　 小鼠；肢体；复合组织；移植；动物模型
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｓｔａｂｌｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｉｍｂ ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ⁃
ｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ２５ ｐａｉｒｓ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｌｉｍｂ ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｔｈｅ
ｈｉｎｄ ｌｅｇｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄｏｎｏｒ ｍｉｃｅ． Ａ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｉｎｃｉｓｉｏｎ ｗａｓ ｍａｄｅ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｇｕｉｎａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｔｏ ｅｘｐｏｓｅ ａｎｄ
ｍｏｂｉｌｉｚｅ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｖｅｓｓｅｌｓ ｕｐ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｉｌｉａｃ ｖｅｓｓｅｌｓ． Ａｌｌ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｉｌｉａｃ ａｒｔｅｒｙ ａｎｄ ｖｅｉｎ ｗｅｒｅ ｃｕｔ ｏｆｆ ｂｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｏ ｃｕｔ ｏｆｆ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｉｌｉａｃ ａｒｔｅｒｙ ａｎｄ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｉｌｉａｃ ｖｅｉｎ， ａｎｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｅｃｔ ｔｈｅ ｆｅｍｕｒ， ｔｈｉｇｈ ｍｕｓｃｌｅｓ ａｎｄ
ｓｋｉｎ． Ｔｈｅ ｄｏｎｏｒ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｉｌｉａｃ ａｒｔｅｒｙ⁃ｅｘｔｅｒｎａｌ ｉｌｉａｃ ｖｅｉｎ ａｎａｓｔｏｍｏｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｅｎｄ⁃ｔｏ⁃ｓｉｄｅ ｆａｓｈｉｏｎ ｗｉｔｈ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ
ｍｉｃｅ’ｓ ｒｉｇｈｔ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ａｎｄ ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｓｕｔｕｒｅ ｔｈｅ ｄｏｎｏｒ ｓｋｉｎ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｓｋｉｎ
ｉｎｃｉｓａｌ ｍａｒｇｉｎ ｔｏ ｆｉｘ ｔｈｅ ｌｉｍｂ． Ｃｕｔ ｏｆｆ ｔｈｅ ｄｏｎｏｒ ｌｉｍｂ’ｓ ｄｉｓｔａｌ ｔｉｂｉａｌ ｊｏｉｎｔ， ａｎｄ ｌｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｓｔｕｍｐ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｌｉｍｂ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ７６％ ． Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ８７􀆰 １ ± １０􀆰 １ ｍｉｎｕｔｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｖｅｓ⁃
ｓｅｌ ａｎａｓｔｏｍｏｓｉｓ ｔｉｍｅ ｗａｓ ５５􀆰 ３ ± ９􀆰 ６ ｍｉｎｕｔｅｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｉｓ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｉｍｂ ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｌｉｍｂｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｌ⁃
ｌｏｇｒａｆｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｓ ａ ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ． Ｉｔ ｉｓ ａ ｎｅｗ ｉｄｅａｌ ｍｏｄｅｌ
ｆｏｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｍｉｃｅ； Ｌｉｍｂ； Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｔｉｓｓｕｅ； Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＤＩＮＧ Ｆａｎｇ⁃ｂａｏ， Ｅｍａｉｌ： ４０８２１２４７＠ ｑｑ． ｃｏｍ
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　 　 随着转基因技术的发展，转基因动物器官移植

模型成为从分子水平研究移植免疫的新手段。 小鼠

的基因型相对容易控制， 各种纯系小鼠的成功繁殖

等有利因素， 使小鼠模型在移植免疫方面占据不可

替代的地位。 随着移植免疫研究的进展，复合组织

移植模型的运用逐步受到重视，但目前国内尚未有

较成熟的复合组织移植的小鼠模型报道。 因各型小

鼠具有相似的解剖结构，在模型的建立上操作相同，
为避免不同基因小鼠间组织移植的免疫排斥影响，
我们选择基因型基本相同的近交系小鼠探索复合组

织移植的可能性。 笔者在参考国外文献的基础上，
通过不断的摸索与练习，成功建立了小鼠异位肢体

复合组织移植模型，简便易行，成功率高。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物及分组

清洁级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ （ Ｈ２ｂ ） 小鼠 ５０ 只，６ ～
８ 周龄，体重 １６ ～ ２２ ｇ，购自上海交通大学医学院实

验动物科学部［ＳＣＸＫ（沪）２０１３ － ００２１］，并在上海

交通大学医学院附属新华医院动物实验室［ ＳＹＸＫ
（沪）２０１３ － ０１０６］完成实验。 ５０ 只小鼠随机分 ２５
对作异位肢体移植。 实验过程按实验动物使用的

３Ｒ 原则给予人道关怀，并通过上海交通大学医学院

附属新华医院医学伦理委员会的动物实验伦理审查

（编号：ＸＨＥＣ⁃Ｆ － ２０１６ － ００４）。
１􀆰 ２　 手术器械及试剂

手术显微镜（ 上海医用光学仪器厂）； 血管夹（
Ａｃｃｕｒａｔｅ Ｓｕｒｇｉｃａｌ ＆ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公司）； 显

微持针器（ Ｅｒｉｅｍ Ｓｕｒｇｉｃａｌ 公司）； 显微剪刀和镊子（
Ｆｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｔｏｏｌｓ 公司）； １１ ／ ０ 带针缝线（Ｃｒｏｗｎ⁃
ｊｕｎ）和 ４ ／ ０ 医用丝线 （上海金环医用缝线厂）； 戊

巴比妥钠和肝素钠（上海医药集团公司）。 手术操

作均在 １０ ～ ２５ 倍显微镜下完成。
１􀆰 ３　 手术方法

１􀆰 ３􀆰 １　 供体手术

麻醉采用腹腔注射 ０􀆰 ６５％ 戊巴比妥钠（ ０􀆰 ０１
ｍＬ ／ ｇ）。 剃除腹部、左后肢、左背部毛，小鼠取仰卧

位固定四肢远端，术野消毒。 沿左腹股沟韧带方向

横行切开左后肢皮肤，垂直此切口斜向上切开腹腔，
充分显露股动静脉、髂动静脉，自腹股沟韧带水平起

逐步向腹腔游离、电凝切断除股静脉、股动脉外所有

分枝血管，股动脉向上游离范围至髂外动脉下二分

之一，股静脉向上游离至腹股沟韧带以上即可。 游

离完成后，用显微血管夹阻断腹主动脉，在血管夹下

方用 ３０Ｇ 针头斜行向下穿刺腹主动脉，灌注 ４℃肝

素生理盐水（１０ Ｕ ／ ｍＬ） １ ｍＬ。 于髂外动脉下二分

之一处断动脉，于腹股沟韧带水平上方断静脉，获取

血管蒂。 于股骨中段横断股骨，切断股部肌肉、背侧

皮肤，获取后肢放入 ４℃ 肝素生理盐水（１０ Ｕ ／ ｍＬ）
中备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 受体手术

小鼠腹腔注射 ０􀆰 ６５％ 戊巴比妥钠（ ０􀆰 ０１ ｍＬ ／
ｇ）麻醉后剃右侧颈、胸部毛，取仰卧位固定，头端朝

向术者。 术野消毒。 作颈部偏右侧竖切口切开皮

肤，游离右侧颈外静脉、颈总动脉。 先使用显微弯血

管夹侧方阻断颈外静脉（图 １），切开后与供体髂静

脉行端侧吻合，吻合方法为：将供肢放于术野右侧，
于吻合口上下两端各缝一针打结牵引固定血管，以
上端缝线连续缝合右侧血管壁至下端后，绕过下端

再连续向上缝合至上端与上端打结线，尾部打结完

成静脉吻合。 取另一显微弯血管夹侧方阻断颈总动

脉（图 １），切开颈总动脉侧壁，与供体髂动脉行端侧

吻合，吻合方法为：先于吻合口上端间断缝合一针，
打结固定后，向下连续缝合右侧壁至下端后向上连

续缝合左侧壁至上端与线尾打结。 吻合完成后先开

放静脉血管夹，后开放动脉血管夹，可见供体动脉搏

动。 将供肢皮缘与受体切口皮缘连续缝合固定供

肢。 于供肢胫骨远端关节处切断，结扎残端，使残端

皮肤完全包埋骨性断端。
１􀆰 ４　 术后处理

术后，将小鼠置于 ３７℃暖箱内复温，自由活动

后放回笼内，正常进食水。 每天观察小鼠活动情况、
移植肢体存活情况。

２　 结果

供体手术时间为（２３􀆰 ８ ± ４􀆰 ９）ｍｉｎ， 动、静脉吻

合时间 （５５􀆰 ３ ± ９􀆰 ６） ｍｉｎ，总手术时间为 （８７􀆰 １ ±
１０􀆰 １）ｍｉｎ。 术后所有受体小鼠存活良好，活动无影

响。 四个移植肢体术后第 ２ 天出现干结、脱水表现，
至第 ５ 天供肢干结、坏死明显，解剖提示动脉吻合口

血栓形成。 两个小鼠供肢出现明显肿胀，一周后出

现坏死，解剖提示静脉吻合口血栓形成，血液回流

不畅。 其余小鼠供肢成活良好，供肢皮肤有毛生

长（见图 ２）。 术后 ３ 周移植肢体存活率 ７６％ 。 ３
周后取成活供肢作病理检查（见图 ３）证实肌肉存

活良好。

９５２
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　 　 图 １　 阻断血管方法示意图

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｃｋ
ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ

　 　 图 ２　 小鼠颈部肢体移植后 ３ 周

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｌｉｍｂ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｃｋ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ． ｏｐｅｒａｔｉｏｎ．

３　 讨论

随着机械化、工业化社会的形成，各种复合组织

损伤时有发生，对复合组织的修复要求日趋受到重

视，但复合组织移植的免疫排斥问题还需要更多的

研究［１］。 皮肤、肌肉甚至骨骼复合组织的移植免疫

研究尚未广泛开展，而缺乏稳定的复合组织移植模

型可能是限制其研究的原因之一。 因此，稳定的复

合组织移植的动物模型的建立，对开展移植免疫研

究至关重要。 相对于大鼠及其他大动物而言，小鼠

有其不可替代的优点： 人们对小鼠基因组特征的认

识比大鼠及其他任何大动物都清楚，转基因小鼠种

　 　 图 ３　 小鼠异位肢体移植后 ３ 周

肌肉组织 ＨＥ 染色图片（ × １００）
　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｅａｒｅａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ
ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌｉｍｂ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ． （ × １００）

系较纯， 已有大量的纯种小鼠及单抗可用，而有些

蛋白成分如酶或趋化因子只能通过特定细菌或细胞

分泌产生，产量非常少，无法批量用于大动物甚至大

鼠。 但由于小鼠体积和重量小，手术操作难度大，常
见的小鼠移植模型多限于相对较大血管吻合的模

型，如心脏移植、肾移植、肝移植等［２ － ４］。 １９９９ 年

Ｚｈａｎｇ 等［５］报道了原位小鼠肢体移植模型，但因为

其较低的成功率，及受体小鼠创伤大、耐受性差限制

了其发展。 ２００１ 年 Ｔｈｏｍａｓ 等［６］ 报道了异位小鼠肢

体移植模型，成功率有了明显的提高，小鼠的耐受也

有改善，但其移植供体组织为较小的肢体皮片、肌肉

或部分骨性组织，难以完整体现复合组织移植免疫

过程。 同时由于肢体血管细小，手术难度大，成功率

低等，限制了小鼠肢体移植模型的发展，此后国外相

继有少数几个较大的研究中心报道了涉及小鼠肢体

复合组织移植模型的研究［７ － １１］，而国内尚未见相关

报道。 但国外已有的报道多使用较少的供体肢体组

织，或行原位移植、腹部移植等，受体小鼠耐受较差，
或受体小鼠易自行咬到供体组织影响实验。 我们在

参考国外相关文献的基础上，通过摸索与练习，成功

建立了异位小鼠肢体复合组织移植模型。 本模型设

计的优点有：移植血管使用端侧吻合方法，不阻断受

体小鼠原有的血供，避免对受体小鼠血流的影响。
移植肢体位于受体小鼠颈部，不影响受体小鼠的正

常活动，且无明显疼痛刺激，受体小鼠耐受性好。 同

时受体小鼠无法咬到位于颈部的供体组织，可较好

的保护移植物。
本模型建立的几点体会：取供体时，关键需要保

护供体血管无损伤，且要注意处理分支时可靠电凝，
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防止移植后分支血管出血。 供体血管切断的位置在

腹股沟韧带以上，其血管径明显较腹股沟韧带下方

股动脉、股静脉粗，便于后期血管吻合。 在吻合血管

时，受体血管切口略大于供体血管开口径。 因静脉

壁很薄，有张力牵拉时很难分辩前后血管壁，在开始

缝合时先在上下两端各缝一针作牵引，缝合过程中

血管端间断冲生理盐水使血管腔鼓起后便于分辩血

管壁，连续缝合完打结前，轻拉吻合口，使吻合口充

分展开，缝线自然舒展，打结时线结靠上即可，防止

用力拉线导致吻合口狭窄。 动脉吻合时，注意修剪

干净吻合口附近血管外膜，缝合时防止外膜组织入

吻合口，导致术后血栓形成，缝合完打结时勿过于用

力致吻合口狭窄。
缝合完供体皮肤后，于供肢胫骨远端关节处切

断，如果血管吻合良好，可见残端出血。 结扎残端

时，注意使皮肤完整包埋骨性断端，否则后期胫骨由

残端穿出，致局部组织环死。 切除供体远端肢体可

较好的减少对受体小鼠活动的影响，同时不影响供

肢复合组织的免疫学研究。
总之，小鼠异位肢体复合组织移植模型有一定

的技术难度，对实验室条件、实验者显微外科技术要

求较高，但通过适当的练习，可以建立稳定的复合组

织移植模型，有助于对移植免疫机制进行更深的研

究。
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他克莫司对大鼠肝脏组织蛋白磷酸酶 ２Ａ 和
Ｐ⁃ＡＫＴ 表达的影响

牛玉坚１，王德恩２，杨柳２，陈新国１，王宏宇２，徐春２∗

（１． 武警总医院器官移植科，北京　 １０００３９； ２． 武警总医院内分泌科，北京　 １０００３９）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过观察他克莫司对大鼠血糖、胰岛素水平、肝脏组织蛋白磷酸酶 ２Ａ 和磷酸化 ＡＫＴ 表达的

影响，进一步探究他克莫司导致血糖升高的机制。 方法　 将 ６０ 只雄性 ＳＤ 大鼠（８９􀆰 ８３ ± ４􀆰 ４４） ｇ 随机均分为 ２ 组，
他克莫司组（ｎ ＝ ４０），每日空腹（禁食水 ８ ｈ）灌胃给药，剂量为 ４ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；对照组（ｎ ＝ ２０），每日空腹灌胃给予等

量生理盐水，每月测量大鼠体重、空腹血糖。 ５ 个月后处死大鼠，心脏穿刺取血，取胰腺组织和肝脏组织，测大鼠血

清胰岛素水平，行胰腺组织病理组织学观察，并对肝脏行组织处理和免疫组织化学技术检测肝细胞质中蛋白磷酸

酶 ２Ａ 和磷酸化 ＡＫＴ 的表达。 结果　 用药 ２ 个月后，他克莫司组大鼠的血糖水平明显高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），他克

莫司组大鼠的胰岛素分泌指数、胰岛素敏感指数均明显低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；胰岛素抵抗指数明显增高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 他克莫司组大鼠与对照组相比，其肝细胞质内 ＰＰ２Ａ 表达明显增加，磷酸化的 ＡＫＴ 表达明显减少。 结论　
他克莫司导致胰岛细胞坏死，胰岛细胞数量减少，胰岛素的分泌降低、胰岛素敏感性下降、胰岛素抵抗增加，从而导

致大鼠血糖升高。 他克莫司增加大鼠肝脏组织 ＰＰ２Ａ 的表达，减少肝脏组织磷酸化的 ＡＫＴ 的表达，可能通过 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号转导途径参与胰岛细胞凋亡和胰岛素抵抗，引起血糖的升高。

【关键词】 　 移植后糖尿病；大鼠；他克莫司；磷酸化⁃ＡＫＴ；蛋白磷酸酶 ２Ａ
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ｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｉｎｓｕｌｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＰ２Ａ ａｎｄ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ｔｗｏ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｉｎ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆ⁃
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ｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＩＳＩ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｉｓｌｅｔ ｃｅｌｌｓ， ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｓｌｅｔ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ， ｄｅｃｅａｓｅ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｉｎｓｕｌｉｎ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｉｎｓｕｌｉｎ， ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅ⁃
ｍｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； Ｒａｔ； Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ； Ｐ⁃ＡＫＴ； Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２Ａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＸＵ Ｃｈｕｎ， Ｅｍａｉｌ： ｗｊｘｕｃｈｕｎ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ

　 　 随着科学技术以及医疗水平的不断改进，合理

选择器官移植术后免疫抑制的治疗方案是手术成功

的重要环节，其中钙调磷酸酶抑制剂（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒｓ， ＣＮＩ）的代表药物为环孢素 Ａ（ ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ
Ａ，ＣｓＡ）和他克莫司（Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ），它们明显减少排

斥反应的发生率，提高患者的存活率。 随着器官移

植术后患者生存期延长和生活质量的提高，与免疫

抑制药物相关的并发症，尤其是移植后糖尿病（ｐｏｓｔ⁃
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＰＴＤＭ）的发生越来

越多地引起了人们的重视。 大量临床研究表明钙调

磷酸酶抑制剂可导致移植后糖尿病的发生［１］，他克

莫司比环抱素更容易导致 ＰＴＤＭ［２］。 他克莫司引起

糖代谢异常的机制十分复杂，至今尚未完全阐明。
目前研究发现，他克莫司引起糖代谢异常的机制主

要包括胰岛素分泌减少和胰岛素抵抗［３］，他克莫司

通过诱导人类胰岛 β 细胞凋亡［４］。 大量研究证实，
胰岛细胞凋亡和胰岛素抵抗与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号传导

通路密切相关，ＡＫＴ 处于 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号传导通路

的中心位置。 蛋白磷酸酶 ２Ａ （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
２Ａ， ＰＰ２Ａ）是一种丝氨酸 ／苏氨酸（Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ）蛋白磷

酸酶， 使蛋白质 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 残基脱磷酸化，ＰＰ２Ａ 使磷

酸化 Ａｋｔ 脱磷酸化而失去活性，因此是胰岛素信号

通路的负调节因子，ＰＰ２Ａ 的异常激活 ／高表达或异

常低活性 ／低表达都将严重干扰胰岛素信号通路。
钙调神经磷酸酶又称蛋白磷酸酶 ２Ｂ （ＰＰ２Ｂ），是另

一种类型的 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 磷酸酶，与 ＰＰ２Ａ 同属于磷酸化

蛋白磷酸酶，它是一类 Ｃａ２ ＋ 、钙调素激活的蛋白磷

酸酶。 ＰＰ２Ｂ 同样也对 ｐ⁃Ａｋｔ 脱磷酸化， ＰＰ２Ｂ 的脱

磷酸化作用可以使 ｐ⁃Ａｋｔ 耗竭而影响它的核转位，
因此， ＰＰ２Ｂ 与 ＰＰ２Ａ 共同影响着 Ａｋｔ 磷酸化水

平［５］。 由此推测：钙调神经磷酸酶抑制剂（ＰＰ２Ｂ 抑

制剂）他克莫司干扰了 ＰＰ２Ａ 进而影响胰岛素信号

通路包括 Ｐ⁃ＡＫＴ 脱磷酸化，导致糖代谢的异常。 本

研究试图以 ＰＰ２Ａ 为桥梁，探讨钙调神经抑制剂他

克莫司导致血糖升高的机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ６０ 只，体重（８９􀆰 ８３ ± ４􀆰 ４４）
ｇ。 来源于军事医学科学院实验动物中心 【 ＳＣＸＫ
（军） ２０１４ － ００３】，组织取材于武警总医院医学实验

中心进行。
１􀆰 ２　 分组

将大鼠按随机数字表法均分为两组（他克莫司

组和对照组），苦味酸染色标记。 他克莫司组（４０
只），每日空腹（禁食、水 ８ ｈ）灌胃给药，剂量为 ４
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；对照组（２０ 只），每日空腹灌胃给予等

量生理盐水，两组大鼠均在用药 １ ｈ 后再行喂食。
实验过程中他克莫司组因灌胃损伤致死 ５ 只。
１􀆰 ３　 试剂

他克莫司胶囊、４％多聚甲醛、二甲苯、柠檬酸修

复液、石蜡、蛋白甘油、苏木素、伊红、苦味酸、１０％的

水合氯醛、生理盐水、蒸馏水、乙醇、免疫组化检测

盒、抗 Ｐ⁃ＡＫＴ 抗体、抗 ＰＰ２Ａ 抗体。 血清胰岛素放免

检测试剂盒。
１􀆰 ４　 数据测定

每月测量大鼠体重，断尾取血，用快速干化学法

测定空腹血糖。
每月末将他克莫司组在空腹状态下处死随机处

死 ５ 只大鼠，心脏穿刺取血 ２ ｍＬ，并置于常温凝固，
以 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 速度离心 １５ ｍｉｎ 后取血清，用化学发

光法测定他克莫司血药浓度。
用药 ５ 个月后，全部大鼠在空腹状态下处死，心

脏穿刺取血 ２ ｍＬ，并置于常温凝固，以 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ
速度离心 １５ ｍｉｎ 后取血清，采用放射免疫分析法测

定血清胰岛素（ ＩＮＳ）水平，用化学发光法测定他克

３６２
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莫司血药浓度。
１􀆰 ５　 胰腺组织的病理学检查

１􀆰 ５􀆰 １　 制备石蜡切片

（１）将切块的胰腺组织浸渍于 ４％ 多聚甲醛固

定液中固定；（２）流水冲洗固定好的胰腺组织；（３）
梯度乙醇脱水；（４）二甲苯透明胰腺组织；（５）浸蜡；
（６）包埋；（７）切片。
１􀆰 ５􀆰 ２　 染色

（１）贴片与烤片；（２）二甲苯透明剂切片脱蜡；
（３）梯度乙醇水化；（４）染色；（５）梯度乙醇切片脱

水；（６）透明和封片。
１􀆰 ６　 肝脏组织 ＰＰ２Ａ 和 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达

１􀆰 ６􀆰 １　 制备肝脏组织石蜡切片

过程同胰腺组织。
１􀆰 ６􀆰 ２　 免疫组织化学检测 ＰＰ２Ａ 和 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达

（１）贴片与烤片；（２）二甲苯透明剂切片脱蜡；
（３）梯度乙醇水化；（４）蒸馏水洗 ５ ｍｉｎ；（５）抗原修

复；（６）蒸馏水洗 ５ ｍｉｎ；（７） ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次各 ５
ｍｉｎ；（８）３％ Ｈ２Ｏ２ ＰＢＳ 溶液阻断内源性过氧化物酶

１０ ｍｉｎ；（９）ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次各 ５ ｍｉｎ；（１０）将一抗

滴加，并置于 ３７°Ｃ 下孵育 ６０ ｍｉｎ。 在实验对照组中

用 ＰＢＳ 代替一抗，重复以上步骤；（１１）ＰＢＳ 洗 ３ 次，
每次各 ５ ｍｉｎ；（１２）将山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体⁃ＨＲＰ 多聚

体滴加，并置于 ３７°Ｃ 下孵育 ４０ ｍｉｎ；（１３）ＰＢＳ 洗 ３
次，每次各 ５ ｍｉｎ；（１４）ＤＡＢ 显色液显色 ３ ｍｉｎ，显微

镜下控制反应，并用自来水冲洗终止反应； （１５）
Ｈａｒｒｉｓ 苏木素液复染细胞核 １ ｍｉｎ；（１６）切片脱水；
（１７）透明和封片；（１８）镜下观察结果。
１􀆰 ６􀆰 ３　 阳性标记的形态特征和判断

免疫组化结果分析①将每一视野下阳性细胞按

照百分比（％ ）分 ５ 成级。 ０ 分为：无阳性细胞为。 １
分为：阳性细胞≤１０％ 。 ２ 分为：１１％ ～ ５０％ 。 ３ 分

为：５１％ ～ ７５％ 。 ４ 分为： ＞ ７５％ 。 ②将每个细胞的

着色强度分为 ４ 级。 ０ 分为无色。 １ 分为淡黄色。 ２

分为棕黄色。 ３ 分为棕褐色。 ③标本的阳性细胞百

分比积分乘以颜色的强度积分 ＞ ３ 分可确定为阳

性。
１􀆰 ７　 统计学处理

利用空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ）和空

腹胰岛素（ ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＦＩＮＳ），稳态模型

法计算胰岛素分泌指数（ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓ⁃
ｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ， ＨＯＭＡ⁃β）值、胰岛素敏感

指数（ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， ＩＳＩ）和胰岛素抵抗指

数（ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）。 ｌｎ 为自然

对数，胰岛素单位为 ｍＵ ／ Ｌ （１ ｍＵ ／ Ｌ ＝ ２５ ｎｇ ／ ｍＬ），
血糖单位为 ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 ＨＯＭＡ⁃β ＝ ２０ × ＦＩＮＳ ／ （ＦＢＧ⁃
３􀆰 ５）；ＩＳＩ ＝ ｌｎ （１ ／ ＦＢＧ × ＦＩＮＳ）；ＨＯＭＡ⁃ＩＲ： ＦＢＧ ×
ＦＩＮＳ ／ ２２􀆰 ５。 数据均采用均值 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，
使用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件对数据进行统计整合分析。
（１）两组大鼠的体重、血糖以及胰岛素分泌指数、胰
岛素敏感指数和胰岛素抵抗指数的比较采用独立样

本 Ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 为差

异有显著性；（２）两组大鼠 Ｐ⁃ＡＫＴ 表达强度结果比

较采用 χ２ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
为差异有显著性统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 两组大鼠体重的比较

他克莫司组与对照组大鼠的体重均呈持续增

长，在第 １、２ 月时，两组大鼠体重差异无显著性（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５），第 ３、４、５ 个月时，他克莫司组大鼠的体重

明显低于对照组，且两者的差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见表 １。
２􀆰 ２　 两组大鼠血糖水平的比较

大鼠于空腹状态行尾静脉穿刺取血测定血糖水

平。 在用药后第 ３ 个月末，他克莫司组大鼠血糖水

平 ＞ ７􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，成功诱导出糖尿病。

　 　 表 １　 用药期间每月末两组大鼠体重的比较 ／ ｇ
　 　 Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

１ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
１ ｓｔ ｍｏｎｔｈ

２ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
２ｎｄ ｍｏｎｔｈ

３ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
３ ｒｄ ｍｏｎｔｈ

４ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
４ ｔｈ ｍｏｎｔｈ

５ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
５ ｔｈ ｍｏｎｔｈ

他克莫司组
Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ １３４􀆰 ４７ ± ５． ６８ １８５􀆰 ６４ ± １４． ３７ ２５０􀆰 １３ ± １８． ７２∗ ２５８􀆰 ６３ ± ２３． ８６∗ ２７８􀆰 ３６ ± ２２． ８１∗

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １２７􀆰 ３５ ± ６． ４２ １７８􀆰 ６５ ± １８． ９５ ２６２􀆰 ６４ ± ２７． ８９ ２９１􀆰 １３ ± １４． ３８ ３１１􀆰 ７７ ± １４． ０２

注：∗与对照组相比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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　 　 他克莫司组大鼠血糖水平呈现明显上升趋势。
在用药第 １、２ 个月，他克莫司组与对照组两组的空

腹血糖水平无显著差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；第 ３、４、５ 月时，

他克莫司组大鼠的空腹血糖水平明显高于对照组，
且差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见表 ２）。

　 　 表 ２　 用药期间每月末两组大鼠血糖的比较（单位：ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
　 　 Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

１ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
１ ｓｔ ｍｏｎｔｈ

２ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
２ｎｄ ｍｏｎｔｈ

３ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
３ ｒｄ ｍｏｎｔｈ

４ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
４ ｔｈ ｍｏｎｔｈ

５ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
５ ｔｈ ｍｏｎｔｈ

他克莫司组
Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ４． ６１ ± ０． ２９ ５． ４６ ± ０． ２９ ８． １３ ± ０． ６７∗ ８． ３７ ± ０． ７８∗ ８． ９６ ± ０． ８０∗

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４． ５３ ± ０． ５６ ５． ２０ ± ０． ４７ ４． ７６ ± ０． ２７ ４． ９９ ± ０． ２９ ５． ２５ ± ０． ３１

注：∗与对照组相比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ３　 大鼠他克莫司血药浓度的测定

每月测定他克莫司组大鼠他克莫司的血药浓

度，浓度值维持在（８􀆰 ５９ ± ０􀆰 ５９） ｎｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ４　 两组大鼠胰岛素分泌指数、胰岛素敏感指数和

胰岛素抵抗指数的比较

用药 ５ 个月后，于空腹状态下处死全部大鼠，采
用放射免疫分析法测定 ＩＮＳ 水平，结合空腹血糖分

别计算两组大鼠的胰岛素分泌指数、胰岛素敏感指

数和胰岛素抵抗指数。 利用 ＳＰＳＳ 软件分析示：他克

莫司组大鼠的胰岛素敏感指数和胰岛素抵抗指数均

明显低于对照组，且差有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），胰岛素

分泌指数也低于对照组，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（见表 ３）。

　 　 表 ３　 两组大鼠胰岛素敏感指数、
分泌指数和抵抗指数的比较

　 　 Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ， ＨＯＭＡ⁃β ａｎｄ
ＩＳＩ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

抵抗指数 分泌指数 敏感指数

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ∗ ＨＯＭＡ⁃β＃ ＩＳＩ∗

他克莫司组
Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ５９ ４６􀆰 １６ ０􀆰 ２２

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ３７ １６４􀆰 ６９ １􀆰 ００

注：∗与对照组相比， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃与对照组相比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，Ｐ ＜
０􀆰 ０５．

２􀆰 ５　 大鼠胰腺病理学改变

用 ４０ 倍光学显微镜观察两组大鼠胰腺病理切

片：对照组大鼠胰腺导管清楚可见，腺泡细胞罗列整

齐，细胞基底可见明显的等大的细胞核，核仁清晰，
胰岛细胞染色较浅，染色均匀（见图 １）；他克莫司组

大鼠胰腺导管不清，腺泡细胞罗列整齐，胰岛细胞数

量显著减少，细胞胞质内存在多数不等的空泡，细胞

核染色欠匀称，部分细胞胞核消失，可见坏死细胞

（见图 ２）。
２􀆰 ６　 大鼠肝脏 ＰＰ２Ａ 和 Ｐ⁃ＡＫＴ 表达水平

他克莫司组大鼠肝脏标本中 ＰＰ２Ａ Ｃ 阳性率为

８０％ ，对照组 ＰＰ２Ａ Ｃ 阳性率为 １０％ ， χ２ ＝ １７􀆰 ０７０７
（Ｐ ＜ ０􀆰 ００５），两组差异有显著性 （图 ３，４）。 他克莫

司组 Ｐ⁃ＡＫＴ 的阳性率为 １０％ ，对照组为 １００％ ， χ２

＝ ３２􀆰 ７２７，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，差异有显著性（图 ５，６）。

３　 讨论

本研究将他克莫司组的大鼠血液药物浓度控制

在 ６ ～ １０ μｇ ／ Ｌ 之间，这是目前临床维持免疫抑制作

用最有效药物浓度，我们观察到他克莫司组大鼠空

腹血糖水平上升，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 上升，ＩＳＩ 下降，提示长

期服用他克莫司可以引起血糖升高，胰岛素分泌不

足和胰岛素抵抗同时存在于他克莫司引起的糖尿病

模型中。 这与我们以往的研究结果相同［６，７］。 关于

他克莫司引起胰岛素分泌不足的机制已有很多研

究，一致的观点是：他克莫司对胰岛 β 细胞具有直

接损害，使胰岛 β 细胞发生凋亡、胞质空泡形成和

坏死。 他克莫司在转录水平抑制胰岛素的合成， 在

转录后水平抑制胰岛素释放。 他克莫司导致胰岛素

抵抗的机制尚不清楚。 导致机体发 ＩＲ 的原因有：肥
胖、炎症反应、氧化应激、线粒体功能障碍、微量元素

缺乏、丙型肝炎等。 高脂饮食喂养的胰岛素抵抗大

鼠，其内脏脂肪细胞的 ＰＰ２Ａ 的表达明显增加，Ｐ⁃
ＡＫＴ 和 ＩＲＳ⁃１ 明显的减少［８］。 众多的研究发现在上

述引起胰岛素抵抗的情况下， 均有 ＰＰ２Ａ 的参

与［９⁃１２］。 本研究提示他克莫司引起肝脏组织中

ＰＰ２Ａ Ｃ 表达水平的增加，说明 ＰＰ２Ａ 在 ＰＰ２Ｂ 抑制

剂（钙调磷酸酶抑制剂）导致的糖代谢紊乱的过程

中起一定的作用。
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　 　 图 １　 对照组大鼠胰腺的组织学形态（ＨＥ 染色）
　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆ ａ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

　 　 图 ３　 对照组大鼠肝脏组织 ＰＰ２Ａ 的表

达（ＳＰ 免疫组化染色）
　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｉｎ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＳＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

　 　 图 ５　 对照组大鼠肝脏组织 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达

（ＳＰ 免疫组化染色）
　 　 Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＳＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

　 　 图 ２　 他克莫斯组大鼠胰腺的病理学改变（ＨＥ 染色）
　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｓ ｉｎ ａ

ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

　 　 图 ４　 对照组大鼠肝脏组织 ＰＰ２Ａ
的表达（ＳＰ 免疫组化染色）

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｉｎ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ．
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＳＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

　 　 图 ６　 他克莫斯组大鼠肝脏组织 Ｐ － ＡＫＴ
的表达（ＳＰ 免疫组化染色）

　 　 Ｆｉｇ． ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ａ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔ
ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＳＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ．
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　 　 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号转导通路是脂肪、肝脏、骨骼肌

等胰岛素靶组织维持正常糖代谢的重要调节通路，
丝 ／苏氨酸激酶（ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ， ＡＫＴ）与 ＩＲ
的发生发展密切相关［１３］，且在胰岛 β 细胞的生存和

复制过程中至关重要［１４］。 研究证实，ＡＫＴ 通过多种

方式来发挥调控血糖的作用。 （１）与胰岛 β 细胞凋

亡的关系。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号转导通路作为胰岛素的

主要下游分子通路，它具有抗凋亡和促凋亡的双重

调节作用，其中以抗细胞凋亡作用为主［１５］。 （２）与
胰岛素抵抗的关系。 在 ＩＲ 状态时，胰岛素刺激对

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号传导通 路 的 作 用 明 显 下 调［１６］。
Ｊｏａｎｎｅ 等研究敲除 ＡＫＴ２ 基因的小鼠，发现其肝脏

和骨骼肌等胰岛素靶器官对胰岛素的反应较正常小

鼠存在不同程度的减弱，提示了 ＡＫＴ２ 是正常糖代

谢平衡所必需的基因［１７］。 （３）与胰岛素分泌的关

系。 对剔除胰岛素受体的大鼠给予葡萄糖刺激，发
现大鼠无法做出有效应答，随着大鼠的年龄增长，胰
岛体积、β 细胞数量和胰岛素分泌水平同时降低。
由此可见，ＡＫＴ 在调节血糖水平的过程中至关重

要。 本研究发现他克莫司组大鼠肝脏组织磷酸化

ＡＫＴ 表达明显受到抑制。 试验推断，他克莫司可能

是通过促进 ＰＰ２Ａ 的表达，使 ＡＫＴ 去磷酸化失活，
从而阻断胰岛素信号通路（ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号传导通

路），导致高血糖的发生。
他克莫司导致胰岛细胞坏死、空泡样变，减少胰

岛素的分泌、降低胰岛素敏感性、增加胰岛素抵抗，
导致大鼠血糖升高。 他克莫司导致大鼠肝脏 ＰＰ２Ａ
的表达，使 ＡＫＴ 去磷酸化而失活，阻断 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
信号的转导，导致胰岛细胞凋亡和胰岛素抵抗的发

生。
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［基金项目］国家重点基础研究发展计划（９７３ 计划）（２０１４ＣＢ７４４４０４）。
［作者简介］姚静（１９８８ － ），女，硕士，研究方向：临床分子生物学诊断，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙａｏｊｉｎｇ＿ｈｎｚｚ＠ １６３． ｃｏｍ。
［通讯作者］袁明（１９７７ － ），男，副研究员，博士，研究方向：空间生物学，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙｕａｎｍｉｎｇ７７１１＠ ａｌｉｙｕｎ． ｃｏｍ；程江（１９６３ － ），男，教授，硕士，

研究方向：实验室管理及分子生物学，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｈｅｎｇｊｉａｎｇ１９８０＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ。

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

人 ＩＬ⁃３７ｂ 基因真核表达载体的构建与表达
姚静１，程江２∗，裴雪枫３，王静宇４，袁明４∗

（１． 石河子大学医学院，新疆 石河子　 ８３２０００； ２． 石河子大学第一附属医院检验科，新疆 石河子　 ８３２０００；
３． 辽宁医学院，辽宁 锦州　 １２１００１； ４． 中国航天员科研训练中心，

航天医学基础与应用国家重点实验室，北京　 １０００９４）

　 　 【摘要】 　 目的　 构建 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 真核表达载体，并检测其在 ＴＨＰ⁃１ 细胞中的表达情况。 方法　 从人

ＰＢＭＣｓ 中提取总 ＲＮＡ，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术扩增出 ＩＬ⁃３７ｂ 基因编码区序列，克隆至 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 真核表达载体，将构

建的重组质粒 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 转染到 ＴＨＰ⁃１ 细胞中，通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＬ⁃３７ 的表达。 结果　 双

酶切及基因测序结果显示 ＩＬ⁃３７ｂ 基因正确插入真核表达载体 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 中；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示转

染 ＴＨＰ⁃１ 细胞后，ＩＬ⁃３７ 表达水平明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 成功构建了新型抗炎因子 ＩＬ⁃３７ 真核表达载体 ｐＥＧ⁃
ＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ，为进一步研究 ＩＬ⁃３７ 功能及与相关疾病的关系奠定基础。

【关键词】 　 白细胞介素⁃３７；基因克隆；真核表达载体；ＴＨＰ⁃１ 细胞
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＩＬ⁃３７ ｇｅｎｅ ｉｎ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ （ＰＢ⁃
ＭＣｓ） ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｔｈｅｎ， ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ｅｕ⁃
ｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ． Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎｔｏ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃３７ ｗａｓ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｄｏｕｂｌｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＩＬ⁃３７ｂ
ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｃｔｌｙ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＩＬ⁃
３７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ⁃
ｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａ ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ＩＬ⁃３７ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ， ｗｈｉｃｈ ｌａｙｓ ａ ｆｏｕｎ⁃
ｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ＩＬ⁃３７ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ⁃３７； Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ； Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ； ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＹＵＡＮ Ｍｉｎｇ ， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｕａｎｍｉｎｇ７７１１＠ ａｌｉｙｕｎ． ｃｏｍ； ＣＨＥＮＧ Ｊｉａｎｇ，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｈｅｎｇｊｉａｎｇ１９８０

＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ
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　 　 ＩＬ⁃３７ 作为 ＩＬ⁃１ 家族 １１ 个成员之一，最初是由

Ｋｕｍａｒ 等［１］于 ２０００ 年利用计算机进行生物信息学

分析时发现的，并命名为 ＩＬ⁃１Ｈ４。 后由 Ｄｕｎｎ 等［２］

于 ２００１ 年命名为 ＩＬ⁃１Ｆ７。 ２０１０ 年，Ｎｏｌｄ 等［３］ 正式

将 ＩＬ⁃１Ｆ７ 更名为 ＩＬ⁃３７。 ＩＬ⁃３７ 基因位于人类第二

号染色体上，共有五种不同的剪切亚型，即 ＩＬ⁃３７ａ ～
ｅ，其中 ＩＬ⁃３７ｂ 是五种亚型中分子量最大的一

个［４， ５］。 ＩＬ⁃３７ 具有广泛的炎症抑制作用，可抑制外

周血单个核细胞、树突状细胞、巨噬细胞及上皮细胞

等细胞炎症因子的产生［３， ６］，另外在感染性休克、系
统性红斑狼疮、炎症性肠病、肝损伤、肝癌等疾病中

发挥重要作用［３， ７⁃１０］。 本实验利用基因工程相关技

术，从人外周血单个核细胞中成功克隆出 ＩＬ⁃３７ｂ 全

长编码区序列，并构建了其真核表达载体，且成功在

ＴＨＰ⁃１ 细胞中实现了过表达，为进一步研究 ＩＬ⁃３７
的生物学功能奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 血液标本

５ ｍＬ 人外周血由本实验室课题组成员提供。
１􀆰 １􀆰 ２　 质粒、菌株及细胞

ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 质粒、ＴＨＰ⁃１ 细胞由本实验室保存；
转化态 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 购自康为世纪。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂

淋巴细胞分离液、ＬＰＳ 购自 Ｓｉｇｍａ；Ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合

酶、质粒抽提试剂盒、胶回收及 ＤＮＡ 产物纯化试剂盒

购自康为世纪；限制性内切酶 ＢａｍＨＩ 及 ＥｃｏＲＩ、Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶购自 ＮＥＢ；反转录试剂盒、ＳＹＢＲ􀳏 Ｇｒｅｅｎ
荧光定量试剂盒购自 ＴａＫａＲａ；ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＩＬ⁃３７ 单克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ（ ａｂ５７１８７）；
ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体购自 ＣＳＴ（Ｄ１６Ｈ１１）；胎牛血清、
ＲＰＭＩ１６４０ 及 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ；Ｅｎｔｒａｎ⁃
ｓｔｅｒＴＭ⁃Ｄ４０００ 转染试剂购自 Ｅｎｇｒｅｅｎ。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

分离健康人新鲜外周血单个核细胞于含 １０％
ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中，加入 １ μｇ ／ ｍＬ 刺激浓

度的 ＬＰＳ，置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ，收
集细胞。 用 ＴＲＩｚｏｌ 法对所收集的细胞进行总 ＲＮＡ
提取，用反转录试剂盒进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 合成 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 目的基因的扩增

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＩＬ⁃３７ｂ（ＮＭ＿０１４４３９􀆰 ３）的序

列分别设计用于扩增 ＣＤｓ 全长（６６０ ｂｐ）的上下游

引物，上游： ５′⁃ＴＣＧＡＡＴＴＣＴＴＧＡＡＡＡＴＧＴＣＣＴＴＴＧＴ⁃
ＧＧＧＧ Ｇ⁃３′， 下 游： ５′⁃ＡＡＧＧＡＴＣＣＡＴＡＴＣＧＣＴＧＡＣ⁃
ＣＴＣＡＣＴＧＧＧＧＣＴ⁃３′（下划线分别为 ＥｃｏＲＩ 和 ＢａｍＨＩ
酶切位点）。 以合成的 ｃＤＮＡ 为模板，用上述引物及

Ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合酶进行 ＰＣＲ 扩增，反应条件如下［１１］：
９４℃预变性 ２ ｍｉｎ、９４℃ 变性 ３０ ｓ、６０℃ 退火 ３０ ｓ、
７２℃延伸 ６０ ｓ，共 ３５ 个循环，最后 ７２℃ 终延伸 ５
ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳分析回

收纯化。
１􀆰 ２􀆰 ３　 真核表达载体 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 的构建

用限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ 和 ＢａｍＨＩ 分别对回收

的 ＰＣＲ 产物和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 空载体进行 ３７℃双酶切

过夜，酶切产物经琼脂糖凝胶电泳分析回收纯化后，
在 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶作用下 １６℃连接过夜。 将连接产

物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，转化液涂布

于含卡那霉素的 ＬＢ 平板上，３７℃培养过夜，次日随

机挑取 ８ 个平板上单克隆菌落进行菌落 ＰＣＲ，筛选

阳性单克隆菌落扩增提取质粒，进一步对质粒进行

双酶切及测序鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＴＨＰ⁃１ 细胞的培养及转染

复苏 ＴＨＰ⁃１ 细胞于含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培

养基中，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ，次
日换液，之后每隔 ３ ～ ４ ｄ 进行传代培养，待细胞密

度至 ７０％ 左右时，按照 ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ⁃Ｄ４０００ 转染说

明书操作，培养 ７２ ｈ 后，给予 １ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 刺激

细胞，继续培养 ８ ｈ，离心收集细胞。
１􀆰 ２􀆰 ５　 重组质粒在 ＴＨＰ⁃１ 细胞中的表达及检测

分别提取 ＴＨＰ⁃１ 细胞总 ＲＮＡ 和总蛋白，采用

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测转染前后 ＴＨＰ⁃１
细胞中 ＩＬ⁃３７ ｍＲＮＡ 和蛋白水平的变化。 相关引物

序列见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ６　 统计分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 进行统计学分析，以 􀭰ｘ
± ｓ 表示，组间比较采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义，图表采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件

进行绘制分析。

２　 结果

２􀆰 １　 ＩＬ⁃３７ｂ 基因扩增产物的鉴定

ＩＬ⁃３７ｂ 基因 ＰＣＲ 产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳

后，可见两条略小于 ７００ ｂｐ 且大小相近的一明一暗

条带（见图 １），大小与预期相符。

９６２
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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

ＩＬ⁃３７ｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ： ５’⁃ＣＴＴＡＧＡＡＧＡＣＣＣＧＧＣＴＧＧＡＡＧ⁃３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ： ５’⁃ＧＴＣＣＡＧＧＡＣＣＡＧＴＡＣＴＴＴＧＴＧＡ⁃３’

１４５

ＧＡＰＤＨ
Ｆｏｒｗａｒｄ： ５’⁃ＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ⁃３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ： ５’⁃ＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧ⁃３’

２１６

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲ 产物。

　 　 图 １　 ＩＬ⁃３７ｂ 基因 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳

Ｎｏｔｅ． Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ； １： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

２􀆰 ２　 重组质粒的鉴定

重组质粒单克隆菌落 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电

泳显示，８ 号菌落在略小于 ７５０ ｂｐ 处有一明亮的

特异性条带（见图 ２），对其进行增菌提取质粒，进
一步双酶切（ＥｃｏＲＩ ／ ＢａｍＨＩ），产物琼脂糖凝胶电

泳显示，可见约 ４７００ ｂｐ 的载体片段和 ６６０ ｂｐ 左

右的目的基因片段（见图 ３），大小与预期相符。
ＤＮＡ 测序结果显示，构建的重组质粒 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／
ＩＬ⁃３７ｂ 中含有 ＩＬ⁃３７ｂ 的全长序列（６６０ ｂｐ），Ｂｌａｓｔ
同源性分析显示，与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ＩＬ⁃３７ｂ
（ＮＭ＿０１４４３９􀆰 ３）序列相比，发现有两处碱基存在

差异，即 Ｇ ／ Ｔ 和 Ａ ／ Ｇ（见图 ４），经查证是单核苷酸

多态性（ＳＮＰ）。
２􀆰 ３　 ＩＬ⁃３７ｂ 在 ＴＨＰ⁃１ 细胞中的表达

重组质粒 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 转染 ＴＨＰ⁃１ 细胞

后，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果显示（见图 ５），ＩＬ⁃３７ｂ 表达较

对照组明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且给予 ＬＰＳ 刺激后，差
异有显著性（Ｐ ＜０􀆰 ００１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示

（见图６），在５０ ×１０３左右处可见特异性条带，与预期

结果相符；对条带进行光密度量化分析结果显示，ＩＬ⁃
３７ 表达转染组较对照组明显升高（Ｐ ＜０􀆰 ０１）。

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ａ ～ ｂ：阴性克隆菌落 ＰＣＲ 产物；
１ ～ ８：阳性克隆菌落 ＰＣＲ 产物。

　 　 图 ２　 菌落 ＰＣＲ 琼脂糖凝胶电泳

Ｎｏｔｅ． Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ； ａ ～ ｂ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
１ ～ ８： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 ＰＣＲ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；
２：ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 双酶切产物。

　 　 图 ３　 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 双酶切

产物琼脂糖凝胶电泳

Ｎｏｔｅ． Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２： Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ ／ ＩＬ⁃３７ｂ．

３　 讨论

ＩＬ⁃１ 超家族共有 １１ 个成员，绝大多数是促炎性

细胞因子，其中 ７ 个为激动剂（ＩＬ⁃１α、１Ｌ⁃１β、ＩＬ⁃１８、
ＩＬ⁃３３、ＩＬ⁃３６α、ＩＬ⁃３６β、ＩＬ⁃３６γ），２ 个为天然的受体拮

０７２
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　 　 图 ４　 ＤＮＡ 序列比对分析部分结果

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ．

抗剂（ＩＬ⁃１Ｒａ、ＩＬ⁃３６Ｒａ）。 ＩＬ⁃３７ 作为第 ７ 个成员，是
一种天然的免疫抑制物，ＩＬ⁃３７ 作为一种天然的免疫

抑制物，可由 ＴＬＲｓ 配体以及一些促炎性细胞因子

（ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＩＦＮ⁃γ 等）刺激的人外周血单个核细

胞（ＰＢＭＣｓ）、树突状细胞（ＤＣｓ）诱导产生，能够抑制

多种炎症因子的表达。 ＩＬ⁃３７ 基因共有 ６ 个外显子，
通过不同的剪切，形成 ５ 个剪切亚型（ＩＬ⁃３７ａ⁃ｅ），但是

不同的剪切亚型具有组织特异性，如 ＩＬ⁃３７ａ、ｂ、ｃ 主要

表达于淋巴结、胸腺、骨髓、肺、睾丸、胎盘、子宫、皮
肤、结肠、ＮＫ 细胞、单核细胞、角蛋白细胞和受刺激的

Ｂ 细胞中，而 ＩＬ⁃３７ｄ、ｅ 只表达与骨髓和睾丸中；大脑

中仅表达 ＩＬ⁃３７ａ，肾脏中仅表达 ＩＬ⁃３７ｂ，心脏中仅表

达 ＩＬ⁃３７ｃ［４］。 值得一提的是，ＩＬ⁃３７ 是目前鼠科同系

物中唯一没有发现的 ＩＬ⁃１ 家族成员［１２］。

注：转染组与空转组相比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

　 　 图 ６　 ＴＨＰ⁃１ 细胞中 ＩＬ⁃３７ 蛋白水平的表达

Ｎｏｔｅ． Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ ｌｅｆｔ） ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ｒｉｇｈｔ）

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｆｏｒ ＩＬ⁃３７ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｓ． ｍｏｃｋ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ．

　 　 Ｆｉｇ． ６　 ＩＬ⁃３７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ

ＩＬ⁃３７ｂ 是五种亚型中分子量最大的一个，包含

除 ３ 号外显子以外的其他 ５ 个外显子［４， ５］，且 １ 号

外显子可编码 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 酶切位点，ＩＬ⁃３７ｂ 前体经

注：转染组与空转组相比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

　 　 图 ５　 ＴＨＰ⁃１ 细胞中 ＩＬ⁃３７ｂ 基因 ｍＲＮＡ 水平的表达

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｆｏｒ ＩＬ⁃３７ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｓ．
ｍｏｃｋ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ．

　 　 Ｆｉｇ． ５　 ＩＬ⁃３７ｂ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ

１７２
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ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 切割活化后进入细胞核内参与转录调控，
实验结果也证实在 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 催化活性缺失后，ＩＬ⁃
３７ｂ 的入核能力丧失，同时其炎症抑制作用下

降［１３］。 然而，入核参与转录调控并不是 ＩＬ⁃３７ 发挥

负向调节作用的唯一方式。 研究者发现重组 ＩＬ⁃３７
能够有效抑制脂多糖（ＬＰＳ）引起的 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１α 的

产生，以及胞内蛋白激酶 ＪＮＫ、ＭＡＰＫ（ｐ３８）、ＥＲＫ 的

磷酸化，从而实现抑制炎症信号的传导，由此证明分

泌到胞外的 ＩＬ⁃３７ 也具有抑制炎症的作用［１４］。 此外

ＩＬ⁃３７ 还可通过与 ＩＬ⁃１８Ｒα 结合，进一步募集 ＩＬ⁃
１Ｒ８，形成一个三聚体装配在细胞表面，抑制 ＬＰＳ 与

其受体 ＴＬＲ４ 的结合，从而抑制炎症反应［１５］。 在免

疫调节方面，ＩＬ⁃３７ 可抑制树突状细胞的成熟，使其

维持在半成熟状态，从而不能有效地发挥其在免疫

应答中捕获、处理和呈递抗原的作用，抑制免疫系统

识别并且靶标新抗原的能力［６］。
一些动物实验已经证实，ＩＬ⁃３７ 在疾病的进展中，

起到保护作用，如在脂多糖（ＬＰＳ）诱导的感染性休

克、葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导的结肠炎、刀豆素 Ａ
（ＣｏｎＡ）诱导的肝炎、烟曲霉菌诱导的肺部真菌感染

中，发现 ＩＬ⁃３７ 转基因小鼠的全身炎症反应、局部器官

组织的损伤程度较野生对照小鼠减轻、炎症因子的产

生减少［３， ８， ９， １６］。 另外一些来源于临床样本的研究结

果分析显示［１７］，不同的炎症性疾病及自身免疫性疾

病中，ＩＬ⁃３７ 的表达有不同程度的上调或下调。
基于 ＩＬ⁃３７ 潜在的临床应用价值，本实验室从

ＬＰＳ 刺激的 ＰＢＭＣｓ 中成功克隆出大 ＩＬ⁃３７ｂ 全长序

列，通过琼脂糖凝胶电泳，发现在略小于 ７００ ｂｐ 处

有上下两条大小相近的一明一暗条带，根据文献报

道［４］，ＰＢＭＣｓ 中可表达 ＩＬ⁃３７ｂ 和 ＩＬ⁃３７ｃ 两种剪切亚

型，因此我们考虑明亮且分子量稍大的条带为 ＩＬ⁃
３７ｂ，而另一条灰暗且分子量略小的为 ＩＬ⁃３７ｃ。 对

ＩＬ⁃３７ｂ 进行胶回收及后续实验，将 ＩＬ⁃３７ｂ 编码区全

长序列克隆入真核表达载体 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１，该载体含

有 ＳＶ４０ 和 ＣＭＶ 启动子及绿色荧光蛋白 ＧＦＰ，具有

稳定表达、利于检测基因转染效率等优点。 经酶切

及测序鉴定，发现与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ＩＬ⁃３７ｂ（ＮＭ
＿０１４４３９􀆰 ３） 序列有两处碱基存在差异，即 ＧＧＡ ／
ＧＴＡ（甘氨酸 ／缬氨酸）和 ＡＣＣ ／ ＧＣＣ（苏氨酸 ／丙氨

酸），经查证均为该基因的两处单核苷酸多态性

（ＳＮＰ：ｒｓ３８１１０４６ 和 ｒｓ３８１１０４７）。 进一步转染 ＴＨＰ⁃１
细胞，检测到无论是否给与 ＬＰＳ 刺激，ＩＬ⁃３７ 表达均

显著升高，成功地实现了其在 ＴＨＰ⁃１ 细胞中的过表

达，为后续研究 ＩＬ⁃３７ 与其他免疫调节细胞因子相

互作用的分子机制及与相关疾病的关系奠定基础。
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基金面上项目 （Ｎｏ． ３１２７２５２６）。
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􀦋􀦋研究报告

牛体内囊胚经体外共培养诱导子宫内膜上皮细胞
整合素 αｖ，β３ 基因差异的表达

倪茜瞵，倪和民，潘兴乾，齐晓龙，盛熙晖，邢书涵，刘云海，郭勇∗

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

　 　 【摘要】 　 目的　 利用牛体内胚胎与其子宫内膜上皮细胞体外共培养的方式，探究共培养前、后子宫内膜上

皮细胞中整合素 αｖ，β３ 基因差异表达的变化，为今后建立快捷有效的牛子宫容受态预判方法提供参考。 方法　 将

体内冲出的牛囊胚与原代培养并传代纯化至第 ５ 代的牛子宫内膜上皮细胞进行 ２４ ｈ 体外共培养，利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技

术对共培养前、后的子宫内膜上皮细胞进行 αｖ，β３ 基因的表达检测。 结果　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示，共培养前、后
均有整合素 αｖ，β３ 的表达；共培养 Ｉ 组（囊胚组），其共培养后诱导整合素 αｖ，β３ 基因的表达与未共培养对照组二

者之间差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；共培养 ＩＩ 组（孵化囊胚组），其共培养后整合素 αｖ，β３ 基因的表达显著高于对照

组和共培养 Ｉ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 牛体内孵化囊胚经体外共培养诱导牛子宫内膜上皮细胞表达整合素 αｖ，β３ 的

效果，明显优于早期囊胚；整合素 αｖ，β３ 基因具有作为牛子宫容受态体外检测标志的潜力。
【关键词】 　 牛；体内胚胎；子宫内膜上皮细胞；共培养；αｖ，β３ 基因
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　 　 家畜胚胎移植技术可显著提高良种母畜的繁殖

效率，但移植后其胚胎着床率偏低的问题却一直影

响着该技术的实际应用、推广效果［１］。 在牛的妊娠

过程中，大约有一半的胚胎在第 ８ ～ １７ 天之间发生

着床失败，其原因普遍认为是由于孕体与子宫间交

流不足所致［２］。 有研究表明，胚胎的附植是通过母

体子宫与胚胎之间的双向沟通（ ｃｒｏｓｓ⁃ｔａｌｋｉｎｇ）而建

立起来的［３］。 因此，通过对动物胚胎早期着床机理

的研究，将有助于认识母体与胚胎间的相互作用机

理及相关的调节机制，并为日后人为调控母畜子宫

生理状态，以及进一步提高体外制备家畜胚胎的移

植妊娠率提供理论基础。
目前，公认的反刍动物胚胎源信号仅有 ＩＦＮ⁃τ

一种［４］，与此同时，与妊娠相关并在母畜子宫内膜

上皮细胞中表达的基因簇，也逐渐被人们发现并得

到关注，现已知的主要基因包括：整联蛋白、骨桥蛋

白、ＩＳＧ１５ 以及白细胞介素等［５，６］。 其中整合素主要

参与调控细胞间的粘附，迁移等过程［７］，是一种以

异二聚体形态存在的细胞表面糖蛋白，由两种非共

价连接的亚基 α 和 β 组成，被认为是动物细胞间最

重要的连接细胞外基质与细胞内骨架的受体［８］。
人们最早在人类子宫内膜上皮细胞中发现了整合

素，并有研究显示：整合素 αｖ，β３（由编码构成该整

合素蛋白的 ２ 个不同亚基的 ２ 个不同基因的表达产

物组成）的表达量在妊娠期会大幅上升，因此推测

其可能与胚胎着床有关。 目前，整合素 αｖ，β３ 已成

为判断人类子宫建立容受态的标志之一。 此外，国
外近年来有报道指出，在牛、羊等反刍动物的子宫内

膜上皮细胞中也检测到了整合素的表达，但是有关

利用反刍动物体内胚胎，进行其相应子宫内膜细胞

体外共培养，以及体外诱导相关子宫源基因差异变

化的研究，尚未见任何报道。 目前对于反刍动物子

宫内膜上皮细胞中整合素的表达规律及调控机理仍

不明确。
有鉴于此，本实验将体内冲胚获得的牛体内胚

胎，经与其子宫内膜上皮细胞体外共培养之后，利用

ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测共培养前、后整合素 αｖ，β３ 在牛

子宫内膜上皮细胞中的差异表达情况，为今后有效

建立牛的子宫容受态体外（快速）检测体系提供一

些参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

本实验选用生殖器官正常且未受孕的小牛子

宫，取自河北省大厂县屠宰场。 于屠宰场取下保存

于 ２５ ～ ３０℃且含有双抗（青霉素 １００ ＩＵ ／ ｍＬ 和链霉

素 １００ ＩＵ ／ ｍＬ）的钙镁水中，保证 ４ ｈ 内运回实验

室。 牛体内胚胎：购自北京奶牛中心（编号：０２１ －
１００１２）。
１􀆰 ２　 实验试剂

胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）、ＤＭＥＭ、ＤＰＢＳ、ＮＥＡＡ、ＥＡＡ、
丙酮酸钠、胰蛋白酶（ＴＥ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、青
霉素（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ）、链霉素等均购自 Ｓｉｇｍａ 公司；ＳＤＳ
（十二烷基硫酸钠）、ＥＤＴＡＮａ 购自北京奇华盛；Ｔｒ⁃
ｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｏｎ）；ＥＤＴＡＮａ２ （北京奇华盛）；５０∗ＴＡＥ
ｂｕｆｆｅｒ（博迈德生物）；异丙醇、无水乙醇、三氯甲烷均

购自北京化工厂；Ｍ⁃ＭＬＶ ＲＴ 试剂盒、ＧＶ⁃１、ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＭｉｘ Ｅ、琼脂糖凝胶均购自北京赛百盛公司。
１􀆰 ３　 实验仪器

体视显微镜：江南 ＸＴＢ⁃１；倒置显微镜：江南；培
养箱：Ｔｈｅｒｍｏ ＣＯ２ 培养箱，３７１；电子天平：西德，Ｓａｒ⁃
ｔｏｒｉｕｓ ＢＳ１２４Ｓ；超净工作台：苏州市医用净化设备

厂；掌心离心机：北京医用离心机 ＬＤＺ４⁃０􀆰 ８。
１􀆰 ４　 实验方法及分组

１􀆰 ４􀆰 １　 牛子宫内膜组织的分离、原代培养

①将带回的子宫用预先加热到 ３７℃且含有双

抗的钙镁水清洗至无血无杂质；②根据实验需求，取
适量的子宫角，纵向剖开，用 ＰＢＳ 清洗 ２ ～ ３ 遍；③
用剪刀，镊子及刀片将外层脂肪等剥离，留下最内层

半透明状内膜上皮，ＰＢＳ 冲洗 ６ ～ ８ 遍至无细碎组织

掉落；④将其剪成 １ ｍｍ２ 的小块，ＤＰＢＳ 清洗数遍至

上清透亮；⑤取约 ２００ ｍＬ 的组织块悬液以小滴的形

式均匀接种于 ６ ｃｍ 培养皿中，植块间距约在 ０􀆰 ３
ｃｍ，然后补充 ＤＭＥＭ （２０％ ＦＢＳ）液 ５００ ｍＬ，轻摇培

养皿，使组织块均匀的平铺于培养皿上（液体很薄，
但一定要铺满全皿）；⑥培养于 ５％ ＣＯ２ ，３７℃的培

养箱中；⑦约 ５ ～ １０ ｄ 后，组织边缘有细胞长出。
１􀆰 ４􀆰 ２　 牛子宫内膜细胞传代培养

①自接种后每 ４８ ｈ 换一次液，待汇合度达到

９０％时，利用胰酶消化法进行传代；②吸去皿中的培

养液，挑除组织块；③加入 １ ｍＬ ０􀆰 ２５ ％ 胰酶，放入

４７２
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３７℃培养箱中消化 ８ ～ １２ ｍｉｎ，期间可拿出培养箱在

倒置显微镜下观察，若细胞大部分变圆，则应立即加

入 １ ｍＬ ＤＭＥＭ （１０％ ＦＢＳ）终止消化；④利用移液

枪轻轻吹打培养皿底部，使细胞漂浮，后吸取细胞悬

浊液于 １􀆰 ５ Ｌ 离心管中，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ３ ｍｉｎ，弃
上清；⑤加入 １ ｍＬ ＤＭＥＭ 轻轻吹打混匀，接种到新

的培养皿中，置于培养箱中继续培养。
１􀆰 ４􀆰 ３　 牛子宫内膜细胞的冻存与复苏

①子宫内膜传至第 ３ 代，若暂不进行共培养实

验，则将其冻存。 ②吸出培养液，ＤＰＢＳ 缓冲液清洗

两遍，胰酶消化；③细胞变圆后，移入离心管，离心

３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，３ ｍｉｎ，弃上清，加入 １ ｍＬ 预先配置好的

冻存液，混匀后转移至冻存管；④放入冻存盒中，
－ ８０℃冰箱 １８ ｈ，转入液氮，可长期保存。 当准备进

行共培养时，对第 ３ 代冻存的细胞进行复苏。
①将细胞从液氮中取出，迅速放入 ３７℃的温水

中进行解冻，边水浴加热边晃动，当内容物完全呈液

态时即可，总时间不超过 ２ ｍｉｎ；②酒精擦拭冻存管

外部，细胞液移入 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中，离心 ３０００ ｒ ／
ｍｉｎ，３ ｍｉｎ，弃上清；③加入 ＤＭＥＭ （１０％ ＦＢＳ）培养

液轻轻吹打混匀，接种于四孔板中，待汇合度达到

８５％以上即可使用。
１􀆰 ４􀆰 ４　 牛体内胚胎的解冻复苏

①预先准备好 ３７℃ 的温水，室温保持在 ２５ ～
２８℃，将液氮中保存的胚胎管取出，空气浴 ５ ｓ，３７℃
水浴 １０ ｓ，见管内乳白色变为透明色液体即可；②拨

出棉塞，将胚胎打入培养液中，观察形态是否完整；
③捡入 Ｈｅｐｅｓ 清洗 ２ ～ ３ 遍，ＣＲ２ 后期液润洗 ２ ～ ３
遍后，入滴培养；④观察 １２ ｈ，若胚胎有扩张，则可以

进行后续实验。
１􀆰 ４􀆰 ５　 牛体内胚胎与牛子宫上皮细胞共培养

①细胞传入四孔板培养至第 ５ 代，汇合度达到

８５％以上，可进行后续实验；②在共培养前 ２ ｈ，换上

含有 ２０％ ＦＢＳ 的 ＣＲ２ 后期培养液；③复苏五枚牛体

内囊胚，培养 １２ ｈ 后观察，选取形态良好的大腔囊

胚与牛子宫内膜上皮细胞共培养，一孔一囊胚，用
ＣＲ２ 后期培养液培养于 ３７℃，５％ ＣＯ２ 的环境中 ２４
ｈ；④实验重复五次，每次三枚胚胎分别与一孔上皮

细胞共培养；⑤设对照组为未共培养的牛子宫内膜

上皮细胞。
１􀆰 ４􀆰 ６　 共培养后子宫内膜细胞总 ＲＮＡ 提取及相关

基因的表达检测

①捡出囊胚，细胞用 ＤＰＢＳ 洗 ２ 遍，加入 ５００ μＬ
ＴＲＩｚｏｌ，若不能立即提取，放入 － ８０℃ 冰箱保存；②
提取时，常温融化，冰上静置 ５ ｍｉｎ，加入 ２００ μＬ 氯

仿，颠倒混匀 １０ 次，冰上静置 ５ ｍｉｎ，４℃高速离心，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ；③取上层液相移入新 ＥＰ 管

中，加入 ５００ μＬ 异丙醇，颠倒混匀 １０ 次，冰上静置

１０ ｍｉｎ，４℃高速离心，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ；④离心

后，可见管底有极少量沉淀，弃上清，加入 １ ｍＬ ８５％
的冰乙醇，４℃高速离心，１０ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ；⑥弃

上清，晾干 ５ ｍｉｎ，加入 ｄｄＨ２Ｏ 溶解 ＲＮＡ 样品，测定

总 ＲＮＡ 浓度及纯度；⑦合格样品进行 １０ 倍稀释作

为检测模板，反应体系及程序如下：９５℃ ５ ｍｉｎ；
９５℃ ４５ ｓ；５５℃ ４５ ｓ；７２℃ １ ｍｉｎ，共 ３０ 个循环后，进
行 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎ；以 ß⁃ａｃｔｉｎ 作为内参；⑧扩增引物

由英俊生物公司合成。 αｖ 的上游引物 ５′⁃ｇａｇｃｔ⁃
ｇａｇａａａｃａａｃｇｇｔｃｃ⁃３′，下游引物 ５′⁃ａｔｃｃｃｇｃｔｔｃｇｔｇａｔｇａｇａｔ⁃
３′；β３ 的上游引物 ５′⁃ｃａｇａｇｇｇｔｇｇｔｔｔｔｇａｔｇｃｃ⁃３′，下游引

物 ５′⁃ｃａｔｃａｔｔｇｇｇｃｔｇｇａｃｇａｔｇ⁃３′，β⁃ａｃｔｉｎ 的上游引物 ５′⁃
ｃｃｔｇｃｇｇｃａｔｔｃａｃｇａａａｃｔａｃ⁃３′，下游引物 ５′⁃ａｃｔｃｃｔｇｃｔｔｇｃｔ⁃
ｇａｔｃｃａｃｔｃ⁃３′；⑨制备 ２ ％琼脂糖凝胶，每孔加入 ７ μＬ
的 ＰＣＲ 产物，在 １２０ Ｖ ／ ｃｍ 的恒定电压下电泳 ２０
ｍｉｎ，放入凝胶成像仪观察，拍照。
１􀆰 ４􀆰 ７　 图像分析

用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行灰度值分析，对信号表达进

行比较。
１􀆰 ４􀆰 ８　 统计方法

用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０⁃ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ 进行数据单因素方差

分析（数据相关分析结果采用平均数 ± 标准差表

示）。 平行对比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 牛子宫内膜上皮细胞

体外培养的牛子宫内膜上皮原代细胞（图 １）与
传代细胞（图 ２），长势良好，可进行后续实验。
２􀆰 ２　 解冻的体内胚胎

刚复苏时，内细胞团聚集在一起，无明显空腔；
待培养 １２ ｈ 后，囊胚恢复扩张状态，腔体清晰可见，
结构完整，说明情况良好，可用于后续实验（见图

３）。
２􀆰 ３　 共培养

如图 ４ 所示，共培养时间为 ２４ ｈ，胚胎稍有扩

张，囊胚腔变大，透明带变薄。

５７２
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注：Ａ． 箭头所指为子宫内膜组织块；Ｂ． 箭头所指为原代子宫内膜上皮细胞。

　 　 图 １　 组织块接种第 １０ 天的原代细胞（ｂａｒ ＝ ６０ μｍ， １０ × ２０）
Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ Ａ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｂｏｖｉｎｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃ． Ａｒｒｏｗ Ｂ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｂｏｖｉｎｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ（ｂａｒ ＝ ６０ μｍ， １０ × ２０）

注：Ｃ． 箭头所指为 １ 代子宫内膜上皮细胞；Ｄ． 箭头所指为 ４ 代子宫内膜上皮细胞。

　 　 图 ２　 子宫内膜上皮传代细胞（ｂａｒ ＝ ６０ μｍ， １０ × ２０）
Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ Ｃ ａｎｄ Ｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｐａｓｓａｇｅｄ ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ（ｂａｒ ＝ ６０ μｍ， １０ × ２０）

注：Ｅ． 为刚解冻的牛桑葚胚；Ｆ． 为体外培养 １２ ｈ 的牛早期囊胚。

　 　 图 ３　 解冻后的牛体内胚胎（ｂａｒ ＝ ８０ μｍ， １０ × ４０）
Ｎｏｔｅ． Ｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｂｏｖｉｎｅ ｍｏｒｕｌａ；Ｆ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａｎ ｅａｒｌｙ
ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １２ ｈ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎ ｖｉｖｏ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ｆｒｅｅｚｉｎｇ⁃ｔｈａｗｉｎｇ
（ｂａｒ ＝ ８０ μｍ， １０ × ４０）

注：Ｇ． 刚进行共培养的牛囊胚；Ｈ． 共培养 ２４ ｈ 后的牛囊胚。

　 　 图 ４　 共培养前、后的牛体内胚胎（ｂａｒ ＝ ８０ μｍ， １０ × ４０）
Ｎｏｔｅ． Ｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ．
Ｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ２４ ｈ．

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ
ｅｎｄｏｍｅｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ（ｂａｒ ＝ ８０ μｍ， １０ × ４０）

６７２
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２􀆰 ４　 子宫内膜上皮细胞 αｖ，β３ 共培养前、后的 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测结果

２􀆰 ４􀆰 １　 凝胶成像

每个 ＰＣＲ 实验各重复 ５ 次，从电泳结果看出，
看家基因 β⁃ａｃｔｉｎ 正常表达，表明提取的总 ＲＮＡ 经

反转后，可稳定用于后续实验。 见图 ５。

注：Ａ． 阳性对照； Ｂ． 对照组；
Ｃ． 共培养 Ｉ 组； Ｄ． 共培养 ＩＩ 组。

　 　 图 ５　 单枚牛体内胚胎与其子宫内膜上皮

细胞共培养 ２４ ｈ 前、后 αｖ，β３ 基因的差异表达情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅ； Ｂ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；
Ｃ． Ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ Ｉ； Ｄ． Ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ＩＩ

　 　 Ｆｉｇ． ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖ，β３ ａｆｔｅｒ
ｉｎ ｖｉｖｏ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｓｙｓｔｓ ｂｅｉｎｇ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ４􀆰 ２　 灰度值分析结果

每组实验平行重复 ５ 次，凝胶成像所得的图片

用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析得到灰度值。 利用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软

件中的 ＡＮＯＶＡ 单因素方差分析处理灰度值数据，
结果如图 ６，图 ７ 所示：共培养前、后均有整合素 αｖ，
β３ 的表达；共培养 Ｉ 组（未孵化囊胚组），其共培养

后整合素 αｖ，β３ 的表达变化与未共培养对照组相

比，差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；共培养 ＩＩ 组为孵化囊

胚组，其共培养后整合素 αｖ，β３ 的表达显著高于未

共培养对照组和共培养 Ｉ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

哺乳动物胚胎着床的过程是通过胚胎与母体子

宫间正常的信息交流实现的。 不仅需要良好质量的

胚胎，也需要母体子宫处于容受态，才能接受附植，
否则就会发生妊娠失败。 整合素属于粘附蛋白家族

因子，主要参与细胞间的粘附，迁移过程。 在反刍动

物的胚胎着床过程中，大量涉及细胞的粘附，增殖，
分化与迁移。 因此，我们猜想，整合素可能参与了反

刍动物的胚胎着床过程，本试验欲通过体外共培养

模型来探究其整合素在胚胎附植中的变化，并对未

来体外检测子宫容受态的工作提供实践基础。
２０ 世纪后期，Ｆｉｓｈｅｒ 及 Ｓｕｅｏｋａ［９，１０］ 两个团队首

先在人类的子宫内膜上皮细胞中发现了整合素的表

注： Ａ． 为共培养组；Ｂ． 共培养 Ｉ 组；Ｃ． 共培养 ＩＩ 组；
上标相同字母表示差异无显著性，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ 不同字母

表示差异有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５（下同）。

　 　 图 ６　 牛体内囊胚与子宫内膜共

培养 ２４ ｈ 前后 αｖ 相对灰度值比较

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ： Ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ Ｉ． Ｃ： Ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ＩＩ．
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏｎ⁃ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ）．

　 　 Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖ
ｍＲＮＡ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ

ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｆｏｒ ２４ ｈ

　 　 图 ７　 牛体内囊胚与子宫内膜共

培养 ２４ ｈ 前后 β３ 相对灰度值比较

　 　 Ｆｉｇ． ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３
ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ

ａｆｔｅｒ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｂｏｖｉｎｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｆｏｒ ２４ ｈ．

达，并证实其参与了子宫容受态的建立，随后，Ｊｏｈｎ⁃
ｓｏｎ、Ｂｕｒｇｈａｒｄｔ 等［１１，１２］ 分别在绵羊和猪的子宫内膜

细胞中发现了整合素的表达。 １９９５ 年，ＭａｃＬａｒｅｎ 与

Ｗｉｌｄｅｍａｎ［１３⁃１５］最早在牛的胚胎上检测到了整合素

亚基 β１，然而其 α 配体尚不明确，并最终发现，整合

素表达于植入期牛子宫胚胎界面，以及整个妊娠中

期的胎盘细胞表面。 近几年，Ｚｅｉｌｅｒ［１６］，Ｎａｒｄｏ 等［１７］

在研究中发现，牛子宫内膜上皮细胞中有整合素

αｖ、β３ 的表达，子宫基质成纤维细胞中有 α６β１ 的

７７２
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表达，其中，整合素 αｖ，β３ 在胚泡着床的整个时期都

表达。 这与我们的试验结果相吻合。 有趣的是，我
们还发现，虽然前期报道指出整合素 αｖ，β３ 属于一

个结合体，但胚胎体外（共培养）诱导试验结果却显

示：αｖ，β３ 亚基并没有呈现出相同的变化规律，这可

能提示子宫内膜中起到附植关键作用的整合素受体

类型，不止 αｖ，β３ 一个，且在着床过程中，可能存在

部分变构的现象，即亚基与配体间的亲和力发生了

变化。 另一方面，我们的实验结果显示：经体外共培

养诱导处理后，牛孵化胚胎组整合素表达的增幅远

高于未孵化胚胎组。 这与 Ｒｏｂｅｒｔ 等［１８］ 的牛体内胚

胎相关实验结果存在一定差异，他们首先在牛的桑

葚胚及后期囊胚滋养层细胞中检测到 ＩＦＮ⁃τ，它于

妊娠的第 ６ 或 ７ 天，即囊胚腔出现扩张时开始表达，
此后，随着囊胚的孵化，ＩＦＮ⁃τ 分泌量急剧上升，并
于妊娠第 １４ ～ １６ 天达到高峰，并持续到第 １９ ～ ２１
天。 ２０１５ 年，Ｂａｏ［１９］ 团队发现 ＩＦＮ⁃τ 可上调钙粘蛋

白的表达，２０１６ 年 ２ 月，Ｋｅｅｌｅｙ［１６］ 团队再次证实钙

粘蛋白与整合素间有紧密的相互调节作用，而在本

实验中，我们发现：整合素明显上升的趋势是在孵化

囊胚组，与其滋养层细胞自身 ＩＦＮ⁃τ 大量分泌的时

间相吻合。 因此可以推测：整合素 αｖ，β３ 的上调是

由于 ＩＦＮ⁃τ 在囊胚孵化前后的差异分泌所造成的，
这也预示着 αｖ，β３ 具有作为牛子宫容受态体外检测

标志基因的潜力。
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玛咖提取物对小鼠毒性及免疫器官的影响
俞发荣，张诗爽，张振南∗，连秀珍，谢明仁，李登楼，杨博

（甘肃省证据科学技术研究与应用重点实验室，甘肃政法学院， 兰州　 ７３００７０

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨玛咖提取物对小鼠毒性及免疫器官的影响。 方法　 给予 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠玛咖提取物 １５
ｄ， 观察玛咖对小鼠的毒性作用， 称量胸腺和脾重量。 结果 　 ２４ ｈ 内小鼠口服累计剂量为 ３２０ ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ），未见动

物出现任何毒性反应。 给予玛咖提取物 １６􀆰 ０、 ３２􀆰 ０、 ６４􀆰 ０ ｇ ／ （ ｋｇ·ｂｗ） １５ ｄ， 胸腺重量比对照组分别增加了

３６􀆰 ８４％ 、８９􀆰 ４７％ 、１０７􀆰 ８９％ ，脾脏重量分别增加了 ４４􀆰 ８３％ 、６２􀆰 ０１％ 、８９􀆰 ６６％ ， 小鼠碳粒廓清指数分别增加了

３０􀆰 ８５％ 、４２􀆰 ５５％ 、５４􀆰 ７９％ ，血清溶血素值分别增加了 １１􀆰 ６４％ 、 ２０􀆰 ０３％ 、 ３１􀆰 ５１％ ，与对照组相比，差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ～ ０􀆰 ０１）。 结论　 玛咖提取物具有增加免疫器官重量和提高免疫功能的作用， 且毒性较低。
【关键词】 　 玛咖提取物；免疫器官；毒性作用；小鼠
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４２􀆰 ５５％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ １１􀆰 ６４％ ， ２０􀆰 ０３％ ａｎｄ ３１􀆰 ５１％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｉｎ
ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｉｃｅ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｆｏｒ ａｌｌ） ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｍａｃａ ｅｘｔｒａｃｔ ｅｘｅｒｔｓ ａｎ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｏｒｇａｎ ｗｅｉｇｈｔｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ａ ｌｏｗｅｒ ｔｏｘｉｃｉｔｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｍａｃａ ｅｘｔｒａｃｔ； Ｉｍｍｕｎｅ ｏｒｇａｎｓ； Ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ； Ｍｉｃｅ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＡＮＧ Ｚｈｅｎ⁃ｎａｎ，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｚｎ＠ ｇｓｌｉ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 玛咖 （Ｍａｃａ），十字花科（Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ）独行菜

属（Ｌｅｐｉｄｉｕｍ）植物，原产于海拔 ３５００ ～ ４５００ ｍ 的南

美安第斯山区。 玛咖在南美的食用历史已经有

５８００ 多年，是一种纯天然食品，营养成份丰富，有
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“南美人参”之誉，传统上用于强壮身体，提高生育

力，改善性功能，抗抑郁，抗贫血等。 从 ２０ 世纪 ６０
年代初期到 ８０ 年代，关于玛咖植物学和药用价值的

研究逐步系统化，玛咖的一些传统作用得到德国和

北美植物学研究者的科学验证，尤其是 ２０ 世纪 ８０
年代以后，随着玛咖的营养和药用价值被欧美科学

家揭示，联合国粮农组织（ＦＡＯ）给予玛咖很高的评

价并将其大力推广。 在中、南美洲国家、如厄瓜多

尔、秘鲁、墨西哥等国玛咖作为民间药物用于增强精

力、提高生育力、缓解更年期综合症、抑郁症、哮喘症

和促进伤口愈合等。 在美国、欧洲、日本、台湾、澳大

利亚等国际科学研究者也加快了对玛咖化学成分、
药效药理研究的步伐，每年都在不断揭开产生玛咖

神奇功效的神秘面纱，给玛咖具有独特药效的医药

产品的开发奠定了坚实的基础。 近年来，随着植物

药的开发和人民生活水平的提高，玛咖因其具有良

好的保健功能和多方面的奇特功效， 越来越受到人

们的广泛关注，复合保健茶［１］、保健饮料［２］ 及食品

胶囊［３］相继面市，为保障人们身体健康，有必要对

玛咖的食品安全质量［４］、毒性作用以及对免疫器官

的影响进行实验研究，以期为玛咖的开发利用提供

科学的参考依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

玛咖提取物：称取云南玉龙雪山产的玛咖块根

２００ ｇ，加水 ８００ ｍＬ，得煎液 ６００ ｍＬ，再隔水加热浓

缩为 ５０ ｍＬ（含生药 ４ ｇ ／ ｍＬ），实验时用蒸馏水稀释

成所需浓度。
实验动物及实验环境：ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 品系小

鼠，１５０ 只（雌雄各半），体重 ２０ ～ ２２ ｇ，购于甘肃省

中医学院科研实验中心［ＳＣＸＫ （甘）２０１１ － ０００１］。
全部实验均在甘肃省证据科学技术研究与应用重点

实验室 ＳＰＦ 级动物实验室完成［ＳＹＸＫ （甘）２０１５ －
０００６］。
１􀆰 ２　 玛咖提取物毒性实验

１􀆰 ２􀆰 １　 半数致死量（ＬＤ５０）测定

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠在独立通气笼（ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｖｅｎｔｉｌａ⁃
ｔｅｄ ｃａｇｅｓ，ＩＶＣ）内饲养，自由饮水进食，人工光照 １２
ｈ。 实 验 室 温 度 ２０ ～ ２２℃， ＩＶＣ 内 温 度 （ ２２ ±
０􀆰 ２）℃，湿度 ５５％ ～ ６５％ ，适应 ７ ｄ。 按照《中药药

理研究方法学》 “孙氏综合法（改进寇氏法）”将 ５０
只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠（雌雄各半）随机分为 ５ 组，每组 １０

只，组间剂量比值为 １∶ ０􀆰 ８。 给药前禁食 １２ ｈ，不禁

水。 经一次灌胃（ｉｇ）给药，给药容积为 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ １０ ｇ
体重，给药后连续观察 ７ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 最大耐受量（ＭＴＤ）测定

取 ２０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠（雌雄各半），给药前禁食

１２ ｈ，不禁水。 在 ２４ ｈ 内灌胃（ｉｇ）给药 ４ 次，每次给

药 ８０􀆰 ００ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ），累计给药 ３２０􀆰 ０ ｇ ／ （ｋｇ·ｂｗ）。
给药后连续观察 ７ ｄ。
１􀆰 ３　 玛咖提取物对小鼠免疫器官的影响

选取 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ８０ 只（雌雄各半）。 随机分

为 ４ 组，每组 ２０ 只（雌雄各半）。 对照组：正常饲

养，灌胃（ｉｇ）等量蒸馏水；给药前禁食 １２ ｈ，不禁水。
玛咖提取物组（高剂量组：给予最大耐受量的 １ ／ ５
玛咖提取物 ６４􀆰 ０ ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ）；中剂量组：给予最大

耐受量的 １ ／ １０ 玛咖提取物 ３２􀆰 ０ ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ）；低剂

量组：给予最大耐受量的 １ ／ ２０ 玛咖提取物 １６􀆰 ０ ｇ ／
（ｋｇ∙ｂｗ）），连续给药 １５ ｄ。 第 １６ 天，各组取 １０ 只

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，尾 ｉ． ｖ． １ ∶ １０ 印度墨汁 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ
体重，５ ｍｉｎ 和 １０ ｍｉｎ 分别从眼底取血 ２０ μＬ 加入 ２
ｍＬ Ｎａ２ＣＯ３（１ ｇ ／ Ｌ）溶液中混匀，置 ６８０ ｎｍ 处测定

吸收值，计算廓清指数（Ｋ）；各组另 １０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠按 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ２０ ｇ 体重给予 ５％ 鸡红细胞悬液

（ｉｐ）致敏， 第 ２３ 天摘眼球采血，测 Ａ 值，并计算血

清半数溶血素值（ＨＣ５０）。

Ｈ５０ ＝ 样品 Ａ 值
对照管 Ａ 值

× 稀释倍数

上述动物实验结束时均用乙醚麻醉，无痛死亡

后，剥去胸腺、脾称重，计算 １０ ｇ 体重器官指数（器
官重 ／ １０ ｇ 体重）。
１􀆰 ４　 统计学分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件单因素方差分析

进行统计学处理，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性意

义。

２　 结果

２􀆰 １　 玛咖提取物毒性实验

对玛咖提取物进行小鼠急性毒性实验，按 ８０􀆰 ０
ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ）灌胃给药，未测出半数致死量（ＬＤ５０）
值。 在小鼠可接受的最大容积下进行最大耐受量

（ＭＴＤ）实验，结果在 ２４ ｈ 内小鼠口服累计剂量为

３２０ ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ），未见动物出现任何中毒症状。
２􀆰 ２　 玛咖提取物对小鼠免疫器官的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 玛咖提取物对小鼠胸腺和脾重量的影响

给予 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠玛咖提取物 １６􀆰 ０、３２􀆰 ０、６４􀆰 ０

０８２
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ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ）　 １５ ｄ，胸腺重量比对照组分别增加了

３６􀆰 ８４％ 、８９􀆰 ４７％ 、１０７􀆰 ８９％ ，脾重量比对照组分别

增加了 ４４􀆰 ８３％ 、６２􀆰 ０１％ 、８９􀆰 ６６％ （图 １）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 玛咖提取物对小鼠免疫功能的影响

给予玛咖提取物 １６􀆰 ０、３２􀆰 ０、６４􀆰 ０ ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ）
１５ ｄ，小鼠碳粒廓清指数比对照组分别增加了

３０􀆰 ８５％ 、４２􀆰 ５５％ 、５４􀆰 ７９％ ，血清溶血素值比对照组

分别增加了 １１􀆰 ６４％ 、２０􀆰 ０３％ 、３１􀆰 ５１％ ，与对照组

相比，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ～ ０􀆰 ０１）（图 ２）。

３　 讨论

近年来，玛咖的功效及营养价值［５］ 等相继被发

掘出来［６］。 研究发现，玛咖具有强壮身体、改善性

功能［７］，增强性行为［８］、 治疗抑郁症［９］、 减轻疲

劳［１０］、提高记忆能力［１１］等功能，是一种药食两用植

物资源［１２］。 给予志愿者玛咖提取物和安慰剂，采用

双盲法研究发现，玛咖能显著提高男性精子数

量［１３］ ，降低血糖水平［１４］ ，改善女性生殖功能［１５］ ，提

　 　 图 １　 玛咖提取物对小鼠胸腺和脾重量的影响（与对照组比：∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）
　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍａｃａ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｙｍｕｓ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ （∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）

　 　 图 ２　 玛咖提取物对小鼠免疫功能的影响（与对照组比：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）
　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍａｃａ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ （∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）

１８２
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高血雌激素水平［１６］，减轻女性更年期症状，用玛咖

天然植物替代激素疗法［１７］。 生活在高海拔（４０００ ｍ
以上）地区的人食用玛咖，可抑制高海拔诱导血白

细胞介素⁃６ 水平升高［１８］，保护免疫系统免受损伤。
有关玛咖毒性方面的研究，Ｃｈｕｎｇ 等［１９］ 将玛咖水提

取物 ５ ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ） 给予成年大鼠，未出现毒性反

应，各组织器官重量与对照组差异无显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 急性毒性实验发现，按 ８０􀆰 ０ ｇ ／ （ｋｇ∙ｂｗ）灌
胃给药，未测出小鼠半数致死量（ＬＤ５０ ）值，在小鼠

可接受的最大容积下进行最大耐受量（ＭＴＤ）实验，
结果在 ２４ ｈ 内小鼠口服累计量达 ３２０􀆰 ０ ｇ ／ （ ｋｇ∙
ｂｗ），未见动物出现任何中毒症状。 给予 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠不同剂量的玛咖提取物，胸腺重量、脾重量、碳
粒廓清指数、血清溶血素值均显著增加，与对照组相

比，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ～ ０􀆰 ０１）。 实验结果表

明，云南玉龙雪山玛咖按急性毒性分级标准评价属

无毒级植物；该玛咖提取物具有增加免疫器官重量、
提高免疫功能的作用。
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􀦋􀦋研究报告

纤溶系统对膜性肾病大鼠足细胞损伤的影响
梁静１，张渊２，曹灵３，孟祥龙１，王莉２∗

（１． 四川省医学科学院·四川省人民医院城东病区肾脏科， 成都　 ６１０１１０； ２． 四川省医学科学院·
四川省人民医院肾脏科， 成都　 ６１００７２； ３． 泸州医学院附属医院肾病内科，四川 泸州　 ６４６０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨早期预防纤溶紊乱对防止 ＭＮ 进展有重要意义。 方法　 按改良 Ｂｏｒｄｅｒ 法制作 ＭＮ 大鼠

模型，正式免疫第 １、２、３、４ 周末检测全血 ｕＰＡ、ｔＰＡ 及 ＰＡＩ⁃１ 的表达水平；取大鼠肾组织进行光镜、电镜观察肾组织

病理学改变；采用免疫组化方法检测肾足细胞 ｎｅｐｈｒｉｎ、ＷＴｌ 蛋白表达含量，并进行相关性分析。 结果　 与正常组及

干预组大鼠相比，模型组大鼠的全血 ｕＰＡ、ｔＰＡ 水平明显减少，而 ＰＡＩ⁃１ 水平明显增加，差异具有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；电镜显示肾小球足细胞广泛足突融合至消失；ＧＢＭ 基质出现“钉样突起”，肾间质纤维化程度较重。 肾小球

足细胞分布区 ＷＴ⁃１ 和 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达下调，其中 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达量变化有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 相关性分析

显示，大鼠全血 ｔＰＡ 和 ｕＰＡ 水平与肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白的表达变化呈正相关，全血 ＰＡＩ⁃１ 水平与肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白的

表达变化呈现负相关。 结论　 在 ＭＮ 发展中，纤溶系统对足细胞损伤凋亡具有重要意义，早期评估预测 ＭＮ 足细胞损

伤情况或可为防治早期 ＭＮ 步入终末期肾脏病找到又一治疗靶点，亦可为临床研究治疗 ＭＮ 的药物提供新的思路。
【关键词】 　 膜性肾病；足细胞；Ｎｅｐｈｒｉｎ；ＷＴ⁃１；纤溶系统
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ＰＡＩ⁃１ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ． Ｔｈｅ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｔｏ ｉ⁃
ｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎｅｐｈｒｉｎ ａｎｄ ＷＴｌ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｍｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ
ｕＰＡ， ｔＰＡ ａｎｄ ＰＡＩ⁃１ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ＰＡＩ⁃１ ｗａｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ， ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｒｉｏｕｓ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｔＰＡ ａｎｄ
ｕＰＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｎｅｐｈｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ
ｂｌｏｏｄ ＰＡＩ⁃１ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｐｈｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ Ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＭＮ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｍａｙ ｈａｖｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
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ｏｆ ｅａｒｌｙ ｐｈａｓｅ ｏｆ ＭＮ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ｉｎｊｕｒｙ ｍａｙ ｂｅ ａｎｏｔｈｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｐｒｏ⁃
ｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｆｏｒ ＭＮ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｋｉｄｎｅｙ； Ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ； Ｐｏｄｏｃｙｔｅ； Ｎｅｐｈｒｉｎ； ＷＴ⁃１； Ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ； Ｒａｔｓ； Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＷＡＮＧ Ｌｉ ， Ｅｍａｉｌ： ｓｃｗａｎｇｌｉ６２＠ １６３． ｃｏｍ

　 　 膜性肾病（ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＭＮ）是一

种非炎症性肾小球疾病，表现为肾小球细胞外基质

合成与降解失衡而导致的肾小球基底膜普遍增厚及

肾小球硬化。 纤溶系统在膜性肾病的发生发展中发

挥重要的作用［１］。 作为纤溶系统中重要的活性物

质，血浆中组织型纤溶酶原激活物（ ｔｉｓｓｕｅ ｐｌａｓｍｉｎｏ⁃
ｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ， ｔＰＡ）及其抑制剂⁃１ （ ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉ⁃
ｖａｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃１， ＰＡＩ⁃１）之间的动态平衡，尿激酶型

纤溶酶原激活物（ｕＰＡ）等物质对维持微血管的正常

生理功能起重要作用［２］。 本研究通过构建大鼠膜

性肾病模型，对膜性肾病血清 ｕＰＡ、ｔＰＡ、ＰＡＩ⁃１ 的变

化情况及其对足细胞损伤凋亡的影响及肾脏病理的

影响进行了探讨，旨在为临床预测 ＭＮ 足细胞损伤

及预后提供科学的实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 药品与试剂

兔抗大鼠 ｎｅｐｈｒｉｎ 抗体、兔抗大鼠 ＷＴ１ 多克隆

抗体均购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；阳离子化牛血清蛋白

（Ｃ⁃ＢＳＡ）购自 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司；低分子肝素速碧林购

自杭州寒诺菲圣德拉堡民生制药有限公司；大鼠

ｕＰＡ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 公司；大鼠 ｔＰＡ
ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 公司；大鼠 ＰＡＩ⁃１
ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 公司。
１􀆰 １􀆰 ２　 动物及分组

由四川省人民医院实验动物研究所提供雄性、
清洁级 ＳＤ 大鼠 ３０ 只，体重为（２００ ± ２０） ｇ，动物适

应环境 ７ ｄ，将尿蛋白为阴性者随机分为正常组和模

型组，正常组 １０ 只；模型组 １０ 只；干预组 １０ 只。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｃ⁃ＢＳＡ 肾炎模型制作

采用改良版 Ｂｏｒｄｅｒ 法［３］，取 Ｃ⁃ＢＳＡ １ｍＬ 溶解于

０􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水中，与等量不完全弗氏佐剂充分乳

化，在大鼠颈背部，腹股沟等皮下多点注射，１ 周后

通过连续 ４ 周隔日尾静脉注射 Ｃ⁃ＢＳＡ （１６ ｍｇ ／ ｋｇ）
制作大鼠膜性肾病模型作为模型组，正常组隔日尾

静脉注射 １ ｍＬ 生理盐水（ＮＳ）代替 Ｃ⁃ＢＳＡ。 干预组

参照说明书及相关文献［３］ 每日分两次皮下注射给

予低分子肝素治疗，确定剂量为 ４５０ Ｕ ／ ｋｇ。 模型组

及正常对照组每日两次皮下注射给予同等剂量的生

理盐水。
１􀆰 ２􀆰 ２　 标本收集

各组大鼠于实验第 １、２、３、４ 周末各取 ４ 只用颈

动脉托管法取血各 ６ ｍＬ 后 ４℃ 离心分离血清， －
２０℃冰箱保存以供测定血清 ｕＰａ、ｔＰａ、ＰＡＩ⁃１；第 ４ 周

末对各组大鼠杀检，肾脏取下后剥离肾包膜，取一部

分肾组织迅速置于液氮，之后转入 － ８０℃保存；其余

肾组织用 ４％ 多聚甲醛固定，经脱水、透明、浸蜡制

成 ３ μｍ 切片备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肾脏组织病理形态学

取部分肾脏石蜡切片，分别进行 ＰＡＳＭ 染色、
Ｍａｓｓｏｎ 染色［４］，高倍光镜及电镜下观察大鼠肾组织

的病理形态学变化。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肾脏组织病理学图像分析

使用 Ｍｅｔａ Ｍｏｒｐｈ 图像分析系统在 ４００ 倍光镜

下随机选取 １０ 个视野测定每组 ＰＡＳＭ 染色切片的

肾小球系膜阳性目标吸光度 （ Ａ）。 使用 ＨＭＩＡＳ⁃
２０００ 高清晰彩色病理图文报告分析系统在 ４００ 倍

光镜下选取 １０ 个皮质视野进行拍照，取平均值计算

纤维化面积占整个视野间质面积（肾小球、肾小管

及血管面积不计算在内）的比值。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组织化学检查

采用 ＳＰ 法，石蜡包埋的切片常规脱蜡至水，抗
原热修复，体积分数为 ３％的 Ｈ２Ｏ２ 阻断清除内源性

过氧化物酶；正常山羊血清封闭液 ３０℃恒温封闭 ３０
ｍｉｎ，分别用抗体效价为 １∶ １００ μＬ 的兔抗大鼠 ｎｅｐｈ⁃
ｒｉｎ、ＷＴ１ 多克隆抗体，４℃孵育过夜，滴加生物素标

记的抗兔抗体（原液），３０℃孵育 ４０ ｍｉｎ，滴加辣根

过氧化物酶标记的链霉亲和素（原液），３０℃孵育 ４０
ｍｉｎ；最后加 ＤＡＢ 显色，显微镜下控制显色反应，苏
木素复染，中性树胶封片。 以肾实质细胞胞质内棕

褐色颗粒为阳性，采用 ＧＤ⁃８ 病理彩色图像分析处

理系统进行分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ

血清 ｕＰａ、ｔＰａ、ＰＡＩ⁃１ 的检测严格按照 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒说明书进行操作。
１􀆰 ３　 数据统计

４８２
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全部数据采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ 软件包统

计分析，结果用均数 ±标准差表示，各组间比较采用

单因素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。 相关

性分析采用线性分析法。

２　 结果

２􀆰 １　 一般指标变化

与正常组相比，模型组血清 ｕＰａ 和 ｔＰａ 水平明

显下降，ＰＡＩ⁃１ 显著上升，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；两组间比较，模型组血清 ｕＰａ 从第 １ 周开始

显著低于正常组，血清 ｔＰａ 水平从第 ２ 周开始显著

低于正常组，血清 ＰＡＩ⁃１ 从第 ２ 周开始显著高于正

常组，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 肝素干预

组一般指标与正常组相似，从第二周开始，模型组较

干预组各指标差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 １。
２􀆰 ２　 模型组大鼠肾组织病理形态学观察

光镜下可见正常组肾组织病理学检测未见异

常；干预组大鼠肾组织病理学检测亦未见明显异常；
模型组 ＨＥ 染色可见肾小球明显肿大，部分肾小管

上皮细胞肿胀，肾间质纤维化程度严重；Ｍａｓｓｏｎ 染

色结果显示嗜复红蛋白有明显沉积；ＰＡＳＭ 染色显

示 ＧＢＭ、ＴＢＭ 显示弥漫性增厚，出现“梯状”外观。
电镜观察显示正常组肾组织超微结构正常；模型组

肾组织出现明显病理损害，肾小球上皮下可见电子

致密物沉积，“钉突”明显可见，肾小球足细胞广泛

足突融合甚至消失。 见图 １、２。
　 　 表 １　 各组大鼠血清 ｕＰａ、ｔＰａ、ＰＡＩ⁃１ 水平的比较（ ｘ－ ± ｓ， ｎｇ ／ ｍＬ）

　 　 Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｕＰａ， ｔＰａ， ａｎｄ ＰＡＩ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ
指标

Ｉｎｄｅｘｅｓ
周

Ｗｅｅｋｓ
正常组

Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ
模型组

Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
干预组

Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
ｕＰａ １ １􀆰 １３ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ８６ ± ０􀆰 ０４∗ １􀆰 ０５ ± ０􀆰 ０３

２ １􀆰 １４ ± ０􀆰 ０８ ０􀆰 ７１ ± ０􀆰 ０３∗＃ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０４
３ １􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ６２ ± ０􀆰 ０１∗＃ １􀆰 ０１ ± ０􀆰 ０６
４ １􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ５５ ± ０􀆰 ０１∗＃ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 １２

ｔＰａ １ ２􀆰 ８７ ± ０􀆰 １２ ２􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０９ ２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ２１
２ ２􀆰 ６７ ± ０􀆰 １１ ２􀆰 ３６ ± ０􀆰 ０４∗＃ ２􀆰 ６２ ± ０􀆰 ０９
３ ２􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０７ １􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０７∗＃ ２􀆰 ８１ ± ０􀆰 １３
４ ２􀆰 ８３ ± ０􀆰 １６ １􀆰 ７０ ± ０􀆰 ０８∗＃ ２􀆰 ６１ ± ０􀆰 ０６

ＰＡＩ⁃１ １ ２１􀆰 ８５ ± ２􀆰 １４ ２２􀆰 ６９ ± １􀆰 ５３ ２１􀆰 ８７ ± ３􀆰 １３
２ ２０􀆰 ６４ ± １􀆰 ４６ ２３􀆰 ２４ ± １􀆰 ０８∗＃ ２０􀆰 ９４ ± １􀆰 ４７
３ ２０􀆰 ６９ ± １􀆰 ３８ ２６􀆰 ５１ ± １􀆰 １４∗＃ ２１􀆰 ７４ ± １􀆰 ９５
４ ２２􀆰 ４７ ± ０􀆰 ４２ ２９􀆰 ６２ ± １􀆰 ９５∗＃ ２２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ８５

注：∗与正常组相比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；＃与干预组相比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

　 　 图 １　 大鼠肾组织病理形态学变化 × ４００；ＨＥ 染色

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ４００

２􀆰 ３　 大鼠肾间质纤维化面积

模型组肾组织的纤维化面积为 （ ２８􀆰 ２１ ±
１１􀆰 ５３）％ ，正常组为 （１２􀆰 ６３ ± ５􀆰 ４２）％ ，干预组为

（１３􀆰 １２ ± ３􀆰 ５１）％ ；与正常组相比，模型组面积更

大，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 相关性分析显示，大

鼠全血 ｔＰＡ 和 ｕＰＡ 水平与肾间质纤维化面积呈现

负相关（ ｒ ＝ － ０􀆰 ８６５４， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ｒ ＝ － ０􀆰 ８２４３， Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），全血 ＰＡＩ⁃１ 水平与肾间质纤维化面积呈现

正相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ８３２４， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 　 　 　 　

５８２
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注：从左到右依次为 Ｍａｓｓｏｎ 染色（ × ４００）、ＰＡＳＭ 染色（ × ４００）、
电镜（ × ２０ ０００）。

　 　 图 ２ 肾组织病理形态学观察

Ｎｏｔｅ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙｓ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，
× ４００； ＰＡＳＭ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ４００； Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， × ２０ ０００．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ

　 　 图 ３　 ４ 周末两组肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ、ＷＴ１ 的表达情况

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｅｐｈｒｉｎ ａｎｄ ＷＴ１ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ４ ｔｈ ｗｅｅｋ

２􀆰 ４　 肾组织 ＷＴ１ 蛋白和 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白的表达变化

正常组肾组织切片中可见 ｎｅｐｈｒｉｎ 呈浅棕色染

色沿肾小球毛细血管襻呈均匀、线状分布，肾小管有

少量分布；干预组亦未见明显异常；模型组 ４ 周时

ｎｅｐｈｒｉｎ 表达较正常组显著减少，表达不均，稀疏，部

分区域表达消失，较正常组及模型组差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＷＴ１ 于 ＭＮ４ 周末时在足细胞核的表达

呈深棕色粗大颗粒，与正常组及干预组比较差异无

显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（见表 ２、图 ３）。
２􀆰 ５　 肾组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白、ＷＴ１ 蛋白与全血 ｔＰＡ、
ｕＰＡ、ＰＡＩ⁃１ 相关性分析

相关性分析显示，模型组大鼠全血 ｔＰＡ 和 ｕＰＡ 水

平与肾组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白的表达变化呈正相关（ｒ ＝
０􀆰 ８２６４， Ｐ ＜０􀆰 ０５； ｒ ＝０􀆰 ８４８３， Ｐ ＜０􀆰 ０５），全血ＰＡＩ⁃１ 水

平与肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白的表达变化呈现负相关（ｒ ＝
－０􀆰 ８１５２， Ｐ ＜０􀆰 ０５）。 全血 ｔＰＡ 和 ｕＰＡ、ＰＡＩ⁃１ 水平与

肾组织 ＷＴ１ 蛋白的表达变化则无明显相关（ ｒ１ ＝
０􀆰 ２３７２， ｒ２ ＝０􀆰 ２５３１， ｒ３ ＝０􀆰 ２４８３；均 Ｐ ＞０􀆰 ０５）。

　 　 表 ２　 ４ 周末各组肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ、ＷＴ１
的表达（ ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ １０）

　 　 Ｔａｂ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｎｅｐｈｒｉｎ ａｎｄ
ＷＴ１ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ４ ｔｈ ｗｅｅｋ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ Ｎｅｐｈｒｉｎ ＷＴ１

正常组 Ｎｏｒｍａｌ １２􀆰 ３５ ± ３􀆰 ７８ ２５􀆰 ４５ ± １１􀆰 ３７
模型组 Ｍｏｄｅｌ ５􀆰 ６２ ± ２􀆰 ０３∗＃ ２２􀆰 ６０ ± １４􀆰 １６

干预组 Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ １２􀆰 ０６ ± ４􀆰 ２３ ２５􀆰 １４ ± ６􀆰 ２５
注：模型组与正常组比较，∗Ｐ ＜０􀆰 ０５；模型组与干预组相比，＃Ｐ ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

ＭＮ 是一种常见的肾小球疾病，是成人肾病综

合征最常见的病因，在原发性肾小球疾病导致的终

末期肾病中是第二位或第三位的常见原因。 其主要

的病理改变是肾小球基底膜上皮下免疫复合物沉积

伴 ＧＢＭ 弥漫性增厚，临床表现为大量蛋白尿或者肾

６８２
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病综合征，常有髙凝状态存在，肾小球硬化、纤维化

为各型肾小球疾病终末阶段所常见［１］。 纤溶系统

在膜性肾病的发生发展中发挥重要的作用。 作为纤

溶系统中重要的活性物质，ｔＰＡ 和 ｕＰＡ 均能激活纤

溶酶原，也是人类血液中仅有的两种纤溶酶原激活

物，与 ｕＰＡ 相比，ｔＰＡ 结构上的赖氨酸结合部位使其

可特异性结合于纤维蛋白血凝块上，进而增加了溶

血功能。 ｕＰＡ 在各组织中广泛存在，尤其常见于结

缔组织或细胞外组织，可局部活化细胞外间质中的

纤溶酶原，形成纤溶酶进而降解大多数糖蛋白［３］。
ＰＡＩ⁃１（纤溶酶原激活物抑制剂⁃１）是一种单链

糖蛋白，相对分子质量 ５２ × １０３，含 ３７９ 个氨基酸，属
丝氨酸蛋白酶抑制物家族［５］。 其主要作用是通过

与 ＰＡ 形成不可逆的复合物而灭活 ｔＰＡ（组织型纤溶

酶原激活物） 的活性，而在病理条件下高表达的

ＰＡＩ⁃１ 还能灭活 ｕＰＡ（尿激酶型纤溶酶原激活物）的
活性，从而使纤维蛋白因无法降解而在组织中沉积

下来，并导致细胞外基质合成增加、降解抑制，进而

导致组织纤维化［５］。
本实验研究结果显示，从第二周末起，与正常组

及干预组相比，模型组膜性肾病大鼠的血清 ｔＰＡ 和

ｕＰＡ 水平出现明显下降，而 ＰＡＩ⁃１ 水平则明显上升；
相关性分析及各组细胞损伤及调亡的差异提示早期

预防纤溶紊乱对防止 ＭＮ 进展有重要意义。
膜性肾病的一个重要特征是足细胞损伤。 足细

胞在膜性肾病病理状态各种损伤因素作用下可能发

生若干足细胞特异蛋白分子（ｎｅｐｈｒｉｎ、ＷＴ⁃１ 等）表达

的下调以及形态学变化，如细胞凋亡等［６］。 作为一种

高度分化成熟的细胞，足细胞的分裂增殖能力不强，
因此足细胞的减少和丢失可作为反映肾小球损伤严

重程度和肾硬化进展的重要观测指标及预测指标。
Ｎｅｐｈｒｉｎ 是近几年来在足细胞裂孔膜上发现的第一个

跨膜糖蛋白，它特异地表达在足细胞的裂孔膜上，对
于维持正常的肾小球滤过功能具有重大意义［７］。 有

研究发现 ｎｅｐｈｒｉｎ 参与足细胞的重要功能，目前多数

研究者认为 ｎｅｐｈｒｉｎ 的减少与蛋白尿的发生关系密

切［７⁃８］。 足细胞特异性蛋白 ＷＴｌ （Ｗｉｌｍｓ Ｔｕｍｏｒ⁃１）是
一种锌指样转录因子，定位于表达在足细胞核，它是

足细胞特异性标志之一［９⁃１０］。 研究发现在局灶节段

性肾小球硬化（ＦＳＧＳ）中，ＷＴｌ 表达下降［１１］，本实验

免疫组化实验结果显示，ＭＮ 模型大鼠中 ｎｅｐｈｒｉｎ 和

ＷＴ１ 蛋白的表达均明显减少，而 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达的

下调更为显著，差异有统计学意义，这与足细胞相对

数目和密度的逐渐下调呈正相关关系，而干预组

ｎｅｐｈｒｉｎ 和 ＷＴ１ 蛋白表达水平及足细胞数目及密度

均较正常组无明显差异，相关性分析提示 ｎｅｐｈｒｉｎ 和

ＷＴ１ 蛋白的表达在维持足细胞数量中可能起重要作

用，而足细胞 ｎｅｐｈｒｉｎ 和 ＷＴｌ 蛋白表达的减少或可作

为足细胞凋亡的标志，进而作为反映肾小球损伤严重

程度和肾硬化进展的重要观测指标及预测指标。
综上，在大鼠 ＭＮ 模型构建的早期（第一周）即

检测到纤溶系统的重要组成物质 ｔＰＡ、ｕＰＡ 的明显

下调而 ＰＡＩ⁃１ 表达则明显上调，这与足细胞 ｎｅｐｈｒｉｎ
和 ＷＴｌ 蛋白表达下调，足细胞凋亡加剧等趋势保持

一致，干预治疗及相关性分析提示早期通过监测血

浆中纤溶系统动态变化初步估计足细胞损伤凋亡情

况是可行的，本研究从分子水平揭示 ＭＮ 从蛋白尿

到足细胞损害肾小球硬化的发病机制。
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ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌ， ２０１５， ３（６）： １４０１ －１４０５．
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巴马猪 ＮＫ 细胞表型鉴定及猪 ＣＩＫ 细胞诱导方法建立
祝明皓１，２，陆涛峰２，牛银杰２，赵丽丽２，陈洪岩２∗

（１． 东北农业大学，哈尔滨　 １５００３０；２． 中国农业科学院哈尔滨兽医研究所兽医生物技术国家重点实验室，哈尔滨　 １５０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 获得巴马猪外周血淋巴细胞中 ＮＫ 细胞的表型及比例的数据，建立一种高效率猪 ＣＩＫ（ｃｙｔｏ⁃
ｋｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｌｌｅｒ）细胞体外诱导培养的方法。 方法 　 分离巴马小型猪外周血淋巴细胞，通过检测 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／
ＣＤ３ － 细胞以表征猪 ＮＫ 细胞的表型；通过优化诱导培养条件，提高诱导淋巴细胞中 ＣＩＫ 的比例，建立高效率 ＣＩＫ 细

胞体外诱导方法。 结果　 利用优化的诱导培养条件，在诱导培养第 ５ 天时 ＣＤ３ － ／ ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 的 ＮＫ 细胞的比例可

高达 ４３􀆰 ６３％ ，较最初分离时 ＮＫ 细胞比例提升了 ５􀆰 ５９ 倍；细胞增殖活性实验表明诱导培养第 ５ 天时可见明显的 ３
个荧光峰，表明诱导后细胞发生了 ３ 次分裂，理论上较最初分离增加了 ８ 倍；诱导细胞的 ｑＰＣＲ 表型分析表明该细

胞群体在诱导培养第 ５ 天时相关的表面标志有明显的上升也与流式分析结果一致。 结论　 建立了高效的猪 ＣＩＫ
细胞体外诱导培养的方法。

【关键词】 　 巴马小型猪；ＮＫ 细胞；ＣＩＫ 细胞；表型鉴定
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　 　 ＮＫ 细胞，即自然杀伤细胞，是机体重要的免疫

细胞，具有杀伤性强、杀伤效果高效、可直接杀死癌

细胞等特点，ＮＫ 细胞的靶细胞主要有某些肿瘤细

胞、病毒感染细胞、某些自身组织细胞和寄生虫

等［１］。 ＮＫ 细胞现已被越来越多地应用于各种临床

研究之中，尤其是对人类及啮齿类的研究较为透彻。
但某些大型动物如猪、牛等，其细胞表征与啮齿类相

比差异很大［５］，目前临床研究也相对较少，因此能

建立一种能够高效地分离猪 ＮＫ 细胞并使其能在体

外稳定增殖的方法便尤为方便重要。
通过细胞因子而诱导细胞培养的方法在近些年

中已有大量报道，而目前人的 ＣＩＫ 细胞已研发成功

并投入到临床应用。 该细胞的培养方法是通过在无

血清的悬浮细胞培养基中，分别在不同培养时期加

入 ＣＤ３、ＩＦＮ⁃γ 以及 ＩＬ⁃２ 等细胞因子，以达到增强细

胞杀伤性、促进细胞体外增殖的目的［２⁃５］。 根据已

有报道，通过该方法培养的杀伤细胞可在体外连续

培养 ２０ ｄ 左右，增殖约 １５ 代左右，是在短时间内大

量获得杀伤性细胞的有效方法。
本实验旨在对猪 ＮＫ 细胞进行体外诱导培养并

进一步对其条件进行优化，以提高 ＮＫ 细胞比例。
在细胞生长过程中，对 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 表型的

猪 ＮＫ 细胞的数量比例进行流式检测［６］。 细胞培养

过程中每天对细胞留样并提取 ＲＮＡ，并根据 Ｔａｌｋｅｒ
与 Ｇｅｒｎｅｒ 的研究方法［７，８］，对各个时期猪 ＣＩＫ 细胞

的 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８α、ＳＬＡ⁃ＤＲＡ 和 ＰＲＦ１ 这五种表面

标志用荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的方法进行表型鉴定［８］。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

Ｐｅｒｃｏｌｌ 细胞分离液购自于 Ｓｉｇｍａ 公司，ＲＰＭＩ
１６４０ 培养液购自于 Ｇｉｂｃｏ 公司，ＫＢＭ５８１ 培养液购

自于 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，双抗由本研究所提供。 人 ＣＤ３
单抗由博士德生物提供，ＩＦＮ⁃γ 与 ＩＬ⁃２ 诱导素购自

于 双 鹭 药 业。 Ａｎｔｉ⁃ＣＤ２ （ Ａｐｃ ） 抗 体， Ａｎｔｉ⁃ＣＤ３
（ＦＩＴＣ）抗体，Ａｎｔｉ⁃ＣＤ８（ＰＥ⁃ｃｙ５）抗体均购自于 Ａｂ⁃
ｃａｍ 公司。 ＣＦＤＡ⁃ＳＥ 荧光染料购自于 ＫｅｙＧｅｎ 公

司，ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｇｒｅｅｎ Ｔｗｏ⁃Ｓｔｅｐ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试

剂盒由 Ｔｒａｎｓｇｅｎ 公司提供。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 猪外周血淋巴细胞分离及表型鉴定

从颈静脉采集巴马小型猪血液，加入到含有枸

橼酸钠抗凝剂的离心管中。 采用 Ｐｅｒｃｏｌｌ（１􀆰 １１０ ｎｇ ／
Ｌ）密度梯度离心法分离外周血淋巴细胞［９，１０］，收集

淋巴细胞层，用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，加入适量细胞培养

液重悬，利用流式抗体 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８ 对细胞进行

标记，用流式细胞仪检测各种表面标志的表达情况，
实验方法参照表型分析部分。。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞因子刺激及体外培养

在最初分离的外周血淋巴细胞按 １０００ Ｕ ／ ｍＬ
的终浓度加入 ＩＦＮ⁃γ，置于培养箱中培养 ２４ ｈ，次日

按终浓度补加 ＣＤ３ ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ＩＬ⁃２ １０００ Ｕ ／ ｍＬ。
每 ２ ～ ３ ｄ 观察 ＣＩＫ 细胞，并添加完全培养基和 ＩＬ⁃２
（终浓度 １０００ Ｕ ／ ｍＬ） ［５，６］。 培养过程中，对每天的

细胞进行一次 ２００ μＬ 的样本留取，用于表面标志的

鉴定。 为优化培养条件，本实验选择了 ＫＢＭ５８１ 无

血清培养基和 １６４０ 培养基 ＋ ５％ ＦＢＳ 进行对比体

外培养，以选取最合适的培养液。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞增殖活性检测

将最初分离出的外周血淋巴细胞留取一部分，
用 ＣＦＤＡ⁃ＳＥ 以 １∶ １０００ 的比例对细胞进行染色。 加

入荧光指示剂后 ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ 即可完成染色［７］。
之后用 ＰＢＳ 将细胞悬浮清洗两次，离心条件同之前

步骤，最后按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 方法进行诱导培养。 诱导培

养的细胞分别在 １、３、５、７、９ ｄ 取适量细胞样品，通
过流式细胞仪检测细胞增殖状况。 本实验同时对用

１６４０ 和 ＫＢＭ５８１ 培养液培养的细胞进行染色，分别

在相同时间点对其增殖状况进行检测，以便更直接

准确地判断细胞诱导增殖的最适培养体系。
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞表型分析

（１） 流式细胞仪检测 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细胞

比例

在猪外周血淋巴细胞诱导培养过程中，分别在

培养的第 １、３、５、７、９ 天对细胞取样，按照比例１∶ １００
加入流式抗体 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８ 对细胞进行标记，每
次标记过程中都进行四组染色标记，分别为三种标

签的单独标记及三种标签的共同标记，标记方法如

下：首先吸取适量细胞培养液，６００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，弃
上清后用适量 ＰＢＳ 悬浮清洗细胞，再次 ６００ ｇ 离心

１５ ｍｉｎ，之后用 ５％ ＢＳＡ 悬浮细胞，室温封闭 １ ｈ，按
上述条件离心，加入适量 ＰＢＳ 悬浮细胞，并根据需

求加入不同抗体对细胞进行荧光标记，３７℃孵育 １ ｈ
后，离心，并用 ＰＢＳ 清洗两次，最后再用适量 ＰＢＳ 重

悬细胞，过 ３００ 目细胞筛后将样品转移至流式管中，
通过流式细胞仪检测表型为 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 的

ＮＫ 细胞比例变化情况。
（２）荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞表型

首先以 Ｔａｌｋｅｒ 等人研究报道为参考，在 ＮＣＢＩ 查
获要检测的 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８α、ＳＬＡ⁃ＤＲＡ 和 ＰＲＦ１ 五种

基因 ＣＤＳ 序列，并合成引物，再以韩建强等［１１］ 为参

９８２
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考，合成 ＧＡＰＤＨ 单拷贝基因引物［８］，待合成出可扩

增出单一基因片段的全部引物后，以之前取得的 １ ～
９ ｄ 细胞样品提取的 ＲＮＡ 为模板，根据所购买的试剂

盒说明书分别用上述引物进行细胞表型的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
检测。 每个基因表达量原始数据，经处理后得到相对

表达量 ２ － ΔΔＣｔ，用于后续数据分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 巴马猪 ＮＫ 细胞的表型分析

分离巴马猪外周血淋巴细胞，利用流式抗体

ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８ 对细胞进行标记，利用流式细胞仪

检测各种表面标志的表达情况，结果如图 １ 所致。
结果表明，新鲜分离的外周血淋巴细胞中，淋巴细胞

约占总细胞含量的 ２６􀆰 ４％ ，淋巴细胞中 ＣＤ２ ＋ 细胞

的比 例 约 为 ４１􀆰 ５４％ 、 ＣＤ３ ＋ 细 胞 的 比 例 约 为

２６􀆰 ８９％ 、ＣＤ８ ＋ 细胞的比例约为 ３４􀆰 ８３％ ， ＣＤ２ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细 胞 的 比 例 约 为 ７􀆰 ８２％ 。 ＣＤ２ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细胞被认为是猪 ＮＫ 细胞的典型表型，
因此，本研究中测得的巴马猪 ＮＫ 细胞约占总淋巴

细胞的 ７􀆰 ８２％ 。

　 　 图 １　 巴马猪外周血淋巴细胞表型分析

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＢＭＣｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

２􀆰 ２　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞体外诱导培养方法的建立

２􀆰 ２􀆰 １　 培养体系优化

将分离得到的淋巴细胞进行诱导，采用不同的培

养体系，“１６４０ 培养液 ＋５％ ＦＢＳ”和“ＫＢＭ５８１ 无血清

培养液”，分别对细胞进行培养，每天观察细胞形态，
并对细胞的生长状况进行记录，绘制生长曲线。 结果

表明，两种培养液培养得到的细胞在前期培养过程中

（１ ～６ ｄ）在形态上差异不显著（如图 ２），但在体外培

养的后期（７ ｄ 以后）ＫＢＭ５８１ 培养的细胞的凋亡速度

和细胞碎片数量明显较 １６４０ 培养多。

注：Ａ． １６４０ 培养体系培养 ３ ｄ；
Ｂ． ＫＢＭ５８１ 培养体系培养 ３ ｄ。

　 　 图 ２　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞形态（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ．
Ｂ． Ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ＫＢＭ５８１ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ（ × ２００）

２􀆰 ２􀆰 ２　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞增殖

选择同一批分离的外周血淋巴细胞，分别用

“１６４０ 培养液 ＋ ５％ ＦＢＳ”和“ＫＢＭ５８１ 无血清培养

液”进行培养，按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 的方法诱导产生的 ＣＩＫ 细

胞和按照 １􀆰 ２􀆰 ３ 的方法用 ＣＤＦＡ⁃ＳＥ 标记细胞，分别

在培养的第 １、３、５ 天进行细胞取样，并通过流式细胞

仪检测细胞增殖情况（如图 ３ 所示）。 实验结果表明，
两种培养体系得到结果基本一致，在诱导培养第 ５ 天

时均可见明显的 ３ 个荧光峰，表明诱导后细胞发生了

３ 次分裂，理论上较最初分离增加了 ８ 倍。
２􀆰 ３　 细胞表型分析

２􀆰 ３􀆰 １　 流式细胞仪检测 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细胞比

例变化

分离巴马猪外周血淋巴细胞，选择 １６４０ 培养体

系进行 ＣＩＫ 细胞诱导培养，分别在培养的第 １、３、５、
７、９ 天对细胞取样，用 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８ 对细胞进行标

记，利用流式细胞术分析猪 ＣＩＫ 细胞在培养过程中

的比例变化，结果如图 ４ 所示。 实验结果表明，新鲜

分离的淋巴细胞中具有 ＮＫ 细胞表型的细胞占

７􀆰 ８１％ ，诱导培养第 ３ 天开始，ＣＩＫ 细胞比例明显上

升，到第 ５ 天达到顶峰，其占总细胞 ４３􀆰 ６３％ ，较最初

分离时相比细胞比例提升了 ５􀆰 ５９ 倍，继续之后细胞比

例趋于平稳，在第 ７ 天之后 ＮＫ 细胞比例略有下降。

０９２
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注：Ａ ～ Ｃ 分别为 １６４０ 培养体系分别培养 １、３、５ ｄ 用流式测得的细胞增殖结果；Ｄ ～ Ｆ 分别为 ＫＢＭ５８１
培养体系分别培养 １、３、５ ｄ 用流式测得的细胞增殖结果。

　 　 图 ３　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞增殖活性分析

Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｃ： ＣＩＫ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ １， ３ ａｎｄ ５ ｄａｙｓ； Ｄ⁃Ｆ： ＣＩＫ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ＫＢＭ５８１ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ １， ３ ａｎｄ ５ ｄａｙｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣＩＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

注：Ａ ～ Ｅ 分别为 ＣＩＫ 诱导培养过程中不同时间（１、３、５、７、９ ｄ）具有 ＮＫ 细胞表型（ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － ）

的细胞比例变化情况；Ｆ 图为 ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － 细胞数据统计结果。

　 　 图 ４　 巴马猪 ＣＩＫ 细胞培养过程比例变化分析

Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｅ， Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ １， ３， ５， ７ ａｎｄ ９ ｄａｙｓ； Ｆ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － ｃｅｌｌｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＣＩＫ 细胞表型

分离巴马猪外周血淋巴细胞，选择 １６４０ 培养体

系进行 ＣＩＫ 细胞诱导培养，分别在培养的第 １、３、５、
７、９ 天对细胞取样，进行荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应，检

１９２
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测猪 ＮＫ 细胞表面标志 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８α、ＳＬＡ⁃ＤＲＡ
和 ＰＲＦ１ 五个基因的表达变化情况，统计各个基因

与内参的 Ｃｔ 值，对数据进行均一化处理，计算

２ － ΔΔＣｔ，绘制曲线，所检测的数据在 １ ～ ９ ｄ 变化结果

如图 ５ 所示。 结果表明，在细胞培养初期，由于诱导

因子的加入，各 ＮＫ 细胞相关表型基因的表达量开

始上升，在 ５ ｄ 达到顶峰，在 ６ ｄ 之后呈下降趋势，说
明在第 ５ 天细胞群体有明显增殖，各种表面 ｍａｒｋｅｒ
表达都在此时增强，此结果与流式结果一致，表明在

体外使用细胞因子诱导巴马猪外周血淋巴细胞能够

使具有 ＮＫ 细胞表型的细胞类群的比例明显提高。

　 　 图 ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＣＩＫ 细胞表型

　 　 Ｆｉｇ． ５　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ
ｐｏｒｃｉｎｅ ＮＫ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

３　 讨论

本研究首先测定了新鲜分离的猪外周血淋巴细

胞中 ＮＫ 细胞（ＣＤ２ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ３ － ）的比例，通过流

式细胞仪检测的结果显示，当巴马猪外周血淋巴细

胞刚被分离出时， ＮＫ 细胞约占总淋巴细胞的

７􀆰 ８２％ ，本结果可以为猪 ＮＫ 细胞研究提供参考。
接下来，本研究比较了两种培养体系培养效果，

结果显示“１６４０ 培养液 ＋ ５％ ＦＢＳ”和“ＫＢＭ５８１ 无血

清培养液”两种培养体系在培养 ７ ｄ 内，在增殖活性

和细胞表型上差异不显著，但是在 ７ ｄ 之后，“１６４０ 培

养液 ＋５％ ＦＢＳ”的培养体系培养的细胞状况要明显

好于“ＫＢＭ５８１ 无血清培养液”体系的细胞，通过镜下

观察细胞数量以及细胞形态均一程度便可较明显的

体现出来。 两种培养体系的主要差异在于培养体系

中是否含有血清，因此，可以根据实验目的而选择不

同的培养体系来达到实验效果。 更重要的是本研究

探索了一种无血清培养体系，对于利用该细胞进行实

验过程中，实验条件的精细化控制具有探索性意义。

最后，通过对所分离培养的 ＮＫ 细胞每天进行

的检测结果发现，利用我们建立的细胞诱导培养的

方法可以使猪外周血淋巴细胞中具有 ＮＫ 细胞表型

的细胞数量在第 ５ 天时达到巅峰，占总淋巴细胞的

４３􀆰 ６３％ ，较最初分离时 ＮＫ 细胞比例提升了 ５􀆰 ５９
倍，而淋巴细胞总体数量也增长近 ８ 倍，因此，可利

用此方法为体外细胞免疫试验提供足够量的 ＮＫ 细

胞表型的细胞。 ＮＫ 细胞是固有免疫应答中一类十

分重要的淋巴细胞，可通过选择性识别、杀伤低表达

ＭＨＣＩ 类分子的肿瘤细胞，抑制肿瘤细胞的生长和

转移，有效地清除肿瘤进而在机体抗肿瘤免疫和炎

症反应中发挥关键性作用。 静止 ＮＫ 细胞具有一定

的杀伤活性，若 ＮＫ 细胞的有效活化，可显著增强其

对肿瘤细胞的杀伤作用。 本研究尝试了一种体外显

著提高猪 ＮＫ 细胞的诱导培养方法，可以为抗肿瘤

免疫及其机制研究提供足够量的效应细胞，也可以

为病原微生物引起的体外细胞免疫和免疫逃逸研究

提供良好的研究思路。
参 考 文 献

［ １ ］ 　 彭六生． ＮＫ 细胞在胃癌中的应答调控及作用研究 ［Ｄ］． 第

三军医大学， ２０１４．
［ ２ ］ 　 刘军权， 朱云， 陈复兴， 等． 不同刺激因子对人 ＣＩＫ 细胞功

能影响 ［Ｊ］ ． 中国实验血液学杂志， ２０１３， ０４：１０２１ － １０２６．
［ ３ ］ 　 祝仲珍， 王占科， 傅颖媛． 肿瘤患者自体外周血 ＣＩＫ ／ ＤＣ⁃ＣＩＫ

细胞培养制备技术及临床应用研究进展 ［Ｊ］ ． 实验与检验医

学， ２０１５， ０３： ３００ － ３０３．
［ ４ ］ 　 贺孟来． ＣＩＫ 细胞制备方法的研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国医药指南，

２０１１，１３：２０８ － ２０９．
［ ５ ］ 　 Ｐｉｎｔａｒｉｃ Ｍ， Ｇｅｒｎｅｒ Ｗ， Ａ． Ｓａａｌｍｕｌｌｅｒ Ａ． Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ

ＩＬ⁃２， ＩＬ⁃１２ ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｏｎ ｃｙｔｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ＩＦＮ⁃ｇａｍｍａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ｖｅｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ， ２００８􀆰 １２１（１ － ２）： ６８ － ８２．

［ ６ ］ 　 Ｔｈｉｅｒｒｙ Ａ， Ｒｏｂｉｎ Ａ， Ｇｉｒａｕｄ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｖａｒｉａｎｔ
ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ， ２０１２􀆰 １４９（３ － ４）： ２７２ － ２７９．

［ ７ ］ 　 Ｔａｌｋｅｒ ＳＣ， Ｋäｓｅｒ Ｔ， Ｒｅｕｔｎｅｒ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｏｒｃｉｎｅ ＮＫ⁃ ａｎｄ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｃｏｍｐ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１３，
４０： ５１ － ６８．

［ ８ ］ 　 Ｇｅｒｎｅｒ Ｗ， Ｋａｓｅｒ Ｔ， Ｓａａｌｍｕｌｌｅｒ Ａ． Ｐｏｒｃｉｎｅ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ
ＮＫ ｃｅｌｌｓ—ａｎ ｕｐｄａｔｅ ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｃｏｍｐ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００９􀆰 ３３（３） ：
３１０ － ３２０．

［ ９ ］ 　 张素华， 林丹丹， 张美娟， 等． Ｆｉｃｏｌｌ 密度梯度离心法分离猪

外周血单个核细胞条件的探讨 ［ Ｊ］ ． 中国血吸虫病防治杂

志， ２００７， １９（３）：１９２ － １９５．
［１０］ 　 桑明， 代明， 周立， 等． 恒河猴外周血单核巨噬细胞体外培养

方法的建立 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０１５， ２３（１）： １８ －２４
［１１］　 韩建强， 许文花， 高斌． 猪 ＧＡＰＤＨ 基因实时荧光定量 ＰＣＲ 方法

的建立 ［Ｊ］． 西南农业学报， ２０１０， ２３（４）： １２８２ －１２８５．
［收稿日期］ 　 ２０１６⁃０２⁃２３

２９２



２０１６ 年 ６ 月

第 ２４ 卷　 第 ３ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊｕｎｅ ２０１６

Ｖｏｌ． ２４　 Ｎｏ． ３

［基金项目］上海市科委科技创新行动计划（１１１４０９０１０００）；上海市科委研发平台专项（１５ＤＺ２２９２４００）。
［作者简介］周洁（１９７８ － ），女，博士，副研究员，主要从事动物病毒分子生物学及免疫学方面的研究。 Ｅｍａｉｌ： ｚｈｏｕｊｉｅ０５２６＠ １６３． ｃｏｍ。
［通讯作者］高诚（１９６１ － ），男，研究员。 Ｅｍａｉｌ： ｇａｏｃｈｅｎｇｄｇｂ＠ １２６． ｃｏｍ。 陈洪岩（１９６３ － ），男，研究员。 Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｈｏｎｇｙａｎ＠ ｃａａｓ． ｃｎ。

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋专题研究

仙台病毒 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 可视化检测方法的建立
周洁１，赵丽娟１ ，２，陶凌云１，倪丽菊１，高诚１∗，陈洪岩３∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种快捷、灵敏的检测方法，即反转录⁃环介导等温扩增方（ＲＴ⁃ＬＡＭＰ）用于仙台病毒

（ＳｅＶ）的检测。 方法　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的 ＳｅＶ 序列（ＤＱ２１９８０３􀆰 １），在其保守区域设计了六套 ＬＡＭＰ 引物，利用

ＬＡＭＰ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３２０Ｃ 仪监测反应进程并筛选最佳引物、反应条件，建立对 ＳｅＶ 核酸进行特异性扩

增的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法，并可通过加入目测荧光检测试剂肉眼判断结果。 对所建立的方法进行了敏感性、特异性

评估并对 ９２ 份样品进行了检测。 结果　 该方法在 ６３℃恒温下作用 ６０ ｍｉｎ，ＳｅＶ ＲＮＡ 获得了高效率的特异性扩增，
与其余常见小鼠病毒无交叉反应；最低检出量为 ２􀆰 １ＴＣＩＤ５０ ＳｅＶ，比 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法高 １０２ 倍；肉眼判断结果与 Ｒｅａｌ⁃
Ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３２０ 仪监测结果一致；通过对 ９２ 份样品的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ，ＲＴ⁃ＰＣＲ 和间接 ＥＬＩＳＡ 方法的检测比对，
三者符合率为 １００％ 。 结论　 建立的 ＳＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法具有快速、特异、灵敏，操作简单的特点，具有良好的应

用前景。
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ａｌ⁃ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ＬＡ⁃３０２）． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ２􀆰 １ ＴＣＩＤ５０， １００ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＲＴ⁃ＰＣＲ， ａｎｄ ｎｏ ｃｒｏｓｓ⁃
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＲＮＡ ａｎｄ ＤＮＡ ｖｉｒｕｓｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳｅＶ ＬＡＭＰ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ
ｔｕｂｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｎａｋｅｄ ｅｙｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔ⁃
ｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｂｉｄｉｍｅｔｅｒ． ９２ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙＲＴ⁃ ＬＡＭＰ， ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ｉｎｄｉ⁃
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ｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ １００％ ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｉｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｆａｓｔ，
ｓｐｅｃｉｆｉｃ， ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ｅａｓｙ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ｕｎｄｅｒ ｓｉｍｐｌｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｅｎｄａｉ ｖｉｉｒｕｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｓｅｎｄａｉ Ｖｉｒｕｓ； ＲＴ⁃ＬＡＭＰ； Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ； Ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＧＡＯ Ｃｈｅｎｇ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇａｏｃｈｅｎｇｄｇｂ＠１２６． ｃｏｍ； ＣＨＥＮ Ｈｏｎｇ⁃ｙａｎ， Ｅｍａｉｌ： ｃｈｅｎｈｏｎｇｙａｎ＠ ｃａａｓ． ｃｎ

　 　 仙台病毒（Ｓｅｎｄａｉ ｖｉｒｕｓ，ＳｅＶ） 又名 ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉ⁃
ｎａｔｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ｏｆ Ｊａｐａｎ（ＨＶＪ），是引起啮齿类动物呼吸

系统疾病的主要病原之一，一年四季均可发病，但以

春季多发，具有传染性强等特点，在多数情况下呈隐

性感染，难以从群体中清除。 鼠群感染后可导致孕

鼠繁殖率下降，新生仔死亡率增加。 ＳｅＶ 是清洁级

及以上等级实验用鼠的必检项目，同时它也可感染

灵长类动物［１，２］。 目前 ＳｅＶ 项目的检测普遍采用国

标推荐的间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测血清抗体，ＥＬＩＳＡ 方

法具有快捷、方便、敏感、易于大批量检测和标准化

等优点，无疑是较为理想的检测方法，在今后相当长

一段时间内，间接 ＥＬＩＳＡ 方法还将是实验动物病毒

检测的主流。 但该方法不适用于裸小鼠和转基因小

鼠的检测。 裸小鼠即无胸腺的免疫缺陷小鼠，是医

学生物学研究领域中不可缺少的实验动物模型，特
别是在肿瘤学、免疫学、药品与生物制品的安全性评

价及有效药品的筛选等实验方面有着特殊的价

值［３］。 因裸小鼠有免疫缺陷，因此感染病毒后不易

产生抗体，用 ＥＬＩＳＡ 方法检测裸鼠的病毒抗体易产

生假阴性。 在我们日常检测工作中还发现转基因小

鼠存在非特异性抗体增高的现象，即特异性抗原孔

Ａ 值增高的同时，对照孔的 Ａ 值也同时增高，说明用

间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测费转基因小鼠病毒抗体的本

底值较高，易产生假阳性。 因此亟需建立一种高效、
便捷、稳定的直接检测抗原的方法，以便应用于所有

类型小鼠的检测。
环介导恒温扩增法（即 ＬＡＭＰ 法）是日本学者

Ｎｏｔｏｍｉ 等［４］在 ２０００ 年发明一种新型的核酸扩增新

技术。 其特点是针对靶基因的 ６ 个区域设计 ４ ～ ６
条特异引物，利用一种链置换 ＤＮＡ 聚合酶在等温条

件（６３℃左右）下作用 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ，即可完成核酸的

扩增反应。 其扩增效率可达到 １０９ ～ １０１０ 个拷贝数

量级。 与常规 ＰＣＲ 相比，不需要模板的热变性、温
度循环、电泳及紫外观察等过程。 ＬＡＭＰ 技术自开

发以来已广泛应用于细菌、病毒的定性定量检测，临
床疾病的诊断，动植物中致病微生物的检测，胚胎性

别鉴定等相关领域［５⁃８］，由于 ＬＡＭＰ 反应产生副产物

焦磷酸镁白色沉淀，其浊度与所含的 ＤＮＡ 量成正

比，根据这一特性，日本研制出专门用于 ＬＡＭＰ 检测

的实时监控浊度仪，可以实现对 ＬＡＭＰ 扩增过程的

全程实时监控［９］。 本研究利用 ＬＡＭＰ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ
Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３２０ 仪实时监测 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应进

程，筛选到最佳反应体系，建立了针对 ＳｅＶ 的 ＲＴ⁃
ＬＡＭＰ 检测方法。 所建立反应体系具有良好的特异

性，敏感快捷，其结果分析与肉眼可视化判定的一致

性，具有推广应用的前景。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 病毒及待检材料

ＢＨＫ⁃２１ 细胞、ＳｅＶ 病毒天津株、小鼠细小病毒

（ＭＶＭ）、鼠痘病毒（Ｅｃｔ）、小鼠肺炎病毒（ＰＶＭ）、呼
肠孤病毒 ３ 型（Ｒｅｏ⁃３）和小鼠肝炎病毒（ＭＨＶ）种毒

均购自中国药品生物制品检定所，由上海实验动物

研究中心增殖保存；现地试验样品为上海实验动物

质量监督检验站检测的客户送检样品，采样在上海

实验动物质量监督检验站屏障动物实验设施进行

【ＳＹＸＫ（沪）２０１３ － ００５６】。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂及仪器

胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）、ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ
（Ｑｉａｇｅｎ）；Ｌｏｏｐａｍｐ ＲＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、Ｌｏｏｐａｍｐ􀳏
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ、 Ｌｏｏｐａｍｐ􀳏 Ｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｔｕｂｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ、 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ
（ＬＡ⁃３０２）仪（日本荣研株式会社）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 病毒核酸的提取

用 ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒提取总 ＲＮＡ，
ＱｌＡａｍｐ􀳏 ＤＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒提取总 ＤＮＡ，具体操

作方法参照说明书。
１􀆰 ２􀆰 ２　 引物设计与合成

参 照 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＳｅＶ 的 全 基 因 组 序 列

（ＤＱ２１９８０３􀆰 １），用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件进行分析后选择

１２０ｎｔ ⁃１６９４ｎｔ 的 ＮＰ 基因保守区，利用在线软件

Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ Ｖ４ 设计六套引物（包括外引物 Ｆ３ ／
Ｂ３ 和内引物 ＦＩＰ 和 ＢＩＰ），利用 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉ⁃
ｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 对不同引物对的反应进程和结果进

行监测、筛选，并确定引物混合液的反应比例。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳｅＶＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测反应体系的建立

４９２
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根据 Ｌｏｏｐａｍｐ ＲＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明书，摸
索 ＳｅＶＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的反应体系中各组分的浓度及比

例，将含有反应液的反应管至于 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒ⁃
ｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪器中进行等温扩增，根据该仪器

预设的参考标准，设定反应速度曲线峰值超过 ０􀆰 １
时判为阳性。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应产物的鉴定

（１）ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 产物的 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉ⁃
ｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪鉴定：提取 ＳｅＶ 细胞培养物总

ＲＮＡ，用已建立的 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测，同时提取

ＢＨＫ⁃２１ 正常细胞作为阴性对照。 利用 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪实时监测反应情况，以图

文的形式显示反应过程中各反应速率和时间。 设定

有效反应时间为 １ ｈ，即在 １ ｈ 内当 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪分析线形图的线形峰值超过

预定标准 ０􀆰 １ 时，柱形图底部显示为红色，即反应判

为阳性，其中蓝色部分代表反应产物的量，数值越高

表示产物的量越大。
（２）ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 产物的可视化鉴定：在反应

管中预先加入荧光目视检测试剂（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ），待反应结束后用肉眼观察反应液颜

色变化。 阳性样品的反应液颜色呈绿色荧光，阴性

无色透明。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的特异性试验

取 ＳｅＶ、ＭＨＶ、Ｅｃｔ、ＰＶＭ、ＭＶＭ 和 Ｒｅｏ⁃３ 等几种

小鼠常见病毒的细胞培养物，用 １􀆰 ２􀆰 １ 的方法提取

各自核酸，采用所建立的 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法的引物

进行特异性实验。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的敏感度试验

将提取的 ＳｅＶ ＲＮＡ 进行 １０ 倍比稀释为 １００ ～

１０ － ６的 ７ 个稀释度，用所建立的方法进行扩增，监测

实时扩增曲线。 同时针对仙台病毒保守基因 ＮＰ 蛋

白序列设计 ＰＣＲ 引物如下（产物长度为 ７６６ ｂｐ）：
Ｆ： ５’⁃ＧＧＡＧＴＡＡＡＣＧＣＣＧＡＴＧＴＣＡＡＡ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＧＣＴＧＣＡＴＴＧＣＣＴＴＧＴＴＣＴＧＴＡ⁃３’
将倍比稀释 ７ 个样本进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增，对两

种方法的结果进行比较。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的现地试验

对本站送检的 ９２ 份小鼠样品采集全血，提取核

酸用所建立的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法、ＲＴ⁃ＰＣＲ 以及间接

ＥＬＩＳＡ 诊断试剂盒进行检测，比较三种方法的试验

结果。

２　 结果

２􀆰 １　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 引物的筛选及反应体系建立

用在线软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ Ｖ４ 设计 ６ 套引物，
按照 Ｌｏｏｐａｍｐ ＲＮＡ

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 设定 ２５ μＬ 反应体系：２ ×反应

缓冲液（ＲＭ） １２􀆰 ５ μＬ、ＦＩＰ（４０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ、ＢＩＰ
（４０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ、Ｆ３（５ ｐｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ、Ｂ３（５ ｐｍｏｌ ／
Ｌ）１ μＬ、酶溶液（ＥＭ） １ μＬ、去离子水 ２􀆰 ５ μＬ、ＳｅＶ⁃
Ａ ＲＮＡ 模板 ５ μＬ。 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃
３０２ 仪 ６３℃扩增时间 １ ｈ。 浊度仪实时跟踪结果柱

状图（见图 １）显示 Ｂｌｏｃｋ Ａ 中的 １、２ 和 ３ 号孔扩增

反应明显，４、５ 和 ６ 号孔有不同程度的扩增，阴性对

照无扩增反应。 而浊度仪实时跟踪结果曲线图显示

仅 １、２ 和 ３ 号孔在 ６０ ｍｉｎ 内出现了阳性峰值，且以

１ 号孔扩增效率最高，因此选定 １ 号孔对应引物为

本方法的工作引物（表 １）。

　 　 表 １　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 引物序列

　 　 Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳｅＶ
引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
Ｆ３ ５′⁃ＣＡＴＣＴＴＡＡＴＡＡＣＧＧＧＴＧＣＴＧ⁃３′
Ｂ３ ５′⁃ＣＣＡＡＴＡＧＧＴＣＡＴＧＴＣＡＡＣＴＧＴＡ⁃３′
ＦＩＰ ５′⁃ＴＧＴＧＡＴＴＴＣＣＡＡＡＴＣＣＡＡＡＧＴＧＧＡＴＡＴＡＡＴＧＧＡＡＴＣＴＣＣＡＣＡＧＧＡ⁃３′
ＢＩＰ ５′⁃ＡＣＡＡＡＴＴＧＡＴＣＴＡＴＧＡＴＣＣＣＧＡＴＣＣＧＡＣＡＴＣＴＣＴＧＡＣＣＴＴＧＣＴＡＡ⁃３′

２􀆰 ２　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的可视化鉴定比较

从仪器监控的反应进程（见图 ２）可见，ＳｅＶ 反应

体系在 ３２ ｍｉｎ 左右启动，峰值超过 ０􀆰 １，阴性对照无

反应，结果与预期相符。 反应结束后用肉眼观察，ＳｅＶ
的反应颜色呈绿色荧光，阴性对照无色透明（见图

３），与 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪监测结果一致，

表明添加 ＦＤ 后所呈现的颜色反应具有特异性。
２􀆰 ３　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的特异性试验

以 ＳｅＶ 为阳性对照，ＲＮＡ 洗脱液为阴性对照，
检测 ＰＶＭ、Ｒｅｏ⁃３、ＭＨＶ、ＭＶＭ 和 Ｅｃｔ 等病毒，结果

（见图 ４）显示只有 ＳｅＶ 检测结果为阳性，其余病毒

均为阴性，表明所选引物对 ＳｅＶ 具有强特异性。

５９２
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注：１ － ６． 引物；７． 阴性对照。

　 　 图 １　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 引物的 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪筛选结果

Ｎｏｔｅ：１ － ６． Ｐｒｉｍｅｒｓ； ７． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ｐｒｉｍｅｒｓ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２

注：１． ＳｅＶ 细胞培养物；２． 阴性对照；３． ＢＨＫ⁃２１ 正常细胞对照。

　 　 图 ２　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 产物的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅＬＡ⁃３２０ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ 仪鉴定分析

Ｎｏｔｅ． １． ＳｅＶ ｓｔｒａｉｎｓ； ２． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２． ＢＨＫ⁃２１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｂｉｄｉｍｅｔｅｒ

注：１􀆰 １． ＳｅＶ 细胞培养物；２． ＢＨＫ⁃２１ 正常细胞对照；
３． 阴性对照。

　 　 图 ３　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应体系加入目测荧光染料显色

Ｎｏｔｅ． １． ＳｅＶ ｓｔｒａｉｎｓ；２． ＢＨＫ⁃２１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ； ３． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ

２􀆰 ４　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的灵敏度试验

提取病毒滴度为 ０􀆰 ２１ × １０５ ＴＣＩＤ５０的 ＳｅＶ 细胞

培养物中总 ＲＮＡ，测定其浓度为 ８６ ｎｇ ／ μＬ，进行 １０
倍比稀释为 １００ ～ １０ － ６ 的 ７ 个稀释度，用所建立的

ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法进行扩增，ＬＡＭＰ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ Ｔｕｒ⁃

ｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ＬＡ⁃３０２）的监测曲线（见图 ５）显示，１ 号

孔到 ３ 号孔都有显著的扩增，４ 号孔有一定程度的

扩增。 在 １ ｈ 时间内，随着模板浓度的降低，扩增时

间逐渐延后，但扩增斜率基本保持不变，４ 号孔相对

较为滞后，在 ６８ ｍｉｎ 左右峰值超过 ０􀆰 １。 结果显示

４ 号孔即 ８􀆰 ６ × １０ － ３ｎｇ ／ μＬ 为其最低检出量。 上述 ７
份样品的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果（见图 ６），当 ＲＮＡ 浓度

稀释至 ０􀆰 ８６ ｎｇ ／ μＬ 时 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法能检出，经测序

证实检出片段正确。 由此可见 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法的敏

感性明显高于 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法。
２􀆰 ５　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的现地试验

上海实验动物质量监督检验站送检的 ９２ 份小

鼠样品采集全血，提取核酸用所建立的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ
方法、ＲＴ⁃ＰＣＲ 进行检测，血清用间接 ＥＬＩＳＡ 诊断试

剂盒进行检测，其中 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法各检

出阳性 ４ 份，二者符合率 １００％ ；间接 ＥＬＩＳＡ 方法根

据 ＥＢＩ 试剂盒说明书判定标准检出阳性 ４ 份，弱阳

性 １ 份（判为疑似），用中国生物药品鉴定所小鼠仙

台病毒试剂盒重复检测检出阳性样品为 ４ 份，与其

６９２
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注： １． ＳｅＶ； ２． ＭＨＶ； ３． Ｅｃｔ； ４． ＰＶＭ； ５． ＭＶＭ； ６． Ｒｅｏ⁃３； ７． 阴性对照。

　 　 图 ４　 特异性试验 ＳｅＶ ＬＡＭＰ 的 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＴｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒＬＡ⁃３０２ 分析

Ｎｏｔｅ． １： ＳｅＶ；２： ＭＨＶ；３： Ｅｃｔ；４： ＰＶＭ；５： ＭＶＭ；６： Ｒｅｏ⁃３；７： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ ｏｆ ＳｅＶ ＬＡＭＰ ｗｉｔｈ ａ ＬＡ⁃３２０ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｂｉｄｉｍｅｔｅｒ

注： １ ～ ７􀆰 １００ ～ １０ － ６稀释度的 ＳｅＶ； ８． 阴性对照。

　 　 图 ５　 不同稀释度的 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ＬＡ⁃３０２）分析

Ｎｏｔｅ． １ － ７： １００ － １０ － ６ ｓｅｒｉａｌ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳｅＶ； ８： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． ５　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ａｓｓａｙ ｂｙ ｓｅｒｉａｌ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ａ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ＬＡ⁃３２０）

注：Ｍ． ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ７􀆰 １００ － １０ － ６

稀释度的 ＳｅＶ； ８． 阴性对照。

　 　 图 ６　 不同稀释度 ＳｅＶ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

Ｎｏｔｅ． Ｍ． ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１ － ７􀆰 １００ － １０ － ６ ｓｅｒｉａｌ
ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳｅＶ；８． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｆ ＳｅＶ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ

余两种方法符合率 １００％ ，经过对样品编号核实，
ＥＢＩ 试剂盒检出弱阳性样品为转基因小鼠，其弱阳

性结果可能为非特异性本底增高。 从反应时间看，
所建 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法全程反应仅 １ ｈ，其效率远远超

过其余两种方法。

３　 讨论

核酸检测对于仙台病毒早期检测以及转基因小

鼠、免疫缺陷小鼠的检测等有着重要的意义，本研究

旨在通过建立一种新型的核酸检测方法，从而让仙

台病毒在实验动物质量监控领域的检测变得更为精

准便捷。 ＬＡＭＰ 方法相比较传统 ＰＣＲ 而言有着检

测更迅速、灵敏，适用于各种实验条件（尤其是县市

基层）的快速检测使用等优点，因而有很大潜力。
由于 ＬＡＭＰ 反应高效的特点，一般在较低的反

应速率下仍可产生大量的产物，而低反应速率和

ＬＡＭＰ 反应的原理矛盾，属于假阳性反应。 目前多

数建立的 ＬＡＭＰ 反应方法多采用琼脂糖凝胶电泳紫

外线分析显像来判定结果，只能分析 ＬＡＭＰ 反应的

最终结果，且存在气溶胶污染实验室的危险，由于缺

乏对反应的实时监控很难排除这些干扰因素，不能

对检测结果做出准确的判定［１０］。 而本研究在建立

方法的过程中采用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ Ｔｕｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ ＬＡ⁃３２０）
混浊仪进行实时监测。 其原理是通过加热使 ＬＡＭＰ

７９２
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反应进行，同时在反应管一侧装有 ６５０ ｎｍ 的发光二

极管（ＬＥＤ），控制入射光强度，在其相对一侧装有光

电二极管（ｐｈｏｔｏｄｉｏｄｅ，ＰＤ），控检测射光强度，由于

ＬＡＭＰ 反应中生成副产物白色硫酸镁沉淀，造成光

强度差异。 在计算机联机软件上，通过调整反应基

线和每 ６ ｓ 检测一次浊度，用自动设定临界值的方

式由 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ ＬＡ⁃３０２）仪给出

的 Ｃｔ 值与 ＲＮＡ 的拷贝数之间存在较好的线性关

系． 当实时浊度判断曲线超过阈值时即判断为阳性，
否则为阴性，因此，这种方式不但可以实时监控，也
可以进行模板核酸的定量［９，１１，１２］。 使用该仪器可以

直观、实时的观察反应的进行情况，并通过设置分析

标准可以排除假阳性和非特异反应等干扰因素，同
时也可避免 ＬＡＭＰ 产物开盖电泳检测对实验室污染

的威胁。
与早期核酸检测方法相比，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 可通过一

步法完成且反应在等温条件下进行，没有核酸的变

复性过程，既节省了时间又减少了 ＲＮＡ 酶和扩增核

酸的污染机会［１３］。 更重要的是，扩增反应只有在六

条引物完全与识别的靶序列中八个结合区匹配的情

况下才能顺利进行，所有这些特性在很大程度上减

少了扩增反应背景，使检测特异性得到改善［１４］。
引物的设计及筛选是成功建立 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法

的关键，本实验针对仙台病毒 Ｎ 基因的保守序列设

计了 ６ 组引物，扩增结果显示其中 ４ 组引物均可用

于检测，根据实时监控曲线最终确定了启动时间最

早峰值最高的 １ 号引物组为最优引物。 敏感性与特

异性实验结果显示对于仙台病毒的检测，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ
扩增敏感性比 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增技术提高了 ２ 个数量

级，且特异性良好，与常见的几种小鼠病毒均不发生

交叉反应。 ＬＡＭＰ 扩增过程中产生大量的焦磷酸镁

沉淀使反应液呈现浑浊，在反应管中预先加入荧光

目视检测试剂，阳性样品呈现肉眼可见的绿色荧光，
可直接观察无需琼脂糖凝胶电泳从而进一步防止气

溶胶的污染。
本实验用所建立的方法与间接 ＥＬＩＳＡ 方法及

ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对上海市质量监督检验站送检的 ９２
份小鼠样品同时检测并对结果进行了比较。 三种方

法的阳性检出率 １００％符合，但由于样品数量（尤其

是阳性样品的数量）有限，并不能完全体现统计学

价值，在今后 ＳｅＶ 的检测工作中将继续进行 ＲＴ⁃
ＬＡＭＰ 与其余检测方法的比较研究。 任何一种方法

都具优缺点，间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测血清中抗体，简
便快捷，可以满足常规动物检测需要；而 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ

和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测抗原，因此对于发病早期尚未产生

抗体的动物、免疫缺陷不易产生抗体的动物以及在

检测时易发生 Ａ 本底值升高的转基因动物，采用抗

原检测方法更为准确。 ＬＡＭＰ 法最大的弊端在于实

验中对于污染控制要求极为严格，本研究所建立方

法采用浊度仪实时监控并用目测法判定结果，尽量

降低了开盖跑胶造成污染的可能性，该方法操作简

便、敏感性特异性好，便于推广，进一步优化、完善后

在仙台病毒的检测方面有一定应用潜力。
参 考 文 献

［ １ ］ 　 田克恭． 实验动物病毒性疾病［Ｍ］． 北京：农业出版社，１９９１．
５７ － ６４．

［ ２ ］ 　 刘春燕， 张嫒嫒， 姚薇， 等． 仙台病毒在儿童急性呼吸道感

染中的血清学调查［ Ｊ］ ． 天津医科大学学报， ２００４， １０（３）：
３７８ － ３７９．

［ ３ ］ 　 李厚达． 实验动物学 ［Ｍ］． 北京：中国农业科学出版社． ２００３．
［ ４ ］ 　 Ｎｏｔｏｍｉ Ｔ， Ｏｋａｙａｍａ Ｈ， Ｍａｓｕｂｕｃｈｉ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏ⁃
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（１２）： Ｅ６３．

［ ５ ］ 　 秦智锋，曾少灵，阮周曦，等． 口蹄疫病毒 ＲＴ⁃Ｌａｍｐ 检测方法

的建立［Ｊ］ ． 中国预防兽医学报，２００８，３０（５）：３７５ － ３７８．
［ ６ ］ 　 Ｂｏｕｂｏｕｒａｋａｓ ＩＮ，Ｆｕｋｕｔａ Ｓ，Ｋｙｒｉａｋｏｐｏｕｌｏｕ ＰＥ，ｅｔ ａｌ． Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ
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［ ７ ］ 　 王建峰，黄素文，刘思国，等． 牛副结核分枝杆菌 ＬＡＭＰ 快速检测

方法的建立［Ｊ］．中国预防兽医学报，２０１２，３４（７）：５５５ －５５７．
［ ８ ］ 　 赵丽娟，周洁，高诚，等． 环介导等温扩增技术及其应用［ Ｊ］ ．

实验动物与比较医学，２０１４，３４（２）： １６２ － １６６．
［ ９ ］ 　 Ｍｏｒｉ Ｙ， Ｋｉｔａｏ Ｍ， Ｔｏｍｉｔａ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｙ ｏｆ

ＬＡＭＰ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏ⁃
ｐｈ Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００４，５９：１４５ － １５７．

［１０］ 　 刘业兵，张磊，宁宜宝，等． 猪细小病毒 ＬＡＭＰ 检测方法的建

立 ［Ｊ］ ． 中国农业科学，２０１０，４３（１４）：３０１２ － ３０１８．
［１１］ 　 Ｆｕｋｕｄａ Ｓ， Ｔａｋａｏ Ｓ， Ｋｕｗａｙａｍａ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏ⁃

ｒｏｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ｆｅｃａｌ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃
ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉ⁃
ｏｌ， ２００６， ４４， １３７６ － １３８１．

［１２］ 　 Ｐａｒｉｄａ Ｍ， Ｐｏｓａｄａｓ Ｇ， Ｉｎｏｕｅ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｅｓｔ Ｎｉｌｅ ｖｉｒｕｓ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００４， ４２：２５７ － ２６３．

［１３］ 　 Ｎｉｅ ＸＺ． Ｒｅｖｅｒｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ Ｙ［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓ，２００５，
８９：６０５ － ６１０．

［１４］ 　 李启明，马学军，高寒春，等． 逆转录环介导等温核酸扩增技

术（ＲＴ⁃ＬＡＭＰ）在 Ｈ５Ｎ１ 禽流感病毒基因检测中的应用［ Ｊ］ ．
病毒学报，２００８，２４：１７８ － １８４．

［收稿日期］ 　 ２０１６⁃０２⁃０２
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􀦋􀦋专题研究

无特定病原体金定鸭微卫星 ＤＮＡ 遗传多样性分析
赵丽丽＃，陆涛峰＃，张晓萍，牛银杰，陈洪岩∗

（中国农业科学院哈尔滨兽医研究所兽医生物技术国家重点实验室，哈尔滨　 １５０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用微卫星标记对无特定病原体金定鸭群进行遗传多样性分析。 方法　 采用微卫星标记，
对 ＳＰＦ 金定鸭种群中 ７１ 个个体进行遗传多样性分析。 结果　 ＳＰＦ 金定鸭种群中 １７ 个位点上共检测到 １１９ 个等位

基因，每个微卫星上等位基因数介于 ３ ～ １３；该 ＳＰＦ 金定鸭群体中有 １３ 个位点（ＰＩＣ ＞ ０􀆰 ５）呈现出高度多态，平均杂

合度为（０􀆰 ５８１６ ± ０􀆰 ０１４２），其他位点均呈现出中度多态。 仅有 ５ 个位点处于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态，其余 １２ 个

位点显著偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡，达到极显著水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 该 ＳＰＦ 金定鸭群体内均存在丰富的遗传

多样性，满足建立封闭群的遗传特征，可以利用该群体继续开展无特定病原体金定鸭封闭群的建立。
【关键词】 　 ＳＰＦ 金定鸭；遗传多样性；微卫星标记
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Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ＳＰＦ Ｊｉｎｄｉｎｇ ｄｕｃｋ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ＺＨＡＯ Ｌｉ⁃ｌｉ， ＬＵ Ｔａｏ⁃ｆｅｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｘｉａｏ⁃ｐｉｎｇ， ＮＩＵ Ｙｉｎ⁃ｊｉｅ， ＣＨＥＮ Ｈｏｎｇ⁃ｙａｎ∗

（Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｈａｒｂｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ （ＣＡＡＳ）， Ｈａｒｂｉｎ １５０００１， Ｃｈｉｎａ）

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ＤＮＡ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ＳＰＦ Ｊｉｎｄｉｎｇ ｄｕｃｋ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｍａｒｋｅｒｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ＤＮＡ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ７１ ＳＰＦ Ｊｉｎｄｉｎｇ ｄｕｃｋｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １５２ ａｌｌｅｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｔ １７ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ ａｔ ｅａｃｈ ｌｏｃｕｓ ｖａｒｉｅｄ ｆｒｏｍ ３ ｔｏ １３．
Ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｖｅｒａｇｅ ＰＩＣ ｖａｌｕｅｓ （ＰＩＣ ＞ ０􀆰 ５）， ｔｈｅ ｈｅｒｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ （Ｈ） ｗａｓ ０􀆰 ５８１６ ±
０􀆰 ０１４２． Ｏｔｈｅｒ ｌｏｃｉ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｍｉｄｄｌｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ＰＩＣ ｖａｌｕｅｓ． Ｏｎｌｙ ５ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｗｅｒｅ ｉｎ Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅ⁃
ｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ， ａｌｔｈｏｕｇｈ １２ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｉｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＳＰＦ Ｊｉｎｄｉｎｇ ｄｕｃｋ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｒｅ ｒｉｃｈ， ａｎｄ ｔｈｉｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｅｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｉｍａｌｓ， ｓｏ ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ ＳＰＦ Ｊｉｎｄｉｎｇ ｄｕｃｋ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｊｉｎｄｉｎｇ ｄｕｃｋ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ； Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＣＨＥＮ Ｈｏｎｇ⁃ｙａｎ，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｈｅｎｈｏｎｇｙａｎ ＠ ｃａａｓ． ｃｎ．

　 　 金定鸭是我国著名的蛋鸭地方品种，因其产蛋

量高、体型小、饲料利用率高、杂交利用效果明显、适
应性强等优点而驰名中外［１⁃２］。 哈尔滨兽医研究所

实验动物中心从国家水禽种质资源基因库江苏省丰

达水禽育种场引进祖代金定鸭种卵，从孵化开始在

屏障环境下进行病原微生物的净化。 自 １ 日龄起直

至淘汰，全部生命周期都饲养于隔离器中，已经排除

了高致病性禽流感病毒、鸡新城疫病毒、禽腺病毒Ⅲ
群、番鸭细小病毒、禽减蛋综合征、鹅细小病毒、鸭瘟

病毒、Ｉ 型鸭肝炎病毒、鸭圆环病毒和鸭坦布苏病毒

等十种病原体，初步培育出无特定病原体金定鸭 Ｆ０
代核心群。 为了了解该群的遗传多样性状况，以便

采取更有效的保种措施及更好地开发利用，本研究

采用微卫星 ＤＮＡ 技术，选用 １７ 个极其高度多态且
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分布在不同连锁群上的微卫星标记，结合 ＰＣＲ 和毛

细管电泳技术，从分子水平对该群无特定病原体金

定鸭的遗传多样性进行了研究，以期获得该群体的

遗传学参数，为 ＳＰＦ 金定鸭封闭群的培育提供基础

数据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

本试验共采集了中国农业科学院哈尔滨兽医研

究所实验动物中心保存的无特定病原体金定鸭 ７１
只，６１ 周龄【ＳＣＸＫ（黑）２０１１ － ００７】，翅静脉采血。
所有动物经过高致病性禽流感病毒、鸡新城疫病毒、
禽淋巴白血病病毒、番鸭细小病毒、禽减蛋综合征、

鹅细小病毒、鸭瘟病毒、Ｉ 型鸭肝炎病毒、鸭圆环病

毒和鸭坦布苏病毒等十种病原体检测，均呈阴性，微
生物检测内容在本文中没有涉及。
１􀆰 １􀆰 ２　 ＰＣＲ 相关试剂

ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰｓ 及 １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ
均购自大连宝生物有限公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 微卫星引物

参照文献报道，选择了 １７ 对微卫星标记用于鸭

的遗传多样性分析［３，５，８］。 为了实现微卫星多态性

的荧光半自动检测，对引物进行了荧光修饰，本研究

选择了适用于 ＡＢＩ３１３０ＸＬ 下光栅 ＣＣＤ 荧光检测系

统的三种荧光集团，即 ＦＡＭ（蓝色）、ＨＥＸ（绿色）、
和 ＬＩＺ（橙色），其中 ＬＩＺ 为分子量内标。 所用引物

和组合见表 １。
　 　 表 １　 １７ 个鸭微卫星位点的相关信息

　 　 Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １７ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｃｋｓ
微卫星标记名称

Ｎａｍｅ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ

引物序列（５’ － ３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ

ｐｒｉｍｅｒｓ（５’ － ３’）

片段范围 ／ ｂｐ
Ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｓｉｚｅ

荧光标记
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｌａｂｅｌｉｎｇ

退火温度 ／ ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＣＡＵＤ００４
ＴＣＣＡＣＴＴＧＧＴＡＧＡＣＣＴＴＧＡＧ
ＴＧＧＧＡＴＴＣＡＧＴＧＡＧＡＡＧＣＣＴ ２０２ － ２２２ ＨＥＸ ６２

ＣＡＵＤ０１１
ＴＧＣＴＡＴＣＣＡＣＣＣＡＡＴＡＡＧＴＧ
ＣＡＡＡＧＴＴＡＧＣＴＧＧＴＡＴＣＴＧＣ １２９ － １４２ ＨＥＸ ５２

ＣＡＵＤ０１３ ＡＣＡＡＴＡＧＡＴＴＣＣＡＧＡＴＧＣＴＧＡＡ
ＡＴＧＴＣＴＧＡＧＴＣＣＴＣＧＧＡＧＣ

８７ － １０５ ６ＦＡＭ ５８

ＣＡＵＤ０２３ ＣＡＣＡＴＴＡＡＣＴＡＣＡＴＴＴＣＧＧＴＣＴ
ＣＡＧＣＣＡＡＡＧＡＧＴＴＣＡＡＣＡＧＧ

１６４ － １６７ ６ＦＡＭ ５２

ＣＡＵＤ０２６ ＡＣＧＴＣＡＣＡＴＣＡＣＣＣＣＡＣＡＧ
ＣＴＴＴＧＣＣＴＣＴＧＧＴＧＡＧＧＴＴＣ

１４２ － １５２ ６ＦＡＭ ６１

ＣＡＵＤ０３５ ＧＴＧＣＣＴＡＡＣＣＣＴＧＡＴＧＧＡＴＧ
ＣＴＴＡＴＣＡＧＡＴＧＧＧＧＣＴＣＧＧＡ

２２１ － ２３９ ６ＦＡＭ ６３

ＣＡＵＤ０３２ ＧＡＡＡＣＣＡＡＣＴＧＡＡＡＡＣＧＧＧＣ
ＣＣＴＣＣＴＧＣＧＴＣＣＣＡＡＴＡＡＧ

１１８ － １２６ ６ＦＡＭ ５８

ＣＡＵＤ０２７ ＡＧＡＡＧＧＣＡＧＧＣＡＡＡＴＣＡＧＡＧ
ＴＣＣＡＣＴＣＡＴＡＡＡＡＡＣＡＣＣＣＡＣＡ

１１２ － １２２ ＨＥＸ ６４

ＡＰＨ０８ ＡＡＡＧＣＣＣＴＧＴＧＡＡＧＣＧＡＧＣＴＡ
ＴＧＴＧＴＧＴＧＣＡＴＣＴＧＧＧＴＧＴＧＴ

１７６ － １８７ ＨＥＸ ５３

ＡＰＨ１３ ＣＡＡＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡＴＧＡＴＡＡＡＡ
ＣＡＡＴＧＡＴＣＴＣＡＣＴＣＣＣＡＡＴＡＧ

２４３ － ２５５ ＨＥＸ ５６

ＡＰＨ１８ ＴＴＣＴＧＧＣＣＴＧＡＴＡＧＧＴＡＴＧＡＧ
ＧＡＡＴＴＧＧＧＴＧＧＴＴＣＡＴＡＣＴＧＴ

１４９ － １５３ ６ＦＡＭ ５８

ＡＰＨ２０ ＡＣＣＡＧＣＣＴＡＧＣＡＡＧＣＡＣＴＧＴ
ＧＡＧＧＣＴＴＴＡＧＧＡＧＡＧＡＴＴＧＡＡＡＡ

１６６ － １７２ ＨＥＸ ５８

ＡＰＨ２５ ＣＣＧＴＣＡＧＡＣＴＧＴＡＧＧＧＡＡＧＧ
ＡＡＡＧＣＴＣＣＡＣＡＧＡＧＧＣＡＡＡＧ

１０２ － １１４ ６ＦＡＭ ５９

ＡＰＨ０９ ＧＧＡＴＧＴＴＧＣＣＣＣＡＣＡＴＡＴＴＴ
ＴＴＧＣＣＴＴＧＴＴＴＡＴＧＡＧＣＣＡＴＴＡ

１０４ － １３０ ６ＦＡＭ ５８

ＡＰＨ２１ ＣＴＴＡＡＡＧＣＡＡＡＧＣＧＣＡＣＧＴＣ
ＡＧＡＴＧＣＣＣＡＡＡＧＴＣＴＧＴＧＧＴ

１３２ － １３９ ６ＦＡＭ ５９

ＡＰＨ２２ ＧＴＴＡＴＣＴＣＣＣＡＣＴＧＣＡＣＡＣＧ
ＣＧＡＣＡＧＧＡＧＣＡＡＧＣＴＧＧＡＧ

１４８ － １５８ ６ＦＡＭ ５８

ＡＰＨ１５ ＣＣＧＴＣＡＧＡＣＴＧＴＡＧＧＧＡＡＧＧ
ＡＡＡＧＣＴＣＣＡＣＡＧＡＧＧＣＡＡＡＧ

１７４ － １８０ ６ＦＡＭ ６０
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 血液基因组 ＤＮＡ 的提取采用常规的酚氯仿

抽提法

１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 总反应体积为 ２５ μＬ，其中 １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆ⁃
ｅｒ、ｄＮＴＰ、Ｔａｑ 酶按照不同试剂盒的推荐量加入，上
下游引物 （１００ ｐｍｏｌ ／ μＬ） 各 １ μＬ ，基因组 ＤＮＡ：１
μＬ，用纯水（ｄｄＨ２Ｏ）补足体系到 ２５ μＬ。

ＰＣＲ 反应程序为：９４℃ 预变性， ３ ｍｉｎ；９４℃ 变

性，４０ ｓ；退火温度 （各位点退火温度参见表 Ｂ），
４０ ｓ；７２℃ 延伸，４０ ｓ；３０ 个循环；７２℃ 继续延伸 ５
ｍｉｎ；扩增产物 ４℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 产物的检测

ＰＣＲ 产物，经 １􀆰 ５％ 的琼脂糖凝胶电泳以及凝

胶成像系统拍照检测扩增结果。
１􀆰 ２􀆰 ４　 扩增产物的 ＳＴＲ 扫描

扩增产物经过琼脂糖凝胶电泳检测确保扩增出

目的片断后，选择分别以 ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＴＡＭＲＡ 标记

的三个位点的扩增产物，以 １∶ １􀆰 ５∶ １􀆰 ５ 体积比混合，
取 １ μＬ 上样进行 ＳＴＲ 扫描。 荧光引物合成和 ＳＴＲ
扫描均由金唯智公司完成。
１􀆰 ２􀆰 ５　 数据分析

本研究中采用 Ｅｘｃｅｌ Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ Ｔｏｏｌｋｉｔ （ ｖｅｒ⁃
ｓｉｏｎ ３􀆰 １） 软件计算群体内各位点的等位基因数

（Ｎａ）和多态信息含量（ ＰＩＣ）、群体的期望杂合度

（Ｈｅ）和观察杂合度（Ｈｏ）；利用 ＧＥＮＥＰＯＰ ｖｅｒｓｉｏｎ
３􀆰 ４ 软件进行 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 等位基因及基因频率

该金定鸭群体在 １７ 个微卫星位点上的等位基

因及等位基因频率情况如表 ２ 所示。 结果表明，
金定鸭群体在 １７ 个位点上共检测到 １１９ 个等位基

因，所有位点中等位基因数最多的为 １３ 个，最少

的为 ３ 个。 大部分位点上检测到的等位基因数都

接近于文献报道［５，１０］ 。 每个位点上存在一个或极

少数优势等位基因，这些优势等位基因可能是品

种间或种内较为保守的等位基因，同时在部分位

点也存在一些低频率的等位基因，依据文献报

道［３， ５ ，８］我们选取的微卫星全部为二核苷酸重复序

列，但在许多位点上检测到了单碱基的差异，说明

在这些位点的侧翼序列中可能存在着一定程度的

单核苷酸多态性。

２􀆰 ２　 杂合度、多态信息含量及有效等位基因数

１７ 个微卫星位点在金定鸭群体中的多态信息

含量（ＰＩＣ）、群体的期望杂合度（Ｈｅ）和观察杂合度

（Ｈｏ）见表 ３。 结果表明，该金定鸭群体中有 １３ 个位

点（ ＰＩＣ ＞ ０􀆰 ５ ） 呈现出高度多态，平均杂合度为

（０􀆰 ５８１６ ± ０􀆰 ０１４２），其他位点均呈现出中度多态。
上述信息均表明群体内遗传多样性较高，各位点多

态性较好，遗传多样性水平基本相当。 依据 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ
等首先提出的衡量基因变异程度高低的多态信息含

量（ＰＩＣ）指标，表明所选位点具有较高的多态性，适
于鸭的遗传学分析。
２􀆰 ３　 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡

使用 ＧＥＮＥＰＯＰ 软件对金定鸭群体中 １７ 个微

卫星位点的 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态进行检验，统
计结果如表 ４ 所示。 结果显示，仅有 ５ 个位点处于

Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态，其余 １２ 个位点显著偏离

Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡，达到极显著水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
表明该群体在培育过程中受到明显的选择效应，与
该群体的遗传背景相符合。

综上所述，该 ＳＰＦ 金定鸭群体在所选的 １７ 个微

卫星位点上表现出较高的多态性，表明这些位点能

用于封闭群金定鸭遗传质量评价。 同时，该群体在

一些位点上表现出偏离哈代⁃温伯格平衡的现象，表
明该群体在培育过程中受到了人工选择的压力，这
也与该群体的遗传背景相一致。 因此，该群体经过

基于微卫星标记的遗传质量检测，表明该群体符合

封闭群的遗传特征，可以利用该群体继续开展无特

定病原体金定鸭封闭群的建立。

３　 讨论

微卫星 ＤＮＡ（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ）是上世纪 ８０ 年代末

发展起来的一种新型遗传标记。 由于其具有在基因

组中分布广泛、多态性高、易于检测、共显性遗传等

优点，因此在评价遗传多样性、构建遗传连锁图谱、
绘制系统发生树、疾病诊断和亲子鉴定方面显示出

巨大优势，并在动植物的遗传研究中得到了广泛应

用［７，８］，同时也被作为一种重要、成熟的遗传学检测

工具广泛应用于各类实验动物遗传质量检测研究

中［９，１０］。 目前，微卫星 ＤＮＡ 扩增产物的电泳分型方

法有琼脂糖电泳、聚丙烯酰胺电泳和毛细管电泳等。
毛细管电泳技术是将荧光标记的 ＰＣＲ 产物和标准

分子量样品（内参） 在同一毛细管中进行电泳，ＤＮＡ
分析仪将结果自动记录在计算机上，利用片段分析
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软件进行图像收集和分析，精确计算出微卫星等位

基因片段的大小。 毛细管电泳检测 ＰＣＲ 产物具有

微量、高度自动化、结果更加准确等明显优势，是微

卫星检测的发展方向。
　 　 表 ２　 １７ 个鸭微卫星位点等位基因数及等位基因频率

　 　 Ｔａｂ． ２　 Ａｌｌｅｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ａｔ １７ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｃｋｓ

基因座
Ｌｏｃｉ

等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ

等位基
因频率
Ａｌｌｅｌｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

基因座
Ｌｏｃｉ

等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ

等位基
因频率
Ａｌｌｅｌｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

基因座
Ｌｏｃｉ

等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ

等位基
因频率
Ａｌｌｅｌｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ＡＰＨ０８

ＡＰＨ０９

ＡＰＨ１３

ＡＰＨ１５

ＡＰＨ１８

ＡＰＨ２０

ＡＰＨ２１

１００ １􀆰 ４１
１０５ ２０􀆰 ４２
１０６ ０􀆰 ７０
１０７ ２４􀆰 ６５
１０９ ０􀆰 ７０
１１０ ２􀆰 １１
１１１ ４２􀆰 ２５
１１３ ７􀆰 ７５

１０１ ５􀆰 ６３
１０５ １４􀆰 ０８
１０７ ２７􀆰 ４６
１０９ １􀆰 ４１
１２４ ５１􀆰 ４１

１７６ ７􀆰 ０４
１７８ ６９􀆰 ０１
１７９ １４􀆰 ７９
１８７ ９􀆰 １５

１６６ １􀆰 ４１
１６８ ７６􀆰 ０６
１６９ ２􀆰 ８２
１７０ １１􀆰 ９７
１７１ ０􀆰 ７０
１７２ ７􀆰 ０４

２４３ ４􀆰 ２３
２４４ １􀆰 ４１
２５０ １３􀆰 ３８
２５１ ３６􀆰 ６２
２５２ ４４􀆰 ３７

１４５ ８􀆰 ４５
１５０ ４１􀆰 ５５
１５１ ３８􀆰 ７３
１５２ １１􀆰 ２７

１３２ ２􀆰 １１
１３３ ０􀆰 ７０
１３５ ５９􀆰 １５
１３８ １８􀆰 ３１
１４３ ４􀆰 ９３
１５０ ０􀆰 ７０
１５１ １４􀆰 ０８

ＡＰＨ２２

ＡＰＨ２５

ＣＡＵＤ００４

ＣＡＵＤ０１１

ＣＡＵＤ０１３

ＣＡＵＤ０２３

１５０ ０􀆰 ７０
１５２ １０􀆰 ５６
１５８ ８８􀆰 ７３

１６７ １􀆰 ４１
１６８ ５９􀆰 １５
１６９ １９􀆰 ７２
１７０ ６􀆰 ３４
１７１ ６􀆰 ３４
１７２ ３􀆰 ５２
１７３ ３􀆰 ５２

１９５ ３􀆰 ５２
２０３ ２５􀆰 ３５
２０４ ９􀆰 ８６
２０９ １２􀆰 ６８
２１０ ２６􀆰 ０６
２１１ １１􀆰 ２７
２２２ １１􀆰 ２７

１３２ ２􀆰 １１
１３３ ０􀆰 ７０
１３５ ４０􀆰 １４
１３８ ４􀆰 ２３
１４３ １􀆰 ４１
１４５ ７􀆰 ７５
１５０ ２２􀆰 ５４
１５１ １９􀆰 ７２
１５２ １􀆰 ４１

１３２ ２􀆰 １１
１３３ ０􀆰 ７０
１３５ ４０􀆰 １４
１３８ ４􀆰 ２３
１４３ １􀆰 ４１
１５１ １􀆰 ４１
１５２ １０􀆰 ５６
１５８ ３９􀆰 ４４

１６４ ６５􀆰 ４９
１６６ １６􀆰 ２０
１７２ ３􀆰 ５２
１８３ １３􀆰 ３８
１８４ ０􀆰 ７０
１８６ ０􀆰 ７０

ＣＡＵＤ０２６

ＣＡＵＤ０２７

ＣＡＵＤ０３２

ＣＡＵＤ０３５

１６７ １􀆰 ４１
１６８ ３３􀆰 ８０
１６９ １２􀆰 ６８
１７０ ０􀆰 ７０
１７１ ０􀆰 ７０
１７２ ０􀆰 ７０
１９５ ２􀆰 １１
２０３ １４􀆰 ０８
２０４ ４􀆰 ９３
２０９ ６􀆰 ３４
２１０ １２􀆰 ６８
２１１ ５􀆰 ６３
２２２ ４􀆰 ２３

１４５ ７􀆰 ７５
１５０ ２２􀆰 ５４
１５１ １８􀆰 ３１
１５２ １􀆰 ４１
１９５ ２􀆰 １１
２０３ １４􀆰 ０８
２０４ ４􀆰 ９３
２０９ ６􀆰 ３４
２１０ １２􀆰 ６８
２１１ ５􀆰 ６３
２２２ ４􀆰 ２３

１３２ ２􀆰 １１
１３３ ０􀆰 ７０
１３５ ４０􀆰 １４
１３８ ４􀆰 ２３
１４３ １􀆰 ４１
１４５ ７􀆰 ７５
１５０ ２２􀆰 ５４
１５１ １９􀆰 ７２
１５２ １􀆰 ４１

２２２ １４􀆰 ７９
２３０ ４７􀆰 ８９
２３１ ９􀆰 ８６
２３２ ２􀆰 １１
２３３ ６􀆰 ３４
２３７ １６􀆰 ２０
２３９ ２􀆰 ８２

　 　 本研究利用毛细管电泳技术，建立了 ＳＰＦ 金定

鸭群体遗传质量研究的方法，该方法包含了 １７ 个鸭

微卫星位点。 通过对 ＳＰＦ 金定鸭种群中 ７１ 个个体

的遗传多样性分析，共检测到 １１９ 个等位基因，每个

微卫星座位上等位基因数介于 ３ ～ １３ 个之间，大部

分位点上检测到的等位基因数都接近于文献报

道［２，１１，１２］。 该 ＳＰＦ 金定鸭群体中有 １３ 个位点（ＰＩＣ
＞ ０􀆰 ５）呈现出高度多态，平均杂合度为（０􀆰 ５８１６ ±

２０３
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０􀆰 ０１４２），其他位点均呈现出中度多态，仅有 ５ 个位

点处于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态，其余 １２ 个位点显

著偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡，达到极显著水平（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 结果表明，该 ＳＰＦ 金定鸭群体在所选的 １７
个微卫星位点上表现出较高的多态性，说明这些位

点能用于封闭群金定鸭遗传质量评价。 同时，该群

体在一些位点上表现出偏离哈代⁃温伯格平衡的现

象，表明该群体在培育过程中受到了人工选择的压

力，这也与该群体的遗传背景相一致。
表 ３　 １７ 个鸭微卫星位点遗传变异参数

Ｔａｂ． ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ａｔ １７ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｃｋｓ

基因座
Ｌｏｃｉ

群体的期望
杂合度
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ

ｈｅｒｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

观察杂合度
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ

多态信息含量
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ

ＡＰＨ０８ ０􀆰 ７１７３１１ ０􀆰 ６４７８８７ ０􀆰 ６６６８０７
ＡＰＨ０９ ０􀆰 ６４１５９４ ０􀆰 ６３３８０３ ０􀆰 ５８１３０１
ＡＰＨ１３ ０􀆰 ４９１９５９ ０􀆰 ３２３９４４ ０􀆰 ４５４２８６
ＡＰＨ１５ ０􀆰 ４０４０５６ ０􀆰 ３８０２８２ ０􀆰 ３７７５０３
ＡＰＨ１８ ０􀆰 ６５３７８１ ０􀆰 ５０７０４２ ０􀆰 ５８３１５１
ＡＰＨ２０ ０􀆰 ６６２１７２ ０􀆰 ２９５７７５ ０􀆰 ５９２７２９
ＡＰＨ２１ ０􀆰 ５９７９４２ ０􀆰 ６１９７１８ ０􀆰 ５５２６５２
ＡＰＨ２２ ０􀆰 ２０２８７７ ０􀆰 ２２５３５２ ０􀆰 １８３７９８
ＡＰＨ２５ ０􀆰 ６０４７３５ ０􀆰 ３６６１９７ ０􀆰 ５６４８５５

ＣＡＵＤ００４ ０􀆰 ８２１１９７ ０􀆰 ０７０４２３ ０􀆰 ７９０７５９
ＣＡＵＤ０１１ ０􀆰 ７４５７８ ０􀆰 ９８５９１５ ０􀆰 ７０３２９４
ＣＡＵＤ０１３ ０􀆰 ６７４２５８ １ ０􀆰 ６１０５６５
ＣＡＵＤ０２３ ０􀆰 ５２９３１８ ０􀆰 ２９５７７５ ０􀆰 ４８５５１９
ＣＡＵＤ０２６ ０􀆰 ８２７３９ １ ０􀆰 ８０３７２５
ＣＡＵＤ０２７ ０􀆰 ８６７８４５ １ ０􀆰 ８４７０４２
ＣＡＵＤ０３２ ０􀆰 ７４５７８ ０􀆰 ９８５９１５ ０􀆰 ７０３２９４
ＣＡＵＤ０３５ ０􀆰 ７１２６１６ ０􀆰 ５４９２９６ ０􀆰 ６７５９６４

表 ４　 １７ 个鸭微卫星位点的 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态

Ｔａｂ． ４　 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｔｅｓｔ ｏｆ １７
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｃｋｓ

ｌｏｃｕｓ Ｐ⁃ｖａｌ Ｓ． Ｅ．
Ｆｉｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ

Ｗ＆Ｃ Ｒ＆Ｈ
ＡＰＨ０８ ０􀆰 ２３０５ ０􀆰 ０１７６ ０􀆰 ０９７４ ０􀆰 １１７
ＡＰＨ０９ ０􀆰 ９６７３ ０􀆰 ００２２ ０􀆰 ０１２２ － ０􀆰 ０１６９
ＡＰＨ１３ ０ ０ ０􀆰 ３４３１ ０􀆰 １００８
ＡＰＨ１５ ０􀆰 ０１７６ ０􀆰 ００３１ ０􀆰 ０５９２ ０􀆰 １０３４
ＡＰＨ１８ ０ ０ ０􀆰 ２２５７ ０􀆰 ２０１８
ＡＰＨ２０ ０ ０ ０􀆰 ５５５１ ０􀆰 ３６７７
ＡＰＨ２１ ０􀆰 ９７４８ ０􀆰 ００３９ － ０􀆰 ０３６７ － ０􀆰 ００９４
ＡＰＨ２２ １ ０ － ０􀆰 １１１７ － ０􀆰 ０５６８
ＡＰＨ２５ ０ ０ ０􀆰 ３９６２ ０􀆰 １４６２

ＣＡＵＤ００４ ０ ０ ０􀆰 ９１４８ ０􀆰 ９１５６
ＣＡＵＤ０１１ ０ ０ － ０􀆰 ３２５ － ０􀆰 １０９８
ＣＡＵＤ０１３ ０ ０ － ０􀆰 ４８８２ － ０􀆰 １３６７
ＣＡＵＤ０２３ ０ ０ ０􀆰 ４４３ ０􀆰 １４８３
ＣＡＵＤ０２６ ０ ０ － ０􀆰 ２１０４ － ０􀆰 ０７６８
ＣＡＵＤ０２７ ０ ０ － ０􀆰 １５３５ － ０􀆰 ０９３６
ＣＡＵＤ０３２ ０ ０ － ０􀆰 ３２５ － ０􀆰 １０９８
ＣＡＵＤ０３５ ０ ０ ０􀆰 ２３０４ ０􀆰 １６５７

　 　 综上所述，本研究对利用微卫星 ＤＮＡ 标记对培

育的无特定病原体金定鸭种群的遗传多样性进行了

遗传质量检测，表明该群体符合封闭群的遗传特征，
可以利用该群体继续开展无特定病原体金定鸭封闭

群的建立。 从而可以为后期实验动物无特定病原体

金定鸭的培育的标准化、规模化和种子库的建立提

供重要的遗传学数据和理论依据。
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冯洁１，２，张泉１，谢建云２，魏晓锋２，高诚２

（１． 扬州大学兽医学院，江苏扬州　 ２２５００９； ２． 上海实验动物研究中心，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨肝螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｈｅｐａｔｉｃｕｓ，Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ）感染对小鼠骨髓源树突状细胞（ＤＣ）表面

分子形态和机体免疫应答的干扰。 方法　 以 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ（ＡＴＣＣ ５１４５０）灌饲 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小鼠，于末次接种

后 ５ 个月体外分离培养骨髓 ＤＣ，经粒细胞⁃单核细胞集落刺激因子（ＧＭ⁃ＣＳＦ）、白细胞介素⁃４（ＩＬ⁃４），刺激 ＤＣ 增殖、
分化，流式细胞仪分析 ＤＣ 细胞表面分子 ＣＤ１１ｃ、ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＭＨＣＩＩ 的表达率。 此基础上，用新城疫病毒（ＮＤＶ）
ＺＪ１ 株人工接种实验组和对照组小鼠，每周测定 ＮＤＶ 血清抗体效价，比较抗体产生的差异。 结果　 实验组 ＭＨＣ ＩＩ
和 ＣＤ４０ 分子的表达率高于对照组。 ＮＤＶ 抗体水平第 １ 周实验组略低于对照组；第 ２ ～ ５ 周内实验组小鼠的抗体水

平均高于对照组，差异有显著性；第 ６ 周两组小鼠血清抗体均呈下降趋势，差异无显著性。 结论　 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 感染

对小鼠骨髓 ＤＣ 成熟有促进作用，能提高 ＭＨＣ ＩＩ 和 ＣＤ４０ 表达水平，可促进 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠产生抗 ＮＤＶ 的抗体水平。
【关键词】 　 肝螺杆菌；树突状细胞；新城疫病毒；抗体
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　 　 肝螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｈｅｐａｔｉｃｕｓ，Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ）属
于革兰阴性菌，呈螺杆或弯曲状，生长要求苛刻，最
早发现于发生肝细胞癌和慢性活动性肝炎的 Ａ ／ Ｊ
Ｃｒ 小鼠肝脏（Ｆｏｘ 等，１９９２） ［１］。 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 可长期

定殖于啮齿类动物的肝脏和盲肠，引起慢性肝炎、肝
癌、结肠炎和盲肠炎，病变的严重程度与动物的品

系、年龄、性别等因素有关［２⁃４］，使用携带 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ
的实验动物进行科学研究时，可能会干扰实验结果。

树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ，ＤＣ）是重要的抗原提

呈细胞（ＡＰＣ），成熟 ＤＣ 具有强大的抗原呈递功能并

刺激 Ｔ 细胞活化，介导机体免疫应答［５］。 本研究通过

对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠人工感染 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ，分离骨髓源

ＤＣ 细胞，经诱导后以流式细胞术检测其表面分子的

表达水平。 在此基础上，用新城疫病毒（ＮＤＶ）ＺＪ１ 株

接种小鼠，测定血清中 ＮＤＶ 抗体效价水平，从而探讨

Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 感染对于小鼠骨髓源 ＤＣ 表面分子形态

的影响以及对小鼠免疫功能的干扰。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株

Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 标准菌株（ＡＴＣＣ５１４５０），购自美国

国家标准菌种保藏中心。 标准菌株接种于哥伦比亚

选择性血琼脂培养基，立即置于放有微需氧产气袋

的密闭厌氧罐中，３７℃培养至第 ７ 天，收集细菌。
１􀆰 ２　 病毒

灭活禽新城疫病毒（ＮＤＶ）ＺＪ１ 株，由扬州大学

畜禽传染病教研室惠赠。
１􀆰 ３　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ５０ 只，４ ～ ６ 周龄，雄性，体
重 ２２ ～ ２４ ｇ，由扬州大学比较医学中心提供【ＳＣＸＫ
（苏）２０１２ － ０００４】。 所有动物均在扬州大学比较医

学中心动物房进行饲养【ＳＹＸＫ（苏）２０１２ － ００２９】。
１􀆰 ４　 仪器和试剂

哥伦比亚血琼脂基础培养基、脑心浸液、脱纤维

裂解马血 ＳＲ４８、选择性抗生素 ＳＲ１４７ 和微需氧产气

袋（英国 Ｏｘｏｉｄ 公司），ＲＰＭＩ １６４０（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司），胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司），青链霉素（山东

鲁抗医药股份有限公司），小鼠重组 ＧＭ⁃ＣＳＦ、ＩＬ⁃４
（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司），ＣＤ１１ｃ、ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＭＨＣＩＩ
单抗（美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司），其他相关试剂均为

国产分析纯。
Ｍｉｎｉ Ｓｐｉｎ 离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司），超净

工作台（江苏苏州净化设备厂），细胞培养 ６ 孔板

（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司），ＣＯ２ 恒温培养箱（德国 Ｈｅｒａｅ⁃
ｕｓ 公司），流式细胞仪 ＦＡＣＳＡｒｉａ（美国 Ｂｅｃｔｏｎ⁃Ｄｉｃｋ⁃
ｉｎｓｏｎ 公司）。
１􀆰 ５　 方法

１􀆰 ５􀆰 １　 模型建立

ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ５０ 只，经 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ
特异性 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增证实无 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 感

染。 随机分为实验组和对照组，每组各 ２５ 只，分别

饲养于隔离器。 禁食 １２ ｈ 后，实验组灌饲 Ｈ． ｈｅｐａｔｉ⁃
ｃｕｓ 菌液 ０􀆰 ２ ｍＬ （１ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ），对照组灌饲等

量 ＰＢＳ，连续三次，每次间隔 ４８ ｈ。
１􀆰 ５􀆰 ２　 小鼠骨髓 ＤＣ 的诱导培养

实验组小鼠感染 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 后第 ５ 个月，根据

文献［６⁃８］，每组各取 ８ 只小鼠脱颈处死，无菌取股骨

和胫骨，用 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基冲出骨髓细胞，４００ 目

滤网过滤两次后收集细胞悬液，离心弃上清，加入

０􀆰 ８％ Ｔｒｉｓ⁃ＮＨ４Ｃｌ 破解红细胞，离心、洗涤，以每孔 ２
× １０６ 个细胞接种于 ６ 孔板，每孔加入终浓度为 ５０
ｎｇ ／ ｍＬ 小鼠重组 ＩＬ⁃４ 和 ＧＭ⁃ＣＳＦ 置 ３７℃、５％ ＣＯ２

培养箱诱导培养。 ４８ ｈ 后半量换液，加入新的含 ２０
ｎｇ ／ ｍＬ 小鼠重组 ＩＬ⁃４ 和 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 小鼠重组 ＧＭ⁃
ＣＳＦ 的 １０％ ＦＣＳ ＲＰＭＩ １６４０，继续培养，每培养 ４８ ｈ
半量换液，至第 １０ 天弃悬浮细胞，收集半贴壁的树

突状细胞（所有溶液均用无热原水配置）。 对照组

作同等处理。
１􀆰 ５􀆰 ３　 ＤＣ 表面分子的流式细胞术分析

收集的细胞 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ 弃上清，
ＰＢＳ 洗一遍后将细胞悬浮于 １００ μＬ ＰＢＳ 中，两组细

胞分别加入大鼠抗小鼠 ＣＤ１１ｃ、ＣＤ４０、ＣＤ８０ 和 ＭＨ⁃
ＣＩＩ 类分子荧光标记抗体，置 ４℃避光标记 ３０ ｍｉｎ，
１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ，弃上清，再用 ＰＢＳ 洗两次将

细胞悬浮于 １００ μＬ ＰＢＳ 中，流式细胞仪检测 ＤＣ 细

胞表面分子的表达率。
１􀆰 ５􀆰 ４　 小鼠人工接种

感染 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 后第 ５ 个月每组选取 １５ 只小

鼠进行腹腔注射，每只注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 灭活 ＮＤＶ。 分

别于接种 ＮＤＶ 后第 １、２、３、４、５、６ 周经颌下静脉丛

采血分离血清，以血凝抑制法（ＨＩ）检测血清中抗

ＮＤＶ 的抗体效价。

２　 结果

２􀆰 １　 ＤＣ 的诱导培养

培养基中加入小鼠重组 ＧＭ⁃ＣＳＦ、ＩＬ⁃４，光学显

５０３
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微镜下观察，培养 ２４ ｈ 内树突状细胞悬浮生长，２４
ｈ 后可见许多小而圆的半贴壁细胞，培养 ２ ～ ３ ｄ 后

培养孔底部观察到细胞集落，且细胞集落随着培养

时间的延长变多。 培养至第 ７ 天，细胞呈悬浮生长

且集落增多，高倍镜下可见细胞集落增多，细胞周围

呈树突状突起（图 １）。
２􀆰 ２　 ＤＣ 表面分子表达分析

流式细胞仪检测细胞表面分子表达率如图 ２ 所

示，实验组和对照组 ＣＤ１１ｃ 表面分子的表达率分别

为：８７􀆰 ８％ 、８５􀆰 ６％ ；ＣＤ４０ 表面分子实验组和对照组

表达率分别为 ５７􀆰 ６％ 、３８􀆰 ８％ ；ＣＤ８０ 表面分子实验

组和对照组表达率分别为 ８９􀆰 ８％ 、８８􀆰 ７％ ；ＭＨＣＩＩ

表面分子实验组和对照组表达率分别为 ３􀆰 ６％ 、
０􀆰 ２％ 。 可见肝螺杆菌感染能够促进 ＤＣ 表面分子

ＣＤ４０ 和 ＭＨＣＩＩ 类分子表达。
２􀆰 ３　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠接种 ＮＤＶ 后的抗体水平检测

由表 １ 和图 ３ 可知，实验组接种 ＮＤＶ 后第 １ 到

第 ５ 周内血清抗体效价均逐渐升高，第 ６ 周时呈下

降趋势；对照组接种 ＮＤＶ 后第 １、２ 周血清抗体水平

持平，未出现上升，２ 到 ５ 周逐渐上升，第 ６ 周呈下

降趋势。 除第 １ 周实验组小鼠抗体水平略低于对照

组外，２ 至 ６ 周内实验组抗体水平均高于对照组。
可见肝螺杆菌感染能够提高 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠对 ＮＤＶ
的抗体水平。

注：Ａ． 分离培养 ３ ｄ（ × ２００）；Ｂ． 分离培养 ５ ｄ（ × ４００）。

　 　 图 １　 树突状细胞形态

Ｎｏｔｅ． Ａ． ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ × ２００）； Ｂ． ５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ × ４００）．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｒｉｎｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ

　 　 表 １　 接种 ＮＤＶ 后不同时间内小鼠的血清抗体效价（ｎ ＝ １５）
　 　 Ｔａｂ． １　 Ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＮＤＶ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

接种 ＮＤＶ 时间
Ｉｎｏｃｕｌａｔｅ ｔｉｍｅｓ

血清平均效价 Ａｖｅｒａｇｅ ｓｅｒｕｍ ｔｉｔｅｒ（ ｌｏｇ２）
实验组

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
Ｐ 值

第 １ 周 １ｓｔ ｗｅｅｋ ５􀆰 ４０ ± ０􀆰 ６３ ５􀆰 ５３ ± ０􀆰 ５２ ０􀆰 ５３
第 ２ 周 ２ｎｄ ｗｅｅｋ ６􀆰 ９３ ± １􀆰 ２７ ５􀆰 ４７ ± １􀆰 １９ ０􀆰 ００３
第 ３ 周 ３ｒｄ ｗｅｅｋ ７􀆰 ０８ ± １􀆰 ０４ ６􀆰 ４７ ± ０􀆰 ５２ ０􀆰 ０４９
第 ４ 周 ４ｔｈ ｗｅｅｋ ７􀆰 ６５ ± ０􀆰 ４２ ６􀆰 ８７ ± ０􀆰 ５２ ０􀆰 ０２
第 ５ 周 ５ｔｈ ｗｅｅｋ ８􀆰 ６２ ± ０􀆰 ６５ ８􀆰 ００ ± ０􀆰 ５３ ０􀆰 ０１
第 ６ 周 ６ｔｈ ｗｅｅｋ ６􀆰 ５４ ± ０􀆰 ５２ ６􀆰 ３３ ± ０􀆰 ４９ ０􀆰 ２９

３　 讨论

啮齿动物螺杆菌在全球范围内普遍流行，已被

公认为是啮齿类实验动物重要的致病菌，发达国家

或国际知名实验动物供应商已将其纳入实验大小鼠

病原体监测列表，而 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 尚未列入我国实验

动物国家标准，国内实验室使用啮齿动物进行实验

时通常不对该菌进行检测，使得感染难以被发现。
对于机体免疫正常的小鼠 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 多为隐性感

染，通常无明显的病理变化，Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 可引起机体

细胞免疫和体液免疫，引起迅速而有力的 Ｉ 型免疫

应答，产生 ＩｇＧ 和 ＩｇＭ 抗体，伴随抗 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 抗

体产生、胆酸浓度改变、血清谷丙转氨酶水平升高，
并引起多种细胞因子浓度升高［９］。 使用携带 Ｈ． ｈｅ⁃
ｐａｔｉｃｕｓ 的实验动物进行药理学、免疫学等科学研究

时，可能会对实验产生干扰，从而混淆实验结果。
ＤＣ 是一种专职抗原提呈细胞，能够激活 Ｔ、 Ｂ

细胞（特别是 Ｔ 细胞）的特异性免疫反应及免疫耐

６０３
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　 　 图 ２　 实验组与对照组小鼠 ＤＣ 表面分子表达率

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＣ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

受。 ＤＣ 的分化发育主要经历四个阶段：造血干细

胞→ＤＣ 前体细胞→未成熟的 ＤＣ 细胞→成熟的 ＤＣ
细胞［５］。 在外来抗原的刺激下，成熟 ＤＣ 表面的

ＭＨＣＩＩ 分子与 Ｔ 细胞受体结合，传导抗原特异性刺

激信号，同时，共刺激分子刺激 Ｔ 细胞活化，在机体

特异性免疫应答调节中起着重要的作用［１０］。 我们

从感染 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ ５ 个月的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和未感染

Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕ 的对照组小鼠骨髓中分出 ＤＣ 细胞进行

体外诱导培养，可在 １０ ｄ 左右扩增出大量 ＤＣ 细胞。
采用流式细胞术对两组细胞 ＤＣ 表面的共刺激分子

（ＣＤ１１ｃ、ＣＤ４０、ＣＤ８０ 和 ＭＨＣＩＩ）的表面分子的表达

率进行检测，结果表明，ＭＨＣＩＩ 和 ＣＤ４０ 分子在实验

组的表达率要高于对照组的表达率。 由此推测，Ｈ．

ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 感染可能会对小鼠骨髓中 ＤＣ 的成熟起促

进作用，且能提高 ＭＨＣ ＩＩ 和 ＣＤ４０ 分子的表达水

平，提示或许对抗体的产生水平有一定的促进作用。
有研究表明［１１］，用单纯疱疹病毒Ⅰ型（ＨＳＶ⁃１）

分别接种感染 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ １ 个月和未感染 Ｈ． ｈｅｐａｔ⁃
ｉｃｕｓ 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，１ 周后感染 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 小鼠

的 ＤＣ 表面分子 ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６ 和 ＭＨＣＩＩ 分子

水平较对照组显著降低，说明 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 感染抑制

了 ＤＣ 表型成熟，这与本文结果有一定的差异。 我

们分析可能的原因在于本文仅单纯性研究感染 Ｈ．
ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠骨髓来源 ＤＣ 表面分子表

达率的影响，而文献报道的结果则可能是 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃ⁃
ｕｓ 和 ＨＳＶ⁃１ 共同作用导致。 另外也可能与动物品

７０３
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　 　 图 ３　 接种 ＮＤＶ 抗原后不同时间小鼠的

血清抗体水平的比较

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＮＤＶ ａｎｔｉｇｅｎａｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

系、ＤＣ 细胞来源及感染的时间等因素有关，还有待

进一步深入研究。
此外，本实验还用 ＮＤＶ ＺＪ１ 株分别接种已感染

Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 和未感染 Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，
结果显示，在不同时间段，Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 感染可以促进

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠产生抗 ＮＤＶ 的抗体水平，这可能与 Ｈ．
ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 感染可刺激 ＤＣ 细胞表面 ＣＤ４０ 和 ＭＨＣ ＩＩ
类分子表达水平有一定的关系。

综上所述，Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 感染会对免疫学实验产

生干扰而影响实验数据的准确性。 因此在进行动物

实验尤其是免疫学相关实验时，应尽量选择不携带

Ｈ． ｈｅｐａｔｉｃｕｓ 的动物，以排除其对实验的干扰。
参 考 文 献

［ １ ］　 Ｆｏｘ ＪＧ， Ｄｅｗｈｉｒｓｔ ＦＥ， Ｔｕｌｌｙ ＪＧ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｈｅｐａｔｉｃｕｓ
ｓｐ． ｎｏｖ． ， ａ ｍｉｃｒｏａｅｒｏｐｈｉｌｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｌｉｖｅｒｓ ａｎｄ ｉｎ⁃
ｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｓｃｒａｐｉｎｇｓ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， １９９４，
３２： １２３８ － １２４５．

［ ２ ］ 　 Ｗａｒｄ ＪＭ， Ｆｏｘ ＪＧ， Ａｎｖｅｒ ＭＲ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｎｉｃ ａｃｔｉｖｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ａｎｄ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｉｖｅｒ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ａ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎ⁃
ｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ ｎｏｖｅｌ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎａｔｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｉｎｓｔ．
１９９４， ８６（１６）：１２２２ － １２２７．

［ ３ ］ 　 Ｃａｈｉｌｌ ＲＪ， Ｆｏｌｔｚ ＣＪ， Ｆｏｘ ＪＧ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ：
ａｎ ｉｍｍｕｎｉｔｙ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｂｙ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｈｅｐａｔｉｃｕｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｅｃｔ Ｉｍｍｕｎ． １９９７， ６５： ３１２６
－ ３１３１．

［ ４ ］ 　 Ｈａｉｌｅｙ ＪＲ， Ｈａｓｅｍａｎ ＪＫ， Ｂｕｃｈｅｒ ＪＲ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔ⁃
ｅｒ ｈｅｐａｔｉｃｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｂ６Ｃ３Ｆ１ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ １２ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｔｏｘｉｃｏｌｏ⁃
ｇｙ Ｐｒｏｇｒａｍ ２⁃ｙｅａｒ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｓｔｕｄｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｐａｔｈｏｌ．
１９９８， ２６： ６０２ － ６１１．

［ ５ ］ 　 Ｊｏｎｕｌｅｉｔ Ｈ， Ｓｃｈｍｉｔｔ Ｅ， Ｓｃｈｕｌｅｒ Ｇ，ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
１０⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ， ｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ＣＤ４（ ＋ ） Ｔ ｃｅｌｌ ｗｉｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｂｙ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｈｕ⁃
ｍａｎ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， ２０００， １９２ （９）： １２１３ －
１２２２．

［ ６ ］ 　 Ｉｎｂａ Ｋ， Ｉｎａｂａ Ｍ， Ｒｏｍａｎｉｎ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｎｕｍ⁃
ｂｅｒｓ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｐｌｅ⁃
ｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ／ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， １９９２， １７６： １６９３ － １７０２．

［ ７ ］ 　 Ｃａｏ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｗ， Ｈｅ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｌｙｍｐｈｏｔａｃｔｉｎ ｇｅｎｅ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ａｃｔ ａｓ ｍｏｒｅ ｐｏｔｅｎｔ ａｄｊｕｖａｎｔｓ ｆｏｒ ｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｌ， １９９８， １６１： ６２３８ － ６２４４．

［ ８ ］ 　 Ｌｕｔｚ ＭＢ， Ｋｕｋｕｔｓｃｈ Ｎ， Ｏｇｉｌｖｉｅ ＡＬ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ａｄｖａｎｃｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｌａｒｇｅ ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｐｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ
ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ［ Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ， １９９９，
２２３（１）： ７７ － ９２．

［ ９ ］ 　 Ｃｈａｈｌａｖｉ Ａ， Ｒａｂｋｉｎ Ｓ， Ｔｏｄｏ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｉｏｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ
ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ １ ｏｎ ｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ
ｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒ， １９９９， ６：１７５１ － １７５８．

［１０］ 　 Ｓｍａｒｏｕｌａ Ｄ， Ｊｕｌｉｕｓ ＭＣ， Ｒｏｂｅｒｔ Ｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ８０ ａｎｄ ＣＤ８６
ｏｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｍｏｌ
Ｐａｔｈｏｌ， ２００３， ７５： ２１７．

［１１］ 　 Ｇｕｌａｎｉ Ｊ， Ｎｏｒｂｕｒｙ ＣＣ， Ｂｏｎｎｅａｕ ＲＨ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏ⁃
ｂｅｃｔｅｒ ｈｅｐａｔｉｃｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｏ ｈｅｒｐｅｓ
ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ． ２００９， ５９ （６）： ５３４ － ５４４．

［收稿日期］ 　 ２０１６⁃０２⁃２２

８０３



２０１６ 年 ６ 月

第 ２４ 卷　 第 ３ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊｕｎｅ ２０１６

Ｖｏｌ． ２４　 Ｎｏ． ３

［基金项目］上海市科学技术委员会科研计划项目（Ｎｏ： １３ＤＺ１５１２１０４， １５ＤＺ２２９２４００）。
［作者简介］冯丽萍（１９８５ － ），女，硕士，预防兽医学，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｆｌｐ２０１３＠ ｆｏｘｍａｉｌ． ｃｏｍ
［通讯作者］高诚（１９６１ － ），男，研究员，实验动物质量控制，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇａｏｃｈｅｎｇｄｇｂ＠ １２６． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋专题研究

上海地区实验动物病原体感染指数分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 探索测算感染指数的最佳方法，以便更加科学的反映实验动物的感染状况。 方法　 感染指

数，也称感染度，它是对实验动物质量监测的定性指标。 通过加工汇总实验动物的病原体感染率，综合反映某一特

定实验动物群体的病原体感染状态或趋势的一种指标。 结果　 总体上，小鼠病原体感染指数略有下降，而大鼠的

病原体感染指数则逐年上升。 分别比较各类病原体感染指数发现，小鼠中寄生虫感染指数较高，而大鼠中细菌感

染指数最高。 结论　 感染指数分析揭示了实验动物质量的基本状况，需要加强对小鼠寄生虫的监测，而大鼠的细

菌检测需要投入更多关注。 小鼠病原体感染情况得到控制，大鼠各类病原体的控制情况均逐年趋于严重。
【关键词】 　 实验动物；感染指数；质量监控
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　 　 实验动物质量监测是确保实验动物质量的必要

手段，确保实验动物质量，不仅对保证动物实验结果

准确性、规律性、重复性而且对保证工作人员健康都

有重要意义。 动物的质量易受气候、饲养环境、饲
料、饲养及繁育方式、人员、运输等多种因素的影响。
如果出现监测的缺失，将直接导致管理和生产中的

质控盲区，可能导致实验动物发生病原体感染。
有文献使用病原体阳性率来研究实验动物质量

控制情况［１］，这种方法能够观察特定病原体的感染

情况，却无法直接获知整体的质量控制情况。 本文

探索一个综合性指标来评估实验动物质量，通过权

重分值的校正，得到更加科学的感染指数。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样本来源

所有样本来源于上海市实验动物质量监督检验

站的委托检测样品和年检抽查样品，所有统计病原

体项目均为国标规定必检项目在 ２０１０ ～ ２０１４ 年五

年间检测数据。
１􀆰 ２　 动物种类和级别

清洁级、ＳＰＦ 级的大鼠和小鼠。
１􀆰 ３　 感染指数设定方法

实验动物感染指数是能够反映实验动物质量的

综合性的定性指标，以病原体的阳性率为基础，以病

原体致病性为依据，设定不同的分值来控制其在实

验动物感染指数中所占的权重，如此可以更加科学

直观的体现所统计的实验动物质量控制情况。 实验

动物感染指数并未有过研究，作者根据常见的指数

计算方法，设计了感染指数的计算公式。
感染指数公式为感染指数 ＝ ∑（各类病原体阳

性率百分数 × 检测项目权重分值） ／ 累计各类病

原体检测类别数目 ／ １％
１􀆰 ４　 主要试剂和仪器

检测所需要的仪器和试剂均参照国家标准要求

配备。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠和小鼠样本数

经详实统计和汇总，在 ２０１０ ～ ２０１４ 年各类病原

体检测中，小鼠每年检测量在 ６００ ～ １４００ 之间，大鼠

的检测量在 １５０ ～ ３００ 之间，统计所用小鼠和大鼠样

本数如图 １、２ 所示。
由于小鼠和大鼠在实验动物检测总量中超过

７５％（如图 ３），是最有代表性的实验动物。 为了使数

据模型简单化，我们对小鼠和大鼠（包括年检抽查和

委托检测两类动物）的感染指数进行整理分析。

注：ａ． ２０１０ 年；ｂ． ２０１１ 年；ｃ． ２０１２ 年；
ｄ． ２０１３ 年；ｅ． ２０１４ 年。

　 　 图 １　 ２０１０ ～ ２０１４ 年小鼠检测样本数

Ｎｏｔｅ． ａ． ２０１０； ｂ． ２０１１；
ｃ． ２０１２； ｄ． ２０１３； ｅ． ２０１４．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｍｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ２０１０ － ２０１４

注：ａ． ２０１０ 年；ｂ． ２０１１ 年；
ｃ． ２０１２ 年；ｄ． ２０１３ 年；ｅ． ２０１４ 年。

　 　 图 ２　 ２０１０ ～ ２０１４ 年大鼠检测样本数

Ｎｏｔｅ． ａ． ２０１０； ｂ． ２０１１；
ｃ． ２０１２； ｄ． ２０１３； ｅ． ２０１４．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｒａｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ２０１０ － ２０１４

　 　 图 ３　 ２０１０ ～ ２０１４ 年大鼠和小鼠检测总量占比图

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ， ｍｉｃｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｎｉｍａｌｓ ｔｅｓｔｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ２０１０ － ２０１４
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２􀆰 ２　 按照病原体致病性控制权重

根据微生物和寄生虫对实验动物的致病性和对

动物实验的影响与干扰，通常可分为以下三类：Ｉ 类
为可引起人畜共患病的微生物，如沙门菌［２］，汉坦

病毒［３］等。 ＩＩ 类为可引起实验动物烈性传染病的微

生物，影响动物生长、发育、繁殖，如鼠痘病毒［４］ 等。
ＩＩＩ 类为动物条件性致病病原体，多是实验动物体内

的正常微生物，甚至参与体内营养代谢。 但当外界

环境发生变化或出于应激状态时，可能会变成条件

致病菌，影响动物健康状况和动物实验结果。

以病原体致病性为依据，设定不同的分值来控

制其在实验动物感染指数中所占的权重。 如检测中

大鼠和小鼠细菌类病原体有 ９ 类，其中人畜共患病

病原体沙门菌的权重分值设置为 １０；实验动物主要

致病性病原体支气管鲍特杆菌［５，６］、支原体［７］ 和嗜

肺巴斯德杆菌权重分值为 ６；条件致病性病原体金

黄色葡萄球菌［８］、鼠棒状杆菌［９］、泰泽病原体［１０］、绿
脓杆菌及肺炎克雷伯杆菌的权重分值为 ３。 所有大

鼠和小鼠国标必检项目权重分值详见表 １。

　 　 表 １　 病原体权重分值表

　 　 Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｐａｔｈｏｇｅｎ
病原体类别
Ｐａｔｈｏｇｅｎ ｔｙｐｅｓ

病原体
Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

分值
ｓｃｏｒｅ

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ

沙门菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐｐ． １０
嗜肺巴氏德杆菌［１１］ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ ６

支气管鲍特杆菌 Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ ６
支原体 Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｓｓｐ． ６

鼠棒状杆菌 Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｋｕｔｓｃｈｅｒ （Ｃ． ｋｕｔｓｃｈｅｒｉ） ３
金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ３

泰泽病原体 Ｔｙｚｚｅｒ’ ｓ ｏｒｇａｎｉｓｍ ３
肺炎克雷伯杆菌［１２］ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ３

绿脓杆菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ３

病毒
Ｖｉｒｕｓｅｓ

汉坦病毒 Ｈａｎｔａｖｉｒｕｓ （ ＨＡＮＴ） １０
鼠痘病毒 Ｅｃｔｒｏｍｅｌｉａ ｖｉｒｕｓ （Ｅｃｔ． ） １０
仙台病毒［１３］ Ｓｅｎｄａｉ ｖｉｒｕｓ （ＳＶ） ６

小鼠肺炎病毒 Ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｖｉｒｕｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ （ＰＶＭ） ６
大鼠冠状病毒 ／ 大鼠涎泪腺炎病毒 Ｓｉａｌｏｄａｃｒｙｏａｄｅｎｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ／ ｒａｔ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ （ＳＤＡＶ ／ ＲＣＶ） ６

小鼠肝炎病毒 ［１４］ Ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ （ＭＨＶ） ６
小鼠细小病毒 Ｍｉｎｕｔｅ ｖｉｒｕｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ （ ＭＶＭ） ３

呼肠孤病毒Ⅲ型 Ｒｅｏｖｉｒｕｓ⁃３ （ＲＥＯ⁃３） ３
大鼠细小病毒 ＲＶ 株 Ｋｉｈａｍ ｒａｔ ｖｉｒｕｓ （ＫＲＶ） ３
大鼠细小病毒 Ｈ⁃１ 株 Ｒａｔ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ （Ｈ⁃１） ３

寄生虫
Ｐａｒａｓｉｔｅｓ

弓形虫 ［１５］ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ １０
全部蠕虫 Ａｌｌ ｈｅｌｍｉｎｔｈｓ ６

体外寄生虫（节肢动物）Ｅｃｔｏｐａｒａｓｉｔｅｓ （ａｒｔｈｒｏｐｏｄｓ） ３
鞭毛虫 Ｆｌａｇｅｌｌａｔｅ ３
纤毛虫 Ｃｉｌｉａｔｅｓ ３

２􀆰 ３　 大鼠和小鼠各类病原体感染指数

将各类病原体的阳性百分数（各类病原体阳性

率 × １００）与相应的权重分值取乘积后再分类求和

即得“∑（各类病原体阳性率 × １００ × 检测项目权

重分值）”，之后再将该和值除以累计检测的病原体

数目，最后以各检出率的 １％为指数基数，计算得出

各病原体的感染指数。 病原体感染指数是将细菌、
病毒和寄生虫合并计算的结果，反映了实验动物整

体感染情况。
经过统计（图 ４），２０１０ ～ ２０１４ 年小鼠细菌感染

指数略有上升；小鼠病毒感染指数呈抛物线形，２０１２

年感染指数达到峰值，之后迅速下降；小鼠寄生虫感

染指数呈波浪形。 总体上，小鼠病原体感染指数较

稳定，２０１４ 年略低于其他年份（图 ６）。
就大鼠的感染指数而言（图 ５），２０１０ 年 ～ ２０１４

年大鼠的细菌感染指数呈 Ｕ 型反转，２０１１ 年感染指

数达到谷底，之后持续攀升；大鼠的病毒感染指数形

态类似生长曲线式，呈现典型的对数前期中期和后

期；大鼠寄生虫感染指数呈阶梯式上升。 总体上，大
鼠病原体感染指数逐年上升的趋势（图 ６），其中大

鼠的细菌感染指数最高（图 ５）。
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注：ａ． ２０１０ 年；ｂ． ２０１１ 年；ｃ． ２０１２ 年；ｄ． ２０１３ 年；ｅ． ２０１４ 年。

　 　 图 ４　 小鼠各类病原体感染指数

Ｎｏｔｅ． ａ． ２０１０； ｂ． ２０１１； ｃ． ２０１２； ｄ． ２０１３； ｅ． ２０１４．

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

注：ａ． ２０１０ 年；ｂ． ２０１１ 年；ｃ． ２０１２ 年；ｄ． ２０１３ 年；ｅ． ２０１４ 年。

　 　 图 ５　 大鼠各类病原体感染指数

Ｎｏｔｅ． ａ． ２０１０； ｂ． ２０１１； ｃ． ２０１２； ｄ． ２０１３； ｅ． ２０１４．

　 　 Ｆｉｇ． ５　 Ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ

注：ａ． ２０１０ 年；ｂ． ２０１１ 年；ｃ． ２０１２ 年；ｄ． ２０１３ 年；ｅ． ２０１４ 年。

　 　 图 ６　 大鼠和小鼠全部病原体感染指数的比较

Ｎｏｔｅ． ａ． ２０１０； ｂ． ２０１１； ｃ． ２０１２； ｄ． ２０１３； ｅ． ２０１４．

　 　 Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ

３　 讨论

利用感染指数来比较和分析 ２０１０ ～ ２０１５ 年上

海地区大鼠和小鼠的病原体感染情况，可知小鼠质

量控制情况得到一定改善，而大鼠感染情况却越发

严重。 病原体感染指数不仅能表现出大鼠和小鼠的

病原体感染情况，而且能够灵活的表现更多的实验

动物感染情况，也可以将所有的实验动物感染情况

表现在同一条曲线中。 然而感染指数的获得需要大

量的检测数据为基础，无法从一种或者几种病原体

的感染情况获取。 所以前期的数据采集工作必须细

致而全面，才能算出准确的感染指数。 在大数据时

代背景下，实验动物病原体感染指数能为实验动物

质量评估提供更大的帮助。
（致谢：本文所利用的检测数据凝结着本中心

质监站每一名检测人员的辛勤工作。 在此感谢接收

样品、档案工作、采样和对外服务的陈懿斐、倪丽菊、
田立立、刘雄伟、沈志敏，感谢他们为检测数据的统

计和本文的编写提供的帮助和指导。）
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裸鼹鼠在生物医学研究中的应用前景
崔淑芳

（第二军医大学实验动物中心，上海　 ２００４３３）

　 　 【摘要】 　 裸鼹鼠是一种奇特的动物，具有寿命长、抗肿瘤、耐缺氧、新陈代谢率低、痛觉缺失、触觉灵敏、视觉

功能低下、骨骼再生能力强等诸多特点。 本文在概述裸鼹鼠上述生物学特点的基础上，结合当前肿瘤、衰老、低氧

适应以及疼痛等领域研究趋势，对裸鼹鼠在生物医学研究中的应用前景进行分析与展望。
【关键词】 　 裸鼹鼠；抗肿瘤；抗衰老；耐缺氧；痛觉缺失；应用前景
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　 　 ２０１３ 年，裸鼹鼠成为《Ｎａｔｕｒｅ》封面故事的主

角［１］，其独特的外形与终生不罹患癌症的特性一时

吸引全球众多读者的眼球。 其实，裸鼹鼠除了拥有

天然抗肿瘤的特性以外，还集中了很多其他令人瞩

目的生物学特性，如抗衰老、低氧适应性强、疼痛耐

受性强等，每一种特性都与我们人类战胜重大疾病，
实现健康、长寿的梦想息息相关，早已引起生命科学

界的高度关注。 笔者所在单位从非洲引进该物种，
并围绕其实验动物化和生物学特性开展研究，至今

已对其生活习性以及基本生物学特性有了更加直观

与深入的认识，而且随着合作机构的不断拓展与研

究的不断深入，更加坚信裸鼹鼠将在生物医学研究

领域中拥有越来越广阔而深远的应用前景。

１　 生活习性及基本生物学特性

裸鼹鼠（Ｈｅｔｅｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ ｇｌａｂｅｒ）是一种分布于非

洲索马里、肯尼亚、埃塞俄比亚等地的野生动物，在
动物学分类位置上属于哺乳纲、啮齿目、滨鼠科、裸
鼹鼠属、裸鼹鼠种［２］。 其外观全身几乎无毛，皮肤

褶皱呈暗粉色，２ 对门齿明显突出，成年动物体重约

３０ ～ ５０ ｇ［３］。 野生环境中，裸鼹鼠终生在地下 ２ ｍ
左右的黑暗洞穴中生活，以植物地下球根块茎为食。
它们是哺乳类动物中、迄今为止发现的唯一一种与

蜜蜂、蚂蚁等昆虫类似、营社会性生活的群居性动

物，群居数量可达 ３００ 只。 由于身处恶劣的生存环

境以及社会化结构的特殊性，裸鼹鼠形成了有别于

其他哺乳动物的独特生理学特点。
１􀆰 １　 寿命长

裸鼹鼠是啮齿目动物中寿命最长的保持者，最
老的个体年龄超过 ２８ 岁［４］，是同属啮齿目动物小鼠

寿命的 ７ ～ ９ 倍。 笔者单位已经培育裸鼹鼠 ７ 年，现
有的种群当中，年龄最大的已经超过 １８ 年。
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１􀆰 ２　 对癌症具有超级免疫力

裸鼹鼠对癌症具有天生的抗性。 不论是从野生

环境捕获的还是动物园饲养的裸鼹鼠，至今都没有

发现自发癌症的例子［５］。
１􀆰 ３　 缺氧耐受性强

裸鼹鼠长期生活在地下 ２ ｍ 左右的环境中，由于

穴居密度高，与外界气体交换不顺畅，洞穴中空气的

二氧化碳含量很高，而氧含量极低（１０％ ～１５％）。 这

样的空气环境对于其他任何一种哺乳动物来说都可

能是致命的，会导致大脑损伤以及其他各器官系统的

病理性改变，甚至危及生命［６］。 而裸鼹鼠却未见任何

缺氧性疾病发生，说明裸鼹鼠具有极强的耐低氧能

力。 笔者单位研究发现裸鼹鼠心脏每搏输出量较大，
泵血能力较强；肺脏导气部非常发达，各级气管扩张

程度远远高于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠；骨骼肌中肌红蛋白含

量约为小鼠的 １􀆰 ５ 倍，骨骼肌中微血管密度显著高于

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，从而提高骨骼肌在低氧条件下的功

能，这些特点使裸鼹鼠更适合低氧环境。
１􀆰 ４　 新陈代谢率低，体温调节能力差

裸鼹鼠的新陈代谢率比其他体型接近的哺乳动

物低，体温调节能力非常差，其正常体温大约 ３０ ～
３３℃，当环境温度低于 ２８℃时，便失去了维持恒定

体温的能力，需要互相拥挤着取暖，以保证体温不至

于丧失太多［７，８］。
１􀆰 ５　 痛觉缺失

裸鼹鼠的痛觉感受器以及连接方式非常独特，
具有奇特的耐疼痛生物特性［９］，它对酸性物质和辣

椒素刺激无疼痛相关的行为反应。 此外，当受到炎

症损伤或者已知物质的刺激时，裸鼹鼠也无痛觉过

敏反应。
１􀆰 ６　 触觉异常灵敏，视觉功能低下

裸鼹鼠终生在黑暗的地下洞穴生活，眼睛高度

退化，几乎完全丧失了视觉，仅依靠身体两侧的触须

来辨认方向，大脑皮层中负责视觉的区域大大减小，
改用于感受触觉［１０］。
１􀆰 ７　 骨骼维稳与再生能力强

裸鼹鼠在 １ ～ ２４ 岁之间，骨密度随年龄增长没

有发生明显的变化，骨骼保持了良好的结构和强度。
此外，雌性裸鼹鼠怀孕时腰椎长度能够增加 ３２％以

上，具有独特的延长骨骼的能力［１１］。
目前，国内外学者陆续揭示了裸鼹鼠心脏［１２］、

消化道［１３］、血管［１４］、皮肤［１５］、触须［１６］、骨骼肌［１７］、
睾丸［１８］、肾脏［１９］、松果体［２０］、毛囊［２１］、牙齿［２２］ 等组

织器官的结构特点。 第二军医大学实验动物中心从

非洲引进裸鼹鼠，初步探索了其人工饲养繁育方

法［２３］，并在国内率先开展裸鼹鼠生物学特性的研究

工作［２４］。 现已初步研究了裸鼹鼠的生长发育规律，
绘制了生长曲线及部分脏器指数［２５］；明确了 ３、６、９
月龄裸鼹鼠的血液生理生化、尿常规等正常值范

围［２６］；开展了成年裸鼹鼠心脏［２７］、 肝脏［２８］、 肺

脏［２９］、肾脏［３０］、胸腺、淋巴结、脾脏［３１］、骨骼［３２］、骨
骼肌［３３］等组织的解剖显微结构以及超微结构的研

究；并检测了其遗传生化标记位点［３４］，在裸鼹鼠的

生物学特性研究方面做了大量的探索性工作，并取

得良好进展，为标准化裸鼹鼠的开发和推广应用奠

定了重要的研究基础。

２　 裸鼹鼠在生物医学研究中应用前景

２􀆰 １　 抗肿瘤研究

肿瘤已经成为人类目前死亡的一大病因，严重

威胁人类健康与寿命，人类实现攻克肿瘤的梦想至

今没有见到曙光。 经历漫长的肿瘤防治研究与实

践，科学家普遍坚信彻底阐明肿瘤发生、发展的分子

机制、肿瘤细胞的信号转导网络，在此基础上设计具

有多靶点抑制作用的药物，是当前与将来预防与攻

克肿瘤的主流方向［３５］。 有关肿瘤产生的分子机制

与调控信号通路的研究也已经取得许多发现，但由

于受到肿瘤疾病的多样性、复杂性，研究手段的局限

性，包括动物模型资源的局限性等诸多因素的限制，
还远不够系统、深入与准确，这在很大程度上制约了

肿瘤分子靶向治疗的研究进展，也是当前人类找不

到对抗肿瘤有效策略的关键原因之一。
裸鼹鼠是至今为止在啮齿类动物中唯一被证实

对肿瘤有超级免疫力的动物，因此有望作为一种少

有的肿瘤抗性动物模型，在肿瘤分子调控机制、筛选

药物靶点以及肿瘤免疫学等转化医学研究领域发挥

独特而重要的作用。
有关裸鼹鼠抗肿瘤机制的现有研究结果不仅印

证了裸鼹鼠抗肿瘤的特性，而且还为将来的研究指

出了一定思路与方向。 如 Ｓｅｌｕａｎｏｖ 领导的研究团队

发现［３６］，与小鼠相比，裸鼹鼠成纤维细胞具有更为

敏感的 “早期接触抑制” 能力，该动物可以通过

ｐ１６Ｉｎｋ４ａ 和 ｐ２７Ｋｉｐ１ 介导的 ＥＣＩ 以及 ｐ５３ 和 ｐＲｂ 两

条信号通路严格控制细胞过量增殖，能有效防止细

胞癌变。 但是裸鼹鼠细胞“早期接触抑制”的产生

由哪种基因表达诱导及其具体的信号转导调控机制

尚不明确。 ２００９ 年，Ｘｉａｏ 等［１］ 研究发现，裸鼹鼠细

胞大量表达高分子量透明质酸（ｈｉｇｈ⁃ｍｏｌｅｃｕｌａｒ⁃ｍａｓｓ
ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ＨＭＭ⁃ＨＡ）的能力在“早期接触抑

４１３
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制”中起到重要作用，一旦敲除透明质酸合成酶基

因（ＨＡＳ２）或者使透明质酸⁃降解酶过度表达而清除

ＨＭＭ⁃ＨＡ，裸鼹鼠细胞变得容易癌变。 但是裸鼹鼠

ＨＭＭ⁃ＨＡ 的合成与降解机制及其参与细胞“早期接

触抑制”调节的机制都不得而知。 因此，结合当前

抗肿瘤研究方向，运用现代分子生物学知识与技术，
在现有研究基础上，系统深入筛选与验证裸鼹鼠抑

癌基因、癌基因、损伤修复相关基因、细胞周期调控

基因等相关关键基因，探明其在各种细胞转导通路

中的调控机制与功能，将为深入揭示肿瘤发生分子

调控机制、筛选抗肿瘤药物靶点提供强有力佐证。
另一个有趣的现象是，大量的研究证实恶性肿

瘤组织中，端粒酶活性高表达往往与肿瘤发生率呈

正相关。 但裸鼹鼠例外：该动物正常细胞可以在长

期保持端粒酶较高活性的同时，依然拥有超强的肿

瘤抗性。 这提示裸鼹鼠体内很可能存在某种特别的

机制或途径，能够抵消端粒酶的高度活性，使得其整

个生命历程中能够有效避免癌症的发展。 因此，裸
鼹鼠的这一发现为端粒酶功能研究提供了新的视

角、增加了新的维度。 对裸鼹鼠端粒酶活性与肿瘤

发生这种特殊关系的深入研究，将有可能促使我们

挖掘出新的肿瘤发生机制，为肿瘤的预防、诊断和治

疗提供新思路。
其次，肿瘤的发生、侵蚀与转移无不与机体抵抗

外界不利因素的刺激、诱导能力密切关系。 Ｌｉａｎｇ
等［３７］尝试使用致癌物质 ＲａｓＧ１２ 和 ＳＶ４０ 大 Ｔ 抗原

（ＴＡｇ）诱导裸鼹鼠细胞癌变，没有成功。 而这种诱

导细胞癌变的方法用于其他多个物种都是有效

的［３８⁃４１］。 这提示裸鼹鼠具有较强的对抗外界不利

因素刺激的能力。 因此，深入研究裸鼹鼠的抗肿瘤

免疫机制，尤其是抗肿瘤细胞免疫机制，探明 Ｔ 细

胞、ＮＫ 细胞、巨噬细胞、嗜酸性细胞、中性粒细胞的

数量、功能以及在裸鼹鼠抵抗肿瘤过程中所起的作

用，也将为肿瘤免疫学的发展提供重要参考依据。
再有，裸鼹鼠在抵抗肿瘤过程中某些关键性生

物活性物质，将为筛选肿瘤药物提供新思路。 如自

从 Ｎａｔｕｒｅ 报道高分子量透明质酸被认为是裸鼹鼠

抵抗肿瘤细胞增殖的有效成分之后， Ｖｅｒａ 教授带领

的课题组在深度挖掘高分子量透明质酸代谢机制与

参与抗癌的调控机制，试图寻求到抗癌药物的治疗

靶点的同时，还运用从裸鼹鼠体内提取的高分子量

透明质酸分别注射到小鼠和人类细胞内，测试其抗

癌的有效性。
２􀆰 ２　 抗衰老研究

不伴随老年性疾病的“健康长寿”是自古以来

全人类共同的梦想。 抗衰老以及预防与治疗老年性

疾病的药物的开发始终吸引着众多科学家与医药企

业的关注，但收效不甚理想。 究其因是人们对于衰

老这一复杂生物学过程的机制，至今没有较为系统

与深入的认识。 尽管有关衰老的假说与学说已有近

３００ 个之多，但都因研究角度的单一，或研究方法与

手段的局限性而难免以偏概全［４２］。 从系统论出发，
深入完善与整合各种学说，从分子、细胞、组织、整体

水平探寻机体衰老、抗衰老的因子及其相互作用机

制，进而筛选到系列关键性靶点，是衰老与抗衰老机

制学说研究的大趋势，也是提高抗衰老药物研发效

率与效果的重要前提条件。 裸鼹鼠作为啮齿类动物

中的既长寿，又健康的典型，加之 ９３％ 的基因与人

类有同源性，提示其在抗衰老机研究领域拥有重要

价值与应用前景。
现有研究已经发现裸鼹鼠与抗衰老密切相关的

部分特殊生物学现象，这些特殊的生物学现象将为

当前抗衰老机制、抗衰老药物研发提供新的视角。
过量自由基、尤其是活性氧（ＲＯＳ）导致的氧化

损伤与细胞衰老、凋亡关系密切［４３］。 但是研究表

明，裸鼹鼠有大量活性氧与很高的氧化损伤。 另一

方面，Ｋａｒｌ 等发现，裸鼹鼠肝脏中多种蛋白酶、蛋白

酶样物质活性显著高于小鼠，表明裸鼹鼠蛋白质循

环体系非常活跃，细胞异常蛋白的表达量极低，具有

更稳定的蛋白质组［４４］；而且裸鼹鼠蛋白质很少出现

不可逆的氧化损伤、蛋白质变性等现象，因此可以肯

定，裸鼹鼠体内至少蛋白质代谢能有效补偿自由基、
ＲＯＳ 氧化损伤的副作用。 这种补偿机制尚待进一

步探明。 Ａｚｐｕｒｕａ ［４５］研究发现裸鼹鼠成纤维细胞的

翻译速度与小鼠相仿，而翻译的错配率却比小鼠低

四倍，提示裸鼹鼠蛋白质高效准确的翻译调控机制

在维持蛋白质的稳定性方面起到一定作用。 而裸鼹

鼠是如何补偿细胞脂质、细胞膜、线粒体、ＤＮＡ、染色

体等的氧化损伤作用的，目前尚不得而知。 ＤＮＡ 与

线粒体 ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）损伤修复能力都与抗衰老能

力密切相关。 因此，沿着裸鼹鼠是如何补偿氧化损

伤这条思路，逐一探明裸鼹鼠蛋白质翻译调控过程、
ＤＮＡ 损伤修复能力、线粒体结构与功能及 ｍｔＤＮＡ
损伤修复能力等，将为系统揭示裸鼹鼠抗衰老的关

键因素，丰富与完善衰老的相关学说提供新的佐证，
并为寻求补偿氧化损伤的措施新思路。

其次，端粒酶、端粒与衰老及肿瘤也密切相关，
开发端粒酶制剂，维持或适当延长人体正常细胞端

粒长度，进而达到延缓寿命目标，也是当前与将来开

发抗衰老药物的热点之一［４６］。 不过，广泛应用端粒
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酶制剂还有一个实践和研究的过程，而且还有一个

因素值得注意，即正常细胞的端粒得以人为延长，是
否有罹患癌症的风险？ 裸鼹鼠是目前唯一被发现正

常细胞既保持端粒酶高活性，又能有效抵御肿瘤的

啮齿类动物［４７］。 深入探明裸鼹鼠既保持端粒酶活

性的长期稳定表达，同时又能有效抵抗癌症的平衡

机理，将使我们对端粒酶在抗衰老以及肿瘤发生过

程中的作用有更准确、更深入的认识，同时为合理制

备与使用端粒酶制剂提供理论依据。
另外，从免疫学角度寻求抗衰老的方法也吸引

着不少研究机构。 免疫系统的衰老主要表现在与衰

老相关的疾病发生率增高，如感染、中枢系统退行性

疾病、自身免疫性疾病以及肿瘤等［４８］。 裸鼹鼠具有

较强的耐化学应激、ＤＮＡ 损伤物质（如化疗药物）和
毒素的能力，笔者单位研究已经证实自噬裸鼹鼠在

抵抗病毒时发挥了重要作用［４９⁃５０］，而自噬是天然免

疫的重要部分；另外，尚未见裸鼹鼠发生退行性疾

病、自身免疫性疾病及肿瘤的报道，可见裸鼹鼠免疫

功能，尤其是功能的稳定性很好。 因此深度挖掘裸

鼹鼠免疫系统结构、功能，尤其探明其抗外界不利刺

激因素时的调节机制以及维持免疫功能长期稳定性

的内在原因，对于阐释免疫与肿瘤、免疫与衰老的关

系具有重要参考价值。
从分子生物学角度深度挖掘衰老、抗衰老的机

制是众多衰老学说相互交融、整合与发展的必经之

路。 裸鼹鼠寿命长达 ２８ 年以上，其衰老基因、长寿

基因的激活与阻抑及其调控机制中，隐藏着其赖以

维持稳定的端粒酶高活性、ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）损伤修复

能力、活跃的蛋白质循环体系等一系列有助于延缓

衰老、抵抗退行性疾病的“遗传密码”与转录调控

“秘密”。 现有的研究已经证实 α⁃２⁃巨球蛋白基因

（Ａ２ｍ） ［５１］等与衰老相关的基因以及与抗衰老相关

的端粒酶逆转录酶基因（ＴＥＲＴ）在裸鼹鼠都有较高

表达［３７］。 裸鼹鼠基因组测序工作的完成，为我们在

现有基础上，运用基因组学、蛋白组学、表观遗传学

等技术，进一步筛选与验证裸鼹鼠抗衰老的相关关

键基因，探明其信号传导网络与调控机制，筛选相关

药物靶点奠定了基础。
２􀆰 ３　 低氧适应研究

低氧适应机制研究与军事行动、高原作业、登山

活动、医疗急救等行业及相关学科密切相关。 当前，
国内外对于低氧适应机制的研究多选择高原人群

（如安第斯人，我国的藏族人等）及高原动物作为实

验样本，在探寻其低氧适应的生理学、生物化学以及

组织形态学特征基础上，着重开展低氧适应相关候

选基因的筛选以及低氧感知与信号通路的研究［５２］。
尽管目前低氧适应的分子调节机制取得一定研究进

展，但还未获得对适应过程中相关基因的全面认识，
而且这些基因表达调控的机制和相互关系也尚未被

发现［５３］。 裸鼹鼠低氧环境的高度适应能力，为低氧

适应研究领域提供了一种宝贵的研究资源。
首先，裸鼹鼠将在低氧生理学研究领域扮演重

要角色。 前期研究已经发现裸鼹鼠低氧适应的部分

结构特征与生理机制，如肺毛细血管呈肺泡囊双侧

分布，基础代谢率底、血红蛋白氧亲和力高等［５４］，但
是，裸鼹鼠组织与细胞对氧的高效摄取、输送与利用

机制，包括裸鼹鼠在低氧环境下其心、脑、骨骼肌等

组织毛细胞管密度的改变状况及线粒体结构、功能

和数目对机体能量供给的影响等不明确，探明这些

机制，将为研究如何提高机体氧摄取、转运能力与效

率提供参考依据。 尤其值得关注的是，裸鼹鼠脑部

神经系统拥有很强的低氧适应保护机制［６］。 这种

保护机制，对于人类及其他哺乳动物，包括已经应用

于低氧适应研究的鼢鼠、鼠兔等高原动物［５５⁃５６］，只
存在于初生阶段的神经系统，随着出生之后脑细胞

发育成熟，这种保护机制也就随之消失，而裸鼹鼠神

经细胞却终身拥有［６］。 因此，对裸鼹鼠低氧环境下

大脑调控和组织的抵抗机制进行研究，有望为治疗

因突发心脏病、中风或意外事故而造成的脑部缺氧

提供一种新型临床治疗思路与方法，为开展缺血性

脑损伤的药物靶点研究奠定基础。
另外，开展裸鼹鼠低氧适应的分子机制研究，有

望挖掘出裸鼹鼠特异的耐受低氧环境的关键调控基

因或新的细胞外信号传导通路。 基因组测序结果表

明，与其他哺乳类相比，裸鼹鼠 ＨＩＦ⁃１α 基因可能通

过特异性地改变 ＶＨＬ 结合位点的氨基酸种类而延

缓其泛素依赖的降解过程［５７］。 本中心前期的研究

也发现，耐受低氧环境的成年裸鼹鼠组织中 ＨＩＦ⁃１α
的累积水平显著高于对缺氧敏感的成年小鼠，因此，
裸鼹鼠组织中保持着高水平的 ＨＩＦ⁃１α 和 ＶＥＧＦＡ
蛋白的表达或累积。 同时，裸鼹鼠组织（脑、肝、肾）
在急性低氧刺激后（５％ Ｏ２），ＨＩＦ⁃１α 或 ＶＥＧＦ 的表

达同样发生不同程度的上调。 而且，低氧诱导裸鼹

鼠成纤维细胞中 ＨＩＦ⁃１α 或 ＶＥＧＦ 的表达。 这些结

果说明，裸鼹鼠可能通过上调 ＨＩＦ⁃１α 或 ＶＥＧＦ 的表

达来阻止细胞程序性死亡从而抵抗组织缺氧。 然

而，在低氧刺激不同时间后，裸鼹鼠脑组织（４ ｈ）和
肝脏组织（１５ ｈ）中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白的表达呈现下调，这
可能与低氧情况下裸鼹鼠降低其基础代谢率有关。
因而上述结果也提示，低氧条件下，尽管 ＨＩＦ⁃１ 参与
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激活 ＶＥＧＦ 的转录，但对维持 ＶＥＧＦ 的活化并不是

必须的。 这提示裸鼹鼠低氧适应的基因群及其调控

机制具有特异性。 因此，系统筛选与验证裸鼹鼠低

氧适应的关键基因及相关基因，全面系统探明其对

红细胞生成、血管生长与舒缩、糖代谢与应激反应的

调节机制，将有助于开展低氧适应分子机制的比较

医学研究，准确筛选抗衰老与退行性疾病的药物靶

点以及制定有效的低氧损伤医学预防措施。
２􀆰 ４　 疼痛研究

疼痛生物学机制的阐明将对战事创伤，急性外

伤或一些疾病所致的慢性病痛的治疗带来无限希

望。 虽然急性的疼痛可以预防或者适应，但是慢性

的疼痛却是一种非常令人痛苦的疾病，终生患病率

达 ２０％ ～６０％ ［５８］。 世界卫生组织已将疼痛确定为

继血压、呼吸、脉搏、体温之后的 “第五大生命体

征”。 以慢性疼痛中的神经源性疼痛为例，它是一

种病灶累及感觉神经系统导致的疼痛［５９］。 对大多

数病人来说，神经源性疼痛多是外周神经源性的，如
周围神经损伤所致或者代谢性疾病，如糖尿病所致，
会从多方面影响患者健康和生活质量，包括睡眠和

认知过程［６０⁃６１］。 与情感有关的疾病例如抑郁症和

焦虑症，在遭受慢性痛的患者中常常可见，流行病学

研究表明大约 ５０％ 的患者经历慢性痛时表现出抑

郁样症状［６２⁃６３］。 目前研究人员已经从神经内分

泌［６４⁃６６］，神经免疫［６７⁃６８］，神经营养因子［６９⁃７０］，以及胶

质细胞［７１］等方面开展了系统的研究工作，在此基础

上，从分子到整体水平深入阐明参与疼痛的信号传

导机制并筛选到关键的调控靶标，将为临床上攻克

疼痛提供重要的治疗策略。
疼痛感觉信号传导系统几乎在所有脊椎动物上

是高度保守的，而只有一种哺乳动物———裸鼹鼠例

外。 如果能够在这种先天性痛觉缺失的动物上挖掘

出其独特之处，并加以利用，将为疼痛的治愈带来巨

大希望。 Ｃａｒｓｔｅｎｓ 等［７２］已经发现裸鼹鼠体内分布于

皮肤的触觉感受器天生就缺少 Ｐ 物质和降血钙素

源性肽。 这些感觉神经肽通常与初级伤害感受传入

神经纤维密切相关，当这些肽类物质缺失时，疼痛相

关的行为会被削弱［７３⁃７４］。 Ｐａｒｋ 等［７５］ 进一步研究发

现，作为机体内、外环境与脊髓联结纽带的背根神经

节（Ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉｏｎ，ＤＲＧ）也不表达 Ｐ 物质，因
此接受辣椒酸或者酸性物质处理时，裸鼹鼠也不会

表现出伤害防御反应［７６］。 除此之外，也有研究发现

裸鼹鼠体内伤害感受器本身在分子水平就发生了特

异性的改变，从而影响了其正常功能及其与中枢神

经系统之间的关联，从此实现了化学感受器功能削

减以及丧失［７７⁃８０］。 究竟什么样的选择压力使得裸

鼹鼠进化获得如此非同寻常的伤害感受系统呢？ 一

种可能的解释源于这种地下生活的哺乳动物所具有

特殊的生活习性，狭窄且通风能力差的洞穴里具有

较高的 ＣＯ２ 浓度［８１］，后者作为一种有害的刺激可以

通过引起组织酸中毒刺激 Ｃ 纤维［８２］。 高浓度 ＣＯ２

可能产生了一种选择压力剥夺了伤害感受器被酸性

物质活化的能力，从而抑制了周围神经系统和中枢

神经系统释放神经肽类物质。 裸鼹鼠对炎性疼痛不

敏感可能也是这一物种长期适应的一种重要的副产

物。 由此看来，进一步在裸鼹鼠的分子和细胞水平

研究伤害感受系统可以为在人类及其他哺乳动物中

进行疼痛刺激的转变提供重要的思路。 除了上述已

经发现的独特之处，裸鼹鼠 ＤＲＧ 神经元自身的信号

转导系统，以及感觉中枢对于痛觉信号的处理、整合

和反馈过程在这一群体进化中获得了怎样的改变，
裸鼹鼠在进化过程中是否选择性的关闭或者开启了

某些基因的表达而从此获得了疼痛耐受，都值得我

们从基因，细胞，以及整体水平加以深入研究。
除了经典观点认为的疼痛及疼痛的调节只受神

经元调节之外，近年来的研究表明，脊髓胶质细胞，
主要是小胶质细胞和星型胶质细胞特异性的参与了

病理性疼痛过程［８３］。 特异性表达于小胶质细胞的

嘌呤能受体 Ｐ２Ｘ４Ｒｓ，以及主要表达于小胶质细胞的

Ｐ２Ｘ７Ｒｓ 被激活之后，可以刺激小胶质细胞通过释放

促进细胞因子［８４⁃８５］，趋化因子［８６⁃８７］，神经营养因

子［８８⁃８９］，肿瘤坏死因子［９０］等参与疼痛过程的级联放

大反应［７１］。 目前关于胶质细胞在裸鼹鼠疼痛耐受

中发挥了怎样的作用，尚未得到深入的研究，这也为

我们进一步利用裸鼹鼠观察胶质细胞在疼痛耐受中

的研究提供了契机。
疼痛这一疾病过程是由神经系统，免疫系统等

多系统共同参与的一个复杂的事件，可以发生于身

体的任何组织或者器官。 若能充分利用裸鼹鼠这一

痛觉缺失的动物模型，从分子和细胞水平差异性筛

选其参与痛觉缺失的特异之处，在裸鼹鼠体内特异

性表达其本身缺失的与疼痛相关的基因，利用疼痛

动物模型中普遍认可的观察指标，在整体动物水平

加以验证，将为我们系统性的阐明疼痛的生物学机

制，并为治疗疼痛提供重大的理论基础。

３　 结语

除了在抗肿瘤、抗衰老、低氧适应以及疼痛等特

定研究领域具有深远应用前景外，裸鼹鼠在生物学

７１３
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其他众多领域也具有潜在的应用价值。 如裸鼹鼠骨

骼能在长达 ２０ 余年的生命历程中维持稳定的骨密

度［１１］，提示其拥有良好的防止骨成分流失及骨骼损

伤修复能力，有望成为人类临床骨质疏松症防治研

究的新型工具；又如其较强的肌肉损伤修复能力［３３］

提示其可能在肌萎缩症防治研究领域发挥作用；肾
小管上皮细胞的快速适应与修复能力［３０］ 提示其在

肾脏损伤修复研究领域具有重要价值，等等。 因此，
裸鼹鼠可以称之为一种“多能”性的新型研究工具

或载体。 随着标准裸鼹鼠化种群的建立及应用的不

断推广，裸鼹鼠将在生命科学与生物医药研究各领

域中发挥出越来越突出的支撑作用。
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［Ｊ］ ． Ａｎａｔ Ｒｅｃ （Ｈｏｂｏｋｅｎ）， ２０１０， ２９３（５）： ９１８ － ９２３．

［１８］ 　 Ｅｎｄｏ Ｈ， Ｏｋａｎｏｙａ Ｋ， Ｐａｒｋ ＴＪ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｙｔｏ⁃
ｃｈｒｏｍｅ ｐ４５０ ｓｉｄｅ⁃ｃｈａｉｎ ｃｌｅａｖａｇｅ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎａｃｔｉｖｅ ｔｅｓｔｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ⁃ｒａｔ ［Ｊ］ ． Ｚｏｏｌｏｇ Ｓｃｉ， ２００２， １９（６）： ６７３ － ６７８．

［１９］ 　 Ｏｎｙａｎｇｏ ＤＷ， Ｏｄｕｏｒ⁃Ｏｋｅｌｏ Ｄ， Ｏｔｉａｎｇ ａ⁃Ｏｗｉｔｉ ＧＥ． Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃ⁃
ｔｕｒａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ⁃ｒａｔ （Ｈｅｔｅｒｏ⁃
ｃｅｐｈａｌｕｓ ｇｌａｂｅｒ， Ｒｕｐｐｅｌ１） ［ Ｊ］ ． Ａｎｎ Ａｎａｔ， １９９３， １７５ （５）：
４４７ － ４５２．

［２０］ 　 Ｑｕａｙ ＷＢ． Ｐｉｎｅａｌ ａｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ａｎｄ ｃｉｒｃｕｍ⁃
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ⁃ｒａｔ， Ｈｅｔｅｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ ｇｌａｂｅｒ
（Ｒｕｐｐｅｌ１）， ａ ｆｏｓｓｏｒｉａｌ， ｅｑｕａｔｏｒｉａｌ ｒｏｄｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒａｌ Ｔｒａｎｓｍ，
１９８１， ５２（１ － ２）： １０７ － １ ｌ５．

［２１］ 　 Ｃｒｉｓｈ ＳＤ， Ｒｉｃｅ ＦＬ， Ｐａｒｋ ＴＪ， ｅｔ ａｌ． Ｓｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ⁃ｒａｔｓ Ｉ： Ｖｉｂｒｉｓｓａ⁃ｌｉｋｅ ｂｏｄｙ ｈａｉｒｓ ｃｏｍ⁃
ｐｒｉｓｅ ａ ｓｅｎｓｏｒｙ ａｒｒａｙ ｔｈａｔ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｔａｃｔｉｌｅ ｓｔｉｍｕｌｉ
［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｂｅｈａｖ Ｅｖｏｌ， ２００３， ６２（３）： １４１ － １５１．

［２２］ 　 Ｃａｔａｎｉａ ＫＣ， Ｒｅｍｐｌｅ ＭＳ． Ｓｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘ ｄｏｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｅｔｈ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ⁃ｒａｔ ｂｒａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２００２， ９９（８）： ５６９２ － ５６９７．

［２３］ 　 孙伟， 汤球， 赵善民， 等． 裸鼹鼠人工饲养繁殖初步研究

［Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３， ３３（４）： ２９６ － ３００．
［２４］ 　 赵善民， 崔淑芳． 裸鼹鼠生物学特性的研究进展 ［ Ｊ］ ． 实验

动物与比较医学， ２０１３， ３３（５）： ４００ － ４０５．
［２５］ 　 张璐， 袁子彦， 赵善民， 等． 裸鼹鼠生长发育指标及主要脏

器系数正常参考值测定 ［ Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３，
３３（６）： ４７３ － ４７６．

［２６］ 　 赵善民， 孙 伟， 汤 球， 等． 裸鼹鼠血液生理生化及尿常规值

的测定 ［Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３， ３３ （６）： ４６９ －
４７２．

［２７］ 　 袁子彦， 赵懿宁， 张璐， 等． 裸鼹鼠心脏显微结构与超微结

构观察 ［Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３， ３３ （５）： ３８３ －
３８７．

［２８］ 　 袁子彦， 赵懿宁， 张璐， 等． 裸鼹鼠肝脏显微结构与超微结

构观察 ［Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３， ３３ （５）： ３７３ －
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３７７．
［２９］ 　 袁子彦， 赵懿宁， 张璐， 等． 裸鼹鼠肺脏显微结构与超微结

构观察 ［Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３， ３３（５）： ３７８ － ３８２．
［３０］ 　 张璐， 赵懿宁， 袁子彦， 等． 裸鼹鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肾脏结

构及超微结构比较 ［ Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３， ３３
（５）： ３８８ － ３９４．

［３１］ 　 赵善民， 赵懿宁， 汤球， 等． 裸鼹鼠胸腺、脾脏及淋巴结解剖

学、组织学与超微结构研究 ［ Ｊ］ ． 实验动物与比较医学，
２０１３， ３３（５）： ３９５ － ３９９．

［３２］ 　 赵善民， 肖邦， 余琛琳， 等。 裸鼹鼠骨骼标本的制作及其形

态学观察 ［Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３， ３３（６）： ４９３ －
４９８．

［３３］ 　 袁子彦， 汤球， 孙伟， 等． 裸鼹鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠骨骼肌结

构与摄氧能力比较 ［ Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３， ３３
（６）： ４８７ － ４９２．

［３４］ 　 林丽芳， 王洪， 赵善民， 等． 裸鼹鼠生化位点的初步研究

［Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２０１３， ３３（６）： ４７７ － ４８０．
［３５］ 　 齐平， 靳颖华， 张为革， 等． 分子靶向抗肿瘤药物研究进展

［Ｊ］ ． 中国医药， ２０１４， １６（２）： ３０２ － ３０３．
［３６］ 　 Ｓｅｌｕａｎｏｖ Ａ， Ｈｉｎｅ Ｃ， Ａｚｐｕｒｕａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｃｏｎ⁃

ｔａｃｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｃｌｕｅ ｔｏ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ⁃
ｒａｔ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２００９， １０６（４６）： １９３５２ －
１９３５７．

［３７］ 　 Ｌｉａｎｇ ＳＴ， Ｍｅｌｅ Ｊ， Ｗｕ ＹＨ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｕ⁃
ｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ａ ｌｏｎｇ⁃ｌｉｖｅｄ ｍａｍｍａｌ， ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ⁃ｒａｔ
（Ｈｅｔｅｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ ｇｌａｂｅｒ） ［ Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ Ｃｅｌｌ， ２０１０， ９（４）： ６２６ －
６３５．

［３８］ 　 Ｌｉｖｉｎｇｓｔｏｎ ＤＭ， Ｂｒａｄｌｅｙ ＭＫ． Ｔｈｅ ｓｉｍｉａｎ ｖｉｒｕｓ ４０ ｌａｒｇｅ Ｔ ａｎｔｉ⁃
ｇｅｎ： Ａ ｌｏｔ ｐａｃｋｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｌｉｔｔｌｅ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ， １９８７， ４（２）：
６３：８０．

［３９］ 　 Ｓｕｎ Ｂ， Ｈｕａｎｇ Ｑ， Ｌｉｕ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｌｏｓｓ ｏｆ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｅ⁃
ｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃ ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｂｙ ｈｕｍａｎ ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２００４， ６４（１７）： ６１４４ － ６１５１．

［４０］ 　 Ｓｕｎ Ｂ， Ｃｈｅｎ Ｍ， Ｈａｗｋｓ ＣＬ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍａｌ ｓｅｔ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ
ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｕｍａｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｔｏ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｒｅｎａｌ ｃａｐｓｕｌｅ ａｓｓａｙ ［Ｊ］ ． Ｎｅｏｐｌａｓｉａ， ２００５，
７（６）： ５８５ － ５９３．

［４１］ 　 Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ＲＡ． Ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ， ａｎｔｉｏｎｃｏｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａ⁃
ｓｉｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｓｔｅｐ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， １９８９， ４９
（１４）： ３７１３ － ３７２１．

［４２］ 　 张赛君． 张先凡 衰老理论与学说 ［ Ｊ］ ． 中国医药科学，
２０１１， １（２０）： ３９ － ４１．

［４３］ 　 李崭， 王秀娟， 康学， 等． 抗衰老机制及中药复方抗衰老研

究进展 ［Ｊ］ ． 北京中医药， ２０１１， ３０（１０）： ７９４ － ７９５．
［４４］ 　 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ ＫＡ， Ｅｄｒｅｙ ＹＨ， Ｏｓｍｕｌｓｋｉ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｔｅｒｅｄ ｃｏｍｐｏｓｉ⁃

ｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｉｅｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｃｅｐｔｉｏｎａｌｌｙ ｌｏｎｇ ｌｉｖｅｄ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔ
［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１２， ７（５）： ｅ３５８９０．

［４５］ 　 Ａｚｐｕｒｕａ Ｊ， Ｋｅ Ｚ， Ｃｈｅｎ ＩＸ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ⁃ｒａｔ ｈａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｆｉｄｅｌｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ａ ｕ⁃
ｎｉｑｕｅ ２８Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ ｃｌｅａｖａｇｅ ［ Ｊ］ ． ＰＮＡＳ， ２０１３， １１０
（４３）： １７３５０ － １７３５５．

［４６］ 　 吕欣桐． 端粒、端粒酶与抗衰老的研究进展 ［ Ｊ］ ． 医学信息，
２０１１， ２４（５）： ３３ － ３４．

［４７］ 　 Ｌｉａｎｇ Ｓ， Ｍｅｌｅ Ｊ， Ｗｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｕｍｏｒ⁃
ｉｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ａ ｌｏｎｇ⁃ｌｉｖｅｄ ｍａｍｍａｌ， ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ⁃ｒａｔ
（Ｈｅｔｅｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ ｇｌａｂｅｒ） ［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ Ｃｅｌｌ， ２０１０， ９（４）： ６２６ －
６３５．

［４８］ 　 张娜， 李电东， 邓洪斌． 免疫系统的衰老及其机制 ［ Ｊ］ ． 国

际老年医学杂志， ２０１４： ３５（１）： ２７ － ３０．
［４９］ 　 Ｚｈａｏ Ｓ， Ｌｕｏ Ｈ， Ｋａｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ

ｉｎ Ｈｅｔｅｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ ｇｌａｂｅｒ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ Ｈ２Ｏ２ ｏｒ
ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｓｔｒｅｓｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１４； ３４（２）： －
４７３．

［５０］ 　 Ｚｈａｏ Ｓ， Ｌｉｎ Ｌ， Ｋａｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ
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抑郁症动物模型与其发病机制研究的进展
罕园园，代解杰∗
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　 　 【摘要】 　 抑郁症在全球范围内高发，目前尚无有效的治疗手段，使其成为全球性卫生问题之一。 抑郁症动物

模型作为疾病机理研究以及药物筛选的主要手段，一直以来备受关注，现有的抑郁模型创新性地融合了比较行为

学以及最新的分子生物学等相关技术。 本文将结合模型的表面效度、结构效度及预测效度对现有的抑郁症动物模

型及发病机制研究的最新进展进行综述，主要包括应激模型、损伤模型、化学诱导模型及转基因模型，这些模型均

能不同程度的模拟人抑郁症的特征，在抗抑郁药物开发及发病机理研究中发挥重要作用。
【关键词】 　 抑郁症；动物模型；发病机制
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ｇｒｅｅ ａｎｄ ａｒｅ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｎｅｗ ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｄｉｓｅａｓｅ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＤＡＩ Ｊｉｅ⁃ｊｉｅ， Ｅｍａｉｌ： ｄｊｊ＠ ｉｍｂｃａｍｓ． ｃｏｍ． ｃｎ

　 　 抑郁症是一种精神疾病，随着生活压力增大呈

现出高发的态势，全球疾病负担研究显示，２０１０ 年

精神疾病导致全球 ２３􀆰 ２ 万人死亡，是导致非致命性

疾病的首要原因，其中抑郁症导致的伤残占精神疾

病的 ４０􀆰 ５％ ［１］，现有治疗药物大多基于抑郁症发病

的“单胺假说”机制研制，即通过急性升高单胺类递

质的浓度发挥作用，主要包括经典的抑制递质再摄

取的选择性 ５⁃羟色胺再摄取抑制剂（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｓｅｒｏｔｏ⁃
ｎｉｎ ｒｅｕｐｔａｋｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＳＳＲＩｓ）、三环类（ ｔｒｉ⁃ｃｙｃｌｉｃ ａｎ⁃
ｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔｓ，ＴＣＡＳ）及抑制递质降解的如单胺氧化

酶抑制剂（ｍｏｎｏａｍｉｎｏｘｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＭＡＯＩｓ），但这

些药物对 ２０％ ～３０％的患者无效或效果不佳，称作

难 治 性 抑 郁 症 （ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ＴＲＤ） ［２］，亟需建立有效的动物模型，阐明抑郁发病
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机制及探索新的治疗措施。 衡量动物模型的三个标

准为表面效度（具有人抑郁症相似行为表现）、结构

效度（具有人抑郁症的病理生理学改变）和预测效

度（模型的行为学改变能够被有效的治疗药物逆

转） ［３］，本文将从以上三个方面结合疾病发病机制

研究进展对现有的抑郁症动物模型进行综述。

１　 疾病发病机制

目前对抑郁神经生物学机制了解非常有限，目
前倾向于认为抑郁发病与一个复杂的信号网络改变

有关，这个信号网络涵盖单胺类神经递质系统、神经

内分泌系统、神经营养因子与成年神经再生、神经免

疫系统和表观遗传修饰。 机体对应激适应性地产生

前炎症细胞因子，诱导氧化应激性脑损伤，导致 ５⁃
羟色胺（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ）系统损伤及糖皮

质激素抵抗，而单胺类等神经递质的改变可通过调

控基因转录翻译引发缓慢的“神经可塑性”改变，从
而导致抑郁发生［４］。 其次，疾病病因不明，目前明

确的仅是抑郁的一些诱因，例如生活压力、内分泌异

常等，也尚未发现绝对相关的抑郁基因，目前倾向于

认为遗传易感性与环境危险因素交互作用引发抑

郁［５］。 基于以上观点，抑郁模型建立主要有应激模

型、损伤模型、化学诱导模型及转基因模型，影响不

同模型成立的主要因素（即易感性）主要包括性别、
品系、年龄、饲养条件、处理条件及抑郁行为的判断。

２　 应激模型

２􀆰 １　 环境应激模型

２􀆰 １􀆰 １　 慢性不可预知轻度应激（ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｃｈｒｏ⁃
ｎｉｃ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ，ＵＣＭＳ）

方法是将动物长期（３ 周 ～ ３ 月）置于温和的不

可预知的应激刺激环境，引起主要由动物的奖励反

射活动受损引起的快感缺失症状：糖水消耗减少、颅
内自身刺激（ ｉｎｔｒａｃｒａｎｉａｌ ｓｅｌｆ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，ＩＣＳＳ）阈值

增加，以及体重减轻、食 ／性欲减弱及睡眠紊乱，如快

相睡眠（ｒａｐｉｄ ｅｙｅｓ ｍｏｖｅｍｅｎｔ，ＲＥＭ）增加等。 应激引

起大脑前额皮质和海马区域的神经细胞萎缩与凋

亡，与谷氨酸兴奋性神经递质的过度表达有关；并导

致腺皮质轴（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ，ＨＰＡ
轴）兴奋，促使糖皮质激素（主要为皮质酮）过度释

放，糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｃｐｔｏｒ，ＧＲ）表

达降低及功能失敏，不能正常进行其负反馈抑制，损
伤海马组织等引起学习记忆功能改变［６］。 应激还

导致决定星形细胞功能的缝隙连接通道出现扩散减

慢，超微结构改变，其主要蛋白亚单位 Ｃｘ４３ 表达降

低［７］，近期研究表明星期胶质细胞 ＡＴＰ 释放异常是

抑郁症发生的重要环节，为筛选快速起效的药物提

供了新靶点［８］；同时触发前炎症因子反应激活，如
产生 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 等，抗炎症细胞因子 ＴＧＦβ、ＩＬ⁃１０ 水

平降低，且炎症因子的变化与抑郁核心症状快感缺

失有相关性，ＩＬ⁃１ Ｉ 型受体敲除小鼠及 ＩＬ⁃６（ － ／ － ）
小鼠未检测到以上改变，提示免疫系统和大脑之间

存在相互关系［６］。
啮齿类尤其大鼠是 ＵＣＭＳ 建立的常用动物。 大

鼠出现不易感的“应激弹性（ｓｔｒｅｓｓ⁃ｒｅｓｉｌｉｅｎｔ）”现象，
在刺激停止后 ４ ～ ５ 周，动物可适应性自然恢复，因
此这种刺激对动物行为的影响会再次重复；在刺激

同时给予抗抑郁药物可逆转抑郁症状，部分大鼠

（５０％ ）出现类似患者的 ＴＲＤ 现象。 对比发现弹性

大鼠对刺激反应迅速，且在 ２ 周内皮质酮恢复基线

水平，右腹侧海马发生轻微形态学改变［６］，其 ＣＡ 区

中氧化磷酸化增加与应激处理相关［９］，与海马信号

传导相关的基因表达增加［１０］，且前额 ＢＤＮＦ 及

ＮＴＲＫ３ 不对称性表达［１１］；而应激易感与突触囊泡释

放缺陷及电压门控钠离子通道表达增加相关，同时在

应激易感及药物抵抗动物中，γ 氨基丁酸（γ⁃ａｍｉｎｏｂｕ⁃
ｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）Ａ 介导的自发性抑制性突触后电流

频率（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｃｕｒｒｅｎｔｓ，ｓＩＰ⁃
ＳＣｓ）大大降低，并与受损的 ＧＡＢＡ 释放相互促进导致

快感缺失［１２］，同时凋亡通路基因表达显著上调，推测

易感性与海马神经再生受损有关［１０］。
ＵＣＭＳ 模型特征与患者病因相似，具有很好的

模型效度，在其他种类实验动物中（如斑马鱼）也有

延伸应用。 但此模型主要缺陷是建立耗时费力，对
实验条件变化反应敏感，各个实验室造模的条件难

以统一实验室间的结果缺乏可靠性。
２􀆰 １􀆰 ２　 获得性无助（ｌｅａｒｎｅｄ ｈｅｌｐｌｅｓｓ，ＬＨ）

获得性无助即是通过让大鼠接受无法控制或逃

避的厌恶性刺激后，将其放在可以逃避电击环境中

时，呈现出的由动机缺陷引发（而非 ＵＣＭＳ 中的由

奖励反射活动受损）的逃避行为欠缺及运动活性降

低的“无助”行为，实验常设置对照组、可控及不可

控刺激对照组。 动物在“无助”同时可伴有食欲减

退、体重减轻及攻击性降低。 刺激导致单胺类递质

系统发生显著改变，激活并致敏 ５⁃ＨＴ 神经元，去甲

肾上腺素（ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ，ＮＥ）释放减少，多巴胺（ｄｏ⁃

２２３
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ｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）信号传导降低表明出现应对缺陷。 模

型症状可通过慢性（而非急性）给予单胺能抗抑郁

药物逆转，符合疾病临床特征，此延迟效应可能由于

抗抑郁药物均通过“共同的最终通路”—神经营养

因子类物质的改变—而发挥作用。 在海马齿状回注

射脑源性神经营养因子（ ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ ）或制造增加 ＢＤＮＦ 的环境抑制“无

助”的发生，注射糖皮质激素受体拮抗剂使动物无

助易感性增强，证实 ＢＤＮＦ 和 ＨＰＡ 在 ＬＨ 发病中的

重要作用。 应激还可导致海马某些神经元长时效增

强，且这一增强与谷氨酸受体 Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃天门冬氨

酸受体（Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ａｓｐａｒｔａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＭＤＡＲ）的激

活相关，谷氨酸系统代表了抑郁症治疗的新靶标，着
眼于 ＮＭＤＡＲ 的药物（如氯胺酮）可以抑制神经递

质释放，或对突触后反应进行调控［１３］。 先天性 ＬＨ
品系大鼠（ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ＬＨ，ｃＬＨ）出现先天性药物抵

抗，其外侧缰核神经元中钙依赖蛋白激酶（Ｃａ２ ＋ ／
ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＩ， ＣａＭＫＩＩ ）
βＣａＭＫＩＩ 表达上调，从而引起更多谷氨酸受体进入

突触等变化，最终导致外侧缰核整体活性上调，并加

强对下游单胺能中心的抑制，产生抑郁行为，因此外

侧缰核的高度活跃性已成为新的治疗靶标，深度脑

刺激抑制外侧缰核活性成功改善患者抑郁症状［１４］。
此模型常用于研究基因与表型的关系，Ｒｉｄ⁃

ｄｅｒ［１５］等利用此模型发现了 ＧＲ 基因的功能，基因表

达升高导致动物表现出抑郁弹性，同时发现 ＧＲ 表

达改变与 ＢＤＮＦ 改变相关，提示 ＨＰＡ 轴假说与神经

递质假说的紧密联系。 但此模型一个缺陷在于停止

刺激后抑郁样症状持续时间不超过 １ 周，因此，不适

于周期较长的抗抑郁药物筛选［１３］。
２􀆰 １􀆰 ３　 生命早期应激

母婴分离（ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ＭＳ）通过扰乱啮

齿类动物出生后存在的独特的 ＨＰＡ 轴快速衰退的

应激低反应期（ｓｔｒｅｓｓ ｈｙｐｏｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｐｅｒｉｏｄ，ＳＨＲＰ），
打破亲子间相互作用对 ＨＰＡ 轴活性的抑制，导致

ＧＣ 含量升高及其受体激活，皮质酮升高导致谷氨

酸升高及 ＧＡＢＡ 释放降低［１６］，从而引发动物成年后

出现焦虑样行为、惊反射的前脉冲抑制（ｐｒｅｐｕｌｓｅ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｉｏｎ，ＰＰＩ）缺失等行为改变［１７］；并通过增强中脑

伏隔核多巴胺系统的功能影响潜伏抑制和逆反学

习；５⁃ＨＴ 能增强；前额叶、海马内 ＢＤＮＦ 水平显著降

低，海马齿状回神经元再生数目的减少［１８］。 检测即

刻早期基因 ｃ⁃Ｆｏｓ 表达发现动物的许多脑区被激

活，且表达模式随着发育而改变。 基因区域（如 Ａｖｐ
基因增强子区域、ＧＲ 基因上游的序列模体 Ｎｒ３ｃ１
等）甲基化改变，可对 ＨＰＡ 轴有调控作用［１６］。 海马

ｍｉＲＮＡｓ 表达发生改变，多种抗抑郁药物能够逆转

这些包括 ｍｉＲ⁃４５１ 的改变，提示药物作用的共同通

路，ｍｉＲＮＡｓ 的表达可能是应激诱导病理的重要组

分及新的药物靶点［１９］。
ｍｉＲ⁃１６、ｍｉＲＮＡ 对 ＭＳ 抑郁发病有重要作用，并

可能与 ＵＣＭＳ 涉及不同的机制。 灵长类动物研究中

同样表明 ＭＳ 导致长久的动物稳态及情感行为的改

变，动物海马盐皮质激素受体（ｍｉｎｅｒａｌｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ，ＭＲ）及 ＧＲ 的 ｍＲＮＡ 有所下降［２０］；同时 ＭＳ
可影响动物节律系统对药物的反应性，产生长久的

生物节律系统可塑性的改变，推测 ＥＬＳ 的靶标可能

为褪黑素系统［２１］；ＭＳ 可以增加动物成年后对其他

刺激（如 ＵＣＭＳ）的易感性，其很好地模拟了人类的

早期应激情景，尤其可研究儿童母爱缺失、儿童期忽

略等相关抑郁行为和神经生物学机制，在现在的抑

郁研究中也占有重要的地位。
２􀆰 ２　 社会应激模型

通过与侵略性强的动物双养或群养的方式，弱
势动物应激并产生长期的行为和精神社会学的改

变，其中包括焦虑、防御行为、物质滥用、社会性及性

行为的改变，其大脑神经元结构及形态、神经递质发

生紊乱。 树鼩是一种新型实验动物，通过将雄性树

鼩合笼饲养也成功建立了树鼩社会挫败模型，斗败

的从属性树鼩出现抑郁样行为改变、内分泌改变、及
时间依赖性的单胺类受体改变，新奇事物探索试验

中探索行为抑制，并且这种改变可持续至少 ２ 周以

上，同时这些抑郁样症状可以通过给予氯米帕明得

以缓解和恢复［２２］。 食蟹猴社会挫败模型中同样发

现社会地位与抑郁样症状间的联系，抑郁猴脑海马

ＣＡ１ 和 ＤＧ 区中神经纤维和细胞层体积减少，胶质

细胞数下降了 ３０％ ，颗粒神经元数目在 ＤＧ 区趋于

减少，整个海马区的椎体神经元和神经胶质细胞密

度趋于减少［２３］。 抑郁症是一种社会性心理疾病，社
会应激模型以社会回避作为主要的评价指标，很好

的模拟了人类抑郁症中的“社会退缩”现象，非人灵

长类动物有着与人类相似的社会环境和丰富的行为

模式，能够更加真实的模拟人类环境，对抑郁症行为

与中枢神经系统机制的研究可能更有参考价值。

３　 损伤模型

嗅球与边缘系统功能有关，对嗅觉、情绪、内分
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泌和记忆产生深远影响，大鼠嗅球切除 （ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ
ｂｕｌｂｅｃｔｏｍｙ，ＯＢ）作为抗抑郁药物研发的抑郁模型已

有很长历史。 ＵＣＭＳ 中发现嗅球损伤，临床患者中

也发现嗅球功能下降，均提示嗅球系统功能障碍与

抑郁发生有关。 ＯＢ 导致大鼠中央嗅觉系统多个区

域包括前额、嗅前核、杏仁核等区域顺 ／逆行性跨神

经元变性及血管变性，矿场试验中的自发活动下降

是 ＯＢ 行为学变化的主要衡量指标。 在神经递质及

受体方面，ＯＢ 大鼠纹状体 ＮＥ 基础值降低而多巴胺

基础值增加；杏仁核皮质、额叶及中脑的 ５⁃ＨＴ 浓度

降低，５⁃ＨＴ２Ａ 受体数目代偿性增加；ＮＭＤＡ 受体在

前额叶、侧杏仁核等脑区密度降低，皮层乙酰胆碱 Ｎ
型受体 α４β２ 密度增加，纹状体 Ｎ 型受体 α４ 密度降

低，可能诱发血迹记忆损伤；ＧＡＢＡ 浓度降低；下丘

脑前体神经肽 Ｐ 的 ｍＲＮＡ 表达增加诱发摄食行为

改变；生长激素降低；ＨＰＡ 轴功能亢进，皮质酮浓度

增加；氧化 ／亚硝化损伤增加，相应出现免疫方面的

肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ⁃α）、ＩＬ⁃１β、
凋亡因子增加等［２４］，同时海马可塑性受损伴随记忆

能力缺陷［２５］。 然而模型较为耗时，对试验中手术操

作要求高，可能导致造模过程中动物死亡，且在动物

模型与临床之间仍有差异，因此常用于抗抑郁药的

次筛以及作用机制的研究。 此外，成年动物（包括

啮齿类和非人灵长类动物等）卵巢切除还有行为

学、生物化学及神经化学的抑郁样改变，这些症状可

以通过补充雌激素或给予抗抑郁药物逆转。 卵巢切

除模型特异性应用于 １７β 雌二醇等雌性激素对抑

郁样症状的治疗效果评价及产后抑郁的机制研

究［２６］。

４　 化学药物诱导

４􀆰 １　 免疫刺激模型

抑郁的免疫假说认为，机体对应激适应性地诱

导产生前炎症细胞因子，产生氧化 ／亚硝化应激性脑

损伤，打乱外周循环的 ＧＣ 对 ＨＰＡ 轴的负反馈抑

制，也能导致 ＨＰＡ 轴过度激活；通过激活色氨酸⁃犬
尿氨酸途径中的限速酶⁃吲哚胺 ２，３⁃二氧化酶（ ｉｎ⁃
ｄｏｌｅａｍｉｎｅ ２，３⁃ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ， ＩＤＯ），将色氨酸代谢从

５⁃ＨＴ 合成转换成为犬尿氨酸合成，犬尿氨酸通过凋

亡、神经毒性及前氧化效应导致神经变性，同时还通

过降低血脑屏障摄取色氨酸降低 ５⁃ＨＴ 的合成，在
此过程中，细胞因子成为与包括神经递质代谢、神经

元可塑性、神经营养因子及内分泌功能多条抑郁通

路相互作用的炎症介质［２］。 抑郁症患者中炎症前

介质如 ＩＬ⁃１、２、６ 及 ＴＮＦ⁃α 水平升高，事实上 ＩＬ⁃６ 在

许多抑郁模型中显著升高，伴随内源性抗氧化物质

下降及抑郁、焦虑样症状、认知缺陷的增加，同时这

些症状并不能被氟西汀所逆转，提示 ＩＬ⁃６ 可能在抗

药性中起到关键作用，已成为研究热点［２７］。
越来越多的证据表明神经、内分泌和免疫系统

存在交互作用，精神疾病也有免疫系统的参与，致炎

细胞因子包括 ＩＬ、 ＴＮＦ、内毒素类脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏ⁃
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和干扰素（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）等充当

了神经调节功能的作用，通过给予这些物质能够导

致类似人的快感缺失、睡眠紊乱等症状，也出现神经

营养因子的变化，可被抗抑郁药物逆转［２８］。 在恒河

猴中的研究也表明 ＩＦＮ⁃α 可以诱导恒河猴产生与人

抑郁症相似的行为学、神经内分泌及免疫反应，此
外，ＨＰＡ 轴的反应性改变及多巴胺代谢产物可能对

ＩＦＮ⁃α 诱导产生的抑郁样蜷缩行为有促进作用［２９］。
本模型反应了免疫系统在抑郁发生中的重要作用，
是当前研究的热点，但各细胞因子对中枢神经系统

的影响不尽相同，有各自特点，因此此模型有一定局

限性。
４􀆰 ２　 药物诱导模型

早期在临床上发现耗竭单胺类递质的抗高血压

药物—利血平可以导致患者产生抑郁症状，进一步

研究发现利血平诱导大鼠 ５⁃羟色胺能系统中相关

的储藏蛋白、受体和转运体的表达皆发生改变，也有

研究发现急性 ／慢性给予利血平的大鼠中在 ５⁃ＨＴ
诱导下产生的第二信使磷酸肌醇 １ＩＰ１ 增加，５⁃ＨＴ２
受体的结合位点也发生单胺类物质降低后的补偿性

增加［３０］。 利血平还可导致免疫学方面的改变，利血

平通过消耗 ５⁃ＨＴ 和诱导迟发型超敏反应而抑制细

胞免疫反应，导致 ＩＦＮ⁃γ 的分泌，而 ＩＦＮ⁃γ 被认为可

以降低抗体的产生，并导致特异性的肠道体液免疫

反应（ＩｇＡ 和 ＩｇＧ 亚群）降低［３１］。 经典药物 ＴＣＡＳ、
ＭＡＯＩｓ 以及重复小剂量苯甲酰胺均可逆转利血平

导致的症状。 利血平可导致动物中伤害性感受阈降

低，脑内单胺递质降低及氧化 ／氮应激增加诱导炎症

级联反应从而导致疼痛及抑郁“二联体”的发生，这
符合最新的疼痛抑郁共病机制假说。 因而此模型现

除用于抗抑郁新药的初筛外，已大量用于具有抗疼

痛 ／抑郁功能的抗炎症药物（姜黄色素）、镇痛药物

（龙胆苦甙）等的药理机制研究当中［３２］。
人类精神兴奋剂戒断综合征和抑郁症状极为相

４２３
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似，精神兴奋剂戒断的大鼠产生快感的阈值升高，奖
赏功能缺陷，在强迫游泳试验（ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ，
ＦＳＴ）时游泳时间减少、游泳距离减短及不动时间增

加，悬尾试验（ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ，ＴＳＴ）中不动时间

延长；５⁃ＨＴ 系统、ＨＰＡ 轴活性及海马神经可塑性均

发生相应变化，随后的工作中，研究人员也利用乙

醇、尼古丁、吗啡、可卡因、安非他命、摇头丸（ｍｅｔｈ⁃
ｙｌｅｎｅ ｄｉｏｘｙ ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ，ＭＤＭＡ）、海洛因等急

性或亚慢性给药的方式建立了相应药物的戒断模

型，并对动物病理生理学及行为学试验为指标的应

激反应等做了深入的研究。 此外，一些治疗精神兴

奋剂戒断综合征的药物是直接或间接通过单胺类系

统来发挥疗效的，这说明它和抑郁症有相似的药理

学特性。 但此模型持续时间较短，发病机制不同于

应激抑郁，但并不影响其在抑郁研究中的作用［３３］。

５　 基因型改变

在 ５⁃ＨＴ 能系统的所有分子中，转录因子 Ｌｍｘ１ｂ
在发育中发挥着广泛的调控作用，而转录因子 Ｐｅｔ１
仅在 ５⁃ＨＴ 神经元中特异表达并直接激活血清能系

统中的相关基因，包括色氨酸羧化酶 （ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｔｐｈ２）、５⁃ＨＴ 转运蛋白（ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｔｒａｎｓ⁃
ｐｏｒｔｅｒ ５，Ｓｅｒｔ）及囊泡单胺转运蛋白（ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｍｏｎｏ⁃
ａｍｉｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，Ｖｍａｔ２）。 基于这些基因建立了相

应的基因敲除小鼠、转基因小鼠及条件性基因剔除

小鼠，包括影响中缝 ５⁃ＨＴ﹢神经元的发育、５⁃ＨＴ 生物

合成、５⁃ＨＴ 储存和释放、５⁃ＨＴ 转运蛋白 ５⁃ＨＴ 受体

表达的模型［３４］。
抑郁症患者中 ＨＰＡ 轴持续亢进，使分布于下丘

脑神经细胞的促肾上腺皮质激素释放激素（ｃｏｒｔｉｃｏ⁃
ｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＣＲＨ）生成增多，ＣＲＨ 经垂

体门脉系统到达垂体前叶，促使垂体前叶的促肾上

腺皮质激素（ ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＣＴＨ）产

生增加，ＡＣＴＨ 再随血液到达肾上腺皮质，从而使肾

上腺皮质合成糖皮质激素（皮质酮等）增多。 基于

各激素及受体、转运蛋白也建立了相应的基因敲除

小鼠、转基因小鼠及条件性基因剔除小鼠［３５］，包括

ＣＲＨ 过表达、ＣＲＨＲ１ ／ ＣＲＨＲ２ 双基因敲除、条件性

ＧＲ 敲除、条件性 ＧＲ 过表达等模型。
通过近交繁殖的方法，人们筛选得到了许多先

天具有抑郁表型的动物品系，这些动物为基因突变

动物，在行为学、神经内分泌、神经生化及免疫等方

面均不同程度模拟了人类抑郁症状，同时还兼有嗜

酒、痴呆等表型，最为常用的如 Ｗｉｓｔａ⁃Ｋｙｏｔｏ 大鼠、
ｃＬＨ 和 ＨＡＢ （ ｈｉｇｈ ａｎｘｉｅｔｙ ｂｅｈａｖｉｏｒ， ＨＡＢ ） 大 鼠

等［３６］。 尽管这类动物可以提供研究人类疾病、精神

疾病如抑郁等，但精神疾病是很难复制的，因为这些

疾病与人特异性的一些基因相关。

６　 讨论

综上所述，现有的模型使用尽管还存在一些限

制，如动物不能观察悲伤、内疚、自杀的念头等仅限

于人中的症状，模型建立的急性应激本质，以及大多

以雄性动物造模等与人类不符的情况。 但现有的抑

郁模型在一定程度上允许对分子、基因、表观遗传、
环境等致病因素进行研究，从而弄清潜在基因与环

境改变的因果关系，最终阐明其发病机理并用于相

应治疗药物的研发。 且患者中的临床研究也进一步

推动着动物模型的改进，多种临床技术和指标 ＭＲＩ、
ＰＳＧ、ＥＲＰｓ 等在模型评价中的应用将为建立更有效

的动物模型提供指导。
参 考 文 献

［ １ ］ 　 Ｗｈｉｔｅｆｏｒｄ ＨＡ， Ｄｅｇｅｎｈａｒｄｔ Ｌ， Ｒｅｈｍ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｇｌｏｂａｌ ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ
ｄｉｓｅａｓｅ ａｔｔｒｉｂｕｔａｂｌｅ ｔｏ ｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｕｓｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ： ｆｉｎｄ⁃
ｉｎｇｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｇｌｏｂａｌ Ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｓｔｕｄｙ ２０１０［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ，
２０１３， ３８２（９９０４）： １５７５ － １５８６．

［ ２ ］ 　 邓佳慧，李素霞，董问天，等． 难治性抑郁症治疗的研究进展

［Ｊ］ ． 中国神经精神疾病杂志， ２０１４，４０（３）：１８９ － １９２．
［ ３ ］ 　 Ａｂｅｌａｉｒａ ＨＭ， Ｒｅｕｓ ＧＺ， Ｑｕｅｖｅｄｏ Ｊ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｓ ｔｏｏｌｓ ｔｏ

ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｒｅｖｉｓｔａ Ｂｒａｓｉｌ
Ｐｓｉｑｕｉａｔｒｉａ， ２０１３， ３５（Ｓｕｐｐｌ ２）： １１２ － １２０．

［ ４ ］ 　 Ｓｔｅｐａｎｉｃｈｅｖ Ｍ， Ｄｙｇａｌｏ ＮＮ， Ｇｒｉｇｏｒｙａｎ Ｇ，ｅｔ ａｌ． Ｒｏｄｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ
ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ： ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ
［Ｊ］ ． ＢｉｏＭｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ， ２０１４，９３２７５７．

［ ５ ］ 　 Ｎａｂｅｓｈｉｍａ Ｔ， Ｋｉｍ ＨＣ． Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎ⁃
ｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｎｓｅｔ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０１３，
２２（４）： ２３５ － ２４３．

［ ６ ］ 　 Ｗｉｂｏｒｇ Ｏ． Ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｆｏｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｈｅｄｏｎｉａ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ
Ｔｉｓｓｕｅ Ｒｅｓ， ２０１３，３５４（１）： １５５ － １６９．

［ ７ ］ 　 Ｓｕｎ ＪＤ， Ｌｉｕ Ｙ， Ｙｕａｎ ＹＨ，ｅｔ ａｌ． Ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｉｎｄｕｃｅｓ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ．
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０１２， ３７（５）： １３０５ － １３２０．

［ ８ ］ 　 Ｃａｏ Ｘ， Ｌｉ ＬＰ， Ｗａｎｇ Ｑ，ｅｔ ａｌ． Ａｓｔｒｏｃｙｔｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ＡＴＰ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｄ， ２０１３，１９（６）： ７７３ －
７７７．

［ ９ ］ 　 Ｈｅｎｎｉｎｇｓｅｎ Ｋ， Ｐａｌｍｆｅｌｄｔ Ｊ， Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｓｅｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｎｄｉｄａｔｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ
ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌｕｌ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１２，
１１（７０）：１ － ３５．

［１０］ 　 Ｂｅｒｇｓｔｒｏｍ Ａ， Ｊａｙａｔｉｓｓａ ＭＮ， Ｔｈｙｋｊａｅｒ Ｔ，ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ

５２３
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ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ： ａ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｓｔｕｄｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２００７，３３（２）： ２０１ － ２１５．

［１１］ 　 Ｆａｒｈａｎｇ Ｓ， Ｂａｒａｒ Ｊ， Ｆａｋｈａｒｉ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＢＤＮＦ ａｎｄ ＮＴＲＫ３ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｆｒｏｎｔｏｐａｒｉｅｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｒｅｓｉｌｉｅｎｔ
ｒａｔｓ ｉｎ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｓｙｎａｐｓｅ， ２０１４，６８
（９）： ３８７ － ３９３．

［１２］ 　 Ｆｏｒｔｕｎｅ ＥＳ， Ｒｏｓｅ ＧＪ． Ｓｈｏｒｔ⁃ｔｅｒｍ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ａｓ ａ ｔｅｍｐｏｒａｌ
ｆｉｌｔｅｒ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２００１，２４（７）： ３８１ － ３８５．

［１３］ 　 Ｖｏｌｌｍａｙｒ Ｂ， Ｇａｓｓ Ｐ． Ｌｅａｒｎｅｄ ｈｅｌｐｌｅｓｓｎｅｓｓ： ｕｎｉｑｕｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｖａｌｕｅ ｏｆ ａ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｔｉｓ⁃
ｓｕｅ Ｒｅｓ， ２０１３， ３５４（１）： １７１ － １７８．

［１４］ 　 Ｌｉ Ｋ， Ｚｈｏｕ Ｔ， Ｌｉａｏ Ｌ，ｅｔ ａｌ． ｂｅｔａＣａＭＫＩＩ ｉｎ ｌａｔｅｒａｌ ｈａｂｅｎｕｌａ ｍｅ⁃
ｄｉａｔｅｓ ｃｏｒｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１３， ３４１
（６１４９）： １０１６ － １０２０．

［１５］ 　 Ｒｉｄｄｅｒ Ｓ， Ｃｈｏｕｒｂａｊｉ Ｓ， Ｈｅｌｌｗｅｇ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ａｌｔｅｒｅｄ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｈｏｗ ａｌｔｅｒｅｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｆｏｒ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２００５，２５
（２６）： ６２４３ － ６２５０．

［１６］ 　 Ｎｉｓｈｉ Ｍ， Ｈｏｒｉｉ⁃Ｈａｙａｓｈｉ Ｎ， Ｓａｓａｇａｗａ Ｔ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅａｒｌｙ ｌｉｆｅ ａｄ⁃
ｖｅｒｓｅ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｅｐａ⁃
ｒａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｒｏｄｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔｉ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１４，１７ （８ ）：
ｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ２０１４􀆰 ００１６６．

［１７］ 　 Ｅｌｌｅｎｂｒｏｅｋ ＢＡ， Ｃｏｏｌｓ ＡＲ． Ｔｈｅ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｐｅｎｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏ⁃
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２０００，２３（１）： ９９ － １０６．

［１８］ 　 薛晓芳，李曼，王玮文，等． 母婴分离的动物模型及其神经生

物学机制［Ｊ］ ． 心理科学进展，２０１３， ２１（６）： ９９０ － ９９８．
［１９］ 　 Ｏ’Ｃｏｎｎｏｒ ＲＭ， Ｇｒｅｎｈａｍ Ｓ， Ｄｉｎａｎ ＴＧ，ｅｔ ａｌ． ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ａｓ ｎｏ⁃

ｖｅｌ ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ ｔａｒｇｅｔｓ： ｃｏｎｖｅｒｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｋｅｔａｍｉｎｅ ａｎｄ ｅ⁃
ｌｅｃｔｒｏｃｏｎｖｕｌｓｉｖｅ ｓｈｏｃｋ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１３， １６（８）： １８８５ － １８９２．

［２０］ 　 Ｐａｔｅｌ ＰＤ， Ｌｏｐｅｚ ＪＦ， Ｌｙｏｎｓ ＤＭ，ｅｔ ａｌ． Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ａｎｄ ｍｉｎｅｒ⁃
ａｌｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｑｕｉｒｒｅｌ ｍｏｎｋｅｙ ｂｒａｉｎ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒ Ｒｅｓ， ２０００，３４（６）： ３８３ － ３９２．

［２１］ 　 Ｒａｗａｓｈｄｅｈ Ｏ， Ｄｕｂｏｃｏｖｉｃｈ ＭＬ． Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｓｙｓｔｅｍ ｔｏ ｍｅ⁃
ｌａｔｏｎｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｕｒｎａｌ ｎｏｎｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅ （Ｍａｃａｃａ ｍｕｌａｔｔａ）［ Ｊ］ ．
Ｊ Ｐｉｎｅａｌ Ｒｅｓ， ２０１４，５６（３）： ２５４ － ２６３．

［２２］ 　 祁可可，冯敏，孟肖路，等． 树鼩的社会挫败抑郁模型［ Ｊ］ ． 心
理科学进展 ２０１２，２０（１１）： １７８７ － １７９３．

［２３］ 　 Ｗｉｌｌａｒｄ ＳＬ， Ｒｉｄｄｌｅ ＤＲ， Ｆｏｒｂｅｓ ＭＥ，ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｎｅｕ⁃
ｒｏｐｉｌ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｕｂｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎ ａ ｆｅ⁃
ｍａｌｅ ｍｏｎｋｅｙ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒ， ２０１３，７４
（１２）： ８９０ － ８９７．

［２４］ 　 Ｓｏｎｇ Ｃ， Ｌｅｏｎａｒｄ ＢＥ． Ｔｈｅ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂｅｃｔｏｍｉｓｅｄ ｒａｔ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｂｉｏｂｅｈａｖ Ｒｅｖ， ２００５，２９ （４ － ５）：
６２７ － ６４７．

［２５］ 　 Ｍｏｒａｌｅｓ⁃Ｍｅｄｉｎａ ＪＣ， Ｊｕａｒｅｚ Ｉ， Ｖｅｎａｎｃｉｏ⁃Ｇａｒｃｉａ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍ⁃
ｐａｉｒｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｏ⁃
ｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔ［Ｊ］ ．
Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１３，２３６（１６）： ２３３ － ２４３．

［２６］ 　 Ｅｌ⁃Ｂａｋｌｙ ＷＭ， Ｈａｓａｎｉｎ ＡＨ． Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍ ｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＴＮＦ⁃ａｌｐｈａ ａｎｄ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｗｉｔｈ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｎ ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ ／ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ
［Ｊ］ ． Ｋｏｒｅａｎ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１４，１８（３）： ２３３ － ２３９．

［２７］ 　 Ｓｕｋｏｆｆ Ｒｉｚｚｏ ＳＪ， Ｎｅａｌ ＳＪ， Ｈｕｇｈｅｓ ＺＡ，ｅｔ ａｌ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｓｕｓ⁃
ｔａｉｎｅｄ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ｉｎ ｔｈｅ ＣＮＳ ａｓ ａ ｋｅｙ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｏｒ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓ⁃
ｓｉｖｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ［Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓｌａｔ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒ， ２０１２，２： ｅ１９９．

［２８］ 　 Ｋｕｂｅｒａ Ｍ， Ｃｕｒｚｙｔｅｋ Ｋ， Ｄｕｄａ Ｗ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｅｗ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
（ｃｈｒｏｎｉｃ） ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｌｉ⁃
ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ４ ｍｏｎｔｈｓ［ Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｂｅｈａｖ
Ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２０１３，３１： ９６ － １０４．

［２９］ 　 Ｆｅｌｇｅｒ ＪＣ， Ｍｕｎ Ｊ， Ｋｉｍｍｅｌ ＨＬ，ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ａｌｐｈａ
ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｄｏｐａｍｉｎｅ ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｓｔｒｉａｔａｌ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅ⁃
ｌｅａｓｅ ｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｎｈｅｄｏｎｉａ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｎｏｎｈｕｍａｎ
ｐｒｉｍａｔｅｓ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２０１３，３８（１１）： ２１７９ －
２１８７．

［３０］ 　 Ｌｅｅ ＭＪ， Ｗｅｉ ＪＷ． Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｒｅｓｅｒｐｉｎｅ ａｎｄ ｉｍｉｐｒａｍｉｎｅ ｏｎ
ｔｈｅ ５⁃ＨＴ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｕｐｌｅｄ ｓｅｃｏｎｄ ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ
ｉｎ ｒａｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１３，５６（４）： １９９ －
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严重的糖尿病血管病变的发生机制
及其动物模型制作进展

冯丽帅，马旭，王建波∗

（上海交通大学附属第六人民医院介入放射科，上海　 ２００２３３）

　 　 【摘要】 　 ２ 型糖尿病（ＤＭ）并发的动脉粥样硬化（ＡＳ）由于具有斑块不稳定、供血区缺血严重及治疗后再狭窄

率高等特点成为导致 ２ 型 ＤＭ 患者死亡及截肢最常见病因。 对 ２ 型 ＤＭ 血管并发症制定并实施针对性强的治疗方

案对降低此类疾病对人类健康的危害有重要意义。 而 ２ 型 ＤＭ 背景下严重的血管病变动物模型的建立，则为研究

并进一步实施 ２ 型 ＤＭ 血管并发症治疗方案提供了实验基础。 本文首先对 ２ 型 ＤＭ 并发的严重的血管病变发生机

制进行探讨，进一步对现阶段国内外建立此类血管病变动物模型的实验方法进行综述。
【关键词】 　 糖尿病；血管病变；动物模型
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＷＡＮＧ Ｊｉａｎ⁃ｂｏ， Ｅｍａｉｌ： ２５３８２３３１９＠ ｑｑ． ｃｏｍ

　 　 　 全球现约有 ３ 亿人患有 ２ 型 ＤＭ。 １８ 岁以上

成年人中 ２ 型糖尿病（ＤＭ）的发病率约为 ９％ ［１］。 ２
型 ＤＭ 引发的以动脉粥样硬化（ＡＳ）为代表的心血

管并发症发病率在全球范围内不断上升，成为 ２ 型

ＤＭ 患者最常见的死因，给人类健康造成极大危

害［２，３］。 为 ２ 型 ＤＭ 背景下的血管病变设计有效的

治疗方案是当今医学研究热点。 众所周知，高脂血

症与 ＡＳ 发生关系密切，但前期临床实验表明，纠正

高脂血症可以减少 ＤＭ 微小血管并发症（如视网膜

病变及肾脏病变）， 却不能阻止 ＡＳ 的发生，且血管

病变在形态学上与非 ＤＭ 背景下的血管病变相比，
具有血管弹性差，管腔狭窄严重且动脉斑块不稳定

的特点，提示 ＤＭ 血管并发症发生可能与 ＤＭ 背景

下的其他机制相关［４⁃７］。 因此，首先探明 ２ 型 ＤＭ 与
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此背景下严重的血管病变发生所涉及的相关机制，
对成功构建理想严重的血管病变动物模型，并随后

研制有效的预防和治疗手段有重要价值。

１　 ２ 型 ＤＭ 背景下严重的血管病变发
生的相关机制
　 　 对 ２ 型 ＤＭ 背景下严重的血管病变的发生机制

进行探讨，有利于为 ２ 型 ＤＭ 背景下严重血管病变

治疗方案提供新思路。 多名学者通过实验研究发

现，相比于不伴 ＤＭ 的 ＡＳ 患者， ＤＭ 背景下的 ＡＳ
具有血管狭窄严重且斑块不稳定的特点［５，６］；国内

外学者就 ２ 型 ＤＭ 主要发病特点与此背景下严重的

血管病变的关系做了大量相关研究。 下文主要就 ２
型 ＤＭ 导致体内发生的两方面变化与严重的血管病

变发生的相关性研究进行综述。
１􀆰 １　 ＤＭ 背景下巨噬细胞功能异常与 ＡＳ 的关系

近年来多名学者研究显示，处于 ＤＭ 背景下的

巨噬细胞功能将发生改变，此种改变将促进 ＡＳ 发

展并导致动脉斑块不稳定性的增加。 Ｂｏｒｎｆｅｌｄｔ 等［７］

认为，ＤＭ 可导致患者体内出现巨噬细胞的异常分

化，从而产生更多细胞因子和趋化因子，促进了 ＡＳ
的发生；Ｎｉｓｈｉｚａｗａ 和 Ｂｏｒｎｆｅｌｄｔ［８］ 则认为高糖环境是

诱发巨噬细胞介导炎症反应增加的原因。 在上述理

论的基础上，Ｓｕｎ 等［９］通过动物实验发现，巨噬细胞

迁移抑制因子的使用可起到延缓 ＤＭ 动物血管病变

发展进程的作用，这进一步有力的证明了 ＤＭ 患者

体内巨噬细胞的异常活动的确在诱发糖尿病血管并

发症方面发挥了重要作用。 此外，多项研究发现，与
非 ＤＭ 人群相比，ＤＭ 患者体内巨噬细胞易发生凋

亡，而这将导致动脉斑块的不稳定性及栓塞几率的

增加，成为危害人类健康的重大安全隐患［１０⁃１４］。 上

述相关研究均证明了 ＤＭ 背景下巨噬细胞功能异常

与 ＡＳ 发生的密切相关性，这提示我们在造模过程

中可将对 ＤＭ 动物巨噬细胞功能及其状态的监测，
作为参考血管模型成功建立与否的重要指标之一；
此外，相关研究还提示我们，在预防或治疗 ＤＭ 所致

的严重的血管病变时，创新性地干预消除促进巨噬

细胞功能变化的因素，或在治疗方案中有针对性的

加入适量巨噬细胞的靶向抑制剂，将有可能突破性

地起到延缓 ＤＭ 血管病变的疗效。
１􀆰 ２　 胰岛素抵抗与 ＡＳ 的关系

２ 型 ＤＭ 以胰岛素抵抗为主要发病机制，近年

来，多名学者通过实验研究证实了胰岛素抵抗与 ＡＳ
发生的相关性。 Ａｌ⁃Ｍａｓｈｈａｄｉ 等［１５］ 通过相关实验得

出结论：以单纯高血糖为主要发病特征的 １ 型 ＤＭ
并非促进 ＡＳ 发生的独立危险因素，这说明 ＤＭ 背景

下 ＡＳ 的发生在很大程度上仍受其他机制的调节。
Ｈａｍｉｌｔｏｎ 等［１６］认为胰岛素抵抗所致胰岛素底物受

体功能减低可造成对 ＡＳ 有预防作用的一氧化氮

（ＮＯ）的减少及与 ＡＳ 的发生关系密切的晚期糖基

化终产物（ＡＧＥｓ）及氧化低密度脂蛋白（ｏｘ⁃ＬＤＬ）生
成增加；另外，胰岛素抵抗还可通过多种途径造成动

脉中层钙化及血管弹性的降低，进一步促进严重的

血管病变形成［１７ ⁃１９］。 在此理论基础上，诸多学者通

过设计不同的实验证实了上述假设：胰岛素抵抗导

致的体内应激反应及副产物的增加，与 ＡＳ 的发展

变化密切相关，即：在其他因素相同的情况下，胰岛

素敏感性越低，血管病变加重程度越深［２０ ，２１］。

２　 建立 ２ 型 ＤＭ 血管病变动物模型
的常用方法介绍
　 　 综合 ２ 型 ＤＭ 发病特点后我们得出结论：想要

成功建立符合上述血管病变特点的动物模型，造模

的关键是在血管病变出现之前首先诱发动物产生胰

岛素抵抗。 众所周知，以胰岛素抵抗为发病机制的

２ 型 ＤＭ 的发生发展与人类长期摄入过剩能量关系

密切，据此科学家们推断出：高热量饲料饲喂实验动

物便可诱发其产生类似于人类胰岛素抵抗的理论假

设。 随后，Ｋａｊｉｍｏｔｏ 等［２２］ 即通过设计动物实验证实

了这一理论假设的科学性；此外，多名学者在研究实

践中发现，小剂量胰岛 β 细胞毒性药物的使用，同
样可使动物体内的胰岛素敏感性下降，达到类似于

人类胰岛素抵抗这一症状的效果［２３ ，２４］。 综合上述

理论和长期实践经验我们得出：长期高脂饮食或小

剂量破坏胰岛功能的药物诱导形成的 ２ 型 ＤＭ 动物

与人类 ２ 型 ＤＭ 发展进程类似，故这些动物模型发

生的血管病变亦可成为研究治疗 ２ 型 ＤＭ 背景下严

重的血管病变的理想素材。

３　 造模动物的选择及相应实验案例

　 　 由于不同物种生理差异性的存在，国际上目前

尚无 ２ 型 ＤＭ 造模动物选择的统一标准。 近年来学

者们根据各自的研究目的分别选择了不同动物作为

造模对象。
３􀆰 １　 兔应用于研究 ＤＭ 背景下血管病变相关案例

兔因其脂代谢和心血管系统与人类相似度高且

造模过程中死亡率低等特点被研究人员看作是模拟

８２３
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人类 ２ 型 ＤＭ 及其并发症的理想动物模型［２５ ，２６］。
Ｎｉｎｇ 等［２７］通过相关实验证明了高糖高脂饲喂确实

可使家族性高脂血兔发生胰岛素抵抗，而这一症状

同样影响着实验组兔 ＡＳ 的进程；Ｚｈｅｎｇ 等［２８］ 在对

两组周龄相同日本白兔做了相似处理后，经研究得

出结论：高脂高胆固醇饲料饲喂的确可使实验兔胰

岛素敏感性降低，出现类似于人类 ２ 型 ＤＭ 的症状。
随后，研究人员通过对两组动物血管壁标本进行分

析比较后，进一步发现：与无血管壁异常的对照组相

比，实验组日本白兔血管壁出现了斑块；高玲等［２９］

在建立非 ＤＭ 与 ＤＭ 兔模型后发现，ＤＭ 背景下兔

ＡＳ 腹主动脉壁特别是近血管腔处巨噬细胞浸润明

显多于非 ＤＭ 背景下 ＡＳ 兔，而且发现了更加活跃的

炎症细胞浸润， 提示相比较于非 ＤＭ 背景下 ＡＳ，ＤＭ
背景下 ＡＳ 的病变性质不稳定的特性，与上文分析

过的 ＤＭ 背景下 ＡＳ 斑块具备的特点相符。 以上列

举的种种相关实验案例提示我们：兔能够在高脂饲

喂条件下产生类似于人类 ２ 型 ＤＭ 症状，而这种生

理状态则与其血管病变的产生密切相关。 这进一步

证明兔能够并适合成为 ２ 型 ＤＭ 背景下严重的血管

病变的造模及实验研究对象。 但 Ｚｈｏｕ 等［３０］ 在对

ＤＭ 兔模型实施经皮腔内血管成形术（ ＰＴＡ）后发

现，高血糖刺激对兔血管再狭窄进程并无显著影响，
这提示我们 ＤＭ 兔并不适合作为针对血管再狭窄所

研制的新型药物或治疗方案的疗效评估模型；另外，
由于兔本身对 ＳＴＺ 不敏感，故寻找出有效破坏兔部

分胰岛功能的药物或操作方法成为成功建立符合要

求的动物模型和进一步进行科学研究前提。
３􀆰 ２　 大鼠应用于研究 ＤＭ 背景下血管病变的实验

案例

大鼠被认为是啮齿目动物中较为适合制造 ２ 型

ＤＭ 所致动脉粥样硬化模型的动物。 Ｗａｊｉｍａ 等［３１］

将周 龄 及 体 重 均 相 同 的 自 发 性 肥 胖 型 大 鼠

（ＯＬＥＴＦ）和非 ＤＭ 大鼠（ＬＥＴＯ）设为实验组和对照

组并用标准大鼠饲料饲喂，一段时间后分别对其实

施血压、糖耐量及颈动脉血流超声检查，随后猝死大

鼠并对其进行颈动脉病理及颈动脉厚度等研究分

析。 结果显示：出现胰岛素抵抗的实验组大鼠颈动

脉斑块明显大于对照组，血管厚度也明显超过了对

照组。 而此类型的血管病变与我们之前讨论过的 ２
型 ＤＭ 背景下严重的血管病变特点类似，据此我们

得出：ＯＬＥＴＦ 也可作为理想的动物模型应用于研究

和治疗 ２ 型 ＤＭ 背景下严重的血管病变这一领域。

但由于大鼠体内存在天生的抗动脉粥样硬化及血管

炎症等相关机制，其在建立胰岛素抵抗所致动脉粥

样硬化模型应用中的普适性仍待通过更多相关研究

证实；另一方面，Ｃａｒｒｏｌｌ 等［３２］ 认为饮食诱发或自发

性大鼠胰岛素抵抗模型因与人类胰岛素抵抗机制并

不完全相同，故选择大鼠作为实验动物进行造模的

科学严谨性尚待探讨。
３􀆰 ３　 小鼠应用于研究 ＤＭ 背景下血管病变的实验

案例

小鼠因体积小，成本低，妊娠周期短，繁殖力强，
易于操作且与其他种属动物相比，具有与人类基因

组同源性高等特点现已成为应用极为广泛 ＤＭ 及其

并发症的造模动物［３３］。 ＤＭ 小鼠模型主要分为三

类：自发性 ＤＭ 小鼠、实验性 ＤＭ 小鼠和基因工程

ＤＭ 小鼠模型［３４］。 下面对近来研究较热的以基因

敲除为基础的相关血管病变实验造模方法进行简单

罗列。 Ｓｕｎ 等［４］对 ＡｐｏＥ 基因敲除后的小鼠实施部

分腹腔内注射 ＳＴＺ 的方法得到实验组 ＤＭ 小鼠和对

照组非 ＤＭ 小鼠，一段时间后检测发现实验组小鼠

血浆胆固醇含量明显高于对照组且 ＡＳ 病变亦明显

严重于对照组，与人类 ２ 型 ＤＭ 背景下严重血管病

变特点相符；Ｚｈｕ 等［２１］在对 ＡｐｏＥ 及 ＬＤＬＲ 基因敲除

后的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠进行腹腔内 ＳＴＺ 注射并辅

以高胆固醇饲料饲喂处理后，成功建立了类似于人

类 ２ 型 ＤＭ 的小鼠模型，并在此基础上进一步对此

生理状态下的小鼠所发生的血管病变进行了相关机

制的分析及研究，发现处于 ２ 型 ＤＭ 生理状态下小

鼠体内所出现的变化的确与严重的血管病变的发生

密切相关。 虽然一些学者对选择小鼠作为造模动物

持肯定态度，但当今学术界仍不乏对利用基因敲除

小鼠来建立 ２ 型 ＤＭ 背景下严重的血管病变动物模

型的做法的质疑之声。 Ａｖｒａｍｏｇｌｕ 等［３５］ 认为基因敲

除将可能影响 ＡＳ 进程；Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠对控制条件

要求苛刻，饲料或环境的轻微变化就会引起实验小

鼠发出现不同表型；种种原因将影响实验结果的说

服力；Ｈｕａｎｇ 等［３６］ 甚至通过实验证明，选择性抑制

脂肪组织 ＡｐｏＥ 的表达，可以提高胰岛素敏感性并削

弱巨噬细胞的致炎能力。 Ｚｈｅｎｇ 等［２８］对选择小鼠作

为理想血管病变造模动物持有异议，他认为一方面

由于小鼠因天生具有对抗动脉粥样硬化及血管炎症

的机制，另外由于体型等因素的制约，故在对单个小

鼠进行多次血样采集、血压测量及其他 ２ 型 ＤＭ 胰

岛素抵抗重要相关指标测量时存在困难，故其认为
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小鼠并不是最适合建立胰岛素抵抗模型的动物。
３􀆰 ４　 猪应用于 ＤＭ 背景下血管病变治疗模型的研

究进展

Ｈａｍａｍｄｚｉｃ 和 Ｗｉｌｅｎｓｋｙ［３７］ 认为，在新型药物及

治疗方案真正应用于临床前的疗效评估阶段，与小型

动物相比，大型实验动物（如猪）的使用可以达到更好

的评估效果。 Ｌｕｄｖｉｇｓｅｎ 等［３８］ 在使用少量 ＳＴＺ 诱发

小型猪患 ＤＭ 后发现：轻微 ＤＭ 并不能加重 ＡＳ，但是

为了评估心血管药物对 ＤＭ 的附加疗效，ＤＭ 动物模

型的构建仍具有其必要性。 这提示我们在 ＤＭ 背景

下 ＡＳ 的新型治疗方案真正应用于临床前，可选择小

型猪来进行临床前期疗效的评估，以此确保新型治疗

方案真正应用于人类时的安全有效性。

４　 结语

动物疾病模型的建立是对人类疾病研究并设计

出有效治疗方案的基础，而至今仍没有一种公认的

理想的动物模型与人类 ２ 型 ＤＭ 特征完全吻合，不
同类型的动物模型各有其特征和局限性［３９］。 对实

验动物的选择应在参照前人研究经验的基础上，根
据具体实验研究目的等情况而酌情考量。 建立表现

为以胰岛素抵抗为发病特点的 ２ 型 ＤＭ 所致血管病

变的动物模型，为有针对性的研制 ＤＭ 背景下严重

的血管病变的治疗方案提供前提。 为更有针对性的

治疗 ２ 型 ＤＭ 背景下严重的血管并发症，我们应首

先投入更多精力来深入研究 ２ 型 ＤＭ 背景下严重的

血管病变的具体发病机制，并将严重的血管病变的

具体特点与导致此种血管变化所涉及的相关机制充

分联系起来。 另外，在新型治疗方案应用于临床之

前，我们可选择大型实验动物（如猪）来做为疗效评

估的模型，以此来充分确保新治疗方案应用于人类

时的安全性和有效性。
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