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游离 ＳＩＶｍａｃ２３９ 病毒与 Ｔ 细胞介导两种方式
感染内皮细胞的效果比较

黄　 丹，丛　 喆，徐　 珮，薛　 婧，魏　 强

（北京协和医学院比较医学中心，中国医学科学院医学实验动物研究所，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疾病动物模型三级实验室，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较游离病毒感染与 Ｔ 细胞介导的感染方式对 ＳＩＶ 感染内皮细胞的影响，探索 ＳＩＶｍａｃ２３９
感染内皮细胞的主要途径，从而为 ＳＩＶ 入侵血脑屏障的机制提供理论基础。 方法　 采用游离 ＳＩＶ 病毒直接感染内

皮细胞和 ＳＩＶ 感染的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞与内皮细胞共培养的两种方式，通过巢式 ＰＣＲ、间接免疫荧光法、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 以及 ＥＬＩＳＡ 检测内皮细胞的感染程度。 结果　 两种感染方式都能在内皮细胞内检测到前病毒 ＤＮＡ，感染

细胞与内皮细胞共培养时，内皮细胞内前病毒 ＤＮＡ 含量，ＳＩＶ Ｐ２７ 蛋白表达量和细胞培养上清液中 Ｐ２７ 含量远高

于游离病毒直接感染的方式。 结论　 细胞介导的感染方式相较于游离病毒直接感染方式对内皮细胞的感染能力

更强，可能是 ＳＩＶ 病毒入侵血脑屏障的主要途径。
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　 　 艾滋病是由人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感染引起

的获得性免疫缺陷综合症。 病毒进入人体后，除攻

击 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞造成其耗竭外还伴随有严重的神经

侵袭性。 ＨＩＶ 入侵中枢神经系统（ＣＮＳ）导致的认知

障碍、行为和运动缺陷称为艾滋病相关的神经认知

紊乱（ＨＡＮＤ） ［１ － ４］。 ＨＩＶ 在感染早期即可穿透血脑

屏障（ＢＢＢ），侵入 ＣＮＳ，但具体的作用机制尚不明

确。 目前存在几个假说，其中比较公认的是病毒直

接侵入假说、单核⁃巨噬细胞侵入假说、Ｔ 细胞诱导

假说和液相入胞假说［５］。 简单来说，即病毒以游离

病毒的形式或以感染病毒的细胞为载体，藉由内皮

细胞或细胞间紧密连接处进入并感染中枢神经系

统。 迄今为止，还没有研究对各种假说进行比较，
从而阐明 ＨＩＶ ／ ＳＩＶ 入侵 ＣＮＳ 的主要途径。 本研究

通过比较游离病毒与 Ｔ 细胞介导的感染方式对 ＳＩＶ
感染内皮细胞的影响，以期初步验证 ＳＩＶ 入侵血脑

屏障的主要途径。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

猴视网膜脉络丛内皮细胞 ＲＦ ／ ６Ａ 细胞株购自

中国科学院上海生科院细胞；人急性淋巴细胞白血

病 Ｔ、Ｂ 杂交细胞 ＣＥＭｘ１７４ 细胞株由中国医学科学

院医学实验动物研究所保藏； ＰＶＤＦ 膜购自美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 化学发光试剂盒购自

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；ＢＣＡＴＭ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 购自美国

Ｐｉｅｒｃｅ 公司；蛋白预染 ｍａｒｋｅｒ 购自美国 ＮＥＢ 公司；
甲叉双丙烯酰氨和丙烯酰胺（ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）购自美国

ＢｉｏＲａｄ 公司；β － 巯基乙醇购自美国 Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司；
辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购自北京中杉金桥公

司；ＤＮＡ Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 购自 Ｑｉａｎｇｅｎ 公司；小鼠抗

ＳＩＶ Ｐ２７ 单克隆抗体由医科院动物所制备；山羊抗

小鼠 ＦＩＴＣ 购自中杉金桥公司；ＳＩＶ Ｐ２７ ＥＬＩＳＡ 试剂

盒购自 Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ 公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养：ＲＦ ／ ６Ａ 细胞系为贴壁细胞，生长

速度较慢。 在含 １０％胎牛血清的 １６４０ 完全培养基

中培养，当细胞长到 ８０％ ～ ９０％ 时，用胰酶消化进

行传代。 １∶ ３分瓶置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中培养。

ＣＥＭｘ１７４ 细胞为悬浮细胞，生长速度较快。 在含

１０％胎牛血清的 １６４０ 完全培养基中培养，当细胞浓

度较大时进行 １ ∶ ５传代培养置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 孵

箱中培养。
１􀆰 ２􀆰 ２　 不同方式感染 ＲＦ ／ ６Ａ 细胞：将 １ ｍＬ 含 ５ ×
１０４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬＳＩＶｍａｃ２３９ 病毒加到 Ｔ２５ 瓶中感染

ＣＥＭｘ１７４ 细胞，待 ＣＥＭｘ１７４ 细胞出现细胞病变产生

融合泡时，取细胞离心 ５ ｍｉｎ，将 １ ｍＬ １ × １０７

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 病毒液和 １ ｍＬ １ × １０５ 个 ／ ｍＬ 感染细胞

分别加入到含 ＲＦ ／ ６Ａ 细胞的 ６ 孔板，添加培养基使

得终体积为 ４ ｍＬ。 ２ ｄ 后弃上清液和 ＣＥＭｘ１７４ 细

胞，并用无菌 ＰＢＳ 漂洗两遍，再加入新鲜的 １６４０ 维

持培养基，培养至感染后 ７ ｄ，每天收集上清液，７ ｄ
收细胞备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 前病毒检测：
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １　 感染细胞 ＤＮＡ 的提取：收取感染的内皮

细胞 ５ × １０６ 个，用 ＰＢＳ 漂洗两次后用 ２００ μＬ ＰＢＳ
重悬。 加入 ２０ μＬ 蛋白酶 ｋ。 将 ２００ μＬ 样品加入

离心管中，适度混匀。 参照 ＤＮＡ Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 操
作步骤提取细胞中的 ＤＮＡ［６］。 用 １００ μＬ 预热至

５６℃的洗脱液洗脱样品。 取 ５ μＬ 样品用紫外分光

光度计检测提取核酸的质量。
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２　 巢氏 ＰＣＲ 扩增病毒 ｇａｇ 片段［６］：使用巢

式 ＰＣＲ 的方法特异性扩增病毒 ｇａｇ 基因，扩增片段

大小为 ４７７ ｂｐ。
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增感染细胞的 β⁃ａｃｔｉｎ 片段：提取

感染细胞的 ＤＮＡ 用于 ＰＣＲ 反应，特异性扩增感染

细胞的 β⁃ａｃｔｉｎ 基因。 引物由英潍捷基（上海）贸易

有限 公 司 合 成。 β⁃ａｃｔｉｎ 基 因 的 上 游 引 物 ５′⁃
ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ⁃３′， 下 游 引 物 ５′⁃
ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ⁃３′，扩增片段长度 ２６８
ｂｐ，退火温度 ６１℃，每个样品三次重复。
１􀆰 ２􀆰 ４　 间接免疫荧光法检测内皮细胞内 ＳＩＶＰ２７ 的

表达：ＣＥＭｘ１７４ 感染 ＳＩＶｍａｃ２３９ 发生细胞病变后离

心，取 ５００ μＬ １ × １０７ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 毒液和 ５００ μＬ １ ×
１０５ 个 ／ ｍＬ 的感染细胞加入含 ＲＦ ／ ６Ａ 细胞爬片的

２４ 孔板中。 添加培养基使终体积为 ２ ｍＬ，于 ３７℃、
５％ ＣＯ２ 孵箱中培养。 感染 ２ ｄ 后，移除培养基并弃

除 ＣＥＭｘ１７４ 细胞。 加入 ２ ｍＬ 新鲜的 １６４０ 培养基
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培养，每两天换液 １ 次。 ７ ｄ 收细胞爬片，４％多聚甲

醛室温固定 ２０ ｍｉｎ，吹干备用。
０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 通透爬片 ５ ｍｉｎ，５％ ＦＢＳ 室

温封闭 ３０ ｍｉｎ，加入小鼠抗 Ｐ２７ 单克隆抗体 １００ μＬ
（１∶ ２０）３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 漂洗后，滴加山羊抗

小鼠抗体⁃ＦＩＴＣ（１∶ ２００），３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ。 漂洗后，
ＤＡＰＩ 封片即可在荧光镜下观察结果［７］。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＲＦ ／ ６Ａ 细胞中 Ｐ２７ 蛋

白表达：ＲＩＰＡ 蛋白裂解液提取不同感染方式内皮细

胞的总蛋白，ＢＣＡ 法测蛋白浓度。 取 ３０ μｇ 总蛋白

上样，１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，电转移至 ＰＶＤＦ 膜

上，５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 封闭，选择一抗为小鼠抗

ＳＩＶ Ｐ２７ 单克隆抗体（１∶ ２ ０００），二抗为 ＨＲＰ⁃羊抗小

鼠 抗 体 （１∶ １５ ０００）， 内 参 选 用 ＨＲＰ⁃β⁃ａｃｔｉｎ
（１∶ １５ ０００）进行 ＥＣＬ 发光，凝胶成像分析系统扫描

分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测上清中 Ｐ２７ 蛋白表达：将
两种感染方式不同感染天数的上清 １∶ １００ 稀释后，
２００ μＬ 稀释液加入 ２０ μＬ 裂解液，与板子孵育具体

步骤参照 ＥＬＩＳＡ 检测 ＳＩＶ Ｐ２７ 盒子说明书［８］。

２　 结果

２􀆰 １　 巢式 ＰＣＲ 检测 ＳＩＶ 感染内皮细胞前病毒

ＤＮＡ 水平

ＳＩＶ 感染的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞，做为阳性对照，ＰＣＲ
级水作为阴性对照。 ＰＣＲ 产物电泳后，在 ５００ ｂｐ、
２５０ ｂｐ 左右出现清晰条带，与内参 β⁃ａｃｔｉｎ（２６８ ｂｐ）
以及前病毒 ＤＮＡ ｇａｇ４７７ 大小相符。 在内参 β⁃ａｃｔｉｎ
条带灰度大致相当时，ＳＩＶ 直接感染内皮细胞的 ３
个复孔中只有 ２ 号泳道出现较浅的大小正确的目的

条带，１ 号泳道和 ３ 号泳道均未检出。 与 ＳＩＶ 感染

的 ＣＥＭｘ１７４ 共培养的内皮细胞三个复孔均在 ５００
ｂｐ 左右出现目的条带，５ 号泳道目的片段的亮度较

６、７ 号泳道更强，均与阳性对照的条带位置相同（图
１）。
２􀆰 ２　 间接免疫荧光法检测 ＳＩＶ 感染内皮细胞中

ＳＩＶ Ｐ２７ 蛋白的表达

ＳＩＶ 病毒直接感染内皮细胞，其细胞核内和胞

浆内均无绿色荧光（图 ２Ａ⁃Ｃ），ＳＩＶ 感染的 ＣＥＭｘ１７４
细胞与内皮细胞共培养，内皮细胞细胞核外、胞浆

内有明显的点状绿色荧光，绿色荧光蛋白的位置为

病毒蛋白 Ｐ２７ 所在位置（图 ２Ｄ⁃Ｉ）。
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测内皮细胞内 ＳＩＶ Ｐ２７ 分

注：Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１ － ３：游离 ＳＩＶ 病毒直接

感染的内皮细胞；４ － ６：与 ＳＩＶ 感染的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞共

培养的内皮细胞；８ － ９：ｄｄＨ２０ 作为阴性对照

图 １　 巢式 ＰＣＲ 检测 ＳＩＶ 感染内皮细胞前病毒 ＤＮＡ 水平

Ｎｏｔｅ． Ｍ： ＤＬ ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １ －３： Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＩＶ；
４ － ６： Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＩＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＣＥＭｘ１７４ ｃｅｌｌｓ；

７： ＣＥＭｘ１７４ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＩＶ ａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
８ － ９： Ｓｔｅｒｉｌｅ ｄｄＨ２Ｏ ａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎｅｓｔｅｄ⁃ＰＣＲ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｐｒｏｖｉｒａｌ
ＤＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＩＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

子的表达

阳性对照为 ＳＩＶ 感染的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞，阴性对

照为未感染的 ＲＦ ／ ６Ａ 细胞。 在 １ － ４ 泳道内参 β⁃
ａｃｔｉｎ 蛋白条带灰度大致相同的情况下，与感染的

ＣＥＭｘ１７４ 共培养的 ＲＦ ／ ６Ａ 中，ＷＢ 检测到与目的蛋

白大小相同的特异性蛋白 Ｐ２７ 的条带，且与阳性对

照条带位置相同。 而在游离 ＳＩＶ 直接感染的内皮细

胞总蛋白中没有检出该目的条带（图 ３）。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 方法检测不同感染方式上清中 ＳＩＶ
Ｐ２７ 含量变化情况

感染 ２ ｄ 时，无论是 ＳＩＶ 直接感染还是与 ＳＩＶ 感

染的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞共培养的内皮细胞培养上清中

Ｐ２７ 含量基本相同，都达到 ２０ ０００ ｐｇ ／ ｍＬ 以上。 ２ ｄ
弃上清液和感染细胞，用 ＰＢＳ 漂洗后两种感染方式培

养基残留的病毒含量相当，但随着感染天数的增加，
与 ＣＥＭｘ１７４ 共培养的内皮细胞培养上清液中 ＳＩＶ
Ｐ２７ 含量增加迅速，到感染 ７ ｄ 上清液中的 ＳＩＶ Ｐ２７
含量达到 ４ ２４０􀆰 ９ ｐｇ ／ ｍＬ，约为漂洗后病毒含量

（１ １１５􀆰 ６ ｐｇ ／ ｍＬ）的 ４ 倍，而游离 ＳＩＶ 直接感染内皮

细胞的上清中 ＳＩＶ Ｐ２７ 的含量变化不明显，仅由漂洗

后的 １ ０６４􀆰 ７ ｐｇ ／ ｍＬ 增至 １ ５６３􀆰 １ｐｇ ／ ｍＬ（图 ４）。

３　 讨论

艾滋病脑病的形成与 ＨＩＶ ／ ＳＩＶ 病毒进入脑组

织密切相关。 病毒入侵 ＢＢＢ 进入脑实质，使脑内细

胞感染，继而产生大量病毒及病毒蛋白，以及多种

细胞参与释放的细胞因子（如 ＴＮＦ⁃ａ 等），引起神经

毒效应，最终导致艾滋病脑病的发生［９］。 针对 ＨＩＶ ／
ＳＩＶ 入侵血脑屏障的分子机制的假说有 ４ 种，其中
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注：Ａ⁃Ｃ：游离 ＳＩＶ 病毒直接感染的内皮细胞（ × １００）；Ｄ⁃Ｆ：与 ＳＩＶ 感染的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞共培养的内皮细胞（ × １００）；
Ｇ⁃Ｉ：与 ＳＩＶ 感染的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞共培养的内皮细胞（ × ２００）

图 ２　 两种感染方式内皮细胞内病毒 ＳＩＶ Ｐ２７ 的检测（标尺 ＝ １００ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｃ： Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＩＶ （ × １００）； Ｄ⁃Ｆ： Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＩＶ ｉｎｆｅｃｔｅｄ

ＣＥＭｘ１７４ ｃｅｌｌｓ （ × １００）； Ｇ⁃Ｉ： Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＩＶ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＣＥＭｘ１７４ ｃｅｌｌｓ （ × ２００）

Ｆｉｇ． ２　 ＩＦＡ ｓｈｏｗｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＶ Ｐ２７ ｉｎ ＳＩＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

游离病毒直接感染和细胞介导的感染方式最为人

接受，那么在这两者中哪个又为 ＨＩＶ ／ ＳＩＶ 感染内皮

细胞的最主要方式呢？
巢式 ＰＣＲ 的结果显示，游离病毒直接感染方式

只有少量病毒能够吸附并进入内皮细胞内，同时进

入细胞的病毒 ＲＮＡ 可逆转录为 ＤＮＡ 整合于内皮细

胞的基因组内。 而 ＩＦＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 均不能检

出该感染方式的内皮细胞中 ＳＩＶ Ｐ２７ 蛋白，说明少

量病毒虽进入了内皮细胞但感染复制水平较低，没
有产生足够多的病毒 Ｐ２７ 蛋白。 这与培养上清中病

毒 ＳＩＶ Ｐ２７ 含量增长一直较低的结果一致。 进一步

说明游离病毒对 ＲＦ ／ ６Ａ 细胞的感染水平较低，这种

低水平的感染、复制产生的少量病毒蛋白用 ＷＢ 和

ＩＦＡ 的实验方法检测不到。 ＳＩＶ 直接感染内皮细胞

的感染水平较低，主要由于内皮细胞表面缺乏 ＣＤ４
受体。 有一些研究显示 ＨＩＶ 对 ＣＤ４ － 细胞的感染复

制受限的原因是感染时进入细胞效率极低，初始感

染的细胞不到 １％ ［１０，１１］。 这与我们发现的低水平感

染结果一致。
既然游离 ＳＩＶ 直接感染内皮细胞感染能力较

低，那么 Ｔ 细胞介导的感染方式是否能造成高水平

感染呢？ 我们使用感染 ＳＩＶ 的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞与
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注：１： ＳＩＶ 感染的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞，作为阳性对照；２： 未感染

的内皮细胞，作为阴性对照；３： 游离 ＳＩＶ 病毒直接感染的内皮细胞；
４： 与 ＳＩＶ 感染的 ＣＥＭｘ１７４ 细胞共培养的内皮细胞

图 ３　 两种感染方式内皮细胞胞浆内 ＳＩＶ Ｐ２７ 蛋白的检测

Ｎｏｔｅ： １： ＣＥＭｘ１７４ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＩＶ ａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
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图 ４　 上清液中 ＳＩＶ Ｐ２７ 蛋白含量的检测

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＶ Ｐ２７ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ
ＳＩＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ．

ＲＦ ／ ６Ａ 共培养，利用巢式 ＰＣＲ 的方法，三个复孔中

均检出内皮细胞基因组 ＤＮＡ 中的前病毒分子

ｇａｇ４７７。 ＷＢ 和 ＩＦＡ 结果也均显示，内皮细胞内可

以检测到 Ｐ２７ 蛋白，对比游离病毒直接感染的方式，
Ｔ 细胞介导的感染方式可以明显促进病毒进入并整

合于内皮细胞基因组的效率，产生病毒 ＳＩＶ Ｐ２７ 蛋

白，并大幅提高感染复制的水平。 收集不同感染天

数的细胞上清，ＥＬＩＳＡ 的结果提示，游离病毒直接感

染方式 ０ ｄ 和 １ ｄ 上清中的病毒含量都高于细胞共

培养的感染方式，由于病毒在 ＣＥＭｘ１７４ 细胞中的高

效复制，感染 ２ ｄ 时两种感染方式的病毒含量基本

相同，即总体上在游离病毒直接感染方式比 Ｔ 细胞

介导的感染方式病毒含量高的情况下，Ｔ 细胞介导

的感染方式培养上清中病毒 ＳＩＶ Ｐ２７ 蛋白显著增

加，约为初始病毒蛋白含量的四倍。 然而，游离病

毒直接感染的方式上清中病毒蛋白含量并没有明

显增加。 Ｓａｔｏ Ｈ［１２］等人也发现，细胞与细胞之间的

直接接触可以促进病毒在胞间的转移，这种转移导

致的感染比游离病毒颗粒直接感染效率更高。
综上所述，游离病毒直接感染内皮细胞效率很

低。 这种低水平的感染，显然不能带来大面积的血

脑屏障破坏，导致大量病毒和感染的淋巴细胞［１３］、
巨噬细胞［１４］进入脑中，引发严重的脑部神经病变。
Ｔ 细胞介导的感染方式较之对内皮细胞的感染效率

更高，感染能力更强。 所以这两种感染方式的不同

结果提示我们，在艾滋病脑病形成过程中，游离病

毒通过直接感染构成血脑屏障的主要成分—内皮

细胞进入脑实质，这一现象虽然存在，但是进入的

效率极低，并不是主要的病毒入脑途径。 血液中大

量的感染细胞（单核巨噬细胞、Ｔ 细胞等）与内皮细

胞接触，可能促进内皮细胞的感染，从而导致血脑

屏障的破坏，使得大量病毒和感染细胞入脑。 也就

是说在艾滋病脑病的形成中，病毒入侵血脑屏障的

主要方式并不是血液中游离病毒对内皮细胞的直

接感染，而是血液中感染的细胞起到了关键作用。
也有一些研究中发现，感染的单核细胞或 Ｔ 细胞与

未感染的 Ｔ 细胞接触，可以通过病毒学突触这一结

构，将病毒直接转移至未感染的 Ｔ 细胞内［１５ － １８］。 但

是感染 Ｔ 细胞与内皮细胞的接触，是否也能形成病

毒学突触进而促进病毒在胞间高效转移，导致艾滋

病脑病的高发病率，还没有确凿证据，需要进一步

的研究探讨。
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大鼠自发性巨大肿瘤的病理分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究 Ｗｉｓｔａｒ 及 ＧＫ 大鼠巨大自发性肿瘤的病理特征。 方法　 观察发生巨大自发性肿瘤的

Ｗｉｓｔａｒ 及 ＧＫ 大鼠的生长及生存状况，手术切除肿瘤，免疫组织化学染色研究其病理特征。 结果　 两例巨大自发性

肿瘤瘤体重分别为 ５０２ ｇ 和 １１９ ｇ， 分别为大鼠体重的 ６４％和 ２４％ ，肿瘤表面具有完整的包膜，与正常组织边界清

晰，没有发现肿瘤含有血管的蒂状结构。 病理检查结果显示：确定为良性纤维瘤。 结论　 大鼠自发性巨大肿瘤为

良性纤维瘤，除瘤体过大对大鼠的活动产生影响外，对生存状况无显著影响。
【关键词】 　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠；ＧＫ 大鼠；自发性肿瘤；纤维瘤
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ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｖｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｏｓｔｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ； ＧＫ ｒａｔｓ； Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｔｕｍｏｒ； Ｆｉｂｒｏｍａ； Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ

　 　 实验动物模型是研究疾病的发病机制、治疗及

预防是非常重要的工具。 在实验动物的研究中，通
过诱导肿瘤的发生建立肿瘤动物模型已经成为一

种较为成熟的实验技术，而对于实验动物的自发性



肿瘤，特别是巨大肿瘤的发生及其病理特征研究甚

少。 我们对啮齿类动物的长期实验研究发现，老年

动物常出现各种自发性肿瘤，并且在不同动物种属

其肿瘤的发生率和病理类型均有差异［１］。 本研究

对 １ 例 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠及 １ 例 ＧＫ 大鼠发生的自发性肿

瘤进行了饲养观察，并对动物的肿瘤生长，瘤体特

征，以及病理类型进行了研究。 结果显示，这种自

发性肿瘤为一种缺乏血管蒂结构的良性纤维瘤，虽
然体积巨大，除活动不便外，对动物的生存影响

不大。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物：ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， ５ 周龄，
购于北京维通利华实验动物技术有限公司【 ＳＣＸＫ
（京）２０１２ － ０００１】。 ＳＰＦ 级雄性 ＧＫ 大鼠，８ 周龄，
购于上海斯莱克实验动物有限责任公司 【 ＳＣＸＫ
（沪）２０１２ － ０００２】。 两只大鼠均饲养于中日友好医

院临床研究所 ＳＰＦ 级动物实验室【ＳＹＸＫ（京）２０１０
－ ００１１】，饲养条件符合国标 ＧＢ１４９２５ － ２００１：室温

２２ ～ ２６℃，相对湿度 ４０％ ～ ６０％ ，１２ ｈ 明暗交替，动
物自由摄食及饮水。 食用饲料为大鼠维持饲料，Ｂ
级，购于北京华阜生物科技股份有限公司【 ＳＣＸＫ
（京）２００９ － ０００８】。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂： １０％ 甲醛溶液购自北京中杉金

桥生 物 技 术 有 限 公 司； 小 鼠 抗 大 鼠 波 形 蛋 白

（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）单克隆抗体；兔抗大鼠 ＣＤ３１ 单克隆抗

体、兔抗大鼠 ＣＤ３４ 单克隆抗体、兔抗大鼠 ＣＫ１９ 单

克隆抗体和兔抗大鼠 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）
单克隆抗体均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；羊抗大鼠 Ｋｉ⁃
６７ 多克隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；小鼠抗大

鼠 Ｓ⁃１００ 单克隆抗体和小鼠抗大鼠神经微丝（ＮＦ）
单克隆抗体均购自北京中杉金桥生物技术有限

公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 肿瘤生长的观察：在本研究所观察的 ４０ 只

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠中，仅 １ 只大鼠 １４ 月龄时在右后肢内侧

出现一个直径约 １􀆰 ４ ｃｍ 的单发性圆形肿物，肿瘤表

面光滑，局部皮肤及毛发未见异常，精神状态良好，
进食及生长状态未见明显异常。 肿物生长迅速，至
１７ 月龄时，大鼠肿瘤已经扩展到右侧下腹部，行动

开始受限。 至 １８ 月龄时，肿物非常巨大，已导致右

后肢完全抬起，不能接触地面行走（图 １），但肿瘤表

面毛发无异常，进食状况基本正常。
在本研究观察的 ４０ 只 ＧＫ 大鼠中，仅有 １ 只在

２２ 月龄时，右后肢外侧出现一个直径约 １􀆰 ５ ｃｍ 的

圆形肿物，肿物边界清晰，不影响行动和进食。 肿

瘤生长较为迅速，至 ２３ 月龄时肿物表面部分毛发脱

落，皮肤出现破损，局部有血痂形成，至 ２４ 月龄时肿

物进一步增大，大鼠进食量有所减少，行动稍显

缓慢。
１􀆰 ２􀆰 ２　 肿瘤大体特征及病理学检查：Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 １８
月龄时，采用 ２􀆰 ５％戊巴比妥钠腹腔麻醉，肿瘤位于

右下腹及右后肢内侧，瘤体位于皮下，未进入腹腔，
术中发现肿瘤具有完整包膜，与周围组织无粘连，
分界明显，分离非常容易，整个肿瘤未发现蒂状结

构，肿瘤周围也未见丰富血管，手术采用手工完整

剥离肿瘤，瘤体重 ５０２ ｇ。 术后大鼠生存状况良好，
行动自如。 ＧＫ 大鼠 ２４ 月龄时，２􀆰 ５％戊巴比妥钠腹

腔麻醉后，完整剥离整个肿瘤，手术过程所见与

Ｗｉｓｔｅｒ 大鼠情况类似，整个肿瘤无蒂状结构，肿瘤周

围也未见丰富的血管，瘤体重 １１９ ｇ。
１０％甲醛溶液固定肿瘤组织（图 ２：Ａ、Ｂ 两部

分，Ａ 为中央的实性团块，质硬，Ｂ 为周围的软质组

织），常规脱水、石蜡包埋，３ μｍ 厚连续切片，ＨＥ 染

色及相关肿瘤标记物免疫组织化学染色鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ３　 免疫组织化学染色：石蜡切片常规脱蜡、脱
水，微波热修复，３％ 过氧化氢溶液封闭内源性过氧

化物酶。 一抗分别使用： ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＣＫ１９、α⁃ＳＭＡ、
ＣＤ３１、ＣＤ３４、Ｓ⁃１００、ＮＦ 及 Ｋｉ⁃６７，以 ＰＢＳ 代替一抗作

为阴性对照，４℃孵育过夜。 二抗分别使用辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ 抗体、羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体

和驴抗山羊 ＩｇＧ 抗体，３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ。 二氨基联

苯胺（ＤＡＢ） 显色，苏木素溶液复染、封片后镜检

拍照。

２　 结果

２􀆰 １　 大体观察

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠肿瘤包膜完整，无蒂，瘤体大小为 １４
ｃｍ × １２ ｃｍ × １２ ｃｍ，瘤体重量为 ５０２ ｇ，切除瘤体

后大鼠重为 ７８０ ｇ。 肿瘤呈实性，浅粉色，质软，剖面

灰白色，中央有一约 ５ ｃｍ × ４ ｃｍ × ４ ｃｍ 大小的灰

黄色实性团块，质硬，质地不均一。
ＧＫ 大鼠肿瘤位于右后肢外侧，瘤体位于皮下，

未进入腹腔，包膜完整，无蒂，瘤体大小为 ５ ｃｍ × ５
ｃｍ × ５ ｃｍ，瘤体重量为 １１９ ｇ，切除瘤体后大鼠重
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为 ５１０ ｇ。 肿瘤呈实性，浅粉色，质稍韧，剖面肉粉

色，质地尚均一，中央有部分不规则组织，颜色深

红，质稍硬。
２􀆰 ２　 病理学观察

２􀆰 ２􀆰 １　 ＨＥ 染色结果：两例大鼠肿瘤染色结果一

致，（图 ３）。
中央的实性团块（质硬）ＨＥ 染色显示：肿瘤由

大量密集的梭形细胞组成，细胞形态较一致，呈编

织状、漩涡状或束状交错排列，细胞分界不清，核分

裂像罕见，无明显异型性。
周围的软质组织（质软）ＨＥ 染色显示：肿瘤由

大量梭形细胞组成，细胞分布不均，部分区域细胞

密集，部分区域细胞分布稀疏，细胞形态较一致，可
见个别巨型细胞，核分裂像罕见，无明显异型性，细
胞间隔较大，可见胶原纤维，局部有毛玻璃样改变。
２􀆰 ２􀆰 ２　 免疫组织化学染色结果：两例大鼠肿瘤染色

结果一致（图 ４ ～ ６）。
两例大鼠肿瘤免疫组织化学染色：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 均

呈阳性，α⁃ＳＭＡ 局部阳性， ＣＫ１９、 ＣＤ３１、 ＣＤ３４、 Ｓ⁃
１００、ＮＦ 均呈阴性，Ｋｉ⁃６７ 阳性指数 ＜ ５％ 。
２􀆰 ３　 病理诊断

参考相关文献结合组织学形态及免疫组化染

色结果，两例大鼠肿瘤病理诊断为皮下纤维瘤。

３　 讨论

在本实验室以往所进行的动物实验中，也发现

有大鼠自发性肿瘤的发生，但如此巨大的自发性肿

瘤尚属比较少见。
徐艳峰等［２］通过 １０４ 周的观察得出Ｗｉｓｔａｒ 雄性

大鼠自发性肿瘤的发生率为 ４９􀆰 １２％ ，以发生良性

肿瘤者多见（３８􀆰 ６０％ ）。 雄性大鼠的良性肿瘤以垂

体腺瘤最多见（１９􀆰 ３０％ ），其次是睾丸间质细胞瘤

（５􀆰 ２６％ ） 和皮下纤维瘤（５􀆰 ２６％ ）。 皮下纤维瘤出

现在动物腹部或背部皮下，质地较硬，呈球形，肿瘤

断面呈结节样或质地均匀、灰白或浅紫红色。 本研

究中两例肿瘤均位于大鼠的下腹部皮下，肿瘤可完

整剥离，呈球形，浅红色，断面中央为团块样硬质组

织，断面呈灰白色或浅粉色，符合纤维瘤的病理表

现。 后期由于肿瘤过度增长使身体过度消耗，ＧＫ
大鼠后期表现为精神状态差，进食减少，动物逐渐

消瘦。 本研究所观察的两例肿瘤生长如此之快，但
肿瘤却没有血管样的蒂状结构，并且肿瘤周围及肿

瘤组织内也未见丰富的毛细血管难以解释。 肿瘤

具有完整的包膜，未浸润周围的邻近组织，生长并

未影响大鼠的生命体征，Ｋｉ⁃６７ 阳性率较低，表明细

胞的增殖活性较低，且组织学结果显示未见细胞核

异型性及明显的核分裂像，所以肿瘤尚属良性。
Ｊａｍｅｓ Ｐｏｔｅｒａｃｋｉ 等［３］ 报 道 了 ９３０ 只 对 照 组

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠所发生的自发性肿瘤，雄性大鼠自发性

肿瘤的发生率为 ７８％ ，其中良性肿瘤占 ７１％ ，平均

存活时间为 １０４ 周。 本研究中 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠至术

前已存活 ７０ 余周，生命体征良好。 Ｊａｍｅｓ 等总结了

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠所发生的自发性肿瘤，研究开始前雄性

大鼠的平均体重为 ２１４ ｇ（１６２ ～ ２５３ ｇ），研究结束时

平均体重为 ５９９ ｇ（５６２ ～ ６５７ ｇ）。 本研究中 Ｗｉｓｔａｒ
雄性大鼠肿瘤重 ５１０ ｇ，切除肿瘤后大鼠重约 ７８０ ｇ，
以往文献中尚未见如此巨大肿瘤的报道。 肿瘤能

生长至如此巨大而对动物的生存影响较小，与肿瘤

细胞增殖活性低、未侵犯周围组织、未造成严重的

脏器功能受损有关。 Ｌｏｎｇ Ｅｖａｎｓ 大鼠自发性肿瘤

８３％发生于皮肤［４］，而 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠自发性肿瘤绝大

多数 （ ６８％ ） 发生于内分泌系统 （ ４２％ ） 和皮肤

（２６％ ）。 角化棘皮瘤是雄性皮肤系统中最常见的

肿瘤（１１％ ），侵犯皮肤的非上皮源性肿瘤在雄性

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠的发生率约为 ２􀆰 ４％ ［５］。 Ｔｏｍｏｙａ Ｏｎｏｚａｔｏ
等［６］报道了 １ 例 ５０ 周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠自发性皮

下肉瘤，该肿瘤诊断为低分化的间叶组织来源的肉

瘤，因为缺乏特异性的特征来明确其具体的来源没

有特殊分类。
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 是中间丝的其中一种蛋白质，负责维

持细胞骨架的完整性，表达于正常间叶细胞及其来

源的肿瘤。 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 单克隆抗体主要用于间叶来源

的恶性肿瘤如肌源性肿瘤、软组织肿瘤和骨肿瘤等

肿瘤的诊断。 细胞角蛋白（ ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ，ＣＫ）广泛存

在于正常上皮细胞和上皮癌细胞中，其中 ＣＫ１９ 在

正常上皮细胞和上皮性癌细胞的表达最为特异，本
研究中两例肿瘤免疫组织化学染色显示肿瘤细胞

表达 ｖｉｍｅｎｔｉｎ，不表达 ＣＫ１９，表明肿瘤为间叶组织

来源而非上皮来源。 α⁃ＳＭＡ 是平滑肌肌动蛋白，广
泛分布在平滑肌细胞中，在肌纤维母细胞及含有肌

纤维母细胞的软组织肿瘤 ／病变都有阳性表达，在
肌上皮细胞中染色阳性，在部分间叶组织来源的肿

瘤呈阳性表达，本研究中免疫组织化学染色 α⁃ＳＭＡ
呈局灶阳性，提示肿瘤非肌上皮细胞来源。 Ｓ⁃１００
蛋白是一种酸性钙结合蛋白，主要存在神经组织、
垂体、肾上腺髓质以及少数间叶组织中，ＮＦ 是神经
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图 １　 荷瘤的 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ａ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ

Ａ 为中央的实性团块，质硬；Ｂ 为周围的软质组织

图 ２　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠肿瘤组织

Ａ： Ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｓｏｌｉｄ ｍａｓｓ， ｈａｒｄ； Ｂ： Ｔｈｅ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｏｆ ａ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ

Ａ：实性团块的组织学，ＨＥ 染色 Ｂ：软质组织的组织学，ＨＥ 染色

图 ３　 肿瘤 ＨＥ 染色（标尺 ＝ １００ μｍ）
Ａ： Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｍａｓｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ： Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． （Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）

图 ４　 免疫组织化学染色

ｖｉｍｅｎｔｉｎ（ ＋ ）（标尺 ＝ １００ μｍ）
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｓｔａｉｎｉｎｇ． （Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）

图 ５　 免疫组织化学染色 α － ＳＭＡ
（局灶阳性）（标尺 ＝ １００ μｍ）

Ｆｉｇ． ５　 Ｆｏｃａｌｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
α⁃ＳＭＡ ｉｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇ． （Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）

图 ６　 免疫组织化学染色 Ｋｉ⁃６７
（标尺 ＝ ５０ μｍ）

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｉ⁃６７ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｓｔａｉｎｉｎｇ． （Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ）

９中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



元特异性中间丝蛋白，正常表达于神经元及神经内

分泌细胞中，本研究中 Ｓ⁃１００ 及 ＮＦ 均不表达，提示

肿瘤非神经源性。 ＣＤ３１ 在血管内皮细胞、单核细

胞、部分浆细胞阳性表达，ＣＤ３４ 主要在骨髓基质细

胞、血管内皮细胞、胚胎成纤维细胞表达，本研究中

两者均呈阴性表达，提示肿瘤非血管来源。 根据上

述免疫组化染色结果，本实验的两例大鼠肿瘤诊断

为皮下良性纤维瘤。
大鼠的自发性肿瘤的发生率比较高，尤其在老

年动物比较常见。 由于大多数实验室所饲养的动

物比较年轻，并且饲养的时间较短，因此导致实际

观察到的自发性肿瘤并不常见，特别是如本文所报

道的如此巨大的肿瘤非常少见。 本文的研究结果

对认识大鼠自发性肿瘤的发生和病理特征会有所

帮助。
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􀦋􀦋研究报告

两种不同的酒精摄入方式诱导的
小鼠酒精性肝损伤模型比较

肖　 娟１ ，２，张瑞芬２，黄　 菲２，刘　 磊２，邓媛元２，马永轩２，
刘　 冬３，张名位２，孙远明１

（１． 华南农业大学食品学院，广州　 ５１０６４２； ２． 广东省农业科学院蚕业与农产品加工研究所 ／ 农业部功能食品重点

实验室 ／ 广东省农产品加工重点实验室，广州　 ５１０６１０； ３． 深圳职业技术学院，深圳　 ５１８０５５）

　 　 【摘要】 　 目的 　 筛选一种简便、稳定、可靠的酒精性肝损伤模型。 方法 　 通过酒精灌胃或给予 Ｌｉｅｒｂｅｒ⁃
ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料 ８ 周来建立酒精性肝损伤小鼠模型。 实验期间记录小鼠精神状态、摄食量和体重变化，ＨＥ 染

色进行病理学分析，分析血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、γ⁃谷氨酰转移酶（γ⁃ＧＴ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）
活性，血清和肝脏总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）含量等肝损伤指标。 结果　 造模 ８ 周后，两种方式均导致小鼠肝

脏脂质聚集等组织病理学变化，血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ 活性、血清和肝脏 ＴＧ 含量均显著提高，提示出现明显肝损伤。
酒精灌胃导致小鼠精神状态差，并显著减轻体重，而酒精液体饲料对小鼠精神状态和体重影响小。 酒精液体饲料

模型肝脏指数和血清 ＴＣ 水平显著增加，而且血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 活性、血清和肝脏 ＴＧ 含量及肝脏脂质聚集等组织病理

学变化幅度大于酒精灌胃模型，提示前者的肝损伤程度比后者严重。 结论　 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料模型优于

酒精灌胃模型。 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料模型相对酒精灌胃模型更适合用于酒精性肝损伤分子机制的研究和

防治药物的筛选。
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　 　 流行病学研究表明，全球酒精性肝病发病率逐

年升高，该病已成为肝脏疾病中仅次于病毒性肝炎

的第二大病因［１］，其致死率已经远超过乳腺癌、肠
癌和前列腺癌等癌症疾病［２，３］。 为此，酒精性肝损

伤成为近年来国内外学者研究的焦点之一［４］。 目

前对酒精性肝损伤的研究主要集中于探讨其致病

机理、预防措施以及防治药物的筛选等［５，６］。 稳定

可靠的酒精性肝损伤动物模型是研究其致病机理

和防治措施的基础和必备条件。 国内外常用的酒

精性肝损伤模型主要有 ３ 种，酒精灌胃模型、Ｌｉｅｂｅｒ⁃
ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料模型和 Ｔｓｕｋａｍａｔｏ⁃Ｆｒｅｎｃｈ 模

型［７］。 Ｔｓｕｋａｍａｔｏ⁃Ｆｒｅｎｃｈ 模型对实验技术和实验动

物的要求严格、费用昂贵，故难以推广使用［８］。 酒

精灌胃模型、Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料模型均能

较好的复制出酒精性脂肪肝，但两种模型的动物精

神状态、肝损伤程度等是否有差异尚不清楚［７］。 本

文主要以小鼠的精神状态、体重和肝损伤程度等为

指标来比较酒精灌胃和 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲

料诱导的酒精性肝损伤小鼠模型的差异，以筛选稳

定、可靠的动物模型，为酒精性肝损伤的基础研究，
特别是植物活性成分对其改善作用的评价提供稳

定可靠的动物模型。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ６０ 只，体重 １８ ～ ２２ ｇ
（８ 周龄）来源于中山大学（大学城）实验动物中心

【ＳＣＸＫ（粤）２０１１ － ００２９】。 动物饲养于中山大学实

验动物中心【ＳＹＸＫ（粤）２０１２ － ００８１】屏障环境动物

房（室温 ２２ ± １℃，相对湿度为 ５５％ ～ ６０％ ，１２ ｈ 光

照 ／ １２ ｈ 黑暗）。 动物组织取材中，按实验动物使用

的 ３Ｒｓ 原则给予人道的关怀。 小鼠适应性喂养 １ 周

后，按体质量随机分为正常对照组（ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ）、

酒精灌胃组（ｏｒａｌ ｅｔｈａｎｏｌ ｇａｖａｇｅ）、对照液体饲料组

（ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ ） 和酒精液体饲料组 （ ｅｔｈａｎｏｌ
ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ），每组 １５ 只。 正常对照组和酒精灌胃组

小鼠 ５ 只 ／笼，以全价营养颗粒饲料饲养，自由进食

及饮水；对照液体饲料和酒精液体饲料组小鼠 ３ 只 ／
笼，分别给予对照液体饲料和酒精液体饲料，饲料

现配现用，每天记录摄食量，酒精液体饲料组小鼠

自由进食，对照液体饲料组小鼠饲料给予量为前 １ ｄ
酒精液体饲料组的平均摄食量。
１􀆰 ２　 试剂与仪器

Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 高脂肪型酒精液体饲料（含 ４％
（ｗ ／ ｖ）酒精；饲料热量组成为蛋白质热量 １８％ 、酒精

热量 ２８％ 、其他碳水化合物热量 １９％ 、脂肪热量

３５％ ）（代码：ＴＰ ４０３０Ｂ）及其对照液体饲料（不含酒

精；饲料热量组成为蛋白质热量 １８％ 、碳水化合物

热量 ４７％ ，脂肪热量 ３５％ ）（代码：ＴＰ ４０３０ＢＣ）购于

南通特洛菲饲料科技有限公司。 ＡＬＴ、ＡＳＴ、γ⁃ＧＴ、
ＡＫＰ、ＴＣ 和 ＴＧ 试剂盒均购于南京建成生物工程研

究所。 高速 ／冷冻离心机（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）， － ８０℃低

温冰箱 （ Ｔｈｅｒｍｏ，美国），低速离心机 （ Ｔｈｅｒｍｏ，美

国），酶标仪（Ｔｅｃａｎ，瑞士），差相荧光倒置显微镜

（Ｌｅｉｃａ，德国）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 酒精肝损伤小鼠模型建立：酒精灌胃诱导酒

精肝损伤小鼠模型建立：酒精灌胃组的酒精适应期

为 １ 周，酒精灌胃剂量由 ０􀆰 ５ ｇ ／ （ｋｇ·体重）逐步增加

到 ６ ｇ ／ （ｋｇ·体重）；其造模期为 ８ 周，１ ～ ４ 周剂量为

６ ｇ ／ （ ｋｇ·体重）， ５ ～ ８ 周 剂 量 为 ５ ｇ ／ （ ｋｇ·体

重） ［９ － １１］。 正常对照组灌胃等量的蒸馏水。 酒精或

蒸馏水灌胃量为 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０（ｇ·体重）。
Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料酒精肝损伤小鼠

模型建立：酒精液体饲料组先经过液体饲料适应期

（３ ｄ）后，再根据小鼠酒精性脂肪肝模型的建立方法
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（经典法）说明书进行酒精适应期（４ ｄ，第 １ ～ ４ ｄ 酒

精液体饲料与对照液体饲料混合的比例分别为 １：
４、２：３、３：２ 和 ４：１），然后进入造模期，以酒精液体饲

料喂养造模 ８ 周［１２ － １４］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 取材：小鼠禁食 １２ ｈ 后，乙醚麻醉小鼠，摘
眼球取血，处死小鼠，肝脏用冰生理盐水漂洗、滤纸

吸干水后，切取 １ ｃｍ３ 肝脏固定于 ４％ 多聚甲醛，用
于 ＨＥ 染色；剩余肝脏迅速分装后 － ８０℃冻存。 血

液 ４℃放置 １ ～ １􀆰 ５ ｈ 后 ４℃ ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ
后，取上清液立刻用于指标测定。
１􀆰 ３􀆰 ３　 指标测定：
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 １　 血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、γ⁃ＧＴ、ＡＫＰ 活性，ＴＣ 和

ＴＧ 含量：血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 采用赖氏法，γ⁃ＧＴ、ＡＫＰ 采

用比色法，ＴＣ 和 ＴＧ 采用甘油激酶⁃磷酸甘油氧化

酶⁃过氧化物酶比色法，操作严格按试剂盒说明书

进行。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ２　 肝脏 ＴＣ 和 ＴＧ 含量：取 ２００ ｍｇ 湿肝脏，
加入 ９ 倍体积的氯仿⁃甲醇（２ ∶ １）溶液［１５］，制备匀

浆，离心后取 １０ μＬ 上清液检测，采用甘油激酶⁃磷
酸甘油氧化酶⁃过氧化物酶比色法，按试剂盒说明书

进行操作。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ３　 ＨＥ 染色观察肝组织病理学形态：按常规

方法制作石蜡切片并进行 ＨＥ 染色，光镜下观察肝

脏形态变化。
１􀆰 ４　 统计学方法

数据以平均值 ±标准偏差表示，采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０
软件，进行 ｔ 检验（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 精神状态及死亡率

实验过程中正常对照组及对照液体饲料组小

鼠精神状态好，食欲佳，皮毛有光泽。 酒精灌胃组

小鼠酒醉现象严重、应激反应严重、精神萎靡、活动

减少、反应迟钝、皮毛无光泽，在造模期第 ４ 周死亡

３ 只。 酒精液体饲料组小鼠也有酒醉现象，但比酒

精灌胃组小鼠要轻微，无应激反应，精神状态和反

应均较正常，动物未出现死亡。
２􀆰 ２　 体重

正常对照组小鼠体重持续增长图 １（Ａ），酒精

灌胃组小鼠体重缓慢增长，从造模期第 ４ 周开始，正
常对照组小鼠体重显著高于酒精灌胃组小鼠（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 对照液体饲料组和酒精液体饲料组体重缓

慢增长后趋于平衡图 １（Ｂ），在造模期第 ２ 周至造模

期第 ６ 周，对照液体饲料组体重显著高于酒精液体

饲料组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），在造模期第 ７ 周至造模期第 ８
周，对照液体饲料组小鼠与酒精液体饲料组小鼠体

重差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结果表明，酒精灌胃

显著减轻小鼠体重，而酒精液体饲料对小鼠体重影

响小。
２􀆰 ３　 摄食量

整个饲养过程中，正常对照组与酒精灌胃组小

鼠摄食量差异无显著性（图 ２）；对照液体饲料组和

酒精液体饲料组小鼠摄食量差异无显著性，表明酒

精灌胃和酒精液体饲料对小鼠摄食量无显著影响。
２􀆰 ４　 肝脏组织病理学形态变化

从图 ３ 中可见，正常对照组小鼠肝小叶结构清

晰，肝细胞索由中央静脉向四周呈放射状排列；酒
精灌胃组小鼠部分肝细胞出现脂肪变性，大部分脂

肪空泡小，少数脂肪空泡大。 对照液体饲料组小鼠

肝小叶结构清晰，肝细胞索由中央静脉向四周呈放

射状排列，少量肝细胞出现脂肪变性，脂肪空泡细

小；而酒精液体饲料组小鼠大量肝细胞出现脂肪变

性，脂肪空泡大，其余的大部分肝细胞变性、肿胀，
胞浆内充满小的脂肪空泡，高倍镜下可观察到肝细

胞细胞核浓缩和核溶解，以及炎性细胞浸润。 与酒

精灌胃组相比，酒精液体饲料组小鼠肝脏脂质聚集

程度明显增加。
２􀆰 ５　 肝脏指数

与正常对照组相比，酒精灌胃组小鼠肝脏指数

差异无显著性（表 １）。 与对照液体饲料组相比，酒
精液体饲料组小鼠肝脏指数显著提高 ２７􀆰 ６２％ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（表 ２），提示酒精液体饲料组小鼠肝脏出现肿

胀、脂质聚集等变化，该结果与肝脏组织病理学形

态变化结果相互印证。
２􀆰 ６　 小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、γ⁃ＧＴ、ＡＫＰ 活性

与正常对照组相比，酒精灌胃组小鼠血清 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＡＫＰ 活性均显著提高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提高幅度分

别为 ２８􀆰 ０９％ 、１１０􀆰 ３２％ 、４３􀆰 ６０％ （表 １），提示肝脏

出现损伤。 与对照液体饲料组相比，酒精液体饲料

组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 和 ＡＫＰ 活力均显著提高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５ ）， 提 高 幅 度 分 别 为 ８６􀆰 ４１％ 、 １８７􀆰 ７５％ 、
３４􀆰 ７８％ （表 ２），提示肝脏出现损伤。 对比肝功能特

征指标血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 活性的变化程度，可发现酒精

液体饲料组的变化幅度大于酒精灌胃组，提示酒精

液体饲料诱导的肝脏损伤可能比酒精灌胃诱导的

肝脏损伤更严重。
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注：＃表示差异有显著性（Ｐ ﹤ ０􀆰 ０５）。

图 １　 酒精灌胃（Ａ）和 Ｌｉｅｒｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料

（Ｂ）诱导的酒精性肝损伤小鼠模型体重变化

Ｎｏｔｅ． ＃： Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｅｔｈａｎｏｌ ｇａｖａｇｅ
ｍｏｄｅｌ （Ａ） ａｎｄ Ｌｉｅｒｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ ｅｔｈａｎｏｌ

ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ ｍｏｄｅｌ （Ｂ）

２􀆰 ７　 小鼠血清及肝脏 ＴＧ 和 ＴＣ 含量

与正常对照组相比，酒精灌胃组小鼠血清 ＴＧ
和肝脏 ＴＧ 含量均显著提高（表 １） （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ） ，
提高幅度分别为 ２３􀆰 ８０％ 和 １１􀆰 ４０％ ，但是，两组

小鼠的血清 ＴＣ 和肝脏 ＴＣ 含量差异无显著性，提
示灌胃酒精诱导的酒精肝损伤模型表现出一定

的肝损伤。 与对照液体饲料组相比，酒精液体饲

料组小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ 和肝脏 ＴＧ 含量均显著提

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ，提高幅度为 ３２􀆰 １３％ 、２１􀆰 ９０％ 和

１４􀆰 ４７％ （表 ２） ，提示酒精液体饲料能导致一定

程度的肝损伤。
酒精液体饲料组小鼠血清 ＴＣ 显著增加，而

酒精灌胃组该指标无显著变化。 对比小鼠血清

ＴＧ 和肝脏 ＴＧ 含量变化程度，可发现酒精液体饲

料组的变化幅度略大于酒精灌胃组。 提示酒精

液体饲料诱导的肝脏损伤可能比酒精灌胃诱导

的肝脏损伤更严重。 该结果与肝脏病理变化相

互印证。

图 ２　 酒精灌胃（Ａ）和 Ｌｉｅｒｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料

（Ｂ）诱导的酒精性肝损伤小鼠模型摄食量变化

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｅｔｈａｎｏｌ ｇａｖａｇｅ
ｍｏｄｅｌ （Ａ） ａｎｄ Ｌｉｅｒｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ ｅｔｈａｎｏｌ

ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ ｍｏｄｅｌ （Ｂ）

３　 讨论

稳定可靠的动物模型是研究 ＡＬＤ 的分子机制

和防治措施的基础。 酒精灌胃和 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒
精液体饲料诱导的 ＡＬＤ 模型均为国内外公认的

ＡＬＤ 模型［７］。 酒精灌胃模型操作简便，能够控制酒

精摄入量，可维持血中有效酒精浓度，容易复制酒

精性脂肪肝和肝炎，但动物易产生应激反应，死亡

率高。 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料诱导的 ＡＬＤ 模

型是使动物能主动饮用酒精液体饲料，可复制出酒

精性脂肪肝和肝炎，其优点是试验者能够通过配对

喂养主动控制能量摄入，保持各组间的能量平衡，
排除营养摄入即摄入能量不均对实验的结果的

影响［１１，１６］。
本实验利用酒精灌胃和 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液

体饲料诱导小鼠酒精性肝损伤，造模 ８ 周，肝脏出现

明显脂质聚集，小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＫＰ 活性，血清

ＴＧ 和肝脏 ＴＧ 含量均显著提高，这些都符合早期酒

精性肝损伤的变化特点［２， ３］，表明酒精灌胃组和酒

精液体饲料组小鼠均出现明显酒精性脂肪肝。 但

是，酒精灌胃组小鼠酒醉现象严重、精神状态差；酒
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图 ３　 酒精灌胃和 Ｌｉｅｒｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料诱导的

酒精性肝损伤小鼠模型肝脏组织病理形态变化（ＨＥ 染色， × ２００，标尺 ＝ １００ μｍ）
Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｅｔｈａｎｏｌ ｇａｖａｇｅ ａｎｄ

Ｌｉｅｒｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ ｅｔｈａｎｏｌ ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ． （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ２００，Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）

表 １　 酒精灌胃诱导的酒精性肝损伤小鼠模型肝脏指数、血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、
γ⁃ＧＴ 和 ＡＫＰ 活性，血清和肝脏中甘油三酯和总胆固醇水平的变化（􀭰ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ⁃ｔｏ⁃ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ， ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ， ＡＳＴ， γ⁃ＧＴ ａｎｄ
ＡＫＰ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ， ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｈｅｐａｔｉｃ ＴＧ ａｎｄ ＴＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｅｔｈａｎｏｌ ｇａｖａｇｅ ｍｏｄｅｌｓ．

指标
Ｉｎｄｅｘｓ

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

酒精灌胃组
Ｏｒａｌ ｅｔｈａｎｏｌ

变化幅度 ／ ％
Ｃｈａｎｇｅ ／ ％

肝脏指数
Ｌｉｖｅｒ⁃ｔｏ⁃ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ ／ ％ ３􀆰 ３４ ± ０􀆰 ３３ ３􀆰 ５９ ± ０􀆰 ３３

谷丙转氨酶
ＡＬＴ ／ Ｕ ／ Ｌ ２９􀆰 ３９ ± ３􀆰 ８２ ３７􀆰 ６５ ± ９􀆰 ６６∗ ＋ ２８􀆰 ０９％

谷草转氨酶
ＡＳＴ ／ Ｕ ／ Ｌ １０􀆰 ７２ ± ２􀆰 ８６ ２２􀆰 ５５ ± ３􀆰 ８３∗ ＋ １１０􀆰 ３２％

γ⁃谷氨酰转移酶
γ⁃ＧＴ ／ Ｕ ／ Ｌ ３􀆰 ２４ ± ０􀆰 ７４ ３􀆰 ６８ ± ０􀆰 ８９

碱性磷酸酶
ＡＫＰ ／ Ｕ ／ Ｌ ５９􀆰 ７９ ± １０􀆰 ３２ ８５􀆰 ８５ ± １４􀆰 ５１∗ ＋ ４３􀆰 ６０％

血清甘油三酯
Ｓｅｒｕｍ ＴＧ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 １２ １􀆰 １６ ± ０􀆰 ２１∗ ＋ ２３􀆰 ８０％

血清总胆固醇
Ｓｅｒｕｍ ＴＣ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２􀆰 ５８ ± ０􀆰 ３８ ２􀆰 ７５ ± ０􀆰 ４６

肝甘油三酯
Ｈｅｐａｔｉｃ ＴＧ ／ ｍｇ ／ ｇ ｌｉｖｅｒ １１􀆰 ９８ ± １􀆰 ２６ １３􀆰 ３４ ± １􀆰 ４７∗ １１􀆰 ４０％

肝总胆固醇
Ｈｅｐａｔｉｃ ＴＣ ／ ｍｇ ／ ｇ ｌｉｖｅｒ ４􀆰 ９０ ± ０􀆰 ７５ ５􀆰 ５８ ± ０􀆰 ８８

注∗表示在 ０􀆰 ０５ 水平上差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｍｅａｎｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．
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精液体饲料组小鼠也有酒醉现象，但比酒精灌胃组

小鼠要轻微，无应激反应，精神状态和反应均较正

常，这有可能是因为酒精灌胃所用的酒精浓度高

（５０％酒精），对小鼠的刺激大，而酒精液体饲料中

酒精的浓度仅为 ４％ ，对小鼠的刺激很微弱，因此从

精神状态上来看酒精液体饲料模型优于酒精灌胃

模型。 本实验中酒精液体饲料诱导的 ＡＬＤ 模型未

出现死亡，而酒精灌胃的第 ４ 周小鼠死亡 ３ 只。 研

究表明酒精灌胃剂量低无法诱导酒精性脂肪肝形

成，而剂量高易导致大量动物死亡［７］。 灌胃 ５ ｇ ／
（ｋｇ·体重）或 ６ ｇ ／ （ｋｇ·体重）酒精（酒精浓度 ４０％ ～
５２％ ）８ 周成功诱导酒精性脂肪肝形成［９， １０］，Ｚｅｎｇ
等［１１］研究表明 ４ ｇ ／ ｋｇ·体重 酒精灌胃８周不能导致

小鼠肝损伤（脂肪肝）的发生。 因此，本实验中酒精

灌胃剂量在 １ ～ ４ 周为 ６ ｇ ／ （ｋｇ·体重），在出现小鼠

死亡后，酒精灌胃剂量调整为 ５ ｇ ／ （ ｋｇ·体重）。 灌

胃酒精显著减轻小鼠体重，由于灌胃酒精对摄食量

无显著影响，那么体重的减少很可能是由于高浓度

酒精刺激影响胃肠道的消化吸收功能造成的［１７ ，１８］；
而酒精液体饲料对小鼠体重影响小，很可能是因为

进行了配对喂养，使得酒精液体饲料组与其对照组

的能量摄入保持一致，这体现了 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精

液体饲料模型的优点。
对照液体饲料组肝脏 ＨＥ 染色结果显示有少量

脂质聚集，原因是对照液体饲料是高脂肪型饲料，
食用时间较长的情况下小鼠肝脏会有少量脂质聚

集，因此造模时间一般不超过 ８ 周［７］。 Ｇｅ ｅｔ ａｌ． ［１３］

和 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ． ［１４］ 的研究也发现造模 ８ 周后，ＨＥ 染

色和油红 Ｏ 染色显示对照液体饲料组小鼠肝脏有

轻微脂质聚集。
比较酒精灌胃组和液体酒精饲料相对各自对

照组的变化程度发现：（１）液体酒精饲料模型肝脏

指数显著增加，血清 ＴＣ 水平显著提高，而酒精灌胃

模型这两个指标无显著变化。 （２）两个模型的血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ 活性、血清和肝脏 ＴＧ 含量均显著变化，但
液体酒精饲料模型的变化幅度大于酒精灌胃模型。
（３）液体酒精饲料模型的肝脏脂质聚集等病理变化

比酒精灌胃模型的严重。 提示 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精

液体饲料模型优于酒精灌胃模型。
因此，从精神状态、体重和肝损伤程度等方面

来看，Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料模型优于酒精灌

胃模型。

４　 结论

Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料诱导的酒精肝损

伤小鼠模型精神状态良好，肝脏指数显著增加，血
清 ＴＣ 水平显著提高，血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 活性、血清和

肝脏 ＴＧ 含量及肝脏脂质聚集等组织病理学变化幅
表 ２　 Ｌｉｅｒｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料诱导的酒精性肝损伤小鼠模型肝脏指数、血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、

γ⁃ＧＴ 和 ＡＫＰ 活性，血清和肝脏中甘油三酯和总胆固醇水平的变化（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ⁃ｔｏ⁃ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ， ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ， ＡＳＴ， γ⁃ＧＴ ａｎｄ ＡＫＰ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ， ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｈｅｐａｔｉｃ

ＴＧ ａｎｄ ＴＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｌｉｅｒｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ ｅｔｈａｎｏｌ ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ ｍｏｄｅｌｓ
指标
Ｉｎｄｅｘｓ

对照液体饲料组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ

酒精液体饲料组
Ｅｔｈａｎｏｌ ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ

变化幅度 ／ ％
Ｃｈａｎｇｅ ／ ％

肝脏指数
Ｌｉｖｅ⁃ｔｏ⁃ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ ／ ％ ３􀆰 ００ ± ０． ５７ ３􀆰 ８２ ± ０． ５１∗ ＋ ２７􀆰 ６２％

谷丙转氨酶
ＡＬＴ ／ Ｕ ／ Ｌ ２３􀆰 ３５ ± ７． ４０ ４３􀆰 ５４ ± １４． ２６∗ ＋ ８６􀆰 ４１％

谷草转氨酶
ＡＳＴ ／ Ｕ ／ Ｌ １０􀆰 ４８ ± １． ２０ ３０􀆰 １６ ± ５． １０∗ ＋ １８７􀆰 ７５％

γ⁃谷氨酰转移酶
γ⁃ＧＴ ／ Ｕ ／ Ｌ ３􀆰 １４ ± ０． ６８ ３􀆰 ９０ ± ０． ９９

碱性磷酸酶
ＡＫＰ ／ Ｕ ／ Ｌ ６７􀆰 ９７ ± １２． ６５ ９１􀆰 ６１ ± １２． ２１∗ ＋ ３４􀆰 ７８％

血清甘油三酯
Ｓｅｒｕｍ ＴＧ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ０􀆰 ９２ ± ０． １１ １􀆰 ２２ ± ０． ２３∗ ＋ ３２􀆰 １３％

血清总胆固醇
Ｓｅｒｕｍ ＴＣ ／ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２􀆰 ５８ ± ０． ２８ ３􀆰 １４ ± ０． ３０∗ ＋ ２１􀆰 ９０％

肝甘油三酯
Ｈｅｐａｔｉｃ ＴＧ ／ ｍｇ ／ ｇ ｌｉｖｅｒ １４􀆰 ０２ ± １． ２６ １６􀆰 ０５ ± ２． １７∗ ＋ １４􀆰 ４７％

肝总胆固醇
Ｈｅｐａｔｉｃ ＴＣ ／ ｍｇ ／ ｇ ｌｉｖｅｒ ８􀆰 ０６ ± １． ４８ ８􀆰 ４６ ± １． ６７

注∗表示在 ０􀆰 ０５ 水平上差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｍｅａｎｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．
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度大于酒精灌胃诱导的酒精肝损伤小鼠模型。 相

对酒精灌胃，Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 酒精液体饲料对动物精

神状态影响小、易于形成酒精脂肪肝，因此更适合

用于酒精性肝病分子机制的研究和防治药物的

筛选。
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环孢素 Ａ 对肝细胞中磷酸化 ＡＫＴ 蛋白表达的影响

杨　 柳１， 刘晓军２，王宏宇１， 曹　 永１，马永华１，徐　 春１

（武警总医院内分泌科，北京　 １０００３９；２． 武警总医院药剂科，北京　 １０００３９）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察环孢素 Ａ（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ Ａ， ＣｓＡ）对肝细胞磷酸化 ＡＫＴ （ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＫＴ， Ｐ⁃ＡＫＴ）表达

的影响，探讨 ＣｓＡ 导致胰岛素抵抗的机制。 方法　 本研究分两部分：（１）体外研究：用不同浓度 ＣｓＡ（０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ、１
μｍｏｌ ／ Ｌ、５ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用于人肝细胞（ＨＬ７７０２ 细胞）４８ ｈ，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白的表达水平。 （２）体
内研究（动物实验）：建立环孢素 Ａ 诱发的大鼠糖尿病模型，用免疫组化方法分析 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白在糖尿病大鼠肝细胞

中的表达水平。 结果　 （１）各浓度（０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ、５ μｍｏｌ ／ Ｌ）ＣｓＡ 组与对照组相比，ＨＬ７７０２ 肝细胞中的 Ｐ⁃
ＡＫＴ 蛋白的表达呈现逐渐下降趋势，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５、Ｐ ＜ ０􀆰 ０１、Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （２）环孢素 Ａ 引起大鼠血

糖升高，在服用环孢素 Ａ 的第 ５ 个月， 大鼠平均血糖为 ９􀆰 ２８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，说明环孢素 Ａ 诱导的糖尿病大鼠模型建立成

功，糖尿病大鼠肝细胞中 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白的表达明显低于服药前和正常对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 服用治疗剂量的环

孢素 Ａ 导致大鼠血糖升高，环孢素 Ａ 抑制大鼠肝细胞中 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达，环孢素 Ａ 抑制人肝细胞 ＨＬ７７０２ 中 Ｐ⁃ＡＫＴ
的表达，提示影响 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路可能是环孢素 Ａ 导致胰岛素抵抗的机制之一。

【关键词】 　 环孢素 Ａ；胰岛素抵抗；移植后糖尿病；ＡＫＴ；Ｐ⁃ＡＫＴ
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ Ａ； Ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； Ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； ＡＫＴ； Ｐ⁃ＡＫＴ

　 　 移植术后糖尿病 （ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＰＴＤＭ） 作为器官移植术后最为常见和最

为严重的并发症之一， 受到人们的广泛关注。
ＰＴＤＭ 的高发病率（２％ ～ ５３％ ）以及带来的一些诸

如术后反复感染、移植物失活、心脑血管疾病发生

率增加等问题，显著影响移植后患者的愈合、生活

质量和长期存活率。 大量临床数据和研究表明年

龄、性别、种族、家族史、术后急性排斥反应、免疫抑

制剂、病毒感染等都是导致 ＰＴＤＭ 的危险因素，其中

年龄、性别、种族和家族史等因素都是不可控的，而
免疫抑制剂作为一个可调控的独立危险因素就显

得尤为重要［１，２］。 器官移植患者术后使用的免疫抑

制剂主要可分为糖皮质激素和钙调磷酸酶抑制剂

（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ＣＮＩ）两大类。 目前认为糖皮

质激素主要是通过促进肝糖原异生和加重外周胰

岛素抵抗导致血糖升高，而 ＣＮＩ 导致血糖升高的机

制尚不清楚，目前的研究提示，ＣＮＩ 导致胰岛 β 细胞

损伤、凋亡，减少胰岛素（ ｉｎｓｕｌｉｎ， Ｉｎｓ）的合成和分

泌，产生胰岛素抵抗 （ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＩＲ） ［３ － ８］。
胰岛素受体后水平信号传导障碍是 ＩＲ 发生最常见

和最重要的环节， 胰岛素主要是通过磷酯酰肌醇 ３
激酶 ／蛋白激酶 Ｂ（ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ｂ， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ） 途径行使调控糖代谢的功

能［９，１０］。 因此，ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的传导障碍应是

ＩＲ 发生的主要原因。 ＡＫＴ 是一种丝 ／苏氨酸激酶

（ｓｅｒｉｎｅ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ），因与蛋白激酶 Ａ 和蛋白激

酶 Ｃ 有很高的同源性， 故又称为蛋白激 酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＰＫＢ），其处于 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通

路的中心环节，通过磷酸化和去磷酸化来控制反应

进行，主要负责由 ＰＩ３Ｋ 始动的生物信息的传导，在
细胞代谢、细胞周期、细胞生长、细胞凋亡、胰岛素

分泌等多种生理过程中起着重要作用［１１ － １３］。 我们

曾经用临床剂量的环孢素 Ａ（ＣＮＩ 的代表药之一）喂
大鼠， 在服药 ３ 个月后出现血糖的升高，环孢素 Ａ

诱发的糖尿病大鼠表现出胰岛素 Ｂ 细胞的坏死和

胰岛素的抵抗［５］。 为进一步研究环孢素 Ａ 导致胰

岛素抵抗的机制，本研究 １． 通过体外细胞培养，分
析环孢素 Ａ 对正常人肝细胞（胰岛素主要靶细胞之

一）中磷酸化 ＡＫＴ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＫＴ， Ｐ⁃ＡＫＴ）和
ＡＫＴ 表达的影响，２． 通过动物实验，分析环孢素 Ａ
诱发的糖尿病大鼠肝脏组织 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达，获得环

孢素 Ａ 干扰胰岛素信号传导的证据，揭示钙调磷酸

酶抑制剂升高血糖的机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞培养部分：环孢素 Ａ（ ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ Ａ，
ＣｓＡ） 购自上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司， 人正常肝细胞⁃
ＨＬ７７０２ 细胞系，购自于上海中科院细胞所。 兔来源

ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＡＫＴ （ Ｓｅｒ４７３） 多克隆抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，兔来源 ＡＫＴ 多克隆抗体

购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。
１􀆰 １􀆰 ２　 动物实验部分：
１􀆰 １􀆰 ２􀆰 １　 动物：ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性 ４ 周大鼠 ２０ 只，体
重（２００􀆰 ０ ± １０􀆰 ０）ｇ，来源于军事医学科学院实验动

物中心【ＳＣＸＫ（军） ２０１４ － ００５】。 大鼠饲养在相同

的鼠隔离系统内，居住环境经过无菌处理，温度

２２℃ ±３℃；１２ ｈ 白天，１２ ｈ 夜晚（早 ７：００ 开灯）。
标准的鼠粮：含钙 ０􀆰 ９８％ ，含磷 ０􀆰 ７５％ ，含维生素

Ｄ３ １５００ ＩＵ ／ ｋｇ，含镁 ０􀆰 ３％ ；自来水。 组织取材于武

警总医院医学实验中心进行。
１􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２　 药物： 环孢素（ＣｓＡ）由诺华公司提供。
将药品用蒸馏水溶解，稀释至 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ，备喂养用。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 通过细胞培养观察不同浓度的环孢素 Ａ 对

人肝细胞（ＨＬ７７０２ 细胞）表达磷酸化 ＡＫＴ 和 ＡＫＴ
的影响：
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １　 药物浓度及实验分组：实验分为对照组、
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ＤＭＳＯ 组和实验组。 对照组仅加细胞培养液。 实验

组加入不同浓度的 ＣｓＡ（０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ、 ｌ μｍｏｌ ／ Ｌ、５
μｍｏｌ ／ Ｌ）。 因 ＣｓＡ 粉剂不溶于水，根据 ＣｓＡ 粉剂说

明书，采用 ＤＭＳＯ 溶解，需增加 ＤＭＳＯ 组，ＤＭＳＯ 组

只加细胞培养液和 ＤＭＳＯ， 由于 ＣｓＡ 各组 （ ０􀆰 １
μｍｏｌ ／ Ｌ、ｌ μｍｏｌ ／ Ｌ、５ μｍｏｌ ／ Ｌ），分别含 ＤＭＳＯ 的浓度

为 ０􀆰 ００１‰、０􀆰 ０１‰、０􀆰 ０５‰，故 ＤＭＳＯ 组中 ＤＭＳＯ
的浓度最终稀释至 ０􀆰 ０５‰。
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２　 细胞蛋白的提取和蛋白浓度的测定：将
ＨＬ７７０２ 细胞接种于六孔培养板中， 置入三气组织

培养箱中培养 ２４ ｈ。
吸取原培养液，每孔加入含不同浓度 ＣｓＡ（０􀆰 １

μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ、５ μｍｏｌ ／ Ｌ）的培养液、单纯培养

液或含 ＤＭＳＯ 的培养液 ２ ｍＬ，继续培养 ４８ ｈ。 去除

六孔板培养液，ＰＢＳ 洗涤两遍。 加入 ８０ μＬ 裂解液，
充分裂解 １０ ｍｉｎ。 １０ ０００ ～ １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ～
１５ ｍｉｎ，取上清液，得到 ＨＬ７７０２ 细胞蛋白。 将浓度

为 １ μｇ ／ μＬ 的 ＢＳＡ 按 ０、１、２、４、８、１２、１６、２０ μＬ 分

别加入 ＥＰ 管中，补加高纯水到 ２０ μＬ。 将每蛋白样

品取 ５ μＬ 加入 ＢＣＡ 工作液，在水浴箱（６０℃），３０
ｍｉｎ。 在酶标仪上测定 ５６２ ｎｍ 波长的吸光度值，计
算蛋白浓度。
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 Ｐ⁃ＡＫＴ 和 ＡＫＴ 蛋

白的表达：（１） ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳：在加样孔内点入上

样蛋白（取细胞蛋白 ５０ μｇ，与等体积 ２ × ＳＤＳ 上样

缓冲液混合，沸水中加热变性 ５ ｍｉｎ，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ）和标准蛋白 Ｍａｒｋｅｒ ５ μＬ， ５０ Ｖ 电压 ３０
ｍｉｎ，待溴酚蓝到达分离胶与浓缩胶交界处时，更换

电压至 ９０ Ｖ，继续电泳 ９０ ｍｉｎ。 （２）转膜。 （３）封

闭。 （４）免疫反应：① 取出已封闭的膜，浸于一抗

（抗 Ｐ⁃ＡＫＴ 抗体或抗 ＡＫＴ 抗体）稀释液中，过夜，用
ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 ② 将膜再浸于 １ ∶ ５０００
二抗稀释液中，室温孵育 １ ｈ，然后用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，
每次 ５ ｍｉｎ。 （５）Ｏｄｙｓｓｅｙ 双色红外荧光成像系统扫

膜，并分析数据。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物实验：
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 环孢素 Ａ 诱发的糖尿病大鼠模型的建

立：经过 １ 周的适应生活，将大鼠随机分 ２ 组，每组

１０ 只，对照组：蒸馏水 １ ｍＬ ／ （ｋｇ． ｄ），环孢素 Ａ 组：
环孢素 Ａ ２５ ｍｇ ／ （ｋｇ． ｄ）。 均经胃管灌注给药，根据

我们以往实验的结果，设计本实验用药时间为 ５ 个

月，在实验结束时环孢素 Ａ 组大鼠因灌胃给药损伤

死亡 ２ 只。 测定两组给药前及给药第 ５ 个月的空腹

血糖，用放射免疫分析法测定血清胰岛素（ ＩＮＳ）水

平，根据以下公式计算胰岛素抵抗指数（ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）
和胰岛素敏感指数（ＨＯＭＡ⁃β）： ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ＝ 空腹胰

岛素 × 空腹血糖 ／ ２２􀆰 ５，ＨＯＭＡ⁃β ＝ ２０ × 空腹胰岛

素 ／ （空腹血糖 － ３􀆰 ５），其中空腹胰岛素单位为 ｍＵ ／
Ｌ，空腹血糖单位为 ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 用免疫组化方法测定大鼠肝细胞 Ｐ⁃ＡＫＴ
的表达：制备肝脏组织石蜡切片，进行 Ｐ⁃ＡＫＴ 的免

疫组化染色。
１􀆰 ２􀆰 ３　 统计学方法：采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计学分

析，计量资料采用均数士标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 给药

前两组大鼠的血糖、胰岛素分泌指数、胰岛素抵抗

指数的比较采用独立样本 ｔ 检验；给药后两组大鼠

的血糖、胰岛素分泌指数、胰岛素抵抗指数的比较

采用协方差分析，以给药前水平作为协变量，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。 大鼠 Ｐ⁃ＡＫＴ 表达强度

比较采用 χ２ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
人肝细胞（ＨＬ７７０２ 细胞）磷酸化 ＡＫＴ 的表达强度比

较采用单因素方差进行分析， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为差异有

统计学意义。 组间的两两比较采用 ＬＳＤ 法，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 认为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 不同浓度的环孢素 Ａ 对 ＨＬ７７０２ 细胞中 ＡＫＴ
和 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白表达的影响

不同浓度的环孢素 Ａ 作用 ４８ ｈ 后， 通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 ＨＬ７７０２ 肝细胞中 ＡＫＴ 和 Ｐ⁃
ＡＫＴ 蛋白的表达结果，如表 １ 所示：在 ＡＫＴ 蛋白的

表达中，各浓度 ＣｓＡ 组分别与对照组相比，均无明

显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 在 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白的表达中，０􀆰 １
μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 组分别与对照

组相比，Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白的表达呈现逐渐下降趋势，差
异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５、Ｐ ＜ ０􀆰 ０１、Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 环孢素 Ａ 对大鼠血糖、胰岛素抵抗指数、胰岛

素敏感指数的影响

给药前两组大鼠空腹血糖差异无显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 实验过程中环孢素 Ａ 组大鼠因灌胃给药损

伤死亡 ２ 只。 给药 ５ 个月后环孢素 Ａ 组剩余 ８ 只大

鼠空腹血糖均大于 ７􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，平均血糖为 ９􀆰 ２８
ｍｍｏｌ ／ Ｌ，糖尿病发生率为 １００％ ，糖尿病模型建立。
协方差分析结果显示：给药 ５ 个月后与对照组相比，
环孢素组血糖显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），给药前的血糖

对给药后血糖无显著影响；给药 ５ 个月后与对照组
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相比，环孢素组胰岛素抵抗指数显著增高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），给药前胰岛素抵抗指数对给药后胰岛素抵

抗指数无显著影响；给药 ５ 个月后与对照组相比，环
孢素组胰岛素敏感指数显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），给药

前胰岛素敏感指数对给药后胰岛素敏感指数无显

著影响（表 ２）。
２􀆰 ３　 环孢素 Ａ 对大鼠肝脏 Ｐ⁃ＡＫＴ 表达的影响

分别在 １００ 倍和 ２００ 倍光学显微镜下观察两组

大鼠肝脏组织中 Ｐ⁃ＡＫＴ 的免疫组化表达，阳性细胞

内可见褐黄色颗粒散在分布。 通过 χ２ 检验，得出 Ｐ
＜ ０􀆰 ００１，差异有统计学意义（表 ３）。

表 １　 不同浓度的环孢素 Ａ 作用肝细胞 ＨＬ７７０２ 后，Ｐ⁃ＡＫＴ、ＡＫＴ 蛋白的表达 （􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ａｎｄ ＡＫＴ ｏｆ ＨＬ７７０２ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ａｆｔｅｒ ＣＳＡ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＡＫＴ ／ ＡＣＴＩＮ Ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＣＴＩＮ Ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ４０７ ± ０􀆰 ０５６ ０􀆰 ４１４ ± ０􀆰 ０４７ ０􀆰 ２９４ ± ０􀆰 ０２３
０􀆰 ０５‰ ＤＭＳＯ １􀆰 ４１２ ± ０􀆰 ０４５△ ０􀆰 ４１１ ± ０􀆰 ０４３△ ０􀆰 ２９１ ± ０􀆰 ０２１△

０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＳＡ １􀆰 ４１４ ± ０􀆰 ０５２△ ０􀆰 ３０３ ± ０􀆰 ０６０∗ ０􀆰 ２１４ ± ０􀆰 ０３６＃

１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＳＡ １􀆰 ３９１ ± ０􀆰 ０４０△ ０􀆰 ２０５ ± ０􀆰 ０４５＃ ０􀆰 １４７ ± ０􀆰 ０２８＃

５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＳＡ １􀆰 ４０３ ± ０􀆰 ０６３△ ０􀆰 ２００ ± ０􀆰 ０６３＃ ０􀆰 １４２ ± ０􀆰 ０３９＃

注：与对照组比较，△Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，△Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ２　 给药前后血糖、胰岛素抵抗指数、胰岛素敏感指数的比较
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｓｕｇａｒ， ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

空腹血糖 ＦＢＧ 胰岛素抵抗指数 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 胰岛素敏感指数 ＨＯＭＡ⁃β
前 Ｂｅｆｏｒｅ 后 Ａｆｔｅｒ 前 Ｂｅｆｏｒｅ 后 Ａｆｔｅｒ 前 Ｂｅｆｏｒｅ 后 Ａｆｔｅｒ

环孢素组 ＣＳＡ
（ｎ ＝ ８） ５􀆰 ２９ ± ０􀆰 ９７ ９􀆰 ２８ ± ２􀆰 １１∗⊿ ４􀆰 ２２ ± ０􀆰 ９３ ８􀆰 ２８ ± １􀆰 ９３∗⊿ ８􀆰 ８７ ± ２􀆰 １１ ５􀆰 ８７ ± １􀆰 ０１∗⊿

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ
（ｎ ＝ １０） ４􀆰 ９７ ± ０􀆰 ９９ ５􀆰 ０８ ± １􀆰 ０５ ３􀆰 ９７ ± ０􀆰 ９０ ４􀆰 ０８ ± ０􀆰 ９５ ８􀆰 １８ ± １􀆰 ９５ ８􀆰 ０８ ± １􀆰 ８７

注： 与治疗前比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与对照组比较，⊿Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｂｅｆｏｒｅ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，⊿Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ３　 磷酸化 ＡＫＴ 在大鼠肝脏组织中的免疫组化表达
Ｔａｂ． ３　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＫＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ 总计 Ｔｏｔａｌ
环孢素 Ａ 组 ＣＳＡ １６（８８􀆰 ９％ ） ２（１１􀆰 １％ ） １８（１００􀆰 ０％ ）
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ １（５％ ） １９（９５􀆰 ０％ ） ２０（１００􀆰 ０％ ）

总计 Ｔｏｔａｌ １７（４４􀆰 ７％ ） ２１（５５􀆰 ３％ ） ３８（１００􀆰 ０％ ）
注：χ２ ＝ ２８􀆰 ９７，ν ＝ １，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１（双侧）。
Ｎｏｔｅ． χ２ ＝ ２８􀆰 ９７，ν ＝ １，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ （ｂｏｔｈ ｓｉｄｅｓ） ．

３　 讨论

环孢素 Ａ（ＣｓＡ）是一种由真菌代谢产生的含 １１
个氨基酸的环形多肽类物质，通过抑制神经钙蛋

白，作用于 Ｔ 细胞活化过程中的信号传导，抑制 Ｔ
细胞的增殖和分化，达到免疫抑制的效果，于 ２０ 世

纪 ８０ 年代起开始广泛应用于器官移植术后。 临床

数据显示环孢素 Ａ 可以增加器官移植术后糖尿病

的发生风险［１］，本研究给 ＳＤ 大鼠服用临床治疗剂

量的环孢素 Ａ，在服药 ５ 个月，大鼠血糖持续升高，
达到糖尿病的诊断标准，成功建立了环孢素 Ａ 诱发

的糖尿病大鼠模型，糖尿病大鼠的胰岛素抵抗指数

明显增加，说明环孢素 Ａ 具有增加胰岛素抵抗的

作用。
ＡＫＴ 是 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的关键环节，当被

激活后，可以活化多种底物，产生胰岛素的代谢效

应，ＡＫＴ 激活的主要机制是磷酸化，而它的磷酸化

和去磷酸化，需要 Ｔｈｒ３０８ 和 Ｓｅｒ４７３ 两个磷酸化位点

来调节。 Ｔｈｒ３０８ 位于 ＡＫＴ 的催化域，该位点的激活

只增加大约 １０％ 的 ＡＫＴ 激酶活性；而 Ｓｅｒ４７３ 位于

ＡＫＴ 的调节域，是 ＡＫＴ 完全磷酸化所必需的位

点［１４］。 当 Ｔｈｒ３０８ 和 Ｓｅｒ４７３ 两个位点的全都磷酸化

时，ＡＫＴ 达到最大激活状态。 本研究分析的是

Ｓｅｒ４７３ 磷酸化 ＡＫＴ。 当胰岛素通过血液循环到达

肝脏、骨骼肌、脂肪等靶组织后，作用于细胞膜上的

胰岛素受体，使胰岛素受体酪氨酸位点自磷酸化，
磷酸化激活的胰岛素受体使胰岛素受体底物⁃ １
（ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ １， ＩＲＳ⁃１） 发生磷酸化，
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ＩＲＳ⁃１ 上磷酸化的酪氨酸与磷脂酰肌醇⁃３ 激酶

（ＰＩ３Ｋ）结合，活化的 ＰＩ３Ｋ 再使 ４，５⁃二磷酸脂酰肌

醇（ＰＩＰ２）变为磷脂酰肌醇 ３，４，５⁃三磷酸（ＰＩＰ３），但
ＰＩＰ３ 并不能直接激活 ＡＫＴ，它仅可以使 ＡＫＴ 聚集

到靶细胞膜上，发生构象的改变，进而可以被磷酸

肌醇 依 赖 性 激 酶 １ （ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅ，ＰＤＫ１）激活，ＰＤＫ１ 可使 ＡＫＴ 的两个磷酸化

位点磷酸化，使 ＡＫＴ 完全激活，随后被磷酸化的

ＡＫＴ（Ｐ⁃ＡＫＴ）从细胞膜上释放出来，转移到胞浆内，
引起各底物的磷酸化反应，最后发挥胰岛素在靶组

织的生理学效应。
在环孢素 Ａ 诱发的糖尿病大鼠的肝细胞中，我

们发现 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达明显低于用药前和正常对照

组。 在体外培养的人肝细胞 ＨＬ７７０２ 中加入 ＣｓＡ，
我们同样发现肝细胞中磷酸化 ＡＫＴ（Ｐ⁃ＡＫＴ）蛋白

的表达降低，且随着 ＣｓＡ 浓度的增加，Ｐ⁃ＡＫＴ 的脱

磷酸化越来越明显。 提示 ＣｓＡ 是肝细胞 ＡＫＴ 磷酸

化的负调节因素，并且 ＡＫＴ 的磷酸化水平和 ＣｓＡ 的

浓度成反比。
磷酸化的 ＡＫＴ 主要通过以下五个底物途径参

与发挥胰岛素的代谢调节作用［１５，１６］：（１）使葡萄糖

转运体（主要是葡萄糖转运体 ４）从细胞内转移到细

胞膜，发挥转运葡萄糖的作用。 （２）使糖原合酶激

酶 ３（ＧＳＫ３）Ｓｅｒ 位点磷酸化，抑制 ＧＳＫ３ 活化，激活

糖原合成酶（ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ， ＧＳ ），活化的 ＧＳ
能够促进糖原合成、抑制糖异生。 （３）可使叉头转

录因子 Ｏ１ （ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏ１， ＦｏｘＯ１）磷酸化

后出核失活，解除对糖异生基因 ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐ 的

转录调控，抑制肝脏的糖异生。 （４） 使 ＰＤＥ３Ｂ 激

活，降低 ｃＡＭＰ 的水平，抑制 ＰＫＡ 对脂肪酶的激活，
抑制脂肪分解。 （５）使转录因子 ＰＧＣ⁃１ 磷酸化，抑
制肝细胞糖异生以及脂肪酸氧化。

本研究通过细胞培养和动物实验观察到环孢

素 Ａ 抑制肝细胞 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达，为揭示环孢素 Ａ 引

起胰岛素抵抗的机制提供了一条线索。
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多柔比星脂质体注射液与多柔比星注射液
大鼠重复给药毒性的比较

张　 颖１，马玉奎２，戴晓莉２

（１． 山东省临朐县人民医院，山东 临朐　 ２６２６００；２． 山东省药学科学院，济南　 ２５０１００）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究大鼠连续静脉注射给予多柔比星脂质体注射液和多柔比星注射液后对大鼠产生的毒

性作用及毒性异同比较。 方法　 ＳＤ 大鼠 ９０ 只，随机分为溶剂对照组、多柔比星脂质体注射液（１ ｍｇ ／ ｋｇ）和多柔比

星注射液（１ ｍｇ ／ ｋｇ）组。 各组大鼠每 ３ ｄ 静脉注射 １ 次，连续给药 １３ 次，检测其体重、血液生化学、血液学、脏器系

数等指标，并进行组织病理学检查。 结果　 多柔比星脂质体注射液 １ ｍｇ ／ ｋｇ 可引起 ＳＤ 大鼠脱毛和溃疡，体重增长

明显延缓，ＰＬＴ、ＡＬＴ、ＢＵＮ 升高，ＡＬＢ 降低，心脏和肾脏系数增大，胸腺和睾丸系数减小，组织病理学检查结果显示

睾丸曲细精管生精上皮脱落，各级生精细胞消失，部分间质水肿；心脏心肌纤维断裂、溶解，横纹及部分细胞核消

失；肾脏出现肾小管透明管型等病理组织学病变。 与多柔比星脂质体注射液比较，相同剂量下多柔比星注射液亦

可引起以上病变，但大鼠脱毛和皮肤溃疡率降低，肾脏毒性和心脏毒性明显增加。 结论　 多柔比星脂质体注射液

与普通注射液比较，心脏和肾脏毒性明显减轻，但皮肤毒性明显增加。
【关键词】 　 多柔比星注射液；脂质体；ＳＤ 大鼠；重复给药毒性
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　 　 脂质体是近年来药剂领域研究非常活跃的一

种新型制剂，是由脂质双分子层形成的粒径在纳米

级别的囊泡，可将毒副作用大、在血液中稳定性差、
降解快的药物包裹在脂质体内，携带药物到达特定

的靶组织器官后再把装载的药物释放出来，达到靶

向治疗的目的，从而可以提高疗效，降低毒副作

用［１］。 目前脂质体制剂主要用于抗癌药物、疫苗以

及核酸类药物。 多柔比星脂质体注射液，是将一线

治疗肿瘤药物多柔比星经包封制备成的纳米级长

循环脂质体，制成后的脂质体大大降低了多柔比星

普通制剂存在的心脏毒性问题，起到了减毒、增效

的效果［２］。 本试验通过 ＳＤ 大鼠重复静脉给予多柔

比星脂质体注射液和多柔比星注射液，通过检测血

液学、血液生化学及病理学等指标，全面评价脂质

体和普通制剂的毒性及毒性差异，为临床应用中的

不良反应监测提供参考依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １ 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物及实验环境： ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ９０
只，体重 １８０ｇ ～ ２２０ ｇ，雌雄各半，由北京维通利华实

验动物技术有限公司提供 【 ＳＣＸＫ （京） ２００７ －
０００１】。 饲养于 ＳＰＦ 级环境，室温 ２０℃ ～ ２６℃，湿度

４０％ ～７０％ ，日温差≤４℃。 实验动物使用许可证号

【ＳＹＸＫ（鲁）２０１０ ０００４】。
１􀆰 １􀆰 ２　 药品与试剂： 多柔比星脂质体注射液（山东

省药学科学院提供，批号 ２０１１０３１２）；多柔比星注射

液 （ 先 灵 葆 雅 （ 中 国 ） 有 限 公 司 提 供， 批 号

１０２３６９０１３）；血液学检测试剂盒（济南荣辰医学科

技有限公司提供）；血凝检测试剂盒（上海太阳生物

技术有限公司提供）；血液生化学检测试剂盒（宁波

瑞源生物科技有限公司提供）。
１􀆰 １􀆰 ３　 仪器： Ｓｙｓｍｅｘ ＸＴ⁃２０００ＩＶ 型全自动血球计

数仪（Ｓｙｓｍｅｘ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ 生产）；日立 ７１８０ 全自动

生化分析仪（日本株式会社日立高新技术生产）；
Ｓｙｓｍｅｘ ＣＡ１５００ 全 自 动 血 凝 分 析 仪 （ Ｓｙｓｍｅｘ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ 生产）；ＴＢ７１８ 包埋机、ＴＫ⁃２１８ 摊烤片机

（湖北孝感医疗器械公司生产）；ＲＭ２２３５ 切片机、
ＤＭＬＳ２ 显微镜（Ｌｅｉｃａ 公司生产）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与给药：健康 ＳＤ 大鼠 ９０ 只，雌雄

各半，随机分为 ３ 组，即溶剂对照组、多柔比星脂质

体注射液（１ ｍｇ ／ ｋｇ）和多柔比星注射液（１ ｍｇ ／ ｋｇ）
组，给药体积 １０ ｍＬ ／ ｋｇ，溶剂对照组静脉给予等容

积生理盐水，每 ３ ｄ 给药 １ 次，连续给药 １３ 次，停药

恢复 ４ 周。
１􀆰 ２􀆰 ２　 剂量设计依据：根据预试验结果设计正式试

验剂量。 大鼠 ３０ 只，随机分成 ３ 组，分别为多柔比

星注射液 １􀆰 ５、１􀆰 ０、０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 三个剂量组，静脉给

药，每 ３ ｄ 给药 １ 次，共给药 １３ 次。 结果显示，０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组 １０ 只动物全部存活，体重及摄食量下

降；１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组 １０ 只动物全部存活；１􀆰 ５ ｍｇ ／
ｋｇ 剂量组于给药 ８ 次后死亡 ２ 只。 根据预试验采

用动物能够耐受的剂量 １ ｍｇ ／ ｋｇ 进行正式毒性比较

试验研究。
１􀆰 ２􀆰 ３　 指标检测和结果评价：每 ３ 天称量 １ 次体重

和摄食量，每天观察大鼠外观体征。 末次给药后 ７２
ｈ 每组取 ２０ 只动物，恢复期结束取 １０ 只剩余动物

腹主动脉采血进行血液学及血液生化学检测，戊巴

比妥钠安乐处死后，剖检摘取心、肝、脾、肺、肾等主

要脏器称重并计算脏器系数（脏器系数 ＝ 脏器重

量 ／体重 × １００，单位为 ｇ ／ １００ ｇ 体重）。 所有脏器

福尔马林溶液固定，常规 ＨＥ 染色，进行病理组织学

检查。
１􀆰 ２􀆰 ４　 统计学方法：各组数据用 ｘ－ ± ｓ 表示，组间比

较用 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般体征观察

溶剂对照组动物未出现任何异常反应。 多柔

比星脂质体注射液和多柔比星注射液组分别约

５８％和 ３４％的动物皮肤出现不可逆性脱毛。 多柔

比星脂质体注射液组 ２５％ 动物出现皮肤可愈性溃

疡，多柔比星注射液组动物亦出现皮肤可愈性溃

疡，但比例明显减少，为 ８％ 。 除脱毛和溃疡外未见

其它异常反应。
２􀆰 ２　 体重及摄食量影响

与溶剂对照组比较，多柔比星脂质体注射液和

多柔比星注射液 １ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量下均可使雄性 ＳＤ 大

鼠体重增长明显减缓；对雌性大鼠体重影响较小，

４２ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



与溶剂对照组比较体重增长略有缓慢。 多柔比星

脂质体注射液与多柔比星注射液比较，相同剂量下

对大鼠体重影响基本一致，无明显差异。 两者对动

物摄食量无明显影响（图 １）。
２􀆰 ３　 血液学和血液生化学指标影响

给药结束时，与溶剂对照组比较，多柔比星脂

质体注射液和多柔比星注射液两组大鼠血液学指

标中 ＰＬＴ 升高；血液生化学指标中 ＡＬＢ 降低，ＢＵＮ
和 ＡＬＴ 升高。 恢复期结束时两组动物血液生化学

指标未见明显恢复，ＡＬＢ 降低，ＢＵＮ 和 ＡＬＴ 升高，血
液学异常指标恢复正常。 其他指标给药结束和恢

复期结束未见异常。 多柔比星脂质体注射液与多

柔比星注射液比较，相同剂量下对大鼠以上指标的

影响基本一致，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） （表
１）。
２􀆰 ４　 脏器系数的影响

与溶剂对照组比较，多柔比星脂质体注射液和

多柔比星注射液两组大鼠给药结束和恢复期结束

心脏和肾脏系数增大，胸腺系数减小；恢复期结束

时雄性大鼠睾丸和附睾系数减小。 其它脏器系数

未见异常。 多柔比星脂质体注射液与多柔比星注

射液比较，相同剂量下对大鼠脏器系数影响基本一

致，无统计学差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 见表 ２。
２􀆰 ５　 组织病理学检查结果

病理学检查结果显示，多柔比星注射液组 ４０％
动物出现肾脏病变，主要表现为肾脏皮髓交界处肾小

管内可见均质、无结构的嗜伊红染物质，为肾小管透

明管型；３０％动物出现心脏病变，表现为心肌纤维断

裂、溶解，横纹及部分细胞核消失；而多柔比星脂质体

注射液组动物出现肾脏和心脏病变的比率分别为

２０％和 ３％，病变表现相同，但病变比率明显低于多柔

比星注射液组。 两者出现睾丸毒性的比例均为 ２０％
左右，主要表现为睾丸曲细精管生精上皮脱落，各级

生精细胞消失，部分间质水肿。 心脏和肾脏病变给药

结束和恢复期结束均出现，睾丸病变均出现在恢复期

结束。 病变组织病理组织切片见图 ２。

图 １　 多柔比星脂质体注射液和多柔比星注射液对大鼠体重的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

表 １　 多柔比星脂质体注射液和多柔比星注射液对大鼠血液学和血液生化学指标的影响（ ｘ－ ± ｓ）
Ｔａｂ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ（ ｘ－ ± ｓ）

异常指标
Ａｂｎｏｒｍａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ

多柔比星脂质体
注射液组

Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

多柔比星
注射液组

Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

溶剂
对照组

Ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ

给药结束 Ｅｎｄ ｏｆ ｄｏｓｉｎｇ ＰＬＴ （１０９ ／ Ｌ） １１９１ ± １６３∗ １１６６ ± １０８∗∗ ９８６ ± １７９
ＡＬＢ （ｇ ／ Ｌ） ３４􀆰 ２２ ± ２􀆰 ９２∗∗ ３３􀆰 ２７ ± ２􀆰 ７９∗ ３７􀆰 ０９ ± １􀆰 ７７
ＢＵＮ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ８􀆰 ７６ ± １􀆰 ７２∗ ９􀆰 ７８ ± ２􀆰 ４４∗∗ ６􀆰 ６２ ± ０􀆰 ９２
ＡＬＴ （Ｕ ／ Ｌ） ７２􀆰 ８１ ± ７􀆰 ９４ ７０􀆰 ３４ ± ７􀆰 ５８ ３９􀆰 ４９ ± ７􀆰 ９９
恢复期结束 Ｅｎｄ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ＡＬＢ （ｇ ／ Ｌ） ３５􀆰 ５４ ± １􀆰 ６３∗ ３３􀆰 ３１ ± １􀆰 ７２∗ ３７􀆰 ３６ ± １􀆰 １５
ＢＵＮ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ８􀆰 ４９ ± １􀆰 ９８∗ ８􀆰 ９５ ± ２􀆰 ７３∗ ６􀆰 ０６ ± ０􀆰 ８１
ＡＬＴ （Ｕ ／ Ｌ） ６０􀆰 ７５ ± １５􀆰 １６ ６３􀆰 ９５ ± １２􀆰 ６０∗ ４６􀆰 ５１ ± ８􀆰 ４９

注：∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ． 溶剂对照组；Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， 多柔比星脂质体注射液组 ｖｓ． 多柔比星注射液组。
Ｎｏｔｅ：∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ． ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｖｓ． ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．
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表 ２　 多柔比星脂质体注射液和多柔比星注射液对大鼠脏器系数的影响（ ｘ－ ± ｓ． ｇ ／ １００ｇ 体重）
Ｔａｂ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ

ｒａｔｓ（ ｘ－ ± ｓ，ｇ ／ １００ ｇ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ）

异常指标
Ａｂｎｏｒｍａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ

多柔比星脂质体
注射液组
Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ

ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

多柔比星
注射液组

Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

溶剂
对照组
Ｓｏｌｖｅｎｔ
ｃｏｎｔｒｏｌ

给药结束 Ｅｎｄ ｏｆ ｄｏｓｉｎｇ

心脏 Ｈｅａｒｔ ０􀆰 ３７２ ± ０􀆰 ０３７∗ ０􀆰 ３８６ ± ０􀆰 ０５５∗ ０􀆰 ３２１ ± ０􀆰 ０３２

肾脏 Ｋｉｄｎｅｙ １􀆰 １６７ ± ０􀆰 １２６∗ １􀆰 ３３２ ± ０􀆰 １８０∗∗ ０􀆰 ８１２ ± ０􀆰 ０７２

胸腺 Ｔｈｙｍｕｓ ０􀆰 ０８７ ± ０􀆰 ０５３∗ ０􀆰 ０８６ ± ０􀆰 ０３１∗∗ ０􀆰 １６２ ± ０􀆰 ０２７

恢复期结束 Ｅｎｄ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

心脏 Ｈｅａｒｔ ０􀆰 ３４８ ± ０􀆰 ０４２∗ ０􀆰 ３５６ ± ０􀆰 ０２４∗ ０􀆰 ２９３ ± ０􀆰 ０４０

肾脏 Ｋｉｄｎｅｙ １􀆰 ０２２ ± ０􀆰 ０８２∗ １􀆰 ２４５ ± ０􀆰 ３８９∗ ０􀆰 ７３８ ± ０􀆰 ０２２

胸腺 Ｔｈｙｍｕｓ ０􀆰 １０１ ± ０􀆰 ０１６∗ ０􀆰 １０３ ± ０􀆰 ０１８∗ ０􀆰 １５１ ± ０􀆰 ０３２

睾丸 Ｔｅｓｔｉｃｌｅ ０􀆰 ３０３ ± ０􀆰 ０３５∗∗ ０􀆰 ２８２ ± ０􀆰 ０１９∗∗ ０􀆰 ７４７ ± ０􀆰 ０５９

附睾 Ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ ０􀆰 ２８４ ± ０􀆰 ０６９∗ ０􀆰 ２７３ ± ０􀆰 ０８７∗ ０􀆰 ３７０ ± ０􀆰 ０４６

注：∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ 溶剂对照组； Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， 多柔比星脂质体注射液组 ｖｓ 多柔比星注射液组。
Ｎｏｔｅ． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ． ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｖｓ． ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．

注：Ａ：病变肾脏；Ｂ：正常肾脏；Ｃ：病变心脏；Ｄ：正常心脏；Ｅ：病变睾丸；Ｆ：正常睾丸。 （标尺 ＝ １００ μｍ）

图 ２　 组织病理学 ＨＥ 染色结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ； Ｂ． Ｎｏｒｍａｌ ｋｉｄｎｅｙ； Ｃ． Ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ； Ｄ． Ｎｏｒｍａｌ ｈｅａｒｔ； Ｅ． Ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ；
Ｆ． Ｎｏｒｍａｌ ｔｅｓｔｉｓ． （Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）．

Ｆｉｇ． ２　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ， ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｃｌｅ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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３　 讨论

肾脏是外源性化合物毒作用最常见的靶器官

之一，主要原因为肾脏是全身血流量最大的器官，
血中有害物质可流进肾脏，特别肾皮质。 肾脏的浓

缩和蓄积能力可将血浆中浓度较低的毒物高度浓

缩并沉积在肾小管细胞内。 肾脏的内皮细胞网亦

为毒物引起的免疫性内皮细胞损伤提供了结构基

础［３］。 本研究中，多柔比星注射液和多柔比星脂质

体注射液组大鼠血清中 ＢＵＮ 明显升高，而 ＢＵＮ 是

肾脏损伤的特异性指标［４］，同时肾脏系数增大，病
理学检查结果显示肾脏发生组织病理学改变，充分

证明肾脏是两者共同的靶器官。
肝脏是人体主要的解毒器官，大部分药物需在

肝脏代谢活化或灭活，故容易成为药物的毒作用靶

点。 ＡＬＢ 是肝脏合成的水溶性蛋白质，是血中主要

的运输蛋白，血清中含量最高，白蛋白只能够在肝

脏合成，可用于判断肝脏损伤程度的指标。 如果肾

损伤，白蛋白将大量流失到体外，亦可引起含量降

低。 ＡＬＴ 是肝细胞损伤释放到血液中的酶，肝、肾、
心肌等几乎所有的脏器组织细胞中都有，特别在肝

脏含量较高。 与 ＡＳＴ 相比，在其它脏器中的分布量

较少，可以用于肝损伤的特征指标［４，５］。 本研究结

果显示，多柔比星注射液和多柔比星脂质体注射液

组大鼠血清中 ＡＬＢ 显著降低，ＡＬＴ 明显升高，但病

理学检查未见病变，说明两者可引起肝脏功能损

伤，无器质性病变。
研究结果还显示，多柔比星注射液和多柔比星

脂质体注射液还可引起大鼠不同程度的脱毛、皮肤

溃疡、血液中 ＰＬＴ 减少，心脏、胸腺和睾丸系数增

加，心脏和睾丸发生病理组织学病变。 睾丸系数增

加和病理组织学病变均发生在恢复期结束，说明睾

丸毒性损伤有一定的滞后效应。 综合试验结果分

析，多柔比星注射液和多柔比星脂质体注射液的毒

性靶器官一致，均为皮肤、血液系统、肝脏、肾脏、心
脏、胸腺和睾丸。

本研究的目的主要是研究多柔比星脂质体注

射液和多柔比星注射液的毒性并加以比较。 为充

分暴露药物的毒性，本研究采用动物能够耐受的剂

量 １ ｍｇ ／ ｋｇ 长时间重复给药。 试验结果显示，尽管

两者的毒性靶器官一致，但毒性程度存在明显差

异。 皮肤毒性体现在脱毛和皮肤溃疡，多柔比星脂

质体注射液发生率分别为 ５８％和 ２５％ ，明显高于多

柔比星注射液的 ３４％和 ８％ 。 肾脏和心脏病理学检

查结果显示，多柔比星脂质体注射液病变率分别为

２０％和 ３％ ，明显低于多柔比星注射液的 ４０％ 和

３０％ 。 两者对肝脏、血液系统、胸腺和睾丸的毒性基

本一致，未存在明显差异。 初步分析原因为多柔比

星脂质体制剂同普通制剂相比，体内代谢行为可能

会有较大的改变，比如可提高药物的皮肤靶向性、
肿瘤组织的分布等。 同时脂质体因具有低渗透性

类脂基质与内部水性缓冲系统，两者协同可保持多

柔比星在血液循环中处于包裹状态，只有渗入组织

后，多柔比星才开始起效，因此可减少全身系统暴

露，减少全身系统毒性［６，７］。 这种改变可能会带来

有利的一面，如降低多柔比星注射液的心脏和肾脏

毒性，但同时也可能带来不利的一面，如增加皮肤

毒性等。
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微生物源性抗氧化剂对小鼠睡眠及抗氧化性能的影响

余思佳１，２，徐建雄１，２

（１． 上海交通大学农业与生物学院，上海　 ２００２４０； ２． 上海市兽医生物技术重点实验室，上海　 ２００２４０）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究不同剂量微生物源性抗氧化剂对小鼠睡眠及其抗氧化性能的影响。 方法　 ６０ 只雄性昆

明小鼠随机分为 ４ 组，低、中、高剂量组分别灌喂 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 体重、１􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 体重和 １􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 体重微生物源性抗氧化

剂，对照组使用生理盐水进行灌胃，试验期 ３０ ｄ。 在末次灌胃后，各组动物腹腔注射戊巴比妥钠，通过翻正反射实

验观察小鼠睡眠状况，并在结束后，检测小鼠血清抗氧化性能。 结果　 与低、高剂量组相比，中剂量组的微生物源

性抗氧化剂可以显著延长戊巴比妥钠睡眠时间（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与对照组，低，高剂量组相比，中剂量组极显著提高

ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活力（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、显著提高 ＳＯＤ 活力（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与对照组相比，中剂量组 ＭＤＡ 和 ８⁃ＩＳＯ⁃ＰＧＦ２α 含量有

显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 提示微生物源性抗氧化剂有促进小鼠的睡眠、提高机体抗氧化能力的作用，且在

１􀆰 ０ｇ ／ ｋｇ 体重剂量下效果最显著。
【关键词】 　 微生物源性抗氧化剂；翻正反射；抗氧化性能；睡眠小鼠
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　 　 伴随着社会的发展和生活节奏的加快，失眠已

成为困扰人们正常生活的重要问题之一。 失眠是

指无法入睡或无法保持睡眠状态，导致睡眠不足，
又称入睡和维持睡眠障碍。 失眠往往会给患者带

来极大的痛苦和心理负担。 目前治疗失眠的药物

主要是化学合成类镇静催眠药，但长期使用会产生

依赖和毒副作用，因此研发安全高效的保健品成为

新的方向。 睡眠与觉醒是中枢神经系统主要活动

的结果，由于脑组织具有高密度膜不饱和脂肪酸、
较高的脂肪代谢率、低含量抗氧化剂以及依赖完整

神经元突触传递等特性，易受活性氧攻击导致损

伤，引起细胞膜脂质过氧化及通透性增加；神经元

发生细胞毒性水肿；线粒体遭到破坏，功能丧失

等［１］。 抗氧化剂能够干扰自由基连锁反应的引发

以及扩散，从而抑制脂质过氧化。 而微生物源性抗

氧化剂则是由一些具有抗氧化作用的菌体本身以

及有抗氧化能力的微生物发酵产物组成。 本试验

通过灌喂小鼠不同剂量微生物源性抗氧化剂，探究

其对小鼠抗氧化能力及睡眠的影响，为研究促进睡

眠的新型保健食品提供依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 微生物源性抗氧化剂：由上海创博生态工程

有限公司提供，该产品是刺梨、沙棘等果实，经枯草

芽孢杆菌、乳酸杆菌、酪酸杆菌、啤酒酵母等有益微

生物经固、液复合发酵后，再经提取、浓缩、灭活性、
冻干等加工工艺制成。 含有 ＶＣ、ＶＥ、异黄酮、 ＳＯＤ、
谷胱甘肽、皂苷、牛磺酸和多种微量元素的金属衍

生物。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物：６０ 只清洁级雄性昆明小鼠，体重

１５ ～ １８ ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限公司（许可

证号：ＳＣＸＫ（沪 ２００７ － ０００５）。
１􀆰 １􀆰 ３　 实验试剂：血清中谷胱甘肽过氧化物酶

（ＧＳＨ⁃ｐｘ）、超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ） 活力、丙二醛

（ＭＤＡ）、８⁃异前列腺素 Ｆ２α（８⁃ＩＳＯ⁃ＰＧＦ２α）检测试

剂盒均购自南京建成生物工程研究所。
戊巴比妥钠：购于默克化工技术有限公司。

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与处理：小鼠随机分为 ４ 组，每组

１５ 只，分别为对照组、低（Ｌ⁃ＭＡ）、中（Ｍ⁃ＭＡ）、高剂

量组（Ｈ⁃ＭＡ）。 各组小鼠均饲喂基础日粮（购自上

海斯莱克实验动物有限公司），实验组分别灌喂 ０􀆰 ５
ｇ ／ ｋｇ 体重、１􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 体重、１􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 体重微生物源

性抗氧化剂，对照组灌喂等体积的生理盐水，灌胃

容量为 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ １０ ｇ 体重，每天灌胃 １ 次。 实验小

鼠饲养于上海交通大学农业与生物学院动物室内，
自由进食与饮水，保持动物房温度为（２２ ～ ２５）℃，
相对湿度为 ５０％ ～６０％ ，光照明暗各 １２ ｈ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 测定指标和方法：
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 延长戊巴比妥钠睡眠时间实验：在末次灌

胃 １５ ｍｉｎ 后，试验动物按 ５７ ｍｇ ／ ｋｇ 体重剂量腹腔

注射戊巴比妥钠，注射量为 ０􀆰 １ ｍｇ ／ １０ ｇ 体重，以小

鼠翻正反射消失 １ ｍｉｎ 以上作为入睡判断标准，翻
正反射消失至恢复这段时间为动物睡眠时间，记录

入睡动物数及睡眠时间。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 抗氧化指标测定：（１）样品采集制备：翻
正反射试验结束后，小鼠摘眼球采血，３ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，制备血清。 （２）测定指标与方法：按照

南京建成检测试剂盒说明书对血清中谷胱甘肽过

氧化物酶（ＧＳＨ⁃ｐｘ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力、
丙二醛（ＭＤＡ）、８⁃异前列腺素 Ｆ２（８⁃ＩＳＯ⁃ＰＧＦ２α）这
四个指标进行检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 统计学方法：数据处理与分析采用 ＳＰＳＳ
１７􀆰 ０ 的单因素方差分析，并用 ＬＳＤ 法进行多重比

较，分别以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５、Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 为差异显著与极显著

判断标准。 结果以平均值果以标准差表示。

２　 结果

２􀆰 １　 戊巴比妥钠延长小鼠睡眠时间

从表 １ 可以看出，在实验条件下，对照组的入睡

动物数少，试验组入睡动物数皆高于空白对照组，
其中低剂量组和中剂量组入睡动物数分别是是对

照组的 ２ 和 １􀆰 ８ 倍。 四组动物的睡眠潜伏期差异无

显著性。 中剂量组与低剂量组和高剂量组对比，小
鼠的睡眠时间均高于后两者且呈现差异显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。 中剂量组睡眠时间高于空白对照组（Ｐ ＞
０􀆰 ０５），无统计学意义。 表明中剂量微生物源性抗

氧化剂对延长戊巴比妥钠小鼠的睡眠时间有促进

作用。
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表 １　 受试物对戊巴比妥钠延长小鼠睡眠时间的影响
Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｏｎ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｌｅｅｐ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ

组别 动物数（只） 入睡动物数 睡眠潜伏期（ｍｉｎ） 睡眠时间（ｍｉｎ）
对照组 １５ ５ １８． ６０ ± ０． ５５ ２９． ００ ± ０． ００ａｂ

低剂量组 １５ １０ ２０． ００ ± ４． ０３ ２６． ９０ ± ７． ５５ｂ
中剂量组 １５ ９ ２０． ００ ± ２． ８７ ３６． ３３ ± ２． ００ａ
高剂量组 １５ ７ ２０． ００ ± ２． ８３ ２８． １４ ± ６． ９６ｂ

注：在同一列中，值不同的小写上标表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５），而相同上标表示无显著差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ ＜ ０． ０５）， ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｍｅａｎｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ ＞ ０． ０５）ｉｎ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ．

表 ２　 小鼠血清抗氧化能力
Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ

组别
ＧＳＨ⁃ｐｘ
（Ｕ）

ＳＯＤ
（Ｕ ／ ｍｌ）

ＭＤＡ
（ｎｍｏｌ ／ ｍｌ）

８ － ＩＳＯ － ＰＧＦ２α
（ｐｇ ／ ｍｌ）

对照组 ４９２． ８４ ± １６８． ９８Ｂ １１５． ８６ ± １２． ７６Ｂ １３． ３５ ± ２． ８１ａＡ ５９． ３１ ± ８． ５２ａ
低剂量组 ３９８． ０３ ± １１７． １１Ｂ １４９． ８３ ± ２４． ５９ｂＡ ８． ６３ ± １． ２１ｃＢ ５０． ９６ ± ８． ５７ｂ
中剂量组 ６９６． ３０ ± ２０２． ９４Ａ １７６． ４５ ± ２１． ６５ａＡ １０． ９３ ± ２． ４３ｂ ５２． ０７ ± ７． ７０ｂ
高剂量组 ４８３． ６２ ± ５０． １７Ｂ １５０． ０８ ± ２３． ０８ｂＡ １２． １７ ± ３． ６４ａｂ ５３． ９９ ± ９． ６５ａｂ

注：在同一列，值不同小写上标表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５），不同的大写上标表示非常重大的不同（Ｐ ＜ ０． ０１），而相同或没有上标表示无显著差异
（Ｐ ＞ ０． ０５）。
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ ＜ ０． ０５），ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ｍｅａｎｓ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ ＜ ０． ０１），
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｍｅａｎｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ ＞ ０． ０５）ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ．

２􀆰 ２　 血清抗氧化能力

从表 ２ 可以看出，中剂量组的 ＧＳＨ⁃ｐｘ 活力与

其他各组相比有极显著的提高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），低剂量

组和高剂量组与对照组相比略有下降，但无统计学

差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 对于 ＳＯＤ 含量，各剂量组与对照

组相比，都有极显著提高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中，中剂量

组的 ＳＯＤ 含量最高，且与低剂量组、高剂量组都有

显著差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 高剂量组较低剂量组 ＳＯＤ
含量有提高，但无统计学意义 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 对于

ＭＤＡ 含量，各剂量组与对照组相比，皆有不同程度

的降低。 对照组与低剂量组差异极显著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），与中剂量组差异显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 与高剂量

组差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 对于 ８⁃ＩＳＯ⁃ＰＧＦ２α，各
剂量组与对照组相比，皆有不同程度的降低。 对照

组与低剂量组和中剂量组差异显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 但

与高剂量组差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

３􀆰 １　 不同剂量的微生物源性抗氧化剂对小鼠睡眠

的影响

研究表明，失眠与氧化应激存在着一定的关

系［１，２］。 因为中枢神经系统富含不饱和脂肪酸，容
易受到氧化应激及脂质过氧化的干扰，而睡眠与觉

醒又是主要通过中枢神经系统进行调控。 所以，睡
眠时间的长短及质量在很大程度上受到氧化应激

的影响。

Ｉｋｅｄａ Ｍ 等［３］（２００５）在给小鼠第三心室以 １００
μＬ ／ １０ ｈ 的流速注射叔丁基过氧化氢（ＴＢＨＰ，一种

强氧化剂）的实验中表明，０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＴＢＨＰ 能

够显著延长非快速眼动睡眠的时间（ＮＲＥＭ）和快速

眼动睡眠时间（ＲＥＭ），而 ＲＥＭ 的延长能够显著增

加整个睡眠时间。 但继续增加剂量（１ μｍｏｌ ／ Ｌ），睡
眠时间并没有增加。 高剂量（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＴＢＨＰ 反

而减少了 ＮＲＥＭ， 显示出了显著的睡眠抑制效应。
产生的原因可能是因为高浓度的 ＴＢＨＰ 所产生的氧

化应激效应使中视前区区域神经（睡眠及体温的控

制中心）受到损伤。 而注射低浓度 ＴＢＨＰ 时，并不能

观察到注射区附近的氧化损伤，这一结论与本实验

的结果有一定的一致性。 实验数据表明，在氧化应

激程度最低时，小鼠睡眠时间最长。 从表 ２ 可以看

出，各实验组的ＭＤＡ 以及 ８⁃ＩＳＯ⁃ＰＧＦ２α 与对照组相

比，皆有显著下降，说明在饲养过程中，小鼠受到了

氧化损伤，而灌胃的微生物源性抗氧化剂在一定程

度上缓解了氧化损伤的作用。 同时，在中剂量组

时，ＧＳＨ⁃ｐｘ 和 ＳＯＤ 活力显著高于其他剂量组。 说

明在此剂量下微生物源性抗氧化剂的抗氧化效果

最好，受到的氧化应激损伤最低。 而从表 １ 中可以

看出，中剂量组小鼠的睡眠时间也显著高于低、高
剂量组小鼠的睡眠时间。

根据本实验室之前的研究［４，５］，微生物源性抗

氧化剂具有显著的抗氧化能力，其中含有 ８８６ ｍｇ ／
１００ ｇ 含量的 ＧＳＨ。 ＧＳＨ 是一种重要的抗氧化剂。
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而氧化型谷胱甘肽（ＧＳＳＧ）可由 ＧＳＨ 转化形成，是
一种重要的睡眠促进物质，在谷氨酸受体的突触水

平上能够抑制神经传递的兴奋性。 在 １０ ～ １００
ｎｍｏｌ ／ Ｌ 范围注射氧化型谷胱甘肽（ＧＳＳＧ）和还原型

谷胱甘肽的实验中发现，ＧＳＳＨ 及 ＧＳＨ 对睡眠时间

的作用呈现钟形趋势。 在 ２５ ｎｍｏｌ （ ＧＳＳＧ） 和 ５０
ｎｍｏｌ （ＧＳＨ）时分别呈现最显著的提高［６］。 这一结

论也与本实验中，在受到氧化应激损伤程度最小的

中剂量组时睡眠时间显著高于低、高剂量组小鼠的

睡眠时间这一钟形曲线相吻合。
３􀆰 ２　 不同剂量的微生物源性抗氧化剂对小鼠抗氧

化性能的影响

从表 ２ 中可以看出，灌注中剂量微生物源性抗

氧化剂，小鼠的 ＧＳＨ⁃ｐｘ 和 ＳＯＤ 活力显著高于其他

剂量组，且低、中、高剂量组的 ＭＤＡ 和 ８⁃ＩＳＯ⁃ＰＧＦ２α
的浓度皆低于对照组。 综上数据表明，微生物源性

抗氧化剂有一定抗氧化功效，但抗氧化效能并非随

着抗氧化剂剂量的增加而增加，在 １􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 体重 ／ ｄ
剂量下效果最好。 说明超高剂量的抗氧化会导致

过氧化作用，实践中盲目使用抗氧化剂不仅不能有

效发挥机体抗氧化作用，反而可能使氧化应激更加

严重［７］。 本实验数据在一定程度上也验证了这一

点。 虽然 ＲＯＳ 可攻击不饱和脂肪酸，促使其发生氧

化或过氧化，生成脂质过氧化物，并降解成为丙二

醛；可引发细胞内蛋白氧化，线粒体损伤，诱发 ＤＮＡ
结构破坏，促使端粒变短，激活细胞凋亡信号，最终

影响细胞寿命［８］。 但在正常生理条件下生成的微

量的 ＲＯＳ 对维持细胞的正常功能（包括信号传导和

转录调控）具有十分重要的意义［７］。 在高等动物的

神经细胞内，正常生理功能的维持需要较高水平的

ＲＯＳ，且神经细胞对 ＲＯＳ 浓度的变化能够作出较为

敏感的反应。 同时，研究发现，ＲＯＳ 可增强体内胰

岛素信号的敏感性［９］，这表明，ＲＯＳ 可能作为细胞

内生命代谢的介导物，并作为一种信号分子从细胞

外环境到细胞进行传递［７］。
综上，正常生理条件下低剂量的 ＲＯＳ 处于平衡

状态，并对维持细胞稳态和生理功能起着十分重要

的作用。 当在生理条件下添加抗氧化剂过度清除

ＲＯＳ，而导致氧化还原失衡，也可诱发细胞信号紊

乱， 触发机体中自我代偿性的促氧化系统的启

动［７］。 由上可知，大剂量补充抗氧化剂对机体是有

害的，非氧化应激条件下抗氧化剂的大量补充也存

在着促氧化的潜在可能。 因而，确定适宜的剂量对

抗氧化剂的抗氧化效应的发挥极为关键。

４　 结论

１􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ． ｄ 体重的微生物源性抗氧化剂可以显

著延长小鼠的戊巴比妥钠睡眠时间，显著提高 ＧＳＨ⁃
Ｐｘ 和 ＳＯＤ 活力，著降低 ＭＤＡ 和 ８⁃ＩＳＯ⁃ＰＧＦ２α 含

量，说明微生物源性抗氧化剂有促进小鼠睡眠、提
高机体抗氧化能力的作用，且在 １􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 体重剂量

下效果最显著。
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先天性白内障小鼠主要脏器重量和
血液生理生化指标的分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立 ＳＰＦ 级先天性白内障小鼠体重及主要脏器重量，血液生理生化等指标的背景资料。 方

法　 以 ２８ 日龄及 ５６ 日龄正常 ＫＭ 小鼠为对照组，以同日龄先天白内障小鼠为实验组，分别测定小鼠体重、主要脏

器重量以及血液生理生化指标。 结果　 与 ２８ 日龄 ＫＭ 小鼠相比较，同日龄白内障小鼠各项指标均无统计学意义；
与 ５６ 日龄 ＫＭ 小鼠相比较：（１）小鼠体重、心、肝、脾、肺、肾、雄鼠睾丸重量差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 （２）血液学检查数据显示：雌鼠的平均血小板压积、血小板分布宽度以及雄鼠的白细胞、血小板、淋巴细胞

比率差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （３）血液生化学检查数据显示碱性磷酸酶、尿酸、葡萄糖、总蛋白、雄鼠谷丙转

氨酶、白蛋白、雌鼠的尿素、甘油三酯差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ５６ 日龄白内障小鼠与同日

龄 ＫＭ 小鼠相比，体重及主要脏器重量以及部分生理生化指标有一定的差异。 研究结果可以为科研人员提供参考

数据。
【关键词】 　 先天性白内障小鼠；脏器重量；血液学指标；生化指标
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　 　 先天性白内障小鼠是由新疆实验动物研究中

心培育并经过严格的生物净化，成功建立起来的

ＳＰＦ 级隐性遗传白内障小鼠动物模型［１］，动物模型

具有遗传背景清晰，生物学特性稳定等特点［２］。 为

了给使用先天性白内障小鼠动物模型的科研人员

提供明确的参考数据，我们进行了一系列的动物实

验，以建立先天性白内障小鼠主要脏器重量、血液

学及血生化等生物学指标的数据档案。 本研究中

先天白内障小鼠来源于 ＫＭ 小鼠，为了达到实验同

质性要求，因此研究中选定与同日龄 ＫＭ 小鼠加以

比较，初步探究 ＫＭ 小鼠眼部基因突变对其一般生

物学特性的影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物和生长环境

ＳＰＦ 级先天性白内障小鼠及 ＫＭ 小鼠，饲养于

屏障系统中。 实验动物生产许可证号：【ＳＣＸＫ（新）
２０１１ － ０００１】，实验动物使用许可证号：【ＳＹＸＫ（新）
２０１１ － ０００２】。 实验室温度变化范围为 ２０ ～ ２３℃，
湿度变化范围为 ４０％ ～５０％ ，室内照明设置为 １２ Ｌ
∶ １２ Ｄ（光照时间为 １０：００ ～ ２２：００，黑暗时间为 ２２：
００ ～ １０：００）。 动物饲料为新疆实验动物研究中心

自产经６０Ｃｏ 放射灭菌处理的全价小鼠饲料（生产许

可证号 ＳＣＸＫ（新）２０１１ － ０００３），饮水通过实验动物

饮用水处理器（杭州永洁达净化科技有限公司）处

理后加盐酸酸化，饮用水 ｐＨ 值为 ３􀆰 ０ ～ ３􀆰 ５，按需更

换饮水瓶和笼具。
１􀆰 ２　 检测仪器与材料

脏器称量用 ＢＳ３２３Ｓ 电子天平（精度为 ０􀆰 ００１
ｇ），体重称量用 ６７１—９８３５７０ 电子秤（精度为 ０􀆰 ０１
ｇ）血液学检查采用 Ｓｙｓｍｅｘ ＸＴ⁃２０００ｉ 型血细胞分析

仪；Ａｃｃｕｔｅ ＴＢＡ⁃４０ＦＲ 型全自动血液生化仪；电解质

分析采用希莱恒 ＩＭＳ⁃９７２ 型电解质分析仪。 检测所

需试剂：血像、生化分析试剂及质控由迈瑞公司生

产，电解质分析试剂及质控由希莱恒公司生产。
１􀆰 ３　 测定方法

１􀆰 ３􀆰 １　 体重和脏器系数的测定：随机抽取同日出生

ＳＰＦ 级先天性白内障乳鼠及 ＫＭ 乳鼠 ８０ 只， 雌雄各

半， 常规饲养， 分别于 ２８ 日龄、５６ 日龄时随机抽取

４０ 只，禁食 １４ ｈ 后， 活体称重， 颈椎脱臼处死， 由

经验 丰 富 的 病 理 技 术 人 员 进 行 解 剖， 依 照

ＧＢ１５１９３􀆰 ２４ － ２０１４ 中病理学检查技术要求［３］，依次

完整的取出心、肝、脾、肺、肾、肾上腺、胸腺、睾丸 ／
子宫、附睾 ／卵巢等主要脏器，仔细将脏器周围的脂

肪和结缔组织剔除干净，并用滤纸吸去组织器官表

面的血液及体液，心脏组织称重前应除尽腔内的血

块，而肾上腺、卵巢等较小组织器官，摘除后要立即

称重，防止器官干燥失水而重量减轻。
脏器称重后计算脏器系数。 脏器系数（％ ） ＝

脏器重量 （ｇ） ／体重 （ｇ） × １００％ 。
１􀆰 ３􀆰 ２　 血液学指标测定：随机抽取同日出生 ＳＰＦ 级

先天性白内障乳鼠及 ＫＭ 乳鼠各 ４０ 只，雌雄各半，
常规饲养，于 ５６ 日龄（雌雄各半）进行处死前麻醉，
然后拔取眼珠取血，检测白细胞 （ＷＢＣ）、红细胞

（ＲＢＣ）、血红蛋白（ＨＧＢ）、红细胞压积（ＨＣＴ）、血小

板（ＰＬＴ）、平均血小板压积（ＭＰＶ）、红细胞平均体积

（ＭＣＶ）、平均红细胞血红蛋白容量（ＭＣＨ）、平均红

细胞血红蛋白浓度 （ ＭＣＨＣ）、 中性粒细胞比率

（ＭＥＵＴ％ ）、淋巴细胞比率（ＬＹＭＰ％ ）、单核细胞比

率（ＭＯＮＯ％）、嗜酸性粒细胞比率（ＥＯ％ ）、嗜碱性

粒细胞比率（ＢＡＳＯ％ ）、红细胞分布宽度（ＲＤＷ）、血
小板分布宽度（ＰＤＷ）。
１􀆰 ３􀆰 ３　 血液生化指标及电解质测定：随机抽取同日

出生 ＳＰＦ 级先天性白内障乳鼠及 ＫＭ 乳鼠各 ４０ 只，
雌雄各半，常规饲养，于 ５６ 日龄（雌雄各半）禁食 １４
后，进行处死前麻醉，然后拔取眼珠取血，采血后室

温放置 ３０ ｍｉｎ，经 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，测定于采血当日完

成。 测定小鼠的血液生化指标，包括肌酐（ＣＲＥＡ）、
γ⁃谷氨酰转肽酶 （ＧＧＴ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草

转氨酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、总蛋白（ＴＰ）、白
蛋白 （ ＡＬＢ ）、 总 胆 红 素 （ ＴＢＩＬ ）、 直 接 胆 红 素

（ＤＢＩＬ）、总胆汁酸（ＴＢＡ）、胆碱酯酶（ＣＨＥ）、尿酸

（ＵＡ）、葡萄糖（ＧＬＵ）、甘油三酯（ ＴＧ）、总胆固醇

（ＴＣ）。 血液电解质指标测定：钾（Ｋ）、钠（Ｎａ）、氯
（ＣＩ）、钙（Ｃａ）、ｐＨ 值。
１􀆰 ４　 统计学方法

３３中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９􀆰 ０ 统计软件对 ＳＰＦ 级

先天性白内障小鼠及 ＫＭ 小鼠各项指标数据进行分

析，所有测定值均以平均数（􀭰ｘ） ± 标准差（ ｓ）表示，
采用 ｔ 检验。

２　 结果

２􀆰 １　 不同日龄 ＳＰＦ 级先天性白内障小鼠及 ＫＭ 小

鼠主要脏器重量（ｍｇ）、主要脏器系数（％）的测定

统计结果表明，与 ２８ 日龄 ＫＭ 小鼠相比较，同
日龄白内障小鼠体重、心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、
肾上腺、胸腺、睾丸 ／卵巢的重量及脏器系数差异均

不显著。 与 ５６ 日龄 ＫＭ 小鼠相比较，同日龄白内障

小鼠雌鼠心、肝、肺、肾以及雄鼠心、肝、脾、肺均差

异显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），雌鼠体重、脾脏以及雄鼠体重、
肾、睾丸均差异极显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（表 １）。
２􀆰 ２　 ＳＰＦ 级先天性白内障小鼠及 ＫＭ 小鼠血液生

理指标的测定

５６ 日龄白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠血液学检查数

据显示，雌鼠白细胞（ＷＢＣ）、血小板（ＰＬＴ）、平均血

小板压积（ＭＰＶ）、淋巴细胞比率（ＬＹＭＰ）、血小板分

布宽度（ＰＤＷ）差异极显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），雄鼠平均血

小板压积（ＭＰＶ）、血小板分布宽度（ＰＤＷ）差异极显

著（ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；其它各项指标差异不显著 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）（表 ２）。
２􀆰 ３　 ＳＰＦ 级先天性白内障小鼠及 ＫＭ 小鼠血液生

化指标的测定

５６ 日龄白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠血液生化学检

查数据显示雌鼠碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、尿酸（ＵＡ）、葡
萄糖（ＧＬＵ）以及雄鼠谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、碱性磷酸

酶（ＡＬＰ）、总蛋白（ＴＰ）、白蛋白（ＡＬＢ）、尿酸（ＵＡ）、
葡萄糖（ＧＬＵ）差异极显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；雌鼠的尿素

（ＵＥＲＡ）、总蛋白（ＴＰ）、甘油三酯（ＴＧ）差异显著（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）；其它指标差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） （表 ３）。
２􀆰 ４　 血液电解质指标测定

５６ 日龄白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠血液电解质检

测数据显示所有指标差异均不显著（表 ４）。
表 １　 ＳＰＦ 级白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠主要脏器重量、脏器系数的比较

Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｏｒｇａｎ ｗｅｉｇｈｔｓ ａｎｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＰＦ ｎｏｒｍａｌ ＫＭ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＳＰＦ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ＫＭ 小鼠 ＫＭ ｍｉｃｅ 白内障小鼠 Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ
２８ 日龄 ２８⁃ｄａｙ ｏｌｄ ５６ 日龄 ５６⁃ｄａｙ ｏｌｄ ２８ 日龄 ２８⁃ｄａｙ ｏｌｄ ５６ 日龄 ５６⁃ｄａｙ ｏｌｄ

♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂
体重 （ｇ） ＢＷ ２１􀆰 ３ ±１􀆰 １ ２２􀆰 ８ ±１􀆰 １ ３３􀆰 ５ ±２􀆰 ０ ３６􀆰 ９ ±２􀆰 １ ２１􀆰 ２ ±１􀆰 ２ ２２􀆰 ６ ±１􀆰 ４ ３１􀆰 ３ ±１􀆰 ８∗∗ ３４􀆰 ６ ±１􀆰 ９∗∗

心脏 （ｍｇ） １２４ ±２７􀆰 ２３ １３１ ±２６􀆰 ４２ １８３ ±２３􀆰 ７３ ２１２ ±１８􀆰 ７４ １２２ ±２７􀆰 ３３ １２４ ±２５􀆰 ３８ １６８ ±２３􀆰 ３５∗ １９７ ±２５􀆰 ２３∗

脏体比 （％）
Ｈｅａｒｔ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０􀆰 ５８ ±０􀆰 １０ ０􀆰 ５７ ±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５５ ±０􀆰 ０５ ０􀆰 ５７ ±０􀆰 ０２ ０􀆰 ５７ ±０􀆰 １０ ０􀆰 ５４ ±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５４ ±０􀆰 ０４ ０􀆰 ５７ ±０􀆰 ０５

肝脏 （ｍｇ） １０１０ ±１９５􀆰 ６８ １１３７ ±２０５􀆰 ３１ １５４１ ±１２５􀆰 ８２ １５１１ ±１２８􀆰 ９９ １００４ ±２１０􀆰 ５７ １１１６ ±２１９􀆰 ２４ １４３８ ±１４４􀆰 ５１∗ １４２６ ±１１４􀆰 ４６∗

脏体比（％）
Ｌｉｖｅｒ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ４􀆰 ７１ ±０􀆰 ７０ ４􀆰 ９６ ±０􀆰 ７１ ４􀆰 ５９ ±０􀆰 ２１ ４􀆰 ０９ ±０􀆰 １５ ４􀆰 ７１ ±０􀆰 ７２ ４􀆰 ９０ ±０􀆰 ６７ ４􀆰 ５９ ±０􀆰 １９ ４􀆰 １１ ±０􀆰 １６

脾脏 （ｍｇ） ７７ ±１６􀆰 ７１ ９１ ±１６􀆰 ３８ ８７ ±６􀆰 ３ ８２ ±９􀆰 ０１ ７６ ±１６􀆰 ７１ ８９ ±１７􀆰 ４５ ８１ ±７􀆰 ０∗∗ ７３ ±１６􀆰 １８∗

脏体比（％）
Ｓｐｌｅｅｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０􀆰 ３６ ±０􀆰 ０６ ０􀆰 ３９ ±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２６ ±０􀆰 ０１ ０􀆰 ２２ ±０􀆰 ０２ ０􀆰 ３６ ±０􀆰 ０６ ０􀆰 ３９ ±０􀆰 ０５ ０􀆰 ２６ ±０􀆰 ０１ ０􀆰 ２１ ±０􀆰 ０４

肺（ｍｇ） １６２ ±３２􀆰 ３１ １７８ ±３７􀆰 ７１ １９９ ±１８􀆰 ８８ ２１７ ±２４􀆰 ３２ １６１ ±３２􀆰 ７４ １７６ ±３９􀆰 ６９ １８６ ±１９􀆰 ５０∗ ２００ ±２７􀆰 ２２∗

脏体比（％）
Ｌｕｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０􀆰 ７５ ±０􀆰 １２ ０􀆰 ７８ ±０􀆰 １３ ０􀆰 ５９ ±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５９ ±０􀆰 ０３ ０􀆰 ７５ ±０􀆰 １２ ０􀆰 ７７ ±０􀆰 １３ ０􀆰 ６０ ±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５８ ±０􀆰 ０５

肾脏（ｍｇ） ２９ ±４７􀆰 ６６ ３２８ ±３４􀆰 ８２ ４４２ ±３２􀆰 ３５ ６３４ ±３３􀆰 ０７ ２９２ ±５０􀆰 ５０ ３２２ ±３８􀆰 ７９ ４１２ ±３６􀆰 ７５∗ ５９８ ±３１􀆰 ０６∗∗

脏体比（％）
Ｋｉｄｎｅｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ １􀆰 ３８ ±０􀆰 １６ １􀆰 ４３ ±０􀆰 ０９ １􀆰 ３２ ±０􀆰 ０５ １􀆰 ７２ ±０􀆰 ０１ １􀆰 ３７ ±０􀆰 １６ １􀆰 ４２ ±０􀆰 ０９ １􀆰 ３２ ±０􀆰 ０４ １􀆰 ７３ ±０􀆰 ０２

肾上腺（ｍｇ） ７ ±１􀆰 ４ ７ ±１􀆰 ３１ ７ ±１􀆰 ２３ ８ ±１􀆰 １５ ７ ±１􀆰 ４ ７ ±１􀆰 ３１ ７ ±１􀆰 ４６ ７ ±０􀆰 ８６
脏体比（％）

Ａｄｒｅｎａｌ ｇｌａｎｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０􀆰 ０３ ±０􀆰 ０１ ０􀆰 ０３ ±０􀆰 ００ ０􀆰 ０２ ±０􀆰 ００ ０􀆰 ０２ ±０􀆰 ００ ０􀆰 ０３ ±０􀆰 ０１ ０􀆰 ０３ ±０􀆰 ００ ０􀆰 ０２ ±０􀆰 ００ ０􀆰 ０２ ±０􀆰 ００

胸腺（ｍｇ） １１８ ±２８􀆰 ２５ １１３ ±２５􀆰 ６９ １２４ ±２６􀆰 ７８ ９４ ±１６􀆰 ２４ １１７ ±２９􀆰 ３５ １１１ ±２６􀆰 ９９ １１６ ±２６􀆰 ９８ ８９ ±１４􀆰 ９５
脏体比（％）

Ｔｈｙｍｕｓ ｇｌａｎｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０􀆰 ５５ ±０􀆰 １１ ０􀆰 ４９ ±０􀆰 ０９ ０􀆰 ３７ ±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２５ ±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５５ ±０􀆰 １１ ０􀆰 ４９ ±０􀆰 ０９ ０􀆰 ３７ ±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２６ ±０􀆰 ０３

卵巢 ／ 睾丸 （ｍｇ） １４ ±２􀆰 ８３ １２４ ±１３􀆰 ６１ ２８ ±３􀆰 ９７ ２４４ ±１３􀆰 ２７ １２ ±３􀆰 ０９ １２２ ±１５􀆰 ０４ ２６ ±４􀆰 １６ ２３１ ±１２􀆰 ３４∗∗

脏体比（％）
Ｔｅｓｔｉｓ ／ Ｏｖａｒｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ０􀆰 ０６ ±０􀆰 ０１ ０􀆰 ５４ ±０􀆰 ０４ ０􀆰 ０８ ±０􀆰 ０１ ０􀆰 ６６ ±０􀆰 ０１ ０􀆰 ０６ ±０􀆰 ０１ ０􀆰 ５４ ±０􀆰 ０４ ０􀆰 ０８ ±０􀆰 ０１ ０􀆰 ６７ ±０􀆰 ０１

注：同日龄同性别白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠间比较：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ＫＭ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｇｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

４３ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



表 ２　 ＳＰＦ 级白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠血液分类学指标的比较
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＳＰＦ ｎｏｒｍａｌ ＫＭ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＳＰＦ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ

指标 Ｉｎｄｅｘｅｓ
ＫＭ 小鼠 ＫＭ ｍｉｃｅ 白内障小鼠 Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ

♀ ♂ ♀ ♂
ＷＢＣ （ × １０９ ／ Ｌ） ４􀆰 ０６ ± １􀆰 ００ ４􀆰 ９１ ± １􀆰 ５６ ７􀆰 １６ ± １􀆰 ０６∗∗ ６􀆰 ６９ ± １􀆰 ７０
ＲＢＣ （ × １０１２ ／ Ｌ） ９􀆰 ９４ ± ０􀆰 ９２ ９􀆰 ９８ ± ０􀆰 ３５ １０􀆰 ２５ ± ２􀆰 ４５ ９􀆰 ６７ ± １􀆰 ８２

ＨＧＢ （ｇ ／ Ｌ） １５４􀆰 ７５ ± ６􀆰 ８０ １５４􀆰 ８６ ± ７􀆰 ９７ １５８􀆰 ７５ ± ２８􀆰 ５１ １４２􀆰 ８ ± １７􀆰 ２９
ＨＣＴ （％ ） ５１􀆰 ０３ ± １􀆰 ５６ ５１􀆰 ２３ ± ２􀆰 ２２ ５４􀆰 ７９ ± ３􀆰 ８３ ５０􀆰 ６８ ± ３􀆰 ０３

ＰＬＴ （ × １０９ ／ Ｌ） １３１３ ± １３３􀆰 ７１ １１３０􀆰 ７４ ± １５９􀆰 ０６ ９０３􀆰 ８５ ± １６５􀆰 ４８∗∗ １０８９ ± １５６􀆰 ６６
ＭＰＶ （ｆＬ） ７􀆰 ５８ ± ０􀆰 ５１ ７􀆰 ０９ ± ０􀆰 ２３ ６􀆰 ２６ ± ０􀆰 １５∗∗ ６􀆰 １３ ± ０􀆰 ２２∗∗

ＭＣＶ （ｆＬ） ５１􀆰 ６ ± ３􀆰 ２８ ５１􀆰 ３７ ± １􀆰 ７３ ５５􀆰 ８１ ± １３􀆰 ６０ ５３􀆰 ９ ± １１􀆰 ２４
ＭＣＨ （ｐｇ） １６􀆰 ６５ ± ０􀆰 ８０ １５􀆰 ５４ ± ０􀆰 ９２ １５􀆰 ７１ ± １􀆰 ２１ １４􀆰 ９３ ± １􀆰 ３９

ＭＣＨＣ （ｇ ／ Ｌ） ３０３􀆰 １３ ± ８􀆰 ０４ ３０２􀆰 ６９ ± １３􀆰 ６７ ２８８􀆰 ６０ ± ３９􀆰 ０９ ２８１􀆰 ８ ± ２７􀆰 ４８
ＭＥＵＴ （％ ） ０􀆰 ５７ ± ０􀆰 ２３ ０􀆰 ７４ ± ０􀆰 ４０ ０􀆰 ７３ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ９０ ± ０􀆰 １７
ＬＹＭＰ （％ ） ３􀆰 １６ ± ０􀆰 ７９ ３􀆰 ６６ ± ０􀆰 ９９ ６􀆰 １５ ± ０􀆰 ８６∗∗ ５􀆰 １２ ± １􀆰 ０８
ＭＯＮＯ （％ ） ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １４ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 １１ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 １１
ＥＯ （％ ） ０􀆰 １４ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 １２ ０􀆰 ０９ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 １５ ± ０􀆰 ０３

ＢＡＳＯ （％ ） ０􀆰 ０１ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ０１
ＲＤＷ （ＣＶ％ ） ３２􀆰 ５６ ± ２􀆰 ９７ ３６􀆰 ３７ ± ６􀆰 ７２ ３６􀆰 ４６ ± ４􀆰 ９０ ３５􀆰 ８５ ± ３􀆰 ２８
ＰＤＷ （ＣＶ％ ） ８􀆰 ８９ ± ０􀆰 ７７ ８􀆰 ２３ ± ０􀆰 ２６ ７􀆰 ０６ ± ０􀆰 ４６∗∗ ６􀆰 ５８ ± ０􀆰 １７∗∗

注：同日龄白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠间比较：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ＫＭ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｇｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ３　 ＳＰＦ 级白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠血液生化学指标的比较
Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＳＰＦ ｎｏｒｍａｌ ＫＭ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＳＰＦ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ

指标 Ｉｎｄｅｘｅｓ
ＫＭ 小鼠 ＫＭ ｍｉｃｅ 白内障小鼠 Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ

♀ ♂ ♀ ♂
ＣＲＥ （μｍｏｌ ／ Ｌ） ２６􀆰 ６３ ± １０􀆰 ３８ ２６􀆰 ８８ ± ７􀆰 ７７ ３０􀆰 １３ ± ４􀆰 ７３ ２９􀆰 ６３ ± ４􀆰 ７８
ＧＧＴ （Ｕ ／ Ｌ） ２００􀆰 ５０ ± ３１􀆰 ６９ ２２１􀆰 ２５ ± ４２􀆰 ９４ ２１４􀆰 ００ ± ３８􀆰 ８２ ２０２􀆰 １３ ± ７７􀆰 ６０

ＵＲＥＡ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ８􀆰 ４０ ± ０􀆰 ７１ ９􀆰 ８３ ± １􀆰 １７ ９􀆰 ３８ ± ０􀆰 ９８∗ １１􀆰 １４ ± １􀆰 ５３
ＡＬＴ （Ｕ ／ Ｌ） ４５􀆰 ８８ ± ２９􀆰 ５１ ４１􀆰 ７１ ± ９􀆰 ２１ ２８􀆰 ５０ ± ５􀆰 １５ ２２􀆰 ５０ ± １０􀆰 ８２∗∗

ＡＳＴ （Ｕ ／ Ｌ） １５１􀆰 ５０ ± ７２􀆰 ２４ １４９􀆰 １３ ± ３２􀆰 ００ １５０􀆰 ００ ± １１􀆰 ７０ １７７􀆰 ６３ ± ４４􀆰 ６３
ＡＬＰ （Ｕ ／ Ｌ） ２６５􀆰 ３８ ± ３５􀆰 ０７ ２８０􀆰 ３８ ± ２７􀆰 ７０ ２０３􀆰 ７５ ± ３１􀆰 ９３∗∗ １６４􀆰 ６３ ± ２０􀆰 ７０∗∗

ＴＰ （ｇ ／ Ｌ） ５９􀆰 ５４ ± ４􀆰 ４３ ６０􀆰 ５６ ± ２􀆰 ４３ ５４􀆰 ２５ ± ４􀆰 ２８∗ ５３􀆰 ７６ ± ２􀆰 ０３∗∗

ＡＬＢ （ｇ ／ Ｌ） ３７􀆰 ２６ ± ２􀆰 ３０ ３８􀆰 ３６ ± １􀆰 ０２ ３６􀆰 ３３ ± ２􀆰 ４３ ３５􀆰 ３６ ± ０􀆰 ９９∗∗

ＴＢＩＬ （μｍｏｌ ／ Ｌ） ２􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ２􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ２􀆰 ７０ ± １􀆰 ３４ ２􀆰 ６９ ± １􀆰 ０１
ＤＢＩＬ （μｍｏｌ ／ Ｌ） １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 １３ ± ０􀆰 ３５
ＴＢＡ （μｍｏｌ ／ Ｌ） ４􀆰 ９６ ± ０􀆰 ７６ ４􀆰 ９８ ± １􀆰 ３９ ５􀆰 ９３ ± １􀆰 ５５ ５􀆰 ０８ ± １􀆰 ５９
ＣＨＥ （Ｕ ／ Ｌ） ５０２１􀆰 ６３ ± ５９５􀆰 ５０ ５９６１􀆰 ７５ ± ９５７􀆰 ４０ ５３８１􀆰 ００ ± ６２３􀆰 ３３ ６５２３􀆰 ３８ ± ４２５􀆰 ８５
ＵＡ （μｍｏｌ ／ Ｌ） ８１􀆰 ８８ ± ２７􀆰 ４１ ８３􀆰 ５０ ± ２１􀆰 ３５ １５３􀆰 ００ ± ２３􀆰 ０４∗∗ １６７􀆰 ７５ ± ４０􀆰 １８∗∗

ＧＬＵ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ３􀆰 ４５ ± ０􀆰 ６７ ２􀆰 ６１ ± ０􀆰 ２８ １􀆰 １３ ± ０􀆰 ２０∗∗ １􀆰 ３３ ± ０􀆰 ９８∗∗

ＴＧ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ３７ １􀆰 ５４ ± ０􀆰 ３３ １􀆰 ３７ ± ０􀆰 ２１∗ １􀆰 ３３ ± ０􀆰 ９８
ＴＣ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ３􀆰 ６０ ± ０􀆰 ３０ ２􀆰 ７８ ± ０􀆰 ３２ ２􀆰 ５５ ± ０􀆰 ２１ ２􀆰 ４７ ± ０􀆰 ５８

注：同日龄白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠间比较：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ＫＭ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｇｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ４　 ＳＰＦ 级白内障小鼠与 ＫＭ 小鼠血液电解质指标的比较
Ｔａｂ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ ｉｎｄｅｘｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＳＰＦ ｎｏｒｍａｌ ＫＭ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＳＰＦ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ

指标 Ｉｎｄｅｘｅｓ
ＫＭ 小鼠 ＫＭ ｍｉｃｅ 白内障小鼠 Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ ｍｉｃｅ

♀ ♂ ♀ ♂
Ｋ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ７􀆰 ３３ ± １􀆰 １４ ７􀆰 ３０ ± ０􀆰 ５７ ７􀆰 ４４ ± ０􀆰 ４３ ８􀆰 ３０ ± ０． ５９
Ｎａ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １５７􀆰 ４６ ± ４􀆰 １１ １５８􀆰 ４１ ± ９􀆰 １８ １６０􀆰 ５８ ± ４􀆰 １１ １５６􀆰 ８９ ± ９． ７９
Ｃｌ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １２９􀆰 ８５ ± ４􀆰 ７１ １３０􀆰 ４８ ± ６􀆰 ２６ １３２􀆰 ３９ ± ４􀆰 １１ １３４􀆰 ４０ ± １６． ８８
Ｃａ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １􀆰 ３６ ± ０􀆰 １５ １􀆰 １１ ± ０􀆰 １３ １􀆰 ４７ ± ０􀆰 ０６ １􀆰 ２７ ± ０． １９

ｐＨ ７􀆰 ８３ ± ０􀆰 ０５ ７􀆰 ８６ ± ０􀆰 ０４ ７􀆰 ８０ ± ０􀆰 ０５ ７􀆰 ８１ ± ０． ０４

５３中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



３　 讨论

白内障是影响人类健康的常见病、多发病。 国

内外通过建立白内障动物模型，对白内障的病因及

致病的分子机理做了大量研究。 而对于白内障模

型动物与正常动物的差异性研究较少，并且这方面

的研究主要集中在大鼠动物模型上，小鼠动物模型

的差异性研究未见有报道。 本研究将白内障小鼠

与 ＫＭ 小鼠的体重、脏器重、血液生理生化指标进行

了比较分析，２８ 日龄白内障小鼠体重及脏器重量均

与正常 ＫＭ 小鼠没有统计学差异，５６ 日龄白内障小

鼠体重及主要脏器重量与正常 ＫＭ 小鼠相比存在一

定的差异，是否因其视力受限造成采食、饮水受到

影响，还是因为基因变异从而影响体重的增长尚需

进一步验证。 ２８ 日龄小鼠血液生理生化指标因采

血量不能满足检测要求，未能比较。 先天性白内障

小鼠的眼部白内障通常于 ３５ 日龄发育成熟［４］，所以

本研究对 ５６ 日龄白内障小鼠与正常 ＫＭ 小鼠的血

液生理生化指标进行检测比较，发现血液指标中白

细胞 （ ＷＢＣ）、 血小板 （ ＰＬＴ）、 平均血小板压积

（ＭＰＶ）、淋巴细胞比率（ ＬＹＭＰ）、血小板分布宽度

（ＰＤＷ）存在统计学差异，这是否与基因变异导致的

白内障以及其它疾病存在一定的关系尚不得而知。
血清蛋白水平主要反映肝脏合成功能和肾脏病变

造成蛋白丢失的情况。 血清肌酐的浓度主要取决

于肾小球的滤过功能，血清肌酐浓度、尿酸浓度可

以在一定程度上反映肾小球滤过功能的损害程

度［５］，这些指标的差异是否说明基因变异可能对小

鼠肝脏及肾脏功能产生一定影响，目前也无法做出

定论。 此外，研究资料显示［６ － ８］，动物血液生理生化

指标除受年龄和性别的影响，还与动物的生活环

境、营养水平和生理状况等因素相关，这些因素中

任何一种条件发生变化都可能会引起最终测定值

的变化。 在先天性白内障大鼠模型的同类研究中，
也有部分指标如血红蛋白 （ Ｈｂ）、 红细胞宽度

（ＲＤＷ）、白蛋白（ＡＬＢ）、血小板计数（ＰＬＴ）等指标

与正常大鼠存在统计学差异［９］。 还有研究表明先

天性白内障小鼠晶状体内多种元素与正常小鼠有

统计学差异［１０］。 因此，本研究中发现的各项差异，
是否是由基因缺陷而导致了全身指标或其生物学

特性发生变化还有待进一步研究探讨。
实验动物生物学特性数据是实验动物研究与

应用的基础，动物体重和脏器系数是种属标准化鉴

定的依据， 是衡量动物功能状态的重要指标；血液

学、血液生化指标受遗传物质控制［１１］，是反映动物

健康与否的重要而敏感的指标，也是生物医学研究

的基础指标，是临床医疗的基础数据。 我们有必要

在实际的工作中建立建全 ＳＰＦ 级先天性白内障小

鼠的生物学指标，为科研人员提供必要的参考。
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􀦋􀦋研究报告

ＴＡＬＥＮ 构建 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠及初步分析

吴子环１，２，胡雄兵３，毛凤仪２，王　 超４，张　 彬２，庄峰锋３，胡克平２，孙晓波２，
刘　 晓１，匡世焕２，４，金　 文２

（１． 宁波大学海洋学院，浙江 宁波　 ３１５０００；２． 中国医学科学院药用植物研究所药理毒理中心中药（天然药物）
创新药物研发北京市重点实验室、中国医学科学院⁃普渡大学脂肪代谢联合实验室，北京　 １００１９３；

３． 北京唯尚立德生物科技有限公司， 北京　 １０００８５；４． 普渡大学动物系，美国）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过构建 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠，为后续的研究提供动物模型。 方法　 运用 ＴＡＬＥＮ 技术在

Ｆｎｄｃ５ 基因 ＦＮＩＩＩ ｄｏｍａｉｎ 中造成缺失突变，并通过测序进行基因型鉴定。 通过配对建立稳定遗传系并在 ｍＲＮＡ 和

ＤＮＡ 水平鉴定出生小鼠基因型；对不同年龄段出生小鼠进行体重、血糖分析；通过 ｑＰＣＲ 确定 Ｆｎｄｃ５ 在肾脏、肝脏、
大脑、肌肉、心脏等组织中的表达情况。 结果　 成功构建并鉴定得到 ４ 种不同的 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠品系；不同年

龄段出生小鼠体重、血糖未见显著性差异；确定 Ｆｎｄｃ５ 在肌肉、心脏等组织中高表达。 结论　 本实验在国际上成功

构建了 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠，并进行了初步分析， 为深入研究 Ｆｎｄｃ５ 基因在体内中的功能提供了动物模型。
【关键词】 　 骨骼肌；Ｆｎｄｃ５ 基因；纤维连接蛋白；ＴＡＬＥＮ
【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１６）０６⁃００３７⁃０５
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９． ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１６􀆰 ０６􀆰 ００８

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｉｏｎ ｏｆ ａ Ｆｎｄｃ５ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｂｙ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ Ｆｎｄｃ５ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｉｎｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ＦＮＩＩＩ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｆｎｄｃ５ ｇｅｎｅ ｂｙ ＴＡＬＥＮ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｉｃｅ， ａｎｄ
ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｔｏ ｓｅｔ ｓｔａｂｌｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｂｙ ｐａｉｒｉｎｇ． Ｔｈｅｎ ａｔ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＤＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｙｐｅ ｏｆ ｂｏｒｎ ｍｉｃｅ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ．
Ｆｉｎａｌｌｙ ｔｈｅ Ｆｎｄｃ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ， ｌｉｖｅｒ， ｂｒａｉｎ， ｍｕｓｃｌｅｓ， ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｆｎｄｃ５⁃ＫＯ ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ． Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ



ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ． Ｆｉｎａｌｌｙ ｈｉｇｈ Ｆｎｄｃ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅｓ， ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｗｅ Ｈａｖｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ Ｆｎｄｃ５ ｋｎｏｃｋｏｕｔ （ ＫＯ） ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｕｓｉｎｇ ＴＡＬＥＮ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ， ａｎｄ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｉｓ Ｆｎｄｃ５ ｋｎｏｃｋｏｕｔ （ＫＯ） ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｐｒｏｖｉｄｅｓ
ａ ｎｏｖｅｌ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦＮＤＣ５．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ； Ｆｎｄｃ５； Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ； ＴＡＬＥＮ； Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ

　 　 骨骼肌在调控系统能量稳态上扮演着重要的

角色。 而且骨骼作为一个分泌器官渐渐被认同，肌
肉分泌和表达的细胞因子和其他多肽类， 并且通过

自分泌、内分泌、旁分泌的方式在不同组织发挥作

用的物质叫“肌因子” ［１ － ３］。 其中，肌因子 ｉｒｉｓｉｎ 越

来越受到关注，其前体 Ｆｎｄｃ５ （ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｔｙｐｅ ＩＩＩ
ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ５） 是一个跨膜蛋白，它的

胞外域裂解产生一个溶解的激素 ｉｒｉｓｉｎ［４］。 Ｆｎｄｃ５
最早是在对 ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｔｙｐｅ ＩＩＩ ｄｏｍａｉｎｓ 的基因组搜

索中发现的［５］。 最初，研究发现 Ｆｎｄｃ５ 在运动的刺

激下作为 ＰＧＣ１⁃α 依赖的产物，随后裂解产生 ｉｒｉｓｉｎ
进入血液作用于白色脂肪，刺激 ＵＣＰ１ 表达提高产

热；促使白色脂肪棕色化，从而提高和改善了肥胖

和糖尿病患者的代谢状态，为治愈肥胖和糖尿病提

供了可能［２］。 随着研究的深入，关于 Ｆｎｄｃ５ 的许多

其他功能都被证实。
ＴＡＬＥＮ （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ （ ＴＡＬ ）

ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅ）靶向基因敲除基因修饰是第二代

新型基因编辑分子生物学工具，首次发现于黄单胞

杆菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）中［６，７］。 ＴＡＬＥ 中的重复可变双

残基（ｒｅｐｅａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｉ⁃ｒｅｓｉｄｕｅ， ＲＶＤ） ［６］ 与 Ａ、Ｃ、Ｔ、
Ｇ 有恒定的对应关系［８，９］。 因此，为识别某一特定

氨基酸序列，只需设计相应 ＴＡＬＥ 单元串联克隆，然
后在 Ｎ⁃端加上核定位信号，并在 Ｃ⁃端融合上 Ｆｏｒｋ Ｉ
核酸内切酶的切割区，就构建成了 ＴＡＬＥＮ［１０，１１］，利
用其特异性内切酶活性切割特定的 ＤＮＡ 序列，最后

细胞可以通过 ＮＨＥＪ（ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ）途
径修复 ＤＮＡ 损伤，在此修复过程中随机插入或删除

了一定数目的碱基，造成移码突变，形成了目标基

因敲除的突变体［１２，１３］。 目前，ＴＡＬＥＮ 技术已在非洲

爪 蟾 （ Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ ） ［１４，１５］、 青 鳉 （ Ｏｒｙｚｉａｓ
ｌａｔｉｐｅｓ） ［１６］、斑马鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ） ［１７］、大鼠 （ Ｒａｔｔｕｓ
ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ） ［１８］、小鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） ［１９］ 等模式动物

的基因敲除研究中获得了成功。
Ｆｎｄｃ５ 作为新肌因子 ｉｒｉｓｉｎ 的前体从研究初始

其在体内外的功能就备受热议。 它在小鼠、人体内

的功能研究已经取得了初步进展，但是其在肌肉中

的功能研究还未开展。 我们通过 ＴＡＬＥＮ 技术在国

际上构建 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠，并进行了初步分析，
为后期研究 Ｆｎｄｃ５ 在体内尤其肌肉中的的功能提供

了敲除小鼠模型，对于 Ｆｎｄｃ５ ／ ｉｒｉｓｉｎ 对肌肉本身的影

响的认识，将填补这一认知领域的空白。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物： ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠品系， 购

自北京维通利华有限公司，动物生产合格证号：
ＳＣＸＫ（京）２０１４ － ０００１。 饲养于中国医学科学院药

用植物研究所 ＳＰＦ 级动物房，实验动物使用许可

证：ＳＹＸＫ （京） ２０１３ － ００２３， 动物房温度 （ ２０ ～
２６）℃，相对湿度 ４０％ ～７０％ 。
１􀆰 １􀆰 ２　 ＴＡＬＥＮ 质粒：ＴＡＬＥＮ 质粒 ｐＣＳ５⁃ｅＴＡＬＥＮ⁃Ｔ
由北京唯尚立德生物科技有限公司合成。 靶位点

位置 Ｔ１： ＴＴＴＣＴＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＴＧＴ ｇｃｇｇａｔｇｃｔｃｃｇｇｔｔ
ＣＡＴＴＣＡＧＧＡＧＧＴＧＡＡＣＡ，其中左边 ＴＡＬＥ 识别序

列： ＴＴＣＴＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＴＧＴ １７ ｂｐ，右边 ＴＡＬＥ 识

别序列： ＧＴＴＣＡＣＣＴＣＣＴＧＡＡＴＧ １６ｂｐ，间隔 １５ ｂｐ。
靶 位 点 位 置 Ｔ３： ＴＣＣＧＧＣＡＣＣＴＣＡＡＧＧＣＣ
ａａｃｔｃｔｇｃｃｇｔｇｇｔｃａｇ ＣＴＧＧＧＡＴＧＴＣＣＴＧＧＡＧＧＡ，其中左

边 ＴＡＬＥ 识别序列：ＣＣＧＧＣＡＣＣＴＣＡＡＧＧＣＣ １６ ｂｐ，
右边 ＴＡＬＥ 识别序列： ＣＣＴＣＣＡＧＧＡＣＡＴＣＣＣＡＧ １７
ｂｐ，间隔 １７ ｂｐ。
１􀆰 １􀆰 ３　 引物：对于靶点位置 １，设计基因型检测 ＰＣＲ
引 物： ＣＡＴＧＴＴＴＣＣＴＴＡＧＣＴＣＴＡＣＴＧＴＧＧ （ 正 向 ），
ＧＧＡＧＡＡＡＧＣＡＴＧＣＡＴＧＧＣＡＧＴＣＴＣ（反向） ＰＣＲ 片段

长度为５１８ ｂｐ；对于靶点位置３，设计基因型检测 ＰＣＲ
引 物： ＧＧＡＣＣＣＴＴＧＧＴＴＴＧＧＣＣＡＧＴＣＴＡ （ 正 向 ），
ＣＴＣＴＡＣＣＡＴＣＡＴＣＣＴＣＣＡＴＧＣＣＴＧ（反向）ＰＣＲ 片段长

度为 ４７９ ｂｐ。 Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ 引 物： ＦＮＤＣ５⁃Ｆ： ＡＴＧＡＡ
ＧＧＡＴＧＧＧＧＡＧＧＡＡ， ＦＮＤＣ５⁃Ｒ：ＧＣＧＧＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧ
ＣＴＡＴＡＡＣＡ， １８ｓ⁃Ｆ：ＣＡＴＧＣＡＧＡＡＣＣ ＣＡＣＧＡＣＡＧＴＡ，
１８ｓ⁃Ｒ：ＣＣＴＣＡＣＧＣＡＧＣＴＴＧＴＴＧ ＴＣＴＡ。
１􀆰 １􀆰 ４　 试剂：本实验的引物由北京睿博兴科生物技

术 有 限 公 司 合 成。 Ａｍｐ ＰＣＲｍｉｘ （ ＴＡＫＡＲＡ，
Ｒｏ７４Ａ） 试剂盒、ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ （ Ｔｒａｎ，
ＥＲ５０１⁃０１）、 ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

８３ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



ＳｕｐｅｒＭｘｉ （ Ｔｒａｎ， ＡＥ３０１⁃０３ ）、 ＴｒａｎｓＳｔｒｔ Ｔｏｐ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ ＳｕｐｒｅＭｉｘ （ Ｔｒａｎ， ＡＱ１３１⁃０２）、 Ｂａｓｅ （碱液）、
Ｎｅｕｔｒｌｉｚａｔｉｏｎ（中和液）等。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除 ＴＡＬＥＮ 靶点位置的设计：
根据 Ｆｎｄｃ５ 的基因组结构， Ｆｎｄｃ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ 的

分析， 破坏 ｔｈｅ ＦＮＩＩＩ ｄｏｍａｉｎ，将 ＴＡＬＥＮ 的靶点位置

设计在外显子 ３ 上或者外显子 ３ 前，测定 ＳＳＡ 活性，
选择活性比较高的靶点进行后续的 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除

小鼠的构建。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除鼠的构建流程： 将 Ｆｎｄｃ５⁃
Ｔ１ 和 Ｆｎｄｃ５⁃Ｔ３ 的 ＴＡＬＥＮ 质粒对， 体外转录成

ｍＲＮＡ 后，共显微注射 ｍＲＮＡ 到小鼠的受精卵中，
共注射 １２０ 个受精卵，出生 ２３ 只小鼠。 两周龄后，
剪取 ４ 周龄出生小鼠任一只耳朵大约 １ ／ ３，放置在

做好标记的 １􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中，加入 ７５ μＬ 碱液

（ｂａｓｅ） ９５℃ 以上 ４０ ｍｉｎ；然后加入 ７５ μＬ 中和液

（ｎｅｕｔｒｌｉｚａｔｉｏｎ），常温静置 ５ ｍｉｎ，溶液即为提取的基

因组 ＤＮＡ。 以此基因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反

应，产物测序并根据峰图进行基因型鉴定。

注：Ａ 为 ＦＮＤＣ５ 蛋白质的一级结构，Ｂ 为 Ｆｎｄｃ５ 基因组结构（箭头为 ＴＡＬＥＮ 的靶点位置）。

图 １　 ＦＮＤＣ５ 蛋白质一级结构及 Ｆｎｄｃ５ 的基因组

Ｎｏｔｅ． Ａ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＦＮＤＣ５ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｂ ｉｓ ｔｈｅ Ｆｎｄｃ５ ｇｅｎｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｆｏｒ ＴＡＬＥＮ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ） ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＦＮＤＣ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ Ｆｎｄｃ５ ｇｅｎｏｍｅ．

２　 结果

２􀆰 １　 四品系 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠的建立

２􀆰 １􀆰 １　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除 ＴＡＬＥＮ 靶点位置的设计：
根据 Ｆｎｄｃ５ 的基因组结构，Ｆｎｄｃ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ 的

分析， 决定破坏 ｔｈｅ ＦＮＩＩＩ ｄｏｍａｉｎ，因此 ＴＡＬＥＮ 的靶

点位置将设计在外显子 ３ 上或者外显子 ３ 前，设计

结果如图 １ 箭头所示。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｆｎｄｃ５ ＴＡＬＥＮ 的 ＳＳＡ 活性检测： 根据 ＳＳＡ
活性结果，我们选择活性比较高的靶点 Ｆｎｄｃ５⁃Ｔ１ 和

Ｆｎｄｃ５⁃Ｔ３ 进行后续的 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除小鼠的构建，
结果见图 ２。
２􀆰 １􀆰 ３　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除首建鼠的鉴定：将受精卵注

射后出生 ２３ 只小鼠，对出生两周的小鼠进行基因型

分析和鉴定。 结果如图 ３ 所示，我们选取 Ｆｏｕｎｄｅｒ ７
（Ｔ１ 一条缺失 ２ ｂｐ，一条缺失 ４ ｂｐ）进行测序图分

析。 测序峰形图在突变位点开始出现双峰，表明为

杂合子。 通过峰形分析，可以将突变型 １ 的 ＤＮＡ 序

列（下指箭头所指峰形）和突变型 ２ 的 ＤＮＡ 序列

（上指箭头所指峰形） 分析出来。 结果为一条在

ＣＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧＡ 前缺失 ２ 个碱基 ＣＴ；一条在

ＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 前缺失 ４ 个碱基 ＧＣＴＣ，均发生

移码突变。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｆ１ 代四品系 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除鼠的鉴定：根
据发生移码突变情况， 选取的 Ｆｏｕｎｄｅｒ ７ 小鼠、
Ｆｏｕｎｄｅｒ １３ 小鼠、和 Ｆｏｕｎｄｅｒ １８ 小鼠分别与野生型

Ｃ５７ 小鼠交配，出生的小鼠两周龄后按上述方法进

行基因型鉴定。 通过测序图可分析 Ｆ１ 代小鼠的突

变情况：如果测序峰全是单峰说明该小鼠是 ＷＴ（野
生型）；如果测序图出现双峰则该小鼠为杂合子；如

９３中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



果测序图也是单峰但是在预期位置出现缺失突变

则该小鼠为纯合基因敲除小鼠，这在图 ３ 中已经进

行了类似分析。 我们从中选出 ４ 种突变类型＃７⁃Ｔ１⁃
１（Ｔ１ 缺失 ２ 个碱基 ＣＴ）、＃７⁃Ｔ１⁃２ （Ｔ１ 缺失 ４ 个碱

基 ＧＣＴＣ）、＃１３⁃Ｔ１⁃１ （Ｔ１ 缺失 ２ 个碱基 ＴＧ）、＃１８⁃
Ｔ１⁃１ （Ｔ１ 缺失 ２ 个碱基 ＴＣ）建立稳定遗传 Ｆ１ 小鼠

品系。 四品系 Ｆ１ 小鼠的突变位点及突变后导致提

前产生终止密码子的位置见表 １。 基因型中黑体标

记部分是 ＴＡＬＥＮ 设计敲除的靶位点序列，下划线部

分为敲除的基因序列，这些缺失突变都会导致提前

产生终止密码子。
２􀆰 ２　 Ｆｎｄｃ５ 敲除小鼠的初步分析

２􀆰 ２􀆰 １　 Ｆｎｄｃ５ 小鼠体重分析：通过成功建立和鉴定

四品系 Ｆ１ 小鼠后，将每个品系之间进行杂交配对，
对出生的小鼠进行基因分型鉴定，分别在 １ 月龄、２
月龄进行所有出生小鼠的体重测量，体重分析时将

雌雄分开，进行纯合子与 ＷＴ 之间的体重差异分析，
结果见图 ４。 结果表明小鼠生长正常，在 １ 月龄、２
月龄纯合子和 ＷＴ 小鼠之间体重没有统计学差异。

２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｆｎｄｃ５ 在小鼠不同组织的表达情况分析：检
测 Ｆｎｄｃ５ 在不同组织内的表达情况有助于下一步的

体内功能研究。 提取小鼠不同组织 Ｈ（心脏）、Ｋ（肾
脏）、Ｂ（大脑）、Ｌ（肝脏）、ＴＡ（肌肉）进行液氮研磨

提取 ｍＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ 进行荧光定量 ＰＣＲ，选
取 １８ｓ 作为内参，结果发现 Ｆｎｄｃ５ 在 Ｈ、Ｂ、ＴＡ 中表

达量较高，在 Ｋ、Ｌ 中表达很少，如图 ５。

图 ２　 Ｆｎｄｃ５ ＴＡＬＥＮ 的 ＳＳＡ 活性检测

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｎｄｃ５ ＴＡＬＥＮ ＳＳＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ

注：突变型 １ 的 ＤＮＡ 序列（下指箭头所指峰形）和突变型 ２ 的 ＤＮＡ 序列（上指箭头所指峰形）。

图 ３　 Ｆｎｄｃ５ 基因敲除首建鼠的鉴定

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ １ ｐｅａｋ ｓｈａｐｅ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ） ａｎｄ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ２ ｐｅａｋ ｓｈａｐｅ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ） ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｎｄｃ５ ｆｉｒｓｔ ｂｕｉｌｔ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

表 １　 四品系 Ｆ１ 小鼠的突变情况
Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｆｎｄｃ５⁃ＫＯ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

小鼠品系 基因型 蛋白发生移码突变的位置 终止密码子产生位置

ＷＴ（野生型） ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＣＴＣＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 无 第 ２０９ 个氨基酸

＃７⁃Ｔ１⁃１ ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧ＿＿＿ＣＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 氨基酸从第 ７３ 位开始发生移码突变 第 １１４ 个氨基酸

＃７⁃Ｔ１⁃２ ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴ＿＿＿＿＿＿ＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 氨基酸从第 ７２ 位开始发生移码突变 第 ７９ 个氨基酸

＃１３⁃Ｔ１⁃１ ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡ＿＿＿ＣＴＣＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 氨基酸从第 ７２ 位开始发生移码突变 第 １１４ 个氨基酸

＃１８⁃Ｔ１⁃１ ＡＧＧＡＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＣ＿＿＿ＣＧＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ 氨基酸从第 ７３ 位开始发生移码突变 第 １１４ 个氨基酸

０４ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



注：Ａ 为 １ 月龄体重分析结果，Ｂ 为 ２ 月龄体重分析结果。

图 ４　 Ｆｎｄｃ５ 小鼠不同年龄体重分析

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｔｈｅ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｔ ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ ｏｆ ａｇｅ． Ｂ： Ｔｈｅ〛Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｔ ｔｗｏ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ．

Ｆｉｇ． ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｎｄｃ５ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ．

注：Ｈ － 心脏，Ｋ － 肾脏，Ｂ － 大脑，Ｌ － 肝脏，ＴＡ － 肌肉

图 ５　 Ｆｎｄｃ５ 在小鼠不同组织的表达情况分析。
Ｎｏｔｅ． Ｈ － ｈｅａｔ． Ｋ － ｋｉｄｎｅｙ． Ｂ － ｂｒａｉｎ． Ｌ － ｌｉｖｅｒ． ＴＡ － ｍｕｓｃｌｅ

Ｆｉｇ． ５　 Ｆｎｄｃ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ．

３　 讨论

Ｆｎｄｃ５ 作为 Ｉｒｉｓｉｎ （ｍｙｏｋｉｎｅ） 的前体，作用于白

色脂肪提高了全身的产热能力，促进了白色脂肪向

棕色脂肪的转化，这一研究从发现伊始就被认为可

作为治疗糖尿病的靶点。 但是经过几年的研究，争
议一直没有平息：Ｆｎｄｃ５ 裂解产生 ｉｒｉｓｉｎ 的机制是什

么？ Ｉｒｉｓｉｎ 在不同组织细胞发挥作用的受体？ Ｉｒｉｓｉｎ
在人体内是否发挥积极作用？ 总而言之关于它在

小鼠及人体内的研究还急需广泛开展。
目前关于它在脑、骨髓中的功能研究已经取得

了一些进展，但是关于它在肌肉中的研究还未见报

道，我们已经成功构建了 ４ 种品系 Ｆｎｄｃ５ 敲除小鼠，
各自的突变类型在上文中也进行了分析，并建立了

稳定遗传 Ｆ１ 小鼠。 我们发现每个品系出生小鼠符

合正常的孟德尔比率，生长没有受到影响，在不同

年龄段体重没有出现明显差异，我们也分析了

Ｆｎｄｃ５ 在不同组织内的表达分析，发现其在 Ｈ、Ｂ、ＴＡ

中表达量较高，这为我们下一步开展其在肌肉中的

功能研究提供了基础。 有趣的是，通过 Ｆｎｄｃ５ 抗体

进行检测敲除小鼠时发现 ＷＴ 和纯合子都出现条

带，我们认为本实验中利用 ＴＡＬＥＮ 技术构建敲除

小鼠模型只是在 Ｆｎｄｃ５ 的 ＦＮＩＩＩ ｄｏｍａｉｎ 缺失了几

个碱基，导致终止密码子提前产生，从而是蛋白质

的功能缺失。 但是经过缺失突变的 Ｆｎｄｃ５ 还是会

产生 ７０ － １１０ａａ 长的蛋白质，关于这部分蛋白质是

否能发挥一定的功能还不知道，所以后续可能还

需要其他的手段去确切的证实 Ｆｎｄｃ５ 敲除小鼠是

否成功。
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辛伐他汀不同干预方案对骨质疏松大鼠骨质量的影响

刘　 昊１，张　 岩１，张国彬２，邢　 磊１， 贾忠宝２， 田发明３

（华北理工大学 １ 附属医院； ２ 研究生学院； ３ 医学实验研究中心； 唐山 ０６３０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 　 探讨和比较不同干预方案下辛伐他汀对去卵巢大鼠骨丢失和骨质量下降的干预效果。 方

法　 ３ 月龄雌性 ＳＤ 大鼠 ３２ 只，随机分为 ４ 组，每组 ８ 只：假手术（Ａ）组、卵巢切除（Ｂ）组、卵巢切除加辛伐他汀前半

程干预组（Ｃ）和后半程干预组（Ｄ）。 除 Ａ 组接受假手术外，其余各组大鼠行双侧卵巢切除术，Ｃ 组于术后给予辛伐

他汀（５ ｍｇ ／ ｋｇ ／ ｄ）干预 １０ 周后停药，Ｄ 组于术后 １０ 周开始接受辛伐他汀干预。 术后 ２０ 周处死所有大鼠，采用酶联

免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）检测血清 Ｉ 型前胶原氨基端前肽（ＰＩＮＰ）、Ｉ 型胶原羧基端交联端肽（ＩＣＴＰ）水平，取第 ３、４、
５ 腰椎，双能 Ｘ 线法检测大鼠第 ３ 腰椎骨密度，压缩试验检测第 ４ 腰椎侧最大载荷、弹性模量等生物力学指标，微计

算机断层扫描技术（ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ）检测第 ５ 腰椎松质骨骨量和微观结构。 结果　 （１）血清学检测结果：Ｂ、Ｃ、Ｄ 组 ＰＩＮＰ
和 ＩＣＴＰ 均显著高于 Ａ 组；（２）骨密度：Ｂ 组显著低于其余各组，Ｃ、Ｄ 组显著低于 Ａ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；（３）生物力学：最
大载荷、弹性模量 Ｂ 组显著低于其余 ３ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、Ｃ、Ｄ 组显著低于 Ａ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；４、ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ：Ａ 组骨容积率

（ＢＶ ／ ＴＶ）、骨小梁数量（Ｔｂ． Ｎ）显著高于其余 ３ 组，骨小梁分离度（Ｔｂ． Ｓｐ）显著低于其余 ３ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｃ、Ｄ 组

Ｔｂ． Ｓｐ 显著低于 Ｂ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 大鼠去卵巢 ２０ 周后发生明显骨量丢失和骨质量下降，选择前半程干预和

后半程干预均能部分阻止该模型骨量丢失、微结构退变和力学性能下降，但骨密度均不能恢复到正常水平。
【关键词】 　 辛伐他汀；骨质疏松；骨密度；生物力学；Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ
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０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ Ｃ ａｎｄ Ｄ ｗｅｒｅ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ａ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ４． ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ： ＢＶ ／ ＴＶ
ａｎｄ Ｔｂ． Ｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ３ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｔｒｅｎｄｓ ｗａｓ
ｆｏｕｎｄ ｉｎ Ｔｂ． Ｓｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ Ｔｂ． Ｓｐ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ Ｃ ａｎｄ Ｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｂ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｕｒ ｄａｔａ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｔｈａｔ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏ⁃ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ａｔ ２０ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ， ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ⁃ｈａｌｆ⁃ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ ｌａｔｔｅｒ⁃ｈａｌｆ⁃ｐｅｒｉｏｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｙ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ
ｍａｙ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ， ｂｕｔ ｃａｎ ｎｏｔ ｒｅｓｔｏｒｅ ｔｈｅ ＢＭＤ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｌｅｖｅｌ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ； Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ； Ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ； Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ； Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ； Ｒａｔｓ

　 　 辛伐他汀是 ３⁃羟基 ３⁃甲基戊二酰辅酶 Ａ（３⁃
ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ⁃ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ， ＨＭＧ⁃ＣｏＡ）还
原酶抑制剂家族成员之一，通过抑制胆固醇合成链

中的限速酶 ＨＭＧ⁃ＣｏＡ 还原酶，减少胆固醇合成，目
前临床上主要用于治疗高脂血症。 １９９９ 年 Ｍｕｎｄｙ
等［１］首次通过药物筛选报道了辛伐他汀具有促进

骨形成的作用潜能，此后大量研究开始关注辛伐他

汀的成骨作用，结果发现不同干预方式辛伐他汀促

骨形成作用效果差异显著［２ － ６］。 其中以体内给药干

预的实验中结果的争议较多。 虽然有部分研究肯

定了辛伐他汀系统性给药的作用潜能［４］，但也有临

床和基础实验，未能发现辛伐他汀显著的促进成骨

作用，则对此提出了质疑［５， ６］。 本研究在同一实验

中采用不同干预方案，观察两者对卵巢切除造成的

大鼠骨质疏松模型干预效果及其差别，以期为后续

相关研究乃至临床应用提供理论参考和实验依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料与设备

本研究应用 ３ 月龄清洁级雌性 ＳＤ 大鼠 ３２ 只，
（购自北京维通利华实验动物中心，动物合格证号

ＳＣＸＫ（京）２０１３ － ０００２ 号）体重（２５０ ± ２０）ｇ，动物使

用许可证号 ＳＹＸＫ（冀）２０１０ － ００３８。 辛伐他汀（西
之达，浙江瑞邦药业有限公司生产），酶联免疫吸附

测定（ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）试
剂盒（上海史瑞可生物科技有限公司），骨密度分析

仪（美国 Ｎｏｒｌａｎｄ 公司），ＡＧ⁃ＩＳ 型生物力学分析系

统（日本岛津公司）。
１􀆰 ２　 动物分组及处理

所有大鼠采用数字表法随机分为 ４ 组，每组 ８
只：假手术组（Ｓｈａｍ）只暴露卵巢，不予切除，直接缝

合；其余大鼠接收双侧卵巢切除术，方法参照以往

研究［７ － １２］。 术后给予抗生素 ３ ｄ，卵巢切除（Ｂ）组、
卵巢切除加辛伐他汀前半程干预组（Ｃ）和后半程干

预组（Ｄ）。 除 Ａ 组接受假手术外，其余各组大鼠行

双侧卵巢切除术， Ｂ 组为模型对照组，Ｃ 组于术后

给予辛伐他汀（５ ｍｇ ／ ｋｇ． ｄ）灌胃干预 １０ 周后停药，
Ｄ 组于术后 １０ 周开始接受辛伐他汀干预。 术后 ２０
周处死所有大鼠，采用 ＥＬＩＳＡ 法检测血清骨代谢标

志物水平，取第 ３、４、５ 腰椎，双能 Ｘ 线法检测大鼠

第 ３ 腰椎骨密度，压缩试验检测第 ４ 腰椎侧最大载

荷、弹性模量等生物力学指标，微计算机断层扫描

技术（ｍｉｃｒｏｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ， ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ）检测第

５ 腰椎松质骨骨量和微观结构。
１􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测血清骨代谢指标

参照试剂盒说明，采用 ＥＬＩＳＡ 法检测血 Ｉ 型前

胶原 氨 基 端 前 肽 （ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ｉ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＩＮＰ）、Ｉ 型胶原羧基端交联端肽（ ｃｒｏｓｓ⁃
ｌｉｎｋｅｄ Ｃ⁃ｔｅｌｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ， ＩＣＴＰ） 血清

含量。
１􀆰 ４　 骨密度分析

应用 Ｎｏｒｌａｎｄ⁃ＸＲ３６ 双能 Ｘ 线吸收测量 （ｄｕａｌ
ｅｎｅｒｇｙ Ｘ⁃ｒａｙ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｍｅｔｒｅ， ＤＥＸＡ）骨密度仪，采用

小物体扫描模式，准确度 ０􀆰 ０１％ ，扫描速度 ６０ ｍｍ ／
ｓ，分辨率（ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）１􀆰 ０ ｍｍ × １􀆰 ０ ｍｍ，扫描宽度

５􀆰 ０ ｃｍ 的参数值，检测第 ３ 腰椎，采用小动物扫描

模式进行扫描。 扫描结束后，用仪器自选工具选定

兴趣区，读出每个标本的骨密度值。
１􀆰 ５　 生物力学分析

参照以往研究［１２］，于实验开始前去除第 ４ 腰椎

椎体所有附件，包括横突、上下关节突、椎弓根及椎

板等附件，仅保留椎体组织。 并将椎体上下面进行
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打磨，制作成高度约为 ５ ｍｍ 的标准件，椎体上下面

应与椎体纵轴垂直。 假设椎体为圆柱形，并根据每

个椎体的前后径，计算出标准件的平均直径和体界

面积。 用胶水将椎体下端固定于测试平台上，以 ５
ｍｍ ／ ｍｉｎ 的速度进行椎体轴向压缩，直至椎体出现

断裂，记录并分析最大压缩载荷及弹性模量。 取所

有大鼠的右侧股骨行三点弯曲试验，支点跨距（Ｌ）
为 ２０ ｍｍ，中央垂直（股骨与载荷成 ９０°角）施加载

荷，速率 １０ ｍｍ ／ ｍｉｎ，直至股骨断裂，记录并分析最

大压缩载荷及弹性模量。
１􀆰 ６　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测

应用 Ｓｋｙ Ｓｃａｎ １０７６ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ （ Ｓｋｙ Ｓｃａｎ，
Ａａｒｔｓｅｌａａｒ， Ｂｅｌｇｉｕｍ）对第 ５ 腰椎体进行扫描检测，
在 ４０ ｋ Ｖｐ 及 ２５０ μＡ 的条件下对标本进行扫描，收
集数据，并利用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 配套软件对扫描图像进行

三维重建及结果分析。 兴趣区为上端生长板下 １
ｍｍ 至 ４ ｍｍ，直径为 １􀆰 ５ ｍｍ 的圆柱体（皮质骨内侧

的松质骨）。 检测指标有：骨容积率（ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎ， ＢＶ ／ ＴＶ）、骨小梁厚度（ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，
Ｔｂ． Ｔｈ）、骨小梁数量（ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ， Ｔｂ． Ｎ）、骨
小梁分离度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， Ｔｂ． Ｓｐ）。
１􀆰 ７　 统计学方法

实验数据建立 Ｅｘｃｅｌ 数据库，资料用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０
来处理。 各组数据经过 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 正态性检验和

Ｂａｒｔｌｅｔｔ 方差齐次检验后，利用单因素方差分析比较

各组之间的差异，ＬＳＤ⁃ｔ 检验比较两组间差异，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异有显著性意义。

２　 结果

２􀆰 １　 动物死亡情况

Ａ 组无大鼠死亡，Ｂ 组有 １ 只大鼠因腹胀死亡、
Ｃ 组有 ２ 只大鼠分别因为感染和不明原因死亡，Ｄ

组有 １ 只大鼠因麻醉死亡，最终各组分别有 ８、７、６、
７ 只动物纳入最终结果。
２􀆰 ２　 血清学检测结果

ＰＩＮＰ 血清水平：Ａ 组 ＰＩＮＰ 血清水平均显著低

于其余三组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｃ、Ｄ 高于 Ｂ 组，但差异无统

计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；
ＩＣＴＰ 血清水平：Ａ 组 ＩＣＴＰ 血清水平均显著低

于其余三组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｃ、Ｄ 低于 Ｂ 组，但差异无统

计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（表 １）。
２􀆰 ３　 骨密度

表 ２ 示各组第 ３ 腰椎骨密度检测结果比较：Ｂ
组显著低于其余各组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｃ、Ｄ 组显著低于

Ａ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与 Ｂ 组比较，Ｃ、Ｄ 组骨密度分别提

高 ６􀆰 １６％ 和 ４􀆰 ９４％ ；Ｃ 组高于 Ｄ 组，但差别无统计

学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 生物力学

表 ３ 示生物力学检测结果：各组间比较，第 ４ 腰

椎最大载荷和弹性模量差异趋势相同：Ｂ 组显著低

于其余 ３ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｃ、Ｄ 组显著低于 Ａ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），与 Ｂ 组相比，Ｃ 组最大载荷和弹性模量分别

提高 ４５􀆰 １％和 ４４􀆰 ２％ ，Ｄ 组最大载荷和弹性模量分

别提高了 ３８􀆰 ４％和 ４０􀆰 ８８％ 。
２􀆰 ５　 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测结果

表 ４ 示 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析结果：ＢＶ ／ ＴＶ：Ａ 组显著高

于其余各组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｃ、Ｄ 高于 Ｂ 组，但差异无统

计学意义；Ｔｂ． Ｔｈ：由高到低依次为 Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｂ 组，但
各组间比较差别均无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；Ｔｂ．
Ｎ：Ａ 组显著高于 Ｂ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其余组间比较，差
异无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；Ｔｂ． Ｓｐ：Ａ 组显著低于

其余各组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｃ、Ｄ 组显著低于 Ｂ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 三维重建结果见图 １。

表 １　 血清学检测结果（ ｘ－ ± ｓ ）
Ｔａｂ． １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＰＩＮＰ ａｎｄ ＩＣＴＰ ａｎａｌｙｓｉｓ（ ｘ－ ± ｓ ）

项目
Ｉｔｅｍｓ

假手术组（Ａ）
（ｎ ＝ ８）

卵巢切除组（Ｂ）
（ｎ ＝ ７）

卵巢切除加辛伐他汀
前半程干预组（Ｃ）（ｎ ＝ ６）

后半程干预组（Ｄ）
（ｎ ＝ ７）

Ｉ 型前胶原氨基端前肽 ＰＩＮＰ （μｇ ／ Ｌ） ９５􀆰 １７ ± １３􀆰 ８１ １７０􀆰 ８３ ± １４􀆰 ４３∗ １７６􀆰 ３３ ± １９􀆰 ７８∗ １７５􀆰 ５０ ± ８􀆰 ６６∗

Ｉ 型胶原羧基端交联端肽 ＩＣＴＰ （μｇ ／ Ｌ） ３􀆰 １３ ± ０􀆰 ４３ ４􀆰 ５２ ± ０􀆰 ３１∗ ４􀆰 ３５ ± ０􀆰 １９∗ ４􀆰 ２０ ± ０􀆰 ４３∗

∗与 Ａ 组比较 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

表 ２　 骨密度检测结果 （ ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢＭＤ ｔｅｓｔ （ ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）

项目 Ｉｔｅｍｓ 假手术组（Ａ）
（ｎ ＝ ８）

卵巢切除组（Ｂ）
（ｎ ＝ ７）

卵巢切除加辛伐他汀前
半程干预组（Ｃ）（ｎ ＝ ６）

后半程干预组（Ｄ）
（ｎ ＝ ７）

Ｌ３ （ｇ ／ ｃｍ２） ０􀆰 ２７４３ ± ０􀆰 ００８５ ０􀆰 ２３６７ ± ０􀆰 ００６９∗ ０􀆰 ２５１３ ± ０􀆰 ００７９∗＃ ０􀆰 ２４８４ ± ０􀆰 ００７６∗＃

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ． ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ａ；＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ． ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ．
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表 ３　 生物力学检测结果（ ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｔｅｓｔ． （ ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）

项目 Ｉｔｅｍｓ 假手术组（Ａ）
（ｎ ＝ ８）

卵巢切除组（Ｂ）
（ｎ ＝ ７）

卵巢切除加辛伐他汀
前半程干预组（Ｃ）（ｎ ＝ ６）

后半程干预组（Ｄ）
（ｎ ＝ ７）

最大载荷（Ｎ） １９７􀆰 ２ ± １８􀆰 １ １２１􀆰 ５ ± １６􀆰 ４∗ １７６􀆰 ３ ± ２４􀆰 ９∗＃ １６８􀆰 ２ ± １６􀆰 ８∗＃

弹性模量 （ＭＰａ） ８１５􀆰 ０ ± ５７􀆰 ７ ４７９􀆰 ５ ± ７６􀆰 ０∗ ６９１􀆰 ２ ± ７０􀆰 ２９∗＃ ６７５􀆰 ５ ± ３２􀆰 ６∗＃

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ． ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ａ；＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ． ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ．

表 ４　 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测结果（ ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ． （ ｘ－ ± ｓ， ｎ ＝ ８）

项目
Ｉｔｅｍｓ

假手术组（Ａ）
（ｎ ＝ ８）

卵巢切除组（Ｂ）
（ｎ ＝ ７）

卵巢切除加辛伐他汀
前半程干预组（Ｃ）（ｎ ＝ ６）

后半程干预组（Ｄ）
（ｎ ＝ ７）

骨容积率 ＢＶ ／ ＴＶ ２６􀆰 １３ ± ２． １０ １９􀆰 ８３ ± ２． ２４∗ ２２􀆰 ３５ ± ２． ３５∗ ２１􀆰 ３８ ± ２． ２６∗

骨小梁厚度 Ｔｂ． Ｔｈ １０５􀆰 ２６ ± ６． ０ ９９􀆰 ６２ ± ５． ５２ １０２􀆰 ７９ ± ３． ２６ １００􀆰 ６４ ± ４． ５１
骨小梁数量 Ｔｂ． Ｎ ２􀆰 ３６ ± ０． ３０ １􀆰 ８８ ± ０． ３８∗ ２􀆰 １２ ± ０． ３９ ２􀆰 １１ ± ０． ３４

骨小梁分离度 Ｔｂ． Ｓｐ ２３６􀆰 １３ ± ２８． ８０ ３５８􀆰 ０８ ± ４３． ７９∗ ２９４􀆰 ３３ ± ２６． ３０∗＃ ３０５􀆰 ８３ ± ５１． ９０∗＃

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ． ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ａ；＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｖｓ． ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｂ．

Ａ，假手术组；Ｂ，卵巢切除组；Ｃ，前半程干预组；Ｄ，后半程干预组

图 １　 Ｌ５ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 三维重建图

Ａ， Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； Ｂ， ＯＶＸ ｇｒｏｕｐ； Ｃ， ｆｉｒｓｔ ｈａｌｆ ｐｅｒｉｏｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｄ， ｌａｔｔｅｒ ｈａｌｆ ｐｅｒｉｏｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ
Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｌ５ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ

３　 讨论

双侧卵巢切除大鼠因雌激素衰退导致骨转换

水平增高，且骨吸收活性更加活跃，导致骨量丢失，
其表现与人类绝经后骨质疏松相似，也因此成为目

前最为常用的绝经后骨质疏松动物模型［７ － １２］。 本

研究在证实雌性大鼠卵巢切除后 ２０ 周发生明显的

骨量丢失、微观结构退变和生物力学性能下降的基

础上，发现辛伐他汀两种干预方式，即前半程干预

和后半程干预均可部分阻止该模型大鼠骨量丢失、
微结构和生物力学性能退变，但骨密度均不能恢复

至正常水平。
目前国内外针对辛伐他汀成骨潜能的研究大

致分为系统性干预、局部用药以及体外刺激细胞三

种，其中局部用药干预［２， ３， １３］及体外刺激细胞［１４ － １７］

的研究结果大多证实了辛伐他汀促进骨形成的作

用潜能，但在系统性干预相关研究中，一部分研究

肯定了辛伐他汀的成骨潜能［１８ － ２１］，但也有研究结

果未能证实其促进成骨作用［５， ６， ２２］。 作者认为，这
些结果的矛盾主要原因，一方面与辛伐他汀本身代

谢特点有关⁃即灌胃给药经肝脏代谢后仅有少量药

物进入外周循环，对骨组织干预效果较弱，另一方

面，与实验设计的差异以及不同实验的动物和药物

本身的差别有关，因此本研究通过同一药物同批动

物采用不同干预方案验证辛伐他汀对该模型骨量

丢失的干预效果的差异，我们分别选取前半程干预

和后半程干预，虽然从数值高低的统计分析我们没

有发现两者的显著差异，但是与模型组比较，前半

程干预组对骨密度、生物力学性能提高的比例、骨
小梁分离度降低的比例均高于后半程干预组，提示
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该剂量下辛伐他汀预防性干预可能较治疗性干预

对 ＯＶＸ 大鼠骨丢失的干预效果更好，当然，这一推

测需要进一步研究证实。
本研究中经 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 对松质骨的骨量和微结

构的分析并未发现辛伐他汀能显著提高 ＯＶＸ 大鼠

骨密度，这与骨密度和生物力学检测结果并不一

致。 进一步对结果分析发现，虽然没有统计学差

异，但辛伐他汀干预组骨量和微结构数据均优于模

型组，作者认为，而 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 只反映松质骨的情况，
而骨密度和生物力学指标反映的是整个椎体骨的

骨量和力学性能，辛伐他汀对骨密度和力学性能的

影响是其对皮质骨和松质骨共同作用的结果，可能

辛伐他汀对两者任一的作用都不足够显著，但两者

相加则达到显著水平。
ＰＩＮＰ 即 Ｉ 型前胶原氨基端前肽，是成骨细胞合

成并释放出 Ｉ 型前胶原的细胞外分解产物，ＰＩＮＰ 在

血液中的含量主要反映骨转换的情况和 Ｉ 型胶原的

合成速率，升高提示骨转换活跃，Ｉ 型胶原合成速率

加快。 目前认为 ＰＩＮＰ 是新骨形成及骨转换水平的

特异性的敏感指标 ［２３ － ２６］。 ＩＣＴＰ 是骨吸收过程中骨

基质中 Ｉ 型胶原分解产物，具有很强的特异性，是反

映骨吸收活跃程度的主要生化标志物之一［２７］。 本

研究发现，大鼠卵巢切除后 ２０ 周，两者血清水平均

明显高于对照组，提示其骨转换仍处于较高水平，
与人类绝经后骨质疏松的骨代谢状态一致。 以往

多数研究认为辛伐他汀的作用主要是促进骨形

成［１ － ４］，也有研究发现辛伐他汀干预卵巢切除大鼠

既可以促进骨形成，又可以抑制骨吸收［２８］。 本研究

发现辛伐他汀干预组 ＰＩＮＰ 较模型组有升高趋势，
ＩＣＴＰ 有下降趋势，但两者均未能达到显著水平。 考

虑到本研究仅选取一个时间点检测了两个指标，不
能完全反映骨代谢的动态变化，而以往研究也有骨

代谢血清标志物水平与骨量变化不一致的结果［２８］。
综上，辛伐他汀预防性干预和治疗性干预均可

部分阻止该模型骨量减少、力学性能退变、微结构

改变，两者相比，虽然没有统计学差异，但预防性干

预表现出较治疗性干预效果更好的趋势，但仍需后

续研究提供更确实的证据。
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ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｕｍｂａｒ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｂｏｎｅ， ２０１３， ５５（２）： ４３９ － ４４８．

［１３］ 　 Ｗａｎｇ ＪＷ， Ｘｕ ＳＷ， Ｙａｎｇ ＤＳ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｃａｌｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔ ［ Ｊ］ ． Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ
Ｉｎｔ， ２００７， １８（１２）： １６４１ － １６５０．

［１４］ 　 Ｃｈｅｎ ＰＹ， Ｓｕｎ ＪＳ， Ｔｓｕａｎｇ ＹＨ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｖｉａ Ｒａｓ ／ Ｓｍａｄ ／ ＥＲＫ ／ ＢＭＰ⁃
２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒ Ｒｅｓ， ２０１０， ３０（３）： １９１ － １９９．

［１５］ 　 Ｋｉｍ ＩＳ， Ｊｅｏｎｇ ＢＣ， Ｋｉｍ ＯＳ， ｅｔ ａｌ． Ｌａｃｔｏｎｅ ｆｏｒｍ ３⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃
ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ⁃ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （ ｓｔａｔｉｎｓ ）
ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ
ｌｉｇａｍｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＥＲＫ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ Ｒｅｓ，
２０１１， ４６（２）： ２０４ － ２１３．

［１６］ 　 Ｑｉａｏ ＬＪ， Ｋａｎｇ ＫＬ， Ｈｅｏ ＪＳ． Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌｓ， ２０１１， ３２（５）： ４３７ － ４４４．

［１７］ 　 Ｍｉｙａｚａｗａ Ａ， Ｍａｔｓｕｎｏ Ｔ， Ａｓａｎｏ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ
ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｆｒｏｍ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｄｏｎｔｏｂｌａｓｔｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｄｅｎｔ Ｍａｔｅｒ Ｊ， ２０１５， ３４（４）： ４６６ － ４７４．

６４ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



［１８］　 Ｈｏ ＭＬ， Ｃｈｅｎ ＹＨ， Ｌｉａｏ ＨＪ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ．
Ｅｕｒ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２００９， ３９（４）： ２９６ － ３０３．

［１９］ 　 Ｓｅｆｅｒｏｓ Ｎ， Ｐａｎｔｏｐｏｕｌｏｕ Ａ， Ｋｏｔｓｉｏｕ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ
ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｍａｎｄｉｂｌｅ ａｎｄ ｆｅｍｕｒ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ｕｎｄｅｒ
Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｉｊａ， ２０１２， １４（２）：
４６ － ５２．

［２０］ 　 Ｃｈａｎ ＭＨ， Ｍａｋ ＴＷ， Ｃｈｉｕ ＲＷ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ｓｅｒｕｍ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ
ｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌａｅｍｉａ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂ， ２００１， ８６：
４５５６ － ４５５９．

［２１］ 　 Ｍｅｉｅｒ ＣＲ， Ｓｃｈｌｉｅｎｇｅｒ ＲＧ， Ｋｒａｅｎｚｌｉｎ ＭＥ， ｅｔ ａｌ． ＨＭＧ⁃ＣｏＡ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｆｒａｃｔｕｒｅｓ ［Ｊ］ ． ＪＡＭＡ， ２０００，
２８３： ３２０５ － ３２１０．

［２２］ 　 Ｙａｏ Ｗ， Ｆａｒｍｅｒ Ｒ， Ｃｏｏｐｅｒ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｐｒｅｖｅｎｔ
ｎｏｒ ｒｅｓｔｏｒｅ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｍｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌｅｔ Ｎｅｕｒｏｎａｌ Ｉｎｔｅｒａｃｔ． ２００６， ６（３）： ２７７ － ２８３．

［２３］ 　 Ｃｈｅｎ Ｃ， Ｌｉａｎｇ ＭＫ， Ｚｈａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｇｅ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｕｒｎｏｖｅｒ ａｎｄ ＯＰＧ， ＴＧＦ⁃β１
ａｎｄ ＴＧＦ⁃β２ ｉｎ ｎａｔｉｖｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｏｍｅｎ ［Ｊ］ ． Ｅｎｄｏｃｒ Ｒｅｓ， ２０１４，
３９（３）： １０５ － １１４．

［２４］ 　 Ｂａｕｅｒ ＤＣ， Ｇａｒｎｅｒｏ Ｐ， Ｈａｒｒｉｓｏｎ ＳＬ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒｓ
ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｕｒｎｏｖｅｒ， ｈｉｐ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ， ａｎｄ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｉｎ ｏｌｄｅｒ ｍｅｎ： ｔｈｅ
１８ＭｒＯＳ ｓｔｕｄｙ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｏｎｅ Ｍｉｎｅｒ Ｒｅｓ， ２００９， ２４ （１２）： ２０３２
－ ２０３８．

［２５］ 　 Ｂｕｒｓｈｅｌｌ ＡＬ， Ｍöｒｉｃｋｅ Ｒ， Ｃｏｒｒｅａ⁃Ｒｏｔｔｅｒ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｕｒｎｏｖｅｒ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｅｒｉｐａｒａｔｉｄｅ ｏｒ ａｌｅｎｄｒｏｎａｔｅ ［ Ｊ］ ． Ｂｏｎｅ， ２０１０， ４６
（４）： ９３５ － ９３９．

［２６］ 　 Ｂｏｏｎｙａｎｕｒａｋ Ｐ， Ｗｉｌａｗａｎ Ｋ． Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｂｏｎｅ ｍａｒｋｅｒ
ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ｉ Ｎ⁃ｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅ （ＰＩＮＰ） ｉｎ Ｔｈａｉ ｗｏｍｅｎ ａｇｅｄ ４０
－ ７０ ｙｅａｒｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ Ａｓｓｏｃ Ｔｈａｉ， ２００９， ９２（７）： ８７３ － ８７７．

［２７］ 　 Ｎａｙｌｏｒ ＫＥ， Ｊａｃｑｕｅｓ ＲＭ， Ｐａｇｇｉｏｓｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｂｏｎｅ
ｔｕｒｎｏｖｅｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｔｏ ｔｈｒｅｅ ｏｒａｌ ｂｉｓｐｈｏｓｐｈｏｎａｔｅ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ ｉｎ
ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ： ｔｈｅ ＴＲＩＯ ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ］ ． Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ
Ｉｎｔ， ２０１６， ２７（１）： ２１ － ３１．

［２８］ 　 Ｃｈｅｎ ＳＨ， Ｃｈｏｕ ＦＦ， Ｋｏ ＪＹ． Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｗｉｔｈ
ａｒｏｍａｓｉｎ ｉｎ ａｎ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ： ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ］ ． Ｃｈａｎｇ Ｇｕｎｇ Ｍｅｄ Ｊ， ２０１０， ３３（５）： ５０９ － ５１．

〔修回日期〕２０１６ － ０３ － ２３

（上接第 ４１ 页）
［ ８ ］　 Ｂｏｃｈ Ｊ， Ｓｃｈｏｌｚｅ Ｈ， Ｓｃｈｏｒｎａｃｋ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｂｒｅａｋｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｄｅ ｏｆ

ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＴＡＬ⁃ｔｙｐｅ ＩＩＩ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２００９， ３２６（５９５９）： １５０９ － １５１２．

［ ９ ］ 　 靳玉珠， 王世山， 向华，等． ＴＡＬＥＮ 靶向基因修饰新技术研究

进展 ［Ｊ］ ． 广东农业科学， ２０１３， （１９）：１４９ － １５２．
［１０］ 　 Ｍｉｌｌｅｒ ＪＣ， Ｔａｎ Ｓ， Ｑｉａｏ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ａ ＴＡＬＥ ｎｕｃｌｅａｓｅ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ

ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１０， ２９（２）：
１４３ － １４８．

［１１］ 　 Ｓｍｉｔｈ Ｊ， Ｂｉｂｉｋｏｖａ Ｍ， Ｗｈｉｔｂｙ ＦＧ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ
ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ｃｌｅａｖａｇｅ ｂｙ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ｗｉｔｈ ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒ ＤＮＡ⁃ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ ２０００，
２８（１７）： ３３６１ － ３３６９．

［１２］ 　 汪加兴， 张淑君． ＴＡＬＥＮ 和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 两个基因编辑新技

术 ［Ｊ］ ． 上海畜牧兽医通讯， ２０１５， （２）： ２２ － ２６．
［１３］ 　 倪培凌， 刘畅， 陈凌懿． ＤＮＡ 剪刀—ＴＡＬＥＮ 和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ

［Ｊ］ ． 中国细胞生物学学报， ２０１４， ３６（１）： １ － ７．
［１４］ 　 Ｍｕｓｓｏｌｉｎｏ Ｃ， Ｍｏｒｂｉｔｚｅｒ Ｒ， Ｌüｔｇｅ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ＴＡＬＥ

ｎｕｃｌｅａｓｅ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｅｎａｂｌｅｓ ｈｉｇｈ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｎｕｃｌ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２０１１， ３９
（２１）： ９２８３ － ９２９３．

［１５］ 　 Ｌｅｉ Ｙ， Ｇｕｏ Ｘ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｉｎ
Ｘｅｎｏｐｕｓ ｅｍｂｒｙｏｓ ｕｓｉｎｇ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ
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两种微创 Ｂｅａｇｌｅ 犬心肌梗死模型的比较

邓祖跃１，杨　 何２，刘　 璐１，陈永祥２

（１． 浙江省食品药品检验研究院，杭州 浙江　 ３１００１５；２． 浙江省医学科学院，杭州 浙江　 ３１００１２）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用两种方法建立 ｂｅａｇｌｅ 犬心肌梗死动物模型并比较其效果。 方法　 将 ３０ 条 Ｂｅａｇｌｅ 犬随

机分成三组， 每组 １０ 条。 ①假手术组，开胸后剪开心包腔，不结扎冠状动脉。 另外两组在电视胸腔镜辅助下用钛

夹夹闭犬左冠状动脉前降支血管，②微创直视组，在胸骨左缘第 ３ 肋间开 ３􀆰 ０ ｃｍ 小切口，光源和操作器械均由此

孔进入胸腔。 ③ 胸腔镜组，采用左侧第 ３ 肋间锁中线开孔 １􀆰 ０ ｃｍ，作为探测孔，电视胸腔镜由此进入胸腔，在第 ３
肋间胸骨旁线及第 ４ 肋间锁中线处各开 ０􀆰 ５ ｃｍ 小孔作为操作孔，手术器械由此进入胸腔。 造模后，测定心电图和

血清肌酸激酶同工酶（ＣＫ⁃ＭＢ）和肌钙蛋白 Ｉ（ｃＴｎＩ）含量变化，采用 ＨＥ 染色了解各组的心肌病变情况。 记录手术

成功率、从皮肤切开开始到关胸所需要的时间和伤口愈合时间。 结果　 与假手术组比较，两组动物出现明显的心

肌梗塞改变（心电图 ｓｔ 段抬高，血清 ＣＫ⁃ＭＢ 和 ｃＴｎＩ 水平增加，心肌缺血坏死纤维化，心肌细胞减少）。 两种造模方

法的犬存活率达 ９０％ ，微创直视法所需时间明显较少，胸腔镜法切口愈合时间较短。 结论　 微创手术建立的心肌

梗塞模型，动物创伤小，　 死亡率低， 是一种研究心肌梗塞病理生理机制的理想模型。
【关键词】 　 心肌梗塞； 左冠状动脉前降支；犬；电视胸腔镜
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　 　 近年来，微创手术作为一种成熟技术在腹部和

胸部外科领域应用越来越广，已有研究者将微创技

术引入动物模型的制造，在心肌梗塞模型制备中，
出现了电视胸腔镜辅助下制作猪和犬的心肌梗死

模型［１，２］。 我们在分析了这些方法的基础上，结合

自身实验的体会，比较了两种微创 Ｂｅａｇｌｅ 犬心肌梗

塞模型，为心肌梗塞研究的模型制造提供参考方法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 仪器与试剂

ＲＭ⁃６０００ 型多导生理记录仪 （日本 Ｋｏｈｄｅｎ 公

司 ）； 全自动生化分析仪，日本日立公司产品；
Ａｅｏｎ７２００Ａ 呼吸麻醉机（上海寰熙医疗器械有限公

司）。 胸腔镜一套，杭州桐庐医疗光学仪器有限公

司。 Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｉｍａｇｅｒ ６００ 多功能成像仪（美国 ＧＥ
公司），ＲＭ２２３５ 切片机（德国徕卡（莱卡） 公司），
ＤＭ４０００ Ｂ 显微镜（德国徕卡（莱卡） 公司）。

氯化 硝 基 四 氮 唑 蓝 染 色 液 （ Ｎ⁃ＢＴ， 批 号：
２０１５０６） （南京建成生物工程研究所）；肌酸激酶

ＭＢ 同工酶（ＣＫ⁃ＭＢ，批号： １７１０３６ ／ ５０００３００７）） 试

剂盒（德赛诊断系统（上海）有限公司）；肌钙蛋白测

定试剂盒（合肥博美生物科技责任有限公司，批号：
２０１５０７）。
１􀆰 ２　 实验动物及实验环境

健康雄性纯种比格犬 ３０ 只，体重 １０ ～ ２０ ｋｇ，购
于福建振和实验动物技术开发有限公司提供，生产

许可证：【ＳＣＸＫ（闽）２０１２ － ０００２】，质量合格证号：
３５００２１００００００５９。 动物实验在浙江省医学科学院实

验动物部完成 ＳＹＸＫ（浙）２０１２ － ０１７６。 室温 ２０℃
～ ２５℃，相对湿度 ４０％ ～ ７０％ 。 单笼饲养，给予

自由进食和饮水，平衡饮食 １ 周后随机分组进行

实验

１􀆰 ３　 动物实验

１􀆰 ３􀆰 １　 分组：３０ 只比格犬随机分为 ３ 组，每组 １０
只。 （１）假手术组，胸骨左缘第 ３ 肋间开胸后剪开

心包腔，不结扎冠状动脉。 （２）微创直视法组，在胸

骨左缘第 ３ 肋间切口长约 ３􀆰 ０ ｃｍ，电视胸腔镜和操

作器械均由此孔进入胸腔，在直视下用钛夹夹闭犬

左冠状动脉前降支血管。 （３）胸腔镜法组，采用左

侧第 ３ 肋间锁中线开孔 １􀆰 ０ ｃｍ， 电视胸腔镜由此

进入胸腔，在第 ３ 肋间胸骨旁线及第 ４ 肋间锁中线

处各开 ０􀆰 ５ ｃｍ 小孔作为操作孔，操作器械分别由此

进入胸腔，在电视胸腔镜辅助下用钛夹夹闭犬左冠

状动脉前降支血管。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物模型的建立：参考相关文献造模［２］， 称

重比格犬后， 在前肢皮下静脉注射 ３％ 戊巴比妥钠

（给药剂量 １ ／ ｍＬ·ｋｇ）， 麻醉后置于手术台上， 以

左侧卧位固定。 在犬后肢建立静脉给药通路， 连接

肢导 ＩＩ 导联， 监测心电图，将单腔气管插管插入犬

气管， 连接呼吸机，建立无创气道通路。 根据分组

情况在相应位置开孔，进行手术操作。 在左心耳搏

动明显处心剪开心包， 找到冠脉前降支，在中上部

分钳夹一钛夹，接着逐层缝合肌肉皮肤，据犬心电

图 ＳＴ 段抬高和结扎部位以下心肌变白判断心肌梗

死模型制作成功。 手术完成后观察 ３０ ｍｉｎ， 无异常

后， 鼓肺， 逐层缝合切口， 关胸、 吸痰， 待动物苏醒

后拔除气管， 观察 ３０ ｍｉｎ 各项生命指标无异常后常

规检测各项生理指标及采集标本，检测完毕后送返

动物观察室。 术后前 ３ ｄ， 每日肌注青霉素 ２４０ 万

Ｕ，以后常规饮水进食，饲养 ４ 周后处死取材。 手术

后 ３ ｈ 和处死前取血，制备血清， － ２０℃ 保存备用；
处死动物取心脏， 取结扎部位以下的部分组织切

片， 用 ０􀆰 ５％氯化硝基四氮唑蓝 （Ｎ⁃ＢＴ）染色液染

色，取心肌梗死周边部位心肌保存于 １０％甲醛溶液

中，进行病理组织学检测。
１􀆰 ３􀆰 ３　 监测 ＥＣＧ：术后在 ４ 个时间点 （结扎前、 结

扎后 １０ ｈ、３ ｈ、 ２８ ｄ ）监测 ＥＣＧ， 测量各点 ＳＴ 段

值。 ＳＴ 段≥ ０􀆰 １ ｍＶ 以上为 ＳＴ 段抬高，表明心肌有

缺血，实验根据此指标的变化可以动态了解心肌梗

死发生的大致位置、 程度以及恢复情况。
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１􀆰 ３􀆰 ４　 血液各项生化指标检测： 用全自动生化仪

和试剂盒测定血清肌酸激酶同工酶（ＣＫ⁃ＭＢ）， 肌钙

蛋白 ＩｃＴｎＩ）。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据以均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 双侧 ｔ
检验进行组间显著性分析， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有统

计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况及手术存活情况

犬术后 ２ ～ ３ ｈ 苏醒，６ ｈ 仍精神萎靡， 半卧位，
不能自主进食， 多数有呼吸急促、 紫绀及呕吐表

现， １２ ｈ 即能行走， 能舔食流质饮食， 基本没有异

常表现。 术后存活情况，假手术组 １０ 只均存活， 微

创直观法组 ９ 条存活，１ 条死亡， 死亡原因为术中室

颤； 胸腔镜法组 ９ 条存活， １ 条因术后复苏时氧气

不足而死亡，三组手术的犬术后存活率差异没有显

著性 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）：。
２􀆰 ２　 从皮肤切开开始到关胸所需要的时间及术后

伤口愈合情况

假手术组、微创直视组和胸腔镜法组三组手术

时间分别为（４０􀆰 ７ ± ３􀆰 ５） ｍｉｎ、（１５􀆰 ５ ± ２􀆰 ６） ｍｉｎ、
（３０􀆰 ８ ± ４􀆰 ２） ｍｉｎ，微创直视组所需时间明显较少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 术后伤口愈合情况，假手术组（１０􀆰 ５ ±
２􀆰 ５）ｄ 后愈合，微创直视组（５􀆰 ３ ± １􀆰 ４）ｄ 愈合，胸腔

镜法组（３􀆰 ２ ± １􀆰 ５）ｄ 愈合。 两种微创手术的恢复明

显比开胸手术快 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），二者之间的差异不

显著。
２􀆰 ３　 心电图变化

三组动物在术前 ＥＣＧ 基本一致，ＳＴ 段变化在

正常范围，术后，假手术组没有阻断 ＬＡＤ， ＥＣＧ 在各

时间没有明显变化，而微创造模组均阻断了 ＬＡＤ，
心肌缺血，结扎术后各 时问段查心电图， 以 ＩＩ 导联

为标准， 进行对照， 可 以看到早期典型的梗死心电

图改变（图 １）。 结扎后 １０ ｍｉｎ 心电图可见 ＳＴ 段抬

高， 部分导联 达 ０􀆰 ５ ｍＶ；２１􀆰 ５ 倍，１９，８ 倍， ３ ｈ ＳＴ
段明显 回落， Ｔ 波高尖与主波方 向一致 ８ 倍，８，５
倍； 术后 ２８ ｄ 下降更明显，偶有 Ｔ 波倒置 ４􀆰 ７ 倍和

５􀆰 １ 倍。 但 ＳＴ 段均比假手术组高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明

缺血仍然存在，（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（表 １）。

图 １　 犬手术前后心电图变化情况

Ｆｉｇ． １　 ＥＣＧ ｃｈａｎｇｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｇｓ

表 １　 犬心电图 ＳＴ 段抬高的情况
Ｔａｂ． １　 ＥＣＧ ＳＴ ｓｅｇｍｅｎｔ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｇｓ （􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ
ＳＴ （ｍＶ）

术前 Ｂｅｆｏｒｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ０ ｈ ３ ｈ ２８ ｄ
假手术组 Ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０２５ ± ０􀆰 ００６ ０􀆰 ０２９ ± ０􀆰 ００８ ０􀆰 ０３１ ± ０􀆰 ００９ ０􀆰 ０２７ ± ０􀆰 ００６

微创直视法组 Ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ
ｓｕｒｇｅｒｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｒｅｃｔ ｖｉｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０２６ ± ０􀆰 ００８ ０􀆰 ５５８ ± ０􀆰 ０３２∗∗ ０􀆰 ２４７ ± ０􀆰 ０２３∗∗ ０􀆰 １２６ ± ０􀆰 ０１３∗∗

胸腔镜法组 Ｔｈｏｒａｃｏｓｃｏｐｉｃ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０２４ ± ０􀆰 ００７ ０􀆰 ５７３ ± ０􀆰 ０２９∗∗ ０􀆰 ２６５ ± ０􀆰 ０２５∗∗ ０􀆰 １３８ ± ０􀆰 ０１５∗∗

注：与假手术比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ．
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表 ２　 血清 ＣＫ⁃ＭＢ 和 ｃＴｎＩ 的变化（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ＣＫ⁃ＭＢ ａｎｄ ｃＴｎＩ ｌｅｖｅｌｓ （􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ
ＣＫ⁃ＭＢ （Ｕ ／ ／ ｍＬ） ｃＴｎＩ （ｎｍｏｌ ／ ｍＬ）

３ ｈ ２８ ｄ ３ ｈ ２８ ｄ
假手术组 Ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ２５４􀆰 ７６ ± ２３􀆰 ６３ １３６􀆰 ３７ ± ２７􀆰 ５２ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ０５ ± ０􀆰 ０２

微创直视法组 Ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ
Ｓｕｒｇｅｒｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｒｅｃｔ ｖｉｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ９１８􀆰 ５３ ± ８１􀆰 ３６∗∗ １４５􀆰 ６８ ± ２１􀆰 ３２ ５􀆰 ２６ ± ２􀆰 ５４∗∗ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０１

胸腔镜法组 Ｔｈｏｒａｃｏｓｃｏｐｉｃ ｇｒｏｕｐ ９５６􀆰 ８８ ± ７８􀆰 ８３∗∗ １３９􀆰 ４２ ± ３１􀆰 ５６ ５􀆰 ０５ ± ３􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０２
注：与假手术比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ．

注：Ａ 是假手术组；Ｂ 是 微创直视组；Ｃ 是 胸腔镜组。

图 ２　 心脏 Ｎ⁃ ＢＴ 染色病理结果

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｓｕｒｇｅｒｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｒｅｃｔ ｖｉｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｔｈｏｒａｃｏｓｃｏｐｉｃ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｇｓ． Ｎ⁃ＢＴ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注：Ａ 是假手术组；Ｂ 是 微创直视组；Ｃ 是 胸腔镜组（标尺 ＝ １００ μｍ）。

图 ３　 心脏 ＨＥ 染色的病理改变

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｓｕｒｇｅｒｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｒｅｃｔ ｖｉｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｔｈｏｒａｃｏｓｃｏｐｉｃ ｇｒｏｕｐ（Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）．

Ｆｉｇ． ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｇｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

注：Ａ 是假手术组；Ｂ 是 微创直视组；Ｃ 是 胸腔镜组；标尺 ＝ １０ μｍ。

图 ４　 心脏 ＨＥ 染色的病理改变

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｓｕｒｇｅｒｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｒｅｃｔ ｖｉｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｔｈｏｒａｃｏｓｃｏｐｉｃ ｇｒｏｕｐ； Ｂａｒ ＝ １０ μｍ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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２􀆰 ４　 比格犬血清 ＣＫ⁃ＭＢ 和 ｃＴｎＩ 的变化

假手术组在术后 ６ ｈ，ＣＫ⁃ＭＢ 值比术后 ２１ ｄ 高

近 １ 倍，说明手术对 ＣＫ⁃ＭＢ 有影响，而 ｃＴｎＩ 没有变

化。 与假手术组相比， 心肌梗死组血清 ＣＫ⁃ＭＢ 和

ｃＴｎＩ 含量在术后 ６ ｈ 均显著增加，分别为 ３􀆰 ６ 和 ３􀆰 ８
倍和 １３１􀆰 ５ 和 １２６􀆰 ２ 倍，（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），术后 ２１ ｄ，三
组结果基本一致（表 ２）。
２􀆰 ５　 大体形态和组织病理结果

由图 ２ 可以观察到心脏的大体病理表现： 对照

组肉眼下，观察心脏大体情况和 Ｎ⁃ ＢＴ 染色结果，假
手术组心脏表面光滑，各区域颜色一致，没有发现

心肌梗塞病变；而两种手术组在夹闭血管周围有点

状出血灶，梗死区心脏颜色变白，表面有白色纤维

增生，Ｎ⁃ ＢＴ 染色相应区域染色变淡， 有明显的纤维

化区域，提示发生了较大面积的心肌梗死 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（图 ２）。

ＨＥ 染色结果显示：假手术组心肌细胞包膜完

整、排列规则、细胞间隙均匀，肌纤维完整、走向一

致。 两种手术组均可见前降支血管旁心肌细胞排

列紊乱、纤维浊肿断裂、空泡变性，心肌纤维变性坏

死、纵纹及横纹消失，细胞核数量明显减少（图 ３，
４）。

３　 讨论

犬的心脏解剖特点决定了其适合用于制作心

脏疾病模型，但由于成本的原因，很多研究常常采

用杂种犬［３］，但杂种犬的来源和遗传背景复杂，获
得的实验数据偏差大，有时会影响结果判断。 而

Ｂｅａｇｌｅ 犬由于品种固定， 遗传稳定，实验结果稳定，
被国际公认为是经典的实验动物［４］。 因此，我们拟

用 Ｂｅａｇｌｅ 犬作为实验对象进行心肌梗塞研究。
经典的心肌梗塞模型主要开胸结扎冠脉左前

降支，随着外科领域的发展，传统的大切口手术模

式正逐步减少，新兴的微创手术应用越来越广

泛［５］。 现代电视胸腔镜就是这样一门全新的微创

胸外科技术， 借助高精度光学和影像技术以及精良

的外科工具只需在胸壁打 １ ～ ３ 个小孔或附加 １ 个

２ ～ ３ ｃｍ 的小切口， 与常规开胸手术相比， 手术创

伤小， 失血少， 疼痛轻， 不破坏胸壁的完整性， 对

心肺功能尤其是肺功能损害小， 减少了术后并发症

的发生。 江佩蓉等［６］ 比较了解常规开胸手术和胸

腔镜术行肺叶切除术患者影响，结果发现，胸腔镜

组术后肺功能的影响小于常规组，认为主要原因是

胸腔镜手术减少了开胸手术引起的胸壁创伤、降低

了心肺功能损伤、从而 保护了肺功能。
本次实验应用了这些技术和设备建立了两种

微创心肌梗塞模型，用钛夹夹闭左前降支制作了急

性心肌梗死模型，结果均获得满意的效果：心电图

ＳＴ 明显抬高，心肌梗塞血清标志物 ＣＭ⁃ＫＭ 和 ｃＩＮ
增加，两种手术组心脏梗塞区出现心肌坏死，纤维

变性、细胞减少。 两种手术的成功率均很高，达到

９０％以上。 在术后伤口愈合方面，我们发现了明显

差异，假手术组 １０ ｄ 后愈合，微创直视组 ５ ｄ 愈合，
胸腔镜法组 ３ ｄ 愈合。 这些结果说明了这两种技术

造模都是成功的，但在创伤对模型的影响方面，微
创能尽快恢复，而传统手术（假手术组）创口恢复明

显晚很多，动物的自身活动明显受限，这对实验的

后期影响较大。 我们比较这两种微创手术，没有看

到二者在手术效果上有明显差异，但在手术操作时

间中发现了一些差异。 微创直视法，所有的设备在

同一孔进行，操作过程的手术器械比较容易定位，
虽然空间局促，但钛夹钳操作能够顺利完成，这个

手术操作时间比较短，操作技术容易掌握，在熟练

的情况下，可以不需要连接呼吸机，就可以完成手

术，只是开口相对较大，伤口愈合慢一些，这个手术

和传统的开胸不同，它需要专业的冷光源照明胸腔

内环境，外部直射光是不能完成这个任务的，另外

手术器械需要专门微创手术器械，才能达到在小的

手术视野完成手术。 胸腔镜法，胸腔镜和手术器械

分别由不同的孔进入胸腔，每个孔开的比较小，一
般不超过 １ ｃｍ，所以术后愈合很快，甚至有些孔不

需缝合，但这个手术的技术要求比较高，对专用手

术器械操作要求熟练，另外，电视图像与胸腔操作

同步性需要较长的适应期，所有的这些造成手术时

间比较长，因此，气管插管又是比较关键的技术，必
须保证在呼吸机通气的情况下才能维持手术过程，
而肺泡的舒张影响手术视野，那么只有进行右侧单

肺通气，这要求更高的气管插管技术，但这个手术

的优点是除了创伤小，由于手术器械腾拉空间大，
还有可进行长时间的精细手术。

总之，我们用两种微创手术成功制作了心肌梗

塞模型，为心肌梗塞的研究提供了两种参考方法，
两种方法各有其优点，但均是对动物机体影响较小

的方法，甚至均可多次进行胸腔手术。 至于用哪一

种模型造模更好，主要根据各实验的要求和实验室

设备情况，选择合适的方法。 （下转第 ６０ 页）
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ＨＢＶ 转基因小鼠尿液中乙肝病毒相关指标的分析

杨　 阳１ ，２，刘光泽２，李秀梅２，孔祥平２，顾为望１

（１． 南方医科大学比较医学研究所暨实验动物中心，广州　 ５１０５１５；２． 解放军第 ４５８ 医院全军肝病中心，广州　 ５１０６０２）

　 　 【摘要】 　 目的　 检测分析 ＨＢＶ 转基因小鼠尿液中 ＨＢＶ 相关指标表达情况，进一步认识转基因小鼠的生物

学特性；并通过多种实验方法确定尿液中 ＨＢＶ 相关指标的组织来源。 方法　 使用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）和荧光

定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）检测转基因小鼠尿液中 ＨＢＶ 相关指标；并通过水动力转染的小鼠实验、ＲＮＡ 干扰方法抑

制 ＨＢＶ 表达转基因鼠实验、乙肝患者 ＨＢＶ 阳性血清感染正常小鼠实验等多种实验方法确定其复制表达组织来

源。 结果　 ＨＢＶ 转基因小鼠尿液中存在 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、及 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 表达，其中 ＨＢｓＡｇ 的表达水平较高（６６７４ ±
６１９􀆰 ８ ＩＵ ／ ｍＬ），但低于血清中 ＨＢｓＡｇ 的表达水平（１６４７０ ± ２７０４ ＩＵ ／ ｍＬ），尿液 ＨＢｓＡｇ 雄性小鼠的表达水平高于雌

性小鼠；而尿液 ＨＢｅＡｇ 表达水平较低，且尿液中 ＨＢｅＡｇ 的阳性率高于血液，ＨＢｅＡｇ 的表达水平个体间和性别间有

明显差异；尿液中存在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 含量达到 １０３ ～ １０５ｃｏｐｙ ／ ｍＬ；未检测到相关抗体表达。 通过水动力转染等实验表

明转基因鼠尿液中的 ＨＢＶ 相关指标来源于肾脏的复制表达，而不是由肝脏分泌进入血液循环以尿液排出，肾脏是

ＨＢＶ 独立的表达场所。 结论　 转基因小鼠尿液中存在 ＨＢＶ 相关指标的表达，并随月龄长期表达，其中 ＨＢｓＡｇ 及

ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 表达水平较高且比较稳定，雄性小鼠尿液 ＨＢｓＡｇ 的滴度高于雌性小鼠；ＨＢｅＡｇ 雄性鼠表达水平相对雌性

鼠较高且比较稳定；尿液中无各类抗体表达；肾脏也是 ＨＢＶ 独立的复制表达场所。
【关键词】 　 肝炎病毒，乙型； 转基因小鼠； 模型，动物； 尿液；生物学特性

【中图分类号】 Ｒ －３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１６）０６⁃００５３⁃０８
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９． ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１６􀆰 ０６􀆰 ０１１

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ＨＢＶ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

ＹＡＮＧ Ｙａｎｇ１，２， ＬＩＵ Ｇｕａｎｇ⁃ｚｅ１， ＬＩ Ｘｉｕ⁃ｍｅｉ２， ＫＯＮＧ Ｘｉａｎｇ⁃ｐｉｎｇ２， ＧＵ Ｗｅｉ⁃ｗａｎｇ１

（１． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ＆ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ａｎｉｍａｌｓ， Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０５１５， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｌｉｖｅｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ＰＬＡ， Ｎｏ． ４５８ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ ＰＬＡ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６０２）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ＨＢＶ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ＨＢＶ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ａｎｄ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ＨＢＶ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｄｅｘｅｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＨＢＶ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｅ ｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ （ ＥＬＩＳＡ） ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ （ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＣＲ）． Ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｓｏｕｒｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｓｅｖｅｒａｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ｉ． ｅ． ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ， ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ＨＢＶ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ，
ａｎｄ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ＨＢＶ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＢｓＡｇ， ＨＢｅＡｇ ａｎｄ ＨＢＶ⁃ＤＮＡ
ｗａｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ， ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ＨＢｓＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｈｉｇｈ （６６７４ ± ６１９􀆰 ８ ＩＵ ／ ｍＬ）， ｂｕｔ



ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ （１６４７０ ± ２７０４ ＩＵ ／ ｍＬ）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＢｓＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＢｅＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ＨＢｅＡｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｗａｓ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｂｌｏｏｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＢｅＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｔｅｒ⁃ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｓｅｘｕａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ． ＨＢＶ⁃ＤＮＡ ｌｅｖｅｌ ｒｅａｃｈｅｄ １０３ － １０５ｃｏｐｙ ／ ｍＬ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ， ｂｕｔ ｎｏ ｒｅｌａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＨＢＶ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ａｒｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ， ｅｎｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｄｉｓｃｈａｒｇｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｕｒｉｎｅ． Ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ａｒｅ ａｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ＨＢＶ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＢＶ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｓ
ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ａ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｇｅ ｉｎ ｍｏｎｔｈｓ， ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＢｓＡｇ ａｎｄ ＨＢＶ⁃ＤＮＡ ａｒｅ ｒａｔｈｅｒ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ． ＨＢｓＡｇ ｔｉｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ． ＨＢｅＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｉｓ ｍｏｒｅ ｓｔａｂｌｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ． Ｎｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ｖａｒｉｏｕｓ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ． Ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ａｒｅ ａｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ＨＢＶ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ；Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ；Ｍｏｄｅｌ，ａｎｉｍａｌ；Ｕｒｉｎｅ；Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ

　 　 目前转基因小鼠在乙型肝炎的研究中得到了

广泛地应用，综合国内外相关文献表明［１ － ５ ］，ＨＢＶ
转基因小鼠体内表达的组织特异性及与病毒元件

和细胞内转录活性子的相互作用有关。 此外， 其它

还有许多因素影响转录，包括激素、组织特异性转

录子及各种修饰细胞在转录及转录后水平相互作

用均影响转基因表达。 转基因小鼠出生前就能在

内源性 ＨＢＶ 启动子的控制下， 主要在肝脏内持续

转基因表达。 康爱君等［６］ 观察血清 ＨＢｓＡｇ 为阳性

的 １５ 只小鼠，肝组织有 ＨＢｓＡｇ 的存在，且 ＨＢｓＡｇ 的

分布呈胞质型，但不存在于脾、肺、心等组织中。
Ｂｕｒｋ ＲＤ 也有报道只有在肝和肾有 ＨＢＶ 基因表

达［７］。 Ｃｈｉｓａｒｉ 实验室［８］ 和我们实验室建立 １􀆰 ３ 拷

贝全基因 ＨＢＶ 转基因鼠模型［９］，只有在肝和肾组织

有 ＨＢｓＡｇ ／ ＨＢｃＡｇ 表达，免疫组化阳性，但对肾组织

进行 ＨＢＶ 基因表达特性及与肝、外周血乙肝病毒指

标关系等缺少相关研究报道。 本实验室的 ＨＢＶ 转

基因小鼠，已广泛应用于 ＨＢＶ 的复制、表达及小型

实验动物中的免疫发病机制研究，同时也是筛选和

评价抗 ＨＢＶ 药物理想工具［９，１０］。 对该转基因小鼠

进行更深入生物学特性研究时，我们发现转基因小

鼠的尿液也有 ＨＢＶ 相关指标的表达复制，为此展开

了对转基因小鼠泌尿系统的研究。 本研究对进一

步深入了解 ＨＢＶ 转基因小鼠的生物学特性有重要

意义，丰富了转基因小鼠生物学特性研究的内容，
为 １􀆰 ３ｃｏｐｙＤ 基因型 ＨＢＶ 转基因小鼠实际应用于临

床前药物评价时提供更多的理论依据，而且目前国

内外未见相关方面的研究报道。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级血清 ＨＢｓＡｇ 检测阳性的 １􀆰 ３ｃｏｐｙＤ 基因

型 ＨＢＶ 转基因小鼠【ＳＣＸＫ（军）２０１２ － ００１８】，由本

科研室提供。
ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 １２ 只（ １８ ～ ２０）ｇ，均为雄

性鼠【ＳＣＸＫ（粤）２０１３ － ０００２】，ＢＡＬ Ｂ ／ ｃ 小鼠 ６ 只

（１８ ～ ２０） ｇ ， 雌雄各半【ＳＣＸＫ（粤）２０１３ － ０００２】购
于广东省实验动物中心，分别用于 １􀆰 ３􀆰 ２ 水动力转

染的小鼠实验和 １􀆰 ３􀆰 ４ 乙肝患者 ＨＢＶ 阳性血清感

染正常小鼠实验。
ＳＰＦ 级 １􀆰 ３ｃｏｐｙＤ 基因型 ＨＢＶ 转基因小鼠

（ＨＢｓＡｇ 测定值吸光度相近）１０ 只（１８ ～ ２０） ｇ ， 均

为雄性，用于 １􀆰 ３􀆰 ３ ＲＮＡ 干扰方法抑制 ＨＢＶ 表达

转基因鼠实验。
以上实验动物均饲养于解放 ４５８ 医院实验动物

中心 ＳＰＦ 饲养设施【ＳＹＸＫ（军）２０１２ － ００５９】。 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

奏。 购买的实验小鼠适应环境 １ 周进行实验。
１􀆰 ２　 实验试剂

ＨＢｓＡｇ、 ＨＢｅＡｇ、 抗 ＨＢｅＡｇ、 抗 ＨＢｓＡｇ、 抗

ＨＢｃＡｇＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自上海科华生物公司，
ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ 免疫组化试剂盒购自福州迈新生物

技术开发有限公司，Ｏｍｅｇａ 组织 ＤＮＡ 抽提试剂盒购

自广州飞扬生物工程有限公司。
目的质粒 ＰＣＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ） － １􀆰 ３ ＨＢＶＣ，由 ３０２

医院徐东平教授惠赠。 目的质粒 ｐＵ６ － ｓｉＨＢＶｌｌ
（ＨＢＶ 特异性的 ｓｈＲＮＡ 表达载体），由本科研室提

供。 乙肝患者 ＨＢＶ 阳性血清，于本院采集。
１􀆰 ３　 动物实验

１􀆰 ３􀆰 １　 转基因小鼠尿液、血清 ＥＬＩＳＡ 酶联检测及

ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 定量检测：用玻璃采血管通过眼眶后静

脉丛采血， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 将分离血清收

集于 ０􀆰 ５ ｍＬ 无菌 ＥＰ 管内，置于 － ２０℃冻存。 行按
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压膀胱法采集尿液， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，置于

４℃保存 （尿液 ４℃ 存放时间不超过 ４８ ｈ）。 按

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明分别进行 ＨＢｓＡｇ、 ＨＢｅＡｇ、 抗

ＨＢｅＡｇ、抗 ＨＢｓＡｇ、抗 ＨＢｃＡｇ 检测（其中 ＨＢｓＡｇ 血清

和尿液样本取原液和 １ ／ ５ ０００ 稀释两种），并进行结

果判定。
取保存的尿液和血清样本进行 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

检测 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 的表达。
１􀆰 ３􀆰 ２　 水动力转染的小鼠实验：取实验 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠随机分为实验组（１０ 只）和对照组（２ 只），将目

的质粒 ＰＣＤＮＡ３􀆰 １（ ＋ ） － １􀆰 ３ＨＢＶＣ 溶于生理盐水

中，生理盐水的体积为小鼠体重的 １０％ ，通过水动

力转染方法初步建立 ＨＢＶ 转染 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠模

型［１１ － １７］。 在注射结束后 ７ ｄ 采集实验小鼠血清和

尿液进行 ＨＢｓＡｇ、 ＨＢｅＡｇ、 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 检测， 方法

同前。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＮＡ 干扰方法［１８ － ２２］ 抑制 ＨＢＶ 表达转基因

鼠实验：取实验 １􀆰 ３ｃｏｐｙＤ 基因型 ＨＢＶ 转基因小鼠

随机分为实验组和对照组（各 ５ 只），将目的质粒

ｐＵ６ － ｓｉＨＢＶｌｌ 溶于生理盐水中，生理盐水的体积为

小鼠体重的 １０％ ，采用水动力转染方法进行质粒注

射［１１ － １７］。 在注射结束后 ５ ｄ 采集实验小鼠血清和

尿液进行 ＨＢｓＡｇ 检测（样本进行 １ ／ １ ６００ 稀释），方
法同前。
１􀆰 ３􀆰 ４　 乙肝患者 ＨＢＶ 阳性血清感染正常小鼠实

验：取实验 ＢＡＬ Ｂ ／ ｃ 小鼠经尾静脉注射人 ＨＢＶ 阳

性血清［１１ － １７］。 在注射结束后 ２ ｄ 采集实验小鼠血

清和尿液进行 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 定量检测，
由本院检验中心完成。
１􀆰 ３􀆰 ５　 转基因小鼠肾脏、膀胱免疫组化特性及病理

观察：断颈处死血清 ＨＢｓＡｇ 阳性的转基因小鼠 ８ 只

（雌性 ４ 只，雄性 ４ 只）和正常小鼠 ２ 只（雌性 １ 只，
雄性 １ 只） 取肾脏、膀胱。 以 １０％ 中性甲醛固定

４８ ｈ，石蜡包埋，常规切片，脱蜡，ＨＥ 染色，二甲苯透

明，中性树胶封片，光镜下观察。 按免疫组化试剂

盒操作说明检测转基因小鼠肾脏、膀胱中 ＨＢｓＡｇ、
ＨＢｃＡｇ 的表达情况。
１􀆰 ３􀆰 ６　 转基因小鼠肾脏、肝脏 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 定量检

测：断颈处死血清 ＨＢｓＡｇ 阳性的转基因小鼠 ２６ 只

取肾脏、肝脏。 按组织 ＤＮＡ 抽提试剂盒操作说明进

行肝脏、肾脏组织 ＤＮＡ 提取，并进行 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
检测 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ，分析肾脏和肝脏 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 的阳性

率及复制水平。

１􀆰 ４　 统计学方法

定量资料均采用均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）方式表

示。 当进行两组数据间的比较时采用 ｔ 检验。 当进

行多组间比较时：组间方差齐时采用单因素多水平

设计定量资料方差分析（ＡＮＯＶＡ）；组间方差不齐时

采用非参数检验。 数据资料采用 ＳＰＳＳ １５􀆰 ０ 进行统

计学分析，并以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示组间数据的差异具有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＢＶ 相关指标检测结果

ＥＬＩＳＡ 检测结果显示转基因小鼠尿液中可检测

到 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ，以血清 ＨＢｓＡｇ 阳性为基数尿液

ＨＢｓＡｇ 阳性率达 １００％ 、ＨＢｅＡｇ 达 ６６􀆰 ９９％ ，未检测

到相关抗体（ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ）；血液中可检

测到 ＨＢｃＡｂ，且阳性率达 １００％ 。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结

果显示尿液和血液中存在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 的复制，拷贝

数可达 １０３ ～ １０５（表 １）。
２􀆰 ２　 转基因小鼠尿液中 ＨＢｓＡｇ 滴度特点

对血清 ＨＢｓＡｇ 阳性的转基因小鼠 １２０ 只（雌性

６０ 只，雄性 ６０ 只）尿样进行 ＥＬＩＳＡ 分析，样本做 １ ／
５ ０００ 稀释，检测尿液和血清中 ＨＢｓＡｇ 的阳性率的

关系及表达水平的高低。 结果发现，尿液和血清中

ＨＢｓＡｇ 的阳性率均为 １００％ ，但血清比尿液滴度高

（表 １），具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），且主要由于

雌鼠尿液 ＨＢｓＡｇ 滴度过低导致（图 １）。 雌性转基

因鼠尿液 ＨＢｓＡｇ 滴度低于血液，具有统计学意义（Ｐ
＜ ０􀆰 ０００１），雄性转基因鼠尿液与血液滴度相当（图
１）， 不具有统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 尿液雄性小鼠

比雌性小鼠滴度高（图 １），具有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０００１），血清雄性小鼠比雌性小鼠滴度略高（图
１），但不具有统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 这表明，转基

因小鼠尿液中 ＨＢｓＡｇ 的含量与性别有关，雄性高于

雌性。
２􀆰 ３　 转基因小鼠尿液中 ＨＢｅＡｇ 表达特点

２􀆰 ３􀆰 １　 转基因小鼠尿液中 ＨＢｅＡｇ 阳性率及与性

别关系：对血清 ＨＢｓＡｇ 阳性的转基因小鼠 ５４１ 只

（雌性 ２９１ 只，雄性 ２５０ 只）进行 ＥＬＩＳＡ 分析检测尿

液和血清中 ＨＢｅＡｇ 的阳性率及与性别关系。 结果

发现， 尿 液 ＨＢｅＡｇ 阳 性 率 为 ６６􀆰 ９９％ ， 血 清 为

９􀆰 １７％ 。 雌鼠尿液和血清阳性率分别为 ４８􀆰 １７％ 、
８􀆰 ６６％ ，雄鼠尿液和血清阳性率分别为 ８７􀆰 ８４％ 、
９􀆰 ８％ 。 （表 ２）统计学分析表明，尿液和血液阳性率
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的差别具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；雌性小鼠和雄

性小鼠血清 ＨＢｅＡｇ 阳性率的差别不具有统计学意

义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；但雌性小鼠和雄性小鼠尿液 ＨＢｅＡｇ
阳性率的差别具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 转基因小鼠尿液中 ＨＢｅＡｇ 表达滴度水平及

性别的影响：对尿液 ＨＢｅＡｇ 阳性的转基因小鼠 ２０９
只（雌性 ７９ 只，雄性 １３０ 只）进行 Ａ 值比较分析，结
果发现雄性小鼠比雌性小鼠滴度高（图 ２），具有统

计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。 这表明，转基因小鼠血清

中 ＨＢｅＡｇ 的含量与性别有关，雄性鼠 ＨＢｅＡｇ 滴度

高于雌性鼠，且可长期稳定表达，随月龄变化滴度

水平变化不显著。
２􀆰 ４　 转基因小鼠尿液中 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 的复制水平

对血清 ＨＢｓＡｇ 阳性的转基因小鼠 ３０ 只进行

ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测分析尿液和血清中 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 的

阳性率及复制水平。 结果发现，ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性率

尿液和血清阳均为 １００％ ，拷贝数达 １０３ ～ １０５。 统

计学分析表明，转基因小鼠尿液和血清 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ
复制水平的差别不具有统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

为确定 ＨＢＶ 转基因鼠尿液中乙肝病毒指标组

织来源，我们又进一步进行了下面项目的实验研究。
２􀆰 ５　 水动力转染 ＨＢＶ 的小鼠实验结果

对所有实验小鼠进行 ＥＬＩＳＡ 分析和 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 检测，结果发现对照组小鼠血清、尿液未检测

到 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 和 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ。 实验组的小鼠尿

液中未检测到 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 和 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ，而血清

中则有检测到，且处于高水平。 表明 ＨＢＶ 质粒经水

动力可以转染到正常鼠肝细胞内进行复制表达，并
且相关蛋白可以释放进入血液，但血液中的 ＨＢＶ 相

关指标正常情况下不能通过肾小球滤过进入尿

液中。
２􀆰 ６　 ＲＮＡ 干扰方法抑制 ＨＢＶ 表达转基因鼠实验

结果

对所有实验转基因小鼠于实验前和试验后 ５ ｄ
进行 ＥＬＩＳＡ 分析检测血清和尿液 ＨＢｓＡｇ 的表达情

况，结果发现，ＲＮＡｉ 组血清 ＨＢｓＡｇ 的表达水平变化

明显，ＨＢｓＡｇ 平均 Ａ 值同对照组相比大幅降低（图
３），具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）；但尿液中 ＲＮＡｉ
组和对照组 ＨＢｓＡｇ 的滴度没有明显改变，差别不具

有统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） （图 ３）。 表明 ＲＮＡｉ 在

ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ 肝脏靶向性的作用下能够抑制转基因

小鼠肝细胞内 ＨＢＶ 的表达，进而影响血液中 ＨＢＶ
相关指标的滴度，但影响不了转基因鼠尿液中 ＨＢＶ
相关指标的滴度。 这表明 ＨＢＶ 转基因鼠血液中

ＨＢＶ 相关指标的显著变化并没有影响其尿液中

ＨＢＶ 相关指标。
２􀆰 ７　 乙肝患者 ＨＢＶ 阳性血清感染正常小鼠实验

结果

对所有实验小鼠进行 ＥＬＩＳＡ 分析和 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 检测，结果发现尾静脉注射人 ＨＢＶ 阳性血清的

小鼠尿液中未检测到 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 和 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ，
而血清中则有检测到，且处于较高水平。 表明血液

中的 ＨＢＶ 相关指标不能通过肾小球滤过进入尿液

中，进一步表明ＨＢＶ转基因鼠血液和尿液中ＨＢＶ
表 １　 ＨＢＶ 相关指标检测结果

Ｔａｂ． １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＢＶ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ
项目 Ｉｔｍｅｓ 尿液 Ｕｒｉｎｅ 血液 Ｂｌｏｏｄ

动物数
ｎ

结果 ／ 含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ

阳性率（％ ） ∗

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ
动物数 ｎ 结果 ／ 含量

Ｃｏｎｔｅｎｔ
阳性率（％ ）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ（％ ）
ＨＢｓＡｇ（ＩＵ ／ ｍＬ） ６０ ６６７４ ± ６１９􀆰 ８ １００ ６０ １６４７０ ± ２７０４ １００
ＨＢｅＡｇ（Ａ 值） ３１２ ０􀆰 １２７ ± ０􀆰 ００７ ６６􀆰 ９９ ２２９ ０􀆰 １０４ ± ０􀆰 ０７２ ９􀆰 １７
ＨＢｓＡｂ（Ａ 值） ３２ 阴性 － ２８ 阴性 －
ＨＢｅＡｂ（Ａ 值） ３０ 阴性 － ３０ 阴性 －
ＨＢｃＡｂ（Ａ 值） ３５ 阴性 － ３５ ０􀆰 ２１４ ± ０􀆰 ０５７ １００

ＨＢＶ⁃ＤＮＡ（ｃｏｐｙ ／ ｍＬ） ３０ １０３ ～ １０５ １００ ３０ １０３ ～ １０５ １００
注：以血清 ＨＢｓＡｇ 为阳性　 Ｎｏｔｅｓ． Ｓｅｒｕｍ ＨＢｓＡｇ ｉｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

表 ２　 转基因小鼠血液和尿样中 ＨＢｅＡｇ 阳性率比较
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＢｅＡｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

动物 Ａｎｉｍａｌ 尿液 Ｕｒｉｎｅ 血液 Ｂｌｏｏｄ
动物数 ｎ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ
阳性率

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ
动物数 ｎ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ 阳性率 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ

转基因小鼠 Ｔｒａｎｓｇ． ｍｉｃｅ ３１２ ６６􀆰 ９９％ ２２９ ９􀆰 １７％
雌鼠 Ｆｅｍａｌｅ １６４ ４８􀆰 １７％ １２７ ８􀆰 ６６％
雄鼠 Ｍａｌｅ １４８ ８７􀆰 ８４％ １０２ ９􀆰 ８％
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Ａ：雌性鼠尿液和血清中 ＨＢｓＡｇ 滴度，Ｂ：雄性鼠尿液和血清中 ＨＢｓＡｇ 滴度，Ｃ：雌雄性转基因小鼠尿液 ＨＢｓＡｇ 表达水平，Ｄ：雌雄性转基

因小鼠血清 ＨＢｓＡｇ 表达水平

图 １　 转基因小鼠尿液和血清中 ＨＢｓＡｇ 的阳性率和滴度水平比较（均以 １ ／ ５ ０００ 稀释样本）
Ｆｉｇｕｒｅ Ａ ｓｈｏｗｓ ＨＢｓＡｇ ｔｉｔｅｒ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ； Ｆｉｇｕｒｅ Ｂ ｓｈｏｗｓ ＨＢｓＡｇ ｔｉｔｅｒ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ； Ｆｉｇ． Ｃ ｓｈｏｗｓ
ＨＢｓＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ； Ｆｉｇ． Ｄ ｓｈｏｗｓ ＨＢｓＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＢｓＡｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｉｔｅｒ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ （１ ／ ５ ０００ ｄｉｌｕｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ）

Ａ：不同性别转基因小鼠尿液 ＨＢｅＡｇ，Ｂ：不同性别转基因小鼠尿液 ＨＢｅＡｇ 滴度随月龄的变化。

图 ２　 转基因小鼠尿液中 ＨＢｅＡｇ 阳性 Ａ 值与各月龄 ＨＢｅＡｇ 阳性结果 Ａ 值

Ｆｉｇｕｒｅ Ａ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ＨＢｅＡｇ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ； Ｆｉｇｕｒｅ Ｂ ｓｈｏｗｓ ｃｈａｎｇｅｓ
ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ａｇｅ ｉｎ ｍｏｎｔｈ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ＨＢｅＡｇ ｔｉｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇ． ２　 ＨＢｅＡｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ａ ｖａｌｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ａｔ ｅａｃｈ ａｇｅ ｉｎ ｍｏｎｔｈｓ．
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（Ａ：对照组和 ＲＮＡｉ 组血清 ＨＢｓＡｇ 的 Ａ 值，Ｂ：对照组和 ＲＮＡｉ 组尿液 ＨＢｓＡｇ 的 Ａ 值）

图 ３　 对照组和 ＲＮＡｉ 组血清和尿液 ＨＢｓＡｇ 中的 Ａ 值比较（均以 １ ／ １ ６００ 稀释样本）
Ｆｉｇｕｒｅ Ａ ｓｈｏｗｓ ＨＢｓＡｇ Ａ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＲＮＡｉ ｇｒｏｕｐｓ． Ｆｉｇｕｒｅ Ｂ ｓｈｏｗｓ ＨＢｓＡｇ Ａ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＲＮＡｉ ｇｒｏｕｐｓ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＨＢｓＡｇ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＲＮＡｉ ｇｒｏｕｐ （１ ／ ５ ０００ ｄｉｌｕｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ）．

Ａ、Ｂ：肾脏 ＨＢｓＡｇ 免疫组化，Ｃ、Ｄ；肾脏 ＨＢｃＡｇ 免疫组化

图 ４　 转基因小鼠肾脏 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ 免疫组化

Ａ，Ｂ： Ｋｉｄｎｅｙ， ＨＢｓＡｇ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃ，Ｄ： Ｋｉｄｎｅｙ， ＨＢｃＡｇ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＢｓＡｇ ａｎｄ ＨＢｃＡｇ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

相关指标来源于两个独立的复制表达体系。
２􀆰 ８　 转基因小鼠肾脏、膀胱组织 ＨＥ 染色及免疫组

化结果

血清 ＨＢｓＡｇ 阳性的转基因小鼠和正常小鼠进

行肾脏、膀胱组织经 ＨＥ 染色后，在显微镜下观察，
发现其肾脏和膀胱组织的形态、结构无明显的病理

改变。 转基因小鼠肾脏、膀胱组织 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ
免疫组化检测结果显示肾脏有 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ 的表
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达（图 ４），其中 ＨＢｓＡｇ 的以胞浆型为主分布于靠近

肾髓质区的肾皮质区；ＨＢｃＡｇ 多呈核型分布于肾脏

髓质区。 膀胱中均未检测到 ＨＢｓＡｇ、 ＨＢｃＡｇ 的

表达。
２􀆰 ９　 转基因小鼠肾脏中 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 的复制表达

水平

血清 ＨＢｓＡｇ 阳性的转基因小鼠肾脏、肝脏组织

ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 定量 ＰＣＲ 检测结果发现，ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 阳性

率尿液和血清阳均为 １００％ ，拷贝数达 １０５ ～ １０７。
统计学分析表明，转基因小鼠肾脏和肝脏组织

ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 复制水平的差别不具有统计学意义（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。

３　 讨论

本研究对该转基因小鼠尿液中 ＨＢＶ 相关指标

进行了检测分析，发现转基因小鼠尿液中存在

ＨＢｓＡｇ、 ＨＢｅＡｇ、 及 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ， 未检测到 ＨＢｓＡｂ、
ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ 的存在。 其中 ＨＢｓＡｇ 的表达水平较

高，血清中 ＨＢｓＡｇ 的表达水平高于尿液中 ＨＢｓＡｇ 的

表达水平，尿液 ＨＢｓＡｇ 雄性小鼠的表达水平高于雌

性小鼠；而血液 ＨＢｅＡｇ 表达水平低与尿液且尿液中

ＨＢｅＡｇ 的阳性率高于血液，ＨＢｅＡｇ 的表达水平个体

间和性别间有明显差异，雄性小鼠 ＨＢｅＡｇ 的表达水

平高于雌性小鼠；尿液中存在 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 含量达到

１０３ ～ １０５ｃｏｐｙ ／ ｍＬ。 转基因小鼠年尿液中 ＨＢｓＡｇ、
ＨＢｅＡｇ 的含量与性别有关，雄性高于雌性，主要是

由于 ＨＢＶ 基因的表达受到雌激素和雄激素的共同

作用，雌激素能抑制 ＨＢＶ 转录和 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 复

制 ［２３］。 Ａ１ｏｍｇ 等［２４］ 发现，雌激素能抑制雄性鼠

ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 的表达，还能抑制 ＨＢｓＡｇ 的合成，补充雌

激素可抑制雄性鼠 ＨＢｅＡｇ 的产生，对雌性鼠 ＨＢＶ⁃
ＤＮＡ 表达的作用甚微。

肾小球滤过膜具有一定的“有选择性”的通透

性，分子半径小于 １４ ｎｍ 通过滤过膜不受限制；半径

大于 ２０ ｎｍ 滤过则受到一定限制，半径大 ４２ ｎｍ 则

不能通过。 而且滤过膜所带电荷对其通透性有很

大影响，带负电荷的分子不易通过。 ＨＢｓＡｇ 的分子

大于 ４２ ｎｍ 且带负电荷，因此不能通过肾小球滤出；
ＨＢｅＡｇ 及其所形成的复合物分子小于 １４ ｎｍ 但因

其是带负电荷，所以也不能够通过肾小球滤出［２５］。
本研究通过不同实验方法表明血液中 ＨＢＶ 相关指

标不能通过肾小球的滤过进入尿液，尿液中 ＨＢＶ 相

关指标的表达情况不受血液变化的影响，肾脏是

ＨＢＶ 的独立的表达复制场所。
本研究使用正常小鼠通过水动力转染方法建

立 ＨＢＶ 急性转染模型，使目的质粒在肝脏获得高水

平的复制表达，分泌 ＨＢＶ 相关指标入血，在造模小

鼠尿液中未检测到 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 和 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ，而
血清中能检测到，且处于高水平表达，表明血液中

的 ＨＢＶ 相关指标正常情况下不能通过肾小球滤过

进入尿液中。 接着，选取 ＨＢＶ 转基因小鼠采用水动

力转染方法将肝脏作为靶器官，使 ｓｈＲＮＡ 表达质粒

被肝细胞摄取从而对 ＨＢＶ 转基因小鼠 ＨＢＶ 产生抑

制作用，导致血清中 ＨＢｓＡｇ 减少，而不影响尿液中

ＨＢｓＡｇ，反过来表明血液中 ＨＢＶ 相关指标的表达对

尿液中的没有影响。 最后，我们进行了乙肝患者

ＨＢＶ 阳性血清感染正常小鼠实验，也进一步表明血

液中的 ＨＢＶ 相关指标不能通过肾小球滤过进入尿

液中。 上述实验结果表明，血液和尿液中 ＨＢＶ 相关

指标来源于两个独立的复制表达体系。
而且 ＨＢＶ 并非严格的嗜肝病毒，目前已有研究

证实 ＨＢＶ 可以在包括肾脏在内的多种肝外组织复

制［２６］。 在对本研究 ＨＢＶ 转基因小鼠前期的生物学

特性研究中也表明乙肝病毒基因在 ＨＢＶ 转基因小

鼠肾脏具有较高水平转录［９］。 同时， ＨＢＶ 转基因

小鼠的肾组织形态、结构无明显的病理改变，表明

转基因小鼠尿液中的出现 ＨＢＶ 相关指标并非由于

肾脏 病 变 所 致； 肾 组 织 检 测 到 ＨＢｓＡｇ、 ＨＢｃＡｇ
（ＨＢｓＡｇ 的以胞浆型为主分布于靠近肾髓质区的肾

皮质区，ＨＢｃＡｇ 多呈核型分布于肾脏髓质区）表明

肾脏本身存在 ＨＢＶ 相关指标的复制表达，这进一步

加深我们对乙型肝炎病毒的认识。
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新生儿缺氧缺血脑损伤大鼠模型的制备

庞　 炜１，曹帅帅２，李树祎２，田雨光１，顾为望１

（１． 南方医科大学实验动物中心，广州　 ５１０５１５； ２． 广州医科大学口腔教研室，广州　 ５１０１８２）

　 　 【摘要】 　 目的　 在高原低压环境模拟仓内，模拟新生儿在高原环境下缺氧缺血脑损伤的过程，制备不同海拔

高度下高原脑损伤大鼠模型。 方法　 １０ 日龄的 ＳＤ 新生大鼠 ３２ 只，随机分为 ４ 组，即 Ａ 组（对照组）和 ３ 个实验

组：Ｂ 组（２ ０００ ｍ 组）、Ｃ 组（４ ０００ ｍ 组）、Ｄ 组（６ ０００ ｍ 组）。 对照组大鼠在屏障环境中饲养，实验组大鼠置于高原

低压环境模拟仓结合运动的方法制作新生儿高原脑缺氧缺血模型，运动方式为在舱内游泳槽进行 ６０ ｍｉｎ ／ ｄ 的游泳

运动，且在高原低压环境模拟仓内生活时间每天不得少于 ２０ ｈ。 每组大鼠分别在第 ３、７、１１、１５ 天用 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ ５ 分

制评分标准进行行为学评分并且于第 １５ 天采集静脉血，在扫描电镜下观察红细胞形态。 每组处死后取脑组织进

行 ＨＥ 染色和 ＴＴＣ 染色。 结果　 （１）神经病学评分：实验组 Ｂ 组、Ｃ 组、Ｄ 组行为学评分与对照组大鼠相比，行为学

评分差异显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｄ 组与对照组相比差异非常显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （２）ＨＥ 染色结果显示：与对照组大鼠相

比，实验组大鼠均有炎症细胞浸润，且炎症细胞浸润程度与海拔高度成正相关。 （３）ＴＴＣ 染色表明：在高原环境下

大鼠的大脑皮质缺血明显。 （４）电镜下观察红细胞形态显示：实验组 Ｂ 组呈帽状结构；Ｃ 组呈不规则形；Ｄ 组呈锯

齿状。 结论　 本研究采用高原低压环境模拟仓结合运动模拟高原环境制作新生儿缺氧缺血性脑病（ＨＩＥ）的模型，
该模型稳定、可靠，比其他方法更符合缺血缺氧脑损伤的发病机理，与临床贴近，可用于相关研究。

【关键词】 　 新生儿脑缺氧缺血性脑病；ＴＴＣ 染色；扫描电镜；大鼠
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ｍａｙ ｂｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｎｅｏｎａｔａｌ ｈｙｐｏｘｉｃ⁃ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ， Ｈｙｐｏｘｉｃ⁃ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐｈａｔｈｙ， ＨＩＥ； ２， ３， ５⁃
ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＴＴＣ； Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ； Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ； Ｒａｔｓ

　 　 缺氧缺血性脑损伤 （ ｈｙｐｏｘｉｃ⁃ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ
ｄａｍａｇｅ． ＨＩＢＤ）是因脑组织部分或完全缺氧、脑血流

量减少或暂停导致的脑损伤，最终可造成神经细胞

的凋亡和坏死。 其中一种高发病人群为新生儿，称
为 新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 病 （ ｈｙｐｏｘｉｃ⁃ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ， ＨＩＥ） ［１ － ３］。 是指围产期窒息缺氧

所引起的脑损伤，严重者可造成永久性神经功能损

害，是儿童神经系统损伤的常见原因之一。 重度

ＨＩＥ 患儿即使存活下来，也常患有脑瘫、智力障碍、
癫痫等严重的中枢神经系统后遗症［４，５］。 目前临床

上对于 ＨＩＥ 的治疗主要局限于护理及支持疗法。
长期以来，研究和开发有效的治疗 ＨＩＥ 药物，是新

生儿科医学研究的重要任务。 近年来，神经干细胞

在胚胎和成年个体神经系统中的发现以及体外培

养成功为缺氧缺血性脑病的细胞移植治疗和基因

治疗，提供了新的方法［６，７］。 在了解这些治疗方案

疗效及其作用机制的研究中，ＨＩＥ 动物模型起到了

非常重要的作用。 在高原地区，大气氧分压较低，
由于高原低氧的影响，新生儿缺氧缺血性脑病

（ＨＩＥ）在高原地区发病率比较高［８］。 本实验采用高

原低压环境模拟仓结合大鼠游泳运动的方法建立

在高原地区新生儿缺氧缺血性脑病模型，观察其行

为学、脑组织病理变化、脑 ＴＴＣ 染色和红细胞，为
ＨＩＥ 在高原地区的临床研究做基础实验准备。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物：１０ 日龄的 ＳＰＦ 级 ＳＤ 新生大鼠

３２ 只，体重为 ３０ ～ ５０ ｇ，雄性，购自南方医科大学实

验动物中心【ＳＣＸＫ（粤）２０１１ － ００１５】，使用许可证

号：【ＳＹＸＫ（粤） ２０１１ － ００７４】，饲养条件为屏障环

境，室温（２０ ～ ２６）℃，光照控制 １２ ｈ （７：００ ａ． ｍ． ～
７：００ ｐ． ｍ． ），自由采食饮水。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与设备：高原低压环境模拟仓 ＬＴ ／
ＡＣＲ⁃２００２（北京易盛泰和科技有限公司）；扫描电镜

Ｈｉｔａｃｈｉ 型号 Ｓ⁃３４００Ｎ（日本日立公司）；ＴＴＣ 染料

（南京奥多福尼生物科技有限公司）
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组： ３２ 只 １０ 日龄 ＳＤ 大鼠，编号后，
随机分成 ４ 组，即：对照组（Ａ 组）、２ ０００ ｍ 海拔高

原组（Ｂ 组）、４ ０００ ｍ 海拔高原组（Ｃ 组）和 ６ ０００ ｍ
海拔高原组（Ｄ 组），每组 ８ 只。 对照组（Ａ 组）大鼠

在屏障环境正常饲养，实验组大鼠在高原低压环境

模拟仓生活和运动 １５ ｄ（温度：（２６ ± ２）℃；湿度：
４５％ ±５％ ＲＨ；正常昼夜节律）运动方式为在舱内

游泳槽进行 ６０ ｍｉｎ ／ ｄ 的游泳运动，大鼠不能以尾部

支持底部得到休息，水温为 ３０℃，水深为鼠尾长

１􀆰 ５ 倍。 实验组大鼠在高原低压环境模拟仓内生活

时间每天不得少于 ２０ ｈ（其余时间为换水、加饲料、
清洁） ［９ － １１］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 神经病学评分： 依次在第 ３、７、１１、１５ 天取

出对照组和实验组大鼠，进行 Ｚｅａ Ｌｏｎｇａ ５ 分制行为

学评分，具体评分标准如下：０ 分，无神经损伤症状；
１ 分，对侧前爪不能完全伸展；２ 分，行走时向瘫痪侧

转圈；３ 分，走路不稳，向对侧倾倒；４ 分，不能自发行

走，意识丧失［１２］。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＨＥ 染色： 在第 １５ 天从对照组和实验组分

别取出 ４ 只新生鼠，以 ３％戊巴比妥钠（１􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ）
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腹腔注射麻醉，仰卧位固定于鼠板上，剪开胸腔， 暴

露出心脏， 先用手术剪剪开右心耳， 再用 １ ｍＬ 注

射器进入左心室插进主动脉， 先灌注生理盐水 １５０
ｍＬ 左右，再灌注 １０％ 多聚甲醛 ４００ ｍＬ 左右，断头

取出全脑。 置于 ４０ ｇ ／ Ｌ 多聚甲醛固定， 脱水、透
明、浸蜡、包埋、冠状切片，厚 ４ μｍ，制作常规病理切

片，进行苏木精⁃伊红染色后用光学显微镜观察。
ＨＥ 染色切片制作流程如下：（１）切片入二甲苯 ２
次，每次 ２０ ｍｉｎ，以脱去石蜡；（２）入 １００％ 、９５％ 、
８５％的酒精，每次 １０ ～ １５ ｍｉｎ；（３）入苏木精染液染

色 ５ｍｉｎ：（４）用自来水洗去多余的染液；（５）入盐酸

酒精约 １０ ｓ 分色，至细胞核着色较深，其它结构无

色时为宜；（６）自来水缓洗 １０ ｍｉｎ，使苏木精“蓝

化”，胞核呈蓝色；（７）入 １％伊红染液染色约 ２ ｍｉｎ；
（８）用蒸馏水洗去多余的伊红；（９）经浓度递增的酒

精脱水； （１０） 入 １００％ 酒精脱水 ２ 次，每次约 ｌ０
ｍｉｎ；（１１）入二甲苯透明 ２ 次，每次约 １５ｍｉｎ；（１２）擦
去载玻片上多余的二甲苯，在切片上滴中性树胶 １
～ ２ 滴，加盖玻片封片，干燥环境保存，镜下观察、
拍照［１３］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＴＴＣ 染色： 在第 １５ 天从 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ ４ 组中各

取出剩余 ４ 只新生大鼠，采用颈椎脱臼发处死，小心

快速取出全脑，置 － ２０ ℃冰箱冷冻 ２０ ｍｉｎ，取出用

刀片切片，第 １ 刀在脑前极与视交叉连线中点处；第
２ 刀在视交叉部位；第 ３ 刀在漏斗柄部位；第 ４ 刀在

漏斗柄与后叶尾极之间，切成五六片，每隔 ２ ｍｍ 切

一片。 将切片置于 １％ ２，３，５⁃氯化三苯基四氮唑

（ＴＴＣ）用锡箔纸盖住后，放入 ３７℃水浴锅中避光染

色 １０ ～ ３０ ｍｉｎ，不时翻动脑片，使均匀接触到染色

液，染色后进行拍照，观察脑组织［１４］：未缺血坏死区

颜色呈淡红色，已缺血坏死组织呈白色。
１􀆰 ２􀆰 ５　 扫描电镜： 在第 １５ 天取对照组和模拟组共

３２ 只大鼠，采静脉血 １ ～ ２ 滴直接滴 ５ ｍＬ 新鲜配制

的质量分数 ２􀆰 ５％ 戊二醛固定液中，轻轻振荡后静

置于 ４℃冰箱中半小时以上，取适量已固定好血样

于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管， 低速离心 （１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ）去上清

液，０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液漂洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ；体
积分数 ５０％ 、７０％ 、８０％ 、９０％ 、１００％ 酒精（２ 次）脱
水，每次都需低速离心（１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ），最后滴于预

先覆有 Ｆｏｒｍｖａｒ 膜的洁净盖玻片上，室温自然干

燥［１５］。 ３ ｄ 后用双面胶带将干燥后的盖玻片粘贴在

样品台上，ＳＵＰＥＲ ＣＴ⁃２０００ 离子溅射仪喷金，Ｈｉｔａｃｈｉ
Ｓ⁃３４００Ｎ 扫描电镜下观察并拍照。

１􀆰 ２􀆰 ６　 数据分析： 所有数据采用均数 ± 标准差（􀭰ｘ
± ｓ）表示，ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行统计分析，采用独立

样本 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异显著，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 为差异

非常显著。

２　 结果

２􀆰 １　 神经病学评分

对照组行为学均正常，在行为学评分中为 ０
分，而实验组大鼠行为学异常，主要表现为一侧肢

体感觉和运动功能障碍和平衡功能的异常。 实验

组大鼠评分随海拔升高而升高，行为异常程度与

海拔高度呈正相关。 并且实验组大鼠在第 ３、７、
１１、１５ 天行为学评分逐渐升高（表 １），这一数据表

明在高原环境下缺氧时间越长脑损害越严重，实
验表明对照组与各实验组差异有显著性意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）海拔 ６０００ ｍ 组与对照组比较差异非常显著

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 １）。

图 １　 不同海拔高度下新生大鼠神经病学评分

Ｆｉｇ． １　 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｈｙｐｏｘｉａ

２􀆰 ２　 脑组织病理学改变

对照组脑组织神经细胞、神经胶质细胞大小、
外形正常，未出现脑水肿；在海拔 ２ ０００ ｍ 大脑皮质

轻度萎缩，神经元细胞轻度水肿，胶质细胞轻度增

生；在海拔 ４ ０００ ｍ 大脑皮质中度萎缩，神经元细胞

中度水肿，胶质细胞中度增生；在海拔 ６ ０００ ｍ 室管

膜细胞重度水肿（图 ２）。
２􀆰 ３　 ＴＴＣ 染色结果

ＴＴＣ（２，３，５⁃氯化三苯基四氮唑）是脂溶性光敏

感复合物，它是呼吸链中吡啶—核苷结构酶系统的

质子受体，与正常组织中的脱氢酶反应而呈红色，
而缺血组织内脱氢酶活性下降，不能反应，故不会

产生变化呈苍白［１６］。 对照组 ＴＴＣ 染色结果为红色，
未出现缺血缺氧表现；海拔 ２ ０００ ｍ 出现轻度改变，
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大脑皮质出现小片苍白；海拔 ４ ０００ ｍ 大脑皮质区

可明显看见苍白区域；海拔 ６０００ ｍ 接近一半出现苍

白区（图 ３）。 利用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 做出海拔 ２ ０００ ｍ
组脑缺氧面积为 ２６􀆰 ６％ ，海拔 ４ ０００ ｍ 组脑缺氧面

积为 ３４􀆰 ３％ ， 海 拔 ６ ０００ ｍ 组 脑 缺 氧 面 积 为

５６􀆰 ６％ ，而对照组则为正常。
２􀆰 ４　 电镜下红细胞

在扫描电镜下可以看见对照组红细胞呈双凹

圆盘状，在海拔 ２ ０００ ｍ 下电镜表现为轻度改变呈

帽状结构；在海拔 ４ ０００ ｍ 下表现为不规则形；在海

拔 ６ ０００ ｍ 下表现为锯齿状，部分红细胞会出现空

洞，崩解（图 ４）。

３　 讨论

新生儿缺氧缺血性脑病（ＨＩＥ）是指围产期窒息

缺氧所引起的脑损伤，严重者可造成永久性神经功

能损害，是儿童神经系统损伤的常见原因之一。 重

度 ＨＩＥ 患儿即使存活下来，也常患有脑瘫、智力障
表 １　 不同海拔高度下新生大鼠神经病学评分

Ｔａｂ． １　 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｈｙｐｏｘｉａ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ 第 ３ 天 第 ７ 天 第 １１ 天 第 １５ 天

对照组（Ａ） ０ ０ ０ ０
２０００ ｍ 组（Ｂ） ０􀆰 １２５ ± ０􀆰 ３５ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ４６ ０􀆰 ３７５ ± ０􀆰 ５２ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 ４６∗

４０００ ｍ 组（Ｃ） ０􀆰 ６２５ ± ０􀆰 ５２ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 ７１ １􀆰 ７５ ± ０􀆰 ４６ ２􀆰 ２５ ± ０􀆰 ４６∗

６０００ ｍ 组（Ｄ） １􀆰 １２５ ± ０􀆰 ３５ １􀆰 ７５ ± ０􀆰 ７１ ２􀆰 ５ ± ０􀆰 ５３ ３􀆰 ５ ± ０􀆰 ５３∗∗

∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ２ ０００ ｍ 组、４ ０００ ｍ 组和对照组相比；６ ０００ ｍ 组与对照组相比∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ２ ０００ ｍ ａｎｄ ４ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐｓ；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ６ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐ．

Ａ 组为对照组；Ｂ 组为 ２ ０００ ｍ 组，胶质细胞轻度增生；Ｃ 组为 ４ ０００ ｍ 组，胶质细胞中度增生；
Ｄ 组为 ６ ０００ ｍ 组，室管膜细胞重度水肿

图 ２　 不同海拔下新生大鼠脑病理 ＨＥ 染色切片（ × ４００）
Ｎｏｔｅ． Ａ ｉｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ ｉｓ ｔｈｅ ２ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｍｉｌｄ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｃ ｉｓ ｔｈｅ ４ ０００ ｍ

ｇｒｏｕｐ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｄ ｉｓ ｔｈｅ ６ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｓｅｖｅｒｅ ｅｄｅｍａ ｏｆ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｈｙｐｏｘｉａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． × ４００
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Ａ 组为对照组；Ｂ 组为 ２ ０００ ｍ 组，大脑皮质出现小片苍白；Ｃ 组为 ４ ０００ ｍ 组，大脑皮质苍白区明显；
Ｄ 组为 ６ ０００ ｍ 组，大脑皮质近一半出现苍白

图 ３　 不同海拔下新生大鼠脑切片 ＴＴＣ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ ｉｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ ｉｓ ｔｈｅ ２ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｓｍａｌｌ ｐａｌｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ． Ｃ ｉｓ ｔｈｅ ４ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐ，
ｓｈｏｗｉｎｇ ｍｏｒｅ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｐａｌｅ ａｒｅａ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ． Ｄ ｉｓ ｔｈｅ ６ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｎｅａｒｌｙ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｂｅｃａｍｅ ｐａｌｅ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｉｎｓ ｏｆ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔｓ， ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｈｙｐｏｘｉａ． ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ

Ａ 组为对照组；Ｂ 组为 ２ ０００ ｍ 组呈帽状结构；Ｃ 组为 ４ ０００ ｍ 组呈不规则形；Ｄ 组为 ６ ０００ ｍ 组呈锯齿状

图 ４　 不同海拔下新生大鼠电镜下红细胞（ × １０ ０００）
Ｎｏｔｅ． Ａ ｉｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ ｉｓ ｔｈｅ ２ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｃａｐ⁃ｌｉｋｅ ｓｈａｐｅ． Ｃ ｉｓ ｔｈｅ ４ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐ，

ｓｈｏｗｉｎｇ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｓｈａｐｅ． Ｄ ｉｓ ｔｈｅ ６ ０００ ｍ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｉｎｇ ｚｉｇｚａｇ ｓｈａｐｅ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｈｙｐｏｘｉａ． × １０ ０００
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碍、癫痫等严重的中枢神经系统后遗症在临床多

见，死亡率高。 而在高原地区，大气氧分压较低，由
于高原低氧的影响，新生儿缺氧缺血性脑病（ＨＩＥ）
在高原地区发病率比平原地区更高。 所以建立高

原环境下的缺氧缺血动物模型是了解 ＨＩＥ 在高原

环境下的发病机制，评估各治疗方法疗效的重要研

究基础。 本实验在模型制备上不同于近年来常见

的缺氧缺血模型制作方法：比如孕鼠腹腔感染、大
脑中动脉阻塞、结扎双侧颈动脉等，孕鼠腹腔感染

的致死率比较高；大脑中动脉阻塞的方法制作模型

虽然更贴近新生儿缺氧缺血临床病因，但是线栓法

结扎大脑中动脉操作复杂有难度，不易成功；结扎

双侧颈动脉的方法虽然比大脑中动脉阻塞操作简

单，但是手术后温度要保证在 ３６℃ ～ ３７℃，不然术

后动物死亡率高。［１７］ 上述三种造模方法会造成损

伤，难以量化。 本实验采取的是模拟高原情况下缺

氧缺血合并运动的模型制作方法，因为这种方法容

易操作，可以量化，并且结合游泳运动的方法，模拟

人在高原环境中运动下的脑缺氧缺血，更加接近高

原环境临床疾病的发生的条件，故选取此方法。
行为学测试结果表明，实验组大鼠评分为明显

高于对照组，差异有显著性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），实验组

大鼠评分随海拔升高而升高，行为异常程度与海拔

高度呈正相关，并且通过实验组大鼠在第 ３、７、１１、
１５ ｄ 行为学评分可以看出高原环境下缺氧时间越

长脑损害越严重。 病理结果表明，随着海拔高度从

２ ０００ ｍ、４ ０００ ｍ 到 ６ ０００ ｍ 上升，脑组织的病理变

化逐渐加重，在海拔 ２ ０００ ｍ、４ ０００ ｍ 以胶质细胞增

生为主，而在 ６ ０００ ｍ 以室管膜细胞重度水肿为明

显改变。 ＴＴＣ 染色结果表明在模拟高原环境下新生

大鼠在不同海拔高度显示出不同程度的缺血表现，
并且随着海拔高度的增高，脑缺血逐渐加重，主要

以大脑皮质的缺血为主。 扫描电镜的结果表明对

照组红细胞的形态为正常双凹圆盘状，实验组在不

同海拔高度下缺氧时红细胞的形态有不同程度的

改变。 以上实验结果均可说明由于在高原环境的

缺氧可导致新生大鼠的脑缺氧缺血的形成［１８］，则造

模成功。
在模型制作中，由于在高原环境下海拔 ２ ０００ ｍ

的高原居民多见，所以 ２ ０００ ｍ 做为实验组的最低

海拔组，在此海拔高度上做出的模型更贴近实际情

况。 为了让实验有比较与对比，更符合高原环境，
实验组还加入了 ４ ０００ ｍ 组和 ６ ０００ ｍ 组。 而海拔

６ ０００ ｍ 以上几乎无人居住，为模型分组的最高极

限值，所以以海拔 ６ ０００ ｍ 组为实验组的海拔最高

组，未选入 ８ ０００ ｍ 组。 标准大气压为：１􀆰 ０１３ × １０５

Ｐａ，等于 ７６０ ｍｍＨｇ 且每升高 １２ ｍ，大气压约下降

１３３ Ｐａ。 由于在不同海拔高度的高原地区，大气压

在低于平原地区的情况下新生儿的健康就成为一

个迫切的问题。 目前应该对高原地区有神经系统

异常表现的新生儿进行头颅超声或者头颅 ＣＴ 的检

查，确诊后及时治疗，而非当地居民的孕妇最好在

平原地区待产，以确保新生儿的健康。 综上所述，
本实验建立了比较理想的高原新生儿缺氧缺血脑

损伤模型。
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中国实验动物中鼠管状线虫的分子鉴定和感染调查

高正琴，李晓波，冯育芳，王　 吉，付　 瑞，邢　 进，王淑菁，
魏　 杰，王　 洪，巩　 薇，李冠民，贺争鸣，岳秉飞

（中国食品药品检定研究院，北京　 １０００５０）

　 　 【摘要】 　 目的　 对鼠管状线虫进行分子鉴定和感染调查，为国家标准的修订提供参考依据。 方法　 ９２３ 批

５１９９ 只 ＳＰＦ 动物（包括：１ 批 ５ 只猴，３ 批 ２５ 只小型猪，２８ 批 ５５ 只兔，１３ 批 ２４８ 只地鼠，３７ 批 １９８ 只豚鼠，９３ 批 ４５９
只大鼠，７４２ 批 ４１７９ 只小鼠，５ 批 ２５ 只鸡和 １ 批 ５ 只鸭）和 １４５ 批 １３８９ 只清洁动物（包括：１ 批 ３ 只兔，４ 批 ３１ 只地

鼠，１６ 批 １５７ 只豚鼠，３２ 批 ２６８ 只大鼠和 ９２ 批 ９３０ 只小鼠）来自全国 ５０ 个不同的厂家。 应用直接镜检实时动态显

微视屏摄录技术结合形态学鉴定方法，进行鼠管状线虫感染筛查。 应用多重 ＰＣＲ 和测序技术，鉴定分离的鼠管状

线虫 ＩＴＳ（内转录间隔区）、２８Ｓ ｒＲＮＡ（２８Ｓ 核糖体 ＲＮＡ）、ｎａｄ１（ＮＡＤＨ 脱氢酶亚单位 １）和 ｃｏｘ１（细胞色素 Ｃ 过氧化

物酶亚基 １）基因，从分子水平上确证鼠管状线虫感染。 结果　 应用直接镜检实时动态显微视屏摄录技术，从动物

中检出鼠管状线虫的虫卵、幼虫和成虫。 根据鼠管状线虫的卵细胞、幼虫、雌雄成虫的大小和形态来鉴定虫种。 应

用多重 ＰＣＲ 测序技术，能从分离的单个鼠管状线虫的虫卵、幼虫和成虫中鉴定出 ＩＴＳ、２８Ｓ ｒＲＮＡ、ｎａｄ１ 和 ｃｏｘ１ 基因，
与其他不同种属的寄生虫无交叉反应。 应用直接镜检实时动态显微视屏摄录技术，从 ５１９９ 份 ＳＰＦ 和 １３８９ 份清洁

动物样本中分别检出鼠管状线虫阳性样本 ２８５ 份和 １３５ 份。 应用多重 ＰＣＲ 和测序技术，鉴定证明这些阳性样本中

确实含有鼠管状线虫特异性的 ＤＮＡ。 测序结果显示，不同动物分离的鼠管状线虫的 ＩＴＳ、２８Ｓ ｒＲＮＡ、ｎａｄ１ 和 ｃｏｘ１ 部

分基因序列核苷酸相似性达 １００％ 。 ＳＰＦ 和清洁动物的鼠管状线虫感染率分别为 ５􀆰 ５％ （２８５ ／ ５１９９）和 ９􀆰 ７％ （１３５ ／
１３８９）。 结论　 应用直接镜检实时动态显微视屏摄录技术联合多重 ＰＣＲ 测序技术能够快速精准检测鉴定出鼠管

状线虫。 鼠管状线虫的人兽共患本质可以视作为公共卫生的一个预警。 良好的动物质量控制对保护人类身体

健康和保障人民用药安全具有重要作用。 本研究对中国 ＳＰＦ 和清洁动物的鼠管状线虫进行了分子鉴定和感染

调查。
【关键词】 　 实验动物；鼠管状线虫；分子鉴定；感染调查
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　 　 鼠管状线虫隶属于线虫纲（Ｎｅｍａｔｏｄａ）、尖尾目

（ Ｏｘｙｕｒｉｄａ ）、 管 状 科 （ Ｓｙｐｈａｃｉｉｄａｅ ）、 管 状 属

（Ｓｙｐｈａｃｉａ），也称蛲虫（Ｐｉｎｗｏｒｍ），寄居于肠道，轻度

感染时无明显临床症状，重度感染时引起神经精神

症状、生长发育障碍、腹痛腹泻、肠炎等［１，２］。 鼠管

状线虫感染一方面损坏宿主的神经系统、血液循环

系统、呼吸系统、消化系统、泌尿生殖系统、皮肤黏

膜功能，另一方面影响宿主的肠道生理学、血液学

指标，干扰免疫学、营养学、传染病学、自生免疫性

疾病等的研究，感染还可传播扩散，增加宿主感染

其他病原体的机会［３ － ６］。 国家标准规定了清洁及以

上动物中不得检出全部蠕虫［７，８］，但未见鼠管状线

虫（Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ）检测方法，至今尚无精准快速检

测鉴定方法，更缺乏全面监测感染数据。 本研究应

用直接镜检实时动态显微视屏摄录技术检测和形

态学鉴定方法联合多重 ＰＣＲ （ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｍｕｌｔｉｐｌｅ⁃ＰＣＲ）和测序技术，对我国无

特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）和清洁动物

的鼠管状线虫进行快速检测和分子鉴定并开展感

染调查，对丰富完善国家标准、防控实验动物疫病

暴发、维护社会公共安全具有重要意义。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 仪器设备

生物安全柜 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；
ＬＥＩＣＡ ＤＭ２５００ 生物显微镜（Ｌｅｉｃａ Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ，德
国）；倒置显微镜及成像系统（Ｎｉｋｏｎ，日本）；二氧化

碳培养箱（北京五洲东方科技发展有限公司）；基因

扩增仪（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｙｅｍ，美国）；凝胶成像分析系

统（东乐自然基因生命科学公司）。
１􀆰 ２　 样品来源

９２３ 批 ５１９９ 只 ＳＰＦ 动物（包括：１ 批 ５ 只猴，３
批 ２５ 只小型猪，２８ 批 ５５ 只兔，１３ 批 ２４８ 只地鼠，３７
批 １９８ 只豚鼠，９３ 批 ４５９ 只大鼠，７４２ 批 ４１７９ 只小

鼠，５ 批 ２５ 只鸡和 １ 批 ５ 只鸭）和 １４５ 批 １３８９ 只清

洁动物（包括：１ 批 ３ 只兔，４ 批 ３１ 只地鼠，１６ 批 １５７
只豚鼠，３２ 批 ２６８ 只大鼠和 ９２ 批 ９３０ 只小鼠）来自

全国 ５０ 个不同的厂家。 对于猴、小型猪、兔等活体

采集其直肠内容物或新鲜粪便样本，对于地鼠、豚
鼠、大鼠、小鼠等则安乐死后采集其回盲部内容物
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样本。
１􀆰 ３　 直接镜检实时动态显微视屏摄录技术检测和

形态学鉴定鼠管状线虫

在负压生物安全柜内，分别将采集的直肠内容

物、回盲部内容物和新鲜粪便样本，置洁净离心管

中，加生理盐水充分混匀，弃上清液，沉淀置于新的

洁净离心管中，洗涤数次后重新悬浮，迅速连续滴

片，应用直接镜检实时动态显微视频摄录技术和形

态学鉴定方法进行蠕虫检定。 根据蠕虫的虫卵、幼
虫、成虫的形态和大小等进行虫种鉴定。
１􀆰 ４　 鼠管状线虫离体生存能力试验

在负压生物安全柜内，无菌移取新分离的鼠管

状线虫，置培养瓶中，加入新鲜配制的含 １０％ 胎牛

血清和 １％青 ／链霉素的 ＤＭＥＭ 培养液，置 ３７℃ ５％
ＣＯ２ 实验条件下培养，倒置显微镜观察，实时拍摄记

录结果。

表 １　 鼠管状线虫多重 ＰＣＲ 引物
Ｔａｂ． １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ

名称
Ｎａｍｅｓ

序列 ５′→３′
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５′→３′

产物
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＧＺＱＳＭＩＴＳＦ ＡＴＧＴＴＴＧＴＴＧＡＴＡＧＧＧＧＴＴＣＴＧＧＴＡＣＴＡＧＴＴＧＡＡＣＴＴＴＧＴ
ＧＺＱＳＭＩＴＳＲ ＴＣＡＧＣＧＡＴＴＴＧＣＡＣＧＡＴＡＣＧＧＣＡＡＴＧＣＴＡＧＣＧＣＴＴＧＣＡＧＣ

７０２ ｂｐ

ＧＺＱＳＭ２８ＳｒＦ ＡＴＧＡＧＴＧＧＴＴＧＧＣＡＧＴＴＧＴＣＧＡＴＡＣＴＧＧＴＴＡＴＴＧＣＴＧＴＡＧ
ＧＺＱＳＭ２８ＳｒＲ ＴＣＡＣＴＧＡＣＡＡＧＣＡＣＣＧＡＴＧＣＡＧＴＣＡＴＡＧＣＴＧＴＧＣＴＧＡＴＧＣ

５０７ ｂｐ

ＧＺＱＳＭｎａｄ１Ｆ ＡＴＧＧＴＴＴＡＡＡＧＴＴＧＧＴＴＡＡＧＡＡＧＧＡＡＣＡＧＴＴＧＡＴＧＴＣＧＡＴ
ＧＺＱＳＭｎａｄ１Ｒ ＣＴＡＡＡＡＴＡＡＣＡＧＡＡＡＡＴＡＡＡＧＧＴＡＡＡＡＡＣＡＴＣＡＡＡＡＡＡＡＡ

３９６ ｂｐ

ＧＺＱＳＭｃｏｘ１Ｆ ＡＴＧＴＴＴＧＧＧＣＡＴＴＴＡＧＧＴＡＴＧＧＴＧＴＡＴＧＣＴＧＴＴＧＴＴＴＣＴＡ
ＧＺＱＳＭｃｏｘ１Ｒ ＴＴＡＴＣＣＡＡＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＣＣＡＣＴＡＴＡＡＴＡＣＣＡＧＴＣＡＡＡＣ

２９６ ｂｐ

１􀆰 ５　 多重 ＰＣＲ 和测序技术鉴定鼠管状线虫

为了后续鼠管状线虫 ＤＮＡ 条形码分子鉴定体

系的建立，本研究选定的靶标基因是鼠管状线虫内

转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）、２８Ｓ 核

糖体 ＲＮＡ（２８ Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ，２８ Ｓ ｒＲＮＡ）、ＮＡＤＨ
脱氢酶亚单位 １ （ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔｓ １，
ｎａｄ１）和细胞色素 Ｃ 过氧化物酶亚基 １（ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
ｃ ｏｘｉｄａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ １，ｃｏｘ１）基因，设计合成四对引物

（表 １）。 建立优化多重 ＰＣＲ 检测体系和反应条件，
进行特异性、灵敏性、稳定性试验和方法评价验证，
应用于 ＳＰＦ 和清洁动物鼠管状线虫检测。 将直接

镜检实时动态显微视屏摄录技术检出，经形态学鉴

定为鼠管状线虫的单个虫卵、幼虫、雌性成虫和雄

性成虫，提取 ＤＮＡ。 分别以抽提的虫卵、幼虫和成

虫 ＤＮＡ 为模板，同时用已知鼠管状线虫、四翼无翅

线虫（Ａｓｐｉｃｕｌｕｒｉｓ ｔｅｔｒａｐｔｅｒａ）、隐匿管状线虫（Ｓｙｐｈａｃｉａ

ｏｂｖｅｌａｔａ）基因组 ＤＮＡ 作阳性和阴性对照。 鼠管状

线虫 ＰＣＲ 检测总反应体系为 ５０ μＬ，包括 ５􀆰 ０ μＬ １０
× ｂｕｆｆｅｒ （Ｍｇ２ ＋ Ｐｌｕｓ）、４􀆰 ０ μＬ ｄＮＴＰ ｍｉｘｔｕｒｅ、各 ０􀆰 ５
μＬ 正反向引物、 ０􀆰 ２５ μＬ ＥＸ Ｔａｑ、 ２􀆰 ０ μＬ 模板

ＤＮＡ、３７􀆰 ７５ μＬ ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ。 循环参数：９５℃
１ ｍｉｎ １ ｃｙｃｌｅ；９５℃ ３０ ｓ，６０℃ ３０ ｓ，７２℃ １ ｍｉｎ，４０
ｃｙｃｌｅｓ；７２℃ １０ ｍｉｎ １ ｃｙｃｌｅ。 琼脂糖凝胶电泳检测

多重 ＰＣＲ 扩增产物。 提取 ＳＰＦ 和清洁动物样本

ＤＮＡ，作为模板 ＤＮＡ 同上进行多重 ＰＣＲ 检测。 阳

性样本进一步作多基因测序鉴定。

２　 结果

２􀆰 １　 直接镜检实时动态显微视屏摄录技术检测和

形态学鉴定鼠管状线虫结果

镜下可见：许多细小、乳白色虫体游走蠕动，雌
虫较活泼且个体比雄虫大，同时可见处于不同发育

阶段的幼虫和虫卵。 雌虫长 ２􀆰 ８ ～ ４􀆰 ０ ｍｍ，口孔在

虫体头部顶端，有 ３ 片唇瓣环绕，头端的角皮向周围

膨起形成头翼，食管下部膨大成球状（图 １Ａ），阴门

开口于虫体前 １ ／ ４ 处的腹侧，阴门上方为一较长的

阴道，阴道与前后排列的 ２ 根子宫相接，交配后有雄

虫射精管腺体分泌的棕黄色物质栓塞雌虫阴门，子
宫与输卵管、卵巢相接，内部充满卵（图 １Ｂ），虫体

中部膨大，尾端直而尖细，肛门开口于虫体后 １ ／ ６ 处

（图 １Ｃ）。 雄虫长 １􀆰 ２ ～ １􀆰 ３ ｍｍ，射精管与直肠末端

共同构成泄殖腔，经肛门通向外界，尾端明显向腹

侧弯曲，尾端有引带、交合刺，尾端角皮上有乳突

（图 １Ｄ）。 虫卵大小为（７２ ～ ８２） μｍ × （２５ ～ ３６）
μｍ，无色透明，壳薄，两侧稍不对称，一侧扁平，一侧

隆起，呈肾形，内含物为发育中的幼虫，在卵一端的

凹面有一粗糙小区，是幼虫孵化出口或称卵盖（图
１Ｅ）。 依据雌雄成虫、幼虫的形态、大小、构造和虫
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卵的大小、形状、颜色、卵壳、内含物特征，鉴定为鼠

管状线虫。 应用实时动态显微视屏摄录直接镜检

技术检测和形态学鉴定鼠管状线虫，结果从 ５１９９ 份

ＳＰＦ 动物样本中分离鉴定获得 ２８５ 份鼠管状线虫活

体阳性样本，阳性率 ５􀆰 ５％ （２８５ ／ ５１９９）；从 １３８９ 份

清洁动物样本中分离鉴定获得 １３５ 份鼠管状线虫活

体阳性样本，阳性率 ９􀆰 ７％ （１３５ ／ １３８９）。 自 ＳＰＦ 和

清洁动物中分离获得，经形态学鉴定为鼠管状线虫

的活体阳性样本中，精心挑选出形态完整、特征典

型的新鲜的鼠管状线虫单个虫卵、幼虫、雌性成虫

和雄性成虫，特殊方法固定，保存备用。 在研究中，
笔者发现了一些动物个体同时自然感染鼠管状线

图 １　 中国 ＳＰＦ 和清洁动物鼠管状线虫镜检形态（Ａ：雌性成虫前部；Ｂ：雌性成虫腹部；
Ｃ： 雌性成虫尾部；Ｄ：雄性成虫尾部；Ｅ：虫卵）

Ｆｉｇ． １　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ＳＰＦ ａｎｄ ｃｌｅａｎ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ．
Ａ， Ａｎｔｅｒｉｏｒ ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔ； Ｂ， Ｖｅｎｔｒａｌ ｓｉｄｅ ｏｆ ａ ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔ； Ｃ， Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔ；

Ｄ， Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍａｌｅ ａｄｕｌｔ； Ｅ， ｅｇｇ）

虫与其他种属寄生虫（如：隐匿管状线虫、四翼无刺

线虫、鞭毛虫、纤毛虫、体外寄生虫）的现象（另文报

道）。 形态学鉴定经验不足者极易将鼠管状线虫误

判为隐匿管状线虫，笔者鉴别二虫要点有五：第一，
虫卵：两者均呈肾形，但前者较小且两端钝圆，后者

较大且两端尖锐；第二，成虫：前者雌雄成虫个体均

小于后者，前者雌虫阴门在虫体前 １ ／ ４ 处，交配后阴

门有栓塞，而后者在虫体前 １ ／ ６ 处，阴门前后缘均有

唇状隆起；第三，虫体头端：前者角皮向周围膨起形

成头翼，后者颈翼膜窄小而平缓；第四：食道：两者

食道前部皆为棒状，但前者食管下部膨大如容量瓶

样球形，而后者恰似烧瓶样球状；第五，虫体：前者

中部膨大而尾部直且尖细，后者中部匀称而尾部长

且细尖。
２􀆰 ２　 鼠管状线虫离体生存能力试验结果

对鼠管状线虫培养观察发现：３７℃ ５％ ＣＯ２ 实

验条件下，鼠管状线虫离体至少能存活 １０ ｄ。 第 ２
天时，鼠管状线虫的幼虫可见包络鞘，说明蜕皮发

生。 第 ３ 天，雌雄特征已清晰可辨。 第 ４ 天，雌性成

虫阴门有深色阴道栓塞封闭，表明已发生交配。 第

５ 天，雄性成虫行动迟缓出现死亡，雌性成虫子宫中

可见少量虫卵。 第 ６ 天，雌性成虫子宫中可见大量

虫卵。 第 ７ 天，雌性成虫子宫中充满成熟的卵。 第

８ 天，妊娠的雌性成虫在暴露的空气中产卵。 第 ９
天，产卵后的雌虫形体萎缩死亡，虫卵中含有发育

完全的、活动的、有感染性的幼虫。
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２􀆰 ３　 多重 ＰＣＲ 和测序技术鉴定鼠管状线虫结果

对鼠管状线虫虫卵、幼虫、成虫 ＤＮＡ 分别进行

多重 ＰＣＲ 检测，结果在单个虫卵、幼虫、雌性成虫和

雄性成虫 ＤＮＡ 样本中，均可检出鼠管状线虫靶标基

因 ＩＴＳ（７０２ ｂｐ）、２８Ｓ ｒＲＮＡ（５０７ ｂｐ）、ｎａｄ１（３９６ ｂｐ）
和 ｃｏｘ１（２９６ ｂｐ）特异性目的片段，而作为阴性对照

的四翼无翅线虫、隐匿管状线虫却未见特异性片

段。 将目的条带回收纯化后进行测序鉴定。 将所

获得的鼠管状线虫多基因测序数据，在线提交

ＮＣＢＩ，通过 ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ）
进行比对分析，结果显示本研究分离获得的鼠管状

线虫靶标基因 ＩＴＳ、２８ Ｓ ｒＲＮＡ、ｎａｄ１ 和 ｃｏｘ１ 序列，与
国际上已公布的不同国家不同来源的鼠管状线虫

ＩＴＳ、２８ Ｓ ｒＲＮＡ、ｎａｄ１ 和 ｃｏｘ１ 基因核苷酸同源性达

９９％ ～ １００％ （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为 ＥＵ２６３１０６􀆰 ２、
ＡＢ５００１７４􀆰 １、ＨＭ２０４８０２􀆰 １ 和 ＨＭ２０４８０８􀆰 １）。 多重

ＰＣＲ 和测序技术从基因角度证明了实验动物鼠管

状线虫感染。 多重 ＰＣＲ 和测序技术检测鼠管状线

虫结果与直接镜检实时动态显微视屏摄录技术检

测鼠管状线虫结果相一致。 研究结果说明应用直

接镜检实时动态显微视屏摄录技术联合多重 ＰＣＲ
和测序技术，能够快速检测精准鉴定鼠管状线虫。

表 ２　 中国 ＳＰＦ 和清洁动物鼠管状线虫感染监测结果
Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｅｖｅｌａｎｃｅ ｏｆ Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ ｉｎｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｉｎ ＳＰＦ ａｎｄ ｃｌｅａｎ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ

动物种类和等级
Ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ

动物数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

检出率
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ （％ ）

ＳＰＦ 猴 ＳＰＦ ｍｏｎｋｅｙｓ ５ ０
ＳＰＦ 小型猪 ＳＰＦ ｍｉｎｉ⁃ｐｉｇｓ ２５ ０

ＳＰＦ 兔 ＳＰＦ ｒａｂｂｉｔｓ ５５ ０
ＳＰＦ 地鼠 ＳＰＦ ｈａｍｓｔｅｒｓ ２４８ ０

ＳＰＦ 豚鼠 ＳＰＦ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ １９８ ２％ （４ ／ １９８）
ＳＰＦ 大鼠 ＳＰＦ ｒａｔｓ ４５９ １２􀆰 ４％ （５７∕４５９）
ＳＰＦ 小鼠 ＳＰＦ ｍｉｃｅ ４１７９ ５􀆰 ４％ （２２４ ／ ４１７９）
ＳＰＦ 鸡 ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎ ２５ ０
ＳＰＦ 鸭 ＳＰＦ ｄｕｃｋ ５ ０

清洁兔 Ｃｌｅａｎ ｒａｂｂｉｔｓ ３ ０
清洁地鼠 Ｃｌｅａｎ ｈａｍｓｔｅｒｓ ３１ ０

清洁豚鼠 Ｃｌｅａｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ １５７ ５􀆰 ５％ （８ ／ １５７）
清洁大鼠 Ｃｌｅａｎ ｒａｔｓ ２６８ １０􀆰 ８％ （２９∕２６８）
清洁小鼠 Ｃｌｅａｎ ｍｉｃｅ ９３０ １０􀆰 ５％ （９８ ／ ９３０）

本研究应用该技术对我国 ＳＰＦ 和清洁动物的

鼠管状线虫自然感染进行了监测，检测 ５１９９ 只 ＳＰＦ
动物（包括：５ 只猴，２５ 只小型猪，５５ 只兔，２４８ 只地

鼠，１９８ 只豚鼠，４５９ 只大鼠，４１３９ 只小鼠，２５ 只鸡，５
只鸭），检测结果显示，ＳＰＦ 动物的鼠管状线虫阳性

检出率为 ５􀆰 ５％ （２８５ ／ ５１９９），其中：ＳＰＦ 豚鼠、大鼠

和小鼠的鼠管状线虫感染率分别为 ２％ （４ ／ １９８）、
１２􀆰 ４％ （５７∕４５９）和 ５􀆰 ４％ （２２４ ／ ４１７９），而 ＳＰＦ 猴、小
型猪、兔、地鼠、鸡和鸭未检出鼠管状线虫；检测

１３８９ 只清洁级动物（包括：３ 只兔，３１ 只地鼠，１５７
只豚鼠，２６８ 只大鼠，９３０ 只小鼠），检测结果显示，
清洁动物鼠管状线虫阳性检出率为 ９􀆰 ７％ （１３５ ／
１３８９），其中：清洁豚鼠、大鼠和小鼠的鼠管状线虫

感染率分别为 ５􀆰 １％ （８ ／ １５７）、１０􀆰 ８％ （２９ ／ ２６８）和

１０􀆰 ５％ （９８ ／ ９３０），而清洁兔、地鼠未检出鼠管状线

虫（表 ２）。

３　 讨论

鼠管状线虫生活史属直接型，感染期虫卵被宿

主摄食后，在十二指肠内经消化液的作用，幼虫孵

出，沿小肠下行，经几次蜕皮发育为成虫。 成虫寄

生在盲肠、结肠及回肠下部，重度感染时可达胃和

食管等处。 雌、雄虫交配后，雄虫很快死亡并排出

体外，故宿主肠道内雌虫数比雄虫多。 雌虫在肠道

内低氧、温度及 ｐＨ 等影响下不排卵或仅排少量卵。
而在宿主睡眠时肛门括约肌处于松弛状态下，妊娠

雌虫便乘机移行至肛门外，受肛周温湿度及氧气的

刺激，虫体头尾交替收缩蠕动，子宫发生强有力的

收缩，瞬间排出大量虫卵。 粘附在肛周的虫卵 ６ ｈ
后发育成熟，蜕皮 １ 次后成为感染期虫卵，卵细胞内

是发育完全的、活动的、有感染性的幼虫。 排卵后

的雌虫或孵化出的幼虫可经肛门逆行进入肠内或

钻入阴道、尿道内引起新的感染［９ － １２］。 虫卵轻得可

以漂浮在空气中，造成大面积的环境污染［１３］。 虫卵
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可经空气中的粉尘、污染的设备、动物和人进行传

播。 Ｓｔｏｎｅ［１４］报道美国研究人员在儿童和猴子的粪

便中检出鼠管状线虫卵。 Ｌｙｔｖｙｎｅｔｓ［１５］ 报道捷克实

验动物繁育设施中的灰尘、空调、饲养笼和技术人

员手的鼠管状线虫卵检出率分别为 ７􀆰 ６％ 、２８􀆰 ７％ 、
５０􀆰 ８％和 ３７􀆰 ９％ 。 鼠管状线虫卵高度耐受各种环

境因素如低温、干燥和消毒剂［１６］，一旦污染不易去

除。 Ｍｅａｄｅ［１７］报道鼠管状线虫卵在外界环境中暴露

７ 个月依然具有活力。 本文作者在 ３７℃ ５％ ＣＯ２ 实

验条件下研究发现，鼠管状线虫可在体外存活近十

天。 本研究获得的鼠管状线虫可作为模式生物，用
于抗寄生虫药物筛选研究，也可作为人类寄生虫病

动物模型制备材料，进一步开展该虫的致病机理

研究。
鼠管状线虫的自然感染在世界各地流行。 Ｔｕｎｇ

等［１８］报道台湾野生大鼠的鼠管状线虫感染率为

２８􀆰 ６％ 。 Ｐａｒａｍａｓｖａｒａｎ 等［１９］报道马拉西亚野生大鼠

的鼠管状线虫感染率为 １７􀆰 ６％ 。 Ｋａｔａｒａｎｏｖｓｋｉ 等［２０］

报道南斯拉夫野生大鼠的鼠管状线虫感染率为

７􀆰 ４％ 。 Ｓｈａｒｍａ 等［２１］报道印度野生大鼠和小鼠的鼠

管状 线 虫 感 染 率 分 别 为 ６􀆰 ９７％ 和 ８􀆰 ５７％ 。
Ｋａｍｒａｎｒａｓｈａｎｉ 等［２２］ 报道伊朗野生小鼠的鼠管状线

虫感染率为 ２􀆰 ８９％ 。 Ｈａｙａｓｈｉｍｏｔｏ 等［２３ ，２４］报道日本

实验小鼠和宠物小鼠鼠管状线虫感染率分别为

６􀆰 ２％和 ４６􀆰 ４％ 。 Ｈｕｓｓｅｙ 等［２５］ 报道美国实验鼠鼠

管状线虫感染率为 １００％ 。 Ｂｅｙｈａｎ 等［２６］ 报道土耳

其实验大鼠和小鼠的鼠管状线虫感染率均为

１００％ 。 我们的研究调查结果显示：我国 ＳＰＦ 和清

洁动物鼠管状线虫感染率分别为 ５􀆰 ５％和 ９􀆰 ７％ ，其
中：ＳＰＦ 豚鼠、大鼠和小鼠的鼠管状线虫感染率分别

为 ２％ 、１２􀆰 ４％和 ５􀆰 ４％ ；清洁豚鼠、大鼠和小鼠的鼠

管状线虫感染率分别为 ５􀆰 １％ 、１０􀆰 ８％ 和 １０􀆰 ５％ 。
实验动物寄生虫感染对人类寄生虫感染起一定的

储存和传播作用，在流行病学上具有重要意义。 即

使当下进行的胚胎干细胞移植也并不能消除所有

的感染性的病原体［２７］。 人兽共患病名录中人兽共

患寄生虫病 ６９ 种，我国存在 ６０ 种［２８ － ３０］。 最近我国

时有 ＳＰＦ 或清洁动物因人兽共患寄生虫感染致病

或致死的报道［３１ － ３３］。 当前，我国实验动物感染人兽

共患寄生虫的现状不容乐观。 实验动物携带的人

兽共患寄生虫，不仅会污染环境、饮水、食品、空气，
同时也会对人类健康造成危害，已污染的实验动物

用于食品药品生物制品医疗器械检定或动物种质

资源收集保存分发后果不堪设想。 因此，各实验动

物种子中心承担单位和动物繁育生产单位一定要

高度重视人兽共患寄生虫病原体的生物安全性问

题，切实落实自查抽查工作，及时发现并处理被污

染的动物、粪便、垫料、饲料、饮水、笼器具、通风排

气系统，彻底杀灭病原体并作无害化处理，避免污

染公共水源和周边环境，要认真查找、严格控制并

切断污染源，强化公共卫生安全防控意识，保证动

物质量，保障人员安全，保护生态环境。
目前，直接检查肠道内容物仍是蠕虫检测的

“金标准”，其局限性是安乐死动物［３４］。 肛周胶带

法可检测宿主肛周粘附的蛲虫卵，但漏检率较

高［３５］。 粪便漂浮法常用于检测产粪量较大的动物

粪便中虫卵，不太适合实验动物［３６］。 Ｐａｒｅｌ 等［３７］ 曾

用 ＩＴＳ２ 区 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 鉴定鼠管状线虫，ＰＣＲ 扩增后

再进行酶切和电泳，操作繁琐且易污染。 Ｌｅｂｌａｎｃ
等［３８］曾在蛲虫通用引物 ＰＣＲ 中得到了假阳性结

果。 Ｄｏｌｅ 等［３９］曾认为 ＰＣＲ 检虫卵比粪检法灵敏，
但后来在 ＰＣＲ 检测阴性样本中竟然发现了活的虫

体，提示单纯 ＰＣＲ 方法不适合感染性的寄生虫病原

体检测。 本研究中，我们将直接镜检实时动态显微

视屏摄录技术和形态学鉴定方法联合多重 ＰＣＲ 和

测序技术应用于鼠管状线虫的快速检测和分子鉴

定，进行了方法学研究和验证，并对动物鼠管状线

虫感染情况进行了监测，对鼠管状线虫筛查和确认

的有效性进行了评价。 应用多重 ＰＣＲ 能够检测出

单个鼠管状线虫卵、幼虫、雌性成虫和雄性成虫

ＤＮＡ，经多基因测序技术鉴定出鼠管状线虫靶标基

因 ＩＴＳ、２８Ｓ ｒＲＮＡ、ｎａｄ１ 和 ｃｏｘ１，与其他不同种属的

寄生虫无交叉反应，尤其是形态学鉴定上与鼠管状

线虫容易混淆的隐匿管状线虫和四翼无刺线虫，表
明：多重 ＰＣＲ 结合测序技术检测鉴定鼠管状线虫具

有较高的灵敏度和特异性。 对直接镜检实时动态

显微视屏摄录技术检出，经形态学鉴定为活体鼠管

状线虫的 ２８５ 份 ＳＰＦ 和 １３５ 份清洁动物阳性样本，
分别提取 ＤＮＡ 后，用多重 ＰＣＲ 检测，均能获得预期

目的条带，阳性样本测序证实获得的是鼠管状线虫

靶标基因 ＩＴＳ、２８Ｓ ｒＲＮＡ、ｎａｄ１ 和 ｃｏｘ１。 测序结果显

示，不同 ＳＰＦ 和清洁动物分离获得的鼠管状线虫的

ＩＴＳ、２８Ｓ ｒＲＮＡ、ｎａｄ１ 和 ｃｏｘ１ 基因核苷酸相似性达

１００％ 。 应用多重 ＰＣＲ 和测序技术检测 ＳＰＦ 和清洁

动物样本中的鼠管状线虫，结果分别检出 ２８５ 份和

１３５ 份阳性，ＳＰＦ 和清洁动物鼠管状线虫阳性率分
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别为 ５􀆰 ５％ （２８５ ／ ５１９９）和 ９􀆰 ７％ （１３５ ／ １３８９）。 诊断

灵敏度二者无差异。 直接镜检实时动态显微视屏

摄录技术通过形态学鉴定鼠管状线虫联合多重

ＰＣＲ 和测序技术通过基因分析方法鉴定鼠管状线

虫的分子验证结果相吻合，显示多重 ＰＣＲ 和测序技

术检测鉴定鼠管状线虫的特异性，提示今后可将

ＩＴＳ、２８ Ｓ ｒＲＮＡ、ｎａｄ１ 和 ｃｏｘ１ 基因作为鼠管状线虫

快速检测精准识别的分子靶标，有效扩展目前检疫

检测方法和常规健康监测途径，为国家标准修订提

供技参考依据和技术支撑，获得的多基因位点数据

可用于鼠管状线虫遗传多样性研究，为进一步开展

分子流行病学调查奠定基础。
欧洲实验动物学会联合会制定了统一的欧洲

标准，规定肠道蠕虫是实验动物要求检测的病原

体［４０］。 日本中央实验动物研究所实验动物质量控

制标准规定必检蛲虫。 随着中国社会经济的发展

和国内外交流合作的增加，实验动物在诸多领域中

的作用日益重要，因此，适应全球经济一体化，研究

国外标准，以我国实验动物寄生虫监测调研基础数

据作为科学依据，修订完善国家标准显得非常必

要，这需要我们今后继续开展更多确定的研究予以

支持。
综上所述，直接镜检实时动态显微视屏摄录技

术和形态学鉴定联合多重 ＰＣＲ 及测序技术可有效

应用于鼠管状线虫感染的快速检定和感染监测中。
本研究首次对中国 ＳＰＦ 和清洁动物的鼠管状线虫

进行了分子鉴定和感染调查，整体而言调查的面还

不够宽广，还需要扩大样本的容量和丰度，以获得

更全面的监测数据。 鼠管状线虫作为一种重要的

人兽共患病病原，其对动物质量和人类健康造成的

危害不容忽视，今后一定要加强人兽共患病的防控

工作，联合使用多种技术精准科学做好监测工作，
切实保护人民生命健康，保障人民用药安全。
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Ｓｏｃ Ｐａｔｈｏｌ Ｅｘｏｔ Ｆｉｌｉａｌｅｓ，１９７３， ６６（１）： １７８ － １８３．

［ ３ ］ 　 Ｗａｇｎｅｒ Ｍ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｉｎｗｏｒｍ （ Ｓｙｐｈａｃｉａ
ｍｕｒｉｓ） ｏｎ ｒａｔ ｇｒｏｗｔｈ ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ，１９８８， ３８ （４）： ４７６
－ ４７８．

［ ４ ］ 　 Ｇｏｎçａｌｖｅｓ Ｌ， Ｎｏｒｏｎｈａ Ｄ， Ｇｏｍｅｓ ＤＣ． Ｗｏｒｍ ｂｕｒｄｅｎｓ ｉｎ ｏｕｔｂｒｅｄ

ａｎｄ ｉｎｂｒｅｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｉｃ ｄａｔａ ｏｎ Ｓｙｐｈａｃｉａ
ｍｕｒｉｓ （ Ｙａｍａｇｕｔｉ， １９３５ ） Ｙａｍａｇｕｔｉ， １９４１ （ Ｎｅｍａｔｏｄａ，
Ｏｘｙｕｒｏｉｄｅａ） ［Ｊ］ ． Ｍｅｍ Ｉｎｓｔ Ｏｓｗａｌｄｏ Ｃｒｕｚ，２００１， ９６（１）： １３３
－ １３６．

［ ５ ］ 　 Ｔｒｅｌｉｓ Ｍ， Ｃｏｒｔéｓ Ａ， Ｆｒｉｅｄ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ
Ｅｃｈｉｎｏｓｔｏｍａ ｃａｐｒｏｎｉ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｐａｒａｓｉｔｏｌ，２０１３， ４３（６）： ４５３ － ４６３．

［ ６ ］ 　 Ｐｌａｃｈｙ＇ Ｖ， Ｌｉｔｖｉｎｅｃ Ａ， Ｌａｎｇｒｏｖá Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｙｐｈａｃｉａ
ｍｕｒｉｓ ｏｎ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍ，
２０１５，１６． ｐｉｉ： ００２３６７７２１５５７７０３８．

［ ７ ］ 　 中华人民共和国国家标准［ Ｓ］ ． ＧＢ∕Ｔ １４９２２􀆰 １ － ２００１􀆰 ２００１，
１ － ２．

［ ８ ］ 　 中华人民共和国国家标准［Ｓ］ ． ＧＢ∕Ｔ １８４４８􀆰 １０ － ２００１􀆰 ２００１，
１７ － １９．

［ ９ ］ 　 Ｒｏｓｓ ＣＲ， Ｗａｇｎｅｒ ＪＥ， Ｗｉｇｈｔｍａｎ ＳＲ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ ａｍｏｎｇ ｒａｔｓ， ｍｉｃｅ， ｈａｍｓｔｅｒｓ ａｎｄ
ｇｅｒｂｉｌｓ ［Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ，１９８０， ３０（１）： ３５ － ３７．

［１０］ 　 Ｌüｂｃｋｅ Ｒ， Ｈｕｔｃｈｅｓｏｎ ＦＡ， Ｂａｒｂｅｚａｔ ＧＯ． Ｉｍｐａｉｒｅｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎｆｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｒａｓｉｔｅ
Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ ［Ｊ］ ． Ｄｉｇ Ｄｉｓ Ｓｃｉ，１９９２， ３７（１）：６０ － ６４．

［１１］ 　 Ｓｔａｈｌ Ｗ． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｆｅ ｃｙｃｌｅ ｏｆ Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ， ｔｈｅ ｒａｔ
ｐｉｎｗｏｒｍ ［Ｊ］ ． Ｋｅｉｏ Ｊ Ｍｅｄ，１９６３， １２： ５５ － ６０．

［１２］ 　 Ｌｅｗｉｓ ＪＷ， Ｄ’Ｓｉｌｖａ Ｊ． Ｔｈｅ ｌｉｆｅ⁃ｃｙｃｌｅ ｏｆ Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ Ｙａｍａｇｕｔｉ
（ Ｎｅｍａｔｏｄａ： Ｏｘｙｕｒｏｉｄｅａ ） ｉｎ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｒａｔ ［ Ｊ ］ ． Ｊ
Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｌ，１９８６， ６０（１）：３９ － ４６．

［１３］ 　 Ｂａｋｅｒ ＤＧ． Ｎａｔｕｒａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ， ｒａｔｓ， ａｎｄ
ｒａｂｂｉｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｒｅｖ，
１９９８， １１（２）： ２３１ － ２６６．

［１４］ 　 Ｓｔｏｎｅ ＷＢ， Ｍａｎｗｅｌｌ ＲＤ． Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｈｅｌｍｉｎｔｈ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ
ｆｒｏｍ ｐｅｔ ｏｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｈａｍｓｔｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ
Ｒｅｐ， １９６６， ８１（７）： ６４７ － ６５３．

［１５］ 　 Ｌｙｔｖｙｎｅｔｓ Ａ， Ｌａｎｇｒｏｖａ Ｉ， Ｌａｃｈｏｕｔ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｎｗｏｒｍ
ｅｇｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｓｔ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｆａｃｉｌｉｔｙ， ｉｎ ｔｈｅ
ｃａｇｅｓ ａｎｄ ｏｎ ｔｈｅ ｈａｎｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｉｃｉａｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍ，
２０１３， ４７（１）： ７１ － ７３．

［１６］ 　 Ｄｉｘ Ｊ， Ａｓｔｉｌｌ Ｊ， Ｗｈｅｌａｎ Ｇ． Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ Ｓｙｐｈａｃｉａ ｍｕｒｉｓ ｅｇｇｓ ［Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍ， ２００４， ３８（１）： １１ － １６．

［１７］ 　 Ｍｅａｄｅ ＴＭ， Ｗａｔｓｏｎ Ｊ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｐｉｎｗｏｒｍ （Ｓｙｐｈａｃｉａ
ｍｕｒｉｓ） ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ａｓ ａ ｍｅａｎｓ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｍ Ａｓｓｏｃ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ， ２０１４， ５３（６）： ６６１
－ ６６７．

［１８］ 　 Ｔｕｎｇ ＫＣ， Ｈｓｉａｏ ＦＣ， Ｙａｎｇ ＣＨ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｏｆ
ｅｎｄｏｐａｒａｓｉｔｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ Ｐｈｙｓａｌｏｐｔｅｒａ ｓｐ．
ａｎｄ Ｓａｒｃｏｃｙｓｔｉｓ ｓｐｐ． ｉｎ ｆａｒｍ ｒｏｄｅｎｔｓ ａｎｄ ｓｈｒｅｗｓ ｉｎ ｃｅｎｔｒａｌ Ｔａｉｗａｎ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２００９， ７１（１）： ４３ － ４７．

［１９］ 　 Ｐａｒａｍａｓｖａｒａｎ Ｓ， Ｓａｎｉ ＲＡ， Ｈａｓｓａｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｄｏ⁃ｐａｒａｓｉｔｅ ｆａｕｎａ
ｏｆ ｒｏｄｅｎｔｓ ｃａｕｇｈｔ ｉｎ ｆｉｖｅ ｗｅｔ ｍａｒｋｅｔｓ ｉｎ Ｋｕａｌａ Ｌｕｍｐｕｒ ａｎｄ ｉｔｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｚｏｏｎｏｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｒｏｐ Ｂｉｏｍｅｄ， ２００９， ２６
（１）： ６７ － ７２．

［２０］ 　 Ｋａｔａｒａｎｏｖｓｋｉ Ｍ， Ｍｉｒｋｏｖ Ｉ， Ｂｅｌｉｊ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｅｌｍｉｎｔｈｓ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ （ Ｒａｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ） ｉｎ ｔｈｅ Ｂｅｌｇｒａｄｅ ａｒｅａ
（Ｓｅｒｂｉａ）： ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｘ， ａｇｅ ａｎｄ ｈａｂｉｔａｔ ［ Ｊ］ ． Ｐａｒａｓｉｔｅ，
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２０１１， １８（２）： １８９ － １９６．
［２１］ 　 Ｓｈａｒｍａ Ｄ， Ｊｏｓｈｉ Ｓ， Ｖａｔｓｙａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ

ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｅｌｍｉｎｔｈ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｒｏｄｅｎｔｓ ｏｆ Ｔａｒａｉ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ
Ｕｔｔａｒａｋｈａｎｄ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐａｒａｓｉｔ Ｄｉｓ， ２０１３， ３７（２）： １８１ － １８４

［２２］　 Ｋａｍｒａｎｒａｓｈａｎｉ Ｂ， Ｋｉａ Ｅ， Ｍｏｂｅｄｉ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｌｍｉｎｔｈ ｐａｒａｓｉｔｅｓ ｏｆ
Ｒｈｏｍｂｏｍｙｓ ｏｐｉｍｕｓ ｆｒｏｍ Ｇｏｌｅｓｔａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ｉｒａｎ ［Ｊ］ ．
Ｉｒａｎ Ｊ Ｐａｒａｓｉｔｏｌ， ２０１３， ８（１）： ７８ － ８４．

［２３］ 　 Ｈａｙａｓｈｉｍｏｔｏ Ｎ， Ｍｏｒｉｔａ Ｈ， Ｉｓｈｉｄａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｒｅｎｔ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｊａｐａｎ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ａｎｉｍ， ２０１３， ６２（１）： ４１ － ４８．

［２４］ 　 Ｈａｙａｓｈｉｍｏｔｏ Ｎ， Ｍｏｒｉｔａ Ｈ， Ｉｓｈｉｄａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｕｒｖｅｙ ｏｆ ｍｉｃｅ （Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｅｔ
ｓｈｏｐｓ ｉｎ Ｋａｎａｇａｗａ ａｎｄ Ｔｏｋｙｏ， Ｊａｐａｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｅｔ ｓｈｏｐｓ ｉｎ
Ｋａｎａｇａｗａ ａｎｄ Ｔｏｋｙｏ， Ｊａｐａｎ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ａｎｉｍ， ２０１５， ６４ （２）：
１５５ － １６０．

［２５］ 　 Ｈｕｓｓｅｙ ＫＬ． Ｓｙｐｈａｉａ ｍｕｒｉｓ ｖｓ． Ｓ． ｏｂｖｅｌａｔａ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｒａｔｓ ａｎｄ
ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐａｒａｓｉｔ， １９５７， ４３（５）： ５５５ － ５５９．

［２６］ 　 Ｂｅｙｈａｎ ＹＥ， Ｇüｒｌｅｒ ＡＴ， Ｂöｌüｋｂａş ＣＳ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｌｍｉｎｔｈｓ ｏｆ ｓｏｍｅ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｎｅｃｒｏｐｓｙ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｔｕｒｋｉｙｅ Ｐａｒａｚｉｔｏｌ Ｄｅｒｇ， ２０１０， ３４（２）： ９８ － １０１．

［２７］ 　 Ｍｏｏｋ Ｄ， Ｔａｙｌｏｒ ＤＫ， Ｈｕｅｒｋａｍｐ ＭＪ． Ｔｈｅ ｒｏｄｅｎｔ ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ
ｑｕａｇｍｉｒｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｍ Ａｓｓｏｃ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ， ２００９， ４８（５）： ４７２ －
４７４．

［２８］ 　 Ｔａｙｌｏｒ ＬＨ， Ｌａｔｈａｍ ＳＭ， Ｗｏｏｌｈｏｕｓｅ ＭＥ． Ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ
ｄｉｓｅａｓｅ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｐｈｉｌｏｓ Ｔｒａｎｓ Ｒ Ｓｏｃ Ｌｏｎｄ Ｂ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ，
２００１， ３５６ （１４１１）： ９８３ － ９８９．

［２９］ 　 Ｗｏｏｌｈｏｕｓｅ ＭＥ， Ｇｏｗｔａｇｅ⁃Ｓｅｑｕｅｒｉａ Ｓ． Ｈｏｓｔ ｒａｎｇｅ ａｎｄ ｅｍｅｒｇｉｎｇ
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􀦋􀦋技术方法

用压力⁃容积环评价大鼠心功能方法的改进及注意事项

刘晓雨，谭　 文

（华南理工大学生物科学与工程学院 ／生物医药前孵化器研究中心 ／广东省发酵与酶工程重点实验室，广州　 ５１０００６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨应用压力⁃容积环（ｐｒｅｓｓｕｒｅ⁃ｖｏｌｕｍｅ ｌｏｏｐ，ＰＶ Ｌｏｏｐ）评价大鼠心功能过程中的影响因素及

方法改进原则，分析主动脉弓缩窄（ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ，ＴＡＣ）诱导的压力负荷对大鼠心脏功能的影响，从而

为大鼠健康或疾病状态下的心功能分析提供更为科学全面的方法。 方法　 采用压力容积传感器从大鼠的颈动脉

插入左心室，调整传感器到合适位置来改善压力⁃容积环的形状，结合配套软件对心功能进行多方面的评价，分别

从压力及容积的定标、导管在左心室腔内的位置、呼吸机对测定的影响等方面分析应用压力⁃容积环测定大鼠心功

能时的操作要点。 结果　 （１）通过颈静脉注射适量的高渗盐水定标，扣除心室壁平行电导率引起的容积，可以获得

准确的左心室容积。 （２）适度调节压力⁃容积导管，使传感器的位置完全进入心室但又不接触心室壁，可以得到更

好的压力⁃容积信号。 （３）停止呼吸机适当时间，消除非自主呼吸对测定的影响，有助于获得更稳定的数据。 采用

这一方法对主动脉缩窄手术（诱导心肌肥大）后 １ 个月的大鼠进行分析，可以更好地评价大鼠在正常和疾病状态下

的心功能。 结论　 本研究从容积定标、导管位置和呼吸机等方面对大鼠心脏的压力⁃容积环测定方法进行了改进和

完善，并通过分析正常和心肌肥大的大鼠心功能验证了该方法的可靠性。
【关键词】 　 压力⁃容积环；主动脉弓缩窄；心功能；方法改进
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ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｏｆ ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 １． Ｔｈｅ ｒｅａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｗｅｒｅ ａｃｑｕｉｒｅｄ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ
ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｏｎｉｃ ｓａｌｉｎｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ， ｗｈｉｃｈ ｄｅｄｕｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗａｌｌ． ２． Ｔｏ ｇｅｔ



ｂｅｔｔｅｒ ＰＶ ｌｏｏｐｓ， ｉｔ’ｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｏ ａｄｊｕｓｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｔｈｅｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｕｎｔｉｌ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｖｏｌｕｍｅ
ｓｅｎｓｏｒｓ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｏｕｔ ｏｆ ｔｏｕｃｈ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗａｌｌ． ３． Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｈｅ ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒ ｄｕｒｉｎｇ
ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｉｓ ｃｏｎｄｕｃｉｖｅ ｔｏ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ｄａｔａ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ． Ｗｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｒａｔｓ ａｎｄ
ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｗｉｔｈ ｔｈｉｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｍｅｔｈｏｄ， ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｅ
ｈａｖｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｏｌｕｍｅ， ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｔｈｅｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ （ＬＶ） ａｎｄ ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒ ｏｎ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ＰＶ ｌｏｏｐｓ， ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｗｅ ｈａｖｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ ａｎｄ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃ ｒａｔｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｐｒｅｓｓｕｒｅ⁃ｖｏｌｕｍｅ ｌｏｏｐ； Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ； Ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ； Ｍｅｔｈｏｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ

　 　 左心室压力⁃容积环分析［１］在啮齿类动物生理、
病理状态下的心功能评价中应用广泛，已经成为基

础研究中公认的评价动物心功能变化的“金标准”
之一。 采用压力⁃容积关系比较负荷和变力性对心

室收缩的影响，表明负荷变化对心脏各项指数的影

响与其对变力刺激敏感性接近，并且压力⁃容积关系

参数理论分析的结果与试验数据一致［２］。 通过这

一方法对心肌梗塞引起的心衰进行功能评价，表明

心肌缺血后，随着时间推移，从代偿性重构逐步发

展为失代偿的心衰，心脏收缩和舒张功能均发生一

系列显著变化［３］，在衰老相关的晚期心衰大鼠中也

可以观察到心脏各项参数的变化［４］。 目前，基于清

醒小鼠的压力⁃容积环分析检测也被建立起来［５］，从
而可以连续观察清醒状态下心脏收缩的变化情况。

压力⁃容积环分析也广泛用于大型动物或临床

人体心功能的评价［６ － １２］。 采用这一方法，结合超声

心动图等技术，对具有正常射血分数的心衰病人

（ＨＦＮＥＦ）进行分析，表明不同病人之间具有不同的

生理病理学机制［６ － ７］。 近期一项研究将这一技术测

定各种心血管疾病病人的心功能，表明压力⁃容积关

系能更好地区分不同的临床症状的病人［８］。 细胞

移植是一种治疗心衰的新方法，采用压力⁃容积检测

可以长期观察这种治疗对心衰病人的恢复效果［９］。
对诸如狗等相对较为大型的动物，选择合适型号的

压力⁃容积导管，也可以测定各种疾病状态下的心脏

功能［１０ － １１］。
尽管压力⁃容积关系已经广泛用于心脏功能评

价，相关的操作流程已经较为完善［１３］，然而，对这项

技术是否能科学、客观地反映心功能的状态尚有争

议，相关方法学也需要进一步完善［１４］，与左心室功

能检测相关的各种实验技术也需要不断提升［１５］。
为此，本研究分别从压力和容积的定标、压力容积

导管在左心室腔的位置、呼吸机对评价的影响等方

面改进这一心功能评价方法，探讨应用导管测定心

功能过程中的操作原则和注意事项，并应用这一改

进的方法测定主动脉弓缩窄手术（ＴＡＣ）诱导的大

鼠心肌肥大模型的心功能参数变化，为大鼠健康或

疾病状态下的心功能分析提供更为科学全面的

方法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物：Ｗｉｓｔａｒ 大鼠，雄性，８ ～ １０ 周龄，体
重 ２００ ± ２０ ｇ，购买于广东省中山大学动物实验中心

【ＳＣＸＫ（粤）２０１１ － ００２９】，在中山大学动物实验中

心进行实验【ＳＹＸＫ（粤）２０１１ － ０１１２】。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器：外科手术设备及器械（广州器化

医疗 设 备 有 限 公 司）、 小 动 物 呼 吸 机 （ Ｈａｒｖａｒｄ
Ａｐｐａｒａｔｕｓ， Ｈｏｌｌｉｓｔｏｎ， ＭＡ， ＵＳＡ）、恒温加热垫（广州

飞迪生物科技有限公司，型号：ＰＬＳ⁃２０Ａ）、ＰｏｗｅｒＬａｂ
数据采集分析系统（ＡＤ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ Ｉｎｃ． ）、Ｍｉｌｌａｒ 压
力容积导管 ＳＰＲ⁃８３８（Ｍｉｌｌａｒ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ Ｉｎｃ． ）、光纤

冷光源（Ｆ⁃１５０Ｓ）、小动物电子秤（永康市华鹰衡器

有限公司，型号：ＡＳＣ⁃３０）、恒温加热垫（广州飞迪生

物科技有限公司，型号：ＰＬＳ⁃２０Ａ）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 主动脉弓缩窄手术建立大鼠心肌肥大模型：
对大鼠实施主动脉缩窄手术，制造压力负荷诱导的

大鼠心肌肥大模型［１６］。 其过程如下：大鼠称重后腹

腔注射 ３％戊巴比妥钠（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉后，让其仰

卧于手术台上（恒温垫控温 ３７℃），固定大鼠四肢，
头部。 行经口气管插管，连接上小动物呼吸机，设
置潮气量为 ４ ～ ６ ｍＬ ／ ２００ ｇ，频率为 ６５ ～ ７０ 次 ／ ｍｉｎ。
手术区域备皮，碘伏消毒，铺无菌纱布，用眼科弯镊

和剪刀从左胸部位斜向把皮剪开，用眼科弯镊钝性

分离两边的皮，暴露更多的肌肉。 然后用弯头止血

钳钝性分离胸大肌和胸小肌，暴露出肋骨。 用眼科

弯镊在第二和第三肋骨间无菌操作下开胸，并小心

拨开左右两片胸腺，暴露主动脉弓。 把 ４ － ０ 号的医

用真丝编织线从右无名动脉和左颈总动脉之间穿
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过胸主动脉（结扎部位如图 １ 所示） ［１７］，将主动脉结

扎于 ２１ Ｇ（外径为 ０􀆰 ８ ｍｍ）的针头上，随后把针头

抽出。 结扎牢固后，将胸腺轻轻回位盖住结扎部

位。 由胸腔引出一根消毒的塑料管，逐层关胸，缝
好肌肉后，用注射器经塑料管吸出胸腔内的气体，
使肺部能较好地扩张，然后拔掉塑料管并缝合伤

口。 继续通呼吸机 １５ ｍｉｎ，待大鼠自主呼吸恢复后，
拔出气管插管，放回笼子饲养。 假手术组（ＳＨＡＭ）
实施完全相同的操作，只是编织线穿过血管后不行

结扎。

图 １　 实施 ＴＡＣ 手术的主动脉弓缩窄部位［１７］

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ［１７］

１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠心功能的测定：左心室压力和容量测定

的原理：Ｍｉｌｌａｒ 压力容积导管是一根末端带有一个

微型压力感受传感器（ＰＳ）和四个感受容积的环状

电极（Ｅ１⁃Ｅ４）的导管（图 ２）。 其中导管两端的电极

是兴奋性电极，中间的一对电极是干预记录电极。
导管插进心脏后，四个电极可以跨距整个心室的长

轴。 通过微型压力感受器可以检测心室压力的变

化。 兴奋性电极之间经过高频低振幅的恒定电

流，产生局部的电场。 干预电极之间的电势与血

液的电阻成正比，与血液的电导率成反比。 干预

电极可以记录心室内血液的电导率。 一个心动周

期内不同的时相中心室的血容量不同导致干预电

极记录的电导率也不同。 根据检测心室内的电

导，转换为心室容积，转化公式：Ｖｏｌｕｍｅ ＝ （１ ／ α）
× ρ × Ｌ２ × Ｇ，其中 Ｖｏｌｕｍｅ 表示心室容积，α 表示

容积校正系数，ρ 表示血液的电阻，Ｌ 表示干预电

极之间的距离，Ｇ 表示检测的总电导。 由于导管

检测心室内血液的电导率是以电势值信号输出

的，因此需要进行单位转换。 将相对容积电导信

号（以电势 Ｖ 表示）转化为绝对容积（μＬ）。 此外，
由于检测的总电导其实包含了血液、心室壁和周

围的组织产生的电导，所以为了准确地得到心室

容积，需要进行高渗盐水定标，以扣除心室壁和周

围组织产生的电导［１３］ 。

图 ２　 ＳＰＲ⁃８３８ Ｍｉｌｌａｒ 导管

Ｆｉｇ． ２　 Ａ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ＳＰＲ⁃８３８ Ｍｉｌｌａｒ ｃａｔｈｅｔｅｒ

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 压力容积导管电导信号单位（ｍｓ）向容积

单位（μＬ）转换：使用由厂家提供的绝缘体容积校准

容器（见图 ３），置于 ３７℃恒温加热垫上，往 ５ 个深 １
ｃｍ、直径在 ５ ～ ９ ｍｍ 范围内的孔中加入 １％ 的肝素

（生理盐水配制）进行润洗，然后抽出肝素，迅速往

里面加入用 １％ 的肝素抗凝的新鲜大鼠血液，将导

管插入到孔中，保证导管的 ４ 个电极均浸没在血液

中，保持 １０ ～ ２０ ｓ，此时，屏幕上可看见容积信号上

升并维持一段时间。 然后插入到下一个孔中，由于

这五个孔的体积不一样，会产生不同的电导信号，
直到采集完 ５ 个梯度的电导信号，然后重复 ２ 次。
根据每个孔测得的实际容积信号 Ｖ）与标示的容积

（μＬ）数据（表 １），拟合出校正标准曲线，由此得到

线性方程的斜率和截距（图 ４），将斜率和截距代入

方程即可将电导信号单位（ｍｓ） 向绝对体积单位

（μＬ）转换［１３］。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 左心室内插入导管：将 ＴＡＣ 手术后饲养

４ 周的大鼠麻醉后，固定于 ３７℃的恒温手术台上。
经口插入气管导管，通上呼吸机，具体步骤参考模

型制备的步骤（１􀆰 ２􀆰 １ 部分）。 对大鼠颈部周围进

行备皮，行颈正中切口约 ３ ｃｍ，钝性分离皮下组织

和颈前正中肌肉，找到呈“Ｔ”型的三块肌肉，在肌

肉下找到右侧颈总动脉，用玻璃分针小心将动脉

周围的神经分离，避免分离右侧颈动脉时牵拉迷

走神经。 然后在动脉下穿线，结扎右侧颈动脉远

心端，并在近心端置小动脉夹，并穿线备用。 在靠

近近心端结扎处用眼科剪朝向心端呈 ４５℃ 剪一

“Ｖ”型小口，插入导管后，用靠近心端的线扎一个
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图 ３　 绝缘体校准容器

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｓｕｌａｔｅｄ ｃａｌｉｂｒａｔｉｎｇ ｃｏｎｔａｉｎｅｒ

表 １　 使用绝缘体校准容器平衡 ３ 次测得的实际容积
Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｒｅａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｓｕｌａｔｅｄ ｃａｌｉｂｒａｔｉｎｇ ｃｏｎｔａｉｎｅｒ

孔 １
Ｈｏｌｅ １

孔 ２
Ｈｏｌｅ ２

孔 ３
Ｈｏｌｅ ３

孔 ４
Ｈｏｌｅ ４

孔 ５
Ｈｏｌｅ ５

直径（ｍｍ）
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ５ ６ ７ ８ ９

标示的容积（μＬ）
Ｎｏｍｉｎａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ １７６􀆰 ７１ ２５４􀆰 ４７ ３４６􀆰 ３６ ４５２􀆰 ３９ ５７２􀆰 ５６

实际容积（Ｖ）
Ｒｅａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ － ９􀆰 ０６３ － ８􀆰 ８５５ － ８􀆰 ６２７ － ８􀆰 ４５２ － ８􀆰 ２７８

实际容积（Ｖ）
Ｒｅａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ － ９􀆰 ０８６ － ８􀆰 ８１７ － ８􀆰 ５８７ － ８􀆰 ４１９ － ８􀆰 ２６３

实际容积（Ｖ）
Ｒｅａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ － ９􀆰 ０８６ － ８􀆰 ８２２ － ８􀆰 ６２２ － ８􀆰 ４３３ － ８􀆰 ２９５

图 ４　 校正标准曲线

Ｆｉｇ． ４　 Ｃａｌｉｂｒａｔｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ （Ｖｏｌｕｍｅ）

松结，松开动脉夹，并观察电脑屏幕上波形的变

化。 当导管往心脏方向前进时遇到助力，可以适

度地将其往回退，然后再继续前进，直到屏幕上出

现典型的心室内压波形，即可停止前进，为把近心

端的松结扎紧，避免导管脱落，此时要适度地调整

导管在左心室内的位置，直到出现稳定且漂亮的

压力⁃容量环［１８］ 。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 采用平行电导对容积进行校正：用玻璃

分针钝性分离大鼠右颈静脉，小心牵拉迷走神经。
然后在颈静脉下穿线，结扎颈静脉远心端，并在近

心端置小动脉夹，并穿线备用。 在靠近近心端结

扎处用眼科剪朝向心端呈 ４５℃ 剪一“Ｖ”型小口，
插入 ＰＥ５０ 导管后，用靠近心端的线扎紧，松开动

脉夹，用注射器往 ＰＥ５０ 导管里推进约 ４０μＬ ３０％
的高渗盐水，此时可见左心室容量迅速增大，压力⁃
容积环往右移动（电导发生明显改变）且不伴随压

力信号幅度的降低。 等左心室容量恢复到给高渗

盐水前的水平，再次重复推进高渗盐水，如此进行

２ ～ ３ 次高渗盐水定标。 选取左心室容量增大的一

段数据，可得出给高渗盐水后左心室的舒张末容

积⁃收缩末容积的线性关系，此直线与当左心室舒

张末容积与收缩末容积相等时的直线（此直线表

示心室没有血液）相交于一点，此点对应的体积为

平行体积（Ｖｐ），即心室壁和周围组织产生的电导

所引起的心室容量误差。 所以最终表示左心室的

容积要扣除这容量误差。 相关研究表明［４， １８］ ，注
射 ２０ ～ ４０ μＬ 的 ３０％ 高渗盐水，Ｖｐ 一般为 １３０ ～
２８０ μＬ。
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２　 结果

２􀆰 １　 高渗盐水定标对平行电导校正的影响

图 ５　 注射高渗盐水进行平行电导校正

Ｆｉｇ． ５　 Ｐａｒａｌｌｅｌ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ ｈｙｐｅｒｔｏｎｉｃ ｓａｌｉｎｅ

采用高渗盐水注射来确定心室壁的平行电导

引起的容积是获得心室真实容积的有效方法。 由

图 ５Ａ 可知，大鼠静脉注射高渗盐水后，心室容量增

加的同时会引起心室压力的降低。 在此区域里，推
算出的 Ｖｐ 值超出文献公认的规定值。 选取容量增

加同时心室压力没有明显变化的区域（压力容积曲

线只发生左右平移，无上下移动，图 ５Ｂ 中），推算出

的 Ｖｐ 值在文献公认的范围内。 由此可知，注射高

渗盐水对平行电导进行校正时需要选取容量增加

的同时心室压力没有明显变化的数据，如图 ５Ｂ 上

所示。
２􀆰 ２　 压力容积导管在左心室腔内的位置对压力⁃容
积环测定的影响

研究发现，导管的位置对于容积的测定影响较

大，如图 ６ 所示。 调整前，左心室等容舒张期和等容
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收缩期中的容积发生明显变化，呈现不等容现象。
经适度调整后，压力⁃容积环的等容舒张期和等容收

缩期偏移减少，并且心室收缩末容积与调整前发生

明显改变。 此时压力容积导管前端的传感器器应

该位于左心室内，并且不应该与心室壁有接触。 导

管末端进入心室长度随大鼠体重变化而稍有不同，
例如体重约 ３００ ｇ 的大鼠，导管进入长度约为 ６􀆰 ３
ｍｍ，体重约 ４００ ｇ 的大鼠，导管进入长度约 ６􀆰 ８ ｍｍ。

图 ６　 压力容积导管位置对压力⁃容积环测定的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｔｈｅｔｅｒｓ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｔｏ ＰＶ⁃ｌｏｏｐ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ

２􀆰 ３　 呼吸机对压力⁃容积环测定的影响

研究发现，呼吸机会显著引起左心室压力和容

积的波动，从而导致每个心动周期测定的压力⁃容积

环发生偏移（图 ７）。 而暂停呼吸机后，压力⁃容积环

的位置变得相对稳定，并且心室压没有明显变化，
因此为获得稳定的压力⁃容积环，可采集停呼吸机

５ ～ １０ ｓ的数据，然后再继续通上呼吸机。
２􀆰 ４　 主动脉缩窄手术诱发大鼠心肌肥大的压力⁃容
积环测定

主动脉弓缩窄手术（ＴＡＣ）可通过压力负荷诱

导心肌肥大，由图 ８ 可知，正常组（图 ８ 左）具有正

常的心功能，而实施 ＴＡＣ 手术一个月的肥大组（图
８ 右）心功能下降，舒张功能恶化，收缩有关的 ｄｐ ／
ｄｔｍａｘ、ＥＦ 等参数与对照组没有明显差异，说明 ＴＡＣ
手术后一个月大鼠心室明显扩张，但尚处于代偿

期，心脏功能总体处于良好状态，压力⁃容积环右移。
而大鼠实施 ＴＡＣ 手术两个月后，ｄｐ ／ ｄｔｍａｘ和 ＥＦ 均显

著降低，Ｐｅｄ 和 Ｔａｕ 均明显增加，表明心脏收缩功能

和舒张功能均受损，此时心脏进入失代偿阶段，压
力⁃容积环右移且环的上下边沿均朝中心移动（数据

未显示）。

３　 讨论

３􀆰 １　 使用绝缘体校准容器进行校正

目前，使用 Ｍｉｌｌａｒ 压力容积导管进行压力⁃容
积环测定评价心功能时，多采用绝缘体校准容器

将电导率信号转换为容积信号，以避免容器本身

所具有的电导对信号的影响。 绝缘体校准容器
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图 ７　 呼吸机对压力⁃容积环测定的影响

Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ＰＶ⁃ｌｏｏｐ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ

图 ８　 正常生理状态及代偿性心肌肥大状态下的压力⁃容积曲线

Ｆｉｇ． ８　 ＰＶ⁃ｌｏｏｐ ｃｕｒｖｅｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｓｔａｔｕｓ

具有多个不同容积的孔，当往这些不孔内注射满

大鼠血液后，将 Ｍｉｌｌａｒ 管依次插入其中，通过不同

孔的容积与电导率信号读数，绘制出两者的关系

曲线。 根据这一曲线，可以方便地见所测得的电

导率数据转换为真实的容积。 由于不同大鼠的

血液理论上具有不同的电导率，因此每检测一只

动物，均应该用该动物的血液进行电导率⁃容积

的转换，即每只动物应该有自己的电导率⁃真实
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容积曲线。
３􀆰 ２　 高渗盐水定标对平行电导校正的影响

平行电导是心室壁和周围组织产生的电导率。
干预电极测定心室容积时实际上包含了这部分的

电导率，因此需要静脉注射高渗生理盐水改变心室

血液的电导率进行平行电导校正［１３］。 动物注射高

渗盐水会增加容量负荷或引起收缩性改变，此时使

容积信号发生改变。 在收缩末容积⁃舒张末容积关

系图上，收缩末容积与舒张末容积相等时的直线代

表心室没有血液（容积信号仅由心室壁及周围组织

的平行电导率产生），注射高渗盐水时的容积曲线

与此曲线的交点即代表平行电导率引起的容积 Ｖｐ。
３􀆰 ３　 Ｍｉｌｌａｒ 导管在左心室腔内的位置对压力⁃容积

环测定的影响

压力⁃容积环的建立关键在于心室容积的测定。
由于心室腔本身的形状是不规则的，Ｍｉｌｌａｒ 导管在

心室腔内不同的位置，干预电极检测的电导率信号

也随之变化。 因此对 Ｍｉｌｌａｒ 导管在心室腔内的位置

进行调整，对于压力⁃容积环的测定非常重要。 测定

过程中导管末端的传感器如果与心室壁有接触，将
会对信号产生极大干扰，使压力⁃容积环形状不规

则，心功能参数不准确，因此测定时含传感器的导

管应完全进入左心室，但又不能接触心室壁。
３􀆰 ４　 呼吸机对压力⁃容积环测定的影响

Ｍｉｌｌａｒ 导管进入左心室的方式有两种，分别是

经右颈总动脉插管（关胸）以及经心尖顶端插管（开
胸）。 其中经心尖顶端插管必须通上呼吸机，而右

颈总动脉插管可选择自由呼吸。 但由于此过程必

须使用麻醉药，稍微过量的麻醉药会显著抑制心率

和心功能而导致测定的数据不准确，例如，动物实

验常用的麻醉药戊巴比妥钠还会显著增加呼吸道

粘液的分泌导致呼吸暂停甚至窒息死亡。 因此，一
般建议 Ｍｉｌｌａｒ 导管经右颈总动脉插入左心室的过程

也通上呼吸机。 本研究发现，呼吸机对于左心室压

力⁃容积环的测定会产生显著影响，特别是对左心室

容积的测定。 因此，为保证心功能测定的顺利进

行，可记录停呼吸机几秒的数据，然后继续通上呼

吸机。
本研究分别从压力和容积的定标、压力容积导

管在左心室腔的位置、呼吸机对评价的影响等方面

对大鼠压力容积环测定心功能的方法进行了完善

和改进，并以心肌肥大模型进行验证，从而为大鼠

健康或疾病状态下的心功能分析提供更为科学全

面的分析手段。
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兔 ＶＸ２ 鼻咽移植瘤模型建立的研究现状

胡　 月１，文庆莲１，张　 莉２

（１． 西南医科大学附属医院，肿瘤科，四川 泸州　 ６４６０００； ２． 西南医科大学附属医院，核医学科，四川 泸州　 ６４６０００）

　 　 【摘要】 　 总结和介绍了兔 ＶＸ２ 鼻咽移植瘤模型的制作方法，并对模型制备的各个环节进行了分析和方法改

进的探讨，以期为医学实验研究提供良好的动物模型。
【关键词】 　 兔；ＶＸ２；鼻咽肿瘤；模型，动物
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　 　 鼻咽癌是我国常见的恶性肿瘤之一，发病率居

耳鼻喉科恶性肿瘤之首，而鼻咽肿物由于其解剖位

置深在，周围毗邻结构复杂而重要，不易进行直观

的在体观察或活体取样研究，此时体内实验就显得

尤为重要。 体内实验之中的动物实验，即利用动物

对人类疾病进行复制，既可以缩短疾病的自然病

程，便于观察疾病发生发展的全过程，又能进行活

体解剖，从病理层面对鼻咽癌加以研究，使得结果

更具有科学依据与说服力。 ＶＸ２ 肿瘤是一种来源

于 Ｓｈｏｐ 病毒于皮肤诱发的兔乳头状瘤衍生的鳞癌，
于 １９４０ 年正式建立株［１］，现已被广泛用于肿瘤领域

的基础研究，国内外一些学者将 ＶＸ２ 肿瘤种植于耳

廓、脑部、肝脏、肺部、肾脏等［２ － ８］ 部位，进行肿瘤各

方面的研究。 但由于鼻咽原位移植瘤的动物模型

不多，且在鼻咽移植瘤动物模型的建立上，没有统

一的标准，故本文对兔 ＶＸ２ 鼻咽移植瘤模型制作方

法的现状作如下综述，为后续鼻咽癌的体内研究提

供合适的实验动物模型。

１　 鼻咽移植瘤模型建立和应用概况

鼻咽癌发病率逐年递增，对鼻咽癌的相关基础

及临床研究也成为肿瘤领域的热点。 国内外许多

学者都曾建立过不同的鼻咽癌动物模型，以进行鼻

咽肿瘤不同特性的深入研究。 黄小鹏等［９］ 将鼻咽



癌细胞株 ＣＮＥ⁃２ 于 ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ 裸鼠四肢皮下建立

了移植瘤模型，并采用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记，进
行放射抗拒性的研究。 而宁喜等［１０］ 将 ＣＮＥ⁃２ 鼻咽

癌裸鼠模型给予生理盐水、ＥＧＣＧ、放疗、ＥＧＣＧ 联合

放疗等不同处理，发现联合放疗组能够显著抑制肿

瘤生长，得出 ＥＧＣＧ 能够增强模型对放疗的敏感性，
其机制可能与抑制 ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 ＶＥＧＦ 的表达水平有

关。 张心丽等［１１］ 实验研究发现，紫杉醇、顺铂都能

显著的阻遏裸鼠人鼻咽癌 ＣＮＥ⁃１ 的生长，对于鼻咽

癌，这两者都是可应用于化疗中的药物。 但以上鼻

咽癌模型都是在小鼠四肢皮下建立，与临床患者鼻

咽癌生长部位差异显著，其侵袭转移性，生理学、生
物学特性也会较之有明显不同，从而影响实验观测

结果。 李萍等［１２］采用了鸡胚材料，利用 ５ － ８Ｆ 鼻咽

癌细胞株建立了鼻咽癌鸡胚绒毛尿囊膜模型，并在

此模型基础上进行了鼻咽癌细胞侵袭行为研究等。
鸡胚材料目前已在医学研究中广泛应用，但其作为

一胚胎性结构，还未形成成熟的周围组织，这就极

大限制了鼻咽癌鸡胚绒毛尿囊膜模型的研究范围，
适用性较窄。 蓝柯等［１３］人应用 ＤＮＡ 重组以及显微

注射等技术，构建出 Ｎ⁃Ｍ１Ｐ１ 转基因鼻咽癌小鼠模

型，研究结果显示 Ｎ⁃Ｍ１Ｐ１ 能够于小鼠的鼻咽部诱

导发生癌前病变。 转基因技术实现了外源基因的

引入与流动，从基因层面研究疾病的发生发展，但
转基因动物模型的构建难度大，技术支持要求高，
资金耗费大，不适宜进行大规模的动物模型研究。
以上学者都是在小鼠身上建立动物模型，但小动物

鼻咽部结构太小，在建立鼻咽癌移植瘤模型时，难
以辨认鼻咽部的结构，不能正确判断肿瘤是否种植

在鼻咽部，降低了实验结果的可信度。 同时，郑文

宏等［１４］学者也发现，人与小鼠胚胎在鼻咽的解剖学

和组织学方面都存在着明显差异，并不是建立鼻咽

移植瘤模型的最佳实验动物。 兔体型较大，生物学

及转移特性等都与人类相似，便于复制人类鼻咽癌

模型并进行后续的研究。

２　 兔 ＶＸ２ 鼻咽移植瘤模型制作方法

２􀆰 １　 动物的选择

新西兰兔对 ＶＸ２ 肿瘤天然缺乏免疫机制，因而

ＶＸ２ 瘤株移植成功率［１５］且 ＶＸ２ 的头颈部肿瘤模型

在生物学特性、淋巴结转移及远处转移、侵袭方式

上都与人头颈部肿瘤极为相似［１６ － １８］。 人类鼻咽肿

瘤大多为鳞癌，其中低分化的鳞状细胞癌可占 ８５％

以上，而 ＶＸ２ 瘤株作为一种低分化的鳞状细胞癌，
在病理学上与其共通，有利于鼻咽肿瘤的病因学、
血清学等方面的研究［１９］。 而随着 ＶＸ２ 肿瘤细胞在

体内的迅速生长，逐渐向周围组织浸润，尤以咽旁

间隙、鼻腔、口咽居多，斜坡、海绵窦、颅底等也有侵

及，这与人鼻咽肿瘤的生长特性十分相似［２０］，可以

此进行鼻咽肿瘤诊断、治疗等方面的探讨。 在远处

转移方面，种植于头颈部的 ＶＸ２ 肿瘤同人类鼻咽肿

瘤一样，都会进一步进展，侵犯淋巴结，首先波及同

侧颈深淋巴结，肿瘤种植成功一定时间后，其同侧

颈深淋巴结的转移率可达到 １００％ ［２１］，并逐渐转移

至同侧颈浅淋巴结，进而扩散至对侧颈部淋巴结，
晚期甚至发生肺转移、骨转移。 因此利用 ＶＸ２ 鼻咽

移植瘤模拟人类鼻咽肿瘤的在体生长，具有较强的

实验可行性。 同时，兔的鼻咽部接近于人的解剖学

形态，鼻咽部结构易进行影像学观察，进行影像学

引导下的穿刺接种。 因此选择新西兰白兔（ ＩＩ 级动

物）建立模型，雌雄不限，月龄多选择 ３ ～ ４ 月龄的

新西兰兔，此时兔的生理机能稳定，生长发育良好，
易于进行长时间的饲养及观察［２２ ，２３］，体重在 ２􀆰 ５ ｋｇ
～ ２􀆰 ６ ｋｇ 左右。
２􀆰 ２　 动物的麻醉

家兔体型中等，且此次操作持续时间短，需选

择安全系数高，麻醉效果好，不良反应少的麻醉方

式及药物。 复合麻醉能够减少单种药物在动物体

内的蓄积量，减低麻醉风险，是合适的麻醉方式。
速眠新在麻醉诱导阶段具有诱导快、安全性好、效
果稳定等优势，是良好的麻醉诱导剂［２４］。 高堂成、
许达、颜克松等［２５ － ２７］先后发表的文章中阐述了氯胺

酮与速眠新复合麻醉在动物实验中的应用，曹春

艳、王小铭、张立永等［２８ － ３０］ 也探讨了速眠新联合水

合氯醛、速眠新联合地西泮的麻醉方法，其麻醉效

果较好、麻醉深度易于控制、手术需要及动物安全

都能得到有效保证，都可作为此次实验的麻醉药

物。 参照有关文献［３１ ，３２］，氯胺酮与速眠新联合方案

采用速眠新 ＩＩ 注射液 ０􀆰 １ ｍＬ ／ ｋｇ 及盐酸氯胺酮注

射液 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｋｇ ～ ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ，混匀后在兔大腿外侧

肌肉注射，必要时在首次给药 ０􀆰 ５ ｈ 后追加首次用

量的 １ ／ ３ ～ １ ／ ２。 速眠新联合水合氯醛方案采用速

眠新 ＩＩ 注射液 ０􀆰 １ ｍＬ ／ ｋｇ ～ ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｋｇ 肌内注射麻

醉，当兔对刺激反应迟钝时，再沿耳缘静脉缓慢推

注 １０％水合氯醛 １ ｍＬ ／ ｋｇ ～ １􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ。 速眠新联

合地西泮方案采用速眠新 ＩＩ 注射液 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｋｇ ～
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０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｋｇ，地西泮 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｋｇ 分别臀部肌肉注射。
２􀆰 ３　 接种液的选择

细胞接种法和组织块接种法是目前构建移植

瘤动物模型的两种主要方法。 其中细胞接种法分

为细胞悬液接种法和细胞匀浆接种法，组织块接种

法分为新鲜组织块接种法、冻存组织块接种法以及

组织块包埋法。 组织块包埋法一般适用于皮下移

植瘤的构建，由于鼻咽部位于头颅中央，无法活体

解剖出鼻咽部进行瘤块的包埋，因此以下主要介绍

其余几种方法在构建兔 ＶＸ２ 鼻咽移植瘤中的应用。
蔡丰等［３３］采用细胞悬液接种法建立了模型，将

对数生长期的肿瘤细胞进行消化，加入适量生理盐

水后，制成所需浓度的细胞悬液。 此接种法形成的

瘤块大小形状较均匀，减小了肿瘤外观体积差异带

来的实验误差。 但其瘤块生长时间较长，对有较短

时间限制的实验不宜选用。
王晓东等［３４］采用细胞匀浆接种法构建模型，从

传代新西兰兔身上取出并选用有活力的肿瘤组织，
将其尽量剪碎呈匀浆状，置于 ２００ 目无菌不锈钢滤

网上研磨，在过滤后的底层细胞匀浆内加入适量生

理盐水，制成所需浓度的细胞匀浆。 细胞匀浆的制

备需要反复在滤网上研磨，以确保过滤成单细胞悬

液，但研磨时间过长、研磨力度过大，都极易造成肿

瘤细胞的失活坏死，因此模型制作的成功率较低。
而吴媛等［３５］采用新鲜组织块接种法建立模型，

选用出适宜的肿瘤组织后，将其尽量剪碎，使得肿

瘤组织碎块小于 １ ｍｍ３，再用生理盐水调整为所需

浓度的组织悬液。
冻存组织块接种法则需先将冻存于 － ７０℃液氮

中的组织利用组织块复苏法复苏，再采用新鲜组织

块接种法的步骤制作组织悬液。 文庆莲等［３６］ 研究

者认为，造模成功率最高的是新鲜组织块种植法，
但其与冻存组织块种植法都存在所形成肿瘤体积

差异大的问题，且这两种悬液注射过程中容易造成

针头的堵塞，影响模型的制作。
在实际操作的过程中，需要充分综合考虑肿瘤

组织及实验兔状态、操作用具规格以及实验人员技

术水平等具体情况，选择适宜的接种液类型。
２􀆰 ４　 种植部位

兔鼻咽部解剖学形态与人相似又略有不同，根
据其硬腭及鼻中隔短，而软腭较长的特点，界定其

鼻咽部范围为：前界为上颌结节与垂体窝后缘的联

线，顶部为基蝶骨（蝶骨体）与基枕骨（枕骨底部），

底部为软腭，两侧壁为粘膜和软组织，沿软腭作一

延线迄咽后壁为后界［３７］。
２􀆰 ５　 肿瘤接种

悬液的穿刺接种目前可采用经软腭穿刺接种

法与经舌骨中点穿刺接种法。
经软腭穿刺接种法：实验兔麻醉后，将四肢与

头部固定，呈仰卧位，嘴部呈张口固定，一只手固定

舌与下颚，暴露软腭，另一只手由牙齿向悬雍垂方

向轻按硬腭，当感觉到与硬腭明显不一样的柔软

感，即到达软腭，持 １９ Ｇ 穿刺针穿过软腭达鼻咽部，
直至穿刺针遇到阻力，提示针尖已达鼻咽顶后壁，
停止进针。 用注射器抽取约 ０􀆰 ５ ｍＬ 配置好的肿瘤

细胞悬液或组织悬液，连接注射器与穿刺针，向接

种部位缓慢注入悬液，完成穿刺。
经舌骨中点穿刺接种法：实验兔麻醉后，将四

肢与头部固定，呈仰卧位，对拟穿刺区域进行剪毛

及常规消毒。 首先对兔进行鼻咽部多层螺旋 ＣＴ 平

扫，以正中矢状位作为拟穿刺平面，以舌骨中点后

缘作为最佳穿刺点，利用 ＭＰＲ 后处理技术进行观察

和测量，以确定穿刺的角度及距离。 持 １９ Ｇ 穿刺针

按照测量确定的角度和距离，从穿刺点进针，直至

穿刺针遇到阻力，提示针尖已达鼻咽顶后壁，停止

进针，再次进行多层螺旋 ＣＴ 平扫，观察此时针尖所

在位置，若穿刺位置不满意，再根据扫描结果做适

度的调整甚至重新穿刺，以至针尖位于紧邻斜坡的

鼻咽顶后壁。 达满意位置后，用注射器抽取约 ０􀆰 ５
ｍＬ 配置好的肿瘤细胞悬液或组织悬液，连接注射

器与穿刺针，向接种部位缓慢注入悬液，完成穿刺。
金观桥［３８］、张俊［１５］ 以及孟汉卿等［３９］ 研究者选

用的穿刺点为舌骨中点， ＶＸ２ 移植瘤成功率分别为

为 ８０％ （２０ ／ ２５，１ 只意外死亡，４ 只未见肿瘤生长）、
６６􀆰 ７％ （８ ／ １２，８ 只未见肿瘤生长）和 ８０％ （２０ ／ ２５，２
只穿刺死亡，３ 只未见肿瘤生长）。 黄江琼等［２０］ 研

究者则选择软腭作为穿刺点， ＶＸ２ 移植瘤成功率为

９０􀆰 ２％ （３７ ／ ４１，４ 只腹泻死亡，３ 只未见肿瘤生长）。
两种穿刺方法亦各有其优劣，经舌骨中点穿刺

接种法由于是在 ＣＴ 引导下穿刺接种，接种部位得

到可靠验证，提高了接种成功率。 但反复的 ＣＴ 扫

描延长了操作时间，实验兔易在中途苏醒，影响接

种过程。 同时，以舌骨中点后缘作为穿刺点，在进

针过程中易误穿大血管，造成实验兔失血死亡。 经

软腭穿刺接种法仅凭实验人员经验确定穿刺针到

达部位，对实验人员的操作经验及操作能力要求较
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高，且不能保证穿刺部位的准确性，但显著缩短了

实验时间，减少了实验的人力与财力，降低了意外

死亡率。 在实际穿刺过程中，需根据具体的操作条

件与操作水平，来选择最佳的接种方式。
２􀆰 ６　 观察和评价方法

观察方法：从接种完成后的第 １ 周开始，每一周

对实验兔行 ＣＴ 扫描，扫描范围包括整个头颅至环

甲膜，层厚 ＜ ３􀆰 ０ ｍｍ。
评价依据：（１）鼻咽部有软组织肿块，或于局部

发现小的软组织隆起；（２）鼻咽腔不对称；（３）颅底

骨质有破坏；（４）颈动脉鞘周围有一个或多个肿大

淋巴结。 于 ＣＴ 图像上见到以上一个或多个表现，
即表明兔 ＶＸ２ 移植瘤模型制作成功。

３　 方法改进

本文总结介绍了兔 ＶＸ２ 鼻咽移植瘤模型的构

建方法，并比较了其优劣及适用条件。 在具体操作

中，为了提高模型建立的成功率及模型质量，某些

过程可根据情况进行适当改进：（１）在麻醉操作中，
为防止兔子挣扎、头部摆动，造成麻醉针头刺破耳

缘静脉，可利用固定器将兔头固定后再行静脉注

射。 注射过程中可先推注麻醉药物总量的 １ ／ ２，观
察兔子状态的同时，缓慢推入剩下的麻醉药物，一
旦发现兔进入麻醉状态，立即停止麻醉，以防麻醉

过深。 （２）在制作接种液时，最好选择体积约为 ２
ｃｍ３ 的肿瘤，体积过大的肿瘤中心常常出现坏死，影
响所得接种液活性。 （３）若采用细胞匀浆接种法，
操作过程中研磨力度不宜过大，研磨时间不宜过

长。 （４）为保持细胞活性选择在冰上或其他低温容

器中进行接种液制作，并保持操作环境的无菌条

件。 （５）在行穿刺接种时，用固定器将实验兔头部

固定，确保穿刺位置的准确性。
兔 ＶＸ２ 鼻咽移植瘤模型能较大程度还原人类

鼻咽肿瘤的在体生长，且模型制作成功率高、适用

性广、可重复性好，对于人类鼻咽肿瘤的诊断、治
疗、监控等各方面研究都有着重要意义。
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ｏｆ ｓｙｎａｐｔｏｔａｇｍｉｎ Ｉ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ， ２０１１， ５２（４）： ５９２ － ５９９．

［ ７ ］ 　 Ｗａｎｇ Ｙ， Ｋａｎ ＨＬ， Ｓｕｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ⁃
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ｂｒａｉｎ ｔｕｍｏｒ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ Ｍｅｄ， ２０１５， ９（６）： ２２２９ － ２２３４．

［ ８ ］ 　 Ｚｈａｏ Ｓ， Ｙｕ Ｈ， Ｄｕ Ｎ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ
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ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， ２０１５， ８
（７）： １０７３９ － １０７４５．

［ ９ ］ 　 黄小鹏， 马慧， 朱小东， 等． 绿色荧光蛋白标记的鼻咽癌放

射抗拒性裸鼠移植瘤模型的建立及其活体成像观察 ［Ｊ］ ． 中

国癌症防治杂志， ２０１３， （０４）： ２９１ － ２９５．
［１０］ 　 宁喜， 倪菊芳， 易世江． ＥＧＣＧ 联合放疗治疗鼻咽癌裸鼠移

植瘤模型 ［Ｊ］ ． 中国耳鼻咽喉头颈外科， ２０１１， （０４）： ２００
－ ２０３．

［１１］ 　 张心丽． 鼻咽癌 ＣＮＥ⁃１ 及 ＣＮＥ⁃１ ／ ｔａｘｏｌ 裸鼠移植瘤模型的建

立及生物学特性差异的研究［Ｄ］． 中南大学， ２０１１．
［１２］ 　 李萍， 张哲， 韦祝新， 等． 鼻咽癌细胞鸡胚绒毛尿囊膜移植

瘤模型的建立 ［Ｊ］ ． 微创医学， ２０１０， （０５）： ４３５ － ４３７．
［１３］ 　 蓝轲， 乔贵林， 沈新民， 等． 鼻咽癌来源潜伏膜蛋白 １ 的表

达诱发转基因小鼠鼻咽不典型增生 ［ Ｊ］ ． 动物医学进展，
２００２， （０５）： ４６ － ４８， ５４．

［１４］ 　 郑文宏． 小鼠和人鼻咽发育形态学与免疫组织化学研究

［Ｄ］． 南方医科大学， ２０１３．
［１５］ 　 张俊， 骆宾， 高峥嵘． 兔鼻咽部 ＶＸ２ 肿瘤模型的建立及 ＣＴ

灌注特征 ［Ｊ］ ． 山西医药杂志， ２００８， ３７（５）： ４３４ － ４３５．
［１６］ 　 ｖａｎ Ｅｓ ＲＪ， Ｄｕｌｌｅｎｓ ＨＦ， ｖａｎ ｄｅｒ Ｂｉｌｔ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ＶＸ２ ｒａｂｂｉｔ ａｕｒｉｃｌｅ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ
ｃａｎｃｅｒ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｒａｎｉｏｍａｘｉｌｌｏｆａｃ Ｓｕｒｇ， ２０００， ２８（５）：
３００ － ３０７．

［１７］ 　 Ｓａｐｕｎｄｚｈｉｅｖ Ｎ， Ｄｕｎｎｅ ＡＡ， Ｒａｍａｓｗａｍｙ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｕｒｉｃｕｌａｒ
ＶＸ２ ｃａｒｃｉｎｏｍａ： ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｕｍｏｒ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２００５， ２５（６ｂ）： ４２０９ － ４２１４．

［１８］ 　 沈毅， 孙坚， 周晓健， 等． 兔舌不同部位 ＶＸ⁃２ 鳞癌与颈淋巴

结转移模型的生物学特性 ［ Ｊ］ ． 上海口腔医学， ２００７， １６
（５）： ４９７ － ５０１．

［１９］ 　 韩秀丽． 清瘤亮喉方对喉咽癌移植瘤生物学行为的影响及其
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机理研究 ［Ｄ］． 山东中医药大学， ２０１１．
［２０］ 　 黄江琼， 王安宇， 朱小东， 等． 兔鼻咽 ＶＸ２ 移植癌模型的建

立及其生长转移特性 ［ Ｊ］ ． 中国肿瘤临床， ２００９， ３６ （４）：
２２２ － ２２６．

［２１］ 　 沈纳， 吴海涛． 兔 ＶＸ２ 梨状窝癌颈淋巴结转移模型建立

［Ｃ］． 中华医学会第十次全国耳鼻咽喉⁃头颈外科学术会议

论文汇编， ２００７： ２．
［２２］ 　 赵国成． 不同营养水平对 ３ ～ ５ 月龄新西兰兔生长的影响

［Ｊ］ ． 毛皮动物饲养， １９９６， （０４）： ４ － ６．
［２３］ 　 王刚，刘科，赵伟健，等． 我国 ＳＰＦ 新西兰兔培育和生物学特

性研究进展［Ｃ］． 北京：２００８：１．
［２４］ 　 周立才， 张秀兰， 石晶， 等． 实验动物麻醉的应用研究（附

１０００ 例报告） ［ Ｊ］ ． 腹腔镜外科杂志， ２０１３， （０８）： ６３４
－ ６３７．

［２５］ 　 高堂成， 张春才， 康庆林， 等． 硫喷妥钠、氯胺酮与安定在实

验兔麻醉中的应用 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２００４， １４（３）：
１７０ － １７２．

［２６］ 　 许达， 郑长生， 邢超， 等． 氯胺酮与速眠新 ＩＩ 复合麻醉对

ＳＰＦ 兔麻醉效果的观察 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１０，
（１０）： ８２．

［２７］ 　 颜克松， 牛春， 王英召， 等． 氯胺酮与速眠新 ＩＩ 复合应用对

小型猪麻醉的观察 ［Ｊ］ ． 中国畜牧兽医， ２０１０， ３７（５）： ２０６
－ ２０８．

［２８］ 　 曹春艳， 康宁， 严笠， 等． 速眠新 ＩＩ 复合水合氯醛对实验兔

全麻效果的比较 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１４， ２４（５）： １５
－ １８．

［２９］ 　 王小铭， 赵建农， 黄显龙． 速眠新 ＩＩ、戊巴比妥钠联合地西泮

对新西兰大白兔麻醉效果的比较 ［ Ｊ］ ． 黑龙江医药， ２０１３，

２６（４）： ６０３ － ６０５．
［３０］ 　 张立永， 尹秀玲， 蒋禄峰． 水合氯醛、速眠新 ＩＩ、二甲苯胺噻

唑对家兔心电图、呼吸率和血压的影响 ［Ｊ］ ． 中国畜牧兽医，
２０１１， ３８（４）： ７０ － ７３．

［３１］ 　 李尧清， 杨小玲， 秦建琼， 等． 氯胺酮在实验动物麻醉中的

应用分析 ［ Ｊ］ ． 上海实验动物科学， ２００１， ２１ （３ ）： １６９
－ １７０．

［３２］ 　 吴曙光， 钱宁． 速眠新在实验动物麻醉中的应用 ［ Ｊ］ ． 贵阳

中医学院学报， ２００７， ２９（１）： ５８ － ６０．
［３３］ 　 蔡丰． 人鼻咽癌细胞裸鼠肺转移模型的建立［Ｄ］． 蚌埠医学

院， ２０１４： １ － ４３．
［３４］ 　 王晓东， 任军， 杨仁杰， 等． ＶＸ２ 活细胞数与兔肝癌模型成

功率及成瘤时间的关系 ［Ｊ］ ． 现代肿瘤医学， ２００５， １３（０５）：
５８９ － ５９１．

［３５］ 　 吴媛， 周训钊， 钟昌桃， 等． 裸鼠腋下皮肤切开缝合和穿刺

套针注射接种人鼻咽癌细胞成瘤效果比较 ［ Ｊ］ ． 山东医药，
２０１５， ５５（１９）： ５ － ７．

［３６］ 　 文庆莲， 吴敬波， 范娟， 等． 建立人鼻咽癌裸鼠皮下移植瘤

模型不同方法的比较［Ｊ］ ． 肿瘤防治研究， ２００７， ３４（３）： ２２９
－ ２３０．

［３７］ 　 罗文， 邓宝和， 王惠华， 等． 兔鼻咽部解剖学的初步研究

［Ｊ］ ． 癌症， １９８２， １（１）： ２８ － ３２．
［３８］ 　 金观桥． 兔 ＶＸ２ 鼻咽癌颅底侵犯模型建立及其放射治疗疗

效的 ＣＴ、ＭＲ 评价 ［Ｄ］． 广西医科大学， ２０１１．
［３９］ 　 孟汉卿． 磁共振成像对实验兔鼻咽颅底结构及其 ＶＸ２ 癌侵

犯的研究 ［Ｄ］． 广西医科大学， ２０１２：１ － ６７．
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ｍａｙ ｏｖｅｒｅｓｔｉｍａｔｅ ｇｌｏｂａｌ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ： ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｌｏａｄ⁃ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
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肺纤维化动物模型及研究进展

陈孟毅，孟爱民

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 近年来，肺纤维化的发病率呈上升趋势，其病因和发病机制尚不清楚。 肺纤维化动物模型在研究肺

纤维化发病机制中起重要作用。 本文对一些常用和新建立的肺纤维化模型的使用和特点进行了总结，为肺纤维化

疾病的基础研究和药物筛选及有效性评价提供参考。
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　 　 肺纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）是以炎症和细

胞外基质沉积为特征，呈进展性和致死性的弥漫性

肺间质疾病。 在弥漫性间质性肺疾病中，特发性肺

间质纤维化（ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＩＰＦ）发病

率最高，且预后极差［１］。 特发性肺纤维化是一种原

因不明、以弥漫性肺泡炎和肺泡结构紊乱最终导致

肺间质纤维化为特征的疾病，病理组织学特点是普

通 型 间 质 性 肺 炎 （ ｕｓｕａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，
ＵＩＰ） ［２］，表现为上皮细胞增生、基底膜裸露、肺泡实

变、出现成纤维细胞灶等。
根据 ２０１３ 美国胸科学会 ／欧洲呼吸学会 的标

准［３］，将特发性间质性肺炎分为以下几类：（１）常见

的间质性肺炎：特发性肺纤维化、特发性非特异性

间质性肺炎、呼吸性支气管间质性肺炎、脱屑性间

质性肺炎、隐源性机化性肺炎、急性间质性肺炎；
（２）罕见的特发性间质性肺炎：特发性淋巴性间质

性肺炎、特发性胸膜肺实质弹力纤维增生症；（３）无
法分类的间质性肺炎。

肺纤维化发病机制尚不明确，缺乏有效的治疗

手段。 以往认为肺纤维化是由慢性炎症引起，试图

通过抑制炎症反应阻止肺纤维化的发展进程，没有

取得预期效果。 近年来的研究发现上皮细胞及上



皮⁃间质细胞的反应异常激活导致的肺泡上皮细胞

慢性损伤在肺纤维化发生过程中起重要作用［４］。
也可能炎症反应和上皮细胞改变这两种机制共同

作用导致肺纤维化产生。
由于临床上缺乏治疗肺纤维化疾病有效的药

物，迫切需要探讨其发病机制，建立合适的实验型

肺纤维化动物模型具有重要的作用。 目前常用诱

导肺纤维化的方法有博莱霉素、二氧化硅、异硫氰

酸荧光素、辐射或通过病毒载体或转基因系统表达

特定的基因等等。 本文总结了一些常用的及新建

的肺纤维化模型，并分析这些动物模型的应用及优

缺点，为肺纤维化疾病的基础研究和药物筛选及有

效性评价提供参考。

１　 利用物理化学手段诱导肺纤维化模型

１􀆰 １　 博来霉素

在临床应用中发现博莱霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ， ＢＬＭ）
可以诱导患者的肺纤维化。 因此 ＢＬＭ 是目前最常

用的诱导特发性肺纤维化动物模型的药物。
ＢＬＭ 是由轮枝链霉菌产生的碱性糖肽类物质

的多组分复合抗生素［５］，具有抗肿瘤作用。 多常用

小鼠、大鼠、仓鼠、兔，豚鼠等啮齿类动物，也用于狗

和灵长类动物等动物模型。 ＢＬＭ 可通过气管内、腹
膜内、皮下、静脉内以及吸入等多种方式给药，最常

用的是通过气管插管单次给药，剂量通常是 ３ ～ ５
ｍｇ ／ ｋｇ。 在 ＢＬＭ 单次给药后，急性炎症反应会持续

８ ｄ，第 ９ 天炎症会向肺纤维化转换，２８ ｄ 或 ３５ ｄ 之

后出现组织基质沉积，呈现纤维化的改变［６］。
有关 ＢＬＭ 诱导小鼠肺纤维化的机制，有学者认

为是 ＢＬＭ 诱导 ＤＮＡ 的断裂，产生自由基诱导氧化

应激反应［６］，引起细胞凋亡或坏死，诱导炎症反应

和纤维化［７］。 而 Ｋ． Ａｏｓｈｉｂａ 的研究［８］ 认为 ＢＬＭ 早

起引起肺泡 Ｉ 型细胞死亡，具有干细胞特性的肺泡

ＩＩ 型细胞试图增殖分化进行修复，但 ＢＬＭ 造成的 ＩＩ
型细胞损伤导致其增殖能力受到严重影响，致使上

皮细胞不能修复，纤维母细胞激活后向上皮细胞间

的缺陷处迁移，从而导致肺纤维化。 肺泡 ＩＩ 型细胞

的损伤及过度增殖导致细胞衰老，可能是肺纤维化

发生的一种新的机制。
ＢＬＭ 肺纤维化模型易于操作、可重复性强，在

阐明肺纤维化与细胞因子、生长因子和信号通路的

关系上具有重要作用，还广泛应用于潜在抗纤维化

药物的筛选。 但该模型并没有复制出人 ＩＰＦ 进展

慢、不可逆这两个特点［９］，利用此模型筛选出的 ２４０
多种治疗手段，在临床转化后没有取得预期后果，
该模型需要进一步优化。
１􀆰 ２　 石棉

石棉肺在暴露人群中是一种严重的肺纤维化

疾病。 利用石棉气管滴注和雾化吸入两种方式可

以诱导小鼠肺纤维化。 气管滴注模型在第 ７ 天出现

纤维化，第 １４ 天纤维化成熟，吸入模型在 １ 个月左

右才出现纤维化［１０］。 气管内单次滴注石棉纤维模

型的特点是：石棉纤维在两肺叶间分布不均，纤维

化常出现在肺中央而不是在胸膜下［１０］，建模所需时

间短；吸入模型需要专门的设备并且建模时间较

长。 该模型的机制是：石棉纤维的特异性沉积可以

诱导氧化应激，损伤肺泡上皮细胞［１１］，巨噬细胞、淋
巴细胞、嗜酸性粒细胞和嗜中性粒也参与肺损伤的

过程。
小鼠石棉肺模型是少数能建立肺纤维化病灶

的模型之一，因此有助于了解肺纤维化的病理发

展。 但石棉能够引起人罕见的间皮瘤发生，操作人

员在应用时应该加强防护。
１􀆰 ３　 二氧化硅

二氧化硅滴注到小鼠肺部可以产生纤维结节，
与一些职业暴露人群中的矽肺结节性纤维化疾病

类似［１２］。
二氧化硅可以通过雾化吸入、气管滴注或者是

口喉抽吸等方式诱导动物肺纤维化，雾化吸入模型

常用 Ｃ３Ｈ ／ ＨｅＮ、 ＭＲＬ ／ ＭｐＪ 和 ＮＺＢ 小鼠［１３］，气管滴

注则常用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠。 二氧化硅在肺中沉积，形
成持续的毒性刺激炎症反应，使纤维化结节在二氧

化硅周围形成。 两种模型相比，气管滴注模型更易

操作更高效，吸入模型与人类矽肺的病因更接近，
但吸入模型建模需要 ４０ ～ １２０ ｄ［１４］，而气管内给药

建模需 １４ ～ ２８ ｄ［１５］，故常用气管滴注模型。
二氧化硅模型的一个重要特征就是巨噬细胞

的炎症复合体（ＮＡＬＰ３）被激活［１６］，在研究肺纤维化

的先天免疫调节方面具有重要作用。
二氧化硅模型的优点是肺部的二氧化硅粒子

难以清除，能形成一个持久性刺激。 该模型也有一

定的局限性：１、该模型建模时间长，并且缺乏 ＵＩＰ 的

一些特征：纤维化无纤维细胞灶、时间异质性不明

显、无上皮细胞增生；２、雾化吸入二氧化硅需要专门

的雾化吸入设备；３、具有种属依赖性。
１􀆰 ４　 异硫氰酸荧光素
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异硫 氰 酸 荧 光 素 （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，
ＦＩＴＣ）也可用于诱导肺纤维化。 ＦＩＴＣ 可以直接作用

与气道，作为半抗原与其他的肺组织蛋白结合，通
过趋化因子受体 ２（ＣＣＲ２）与 ＣＣＬ１２ 配体的相互作

用使纤维细胞进入肺，成为一个长时间的刺激因

素，诱导肺纤维化［１７］。 ＦＩＴＣ 经气管内给药至肺部，
约 １４ ～ ２１ ｄ 可以形成肺纤维化［１８］。 ＦＩＴＣ 的发病机

制：ＦＩＴＣ 引起急性肺损伤，引发肺水肿和炎症反应，
随后发生纤维化［１７］。 常用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠。

该模型独特的优势： ＦＩＴＣ 是带荧光的荧光素荧

光分子，能确定周围纤维化的沉积区域，可以用免

疫荧光的方法来定位肺受损伤部位［１９］。 ＦＩＴＣ 模型

仍然存在一些缺点：每次给药时 ＦＩＴＣ 都必须使用新

鲜溶液，由于超声处理的 ＦＩＴＣ 颗粒的大小不同，其
每次作用效果不同，使纤维化的标准化和重复性有

很大的困难。 并且，若超声处理的时间较长，ＦＩＴＣ
的颗粒较小，会增加急性毒性，引起早期肺损伤［７］。
１􀆰 ５　 辐射

目前，肿瘤的发病率持续上升，临床上常用的治

疗方法有手术治疗、化学治疗（化疗）、放射治疗（放
疗）和靶向治疗。 放射性肺损伤成为胸部肿瘤放疗

后常见的严重并发症之一。 因此建立放射性诱导

肺纤维化模型具有重要的意义。
放射性肺纤维化模型的作用机制是辐射通过使

ＤＮＡ 损伤直接诱导 Ｉ 和 ＩＩ 型肺泡上皮细胞死亡，肺
泡巨噬细胞涌入到这些受损的区域，随后激活单核

细胞，产生炎症因子、促纤维化细胞因子如肿瘤坏

死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）和生长转化因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）等，
参与肺纤维化的发展过程［４］。 放射性纤维化模型

具有剂量依赖性，当辐射小于 ５ Ｇｙ 时，几乎不会发

生纤维化；小鼠全身照射 １２ ～ １５ Ｇｙ 在第 ２０ 周出现

肺纤维化［２０］。 若辐射剂量较大，纤维化将会持续 ６
个月。

小鼠在照射后，晚期作为放射性肺纤维化模型，
早期可作为放射性肺炎的模型［７］。 放射性肺纤维

化模型是验证骨髓间充质干细胞修复作用的模型

之一［２１］。

２　 利用基因工程手段诱导肺纤维化模型

２􀆰 １　 转基因小鼠

过去的研究发现，家族间质性肺炎（ＦＩＰ）与表面

活性蛋白 Ｃ（ＳＦＴＰＣ）、表面活性蛋白⁃Ａ２（ＳＦＴＰＡ２）、

端粒酶逆转录酶（ＴＥＲＴ）和端粒酶 ＲＮＡ（ＴＥＲＣ）这

四个基因位点突变有关。 有调查发现这四个基因

突变大概占到 ＦＩＰ 病例的 １５ ～ ２０％ ［２２］。 ＳＦＴＰＣ 突

变与儿童和成人间质性肺疾病均有关，ＳＦＴＰＣ 在肺

泡上皮细胞中表达，引起肺泡 ＩＩ 型细胞的内质网应

激反应，从而容易引起肺纤维化［２３］；ＳＦＴＰＡ２ 突变在

体外模型中也能引起内质网应激反应［２４］；ＴＥＲＴ 和

ＴＥＲＣ 突 变 与 成 人 的 间 质 性 肺 炎 和 肺 纤 维 化

有关［２５］，
常用 ＳＦＴＰＣ、ＳＦＴＰＡ２、ＴＥＲＴ 和 ＴＥＲＣ 等几个基

因来构建转基因小鼠，利用四环素或多西环素操纵

子诱导系统打开或关闭这些特定细胞类型的特定

基因的表达，观察该基因与肺纤维化的关系。
２􀆰 ２　 细胞因子的过量表达模型

肺纤维化发生过程中，不仅肺组织病变部位细

胞成分发生改变，生长转化因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）、结缔组

织生长因子、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）等多种细胞

活性因子也参与纤维化形成过程。
在 ＩＰＦ 的患者体内发现 ＴＧＦ⁃β、ＴＮＦ⁃α、白细胞

介素⁃１３（ＩＬ⁃１３）和白细胞介素⁃１ｂ（ ＩＬ⁃１ｂ）等细胞因

子过量表达。 ＴＧＦ⁃β 是最重要的致纤维化因子［２６］，
能诱导细胞外基质产生和成纤维细胞生成，过量表

达时会导致胶原纤维沉积而产生瘢痕组织及纤维

化。 ＴＧＦ⁃β 在肺纤维化中的主要作用是［２７］：促进成

纤维细胞分裂增殖及成熟分化并合成大量胶原蛋

白；趋化炎症细胞及单核巨噬细胞，合成释放 ＩＬ⁃１、
ＩＬ⁃６ 等细胞因子，提高其生物活性。 ＴＮＦ⁃α 是一种

炎症细胞因子，在肺纤维化发生机制中的作用有：
聚集炎症细胞；与 ＩＬ⁃１ 协同激活嗜中性粒细胞， 介

导肺泡炎症反应；刺激肺成纤维细胞增殖， 对胶原

合成有一定促进作用；通过细胞外信号调节激酶

（ＥＲＫ）信号通路诱导 ＴＧＦ⁃β１ 的生成［２８］。
在基础研究中，常利用转基因方法，通过腺病毒

作为载体，在肺上皮细胞调节某种基因的表达，调
节下游的细胞信号传导通路，产生过量的细胞因

子，从而来观察该细胞因子在纤维化过程中的作

用。 这些模型的缺点是小鼠的免疫系统会识别并

攻击这些载体，使遗传转化不太成功。 其中 ＴＧＦ⁃β
过量表达模型的特点：（１）具有种属依赖性，常用

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠；（２）能模拟人类疾病的上皮细胞凋

亡和介质变化的特点［２９］。

３　 肺纤维化模型的研究进展

３􀆰 １　 ＢＬＭ 多次给药模型
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之前利用 ＢＬＭ 诱导肺纤维化时常采用单次给

药的方法，虽然单次给药模型有助于理解肺纤维化

的重构，但也有一定的局限：（１）该疾病模型在时间

和空间发展和人类疾病的发展是不同的。 人类疾

病可能随着时间的发展反复对肺泡上皮细胞产生

周期性的损伤，使肺不能完全修复，最终导致 ＩＰＦ。
ＢＬＭ 单次给药不能对肺造成反复性损伤，并且在

ＢＬＭ 给药 ６ 周之后，小鼠肺损伤部位有可逆性修

复［３０］； （２）两者的显微病理学不同：人类发生肺纤

维化的肺部损伤区细胞外基质的沉积增多，成纤维

细胞灶周围的肺泡上皮细胞增生［３１］，中性粒细胞的

炎症反应不明显；而 ＢＬＭ 单次给药诱导的小鼠肺纤

维化中常有明显的嗜中性粒细胞细胞的炎症反应，
极少出现 ＩＩ 型上皮细胞增生。

与单剂量博莱霉素模型和本文描述的其他模型

相比，通过 ＢＬＭ 多次给药的模型可以造成小鼠肺重

复性损伤，这种重复剂量模型在肺泡上皮细胞

（ＡＥＣ）增生、减轻肺部炎症反应方面有重要的优

势，且更类似于人类肺纤维化疾病的发展过程。 这

是肺纤维化模型一个重要进展。 但是该模型也有

一些缺点：（１）虽然建模时间长，但与临床 ＩＰＦ 的病

理过程相比，时间仍是较短；（２）该模型有肺泡上皮

细胞增生、出现成纤维细胞灶等 ＵＩＰ 的特点，但仍不

能完全复制 ＵＩＰ 的病理表现［３２］。
该模型可用于研究支气管肺泡干细胞的作用和

上皮⁃间质转化肺重塑和修复 ２ 个领域的评估［３２］。
３􀆰 ２　 老年鼠纤维化模型

调查发现肺纤维化的发病率随着年龄增加而

增加［３３］。
一些研究表明，老年小鼠比年轻小鼠更容易受

到 ＢＬＭ 的损伤，并且早衰的小鼠比具有衰老抵抗力

的小鼠在 ＢＬＭ 诱导肺损伤后能发生更严重的纤维

化。 原因是在 ＢＬＭ 诱导的肺损伤后，老年鼠比年轻

鼠能聚集和保留更多的成纤维细胞［３３］。
Ｅｌｉｚａｂｅｔｈ Ｆ 等［３４］用 ５２ ～ ５４ 周龄的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 作

为老年鼠，Ｖｉｒａｎｕｊ Ｓｕｅｂｌｉｎｖｏｎｇ 等［３５］ 用 ２４ 月龄的小

鼠作为老年鼠，ＢＬＭ 给药后诱导小鼠肺纤维化。 老

年鼠肺纤维化模型主要有两个缺点：（１）老年小鼠

饲养花费巨大且使用困难；（２）诱导肺纤维化合适

的年龄尚不清楚，需要进一步的研究。
３􀆰 ３　 人源化小鼠肺纤维化模型

由于目前尚没有一个肺纤维化动物模型能完全

复制肺纤维化的病理特征，因此最近在尝试人源化

小鼠肺纤维化模型。 人源化小鼠肺纤维化模型是

将人成纤维细胞注射到非肥胖型糖尿病 ／重症联合

免疫缺陷小鼠（ＮＯＤ ／ ＳＣＩＤ）体内［３６］。 这些小鼠缺乏

先天免疫和适应性免疫反应，允许人成纤维细胞在

小鼠肺中的生长。 由于小鼠在人成纤维细胞灌注

之前的肺部没有出现纤维化，可以证明人成纤维细

胞在肺纤维化发病中的作用。
在人源化肺纤维化模型中，人成纤维细胞不但

直接参与小鼠肺的病理性重塑，同时也激活小鼠上

皮细胞和成纤维细胞进行病理性重塑和增生。 在

人成纤维细胞注射后的 ３０ ～ ３５ ｄ 发生纤维化，并可

以持续数月［１０］。
该模型的优势是被注射的成纤维细胞可以被

具有细胞渗透性的染料标记。 但同时它也有一定

的缺陷：（１）该模型是在小鼠没有免疫细胞的情况

下发生纤维化的，这种情况不可能在人类发生；
（２）免疫缺陷小鼠价格昂贵，并需要专门的饲养

环境。

４　 总结

临床上肺纤维化的主要致病因素有：吸入无机

或有机粉尘、放射型损伤、家族性肺纤维化等，动物

模型常用的诱发因素与之类似，但目前尚没有一个

单一的肺纤维化模型能在时间、空间动态发展上复

制人类肺纤维化的发病过程，主要有以下几方面的

限制：（１）时间持续性，人类疾病的发生需要 １０ ～ ２０
年的时间，ＢＬＭ 动物模型成模只需 ２１ ～ ２８ ｄ，动物

模型缺乏人类发病持续性的特点；（２）肺纤维化确

诊标准不同，啮齿类动物肺纤维化模型是主要是通

过基质沉积的病理特点确认为纤维化，而临床上是

通过肺功能评估、ＣＴ 扫描、病理观察这三个方面才

能确诊为肺纤维化；（３）动物模型不能完全复制出

临床上肺纤维化的病理特点。
动物模型是研究肺纤维化的一个重要工具，它

为探索特发性肺纤维化和其他肺纤维化疾病发病

机制及寻找治疗这些破坏性疾病方法提供重要线

索。 虽然目前肺纤维化模型都有一定的局限性，动
物肺纤维化模型仍具有重要作用。 一方面我们可

以利用现有不同类型的肺纤维化模型其各自的优

点来了解肺纤维化的不同特点。 例如 ＢＬＭ 重复给

药模型与其他模型相比，最重要的特点是出现肺泡

ＩＩ 型细胞增生。 由于之前的模型中没有 ＩＩ 型细胞

增生这个特征，我们不清楚它对 ＩＰＦ 有怎样的影响，

１９中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



对促纤维信号是有益的还是有害的，重复给药模型

成为研究肺泡 ＩＩ 型细胞作用的重要模型。 又比如

ＦＩＴＣ 模型用免疫荧光的方法确定肺损伤部位、利用

二氧化硅模型研究人矽肺的结节性肺纤维化等。
另一方面我们需要筛选出对肺纤维化更敏感的小

鼠品系、寻找新的与临床类似的肺纤维化动物模型

的确诊方法如显微成像技术和动物特异性肺功能

的评估等，建立更符合人类肺纤维化病理过程的肺

纤维化模型，用此模型研究肺纤维化的致病机制和

发展过程，根据实验和临床研究中的新发现不断反

馈和修正模型的制备方法，并筛选出更多的抗纤维

化药物，为临床上治疗肺纤维化提供更多的参考。
总之，我们有必要并十分迫切的需要对肺纤维化动

物模型进行更深入的研究。
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［１３］ 　 Ｄａｖｉｓ ＧＳ， Ｌｅｓｌｉｅ ＫＯ， Ｈｅｍｅｎｗａｙ ＤＲ． Ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ： ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｄｏｓｅ， ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｒａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｐａｔｈｏｌ， Ｔｏｘｉｃｏｌ
Ｏｎｃｏｌ， １９９８， １７（２）： ８１ － ９７．

［１４］ 　 Ｂａｒｂａｒｉｎ Ｖ， Ｎｉｈｏｕｌ Ａ， Ｍｉｓｓｏｎ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｒｏ － ａｎｄ
ａｎｔｉ － ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｓｉｌｉｃａ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｒｅｓｐ Ｒｅｓ， ２００５， ６：１１２．

［１５］ 　 Ｌａｋａｔｏｓ ＨＦ， Ｂｕｒｇｅｓｓ ＨＡ， Ｔｈａｔｃｈｅｒ ＴＨ， ｅｔ ａｌ． Ｏｒｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ
ａｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｓｉｌｉｃａ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｅｓ ａ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｌｕｎｇ Ｒｅｓ， ２００６， ３２（５）： １８１ － １９９．

［１６］ 　 Ｃａｓｓｅｌ ＳＬ， Ｅｉｓｅｎｂａｒｔｈ ＳＣ， Ｉｙｅｒ ＳＳ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｎａｌｐ３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｉｌｉｃｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２００８， １０５（２６）： ９０３５ － ９０４０．

［１７］ 　 Ｍｏｏｒｅ ＢＢ， Ｍｕｒｒａｙ Ｌ， Ｄａｓ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＣＣＬ１２ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ｆｉｂｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｅｌｌ
Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２００６， ３５（２）： １７５ － １８１．

［１８］ 　 Ｍｏｏｒｅ ＢＢ， Ｐａｉｎｅ Ｒ， ３ｒｄ， Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ ＰＪ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ＣＣＲ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００１， １６７（８）： ４３６８ － ４３７７．

［１９］ 　 Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ ＰＪ， Ｇｏｏｄｍａｎ ＲＥ， Ｐａｓｔｏｒｉｚａ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｂｙ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ ｉｓ ｎｏｔ Ｔ － ｃｅｌｌ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ
Ｐａｔｈｏｌ， １９９９， １５５（５）： １７７３ － １７７９．

［２０］ 　 ＭｃＤｏｎａｌｄ Ｓ， Ｒｕｂｉｎ Ｐ， Ｃｈａｎｇ ＡＹ， ｅｔ ａｌ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｏｕｓｅ ｂｅｔａ － ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ （ ｒＭｕＩＦＮ － ｂｅｔａ）
ａｎｄ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ － － ｔｏｘｉｃ ｖｅｒｓｕｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ
［Ｊ］ ． Ｒａｄｉｏｔｈｅｒ Ｏｎｃｏｌ， １９９３， ２６（３）： ２１２ － ２１８．

［２１］ 　 Ｅｐｐｅｒｌｙ ＭＷ， Ｇｕｏ Ｈ， Ｇｒｅｔｔｏｎ ＪＥ， ｅｔ ａｌ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ
Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２００３， ２９（２）： ２１３ － ２２４．

［２２］ 　 Ｌａｗｓｏｎ ＷＥ， Ｌｏｙｄ ＪＥ， Ｄｅｇｒｙｓｅ ＡＬ． Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ － － ｆａｍｉｌｉａｌ ｃａｓｅｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｃｌｕｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ
ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１１， ３４１
（６）： ４３９ － ４４３．

［２３］ 　 Ｌａｗｓｏｎ ＷＥ， Ｃｈｅｎｇ ＤＳ， Ｄｅｇｒｙｓｅ ＡＬ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ［ Ｊ］ ．
Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１１， １０８（２６）： １０５６２ － １０５６７．

［２４］ 　 Ｗａｎｇ Ｙ， Ｋｕａｎ ＰＪ， Ｘｉｎｇ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ２ ａｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｅｔ， ２００９， ８４（１）： ５２ － ５９．

［２５］ 　 Ａｒｍａｎｉｏｓ ＭＹ， Ｃｈｅｎ ＪＪ， Ｃｏｇａｎ ＪＤ， ｅｔ ａｌ． Ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ｉｎ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｗｉｔｈ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎｅｗ Ｅｎｇｌ Ｊ ｏｆ
Ｍｅｄ， ２００７， ３５６（１３）： １３１７ － １３２６．

［２６］ 　 Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ ＩＥ， Ｅｉｃｋｅｌｂｅｒｇ Ｏ． Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＴＧＦ － ｂｅｔａ ｏｎ ｌｕｎｇ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ： ｆｒｏｍ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｏ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ａｍ Ｔｈｏｒａｃ Ｓｏｃ，
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２０１２， ９（３）： １１１ － １１６．
［２７］ 　 Ｍｏｒｉｍｏｔｏ Ｙ， Ｋｉｍ Ｈ， Ｏｙａｂｕ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｎｇ － ｔｅｒｍ

ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｎｅｒ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｖｉｖｏ ［Ｊ］ ． Ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２００５， １７（３）： １５３ － １５９．

［２８］ 　 Ｓｕｌｌｉｖａｎ ＤＥ， Ｆｅｒｒｉｓ Ｍ， Ｐｏｃｉａｓｋ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ
－ ａｌｐｈａ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｅｔａ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ － ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２００５， ３２（４）： ３４２ －
３４９．

［２９］ 　 Ｌｅｅ ＣＧ， Ｃｈｏ ＳＪ， Ｋａｎｇ ＭＪ， ｅｔ ａｌ． Ｅａｒｌｙ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｇｅｎｅ １
－ ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｂｅｔａ１ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｐ Ｍｅｄ， ２００４， ２００
（３）： ３７７ － ３８９．

［３０］ 　 Ｃｈｕｎｇ ＭＰ， Ｍｏｎｉｃｋ ＭＭ， Ｈａｍｚｅｈ ＮＹ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｒｅｐｅａｔｅｄ
ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｉｎ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２００３， ２９（３ Ｐｔ １）：
３７５ － ３８０．

［３１］ 　 Ｋａｔｚｅｎｓｔｅｉｎ ＡＬ， Ｍｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙ Ｓ， Ｍｙｅｒｓ ＪＬ． Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｕｓｕａｌ
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ａｎｄ ｄｉｓｔｉｎｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｎｇ
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｌｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｈｕｍａｎ ｐａｔｈｏｌ， ２００８， ３９ （９ ）：
１２７５ － １２９４．

［３２］ 　 Ｄｅｇｒｙｓｅ ＡＬ， Ｔａｎｊｏｒｅ Ｈ， Ｘｕ ＸＣ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ

ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｍｏｄｅｌｓ ｓｅｖｅｒａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｌｕｎｇ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１０， ２９９ （４ ）：
Ｌ４４２ － ４５２．

［３３］ 　 Ｓｕｅｂｌｉｎｖｏｎｇ Ｖ， Ｎｅｖｅｕ ＷＡ， Ｎｅｕｊａｈｒ ＤＣ， ｅｔ ａｌ． Ａｇｉｎｇ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｐｒｏ － ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｆｉｂｒｏｃｙｔｅ
ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ ］ ． Ａｄｖ Ｂｉｏｓｃｉ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１４， ５（１）： １９ － ３０．

［３４］ 　 Ｒｅｄｅｎｔｅ ＥＦ， Ｊａｃｏｂｓｅｎ ＫＭ， Ｓｏｌｏｍｏｎ ＪＪ， ｅｔ ａｌ． Ａｇｅ ａｎｄ ｓｅｘ
ｄｉｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ａｍ Ｊ ｐｈｙｓｉｏｌ Ｌｕｎｇ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ
Ｐｈｙｓｉｏ， ２０１１， ３０１（４）： Ｌ５１０ － ５１８．

［３５］ 　 Ｓｕｅｂｌｉｎｖｏｎｇ Ｖ， Ｎｅｕｊａｈｒ ＤＣ， Ｍｉｌｌｓ ＳＴ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｄｉｓｐｏｓｉｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｄｉｓｒｅｐａｉｒ ｉｎ ｔｈｅ ａｇｅｄ ｌｕｎｇ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１２， ３４４（１）：
４１ － ５１．

［３６］ 　 Ｐｉｅｒｃｅ ＥＭ， Ｃａｒｐｅｎｔｅｒ Ｋ， Ｊａｋｕｂｚｉｃｋ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ＣＣ ｌｉｇａｎｄ ２１ ｏｒ ＣＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ７ ａｂｒｏｇａｔｅｓ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｄｏｐｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｔｏ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ａｍ Ｊ
ｐａｔｈｏｌ， ２００７， １７０（４）： １１５２ － １１６４．

〔修回日期〕２０１５ － １２ － １０

更　 　 正

本刊第 ２６ 卷第 ４ 期第 ６２ 页【基金项目】应为【国家自然科学基金（编号：３１３００９４６，３１２６０２５０），泸州市人

民政府 －泸州医学院科技战略合作科技项目（２０１３ＬＺＬＹ － Ｊ２２）】。 特此更正。

３９中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊｕｎｅ， ２０１６

Ｖｏｌ． ２６　 Ｎｏ． ６

［基金项目］湖北省卫生厅中医药科研课题（２０１３Ｚ⁃Ｙ３７）；广州军区武汉总医院课题（ＹＺ２０１４２２）。
［作者简介］王俊伟，湖北中医药大学研究生院，２０１４ 级硕士研究生在读。
［通讯作者］陈利锋，广州军区武汉总医院中西医结合科，副主任医师。
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􀦋􀦋简　 讯

一种实验兔膝关节滑膜组织提取新方法
王俊伟１，陈利锋２，王华松２，陈　 芳２，王丽平２，刘　 琴２

（１． 湖北中医药大学针灸骨伤学院，武汉 ４３００６５；２． 广州军区武汉总医院，武汉　 ４３００６０）

　 　 【中图分类号】 　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１６）０６⁃００９４⁃０１
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９． ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１６􀆰 ０６􀆰 ０１７

　 　 类风湿性关节炎（ＲＡ）典型病理表现之一为滑

膜组织增生。 成纤维样滑膜细胞（ＦＬＳｓ）在 ＲＡ 的发

生、发展中发挥着重要作用。 在原代 ＦＬＳｓ 体外培养

过程中，滑膜组织提取成功与否是实验顺利进行的

关键。 以往兔膝关节滑膜组织提取大都是提起髌

骨上下进行分离，在实验中我们发现将髌骨提起分

离两侧及胫骨时需要将髌骨翻转，此时难以辨认关

节囊内外层组织的解剖关系，致使分离困难，可能

将纤维层混杂导致培养细胞纯度不高。 本研究在

此基础上进行改良，建立一种简单易行的提取方法

并附图做详尽说明。
方法：取新西兰兔一只，耳缘静脉空气栓塞处

死，７５％酒精浸润双大腿皮肤 ５ ｍｉｎ。 沿踝关节切开

皮肤至大腿根部，充分剥离皮肤，显露膝关节。 将

膝关节周围筋膜层剥离，扪及髌骨骨性标志。 采取

髌骨下极上缘 ０􀆰 ５ ｃｍ 处切开长约 １ ｃｍ 横行切口，
离断髌腱，保留髌下脂肪垫作为识别滑膜组织标

志。 沿切口向内外侧髁游离，提夹关节囊层，必要

时离断内外侧副韧带。 仔细辨认关节囊内壁一层

薄薄的组织，即为滑膜。 助手辅助下仔细分离小心

钳夹，剔出滑膜组织上的血液及脂肪组织。 将取出

滑膜组织置于 ＥＰ 管中（内含 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、１００
ｍｇ ／ ｍＬ 链霉素的 ＰＢＳ 液）。

提取前明确滑膜组织解剖关系将大大减少术中

辨认时间（图 １）。 本研究中，取髌骨下极上缘 ０􀆰 ５ ｃｍ
处切口，考虑此处为关节间隙水平，其下方为髌下脂

肪垫。 髌下脂肪垫与滑膜组织毗邻，可作为滑模层辨

认的标志，术中需离断外侧副韧带（图 ２）。 横行切开

髌韧带，从一侧打开即可肉眼见到关节囊的内外分

层，内层即为实验所需的滑膜层（图 ３）。 研究组以该

法提取兔膝关节滑膜组织，操作简单，实验时间约 １
ｈ，组织纯度高，经传代培养，细胞呈典型纤维样改变

（图 ４），是一种切实可行且简单的实验方法。
术中注意：（１）提取时需避免滑膜组织混杂血液

及脂肪；（２）正常滑膜组织透亮，有一定黏性，但韧

度不足，操作需动作轻柔，切勿粗暴。 关节炎诱导

模型兔滑膜组织则因充血、炎性增生而变厚、质韧，
形态学发生一定改变，需注意辨清层次关系。

图 １　 正常膝关节解剖　 图 ２　 实验兔膝关节组织层次关系　 图 ３　 实验兔膝关节组织层次关系　 图 ４　 所提取滑膜培养的细胞
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