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编者按：在常用实验动物中，小鼠资源最为丰富，具有各种不同特点的近交品系、突变品系、封闭群

以及基因工程小鼠等，然而，随着对疾病的深入研究，发现采用单一遗传背景的小鼠无法有效复制

人类多基因、多因素的相互作用引起的复杂性疾病，如高血压、糖尿病、心脏病、肿瘤等。 实验动物

育种专家培育了一种能够很好的模拟人群多基因、多因素作用的复杂性状特点的小鼠资源，复杂性

状遗传 ＣＣ（Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ， ＣＣ）小鼠。 ＣＣ 小鼠由八种纯系的实验室常用小鼠品系重组近交而

来，这八种品系小鼠的多样性等位基因可覆盖小鼠全基因组 ９０％ 的区域，品系间总共存在 ３６Ｍ 的

单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）。 该小鼠资源能体现不同小鼠亚种的遗传学变异，具有高度遗传多样性、
大种群规模等可以模拟人群的重要特征。 每种小鼠品系可以通过软件进行基因组溯源，经过系统

遗传学的基因连锁分析，有望鉴定与人群复杂性状疾病相关的遗传学基础，潜在靶点分析，为临床

精准医疗提供强有力的工具。
本刊将陆续推出系列文章，介绍 ＣＣ 小鼠，和它的应用情况。 敬请读者关注。
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ｂｏｖｅ）． Ｉｎ ｄｏｉｎｇ ｓｏ， ｉｔ ｈａｓ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｔｒｉｍ ｙｅａｒｓ ｏｆ
ｗｏｒｋ ａｎｄ ｈｕｎｄｒｅｄｓ ｏｆ ｔｈｏｕｓａｎｄｓ ｏｆ ｄｏｌｌａｒｓ ｆｒｏｍ ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒａｍｓ． Ｔｈｉｓ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｉｓ ａ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｌｅａｄｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍ， ｔｈｅ
ｍｏｕｓｅ； ｉｔ ｗａｓ ｄｕｂｂｅｄ Ｔｈｅ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ （ＣＣ）
（Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ ２００４）．

Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｐｔ ｂｅｈｉｎｄ ｔｈｅ ＣＣ ｗａｓ ｔｏ ｅｘｐｌｏｉｔ ｔｈｅ
ｐｏｗｅｒ ｏｆ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｉｎｂｒｅｄ （ＲＩ） ｓｔｒａｉｎｓ， ｂｒｉｎｇｉｎｇ
ｔｈｅｓｅ ｔｏ ｓｔａｔｅ⁃ｏｆ⁃ｔｈｅ⁃ａｒｔ ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ． Ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄｅｓｃｒｉｐ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ＲＩ ｓｔｒａｉｎｓ， Ｄｏｎ Ｂａｉｌｅｙ ｗｒｏｔｅ ｔｈａｔ “ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｅｇ⁃

ｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｖｅｒｙ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｂｕｔ ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ ｅｎｇｅｎｄｅｒｓ ｔｈｅｉｒ ａｎ⁃
ｔｉｔｈｅｓｉｓ ｔｈｏｕｇｈ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｇｒｅａｔ ｕｔｉｌｉｔｙ… ＲＩ ｓｔｒａｉｎｓ ｕ⁃
ｎｉｑｕｅｌｙ ｅｘｐｌｏｉｔ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｃｏｎｃｏｍｉｔａｎｔｌｙ” （ Ｂａｉ⁃
ｌｅｙ， １９７１）． ＲＩ ｓｔｒａｉｎｓ ａｒｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｗｏ ｏｒ
ｍｏｒｅ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ， ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｆｕｌｌ ｓｉｂ ｍａｔｉｎｇ ｉｓ
ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｔｏ ｄｅｒｉｖｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓｔｒａｉｎｓ． Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｇｅｎ⁃
ｅｒａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ａｒｅ “ ａｒ⁃
ｃｈｉｖｅｄ” ｉｎ ｌａｔｅｒ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ａｓ ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ ｐｒｏｃｅｅｄｓ．

Ｓｉｎｃｅ ｔｈｉｓ ｉｎｓｉｇｈｔｆｕｌ ｐａｐｅｒ， ＲＩ ｓｔｒａｉｎｓ ｈａｄ ｐｒｏｖｅｎ
ａｎ ｉｄｅａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ， ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｅ⁃
ｈａｖｉｏｕｒａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ． Ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｖｉｒｔｕａｌｌｙ ｕｎｌｉｍｉｔｅｄ ｎｕｍ⁃
ｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ， ｔｈｅｙ ｏｆｆｅｒ ｋｅｙ
ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ， ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
ｅｆｆｏｒｔｓ， ａｎｄ ｗｅａｌｔｈ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ． Ｒｅ⁃
ｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｉｓ ｖｉｔａｌ ｉｎ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｖｉ⁃
ｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ， ａｎｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｅｉｔｈｅｒ ｌａｒｇｅ ｖａｒｉ⁃
ａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｒ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｈｅｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ． ＲＩ
ｓｔｒａｉｎｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｙ ｆｏｒ ｒｅｌｉａｂｌｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｔｏ ｍｏｓｔ ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ，
ＲＩ ｓｔｒａｉｎｓ ｎｅｅｄ ｏｎｌｙ ｂｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｄ ｏｎｃｅ； ｔｈｅｓｅ ｄａｔａ ｃａｎ
ｂｅ ａｃｃｅｓｓｅｄ ｏｖｅｒ ｙｅａｒｓ， ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａ⁃
ｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｄａｔａ． Ｉｎ ｔｈｅ ｃａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＢＸＤ ＲＩ
ｓｔｒａｉｎｓ， ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏｗ ａ ｍａｓｓｉｖｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ
ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ａｖａｉｌａｂｌｅ． Ｔｈｅｓｅ ｄａｔａ ａｎｄ
ｔｈｏｓｅ ｆｏｒ ｏｔｈｅｒ ＲＩ ｓｅｔｓ ａｒｅ ｃｕｒａｔｅｄ ａｎｄ ａｒｅ ｐｕｂｌｉｃｌｙ ａｃ⁃
ｃｅｓｓｉｂｌｅ ａｔ ｔｈｅ ＧｅｎｅＮｅｔｗｏｒｋｗｅｂｓｉｔｅ （Ｗｉｌｌｉａｍｓ ｅｔ ａｌ． ，
２００１，Ｃｈｅｓｌｅｒ ｅｔ ａｌ． ， ２００３）．

Ｔｈｅ ｒａｔｉｏｎａｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ＣＣ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ ｅｘ⁃
ｔｅｎｓｉｖｅｌｙ （Ｔｈｒｅａｄｇｉｌｌ ２００２， Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ ２００４）． Ｔｈｅ ＣＣ
ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｏｖｅｒｃｏｍｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｘｉｓｔ⁃
ｉｎｇ ＲＩ ｓｔｒａｉｎ ｓｅｔｓ： ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｍａｐｐｉｎｇ ｐｏｗｅｒ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｌｉｍｉｔｅｄ ｂｙ ｄｅ⁃
ｒｉｖｉｎｇ ＲＩ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎｓ； ｍｏｒｅｏｖｅｒ，
ｔｈｅｓｅ ｐａｒｅｎｔａｌ ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｕａｌｌｙ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｏｎ
ａｎｃｅｓｔｏｒｓ， ｆｕｒｔｈｅｒ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ． Ｍａｐｐｉｎｇ ｐｏｗｅｒ ｄｅｐｅｎｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｅｓｔｉｎｇ． Ｔｈｅ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｓｔ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｓｅｔｓ ｗａｓ ｔｙｐｉｃａｌｌｙ ｏｎ ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ２ －
４ ｃＭ （ ～ ４ ｔｏ ８ Ｍｂ）； ｔｈｉｓ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ ｆｏｒ ｅｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｓｔ⁃ｇｅｎｏｍｅ ｅｒａ．
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Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐｒｏｂｌｅｍ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｏｖｅｒｃｏｍｅ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｅｉｇｈｔ
ｆｏｕｎｄｅｒ ｓｔｒａｉｎｓ， ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｗｏ， ａｎｄ ｂｙ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｗｉｌｄ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｔｉｎｅｎｔｓ ａｓ ｆｏｕｎｄ⁃
ｅｒｓ． Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｐｒｏｂｌｅｍ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｏｖｅｒｃｏｍｅ ｂｙ ｐｒｏｄｕ⁃
ｃｉｎｇ ｌａｒｇｅｒ ｓｅｔｓ ｏｆ ＲＩ ｓｔｒａｉｎｓ． Ｉｔ ｗａｓ ｅｎｖｉｓａｇｅｄ ｔｈａｔ ｂｙ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＣ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ １，０００， ｏｖｅｒ
１３５，０００ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｅｖｅｎｔｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃａｐｔｕｒｅｄ，ｐｒｏ⁃
ｖｉｄｉｎｇ ａ ｈｕｇｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｍａｐｐｉｎｇ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｅｖｅｎ ａｌ⁃
ｌｏｗｉｎｇ ｄｏｗｎ⁃ｔｏ⁃ｔｈｅ⁃ｇｅｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ ａｃｃｕｒａｃｙ．
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣＣ

Ｔｈｅ ＣＣ ｆｏｕｎｄｅｒ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｈｏｓｅｎ ｔｏ ｍａｘｉｍｉｚｅ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ． Ｓｔｒａｉｎｓ ｗｈｏｓｅ ｇｅｎｏｍｅｓ ｈａｄ ｊｕｓｔ ｂｅｅｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ （Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ， Ａ ／ Ｊ， １２９Ｓ１ ／ Ｓｖ１ｍＪ） ｗｅｒｅ ｓｅ⁃
ｌｅｃｔｅｄ， ａｓ ｗｅｒｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｒｉｇｉｎａｔｉｎｇ ｆｒｏｍ Ｊａｐａｎ ａｎｄ Ｎｅｗ
Ｚｅａｌａｎｄ， ａｎｄ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ
ａｎｄ ｏｂｅｓｉｔｙ （ＮＯＤ ／ ＬｔＪ ａｎｄ ＮＺＯ）． Ｔｈｅｓｅ ｗｅｒｅ ｓｕｐｐｌｅ⁃
ｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ｍａｊｏｒ
Ｍｕｓ ｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓ： ＰＷＫ ／ ＰｈＪ ａ Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ
ｓｔｒａｉｎ ｓｏｕｒｃｅｄ ｆｒｏｍ Ｐｒａｇｕｅ； ＷＳＢ ／ ＥｉＪ， ａ Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ
ｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ ｓｔｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ； ａｎｄ ｔｈｅ Ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ ｃａｓｔａｎｅｕｓ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ＣＡＳＴ ／ ＥｉＪ ｏｒｉｇｉｎａｔｉｎｇ ｆｒｏｍ
Ｔｈａｉｌａｎｄ． Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｆｏｕｎｄｅｒｓ ｃａｐｔｕｒｅｄ ｏｖｅｒ
９０％ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ａｌｌｅｌｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｐｅ⁃
ｃｉｅｓ ａｎｄ ａｃｒｏｓｓ ａｌｌ １Ｍｂ ｉｎｔｅｒｖａｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ （Ｒｏ⁃
ｂｅｒｔｓ ｅｔ ａｌ． ２００７）． Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄｅｒ
ｓｔｒａｉｎｓ’ ｇｅｎｏｍｅｓ， ｗｅ ｎｏｗ ｋｎｏｗ ｔｈａｔ ｏｎ ａｖｅｒａｇｅ ｔｈｒｅｅ
ｎｏｎ⁃ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ａｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｏｖｅｒ １６，
０００ ｇｅｎｅｓ （Ｙａｌｃｉｎ ｅｔ ａｌ． ２０１１； Ｋｅａｎｅ ｅｔ ａｌ． ， ２０１１）．
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Ｕｓｅｓ Ｆｏｒ Ｒａｐｉｄ Ｇｅｎｅ Ｍａｐｐｉｎｇ
Ｔｈｅ ＣＣ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ ａｒｏｕｎｄ ２００ ｓｔｒａｉｎｓ．

Ｗｉｌｌ ｔｈｉｓ ｎｕｍｂｅｒ ｂｅ ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ ｔｏ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｎｏｔ
ｏｎｌｙ ｍａｐｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ， ｂｕｔ ｄｏｉｎｇ ｓｏ ｗｉｔｈ ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ ｒｅｓｏ⁃
ｌｕｔｉｏｎ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｃａｕｓａｔｉｖｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｎｔｓ？ Ｓｉｍｕ⁃
ｌａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ５００ ｓｔｒａｉｎｓ，
ａｎｄ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈｉｓ ｃｏｕｌｄ ｍａｐ ｔｏ ｗｉｔｈｉｎ ０􀆰 ９６ ｃＭａ ｓｉｎ⁃
ｇｌｅ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｌｏｃｕｓ ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ５％ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｖａｒ⁃
ｉａｔｉｏｎ （Ｖａｌｄａｒ， ２００６）． Ｉｔ ｗａｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ
ｗｈｅｔｈｅｒ ａ ｓｍａｌｌｅｒ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓｕｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｔ ｐｏｗｅｒ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ． Ｒａｍ ｅｔ ａｌ． ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａ
ｐｒｏｏｆ⁃ｏｆ⁃ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｓｔｕｄｙ， ｕｓｉｎｇ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｕｒ ｄａｔａ ｆｏｒ １２０
ｓｔｒａｉｎｓ （Ｒａｍ ｅｔ ａｌ． ２０１４）． Ｕｓｉｎｇ ｅｉｔｈｅｒ ａ ＳＮＰ⁃ｂａｓｅｄ
ａｐｐｒｏａｃｈ ｏｒ ａｎ ａｐｐｒｏａｃｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＱＴＬ ｍａｐｐｉｎｇ ｕｓｉｎｇ
ｆｏｕｎｄｅｒ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ， ａｌｌ ｆｏｕｒ ｇｅｎｅｓ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ
ｓｉｘ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｕｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｍａｐｐｅｄ． Ｆｕｒｔｈｅｒ⁃
ｍｏｒｅ， ｔｈｅ ｃａｕｓａｔｉｖｅ ＳＮＰ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ
ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｅｓ （ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｗａｓ ｄｕｅ ｔｏ ａ ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌ ｉｎｓｅｒ⁃
ｔｉｏｎ）． Ｔｈｉｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｃａｕｓａｔｉｖｅ ｖａｒｉａｎｔｓ ｗｉｔｈｉｎ
ｍｉｎｕｔｅｓ ｏｆ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｄａｔａ ｉｓ ｕｎｐｒｅｃｅｄｅｎｔｅｄ
ａｎｄ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＣ．
Ｍｏｄｉｆｉｅｒ Ｇｅｎｅｓ

Ｐｅｒｈａｐｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ａｎｄ ｕｎｉｑｕｅ ａｓｐｅｃｔ ｏｆ
ｔｈｅ ＣＣ ｉｓ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ｐｒｏｔｅｃｔ ａ⁃
ｇａｉｎｓｔ ｄｉｓｅａｓｅｓ． Ｇｅｎｅｓ ｗｈｉｃｈ ｄｏ ｎｏｔ ｐｒｅｄｉｓｐｏｓｅ ｔｏ ａ
ｄｉｓｅａｓｅ ｂｕｔ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｉｔｓ ｃｏｕｒｓｅ ｏｒ ｓｅｖｅｒｉｔｙ
ａｒｅ ｋｎｏｗｎ ａｓ “ｍｏｄｉｆｉｅｒ ｇｅｎｅｓ”； ｔｈｅｓｅ ａｒｅ ｎｏｔｏｒｉｏｕｓｌｙ
ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ （Ｎａｄｅａｕ， Ｊ． ２００１）． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ＲＩ
ｍｉｃｅ ａｒｅ ｖｅｒｙ ｕｓｅｆｕｌ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｄｉｆｉｅｒ
ｇｅｎｅｓ． Ａｎ ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ｃｏｍｅｓ
ｆｒｏｍ ａ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｍｏｄｉｆｉｅｒ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａ⁃
ｓｉｓ． Ａ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｗａｓ ｃｒｏｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ｅａｃｈ
ｏｆ ２７ ＲＩ ｌｉｎｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎｓ （Ｌｉｆｓｔ⁃
ｅｄ １９９８）． Ｄｅｓｐｉｔｅ ｔｈｅ ｓｍａｌｌｅｒ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｏｆ ｔｈｉｓ ｐａｎｅｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＣＣ， ｔｈｉｓ
ｗｏｒｋ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ａ ｇｅｎｅ ｎａｍｅｄ “Ｄｉａｓｐｏｒｉｎ” ｗｉｔｈ ｆｕｒ⁃
ｔｈｅｒ ｗｏｒｋ ｕｎｃｏｖｅｒｉｎｇ ａ ｓｅｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ
ｍａｒｋｅｄ ａ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ （ Ｃｒａｗｆｏｒｄ
２００８）． Ｗｈｅｎ ａｌｌｅｌｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｄｉａｓｐｏｒａ ｏｒｔｈｏｌｏｇｕｅｓ
ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｆｏｕｎｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐａ⁃
ｔｉｅｎｔｓ’ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ Ｄｉａｓｐｏｒａ ｇｅｎｅｓ （２４）． Ｔｈｅｓｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｍｏｄｉｆｉｅｒ ｇｅｎｅｓ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ

ｍｏｕｓｅ ｃａｎ ｂｅ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ．
Ｆｅｒｇｕｓｏｎ ｅｔ ａｌ． （２０１３） ａｐｐｌｉｅｄ ｔｈｅ ＣＣ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ

ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｍｅｌａｎｏｍａ⁃ｃａｕｓｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｔｗｏ ｍｕｔａｎｔ ｈｕｍａｎ ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ． Ｂｙ ｃａｒｅｆｕｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｍｅｌａｎｏｍａ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ｔｈｅｙ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅａｃｈ ｓｔｅｐ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｓｕｂｊｅｃｔ ｔｏ ｇｅ⁃
ｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｓｏｍｅ ＣＣ ｓｔｒａｉｎｓ ｈａｄ ｍｅｄｉａｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｔｉｍｅｓ ｆｏｕｒ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｓｔｒａｉｎｓ：
ｔｈｅｉｒ ｎａｔｕｒａｌｌｙ ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｎｔｓ ｃｏｕｌｄ ｐｒｅｖｅｎｔ
ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｍｕｔａｎｔ ｔｒａｎｓｇｅｎｅｓ
ｔｏｇｅｔｈｅｒ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＵＶ ｍｕｔａｇｅｎ． Ｔｈｅ ＣＣ ｈａｓ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎ⁃
ｔｉａｌ ｆｏｒ ｆｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｏｄｉｆｉｅｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｎｙ
ｏｔｈｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｆｏｒ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｒａｎｓｇｅｎ⁃
ｉｃ ｏｒ ｏｔｈｅｒｗｉｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ， ｉｎ⁃
ｃｌｕｄｉｎｇ ａ ｗｉｄｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｃａｎｃｅｒｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｅａ⁃
ｓｅｓ． Ｔｈｉｓ ｉｓ ａｎｏｔｈｅｒ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣＣ，
ａｎｄ ｏｎｅ ｔｈａｔ ｉｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｉｆ ｎｏｔ ｉｍｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ｉｎ
ｏｔｈｅｒ ｓｙｓｔｅｍｓ．
Ｎｏｖｅｌ Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ

Ｍａｎｙ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｗｏｕｌｄ ｈａｖｅ ｈｅａｒｄ ｓｏｍｅｏｎｅ ｄｅ⁃
ｃｌａｒｅ “ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｉｓ ｎｏｔ ａ ｇｏｏｄ ｍｏｄｅｌ” ｆｏｒ ａ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ
ｄｉｓｅａｓｅ， ｏｒ ｔｈａｔ ｉｔ ｄｉｆｆｅｒｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎｓ ｂｅｃａｕｓｅ ｉｔ ｄｏｅｓ
ｎｏｔ ｄｅｖｅｌｏｐ ｓｏｍｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｅｎｄｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅ． Ｔｈｅｓｅ ｃｌａｉｍｓ
ａｒｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｆａｌｌａｃｙ： ｉｎｓｏｆａｒ ａｓ ｍｉｃｅ ｄｏ ｎｏｔ ｄｉｓｐｌａｙ ａ
ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ， ｔｈｉｓ ｗｏｕｌｄ ｕｓｕａｌｌｙ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ａｓ⁃
ｃｅｒｔａｉｎｅｄ ｏｎ ａ ｓｍａｌｌ ｐａｎｅｌ ｏｆ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ．
Ａｎ ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆａｌｌａｃｙ ｉｓ ｔｈａｔ ｍｉｃｅ “ｄｏ ｎｏｔ ｄｅｖｅｌｏｐ
ｔｙｐｅ １ ｄｉａｂｅｔｅｓ” ｂｕｔ ｔｈｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ＮＯＤ ／ Ｌｔ
ｍｏｕｓｅ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｔｈｅ １９８０ｓ （Ｍａｋｉｎｏ ｅｔ ａｌ． １９８０） ｈａｓ
ｌｅｄ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔｏ ｍａｎｙ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ ｂｉｏｌ⁃
ｏｇｙ ｏｆ Ｔｙｐｅ １ ｄｉａｂｅｔｅｓ （ ｒｅｖｉｅｗｅｄ ｉｎ Ｄｒｉｖｅｒ ｅｔ ａｌ．
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ｅｒｔｏｉｒｅ ｉｎｔｏ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ａｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅｓｅ ｖａ⁃
ｒｉａｎｔｓ ｔｏ ｃｏｍｂｉｎｅ ｉｎ ｍａｎｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｙｓ， ｔｈｅ ＣＣ ｉｓ
ｌｉｋｅｌｙ ｔｏ ｃｏｎｔａｉｎ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ ｔｈａｔ
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ｐｏｒｔｕｎｉｔｙ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ～ ４０，０００ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ
ｅａｃｈ ｆｕｌｌｙ ｄｅｆｉｎｅｄ， ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ａｎｄ ｉｓｏｇｅｎｉｃ ｗｉｔｈｉｎ ａｎ
Ｆ１ ａｎｉｍａｌ． Ｓｕｃｈ Ｆ１ ｍｉｃｅ ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ ｅｖｅｎ ｇｒｅａｔｅｒ ｏｐ⁃
ｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ｆｏｒ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｂｅｃａｕｓｅ ｕｎｌｉｋｅ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ
ＣＣ ｓｔｒａｉｎｓ， ｔｈｅｙ ｗｉｌｌ ｂｅ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ａｔｍｏｓｔ ｌｏｃｉ， ｐｒｏ⁃

ｖｉｄｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｙ ｆｏｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏ⁃
ｓｉｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｒａｒｅｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｌｅｖｅｌ
（Ｍｏｒａｈａｎ ｅｔ ａｌ． ２００２）， ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ
ｏｆ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ ｔｒａｉｔｓ． Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａｌｓｏ ｔｈｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｏｆ ｏｂｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｃｒｅａｔｅ
ｃｕｓｔｏｍ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ （ｅ． ｇ． ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ａｔ ｌｏｃｉ Ａ， Ｂ ａｎｄ
Ｃ ｂｕｔ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｆｏｒ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｆｏｕｎｄｅｒ ｓｔｒａｉｎ ａｔ ｌｏｃｉ Ｄ
ａｎｄ Ｅ）．

Ｔｈｅ ＣＣ ｉｓ ａｎ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ａｎｄ ｖａｌｕａｂｌｅ ｒｅ⁃
ｓｏｕｒｃｅ． Ｉｔ ｉｓ ｎｏｔ ｌｉｍｉｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘａｍｐｌｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｈｅｒｅ； ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｌｉｍｉｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉ⁃
ｍａｇｉｎａｔｉｏｎ （ａｎｄ ｂｕｄｇｅｔ！） ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ． Ｉｔ ｗｉｌｌ ｐｒｏ⁃
ｖｉｄｅ ａｎ ｅｎｏｒｍｏｕｓ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｄａｔａ ｔｈａｔ ｃａｎ ｂｅ ｉｎｔｅｒｒｏｇａ⁃
ｔｅｄ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｔｏ ｅｎａｂｌｅ ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｍａｍｍａｌｉ⁃
ａｎ ｂｉｏｌｏｇｙ ｔｈａｔ ｗｏｕｌｄ ｎｏｔ ｂｅ ｆｅａｓｉｂｌｅ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｙｓｔｅｍｓ．
ＡＣＫＮＯＷＬＥＤＧＥＭＥＮＴＳ

Ｉ ａｍ ｇｒａｔｅｆｕｌ ｔｏ Ｐｒｏｆ ＪｉａｋｅＸｕ， Ｍｒ Ｊｉｎｂｏ Ｙｕａｎ ａｎｄ
Ｄｒ Ｒａｍｅｓｈ Ｒａｍ ｆｏｒ ｐｅｒｍｉｓｓｉｏｎ ｔｏ ｕｓｅ ｔｈｅｉｒ ｂｏｎｅ ｄｅｎｓｉ⁃
ｔｙ ｄａｔａ ａｎｄ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｆｉｇｕｒｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ Ｃｏｌ⁃
ｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅｓｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｇｅｎｅｒ⁃
ｏｕｓｌｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｂｙ Ｇｅｎｉａｄ （ｗｗｗ． ｇｅｎｉａｄ． ｃｏｍ）． ＧＭ’ ｓ

９中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｍｅｄｉ⁃
ｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｕｎｃｉｌ ｏｆ Ａｕｓｔｒａｌｉａ （ Ｐｒｏｇｒａｍ １０３７３２１
ａｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ １０６９１７３） ａｎｄ ｂｙ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａ．

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ

Ｂａｉｌｅｙ ＤＷ． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ⁃ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ． Ａｎ ａｉｄ ｔｏ ｆｉｎｄｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｔｙ， ｌｉｎｋ⁃
ａｇｅ， ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｓ． Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．
１９７１ １１：３２５ － ７．
Ｃｈｅｓｌｅｒ ＥＪ１， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｌｕ Ｌ， Ｑｕ Ｙ， Ｍａｎｌｙ ＫＦ， Ｗｉｌｌｉａｍｓ ＲＷ． Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ： ａ ｒｅｌａｔｉｏｎａｌ
ｍｏｄｅｌ ｓｙｓｔｅｍ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ． Ｎｅｕｒｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
２００３；１：３４３ － ５７．
Ｃｈｅｓｌｅｒ， Ｅ． ｅｔ ａｌ． （２００８） Ｔｈｅ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ ａｔ Ｏａｋ Ｒｉｄｇｅ Ｎａｔｉｏｎ⁃
ａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ： ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ａ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｓｙｓｔｅｍｓ ｇｅｎｅｔｉｃｓ．
Ｍａｍｍ Ｇｅｎｏｍｅ． １９：３８２ － ９．
Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ Ｇ ａｎｄ Ｔｈｅ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ （２００４） Ｔｈｅ Ｃｏｌｌａｂ⁃
ｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ： ａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｔｒａｉｔｓ． Ｎａｔｕｒｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，３６： １１３３ － １１３７．
Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ． Ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｏｌｌａｂｏｒａ⁃
ｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． Ｇｅｎｅｔｉｃｓ． ２０１２ Ｆｅｂ；１９０：
３８９ － ４０１．
Ｃｒａｗｆｏｒｄ ＮＰ， ｅｔ ａｌ． （２００８） Ｔｈｅ Ｄｉａｓｐｏｒｉｎ Ｐａｔｈｗａｙ： ａ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｇｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ｔｈａｔ ｐｒｅｄｉｃｔｓ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ．
ＣｌｉｎＥｘｐ Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ２５：３５７ － ６９．
Ｄｒｉｖｅｒ ＪＰ， Ｃｈｅｎ ＹＧ， Ｍａｔｈｅｗｓ ＣＥ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ： ｓｙｎｅｒｇｉｚｉｎｇ
ｈｕｍａｎ ａｎｄ ＮＯＤ ｍｏｕｓｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃａｕｓａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ １
ｄｉａｂｅｔｅｓ．
Ｒｅｖ Ｄｉａｂｅｔ Ｓｔｕｄ． ２０１２ ９：１６９ － ８７
Ｆｅｒｇｕｓｏｎ Ｂ， Ｒａｍ Ｒ， Ｈａｎｄｏｋｏ ＨＹ， Ｍｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙ Ｐ， Ｍｕｌｌｅｒ ＨＫ， Ｓｏ⁃
ｙｅｒ ＨＰ， Ｍｏｒａｈａｎ Ｇ， Ｗａｌｋｅｒ ＧＪ． Ｍｅｌａｎｏｍａ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｓ ａ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｔｒａｉｔ： ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｌｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ．
２０１５ ３４：２８７９ － ８６．
Ｈｕａｎｇ ＢＥ， Ｖｅｒｂｙｌａ ＫＬ， Ｖｅｒｂｙｌａ ＡＰ， Ｒａｇｈａｖａｎ Ｃ， Ｓｉｎｇｈ ＶＫ， Ｇａｕｒ Ｐ，
Ｌｅｕｎｇ Ｈ， Ｖａｒｓｈｎｅｙ ＲＫ， Ｃａｖａｎａｇｈ ＣＲ． ＭＡＧＩＣ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃｒｏｐｓ：
ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ． ＴｈｅｏｒＡｐｐｌ Ｇｅｎｅｔ． ２０１５ １２８：９９９
－ １０１７．
Ｉｒａｑｉ ＦＡ， Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ Ｇ， Ｍｏｔｔ Ｒ． （２００８） Ｔｈｅ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ， ｄｅｖｅｌ⁃
ｏｐｉｎｇ ａ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｇｅｎｅｔｉｃｓ． Ｍａｍｍ Ｇｅｎｏｍｅ． １９：
３７９ － ８１．
Ｋｅａｎｅ ＴＭ， Ｇｏｏｄｓｔａｄｔ Ｌ， Ｄａｎｅｃｅｋ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｎａｔｕｒｅ． ２０１１；４７７：２８９
－ ２９４．
Ｋｉｎｇ ＥＧ， Ｍｅｒｋｅｓ ＣＭ， ＭｃＮｅｉｌ ＣＬ， Ｈｏｏｆｅｒ ＳＲ， Ｓｅｎ Ｓ， Ｂｒｏｍａｎ ＫＷ，
Ｌｏｎｇ ＡＤ， Ｍａｃｄｏｎａｌｄ ＳＪ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐｌｅｘ ｔｒａｉｔ ｕ⁃
ｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓ． ２０１２
Ａｕｇ；２２（８）：１５５８ － ６６．
Ｌｉｆｓｔｅｄ Ｔ，ｅｔ ａｌ． （１９９８） Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｂｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｈａｒｂｏｒｉｎｇ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｅｒｓ ｏｆ ｍａｍｍａｒｙ ｔｕｍｏｒ ａｇｅ ｏｆ ｏｎｓｅｔ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐｒｏｇｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ． ７７：６４０ － ４．
Ｍａｋｉｎｏ Ｓ， Ｋｕｎｉｍｏｔｏ Ｋ， Ｍｕｒａｏｋａ Ｙ， Ｍｉｚｕｓｈｉｍａ Ｙ， Ｋａｔａｇｉｒｉ Ｋ， Ｔｏｃｈｉｎｏ

Ｙ． Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ａ ｎｏｎ⁃ｏｂｅｓｅ， ｄｉａｂｅｔｉｃ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ． ＪｉｋｋｅｎＤｏｂｕｔｓｕ．
１９８０ ２９：１ － １３．
Ｍｏｒａｈａｎ Ｇ， Ｈｕａｎｇ Ｄ， Ｗｕ Ｍ， Ｈｏｌｔ ＢＪ， Ｗｈｉｔｅ ＧＰ， Ｋｅｎｄａｌｌ ＧＥ， Ｓｌｙ
ＰＤ， Ｈｏｌｔ ＰＧ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ１２Ｂ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｉｔｙ
ｏｆ ａｔｏｐｉｃ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ａｔｏｐｉｃ ａｓｔｈｍａ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ． Ｌａｎｃｅｔ． ２００２ ３６０：４５５ － ９．
Ｍｏｒａｈａｎ Ｇ， Ｐｅｅｖａ Ｖ， Ｍｅｈｔａ Ｍ ａｎｄ Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｒ （２００８） Ｓｙｓｔｅｍｓ ｇｅｎｅｔｉｃｓ
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复杂性状遗传 ＣＣ 小鼠信息资源及研究应用

孔　 琪，夏霞宇，秦　 川∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京协和医学院比较医学中心；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】 　 复杂性状遗传 ＣＣ 小鼠（ＣＣ 小鼠）由不同遗传背景的小鼠品系杂交后，近交培育而成，用于研究人

类复杂性状疾病和疾病的遗传差异。 ＣＣ 小鼠能体现不同小鼠亚种的遗传差异，其单核苷酸多态性是传统近交系

小鼠的四倍。 ＣＣ 小鼠在生命科学与医学研究领域的应用越来越广泛。 本文通过信息检索等方式对 ＣＣ 小鼠相关

信息资源进行梳理，阐述了 ＣＣ 小鼠的起源、数据库、应用工具，以及研究领域等，以推动 ＣＣ 小鼠资源在中国得到

广泛应用。
【关键词】 　 复杂性状遗传 ＣＣ 小鼠，小鼠品系，资源，数据库，人类疾病
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ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｔｒｉｅｖａｌ ｏｆ ＣＣ ｍｉｃｅ， ｗｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ＣＣ ｍｉｃｅ ｏｒｉｇｉｎ， ｄａｔａｂａｓｅ， ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｔｏｏｌｓ， ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ， ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ＣＣ ｍｉｃｅ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｔｏ ｂｅ ｕｓｅｄ ｗｉｄｅｌｙ ｉｎ Ｃｈｉｎａ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ ｍｉｃｅ；Ｍｏｕｓｅ ｓｔｒａｉｎ；Ｒｅｓｏｕｒｃｅ；Ｄａｔａｂａｓｅ；Ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ

　 　 小鼠（ｍｉｃｅ， Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ）是研究人类疾病理

想而且常用的模式动物。 随着基因工程技术的发

展，使得小鼠品系资源愈加丰富，在人类疾病研究

中的应用也更广泛。 复杂性状疾病，即多基因病，
是指由多个基因共同参与，且和环境因素相互作用

决定表型的遗传病，如高血压、冠心病、糖尿病、哮

喘和某些癌症等。
采用单一遗传背景的小鼠已无法有效复制人

类多基因相互作用引起的复杂性状疾病。 复杂性

状遗传 ＣＣ 小鼠（Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｃｒｏｓｓ ｍｉｃｅ，ＣＣ 小鼠）
应运而生，成为模拟人类复杂性状疾病的利器，具
有更丰富的性状差异，更丰富的遗传多态性，能够



体现不同人群对病因敏感的差异性，可应用于精准

医疗、基因功能发现、疾病模型建立和人类复杂性

状疾病等方面研究。
本文通过信息检索、文献查阅、数据库搜索等

方式对 ＣＣ 小鼠相关信息资源进行梳理，阐述了 ＣＣ
小鼠的概述、数据资源、应用工具，以及研究应用

等，以使我国科研人员深入了解和更好的使用 ＣＣ
小鼠，支撑人类复杂性状疾病研究和精准医疗等相

关领域发展。

１　 概述

ＣＣ 小鼠来源于复杂性状联盟 （ Ｃｏｍｐｌｅｘ Ｔｒａｉｔ
Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ， ＣＴＣ）启动的一个项目。 其目的是发展

一种更适用于研究复杂性状或复杂病因疾病的研

究工具，以模拟人群基因多样性进行复杂性状相关

研究［１］。 包括数百种不同基因型的小鼠品系，来自

多个原始种系。 截止到 ２０１６ 年 ３ 月美国北卡大学

（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｎｏｒｔｈ Ｃａｒｏｌｉｎａ， ＵＮＣ）共对外提供 ７２
个 ＣＣ 小鼠品系［２］。

研究人员采用 ＣＣ 小鼠进行正常肝组织的表达

数量性状基因座（ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｔｒａｉｔ Ｌｏｃｉ，
ｅＱＴＬ ） ［３， ４］， 过 敏 性 气 道 炎 （ ａｌｌｅｒｇｉｃ ａｉｒｗａｙ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ） ［５］，黑色素瘤易感性［６］，流行性感冒与

埃博拉等病毒易感性［７， ８］ 基因型与性状相关的研

究。 ＣＣ 小鼠名声大噪源于 Ｓｃｉｅｎｃｅ 杂志在线发表的

一篇《Ｈｏｓｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｅｎａｂｌｅｓ Ｅｂｏｌａ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ
ｆｅｖｅｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ》文章［８］。 作者在 ４７
个 ＣＣ 小鼠品系中测试了埃博拉病毒引发的宿主应

答。 病毒感染对不同品系小鼠造成的影响不同，揭
示了人类对埃博拉易感性不同源于其存在的遗传

学差异。 与此同时，以 ＣＣ 小鼠为基础的数据库以

及研究工具也逐步建立起来，极大程度地丰富了科

研人员的研究资源。

２　 数据资源

２􀆰 １　 ＵＮＣ ＣＣ 小鼠数据库

ＵＮＣ 数据库介绍了 ＣＣ 小鼠项目的发展历程，
并提供了当前发布的 ７２ 个 ＣＣ 小鼠品系的相关数

据，包括名称﹑八种初始品系的基因组组成﹑杂合

比例﹑健康状况﹑饲养环境﹑图片等基础信息，毛
色﹑眼睛色﹑繁殖能力等生理数据，以及相应的基

因型﹑单倍型等多种数据，供研究人员下载使用。
ＵＮＣ 同时也提供了一系列的可视化工具对 ＣＣ

小鼠的基因型等数据进行展示。 通过 ＵＮＣ 的 ＣＣ
小鼠浏览器 ２􀆰 ０ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｓｂｉｏ． ｕｎｃ． ｅｄｕ ／ ＣＣｓｔａｔｕｓ ／

ｉｎｄｅｘ． ｐｙ？ ｒｕｎ ＝ ＣＣＶ），研究人员可以获取其基因型

﹑单倍型及系统进化等信息。 通过 ＣＣ 小鼠表达谱

浏览器（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｓｂｉｏ． ｕｎｃ． ｅｄｕ ／ ｇｅｃｃｏ ／ ），研究人员可

直观了解不同 ＣＣ 小鼠中基因表达水平异同。 除发

布的 ＣＣ 小鼠品系信息，ＵＮＣ 还整合了部分其它相

关数据。
ＵＮＣ 系统遗传学中心负责 ＣＣ 小鼠项目后期的

繁殖，保种与信息发布。 其数据库包含了最全面的

ＣＣ 小鼠品系相关信息，并通过官网（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｓｂｉｏ．
ｕｎｃ． ｅｄｕ ／ ＣＣｓｔａｔｕｓ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｙ）提供给相关科研人员。
２􀆰 ２　 Ｓａｎｇｅｒ 小鼠基因组数据库

ＣＣ 小鼠作为研究复杂性状疾病分子机制的工

具，通过其基因图谱定位可以找出决定性状的关键

因素。 而根据 ＣＣ 小鼠的来源，可以将其基因组近

似表征为八种纯系小鼠基因组的嵌合体。 因此，这
八种纯系小鼠的基因组数据是所有后续相关研究

的基础。
这些基因组数据均可以通过 Ｓａｎｇｅｒ 小鼠基因

组项目获得。 自 ２０１１ 年开始，Ｓａｎｇｅｒ 小鼠基因组数

据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓａｎｇｅｒ． ａｃ． ｕｋ ／ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ／ ｍｏｕｓｅ ／
ｇｅｎｏｍｅｓ ／ ）便发布了所有八种纯系小鼠以及其它九

种常见的实验小鼠品系的高通量全基因组重测序

数据［９］。 与此同时发布的还有各实验小鼠品系与

小鼠参考基因组（Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ， ＣＲＣｍ３８ 版）的比对及

变异， 包 括 单 核 苷 酸 多 态 性 （ Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｐｈｉｓｍ， ＳＮＰ）﹑短片段插入 ／删除（ Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ／
Ｄｅｌｅｔｉｏｎ， Ｉｎｄｅｌ），以及结构变异（Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ）
等数据信息。 其中，ＳＮＰ 及短片段 Ｉｎｄｅｌ 均已通过

Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｖａｒｉａｎｔ Ｅｆｆｅｃｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ 加以注释［１０］，研究

人员可通过基因组位置﹑基因名称﹑小鼠品系﹑

变异类型及预测功能等关键词进行相关信息的检

索及可视化浏览。 截止 ２０１６ 年 ３ 月，数据库中所包

含的实验小鼠品系数已增加至 ３６ 种，其中有 １９ 种

（包括构建 ＣＣ 小鼠所采用的八种）已整合进 ＵＮＣ
数据库中。
２􀆰 ３　 ＭＤＡ 小鼠基因型数据库

美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室建立的小鼠 ＭＤＡ 基因型

数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｇｄ． ｊａｘ． ｏｒｇ ／ ｄａｔａｓｅｔｓ ／ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｒｒａｙ．
ｓｈｔｍｌ）已收录了包括 ＵＮＣ ＣＣ 小鼠在内的 １，９０２ 份

实验小鼠的原始及处理后芯片数据，可供研究人员

下载使用。
小鼠多样性芯片（Ｍｏｕｓｅ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ Ａｒｒａｙ， ＭＤＡ）

是最早针对实验小鼠发明的高密度基因分型芯

片［１１］。 ＭＤＡ 芯片基于 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ 平台，包含了 ６０
余万种实验小鼠全基因组范围的 ＳＮＰ，及另外 ９０ 余

２１ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



万种用于检测拷贝数变异的功能性保守标签信

息［１１］。 虽然不如全基因组测序精度高，ＭＤＡ 小鼠

分型芯片仍被广泛应用于 ＣＣ 前期（Ｇ２：Ｆ１ 代）及后

期（前 ＣＣ）基因分型及功能研究中［３， ５， ７， １２］。
２􀆰 ４　 ＭＵＧＡ 及 ＭｅｇａＭＵＧＡ 基因型数据库

ＭＵＧＡ 和 ＭｅｇａＭＵＧＡ 是另外两种专门针对 ＣＣ
小鼠所设计的基因分型芯片，基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｉｎｆｉｎｉｕｍ
平台，主要用于确定各 ＣＣ 小鼠品系中八个纯系小

鼠基因组的贡献，以及繁殖过程中不同 ＣＣ 小鼠品

系间的剩余杂合率［１３］。 ＭＵＧＡ 芯片包含 ７，８５１ 种

ＳＮＰ 分型标记，其升级版 ＭｅｇａＭＵＧＡ（第二代小鼠

基因分型芯片）则是其 １０ 倍。 ＭＵＧＡ 及ＭｅｇａＭＵＧＡ
芯片是 ＵＮＣ 推荐使用的小鼠基因分型工具。

ＣＣ 小鼠构建过程中部分样本的 ＭＵＧＡ 或

ＭｅｇａＭＵＧＡ 基因型检测数据均已有 ＵＮＣ 收录。 其

中，ＭＵＧＡ 数据共计 ６２６ 份，包括 １６８ 份八种纯系及

Ｆ１ 代的参考基因型数据，以及另 ４５８ 份其它样本检

测数据；ＭｅｇａＭＵＧＡ 数据共计 ７９２ 份，包括 ７２ 种成

熟 ＣＣ 小鼠品系基因型数据，以及 ７２０ 份其它样本

的检测数据。 ＭＵＧＡ ／ ＭｅｇａＭＵＧＡ 数据库，以及芯片

相关的分析工具，均可通过 ＵＮＣ 官方网站获取。
２􀆰 ５　 小鼠表型数据库

美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室建立的小鼠表型数据库

（Ｍｏｕｓｅ Ｐｈｅｎｏｍｅ Ｄａｔａｂａｓｅ，ＭＰＤ）旨在为研究人员提

供一个近交系实验小鼠基因组变异信息分类集的

Ｗｅｂ 接口［１４］。 其 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ 模块 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｈｅｎｏｍｅ．
ｊａｘ． ｏｒｇ ／ ｄｂ ／ ｑ？ ｒｔｎ ＝ ｓｎｐ ／ ｈｏｍｅ）包含了 Ｓａｎｇｅｒ 实验

小鼠基因组及 Ｊａｘ⁃ＵＮＣ 小鼠的 ＭＤＡ 变异信息，以
及部分其它的结构变异数据集。

研究人员可通过基因组位置﹑基因名称﹑小

鼠品系﹑变异类型及预测的功能等关键词进行相

关信息的检索。 此外，Ｇｅｎｏｔｙｐｅ 模块还提供了不同

小鼠品系的两两基因型比较，基因型数据获取等

功能。
２􀆰 ６　 小鼠基因型重估数据库

经典近交系小鼠通常由单一品系近交培育而

成，遗传相似度在 ９９％以上。 每个近交系小鼠个体

的基因组可近似认为是由祖先株单倍型片段组成

的嵌合体。 Ｙａｎｇ 等人对 １００ 种经典小鼠品系的

ＭＤＡ 基因型数据进行了四配子检验，以界定家鼠

（Ｍ． ｍ． ｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ）的单倍型域［１５］。 随后，Ｗａｎｇ 等

人结合这些单倍型域，以及 １２ 个品系的全基因组重

测序数据，对 １􀆰 ２ × １０１０个位点进行了高置信度基因

型重估［１６］。 所有单倍型域及重估数据可以通过

ＵＮＣ 的 模 块 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｓｕｂ． ｃｓｂｉｏ． ｕｎｃ． ｅｄｕ ／和

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｓｂｉｏ． ｕｎｃ． ｅｄｕ ／ ｉｍｐｕｔａｔｉｏｎ ／ ）获取。 这些结果

对于后续 ＣＣ 小鼠相关的数量性状遗传位点

（Ｑｕａｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｌｏｃａｔｉｏｎ， ＱＴＬ）分析研究工作至关

重要。

３　 应用工具

３􀆰 １　 单倍型重构工具

ＣＣ 小鼠是由多个纯系小鼠重组而来，其基因组

中不同祖先株的单倍型域组成极大程度影响了后

续的 ＱＴＬ 分析与研究。 单倍型重构是应用 ＣＣ 小鼠

进行 ＱＴＬ 分析研究的第一步。 以 ＣＣ 小鼠基因型芯

片数据为基础，研究人员通常采用 ＨＡＰＰＹ［１７］ 与

ＧＡＩＮ［１８］软件包来实现。
ＨＡＰＰＹ 与 ＧＡＩＮ 均以隐马科夫模型（Ｈｉｄｄｅｎ

ｍａｒｋｏｖ ｍｏｄｅｌ，ＨＭＭ）为基础，并根据基因型芯片数

据的观测值估算每个位点祖先株相应的概率［１９］ 。
ＨＡＰＰＹ 是一个 Ｒ 软件包，起源较早，包括一系列

针对封闭群进行 ＱＴＬ 分析的函数。 ＧＡＩＮ 函数主

要是针对 ＣＣ 小鼠所设计，通过结合 ＨＭＭ 算法与

系谱相关知识有效推断祖先株的概率。 ＨＡＰＰＹ 软

件包及相关数据可通过 Ｗｅｌｌｃｏｍｅ Ｔｒｕｓｔ 人类遗传

中心网站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｕｓ． ｗｅｌｌ． ｏｘ． ａｃ． ｕｋ ／ ＣＣ ／ ） 在线

获取。
所有已发布的 ＣＣ 小鼠品系的单倍型重构数据

信息可以通过 ＣＣ 小鼠浏览器（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｓｂｉｏ． ｕｎｃ．
ｅｄｕ ／ ＣＣｓｔａｔｕｓ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｙ？ ｒｕｎ ＝ ＣＣＶ） 进行浏览与

下载。
３􀆰 ２　 ＱＴＬ 定位工具

ＢＡＧＰＩＰＥ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｖａｌｄａｒｌａｂ． ｕｎｃ． ｅｄｕ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／
ｂａｇｐｉｐｅ） ［２０］ 及 ＢＡＧＰＨＥＮＯＴＹＰＥ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｖａｌｄａｒｌａｂ．
ｕｎｃ． ｅｄｕ ／ ｂａｇｐｈｅｎｏｔｙｐｅ． ｈｔｍｌ） ［２１］ 是两种针对 ＣＣ 小

鼠进行 ＱＴＬ 定位研究的软件包。 两个软件包均以

ＨＡＰＰＹ 的固定效应模型（ ｆｉｘｅｄ⁃ｅｆｆｅｃｔｓ ｍｏｄｅｌ）为基

础，模拟加性效应与显性效应，通过八种原始株的

单倍型概率矢量对表型值进行拟合。 其它如实验

（如：批次）及生物学（如：性别）等协变量可采用固

定或随机效应模型。 统计显著性程度可通过非限

制性排列进行估算。
ＢＡＧＰＩＰＥ 及 ＢＡＧＰＨＥＮＯＴＹＰＥ 均以小鼠的单

倍型概率矩阵为输入值，通过命令行进行操作。
ＢＡＧＰＩＰＥ 通常适用于群体结构未知的正态分布性

状的单位点定位，而 ＢＡＧＰＨＥＮＯＴＹＰＥ 则采用了重

采 样 模 型 平 均 及 多 位 点 模 型。 此 外，
ＢＡＧＰＨＥＮＯＴＹＰＥ 也可以根据广义线性模型对非正

态分布性状（如：枚举、二元性状等）进行定位。
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３􀆰 ３　 高通量测序分析工具

高通量测序读段与参考基因组的比对是测序

相关研究的第一步。 其保真度与有效性随着测序

物种与参考基因组的基因距离增大而降低，将导致

杂合样本的研究产生误差。 理想的参考基因组可

以尽可能地融合更多的待测样本信息，包括二倍性

等，以减少误差。 以此为核心，美国北卡大学的

ＭｃＭｉｌｌａｎ 团队，以及美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室的 Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ
团队先后研发了两个等位基因特异性比对流

程［２２， ２３］。 两种方法的原理较为相似，均首先以一个

参考基因组及另一个个体特异性的变异位点（相对

于参考基因组）列表为输入值，构建一个改进的﹑

重构的﹑二倍体参考基因组（伪基因组），测序读段

继而与伪基因组进行比对。 对比质量改进，以及等

位基因特异性，有利于后续的分析。

４　 研究应用

以“Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ ｃｒｏｓｓ ｍｉｃｅ”为关键词对 Ｗｅｂ ｏｆ
ＳｃｉｅｎｃｅＴＭ核心合集数据库进行检索（截止 ２０１６ 年 ３
月），共得到 ２０６ 条记录，其中研究类文献共计 １５２
篇，出版年份为 ２００６ 年至今，呈现逐年递增趋势。
其中，１２１ 篇（７９􀆰 ６％ ）研究文献来源于美国的研究

机构。
对研究方向进行统计分析表明，超过 ５０􀆰 ０％

（８０ 篇）ＣＣ 小鼠相关的科学研究均为基因遗传领

域，其次为分子生物学（３７，２４􀆰 ３％ ）﹑生物技术应

用微生物学（３１，２１􀆰 ４％ ），神经生物学（１１， ７􀆰 ２％ ）
等。 此外，ＣＣ 小鼠在细胞生物学﹑行为科学﹑微生

物学﹑毒理学及生理学等领域均有所应用。

５　 总结

ＣＣ 小鼠项目自 ２００４ 年正式启动至今已经经历

了 １２ 年，三个繁殖中心已建立起了百余种 ＣＣ 小鼠品

系，并逐渐开始广泛应用于生命科学研究中。 与此同

时，相关的小鼠基因组与遗传数据也逐渐得以积累，
在一定程度上推动了相关数据库与分析工具的构建。

ＵＮＣ 等数据库已整合了多种 ＣＣ 小鼠相关的数

据资源，供科研人员浏览和下载使用。 诸如 ＨＡＰＰＹ
﹑ ＧＡＩＮ 等针对 ＣＣ 小鼠而发展的分析工具也已逐

步发展。 对 Ｗｅｂ ｏｆ ＳｃｉｅｎｃｅＴＭ数据库中收录的 ＣＣ 小

鼠为主题的科研论文进行统计分析也表明近年来

呈现出了高速增长的态势。 可以预期，未来随着人

们对复杂性状疾病的日益重视，以及 ＣＣ 小鼠项目

在中国医学科学院医学实验动物研究所落地，将进

一步推动其在中国范围内的广泛应用。
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宋　 楠，张　 玲，陈　 巍，张　 倩，韩云林，秦　 川∗

（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，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨矢车菊素⁃３⁃葡萄糖苷（Ｃｙ３Ｇ）对阿尔茨海默病（ＡＤ）模型小鼠糖脂代谢的影响。 方法　
将 ７ 月龄 ＡＰＰｓｗｅ ／ ＰＳ１ΔＥ９（ＰＡＰ）的 ＡＤ 模型小鼠随机分为 ＡＤ 模型组（ＰＡＰ）、Ｃｙ３Ｇ 治疗组（ＰＡＰＣｙ，５ｍｇ ／ ｋｇ ／ ｄ）及同

窝阴性对照组（ｎＰＡＰ）；另外选择相同月龄的正常野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠分别作为空白对照组（ＷＴ）和 Ｃｙ３Ｇ 干预组

（ＷＴＣｙ，５ｍｇ ／ ｋｇ ／ ｄ）；每组 １２ 只，雌雄各半。 Ｃｙ３Ｇ 灌胃 ８ 周后，用 ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 检测脑葡萄糖代谢率；血生化方法

检测小鼠肝肾功能及脂代谢相关指标；取全脑称重并计算脏器系数，ＨＥ 染色进行组织病理学检查；透射电镜观察

海马中老年斑沉积情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 分析 Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ ＪＮＫ） 和蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ） 的表达情况。 结果

ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 结果显示，与 ＷＴ 组相比，ＰＡＰ 组小鼠脑１８Ｆ⁃ＦＤＧ 的摄取率显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），尤其在额叶和海马

区降低尤为明显；与 ＰＡＰ 组相比，ＰＡＰＣｙ 组小鼠额叶和海马区的１８Ｆ⁃ＦＤＧ 的摄取率显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 血生化

结果显示，与 ＷＴ 组相比，ＰＡＰ 组小鼠血清中天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）水平显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），脂代谢指标相对正常；与 ＰＡＰ 组相比，ＰＡＰＣｙ 组血清 ＬＤＨ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 脑组织 ＨＥ 染色未发

现异常，但是在脑系数比较中，与 ＷＴ 组相比，ＰＡＰ 组小鼠脑系数显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＰＡＰ 组相比，ＰＡＰＣｙ 组

小鼠大脑的脑系数显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 透射电镜下观察发现，ＷＴ 组、ＷＴＣｙ 组及 ｎＰＡＰ 组海马中未见有老年斑

沉积，ＰＡＰ 组小鼠海马可观察到有老年斑沉积，而 ＰＡＰＣｙ 组小鼠海马中老年斑沉积有所减少。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示，与 ＷＴ 组相比，ＰＡＰ 组 ＪＮＫ 蛋白水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＡＫＴ 蛋白水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＰＡＰ 组相

比，ＰＡＰＣｙ 组 ＪＮＫ 蛋白水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而 ＡＫＴ 蛋白水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 Ｃｙ３Ｇ 可以有效

改善 ＡＤ 模型小鼠脑葡萄糖代谢障碍，但对脂代谢调节并不显著，同时还能抑制大脑海马中老年斑的沉积。 提示，
Ｃｙ３Ｇ 可能是通过 ＪＮＫ ／ ＡＫＴ 通路调节胰岛素抵抗和炎症反应。
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ̓ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； Ｃｙａｎｉｄｉｎｇ⁃３⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ； Ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ̓ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）作为常

见的神经退行性疾病的一种，特征性的病理学表现

有：β 淀粉样肽（β ａｍｙｌｏｉｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ，Ａβ）沉积形成的

老年斑和 ｔａｕ 蛋白过度磷酸化形成的神经原纤维缠

结［１， ２］。 临床上常伴有进行性认知功能障碍、人格

和行为改变等［３， ４］。 越来越的研究均证实，随着 ＡＤ
病程的发展，大脑葡萄糖代谢障碍是 ＡＤ 一个典型

的病理生理特征，比认知功能障碍和其他病理改变

早出现几十年［５ － ８］，并对 ＡＤ 病程的发展起着重要

作用［４］。 因此，如何有效预防 ＡＤ 是关键。
矢车菊素⁃３⁃葡萄糖苷 （ ｃｙａｎｉｄｉｎｇ⁃３⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ，

Ｃｙ３Ｇ）是酚类化合物中矢车菊色素（ｃｙａｎｉｄｉｎ，Ｃｙ）的
一种糖苷形式，是植物中常见的且含量较为丰富的

花色素糖苷单体。 研究发现，Ｃｙ３Ｇ 具有神经保护作

用［９， １０］，其发挥神经保护作用的机制也主要是涉及

抗氧化作用和调节神经细胞间信号转导［２， １１］。 此

外，在非酒精性脂肪肝和 ２⁃型糖尿病的研究中发

现，Ｃｙ３Ｇ 可改善胰岛素抵抗、调节脂代谢及缓解氧

化应激损伤［９， １２， １３］。 但其是否通过调节糖脂代谢

进而 改 善 ＡＤ 尚 未 有 文 献 报 道。 本 研 究 拟 用

ＡＰＰｓｗｅ ／ ＰＳ１ΔＥ９ （ ＰＡＰ） 转基因 ＡＤ 模型小鼠，观察

Ｃｙ３Ｇ 对 ＡＤ 模型小鼠糖脂代谢的影响及其相关生

化、病理指标的改变，初步探讨可能的分子机制，以
期能为 Ｃｙ３Ｇ 改善 ＡＤ 认知的机制研究及潜在临床

应用提供新的思路。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

实验所采用的 ＡＰＰｓｗｅ ／ ＰＳ１ΔＥ９（ＰＡＰ）双转基因阿

尔茨海默病小鼠模型由本所遗传中心构建培育。
该模型以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠为背景，含有人 ＡＰＰ 瑞典

突变位点（Ｋ５９５Ｎ ／ Ｍ５９６Ｌ）和人 ＰＳ１ 第九外显子敲

除（ΔＥ９）突变位点。 用于繁殖的野生雌性 Ｃ５７ＢＬ ／
６Ｊ 小鼠购自北京华阜康生物科技股份有限公司

【ＳＣＸＫ － （京）２０１４ － ０００４】，实验在中国医学科学

院医学实验动物研究所开展【ＳＹＸＫ － （京）２０１１ －
００２２】。 并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的

关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验药物和试剂

Ｃｙ３Ｇ 购自（纯度≥９９％ ）购自芬兰 Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ
ＡＳ 公司；ＲＩＰＡ 裂解液（强）购于江苏碧云天公司；
十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、过硫酸胺（ＡＰＳ）、Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、
甘氨酸、ＴＥＭＥＤ、Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；Ｎ，
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Ｎ’⁃亚甲基双丙烯酰胺和丙烯酰胺购自美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司；磷酸酶抑制剂购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；苯
甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司；丽春

红、溴酚蓝购自北京鼎国生物技术公司；β⁃巯基乙醇

购自美国 Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司；二硫苏糖醇（ＤＴＴ）购自北方

同正科技发展公司；ＢＣＡＴＭ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ、蛋白

Ｍａｒｋｅｒ 与 ＥＣＬ 发光试剂盒购于美国 Ｐｉｅｒｃｅ 公司；脱
脂奶粉购自伊利公司；兔抗小鼠的 ＪＮＫ 多克隆抗体

和 ＡＫＴ 单克隆抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司；小鼠单

克隆抗体 ＧＡＰＤＨ 和 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 购自北

京中杉金桥生物技术有限公司；Ｍｉｃｒｏ⁃ＰＥＴ 示踪剂

（ １８Ｆ 标记的脱氧葡萄糖，１８Ｆ⁃ＦＤＧ）由中国医学科学

院肿瘤医院提供。
１􀆰 １􀆰 ３　 仪器和设备

ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 及 ＩＮＶＥＯＮ 分析系统 （ Ｓｉｅｍｅｎｓ，
美国）；全自动生化分析仪（日立 ７１００，日本）；透射

电镜 （ ＪＥＯＬ ＪＥＭ⁃１４００， 日 本 ） 及 倒 置 显 微 镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）；电泳电源、垂直电泳仪、湿式转印

槽（北京凯元信瑞仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与处理

将 ７ 月龄 ＰＡＰ 模型小鼠分为 ＡＤ 模型组

（ＰＡＰ）、Ｃｙ３Ｇ 治疗组（ＰＡＰＣｙ，５ ｍｇ ／ ｋｇ ／ ｄ）及同窝阴

性对照组（ｎＰＡＰ）；另外选择相同月龄的正常野生型

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠分别作为空白对照组（ＷＴ）和 Ｃｙ３Ｇ
干预组（ＷＴＣｙ，５ ｍｇ ／ ｋｇ ／ ｄ）；小鼠体重（２３ ～ ２５） ｇ，
每组 １２ 只，雌雄各半；Ｃｙ３Ｇ 灌胃 ８ 周，灌胃体积为

０􀆰 ２ ｍＬ ／只，溶剂对照为等体积无菌水。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 检测脑葡萄糖代谢水平

干预结束后，随机从各组中选择 ３ 只小鼠（雄
性）并提前禁食不禁水 １２ ｈ，实验前提前适应周围

实验环境。
１）小鼠吸入含 １􀆰 ５％ ～ ２％ 异氟烷的纯氧进行

吸入麻醉（１ ～ ２ Ｌ ／ ｍｉｎ），待小鼠麻醉完全后，腹腔

注射放射性示踪剂１８ Ｆ⁃ＦＤＧ，注射量在 １４􀆰 ５ ～ ２１􀆰 ９
ＭＢｑ 之间，活度≥０􀆰 ５ ｍＣｉ。

２）注射 １ ｈ 后，将小鼠俯卧位固定在扫描床上，
使其头部长轴与扫描器长轴保持平行且在扫描器

视野内。
３）利用 ＰＥＴ ／ ＣＴ 进行图像釆集，整个扫描过程

中小鼠头部固定，并使小鼠一直处于麻醉状态。
４）Ｍｉｃｒｏ⁃ＰＥＴ 影像重建。 釆用滤波后投影算法

和 ＣＴ 光子衰减校正重建影像，得到 １０ｍｉｎ 的单帧

图像。
５）感性兴趣区（ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ，ＲＯＩ）的选取。

通过三维感兴趣区（３ＤＲＯＩ）技术，在小鼠脑部横断

面、矢状面和冠状面手动选取除小脑外的立体全脑

３ＤＲＯＩ，计算 ＲＯＩ 内平均每克脑组织１８ Ｆ⁃ＦＤＧ 的摄

取率（％ ＩＤ ／ ｇ）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血生化及脂代谢指标检测

于实验结束时，各组小鼠经眼眶静脉采血，按
照试剂盒相关说明，并使用全自动生化分析仪进行

血液生化检测。 血液生化指标包括谷丙转氨酶

（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）；脂代谢指标包括乳

酸脱氢酶（ ＬＤＨ）、甘油三酯（ ＴＧ）、高密度脂蛋白

（ＨＤＬ）及低密度脂蛋白（ＬＤＬ）。
１􀆰 ２􀆰 ４　 脏器系数及病理学检查

将小鼠眼眶静脉取血后，颈椎脱臼处死，称全

脑重量并根据当日体重计算脏器指数。 脏器系数

＝ （脏器重量 ／体重） × １００％ ；沿脑横断面从中切

开，入恒冷冰冻切片机行 １０ μｍ 连续横断面切片，
隔 ３ 取 １，切片于 ４％ 多聚甲醛溶液中固定 ２０ ｍｉｎ，
再在 ０􀆰 ０１ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 中放置 ３０ ｍｉｎ，最后经纯乙醇

脱水 ２ ｍｉｎ 入蒸馏水，进行 ＨＥ 染色，封固镜检。
１􀆰 ２􀆰 ５　 透射电镜观察老年斑沉积

取小鼠海马 ＣＡ１ 区，将组织修成 １ ｍｍ × １ ｍｍ
×１ ｍｍ 大小的长条形，在含 ２􀆰 ５％戊二醛的固定液

中 ４° Ｃ 固定 ２ ｈ，０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 洗三次，每次 １０
ｍｉｎ；１％锇酸 ４℃固定 ２ ｈ，双蒸水冲洗三次，每次 １０
ｍｉｎ；梯度酒精脱水 （５０％ ，７０％ ，９０％ ） 各 １０ ｍｉｎ，
１００％酒精 ２ 次，各 １５ ｍｉｎ；环氧树脂 Ｅｐｏｎ８１２ 包埋，
超薄切片用醋酸双氧铀及枸橼酸铅双染色，透射电

镜观察（ＪＥＯＬ ＪＥＭ⁃１４００）。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测 ＪＮＫ 和 ＡＫＴ 蛋白表达的

变化

提取脑组织蛋白并测定蛋白浓度。 取含有 ６０
μｇ 蛋白的样品（用生理盐水调成等体积）加入 ５ ×
上样缓冲液，１００°Ｃ 沸水浴变性 ５ ｍｉｎ，置于冰上骤

冷后进行 １０％ ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶电泳、湿转法

转膜并用 ５％ 脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，分别加入稀释好

的抗体 ＪＮＫ （１ ∶ ５００ ）、 ＡＫＴ （１ ∶ ５００ ） 和 ＧＡＤＰＨ
（１∶ １５ ０００）；于摇床孵育，４°Ｃ 过夜。 次日弃去一

抗，ＴＢＳＴ 摇床上洗膜 ３ 次，１０ ｍｉｎ ／次，加入稀释好

的二抗（１∶ １５ ０００），室温孵育 １ ｈ。 加入化学发光

试剂并置于天能化学发光成像系统（Ｔａｎｎｏｎ ５５００）
中成像，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行条带灰度值分析，利用
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目的蛋白与内参蛋白条带的光密度比值衡量目的

蛋白的相对表达量。
１􀆰 ２􀆰 ７　 数据分析

注：（Ａ）Ｃｙ３Ｇ 对 ＰＡＰ 小鼠不同 ＲＯＩ 内平均每克脑组织１８Ｆ⁃ＦＤＧ 的摄取率（％ ＩＤ ／ ｇ）的影响，

与 ＷＴ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＰＡＰ 组比较，
ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１；（Ｂ）各组小鼠脑不同区域横断面 ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 影像。

图 １　 Ｃｙ３Ｇ 对 ＰＡＰ 小鼠脑葡萄糖代谢的影响（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． （Ａ） Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ １８Ｆ⁃ＦＤＧ ｕｐｔａｋｅ ｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＲＯＩ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｒａｉｎｓ ａｆｔｅｒ Ｃｙ３Ｇ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ （ｎ ＝ ３； ｃｌｏｓｅｌｙ ａｇｅ⁃ｍａｔｃｈｅｄ） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ，

ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡＰ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１．
（Ｂ） ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ Ｃｙ３Ｇ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｙ３Ｇ ｏｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ＰＡＰ ｍｉｃｅ．

数据若无说明均采用均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表

示。 采用统计软件 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 进行统计分析。 结果

采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， ｔ 检验，
ｗｉｌｃｏｘ 秩和检验和 Ｔｕｋｅｙ 检验分析组间差异是否显

著，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｃｙ３Ｇ 对 ＰＡＰ 小鼠脑葡萄糖代谢的影响

如图 １Ａ 所示， ＭｉｃｒｏＰＥＴ ／ ＣＴ 检测小鼠额叶

（ｆｒｏｎｔａｌ ｌｏｂｅ）、顶叶 （ ｐａｒｉｅｔａｌ ｌｏｂｅ）、颞叶 （ ｔｅｍｐｏｒａｌ
ｌｏｂｅ）和海马（ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ）区对１８ Ｆ⁃ＦＤＧ 摄取率的

变化。 结果显示，各组间不同 ＲＯＩ 内的平均每克脑

组织１８Ｆ⁃ＦＤＧ 的摄取率（％ ＩＤ ／ ｇ）存在显著差异。 即
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与 ＷＴ 组相比，ＰＡＰ 组小鼠脑１８ Ｆ⁃ＦＤＧ 的摄取率显

著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），尤其在额叶和海马区降低尤为

明显；与 ＰＡＰ 组相比，ＰＡＰＣｙ 组小鼠额叶和海马区

的１８Ｆ⁃ＦＤＧ 的摄取率显著升高，Ｐ 值分别为 ０􀆰 ０１９
和 ０􀆰 ０３６。

在横断面 ＰＥＴ 影像中％ ＩＤ ／ ｇ 使用相同阈值，色
标从上到下分别代表高、中、低１８ Ｆ⁃ＦＤＧ 摄取水平，
相应为高、中、低脑葡萄糖代谢水平。 结果显示（图
１Ｂ），ＷＴ 组和 ＷＴＣｙ 组小鼠大脑感兴趣区（额叶、顶
叶、颞叶和海马区） １８ Ｆ⁃ＦＤＧ 的摄取率较高，ＰＡＰ 组

小鼠１８Ｆ⁃ＦＤＧ 摄取率较低，而 ＰＡＰＣｙ 组小鼠则有所

缓解。
２􀆰 ２　 Ｃｙ３Ｇ 对 ＰＡＰ 小鼠血生化及脂代谢的影响

结果如表 １ 所示，与 ＷＴ 组相比，ＰＡＰ 组小鼠血

清中 ＡＳＴ 和 ＬＤＨ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而
ＬＤＬ 尽管有升高趋势，但差异不显著；与 ＰＡＰ 组相

比，ＰＡＰＣｙ 组血清 ＬＤＨ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
此外，血清中 ＡＬＴ 水平在各组小鼠中均无显著性差

异。 提示：ＰＡＰ 组小鼠存在肝肾功能异常，但脂代

谢相对正常；Ｃｙ３Ｇ 干预的各组小鼠无明显的肝肾损

伤，并且脂代谢正常。

表 １　 各组间小鼠血生化检测
Ｔａｂ． １　 Ｂｌｏｏｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔｓ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐ ＡＬＴ（Ｕ ／ Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ ／ Ｌ） ＬＤＨ（Ｕ ／ Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＨＤＬ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＬＤＬ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

ＷＴ ５９􀆰 ７ ± １３． ８ １３６􀆰 ０ ± ２３􀆰 ２ ７１１􀆰 ３ ± １２２􀆰 １ ０􀆰 ８０７ ± ０􀆰 ２０４ １􀆰 ３１ ± ０􀆰 ２２９ ０􀆰 ３０８ ± ０􀆰 ０６０
ＷＴＣｙ ６０􀆰 ４ ± ７． ５ １３７􀆰 ９ ± ２９􀆰 ４ｂ ７２０􀆰 ３ ± ３２３􀆰 ４ｂ ｂｂ ０􀆰 ８１０ ± ０􀆰 １７６ １􀆰 ３５ ± ０􀆰 １７３ ０􀆰 ３０４ ± ０􀆰 ０５６
ＰＡＰ ６４􀆰 ７ ± ２２． ３↑ １７８􀆰 １ ± ５３􀆰 ９ ａａ １３３７􀆰 ９ ± １０４􀆰 ３ａ ａａ ０􀆰 ８４８ ± ０􀆰 １９２↑ １􀆰 １２ ± ０􀆰 ２０６↓ ０􀆰 ３３２ ± ０􀆰 ０７５↑
ｎＰＡＰ ５３􀆰 ９ ± １４． ３ １４４􀆰 ４ ± ２０􀆰 ７ｂ １１０５􀆰 ０ ± ２９１􀆰 ８ａ ａ ｂ ０􀆰 ８１８ ± ０􀆰 ２５４ １􀆰 ３４ ± ０􀆰 ２４８ ０􀆰 ３１２ ± ０􀆰 ０３７
ＰＡＰＣｙ ５６􀆰 ６ ± １５． ６ １４９􀆰 ５ ± ２１􀆰 ４ １１１５􀆰 ９ ± ２０４􀆰 ７ａ ａａ ｂ ０􀆰 ７８１ ± ０􀆰 ０８８ １􀆰 ２３ ± ０􀆰 ３８９ ０􀆰 ３０１ ± ０􀆰 ０３９

注：与 ＷＴ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１，ａａａＰ ＜ ０􀆰 ００１；与 ＰＡＰ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１，ｂｂｂＰ ＜ ０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１， ａａａＰ ＜ ０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡＰ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１， ｂｂｂＰ ＜ ０􀆰 ００１．

２􀆰 ３　 Ｃｙ３Ｇ 对 ＰＡＰ 小鼠脑系数的影响及病理学

检查

脑系数结果显示（表 ２），与 ＷＴ 组相比，ＰＡＰ 组

小鼠脑系数显著降低，差异具有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ００１）；与 ＰＡＰ 组相比，ＰＡＰＣｙ 组小鼠脑系数显著

升高，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＨＥ 染色

结果表明，各组小鼠脑组织病理检查未见明显异

常，细胞形态和结构规则、完整（图 ２）。
表 ２　 各组间小鼠脑系数

Ｔａｂ． ２　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｉｎｄｅｘ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
组别
Ｇｒｏｕｐ

脑
Ｂｒａｉｎ

ＷＴ ０􀆰 ０２１３ ± ０􀆰 ００２２
ＷＴＣｙ ０􀆰 ０２０７ ± ０􀆰 ０００４ ｂｂｂ

ＰＡＰ ０􀆰 ０１５８ ± ０􀆰 ００２２ ａａａ

ｎＰＡＰ ０􀆰 ０２０４ ± ０􀆰 ００１３ ｂｂ

ＰＡＰＣｙ ０􀆰 ０１８６ ± ０􀆰 ００２１ ｂｂ

注：与 ＷＴ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａＰ ＜ ０􀆰 ０１，ａ ａａＰ ＜ ０􀆰 ００１；与 ＰＡＰ 组
比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｂ ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１，ｂ ｂ ｂＰ ＜ ０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡＰ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１， ａ ａａＰ ＜
０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡＰ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｂ ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１， ｂ ｂ ｂＰ ＜
０􀆰 ００１．

２􀆰 ４　 Ｃｙ３Ｇ 对 ＰＡＰ 小鼠海马老年斑生成的影响

细胞外 Ａβ 沉积形成的老年斑是 ＡＤ 的主要病

理特征之一。 通过透射电镜观察不同处理组小鼠

海马中老年斑的生成情况，如图 ３ 所示，野生小鼠

（包括 ＷＴ 组和 ＷＴＣｙ 组） 及同窝阴性对照组

（ｎＰＡＰ）海马内未见有老年斑形成，周围分布的线粒

体结构正常；而 ＡＤ 模型小鼠（ＰＡＰ 组）小鼠海马中

可观察到有老年斑沉积，其周围还有大量聚集在一

起的自噬小体。 而 ＰＡＰＣｙ 组小鼠海马中老年斑沉

积有所减少。
２􀆰 ５　 Ｃｙ３Ｇ 对 ＰＡＰ 小鼠脑组织 ＪＮＫ 和 ＡＫＴ 蛋白

表达的影响

结果如图 ４ 所示，ＪＮＫ 蛋白主要介导炎症反应，
与 ＷＴ 组比，ＰＡＰ 组 ＪＮＫ 蛋白水平显著降低，差异

具有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）；与 ＰＡＰ 组相比，
ＰＡＰＣｙ 组 ＪＮＫ 蛋白显著升高，差异具有统计学意义

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＡＫＴ 是调节胰岛素抵抗的蛋白，与
ＷＴ 和 ＷＴＣｙ 组相比，ＰＡＰ 组 ＡＫＴ 蛋白水平显著升

高，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＰＡＰ 组相

比，ＰＡＰＣｙ 组 ＡＫＴ 蛋白水平显著降低，差异具有统

计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

３　 讨论

阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ）作为

是世界上最常见的一种老年痴呆症，在中国患者数

也已超过 ６００ 万，６０ 岁人群中 ＡＤ 的患病率为 ３％
～５％ ，并随着人口老龄化其患病率呈上升趋势，影
响着我国经济和社会发展［１４］。 临床用于治疗 ＡＤ
的主要药物如胆碱酯酶抑制剂只能减轻部分症状，
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图 ２　 脑组织病理学检查（ × ４０，ｂａｒ ＝ １００ μｍ，ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇ． ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ．

图 ３　 透射电镜下海马区老年斑及其周围组织的超微结构（Ａ： × ６００，ｂａｒ ＝ ５ μｍ；Ｂ： × ３０００，ｂａｒ ＝ １ μｍ；ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ｓｅｎｉｌｅ ｐｌａｑｕｅｓ ｓｕｒｒｏｕｎｄｅｄ ｂｙ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｃ

ｎｅｕｒｉｔｉｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｖａｃｕｏｌｅｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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注：（Ａ）为脑组织中 ＪＮＫ 和 ＡＫＴ 蛋白表达条带；（Ｂ）ＪＮＫ 和 ＡＫＴ 蛋白表达灰度分析结果；与 ＷＴ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；

与 ＰＡＰ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 Ｃｙ３Ｇ 对 ＰＡＰ 小鼠 ＪＮＫ 和 ＡＫＴ 蛋白表达的影响（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． （Ａ） Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ （ＪＮＫ， ４６ ／ ５４ ｋＤａ； ＡＫＴ， ６０ ｋＤａ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅａｇｅｎｔｓ． （Ｂ） Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂａｎｄｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｎｄ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａｎ ａｕｔｏｍａｔｉｃ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｙｓｔｅｍ；

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡＰ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡＰ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｂ ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｙ３Ｇ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪＮＫ ａｎｄ ＡＫＴ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ．

对患者脑内的主要病理变化并无明显改善作用，不
能用于早期 ＡＤ 病理事件的干预或控制病情的发

展，病人的生活质量无法有效改善，且药物毒副作

用大［１５］。 此外，葡萄糖代谢功能障碍可增加老年人

认知损伤的风险。 而葡萄糖代谢动态平衡的失调，
会引起大脑慢性代谢性疾病，其中也包括 ＡＤ。 即

ＡＤ 也是一种葡萄糖摄取和利用障碍的退行性代谢

疾病。［１６］

越来越多的研究证实，Ｃｙ３Ｇ 除了具有清除自由

基，抗氧化、抗炎，防止内皮功能紊乱，调节胆固醇

代谢，改善胰岛素抵抗，预防癌症、糖尿病和心血患

疾病等作用外，还具有神经保护作用［９ － １１， １７］。 体外

实验发现，用 Ｃｙ３Ｇ 活性单体预处理 ＰＣ１２（大鼠肾

上腺嗜铬细胞瘤）细胞可有效改善 Ｈ２Ｏ２ 造成的氧

化损伤，也可显著抑制缺氧缺糖 （ ｏｘｙｇｅｎ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＯＧＤ）所致的 ＰＣ１２ 细胞存活率降低［１８］。
Ｔａｒｏｚｚｉ 等［１９］研究还发现，该活性物质对 Ａβ 致人神

经母细胞瘤（ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ）细胞损伤也具有保护作用，
即细胞存活率升高、细胞调亡和坏死率降低、ＲＯＳ
生成量减少、细胞膜完整性得到保护。 而 Ａβ 可以

通过扩散方式进入大脑实质，是 ＡＤ 发生的主要致

病因素。 体内研究发现，Ｃｙ３Ｇ 可以降低大脑缺血损

伤，对短暂中脑动脉阻塞（ＭＣＡＯ）造成的脑损伤模

型小鼠具有神经保护作用［１１］；Ｓｈｉｈ 等［２］ 研究发现，
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给快速老化（ＳＡＭＰ）小鼠饲喂富含 Ｃｙ３Ｇ 的提取物

１２ 周，可使大脑中过氧化氢酶及谷胱甘肽过氧化物

酶活性升高，脂质过氧化水平降低，Ａβ 生成减少，
学习记忆能力提高，即 Ｃｙ３Ｇ 能改善衰老小鼠的认

知和行为能力［２０］。 体内外实验均证实：Ｃｙ３Ｇ 可以

透过血⁃脑屏障，在与学习和记忆相关的脑区发挥其

神经保护功能［１０， ２１ － ２３］，因此，研究 Ｃｙ３Ｇ 对 ＡＤ 的预

防或缓解作用具有现实意义。
本研究发现，Ｃｙ３Ｇ 还能有效改善 ＡＤ 小鼠大脑

中不同脑区的葡萄糖利用率，即补充 Ｃｙ３Ｇ 的 ＡＤ 小

鼠其脑葡萄糖代谢率显著升高，尤其以海马区最为

显著，其次是额叶、颞叶和顶叶。 因此，推测 Ｃｙ３Ｇ
具有安全的胰岛素样活性，可调节大脑胰岛素敏感

区的葡萄糖 ／能量代谢，Ｃｙ３Ｇ 这种生物学效用与

Ｓｈｉｈ 和 Ｓｃａｚｚｏｃｃｈｉｏ 等［９， １３］ 观点一致，即他们在非酒

精性脂肪肝、２⁃型糖尿病的研究中发现，Ｃｙ３Ｇ 可以

通过活化过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（ＰＰＡＲγ）
通路改善胰岛素抵抗、缓解氧化应激。 Ｃｙ３Ｇ 在脑中

发挥其生物活性的机制可能与其在生理 ｐＨ 下化学

性质不稳定、易分解有关，并且能迅速降解成酚酸

（如原儿茶酸），这可能是其在体液中半衰期相对较

短的原因；另一种可能是，在肠道中花青素首先通

过肠道微生物将其糖苷键部分水解，生成花青素的

糖苷配基（Ｃｙ） ［２４］。 同时，Ｆｌｅｓｃｈｈｕｔ［２５］ 研究也已经

证实，肠道菌群具有潜在的水解 Ｃｙ３Ｇ 的能力，即将

Ｃｙ３Ｇ 水解成 Ｃｙ 和 ＰＡ，而后者可到达不同组织中，
其中也包括脑组织［２６］。 此外，通过血生化检测并结

合病理学检查，来评价 Ｃｙ３Ｇ 干预期间各组小鼠肝

肾功能及脂代谢情况。 结果显示：ＰＡＰ 小鼠存在肝

肾功能紊乱，但是脂代谢相对正常；而 Ｃｙ３Ｇ 干预的

各组小鼠均无明显的肝肾损伤，并且脂代谢正常。
但是， Ｊｉａ 等［１２］ 研究发现，在脂肪组织和肝脏中

Ｃｙ３Ｇ 可显著降低脂肪变性的肝细胞的脂质浓度，其
激活肝细胞脂代谢的效果类似于降血脂药物。 提

示，在本研究中 Ｃｙ３Ｇ 可能对 ＡＤ 小鼠糖代谢方面发

挥重要作用，而在脂代谢调节中的作用并不显著，
这可能是因实验对象不同所致，Ｊｉａ 等是基于细胞水

平上的研究，而本研究是从整体水平检测。 为进一

步研究 Ｃｙ３Ｇ 通过调节脑葡萄糖代谢改善 ＡＤ 的可

能机制，在 Ｃｙ３Ｇ 干预期间，我们检测了脑系数并结

合透射电镜观察海马区发现，尽管病理检查未发现

异常，但是 ＰＡＰ 小鼠脑系数明显减小。 提示，ＡＤ 模

型小鼠可能出现了脑萎缩，同时海马区可观察到老

年斑沉积；而补充 Ｃｙ３Ｇ 的 ＰＡＰ 小鼠其脑萎缩趋势

有明显改善，老年斑沉积也有所缓解。 结合上述脑

糖代谢紊乱的情况，应用免疫印迹法检测了 ＡＫＴ ／
ＪＮＫ 蛋白的变化。 因为，根据文献报道，使用罗格列

酮干预三转基因（ＡＰＰｓｗｅ ／ ＰＳ１ΔＥ９ ／ ＴＡＵ）ＡＤ 模型小鼠

４ 个月后，观察其对认知功能和 ＡＤ 相关脑病理变

化的影响，发现这种长期治疗改善了空间学习能力

与 ＡＫＴ 信号通路改变有关，进而可缓解 ｔａｕ 蛋白磷

酸化和神经炎症［２７］。 而 ＪＮＫ 的磷酸化水平升高可

以导致胰岛素受体底物⁃１（ ＩＲＳ⁃１，第 ３０７ 位的丝氨

酸）磷酸化，使 ＡＫＴ 去磷酸化，进而出现胰岛素抵

抗［２８］。 Ｓｈｉｈ 等［１３］研究进一步证实，Ｃｙ３Ｇ 及曲格列

酮分别或共同处理人类肝母细胞瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞后，
一方面 Ｃｙ３Ｇ 通过其代谢产物 Ｃｙ（ｃｙａｎｉｄｉｎ）通过调

控细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）和 ＪＮＫ 信号通路，发
挥抗氧化作用；另一方面，两者可发挥协同效应，抑
制由 Ｈ２Ｏ２ 诱导的脂代谢相关基因的表达水平下

调、ＲＯＳ 的生成和细胞的凋亡，缓解氧化应激介导

的肝毒性。 此外，Ａβ 能引起 ＪＮＫ 信号转导通路的

改变，导致海马神经元损伤［２９， ３０］。 本研究发现 ＰＡＰ
小鼠脑组织中 ＡＫＴ 蛋白表达水平上调、ＪＮＫ 蛋白表

达水平下调，而 Ｃｙ３Ｇ 干预后则逆转了上述蛋白水

的变化。 提示 Ｃｙ３Ｇ 可能通过对 ＡＫＴ ／ ＪＮＫ 通路的

调节进而改善了 ＡＤ 小鼠脑胰岛素抵抗及炎症反

应［２８］，可进一步解释 Ｃｙ３Ｇ 干预的 ＡＤ 小鼠脑葡萄

糖代谢率升高的原因。
综上所述，Ｃｙ３Ｇ 改善 ＡＤ 的神经保护作用机制

可能与其改善脑葡萄糖代谢，调节胰岛素抵抗和缓

解炎症反应有关，因此 Ｃｙ３Ｇ 可能具有潜在胰岛素

增敏剂的活性。
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􀦋􀦋研究报告

发光二极管光源照射日本大耳白兔
皮肤的安全性评价

李彦红１，张继刚２，徐艳峰１，韩云林１，黄　 澜１，江彬彬２，朱　 华１，
徐玉环１，杨维玲２∗，秦　 川１∗

（１． 中国医学科学院，北京协和医学院，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，新发再发传染病动物模型研究北京市重点实验室，

北京　 １０００２１；２． 中国人民解放军火箭军总医院，北京　 １０００８８）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过 ＬＥＤ 白色光源照射日本大耳白兔皮肤组织，对 ＬＥＤ 光源照射的安全性进行初步的评

价。 方法　 动物随机分成照射组和对照组。 照射组动物剔除背部毛发，ＬＥＤ 光源照射，强度为 ５０ ｍｗ ／ ｃｍ２，对照组

动物以普通日光灯光源照射，两组均每天照射 ５ ｈ，连续 ３ 个月。 观察动物皮肤有无红肿，测量动物进食、体重、体
温等改变情况；照射完毕采集外周血测量常规、生化指标；Ｅｌｉｓａ 分析免疫细胞及细胞因子改变情况；脏器组织病理

检测，及分析皮肤弹力纤维变化情况；皮肤免疫组织化学分析 Ｃ⁃ｍｙｃ、Ｐ５３、细胞周期蛋白 Ｄ１（ＣＣＮＤ１）等癌基因及抑

癌基因的表达变化。 结果　 照射组兔皮肤未见红肿表现，体重在 ６ 周后稍高于对照组，体温 ３ 周、６ 周有差别，进食

未见异常；血常规有白细胞增多，生化检测尿素、肌酐水平有增高，但在正常范围内；ＥＬＩＳＡ 分析血免疫细胞 ＣＤ３Ｔ
细胞、细胞因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＦＮ⁃γ 水平在两组无明显差别，照射组动物 ＣＤ１９Ｂ 细胞，ＩＬ⁃４ 水平升高；照射组动物脏

器组织病理未见明显异常结构改变，皮肤弹性纤维分布无异常；皮肤组织内细胞周期蛋白（ＣＣＮＤ１），Ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白，
Ｐ５３ 蛋白表达与对照组相比没有差异。 结论　 ＬＥＤ 光源照射日本大耳白兔 ３ 个月后，未引起体内明显的组织病理

学改变，也未引起皮肤肿瘤相关因子的改变。
【关键词】 　 发光二极管；日本大耳白兔；皮肤；安全评价
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Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ；Ｂｅｉｊｉｎｇ ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ａｎｄ Ｒｅｅｍｅｒｇｉｎｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅ；
Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２１， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｔｈｅ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ ｔｈｅ ＰＬＡ Ｒｏｃｋｅｔ Ｆｏｒｃｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８８， Ｃｈｉｎａ）



　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ Ｌｉｇｈｔ ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｄｉｏｄｅ （ＬＥＤ） ｓｏｕｒｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｒｒａｄｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｏｆ
Ｊａｐａｎｅｓｅ ｂｉｇ⁃ｅａｒ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
Ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＥＤ ｌｉｇｈｔ ｓｏｕｒｃｅ ａｆｔｅｒ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇ ｂａｃｋ ｈａｉｒ （５０ｍｗ ／ ｃｍ２） ａｎｄ ｔｈｅ ｏｒｄｉｎａｒｙ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌａｍｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｆｏｒ ５ ｈｏｕｒｓ ｅｖｅｒｙ ｄａｙ ｆｏｒ ３ ｍｏｎｔｈｓ． Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｓｋｉｎ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ， ｆｅｅｄｉｎｇ， ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｅｄ； ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ
ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ； ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ； ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｌａｓｔｉｃ
ｆｉｂｅｒｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ； ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃ⁃ｍｙｃ， Ｐ５３， ａｎｄ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ ｓｋｉｎ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ａｂｎｏｒｍａｌ ｃｈａｎｇｅ； ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ａｎｉｍａｌｓ ａｔ ｔｈｅ ６ｔｈ ｗｅｅｋ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｈａｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ ３ｒｄ ａｎｄ ６ｔｈ ｗｅｅｋ， ｔｈｅ ｄｉｅｔ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ａｂｎｏｒｍａｌ． Ｂｌｏｏｄ
ｒｏｕｔｉｎｅ ｓｈｏｗｅｄ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ； ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍａｎｉｆｅｓｔｅｄ ｕｒｅａ ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｂｕｔ ｔｈｅ
ｉｎｄｅｘｅｓ ａｒｅ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｒａｎｇｅ； ｔｈｅ ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ ＣＤ３Ｔ ｃｅｌｌｓ， ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＬ⁃６，ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＦＮ⁃γ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐ ａｎｉｍａｌｓ ｈａｄ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ１９Ｂ ｃｅｌｌ ａｎｄ ＩＬ⁃４ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｔｈｅ ｖｉｓｃｅｒａ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｋｉｎ ｅｌａｓｔｉｃ ｆｉｂｅｒｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｉｍａｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏｒｍａｌ； ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
１ （ＣＣＮＤ１）， ｃ⁃ｍｙｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｐ５３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｋｉｎ ｏｆ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｆｔｅｒ
ｉｒｒａｄｉａｔｉｎｇ ３ ｍｏｎｔｈｓ， ｔｈｅ ＬＥＤ ｌｉｇｈｔ ｓｏｕｒｃｅ ｈａｄ ｎｏｔ ｃａｕｓｅｄ ｔｈｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｓｋｉｎ ｔｕｍｏｒ
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｌｉｇｈｔ ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｄｉｏｄｅ； Ｊａｐａｎｅｓｅ ｂｉｇ⁃ｅａｒ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔ； Ｓｋｉｎ； Ｓａｆｅｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ

　 　 发光二极管（ ｌｉｇｈｔ ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｄｉｏｄｅ， ＬＥＤ）为半导

体固体发光器件，两端加压后，注入半导体中的载

流子发生复合，引起光子发射而产生光［１］。 随着半

导体工艺的快速发展，新型 ＬＥＤ 光源不断推出，而
且技术日益成熟，功率、发光效率不断提高，光谱从

紫外到红外均已实现。 ＬＥＤ 光源具有冷光源、工作

电压低、功耗低、波长可调、绿色环保、寿命长等特

点，已广泛应用于信号指示、装饰照明、液晶背光灯

领域，而且在医学方面也开始应用，如医用照明、医
学诊断和医学治疗等方面［１］。 但是关于 ＬＥＤ 光源

的安全性问题研究的并不是很多，而且长时间照射

是否会对机体造成潜在性的危害，均未见有明确报

道。 本文拟用 ＬＥＤ 光源照射日本大耳白兔 ３ 个月，
观察其生理生化及病理指标，对 ＬＥＤ 光源照射的安

全性进行初步的评价。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

普通级日本大耳白兔，６ ～ ８ 周龄，体重 ２􀆰 ４ ～
２􀆰 ６ ｋｇ，雌雄各 ６ 只，购自北京富龙腾飞养殖中心

［ＳＣＸＫ（京）２０１３ － ０００４］，动物在中国医学科学院

医学实验动物研究所新药安全评价中心普通级动

物房［ＳＹＸＫ（京）２０１０ － ００３０］饲养及管理，每天光

照明暗各 １２ ｈ，相对湿度 ４０％ ～ ６０％ ，温度 １８ ～
２５℃，每笼 １ 只，自由摄食和饮水。 实验操作已经过

实验动物研究所实验动物使用管理委员会批准

（ＩＬＡＳ⁃ＰＬ⁃２０１４⁃００５）。

１􀆰 ２　 实验材料

ＬＥＤ 白色光源（ＧＹ２２５ 型，由山西光宇半导体

照明股份有限公司提供），功率 ５０ ｍｗ ／ ｃｍ２，光通量

４􀆰 ５ｌ ｍ，距离 ２ ～ ２􀆰 ５ ｍ，光源可悬吊屋顶相当于普通

照明的方式连续照射。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 光源照射

动物随机分成两组：实验组：接受 ＬＥＤ 光源照

射；对照组：以普通日光灯光源照射作为对照。 动

物剔除背部毛发，ＬＥＤ 光源照射，距离 ２ ～ ２􀆰 ５ ｍ，
每天 ５ ｈ，连续 ３ 个月；对照组动物以普通日光灯光

源照射。 每天 ５ ｈ，连续 ３ 个月。
１􀆰 ３􀆰 ２　 临床观察

照射过程中观察动物局部皮肤有无红肿情况；
观察进食，每周记录动物体重、体温的改变，并比较。
１􀆰 ３􀆰 ３　 动物血液免疫学检测

照射结束后，耳源静脉采集动物外周血，检测

血常规 （Ｒａｙｔｏ ＲＴ⁃７６００Ｓ， ＵＳＡ）、生化（谷丙转氨

酶⁃ＡＬＴ，尿素，血肌酐，胆固醇，甘油三脂，葡萄

糖） ［２］ ；ＥＬＩＳＡ 分析兔外周血免疫细胞 ＣＤ３（ ｃｌｕｓｔｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ３ ） （ ＱＴ⁃Ｔ９８０６５， Ｑｉｙｉｂｉｏ） Ｔ、 ＣＤ１９
（ Ｍｌ０２７９５５， Ｍｌｂｉｏ ） Ｂ 细 胞； 细 胞 因 子 ＩＬ
（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ） ⁃４ （ ＣＳＢ⁃Ｅ０８７４５Ｒｂ， Ｃｕｓａｂｉｏ ）、 ＩＬ⁃６
（ ＣＳＢ⁃Ｅ０６９０３Ｒｂ， Ｃｕｓａｂｉｏ ）、 ＩＦＮ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ） ⁃γ
（ＥＲ５４００， ｓｏｌａｒｂｉｏ）、 ＴＮＦ（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ） ⁃α
（ＣＳＢ⁃Ｅ０６９９８Ｒｂ， Ｃｕｓａｂｉｏ） 等水平以明确动物免

疫状态的变化。

５２中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



１􀆰 ３􀆰 ４　 病理及免疫组织化学分析

照射结束后，动物用戊巴比妥钠（３０ ｍｇ ／ ｋｇ）过
量麻醉并放血致死，解剖取皮肤及其它组织，１０％福

尔马林溶液固定，石蜡包埋切片，进行病理检测；皮
肤弹力纤维染色分析真皮内弹力纤维变化情况；免
疫组织化学分析 Ｃ⁃ｍｙｃ、 Ｐ５３、细胞周期蛋白 Ｄ１
（ＣＣＮＤ１）等癌基因及抑癌基因的表达变化。

苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色：切片脱蜡至水，经苏木

素染色，盐酸酒精分化，氨水反蓝后伊红染色， 脱水

透明封片，观察组织病理改变。
皮肤弹性纤维染色（Ｇｏｍｏｒｉ’ ｓ 醛品红）：切片脱

蜡至水，经高锰酸钾溶液氧化，草酸漂白，水洗入染

液（配制：碱性品红 １ ｇ，７０％酒精 ９８ ｍＬ，三聚乙醛 １
ｍＬ，浓盐酸 １ ｍＬ）１５ ｍｉｎ，７０％酒精分化，０􀆰 ５％橙黄

Ｇ 对比染色后脱水透明封片。
免疫组织化学染色：切片脱蜡至水，抗原修复，

封 闭 后 加 一 抗 Ｃ⁃ｍｙｃ （ ＭＤ６４５⁃Ｂ， ＭＤＬ ）， Ｐ５３

（ ａｂ１９４４０４， ａｂｃａｍ ）， ＣＣＮＤ１ （ ＡＲＰ３３３７０ ＿ Ｐ０５０，
ＡＶＩＶＡ ＳＹＳＴＥＭ ＢＩＯＬＯＧＹ） ，４℃过夜，加相应二抗

（ＰＶ９００１，ＰＶ９００２，购自中杉金桥），ＤＡＢ 显色，苏木

素复染，流水冲洗后，脱水透明封片。 观察这些因

子在两组动物皮肤的表达水平。
１􀆰 ４　 数据分析

染色切片应用 Ｉｍａｇｅ⁃ｐｒｏ⁃ｐｌｕｓ 软件进行图像结

果分析， 数据经 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 处理，实验数据以均

数 ±标准差（ ｘ－ ± ｓ）表示，两组数据比较用 ｔ 检验方

法，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 实验结果

２􀆰 １　 临床观察

动物在照射过程中，皮肤未见红肿异常表现。
两组动物的进食、体重测量结果未见明显异常；动
物的体温除第 ３ 周、６ 周改变有差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
外，其余时间段比较无差异。 （图 １）

注：∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，与对照组相比。

图 １　 动物体重、饮食和体温随时间改变

Ｎｏｔｅ． ∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ， ｄｉｅｔ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ

２􀆰 ２　 常规生化检测

血常规检测照射组白细胞较对照组增多（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），中间细胞（白细胞中的嗜酸、嗜碱、单核细

胞）、淋巴细胞、中性粒细胞也增多，但差别无统计

学意义。 平均红细胞血红蛋白量（ＭＣＨ）和平均红

细胞容积（ＭＣＶ）有所下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但平均红

细胞血红蛋白浓度并没有异常改变，红细胞分布变

异系数（ＲＤＷ⁃ＣＶ）升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 其余均未见

异常改变。 （图 ２）
血生化检测两组动物血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ），
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血糖（ＧＬＵ）、甘油三酯（ＴＧ）、胆固醇（ＴＣ）没有明显

差异；血清尿素（ＵＲＥＡ）和肌酐（ＣＲ）水平在照射组

有所升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （图 ３）
２􀆰 ３　 血液免疫学检测

动物血液学检测免疫细胞 ＣＤ３Ｔ 细胞含量两组

无差异，ＣＤ１９Ｂ 细胞在照射组升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；细胞

因子检测 ＩＬ⁃４ 水平在照射组升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＩＬ⁃６，
ＴＮＦ⁃α，ＩＦＮ⁃γ 水平在两组无明显差别。 （图 ４）

注：∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与对照组相比。

图 ２　 血常规检测

Ｎｏｔｅ． ∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｔｅｓｔ

注：∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与对照组相比。

图 ３　 血生化检测

Ｎｏｔｅ． ∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
Ｆｉｇ． ３　 Ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
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注：∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与对照组相比。

图 ４　 血液免疫学改变

Ｎｏｔｅ． ∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ

图 ５　 皮肤苏木素⁃伊红（ＨＥ）和弹性纤维染色（Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）
Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｈｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ａｎｄ ｅｌａｓｔｉｃ ｆｉｂｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｋｉｎ

２􀆰 ４　 病理检测

组织病理苏木素⁃伊红染色显示，两组动物皮肤

各层结构未见异常改变，层次清楚，少数皮肤真皮

少量炎细胞浸润；皮肤弹性纤维染色显示分布无异

常（图 ５）；其余各脏器病理改变未见异常。
皮肤免疫组化检测结果为细胞周 期 蛋 白

（Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１，ＣＣＮＤ１），Ｃ⁃Ｍｙｃ 癌基因蛋白，Ｐ５３ 抑癌

基因表达蛋白两组均无明显差异。 （图 ６，７）

３　 讨论

ＬＥＤ 光源目前已在某些领域被广泛应用，甚至

未来会替代传统照明光源用于室内照明，但我们应
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图 ６　 皮肤免疫组化染色（Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ）
Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｋｉｎ

图 ７　 皮肤免疫组化染色统计结果

Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｓｋｉｎ

该对 ＬＥＤ 光源的长时间使用的安全性进行初步的

认识和评价。 本研究用 ＬＥＤ 白光照射日本大耳白

兔 ３ 个月，观察其生理、生化、免疫、病理指标及致癌

作用等方面进行初步观察，或以后进行更长时间，
更深入、系统的检测来确定其使用系数的绝对安

全性。
实验组动物在照射过程中，ＬＥＤ 光源对其体

重、进食未引起明显异常改变，体温虽在某个阶段

与对照组存在差别，但体温的测量值均在兔的体温

波动正常范围内［３］，因此改变无意义。
血常规检测照射组动物白细胞增多，但据文献

报道兔的血白细胞正常值变化范围为（５􀆰 ５ ～ １２􀆰 ５）
× １０９ ／ Ｌ［４］，所测结果包含在此范围内，属于正常。
血常规中平均红细胞体积（ＭＣＶ）、平均红细胞血红

蛋白浓度（ＭＣＨＣ）、平均红细胞血红蛋白量（ＭＣＨ）

是反映红细胞形态特征的指标，独立的指标改变不

能作为疾病诊断的依据，需结合红细胞体积分布宽

度（ＲＤＷ）相互参照才能用来判断机体生理生化状

况［５］，而本研究中 ＭＣＨＣ 并未发现异常， ＭＣＶ，
ＭＣＨ，ＲＤＷ 虽然两组比较后有差异， 但根据文

献［３，５］ 报道的这些指标的参考值范围，本实验所测

结果基本正常，所以改变的意义不大。 照射 ３ 月后

的实验组兔血生化检测肌酐、尿素氮水平较对照组

增高，但文献［５ － ７］报道的这些指标参考值范围均包

含该实验所测结果，因此兔的这些常规生化指标的

改变虽波动范围大但正常。 血液免疫细胞及细胞

因子检测结果 ＣＤ１９Ｂ 淋巴细胞增多，ＩＬ⁃４ 增多，其
余检测指标结果与对照组无差别。 Ｂ 淋巴细胞主要

作用是产生抗体，参与体液免疫应答并清除抗原，
而 ＩＬ⁃４ 可以促进 Ｂ 淋巴细胞增殖［８］，这说明动物体
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内可能存在 Ｂ 细胞免疫反应，该免疫反应是机体的

一种适应和防御反应。 结合组织病理学结果，对照

及实验组动物均有皮肤、肺脏等少数组织出现轻度

炎症反应，考虑原因可能为实验操作、动物的应

激［９］、加之动物的个体差异，而引起动物机体的不

同程度的炎症反应及表现。 例如动物接受毛发修

剪的过程中，固定架对动物身体的固定，及剃毛器

对皮肤的刺激等，虽手法和其它条件一致，但不可

避免会引起动物不同程度的挣扎、损伤及生理反应

改变，进而造成机体不同程度的免疫功能紊乱及炎

症反应。
病理学检测对照及实验组动物除皮肤、肺脏等

少数组织出现轻度炎症反应外，其余脏器均未见明

显异常器质性病变。 皮肤肿瘤相关因子的免疫组

化检测显示两组动物无明显差别。 细胞周期蛋白

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 是细胞周期中短暂出现的原癌基因表达

产物，具有严格的周期顺序性，主要功能是促进细

胞增殖，其过度表达可致细胞增殖失控而恶性

化［１０］，实验证明在照射组和对照组表达无明显差

别，照射并未引起其过度表达；Ｃ⁃Ｍｙｃ 癌基因是 ｍｙｃ
基因家族的重要成员之一，ｃ⁃ｍｙｃ 基因既是一种可

易位基因，又是一种多种物质调节的可调节基因，Ｃ⁃
ｍｙｃ 基因的表达一般与细胞的生长状态有关，Ｃ⁃ｍｙｃ
与许多恶性肿瘤的发生、发展密切相关，其蛋白高

表达在细胞恶性转化和增殖中起到重要作用［１１］，实
验表明两组动物 Ｃ⁃ｍｙｃ 癌基因的表达也无明显差

异；Ｐ５３ 是最重要的抑癌基因，对肿瘤细胞的凋亡具

有促进作用，还具有帮助细胞基因修复缺陷的功

能［１２］。 正常条件下，Ｐ５３ 蛋白在细胞内的含量维持

在一个较低的水平，当细胞发生 ＤＮＡ 损伤或原癌基

因突变激活时，细胞内含量随即升高，引发一系列

下游段应激反应［１３］。 在各种肿瘤及细胞转化过程

中会高表达，Ｐ５３ 突变和过度表达对肿瘤的发生发

展起到一定的作用［１４］。 本实验研究表明两组动物

皮肤 Ｐ５３ 蛋白均低表达或不表达。
综上，ＬＥＤ 白色光源照射日本大耳白兔 ３ 个

月，某些常规生化指标较对照组有差别，但不具有

生理学意义；血液免疫指标部分也存在差别，但不

能排除动物因个体差异、操作及应激致炎性病变后

引起的免疫反应，而且属于轻度炎性反应；组织学

观察未见明显的病理性损伤；皮肤肿瘤学观察未见

相关肿瘤分子相对的异常表达；这些实验表明 ＬＥＤ
光源照射 ３ 个月，未对动物身体造成明显的病理损

伤。 但是将 ＬＥＤ 灯取代照明灯后更长时间的照射

安全性问题，仍需进行深入系统的实验研究。

参考文献：

［ １ ］ 　 侯珏，刘陈． ＬＥＤ 在医学中的应用及展望 ［ Ｊ］ ． 光学仪器，
２０１０， ３２（１）： ９０ － ９４．

［ ２ ］ 　 谢连志，曾秀雅，王前明，宋秀宇． 临床生化检验测量不确定

度的探究［Ｊ］ ． 中国医学创新，２０１３，１０（２８）： ９０ － ９１．
［ ３ ］ 　 病理生理教研组． 我国家兔体温， 白血球总数及分类的正常

值［Ｊ］ ． 北京大学学报：医学版，１９６０（３）：２０９．
［ ４ ］ 　 施新猷． 现代医学实验动物学［Ｍ］． 人民军医出版社． ２０００，

第 １ 版．
［ ５ ］ 　 丁雷． 新 西 兰 兔 血 液 学 参 数 的 研 究 ［ Ｄ］． 东 北 林 业 大

学， ２０１０．
［ ６ ］ 　 岳秉飞，程水生，杨果杰，等． 不同周龄大耳白兔血液生理生

化指标的测定［Ｊ］ ． 中国兽药杂志，２０００，３５（３）：１７ － ２１．
［ ７ ］ 　 张秋桂，何科明，杨柞升，等． 实验兔常用血清生化指标参考

值测定［Ｊ］ ． 陕西医学检验，１９９３，８（４）：２１５ － ２１６．
［ ８ ］ 　 何维． 医学免疫学［Ｍ］． 人民卫生出版社． ２０１０，第 ２ 版．
［ ９ ］ 　 董齐． 危重病人代谢与营养支持［ Ｊ］ ． 中国实用外科杂志，

２０１０，３０（１１）：９１４ － ９１５．
［１０］ 　 Ｉｏｓｉｙａ Ｔ，Ｍａｔｓｕｓｈｉｍｅ Ｈ，Ｖａｌｅｎｔｉｎｅ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｉｃ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｉｃｓ， １９９２，１３（３）：５６５ －５７４．

［１１］ 　 Ｓｔｕｄｚｉｎｓｋｉ ＧＰ， Ｂｒｅｌｖｉ ＺＳ， Ｆｅｌｄｍａｎ ＳＣ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ
⁃ｍｙｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ，
１９８６， ２３４（４７７５） ： ４６７ － ４７０．

［１２］ 　 李文娟，潘庆杰，李美玉． Ｐ５３ 基因及其功能研究进展［ Ｊ］ ． 生
物技术通讯， ２０１４，２５（２）：２８２ － ２８５．

［１３］ 　 魏永永，侯静，唐文如，等． Ｐ５３ 与 Ｒａｓ 协同及其在肿瘤发生

中的作用［Ｊ］ ． 遗传， ２０１２， ３４（１２）：１５１３ － １５２１．
［１４］ 　 Ｋｌｅｍｉ ＰＪ， Ｐｙｌｋａｎｅｒ Ｌ， Ｋｉｌｈｏｍａ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｐ５３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｓ ａ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ， １９９９， ７６ （１）：１２０
－ １２７．

〔修回日期〕２０１６⁃０１⁃０６

０３ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



２０１６ 年 ７ 月

第 ２６ 卷　 第 ７ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊｕｌｙ， ２０１６

Ｖｏｌ． ２６　 Ｎｏ． ７

［基金项目］ 山东省自然科学基金（ＺＲ２０１１ＨＭ０１４）。
［作者简介］樊秀双（１９９０ － ），女，硕士研究生，研究方向： 帕金森病发病机制的研究。 Ｅｍａｉｌ： Ｆａｎｘｉｕｓｈｕａｎｇ０３１４＠ １６３． ｃｏｍ。
［通讯作者］陈安琪 （１９８１ － ），女， 医学硕士，研究方向：帕金森发病机制。 Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎａｎｑｉ＿１９８１＠ １６３． ｃｏｍ。

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

真核表达载体 ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１ 的构建及鉴定

樊秀双，郭军堂，陈安琪∗

（潍坊医学院临床学院，山东 潍坊　 ２６１０５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 构建含人源性 Ｎｕｒｒ１ 基因真核表达载体 ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１，检测其瞬时表达对细胞内活性氧类物

质（ＲＯＳ）水平的影响。 方法 　 ＰＣＲ 扩增人 Ｎｕｒｒ１ 基因，克隆至 Ｔ 载体，测序正确后与真核载体 ＧＶ３９４ 一起，经
ＢａｍＨＩ 和 ＸｈｏＩ 双酶切，Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接，构建 ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１；采用脂质体将 ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１ 瞬时转染神经母细胞瘤

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞，ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｎｕｒｒ１ 基因 ｍＲＮＡ 水平，通过 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色检测 Ｎｕｒｒ１ 对细胞内 ＲＯＳ 水平的影响。
结果 　 ＰＣＲ 及测序证实人 Ｎｕｒｒ１ 基因正确克隆至真核表达载体 ＧＶ３９４； ＲＴ⁃ＰＣＲ 显示 Ｎｕｒｒ１ 基因 ｍＲＮＡ 水平在瞬

时转染的细胞中明显增高；ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色显示瞬时转染 Ｎｕｒｒ１ 的神经母细胞瘤细胞的细胞内的 ＲＯＳ 水平峰值较

对照组明显左移。 结论　 成功构建人源性 Ｎｕｒｒ１ 真核载体，可在 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞中表达并减少细胞内 ＲＯＳ 水平，为
进一步在体外研究 Ｎｕｒｒ１ 的功能及其与多巴胺能神经元的保护作用的关系提供了基础。
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　 　 帕金森氏病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是与年龄相

关的中枢神经系统退行性疾病，临床上主要表现为

静止性震颤、肌强直、动作徐缓、姿态异常等运动功

能障碍和自主神经功能障碍。 多巴胺代谢异常是

ＰＤ 发病的核心机制，几乎每一种有关调控多巴胺代

谢基因的多态及突变都能影响多巴胺代谢酶的含

量，共同最终导致多巴胺神经元的应激损伤，多巴

胺能神经元数目上相应的减少［１］。 孤核受体 Ｎｕｒｒ１
广泛表达于胚胎和成体中脑黑质腹侧被盖区，作为

转录调控蛋白在多巴胺能神经元发育和存活过程

中起到了重要的作用［２］。 基因敲除 Ｎｕｒｒ１（ － ）的小鼠

细胞免疫荧光显示 ＤＡ 神经元前体细胞凋亡，最终

导致中脑多巴胺能神经元发育不全［３］。 本研究通

过构建 Ｎｕｒｒ１ 真核表达载体，研究其过表达细胞内

的 ＲＯＳ 水平的影响，为研究 Ｎｕｒｒ１ 参与 ＰＤ 神经元

变性的保护作用关系奠定基础，为临床指导 Ｎｕｒｒ１
有可能作为帕金森病基因治疗提供了实验理论

依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 主要试剂

大肠杆菌 ＤＨ５α 为本实验保存；质粒 ＧＶ３９４、限
制性内切酶，人脑 ｃＤＮＡ 文库购自上海吉凯基因有

限公司；Ｌｉｐｔａｐ 脂质体、小量质粒抽提试剂盒购自碧

云天公司；ＰＣＲ 引物、平端 ＤＮＡ 加 Ａ 试剂盒、 Ｔ 载

体均自上海生工； Ｔｒｉｚｏｌ 试剂、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ １ｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 试剂盒均购自宝生物工程大连有限公

司；ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色试剂盒购自于 Ｓｉｇｍａ 公司；其余

化学试剂为进口或国产化学分析纯。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 真核表达载体 ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１ 的构建与鉴定

依据 ＮＣＢＩ ＮＭ＿００６１８６􀆰 ３ ＮＲ４Ａ２ 基因信息设

计引物， ５ ’⁃ＴＴＧＧＴＡＣＣＧＡＧＣＴＣＧＧＡＴＣＣＣＧＣＣＡＣＣ
ＡＴＧＣＣＴＴＧＴＧＴＴＣＡＧＧＣＧＣＡＧ⁃３’， 下 游 引 物 ５ ’⁃
ＡＣＧＧＧＣＣＣＴＣＴＡＧＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＡＡＡＧＧＴＡＡＡＧ
ＴＧＴＣＣＡ ＧＧ⁃３’。 以人脑 ｃＤＮＡ 文库为模板，进行

ＰＣＲ：９８℃预变性 ５ ｍｉｎ，９８℃变性 １０ ｓ，５７℃退火 １０
ｓ，７２℃延伸 ９０ ｓ，共 ３０ 个循环，最后 ７２℃ 延伸 ８
ｍｉｎ。 胶回收后的 ＰＣＲ 产物利用平端 ＤＮＡ 加 Ａ 试

剂盒进行加 “Ａ” 后与 ｐＵＣｍ⁃ Ｔ 载体连接并转化

ＤＨ５α 感受态细菌。 小量提取质粒 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ
及 ＢａｍＨＩ 和 ＸｈｏＩ 双酶切鉴定并送上海生工进行测

序，正确克隆命名为体 ｐＣＵｍ⁃Ｔ⁃ Ｎｕｒｒ１。 ＢａｍＨＩ 和

ＸｈｏＩ 双酶切载体 ＧＶ３９４ 质粒及 ｐＣＵｍ⁃Ｔ⁃ Ｎｕｒｒ１，将
纯化回收的 １５４１ｂｐ 大小的目的片段与酶切后线性

化的 ＧＶ３９４ 质粒用 Ｔ ４ＤＮＡ 连接酶进行连接并转化

ＤＨ５α 感受态细胞，ＰＣＲ 反应鉴定挑选正确的克隆，
命名为 ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１。
１􀆰 ２􀆰 ２　 瞬时转染

培养神经母细胞瘤细胞 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 密度达到

８０％左右时，胰酶消化细胞，使每孔细胞密度达到 ２
－ ６ × １０５，均匀接种到 ６ 孔板中，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２

的培养箱中培养，确保第二天细胞密度能达到 ７０ －
８０％ 。 按照脂质体转染试剂说明书， 将 ＧＶ３９４⁃
Ｎｕｒｒ１ 转染 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞，同时设空载 ＧＶ３９４ 为对

照组。 转染 ２４ ｈ 后，用 Ｔｒｉｚｏｌ ＲＮＡ 提取试剂盒抽提

总 ＲＮＡ，通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｎｕｒｒ１ ｍＲＮＡ 的表达。
Ｎｕｒｒ１ 的 ＰＣＲ 条件同 １􀆰 ２􀆰 １。 内参 β⁃ａｃｔｉｎ 引物：上
游引物：５‘ＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡ ３ ’下游引

物：５‘ＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣ３ ’ ， ＰＣＲ 循环：
９８℃预变性 ５ ｍｉｎ，９８℃ 变性 １０ ｓ，５５℃ 退火 １０ ｓ，
７２℃延伸 ６０ ｓ，共 ３０ 个循环，最后 ７２℃延伸 ８ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色法检测 Ｎｕｒｒ１ 对细胞内 ＲＯＳ
水平影响

胰酶消化实验组及对照组细胞，吹打成细胞悬

液，１０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ，离心 ２ 次，５００ μＬ 的 ＰＢＳ
轻轻重悬沉淀，加入工作液 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ
荧光染料 １ μＬ，室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，流氏细胞仪

上机检测，用激发波长 ４８８ ｎｍ，发射波长为 ５２５ ｎｍ
来检测荧光强度。 每组设置三个复孔，重复三次独

立实验。
１􀆰 ３　 统计学处理

所有实验数据采用统计软件 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 分析，均
采用均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示

有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 全长人 Ｎｕｒｒ１ 的 ＰＣＲ 扩增

如图 １Ａ 所示，ＰＣＲ 扩增出与预期产物大小一

致的 １５４１ ｂｐ 人 Ｎｕｒｒ１ ＤＮＡ 片段。
２􀆰 ２　 ｐＣＵｍ⁃Ｔ⁃ Ｎｕｒｒ１ 的鉴定

如图 １Ｂ 所示，小量提取质粒后，ＰＣＲ 扩增后得

到一条 １５４１ ｂｐ 左右的条带，与预期大小一致。 如

图 １Ｃ 所示，质粒经 ＢａｍＨＩ 和 ＸｈｏＩ 限制性内切酶酶

切得到一条 １５００ ｂｐ 左右的目的条带和 ２７００ ｂｐ 左
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右大 ｐＣＵｍ⁃Ｔ 载体条带，与预期大小一致。 对 ＰＣＲ
和酶切鉴定成功的 ｐＣＵｍ⁃Ｔ⁃ Ｎｕｒｒ１ 克隆送上海生工

进行测序， 测序结果与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 碱基序列完全

一致。
２􀆰 ３　 ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１ 的鉴定

重组质粒 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳结果，如图

１Ｄ 所示，在 １􀆰 ５ ｋｂ 左右呈现与 Ｎｕｒｒ１ 分子量大小相

符 ＤＮＡ 条带，结果证实人 Ｎｕｒｒ１ 基因成功插入真核

ＧＶ３９４ 载体中。

注：（Ｍ）ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；（１）Ｎｕｒｒ１ ＰＣＲ 产物；
（２）ｐＣＵｍ⁃Ｔ⁃Ｎｕｒｒ１ ＰＣＲ 产物；

（３）ｐＣＵｍ ⁃ Ｔ⁃ Ｎｕｒｒ１ 经 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘ ｈｏＩ 酶切产物；
（４）ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１ ＰＣＲ 产物。

图 １　 琼脂糖凝胶电泳鉴定

Ｎｏｔｅ． （Ｍ）ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；（１）Ｎｕｒｒ１ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；
（２）ｐＣＵｍ⁃Ｔ⁃Ｎｕｒｒ１ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；（３）ｐＣＵｍ ⁃ Ｔ⁃ Ｎｕｒｒ１

ｂｙ Ｉ ＢａｍＨ ａｎｄ ｈｏＩ Ｘ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；
（４）ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｎｕｒｒ１ ｍＲＮＡ 表达

逆转录聚合酶链式 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳

结果，如图 ２Ａ 所示，实验组与对照组均见特异性条

带，大小为 １５４１ ｂｐ，实验组较对照组条带亮些，图像

经 ＩＰＰ 图像系统分析，如图 ２Ｂ 在内参灰度值大致相

同的情况下，实验组 Ｎｕｒｒ１ ／内参的灰度值之比

（０􀆰 ７５４ ± ０􀆰 ０２）较对照组 Ｎｕｒｒ１ ／内参的灰度值之比

（０􀆰 ３４７ ± ０􀆰 ０３）明显增高，两组差异比较有统计学

意义（ｔ ＝ １９􀆰 ５５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），提示表达载体 ＧＶ３９４⁃
Ｎｕｒｒ１ 在 ＳＨＳＹ５Ｙ 细胞中能够瞬时表达。
２􀆰 ５　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色法检测瞬时表达 Ｎｕｒｒ１ 对细

胞内 ＲＯＳ 水平影响

本实验采用 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 染色，通过流氏细胞仪

检测 ＲＯＳ 峰值的变化精确反应细胞内活性氧含量

变化，ＲＯＳ 峰值左移提示抑制细胞内 ＲＯＳ 表达，如
图 ３ 所示，瞬时表达 Ｎｕｒｒ１ 的细胞内的 ＲＯＳ 峰值较

对照组明显左移，表明过表达 Ｎｕｒｒ１ 抑制了 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞内活性氧的产生。

３　 讨论

ＰＤ 是常见的一种中老年人常见的中枢神经锥

体外系统疾病，其主要病理学特征是中脑黑质多巴

胺能神经元选择性丧失和路易氏小体（Ｌｅｗｙ Ｂｏｄｙ）
的形成［４］。 迄今为止，对选择性多巴胺神经元缺失

的确切病因和发病机制尚未完全阐明。 研究认为，
众多因素都参与了 ＰＤ 的发病机制，但其最终的结

局是中枢神经内多巴胺含量减少，使多巴胺能神经

元应激性损伤敏感性增加。 因此，对中脑多巴胺能

神经发育分化基因调节机制的研究有助于了解帕

金森氏疾病的发病机制。
Ｎｕｒｒ１ 又称孤核受体因子，定位于染色体 ２ｑ２２ ⁃

ｑ２３［５］，由 ５９８ 个氨基酸组成，分子量大约为 ６６ＫＤ，
主要分布于中脑黑质和腹侧被盖区，作为转录蛋白

因子对多巴胺的发育和存活有着重要的作用。
Ｎｕｒｒ１ 作为配体诱导转录因子包含 ＤＮＡ 结合区域

（ＤＢＤ），配体结合区域（ＬＢＤ），Ｎ 端可变区，在外界

环境的刺激激活 ＭＡＰＫ 通路，调控下游基因的表

达［６］。 Ｋａｏｒｕ 等［７］发现在小神经胶质细胞和星型胶

质细胞中 Ｎｕｒｒ１ 能够募集 Ｃｏ ＲＥＳＴ（［ ｃｏ］ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ
ｆｏｒ ｅｌｅｍｅｎｔ⁃１⁃ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ）复合物形

成反式通路对神经毒素物质致炎效应表现出较强

的防御反应，同时通过实验性研究证实在中枢神经

系统中 Ｎｕｒｒ１ 可以保护多巴胺神经元免受 ＬＰＳ 和

Ａ３０Ｐ α⁃Ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ 产生的毒害反应。 实时定量 ＰＣＲ
显示在过表达 α⁃Ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ 大鼠中 Ｎｕｒｒ１ 基因表达量

减少，给予体外帕金森病动物模型 Ｎｕｒｒ１ 及类视黄

醇 Ｘ 受体配体的刺激后结果显示 α⁃Ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ 表达

下降［８］。 因此，可以推测 Ｎｕｒｒ１ 蛋白表达抑制了 α⁃
Ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ 对多巴胺能神经元的毒性作用。 体外研
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注：（Ａ）ＲＴ⁃ＰＣＲ 图；（Ｂ）灰度扫描分析图（１）实验组 Ｎｕｒｒ１；（２）对照组 Ｎｕｒｒ１；

（３）实验组 β⁃ａｃｔｉｎ；（４）对照组 β⁃ａｃｔｉｎ；（５）ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ。 与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ２　 Ｎｕｒｒ１ ｍＲＮＡ 表达

Ｎｏｔｅ． （Ａ）ＲＴ⁃ＰＣＲ ｉｍａｇｅ；（Ｂ）Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｇｒａｙ ｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ；（１）Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ；
（２）Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（３）Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ（β⁃ａｃｔｉｎ）；（４）Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（β⁃ａｃｔｉｎ）；

（５）ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｕｒｒ１ ｍＲＮＡ

图 ３　 流氏细胞仪检测瞬时表达 Ｎｕｒｒ１ 对细胞内 ＲＯＳ 水平的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｕｒｒ１ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

究证明，Ｎｕｒｒ１ 在转录因子 ＬｍｘＩｂ （ ＬＩＭ ｈｏｍｅｏｂｏｘ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １ ｂｅｔａ）和 ＥＮ（Ｅｎｇｒａｉｌｅｄ）蛋白的

共同参与下， 通过 Ｌｍｘｌｂ 驱动 Ｐｉｔｘ３ （ ｐａｉｒｅｄ⁃ｌｉｋｅ
ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３）介导调控多巴胺

神经元的发育、存活［９， １０］。 通过基因敲除技术，缺
失 Ｎｕｒｒ１ 基因表达的小鼠实时定量 ＰＣＲ 结果显示，
其体内酪氨酸羟化酶（ＴＨ）的表达含量下降，活性水

平降低，多巴胺含量减少，多巴胺能神经元数量减

少，小鼠表现出对 ＭＰＴＰ 毒素的敏感性增加，表明降

低 Ｎｕｒｒ１ 表达及其活性，失去了对多巴胺能神经元

的保护作用［１１， １２］。 Ｎｕｒｒ１ 表达促进多巴胺能神经元

发育、存活、成熟方面起到了重要的作用，但是

Ｎｕｒｒ１ 如何参与调控尚存在争议。
本研究以人脑 ｃＤＮＡ 文库为模板，成功扩增出

人全长 Ｎｕｒｒ１ 基因，并构建了真核细胞表达载体

ＧＶ３９４⁃Ｎｕｒｒ１，利用阳离子脂质体转染技术将其转染

到 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞内，发现该基因能够在 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ
细胞内表达，且能够降低了细胞内的 ＲＯＳ 水平，这
为进一步研究 Ｎｕｒｒ１ 对多巴胺能神经元的分化、成
熟的机制提供了基础。
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ｂｃｌ⁃２ 基因修饰神经干细胞移植修复大鼠脊髓损伤

张　 梅１，王跃新１∗，侯晓华１，洪　 军１，殷胜春１，李　 岩１，刘庆阳２

（１． 唐山市工人医院，河北 唐山　 ０６３０００；２． 煤炭总医院，北京　 １０００２８）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｂｃｌ⁃２ 基因修饰神经干细胞移植对脊髓损伤大鼠损伤神经功能恢复的影响。 方法　 体

外培养大鼠神经干细胞， 经 Ａｄ⁃ＥＧＦＰ 为载体介导端 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 基因（ｂｃｌ⁃２）基因转染神经干细胞，分为 ３ 组：
对照组、阴性转染组、ｂｃｌ⁃２ 转染组。 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测神经干细胞在转染前后 ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达。 成年雌性 ＳＤ 大鼠

８５ 只，造模成功 ７２ 只，随机分为对照组，ＮＳＣｓ 组，ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组， ２４ 只 ／组，按照改良的 Ａｌｌｅｎ 打击法建立大鼠急性

脊髓损伤模型。 通过 ＢＢＢ 评分、斜板试验进行运动功能评定。 造模后 ７ ｄ 通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测检测脊

髓损伤区周围 ＨＳＰ２７、ｃ⁃ｆｏｓ 基因的表达，ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡情况。 造模后 ４ 周取材行病理切片 ＨＥ 染色及荧

光显微镜观测 ＥＧＦＰ 标记的 ＮＳＣ 存活及分布情况，通过 ＳＥＰ 和 ＭＥＰ 观察大鼠神经电生理恢复情况。 结果　 ｂｃｌ⁃２
基因转染大鼠神经干细胞后，ｂｃｌ⁃２ 转染组与对照组、阴性转染组相比 ｂｃｌ⁃２ 基因和蛋白水平均有表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
大鼠下肢运动功能评价 ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组优于 ＮＳＣｓ 组，ＮＳＣｓ 组优于对照组。 造模后 ７２ ｈ，ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组细胞凋亡数均

明显低于对照组和 ＮＳＣｓ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 造模后 ７ ｄ，与对照组和 ＮＳＣｓ 组相比，ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组 ＨＳＰ２７ 基因和蛋白的

表达均较显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组 ｃ⁃ｆｏｓ 基因和蛋白的表达较显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 造模后 ４ 周，ＨＥ
染色对照组可见脊髓组织缺失及脊髓空洞形成，无神经轴索通过。 ＮＳＣｓ 组损伤区可见少量神经轴索样结构，脊髓

空洞较小，ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组可见较多神经轴索样结构，未见脊髓空洞。 ＥＧＦＰ 标记的阳性细胞数：ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组最多，
ＮＳＣｓ 组次之，对照组未见，且各组之间差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 造模后 ４ 周，ＳＥＰ 和 ＭＥＰ 的潜伏期：ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ
组 ＜ ＮＳＣｓ 组 ＜对照组，且各组之间差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；波幅：ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组 ＞ ＮＳＣｓ 组 ＞对照组，且各组之间

差异有显著性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 通过 Ａｄ⁃ＥＧＦＰ 为载体介导端 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 基因（ｂｃｌ⁃２）基因转染使神

经干细胞能够促进体外培养的大鼠神经干细胞增殖。 ｂｃｌ⁃２ 基因修饰神经干细胞移植可促进脊髓损伤大鼠神经突

触的再生，升高脊髓损伤区 ＨＳＰ２７ 表达，降低脊髓损伤区 ｂｃｌ⁃２ 基因的表达和神经细胞凋亡，改善大鼠的肢体运动

功能和电生理功能。
【关键词】 　 脊髓损伤；ｂｃｌ⁃２ 基因；修饰；神经干细胞；移植；修复；大鼠；神经功能
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｂｙ Ａｄ⁃ＥＧＦＰ ａｓ ｖｅｃｔｏｒ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｉｄｅ Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ２ ｇｅｎｅ （ｂｃｌ⁃２） ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｍａｋｅ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｒａｔ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ． ｂｃｌ⁃２ ｇｅｎｅ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｅｌｅｖａｔｅｄ ＨＳＰ２７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ； Ｂｃｌ⁃２ ｇｅｎｅ； Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； Ｒｅｐａｉｒ； Ｒａｔ；
Ｎｅｒｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

　 　 脊髓损伤（ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是一种常见

的严重创伤，可导致创伤部位以下区域感觉和运动

功能的不可逆损伤，且缺乏有效的治疗方法。 在创

伤区内抑制细胞凋亡对脊髓保护是非常重要的［１］。
然而，由于 ＳＣＩ 的病理生理机制的复杂性及多变性，
还没有令人满意的药物或外科手术来治愈 ＳＣＩ［２］，
因此，对 ＳＣＩ 潜在治疗方法的发掘仍迫在眉睫。

神经干细胞（ＮＳＣ）是指具有分化为神经元，少
突胶质细胞和星型胶质细胞能力，且能够自我更新

并形成神经组织的细胞［３］。 ＮＳＣ 具有的定向迁移、
组织融合及免疫豁免性，使其在损伤移植后可以很

好的存活。 且研究已证实 ＮＳＣ 移植安全有效，对小

鼠的正常生长发育无明显影响。
Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 在神经系统及其他多种组织均

有表达。 ＳＣＩ 后，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白在幸存神经元中表达量

明显增加，提示它是一种神经系统重要的保护性因

子。 有学者发现， Ｂｃｌ⁃２ 的过表达能够使中枢神经

继发性损伤减轻，改善预后，但是有关机制尚未阐

明。 本文将 Ｂｃｌ⁃２ 基因转染 ＮＳＣ 细胞，检测 ＮＳＣ 细

胞的生物学特性，并进一步探讨 Ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣ 对大鼠

ＳＣＩ 功能恢复的影响。 　

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

清洁级 ＳＤ 大鼠 ８５ 只，１ 月龄，体重（２３０ ～ ２７０）
ｇ。 购自唐山恒安生物工程有限公司【 ＳＣＸＫ（冀）
２０１０ － ０ － ０５５】，唐山工人医院 ＳＰＦ 级实验动物室

常规饲养【ＳＹＸＫ（冀）２０１１ － ００１２】。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

胰蛋白酶（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；ＰＢＳ 缓冲液

粉剂（福州迈新）；Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 蛋白检测试剂盒（美
国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒

（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司）；细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ
公司）；化学发光检测试剂盒（美国 Ｐｉｅｒｃｅ）；Ｂｃｌ⁃２ 单
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克隆抗体（北京中山试剂公司）；ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒

（ Ｐｒｏｍｅｇａ ）； Ｔｒｉｚｏｌ 试 剂 （ 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 ）；
ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ 逆转录试剂盒 （德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司）；
ＨＳＰ⁃２７（美国 Ａｂｃａｍ 公司）；ＫＥＹＰＯＩＮＴ ４ 诱发电位

仪（北京市康泰医疗器械有限公司）；扫描分析软件

系统（Ｌａｂｗｏｒｋｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ，美国）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 神经干细胞培养、鉴定标记、ＮＳＣ 及 ｂｃｌ⁃２⁃
ＮＳＣ 悬液的制备

取孕 １４ ｄ 的 ＳＤ 大鼠处死，７５％ 的酒精浸泡消

毒。 切取胎鼠大脑，浸泡在 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 液中，去除

脑膜和血管。 将去除脑膜和血管的胎脑浸泡于

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 液中，用吸管反复吹打成悬液，过 １００
目孔筛网，过滤的悬液接种于培养瓶中，加 ＥＧＦ，
ｂＦＧＦ，Ｎ２ 添加剂，３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。 ７２
ｈ 后换液。 培养神经干细胞 ３ ｄ 后接种到涂布多聚

赖氨酸的盖玻片上，以一抗 Ｂｒｄｕ １：４００ 的比例，进
行免疫细胞化学染色，并用 ＤＡＢ 显色。 对形成的神

经球行 ｎｅｓｔｉｎ 免疫组织化学染色，进行鉴定。 将移

植前 ２ ｄ 呈对数生长期的 ＮＳＣ 进行离心，添加培养

液，反复吹打至单细胞悬液并进行计数，将种植密

度调整为 １ × １０６ ／ ｍＬ。 在培养瓶中加入感染复数

（ＭＯＩ）为 ２００ＰＦＵ ／细胞浆含 ｂｃｌ⁃２⁃Ａｄ⁃ＥＧＦＰ 颗粒的

储存液，于培养箱中温育 ４８ ｈ 后离心，并弃去上清

液，再次吹打至单细胞悬液并进行计数，将种植密

度调整为 ２ × １０７ 个 ／ μＬ。 同时制备单纯 ＮＳＣ 悬液

（浓度为 ２ × １０７ 个 ／ μＬ）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

转染后 ４８ ｈ，按照 ３ 组细胞，提取总蛋白，５％浓

缩胶 ４０ Ｖ 衡压 １ ｈ，１０％分离胶 ６０ Ｖ 恒压 ３􀆰 ５ ｈ，湿
转 １４ Ｖ 恒压 １４ ｈ，３７℃摇床封闭 ２ ｈ， 洗膜 １０ ｍｉｎ，
３ 次，兔抗鼠抗体 Ｂａｘ 或 ＢＣＬ⁃２（１∶ ８００）４℃ 过夜；抗
鼠 β⁃ａｃｔｉｎ（１∶ １ ０００）４℃过夜。 ＴＢＳＴ 洗膜 ５ ｍｉｎ × ４
次，山羊抗兔抗体 １∶ ７００，３７℃摇床孵育 １􀆰 ５ ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜 ５ ｍｉｎ × ４ 次。 再次运用 ＴＢＳ 洗膜 １０ ｍｉｎ 后

ＤＡＢ 显色，ＢＣＬ⁃２ 与 β⁃ａｃｔｉｎ 的灰度积分的比值进行

分析，作为 ＢＣＬ⁃２ 蛋白表达的量。
１􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠 ＳＣＩ 模型的制备及干预

将 ＳＤ 大鼠进行麻醉、固定并剃毛，暴露大鼠棘

突和椎板，将 Ｔ８⁃９ 的棘突及部分椎板切除，并将黄

韧带切除，显露出硬脑膜。 按照改良 Ａｌｌｅｎ 法操作

方法依次设计打击锤重量为 １０ ｇ，打击高度为 ２􀆰 ５
ｃｍ 进行脊髓打击，鼠尾及双后肢可见痉挛性伸直片

刻后又松弛表示造模成功，参考 Ｚｌｏｋｏｖｉｃ 等［４］ 的方

法将造模成功后 ３ ｄ 动物再次麻醉后进行细胞移

植，随机分为 ３ 组，每组 ２４ 只，单独放于 ３ 个笼子

里。 保持动物良好的卫生条件，允许其自由采食，
并给与供水。 其中，对照组：ＳＣＩ 后注入 ５ μＬ 生理

盐水溶液；ＮＳＣｓ 组：注入等量 ＮＳＣ 悬液；ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ
组：注入等量 ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣ 悬液（细胞数均为 ２ × １０７

个 ／ μＬ）。
１􀆰 ３􀆰 ４　 运动功能评价

３ 组大鼠均于 ＳＣＩ 后的不同时期采用 ＢＢＢ 评

分、斜板试验评价运动功能。 ＢＢＢ 评分［５］：共 ２２
级，０ 级：后肢完全瘫痪，２１ 级：功能正常，主要观察

指标包括关节活动次数，运动负荷、范围，前肢、后
肢及前爪、后爪、尾巴的协调程度。 斜板试验：大鼠

放置在光滑的木板上，体轴垂直于板的垂直轴，每
个试验斜板的角度增加 ５ 度，当最大角度时大鼠可

停留 ５ 秒，则认为有功能价值。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测 ＨＳＰ⁃２７、ｃ⁃ｆｏｓ
基因的表达

取各组大鼠损伤区的脊髓组织 ５０ ｍｇ，Ｔｒｉｚｏｌ 法

提取总 ＲＮＡ，用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 两步法试剂盒将 ｍＲＮＡ 逆

转录成 ｃＤＮＡ，将 ｃＤＮＡ 行 ＰＣＲ 扩增。 ＨＳＰ２７ 的引

物序列：上游 ５’⁃ＧＧＣＧＣＴＣＡＡＣＣＧＧＣＡＡＣＴＣＡ⁃３’，
下游 ５’⁃ＣＴＣＡＧＧＧＡＣＡＧＧＧＡＡＧＡＧ⁃３’，ＧＡＰＤＨ：上
游 ５ ’⁃ＡＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＡＧＡＡ⁃３ ’， 下 游： ５ ’⁃
ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ⁃３ ’， ｃ⁃ｆｏｓ： 上 游 ５ ’⁃
ＧＡＣ ＡＧＣ ＣＴＴ ＴＣＣ ＴＡＣ ＴＡＣ ＣＡＴ ＴＴＣ Ｃ⁃３’，下游

５’ ⁃ＣＣＡ ＴＣＴ ＴＡＴ ＴＣＣ ＴＴＴ ＣＣＣ ＴＴＣ⁃３’反应条件：
９４℃ ５ ｍｉｎ 之后，９４℃ 变性 ３０ ｓ，５６℃ 退火 ３０ ｓ，
７２℃延伸 ４５ ｓ，２３ 个循环后再 ７２℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 产物采用琼脂糖凝胶电泳。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 提取后

的剩余物经 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 后，取上清为

粗体蛋白， Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定总的蛋白浓度。 ５％ 浓

缩胶 ４０ Ｖ 衡压 １ ｈ，１０％ 分离胶 ６０ Ｖ 恒压 ３􀆰 ５ ｈ，
湿转 １４ Ｖ 恒压 １４ ｈ，３７℃ 摇床封闭 ２ ｈ， 洗膜

１０ ｍｉｎ，３ 次，兔抗鼠抗体 ＨＳＰ⁃２７ 或 ｃ⁃ｆｏｓ（１ ∶ ８００）
４℃ 过夜；抗鼠 ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １０００） ４℃ 过夜。 ＴＢＳＴ
洗膜 ５ ｍｉｎ × ４ 次，山羊抗兔抗体 １ ∶ ７００，３７℃摇床

孵育 １􀆰 ５ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ５ ｍｉｎ × ４ 次。 再次运用

ＴＢＳ 洗膜 １０ ｍｉｎ 后 ＤＡＢ 显色， ＨＳＰ⁃２７、 ｃ⁃ｆｏｓ 与

ＧＡＰＤＨ 的灰度积分的比值进行分析，为 ＨＳＰ⁃２７、
ｃ⁃ｆｏｓ 蛋白表达的量。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡率
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取脊髓组织进行石蜡切片处理。 ＴＵＮＥＬ 法检

测按德国 Ｒｏｃｈｅ 公司试剂盒购操作。 待水化、３７℃
条件下蛋白酶 Ｋ 消化 １０ ｍｉｎ，进行标记液标记后，
３７℃下，经生物素化的地高辛反应 ３０ ｍｉｎ，加 ＳＡＢＣ，
ＤＡＢ 显色。 封片后对胞核含棕黄色颗粒的细胞

计数。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＨＥ 染色及荧光显微镜观察 ＥＧＦＰ 标记的

ＮＳＣ 存活及分布

３ 组各随机取 ５ 只大鼠，取脊髓组织，固定用

４％多聚甲醛，冲洗用生理盐水。 从病变部位取长约

１ ｃｍ 的完整脊髓，经分级系列酒精脱水，纵向切片，
厚约 ２０ μｍ，进行 ＨＥ 染色。 随机取 １０ 个视野，用
高倍荧光显微镜（ × ２０）观察 ＥＧＦＰ 标记的 ＮＳＣ 的

存活及分布情况。
１􀆰 ３􀆰 ８　 检测运动诱发电位和体感诱发电位

每组随机取 ５ 只大鼠，用 ＫＥＹＰＯＩＮＴ ４ 诱发电

位仪检测后肢体感及运动诱发电位。 将大鼠进行

麻醉、固定，并准确安放参考及记录电极。 直流波

电脉冲刺激参数设计：３ Ｈｚ 的频率，０􀆰 ２ ｍｓ 的波宽，
５ ～ １５ ｍＡ 的电流强度，５０ ～ ６０ 倍的叠加次数，后肢

有轻微抽搐为参数设计良好。 观察并记录数值变

化。 同样的方法检测运动诱发电位并记录。
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 进行分析，实验数据以均数 ±标

准差（ ｘ－ ± ｓ）表示，单因素方差分析进行不同组之间

差异的比较，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＮＳＣｓ 体外培养、鉴定及标记

脑组织单细胞悬液接种于培养瓶后 １ ｈ，大部分

细胞沉积在瓶底，呈圆形、无突起，同时可以观察到

小的细胞团，其中 ＮＳＣｓ 细胞数量较少。 １ ｄ 后 ＮＳＣｓ
增多、较小、形状不规则，小部分细胞团贴壁；５ ｄ 后

ＮＳＣｓ 增多，为较大、形状规则的球形。 免疫组化染

色显示，ＮＳＣｓ 球呈 Ｎｅｓｔｉｎ 强阳性表达。
２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ

基因在转染 ３ ｄ 及 １４ ｄ 后，ｂｃｌ⁃２ 转染组的神经

干细胞检测到 ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达明显，而对照组和阴

性转染组 ｂｃｌ⁃２ 蛋白无表达，说明了 ｂｃｌ⁃２ 基因已稳

定整合入 ｂｃｌ⁃２ 转染组神经干细胞中，且可以行目的

蛋白的稳定表达，如图 ２Ａ⁃Ｂ 所示。
２􀆰 ３　 运动功能评定结果

造模前所有大鼠的 ＢＢＢ 评分、斜板试验评分差

异均无显著性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 移植后 ４ 周，ＮＳＣｓ
组，ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组两项评分在损造模后 ２ ～ ４ 周较对

照组都明显增加，差异有显著性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组两项评分在损造模后 ２ ～ ４ 周较 ＮＳＣｓ
组明显增加，差异有显著性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见
表 １。

表 １　 各组大鼠运动功能评定结果（ｎ ＝ ５）
Ｔａｂ． １　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
（ｇｒｏｕｐ）

损伤前
（ｐｒｉｏｒ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ）

造模后（Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ）

１ 天（１ ｄａｙ） ３ 天（３ ｄａｙ） １ 周（１ ｗｅｅｋｓ） ２ 周（２ ｗｅｅｋｓ） ３ 周（３ ｗｅｅｋｓ） ４ 周（４ ｗｅｅｋｓ）

ＢＢＢ 评分（Ｂａｓｓｏ， Ｂｅａｔｔｉｅ ＆ Ｂｒｅｓｎａｈａｎ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ｒａｔｉｎｇ ｓｃａｌｅ， ＢＢＢ ｓｃａｌｅ）

对照组
（Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐ） ２１􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ４１ ± ０􀆰 ２７ ２􀆰 ７１ ± ０􀆰 ８１ ８􀆰 ３０ ± １􀆰 ５２ １１􀆰 ２９ ± ２􀆰 ２６ １３􀆰 ６０ ± １􀆰 ２６

ＮＳＣｓ 组
（ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ） ２１􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ２􀆰 ６３ ± ０􀆰 ２２ａ ４􀆰 ５２ ± ０􀆰 ３４ａ １０􀆰 ３ ± ２􀆰 ４２ａ １２􀆰 ６８ ± １􀆰 ８７ａ １５􀆰 ６１ ± １􀆰 １２ａ

ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组
（ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ） ２１􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ３􀆰 ８８ ± ０􀆰 ３４ｂ ６􀆰 ９１ ± ０􀆰 ３８ｂ １２􀆰 ８８ ± ２􀆰 ５３ｂ １５􀆰 ５２ ± ２􀆰 ２０ｂ １７􀆰 ５３ ± ０􀆰 ３０ｂ

斜板试验（Ｓｗａｓｈ ｐｌａｔｅ ｔｅｓｔ）

对照组
（Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐ） ４２􀆰 ３７ ± ２􀆰 ２０ １５􀆰 ６０ ± ２􀆰 ３０ １６􀆰 ７ ± ２􀆰 ３９ ２０􀆰 ２７ ± ３􀆰 ４１ ２３􀆰 ４６ ± ４􀆰 ２３ ２６􀆰 ４４ ± ２􀆰 ７６ ２８􀆰 ３７ ± ２􀆰 ４７

ＮＳＣｓ 组
（ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ） ４２􀆰 ４２ ± ３􀆰 ７５ １５􀆰 ７７ ± ２􀆰 ６６ａ １９􀆰 ３３ ± ３􀆰 １７ａ ２５􀆰 １１ ± ４􀆰 ８５ａ ３０􀆰 ３１ ± ６􀆰 ３８ａ ３２􀆰 ８８ ± ３􀆰 １６ａ ３６􀆰 ５２ ± ２􀆰 ４４ａ

ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组
（ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ） ４２􀆰 ３８ ± ３􀆰 ３４ １５􀆰 ８６ ± ３􀆰 ２８ｂ ２３􀆰 ７０ ± ３􀆰 ４５ｂ ２９􀆰 ３１ ± ６􀆰 ２７ｂ ３３􀆰 ７５ ± ５􀆰 １１ｂ ３６􀆰 ５２ ± ４􀆰 ３９ｂ ４０􀆰 ３０ ± ３􀆰 ３６ｂ

注：与对照组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＮＳＣｓ 组相比ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．
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注：（１Ａ）倒置微镜下观察培养的原代神经干细胞形态（ × ４０）；
（１Ｂ）神经干细胞 Ｎｅｓｔｉｎ 免疫荧光化学染色阳性（ × ４０）；（１Ｃ）ＥＧＦＰ 标记的 ＮＳＣｓ（ × １００）。

图 １　 神经干细胞的培养、鉴定及标记

Ｎｏｔｅ． （１Ａ）ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ（ × ４０）；
（１Ｂ）ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ Ｎｅｓｔｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ（ × ４０）；（１Ｃ）ＥＧＦＰ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ＮＳＣｓ（ × １００）．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｕｌｔｕｒｅ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

注：（Ａ）转染 ３ ｄ；（Ｂ）转染 １４ ｄ。

图 ２　 ｂｃｌ⁃２ 蛋白在神经干细胞中的稳定表达

Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ３ ｄａｙｓ；（Ｂ）Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ １４ ｄａｙｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

注：（３Ａ）对照组；（３Ｂ）ＮＳＣｓ 组；（３Ｃ）ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组。

图 ３　 ＨＥ 染色观察各组神经细胞样形态学（ × ４０）
Ｎｏｔｅ． （３Ａ）Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（３Ｂ）ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ；（３Ｃ）ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｃｅｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

注：（４Ａ）对照组；（４Ｂ）ＮＳＣｓ 组；（４Ｃ）ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组。

图 ４　 荧光显微镜观察 ＥＧＦＰ 标记的绿色荧光细胞（ × ２０）
Ｎｏｔｅ． （４Ａ）Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（４Ｂ）ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ；（４Ｃ）ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ＧＦＰ⁃ｔａｇｇｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓ
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２􀆰 ４　 ＨＥ 染色和荧光显微镜观察

伤后 ４ 周，ＨＥ 染色对照组可见损伤处脊髓组

织断裂，为瘢痕连接，有明显空洞形成 （图 ３Ａ）。
ＮＳＣｓ 组在移植部位组织空洞较对照组小，较 ｂｃｌ⁃
２⁃ＮＳＣｓ 组大（图 ３Ｂ）。 ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组空洞消失（图
３Ｃ）。 ＮＳＣｓ 组及 ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组切片中均可见散在

的 ＥＧＦＰ 标记的阳性的绿色荧光（图 ４Ａ⁃Ｃ）：对照

组为（０ ± ０􀆰 ００）个 ／高倍视野，ＮＳＣｓ 组为（１２􀆰 １５ ±
３􀆰 ２４） 个 ／高 倍 视 野， ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组 为 （ ２７􀆰 ３４ ±
４􀆰 ４１） 个 ／高 倍 视 野，各 组 之 间 差 异 显 著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 ＨＳＰ⁃２７、ｃ⁃ｆｏｓ 基因和蛋白的表达

造模后 ７ 天，与对照组和 ＮＳＣｓ 组相比，ｂｃｌ⁃２⁃
ＮＳＣｓ 组 ＨＳＰ２７ 基因的表达显著升高，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｃ⁃
ｆｏｓ 基因的表达显著降低 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与对照组比较，
ＮＳＣｓ 组 ＧＳＰ２７ 蛋白的表达显著升高，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｃ⁃
ｆｏｓ 蛋白的表达显著降低 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，见图 ５。

２􀆰 ６　 ＴＵＮＥＬ 检测细胞凋亡

凋亡神经细胞的细胞核内可见特异性棕黄色

颗粒，ＴＵＮＥＬ 法测定，ＮＳＣｓ 组中，免疫组化呈棕黄

色颗粒的凋亡细胞数（２０􀆰 ４１ ± ４􀆰 ３８）明显少于对照

组（３０􀆰 １２ ± ３􀆰 ４４） （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组凋亡

细胞最少（９􀆰 ５７ ± ２􀆰 ３１）。 见图 ６。
２􀆰 ７　 体感诱发电位和运动诱发电位

移植后 ４ 周，对照组体感诱发电位和运动诱发

电位少量恢复，ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组感诱发电位和运动诱

发电位明显恢复，波幅增高。 各组大鼠体感诱发电

位潜伏期和波幅，见表 ２。 ＮＳＣｓ 组与对照组比较差

异有显著性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组与对

照组比较差异有非常显著性意义 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
ＮＳＣｓ 组与 ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组比较差异有显著性意义（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），表明 ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组电信号从后肢到头皮

传导时间比其他组都短，传导通路已经畅通，恢复

较好。

图 ５　 脊髓损伤区 ＨＳＰ⁃２７、ｃ⁃ｆｏｓ 基因与蛋白的表达

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＳＰ⁃２７、ｃ⁃ｆｏｓ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ

注：（６Ａ）对照组；（６Ｂ）ＮＳＣｓ 组；（６Ｃ）ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组。

图 ６　 ＴＵＮＥＬ 检测各组细胞凋亡（ × ２０）
Ｎｏｔｅ． （６Ａ）Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（６Ｂ）ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ；（６Ｃ）ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ６　 ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ２　 移植后 ４ 周各组大鼠体感诱发电位和运动诱发电位检测 （ ｘ－ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂ． ２　 Ｓｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ａｎｄ ｍｏｔｏｒ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ａｔ ４ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

组别
（ｇｒｏｕｐ）

体感诱发电位
（ｓｏｍａｔｏｓｅｎｓｏｒｙ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＳＥＰ）

运动诱发电位
（ｍｏｔｏｒ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ，ＭＥＰ）

潜伏期（ｍｓ） 波幅（μＶ） 潜伏期（ｍｓ） 波幅（μＶ）
对照组（ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐ） ３２􀆰 ２４１ ± ２􀆰 ４５７ １􀆰 ２３６ ± ０􀆰 １１６ １６􀆰 ２２７ ± ０􀆰 ３４７ １􀆰 ６３５ ± ０􀆰 １２１

ＮＳＣｓ 组（ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ） ２６􀆰 ８２１ ± ２􀆰 ５３０ａ １􀆰 ７２７ ± ０􀆰 １１７ａ １２􀆰 ４３６ ± ０􀆰 ２４４ａ ２􀆰 ４４７ ± ０􀆰 ３１９ａ

ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ 组（ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ） １７􀆰 ２３７ ± １􀆰 ４１８ｂ ２􀆰 ２３１ ± ０􀆰 １２５ｂ ８􀆰 ７４１ ± ０􀆰 ３２９ｂ ３􀆰 ７３８ ± ０􀆰 ４４５ｂ

注：与对照组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＮＳＣｓ 组相比ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＳＣｓ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

ＳＣＩ 的病理损伤分为原发性 ＳＣＩ 和继发性

ＳＣＩ［５］。 发生前者时，损伤的脊髓组织会经历神经

元凋亡、炎症反应、氧自由基损伤等破坏性及轴突

再生等修复性过程，属于不可逆性损伤。 后者则是

由前者引发的一系列神经病理变化，给予积极的治

疗手段可减慢其发生、发展，属于可控性损伤，所以

目前将继发性 ＳＣＩ 作为研究的焦点［６］。 近来，Ｂｃｌ⁃２
减轻继发性 ＳＣＩ 的作用越来越引起关注，除了抗凋

亡功能外，一些研究提示，过表达的 Ｂｃｌ⁃２ 能够阻止

由中毒、缺氧、缺乏生长因子等诱发的神经元死

亡［７］，提示 Ｂｃｌ⁃２ 对神经功能的保护作用是多方

面的［８］。
Ｂｃｌ⁃２ 基因家族包括促进（Ｂａｘ）和抑制（Ｂｃｌ⁃２）

细胞凋亡的两大类成员，是 ＳＣＩ 后细胞凋亡的重要

调控基因。 研究认为，Ｂｃｌ⁃２ 与 Ｂａｘ 以二聚体的形式

在体内发挥作用，二者的比例是决定细胞存亡的关

键［９］。 燕景峰等［１０］ 研究发现，Ｂｃｌ⁃２ 组表达在各个

时间点上较 ＳＣＩ、ＮＳＣ 组明显增多，凋亡率降低。 本

实验运用多项技术，研究了 Ｂｃｌ⁃２⁃ＮＳＣ 治疗小鼠 ＳＣＩ
后机体的恢复情况。 通过 Ａｄ⁃ＥＧＦＰ 为载体介导

Ｂｃｌ⁃２ 基因转染使神经干细胞能够明显抑制细胞凋

亡、促进神经干细胞增殖及修复，与前人的研究结

果一致。
ＨＳＰ 是其中重要的一员，主要参与稳定细胞骨

架。 路艳等［１１］ 发现，ＨＳＰ（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，热休

克蛋白，简称为 ＨＳＰ）可与 ＡＰａｆ⁃１ 结合，阻止形成

ＡＰａｆ⁃１ ／ Ｃｙｔ⁃ｃ ／ ｃａｓＰａｓｅ⁃９ 凋亡复合体，进而阻止细胞

凋亡，起到保护神经系统损伤的作用。 在实验中我

们观察到，Ｂｃｌ⁃２ 高表达小鼠的脊髓标本上 ＨＳＰ 的

表达明显升高，对提高脊髓的应激性、耐受缺血缺

氧等损伤明显是有利的。
本实验仅对部分内容进行了探索，尚存在许多

不足之处，还需要更进一步的探究。 但本实验中涉

及到转基因技术已引起了研究人员的极大兴趣，也

许在不久的将来会有更广阔的前景。 因此继续探

索并完善基因修饰 ＮＳＣ 移植治疗 ＳＣＩ 的理论水平

和分子机制，从而使基因治疗早日应用于临床，是
我们进一步研究的课题和努力的方向。
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丙泊酚干预对大鼠视神经损伤的影响及机制研究

李学东，陈家康∗，覃　 军，麦用军，肖振勇

（柳州市工人医院，广西 柳州　 ５４５０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨大鼠视神经损伤后丙泊酚干预对损伤视神经及视网膜神经节的影响及机制。 方法　 ＳＤ
大鼠 ６７ 只，随机取 ２０ 只为正常组，不予任何处理。 余行视神经钳夹法造模，造模成功 ４２ 只纳入实验。 随机分为：
模型对照组和丙泊酚组，各 ２１ 只 ／组。 造模后 ４ ｄ， 以 ＴＵＮＥＬ 法检测大鼠视网膜和视神经细胞凋亡，造模后 ７ ｄ，
ＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测视网膜和视神经节细胞组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ 基因和蛋白表达。 造模后 １４ ｄ，行闪光视

觉诱发电位检测，处死大鼠取眼球，观察各组大鼠视网膜和视神经的病理形态，行视网膜神经节细胞计数。 结果 造

模后 ４ ｄ，丙泊酚组视网膜神经节细胞凋亡数量明显低于模型对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），造模后 ７ ｄ 与模型对照组相比，
丙泊酚组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＢＣＬ⁃２ 的表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 造模后 １４ ｄ，荧光金阳性

ＲＧＣ 数：模型对照组最少，丙泊酚组较多，正常组最多，且各组之间差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 丙泊酚组大鼠

闪光视觉诱发电位伏期较模型对照组大鼠短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、波幅明显高于模型对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 丙泊酚

干预通过减少大鼠视神经钳夹后 ＲＧＣｓ 的凋亡，降低视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达，升高 ＢＣＬ⁃２ 的表达，对视神经损伤起

到保护作用。
【关键词】 　 大鼠；视神经损伤；丙泊酚； 视网膜神经节细胞；Ｃａｓｐａｓｅ⁃３；ＢＣＬ⁃２
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ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＣＬ⁃２ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ａｆｔｅｒ １４
ｄａｙｓ ｏｆ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ＦＧ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＲＧＣ ｎｕｍｂｅｒｓ： ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ＞ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ ＞ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｆｌａｓｈ ｖｉｓｕａｌ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｐｒｏｐｏｆｏｌ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｓｕａｌ ｅｖｏｋｅｄ
Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｃａｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ｅａｒｌｙ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｃｒｕｓｈ ＲＧＣｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ＢＣＬ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｃｒｕｓｈ ｏｆ ＲＧＣｓ ｓｕｒｖｉｖａｌ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｒａｔｓ；Ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｄａｍａｇｅ；Ｐｒｏｐｏｆｏｌ；Ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ；Ｃａｓｐａｓｅ⁃３；ＢＣＬ⁃２

　 　 视神经损伤发病率逐年增高，可能是交通事故

发生率上升所致。 视神经损伤导致的患者不可逆

的视力丧失明显增多，给患者的生活带来极大的痛

苦和不便［１ － ２］。 属于中枢神经系统的视神经及神经

节细胞损伤后具有修复和再生困难的特点。 视神

经损伤早期采取有效手段进行干预，以挽救损伤的

视神经和神经节细胞意义重大。 近年来，丙泊酚在

中枢神经系统损伤的康复治疗过程中的应用也越

来越受到临床及科研工作者的重视［３ － ４］。 研究表明

丙泊酚对脑缺血再灌注损伤有较强的保护作用，对
多种细胞的凋亡均有一定的的抑制作用。 它能突

显大鼠脑缺血再灌注时 ＴＮＦ 的抑制作用。 同时丙

泊酚具还具有作用时间短、苏醒完全而迅速、起效

快、持续输注后无蓄积等优点。 目前已有研究表明

丙泊酚对损伤的视神经及视网膜亦有一定的保护

作用［５ － ６］，然而丙泊酚治疗是怎样改善视神经损伤

区及视网膜的微环境，进而起到保护视神经的作用

的，具体保护效果如何，仍需进一步探讨。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

清洁级 ＳＤ 雌性大鼠 ６７ 只， １ 月龄，体重（２５０
～ ２７０）ｇ 购于广西医科大学实验动物中心［ ＳＣＸＫ
（桂）２００９０００６］；动物饲养于柳州市工人医院标准

动物饲养室［ＳＹＸＫ（桂）２０１０００１４］。 所有大鼠均在

１２ ｈ 明光 （ ７ ： ００ ～ １９ ： ００） ／ １２ ｈ 暗光、 温度为

２２℃ ～ ２５℃ 的环境下饲养。 按实验动物使用的

“３Ｒ”原则给以人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＧＡＰＤＨ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ 兔抗大鼠多克隆抗

体（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；耐热性 ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ＲＴ⁃
ＰＣＲ 试剂盒（ＴａＫａＲａ 公司）；Ｍ⁃ＭＬＶ 逆转录酶（美
同 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司产品）；１００ ｂＰＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ （华美生

物工程公司）；荧光金（美国 Ｂｉｏｔｉｕｍ 公司）；ＴＵＮＥＬ
凋亡试剂盒（德国 Ｒｏｃｈｅ 公司）；丙泊酚（２０ ｍＬ：２００
ｍｇ 乐山裕恒药业有限公司）；ＢＣＬ⁃２ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 物

根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 资料，利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 引物设计软件

确定最优引物，然后经 Ｂｌａｓｔ 匹对，由上海生工生物

有限公司合成；眼科手术显微镜（上海轶德医疗设

备有限公司）；立体定位仪 （日本成茂）；眼科视觉

电生理仪 （德国 Ｒｏｌａｎｄ 公司）；血管夹（创生医疗器

械有限公司）；光学显微镜（奥林巴斯公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 视神经损伤大鼠造模及丙泊酚干预

依据参考文献采用目前国内外最常用的视神

经夹挫伤模型造模［７］，６７ 只大鼠眼部经裂隙灯和检

眼镜检查屈光间质清晰，眼底无病变。 随机取 ２０ 只

大鼠为正常组，不予任何处理。 余 ４７ 只进行视神经

钳夹法造模（右眼），过程如下：１０％ 的水合氯醛腹

腔注射麻醉后（０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｋｇ），乙醇消毒右眼上睑后，
垂直于睑缘方向剪开。 于上方巩膜缘处将大鼠球

结膜剪开，钝性分离。 眼球向下方牵拉后，钝性分

离肌锥，避免血管损伤，逐渐暴露出视神经。 于球

后 ２􀆰 ５ ｍｍ 处动脉瘤夹持视神经 ６ ｓ。 观察术眼瞳

孔散大且无视网膜出血，逐层缝合后于结膜囊内及

上眼睑涂红霉素眼膏。 大鼠清醒后，观察术眼出现

瞳孔散大，眼底无视网膜出血，且大鼠无眼球突出

及眼睑闭合不全，表明造模成功，纳入实验。 ５ 只大

鼠造模失败，予以剔除，余 ４２ 只纳入实验。 将其随

机分为：模型对照组 ２１ 只，丙泊酚组 ２１ 只。 模型对

照组大鼠无治疗，常规饲养，丙泊酚组大鼠造模后

４ ｈ予以丙泊酚治疗，通过尾静脉留置针泵注丙泊酚

注射液（２ ｍＬ ／ ｋｇ ／ ｈ） 持续 ４ ｈ，连续治疗 ２ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 凋亡细胞检测

造模后第 ４ 天各组大鼠分别随机取 ５ 只， 按前

述方法麻醉满意后剖胸，行左心室主动脉插管， 以

３４中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



４％的多聚甲醛灌流进行固定。 摘取眼球作石蜡切

片，ＴＵＮＥＬ 法检测计数，按德国 Ｒｏｃｈｅ 公司试剂盒

购操作。 待水化、３７℃ 条件下蛋白酶 Ｋ 消化 １０
ｍｉｎ，行标记液标记后， ３７℃下，经生物素化的地高

辛反应 ３０ ｍｉｎ，加 ＳＡＢＣ，ＤＡＢ 显色。 封片，损伤区

周围随机选取不重复的 ６ 个高倍视野，对胞核含棕

黄色颗粒的细胞计数。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

造模后第 ７ 天各组大鼠分别随机取 ５ 只， 迅速

取出右眼眼球，分离出视网膜，以 Ｔｒｉｚｏｌ 说明书法提

取视网膜的总 ＲＮＡ，总 ＲＮＡ 含量测定采用紫外分光

光度计法，用 ＲＴ ～ ＰＣＲ 两步法试剂盒（ＴａＫａＲａ 公司）
将 ｍＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，接着再将 ｃＤＮＡ 行 ＰＣＲ 扩

增。 用以下引物见表 １，取扩增产物行电泳，电泳结

果通过凝胶图像分析系统进行光密度分析，计算

ＢＣＬ⁃２， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 与 ＧＡＰＤＨ 的光密度积分的比值，
作为 ＢＣＬ⁃２，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达的指标。

表 １　 引物序列
Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物
（Ｐｒｉｍｅｒｓ）

序列
（ｓｅｑｕｅｎｃｅ）

产物长度
（ｂＰ）

反应温度
（℃）

ＢＣＬ⁃２ 上游 ５′⁃ＴＧＡＡＣＣＧＧＣＡＴＣＴＧＣＡＣＡＣ⁃３′
下游 ５′⁃ＣＧＴＣＴＴＣＡＧＡＧＡＣＡＧＣＣＡＧＧＡＧ⁃３′ １１５ ５６

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 上游 ５′⁃ＡＧＡＧＣＴＧＧＡＣＴＧＣＧＧＴＡＴＴＧＡＧ⁃３′
下游 ５′⁃ＧＡＡＣＣＡＴＧＡＣＣＣＧＴＣＣＣＴＴＧ⁃３′ １４８ ５６

ＧＡＰＤＨ 上游 ５′⁃ＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴ⁃３′
下游 ５′ ⁃ＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＡ⁃３′ ２４８ ５６

１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测

ＲＴ⁃ＰＣＲ 提取后的剩余物经 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心

３０ ｍｉｎ 后，取上清为粗体蛋白， Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定总的

蛋白浓度。 ５％ 浓缩胶 ４０ Ｖ 衡压 １ ｈ，１０％ 分离胶

６０ Ｖ 恒压 ３􀆰 ５ ｈ，湿转 １４ Ｖ 恒压 １４ ｈ，３７℃摇床封闭

２ ｈ，洗膜 １０ ｍｉｎ，３ 次，兔抗鼠抗体 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 或

ＢＣＬ⁃２（１∶ ８００）４℃ 过夜；抗鼠 ＧＡＰＤＨ（１∶ １０００）４℃
过夜。 ＴＢＳＴ 洗膜 ５ ｍｉｎ × ４ 次，山羊抗兔抗体 １ ∶
７００，３７℃摇床孵育 １􀆰 ５ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ５ ｍｉｎ × ４ 次。
再次运用 ＴＢＳ 洗膜 １０ ｍｉｎ 后 ＤＡＢ 显色，按 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
ｏｎｅ 图像进行分析研究，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ 与 ＧＡＰＤＨ
的灰度积分的比值进行分析，作为 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２
蛋白表达的量。
１􀆰 ３􀆰 ５　 逆行荧光金标记

造模后第 ９ 天各组大鼠分别随机取 ５ 只， 按前

述方法麻醉满意后，立体定位仪固定（日本成茂）大
鼠的头部，正中纵行切开头皮，分离皮下组织，暴露

颅骨， 以前颅为标志用手持式电动骨钻在颅骨表面

相应位置（前颅后方 ６􀆰 ０ ｍｍ，旁开 １􀆰 ４ ｍｍ，深度

４􀆰 ０ ｍｍ）钻开颅骨并暴露硬脑膜，于每点各注射 ３％
的荧光金 ３ μＬ。 造模后 １４ 天，以颈椎脱臼法处死

每组经荧光金标记的大鼠，迅速取出右眼眼球，将
眼球于 ４％ 多聚甲醛磷酸中固定 ２ ｈ，生理盐水冲

洗，将其眼前节和玻璃体去除，将眼杯剪开放射状

切口 ４ 个，使其视网膜剥离，将分离后的视网膜于载

玻片上平铺，玻璃体面朝上。 在空气中自然干燥

后，待视网膜加盖玻片并滴荧光增强剂进行封片。
使用荧光显微镜与距离视乳头中心 ２ ｍｍ 处，分别

上下左右各拍摄一张照片，并代表 ４ 个象限的 ＲＧＣ
情况。 本研究经盲态人工 ＲＧＣ 进行计数测量。
１􀆰 ３􀆰 ６　 闪光视觉诱发电位检查

参照 ＩＳＣＥＶ 标准［８］，并且使用 Ｒｏｌａｎｄ 视觉电生

理检查仪（德国），各组随机取 ５ 只大鼠于夹伤后第

１４ 天进行 Ｆ⁃ＶＥＰ 检查。 １０％ 的水合氯醛腹腔注射

麻醉后（０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｋｇ），大鼠皮肤备皮后，安尔碘消

毒，将电极银针刺入皮下，两耳尖连线中点处为记

录电极，右眼同侧颊部处为参考电极，置右侧耳郭

为地电极， 阻抗标准 ５ Ω 以下，经适应 １５ ｍｉｎ 后，左
眼完全被不透光黑眼罩遮盖，通过电生理仪，ＬＥＤ
眼罩闪烁刺激，光强：３􀆰 ９３ ｃｄ ／ ｍ２，频率：１􀆰 ９ Ｈｚ，通
频带宽：１ ～ １００ Ｈｚ，分析时间：２５０ ｍｓ，叠加：１００ 次，
连续测量 ５ 次。 取均值为闪光视觉诱发电位 Ｐ１ 的

波幅及潜伏期。
１􀆰 ３􀆰 ７　 视网膜病理组织学观察

以上检测均完成后，剩余大鼠以颈椎脱臼法处

死，摘出整个眼球及 ５ ｍｍ 长的视神经，向眼球中注

射少量固定液后于 ＦＡＡ 固定液中固定 ４８ ｈ，经梯度

乙醇脱水后，剪开眼球前段去掉晶状体后，二甲苯

透明处理，石蜡行定向包埋，行视网膜冠状面连续 ４
μｍ 切片，常规 ＨＥ 染色，光镜观察。
１􀆰 ４　 统计方法

经 ＳＰＳＳｌ２􀆰 ０ 软件分析，实验数据以均数 ± 标准
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差（ ｘ－ ± ｓ）表示，多组间单因素的比较用单因素方

差分析，进行两组间的比较用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＴＵＮＥＬ 检测细胞凋亡

凋亡神经细胞的细胞核内可见特异性棕黄色

颗粒，光镜下可见正常组视网膜均未见棕黄色颗粒

着染的 ＲＧＣｓ（图 １Ａ）；模型对照组可见较多棕黄色

颗粒着染的 ＲＧＣｓ（白箭所指）（（图 １Ｂ ）；丙泊酚组

可见少量的棕黄色颗粒着染的 ＲＧＣｓ，其数量较模型

对照组少（图 １Ｃ）。 具体见表 ２，经两两比较后，差
异显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ 基因表达

结果 （图 ２，表 ３ ）显示视神经造模损伤后第 ７
天，丙泊酚组大鼠视网膜的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 基因表达较正

常组高，ＢＣＬ⁃２ 基因表达较正常组低，差异有显著性

意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 基因的表达丙泊

酚组与模型对照组相比明显降低，ＢＣＬ⁃２ 基因的表达

明显升高，差异有显著性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ Ｐｒｏｔｅｉｎ 表达

结果 （图 ３、表 ３） 显示视神经造模损伤后第 ７
天，丙泊酚组大鼠视网膜的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白因表达较

正常组高，ＢＣＬ⁃２ 蛋白表达较正常组低，差异有显著

性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达

丙泊酚组与模型对照组相比明显降低，ＢＣＬ⁃２ 蛋白

的表达明显升高，差异有显著性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 大鼠 ＦＧ 阳性 ＲＧＣｓ 计数

三组大鼠的平均 ＦＧ 阳性 ＲＧＣｓ 数有显著差异

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 正常对照组 ＦＧ 阳性 ＲＧＣｓ 数均较丙

泊酚组和模型对照组多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），丙泊酚组 ＦＧ 阳

性的 ＲＧＣｓ 数较模型对照组多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 模型对

照组视网膜组织 ＦＧ 阳性 ＲＧＣｓ 计数（图 ４Ａ，红箭所

指）；丙泊酚组视网膜组织 ＦＧ 阳性 ＲＧＣｓ 计数（图
４Ｂ，红箭所指）；正常组视网膜组织 ＦＧ 阳性 ＲＧＣｓ
计数（图 ４Ｃ，红箭所指），具体见表 ２，各组间比较均

有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

表 ２　 各组大鼠 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡及 ＦＧ 阳性 ＲＧＣｓ 计数（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｔａｂ． ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＦＧ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＲＧＣｓ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别（Ｇｒｏｕｐ） 细胞凋亡数（Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ） ＦＧ 阳性 ＲＧＣｓ 计数（Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＲＧＣｓ ｃｏｕｎｔｉｎｇ）
模型对照组（Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） ３１􀆰 ２３ ± ５􀆰 ７４＃ ９􀆰 ８ ± ２􀆰 ２＃

丙泊酚组（Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ） １４􀆰 ６５ ± ３􀆰 ８６∗ ２３􀆰 ６ ± ３􀆰 ４∗

正常组（Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ） ００􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ３６􀆰 ８ ± ４􀆰 ８
注：与模型对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与正常组相比＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

注：（１Ａ）正常组；（１ Ｂ）模型对照组；（１ Ｃ）丙泊酚组。

图 １　 ＴＵＮＥＬ 检测各组细胞凋亡（ × ２０）
Ｎｏｔｅ． （１Ａ）Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ；（１Ｂ）Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（１Ｃ）Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 各组大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ 基因及蛋白表达情况（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｔａｂ． ３　 Ｒａｔｓ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ＢＣＬ⁃２ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

组别（Ｇｒｏｕｐ）
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＢＣＬ⁃２ｍＲＮＡ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＢＣＬ⁃２ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＢＣＬ⁃２
模型对照组（Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ４６ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０４＃ ３􀆰 ４６ ± ０􀆰 ３４＃ ０􀆰 ３６ ± ０􀆰 １０＃

丙泊酚组（Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ） １􀆰 ２６ ± ０􀆰 ２７∗ ０􀆰 ５７ ± ０􀆰 １２∗ ２􀆰 ３８ ± ０􀆰 ２６∗ ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 １９∗

正常组（Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ） ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 １１ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ９６ ± ０􀆰 ０８ １􀆰 ３８ ± ０􀆰 ２４
注：与模型对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与正常组相比＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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图 ２　 各组大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ ｍ ＲＮＡ 的表达

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｒａｔｓ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ＢＣＬ⁃２ ｍ ＲＮＡ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

图 ３　 各组大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ 蛋白的表达

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｒａｔｓ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ＢＣＬ⁃２ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２􀆰 ５　 各组大鼠 Ｆ⁃ＶＥＰ 检查结果

在造模后 １４ ｄ，３ 组各随机取大鼠 ５ 只，进行 Ｆ⁃
ＶＥＰ 检查，结果表明丙泊酚组大鼠 Ｐ１ 波的波幅与

模型对照组相比增大，其潜伏期较模型对照组明显

缩短。 丙泊酚组与模型对照组相比差异显著（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 即模型对照组大鼠的视觉诱发电位由视网

膜传导枕部脑组织的时间较丙泊酚组长，表明了丙

泊酚组的传导通路较模型对照组畅通，视神经损伤

恢复较好（见表 ４）。
２􀆰 ６　 视网膜 ＨＥ 染色观察

正常组（５Ａ）大鼠视网膜 ＨＥ 染色可见 ３ 层结

构，由图片下方向上依次是感光细胞层、双极细胞

层及 ＲＧＣ 层，多层排列的是感光细胞层和双极细胞

层，ＲＧＣ 层的细胞则呈单层排列。 造模后 １４ ｄ，模
型对照组（５Ｃ）的视网膜结构破坏严重，视网膜的厚

度明显变薄，感光细胞的数量显著下降，细胞的内

外节几乎消失，胞核大而浅染，而 ＲＧＣ 层细胞的胞

核亦明显稀疏。 丙泊酚组（５Ｂ）ＲＧＣ 胞体与正常组

大小无明显区别，但数目略少，感光细胞的内外节

存在，外核层细胞有轻度的水肿与空泡变性，其排

列稍紊乱（图 ５）。

注：（４Ａ）模型对照组；（４Ｂ）丙泊酚组；（４Ｃ）正常组。

图 ４　 各组大鼠 ＦＧ 阳性 ＲＧＣｓ 计数比较（ × ２０）
Ｎｏｔｅ． （４Ａ）Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（４ Ｂ）Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ；（４Ｃ）Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｒａｔｓ ＦＧ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＲＧＣｓ ｃｏｕｎｔ ｃｏｍｐａｒａｔｏｒ

注：（５Ａ）正常组；（５Ｂ）丙泊酚组；（５Ｃ）模型对照组。

图 ５　 各组大鼠造模后 １４ ｄ 视网膜组织（ × ２０）
Ｎｏｔｅ． （５Ａ）Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ；（５ Ｂ）Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ；（５Ｃ）Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｒａｔｓ １４ ｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ Ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ
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表 ４　 各组大鼠 Ｐ１ 波波幅和潜伏期比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｔａｂ． ４　 Ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ Ｐ１ ｗａｖｅ ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ａｎｄ ｌａｔｅｎｃｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

组别（Ｇｒｏｕｐ） 潜伏期（ｍｓ） 波幅（μＶ）
模型对照组（Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） １１５􀆰 ３４ ± ６􀆰 ８２＃ ３􀆰 ０４ ± ０． ４８＃

丙泊酚组（Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ） ７６􀆰 ４８ ± ５􀆰 ４６∗ ８􀆰 ７５ ± １． １２∗

正常组（Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ） ６４􀆰 ２６ ± ２􀆰 ５３ １４􀆰 ３０ ± ２． ３６
注：与模型对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与正常组相比＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

为了研究丙泊酚对大鼠视神经损伤的影响及

相关机制，本文采用了国内外最常用的视神经夹挫

伤模型，据目前研究表明该视神经夹挫伤模型较为

精确，其具有可直视视神经的损伤部位，可控性较

强． 损伤的性质具体化且定量等优点，为相关丙泊

酚干预大鼠视神经损伤的相关研究提供了可靠的

动物实验模型，能充分的模拟并体现出临床丙泊酚

干预对于视神经损伤作用的病理生理过程［８ － １０］。
因为在临床上各种原因所致的视神经损伤中，以外

力及周围组织水肿压迫引起者较为常见，以间接损

伤为主，多为视神经被急性挤压伤所致，根据以上

情况，沽通常采用挤压、钳夹视神经等方法建立视

神经损伤的动物模型［１０ － １１］。
视神经损伤后导致继发性的视网膜细胞的缺血、

缺氧， 通过是视网膜细胞的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达升高，
ＢＣＬ⁃２ 的表达降低导致了视神经及视网膜节细胞的

继发性凋亡。 相关实验研究表明，神经系统损伤后予

以丙泊酚干预能够使是损伤后的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达受到

抑制，促进损伤后 ＢＣＬ⁃２ 的表达，从而起到了抑制神

经细胞凋亡的作用［１２ － １４］，本研究同样表明了丙泊酚

通过降低视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 基因和蛋白的表达，促进

ＢＣＬ⁃２ 基因基因和蛋白的表达，对视神经损伤起到保

护作用，减少了视网膜节细胞的凋亡。 造模后 ４ ｄ 丙

泊酚组细胞凋亡数均明显较模型对照组少（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），丙泊酚组大鼠闪光视觉诱发电位伏期较模型

对照组大鼠短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、波幅明显高于模型对照

组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 表明了视神经细胞凋亡减少的同时

视觉功能得到了一定程度的恢复。 同时丙泊酚已被

证明具有抗氧化活性，它可能还可以通过以下途径起

到视神经保护作用：降低代谢率、减少神经组织耗氧；
抑制线粒体通透性转换孔，抗脂质过氧化反应；激活

细胞外调节蛋白激酶转导的通路；抑制细胞钙超载及

炎性细胞因子表达等。 以上机制的研究有待将来相

关实验进一步验证。
总之本研究对丙泊酚干预治疗大鼠视神经损

伤就细胞凋亡及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＢＣＬ⁃２ 等指标的的表达

变化进行了研究，初步进行了有益的探讨，取得了

一定的实验成果，具体更深入及详尽的研究有待进

一步探讨。

参考文献：

［ １ ］ 　 郭建，付研，丁宁，等． 机动车事故致间接性视神经损伤的临

床研究［Ｊ］ ． 中华急诊医学杂志，２０１４，２３（１）：８４ － ８８．
［ ２ ］ 　 尹丹萍，柳林． 视神经损伤后修复与再生的研究进展［ Ｊ］ ． 国

际眼科杂志，２０１３，１３（６）：１１５２ － １１５６．
［ ３ ］ 　 陈君，王国林． 丙泊酚预处理或后处理对缺氧鼠脑神经元保

护效应的研究［Ｊ］ ． 中国麻醉与镇痛，２００４，６（２）：１０９ － １１２．
［ ４ ］ 　 李庆凯． 急性重型颅脑损伤术中丙泊酚静脉麻醉的脑保护作

用分析［Ｊ］ ． 中国实用神经疾病杂志，２０１４，２（１４）：６２ － ６３．
［ ５ ］ 　 孙海燕，路红，赵平，等． 丙泊酚对急性高眼压大鼠视神经保

护作用研究 ［ Ｊ］ ． 中国实用眼科杂志，２０１４，３２ （ ０３ ）：３７９
－ ３８２．

［ ６ ］ 　 杨明，朱彧． 丙泊酚对体外培养小鼠视网膜细胞抗氧化应激

的作用［Ｊ］ ． 临床麻醉学杂志，２０１３，２９（１２）：１２２２ － １２２５．
［ ７ ］ 　 刘晓坤，罗钢，赵平． 重组人促红细胞生成素对大鼠视神经挫

伤后 ＧＡＰ⁃４３ｍＲＮＡ 影响［ Ｊ］ ． 中国实用眼科杂志， ２０１４， ３２
（０６）：７８９ － ７９２．

［ ８ ］ 　 Ｙｏｌｅｓ Ｅ， Ｍｕｌｌｅｒ Ｓ， Ｓｃｈｗａｒｔｚ Ｍ． ＮＭＤＡ⁃ｒｅｃｅＰｔｏｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ
Ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｎｅｕｒｏｎｓ ｆｒｏｍ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ Ｐａｒｔｉａｌ ｏＰｔｉｃ
ｎｅｒｖｅ ｃｒｕｓｈ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ，１９９７，１４（９）：６６５ － ６７５．

［ ９ ］ 　 刘德林，吴小影，罗瑜琳，等． 不同剂量左旋多巴对形觉剥夺

性弱视鼠闪光视觉诱发电位的影响［ Ｊ］ ． 眼视光学杂志，
２００９，１１（０４）：２４６ － ２５３．

［１０］ 　 刘晓坤，杨伊帆，卞晓芸，等． 大鼠视神经损伤后一氧化氮合

酶的变化及牛磺酸的影响［ Ｊ］ ． 中华眼外伤职业眼病杂志，
２０１３（１１）：８０１ － ８０４．

［１１］ 　 朱夏茹，陈晓明． 大鼠外伤性视神经损伤模型建立的研究进

展［Ｊ］ ． 国际眼科杂志，２０１４，１４（１２）：２１８２ － ２１８４．
［１２］ 　 Ｖｕｃｅｔｉｃ Ｍ， ｌｅｎｓｅｎ ＰＫ， Ｊａｎｓｅｎ ＥＣ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｖａｒｉａｔｉＯＩｌＳ

ｏｆｒｅｔｉｎａｌ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰｒｏＰｏｆｏｌ
［Ｊ］ ． Ｂｒ Ｊ ＯＰｈｔｈａｌｍｏｌ，２００４，８８（６）：７７１ － ７７５．

［１３］ 　 张蔚，于金国，王兴，等． 周围神经损伤神经脊细胞 Ｃａｓｐａｓｅ －
３ 的表达与病理变化［Ｊ］ ． 中华眼科杂志，２０１０，４６（１２）：１０８４
－ １０８９．

［１４］ 　 章静，吴香丽，刘丽霞，等． 银杏叶提取物对大鼠视神经损伤

后 Ｂｃｌ － ２ 和 Ｂａｘ 表达的影响［ Ｊ］ ． 河北医科大学学报，２０１４，
３５（０３）：３３６ － ３３８．

〔修回日期〕２０１５⁃０９⁃０１

７４中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



２０１６ 年 ７ 月

第 ２６ 卷　 第 ７ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊｕｌｙ， ２０１６

Ｖｏｌ． ２６　 Ｎｏ． ７

［作者简介］李娟（１９８５ － ）女，硕士研究生，研究方向：麻醉与循环。 Ｅｍａｉｌ： ｈｕｏｎｉａｏｌｉｊｕａｎ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ。
［通讯作者］王彬（１９７８ － ）女，硕士研究生，研究方向：麻醉与免疫。 Ｅｍａｉｌ： １３９１１８３６４４７＠ １６３． ｃｏｍ。

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

地佐辛后处理对大鼠肠缺血再灌注致
急性肺损伤的影响

李　 娟，蔡垣星，王　 彬∗

（煤炭总医院麻醉科，北京　 １０００２８）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨地佐辛后处理对大鼠肠缺血再灌注所致急性肺损伤的影响以及可能的机制。 方法　 选

取健康成年雄性 ＳＤ 大鼠 ３２ 只，采用随机数字表法分为 ４ 组：ＣＯＮ 组为假手术组；ＩＩ ／ Ｒ 组制备肠缺血再灌注模型；
Ｄｅｚ 组于缺血 １ ｈ 经股静脉注射地佐辛 ３ ｍｇ ０􀆰 ６ ｍＬ，再灌注 １ ｈ；５⁃ＨＤ 组于缺血前 ３０ ｍｉｎ 腹腔注射 ５⁃羟基葵酸钠

１０ ｍｇ ／ ｋｇ，随后制备肠缺血再灌注模型，后续处理同 Ｄｅｚ 组。 再灌注 １ ｈ 即刻，取部分肠组织，观察肠粘膜形态并进

行肠粘膜损伤评分；取左肺组织，观察肺组织形态并进行肺损伤评分；取右肺组织测定丙二醛 ＭＤＡ 的含量、超氧化

物岐化酶 ＳＯＤ 活性及髓过氧化物酶 ＭＰＯ 的活性，取动脉血检测血清中 ＴＮＦ⁃ａ 和 ＩＬ⁃６ 的水平。 结果 　 地佐辛后处

理能减轻肠缺血再灌注引起的远隔脏器肺的损伤，降低肠粘膜损伤评分、肺损伤评分，使肺组织丙二醛 ＭＤＡ 的含

量降低，超氧化物岐化酶 ＳＯＤ 活性上升，髓过氧化物酶 ＭＰＯ 的活性下降，血清 ＴＮＦ⁃ａ 和 ＩＬ⁃６ 的浓度明显下降。 使

用线粒体 ＡＴＰ 敏感钾通道抑制剂 ５⁃羟基葵酸钠处理后可以减弱地佐辛对肺损伤的保护效应。 结论　 地佐辛后处

理可改善大鼠肠缺血再灌注对远隔脏器肺的损害，激活线粒体 ＡＴＰ 敏感钾通道可能是保护机制之一。
【关键词】 　 地佐辛；缺血再灌注；肠；急性肺损伤；线粒体 ＡＴＰ 敏感钾通道；氧化应激
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ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｗｅｒｅ ｄｅｓｃｅｎｄｅｄ ｗｈｉｌｅ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ） ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｗａｓ ｒｉｓｅｄ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｅｚｏｃｉｎｅ ｐｏｓｔ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｃａｎｏａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ ｖｉａ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｃａｖｉｔｙ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ａ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＡＴＰ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｄｅｚｏｃｉｎｅ ｐｏｓｔ⁃ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｏｐｅｎｉｎｇ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＡＴＰ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｄｅｚｏｃｉｎｅ； Ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ； Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ； Ａｃｕｔｅ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ； Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＡＴＰ⁃
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ； Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 前期实验研究证明［１］，肠缺血再灌注确实可以

导致远隔脏器肺的损伤。 舒芬太尼预处理可减轻

肺损伤，并且 κ 受体参与了舒芬太尼预处理的保护

作用。 根据文献［２］ 报道，远隔脏器肺损伤发生较

早，主要表现在肺微血管内皮细胞通透性增高以及

肺泡巨噬细胞浸润这两方面。 近年来地佐辛作为

强效镇痛剂广泛应用于临床，通过激动 κ 受体产生

与吗啡相似的镇痛作用［３］。 临床试验证明，通过激

活 ＡＴＰ 敏感钾通道抑制钙离子内流，增强机体抗氧

化能力抑制氧化应激反应，预先给予地佐辛可对下

肢缺血再灌注引起心肌损伤起到保护作用［４］。 动

物实验研究也证实缺血后给予地佐辛可以减轻大

鼠再灌注引起的脑组织损伤［５］。 而线粒体 ＡＴＰ 敏

感钾通道是组织缺血再灌注损伤保护效应中多种

措施和药物作用的触发点。 本研究皆在探讨地佐

辛后处理能否对肠缺血再灌注模型所致的肺损伤

的有影响作用，以及线粒体 ＡＴＰ 敏感钾通道是否为

地佐辛的作用靶点。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 主要药品及试剂

地佐辛（批号： １４０８２０４１，扬子江药业，中国）；
丙二醛 ＭＤＡ、超氧化物岐化酶 ＳＯＤ 及髓过氧化物

酶 ＭＰＯ 测定试剂盒（北京中杉金桥生物科技有限

公司）；免疫组化试剂盒和酶联免疫吸附试剂盒（南
京建成生物研究所）；５⁃羟基葵酸钠（上海组培贸易

有限公司）。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物

实验动物由山西医科大学动物实 验 中 心

【ＳＣＸＫ（晋） ２０１５ － ０００１】提供，动物使用许可证：
【ＳＹＸＫ（晋）２０１５ － ０００４】，所有动物试验通过了煤

炭总医院伦理委员会的批准（批件号：Ｋ１４⁃２７）。 选

取 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠（４２ ～ ４９ 日龄）３２ 只，体重

（２２０ ～ ２４０）ｇ。 术前禁食 ８ ｈ，不禁水。 参照文献［６］

提供的实验步骤制备 ＩＩ ／ Ｒ 模型。 ２０％ 乌拉坦 ０􀆰 ５
ｍＬ ／ １００ｇ 腹腔注射麻醉大鼠，规范消毒，取腹正中切

口，待分离出肠系膜上动脉后用微创动脉夹夹闭，
关腹。 缺血 １ ｈ 后再次开腹，松开动脉夹，恢复血供

１ ｈ。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验分组与处理

采用随机数字表法，将 ３２ 只大鼠随机分为：对
照组（ＣＯＮ 组）、肠缺血再灌注组（ ＩＩ ／ Ｒ 组）、地佐辛

后处理组（Ｄｅｚ 组）、和 ５⁃羟基葵酸钠组（５⁃ＨＤ 组），
共 ４ 组，每组 ８ 只。 ＣＯＮ 组分离出 ＳＭＡ 不用动脉夹

夹闭；ＩＩ ／ Ｒ 组制备肠缺血再灌注模型，缺血 １ ｈ 经股

静脉注射生理盐水 ０􀆰 ６ ｍＬ 后再灌注 １ ｈ；Ｄｅｚ 组于

缺血 １ ｈ 经股静脉注射地佐辛 ３ ｍｇ ０􀆰 ６ ｍＬ，再灌注

１ ｈ； ５⁃ＨＤ 组于制备模型前 ３０ ｍｉｎ 经腹腔注射 ５⁃
ＨＤ１０ ｍｇ ／ ｋｇ，后续处理同 Ｄｅｚ 组。
１􀆰 ２􀆰 ２　 肠黏膜损伤评分

再灌注 １ ｈ 即刻处死大鼠，取大鼠肠组织，常规

石蜡切片，ＨＥ 染色，采取改良 Ｃｈｉｕ 评分法［７］在光镜

下观察组织形态学改变评价肠黏膜损伤程度。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肺组织损伤评分

取左肺组织，切片，ＨＥ 染色，光镜下每张切片

分为 ９ 个视野，随机选择 ３ 个视野，按照文献［８］，通
过累加各指标相应分数计算肺组织学损伤评分。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肺组织丙二醛 ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ）含量

及超氧化物岐化酶 ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ） 及

髓过氧化物酶 ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ （ＭＰＯ） 活性的检测

取 １００ ｍｇ 左肺组织制备匀浆，严格按试剂盒

（北京中杉金桥生物科技有限公司）说明书测定。
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１􀆰 ２􀆰 ５　 血浆肿瘤坏死因子 α（ ｔｕｒｎｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃
α， ＴＮＦ⁃α）及白细胞介素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６） 水平的

检测

处死前采集大鼠动脉血按照酶联免疫吸附法

试剂盒（南京建成生物研究所）操作说明测定。
１􀆰 ３　 统计学处理

应用 ＳＰＳＳ１６􀆰 ０ 进行数据分析，实验数据以均数

±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ）表示。 方差齐性组间比较采用单

因素方差分析；方差不齐进行 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 秩和检

验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

与 ＣＯＮ 组比较，ＩＩ ／ Ｒ 组、Ｄｅｚ 组、５⁃ＨＤ 组三组

肠黏膜损伤评分、 肺损伤评分明显升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 ＩＩ ／ Ｒ 组比较，Ｄｅｚ 组肠黏膜损伤评分、肺
损伤评分降低，（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｄｅｚ 组比较，５⁃ＨＤ
组肠黏膜损伤评分、肺损伤评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
但与 ＩＩ ／ Ｒ 组比较，肠黏膜损伤评分、肺损伤评分降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（表 １ 所示）。 各组肠黏膜和肺组织

光镜图片见图 １、图 ２。
与 ＣＯＮ 组比较，ＩＩ ／ Ｒ 组、Ｄｅｚ 组、５⁃ＨＤ 组三组

肺组织 ＭＤＡ 的含量升高，ＳＯＤ 活性下降，ＭＰＯ 的活

性升高，血清 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的浓度明显升高（Ｐ ＜

０􀆰 ０５）；与 ＩＩ ／ Ｒ 组比较，Ｄｅｚ 组肺组织 ＭＤＡ 的含量

降低，ＳＯＤ 活性上升，ＭＰＯ 的活性下降，血清 ＴＮＦ⁃α
和 ＩＬ⁃６ 的浓度明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｄｅｚ 组比

较，５⁃ＨＤ 组肺组织 ＭＤＡ 的含量升高，ＳＯＤ 活性下

降，ＭＰＯ 的活性升高，血清 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的浓度明

显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但与 ＩＩ ／ Ｒ 组比较，肺组织 ＭＤＡ
的含量降低，ＳＯＤ 活性下降，ＭＰＯ 的活性下降，血清

ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的浓度下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（表 ２ 所示）。

３　 讨论

本研究以及前期研究［１］ 均按照文献［６］ 提供的步

骤制备大鼠肠缺血再灌注的模型，实验表明，ＩＩ ／ Ｒ 组

的肠黏膜损伤评分、肺损伤评分均较 ＣＯＮ 组增高，提
示肠缺血再灌注确实诱发了急性肺损伤。 前期实验

研究证明［１］，舒芬太尼预处理可通过激动 μ、δ 和 κ
三种阿片受体来减轻大鼠肠缺血再灌注引起的急性

肺损伤。 本研究中使用的地佐辛是阿片受体部分激

动拮抗剂，既可以激动 κ 受体也是 μ 受体的拮抗剂，
其镇痛效果强成瘾性小，广泛应用于术前、术中和术

后的镇痛，尤其是术后痛、内脏及癌性疼痛。
与 ＩＩ ／ Ｒ 组比较，Ｄｅｚ 组肠黏膜损伤评分、肺损

伤评分降低，研究结果提示地佐辛后处理可以减轻

大鼠肠缺血再灌注所致的急性肺损伤。 Ｄｅｚ 组肺组

表 １　 四组大鼠肠黏膜损伤评分、肺损伤评分比较
Ｔａｂ． １　 Ｃｈｉｕ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ

组别
ｇｒｏｕｐ

ＣＯＮ 组
ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ

ＩＩ ／ Ｒ 组
ＩＩ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ

Ｄｅｚ 组
Ｄｅｚ ｇｒｏｕｐ

５⁃ＨＤ 组
５⁃ＨＤ ｇｒｏｕｐ

肠黏膜损伤评分（分）
Ｃｈｉｕ ｓｃｏｒｅ ０ ８􀆰 １６ ± １􀆰 ３１ａ ２􀆰 ９３ ± １􀆰 ０６ｂ ５􀆰 ８１ ± １􀆰 ０７ｂｃ

肺损伤评分（分）
Ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｅ ｓｃｏｒｅ １􀆰 ２ ± ０􀆰 ３ １７􀆰 ２ ± ０􀆰 ４ａ １０􀆰 ４ ± ０􀆰 ３ｂ １２􀆰 ５ ± ０􀆰 ４ｂｃ

注：与 ＣＯＮ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５； 与 ＩＩ ／ Ｒ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｄｅｚ 组比较，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ＣＯＮ； ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ＩＩ ／ Ｒ； ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｄｅｚ．

表 ２　 四组大鼠肺组织 ＭＤＡ 含量、ＳＯＤ 活性、ＭＰＯ 活性、血清 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 浓度的比较
Ｔａｂ． ２　 Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ） ｃｏｎｔｅｎｔ， ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＭＰＯ） ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃ａ ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｏｆ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ

组别
ｇｒｏｕｐ

ＭＤＡ
（μｍｏＬ ／ ｇ）

ＳＯＤ
（１０３μ ／ ｇ）

ＭＰＯ
（１０３μ ／ ｇ）

ＴＮＦ⁃α
（ｎｇ ／ Ｌ）

ＩＬ⁃６
（ｎｇ ／ Ｌ）

ＣＯＮ 组
ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ ５２􀆰 １７ ± ４􀆰 ８１ １４５􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０４ ４􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ８７ ± ０􀆰 ０２ １９􀆰 ４０ ± ５􀆰 １６

ＩＩ ／ Ｒ 组
ＩＩ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ ７３􀆰 ６５ ± ３􀆰 ２１ａ ７５􀆰 １３ ± ０􀆰 ３８ａ １１􀆰 ０９ ± ０􀆰 ２７ａ ２􀆰 １３ ± ０􀆰 １９ａ ６３􀆰 ２３ ± ４􀆰 ３１ａ

Ｄｅｚ 组
Ｄｅｚ ｇｒｏｕｐ ６１􀆰 ３３ ± １􀆰 ５４ａｂ ９９􀆰 ８０ ± ０􀆰 １６ａｂ ６􀆰 ９７ ± ０􀆰 ３９ａｂ １􀆰 １５ ± ０􀆰 ０６ａｂ ２５􀆰 ６ ± ３􀆰 ８１ａｂ

５⁃ＨＤ 组
５⁃ＨＤ ｇｒｏｕｐ ７０􀆰 ２６ ± １􀆰 ８０ａｂｃ ６２􀆰 ４３ ± ０􀆰 ９０ａｂｃ ９􀆰 ０１ ± ０􀆰 ７５ａｂｃ １􀆰 ９４ ± ０􀆰 ２２ａｂｃ ３２􀆰 ４ ± ４􀆰 ７９ａｂｃ

注： 与 ＣＯＮ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５； 与 ＩＩ ／ Ｒ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｄｅｚ 组比较，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ＣＯＮ； ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ＩＩ ／ Ｒ； ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｄｅｚ．
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注：Ａ 为 ＣＯＮ 组； Ｂ 为 ＩＩ ／ Ｒ 组； Ｃ 为 Ｄｅｚ 组，肠 ＨＥ； Ｄ 为 ５⁃ＨＤ 组

（Ａ： × ４０，ｂａｒ ＝ ２０ μｍ；Ｂ、Ｃ、Ｄ： × ２０，ｂａｒ ＝ ４０ μｍ）。

图 １　 各组大鼠肠黏膜组织病理变化情况

Ｎｏｔｅ． （Ａ） ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ； （Ｂ） ＩＩ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ； （Ｃ） Ｄｅｚ ｇｒｏｕｐ； （Ｄ） ５⁃ＨＤ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ

注：Ａ 为 ＣＯＮ 组； Ｂ 为 ＩＩ ／ Ｒ 组； Ｃ 为 Ｄｅｚ 组； Ｄ 为 ５⁃ＨＤ 组。

图 ２　 各组大鼠肺组织病理变化情况（ × ２０，ｂａｒ ＝ ４０ μｍ）
Ｎｏｔｅ． （Ａ）ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ； （Ｂ）ＩＩ ／ Ｒ ｇｒｏｕｐ； （Ｃ）Ｄｅｚ ｇｒｏｕｐ； （Ｄ）５⁃ＨＤ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ

织 ＭＤＡ 的含量降低，ＳＯＤ 活性上升，ＭＰＯ 的活性下

降，血清 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的浓度明显下降，提示地佐

辛后处理的保护机制可能是通过减少氧自由基生

成、抑制炎性介质的释放和减少中性粒细胞的聚集

发挥作用。 与 Ｄｅｚ 组比较，给予线粒体 ＡＴＰ 敏感钾

通道抑制剂 ５⁃羟基葵酸钠后，地佐辛后处理的保护

作用减弱，提示地佐辛后处理的保护作用与激活线

粒体 ＡＴＰ 敏感钾通道有关。 实验表明 ５⁃羟基葵酸

钠并没有完全逆转只是减弱了地佐辛后处理的保

护作用，提示激活线粒体 ＡＴＰ 敏感钾通道只是地佐

辛作用机制之一。
综上所述，缺血后静脉给予地佐辛对大鼠肠缺

血再灌注引起急性肺损伤有保护效应，线粒体 ＡＴＰ
敏感性钾通道可能是其作用位点之一。
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ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃１３７ 与 ＡｎｇⅡ在自发性高血压
大鼠心脏重构中的作用

侯永兰∗，李石林，刘玲玲

（河南省新乡市中心医院心内一科，河南 新乡　 ４５３０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨微小核糖核酸 １９５（ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃１３７，ｍｉＲＮＡ⁃１３７）、ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 信号转导通路及血管紧

张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）在自发性高血压大鼠（ＳＨＲ）心脏重构中的作用。 方法　 取雄性 ＳＨＲ 大鼠 １６ 只，随机分为 ＳＨＲ 干

预组（卡托普利 １０ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ）和 ＳＨＲ 对照组（蒸馏水）各 ８ 只，另取 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ８ 只为正常对照组， 分别给予 ＳＨＲ
大鼠卡托普利 １０ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ 和蒸馏水灌服，共持续 ８ 周。 造模前后测大鼠尾动脉血压，８ 周后股动脉放血处死大鼠，
ＨＥ 染色观察大鼠心脏形态学改变，实时荧光定量多聚酶链式反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）法检测大鼠心脏中 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 的表

达，Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ１，ＴＧＦ⁃β１）、血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）、Ｓｍａｄ 蛋白

３（ｓｍａｌｌ ｍｏｔｈｅｒ ａｇａｉｎｓｔ ｄｅｃａｐｅｎ⁃ｔａｐｌｅｇｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｒｅｅ，Ｓｍａｄ３）、Ｉ 型胶原（Ｃｏｌ⁃Ⅰ）和Ⅲ型胶原（Ｃｏｌ⁃Ⅲ）蛋白表达水平。
结果　 ＳＨＲ 大鼠心脏 ｍｉＲＮＡ⁃１３７、ＡｎｇⅡ、ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｃｏｌ⁃Ⅰ及 Ｃｏｌ⁃Ⅲ的表达量均高于 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＳＨＲ 干预组大鼠心肌细胞较 ＳＨＲ 对照组明显变小，细胞排列较其紧密有序，ｍｉＲＮＡ⁃１３７、ＡｎｇⅡ、
ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｃｏｌ⁃Ⅰ及 Ｃｏｌ⁃Ⅲ表达量均明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论 　 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 可能通过上调

ＡｎｇⅡ及 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 信号转导通路促进 ＳＨＲ 心脏重构；卡托普利干预可抑制 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 表达。
【关键词】 　 心脏重构； ｍｉＲＮＡ⁃１３７； 自发性高血压大鼠； ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 信号通路
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Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｏｆ ＳＢ ｇｒｏｕｐ ｂｅｃｏｍｅｓ ｓｍａｌｌｅｒ ａｎｄ ａｒｒａｎｇｅｄ ｍｏｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ａｎｄ ｏｒｄｅｒｌｙ，
ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ⁃１３７，ＡｎｇⅡ，ＴＧＦ⁃β１，Ｓｍａｄ３，Ｃｏｌ⁃Ⅰａｎｄ Ｃｏｌ⁃Ⅲ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＭｉＲＮＡ⁃１３７ ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ＳＨＲ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｂｙ ｕｐ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｎｇ ＩＩ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ； ｔｈｅ ｃａｐｔｏｐｒｉｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｍｉＲＮＡ⁃１３７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｈｅａｒｔ Ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ； ｍｉＲＮＡ⁃１３７； ＳＨＲ； ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 高血压等疾病是心内科最为常见的疾病，长期

的高血压，心肌缺血会引起动脉硬化和心肌纤维

化，对心肌功能影响甚大［１ － ２］。 近年来发现，微小核

糖核酸（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）通过对基因转录后调控而介导

了一系列的基因表达调控方式。 已有研究证实

ｍｉＲＮＡ 参与动脉硬化和心肌纤维化等一系列病理

过程［３ － ４］。 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 重要成员之

一，近年来，多种研究提示其与心肌重构关系密切，
可能成为高血压、缺血性心脏病等疾病的一个新的

治疗靶点［５］。 目前对于 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 在心血管重构

中的作用及机制尚未完全清。 ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃１３７ 在

ＳＨＲ 大鼠心脏重构中的作用及其机制，及卡托普利

干 预 对 自 发 性 高 血 压 大 鼠 （ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ，ＳＨＲ）大鼠心脏形态结构及表达心

血管重构相关因子的影响。 现报道如下。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

８ 周龄雄性 ＳＨＲ １６ 只和 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ８ 只，均购

自上海交通大学医学院实验动物中心［ＳＣＸＫ（沪）
２０１３ － ００１３］，体重（２１５ ～ ２４５）ｇ，所有大鼠均在新

乡市中心医院动物实验室 ［ ＳＹＸＫ （豫） ２０１１ －
００７６］的清洁环境下饲养观察，室温 ２０℃ ～ ２４℃，普
通饲料适应性喂养 １ 周后使用。 按实验动物使用的

“３Ｒ”原则给以人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

Ｔｒｉｚｏｌ 和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 转染试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）；１０ × Ａｎｎｅａｌｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、蛋白裂解液和 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶配置试剂盒购（上海碧云天生物技术公

司）；ＡＢＩ⁃７５００ 型实时定量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公

司）；ＰＶＤＦ 膜和蛋白发光液（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；
ｍｉＲ⁃１３７ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和其对照剂（上海 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ 有

限公司）；ＤＭＥＭ 培养基和胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司）；ＴＧＦ⁃β１ 一抗、ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ一抗、Ｓｍａｄ３ 一

抗、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ一抗、 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ 一抗、二抗 （美国

Ａｓｓａｙ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；ＡＬＣ⁃ＮＩＢＰ 型无创大鼠血

压心率测定仪（上海奥尔科特生物科技有限公司）；
卡托普利片（中美上海施贵宝制药有限公司，国药

准字 Ｈ２００８４５６９）；ＺＨ０６⁃Ｔ１６ 型大鼠灌胃针（中西集

团）；ＲＭ２１５５ 型超薄石蜡切片机（德国 ＬＥＩＣＡ 公

司）；ＡｌｌｅｇｒａＴＭ ６４Ｒ 台式低温高速离心机 （德国

Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）；Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ ｐｌｕｓ 病理图像分析软件

（美国 Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ 公司）。
１􀆰 ３　 动物分组

雄性 ＳＨＲ 大鼠 １６ 只，随机分为 ＳＨＲ 干预组

（卡托普利 １０ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ）和 ＳＨＲ 对照组（蒸馏水）各
８ 只，另取 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ８ 只为正常对照组， 分别给予

ＳＨＲ 大鼠卡托普利（中美上海施贵宝制药有限公

司）１０ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ 和蒸馏水灌服，共持续 ８ 周。
１􀆰 ４　 实验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 血压测定及心脏样本获得

各组大鼠于干预前及干预 ８ 周后处死前测量

鼠尾动脉血压，采用无创大鼠血压心率测定仪

（ＡＬＣ⁃ＮＩＢＰ，上海奥尔科特生物科技有限公司）按照

仪器说明书的要求测定大鼠安静清醒状态下鼠尾

动脉收缩压与舒张压（ｍｍＨｇ）。 大鼠处死后立即取

出心脏，分离室间隔和左心室游离壁，剪成小块，取
部分左心室游离壁，常规脱水，石蜡包埋，ＨＥ 染色，
待病理学检测。 其余组织在 － ８０℃冰箱冷冻保存。
１􀆰 ４􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃Ｂｌｏｔ 检测 ＴＧＦ⁃β１、ＡｎｇⅡ、Ｓｍａｄ３、
Ｃｏｌ⁃Ⅰ、Ｃｏｌ⁃Ⅲ 蛋白表达水平

提取大鼠心脏组织的总蛋白，根据测定的蛋白

浓度算出上样蛋白量，保证各组总蛋白量一致，在
１００℃加热 １０ ｍｉｎ 以使蛋白质变性。 电泳，将蛋白

转移至 ＰＶＤＦ 膜，５％ 的脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，加入

ＴＧＦ⁃β１、ＡｎｇⅡ、Ｓｍａｄ３、Ｃｏｌ⁃Ⅰ、Ｃｏｌ⁃Ⅲ 等一抗，４℃
孵育过夜，选择 ＴＧＦ⁃β１、ＡｎｇⅡ、Ｓｍａｄ３、Ｃｏｌ⁃Ⅰ、Ｃｏｌ⁃
Ⅲ 等酶标二抗和稀释浓度，孵育 １ ｈ，洗膜后化学发

光，得到胶片，拍照，阳性条带以 Ｇｅｌ⁃ｐｒｏ４􀆰 ０ 软件分

析显影条带。
１􀆰 ４􀆰 ３　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 表达水平

根据其 ｍＲＮＡ 序列，设计引物。 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 引
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物：上游：５′ ⁃ＡＡＴ ＣＡＣ ＡＣＴ ＡＣＡ ＡＴＣ ＧＧＧ ＣＴＣ⁃３′；
下游：５′ ⁃ＣＡＴ ＣＴＴ ＣＣＴ ＣＣＴ ＴＴＣ ＴＣＧ ＡＴＴ⁃３′；产物

长度：２５６ ｂｐ。 扩增产物 ２％ ， 琼脂糖凝胶电泳， 凝

胶分析系统测定各条带积分光密度值。 采用 ２ －
ΔΔＣｔ 方法对实时定量 ＰＣＲ 结果进行分析， 显示

ｍｉＲＮＡ⁃１３７ ＲＮＡ 的表达。
１􀆰 ５　 统计学方法

使用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件进行统计分析，实验

数据以均数 ± 标准差（ ｘ－ ± ｓ）表示，组间均数显著

性检验用多个样本均数比较的方差分析及 ＬＳＤ⁃ｔ 检

验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 干预前组间大鼠尾动脉血压比较

干预前，与 ＳＨＲ 对照组比较，ＳＨＲ 干预组大鼠

尾动脉收缩压及舒张压差别无统计学意义（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 干预 ８ 周后，与 ＳＨＲ 对照组相比，ＳＨＲ 干预

组大鼠尾动脉的收缩压与舒张压降低更明显（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），两组与正常组相比，差异有统计学意义（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１，表 １）。

表 １　 卡托普利干预前后组间大鼠尾动脉血压比较（ ｘ－ ± ｓ，ｍｍＨｇ）
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｉｌ ａｒｔｅｒｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｐｔｏｐｒｉｌ

分 组 Ｇｒｏｕｐ

干预前收缩压
Ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｂｅｆｏｒｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

干预前舒张压
Ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｂｅｆｏｒｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

干预后收缩压
Ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｆｔｅｒ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

干预后舒张压
Ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｆｔｅｒ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １３５􀆰 ７ ± ８􀆰 ２ ８２􀆰 ６ ± ６􀆰 ５ １３３􀆰 ７ ± ６􀆰 ２ ８４􀆰 ２ ± ４􀆰 １

ＳＨＲ 对照组
ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２１４􀆰 ７ ± ８􀆰 ６ａ １５６􀆰 ７ ± ６􀆰 ６ｂ ２１５􀆰 ３ ± ８􀆰 ６ｂ １５７􀆰 ２ ± ９􀆰 ２ｂ

ＳＨＲ 干预组
ＳＨＲ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ２１４􀆰 ２ ± ７􀆰 ９ａ １５６􀆰 ７ ± ６􀆰 ４ｂ １４８􀆰 ３ ± ６􀆰 ９ａｃ １２０􀆰 ５ ± ５􀆰 ７ｂｃ

注：ａ 为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｂ 为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与正常对照组比较；ｃ 为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与 ＳＨＲ 对照组比较。
Ｎｏｔｅ． ａ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｂ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

注：（Ａ）正常对照组；（Ｂ）为 ＳＨＲ 对照组；（Ｃ）为 ＳＨＲ 干预组。

图 １　 各组心脏组织形态学比较（ × ４０）
Ｎｏｔｅ． （Ａ）ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（Ｂ）ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（Ｃ）ＳＨＲ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

２􀆰 ２　 大鼠心脏形态结构比较

ＳＨＲ 对照组大鼠心肌细胞数量减少，排列疏

松、紊乱，细胞肥大，胞核变圆畸形，ＳＨＲ 干预组大

鼠心肌细胞体积变小，数量增加，细胞排列较紧密

有序，而正常对照组大鼠心肌细胞形态正常，排列

紧密有序，细胞核无畸形（图 １）。
２􀆰 ３　 心脏 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 表达比较

和 ＳＨＲ 对照组相比，ＳＨＲ 干预组大鼠心脏表达

ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 升高幅度较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，见图 ２），两组

ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 表达都较正常对照组升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

２􀆰 ４　 ＡｎｇⅡ蛋白表达比较

和 ＳＨＲ 对照组相比，ＳＨＲ 干预组大鼠心脏表达

ＡｎｇⅡ蛋白表达升高幅度较低，两组 ＡｎｇⅡ蛋白表达

都较正常对照组升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ３）。
２􀆰 ５　 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白表达比较

和 ＳＨＲ 对照组相比，ＳＨＲ 干预组大鼠心脏表达

ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白和 Ｃｏｌ⁃Ⅰ ／ Ｃｏｌ⁃Ⅲ 蛋白表达升

高幅度较低，两组 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白和 Ｃｏｌ⁃Ⅰ ／
Ｃｏｌ⁃Ⅲ 蛋白表达都较正常对照组升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
图 ４）。
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注：（１）正常对照组；（２）ＳＨＲ 对照组；（３）ＳＨＲ 干预组。
ａ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与正常对照组比较；
ｂ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与 ＳＨＲ 对照组比较。

图 ２　 干预后组间大鼠心脏 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 表达量

Ｎｏｔｅ． （１）ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（２）ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；
（３）ＳＨＲ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． ａ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ
ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

注：（Ａ）Ｗｅｓｔｅｎ⁃ｂｏｌｔ 检测 ＡｎｇⅡ蛋白表达情况；
（Ｂ） 干预后组间大鼠心脏 ＡｎｇⅡ蛋白表达分析图。

（１） 正常对照组，（２） ＳＨＲ 对照组，（３） ＳＨＲ 干预组。
ａ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与正常对照组比较；
ｂ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与 ＳＨＲ 对照组比较。

图 ３　 干预后组间大鼠心脏 ＡｎｇⅡ蛋白表达量

Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＡｎｇⅡ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ；（Ｂ） ＡｎｇⅡｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ． （１）ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；
（２）ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（３）ＳＨＲ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．

ａ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；
ｂ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 ＡｎｇⅡｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｃａｒｄｉａｃ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

３　 讨论

高血压是冠心病的主要危险因素之一 长期的

高血压，心肌缺血会引起动脉硬化和心肌纤维化，

注：（Ａ） Ｗｅｓｔｅｎ⁃ｂｏｌｔ 检测 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３
蛋白表达情况；（Ｂ） 干预后组间大鼠心脏 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３

蛋白分析图。 （１）正常对照组，（２）ＳＨＲ 对照组，（３） ＳＨＲ 干预组。
ａ： Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与正常对照组比较；
ｂ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，与 ＳＨＲ 对照组比较。

图 ４　 干预后组间大鼠心脏 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ 蛋白表达量．
Ｎｏｔｅ： （Ａ） Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ；（Ｂ） ＡＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ． （１）ｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（２）ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；（３）ＳＨＲ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ．
ａ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；
ｂ：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＨＲ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｃａｒｄｉａｃ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

严重的影响了患者的生活质量［６］。 ｍｉＲＮＡ 为非编

码 ＲＮＡ，通过调节相关基因的表达，参与体内一系

列生理病理过程［７］。 已有研究证明，ｍｉＲＮＡ 与心肌

细胞的增殖分化密切相关［８］。 近年来，ｍｉＲＮＡ 在心

肌缺血和心肌重构发生中的作用引起高度重视。
Ｌｉｕ 等［９］科学家研究结果表明，ｍｉＲ⁃１９５ 与甲基

化的 ＣｐＧ 结合蛋白⁃１ 结合，负反馈调节心肌细胞的

纤维化过程。 此外，Ｚｈａｏ 等［１０］研究者报道 ｍｉＲ⁃９ 亦

能影响心肌细胞的增殖与分化，其作用靶点与 ＴＬＸ
密切相关。 研究新发现 ｍｉＲ⁃９７ａ 通过 ＴＬＸ 和周期

蛋白 Ｄ１ 调控心肌细胞增殖和分化［１１］。 然而，
ｍｉＲＮＡ 在心肌重构中的调节作用有待进一步研究。
本实验的设计是为了探讨 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 在心肌重构

中的影响，使之成为高血压、缺血性心脏病等疾病

的一个新的治疗靶点。
ＲＡＡＳ 在高血压致心肌纤维化的发病机制中倍

受关注。 研究显示，ＴＧＦ⁃β 是重要的致纤维化的细

胞因子，其中 ＴＧＦ⁃β１ 是作用最强的一种［１２］。 研究

显示，ＴＧＦ⁃β１ 在体内可明显减轻全身及局部炎症反

应。 其表达上调可促进心肌重构。 血管紧张素Ⅱ
（ＡｎｇⅡ）是生物活性最强的效应肽，ＡｎｇⅡ发挥作用

５５中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



的一个重要途径就是通过调节 ＴＧＦ⁃β１ 的表达［１３］。
ＡｎｇⅡ通过激活细胞内的 ＭＡＰＫ 家族而引起 ＴＧＦ⁃
β１ 等细胞因子分泌和细胞外基质（如 Ｃｏｌ⁃Ⅰ和 Ｃｏｌ⁃
Ⅲ）的表达增加［１４］。 本研究发现，卡托普利能有效

减轻心室肥大，抑制成纤维细胞增殖及细胞外基质

分泌增加，降低血压，逆转高血压所致的心血管重

构。 在本研究中，造模成功后的 ＳＨＲ 干预组，其血

压明显降低，ＨＥ 染色可见其心肌细胞数量增加，细
胞体积变小，细胞排列较有序，证实卡托普利干预

可以逆转高血压所致的心脏结构重构。
本研究结果显示， ＳＨＲ 在未进行干预的情况

下，其收缩压和舒张压显著升高，心肌细胞数量减

少，排列紊乱，细胞肥大，胞核变圆畸形，证实 ＳＨＲ
心脏存在典型的高血压心脏重构的特征性改变。
在本研究中，ＳＨＲ 对照组表达 Ｃｏｌ⁃Ⅰ ／ Ｃｏｌ⁃Ⅲ 等蛋白

表达均升高，与正常对照组大鼠相比，差异具有统

计学意义。 说明 ＡｎｇⅡ、ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３ 在 Ｃｏｌ⁃Ⅰ和

Ｃｏｌ⁃Ⅲ表达中起着正性的调节作用。 与 Ｄｕｉｓｔｅｒｓ
等［１４］研究结果相类似。

此外，本研究中未用药物干预的 ＳＨＲ 大鼠心脏

表达 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 也显著升高，并且达到了血压正常

的正常对照组大鼠心脏表达量的 ４ 倍以上，并显示

出与 ＡｎｇⅡ、ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｃｏｌ⁃Ⅰ和 Ｃｏｌ⁃Ⅲ 蛋白

表达同向性的特征，且 Ｋａｗａｎｏ ［１５］的研究显示，特异

高表达心脏 ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 可诱发心肌细胞肥大，结合

ＳＨＲ 大鼠与人类同样的高血压发生机制，我们可以

推测在高血压状态下，由于肾素⁃血管紧张素⁃醛固

酮系统的激活，激活一系列细胞因子，通过 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ 通路转导，使细胞外基质 Ｃｏｌ⁃Ⅰ和 Ｃｏｌ⁃Ⅲ大量

增生和过度积聚，最终造成心肌顺应性下降，发生

病理性重构［６］。
综上所述，本研究提示，卡托普利通过抑制

ｍｉＲＮＡ⁃１３７ 的表达而下调了 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路的

转导，最终抑制了 Ｃｏｌ⁃Ⅰ和 Ｃｏｌ⁃Ⅲ 蛋白的表达，进
而抑制了成纤维细胞增殖，抑制了 ＳＨＲ 大鼠的心脏

重构。 本研究将对高血压引起的心脏重构的发生

机制和治疗策略上提供新的研究方向，为 ｍｉＲＮＡ⁃
１３７ 作为心脏重构的治疗靶点提供实验基础和理论

依据，具有重要的临床意义［１７ － １８］。
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ｍｉＲ － １２６ 对急性心肌梗死大鼠心肌细胞凋亡的影响

高　 威，钟　 锋∗

（华中科技大学同济医学院附属普爱医院心胸外科，武汉　 ４３００３０）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃１２６ 对急性心肌梗死（ＡＭＩ）大鼠心肌细胞凋亡的影响。 方法　 通过冠状动脉左前

降支结扎大鼠建立 ＡＭＩ 模型，随机分为 ＡＭＩ 组、ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＮＣ）组及 ｍｉＲ⁃１２６ 组，其中 ＮＣ 组

及 ｍｉＲ⁃１２６ 组分别采用心肌组织局部注射慢病毒转染 ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ 及 ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ，另外假手术组采用冠

状动脉左前降支穿线不结扎。 记录大鼠心脏功能，ＴＣＣ 法及原位末端凋亡法（ＴＵＮＥＬ）检测心肌凋亡指数及梗死面

积，比色法检测天冬氨酸蛋白水解酶（Ｃａｓｐａｓｅ ３）及 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活性，Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 法检测 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２ 表达，同时 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 法检测 Ｆａｓ 及 Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与假手术组比较，ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组左室射血分数（ＬＶＥＦ）及左室长轴

缩短分数（ＦＳ）升高，左室舒张末期内径（ＬＶＤｄ）及左室收缩末期内径（ＬＶＤｓ）降低，心肌凋亡指数提高，心肌梗死面

积增大，Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活性上升，Ｂａｘ 蛋白表达量上调，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达量下调，Ｆａｓ 及 Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 水平上

升，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１２６ 组能扭转此变化，差异具有统计学意义（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ｍｉＲ⁃１２６ 能显著抑制 ＡＭＩ 大鼠心肌细胞凋亡，与调节细胞凋亡相关蛋白表达有关。

【关键词】 　 ｍｉＲ⁃１２６；急性心肌梗死（ＡＭＩ）；细胞凋亡

【中图分类号】 Ｒ⁃３３２　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１６）０７⁃００５７⁃０７
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９． ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１６􀆰 ０７􀆰 ０１０

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

ＧＡＯ Ｗｅｉ， ＺＨＯＮＧ Ｆｅｎｇ∗

（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｔｈｏｒａｃｉｓ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｐｕａｉ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｗｕｈａｎ ４３００３０，Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ （ＡＭＩ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＡＭＩ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｆｔ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ．
Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖｏｒｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３ ｇｒｏｕｐｓ：ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ， ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１２６ ｇｒｏｕｐ． ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１２６
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ． Ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｌｅｆｔ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｗｉｔｈｏｕｔ ｌｉｇａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒａｔｓ’ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ
ｉｎｆａｒｃｔ ｓｉｚｅ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＴＣＣ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｉｎ ｓｉｔｕ ｅｎｄ ｍｅｔｈｏｄ （ＴＵＮＥＬ）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ３ （Ｃａｓｐａｓｅ ３） ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ ８ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｂｃｌ⁃２， Ｂａｘ ｗａｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆａｓ ａｎｄ Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ （ＬＶＥＦ） ａｎｄ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｌｏｎｇ ａｘｉｓ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ
ｆｒａｃｔｉｏｎ （ＦＳ） ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ （ ＬＶＤｄ） ａｎｄ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ
（ＬＶＤｓ） ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ ３ ａｎｄ



Ｃａｓｐａｓｅ ８ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆａｓ ａｎｄ Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＡＭＩ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＭＩ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｍｉＲ⁃１２６ ｃｏｕｌｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ｍｉＲ⁃１２６ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＡＭＩ，
ｗｈｉｃｈ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＭｉＲ⁃１２６； Ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ （ＡＭＩ）； Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 急性心肌梗死 （ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，
ＡＭＩ）是临床常见冠心病的一种，主要表现为心肌极

度缺血，使得急性血栓从而导致了血管闭塞。 近年

来其发病率显著上升，目前因 ＡＭＩ 死亡人数占全球

死于心血管疾病中人数的一半，是危害人类死亡的

头号杀手［１］。 ＡＭＩ 起病急骤，病情变化迅速，在大

多数老年人中心肌梗死容易导致心肌重构，最终导

致心力衰竭。 目前研究显示，在心肌梗死早期，心
肌细胞凋亡在心梗后所引起的心室重构及心力衰

竭中起重要作用，通过阻断 ＡＭＩ 心肌梗死对于抑制

心梗后心肌损伤具有重要意义［２ － ４］。 ｍｉＲＮＡｓ 是一

类进化上高度保守的非编码小分子 ＲＮＡ，以往对其

研究主要集中于机体发育的调控及肿瘤形成中，近
些年研究陆续发现有数十种 ｍｉＲＮＡ 能特异性表达

于心肌细胞，并与心肌肥大，心肌重塑，心力衰竭，
心肌缺血再灌注，心肌梗死等心血管疾病过程密切

相关［５ － ６］。 如 Ｆｉｃｈｔｌｓｃｈｅｒｅｒ 等［７］发现 ＡＭＩ 患者心肌

来源 ｍｉＲＮＡｓ 中包括 ｍｉＲ⁃１２６ 表达量下调，此观点

也陆续被 Ｌｏｎｇ 等［８］，Ｈｓｕ 等［９］证实。 上述报道说明

ｍｉＲ⁃１２６ 在 ＡＭＩ 患者中低表达，并与 ＡＭＩ 的发生发

展密切相关。 此外研究也表明 ｍｉＲ⁃１２６ 是一种内皮

特异性 ｍｉＲＮＡ，在内皮细胞中表达丰富，同时过表

达的 ｍｉＲ⁃１２６ 对于 ＡＭＩ 动物的血管再生具有显著

促进作用，从而修复心肌梗死损伤［１０ － １１］。 而过表达

ｍｉＲ⁃１２６ 是否可以通过抑制心肌细胞凋亡从而抑制

心肌细胞凋亡尚未见报道，因而本实验通过构建

ＡＭＩ 大鼠心肌模型，并通过慢病毒转染局部心肌组

织注射 ｍｉＲ⁃１２６，从而探讨 ｍｉＲ⁃１２６ 过表达对于

ＡＭＩ 大鼠心肌细胞凋亡的作用及相关机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＤ 清洁级雄性大鼠 ５２ 只，２ 月龄，体重（１８０ ～
２２０）ｇ，购于上海斯莱克实验动物有限责任公司

［ＳＣＸＫ（沪）２０１２ － ０００２］。 所有大鼠均在华中科技

大学同济医学院［ＳＹＸＫ（鄂）２０１３—００４４］的清洁环

境下饲养观察，室内温度控制在（２１ ～ ２５） °Ｃ，大鼠

自由饮食和摄水。 并按实验动物 ３Ｒ 原则给予人道

的关怀。
１􀆰 ２　 试剂及仪器

兔抗 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２ 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国

Ｅｐｔｉｍｉｃｓ 公司；Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活性检测试剂

盒，ＢＣＡ 试剂盒购，小鼠抗 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体自碧

云天生物技术有限公司；ＴＵＮＥＬ 检测试剂盒购自武

汉博士德生物技术有限公司；ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ 及

ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣ）由广州市锐博

生物科技有限公司订购合成。 迷你双垂直电泳仪，
迷你转印电泳仪，ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ 凝胶成像系统

购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；ＰＨＩＬＩＰＳ ＡＴＬ⁃ＨＤＩ５０００ 多普

勒心脏彩超仪购自美国 ＡＴＬ 公司； Ｔｅｃａｎ Ｉｎｆｉｎｉｔｅ
Ｆ２００ ／ Ｍ２００ 型多功能酶标仪购自瑞士 ＴＥＣＡＮ 集团

公司。
１􀆰 ３　 ＡＭＩ 模型建立与分组给药［３， １２］

４０ 只大鼠腹腔注射 １０％水合氯醛麻醉，剔除大

鼠颈部和胸部毛发并碘伏消毒颈部皮肤，做切口 １
ｃｍ，暴露颈部气管，连接呼吸机。 调整呼吸机参数

为呼吸频率为 １２０ 次 ／ ｍｉｎ，潮气量为 ７ ～ ８ ｍＬ，呼吸

时间比为 １ ∶ ２。 胸部皮肤碘伏消毒后，以胸部左侧

第 ４ 根肋骨为手术切口，逐层剥离皮肤，使心脏充分

暴露，在左心耳与肺动脉圆锥之间找到冠状动脉左

前降支，并结扎，当观察到心电图记录仪上 ＳＴ 段背

向上抬高，心律较为缓慢，同时左心室变白，说明

ＡＭＩ 制作成功，最终 ＡＭＩ 制作成功并存活大鼠 ３６
只，即随机分为 ＡＭＩ 组，ＮＣ 组，ｍｉＲ⁃１２６ 组，每组 １２
只。 而假手术组冠状动脉左前降支仅仅穿线但不

结扎（１２ 只）。 其中 ＮＣ 组：携带 ＧＦＰ 的慢病毒空载

体（ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ）以 ４ × １０７ 病毒数量进行心

肌组织局部注射转染，ｍｉＲ⁃１２６ 组：携带 ｍｉＲ⁃１２６
ｍｉｍｉｃｓ 慢病毒以 ４ × １０７ 病毒数量进行心肌组织局

部注射转染，而 ＡＭＩ 组与假手术组每天给予等量生

理盐水。 于第 ７ 天处死大鼠，并将心肌组织置于 －
８０℃冰箱待测。
１􀆰 ４　 心脏功能检测

大鼠治疗 ２ 周后，腹腔注射 １０％ 水合氯醛进行

８５ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



麻醉，进而对大鼠行心脏彩超检查，并记录相关指

标：左室射血分数 （ ＬＶＥＦ），左室长轴缩短分数

（ＦＳ），左室舒张末期内径（ＬＶＤｄ），左室收缩末期内

径（ＬＶＤｓ）。
１􀆰 ５　 心肌梗死面积的测量

沿着心脏横轴方向在心尖到结扎点间进行切

片，每片 １ ｍｍ，后经 １％ ＴＣＣ 进行染色，正常心肌染

成红色，ＡＭＩ 导致的缺血心肌染成白色。 拍照后经

ＩＭＡＧＥ ＰＲＯ 图像分析，并计算得到心肌梗死面积占

左心室的百分数。
１􀆰 ６　 ＴＵＮＥＬ 法检测心肌细胞凋亡

采用 ＴＵＮＥＬ 试剂盒检测心肌组织凋亡，严格按

照试剂盒说明书进行操作，在 ２００ 倍光镜下随机选

取 ５ 个视野进行观察，阳性细胞被染成棕黄色，凋亡

细胞数与总细胞数的比值，并以百分比记做细胞凋

亡指数。
１􀆰 ７　 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ９ 活性检测

按照 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ９ 活性检测试剂盒说

明书进行操作，于酶标仪 ４０５ ｎｍ 处检测 Ｃａｓｐａｓｅ
活性。
１􀆰 ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测心肌组织中 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达　

取各组心肌标本，用匀浆器处理后，加入适量

的 ＲＩＰＡ 裂解液裂解，获得总蛋白。 采用 ＢＣＡ 试剂

盒测定蛋白浓度。 蛋白变性，上样，进行 ＳＤＳ 凝胶

电泳，后湿法转膜。 在一抗溶液（Ｂｃｌ⁃２ 及 Ｂａｘ，稀释

浓度为 １∶ １００）４℃过夜孵育；次日二抗溶液中室温

孵育 １ ～ ２ ｈ。 滴加曝光液，在凝胶成像系统中曝光。
用“Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ”软件统计各抗体条带灰度值。
１􀆰 ９　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测检测心肌组织中 Ｆａｓ 及 Ｆａｓ⁃Ｌ
ｍＲＮＡ 表达

参考 ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒说明书提取心肌组织中总

ＲＮＡ，接着紫外分光光度计检测 ＲＮＡ 纯度。 进一步

采用一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒将 ＲＮＡ 逆转录成

ｃＤＮＡ，并扩增，扩增产物用于 ２％的琼脂糖胶电泳。
反应体系为：变性 ９５℃，１５ ｓ，退火 ６０℃，２０ ｓ，延伸

７０℃，６０ ｓ，共 ３６ 个循环。 引物如下。 ｍｉＲ⁃１２６ 上游

引物：５’⁃ ＧＧＣＴＴＣＧＴＡＣＣＧＴＧＡＧＴＡＡＴ⁃３’，下游引

物：５’⁃ ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ⁃３’，长度 １４５ ｂｐ，Ｆａｓ
上游引物：５’⁃ ＧＴＧＡＡＡＣＣＧＡＣＡＡＣ ＡＡＣＴＧＣＴ⁃３’，
下游引物：５’⁃ ＣＡＡＧＧＣＴＣＡＡＧＧ ＡＴＧＴＣＴＴＣＡ⁃３’，
长度 ３４９ ｂｐ； Ｆａｓ⁃Ｌ 上游引物：５’⁃ ＡＴＡＧＡＧＣＴＧＴＧ
ＧＣＴＡＣＣＧＧＴ⁃３’，下游引物：５’⁃ ＣＴＣＣＡＧＡＧＡＴＣＡ

ＡＡＧＣＡＧＴＴＣＣ⁃３’， 长度 ２８５ ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 上游引物：
５’⁃ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧ ＣＡＣＡＴＡＴＡＣ ＴＡＡＡＡＴ⁃３’，下游

引物：５’⁃ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧ ＣＧＴＧＴＣＡＴ⁃３’，长度

３１４ ｂｐ（基因由上海生工生物工程有限公司合成）。
１􀆰 １０　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件进行分析，实验数据以

均数 ±标准差（ ｘ－ ± ｓ ）表示，组间比较采用 ｔ 检验，
以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 代表差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠心肌组织中 ｍｉＲ⁃１２６ 的表达

与假手术组比较，ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组中 ｍｉＲ⁃１２６
表达量显著降低，差异均具有统计学意义 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１２６ 组中 ｍｉＲ⁃
１２６ 表达量显著提高，差异具有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见图 １。

注：与假手术组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；

与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠心肌组织中 ｍｉＲ⁃１２６ 的表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心脏功能的影响

与假手术组比较，ＡＭＩ 及 ＮＣ 组中 ＬＶＥＦ 及 ＦＳ
明显降低，ＬＶＤｄ 及 ＬＶＤｓ 明显提高，差异均具有统

计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，
ｍｉＲ⁃１２６ 组中 ＬＶＥＦ 及 ＦＳ 明显提高，ＬＶＤｄ 及 ＬＶＤｓ
明显降低，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见

表 １。
２􀆰 ３　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌凋亡指数及梗死面

积的影响

与假手术组比较，ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组中心肌凋亡

指数提高，梗死面积增加，差异均具有统计学意义

９５中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１２６ 组中

心肌凋亡指数显著降低，梗死面积减少，差异均具

有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图 ２，表 ２。

表 １　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心脏功能的影响
Ｔａｂ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｏｎ ｈｅａｒｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＡＭＩ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

左室射血分数（％ ）
ＬＶＥＦ（％ ）

左室长轴缩短分数（％ ）
ＦＳ（％ ）

左室舒张末期内（ｍｍ）
ＬＶＤｄ（ｍｍ）

左室收缩末期内径（ｍｍ）
ＬＶＤｓ（ｍｍ）

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ７８􀆰 ６８ ± ７􀆰 ８７ ４８􀆰 ２８ ± ４􀆰 ８３ ４􀆰 ８８ ± ０􀆰 ４５ ２􀆰 ５８ ± ０􀆰 ２６

ＡＭＩ 组
ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ３９􀆰 ９７ ± ３􀆰 ９５∗∗ ２７􀆰 ４４ ± ２􀆰 ７４∗∗ ６􀆰 ９７ ± ０􀆰 ７０∗∗ ５􀆰 ７４ ± ０􀆰 ５７∗∗

ＮＣ 组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ４０􀆰 ０２ ± ３􀆰 ９８∗∗ ２７􀆰 ４３ ± ２􀆰 ７２∗∗ ６􀆰 ９５ ± ０􀆰 ６９∗∗ ５􀆰 ７６ ± ０􀆰 ５８∗∗

ｍｉＲ⁃１２６ 组
ｍｉＲ⁃１２６ ｇｒｏｕｐ ６５􀆰 ７３ ± ６􀆰 ５７＃＃ ３９􀆰 ９９ ± ４􀆰 ００＃＃ ５􀆰 ４７ ± ０􀆰 ５５＃＃ ３􀆰 １８ ± ０􀆰 ２９＃＃

注：与假手术组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ２　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌凋亡指数及梗死面积的影响（ × ２０）
Ｔａｂ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＡＭＩ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凋亡指数（％ ）
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ （％ ）

梗死面积（％ ）
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ （％ ）

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ３７ ± ０􀆰 ２４ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

ＡＭＩ 组
ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ３５􀆰 ３９ ± ３􀆰 ３５∗∗ ３０􀆰 ３６ ± ３􀆰 ３１∗∗

ＮＣ 组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ３５􀆰 ３８ ± ３􀆰 ３６∗∗ ３０􀆰 ３８ ± ３􀆰 ２８∗∗

ｍｉＲ⁃１２６ 组
ｍｉＲ⁃１２６ ｇｒｏｕｐ １４􀆰 ６３ ± １􀆰 ６７＃＃ ２０􀆰 ４３ ± ２􀆰 ４３＃＃

注：与假手术组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ４　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌组织中 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃
２ 蛋白表达量的影响

与假手术组比较，ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组中心肌组织

中 Ｂａｘ 表达量上调，Ｂｃｌ⁃２ 表达量下调，差异均具有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，
ｍｉＲ⁃１２６ 组心肌组织中 Ｂａｘ 表达量下调，Ｂｃｌ⁃２ 表达

量上调，见图 ３。
２􀆰 ５　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌组织中 Ｆａｓ 及 Ｆａｓ⁃
Ｌ ｍＲＮＡ 水平的影响

与假手术组比较，ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组中心肌组织

中 Ｆａｓ 及 Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 水平提高，差异均具有统计学

意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃１２６
组心肌组织中 Ｆａｓ 及 Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 水平降低，差异均

具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见图 ４。
２􀆰 ６　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌组织中 Ｃａｓｐａｓｅ ３
及 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活性的影响

与假手术组比较，ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组中心肌组织

中 Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ８活性提高 ，差异均具有统
表 ３　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌组织中 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活性的影响

Ｔａｂ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ ９ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＡＭＩ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｃａｓｐａｓｅ ３ （Ｕ ／ ｍｇ） Ｃａｓｐａｓｅ ８ （Ｕ ／ ｍｇ）
假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ０８ １􀆰 ７５ ± ０􀆰 １８

ＡＭＩ 组
ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ４６ ± ０􀆰 ７５∗∗ ５􀆰 ３９ ± ０􀆰 ５４∗∗

ＮＣ 组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ４５ ± ０􀆰 ７４∗∗ ５􀆰 ３８ ± ０􀆰 ５１∗∗

ｍｉＲ⁃１２６ 组
ｍｉＲ⁃１２６ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ６３ ± ３􀆰 ３６＃＃ ２􀆰 ６５ ± ０􀆰 ２６＃＃

注：与假手术组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

０６ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



注：（Ａ）假手术组；（Ｂ）ＡＭＩ 组；（Ｃ）ＮＣ 组；（Ｄ）ｍｉＲ⁃１２６ 组。

图 ２　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌凋亡指数及梗死面积的影响（ × ２０）
Ｎｏｔｅ． （Ａ）ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ；（Ｂ）ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ；（Ｃ）ＮＣ ｇｒｏｕｐ；（Ｄ）ｍｉＲ⁃１２６ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＡＭＩ（ × ２０）

注：（Ａ）Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达图谱；
（Ｂ）Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达分析图。

与假手术组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；

与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌组织中 Ｂａｘ 及

Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达量的影响

Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ；
（Ｂ）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ
Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＡＭＩ

注：（Ａ）Ｆａｓ 及 Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 表达图谱；
（Ｂ）Ｆａｓ 及 Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 表达分析图。

与假手术组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；

与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 ｍｉＲ⁃１２６ 对 ＡＭＩ 大鼠心肌组织中 Ｆａｓ 及
Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｆａｓ ａｎｄ Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ；
（Ｂ）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆａｓ ａｎｄ Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１２６ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆａｓ ａｎｄ
Ｆａｓ⁃Ｌ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＡＭＩ

计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ；与 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组比较，
ｍｉＲ⁃１２６ 组心肌组织中 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活

性降低，差异均具有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ） 。
见表 ３。

３　 讨论

ｍｉＲＮＡｓ 是一类长度约为 １８ ～ ２５ ｎｔ 高度保守

的小 ＲＮＡ，能结合于其靶基因 ３’⁃ＵＴＲ 区域，进而抑

１６中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



制靶基因的翻译，从而参与细胞生长，增值，分化与

凋亡的调控。 近些年研究发现 ｍｉＲＮＡｓ 与心肌梗

死，心力衰竭，心脏重构，心肌缺血再灌注等心血管

疾病的发生发展密切相关。 ｍｉＲ⁃１２６ 不仅是心肌特

异性 ｍｉＲＮＡ，也广泛表达于肺脏、心脏及肝脏等血

管高度丰富的组织中［１１］。 Ｈｓｕ 等［９］证实 ＳＴ 段抬高

性心肌梗死患者血清中有 １２ 个 ｍｉＲＮＡ 表达量上

调，１３ 个 ｍｉＲＮＡ 表达量下调，其中包括 ｍｉＲ⁃１２６，
ｍｉＲ⁃２６ａ，ｍｉＲ⁃１９１ 等 ｍｉＲＮＡ。 Ｌｏｎｇ 等［８］采用 ＥＬＩＳＡ
法也证实 ＡＭＩ 患者血清中 ｍｉＲ⁃１２６ 表达量下调。
Ｆｉｃｈｔｌｓｃｈｅｒｅｒ 等［７］ 发现 ＡＭＩ 患者心肌来源 ｍｉＲＮＡｓ
中包括 ｍｉＲ⁃１２６ 表达量下调。 上述研究充分说明了

ｍｉＲ⁃１２６ 在 ＡＭＩ 患者中低表达，并与 ＡＭＩ 的发生发

展密切相关。 此外 Ｈｕａｎｇ 等［１０］ 发现过表达 ｍｉＲ⁃
１２６ 的骨髓干细胞能恢复 ＡＭＩ 雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

心肌梗死血流，增加微血管密度，促进未成熟血管增

生。 Ｗａｎｇ 等［１３］研究表明过表达 ｍｉＲ⁃１２６ 能通过提

高 ＶＥＧＦ 等血管生长因子表达，抑制 Ｓｐｒｅｄ⁃１ 表达而

促进血管生成，若敲除 ｍｉＲ⁃１２６ 基因，新生小鼠血管

增生及迁移受到限制。 进而说明了 ｍｉＲ⁃１２６ 对于

ＡＭＩ 动物心肌梗死具有修复作用，不过是通过促进

血管增生。 而心肌细胞凋亡对于心梗后心肌重塑，
心肌重构及心力衰竭等病理生理过程具有重要作

用，因此本研究将探讨过表达 ｍｉＲ⁃１２６ 对于 ＡＭＩ 大
鼠心肌细胞凋亡的影响及具体机制。

所以，本研究在此基础上，首先采用冠状动脉左

前降支结扎构建 ＡＭＩ 模型，通过检测大鼠心肌功

能，证实有 ３６ 只 ＡＭＩ 大鼠构建成功并存活，成功率

达 ９０％ 。 接着通过参考相关文献及预实验［３， １０］，通
过心肌组织局部注射慢病毒转染 ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ 及 ｍｉＲ⁃１２６ ｍｉｍｉｃｓ，结果发现 ＡＭＩ 组及 ＮＣ 组心

肌组织中 ｍｉＲ⁃１２６ 表达量显著低于假手术组，与李

国达等［１４］研究结果一致，而 ｍｉＲ⁃１２６ 组较 ＡＭＩ 组及

ＮＣ 组心肌组织中 ｍｉＲ⁃１２６ 表达量上调。 所以本研

究接下来探讨过表达 ｍｉＲ⁃１２６ 对于 ＡＭＩ 心肌细胞

凋亡的影响，首先通过检测心脏功能 ｍｉＲ⁃１２６ 对

ＡＭＩ 大鼠心肌功能的改善作用，结果表明过表达

ｍｉＲ⁃１２６ 能显著提高 ＬＶＥＦ 及 ＦＳ，降低 ＬＶＤｄ 及

ＬＶＤｓ，从而说明 ｍｉＲ⁃１２６ 能通过改善大鼠心脏功

能，进而抑制 ＡＭＩ 损伤。 接着通过 ＴＵＮＥＬ 法及

ＴＣＣ 法检测心肌凋亡指数及心肌梗死面积，结果表

明过表达 ｍｉＲ⁃１２６ 能显著的降低 ＡＭＩ 大鼠心肌凋

亡指数及心肌梗死面积，说明过表达 ｍｉＲ⁃１２６ 能通

过抵抗心肌细胞凋亡从而抑制大鼠 ＡＭＩ 损伤。
细胞凋亡是一类由基因控制的程序性死亡方

式，主要由内源性途径及外源性途径介导，其中外源

性途径由细胞表面死亡受体 Ｆａｓ 所介导，Ｆａｓ ／ Ｆａｓ⁃Ｌ
系统能直接启动凋亡信号，进而结合于 Ｆａｓ 相关死

亡区域（ＦＡＤＤ），使 ＦＡＤＤ 激活，并与 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 激

活，进而介导 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应，最终将凋亡信号传

递给凋亡执行者 Ｃａｓｐａｓｅ ３，从而使 ＤＮＡ 降解断裂，
细胞凋亡。 研究已经证实 ＡＭＩ 大鼠心肌组织中凋

亡指数提高的同时伴随着 Ｆａｓ 及 Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 水平

及蛋白表达量显著上调［２， ８］。 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ
８ 在 ＡＭＩ 大鼠心肌梗死区活性或蛋白表达量显著提

高，当抑制 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活性或下调其表

达都能使心肌细胞凋亡受到抑制［１５ － １６］。 所以本研

究通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 及比色法分别检测了 ＡＭＩ 大鼠心

肌组织中 Ｆａｓ、 Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 水平及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及

Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活性，结果表明 ＡＭＩ 组心肌组织中 Ｆａｓ、
Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 水平及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活性显

著提高，而 ｍｉＲ⁃１２６ 组 Ｆａｓ、 Ｆａｓ⁃Ｌ ｍＲＮＡ 水平及

Ｃａｓｐａｓｅ ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 活性显著降低，说明过表达

ｍｉＲ⁃１２６ 能通过 Ｆａｓ ／ Ｆａｓ⁃Ｌ 介导的信号途径从而抑

制心肌细胞凋亡。 而细胞凋亡还受 Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白

的调控，抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 能与促凋亡蛋白 Ｂａｘ 结

合形成异二聚体，或者 Ｂａｘ 自身形成寡聚体，从而将

凋亡信号传递给 Ｃａｓｐａｓｅ ３，使其发挥凋亡执行作

用。 研究表明 ＡＭＩ 大鼠心肌组织中 Ｂａｘ 表达量上

调，而 Ｂｃｌ⁃２ 表达量下调，通过遏制此变化，能显著

的抑制心肌细胞凋亡［１５ － １６］。 所以本研究继续探讨

各组心肌组织中 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ⁃２ 表达，结果表明过表

达 ｍｉＲ⁃１２６ 能上调 Ｂｃｌ⁃２ 表达，下调 Ｂａｘ 表达，从而

抑制心肌细胞凋亡。
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一种用于观察小鼠后足趾类实验固定装置的研制
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　 　 【摘要】 　 设计研制应用于观察小鼠后足趾类实验固定器，如发汗、止汗等实验研究，为其提供安全、方便、便
于操作的实验工具。
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　 　 小鼠是一种医学研究常用的实验动物，亦是医

学生理学、病理学、病理生理学等学科实验的常用

动物。 小鼠体型较小，但生性活泼，因此在抓取小

鼠时要谨慎，既不能粗暴，以免其受伤，又要稳和

准，否则容易被其咬伤。 在实验研究中，我们常常

运用一些辅助工具来固定小鼠，以保证实验的正常

进行同时能保护实验者自身安全。 固定器的制作

及应用有一些研究报道，但一般多用于断尾取血、
尾静脉注射、尾静脉取血、肌肉注射、辐射实验等实

验研究［１ － ６］，而适用于观察后足趾类实验的固定器

尚未见报道。 本文根据以往制作大、小鼠固定装置

的优缺点以及相关实验要求，选用铜片、铝块、革布

等材料，制成适用于后足趾类实验的特制小鼠固

定器。

１　 材料

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性昆明小鼠购自辽宁长生生物技术有

限公司 ［ＳＣＸＫ（辽）２０１０ － ０００１］，体重（１８ ～ ２２）ｇ。
实验动物饲养于辽宁中医药大学实验动物中心

［ＳＹＸＫ（辽） ２０１３ － ０００９］。 并按实验动物使用的

３Ｒ 原则给予人道的关怀。
１􀆰 ２　 制作材料和工具

铜片（长 １０􀆰 ０ ｃｍ、宽 ９􀆰 ５ ｃｍ 和厚 ０􀆰 １ ｃｍ）；铝
块（长 ３􀆰 ０ ｃｍ、宽 ２􀆰 ５ ｃｍ 和高 １􀆰 ０ ｃｍ）；铝片（长
１０􀆰 ０ ｃｍ、宽 １􀆰 ０ ｃｍ 和厚 ０􀆰 １ ｃｍ）；铆钉；细铁丝；革
布；剪刀；夹子（均购于大连开发区新玛特超市）。



２　 方法

２􀆰 １　 制作要求

发汗、止汗实验是观察小鼠汗液分泌的后足趾

类实验，常用方法是着色法。 因小鼠的小汗腺仅分

布于足底，也就是在小鼠足跖部肉垫上有汗腺分

布，其汗液分泌的多少，可利用碘与淀粉遇汗液产

生紫色反应的原理，观察汗液分泌的变化。 这需要

观察后足趾且需维持一段时间，因此对于固定器有

一定要求。 具体要求如下：其规格、构形，应依动物

大小和形态而定，尺寸可调；防止动物转身、逃逸，
固定要严密；后足趾需暴露在外；固定器需四周透

气，避免固定时间过长导致小鼠大量出汗对实验结

果造成影响；坚固耐用，性能可靠。
２􀆰 ２　 制作方法

步骤一：在长方形铜片上面，依据铜片大小打

数排大小以 ０􀆰 ３ ｃｍ 为直径的小圆孔。 步骤二：取长

８􀆰 ５ ｃｍ、宽 ５􀆰 ５ ｃｍ 的革，用剪刀剪成如图 １ 所示，并
剪两孔。 步骤三：用铆钉将剪好的革布固定在铜片

边沿 １􀆰 ５ ｃｍ 左右。 步骤四：按设计图 ２，在打好孔

的长方形铜片中心处用铆钉将其固定在铝块上面，
再将其弯曲成圆柱状。 在圆柱中间，用铝片将铜圆

柱固定大小，再按上调节装置（如图 ３），以调节固定

装置的大小。

图 １　 革布制作比例图

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｍａｐ ｏｆ ｃｌｏｔｈ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

图 ２　 固定器制作模型比例图

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｍａｐ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｆｉｘｔｕｒｅ ｄｅｖｉｃｅ

图 ３　 固定器成品图

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｍａｐ ｏｆ ｆｉｎｉｓｈｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｆｉｘｔｕｒｅ ｄｅｖｉｃｅ

图 ４　 固定器使用示意图

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｕｓｉｎｇ ｆｉｘｔｕｒｅ ｄｅｖｉｃｅ

２􀆰 ３　 使用方法

制作好的固定器平放在实验台上。 抓住小鼠

尾部，让其头处于固定器末端，利用小鼠喜钻洞的

特性，钻入固定器内（有个别不愿钻入者可用镊子

将其引导入内）；待小鼠进去之后，调节固定阀将小

鼠固定圆筒内，再用革布封住，然后轻轻将小鼠两

后肢，从两小孔拽出革外，再依据小鼠的身长在前

端放置一带孔的瓶盖，用细铁丝固定，以防止小鼠

从前端逃窜；最后用夹子将革布夹住从而固定小

鼠，并可调节松紧度（如图 ４ 所示）。 对于尾静脉注

射、肌肉注射等使用方法同发汗、止汗实验使用

方法。

３　 讨论

目前市面也一些固定装置销售，与田顺亮、刘
保新、刘辉、金永柱等［１，２ ，４，５］人设计制作了适用于大

鼠或小鼠断尾取血、尾静脉注射、尾静脉取血、肌肉

注射等实验的固定装置相比，用途和构造基本相

５６中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



同；自制固定装置多以塑料瓶设计制作，虽简易、价
廉，但易损坏，使用寿命短；市售固定装置采用有机

玻璃或不锈钢材质制作，虽不易损坏，但固定装置

四周不能透气，对动物伤害较大，不能较长时间固

定动物。 同时笔者发现以往研究报道的固定装置

均不适用于发汗、止汗实验研究中小鼠的固定，虽
然，王艳宏等［７］人通过自制小鼠固定装置固定小鼠

研究了麻黄的发汗作用，但尚未对小鼠固定装置作

相关报道。
笔者研发的用于观察后足趾类实验的小鼠固

定器克服了现有固定装置的不足，同时也适用于尾

静脉注射、断尾取血等实验操作，具有以下突出的

优点：（１）材质为铜片，不易损坏；（２）固定器四周透

气，不会因为固定时间太长易导致其出汗过多影响

实验结果；（３）固定时不易对实验者或动物造成伤

害；（４）使用方便；（５）固定装置结构简单，利于生

产、易于推广，且所有材料均可清洗消毒处理，方便

重复使用。 本实验室首次设计制作适用于观察后

足趾类发汗、止汗实验等实验操作的固定器，为实

验者提供简单、安全、携带实验工具。
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　 　 【摘要】 　 行进行为（ ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ）是大鼠基本且重要的运动方式，可反映诸多实验模型动物的运动行为

（ｍｏｔｉｏｎ）表现与特征，制订大鼠行进行为评价方法与标准对于运动功能障碍程度评级和康复治疗效果评分具有重

要的临床意义。 本文通过文献查阅的方法，对近年来大鼠行进行为的评价方法及典型应用的研究现状进行综合分

析与评述，以期为相关研究者提供必要的参考。
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　 　 大鼠是生命科学研究中最常用的模型生物之

一，大鼠的运动行为（ｍｏｔｉｏｎ）主要包括行进、姿势维

持、理毛、抓握、探索等。 行进行为（ ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ，又译

为“移动行为”）是运动行为的一种表现形式，特指

从此处到达彼处的动作［１］，需要感觉系统和运动系

统高度协调，大脑皮层、基底神经节、小脑等中枢和

各种姿势反射共同参与才能完成［２］。 该行为作为

一种评价指标被广泛用于中枢神经损伤、神经退行

性疾 病、 运 动 性 疲 劳 程 度 的 判 断 等 众 多 研 究

领域［３ － ６］。

１　 大鼠行进行为的评价

大鼠在行进过程中，依靠四肢支撑起身体的重

量，按照固定的步序模式进行运动，并随时根据外

部环境调整步态来获得较好的落地位置，以便使重

心投影恰好落在移动支撑点上以保持身体稳定。
因此，四肢肌肉力量、步态控制能力、肢体协调能

力、平衡能力等对完成行进行为非常重要［７］。 大鼠



行进行为的评价方法正是基于上述诸方面的相关

因素来设计与建立的，常用的方法有：运动评价量

表、运动学测量、动力学测量、肌电信号测量、运动

任务设计等几类。
１􀆰 １　 运动评价量表

目前用于评价大鼠行进行为的量表较多，分类

细致、功能各异［８］，其中 Ｔａｒｌｏｖ 量表和 ＢＢＢ 量表应

用最为广泛，主要是用于评价脊髓损伤后动物的运

动功能。 Ｔａｒｌｏｖ 量表始于上世纪 ５０ 年代并沿用至

今，内容主要包括关节活动度、能否行走、跑步

等［９］，适合于灵长类哺乳动物的运动行为评价，对
于啮齿类动物的适用度较低。 之后有人对该量表

进行了改良，改良后的 Ｔａｒｌｏｖ 量表评价内容更加细

化，评价标准分为 ６ 个等级，即：０ 级，后肢无活动，
不能负重；１ 级，后肢可见活动，但不能负重；２ 级，后
肢活动频繁或有力，不能负重；３ 级，后肢可支持体

重，能走 １ ～ ２ 步；４ 级，可行走，仅有轻度障碍；５ 级，
行走正常［１０］。 ＢＢＢ 量表是一种可用于大鼠综合运

动功能评价的量表，由 Ｂａｓｓｏｎ、Ｂｅａｔｔｌｅ 和 Ｂｒｅｓｎａｈａｎ
三人于 １９９５ 年制定，主要内容涉及能活动的关节数

目及其活动程度、能否支持体重、前后肢协调性、四
肢活动情况、尾部位置和躯干稳定程度等［１１］，共分

为 ２２ 个等级。 随着计算机科学的发展，现已开发出

专门的软件用来协助收集和计算 ＢＢＢ 量表的数据，
使实验数据的处理与分析过程更加简便准确［１２］。
相对于 ＢＢＢ 量表而言，Ｔａｒｌｏｖ 量表具有分级少、评分

标准简洁等优点，但在进行损伤恢复程度的评价时

不能很好体现恢复的渐进性。
除上述量表外，还有联合行为评分量表（ＣＢＳ）、

均值结合量表（ＡＣＯＳ） 以及前肢运动量表 （ ＦＬＳ）
等 ［１３ － １５］。 总体来讲，运动量表的优点是所需时间

短、测量仪器简单且能评价大鼠从损伤状态恢复到

正常状态的绝大部分行进行为等级［１６］；缺点是只能

对大鼠行进行为作半定量描述。 鉴于各类损伤对

行进行为的影响存在较大的差异性，为弥补单一量

表存在评价结果精确度偏低的不足［１７］，建议将多种

评分方法联合使用提高评价的准确性［１８］。 此外，为
了避免用眼睛观察容易忽略大鼠一些细微的行为

变化以及实验人员观察对大鼠产生“二次应激”，在
使用量表来评价行进行为时可先使用录像设备记

录，再通过观看视频进行评分。
１􀆰 ２　 运动学测量

运动学测量是通过研究动物运动时的空间位

置变化来描述动物行进行为特征的，其本质是对动

物行进行为的定量和详细描述。 该方法是大鼠行

进行为评价中常用且非常重要的研究手段之一，测
量的主要参数包括：步态和肢体、躯干、肢段的距离

与角度等［１９］。 步态是构成大鼠行进行为的基本要

素，步态指标多种多样，主要分为时间特征指标、空
间特征指标以及时空特征指标；其中时间特征指标

包括步态周期（ ｇａｉｔ ｃｙｃｌｅ）、支撑相（ ｓｔａｎｃｅ ｐｈａｓｅ）、
摆动相（ ｓｗｉｎｇ ｐｈａｓｅ）以及支撑系数（ ｄｕｔｙ ｆａｃｔｏｒ）。
步态周期意指大鼠同一只脚爪连续两次触地的时

间过程。 根据脚爪在步行时的位置可分为支撑相

和摆动相［２０］。 支撑相指单只脚爪在一个步态周期

中与地面接触的持续时间；摆动相指单只脚爪在一

个步态周期中离开地面的持续时间；支撑系数是指

支撑相与步态周期之比，此值的增大或减小都表明

存在步态代偿的情况。 例如在单侧代偿的情况下，
患侧肢体的支撑系数减小，对侧肢体的支撑系数增

大（如跛行步态）；在双侧代偿的情况下，两侧肢体

的支撑系数均增大（如拖行步态）；跛行和拖行步态

都能减小患肢承受的压力［２１］。 正常情况下，大鼠后

肢的支撑相占步态周期的 ６５％ ，前肢的支撑相占步

态周期的 ６０％ （见图 １）。 空间特征指标包括步幅

（ｓｔｒｉｄｅ ｌｅｎｇｔｈ ）、 步长 （ ｓｔｅｐ ｌｅｎｇｔｈ ） 和 步 宽 （ ｓｔｅｐ
ｗｉｄｔｈ）。 其中步幅为一脚爪着地至同一脚爪再次着

地的距离；步长为一脚爪着地至对侧脚爪着地的距

离；步宽指两脚爪中心点或重力点之间的水平距

离［２２］。 步幅与步长两者极易混淆，研究者要注意区

别。 步速是步态最重要的时空特征指标，它是影响

步态周期的重要参数［２３］。 大鼠在行进时随着步速

增加，步态周期缩短，摆动相的时间基本不变，而支

撑相的时间明显缩短，支撑相时间的改变又会对施

于地面力和力的作用时间造成相应的影响［２４ － ２５］。
根据大鼠行进步速的不同，可将其基本步态分为行

走（ｗａｌｋｉｎｇ）、慢跑（ ｔｒｏｔｔｉｎｇ）和奔跑（ ｇａｌｌｏｐｉｎｇ）三种

形式。
最早人们是通过拍照的方式来进行步态测量，

随着计算机、摄像、传感和多媒体同步技术的发展，
录像法已成为运动学测量最常用的手段之一［２６］。
当大鼠在地面上行进时，摄像机可放置在大鼠的侧

面、后面或利用透明地面提供腹侧观，以便能清楚

地观察大鼠落脚的位置［２７ － ２８］，并通过对视频进行

逐帧分析获得步态参数（见图 ２）。 在对某些运动参

数（如距离等）进行测定时，还可通过食物奖励等办
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注：横坐标代表了大鼠步态周期的百分比。 图中虚线表示步态周期中的某个瞬间，虚线上面有该时刻大鼠四肢位置的示意图。

图 １　 一个步态周期中大鼠四肢的支撑相和摆动相比例及四肢位置变化情况
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Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｃｅ ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｓｗｉｎｇ ｐｈａｓｅ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｍｂｓ ｉｎ ａ ｇａｉｔ ｃｙｃｌｅ

法训练动物沿直线行进，以便提高测量的准确

性［１２］，但也有人认为，该方法可能会因大鼠克服四

肢功能紊乱或忍受疼痛来获得食物，而导致其行进

行为的改变［２９］。 步态分析法中也有将大鼠的前后

肢分别用红绿墨水染色，令其通过一段长 １００ ｃｍ、
宽 ７ ｃｍ 覆有白纸的跑道，记录 ８ 个以上连续脚印，
并对大鼠爪印、步幅、脚间距等参数进行分析的方

法［３０ － ３１］。 但由于墨汁的染色在每个实验中甚至每

步中并不完全一致，导致爪印区域可变性很高，对
实验结果产生一定影响。 目前，已有很多设备（如
Ｃａｔｗａｌｋ、ＤｉｇｉＧａｉｔ 和 Ｔｒｅａｄｓｃａｎ 步态分析系统等）能

够直接获取大鼠在行进过程中的多个步态指标，并
进行自动处理和分析［３２］，减少了主观因素对实验结

果的影响，使测量的精准度和效率大大提高。 以

Ｃａｔｗａｌｋ 步态分析系统为例，其主要由内置荧光灯泡

的感应玻璃板、玻璃板下的高速摄像机、数据传输

与转换系统以及含 Ｃａｔｗａｌｋ 数据分析软件的高性能

计算机构成。 当大鼠在玻璃板上行进时，其脚爪与

玻璃板接触会使由荧光灯泡发出的荧光产生反射，
玻璃板下的高速摄像机捕捉到大鼠脚爪产生的荧

光反射（通常每秒 １００ ～ １５０ 帧），并通过数据传输

与转换系统传输到高性能计算机内，进行处理和分

析［３３］。 上述步态分析系统需要配备有高速摄像机、
动物跑台和配套的软件分析系统，这些仪器设备价

格昂贵，限制了其推广与应用。 此外，用两种测量

原理相似的步态分析系统对同一批大鼠相同指标

进行测量时发现，所得结果并不一致，提示测量方

法的微小差异会对大鼠的运动学测量结果产生一

定的影响［３４］。

图 ２　 利用录像法捕捉大鼠行进过程中的步态参数

Ｆｉｇ． ２　 Ｃａｐｔｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｇａｉｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｄｕｒｉｎｇ ｒａｔ
ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ ｂｙ ｄｉｇｉｔａｌ ｃａｍｅｒａ

大鼠肢体和肢段的距离、角度的测量一般采用

关节追踪系统，需预先在大鼠关节处皮肤上进行标

记；但皮肤标记点容易随着关节相对位置的变化而

移动，导致关节定位误差，尤其是当大鼠躯体蜷缩

时会使相邻两个关节出现位置重合现象。 因此，除
踝关节的测量结果外，其他关节的测量结果均不准

确。 目前已有实验室用单一平面 Ｘ 射线摄影术捕

捉大鼠的肢体、躯干、肢段的距离与角度等指标。
利用该技术能清晰记录大鼠运动时四肢位置的变

化情况［３５］，但其不足之处在于只能获取大鼠行进过
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程中矢状面的运动学参数。 如果能应用多平面的 Ｘ
射线摄影术，就能显著提高测量的准确性，并能用

来进行运动学的 ３Ｄ 研究［３６］。
１􀆰 ３　 动力学测量

动力学测量主要通过分析各种力学特征的变

化来评价大鼠行进行为，在运动障碍性疾病以及仿

生学研究中运用较为普遍［３７ － ３８］。 在进行动力学测

量前，可预先将肌力传感器或张力传感器植入大鼠

的肌腱、骨表面或被放置在体表［３７］，也可利用测力

板测量大鼠行进中地面反作用力［３８］。 早期的测力

板只能提供一个方向的力［３９］，现在已有可提供大鼠

行进过程中 Ｘ、Ｙ、Ｚ 三个方向力的测力板［４０］。 该方

法能够精确地量化大鼠行进行为的力学变化参数，
但需要与其他评估方法联用（如运动学测量）才能

全面评价大鼠的行进行为。
在进行动力学测量时，大鼠在开放的环境中运

动其行进行为最为自然，但常常需要等待较长时间

大鼠才能正确的通过测力板，为此，研究者多将大

鼠置于跑台或通道中进行动力学测量。 但在跑台

或通道中运动是否会对大鼠产生一定的压力？ 该

压力是否又会对大鼠行进行为产生一定的影响，则
需进一步的研究。
１􀆰 ４　 肌电信号测量

大鼠行进过程中可通过测量某些肌肉收缩时

所产生的电信号来定量分析肌肉活动与行进行为

之间的关系，这种方法也被称为肌电图（ＥＭＧ）法，
是评估神经肌肉活动能力常采用的一种方法［４１］。
利用该方法可以识别损伤或恢复后的肌电模式与

正常模式之间的偏差，以此作为评估治疗效果的依

据，在研究行进过程中特定肌肉的激活程度和激活

顺序方面也具有重要意义［４２］。 在运动生理学研究

中此方法也可被用来评估肌肉活动水平、肌肉疲劳

程度以及动作的协调性等。 然而这种方法也存在

某些局限或不足，如电极和相关设备植入时对肌肉

造成的损伤会影响动物正常的行进行为；由于机体

存在大量跨关节肌，同类别行进行为可以通过不同

肌群的募集来实现，使参与活动的肌肉范围扩大；
还有肌电图只能反映参与工作肌肉的激活程度，却
不能反映肌肉收缩力量的大小等［４３］。 近年来，研究

者发明出可贴在记录肌肉表面皮肤上的电极片，用
来测量整块肌肉的肌电活动，这种无创肌电的记录

技术已被用于人体运动行为的研究之中［４４］。
１􀆰 ５　 运动任务设计

通过一定的技能训练让大鼠掌握某些运动技

能，然后在其完成运动任务前后进行评价，该方法

在行进行为的研究中也被广泛使用。 例如，通过改

变跑台的速度、坡度来进行运动任务的设计。 由于

跑台的速度和坡度可被随意控制，因此在跑台上实

施大鼠行进行为的测量比在地面上更为精确、可
控［４５］。 此外，通过一定的技能训练，大鼠还可以执

行更为复杂的运动任务，如爬梯、平衡木行走或爬

绳等，也可通过改变两根梯柱间的距离和平衡木的

宽度来提高运动任务的难度系数［３０，４６］；还可依据不

同个体的运动潜能、不同的测试目的以及测量方法

设计出不同的运动任务。 常见的运动任务有网格

测试（ｇｒｉｄ⁃ｗａｌｋｉｎｇ ｔｅｓｔ）、转棒测试（ｒｏｔａ⁃ｒｏｄ ｔｅｓｔ）、爬
杆测试（ｐｏｌｅ ｔｅｓｔ）、旷场行走测试（ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｗａｌｋｉｎｇ
ｔｅｓｔ）以及跑台测试（ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｔｅｓｔ）等。 在大鼠执行

运动任务时，也可同步进行力学与肌电的测量，对
各种运动参数进行综合评分［４７］。

２　 典型大鼠行进行为评价的应用举例

２􀆰 １　 帕金森病模型大鼠的行进行为评价

帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种神经系

统退行性疾病，主要病理性改变为黑质致密部多巴

胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）能神经元变性、坏死，纹状体 ＤＡ
投射减少，引发黑质⁃纹状体通路对基底神经节的调

节功能紊乱［４８］。 运动功能障碍是帕金森病人的临

床特征之一，主要表现为静止性震颤、肌僵直、运动

徐缓以及姿势步态异常等。 行进行为评价常被用

来判断 ＰＤ 动物模型运动功能障碍的程度，作为评

估 ＰＤ 病理状态以及药物和康复治疗效果的依

据 ［４９ － ５２］。 前文提到的各类大鼠行进行为的评价方

法均可用于 ＰＤ 大鼠模型［５３］。 运动学测量中多采

用步态分析法检测 ＰＤ 大鼠姿势步态异常、步态控

制能力和四肢协调性减弱等表现［５４］。 运动任务设

计法在 ＰＤ 模型大鼠行进行为评价中的运用更为普

遍，如：网格测试、转棒测试、爬杆测试、旷场行走测

试等；其中网格测试通过观察四肢滑落次数、脚步

数、移动距离、启动时间等指标来评估 ＰＤ 大鼠肢体

感觉运动功能［５５ － ５６］；转棒测试通过记录在转棒上停

留的时间来评价 ＰＤ 大鼠的平衡能力和四肢控制能

力；还可通过爬杆测试、旷场行走测试评价 ＰＤ 大鼠

四肢协调能力和步态控制能力［５７］。
２􀆰 ２　 脊髓损伤模型大鼠的行进行为评价

脊髓损伤（ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是指由各种
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原因引起的脊髓结构、功能的损害［５８］。 运动、感觉

和自主神经功能障碍是 ＳＣＩ 后主要的临床表现，以
上功能的恢复也是 ＳＣＩ 康复最重要的目的，特别是

行进行为功能的恢复对于患者生活自理程度和生

活质量的提高至关重要［５９ － ６０］。 因此，对 ＳＣＩ 病人

行进功能障碍程度评级和康复后行进功能恢复程

度评分具有重要的临床意义。 运动评价量表在 ＳＣＩ
模型大鼠行进行为的评价中应用最为普遍，主要包

括 Ｔａｒｌｏｖ 量表和 ＢＢＢ 量表 ［６０ － ６３］。 Ｔａｒｌｏｖ 量表通过

检测体重支撑能力和四肢运动功能来评价 ＳＣＩ 大鼠

行进行为障碍；ＢＢＢ 量表通过观察关节活动范围与

幅度、能否支持体重、前后肢协调性、四肢活动情

况、尾部位置和躯干稳定程度等来评估 ＳＣＩ 大鼠肢

体协调性、步态控制能力和四肢运动功能。 步态分

析法在 ＳＣＩ 大鼠行进行为的评价中也在使用，主要

通过检测大鼠步态周期、支撑相、摆动相等指标的

变化来评价 ＳＣＩ 大鼠行进行为障碍。 此外，运动任

务设计法中诸如网格测试、爬杆测试、旷场测试和

跑台测试等在 ＳＣＩ 的大鼠行进行为障碍评价中常被

运用［６４］。 ＳＣＩ 大鼠行进行为障碍的评价中常常将

几种方法结合使用，例如将大鼠置于旷场中进行

ＢＢＢ 量表评分或将大鼠置于跑台上进行步态分析。
２􀆰 ３　 运动性疲劳模型大鼠的行进行为评价

运动性疲劳指身体机能生理过程不能持续在

特定水平和 ／或整体不能维持预定的运动强度的一

种现象［６５］，其主要表现形式是运动能力下降。 跑台

运动是建立大鼠运动性疲劳模型常用的方法之一，
通过行进行为评价（如：步速减慢、步态改变、身体

稳定与协调性下降等）可以判断其疲劳程度；也可

通过观察大鼠能否维持原强度运动、短时间休息或

降低运动强度后大鼠能否继续运动、刺激频率、刺
激时间等对运动疲劳程度进行评价［６６］。 但这些评

价方法存在着指标较单一、仅能定性、不能定量等

不足，获得的信息也无法精确地反映大鼠的疲劳程

度。 如果能利用数理统计学方法，定量分析跑台运

动过程中大鼠行进行为的变化规律，筛选出有效的

指标，建立大鼠运动疲劳程度的评价标准，则能为

实现大鼠运动疲劳行为学特征的量化评价提供更

加有价值的参考。

３　 小结

行进行为是大鼠运动行为的一种表现形式，由
支撑相和摆动相组成的步态周期是行进行为的基

本构成。 行进行为的评价方法较多，每种方法都有

优势与不足，如：运动评价量表和运动任务设计法

的优点是操作简单、成本低廉，其不足之处是所得

结果只能定性或半定量；运动学测量法虽然能够精

确定量，但所得结果数据庞大，给分析工作带来很

多困难；动力学测量和肌电信号法分别从力学和生

物电的角度精确地量化大鼠行进行为的变化参数，
但还需要与其他评估方法联用才能从整体反映大

鼠的行进行为。 为此，研究者可根据自己的研究目

的、研究内容以及实验条件等选择最合适的评价方

法，建议采用 ２ ～ ３ 种方法联用，以利于提高行进行

为评价结果的可靠性和科学性。
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外周 Ｐ２Ｘ３ 受体在不同炎性痛模型中的作用比较

肖　 婷，杜俊英，乐小琴，俞　 婕，潘宁芳，房军帆，方剑乔∗

（浙江中医药大学第三临床医学院，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 Ｐ２Ｘ３ 亚单位是嘌呤受体 Ｐ２Ｘ 家族成员之一，高度选择性的表达于伤害感受器上，参与炎性痛病理

过程。 目前炎性痛的动物模型主要包括福尔马林炎性痛模型、弗氏佐剂炎性痛模型、角叉菜胶炎性痛模型、蜜蜂毒

炎性痛模型等。 不同的炎性痛模型具有不同的病理特征，福尔马林模型的主要特点是双时相的自发痛，由于炎症

持续时间的不同，角叉菜胶模型一般用于亚急性的炎症模型，而弗氏佐剂模型和蜜蜂毒模型，以及松节油模型则用

于慢性炎性痛模型研究，Ｐ２Ｘ３ 受体在其中的表达和功能可能有所不同，本文就外周 Ｐ２Ｘ３ 受体在不同炎性痛模型

中的作用做一综述。
【关键词】 　 Ｐ２Ｘ３ 受体；炎性痛；动物模型

【中图分类号】 Ｒ⁃３３２　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１６）０７⁃００７４⁃０６
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９． ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１６􀆰 ０７􀆰 ０１３

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒｙ Ｐ２Ｘ３ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌｓ

ＸＩＡＯ Ｔｉｎｇ，ＤＵ Ｊｕｎ⁃ｙｉｎｇ，ＬＥ Ｘｉａｏ⁃ｑｉｎ，ＹＵ Ｊｉｅ，ＰＡＮ Ｎｉｎｇ⁃ｆａｎｇ，ＦＡＮＧ Ｊｕｎ⁃ｆａｎ，ＦＡＮＧ Ｊｉａｎ⁃ｑｉａｏ∗

（ Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３，Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｐ２Ｘ３ ｓｕｂｕｎｉｔ ｗａｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ２Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ， ｗｈｉｃｈ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｏｃｉｃｅｐｔｏｒｓ， ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ． Ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ， ａｎｉｍａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌｓ
ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｆｏｒｍａｌｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ， Ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ， ｔｈｅ ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ， ｂｅｅ ｖｅｎｏｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ｈａｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｅａｔｕｒｅｓ， ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｌｉｎ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｄｏｕｂｌｅ ｐｈａｓｅ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｐａｉｎ， ｄｕｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｓｕｂ ａｃｕｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ， Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ， ｂｅｅ ｖｅｎｏｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ， ａｎｄ ｔｕｒｐｅｎｔｉｎｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ａｒｅ ｆｏｒ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ２Ｘ３ ｍａｙ ｂｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ． Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｆｏｃｕｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ Ｐ２Ｘ３ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ ｍｏｄｅｌｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｐ２Ｘ３ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ；Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ；Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

　 　 疼痛作为人类第五大生命体征，也是临床上常

见症状之一，严重困扰人类健康，其中炎性痛是最

常见的病理类型之一，其他慢性疼痛大多与这类疼

痛有关。 Ｐ２Ｘ３ 亚单位是嘌呤受体 Ｐ２Ｘ 家族成员之

一，高度选择性的表达于伤害感受器上，在伤害感

受器中起重要作用，参与疼痛通路的传导［１］。 目前



国内外很多研究都表明外周的 Ｐ２Ｘ３ 受体参与炎性

痛的产生，但其具体机制尚未完全清楚［２，３］。 由于

疼痛机制复杂，利用动物模型研究疼痛机制迫切需

要，目前有多种用于研究炎性疼痛的动物模型，并
且每种模型的特性不同，不同的炎性痛模型中外周

的 Ｐ２Ｘ３ 受体的可能作用不同，目前尚未有研究对

其进行总结，故本文将围绕不同炎性痛模型阐述

Ｐ２Ｘ３ 受体的作用。

１　 各类炎性痛模型的一般特点

１􀆰 １　 福尔马林炎性痛模型

福尔马林模型是一种无菌性炎症模型，福尔马

林又称甲醛，经过一定倍数的稀释后，注射于大鼠

后足掌部皮下，产生一种明显的自发性痛行为反

应，即注射足表现出缩腿、舔爪及颤抖等反应，此模

型具有良好的重复性，操作简单，该模型所导致的

疼痛行为反应分为两个时相，第一时相为急性疼痛

期，持续约 ３ ～ ５ ｍｉｎ； 之后是 １０ ～ １５ ｍｉｎ 的间歇期；
第二时相为强直期，持续约 ２０ ～ ６０ ｍｉｎ［４］。 国内另

有研究发现微量甲醛皮下注射，造成的炎性热痛敏

可持续 ７ ｄ［５］。
１􀆰 ２　 弗氏佐剂炎性痛模型

１􀆰 ２􀆰 １　 多发性佐剂关节炎模型

本模型一般采用动物足底皮内注射高浓度的

弗氏佐剂，表现为多个关节的红肿，多数动物在 １８
～ ２５ ｄ 炎症最明显，由于弗氏佐剂是一种免疫佐

剂，故此模型诱导的是免疫反应性炎症，其缺点是

病变范围广泛，除炎症外，还伴有免疫系统疾病的

产生，不利于单一的研究［６］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 单发性佐剂关节周围炎模型

此模型克服了多发性佐剂关节炎模型的缺点，
将弗氏佐剂注入足底皮下而非足内，造成局部组织

周围炎症，注射 １ ｄ 后即产生明显的红肿，运动障碍

和自我保护，以及机械和热痛过敏，本模型痛敏持

续时间一般是 １ ～ ３ 周，随着时间延长，也会出现多

发性关节炎模型的缺点。 有研究发现大鼠后爪完

全弗氏佐剂（ＣＦＡ）皮下注射 ３ ｈ 后注射侧发生水肿

和红斑等炎症反应，４ ～ ５ ｈ 发生炎性痛觉过敏，１ ～
４ ｄ 达到高峰，可持续长达 １４ ｄ［７］。
１􀆰 ３　 角叉菜胶炎性痛模型

角叉菜胶是从一种红藻类鹿角菜种提取的，具
有过敏刺激的作用，最早开始一般与白陶土混合液

注射，增强其致炎效果，之后则发展为直接单独角

叉菜胶皮下注射，一般在注射后 ２ ｈ 即出现红肿，皮
肤温度显著升高，２４ ～ ４８ ｈ 内出现自发痛，ＰＷＴ 显

著降低［８］。 亦有研究发现角叉菜胶皮下注入后，
０􀆰 ５ ｈ 开始肿胀，２􀆰 ５ ～ ３ ｈ 肿胀达到高峰，８ ｈ 后肿

胀开始消退。 此模型致炎强烈，一般用于亚急性炎

症模型［９］。
１􀆰 ４　 蜜蜂毒炎性痛模型

此模型是一种化学组织损伤性炎性痛模型，能
够呈现多种疼痛表现型，包括持续性自发痛相关行

为，与福尔马林试验自发痛相似，原发性热和机械

痛敏以及镜像热痛敏，其优点是能够极大的避免个

体间和实验间的差异［１０］。 大鼠足底皮下注入蜜蜂

毒溶液后，引起局部组织炎性红肿，并且引起单相

自发痛反应和较长时间的热和机械性痛觉过敏。
即注射侧足产生持续 １ ～ ２ ｈ 单相性自发痛，诱发长

达 ３ ～ ４ ｄ 热痛和机械痛敏［１１，１２］。
１􀆰 ５　 松节油炎性痛模型

动物局部皮下注射松节油，可出现红肿、发热，
出现明显的抽搐，并出现热痛觉过敏，至注射后第 ５
ｄ 最明显， 随后逐渐增大，于第 １３ ｄ 左右后恢复到

正常 值， 故 此 模 型 主 要 用 于 慢 性 炎 性 痛 的

研究［１３，１４］。

２　 Ｐ２Ｘ３ 受体的发现、一般特性及分布特点

２􀆰 １　 Ｐ２Ｘ３ 受体的发现

１９９５ 年，Ｃｈｅｎ 等［１］ 首次用大鼠背根神经节的

ｃＤＮＡ 编码，克隆出 Ｐ２Ｘ３ 亚基，发现其高度选择性

表达于伤害性初级传入神经元上。 之后在孤束核

和三叉神经脊束核中检测到 Ｐ２Ｘ３ 阳性细胞间接参

与疼痛信号传导［１５］。
２􀆰 ２　 Ｐ２Ｘ３ 受体的一般特性

Ｐ２Ｘ３ 受体通过形成同源 （ Ｐ２Ｘ３） 或异源 （
Ｐ２Ｘ２ ／ ３）三聚体而成为功能性通道［１６，１７］。 Ｐ２Ｘ３ 受

体亚基由两个跨膜区、胞内的 Ｎ 末端和 Ｃ 末端及细

胞外环组成，细胞外环包含大多数的氨基酸，其中

包含的 １０ 个氨基酸残基，以二硫键相互连接［１８］。
细胞外环含有通道调控位点，有相应的激动剂、拮
抗剂和调节剂的作用位点，其中的赖氨酸及精氨酸

残基为激动剂结合位点［１９］。 Ｃ 端 Ｓｒｃ 抑制酶（Ｃｓｋ）
可直接磷酸化 Ｐ２Ｘ３ 受体酪氨酸 ３９３ 残基，并且抑

制受体电流［２０］。 跨膜区参与离子中心孔道的形成，
并涉及离子通道开放控制［２１］。

Ｐ２Ｘ３ 受体是配体门控非选择性阳离子通道，激
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活时，能够通透 Ｎａ ＋ 、 Ｋ ＋ 、Ｃａ２ ＋ ，但对 Ｃａ２ ＋ 通透性

较高，Ｐ２Ｘ３ 受体激活时，通道开放，细胞内 Ｃａ２ ＋ 浓

度升高［２２，２３］。 同聚 Ｐ２Ｘ３ 受体对 ｐＨ 不太敏感，在
分离的哺乳动物感觉神经元上，酸性 ｐＨ 值可以增

加三磷酸腺苷（ＡＴＰ）的兴奋性作用，在炎症局部的

酸化环境中，感觉神经节上的异聚体 Ｐ２Ｘ２ ／ ３ 对伤

害性刺激敏感性增加。 低温能够显著下降 Ｐ２Ｘ３ 受

体的反应性，ＲｈｏＡ 激酶依赖性 Ｐ２Ｘ３ 受体膜转运至

细胞膜对温度高敏感［２４］。 根据对 Ｐ２Ｘ 受体激动剂

αβ⁃ｍｅＡＴＰ 的敏感性和电流脱敏的速率，Ｐ２Ｘ 家族

分为快速脱敏和 αβ⁃ｍｅＡＴＰ 敏感受体 （ Ｐ２Ｘ１ 和

Ｐ２Ｘ３）；缓慢或乏脱敏和 αβ⁃ｍｅＡＴＰ 不敏感受体

（Ｐ２Ｘ２、Ｐ２Ｘ４、Ｐ２Ｘ７），而异聚体 Ｐ２Ｘ２ ／ ３ 属于乏脱

敏但 αβ⁃ｍｅＡＴＰ 敏感受体［２５］。
２􀆰 ３　 Ｐ２Ｘ３ 受体的分布特点

最初研究报道发现 Ｐ２Ｘ３ 受体 ｍＲＮＡ 高度选择

性的表达于大鼠背根神经节（ＤＲＧ）和结状神经节

（ＮＧ）的神经元上，且主要表达于大鼠 ＤＲＧ 的中小

直径神经元中［１，２６］，后继研究表明也有 Ｐ２Ｘ３ 受体

选择性表达于三叉神经节（ＴＧ）上［２７］。 Ｐ２Ｘ３ 受体

高度表达于对胶质细胞源性神经营养因子（ＧＤＮＦ）
敏感的神经元细胞上，大鼠 ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 受体阳性

细胞高度与凝集素 Ｂ４（ ＩＢ４）、抗氟离子酸性磷酸酶

（ＦＲＡＰ）、瞬时受体电位香草酸亚型 １（ＴＲＰＶ１）共表

达，少 量 与 降 钙 素 基 因 相 关 肽 （ ＣＧＲＰ ） 共 表

达［２８ － ３０］。 亦有研究表明在 ＤＲＧ 和 ＴＧ 上，Ｐ２Ｘ３ 受

体和 Ｐ 物质（ＳＰ）共表达［３１］。 然而，有研究发现人

类 ＤＲＧ 中，Ｐ２Ｘ３ 受体阳性细胞不表达酪氨酸激酶

（ＴｒｋＡ） ［３２］。

３　 外周 Ｐ２Ｘ３ 在不同类型炎性痛模型中的作用

比较

３􀆰 １　 福尔马林模型

足底注射活性蓝（一种 Ｐ２Ｘ３ 和 Ｐ２Ｘ２ ／ ３ 受体活

性变构增强子）增强福尔马林大鼠的痛反应［３３］。 大

鼠后肢足底注射福尔马林后，免疫荧光检测 Ｌ５⁃
６ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 受体的表达，发现其主要表达于中小

神经元的细胞质和膜上，ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 转录的表达

在注射福尔马林后 ３０ ｍｉｎ 和 １ ｈ 时无改变，而在 １２
ｈ 后显著增加，注射后 ２４ ｈ 发现 Ｐ２Ｘ３ 受体功能上

调。 这些表明福尔马林注射可以引起 ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３
受体的早期上调［３４］。 亦有研究发现皮下注射福尔

马林产生 ６０ ｍｉｎ 自发痛行为反应（第一时相 ０ ～ ６
ｍｉｎ，第二时相 ３６ ～ ６０ ｍｉｎ），并且一种选择性 Ｐ２Ｘ３

受体拮抗剂或反义寡核苷酸都可以减轻福尔马林

产生的两个时相自发痛，运用反义寡核苷酸抗 Ｐ２Ｘ３
受体减少隐神经中 Ｐ２Ｘ３ 受体表达，并且研究表明

了通过调节外周炎症组织中瞬间受体电位离子通

道亚型 Ａ１（ＴＲＰＡ１）受体，５⁃羟色胺 ３（５⁃ＨＴ３）受体，
５⁃羟色胺 １Ａ（５⁃ＨＴ１Ａ）受体调节 Ｐ２Ｘ３ 受体的活化

和 ＡＴＰ 的释放导致了炎性痛产生［３５］。
３􀆰 ２　 完全弗氏佐剂模型

外周炎症损伤会引起 Ｐ２Ｘ３ 受体表达的变化，
大鼠足底注射 ＣＦＡ 建立的外周慢性炎性痛模型中，
发现 Ｌ４⁃６ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 受体表达增加，说明炎症可

以上调 ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 受体的表达［３６］，小鼠下唇 ＣＦＡ
炎性痛模型可以引起须垫皮肤机械痛敏，并且支配

须垫皮肤和下唇的 Ｐ２Ｘ３ 受体 ＴＧ 神经元数量增加，
研究表明 ＴＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 受体的过度表达是小鼠 ＣＦＡ
炎性须垫皮肤异位机械痛敏的基础［３７］。 大鼠前列

腺 ＣＦＡ 炎性模型中，检测模后第 ３ ｄ 和 １０ ｄ 的 Ｌ６⁃
Ｓ１ ＤＲＧ 神经元，发现 Ｐ２Ｘ３ 受体表达和功能上调，
促进了神经元敏化，从而导致了慢性前列腺炎性

痛［３８］。 大鼠颞下颌关节 ＣＦＡ 单发性关节炎模型

中，出现持续的口面部的深组织痛敏（持续至模后

１５ ｄ），并且模后第 １５ ｄ 时 ＴＧ 中的小型神经元细胞

中 Ｐ２Ｘ３ 阳性细胞数增加，而在中和大型神经元细

胞中无改变，Ｐ２Ｘ３ 受体参与大鼠颞下颌关节炎症深

组织痛的产生［３９］。 而 Ｚｈｕ 发现在 ＣＦＡ 炎性痛模型

大鼠中，Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ 的表达频率未发现改变，其可

能原因是对 ＣＦＡ 炎症反应的 Ｐ２Ｘ３ 受体调节发生于

蛋白表达或对配体的通道敏感性层面［４０］。
３􀆰 ３　 松节油炎性痛模型

大鼠足底注射松节油建立的慢性炎性痛模型

中发现热痛阈下降，直至 １４ ｄ 后恢复正常，ＤＲＧ 神

经元中，中小型 Ｐ２Ｘ３ 受体阳性细胞数增加，表明

Ｐ２Ｘ３ 受体在中小型 ＤＲＧ 神经元中的改变可能参与

了炎性痛过敏的产生和维持［４１］。 大鼠面部皮下注

射松节油建立面部慢性炎性痛模型，发现 ＴＧ 中

Ｐ２Ｘ３ 受体阳性神经元增多，其胞体上 Ｐ２Ｘ３ 受体蛋

白表达上调［４２］。
３􀆰 ４　 角叉菜胶炎性痛模型

有研究发现鞘内注射或足底注射 Ａ⁃３１７４９１ 不

能减轻角叉菜胶炎性痛模型大鼠的热痛觉过敏，而
能够缓解角叉菜胶致炎的机械性痛敏，说明可能是

Ｐ２Ｘ３ 受体介导角叉菜胶炎性热痛敏和机械痛敏机

制不同［４３，４４］。 亦有研究发现大鼠颞下颌关节角叉
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菜胶炎性痛模型中，ＴＮＰ⁃ＡＴＰ（一种 Ｐ２Ｘ１， Ｐ２Ｘ３ 和

Ｐ２Ｘ２ ／ ３ 受体拮抗剂）显著减轻炎性痛敏，而 Ｐ２Ｘ１
受体不参与此模型痛敏， 说明可能是 Ｐ２Ｘ３ 和

Ｐ２Ｘ２ ／ ３ 受体参与了大鼠颞下颌关节角叉菜胶模型

的炎性痛敏［４５］。 国内另有研究发现大鼠足底皮下

注射角叉菜胶后，患足出现热痛敏和机械性痛敏，
于 １２ ｈ 达最明显，７２ ｈ 后恢复至正常。 Ｌ４⁃６ＤＲＧ 中

Ｐ２Ｘ３ 受体阳性神经元细胞数于注射后 １２ ｈ 开始明

显增加，２４ ｈ 达到高峰，然后逐渐下降，于第 ７ ｄ 恢

复正常水平［４６］，大鼠的痛阈在模后 ３ ｄ 恢复正常，
而 Ｐ２Ｘ３ 受体的水平至模后 ７ ｄ 恢复正常，其原因可

能是 Ｐ２Ｘ３ 受体去磷酸化失活，即使表达量高于正

常，痛阈仍为正常水平， 具体机制有待进一步

研究［４６］。
３􀆰 ５　 其他

有研究表明在人类肠道炎症疾病中发现肠道

中 Ｐ２Ｘ３ 受体阳性细胞增多，说明 Ｐ２Ｘ３ 受体可能参

与肠道炎症和疼痛发病机制［４７］。 亦有研究发现慢

性食管炎增加 Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ 表达并且伴随 ＴＲＰＶ１、
ＮＧＦ、ＧＤＮＦ 的上调，该食管粘膜基因改变可能调节

人类食管炎的敏化［４８］。 脂多糖引起的大鼠牙髓炎

模型中，发现 Ｖ１⁃Ｖ２ ＴＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 受体表达增加，并
且主要表达于中小型神经元中，上调的 Ｐ２Ｘ３ 受体

可能引起神经元敏化，介导慢性炎性疼痛［４９］。 三硝

基苯磺酸（ＴＮＢＳ）性慢性胰腺炎模型大鼠中，ＴＮＢＳ
的注射显著上调胰腺 ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 受体的表达和

功能，并且研究表明通过初级感觉神经元中肾上腺

素信号介导 Ｐ２Ｘ３ 受体的敏化，从而导致了胰腺炎

的痛敏［５０］。 胶原蛋白抗体关节炎模型（ＣＡＩＡ）大鼠

中，检测大鼠模后 １５ ｄ 和 ４７ ｄ 的 ＤＲＧ 发现 Ｐ２Ｘ３
受体表达显著增高［５１］，大鼠模后 １５ ｄ 是炎症的高

峰期，而模后 ４７ ｄ 则是炎症消退，疼痛持续期。 所

以可能 Ｐ２Ｘ３ 受体不仅参与炎性痛，而且还有后期

的神经病理性痛，此关节炎模型是一种神经化学损

伤模型。

４　 结语

综上所述，以上各种炎性痛模型特点不同，一
般福尔马林模型的主要特点是双时相的自发痛，分
为急性疼痛期和强直期。 角叉菜胶模型一般用于

亚急性的炎症模型，而弗氏佐剂模型和蜜蜂毒模

型，以及松节油模型则用于慢性炎性痛的研究。 配

体门控非选择性通道 Ｐ２Ｘ３ 受体在不同炎性痛中的

作用不同，福尔马林炎性痛模型中，主要是早期外

周组织中小神经元的细胞质和膜上 Ｐ２Ｘ３ 受体表达

和功能上调介导疼痛的产生。 不同组织 ＣＦＡ 慢性

炎性痛模型中，主要表现晚期外周 Ｐ２Ｘ３ 受体表达

和功能上调，但 Ｐ２Ｘ３ｍＲＮＡ 层面却无改变。 相比

ＣＦＡ 模型，角叉菜胶模型炎症持续时间较短，并且

外周 Ｐ２Ｘ３ 受体主要参与机械痛敏，而不参与热痛

敏，主要表现为较早期 Ｐ２Ｘ３ 受体表达的上调，但其

具体机制有待进一步研究。 松节油模型中，主要是

晚期外周 ＤＲＧ 中小神经元 Ｐ２Ｘ３ 表达增加。 而目

前尚未有研究涉及蜜蜂毒模型 Ｐ２Ｘ３ 的改变，需要

进一步的探讨。
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［基金项目］抗肿瘤药物评价公共服务平台的建立（２０１５Ａ０４０４０４０２６）。
［作者简介］刘太奇（１９９０ － ），女，硕士在读，研究方向： 小分子 ＲＮＡ 与神经胶质瘤。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １２１４２９８６４０＠ ｑｑ． ｃｏｍ。
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５０ 余种 ｍｉＲＮＡ 在神经胶质瘤中的表达水平及作用靶点
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　 　 【摘要】 　 ｍｉＲＮＡｓ 是一类内源性的非编码小分子 ＲＮＡ，它能降解靶 ｍＲＮＡｓ 或阻遏其翻译过程。 在神经胶质

瘤中，有些 ｍｉＲＮＡｓ 表达水平是上调的，而有些则是下调的；有些 ｍｉＲＮＡｓ 在肿瘤发生发展过程中起促进作用，而有

些则发挥着类似抑癌基因的功能。 因此，研究神经胶质瘤中 ｍｉＲＮＡｓ 的表达概况，既可以为临床上胶质瘤的早期诊

断提供辅助依据，还可以提供新的治疗策略。 本文将就 ｍｉＲＮＡｓ 在胶质瘤中表达水平及作用靶点的研究作一综述。
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ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ． Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｗｉｌｌ ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｇｌｉｏｍａ； ｍｉＲＮＡ； Ｔａｒｇｅｔ

１　 ｍｉＲＮＡ 简介

ｍｉＲＮＡ 是一类长约 １８ ～ ２４ 个核糖核苷酸的内

源性非编码小分子 ＲＮＡ。 最早由 Ｌｅｅ 等人［１］ 于

１９９３ 年对秀丽隐杆线虫进行突变体遗传分析时发

现，至今人们在线虫、果蝇、动植物体内已发现

１５０００ 多种 ｍｉＲＮＡ，其中有 １ ９２１ 个成熟的 ｍｉＲＮＡ
调控人类约 １ ／ ３ 编码蛋白的基因［２］。 成 熟 的

ｍｉＲＮＡ 由 原 始 ｍｉＲＮＡ 转 录 本 （ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｉＲＮＡ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｓ， ｐｒｉ⁃ｍｉＲＮＡ）经核酸酶 Ｄｒｏｓｈａ 剪切形成 ６０
～ ７０ 个核苷酸的发卡状 ｍｉＲＮＡ 前体（ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡ）。
再由 Ｒａｎ⁃ＧＴＰ 或 Ｅｘｐｏｒｔｉｎ ５ 转运至细胞质，Ｄｉｃｅｒ 酶
进一步将其修饰成约 １８ ～ ２４ 个核苷酸长度的

ｍｉＲＮＡ 双链，随后组装形成 ｍｉＲＮＡ 诱导的沉默复

合体（ｍｉＲＮＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｃｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ， ｍｉＲＩＳＣ）。
双链 ｍｉＲＮＡ 的一条单链被降解，另一条单链则通过



碱基互补配对的方式识别靶 ｍＲＮＡ，并根据互补程

度的不同指导沉默复合体降解靶 ｍＲＮＡ 或阻遏其

翻译过程［３］。

２　 ｍｉＲＮＡ 与胶质瘤的相关性

胶质瘤是人类最常见的原发性脑肿瘤，且有侵

袭周围脑组织的倾向。 轻度（ Ｉ ～ ＩＩ 级）胶质瘤患者

确诊后的 ５ 年存活率为 ３０％ ～ ７０％ ；而胶质母细胞

瘤作为侵袭性肿瘤的典型，其瘤体生长快且易迅速

渗入周围组织，患者预后差，平均存活期仅 ９ ～ １２ 个

月［４］。 因此，寻找新的诊疗策略以改善患者预后，
延长存活期是临床医学亟待解决的重大问题。

近年来，ｍｉＲＮＡｓ 与胶质瘤的相关性研究日益

成为生命科学的一大研究热点。 ｍｉＲＮＡｓ 在肿瘤发

生与侵袭、血管生成以及肿瘤细胞凋亡等过程中扮

演着重要角色。 一些 ｍｉＲＮＡｓ 与临床诊断及放化疗

抗性密切相关。 此外，它们对于靶向药物分子的疗

效具有潜在的影响作用。 ｍｉＲＮＡｓ 还可能与胶质瘤

干细 胞 的 性 质 相 关， 由 此 影 响 肿 瘤 的 维 持 与

生长［５］。

３　 胶质瘤中表达上调的 ｍｉＲＮＡｓ 及其作用靶点

Ｌｉ 等［６］ 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验证实 Ｕ２５１、 Ｕ８７、
ＳＨＧ４４ 和 Ａ１７２ 四个神经胶质瘤细胞系中 ｍｉＲ⁃２２２
含量水平是 ＨＡ（人星形角质细胞系）的 ５０ 到 １５０
倍，且以 Ｕ２５１ 及 Ｕ８７ 细胞中 ｍｉＲ⁃２２２ 含量最高。
随后，研究者采用 Ｔａｒｇｅｔ Ｓｃａｎ 在线预测软件对 ｍｉＲ⁃
２２２ 及 其 潜 在 靶 基 因 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ⁃２ （ ＤＫＫ２， ＮＭ ＿
０００６３３） 的 ３’⁃ＵＴＲ 端进行了靶向预测分析并选出

拟合度最佳的作用靶点（ｍｉＲ⁃２２２ 与 ＤＫＫ２ ３’⁃ＵＴＲ
端可互补配对的碱基序列）。 设计合成并 ＰＣＲ 扩增

含有潜在作用靶点的 ＤＫＫ２ ３’⁃ＵＴＲ 序列及其突变

型序列，将其分别与双荧光素酶报告基因载体连接

构建重组质粒。 实验者采用 ｍｉＲ⁃２２２ 的模拟物

（ｍｉｍｉｃｓ）、抑制物（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及阴性对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）分
别与重组质粒共转染 Ｕ２５１ 细胞及 Ｕ８７ 细胞，４８ ｈ
后裂解细胞并检测荧光素酶活性，结果表明 ｍｉＲ⁃
２２２ 可靶向调控 ＤＫＫ２ 的表达。 ＭＴＴ 检测结果表

明，与对照组相比，转染了 ｍｉＲ⁃２２２ 模拟物的胶质瘤

细胞存活率升高；而转染了 ｍｉＲ⁃２２２ 抑制物的胶质

瘤细胞存活率显著降低。 裸鼠异位植瘤实验发现

对 ｍｉＲ⁃２２２ 沉默处理可显著抑制肿瘤发生。
Ｗａｎｇ 等［７］运用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和蛋白印迹等实验技

术证实 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ４ 与 ｍｉＲ⁃３０ａ⁃５ｐ 基因启动区

的两个位点结合，从而促进 ｍｉＲ⁃３０ａ⁃５ｐ 的生成。
ｍｉＲ⁃３０ａ⁃５ｐ 可通过靶向作用于神经细胞黏附分子

（ｎｅｕｒａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ， ＮＣＡＭ）３ ＇ＵＴＲ 的两

个位点，从而抑制 ＮＣＡＭ 的表达。 由此可知，Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信 号 通 路 通 过 ｍｉＲ⁃３０ａ⁃５ｐ 实 现 了 对

ＮＣＡＭ 表达水平的调控，从而可以调节神经胶质瘤

细胞的生长速率和侵袭活性。 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ⁃ｍｉＲ⁃
３０ａ⁃５ｐ⁃ＮＣＡＭ 这一新型调节轴在调控胶质瘤细胞

侵袭活性及肿瘤发生等方面扮演了重要角色。
外囊泡以外泌体的形式转运胞内蛋白或核酸

（包括各种 ｍｉＲＮＡｓ）来传递细胞间的信息。 Ｒｕｉ Ｓｈｉ
等［８］检测了胶质瘤复发患者脑脊液中肿瘤相关的

ｍｉＲＮＡｓ 水平，比较并评估了脑脊液、血清及外泌体

中 ｍｉＲ⁃２１ 水平变化对患者预后的价值。 其样本来

源于 ７０ 位胶质瘤（术后）患者，以脑外伤患者作为

非肿瘤对照组。 结果表明，实验组（胶质瘤患者）脑
脊液外泌体中 ｍｉＲ⁃２１ 水平显著高于对照组，然而两

组血清样本中 ｍｉＲ⁃２１ 水平则无显著性差异。 脑脊

液源外泌体中 ｍｉＲ⁃２１ 的含量水平不仅与肿瘤转移

有关，还与肿瘤好发部位的复发几率有关。 研究者

从另外 １９８ 个胶质瘤组织样本中证实 ｍｉＲ⁃２１ 含量

水平与肿瘤诊断分级有关，且与患者总生存时间的

中值呈负相关。 用慢病毒抑制剂抑制 Ｕ２５１ 细胞中

ｍｉＲ⁃２１ 的表达后，其靶基因 ＰＴＥＮ、ＲＥＣＫ 和 ＰＤＣＤ４
所对应的蛋白表达水平均有提升。 由此可知，外泌

体中 ｍｉＲ⁃２１ 的含量水平可作为胶质瘤诊断和预后

的一项可靠指标，特别是用于预测肿瘤复发和转

移。 神经胶质瘤中表达上调的 ｍｉＲＮＡｓ 及其作用靶

点、ｍｉＲＮＡ 对胶质瘤的影响或其在诊疗中的应用详

见表 １。
上述 ｍｉＲＮＡｓ，如 ｍｉＲ⁃２２２、ｍｉＲ⁃３０ａ⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃２１

等在神经胶质瘤中的表达水平较正常脑组织是上

调的，在肿瘤发生发展过程中起到了一定程度的促

进作用。 若患者血清或脑脊液中出现上述 ｍｉＲＮＡｓ
表达水平升高，则可为临床上胶质瘤的确诊提供辅

助依据。 在治疗过程中，可考虑靶向导入该类

ｍｉＲＮＡｓ 的抑制剂，使其表达水平趋于正常，从而改

善患者预后。

０８ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



表 １　 胶质瘤中表达上调的 ｍｉＲＮＡｓ 及其靶点
Ｔａｂ． １　 Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ

ｍｉＲＮＡｓ 靶点 ｍｉＲＮＡｓ 对胶质瘤的影响 ／ 诊疗中的应用 参考文献

ｍｉＲ⁃９ ＳＯＸ２， ＣＡＭＴＡ１ 增强胶质瘤干细胞对化疗药物的敏感性 ９， １０
ｍｉＲ⁃１０ｂ ＨＯＸＤ１０ 增强胶质瘤细胞侵袭活性 １０

ｍｉＲ⁃１０ ｆａｍｉｌｙ ＣＵＢ， ＳＵＳＨＩ 增强胶质瘤细胞迁移和侵袭活性；诱导疾病复发；增加化
疗耐药性

９

ｍｉＲ⁃１７⁃９２ ｃｌｕｓｔｅｒ ＣＴＧＦ， ＰＴＥＮ 表达水平与胶质瘤等级呈正相关； ９

ｍｉＲ⁃２１ ＰＴＥＮ， ＰＤＣＤ４， ＲＥＣＫ 胶质瘤复发的诱因之一；表达水平与病理分型级别呈正相
关，与患者生存期中值呈负相关

８

ｍｉＲ⁃２５ ＣＤＫＮ１Ｃ 促胶质瘤细胞增殖 １１
ｍｉＲ⁃２６ａ ＰＴＥＮ 促进胶质瘤的发生；表达水平与胶质瘤恶性程度呈正相关 ３

ｍｉＲ⁃３０ａ⁃５ｐ ＮＣＡＭ 诱导胶质瘤发生，促进肿瘤细胞侵袭 １２

ｍｉＲ⁃９３ Ｉｎｔｅｇｒｉｎ⁃β８， ＰＴＥＮ， ＰＨＬＰＰ２，
ＦＯＸＯ３， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 促胶质瘤细胞增殖 １０， １３

ｍｉＲ⁃１９６ Ｕｎｄｅｆｉｎｅｄ 诊断上可用于区分间变型星形细胞瘤和胶质母细胞瘤 １４
ｍｉＲ⁃１９６ａ ＩｋＢα 促胶质母细胞瘤细胞增殖并抑制其凋亡 １５
ｍｉＲ⁃２２１ ＳＴＡＴ１ ／ ＳＴＡＴ２， ｐ２７ＫＩＰ１， ｐ５７ 促进胶质瘤细胞生长与侵袭 ３

ｍｉＲ⁃２２２ ＤＫＫ２， ｐ２７ＫＩＰ１， ｐ５７，
ＳＴＡＴ１ ／ ＳＴＡＴ２

促进肿瘤发生 ３， ６

ｍｉＲ⁃３００ ＬＺＴＳ２ 促进自我更新和抑制胶质瘤干细胞样细胞的分化 １６
ｍｉＲ⁃３３０ ＥＲＫ， ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ， ＳＨ３ＧＬ２ 促进细胞增殖，迁移和侵袭，并抑制细胞凋亡 １７

ｍｉＲ⁃３６３ ／ ５８２⁃５ｐ Ｂｉｍ， Ｃａｓｐａｓｅ ３， Ｃａｓｐａｓｅ ９ 促进胶质瘤干细胞生长 ９

ｍｉＲ⁃１２７５ Ｃｌａｕｄｉｎ１１ 评估干细胞样细胞分化和组织的异质性，尤其是在胶质母
细胞瘤的少突胶质细胞成分之间的关系

９

４　 胶质瘤中表达下调的 ｍｉＲＮＡｓ 及其作用靶点

在人的 Ｕ２５１ 细胞中，ｍｉＲ⁃１２５ｂ 是最早被发现

表达水平下调的 ｍｉＲＮＡ 之一。 提高其含量水平时，
细胞周期调节蛋白 ＣＤＫ６ 和 ＣＤＣ２５Ａ 的表达受到抑

制，导致胶质瘤细胞周期停滞在 Ｇ１ ／ Ｓ 期，从而抑制

胶质瘤细胞的增殖［１８， １９］。 另有文献报道［２０］，在

ＣＤ１３３ 阳性的胶质瘤干细胞 （ ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＧＳＣｓ ）中，ｍｉＲ⁃１２５ｂ 的下调会引起 Ｅ２Ｆ２ 蛋白表达

的升高，从而调节肿瘤干细胞的新陈代谢及分化。
Ｓｈｉ 等［１８］ 发现 ｍｉＲ⁃１２５ｂ 对 ＣＤ１３３ 阳性的 ＧＳＣｓ 侵

袭活性的抑制是通过调节 ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 及其相应

的抑制物 ＲＥＣＫ、 ＴＩＭＰ３ 的表达水平来实现的。
ｍｉＲ⁃１２８ 可靶向调节癌症相关的受体酪氨酸激酶，
如 ＥＧＦＲ 和 ＰＤＧＦＲ［２１， ２２］。 近来有研究表明［２１］，伴
随着组蛋白甲基化（Ｈ３Ｋ２７ｍｅ）和 Ａｋｔ 磷酸化，ｍｉＲ⁃
１２８ 会出现过表达。 此外，Ｂｍｉｌ 作为一种干细胞生

物标志物同时又是癌基因， 受 ｍｉＲ⁃１２８ 靶向调

控［２２］。 ｐ７０Ｓ６Ｋ１ 是 ｍＴＯＲ 下游的一个关键靶点，在
胶质瘤血管生成过程中起到了重要重用。 若提高

ｍｉＲ⁃１２８ 水平，可抑制 ｐ７０Ｓ６Ｋ１ 的活性及其下游信

号分子如 ＨＩＦ⁃１ 和 ＶＥＧＦ 的表达，从而减缓细胞增

殖、肿瘤生长及血管生成［２３］。 另有文献报道［２４］，转

录因子 Ｅ２Ｆ３ 亦是 ｍｉＲ⁃１２８ 的作用靶点。
通用抗癌基因 ｐ５３ 在 ＧＳＣｓ 中，也与 ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ

有关联。 与野生型 ｐ５３ 胶质瘤相比较，突变型 ｐ５３
胶质瘤中，ｍｉＲ⁃３４ａ 的表达是下调的［２５］。 转染了

ｍｉＲ⁃３４ａ 的胶质瘤细胞，其生存、增殖及侵袭活力均

会受到抑制。 胶质瘤异种移植后的体内实验表明，
ｍｉＲ⁃３４ａ 可抑制肿瘤生长并诱导 ＧＳＣｓ 分化［２５， ２６］。
此外，最近一项研究［２７］ 证实，ｍｉＲ⁃３４ａ 可通过调控

Ａｋｔ 和 Ｗｎｔ 信号通路来抑制 ＧＳＣｓ 的增殖及肿瘤生

长。 在 ＧＳＣｓ 中，ｍｉＲ⁃３４ａ 还可靶向调控一些癌基

因，如 ｃ⁃Ｍｅｔ， Ｎｏｔｃｈ⁃１ 及 Ｎｏｔｃｈ⁃２［２６］。 ｍｉＲ⁃３４ 家族

的其它成员，如 ｍｉＲ⁃３４ｃ⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃３４ｃ⁃５ｐ，也能影

响胶质瘤细胞的增殖及侵袭活力［９］。 神经胶质瘤

中表达上调的 ｍｉＲＮＡｓ 及其作用靶点、ｍｉＲＮＡ 对胶

质瘤的影响或其在诊疗中的应用详见表 ２：
ｍｉＲ⁃１２５ｂ、ｍｉＲ⁃３４ａ 等 ｍｉＲＮＡｓ 在神经胶质瘤中

的表达水平较正常脑组织是下调的，在肿瘤发生发

展过程中起到了一定程度的抑制作用。 若患者血

清或脑脊液中出现上述 ｍｉＲＮＡｓ 表达水平降低，则
可为临床上胶质瘤的确诊提供辅助依据。 在治疗

过程中，可考虑靶向导入该类 ｍｉＲＮＡｓ 或其靶蛋白

的抑制剂，使其表达水平趋于正常，从而改善患者

预后。

１８中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７



表 ２　 胶质瘤中表达下调的 ｍｉＲＮＡｓ 及其靶点
Ｔａｂ． ２　 Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ

ｍｉＲＮＡｓ 靶点 ｍｉＲＮＡｓ 对胶质瘤的影响 ／ 诊疗中的应用 参考文献

ｍｉＲ⁃７ Ａｋｔ， ＥＧＦＲ 抑制胶质瘤细胞的侵袭活性 ９
ｍｉＲ⁃１６ Ｂｍｉ⁃１ 抑制内皮细胞和肿瘤血管生成的功能 ２８

ｍｉＲ⁃２６ｂ ＥｐｈＡ２ 表达水平与胶质瘤等级呈负相关；抑制内皮细胞和肿瘤血管生成
的功能

２９

ｍｉＲ⁃３４ａ Ａｋｔ， Ｗｎｔ ｐａｔｈｗａｙ， ｃ⁃Ｍｅｔ，
Ｎｏｔｃｈ⁃１， Ｎｏｔｃｈ⁃２ 抑制胶质瘤细胞生长、增殖及侵袭活力 ２５⁃２７

ｍｉＲ⁃１０１ ＥＺＨ２， ＣＰＥＢ１， ＫＬＦ６， ＬＭＯ３ 促胶质瘤细胞凋亡 １０， ３０⁃３２
ｍｉＲ⁃１０６ａ Ｅ２Ｆ１， ＳＬＣ２Ａ３ 阻滞肿瘤细胞对葡萄糖的摄取并抑制其增殖 １０， ３３

ｍｉＲ⁃１０６ａ⁃５ｐ ＦＡＳＴＫ 抑制星形细胞瘤细胞的增殖和迁移，促进细胞凋亡 ３４
ｍｉＲ⁃１０７ ＭＭＰ⁃１２， Ｎｏｔｃｈ⁃２， ＶＥＧＦ 抑制胶质瘤干细胞生长及侵袭；抑制肿瘤血管新生 ３５⁃３７

ｍｉＲ⁃１２４ ＣＤＫ６， ＳＮＡＩ２， ＳＬＣ１６Ａ１，
Ｎ⁃Ｒａｓ， Ｒ⁃Ｒａｓ

减弱干细胞样特征；抑制神经胶质瘤细胞生长及侵袭；抑制肿瘤血
管生成

３，３８⁃４０

ｍｉＲ⁃１２５ｂ ＣＤＣ２５Ａ， ＣＤＫ６， Ｅ２Ｆ２，
ＭＭＰ⁃９， ｐＲＢ， ＲＥＣＫ， ＴＩＭＰ３ 使胶质瘤细胞周期停滞在 Ｇ１ ／ Ｓ 期，从而抑制其的增殖 １８⁃２０

ｍｉＲ⁃１２８ Ａｋｔ， Ｂｍｉ１， Ｅ２Ｆ３，
ＨＩＦ⁃１， ＲＴＫｓ 减缓细胞增殖、肿瘤生长及血管生成 ２１⁃２４

ｍｉＲ⁃１３３ ＥＧＦＲ 抑制胶质母细胞瘤生长 ４１

ｍｉＲ⁃１３７ ＣＤＫ６， Ｃｏｘ⁃２， ＣＳＥ１Ｌ，
Ｒａｃ１， ＲＴＶＰ⁃１ 抑制胶质瘤细胞生长；减弱胶质瘤干细胞的干性特征 ３

ｍｉＲ⁃１４３ ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ， Ｎ⁃ＲＡＳ，
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ

对替莫唑胺（诱导胶质瘤细胞凋亡）有协同作用；抑制肿瘤血管
生成

９

ｍｉＲ⁃１４５ ＡＢＣＧ２ 抑制胶质瘤干细胞迁移及侵袭活性 ４２

ｍｉＲ⁃１４６ａ Ｎｏｔｃｈ⁃１ 调节神经干细胞的增殖和分化，并减少胶质瘤干细胞样细胞的形
成和迁移

４３

ｍｉＲ⁃１４６ｂ ＭＭＰｓ 抑制胶质瘤细胞迁移及侵袭活性 ４４

ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ＥＧＦＲ， ＭＭＰ⁃１６，
ＴＲＡＦ６ 抑制胶质瘤细胞迁移及侵袭活性；预测人脑胶质瘤患者的预后 ４５⁃４７

ｍｉＲ⁃１５２ ＫＬＦ４ 抑制肿瘤侵袭及血管生成能力 ９
ｍｉＲ⁃１５３ Ｍｃｌ⁃１， Ｂｃｌ⁃２， Ｉｒｓ⁃２ 诱导胶质瘤细胞凋亡 ９， ４８
ｍｉＲ⁃１８１ａ Ｂｃｌ⁃２ 增强人恶性胶质瘤细胞对放疗的敏感性 ４９
ｍｉＲ⁃１８１ｂ ＭＤＭ２， ＭＥＫ１， ＩＧＦ⁃１Ｒ 增强神经胶质瘤细胞对替尼泊苷（药物）的敏感性 ５０⁃５２
ｍｉＲ⁃１８１ｃ Ｎｏｔｃｈ⁃２ 抑制胶质瘤细胞增殖、迁移、侵袭活性和自我更新能力 ５３

ｍｉＲ⁃１８２ Ｂｃｌ２Ｌ１２， ｃ⁃Ｍｅｔ， ＨＩＦ２Ａ 抑制肿瘤细胞生长并促其凋亡；表达水平与胶质瘤患者生存期呈
正相关

５４

ｍｉＲ⁃１８６ ＰＡＫ７， ＸＩＡＰ 抑制胶质瘤干细胞增殖、迁移、侵袭活性；减弱干细胞样特征 ５５

ｍｉＲ⁃１９５ ＣＣＮＤ３， ｃｙｃＤ１， ｃｙｃＥ１， Ｅ２Ｆ３ 抑制胶质瘤细胞增殖及侵袭活性；降低神经胶质瘤细胞的锚地依
赖性生长的能力

１０

ｍｉＲ⁃１９９ｂ⁃５ｐ ＨＥＳ１， ＣＤ１５ 抑制胶质瘤的生长 １０
ｍｉＲ⁃２００ａ ＳＩＭＺ⁃ｓ 抑制胶质瘤细胞生长、迁移及侵袭活性 ５６
ｍｉＲ⁃２００ｂ ＣＲＥＢ１， ＲＡＢ ｆａｍｉｌｙ， ＰＲＯＭ１ 抑制胶质瘤细胞生长及侵袭活性 ５７⁃５９
ｍｉＲ⁃２０４⁃５ｐ ＲＡＢ２２Ａ 抑制胶质瘤细胞生长、迁移及侵袭活性；抑制肿瘤恶化 ６０

ｍｉＲ⁃２１８
ＣＤＫ６ ／ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ／ ｐ２１Ｃｉｐ１ ／ Ｗａｆ１

ｐａｔｈｗａｙ， Ｅ２Ｆ２， ＩＫＫ⁃β，
Ｓｌｉｔ２⁃Ｒｏｂｏ１ ｐａｔｈｗａｙ

减缓胶质瘤细胞生长及代谢速度；抑制其迁移及侵袭活性 ３， ６１⁃６３

ｍｉＲ⁃３２６ Ｎｏｔｃｈ⁃１， Ｎｏｔｃｈ⁃２， ＰＫＭ２， ＳＭＯ 抑制胶质瘤生物学行为及干细胞样特性 ９， ６４
ｍｉＲ⁃３６７ ｕｎｄｅｆｉｎｅｄ 与胶质瘤等级呈负相关 ６５
ｍｉＲ⁃６２２ ＡＴＦ２ 抑制胶质瘤细胞增殖、侵袭和迁移活性 ９

５　 展望

胶质瘤患者在接受传统的手术切除、放疗及化

疗后，其预后仍然较差，因而寻找新的早期诊断指

标或治疗靶标势在必行。 在神经胶质瘤组织中，不

同的 ｍｉＲＮＡｓ，表达水平及作用靶点亦有不同。 将

ｍｉＲＮＡｓ 作为神经胶质瘤早期诊断的生物标志物，
以 ｍｉＲＮＡｓ 及其抑制物为基础的疗法，引起众多研

究者的关注。 但如前文所述，ｍｉＲＮＡｓ 具有复杂的

网络作用机制，将具体的某种 ｍｉＲＮＡ 作为早期诊断
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指标或治疗靶标时，有必要阐明其在肿瘤微环境中

的具体生物学功能。 且无论是肿瘤干细胞还是其

后分化形成的肿瘤细胞，ｍｉＲＮＡｓ 都需要借助传递

系统以到达其分子靶标。 因此，ｍｉＲＮＡｓ 在胶质瘤

临床应用的另一挑战在于透过血脑屏障和其它胞

外基质组分以到达肿瘤组织，从而发挥其相应的生

物学功能。
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Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２００５， ３３４（４）： １３５１ － １３５８．

［ ５ ］ 　 Ｒｏｌｌｅ Ｋ． ｍｉＲＮＡ Ｍｕｌｔｉｐｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ． Ｆｒｏｍ ｂｅｎｃｈ ｔｏ ｂｅｄｓｉｄｅ
［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｐｏｌ， ２０１５， ６２： ３５３ － ３６５．

［ ６ ］ 　 Ｌｉ Ｑ， Ｓｈｅｎ Ｋ， Ｚｈａｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃２２２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＤＫＫ２ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ ｂｅｔａ⁃
ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔ， ２０１３， ５８７ （１２）：
１７４２ － １７４８．

［ ７ ］ 　 Ｗａｎｇ Ｚ， Ｄａｉ Ｘ， Ｃｈｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃３０ａ⁃５ｐ ｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｗｎｔ ／
ｂｅｔａ⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｂｙ
ｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇ ＮＣＡＭ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１５，
４６５（３）： ３７４ － ３８０．

［ ８ ］ 　 Ｓｈｉ Ｒ， Ｗａｎｇ ＰＹ， Ｌｉ ＸＹ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｓｏｍａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ⁃２１
ｆｒｏｍ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１５， ６ （２９）：
２６９７１ － ２６９８１

［ ９ ］　 Ｇａｒｇ Ｎ， Ｖｉｊａｙａｋｕｍａｒ Ｔ， Ｂａｋｈｓｈｉｎｙａｎ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｕｍｏｕｒ ｉｎｉｔｉａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ ｔｕｍｏｕｒｓ ［Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ Ｉｎｔ， ２０１５， ２０１５： １４１７９３．

［１０］ 　 孙衍昶， 王洁， 张宗平， 等． ＭｉｃｒｏＲＮＡ 调节胶质瘤化疗耐药

的靶点 ［Ｊ］ ． 中国神经肿瘤杂志， ２０１２， １０（４）： ２５３ － ２６０．
［１１］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｇｏｎｇ Ｘ， Ｔｉａｎ Ｋ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃２５ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＣＤＫＮ１Ｃ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，
２０１５， ７１： ７ － １４．

［１２］ 　 Ｗａｎｇ Ｚ， Ｄａｉ Ｘ， Ｃｈｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃３０ａ⁃５ｐ ｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｗｎｔ ／
ｂｅｔａ⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｂｙ
ｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇ ＮＣＡＭ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１５，
４６５（３）： ３７４ － ３８０．

［１３］ 　 Ｊｉａｎｇ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｃ， Ｌｅｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃９３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｌｉｏｍａｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１５， ６（１０）： ８２８６ － ８２９９．

［１４］ 　 Ｇｕａｎ Ｙ， Ｍｉｚｏｇｕｃｈｉ Ｍ， Ｙｏｓｈｉｍｏｔｏ Ｋ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲＮＡ⁃１９６ ｉｓ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ａｎａｐｌａｓｔｉｃ ａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ ａｎｄ
ｈａｓ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１０， １６
（１６）： ４２８９ － ４２９７．

［１５］ 　 Ｙａｎｇ Ｇ， Ｈａｎ Ｄ， Ｃｈｅｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃１９６ａ ｅｘｅｒｔｓ ｉｔｓ ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ
ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ ｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩｋａｐｐａＢａｌｐｈａ
ｂｏｔｈ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏ Ｏｎｃｏｌ， ２０１４， １６（５）： ６５２
－ ６６１．

［１６］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｄ， Ｙａｎｇ Ｇ， Ｃｈｅｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｒ⁃３００ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｓｅｌｆ⁃
ｒｅｎｅｗａｌ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ⁃ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１４， ５３（４）： ６３７ － ６４４．

［１７］ 　 Ｙａｏ Ｙ， Ｘｕｅ Ｙ， Ｍａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃３３０⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＳＨ３ＧＬ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＥＲＫ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ
［Ｊ］ ． ＰｌｏＳ Ｏｎｅ， ２０１４（４）， ９： ｅ９５０６０．

［１８］ 　 Ｓｈｉ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｐａｎ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃１２５ｂ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｕ２５１ ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０１０， １３１２： １２０ － １２６．

［１９］ 　 Ｚｈａｏ Ｂ， Ｂｉａｎ ＥＢ， Ｌｉ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ ａｄｖａｎｃｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ
ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ｗｉｔｈ ｓｐｅｃｉａｌ ｅｍｐｈａｓｉｓ ｏｎ ａｂｅｒｒａｎｔ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１４， ２２９ （ ９ ）： １１４１
－ １１４７．

［２０］ 　 Ｗｕ Ｎ， Ｘｉａｏ Ｌ， Ｚｈａｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃１２５ｂ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｅ２Ｆ２ ［ Ｊ］ ．
ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔ， ２０１２， ５８６（２１）： ３８３１ － ３８３９．

［２１］ 　 Ｐａｐａｇｉａｎｎａｋｏｐｏｕｌｏｓ Ｔ， Ｆｒｉｅｄｍａｎｎ⁃Ｍｏｒｖｉｎｓｋｉ Ｄ， Ｎｅｖｅｕ Ｐ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｒｏ⁃ｎｅｕｒａｌ ｍｉＲ⁃１２８ ｉｓ ａ ｇｌｉｏｍａ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｔｈａｔ ｔａｒｇｅｔｓ
ｍｉｔｏｇｅｎｉｃ ｋｉｎａｓｅｓ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ２０１２， ３１（１５）： １８８４ － １８９５．

［２２］ 　 Ｇｏｄｌｅｗｓｋｉ Ｊ， Ｎｏｗｉｃｋｉ ＭＯ， Ｂｒｏｎｉｓｚ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
Ｂｍｉ⁃１ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ／ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｒｅｎｅｗａｌ ｆａｃｔｏｒ ｂｙ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１２８
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｇｌｉｏｍａ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２００８， ６８（２２）： ９１２５ － ９１３０．

［２３］ 　 Ｓｈｉ ＺＭ， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｙａｎ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃１２８ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｐ７０Ｓ６Ｋ１ ［Ｊ］ ． ＰｌｏＳ Ｏｎｅ， ２０１２， ７
（３）： ｅ３２７０９．

［２４］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｃｈａｏ Ｔ， Ｌｉ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃１２８ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｇｌｉｏｍａ
ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２Ｆ３ａ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｍｏｌ Ｍｅｄ （Ｂｅｒｌ）， ２００９， ８７（１）： ４３ － ５１．

［２５］ 　 Ｇｕｅｓｓｏｕｓ Ｆ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｋｏｆｍａｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃３４ａ ｉｓ ｔｕｍｏｒ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｕｍｏｒｓ ａｎｄ ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ
Ｃｙｃｌｅ， ２０１０， ９（６）： １０３１ － １０３６．

［２６］ 　 Ｌｉ Ｙ， Ｇｕｅｓｓｏｕｓ Ｆ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ ｇｒｏｗｔｈ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓ， ２００９， ６９（１９）： ７５６９ － ７５７６．

［２７］ 　 Ｒａｔｈｏｄ ＳＳ， Ｒａｎｉ ＳＢ， Ｋｈａｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ
ｍｉＲＮＡ⁃３４ａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ａｋｔ ａｎｄ Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ
［Ｊ］ ． ＦＥＢＳ Ｏｐｅｎ Ｂｉｏｌ， ２０１４， ４： ４８５ － ４９５．

［２８］ 　 Ｃｈｅｎ Ｆ， Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｈｅ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１６ ｉｎ
ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｂｍｉ⁃１ ［ Ｊ］ ． Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ Ａｇｅｎｔｓ Ｍｅｄ
Ｃｈｅｍ， ２０ １５􀆰 １６（５）： ６０９ － ６２０

［２９］　 Ｗｕ Ｎ， Ｚｈａｏ Ｘ， Ｌｉｕ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃２６ｂ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ＥｐｈＡ２ ［ Ｊ］ ． ＰｌｏＳ
Ｏｎｅ， ２０１１， ６（１）： ｅ１６２６４．
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　 　 【摘要】 　 认知功能的行为学评估在相关疾病模型的生理机制研究、药物干预评估等实验研究中应用广泛。
在众多的行为学实验中，评估学习记忆功能的实验最为常见。 本文就近年来动物模型中常用的认知行为学分析方

法进行总结，对评价内容、各个行为学实验的优势及局限性做简要介绍，为认知功能障碍相关疾病模型的行为学分

析提供参考。
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　 　 认知是机体认识和获取知识的过程，包括记

忆、语言、视空间、计算、执行和理解判断等方面。
认知功能障碍是指大脑高级智能加工过程出现异

常而导致的学习、记忆障碍，同时伴有失语、失用等

改变的病理过程。 随着人类寿命的不断延长以及

人口老龄化的到来，与认知功能障碍相关的神经退

行性疾病（如阿尔茨海默病、帕金森病等）患病率不

断升高，给家庭和社会经济增加了沉重的负担。 而

其他非神经系统疾病引起的认知功能障碍，如糖尿

病、高血压等也严重影响患者的生活质量。 研究认

知功能障碍的病理机制对相关疾病的防治有着重

要的意义。

动物行为学评估在神经科学的多个领域应用

广泛，特别是在认知功能障碍相关疾病的动物模型

评估、生理机制研究等方面发挥着重要的作用［１ － ３］。
学习记忆力受损是认知功能障碍中较为常见的一

种表现，在众多的行为学实验中，评估学习记忆功

能的实验最为常见。 其中工作记忆与参考记忆常

用于实验动物的认知功能评估。 工作记忆包括注

意力、短时记忆和对信息的处理；参考记忆则被认

为是一种长期的、永久的记忆或习惯，比工作记忆

的容量更大、持续时间更长、抗干扰能力更强［４］。
下面就认知功能相关的行为学实验研究方法、

评价内容等方面作简要概述。



１　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫（Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ， ＭＷＭ）

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫由英国心理学家 Ｍｏｒｒｉｓ 于 １９８１
年报道［５］，是目前行为神经科学中最常用的评估方

法之一，广泛用于多种神经系统疾病的模型评估及

药物干预研究［１，２］。 海马是与空间学习记忆密切相

关的大脑区域，ＭＷＭ 也被证明是与海马突触可塑

性和 Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃天冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体功能密切相

关的测试方法［６］。 实验动物被放置在一个圆形水

池中，水中加入不透明的、无毒的白色颜料或奶粉，
水池中包含一个隐藏的逃生平台。 实验内容包括

定位航行和空间探索。 定位航行是随机的将动物

从水迷宫的四个象限中放入，使其在水中游泳并找

到逃生平台，用视频跟踪软件记录动物寻找到隐藏

平台的时间（逃避潜伏期）及路径。 空间探索是定

位航行后撤去逃生平台，观察动物穿过原平台位置

的次数和时间，考查动物对原平台的记忆［１，２，７］。
ＭＷＭ 主要用于评估啮齿类动物的空间学习记

忆能力，评估对象大多为成年动物。 ＭＷＭ 的评价

效能受实验动物的种类、性别、年龄、营养状态及是

否感染等情况的影响 ［８］；水池大小、温度、隐藏平台

的直径也是影响因素［９］。 Ｓｉｎｇｈ 等［１０］ 提出采用游泳

路径的分形维数来评价 ＭＷＭ 的空间学习和记忆，
相较于逃避潜伏期的评价更加可靠，逃避潜伏期评

价 ＭＷＭ 存在游泳速度等非认知因素的影响。
ＭＷＭ 不需要进行额外的训练，对动物数量的

要求也不高，没有嗅觉信息的干扰，实验时不需要

电击及食物剥夺。 但动物在水中游泳存在压力的

影响，且 ＭＷＭ 对工作记忆的测试也不敏感［９，１１］。

２　 放射臂迷宫与放射臂水迷宫

２􀆰 １　 放射臂迷宫（ｒａｄｉａｌ ａｒｍ ｍａｚｅ，ＲＡＭ）
ＲＡＭ 是 由 Ｏｌｔｏｎ 和 Ｓａｍｕｅｌｓｏｎ 在 １９７６ 年 报

道［１２］，由一个中央枢纽和周围的放射臂组成，标准臂

的数量有 ８ 个（八臂迷宫）。 为避免动物逃跑，迷宫一

般在地面上方。 在实验前训练动物并限制饮食，在迷

宫中央及周围臂中放入食物使其自由摄取及探索周

围环境。 实验开始后在每个臂末端或随机的 ４ 个臂

末端放入诱饵（食物），记录动物进入每臂的次数、时
间及路线等参数。 每个臂只进入一次为完美的表现，
进入之前访问过的臂则被认为错误［１３，１４］。

ＲＡＭ 可以评估工作记忆和参考记忆。 与 ＭＷＭ
相比，ＲＡＭ 表现更多的是基于动物的选择进入装有

诱饵或食物的臂，该方法比较容易评估及操作，不
需要跟踪软件。 但 ＲＡＭ 的动物必须要进行食物剥

夺，以充分刺激它们在迷宫内觅食［１５］。 由于使用了

食物作为诱饵，动物可以利用嗅觉线索来探索

迷宫［４］。
２􀆰 ２ 　 放射臂水迷宫 （ ｒａｄｉａｌ ａｒｍ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ，
ＲＡＷＭ）

为了避免 ＲＡＭ 中食欲以及嗅觉信息的影响，
利用 ＲＡＭ 和 ＭＷＭ 相结合建立了 ＲＡＷＭ［１６］。 实验

在一个圆形水池中进行，池中有一个开放的中心向

外辐射的八个臂或游泳路径。 将其中一个臂作为

目标臂，臂中有一个隐藏在水下的逃生平台。 动物

被随机放入其余的 ７ 个游泳臂中，允许最多 １２０ ｓ
来找到逃生平台，若未能逃脱则将其引导到逃生平

台［７，１７］。 实验数据用跟踪软件记录，包括找到逃生

平台的时间、错误的次数及时间等。
ＲＡＷＭ 可用于测试工作记忆和参考记忆。 它

结合了复杂的空间环境，避免了嗅觉信息的干扰，
无需食物剥夺［１１］。 但一些动物在水中没有进行有

效的搜索，且水中游泳存在压力的影响［４］。

３　 Ｔ 迷宫及多重 Ｔ 迷宫

３􀆰 １　 Ｔ 迷宫（Ｔ⁃ｍａｚｅ）
Ｔ 迷宫是由一个长的主干臂以及两个垂直的短

臂组成的“Ｔ”型迷宫。 首先对动物进行适应性训练

１ ｄ，将其放入主干臂自由探索迷宫。 随后 ３ ｄ 对动

物进行训练，在其中一个短臂中放入诱饵（食物）作
为目标臂，动物进入目标臂为正确反应，反之为错

误反应，并记录其进入目标臂的时间（潜伏期）。 最

后第 ５ 天和第 １２ 天进行探测实验，将迷宫旋转

１８０°，其余条件保持不变。 动物只允许进入一次诱

饵臂或非诱饵臂，进入诱饵臂被认为使用“地方”的
策略（有赖于迷宫外信号），进入非诱饵臂被认为使

用“反应”策略（不依赖迷宫外信号） ［３］。
Ｔ 迷宫自发交替试验 （ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ

ｔｅｓｔ）用于评估空间工作记忆，实验原理是啮齿类动

物具有探索陌生刺激环境的倾向。 将动物放入 Ｔ
迷宫的主干臂，每次进入不同的短臂为一次交替，
记为一次正确的选择，进入之前访问的臂为一次错

误选择。 试验后计算交替次数的百分比，低于 ５０％
被认为工作记忆受损［１８］。

Ｔ 迷宫主要用于评估实验动物的工作记忆。 设

备要求简单，不需要自动录像系统（需要实验者不
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断观察），可以反复实验。 但由于 Ｔ 迷宫只有一个

选择点到达目标臂（默认情况下选择正确臂的概率

为 ５０％ ），增加了成功的可能性［４］。
３􀆰 ２　 多重 Ｔ 迷宫（ｍｕｌｔｉｐｌｅ⁃Ｔ⁃ｍａｚｅ，ＭＴＭ）

ＭＴＭ 是几个 Ｔ 迷宫组合成的复合迷宫，比 Ｔ 迷

宫多了更多的选择，其复杂性也增加。 在实验的多

次探索中，动物要学会一个复杂稳定的路线到达目

标臂，该过程需要空间参考记忆的参与。 在实验中

对动物进行食物剥夺，并要求其在规定的时间内找

到迷宫中隐藏的诱饵（食物）。 实验数据用计算机

跟踪系统记录，包括正确或错误决定、路径长度、到
达目标箱的时间等，在不同时间进行测试可以评估

短期与长期记忆［１９］。
ＭＴＭ 可用于测试工作记忆和参考记忆。 其运

用了更为复杂的选择系统，每次试验都包含有多个

选择点。 但对实验动物进行食物剥夺可能是一个

潜在的问题［４］。

４　 巴恩斯迷宫（Ｂａｒｎｅｓ ｍａｚｅ）

为了避免水迷宫中游泳压力的影响，Ｂａｒｎｅｓ 在

１９７９ 年建立了巴恩斯迷宫［２０］，是一个在地面上进

行的迷宫实验。 实验原理是啮齿类动物具有避光

喜暗、逃避噪音的习性。 实验由一个圆形平台构

成，为防止动物逃脱，用支架将平台支撑到一定高

度，在平台周边以一定间隔布满穿透平台的圆洞，
其中一个洞与其下方的暗箱连接（目标箱）。 实验

前将动物放入平台中央使其自由探索 ５ ｍｉｎ，用强光

或噪声刺激动物使其逃到圆洞下方的暗箱中，若没

有找到目标箱则将其引导进入箱内停留 １ ｍｉｎ。 实

验过程中用视频跟踪软件进行记录［３，２１］，记录动物

找到正确洞口的时间（最多 ５ ｍｉｎ）、进入错误洞口

的时间及次数等。
巴恩斯迷宫适用于偏好黑暗环境的啮齿类动

物，可以评估短期和长期记忆。 实验时没有游泳压

力的影响，也不需要食物剥夺，尤其适用于小鼠［４］。
但在实验中小鼠有时会缺乏探索迷宫的动力，如发

现目标箱后没有进入、或在目标箱周围而没有进

入。 针对上述问题 Ｈａｒｒｉｓｏｎ 等［２２］ 提出采用计算原

始潜伏期、原始路径及原始错误次数来解决。

５　 星迷宫（ｓｔａｒ ｍａｚｅ）

星迷宫是一种评估实验动物空间导航能力的

行为学方法［２３］。 由五个臂和一个中心五边形环组

成，臂内充满水以及不透明或惰性的无毒产品。 实

验动物不能从一个臂直接游泳到下一个臂，必须要

在五边形周边游泳到达。 实验包括训练阶段和探

测阶段。 在训练阶段，其中一个臂作为目标臂，有
一个可见的逃生平台，迫使动物寻找逃生平台逃

跑；随后进行探测实验，将逃生平台淹没，在每个臂

的墙壁上装饰不同的设计以提供线索，当小鼠到达

平台，允许其在上面待 ３０ ｓ。 若在规定游泳时间内

（６０ ｓ）没有找到逃生平台，将其放到平台上保持 ３０
ｓ。 实验数据通过视频数据采集系统收集，最后根据

动物到达逃生平台的时间、路径及游泳速度等进行

综合分析［２３，２４］。
星迷宫主要用于小鼠空间导航能力的研究，实

验中小鼠要通过学习来选择迷宫内的路线，其主要

依赖于时间顺序记忆能力［２５］。 该实验不需要食物

的限制，也没有嗅觉信息的干扰，但其在评估空间

学习记忆及大鼠学习记忆等方面还有待深入的

研究［２６］。

６　 新物体识别（ ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ， ＮＯＲ）
实验

　 　 利用啮齿类动物喜欢探索陌生事物的天性，
Ｅｎｎａｃｅｕｒ 和 Ｄｅｌａｃｏｕｒ 于 １９８８ 年报道了新物体与新

位置识别实验［２７］，用于检测啮齿类动物的空间记忆

能力。 将动物放置在一个装置里使其探索两个相

同的物体，在规定的时间间隔之后再返回到装置

中，使其探索一个熟悉的物体和一个新的物体，记
录探索每一个物体的时间［２８，２９］。

目前对 ＮＯＲ 实验对象的探索评分有视觉观察

和计算机 ２Ｄ 视频分析。 但前者依赖于实验者的观

察能力，后者容易受实验以外对象行为的影响。 为

了克服上述问题，Ｊｕｍｐｅｉ 等人建立了一种 ３Ｄ 计算

机视频分析系统运用于 ＮＯＲ 实验的探索评分［３０］，
该系统为 ＮＯＲ 实验提供了一个可重复性和比较准

确的评估方法，并首次建立了实验对象探索线路的

３Ｄ 轨迹。
ＮＯＲ 实验主要用于评估工作记忆、注意力以及

焦虑等。 其设备简单，无需外部奖励或惩罚作为动

力，试验时间短，也不需要进行食物剥夺。 但 ＮＯＲ
实验中每个动物的探索水平有时不一致［３１，３２］。

７　 条件性恐惧（ ｆｅａｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＦＣ）实验

ＦＣ 是一种基于经典的巴甫洛夫条件反射而建

立起来的关联学习方法，通过对实验动物的训练将
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条件刺激与非条件刺激联系起来［１１］。 其中情景恐

惧实验用于评估啮齿类动物的恐惧学习记忆。 冻

结行为是动物在恐惧条件下常见的反应，是一种除

了呼吸完全不动的状态，该行为也是衡量恐惧相关

的学习记忆的指标。 在 ＦＣ 实验中，首先将动物放

入训练装置中使其适应环境；随后进行 ３ 次恐惧环

境训练，将动物暴露于一个和听觉线索（条件刺激）
配对的足部电击（非条件刺激）环境，使实验动物在

听觉线索与电击之间、电击与环境之间学会关联记

忆；训练完成 ４８ 小时后将动物放入原训练室，动物

产生情景恐惧记忆，通过表现出冻结行为来应对恐

惧环境。 记录一定时间内动物出现冻结行为的次

数，实验数据用相关公式计算为冻结百分比［３３］。
ＦＣ 实验的设备要求简单，动物训练时间少且不

需要禁食。 但电击刺激可能会对实验动物产生一

定伤害。

８　 主动回避任务与被动回避任务

８􀆰 １　 主动位置回避任务 （ ａｃｔｉｖｅ ｐｌａｃｅ ａｖｏｉｄａｎｃｅ
ｔａｓｋ）

主动位置回避任务是由位置回避任务改进而

成［３４］，用于评估啮齿类动物的空间学习记忆。 实验

在一个干燥光滑的可旋转圆形舞台上进行，周围由

有机玻璃包围避免动物逃跑。 圆形舞台上有一个

６０°宽的避免区域，在舞台旋转时该区域位置保持不

变，动物进入其中会有一个轻度的足部电击惩罚。
舞台开始缓慢旋转后，动物为逃避电击而回避避免

区域。 实验数据由视频跟踪系统记录，包括进入避

免区域的次数、回避所需的最大时间、第一次进入

避免区域的时间及路径长度等［３５］。
主动位置回避任务可用于评估动物的短期变

化，实验数据可以快速采集，动物不需要食物剥夺。
但足部电击刺激可能会对动物身体产生伤害。

类似的主动回避任务还有穿梭箱回避、爬杆

法、跑道回避等。
８􀆰 ２　 抑制性回避任务（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｖｏｉｄａｎｃｅ ｔａｓｋ）

抑制性回避任务属于被动回避任务，利用啮齿

类动物偏爱黑暗环境的天性而建立，常用于啮齿类

动物学习和记忆的研究。 在进行实验训练时将动

物放入一个回避装置，该装置由一个暗隔间和一个

亮隔间组成，中间有门连接。 打开两个隔室之间的

门，当动物由亮隔间进入暗隔间时，遭遇一次足部

电击。 在训练后间隔 ２４ 或 ４８ 小时测量动物从亮隔

间到之前受到电击的暗隔间的时间（潜伏期），潜伏

期越长表示记忆越好［３６］。
抑制性回避任务只需要对动物进行短期训练，

避免了记忆获取与巩固的重叠。 但厌恶刺激会对

动物产生一定伤害。
类似的被动回避任务还有跳台实验、两室实

验等。

９　 总结

　 　 随着人口老龄化进程的到来，年龄相关的认知

功能障碍已经成为神经科学研究的热点。 为了更

好的研究认知功能相关的疾病机理，选择合适的行

为学实验研究方法是有必要的。 动物模型的认知

功能评估可以为相关疾病的研究提供重要的依据。
但也有其局限性，人类的认知功能是一个复杂的脑

部高级神经活动过程，动物的行为学测试内容不完

全类似于人类的认知，还有许多认知功能是人类独

有的或不能在实验模型中充分表现出来的（例如语

言或数学）。 在实验中，仅通过动物的表现无法精

确评估学习和记忆的相关信息，因为实验对象可能

受其他与认知能力不相关的信息的干扰，比如感觉

运动功能、焦虑及活动的应激反应等。 而每种行为

学实验的侧重点与使用条件不一样，具体应用时要

根据不同的需求进行选择。 必要时结合多种行为

学方法进行综合分析，并与组织病理学、影像学及

神经电生理技术等结合，为认知功能障碍相关疾病

的研究提供科学可靠的依据。
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ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｆｏｒｍｓ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ［ Ｊ］ ．
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实验动物学教学改革： 课程学习与从业证书培训相结合

周智君∗，俞远京，苏志杰

（中南大学实验动物学部，长沙　 ４１０００８）

　 　 【摘要】 　 将研究生的课程教学与从业人员岗位证书规范化培训紧密结合是改革研究生医学实验动物学教学

的一个行之有效的举措。 一方面，通过转变实验动物学教学模式，使学生能够将实验动物学普遍知识与其各自专

业相结合，提高他们在动物实验中的动手能力以及研究课题独立的寻找、设计和实施能力，在实践中培养其创新性

思维。 另一方面，在教学中同时学习国家的关于实验动物的法律法规和相关的伦理知识，使学生通过课程的学习

获得实验动物从业人员岗位资格证书，打开动物实验的第一道门槛，最终达到实验结果精确可靠，方法规范、标准，
又符合伦理学原则。

【关键词】 　 实验动物学；教学模式；教学改革
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　 　 实验动物学是在现代科学技术带动下崛起的

一门以生命科学为主体，医学和生物学为核心的综

合性新兴边缘学科，对生命科学的发展起着重要的

支撑和促进作用，已形成独特的理论体系和学科特

色［１，２］，发展趋势表现出以下基本特点： （１）研究手

段多样性，由过于的单纯以整体研究为主，发展到

更多地注意采用现代分子生物学技术；（２）各种模

式动物的比较基因组学的发展丰富了实验动物学

的内涵；（３）大量特殊实验动物模型已制备或培育

成功；（４）实验动物替代材料的应用和替代方法的

研究 发 展 加 快， 发 达 国 家 普 遍 开 展 了 以 替 代

（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）、减少（ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）和优化（ ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ）



为核心的“３Ｒ”运动。 因此，提高实验动物学的教学

水平，培养学生的各项能力，对促进学科与支撑性

领域的发展显得尤为重要［４］。
现代生物医学研究日新月异对动物实验提出

了更高的要求，国家发布了《实验动物许可证管理

办法》。 对从事实验动物和动物实验的科技人员、
专业管理人员和技术工作者，都必须接受有关法

律、法规及专业培训，必须取得实验动物从业人员

岗位证书［５ － ６］做出规定。
怎样通过研究生的实验动物学课程教学，做到

既能提高研究生对实验动物学的学术水平，又能达

到国家对实验动物从业人员的基本要求？ 作者对

此进行了一些探讨。

１　 现状和差距

１􀆰 １　 实践动手能力不强

实验动物学是一门实践与理论均很强的学科，
过去的教学往往着重介绍各类生物学科对实验动

物学的渗透，而对本学科的实验操作强调不够，尽
管国内有很多生物医学院校在研究生中开设了实

验课，但课时数也相对较少，动手操作的机会很少，
致使有些学生在开展科研实验时就连一些基本的

动物实验操作都不会，操作不规范，对动物造成严

重损伤，使科研结果不准确，甚至有部分学生没有

真正接触过实验动物，对实验动物存在惧怕、怜悯、
憎恶心理，对科研实验显得无所适从。
１􀆰 ２　 缺乏案例分析，启发创新意识不强

案例教学是培养学生分析问题与解决问题的

有效手段，这种教学可以使枯燥的理论原理在实际

工作中得到应用，可以使学生在生动的教学模式中

获得知识，例如： 人类疾病动物模型的案例分析，首
先提出人类的疾病问题，分析解决这种疾病机理的

研究思路，分析建立这类疾病动物模型的可行性，
总结这类模型的研究现况，按照实验动物的生物学

与模型的评价标准，选择最优实验动物，然后提出

制模方案，对制模结果进行分析，总结这类模型的

优点与不足，正确与理性的对待动物模型。 然而现

有的教学模式缺乏具体的案例分析，使学生只能依

样画葫芦，缺乏实验技术、实验设计、实验方法和独

立从事实验工作能力的培养和训练。 同时随着招

生规模的扩大，实验室的硬件投入和人员配备相对

滞后，好多实验人多设备少，不是学生在做试验而

是在听试验，因而很难形成创新意识和主动意识。

１􀆰 ３　 国际规范和从业要求强调不够

随着实验动物学的迅猛发展，生命科学在实验

动物和动物实验方面也提出了更高的要求，使实验

动物的管理越来越国际化、标准化、规范化。 国际

实验 动 物 科 学 理 事 会 （ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｕｎｃｉｌ ｆｏｒ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ＩＣＬＡＳ）对实验动物福利

伦理和善待实验动物做出了严格规定。 我国对实

验动物、动物实验场地、从业人员等也一一制定了

相关的法律法规，要求凡是从事实验动物和动物实

验的科技人员、专业管理人员和技术工作者，都必

须取得实验动物从业人员岗位证书。 这就要求从

业人员不但要懂得实验动物知识，还要熟知有关实

验动物福利伦理和善待实验动物的基本内容，掌握

我国实验动物发展现状及法制化要求。

２　 教学改革探讨

２􀆰 １　 多种媒体的优化组合与实验课相结合

实验动物学课程是一门理论知识覆盖面广，实
际操作及动手要求很强的学科，但教学内容比较抽

象，很多内容难以准确形象地描述清楚，学生在课

堂上只能被动地接受知识，无法上升到与实际的结

合。 动物实验课作为实验动物学不可或缺的重要

组成部分，除了验证、巩固、扩充课堂理论教学内容

外，还注重培养学生实验动物基本操作技能、严肃

严谨科学态度和独立创新科研思维等。 但是，实验

课要传授的内容太多，有些实验课实验周期长，实
验内容多，影响学习的连贯性，加之实验经费及研

究生课程学习时间的限制，传统的教学方法很难达

到理想的教学效果。 为此，我们制作了一系列的实

验动物教学录像，将基本的实验操作录制下来，与
多媒体课件优化组合，结合动物实验课的训练，能
加快学生的实验技能向个人科研能力转化，促进理

论知识转变为科研实践能力，这样有利于学生综合

素质的提高和全面发展。
２􀆰 ２　 精选案例，改变传统的教学模式，创立四维医

学实验动物学教学模式

案例分析法是由哈佛大学于 １８８０ 年开发完成，
后被哈佛商学院用于培养高级经理和管理精英的

教育实践，开始时只是作为一种教育技法用于高级

经理人及商业政策的相关教育实践中，后来被许多

公司借鉴过来成为用于培养公司企业得力员工的

一种重要方法，是创造力的培养有效方法。
创造力是指充分运用已有知识和经验，形成新
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思想、发现新方法、发明新技术、创造新事物的能

力，是知识、能力和人格等基本要素的综合反映，具
有新颖性、探索性、批判性、实用性等特征。 历史上

实验动物的实践有大量的有趣案例可供教学分析，
例如裸鼠的发现与相关的肿瘤模型，通过裸鼠的发

现案例的分析，可以将实验动物疾病模型基因的保

存与表达，动物的饲养与保种等问题给予充分的讨

论。 因此，在实验动物学教学过程中，鼓励引导学

生根据自己所学理论知识，设计一个和自己专业相

关或感兴趣的动物实验或者自己的毕业课题，为其

提供实践的平台设施，使学生能自主创新研发，使
科研思维和创新能力得到了进一步的提升，有效增

强了学生的社会综合竞争力。 通过案例分析可以

将自主能力和创新性思维的培养始终贯穿实验动

物学教学的全过程。
结合国内外实验动物学的发展，在研究生的实

验动物课程教学中，除传统的理论教学外，设置师

生互动课堂，使学生将理论知识能更好有效地应用

于自己的专业研究中，引导学生开展自主研发实

践，从而建立实验动物学 － 动物实验技术 － 引导

应用 －自主研发实践四维医学实验动物学课程教

学模式，建立医学特色突出，符合医学实验动物学

课程教学大纲，以满足对医学研究生的培养需求和

培养目标。 利用实验动物公共服务平台，引导鼓励

学生自主研发，积极开展课外实践，提升科研思维

与创新能力的培养。 通过优化实践环节，才能真正

的加强自主能力和创新性思维的培养。 通过自主

设计实验逐渐培养学生自主能力和创新性思维

能力。
２􀆰 ３　 课程学习和取得从业人员岗位资格证书紧密

结合

随着我国实验动物事业的飞速发展，实验动物

的管理也逐步标准化、规范化、法制化，我国制定了

一系列具有强制性的实验动物国家标准和管理办

法，要求凡是从事实验动物和动物实验的各类人员

（动物实验专业人员和管理人员），都必须进行有关

法律、法规及专业培训，并取得实验动物从业人员

岗位证书。
医学专业的研究生科学研究离不开实验动物

和动物实验，因此，在研究生实验动物学课程教学

的过程中同时遵从实验动物从业人员岗位资格培

训的要求，对学生进行规范化的培训，使他们在课

程学习的同时取得实验动物从业人员岗位资格证

书，一举两得。
实验动物学教学改革需要不断探索和实践，在

全面推进改革创新的新形势下，积极探索适合高等

医学院校教育的实验动物学教学体系，充分发挥实

验动物学在医学研究中的重要地位，是摆在实验动

物学教学改革面前的重要任务。 实验动物学教学

改革不仅需要在平时教学中进行一些大胆尝试和

积极创新，而且在医学实验动物学教学活动中还要

力求通过实验动物学教学工作使学生深入领会该

学科在医学科学实验研究中的地位与作用，并能自

觉地将该学科科技正确应用于各自的专业领域，为
以后在医学研究中依法从事动物实验研究工作奠

定坚实的基础。

参考文献：

［ １ ］ 　 方喜业，邢瑞昌， 刘一农， 等． 关于实验动物学学科分类归

属意见 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学杂志， １９９８， ８（２）： １０４ － １０８．
［ ２ ］ 　 杨晓萍． 高等教育学 ［Ｍ］． 重庆： 重庆出版社， ２００６．
［ ３ ］ 　 魏泓． 医学实验动物学 ［Ｍ］． 四川： 四川科技出版社， ２００１．
［ ４ ］ 　 师长宏， 张海． 浅谈高等医学院校硕士研究生《实验动物学》

教学的几点感想 ［Ｊ］ ． 教育科研． ２００９， ８３：１８ － ２１．
［ ５ ］ 　 陈振文， 王锯， 王承利，等． 我国实验动物专业人才培养的

回顾与展望 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２００４， １４ （６）： ３７８
－ ３７９．

［ ６ ］ 　 胡娟峰， 战大伟， 江其辉， 等． 实验动物人员培训的思考与

展望 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２００６， １６（１２）： ７８５ － ７８７．

〔修回日期〕２０１６⁃０１⁃０７

２９ 中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ７ 月第 ２６ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ７


