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咪喹莫特对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠银屑病样
皮损诱导作用的比较

吴剑平，谢　 倩，陈　 林，张军峰，史丽云，詹　 瑧∗

（南京中医药大学，南京　 ２１００２３）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察咪喹莫特对不同品系小鼠银屑病样皮损诱导作用的差异及其作用机理。 方法 　 选用

ＢＡＬＢ ／ ｃ 和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 两种小鼠品系，分别在其背部涂抹 ６２􀆰 ５ ｍｇ 含 ５％ 咪喹莫特的明欣利迪乳膏，在涂抹 ２，４，６ ｄ
后，采用 ＰＡＩＳ 评分观察小鼠背部皮肤形态学变化；ＨＥ 染色观察涂药局部皮肤病理组织学变化，显微镜下测量表皮

厚度；实时荧光定量 ＰＣＲ 法测定 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴相关细胞因子的相对表达量。 结果　 随咪喹莫特涂抹天数的增加，
ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠背部皮肤均逐渐出现鳞屑、红斑、表皮增厚等银屑病样表现。 与同时间段 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠银屑病样皮损比较，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠皮损 ＰＡＩＳ 评分更高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），病理组织学改变及表皮增厚均

更显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 涂抹咪喹莫特 ２ ｄ 后，两种小鼠 ＩＬ⁃２３、ＩＬ⁃１７Ａ 和 ＩＬ⁃１７Ｆ ｍＲＮＡ 相对表达量均显著

升高，且均呈现先高后低的动态变化。 其中 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠表达峰值出现于涂药后 ２ ｄ，Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠表达峰值出现

于涂药后 ４ ｄ。 结论　 咪喹莫特均可诱导 ＢＡＬＢ ／ ｃ 和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠出现人类银屑病样皮损，其中 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠银屑

病样皮损更典型，可能更适用于人类银屑病研究，ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴的激活是皮损出现的重要诱导因素之一。
【关键词】 　 银屑病小鼠模型；咪喹莫特；ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠；Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠；ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴
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ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７Ａｘｉｓ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎｄｕｃｅｒｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｓｏｒｉａｓｉｓ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ； ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ； ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ； Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ； ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ Ａｘｉｓ

　 　 银屑病是以皮肤反复出现炎性增生为典型表现

的自身免疫性疾病，目前其发病机制尚未完全阐

明［１ － ２］。 咪喹莫特作为 Ｔｏｌｌ 样受体激动剂，可通过与

ＴＬＲ⁃７ ／ ８ 结合，诱导皮肤出现表皮增厚、棘层肥厚、角
化不全、嗜中性粒细胞聚集等银屑病样表现，目前常

被用于银屑病动物模型的诱导剂［３］。 ＢＡＬＢ ／ ｃ和
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠是目前最常用于该类动物模型研究的

两种小鼠品系，但这两种模型有无差异，哪种模型更

适用于人类银屑病研究则鲜见报道。 本研究即采用

ＢＡＬＢ ／ ｃ 和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 两种小鼠品系，比较不同时间点

咪喹莫特诱导的两种模型小鼠皮肤形态学、病理组织

学等方面的差异，并探讨 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 炎症轴在模型

进展中的作用。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠各 ２４ 只，
均为雌性，体重 ２０ ～ ２２ ｇ， ７ ～ ８ 周龄，由北京维通利

华实验动物技术有限公司南京分公司提供［ ＳＣＸＫ
（苏） ２０１６ － ０００３］。 实验期间小鼠均饲养在屏障环

境［ ＳＹＸＫ （苏） ２０１４ － ０００１ ］ 中， 按照国标 ＧＢ
１４９２５ － ２０１０［４］的有关要求控制环境参数。 实验前

先给予 ３ ｄ 健康适应期，饲养和实验期间动物自由

饮食。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

明欣利迪乳膏（５％咪喹莫特）购自四川明欣药

业 有 限 责 任 公 司； ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩＩ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔｒａｎｄ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；实时荧光定

量 ＰＣＲ 引物购自生工生物工程（上海）股份有限公

司； Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ 􀳏 Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购 自

Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司。 Ｏｌｙｍｐｕｓ 显微镜购自日

本；ＣＦＸ３８４ 多重实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组处理

咪喹莫特诱导的小鼠银屑病模型观察期多为 ４
～６ ｄ［３， ５ － ６］，故本研究选择 ６ ｄ 作为模型观察终点。

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠均随机分为 ４ 组，每
组 ６ 只，分别为涂药 ０ ｄ 组（即正常对照组）、涂药 ２
ｄ 组、涂药 ４ ｄ 组和涂药 ６ ｄ 组。

各组处理如下：动物于涂药前一天背部剃毛，
形成约 ２ ｃｍ × ３ ｃｍ 大小的皮肤暴露区。 涂药组小

鼠每天涂抹 ５％咪喹莫特乳膏 ６２􀆰 ５ ｍｇ，并分别于涂

药后 ２ ｄ（涂药 ２ ｄ 组）、４ ｄ（涂药 ４ ｄ 组）、６ ｄ（涂药

６ ｄ 组）采样。 涂药 ０ ｄ 组小鼠背部剃毛后，不做任

何处理，第 ２ 天直接采样。 采样时小鼠先颈椎脱臼

处死，剪下背部涂药部位皮肤，分成两块，一块放入

１０％甲醛中固定，另一块放入 － ８０℃冻存。 本实验

研究的 ＩＡＣＵＣ 号为 ＡＣＵ１７０７０４，实验过程中严格按

照实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀。
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 皮损严重程度 （ ｐｓｏｒｉａｓｉｓ ａｒｅａ ａｎｄ ｓｅｖｅｒｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ，ＰＡＳＩ）评分

ＰＡＩＳ 评分标准如下：０，无；１，轻度；２，中度；３，
重度；４，极重度。 采用相机每天拍照记录小鼠皮损

情况，同时按 ＰＡＩＳ 标准对皮肤红斑（ ｅｒｙｔｈｅｍａ）、鳞
屑（ｓｃａｌｅｓ）及浸润增厚程度（ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ）进行 ０ ～ ４ 的

评分，将 ３ 种积分累计得到总积分。 绘制各组小鼠

积分变化趋势图，观察各组小鼠皮损的变化情况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 皮损病理组织学检测

ＨＥ 染色观察小鼠皮肤有无变性、坏死、溃疡、
痂皮形成，上皮层有无增厚、表面角化不全或角化

过度、真皮或皮下组织内有无充血、水肿、炎细胞浸

润等病变。 之后在 ２００ 倍光镜下，采用计算机图像

分析系统（ＤＰ２⁃ＢＳＷ）测量每只动物的表皮层厚度。
１􀆰 ３􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）法测定各组

小鼠皮肤组织 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴相关免疫因子 ＩＬ⁃２３、
ＩＬ⁃１７Ａ 和 ＩＬ⁃１７Ｆ ｍＲＮＡ 的相对表达量。 以 β⁃ａｃｔｉｎ
为内参，实验结果采用 ２ －△△Ｃｔ法进行相对定量。 各

引 物 序 列 如 下： ＩＬ⁃２３ （ 上 游 ）： ５ ’⁃
ＡＡＣＡＡＣＡＧＣＴＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＡＴ⁃３’； ＩＬ⁃２３ （下游）：
５ ’⁃ＡＴＧＡＣＣＡＧＧＡＣＡＴＴＣＡＧＣＡＧＴ⁃３ ’； ＩＬ⁃１７Ａ （ 上

游）： ５ ’⁃ＴＣＡＧＣＧＴＧＴＣＣＡＡＡＣＡＣＴＧＡＧ⁃３ ’； ＩＬ⁃１７Ａ
（下游）：５’⁃ＣＧＣＣＡＡＧＧＧＡＧＴＴＡＡＡＧＡＣＴＴ⁃３’； ＩＬ⁃
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１７Ｆ（上游）： ５ ’⁃ＴＧＣＴＡＣＴＧＴＴＧＡＴＧＴＴＧＧＧＡＣ⁃３ ’；
ＩＬ⁃１７Ｆ （ 下 游 ）： ５ ’⁃ＣＡＧＡＡＡＴＧＣＣＣＴＧＧＴＴＴＴＧＧＴ⁃
３ ’； β⁃ａｃｔｉｎ （ 上 游 ）： ５ ’⁃ＣＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧ
ＣＧＴＧＡＣ⁃３ ’； β⁃ａｃｔｉｎ （ 下 游 ）： ５ ’⁃ＧＡＡＣＣＧＣＴＣＧ
ＴＴＧＣＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴ⁃３’。
１􀆰 ４　 统计学方法

应用统计学软件 ＳＰＳＳ １５􀆰 ０ 进行数据处理，计
量资料以平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，两组之间

比较均采用 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 各组背部皮肤形态学变化

如图 １ 可见，正常对照组（０ ｄ 组）小鼠皮肤均

光滑，无鳞屑、皱褶、红斑等。 涂药 ２ ｄ 后，ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠背部即开始出现细小鳞屑和点状红斑。 第 ３ 天

开始出现少量皱褶。 涂药 ４ ｄ 后，背部皮肤明显增

厚，鳞屑变为小块状、红斑连成片状，皱褶呈条状隆

起。 涂药 ６ ｄ 后，鳞屑开始部分脱落，脱落部位可见

点状出血。 与 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠比较，Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠于

涂药 ３ ｄ 后才出现少量鳞屑及点状红斑，之后症状

缓慢加重。 同一时间段比较，Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠鳞屑、
皱褶、红斑、皮肤增厚等症状均较轻，至涂药第 ６ 天

鳞屑未见脱落。 见图 １。

２􀆰 ２　 各组背部皮损 ＰＡＩＳ 评分变化

按 ＰＡＩＳ 评分标准绘制病变积分趋势线，随涂药

天数增加，病变积分逐渐增高，与形态学观察结果

一致，且同一时间段 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的积分均高于

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ２。
２􀆰 ３　 背部皮损病理组织学变化

ＨＥ 染色结果可见，正常组皮肤较薄，表面有少

量角化，无充血、出血及炎症细胞浸润。 涂药 ２ ｄ 后

表皮开始出现增厚，皮肤表面出现痂皮及少量角

化。 真皮可见轻度充血及少量炎细胞浸润，以中性

粒细胞和单核巨噬细胞浸润为主。 与同时间段

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠比较，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠皮肤增厚及角化

不全较重。 涂药 ４ ｄ 后，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠鳞状上皮和表

皮增厚、角化不全、炎症浸润等情况均较 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠严重。 涂药 ６ ｄ 后，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠被覆厚层鳞状

上皮，表皮进一步增厚，角化不全严重，真皮层有轻

度充血、出血，炎症细胞浸润增多。 与 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠

比较，Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠表皮增厚、角化不全等病变程

度明显较轻。 通过表皮厚度测量可见，２ ｄ 组、４ ｄ
组和 ６ ｄ 组 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠表皮厚度均大于同时间段

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，差异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ３。

图 １　 不同品系小鼠背部皮肤形态学变化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂａｃｋ ｓｋｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ
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注：同一时间点，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 小鼠背部皮损 ＰＡＳＩ 评分变化趋势图

Ｎｏｔｅ． ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ＰＡＳＩ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ

２􀆰 ４　 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴相关细胞因子 ｍＲＮＡ 的表达

ＢＡＬＢ ／ ｃ 和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠在造模后，其 ＩＬ⁃２３、
ＩＬ⁃１７Ａ、ＩＬ⁃１７Ｆ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量均呈抛物线样

变化。 与 ０ ｄ 组比较，两种小鼠在造模 ２，４，６ ｄ 后，
ＩＬ⁃２３、ＩＬ⁃１７Ａ、ＩＬ⁃１７Ｆ 均有明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ
＜ ０􀆰 ０１ ）。 其 中， ＢＡＬＢ ／ ｃ 小 鼠 ＩＬ⁃２３、 ＩＬ⁃１７Ａ、
ＩＬ⁃１７Ｆ的 ｍＲＮＡ 表达水平在用药 ２ ｄ 后即达到峰

值，之后逐渐降低。 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ＩＬ⁃２３、 ＩＬ⁃１７Ａ、
ＩＬ⁃１７Ｆ 的 ｍＲＮＡ 表达水平在用药 ４ ｄ 后达到峰值，
之后逐渐降低。 见图 ４。

３　 讨论

银屑病是目前最常见的自身免疫性疾病之一，
发病率高达 ２％左右［７ － ８］。 其病因及发病机制尚未

完全阐明，且尚无有效的治愈方法［９］。 银屑病的临

床特点主要为反复发作的皮肤过度角化、鳞屑、红
斑形成，并伴有炎细胞浸润、新生血管形成、ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 等细胞因子的分泌。 银屑病的动物模型有多

种，如药物诱导型模型、阴道上皮模型、基因突变及

转基因模型等［１０ － １２］。 咪喹莫特诱导的小鼠模型，因
其制作方法简单、致病机制与人类银屑病类似等原

因，近年来被广泛用于人类银屑病研究［３， １３ － １４］。 据

文献报道及本实验室以往的研究经验发现，该方法

诱导的模型，一般于造模第 ６ 天银屑病样症状达高

峰，之后症状逐渐减弱直至完全缓解，因此模型观

察期一般以 ６ ｄ 为宜［３， １５ － １６］。
本研究显示，通过背部连续 ６ ｄ 涂抹 ６２􀆰 ５ ｍｇ

的 ５％咪喹莫特乳膏（明欣利迪）后，可诱导 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠逐渐出现鳞屑、红斑、皮肤增

厚及皱褶等典型银屑病样皮损，病理组织学鳞状上

皮与表皮增厚、角化不全、角化过度、真皮充血、出
血、炎症细胞浸润等改变均类似人类银屑病表现。
但同时间段两种模型动物比较，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠银屑

病样症状出现更早、进展更迅速，且症状更严重，银
屑病样皮损更典型。 于涂药 ２ ～ ３ ｄ 后，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠即开始出现细小鳞屑、红斑等症状，４ ｄ 后鳞屑、
皮肤增厚、红斑等症状逐渐加重，到第 ６ 天达高峰。
ＰＡＩＳ 评分各项指标比较，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠也均高于

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠。 ＨＥ 染色发现，随着涂药天数的增

加，两种动物模型表皮增厚、皮肤表面痂皮、角化不

全、真皮充血、出血、炎症细胞浸润等表现均逐渐加

重。 但与形态学改变一致，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的各项病

理指标变化均更显著且典型。
相关文献报道， 咪喹莫特作为 Ｔｏｌｌ 样受体
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注：Ａ：涂药局部皮肤病理组织学变化（ＨＥ 染色， × １００）；Ｂ：表皮厚度变化。 同一时间点，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 各组小鼠皮损病理组织学的变化

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｓｋｉｎ ａｆｔｅｒ ｄｒｕｇ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ × １００）． Ｂ： Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ． ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ

注：与 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ０ ｄ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ０ ｄ 组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 不同品系小鼠皮损组织 ＩＬ⁃２３、ＩＬ⁃１７Ａ、ＩＬ⁃１７Ｆ ｍＲＮＡ 的相对表达量

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ０ ｄ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ０ ｄ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃２３， ＩＬ⁃１７Ａ， ａｎｄ ＩＬ⁃１７Ｆ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
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（ＴＬＲ⁃７ ／ ８）激动剂，其诱导小鼠银屑病样皮损的机

制与 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴的激活有关［３， １７］。 本研究同时

测定了 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴相关细胞因子的表达。 结果

发现，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的 ＩＬ⁃２３、ＩＬ⁃１７Ａ 和 ＩＬ⁃１７Ｆ 等细

胞因子的表达在涂药 ２ ｄ 后即达高峰，之后逐渐回

落，而 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠在涂药 ４ ｄ 后各项细胞因子才

达高峰，之后逐渐回落，该结果与 ｖａｎ ｄｅｒ Ｆｉｔｓ 等

人［３］的结果趋势一致，提示在咪喹莫特诱导的银屑

病模型中，ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴的激活要先于银屑病样皮

损的出现，也进一步揭示 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴的激活是皮

损出现的诱导因素。 同时 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７
轴的激活要先于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，提示 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７
轴的优先激活是 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠模型进展更加迅速的

主要原因之一。
综上可见，咪喹莫特可诱导 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠皮肤均出现银屑病样皮损表现，其中

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠症状出现更早，进展更迅速，鳞屑、皮
肤增厚、角化过度及不全、炎症细胞浸润等皮损改

变更典型。 鉴于该模型病程短，且具有自限性等特

点，ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠可能更适合用于人类银屑病研究。
此外，本研究表明 ＩＬ⁃２３ ／ ＩＬ⁃１７ 轴的激活可能是诱发

小鼠银屑病样皮损的关键因素之一。
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􀦋􀦋研究报告

树鼩大肠内容物细菌的群落多样性分析

郭玉倩１，角建林２，袁　 鑫３，吴　 超１，王利梅１，郑　 红１∗

（１． 昆明医科大学实验动物学部，昆明　 ６５０５００； ２． 昆明医科大学技术转移中心，昆明　 ６５００３１； ３． 昆明医科大学

第一附属医院，昆明　 ６５００３２）

　 　 【摘要】 　 目的　 应用高通量测序技术分析树鼩大肠细菌的结构与组成。 方法　 采集 ３ 只雄性树鼩大肠内容

物，用细菌 １６ＳｒＤＮＡ 通用引物扩增 Ｖ３ ～ Ｖ４ 区，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 平台测序。 结果　 共获得 １６０ １５７ 条有效序列，
聚类后得 ４３７ 个运算分类单位（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）。 树鼩大肠中的细菌有 ９ 个门、１９ 个纲、３７ 个目、
６８ 个科、１３７ 个属和 １９４ 个种。 其中，①厚壁菌门和变形菌门的丰度最高，分别为 ６３􀆰 ３０％ 和 ２８􀆰 ５２％ ；②优势纲是

芽孢杆菌纲和 γ⁃变形菌纲（５１􀆰 ４６％ 、２８􀆰 ０２％ ）；③乳杆菌目和肠杆菌目的丰度最高，为 ４５􀆰 ３３％和 ２７􀆰 ５１％ ；④优势

科是乳杆菌科（３５􀆰 ３０％ ）和肠杆菌科（２７􀆰 ５１％ ）；⑤乳杆菌属和埃希氏菌属为优势属（３５􀆰 ３０％ 、２７􀆰 ４９％ ）；⑥在种的

水平，可培养细菌的丰度为 ３７􀆰 １０％ ，未分类细菌 ２７􀆰 ６９％ ，不可培养细菌 ３５􀆰 ２１％ 。 可培养细菌中，唾液链球菌的

丰度最高（２６􀆰 ６６％ ）。 在丰度最高的 ２０ 个种中，８ 种细菌（４０％ ）未分类，为以往未被发现的新种。 个体间细菌群

落存在一定差异。 结论　 树鼩大肠内容物中的细菌组成具有丰富的多样性，其中还有许多未被分类鉴定且相对丰

度较高的细菌，需要进一步研究。
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　 　 动物大肠中栖息着种类繁多、数量巨大的细

菌，与宿主形成了稳定的互利共生关系，在肠道中

长期稳定存在。 这些菌群影响宿主的营养代谢、生
物拮抗、免疫刺激及生长发育等功能。 因此，大肠

微生态的稳定，对树鼩的健康有重要作用。 微生物

培养技术仅能研究体外可生长的微生物［１］，这部分

细菌仅占胃肠道微生物的 １％左右［２］。 那些能在培

养基上生长的微生物，其重要性会被过高估，且克

隆 ／测序技术费时费力分辨率低［３］。 高通量测序技

术是一种研究微生物生态学的全新技术手段，能全

面地反应样品微生物的结构与组成［４］，具有准确性

高、检测范围广、快速、结果可靠等优点，普遍应用

于细菌多样性分析［５］。
树鼩（Ｔｕｐａｉａ ｂｅｌａｎｇｅｒｉ，ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ）是生活在热

带和亚热带地区的哺乳纲攀鼩类的小型动物，在我

国云南、贵州、广西、广东等地广泛分布。 树鼩具有

体型小，繁殖能力强，易驯养，经济易得等优点。 树

鼩的新陈代谢与解剖结构比啮齿类更接近于非人

灵长类动物，常用于替代或减少一些非人灵长类动

物的使用。 由于其与人类在细胞与分子层面的相

似性，在作为人类疾病动物模型方面具有很大的前

景。 树鼩已在肿瘤学、内分泌学、神经生物学、生殖

生物学、免疫学及感染性疾病等方面有广泛和深入

的应用，是价值极高的新型实验动物［６］。
目前，有关树鼩肠道细菌的报道较少［７ － １０］。 这

些研究主要采用的是传统的培养技术，以及以克

隆 ／测序为主要手段的分子生物学技术。 已有的报

道缺乏有关树鼩肠道细菌的高通量测序研究。 因

此，本试验旨在应用高通量测序技术研究树鼩大肠

细菌结构与组成，为进一步开发利用这一新型实验

动物奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

３ 只雄性 １０ 月龄树鼩，体重 １３０ ～ １５０ ｇ，编号

Ａ、Ｂ、Ｃ，由昆明医科大学实验动物学部提供［ＳＣＸＫ

（滇） Ｋ２０１３ － ０００２］。 饲养于昆明医科大学普通级

实验室［ＳＹＸＫ （滇） Ｋ２０１５ － ０００２］，树鼩单笼饲养，
自由饮水，每日定时饲喂全价颗粒饲料 ２ 次（８：００
和 １４：００），动物饲养温度 ２２℃ ～ ２５℃，湿度 ４０％ ～
６０％ ，每日明暗交替照明 １２ ｈ。 实验程序符合昆明

医 科 大 学 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 要 求

（ＫＭＭＵ２０１７０１６），并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给

予人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

动物全价颗粒饲料配方为：玉米 ４０％ 、大麦

１７％ 、大 米 １０％ 、 豆 粕 １７％ 、 鱼 粉 ８％ 、 苜 蓿 粉

２􀆰 ０％ 、蔗糖 １􀆰 ０％ 、果糖 ０􀆰 ５％ 、牛油 １􀆰 ５％ 、猪油

１􀆰 ０％ 、鸡蛋粉 １􀆰 ２％以及氨基酸、维生素和微量元素

等添加剂 ０􀆰 ８％。 ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ，
Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，Ｕ． Ｓ． ）。 荧光定量系统 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ
（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｕ． Ｓ． ）；ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ ＧｅｎｅＡｍｐ􀳏 ９７００ 型）。
采用 Ｈｉｓｅｑ２５００ 测序仪（Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）的 ＰＥ１５０ 测序

策略完成测序。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物处理

树鼩稳定饲喂 ６０ ｄ，在 ６１ ｄ 禁食 ８ ｈ，心脏采血

处死动物。 取大肠，用 ０􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水冲洗大肠内

容物，收集冲洗液至离心管，迅速投入液氮中保存，
样品立即带回实验室转移至 － ８０℃冰箱，备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 基因组 ＤＮＡ 提取

使用 ＤＮＡ 提取试剂盒，按照说明书进行细菌基

因组抽提。 利用 １％ 的琼脂糖凝胶电泳，检测抽提

的树鼩大肠内容物细菌基因组 ＤＮＡ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增

测序是区域 ３４１Ｆ ～ ８０６Ｒ。 使用 ３４１Ｆ： ５ ’⁃
ＣＣＴＡＹＧＧＧＲＢＧＣＡＳＣＡＧ⁃３’ 和 ８０６Ｒ： ５ ’⁃ＧＧＡＣＴＡ
ＣＮＮＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ⁃３’细菌特异性引物进行细菌

１６ＳｒＤＮＡ 基因部分序列的 ＰＣＲ 扩增。
１􀆰 ３􀆰 ４　 荧光定量

参照 电 泳 初 步 定 量 结 果， 将 ＰＣＲ 产 物 用

８ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ 蓝色荧光定量系统进行检测定量，
之后按照每个样本的测序要求，进行相应比例的

混合。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 文库构建

连接“Ｙ”字形接头。 使用磁珠筛选去除接头自

连片段，利用 ＰＣＲ 扩增进行文库模板的富集。 经氢

氧化钠变形，产生单链 ＤＮＡ 片段。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 测序

ＤＮＡ 片段的一端与引物碱基互补，固定在芯片

上。 另一端随机与附近的另外一个引物互补，也被

固定住，形成“桥（ｂｒｉｄｇｅ）”。 ＰＣＲ 扩增，产生 ＤＮＡ
簇。 ＤＮＡ 扩增子线性化成为单链。 加入改造过的

ＤＮＡ 聚合酶和带有 ４ 种荧光标记的 ｄＮＴＰ，每次循

环只合成一个碱基。 用激光扫描反应板表面，读取

每条模板序列第一轮反应所聚合上去的核苷酸种

类。 将“荧光基团”和“终止基团”化学切割，恢复

３’端粘性，继续聚合第二个核苷酸。 统计每轮收集

到的荧光信号结果，得到模板 ＤＮＡ 片段的序列。
１􀆰 ３􀆰 ７　 生物信息学分析

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 测序得到的 ＰＥ ｒｅａｄｓ，首先根据

ｏｖｅｒｌａｐ 关系进行拼接［１１］，同时对序列质量进行质控

和过滤。 优化样本序列后，将序列按 ９７％相似性进

行运算分类单位（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ）聚
类［１２］，并进行 α 多样性指数分析，计算 Ｃｈａｏ 指数、
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和覆盖（Ｃｏｖｅｒａｇｅ）指数。
每个样本都做了稀释性曲线和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数曲线。
用 ＵｎｉＦｒａｃ 对 β 多样性进行评估，利用基于 ＵｎｉＦｒａｃ
的主坐标分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ），
将 ＵｎｉＦｒａｃ 距离映射到一组正交轴上。 采用 ＲＤＰ
ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 贝叶斯算法，对 ＯＴＵ 代表序列进行分类学

分析［１３］。 统计在门、纲、目、科、属、种水平上的物种

组成和丰度。
１􀆰 ４　 统计学方法

利用 ＧｒａｐｈＰａｄ ＰＲＩＳＭ 软件（ＧｒａｐｈＰａｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ，
ＣＡ，ＵＳＡ）计算出样本序列和 α 多样性的平均数 ±
标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）。

２　 结果

２􀆰 １　 样本序列分析和多样性分析

将本实验得到的样本序列进行优化（表 １），共
获得 １６０ １５７ 条有效序列，平均每个样本有（５３ ３８６
± ２８０７）条序列。 基于序列 ９７％的相似性进行 ＯＴＵ
聚类，共得到 ４３７ 个 ＯＴＵ。 样本稀释性曲线（图 １）

显示，每个样本的曲线都趋于平缓，说明本研究的

测序量能够覆盖各样本的大多数微生物。
表 １　 样本序列统计表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

个体
Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

序列数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

运算分类单位数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ

ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ
Ａ ５２ ５６７ ２３４
Ｂ ５６ ５１２ ８９
Ｃ ５１ ０７８ １１４

􀭰ｘ ± ｓ ５３ ３８６ ± ２８０７ １４５ ± ７７

图 １　 稀释性曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ

基于 ＯＴＵ 聚类分析结果，对 ＯＴＵ 进行 α 多样

性分析（表 ２），树鼩大肠细菌的 Ｃｈａｏ 指数是 １８１，
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数是 ２􀆰 ５，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为 ０􀆰 ２１。 覆盖指

数为 ０􀆰 ９９９，即包含了树鼩大肠内容物中 ９９􀆰 ９％ 的

细菌多样性状况，反映了测序结果代表了样本中微

生物的真实情况。 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数曲线（图 ２）显示，样
本 Ａ 的微生物群比 Ｂ 和 Ｃ 更多样化。

未加权 ＰＣｏＡ （图 ３Ｂ） 显示， 第一个主坐标

（ＰＣ１）捕获了 ４３􀆰 ４２％的变异，第二个主坐标（ＰＣ２）
捕获了 １６􀆰 ８４％的变异，Ａ 与 Ｂ、Ｃ 分离开，而 Ｂ、Ｃ 聚

合在一起；加权 ＰＣｏＡ（图 ３Ａ）显示，第一个主坐标

（ＰＣ１）捕获了 ５２􀆰 ６９％的变异，第二个主坐标（ＰＣ２）
捕获了 ２９􀆰 ４３％的变异。 加权以后三个样本仍没有

聚合起来，样本间存在一定差异。

图 ２　 菌群多样性分析

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｆｌｏｒａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
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表 ２　 α 多样性指数
Ｔａｂｌｅ ２　 α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ

丰度指数
Ｃｈａｏ ｉｎｄｅｘ

菌群多样性指数 Ｆｌｏｒａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

覆盖指数
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ｉｎｄｅｘ

􀭰ｘ ± ｓ １８１ ± ５３ ２􀆰 ５ ± ０􀆰 ５８ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ９９９ ± ０􀆰 ０００２

注：Ａ：加权；Ｂ：未加权。

图 ３　 β 多样性的主坐标分析

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｗｅｉｇｈｔｅｄ； Ｂ： Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 β⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ２　 不同分类水平上的物种组成分析

本研究发现，树鼩大肠中的细菌有 ９ 个门、１９
个纲、３７ 个目、６８ 个科、１３７ 个属和 １９４ 个种。

在鉴定出的 ９ 个门中，厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的丰度最高（９１􀆰 ８２％ ），分
别 为 ６３􀆰 ３０％ 和 ２８􀆰 ５２％ 。 其 次 是 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），丰度分

别是 ５􀆰 ４９％ 、 ２􀆰 ５６％ 。 以上 ４ 个门的丰度和为

９９􀆰 ８４％ 。 其 他 ５ 个 门， 包 括 梭 杆 菌 门

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）、蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、脱铁杆菌

门 （ Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｅｓ ）、 酸 杆 菌 门 （ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、
Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ 门，丰度之和仅为 ０􀆰 １４％ （图 ４）。

图 ４　 门水平上菌群组成

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

在检出的 １９ 个纲中，丰度最高的是芽孢杆菌纲

（Ｂａｃｉｌｌｉ）和 γ⁃变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），分别

是 ５１􀆰 ４６％ 、２８􀆰 ０２％ 。 其次是梭菌纲（ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）：
６􀆰 ９８％ ，丹毒丝菌纲（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ）：４􀆰 ５３％ ，放线

菌 纲 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ）： ３􀆰 ５８％ ， 拟 杆 菌 纲

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）：２􀆰 ４６％ 和 Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉｉａ 纲：１􀆰 ９１％ 。
以上 ７ 个纲的丰度和为 ９８􀆰 ９４％ 。 其他 １２ 个纲的

丰 度 和 仅 为 １􀆰 ０％ ， 包 括 严 格 厌 氧 菌 纲

（Ｎｅｇａｔｉｖｉｃｕｔｅｓ）、ε⁃变形菌纲（Ｅｐｓｉｌｏｎｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
δ⁃变 形 菌 纲 （ Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 梭 杆 菌 纲

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）、黄杆菌纲（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｉａ）、α⁃变形菌

纲 （ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 β⁃变 形 菌 纲

（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ 纲、Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ
＿ｎｏｒａｎｋ 纲、酸杆菌纲（Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｉａ）、脱铁杆菌纲

（Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｅｓ）和全噬菌纲（Ｈｏｌｏｐｈａｇａｅ）。
在 鉴 定 出 的 ３７ 个 目 中， 乳 杆 菌 目

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）和肠杆菌目（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）的丰

度最 高， 为 ４５􀆰 ３３％ 和 ２７􀆰 ５１％。 其 次 是 梭 菌 目

（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ）、芽孢杆菌目（Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）、丹毒丝菌目

（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｌｅｓ）、双歧杆菌目（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）、
拟杆菌目（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ）和 Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ 目，６ 个目

的丰度依此降低，分别为 ６􀆰 ９８％、６􀆰 １３％、４􀆰 ５３％、
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３􀆰 ３５％、１􀆰 ９１％、１􀆰 ８１％ （图 ５）。 其他 ２９ 个目，如

Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｄａｌｅｓ 目、海洋螺菌目（Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ）、
弯 曲 菌 目 （ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ ）、 脱 硫 弧 菌 目

（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｎａｌｅｓ）、棒杆菌目（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）、假
单 胞 菌 目 （ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ ）、 梭 杆 菌 目

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）和黄杆菌目（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）等，丰
度之和仅为 １􀆰 ８１％。

图 ５　 目水平上菌群组成

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ

６８ 个科中，１１ 个科的丰度和超过 ９０％ 。 其中

乳 杆 菌 科 （ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ ） 和 肠 杆 菌 科

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ） 的丰度和超过 ６０％ ，分别为

３５􀆰 ３０％和 ２７􀆰 ５１％ 。 丰度在 １％ ～ １０％ 之间的有 ９
个科，由高到低依次为链球菌科（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、
毛 螺 菌 科 （ Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ）、 丹 毒 丝 菌 科

（ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ ）、 双 歧 杆 菌 科

（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、肠球菌科 （ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、
葡萄 球 菌 科 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ）、 芽 孢 杆 菌 科

（Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、普雷沃氏菌科（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）和红蝽

杆菌科（Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）。 这 ９ 个科的丰度分别

是 ６􀆰 ７２％ 、４􀆰 ８８％ 、４􀆰 ５２％ 、３􀆰 ３５％ 、２􀆰 ９５％ 、２􀆰 ６６％ 、
２􀆰 ２４％ 、２􀆰 ０３％ 、１􀆰 ９１％ 。 其他 ５７ 个科的丰度均低

于 １％ ，包括瘤胃菌科（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、拟杆菌科

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ）、韦荣氏球菌科（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ）、
梭 菌 科 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ ）、 海 洋 螺 菌 科

（ Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ ）、 消 化 链 球 菌 科

（ Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ）、 揉 杆 菌 科

（Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、螺杆菌科 （Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）
和脱硫弧菌科（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ）等。 这 ５６ 个科

的丰度和仅为 ４􀆰 ５２％ 。
１３７ 个属中，乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和埃希氏

菌 （ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ ） 属 占 主 导， 丰 度 和 为

６２􀆰 ７９％ （ ３５􀆰 ３０％ 、 ２７􀆰 ４９％ ）。 其 次 是 链 球 菌 属

（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｔｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 属、双歧杆

菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、葡
萄球菌属（ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 属、芽

孢杆属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）、普雷沃菌

属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ９）、瘤胃球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）和柯林

斯氏菌属 （ Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ）。 这 １１ 个属的丰度和为

２８􀆰 ８３％ ，各属的丰度依此分别为 ４􀆰 ６２％ 、４􀆰 １９％ 、
３􀆰 ３５％ 、２􀆰 ９５％ 、 ２􀆰 ６５％ 、 ２􀆰 ３１％ 、 ２􀆰 ２３％ 、 ２􀆰 １１％ 、
２􀆰 ０３％ 、１􀆰 ３％和 １􀆰 ０９％ （图 ６）。 其余的 １２６ 个属的

丰度极低，总占比仅 ８􀆰 ３７％ 。

图 ６　 属水平上群落组成

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ
ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

１９４ 个种中，可培养细菌的丰度和为 ３７􀆰 １０％ ，
未分类细菌为 ２７􀆰 ６９％ ，不可培养细菌 ３５􀆰 ２１％ （图
７）。 可培养细菌中，唾液链球菌（ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）的丰度

最高（２６􀆰 ６６％ ）。 丰度在 ０􀆰 ３８％ ～ ２􀆰 ９１％之间的有

５ 个种，从高到低依次为 ｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｏｒｃｏｒｕｍ 种

（２􀆰 ９１％ ）、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉ 种（１􀆰 ５７％ ）、金黄色

葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｓｕｂｓｐ． ａｕｒｅｕｓ ＣＯＬ，
１􀆰 ５６％ ）、 Ｓｌａｃｋｉａ ｐｉｒｉｆｏｒｍｉｓ 种 （ ０􀆰 ４２％ ） 和

Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｋａｓｈｉｗａｎｏｈｅｎｓｅ 种（０􀆰 ３８％ ）。

图 ７　 种水平上细菌分类

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ

丰度最高的 ２０ 个种，归类为 １０ 个科、７ 个纲。
即双歧杆菌科、芽孢杆菌科、乳杆菌科、葡萄球菌

科、链球菌科、普雷沃氏菌科、毛螺菌科、红蝽杆菌

科、丹毒丝菌科和肠杆菌科。 这 ２０ 个种，隶属于芽

孢菌纲、梭菌纲、放线菌纲、丹毒丝菌纲、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ
纲、Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉｉａ 纲和 γ⁃变形菌纲 ７ 个纲。 在丰度

最高的 ２０ 个种中，８ 种细菌（４０％ ）未分类，为以往

未被发现的新种。 ７ 种（３５％ ）不能培养，能培养的

已知细菌（２５％ ）仅为 ５ 种（表 ３）。
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表 ３　 种水平上丰度较高的 ２０ 个种及其在纲和科水平上的归类
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ２０ ｍｏｓｔ ａｂｕｎｄａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｃｌａｓｓ ａｎｄ ｆａｍｉｌｙ ｌｅｖｅｌｓ

纲
Ｃｌａｓｓ

科
Ｆａｍｉｌｙ

种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

丰度（％ ）
Ａｂｕｎｄａｎｃｅ

γ⁃变形菌纲
Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

肠杆菌科
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

不可培养的大肠志贺氏菌属
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５􀆰 ７９

未分类的大肠志贺氏菌属
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １１􀆰 ７０

芽孢菌纲
Ｂａｃｉｌｌｉ

乳杆菌科
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ

芽孢杆菌科
Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ

肠球菌科
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ

葡萄球菌科
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｃｅａｅ

链球菌科
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ

唾液链球菌
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ ２６􀆰 ６６

未分类的乳杆菌属
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ４􀆰 ６３

不可培养的乳杆菌属
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ３􀆰 ７２

苏云金杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ２􀆰 ０７

肠球菌
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ １􀆰 ５７

未分类的肠球菌属
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １􀆰 ３８

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｓｕｂｓｐ． ａｕｒｅｕｓ ＣＯＬ １􀆰 ５６

未分类的葡萄球菌属
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １􀆰 ０９

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｏｒｃｏｒｕｍ 种 ２􀆰 ９１
未分类的乳球菌属

Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １􀆰 ９８

不可培养的链球菌属
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ １􀆰 ４３

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ 纲
普雷沃氏菌科
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ

不可培养的普氏菌属
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ９＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ２􀆰 ０３

梭菌纲
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ

毛螺菌科
Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ

Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ 种 １􀆰 ３３
不可培养的瘤胃球菌属

［Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ］ ｇｎａｖｕｓ ｇｒｏｕｐ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １􀆰 ３０

Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉｉａ 纲
红蝽杆菌科

Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ
不可培养的菌属

Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １􀆰 ０３

丹毒丝菌纲
Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ

丹毒丝菌科
Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ

不可培养的丹毒丝菌属
Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｔｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２􀆰 ９８

未分类的丹毒丝菌属
Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｔｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １􀆰 ２１

放线菌纲
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

双歧杆菌科
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

未分类的双歧杆菌属
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ２􀆰 ８０

２􀆰 ３　 不同个体之间的物种组成比较

在门层面，三个样本共享的 ５ 个门分别是厚壁

菌门、变形菌门、拟杆菌门、放线菌门和梭杆菌门。
蓝藻菌门、脱铁杆菌门、Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ 门和酸杆菌

门为 Ａ 特有，这 ４ 个门的丰度和仅占 Ａ 样本总肠道

微生物的 ０􀆰 １１％ 。 Ｂ 样本中的厚壁菌门和变形菌

门与 Ａ、Ｃ 样本相比有较大差异，厚壁菌门在样本

Ａ、Ｂ、Ｃ 中的丰度比是 ３􀆰 ８∶ １∶ ３􀆰 ６，变形菌门在样本

Ａ、Ｂ、Ｃ 中的丰度比是 １ ∶ ９􀆰 １ ∶ ０􀆰 ９２。 而放线菌门在

三个 样 本 中 的 丰 度 没 有 太 大 变 化， 丰 度 比 为

１∶ １􀆰 ３９∶ １􀆰 １２。
检测到的 １３７ 个属中，６５ 个属为样本 Ａ 独有，３

个属仅见于样本 Ｂ，Ｃ 为 ４ 个属。 Ａ 独有的 ６５ 个属

的丰度和是 １１􀆰 ５６％ ，其中只有两个属的丰度和大

于 １％ ， 分 别 是 乳 球 菌 属 （ ６􀆰 ３２％ ） 和

Ｓｕｂｄｏｌｉｇｒａｎｕｌｕｍ 属（１􀆰 １９％ ）。 Ｂ 组特有的属是魏斯
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氏菌属、Ｓｅｎｅｇａｌｉｍａｓｓｉｌｉａ 属和 Ｆａｅｃａｌｉｔａｌｅａ 属，丰度均

低于 ０􀆰 １％ 。 样本 Ｃ 独有的属分别是链霉菌属

（０􀆰 ０１％ ）、Ｅｇｇｅｒｔｈｅｌｌａ 属（０􀆰 ００７％ ）、Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ 属

（０􀆰 ００３％ ）和黄杆菌属（０􀆰 ００３％ ）。 乳杆菌属的丰

度较 高， 但 三 个 样 本 中 的 差 异 也 较 大， Ｃ 为

７５􀆰 ２６％ ，Ｂ 中 ２０􀆰 １５％ ，Ａ 为 １０􀆰 ５０％ 。

３　 讨论

目前，有关树鼩肠道菌群的报道较少［７ － １０］，并且

都是基于对菌株进行培养后，进行鉴定的检测方法。
这些研究不能系统且全面地阐述树鼩肠道细菌多样

性。 本实验通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 高通量测序，研究树

鼩大肠微生物群的物种组成及其丰度。 其中，
Ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数表示各文库的覆盖率，本实验中覆盖率

为 ０􀆰 ９９９，说明树鼩大肠细菌 ９９􀆰 ９％多样性情况得到

反映。 每个样本的稀释曲线都趋于平缓，表明本实验

的测序量能够覆盖各样本的大多数微生物。 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数曲线曲线表示样本 Ａ 比 Ｂ 和 Ｃ 的微生物菌群更

加多样化。 ＰＣｏＡ 分析表明三个样本间菌群组成存在

差异。 邢进等［８］采集 ６１ 只树鼩回盲部内容物分离培

养，仅得到 ６ 科、１５ 属、２９ 种树鼩肠道菌。 本研究共

鉴定出树鼩大肠菌的 ６８ 个科、１３７ 个属、１９４ 个种，较
全面地反映树鼩肠道细菌多样性。

通过 ＯＴＵ 分类，本实验共鉴定出树鼩肠道菌的

９ 个门。 其中，厚壁菌门 （６３􀆰 ３０％ ） 和变形菌门

（２８􀆰 ５２％ ）是优势门；其次是放线菌门和拟杆菌门。
刘丽君等［７］对树鼩粪便细菌进行分离培养，发现变

形菌门的埃希氏菌和变形杆菌以及厚壁菌门的粪

肠球菌是树鼩的主要寄生菌群，与本实验检测到的

优势 门 相 同， 但 在 种 属 层 面 有 较 大 差 异。
Ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄｔ 等［１４］使用高脂肪食物饲喂野生小鼠，发
现小鼠肠道菌群中厚壁菌门和变形菌门的数量增

加，而拟杆菌门含量降低。 本研究发现树鼩肠道菌

中变形菌门丰度较高，推测树鼩具有较强的脂肪消

化功能。
在属的层次，本研究发现树鼩肠道乳杆菌属和

埃希氏菌属丰度最高。 乳杆菌属和埃希氏菌属是

人和动物肠道的正常菌群［１５］。 乳杆菌属重要的益

生菌，有改善胃肠道动力、调节肠道微生态平衡、抑
制抑制肠道炎性反应和抑菌等作用，保护机体肠道

健康［１６ － １７］。 乳杆菌属在肠道内将多糖降解成短链

脂肪酸［１８］，能合成维生素 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ６、Ｂ１２、叶酸、维
生素 Ｋ 等多种维生素和蛋白质，促进机体的消化吸

收。 乳杆菌属还具有抗氧化和调节神经内分泌系

统作用。 埃希氏菌属归类于肠杆菌科，能帮助机体

合成维生素 Ｂ、Ｋ 等。 一般不致病，偶尔会引起皮

肤、黏膜和脏器等自身感染［１９］。
唾液链球菌在健康人体口腔微生物菌群中占

主要地位［２０］，是口腔益生菌的重要候选者［２１］。 唾

液链球菌能产生细菌素样抑菌物质（ＢＬＩＳｓ），具有

抑制其他多种微生物的活性，能够减少病原菌在口

腔、呼吸道等部位的定植［２２］。 Ｃｏｓｓｅａｕ 等［２３］ 研究发

现，唾液链球菌 Ｋ１２ 株能调节人体上皮细胞中参与

固有免疫防御机制、上皮细胞功能与内稳态、细胞

骨架修饰、细胞发育与转移及信号通路的相关基

因。 本实验发现唾液链球菌是树鼩可培养肠道菌

中丰度最高的物种（２６􀆰 ６６％ ），其功能及机制有待

进一步研究。 在丰度最高的 ２０ 个种中，８ 种细菌

（４０％ ）未分类，为以往未被发现的新种，需要进一

步研究。
本研究使用高通量测序的方法，第一次较全面

地检测了树鼩肠道菌群。 但高通量测序技术也存

在不足，虽然会得到大量数据，但后续数据处理费

时费力［２４］；对于小范围测序所用的费用相对较

高［２５］。 另外，样本量较少，需要进一步开展系统研

究，建立树鼩肠道菌群谱，为建立人类肠道微生物

树鼩模型奠定基础。
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长爪沙鼠糖尿病近交系培育过程中
血液生理生化指标的动态变化

王　 迎１，李　 迎２，３，王东平２，郭　 萌１，霍学云４，李长龙４，陈振文４，杜小燕１∗

（１． 首都医科大学实验动物科学部，北京　 １０００６９； ２． 军事医学科学院实验动物中心，北京　 １０００７１；
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨长爪沙鼠糖尿病近交系培育过程中血液生理生化指标动态变化及其规律。 方法　 参考

前期的研究方法，应用生化分析仪、血细胞分析仪，检测糖尿病长爪沙鼠近交系 Ｆ９ ～ Ｆ１４ 代繁殖动物 １７ 项血液生

化和 ２２ 项血常规指标，并绘制其动态曲线。 结果 　 从检测结果和动态曲线变化看，Ｆ９ ～ Ｆ１４ 代动物的尿酸

（ＵＲＩＣ）、乳酸脱氢酶（ＬＤ）、肌酸激酶（ＣＫ）、淀粉酶（ＡＭＹ）、血糖（ＧＬＵ）、单核细胞百分数（ＭＯＮ％ ）、平均血红蛋白

含量（ＭＣＨ）、平均血红蛋白浓度（ＭＣＨＣ）、平均血小板体积（ＭＰＶ）随代数增加呈现上升趋势；总胆固醇（ＣＨＯＬ）、
嗜酸性粒细胞直接计数（ＥＯＳ）、嗜酸性粒细胞百分数（ＥＯＳ％ ）、红细胞（ＲＢＣ）、红细胞压积（ＨＣＴ）、血红蛋白

（ＨＧＢ）呈现下降趋势；白蛋白（ＡＬＢ）、总蛋白（ＴＰ）、甘油三酯（ＴＧ）、高密度脂蛋白（ＨＤＬ）、尿素氮（ＢＵＮ）、总胆红

素（ＴＢＩＬ）、肌酐（ＣＲＥ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）等其余指标总体趋势比较平稳。 结论　 糖尿病近交

系动物培育中血液生理生化随着近交代数的增加会发生变化，尤其是糖代谢和脂代谢相关指标高于其他动物，提
示其糖尿病动物的疾病特征，也说明定向的近亲繁殖和培育对其血液生理生化指标具有一定的影响。

【关键词】 　 长爪沙鼠；近交系；糖尿病模型；血液生化指标；血液生理指标
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ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ． Ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ａｌｓｏ ｉｍｐｌｙ ｔｈａｔ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ ｅｘｅｒｔｓ ａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ’ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ ｇｅｒｂｉｌ； ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅ； ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ； ｂｌｏｏｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ； ｂｌｏｏｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ

　 　 长爪沙鼠 （Ｍｅｒｉｏｎｅｓ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔｕｓ 或 Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ
ｇｅｒｂｉｌ）是啮齿目、仓鼠科、沙鼠亚科、沙鼠属的动物，
国内主要分布于内蒙古及河北、甘肃、宁夏等草原

地带［１］，自上世纪 ６０ 年代开始作为实验动物应用于

医学实验之中。 长爪沙鼠是多功能实验动物，在病

毒学、细菌学、寄生虫学等领域都有很广泛的应

用［２ － ４］。 早在 １９７２ 年，Ｂｏｑｕｉｓｔ［５］发现在长爪沙鼠群

体中有肥胖伴随血糖较高的动物，虽然比例较低

（３ ／ ４２，７􀆰 １４％ ），但其病理特征和人的糖尿病较相

似。 近年来，研究者又发现由于繁殖期的长爪沙鼠

伴有高血糖和动脉硬化等症状，其体内类脂质比大

鼠高 ３ 倍，可能是研究糖尿病、肥胖病的优良实验动

物［６］。 本团队在进行长爪沙鼠近交系的培育中发

现一个分支的动物血糖较高，高血糖比例达到

２１􀆰 ３３％ ，因此开始定向培育这一分支，并在培育过

程中对动物血液生理生化指标进行了监测。 本研

究用近亲繁殖兄妹交配的方法定向培育糖尿病长

爪沙鼠近交系，对培育过程中从第 ９ 到第 １４ 代的动

物血液生理生化指标进行了动态检测。 本课题组

通过研究长爪沙鼠糖尿病动物模型近交系品系培

育过程中的这些指标，有效掌握了培育过程中沙鼠

特性的变化规律，为这一模型群体的建立和今后的

应用提供了基础数据和背景资料。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

普通级成年糖尿病近交系长爪沙鼠 １６５ 只（６
～１２ 月龄），体重在 ５０ ～ ８０ ｇ 之间。 Ｆ９ 代 １０ 只（雌
６，雄 ４）；Ｆ１０ 代 ３０ 只（雌 １８，雄 １５）；Ｆ１１ 代 ５０ 只

（雌 ２５，雄 ２５）；Ｆ１２ 代 ４２ 只（雌 ２１，雄 ２１）；Ｆ１３ 代

２０ 只（雌 １２，雄 ８），Ｆ１４ 代 １３ 只（雌 ７，雄 ６）。 首都

医科大学实验动物中心自行培育，环境控制如下：
温度为 １８℃ ～ ２６℃，相对湿度 ３０％ ～ ６０％ ，日常饲

喂６０Ｃｏ 照射消毒饲料及饮用无菌水，自然光照。 本

实验通过首都医科大学实验动物和动物实验伦理

委员会批准（Ｎｏ． ：ＡＥＥＩ⁃１４１７⁃０３２），在研究过程中

按照实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予动物人道主义

关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

各项检测和试剂参考前期的研究方法和文献

进行，包括检测生理生化指标的各项配套试剂［７ － ８］。
仪器和器械均和前期的研究相同［７ － ８］。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 标本采集

采集方法参考相关文献［７ － ９］，在实验前动物空

腹 １２ ～ １６ ｈ，分两组采集血液，经眼眶静脉取血后生

化指标测定组血样静置 ３０ ｍｉｎ 后 ５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，分离血清备用；生理指标测定组血样用 １％
的肝素抗凝，采血后快速混匀，静置备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 各项测定指标

１７ 项血液生化指标以及 ２２ 项血液学指标均和

前期研究相同［７ － ８］。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 统计软件进行统计分

析。 多组均数比较进行多重比较。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差

异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 血清生化动态变化

２􀆰 １􀆰 １　 血清蛋白的动态变化

糖尿病长爪沙鼠近交系培育过程中 Ｆ９ ～ Ｆ１４ 代

动物的白蛋白（ＡＬＢ）、总蛋白（ＴＰ）趋势平稳（见图

１），但多重比较发现，白蛋白在 Ｆ１０、Ｆ１１、Ｆ１２ 代与

Ｆ１３ 和 Ｆ１４ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；总蛋白在

Ｆ１１ 代与 Ｆ１０、Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），在
Ｆ１１ 代与 Ｆ９、Ｆ１２、Ｆ１４ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
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图 １　 血清蛋白的动态曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２􀆰 １􀆰 ２　 血清血脂的动态变化

糖尿病模型长爪沙鼠近交系培育过程中 Ｆ９ ～
Ｆ１４ 代动物的甘油三酯（ＴＧ）含量从 Ｆ１１ 代之后趋

势平稳，高密度脂蛋白（ＨＤＬ）含量趋势平稳，总胆

固醇（ＣＨＯＬ）含量呈下降趋势。 多重比较结果显

示，高密度脂蛋白的含量在 Ｆ１０ 代与 Ｆ１４ 代差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与 Ｆ１３ 代差异亦有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），在 Ｆ１１ 代与 Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 甘油三酯的含量在 Ｆ１１ 代与 Ｆ１０ ～ Ｆ１３ 代

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与 Ｆ９、Ｆ１４ 代差异亦有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ２）。
２􀆰 １􀆰 ３　 血清代谢产物的动态变化

长爪沙鼠糖尿病近交系培育 Ｆ９ ～ Ｆ１４ 代过程

中动物血清中尿素氮（ＢＵＮ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、肌
酐（ ＣＲＥ） 含量比较稳定，变化较小。 但是尿酸

（ＵＲＩＣ）含量随代数呈下降趋势，Ｆ１１ 代后呈上升趋

势。 多重比较发现（图 ３），尿酸含量 Ｆ１３、Ｆ１４ 代与

Ｆ１０ ～ Ｆ１２ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｆ９ 代与

Ｆ１１ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；肌酐含量 Ｆ１４ 代

与 Ｆ９ ～ Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 １􀆰 ４　 血清酶的动态变化

糖尿病模型长爪沙鼠近交系动物碱性磷酸酶

（ＡＬＰ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）含量

Ｆ９ ～ Ｆ１４ 代趋势平稳；乳酸脱氢酶（ＬＤ）、肌酸激酶

（ＣＫ）、淀粉酶（ＡＭＹ）含量的趋势呈上升趋势。 多

重比较结果显示，碱性磷酸酶含量在 Ｆ１１ 代与 Ｆ９、
Ｆ１２ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与 Ｆ１３、Ｆ１４ 代差

异亦有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），在 Ｆ１３ 代与 Ｆ１０、Ｆ１２ 代

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；谷丙转氨酶含量在 Ｆ１０
代与 Ｆ１１、Ｆ１４ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｆ１１ 代

与 Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；乳酸脱氢酶含

量在 Ｆ１３、Ｆ１４ 代与 Ｆ９ ～ Ｆ１２ 代差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），Ｆ１１ 代与 Ｆ１２ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；

肌酸激酶含量在 Ｆ９ 代与 Ｆ１０、Ｆ１１ 代差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｆ１３、Ｆ１４ 代与 Ｆ１０ ～ Ｆ１２ 代差异有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；淀粉酶含量在 Ｆ１４ 代与 Ｆ１０、Ｆ１２
代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ４）。
２􀆰 １􀆰 ５　 血清葡萄糖和镁离子的动态变化

糖尿病模型长爪沙鼠近交系培育中 Ｆ９ ～ Ｆ１４
代动物的血糖（ＧＬＵ）含量呈上升趋势，均值从 Ｆ９
代的 （５􀆰 ７ ± ２􀆰 ５４） ｍｍｏｌ ／ Ｌ 到 Ｆ１４ 代为 （６􀆰 ６３ ±
２􀆰 １５） ｍｍｏｌ ／ Ｌ；镁离子（ＭＧ）含量趋势平稳，镁离子

含量 Ｆ１１ 代与 Ｆ９、Ｆ１３、Ｆ１４ 代差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），Ｆ１３ 代与 Ｆ１０、Ｆ１２ 代差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（见图 ５）。
２􀆰 ２　 血细胞动态变化

２􀆰 ２􀆰 １　 白细胞及分类的动态变化

长爪沙鼠糖尿病近交系培育过程中 Ｆ９ ～ Ｆ１４
代的白细胞（ＷＢＣ）、中性粒细胞（ＮＥＵＴ）、中性粒细

胞百分数（ＮＥＵＴ％ ）、淋巴细胞（ＬＹＭ）、淋巴细胞百

分数（ ＬＹＭ％）、单核细胞 （ＭＯＮ）、嗜碱性粒细胞

（ＢＡＳ）、嗜碱性粒细胞百分数（ＢＡＳ％ ）趋势平稳，单
核细胞百分数（ＭＯＮ％）呈上升趋势，嗜酸性粒细胞

（ＥＯＳ）、嗜酸性粒细胞百分数（ＥＯＳ％ ）呈下降趋势。
多重比较发现，白细胞计数在 Ｆ１３ 代与 Ｆ１０ ～ Ｆ１２
代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；单核细胞计数在 Ｆ１４
代与 Ｆ９ ～ Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；中性粒

细胞计数在 Ｆ１１ 代与 Ｆ１２ 代差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），Ｆ１３ 代与 Ｆ１０、Ｆ１２ 代差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；嗜酸性粒细胞计数在 Ｆ１１ 代与 Ｆ１０、Ｆ１４ 代

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；嗜碱性粒细胞计数在

Ｆ１３ 代与 Ｆ１０、Ｆ１２ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；淋
巴细胞百分数在 Ｆ１１ 代与 Ｆ１２ 代差异有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）；单核细胞百分数在 Ｆ１４ 代与 Ｆ９ ～ Ｆ１３ 代

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；中性粒细胞百分数在

Ｆ１２ 代与 Ｆ１１、Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；嗜
酸性粒细胞百分数在 Ｆ１１ 代与 Ｆ１４ 代差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ６ 和图 ７）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 红细胞及相关指标的动态变化

糖尿病模型长爪沙鼠近交系培育过程中动物

的红细胞 （ＲＢＣ）、红细胞压积 （ＨＣＴ）、血红蛋白

（ＨＧＢ） 含 量 呈 下 降 趋 势， 平 均 血 红 蛋 白 含 量

（ＭＣＨ）、平均血红蛋白浓度（ＭＣＨＣ）呈上升趋势，
平均红细胞体积（ＭＣＶ）、红细胞分布宽度（ＲＤＷ）
趋势平稳。 多重比较结果显示，红细胞计数、血红

蛋白含量、红细胞压积在 Ｆ１１ 代与 Ｆ１０、Ｆ１２、Ｆ１３ 代
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图 ２　 血清脂类的动态曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄｓ

图 ３　 血清代谢产物的动态曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

图 ４　 血清酶的动态曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｅｎｚｙｍｅｓ

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｆ１４ 代与 Ｆ９ ～ Ｆ１３ 代差

异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；平均红细胞体积在 Ｆ１０ 代

与 Ｆ１１ ～ Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｆ１４ 代

与 Ｆ１１ ～ Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；平均血

红蛋白含量在 Ｆ１４ 代与 Ｆ９ ～ Ｆ１３ 代差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；平均血红蛋白浓度在 Ｆ１１ 代与 Ｆ１２ 代

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｆ１４ 代与 Ｆ９ ～ Ｆ１３ 代差

异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；红细胞分布宽度在 Ｆ９ 代

与 Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｆ１４ 代与 Ｆ９ ～
Ｆ１１ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ８）。
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图 ５　 血清葡萄糖和镁离子动态曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｉｏｎｓ

图 ６　 白细胞相关指标动态曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

图 ７　 白细胞分类百分比的动态曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ
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图 ８　 红细胞相关指标动态曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

２􀆰 ２􀆰 ３　 血小板及相关指标的动态变化

糖尿病模型长爪沙鼠近交系培育过程中动物的

平均血小板体积（ＭＰＶ）呈上升趋势，血小板分布宽

度（ＰＤＷ）趋势平稳，血小板（ＰＬＴ）含量、血小板压积

（ＰＣＴ）上升到 Ｆ１１ 代之后趋于平稳。 多重比较发现，
血小板含量、血小板压积在 Ｆ９ 代与 Ｆ１１、Ｆ１３ 代差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；平均血小板体积在 Ｆ１４ 代与

Ｆ９ ～ Ｆ１３ 代差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ９）。

３　 讨论

血液生理生化指标是实验动物重要的生物学

特性指标，在近交系动物的培育过程中开展血液生

理生化监测和研究，不但能了解该过程中动物生物

学特性的变化，还可比较每项生理生化指标的变化

规律，及其如何在随着近交繁殖代数的增加趋于一

致和稳定。 因此，本课题组在长爪沙鼠糖尿病近交

系的培育过程中进行生理生化指标的检测具有重

要意义。
影响动物的血液生理参数的因素包括两个方

面：自身的遗传因素与环境因素［７］。 本研究的结果

显示，在 １７ 项血液生化指标中，白蛋白、总蛋白、甘
油三酯、高密度脂蛋白、尿素氮、总胆红素、肌酐、碱
性磷酸酶、谷草转氨酶、谷丙转氨酶、镁离子含量在

Ｆ９ ～ Ｆ１４ 代中均趋于平稳，而尿酸、乳酸脱氢酶、肌
酸激酶、淀粉酶、血糖含量趋势随着代数上升而上

升；总胆固醇含量趋势随着代数上升而下降。 各项

指标在 Ｆ９ ～ Ｆ１４ 代之间进行多重比较，血糖、总胆

固醇、尿素氮、总胆红素、谷草转氨酶这五项血液生

化指标差异无显著性，而淀粉酶、高密度脂蛋白、碱
性磷酸酶、谷丙转氨酶、镁离子含量差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），尿酸、乳酸脱氢酶、肌酸激酶、白蛋白、
总蛋白、甘油三酯、肌酐含量差异亦有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 这些数据说明在近交系的培育中不同的代

数对大多数生化指标显现出较大影响，而总体而言

到 Ｆ１４ 代时，各项指标均趋于平稳，从本课题组对后

面 Ｆ１６ 代的初步统计结果（本文未展示数据）来看，
从 Ｆ１４ 代后，生理生化指标基本稳定。 这也间接反

映出接近完成 Ｆ２０ 代近交系培育后，动物的生物学

特性也相对更稳定了。
糖尿病模型长爪沙鼠近交系培育过程 Ｆ９ ～ Ｆ１４

代的血细胞指标中，单核细胞百分数、平均血红蛋

白含量、平均血红蛋白浓度、平均血小板体积呈上

升趋势，嗜酸性粒细胞计数、嗜酸性粒细胞百分数、
红细胞计数、血红蛋白、红细胞压积呈下降趋势，白
细胞计数、中性粒细胞计数、中性粒细胞百分数、淋
巴细胞计数、淋巴细胞百分数、单核细胞计数、嗜碱

性粒细胞计数、嗜碱性粒细胞百分数、平均红细胞

体积、红细胞分布宽度、血小板分布宽度、血小板含

量、血小板压积指标趋势平稳。 各项指标在 Ｆ９ ～
Ｆ１４ 代之间进行多重比较显示，生理指标嗜酸性粒

细胞、嗜酸性粒细胞百分数、中性粒细胞、中性粒细

胞百分数、淋巴细胞百分数、嗜碱性粒细胞计数、平
均红细胞体积、红细胞分布宽度、血小板含量、血小
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图 ９　 血小板相关指标动态曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

板压积差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；单核细胞百分

数、平均血红蛋白含量、平均血红蛋白浓度、平均血

小板体积、红细胞计数、血红蛋白、红细胞压积、白
细胞计数差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其他指标差异

无显著性。 糖尿病模型动物具有一定的疾病特征，
因此其生理生化指标相比本团队培育的长爪沙鼠

近交系，在多项指标如总蛋白、高密度脂蛋白、总胆

固醇、血糖、甘油三酯、淀粉酶、中性粒细胞计数、淋巴

细胞计数等都显著升高，而碱性磷酸酶、谷草转氨酶、
乳酸脱氢酶、血小板含量等有所降低［７ － ８］，其中总蛋

白、高密度脂蛋白、总胆固醇等指标与代谢相关，说明

在定向进行高血糖筛选的过程中，该模型动物脂代谢

和糖代谢受损，符合糖尿病模型动物特征。 但是碱性

磷酸酶、谷草转氨酶等肝功能相关指标较普通长爪沙

鼠近交系较低，其原因有待进一步研究。 这些都说明

虽然同为新培育的长爪沙鼠近交系，但是本研究中的

糖尿病模型群体因其为一个自发性的疾病模型群体，
其血液生化和生理指标特征受其内在遗传因素的影

响，与其他近交系有显著不同。
本研究针对糖尿病近交系长爪沙鼠这一实验

动物资源进行血液生理生化指标的研究，对描绘该

模型群体的生物学特征有重要意义。
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五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因启动子多态性分析

潘金春１，２，闵凡贵１，２，王希龙１，２∗

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

　 　 【摘要】 　 目的　 对五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因启动子调控区域多态性进行分析。 方法　 根据猪 ＰＰＡＲγ２ 启

动子调控区域 ２２００ ｂｐ 设计 ５ 对引物，对 ５７ 头封闭群五指山小型猪的多态性进行检测，并用多种生物信息学软件

对调控区域的启动子、转录因子结合位点、ＲＮＡ 二级结构、ＣｐＧ 岛进行预测分析。 结果　 筛选到 ９ 个单核苷酸多态

性（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ）位点，分别是： － １５９５Ｔ ／ Ｃ、 － １５３４Ｇ ／ Ａ、 － １２６２Ｃ ／ Ａ、 － １２２０Ｃ ／ Ａ、 － １０１７Ａ ／
Ｇ、 － ９６３Ａ ／ Ｇ、 － ９５５Ｇ ／ Ａ、 － ８６６Ａ ／ Ｇ、 － ３３３Ｇ ／ Ａ。 ＳＮＰｓ 都没有处在软件识别的启动子区域中，但 － ３３３Ｇ ／ Ａ 突变位

于核心启动子（ － ６５６ ～ － ２３ ｂｐ）区域。 突变的 ＳＮＰ 位点附近转录因子结合位点会发生改变，突变前后 ＲＮＡ 二级

结构最小自由能发生变化，其结构也发生显著变化。 目标序列未找到 ＣｐＧ 岛。 结论 　 筛选到的五指山小型猪

ＰＰＡＲγ２ 启动子调控区域 ＳＮＰｓ 可能对该基因的表达调控产生影响，为进一步研究其功能奠定基础。
【关键词】 　 五指山小型猪；ＰＰＡＲγ２；启动子；单核苷酸多态性；生物信息学
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（１􀆰 Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６６３， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６６３）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＰＡＲγ２ ｇｅｎｅ ｉｎ
Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｉｖｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＰＰＡＲγ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐｉｇｓ． Ｔｈｅｎ， ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｏｆ ５７ ｏｕｔｂｒｅｄ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ； ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ， ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ， ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＲＮＡ ａｎｄ ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｇｉｏｎ
ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ｓｏｆｔｗａｒｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｎｉｎｅ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ
（ＳＮＰｓ） ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ － １５９５Ｔ ／ Ｃ， － １５３４Ｇ ／ Ａ， － １２６２Ｃ ／ Ａ， － １２２０Ｃ ／ Ａ， － １０１７Ａ ／ Ｇ， － ９６３Ａ ／ Ｇ，
－ ９５５Ｇ ／ Ａ， － ８６６Ａ ／ Ｇ， ａｎｄ － ３３３Ｇ ／ Ａ． ＳＮＰｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｓｏｆｔｗａｒｅ， ｂｕｔ ｔｈｅ － ３３３Ｇ ／ Ａ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ （ － ６５６ ｔｏ － ２３ ｂｐ）． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃
ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｔｅｒｅｄ ｎｅａｒ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ｌｏｃｕｓ． Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＲＮＡ ｗａｓ ｃｈａｎｇｅｄ
ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲＮＡ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｔｅｒｅｄ． ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ＳＮＰｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＰＡＲγ２ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ ｍａｙ ａｆｆｅｃｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ， ｗｈｉｃｈ ｌａｙｓ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇ（ＷＺＳＰ）； ＰＰＡＲγ２； ｐｒｏｍｏｔｅｒ； ｓｉｎｇｌｅ⁃ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ（ＳＮＰ）； ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ



　 　 过氧化物酶体增殖物激活受体 （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲ）基因是 １９９０ 年

Ｉｓｓｅｍａｎｎ 等［１］首先发现的能被过氧化物酶体增殖剂

（ＰＰ） 激 活 的 物 质， 因 此 命 名 为 ＰＰ 激 活 受 体

（ＰＰＡＲ）。 ＰＰＡＲ 属于核激素受体超家族，有 ３ 个亚

型分别为 α、β、γ，其中 ＰＰＡＲγ 是最重要的 ＰＰＡＲ。
人的 ＰＰＡＲγ 位于 ３ 号染色体，而猪位于 １３ 号染色

体上。 ＰＰＡＲγ 可产生 ４ 种 ｍＲＮＡ 异构体，编码 ２ 种

蛋白，其中 ＰＰＡＲγ１、ＰＰＡＲγ３、ＰＰＡＲγ４ 编码相同的

蛋白，ＰＰＡＲγ２ 编码蛋白比 ＰＰＡＲγ１ 编码蛋白在 Ｎ
末端多了 ２８ ～ ３０ 个氨基酸，而激活效率则高 ５ ～ ６
倍［２ － ３］，因此 ＰＰＡＲγ２ 基因是现在研究的热点。
ＰＰＡＲγ 基因的多态性与疾病密切相关，现已发现多

种单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，
ＳＮＰｓ），包括 Ｃ１４３１Ｔ、Ｐｒｏ１２Ａｌａ、 ｒｓ１８０１２８２ 等，这些

ＳＮＰｓ 可能与糖尿病、肥胖、心血管等疾病相关［４ － ６］。
五指山小型猪（Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ，ＷＺＳＰ） 是

目前国内应用最为广泛的小型猪之一，具有体型矮

小、性成熟早、适应性强、遗传稳定、代谢率低等诸

多优点。 有研究证明，五指山小型猪对高糖高脂饲

料敏感，可建立 ２ 型糖尿病模型［７］；本研究前期对

封闭群五指山小型猪的糖耐量和血脂进行筛查，发
现有部分小型猪糖代谢和脂代谢异常［８］；五指山小

型猪的 ＰＰＡＲγ 基因存在多态性［９］。 五指山小型猪

具有独特的脂肪吸收和代谢能力，可用于建立高血

脂、糖尿病等模型。 本研究对ＷＺＳＰ 猪群的 ＰＰＡＲγ２
基因启动子调控区域 ＳＮＰｓ 进行扫描，结合生物信

息学方法对 ＳＮＰｓ 进行预测，分析 ＳＮＰｓ 对该基因的

调控作用，为进一步研究其功能奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

普通级封闭群五指山小型猪 ５７ 头，雌雄不限，
体重 １６􀆰 ２ ～ ３３􀆰 ８ ｋｇ，为 ６ 月龄以上的成年猪，来源

于广东省实验动物监测所和广东大华农动物保健

品股份有限公司合作建立的实验用 ＷＺＳＰ 繁育基地

［ＳＣＸＫ （粤） ２０１３ － ００２２］。 动物饲养于普通级实

验设施内［ＳＹＸＫ （粤） ２０１８ － ００８７］。 实验过程中

按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀，动
物抓取、采血等过程中尽量减少对其应激，动物置

于吊床上保定后采血。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

血液 ＤＮＡ 抽提试剂盒，Ｏｍｅｇａ 公司；Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ

Ｔａｑ Ｈｏｔ Ｓｔａｒｔ 试剂， Ｔａｋａｒａ； ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ，
Ｔａｋａｒａ；引物，由英潍捷基（上海）贸易有限公司合

成；ＴＢＥ 缓冲液、超纯水为本实验室提供。 ＰＣＲ 仪，
Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司，型号 ＴＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｇｒａｄｉｅｎｔ；
电泳仪，北京六一仪器厂，型号 ＤＹＹ⁃６Ｃ；全自动凝

胶成像系统， 美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 型号 ＰｏｗｅｒＰａｃ
Ｂａｓｉｃ １６４⁃５０５０；漩涡振荡器，江苏海门麒麟医用仪

器厂，型号 ＱＬ８６１；高速离心机，Ｓｉｇｍａ 公司，型号

３ｋ１８；干式恒温器，杭州奥盛仪器有限公司，型号

Ｋ２０⁃Ｂ。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 抽提

从前肢皮下头静脉或后肢隐静脉采取五指山

小型猪抗凝血 ３ ｍＬ， 用试剂盒抽提血液基因

组 ＤＮＡ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 引物设计及 ＰＣＲ

在 ＵＣＳＣ 基因组数据库中查找猪 ＰＰＡＲγ 基

因 序 列 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｏｍｅ． ｕｃｓｃ． ｅｄｕ ／ ， 基 因 位 置

ｃｈｒ１３： ７５４５５８９７ － ７５６６３４８９ ） ，结合猪 ＰＰＡＲγ２
基因启动子（ ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号：ＡＹ０４４２３８􀆰 １ ）和

ｍＲＮＡ（ ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号：ＤＱ４３７８８５􀆰 １ ） 序列确

定猪 ＰＰＡＲγ２ 基因转录起始点前后共 ２２００ ｂｐ 左

右的调控序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计 ５ 对引物，
以该基因 ｍＲＮＡ 第 １ 位碱基为 ＋ １ 位，引物信息

及产物大小见表 １，产物总长度为 ２０６８ ｂｐ （ －
２０１１ ～ ５７ ｂｐ） 。 ＰＣＲ 反应体系为 ８０ μＬ，其中

ＤＮＡ 模 板 ８ μＬ， Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ｈｏｔ Ｓｔａｒｔ 试 剂

４０ μＬ，上下游混合引物（浓度 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）４ μＬ，
超纯水 ２８ μＬ。 采用 ＰＣＲ 仪扩增，ＰＣＲ 条件为：
９４℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４℃ 变性 １ ｍｉｎ， ５５℃ 退火

１ ｍｉｎ，７２℃ 延 伸 １ ｍｉｎ， ４０ 个 循 环； ７２℃ 延 伸

１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物 １％ 琼脂糖凝胶电泳，再用凝

胶成像系统检测条带情况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 产物测序及序列分析

将有目的条带的 ＰＣＲ 产物直接送英潍捷基（上
海）贸易有限公司测序。 测序结果用 Ｃｏｎｔｉｇ Ｅｘｐｒｅｓｓ
９􀆰 １ 软件拼接，结合 ＤＮＡｓｔａｒ ７􀆰 １ 软件对测序结果进

行修正、比较，再用 Ｖａｒｉａｎｔ ｒｅｐｏｒｔｅｒ 软件分析确定

ＳＮＰｓ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 生物信息学分析

利用多种生物信息学软件对启动子、转录因子

结合位点、ＲＮＡ 二级结构、ＣｐＧ 岛进行预测分析，可
以提高预测的准确性。 各种软件方法参见表 ２。

２２ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



表 １　 引物序列、位置及产物长度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ｐｏｓｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列（５’ → ３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’ → ３’）

产物位置（ｂｐ）
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

产物长度（ｂｐ）
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｐ１ Ｆ： ５’⁃ＣＴＣＡＣＧＧＣＡＡＣＡＣＣＧＡＡＴＣ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＣＡＧＣＡＡＣＴＴＧＴＧＧＣＴＴＴ⁃３’ － ２０１１ ～ － １４４４ ５６８

Ｐ２ Ｆ： ５’⁃ＣＴＴＴＴＧＣＴＧＧＴＴＣＣＴＴＧＣ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＧＧＧＣＴＴＧＡＴＡＣＡＧＴＴＴＡＧＡＴ⁃３’ － １６０６ ～ － １０７１ ５３６

Ｐ３ Ｆ： ５’⁃ＣＡＡＴＧＴＴＣＡＧＧＣＡＴＣＡＧＣ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＡＴＡＧＡＣＡＡＡＧＧＧＡＧＴＧＧ⁃３’ － １１８６ ～ － ５９６ ５９１

Ｐ４ Ｆ： ５’⁃ＴＧＣＡＡＧＴＴＧＧＴＴＴＡＴＣＣＧＧＴ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＴＴＣＡＧＴＧＴＣＴＴＧＴＧＡＧＧ⁃３’ － ８５６ ～ － ２７６ ５８１

Ｐ５ Ｆ： ５’⁃ＣＣＣＡＣＴＣＣＣＴＴＴＧＴＣＴＡＴ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＣＴＣＣＣＡＧＡＧＴＴＴＣＡＣＣＣＡＴ⁃３’ － ６１３ ～ ５７ ６７０

表 ２　 生物信息学分析软件
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ

预测内容
Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

软件
Ｓｏｆｔｗａｒｅ

网址
Ｗｅｂｓｉｔｅｓ

启动子
Ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

ＷＷＷ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＳＣＡＮ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ⁃ｂｉｍａｓ． ｃｉｔ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｍｏｌｂｉｏ ／ ｐｒｏｓｃａｎ ／
Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｆｒｕｉｔｆｌｙ． ｏｒｇ ／ ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｏｍｏｔｅｒ． ｈｔｍｌ

Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ２􀆰 ０ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ／
Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｎｕｘ１． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ｂｅｒｒｙ． ｐｈｔｍｌ

转录因子结合位点
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｉｆｔｉ． ｏｒｇ ／
ＴＦＳＥＡＲＣＨ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｒｃ． ｊｐ ／ ｒｅｓｅａｒｃｈ ／ ｄｂ ／ ＴＦＳＥＡＲＣＨ． ｈｔｍｌ
ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｅｕｓ２． ｉｔｂ． ｃｎｒ． ｉｔ ／ ～ｗｅｂｇｅｎｅ ／ ｇｅｎｅｂｕｉｌｄｅｒ． ｈｔｍｌ
ＡｌｉＢａｂａ ２􀆰 １ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． ｃｏｍ ／ ｐｕｂ ／ ｐｒｏｇｒａｍｓ． ｈｔｍｌ

ＲＮＡ 二级结构
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＲＮＡ Ｇｅｎｅｂｅｅ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｂｅｅ． ｍｓｕ． ｓｕ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ｒｎａ２＿ｒｅｄｕｃｅｄ． ｈｔｍｌ

ＣｐＧ 岛
ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄｓ

Ｂｉｏ⁃ｓｏｆｔ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏ⁃ｓｏｆｔ． ｎｅｔ ／ ｓｍｓ ／ ｃｐｇ＿ｉｓｌａｎｄ． ｈｔｍｌ
ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｒｏｇｅｎｅ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ ／ ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ． ｃｇｉ
Ｗｅｂｇｅｎｅ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｅｕｓ２． ｉｔｂ． ｃｎｒ． ｉｔ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｗｗｗｃｐｇ． ｐｌ

Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｎｕｘ１． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ｂｅｒｒｙ． ｐｈｔｍｌ？ ｔｏｐｉｃ ＝
ｃｐｇｆｉｎｄｅｒ＆ｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

ＣｐＧ Ｉｓｌａｎｄ Ｓｅａｒｃｈｅｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｓｃｎｏｒｒｉｓ． ｃｏｍ ／ ｃｐｇｉｓｌａｎｄｓ２ ／ ｃｐｇ． ａｓｐｘ

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＣＲ 产物测序

ＰＣＲ 产物分为 ５ 段条带，大小为 ５３６ ～ ６７０ ｂｐ
之间，产物电泳结果见图 １。 测序分析结果发现 ９
个 ＳＮＰｓ，其在 ＤＮＡ 序列上的位置参见图 ２，各 ＳＮＰｓ
基因型频率及突变类型见表 ３。
２􀆰 ２　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因启动子预测

根据 ４ 种不同软件对启动子进行预测，上述

ＳＮＰｓ 都没有处在软件识别的启动子区域中，结果参

见表 ４。
２􀆰 ３　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因转录因子结合位

点预测

利用 ４ 种不同软件对五指山小型猪的 ＰＰＡＲγ２

基因转录因子结合位点进行预测，可以发现该基因

包含 ＴＡＴＡ ｂｏｘ、Ｐｕ ｂｏｘ、ＮＦ⁃κＢ、ＧＡＴＡ⁃１ 等多种对

ＰＰＡＲγ２ 基因转录起重要作用的结合位点。 突变后

的序列提交分析后可见转录因子结合位点的数量

发生了改变（表 ５），并且改变都发生在突变的 ＳＮＰ
位点附近。
２􀆰 ４　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＲＮＡ 二级结构

预测

将突变前后的 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＤＮＡ 提交软件

预测 ＲＮＡ 二级结构的变化，结果表明，突变引起

ＲＮＡ 二级结构最小自由能发生变化，由 － １􀆰 ５８０
× １０ ６ Ｊ ／ ｍｏｌ 变为 － １􀆰 ５６６ × １０ ６ Ｊ ／ ｍｏｌ。 ＲＮＡ 二

级结构也发生明显改变，多处茎环结构发生较大

变化（图 ３） 。
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注：从左向右各孔道分别为：ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ，１００ ～ ２０００ ｂｐ；引物 Ｐ１ 的 ＰＣＲ 产物，５６８ ｂｐ；引物 Ｐ２ 的 ＰＣＲ 产物，５３６ ｂｐ；引物 Ｐ３ 的

ＰＣＲ 产物，５９１ ｂｐ；引物 Ｐ４ 的 ＰＣＲ 产物，５８１ ｂｐ；引物 Ｐ５ 的 ＰＣＲ 产物，６７０ ｂｐ。

图 １　 ＰＣＲ 产物凝胶电泳结果

Ｎｏｔｅ． Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ， ｔｈｅ ｌａｎｅｓ ａｒｅ： ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ， １００ － ２０００ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐ１， ５６８ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
Ｐ２， ５３６ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐ３， ５９１ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐ４， ５８１ ｂｐ； ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐ５， ６７０ ｂｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图 ２　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＳＮＰｓ 在 ＤＮＡ 序列上的位置

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＰＡＲγ２ ＳＮＰｓ ｏｆ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

表 ３　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＳＮＰｓ 基因型频率
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＰＰＡＲγ２ ＳＮＰｓ ｏｆ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ

ＳＮＰｓ 动物数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

基因型 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ＴＴ ／ ＡＡ ＴＣ ／ ＡＧ ／ ＡＣ ＣＣ ／ ＧＧ

突变类型
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ

－ １５９５Ｔ ／ Ｃ ５６ ０ １８（０􀆰 ３２） ３８（０􀆰 ６８） 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ １５３４Ｇ ／ Ａ ５７ ０ １５（０􀆰 ２６） ４２（０􀆰 ７４） 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ １２６２Ｃ ／ Ａ ５７ １９（０􀆰 ３３） ２２（０􀆰 ３９） １６（０􀆰 ２８） 颠换 Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ
－ １２２０Ｃ ／ Ａ ５７ ３７（０􀆰 ６５） １８（０􀆰 ３２） ２（０􀆰 ０４） 颠换 Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ
－ １０１７Ａ ／ Ｇ ５７ ４１（０􀆰 ７２） １６（０􀆰 ２８） ０ 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ ９６３Ａ ／ Ｇ ５７ １８（０􀆰 ３２） ２２（０􀆰 ３９） １７（０􀆰 ３０） 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ ９５５Ｇ ／ Ａ ５７ ３５（０􀆰 ６１） ２２（０􀆰 ３９） ０ 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
－ ８６６Ａ ／ Ｇ ５７ １６（０􀆰 ２８） ２２（０􀆰 ３９） １９（０􀆰 ３３） 插入 Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ
－ ３３３Ｇ ／ Ａ ５７ ３７（０􀆰 ６５） ２０（０􀆰 ３５） ０ 转换 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

表 ４　 五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因启动子预测结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＰＡＲγ２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ

软件
Ｓｏｆｔｗａｒｅ

起始位点
Ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ

结束位点
Ｅｎｄ ｓｉｔｅ

评分
Ｓｃｏｒｅ

ＷＷＷ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＳＣＡＮ — — —
Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ － １４７３ － １４２３ ０􀆰 ８２

Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ２􀆰 ０ － １８４ — ０􀆰 ６８５
Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ — — —
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表 ５　 不同软件预测五指山小型猪 ＰＰＡＲγ２ 基因转录因子结合位点数量
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＰＰＡＲγ２ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｉｎ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇｓ

软件
Ｓｏｆｔｗａｒｅ

转录因子结合位点数量
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

高评分结合位点数量
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｓｃｏｒｅｓ

原序列
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

突变序列
Ｍｕｔａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

原序列
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

突变序列
Ｍｕｔａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ ５３４ ５６０ ２７ ２８
ＴＦＳＥＡＲＣＨ ４９７ ４９３ ３０ ３２
ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ ７２３ ７２５ ４ ４
ＡｌｉＢａｂａ ２􀆰 １ １６８ １７２ — —

注：Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ 软件：高分为 １０ 分；ＴＦＳＥＡＲＣＨ 软件：高分为 １００ 分，最低分为 ８５ 分；ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ 软件：核心相似度 １􀆰 ０，矩阵相似度 ０􀆰 ８５；ＡｌｉＢａｂａ
２􀆰 １ 软件参数：配对已知位点数 ＝ ５０，矩阵宽度 ＝ １０ ｂｐ，位点最小数量 ＝ ４，最小矩阵保守度 ＝ ７５％ ，与矩阵序列相似度 ＝ １％ ，因子水平 ＝ ４（例
如：ＲＡＲ⁃ｂ’）。
Ｎｏｔｅ． Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｔｆｓｉｔｅｓｃａｎ： １０ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｃｏｒｅ． Ｓｏｆｔｗａｒｅ ＴＦＳＥＡＲＣＨ： １００ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｃｏｒｅ； ８５ ｉｓ ｔｈｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｓｃｏｒｅ． Ｓｏｆｔｗａｒｅ ＧｅｎｅＢｕｉｌｄｅｒ： Ｃｏｒｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｉｓ １􀆰 ０； Ｍａｔｒｉｘ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｉｓ ０􀆰 ８５． Ｓｏｆｔｗａｒｅ ＡｌｉＢａｂａ ２􀆰 １ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ： Ｐａｉｒｓｉｍ ｔｏ ｋｎｏｗｎ ｓｉｔｅ ＝ ５０； Ｍａｔｒｉｘ ｗｉｄｔｈ ＝ １０ ｂｐ； Ｍｉｎｉｍｕｍ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓｉｔｅｓ ＝ ４； Ｍｉｎｉｍｕｍ ｍａｔｒｉｘ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ＝ ７５％ ； Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｏ ｍａｔｒｉｘ ＝ １％ ； Ｆａｃｔｏｒ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ ＝ ４ （ｅ． ｇ． ： ＲＡＲ⁃ｂ’） ．

注：红色数字为茎环结构的自由能；黑色数字为碱基的位置（从提交的第一个碱基计算）；绿色线条表示 ＲＮＡ 碱基链。

图 ３　 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＲＮＡ 二级结构预测

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｅｍ ｒｉｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ． Ｂｌａｃｋ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｅ （ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｂａｓｅ ｓｕｂｍｉｔｔｅｄ） ． Ｇｒｅｅｎ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＲＮＡ ｂａｓｅ ｃｈａｉｎｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＲＮＡ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＰＡＲγ２ ｇｅｎｅ

２􀆰 ５　 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＣｐＧ 岛预测

用 ５ 种不同的软件预测 ＰＰＡＲγ２ 基因 ＣｐＧ 岛，
参数设为：Ｏｂｓ ／ Ｅｘｐ 值大于 ０􀆰 ６，ＧＣ 含量大于 ５０％ ，
范围大于 ２００ ｂｐ。 结果未发现 ＣｐＧ 岛的存在。

３　 讨论

现已发现多个与疾病相关的 ＰＰＡＲγ 基因多态

位点，Ｙｅｎ 等人［１０］首次报道了 ＰＰＡＲγ２ 基因的两个

常见多态位点 Ｃ１４３１Ｔ 和 Ｐｒｏ１２Ａｌａ 可能与糖尿病、
肥胖 等 疾 病 有 关。 启 动 子 区 域 的 突 变 位 点

－ １２７９Ｇ ／ Ａ突变体在 Ｐｒｏ１２Ａｌａ 突变体 Ｐｒｏ ／ Ｐｒｏ 基因

型存在的情况下，可提高对 ２ 型糖尿病的易感性；而
在 １２Ａｌａ 等位基因存在时，则表现对 ２ 型糖尿病的

保 护 作 用［１１］。 Ｃｈａｎ 等 人［１２］ 发 现 ｒｓ６８０９６３１、
ｒｓ９８１７４２８、ｒｓ１０５１０４１１、ｒｓ１２６２９２９３ 和 ｒｓ１２６３６４５４ 这

５ 个启动子区域 ＳＮＰｓ 与 ２ 型糖尿病显著相关。
ＰＰＡＲγ２ 的启动子区域突变 Ｃ⁃２８２１Ｔ 可能通过调节

ＰＰＡＲγ２ 基因的表达来影响其激活［１３］。
本研究一共筛选到 ９ 个 ＳＮＰｓ，包括 － １５９５Ｔ ／ Ｃ、

－ １５３４Ｇ ／ Ａ、 － １２６２Ｃ ／ Ａ、 － １２２０Ｃ ／ Ａ、 － １０１７Ａ ／ Ｇ、
－ ９６３Ａ ／ Ｇ、 － ９５５Ｇ ／ Ａ、 － ８６６Ａ ／ Ｇ、 － ３３３Ｇ ／ Ａ。 用 ４
个启动子预测软件预测五指山小型猪的 ＰＰＡＲγ２ 基

５２中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



因在 － １４７３ ｂｐ 和 － １８４ ｂｐ 位置可能存在两个启动

子，这 ９ 个 ＳＮＰｓ 都没有处于预测的启动子区域，可
能作用于其他调控区域而影响基因的表达。 其中

－３３３Ｇ ／ Ａ 突变位于核心启动子（ － ６５６ ～ － ２３ ｂｐ）
区域，可能对 ＰＰＡＲγ２ 基因的表达发挥重要调控

作用。
利用 ４ 种不同软件对五指山小型猪的 ＰＰＡＲγ２

基因转录因子结合位点进行预测，发现突变前后的

转录因子结合位点数量都发生了改变，这些改变都

发生在突变的 ＳＮＰｓ 位点附近。 说明这 ９ 个 ＳＮＰｓ 都
可导致 ＰＰＡＲγ２ 基因转录因子结合位点发生改变，
从而可能影响该基因的转录表达。 通过软件预测

该基因 ＲＮＡ 二级结构发现其最小自由能发生变化，
二级结构也有显著变化，可能影响 ＲＮＡ 二级结构的

稳定性，进一步说明突变位点可能对该基因的转录

表达产生影响。 通过 ５ 种软件均未能预测出五指山

小型猪的 ＰＰＡＲγ２ 基因有 ＣｐＧ 岛的存在，说明通过

改变甲基化水平调节该基因表达的可能性较小。
人的 ＰＰＡＲγ２ 基因存在一些突变位点与本研究

获得的突变位点位置接近，如 － １２７９Ｇ ／ Ａ 突变体可

能与 ２ 型糖尿病的易感性有关［１１］，这个位点与本研

究中 － １２６２Ｃ ／ Ａ 突变体位置靠近，且该突变三种基

因型频率接近（０􀆰 ３３∶ ０􀆰 ３９∶ ０􀆰 ２８）。 此外， － ９６３Ａ ／ Ｇ
（０􀆰 ３２∶ ０􀆰 ３９∶ ０􀆰 ３０）和 － ８６６Ａ ／ Ｇ（０􀆰 ２８ ∶ ０􀆰 ３９ ∶ ０􀆰 ３３）
突变的基因型频率也比较接近，均衡的基因型有利

于筛选需要的突变体。 有研究者在二花脸猪

ＰＰＡＲγ 基 因 转 录 调 控 区 域 鉴 定 出 两 个 ＳＮＰｓ，
－ １６３３Ｃ ＞ Ｔ和 － １５７２Ｇ ＞ Ａ，并进一步证实 Ｔ⁃Ａ 单体

型可能与更高的肌内脂肪含量有关［１４］，这两个位点

与本研究中 － １５９５Ｔ ／ Ｃ 突变位置接近。 另外，
－ ３３３Ｇ ／ Ａ突变位于核心启动子可能对该基因的表

达产生重要影响。 这几个 ＳＮＰｓ 都可以引起转录因

子结合位点的变化，有必要进一步研究其功能。
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复方阿胶浆对小鼠子宫内膜作用研究

丁桂清１，魏华芳２，王立群１，朱楚超２，王　 晶２∗

（１． 湖北中医药大学，武汉　 ４３００７０； ２． 中国人民解放军武汉总医院妇产科，武汉　 ４３００７０）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨复方阿胶浆对小鼠子宫内膜的作用。 方法　 将雌鼠随机分为 ４ 组，分别为假手术组、假
手术中药组、去势组及去势中药组，假手术中药组及去势中药组予复方阿胶浆灌胃处理。 分别采用 ＨＥ 染色、免疫

组化、免疫印迹实验法来分析复方阿胶浆对小鼠子宫内膜的作用。 结果　 与假手术组相比，假手术中药组小鼠子

宫增大，内膜增厚，腺体数量增多，子宫内膜血管内皮生长因子 Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃Ａ，ＶＥＧＦ⁃Ａ）表达

量增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；去势中药组与去势组相比差异无显著性。 结论　 复方阿胶浆可促进假手术组小鼠子宫内膜的

生长，并可改善子宫内膜容受性，其作用机制可能是通过调节卵巢功能而间接作用于子宫。
【关键词】 　 复方阿胶浆；子宫内膜；血管内皮生长因子 Ａ
【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） ０９⁃００２７⁃０６
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 ０９􀆰 ００５
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｅｊｉａｏ ｓｌｕｒｒｙ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｕｔｅｒｕｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ
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ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｅｊｉａｏ ｓｌｕｒｒｙ ｇａｖａｇｅ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ，
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｉｃｋｅｒ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｌａｎｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃Ａ （ＶＥＧＦ⁃Ａ）
ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｅｊｉａｏ ｓｌｕｒｒｙ ｃａｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ． Ｉｔ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｂｙ ａｃｔｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｅｊｉａｏ ｓｌｕｒｒｙ； ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ； ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃Ａ（ＶＥＧＦ⁃Ａ）

　 　 复方阿胶浆是由阿胶、红参、熟地黄、党参、山
楂所组成的中药复方制剂，具有补气养血之功效。
近年来，由于该药服用方便且口感较好，已被广大

患者所接受，并在贫血以及化疗后骨髓抑制、免疫

力低下等疾病的治疗上取得了较好疗效［１ － ２］。 同

时，该药物在妇科疾病中的应用也逐渐增多，临床

研究发现，其不但可以用于治疗女性月经不调［３ － ４］，
而且可改善卵巢功能［５］，辅助促排卵治疗，并增加



患者子宫内膜厚度，提高子宫内膜容受性［６］。 然

而，目前关于复方阿胶浆对子宫内膜功能方面影响

的研究仍较少，我们仍然不清楚复方阿胶浆是否对

子宫内膜有作用。 本研究通过观察去势及假手术

小鼠在复方阿胶浆灌胃后的子宫变化情况，探讨其

对子宫内膜的作用及其可能的作用机制，旨在为临

床用药提供实验依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

清洁级 Ｃ５７ 雌性小鼠 ５０ 只，８ ～ ９ 周龄，体质量

１８ ～ ２０ ｇ，来源于湖北省疾控中心［ＳＣＸＫ （鄂） ２０１５
－ ００１８］。 所有动物饲养于中国人民解放军武汉总

医院医学实验科［ＳＹＸＫ （鄂） ２０１７ － ００６５］，光照周

期为 １２ ｈ，室温（２０ ± １）℃，自由饮食。 通过阴道图

片连续观察两个动情周期，取动情周期正常小鼠 ４０
只用于实验。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

药物：复方阿胶浆，主要成分为：阿胶、红参、熟
地黄、党参、山楂，规格：２０ ｍＬ ／支，山东东阿阿胶股

份有限公司生产，国字准号：Ｚ２００８３３４５。
ＶＥＧＦ⁃Ａ 抗体购自 Ａｂｃａｍ（ ａｂ１３１６）；β⁃ａｃｔｉｎ 抗

体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ（２０５３６⁃１⁃ＡＰ）；小鼠 ＩｇＧ⁃免疫组

化试剂盒购自武汉博士德；ＨＲＴ 标记羊抗鼠二抗购

自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ；ＤＡＢ 显色试剂盒购自北京索莱宝；ＢＣＡ
蛋白浓度定量试剂盒购自碧云天；ＰＶＤＦ 膜购自美

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ。 ＲＭ２０１６ 石蜡切片机：上海徕卡仪器有

限公司；ＹＤ⁃６Ｌ 生物组织包埋机：金华市益迪医疗设

备有限公司；恒温培育箱：上海市跃进医疗器械厂；
Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 光学显微镜照相系统：日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ；
ＲＴ⁃６５００ 型酶标仪：美国 Ｒａｙｔｏ 公司；ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ 型

垂直电泳槽：北京六一仪器厂；ＤＹＣＺ⁃４０ 型电转仪：
北京六一仪器厂；ＴＳ⁃１ 型水平摇床：江苏海门其林

贝尔公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

实验动物随机分为 ４ 组：假手术组、假手术中药

组、去势组及去势中药组，每组 １０ 只。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物造模

去势小鼠予完整摘除双侧卵巢，首先用 １０％ 水

合氯醛麻醉小鼠（０􀆰 ４ ｍＬ ／ １００ ｇ）。 使小鼠左侧卧

位，消毒后自小鼠背部肋骨下靠脊柱处开口进入腹

腔，用眼科镊找出卵巢并将其完整摘除后缝合皮

肤，右侧同理，待小鼠自然苏醒。 假手术组操作步

骤同两去势组，但只剪去卵巢周围部分脂肪组织，
不损伤卵巢。 术后小鼠恢复 ３ ｄ 后行阴道涂片 ５ ｄ，
若两去势组小鼠动情周期消失，两假手术组动情周

期正常即为造模成功。 本实验已经由实验动物使

用与管理委员会批准［伦理证号：２０１７０２３９ 号］，动
物饲养及处理按照实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人

道主义关怀。
１􀆰 ３􀆰 ３　 给药方法

假手术中药组及去势中药组每天上午予复方阿

胶浆灌胃，根据人和动物体表面积等效剂量换算［７］，
以许文生氏公式计算人的体表面积，再以 Ｍｅｅｈ⁃
Ｒｕｂｎｅｒ 氏公式计算小鼠体表面积，将 １６８ ｃｍ ／ ５５ ｋｇ
女性用药剂量换算为 ２０ ｇ 小鼠得到 ０􀆰 ２５ ｍＬ ／只，假
手术组及去势组给予等量生理盐水，共计 １５ ｄ。 于第

１５ 天灌胃后，断颈处死小鼠，取出子宫，一部分用多

聚甲醛固定后石蜡包埋，另一部分 － ８０℃ 冻存。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＨＥ 染色

将厚度为 ４ μｍ 的石蜡切片常规脱蜡至水，苏
木素染色 １􀆰 ５ ｍｉｎ，水洗，１％ 盐酸酒精分色 １０ ｓ，自
来水返蓝 ５ ｍｉｎ，伊红染色 １０ ｓ，无水乙醇终止反应，
中性树胶封片，显微镜下观察各组子宫内膜形态学

变化。
１􀆰 ３􀆰 ５　 免疫组化

切片常规脱蜡至水，３％ Ｈ２Ｏ２ １０ ｍｉｎ，柠檬酸抗

原热修复 ５ ｍｉｎ，自然冷却后重复一次，１０％ 山羊血

清 ３７℃封闭 ３０ ｍｉｎ，一抗 ＶＥＧＦ⁃Ａ（１∶ ２００）４℃过夜，
二抗（１ ∶ １５０）、ＳＡＢＣ（１ ∶ １５０）３７℃，３０ ｍｉｎ，ＤＡＢ 显

色，苏木素复染，中性树胶封片。 ＰＢＳ 代替一抗为阴

性对照。 显微镜拍照，采用图像分析系统分析实验

结果。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

子宫组织提取蛋白后行蛋白浓度测定，统一蛋

白浓度为 ６ μｇ ／ μＬ。 使用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离蛋

白，每组上样量为 ６ μＬ。 １５０ ｍＡ 恒流转移至 ＰＶＤＦ
膜，５％ 脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ，一抗 ＶＥＧＦ⁃Ａ（１ ∶
２００）室温孵育 １􀆰 ５ ｈ，ＨＲＴ 标记二抗（１∶ ２０００）室温

孵育 ２ ｈ，洗膜后 ＥＣＬ 发光液显色曝光。 并以 β⁃
ａｃｔｉｎ 作为内参。 测量各组 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的灰度值与 β⁃
ａｃｔｉｎ 比值后作为相对表达量进行对比。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据以平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，组
间比较采用 ｔ 检验。 定义 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著
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性。 统计过程应用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行；绘图应用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 软件进行。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＥ 染色观察子宫内膜形态学变化

与假手术组相比，假手术中药组子宫增大，内
膜增 厚， 子 宫 腺 体 数 目 多， 腺 腔 大， 间 质 水 肿

（图 １Ａ、１Ｂ）；去势组和去势中药组子宫结构完整，
但均出现萎缩，与去势组相比，去势中药组子宫内

膜略厚，腺体结构清楚，但差异不明显（图 １Ｃ、１Ｄ）。
２􀆰 ２　 免疫组化观察复方阿胶浆对ＶＥＧＦ⁃Ａ表达的影响

ＶＥＧＦ⁃Ａ 在子宫中主要表达于子宫内膜腔上皮

和腺上皮细胞，间质细胞中表达较少。 假手术中药

组中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达量显著高于假手术组 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；雌鼠去势后子宫内膜中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达明显

减少；去势中药组中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达高于去势组，但
差异无显著性。 见图 ２、表 １。
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测子宫 ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白表达量

差异

将假手术组及假手术中药组子宫组织进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，以 β⁃ａｃｔｉｎ 蛋白作为内参，比较两

组间 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的蛋白表达量，结果如图 ３。 结果显

示：复方阿胶浆灌胃可显著上调假手术组子宫内膜

ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达。

注：Ａ：假手术组；Ｂ：假手术中药组；Ｃ：去势组；Ｄ：去势中药组。

图 １　 各组子宫组织形态（ＨＥ 染色， × １００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ； Ｃ：
ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

表 １　 各组小鼠子宫组织中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ⁃Ａ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

子宫内膜 ＶＥＧＦ⁃Ａ 表达（ＯＤ 值）
ＶＥＧＦ⁃Ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ （ＯＤ ｖａｌｕｅ）

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０３

假手术中药组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 ０３∗

去势组
Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０１

去势中药组
Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０２

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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３　 讨论

复方阿胶浆主要由阿胶、红参、熟地、党参、山
楂等中药组成，为补益气血之良品。 方中君药阿胶

属“血肉有情之品”，与熟地配伍起补血滋阴之功

效；红参大补元气，能益气生津，根据“气能生血”理
论，气足则血亦旺。 中医认为“肝主藏血”，而肝与

肾“乙癸同源”，故气足血旺，则肾精充沛，冲任有

养。 因此，中医学者认为复方阿胶浆可用于治疗气

血不足、肾气亏虚、冲任不调等一系列病症，推测其

可用于调节“肾⁃天癸⁃冲任⁃胞宫” 生殖轴的功能。
现代研究亦发现补肾调冲任类中药能够起到调节

生殖轴的作用［８］，例如改善卵巢功能、增加卵巢及

子宫动脉血流、改善子宫内膜微环境等。
姚丽雯等［９］ 研究发现单用复方阿胶浆对患

者体内激素水平的影响与单用克罗米芬无明显差异，

注：Ａ：假手术组；Ｂ：假手术中药组；Ｃ：去势组；Ｄ：去势中药组。

图 ２　 各组小鼠子宫组织中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达（ × ４００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ； Ｃ：
ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ⁃Ａ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 子宫 ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白表达量 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＶＥＧＦ⁃Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｕｔｅｒｕｓ
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且当二者合用时，可更有效地调节患者体内性激素

水平，促进卵巢排卵。 此外，有临床研究表明，复方

阿胶浆可用于调节女性月经、治疗卵巢早衰［３ － ５］，说
明复方阿胶浆可调节女性体内性激素的分泌，调节

卵巢功能。 本实验结果显示：复方阿胶浆对雌鼠子

宫内膜形态有一定影响，其可促进假手术组雌鼠子

宫内膜生长及腺体发育。 而当雌鼠去势后卵巢缺

失时，子宫出现萎缩，复方阿胶浆促进子宫内膜生

长及腺体发育的作用效果并不显著。 因此，我们推

测复方阿胶浆可能是通过调节卵巢的内分泌功能

从而间接影响子宫内膜的生长及腺体发育。
血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）家族是一系列参与血管再生的糖蛋白，
目前人们在哺乳动物中发现的主要包括 ＶＥＧＦ⁃Ａ、
ＶＥＧＦ⁃Ｂ、ＶＥＧＦ⁃Ｃ、ＶＥＧＦ⁃Ｄ 以及胎盘生长因子。 其

中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 为一种特异性的促血管内皮细胞丝裂

原，具有促进血管内皮细胞分裂、增生、诱导血管产

生及改善血管通透性等作用［１０］。 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达

异常常导致许多与血管新生相关疾病的发生，如肿

瘤、视 网 膜 病 变、 肾 脏 病 变、 子 宫 内 膜 异 位 症

等［１１ － １２］。 同时，ＶＥＧＦ⁃Ａ 与女性生殖系统关系密

切，其表达于女性子宫内膜，并随月经周期发生周

期性变化。 国内外实验均发现在实验动物行卵巢

切除术后，子宫内膜中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达量明显减

少［１３ － １４］。 此次实验中，我们亦发现小鼠去势后，子
宫出现萎缩，且子宫内膜中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达量也明

显减少，这与之前的研究结果相一致［１３ － １４］，证明卵

巢可调节子宫内膜中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达水平。 由于

雌、孕激素可以使子宫内膜细胞分泌的 ＶＥＧＦ⁃Ａ 水

平增加［１５］，Ｈｕａｎｇ 等［１６］ 亦通过实验证明了雌激素

能够诱导子宫内膜中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的迁移及表达，说明

ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达受雌、孕激素的调节。 此次实验中

我们发现复方阿胶浆灌胃使假手术组小鼠子宫内

膜中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达上升，但并未对去势小鼠子宫

内膜中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达量产生明显影响，因此，我们

猜想：复方阿胶浆可能通过调节卵巢雌、孕激素的

分泌，进而影响子宫内膜中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达，影响子

宫内膜的功能。
在女性妊娠过程中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 起着至关重要的作

用［１７］，当处于种植窗口期时，子宫内膜中的 ＶＥＧＦ⁃Ａ
表达量明显增多，其可通过调节子宫内膜微环境而

促进胚胎植入［１８］，而当其缺失时，胚胎无法完成成

功植入。 在辅助生殖的相关研究中发现，促排卵后

子宫内膜中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 表达较正常子宫明显减少，
ＶＥＧＦ⁃Ａ 表达的减少也被认为是影响胚胎植入的因

素之一［１９］，近年来 ＶＥＧＦ⁃Ａ 已被许多学者视为评价

子宫内膜容受性的指标之一。 因此次研究中我们

发现复方阿胶浆可增加子宫内膜厚度及子宫内膜

中 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的表达量，故推测其可通过调节子宫内

膜环境而改善子宫内膜容受性。 近年来，辅助生殖

技术虽在不断发展，但临床妊娠率仍未满足患者期

望，许多育龄期妇女因排卵障碍、卵巢早衰、子宫内

膜容受性差等原因而不能成功妊娠，复方阿胶浆作

为一种中药复方之剂，其无明显副作用，且可调节

女性生殖内分泌轴，调节卵巢功能，改善子宫内膜

容受性，或可成为临床辅助不孕症治疗的新选择。
总之，通过此次实验，我们发现复方阿胶浆对

子宫内膜形态学及微环境确实存在一定影响，其可

能是通过调节卵巢功能而间接作用于子宫，但有关

其对卵巢的作用及作用机制，是否能够直接影响卵

巢雌、孕激素的分泌，还有待进一步研究。
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出版社， ２００３： １４３ － １４４．
［ ８ ］ 　 温勤坚， 王芳， 李英勇． 补肾中药对不孕症治疗机制的研究

进展 ［Ｊ］ ． 生殖与避孕， ２００８， ２８（５）： ３０４ － ３０７．
［ ９ ］ 　 姚丽雯， 付卫星， 张云， 等． 复方阿胶浆提高排卵障碍性不

孕患者妊娠率的疗效和机理研究 ［ Ｊ］ ． 广州医学院学报，
２０１５， ４３（３）： ６５ － ６８．

［１０］ 　 Ｐｅａｃｈ ＣＪ， Ｍｉｇｎｏｎｅ ＶＷ， Ａｒｒｕｄａ ＭＡ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｏｆ ＶＥＧＦ⁃Ａ ｉｓｏｆｏｒｍｓ： ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｔ

１３中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



ＶＥＧＦＲ２ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１８， １９（４）： Ｅ１２６４．
［１１］ 　 Ｋｅｉｒ ＬＳ， Ｆｉｒｔｈ Ｒ， Ａｐｏｎｉｋ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＶＥＧＦ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｏｃａｌ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｙｅ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１７， １２７（１）： １９９ － ２１４．

［１２］ 　 Ｌｉｕ ＸＪ， Ｂａｉ ＸＧ， Ｔｅｎｇ ＹＬ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲＮＡ⁃１５ａ⁃５ｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ＶＥＧＦＡ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ
ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｓｃｉ， ２０１６， ２０（１６）： ３３１９ － ３３２６．

［１３］ 　 Ｎｉｋｌａｕｓ ＡＬ， Ｂａｂｉｓｃｈｋｉｎ ＪＳ， Ａｂｅｒｄｅｅｎ ＧＷ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ／ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｆａｃｔｏｒ ｂｙ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ
ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ａｎｄ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂａｂｏｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｍｅｎｓｔｒｕａｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ ［ Ｊ ］ ． Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，
２００２， １４３（１０）： ４００７ － ４０１７．

［１４］ 　 杨丽娜， 段颖， 张英福， 等． 雌激素及植物雌激素对去卵巢

大鼠子宫组织 ＶＥＧＦ 表达和形态的影响 ［Ｊ］ ． 中国药理学通

报， ２００９， ２５（８）： １０４１ － １０４４．
［１５］ 　 任琼珍， 钱志红， 胡敏， 等． 缺氧、雌激素、孕激素对子宫内

膜间质细胞 ＶＥＧＦ 表达的调节 ［Ｊ］ ． 现代妇产科进展， ２０１１，
２０（８）： ６２１ － ６２３．

［１６］ 　 Ｈｕａｎｇ ＴＳ， Ｃｈｅｎ ＹＪ， Ｃｈｏｕ ＴＹ， ｅｔ ａｌ． Ｏｅｓｔｒｏｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｄｅｎｏｍｙｏｓｉｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｓｌｕｇ⁃ＶＥＧＦ
ａｘｉｓ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１４，
１８（７）： １３５８ － １３７１．

［１７］ 　 Ｋｉｍ Ｍ， Ｐａｒｋ ＨＪ， Ｓｅｏｌ ＪＷ， ｅｔ ａｌ． ＶＥＧＦ⁃Ａ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｇｏｖｅｒｎｓ ｕｔｅｒｉｎｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ［ Ｊ］ ． ＥＭＢＯ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１３， ５
（９）： １４１５ － １４３０．

［１８］ 　 Ｊｅｏｎｇ Ｗ， Ｋｉｍ Ｊ， Ｂａｚｅｒ ＦＷ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｔｒｏｐｈｅｃｔｏｄｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃３⁃ｋｉｎａｓｅ⁃ＡＫＴ ａｎｄ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ， ２０１４， ９０（３）：
５０．

［１９］ 　 Ｄａｎａｓｔａｓ Ｋ， Ｗｈｉｔｔｉｎｇｔｏｎ ＣＭ， Ｄｏｗｌａｎｄ ＳＮ， ｅｔ ａｌ． Ｏｖａｒｉａｎ
ｈｙｐｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｓ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃Ａ ｄｕｒｉｎｇ
ｕｔｅｒｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔｙ ［Ｊ］． Ｒｅｐｒｏｄ Ｓｃｉ， ２０１８： １９３３７１９１１８７６８７０３．

〔收稿日期〕２０１８ － ０５ － ２８

（上接第 １３ 页）
［ ８ ］　 邢进， 冯育芳， 付瑞， 等． 野生树鼩可培养细菌和真菌携带情

况的调查 ［Ｊ］ ． 实验动物科学， ２０１２， ２９（３）： ３４ － ３８．
［ ９ ］ 　 高家红， 江勤芳， 罗志武， 等． 树鼩正常肠道细菌的培养分离

鉴定及其药敏试验研究 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２００９， １９
（１２）： ２４ － ２６， ３４．

［１０］ 　 Ｌｉ Ｇ， Ｌａｉ Ｒ， Ｄｕａｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｋｉｎ， ｍｏｕｔｈ， ａｎｄ ｒｅｃｔｕｍ ｏｆ ｗｉｌｄ ａｎｄ
ｃａｐｔｉｖｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ［Ｊ］ ． Ｚｏｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１４， ３５（６）： ４９２
－ ４９９．

［１１］ 　 Ｍａｇｏｃ̌ Ｔ， Ｓａｌｚｂｅｒｇ ＳＬ． Ｆｌａｓｈ： ｆａｓｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｄｊｕｓｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｈｏｒｔ
ｒｅａｄｓ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｇｅｎｏｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１１，
２７（２１）： ２９５７．

［１２］ 　 Ｅｄｇａｒ ＲＣ． ＵＰＡＲＳＥ： ｈｉｇｈｌｙ ａｃｃｕｒａｔｅ ＯＴＵ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｒｅａｄｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１３， １０（１０）：
９９６ － ９９８．

［１３］ 　 Ａｂａｒｅｎｋｏｖ Ｋ， Ｎｉｌｓｓｏｎ ＲＨ， Ｌａｒｓｓｏｎ ＫＨ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＵＮＩＴＥ
ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｇｉ—ｒｅｃｅｎｔ ｕｐｄａｔｅｓ ａｎｄ
ｆｕｔｕｒｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ［Ｊ］ ． Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ， ２０１０， １８６（２）： ２８１ －
２８５．

［１４］ 　 Ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄｔ ＭＡ， Ｈｏｆｆｍａｎｎ Ｃ， Ｓｈｅｒｒｉｌｌ⁃Ｍｉｘ ＳＡ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ
ｄｉｅｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｒｉｎｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｏｆ ｏｂｅｓｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２００９， １３７（５）：
１７１６ － １７２４．

［１５］ 　 梁庆红， 张琳， 段恕诚． 肠道正常菌群对机体免疫调节和造

血功能影响的研究进展 ［ Ｊ］ ． 临床儿科杂志， ２００５， ２（７）：
４８９ － ４９１．

［１６］ 　 陆佳， 方秀才． 乳杆菌属治疗肠易激综合征的机制 ［ Ｊ］ ． 胃

肠病学和肝病学杂志， ２０１７， ２６（２）： ２１８ － ２２１．

［１７］ 　 任大勇． 益生乳酸杆菌的黏附及免疫调节作用研究 ［Ｄ］． 吉

林大学， ２０１３．
［１８］ 　 陈燕， 曹郁生， 刘晓华． 短链脂肪酸与肠道菌群 ［Ｊ］ ． 江西科

学， ２００６， ２４（１）： ３８ － ４０， ６９．
［１９］ 　 李成云． 聚焦高中生物学教材中的“菌类”［ Ｊ］ ． 生物学教学，

２０１２， ５４（７）： ６６ － ６９．
［２０］ 　 Ｆａｖｉｅｒ ＣＦ， Ｖａｕｇｈａｎ ＥＥ， Ｄｅ Ｖｏｓ ＷＭ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｎｅｏｎａｔｅｓ ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００２， ６８ （ １ ）： ２１９
－ ２２６．

［２１］ 　 潘云， 陈向东， 汪辉． 唾液链球菌 Ｋ１２ 防治口腔及相关疾病

的研究进展 ［Ｊ］ ． 药学与临床研究， ２０１７， ２４（３）： ２４３ － ２４７．
［２２］ 　 Ｗｅｓｃｏｍｂｅ ＰＡ， Ｈｅｎｇ ＮＣ， Ｂｕｒｔｏｎ ＪＰ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｌ

ｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｓｅ ｆｏｒ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ ａｓ ｍｏｄｅｌ ｏｒａｌ
ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ［Ｊ］ ． Ｆｕｔｕｒｅ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００９， ４（７）： ８１９ － ８３５．

［２３］ 　 Ｃｏｓｓｅａｕ Ｃ， Ｄｅｖｉｎｅ ＤＡ， Ｄｕｌｌａｇｈａｎ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｃｏｍｍｅｎｓａｌ
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ Ｋ１２ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｈｏｓｔ⁃ｍｉｃｒｏｂｅ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｅｃｔ Ｉｍｍｕｎ， ２００８， ７６（９）： ４１６３ － ４１７５．

［２４］ 　 Ｇｉｌａｄ Ｙ， Ｐｒｉｔｃｈａｒｄ ＪＫ， Ｔｈｏｒｎｔｏｎ Ｋ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ ｎａｔｕｒａｌ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｔｒｅｎｄｓ Ｇｅｎｅｔ， ２００９， ２５（１０）： ４６３ － ４７１．

［２５］ 　 王林， 李冰， 朱健． 高通量测序技术在人工湿地微生物多样

性研究中的研究进展 ［Ｊ］ ． 中国农学通报， ２０１６， ３２（５）： １０
－ １５．
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多囊卵巢综合征大鼠卵巢颗粒细胞中
ＤＲ５、ＤｃＲ２ 的表达变化

张　 娟１，王立群１，２，周月希１，２，刁　 波３，周　 蓉１，解　 迪１

（１． 中国人民解放军武汉总医院妇产科生殖中心，武汉　 ４３００７０； ２． 湖北中医药大学，武汉　 ４３００７０；
３． 中国人民解放军武汉总医院医学实验科，武汉　 ４３００７０）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 在多囊卵巢综合征（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＣＯＳ）大鼠卵巢颗粒细胞中的

表达变化，探讨 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡发育障碍的可能发生机制。 方法　 大鼠皮下注射硫酸普拉睾酮钠，以构建 ＰＣＯＳ 模

型，分别用免疫组织化学法、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析观察并比较 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 在 ＰＣＯＳ 组和对照组大鼠卵巢颗粒细胞的表达情

况。 结果　 免疫组织化学结果显示，在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢各级卵泡颗粒细胞中，ＤＲ５ 的表达较对照组均显著增强

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢窦前卵泡和窦状卵泡颗粒细胞中，ＤｃＲ２ 的表达较对照组同级别卵泡显著增强（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），在始基卵泡颗粒细胞的表达差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析显示，ＤＲ５ ｍＲＮＡ 和 ＤｃＲ２ ｍＲＮＡ
在两组中都有表达，且二者在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢颗粒细胞中的表达较正常对照组均明显增强（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论

ＤＲ５ 和 ＤｃＲ２在颗粒细胞中的异常表达可能对 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡的异常发育起到了一定作用，它们可能是通过参与颗

粒细胞凋亡过程而对卵泡的发育造成了一定影响。
【关键词】 　 多囊卵巢综合征；大鼠；颗粒细胞；ＤＲ５；ＤｃＲ２
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Ｔｈｅ ａｂｎｏｒｍａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＲ５ ａｎｄ ＤｃＲ２ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｍａｙ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｎｏｒｍａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｎ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＰＣＯＳ）； ｒａｔ； ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ； ＤＲ５； ＤｃＲ２

　 　 多囊卵巢综合征 （ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＰＣＯＳ）是育龄妇女中最常见的内分泌失调性疾病之

一，临床上主要以以下三种表现为特征：稀发排卵

或者无排卵、高雄激素的临床或生化表现以及卵巢

多囊改变。 ＰＣＯＳ 是引起无排卵性不孕的主要原

因，其发病机制目前尚未完全阐明。 在 ＰＣＯＳ 患者

双侧卵巢中，可见多个囊性扩张的卵泡，而少有优

势卵泡形成，这说明在 ＰＣＯＳ 患者的卵巢中，卵泡的

发育过程存在着障碍。
大量研究表明，颗粒细胞在卵母细胞的成熟和

卵泡的发育过程中起到重要作用，在卵泡选择闭锁

的过程中，颗粒细胞是最早经历凋亡的细胞群［１］，
目前已知的细胞凋亡途径主要为两种，一种是由死

亡受体介导的凋亡途径，一种是由线粒体介导的凋

亡途径，许多学者认为，在卵泡颗粒细胞选择性凋

亡的过程中，死亡受体介导的凋亡途径发挥了重要

作用［２］，其中，肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体

（ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）及其

受体系统已经被证实在颗粒细胞的凋亡过程中发

挥了重要作用［８ － １１］，但它们在 ＰＣＯＳ 卵泡发育中的

作用鲜有报道。 本课题组前期的研究表明 ＴＲＡＩＬ
及其受体———死亡受体⁃４（ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃４，ＤＲ４）和
诱骗受体⁃１ （ ｄｅｃｏｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃１，ＤｃＲ１）在 ＰＣＯＳ 大鼠

窦状卵泡颗粒细胞中有异常表达［３］，提示 ＴＲＡＩＬ、
ＤＲ４ 和 ＤｃＲ１ 的表达变化可能对 ＰＣＯＳ 卵泡的异常

发育起到了一定作用，但是 ＴＲＡＩＬ 另外两个受

体———死亡受体⁃５ （ ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃５，ＤＲ５）、诱骗受

体⁃２（ｄｅｃｏｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃２，ＤｃＲ２）的表达变化及其表达

意义尚不清楚。
因此，笔者在本次研究中先采用皮下注射硫酸

普拉睾酮钠（脱氢表雄酮硫酸钠盐制剂） 来构建

ＰＣＯＳ 大鼠模型，然后分别用免疫组织化学染色、
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析观察并比较 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 在 ＰＣＯＳ 组和

对照组大鼠卵巢颗粒细胞的表达情况，综合前期的

研究结果，来全面探讨 ＴＲＡＩＬ 及其受体系统在

ＰＣＯＳ 大鼠卵泡发育中可能发挥的作用，从而更深

入地了解 ＰＣＯＳ 卵泡发育障碍的可能机制，为 ＰＣＯＳ
卵泡发育障碍的治疗提供一个新的想法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

雌性 ＳＤ 大鼠 ２０ 只，ＳＰＦ 级，体重 ５０ ～ ６０ ｇ，２１
日龄，由湖北省实验动物研究中心提供［ＳＣＸＸ （鄂）
２０１５ － ００１８］，在湖北省疾病预防控制中心 ＳＰＦ 级

屏障环境［ＳＹＸＫ （鄂） ２０１７ － ００６５］中饲养，温度控

制在（２２ ± ２）℃，相对湿度为 ５０％ ～ ６０％ ，自由饮

食，光照周期为日夜各 １２ ｈ。 所有动物均为麻醉后

处死。 本次动物实验得到广州军区武汉总医院医

学实 验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 的 许 可 （ 编 号：
２０１７０２３８），在实验过程中，遵循实验动物使用的 ３Ｒ
原则给予动物人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

硫酸普拉睾酮钠，青岛捷世康生物科技有限公

司；注射用水，浙江瑞新药厂；ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒，美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ 公司；逆转录试剂盒，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ 公

司；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公
司；兔抗大鼠 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 多克隆抗体，Ａｂｃａｍ 公司。
ＰＬ３０３ 型电子天平，梅特勒⁃托利多仪器有限公司；
Ｌ６００ 型离心机，湘仪仪器厂；ＹＤ６Ｌ 生物组织包埋

机，金华市益迪医疗设备有限公司；ＲＭ２０１６ 轮转型

切片机，上海徕卡仪器有限公司；ＢＸ５１ 奥林巴斯荧

光显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；ＰＴＣ⁃１００ＴＭ 全自动

ＰＣＲ 仪，美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；７５２⁃Ｐ 紫外分光光度计，
上海现科仪器有限公司；ＬＣ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪，美
国 Ｒｏｃｈｅ 公司；ＡＪＣ⁃０５０１⁃Ｐ 纯水蒸馏器，重庆艾科

普；东方 Ａ 型恒温烤箱，上海博讯实业有限公司；各
种微量移液器，上海安亭科学仪器厂；医用手术器

械，上海博讯实业有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物模型的建立［４］

２１ 日龄雌性 ＳＤ 大鼠，断乳，适应性喂养两天，
２３ 日龄时随机分为两组，每组 １０ 只。 其中一组大
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鼠每日按硫酸普拉睾酮钠 ９０ ｍｇ ／ ｇ 行皮下注射，相
当于 ＤＨＥＡ（脱氢表雄酮）６０ ｍｇ ／ ｇ，０􀆰 ４ ｍＬ 注射用

水溶解，连续注射 ２０ ｄ，用来建立 ＰＣＯＳ 大鼠模型，
该组设为 ＰＣＯＳ 组。 另一组设为对照组，每日皮下

注射 ０􀆰 ４ ｍＬ 注射用水，连续注射 ２０ ｄ。 所有大鼠于

注射后第 ２１ 天的早晨用 ４％水合氯醛麻醉，解剖取

卵巢，分离表面多余组织，固定（４％ 多聚甲醛），石
蜡包埋，制备 ４ μｍ 厚切片，行 ＨＥ 染色和免疫组化

染色。
１􀆰 ３􀆰 ２　 卵泡发育级别判断

始基卵泡：初级卵母细胞停留于减数分裂双线

期，其周围围绕了一层梭形前颗粒细胞。
窦前卵泡：初级卵母细胞增大，其周围围绕了

数层立方形颗粒细胞。
窦状卵泡：卵泡内形成卵泡腔，由增加的卵泡

液融合而成，卵母细胞被卵泡腔所围绕，颗粒细胞

被分为围绕在卵母细胞周围的卵丘颗粒细胞和位

于卵泡外周的基底膜颗粒细胞。 此时卵泡直径可

增大至 ５００ μｍ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 卵巢 ＨＥ 染色

卵巢石蜡切片（４ μｍ）脱蜡至水，苏木素染色

１􀆰 ５ ｍｉｎ，自来水洗返蓝，显微镜下观察核蓝紫色，
１００％乙醇浸泡 ３ ｍｉｎ，伊红染色 １０ ｓ，１００％ 乙醇浸

泡 １０ ｓ，观察细胞质红色，晾干，中性树脂封片。
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫组织化学染色检测 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 蛋白的

表达

采用免疫组织化学技术 ＳＡＢＣ（链霉亲和素⁃生
物素⁃过氧化物酶复合物）法：大鼠卵巢石蜡切片，脱
蜡至水，３％ Ｈ２Ｏ２ 封闭内源性过氧化物酶，微波抗

原修复，山羊血清封闭，加一抗（用 ＰＢＳ 按 １∶ ２００ 稀

释的兔抗大鼠 ＤＲ５ 抗体和按 １∶ １００ 稀释的兔抗大

鼠 ＤｃＲ２ 抗体），以 ＰＢＳ 替代一抗作阴性对照，４℃过

夜；加二抗（生物素标记羊抗兔 ＩｇＧ，用 ＰＢＳ 按１∶ ２００
稀释），３７℃孵育 ３５ ｍｉｎ；加 ＳＡＢＣ（用 ＰＢＳ 按１∶ ２００
稀释），３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ；ＤＡＢ 显色，显微镜下控制

显色时间（５ ～ １０ ｍｉｎ）；自来水洗后苏木素复染，晾
干，中性树胶封片。 采用日本奥林巴斯 ＢＸ５１ 荧光

显微镜成像，高倍视野（ × ４００）下，观察各级卵泡颗

粒细胞 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 蛋白的表达，阳性细胞被染成棕

黄色，由 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 计算颗粒细胞内棕黄色区域

面积（Ａｒｅａ）及光密度值（ＩＯＤ），平均光密度值（ＯＤ）
为两者之比（ ＩＯＤ ／ Ａｒｅａ），棕黄色着色越深，对应的

ＯＤ 值越大，蛋白表达越强，反之则反。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢颗粒细胞的 ＤＲ５ 和

ＤｃＲ２ 基因的表达

将上述摘取的卵巢，置于培养皿中，分离掉表

面多余的脂肪组织，用 １ ｍＬ 注射器针头划破卵巢，
用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 反复冲洗卵泡，以充分释放颗粒

细胞，将含颗粒细胞的 ＰＢＳ 吸取至离心管中，２０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，丢弃上清，用 ＰＢＳ 将颗粒细胞重

悬，再将悬液移至 ４５％ Ｐｅｒｃｏｌｌ 液之上，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，颗粒细胞位于上层［３］，将颗粒细胞移

至 ＴＲＩｚｏｌ 液中，按照试剂盒说明书提取细胞总

ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ（反应体系为 ２０ μＬ。 反应

条件为 ４２℃ ６０ ｍｉｎ，７０℃ ５ ｍｉｎ），然后按照 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒说明书要求进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ（反应

体系为 ２０ μＬ。 反应条件为 ９５℃预处理 ３ ｍｉｎ；９５℃
３ ｓ，６０℃ １０ ｓ，共 ４０ 个循环；最后 ９５℃ １０ ｓ，６５℃ １０
ｓ，９７℃ １ ｓ。 反应系统为 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ９６ 系统）。 各

种引物序列见表 １。
１􀆰 ４　 统计学方法

ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件包对数据进行分析，采用

平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）来表示计量资料，经 ｔ 检
验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

产物大小（ｂｐ）
Ｓｉｚｅ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＧＡＰＤＨ ２５９７ 上游 Ｆｏｒｗａｒｄ：５’⁃ＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧ⁃３’
下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’⁃ＴＧＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴＣＡ⁃３’ １１７

ＤｃＲ２ ８７９３ 上游 Ｆｏｒｗａｒｄ：５’⁃ＣＧＴＧＴＡＧＡＡＣＡＧＧＧＴＧＴＣＣＣ⁃３’
下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’⁃ＴＧＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＧＧＡＡＣ⁃３’ １１０

ＤＲ５ ８７９５ 上游 Ｆｏｒｗａｒｄ：５’⁃ＡＡＧＡＣＣＣＴＴＧＴＧＣＴＣＧＴＴＧＴ⁃３’
下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’⁃ＣＣＡＧＧＴＧＧＡＣＡＣＡＡＴＣＣＣＴＣ⁃３’ １４６
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２　 结果

２􀆰 １　 卵巢光镜 ＨＥ 染色检查

如图所示，ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢切面沿包膜下可

见多个卵泡呈囊性扩张，黄体形成明显减少，囊性

扩张的卵泡内不见卵母细胞或放射冠，卵泡周围颗

粒细胞排列松散，层数变薄甚至消失，而卵泡膜细

胞有增生（图 １Ａ）。 而对照组大鼠卵巢切面可以看

见许多处于不同发育时期的卵泡，并有多个黄体形

成，成熟的卵泡内可见卵母细胞及放射冠，其周围

颗粒 细 胞 排 列 整 齐， 层 数 较 厚， 可 达 ８ ～ ９
层（图 １Ｂ）。
２􀆰 ２　 ＤＲ５ 在卵巢各级卵泡的颗粒细胞中的表达

ＤＲ５ 的阳性表达主要表现为细胞胞质和胞膜

的棕黄色染色。 ＤＲ５ 在 ＰＣＯＳ 组和对照组大鼠各级

卵泡的卵母细胞和颗粒细胞中均有阳性表达。 经

统计分析，ＤＲ５ 在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢各级卵泡颗粒

细胞的表达较对照组同级卵泡均明显增强，且多表

达于 ＰＣＯＳ 组窦状卵泡的卵泡壁内层颗粒细胞（表
２，图 ２）。
２􀆰 ３　 ＤｃＲ２ 在卵巢各级卵泡的颗粒细胞中的表达

ＤｃＲ２ 阳性表达主要表现为细胞胞质和胞膜的

棕黄色染色。 ＤｃＲ２ 在 ＰＣＯＳ 组和对照组大鼠各级

卵泡的卵母细胞和颗粒细胞均有阳性表达。 经统

计分析，ＤｃＲ２ 在两组大鼠始基卵泡颗粒细胞的表

达差异无显著性，而在 ＰＣＯＳ 组窦前卵泡和窦状卵

泡颗粒细胞的表达较对照组同级别卵泡明显增强，
且多表达于 ＰＣＯＳ 组窦状卵泡的卵泡壁内层颗粒细

胞（表 ３，图 ３）。

注：Ａ：ＰＣＯＳ 组；Ｂ：对照组。

图 １　 大鼠卵巢（ＨＥ 染色， × １００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒａｔ ｏｖａｒｙ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

表 ２　 ＤＲ５ 在两组大鼠各级卵泡的颗粒细胞中的表达（ 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂｌｅ ２　 ＤＲ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

始基卵泡
Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

窦前卵泡
Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

窦状卵泡
Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １０３５ ± ０􀆰 ００３６ （３０） ０􀆰 １１７７ ± ０􀆰 ０１２５ （２９） ０􀆰 １２６７ ± ０􀆰 ０１１５ （２７）

ＰＣＯＳ 组
ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １４６６ ± ０􀆰 ００３８∗（２９） ０􀆰 １７６８ ± ０􀆰 ０１６０∗（２８） ０􀆰 １９４４ ± ０􀆰 ０１４８∗（２６）

注：括号内为卵泡个数。 与对照组同级别卵泡相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ３　 ＤｃＲ２ 在两组大鼠各级卵泡的颗粒细胞中的表达（ 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂｌｅ ３　 ＤｃＲ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

始基卵泡
Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

窦前卵泡
Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

窦状卵泡
Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０５７０ ± ０􀆰 ００５１ （３０） ０􀆰 ０５４３ ± ０􀆰 ００２５ （２９） ０􀆰 ０６２０ ± ０􀆰 ００５７ （２７）

ＰＣＯＳ 组
ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０５７９ ± ０􀆰 ００３９ （２９） ０􀆰 ０８２９ ± ０􀆰 ００２３∗（２８） ０􀆰 １５６９ ± ０􀆰 ０１２４∗（２６）

注：括号内为卵泡个数。 与对照组同级别卵泡比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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注：Ａ ～ Ｃ：分别为 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢始基卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡；Ｄ ～ Ｆ：分别为对照组大鼠卵巢始基卵泡、窦前

卵泡、窦状卵泡。

图 ２　 ＤＲ５ 在大鼠卵巢各级别卵泡颗粒细胞的表达（ＳＡＢＣ 法， × ４００）
Ｎｏｔｅ． Ａ － Ｃ： Ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ａｎｄ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｄ
－ Ｆ： Ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ａｎｄ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＤＲ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ． ＳＡＢＣ ｍｅｔｈｏｄ

２􀆰 ５　 颗粒细胞中 ＤＲ５ ｍＲＮＡ 及 ＤｃＲ２ ｍＲＮＡ 的

表达

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 显示，ＤＲ５ ｍＲＮＡ 和 ＤｃＲ２ ｍＲＮＡ 在

两组大鼠卵巢颗粒细胞中均有表达，经统计学分

析，二者在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢颗粒细胞中的表达较

正常对照组均明显增强（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 详见图 ４。

３　 讨论

在 ＰＣＯＳ 患者双侧卵巢中，可见多个囊性扩张

的卵泡，它们既不闭锁也无法形成优势卵泡，这提

示在 ＰＣＯＳ 患者卵巢中，卵泡的发育存在着障碍。

卵泡中卵母细胞的正常发育不仅与促性腺激素的

调节有关，还与颗粒细胞及膜细胞之间的联系密切

相关［５］。 颗粒细胞是卵泡里最大的细胞群，是最靠

近卵母细胞的体细胞，大量研究表明，颗粒细胞在

卵泡的发育过程中起到重要作用，在卵泡选择闭锁

的过程中，颗粒细胞是最早经历凋亡的细胞群［１］。
目前已知细胞的凋亡途径主要为两种，一种是

由死亡受体介导的凋亡途径，一种是由线粒体介导

的凋亡途径。 许多学者认为，由死亡受体介导的凋

亡途径在卵泡颗粒细胞选择性凋亡过程中发挥着

重要作用［２］。 Ｗａｄａ 等［８ － １０］研究表明 ＴＲＡＩＬ 及其受
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注：Ａ ～ Ｃ：分别为 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢始基卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡；Ｄ ～ Ｆ：分别为对照组大鼠卵巢始基卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡。

图 ３　 大鼠卵巢各级别卵泡颗粒细胞 ＤｃＲ２ 表达（ＳＡＢＣ 法， × ４００）
Ｎｏｔｅ． Ａ － Ｃ： Ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ａｎｄ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｄ － Ｆ： Ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ
ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ａｎｄ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＤｃＲ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ． ＳＡＢＣ ｍｅｔｈｏｄ

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 ＰＣＯＳ 组和对照组颗粒细胞 ＤＲ５ ｍＲＮＡ 和

ＤｃＲ２ ｍＲＮＡ 相对表达量

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＲ５ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＤｃＲ２
ｍＲＮＡ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

体系统在猪卵巢颗粒细胞的凋亡过程中发挥了重

要作用。 Ｊääｓｋｅｌäｉｎｅｎ 等［１１］ 研究了人不同时期卵巢

ＴＲＡＩＬ 及其受体表达情况，发现 ＤｃＲ１ 在成人期卵

巢颗粒细胞中有表达而不表达于胎儿期卵巢颗粒

细胞，ＴＲＡＩＬ、ＤＲ５、ＤｃＲ２ 在成人期卵巢颗粒细胞的

表达较胎儿期是明显增强的，而从胎儿期到成人期

这个过程中，卵泡的数量是通过闭锁、退化而不断

减少的，提示 ＴＲＡＩＬ 及其受体系统可能协同调控着

人卵巢颗粒细胞的凋亡过程。 但是 ＴＲＡＩＬ 及其受

体系统在 ＰＣＯＳ 卵泡发育过程中的作用却鲜有

报道。
Ｍｉｋａｅｉｌｉ 等［６］通过对比 ＰＣＯＳ 患者和输卵管堵塞

育龄期妇女卵巢颗粒细胞凋亡情况发现，ＰＣＯＳ 患者颗
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粒细胞凋亡是明显增加的，本课题组前期的研究也表

明，在 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡发育过程中，窦状卵泡颗粒细胞

凋亡发生率较对照组明显升高［７］，同时本课题组还发

现 ＴＲＡＩＬ 及其受体 ＤＲ４ 和 ＤｃＲ１ 在 ＰＣＯＳ 各级卵泡颗

粒细胞中表达是有异常的［３］。 本次研究结果发现，与
对照组相比较，ＰＣＯＳ 组各级卵泡颗粒细胞中 ＤＲ５ 和

ＤｃＲ２ 表达是有异常的：在始基卵泡中，ＤＲ５ 表达增强，
ＤｃＲ２ 表达无明显差异，在窦前卵泡和窦状卵泡中，
ＤＲ５、ＤｃＲ２ 的表达均明显增强。 在这三个级别的卵泡

中，只有窦状卵泡颗粒细胞凋亡发生率明显升高［７］，由
于 ＴＲＡＩＬ 与死亡受体结合会诱导细胞凋亡，与诱骗受

体结合无法将凋亡信号传递至细胞内而无法诱导细胞

凋亡［１２］，因此本课题组推测：在正常卵泡颗粒细胞中，
ＴＲＡＩＬ 与不同受体结合后在诱导和抑制细胞凋亡之间

可能存在着一种精妙的平衡，但是在 ＰＣＯＳ 窦状卵泡颗

粒细胞中，由于 ＴＲＡＩＬ 及其受体系统的表达均发生了

比较大的变化，这种精妙的平衡被打破，由 ＴＲＡＩＬ 参与

的颗粒细胞自我稳定环境消失，这可能是 ＰＣＯＳ 窦状卵

泡颗粒细胞凋亡发生率升高的原因之一。
在 ＰＣＯＳ 窦状卵泡颗粒细胞凋亡发生率升高的

同时，ＤｃＲ２ 的表达也是明显增强的，但是由于 ＤｃＲ２
缺少完整的死亡结构域，它与 ＴＲＡＩＬ 结合不仅不诱

导靶细胞凋亡，还可与死亡受体竞争结合 ＴＲＡＩＬ，从
而起到保护靶细胞的作用，这提示在 ＰＣＯＳ 大鼠窦

状卵泡中，ＤｃＲ２ 阳性的颗粒细胞可能发挥着凋亡

抵抗的作用。 有研究表明，ＤｃＲ２ 在衰老的肿瘤细

胞和成纤维细胞中有高表达［１４］，它在缺血再灌注后

大鼠肾组织的表达量明显升高，与肾功能及肾组织

损伤程度明显正相关［１５］，那么 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡颗粒

细胞上 ＤｃＲ２ 的表达量与颗粒细胞凋亡程度是否也

有一定的相关性，目前未见报道，这有待于本课题

组进一步的研究。 本次研究结果还表明 ＤＲ５ 和

ＤｃＲ２ 多表达于 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢窦状卵泡的内层

颗粒细胞，本课题组之前的研究发现凋亡也多发生

于 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢窦状卵泡的内层颗粒细胞［７］，
提示 ＰＣＯＳ 组窦状卵泡内层颗粒细胞中 ＤＲ５ 和

ＤｃＲ２ 的异常表达，可能是导致卵泡内层颗粒细胞

凋亡增多的原因之一，而 Ｏｋｕｔｓｕ 等［１３］ 提出，处于发

育后期卵泡的卵泡壁内层颗粒细胞的凋亡增加，可
能是导致卵泡囊性扩张的主要原因，提示 ＰＣＯＳ 组

窦状卵泡内层颗粒细胞中 ＤＲ５ 和 ＤｃＲ２ 的异常表

达，可能对 ＰＣＯＳ 卵泡的异常发育起到了一定作用。
综上所述，ＤＲ５ 和 ＤｃＲ２ 在颗粒细胞中的异常

表达可能对 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡的异常发育起到了一定

作用，它们可能是通过参与颗粒细胞的凋亡过程而

对 ＰＣＯＳ 卵泡的发育造成了一定影响，这为日后

ＰＣＯＳ 卵泡发育障碍的治疗提供了一个新思路。

参考文献：

［ １ ］ 　 Ｍａｔｓｕｄａ Ｆ， Ｉｎｏｕｅ Ｎ， Ｍａｎａｂｅ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ａｔｒｅｓｉａ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｏｖａｒｉｅｓ： ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｄｅａｔｈ ｏｆ
ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖ， ２０１２， ５８（１）： ４４ － ５０．

［ ２ ］ 　 Ｉｎｏｕｅ Ｎ， Ｍａｔｓｕｄａ Ｆ， Ｇｏｔｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｅｌｌ⁃ｄｅａｔｈ ｌｉｇａｎｄ⁃
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ａｔｒｅｓｉａ ｉｎ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｖａｒｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖ， ２０１１， ５７（２）： １６９ － １７５．

［ ３ ］ 　 张娟， 朱桂金， 王昕荣， 等． ＴＲＡＩＬ 及其受体 ＤＲ４、ＤｃＲ１ 在

多囊卵巢综合征大鼠卵泡发育中的作用 ［ Ｊ］ ． 生殖与避孕，
２０１０， ３０（２）： ７３ － ８０．

［ ４ ］ 　 张娟， 朱桂金， 王昕荣， 等． 硫酸普拉睾酮钠诱导大鼠多囊

卵巢综合征动物模型的实验研究 ［ Ｊ］ ． 中国优生与遗传杂

志， ２００７， １５（２）： ８３ － ８４．
［ ５ ］ 　 Ａｒｃｏｓ Ａ， Ｐａｏｌａ Ｍ， Ｇｉａｎｅｔｔｉ Ｄ， ｅｔ ａｌ． α⁃ＳＮＡＰ ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ

ｍｏｕｓｅ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｆｏｌｌｉｃｕｌｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１７， ７（１）：
１１７６５．

［ ６ ］ 　 Ｍｉｋａｅｉｌｉ Ｓ， Ｒａｓｈｉｄｉ ＢＨ， Ｓａｆａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｔｅｒｅｄ ＦｏｘＯ３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｗｏｍｅｎ ｗｉｔｈ
ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｇｙｎｅｃｏｌ Ｏｂｓｔｅｔ， ２０１６， ２９４
（１）： １８５ － １９２．

［ ７ ］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｚｈｕ Ｇ， Ｗａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＴＲＡＩＬ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｉａｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２００７，
２７（３）： ３１１ － ３１４．

［ ８ ］ 　 Ｉｎｏｕｅ Ｎ， Ｍａｎａｂｅ Ｎ， Ｍａｔｓｕｉ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ａｔｒｅｓｉａ ｉｎ ｐｉｇ ｏｖａｒｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖ， ２００３， ４９（４）： ３１３ － ３２１．

［ ９ ］ 　 Ｗａｄａ Ｓ， Ｍａｎａｂｅ Ｎ， Ｉｎｏｕｅ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＡＩＬ⁃ｄｅｃｏｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃１
ｄｉｓａｐｐｅａｒｓ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｖａｒｉｅｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖ， ２００２， ４８（２）： １６７ － １７３．

［１０］ 　 Ｗａｄａ Ｓ， Ｍａｎａｂｅ Ｎ， Ｎａｋａｙａｍａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＡＩＬ⁃ｄｅｃｏｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
１ ｐｌａｙｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｐｉｇ
ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２００２， ６４（５）： ４３５ － ４３９．

［１１］ 　 Ｊ ääｓｋｅｌäｉｎｅｎ Ｍ， Ｋｙｒöｎｌａｈｔｉ Ａ， Ａｎｔｔｏｎｅｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＡＩＬ
ｐａｔｈｗａｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｏｖａｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ２００９， ７７
（４）： ３６９ － ３７６．

［１２］ 　 Ｗｏｏ ＪＫ， Ｋａｎｇ ＪＨ， Ｊａｎｇ ＹＳ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ａｎｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｎｏｎ⁃ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｒｕｇ，
ＣＧ１００６４９， ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ： Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＴＲＡＩＬ ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ，
２０１５， ３３（４）： １９４７ － １９５５．

［１３］ 　 Ｏｋｕｔｓｕ Ｙ， Ｉｔｏｈ ＭＴ， Ｔａｋａｈａｓｈｉ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ
ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅｄｉｏｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｃｙｓｔｓ ａｎｄ
ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｌｕｔｅｉｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ ［Ｊ］ ． Ｆｅｒｔｉｌ
Ｓｔｅｒｉｌ， ２０１０， ９３（３）： ９２７ － ９３５．

［１４］ 　 Ｍｕñｏｚｅｓｐíｎ Ｄ， Ｓｅｒｒａｎｏ Ｍ． Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ： ｆｒｏｍ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｔｏ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１４， １５（７）： ４８２ －４９６．

［１５］ 　 刘佳睿， 陈佳， 陈客宏， 等． 缺血再灌注大鼠肾组织及尿液

ＤｃＲ２ 表达变化与肾损伤的关系 ［ Ｊ］ ． 第三军医大学学报，
２０１７， ３９（４）： ３４２ － ３４８．

〔收稿日期〕２０１８ － ０３ － ２５

９３中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



２０１８ 年 ９ 月

第 ２８ 卷　 第 ９ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ， ２０１８
Ｖｏｌ． ２８　 Ｎｏ． ９

［基金项目］云南省应用基础研究面上基金资助项目（编号：２０１５ＦＢ０２０）。
［作者简介］吕龙宝（１９７３—　 ），男，教授，硕士，研究方向：兽医临床与实验动物管理。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｖｌｂ２００６＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］陈丽玲（１９７４—　 ），高级实验师，博士，研究方向：动物内科性疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｋｍｙｘｙ１８＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

树鼩胆石模型与消化道 Ｐ 物质相关的研究

吕龙宝１，陈丽雄２，王俊斌２，刘汝文３，陈丽玲４∗

（１． 中国科学院昆明动物所，昆明　 ６５００３２； ２． 中国医学科学院医学生物学研究所，昆明　 ６５０１１８；
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨高胆固醇饲料饲喂树鼩建立树鼩胆石模型与 Ｐ 物质（ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ Ｐ，ＳＰ）的关系。 方法

通过建立树鼩胆石模型，检测消化道 ＳＰ 免疫组化的表达，模型组与对照组进行比较分析。 结果　 模型组与对照相

比，树鼩消化道 ＳＰ 免疫组化表达含量比对照组低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），树鼩胆石模型与 ＳＰ 表达水平呈负相关。 结论　 树

鼩胆囊结石与消化道分泌激素调节机制有关。
【关键词】 　 Ｐ 物质；树鼩；胆石模型
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　 　 随着经济的发展，人们生活水平的提高、生活

方式和饮食结构的改变，肉食增加导致脂肪肝、胆
囊结石的发病率逐年升高，已经成为临床中的常见

病、多发病。 胆囊结石形成的机制尚不十分清

楚［１］。 胆囊结石动物模型建立方法简单、效果确

切，可以为研究胆结石成因及其防治提供巨大方

便。 树鼩在众多的人类疾病替代模型中，很少有人

用其研究胆囊结石。 饮食诱导树鼩胆囊胆固醇结

石形成过程中，消化道屏障功能可能存在异常，虽
然树鼩食物排空比其它动物快，但成模周期相对快



速。 本文从消化道 Ｐ 物质（ｓｕｂｓｔａｎｃｅ Ｐ，ＳＰ）的免疫

组织含量分析研究树鼩胆石症的相关性及其胆石

模型的建立方法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

据 ３Ｒ 原则尽量减少动物使用量，从中国科学

院昆明动物研究所动物实验中心购买 ３６ 只普通级

成年树鼩Ⅰ级（Ｆ３ 代），规格：雌∶ 雄（１∶ １），体重 １２１
～ １４０ ｇ［ＳＣＸＫ （滇） Ｋ２０１７ － ００３］。 分组：对照组 ６
只，胆固醇低、中、高剂量组各 １０ 只树鼩。 所有动物

在实验前预适应饲养在中国科学院昆明动物研究

所动物实验中心的普通环境 ２ 周后再进行实验；树
鼩采用单笼饲养，人工光照 １２ ｈ（时间 ０７：００ ～ １９：
００）拟黑夜、白天交叉光照，饲养房中室温控制在

（２１ ± ３）℃，相对湿度 ４０％ ～ ６０％ ［ ＳＹＸＫ （滇）
Ｋ２０１７ － ００８］，让树鼩自由饮水和采食。 每天打扫

清理饲养笼具一次，预饲养后正常开始实验喂养。
本实验方案研究经由实验动物使用与管理委员会

审批，通过中国科学院昆明动物研究所实验动物伦

理委员会批准（批准号：ＫＰＲＣ⁃２０１７００６）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

饲料及处理：基础树鼩饲料来自昆明医科大学

实验动物中心，按照美国营养学会啮齿类 ＡＩＮ⁃９３ 标

准配方改制［２］：含粗蛋白 ２３􀆰 １％ ，粗脂肪 ６％ 。 制石

饲料为基础饲料加 １０％ 猪油，０􀆰 ５、１􀆰 ０、１􀆰 ５％ 胆固

醇分 Ａ、Ｂ、Ｃ 三个剂量组合成小颗粒饲料。
戊巴比妥钠（上海化学试剂公司，进口分装，批

号：Ｆ２０１４０９１５）；Ｂｏｕｉｎｓ 液（自制：苦味酸饱和水溶液

７５ ｍＬ，甲醛 ２５ ｍＬ，冰醋酸 ５ ｍＬ）；ｔｗｅｅｎ⁃２０（济宁中

坚科技有限公司，批号：９００５６４５）；低密度脂蛋白胆固

醇（ＬＤＬ⁃Ｃ）（批号：１Ｅ３１⁃２０ ２０１６９２３）；高密度脂蛋白

胆固醇（ＨＤＬ⁃Ｃ）（批号：３Ｋ３３⁃２１ ２０１６９２３）；甘油三酯

（ＴＧ）（批号：７Ｄ７４⁃２１ ２０１６４２３）；总胆固醇（ＴＣ） （批
号：７Ｄ６２⁃２１ ２０１６４２３）。 雅培 Ｃｉ１６２００ 全自动生化分

析仪；徕卡 ＲＭ２２３５ 型切片机；Ｏｌｙｍｐｕｓ 显微镜。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 指标采集

所有树鼩在造模后测量每周的空腹体重。 测

量时必须空腹 １２ ｈ，装入保定袋称净体重；另外，分
别于造模前空腹采股静脉血 １ ｍＬ、造模中每 ４ 周采

股静脉血 １ ｍＬ，检测空腹状态下低密度脂蛋白胆固

醇（ＬＤＬ⁃Ｃ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬ⁃Ｃ）、甘油三

酯（ＴＧ）及总胆固醇（ＴＣ）等生化指标。 所有指标检

测在云南省第一人民医院进行（雅培全自动生化分

析仪 Ｃｉ１６２００）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 取材

从第 ４、８ 周部分树鼩采用 ３％戊巴比妥钠腹腔

注射安乐死，然后取材按消化道从上至下各段：先
用生理盐水冲洗干净，再依次切下从食管取到直

肠。 将所有样本用 Ｂｏｕｉｎｓ 液改良后固定，固定液覆

盖样本超出 ３ ｃｍ 高，固定 ２４ ｈ，用 ８０％ 、９５％ 、１００％
的乙醇脱水、用二甲苯渐续透明，浸蜡（恒温 ５５℃）３
ｈ 包埋，取出蜡块放冰箱固定，修蜡块切片，按 ５ μｍ
厚切，用毛笔挑起切片放于 ４３℃水中展片，用铬矾

明胶贴在干净的载玻片上，放于温箱调于 ３７℃烘片

备用。 取胆囊和胆汁常规病理切片检测结石情况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 免疫组织化学方法

常规石蜡切片脱蜡复染。 先消除内源性过氧

化物酶的活性，切片放入 ３７℃ ３％ Ｈ２Ｏ２ 甲醇溶液

孵育 １５ ｍｉｎ，然后滴加山羊血清封闭液，置于室温孵

育 ２０ ｍｉｎ，意在封闭非特异性反应区。 甩去多余液

体，滴上一滴一抗 ５０ μＬ（稀释倍数为 １∶ ５０ ＳＰ 抗血

清），置载玻片于室温静置 １ ｈ 或 ４℃ 过夜。 如在

４℃过夜需要在 ３７℃复温 ４５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 液冲洗 ３ 次，
再滴加二抗 ４５ ～ ５０ μＬ（稀释倍数 １∶ １００ 羊抗兔 ＩｇＧ
·抗血清），静置于 ３７℃ 恒温水浴锅 １ ｈ。 滴加

０􀆰 ０５％ ｔｗｅｅｎ⁃２０。 滴加显色液 ＤＡＢ⁃Ｈ２Ｏ２ ５ ～ １０
ｍｉｎ，显微镜下观察染色深浅，ＰＢＳ 液冲洗 ３ 次 １０
ｍｉｎ，用苏木精复染 ２ ｍｉｎ，盐酸酒精分化，自来水冲

洗 １０ ～ １５ ｍｉｎ，脱水、透明、封片、镜检。
１􀆰 ４　 统计学方法

统计学分析方法是采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 版软件，以
平均数 ±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，数据资料统计后，组
间比较用 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 各组血脂测定结果

对照组与模型组树鼩不同时间段血脂指标变

化见表 １。 各组血脂测定结果显示：模型组与对照

组比较，第 ４ 周和第 ８ 周 ＴＣ 浓度升高差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；模型组第 ８ 周与第 ４ 周比较差异无显

著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明模型组在第 ４ 周时血液总胆

固醇含量已处于较高水平，继续喂含高胆固醇的饲

料并不能进一步增高血液总胆固醇浓度。 模型组

与对照组比较，第 ４ 周和第 ８ 周 ＴＧ 浓度升高差异
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有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；模型组与对照组比较，第 ４ 周

和第 ８ 周 ＨＤＬ⁃Ｃ 降低差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＬＤＬ⁃Ｃ 升高差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 树鼩成活、成石情况

比较发现饲料含 １􀆰 ０％胆固醇饲养树鼩成模较

好，死亡率较低，结果见表 ２。
２􀆰 ３　 模型组与对照组胆囊的 ＳＰ 含量比较结果

用 ＡＢＣ 免疫组织化学法，根据着色深浅，区别

组织中 ＳＰ 含量；胆囊组织切片中细胞胞质内出现

明显的黄色颗粒，属于 ＳＰ 蛋白阳性表达，无黄色颗

粒是阴性。 使用计算机图像分析技术半定量检测

其阴、阳性蛋白表达的强弱，用平均光密度值大小

表达强弱，密度值越大反映细胞内 ＳＰ 蛋白表达量

越多；平均光密度值越低，胆囊组织 ＳＰ 蛋白表达结

果越弱。 结果见表 ３。
２􀆰 ４　 树鼩胆囊胆固醇结石 ４ ～ ８ 周组织变化

经比较，选择较好的组织图片，如图 １ 所示。 组

织图片显示：对照组胆囊组织 Ｐ 物质表达出现较

多； ４ 周模型 Ｂ 组胆囊内膜结构紊乱，有絮状网形

成，胆汁浑浊； ８ 周模型 Ｂ 组胆固醇晶体沉积，有积

聚状态即可行成核团框架石头；模型 Ｂ 组胆囊组织

Ｐ 物质表达出现减少，结石形成。 结果如图 １。

表 １　 树鼩不同时间段血脂指标变化（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄｓ

指标
Ｉｎｄｉｃｅｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ ０ 周

０ ｗｅｅｋ
４ 周

４ ｗｅｅｋｓ
８ 周

８ ｗｅｅｋｓ

甘油三酯
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ （ＴＧ）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ０􀆰 ３８ ± ０􀆰 １６ ０􀆰 ５４ ± ０􀆰 １６ ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 ２０

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ １０ ０􀆰 ４８ ± ０􀆰 ２６ ０􀆰 ８９ ± ０􀆰 ３３∗ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 １９

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ １０ ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 １０ ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ２４∗ ０􀆰 ５５ ± ０􀆰 ２０

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ １０ ０􀆰 ４２ ± ０􀆰 ２１ ０􀆰 ６９ ± ０􀆰 １８ ０􀆰 ８１ ± ０􀆰 ３６∗

总胆固醇
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

Ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ＴＣ）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ １􀆰 ９０ ± ０􀆰 ４５ １􀆰 ９９ ± ０􀆰 ４０ ２􀆰 ０ ± ０􀆰 ３５

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ １０ ２􀆰 １５ ± ０􀆰 ５６ ２􀆰 ０５ ± ０􀆰 ４６ ２􀆰 １５ ± ０􀆰 ４６

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ １０ ２􀆰 １０ ± ０􀆰 ２６ ２􀆰 ５４ ± ０􀆰 ５５∗ ２􀆰 ２０ ± ０􀆰 ５７

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ １０ １􀆰 ９８ ± ０􀆰 ２０ ２􀆰 １８ ± ０􀆰 １８∗ ２􀆰 ２６ ± ０􀆰 ３７

高密度脂蛋白胆固醇
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

Ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ＨＤＬ⁃Ｃ）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ １􀆰 ５６ ± ０􀆰 ２５ １􀆰 ５４ ± ０􀆰 ３３ １􀆰 ４９ ± ０􀆰 ３７

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ １０ １􀆰 ６２ ± ０􀆰 ５１ ０􀆰 ８８ ± ０􀆰 ２１∗ ０􀆰 ９７ ± ０􀆰 ２６∗

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ １０ １􀆰 ６０ ± ０􀆰 ２６ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ３６∗ １􀆰 １２ ± ０􀆰 ２６

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ １０ １􀆰 ５７ ± ０􀆰 ２０ ０􀆰 ８６ ± ０􀆰 ２０∗ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 ２３∗

低密度脂蛋白胆固醇
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

Ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ＬＤＬ⁃Ｃ）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ １􀆰 ０９ ± ０􀆰 １５ １􀆰 １２ ± ０􀆰 １８ １􀆰 ０８ ± ０􀆰 ２２

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ １０ １􀆰 ０ ± ０􀆰 ５１ ２􀆰 ０１ ± ０􀆰 ４３∗∗ １􀆰 ９９ ± ０􀆰 ３１∗

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ １０ １􀆰 ２１ ± ０􀆰 ２２ ２􀆰 ２０ ± ０􀆰 ２９∗∗ ２􀆰 ０５ ± ０􀆰 ４３∗

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ １０ １􀆰 １２ ± ０􀆰 １９ ２􀆰 ０９ ± ０􀆰 １９∗∗ ２􀆰 １０ ± ０􀆰 ２６∗∗

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
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表 ２　 不同剂量胆固醇饲养 ８ 周各组动物成模率、死亡率比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｆｅｅｄｉｎｇ ｆｏｒ
８ ｗｅｅｋｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ

成模率（％ ）
Ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ

死亡率（％ ）
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ０ ０ （０􀆰 ０％ ）

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ １０ ７（７０％ ） １ （１０％ ）

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ １０ ８（８０％ ） １ （１０％ ）

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ １０ ７（７０％ ） ３ （３０％ ）

表 ３　 模型组与对照组胆囊的 ＳＰ 含量比较（ 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＳＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ

平均光密度值 Ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ
４ 周 ４ ｗｅｅｋｓ ８ 周 ８ ｗｅｅｋｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６ ０􀆰 ４７ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 １０

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ １０ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 １２∗ ０􀆰 ４２ ± ０􀆰 １５∗

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ １０ ０􀆰 ２６ ± ０􀆰 １４∗ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０９∗∗

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ １０ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 １６∗∗ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 １１∗∗

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
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注：Ａ： ４ 周模型 Ｂ 组胆囊（ＨＥ 染色， × ４０）；Ｂ：８ 周模型 Ｂ 组胆囊内膜（ＨＥ 染色， × ４０）；Ｃ：４ 周对照组胆

囊内膜（ＨＥ 染色， × ２００）；Ｄ：８ 周模型 Ｂ 组胆囊内膜（ＨＥ 染色， × ２００）；Ｅ：４ 周模型 Ｂ 组晶体（ＨＥ 染色，
× ２００）；Ｆ：８ 周模型 Ｂ 组晶体（ＨＥ 染色， × ２００）；Ｇ：４ 周对照组 ＳＰ 表达；Ｈ：４ 周模型 Ｃ 组 ＳＰ 表达；Ｉ：８ 周

对照组 ＳＰ 表达；Ｊ：８ 周模型 Ｂ 组 ＳＰ 表达。

图 １　 不同时间胆囊内结构变化

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ａｔ ４ ｗｅｅｋｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ４０）； Ｂ： ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ａｔ ８
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Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

３　 讨论

高胆固醇饲料饲养树鼩，经称重观察树鼩体重

增重并不明显（数据未显示）；第 ４ 周血清脂肪代谢

指标与对照组比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；采血

后部分树鼩出现精神萎靡，快速取材发现形成脂肪

肝，胆囊内已形成晶体絮状物。 实验表明含 １􀆰 ０％
胆固醇的饲料饲喂树鼩易制作胆石疾病模型。 采

用树鼩建此模型比豚鼠、兔子与人类同源性更近，
据资料通过基因组分析发现树鼩在神经及免疫系

统的分子信号通路与人类具有较高的同源性，在很

多方面具有可用来替代灵长类实验动物的遗传基

础［３ － ４］。 经实验分析：树鼩肠道 Ｐ 物质随着胆固醇

含量的增高出现了低表达。 可能是因小肠蠕动传

输速率减缓，十二指肠、空肠内 Ｐ 物质的含量明显

减少［５］。 表明高胆固醇饲料对消化道平滑肌有强

４４ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



烈刺激作用，Ｐ 物质的表达也随刺激而产生变化，其
受体可直接作用于纵行肌、环行肌引起收缩，增强

结肠袋推进性运动；Ｐ 物质表达降低时，胆囊收缩减

慢，胃肠功能紊乱，胃肠运动功能障碍［６］。 消化道

黏膜缺血致缺氧损伤，缺血使炎性因子黏附肠道粘

膜，产生内毒素和二胺氧化酶进入血液，导致部分

靶器官感染，测定肠组织 Ｐ 物质表达出现减少，继
而也出现胆道感染，胆囊炎是促成脂肪肝、胆囊结

石原因之一［７］。 说明 Ｐ 物质的变化与胃肠消化道

动力及脂肪肝之间有一定的相关性。
Ｐ 物质是在分子水平上已测得的作用最强的内

源性血管扩张肽，其消化道十二指肠表达减少，门
脉高压增加，Ｐ 物质可能参与失代偿性肝硬化患者

血液动力学改变的发病机制［８］。 树鼩内环境的改

变是导致门静脉高压和胆囊内胆汁淤积、胆固醇浓

缩形成结石的主要原因。 树鼩采食高胆固醇食物

导致磷脂、胆汁酸、胆固醇形成平衡的比例被打破，
低密度脂蛋白（ＬＤＬ）增多，胆固醇含量升高，胆固醇

也随之增加，导致胆汁中磷脂、胆盐、胆固醇三者比

例失调，中性脂肪在肝细胞内沉积，肝细胞功能受

到影响，不能产生足够多的胆汁酸，促使胆囊结石

形成［６］。 从而造成胆汁中的胆固醇也相应增加。
正常情况下机体胆固醇能够在胆汁中“溶解”。 在

体内可以形成“磷脂胆固醇泡”，也叫“转运泡”，这
是一种由胆固醇和磷脂一起组成的复合物［９］。 当

胆固醇含量相对增多，肝脏中的磷脂合成较少时，
复合物的合成平衡被打破，多余的胆固醇就形成絮

状物或结晶，在胆汁中游离与“糖蛋白”凝聚在一起

构建成结石的框架，结石的核心是磷酸钙、胆红素

钙聚集一起形成的，这样逐渐形成胆固醇胆囊

结石［１０］。
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勘误

王敏、陈荣昌等作者在《中国比较医学杂志》２０１８ 年（第 ２８ 卷）第 ８ 期刊登的文章《小儿热速清糖浆抗

流感病毒和抗菌作用研究》一文中：第 ８４ 页“１． ３ 主要试剂与仪器”部分：第一行“小儿热速清糖浆（批号：
ｚ１９９８００９５）”应为“小儿热速清糖浆（批号：Ｃ２０１５０４０１）”，特此更正。
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􀦋􀦋研究报告

建立高尿酸血症性肾损害小鼠模型的实验研究

裴忆雪，刘永杰，张　 笛，刘德俊，徐凌云∗

（武汉轻工大学生物与制药工程学院，武汉　 ４３００２３）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立合理、稳定的高尿酸血症肾损害小鼠模型，为筛选及研究治疗高尿酸血症肾病的药物提

供病理模型。 方法　 将氧嗪酸钾、次黄嘌呤、腺嘌呤、乙胺丁醇和酵母膏 ５ 种造模剂单用、两药合用或三药联用，观
察不同造模时间、造模剂量和造模方式所建立的小鼠高尿酸血症肾损害模型的血清尿酸、尿素氮以及肌酐水平、肝
脏黄嘌呤氧化酶（ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ，ＸＯＤ）和腺苷脱氨酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ，ＡＤＡ）活性的变化、肾脏的病理学改变

以及各组体重变化情况。 结果　 与正常组比较，次黄嘌呤和氧嗪酸钾联用单次造模组小鼠血清尿酸水平及尿素氮

明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肾皮质可见肾小管管型，肾髓质可见盐类结晶；次黄嘌呤、乙胺丁醇和氧嗪酸钾三药联用 ７ ｄ
组小鼠血清尿酸水平及尿素氮明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肝脏 ＸＯＤ 活性明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），肾近曲小管内可见嗜酸

性不溶性蛋白；酵母膏和氧嗪酸钾联用 １４ ｄ 组以及酵母膏、腺嘌呤和氧嗪酸钾联用 １４ ｄ 组，与正常组相比，小鼠血

清尿酸、尿素氮以及肌酐值均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），酵母膏和氧嗪酸钾联用组可见肾小管上皮细胞脱落，肾近曲小

管内可见嗜酸性不溶性蛋白，酵母膏、腺嘌呤和氧嗪酸钾联用组小鼠肾髓质可见盐类结晶。 酵母膏和氧嗪酸钾联

用组比酵母膏、腺嘌呤和氧嗪酸钾联用组小鼠体重增长更快，两组差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 与其他造模

方式比较，由于酵母膏和氧嗪酸钾联用所建立的高尿酸血症肾损害小鼠模型更加稳定，对小鼠体重无明显影响，同
时该造模方式更符合临床特点，因此采用酵母膏和氧嗪酸钾联用 １４ ｄ 建立高尿酸血症肾损害小鼠模型更为合适。

【关键词】 　 高尿酸血症；肾损害；动物模型；小鼠
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Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｂｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｉｎｇ ｏｎｅ， ｔｗｏ， ｏｒ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｄｒｕｇｓ， ｏｔｅｒａｃｉｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ， ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ， ａｄｅｎｉｎｅ， ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌ， ａｎｄ
ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ， ａ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＫＭ ｍｉｃｅ， ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｄｏｓｅｓ ａｎｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ， ｌｉｖｅｒ ｘａｎｔｈｉｎｅ
ｏｘｉｄａｓｅ （ＸＯＤ）， ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ （ＡＤＡ） ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ
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ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｔｙｐｅ ｗａｓ ａｂｕｎｄａｎｔｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ， ａｎｄ ｓａｌｔ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｗｅｒｅ ａｂｕｎｄａｎｔｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｍｅｄｕｌｌａ．
Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ＸＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ
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ｐｏｔａｓｓｉｕｍ， ａｎｄ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｓｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｔｕｂｕｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ
ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌ， ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌ， ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ
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ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｏｔｅｒａｃｉｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ． Ｓａｌｔ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｗｅｒｅ ａｂｕｎｄａｎｔｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｍｅｄｕｌｌａ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｉｒ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ， ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉｃ ｒｅｎａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｏｔｅｒａｃｉｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｗａｓ
ｍｏｒｅ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｉｔ ｉｓ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｏ
ｕｓｅ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｅｒａｃｉｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｒｅｎａｌ
ｄａｍａｇｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ； ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ； ｍｏｕｓｅ

　 　 尿酸主要由肾脏排泄，长期高尿酸血症可导致

肾脏病理性损害，可能比蛋白尿所致的肾损害更严

重，约有三分之一的原发性高尿酸血症患者出现肾

损害的临床表现，主要为痛风性肾病、尿酸结石或

尿酸性肾病［１ － ２］。 建立合理稳定的高尿酸血症肾损

害动物模型是研究该病的病理机制及筛选治疗药

物的关键。 已有学者建立了多种高尿酸血症肾损

害动物模型，主要采用增加尿酸前体物质、抑制尿

酸酶活性及抑制尿酸排泄等方法，多采用大鼠进行

造模［３ － ４］。 这些方法有的关注于高尿酸血症、模型

制作时间偏短、并未出现明显肾损害，有的是药物

自身导致的肾损害、不符合高尿酸血症肾损害临床

发病机制，大多数造模方法未对动物的一般情况和

体重进行观察。 本研究在文献调研的基础上，对多

种造模剂单用、合用、不同时间不同剂量建立的小

鼠病理模型进行平行比较，除观察小鼠尿酸和肾功

能指标、肝脏黄嘌呤氧化酶（ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ，ＸＯＤ）
和腺苷脱氨酶（ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ，ＡＤＡ）活性之

外，还观察了小鼠一般情况和体重变化，为建立合

理的符合临床特点的高尿酸血症肾损害动物模型

提供实验依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＫＭ 小鼠，１００ 只，体重 ２５ ～ ３０ ｇ，华
中科技大学实验动物中心提供［ＳＣＸＫ （鄂） ２０１６ －
０００９］，实验动物饲养于湖北省医药工业研究院有

限公司动物实验中心［ＳＹＸＫ （鄂） ２０１６ － ００５７］，实
验方案通过实验动物使用与管理委员会（ ＩＡＣＵＣ）

审批，ＩＡＣＵＣ 号：２０１７１１２５００６，本研究过程符合实

验动物使用的 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

酵母膏，批号：２０１６０６２８，北京奥博星生物技术

责任公司；氧嗪酸钾盐，批号：Ｐ１３７１１２，次黄嘌呤，
批号：Ｇ１７２５０１８，均购自上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；盐酸乙胺丁醇，杭州民生药业有限公司，
每 粒 ０􀆰 ２５ ｇ， 批 号： Ｔ１７Ａ００２； 腺 嘌 呤， 批 号：
Ｙ２６Ｊ８Ｃ４０５６１，上海源叶生物科技有限公司；尿酸测

定试剂盒（尿酸酶比色法），批号：２０１７１２０１，黄嘌呤

氧化酶（ＸＯＤ）测试盒，批号：２０１８０１２２，尿素氮试剂

盒（脲酶法），批号：２０１７１１０３，肌酐试剂盒，批号：
２０１７１１０２，考马斯亮蓝试剂盒，批号：２０１７１２１９，腺苷

脱氨酶（ＡＤＡ）试剂盒，批号：２０１８０１２２，均购自南京

建成生物工程研究所。
ＡＬ２０４ 电子分析天平（梅特勒⁃托利多公司）；

ＳＰＳ２００１Ｆ 电子天平（奥豪斯公司）；ＴＧＬ⁃１６Ｃ 台式离

心机（上海安亭科学仪器厂）；ＵＶ⁃２０００ 紫外分光光

度计（尤尼柯）；ＦＳＨ⁃２Ａ 可调高速匀浆机（金坛市医

疗仪器厂）；Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ 光学显微镜（尼康公司）；ＡＳＰ
２００Ｓ 全自动脱水机， ５３００ 全自动染封一体机，
ＲＭ２０１６ 轮转式切片机（德国徕卡公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 试剂的配制

用 ０􀆰 ５％羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ⁃Ｎａ）做溶媒，分
别配制 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 氧嗪酸钾混悬液、３３􀆰 ３３ ｍｇ ／ ｍＬ
次黄嘌呤混悬液、３０ ｍｇ ／ ｍＬ 次黄嘌呤和 １２􀆰 ５ ｍｇ ／
ｍＬ 乙胺丁醇混合溶液、１２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 乙胺丁醇和 ５

７４中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



ｍｇ ／ ｍＬ 腺嘌呤混合溶液、１􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 酵母膏混悬液、
１􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 酵母膏和 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 腺嘌呤混合溶液。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物分组与造模

将小鼠随机分为正常组Ⅰ、正常组Ⅱ、正常组

Ⅲ、模型 Ａ 组（氧嗪酸钾）、模型 Ｂ 组（氧嗪酸钾）、
模型 Ｃ 组（次黄嘌呤 ＋ 氧嗪酸钾）、模型 Ｄ 组（次黄

嘌呤 ＋乙胺丁醇 ＋氧嗪酸钾）、模型 Ｅ 组（乙胺丁醇

＋腺嘌呤）、模型 Ｆ 组（酵母膏 ＋ 氧嗪酸钾）、模型 Ｇ
组（酵母膏 ＋腺嘌呤 ＋ 氧嗪酸钾），每组 １０ 只，正常

组给予 ０􀆰 ５％ ＣＭＣ⁃Ｎａ 灌胃，模型组具体造模方法

见表 １。 造模期间，各组小鼠自由饮水，喂饲相同质

量的饲料。
１􀆰 ３􀆰 ３　 检测指标

每天观察小鼠的一般情况并称重，计算每只小

鼠的体重相对变化率（％ ） ＝ （每次称量体重 ／实验

开始时体重） × １００。
各组小鼠分别在末次造模后 １ ｈ 或 ２ ｈ 眼球取

血，室温静置 １ ～ ２ ｈ 后 ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取
血清，冻存于 － ２０℃备用，按照试剂盒的操作说明测

定血清中尿酸、尿素氮、肌酐水平。 颈椎脱臼处死

小鼠，取肝脏，进行匀浆，３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取

上清液，按照试剂盒操作说明测定上清液肝脏黄嘌

呤氧化酶（ＸＯＤ）、腺苷脱氨酶（ＡＤＡ）活性。
１􀆰 ３􀆰 ４　 肾脏病理组织学检查

实验结束后，摘取全肾组织，用 １０％ 福尔马林

溶液固定。 选取血尿酸、肾功能异常的造模组小鼠

以及正常组肾组织进行脱水、石蜡包埋、制片（４ μｍ
厚）、ＨＥ 染色、光学显微镜观察并拍照。
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 统计软件进行数据统计，数据

以平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，组间比较采用单

因素方差分析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠体重变化

造模 ７ ｄ 过程中，模型 Ｄ、Ｅ 组小鼠体重均呈上

升趋势，但与正常组Ⅱ相比，差异均无显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５），结果见图 １。

造模 １４ ｄ 过程中，模型 Ｆ、Ｇ 组小鼠体重均呈上

升趋势，但与正常组Ⅲ相比，差异均无显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）；在造模第 １４ 天，模型 Ｆ 组与模型 Ｇ 组相比

体重显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结果见图 ２。
表 １　 动物分组与造模（ｎ ＝ １０）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｃｈｅｍｅｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

造模时间
Ｄａｙｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

造模剂的造模方式和剂量［ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ

氧嗪酸钾
Ｏｔｅｒａｃｉｌ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

次黄嘌呤
Ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ

乙胺丁醇
Ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌ

腺嘌呤
Ａｄｅｎｉｎｅ

酵母膏
Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ

末次造模后
取血时间（ｈ）

Ｔｉｍｅ ｏｆ ｔａｋｉｎｇ ｂｌｏｏｄ
ａｆｔｅｒ ｍａｋｉｎｇ ｔｈｅ

ｌａｓｔ ｍｏｄｅｌ

单天给药
Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｄａｙ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

正常组Ⅰ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅰ — — — — — １

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ ４００ （ｉｐ） — — — — １

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ ４００ （ｉｐ） — — — — ２

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ ３００ （ｉｐ） ５００ （ｓｃ） — — — １

持续 ７ ｄ
７⁃ｄａｙ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ

ｍｏｄｅｌｉｎｇ

正常组Ⅱ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅱ — — — — — １

模型 Ｄ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｄ ２００ （ｓｃ） ６００ （ｉｇ） ２５０ （ｉｇ） — — １

模型 Ｅ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｅ — — ２５０ （ｉｇ） １００ （ｉｇ） — １

持续 １４ ｄ
１４⁃ｄａｙ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ

ｍｏｄｅｌｉｎｇ

正常组Ⅲ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅲ — — — — — １

模型 Ｆ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｆ ３００ （ｉｐ） — — — ３０ ０００ （ｉｇ） １

模型 Ｇ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｇ ３００ （ｉｐ） — — １００ （ｉｇ） ３０ ０００ （ｉｇ） １

注：“ｉｇ”表示灌胃；“ｉｐ”表示腹腔注射；“ｓｃ”表示皮下注射。
Ｎｏｔｅ． “ ｉｇ” ｍｅａｎｓ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ； “ｉｐ” ｍｅａｎｓ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ； ａｎｄ “ｓｃ” ｍｅａｎｓ ｈｙｐｏｄｅｒｍｉｃ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．

８４ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



２􀆰 ２　 各组小鼠血清尿酸、尿素氮及肌酐水平的变化

由表 ２ 可知，采用单次造模，与正常组Ⅰ相比，
模型 Ｃ 组小鼠血清尿酸水平及尿素氮显著增高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），模型 Ａ 组与模型 Ｂ 组小鼠血清尿酸、尿
素氮及肌酐变化均不明显，差异无显著性 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 模型 Ａ 组与模型 Ｂ 组比较，两者血清尿酸、
尿素氮、肌酐水平差异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说
明取血时间不影响氧嗪酸钾单次造模结果。

由表 ３ 可知，采用连续 ７ ｄ 造模方法，与正常组

Ⅱ相比，模型 Ｄ 组血清尿酸水平显著升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１），模型 Ｅ 组血清尿酸水平有所降低，但差异无

显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；模型 Ｄ 组和模型 Ｅ 组血清尿素

氮值均显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但两组血清肌酐值差

异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
由表 ４ 可知，采用连续 １４ ｄ 造模方法，与正常

组Ⅲ相比，模型 Ｆ 组和模型 Ｇ 组小鼠血清尿酸、尿
素氮以及肌酐值均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 各组小鼠肝脏黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）、腺苷脱

氨酶（ＡＤＡ）活性的变化

由表 ５ 可知，与正常组Ⅰ比较，模型 Ａ、Ｂ、Ｃ 组

肝脏的 ＸＯＤ 和 ＡＤＡ 活性升高不明显，差异均无显

著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 模型 Ａ 组与模型 Ｂ 组比较，差异

亦无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

图 １　 连续 ７ ｄ 造模各组小鼠体重变化情况

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｕｓｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ７⁃ｄａｙ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

注：与模型 Ｇ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ２　 连续 １４ ｄ 造模各组小鼠体重变化情况

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｇ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｕｓｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ １４⁃ｄａｙ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

表 ２　 单次造模各组小鼠血清尿酸、尿素氮及肌酐水平变化情况（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

血清尿酸（ｍｇ ／ Ｌ）
Ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ

尿素氮（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

肌酐（μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ

正常组Ⅰ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅰ ３２􀆰 ２６ ± ３． ６７ ７􀆰 ６９ ± １􀆰 ２２ １２５􀆰 ５３ ± ２２􀆰 ０４

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ ３７􀆰 ４０ ± ５． ８６ ７􀆰 ６２ ± １􀆰 ３４ １２０􀆰 ５６ ± ２２􀆰 ６６

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ ４４􀆰 ７９ ± ９． ６４ ６􀆰 ９７ ± １􀆰 ０８ １１５􀆰 ５１ ± ２４􀆰 ４３

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ １０４􀆰 ２０ ± ３８． ００＃＃ ９􀆰 ４６ ± １􀆰 ６５＃＃ １２７􀆰 ７８ ± ３４􀆰 ３８

注：与正常组Ⅰ比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅰ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ３　 连续 ７ ｄ 造模各组小鼠血清尿酸、尿素氮及肌酐水平变化情况（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ７⁃ｄａｙ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

血清尿酸（ｍｇ ／ Ｌ）
Ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ

尿素氮（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

肌酐（μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ

正常组Ⅱ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅱ ２９􀆰 １７ ± ３􀆰 ７６ ５􀆰 ８０ ± １􀆰 １１ １２３􀆰 ３２ ± ８． ２３

模型 Ｄ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｄ １００􀆰 ８９ ± ８􀆰 ３０＃＃ ９􀆰 ９５ ± １􀆰 ５３＃＃ １０７􀆰 ２６ ± ７． ５８

模型 Ｅ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｅ ２５􀆰 １９ ± ３􀆰 ０２ １０􀆰 ５８ ± ２􀆰 ２９＃＃ １１５􀆰 ５６ ± ２３． ３８

注：与正常组Ⅱ比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅱ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

９４中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



　 　 由表 ６ 可知，采用连续 ７ ｄ 造模方法，与正常组

Ⅱ比较，模型 Ｄ 组小鼠肝脏 ＸＯＤ 活性明显降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），但 ＡＤＡ 活性升高不明显，差异无显著性

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；模型 Ｅ 组的肝脏 ＸＯＤ 和 ＡＤＡ 活性差

异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
由表 ７ 可知，采用连续 １４ ｄ 造模方法，与正常

组Ⅲ比较，模型 Ｆ 组、模型 Ｇ 组小鼠肝脏 ＸＯＤ 和

ＡＤＡ 活性差异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

表 ４　 连续 １４ ｄ 造模各组小鼠血清尿酸、尿素氮及肌酐水平变化情况（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ １４⁃ｄａｙ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

血清尿酸（ｍｇ ／ Ｌ）
Ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ

尿素氮（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

肌酐（μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ

正常组Ⅲ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅲ ２６􀆰 ６４ ± ３􀆰 ３７ ５􀆰 ６３ ± ０􀆰 ８２ １０１􀆰 ２５ ± １４􀆰 ８２

模型 Ｆ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｆ ８７􀆰 ０６ ± １７􀆰 ００＃＃ １３􀆰 ００ ± １􀆰 ８７＃＃ １３１􀆰 ５０ ± １４􀆰 ９２＃＃

模型 Ｇ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｇ ８１􀆰 ７０ ± １０􀆰 ０６＃＃ １１􀆰 ８４ ± １􀆰 ５７＃＃ １２０􀆰 ６３ ± １０􀆰 ５０＃＃

注：与正常组Ⅲ比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅲ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ５　 单次造模各组小鼠肝脏黄嘌呤氧化酶、腺苷脱氨酶活性变化情况（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＸＯＤ 活性（Ｕ ／ ｇ ｐｒｏｔ）
ＸＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ＡＤＡ 活性（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
ＡＤＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ

正常组Ⅰ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅰ ２３􀆰 １４ ± ３􀆰 ０１ ２９􀆰 ２４ ± ９． ４１

模型 Ａ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ａ ２６􀆰 ２０ ± ４􀆰 ８２ ２８􀆰 １０ ± ８． ２５

模型 Ｂ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ ２７􀆰 ３６ ± ４􀆰 ６３ ３１􀆰 ５１ ± １０． ４２

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ ２５􀆰 ２６ ± ４􀆰 ８９ ３２􀆰 ３８ ± ７． ３５

表 ６　 连续 ７ ｄ 造模各组小鼠肝脏黄嘌呤氧化酶、腺苷脱氨酶活性变化情况（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ７⁃ｄａｙ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＸＯＤ 活性（Ｕ ／ ｇ ｐｒｏｔ）
ＸＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ＡＤＡ 活性（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
ＡＤＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ

正常组Ⅱ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅱ ３３􀆰 ４７ ± ３􀆰 ７２ ３３􀆰 ２５ ± ８． ６６

模型 Ｄ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｄ ２１􀆰 ５８ ± ３􀆰 ６２＃ ３３􀆰 ４９ ± １３． ３３

模型 Ｅ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｅ ３０􀆰 ９１ ± １２􀆰 ５９ ３６􀆰 ４１ ± １２． ３３

注：与正常组Ⅱ比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅱ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ７　 连续 １４ ｄ 造模各组小鼠肝脏黄嘌呤氧化酶、腺苷脱氨酶活性变化情况（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ １４⁃ｄａｙ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＸＯＤ 活性（Ｕ ／ ｇ ｐｒｏｔ）
ＸＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ＡＤＡ 活性（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
ＡＤＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ

正常组Ⅲ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ Ⅲ ２０􀆰 ３９ ± ５􀆰 ６７ ４６􀆰 ０１ ± １０． ２７

模型 Ｆ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｆ ２０􀆰 ５３ ± １􀆰 ７１ ３７􀆰 ９９ ± ７． ８６

模型 Ｇ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｇ ２３􀆰 ２２ ± ３􀆰 ３０ ４０􀆰 ７８ ± ５． ６４
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２􀆰 ４　 肾脏组织病理学检测

选取正常组及模型 Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 组的肾组织进

行病理组织学检查，结果表明，正常组肾髓质皮质

分界清晰，肾小球毛细血管襻结构清晰，肾小管上

皮细胞结构正常，肾小管刷状缘排列整齐规则，未
见明显炎症反应；模型 Ｃ 组肾皮质中肾小球毛细血

管襻结构清晰，多见肾小管管型，近曲小管内可见

嗜酸性不溶性蛋白，肾髓质中小管中少见嗜酸性不

溶性蛋白，多见盐类结晶；模型 Ｄ 组肾皮质中部分

近曲小管内可见嗜酸性不溶性蛋白，肾髓质中未见

明显盐类结晶；模型 Ｅ 组肾皮质中多见肾小管上皮

细胞水肿，少见肾小管上皮细胞坏死、核固缩、碎
裂，少量肾小管扩张，肾髓质中少量小管中可见核

碎裂状的细胞；模型 Ｆ 组肾皮质中部分肾小管上皮

细胞脱落，部分近曲小管内可见嗜酸性不溶性蛋

白，肾髓质中未见明显盐类结晶；模型 Ｇ 组肾皮质

中肾小球毛细血管襻结构清晰，肾小管无明显异

常，肾髓质小管中多见盐类结晶，结果见图 ３。

３　 讨论

人体产生的尿酸约有 ２ ／ ３ 经肾脏随尿液排出，
因此，高尿酸血症可导致肾功能的减退［５］。 高尿酸

血症引起的肾实质损害有三种类型［２］：①痛风性肾

病，是由于长期轻中度高尿酸血症所致的肾脏损

害，主要表现为痛风石沉积于皮髓质交界处及髓质

深部呈慢性间质性炎症，导致肾脏缩小、瘢痕化；②
尿酸性肾病，是大量尿酸盐结晶短时间沉积于肾脏

集合管、肾盂及输尿管并堵塞肾小管，引起肾小管

１５中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



注：ａ：正常组肾髓质；ｂ：正常组肾小管；ｃ：模型 Ｃ 组肾皮质；ｄ：模型 Ｃ 组肾髓质；ｅ：模型 Ｄ 组肾皮质；ｆ：模型 Ｄ 组肾髓

质；ｇ：模型 Ｅ 组肾皮质；ｈ：模型 Ｅ 组肾髓质；ｉ：模型 Ｆ 组肾皮质；ｊ：模型 Ｆ 组肾髓质；ｋ：模型 Ｇ 组肾皮质；ｌ：模型 Ｇ 组

肾髓质。 黑色箭头指示嗜酸性不溶性蛋白；红色箭头指示盐类结晶；蓝色箭头指示肾小管上皮细胞水肿；黄色箭头

指示肾小管上皮细胞坏死；绿色箭头指示核固缩、碎裂，肾小管扩张；橙色箭头指示肾小管核碎裂状的细胞；紫色箭

头指示肾小管上皮细胞脱落。 标尺 ＝ ５０ μｍ。

图 ３　 各组小鼠肾脏组织病理改变（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｎｏｔｅ． ａ： Ｒｅｎａｌ ｍｅｄｕｌｌａ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ： Ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌｅ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ． ｃ： Ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ． ｄ： Ｒｅｎａｌ
ｍｅｄｕｌｌａ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ． ｅ： Ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｄ． ｆ： Ｒｅｎａｌ ｍｅｄｕｌｌａ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｄ． ｇ： Ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｉｎ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ Ｅ． ｈ： Ｒｅｎａｌ ｍｅｄｕｌｌａ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｅ． ｉ： Ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｆ． ｊ： Ｒｅｎａｌ ｍｅｄｕｌｌａ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｆ． ｋ：
Ｒｅｎａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｇ． ｌ： Ｒｅｎａｌ ｍｅｄｕｌｌａ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｇ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ．
Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓａｌｔ ｃｒｙｓｔａｌ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｅｄｅｍａ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｎｅｃｒｏｓｉｓ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｙｋｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｕｂｕｌａｒ ｄｉｌａｔｉｏｎ． Ｏｒａｎｇｅ ａｒｒｏｗ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｎｕｃｌｅａｒ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ． Ｐｕｒｐｌｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｈｅｄｄｉｎｇ． Ｂａｒｓ ＝
５０ μｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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近端扩张，导致肾功能急性、严重损伤，引发急性肾

功能衰竭；③尿酸结石，是由尿酸盐结晶形成的结

石沉积于肾乳头和集合管内引起结石性梗阻。
尿酸是大多数动物体内嘌呤代谢的终产物，主

要由黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）催化次黄嘌呤与黄嘌呤

而产生，文献中常用以下方法建立高尿酸血症肾损

害小鼠模型［６］：①抑制尿酸分解，尿酸酶为嘌呤代

谢酶，可以将尿酸转化成尿囊素排出体外。 氧嗪酸

钾是尿酸酶抑制剂，通过抑制尿酸酶活性，使小鼠

血尿酸水平升高。 大鼠、小鼠等啮齿类动物体内存

在尿酸酶，但人体内没有此酶，故采用氧嗪酸钾制

备高尿酸血症肾损害模型，即使造模成功此方法也

与人类高尿酸血症发病机制不尽相符。 ②增加尿

酸的前体物质，如腺嘌呤、酵母膏、次黄嘌呤等。 给

予大剂量的腺嘌呤可以增强体内黄嘌呤氧化酶活

性以及促进谷酰胺磷酸核糖焦磷酸转移酶的合成，
加快尿酸的生成，同时异常高浓度的腺嘌呤在黄嘌

呤氧化酶的作用下转变为极难溶于水的 ２， ８⁃二羟

基腺嘌呤，沉积于肾小管，引起肾小管阻塞，进而导

致血清尿酸、肌酐、尿素氮显著上升［７］。 给予酵母

膏，正常的嘌呤代谢受到大量含丰富蛋白质类的酵

母的影响，致使嘌呤代谢开始紊乱，从而诱发高尿

酸血症，由于血尿酸浓度的升高出现肾小管功能异

常，渐至肾小球的损害而造成肾功能受损［８ － ９］；给予

次黄嘌呤，它在黄嘌呤氧化酶的作用下生成尿酸前

体物质黄嘌呤，进而形成尿酸。 ③抑制尿酸排泄，
乙胺丁醇其代谢产物吡嗪酸可抑制肾小管对尿酸

的分泌，从而抑制肾脏对尿酸的排泄使血尿酸

升高［１０］。
本研究使用氧嗪酸钾、次黄嘌呤、腺嘌呤、乙胺

丁醇、酵母膏 ５ 种造模剂，单用或联用这些造模剂，
即单用尿酸酶抑制剂氧嗪酸钾；联用尿酸前体物质

（次黄嘌呤、酵母膏或腺嘌呤）和尿酸酶抑制剂（氧
嗪酸钾）；联用尿酸前体物质（腺嘌呤）和抑制尿酸

排泄药（乙胺丁醇）；联用尿酸前体物质（次黄嘌）、
尿酸酶抑制剂（氧嗪酸钾）以及抑制尿酸排泄药（乙
胺丁醇）。 观察不同造模机制、造模时间、造模剂量

对病理模型的影响，从而设定了 ７ 个造模组。
本研究用氧嗪酸钾 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ 单次腹腔注射，

造模后 １ ｈ 和 ２ ｈ 取血，其尿酸水平与正常组相比无

明显差异，造模不成功，文献也报道此种造模方法

不稳定，重复性不好［１１ － １２］。 本研究采用 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ
次黄嘌呤与 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ 氧嗪酸钾联合单次给药造

模，小鼠血清尿酸及尿素氮水平显著升高，肾脏组

织病理学检查也发现其肾小管受损伴有尿酸盐结

晶沉积，说明此造模方式可诱导高尿酸血症并对肾

功能有一定损害，与文献报道相符［１３］，但此方法为

单次造模，可观察预防性给药的疗效，对治疗性用

药的疗效无法观察。
本研究采用 ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 乙胺丁醇与 １００ ｍｇ ／ ｋｇ

腺嘌呤连续 ７ ｄ 造模，血清尿酸水平与正常组相比

没有明显变化，但尿素氮水平显著升高，组织病理

学检测发现其肾皮质中可见肾小管上皮细胞水肿，
少量肾小管上皮细胞坏死，核固缩、碎裂，少量肾小

管扩张，肾髓质中少量小管中可见核碎裂状的细

胞，此种造模方法可造成显著的肾功能损害，考虑

是由造模剂直接引起肾功能损伤，与高尿酸血症导

致肾损害病理机制不符。
施琬等［１４］采用 ２５ ｇ ／ ｋｇ 次黄嘌呤饲料喂养联合

２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 乙胺丁醇灌胃，同时皮下注射 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ
氧嗪酸钾制备高尿酸血症大鼠模型，Ｈａｎ 等［１５］ 采用

１００ ｍｇ ／ ｋｇ 次黄嘌呤联合 ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 乙胺丁醇灌胃，
同时皮下注射 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 氧嗪酸钾，连续 １７ ｄ，制备

大鼠高尿酸血症肾损害模型，其血清尿酸、尿素氮、
肌酐水平均显著升高，组织病理学检查发现明显的

肾功能损害。 由于饲料中加用次黄嘌呤，其造模剂

量不可控，且本研究采用小鼠进行造模，因此将次

黄嘌呤改为用 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ 直接灌胃，并与乙胺丁醇

和氧嗪酸钾联合造模 ７ ｄ，结果表明小鼠血清尿酸、
尿素氮水平均明显升高，组织病理学检查发现肾脏

近曲小管内可见嗜酸性不溶性蛋白，此造模方法能

够造成小鼠高尿酸血症性肾损害，但该模型中小鼠

肝脏 ＸＯＤ 活性显著降低，有文献报道肝脏中 ＸＯＤ
活性降低时伴随血清中 ＸＯＤ 活性升高［１６］，因此考

虑其血清中 ＸＯＤ 有变化，这提示应同时测定血清中

ＸＯＤ 活性。 此种造模方式小鼠精神状态不佳，体重

无明显降低，同时乙胺丁醇竞争性抑制肾小管分泌

尿酸，导致肾脏受损，因此采用乙胺丁醇造模不符

合高尿酸血症肾损害临床发病机制［１７］。
本研究采用 ３０ ｇ ／ ｋｇ 酵母膏 ＋ ３００ ｍｇ ／ ｋｇ 氧嗪

酸钾联合和 ３０ ｇ ／ ｋｇ 酵母膏 ＋ １００ ｍｇ ／ ｋｇ 腺嘌呤 ＋
３００ ｍｇ ／ ｋｇ 氧嗪酸钾联用连续 １４ ｄ 造模，结果表明

小鼠血清尿酸、尿素氮、肌酐水平均明显升高，肾脏

组织病理观察发现酵母膏 ＋ 氧嗪酸钾联用组肾小

管上皮细胞脱落，部分近曲小管内可见嗜酸性不溶

性蛋白，酵母膏 ＋腺嘌呤 ＋ 氧嗪酸钾联用组小鼠肾
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髓质小管中多见盐类结晶，两种造模方法均可造成

显著的肾功能损害，但是酵母膏 ＋ 氧嗪酸钾组小鼠

体重较酵母膏 ＋腺嘌呤 ＋ 氧嗪酸钾组显著增加，而
且腺嘌呤可导致大鼠慢性肾功能疾病［１８ － １９］，其造模

引起的肾脏病变也并非全因高尿酸血症引发，故采

用酵母膏和氧嗪酸钾联用长期造模方式更为合适。
综上所述，单次造模对小鼠肾脏损伤不大，而

长期造模均能够导致小鼠肾脏损害，因此笔者建议

采用酵母膏和氧嗪酸钾联合连续 １４ ｄ 造模建立小

鼠高尿酸血症肾损害模型更合适。
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基于肝门静脉注射肿瘤细胞的新型进展期肝脏肿瘤
动物模型的建立

柴燕涛，姜棋予，冯　 帆，孙慧伟，李晓娟，杨锐创，王志杰，
李瑞生∗，侯　 俊∗

（解放军第三〇二医院临床研究管理中心，北京　 １０００３９）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用肝门静脉注射肿瘤细胞的方法，建立新型进展期肝脏肿瘤（肝细胞癌、结直肠癌肝转移、
乳腺癌肝转移以及非小细胞肺癌肝转移）的动物模型。 方法 　 培养获得人肝细胞癌 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ、人结直肠癌

ＳＷ４８０、人非小细胞肺癌 Ａ５４９ 以及人三阴性乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 等细胞系，将这些恶性肿瘤细胞经由 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸

小鼠肝门静脉注入肝脏，经 ３ ～ ４ 周生长后进行 ＰＥＴ ／ ＣＴ 检测：尾静脉注射约 ２００ μＣｉ 核素探针１８Ｆ⁃ＦＤＧ，３０ ～ ４０ ｍｉｎ
后对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠进行 ＰＥＴ ／ ＣＴ 检测。 在此基础上，收集动物获取肝脏进行拍照，确定 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝脏上的

肿瘤病灶。 结果　 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ、ＳＷ４８０、Ａ５４９ 以及 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 等细胞均能够在 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠肝脏形成多发、弥
散的肿瘤病灶。 肿瘤细胞在裸小鼠肝脏原位的生长可以使用 ＰＥＴ ／ ＣＴ 检测。 ＳＷ４８０、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 以及 Ａ５４９ 细胞

形成的病灶，其 ＰＥＴ ／ ＣＴ 检测信号弱于 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞。 结论　 成功获得了新型进展期肝脏肿瘤动物模型，为进

展期肝脏肿瘤相关药物筛选奠定了坚实基础。
【关键词】 　 进展期肝脏肿瘤；动物模型；结直肠癌肝转移；非小细胞肺癌肝转移；乳腺癌肝转移；ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸

小鼠

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） ０９⁃００５５⁃０６
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 ０９􀆰 ００９

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ａｎ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ

ＣＨＡＩ Ｙａｎｔａｏ， ＪＩＡＮＧ Ｑｉｙｕ， ＦＥＮＧ Ｆａｎ， ＳＵＮ Ｈｕｉｗｅｉ， ＬＩ Ｘｉａｏｊｕａｎ， ＹＡＮＧ Ｒｕｉｃｈｕａｎｇ， ＷＡＮＧ Ｚｈｉｊｉｅ，
ＬＩ Ｒｕｉｓｈｅｎｇ∗， ＨＯＵ Ｊｕｎ∗

（Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ３０２ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００３９，
Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａｎ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ （ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ， ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ， ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ） ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ， ａ ｈｉｇｈｌｙ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ； ＳＷ４８０， ａ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ； ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１， ａ ｈｕｍａｎ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ； ｏｒ Ａ５４９， ａ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ， ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｓｅｅｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｂｙ
ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ． Ａｆｔｅｒ ３ － ４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ， ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＰＥＴ ／ ＣＴ



ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ． Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ２００ μＣｉ ｎｕｃｌｉｄｅ ｐｒｏｂｅ１８Ｆ⁃ＦＤＧ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ． Ｔｈｅ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｎｕｄｅ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＰＥＴ ／ ＣＴ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ ３０ － ４０ ｍｉｎ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｌｉｖｅｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ
ａｎｄ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｏｄｕｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ，
Ａ５４９， ＳＷ４８０， ｏｒ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ ｇｒｅｗ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｉｆｆｕｓｅ ｔｕｍｏｒ ｎｏｄｕｌｅｓ ｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒｓ． Ｎｏｄｕｌｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＥＴ ／ ＣＴ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ； ｔｈｅ ＰＥＴ ／ ＣＴ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｎｏｄｕｌｅｓ
ｆｏｒｍｅｄ ａｆｔｅｒ Ａ５４９， ＳＷ４８０， ｏｒ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｗｅａｋｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｎ
ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｔｕｍｏｒ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ． Ｔｈｉｓ ｉｓ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｏｒ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｄｒｕｇｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｄｖａｎｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ； ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
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　 　 肝脏肿瘤（ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ）主要分为原发性肝脏

肿瘤和转移性肝脏肿瘤［１ － ２］ ，其中原发性肝脏肿

瘤主要是来源于肝细胞的肝细胞癌（ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ） ［３ － ４］ ；而转移性肝脏肿瘤则是其

他脏器来源的肿瘤细胞经由胆道、血道或淋巴道

迁移至肝脏内部行成的肿瘤组织，具体包括肝内

胆 管 细 胞 癌 （ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＩＨＣ） ［５］ 、结直肠癌肝转移 （ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｌｉｖｅｒ
ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ） ［６］ 、肺癌肝转移（ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ） ［７］ 以及乳腺癌肝转移 （ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｌｉｖｅｒ
ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ） ［８］等。 由于目前临床诊疗技术的限制，
大多数肝脏肿瘤患者初诊即为进展期，其主要特

征是肿瘤多发或弥散的肿瘤病灶［９ － １０］ 。 现有的肝

脏肿瘤抗肿瘤药物的研究模型主要是裸鼠皮下成

瘤（ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｔｕｍｏｒ），但存在不足之处，难以直

观反映与模拟进展期肝脏肿瘤的特性［１１ － １２］ 。 因

此迫切需要新的和有效的动物模型以更好地模拟

与反映出进展期肝脏肿瘤的特点。 本研究通过肝

门静脉注射人肝细胞癌 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ、人结直肠癌

ＳＷ４８０、人非小细胞肺癌 Ａ５４９ 以及人三阴性乳腺

癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 等细胞，在免疫缺陷小鼠肝脏原

位形成了多发与弥散肿瘤病灶，成功获得了进展

期肝细胞癌、结直肠癌肝转移、乳腺癌肝转移以及

非小细胞肺癌肝转移的动物模型，为进展期肝脏

肿瘤抗肿瘤药物研究奠定了坚实基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞系

ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ （ 高 侵 袭 性 的 人 ＨＣＣ 细 胞

系） ［１３ － １４］、ＳＷ４８０（结直肠癌细胞系） ［１５］、Ａ５４９（非
小细胞肺癌细胞系） ［１６］ 以及 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１（高侵袭

性三阴性乳腺癌细胞） ［１７］等为本实验室保存。

１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物

选取 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠 ２５ 只，雌性，４ ～ ５
周龄，体重 １８ ～ ２０ ｇ（误差不得大于 １０％ ），购于北

京斯贝福生物技术有限公司［ ＳＣＸＫ （京） ２０１６ －
０００２］。 其中 １６ 只用于 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞接种实验：
分为四个不同浓度组：Ａ：５ × １０５ 个细胞 ／只、Ｂ：１
× １０５ 个细胞 ／只、Ｃ：５ × １０４ 个细胞 ／只以及 Ｄ：１
× １０４ 个细胞 ／只，每组 ４ 只，每只动物注射细胞悬

液的体积为 ５００ ～ ６００ μＬ；其余 ９ 只分为三组，用于

ＭＤＡ⁃ＭＢ０２３１、ＳＷ４８０ 和 Ａ５４９ 细胞接种实验，浓度

选择 ５ × １０５ 个细胞 ／只，每组 ３ 只，每只动物注射

细胞悬液的体积为 ５００ ～ ６００ μＬ。 饲养及无菌手术

在解放军第三〇二医院临床研究管理中心实验动

物中心屏障动物实验设施中进行［ＳＹＸＫ （军） ２０１７
－ ００１０］。 饲养室温度 ２２℃ ～２３℃，环境湿度 ５０％ ，
自由进食和饮水，并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给

予人道的关怀。 本实验通过医院伦理委员会审查

（项目伦理审查批准号：ＩＡＣＵＣ⁃２０１７⁃００５）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

细胞实验的 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清以及胰蛋

白 酶 等 购 买 自 美 国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司； 异 氟 烷

（ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ）购买自深圳瑞沃德公司；小动物 ＰＥＴ ／
ＣＴ 实验使用的核素探针１８Ｆ⁃ＦＤＧ 等为北京大学肿

瘤医院核医学科提供。 细胞培养瓶为美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司产品；细胞培养用恒温培养箱、相差倒置显微

镜等由本实验室提供；全套解剖用手术器械由本

实验室保存；吸入式小动物麻醉剂机、盖革计数器

和 ＰＥＴ ／ ＣＴ 系统由北京大学肿瘤医院科医学科

提供。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养实验

ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ、 ＳＷ４８０、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 以及 Ａ５４９
等细胞使用添加 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ，３７℃，５％ ＣＯ２

６５ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



条件培养。 待细胞状态良好，使用胰蛋白酶消化细

胞后，对细胞悬液进行计数，备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 门静脉注射肿瘤细胞实验

ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠使用异氟烷吸入麻醉。 在超净

台中进行实验，小动物手术，术式为开放性手术。
小鼠胸骨下缘正中处，开一个 １􀆰 ５ ｃｍ 的开口。 将肝

叶轻轻挤出，剥离得到肝门静脉，使用注射器将不

同数量的不同细胞经由肝门静脉注射入小鼠肝脏

中，在这一过程中，将细胞重悬于较大体积（５００ ～
６００ μＬ）的生理盐水中，缓慢推注入肝门静脉。 手

术过程中，主要进行钝性分离以严格避免小鼠出

血；严密观察小鼠心率等生理状况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 小动物 ＰＥＴ ／ ＣＴ 检测

ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠经由尾静脉注射约 ２００ μＣｉ 核
素探针１８Ｆ⁃ＦＤＧ，３０ ～ ４０ ｍｉｎ 后对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸小鼠进

行 ＰＥＴ ／ ＣＴ 检测，按照１８Ｆ⁃ＦＤＧ 核素扫描模式，进行

１２ ｍｉｎ 扫描采像［１８ － １９］。 在此基础上，收集动物获得

肝脏组织，利用盖革计数器确定动物肝脏于血液的

核素强度，同时收集动物肝脏组织拍照。
１􀆰 ４　 统计学方法

结果显示为平均数 ± 标准差 （ 􀭰ｘ ± ｓ ），使用

ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件，采用单因素方差分析比较方法计

算 Ｐ 值。

２　 结果

２􀆰 １　 肝细胞癌在裸鼠肝脏形成多发与弥散的病灶

结果显示：将不同浓度（Ａ：５ × １０５ 个细胞、Ｂ：
１ × １０５ 个细胞、Ｃ：５ × １０４ 个细胞以及 Ｄ：１ × １０４

个细胞）人肝细胞癌细胞系 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 经由肝门静

脉注射接种入裸鼠肝脏，经过 ４ ～ ６ 周生长后，使用

ＰＥＴ ／ ＣＴ 进行活体成像能够检测小鼠肝脏部位有明

确的核素信号。 核素强度、信号与细胞接种量有量

效关系（见图 １）。 在此基础上，对动物进行解剖，剥
离肝脏可见其表面已形成明确的多发、弥散肿瘤病

灶，病灶形成的数量或肝脏病变的程度与肝脏接种

ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞的数量具有量效关系（见图 ２）。 这

表明，经由肝门静脉接种 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞能够在裸

鼠肝脏形成多发与弥散的肿瘤病灶；肿瘤细胞在肝

脏的生长过程中，可以使用 ＰＥＴ ／ ＣＴ 活体成像进行

追踪与判别。
２􀆰 ２　 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、Ａ５４９ 以及 ＳＷ４８０ 以及细胞癌

在裸鼠肝脏形成多发与弥散的病灶

结果显示：在裸鼠肝脏中经由肝门静脉注射 ５
× １０５ 个高侵袭性的乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞、非

注：Ａ ～ Ｄ：分别为经门静脉注入肝脏不同浓度 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞后检

测到明确的核素信号（Ａ：５ × １０５ 个细胞，Ｂ：１ × １０５ 个细胞，Ｃ：５ ×

１０４ 个细胞，Ｄ：１ × １０４ 个细胞），白色箭头所示为动物肝脏部位的核

素信号与病变情况；Ｅ：盖革计数器对核素信号进行定量展示。

图 １　 裸鼠肝脏接种 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞后 ＰＥＴ ／ ＣＴ 检测

Ｎｏｔｅ． Ａ － Ｄ： Ｃｌｅａｒ ｎｕｃｌｉｄｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｖｉａ ｔｈｅ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ （Ａ： ５

× １０５ ｃｅｌｌｓ； Ｂ： １ × １０５ ｃｅｌｌｓ； Ｃ： ５ × １０４ ｃｅｌｌｓ； Ｄ： １ × １０４ ｃｅｌｌｓ） ．
Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ＰＥＴ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ． Ｅ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｄｉｓｐｌａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｃｌｉｄｅ ｓｉｇｎａｌ ｆｒｏｍ ａ Ｇｅｉｇｅｒ ｃｏｕｎｔｅｒ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ
ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ＰＥＴ ／ ＣＴ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ

小细胞肺癌 Ａ５４９ 细胞或转移性结直肠癌 ＳＷ４８０ 细

胞系，经 ４ ～ ６ 周生长后进行 ＰＥＴ ／ ＣＴ 检测，能够发

现小鼠肝脏部位有明确的核素信号（见图 ３）。 在此

基础上，对动物进行解剖，剥取肝脏可见其表面有

明确的多发、弥散肿瘤病灶（见图 ４）。 这表明，经由

肝门静脉接种 Ａ５４９、ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 以及 ＳＷ４８０ 细

胞，细胞能够在裸鼠肝脏形成多发与弥散的肿瘤病

灶；肿瘤细胞在肝脏的生长过程中，可以使用 ＰＥＴ ／
ＣＴ 活体成像进行追踪与判别。

３　 讨论

目前，受限于临床诊疗技术，大多数肝脏肿瘤

患者初诊即为进展期，失去外科手术或肝移植等根

治性治疗的机会［２０］。 进展期肝脏肿瘤的主要特征

是肿瘤细胞形成多发或弥散的肿瘤病灶，并可能伴

随有血管侵犯等［９ － １０］。 药物治疗在进展期肝脏肿

瘤综合治疗中具有重要意义，但现有的肝脏肿瘤抗

肿瘤药物的研究模型不足，难以直观反映与模拟进
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注：第一排：５ × １０５ 个细胞；第二排：１ × １０５ 个细胞；第三排：５ ×

１０４ 个细胞；第四排：１ × １０４ 个细胞。 白色箭头指示动物肝脏部位

多发与弥散的肿瘤病灶。

图 ２　 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞在裸鼠肝脏形成多发

与弥散的肿瘤病灶

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｒｏｗ： ５ × １０５ ｃｅｌｌｓ； ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｒｏｗ： １ × １０５ ｃｅｌｌｓ； ｔｈｅ

ｔｈｉｒｄ ｒｏｗ： ５ × １０４ ｃｅｌｌｓ； ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｒｏｗ： １ × １０４ ｃｅｌｌｓ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｎｄ ｄｉｆｆｕｓｅ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｎｄ ｄｉｆｆｕｓｅ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ
ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ ｃｅｌｌｓ

展期肝脏肿瘤的特性。 这体现在：①裸鼠皮下成瘤

实验虽然是体内实验模型，但其与肝脏原位的肿瘤

病灶有较大差别；②在肝脏接种组织微块或定点注

射肿瘤细胞仅能够形成单一病灶，难以形成多发和

弥散的肿瘤病灶；③现有常用的肿瘤转移或侵袭模

型，主要是通过尾静脉注射肿瘤细胞悬液，以此在

裸鼠中接种肿瘤细胞，但此时细胞迅速经由尾静

脉 －下腔静脉回心，进而通过肺动脉主要分布于肺

部。 为解决这些问题，本研究利用肝门静脉注射的

方法，将肿瘤细胞经由肝门静脉接种于裸鼠肝脏，
最终在肝脏形成多发与弥散的肿瘤病灶。 这不仅

实现了利用高侵袭性的 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞形成多发

与弥散的肿瘤病灶以模拟进展期肝细胞癌，也通过

ＳＷ４８０、Ａ５４９ 与 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞实现了结直肠

癌、非小细胞肺癌与乳腺癌肝转移。
尾静脉注射肿瘤细胞后，细胞经由下腔静脉回心

进而留驻于肺脏的组织间隙。 与之类似的，经由肝门

静脉将肿瘤细胞注射进入肝脏，肿瘤细胞也能够留驻

在肝脏组织间隙。 受到毛细血管分布、血流等因素的

影响，加之小鼠肝脏较薄，肿瘤细胞主要是在小鼠肝

脏的表面或浅表部位形成多发与弥散的肿瘤组织。
此外，肝脏血流充沛，有肝门静脉与肝动脉双重供血，

注：Ａ：从左向右分别为经门静脉注入肝脏 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、Ａ５４９、

ＳＷ４８０ 细胞后检测到明确的核素信号（５ × １０５ 个细胞），白色箭

头指示动物肝脏部位的核素信号与病变情况；Ｂ：盖革计数器对核

素信号进行定量展示。

图 ３　 裸鼠肝脏接种 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、Ａ５４９ 以及

ＳＷ４８０ 细胞后 ＰＥＴ ／ ＣＴ 检测

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ， ｔｈｅ ｃｌｅａｒ ｎｕｃｌｉｄｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１， Ａ５４９， ａｎｄ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ

ｔｈｅ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ （ ５ × １０５ ｃｅｌｌｓ） ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ＰＥＴ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ． Ｂ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｃｌｉｄｅ ｓｉｇｎａｌ
ｆｒｏｍ ａ Ｇｅｉｇｅｒ ｃｏｕｎｔｅｒ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１，
Ａ５４９， ｏｒ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ＰＥＴ／ ＣＴ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ

与肺脏相比肿瘤细胞不易形成肝脏组织局部栓塞，因
此尤其适合于肿瘤细胞的生长与形成病灶。 在手术

中，本课题组对全套手术器械进行高压灭菌，全程在

超净工作台中进行手术操作，能够有效避免感染；同
时在消化细胞时（收集与获得培养的肿瘤细胞）尽可

能充分消化细胞以避免细胞团块的存在带来栓塞的

风险；利用较大体积的生理盐水重悬细胞后，缓慢推

注进入肝门静脉，同时不断观察小鼠心率变化；在手

术后，将小鼠分笼饲养以避免缝合后的创口的抓伤或

撕咬。 这些措施可使得动物存活率与造模成功率维

持在较高水平。
小动物 ＰＥＴ 是前沿与先进的活体成像、分子影

像技术，能够通过检测肿瘤组织、细胞对１８Ｆ 核素取

代葡萄糖分子探针（ １８ Ｆ⁃ＦＤＧ）的摄取，对裸鼠肝脏

肿瘤组织进行活体成像［２１］。 恶性肿瘤细胞具有旺

盛的增殖能力，其对葡萄糖的摄取远强于正常组织

或器官。 在此基础上，肝脏是人体物质与能量代谢

的中心器官，来源于肝细胞的肝细胞癌具有比其他

恶性肿瘤或正常组织器官更为强烈的对葡萄糖的

摄取作用，这使得采用 ＰＥＴ 扫描能够特异性与有效
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注：第一排：ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞；第二排：Ａ５４９ 细胞；第三排：
ＳＷ４８０ 细胞。 白色箭头指示动物肝脏部位多发与弥散的肿瘤

病灶。

图 ４　 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、Ａ５４９ 以及 ＳＷ４８０ 细胞在

裸鼠肝脏形成多发与弥散的肿瘤病灶

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｒｏｗ： ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ｃｅｌｌｓ； ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｒｏｗ： Ａ５４９
ｃｅｌｌｓ； ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｒｏｗ： ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｉｆｆｕｓｅ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１， Ａ５４９， ｏｒ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｉｆｆｕｓｅ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ
ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１， Ａ５４９， ｏｒ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ

地识别和确证肿瘤组织。 在实验中，本课题组在肝

门静脉注射肿瘤细胞后能够利用小动物 ＰＥＴ 实现

对裸鼠的活体成像，对细胞在肝脏中的生长进行无

创与活体检测。 裸鼠经过 ＰＥＴ 活体成像后收集动

物肝脏发现，ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞能够在裸鼠肝脏形成

多发与弥散的的病灶（ｎｏｄｕｌｅｓ），为利用动物模型模

拟进展期肝细胞癌以及相关抗肿瘤、抗肿瘤药物研

究奠定了坚实基础。
除 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 细胞外，本课题组还通过肝门静

脉注射人三阴性乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、人非小细胞

肺癌 Ａ５４９ 以及人结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞，也在免疫

缺陷小鼠肝脏原位形成了多发与弥散肿瘤病灶。
肝脏是恶性肿瘤细胞转移与侵袭的重要器官，包括

乳腺癌、结直肠癌以及肺癌等都能够肝转移［２２ － ２４］。
在研究中，Ａ５４９ 是非小细胞肺癌中腺癌亚型的细胞

系，代表了肺癌最为主要的病理类型；ＳＷ４８０ 细胞

是一种结直肠癌转移病灶来源的细胞系，是研究结

直肠癌转移的理想模型；ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞是三阴

性乳腺癌细胞系，具有强烈的转移与侵袭能力。

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、Ａ５４９ 以及 ＳＷ４８０ 细胞都能够在裸鼠

肝脏形成多发与弥散的肿瘤病灶。 在实验中对上

述动物模型进行活体成像，接种 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、Ａ５４９
以及 ＳＷ４８０ 细胞的裸鼠，其肝脏部位能够为１８ Ｆ⁃
ＦＤＧ 核素探针所识别。 这表明，本研究不仅建立了

结直肠癌、乳腺癌与非小细胞肺癌的肝转移动物模

型，也能够利用小动物 ＰＥＴ 等分子影像技术进行活

体成像，动态跟踪肿瘤细胞在裸鼠肝脏的生长。
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ｔｗｏ ＡＢＶＤ ｃｙｃｌｅｓ： ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＧＩＴＩＬ ／ ＦＩＬ ＨＤ ０６０７
ｔｒｉａｌ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌ， ２０１８， ３６（５）： ４５４ － ４６２．

［２２］ 　 李日飞， 袁娜， 冶冬阳， 等． 乳腺癌实验动物模型的研究进

展 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１８， ２８（２）： １１３ － １１８．
［２３］ 　 罗桂芳， 张娟娟， 邓青， 等． 小鼠循环肝癌细胞模型的建立

与评价 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０１７， ２５ （ ３ ）： ３０１ －
３０５， ３１５．

［２４］ 　 陈愉生， 陈正伟， 俞梅娥， 等． 肺腺癌脑转移动物模型的生

物发光成像和 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 的比较 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报，
２０１７， ２５（１）： ３６ － ４２．

〔收稿日期〕２０１８ － ０３ － ３１

􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋快　 讯

Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ 被国际数据库 ＤＯＡＪ 收录

２０１８ 年 ７ 月 ２６ 日，Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ———ＡＭＥＭ 正式被国际著名开放存取期刊

目录数据库 ＤＯＡＪ（Ｄｉｒｅｃｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｐｅｎ Ａｃｃｅｓｓ Ｊｏｕｒｎａｌｓ）收录，这意味着 ＡＭＥＭ 的期刊质量以及开放获取的出版

政策得到了认可。 ＡＭＥＭ 被 ＤＯＡＪ 数据库收录，标志着 ＡＭＥＭ 向国际化又迈出了重要的一步，不仅可以扩

大期刊传播范围，而且有助于提升国际学术影响力、增加期刊网络可见度。
ＤＯＡＪ 由瑞典的隆德大学图书馆（ Ｌｕｎｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｌｉｂｒａｒｉｅｓ）于 ２００３ 年 ５ 月创建，是与 ＰｕｂＭｅｄ、ＳＣＩ、

Ｓｃｏｐｕｓ 和 ＥＩ 齐名的世界五大文献检索系统之一，其目的是尽可能广泛地涵盖所有经过质量控制的 ＯＡ 期

刊，提升开放存取期刊的可见度和易用性，从而提高期刊的使用率和影响力，属于目前最好的的 ＯＡ 期刊目

录网站。 该数据库收录的均为学术性、研究性期刊，具有免费、全文、高质量的特点，对学术研究具有很高的

参考价值。
ＡＭＥＭ 围绕实验动物科学基础和应用研究，聚焦实验动物物种资源、人类疾病动物模型资源、比较医学

资源等，展示实验动物科学及实验医学的最新学术、理论、技术、应用成果，以及实验动物在生命科学、医学、
生物学、药学、兽医学等交叉学科中的实验研究，拓展实验动物相关设备材料的研发、实验动物管理与法律

标准、实验动物福利伦理等新思路，是一本注重学科交叉、注重成果转化、引领实验动物科学及实验医学发

展的英文专业期刊。
ＡＭＥＭ 采用 ＳｃｈｏｌａｒＯｎｅ 在线稿件处理系统、同行评审机制（Ｓｉｎｇｌｅ⁃Ｂｌｉｎｄ Ｐｅｅｒ Ｒｅｖｉｅｗ），作者可随时随地

投递并查看文章动态。 此外，目前期刊不收取任何形式的版面费、稿件投递和处理费用。
欢迎业界专家、学者踊跃投稿！

０６ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



２０１８ 年 ９ 月

第 ２８ 卷　 第 ９ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ， ２０１８
Ｖｏｌ． ２８　 Ｎｏ． ９

［作者简介］邓浩（１９７３—　 ），男，学士学位，普通外科，副主任医师。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｄｍ１９７００１＠ １６３． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 促进 ＩＦＮ⁃γ 表达抑制肝癌细胞的
作用研究

邓　 浩，彭启旺，李　 伟

（武汉市红十字会医院普通外科，武汉　 ４３００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究 Ｂ 淋巴细胞诱导成熟蛋白⁃１（Ｂ⁃ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１，Ｂｌｉｍｐ⁃１）与肝癌

细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 增殖、凋亡、侵袭的关系以及作用机制。 方法　 实验分为对照组、ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组、ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组；
沉默肝癌细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因的表达，实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测 Ｂｌｉｍｐ⁃１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达，ＣＣＫ⁃８ 法观察细胞的增殖，流式细胞仪检测细胞的凋亡，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法观察细胞的侵袭能力，酶
联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）检测 γ⁃干扰素（ ＩＦＮ⁃γ）、白细胞介素⁃２ （ ＩＬ⁃２）的蛋白水平。 结果 　 与对照组相比，
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 表达显著抑制

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞增殖（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），促进其凋亡（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），显著降低细胞的侵袭能力（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），显著上调 ＩＦＮ⁃γ
蛋白水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但对 ＩＬ⁃２ 蛋白水平无明显影响。 结论　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 可促进 ＩＦＮ⁃γ 蛋白表达，从而抑制肝癌

细胞增殖、侵袭及促进凋亡。
【关键词】 　 Ｂｌｉｍｐ⁃１；ＩＦＮ⁃γ；肝癌；增殖

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） ０９⁃００６１⁃０５
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 ０９􀆰 ０１０

Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ＩＦＮ⁃γ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｄｅｎｇ Ｈａｏ， Ｐｅｎｇ Ｑｉｗａｎｇ， Ｌｉ Ｗｅｉ
（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｗｕｈａｎ Ｒｅｄ Ｃｒｏｓｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｗｕｈａｎ ４３００２１， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｂ⁃ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１
（Ｂｌｉｍｐ⁃１） ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＳＭＭＣ⁃７７２１． Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｌｉｍｐ⁃１
ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ （ＲＴ⁃ＰＣＲ） ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ
ＩＬ⁃２ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＳＭＭＣ⁃７７２１ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ
ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＦＮ⁃γ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＩＬ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ⁃γ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｂｌｉｍｐ⁃１； ＩＦＮ⁃γ； ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ



　 　 肝癌是严重威胁人类健康的常见肿瘤，发病率

逐年上升［１ － ３］。 肝癌具有初期症状不明显、潜伏期

长的特点，多数患者确诊时已是晚期，病情发展迅

速，而且预后较差。 目前，肝癌的主要治疗方式是

手术、肝移植、化疗、分子靶向治疗等，但治疗效果

均不理想，预后复发和转移是导致患者死亡率居高

不下的主要原因。 近年来，通过免疫治疗的方式逐

渐应用于临床，其可通过刺激机体免疫系统靶向识

别并特异性杀伤肝癌细胞，但对机体自身成分不具

有危害性，而且可以产生免疫记忆细胞，防止复发，
因此免疫治疗成为肝癌临床治疗的研究热点和重

点［４ － ５］。 Ｂ 淋巴细胞诱导成熟蛋白⁃１（Ｂ⁃ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１，Ｂｌｉｍｐ⁃１），又称为 ＰＲ 结

构域蛋白 １ （ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｄｏｍａｉｎ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＰＲＤＭ１），在 Ｂ 细胞分化过程中发挥关键

作用，其表达量增加可促进细胞产生大量免疫因

子，从而调控机体的免疫状态［６ － ７］。 近年来的研究

表明，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肿瘤组织的表达量异常，参与肿瘤

的发生、 发展过程［８ － ９］。 因此本实验通过研究

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肝癌细胞中的作用以及作用机制，为肝癌

的临床治疗提供实验基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

肝癌 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞系由本实验室传代、保
存，最初购自中科院上海细胞库。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ）试剂盒购自瑞

士 Ｒｏｃｈｅ 公司；ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、膜联蛋白 Ｖ⁃ＦＩＴＣ （ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ） ／碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）细胞凋亡检

测试剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；Ｂｌｉｍｐ⁃１ 单克隆抗

体、甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体购自美国 Ｃｅｌｌｕｌａｒ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； γ⁃干扰 素 （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ，
ＩＦＮ⁃γ）、白细胞介素⁃２（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２，ＩＬ⁃２）酶联免疫

吸附 测 定 法 （ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒购自上海森雄生物有限公司；
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ、ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１、空载体慢病毒由上海吉玛

生物公司合成。 酶标仪购自美国赛默飞世尔公司；荧
光定量 ＰＣＲ 仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；流式细胞仪购

自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞的培养和转染

肝癌 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 细胞

培养箱，加入 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基（含 １％双抗和 １０％
胎牛血清），倒置显微镜中观察细胞生长状况，隔天

更换一次培养基，对数期细胞用于后续实验。 细胞

转染前一天，更换培养液，以每孔 ４ × １０５ 个细胞接

种于 ９６ 孔板中。 将细胞分为对照组、 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ
组、 ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ （５’⁃ＧＡＴＣＴＧＡＣＣＣＧＡＡＴＣＡＡＴＧ⁃
３’）组，对照组为正常培养的细胞，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组和

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞分别转染携带无义序列和

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 序列病毒（１０ μＬ １ × １０１１ ＴＵ ／ Ｌ），置于细

胞培养箱中培养 ４８ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１
ｍＲＮＡ 的表达量

ＴＲＩｚｏｌ 法提取各组细胞中总 ＲＮＡ，采用反转录

酶合成 ｃＤＮＡ。 根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 的

序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计引物，由上海生工合

成， 引 物 序 列 为： Ｂｌｉｍｐ⁃１ 上 游 序 列 为 ５ ’⁃
ＴＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧＧＡＴＧＣＧＧＡＴＡＴＧ⁃３’，下游序列为

５ ’⁃ＡＧＧＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＴＧＧＡＧＧＡＧＴＴＧ⁃３ ’； ＧＡＰＤＨ
上游 序 列 为 ５ ’⁃ＧＧＧＣＧＣＣＴＧＧＴＣＡＣＣＡＧＧＧＣＴＧ⁃
３’，下游序列为 ５’⁃ＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧ⁃
３’。 反应条件为 ９５℃ ５ ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，５９℃ ３０ ｓ，
７２℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２℃ ５ ｍｉｎ。 实验重复 ３ 次，
每组设置 ５ 个复孔，采用 ２ － ΔΔＣｔ法计算基因相对转

录水平。
１􀆰 ３􀆰 ３　 蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测细胞中

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白的表达量

收集各组细胞，ＢＣＡ 法定量、稀释，１００℃ 煮沸

变性，吸取 ５０ μｇ 蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳后，将蛋白质转移至 ＰＶＤＦ 膜中，封闭液封闭 １ ｈ，
分别加入一抗稀释液，清洗，加入二抗孵育 ２ ｈ，ＥＣＬ
显色，曝光，显影，与 ＧＡＰＤＨ 灰度值的比值即为目

的蛋白的相对量。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞的增殖

以每孔 ４ × １０４ 个细胞接种于 ９６ 孔板中，加入

培养基至 １００ μＬ，放入 ３７℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱

培养 ４６ ｈ，每孔加入 ５ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液，振荡混匀，
３７℃孵育 ２ ｈ，酶标仪检测波长 ４５０ ｎｍ 下细胞的吸

光值（ＯＤ 值）。
１􀆰 ３􀆰 ５　 流式细胞仪检测细胞的凋亡

收集各组 １ × １０６ 个细胞，采用 ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
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ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法细胞凋亡检测试剂盒，根据其说明

书的指示进行下操作，置于流式细胞仪中计算细胞

的凋亡率。 实验重复 ３ 次，每组设置 ５ 个复孔。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞的侵袭能力

将已融化的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室，
３７℃培养箱中干燥。 收集各组细胞，调整为 １ ×
１０６ ／ ｍＬ，下室加入 ６００ μＬ 完全培养基，３７℃培养 ２４
ｈ；ＰＢＳ 液清洗上室，擦去剩余细胞，酒精固定 ２０
ｍｉｎ，染色，１００ 倍显微镜计数，取 ５ 个视野的平均

值，实验重复 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞培养液上清中 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃２
的表达量

收集各组培养 ７２ ｈ 的细胞上清液，采用 ＩＦＮ⁃γ、
ＩＬ⁃２ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒检测 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃２ 的水平。
１􀆰 ４　 统计学方法

ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计处理，结果以平均数

±标准差表示（ 􀭰ｘ ± ｓ ），多组数据间的比较采用单

因素方差分析，组间两两比较使用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 认为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 各组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 的表达量

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细 胞 感 染 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ、 ｓｈＲＮＡ⁃
Ｂｌｉｍｐ１ 后，ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 的表达量，结果如表 １、图 １ 所示，与对照组

相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达量

无 明 显 变 化， ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组 细 胞 中 Ｂｌｉｍｐ⁃１
ｍＲＮＡ 的表达量较对照组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果同样显示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃
ＮＣ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白水平无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃
Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白水平显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白的表达量

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２􀆰 ２　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞增殖的影响

采用 ＣＣＫ⁃８ 法观察各组细胞的增殖状况，结果

如表 ２ 所示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组细胞的增

殖能力无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞的增殖能

力显著下降，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

表 １　 各组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 的表达量（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 水平
Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 蛋白水平
Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０００ ± ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ４２３ ± ０􀆰 ０４１

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００５ ± ０􀆰 ０２１ ０􀆰 ４３６ ± ０􀆰 ０３８

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３６７ ± ０􀆰 ０１５∗ ０􀆰 １８９ ± ０􀆰 ０１２∗

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ９０２􀆰 ８５９ ５３􀆰 １９７

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

表 ２　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对肝癌细胞增殖的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＯＤ４５０值

ＯＤ４５０ ｖａｌｕｅ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８９６ ± ０􀆰 ０８５

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８６８ ± ０􀆰 ０８２

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４２１ ± ０􀆰 ０３９∗

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ４１􀆰 ３２７

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

２􀆰 ３　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞凋亡的影响

采用流式细胞仪观察各组细胞的凋亡状况，结
果如表 ３、图 ２ 所示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组细

胞的凋亡率无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞的凋

亡率显著增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞侵袭能力的影响

采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法分析各组细胞的侵袭能力变

化，结果如表 ４ 所示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组

细胞的侵袭数无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞的

侵袭数显著降低，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ２　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对肝癌细胞凋亡的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ
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表 ３　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对肝癌细胞凋亡的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝３，％）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凋亡率
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ２１５ ± ０􀆰 ５６３

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ８７４ ± ０􀆰 ５２１

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 ４５２ ± １􀆰 ４１５∗

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ９２􀆰 ２５８

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

表 ４　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞侵袭能力的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

侵袭细胞数目
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １２５􀆰 ７８４ ± １１． ４３６

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ １３６􀆰 ５２８ ± １２． ６５８

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ６８􀆰 ５９７ ± ６． ２５７∗

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ３６􀆰 ３５３

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

２􀆰 ５　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞培养液上清中 ＩＦＮ⁃γ、
ＩＬ⁃２表达量的影响

采用 ＥＬＩＳＡ 法分析各组细胞上清液中 ＩＦＮ⁃γ、
ＩＬ⁃２ 水平的变化，结果如表 ５ 所示，ＩＬ⁃２ 在各组间的

变化差异不明显； 与对照组相比， ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组

ＩＦＮ⁃γ蛋白水平无明显变化，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组 ＩＦＮ⁃γ
蛋白水平显著上调，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

表 ５　 沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 对细胞培养液上清中 ＩＦＮ⁃γ、
ＩＬ⁃２ 表达量的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３，ｐｇ ／ ｍＬ）

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ ＩＬ⁃２ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＩＦＮ⁃γ ＩＬ⁃２

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２３􀆰 ４５１ ± ２􀆰 ６２３ １６􀆰 ５８７ ± １􀆰 ２３４

ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２４􀆰 ６８５ ± ３􀆰 １５２ １７􀆰 ４２５ ± １􀆰 ３２６

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ ｇｒｏｕｐ ３９􀆰 ５８７ ± ４􀆰 １６３∗ １８􀆰 ７４２ ± ２􀆰 １２３

Ｆ 值
Ｆ⁃ｖａｌｕｅ ２１􀆰 ２６０ １􀆰 ３６４

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

３　 讨论

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 最初被发现在大 Ｂ 细胞淋巴瘤中表达

缺失，可能起抑制肿瘤发展的作用［１０］。 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基

因位于人常染色体上，具有 ７ 个外显子，促进免疫 Ｂ
细胞向浆细胞分化的过程，抑制 Ｂ 细胞增殖相关基

因的表达。 研究表明，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 发生突变、转录翻译

异常等均可促进大 Ｂ 细胞淋巴瘤的产生，因此推断

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因可能具有抑癌基因的作用［１１ － １２］。 近年

来的研究显示，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肿瘤细胞的生长、分化、以
及侵袭、迁移过程中发挥重要作用［１３ － １５］。 在肺癌

中，采用免疫组织学的方法检测 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肺癌组

织中的表达量，结果显示，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在鳞状细胞肺癌

中阳性表达率显著增加，可作为临床诊断的新的标

志物和研究治疗靶点［１６］。 在喉癌组织中，Ｂｌｉｍｐ⁃１
的表达量显著上调，并与患者临床分期和淋巴结转

移密切相关，提示 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因可作为喉癌早期诊

断以及预后判断的重要靶基因［１７］。
为探究 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肝癌细胞中的作用，本文通

过沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肝癌 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞中的表达

量，ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 结 果 显 示， 在

ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１ 组细胞中 Ｂｌｉｍｐ⁃１ ｍＲＮＡ 和蛋白较对

照组显著降低；ＣＣＫ⁃８ 和流式细胞仪检测细胞的增

殖和凋亡，结果显示，与对照组相比，ｓｈＲＮＡ⁃Ｂｌｉｍｐ１
组细胞的增殖显著降低，凋亡率显著增加；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室法结果显示，沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因显著抑制肝癌

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞的侵袭能力，表明下调 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 可

明显抑制肝癌细胞的增殖，促进其凋亡，抑制细胞

的侵袭，从而抑制肝癌进一步的发展，在肝癌中发

挥抑癌作用，与上述研究结果相一致。
研究发现，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 不仅对免疫细胞的终末分化

以及细胞内稳态具有调控作用，而且对免疫因子的

水平具有重要作用［１８ － ２０］。 在免疫细胞发育、分化和

稳定过程中，Ｂｌｉｍｐ⁃１ 可与细胞因子 ＩＬ⁃２ 相互作用

从而发挥重要的作用［２１］。 在癌症的发生、发展中，
ＩＬ⁃２ 的表达量具有重要意义［２２］。 ＩＦＮ⁃γ 是机体中重

要的免疫调节因子，其表达量的增加可以增强细胞

的免疫原性，促进细胞凋亡。 为了进一步探究

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 在肝癌细胞中的作用，本研究通过 ＥＬＩＳＡ
检测各组细胞中 ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ 的表达量，结果发现，
沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 基因对肝癌细胞上清中 ＩＬ⁃２ 的表达量

无明显影响，但可明显增加 ＩＦＮ⁃γ 的水平，提示

Ｂｌｉｍｐ⁃１ 可能通过促进 ＩＦＮ⁃γ 的分泌从而抑制肝癌
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细胞的增殖，诱导其凋亡。
综上所述，沉默 Ｂｌｉｍｐ⁃１ 促进 ＩＦＮ⁃γ 的表达，显

著抑制肝癌细胞的增殖，促进其凋亡，降低细胞的

侵袭能力，从而阻碍肝癌的进一步恶化，为肝癌的

临床治疗和诊断提供了实验基础。
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􀦋􀦋研究报告

周龄对非肥胖型糖尿病背景小鼠体外受精效果的
影响

阎　 涛，胡　 萍，徐　 晨，王　 琪，史丹丹，赵　 静，王宏宇∗

（南京大学 －南京生物医药研究院，南京　 ２１１８００）

　 　 【摘要】 　 目的　 提高非肥胖型糖尿病（ｎｏｎ⁃ｏｂｅｓｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ，ＮＯＤ）背景小鼠体外受精（ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ＩＶＦ）
效果。 方法　 使用不同周龄的 ＮＯＤ 背景雌鼠进行实验，实验分为四组，分别为 ４、６、８ 和 １０ 周龄雌鼠，与 ３ ～ ６ 月龄

ＮＯＤ 雄鼠进行体外受精，第二天统计每只雌鼠可用胚胎数量，重复两次实验。 收集 ２０１６—２０１８ 年 ＮＯＤ 小鼠移植

生仔数据进行比较。 结果　 第一次实验 ４、６、８ 和 １０ 周龄四组每只雌鼠体外受精后可用二细胞胚胎数以平均数 ±
标准差表示，分别为（１３􀆰 ４ ± ２􀆰 ５）枚、（２２􀆰 ７ ± ２􀆰 ９）枚、（２２􀆰 ０ ± ７􀆰 ０）枚、（３０􀆰 ５ ± １０􀆰 ９）枚。 第二次实验 ４、６、８ 和 １０
周龄四组每只雌鼠可用二细胞胚胎数以平均数 ±标准差表示，分别为（７􀆰 ８ ± ２􀆰 ６）枚、（１６􀆰 ５ ± ４􀆰 ５）枚、（１４􀆰 ２ ± ６􀆰 ５）
枚、（２４􀆰 ５ ± ５􀆰 ９）枚。 ４、８、１０ 周龄雌鼠体外受精后胚胎移植平均生仔率 ± 标准差分别为（３５􀆰 ３２ ± ９􀆰 ９）％ 、（３６􀆰 １９
± ６􀆰 ２）％ 、（４３􀆰 １５ ± ６􀆰 ９）％ 。 结论　 １０ 周龄的 ＮＯＤ 背景雌鼠进行体外受精效果最好，建议使用 １０ 周龄雌鼠进行

体外受精。
【关键词】 　 体外受精；ＮＯＤ 小鼠；胚胎

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） ０９⁃００６６⁃０３
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 ０９􀆰 ０１１

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｇｅ ｏｎ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｏｂｅｓｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ

Ｙａｎ Ｔａｏ， Ｈｕ Ｐｉｎｇ， Ｘｕ Ｃｈｅｎ， Ｗａｎｇ Ｑｉ， Ｓｈｉ Ｄａｎｄａｎ， Ｚｈａｏ Ｊｉｎｇ， Ｗａｎｇ Ｈｏｎｇｙｕ∗

（Ｎａｎｊｉｎｇ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１１８００， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ （ＩＶＦ） ｆｏｒ ｎｏｎ⁃ｏｂｅｓｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ （ＮＯＤ） ｍｉｃｅ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＮＯＤ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ａｇｅ ｇｒｏｕｐｓ： ４， ６， ８， ａｎｄ １０ ｗｅｅｋｓ ｏｌｄ． Ｓｐｅｒｍ ｆｒｏｍ ３ － ６⁃ｍｏｎｔｈ⁃ｏｌｄ
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　 　 非肥胖型糖尿病（ｎｏｎ⁃ｏｂｅｓｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ，ＮＯＤ）小

鼠是 Ｍａｋｉｎｏ 及其同事繁育出的一种小鼠品系［１ － ２］，
在自身免疫性Ⅰ型糖尿病研究中具有重要作用。
分析目前已有的实验结果，发现 ＮＯＤ 背景小鼠体外

受精效率低，每只雌鼠平均可用的二细胞数量少，
而且有资料显示 ＮＯＤ 背景小鼠在体外受精过程中

存在发育迟缓的现象［３］，因此本课题组对现有的实

验操作进行改进，通过对不同周龄鼠体外受精效率

的比较以及增加一次二细胞期受精率的统计，发现

１０ 周龄的 ＮＯＤ 背景雌鼠进行体外受精效率明显高

于其他周龄鼠，这一发现对 ＮＯＤ 背景小鼠体外受精

操作具有重要的指导作用。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

体外受精实验：４ 周龄（１５ ～ １８ ｇ），６ 周龄、８
周龄、１０ 周龄（２０ ～ ２５ ｇ）的 ＮＯＤ 背景雌鼠（数量

见表 １、表 ２）；３ ～ ６ 月龄（３０ ～ ３５ ｇ） ＮＯＤ 背景雄

鼠，每次实验 ２ 只共 ４ 只。 胚胎移植生仔率统计：
受体全部采用 ３ 月龄（体重为 ２５ ～ ３５ ｇ）的 ＩＣＲ 雌

鼠，４ 周龄、８ 周龄、１０ 周龄实验组分别移植 ５５ 只、
４０ 只、３０ 只，共 １２５ 只。 实验动物（ ＳＰＦ 级）全部

由南京大学 － 南京生物医药研究院提供［ ＳＣＸＫ
（苏） ２０１５ － ０００１］。 饲养于南京大学 － 南京生物

医药研究院屏障环境动物房 （ ＳＰＦ 级） ［ ＳＹＸＫ
（苏） ２０１５ － ０００１］。 所有实验动物的操作程序均

在南京大学 － 南京生物医药研究院实验动物管理

和使用委员会 （ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ
Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ， ＩＡＣＵＣ ） 批 准 下 进 行 （ ＡＰ 号：
ＮＲＣＭＭ０５）。 所有实验动物操作均符合实验动物

的福利伦理，并给予实验动物人道主义关怀，符合

实验动物使用的 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＰＭＳＧ（孕马血清雌激素，宁波三生公司）；ｈＣＧ
（人绒毛膜促性腺激素，宁波三生公司）；Ｍ１６ 培养

液（Ｓｉｇｍａ 公司）用来胚胎培养；ＨＴＦ 培养液用以精

子获能和精卵结合 ［配制 １００ ｍＬ 需要 ０􀆰 ５９３８ ｇ
ＮａＣｌ，０􀆰 ０３５０ ｇ ＫＣｌ，０􀆰 ００４９ ｇ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０􀆰 ００５４
ｇ ＫＨ２ＰＯ４，０􀆰 ０７５５ ｇ ＣａＣｌ２，０􀆰 ２１０ ｇ ＮａＨＣＯ３，０􀆰 ０５０ ｇ
葡萄糖， ０􀆰 ３４ ｍＬ 乳酸钠， ０􀆰 ００３７ ｇ 丙酮酸钠，
０􀆰 ００７５ ｇ 青霉素，０􀆰 ００５０ ｇ 链霉素，０􀆰 ４０ ｇ ＢＳＡ，
０􀆰 ０４ ｍＬ 酚红（０􀆰 ５％ ）］。 解剖剪；显微镊子；Ｍｏｔｉｃ
体式显微镜；热台（ＤＢ⁃Ｂ１，国华）。

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 超排

下午 ５：３０ 雌鼠经腹腔注射 ＰＭＳＧ，４ 周龄雌鼠

每只注射 ５ ＩＵ，６ 周龄雌鼠注射 ７􀆰 ５ ＩＵ，８、１０ 周龄雌

鼠均注射 １０ ＩＵ，４８ ｈ 后雌鼠经腹腔注射 ｈＣＧ，ｈＣＧ
注射剂量同 ＰＭＳＧ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 精子获能

雄鼠脱颈处死，打开腹腔，取出睾丸，分离剪取

附睾尾部，用 １ ｍＬ 注射器扎破附睾使精液溢出，将
精子转移到预平衡过的 ＨＴＦ 获能滴中获能 １ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 取卵

注射 ｈＣＧ １４ ｈ 后将雌鼠脱颈处死，分离取出输

卵管，体视显微镜在覆盖矿物油的 ＨＴＦ 受精滴中撕

开膨大部，使卵团流出，将流出的卵团转移到受精

滴中。
１􀆰 ３􀆰 ４　 受精

用移液器吸取 ５ ～ １０ μＬ 精子加入含有卵团的

受精滴中受精培养，放入培养箱培养过夜。
１􀆰 ３􀆰 ５　 统计受精率

２４ ｈ 后统计一细胞、二细胞和异形胚胎数量，
４８ ｈ 后再统计一次。
１􀆰 ３􀆰 ６　 移植生仔率

选取本单位日常生产项目中 ２０１６—２０１８ 年的

ＮＯＤ 品系移植生仔数据进行比较，观察不同周龄

ＮＯＤ 雌鼠获得胚胎后移植到 ＩＣＲ 雌鼠受体中的生

仔率。 ＩＣＲ 受体为假孕 ０􀆰 ５ ｄ，移植方式为输卵管

移植。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据以平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，应
用 ＳＰＳＳ 软件以 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析法进行检验分

析，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 不同周龄 ＮＯＤ 雌鼠获得的体外受精二细胞

胚胎数量

两次实验，分别统计了 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后的实验结

果，结果显示随着周龄增加每只小鼠获得的二细胞

胚胎数呈递增趋势， ８ 周龄每只雌鼠获得二细胞胚

胎数高于 ４ 周龄（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但是略低于 ６ 周龄（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５）。 受精后 ４８ ｈ 与 ２４ ｈ 相比，二细胞胚胎数

量增多，具体数据见表 １、表 ２。
２􀆰 ２　 ２０１６—２０１８ 年的 ＮＯＤ 品系移植生仔数据

不同周龄 ＮＯＤ 雌鼠进行体外受精，将得到的胚
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胎进行移植，４ 周龄雌鼠获得的胚胎移植生仔率最

低，８ 周龄雌鼠胚胎移植生仔率高于 ４ 周龄，１０ 周龄

最高。 具体胚胎移植生仔数据见表 ３。

３　 讨论

由实验数据可以看出 ＮＯＤ 背景的小鼠，在 ４ 周

龄到 １０ 周龄范围内随着雌鼠周龄的增大，每只小鼠

获得的二细胞胚胎数量先增多，８ 周龄雌鼠出现降

低，１０ 周龄左右的雌鼠进行体外受精（ ＩＶＦ）效果最

好。 国内有研究使用 ４、８、１６ 周雌鼠进行体外受精

实验，发现 ８ 周龄雌鼠超排效果最差［４］。 国外的类

似研究也发现 ８ 周龄左右的雌鼠超排量会降低［５］。
可能的原因是 ＮＯＤ 雌鼠相比其他品系雌鼠性成熟

周龄大，７ ～ ８ 周龄才性成熟，性成熟后生殖器官发

育完全，对于超排激素的耐受性增强，由于机体抵

抗外源物质的作用使得排卵量不如 ６ 周龄，但是 ８
周龄雌鼠由于自身器官机能不如 １０ 周龄雌鼠，所以

排卵量要低于 １０ 周龄雌鼠。

统计历史移植生仔数据，结果显示随着雌鼠周

龄增加体外受精生产的胚胎移植生仔率升高。 移

植生仔率是一项波动较大的数据，后续还需要继续

积累不同周龄雌鼠生产的胚胎移植生仔数据，以便

通过大数据的积累，提供更为有力的证据。 在利用

显微注射方法生产转基因小鼠时也发现使用 ４ 周龄

雌鼠进行体外受精实验产生的可用胚胎数量也要

少于 ６ ～ １０ 周龄的雌鼠［６］。
受精后 ４８ ｈ 再次统计数据的时候可用胚胎数

量增加，但是该观察结果是否具有研究价值还需要

进一步研究，因为 ４８ ｈ 的数据相比于 ２４ ｈ 增加的胚

胎数量不明显，在实际生产中推广的意义也不大。
对于实际生产，每只雌鼠可用的二细胞胚胎数量比

受精率更有实际意义，所以本文中并未体现受精率

的数据。 目前并未进行 ４８ ｈ 后转化为二细胞胚胎

的移植实验，今后需要增加该种胚胎移植生仔效果

实验，该实验还可以为是否有必要将胚胎培养至受

精后 ４８ ｈ 提供重要参考价值。
表 １　 第一次实验受精效果数据

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ＮＯＤ 雌鼠周龄（周）
Ａｇｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ＮＯＤ

ｍｉｃｅ （ｗｅｅｋｓ）

ＮＯＤ 雌鼠只数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ

ＮＯＤ ｍｉｃｅ

２４ ｈ 后二细胞胚胎总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ

ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ

２４ ｈ 后每只雌鼠获得的
二细胞胚胎数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｐｅｒ ｆｅｍａｌｅ ｍｏｕｓｅ

４８ ｈ 后每只雌鼠获得的
二细胞胚胎数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｐｅｒ ｆｅｍａｌｅ ｍｏｕｓｅ

４ １０ １３５ １３􀆰 ４ ± ２． ５ａ １５􀆰 １ ± ３􀆰 ４ａ

６ ７ １５９ ２２􀆰 ７ ± ２． ９ｂ ２４􀆰 ０ ± ３􀆰 ０ｂ

８ １０ ２２０ ２２􀆰 ０ ± ７． ０ｂ ２３􀆰 ２ ± ７􀆰 ８ｂ

１０ １０ ２９９ ３０􀆰 ５ ± １０． ９ｃ ３１􀆰 ２ ± ９􀆰 ４ｃ

注：４ 组组间比较：４ 周龄组和其他三组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；１０ 周龄组和其他三组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；６ 周龄组和 ８ 周龄组相比，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５。 表 ２ 同。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ４⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； １０⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ａｎｄ ６⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ８⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｇｒｏｕｐ， Ｐ ＞ ０􀆰 ０５． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ Ｆｉｇｕｒｅ ２．

表 ２　 第二次实验受精效果数据
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ＮＯＤ 雌鼠周龄（周）
Ａｇｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ＮＯＤ

ｍｉｃｅ （ｗｅｅｋｓ）

ＮＯＤ 雌鼠只数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ

ＮＯＤ ｍｉｃｅ

２４ ｈ 后二细胞胚胎总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ

ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ

２４ ｈ 后每只雌鼠获得的
二细胞胚胎数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｐｅｒ ｆｅｍａｌｅ ｍｏｕｓｅ

４８ ｈ 后每只雌鼠获得的
二细胞胚胎数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｐｅｒ ｆｅｍａｌｅ ｍｏｕｓｅ

４ １０ ７８ ７􀆰 ８ ± ２􀆰 ６ａ ９􀆰 ９ ± ３􀆰 １ａ

６ １１ １８１ １６􀆰 ５ ± ４􀆰 ５ｂ １７􀆰 ２ ± ５􀆰 ０ｂ

８ １０ １５２ １４􀆰 ２ ± ６􀆰 ５ｂ １３􀆰 ７ ± ６􀆰 ４ｂ

１０ ６ １４７ ２４􀆰 ５ ± ５􀆰 ９ｃ ２５􀆰 １ ± ９􀆰 ２ｃ

表 ３　 ２０１６—２０１８ 年的 ＮＯＤ 品系移植生仔数据
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｕｐ ｂｉｒｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ⁃ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ＮＯＤ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ ＩＣＲ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ａｓ

ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ２０１６ － ２０１８

ＮＯＤ 雌鼠周龄（周）
Ａｇｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ＮＯＤ ｍｉｃｅ （ｗｅｅｋｓ）

移植枚数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ

ＩＣＲ 雌鼠受体数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＩＣＲ ｆｅｍａｌｅ

ｍｉｃｅ ａｓ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ

生仔率（％ ）
Ｐｕｐ ｂｉｒｔｈ ｒａｔｅ

实验次数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

４ １０４３ ５５ ３５􀆰 ３２ ± ９􀆰 ９ ８
８ ８００ ４０ ３６􀆰 １９ ± ６􀆰 ２ ３
１０ ５９２ ３０ ４３􀆰 １５ ± ６􀆰 ９ ４

（下转第 ８２ 页）
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“互联网 ＋ ”实验动物资源共享服务平台模式研究
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　 　 【摘要】 　 本文是在调查和梳理当前我国实验动物行业资源以及实验动物资源供销现状的基础上，分析实验

动物行业用户群体对实验动物资源信息化服务的应用需求，探索研究在“互联网 ＋ ”环境下我国实验动物资源共享

服务平台模式，充分发挥“互联网 ＋ ”在社会资源配置中的优化和集成作用，助力实验动物行业资源的共建共享。
文章重点以一站式实验动物资源共享服务平台为例，介绍了平台的设计思路和功能模块的实现。

【关键词】 　 互联网；实验动物资源；共享；服务平台；服务模式

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） ０９⁃００６９⁃０５
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 ０９􀆰 ０１２

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｓｈａｒｉｎｇ ｓｅｒｖｉｃｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ “Ｉｎｔｅｒｎｅｔ ＋ ” ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ
ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

ＬＩ Ｈｕｉｐｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｘｉａｏｍｉｎｇ， ＹＡＮＧ Ｊｉｎｃｈｕｎ， ＷＥＮ Ｊｉｎｙｉｎ， ＣＨＥＮ Ｍｅｉｌｉ∗， ＨＵＡＮＧ Ｒｅｎ
（Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ； Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ，

Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６６３， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｇ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｓｕｐｐｌｙ ａｎｄ ｍａｒｋｅｔｉｎｇ ｉｎ Ｃｈｉｎａ， ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ａｎａｌｙｚｅｓ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｎｅｅｄｓ ｏｆ ｕｓｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｆｏｒ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ， ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅｓ ｔｈｅ ｓｅｒｖｉｃｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｍｏｄｅ ｆｏｒ ｓｈａｒｉｎｇ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ
ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ “Ｉｎｔｅｒｎｅｔ ＋ ” ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ｆｕｌｌｙ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｒｏｌｅ ｏｆ “Ｉｎｔｅｒｎｅｔ ＋ ”
ｉｎ ｔｈｅ ａｌｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｃｉａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ， ａｎｄ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｈａｒｉｎｇ ｏｆ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ
ｉｎｄｕｓｔｒｙ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｆｏｃｕｓｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｏｎｅ⁃ｓｔｏｐ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅ⁃ｓｈａｒｉｎｇ ｓｅｒｖｉｃｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ ａｓ ａｎ ｅｘａｍｐｌｅ， ａｎｄ
ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｓ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｕｌｅ ｒｅａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｉｎｔｅｒｎｅｔ； ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅ； ｓｈａｒｉｎｇ； ｓｅｒｖｉｃｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ； ｓｅｒｖｉｃｅ ｍｏｄｅ

　 　 近年来，随着实验动物学科的发展，实验动物

资源的规模化生产和产业化供应局面已经形成，但
实验动物资源的开放共享程度仍不高，实验动物资

源网络化共享服务平台缺失。 本文针对当前我国

实验动物资源现状和行业用户群体的需求，在当前

互联网新形势下，探讨如何借助“互联网 ＋ ”有效优

化配置实验动物资源，提出实验动物资源共享服务

平台模式的对策和建议，以期为实验动物资源平台

建设和共享服务提供参考。

１　 调查及资料收集

１􀆰 １　 在线问卷调查

２０１６—２０１７ 年期间，先后通过中国实验动物信

息网平台的“在线调查”和微信社交网络渠道面向



实验动物行业用户群体开展了关于“实验动物资源

需求”、“实验动物资源购销方式需求”、“实验动物

电商平台应用需求”等的调查，总共回收 ４００ 份调

查问卷，对调查数据进行了整理、统计分析。
１􀆰 ２　 资料收集

２０１７ 年期间，收集行业领域相关资料中的数据

进行梳理分析。 数据来源包括：《２０１７ 年国家实验

动物种子中心（资源库）和数据资源中心资源保存

与共享服务工作》 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌａｓｃｎ． ｎｅｔ ／ Ｉｔｅｍ ／
７０２３２． ａｓｐｘ）、《中国实验动物资源调查与发展趋势》
（２０１７ 年 国家科技基础条件平台中心著）、《实验动

物科学技术与产业发展战略研究报告》 （２０１６ 年

版）、全国实验动物许可证查询管理系统（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｌａｓｃｎ． ｎｅｔ ／ Ｃａｔｅｇｏｒｙ＿１３７７ ／ Ｉｎｄｅｘ． ａｓｐｘ）等。

２　 现状

２􀆰 １　 实验动物机构

据全国实验动物许可证查询管理系统（截止

２０１８ 年 ５ 月）数据显示，目前我国持有实验动物生

产和使用许可证资质的机构约 ２１２９ 家，其中实验动

物生产单位 ４２５ 家，实验动物使用单位 １７０４ 家［１］。
除此之外，还有一大批实验动物配套资源的生产机

构（仪器设备、笼器具、饲料垫料、实验试剂、实验耗

材等）。 据中国工程院重点咨询项目《实验动物科

学技术与产业发展战略研究报告》 （２０１６ 年版）分

析，未来我国将建立 ２５００ 家实验动物机构［２］。
２􀆰 ２　 实验动物资源

本文所述实验动物行业资源包括实验动物资

源本身、动物模型资源以及整个产业链的动物实验

配套资源，其中配套资源又包括仪器设备、笼器具、
动物玩具、饲料 ／垫料、实验试剂、实验耗材等。
２􀆰 ２􀆰 １　 种质资源

目前国家已建立 ８ 个实验动物资源种子中心，
据《２０１７ 年国家实验动物种子中心资源保存与服务

工作》报道的数据显示，在 ７ 个国家级实验动物种

子资源中心保种的实验动物品种、品系达 ２８３５ 个，
为 ４７１ 家单位提供了供种服务，供种数量达 １２ ２６８
只，供种实验用鸡及鸡胚达 ６８ 万枚［３］。
２􀆰 ２􀆰 ２　 实验动物常规资源

据《我国实验动物资源调查与发展趋势》（２０１７
年 国家科技基础条件平台中心著） 数据显示，在
２０１５ 年，我国具有生产许可证的实验动物种类共计

１３ 种，实验动物资源年生产量达 ２６１７􀆰 ７７ 万只；我

国具有使用许可证的实验动物共计 ２１ 种，年使用量

为 １１５９􀆰 ５４ 万只［４］。 生产与使用实验动物资源的比

例为 ５∶ ２，实验动物资源没有实现最大限度的共享。
２􀆰 ２􀆰 ３　 动物模型资源

国外拥有动物模型近 ５０００ 种，目前，我国动物

模型有近千种。 据《我国实验动物资源调查与发展

趋势》（２０１７ 年 国家科技基础条件平台中心著）数
据显示，从 ２０１３ 年初到 ２０１５ 年底，我国新开发的动

物模型种类共计 ７９１ 种，其中 ４４ 种为糖尿病相关模

型、３５ 种涉及高血压和高血脂模型、６２ 种涉及肿瘤

和癌症模型，２６ 种炎症相关的模型［４］。 这些疾病动

物模型资源研发单位共享服务意识淡薄，没有统一

的资源查询路径或渠道。
２􀆰 ２􀆰 ４　 设施资源

据《我国实验动物资源调查与发展趋势》数据

显示，２０１５ 年我国实验动物生产单位和使用单位的

仪器设备总数为 ２３８ １５６ 台 ／套［４］。 随着实验动物

科技事业发展，实验动物设施资源需求也逐年增

加。 但在调查中也发现部分单位实验动物设施资

源利用率低甚至闲置的现象，而有些单位实验动物

设施资源不足，不能满足实验科研的需求［５］。
２􀆰 ２􀆰 ５　 其他配套资源

据《我国实验动物资源调查与发展趋势》数据

显示，我国实验动物笼器具生产产业化已经形成，
国内实验动物笼具等产品的年生产总值约 １０ 亿元；
实验动物的常规饲料和定制各种动物模型饲料，全
国的市场需求量在 ３５ ０００ 多吨，年生产总值约 ２ 亿

元；全国实验动物垫料产量大约为 ３０ ０００ 吨，年产

值约为 ８０００ 万元；实验试剂耗材类资源与各行业开

展实验所应用材料具有交叉性、通用性，作为开展

动物实验所必需的材料，涉及范围广，日常使用量

也非常大［４］。 各种配套资源存在参差不齐的现象，
缺乏公开、透明的信用评价机制，影响了资源共享

服务质量。
２􀆰 ３　 实验动物资源供销现状

２􀆰 ３􀆰 １　 获取实验动物资源信息

从本课题组调查数据显示，业内科技工作者获取

实验动物资源及配套资源信息时，主要通过咨询同

行、根据以往经验、浏览行业网站、网上搜索、行业会

议推介等方式获取，其中通过咨询同行获取资源信息

的占多数，可见对同行的粘度比较高。 见图 １。
２􀆰 ３􀆰 ２　 实验动物资源的购销途径

从本课题组调查数据显示，业内科技工作者在
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注：Ａ：咨询同行；Ｂ：浏览行业网站；Ｃ：网上搜索；Ｄ：行业会议

推介；Ｅ：以往经验；Ｆ：其他。

图 １　 获取实验动物资源信息渠道

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｓｕｌｔｉｎｇ ｃｏｌｌｅａｇｕｅｓ． Ｂ： Ｖｉｓｉｔｉｎｇ ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｗｅｂｓｉｔｅｓ．
Ｃ： Ｉｎｔｅｒｎｅｔ ｓｅａｒｃｈｉｎｇ． Ｄ： Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ． Ｅ：
Ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ． Ｆ： Ｏｔｈｅｒｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｃｃｅｓｓ ｔｏ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌｓ

购买实验动物资源和配套资源时，主要是找熟悉商

家、网上查找商家线下购买、网上订购以及其他方

式。 其中咨询熟悉的商家购买排第一位，可见同行

间对熟悉商家的资源购买率比较高，相互信任度更

高。 同时，通过网络购买或网络查找商家购买资源

也占不少数。 从购买资源类型方面，通过网上购买

的主要是动物玩具、试剂、耗材、实验动物等居多。
见图 ２。

注：Ａ：找商家购买；Ｂ：网上订购；Ｃ：线下购买；Ｄ：其他。

图 ２　 购买实验动物资源的渠道

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｐｕｒｃｈａｓｅ ｆｒｏｍ ｓｕｐｐｌｉｅｒｓ． Ｂ： Ｏｎｌｉｎｅ ｐｕｒｃｈａｓｅ． Ｃ： Ｏｆｆｌｉｎｅ
ｐｕｒｃｈａｓｅ． Ｄ： Ｏｔｈｅｒｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｎｅｌｓ ｆｏｒ ｐｕｒｃｈａｓｉｎｇ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

从以上数据可见，我国实验动物资源及配套资

源非常丰富且需求量大，当前实验动物资源流通主

要以传统线下交易模式为主。 而随着互联网技术

的发展，行业用户对于网络化应用接受程度非常

高。 对于当前互联网新形势下的网上支付、物流配

送持乐观的态度，互联网形式的实验动物资源共享

服务平台应用大势所趋。

３　 资源共享存在的问题

随着信息技术的发展，行业内实验动物资源服

务平台层出不穷，但应用率不高。 原因在于缺乏顶

层的整体规划和统一布局，各省部门、各级机构各

自独立，平台以“局部化、碎片化”方式构建，导致应

用功能不全、综合服务能力不到位；平台收集的资

源数据缺失，资源提供者共享服务意识淡薄，造成

资源开放共享不足，信息不对称，直接影响实验动

物资源共享程度；平台互动性不强，协同服务不通

畅，共享机制和监督评价机制缺失，不利于网络环

境下实验动物资源的共享。

４　 对策与建议

通过以上实验动物资源现状及存在问题分析，
在“互联网 ＋ ”环境下，应充分利用信息通信以及互

联网技术打造资源共享服务平台，让互联网与实验

动物行业进行深度融合，发挥“互联网 ＋ ”的实时、
交互、开放、共享、连接、智能等特点在实验动物领

域催生出新形态，提升实验动物产业的创新力和生

产力。 本文以一站式实验动物资源共享平台构建

模式为例，为行业资源共享服务平台建设提供策略

和理论支撑。
４􀆰 １　 平台建设思路

一站式实验动物资源共享平台按照“资源整

合，互联互通，共建共享”的原则，以实现资源集成

式服务、个性化定制服务和协同管理服务为目

标［６］，整合业内主管部门、科研机构、高等院校、企
业等的资源、技术、成果，形成全国实验动物资源与

服务的大数据资源中心，打造一个开放式的实验动

物资源对接平台。 并构建“互联网 ＋ ”的实验动物

服务体系，帮助传统实验动物服务机构向互联网服

务模式转型，培育一批在“互联网 ＋ ”新形势下的实

验动物服务机构和行业用户群体，改变思维方式和

共同达成业内相互之间的资源聚合、提升服务、开
放合作的意识，带动实验动物行业新型服务模式的

应用。
４􀆰 ２　 平台总体设计

以 ｐｈｐ、ＭｙＳＱＬ 数据库为开发工具，基于 Ｂ２Ｃ
模式在 ＰＣ 端开发一站式实验动物资源共享平台，
平台同步与移动智能手机端（ｉＯＳ 系统和安卓系统）
数据接口对接，通过智能手机端布署 ＡＰＰ 和微信端

应用，打造实验动物资源共享平台的多元化应用渠
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道。 平台包括：实验动物资源查询与在线交易、实
验动物在线检测服务、动物实验在线竞价服务、实
验室仪器设施共享 ４ 个功能版块，每个功能版块实

现不同的服务业务。 见图 ３。

图 ３　 平台总体框架

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｏｖｅｒａｌｌ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ

４􀆰 ３　 平台功能实现

４􀆰 ３􀆰 １　 实验动物资源查询与在线交易

利用互联网的开放性，聚合实验动物行业机构

入驻平台，并凝聚各机构的实验动物产业链资源及

配套资源，平台实现资源分类管理以及区域性资源

管理，其中资源类型涵盖实验动物、成品模型、仪器

设备、笼器具、饲料 ／垫料、实验试剂、实验耗材、动
物玩具等。 平台为资源供应方和需求方提供时实

查询、在线交易，实现资源的连接、共享。 功能包

括：资源商家入驻、商家管理、多商店管理、资源管

理、订单管理、配送管理、交易监管、客服管理、信息

管理、统计管理等。 平台的这种集成式服务模式即

“一站式”服务，使用户通过简单的操作步骤就能实

现所需要的多种分散服务，提高了用户查询和资源

利用效率。
４􀆰 ３􀆰 ２　 实验动物在线检测服务

实验动物在线检测服务功能是由各省实验动

物检测机构入驻平台，平台接受用户的委托检测服

务订单。 其中检测服务包括实验动物病原菌、病
毒、寄生虫、遗传、病理以及实验动物设施、饲料等。
功能包括：委托检测下单、检测机构查询、检测进度

跟进、检测报告接收等。

４􀆰 ３􀆰 ３　 动物实验在线竞价服务

动物实验在线竞价服务功能包括：需求发布、
方案征集、方案选型、竞价交易、服务商管理等。 具

体来说就是需求方在平台上发布动物实验的需求

和征集方案，服务商上传实验方案参与征集和竞

标，需求方在多个方案中筛选出服务商，最终完成

方案选型，达成合作意向，从而实现动物实验委托

服务的摄合和竞价交易，为需求方和服务商之间搭

建一种个性化定制的精准服务渠道。
４􀆰 ３􀆰 ４　 实验室仪器设施共享服务

实验室仪器设施共享服务功能包括：实验室机

构入驻、仪器设施分类管理、在线预约、预约审核

等。 即通过业内各级机构的实验室入驻平台，共享

实验室仪器设施，用户需要开展实验时在平台上直

接找到就近的实验室预约下单，一方面充分发挥各

机构的实验室仪器设施资源的利用率，另一方面为

相当大一部分科研单位节省高额购置、维护成本，
提高科研效率。
４􀆰 ４　 平台共享保障机制

平台有效的共享机制是规范实验动物资源共

享行为和确保资源共享安全的重要保障。 在一站

式实验动物资源共享平台在运行过程中，建立平台

共享机制、监督管理机制至关重要。
４􀆰 ４􀆰 １　 资源机构入驻平台机制

以开放形式由实验动物资源机构入驻平台，入
驻平台时填写真实、完整的机构信息，提供必要的
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资质认证和接受入驻平台协议，明确资源共享职责

义务，经平台方严格审核后才可入驻，并签订正式

的平台资源共享服务协议。 实验动物资源机构在

入驻平台期间发布的所有资源、服务的信息、交易

行为均接受用户群体的信誉评价和监督以及平台

方的监管，如有不符或出现问题、投诉则平台方责

令资源入驻机构整改、下架所有资源内容或冻结该

机构入平台。
４􀆰 ４􀆰 ２　 区域性共享与监管机制

平台依托全国实验动物行业管理机构，在各省

设立平台服务站，并由该省管理机构人员担任本区

域的平台管理员。 围绕本省区域特色资源和实验

动物行业发展情况，重点推荐本区域资源与服务的

共享，并通过平台对本区域实验动物资源入驻机构

和资源数据进行监督管理。
４􀆰 ４􀆰 ３　 平台保障机制

从实验动物业内选择专家或技术专员成立平

台监督管理队伍，对平台所有资源、服务以及资源

交易行为等进行日常监督，保障资源共享、资源流

通过程的安全，同时，专家或技术专员队伍为平台

提供意见和建议，确保为行业提供更科学、合理、便
捷的资源共享服务平台。
４􀆰 ５　 平台运维

一站式实验动物资源共享平台目前由作者单

位运行和管理，后续平台将进一步完善，实现规范

化、精细化运营。 同时，引入业内单位共同参与平

台运营，加强平台的宣传推广，运营过程中收取资

源机构的平台使用费、服务费等模式获取收益，以
确保平台的可持续运营，助力行业资源的共建共享。

５　 展望

本文在调查分析实验动物资源现状、行业特

点、资源共享与服务需求基础上，开发建立了一站

式实验动物资源共享平台，并以该平台为例，详细

介绍了基于“互联网 ＋ ”时期平台构建的思路、设计

理念和实现的功能模块。 目前，平台已上线并正式

运行，入驻一站式实验动物资源共享平台的资源与

服务机构 ８１ 家，共享实验动物资源与服务 ５６５ 项，
其中实验动物资源 ８２ 项、动物模型资源 ２６ 项、仪器

设备 １４３ 项、饲料 ／垫料 ８７ 项、实验试剂 ２４ 项、实验

耗材 ４１ 项、笼器具 ２３ 项、检测服务 ８０ 项、实验室仪

器设施资源 ８ 项。 下一步平台还有待在行业内扩大

宣传推广，以期通过“互联网 ＋ 实验动物”的跨界融

合，通过一站式实验动物资源共享平台，形成实验

动物行业资源的大数据中心，实现实验动物资源共

享最大化和行业资源的协同管理，提升实验动物产

业的社会经济效益，为生物医药、生命科学等领域

的研究提供资源和技术支撑。
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四种常用实验动物与人的肝组织形态特征比较

李　 靖１，王艳丽２，刘恩岐３∗

（１． 西藏民族大学医学部高原相关疾病分子遗传机制与干预研究重点实验室，陕西 咸阳　 ７１２０００；
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过比较四种常用实验动物小鼠、大鼠、豚鼠、家兔的肝与人的肝在组织形态上的相似性，为
肝研究中实验动物的选择提供参考。 方法　 分别取正常小鼠、大鼠、豚鼠、家兔的肝，从形态特征、分叶、脏器系数、
肝细胞核浆比等方面与人的肝进行比较。 结果　 家兔肝的形态与人的最接近，为不规则楔形及楔形，二者的核浆

比亦最相近，分别为 ０􀆰 １５８ 和 ０􀆰 １４９。 豚鼠与人的肝均为五叶，且脏器系数最接近，分别为 ３􀆰 ０９６％和 ２􀆰 ３５％ 。 结论

家兔和豚鼠在组织形态特征上与人更接近，可能更适合进行肝相关研究。
【关键词】 　 实验动物；肝；组织形态特征；比较；实验动物选择
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ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｐｌａｓｍ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｗａｓ ａｌｓｏ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ， ａｔ ０􀆰 １５８ ａｎｄ ０􀆰 １４９， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ
ｈｅｐａｔｉｃ ｌｏｂｕｌｅｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ， ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ｆｉｖｅ ｌｏｂｕｌｅｓ． Ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ
ｗａｓ ａｌｓｏ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ， ａｔ ３􀆰 ０９６％ ａｎｄ ２􀆰 ３５％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ａｎｄ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ａｒｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｔｏ ｈｕｍａｎ， ｓｏ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ａｎｉｍａｌｓ ｍａｙ ｂｅ ｍｏｒｅ
ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｌｉｖｅｒ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ．
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　 　 实验动物是生命科学研究的基础和重要支撑

条件。 目前，几乎所有生命科学领域的科研、教学、
生产、鉴定、安全评价和成果评定都离不开实验动

物。 动物实验为现代医学的发展与进步作出了巨

大贡献［１ － ２］。 在动物实验中，选择适当的实验动物

对于实验的成败至关重要。 实验动物的选择通常

要遵循标准原则、相似性原则、差异性原则、相从或

相匹配原则、易化性原则、可行性原则、规格化原则

等诸多原则［３］，其中相似性原则是保证实验结果有

意义的首要前提。 基于此，本研究从形态特征和组

织学特点入手比较了小鼠、大鼠、豚鼠、家兔这四种

常用实验动物的肝与人肝的相似性，以期对肝研究

中实验动物的选择提供理论参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 １０ 只，体重 ２７ ～ ３８ ｇ，
２􀆰 ５ 月龄；ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ６ 只，体重 ３７０ ～ ４４５ ｇ，５
月龄［ＳＣＸＫ （陕） ２０１４ － ００３］。 普通级短毛豚鼠 ５
只，体重 ２８７ ～ ３２７ ｇ，２􀆰 ５ 月龄；普通级日本大耳白

兔 ４ 只，体质量 ３０２０ ～ ３１４０ ｇ，６􀆰 ５ 月龄［ＳＣＸＫ （陕）
２０１５ － ００３］。 以上实验动物均为雄性，由西安交通

大学实验动物中心提供。 小鼠、大鼠、豚鼠、家兔的

无菌手术在西安交通大学实验动物中心屏障动物

实验设施进行［ＳＹＸＫ （陕） ２０１５ － ００２］。 实验过程

中按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关怀，本
实验研究 ＩＡＣＵＣ 号：ＸＪＴＵ２０１１０４１。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

任氏液、酒精伊红染色剂、苏木素染色剂（北京

雷根生物技术有限公司）；中性树胶（广州凯秀贸易

有限公司，ＳＪ⁃６０４）。 电脑生物组织包埋机 （北京

Ｋｅｄｅｅ，ＫＤ⁃ＢＭ ＩＩ）；切片机（德国 Ｌｅｉｃａ，ＲＭ２２３５）；摊
片机（西安瑞丰仪器设备有限公司，ＧＴＫ２００１）；显
微拍照系统（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＤＰ２７）；图像分析系统

（Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０）；恒温箱（武汉市武昌实互仪

器厂， ＪＰ⁃６００ ）； 电 子 天 平 （ Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公 司，
ＡＢ１０４⁃Ｓ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 取材

处死小鼠、大鼠、豚鼠、家兔，处死后分别置于

电子天平上称量体重并记录数据。 固定、消毒、轻
轻提起腹部皮肤，沿腹中线向上剪开至喉部，用解

剖钳固定两边，露出胸腔及腹腔，用骨剪剪开胸骨

及膈肌，露出肝，观察肝在体内的自然形态。 取完

整肝，称量肝重量并记录，用任氏液冲洗后，以自然

状态置于干净的白瓷盘内，观察其形态，颜色，分
叶，并拍照记录。
１􀆰 ３􀆰 ２　 制作石蜡切片苏木素⁃伊红染色

从每个肝样本上切取 １ ｃｍ × １ ｃｍ × ０􀆰 ５ ｃｍ
大小的肝组织，用 １０％的甲醛固定，脱水、透明与浸

蜡、包埋、切片、苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色、封固后光镜

下观察组织形态［４］。
１􀆰 ３􀆰 ４　 显微照片分析

将 ＨＥ 染色切片置于显微镜下观察，选取 ４０ 倍

物镜下的两个不同视野拍摄显微照片，每张照片中

选 ２０ 个成像清晰的细胞，利用图片分析软件测量其

细胞面积，细胞核面积，进而计算出胞浆面积和核

浆比。
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件进行统计分析。 组间

比较采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ 非参数检验。 实验数据以

平均数 ±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示。

２　 结果

２􀆰 １　 肝形态特征及分叶比较

解剖取材后，主要观察肝的外部形态特征，具
体记录颜色、质地、边缘、形状、分叶等等。 通过典

型的形态特征与人类肝进行比较，小鼠、大鼠、豚
鼠、家兔的肝（图 １）在颜色、质地和边缘上与人类肝

均相似，但在形状和分叶上，家兔肝的形状与人的

最接近，而豚鼠肝的分叶与人一致，均为五叶［５］

（表 １）。

注：ａ：小鼠；ｂ：大鼠；ｃ：豚鼠；ｄ：家兔。

图 １　 四种常用实验动物的肝

Ｎｏｔｅ． ａ： Ｍｏｕｓｅ； ｂ： Ｒａｔ； ｃ： Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ； ｄ： Ｒａｂｂｉｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ
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２􀆰 ２　 肝脏器系数的比较

实验动 物 的 脏 器 系 数 （ 脏 器 重 量 ／体 重 ×
１００％ ）是其主要的生物学特性之一，是实验动物选

择的一个重要指标［６］。 将实验动物处死后称量其

体重，解剖取材后称量其肝重，计算脏器系数，与人

的脏器系数进行比较，中国男性肝平均重量为 １４１０
ｇ，占体重 ２􀆰 ３５％ ［７］。 统计结果显示豚鼠肝的脏器

系数与人的最接近，大鼠肝次之，小鼠肝的脏器系

数与人的差别最大（表 ２）。
２􀆰 ３　 肝细胞核浆比的比较

实验动物肝细胞的核浆比（细胞核截面积 ／细
胞截面积）是肝细胞的主要特性之一，也是肝实验

中经常用到的一个指标［８］。 整理放大倍数为 ４００ 倍

的显微照片，从中挑选成像清晰的照片（图 ２），每张

照片中选 ２０ 个细胞，利用图片分析软件测量其细胞

面积，细胞核面积，进而计算出胞浆面积和核浆比，
与章宗籍等人［９］ 测得的正常人肝的相关数据进行

比较。 统计结果显示家兔肝细胞的核浆比与人的

最接近，大鼠次之，豚鼠肝细胞的核浆比与人的差

异最大（表 ３）。

３　 讨论

在生物科学实验中经常需要使用动物，尤其是

医学、药学、生物学、兽医学各领域内，许多试验工

作，必须借助于动物。 因为动物有许多种生物学反

应与人相似，虽不能完全一样，但可作依据或参

考［１］。 以实验动物作为研究对象的研究方法也越

来越多，所以，尽量选择与人类相似的动物作为实

验对象已成为决定实验成败的一个关键环节，也是

医学实验动物学兴起的一个重要原因。 实验动物

的选择主要遵循以下几点：一是尽量选择研究对象

表 １　 四种常见实验动物与人的肝形态特征比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ

颜色、质地、边缘
Ｃｏｌｏｒ， ｔｅｘｔｕｒｅ， ｅｄｇｅ

形状
Ｓｈａｐｅ

分叶
Ｈｅｐａｔｉｃ ｌｏｂｕｌｅ

小鼠
Ｍｏｕｓｅ

暗红色，质软，边缘光滑
Ｋｅｒｍｅｓｉｎｕｓ， ｓｏｆｔ ｔｅｘｔｕｒｅ， ｓｍｏｏｔｈ ｅｄｇｅ

不规则钝圆
Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｃｉｒｃｌｅ

六叶
Ｓｉｘ ｌｏｂｕｌｅｓ

大鼠
Ｒａｔ

暗红色，质软，边缘光滑
Ｋｅｒｍｅｓｉｎｕｓ， ｓｏｆｔ ｔｅｘｔｕｒｅ， ｓｍｏｏｔｈ ｅｄｇｅ

不规则钝圆
Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｃｉｒｃｌｅ

六叶
Ｓｉｘ ｌｏｂｕｌｅｓ

豚鼠
Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ

暗红色，质软，边缘光滑
Ｋｅｒｍｅｓｉｎｕｓ， ｓｏｆｔ ｔｅｘｔｕｒｅ， ｓｍｏｏｔｈ ｅｄｇｅ

不规则钝圆
Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｃｉｒｃｌｅ

五叶
Ｆｉｖｅ ｌｏｂｕｌｅｓ

家兔
Ｒａｂｂｉｔ

暗红色，质软，边缘光滑
Ｋｅｒｍｅｓｉｎｕｓ， ｓｏｆｔ ｔｅｘｔｕｒｅ， ｓｍｏｏｔｈ ｅｄｇｅ

不规则楔形
Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｗｅｄｇｅ

六叶
Ｓｉｘ ｌｏｂｕｌｅｓ

人
Ｈｕｍａｎ

暗红色，质软，边缘光滑
Ｋｅｒｍｅｓｉｎｕｓ， ｓｏｆｔ ｔｅｘｔｕｒｅ， ｓｍｏｏｔｈ ｅｄｇｅ

楔形
Ｗｅｄｇｅ

五叶［５］

Ｆｉｖｅ ｌｏｂｕｌｅｓ［５］

表 ２　 四种常用实验动物与人肝脏器系数的比较（ 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｖｅｒ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｉｎ ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ

体重（ｇ）
Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ

肝重（ｇ）
Ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ

肝重 ／ 体重
Ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ ／ Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ

小鼠　 Ｍｉｃｅ ３３． ５４ ± ５􀆰 ５２１　 １． ７５１２ ± ０􀆰 ３２９ ０􀆰 ０５２ １５６ ± ０􀆰 ００５
大鼠　 Ｒａｔｓ ４０７． １６６ ± ３７􀆰 ７９１　 １６． ４７３ ３３ ± ２􀆰 ０５６ ０􀆰 ０４０ ５６４ ± ０􀆰 ００５

豚鼠　 Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ３０７． ６ ± １８􀆰 ９２９ ９． ５２４ ± ０􀆰 ５０３ ０􀆰 ０３０ ９６２ ± ０􀆰 ００１
家兔　 Ｒａｂｂｉｔｓ ３０８０ ± ５８􀆰 ８７８ １３９． ７５ ± ２􀆰 ５ ０􀆰 ０４５ ３７３ ± ０􀆰 ００１
人　 Ｈｕｍａｎ ６０ ０００［７］ 　 １４１０ ± ２００［７］ ０􀆰 ０２３５［７］

图 ２　 四种常用实验动物肝组织的 ＨＥ 染色切片（ × ４００）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ
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表 ３　 四种常用实验动物与人肝细胞核浆比的比较（ 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｕｃｌｅｏｐｌａｓｍ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ

细胞面积（μｍ２）
Ａｒｅａ ｏｆ ｃｅｌｌ

细胞半径（μｍ）
Ｃｅｌｌ ｒａｄｉｕｓ

核面积（μｍ２）
Ａｒｅａ ｏｆ ｎｕｃｌｅｕｓ

核半径（μｍ）
Ｎｕｃｌｅａｒ ｒａｄｉｕｓ

胞浆面积（μｍ２）
Ａｒｅａ ｏｆ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

核浆比
Ｎｕｃｌｅｏｐｌａｓｍ ｒａｔｉｏ

小鼠
Ｍｉｃｅ １４９３􀆰 ４９９ ± ４７２􀆰 ５５５ ２１􀆰 ５６７ ± ３􀆰 ２４２ ２２１􀆰 ３９０ ± ５８􀆰 ７３０ ８􀆰 ３２５ ± １􀆰 ０９６ １２７２􀆰 １０９ ± ４４９􀆰 ０８０ ０􀆰 １８７ ± ０􀆰 ０６１

大鼠
Ｒａｔｓ １５７９􀆰 ７１１ ± ４４４􀆰 ９９５ ２２􀆰 ２０８ ± ３􀆰 １４５ １６８􀆰 ７７３ ± ３１􀆰 ５１５ ７􀆰 ３００ ± ０􀆰 ６６１ １４１０􀆰 ９３７ ± ４４２􀆰 ２２３ ０􀆰 １３２ ± ０􀆰 ０４８

豚鼠
Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ １０６２􀆰 ６０３ ± ２５１􀆰 ８３３ １８􀆰 ２５６ ± ２􀆰 ２５ １７１􀆰 １０８ ± １９􀆰 ３３８ ７􀆰 ３６７ ± ０􀆰 ４４４ ８９１􀆰 ４９５ ± ２４３􀆰 ７９１ ０􀆰 １９２ ± ０􀆰 ０６３

家兔
Ｒａｂｂｉｔｓ １４３０􀆰 ８３８ ± ４６４􀆰 ９４０ ２１􀆰 ０６３ ± ３􀆰 ４８０ １７６􀆰 ２３７ ± ３０􀆰 ９０４ ７􀆰 ４６１ ± ０􀆰 ６６７ １２５４􀆰 ６０１ ± ４５３􀆰 ８６８ ０􀆰 １５８ ± ０􀆰 ０６１

人
Ｈｕｍａｎ １１５４􀆰 １５７ ± ３１０􀆰 ８２７［９］ １９􀆰 ００１ ± ２􀆰 ５５０［９］ １３９􀆰 ４６０ ± ４１􀆰 ６０７［９］ ６􀆰 ６０２ ± ０􀆰 ９１２［９］ １０１４􀆰 ６９７ ± ２９９􀆰 ６６２［９］ ０􀆰 １４９ ± ０􀆰 ０６０［９］

的功能、代谢、结构及疾病性质与人类相似的实验

动物；二是选择解剖、生理特点符合实验目的要求

的实验动物；三是根据实验动物不同品种、品系的

特点选择实验动物；四是根据对实验质量的要求选

择标准化的实验动物；五是符合实验动物选择的一

般原则（性别、年龄、体重、生理状况与健康状况、实
验条件等）；六是经济性原则［１０］。
　 　 本实验所选的四种实验动物分别为：小鼠，哺
乳纲、啮齿目、鼠科、小鼠属；大鼠，哺乳纲，啮齿目，
鼠科，大鼠属；豚鼠，哺乳纲、啮齿目、豚鼠科、豚鼠

属；家兔，哺乳纲、兔形目、兔科、穴兔属。 以上四种

动物均为生命科学研究中常用的实验动物。 从亲

缘关系来看，小鼠、大鼠、豚鼠为哺乳纲、啮齿目，家
兔为兔形目，与人类的亲缘关系均相似。 但有实验

通过研究耳蜗中存在的 ＰＤＥ 基因在不同组织的表

达情况得到结论：与小鼠和家兔相比豚鼠与人 ＰＤＥ
基因序列同源性更高，提示豚鼠与人可能有着更近

的亲缘关系，此研究从另外一个角度上增强了豚鼠

作为疾病研究模式的可行性［１１］。 小鼠作为常用的

实验动物，其在肝研究方面的应用非常广泛，不仅

可作为肝癌等肝疾病模型动物［１２］，还有研究使用人

源化小鼠和人肝嵌合体小鼠进行肝疾病的研究［１３］，
这也为肝疾病研究提供了新的思路。 有研究也使

用大鼠作为高脂高铁诱导肝纤维化的动物模型［１４］。
近年来，家兔也被用作动脉粥样硬化及肝脂代谢相

关疾病的动物模型［１５ － １６］。 从肝组织形态特征来

看，大鼠的肝缺少胆囊，不能选作胆囊方面及与胆

囊相关方面的研究。 家兔的肝外形与人类相似，而
豚鼠的分叶情况和脏器系数均与人类最接近。 从

肝细胞核浆比来看，家兔的肝细胞核浆比与人类最

接近。 此结果提示在肝相关研究中使用豚鼠和家

兔作为实验动物可能更为合理。
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品管圈在降低动物实验不规范行为发生率中的应用

梁　 磊，尤金炜，胡文娟，陈　 莉，卢　 阳，赵志刚，田小芸，祁树宝，
恽时锋∗

（解放军南京总医院比较医学科，全军实验动物科普与伦理教育基地，全国科普教育基地，南京　 ２１０００２）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨品质管理圈（ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｉｒｃｌｅ，ＱＣＣ）活动在降低动物实验不规范行为发生率中的应

用效果。 方法　 成立品管圈小组“爱心福利圈”，按照品管圈活动步骤，分析本院研究人员动物实验中不规范行为

的发生原因，针对性地拟定对策并实施。 结果 　 通过品管圈活动，本院动物实验中不规范行为的发生率由每周

８２􀆰 ５ 次降低至每周 ２２􀆰 ３３ 次。 结论　 品管圈活动可以有效降低动物实验中不规范行为的发生率，提高实验动物管

理工作质量。
【关键词】 　 品管圈；动物实验；管理
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　 　 近年来，随着生命科学的飞速发展，实验动

物行业也在不断发展，对动物实验需求的增加使

许多医药企业、大专院校和医疗机构等都建设了

自己的实验动物设施，同时所使用的实验动物的

数量和品种都在逐年提升。 快速的发展使越来

越多的人员接触、加入到实验动物行业中来，同
时大量科研院所学生的加入使得实验动物行业

内部人员的流动性进一步增加。 由于各种各样



的原因，部分实验者甚至从业人员本身都并未具

备完善的实验动物方面的知识和技能 ［１ － ３］ 。 正

是由于专业知识和素养的欠缺，在实际工作中往

往出现一些不规范的行为和表现。 本文以本院

比较医 学 科 为 对 象，利 用 品 质 管 理 圈 （ ｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｉｒｃｌｅ，ＱＣＣ）的思路和方法，开展了减少动

物实验中不规范行为的实践研究。 品质管理圈

简称品管圈，是指相近或相关联的工作岗位上的

人自发组成一个团体，大家分工合作，应用品管

工具发现问题、分析问题、解决问题，以达到工作

质量控制提升的目标 ［４］ 。 现将本次品管圈活动

的情况汇报如下。

注：①进入实验环境程序不规范；②私自取走公共物品；③废弃物处理不当；④实验后动物未按要

求返回；⑤其他。

图 １　 改善前不规范行为分析柏拉图

Ｎｏｔｅ． ①Ｎｏｎ⁃ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｏｆ ｅｎｔｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ； ②ｔａｋｉｎｇ ｐｕｂｌｉｃ ｇｏｏｄｓ
ａｗａｙ； ③ｎｏｎ⁃ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｇａｒｂａｇｅ ｄｉｓｐｏｓａｌ； ④ａｎｉｍａｌｓ ｎｏｔ ｒｅｔｕｒｎｅｄ ａｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ； ⑤
ｏｔｈｅｒｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｒｅｔｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｂｅｆｏｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ

１　 资料和方法

１􀆰 １　 对象

选取 ２０１７ 年 ２ 月 ２０ 日至 ２０１７ 年 ３ 月 ３１ 日

（共计 ６ 周）和 ２０１７ 年 ７ 月 ２４ 日至 ２０１７ 年 ９ 月 １
日（共计 ６ 周）所有在本科室实验室进行的动物实

验为观察对象，其中 ２０１７ 年 ２ 月 ２０ 日至 ２０１７ 年 ３
月 ３１ 日为改善前阶段，２０１７ 年 ７ 月 ２４ 日至 ２０１７ 年

９ 月 １ 日为改善后阶段。
１􀆰 ２　 品管圈组建

根据自愿原则由 ８ 名科室人员组成品管圈，并
由科室主任担任辅导员。 投票选出圈长，并确定圈

名为“爱心福利圈”。

１􀆰 ３　 主题选定

采用头脑风暴的方法，全体圈员围绕科室实际

工作，共提出 ４ 个圈主题，并从重要性、迫切性、圈能

力以及上级政策符合度四个方面，采用“５、３、１”评

分法对 ４ 个圈主题进行评价，汇总得分，最终选定

“降低动物实验不规范行为发生率”为本次品管圈

活动主题。
１􀆰 ４　 计划拟定

根据品管圈活动十大步骤，遵循 ＰＤＣＡ（ｐｌａｎ、
ｄｏ、ｃｈｅｃｋ、ａｃｔｉｏｎ，即计划、实施、效果确认、处置）循

环法，拟定活动计划甘特图，确定每一步的具体时

间，并且责任到人。
１􀆰 ５　 现状把握

参照现有的动物实验流程图和动物实验守则

规范制作查检表，对 ２０１７ 年 ２ 月 ２０ 日至 ２０１７ 年 ３
月 ３１ 日间在本科室实验室进行的所有动物实验进

行查检和记录，共记录到不规范行为 ４９５ 次，平均每

周 ８２􀆰 ５ 次。 圈员将所有记录进行归纳、统计，绘制

柏拉图（图 １）。 根据 ８０ ／ ２０ 原则，确定“人员、物品

等进入实验环境的不规范”为本次改善重点。
１􀆰 ６　 目标设定

依照公式：目标值 ＝ 现况值 － 改善值 ＝ 现况值

－ （现况值 × 改善重点 × 圈能力）进行计算并设定

目标。 其中，圈能力 ＝ （评价圈员对主题完成能力

的得分） ／ （满分，即完美完成） × １００％ ，该主题中
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圈能力得分为 ７５％ 。 经计算得：目标值 ＝ ８２􀆰 ５ 次 ／
周 － （８２􀆰 ５ 次 ／周 × ７６􀆰 ７５％ × ７５％ ） ＝ ３５􀆰 ０１ 次 ／
周，即改善目标为将不规范行为由每周发生 ８２􀆰 ５ 次

减 少 至 每 周 发 生 ３５􀆰 ０１ 次， 改 善 幅 度 需 达

到 ５７􀆰 ５６％ 。
１􀆰 ７　 解析

１􀆰 ７􀆰 １　 全面分析

全体圈员使用头脑风暴的方法，从“人员、环
境、方法”几个方面进行全面分析，找出所有可能导

致不规范行为发生的原因，经归纳、总结后发现不

规范行为的发生主要有“人员、环境、方法、其他”这
四个方面的原因，绘制鱼骨图（图 ２）。
１􀆰 ７􀆰 ２　 要因分析

全体圈员对所有的小原因按重要程度进行打分

（重要 ５ 分、次重要 ３ 分、再次 １ 分），统计得分，根据

８０ ／ ２０ 法则，得分 ３２ 分以上为要因，共确定要因 ８ 项。
１􀆰 ７􀆰 ３　 真因验证

全体圈员根据 ８ 条要因制作查检表，对 ２０１７ 年

２ 月 ２０ 日至 ２０１７ 年 ３ 月 ３１ 日期间的所有动物实验

记录进行重新查检，所得结果绘制柏拉图（图 ３），确
定“实验管理制度执行不力，科研人员规范意识差，
动物实验前培训不到位，动物实验室笼位空间不

足，动物实验室缺少明显的流程标识”这 ５ 条真因。

图 ２　 进入实验场所不规范原因分析鱼骨图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｆｉｓｈｂｏｎｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｕｓｅｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｅｎｔｒｙ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｉｎｔｏ ｌａｂｓ

１􀆰 ８　 对策拟定

全体圈员使用头脑风暴的方法，针对真因积极

寻找解决方法，并对所有方法按可行性、经济性和

圈能力进行 ５、３、１ 评分，按照 ８０ ／ ２０ 原则，共确定 ５
条对策。
１􀆰 ９　 对策实施与检讨

对策 １：加强科室工作人员的培训，强化业务能

力。 定期组织科室工作人员进行学习，加强对实验

规章制度的理解，落实对制度的执行。
对策 ２：加强科研人员的动物实验前培训。 到

本科室进行实验的科研人员人数多，且实验动物方

面的技能、知识水平参差不齐。 加强对他们的实验

前培训，帮助他们了解动物实验的基本流程、基本

技术以及实验的规章制度，以减少其后实验中不规

范行为的发生。
对策 ３：帮助科研人员制定合理的实验安排并

定期监督。 许多科研人员对自己的实验安排计划

性差，存在拖拉现象，实验处理不及时，废弃动物也

不及时淘汰，造成实验室笼位空间浪费。 由本科室

工作人员帮助安排实验并监督，可以缩短实际实验

时间，节约实验室笼位空间。
对策 ４：及时提醒。 本科室工作人员，无论任何

岗位，只要发现有不规范行为的发生，都应及时提

醒，制止不规范行为。
对策 ５：设立醒目标识。 在实验场所设立醒目

的标识，可以帮助科研人员了解实验场所和实验流

程，提醒科研人员注意实验规范。
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２　 结果

２􀆰 １　 效果确认

所有 ５ 条对策，经后期确认，均为有效对策。 对

策实施后，全体圈员对 ２０１７ 年 ７ 月 ２４ 日至 ２０１７ 年

９ 月 １ 日期间在本科室所进行的所有动物实验再次

进行了现场查检，共记录到不规范行为 １３４ 起，平均

每周 ２２􀆰 ３３ 次。 相比于改善前每周 ８２􀆰 ５ 次的不规

范行为发生率，改善后为每周 ２２􀆰 ３３ 次，改善幅度为

７２􀆰 ９３％ ，目标值为 ５７􀆰 ５６％ ，目标达成。

２􀆰 ２　 无形成果

效果达成后，全体圈员自制评分表，从“合作能

力、自信心、沟通与协调能力、面对问题的勇气、责
任心、积极性、团队凝聚力、品管圈手法认识”这 ８
个方面进行自我评价。 结果如图 ４ 所示，全体圈员

的各项能力均得到了提升。
２􀆰 ３　 标准化

全体圈员结合本次圈活动的具体情况，对原有的

动物实验流程和动物实验规章制度条款进行了修改，
形成了新的动物实验流程和动物实验规范，并标准化。

注：①规范意识差；②实验前培训不到位；③笼位空间不足；④缺少显著流程标识；⑤实验管理制度执行不力；⑥实

验设备落后；⑦科室不重视；⑧装修老化。

图 ３　 引发动物实验中不规范行为的真因验证柏拉图

Ｎｏｔｅ． ① Ｌａｃｋ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ； ② ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｂｅｆｏｒｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ； ③ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ ｃａｇｅ ｓｐａｃｅ ｆｏｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｎｉｍａｌｓ； ④ｌａｃｋ ｏｆ ｏｂｖｉｏｕｓ ｓｉｇｎｓ ｆｏｒ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ⑤ｉｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｅｎｆｏｒｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｒｕｌｅｓ； ⑥
ｐｏｏｒ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ； ⑦ｉｇｎｏｒｅｄ ｂｙ ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｌｅａｄｅｒｓ； ⑧ｐｏｏｒ ｆｉｔｍｅｎｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｒｅｔｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｕｅ ｃａｕｓｅｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

图 ４　 本次品管圈活动无形成果雷达图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒａｄａｒ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｉｎｔａｎｇｉｂｌｅ ｂｅｎｅｆｉｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ＱＣＣ ａｃｔｉｖｉｔｙ
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３　 讨论

品管圈，全称品质管理圈（ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｉｒｃｌｅ，
ＱＣＣ），最先起源于美国，后由日本学者吸收、改进并

广泛使用而得以流行，２０ 世纪 ８０ 年代初进入中国大

陆地区，近年来被广泛地用于企业和医院管理领域，
特别是质量控制方面，成效显著［５ － ６］。 查阅品管圈文

献，当中并未见到有关实验动物方面的报道，可以说，
品管圈活动在实验动物领域的实践尚处于空白阶段。

本文从规范本院实验动物管理的目的出发，应
用品管圈活动，寻找管理工作中的漏洞与缺陷，集
思广益，群策群力，成功地减少了动物实验过程中

不规范行为的发生次数，管理工作质量得到了有效

的提升。 同时，经过品管圈活动，增强了全科同志

的凝聚力、协调性以及工作积极性，个人价值与能

力得到提升，从而使实验动物管理流程更加清晰、
更加科学，也得到了科研人员的一致好评。 由此可

见，品管圈是一个好的质量管理工具，在此将本科

室的活动过程进行了汇报，以期给行业内机构作为

借鉴和参考。 本科室仍处于刚刚接触品管圈的阶

段，在讨论分析、工具应用等方面还有许多欠缺，将
在后续的工作中进行持续改进，同时也希望行业内

更多的机构能够参加进来，以便进行更好的推广。
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（上接第 ６８ 页）
　 　 目前针对 ＮＯＤ 小鼠体外受精的文献较少，通过

实验发现有些 ＮＯＤ 背景小鼠的胚胎存在发育相对

迟缓的情况，受精 ２４ ｈ 后的观察结果与受精后 ４８ ｈ
的观察结果不同，主要是一部分畸形的胚胎又转变

为二细胞胚胎，这其中的机制有待于进一步研究。
ＮＯＤ 背景小鼠受精卵的原核相对于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

发育迟缓很多，有研究显示在体外受精实验结束后

８ ｈ 进行显微注射大部分的受精卵无法发育到正常

形态的二细胞胚胎，很多都处于形态异常状态，在
体外受精 １５ ｈ 后注射后的胚胎才能发育到不存在

形态异常的二细胞阶段［５］。 这一研究成果还可以

应用到通过显微注射方法生产转基因小鼠领域，为
了获得更为高效的注射效果，在通过显微注射方法

生产转基因小鼠的时候最好延迟注射时间。
目前广泛应用的小鼠品系如 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 进行超

排的周龄一般为 ４ 周龄左右，但是 ＮＯＤ 背景小鼠使

用 ４ 周龄雌鼠进行超排后再进行体外受精实验的效

果很差，受精率低，每只雌鼠可用二细胞胚胎数量

明显低于平均水平。 针对目前 ＮＯＤ 背景小鼠可用

二细胞胚胎数量低的情况，本实验进行了相关研

究，并得到了有意义的结果，为今后实际生产提供

了有效的指导，在降低生产成本的同时还保证了实

验效率。 结果证实 １０ 周龄 ＮＯＤ 雌鼠进行体外受精

效果最好。
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动物鼻式气溶胶暴露装置的运行效果评价

郝新彦，向志光，高　 虹∗

（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，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在探讨动物鼻式气溶胶暴露装置能否正常运行并产生特定粒径大小的气溶胶颗

粒，探究运行过程中装置气溶胶气密性、分布均匀性及消毒剂对系统的消毒效果。 方法　 使用动物鼻式气溶胶暴

露装置产生大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ，Ｅ． ｃｏｌｉ）气溶胶、鼠肝炎病毒（ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ）ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 气溶胶，分别用

７５％乙醇、３％过氧化氢对系统进行消毒，分别采集暴露舱内、易泄露处及消毒后的 Ｅ． ｃｏｌｉ、ＭＨＶ⁃ＪＨＭ。 对采集的

Ｅ． ｃｏｌｉ 进行微生物培养；对采集的 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 提取 ＲＮＡ，一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测样本中病毒 ＲＮＡ。 结果　 装置产生

的 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶颗粒中值直径为（１􀆰 ２７ ± ０􀆰 ６１） μｍ，暴露舱内采样液涂板有菌落生成，置于暴露舱不同端口的 ＮＣ
膜上菌落数一致，易泄露处的沉降平皿上无菌落生长，消毒后采样平皿上无菌落生长；暴露舱内采样液中的 ＭＨＶ⁃
ＪＨＭ 病毒 ＲＮＡ 为阳性，易发生泄露处采样液中病毒 ＲＮＡ 为阴性，消毒后采样液中病毒 ＲＮＡ 为阴性。 结论　 动物

鼻式气溶胶暴露装置能正常运行产生气溶胶；在运行过程中，暴露舱各端口有气溶胶通过并分布均匀，气密性好；
使用相应的消毒剂可对系统进行有效消毒，消毒效果完全。

【关键词】 　 动物鼻式气溶胶暴露装置；气密性；分布均匀性；大肠杆菌；鼠肝炎病毒 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ
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ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｄｅｖｉｃｅ ｃａｎ ｏｐｅｒａｔｅ ｎｏｒｍａｌｌｙ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐ ａｎ ａｅｒｏｓｏｌ ｔｈａｔ ｉｓ ｐａｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｅｖｅｎｌｙ ｉｎ ｅａｃｈ
ｐｏｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｈａｍｂｅｒ ｄｕｒｉｎｇ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ； ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ ｄｅｖｉｃｅ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｔｏ ｈａｖｅ ｇｏｏｄ ａｉｒ ｔｉｇｈｔｎｅｓｓ． Ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ ｃａｎ
ｂｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｉｍａｌ ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ａｅｒｏｓｏｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｄｅｖｉｃｅ； ａｉｒ ｔｉｇｈｔｎｅｓｓ； ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ ｏｆ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ；
ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ＭＨＶ⁃ＪＨＭ

　 　 动物鼻式气溶胶暴露装置（ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｄｅｖｉｃｅ）是可模拟产生药物、毒物等化学物

质及病毒、细菌等病原微生物气溶胶、气体或蒸汽

的设备，仅将动物鼻部暴露于设定环境中，使动物

吸入含有受试物的空气而达到定量攻毒感染［１ － ３］。
鼻式气溶胶暴露装置可通过装有细菌、病毒等病原

微生物悬浮液的雾化器雾化产生微生物气溶胶，实
验动物吸入气溶胶后，在感染过程中避免了消化

道、皮肤等其他暴露途径感染，感染方式与自然环

境极为相似［１ － ９］。 为使用动物鼻式气溶胶暴露装置

进行安全有效的病原微生物气溶胶感染，本实验选

择大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ，Ｅ． ｃｏｌｉ）、鼠肝炎病毒

（ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ）ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 作为模式微生物，
分别代表细菌和病毒，使用此暴露装置发生细菌、
病毒气溶胶，探究装置能否正常运行，同时探讨装

置运行过程中产生的气溶胶粒径大小、装置气密

性、气溶胶在暴露舱内的分布均匀性及消毒剂对装

置的消毒效果。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

菌种、病毒：大肠杆菌（有氨苄抗性，Ａｍｐ ＋ ）、鼠
肝炎病毒毒株 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 毒株均引自中国医学科学

院医学实验动物研究所。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＬＢ 固 体 培 养 基 （ Ａｍｐ ＋ ）， ＬＢ 液 体 培 养 基

（Ａｍｐ ＋ ），ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基，ＲＮＡ 提取试

剂盒（ＴａＫａＲａ，９７６６，北京宝日医生物技术有限公

司），一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒（ ＴａＫａＲａ，ＲＲ０６４Ａ，北
京宝日医生物技术有限公司），硝酸纤维素（ＮＣ）膜
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，０􀆰 ４５ μｍ）。 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩

增仪（ＵＳＡ），动物鼻式气溶胶暴露装置（美国 Ｉｎ⁃
ＴＯＸ Ｐ．Ｏ．ＢＯＸ２０７０，ＮＭ５０５⁃８３２⁃５１０７）：动物鼻式气

溶胶暴露装置主要由洁净压缩空气系统、气溶胶输

送管路、净化装置（真空泵、高效过滤器）、气溶胶发

生装置（Ｌｏｖｅｌａｃｅ 喷雾器、稀释器、混合器）、４８ 孔鼻

式暴露舱、测试动物安置装置（动物固定管）、采样

装置（ＺＲ⁃Ａ０２ 型安德森六级采样器、Ｉｎ⁃ＴＯＸ 液体撞

击采样器）和暴露系统控制柜组成（如图 １ 所示）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物鼻式气溶胶暴露装置产生大肠杆菌气

溶胶

（１）气溶胶粒径大小评价：将 ６􀆰 ５ ｍＬ ２ × １０９

ＣＦＵ ／ ｍＬ 大肠杆菌菌液倒入喷雾器小管内，稀释流

量为 １８􀆰 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ，排气流量为 ２０ Ｌ ／ ｍｉｎ，维持暴露

舱微负压。 设置装置在雾化压力为 ５， １０， １５， ２０，
２５ ＰＳＩ 下发生气溶胶，安德森六级采样器在总排气

管路分别采样 ２０ ｍｉｎ。 采样平皿于 ３７℃下培养 １２
ｈ，评价在不同压力下采样气溶胶的粒谱分布。 将

各级采样平皿采集的气溶胶颗粒按级别分为 ６ 组数

据，依据偏态分布 ５０％中值直径计算公式算出发生

气溶胶总粒子的中值直径。
（２）气溶胶到达暴露舱端口评价：将 ６􀆰 ５ ｍＬ ２ ×

１０９ ＣＦＵ／ ｍＬ 大肠杆菌菌液倒入喷雾器小管内，稀释流

量为 １８􀆰 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ，排气流量为 ２０ Ｌ ／ ｍｉｎ，雾化压力为 ２０
ＰＳＩ，采样流量为 ２􀆰 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ，维持暴露舱微负压，以 ＬＢ
液体培养基作为采样液，液体撞击采样器采样 ２０ ｍｉｎ。
分别取采样液 １ ｍＬ 涂于两个 ＬＢ 固体培养基上，于
３７℃下培养 １２ ｈ，观察采样平皿上是否有菌落生长，评
价暴露舱端口是否有气溶胶通过。

（３）气溶胶分布均匀性评价：４８ 孔动物鼻式暴

露舱共 ４ 层，每层间隔 ３ 个端口放置一个固定管（如
图 ２ 所示），ＮＣ 膜（１ ｃｍ × １ ｃｍ）置于小鼠固定器

前端端口处采样 ２０ ｍｉｎ。 将 ＮＣ 膜放于 ＬＢ 固体培

养基上，于 ３７℃下培养 １２ ｈ，观察 ＮＣ 膜上是否有菌

落生长并计数，评价暴露舱各端口是否都有气溶胶

到达，气溶胶分布是否均匀。 其他参数设置同

１􀆰 ３􀆰 １ 中的（２）。
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图 １　 Ｉｎ⁃ＴＯＸ 鼻式气溶胶暴露系统示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｉｎ⁃ＴＯＸ ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｄｅｖｉｃｅ

注：图中（１） ～ （４）分别为暴露舱的从上至下 １ ～ ４ 层，在各层①、②、③暴露口放置小鼠固定器，并用 ＮＣ 膜进行采样。

图 ２　 ４８ 孔鼻式暴露舱各层各端口分布图

Ｎｏｔｅ． Ｆｉｇｕｒｅｓ （１） － （４） ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｏｆ ｌａｙｅｒｓ １ － ４ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｈａｍｂｅｒ ｆｒｏｍ ｔｏｐ ｔｏ ｂｏｔｔｏｍ． Ａｎｉｍａｌ ｔｕｂｅｓ ｗｅｒｅ ｐｌａｃｅｄ ｏｎ ｐｏｒｔ ①， ｐｏｒｔ
②， ａｎｄ ｐｏｒｔ ③ ｏｆ ｅａｃｈ ｌａｙｅｒ． Ｔｈｅ ＮＣ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｌａｃｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｎｏｚｚｌｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｔｕｂｅｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅａｃｈ ｐｏｒｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｌａｙｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ４８⁃ｐｏｒｔ ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｈａｍｂｅｒ

　 　 （４）装置气密性评价：在进行 １􀆰 ３􀆰 １ 中的（１）、
（２）、（３）发生 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶操作时，在暴露装置易

发生泄露的 ６ 处（雾化器旁、暴露舱上端排气处、安
德森六级采样器旁、液体撞击采样器旁、高效过滤

器旁、真空泵旁）摆放沉降平皿，沉降 ２０ ｍｉｎ。 将沉

降平皿于 ３７℃下培养 １２ ｈ，观察沉降平皿上是否有

菌落生长，评价暴露装置是否发生气溶胶泄露。
（５）装置消毒效果评价：大肠杆菌气溶胶停止

运行后，空运行系统 １０ ｍｉｎ，以排出含有大肠杆菌气

溶胶的气体；将 ８ ｍＬ ７５％乙醇加入喷雾器小管内，
系统运行 ３０ ｍｉｎ 进行消毒；消毒后空运行系统 ３０
ｍｉｎ，以排出含有乙醇的空气。 消毒结束后，空运行

系统并使用安德森六级采样器采样 ２０ ｍｉｎ。 采样平

皿于 ３７℃ 下培养 １２ ｈ，观察平皿上是否有菌落生

长，评价在装置产生大肠杆菌气溶胶后，７５％乙醇对

装置的消毒效果。 其他参数设置同 １􀆰 ３􀆰 １ 中的

（２）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物鼻式气溶胶暴露系统产生 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ
气溶胶

（１）发生 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 气溶胶：取 ６􀆰 ５ ｍＬ 备好的

１􀆰 ５ × １０８ 拷贝数 ／ ｍＬ 的 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒液倒入喷

雾器小管内，雾化流量为 ０􀆰 ６ Ｌ ／ ｍｉｎ，稀释流量为

１８􀆰 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ，排气流量为 ２０ Ｌ ／ ｍｉｎ，雾化压力为 ２０
ＰＳＩ，采样流量为 ２􀆰 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ，维持暴露舱微负压，以
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ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基为采样液，液体撞击采样

器在暴露舱单个端口采样 ２０ ｍｉｎ。 收集采样液进行

后续 ＲＮＡ 提取［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的（３）］及一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ
检测病毒 ＲＮＡ 扩增的荧光值［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的（４）］。 评

价系统是否发生病毒气溶胶，及单个暴露舱端口是

否有气溶胶气流通过。
（２）装置气密性评价：待系统停止气溶胶发生

后，灭菌棉签采集易泄露的 ５ 处（开放空气过滤器

处、雾化器小管处、液体撞击采样器处、暴露舱端口

处、暴露舱上端进气管路处）ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 气溶胶。 将

采样棉签放于 ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基中，对培养

基进行后续 ＲＮＡ 提取［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的（３）］及一步法

ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测病毒 ＲＮＡ 扩增的荧光值［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的

（４）］。 评价装置在运行过程中是否发生气溶胶

泄露。
（３）提取 ＲＮＡ：以 ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基作

为阴性对照，使用 ＲＮＡ 提取试剂盒，按照试剂盒说

明书提取气溶胶发生液、采样器采样液及 １􀆰 ３􀆰 ２ 第

（２）条中所采集样本的 ＲＮＡ，并于 － ３０℃保存备用。
（４）一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增：病毒 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 一步

法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的引物、探针由赛默飞世尔科技（中国）
有限公司设计并合成，其序列见表 １。 其中，荧光探

针 ５’端标记为 ＦＡＭ，３’端标记为 ＢＱ１。
以 １􀆰 ３􀆰 ２ 第（３）条中提取的 ＲＮＡ 为模板，以

ｄｄＨ２Ｏ 设置阴性对照，使用一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒，
应用 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 系统进行荧光定量

ＰＣＲ 扩增。 反应体系如表 ２ 所示，共 ２０􀆰 ０ μＬ。 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 反应程序为：反转录反应（４２℃，５ ｍｉｎ；９５℃，１０
ｓ），１ 个循环；ＰＣＲ 反应（９５℃，５ ｓ；６０℃，３４ ｓ），共 ４０
个循环。 进行病毒 ＲＮＡ 检测。

（５）装置消毒效果评价：病毒气溶胶停止运行

后，空运行系统 １０ ｍｉｎ，以排出含有病毒气溶胶的气

体；将 ６􀆰 ５ ｍＬ ３％过氧化氢溶液加入喷雾器小管内，
系统运行 ３０ ｍｉｎ 进行消毒；消毒后空运行系统 ３０
ｍｉｎ，以排出含有过氧化氢的空气。 消毒结束后，空
运行系统，以 ＤＭＥＭ 无血清高糖培养基为采样液，
液体撞击采样器在暴露舱单个端口采样 ２０ ｍｉｎ。 收

集采样液进行后续 ＲＮＡ 提取［１􀆰 ３􀆰 ２ 中的（３）］及一

步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测病毒 ＲＮＡ 扩增的荧光值［１􀆰 ３􀆰 ２
中的（４）］，评价在装置产生 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒气溶胶

后，３％过氧化氢溶液对装置的消毒效果。 其他参数

设置同 １􀆰 ３􀆰 ２ 中的（１）。

２　 结果

２􀆰 １　 气溶胶粒径大小评价结果

由表 ３ 和图 ３ 可知，在雾化压力为 ５ ～ ２５ ＰＳＩ 条
件下，安德森六级采样器所采集的气溶胶颗粒主要

集中分布在 ５ 级（１􀆰 １ ～ ２􀆰 １ μｍ）、６ 级（０􀆰 ６５ ～ １􀆰 １
μｍ），中值直径在（１􀆰 ２７ ± ０􀆰 ６１） μｍ。 提示鼻式气

溶胶暴露装置能正常运行，产生中值直径为（１􀆰 ２７
± ０􀆰 ６１） μｍ 气溶胶颗粒。
２􀆰 ２　 气溶胶到达暴露舱端口评价结果

液体撞击采样器采样 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶，取采样液

１ ｍＬ 分别涂两平板，培养后两平板上均有菌落生

长，菌落数分别为 ６４、８４。 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
系统检测到液体撞击器采样样本中的 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ
ＲＮＡ 为阳性（如图 ４ 所示）。 提示装置能正常运行

发生细菌、病毒气溶胶，且产生的气溶胶可以到达

暴露舱端口。
２􀆰 ３　 气溶胶分布均匀性评价结果

ＮＣ 膜上有菌落生长，菌落数均在 １０ 左右，计数

结果如表 ４ 所示，暴露舱各端口菌落数一致。 提示

产生的气溶胶均到达暴露舱各端口，且气溶胶分布

均匀。

表 １　 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增引物及荧光探针
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ

ＲＴ⁃ＰＣＲ ｏｆ ＭＨＶ⁃ＪＨＭ
探针 ／ 引物名称

Ｐｒｏｂｅ ／ Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ
序列（５’ → ３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’ → ３’）
ＭＨＶ⁃ＪＨＭ Ｆ ＧＧＡＡＣＴＴＣＴＣＧＴＴＧＧＧＣＡＴＴＡＴＡＣＴ
ＭＨＶ⁃ＪＨＭ Ｒ ＡＣＣＡＣＡＡＧＡＴＴＡＴＣＡＴＴＴＴＣＡＣＡＡＣＡＴＡ
探针　 Ｐｒｏｂｅ ＡＣＡＴＧＣＴＡＣＧＧＣＴＣＧＴＧＴＡＡＣＣＧＡＡＣＴＧＴ

表 ２　 一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ＲＴ⁃ＰＣＲ

试剂
Ｒｅａｇｅｎｔｓ

使用量（μＬ）
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｓ

Ｏｎｅ ｓｔｅｐ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ＩＩＩ （２ × ） １０􀆰 ０
无 ＲＮＡ 酶的 ｄｄＨ２Ｏ
ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ

５􀆰 ２

正向 ＰＣＲ 引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＰＣＲ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４

反向 ＰＣＲ 引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＰＣＲ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４

ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ ＨＳ （５ Ｕ ／ μＬ） ０􀆰 ４
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ ＩＩ ０􀆰 ４
ＲＯＸ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｙｅ ＩＩ （５０ × ） ０􀆰 ４

探针
Ｐｒｏｂｅ ０􀆰 ８

总 ＲＮＡ
Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ２􀆰 ０
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表 ３　 安德森六级采样器捕获粒径分布情况及中值直径结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｓｓ ｍｅｄｉａｎ ａｅｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ａｅｒｏｓｏｌ ｓａｍｐｌｅｄ ｂｙ Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｓｉｘ⁃ｓｔａｇｅ ｓａｍｐｌｅｒ

分级
Ｓｔａｇｅ

粒径大小
分布（μｍ）
Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

雾化压力（ＰＳＩ） 　 Ｎｅｂｕｌｉｚｅｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
５ １０ １５ ２０ ２５

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

菌落数 ／ 皿
Ｃｏｌｏｎｙ
ｎｕｍｂｅｒ ／
Ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ

累积频数
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

１ 级　 Ｓｔａｇｅ １ 　 ＞ ７􀆰 ０ ３ ３ ２６ ２６ ８１ ８１ ５７ ５７ １５９ １５９
２ 级　 Ｓｔａｇｅ ２ ４􀆰 ７ ～７􀆰 ０ ２ ５ １９ ４５ ７７ １５８ ７６ １３３ ３２４ ４８３
３ 级　 Ｓｔａｇｅ ３ ３􀆰 ３ ～４􀆰 ７ ２ ７ １６ ６１ ２２ １８０ ２６ １５９ １７６ ６５９
４ 级　 Ｓｔａｇｅ ４ ２􀆰 １ ～３􀆰 ３ ４ １１ ２６ ８７ ３４ ２１４ ５３ ２１２ １５１ ８１０
５ 级　 Ｓｔａｇｅ ５ １􀆰 １ ～２􀆰 １ １５０ １６１ ３０３ ３９０ ３４６ ５６０ ３５３ ５６５ ４８７ １２９７
６ 级　 Ｓｔａｇｅ ６ ０􀆰 ６５ ～１􀆰 １ ３３６ ４９７ ４０２ ７９２ ４０１ ９６１ ４０７ ９７２ ４０５ １７０２

Ｐ５０ ０􀆰 ７７ ０􀆰 ６６ １􀆰 ８７ １􀆰 ８８ １􀆰 １８
注：中值直径：Ｐ５０ ＝ Ｌ ＋ ｉ ／ ｆ（５０％ ｎ ⁃ ｃ），其中，Ｌ 为中位数所在组段的下限；ｉ 为该组段的组距；ｆ 为中位数所在组段的频数；ｎ 为总的累积频数；
ｃ 为小于 Ｌ 各组段的累积频数。
Ｎｏｔｅ． Ｍａｓｓ ｍｅｄｉａｎ ａｅｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ （ＭＭＡＤ）： Ｐ５０ ＝ Ｌ ＋ ｉ ／ ｆ（５０％ ｎ ⁃ ｃ） ． Ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍｕｌａ， Ｌ： ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｇｒｏｕｐ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉａｎ； ｉ： ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉａｎ； ｆ： ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉａｎ； ｎ： ｔｏｔａｌ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ； ｃ： ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ Ｌ．

注：标号１ ～５：分别是 Ｉｎ⁃ＴＯＸ 动物鼻式气溶胶暴露系统在雾化压力为５，１０，１５，２０，２５ ＰＳＩ 条件下所产生的 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶结果图。 第一行（标
号 １）：１⁃１ 至 １⁃６ 分别是雾化压力为 ５ ＰＳＩ 条件下，安德森六级采样器从 １ 级到 ６ 级采样平皿的菌落数；第二行至第五行（标号 ２ ～ ５）：每行内
各标号与第一行同理，分别是雾化压力为 １０，１５，２０，２５ ＰＳＩ 条件下，安德森六级采样器从 １ 级到 ６ 级采样平皿的菌落数。

图 ３　 安德森六级采样器采样气溶胶分布结果
Ｎｏｔｅ． Ｌａｂｅｌｓ １ － ５： Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｅｒｏｓｏｌ ｓａｍｐｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｉｎ⁃ＴＯＸ ａｎｉｍａｌ ｎｏｓｅ⁃ｏｎｌｙ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ
５， １０， １５， ２０， ａｎｄ ２５ ＰＳＩ ｎｅｂｕｌｉｚｅｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｒｏｗ （ｌａｂｅｌ １）， １⁃１ ｔｏ １⁃６ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｆｒｏｍ ｓｔａｇｅ １ ｔｏ ｓｔａｇｅ ６ ｏｆ ｔｈｅ
Ａｎｄｅｒｓｏｎ ｓｉｘ⁃ｃｌａｓｓ ｓａｍｐｌｅｒ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ５ ＰＳＩ ｎｅｂｕｌｉｚｅｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｒｏｗｓ （ ｌａｂｅｌｓ ２ － ５）， ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｆｏｒ ｎｅｂｕｌｉｚｅｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅｓ ｏｆ １０， １５， ２０， ａｎｄ ２５ ＰＳＩ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｅｒｏｓｏｌ ｓａｍｐｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｓｉｘ⁃ｓｔａｇｅ ｓａｍｐｌｅｒ
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注：１：ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒发生液；２：液体撞击器采集 ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 病毒

气溶胶。

图 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 实验

Ｎｏｔｅ． １： ＭＨＶ⁃ＪＨＭ ｖｉｒｕｓ ｌｉｑｕｉｄ； ２： ＭＨＶ⁃ＪＨＭ ａｅｒｏｓｏｌ ｓａｍｐｌｅｄ ｂｙ
ｌｉｑｕｉｄ ｉｍｐｉｎｇｅｒ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｅｓｔ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

表 ４　 ＮＣ 膜上的菌落数
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｎ ＮＣ ｍｅｍｂｒａｎｅ

暴露舱层数
Ｔｈｅ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｈａｍｂｅｒ

暴露舱各层端口　 Ｔｈｅ ｐｏｒｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｌａｙｅｒ

① ② ③

均值
Ｍｅａｎ

１ １０ ９ １０ ９􀆰 ７

２ １１ １０ １０ １０􀆰 ３

３ １０ １０ １１ １０􀆰 ３

４ １０ ９ ９ ９􀆰 ３

２􀆰 ４　 装置气密性评价结果

放置在暴露装置易发生泄露部位的 ６ 个沉降平

板上大肠杆菌菌落计数为 ０；一步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测易

泄露处（开放空气过滤器处、雾化器小管处、液体撞

击采样器处、暴露舱端口处、暴露舱上端进气管路

处）采样样本中的病毒 ＲＮＡ 为阴性。 提示鼻式气

溶胶暴露装置在发生气溶胶过程中未发生气溶胶

泄露，气密性良好。
２􀆰 ５　 装置消毒效果评价结果

对系统进行消毒后，放置在安德森六级采样器

上的 ６ 个采样平皿上大肠杆菌菌落计数为 ０；一步

法 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测装置进行消毒后的采样样本中的病

毒 ＲＮＡ 为阴性。 表明 Ｅ． ｃｏｌｉ 气溶胶、ＭＨＶ⁃ＪＨＭ 气

溶胶分别在 ７５％ 乙醇、３％ 过氧化氢运行后可被彻

底杀灭，提示使用相应的消毒剂可对系统进行有效

的消毒，消毒效果完全。

３　 讨论

本实验选择大肠杆菌和鼠肝炎病毒分别代表

细菌和病毒发生气溶胶，使用安德森六级采样器、
液体撞击采样器、ＮＣ 膜进行采样。 安德森六级采

样器采集粒谱范围广、采样效率高、微生物失活率

低、敏感性高［１０ － １１］，故采样平皿培养后的菌落计数

结果明显；液体撞击采样器采样时间通常为 １ ～ １０
ｍｉｎ 时采样效率较高［１２ － １３］，之前研究表明，采样流

量多设置为 １０ Ｌ ／ ｍｉｎ 左右［１１］；但在此鼻式气溶胶

暴露装置中，液体撞击采样器所在采样管路本身采

样流量小，最大为 ２􀆰 ２ Ｌ ／ ｍｉｎ，为增加采样量，实验

中采样时间长，为 ２０ ｍｉｎ，存在微生物粒子撞击时的

损伤、微生物粒子逃逸和再次气溶胶化、收集介质

蒸发等问题，采样效率低，故采集到的细菌气溶胶

经培养后活菌菌落数较少［１１， １４］。 对液体撞击采样

器采集到的病毒气溶胶，使用灵敏度高、高效快速

的实时荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法进行检测。 本次实验因

ＮＣ 膜易于裁剪、使用方便，故使用 ＮＣ 膜进行采样；
ＬＢ 液体培养基浸润的 ＮＣ 膜（１ ｃｍ × １ ｃｍ）放在动

物固定管喷嘴处，面积较小，且不宜长时间采样、采
样效率低［１１］，故菌落计数较少。

对于安德森六级采样器 １ 级（ ＞ ７􀆰 ０ μｍ）、２ 级

（４􀆰 ７ ～ ７􀆰 ０ μｍ）相当于人体的鼻、咽、喉等上呼吸

道；３ ～ ６ 级相当于人体的下呼吸道：３ 级（３􀆰 ３ ～ ４􀆰 ７
μｍ）相当于人体的气管、支气管，４ 级 （２􀆰 １ ～ ３􀆰 ３
μｍ）相当于人体的二级支气管，５ 级 （１􀆰 １ ～ ２􀆰 １
μｍ）相当于人体的终末细支气管，６ 级（０􀆰 ６５ ～ １􀆰 １
μｍ）相当于人体的肺泡［１５］。 研究表明，气溶胶粒子

在人体呼吸器官的沉积分节与其粒子大小有关，５ ～
１０ μｍ 的易沉着于气管和支气管，而 １ ～ ５ μｍ 的粒

子可直接侵入肺泡［１６ － ２０］。 现已评价 Ｉｎ⁃ＴＯＸ 鼻式气

溶胶暴露装置能正常运行，产生中值直径为（１􀆰 ２７
± ０􀆰 ６１） μｍ 的气溶胶颗粒，颗粒大小可直接侵入肺

泡，所发生的气溶胶满足气溶胶吸入感染实验的要

求；产生的气溶胶可以到达且均匀分布到暴露舱各

个端口，运行过程中未发生气溶胶泄露，暴露装置

气密性良好，使用相应的消毒剂可对系统进行有效

的消毒，消毒效果完全。 在实验过程中，用以发生

气溶胶的悬浮液用量较少；鼻式暴露舱能同时感染

多只动物，安全性、准确性提高，动物鼻式气溶胶暴

露装置在微生物气溶胶感染中受到越来越多的关

注。 本研究为动物鼻式气溶胶暴露装置安全有效

地用于实验动物高致病性病原微生物气溶胶的吸

入感染研究提供依据。
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　 　 【摘要】 　 目的　 研制一种生物安全型禽负压隔离器。 方法　 依据国家标准对动物隔离设备的要求，综合考

虑气密传递和消毒功能的实际需求，对隔离器的结构进行设计。 结果　 隔离器综合集成通风过滤系统、物品传递

系统、自控系统、消毒连接系统、污水收集处理系统，经过第三方检测，其技术指标达到国家标准要求。 结论　 该隔

离器适用于高致病性感染禽类饲养与实验研究，可满足我国生物安全实验室开展相关研究的现实需求。
【关键词】 　 生物安全；禽负压隔离器；气密传递；消毒
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　 　 近年来，在全球范围内高致病性禽流感疫情频

发，而我国部分地区成为疫情重灾区，已造成严重

的经济损失。 同时，全球各地不断出现人感染禽流

感疫情，截止到 ２０１３ 年底，仅我国（包括香港与台

湾地区）就有 ４８ 人死于高致病性禽流感［１］，且仍处

于进一步扩散态势，已对我国的公共卫生安全构成

严重威胁。 高致病性禽流感已被世界动物卫生组

织列为法定必须上报的 Ａ 类传染病，在我国也被列

为《国家中长期动物疫病防治规划 （２０１２—２０２０
年）》优先防治一类动物疫病［２］。 因此，世界各国开

始加大投入开展与禽流感相关的科学实验研究。
由于高致病性禽流感的危险性，为降低感染风险，
开展高致病性禽流感感染动物的饲养、实验以及检

验检疫等操作需要在高等级生物安全动物隔离器

内进行。
目前，国内从事禽流感科学研究的实验室大多



数使用的是国产隔离器，多由饲养 ＳＰＦ 级动物的笼

具改造而成［３］，在关键的生物安全指标方面，难以

达到 ＣＮＡＳ⁃ＣＬ５３《实验室生物安全认可准则对关键

防护设备评价的应用说明》 ［４］ 的技术要求，无法满

足高致病性感染动物实验的生物安全要求，存在较

大的生物安全隐患。 因此，使用此类国产隔离器的

实验室，均存在无法通过 ＣＮＡＳ 评审而不能继续开

展相关实验研究的问题。 而国外进口设备价格昂

贵，且存在后期维护依赖外方、有保密安全隐患等

严峻问题，难以满足我国广泛开展相关研究的现实

需求，严重制约了我国高致病性病原微生物防控的

能力和水平，亟需研发技术性能指标满足标准要求

的隔离操作设备。

１　 禽负压隔离器简介

禽负压隔离器是动物隔离器的一种。 动物隔

离器作为一种实验动物专用设施，可通过采用多种

有效隔离方法维持隔离器内部环境（实验动物所处

环境）与外界环境处于有效隔离状态（无菌或无外

来污染），如空气经过高效过滤器后送入，并经过高

效过滤器处理后排出，物品经过无菌处理后方能进

出饲养空间，该设备既能保证动物与外界隔离，又
能满足动物所需要的特定环境；同时，避免操作者

穿着过多的防护服，改善操作人员工作的舒适度、
灵活性，降低误操作，提高安全水平；感染物质完全

受控，使污染区域最小化［５］。
根据压力可将隔离器分为正压隔离器和负压

隔离器。 正压隔离器是指隔离器内压力高于外部

大气压力，多用于清洁动物饲养（防止外部环境感

染内部环境）；负压隔离器则指隔离器内压力低于

外部大气压力，多用于感染动物实验（防止内部环

境有害物质污染外部环境），通常高等级生物安全

实验室安装负压动物隔离器进行感染动物的饲养

和实验。 根据负压隔离器的机械密封性能，又可将

隔离器分成非气密式隔离器和气密式隔离器。 两

者主要区别在于设备结构、消毒方式、气密性要求

等方面。 非气密式隔离器多用于饲养中型动物，由
于非气密式隔离器无法有效防止病原微生物泄漏

至其所在室内环境，若开展携有或感染了高致病病

原微生物的动物实验时，必须有效提高实验室基础

隔离设施的防护水平和人员个体防护水平，这极大

地提高了开展此类实验活动的门槛；而气密式动物

隔离器则可以保证在开展同类实验活动时起到有

效安全隔离的作用，有效降低了对实验室基础隔离

设施和人员个体防护的要求，更加适用于我国目前

的大多数 ＡＢＳＬ⁃３ 实验室。
我国实验室生物安全装备起步较晚，且由于国

产禽负压隔离器多数是通过对用于 ＳＰＦ 级动物饲

养的正压隔离器改造而来，其箱体结构气密性、高
效过滤器安装可靠性、过滤器原位检测、物品气密

传递、气（汽）体消毒、手套的连接方式、操作方便性

等方面与进口产品均存在较大差距。 目前，国内引

进的进口禽负压隔离器主要来自美国与法国的两

家公司，两者的结构形式存在较大差异，箱体主体

结构分别采用了不锈钢材质与 ＨＤＰＥ（高密度聚乙

烯）材质，传递装置则分别采用了液体密封传递与

快速传递接口（ｒａｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｏｒｔｓ，ＲＴＰ）双门传递系

统。 引进上述进口隔离器除存在前文提到的问题

之外，在隔离器本身技术层面，仍存在一些问题，比
如：①压差控制多采用手动调节方式，无法实时对

压差进行自动调节；②手套口中心风速普遍偏低，
无法在操作手套脱落情况下自动增大隔离器排风

量以提高手套口风速；③某些型号隔离器无法安全

更换手套，即手套更换过程中无法保证隔离器整体

气密性；④某些型号隔离器本身缺少高效过滤器原

位检漏的条件；⑤密闭阀均为手动操作，操作不便。

２　 生物安全型禽负压隔离器设计原则

生物安全型禽负压隔离器不仅需要具备高可

靠性的高效空气过滤装置以有效防止隔离器内部

有毒有害微粒未经过滤而泄漏到外部，而且需要具

备良好的箱体严密性和稳定的负压控制以实现机

械密封和负压双重隔离防护，其所有操作均需要通

过手套来实现且物品传递过程中不能破坏隔离器

箱体的严密性，同时，还需具备对隔离器进行整体

消毒的技术措施以满足生物安全要求。 因此，生物

安全型禽负压隔离器（以下简称“隔离器”）的设计

主要遵循三个原则：一是可满足我国相关标准的要

求；二是建立方便快捷的气密传递链条；三是建立

完整的消毒链条。
我国关于动物饲养环境的标准主要有 ＧＢ

１４９２５ － ２０１０《实验动物 环境及设施》 ［６］，关于生物

安全性能评价标准主要为 ＲＢ ／ Ｔ １９９ － ２０１５《实验室

设备生物安全性能评价技术规范》 ［７］与 ＧＢ ５０３４６ －
２０１１《生物安全实验室建筑技术规范》 ［８］；同时，本
文所研究的隔离器为气密式隔离器，其结构与Ⅲ级

１９中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



生物安全柜类似，因此可参考采用 ＪＧ １７０ － ２００５
《生物安全柜》 ［９］。 在本产品设计过程中，充分参考

了上述标准的相关要求。
隔离器的物品传递系统主要用于实验前与实

验过程中清洁物品的传入，实验过程中血液唾液等

样本、实验废弃物、粪便等物品的传出。 实验前，需
要将实验鸡、饲料、实验装置等提前放入隔离器；实
验过程中，需要向隔离器内定期添加饲料与放入实

验器材，同时需要不定期从隔离器内取出采集的样

本、已使用的器材（不可重复使用的）、死亡的鸡等，
并定期取出收集的粪便。 其中，动物粪便的处理有

干法和湿法两种处理手段：干法通常是在隔离器的

底部铺设塑料布，定期或实验结束后将落满粪便的

塑料布卷起，打包传出；湿法通常是定期使用冲洗

水枪冲洗隔离器底部的粪便，并将污水排放至污水

收集装置。
隔离器的消毒链条主要包括隔离器（含高效过

滤器）本身以及所有在实验过程中从隔离器内传出

物品的消毒，包括污染废弃物、采集样本、动物粪

便、污水（湿法）等。 隔离器在整个实验周期结束

后，需要进行整体气体消毒；实验过程中污染废弃

物的传出，需要进行无害化处理，如高温或气体消

毒；对于采集的样本，由于需要进行进一步的实验

或样本保留，只能对其所收集的容器表面进行气体

消毒；采用干法收集的动物粪便，可采用高温消毒

或液体浸泡消毒方式，而采用湿法收集的动物粪便

则主要采用液体消毒方法。

３　 隔离器结构设计

禽负压隔离器主要由隔离箱体、通风过滤系

统、传递系统、自控系统、污水收集处理系统组成，
如图 １ 所示。
３􀆰 １　 箱体

隔离器箱体四周均采用硬质透明材料密闭焊

接制作，具有良好的可视性，同时箱体上的所有接

口均采用密闭方式穿板连接以有效保证隔离器的

密封性。 隔离器的顶部为通风过滤系统和自控系

统。 隔离器箱体顶部面板设置禽饮用水接口和冲

洗用水接口，工作台面由多块格栅板组成，用于禽

类栖息以及放置饲料和饮水，金属网架的底部为排

水槽，用于收集粪便和污水。 隔离器箱体底部安装

不锈钢支架，支架底部四角均设置移动脚轮。
隔离器两侧操作面板上均安装有长手套，长手

注：１：显示屏；２：电源开关；３：设备门；４：ＲＴＰ 传递系统；５：手套口；
６：可折叠式置物台；７：送风口；８：排风口；９：饮用水接口；１０：液体冲

洗接口；１１：底部水槽；１２：支架；１３：脚轮；１４：排水截止阀；１５：过滤

器；１６：排水管；１７：污水收集桶截止阀；１８：污水收集桶；１９：污水收

集桶盖；２０：消毒接口。

图 １　 隔离器正视图

Ｎｏｔｅ． １： Ｄｉｓｐｌａｙ ｓｃｒｅｅｎ； ２： ｐｏｗｅｒ ｓｗｉｔｃｈ； ３： ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｄｏｏｒ； ４： ＲＴＰ
ｔｒａｎｓｆｅｒ ｓｙｓｔｅｍ； ５： ｇｌｏｖｅ ｐｏｒｔ； ６： ｆｏｌｄｉｎｇ ｓｈｅｌｖｉｎｇ ｕｎｉｔ； ７： ａｉｒ ｓｕｐｐｌｙ
ｏｕｔｌｅｔ； ８： ａｉｒ ｅｘｈａｕｓｔ ｏｕｔｌｅｔ； ９： ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｗａｔｅｒ ｐｏｒｔ； １０： ｌｉｑｕｉｄ ｗａｓｈ
ｐｏｒｔ； １１： ｂｏｔｔｏｍ ｗａｔｅｒ ｃｈａｎｎｅｌ； １２： ｔｒｅｓｔｌｅ； １３： ｔｒｕｎｄｌｅｓ； １４： ｄｒａｉｎａｇｅ
ｇｌｏｂｅ ｖａｌｖｅ； １５： ｆｉｌｔｅｒ； １６： ｄｒａｉｎ⁃ｐｉｐｅ； １７： ｇｌｏｂｅ ｖａｌｖｅ ｏｆ ｓｅｗａｇｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｂｕｃｋｅｔ； １８： ｓｅｗａｇｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｂｕｃｋｅｔ； １９： ｂｕｎｇ ｏｆ ｓｅｗａｇｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｂｕｃｋｅｔ； ２０： ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｏｒｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｒｏｎｔ ｖｉｅｗ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｏｒ

套通过弹性橡胶圈固定于箱体法兰凹槽上。 用于

固定手套的法兰上设置有两条凹槽，可方便在线安

全更换手套［１０］。 长手套为氯丁橡胶（ｎｅｏｐｒｅｎｅ）材

质，具有良好的操作手感，同时对臭氧、紫外线、浓
酸、浓碱和强氧化剂都有很好的耐性，适用于生物

安全操作环境。 隔离器箱体两端分别设置设备门

和 ＲＴＰ 传递系统。 隔离器箱体内顶部设置可折叠

式置物台，需要时可将台架放下用于临时摆放实验

器材。
３􀆰 ２　 通风过滤系统

通风过滤系统由送风高效过滤器、排风高效过

滤器、通风管路、生物密闭阀、排风机等组成，如图 ２
所示。 进风口设置有初效过滤器，送、排风高效过

滤器均为 Ｈ１４ 级高效过滤器，其最低穿透粒径

（ｍｏｓｔ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ， ＭＰＰＳ ） 过 滤 效 率

≥ ９９􀆰 ９９５％ 。
禽负压隔离器的送排风高效过滤器均应具备

原位检漏条件以检测过滤器的完整性和安装的可

靠性，从而有效防止病原微生物扩散至外环境。 由

于送风高效过滤器的出风面紧邻隔离器进风口，因
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此采用在隔离器内通过手动扫描检漏方式对其进

行原位检漏。 排风高效过滤器则采用效率法进行

原位检漏，在排风高效过滤器的下游管路的气溶胶

混匀处设置有下游气溶胶采样口。 为了防止禽类

啄击与羽毛堵塞高效过滤器，在送风高效过滤器出

风面和排风高效过滤器进风面均设置有金属滤网

和初效过滤器。 在排风高效过滤装置的下游设置

有生物密闭阀，密闭阀的下游安装有变频离心风机。

注：箭头表示气流方向。

图 ２　 隔离器通风过滤系统原理图

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｉｒｆｌｏｗ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｉａｇｒａｍ ｓｈｏｗｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｏｒ
ｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

３􀆰 ３　 传递系统

传递系统位于隔离器箱体两端，由设备门和

ＲＴＰ 传递系统组成。 设备门可用于在实验准备阶

段，可通过设备门将实验用禽类、饲料、实验装置等

提前放入隔离器，同时，为了避免在实验过程中人

员误操作而打开设备门，在设备门上设置了锁具。
ＲＴＰ 传递系统主要用于实验过程中物品的传入和

传出，主要包括饲料、实验器材、采集的样本、已使

用的器材（不可重复使用的）、死鸡、粪便等。 ＲＴＰ
传递系统由安装在隔离器上 ＲＴＰ 传递门和 ＲＴＰ 传

递桶组成，ＲＴＰ 传递门通常称为 α 门，而 ＲＴＰ 传递

桶上的门称为 β 门。 将传递桶安装到 α 门之后，传
递桶与隔离器形成密封，同时，α 门与 β 门结合在一

起并形成密封，打开 α 门与 β 门的合体门之后，隔
离器与传递桶相连通。 根据传递桶的材质，可分为

不锈钢材质和 ＨＤＰＥ（高密度聚乙烯）材质，不锈钢

传递桶采用高温高压方式对其内部物品及内腔进

行消毒，传递桶上安装有用于泄压的高效过滤器；

而 ＨＤＰＥ 传递桶则采用气（汽）体熏蒸消毒，其桶底

外部安装有 ２ 个消毒接口用于连接消毒机，桶底内

部安装有 ２ 只高效过滤器，分别与消毒接口连通。
ＨＤＰＥ 传递桶可用于传递需要保存的样本，采用气

体熏蒸消毒可对样本外包装进行消毒而不破坏样

本本身。
３􀆰 ４　 自控系统

自控系统主要由 ＰＬＣ 控制模块、显示屏、压差

传感器、密闭阀执行器、变频器、照明、加热模块、温
湿度传感器、报警模块、开关、电源等组成。 自控系

统可控制排风机的启停、密闭阀开关、压差、温度、
照明、报警等，并可实时记录隔离器内环境参数。
由压差传感器、变频器、风机与隔离器内压差构成

闭环控制回路，可根据隔离器内实时压差自动调节

风量时刻保持压差恒定在设定值。 由加热模块、温
湿度传感器与隔离器排风温度构成闭环控制回路，
可根据隔离器排风温度实时调节加热模块，可满足

不同日龄的禽类对环境温度的要求。 温湿度传感

器安装在生物密闭阀和风机之间的管路上，可有效

避免在隔离器消毒过程中消毒剂对传感器的化学

腐蚀。 照明由 ＬＥＤ 光源组成，可手动控制开关。 报

警系统可在压差、温度超出设定范围后进行声光

报警。
３􀆰 ５　 消毒连接系统

消毒连接系统主要由消毒连接口、消毒循环管路

组成。 在排风管上设有消毒循环旁路，隔离器正常运

行模式下，消毒循环旁路出口端是密闭的。 在消毒模

式下，隔离器进风口则转换为消毒剂注入口，将消毒

循环旁路的接口打开，作为消毒剂排出口，分别连接

消毒机的进出口，同时生物密闭阀关闭。
３􀆰 ６　 污水收集系统

污水收集处理系统主要由排水槽、截止阀、污
水排放管路、污水收集桶组成。 污水排放管路靠近

截止阀一端设置有消毒接口，消毒接口安装有高效

过滤器，高效过滤器另一端作为消毒剂的排出口。
污水收集桶由桶身、桶盖、消毒剂注入接口、污水注

入口（兼作污水排放口）、截止阀组成。

４　 隔离器消毒流程

对隔离器进行消毒是防止隔离器内病原微生

物存活、增殖及向外扩散的有效手段和关键一环，
主要包括隔离器箱体、高效过滤器、ＲＴＰ 传递桶以

及污水收集桶的消毒。
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４􀆰 １　 隔离器整体消毒

隔离器整体消毒是在整个实验周期结束后进行

的，可对隔离器箱体内部及送排风高效过滤器进行整

体消毒，通常采用气（汽）体循环消毒方式。 采用气

（汽）体循环消毒方式进行消毒时，将气体消毒机消

毒剂的输出口通过管路连接至消毒剂注入口（隔离器

进风口），打开隔离器消毒接口，将消毒机的消毒剂回

收口连接至气体消毒剂排出口形成闭环消毒环路，然
后开启消毒机发生气体消毒剂，对隔离器箱体内部及

送、排风高效过滤器进行原位消毒；采用气体一过式

消毒方式时，则需将气体消毒剂排出口通过消毒管路

连接至所在实验室排风系统或外环境，其他步骤同

上；消毒结束后，取下隔离器的消毒管路，打开生物密

闭阀，开启隔离器通风系统对残余消毒剂进行吹扫，
吹扫结束后，取出生物指示剂进行培养验证消毒效

果，则整个消毒流程完成。 见图 ３。

注：箭头表示气流方向。

图 ３　 隔离器气体消毒原理图

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｉｒｆｌｏｗ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｉａｇｒａｍ ｓｈｏｗｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ
ｉｓｏｌａｔｏｒ ｇａｓｅｏｕｓ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

４􀆰 ２　 ＲＴＰ 传递桶消毒

４􀆰 ２􀆰 １　 不锈钢传递桶

将污染物品放置在传递桶内，关闭传递门，并
将传递桶从隔离器摘下后，需将传递桶直接放置在

高压灭菌器内进行整体高温高压消毒。
４􀆰 ２􀆰 ２　 ＨＤＰＥ 传递桶

将污染物品放置在传递桶内，关闭传递门，将
传递桶从隔离器摘下后，将气体消毒机的注入口和

回收口分别连接至传递桶底部的消毒接口，进行气

体熏蒸消毒。
４􀆰 ３　 污水收集桶消毒

收集污水前，可先将消毒剂提前放置在污水收

集桶内，然后将污水收集桶通过排水管连接至隔离

器底部的排水口，打开排水口上部的截止阀，将隔

离器内的污水排放至污水收集桶，但要控制水量避

免将污水收集桶灌满，以免污水外溢；污水排放结

束后，关闭排水截止阀，将消毒机的气体注入口连

接至污水收集桶上的消毒接口，而气体回收口则连

接至污水排放段上的过滤器入口，构成消毒循环环

路，进行气体熏蒸消毒；消毒结束后，关闭污水收集

桶上的截止阀，将排水管拆下，将污水收集桶的污

水排放至特定的污水处理系统。

５　 性能验证

根据相关标准要求，隔离器的检测项目主要包

括：气密性、换气次数、静压差、空气洁净度、手套口

风速、高效过滤器检漏、噪声、照度。 目前，认可标

准 ＲＢ ／ Ｔ １９９ － ２０１５《实验室设备生物安全性能评价

技术规范》 ［７］规定了气密式动物隔离器的工作区气

密性要求，而对于安装类似 ＲＴＰ 传递桶这种脱卸式

传递装置其气密性则没有规定。 ＧＢ ／ Ｔ ２５９１５􀆰 ７ －
２０１０《洁净室及相关受控环境 第 ７ 部分：隔离装置

（洁净风罩、手套箱、隔离器、微环境）》 ［１０］ 要求传递

装置不应降低隔离装置的性能，同时，对于可单独

使用的传递装置其小时泄漏率不得大于其所服务

的隔离装置的小时泄漏率，换言之，传递装置的气

密性不应降低隔离装置的气密性。 且由于 ＲＴＰ 传

递装置在传递高致病性病原微生物过程中存在泄

漏风险，因此，ＲＴＰ 传递装置本身的气密性以及其

安装到隔离器并与隔离器构成一体后的气密性均

应满足隔离器工作区的气密性要求。
２０１６ 年 １０ 月，委托国家建筑工程质量监督检

验中心对该型隔离器的整体性能进行了检测。 检

测结果如下：
（１）气密性：在 ＋ １０００ Ｐａ 下，隔离器工作区小

时泄漏率为 ０􀆰 ０９％ ；在 ＋ １０００ Ｐａ 下，隔离器与 ＲＴＰ
传递桶构成一体后小时泄漏率为 ０􀆰 ０７％ ；在 ＋ １０００
Ｐａ 下，隔离器与 ＲＴＰ 传递桶构成一体后小时泄漏率

为 ０􀆰 ０７％ ；在 ＋ １０００ Ｐａ 下，ＲＴＰ 传递桶的小时泄漏

率为 ０􀆰 ０７％ ；上述测试结果均远高于 ＲＢ ／ Ｔ １９９ －
２０１５《实验室设备生物安全性能评价技术规范》 ［７］

中在 ２５０ Ｐａ 下小时泄漏率不超过 ０􀆰 ２５％ 的气密性

要求；
（２）换气次数：不小于每小时 ３０ 次；
（３）空气洁净度：达到 ５ 级；
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（４）静压差：在负压运行状态下，隔离器内与房

间的相对负压符合安全柜标准中不小于 １２０ Ｐａ 的

要求；
（５）手套口风速：达到 １􀆰 １ ｍ ／ ｓ，符合安全柜标

准中不小于 ０􀆰 ７ ｍ ／ ｓ 的要求，可保证在手套意外脱

落或破损时手套口的气流流向明显向内，无外逸；
（６）送风高效过滤器检漏：采用扫描法对送风

高效过滤器进行检漏测试，边框及滤芯均未见泄漏；
（７）排风高效过滤器检漏：采用效率法对其进

行检漏检测，并对结果进行 ９５％ 置信度计算，对粒

径为 ０􀆰 ３ ～ ０􀆰 ５ μｍ 粒子的过滤效率大于 ９９􀆰 ９９％ ；
（８）噪声：隔离器内部与外部噪声均低于 ５０

ｄＢ（Ａ），有效保证实验动物福利要求和工作人员环

境舒适性要求；
（９）平均工作照度：正常运行状态下，平均工作

照度符合安全柜标准中不低于 ６５０ ｌｘ 的要求。
由此可见，所研制的该型禽负压隔离器相关性

能指标可满足标准 ＧＢ １４９２５ － ２０１０《实验动物 环

境及设施》 ［６］、ＲＢ ／ Ｔ １９９ － ２０１５《实验室设备生物安

全性能评价技术规范》 ［７］、ＧＢ ５０３４６ － ２０１１《生物安

全实验室建筑技术规范》 ［８］ 以及 ＪＧ １７０ － ２００５《生
物安全柜》 ［９］的相关要求，达到了设计要求。 目前，
该型禽负压隔离器已在我国多家高等级生物安全

实验室示范应用，且均通过了国家建筑工程质量监

督检验中心的检验，达到相关标准的要求。

６　 结论

动物隔离装置是高等级动物生物安全实验室

的硬件基础，是保护工作人员与外环境的重要初级

防护屏障之一。 本文介绍了国产生物安全型禽负

压隔离器的研制概况，在国家重点研发计划项目的

资助下，有效解决了气密防护、气密传递、微环境控

制、过滤器检漏和消毒、废弃物收集处理等关键技

术问题。 具有国家检测资助的第三方机构检测结

果表明，所研制的禽负压隔离器相关性能指标均可

满足相关标准及设计要求，可满足生物安全实验室

开展高致病性感染禽类隔离饲养和实验的重大需

求；同时，与进口同类产品相比，自动化程度更高，
安全性更好。 该型隔离器的研制成功，打破了发达

国家对高等级生物安全隔离装备的技术垄断，进一

步提高了我国生物安全关键防护装备的保障水平，
将为我国实现实验室生物安全装备自主可控奠定

更加坚实的基础。
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环状非编码 ＲＮＡ 在口腔鳞癌中的研究进展

卫佳宁，续国强，高继萍，宋国华∗

（山西医科大学实验动物中心，实验动物与人类疾病动物模型山西省重点实验室，太原　 ０３０００１）

　 　 【摘要】 　 环状 ＲＮＡ 是一类新发现的不同于 ｍｉＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 的共价闭合环状内源性非编码 ＲＮＡ。 目前，已
有许多报道关于 ｃｉｒｃＲＮＡ 在疾病发生发展机制的研究，为肿瘤的预防、诊断和精准治疗提供一种全新的理论依据。
本文主要对 ｃｉｒｃＲＮＡ 的生物学特征和作用机制及其在口腔鳞癌中发生发展的作用进行综述。

【关键词】 　 ｃｉｒｃＲＮＡ；口腔鳞状细胞癌；ｍｉＲＮＡ 海绵作用；生物标志物

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） ０９⁃００９６⁃０４
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 ０９􀆰 ０１７

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｃｙｃｌｉｃ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｉｎ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ

ＷＥＩ Ｊｉａｎｉｎｇ， ＸＵ Ｇｕｏｑｉａｎｇ， ＧＡＯ Ｊｉｐｉｎｇ， ＳＯＮＧ Ｇｕｏｈｕａ∗
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Ｈｕｍａｎ Ｄｉｓｅａｓｅ Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌ， Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００１， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ （ ｃｉｒｃＲＮＡｓ） ａｒｅ ａ ｎｅｗｌｙ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ ｃｌｏｓｅｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒ ｆｒｏｍ ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ｌｎｃＲＮＡｓ． Ｍａｎｙ ｒｅｐｏｒｔｓ ｈａｖｅ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｂｅｅｎ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｃｉｒｃＲＮＡｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｎｅｗ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ， ｄｉａｇｎｏｓｉｓ， ａｎｄ
ｐｒｅｃｉｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｉｒｃＲＮＡ； ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； ｍｉＲＮＡ ｓｐｏｎｇｙ； ｂｉｏｍａｒｋｅｒ

　 　 口腔癌是世界上最常见的第十一种恶性肿瘤，
尤其是在发展中国家，在发病总数中排名第九［１］。
虽然随着医学技术的发展，口腔鳞状细胞癌（ ｏｒａｌ
ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）的死亡率保持相对

不变。 但统计发现口腔癌患者趋于年轻化，该癌症

的总体预后较差，生存率约 ５５％ ～ ６５％ ［２］。 这可能

是由于延迟诊断，早期诊断是降低口腔癌死亡率的

关键，目前寻找一种新的生物标志物和治疗目标是

至关重要的。 环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）在
哺乳动物中广泛存在［３］，通过共价键连接 ３’和 ５’

末端形成闭合环状结构的内源性非编码 ＲＮＡ［４］，因
其闭环结构能够抗核糖核酸酶的降解，在细胞和组

织的发育阶段能够稳定的表达［５］。 一些研究发现，
ｃｉｒｃＲＮＡ 可参与 ＲＮＡ 蛋白复合物的形成和 ＲＮＡ⁃
ＲＮＡ 调控网络［６］，可作为一个病毒或病毒复制的模

板，在 ＲＮＡ 加工反应中作为顺式作用元件起作用，
如 ｓｎｏＲＮＡ 基因 和 ｍｉＲＮＡ 海 绵［７］。 研 究 表 明，
ｃｉｒｃＲＮＡ 参与一些疾病的发生发展［８］，尤其在肿瘤

方面。 因此，从 ｃｉｒｃＲＮＡ 角度研究口腔鳞癌致病机

理及治疗方案具有重要意义。



１　 ＣｉｒｃＲＮＡ 的生物合成、分类及作用机制

１􀆰 １　 ＣｉｒｃＲＮＡ 的生物合成

ＣｉｒｃＲＮＡ 是前体 ｍＲＮＡ（ｐｒｅ⁃ｍＲＮＡ）通过可变

剪切加工产生，广泛且稳定地存在于所有的真核

生物 中 的 一 类 非 编 码 ＲＮＡ［９ － １０］ 。 大 部 分 的

ｃｉｒｃＲＮＡ 是由外显子序列构成，在不同的物种中具

有保守性，同时存在组织及不同发育阶段的表达

特异性。 ＣｉｒｃＲＮＡ 也可以通过非经典剪接方式进

行反向剪接形成。 ２０１３ 年，Ｊｅｃｋ 等［５］ 在《ＲＮＡ》中

提出 ｃｉｒｃＲＮＡ 产生的两种模型：套索驱动环化和内

含子驱 动 环 化。 套 索 驱 动 环 化 模 型 认 为 ｐｒｅ⁃
ｍＲＮＡ 的转录过程中由于 ＲＮＡ 发生了部分折叠，
拉近了原本非相邻的外显子，从而发生了外显子

跳跃，使得被跨越的区域形成了环形 ＲＮＡ 中间

体，进一步通过套索剪接形成由外显子构成的环

形 ＲＮＡ 分子。 另一种模型认为，内含子区域的反

向互补序列导致内含子区域配对，介导反向剪接，
从而形成环形 ＲＮＡ 分子［１１］ 。
１􀆰 ２　 ＣｉｒｃＲＮＡ 的分类

环状 ＲＮＡ 的产生多种多样，可来源于不同的基

因，也可由同一基因产生。 根据来源可以分为 ３ 类：
存在于细胞质中仅由外显子构成的环状 ＲＮＡ
（ｅｘｏｎｉｃ ｃｉｒｃＲＮＡ）；置于细胞核中仅由内含子构成的

环状 ＲＮＡ（ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｃｉｒｃＲＮＡ） ［１２］；包含外显子之间的

内含子的 ｃｉｒｃＲＮＡ（ｅｘｏｎ⁃ｉｎｔｒｏ ｃｉｒｃＲＮＡ） ［１３］。
１􀆰 ３　 ＣｉｒｃＲＮＡ 的作用机制

ＣｉｒｃＲＮＡ 最初被认为是 ｍＲＮＡ 拼接错误的副产

品，具有稳定、多样化和保守的特点。 近期研究显

示，ｃｉｒｃＲＮＡ 在不同物种中起到 ｍｉＲＮＡ“分子海绵”
的作 用， 称 之 为 竞 争 性 内 源 ＲＮＡ （ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ，ｃｅＲＮＡ），能竞争性结合疾病相关

的 ｍｉＲＮＡ，解除 ｍｉＲＮＡ 对其靶基因的抑制作用，上
调靶基因的表达水平，从而在疾病调控中发挥重要

作用。 ＣｉｒｃＤＯＣＫ１ 通过作为 ｃｅＲＮＡ 调节 ＢＩＲＣ３ 表

达并参与 ＯＳＣＣ 细胞凋亡的过程［１４］。 Ｃｉｒｃ＿１００２９０
通过充当 ｍｉＲ⁃２９ 的“分子海绵”在口腔癌中发挥作

用［１５］。 ＣｉｒｃＨＩＰＫ３ 作为 ｍｉＲ⁃１２４ 海绵，调节靶标水

通道蛋白 ３（ＡＱＰ⁃３）表达，ＡＱＰ⁃３ 进而促进细胞增殖

和迁移［１６］。 ＣｉｒｃＲＮＡ 也可与 ｌｎｃＲＮＡ 竞争性结合

ｍｉＲＮＡ。 Ｌｉ 等［１７］通过 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 分析发现，
在生殖干细胞中 ｌｎｃＲＮＡ Ｍｅｇ３ 和 ｃｉｒＲＮＡ Ｉｇｆ１ｒ 可以

与 ｍｉＲＮＡ⁃１５ａ⁃５ｐ 竞 争 结 合 增 加 靶 基 因 ＩｎｈＡ、

ＡＣＳＬ３、ＫＩＦ２１Ｂ 和 ＩＧＦＢＰ２ 的表达。 这些发现为

ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 提供了新的视角，为将来对生

殖干细胞中 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 调控机制的研究

奠定了基础。

２　 ＣｉｒｃＲＮＡ 与口腔鳞癌

２􀆰 １　 口腔鳞癌中充当 ｍｉＲＮＡ 海绵作用

ＣｉｒｃＲＮＡ 可以与 ｍｉＲＮＡ 结合，从而阻止 ｍｉＲＮＡ
沉默，因此 ｃｉｒｃＲＮＡ 也称 ｍｉＲＮＡ 海绵［１８ － １９］。 有研究

表明［３， ７， １４ － １５］，ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０、ｃｉｒｃＤＯＣＫ１、ｃｉｒｃＲＮＡ
ＢＡＮＰ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ ＩＴＣＨ 在口腔癌中通过 ｍｉＲＮＡ 的海

绵参与发病机制。
２􀆰 １􀆰 １　 ＣｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０

Ｃｈｅｎ 等［１５］使用微阵列分析对ＯＳＣＣ 中的 ｃｉｒｃＲＮＡ
进行了全面研究，鉴定出在 ＯＳＣＣ 组织和非癌组织之

间差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，发现ｃｉｒｃ＿１００２９０在 ＯＳＣＣ 发

展中起着重要的调节作用。 ＣｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０在口

腔癌组织中表达上调，通过充当 ｍｉＲ⁃２９ 家族成员的

“分子海绵”来调节基因表达。 ＣｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０与
ＯＳＣＣ 细胞在体外和体内的增殖相关。 他们还发现

ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０在 ＯＳＣＣ 组织中上调并与 ＣＤＫ６ 共

表达。 通过使用 ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０ 特异性小干扰

ＲＮＡ （ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ＲＮＡ， ｓｉＲＮＡ ） 敲 低

ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０的表达水平，检测 ＯＳＣＣ 细胞系中

Ｇ１ ／ Ｓ 期阻滞，抑制细胞增殖并降低 ＣＤＫ６ 的表达。
通 过 荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测， 观 察 到

ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０直接与 ｍｉＲ⁃２９ 家族成员结合，包括

ｍｉＲ⁃２９ａ、ｍｉＲ⁃２９ｂ 和 ｍｉＲ⁃２９ｃ。 进一步 ＥＧＦＰ ／ ＲＦＰ
报告分析显示 ＣＤＫ６ 是 ｍｉＲ⁃２９ｂ 的直接靶标。 总

之，ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０可能作为 ｃｅＲＮＡ 通过抑制 ｍｉＲ⁃
２９ｂ 家族成员来调节 ＣＤＫ６ 表达。 这表明 ｃｉｒｃＲＮＡ
可能在 ＯＳＣＣ 中发挥调节功能，可作为 ＯＳＣＣ 治疗

的潜在靶点。 进一步的研究显示ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０通
过携带 ｍｉＲ⁃２９ 家族成员来发挥其调控功能，以减少

ＣＤＫ６ 的表达，ＣＤＫ６ 也直接被 ｍｉＲ⁃２９ 家族靶向。
它表明ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０和 ＣＤＫ６ ｍＲＮＡ 是由 ｍｉＲ２９
家族连接的一对 ｃｅＲＮＡ。
２􀆰 １􀆰 ２　 ＣｉｒｃＤＯＣＫ１

ＣｉｒｃＤＯＣＫ１ 为环状 ＲＮＡ 鸟苷酸交换因子，先前

有研究显示［２０］通过 ＴＧＦ⁃β 处理，ｃｉｒｃＤＯＣＫ１ 的表达

降低，而 ｃｉｒｃＤＯＣＫ１ 的靶基因 ｍＲＮＡ 表达增加 ２ 倍。
此外 ＴＧＦ⁃β 处理可以诱导上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ），表明 ｃｉｒｃＤＯＣＫ１ 的
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功能之一可以诱导上皮细胞ｍＲＮＡ 下调，从而保持细

胞稳定性。 Ｗａｎｇ 等［１４］ 通过用 ＴＮＦ⁃α 刺激 ＣＡＬ⁃２７
细胞建立凋亡模型，使用高通量微阵列从细胞凋亡模

型和正常 ＣＡＬ⁃２７ 细胞中获得差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ
谱，发现 ｈａｓ＿ｃｉｒｃ＿１００７２１（ｃｉｒｃＤＯＣＫ１）过表达并且敲

低 ｃｉｒｃＤＯＣＫ１ 表达水平可导致细胞凋亡率的增加。
他们利用多种生物信息学方法，预测了 ｃｉｒｃＲＮＡ、
ｍｉＲＮＡ 和 基 因 之 间 的 相 互 作 用， 并 构 建 了

ｃｉｒｃＤＯＣＫ１ ／ ｍｉＲ⁃１９６ａ⁃５ｐ ／ ＢＩＲＣ３ 网 络， 确 定

ｃｉｒｃＤＯＣＫ１ 与 ｍｉＲ⁃１９６ａ⁃５ｐ 通过与 ＢＩＲＣ３ 竞争，最
终调节细胞 凋 亡 而 相 互 作 用。 用 ｓｉＲＮＡ 沉 默

ｃｉｒｃＤＯＣＫ１ 和模拟物上调 ｍｉＲ⁃１９６ａ⁃５ｐ 的表达，导致

ＯＳＣＣ 细胞中细胞凋亡增加并减少 ＢＩＲＣ３ 形成，并
通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法比较口腔鳞状细胞癌组织及癌

旁组织中的 ｃｉｒｃＤＯＣＫ１，ｍｉＲ⁃１９６ａ⁃５ｐ 和 ＢＩＲＣ３ 的表

达进 一 步 证 实 了 此 结 果。 最 后 得 出 结 论，
ｃｉｒｃＤＯＣＫ１ 通过在 ＯＳＣＣ 中靶向 ＢＩＲＣ３ 抑制 ｍｉＲ⁃
１９６ａ⁃５ｐ 来抑制细胞凋亡。
２􀆰 １􀆰 ３　 ＣｉｒｃＲＮＡ ＢＡＮＰ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ ＩＴＣＨ

研究人员一直在探索控制牙周膜 干 细 胞

（ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＰＤＬＳＣ）成骨分化的

分子机制。 研究表明，ｃｉｒｃＲＮＡ 参与成骨分化［３， ７］。
ＣｉｒｃＲＮＡ ＢＡＮＰ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ ＩＴＣＨ 分别为环状 ＲＮＡ
酸性神经肽和环状 ＲＮＡ 泛素连接蛋白。 ＣｉｒｃＲＮＡ
ＢＡＮＰ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ ＩＴＣＨ 可 能 与 ｍｉＲＮＡ⁃３４ａ 和

ｍｉＲＮＡ⁃１４６ａ 相互作用 以 通 过 ＭＡＰＫ 途 径 调 节

ＰＤＬＳＣ 成骨分化。 虽然有数种 ｌｎｃＲＮＡｓ、ｃｉｒｃＲＮＡｓ
和 ｍｉＲＮＡｓ 被认为参与了 ＰＤＬＳＣ 成骨分化，但是关

于它们潜在的网络和功能的数据并不多。 为了充

分了解 ｃｅＲＮＡ 对 ＰＤＬＳＣ 成骨分化的影响，整合

ｌｎｃＲＮＡ ／ ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 竞争性调控网络至

关重要。 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ２０００ 开发 ＲＮＡ 测序

（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ），以全面鉴定正常和成骨诱导性 ＰＤＬＳＣｓ
中差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ。 使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
进一步证实了代表性的 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ。 最后，
基于 ｍｉＲａｎｄａ 预测了 ｌｎｃＲＮＡ、ｃｉｒｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ 和

ｍＲＮＡ 的 ｃｅＲＮＡ 网络，并通过 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 分

析研究了它们的潜在调控作用。 ＣｅＲＮＡ 网络表明，
ＴＣＯＮＳ＿００２１２９７９、ＴＣＯＮＳ＿００２１２９８４、ｃｉｒｃＲＮＡ ＢＡＮＰ
和 ｃｉｒｃＲＮＡ ＩＴＣＨ 可能与 ｍｉＲＮＡ⁃３４ａ 和 ｍｉＲＮＡ⁃１４６ａ
相互作用以通过 ＭＡＰＫ 途径调节 ＰＤＬＳＣ 成骨分

化［２１］。 研究结果可能为探索 ＰＤＬＳＣ 成骨分化的分

子机制提供新的证据。

２􀆰 ２　 转录调节作用

Ｌｉ 等［２２］ 研究发现，在人类 ＨｅＬａ 细胞中存在与

ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 相关的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ。 在这些 ｃｉｒｃＲＮＡ
中，外显子被环化，内含子在外显子之间“保留”，可
称它们为外显子⁃内含子 ｃｉｒｃＲＮＡ 或 ＥＩｃｉＲＮＡ（ｅｘｏｎ⁃
ｉｎｔｒｏｎ ｃｉｒｃＲＮＡ）。 ＥＩｃｉＲＮＡ 主要定位于核内，与 Ｕ１
ｓｎＲＮＰ 相互作用并促进其亲本基因的转录。 他们的

研究结果揭示了 ｃｉｒｃＲＮＡ 在调节细胞核中基因表达

中的新作用，其中 ＥＩｃｉＲＮＡｓ 增强其顺式的亲本基因

表达，并突出了通过 Ｕ１ ｓｎＲＮＡ 和 ＥＩｃｉＲＮＡｓ 之间的

特定 ＲＮＡ⁃ＲＮＡ 相互作用进行转录控制的调控

策略［２２］。
２􀆰 ３　 生物标志物

据报道，ｃｉｒｃＲＮＡ ＢＡＮＰ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ ＩＴＣＨ 有助于

致癌并可能作为癌症生物标志物［２３ － ２４］。 ＣｉｒｃＲＮＡ＿
１００２９０ 作为 ｍｉＲ⁃２９ 家族成员的海绵起作用，在口腔

癌中起到 ＣＤＫ６ 的 ｃｅＲＮＡ 的作用［１５］，ｃｉｒｃＤＯＣＫ１ 通

过作为 ｃｅＲＮＡ 调节 ＢＩＲＣ３ 表达并参与 ＯＳＣＣ 细胞凋

亡的过程［１３］。 因此，ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０和 ｃｉｒｃＤＯＣＫ１
可能成为 ＯＳＣＣ 的新型潜在生物标志物和治疗靶

点。 ＣｉｒｃＲＮＡ 参与多种病理状态，包括神经系统疾

病［２５ － ２６］、血液病［２７］、软骨退化［２８］、先天性巨结肠

病［２９］和多种癌症，这可以作为有前途的诊断生物标

志物和治疗靶点。 与 ｍｉＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 相 比，
ｃｉｒｃＲＮＡ 具有序列保守性，生物学稳定性和组织特

异性特点，因此 ｃｉｒｃＲＮＡ 被认为是有希望的生物标

志物和治疗靶点，并且可能在基因表达的调节中发

挥潜在的功能。

３　 展望

近几年来，ｃｉｒｃＲＮＡ 具有充当 ｍｉＲＮＡ 分子“分
子海绵”、调控基因转录、与蛋白质相互作用、吸附

蛋白质以及参与蛋白质的翻译等功能，且能稳定存

在于血清等特性。 虽然目前对 ｃｉｒｃＲＮＡ 的研究并不

是很多，但随着 ＲＮＡ 测序技术的迅速发展，ｃｉｒｃＲＮＡ
这个未来之星在口腔鳞癌的诊断和预后治疗方面

有很大的发展前景。 从 ｃｉｒｃＲＮＡ 入手挖掘新的生物

标志物及 ｃｉｒｃＲＮＡ 在口腔中的潜在功能有助于口腔

癌的早发现、早治疗。 目前部分 ｃｉｒｃＲＮＡ 已被证实

与肿瘤的发生、侵袭、转移和患者的预后相关。 随

着生物信息学方法及实验技术手段不断成熟，大数

据分析的广泛应用，挖掘新数据、筛选具有生物标

记的 ｃｉｒｃＲＮＡ、结合 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 机制及
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ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 机制分析疾病通路对于研

究口腔鳞癌发生发展进程具有广阔的发展前景。
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［ ７ ］ 　 Ｌａｓｄａ Ｅ， Ｐａｒｋｅｒ Ｒ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ： ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｆｏｒｍ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． ＲＮＡ， ２０１４， ２０（１２）： １８２９ － １８４２．

［ ８ ］ 　 Ｙｏｕ Ｘ， Ｖｌａｔｋｏｖｉｃ Ｉ， Ｂａｂｉｃ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ａｒｅ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ
ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１５， １８（４）： ６０３ － ６１０．

［ ９ ］ 　 Ｈｕａｎｇ Ｚ， Ｓｕ Ｒ， Ｄｅｎｇ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１７， ７（１）： １３６７３．

［１０］ 　 罗清， 姚芳苡， 邓桢， 等． ＬＰＳ 诱导的小鼠腹腔巨噬细胞炎

症反应中环状 ＲＮＡ 表达谱变化分析 ［ Ｊ］ ． 中华微生物学和

免疫学杂志， ２０１７， ３７（６）： ４０５ － ４１１．
［１１］ 　 战昊， 朱凯， 胡志强， 等． 环状 ＲＮＡ：非编码 ＲＮＡ 研究新方

向 ［Ｊ］ ． 中国临床医学， ２０１６， ２３（５）： ６５１ － ６５５．
［１２］ 　 Ｗｅｓｔｈｏｌｍ ＪＯ， Ｍｉｕｒａ Ｐ， Ｏｌｓｏｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｄｍｓｏｐｈｉｌａ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅｉｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ａｇｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｎｅｕｒａｌ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌ
Ｒｅｐ， ２０１４， ９（５）： １９６６ － １９８０．

［１３］ 　 Ｃｈｅｎ Ｉ， Ｃｈｅｎ ＣＹ， Ｃｈｕａｎｇ ＴＪ． Ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｎｉｃ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ［ Ｊ］ ． Ｗｉｌｅｙ Ｉｎｔｅｒｄｉｓｃｉｐ Ｒｅｖ
ＲＮＡ， ２０１５， ６（５）： ５６３ － ５７９．

［１４］ 　 Ｗａｎｇ Ｌ， Ｗｅｉ Ｙ， Ｙａｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＣｉｒｃＤＯＣＫ１ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１９６ａ⁃５ｐ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＢＩＲＣ３ ｉｎ
ＯＳＣＣ ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ， ２０１８， ３９（３）： ９５１ － ９６６．

［１５］ 　 Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｓ， Ｗｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ｃｉｒｃＲＮＡ＿１００２９０ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ ａｓ ａ ｓｐｏｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２９ ｆａｍｉｌｙ ［Ｊ］ ．
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ２０１７， ３６（３２）： ４５５１ － ４５６１．

［１６］ 　 Ｃｈｅｎ Ｇ， Ｓｈｉ Ｙ， Ｌｉｕ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ⁃１２４ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＡＱＰ⁃３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ
Ｄｉｓ， ２０１８， ９（２）： １７５．

［１７］ 　 Ｌｉ Ｘ， Ａｏ Ｊ， Ｗｕ Ｊ． Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡｓ ａｎｄ ｃｉｒｃＲＮＡｓ ｗｉｔｈ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏ⁃
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｅＲＮＡ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｇｅｒｍｌｉｎｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ８（１６）： ２６５７３ － ２６５９０．

［１８］ 　 Ｍｏｍｅｎ⁃Ｈｅｒａｖｉ Ｆ， Ｂａｌａ Ｓ． Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｒｏｌｅ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｉｎ
ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ， ２０１８， ４２： １３４ － １４３．

［１９］ 　 Ｊｅｃｋ ＷＲ， Ｓｈａｒｐｌｅｓｓ ＮＥ． Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ ｃｉｒｃｕｌａｒ
ＲＮＡｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１４， ３２（５）： ４５３ － ４６１．

［２０］ 　 Ｃｏｎｎ ＳＪ， Ｐｉｌｌｍａｎ ＫＡ， Ｔｏｕｂｉａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｑｕａｋｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１５， １６０
（６）： １１２５ － １１３４．

［２１］ 　 Ｇｕ Ｘ， Ｌｉ Ｍ， Ｊｉｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡｓ ａｎｄ ｃｉｒｃＲＮＡｓ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｅＲＮＡ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｄｕｒｉｎｇ ＰＤＬＳＣ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｇｅｎｅｔ， ２０１７， １８（１）： １００．

［２２］ 　 Ｌｉ Ｚ， Ｈｕａｎｇ Ｃ， Ｂａｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｎ⁃ｉｎｔｒｏｎ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ
ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｓｔｒｕｃｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，
２０１５， ２２（３）： ２５６ － ２６４．

［２３］ 　 Ｚｈｕ Ｍ， Ｘｕ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＢＡＮＰ， ａｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｔｈａｔ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１７， ８８： １３８ － １４４．

［２４］ 　 Ｇｕｏ Ｗ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｃｉｒｃ⁃ＩＴＣＨ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ
ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，
２０１７， ８（２９）： ４８１６９ － ４８１７７．

［２５］ 　 Ｋｕｍａｒ Ｌ， Ｓｈａｍｓｕｚｚａｍａ， Ｈａｑｕｅ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ： ｔｈｅ
ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０１７，
５４（９）： ７２２４ － ７２３４．

［２６］ 　 Ｎａｎ Ａ， Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ
ａｍｏｎｇ ＬｎｃＲｐａ， ＣｉｒｃＲａｒ１， ｍｉＲ⁃６７１ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｇｅｎｅｓ
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｌｅａｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ａｒｃｈ
Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０１７， ９１（４）： １６７１ － １６８４．

［２７］ 　 Ｂｏｎｉｚｚａｔｏ Ａ， Ｇａｆｆｏ Ｅ， Ｔｅ Ｋｒｏｎｎｉｅ Ｇ， ｅｔ ａｌ． ＣｉｒｃＲＮＡｓ ｉｎ
ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｓｉｓ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ Ｃａｎｃｅｒ
Ｊ， ２０１６， ６（１０）： ｅ４８３．

［２８］ 　 Ｌｉｕ Ｑ， Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｈｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ＥＣＭ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＭＭＰ１３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ ａｓ
ａ ＭｉＲ⁃１３６ ‘ ｓｐｏｎｇｅ’ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ
Ｒｅｐ， ２０１６， ６： ２２５７２．

［２９］ 　 Ｐｅｎｇ Ｌ， Ｃｈｅｎ Ｇ， Ｚｈｕ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ＺＮＦ６０９ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ
ａｓ ａ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ＡＫＴ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ ｉｎ Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ．
Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ８（１）： ８０８ － ８１８．

〔收稿日期〕２０１８ － ０５ － １０

９９中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ， ２０１８
Ｖｏｌ． ２８　 Ｎｏ． ９

［基金项目］国家自然科学基金项目（编号：８１７７４２０９，８１６７３８８２）；福建中医药大学校管课题（编号：Ｘ２０１６０１９）。
［作者简介］张鹏横（１９８７—　 ），男，在读硕士研究生，研究方向：内分泌及代谢疾病的中医证研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ２５１７８６２９４＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］梁文娜（１９７９—　 ），女，硕士生导师，研究方向：内分泌及代谢疾病的中医证研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １０５２６５３０１＠ ｑｑ． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究进展

情绪异常大鼠模型的旷场行为实验在中医药领域的
研究进展

张鹏横１，２，３，阮璐薇１，２，３，卓泽伟１，２，３，胡　 柳１，２，３，梁文娜１，２，３∗

（１． 福建中医药大学中医证研究基地，福州　 ３５０１２２； ２． 福建省 ２０１１ 中医健康管理协同创新中心，福州　 ３５０１２２；
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　 　 【摘要】 　 大鼠是较为常用的实验动物，旷场行为实验是检测动物情绪行为的一种常用的经典实验方法。 涉

及大鼠旷场行为实验的研究是这些年的热点，并呈上升趋势。 旷场行为实验的条件会引起大鼠生理心理状态改

变，影响大鼠行为的解读，从而影响疾病模型的判定。 文章通过梳理近 ５ 年涉及大鼠旷场行为实验的研究文献，为
选择较为合适大鼠旷场行为实验的条件以及合理的行为解读和模型判定作一综述。

【关键词】 　 大鼠；旷场；行为实验；焦虑；抑郁

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） ０９⁃０１００⁃０４
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 ０９􀆰 ０１８

Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ
ａｂｎｏｒｍａｌ ｅｍｏｔｉｏｎ ｉｎ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ

ＺＨＡＮＧ Ｐｅｎｇｈｅｎｇ１， ２， ３， ＲＵＡＮ Ｌｕｗｅｉ１， ２， ３， ＺＨＵＯ Ｚｅｗｅｉ１， ２， ３， ＨＵ Ｌｉｕ１， ２， ３， ＬＩＡＮＧ Ｗｅｎｎａ１， ２， ３ ∗

（１． Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ＴＣＭ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ， Ｆｕｊｉａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５０１２２， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ＴＣＭ Ｈｅａｌｔｈ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ， Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５０１２２􀆰

３． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ ＴＣＭ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｔａｔｕｓ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５０１２２）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｒａｔ ｉｓ ａ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ． Ｔｈｅ ｏｐｅｎ⁃ｆｉｅｌｄ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｔｅｓｔ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｃｏｍｍｏｎｌｙ
ｕｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ， ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｆｏｒ ｒａｔｓ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ． Ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ⁃ｆｉｅｌｄ
ｂｅｈａｖｉｏｒ ｔｅｓｔ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ， ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ
ｂｅｈａｖｉｏｒ， ａｎｄ ｔｈｕｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｓ． Ｔｏ ｓｅｌｅｃｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ
ａｃｈｉｅｖｅ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ａｎ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｍｏｄｅｌ， ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｐｒｅｓｅｎｔｓ ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ⁃ｆｉｅｌｄ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｔｅｓｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｓｔ ５ ｙｅａｒｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒａｔ； ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ； ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ； ａｎｘｉｅｔｙ； ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 大鼠是较为常用的实验动物，旷场行为实验是

检测动物情绪行为的一种常用的经典实验方法［１］。
大鼠旷场行为实验是指将大鼠放置在一个封闭的

平面区域中，该区域被分割成方块，观察并记录大

鼠一定时间内的活动情况。 旷场行为实验是判断

大鼠疾病模型的重要指标之一，旷场行为实验的条

件会引起大鼠生理心理状态改变，影响大鼠行为的

解读，从而影响疾病模型的判定。 选择较适合大鼠



旷场实验条件，合理的行为解读，能为后续疾病动

物模型的病理机制研究提供更为可靠的支持。

１　 大鼠旷场行为实验的现状

大鼠旷场行为实验是近年的研究热点。 通过

检索主题为“大鼠与旷场”的近 ５ 年的文献，发现各

类文献（包括学位论文、期刊论文、会议论文）总量

４７４ 篇。 其中，期刊文献 ２５４ 篇，发表于核心期刊的

文献达 １３６ 篇。 通过知网可视化分析发于核心期刊

的文献，发现涉及旷场实验的学科前四的有中药

学、基础医学、精神病学、中医学；受到各种类基金

支持，其中受到国家自然科学基金支持的文献达 ８０
篇；年度发表文献数量呈上升趋势。 提示运用中医

药对精神疾病在基础医学方面的研究越来越热门。
这也间接证明了随着社会进步，经济发展，生活节

奏加快，工作、家庭等各方面的压力增加，会产生身

体不适感和疾病，容易使情绪发生变化，会导致原

有的疾病加重或发生新的疾病。 随着人民生活、收
入水平的提高，对于精神健康越来越重视，渴望安

全有效的治疗，也越来越迫切。

２　 大鼠旷场行为实验的条件

大鼠旷场行为实验的条件包括：旷场箱的规格

尺寸、实验时间、实验环境、人员操作这几方面。
２􀆰 １　 旷场箱的规格尺寸

旷场箱的规格尺寸是指箱底长宽和边墙高度，
影响旷场行为信息量的主要是箱底长宽。 易丽莎

等［２］所用的旷场箱底边长为 ４０ ｃｍ × ４０ ｃｍ；欧阳

俊彦等［３］、余庆等［４］ 所用的旷场箱底边长为 ５０ ｃｍ
× ５０ ｃｍ 的规格；郑伟男等［５］ 所用的旷场箱底边长

为 ８０ ｃｍ × ８０ ｃｍ；刘莹等［６］ 所用的旷场箱底边长

为 １０５ ｃｍ × １０５ ｃｍ 的规格；多数所用的旷场箱底

边长为 １００ ｃｍ × １００ ｃｍ 的规格［７ － １６］。 成年大鼠

的体长为 １８ ～ ２０ ｃｍ，旷场箱规格太小不能从大鼠

的旷场行为上获得足够可靠的信息；旷场箱过大，
实验拍摄和操作难度增加，困难因素增多，可能使

大鼠产生急性应激。 结合国内学者在国外杂志上

发表的文献［１７ － １８］，笔者认为，可以采用底边规格为

１００ ｃｍ × １００ ｃｍ 的旷场箱对大鼠进行旷场行为学

实验。
２􀆰 ２　 旷场行为的实验时间

旷场行为的实验时间是指大鼠在进行旷场行

为实验检测所持续的时间。 王慧霞等［１９］、胡海燕

等［２０］选取的时间是 ３ ｍｉｎ，沙中玮等［２１］ 选取的时间

是 １０ ｍｉｎ， 多 数 人 选 取 的 检 测 时 间 为 ５

ｍｉｎ［２ － ３，５ － １６，２２ － ２３］。 实验时间方面，因不同实验的需

要可以从几分钟到几小时不等，不能硬性规定。 在

实际操作中，一个研究项目使用到大鼠的量至少有

几十只。 因此，单只大鼠行为实验所用的时间越

长，整个大鼠旷场行为实验的时间就越长。 过长的

实验时间对实验人员的考验和要求就更高；前后进

行实验的大鼠产生时间间隔，可能导致一定影响或

差异。 而且大鼠具有较强的适应能力，结合文献中

常选择使用的时间，可以根据实验需求，选择适合

实验的时间。
２􀆰 ３　 实验环境与操作

实验环境与操作是指大鼠在进行旷场行为实

验时灯光、噪音，以及实验人员操作的注意事项。
这些在文献中提及较少，如欧阳俊彦等［３］ 在旷场实

验中提到灯光的瓦数 ４０ Ｗ；蒲蜀湘等［９］在旷场实验

中提到灯照天花板反射试验区，实验人员远离旷场

箱，操作角度以看不到箱中的实验动物为准。 实验

常用的大鼠属白化大鼠，对光和噪声敏感，能使其

神经内分泌系统发生变化。 因此，实验操作时应当

避免光和噪声的影响。

３　 大鼠旷场行为解读

大鼠旷场行为解读是通过大鼠旷场行为实验

单位获得的，如水平穿越格数或水平路程、垂直或

站立次数、修饰或理毛次数、中央区停留时间、中央

区穿越格数、平均速度等方面的数据进行整理、归
纳、分析，判定大鼠疾病模型的一个过程。
３􀆰 １　 大鼠焦虑抑郁的情绪模型

大鼠旷场行为实验涉及的疾病多以精神类疾

病或症状为主，其中又以焦虑和抑郁较为多。 通过

不同的模型建立方法模拟人类不同疾病，最终都会

涉及到焦虑和抑郁，说明疾病所产生的症状和不

适，可对人的精神和神经内分泌造成不同程度的

影响。
在焦虑模型方面，大鼠的旷场行为结果有升高

或个别项目升高，有降低或个别项目降低，从而产

生不同的行为学解释。 如欧阳俊彦等［３］ 的旷场实

验结果中央区域的停留时间明显减少，总运动距离

和直立次数差异均无显著性，作者认为焦虑水平高

的动物倾向于停留在周边区域，反之，中央区域的

探究次数和时间越多，焦虑水平则越低；而沙中玮

等［２１］的旷场实验结果总路程减少，中央活动路程升

高。 宗绍波等［２２］、刘莹等［６］各自实验中旷场行为总

路程的升高，表明大鼠模型较好模拟了病证患者精

神亢奋、急躁易怒样临床表现，具有明显的焦虑样
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行为；魏盛等［２４］ 认为，旷场行为得分上升，是一种

“怒”的表现，其中包括愤怒和郁怒。 肝主疏泄，其
志在怒。 中医理论认为，怒是肝失疏泄、气机不畅

的肝郁表现。 因此，肝郁与焦虑存在一定的联系。
方锦颖等［１４］、余庆等［４］的旷场实验结果显示模型组

较正常组相比，旷场行为均降低，认为焦虑模型成

功。 笔者较为同意易丽莎等［２］ 的观点，焦虑的旷场

行为可能受造模时间的影响，短时间应激刺激可使

大鼠出现焦虑样症状，并认为焦虑与怒之间存在密

切联系。 随着应激天数的增加，逐渐出现兴奋性下

降，从而出现抑郁样的行为。
在抑郁模型方面，大鼠的旷场行为结果较为一

致，均呈现下降趋势。 水平穿越格总数、总平均速

度减少反映了动物的活动度降低，中央区时间和中

央区格数减少反映了大鼠对新鲜环境的好奇程度

降低。 胡海燕等［２０］ 在其结果中表明慢性应激时间

越长对大鼠造成的损害越发增加。 这一点也印证

了易丽莎等［２］ 的实验。 但也有实验结果显示模型

组大鼠旷场实验水平得分、垂直得分及总分下降，
中央格停留时间增加，并认为该模型方法降低大鼠

的兴奋性和探究趋势及认知功能［１９］。 在认知功能

方面，中央格停留时间增加或减少具有一定的讨论

价值。
３􀆰 ２　 大鼠肝郁脾虚的证模型

在中医病证研究中，大鼠旷场行为实验常应用

于肝郁证、脾虚证和肝郁脾虚证等大鼠模型。 刘旭

东等［２３］的脾气虚证大鼠旷场实验结果显示运动距

离、速度和垂直次数都降低，中心活动时间增加。
作者认为是大鼠对外界关注度、好奇度降低，反应

迟钝，提示脾气虚证的“神疲乏力”主要是中枢结构

损伤，肌肉失养。 赵荣华等［１６］的大鼠旷场实验结果

再次说明旷场行为受造模时间的影响。 作者发现，
造模 ２ 周时，在水平穿越格数、总路程数及垂直站立

次数上，肝郁证和脾虚证大鼠均明显升高，而肝郁

脾虚证大鼠降低；在中央区时间上，肝郁证和肝郁

脾虚证大鼠升高，脾虚证大鼠降低；在修饰上，肝郁

证和肝郁脾虚证大鼠减少，脾虚证大鼠增加。 造模

４ 周时，在水平穿越格数和总路程数上，三个不同证

模型的大鼠均减少；在垂直站立次数和修饰上，肝
郁证和肝郁脾虚证模型大鼠均降低，脾虚证大鼠升

高；在中央区时间上，肝郁证和肝郁脾虚证模型大

鼠升高，脾虚证大鼠减少。 作者认为，从 ２ 周和 ４ 周

的旷场行为的前后变化分别来看，肝郁证和脾虚模

型的大鼠早期存在一定的活动探究性的加强，呈现

一种应激后焦虑的状态；而肝郁脾虚证模型的大鼠

活动减少，开始表现出抑郁状态。 但随着造模时间

的增加，三个不同证模型的大鼠均出现降低，肝郁

证和脾虚证模型的大鼠呈现出兴奋性由强转弱的

特点，最终表现为抑郁的状态；肝郁脾虚证早期活

动度降低，并随着建立模型的时间延长从而进一步

降低，呈现出抑郁状态渐进加重的趋势。
中医的肝郁证包含焦虑或抑郁样症状。 建立

肝郁证模型的方法多以慢性不可预见性刺激和慢

性束缚应激，这两种造模方式常用于抑郁模型的建

立。 陈锦锋等［２５］认为在临床上，肝郁证的诊断必有

情绪低落症状和肝经循行部位症状，而情绪低落症

状对应抑郁状态。 而从旷场行为实验的结果来看，
抑郁模型较焦虑模型更为一致、稳定。 因此，抑郁

模型建立方法建立肝郁证模型可以更好更明显地

体现大鼠肝郁状态。
根据中医学理论，肝为将军之官，谋虑出焉，喜

调达，调畅气机，在体合筋；脾主思，思者，神识之妙

用也，又为后天之本，主运化，在体合肉。 对于事物

的认识与肝脾有着密切的关系，并所产生的反应行

为有赖于筋肉的协调运动。 气机调畅，有助于脾之

运化，水谷精微有源，人体四肢百骸、肌肉筋骨、脏
腑经络、精髓元神皆受所养。 肝脾功能皆正常，则
神识清灵，动作矫健；单一肝郁证，程度未伤及脾，
或单一脾虚证，未使气机受阻，则可以通过相应的

调理，得到神识恢复；肝脾功能皆失常，神识受损则

神识混沌，反应迟钝，即使经过调理，活动度得到恢

复，但神识不易恢复。 因此，对于赵荣华等［１６］ 的旷

场实验中肝郁脾虚组和肝郁脾虚干预组的中央停

留时间一直居高不下，可以从肝脾病理状态对脑功

能影响来解释。
综合文献，笔者认为，旷场行为水平格数或总

路程可以反应大鼠的活动度，垂直站立次数可以反

应大鼠探究行为，中央区时间可以反应大鼠认知行

为，修饰可反应大鼠的警觉性。 而焦虑样行为和抑

郁样行为存在着应激程度和应激时间上的差异，是
一个前后过程，并不存在矛盾。

４　 大鼠旷场行为实验的不足与展望

旷场行为实验是检测动物情绪行为的一种常

用的经典实验方法［１］。 当前，大鼠旷场行为实验在

医学基础研究上的应用十分频繁，但也存在一些混

乱的现象。 首先，用于大鼠行为实验的旷场箱没有

一个统一的规格。 其次，在大鼠旷场行为实验的检

测持续时间没有统一的标准。 第三，未明确实验条

件和实验操作规范。 虽然大鼠旷场行为实验已经
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进入使用自动化仪器和软件时代，减少人为因素带

来的影响，但未达到无人化的全自动程度，仍需实

验人员参与整个过程，一些影响因素需要注意避

免。 最后，对于大鼠疾病模型的应用和行为解读，
有着不同的理解和看法。 尤其是焦虑模型在判读

上，其原因可能是模型建立的方法多且不同，导致

旷场行为实验不能很好的准确的反应出大鼠肝郁

状态的情绪行为；或者是大鼠焦虑行为的稳定性存

在一定探讨空间。
西医的疾病名称和中医的病证名称存在着不

同，原因是对疾病症状认识、分析的理论体系不同，
导致最终的治疗、防治的方法和措施也存在差异。
但对于客观存在的症状体征是不会因理论、认识的

不同而改变的。 因此，西医和中医存在一定的桥梁

和联系。 可以通过对西医疾病症状的还原，获取中

医的病证；运用西医建立和判定动物疾病模型的方

法，确定中医病证动物模型的建立和判定。 中医病

证的动物模型建立，有利于中医理论在情绪与脑功

能等方面研究的应用和开展；可以验证中医药的有

效性，通过疾病机理的阐释，证明中医药防治情绪

方面疾病的科学性；有助于中医药的发展进步和走

出国门，为世界所接受，为治疗、预防疾病贡献出中

医的力量。
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􀦋􀦋研究进展

树鼩在人类代谢性疾病中的应用与展望

夏　 巍，赖永静，杜　 龙，王梦琳，王　 红，戢克铜，冯清源，唐安洲∗

（广西医科大学第一附属医院，南宁　 ５３００００）

　 　 【摘要】 　 随着人类物质生活水平的提高和生活方式的改变，代谢相关性疾病已成为国内外影响人群健康的

重要问题。 构建合适的动物模型是研究这类疾病发生、发展、转归和防治方法的重要手段，与目前广泛使用的啮齿

类动物模型相比，攀鼩目动物树鼩与灵长类动物的亲缘关系更近，能够更好地从整体水平模拟疾病的发生，应用前

景十分广阔。 目前国内外利用树鼩初步建立了包括糖尿病、动脉粥样硬化、非酒精性脂肪肝、胆结石及骨质疏松症

等代谢性疾病的动物模型，并对其机制及相关影响因素进行了研究。 本文概述了树鼩在人类代谢性疾病中应用的

研究进展。
【关键词】 　 树鼩；代谢性疾病；动物模型
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ＸＩＡ Ｗｅｉ， ＬＡＩ Ｙｏｎｇｊｉｎｇ， ＤＵ Ｌｏｎｇ， ＷＡＮＧ Ｍｅｎｇｌｉｎ， ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇ， ＪＩ Ｋｅｔｏｎｇ， ＦＥＮＧ Ｑｉｎｇｙｕａｎ， ＴＡＮＧ Ａｎｚｈｏｕ∗

（Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｎｉｎｇ ５３００００， Ｃｈｉｎａ）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍａｔｅｒｉａｌ ｌｉｖｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｌｉｆｅｓｔｙｌｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｏｄｅｒｎ ｌｉｖｉｎｇ， ｍｅｔａｂｏｌｉｃ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ｗｈｉｃｈ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈ ｏｆ ｐｅｏｐｌｅ ｇｌｏｂａｌｌｙ， ｈａｖｅ ｂｅｃｏｍｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｓｓｕｅ． Ｔｏ
ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ， ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｋｉｎｄ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ， ｉｔ ｉｓ ｖｉｔａｌ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａｎ
ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ． Ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ （Ｓｃａｎｄｅｎｔｉａ ａｎｉｍａｌｓ） ｈａｖｅ ａ ｃｌｏｓｅｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍａｔｅｓ， ｗｈｉｃｈ
ｍａｋｅｓ ｔｈｅ ｆｏｒｍｅｒ ａ ｕｓｅｆｕｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｒｏｄｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ， ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ． Ａｔ
ｐｒｅｓｅｎｔ， ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｆｏｒ ｄｉａｂｅｔｅｓ， ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ， ｇａｌｌｓｔｏｎｅｓ， ａｎｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｈａｖｅ
ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｓｔｕｄｉｅｄ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｕｔｌｉｎｅｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｆｏｒ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｈｕｍａｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ； ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

　 　 代谢是指生物体内各种物质所发生的用于维

持生命的一系列有序的化学反应的总称，这些反应

进程使得生物体能够顺利生长和繁殖、保持它们的

结构以及对外界环境做出反应［１］。 代谢通常被分

为两类：分解代谢可以对大的分子进行分解以获得

能量（如细胞呼吸）；合成代谢则可以利用能量来合

成细胞中的各个组分，如蛋白质和核酸等。 而一旦

物质的代谢出现问题，生物体就会表现出相关疾

病，如：糖尿病、脂肪肝、动脉粥样硬化、痛风、营养

不良症、维生素缺乏病、骨质疏松症等等。 步入二

十一世纪以来，随着工业化和现代化的迅猛发展，
人们的生活条件得到了极大的提高，而与此同时人



们的饮食结构及生活方式也发生了改变。 为了适

应生活节奏的加快，人们锻炼的时间被大大压缩，
饮食和作息变得不规律，社会心理压力也越来越大

等等，使得代谢相关性疾病出现普遍化、年轻化，不
仅损害了患者的自身健康，还为家庭和社会带来沉

重负担。 因此，世界各国对代谢性疾病研究的投入

只增不减，而由于临床的诸多限制，动物模型成为

了各国科研工作者的主战场。
树鼩是一种新兴的实验动物，不仅具有来源

广、体型小、繁殖周期短、方便饲养的特点，更重要

的是全基因组结果证实树鼩是灵长类动物的近

亲［２］，其无论是在基因水平还是生理水平，相较于

目前常用于动物模型研究的非灵长类动物都有明

显优势［３］，同时不必像灵长类动物那样受到严格资

源和伦理的限制，故而受到各国科研工作者的青

睐。 目前树鼩动物模型在病毒感染、视觉传导、心
理应激、抑郁、神经及脑功能、肿瘤等诸多领域［４ － １４］

的研究已经取得一定进展，而在代谢性疾病中的应

用还处于探索阶段，也尚未见有系统性报道，本文

就树鼩在人类代谢性疾病中的研究做一综述。

１　 糖代谢

树鼩喜食甜食，在进食后的 ３０ ｍｉｎ 内是血糖上

升的高峰期，餐后 １ ｈ 血糖为空腹血糖的两倍，６ ｈ
后血糖依然维持较高水平，在糖耐量测试中，树鼩

较大鼠对糖更加敏感，但是其对糖的代谢能力较

差［１５ － １６］，而且树鼩的糖代谢紊乱同人类一样，与体

重、年龄、性别关系密切［１７］，说明树鼩是一种良好的

糖尿病动物模型，可用于糖尿病的机理研究。
早在 １９９７ 年 Ｉｓｈｉｋｏ 等人［１８］ 就通过给树鼩注射

链脲佐菌素（ｓｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱发了树鼩糖尿病，
并以此模型来研究糖尿病的早期眼部损伤。 在那

之后一些研究者［１９］ 对 ＳＴＺ 诱发树鼩的糖尿病的剂

量关系进行了探究，发现多次小剂量 ＳＴＺ 注射可诱

导树鼩出现类似 ２ 型糖尿病（ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｔｙｐｅ
２，Ｔ２ＤＭ）症状和糖尿病肾损伤，而单次较大剂量的

ＳＴＺ 注射诱导树鼩出现的糖尿病症状更类似 １ 型糖

尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｔｙｐｅ １，Ｔ１ＤＭ）。 其中值得一

提的是，冼苏等人［２０］在研究 ＳＴＺ 诱导树鼩糖尿病模

型时，树鼩不仅有不同程度的多饮、多食、消瘦等糖

尿病表现及胰岛数明显减少，体积变小，β 细胞数量

减少、脱颗粒、空泡样改变等糖尿病病理改变，而且

胰岛淀粉染色也呈阳性。 胰岛淀粉化在 ９０％ 的人

类 ２ 型糖尿病患者中都存在，目前许多研究者认为

非人灵长类动物与人类 Ｔ２ＤＭ 临床病理特征最相似

的地方就是胰岛淀粉样沉积，并且淀粉样沉积的严

重程度与所需的外源治疗胰岛素的量成正比，而啮

齿类动物糖尿病模型中未见有此现象，这也是啮齿

类动物模型与人类 Ｔ２ＤＭ 的一个显著区别［２１］。 除

此之外，对树鼩的诱导糖尿病并发症的研究也时有

报导，如蒙碧辉等人［２２］研究树鼩 １ 型糖尿病的骨骼

肌病变发现骨骼肌纤维普遍性萎缩、灶性肌丝溶

解、肌质膜异常突起和线粒体损伤是 Ｔ１ＤＭ 树嗣骨

骼肌病变的主要特征，推测骨骼肌组织中细胞凋亡

通路激活可能是糖尿病肌病的重要原因，并在后续

的实验中发现了骨骼肌组织对葡萄糖转运体⁃４
（ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ⁃４，ＧＬＵＴ４）、磷脂酰肌醇 ３ 激酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ） 的表达明显受

损［２３］；Ｗｕ 等人［２４］研究糖尿病与肝改变的联系发现

在 ＳＴＺ 诱导树鼩 １ 型糖尿病的早期阶段，是由高血

糖引起的氧化应激导致肝组织中醛糖还原酶的高

表达而诱发炎症反应最终使肝脏细胞损伤甚至死

亡。 除了有有关树鼩糖尿病建模及其机制的研究，
令人鼓舞的是近几年也出现了一些在糖尿病树鼩

上尝试新型糖尿病疗法的探索。 Ｐａｎ 等人［２５］ 在

２０１６ 年首次证实了使用分化自树鼩脐带血间充质

干细胞（ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＴＳ⁃ＵＣ⁃ＭＳＣｓ）的功能性胰岛样细胞治疗

树鼩糖尿病的可行性，ＴＳ⁃ＵＣ⁃ＭＳＣｓ 移植显著降低

了血糖和脂质含量，改善胰岛素抵抗和调节胰岛素

分泌，并减少促炎因子白细胞介素 １（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１，
ＩＬ⁃１）和白细胞介素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）的表达，同
时还能减轻胰腺及肝肾细胞的变性坏死。 ２０１７ 年，
该团队又进一步发现在树鼩 Ｔ２ＤＭ 的治疗中，ＵＣ⁃
ＭＳＣｓ 移植可降低血糖水平，增加胰岛素分泌，降低

胰岛素抵抗，并促进糖尿病树鼩的岛组织修复，这
些变化可能通过调节影响胰岛素信号通路的症因

子来实现；Ｎｏｔｃｈ 信号通路可能参与了 ＵＣ⁃ＭＳＣｓ 向

分泌胰岛素细胞的分化；ＳＯＣＳ３ 基因可能是参与

Ｔ２ＤＭ 发生发展的关键分子，进一步证实了 ＵＣ⁃
ＭＳＣｓ 移植可能是治疗糖尿病的一种潜在的新型治

疗方法［２６］。

２　 脂代谢

随着新一代的基因测序技术的出现和生物信

息学的发展，越来越多树鼩脂类代谢相关基因和蛋

白被发现，相较于其它实验动物其与人类对应的基

因、蛋白一致性更高，例如：在胆固醇的逆转运过程

中起 到 重 要 作 用 的 血 浆 胆 固 醇 酯 转 运 蛋 白

（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＥＴＰ），在不同动物
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与人类的一致性分别为树鼩 ８１％ 、 猴 ８０％ 、 兔

７４％ ［２７ － ２９］，此外，树鼩血中高密度脂蛋白 （ ｈｉｇｈ⁃
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）约占血脂总量的 ７０％ 且长

期摄食高胆固醇后含量并未出现显著变化［３０ － ３１］，这
些都是树鼩可以成为人类脂代谢相关疾病动物模

型的基础。
２􀆰 １　 非酒精性脂肪肝

非 酒 精 性 脂 肪 肝 （ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种除外酒精和其它明确损肝因

素所致的，以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变为主要特

征的临床病理综合征［３２］。 由于临床的诸多限制，动
物模型成为了研究 ＮＡＦＬＤ 的发病机制和治疗不可

缺少的工具，其中树鼩担当了重要角色。 ２０１５ 年，
Ｚｈａｎｇ 等人［３３］ 利用高脂肪胆固醇和胆酸脂饮食

（ｈｉｇｈ ｆａｔ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｄｉｅｔ，ＨＦＨＣ）诱
发了树鼩 ＮＡＦＬＤ。 具体表现为血脂异常，血浆丙氨

酸转氨酶和天冬氨酸转氨酶、胆固醇及甘油三酯水

平下降；肝组织病理检查显示，ＨＦＨＣ 饮食在 １０ 周

内逐渐成功诱导肝脂肪变性，发炎和纤维化；此外，
ＨＦＨＣ 诱导肝中脂蛋白脂肪酶的转录表达，但抑制

低密度脂蛋白受体的表达，以及内源性合成途径。
该研究还发现，如果利用泊洛沙姆 ４０７ （ ｐｏｌｏｘａｍｅｒ
４０７，Ｐ⁃４０７）对脂蛋白脂肪酶进行抑制，则可以改善

脂肪变性的严重程度并减轻炎症反应，这些结果不

仅说明脂蛋白脂肪酶在 ＮＡＦＬＤ 中的重要作用，也为

树鼩在 ＮＡＦＬＤ 中的进一步研究奠定了基础。 ２０１６
年该团队进一步利用不同的饮食配比诱发了非肥

胖型树鼩 ＮＡＦＬＤ［３４］，表现为肝损伤和高胆固醇血

症，但对体重和脂肪组织生成或血糖无影响，该模

型的出现填补了目前非肥胖型 ＮＡＦＬＤ 动物模型缺

乏的空白，为日后人类非肥胖型 ＮＡＦＬＤ 的研究打开

了新的大门。
２􀆰 ２　 动脉粥样硬化

动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）病变的主要

特征是血管内皮的脂质浸润和沉积，脂质代谢异常

是动脉粥样硬化始动因素。 有意思的是，目前的研

究表明树鼩具有较强的抗 ＡＳ 能力，其具体机制也

一直是研究的热点。 近年来随着对 ＡＳ 研究的深

入，对于树鼩抗动 ＡＳ 机制的研究也从血清脂谱构

成异常转向了树鼩体内与抗 ＡＳ 相关的蛋白及基因

研究［２９］。 ２０１０ 年 Ｌｉｕ 等人［３５］ 测定了人类、树鼩和

北京鸭血浆脂质谱及 ＣＥＴＰ 和 磷 脂 转 运 蛋 白

（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＬＴＰ）的活性，发现

了低血浆 ＣＥＴＰ 和 ＰＬＴＰ 活性可能是导致树鼩血液

ＨＤＬ⁃Ｃ ／ ＬＤＬ⁃Ｃ 比值高和对 ＡＳ 的高抗性的原因。 另

有研 究 表 明 调 节 胃 肠 及 肝 对 胆 固 醇 吸 收 的

Ｎｉｅｍａｎｎ⁃ＰｉｃｋＣ１⁃Ｌ１（ＮＰＣ１ＬＤ），在 ＡＳ 的树鼩模型中

因为小肠组织的脂肪代谢而出现了高表达，并提出

ＮＰＣ１ＬＤ 可能参与了血脂紊乱的病理生理过程［３６］。

３　 铁代谢

铁是人体最容易缺乏的必需微量元素之一，铁
缺乏可导致缺铁性贫血，它被世界卫生组织确定为

世界性营养缺乏病之一，也是我国主要公共营养问

题。 我国 ７ 个月 ～ ７ 岁儿童缺铁总患病率为

４０􀆰 ３％ ，其中婴幼儿缺铁率高达 ４４􀆰 ７％ ［３７］。 胎儿在

母体内发育每天都需要 ５ ｍｇ 左右的铁，而分娩时也

要失掉一部分血，因此孕期对铁的需要量很大，如
果此时铁的供应量不足，孕妇就会贫血，继而影响

胎儿的发育，使新生儿贫血［３８ － ３９］。 因此利用动物模

型了解人类孕期的铁代谢情况适时适量补铁，及研

究铁代谢相关疾病是十分必要的。 Ｚｅｌｌｅｒ 等人［４０］利

用怀孕树鼩，通过电子能谱和组织化学技术发现了

在树鼩分娩期间和分离胎盘后流出的血液进入了

子宫内膜，并且其中的红细胞被子宫内膜巨噬细胞

吞噬，而被吞噬的红细胞的血红蛋白释放的铁在巨

噬细胞中暂时储存为铁蛋白，并在随后的怀孕期间

释放到子宫内膜腺细胞中。 在哺乳动物中，红细胞

的吞噬作用似乎是提供胚胎的铁的重要来源，通过

从树鼩和狗等动物模型的研究表明，子宫内膜巨噬

细胞吞噬红细胞和将铁转移到子宫内膜腺是胚胎

早期发育阶段中主要的铁来源，故在妊娠晚期和第

一次怀孕期间，需要额外的铁供应来维持胚胎

发育［４０］。

４　 胆结石

胆结石的病因十分复杂，是多因素综合作用的

结果，其中代谢相关因素主要与胆汁中的胆盐、卵
磷脂 和 胆 固 醇 的 代 谢 紊 乱 有 关。 Ｓｃｈｗａｉｅｒ 等

人［４１ － ４２］测定了从树鼩胆囊和肝获得胆汁的组成成

分，其胆汁酸谱的种类和含量都与人类具有高度相

似性。 将 ２０％的黄油，２０％ 的蔗糖和 １％ 的胆固醇

添加到树鼩日常标准饮食中，可以迅速诱导出胆结

石，而相同条件下的啮齿类动物胆汁中含有胆固醇

结晶或少量结石，液晶和脂肪滴。 随后通过将树鼩

分组，分别向各组日常标准饮食中加入黄油、胆固

醇、黄油加胆固醇和蔗糖，以分析各饮食成分对结

石形成的影响。 得出的结论是，这三种成分的饮食

对胆结石的形成均有一定贡献，其中高脂饮食显著

利于胆结石的形成。 之后该团队利用上述树鼩胆
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结石 模 型 又 进 一 步 研 究 了 增 加 摄 入 胆 固 醇

（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＣＨ）后的代谢反应。 在喂食含有 ２０％
脂肪和 ２％胆固醇的高脂饮食 ４ 个月后与标准饮食

的动物相比，血清胆固醇值高出约 ２ 倍，肝胆汁中胆

固醇值高出约 １４ 倍，而胆固醇在空肠、回肠和肝内

的合成率分别只有对照组的 ４４％ 、１５％和 ７％ ，这说

明高胆固醇饮食存在诱导反馈机制，其降低肝和小

肠中胆固醇的产生，但是这种机制并不能阻止血清

和肝脏胆汁中胆固醇的升高而最终引发胆囊内胆

结石的形成。 树鼩体内胆固醇的代谢在肌肉、皮
肤、肾、心脏和小肠存在不同于血清和肝的一套自

我平衡机制，通过饮食增加的胆固醇从胃肠道吸收

并传送到肝后一部分沉积，一部分分泌到胆汁和血

清中，并通过减少内部合成成功地抵消了部分过量

的胆固醇摄取［４３］。

５　 骨质疏松症

ＷＨＯ 将骨质疏松症（ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）定义为

是一种以骨量减低和骨微结构破坏为特征，导致骨

脆性增加和易发生骨折的代谢性骨病［４４］。 我国约

有 １􀆰 ５ 亿 ６０ 岁以上老人，占总人口的 １１％ ，ＯＰ 发生

率约为 ６０％ ，其中并发骨折者高达 １２％ ［４５］。 目前

用于 ＯＰ 研究的仍以啮齿类动物为主，但是由于种

属限制，无法对其病变机制及治疗进行更深层次的

研究和探索，而树鼩作为灵长类动物的近亲开始慢

慢引起科研工作者的重视。 ２０１５ 年首次有文献报

道采用手术双侧卵巢去势法在树鼩上复制了人类

ＯＰ，并且成模率高，模型稳定性好［４６］；２０１７ 年又有

研究表明不同饲养空间会引起骨钙素、Ｉ 型胶原氨

基前肽、血抗酒石酸酸性磷酸酶、血 Ｉ 型胶原羧基交

联肽等骨代谢指标的改变；树鼩在骨折后恢复期的

骨吸收和骨形成都较为活跃，部分说明了此时骨转

化较为活跃［４７］。 值得注意的是，目前许多研究表

明，ＡＳ 与 ＯＰ 存在一定关系，骨质丧失的越多，血管

钙化的严重程度也会增加［３８， ４８］，同时有文献报道具

有降血脂作用的他汀类药物也能抗骨质疏松，而治

疗骨质疏松的双嶙酸盐也能够抑制 ＡＳ，他汀类药物

能通过刺激骨基质蛋白的表达和血管内皮生长因

子的产生来使成骨增加以补充骨密度［４４， ４９］，这些都

说明 ＡＳ 与 ＯＰ 关系密切，利用树鼩进行两者关系的

探究将会是一件十分有意义的事情。

６　 总结与展望

就人类代谢相关性疾病的动物模型研究而言，
目前较为常见的是利用基因工程技术或饮食诱导

大、小鼠各类代谢性疾病；基因工程技术最大的优

点是可以揭示一个或少数基因在疾病中的作用，甚
至可以在没有环境因素的作用下致病，但是人类代

谢性疾病的发生往往涉及多基因、多因素的交互作

用，所以此类模型仅能能模拟疾病的的部分表型，
难免管中窥豹，并且模型建立技术复杂、饲养条件

高、易出现变异，成本高也是需要考虑的问题；饮食

诱导模型具有简便、成本低、成模率高的优点，缺点

是由于种属间差异，啮齿类动物的物质代谢过程与

人类相去甚远，较难准确揭示疾病的病理生理过

程。 树鼩作为人类疾病动物模型出现在人们的视

野虽然还只有三十多年的时间，但是因为其与灵长

类动物独特的亲缘关系以及体型小、繁殖快、易饲

养的优点而广受科研工作者的青睐，在各种人类疾

病的研究中呈现遍地开花的景象，就代谢性疾病研

究方面，树鼩自身对各物质代谢的特点也为模型的

建立提供了极大的方便，同时随着对树鼩代谢基因

挖掘的深入，越来越多在人类代谢过程中起重要作

用的基因在树鼩中亦被找到，这不仅为树鼩在人类

代谢性疾病中的应用奠定了基础，更是为利用模式

动物研究人类代谢性疾病打开了新的大门。 目前

在糖尿病、动脉粥样硬化、非酒精性脂肪肝、胆结石

及骨质疏松症等代谢性疾病中已经造模成功，并对

其机制和相关影响因素有了一定研究。 但是，作为

新兴的实验动物，目前实验来源的树鼩缺乏明确的

遗传背景和纯化品系，这对树鼩的规范化和规模化

使用造成了一定困难；并且对树鼩基础生理指标的

研究仍然相对较少，加上树鼩易受激的特性使得各

项指标的测量存在一定的偏差，这些都限制了对树

鼩代谢机制及其病理生理过程的进一步揭示，日后

若能消除这些壁垒，树鼩在人类代谢性疾病中的应

用将会大大提升。
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􀦋􀦋快　 讯

第十四届中国实验动物科学年会通知
———主题“实验动物科技创新 助力健康中国战略”

由中国实验动物学会主办、山东省实验动物学会承办的“第十四届中国实验动物科学年会（２０１８ － 青

岛）”将于 ２０１８ 年 １０ 月 ９ － １２ 日在山东省青岛市香格里拉大酒店举行。
会议形式与内容

１． 大会报告：邀请国内外顶尖的专家、学者就实验动物科学及其相关学科的发展与展望、前沿与热点、
理论与技术等方面做特邀报告。

２． 专题报告：以实验动物各专业领域的研究内容进行学术交流。
３． 学术沙龙：就实验动物科学发展中的关键问题进行学术研讨。
４． 科普讲座：邀请实验动物科普专家举办实验动物科普知识讲座等。
５． 技术培训：举办“实验动物福利操作技术规范培训班”、“实验动物标准宣贯培训班”（选择性参加，另

见通知，参加者将授予中国实验动物学会继续教育学分）。
６． 墙报交流：会议期间同时进行墙报论文交流。
７． 表彰奖励：“ＩＣＬＡＳ⁃ＣＡＬＡＳ 国际青年奖”、“中国实验动物学会科学技术奖”等奖项的颁发。
８． 产品展示：同期举办“实验动物设备及动物实验相关产品展示会”。
有关信息请关注：中国实验动物学会网站：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃａｌａｓ． ｏｒｇ． ｃｎ

９０１中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



２０１８ 年 ９ 月

第 ２８ 卷　 第 ９ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ， ２０１８
Ｖｏｌ． ２８　 Ｎｏ． ９

［基金项目］北京市教育委员会科技发展计划一般项目（编号：ＫＭ２０１５１００２５００１）。
［作者简介］施玉婷（１９９５—　 ），女，本科生，专业：长学制临床医学（儿科医学方向）。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １３２６０１８６６０７＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］李峰（１９７３—　 ），女，中级，博士，研究方向：神经发育和神经分化及神经退行性疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇｙｌｆｓｄ＠ １２６． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究进展

成纤维细胞向运动神经元的分化研究进展

施玉婷１，李　 峰２∗

（１． 首都医科大学 ２０１３ 级长学制临床医学（儿科医学方向），首都医科大学附属北京儿童医院，北京　 １０００１３；
２． 首都医科大学神经生物学系，北京脑重大疾病研究院，北京神经再生修复研究重点实验室，北京　 １０００６９）

　 　 【摘要】 　 脊髓性肌萎缩症、肌萎缩性侧索硬化症等运动神经元损伤性疾病，目前尚无有效的治疗手段。 随着

多能诱导干细胞的出现和细胞重编程技术的发展，将患者来源的成熟体细胞体外分化得到运动神经元进行自体移

植成为一种充满希望的治疗途径。 此外，分化得到的运动神经元还可作为细胞模型，用于疾病的机制研究和药物

筛选。 目前由成纤维细胞体外分化得到运动神经元的实验研究较多，就经多能诱导干细胞或神经干细胞中间状态

及直接转化这三类方法进行综述。
【关键词】 　 运动神经元；成纤维细胞；分化；细胞重编程；多能诱导干细胞
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｓｏｍｅ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｓｐｉｎａｌ ｍｕｓｃｕｌａｒ
ａｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ． Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ｉｔ ｉｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ｆｒｏｍ ａ ｐａｔｉｅｎｔ’ ｓ ｓｏｍａｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｏｒ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ｃａｎ ａｌｓｏ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｆｏｒ
ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ． Ｍａｎｙ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ａｒｅ ｎｏｗ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ｆｒｏｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ； ｈｅｒｅ，
ｗｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｉｓ， ｎａｍｅｌｙ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎ； ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ； ｃｅｌｌ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ； ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ

　 　 脊髓性肌萎缩症（ｓｐｉｎａｌ ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）
和肌 萎 缩 性 侧 索 硬 化 症 （ ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）等是一类不明原因的以运动神经元

（ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ，ＭＮｓ）进行性变性为主要特征的疾

病，会引起肌萎缩无力、运动障碍，甚至瘫痪、死亡。
对此尚无有效的治疗方法，细胞替代治疗是当前研

究的主要手段，移植细胞主要包括 ＭＮｓ、神经干细

胞（ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）、胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ



ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）等。 如何在体外获得大量上述细

胞是问题的关键。
１９９８ 年 １１ 月，威斯康星大学的科学家［１］ 培育

出了具有分化潜能的人 ＥＳＣｓ，可利用其得到靶细胞

甚至靶器官用以移植。 但在对 ＥＳＣｓ 的研究中发

现，该细胞具有致瘤性，异体移植存在免疫排斥，同
时还存在伦理学争议，很大程度上限制了其应用。
２００６ 年日本京都大学的 Ｙａｍａｎａｋａ 等人［２］ 将 ４ 个基

因（ＯＣＴ４，ＳＯＸ２，Ｃ⁃ＭＹＣ，ＫＬＦ４）导入小鼠胚胎成纤

维细胞（ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＭＥＦｓ）内，转化

得到形态和功能都和 ＥＳＣｓ 很相似的多能诱导干细

胞（ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ｉＰＳＣｓ），开创了细

胞重编程技术的新时代。 这种细胞来源于自身已

成熟的体细胞，能避免免疫排斥。 随后研究者们开

始探索如何将已分化的细胞在特定条件下逆转为

ｉＰＳＣｓ，或是直接得到靶细胞，如 ＭＮｓ。 本文就体外

分化得到 ＭＮｓ 的研究方法进行归纳和总结。
多种细胞均可用于体外分化，如间充质干细

胞［３］、骨髓细胞［４］、成熟 Ｂ 淋巴细胞［５］，但因成纤维

细胞易于获得，目前研究最多。 本文探讨以下三种

由成纤维细胞获得 ＭＮｓ 的方法，即经 ｉＰＳＣｓ 中间状

态、直接转化和经 ＮＳＣｓ 中间状态。

１　 成纤维细胞经 ｉＰＳＣｓ 中间状态转化成 ＭＮｓ

１􀆰 １　 成纤维细胞转化成 ｉＰＳＣｓ
迄今已有很多方法可将体细胞诱导为 ｉＰＳＣｓ，包

括体细胞核移植、细胞融合、细胞提取物重编程和

直接重编程。 其中，直接重编程是向体细胞内转入

特定的转录因子或基因来诱导，如，ＳＯＸ２、ＯＣＴ４、
Ｃ⁃ＭＹＣ和 ＫＬＦ４，它们都与细胞全能性或多能性的维

持有关。 细胞的转化效率和速度与体细胞的来源、
转录因子、转入途径和培养条件等因素息息相关。
有些体细胞在重编程的过程中易于获得较高的转

化效率，这是由于不同分化程度和种类细胞的蛋白

质和 ＤＮＡ 结合紧密程度不同，导致外源性转录因子

结合到细胞 ＤＮＡ 中的难易程度不同。 Ｙａｍａｎａｋａ 等

人［２］所用的四因子是细胞重编程实验中的标准转

录因子，用其他因子替换原本的一种或几种转录因

子，也能实现细胞重编程，但转化时效可发生改变。
比如有些体细胞自身可内源性表达一种或几种特

定 Ｙａｍａｎａｋａ 因子，不需要外源添加，如成纤维细胞

可表达 Ｃ⁃ＭＹＣ 和 ＫＬＦ４，在重编程过程中就可不用

添加 ＫＬＦ４ 因子，但会减小转化效率并延长转化时

间。 ２００６ 年 Ｙａｍａｎａｋａ 等人［２］ 成功得到 ｉＰＳＣｓ 后，
由 Ｔａｋａｈａｓｈｉ 等［６］、Ｂｒａｍｂｒｉｎｋ 等［７］、Ｋｉｍ 等［８］、Ｂａｎ
等［９］、Ｍａｎｄａｌ 和 Ｒｏｓｓｉ［１０］ 等进行的多项重编程实验

陆续开展，他们通过把以 Ｙａｍａｎａｋａ 因子为主的不

同转录因子导入到逆转录病毒、慢病毒、仙台病毒、
改良后的 ｍＲＮＡ 这几种载体中，将人成纤维细胞或

脐带血细胞转化为 ｉＰＳＣｓ，转化时间由 １２ ｄ 到 ４０ ｄ
不等，转化效率由 ０􀆰 ００１％ ～ ４􀆰 ４％ 不等，进一步证

实了重编程方法的可行性。
此外，利用一些小分子物质部分或者完全替代

重编程因子可提高转化效率，由此得到的 ｉＰＳＣｓ 被

称为化学诱导多能诱导干细胞（ ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ｃｉＰＳＣｓ）。 这些小分子物质通

过调节细胞的表观遗传学、细胞信号通路、细胞凋

亡、细胞衰老和代谢等机制来发挥作用［１１］。 Ｈｏｕ 等

人［１２］利用 ７ 种小分子完全替代外源性转录因子，成
功地由 ＭＥＦｓ 得到 ｉＰＳＣｓ，转化效率达到 ０􀆰 ２％ ，相比

于 Ｙａｍａｎａｋａ 等［２］ 的转化方法（０􀆰 ０１％ ～ ０􀆰 １％ ）效

率提高将近 ２００ 倍，这 ７ 种分子分别是 ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ
（ＦＳＫ）、２⁃甲基⁃５ 羟色胺（２⁃Ｍｅ⁃５ＨＴ）、Ｄ４４７６、ＶＰＡ、
ＣＨＩＲ９９０２１（ＣＨＩＲ）、６１６４５２ 和 ｔｒａｎｙｌｃｙｐｒｏｍｉｎｅ，前三

种可以代替 ＯＣＴ４，后四种可联合 ＯＣＴ４ 完成细胞重

编程。 不过迄今仍未有人源 ｃｉＰＳＣｓ 体外获得的

报道。
１􀆰 ２　 ｉＰＳＣｓ 转化为 ＭＮｓ

ｉＰＳＣｓ 转化成 ＭＮｓ 的过程可以分成两个阶段，
第一阶段通过向 ｉＰＳＣｓ 培养基内添加不同的小分子

得到拟胚体（ｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｙ，ＥＢ）或神经玫瑰花样结

构 （ ｎｅｕｒａｌ ｒｏｓｅｔｔｅ ）， 即 神 经 前 体 细 胞 （ ｎｅｕｒａｌ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＮＰＣｓ）；第二阶段通过添加特定因子

可将 ＮＰＣｓ 分化成为 ＭＮｓ，这一过程主要依赖于 ＲＡ
的尾端化和 ＳＨＨ 的腹侧化。

Ｓａｎｔｏｓ 等人［１３］在 ＥＢ 培养阶段的第 １ ～ ７ 天添

加了 ＳＢ４３１５４２ 和 ＤＭ，随后在培养的第 ５ ～ ２４ 天添

加 ＲＡ 和 ＳＡＧ１􀆰 ３（分别促进神经元的尾侧化和腹侧

化），第 ２４ 天选出单个细胞并将其置于 ＭＮｓ 培养基

中培养，２ ｄ 后可得到有丝分裂后的 ＭＮｓ，转化效率

为 １５％ ～２５％ 。
Ｓｈｉｍｏｊｏ 等人［１４］在分化早期应用 ＧＳＫ⁃３β 抑制

剂和 ＳＭＡＤ 抑制剂，用以抑制细胞凋亡和促进细胞

的分化增殖，一周内诱导得到表达 ＰＡＸ６ 和 ＳＯＸ１ 基

因的 ＮＰＣｓ，随后应用 ＲＡ 和 ｐｕｒｍｏｒｐｈａｍｉｎｅ 活化

ＳＨＨ 信号通路以促进 ＮＰＣｓ 的分化和增殖，两周内
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可得到表达 ＨＢ９ 和 ＩＳＬ⁃１ 的 ＭＮｓ，之后在促进 ＭＮｓ
成熟的培养基中培养 ４ 周，可以得到成熟的 ＭＮｓ。

ｉＰＳＣｓ 技术在应用上的局限性主要体现在三个

方面：一是诱导过程复杂，耗时较长（一般为 ３ ～ ４
周）； 二 是 转 化 效 率 较 低 （ 一 般 为 ０􀆰 ００１％ ～
０􀆰 ０１％ ）；三是临床应用的安全性欠缺。 在向供体

细胞中引入外源基因时，病毒载体可能将外源基因

整合到细胞基因组中，导致供体细胞发生基因突

变，此外，Ｃ⁃ＭＹＣ 和 ＫＬＦ４ 是致癌基因，因此 ｉＰＳＣｓ
技术的安全性有待提高，转入因子及载体的选择需

进一步改进。

２　 成纤维细胞体外直接转化为 ＭＮｓ

细胞直接转化的第一个证据来源于 ＰＡＸ６，这个

基因的缺失会影响前脑发育过程中神经元的形成，
而单个此基因能使从大脑皮层分离的神经胶质细

胞转化成神经元［１５］。 由此发现成熟细胞的分化状

态是可逆的，采用过表达转录因子或添加小分子等

方法可改变细胞类型，这种方法即为细胞直接转化。
２􀆰 １　 单纯利用转录因子进行直接转化

２０ 世纪 ８０ 年代，Ｄａｖｉｓ 等人［１６］首次利用单一转

录因子 ＭＹＯＤ（在内源性肌细胞分化过程中起重要

作用的因子）成功将 ＭＥＦｓ 转化为肌细胞，给细胞直

接转化技术的发展带来了希望，随后研究者们陆续

发现了一些新的转录因子。
Ｖｉｅｒｂｕｃｈｅｎ 等人［１７］ 首先找出了 １９ 种在神经发

育过程中起重要作用的基因，转入小鼠成纤维细

胞，成功得到诱导性神经元（ ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ，
ｉＮｓ）。 随 后， 为 减 少 转 录 因 子 数 量， 他 们 利 用

ＢＲＮ２、ＭＹＴＬｌ、ＺＩＣ１、ＯＬＩＧ２ 和 ＡＳＣＬ１ 五因子成功得

到了有高度复杂形态的 ｉＮｓ；进一步实验证实 ＢＡＭ
（ＢＲＮ２、 ＡＳＣＬ１、 ＭＹＴＬｌ ） 或 ＢＡＺ （ ＢＲＮ２、 ＡＳＣＬ１、
ＺＩＣ１）三因子得到神经元的效率比五因子高 ２ ～ ３
倍，其中 ＢＡＭ 三因子得到的神经元比 ＢＡＺ 三因子

具有更复杂的生物学形态和功能特性。 但该实验

得到的神经元并不特异，要得到 ＭＮｓ 还需要添加额

外的转录因子，需要进一步的实验研究。
Ｓｏｎ 等人［１８］首先挑选出 ＭＮｓ 分化过程中起重

要作用的 ８ 种转录因子 （ ＳＯＸ１、 ＰＡＸ６、ＮＫＸ６􀆰 １、
ＯＬＩＧ２、ＮＧＮ２、ＬＨＸ３、ＩＳＬ１、ＨＢ９），以及上述 ＢＡＭ 三

因子，先后单独利用 ＢＡＭ 三因子和 ８ 种 ＭＮｓ 分化

因子，结果均未由 ＭＥＦｓ 直接得到 ＭＮｓ，而联合应用

这 １１ 种因子能够获得 ＭＮｓ。 通过逐一排除，最终确

定 ７ 因子转化体系（ＢＡＭ 三因子加上 ＬＨＸ３、ＩＳＬ１、
ＮＧＮ２ 和 ＨＢ９ 四种转录因子），转化效率可达 ５％ ～
１０％ 。 在此基础上若添加 ＮＥＵＲＯＤ１，就可将人成

纤维细胞转化成 ＭＮｓ。
Ｚｈａｎｇ 等人［１９］ 将上述 ８ 种转录因子 （包括

ＮＥＵＲＯＤ１）转入 ＳＭＡ 患者的成纤维细胞可得到患

者特异性的 ＭＮｓ，转染后第 ４３ 天，部分细胞可表达

ＭＮｓ 标志物 ＩＳＬ１、ＣＨＡＴ 和 ＨＢ９。 在此实验中，正常

对照组和 ＳＭＡ 组的转化效率分别是 ５􀆰 ５％ 和

５􀆰 ８％ ，相差不大。 但与对照组相比，ＳＭＡ 组得到的

诱导性 ＭＮｓ（ｉＭＮｓ）在第 ４５ ～ ４８ 天神经突起的生长

速率显著减慢，６０ ｄ 后神经元明显退化，数量显著

减少。 这一结果与 ＳＭＡ 患者的临床表现相一致，证
实了 ＳＭＡ 的发生机制的确与运动神经元损害相关，
因此 ｉＭＮｓ 可作为 ＳＭＡ 发病机制研究和药物筛选的

细胞模型。
２􀆰 ２　 联合应用小分子和转录因子进行直接转化

由于单纯利用转录因子的转化效率较低，研究

者们开始寻找有效的小分子物质来提高转化效率。
Ｌｉｕ 等人［２０］首先选出 ７ 种与神经元发育和存活相关

的小分子，尝试联合转录因子 ＮＧＮ２ 将人胚肺成纤

维细胞（ｈｕｍａｎ ｆｅｔａｌ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＦＬＦｓ）转化成

神经元，结果证实 ＦＳＫ 和 ＤＭ 能使 ＮＧＮ２ 将 ＨＦＬＦｓ
成功转化成 ＭＮｓ。 但应用于出生后和成人的皮肤

成纤维细胞，获得神经元的效率很低，添加转录因

子 ＳＯＸ１１ 和小分子 ＦＧＦ２，并将培养时间由 ４ ｄ 延长

至 １０ ｄ，能显著提高神经元的转化效率（第 ２１ 天

２０􀆰 ３％ ～５７􀆰 ２％表达 ＴＵＪ１），与单独应用转录因子

相比增高 ４ ～ １０ 倍。 但此方法培养时间相对较长，
得到的胆碱能神经元不表达 ＩＳＬ１ 和 ＬＨＸ３ 这两种

对于 ＭＮｓ 发育非常重要的蛋白，Ｌｉｕ 等人［２１］ 在此基

础上又用携有 ＮＧＮ２、ＳＯＸ１１、ＩＳＬ１ 和 ＬＨＸ３ 的慢病

毒载体感染 ＡＬＳ 患者的皮肤成纤维细胞，并添加小

分子 ＦＳＫ、ＤＭ 和 ＦＧＦ２，成功得到 ＡＬＳ 患者的 ｉＭＮｓ。
这种 ｉＭＮｓ 虽然具备一般 ＭＮｓ 的细胞和电生理特

性，但存活困难、胞体缩小、活动度降低，无法形成

神经肌肉接头，用于药物筛选实验，结果发现小分

子物质 ｋｅｎｐａｕｌｌｏｎｅ 可以显著促进其树突向外生长，
恢复胞体大小，并能使神经元的兴奋性趋于正常，
帮助提高其形成神经肌肉接头和控制肌肉运动的

能力。
２􀆰 ３　 单纯利用小分子进行直接转化

应用载体携带外源基因进行细胞转染存在基
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因整合突变的安全隐患，既然小分子物质部分替代

转录因子能够提高细胞转化效率，有必要研究单纯

利用小分子能否实现细胞直接转化。
Ｌｉ 等［２２］ 首次单纯利用小分子物质 ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ、

ＩＳＸ９、ＣＨＩＲ９９０２１ 和 Ｉ⁃ＢＥＴ１５１ 进行小鼠成纤维细胞

的转化，成功得到有原始神经元形态并能表达 ＴＵＪ１
的细胞，转化效率大于 ９０％ ，这种单纯应用化学物

质转化得到的神经元被命名为化学诱导神经元

（ｃｈｅｍｉｃａｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎｓ）。 此方法便于操作和标

准化，可避免病毒载体带来的免疫原性和基因整合

等安全性问题，是一种新的体外细胞直接转化的研

究思路。
既往将小鼠成纤维细胞体外直接转化成 ｉＮｓ 或

ｉＭＮｓ 的实验多采用 ＢＡＭ 这三种转录因子，而人成

纤维细胞需要额外添加 ＮＧＮ２，并且联合应用小分

子物质的转化效率要显著高于单纯利用转录因子。
成纤维细胞直接分化为 ｉＭＮｓ 的方法相比于经过

ｉＰＳＣｓ 这一中间状态来说转化时间更短，效率更高，
但临床应用上存在缺陷，因为通常移植细胞的需求

量大，而成熟 ｉＭＮｓ 无法进行分裂增殖，所以患者能

应用的体细胞数量有限，因此有必要考虑将成纤维

细胞转变成可以大量增殖且具有多能性的 ＮＳＣｓ，再
将其进一步分化为 ＭＮｓ。

３　 成纤维细胞经 ＮＳＣｓ 这一中间状态分化为 ＭＮｓ

目前获得 ｉＮＳＣｓ 的方法主要有两种：直接诱导

法和间接诱导法。 直接诱导法就是在体细胞内转

入 ＮＳＣｓ 表达的特定基因，或者利用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 等其

他小分子直接得到 ｉＮＳＣｓ；间接诱导法就是在体细

胞重编程为 ｉＰＳＣｓ 的过程中改变诱导环境，使其成

为 ｉＮＳＣｓ。
３􀆰 １　 直接诱导法

Ｚｈｕ 等人［２３］ 用 ＯＣＴ４ 单个基因联合 Ａ８３⁃０１、
ＣＨＩＲ９９０２１、ＮＡＢ、ＬＰＡ、ｒｏｌｉｐｒａｍ 和 ＳＰ６００１２５ 成功将

人成纤维细胞诱导成能表达 ＰＡＸ６、 ＮＥＳＴＩＮ 和

ＳＯＸ１ 等泛神经化标志物的 ｉＮＳＣｓ，４ 周后可分化出

成熟神经元，移植到小鼠脑内，无肿瘤形成。
Ｚｈａｏ 等和 Ｃａｐｅｔｉａｎ 等［２４ － ２５］将转录因子 ＯＣＴ３ ／ ４、

ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、Ｌ⁃ＭＹＣ、ＬＩＮ２８ 和抑制 ｐ５３ 基因表达的

干扰 ＲＮＡ 转入健康人的皮肤成纤维细胞内，在含有

神经营养因子 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ 和 ＦＧＦ４ 的特定神经元培

养基中培养，３０ ｄ 后得到 ｉＮＳＣｓ。

３􀆰 ２　 间接诱导法

在 ｉＰＳＣｓ 的诱导早期改变诱导环境，使其向

ＮＳＣｓ 方向发展即可间接获得 ｉＮＳＣｓ。 Ｌｕ 等人［２６］ 用

携有 Ｙａｍａｎａｋａ 四因子的仙台 ＲＮＡ 病毒感染人成纤

维细胞，再将其置于含有重组人白血病抑制因子

（ｌｅｕｋｅｍｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ，ＬＩＦ）（一种与多种细胞的

增殖分化相关的多功能细胞因子）、 ＳＢ４３１５４２ 和

ＣＨＩＲ９９０２１ 小分子的条件培养基中培养，可得到

ＬＩＦ 依赖性 ｉＮＳＣｓ（ＬＩＦ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ⁃ｉＮＳＣｓ，ＬＤ⁃ｉＮＳＣｓ）。
但此细胞的神经分化潜能需要外源性转录因子持

续存在才可维持，否则长期传代（ ＞ ２０ 代）会逐渐

丧失其潜能。
Ｍｉｕｒａ 等人［２７］ 利用携有 ＯＣＴ４、 ＫＬＦ４、 ＳＯＸ２、

Ｌ⁃ＭＹＣ和 ＮＡＮＯＧ 这五种基因的慢病毒转染人子宫

内膜的纤维化基质细胞（ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｓｔｒｏｍａｌ
ｃｅｌｌｓ），并将其置于含有 ＬＩＦ 和 ２ｉ（ＭＥＫ１ ／ ＭＥＫ２ 抑

制剂 ＰＤ０３２５９０１ 和 ＧＳＫ⁃３β 抑制剂 ＣＨＩＲ９９０２１）的

培养基中继续培养，可得到人 ＬＤ⁃ｉＮＳＣｓ，转化效率

大概是 ０􀆰 ０１％ ～ ０􀆰 ０３％ 。 得到的 ＬＤ⁃ｉＮＳＣｓ 可继续

分化为 ＭＮｓ、多巴胺能神经元、星形胶质细胞和少

突胶质细胞，并能在体外扩增 １００ 代以上。
尽管通过直接或间接诱导将成纤维细胞转化

为 ｉＮＳＣｓ 的方法能增加 ＭＮｓ 数量，弥补直接转化的

缺陷，但是实验过程比较复杂，转化效率相对较低，
应用病毒载体存在安全性问题，因此此类方法仍有

待完善。 细胞分化中所用小分子物质及其作用的

汇总见表 １。

４　 存在问题及应用前景

自 ２００６ 年 Ｙａｍａｎａｋａ 等人［２］首次利用 ＭＥＦｓ 得

到 ｉＰＳＣｓ 以来，细胞重编程技术逐渐兴起，各国学者

从体细胞来源、转录因子、转入途径和培养条件等

各个方面寻求突破，本文主要介绍了成纤维细胞体

外转化得到 ＭＮｓ 的三类方法，其中由成纤维细胞体

外得 到 胆 碱 能 神 经 元 的 转 化 效 率 最 高 可 达

９５％ ［２０］。 这些体外得到的 ＭＮｓ 不仅能用于运动神

经元病的替代治疗，还可用于疾病发病机制的研究

和药物筛选。
目前仍然有一些问题需要继续研究。 一是载

体的选择：尽管非基因整合载体没有基因整合过

程，相对安全，但其转化效率相比于基因整合载体

更低（除 ｍＲＮＡ 外），需要关注如何提高非基因整合
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表 １　 细胞分化中所用小分子物质及其作用
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

小分子物质
Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ （ＦＳＫ） 活化 ｃＡＭＰ 和 ＰＫＡ 通路
Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｃＡＭＰ ａｎｄ ＰＫＡ ｐａｔｈｗａｙｓ

视黄酸
Ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ （ＲＡ）

活化 ＲＡ 信号通路
Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＲＡ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

丙戊酸
Ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ （ＶＰＡ）

抑制 ＨＤＡＣ 和 ＧＳＫ３β，活化 Ｎｏｔｃｈ⁃１
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＨＤＡＣ ａｎｄ ＧＳＫ３β， ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｎｏｔｃｈ⁃１

曲古柳菌素 Ａ
Ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎ Ａ （ＴＳＡ）

抑制 ＨＤＡＣ
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＨＤＡＣ

ＳＢ４３１５４２ （ＳＢ） 抑制 ＴＧＦ⁃βＲ 和 Ａｃｔｉｖｉｎ ／ ＴＧＦ⁃β ／ ＳＭＡＤ 信号通路
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＧＦ⁃βＲ ａｎｄ Ａｃｔｉｖｉｎ ／ ＴＧＦ⁃β ／ ＳＭＡＤ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ

Ｄｏｒｓｏｍｏｒｐｈｉｎ （ＤＭ） 抑制 ＢＭＰ 和 ＢＭＰ ／ ＳＭＡＤ 信号通路
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＢＭＰ ａｎｄ ＢＭＰ ／ ＳＭＡＤ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ

Ｉｓｏｘａｚｏｌｅ ９ （ＩＳＸ９） 促进神经前体细胞分化
Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌｓ

ＣＨＩＲ９９０２１ （ＣＨＩＲ） ＧＳＫ３β 受体的选择性抑制剂
Ａ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＧＳＫ３β ｒｅｃｅｐｔｏｒ

Ｉ⁃ＢＥＴ１５１ ＢＥＴ 蛋白家族的新型选择性抑制物
Ａ ｎｅｗ ｔｙｐｅ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＢＥＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ

Ａ８３⁃０１ ＴＧＦ⁃β 抑制物
Ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＴＧＦ⁃β

丁酸钠
Ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ （ＮａＢ）

ＨＤＡＣ 抑制物
Ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＨＤＡＣ

溶血磷脂酸
Ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄ （ＬＰＡ）

磷脂衍生物，可促进细胞分裂
Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ

Ｒｏｌｉｐｒａｍ ＰＤＥ４ 抑制物
Ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＰＤＥ４

ＳＰ６００１２５ ＪＮＫ 抑制物
Ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＪＮＫ

载体的转化效率问题；二是小分子物质的选择，虽
然小分子物质应用于重编程技术能提高转化效率，
但大多数小分子在重编程过程中的特定影响和作

用机制并不清楚，不同的小分子可能会相互影响或

者对人体产生毒性，因此在临床应用上受到限制，
应用的最适浓度、暴露时间、协同效应等方面都需

要更多的研究。 总之，利用已成熟的体细胞体外分

化得到运动神经元的工作意义重大且仍需深入。
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􀦋􀦋研究进展

大鼠星状神经节阻滞方法的综述

胡　 可，张炳东∗

（广西医科大学第一附属医院，南宁　 ５３００００）

　 　 【摘要】 　 星状神经节（ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｇａｎｇｌｉｏｎ，ＳＧ）在功能上属于交感神经节，星状神经节阻滞（ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｇａｎｇｌｉｏｎ
ｂｌｏｃｋ，ＳＧＢ）是指通过各种方法使星状神经节所支配区域———头、面、颈、上肢及上胸部交感神经阻滞的方法，且已

证实其在全身多个系统产生治疗或保护作用，但具体机制尚未阐明；大鼠 ＳＧ 的解剖和功能与人类类似，是模仿人

类 ＳＧＢ 的理想模型，大鼠 ＳＧＢ 模型的建立将为研究 ＳＧＢ 的分子生物学种种机制提供基础。 当前对大鼠星状神经

节阻滞的方法鲜有描述，大多作为实验操作部分简单带过，尚未有文献对其进行相关总结，故在此就大鼠 ＳＧＢ 模型

建立方法进行综述。
【关键词】 　 星状神经节；交感神经系统；神经阻滞；大鼠
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｔｅｌｌａｔｅ ｇａｎｇｌｉｏｎ； ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ； ｎｅｒｖｅ ｂｌｏｃｋ； ｒａｔ

　 　 几乎所有（９９􀆰 ６％ ～ １００％ ）的颈部交感神经节

后神经元都存在于星状神经节 （ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｇａｎｇｌｉｏｎ，
ＳＧ）中［１］，所以星状神经节阻滞 （ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｇａｎｇｌｉｏｎ
ｂｌｏｃｋ，ＳＧＢ）能很好地产生支配区域的交感神经抑

制效应。 目前，对于 ＳＧＢ 的实验研究已涉及各个系

统，颈胸区、同侧上肢 ／头面部的慢性疼痛、创伤后

应激障碍、中枢神经系统、心血管系统，消化系统、
潮热的治疗、内分泌系统等，并有报道在皮炎、乳腺

癌淋巴水肿、破伤风、痛经的治疗方面有所疗效。
ＳＧＢ 作为一项越来越常用的医疗手段，对于交感神

经活动过度或者研究调节自主神经系统稳态的作

用、疼痛治疗等相关方向的研究有着很大的前景，



其适应症逐渐增多，涉及全身系统。 现在关于 ＳＧＢ
的动物模型虽也有犬、兔等［２ － ３］，但绝大多数还是大

鼠模型。 大鼠 ＳＧ 的解剖学与人类非常类似。 在人

体，颈下神经节位于第七颈椎椎骨的横突上，第一

胸神经节位于第一肋骨颈部的前方。 在约 ８０％ 的

人中，它们融合在一起形成 ＳＧ（Ｃ６ ～ Ｔ１） ［４］。 它为

一个椭圆形结构，与脊髓长轴平行，通常位于 Ｃ７ ～
Ｔ１ 水平椎骨骨性结构前方 ０􀆰 ５ ｃｍ。 其前方是锁骨

下动脉和椎动脉，后方是 Ｃ７ 横突基底部、第一肋骨

颈和椎前筋膜，内后侧为颈长肌，外侧是斜角肌群，
前下方是胸膜顶和肺尖［５］；在大鼠中，ＳＧ 多由颈下

神经节和前 ３ 个胸交感神经节（Ｃ６ ～ Ｔ３）融合在一

起，位于颈总动脉的背侧，前 ２ 个胸椎的水平［６］。
以第七颈椎为标志，位于横突的外上方［７］；以胸锁

关节为标志，位于锁骨后方，胸锁关节外侧约 ０􀆰 ３
ｃｍ 处，其下为粗大的臂丛神经［８］。 功能方面，人类

和大鼠 ＳＧ 的神经支配类似。 ＳＧＢ 在人体的效应能

在大鼠身上得到同样的验证。 ＳＧ 可调节所支配区

域的功能与感觉传导以及通过去甲肾上腺素能通

路调节血流、出汗、毛发直立和内脏动态平衡［９］。
ＳＧＢ 在心血管系统应用广泛，由于正常的生理反馈

与其他自主神经的共同调节，ＳＧＢ 对正常人和大鼠

的血流动力学均无明显影响［１０ － １１］。 但可控制高血

压患者的血压，并能适度扩张局部狭窄血管［１２ － １３］，
对于高血压大鼠亦是如此，并延缓心室重塑［１４］，扩
张冠脉减少大鼠心梗面积［１５］。 ＳＧＢ 常常被用于治

疗各类疼痛［１６］，但是对于大鼠疼痛模型痛阈的影响

研究尚未见报道，考虑与痛觉具有一定的主观性有

关，有较好的研究前景；ＳＧ 与下丘脑、杏仁核、岛叶

和腹内侧颞叶皮层区域有广泛的神经元连接［１７］，对
于正常人与正常大鼠 ＳＧＢ 均表现出相对镇静的效

果［１８ － １９］；ＳＧＢ 已被证明可维持自主神经系统的稳定

性并影响神经内分泌系统，在临床用于抑郁症的辅

助治疗［２０］；近期的研究结果显示 ＳＧＢ 可以减轻慢

性压力引起的大鼠抑郁样行为，并且这些保护作用

机制与 ＨＰＡ 轴的作用有关［２１］，而这又与 ＳＧＢ 能降

低人体儿茶酚胺含量的结果相一致［２２］，从而得以探

究 ＳＧＢ 抗抑郁的分子学机制。 以上，在解剖与功能

上，大鼠 ＳＧＢ 都能很好地映射人类 ＳＧＢ。 因此，大
鼠是模拟人类 ＳＧＢ 的合适模型，而且操作方便、价
格相对低廉。 当前相应的动物实验则主要在研究

神经系统［２１， ２３］、心血管系统［２４ － ２５］，还有更多的系统

尚未涉及。 为了揭示 ＳＧＢ 更多的机制，使其更安

全、成熟地应用于临床，动物实验需要持续跟进。
当前对于大鼠 ＳＧＢ 造模方法的报道鲜有几篇，作为

实验操作步骤的描述也在相关文献中几句带过，笔
者在此总结了文献中 ＳＧＢ 的各类方法，并探究更多

的 ＳＧＢ 可行方案。

１　 有创法

ＳＧＢ 是指通过各种方法，可逆或者不可逆性阻滞

ＳＧ 节前节后纤维的神经传导，使其所支配区域产生

交感抑制状态。 目前的方法主要有：手术暴露法和经

皮注射法。 手术暴露法：颈正中做切口，手术暴露

ＳＧ，行神经干离断或者注入局麻药；经皮注射法：根
据 ＳＧ 的体表解剖标志，将局部麻醉药经皮注射在包

绕 ＳＧ 的疏松结缔组织内，局麻药对神经细胞膜上电

压门控钠通道的阻断作用，使神经膜电位难以达到动

作电位阈值，产生完全和可逆性的神经冲动和传导的

阻断效应［２６］。 相关实验的局麻药选择多为 ０􀆰 ２５％布

比卡因，单次 ０􀆰 １２ ～０􀆰 ２ ｍＬ。 布比卡因属于长效局麻

药，局部浸润效果好、价格便宜。 Ｍａｌｍｑｖｉｓｔ 等［２７］ 建

议成功的颈部交感神经阻滞应满足五个标准，包括

３００ ｓ 内霍纳综合征、皮肤温度升高、血流量增加、阻
滞侧皮肤阻力反应消失等。 可使用激光多普勒血流

计测量头面部血流量，热成像测量头面部温度［２８］。
但是往往受限于仪器，更方便的判断指标是观察体

征———霍纳综合征：眼睑下垂、瞳孔缩小等［７， ２９］。 以

不知情的第三者评价效果。
１􀆰 １　 手术暴露法

常规麻醉大鼠后，沿颈正中线切开皮肤，钝性

分离皮下肌肉及胸锁乳突肌，于食管气管旁暴露颈

动脉鞘，可见颈总动脉及其伴行神经。 于食管往头

端寻找，在颈总动脉分叉处的背侧，可见一较大的

团状 神 经 节， 为 颈 上 神 经 节 （ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｃｅｒｖｉｃａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎ，ＳＣＧ） ［３０］；沿神经往尾端寻找，在椎动脉及

锁骨下动脉起始处找到 １ ～ ２ ｍｍ 梭形或星形的黄

色神经团即 ＳＧ。 两神经节之间为颈交感神经干

（ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ ｔｒｕｎｋ，ＣＳＴ）。
１􀆰 １􀆰 １　 颈交感神经干离断

颈交 感 神 经 干 离 断 （ ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ
ｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃ ｔｒｕｎｋ，ＴＣＳＴ）后出现的持续眼裂狭小与

ＳＧＢ 后的眼睑下垂相一致，长期反复的 ＳＧＢ 与颈交

感神经干离断为同样的效果［３１］。 无菌操作下暴露

颈上神经节后，在距其下 ３ ｍｍ 处离断颈交感神经

干，并将断端结扎，缝合切口。
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１􀆰 １􀆰 ２　 ＳＧ 旁置管

无菌操作下暴露 ＳＧ，选择粗细适宜的导管（如
ＰＥ１０、ＰＥ２０ 或 ＰＥ５０ 管），一端开口置于 ＳＧ 处，另一

端从颈部背后皮肤穿出以便连续推药，用丝线将导

管分别固定在肌肉上与皮肤上［１４］。 这种方法可产

生长期反复的 ＳＧＢ 效果，避免多次有创操作；而且

以后是清醒状态下 ＳＧＢ 而非常规麻醉，接近于临床

患者的局麻下 ＳＧＢ。 但置管后有发生管道移位与脱

落、污染的风险，影响实验结果的准确性［８］。
１􀆰 １􀆰 ３　 直视下注药

无菌操作下暴露 ＳＧ，于 ＳＧ 处注射适量局麻药。
在颈交感神经干处注入局麻药［３２］，也能产生 ＳＧＢ
的效果。 然后缝合切口。 该法为直视下 ＳＧ 阻滞，
效果确切，但也仅为单次阻滞，不易重复。
１􀆰 ２　 经皮注射法

给予常规麻醉剂量约 ２ ／ ３ 的麻醉药腹腔注射，
或给予低浓度异氟烷，使大鼠轻度麻醉，便于观察

眼睑下垂［２１］。 对照组可注入等量的生理盐水。
Ａｂｄｉ 等［７］的实验显示生理盐水注射对照并不会产

生眼睑下垂等 ＳＧＢ 体征。 该法操作简单，低痛苦，
可重复，但是因为是盲打，成功率因人而异。 实验

者需要清楚了解大鼠 ＳＧ 的解剖位置，并多次练习。
注射时建议先提起穿刺部位的皮肤，待针尖穿刺至

皮下肌层，固定皮肤再次定位后继续向下穿刺，避
免用力过大导致穿刺损伤，或针尖位置在皮下的

改变。
１􀆰 ２􀆰 １　 后入路法

大鼠俯卧位。 以 Ｃ７ 棘突的软骨作为标识，它
位于两个肩胛骨之间，距离周围组织高约 ０􀆰 ５ ｃｍ。
依靠这个解剖标志找到第六、七颈椎横突，ＳＧ 在横

突之间紧贴脊柱的位置［３３］。 触摸该结构，将 １ ｍＬ
注射器插入到 Ｃ７ 棘突旁开 ２ ｍｍ，从 Ｃ６ ～ Ｃ７ 横突

间穿过，沿着 Ｃ７ 椎体侧缘矢状位向前推进。 当针

尖失去与椎体的接触（表明它已经到达椎体的前

面），后退约 ０􀆰 ５ ｍｍ，回抽无血和脑脊液，将局部麻

醉药注入。
１􀆰 ２􀆰 ２　 外侧入路法

大鼠侧卧位，左手第一和第三手指用来固定住

大鼠颈椎，同时用第二手指触摸 Ｃ７，右手持胰岛素

注射器从大鼠侧面横向插向锥体前端表面，碰到椎

体后回抽无血无脑脊液，注入麻醉药。 由于两个手

指对脊椎的固定与控制，与其他法相比，该法可更

快出现上睑下垂［３４］。 亦可从 Ｃ７ 横突的方向略向前

朝脊髓方向进针，遇骨质后不动，回抽无血、无脑脊

液后注入麻醉药［３３］。

１􀆰 ２􀆰 ３　 前入路法

大鼠仰卧位。 以胸锁关节为体表标识，使用

４􀆰 ５ 号注射器（１ ｍＬ）针头以胸锁关节外侧方 ０􀆰 ３
ｃｍ 处作为穿刺点垂直进针穿刺（穿刺时紧贴锁骨

下缘）。 ＳＧ 下约 ０􀆰 ３ ｃｍ 为粗大的臂丛神经，穿刺针

尖触及臂丛神经后大鼠可表现为对应侧的上肢颤

动，此可作为穿刺成功的标志，但不一定都会出现。
注入适量麻醉药。 穿刺时针头尽量不要偏向外侧

和尾侧，并且针尖斜面朝上有利于增加阻滞成功的

概率［８］。
当前大鼠 ＳＧＢ 的方法绝大部分为上述的有创

法。 其中手术法的优点是直视下操作，准确率得以

保证；缺点是操作较为复杂，创伤较大，术后有感染

的风险。 神经离断法、单次给药、置管后连续给药

的阻滞效果是否在程度上有统计学差异未经考证，
比如与需要间歇性局部给药的 ＳＧＢ 相比，颈上交感

神经节切除持续阻断了交感神经系统，导致下颌角

血流持续增加，颈上神经节阻滞 （ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｃｅｒｖｉｃａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎ ｂｌｏｃｋ， ＳＣＧＢ） 对神经再生的影响要大于

ＳＧＢ［２８］，同时该法也是临床上星状神经节阻滞无法

模拟的操作。 经皮注射法创伤轻微，其中：后路注

射法以大鼠 Ｃ７ 的棘突为定位点，针尖紧贴椎骨侧

缘、从 Ｃ６ ～ Ｃ７ 横突间穿过，但在实际操作中大鼠的

横突很难触及到，若穿刺位点错位有可能引起椎旁

阻滞［８， ３４］，因此较前路法有稍高的死亡率；侧路注

射法药物更容易到达 ＳＧ，其针尖穿过区域多为肌

肉，并发症更少；前入路法中，胸锁关节容易定位，
操作简单，成功率大，并发症少，可能引起臂丛神经

阻滞，穿刺到锁骨下静脉会引起大小约为（０􀆰 ４ ±
０􀆰 １） ｃｍ 的局部小血肿，对实验进展一般无影响［８］。

２　 物理模式方法

除了以上方法外，微创或无创技术的发展也为

大鼠 ＳＧＢ 提供了启发。 物理替代模式 （ ｐｈｙｓｉｃａｌ
ａｇｅｎｔ ｍｏｄａｌｉｔｉｅｓ）进行的无创性 ＳＧＢ 在临床上可以

作为常规侵入性 ＳＧＢ 的替代方法。 没有潜在的并

发症，方便实施，患者耐受性好。
２􀆰 １　 超声

超声（ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＵＳ）技术在动物模型中的应用

已屡见不鲜，大鼠体型较小，超声应用相对困难，相
关报道多在如血流量、肿瘤［３５ － ３６］ 等方面。 ｄｅ Ｌａｎｇｅ
等［３７］用超声来引导大鼠右颈动脉插管；除了超声引

导外，治疗性超声通过直接刺激神经可达到神经阻

滞效果。 高强度聚焦超声 （ ｈｉｇｈ⁃ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｆｏｃｕｓｅｄ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ）引导下神经传导阻滞已经在正常
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大鼠模型中应用［３８］，Ｌｅｅ 等［３９］证实其在低强度（３９０
Ｗ ／ ｃｍ２，５ ｓ，５􀆰 ７ ＭＨｚ）下，可安全可逆地抑制糖尿病

大鼠的坐骨神经传导。 该法主要是对超声探头有

更高的要求。
２􀆰 ２　 光照法 ／光疗法

研究证明，光照法照射星状神经节，能在疼痛

缓解、周围血流量和皮肤温度的增加、正常心率变

异性的恢复以及维持神经性疼痛综合征患者体内

平衡方面表现出临床疗效，是交感神经阻滞方面的

临床证据［４０］，因此被认为是有注射禁忌症患者的替

代方案。 低强度激光治疗（ ｌｏｗ⁃ｌｅｖｅｌ ｌｉｇｈｔ ｔｈｅｒａｐｙ，
ＬＬＬＴ）照射 ＳＧ 区域，会产生类似于常规 ＳＧＢ 的有

益效果，眼动脉和视网膜中央动脉的血流量显著增

加，是传统 ＳＧＢ 法增加球后血流的有效替代方

法［４１］，但还没有报道会导致 Ｈｏｒｎｅｒ 综合征的表

现［４２］。 Ｍｏｍｏｔａ 等［４３］ 曾用直线偏振近红外光（０􀆰 ６
～ １􀆰 ６ μｍ）的高功率脉冲照射 ＳＧ 来治疗交感神经

活动过度的灼口综合征，并能缓解各种慢性疼

痛［４４］。 疝气光疗装置产生的疝光，波长接近红外区

域。 它的优点是通过使用脉冲宽度短于热扩散所

需时间的脉冲波，在抑制热能的聚集同时提高光能

量，增强治疗效果，极少产生灼伤；同时被水、黑色

素和血红蛋白吸收率很小，具有优良的穿透性［４５］。
大鼠体积较小，光疗照射范围、强度、深度相对更难

控制，需要更小的光疗装置。 同时合适的光疗参数

也需实验重新探索。
２􀆰 ３　 光遗传学

光遗传学方法［４６］的发展，为神经阻滞模型建立

的精准化和可控化提供了更为有力的方案。 建立

在前述基础上，向特定神经节注射载体病毒、转染

含激动子或者抑制子的光敏蛋白（视蛋白）；同时置

入发光二极管，固定于体外；再用相应的激光通过

发光二极管照射该部位，从而沉默或增强该基因靶

向神经元的活性［４７］。 Ｙｕ 等［４８］ 通过在犬的 ＳＧ 神经

元注射含抑制性光敏视蛋白 ＡｒｃｈＴ 载体的病毒，４
周后用瞬时发光二极管照明该处，产生了 ＳＧＢ 的效

应。 其机制为诱发了神经元的超极化［４９］。 该法可

以按照实验要求随时控制 ＳＧ 的活性，但技术操作

复杂，需要制备光敏蛋白重组病毒、转染至相应神

经元，并且在相应部位植入光纤，耗时较长。
当前的实验技术基本能满足大鼠 ＳＧＢ 模型的

建立，需要在了解解剖的基础上，多加练习。 随着

未来无创技术的发展，大鼠等小型动物的 ＳＧＢ 会更

加方便、精确、可控。
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抗菌药物合理使用对临床手术感染率影响的
比较医学分析

黄小燕１，赵喜荣１，曹瑞丽２

（１． 解放军 ２６４ 医院感染控制科，太原　 ０３０００１； ２． 解放军 ２６４ 医院药剂科，太原　 ０３０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 了解我院清洁切口感染与抗菌药物合理使用的相关性，比较分析抗菌药物合理使用对临床

手术感染率影响，为规范围手术期合理用药和临床干预提供科学依据。 方法　 通过查阅出院病历，结合应用电子

信息平台，采用回顾性调查和实时查阅方法，收录并跟踪清洁切口手术患者。 将住院手术患者的姓名、年龄、性别、
住院天数、手术名称、手术方式、手术时间、出血量、预防用抗菌药物品种、用药时机、用药天数、使用方法、疗程、联
合用药和院内感染及切口愈合等情况录入 Ｅｘｃｅｌ 表，建立数据库。 并根据国家卫生部《医院感染诊断标准（试行）》
和《外科手术部位感染预防与控制技术指南》对切口感染进行诊断。 通过统计学分析，比较抗菌药物合理使用对临

床手术率的影响。 结果　 ９７０ 例清洁切口手术病例中有 ３１７ 例未使用抗菌药物，预防性使用抗菌药物有 ６５３ 例，总
使用率为 ６７􀆰 ３２％ 。 ６５３ 例清洁切口手术患者围手术期预防使用抗菌药物时间分布为：术前 ０􀆰 ５ ～ ２ ｈ 用药为 ４３７
例，占 ６６􀆰 ９２％ ；术前未使用，术后使用的 １９０ 例，占 ２９􀆰 １０％ ，其中急诊手术有 １２３ 例；术前提前 １ ｄ 使用的有 ２６ 例，
占 ３􀆰 ９８％ ，其中，围手术期用药 ＜ ２４ ｈ 者有 １９４ 例，占 ２９􀆰 ７１％ ；术后 ２４ ～ ４８ ｈ 者有 １６４ 例，占 ２５􀆰 １１％ ；术后 ４８ ～ ７２
ｈ 者有 １０１ 例，占 １５􀆰 ４７％ ；术后超过 ７２ ｈ 者有 １９４ 例，占 ２９􀆰 ７１％ ；用药指征合理的有 ５１６ 例，用药指征合理性占

７９􀆰 ０２％ 。 ９７０ 例清洁切口手术患者中，甲级愈合例数为 ９４５ 例，甲级愈合率为 ９７􀆰 ４２％ ；切口感染发生 ５ 例，为
０􀆰 ５２％ ，符合国家有关清洁切口医院感染率≤ １􀆰 ５％的规定。 结论　 通过对 ５６３ 例围手术期病例使用抗菌药物的

合理性比较分析得出，７９􀆰 ０２％的病例在手术期间使用抗菌药物合理，清洁切口感染率小于 １􀆰 ５％ ，符合有关规定。
但是围手术期抗菌药物使用与国家卫生部有关要求有一定差距，应进一步加强抗菌药物临床合理使用管理与

监督。
【关键词】 　 清洁切口；抗菌药物；围手术期；医院感染
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Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ５１６ ｃａｓｅｓ ｗｉｔｈ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎｓ， ａｔ ａ ｒａｔｅ ｏｆ ７９􀆰 ０２％ ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｏｆ ９７０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｔｕｄｙ ｗｉｔｈ ｉｎｃｉｓｉｏｎ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｉｎ ｓｕｒｇｅｒｙ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｒａｄｅ Ａ ｈｅａｌｉｎｇ ｃａｓｅｓ ｗａｓ ９４５， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒａｄｅ Ａ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｂｅｉｎｇ
９７􀆰 ４２％ ， ｌｅａｖｉｎｇ ５ ｃａｓｅｓ （０􀆰 ５２％ ） ｓｕｆｆｅｒｉｎｇ ｆｒｏｍ ｉｎｃｉｓｉｏｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｍｅｔ ｔｈｅ ｎａｔｉｏｎａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｎｏｓｏｃｏｍｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｌｅａｎ ｉｎｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ≤ １􀆰 ５％ ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｒａｔｉｏｎａｌｉｔｙ ｏｆ ５６３ ｃａｓｅｓ ｗｉｔｈ ｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇｓ， ７９􀆰 ０２％ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｕｓａｇｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｅａｎ ｉｎｃｉｓｉｏｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １􀆰 ５％ ， ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｎａｔｉｏｎａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｇａｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ
ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ． Ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｎａｌ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｒｕｇｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｅｄ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｌｅａｎ ｉｎｃｉｓｉｏｎ； ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ； ｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｐｅｒｉｏｄ； ｎｏｓｏｃｏｍｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　 　 手术部位感染是指继发于手术操作形成的伤口

中的感染［１］，是外科患者最常见的医院感染之一，与
多种因素有关，其中预防应用抗菌药物是否规范合

理、预防用药时机及术后用药时间等是直接影响手术

切口感染的重要因素之一［２ － ３］，了解我院清洁切口感

染与抗菌药物合理使用的相关性，比较分析抗菌药物

合理使用对临床手术感染率的影响，为规范围手术期

合理用药和临床干预提供科学依据。 我们参照《抗菌

药物临床应用指导原则》和《医院感染监测规范》等，
从 ２０１５ 年 ３ 月份起，通过查阅出院病历，结合应用电

子信息平台，采用回顾性调查和实时查阅方法，收录

并跟踪清洁切口手术患者。 对患者院内感染情况、切
口愈合情况及围手术期抗菌药物合理使用情况进行

比较分析，对出现清洁切口感染和不合理使用抗菌药

物的现象及时进行干预。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 一般资料

我们从 ２０１５ 年 ３ 月起，通过查阅出院病历，结
合应用电子信息平台，采用回顾性调查和实时查阅

方法，收录并跟踪 ９７０ 例清洁切口手术患者，将所收

集的 ９７０ 例清洁切口手术住院患者的姓名、年龄、性
别、住院天数、手术名称、手术方式、手术时间、出血

量、预防用抗菌药物品种、用药时机、用药天数、使
用方法、疗程、联合用药和院内感染及切口愈合等

情况录入 Ｅｘｃｅｌ 表，建立数据库。
１􀆰 ２　 病例纳入标准

（１）年龄、性别不限。
（２）符合清洁切口手术条件。
（３）无严重心肺疾病，无严重肝肾功能不全者。

１􀆰 ３　 病例剔除标准

（１）ＩＩ 型糖尿病血糖控制不满意或合并糖尿病

皮肤损害患者。
（２）其它部位存在伤口感染或其它系统感染需

要抗菌药物治疗者。
（３）病例资料不全者。
（４）住院天数 ＜ ４ ｄ 者。

１􀆰 ４　 预防用抗菌药物使用标准

抗菌药物使用率、使用时机和疗程参照《２０１１
年抗菌药物临床应用专 项 整 治 活 动 方 案 （ ５６
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号）》 ［４］及《关于继续深入开展全国抗菌药物临床应

用专项整治活动的通知》 （卫办医政发〔２０１２〕 ３２
号）要求，清洁切口预防性抗菌药物使用比例 ＜
３０％ ；预防用药疗程 ＜ ２４ ｈ；住院患者手术预防使用

抗菌药物时间控制在术前 ３０ ｍｉｎ ～ ２ ｈ；无联合使用

抗菌药物。 其中，腹股沟疝修补术（包括补片修补

术）、甲状腺疾病手术、乳腺疾病手术、关节镜检查

手术、颈动脉内膜剥脱手术、颅骨肿物切除手术和

经血管途径介入特殊诊疗手术患者原则上不预防

使用抗菌药物。 预防使用抗菌药物品种参照《卫生

部关于抗菌药物临床应用管理有关问题通知（３８ 号

文）》 ［５］，根据常见手术预防用抗菌药物要求标准，
计算抗菌药物使用合理率［４ － ６］。
１􀆰 ５　 手术切口感染诊断标准和切口愈合判断

根据国家卫生部《医院感染诊断标准（试行）》
和《外科手术部位感染预防与控制技术指南》 ［７］ 对

切口感染进行诊断。 手术切开愈合等级参考病例

记录信息。

２　 结果

２􀆰 １　 一般资料

２０１５ 年 ３ 月 ９ 日—２０１５ 年 １２ 月 ９ 日，共收录

和追踪符合要求的清洁切口病例 ９７０ 例，其中男性

６４０ 例，女性 ３３０ 例，详细情况见表 １。
２􀆰 ２　 围手术期抗菌药物使用情况

９７０ 例清洁切口手术患者中有 ３１７ 例未使用抗

菌药物，预防性使用抗菌药物有 ６５３ 例，总使用率为

６７􀆰 ３２％ ，远远高于国家卫生部关于三级甲等医院清

洁手术切口预防使用抗菌药物比例应控制在 ３０％
以下的要求。
２􀆰 ３　 抗菌药物用药时机

６５３ 例清洁切口手术患者围手术期预防使用抗

菌药物时间分布为：术前 ０􀆰 ５ ～ ２ ｈ 用药为 ４３７ 例，占
６６􀆰 ９２％； 术 前 未 使 用， 术 后 使 用 的 １９０ 例， 占

２９􀆰 １０％，其中急诊手术有 １２３ 例；术前提前 １ ｄ 使用

的有 ２６ 例，占 ３􀆰 ９８％。 “５６ 号文”和“３２ 号文”要求，
住院患者手术预防使用抗菌药物时间控制在术前 ３０
ｍｉｎ ～２ ｈ，由此可以看出，我院在围手术期预防使用

抗菌药物时间上相对合理，合理率达 ６６􀆰 ９２％。
２􀆰 ４　 抗菌药物持续使用时间

预防使用抗菌药物的 ６５３ 例清洁切口手术患者

中，围手术期用药 ＜ ２４ ｈ 者有 １９４ 例，占 ２９􀆰 ７１％ ；
术后 ２４ ～ ４８ ｈ 者 １６４ 例，占 ２５􀆰 １１％ ；４８ ～ ７２ ｈ 者

１０１ 例， 占 １５􀆰 ４７％ ； 超 过 ７２ ｈ 者 １９４ 例， 占

２９􀆰 ７１％ 。 国家卫生部相关要求的预防用药疗程 ＜
２４ ｈ，我院用药持续时间 ＜ ２４ ｈ 者，仅为 ２９􀆰 ７１％ ，大
部分用药时间超过 ２４ ｈ，用药时间不合理。
２􀆰 ５　 用药指征与抗菌药物种类选择

６５３ 例清洁切口手术患者预防使用抗菌药物，
用药指征合理的有 ５１６ 例，用药指征合理性占

７９􀆰 ０２％ 。 ５５８ 例患者预防使用抗菌药物品种选择

合理，用药品种选择合理性占 ８５􀆰 ４５％ 。 ９６ 例患者

预防使用抗菌药物品种选择不合理，占 １４􀆰 ７０％ 。
预防应用抗菌药物合理性评价分别见表 ２［３］和表 ３。

表 １　 切口手术类型构成及其预防用抗菌药物使用情况
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｃｉｓｉｏｎ ｓｕｒｇｅｒｙ ｔｙｐｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｓａｇｅ ｏｆ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｓ

手术名称
Ｓｕｒｇｉｃａｌ ｎａｍｅ

手术例数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｃａｓｅｓ

构成比（％ ）
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

使用抗菌药物例数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃａｓｅｓ ｕｓｉｎｇ
ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇｓ

使用率（％ ）
Ｕｓａｇｅ ｒａｔｅ

骨折切开复位内固定 １９３ １９􀆰 ９０ １７７ ９１􀆰 ７１
冠脉造影及支架植入和起搏器安置术 １１１ １１􀆰 ２４ ４ ３􀆰 ６０

骨折内固定取出 ９７ １０􀆰 ００ ７４ ７６􀆰 ２９
颅骨缺损修补、脑内血肿清除、去骨瓣减压术及脑内肿物切除术 ５１ ５􀆰 ２６ ４６ ９０􀆰 ２０

脑血管造影术 ２５ ２􀆰 ５８ １ ４􀆰 ００
皮肤肿物切除术 ６９ ７􀆰 １１ ４２ ６０􀆰 ８７

腹股沟疝修补术（包括补片修补术） ５５ ５􀆰 ６７ ２３ ４１􀆰 ８２
甲状腺疾病手术 ４４ ４􀆰 ５４ ２８ ６３􀆰 ６４
乳腺疾病手术 ４１ ４􀆰 ２３ ２２ ５３􀆰 ６６

人工股骨头及关节置换术 ３２ ３􀆰 ３０ ３２ １００
精索静脉高位结扎术 ２９ ３􀆰 ００ 　 ８ ２７􀆰 ５８

关节镜探查术 ２５ ２􀆰 ５８ １９ ７６􀆰 ００
大隐静脉结扎术 ２８ ２􀆰 ８９ ９ ３２􀆰 １４

白内障超声乳化、晶体植入术 １５ １􀆰 ５５ １５ １００
其他 １５５ １５􀆰 ９８ １５３ ９８􀆰 １１
合计 ９７０ １００ ６５３ ６７􀆰 ３２
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２􀆰 ６　 围手术期预防用抗菌药物选择使用情况

清洁手术围手术期预防用药指征及品种选择

情况进一步比较分析表明（表 ３），我院清洁切口手

术围手术期用抗菌药物中一代头孢菌素头孢唑啉

钠占 ６􀆰 １３％ ，属于合理选择范围；第二代头孢菌素

中的头孢孟多脂使用比例较大，占总的 ４８􀆰 ５５％ ，其
次是头孢呋辛和头孢替安等，比较合理；有 ３４ 例使

用三代头孢类抗菌药物，其中 １０ 例清洁手术使用头

孢甲肟，为不合理，２４ 例颅脑手术使用头孢曲松比

较合理；４１ 例使用阿莫西林、氟氯西林钠等青霉素

类抗菌药物和 ８ 例联合用药的为不合理用药。 详情

见表 ３。
２􀆰 ７　 手术切口感染和愈合情况

９７０ 例清洁切口手术患者中，甲级愈合例数为

９４５ 例，甲级愈合率为 ９７􀆰 ４２％ ；切口感染发生 ５ 例，
为 ０􀆰 ５２％ ；围手术期未预防使用抗菌药物的 ３１７ 例

手术患者未出现切口感染。 ５ 例切口感染患者均切

口浅部组织感染，都是骨折切开复位内固定手术，
手术时间最短的为 １０５ ｍｉｎ，最长的为 ２１５ ｍｉｎ，患者

术后出现伤口部位疼痛、有红肿、渗出或脓性分泌

物，有 ２ 例患者切口分泌物经病原学检测为多耐药

的表皮葡萄球菌，且术前均预防使用抗菌药物。

３　 讨论

３􀆰 １　 预防性使用抗菌药物指征

本次调查结果显示（见表 １），９７０ 例清洁切口

手术患者有 ３１７ 例未使用抗菌药物，预防性使用抗

菌药物的手术患者有 ６５３ 例，总使用率为 ６７􀆰 ３２％ ，
远远超过卫生部规定 ３０％ 的要求。 预防使用率均

超过规范要求，这与临床医生认识观念和现在医患

关系紧张有关，大多数医生认为，此类手术多有异

物植入，一旦感染后果比较严重，有时会带来不必

要的医疗纠纷。 因此，无论术前准备是多么完善，
医生都要预防使用抗菌药物。

表 ２　 清洁切口围手术期预防用抗菌药物合理性评价标准［３］

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｒａｔｉｏｎａｌｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｃｌｅａｎ ｉｎｃｉｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｐｅｒｉｏｄ［３］

给药方案
Ｄｒｕｇ ｒｅｇｉｍｅｎ

合理
Ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ

不合理
Ｕｎｒｅａｓｏｎａｂｌｅ

适应症 存在感染高危险因素 无感染高危险因素

药品品种选择 符合卫生部 ２００９ 年 ３８ 号文件［５］要求 不符合卫生部 ２００９ 年 ３８ 号文件［５］要求

给药剂量 根据药品说明书规定选择 不符合药品说明书

溶媒 符合药品说明书 不符合药品说明书

给药次数 符合药品说明书 不符合药品说明书

给药途径 静脉给药 口服或其他

用药时机 术前：０􀆰 ５ ～ ２ ｈ 内或麻醉开始时首次给药 术前：大于 ２ ｈ 或小于 ０􀆰 ５ ｈ，术前未用，术后开始给药

术中用药 术中：手术时间大于 ３ ｈ 或失血量大于 １５００ ｍＬ，术中给药第二剂 术中：未按规定给予第二剂

术后用药 术后：预防用药时间小于 ４８ ｈ 术后：预防用药时间大于 ４８ ｈ

表 ３　 清洁切口预防用抗菌药物选择情况
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｎ ｉｎｃｉｓｉｏｎｓ

抗菌药物
Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇｓ

药品名称
Ｄｒｕｇ ｎａｍｅ

使用例次
Ｃａｓｅｓ

使用率（％ ）
Ｕｓａｇｅ ｒａｔｅ

合理性
Ｒａｔｉｏｎａｌｉｔｙ

头孢菌素类

第一代头孢

第二代头孢

第三代头孢

头孢唑啉 ４０ ６􀆰 １３ 合理

头孢孟多脂 ３１７ ４８􀆰 ５５ 合理

头孢呋辛 ６２ ９􀆰 ４９ 合理

头孢替安 ４８ ７􀆰 ３５ 合理

头孢西丁 ５２（３４ ／ １８） ７􀆰 ９６ 合理

头孢替唑 ２０ ３􀆰 ０６ 合理

头孢曲松 ２４ ３􀆰 ６８ 合理

头孢甲肟 １０ １􀆰 ５３ 不合理

青霉素类
阿莫西林、氟氯西林 ４１ ６􀆰 ２８ 不合理

青霉素 １０ １􀆰 ５３ 不合理

喹诺酮类 左氧氟沙星 ８ １􀆰 ２３ 不合理

克林霉素类 克林霉素 １ ０􀆰 １５ 合理

大环内酯类 阿奇霉素 １ ０􀆰 １５ 不合理

联合用药
头孢孟多脂 ＋ 左氧氟沙星、头孢替安 ＋
左氧氟沙星、头孢呋辛 ＋ 替硝唑，等 １９（１１ ／ ８） ２􀆰 ９１ 合理性 １􀆰 ６８％
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　 　 本次调查我们还发现，神经外科 ２５ 例全脑血管

造影术患者中只有 １ 例年龄较大患者预防使用头孢

呋辛；心血管内科冠脉造影、支架植入及起搏器安

置术 １１１ 例患者中只有 ２ 例支架植入和 ９ 例起搏器

安置的患者预防使用头孢呋辛和头孢唑啉，而且为

糖尿病、高血压等基础疾病较多和年龄较大的患

者，其中有 ４１ 例单纯冠脉造影术患者未预防使用抗

菌药物。 以上所有患者均未出现医院感染。 由此

可见我院在血管造影及支架植入等特殊诊疗操作

手术中，预防使用抗菌药物比较规范，且符合国家

有关规定。
３􀆰 ２　 抗菌药物用药时机和持续时间

３􀆰 ２􀆰 １　 抗菌药物用药时机

国内外许多临床资料显示，抗菌药物在外科领

域进行预防性应用已经越来越广泛，手术患者通过

术前预防性应用抗菌药物，可以在可能发生切口污

染之前使机体组织内的药物达到一定的浓度，从而

有效抑制细菌的繁殖［８］。 根据卫生部发布的“５６ 号

文”和 ２０１５ 版《抗菌药物临床应用指导原则》要求，
清洁切口预防用抗菌药物最佳时机是术前 ０􀆰 ５ ～ ２
ｈ，如果手术时间大于 ３ ｈ，或失血量大于 １５００ ｍＬ，
手术中应给予第二剂，抗菌药物的有效覆盖时间应

包括整个手术过程和手术结束后 ４ ｈ；总的预防时间

不超过 ２４ ｈ，个别情况可延长至 ４８ ｈ［９］。 但是也有

研究发现，手术后抗菌药物的应用时间与切口发生

感染的概率并无明显的关系［３， １０］。 在过量应用抗

菌药物的情况下，细菌的耐药性反而会增加，容易

发生感染［３］。
本调查结果显示：６５３ 例清洁切口手术患者围

手术 期 预 防 使 用 抗 菌 药 物 时 机 不 合 理 率 占

３３􀆰 ０８％ ，其中术前提前 １ ｄ 使用和术前未使用术后

使用的有 ２１６ 例，用药时机不合理的主要因素为急

诊手术患者病情重，时间急，导致术前未使用。 因

此，规范急诊手术患者围手术期预防使用抗菌药

物，有效提高抗菌药物使用合理性，监督督导主治

医师及手术室护士把握好首次抗菌药物用药时机

是我们要密切关注的问题。
３􀆰 ２􀆰 ２　 持续时间

部分医生预防应用抗菌药物时间大于 ４８ ｈ，有
的甚至用到 ７ ｄ。 有研究显示预防用药时间过长，容
易产生耐药菌株和肠菌群紊乱，还容易导致由耐药

菌引起的严重合并感染［３， １１］。 由此可见虽然我们

以往对清洁切口围术期预防性应用抗感染药物进

行了有效干预［３， １２］，但是，临床医生特别是新聘医

生对抗菌药物使用的合理性认知度与国家有关规

定要求相比有较大差距，还需进一步加强培训和

督导。
３􀆰 ３　 抗菌药物品种的选择

根据《抗菌药物临床应用指导原则》等相关要

求，预防性抗菌药物建议选择有循证医学证据的第

一代头孢菌素头孢唑啉，第二代头孢菌素头孢呋

辛。 头孢菌素过敏者，针对革兰阳性菌可用克林霉

素，针对革兰阴性菌可用氨曲南或氨基糖苷类药物。
３􀆰 ４　 手术切口愈合、院内感染情况

９７０ 例清洁切口手术患者中，切口感染发生 ５
例，占 ０􀆰 ５２％ ，５ 例切口感染患者均为切口浅部组织

感染，有 ２ 例患者切口分泌物经病原学检测为多耐

药的表皮葡萄球菌，且术前均预防使用抗菌药物。
围手术期未预防使用抗菌药物的 ３１７ 例手术患者未

出现切口感染。 由此可见，即使术前预防使用抗菌

药物，如果不能做到严格消毒、灭菌和遵循无菌操

作技术，也会发生切口感染。 我们认为在患者不存

在高危因素时，充分做好术前准备工作、严格遵守

手术中的无菌操作技术原则，可以不预防使用抗菌

药物。 对手术切口感染高危患者可以给予第一代

头孢菌素类药物进行预防，这样既降低了用药费

用，也达到了预期目的［１３］。
本次调查结果显示：多数医生，选择使用头孢

唑啉、头孢呋辛和克林霉素等，还有医师在初次给

药时即选择广谱、新、贵的抗菌药物或者两种抗菌

药物联合应用，对于抗菌药物预防性应用的原则不

能正确掌握，盲目给药。 因此，我们在以往要求的

基础上，应进一步加强清洁手术围手术期抗菌药物

的合理使用监督和督导，这不仅能够有效地预防手

术切口感染，也能够更加规范抗菌药物临床合理

使用。
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［１５］ 　 Ｍａｓｓｅｒｄｏｔｔｉ Ｇ， Ｇａｓｃｏｎ Ｓ， Ｇｏｔｚ Ｍ． Ｄｉｒｅｃｔ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ： ｌｅａｒｎｉｎｇ ｆｒｏｍ ａｎｄ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［ Ｊ ］ ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ２０１６， １４３（１４）： ２４９４ － ２５１０．

［１６］ 　 Ｄａｖｉｓ ＲＬ， Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ Ｈ， Ｌａｓｓａｒ ＡＢ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃＤＮＡ ｃｏｎｖｅｒｔｓ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｔｏ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ，
１９８７， ５１（６）： ９８７ － １０００．

［１７］ 　 Ｖｉｅｒｂｕｃｈｅｎ Ｔ， Ｏｓｔｅｒｍｅｉｅｒ Ａ， Ｐａｎｇ ＺＰ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｔｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｂｙ ｄｅｆｉｎｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， ２０１０， ４６３（７２８４）： １０３５ － １０４１．

［１８］ 　 Ｓｏｎ ＥＹ， Ｉｃｈｉｄａ ＪＫ， Ｗａｉｎｇｅｒ ＢＪ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ
ｈｕｍａｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎｔｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｐｉｎａｌ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ
Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ， ２０１１， ９（３）： ２０５ － ２１８．

［１９］ 　 Ｚｈａｎｇ ＱＪ， Ｌｉ ＪＪ， Ｌｉｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ

ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ ｂｙ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｔｏ
ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ８（７）： １０９４５ － １０９５３．

［２０］ 　 Ｌｉｕ ＭＬ， Ｚａｎｇ Ｔ， Ｚｏｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｅｎａｂｌｅ
ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ ２ ｔｏ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｃｏｎｖｅｒｔ ｈｕｍａｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎｔｏ
ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１３， ４： ２１８３．

［２１］ 　 Ｌｉｕ ＭＬ， Ｚａｎｇ Ｔ， Ｚｈａｎｇ ＣＬ． Ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｎｅａｇｅ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ
ｒｅｖｅａｌｓ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ
ＡＬＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ， ２０１６， １４（１）： １１５ － １２８．

［２２］ 　 Ｌｉ Ｘ， Ｚｕｏ Ｘ， Ｊｉｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｍａｌｌ⁃ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃ｄｒｉｖｅｎ ｄｉｒｅｃｔ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎｔｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ［ Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ， ２０１５， １７（２）： １９５ － ２０３．

［２３］ 　 Ｚｈｕ Ｓ， Ａｍｂａｓｕｄｈａｎ Ｒ， Ｓｕｎ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｅｎａｂｌｅ
ＯＣＴ４⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄｉｒｅｃｔ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｉｎｔｏ ｅｘｐａｎｄａｂｌｅ ｈｕｍａｎ
ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２０１４， ２４（１）： １２６ － １２９．

［２４］ 　 Ｚｈａｏ Ｚ， Ｘｕ Ｍ， Ｗｕ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｂｙ
ｄｅｆｉｎｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｒｏｇｒａｍ， ２０１５， １７（３）： １５１ － １５９．

［２５］ 　 Ｃａｐｅｔｉａｎ Ｐ， Ａｚｍｉｔｉａ Ｌ， Ｐａｕｌｙ ＭＧ， ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｓｍｉｄ⁃ｂａｓｅｄ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ａｄｕｌｔ ｈｕｍａｎ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１６， １０： ２４５．

［２６］ 　 Ｌｕ Ｊ， Ｌｉｕ Ｈ， Ｈｕａｎｇ ＣＴ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ⁃ｆｒｅｅ ａｎｄ
ｒｅｇｉｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｅｕｒａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ ｆｒｏｍ ｐｒｉｍａｔｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ［ Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ， ２０１３， ３（５）： １５８０ － １５９１．

［２７］ 　 Ｍｉｕｒａ Ｔ， Ｓｕｇａｗａｒａ Ｔ， Ｆｕｋｕｄａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｉｔｉｖｅ
ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｄｅｆｉｎｅｄ ｓｅｔ ｏｆ
ｆａｃｔｏｒｓ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｏｐｅｎ， ２０１５， ４（１１）： １５９５ － １６０７．

〔收稿日期〕２０１７ － １２ － １８

５２１中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



为新药高效研发体系
提供临床前动物实验完善服务

合肥半汤生物经济实验区是未名集团投资建设的生物药研发和制造基地，位于安徽省合肥市，占地31平方公里；整个建筑群工程浩大，

带状绵延犹如一条巨龙，每栋单个建筑都是一个字母，组合起来看，从左到右8栋建筑组成英文“抗体”即ANTIBODY，将成为世界一流

水平的抗体药生产基地；右侧ATCG为基因的四个碱基，作为国家大基因中心；未名实验动物中心位于实验区内（龙尾处），也是中国实验

动物联盟的核心基地，占地100亩，中心建筑面积6万平方米，为新药高效研发体系提供临床前动物实验完善服务，建立新药研发临床期前

实验的“巴拿马运河”。

地址：中国北京市海淀区上地西路39号北大生物城    邮编  100085

Add: PKU Biocity, 39 Shangdi West Rd., Haidian, Beijing, 100085, China 

电话 / Tel: (8610)82890905      传真 / Fax: (8610)82890908

网址 / Web：http://www.sinobioway.com.cn

实景图（2016年11月5日航拍图）


