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紫苏籽提取物在 ApoE- / - 小鼠中的抗动脉粥样硬化
和心脏保护作用

郑双1,2,谭伟江2,李想2,马俊峰2,任学聪2,郑凌云1,王丽京1,杨丰华2∗,黄韧1,2∗

(1. 广东药科大学,生命科学与生物制药学院,血管生物学研究所,广州　 510006;
2. 广东省实验动物监测所,广东省实验动物重点实验室,广州　 510633)

　 　 【摘要】 　 目的　 应用 ApoE- / -小鼠研究紫苏籽油性提取物(PSO)减少斑块形成和心脏保护的作用及分子机

制。 方法　 3 月龄 ApoE- / -小鼠随机分为 ApoE- / -组(无药物处理)、PSO 低剂量组、PSO 高剂量组和阿托伐他汀组,
B6 小鼠为对照(WT 组),给予常规饮食。 连续治疗 8 周后,进行生化检测、HE 染色病理学检测、超声检测、qPCR 检

测、ATP 检测、Pro-Q Diamond 染色。 结果　 与 WT 组相比,ApoE- / -小鼠出现心脏结构与功能异常。 PSO 治疗后,斑
块面积减少,心脏结构和功能改善;ANP、BNP、β-MHC 的 mRNA 表达下调,PPARα 和 PGC-1α 的 mRNA 表达上调,
胞內 ATP 含量增加,TnI 的磷酸化水平增加。 结论　 PSO 抑制 ApoE- / -小鼠动脉斑块形成、维持正常心脏结构和功

能,其可能通过调节 PPARα / PCG-1α / NRF-1 轴增加 ATP 和肌丝蛋白磷酸化、改善能量代谢、发挥心脏保护的

作用。
【关键词】 　 紫苏籽油性提取物;ApoE- / -小鼠;动脉粥样硬化;心脏保护

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2019) 06-0683-09

Anti-atherosclerotic and cardioprotective effects of perilla seed extract
on ApoE- / - mice

ZHENG Shuang1,2, TAN Weijiang2, LI Xiang2, MA Junfeng2, REN Xuecong2, ZHENG Lingyun1, WANG Lijing1,
YANG Fenghua2∗, HUANG Ren1,2∗

(1.Guangdong Pharmaceutical University, School of Life Sciences and Biopharmaceuticals, the Vascular Biology
Institute, Guangzhou 510006, China. 2. Guangdong Laboratory Animals Monitoring Institute, Guangdong Key

Laboratory for Laboratory Animals, Guangzhou 510633)
Corresponding author: HUANG Ren. E-mail: 1649405216@ qq.com; YANG Fenghua. E-mail: fenghua.yang@ gdlami.com

【Abstract】　 Objective　 To study the role and molecular mechanism of perilla seed oil extract (PSO) in reducing
arterial plaque formation and providing cardioprotection in ApoE- / - mice. Methods　 Three-month-old ApoE- / - mice were
randomly divided into ApoE- / -(no drug treatment), low-dose PSO, high-dose PSO and atorvastatin groups. B6 mice of the
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same age were used as controls (WT group); they were fed a regular diet. After 8 weeks of treatment, biochemical tests,
H&E staining, echocardiography, qPCR, ATP detection and Pro-Q Diamond staining were performed. Results　 Compared
with the WT group, ApoE- / - mice showed abnormal cardiac structure and function. After PSO treatment, the plaque area
was reduced, and cardiac structure and function improved. mRNA expression of ANP, BNP and β-MHC was down-
regulated, mRNA expression of PPARα and PGC-1α was up-regulated, and the intracellular content of ATP and the
phosphorylation level of TnI were increased. Conclusions 　 PSO inhibits arterial plaque formation and maintains normal
cardiac structure and function in ApoE- / - mice. It may regulate the PPARα / PCG-1α / NRF-1 axis to increase ATP and
myofilament phosphorylation, improve energy metabolism, and exert cardioprotective action.

【Keywords】　 perilla seed extract; ApoE- / -mice; atherosclerosis; cardioprotection
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 高胆固醇血症是心血管疾病的主要原因,与全

球死亡率增加密切相关。 研究表明,高胆固醇血症

可诱发左心室质量增加和心脏病理性重构[1-3],其
为不可逆转的疾病,最终转归为心脏收缩功能损伤

和心衰[4]。 有研究表明其与能量生成障碍[5] 和肌

丝收缩调控相关[6]。
紫苏籽油性提取物(PSO)含有丰富的 α-亚麻

酸(ALA) [7]。 ALA 为 n-3 多不饱和脂肪酸的一种,
流行病学研究显示从饮食中摄入的 ALA 具有显著

的心脏保护作用[8-9]。 目前少有研究探索 PSO 对高

胆固醇血症患者心脏功能的影响,探究 PSO 对心脏

的保护和作用机制具有重要意义。
载脂蛋白 E 敲除(ApoE- / -)小鼠具有高胆固醇

水平,可发展类似于人类的动脉粥样硬化病变[10],
另外 有 报 道 ApoE- / - 小 鼠 心 脏 出 现 肥 大 性 重

构[11-12]、纤维化[13]和功能障碍[14],是一个适宜用于

药物治疗研究的模型。 本研究旨在利用 ApoE- / -小

鼠探索 PSO 在抗动脉粥样硬化和保护心脏功能的

作用及机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

40 只 3 月龄 ApoE- / -雄性小鼠(B6 背景),体重

20~25 g,广东药科大学合作实验室馈赠;10 只 3 月

龄 B6 雄性小鼠体重 20~25 g,购于广东省医学实验

动物中心【SCXK (粤) 2013-0002】,所有小鼠均饲

养于广东省实验动物监测所 SPF 环境中 【 SYXK
(粤)2016 - 0122】,温度:22℃ ~ 25℃,湿度:50% ~
70%,昼夜明暗交替时间为 12 h / 12 h。 所有操作符

合广东省实验动物监测所动物保护和使用委员会

(IACUC)的要求。

1. 1. 2　 试剂与仪器

阿托伐他汀(浙江新东港药业,中国),羧甲基纤

维素钠(阿拉丁,美国),甲醇(阿拉丁,美国),ATP 测

试盒(南京建成,中国),Takara 试剂盒(Takara,日
本),引物(生工,中国),Triton X-100(Sigma,美国),
Pro-Q Diamond 磷酸化蛋白凝胶染色试剂(赛默飞,美
国),气相色谱(安捷伦 GC-7820A,美国),全自动生化

分析仪(日立 7080 型,日本),Vevo2100 高分辨率超

声系统(Visual Sonics,加拿大)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验分组

PSO 成人剂量为每人 4. 5 g / d,小鼠剂量按体表

面积折算,约为 1000 mg / ( kg·d),经预实验确定使

用剂量。 将 ApoE- / - 小鼠随机分为 4 组,分别为

ApoE- / -:0. 5%羧甲基纤维素钠;ApoE- / - + 0. 5 g / kg
PSO:0. 5 g / (kg·d) PSO;ApoE- / - + 1. 0 g / kg PSO:
1. 0 g / (kg·d) PSO;ApoE- / - + Ato:2. 1 mg / ( kg·d)
阿托伐他汀(Ato),PSO 口服给药 8 周。 B6 小鼠作

为对照(WT 组),接受正常饮食,给予与 ApoE- / -相

同剂量的溶媒。
1. 2. 2　 PSO 的制备和组成

使用二氧化碳超临界流体萃取(SFE-CO2)获得

PSO[15]。 萃取压力、温度和 CO2 流速分别为 20
MPa、40°C 和 30 L / h。 使用气相色谱分析 PSO 的脂

肪酸组成[16]。 PSO 用甲醇酯化后提取脂肪酸甲酯,
使用气相色谱-火焰离子化检测器(GC-FID)进行分

析,确定 PSO 的碘值、皂化值、非皂化物质的量和

酸值。
1. 2. 3　 血清生化指标测定

治疗 8 周后动物禁食 12 h,眼眶静脉采血,经
3500 r / min、离心 20 min 取上清液,采用全自动生化

分析仪及匹配试剂盒测量血清总胆固醇 (TC)、甘
油三酯 (TG)、低密度脂蛋白 (LDL-C,)和高密度脂
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蛋白 (HDL-C)。
1. 2. 4　 超声心动图和脉冲波多普勒测量

治疗 8 周后使用 Vevo2100 高分辨率超声系统

和 MS-550D 探头以左室短轴切面探测,采集 B 型和

M 型超声图;取心脏长轴切面,采用脉冲波多普勒

测定经主动脉血流压力。 测量舒张末期左室后壁

厚度(LVPW;d)、收缩末期左室后壁厚度(LVPW;
s)、收缩末期室间隔厚度(IVS;s)、舒张末期室间隔

厚度(LVS;d)、收缩末期左室内径(LVID;s)、舒张

末期左室内径(LVID;d),计算射血分数(EF)和短

轴缩短率(FS)。
1. 2. 5　 组织学分析

治疗结束后处死小鼠,取心脏和主动脉,用 4%
多聚甲醛固定,HE 染色后观察主动脉根部和心肌,
使用 ImagJ 软件测量斑块面积,使用公式计算斑块

面积百分比:斑块面积% =动脉粥样硬化病变面积 /
管壁面积。
1. 2. 6　 ATP 含量测定

50 mg 心肌组织匀浆后经 3500 r / min、4℃离心

10 min,取上清液使用试剂盒测定 ATP 含量。
1. 2. 7　 qPCR 分析

采用 Trizol 法提取心脏组织总 RNA,用逆转录

酶 PrimeScriptTM RT 合成 cDNA 后进行 PCR 扩增,
检测心脏重塑标记基因 (心钠肽 (ANP)、脑钠肽

(BNP)、β 肌球蛋白重链(β-MHC)) [17-19] 和心肌能

量代谢相关基因[20](过氧化物酶体增殖物激活受体

α / γ(PPARα / γ)、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
共激活因子 ( PGC-1α)、核呼吸因子 ( NRF-1)) 的

mRNA 表达水平。 引物序列见表 1。 数据标准化后

使用 2-ΔΔct比较法进行分析。
表 1　 定量 PCR 引物

Table 1　 PCR primers
基因
Gene

正向引物(5 -3′)
Forward primers (5′-3′)

反向引物(5′-3′)
Reverse primers(5′-3′)

ANP ACAGCCAAGGAGGAAAAGGC CCACAGTGGCAATGTGACCA

BNP GAGGTCACTCCTATCCTCTGG GCCATTTCCTCCGACTTTTCTC

β-MHC ACCGTCTTGCCATTCTCCG GATGTTTTTGTGCCCGATGA

NRF-1 TTACTGTGCTGTGGCTGATGG CCTCTGATGCTTGCGTCGTCT

PGC-1α ATGCACTGACAGATGCAGACGTGAC GTTCCTATACCATAGTCATGCATTG

PPARα ATGCCAGTACTGCCGTTTTC GGCCTTGACCTTGTTCATGT

PPARγ TCCGAAGAACCATCCGATTGAA CATACAAATGCTTTGCCAGGGC

β-action GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

1. 2. 8　 心肌丝磷酸化分析

心脏收缩是消耗 ATP 并由肌丝蛋白实施的一

种活动,肌丝磷酸化水平可评估其活性状态。 本实

验使用匀浆器将心肌组织匀浆,经 12 000 r / min 离

心后去除上清液。 沉淀物重悬于含有 1%Triton X-
100 的裂解液裂解后离心获得心肌丝,定量和变性

后使用 12%凝胶电泳分离肌球蛋白结合蛋白 C
(MyBP-C)、肌钙蛋白 T(TnT)、肌钙蛋白 I(TnI)、肌
球蛋白轻链 2(MLC2),使用 Pro-Q Diamond 磷酸化

蛋白染色试剂检测肌丝蛋白的磷酸化水平,评估其

活性状态,考马斯亮蓝染料检测上样量,用激光扫

描仪器扫描。 使用 Image J 软件分析条带强度。
1. 3　 统计学分析

数据以平均值 ± 标准误 ( 􀭰x ± s) 表示,使用

GraphPad Prism 7. 0 软件进行统计分析,采用单因

素方差分析法(One-way ANOVA)和 Dunnett’ s 检验

比较组间差异,以 P < 0. 05 为差异有显著性。

2　 结果

2. 1　 PSO 的成分

PSO 的成分见图 1。 ALA 是 PSO 中最丰富的

脂肪酸,其次是油酸、亚油酸、棕榈酸和硬脂酸。
PSO 的脂肪酸谱包括饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸

(表 2)。

图 1　 PSO 成分分析

Figure 1　 The PSO component analysis
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表 2　 PSO 的理化特征

Table 2　 The physicochemical characteristics of PSO
种类 Items 值 Value

碘吸附值 Iodine adsorption value (g / 100 g substance) 193

皂化值 Saponification value (mg KOH / g fat) 194

非皂化物 Unsaponifiable matter% 1. 2

酸值 Acid value (mg KOH / g) 3. 8

脂肪 Lipids% 44. 7

饱和脂肪酸 Saturated fatty acids

棕榈酸 Palmitic acid (C16 ∶0)% 6. 5 (19. 754a)

硬脂酸 Stearic acid (C18 ∶0)% 2. 0 (24. 509a)

不饱和脂肪酸 Unsaturated fatty acids

油酸 Oleic acid (C18 ∶1)% 15. 4 (25. 786a)

亚油酸 Linoleic acid (C18 ∶2)% 13. 5 (27. 758a)

α-亚麻酸 α-linolenic acid (C18 ∶3)% 60. 1 (30. 503a)

n-6 / n-3 的比例 n-6 / n-3 ratio 0. 22

2. 2　 PSO 对血脂水平的影响

治疗结束时,与 WT 组相比, ApoE- / - 组血清

TC、HDL-C 和 LDL-C 水平显著升高,PSO 治疗后与

ApoE- / -组比较 LDL-C 和 HDL-C 水平有改善趋势,
但未见显著差异。 与 ApoE- / -组相比,Ato 组显示小

鼠血清脂质水平均显著降低(表 3)。

表 3　 血清脂质水平(􀭰x ± s,n = 10)
Table 3　 Serum lipid levels (􀭰x ± s,n = 10)

组别
Groups

总胆固醇 TC
(mmol / L)

甘油三酯 TG
(mmol / L)

高密度脂蛋白 HDL-C
(mmol / L)

低密度脂蛋白 LDL-C
(mmol / L)

WT 4. 02 ± 0. 15 1. 78 ± 0. 12 2. 65 ± 0. 10 0. 57 ± 0. 02

ApoE- / - 16. 62 ± 1. 21∗∗ 1. 71 ± 0. 17 6. 36 ± 0. 82∗∗ 4. 03 ± 0. 43∗∗

ApoE- / -+ 0. 5 g / kg PSO 15. 80 ± 1. 03 1. 48 ± 0. 18 7. 36 ± 0. 49 2. 72 ± 0. 56

ApoE- / -+ 1. 0 g / kg PSO 16. 45 ± 0. 72 2. 27 ± 0. 38 7. 56 ± 0. 39 3. 18 ± 0. 59

ApoE- / -+ Ato 13. 59 ± 0. 85# 1. 24 ± 0. 14# 4. 49 ± 0. 82# 3. 22 ± 0. 21#

注:∗∗P < 0. 01, vs WT group;#P< 0. 05, vs ApoE- / -。
Note.∗∗P < 0. 01, vs WT group;#P < 0. 05, vs ApoE- / - .

2. 3　 PSO 对主动脉压的影响

主动脉血管弹性纤维 HE 染色显示 WT 组中弹

性内膜的平滑肌细胞排列整齐, 结构完整, 而

ApoE- / -组管壁有斑块沉积,泡沫细胞浸润。 与

ApoE- / -组相比,PSO 组和 Ato 组主动脉斑块显著减

少,血管结构相对完整 (图 2A,B)。 脉冲多普勒结

果显示,ApoE- / - 组主动脉压显著高于 WT 组,PSO
和 Ato 治疗后,升高的主动脉压恢复到 WT 组的水

平(图 2C)。

2. 4　 心肌组织的病理学观察

HE 染色显示 WT 组心肌结构正常,ApoE- / - 组

心肌纤维的解体、碎裂或丢失。 与 ApoE- / -组相比,
PSO 和 Ato 治疗后心肌结构显著改善,心肌纤维整

齐排列并且没有显著碎裂(图 3)。
2. 5　 PSO 对心脏结构与功能的影响

与 WT 组小鼠相比,ApoE- / -组小鼠 IVS; s 和

LVPW; s 显著降低,LVID; s 和 LVID; d 显著增加,
表明心脏结构异常(图 4A-E),EF(57.93 ± 2.62%
vs 71.27 ± 2.66%,P < 0.001)和 FS(30.05 ± 1.65%
vs 41.53 ± 2.14%,P < 0.001)显著降低 (图 4A,F-
G),表明心脏功能障碍。 与 ApoE- / -组相比,PSO
组的 IVS; s 和 LVPW; s 均显著增高,LVID; s 和

LVID; d 均显著减小(图 4A,B -E),EF(0. 5 g / kg
PSO:68.08 ± 1.63% vs 57.93 ± 2.62%,P < 0.01; 1.
0 g / kg PSO: 71.27 ± 2.56% vs 57.93 ± 2.62%,P <
0.001)和 FS(0.5 g / kg PSO,37.09 ± 1.23% vs 30.05
± 1.65%,P < 0.001; 1.0 g / kg PSO,39.84 ± 2.02%
vs 30.05 ± 1.65%,P < 0.001)均显著增加,并恢复到

与 WT 组接近水平(图 4A,F,G)。 另外,Ato 组与

PSO 组的各项指标一致,表示 PSO 治疗显著保护了

心脏结构和功能,具有效果。
2. 6　 PSO 对细胞内 ATP 含量和基因表达的影响

与 WT 组相比,ApoE- / - 组的 ATP 含量显著降

低,与 ApoE- / - 组相比,PSO 组的 ATP 水平得到恢

复,Ato 组的 ATP 含量无显著差异(图 5A)。 与 WT
组相比, ApoE- / - 组小鼠 ANP, BNP 和 β-MHC 的

mRNA 表达水平增加。 与 ApoE- / - 组相比,PSO 组

BNP 和 β-MHC 的 mRNA 表达显著降低,并且接近

WT,但 ANP 无显著改变, Ato 组中 ANP,BNP 和 β-
MHC 的 mRNA 表达水平也显著降低(图 5B-D)。
以上结果表明 PSO 减少 ApoE- / -心脏重塑。 与 WT
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注:A:主动脉血管弹性纤维与主动脉血流多普勒;B:斑块面积与管壁面积的比值;C:主动脉压。 蓝色箭头表示弹性纤维,黄色箭头表示斑块。∗P
< 0. 05 vs WT 组;# P < 0. 05,###P < 0. 001 vs ApoE- / -组。

图 2　 小鼠主动脉压的检测
Note. A, Aortic vascular elastic fiber and aortic Doppler images. B, Ratio of plaque area to wall area. C, Aortic pressure. The blue arrow indicates elastic
fiber and the yellow arrow indicates plaque.∗P< 0. 05 vs WT group;#P < 0. 05,### P < 0. 001 vs ApoE- / - group.

Figure 2　 Detection of the mouse aortic pressure

组相比, ApoE- / - 组 PPARα, PPARγ 和 NRF-1 的

mRNA 表达降低,PCG-1α 的 mRNA 表达升高(图

5E - H)。 与 ApoE- / - 组相比, PSO 组 PPARα 的

mRNA(0. 5 g / kg PSO,1. 65 ± 0. 35 vs 0. 62 ± 0. 11,
P< 0. 01; 1. 0 g / kg PSO, 1. 87 ± 0. 34 vs 0. 62 ±
0. 11,P < 0. 01),NRF-1 的 mRNA(0. 5 g / kg PSO,
0. 59 ± 0. 03 vs 0. 28 ± 0. 08,P < 0. 01; 1. 0 g / kg
PSO,0. 66 ± 0. 12 vs 0. 28 ± 0. 08,P < 0. 05),PGC-
1α 的 mRNA(0. 5 g / kg PSO,4. 58 ± 0. 36 vs 0. 97 ±
0. 11,P < 0. 01;1. 0 g / kg PSO,5. 89 ± 0. 6 vs 0. 97 ±
0. 11,P < 0. 01)表达显著增加(图 5F-H)。 PPARγ
的 mRNA 表达没有显著差异(图 5E)。 与 ApoE- / -

组相比,Ato 组 PPARα,NRF-1 的 mRNA 表达均得到

恢复(图 5F-G),但 PGC-1α 的 mRNA 水平降低(图
5H)。 以上结果表明 PSO 有助恢复 ApoE- / -心脏的

能量供给。
2. 7　 PSO 对肌丝蛋白磷酸化的影响

Pro-Q Diamond 染色结果见图 6A。 统计显示

ApoE- / -组中 MyBP-C、TnT、TnI 和 MLC2 的磷酸化水

平显著低于 WT 组(图 6A-E);与 ApoE- / - 组相比

PSO 治疗后 MyBP-C、TnT、TnI 和 MLC2 得到一定程

度的恢复(图 6A-E),其中 1. 0 g / kg PSO 组和 Ato
组 TnI 的磷酸化水平恢复显著,接近 WT 组水平(图
6D),表明心肌丝活性状态得到改善。

注:光学显微镜下的小鼠主动脉根部, 以及肌纤维和主动脉壁。 绿
色箭头表示心肌纤维,黄色箭头表示斑块。

图 3　 心肌组织 HE 染色
Note. Mouse aortic root, and aortic wall and cardiac muscle fiber. The
green arrows indicate myocardial fibers and the yellow arrows indicate
plaques.

Figure 3　 Histological changes of the mouse
myocardial tissues(HE staining)
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注:A:超声显示小鼠心脏的 M 型和 B 型图;B:收缩末期室间隔厚度;C:收缩末期左室后壁厚度;D:收缩末期左室内径;E:舒张末期左

室内径;F:射血分数;G:短轴缩短率。 a:舒张末期室间隔厚度;b:舒张末期左室后壁厚度;c:收缩末期室间隔厚度;d:收缩末期左室

后壁厚度;e:舒张末期左室内径; f:收缩末期左室内径。∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001 vs WT 组;#P < 0. 05, ## P< 0. 01,
### P < 0. 001 vs ApoE- / -组。

图 4　 小鼠心功能检测

Note. A, Typical B-mode and M-mode ultrasound images of the mouse heart. B, Internal ventricular septum thickness at end-systole. C, Left
ventricular posterior wall thickness at end-systole. D, Left ventricular internal dimension at systole. E, Left ventricular internal dimension at
diastole. F, Ejection fraction. G, Short axis shortening rate. a, Internal ventricular septum thickness at diastole. b,Left ventricular posterior wall
thickness at diastole. c, Internal ventricular septum thickness at end-systole. d, Left ventricular posterior wall thickness at end-systole. e, Left

ventricular internal dimension at diastole. F, Left ventricular internal dimension at systole.∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001 vs WT

group;#P < 0. 05,##P< 0. 01,###P < 0. 001 vs ApoE- / - group.

Figure 4　 Measurements of cardiac function of the mice
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注: A:ATP 含量;B:ANP 的表达;C:BNP 的表达;D:β-MHC 的

表达;E:PPARγ 的表达;F:PPARα 的表达;G:NRF-1 的表达;H:

PCG-1α 的表达。∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001 vs WT 组;
# P< 0. 05,## P< 0. 01,###P< 0. 001 vs ApoE- / -组。

图 5　 ATP 含量和基因表达水平

Note. A, Content of ATP. B, Expression of ANP. C, Expression of
BNP. D, Expression of β-MHC. E, Expression of PPARγ. F,
Expression of PPARα. G, Expression of NRF-1. H, Expression of

PCG-1α.∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P< 0. 001 vs WT group;#P<

0. 05,##P< 0. 01,###P < 0. 001 vs ApoE- / - group.

Figure 5　 The content of ATP and gene expression levels

3　 讨论

本实验中, ApoE- / -小鼠可检测到心脏扩张、心
功能障碍和心肌结构损伤,与其他报道结果一致,
例如肥大性心脏重构[21-23] 和内皮功能障碍[21]。 但

A:Pro-Q Diamond 染色;B:肌球蛋白结合蛋白 C 磷酸化水平;
C:肌钙蛋白 T 磷酸化水平;D:肌钙蛋白 I 磷酸化水平;E:肌球

蛋白轻链 2 磷酸化表达水平。∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P<

0. 001 vs WT 组;#P < 0. 05 vs ApoE- / -组。

图 6　 肌丝蛋白磷酸化水平

Note. A, Pro-Q Diamond staining. B, Phosphorylation levels of
MyBP-C. C, Phosphorylation levels of TnT. D, Phosphorylation

levels of TnI. E, Phosphorylation levels of MLC2 .∗P < 0. 05,∗∗P

< 0. 01,∗∗∗P< 0. 001 vs WT group;#P < 0. 05 vs ApoE- / - group.

Figure 6　 Phosphorylation level of myofilaments

是我们的小鼠出现的时间较早,约为 5 个月,其它文

献报道出现症状的时间有长于或短于此时间的,如
正常饮食的 ApoE- / -小鼠 7. 5 个月出现显著的心脏

重构和内皮功能障碍[21],13 个月大的 ApoE- / -小鼠

出现明显的肥大性心脏重构[22],较短时间的则显示

正常饮食 4 周龄 ApoE- / -小鼠已出现左心室肥大性

重构[23]。 ApoE- / -病理表型出现时间不一致可能与

饲养管理情况和实验时间点有关。 另外,研究表明

动脉粥样硬化病变与巨噬细胞能量代谢异常[22]、线
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粒体功能损伤引起的能量代谢障碍[23] 密切相关,本
研究中 PSO 没有显著降低血脂但却减少动脉粥样

硬化斑块,可能与能量代谢的机制相关,本研究中

的基因表达检测结果也支持这个观点,具体机制有

待于进一步研究。
哺乳动物需要大量的 ATP 来维持正常的心脏

收缩功能,能量代谢异常与心功能失常密切相关。
PGC-1α 是线粒体合成的“主控制器”,与 PPARs 和

NRF-1 共激活起作用[24]。 研究表明多不饱和脂肪

酸能激活 PPARs 与 PGC-1α 调节心脏代谢[25-26],而
PPARα 的激活可改善心肌能量代谢、延缓心力衰

竭[27]。 我们的结果显示,PSO 治疗改善了 ApoE- / -

小鼠心功能,提高了 PPARα,PCG-1α 和 NRF-1 的

mRNA 表达水平,表明这些基因表达在 PSO 治疗机

制中起到关键作用。 PSO 治疗后 PPARγ 的 mRNA
表达水平没有显著差异,这可能是因为 PPARγ 的激

活主要受 n-6 脂肪酸调控[28],并且其激活未参与左

心室重构[29]。 同时,心肌丝磷酸化结果提示 PSO
可通过调节心肌丝活性状态改善心脏功能收缩,但
其如何与能量代谢相互协调保护心脏的机制仍有

待探索阐明。
ApoE- / -小鼠发生心脏结构和功能异常,PSO 可

抑制其动脉斑块形成、维持正常心脏结构和功能。
PSO 可能通过调节 PPARα / PCG-1α / NRF-1 轴增加

ATP 和肌丝蛋白磷酸化、改善能量代谢、发挥心脏

保护作用。
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慢性光照联合氢醌诱导小鼠年龄相关性黄斑变性模型
张晶,许凯,梁洁,陈强,马群英,梁丽娜∗

(中国中医科学院眼科医院,北京　 100040)

　 　 【摘要】 　 目的　 采用慢性光照联合氢醌喂食的方法诱导建立小鼠年龄相关性黄斑变性(AMD) 模型,观察其

病理特征、超微结构及视网膜功能改变,为 AMD 发病机制及防治研究提供新模型。 方法　 4 月龄 C57BL / 6 小鼠 20
只随机分为模型组和正常组,每组 10 只。 模型组小鼠被喂以基于基础纯净合成的含 8 g / (kg·bw)氢醌的饮食,同
时每日接受 12 h、强度 2500 lx 的光照。 正常组小鼠被喂以不含氢醌的同配方饮食,正常光照明,饲养 3. 5 个月。 采

用视网膜电图(ERG)、光镜及电子显微镜技术观察两组小鼠视网膜功能和结构改变,TUNEL 方法观察视网膜细胞

凋亡情况,免疫荧光法检测视网膜、脉络膜血管内皮生长因子(VEGF)及 CD31 的表达和分布。 结果　 ERG 检测结

果显示模型组小鼠视网膜功能较正常组下降;光镜观察显示模型组小鼠视网膜色素上皮层呈现萎缩样改变,Bruch
膜结构破坏,可见新生血管样组织细胞长入,感光细胞计数模型组小鼠为(164. 67±34. 37),正常组为(243. 33±
15. 23),模型组感光细胞数较正常组显著减少,差异有统计学意义( t = -9. 77, P<0. 05);透射电子显微镜显示,模
型组视网膜的感光细胞的膜盘结构松散变形,部分碎裂,RPE 细胞微绒毛变短,Bruch 膜不规则增厚,外胶原层见层

状沉积物,内皮细胞突入 Bruch 膜内。 TUNEL 结果显示正常组几乎没有凋亡细胞,模型组视网膜色素上皮细胞

(RPE)层及感光细胞层出现了大量凋亡细胞,感光细胞凋亡率(43±2. 73)%,两组差异有统计学意义(P<0. 01)。
免疫荧光结果显示,正常组外丛状层、神经纤维层可见散在 VEGF 弱阳性表达,模型组除上述细胞外,在 RPE 细胞

层亦可见强阳性染色。 正常组视网膜各层细胞未见明确 CD31 阳性染色,模型组 RPE 细胞层可见较强 CD31 表达,
提示 RPE 层新生血管发生。 结论　 慢性光照联合氢醌饲料喂养的小鼠非常接近人 AMD 的发病进程及特点,可为

进一步探讨 AMD 发病机制及防治研究提供可靠的动物模型。
【关键词】 　 年龄相关性黄斑变性;小鼠模型;光照;氢醌
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A novel murine model of age-related macular degeneration induced by
combined chronic exposure to light and hydroquinone

ZHANG Jing, XU Kai, LIANG Jie, CHEN Qiang, MA Qunying, LIANG Lina∗

(Eye Hospital,China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 100040, China)
Corresponding author: LIANG Lina. E-mail: lianglina163@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To develop a murine model of age-related macular degeneration (AMD), using combined
chronic exposure to light and hydroquinone, and to characterize the pathological and ultrastructural changes, and retinal
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function, thus to provide a more suitable model for AMD pathogenesis and treatment research. Methods　 Twenty 4-month-
old C57BL / 6 mice were randomly divided into a model group and a normal group, with 10 mice in each. The mice in the
model group were fed a diet containing 8 g / (kg·bw) hydroquinone and received 12 h light exposure daily with an intensity
of 2500 lx. Mice in the normal group were fed with the same diet without hydroquinone, and were exposed to conventional
illumination. After 3. 5 months, light and electron microscopy and electroretinograms (ERGs) were used to detect structural
and functional changes in the retina. Photoreceptor apoptosis was evaluated with TdT-mediated dUTP nick-end labeling
(TUNEL) staining, and vascular endothelial growth factor (VEGF) and cluster of differentiation 31 (CD31) expression
and distribution were detected by immunofluorescence. Results 　 ERGs showed that retinal function of the mice in the
model group was lower than that of mice in the normal group. Light microscopy showed atrophic changes in the retinal
pigment epithelium (RPE) layer in the model group, and a reduced number of photoreceptor cells (164. 67±34. 37 versus
243. 33±15. 23 in the normal group). There were significantly fewer photoreceptor cells in the model group than in the
normal group ( t= -9. 77, P<0. 05). Transmission electron microscopy showed that the photoreceptor outer segments of the
mice in the model group were loose, deformed and partially fragmented. In addition, the RPE-cell microvilli were
shortened; the Bruch’ s membrane became irregularly thickened; and endothelial cells from the choroidal capillary
basement membrane penetrated into the Bruch’ s membrane. Apoptosis was rarely found in the normal group. TUNEL
staining showed that there were many positive cells in the RPE and photoreceptor layers in the model group. The apoptosis
rate was (43±2. 73)% (P<0. 01). Immunofluorescence showed marked VEGF-positive staining in the RPE layer in the
model group, whereas no specific staining was found in the normal group. Immunofluorescence of CD31 showed scattered
positive staining in the outer plexiform layer and ganglion cell layer in the normal group, whereas it could also be found in
the RPE layer in the model group, which indicated the development of neovascularization. Conclusions 　 The retinas of
mice treated with combined hydroquinone and chronic light damage closely mimic the development and characteristics of
human AMD, this may provide a reliable animal model for further studies of AMD pathogenesis and management.

【Keywords】　 age related macular degeneration; mouse model; light exposure; hydroquinone
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 年龄相关性 黄 斑 变 性 ( age-related macular
degeneration,AMD)是 55 岁以上人群主要的致盲

眼病之一。 随着中国老龄化问题的日益严重,其
患病率逐年升高,其发病机制和防治成为研究的

热点,合适的动物模型是相关研究工作的重要工

具。 近 年 来 国 内 外 建 立 了 各 种 AMD 动 物 模

型 [1] ,不同的动物模型各有其优缺点,理想的动

物模型应该更经济和更接近于人类 AMD 自然病

程。 AMD 的病因和发病机制仍然存在很大的争

议,目前得到公认的是受年龄、基因和环境的影

响,其中吸烟和光暴露是 AMD 发生的重要环境

危险因素,既往大量报道以吸烟、光照诱导出部

分 AMD 病理改变动物模型 [2-3] ,而人类 AMD 是

一个多因素作用、光感受器细胞、RPE 细胞和脉

络膜毛细血管之间相互影响形成的复杂“系统”
的表现。 因此,联合多种发病诱因,尽可能模拟

AMD 发生的环境因素,可能会建立更接 近 人

AMD 发病机制的动物模型。 本研究,我们采用

慢性光照联合氢醌饲料喂养的方法诱导出类似

晚期 AMD 病变模型,报告如下。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

4 月龄健康雄性 SPF 级 C57BL / 6 小鼠 20 只,购
自北京维通利华实验动物技术有限公司 【 SCXK
(京)2016-0006】。 实验动物饲养于中国中医科学

院眼科医院实验动物中心屏障级动物房内【 SYXK
(京)2014-0019】。 温度(22±5)℃,湿度(50±5)%。
所有实验操作遵循眼科技视觉研究动物 ARVO 宣

言,并按实验动物 3R 原则给予人道关怀。
1. 1. 2　 试剂与仪器

氢醌(Sigma-Aldrich,H9003);TUNEL 细胞原位

凋亡试剂盒(Roche Life Science,12156792910); HE
染色试剂盒(北京博奥森生物技术有限公司,C02-
04004); 4′, 6-二脒基-2-苯基吲哚染色液 ( 4′, 6-
diamidino-2-phenylindole, DAPI, BD PharmingenTM,
564907);抗荧光淬灭剂(北京博奥森生物技术有限

公司,C-101); DNA 酶 I(大连 TaKaRa 公司,D2270
A ); 冰 冻 包 埋 剂 ( optimal cutting temperature
compound,O.C.T,美国 Sakura 公司,4583); 4%多聚
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甲醛(北京 Unique 生物科技有限公司, P1110);
VEGF(Abcam,ab52917);CD31(Abcam,ab28364);
罗丹明标记的山羊抗兔二抗(北京博奥森生物技术

有限公司,AE042337);牛血清白蛋白(Bovine Serum
Albumin, BSA, 北京博奥森生物技术有限公司,bs-
2315)。 光学显微镜(DM2500,Leica,德国), 透射

电子显微镜(JEM-1400,日本电子株式会社,日本),
冰冻切片机(CM1850,Leica,德国),光照度计(北京

师范大学光电仪器厂,ST-85,中国),大鼠 SPF 级生

长繁育饲料(北京科奥协力饲料有限公司,中国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物模型建立

动物按照随机数字表法分为模型组 10 只,正常

对照组 10 只。 模型组小鼠置于自主设计的 LED 光

照装置中(专利号:2017210439226)波长 400 ~ 750
nm,光照度计测量,保证在动物头部水平测量光照

强度可达 2500 lx,每日接受 12 h 光照;同时被喂以

基于基础纯净合成的含 8 g / ( kg·bw)的饮食;正常

组小鼠被喂以不含氢醌的同配方饮食,正常昼夜节

律饲养。 两组动物饲养 3. 5 个月后进行模型评价。
1. 2. 2　 视网膜电图(ERG)检测

各组小鼠于检测前暗适应 24 h,复方托吡卡胺滴

眼液点双眼常规散瞳 20 min;采用盐酸氯胺酮-盐酸

塞拉嗪混合麻醉剂(v ∶v = 1 ∶7)肌注(0. 01 mL / kg)麻
醉小鼠。 检测操作全程均在弱红光灯下进行操作。
将参考电极和接地电极分别置于小鼠正中头皮下

及双下肢皮下。 将双侧角膜电极置于大鼠双侧眼

睑内,保持各电极间阻抗始终<5 kΩ。 以 Ganzfeld
全视野刺激器进行刺激,根据国际临床视觉电生理

协会(ISCEV)制定的最新国际标准[4],依次选定暗

适应 0. 01 ERG,暗适应 3. 0 ERG,暗适应 3. 0 震荡

电位,(自动明适应 10 min)明适应 3. 0 ERG,闪烁

光反应进行检测。 依次记录各组 a 波、b 波的峰时

值(ms)和振幅值(μV)。
1. 2. 3　 视网膜光镜观察

颈椎脱臼法处死小鼠,快速摘取眼球,1 mL 注

射器角膜穿刺置于 4%多聚甲醛固定 20 min,解剖

显微镜下小心去除眼前节和部分玻璃体,余下组织

继续固定 24 h,梯度酒精脱水、二甲苯透明后浸蜡包

埋。 连续 4 μm 切片,切片常规脱蜡至水后行 HE 染

色,光学显微镜观察视网膜各层病理改变。
1. 2. 4　 视网膜透射电镜检测

颈椎脱臼法处死小鼠,快速摘取眼球,立刻置

于 4℃,2. 5%戊二醛中固定 0. 5 h,显微镜下去除眼

前节组织及部分玻璃体,保留视杯,解剖显微镜下

切取视乳头颞侧 1 mm 上方全层眼球壁,大小 1 mm
× 1 mm × 2 mm。 锇酸固定、梯度酒精脱水、环氧丙

烷树脂浸透包埋组织,制作 900 nm 超薄切片,醋酸

双氧铀、枸橼酸铅避光染色、风干,透射电子显微镜

观察视网膜超微结构。
1. 2. 5　 TUNEL 检测视网膜细胞凋亡

动物眼球取材固定同 HE 染色,4%多聚甲醛液

中 4℃固定 24 h 后,冰冻包埋剂 OCT 包埋后液氮冷

冻。 冰冻切片机-23℃下行垂直视网膜的 8 μm 冰

冻切片。 冰冻切片磷酸缓冲液(PBS)室温 15 min ×
3 次洗脱包埋剂,进行 TUNEL 检测,具体操作参见

试剂盒说明,完成后进行 DAPI 复染细胞核,抗荧光

衰减封片剂封片,荧光显微镜下观察。 每组随机选

取 10 张片子,每张切片计数一个高倍视野下凋亡的

感光细胞数及感光细胞总数,计算凋亡率。
1. 2. 6　 免疫荧光检测 VEGF 及 CD31 表达

将冰冻切片置于磷酸缓冲液(PBS)室温 10 min
× 3 次,然后置于 1% Triton X-100 溶液 30 min,2%
牛血清白蛋白的室温封闭 2 h 后依组别分别滴加一

抗 VEGF,CD31,4℃孵育过夜。 PBS 溶液室温洗涤

10 min × 3 次,滴加罗丹明标记的山羊抗小鼠二抗,
室温下孵育 1 h,PBS 清洗 10 min × 3 次,DAPI 复染

细胞核 5 min。 抗荧光衰减封片剂封片,荧光显微镜

下观察。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 13. 0 软件包进行分析,实验数据以

均数±标准差(􀭰x ± s)表示,两样本均数比较采用独

立样本 t 检验,以 P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 视网膜电图(ERG)检测

暗适应 0. 01 ERG 正常组视网膜 b 波振幅

(234. 00 ± 20. 95) μV,模型组 b 波振幅 (113. 00 ±
16. 13)μV,模型组较正常组明显降低,差异有统计学

意义(P<0. 05);暗适应 3. 0 ERG 正常组 b 波振幅

(355. 50±61. 08)μV,模型组(129. 00+18. 05)μV,模
型组较正常组明显降低,差异有统计学意义(P <
0. 05)。 暗适应 3. 0 震荡电位正常组 b 波振幅

(575. 00±115. 11)μV,模型组(284. 25±55. 25)μV,两
组差异有统计学意义(P<0. 05);明适应 3. 0 ERG 正

常组 b 波振幅(138. 00±17. 53)μV,模型组(44. 50±
7. 59)μV,较正常组明显降低,差异有统计学意义(P
<0. 05);闪烁光反应正常组 b 波振幅 (163. 00 ±
30. 27),模型组(50. 50±11. 03)μV,模型组较正常组

明显降低,差异有统计学意义(P<0. 05);见表 1。
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表 1　 正常组及模型组视网膜电图检测结果比较(􀭰x ± s,n= 10)
Table 1　 Electroretinogram (ERG) test between the normal and model groups (􀭰x ± s,n= 10)

组别
Groups

暗适应 0. 01 ERG
Scotopic 0. 01 ERG

(μV)

暗适应 3. 0 ERG
Scotopic 3. 0 ERG

(μV)

暗适应 3. 0 震荡电位
Scotopic 3. 0 oscillatory

potentials(μV)

明适应 3. 0 ERG
Photopic 3. 0 ERG

(μV)

闪烁光反应
Photopic 3. 0 flicker

(μV)

正常组
Normal group 234. 00±20. 95 355. 50±61. 08 575. 00±115. 11 138. 00±17. 53 163. 00±30. 27

模型组
Model group 113. 00±16. 13 129. 00±18. 05 284. 25±55. 25 44. 50±7. 59 50. 50±11. 03

t 值
t value 11. 04 9. 91 10. 21 34. 03 30. 44

P 值
P value 0. 001 0. 001 0. 001 0. 000 0. 000

注:A:正常组,视网膜各层结构排列规整,细胞形态均一,视网膜色素上皮层连续整齐。 B:模型组,视网膜各层结构排

列较为疏松,感光细胞较正常组减少,视网膜色素上皮层呈现萎缩样改变,Bruch 膜可见中断,血管样组织长入(白色箭

头)。 RGCs:视网膜神经节细胞;INL:内核层;ONL:外核层;RPE:视网膜色素上皮层。

图 1　 正常组及模型组视网膜病理图像(HE 染色,×400)
Note.A, Normal group, the retina layers were arranged regularly, the cell morphology was uniform, and the retinal pigment
epithelium layers were continuous and orderly. B, Model group, the arrangement of retinal layers was looser, the number of
photoreceptor cells was less than which in normal group, the RPE layer showed atrophic changes, Bruch membrane was
interrupted, and vascular-like tissue grew into (white arrow). RGCs:Retinal ganglion cells. INL:Inner nuclear layer. ONL:
Outter nuclear layer. RPE:Retinal pigment epithelium layer.

Figure 1　 Pathological changes of the retinas in the normal and model groups(HE staining,×400)

2. 2　 视网膜结构光镜观察

正常组视网膜各层结构排列规整,细胞形态均

一,视网膜色素上皮层连续整齐,与正常组相比,模
型组视网膜各层结构排列较为疏松,感光细胞较正

常组减少,视网膜色素上皮层呈现萎缩样改变,
Bruch 膜结构破坏,可见血管样组织长入,部分区域

增厚, 部分区域变薄, 感光细胞计数正常组为

(243. 33±15. 231),模型组(164. 67±34. 37),模型组

感光细胞数目明显低于正常组,差异有统计学意义

( t= -9. 77, P<0. 05),见图 1。
2. 3　 视网膜电镜观察

正常组小鼠视网膜感光细胞膜盘结构清晰,排

列整齐,色素上皮细胞线粒体丰富,顶部微绒毛数

量多而且长,Bruch 膜结构规整,厚度均匀。 模型组

小鼠感光细胞膜盘结构松散变形,出现分离、碎解,
固缩等改变。 视网膜色素上皮细胞内色素粒减少,
顶部微绒毛较正常组稀疏变短,RPE 下可见沉积

物,Bruch 膜结构不规整,厚度不均匀,部分出现中

断,内皮细胞长入,见图 2。
2. 4　 视网膜细胞凋亡情况

正常组视网膜各层细胞核排列规整,几乎未见

凋亡细胞,模型组感光细胞层细胞核较正常组减

少,可发现明显的凋亡现象, 感光细胞凋亡率

(43. 00±2. 73)%。 见图 3。
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注: A、B 正常组,A 图示膜盘结构,B 图示 Bruch 膜及周围结构。 C-F 模型组,C 图可见盘膜结构散乱变形,
D-F 图色素上皮细胞顶部微绒毛稀疏变短,RPE 下沉积物(箭头),Bruch 膜不规则,可见中断,内皮细胞长

入(黑色箭头)。

图 2　 小鼠视网膜透射电子显微镜图

Note. A,B. Normal group. A, Structure of the rod outer segment. B, Bruch membrane and its surrounding
structures.C-F. Model groups. C. The disc membrane structure was disorganized and deformed. D-F. the microvilli
at the top of the pigment epithelial cells were sparse and shorter, the deposits under RPE ( arrow), the Bruch
membrane was irregular, and the endothelial cells grew in (black arrow).

Figure 2　 Transmission electron micrographs of the mouse retinas

注:A:正常组,未见凋亡细胞;B:模型组,视网膜感光细胞层可见大量凋亡细胞,凋亡细胞呈红色,蓝色为

DAPI 复染细胞核。 RGCs:视网膜神经节细胞;INL:内核层;ONL:外核层;RPE:视网膜色素上皮层。

图 3　 TUNEL 检测正常组及模型组视网膜感光细胞凋亡情况

Note. A, Normal group, showing no apoptotic cells. B, Model group, showing a large amount of apoptotic cells
(red) in the photoreceptor layer of the retina. The cell nuclei were stained as blue by DAPI. ( RGCs:Retinal
ganglion cells;INL:Inner nuclear layer;ONL:Outter nuclear layer:RPE:Retinal pigment epithelium layer)

Figure 3　 Apoptosis in photoreceptor cells of the normal and model groups(TUNEL staining)
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2. 5　 视网膜 VEGF 表达情况

正常组视网膜未见明确的 VEGF 表达,模型组

视网膜色素上皮层及内核细胞层可见较强的 VEGF
阳性染色。 见图 4。

2. 6　 视网膜 CD31 表达情况

正常组视网膜未见明确的 CD31 表达,模型组

视网膜色素上皮层可见较强的 CD31 阳性染色。 见

图 5。

注:A:正常组,未见明确 VEGF 染色;B:模型组,视网膜色素上皮层及内核层可见 VEGF 阳性染色呈红色(白箭),蓝色信号为 DAPI 复染

的细胞核。 RGCs:视网膜神经节细胞;INL:内核层;ONL:外核层;RPE:视网膜色素上皮层。

图 4　 免疫荧光检测正常组及模型组视网膜 VEGF 表达情况

Note. A, Normal group, showing no VEGF-stained cells. B, Model group, showing VEGF-positive cells in both RPE layer and the inner nuclear
layer (white arrow),and all the cell nuclei were stained as blue by DAPI. RGCs:Retinal ganglion cells;INL:Inner nuclear layer;ONL:Outter
nuclear layer:RPE:Retinal pigment epithelium layer.

Figure 4　 VEGF expression in the retina tissues of normal and model groups(Immunofluorescence staining)

注:A:正常组,未见明确 CD31 染色;B:模型组,视网膜色素上皮层可见 CD31 阳性染色呈红色(白箭),蓝色信号为 DAPI 复染的细胞核。
RGCs:视网膜神经节细胞;INL:内核层;ONL:外核层;RPE:视网膜色素上皮层。

图 5　 免疫荧光检测正常组及模型组视网膜 CD31 表达情况

Note. A, Normal group, showing no significant CD31-stained cells. B, Model group, showing numerous CD31-positive cells in the retinal pigment
epithelium (white Arrows),and all the cell nuclei were stained as blue by DAPI. RGCS:Retinal ganglion cells;INL:Inner nuclear layer;ONL:
Outter nuclear layer:RPE:Retinal pigment epithelium layer.

Figure 5　 CD31 expression in the retinas of the normal and model groups(Immunofluorescence staining)
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3　 讨论

目前用于 AMD 研究的动物模型种类较多,如
AMD 易感基因工程动物模型[5];激光诱导脉络膜新

生血管(choroidal neovascularization, CNV)模型,玻
璃体腔注射生长因子诱发脉络膜视网膜新生血管

模型,静脉注射碘酸钠诱导视网膜损伤模型,光致

视网膜损伤模型等[6]。 模型各有特点,但大多偏重

于 AMD 某种病理特征。 部分基因工程小鼠模型虽

可以呈现人类 AMD 的特征性变化,但模型建立费

用高昂,动物因免疫缺陷及代谢异常存活率低,不
易于普及利用。 理想动物模型应更近似于临床

AMD 发病过程,大量研究证实衰老、吸烟[7-8] 及持

续可见光暴露[9-11] 与 AMD 发生的关系密切。 故本

研究选择氢醌饲料喂养及慢性可见光暴露模拟

AMD 发病的环境危险因素。 氢醌是香烟中的主要

有害物质,具有极强的氧化性,既往研究证实,置于

吸烟环境中的小鼠可出现视网膜色素上皮层下沉

积物、Bruch 膜变薄及 RPE 细胞凋亡等改变,与人

AMD 早期改变类玻璃膜疣形成相似[12]。 体外实验

证实,氢醌处理体外培养的 ARPE-19 细胞系,可观

察到细胞出现过氧化损伤,大量亲电子化合物细胞

内蓄积并诱发内质网应激反应,引起细胞系列损

伤[13-16]。 本课题组前期实验利用含 0. 8 g / (kg·bw)
氢醌饲料喂养小鼠 3. 5 月后,观察到视网膜色素上

皮-脉络膜下出现类玻璃膜疣状物沉积,但光感受器

细胞病变并不明显[3]。 光损伤是 AMD 另一个重要

的环境危险因素,AMD 发病与长期低强度光损伤有

关。 研究发现可见光通过光毒性和化学毒性导致

视网膜感光细胞及 RPE 损伤[17],实验证实,应用光

照强度为 2500 lx 的白色光源照射 2 月龄小型猪 3
个月后,视网膜发生慢性损伤,以视网膜 RPE 细胞

及感光细胞凋亡为特点,内核层细胞数量减少,视
网膜厚度降低[18-19]。 此外研究证实,吸烟与可见光

暴露对于视网膜细胞损伤还存在交互作用,Zinflou
等[20]实验发现香烟烟雾成分可导致 RPE 细胞对于

蓝光呈现较高的吸收率,导致 RPE 细胞光损伤加

剧。 因此,将吸烟与光照两种 AMD 发病诱因相联

合,有可能建立与 AMD 自然病程及病理特点更接

近的动物模型。
人类 AMD 是涉及光感受器细胞、RPE 细胞以

及脉络膜血管病变的复杂病理过程。 早期病变为

视网膜黄斑区出现玻璃膜疣状沉积物 drusen,直径

65~125 μm,RPE 细胞无异常改变;进入中期,黄斑

区可见直径 125 μm 以上 drusen 形成,同时伴有

RPE 细胞色素紊乱;随着病情进展,视网膜 RPE 局

灶性脱离,内层视网膜细胞萎缩;晚期可见脉络膜

新生血管长入 Bruch 膜或视网膜地图状萎缩,前者

又被称为湿性 AMD,后者为干性 AMD[21]。 本实验

选择 C57BL / 6 近交系小鼠为观察对象,尽管小鼠视

网膜缺乏确切的黄斑结构,但其视网膜光感受器细

胞、RPE 细胞、Bruch 膜及脉络膜血管等结构与人类

视网膜结构极为类似,因此观察小鼠视网膜各结构

在 AMD 重要发病因素作用下的病理变化,可为研

究人类 AMD 的发生提供客观的基础数据。 本实验

将 AMD 发病的重要危险因素相联合, 4 月龄

C57BL / 6 小鼠依据发育周期已属于中年[22],历经

3. 5 个月实验周期恰好进入老年期;每日以含有

0. 8 g / (kg·bw)氢醌饲料喂养小鼠模拟吸烟环境;
采用自主设计的 LED 冷光源灯架,光源波长范围为

400~750 nm 模拟人眼可感知的光波范围,以光照强

度 2500 lx 每日光照小鼠 12 h,进行慢性光诱导视网

膜损伤,既保持动物正常的昼夜节律,又模拟人类

随着时间进展视网膜细胞不断发生变化的特点,进
而对模型组动物视网膜进行功能学和形态学评价。
模型组动物 ERG 结果暗适应 0. 01 ERG,暗适应 3. 0
ERG 以及明适应 3. 0 ERG 的 b 波振幅降低,提示视

网膜光感受器细胞以及内层视网膜细胞发生损伤,
与人类视网膜变性类疾病 ERG 呈现类似的变化趋

势;电镜观察到模型组视网膜感光细胞膜盘结构松

散变形,碎解,RPE 细胞内色素粒减少,下方可见沉

积物;上述变化与本课题组前期实验单纯氢醌喂养

小鼠结果一致[3],此外视网膜还出现 Bruch 膜结构

及厚度均欠规整,部分出现中断,内皮细胞长入等

变化。 光镜下不但观察到模型组视网膜内、外核层

细胞数量显著减少( t = -9. 77, P<0. 05),RPE 细胞

呈现萎缩状态,还可见血管样组织由脉络膜层向内

长入,破坏 Bruch 膜结构,经免疫荧光检测该区域内

与血管生长密切相关的因子 VEGF、CD31 呈阳性表

达,提示病变向中晚期进展。
本研究选择 AMD 发病的高危因素:衰老、吸烟

以及持续可见光暴露建立动物模型,实验动物不但

出现类似于玻璃膜疣的视网膜下沉积物,还可观察

到 Bruch 膜破坏,血管样结构由脉络膜向内长入等

更类似于临床晚期 AMD 的病理特征。 实验动物选

择遗传背景清晰的近交系小鼠,个体差异小,模型
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建立过程操作难度适中,可重复性高,为进一步研

究 AMD 发病、预防及治疗提供了较好的研究工具。
本次研究未发现突破 RPE 层的典型脉络膜新生血

管组织,可能与观察时间较短有关,在今后的研究

中延长造模时间,同时增加脉络膜铺片等观察方法

进一步明确 CNV 的生长和发展。
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湿热泄泻模型大鼠的尿液代谢组学研究
彭晓婷1,马琪2,张晓松1,华永丽1∗,纪鹏1,姚万玲1,魏彦明1∗

(1. 甘肃农业大学动物医学院, 兰州　 730070; 2. 西南大学动物科学学院,重庆　 402460)

　 　 【摘要】 　 目的　 应用基于超高效液相色谱-串联四级杆飞行时间二级质谱联用(UPLC-Q / TOF-MS / MS) 尿液

代谢组学方法筛选湿热泄泻潜在代谢标志物,探讨大鼠湿热泄泻发病机制。 方法　 采取高糖高脂(HF)+高温高湿

(HH)+腹腔注射产肠毒性大肠杆菌(EC)建立大鼠湿热泄泻模型,采集大鼠造模各阶段(高糖高脂,高温高湿,攻
毒)尿液样本,应用尿液代谢组学技术分析样本,多元统计分析方法分析代谢数据。 结果　 筛选出左旋谷酰基-左
旋半胱氨酸、左旋甲酰犬尿氨酸、5-羟基-N-甲酰犬尿氨酸、核黄素-5-磷酸、亚油酸、左旋色氨酸和褪黑素等 7 个潜在

代谢标志物。 结论　 湿热泄泻涉及色氨酸代谢、核黄素代谢与亚油酸代谢等代谢通路,表明大鼠体内出现能量、氨
基酸及脂类代谢紊乱,本研究结果为揭示中(兽)医湿热泄发病机制提供了参考依据。

【关键词】 　 湿热泄泻;超高效液相色谱-串联四级杆飞行时间二级质谱联用;尿液;代谢组学;生物标志物;大鼠
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Urine metabolomics in the rat model of damp-heat diarrhea
PENG Xiaoting1, MA Qi2, ZHANG Xiaosong1, HUA Yongli1 ∗, JI Peng1, YAO Wanling1, WEI Yanming1∗

(1. College of Veterinary Medicine, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China.
2.Institute of Animal Science, Southwest University, Chongqing 402460)

Corresponding author: HUA Yongli. E-mail: huayongli2004@ 163.com; WEI Yanming. E-mail: weiym@ gsau.edu.cn

【Abstract】 　 Objective　 The ultra-performance liquid chromatography coupled to quadrupole time-of-flight mass /
mass spectrometry (UPLC-Q / TOF-MS / MS) urine metabolomics method was used to screen for potential metabolic markers
of rat model of damp-heat diarrhea and to explore the pathogenesis. Methods　 The rat model of damp-heat diarrhea was
established using a high-sugar and high-fat diet (HF), a high-temperature and high-humidity environment (HH), and
intraperitoneal injection of Escherichia coli (EC). Urine samples were collected from rats at different stages of modeling
(HF, HH, and EC) and analyzed using UPLC-Q / TOF-MS / MS. The data were analyzed by multivariate statistical analysis.
Results 　 Seven potential endogenous biomarkers were screened, namely, L-glutamic acid-L-cysteine, L-formyl
kynurenine, 5-hydroxy-N-formylkynurenine, riboflavin-5-phosphate, linoleic acid, L-tryptophan and melatonin.
Conclusions　 The metabolic pathways involved in damp heat diarrhea include metabolic pathways such as tryptophan
metabolism, riboflavin metabolism, and linoleic acid metabolism. The results suggest that energy-, amino acid- and lipid-
metabolism disorders occur in rats with damp-heat diarrhea which provide a scientific basis for elucidating the mechanism of
pathogenesis of Chinese medicine and traditional Chinese veterinary medicine damp-heat diarrhea.

【Keywords】　 damp-heat diarrhea; UPLC-Q / TOF-MS / MS; urine; metabolomics; biomarkers; rat
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　 　 湿热泄泻(dampness-heat diarrhea, DHD)是中

(兽)医泄泻疾病常见证型之一,症见腹痛泄泻, 泻下

急迫;泄而不爽,粪黏腻恶臭;烦渴,尿色黄无力,舌苔

黄腻,脉濡数或滑数[1-3]。 DHD 四季发病,病因复杂,
多有外感湿热毒邪、饮食不洁、外感疫疠、喜食肥甘厚

腻等[4-5]。 DHD 缠绵难治易复发,每年可造成巨大经

济损失,因此 DHD 发病机制的研究意义重大。
代谢组学技术应用广泛,利用代谢组学技术可

研究疾病发病机制、发现疾病生物标记物及监测疾

病等[6-7]。 本研究采用高糖高脂+高温高湿+产肠毒

性大肠杆菌复制大鼠湿热泄泻模型,分析湿热泄泻

潜在代谢标志物与发病机制的关系,为研究湿热泄

泻发病机制提供参考依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

清洁级 Wistar 大鼠 20 只,雌雄各半,5~6 周龄,
180~220 g,由兰州大学实验动物中心提供【 SCXK
(甘) 2015-0006】,饲养条件:温度(22±2)℃、湿度

50%±5%、12 h 光照 12 h 黑暗,代谢笼中适应 3 d。
动物实验程序与福利均符合实验动物伦理学要求

(伦理批准编号:GSAU-AEW-2018-0618)。
1. 1. 2　 菌种

产毒性大肠杆菌标准株(O101),由中国微生物

菌种保藏管理中心(北京)提供,菌号:CVCC231。
1. 1. 3　 实验试剂与仪器

色谱级甲醇 ( Tedia, 17115181);色谱级甲酸

( Merck, H6070170 ); 色 谱 级 乙 腈 ( Merck,
10900830);56 度红星二锅头(北京红星股份有限公

司); 蜂 蜜 ( 上 海 冠 生 园 蜂 制 品 有 限 公 司,
GB14963);市售猪油;戊巴比妥钠( Sigma-Aldrich,
P3761);白细胞介素 6(IL-6)、白介素 1β(IL-1β)、白
细胞介素 2(IL-2)及肿瘤坏死因子 α(TNF-α)ELISA
检测 试 剂 盒 (北 京 奇 松 生 物 科 技 有 限 公 司,
QS20180329、QS20180413、QS20180426、QS20180411)。

质谱仪(SYNAPT G2 XS QTOF,Waters,美国);
超高效液相色谱仪(2777C UPLC system,Waters,美
国);大鼠代谢笼;酶标仪( iMark,BIO-RAD,美国);
全自动五分类动物血液细胞分析仪(BC-5300Vet,
深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验

按本实验室前期建立的湿热泄泻模型复制方

法建立湿热泄泻大鼠模型[8]。 20 只大鼠随机分为

对照组(control)与 DHD 模型组(model),每组各 10
只。 模型复制分三个阶段,共 18 d。 第一阶段:高糖

高脂(HF),10 d,双日禁食,单日饲喂普通饲料,按
体重 4 mL / 200 g 灌胃猪油一次。 第二阶段:高温高

湿(HH),5 d,每天按体重 2 mL / 200 g 灌胃白酒一

次,置于高温高湿仓 8 h,温度(33±2)℃,湿度(93±
2)%。 第三阶段:攻毒(EC),3 d,产毒性大肠杆菌

(1. 06×109 CFU / mL)按体重 0. 2 mL / 200 g 间隔24 h
腹腔注射两次,正常饲养 1 d。 实验中,模型组大鼠

自由饮用蜂蜜水(30%),正常饲养对照组大鼠,灌
胃、腹腔注射等体积生理盐水。
1. 2. 2　 样本采集与制备

观察记录大鼠一般行为学变化,包括精神状

态、被毛、体温、饮食、尿液与粪便等。
实验结束用 1%戊巴比妥钠按体重 40 mg / kg 腹

腔注射麻醉大鼠,腹主动脉采血。 回肠与结肠各采

1 cm,用 4%中性甲醛溶液固定,石蜡包埋,常规 HE
染色,显微照相系统采集照片。

容器内加 0. 5 mL 防腐剂(2% NaN3),收集第

10 天、第 15 天、第 18 天(各阶段末天)对照组和模

型组大鼠的尿液,-80℃保存。
尿液样本的制备:各取 100 μL 尿液样本混合制

作 QC 样本。 从所有样本(含 QC)各取 100 μL 加入

300 μL 甲醇混匀,涡旋 30 s,静止 1 min 后 4℃
25 000 r / min离心 10 min,取 20 μL 上清液与 180 μL
复溶液混匀,0. 22 μm 滤膜滤过备用。
1. 2. 3　 指标检测

检 测 血 常 规: WBC、 RBC、 PCV、 MO、 PLT、
LY、HGB。

严格按说明书要求检测细胞因子 IL-6、IL-1β、
IL-2 及 TNF-α。

采用 SPSS 21. 0,组间数据差异显著性采用单

因素方差分析(ANOVA),以 P< 0. 05 为差异有显

著性。
1. 2. 4　 UPLC-Q / TOF-MS / MS 分析条件

色谱条件 色谱柱:ACQUITY UPLC HSS T3(100
mm×2. 1 mm,1. 8 μm,Waters,美国);流动相:0. 1%
甲酸水溶液(A)0. 1%甲酸乙腈溶液(B);梯度洗脱

条件:0 ~ 1 min:99%A;1 ~ 3 min:1% ~ 15%B;3 ~ 6
min:15% ~ 50% B;6 ~ 9 min:50% ~ 95% B;9 ~ 10
min:95%B;10 ~ 12 min:99%A。 柱温:40℃;流速:
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0. 5 mL / min;进样量:10 μL。
质谱条件 正离子与负离子模式应用高分辨串

联质谱 SYNAPT G2-XS QTOF 进行样本分析和数据

采集。 正离子模式采集条件:毛细管电压 0. 25 kV,
锥孔电压 40 V。 负离子模式采集条件:毛细管电压

2 kV, 锥 孔 电 压 40 V。 数 据 采 集: MSE 模 式

centroid,一级扫描范围:50 ~ 1200 Da,扫描时间:
0. 2 s,20~ 40 eV 能量碎裂母离子采集碎片信息,采
集过程中每 3 s 对 LE 信号进行实时质量校正,使用

QC 样品进行控制。
1. 3　 统计学分析

用 Progenesis QI 软件对原始质谱数据进行峰提

取、对齐、匹配和强度校正等处理,将得到的数据导

入 MetaboAnalyst 在线软件进行多元分析,单变量分

析采用 t 检验和变异倍数分析(Fold change,FC),多
变量 分 析 采 用 正 交 偏 最 小 二 乘 法 判 别 分 析

(orthogonal partial least-squares discriminant analysis,
OPLS-DA)。 差异代谢物筛选条件:FC ≥ 1. 2 或 FC
≤ 0. 8,q< 0. 05,VIP ≥ 1. 0。

2　 结果

2. 1　 大鼠临床表现及模型评价

2. 1. 1　 临床表现

实验中,对照组大鼠未表现明显临床症状。 HF
阶段:DHD 大鼠在禁食当日饮水量增加,尿液淡黄

量增加;灌服猪油当日尿量减少,拉稀。 HH 阶段:
大鼠移入高温仓后出现精神沉郁、食欲下降、被毛

杂乱;移出高温仓后精神明显恢复,粪便湿润成型,
色偏黄,部分稀软。 EC 阶段:大鼠食欲下降、嗜睡、
扎堆、体温升高、眼睑红肿、眼部黄白分泌物增多,
继而腹泻,大便稀薄色黄、黏腻发臭,肛门红肿、肛
周附着粪便,部分大鼠出现黏脓血便,见图 1。 DHD
大鼠临床症状与中(兽)医湿热泄泻临床特征基本

相符,通过血常规、炎性细胞因子以及组织病理切

片做进一步模型评价。
2. 1. 2　 血常规

与对照组大鼠相比,模型组大鼠 WBC、 NE、
MO、LY、RBC、HGB、PCV 等指标均升高,PLT 降低

(P<0. 05),见表 1。
2. 1. 3　 细胞因子

与对照组相比,模型组大鼠 IL-1β、IL-2、IL-6、
TNF-α 水平均显著升高(P<0. 05),见图 2,结合血

常规检测结果表明 DHD 模型大鼠体内有严重炎症

反应。

注:A:对照组;B:DHD 模型组。

图 1　 大鼠临床症状

Note.A: Control group; B: DHD group.

Figure 1　 Clinical symptoms of the rats

表 1　 血常规检测

Table 1　 Results of blood routine test
组别
Groups

白细胞
WBC(109 / L)

嗜中性粒细胞
NE(109 / L)

单核细胞
MO(109 / L)

淋巴细胞
LY(109 / L)

红细胞
RBC(1012 / L)

血红蛋白浓度
HGB(g / L)

红细胞压积
PCV(%)

血小板
PLT(109 / L)

对照组
Control group 14. 961±4. 064 4. 470±1. 895 1. 710±0. 998 4. 750±0. 673 6. 980±1. 327 137. 640±10. 586 40. 050±7. 166 1154. 910±120. 102

模型组
Model group 36. 740±12. 073∗16. 540±1. 969∗ 8. 890±4. 803∗ 10. 780±1. 886∗ 11. 740±0. 987∗ 222. 220±24. 793∗ 62. 880±3. 772∗ 635. 110±232. 382∗

注:与对照组相比,∗P< 0. 05。
Note. Compared with the control group,∗P< 0. 05.
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注:A.对照组回肠。 a.模型组回肠。 B.对照组结肠。 b.模型组结肠。

图 3　 回肠与结肠组织的病理变化

Note.A, Ileum of a control rat. a, Ileum of a dampness-heat diarrhea (DHD) rat. B, Colon of a control
rat. b, Colon of a DHD rat.

Figure 3　 Histopathological changes of the rat ileum and colon tissues

图 2　 促炎细胞因子含量

Figure 2　 Serum inflammatory cytokines levels of the rats

2. 1. 4　 组织病理学

DHD 模型大鼠回肠和结肠部分粘膜上皮细胞

坏死脱落,偶见中性粒细胞浸润。 如图 3 所示,对照

组大鼠肠粘膜上皮完整性较好,模型大鼠回肠肠绒

毛部分上皮脱落,隐窝有中性粒细胞浸润,结肠上

皮细胞部分坏死脱落,粘膜下层结缔组织结构消

失,小肠腺周围有中性淋巴细胞浸润。
2. 2　 代谢轮廓分析

如图 4 所示,与对照组相比,模型组大鼠尿液样

本峰强和峰型在 HF、HH 和 EC 三个阶段都有一定

差异,提示 DHD 模型大鼠尿液中的代谢物在实验中

均发生紊乱。
2. 3　 模式识别分析

代谢数据 PLS-DA 分析见图 5,在正离子模式与

负离子模式,对照组大鼠与模型组大鼠尿液样本点

在不同阶段分离良好。 DHD 模型大鼠尿液代谢物

变化趋势在 HF、HH 和 EC 三个阶段都有差异,表明

模型大鼠体内代谢水平因造模因素的影响而发生

改变。
进一步进行 OPLS-DA 分析,见图 6。 正离子模

式 R2Y 是 0. 956、0. 877、0. 931,Q2 是 0. 925、0. 843、
0. 896,负离子模式 R2Y 是 0. 930、0. 871、0. 928,Q2
是 0. 895、0. 834、0. 914。 模型组大鼠尿液样本点在

不同阶段均表现明显分离聚类,说明 DHD 模型大鼠

代谢谱发生改变。 利用 KEGG、METLIN、HMDB 等

数据库共筛选出 102 个差异代谢物。
2. 4　 差异代谢物鉴定

对代谢数据进行样本点间层次聚类分离,如图

7 所示,与对照组相比,模型组大鼠不同阶段尿液代

谢状态在正离子模式和负离子模式均明显偏离。
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注:A.正离子模式。 B.负离子模式。

图 4　 总离子流图

Note. A, ESI+ mode. B, ESI- mode.

Figure 4　 The total ions chromatograms (TIC) showing the urine changes of the rats

注:A: 正离子模式。 B: 负离子模式。

图 5　 PLS-DA 得分图

Note. A, ESI+ mode. B, ESI- mode.

Figure 5　 The PLS-DA scores

不同阶段尿液差异代谢物 Venn 分析见图 8,正
离子模式鉴定出差异代谢物 57 个,14 个为两个或

三个阶段共有;负离子模式鉴定出差异代谢物 20
个,5 个为两个或三个阶段共有。 如表 2,有 7 种差

异代谢物为三个阶段共有可作为潜在代谢标志物,
分别是 5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨酸、左旋谷酰基-
左旋半胱氨酸、左旋甲酰犬尿氨酸、亚油酸、褪黑

素、核黄素-5-磷酸和左旋色氨酸。
2. 5　 代谢通路分析

应用 MetaboloAnalyst 构建代谢通路,见图 9,
DHD 模型大鼠体内亚油酸代谢、核黄素代谢和色氨

酸代谢等代谢通路均发生改变,涉及脂类、能量和

氨基酸代谢。

2. 6　 潜在代谢标志物含量差异分析

将数据归一化处理,以峰强度比较不同阶段潜在

代谢标志物相对含量变化,如图 10,相较对照组,模型

组大鼠尿液样本中褪黑素、亚油酸、左旋甲酰犬尿氨

酸和 5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨酸含量明显降低(P<
0. 05),左旋色氨酸、核黄素-5-磷酸和左旋谷酰基-左
旋半胱氨酸含量明显升高(P < 0. 05)。 左旋色氨酸、
核黄素-5-磷酸和左旋谷酰基-左旋半胱氨酸的含量在

实验三个阶段表现明显的升高、降低和再升高变化;
5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨酸、褪黑素、亚油酸和左旋

甲酰犬尿氨酸的含量呈现明显的下降、升高和再下降

变化。 提示模型复制过程中,内源性代谢物相对含量

随造模因素改变而改变。

407



中国实验动物学报 2019 年 12 月第 27 卷第 6 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,December 2019,Vol. 27, No. 6

注:A:对照组与高糖高脂组。 B:对照组与高温高湿组。 C:对照组与攻毒组。 a:正离子模式。 b:负离子模式。

图 6　 OPLS-DA 得分图

Note. A, Control and HF. B, Control and HH. C, Control and EC. a, ESI+ mode. b, ESI- mode.

Figure 6　 The OPLS-DA scores

注:A:对照组与高糖高脂组。 B:对照组与高温高湿组。 C:对照组与攻毒组。 a:正离子模式。 b:负离子模式。

图 7　 差异代谢物热图

Note. A, Control and HF. B, Control and HH. C, Control and EC. a, ESI+ mode. b, ESI- mode.

Figure 7　 The heatmap of differential metabolites

3　 讨论

湿热泄泻病因复杂,有外感湿热致内生湿热、饮
食不洁、喜食肥甘厚腻或外感疫疠等,病位多在大肠,

本实验模型大鼠回肠和结肠粘膜上皮完整性被破坏,
表明湿热泄泻可造成肠道损伤,与中医理论一致。 现

代研究认为“外湿+内湿+生物致病因子”能理想的模

拟湿热泄泻的复杂病因及病程[9]。 尿液比其他体液
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易获取,蛋白质、脂质含量较少,基本包含机体各种代

谢物及代谢过程,是较为理想的代谢组学研究样

本[10]。 本实验各阶段模拟不同致病因素,应用尿液

代谢组学技术,筛选出核黄素-5-磷酸、左旋甲酰犬尿

氨酸、5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨酸、左旋色氨酸、褪
黑素、左旋谷酰基-左旋半胱氨酸和亚油酸等 7 个潜

在代谢标志物,涉及核黄素代谢、色氨酸代谢、亚油酸

代谢等代谢通路。

注:A:正离子模式。 B:负离子模式。

图 8　 差异代谢物 Venny 图

Note. A, ESI+ mode. B, ESI- mode.

Figure 8　 The Venn diagram of differential metabolites

注:A:色氨酸代谢。 B:亚油酸代谢。 C:核黄素代谢。

图 9　 相关代谢通路

Note. A, Tryptophan metabolism. B, Linoleic acid metabolism. C, Riboflavin metabolism.

Figure 9　 The relevant metabolic pathways

表 2　 DHD 尿液潜在生物标记物

Table 2　 The potential urine biomarkers of dampness-heat diarrhea

质子数 /电荷数

m / z
变异倍数

FC
P 值

P value
变量影响重要性因子

VIP
名称

Description
编号

KEGG.ID
270. 1079 0. 2409 0. 000474 1. 6382 5-Hydroxy-N-formylkynurenine C05648
250. 0615 8. 6343 0. 000006 2. 3394 gamma-L-Glutamyl-L-cysteine C00669
275. 0436 0. 4444 0. 015793 1. 0034 L-Formylkynurenine C02700
271. 0828 0. 0528 0. 000020 2. 6819 N-Acetyl-5-methoxytryptamine C01598
239. 0582 2. 7867 0. 000000 1. 1523 L-Tryptophan C00078
303. 2295 0. 1279 0. 000040 2. 0437 Linoleic acid C01595
455. 0952 2. 8492 0. 001579 1. 1831 Riboflavin-5-phosphate C00061
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图 10　 潜在代谢标志物含量变化

Figure 10　 Changes in the content of potential metabolic markers

3. 1　 核黄素代谢

核黄素-5-磷酸是体内核黄素存在形式,其含量

变化提示核黄素代谢改变。 核黄素即 VB2,是 FMN
和 FAD 两种辅酶的主要活性基因,FMN 和 FAD 参

与机体蛋白质、脂质、糖类和核酸代谢[11]。 核黄素

代谢异常与多种疾病有关,如发热、炎症,研究发现

核黄素-5-磷酸含量升高可能是机体发生强烈氧化

代谢[12-14]。 本研究 DHD 大鼠尿液核黄素-5-磷酸含

量在 HF、EC 阶段明显上升,表明高糖高脂与攻毒使

大鼠发生强氧化代谢。
3. 2　 色氨酸代谢

左旋甲酰犬尿氨酸、5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨

酸、左旋色氨酸和褪黑素的含量变化反映色氨酸代

谢改变。 色氨酸是血清素前体,其代谢主要发生在

炎症组织,研究表明抗原递呈细胞、巨噬细胞、成纤

维细胞和炎性细胞因子通过释放活化的免疫细胞,
促进吲哚胺 2,3-双加氧酶(IDO)的活化及表达加速

色氨酸降解[15-16]。 色氨酸代谢与炎症性肠病密切

相关,其在胃肠道代谢有三种主要途径[17]。 (1)肠
道微生物将色氨酸转化为几种分子,包括芳烃受体

(AhR)的配体,AhR 信号传导被认为是屏障部位免

疫反应的关键组成部分,通过作用于上皮细胞更新

影响屏障完整性和免疫细胞增殖,对肠内稳态至关

重要[18]。 (2)IDO 在免疫细胞和上皮细胞中的犬尿

氨酸途径(KP),通过肠道中 KP 进行色氨酸代谢由

限速酶 IDO1 介导,产生犬尿氨酸(Kyn)和下游产

物,犬尿氨酸代谢产物浓度随胃肠道增加,通过 G
蛋白偶联受体 GPR35 表现粘膜保护和免疫调节作

用[19-20]。 (3)色氨酸羟化酶 1(TpH1)在肠嗜铬细

胞中的 5-羟色胺(5-HT)途径。 5-HT 是影响肠道信

号传导的重要信号分子,间接影响肠道蠕动、分泌、
血管舒张和吸收[21]。 DHD 大鼠尿液色氨酸水平显

著降低,三种关键的色氨酸代谢物(Kyn,5-HT 和 5-
HTP)的水平显着增加,表明大鼠肠道蠕动、舒张和

吸收均受到影响。
3. 3　 亚油酸代谢

亚油酸参与细胞生长、凋亡及免疫调控,有降

胆固醇和降低心血管疾病与乳腺癌风险的作

用[22-23]。 亚油酸可生成花生四烯酸,花生四烯酸是

某些促炎类物质前体,如 PGE2、LTB4、TXA2,促炎

类花生酸可促进 IL-6、 TNF-α、 CRP 的生成[24-25]。
本试验 IL-1β、IL-2、IL-6、TNF-α 四种促炎细胞因子

均升高,结合血常规检测结果提示机体发生炎症反

应。 DHD 大鼠尿液中亚油酸含量明显降低,可能是

由于机体炎症反应消耗能量降低亚油酸水平[26]。
尿液中亚油酸浓度降低意味着能量供需不平衡,与
所致炎症不良结果相关。

DHD 可能是动物受外界致病因素影响,体内免

疫细胞通过某些途径诱导炎症因子活化,造成体内

色氨酸代谢、核黄素代谢与亚油酸代谢等代谢通路

发生改变,进而使机体整个代谢系统发生紊乱,从
而引起 DHD 的发病。
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p38 MAPK 在腹泻型肠易激综合征大鼠中的变化
及其免疫调控作用

郭军雄1∗,汪斌1,马丽1,康万荣2,许小敏1,徐生刚1

(1. 河西学院医学院,河西学院丝绸之路中医药研究中心,河西学院中西医结合研究所,甘肃 张掖　 734000;
2. 甘肃中医药大学,兰州　 730000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 p38 MAPK 信号在腹泻型肠易激综合征大鼠中的免疫调控作用。 方法　 将 40 只 SPF
级 Wistar 大鼠(雌雄各半),随机分为 D-IBS 模型Ⅰ(造模 7 d)组、Ⅱ(造模 14 d)、III(造模 21 d)组及空白对照组,
每组 10 只。 模型组采用慢性束缚联合番泻叶灌胃法建模,空白对照组灌服同等体积的纯净水。 D-IBS 大鼠分别于

建模第 7 天、第 14 天和第 21 天剖杀,空白对照组于第 21 天剖杀。 心脏采血,用酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测

各组大鼠血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量;剖取结肠组织,HE 染色观察大鼠结肠组织形态学,免疫组化法测大鼠结

肠组织中 p38 MAPK 的蛋白表达。 结果　 与空白对照组比较,模型组大鼠血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量和结肠

p38 MAPK 蛋白表达阳性率增高(P<0. 05,P<0. 01),且 p38 MAPK 的表达与 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的水平呈正相关。
结论　 慢性束缚联合番泻叶灌胃法复建的 D-IBS 大鼠模型,可能存在通过激活 p38 MAPK 信号通路,可上调 p38
MAPK 的表达,促进 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的释放,诱发肠黏膜低度炎症反应。

【关键词】 　 肠易激综合征;腹泻型;p38 MAPK 信号通路;白细胞介素 1β;白细胞介素 6;肿瘤坏死因子 α;大鼠
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【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the immunoregulatory effect of P38 mitogen activated protease ( p38
MAPK) signals in rats with diarrhea-predominant irritable bowel syndrome (D-IBS). Methods 　 Forty SPF Wistar rats
(half male and half female) were randomly divided into a control group, and D-IBS model I (7 d), II (14 d) and III (21
d) groups, with 10 rats in each group. Rats in the model groups were developed through chronic restraint and senna
decoction gavage, whereas the control rats were gavaged with the same volume of pure water. The D-IBS rates were killed on
the seventh, fourteenth and twenty-first days, respectively. Rats in the control group were killed on the twenty-first day. The
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serum levels of IL-1β, IL-6 and TNF-α were measured by ELISA. The pathological changes in colon tissue were observed
with hematoxylin and eosin (H&E) staining, and the p38 MAPK protein expression in the colon tissue was assessed with
immunohistochemistry. Results　 Compared with the control group, the IL-1β, IL-6 and TNF-α levels in serum, and the
p38 MAPK protein expression in colon tissue of the model groups were significantly higher (P< 0. 05, P< 0. 01). The
expression of p38 MAPK was positively correlated with IL-1β, IL-6 and TNF-α. Conclusions 　 The D-IBS rat model,
developed through chronic restraint and senna decoction gavage, may have upregulation of the expression of p38 MAPK,
promoting the release of IL-1β, IL-6 and TNF-α, and inducing mild inflammation of the intestinal mucosa by activating the
p38 MAPK signal pathway.

【Keywords】 　 irritable bowel syndrome; diarrhea-predominant; p38 MAPK signaling pathway; IL-1β; IL-6;
TNF-α; rats
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　 　 肠易激综合征(irritable bowel syndrome,IBS)是
一种以腹痛或腹部不适并常伴排便习惯改变为特

征的慢性肠功能紊乱性疾患,胃肠动力和内脏感知

异常是 IBS 发病的主要病理生理学特征,迄今具体

发病机制尚无完全定论[1-2]。 近年来,随着生活节

奏增快和压力增大,发病率有上升的趋势[3]。 而免

疫系统作为 D-IBS 精神-肠道因素互动的关键纽带,
其平衡对 D-IBS 内脏敏感性有重要影响[4]。 前期研

究表明[5]:慢性束缚(S)联合番泻叶(F)灌服法复

建的大鼠 Th1 促炎因子 IL-12 的含量升高,Th2 抑炎

因子 IL-10 的含量降低,可能存在 Th1 / Th2 平衡漂

移。 p38 MAPK 是 MAPK 家族中最重要的成员之

一,其作为细胞信号传递的交汇点,能被应激、氧化

反应以及炎性细胞因子等多种因素所激活。 有研

究表明[6-7]:p38 MAPK 信号通路系统在疼痛感知、
胃肠动力紊乱和免疫炎症异常激活中均有重要作

用。 本研究旨在通过观察 D-IBS 模型大鼠结肠组织

中 p38 MAPK 蛋白的表达和血清中 IL-1β、 IL-6、
TNF-α 的变化及其相关性,探讨 p38 MAPK 通路在

S+F 灌服法诱发的 D-IBS“肝郁脾虚证”大鼠模型中

的免疫作用。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 Wistar 大鼠 40 只(雌雄各半),8 ~ 10 周

龄,体重(180±20)g,购自甘肃中医药大学科研实验

中心【SCXK(甘)2015-0002)】。 饲养于甘肃中医药

大学科研实验动物中心 SPF 级环境中【SYXK(甘)
2015-0005)】。 实验动物所有操作取得了甘肃中医

药大学实验动物伦理委员会批准 (伦理审批号:

2016-025)。
1. 1. 2　 主要试剂和仪器

大鼠 IL-1β ELISA 检测试剂盒 (货号: MM-
0047R1)、大鼠 IL-6 ELISA 检测试剂盒(货号:MM-
0190R1),大鼠 TNF-α ELISA 检测试剂盒 (货号:
MM-0180R1), 均购自江苏酶免实业有限公司。
p38MAPK 抗体试剂盒(批号:40100),购自 GeneTex
公司;SP-9001 生物素标记山羊抗兔 IgG 免疫组化

检测试剂盒(批号:K186613C),DNA 显色试剂盒

(批号:K186916P)。 以上测试盒均购自北京中杉金

桥公司。 番泻叶中药饮片,由康美药业股份有限公

司(批号:170302511)。
酶标仪( iMark,Bio-Rad,美国);台式高速离心

机(18R,Dynamica Velocity,德国);显微镜(BX43,
Olympus,日本);自动真空组织脱水机(ASP200S,
Leica,德国);图像分析软件( Image-Pro Plus 6. 0,
Media Cybemetics,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 复建 D-IBS“肝郁脾虚证”大鼠模型

实验时先将番泻叶水浸泡 5 h,煎煮 8 min、纱布

两层过滤取上清液,常规浓缩,最终浓度相当于含

生药 0. 4 g / mL 药液,待用。
40 只雌雄各半 SPF 级 Wistar 大鼠称重后,随机

分为 D-IBS 模型 I(造模 7 d)、II(造模 14 d)、III(造
模 21 d)组及空白对照组,每组 10 只。 参考文献方

法[8-9],采用慢性束缚应激加番泻叶水煎剂灌服二

因素法复建 D-IBS“肝郁脾虚证”大鼠模型。 模型各

组大鼠实验前 10 h 禁食不禁水,予以番泻叶水煎剂

4 g / (kg·d)灌服,每日 1 次,灌服番泻叶水煎剂后用

宽透明胶带束缚大鼠肩部及前肢和胸腹部,使大鼠

无法用前肢抓搔头面,每天定时约 1 h,分别连续建
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模 7、14、21 d。 空白对照组大鼠予等体积蒸馏水灌

服 21 d。
1. 2. 2　 血清 /结肠组织的处理

分别于建模结束后第 2 天,大鼠称重麻醉,仰卧

并铺巾,沿大鼠腋窝下皱襞做一垂直于左腋前线与

前正中线的连线,在连线中点处行心脏采血约 5
mL,室温静置 20 min,3000 r / min 离心 15 min,取上

层血清,-80℃保存;剖腹截取距肛门 5 ~ 8 cm 处结

肠组织,生理盐水洗净肠内容物,4%多聚甲醛固定,
常规切片染色,并行免疫组化检测。 空白对照组和

模型Ⅲ组同时取材。
1. 2. 3 　 ELISA 法检测大鼠血清中 IL-1β、 IL-6、
TNF-α的水平

取原倍标准品稀释、加样、37℃温育 30 min、洗
板 5 次,加入酶标试剂,37℃温育 30 min,洗板 5 次,
加入显色液,37℃显色 10 min,加入终止液,15 min
内读 OD 值。
1. 2. 4　 免疫组化法观察大鼠结肠 p38 MAPK 蛋白

表达

常规切片,二甲苯脱蜡,10 min × 2 次,(梯度乙

醇脱水)而后依次置于无水乙醇 I、II、95%、80%酒

精中各 5 min,置于 H2O2 室温 20 min,以灭活内源

性过氧化物酶。 PBS 冲洗 3 min × 3 次,枸橼酸钠高

压锅热修复后冷却,PBS 洗 3 min × 3 次。 滴加一抗

p38 MAPK (1 ∶100) 于湿盒中 4℃过夜,37℃复温 1
h;PBS 洗 3 min × 3 次后加二抗,室温 30 min;PBS
洗 3 min × 3 次。 滴加 SP(链霉亲和素-过氧化物

酶),37℃ 孵育 20 min;PBS 洗 3 min × 3 次,滴加

DAB 显色剂;自来水冲洗、苏木素复染、盐酸酒精分

化、脱水、透明、中性树胶封片。 每组选取 8 张切片,
在显微镜高倍视野(10×20 倍)下每张切片选取 6
个视野,采用 Imagine-Pro-Plus 分析系统进行图像采

集和定量分析,计算所选择区域内的平均吸光度,
平均吸光度=累积吸光度 /有效统计区域面积,并取

平均值。
1. 3　 统计学分析　

采用 SPSS 21. 0 软件进行数据处理和分析,实
验数据以平均数±标准差(􀭰x±s)表示,采用单因素方

差分析检验,组间整体均数比较采用方差分析,进
一步多重比较采用 LSD 法, 方差不齐时, 采用

Dennett’s T3 法;相关性分析用单样本 K-S 检验数

据分布的正态性,如符合双变量正态分布,则选用

积矩相关系数(Pearson)相关分析;反之则采用秩和

检验法,选用等级相关系数(Spearman)相关分析。
以 P<0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠结肠黏膜组织病理学观察

空白对照组结肠黏膜上皮较完整,细胞排列规

整,未见肠黏膜上皮细胞坏死脱落,固有层腺体亦

无萎缩,黏膜下层未见明显改变。 模型 I、II 组黏膜

上皮细胞部分坏死脱落,固有层腺体萎缩,可见血

管充血,间质水肿,有少量炎性细胞浸润;模型 III
组黏膜上皮细胞坏死脱落,固有层腺体萎缩减少,
黏膜下层结构疏松水肿充血,有较多炎性细胞浸

润,见图 1。
2. 2　 各组大鼠结肠组织 p38 MAPK 免疫组化染色

显微镜下观察结肠中 p38 MAPK 蛋白表达,呈
现棕黄色者为阳性表达,无着色则为阴性表达。 研

究结果表明,p38 MAPK 蛋白在肌层、黏膜层、黏膜

下层均有不同程度的表达。 与空白对照组相比,模
型各组大鼠结肠 p38 MAPK 蛋白表达 IOD 值显著升

高(P<0. 05),尤以造模 14 d 和 21 d 最为显著(P<
0. 01),见图 2 和图 3。
2. 3　 各组大鼠血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α的检测

结果

与空白对照组比较,模型 I 组、模型 II 组、模型

III 组大鼠血清 IL-1β、IL-6、TNF-α 含量显著升高(P
<0. 05,P<0. 01),见表 1,图 4。
2. 4　 各组大鼠 p38 MAPK 与 IL-1β、IL-6 和 TNF-
α相关性分析

Pearson 相关系数均为正值,提示 p38 MAPK 与

IL-1β、IL-6、TNF-α 呈正相关,尤以 D-IBS 大鼠模型

II、 III 组最为显著(P<0. 05),见表 2,图 5。

3　 讨论

IBS 临床症状多样,病因及发病机制复杂。 但

应激在 IBS 发病发展中的作用越来越受到人们的重

视。 应激可通过塑造内脏高敏感性、促进肠道低度

炎症 等 参 与 IBS 的 发 生 与 发 展[10]。 有 文 献

证实[11],
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图 1　 各组大鼠结肠组织病理学变化(HE 染色,标尺= 50 μm)
Figure 1　 Pathological changes of colon tissue in the rats of each group (HE staining, Bar= 50 μm)

图 2　 各组大鼠结肠组织中 p38 MAPK 的表达(免疫组化染色,标尺= 50 μm)
Figure 2　 p38 MAPK expression in colon tissue of the rats in each group (Immumohistochemical staining, Bar= 50 μm)
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表 1　 各组大鼠血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的含量( 􀭰x ± s)
Table 1　 Changes of serum expression of IL-1β,IL-6 and TNF-α in the rats of each group( 􀭰x ± s)

组别
Groups

例数
n

IL-1β
(ng / L)

IL-6
(pg / mL)

TNF-α
(ng / L)

空白对照组 Control group 10 126. 02±14. 07 246. 77±21. 71 210. 23±26. 42

模型 I 组 Model group I 10 147. 12±16. 46☆ 288. 43±28. 90☆ 375. 51±46. 44★

模型 II 组 Model group II 10 164. 78±19. 28★ 322. 75±36. 62★△ 459. 31±52. 64★▲

模型 III 组 Model group III 9# 171. 94±22. 69★△ 342. 11±34. 81★▲ 475. 05±65. 42★▲

注:与空白对照组对比,☆P<0. 05,★P<0. 01;与模型Ⅰ组对比,△P<0. 05,▲P<0. 01;#造模第 17 天大鼠死亡 1 只。
Note. Compared with the control group,☆P<0. 05,★P<0. 01. Compared with the model group I,△P<0. 05,▲P<0. 01.#One rat died on the 17th day.

注:A:空白对照组;B:模型Ⅰ组;C:模型Ⅱ组;D:模型Ⅲ组。

与空白对照组相比,☆ P< 0. 05,★ P< 0. 01;与模型Ⅰ组相比,
△P<0. 05,▲P<0. 01。 下图同。

图 3　 各组大鼠结肠组织中 p38 MAPK 表达 OD 值

Note. A, Control group; B, Model group I; C, Model group II;

D, Model group III. Compared with the control group,☆ P <

0. 05,★P<0. 01. Compared with the model group I,△P<0. 05,▲

P<0. 01.The same in the following figures.

Figure 3　 OD value of p38 MAPK expression in colon
tissues of the rats in each group

图 4　 各组大鼠血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量

Figure 4　 Contents of IL-1β, IL-6 and TNF-α expression in the serum of each group

表 2　 各组大鼠 p38 MAPK 与 IL-1β、IL-6 和 TNF-α
的相关性分析

Table 2　 Correlation analysis between p38 MAPK and
IL-1β, IL-6, TNF-α in the rats

组　 别
Groups

p38 MAPK
IL-1β IL-6 TNF-α

空白对照组
Control group 0. 178 0. 236 0. 257

模 型 I 组
Model group I 0. 219 0. 652 0. 734☆

模 型 II 组
Model group II 0. 731☆ 0. 715☆ 0. 780☆

模 型 III 组
Model group III 0. 779☆ 0. 772☆ 0. 799☆

注:与同组 p38 MAPK 的相关性,☆P<0. 05。
Note. Correlation with p38 MAPK in the same group,☆P<0. 05.

IBS 患者存在着肠道低度炎症,而多种肠道黏膜炎

症又可以致使胃肠动力和内脏感觉异常。 而 p38
MAPK 通路是目前已鉴定出的经典 MAPK 信号转

导路径之一,是细胞外信号引起细胞反应的一个共

同通路,它几乎参与了机体内所有的生理及病理过

程,而它在介导炎症、应激等细胞反应中的作用尤

其引人关注[12]。 p38 MAPK 主要位于细胞浆内,其
活性在生理情况下是很低的。 一旦被特定因素如

细胞因子(TNF-α、IL-6、IL-1β)、细菌病原体及其产
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图 5　 p38 MAPK 与 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的相关性

Figure 5　 Correlation of p38 MAPK with IL-1β,
IL-6 and TNF-α

物、紫外线照射、细胞外高渗等刺激均可激活 p38
MAPK,所有被激活的 p38 MAPK 成员都具有苏氨-
甘氨酸-酪氨酸(Thr-Gly-Tyr,TGY)双位点磷酸化模

块,即 p38 MAPK 需在 Thr180 和酪氨酸 182 两个位

点经过两步磷酸化实现激活。 活化后 p38 MAPK 调

控下游多种酶及转录因子的基因表达活性,进而调

节细胞功能,释放炎性因子,而炎性因子又对细胞

形成新的刺激,导致 MAPK 信号通路的再次激活,
从而形成正反馈调节,最终导致炎症因子的过量表

达。 研究表明[13-16],用细菌内毒素脂多糖刺激大鼠

巨噬细胞后,可致巨噬细胞内 p38 MAPK 磷酸化,而
抑制此阶段的 p38 MAPK 磷酸化可减轻甚至完全阻

断巨噬细胞内 TNF-α 的产生,说明炎性反应中

TNF-α的产生与 p38 MAPK 激活密切相关,而且 p38
MAPK 的激活除能促进单核巨噬细胞产生 TNF-α、
IL-1、IL-6 等炎症因子,影响炎症进程。 所以,在调

控细胞因子产生的机制中,p38 MAPK 起着类似“开
关”的作用。 IL-1β 是由激活的单核巨噬细胞和上

皮细胞分泌产生的炎症介质,可引发一系列的肠道

炎症和黏膜损伤。 IL-1β 还能增加肠上皮细胞紧密

结合部的通透性,抑制钠-钾-ATP 酶活性,进而导致

水、钠的吸收障碍,产生腹泻及肠道运动功能紊

乱[17]。 IL-6 是一种多功能复杂的细胞因子,在炎症

过程中,IL-6 可以促进中性粒细胞和单核细胞在炎

症及感染部位的聚集,防止组织的过度损伤,IL-6 还

可通过神经内分泌调节作用于肠道神经元和平滑

肌细胞,导致胃肠道动力系统的变化,引起肠道运

动和感知的改变[18-19]。 TNF-α 具有广谱生理和病

理效应的炎性细胞因子,被认为是肠黏膜屏障损伤

的重要启动因子[20]。 已有研究阐明[21-22],TNF-α
一方面可改变肠道组织紧密连接蛋白 ZO-1 和

occludin 的表达和分布、重组肌动蛋白骨架;另一方

面可通过激活 NF-κB,诱导产生多种炎性因子如 IL-
1β、IL-6 等,进而加重对肠黏膜屏障的损伤。

制备符合人类 D-IBS 发病机制的动物模型是研

究 D-IBS 发病机制、病理生理和探索新型治疗策略

的工作基础,而现有的文献报道的造模方法中,新
生母子分离联合慢性束缚加番泻叶灌胃模型耗费

时间长,死亡率高,乙酸灌肠合并束缚模型肠道黏

膜损伤,基因模型技术高,费用贵,且不易获得。 唯

有番泻叶联合传统束缚应激法能更好得模拟人的

D-IBS 发病,番泻叶提取物灌服小鼠后无可见的光

镜变化,慢性束缚应激过程为非损伤刺激且更接近

人的心理应激[5,23],符合 D-IBS 的发病机制。
本研究结果显示,以番泻叶联合传统束缚应激

法复建的 D-IBS“肝郁脾虚证”大鼠模型结肠组织中

p38 MAPK 蛋白表达和血清 IL-1β、IL-6、TNF-α 的显

著含量升高(P<0. 05,P<0. 01),尤以模型Ⅱ、Ⅲ组

最为显著(P<0. 01),表明番泻叶灌胃联合传统束缚

应激法复建 D-IBS“肝郁脾虚证”大鼠模型存在一定

的时效关系。 HE 染色表明各组大鼠结肠组织黏膜

未见糜烂或溃疡,结肠组织形态学无明显病理变

化,符合 D-IBS 属于功能性肠紊乱性疾病的特征。
本研究进一步通过相关性分析发现,D-IBS 大鼠中

IL-1β、IL-6、TNF-α 的含量与 p38 MAPK 的表达呈正

相关性,且以模型Ⅱ、Ⅲ组尤为显著(P<0. 05),从一

定程度上说明这些免疫指标异常与 p38 MAPK 通路

有关,这将对于探索 D-IBS 发生的作用机制具有一

定的意义。 然由于实验条件所限,本研究仅选择了

免疫组化测定结肠组织中 p38 MAPK 的蛋白阳性表

达,未能结合 real-time PCR 和 Westem blot 方法对

p38 MAPK 的基因和蛋白作进一步细致评估,这是

本研究的局限之处,p38 MAPK 从哪一个上游靶点,
促进 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的释放都尚待进一步研

究探索。
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冠心病人源肠道菌群小鼠模型的建立及评价
朱华1,李卓1,苏磊1,郭亚茜1,杜晓鹏1,袁建松2∗,秦川1∗

(1. 卫健委人类疾病比较医学重点实验室,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; 2. 中国医学科学院 阜外心血管医院,北京　 100037)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过粪菌移植方法建立冠心病人源肠道菌群(human flora-associated,HFA)小鼠模型并对模

型进行评价。 方法　 28 只无菌雌性 C57BL / 6J 小鼠分为对照(CON)组和模型(CAD)组,分别接种健康志愿者和冠

心病患者新鲜粪便悬液,移植后 6 周和 10 周每组安乐 7 只动物,取粪便、血液、主动脉进行 16S rDNA、血脂、细胞因

子和组织病理学检查。 结果 　 从第 5 周开始 CAD 组动物体重增长加快(P< 0. 05)。 α-多样性分析,CAD 组的

Simpson 指数在两个时间点的数值均升高(P<0. 05,P<0. 01),Shannon 指数(P<0. 05,P<0. 01)、ACE(P<0. 05)和
Chao1 指数均降低(P<0. 05)。 CON 组 reads 主要分布在厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、 疣微菌门 ( Verrucomicrobia)、 梭杆菌门 ( Fusobacteria)、 放线菌门 ( Actinobacteria)、 蓝藻 菌 门

(Cyanobacteria)、软壁菌门(Tenericutes)。 造模 6 周时,CAD 组厚壁菌门、软壁菌门丰度降低(P<0. 05),拟杆菌门、
疣微菌门丰度升高(P<0. 01);造模 10 周时,CAD 组厚壁菌门丰度降低(P<0. 01),拟杆菌门、疣微菌门丰度升高(P
<0. 01)。 β-多样性分析,CAD 组、CON 组的肠型分布在不同区域,同一组的不同阶段则分布在相同区域。 CAD 组

与 CON 组在微生物物种构成方面存在显著性差异(P<0. 05)。 CAD 组小鼠在建模 6 周和 10 周时血液中甘油三酯

(TG)(P<0. 05,P<0. 01),胆固醇(TC)(P<0. 05),乳酸脱氢酶(LDH)(P<0. 01,P<0. 0001)和磷酸激酶(CK) (P<
0. 01,P<0. 05)值均升高。 低密度脂蛋白(LDL-C)在建模 6 周时升高(P<0. 05)。 细胞因子检测,IL-6 在建模 6 周

时浓度升高(P< 0. 05),10 周时减低(P< 0. 00001);IL-10 在建模 10 周时浓度降低(P< 0. 05); IL-2、IL-4、IL-5、IL-
1β 在建模 10 周时浓度升高(P< 0. 0001,P< 0. 05,P< 0. 0001,P< 0. 01)。 IL-12p70、TNF-α、INF-γ 在两个时间点差

异无统计学意义。 CAD 组及 CON 组小鼠的冠状动脉苏木素-伊红(H.E)染色在建模后两个时间点均未见泡沫细胞

形成等动脉粥样硬化改变。 结论　 本研究利用粪菌移植方法获得冠心病人源菌群小鼠,肠道菌群结构丰度、体重、
血脂、细胞因子含量等指标出现了与临床类似的改变。
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【Abstract】　 Objective　 To establish and evaluate a mouse model of human flora-associated (HFA)from patients of
coronary heart disease via fecal microbiota transplantation. Methods　 Twenty-eight female germ-free (GF) C57BL / 6J mice
were divided into the healthy control (CON) and coronary heart disease (CAD) groups. Eight-week-old mice were orally
inoculated with 0. 4 mL of stool suspension from healthy participants or CAD patients to build the HFA mouse model. At 6
and 10 weeks post-inoculation, fresh fecal samples were collected and examined for the V3 region of the 16S rDNA gene.
Blood sera were collected and examined for blood lipid, cholesterol, myocardial enzymes and cytokine levels. Coronary
arteries were collected, processed and stained with hematoxylin and eosin (H&E) for pathological examination. Results
The average body weight of the CAD group was significantly higher than that of the CON group (P<0. 05) from 5 weeks
post-inoculation. α-diversity analysis showed that the Simpson (P<0. 05, P<0. 01), Chao1 (P<0. 05) and ACE indices
(P<0. 05) were significantly lower in the CAD group than that in the CON group. The Shannon index (P<0. 05, P<0. 01)
was higher in the CAD group than in the CON group at 6 and 10 weeks post-inoculation. The intestinal florae were mainly
comprised of the phyla Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Actinobacteria,
Cyanobacteria and Tenericutes. At six weeks post-inoculation, the relative abundances of Firmicutes and Tenericutes were
lower (P<0. 05), and those of Bacteroidetes and Verrucomicrobia were higher (P<0. 01) in the CAD group than in the
CON group. At ten weeks post-inoculation, the relative abundance of Firmicutes (P<0. 01) was lower, and the relative
abundances of Bacteroidetes and Verrucomicrobia (P<0. 01) were higher in the CAD group than in the CON group. β-
diversity analysis showed that the CON and CAD groups were distributed in different quadrants, but the same groups at
different stages were distributed in the same quadrants, with a significant difference between the groups (P<0. 05). The
serum levels of TG (P<0. 05, P<0. 01), TC (P<0. 05), LDH (P<0. 01, P<0. 0001) and CK (P<0. 01, P<0. 05) were
significantly higher in the CAD group than in the CON group at 6 and 10 weeks post-inoculation. LDL-C levels were
significantly higher (P<0. 05) in the CAD group than in the CON group at 10 weeks post-inoculation. IL-6 levels were
higher at 6 weeks (P<0. 05) and lower at 10 weeks (P<0. 01) post-inoculation in the CAD group than in the CON group.
The IL-2, IL-4, IL-5 and IL-1β levels were significantly higher ( P < 0. 0001, P < 0. 05, P < 0. 0001, P < 0. 01,
respectively) in the CAD group than in the CON group at 10 weeks post-inoculation. IL-12p70, TNF-α and INF-γ levels
did not differ between the CAD and CON groups. Pathological examination using HE staining of the coronary arteries showed
no obvious atherosclerotic changes (e.g., foam cell infiltration). Conclusions　 A mouse model of HFA from CAD patients
was established via fecal microbiota transplantation. The main advantages of using bacteria from CAD patients are that the
GF mice were well colonized, and the animals have similar body weights and serum levels of blood lipid, cholesterol and
cytokines.

【Keywords】　 coronary heart disease; intestinal flora; germ-free mice; human flora-associated animal
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 冠状动脉粥样硬化性心脏病简称冠心病,是一

种非常常见的心血管疾病。 截止到 2016 年的数据

显示,我国城乡居民因冠心病死亡 173. 6 万例[1]。

冠心病是一种遗传因素与环境因素共同作用导致

的慢性复杂性疾病。 在遗传因素方面,有文献报道

通过全基因组关联研究发现了 46 个与冠心病相关

的危险基因,占冠心病遗传因素的 10. 6%,并且这

些因素只与脂质和血压相关且稳定性高,不易受饮

食、性别、年龄和药物的影响[2],从而使危险基因较

难成为预防治疗冠心病的靶点。 肠道菌群作为环

境因素的重要组成部分越来越受到研究者重视。
直接利用人进行肠道菌群研究存在伦理学限制,动

物模型是研究肠道菌群与宿主健康与疾病关系是

必不可少的手段。 由于实验动物肠道菌群组成及

代谢活性与人存在显著差异,因此将动物体内实验

结果外推到人不是完全可靠的。 以无菌( germ free
mice, GF)小鼠为研究对象通过粪菌移植方式建立

人源菌群(human flora-associated, HFA)动物模型,

其微生物背景清晰,可有效控制遗传基因、肠道微

生物、 饮食、 性别年龄等因素造成的混杂性偏

倚[3-4]。 本研究通过灌胃方式给无菌小鼠接种冠心

病患者的新鲜粪便悬液建立冠心病 HFA 动物模型,

为探索肠道菌群在冠心病发生发展过程中的作用

机制提供研究基础。
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1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

本实验室自己繁育的无菌雌性 C57BL / 6J 小鼠

28 只,饲养于专用无菌隔离器,设施合格证号:
【SYXK(京) 2018 - 0019】。 饲养环境:温度 21 ~
25℃,湿度 40% ~70%,光照周期明暗比 12 h:12 h。
动物自由摄入经 50 kGy 60Co γ 射线辐照消毒的定

制无菌小鼠饲料。 实验中使用的饮水、垫料、鼠盒、
水瓶、灌胃针等均经过 126℃,30 min 的高温高压灭

菌处理。 本实验已获得中国医学科学院医学实验

动物研究所实验动物使用与管理委员会( IACUC)
批准,批准号:ZH17001。
1. 1. 2　 试剂与仪器

抗体芯片检测试剂:仪器校准试剂盒 Bio-Plex
Validation Kit ( Bio-Rad ); Bio-Plex Calibration Kit

( Bio-Rad )。 检 测 试 剂 盒 Bio-Plex Pro Mouse
Cytokine GrpⅠPanel 23-plex(货号 M60009RDPD)。
主要仪器:悬液微珠芯片平台, Bio-Plex MAGPIX
System (Bio-Rad)。 组织脱水机、石蜡包埋机、石蜡

切片机 (德国 Leica)、 IQ5PCR 仪 (美国 Bio-Rad
公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 志愿者信息

采集 2 位冠心病患者、1 位健康志愿者的新鲜

粪便用于建立 HFA 模型(表 1)。 冠心病及健康志

愿者均来自北京,为典型非素食中国饮食,体检、血
相正常;健康志愿者及冠心病患者的消化系统无其

它器质性疾病;消化道未进行过手术;无酗酒史、糖
尿病及其它影响肠道菌群的问题;取样前 8 周未服

用处方药、益生菌、抗生素、非甾体类药物。 冠心病

患者符合世界卫生组织 /国际心脏病学会制定的冠

心病诊断标准[5]。
表 1　 实验志愿者信息

Table 1　 General information of the volunteers
项目
Items

健康对照
Healthy control

冠心病患者 1
CAD patient 1

冠心病患者 2
CAD patient 2

性别 Gender 男 Male 男 Male 男 Male

年龄 Age 48 46 49

舒张压(mmHg)Diastolic Pressure 109 130 140

收缩压(mmHg)Systolic Pressure 68 80 80

体质量指数 BMI(kg / m2) 20. 94 32. 85 33. 63

胆固醇 TC(mmol / L) 3. 79 5. 97 5. 07

甘油三酯 TG(mmol / L) 0. 62 1. 93 2. 08

高密度脂蛋白 HDL(mmol / L) 0. 89 1. 80 1. 41

低密度脂蛋白 LDL(mmol / L) 2. 21 3. 71 3. 14

1. 2. 2　 模型建立

8 周龄雌性无菌 C57BL / 6J 28 只,分为健康对

照组(CON)与冠心病(CAD)组,每组 14 只。 收集 3
位志愿者清晨第 1 次排出的新鲜粪便,无菌、厌氧条

件下称量 1 g 加入 100 mL 0. 1 mol / L PBS (pH 7. 2)
缓冲液,振荡混匀,制成粪便菌悬液待用。 分别向 2
组的每只无菌小鼠体内经口灌喂 0. 4 mL 粪便悬液,
建立冠心病人源菌群动物模型。
1. 3　 检测指标

动物每周称体重,在粪菌移植 6 周、10 周后每

组分别安乐 7 只动物,进行以下指标的检测:
1. 3. 1　 肠道菌群 16S rDNA 的检测

动物安乐死前在隔离器内采集粪便,-80℃ 冰

箱冷冻保存。 按参考文献[6] 的方法进行基因组

DNA 提取和 PCR 扩增文库构建、测序及生物信息

学分析。
1. 3. 2　 血液学指标:

动物用舒泰(25 mg / kg)麻醉后腹主动脉取血,
取血结束剪断腹主动脉放血将动物安乐死。 血液

3000 r / min 离心 10 min 取上清,样品送北京中同蓝

博临床检测有限公司,采用比色法进行 TG、TC、
LDL-C、高密度脂蛋白(HDL-C)、LDH、CK 的检测。
1. 3. 3　 细胞因子检测

血液用 10 000 r / min 离心 10 min,取上清。 使

用 Luminex 抗体芯片技术检测血清中与粥样硬化

斑块形成相关的细胞因子: IL-1β、 IL-2、 IL-4、
IL-5、IL-6、INF-γ、IL-10、 IL-12p70、TNF-α 的浓度

变化。
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1. 3. 4　 组织病理学

动物安乐死后,打开胸腔,取出心脏,自升主动

脉处将心脏与主动脉分离并切除心脏的下半部分,
用 PBS 洗净残血后 4% 中性甲醛固定进行 HE
染色。
1. 4　 统计学分析

所有实验数据均采用平均值±标准差( 􀭰x ± s)表
示,SPSS 22. 0 软件进行差异显著性分析,组间比较

使用 t 检验,以 P< 0. 05 为差异有显著性。

2　 结果

2. 1　 动物一般情况

在整个动物实验过程中,模型组和对照组动物

小鼠精神良好、毛色光滑、摄食饮水正常,体重平稳

增长。 从第 5 周开始,CAD 组动物体重增长加快,
与 CON 组比较差异有显著性(P< 0. 05)(图 1)。
2. 2　 肠道菌群 16S rDNA 检测结果

2. 2. 1　 肠道菌群多样性分析

根据 OTUs 代表序列与数据库注释文件对比,
在 97%(种)水平上进行 OTUs 划分,CAD 组在造模

后 6 周和 10 周时所获得的 OTUs 数均减少,与 CON
组比较差异有显著性(P<0. 05)。 Shannon 指数大、
Simpson 指数小表示肠道菌群的多样性强,CAD 组

的 Shannon 指数在造模后两个时间点均降低(P<
0. 05,P<0. 01),Simpson 指数均升高(P<0. 05,P<

0. 01),与 CON 组比较差异有显著性。 ACE 和

Chao1 指数大表示菌群丰度高,CAD 组的 ACE 和

Chao1 指数在造模后两个时间点的数值均降低(P<
0. 05),与 CON 组比较差异有显著性(表 2)。
2. 2. 2　 肠道菌群在门和属水平上的构成

在造模 6 周和 10 周两个时间点 CON 组 reads
主要分布在以下 8 个门:厚壁菌门(Firmicutes)、变
形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、疣
微菌门(Verrucomicrobia)、梭杆菌门(Fusobacteria)、
放 线 菌 门 ( Actinobacteria )、 蓝 藻 菌 门

(Cyanobacteria)、软壁菌门(Tenericutes)。

图 1　 体重变化

Figure 1　 Body weight change in CON
groups and CAD groups

表 2　 模型组与对照组肠道菌群 α-多样性分析指数比较( 􀭰x ± s )
Table 2　 Comparison of the α-diversity indexes of gut microbiota between CON groups and CAD groups( 􀭰x ± s )

组别
Groups

OUTs Chao1 Shannon

造模 6 周
6 weeks after

gavage

造模 10 周
10 weeks after

gavage

造模 6 周
6 weeks after

gavage

造模 10 周
10 weeks after

gavage

造模 6 周
6 weeks after

gavage

造模 10 周
10 weeks after

gavage

对照组
Control group 123. 00±17. 50 131. 30±12. 70 231. 28±32. 15 224. 37±21. 04 3. 37±0. 78 3. 39±0. 71

模型组
CAD group 110. 20±15. 10 107. 80±14. 22 189. 24±16. 39 179. 55±19. 41 2. 31±0. 45 2. 39±0. 65

P 值 P value 0. 0146∗ 0. 0396∗ 0. 0142∗ 0. 0387∗ 0. 0114∗ 0. 0000∗∗

组别
Groups

Simpson ACE

造模 6 周
6 weeks after gavage

造模 10 周
10 weeks after gavage

造模 6 周
6 weeks after gavage

造模 10 周
10 weeks after gavage

对照组
Control group 130. 00±17. 20 128. 70±12. 20 219. 33±22. 29 209. 37±35. 24

模型组
CAD group 1114. 20±12. 50 101. 60±11. 04 177. 31±16. 42 171. 24±19. 17

P 值 P value 0. 0470∗ 0. 0000∗∗ 0. 0132∗ 0. 0124∗

注:与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.
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　 　 造模 6 周时,CAD 组厚壁菌门、软壁菌门丰度

降低(P<0. 05),与对照组比较差异有显著性。 拟杆

菌门、疣微菌门丰度升高(P<0. 01),与对照组比较

差异有显著性。 造模 10 周时,CAD 组厚壁菌门丰

度降低(P<0. 01),与对照组比较差异有显著性。 拟

杆菌门、疣微菌门丰度升高(P<0. 01),与对照组比

较差异有显著性(图 2)。
在属水平,对相对丰度较高的菌株进行分析,

造模 6 周时拟杆菌属(Bacteroides)、Akkermansia 菌

属 相 对 丰 度 增 高 ( P < 0. 01 ), Blautia 菌 属、
Parasutterella 菌属相对丰度降低 ( P < 0. 05, P <
0. 01),与对照组比较差异有显著性。 造模 10 周时

拟杆菌属(Bacteroides)、Akkermansia 菌属相对丰度

增高(P<0. 01),肠杆菌属(Lactobacillus)、Blautia 菌

属、Parasutterella 菌属相对丰度降低(P < 0. 05,P <
0. 01),与对照组比较差异有显著性(图 3)。

注:与对照组比较,∗P<0.05,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001,∗∗∗∗P<0.0001。
图 2　 肠道菌群在门水平上的构成

Note. Compared with the control group,∗P<0.05,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001,∗∗∗∗P<0.0001.
Figure 2　 Relative abundance of the bacteria in gut microbiota at phylum level in the CON and CAD groups

注:与对照组比较,∗P<0.05,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001,∗∗∗∗P<0.0001。
图 3　 肠道菌群在属水平上的构成

Note. Compared with the control group,∗P<0.05,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001,∗∗∗∗P<0.0001.
Figure 3　 Relative abundance of the bacteria in gut microbiota at genus level in the CON and CAD groups
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2. 2. 3　 β-多样性分析

β-多样性研究是使用 Weighted Unifrac 距离来

衡量组间相异系数,此系数越大表示组间物种多样

性的差异越大。 分析结果显示,CAD 组在建模 6
周、10 周时的 Weighted Unifrac 距离分别为 0. 658、
0. 681。 表明 CAD 组与 CON 组在微生物物种构成

方面存在显著性差异(P<0. 05),差异有统计学意义

(图 4A)。 CAD 组、CON 组的肠型分布在不同区域,
同一组的不同阶段则分布在相同区域(图 4B)。

2. 3　 血液学指标

CAD 组小鼠在建模 6 周和 10 周时,血液中 TG
(P< 0. 05,P< 0. 01,图 5A),TC(P< 0. 05,图 5B),
LDH(P<0. 01,P<0. 0001,图 5E)和 CK(P<0. 01,P<
0. 05,图 5F)值均升高,与 CON 组比较差异有显著

性。 LDL-C 在建模 6 周时升高(P<0. 05),与 CON
组比较差异有显著性,10 周时未见差异有显著性

(图 5D)。 HDL-C 在两个时间点均未见差异有显著

性(图 5C)。

图 4　 β-多样性分析结果

Figure 4　 β-diversity analysis of the CON and CAD groups

注:与对照组比较,∗ P<0. 05,∗∗ P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 5　 血脂和心肌酶标检测结果

Note. Compared with the control group, ∗ P<0. 05,∗∗ P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure 5　 Detection of the serum lipid levels and myocardial enzymes in the CON and CAD groups
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2. 4　 细胞因子检测

结果显示,与斑块形成、进展相关的细胞因子

中,IL-6 在建模 6 周时浓度升高(P< 0. 05),10 周

时减低(P< 0. 0001,图 6A);IL-10 在建模 10 周时

浓度降低(P< 0. 05,图 6E); IL-2、 IL-4、 IL-5、 IL-

1β 在建模 10 周时浓度升高 ( P < 0. 0001, P <
0. 05,P < 0. 0001, P < 0. 01,图 6B, C, D, F),与

CON 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义。 IL-12p70、
TNF-α、INF-γ 在建模 6 周和 10 周时差异均无统计

学意义(图 6G,H,I)。

注:与对照组比较,∗ P<0. 05,∗∗ P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 6　 细胞因子检测结果

Note. Compared with the control group, ∗ P<0. 05,∗∗ P<0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure 6　 The serum levels of cytokines in the CON and CAD groups

2. 5　 心脏组织病理学

在建模 6 周(图 7A,B)和 10 周(图 7C,D)时,
CON 组及 CAD 组小鼠胸主动脉无斑块形成,血管

内膜平滑,未见断裂增厚,内皮细胞排列整齐,中膜

厚度正常,平滑肌细胞排列整齐,均未见泡沫细胞

形成等动脉粥样硬化改变。

3　 讨论

根据 Hazenberg 等[7]、Che 等[8] 的研究结果,在

接种人肠道菌群 2 周后,HFA 动物肠道内菌群结构

丰度与志愿者菌群几乎完全一致,并且至少保持 5
周稳定不变。 所以本研究选择在灌胃接种志愿者

粪便菌悬液 6 周和 10 周后,收集 CON 组和 CAD 组

小鼠的新鲜粪便、血液、组织样品进行检测。 通过

对肠道菌群 β-多样性进行分析,CON 组小鼠与健康

志愿者分布在同一象限、CAD 组小鼠与冠心病患者

分布在同一象限,而健康志愿者及接种了健康志愿

者肠道菌群的小鼠与冠心病患者及接种了患者菌
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图 7　 心脏组织的病理学改变

Figure 7　 Histopathological changes in the mouse myocardial tissues of the CON and the CAD groups

群的小鼠分布在不同区域,且 Weighted Unifrac 距离

差异有显著性。 α-多样性分析结果, CAD 组的

Shannon 指数在两个时间点均降低,Simpson 指数均

升高,ACE 和 Chao1 指数在造模后 6 周和 10 周两个

时间点的数值均降低,与 CON 组比较差异有显著

性。 表明志愿者肠道菌群在无菌小鼠体内成功定

植,并可形成复杂且与志愿者菌群相似的微生物区

系,且 CON 组、CAD 组小鼠肠道菌群结构与丰度差

异显著。
血脂是动脉血管壁发生病变的基础物质,高血

脂既是冠心病的独立危险因素,也是其病理表现,
其机理可能与心肌受损后泵血功能下降导致的血

液流变学改变相关[9-11]。 Fu 等[12] 的研究发现厚壁

菌门和拟杆菌门的丰度与体质量指数、甘油水平、
高密度脂蛋白水平呈有相关性。 Velagapudi 等[13]

通过动物实验证实肠道菌群可影响小鼠的能量代

谢和血脂水平。 我们的实验中,2 名冠心病志愿者

的体质量指数、血脂均高于正常值。 粪菌液接种到

无菌小鼠肠道后,CAD 组动物体重在移植后 5 周上

升幅度增加,小鼠血清中的 TG、TC、LDL-C 与 CON
比较显著升高。 厚壁菌门和拟杆菌门是 CON 组与

CAD 组肠道菌群中丰度差异最大的两个门,结果与

已有的研究报道相符。
动脉粥样硬化是一个慢性的炎症发展过程[14],

其机制目前较为认同的是损伤反应学说及在此基

础上发展出的炎症学说,在这个过程里始终存在各

种炎症细胞和大量炎症介质参与[15-16]。 IL-6 作为

心脏不良事件的独立危险因素标志物参与易损斑

块的炎症全程[17]。 IL-10 的作用主要是在免疫应答

进行负调节,它可以通过直接抑制免疫细胞的功能

实现免疫抑制[18],也可以通过控制 IL-1β 产生的炎

症反应避免组织过度损伤[19]。 IL-2 与 IL-2 受体 α
亚基结合后可调节 T 淋巴细胞的活化,而活化的 T
淋巴细胞能分泌趋化因子增强炎症反应,从而促进

动脉粥样硬化斑块的形成及进展[20]。 实验结果显

示,移植冠心病患者的肠道菌群后,小鼠血清中 IL-
6,IL-2 升高,IL-10 降低而被 IL-10 调节的 IL-1β 升

高,验证了上述研究结果。 IL-4 参与粥样硬化的机

制比较复杂,目前尚无定论。 我们的结果显示移植

6 周时 IL-4 已经升高但无显著性差异,10 周时显著

升高,说明 IL-4 参与的体液免疫可能促进动脉粥样

硬化的发展。
上述实验结果证明移植冠心病患者肠道菌群

10 周后 HFA 小鼠的心肌细胞和血管内皮细胞已发
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生功能上的损伤,导致血脂、细胞因子的含量发生

变化。 但由于斑块形成是一个复杂且缓慢的过程,
移植 10 周时心肌细胞和血管内皮细胞还未发生器

质性改变,故 HE 染色中未发现泡沫细胞浸润等斑

块形成的病理学变化。
理想的动物模型应具备以下特点:发病过程和

机制尽量接近临床情况;能够对相关药物或治疗手

段作出客观评价;模型的制备应操作简便、经济、可
重复性高[21]。 本研究利用粪菌移植方法建立了冠

心病 HFA 小鼠模型,除肠道菌群的结构与丰度与人

类似外,体重、血脂、细胞因子含量也出现了与临床

类似的改变,为研究肠道菌群与冠心病关系研究提

供了更多可选择的动物模型。
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三种早发性卵巢功能不全小鼠造模方法的比较研究
苏先芝1,刘一斐1,孔文娟1,闫菲1,王晓梅1,韩福国2,刘清飞2∗,史云3∗,

(1. 北京中医药大学第一临床医学院,北京　 100029; 2. 清华大学药学院,北京　 100084;
3. 北京中医药大学东直门医院,北京　 100700)

　 　 【摘要】 　 目的　 对比分析早发性卵巢功能不全(POI)小鼠模型三种常用造模方法的差异,探索符合 POI 临
床特征的造模方法。 方法　 将 96 只动情周期规律的 ICR 小鼠随机分为 4 组:A 对照组、B 雷公藤组、C 二氧化乙烯

基环己烯(VCD)组、D 半乳糖组。 适应性喂养后,分别给予不同造模干预,分别于干预后第 16、46 和 76 天随机处死

各组 8 只小鼠,检测小鼠血清性激素、观察卵巢和子宫病理改变等。 结果　 各模型组小鼠 E2、卵泡数与对照组有显

著差异;各模型组均出现动情周期紊乱,对照组则阴性。 结论　 VCD 腹腔注射法可损伤小鼠卵巢功能,造成小鼠

POI 模型;此造模方法简便易行、成功率高,在三种造模方法中成模更为理想,可推广。
【关键词】 　 早发性卵巢功能不全;二氧化乙烯基环己烯;造模方法;雷公藤;半乳糖;小鼠
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Comparison of three methods for the establishment of mouse models of
premature ovarian insufficiency

SU Xianzhi1, LIU Yifei1, KONG Wenjuan1, YAN Fei1, WANG Xiaomei1, HAN Fuguo2, LIU Qingfei2∗, SHI Yun3∗

(1. the First Clinical Medical College, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100029, China.
2. School of Pharmaceutical Sciences, Tsinghua University, Beijing 100084.

3. Dongzhimen Hospital, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100700)
Corresponding author: LIU Qingfei. E-mail: liuqf@ tsinghua.edu.cn; SHI Yun. E-mail: zysyun@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To evaluate the differences between three commonly used methods for establishing mouse
models of premature ovarian insufficiency ( POI), and to determine the method that is most accordant with the clinical
features of POI. Methods 　 Ninety-six ICR mice with regular estrous cycles were randomly divided into 4 groups: the
control group (A), the tripterygium glycosides (TG) group (B), the 4-vinylcyclohexene diepoxide (VCD) group (C),
and the D-(+)-galactose (D-gal) group (D). After intervention with the different chemicals, eight mice in each group
were sacrificed, the serum sex hormone levels were measured, and the pathological changes of uterus and ovaries were
examined. Results　 The level of E2 and the number of follicles differed significantly between mice in the model groups and
those in the control group (P< 0. 01). And the estrous cycles in mice of the model groups were significantly irregular
whereas those of the control group were regular. Conclusions　 Mouse models of POI can be successfully established with
VCD via intraperitoneal injection. This method has the advantages of being an easier operation and having a higher success
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rate, as compared with the other two models method. It is the ideal one of the three establishing method and is suitable for
popular use.

【Keywords】　 premature ovarian insufficiency(POI); vinylcyclohexene dioxide(VCD); mouse models; establishing
method; tripterygium glycosides(TG); D-(+)-galactose(D-gal)
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 早 发 性 卵 巢 功 能 不 全 ( premature ovarian
insufficiency, POI),是指 40 岁之前出现卵巢功能减

退,主要表现为月经异常(闭经、月经稀发或频发)、
促性腺激素水平升高(FSH>25 IU / L)和雌激素水平

波动性下降[1]。 由于卵巢功能的减退导致女性生

育力的丧失和低雌激素状态,POI 已成为影响女性

生殖健康和社会稳定性的不可忽视的因素,因此对

POI 的病因学和诊疗的研究日益受到重视。 POI 的
病因和病理机制尚不明确,自身免疫、遗传、环境、
药物和应激因素等都可能引起卵巢功能的减退。
目前临床缺乏疗效确切的药物,原因之一就在于建

立适宜的 POI 动物模型存在一定的困难。 目前 POI
的动物模型的制备主要依据不同的发病机制,有化

疗药物造模法、半乳糖代谢造模法、化学损伤物质

造模法、基因敲除造模法等[2],本文针对目前常用

的三种造模方法:雷公藤造模法、化学物质二氧化

乙烯基环己烯(4-vinylcyclohexenediepoxide,VCD)造
模法、半乳糖代谢造模法进行对比性研究,力求找

到更理想的 POI 动物模型,为临床和实验研究提供

参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雌性 ICR 小鼠 100 只,8 周龄,体重(28±
3)g,购于北京维通利华实验技术有限公司【SCXK
(京)2016-0011】,饲养和取材均于北京中医药大学

教育部中医内科学重点实验室屏障动物实验设施

内进行【SYXK (京) 2015-0001】,实验经过北京中

医药大学东直门医院实验动物福利与伦理委员会

批准(编号:17-23)。 小鼠分笼饲养,实验室温度

(20±4)℃,相对湿度 60% ~ 70%,光照和黑暗 12 h
更替,自由进食及饮水。
1. 1. 2　 试剂与仪器

雷公 藤 多 苷 片 ( 湖 南 千 金 协 力 药 业,
20160502),二氧化乙烯环己烯( Sigma,BCBV1352,
美国)。 芝麻油 ( Spectrum, 2GC0155,美国)。 D -
(+)-半乳糖(Sigma,WXBC4726 V,美国)。 血清促

卵泡生成素( FSH)、促黄体生成素( LH)、雌二醇

(E2)、抗苗勒管激素 (AMH) 酶联免疫吸附测定

(ELISA)试剂盒(北京易科拜德科技有限公司)。
本实验所及仪器均为实验室常规仪器。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组

适应性喂养 3 d 后,每日早 8:00 起对小鼠进行

阴道脱落细胞学检测,连续 10 d 光镜下观察,筛选出

有规律动情周期的健康雌性小鼠 96 只进入正式实

验。 按随机数字表法随机分为 4 组:对照组、雷公藤

多苷片组(tripterygium glycosides, TG)、VCD 组和半

乳糖组(D-(+)-galactose, D-gal),每组 24 只。 干预

当天设为 0 d,干预后第 16、46 和 76 天处死随机处死

各组 8 只小鼠,分别设为各组的 I、II 和 III 亚组。 取

血并处死,取小鼠双侧子宫和卵巢,生理盐水清洗后

擦干,称重,分组置于 4%多聚甲醛中固定。
1. 2. 2　 POI 模型的建立

TG 组以雷公藤多苷片混悬液按 50 mg / (kg·d)灌
胃,连续 15 d。 VCD 组以 VCD 溶液按 160 mg / (kg·d)
剂量腹腔注射,连续 15 d。 半乳糖组以半乳糖溶液按

500 mg / (kg·d)剂量颈背部皮下注射,连续 75 d。
1. 2. 3　 观测指标

(一)造模前后一般情况观察

观察并记录动物皮毛、活动情况、进食、大小便

和体重等改变,若有动物死亡,记录死亡数量及

原因。
(二)动情周期观察

自干预日起,各组小鼠每日 8:00 起进行阴道涂

片,观察动情周期。 取细棉签蘸取 0. 9%生理盐水

后,在小鼠阴道内轻轻旋转一周,在玻片上轻轻滚

动,使分泌物均匀地涂布于玻片上,于光学显微镜

下直接观察小鼠动情周期变化。 观察标准:①动情

前期:椭圆形有核上皮细胞占大多数,偶有少量角

化细胞和白细胞;②动情期:片状无核角化上皮细

胞占绝大多数或间有少量有核上皮细胞和白细胞;
③动情后期:白细胞、片状角化上皮细胞、有核上皮

细胞均有,且比例无明显差异;④动情间期:有大量

白细胞及少量粘液[3]。
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(三)血清性激素水平

血液标本于血清管(VACUETTE,#D1703343)
中静置 1 h 后,以 4200 r / min 离心 15 min,取上清

液,严格按照试剂盒操作,ELISA 法测定血清 FSH、
LH、E2、AMH 水平。

(四)子宫、卵巢指数测定

取双侧子宫和卵巢,剔除脂肪组织后称重,按
以下公式计算子宫指数和卵巢指数:卵巢指数 =卵

巢湿重(mg) /体重(g)×100%;子宫指数=子宫湿重

(mg) /体重(g)×100%。
(五)卵巢、子宫组织学观察

称重后将卵巢、子宫分组浸入 4%多聚甲醛中

固定,常规石蜡切片与 HE 染色,在光学显微镜下阅

片,计数卵巢中各级卵泡和黄体的数量,测量子宫

内膜和子宫肌壁厚度。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 20. 0 统计软件进行统计分析。 计量资

料以平均值±标准差( 􀭰x ± s )表示,用单因素方差分析

各组间的比较,以 α=0. 05 的标准,P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 一般情况观察

各造模组小鼠在干预期间均出现不同程度的

一过性活动减少、摄食减少、皮毛光泽度下降等变

化,体重无明显下降;干预结束后,雷公藤组小鼠活

动和摄食逐渐恢复,皮毛光泽度亦于第 46 天时恢复

正常,VCD 组小鼠皮毛光泽度仍较差。 对照组小鼠

食欲、皮毛、活动度等均较干预前无明显变化。
2. 2　 小鼠动情周期变化

对照组小鼠均有规律的动情周期,表现为 6 ~ 7
d 出现一次规律动情周期。 干预当天记为 0 d,与每

组结果比较。 结果见图 1。
2. 3　 血清性激素水平变化

干预后第 16 天,各组 E2 值较对照组均下降,有
十分显著性差异 (P < 0. 01),雷公藤组和 VCD 组

AMH 均明显下降,VCD 组 FSH 值及 FSH / LH 比值

升高半乳糖组 AMH 值降低,差异均有显著性(P<
0. 05)。 第 46 天,雷公藤组、VCD 组 E2 值较对照组

仍明显降低,差异有显著性(P<0. 05);VCD 组 AMH
值较第 16 天及同期对照组降低,差异有显著性(P<
0. 05);半乳糖组与同期对照组相比,E2 值降低,差
异十分显著 ( P < 0. 01), AMH 值明显降低 ( P <

图 1　 小鼠动情周期紊乱比例(%)
Figure 1　 Ratio of disordered estrous cycle(%)

0. 05)。 第 76 天,雷公藤组 E2 值较对照组仍降低

(P<0. 05),其余各值均无显著差异;VCD 组 AMH、
LH、E2 值较对照组降低,FSH / LH 比值升高,均有显

著性差异(P<0. 05);半乳糖组 AMH、E2 值较对照

组降低,有显著性差异(P<0. 05,P<0. 01)。 雷公藤

组小鼠 AMH 值在第 76 天时较第 16 天时显著升高

(P<0. 01),VCD 组和半乳糖组小鼠 E2 水平持续性

降低,较前有显著性差异(P<0. 05)。 结果见图 2。
2. 4　 卵巢、子宫湿重指数

小鼠给药前称重,各组小鼠体重差异无显著

性。 第 16 天,雷公藤组小鼠体重明显减轻, VCD 组

卵巢湿重、卵巢指数均明显减少,半乳糖组卵巢指

数明显减少,差异均有显著性(P<0. 05);第 46 天,
半乳糖组卵巢湿重、卵巢指数均较同期空白对照组

明显减少,差异有显著性(P<0. 05)。 第 76 天各组

卵巢指数无显著性差异(P>0. 05)。 各组子宫指数

与同期空白对照组相比均未产生显著性差异(P>
0. 05)。 结果见表 1。
2. 5　 卵巢与子宫组织结构变化　
2. 5. 1　 卵泡计数及子宫厚度测量

第 16 天,雷公藤组发育中卵泡数、成熟卵泡数、
子宫内膜厚度较对照组减少,VCD 组子宫肌壁厚度

明显减小,半乳糖组子宫内膜厚度明显减小,差异

均有显著性(P<0. 05,P<0. 01);第 46 天,雷公藤

组、VCD 组、半乳糖组发育中卵泡数、黄体数较对照

组明显减少,差异有显著性(P<0. 01,P<0. 05);第
76 天,VCD 组成熟卵泡数、子宫内膜厚度、子宫肌壁

厚度较对照组均明显减小,半乳糖组子宫内膜厚度

明显减小,差异均有显著性,(P< 0. 05,P< 0. 01)。
结果见图 3。
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注:与同期空白对照组相比,∗P<0.05;与同期空白对照组相比,∗∗P<0.01;与同组第 16 天相比,#P<0.05;与同组第 16 天比较,##P<0.01。

图 2　 三种早发性卵巢功能不全小鼠模型的血清性激素比较

Note. Compared with the control group at the same period, ∗P<0.05. Compared with the control group at the same period, ∗∗P<0.01. Compared with

the same treatment group at day 16, #P <0.05. Compared with the same treatment group at day 16, ##P <0.01.

Figure 2　 Comparison of the changes of serum hormone levels in the three POI mouse
models with premature ovarian dysfunction

表 1　 三种 POI 小鼠模型的体重和卵巢、子宫指数变化( 􀭰x ± s )
Table 1　 Changes of ovarian and uterine indexes in the three mouse models of premature ovarian dysfunction ( 􀭰x ± s )

组别
Groups

时间
Time

例数
n

体重(g)
Weight (g)

卵巢指数(mg / g)
Ovarian index (mg / g)

子宫指数(mg / g)
Uterine index (mg / g)

对照组 Control
雷公藤组 TG
VCD 组 VCD

半乳糖组 D-gal

16 天
16 days

8 30. 74±1. 53 1. 06±0. 15 4. 12±1. 64
8 28. 11±1. 63∗ 0. 85±0. 31 5. 27±2. 02
8 29. 75±0. 85 0. 63±0. 27∗ 3. 96±1. 98
8 30. 05±1. 27 0. 79±0. 25∗ 3. 49±1. 85

对照组 Control
雷公藤组 TG
VCD 组 VCD

半乳糖组 D-gal

46 天
46 days

8 31. 91±1. 80 1. 17±0. 18 4. 39±1. 23
8 32. 31±2. 43 1. 07±0. 51 4. 88±1. 23
8 32. 63±1. 46 0. 96±0. 20 4. 25±1. 87
8 30. 90±2. 25 0. 81±0. 16∗ 4. 34±2. 19

对照组 Control
雷公藤组 TG
VCD 组 VCD

半乳糖组 D-gal

76 天
76 days

8 34. 46±1. 61 0. 54±0. 10 3. 74±1. 29
8 34. 36±1. 47 0. 54±0. 18 3. 27±1. 07
8 36. 56±2. 42∗ 0. 49±0. 13 4. 67±2. 02
8 34. 29±2. 32 0. 43±0. 14 2. 77±0. 42

注:与同期对照组相比,∗P<0. 05。
Note. Compared with the control group at the same period,∗P <0. 05.

2. 5. 2　 卵巢、子宫形态学观察　
对照组小鼠卵巢表现为体积大,皮质区可见各

阶段的卵泡,包括发育中的卵泡(初级卵泡、次级卵

泡)、成熟卵泡和黄体相间分布,在位子宫内膜无明

显增厚或变薄,腺体无扩张或萎缩。 与对照组相

比,雷公藤组第 16 天和第 46 天各级卵泡及黄体所

占比例下降,子宫内膜变薄,腺体萎缩,但这一现象

在第 76 天时较前恢复;VCD 组发育中的卵泡和黄

827



中国实验动物学报 2019 年 12 月第 27 卷第 6 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,December 2019,Vol. 27, No. 6

注:与同期空白对照组相比,∗P<0.05;与同期空白对照组相比,∗∗P<0.01;与同组第 16 天相比,#P<0.05; 与同组第 16 天比较,##P<0.01。

图 3　 三种早发性卵巢功能不全小鼠模型的卵泡计数及子宫厚度测量

Note. Compared with the control group at the same period, ∗P<0.05. Compared with the control group at the same period, ∗∗P<0.01. Compared with

the same treatment group at day 16, #P<0.05. Compared with the same treatment group at day 16, ##P<0.01.

Figure 3　 Ovarian follicle counts and uterine wall thickness measurements in the three mouse POI models

体所占比例明显下降,腺体和间质萎缩,子宫内膜

上皮呈低柱状或立方状,子宫内膜和子宫肌壁变

薄,并与时间呈反比;半乳糖组发育中的卵泡和黄

体所占比例逐渐下降,子宫内膜厚度变薄。 结果见

图 4、图 5。

3　 讨论

疾病动物模型的最终目的在于能够解析疾病

发生的生理病理机制和服务于疾病预防和治疗药

物的研发两个方面[4]。 然而 POI 的发病机制尚不

明确,制备理想的动物模型有很多难点,包括致病

途径及过程与人类相似,患病后的病理结果与人类

一致,模型的自我修复可能,是否具有可重复性等。
根据病因的不同,目前有多种方式可以造成 POI 的
动物模型,如雷公藤多苷片造模法、半乳糖代谢造

模法、环境化学物质造模法、化疗药物造模法等[5]。
本文选取了目前应用较多也较具代表性的雷

公藤多苷片灌胃造模法、VCD 溶液腹腔注射造模法

和半乳糖溶液皮下注射造模法进入研究,主要针对

药物性、环境性和代谢性 POI 作为研究对象。 雷公

藤多苷提取自传统中药雷公藤,临床发现雷公藤多

苷会导致卵巢功能减退和衰竭,高慧等[6] 用雷公藤

多苷片给 12 周龄 SD 大鼠连续灌胃 14 d 后,建立较

为理想的 POI 动物模型,然而梁爽等[7] 的研究发

现,雷公藤致 POI 动物模型中,停药 10 d 后,卵巢功

能可自然修复。 半乳糖血证与 POI 发病相关,由于

半乳糖在体内堆积可导致卵母细胞的过早耗竭,女
性卵巢功能对半乳糖血证异常敏感[8],患半乳糖血

证的妇女 POI 的发病率很高[9]。 Bandyopadhyay
等[10]通过给怀孕雌鼠饲料中添加半乳糖成功建立

POI 动物模型。 然而半乳糖血证导致的 POI 临床病

例很少,缺乏实际研究意义。 工业化学品 VCD 是制

造杀虫剂、灭火剂、橡胶、塑料等的副产品[11],可以

选择性地损伤雌鼠和灵长类动物卵巢储备池中的

原始卵泡及初级卵泡,加速卵泡凋亡,诱导卵巢功

能逐步衰竭[12-13],可较好地模拟自然状态下卵巢功

能衰竭的进程[14]。 有文献报道,连续腹腔注射 160
mg / (kg·d)VCD 15 d,待停止注射后(70±5)d 时,啮
齿类动物的卵巢接近 POI 的临床特征[12, 15]。

本研究发现,雷公藤组小鼠在第 16 天时出现体

重减轻,多数动物出现动情周期紊乱,AMH 和 E2 值

显著降低,发育中卵泡数和成熟卵泡数减少,子宫

内膜变薄,提示雷公藤多苷片造模法 15 d 确可造成

小鼠卵巢功能的减退。 第 46 天时小鼠体重恢复,E2
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图 4　 各组卵巢病理图片(HE 染色)
Figure 4　 Pathological changes of the mouse ovarian tissues(HE staining)

图 5　 各组子宫病理图片

Figure 5　 Pathological changes of mouse uterine tissues(HE staining)

值仍降低,发育中卵泡数和黄体数显著减少,提示

停药 1 个月后,雷公藤多苷片对卵巢功能的损害仍

然存在。 但第 46 天时,除 E2 值仍持续偏低外,雷公

藤组小鼠体重、血清性激素值及卵巢、子宫组织结

构均与同期空白对照组无显著差异,表明雷公藤混

悬液灌胃 15 d 即能造成小鼠生殖功能的损伤,出现

体重下降、动情周期紊乱、卵巢组织病理学变化等

现象,但停药 1 ~ 2 个月左右,小鼠动情周期即逐渐

恢复,其他各指标逐渐恢复到正常水平,这与文献

表述一致[7]。 由此说明采用雷公藤多苷造模研究
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治疗 POI 药效学方法尚需要探讨。
半乳糖组小鼠在第 16 天时出现卵巢指数减低,

AMH 和 E2 值均减低,子宫内膜厚度减小,提示半乳

糖造模法确实能够对卵巢功能造成损害,第 46 天时

E2 仍持续减低,发育中的卵泡数、黄体数减低,提示

给药 46 d 后,卵巢功能仍处于损害中。 第 76 天时

AMH 和 E2 值减低,子宫内膜厚度减小,半数以上动

物出现动情周期紊乱,提示给药 75 d 后卵巢功能仍

在逐步下降,表明半乳糖造模法也是制备 POI 小鼠

模型的较理想造模方法。 但与 VCD 造模相比,半乳

糖制造 POI 模型具有造模时间长,成模率不高

(62. 5%)等缺点,其造模方法仍需商榷。
VCD 组小鼠在第 16 天时出现卵巢湿重及卵巢

指数减低,AMH 和 E2 值显著降低减低,FSH 值和

FSH / LH 升高,提示 VCD 造模法给药 15 d 后,已经

对卵巢功能造成了损害,但尚未引起动情周期紊乱

等表现。 第 46 天时小鼠体重、血清性激素与前无差

异,发育中的卵泡数和黄体数较前进一步减少,提
示停药 1 个月后,VCD 对卵巢功能的损害持续存

在。 第 76 天时小鼠 AMH、 LH、 E2 仍明显降低,
FSH / LH 比值升高,绝大多数小鼠出现动情周期紊

乱,发育中卵泡数、成熟卵泡数均减少,子宫内膜和

子宫肌壁厚度均减小,提示停药 2 个月后,VCD 对

卵巢功能仍产生持久损害,引起 POI 的临床征象,
且这种影响并未发现自然修复,可能对卵巢功能造

成不可逆的损伤,表明 VCD 造模法效果确切,是制

备 POI 小鼠模型的良好造模方法。
环 境 内 分 泌 干 扰 物 ( endocrine-disrupting

chemicals, EDCs)可影响机体的激素分泌,长期暴露

于 EDCs 可引起青春期提前、生育力降低、妊娠期并

发症发生率增加及绝经期提前等[16-17],是诱发女性

POI 的 因 素 之 一[18]。 VCD 是 VCH ( 4-
vinylcyclohexene)的代谢产物,VCH 产生于香烟、矿
物或塑料燃烧氧化过程中,可由吸烟、接触农药等

方式进入人体,是诱发 POI 的重要因素之一[19-20]。
良好的 POI 模型应包含以下几个因素:(1)动情周

期的改变;(2)血清雌激素明显降低;(3)卵泡数显

著减少;(4)生育试验证实产仔数明显减少[21]。 综

上可见,VCD 溶液腹腔注射法致 POI 造模法致病途

径及过程与人类相似,动物卵巢和子宫病理结果与

人类一致(如卵巢萎缩,各级卵泡减少,子宫内膜和

子宫肌壁厚度减小等),动情周期明显改变,血清雌

激素明显降低,卵泡数显著减少,未观察到自然修

复。 因此,本实验证实化学毒性物质 VCD 能诱导小

鼠卵巢功能减退,模拟 POI 的病理过程,在三种造

模方法中最为优选,可作为探讨 POI 发病机理和用

药研究的动物模型。
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红外热像技术在小鼠阳虚证研究中的运用及其评价体系
钱宏梁,潘志强∗,方肇勤

(上海中医药大学基础医学院,上海　 201203)

　 　 【摘要】 　 目的　 运用红外热像技术评估糖皮质激素药源性证候小鼠“阳”盛衰程度。 方法　 将 120 只 ICR 小

鼠分 3 次实验依次开展,每次实验分成正常对照组以及 4 个不同剂量糖皮质激素(氢化可的松、泼尼松龙、地塞米

松)用药组,在给药第 14 天拍摄各组小鼠的红外热像图,并尝试分析小鼠头部、侧腹部、尾根部共三个区域的温度

情况。 结果　 氢化可的松和地塞米松给药后小鼠头部最高温度、躯干平均温度和尾部最低温度均出现不同程度的

下降。 泼尼松龙给药后仅仅极低剂量组小鼠头部最高温度出现显著下降。 结论　 红外热像技术可以评估实验小

鼠 “阳”盛衰程度;氢化可的松和地塞米松可诱发药源性虚证小鼠类似阳虚的外寒征象。
【关键词】 　 红外热像技术;药源性证候;糖皮质激素;证候评估;实验动物;小鼠

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2019) 06-0733-07

Application of infrared thermography in the evaluation of
mouse Yangxu Syndrome and its evaluation criteria

QIAN Hongliang, PAN Zhiqiang∗, FANG Zhaoqin

(School of Basic Medicine, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China)
Corresponding author: PAN Zhiqiang. E-mail: pzq527@ 163.com

【Abstract】 　 Objective 　 Using infrared thermography to evaluate the rise and fall of Yang in mice with a
glucocorticoid drug-induced syndrome. Methods 　 One hundred and twenty SPF male ICR mice were tested in three
experiments: each experiment included a normal control group and four groups of different doses of glucocorticoid
(hydrocortisone, prednisolone, or dexamethasone), 8 mice in each group. Infrared thermal images of the mice in each
group were taken on the fourteenth day of drug administration, and the temperatures at the head, the lateral abdomen and
the tail root were analyzed. Results 　 After administration of hydrocortisone and dexamethasone, all the maximum head
temperature, the mean trunk temperature and the minimum tail temperature of the mice were decreased to different degrees.
After prednisolone administration, the maximum head temperature of mice in the very-low-dose glucocorticoid group showed
a significant decrease. Conclusions　 Infrared thermography can be used to evaluate the degree of “Yang” in experimental
mice. Hydrocortizone and dexamethasone can induce cold signs similar to Yang deficiency in mice with drug-induced
deficiency syndromes.

【Keywords】 　 infrared thermography; drug-induced syndrome; glucocorticoid; syndrome evaluation; experimental
animal; mice
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　 　 中医证候表征的量化研究是学术界探索的重

要领域,其中,寒热属性是中医辨别病邪性质、机体

的阴阳盛衰及病属外感或内伤的重要依据。 寒即

畏寒怕冷,临床肾阳不足者可能会出现手足、腰部、
膝盖等部位的发凉或怕冷;热即身热感或体温升

高,临床阴虚内热者颜面部易出现潮红、烘热或手

足心发热。 由此可见,中医证候属热性时既有主观

性肌肤发热感觉,也会出现客观上体温升高体征,
体温升高可以通过温度计准确刻画,然而主观上的

肌肤热感则主要通过患者的陈述获得,其模糊性不

利于证候的准确判别。
随着红外热像技术的成熟与运用,医学上已有

大量红外测温的研究,陈振相等[1] 红外热像仪对健

康人的面部进行了观测,倪金霞等[2] 用红外热成像

仪研究健康人各脏腑的温度范围和能量分布。 这

些探索给中医证候实验研究提供有益的借鉴,有助

于寒热信息在证候判别中的定量化。 当机体处于

热量不足或功能衰减状态下,红外辐射少可能表现

出寒证;一旦热量过剩或代谢旺盛时,红外辐射多

则可能呈现类似热证。 如“阳虚则外寒,阴虚则内

热,阳盛则外热,阴盛则内寒” (《素问·调经论》)所
言,红外热像技术可以很好地的量化检测体表寒热

情况作为评价中医“阳”盛衰程度的手段非常契合,
但在实验动物证候模型的研究方面鲜有报道。 基

于本课题组长期对于实验小鼠的诊法和辨证论治

方法学的研究[3-5],本实验围绕小鼠的“阳”盛衰程

度开展了对典型的糖皮质激素诱发的药源性证候

模型小鼠的探索,通过红外热像技术对小鼠体表头

部最高温度、体表尾部最低温度和躯干平均温度 3
个温度指标进行了研究,兹报道如下。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

雄性 ICR 小鼠,SPF 级,120 只,体质量 (18 ~
20) g,购自上海西普尔 -必凯实验动物有限公司

【SCXK(沪)2013-0016】。 小鼠饲养于上海中医药

大学实验动物中心 SPF 级动物房【SYXK (沪) 2014
-0008】。 实验动物伦理审批号:SZY201803012。
1. 1. 2　 试剂与仪器

氢化可的松(hydrocortisone,HY),白色结晶粉

末,分子量 362. 46,购自国药集团化学试剂有限公

司产 品 ( 批 号 66003632 )。 醋 酸 泼 尼 松 龙 片

(prednisolone)(国药准字 H31020771)、醋酸地塞米

松片(dexamethasone) (国药准字 H31020793)均购

自上海上药信谊药厂有限公司。
ThermaCAM P30 型红外热像仪器 (购自美国

FLIR 公司)用于检测体表红外温度。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组与造模

小鼠适应性饲养,当小鼠体质量稳定至 30 g 左

右,开始实验。
第一批实验:40 只分为正常对照组、极低剂量

(0. 33 mg / (kg·bw))氢化可的松组、低剂量(0. 66
mg / (kg·bw))氢化可的松组、中剂量(3. 3 mg / (kg·
bw))氢化可的松组和高剂量(12. 5 mg / ( kg·bw))
氢化可的松组,每组 8 只。

第二批实验:40 只分为正常对照组、极低剂量

(0. 25 mg / (kg·bw))泼尼松龙组、低剂量(0. 5 mg /
(kg·bw))泼尼松龙组、中剂量(2. 5 mg / (kg·bw))
泼尼松龙组和高剂量(12. 5 mg / (kg·bw))泼尼松龙

组,每组 8 只。
第三批实验:40 只分为正常对照组、极低剂量

(0. 0125 mg / ( kg·bw))地塞米松组、低剂量(0. 05
mg / (kg·bw))地塞米松组、中剂量(0. 25 mg / ( kg·
bw))地塞米松组和高剂量(1. 25 mg / ( kg·bw))地

塞米松组,每组 8 只。
各组按照相应的药物剂量灌胃,每天 1 次,连续

14 d;正常对照组灌胃等体积的灭菌水。
1. 2. 2　 红外热像仪检测小鼠体表温度的标准化

方法

在实验第 14 天,检测各组小鼠体表红外温度,
具体方法如下:

1)将被检测的实验小鼠与红外热像仪至于环

境温度 22℃的室内,室内移除其他干扰红外热像仪

的设备或仪器。
2)开启红外热像仪,设定以下相关参数:FOV

视场 23(单位:角秒),调色板以红色为主,发射率 e
为 0. 97,相对湿度 65%,镜头为 200 μm 近焦镜头,
手动聚焦。

3)准备一个 10 cm × 6 cm 面积的泡沫塑料材

质平台供小鼠站立。
4)调整红外热像仪镜头中心与小鼠侧腹部在

同一水平,且距离 60 cm。
5)将小鼠置于泡沫塑料材质平台上。
6)调整焦距使得小鼠侧面轮廓清晰并使其处
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于红外热像仪图像中心区域。
7)等待小鼠调整到较好的姿势时,拍摄小鼠红

外热像图,并保存图片。
1. 2. 3　 小鼠体表红外温度的评价指标建立

采用 ThermaCAM Reporter 2000 专业版软件对

小鼠红外热像图进行数据分析。 通过软件采集三

个温度指标进行分析:
1)头部最高温度(即为图 1 中 A 小鼠头部区域

中的温度最大值)
2)躯干平均温度(即为图 1 中 B 小鼠躯干区域

的平均值)
3)尾部最低温度(即图 1 中 C 小鼠尾根部区域

可以选取到的最小值)。

图 1　 小鼠红外热像图分析数据示意图

Figure 1　 Schematic diagram indicating the three sites of
infrared thermogram analysis data of a mouse

1. 3　 统计学分析

本文统计数据类型均为平均数±标准差(􀭰x±s),
采用 GraphPadPrism 7. 0 专业软件进行作图、及统计

分析,采用 One-way ANOVA 方差分析和 t 检验,以 P
<0. 05 表示差异有显著性意义。

2　 结果

2. 1　 氢化可的松对小鼠不同部位红外温度影响

(阳盛衰程度)
与正常对照组比较,氢化可的松给药 14 d 后,

不同剂量氢化可的松组小鼠头部最高温度、躯干平

均温度和尾部最低温度均出现不同程度的下降。
其中极低、低、中、高剂量组小鼠头部最高温度出现

显著下降(P<0. 01);极低、低、中、高剂量组小鼠躯

干平均温度出现显著下降(P<0. 01);极低、低、中、
高剂量组小鼠尾部最低温度出现显著下降 (P <
0. 01),见图 2。

2. 2　 泼尼松龙对小鼠不同部位红外温度影响(阳
盛衰程度)

与正常对照组比较,泼尼松龙给药 14 d 后,极
低剂量泼尼松龙组小鼠头部最高温度出现显著下

降(P<0. 05),躯干平均温度和尾部最低温度未出现

显著差异;低、中、高剂量泼尼松龙组小鼠头部最高

温度、躯干平均温度和尾部最低温度均未出现显著

差异,见图 3。
2. 3　 地塞米松对小鼠不同部位红外温度影响(阳
盛衰程度)

与正常对照组比较,地塞米松给药 14 d 后,不
同剂量地塞米松组小鼠头部最高温度、躯干平均温

度和尾部最低温度均出现不同程度的下降。 其中

低、中、高剂量小鼠头部最高温度出现显著下降(P<
0. 01);低、中、高剂量组小鼠躯干平均温度出现显

著下降(P<0. 01);低、中、高剂量组小鼠尾部最低温

度出现显著下降(P<0. 01),见图 4。

3　 讨论

3. 1　 红外热像技术简介

红外热像仪利用物体的红外辐射把热能转换

成电信号,再扫描成像,然后通过软件可以实现对

图像任何点或区域的温度精确分析。 由于红外热

像技术具有非接触性测温、测温速度快、以热分布

图像直观呈现等诸多优点[6],其在军事领域、高压

电网工业及农业等领域被广泛运用[7]。 近几十年

来,红外热像技术在医疗诊断、肿瘤研究、疼痛研

究、神经定位、针刺效应及人体异常信息的无创监

测等领域得到广泛的应用。
3. 2　 红外热像技术在中医药证候研究中的实践

由于寒热属性是中医证候的重要特性,虽然临

床表现并非所有的“阳”盛衰证候都有体表温度的

变化,但体表温度下降是阳虚的基础见证。 近年

来,有报道红外热像仪在中医证候的量化研究方面

进行了尝试,陈振相等[1] 用红外热像仪对健康人的

面部进行了观测,发现面部诸脏腑面部反映区的红

外辐射量有所差异。 刘黎青等[8] 应用红外热像技

术观察不同中医辨证分型的红外舌图特征及冷热

温度负荷变化规律。 周娴等[9] 运用红外热像技术

研究中医五脏寒热证素特征与红外热像图之间的

关系。 李洪娟等[10] 则详细论述中医证候理论与热

力学理论的内在关联性,阐述采用热力学方法研究

中医证候的基本原则、方法、技术、手段,以及热力
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注:不同剂量氢化可的松:极低剂量(0. 33 mg / (kg·bw))、低剂量(0. 66 mg / (kg·bw))、中剂量(3. 3 mg / (kg·bw))和

高剂量(12. 5 mg / (kg·bw))。 与正常对照组比较,∗P<0. 05;∗∗P<0. 01。 另“氢可”即氢化可的松。

图 2　 氢化可的松小鼠红外热图以及数据柱状图

Note. Different doses of hydrocortisone: very low dose (0. 33 mg / (kg·bw)), low dose (0. 66 mg / (kg·bw)), medium dose

(3. 3 mg / (kg·bw)) and high dose (12. 5 mg / (kg·bw)). Compared with the normal control group,∗ P<0. 05;∗∗ P<0. 01.
“HY” means hydrocortisone.

Figure 2　 Infrared heat map and data histogram of the hydrocortisone-treated mice

学方法研究中医证候的特点和优势等,提出证候热

力学研究概念。
在动物实验方面也有部分红外热像技术运用

的报道,袁永明等[11]对寒证热证大鼠模型的红外热

图进行了研究。 马小鑫[12] 通过红外热像技术在大

鼠上的实践建立了中药寒热药性的研究方法。 孙

丽斌等[13]对红外热图与肿瘤中医证候相关性作了

研究。 提示红外热像技术是研究中医证候属性的

一种有益技术手段。
3. 3　 本研究采用红外热像技术对糖皮质激素药源

性虚证小鼠体表温度的分析

本课题前期做过多次探索,短期(4 d 内)使用糖

皮质激素药物体重显著下降阴虚见证显著。 长期

(7 d 以上)使用糖皮质激素药物体重下降减缓,体表

温度下降等。 两周为糖皮质激素影响的主要变化周

期,两周后趋于稳定变化不大。 实验中三个药物极低

剂量即为临床药物参考用量按体重折算到小鼠所得,
高剂量参考文献该药物造模常用量。 低、中剂量则选

取极低剂量和高剂量之间地合适剂量。
本研究运用红外热像技术检测了三种糖皮质

激素造模后小鼠的体表温度变化。 考虑到所采集

图像信息能尽可能全面反映小鼠的体表温度差异,
我们选择了拍摄小鼠自然站立状态下侧腹部整体

轮廓图像,包括小鼠头面部、颈项部、侧腹部、全尾

等区域温度,且背部与腹部的切缘温度可以有效显

示。 其中,小鼠头部的眼睛区域温度最高、尾部温

度通常最低、而侧腹部温度从头到尾逐步降低。 根

据以上现象,我们选取了头部最高温度、躯干平均
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注:不同剂量泼尼松龙:极低剂量(0. 25 mg / (kg·bw))、低剂量(0. 5 mg / (kg·bw))、中剂量(2. 5 mg / (kg·bw))和高

剂量(12. 5 mg / (kg·bw))。 另“泼松”即泼尼松龙。

图 3　 泼尼松龙小鼠红外热图以及数据柱状图

Note. Different doses of prednisolone: very low dose (0. 25 mg / (kg·bw)), low dose (0. 5 mg / ( kg·bw)), medium dose
(2. 5 mg / (kg·bw)) and high dose (12. 5 mg / (kg·bw)). “PL” means prednisolone.

Figure 3　 Infrared heat map and data histogram of the prednisolone-treated mice

温度和尾根部最低温度三个指标进行分析。
结果表明,给予氢化可的松和地塞米松后小鼠

头部最高温度、躯干平均温度和尾部最低温度均出

现下降,而泼尼松龙对小鼠体表温度影响不明显。
另外三批实验中我们也同步检测了小鼠的腋温、旷
场活动度、体重等,腋温变化不显著,(故未给出具

体数据),旷场活动度有一定程度的下降,体重在给

药后下降 7 d 后下降减缓。 另外由于糖皮质激素药

理作用复杂,直接作用机体可能造成类似阴虚阳亢

征兆,长期使用造成机体出现阳虚见证,具有直接

和间接双重影响。 中、高剂量下小鼠体表温度略有

升高可能是由于氢化可的松直接作用机体造成,但
是用药 14 d 后氢化可的松各剂量组体表温度均显

著低于正常对照组是明确的。
基于本研究大量的实验数据,我们认为小鼠头

部最高温度、躯干平均温度和尾部最低温度三个指

标可以反映出小鼠整体体表温度的变化,且这三个

温度指标的变化具有一致性。 其中,头部最高温度

能更好反映小鼠是否有阳亢见证(是否头部温度过

高),中医认为头为诸阳之会,所有的阳经都汇集到

头部,小鼠头部体表温度最高符合中医理论;而尾

根部最低温度反映小鼠的阳虚见证(是否尾根部温

度过低);躯干平均温度则更加反映小鼠整体上的

体表温度变化。 此外,小鼠的体表最高与最低体温

的温差、或头部温度高于平均温度的比值等相关转

化指标也有助于深刻揭示温度变化的灵敏性,有待

于深入探索。
由此得出结论(1)红外热像技术可以评估实验

小鼠 “阳”盛衰程度。 (2)氢化可的松和地塞米松

可诱发药源性虚证小鼠类似阳虚的外寒征象,且随
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注:不同剂量地塞米松:极低剂量(0. 0125 mg / (kg·bw))、低剂量(0. 05 mg / (kg·bw))、中剂量(0. 25 mg / (kg·bw))和
高剂量(1. 25 mg / (kg·bw))。 另“地米”即地塞米松。

图 4　 地塞米松小鼠红外热图以及数据柱状图

Note. Different doses of dexamethasone: very low dose (0. 0125 mg / (kg·bw)), low dose (0. 05 mg / (kg·bw)), medium
dose (0. 25 mg / (kg·bw)) and high dose (1. 25 mg / (kg·bw)). “DXM” means dexamethasone.

Figure 4　 Infrared heat map and data histogram of the dexamethasone-treated mice

着用药时间和剂量的增加而小鼠阳虚外寒征象越

显著。
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PM2. 5 短期暴露对大鼠子宫组织的损伤及其作用机制
张丰泉,董恩恒∗,薛玉雪

(新乡医学院 公共卫生学院 新乡市大气污染健康效应与干预重点实验室,河南 新乡　 453000)

　 　 【摘要】 　 目的　 为研究 PM2. 5(空气动力学直径≤2. 5 μm 的颗粒物)短期暴露对大鼠子宫的损伤作用及可能的

分子机制。 方法　 30只雌性 SD 大鼠随机分为生理盐水对照组、1. 5 mg / (kg·bw)PM2. 5低剂量暴露组和 6 mg / (kg·bw)
PM2. 5高剂量暴露组,连续暴露 30 d。 HE 染色病理学检查观察 PM2. 5暴露后子宫组织损伤情况。 采用 TUNEL 法和

检测 cleaved caspase-3 蛋白表达量的方法观察各组大鼠子宫组织细胞凋亡情况。 荧光定量 PCR 法检测子宫中葡

萄糖调节蛋白 78(GRP78)、蛋白激酶样内质网激酶(PERK)、真核翻译起始因子 2α(eIF2α)和 C / EBP 同源蛋白

(CHOP)mRNA 表达水平。 Western blot 检测子宫内质网应激相关蛋白表达水平。 结果　 PM2. 5短期暴露后,子宫内

膜上皮细胞萎缩,细胞间隙增大,且细胞出现空泡化;同时腺体也出现萎缩。 TUNEL 检测结果显示,对照组大鼠子

宫组织细胞的凋亡率为(9. 93±1. 66)%,低剂量和高剂量暴露组子宫组织细胞凋亡率分别为(29. 40±6. 96)%和

(43. 58±8. 23)%,暴露组细胞凋亡率明显高于对照组,差异有统计学意义(P<0. 05)。 与对照组相比,暴露组子宫

中 GRP78、PERK、eIF2α 和 CHOP 基因和蛋白表达水平均明显升高,差异有统计学意义(P<0. 05)。 暴露组子宫

cleaved caspase-3 蛋白表达量明显高于对照组(P<0. 05)。 结论　 PM2. 5短期暴露可损伤大鼠子宫组织形态,其作用

机制可能与 PERK- eIF2α-CHOP 信号通路介导子宫组织发生内质网应激反应,进而诱导子宫组织细胞凋亡有关。
【关键词】 　 PM2. 5;内质网应激;TUNEL;凋亡
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Effect and mechanism of short-term exposure to PM2. 5 on the
rat uterine injury

ZHANG Fengquan, DONG Enheng∗, XUE Yuxue

(Key Laboratory for Air Pollution Health Effects and Intervention of Xinxiang, School of Public Health,
Xinxiang Medical University, Xinxiang 453000, China)

Corresponding author: DONG Enheng. E-mail: dongphmu@ 163.com

【Abstract】 　 Objective 　 This study was designed to evaluate the effect of short-term exposure to the particulate
matter with diameters that are generally 2. 5 μm and smaller ( PM2. 5 ) on the rat uterine injury, and to determine its
mechanism. Methods　 Thirty Sprague-Dawley rats were randomly divided into: a control group, a 1. 5 mg / kg body-weight
(bw) low-dose PM2. 5 exposure group and a 6 mg / (kg·bw) high-dose PM2. 5 exposure group, all of which were followed for
30 days. The pathological uterine changes were observed with hematoxylin-eosin staining (HE staining). Uterine apoptosis
was evaluated with the TUNEL method, and the expression levels of cleaved caspase-3 were measured. In addition, the
mRNA expression levels of glucose-regulated protein 78 (GRP78), PER-like ER kinase (PERK), eukaryotic initiation
factor 2α ( eIF2α) and C / EBP homologous protein (CHOP) were measured with quantitative real-time PCR, and the
protein levels involved in the PERK-eIF2α-CHOP signal pathway were tested using western blot assay. Results 　 After
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short-term exposure, PM2. 5 resulted in atrophy and vacuolization of endometrial epithelial cells and glands. The apoptosis
rates were (9. 93±1. 66)%, (29. 40±6. 96)% and (43. 58±8. 23)% in the uteruses in the control, low-dose exposure and
high-dose exposure groups, respectively. Furthermore, the apoptosis rate was significantly higher (P<0. 05) in the two
exposure groups than in the control group. At the same time, the cleaved caspase-3 protein expression levels in the two
exposure groups were significantly increased (P<0. 05). The results of qPCR and western blot showed that the mRNA and
protein levels of GRP78, PERK, eIF2α and CHOP in the two exposure groups were significantly higher than those in the
control group (P<0. 05). Conclusions　 After short-term exposure to PM2. 5, the uterine structure of the rats is damaged,
possibly as a consequence of PM2. 5 inducing uterine cell apoptosis via ERs, mediated by the PERK- eIF2α-CHOP pathway.

【Keywords】　 PM2. 5; endoplasmic reticulum stress; TUNEL; apoptosis
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 颗粒物(particulate matter,PM)是空气污染物的

重要组成成分,按粒径分为总悬浮颗粒物(TSP)、可
吸入颗粒物(PM10)、细颗粒物(PM2. 5)和超细颗粒

物(PM0. 1)。 研究证实 PM2. 5 是多种疾病的重要危

险因素,可诱发呼吸系统、心血管系统和代谢性疾

病。 流行病学调查结果显示,PM2. 5能够抑制胎儿发

育,导致不良妊娠结局[1-2],因而 PM2. 5被认为是生

殖系统的危害因素之一。 我们前期实验结果证实,
PM2. 5急性暴露能影响妊娠结局,使雌鼠的不良妊娠

率明显升高[3]。 但目前 PM2. 5生殖损伤的研究主要

集中于流行病学调查方面,而其生殖损伤致病机理

的研究还非常有限。
内质网不仅是细胞内蛋白质、脂类和糖类合成

的基地,而且是细胞内重要的物质传输和信号传导

通路。 已有研究证实内质网应激与多种疾病(如阿

尔茨海默病、帕金森病、糖尿病等)的发生、发展相

关[4]。 另有研究发现,内质网应激在 PM2. 5诱发肺、
肝损伤中被激活,是 PM2. 5致肺脏和肝脏损伤的重

要作用机制[5]。 最新的研究发现,内质网应激同样

在 PM2. 5的斑马鱼胚胎发育损伤中起重要作用[6]。
内质网应激能够激活促凋亡基因 caspase-3 进而诱

发细胞凋亡。 已有研究证实凋亡是子宫细胞死亡

的重要方式,对子宫起重要调节作用[7-8]。 本研究

中将雌鼠暴露 PM2. 5后,检测子宫组织内质网应激

信号通路相关蛋白及其下游凋亡调控蛋白 caspase-
3 的表达情况,进而阐述内质网应激在 PM2. 5生殖毒

性中的作用和机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

30 只 8 周龄清洁级雌性 SD 大鼠,体重 180 ~
200 g,购于北京维通利华实验动物技术有限公司

【SCXK(京)2012-0001】,饲养于新乡医学院屏障动

物房【SYXK(豫)2014-0005】,室温 22 ~ 24℃,12 h /
12 h 昼夜交替,相对湿度 50% ~ 60%,适应性喂养 1
周。 所有操作均符合实验动物福利和伦理委员会

的要求(XXMU-2015-0021)。
1. 1. 2　 主要仪器和试剂

荧光定量 PCR 仪 ( LightCycler 96, Roche,瑞

士),蛋白垂直电泳系统(Mini-PROTEAN Tetra,Bio-
Rad,美国), 凝胶成像分析系统 ( FluorChem R,
ProteinSimple,美国),显微镜(AE2000,麦克奥迪,中
国),TUNEL 原位染色试剂盒(TACS·XL DAB Kit,
Trevigen, 美国),TRIzol 和荧光定量 PCR 试剂盒购

于 Invitrogen 公司,GRP78、PERK、CHOP、eIF2α 和

cleaved caspase-3 一抗购于 Abcam 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验动物分组

参考已有研究设计本次实验 PM2. 5 暴露剂量。
将 30 只雌鼠随机分为生理盐水对照组(Con)、1. 5
mg / (kg·bw) PM2. 5低剂量暴露组(L-Exp)和 6 mg /
(kg·bw) PM2. 5 高剂量暴露组 ( H-Exp) [9],每组

10 只。
1. 2. 2　 PM2. 5染毒

将收集的 PM2. 5 配置成 3 mg / mL 低浓度和 12
mg / mL 高浓度悬液,配置方法参照我们前期的实

验[3]。 将制备的 PM2. 5 悬液复温重悬后,参照晋乐

飞等[10]吸入式气管暴露法进行 PM2. 5染毒。 大鼠麻

醉后,用棉线绳挂住大鼠上切牙将大鼠垂直悬挂,镊
子拉出大鼠舌头,吸取 50 μL / 100(g·bw) PM2. 5悬液

注入大鼠舌根部,并快速捏紧大鼠鼻腔,迫使大鼠经

口腔将 PM2. 5液吸入肺内,当听到肺部湿罗音表示吸

入成功。 染毒后,大鼠自由活动,连续染毒 30 d。 对

照组采用同样的方法吸入 50 μL / 100(g·bw)的生理

盐水。
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1. 2. 3　 子宫组织病理学观察

取新鲜组织用生理盐水漂洗,4%多聚甲醛固

定,酒精脱水,二甲苯透明,石蜡包埋并切成 5 ~ 6
μm 厚的切片,常规 HE 染色,显微镜下观察子宫组

织病理学变化。
1. 2. 4　 子宫组织细胞凋亡检测

采用 TUNEL 原位染色法检测子宫组织细胞凋

亡情况。 常规方法将子宫组织石蜡切片脱蜡、复水

处理,然后严格按照试剂盒说明进行组织切片标记

染色。 滴加 2%蛋白酶 K(V / V),室温孵育 15 min,
去离子水漂洗 2 次(每次 5 min)。 3% H2O2(V / V)
浸润 5 min 以灭火组织中的过氧化氢酶,去离子水

漂洗 1 min。 滴加 50 μL 混合标记试剂,湿盒中

37℃孵育 1 h,然后加入 100 μL 反应终止液,PBS 漂

洗 2 次,每次 2 min。 切片上滴加 50 μL 抗体液,湿
盒中 37℃孵育 30 min,PBS 漂洗 2 次。 滴加 50 μL

Strep-HRP 液,湿盒中室温孵育 10 min,PBS 漂洗 2
次,然后加入 100 μL DAB 液显色 3 min,去离子水

漂洗 2 次,每次 2 min。 1%甲基绿复染 30 s,然后梯

度酒精脱水、二甲苯浸润透明、封片,显微镜下观察

计数凋亡细胞。 在×200 镜下每张切片随机选择 5
个视野,计数细胞总数和凋亡细胞数,计算细胞的

凋亡率,每组计数 6 个样本。
1. 2. 5　 子宫组织中内质网应激相关基因和 caspase
-3 mRNA 表达检测

TRIzol 试剂盒提取子宫组织总 RNA,反转录合

成 cDNA。 荧光定量 PCR 法检测 GRP78、 PERK、
CHOP 和 eIF2α mRNA 表达水平。 目的基因引物序

列见表 1。 扩增反应条件:95℃ 5 min,95℃ 30 s,
60℃ 20 s,45 个循环。 用 2-△△CT值计算目的基因的

相对表达量。 每组检测 6 个样本。

表 1　 荧光定量 PCR 目的基因引物序列

Table 1　 Primer sequences of target genes for Real-Time PCR
基因 Gene 上游引物 Forward 下游引物 Reverse
GRP78 CCTGTTGCTGGACTCTGTGA GAATACACCGACGCAGGAAT
PERK AGGAACATCGTAGGGGCTTT GAGTTGCAGACCCGAGCTAC
CHOP GAGAAGGAGCAGGAGAAC GACAGACAGGAGGTGATG
eIF2α TTTAAGGGAGTGGCTTGATTT AGGTTGGGATTGTTGGTGTC
β-actin GATCTGGCACCACACCTTCT GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

1. 2. 6　 子宫组织中内质网应激相关蛋白和 cleaved
caspase-3 蛋白表达检测

提取子宫组织中的总蛋白,并用 BCA 试剂盒测

定样品蛋白含量。 取 25 μg 蛋白样品,经 SDS-
PAGE 凝胶电泳后,将目的蛋白分别转膜至 PVDF
膜上,脱脂奶粉封闭 1. 5 h,加入 GRP78 一抗(1 ∶
200)、PERK 一抗(1 ∶ 500)、 eIF2α 一抗 (1 ∶ 500)、
CHOP 一抗 ( 1 ∶ 300)、 cleaved caspase-3 一抗 ( 1 ∶
500)、β-actin 一抗(1 ∶3000),4℃孵育过夜,洗膜后

加入二抗(1 ∶5000)室温孵育 90 min,ECL 发光,凝
胶成像系统成像并分析。 每组检测 6 个样本。
1. 3　 统计学分析

SPSS 19. 0 进行统计学分析,实验数据以平均

数±标准差( 􀭰x ± s)表示,多组间比较采用单因素方

差分析,两组间比较时,方差齐采用 LSD 法,方差不

齐采用 Tamhane’ s T2 法,以 P < 0. 05 为差异有显

著性。

2　 结果

2. 1　 子宫组织病理学改变

不同剂量 PM2. 5暴露后,雌鼠子宫组织的病理

学改变见图 1。 对照组可观察到正常的子宫内膜单

层柱状上皮细胞,且排列比较紧密和结构完整的腺

体;同时固有层中含有丰富的基质细胞(图 1A)。
低剂量暴露组子宫内膜上皮细胞发生不同程度的

萎缩,细胞间隙增大,且少数细胞出现空泡化;腺体

细胞同样发生萎缩变薄(图 1B)。 高剂量组子宫内

膜上皮进一步萎缩,空泡化细胞增多;腺体细胞萎

缩更严重(图 1C)。
2. 2　 子宫组织细胞凋亡检测结果

镜下观察组织细胞如发生凋亡会被 TUNEL 染

成深褐色(见图 2)。 对照组大鼠子宫组织细胞的凋

亡率为(9. 93±1. 66)%,低剂量暴露组子宫组织细

胞凋亡率为(29. 40±6. 96)%。 与对照组相比,低剂

量暴露组细胞凋亡率明显升高,差异有统计学意义

(P<0. 01)。 高剂量暴露组细胞凋亡率为(43. 58±
8. 23)%,其凋亡率明显高于对照组(P<0. 01)和低

剂量组(P<0. 05)。
2. 3 　 PM2. 5 对子宫组织 GRP78、 PERK、 eIF2α、
CHOP mRNA 表达水平的影响
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注:白色箭头:空泡化的上皮细胞;黑色箭头:萎缩的腺体。

图 1　 子宫组织病理学改变(×400)
Note. White arrow, vacuolated epithelial cells. Black arrow, atrophic glands.

Figure 1　 Pathological changes in the uterine tissues(×400)

注:黑色箭头:凋亡细胞。

图 2　 TUNEL 凋亡检测结果(×200)
Note. Black arrows, apoptotic cells.

Figure 2　 Detection of apoptosis in the uterine tissues(TUNEL staining,×200)

子宫内质网应激相关基因 mRNA 相对表达量

见图 3。 与对照相比,低剂量和高剂量 PM2. 5暴露组

大鼠子宫 GRP78、PERK、eIF2α、CHOP mRNA 表达

量均明显升高,差异有统计学意义(P<0. 05)。
与低 剂 量 暴 露 组 相 比, 高 剂 量 暴 露 组 中

GRP78、PERK mRNA 的相对表达量明显升高(P<
0. 05);CHOP 和 eIF2α 表达量虽高于低剂量暴露

组,但差异无统计学意义(P>0. 05)。
2. 4　 PM2. 5 对子宫组织内质网应激相关蛋白和

cleaved caspase-3蛋白表达水平的影响

短期 PM2. 5暴露后,低剂量和高剂量暴露组大

鼠子宫中内质网应激相关蛋白 GRP78、 PERK、
eIF2α、CHOP 的蛋白表达量均明显高于对照组(P<
0. 05)(图 4A-D)。 与低剂量暴露组相比,高剂量暴

露组中 GRP78、PERK 和 eIF2α 蛋白表达量明显升

高(P<0. 05);CHOP 表达量虽高于低剂量暴露组,
但差异无统计学意义(P>0. 05)。

与对照组相比,低剂量和高剂量暴露组子宫中

cleaved caspase-3 蛋白的表达量均明显升高,差异有

统计学意义(P<0. 05)(图 4E)。

3　 讨论

研究指出,随着空气污染的持续,空气污染相关

疾病的发病率和死亡率将不断升高,到 2050 年时每

年将有 660 万人死于空气污染相关疾病[11]。 越来越

多的研究显示,孕期暴露 PM2. 5对胎儿的发育和分娩

产生不良的影响[1-2,12-13]。 Son 等[14] 的研究指出,
PM2. 5暴露可使新生儿死亡率升高 2. 66 倍。 另有研

究结果显示,妊娠期暴露 PM2. 5仅对新生儿出生体重

有明显影响,但对妊娠周期没有影响,不会造成新生

儿早产(OR = 0. 86) [15]。 但也有研究结果却显示

PM2. 5对妊娠结局没有影响[16] 或影响非常有限[17]。
目前 PM2. 5的生殖毒性以及其对妊娠结局影响的研究

结果存在差异性和不一致性的原因可能与调查对象

所处妊娠时期、暴露 PM2. 5浓度和时长以及不同地区

PM2. 5所含化学成分不同等有关。 虽然我们早期的实

验证实,PM2. 5暴露对妊娠结局有不良影响[3],但目前

PM2. 5生殖毒性的作用机制还不太清楚。
目前关于空气中 PM2. 5对机体损伤效应的实验

大多是急性毒性实验,为了研究更长时间 PM2. 5暴
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注: 与对照组相比,aP<0. 05;与低剂量暴露组相比,bP<0. 05。

图 3　 PM2. 5对 GRP78、PERK、CHOP 和 eIF2α mRNA 表达的影响

Note. Compared with the control group, aP <0. 05. Compared with the L-Exp group,bP <0. 05.

Figure 3　 Effects of PM2. 5 on the mRNA expressions of GRP78, PERK, CHOP and eIF2α

注: 与对照组相比,aP<0. 05;与低剂量暴露组相比,bP<0. 05。

图 4　 PM2. 5对子宫内质网应激相关蛋白和 cleaved caspase-3 蛋白表达的影响

Note. Compared with the control group, aP <0. 05. Compared with the L-Exp group,bP <0. 05.

Figure 4　 Effects of PM2. 5 on the expression of protein of endoplasmic reticulum stress and cleaved caspase-3
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露的毒性作用,本次实验将 SD 雌鼠的暴露时间延

长为 30 d 的短期暴露,从而观察 PM2. 5对雌鼠子宫

损伤效应。 PM2. 5短期暴露后,雌鼠子宫组织结构发

生了明显的病理损伤变化,造成子宫内膜上皮细胞

萎缩,细胞间隙增大,且细胞出现空泡化;同时腺体

也出现萎缩现象(见图 1),由此结果可见空气中

PM2. 5短期暴露对子宫组织结构有损伤,PM2. 5具有

生殖毒性。
已有研究证实 PM2. 5可通过活化 T-细胞免疫蛋

白和 TIM 蛋白,进而诱发肺组织凋亡[18]。 Yang
等[19]的研究发现,心肌细胞暴露 PM2. 5后,细胞中的

氧化应激水平升高,触发 bcl-2-bax-caspase-3 凋亡信

号,进而诱发心肌细胞凋亡。 由此可见 PM2. 5 可通

过多途径诱导组织细胞发生凋亡。 本次研究中我

们采用 TUNEL 法检测雌鼠短期暴露 PM2. 5后子宫组

织细胞凋亡情况。 实验结果表明,低剂量和高剂量

PM2. 5暴 露 组 细 胞 凋 亡 率 均 明 显 高 于 对 照 组。
caspase-3 是 caspase 家族中具有重用凋亡调控重用

的蛋白,也是内质网应激信号通路下游重要的凋亡

调节蛋白,而 cleaved caspase-3 蛋白是反映凋亡的

标志蛋白。 本实验中为了验证子宫细胞凋亡的发

生,我们同时检测了子宫 cleaved caspase-3 蛋白表

达水平。 实验结果表明,低剂量和高剂量 PM2. 5 暴

露组子宫 cleaved caspase-3 蛋白表达量明显高于对

照组(结果见图 4E),与 TUNEL 检测结果相一致。
由以上结果可知短期暴露 PM2. 5可诱导子宫细胞发

生凋亡,进而推测 PM2. 5生殖损伤作用可能与其诱

发的细胞凋亡有关。
内质网不仅是合成和分泌蛋白的场所,同时还

可介导细胞的凋亡信号通路[20]。 内质网功能混乱

会使未折叠或错误折叠的蛋白堆积于细胞内,并诱

发内质网应激反应。 过强的内质网应激导致细胞

发生未折叠蛋白质应答反应(UPR),进而触发细胞

内的凋亡信号传导通路,诱发细胞凋亡。 UPR 主要

受到跨膜蛋白如 PERK、肌醇酶 1( IRE1)和活化转

录因子 6(ATF6)调控。 这些跨膜蛋白通常是以与

GRP78 结合的复合形态存在于内质网膜上。 当未

折叠蛋白过度堆积时,GRP78 会与跨膜蛋白分离后

与未 折 叠 蛋 白 结 合, 进 而 导 致 内 质 网 应 激 和

UPR[21]。 PERK 是内质网膜上的一种感受蛋白,在
UPR 初期可以调控蛋白的合成减轻内质网应激。
在内质网应激过程中,PERK 与 GRP78 分离后,进
而增 加 促 凋 亡 蛋 白 CHOP 的 表 达, 最 终 活 化

caspase-3 从而激活细胞凋亡信号通路,促使细胞发

生凋亡[22]。 PERK- eIF2α-CHOP 信号通路是重要

的内质网应激反应通路。 Laing 等[5] 研究发现

PM2. 5通过 PERK-eIF2α-CHOP 信号通路介导的内质

网应激诱发肺和肝脏组织细胞凋亡。 为了探究内

质网应激在 PM2. 5诱导子宫组织凋亡中的作用,本
实验中我们检测了 PERK- eIF2α-CHOP 信号通路中

的关键蛋白的表达情况。 雌鼠暴露 PM2. 5 后,子宫

中 GRP78、PERK、eIF2α 和 CHOP 在 mRAN 和蛋白

水平的表达水平均明显升高(结果见图 2 和 3),由
此实验结果可知短期暴露 PM2. 5可使内质网应激信

号通路中 GRP78、PERK、eIF2α 和 CHOP 蛋白表达

水平升高,激活 PERK- eIF2α-CHOP 信号通路。
综合本次实验结果,我们推测短期暴露 PM2. 5

对子宫的损伤作用可能与 PERK- eIF2α-CHOP 信号

通路介导子宫组织发生内质网应激反应,并诱导子

宫组织细胞发生凋亡有关。 但本次实验中未对内

质网应激中其他信号通路中的关键蛋白进行检测,
不能确定短期暴露 PM2. 5是否会通过其他信号通路

诱发内质网应激,因而在之后的实验中还需进一步

验证。
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大鼠高尿酸血症模型的建立与研究
李媛媛,周海燕,吴绿英,莫贤炜,李晶∗

(华南理工大学生物科学与工程学院,广州　 510006)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种大鼠高尿酸血症模型,并探讨高尿酸血症是否会产生继发性心血管疾病。 方法

将 SPF 级雄性 SD 大鼠 32 只随机分成正常对照组(Group C),氧嗪酸钾模型组(Group M1),氧嗪酸钾联合高糖高脂

饲料模型组(Group M2),氧嗪酸钾联合酵母膏饲料模型组(Group M3),每组 8 只,连续造模 3 周。 通过比较大鼠的

血清尿酸(uric acid,UA),尿素氮(blood urea nitrogen,BUN),肌酐酸(creatinine,Cr),胰岛素( insulin,INS),血糖

(blood glucose,GLU),甘油三酯(triglyceride,TG)等指标,并辅以病理学检查结果来对大鼠高尿酸血症模型进行研

究。 结果　 给予 750 mg / kg 体重氧嗪酸钾灌胃联合酵母膏饲料复制出的高尿酸血症模型大鼠,具有 UA 水平显著

升高(P<0. 01)、维持时间长、3 / 8 大鼠的肾发生病变的特点,在产生高尿酸血症的同时还伴有 GLU、INS 和 TG 水平

改变及 3 / 8 大鼠心脏的病变,提示继发性心血管病变的发生。 结论　 氧嗪酸钾灌胃联合酵母膏饲料造模方法较单

纯氧嗪酸钾造模更适用于大鼠长期高尿酸血症模型的建立,同时还伴随着继发性血糖紊乱的发生,因此该造模方

案可用于高尿酸血症与心血管疾病的相互干预机制研究的动物模型,并进一步应用于高尿酸血症的治疗药物的临

床前药效学综合评价。
【关键词】 　 氧嗪酸钾;高尿酸血症;动物模型
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Establishment and study of a hyperuricemia rat model
LI Yuanyuan, ZHOU Haiyan, WU Lyuying, MO Xianwei, LI Jing∗

(School of Biology and Biological Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510006, China)
Corresponding author: LI Jing. E-mail: lij@ scut.edu.cn

【Abstract 】 　 Objective 　 To establish a rat model of hyperuricemia, and explore the possible secondary
cardiovascular disease that could be induced by hyperuricemia in the model rats. Methods　 32 male SD rats were randomly
divided into control group (Group C), potassium oxonate model group (Group M1), potassium oxonate combined with
high-sugar model group (Group M2), potassium oxonate combined with yeast extract feed model group (Group M3), 8 rats
were treated in each group for 3 weeks. At the end of the experiment, the serum levels of uric acid (UA), blood urea
nitrogen, creatinine, insulin (INS), blood glucose (GLU) and triglyceride (TG) were measured, and histopathological
examination of liver, renal, and heart tissue was performed. Results 　 Compared with the control group, a significant
increase in serum levels of UA (P<0. 01) and the number of rats showing renal lesions was found in the experimental group
(3 / 8, 37. 5%) after oral administration of potassium oxonate at a dose of 750 mg / kg, combined with yeast extract feed
(Group M3). Also, the changes in GLU, INS, TG and the histopathology of heart tissue (3 / 8, 37. 5%) suggesting that
rats in this group had secondary cardiovascular alterations. Conclusions 　 Compared with the basic potassium oxonate
model, the model of potassium oxonate combined with yeast extract feed is more suitable for the study of rat chronic
hyperuricemia, accompanied by glucose metabolic impairment. It can also be used in rat models to establish mutual
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intervention mechanisms between hyperuricemia and cardiovascular disorders, and be applied in comprehensive preclinical
pharmacodynamic evaluation of therapeutic drugs for hyperuricemia.

【Keywords】　 potassium oxonate; hyperuricemia; animal model; rat
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 高尿酸血症(hyperuricemia)是嘌呤代谢紊乱和

(或)尿酸排泄减少,致血液中尿酸浓度不正常升高

的现 象, 一 般 认 为 人 类 体 内 血 尿 酸 盐 达 到

416 μmol / L时应考虑高尿酸血症[1]。 高尿酸血症

为嘌呤代谢紊乱性疾病[2-3],过量糖、脂肪、蛋白质、
盐的摄入及大量饮酒与患病率增加有重要关系。

近年来,随着人们生活水平的不断提高,饮食

结构和生活习惯的改变,高尿酸血症的发病率呈逐

年上升趋势,发病年龄呈现低龄化[4]。 一些研究结

果表明,血尿酸升高与肾疾病、高血压、动脉粥样硬

化程度、脑卒中、心血管事件的发生率和死亡率等

呈独立正相关,同时,一些心血管病患者的尿酸也

随着病情的发展相应增加[5-6]。 有学者对西班牙

1564 名健康男性进行研究,多因素回归分析结果显

示,高尿酸血症与血糖、肥胖明显相关,比值分别为

2. 69 和 2. 5[7]。 目前国内外已经有许多学者进行高

尿酸血症动物模型的造模研究,但有关高尿酸血症

是否影响心血管系统并进而引发继发性病变的造

模研究尚少。
本文采用氧嗪酸钾联合高糖高脂饲料及氧嗪

酸钾联合酵母膏饲料进行造模,通过血清尿酸(uric
acid,UA)、尿素氮(blood urea nitrogen,BUN)、肌酐

酸(creatinine,Cr)水平的检测来考察与评价其建立

持续、稳定的大鼠高尿酸实验动物模型的可行性,
并同时采用胰岛素 ( insulin, INS),血糖 ( glucose,
GLU),甘油三酯(triglyceride,TG),低密度脂蛋白胆

固醇( low density lipoprotein chesterol,LDL-C)等指

标来比较不同高尿酸血症造模法对心血管的继发

性损害的效果。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 SD 大鼠 32 只,7 ~ 9 周龄,体重

(180±20) g,购自广州中医药大学实验动物中心

【SCXK(粤)2013-0034】。 动物模型的指标及标本

的采集均在广东药科大学实验动物中心 SPF 级鼠

类实验室进行【SYXK(粤)2017-0125】,且经广东药

科大学实验动物中心伦理委员会审批(受理编号:

SPF2017097)。 标准鼠笼饲养温度 20 ~ 26℃,相对

湿度 40%~70%,以普通饲料适应性喂养一周。
普通饲料由广东药科大学实验动物中心提供,

高糖高脂饲料(63. 0%大小鼠维持饲料、20. 0%蔗

糖、15. 0%猪油、1. 2%胆固醇、0. 2%胆酸钠,适量的

酪蛋白、磷酸氢钙、石粉等)购自南通特洛菲饲料科

技有限公司,酵母菌饲料为酵母膏按照 1 ∶4均匀拌

入粉碎的普通饲料中混匀而成,压制成颗粒,辐射

灭菌,由南通特洛菲饲料科技有限公司制作。
1. 1. 2　 试剂与仪器

酵母膏购自北京奥博星生物科技有限公司,氧
嗪酸钾购自上海源叶生物科技有限公司。 UA、Cr、
BUN、GLU、INS 等指标均由广州市第十二人民医院

检验科进行检测(UA、Cr、BUN、GLU:全自动生化分

析仪,西门子 ADVIA2400;INS:罗氏电发光分析仪,
COBAS602);大鼠心脏、肾、肝等组织委托武汉赛维

尔生物科技公司进行 HE 染色。
1. 2　 方法

将 32 只 SPF 级雄性 SD 大鼠随机分成正常对

照组(Group C),氧嗪酸钾模型组(Group M1),氧嗪

酸钾联合高糖高脂饲料模型组(Group M2),氧嗪酸

钾联合酵母膏饲料模型组(Group M3),每组 8 只,
连续造模 3 周。 三个模型组每日按照 750 mg / kg 体

重给予氧嗪酸钾灌胃,C 组按同体积溶媒(0. 5%
CMC-Na)灌胃。 同时,C 组及 M1 组给予普通饲料

喂养,M2 组给予高糖高脂饲料喂养,M3 组给予酵

母膏饲料喂养,实验连续 21 d。 每 7 天大鼠禁食不

禁水 12 h,经乙醚麻醉后进行眼内眦取血 2 mL,室
温静置 2 h 后离心分离(4000 r / min,10 min,4℃),
取上层血清-80℃保存待测。 第 21 天实验前动物

禁食不禁水 12 h 后,各组大鼠经腹腔麻醉后,经腹

主动脉取血,室温静置 2 h 后离心分离(4000 r / min,
10 min,4℃),取上层血清-80℃保存待测。 取血后,
立即取大鼠心脏、肾、肝置于福尔马林杯,加入 4%
甲醛溶液浸泡,待测。
1. 3　 统计学分析

计量资料以平均数±标准差(􀭰x±s)表示,组间比

较采用单因素方差分析,两两比较采用 t 检验。 所

有的数据均采用 SPSS 19. 0 统计软件进行处理,以
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P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 一般情况

4 组大鼠实验开始时(第 0 天)体重无统计学意

义(P>0. 05)。 实验第 10 天开始,M3 组动物毛发光

滑性较其他三组较差,且粪便明显增多(更换垫料

次数增多),并伴有刺鼻的酸臭味,同时各模型组大

鼠均有表现精神萎靡,食欲不振,且敏感易怒。 在

整个实验周期里,4 组大鼠体重同步增加,组间无明

显差异(P>0. 05,表 1)。
2. 2　 UA、BUN 及 Cr 的变化情况

如表 2 所示,与正常对照组相比,其他三组自实

验第 7 天测得的血尿酸水平较正常组明显升高,提
示本实验采用的氧嗪酸钾灌胃法造模成功 (P <
0. 05)。 此外,随着实验进行,造模组的血尿酸水平

持续升高,在实验终点(第 21 天),所有造模组的血

尿酸水平较正常组提高约 2 倍,且模型三组组间比

较无显著性差异。 但造模三组大鼠的 Cr 及 BUN 在

整个实验中均未表现出较正常对照组的明显改变

(P>0. 05,见表 3,4)。
2. 3　 血糖血脂相关血清指标的变化

实验终点日取血测定大鼠的 GLU、INS、TG 及

LDL-C 水平,结果如表 5 所示。 与正常组相比,虽无

显著性差异,但造模三组均表现出不同程度的 GLU
水平升高和相应的 INS 水平降低趋势,其中 M2 和

M3 组的 INS 水平与 C 组相比有明显差异 ( P <
0. 05),而三个模型组之间无显著性差异;与正常组

相比,造模三组均表现出不同程度的 TG 水平提高,
其中 M2 组的差异最具显著性(P<0. 01),M3 组的

TG 水平明显高于 M1 组,但在本实验中,仅有 M2 组

能观察到 LDL-C 水平的明显升高(P<0. 01)。 其他

三组两两相比均无显著性差异。

表 1　 4 组大鼠不同时间体重的变化(g,􀭰x ± s, n= 8)
Table 1　 Changes in body weight of the 4 groups of rats at different times (g,􀭰x ± s, n= 8)

组别
Groups

0 天
Day 0

3 天
Day 3

7 天
Day 7

11 天
Day 11

15 天
Day 15

18 天
Day 18

21 天
Day 21

C 组 Group C 214. 6±7. 6 246. 0±8. 7 269. 0±11. 6 293. 3±14. 7 313. 5±12. 5 325. 3±12. 8 338. 8±15. 6
M1 组 Group M1 212. 2±9. 4 246. 2±18. 7 267. 2±21. 8 291. 6±30. 6 307. 2±37. 6 316. 4±38. 8 321. 6±45. 1
M2 组 Group M2 214. 0±9. 6 238. 2±10. 4 264. 4±16. 9 296. 2±18. 9 320. 6±20. 5 330. 8±22. 3 338. 8±21. 9
M3 组 Group M3 210. 8±9. 2 256. 0±17. 0 270. 4±5. 2 292. 4±2. 7 318. 4±4. 8 324. 3±5. 0 332. 0±8. 2

表 2　 4 组大鼠不同时间的尿酸水平(μmol / L,􀭰x ± s, n= 8)
Table 2　 Uric acid levels of the 4 groups of rats at different times (μmol / L,􀭰x ± s, n= 8)

组别
Groups

0 天
Day 0

7 天
Day 7

14 天
Day 14

21 天
Day 21

C 组 Group C 99. 5±0. 7 91. 8±16. 4 85. 6±10. 1 88. 0±14. 1
M1 组 Group M1 93. 5±13. 4 160. 0±55. 7∗ 151. 0±17. 9∗∗ 255. 0±61. 1∗∗

M2 组 Group M2 100. 1±12. 7 134. 6±10. 4∗ 186. 4±36. 3∗∗ 265. 0±32. 4∗∗

M3 组 Group M3 95. 5±12. 0 187. 6±37. 2∗∗ 232. 6±27. 8∗∗ 254. 6±23. 7∗∗

注:和对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

表 3　 4 组大鼠不同时间的肌酐酸水平(μmol / L,􀭰x ± s, n= 8)
Table 3　 Creatinine levels of the 4 groups of rats at different times (μmol / L,􀭰x ± s, n= 8)

组别
Groups

0 天
Day 0

7 天
Day 7

14 天
Day 14

21 天
Day 21

C 组 Group C 29. 9±5. 7 27. 5±3. 7 25. 3±2. 8 27. 5±0. 4
M1 组 Group M1 24. 5±2. 7 26. 2±4. 2 26. 6±3. 5 28. 1±2. 5
M2 组 Group M2 28. 5±5. 7 21. 6±2. 0 22. 9±2. 2 27. 7±1. 1
M3 组 Group M3 22. 9±1. 8 23. 1±3. 2 25. 1±5. 5 23. 9±1. 4

表 4　 4 组大鼠不同时间的尿素氮水平(mmol / L,􀭰x ± s, n= 8)
Table 4　 Blood urea nitrogen levels of the 4 groups of rats at different times (mmol / L,􀭰x ± s, n= 8)

组别
Groups

0 天
Day 0

7 天
Day 7

14 天
Day 14

21 天
Day 21

C 组 Group C 5. 9±0. 7 6. 9±0. 6 5. 9±0. 6 6. 4±0. 5
M1 组 Group M1 5. 4±0. 6 6. 7±0. 7 6. 1±0. 4 6. 1±0. 3
M2 组 Group M2 6. 6±2. 0 6. 2±0. 7 6. 1±0. 9 5. 8±0. 5
M3 组 Group M3 5. 5±0. 5 7. 3±0. 3 6. 1±0. 4 6. 5±0. 7
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表 5　 4 组大鼠在实验终点时血糖及血脂相关血清指标的比较(􀭰x ± s, n= 8)
Table 5　 Comparison of blood glucose and blood lipid related serum indexes in the 4 groups of rats at the end of the experiment (􀭰x ± s, n=8)

组别 Groups GLU(mmol / L) INS(pmol / L) TG(mmol / L) LDL-C(mmol / L)

C 组 Group C 9. 4±0. 3 3. 5±0. 2 0. 41±0. 1 0. 3±0. 01

M1 组 Group M1 10. 6±1. 4 2. 9±0. 4 0. 53±0. 1 0. 3±0. 05

M2 组 Group M2 12. 2±0. 9 2. 7±0. 3∗ 0. 78±0. 2∗∗ 1. 8±0. 47∗∗

M3 组 Group M3 11. 8±0. 9 2. 8±0. 2∗ 0. 67±0. 2∗ 0. 3±0. 05

注:和对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

2. 4　 肾组织的病理改变

如图 1 所示,C 组的大鼠组织染色均匀,肾小球

形态结构正常,肾小管上皮细胞排列紧密,未见明

显炎症。 造模三组大鼠肾组织皮质内均有不同程

度病理性改变,表现为少量肾小管上皮细胞脱落,
可见肾小管扩张。 此处挑选出损伤程度较严重的

大鼠肾切片进行展示。
2. 5　 肝组织的病理改变

如图 2 所示,C 组肝索结构清晰,排列整齐,肝
细胞胞质丰富、形态结构正常,肝窦未见明显扩张

或挤压,未见明显炎症。 与 C 组相比,M1 组和 M3
组无显著性区别,仍表现为正常态的肝组织结构。
但 M2 组大鼠肝组织发生较明显病变,表现为中央

静脉周围可见少量肝细胞脂肪变性,胞质中可见大

小不一的圆形空泡,肝窦变窄,肝细胞索不明显。

2. 6　 心脏组织的病理改变

如图 3 所示,C 组、M1 组及 M2 组的心脏组织

形态组织染色均匀,心肌纤维形态结构正常、排列

规则、分界清晰,间质未见明显异常,未见明显炎

症。 而 3 / 8 的 M3 组大鼠的心脏组织发生病变,表
现在可见少量心肌纤维水肿,胞质疏松淡染,此处

挑选病变程度最为严重的 M3 组大鼠进行展示。

3　 讨论

高尿酸血症的发生,主要由于尿酸生成增多或

排泄较少所致,所以复制动物模型,应该主要从这

两个途径入手。 氧嗪酸钾是一种尿酸酶抑制剂,作
为化学诱导剂可以抑制尿酸分解,加强血清中尿酸

水平,造成高尿酸血症动物模型[8-9]。 有文献报

道[10],腹腔注射氧嗪酸钾会使大鼠长期处于应激状

注:黑色箭头标示肾小管及其上皮细胞病变部位。

图 1　 各组大鼠肾组织病理染色示意图(HE 染色)
Note. The black arrows point to the renal tubules and their epithelial cell lesions.

Figure 1　 Comparison of the pathological changes of renal tissues in each group of rats (HE staining)

注:黑色箭头标示肝细胞脂肪病变部位。

图 2　 各组大鼠肝组织病理染色示意图(HE 染色)
Note. The black arrows point to the hepatocyte lesions.

Figure 2　 Comparison of the pathological changes of liver tissues in each group of the rats (HE staining)
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注:黑色箭头标示心肌纤维病变部位。

图 3　 各组大鼠心脏组织病理 HE 染色示意图(HE 染色)
Note. The black arrow points to the myocardial fiber lesion.

Figure 3　 Comparison of the pathological changes of heart tissues in each group of the rats (HE staining)

态下,且易造成腹腔积水、腹膜硬化等不良后果,有
悖于动物伦理,而饲喂法相对稳定性欠佳;氧嗪酸

钾灌胃法稳定性较好,可用于制作长期高尿酸血症

大鼠模型。 故本次实验,笔者采用氧嗪酸钾灌胃

法。 而酵母膏无毒,属于高嘌呤类食物,酵母在体

内充分水解产生含氮的有机碱(包括嘌呤碱类、嘧
啶碱类等),引起嘌呤代谢紊乱,使尿酸增多[11]。

有研究表明,高尿酸血症与高血糖、高血脂等

心血管疾病的发生是呈显著的正相关[12-13],有部分

学者已成功复制高尿酸血症模型,并且对高尿酸血

症与心血管病变之间的关系进行系列研究[14-15]。
经过查阅文献[16-17],笔者决定采用氧嗪酸钾联

合酵母膏建立高尿酸血症模型,同时研究大鼠是否伴

随着产生心血管病变。 采用酵母膏饲料可模拟人服

用高嘌呤类食物时引起嘌呤代谢紊乱导致尿酸升高,
同时给予氧嗪酸钾主要是抑制大鼠体内的尿酸酶,排
除尿酸酶的干扰,二者联合造模可以最大程度模拟人

类产生高尿酸血症的病发原因。 由于饲料中含有易

被氧化的脂肪成分,因此严格控制大鼠每日给予饲料

每只 35 g,同时次日更换新鲜饲料以确保实验规范

性,在本实验中未出现大鼠死亡现象。 由于造模后大

鼠会出现一个短暂性的尿酸升高随后降低的现象,为
了验证是否出建立一种尿酸值高、维持时间长、模型

稳定特点的大鼠模型,因此本实验采用禁食不禁水

12 h 后采血。 此外,空腹 INS 水平和血清 TG 含量等

均可作为血糖、血脂代谢指标,因此本实验中统一在

禁食不禁水 12 h 后采血[18-19]。
本次实验为每 7 天进行一次大鼠眼内眦取血,所

得血清量较少,故仅测定 UA、BUN、Cr 等三个指标,用
于检测高尿酸血症是否造模成功;而实验最后一天,
采用大鼠腹主动脉取血,所得血清量较多,因此增加

了检测的指标,比较 GLU、INS、TG、LDL-C 等水平的

差异用于判定大鼠在患有高尿酸血症的同时是否伴

随着产生血糖、血脂代谢异常。 本实验三个模型组都

是氧嗪酸钾灌胃给药,但给予饲料不同,M1 组给予普

通饲料,M2 组给予高糖高脂饲料,M3 组给予酵母膏

饲料。 通过 M1 组及 M3 组可比较氧嗪酸钾联合酵母

膏造模相比氧嗪酸钾单独造模的优势,比较模型三组

间的 GLU、INS、TG 等水平,可检测 M1 组及 M3 组大

鼠是否伴随着血糖、血脂代谢紊乱。
实验结果表明,各模型组的 UA 水平显著升高,

实验第 7 天时 M1 及 M2 组与正常组比较 UA 明显升

高(P < 0. 05),而 M3 组 UA 则显著性地升高(P <
0. 01);实验第 14 天时,M1 组与第 7 天相比,尿酸呈

现下降趋势,由此可看出受到大鼠体内尿酸酶的影

响,氧嗪酸钾单独造模表现出模型不稳定的现象,而
M3 组 UA 则呈现稳定上升趋势;实验第 21 天时,各
模型组的 UA 与正常组对比均显著性地升高(P<
0. 01),但 M1 组大鼠的 UA 整体偏差较大,而 M3 组

相对而言偏差较小,进一步说明了氧嗪酸钾及酵母膏

联合造模可建立一种尿酸升高、维持时间长、模型稳

定等特点的大鼠长期高尿酸血症模型。 而在整个实

验周期,各组大鼠的 Cr、BUN 水平无明显改变,目前

已有文献报道和临床证据显示[20],UA 和 Cr、BUN 并

无明显相关性,临床上有大量高尿酸血症患者,其 Cr
和 BUN 与正常人相当。 造模三组都表现出 GLU 水

平有不同程度的升高趋势,且 M3 组表现出与 M2 组

相当的 INS 水平降低,提示 M2 与 M3 组存在血糖代

谢紊乱。 此外,M2 组 LDL-C 含量显著地升高,LDL-C
的增高不利于脂质代谢故引发 M2 组 TG 增高,形成

高脂血症,说明了 M2 组大鼠通过高脂饮食诱导了高

血脂状态,而 M1 组及 M3 组大鼠没有明显的高血脂

状态,且比较这四组大鼠的肝 HE 染色结果,也仅仅

有 M2 组大鼠发生了明显的脂肪肝病变现象,进一步

表明只有 M2 组大鼠出现了血脂紊乱。
本实验选择了氧嗪酸钾联合不同饲料制备大鼠

高尿酸血症模型,与“氧嗪酸钾+普通饲料”的 M1 组

相比,“氧嗪酸钾+高糖高脂饲料”的 M2 组表现为明
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确的高尿酸血症合并血糖血脂代谢紊乱,“氧嗪酸钾
+酵母膏饲料”的 M3 组表现为明确的高尿酸血症合

并血糖代谢紊乱,且该组部分大鼠的肾、心脏等器官

发生病变,提示该造模方法可用于“尿酸升高-继发

性血糖紊乱”相关的心血管疾病的大鼠模型研究,而
本组在本实验中未检测出血脂异常,可能与实验周期

略短相关,需要后期进一步优化与探讨。
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静脉注射针与自制 PE-50 管针头用于
大鼠阴茎海绵体内压测定的比较

叶妙勇1,赵凡2,马轲1,张利棕3,方明笋3,寿旗扬4,马寅锋5,黄文杰5,吕伯东5,6∗

(1. 浙江中医药大学第二临床医学院,杭州　 310053; 2. 南通大学附属医院泌尿男科,江苏 南通　 226001;
3. 浙江中医药大学动物实验研究中心,杭州　 310053; 4. 浙江中医药大学附属第二医院中心实验室,杭州　 310005;

5. 浙江中医药大学附属第二医院泌尿外科,杭州　 310005; 6. 浙江中医药大学泌尿男科研究所,杭州　 310053)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨电刺激阴茎海绵体神经检测海绵体内压方案,并主要比较两种置管材料(PE-50 管针头

与静脉输注针)用于检测阴茎海绵体内压( intracavernous pressure,ICP)的差异。 方法 　 选取 SPF 级雄性 Sprague-
Dawley 大鼠 36 只,随机选择 16 只作为对照组,余 20 只为实验组,予腹腔注射链脲佐菌素 60 mg / kg,饲养 8 周后筛

选出 16 只 I 型糖尿病大鼠。 对照组与糖尿病组再分为使用 PE-50 管针与静脉输注针组记录 ICP 各 8 只。 Masson
三色染色与阿扑吗啡实验证实糖尿病 ED 大鼠模型造模成功。 证实模型建立成功后,进行阴茎海绵体内压检测,比
较 PE-50 管针与静脉输注针记录的相关勃起功能数据。 结果　 Masson 三色染色显示糖尿病模型组较对照组阴茎

海绵体平滑肌面积减少、胶原面积增多、阴茎海绵体平滑肌面积 /胶原面积减少,差异具有统计学意义(P< 0. 05)。
糖尿病模型组较对照组勃起次数明显减少(P< 0. 01)。 正常组和糖尿病组使用 PE-50 管针与静脉输注针记录的峰

值 ICP、ICP /平均动脉压(mean arterial pressure,MAP)、曲线下面积( area under curve,AUC)无统计学意义(P>
0. 05),而起峰速率(slope)有统计学意义(P< 0. 05 或 P< 0. 01)。 结论　 电刺激阴茎海绵体神经记录海绵体内压

时,PE-50 管针头与静脉输注针头均适用于阴茎海绵体内压测定。
【关键词】 　 海绵体内压;勃起功能障碍;海绵体神经;电刺激
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【Abstract】 　 Objective 　 To explore the method for detecting intracavernosal pressure ( ICP ) under electro-
stimulation of the cavernous nerve, and to compare the difference between two catheter materials (PE-50 tube needle and
intravenous infusion needle) for measurent of ICP. Methods　 Thirty-six male Sprague-Dawley rats were randomly selected:
16 were randomly selected as the control group, and the remaining 20 were used as the experimental group. Intraperitoneal
injections of streptozotocin (60 mg / kg) were given. After 8 weeks, 16 mice of type 1 diabetes were screened. The control
and diabetic groups were further divided into two subgroups, with eight rats in each subgroup. ICP was evaluated using PE-
50 tube needles and other eight rats with intravenous infusion needles. Masson trichrome staining and apomorphine
experiment confirmed that the diabetic erectile dysfunction (ED) rat model was successfully developed. After confirming the
successful establishment of the model, the ICP tests of the penis were performed, and the erectile function data recorded
using the PE-50 tube needle and the intravenous infusion needle were compared. Results 　 Masson trichrome staining
showed that the diabetic model group had a smaller area of corpus cavernosum smooth muscle, increased collagen area, and
decreased ratio of corpus cavernosum smooth muscle area / collagen area, all of which were statistically significant (P <
0. 05). The number of erections in the diabetic model group was significantly lower than that in the control group (P <
0. 01). Maximum ICP, ICP / mean arterial pressure, and the area under the curve recorded in the normal and diabetic
groups using PE-50 tube needles and intravenous infusion needles were not statistically significantly different (P > 0. 05),
but the slopes were significantly different (P < 0. 05 or P < 0. 01). Conclusion 　 Both the PE-50 tube needle and
intravenous infusion needle can be used in the measurement of ICP during electrostimulation of the cavernous nerve.

【Keywords】　 cavernous nerve stimulation; erection dysfunction; intracavernosal pressure; telemetric recording
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　 　 勃起功能障碍(erectile dysfunction,ED)是男性

常见性功能障碍疾病之一,指男性患者难以持续性

的达到或保持足够的阴茎勃起以完成令人满意的

性表现[1],当男性患者长期无法完成满意的性生

活,将会影响家庭的和睦,并对身心造成难以避免

的伤害。 随着年龄的增长及众多基础疾病发生、发
展将会损害勃起功能,二十世纪末期,全球超过

1. 52 亿男性患者罹患 ED,预估在 2025 年,将会新

增 1. 7 亿男性患者受到 ED 困扰[2]。
阴茎勃起受到神经血管复杂的调控作用,根据

各类型 ED 的病因,国内外学者们构建了常见的相

关 ED 的动物模型(包括神经源性 ED、血管源性

ED、内分泌源性 ED 等) 用于阴茎勃起功能的研

究[3]。 啮齿类动物 ED 模型与兔、猫、狗及灵长类动

物 ED 模型比较,具有易饲养、易操作、经济实惠等

优势,是目前 ED 动物模型中首选的实验动物。
阴茎海绵体内压( intracavernsal pressure,ICP)

测定实验是目前评估啮齿类动物 ED 模型勃起功能

生理指标的首选检测方式[4-8],其主要过程包括阴

茎海绵体置管、电刺激海绵体神经、生理信号经换

能器向电信号转换等[9]。 阴茎海绵体置管过程中,
研究者主要采用自制聚乙烯(polyethylene,PE)管针

和静脉输注针(venoclysis needle,VN)两种材料,ICP
经上述材料传递到生理信号换能器进行生理信号

的转换。 糖尿病患者日益增多并且半数以上男性

糖尿病患者遭受到 ED 困扰[10],因此本文采用糖尿

病 ED 大鼠模型。 目前尚无文献比较两种材料对

ICP 测量数据结果的影响进行比较,结合糖尿病 ED
大鼠模型对换能过程中的两种材料进行比较,以讨

论其中哪种阴茎海绵体置管材料更适用于测

定 ICP。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物　
成年雄性 SPF 级 SD 大鼠 36 只,7 ~ 8 周龄,体

重(180 ± 200)g,购于由上海西普尔-必凯实验动物

有限公司提供【SCXK(沪)2013-0016】,饲养于浙江

中医药大学医学实验动物中心【 SYXK(浙) 2013-
0184】,浙江中医药大学实验动物伦理审查委员会

通过(伦理审批号:2018-145),室温 20℃左右。 照

明 /黑暗为 12 h / 12 h 恒温环境下圈养,标准饲料,
自由饮水,直至试验的当天。 所有涉及到实验动物

的使用与操作均遵循 3R 原则。
1. 1. 2　 仪器和耗材

MP160 型 16 通道生理记录分析系统购于美国

BIOPAC 公司;Master-8 可编程刺激器购于以色列

AMPI;阿 扑 吗 啡 ( apomorphine, APO) 购 于 美 国

APExBIO 公司(批号:B6936);生理盐水购于山东齐

鲁制药有限公司;Masson 三色染色试剂盒购于南京
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建成科技有限公司 (批号: D026 - 1 - 3);聚乙烯

PE50 导管购于英国 Smith Medical 公司;25-G 静脉

输注针购于江西洪达医疗器械集团有限公司。 外

科及显微外科常规手术器械。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组与模型建立

36 只正常 SPF 级雄性 Sprague-Dawley( SD)大

鼠,随机抽取其中 16 只作为正常对照组 ( normal
control group,NC),其余 20 只归为糖尿病 ED 组

(diabetes mellitus group,DM),DM 组大鼠腹腔注射

硫脲佐菌素( streptozotocin, STZ) 60 mg / kg 溶液构

建糖尿病 ED 模型。 8 周后,连续 3 d 抽尾静脉血检

测大鼠血糖,筛选出 16 只随机血糖均超过 16. 7
mmol / L 的大鼠行阿扑吗啡( apomorphine,APO)实

验。 APO 实验在 ICP 测定实验前两天进行,筛选

DM 模型大鼠,使用 100 μg / kg APO(50 μg / mL)一
次性注射施用大鼠皮下颈部区域。 APO 实验时,观
察并记录两组大鼠的勃起次数进行数据统计分析。
1. 2. 2　 ICP 测定及海绵体神经刺激　

造模结束后,使用 3%戊巴比妥钠对大鼠进行

麻醉,麻醉后仰卧位固定动物于手术板。 对大鼠行

腹部正中切口,大小约 5 cm,逐层剪开并分离腹部

皮肤及肌肉,暴露腹腔后使用棉花签进行逐层剥离

前列 腺 组 织 和 粘 膜。 盆 神 经 节 ( major pelvic
ganglia,MPG)贴附于前列腺左、右侧叶前外侧表面,
MPG 发出的海绵体神经(cavernous nerve,CN)血管

束贴附前列腺向下走行经尿道支配阴茎(图 1a、b)。
眼科镊分离 CN 后,取一小段 PE-10 管置于分离空

隙处[11](图 1b、c),定位 CN 并且便于后续电刺激。
电刺激参数:5 V,15 Hz,5 ms,60 s,刺激持续时间 1
min,每次刺激间隔 5 min。

阴茎海绵体插管:阴茎皮肤行纵切口暴露阴茎

头部,分离皮肤与白膜,暴露双侧阴茎海绵体后,分
别使用自制 PE50 管(10 mL 注射器针头折断,前后

两端连接 PE-50 管)以及 25-G 静脉输注针刺入阴

茎海绵体,针头内压力经过两种材质传导后连入压

力换能器。
1. 2. 3　 平均动脉压(mean arterial pressure,MAP)
测定

大鼠腹腔注射戊巴比妥钠(45 mg / kg),取颈部

正中切口,使用镊子逐层钝性分离开颈部肌肉,暴
露出左侧颈总动脉,眼科剪剪小口后置入 PE-50 管,

并连接到压力换能器记录数据。
1. 2. 4　 Masson 三色染色

大鼠勃起功能测定实验结束后,取大鼠阴茎组

织,PBS 冲洗,4%多聚甲醛溶液固定,常规石蜡包

埋,5 μm 切片分为两组,一组用于 HE 染色,另一组

用于 Masson 染色。 Masson 染色前先用蒸馏水润湿

玻片 30 s,核染液染色 60 s,丢弃,冲洗液冲洗 30 s。
浆染液染色 30 s,丢弃,冲洗液冲洗 30 s。 黄色分色

液分色 8 min 左右弃去分色液,直接用蓝色复染液

染色 5 min 左右,丢弃,使用无水乙醇冲洗干净,载
玻片吹干后使用封片剂封片,显微镜下观察。
1. 2. 5　 阿扑吗啡实验　

阿扑吗啡评估勃起功能实验参照 Yang 等[12]报

道的方法,ICP 测定实验前 2 d,大鼠喂食后置于环

境安静房间的观察笼中,观察房间的灯光亮度调暗

至可以肉眼观察的,等待 10 min 使大鼠适应新环

境。 于大鼠颈部皮下注射阿扑吗啡(100 μg / kg),
注射后 30 min 内观察并记录阴茎勃起情况,阴茎末

端出现充血的阴茎头部记录为一次勃起。 正常组

的大鼠与糖尿病模型组大鼠进行统计比较。
1. 3　 统计学分析　

计量资料均为均值±标准差(􀭰x±s),并采用 SPSS
20. 0 软件分析数据。 两组间比较采用独立样本 t 检
验。 以 P< 0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 阴茎海绵体内压检测主要流程及海绵体神经

解剖位置　
海绵体神经分支向尿道方向走行(图 1a),使用

眼科镊分离出海绵体神经并套如 PE-10 管(图 1b、
c),分别用两种置管材料进行插针(图 1d、e),刺激

海绵体神经后可见压力换能管内有明显血液回流

(图 1f)。
2. 2　 大鼠阴茎海绵体组织 Masson 三色染色　

DM 组与 NC 组大鼠阴茎海绵体组织 Masson 三

色染色,DM 组中海绵窦内平滑肌厚度和含量明显

减少(图 2A:红色箭头)。 此外,DM 组中大鼠阴茎

海绵体中胶原纤维含量显著增加,纤维密度致密

(图 2A)。 如图 2B 所示,DM 组与 NC 组比较,平滑

肌百分比面积明显减少(P< 0. 01),胶原纤维百分

比面积增加(P < 0. 05),平滑肌与胶原纤维百分比

显著减少(P< 0. 001)。
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注:a、b:海绵体神经定位;c:PE-10 分离海绵体神经;e、f:阴茎海绵体置管。

图 1　 ICP 检测流程及海绵体神经解剖位置

Note. a, b,Localization of cavernous nerve. c, PE-10 separation of cavernous nerve. e, f, Pin insert into the cavernosum.

Figure 1　 Operation process of ICP detection and anatomical site of the cavernous nerve

注:红色箭头:平滑肌厚度。 与正常组比较,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01,∗∗∗P< 0. 001。

图 2　 Masson 三色染色显示大鼠阴茎海绵体组织中平滑肌和胶原纤维含量(n= 5)
Note. Red arrow: thickness of smooth muscle. Compared with the normal control group,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01,∗∗∗P< 0. 001.

Figure 2　 Smooth muscle and collagen contents in the cavernous tissues of rat penises
showed by Masson’s trichrome staining (n= 5)
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2. 3　 阿扑吗啡实验

对 DM 组大鼠造模情况使用 APO 实验进行验

证。 两组大鼠在注射 APO 后均出现打哈欠、躁动、
骨盆前推、包皮后退和阴茎勃起等生理活动现象。
结果显示,DM 组大鼠勃起次数与正常对照组相比

具有显著差异(P< 0. 05)(图 3)。
2. 4　 大鼠阴茎海绵体内压评估勃起功能　

NC 组与 DM 组使用海绵体内压插管记录勃起

功能相关数据,同 NC 组相比,DM 组大鼠 ICP / MAP
与曲线下面积 (AUC) 具有显著统计学差异 (P <
0. 01),表明大鼠糖尿病模型造模成功,与阿扑吗啡

实验结果相一致。 正常组大鼠使用 PE 与 VN 记录

的 ICP / MAP 与 AUC 差异无显著性(P= 0. 1386,P =
0. 0692)。 DM 组 ED 大鼠使用 PE 与 VN 记录的

ICP / MAP 与 AUC 差异无显著性(P = 0. 1386,P =
0. 2121)(图 4)。

注:与正常组相比,∗∗∗P< 0. 001。.

图 3　 阿扑吗啡实验评估两组大鼠勃起功能(n= 8)
Note. Compared with the normal control group,∗∗∗P< 0. 001.

Figure 3　 Apomorphine experiments are performed to
evaluate the erectile function in the two groups (n= 8)

注:A:a、b、d、e 代表各组 ICP,c、f 代表各组 MAP;B: ICP、MAP、AUC 比较。 与 NC-PE 组、NC-VN 组比较,#P< 0. 01;NC-PE =正常组(使用

PE-50),NC-VN=正常组(使用 25G 静脉输注针),DM-PE=糖尿病组(使用 PE-50),DM-VN=糖尿病组(使用 25G 静脉输注针)。

图 4　 阴茎海绵体内压测定评估各组大鼠勃起功能(n= 8)
Note. A: a, b, d, e represent the ICP of each group, c,f, represent the MAP of each group; B: comparison of ICP, MAP, AUC of the rats.

Compared with the NC-PE group and NC-VN group,#P < 0. 01; NC-PE=normal control group intracavernosal pressure detected by PE-50. NC-VN=

normal control group intracavernosal pressure detected by 25G intravenous infusion needle. DM-PE = diabetes mellitus group intracavernosal pressure

detected by PE-50 tube needle, DM-VN=diabetes mellitus group intracavernosal pressure detected by 25G intravenous infusion needle.

Figure 4　 Evaluation of the rat erectile function by intracavernosal pressure measurement(n= 8)
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表 1　 两组大鼠中使用 PE-50 与 VN 记录数据比较

Table 1　 Comparison of PE-50 and VN recorded data in the two groups of rats

组别
Groups

最大值海绵体内压
Maximum ICP

(mmHg)

平均动脉压
MAP

(mmHg)

海绵体内压 /
平均动脉压
ICP / MAP

曲线下面积
AUC

(mmHg)

斜率
Slop

(mmHg)

正常组
Control
groups

自制 PE-50 组
Home made PE-50 tube needle group 101. 72±6. 01 128. 01±4. 74 0. 79±0. 05 5271. 23±247. 70 7. 58±1. 46

静脉注射针组
25G intravenous needle 97. 96±4. 40 130. 43±5. 30 0. 75±0. 05 5092. 31±215. 70 5. 20±0. 74∗

糖尿病组
Model
groups

自制 PE-50 组
Home made PE-50 tube needle group 42. 88±5. 75 138. 15±5. 90 0. 31±0. 04 2184. 59±278. 90 3. 53±0. 55

静脉注射针组
25G intravenous needle 38. 33±4. 27 136. 32±6. 17 0. 28±0. 03 2018. 67±359. 50 2. 55±0. 38∗∗

注:和相应分组里对照组比较,∗P< 0. 05,∗∗ P < 0. 01。
Note.Compared with the control group in the same grouping,∗P< 0. 05,∗∗ P < 0. 01.

3　 讨论

1863 年 Eckhardt 首次在犬类动物模型中证实

了盆神经节支配勃起生理反应,而 1968 年 Lewist 等
首次对公牛进行阴茎海绵体测压,结合上述的生理

功能测试以及动物的生理解剖,继而,更多的学者

将实验动物模型转向啮齿类动物[12-14]。 主要是由

于大鼠勃起生理反应和人类具有许多相似性,并且

大鼠饲养及操作性等方面具有显著的优势,20 世纪

末 Quinlan 等[14]首次提出了啮齿类动物模型作为研

究勃起功能的模型,通过选取适当的频率电刺激 CN
诱发勃起,途经换能装置处理并记录 ICP 变化,奠定

了大鼠模型作为研究勃起功能动物模型和电刺激

CN 时记录 ICP 差异作为评估勃起功能生理指标的

实验基础[15-16]。 电刺激 ICP 测定与交配实验、直接

性行为观察、生理遥测等测定方法相比,具有压力

测定装置低廉、实验结果主观性少且结果可重复等

优势[3,8-9]。 因此,在一定程度上将电刺激 ICP 测定

视作 ED 实验研究中的首选评估方案对治疗方法及

药物进行评估分析,建立具有可操作性、重复性、客
观性的 ICP 测定实验方法,对于深层次研究治疗勃

起功能障碍相关生理药理具有重要意义。
测量 ICP 时,连接刺入阴茎海绵体针头的材料

通常有 PE 管和 VN[9,11]。 VN 在其持针处具有蝶形

捏持处,因此在进行插管时操作的便利性相较于自

制 PE 管具有优势。 VN 在临床上使用普遍,其获取

方便并且价格低廉。 而 PE 管是由高密度聚乙烯构

成,在测量血压等生理数据时对血流有良好的抗冲

击性,是动物实验中连接压力换能装置的首选材

料。 本研究比较两种材质对 ICP 测量数据结果的影

响以及实验的便捷性进行初步探讨。 勃起功能数

据显示使用 PE-50 管针头与 VN 针头记录的数据

(表 1),最大值 ICP、ICP / MAP 和 AUC 作为评估勃

起功能障碍最常用的指标[17],在 NC 组及 DM 组中

使用两种材质统计得出数据均无显著统计学差异

(P>0. 05),而在使用 VN 在 NC 组和 DM 组中测得

的起峰斜率指标与 PE-50 管测得指标具有统计学差

异(P< 0. 05 与 P< 0. 01)。 VN 的起峰斜率指标与

PE-50 管的相比具有差异性,由于材质密度没有 PE
管材质致密,对于压力的升高存在缓冲作用。 因此

若将起勃时间作为评估勃起功能障碍的一项指标,
应当首选 PE-50 管针材质的传导材料。

结合实验过程,本课题组对 ICP 测定过程提出

以下建议:①电刺激环节,可由操作者手持双极电

刺激钩,轻微提拉暴露充分的 CN 处于悬空状态 1
min,同时记录 ICP 数据。 ②双极电刺激钩刺激时

需注意不能触碰到盆腔肌肉,以避免肌肉收缩对

ICP 的影响。 主要是由于电刺激电压与频率过高时

会诱发盆底肌肉收缩,而盆底肌肉的收缩会导致勃

起反应时最大值 ICP 的异常增加[17]。 若直接放置

双极刺激头于刺激部位进行刺激,势必直接触碰并

刺激到盆底肌肉进而影响测量结果。 ③双极电刺

激钩刺激神经多次后,电刺激钩顶端会有血凝块包

裹刺激钩,需及时对电钩顶端进行清理,保证释放

出的电刺激参数不受干扰。 ④针对阴茎海绵体插

管实验不熟练的操作者,建议使用具有握柄的静脉

输注针操作测量 ICP,能进一步提高置管的成功率。
⑤使用眼科镊分离出 CN 后,采用材质较软的 PE-10
管进行定位,避免大鼠肌肉意外抽动时崩断 CN。

综上所述,基于前面研究者们的 ICP 检测步骤

并结合自己的实验步骤对实验操作过程提出优化,
以期为更多从事 ED 方向研究的研究者提供经验,
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同时对 PE 管和 VN 两种置管材质测量数据比较后,
两者均可用于 ICP 的检测。
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青海湖裸鲤胚胎不同发育时期 TRH mRNA 的原位杂交
梁志康1,冯静雯1,谢保胜2∗

(1. 青海大学昆仑学院, 西宁　 810016;
2. 高原生态与农业国家重点实验室,青海大学生态环境工程学院,西宁　 810016)

　 　 【摘要】 　 目的　 本试验旨在观察和分析青海湖裸鲤的不同发育时期胚胎促甲状腺激素释放激素( thyrotropin-
releasing hormone)TRH 基因的表达情况。 方法　 提取青海湖裸鲤的总 RNA 制备地高辛标记的反义 TRH 基因的

mRNA 探针,用体视显微镜观察原位杂交的 TRH 基因表达情况。 结果　 显微观察显示青海湖裸鲤胚胎发育第 6~ 8
天在间脑出现了 TRH 基因的阳性杂交信号;第 9~11 天的胚胎的间脑、中脑、后脑和髓脑多处出现阳性杂交信号,
间脑的表达量比其他脑组织的表达量高。 结论　 原位杂交表明 THR 基因在青海湖裸鲤 6~ 11 d 胚胎中表达,提示

促甲状腺激素释放激素可能对青海湖裸鲤脑部的发育和成熟有重要的作用。
【关键词】 　 青海湖裸鲤;胚胎发育期;原位杂交;促甲状腺激素释放激素
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In situ hybridization of TRH mRNA at different periods in the
development of Gymnocypris przewalskii

LIANG Zhikang1, FENG Jingwen1, XIE Baosheng2∗

(1. Kunlun College, Qinghai University, Xi’ning 810016, China. 2. State Key Laboratory of Plateau Ecology and
Agriculture, College of Ecol-Environmental Engineering, Qinghai University, Xi’ning 810016)
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【Abstract】 　 Objective 　 This experiment is aimed to analyze the expression state of the thyrotropin releasing
hormone (TRH) gene at different periods in the development of Gymnocypris przewalskii (“ Przewalskii′s naked carp”)
embryos. Methods　 The total RNA of G. przewalskii was extracted to make digoxin-labelled antisense mRNA of the TRH
gene. In situ hybridization technology and stereomicroscopy were used to observe the expression status of the TRH gene in
the G. przewalskii embryos. Results　 Microscopy showed that positive hybridization signals of the TRH gene appeared in the
diencephalon in the 6-8-day embryo, and appeared in the diencephalon, midbrain, hindbrain and medulla in the 9-11-day
embryo. The expression level in the diencephalon was higher than that in other brain areas. Conclusions 　 In situ
hybridization shows that the THR gene is expressed in 6-11-day embryos of G. przewalskii, suggesting that THR may play
an important role in the brain development and maturation in G. przewalskii.
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　 　 70 年代,Giullemin 和 Schall 先后在绵羊和猪的

下丘 脑 中 分 离 提 纯 促 甲 状 腺 激 素 释 放 激 素

(thyrotropin-releasing hormone,TRH),该激素是由焦

谷氨酸-组氨酸-脯氨酞胺组成的一类神经多肽分

子[1]。 促甲状腺激素释放激素在中枢神经系统的

脑部、垂体、脊髓和甲状腺等均有表达,且该基因序

列在脊椎动物中具有保守性[1]。 除了对脑垂体的

调节作用外,对神经系统具有保护和促进生长的作

用[2]、对皮肤的新皮生成和抑制肠道胃酸的分泌等

均有作用[3];此外,在器官和组织上生长、分化和代

谢方面也有影响[4]。 而促甲状腺激素释放激素在

青海湖裸鲤的研究尚未发现报道,尤其是在裸鲤胚

胎发育中的 TRH 基因表达水平的研究更未提及。
为此,对青海湖裸鲤胚胎的 TRH 基因的原位杂交进

行了研究,分析其表达部位和表达时期的时空特

点,获得 TRH 基因在青海湖裸鲤的发育相关表达的

初步研究,为以后进一步研究青海湖裸鲤的细胞与

发育生物学提供实验数据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

实验用青海湖裸鲤及其胚胎由青海湖裸鲤救

护中心刚察县孵化站提供(青海,刚察)。 亲鱼采自

沙柳河野生健康的成年青海湖裸鲤,室外人工授

精,孵化车间进行孵化,孵化水温 11 ~ 13℃。 1 ~ 11
d 胚胎用 4%的多聚甲醛固定 48 h,置于-20℃保存,
用于整胚原位杂交,参照文献[5-6] 进行操作。 成年

鱼麻醉取脑组织至于冻存管后,立刻放液氮中保存

备用。
1. 1. 2　 试剂与仪器

Takara MiniBest Universal RNA Extraction Kit 试
剂 盒 ( Takara )、 primerscritTM Ⅱ 1st strand cDNA
synthesis kit 试剂盒(Takara)、Green Taq mix 试剂盒

(Vazyme)、DNA 纯化试剂盒(Takara)、SanPrep 柱式

质粒 DNA 小量抽提试剂盒(Sangon Biotech)、T 载体

PCR 产物快速连接试剂盒(Promega)、HM(-)、HM
(+)、脱色液、封闭液、显色液、终止液等。

尼康体视显微镜(Nikon SMZ18,日本)、核酸检

测仪(Implen N60,德国)、循环浴槽(PolyScience,美
国)、凝胶成像仪(Uvitec Essential V6,英国)、高速

冷 冻 离 心 机 ( Eppendorf, 德 国 )、 梯 度 PCR 仪

(Eppendorf, 德 国 )、 离 心 机 ( Sigma, 德 国 )、 BG-

Power300 电泳仪(Baygene,中国)等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 引物设计与合成

从青海大学生态环境工程学院青海湖裸鲤转

录组测序结果得到的 TRH 基因序列,使用 Primer
Premier 5. 0 设计引物,扩增基因片段长度为 552
bp, 引 物 序 列 为 TRH-F: 5􀆳-GCAGGA CCGAGGT
TGTCATGAG-3􀆳; TRH-R: 5􀆳-TCCAGTCCTCGCAC
AGTCTCTTC-3􀆳。 引物合成由生工生物工程(上海)
公司完成。
1. 2. 2　 总 RNA 的提取和 cDNA 的合成

从液氮中取出脑组织,用组织研磨器(Tiangen)
进行 研 磨, 使 用 Takara MiniBest Universal RNA
Extraction Kit 提取总 RNA,核酸微量仪检测提取的

RNA 浓度和纯度。
1. 2. 3　 PCR 扩增与纯化

使用 Green Taq mix 试剂盒,常规 PCR 扩增。
回收扩增产物并用 DNA 纯化试剂盒纯化,检测回收

条带。
1. 2. 4　 连接、转化和测序

目的片段与 PGEM-T 载体链接并转化至 DH5α
大肠杆菌。 LB 培养基 37℃培养,经菌液 PCR 菌液

验证后测序。
1. 2. 5　 提取质粒

利用 SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒

提取质粒 DNA,检测质粒的浓度和纯度。
1. 2. 6　 制备探针

分析测序结果:TRH 基因插入方向为正向,上
游引物在 T7 端,选择的酶切位点在 T7 端。 将上述

提取的重组质粒用 Sac Ⅱ酶酶切,用地高辛抗体和

SP6 RNA 聚合酶制备 RNA 探针[7]。
1. 2. 7　 原位杂交

杂交第 1 天:取 1~11 d 的青海湖裸鲤胚胎各五

个至 EP 管中;复水处理;胰蛋白酶处理胚胎,1~3 d
的胚胎不做处理,4~11 d 的胚胎蛋白酶 K 处理时间

依次为 20、25、30、35、40、45、50、60 min。 脱色处理,
1~11 d 的胚胎脱色液处理时间依次为 0. 5、1、2、3、
4、6、8、10、12、14、16 min。 将胚胎放入杂交槽中,加
入 400 μL 预热的 HM( -),70℃ 水浴 2 h。 弃 HM
(-),加入 500 μL HM(+)与 TRH 探针混合液。 杂

交槽避光,70℃水浴过夜。
杂交第 2 天:回收探针;HM(-)和 SSC(柠檬酸

钠缓冲液)处理 70℃水浴,避光。 在如下梯度洗涤:

167



中国实验动物学报 2019 年 12 月第 27 卷第 6 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,December 2019,Vol. 27, No. 6

100% HM(-),15 min;75% HM(-) +25% 2 ×
SSC, 15 min;50% HM(-) +50% 2 × SSC, 15 min;
25% HM(-) +75% 2 × SSC, 15 min;2 × SSC, 15
min;0. 2 × SSC, 30 min, 2 次。

室温下在慢速摇晃的摇床上进行以下梯度

洗涤:
75% 0. 2 × SSC+25% PBST, 10 min;50% 0. 2 ×

SSC + 50% PBST, 10 min; 25% 0. 2 × SSC + 75%
PBST, 10 min;100% PBST, 10 min;

各杂交槽中加入封闭液 500 μL,2 h 后弃封闭

液。 在杂交槽中加入抗体 +封闭液 500 μL,摇床

1 h,4℃冰箱过夜。
杂交第 3 天:吸出抗体+封闭液,快速加入 500

mL PBST,摇床 10 min;加入 500 mL PBST,摇床避光

6×15 min;加入 500 μL staining buffer,3×5 min 显

色;显色完成后,加入 Stopping staining,停止显色;采
集图像。

图 2　 青海湖裸鲤与其他鱼类的 TRH 的氨基酸序列同源性比较

Figure 2　 Comparison of the homologous alignments of the amino acid sequences of TRH of Gymnocypris przewalskii with that of other Fishes

2　 结果

2. 1　 PCR 扩增 TRH 基因

电泳条带清晰明亮,与预期条带 552 bp 的长度

一致。 (图 1)
2. 2　 质粒 DNA 酶切鉴定结果

用 sacⅡ酶酶切 TRH 基因的质粒后得到的 DNA
序列,结果显示条带单一,检测浓度满足制作探针

的要求。

注:M:2000 marker;1,2,3,4,5 均为相同的 TRH 基因 PCR 产物。

图 1　 青海湖裸鲤 TRH 基因的 PCR 扩增片段

Note: M: 2000 marker; 1,2,3,4,5 are PCR products of the same
TRH gene.

Figure 1　 PCR amplification fragments of the TRH
gene in Gymnocypris przewalskii

2. 3　 TRH 基因的 CDS 区分析与同源性比较

DNAstar 软件分析 TRH 基因 CDS 为 606 bp,编
码 201 个氨基酸(见图 2)。 在 NCBI 网上比对与其

他鱼类氨基酸的同源性, 并用 Clustal X2. 1 和

GeneDoc 软件做同源性比对图。 如图 2 所示,裸鲤

TRH 基因编码的氨基酸序列与鲤鱼 ( Cyprinus
carpio, XP_018964823. 1)、鲫鱼(Carassius auratus,
XP_026126278. 1)、 犀 角 金 线 鲃 ( Sinocyclocheilus
rhinocerous, XP_016394563. 1 )、 滇 池 金 线 鲃

(Sinocyclocheilus graham XP_016106118. 1)、斑马鱼

(Danio rerio, NM_001012365. 2) 的同源性分别为

144 / 187 (77%)、139 / 187 (74%)、129 / 187 69%)、
117 / 189 (62%)、105 / 189 (56%)。 提示青海湖裸

267



中国实验动物学报 2019 年 12 月第 27 卷第 6 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,December 2019,Vol. 27, No. 6

鲤与鲤鱼、鲫鱼、犀角金线鲃和金鱼的同源性较高;
与斑马鱼的同源性较低。
2. 4　 原位杂交结果

为更准确地证明实验的反义探针的特异性,用
T7 制备质粒 DNA 正义探针,1 ~ 11 d 的胚胎原位杂

交实验结果显示大脑和脊髓以及其他各组织均未

发现杂交信号,胚胎浅层和组织深处的颜色均一,

无明显的标记。 表明阴性探针不与靶基因产生特

异性杂交。 用 SP6 制作反义探针,胚胎原位杂交显

示其间脑、中脑、后脑和髓脑出现阳性杂交信号,且
随着胚胎的发育,表达点不断增多,间脑表达效果

明显。 表明阳性探针与胚胎的靶基因产生特异性

结合,以及 TRH 基因表达具有时间特异性和空间特

异性。 (见图 3)

注:1 d: 2 细胞期;2 d: 低囊胚期;3 d: 原肠晚期;4 d: 神经胚期;5 d: 视泡形成期;6 d:
尾牙期;7 d: 肌肉效应期 1;8 d: 肌肉效应期 2;9 d: 心脏搏动期 1;10 d: 心脏搏动期 2;
11 d: 嗅板期。

图 3　 原位杂交阳性探针图(×2)
Note. 1 d, Two-cells stage. 2 d, Low blastula stage. 3 d, Late gastrula stage. 4 d, Neurula
stage. 5 d, Optic vesicle stage. 6 d, Tail bud stage. 7 d, Somites stage 1. 8 d, Somites stage 2.
9 d, Heart beating stage 1. 10 d, Heart beating stage 2. 11 d, Olfactory placode stage.

Figure 3　 Positive probe in situ hybridization(×2)

3　 讨论

青海湖裸鲤胚胎发育至视泡期之前,没有观察

到 TRH 基因杂交信号,可能是由于该时期中枢神经

系统尚未发育完善,处于神经管至脑泡脑的发育阶

段。 肌肉效应期阶段观察到 TRH 基因在脑泡脑的

间脑部位有较清晰的杂交信号,而在中脑、后脑、髓
脑和脊髓处没有观察到杂交信号。 心脏搏动期至

嗅板期阶段,间脑、中脑、后脑和髓脑检测到 TRH 基

因均有表达,间脑的表达量明显高于其他脑部位。
提示 TRH 基因表达最早时期出现于肌肉效应期,且
主要表达部位在间脑,此后在脑组织广泛区域均有

表达。 提示 TRH 除对垂体有促进作用之外,对其他

脑区可能发挥神经调质的作用。
TRH 作为下丘脑-垂体-甲状腺(hypothalamus-

pituitary-thyroid,HPT)轴的关键神经信息分子[8-9],
能够促进垂体前叶释放促甲状腺激素( TSH),而
TSH 可促使甲状腺泡释放甲状腺激素(THs),从而
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加强机体的基础代谢。 有报道,促甲状腺激素释放

激素具有广泛的生物学功能,能够促进生长激素的

分泌,进而促进肌肉的生长以及长骨的生长[10]。 张

晓娜等[11]也证实了鱼类甲状腺激素对鱼类胚胎发

育、仔鱼的变态发育、提高存活率和促进生长等方

面均有作用。 青海湖裸鲤在高盐碱,寒冷的生境中

得以生存、生长和繁殖,TRH 发挥着极其重要的调

节作用,该基因在裸鲤胚胎期就得以表达,这更有

力地验证了这一推测。 另外,TRH 基因在裸鲤中枢

神经系统具有时空特异性表达的特点,表明该基因

是可作为中枢神经发育的分子标记物,对进一步研

究该基因在裸鲤发育生物学的特殊作用具有重要

意义。 青海湖裸鲤与其他鲤科鱼类 TRH 同源性比

较得出,TRH 蛋白具有一定的保守性。 从进化的角

度看,青海湖裸鲤的 TRH 基因突变的程度相对较

低,是否存着另外特殊的作用,有待进一步研究。
此外,利用 RISPR / Cas9 技术对青海湖裸鲤 TRH 基

因进行编辑[12],来进一步验证该基因对裸鲤生物学

功能影响将是我们未来的研究方向。
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子午沙鼠与 SD 大鼠肾脏形态学特征的比较
袁江玲,徐晓辉,史深,张燕,徐艺玫∗

(新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心,乌鲁木齐　 830011)

　 　 【摘要】 　 目的　 为子午沙鼠种群研究奠定基础,为以子午沙鼠作为研究对象开发动物模型的研究者提供数

据支持。 方法　 本研究以野生子午沙鼠和实验用 SD 大鼠为研究对象,观察了两者肾脏组织形态学特点,并对其肾

脏组织形态学指标、肾体比、肾单位密度等参数进行了比较。 结果　 两种大鼠相比:肾脏髓质与皮质面积之比、内
髓质与皮质面积之比、内髓质面积与肾脏切面面积之比、单位面积内近曲与远曲小管数之比的差异均有统计学意

义;两者的肾体比、肾单位密度亦有极显著性种间差异。 结论　 肾脏形态和组织学特征表明野生子午沙鼠肾脏组

织形态结构与其浓缩尿液的能力具有较大相关性,符合耐干旱哺乳动物的肾脏特点。
【关键词】 　 子午沙鼠;SD 大鼠;肾脏;组织形态学
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Morphological comparison of kidneys between Meriones meridianus and SD rats
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【Abstract】 　 Objective 　 To lay a foundation for the study of Meridian gerbils and provide data support for
researchers who develop animal models using Meriones meridianus. Methods 　 The morphological indexes, nephron
densities and histological characteristics of the kidneys of wild M. meridianus and laboratory Sprague Dawley (SD) rats
were compared. Results　 Comparison of the wild M. meridianus and laboratory SD rats showed that the ratios of medullary
to cortical area, inner medullary to cortical area and inner medullary to renal section area were significantly different. In
addition, the ratio of proximal and distal tubules per unit area, the kidney / body weight ratio and nephron density also
showed significant interspecies differences. Conclusions　 The renal morphology and histological characteristics of wild M.
meridianus show a significant correlation with their ability to concentrate urine, and are consistent with the characteristics of
the kidneys of other drought-tolerant mammals.
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　 　 子 午 沙 鼠 ( Meriones meridianus ) 属 啮 齿 目

( Rodentia ), 仓 鼠 科 ( Cricetid-ae ), 沙 鼠 亚 科

(Gerbillinae),沙鼠属(Meriones)动物,抗病力强,繁
殖快[1-2]。 该鼠具有体积小、性情温和、繁殖力强、

性成熟早、易驯眠和易饲养、有胆囊等特点,符合实

验动物的优选条件。 子午沙鼠作为待开发的新的

实验动物资源,已受到国内外研究者的关注,在脑

神经外科及寄生虫学等[3-5] 许多领域具有广泛的应
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用前景。 野生子午沙鼠靠食用耐旱的灌丛植物的

茎叶或者尚未掉落的种子补充体内水分,肾脏的结

构与尿浓缩能力相适应,因此其肾脏也具有一定的

特征性[6]。 本研究运用光学显微镜技术研究了野

生子午沙鼠肾脏的形态和组织学特点并与 SD 大鼠

进行比较,旨在揭示其肾组织结构的特殊性,为子

午沙鼠在生物学方面的研究提供依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

选取成年野生子午沙鼠和 SPF 级 SD 大鼠各 20
只,雌雄各半,用于解剖学及组织形态学数据分析

及比较,12 周龄的 SD 大鼠和体重 72 g 以上的子午

沙鼠为成年鼠[7]。 野生子午沙鼠于 2015 年 5 月捕

获自新疆轮台地区,体重在 60 ~ 110 g 之间,属子午

沙鼠塔里木亚种,在室温 22~26℃、自然光照的普通

实验室环境下适应性饲养。 SD 大鼠购自新疆实验

动物研究中心,实验动物生产许可证号: 【 SCXK
(新)2011-0001】,实验动物使用许可证号:【SYXK
(新)2011-0002】。
1. 1. 2　 试剂与仪器

HE 染色液(自配)、Masson 染色试剂盒及 PAS
染色试剂盒 ( Baso, 中国)、 电子天平 ( BS323S,
Sartorius,德国)、立体解剖镜 ( XTC-I, Olympus,日

本)、石蜡旋转式切片机(HM325,Thermo,德国)、生
物组织自动脱水机(TS-12H,亚鹏,中国)、生物组织

冷冻包埋机(BM-VI,亚鹏,中国)、显微成像系统

(5000B,Leica,德国)、数字切片扫描仪(Pannoramic
SCAN,3DHISTECH,匈牙利)。
1. 2　 方法

动物经 CO2 过量处死,称重后进行大体解剖观

察,然后摘取两侧肾脏,去除肾周脂肪和结缔组织,
以吸水纸吸去表面液体后称重,然后将肾脏置于

4%甲醛溶液中固定。 48 h 后取出组织以流水去除

甲醛,沿冠状切面将肾脏切开观察解剖学差异;保
留最中间约 0. 2 cm 厚度的肾脏组织,经梯度酒精脱

水、二甲苯透明、石蜡包埋、制作石蜡切片,蜡块组

织修切至接近最大面积处时连续切片 3 张,分别进

行 HE 染色、Masson 染色和 PAS 染色。 HE 染色切

片用数字切片扫描仪进行切片扫描,用其自带看图

软件 Pannoramic Viewer 测量切片中肾脏皮质厚度

(cortical thickness,CT)、外髓质厚度( outer medullar

thickness,OMT)、皮质面积( cortical area,CA)、外髓

质面积 ( outer medullar area, OMA)、内髓质面积

(inner medullar area, IMA)、肾脏切面面积 ( renal
area,RA)、计数整个切面内的肾小球个数。 PAS 染

色切片在 20 倍物镜下随机选择肾脏皮质(cortical)
和近髓质(near medulla)处 10 个视野计数近曲小管

(proximal convoluted tubules, PCT ) 与 远 曲 小 管

(distal convoluted tubules, DCT)的数量。 Masson 染

色切片观察动物肾脏内纤维组织的分布情况。
1. 3　 统计学分析

数据处理使用 SPSS 19. 0 软件包。 采用 t 检验

比较两种实验动物的外髓质厚度与皮质厚度之比

(OMT / CT)、外髓质面积与皮质面积之比 ( OMA /
CA)、外髓质面积与肾脏切面面积之比(OMA / RA)、
内髓质面积与皮质面积之比( IMA / CA)、内髓质面

积与肾脏切面面积之比( IMA / RA)、髓质面积与皮

质面积之比(MA / CA)、肾指数( kidney index) (肾
重 /体重)、肾单位密度( nephron density) (肾小球

数 /肾脏切面面积)、皮质部近曲小管数 /远曲小管

数 ( cortical proximal tubules / cortical distal tubules,
CPT / CDT)、近髓质部近曲小管数 /远曲小管数(near
medullary proximal tubules / near medullary distal
tubules,NMPT / NMDT) [8-12],所有数据以平均数±标
准差(􀭰x±s)表示,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

图 1　 SD 大鼠与子午沙鼠肾脏冠状剖面图

Figure 1　 Coronal profile of kidneys of SD rats and M.meridianus

2　 结果

2. 1　 肾脏解剖学差异种间比较

如图 1 所见,成年 SD 大鼠与子午沙鼠肾脏冠

状剖面图,可以看到子午沙鼠具有较长的、突出于

肾盂的肾乳头。
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2. 2　 肾脏组织形态学观察

肾脏组织切片镜检结果,如图 2 所示,HE 染色

切片中 SD 大鼠与子午沙鼠肾脏皮质部无明显差

异,而子午沙鼠的髓质部散在分布多量的形似纤维

组织的成份,经 Masson 染色可确认为纤维组织;
PAS 染色可清楚的显示近曲小管的刷状缘,便于计

数肾脏组织切片中近曲小管及远曲小管的切面数

量,用于进行统计学分析。
2. 3　 肾脏组织形态学参数种间比较

子午沙鼠与 SD 大鼠肾脏的外髓质厚度与皮质

厚度之比(OMT / CT)、外髓质面积与皮质面积之比

(OMA / CA)、外髓质面积与肾脏面积之比(OMA / RA)
无显著的种间差异;子午沙鼠与 SD 大鼠肾脏皮质部

近曲与远曲小管数之比(CPT / CDT)有显著的种间差

异(P<0. 05);内髓质面积与皮质面积之比( IMA /
CA)、内髓质面积与肾脏面积之比(IMA / RA)、髓质面

积与 皮 质 面 积 之 比 ( MA / CA)、 肾 指 数 ( Kidney
index)、肾单位密度(Nephron density)以及近髓部近

曲与远曲小管数之比(NMPT / NMDT)在两种实验动

物间均有极显著的种间差异(P<0. 01)(见表 1)。

注:a:SD 大鼠肾脏皮质(HE 染色,×50);b:子午沙鼠肾脏皮质(HE 染色,×50);c:SD 大鼠肾脏髓质(HE 染色,×50);d:子
午沙鼠肾脏髓质(HE 染色,×50);e:子午沙鼠肾脏髓质(Masson 染色,×100);f:子午沙鼠肾脏(PAS 染色,×400)。

图 2　 SD 大鼠与子午沙鼠肾脏组织学图像

Note. a, SD rat kidney cortex (H&E staining,×50). b, Meriones meridianus kidney cortex (HE staining,×50). c: SD rat kidney
medulla (HE staining,×50). d, Meriones meridianus kidney medulla (HE staining,×50). e: Meriones meridianus kidney medulla
(Masson staining,×100). f: Meriones meridianus kidney (PAS staining,×400).

Figure 2　 Histological images of kidneys in the SD rats and Meriones meridianus

表 1　 肾脏组织形态学参数比较(􀭰x±s)
Table 1　 Comparison of the renal tissue morphological parameters(􀭰x±s)

组别
Groups

SD 大鼠
SD Rat

子午沙鼠
M. meridianus

外髓质厚 / 皮质厚 OMT / CT 0. 75±0. 19 0. 79±0. 17
外髓质面积 / 皮质面积 OMA / CA 0. 36±0. 14 0. 40±0. 12
外髓质面积 / 肾脏面积 OMA / RA 0. 23±0. 06 0. 23±0. 05
内髓质面积 / 皮质面积 IMA / CA 0. 18±0. 04 0. 35±0. 05∗∗

内髓质面积 / 肾脏面积 IMA / RA 0. 12±0. 01 0. 20±0. 02∗∗

髓质面积 / 皮质面积 MA / CA 0. 54±0. 18 0. 76±0. 15∗∗

肾指数 Kidney index(%) 0. 65±0. 09 0. 84±0. 07∗∗

肾单位密度 Nephron density 2. 96±0. 29 5. 14±0. 32∗∗

皮质部近曲小管数 / 远曲小管数 CPT / CDT 2. 67±0. 21 3. 04±0. 45∗

近髓质部近曲小管数 / 远曲小管数 NMPT / NMDT 2. 61±0. 40 3. 20±0. 51∗∗

注:和 SD 大鼠比较,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。
Note. Compared with the SD rat,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01.
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3　 讨论

研究表明,哺乳动物肾脏内髓质参与尿液浓缩

过程,是尿素循环累积的场所,更大面积的内髓质

表示更强的尿素累积能力,通过测定内髓质面积与

肾脏面积、髓质面积与皮质面积的比值,可以评估

肾脏对水环境的适应能力[13-15]。 生活于干旱地区

的小型哺乳动物,其肾脏形态学的各种指标均较

高[16]。 本研究中子午沙鼠与 SD 大鼠相比,内髓质

面积与皮质和肾脏切面面积之比均存在极显著性

差异,而外髓质与皮质的厚度和面积比,以及外髓

质面积与肾脏切面面积之比则无明显的种间差异。
动物的节水能力表现了其对栖息地环境中水

分条件的适应性,生活于干旱地区动物应具备更长

的近曲小管,而生活于水源充足地区动物的近曲小

管较短[17]。 子午沙鼠与 SD 大鼠相比,单位面积内

近曲小管数与远曲小管数之比有极显著的种间差

异,组织切片中子午沙鼠的近曲小管截面数更多说

明它有比 SD 大鼠更长的近曲小管,近曲小管具有

重吸收水分的功能,因此,子午沙鼠的尿浓缩能力

与其更长的近曲小管有较大相关性。 此外,子午沙

鼠的肾单位密度较 SD 大鼠高,相对多的肾小球数

量使尿液滤过率也相对增加,浓缩尿液的功能也相

应增强[18]。
子午沙鼠因其独特的解剖学、生理学和行为学

特征在营养代谢病、脑血管疾病、寄生虫病,自发性

肿瘤等诸多研究中应用广泛[19]。 经过多次解剖子

午沙鼠,研究人员还发现子午沙鼠的输尿管相较于

SD 大鼠的要粗一些;子午沙鼠的脑大致为菱形,而
SD 大鼠的则为椭圆形。 此外,子午沙鼠的听觉十分

灵敏,通过解剖发现它的听泡非常发达,体积是 SD
大鼠的几倍,因此研究小组认为子午沙鼠在实验动

物研究领域会有更大的空间。 有研究表明[20],不同

地区的子午沙鼠有较高的遗传多样性,研究小组对

新疆子午沙鼠的叶氏亚种(吐鲁番地区)和塔里木

亚种(轮台地区)进行了室内繁殖实验,据研究人员

初步观察发现两地的子午沙鼠在形体及外观上均

有较大差异,叶氏亚种的平均体重仅为塔里木亚种

的 3 / 5 左右。 因此,子午沙鼠的实验化研究具有一

定的科学意义。
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巨噬细胞条件性 Atg5 基因敲除小鼠的构建及鉴定
黄小荣#,黄衍恒#,叶霖#,杨陈,汤济鑫,安宁,刘建兴,刘华锋∗

(广东医科大学附属医院肾病研究所,湛江市慢性肾脏病防控重点实验室,湛江　 524001)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建并鉴定巨噬细胞条件性 Atg5 基因敲除小鼠,为研究巨噬细胞自噬在肾脏疾病发病机制

中的作用提供动物模型。 方法　 将引进 LysM-Cre 小鼠与 Atg5flox / +小鼠进行杂交、Atg5flox / +小鼠自交,分别获得基因

型为 Atg5flox / +Cre+ / -和 Atg5flox / floxCre- / -的子代小鼠;将上述两种基因型的子代小鼠杂交,得到巨噬细胞条件性 Atg5 基

因敲除小鼠(Atg5 flox / flox Cre+ / -, Atg5- / -)和对照小鼠(Atg5 flox / flox Cre- / -, Atg5+ / + )。 提取小鼠鼠尾组织基因组 DNA,
经 PCR 扩增及琼脂糖凝胶电泳后,在 DNA 水平判断小鼠基因型;提取小鼠骨髓来源巨噬细胞 RNA 和蛋白,利用基

因测序和 Western blot 技术检验 Atg5 基因的敲除效果。 结果　 成功建立巨噬细胞条件性 Atg5 基因敲除小鼠模型,
该小鼠存活并且可育。 在基因及蛋白水平上,巨噬细胞 Atg5 基因敲除成功;且与 Atg5+ / +小鼠相比,Atg5- / -小鼠自噬

基础水平低下(p62 明显增多,LC3 II 明显减少),对于自噬激活剂雷帕霉素刺激不能恢复到正常基础水平。 结论　
利用 Cre / loxp 系统,本研究成功构建并鉴定出条件性巨噬细胞 Atg5 基因敲除小鼠,为在动物水平研究巨噬细胞自

噬在肾脏疾病发病机制中的作用提供研究平台。
【关键词】 　 巨噬细胞;Atg5 基因;基因敲除;自噬;基因型鉴定
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Construction and identification of macrophage-conditional
Atg5-knockout mice

HUANG Xiaorong#, HUANG Yanheng#, YE Lin#, YANG Chen, TANG Jixin, AN Ning, LIU Jianxing, LIU Huafeng∗

(Institute of Nephrology, Affiliated Hospital of Guangdong Medical University, and Key Laboratory of Prevention
and Management of Chronic Kidney Disease of Zhanjiang City, Zhanjiang 524001, China)

Corresponding author: LIU Huafeng.E-mail: hf-liu@ 263.net

【Abstract】　 Objective　 To construct and identify macrophage-conditional Atg5-knockout mice to provide an animal
model for studying the role of macrophage autophagy in the pathogenesis of renal diseases. Methods　 LysM-Cre mice were
hybridized with Atg5flox / + mice, and Atg5flox / + mice were self-crossbred to obtain progeny mice with Atg5flox / + Cre+ / - and
Atg5flox / floxCre- / - . The progeny mice of the above two genotypes were then hybridized to obtain macrophage-conditional Atg5
gene-knockout mice (Atg5flox / floxCre+ / -, Atg5- / -) and control mice (Atg5flox / floxCre- / -, Atg5+ / +). The phenotypes of the mice
were determined via electrophoresis of DNA that had been extracted from mouse tail tissue and amplified via PCR. Mouse
bone marrow-derived macrophage RNA and protein were extracted, and Atg5 gene expression was tested via sequencing and
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Western blotting. Results 　 A macrophage-conditional Atg5-knockout mouse model was established; these mice survived
and were fertile. The macrophage Atg5 gene was successfully knocked out at both the gene and protein levels. The basic
macrophage autophagy level in the Atg5- / - mice was much lower than that in the Atg5+ / + mice ( p62 was significantly
increased, and LC3II was significantly reduced) and could not be restored to the basic level without deleting Atg5 after
stimulation with the autophagy activator rapamycin. Conclusions 　 Macrophage-conditional Atg5 - knockout mice are
successfully constructed and identified via the Cre / loxp system, providing a research platform for studying the role of
macrophage autophagy in renal disease pathogenesis at the animal level.

【Keywords】　 macrophage; Atg5 gene; gene knockout; autophagy; genotype identification
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 巨噬细胞属于单核吞噬细胞家族成员,既在固

有免疫中起重要作用,也可通过招募其他免疫细胞

如淋巴细胞产生适应性免疫反应,进而在机体免疫

反应、组织损伤和修复中起关键作用[1]。 根据表型

和功能不同,巨噬细胞可分为不同的亚类,一般可

分为经典活化型 M1 促炎巨噬细胞(M1)和替代活

化型M2 抗炎巨噬细胞(M2)。 M1 可大量分泌 TNF-
α、IL-1β、IL-6、IL-23、活性氧簇(ROS)等促炎细胞因

子;而 M2 则可分泌 IL-4、IL-13、IL-10、TGF-β1 等炎

症抑制因子,及成纤维细胞生长因子及血小板衍生

因子等促纤维化因子[2-3]。 几乎所有类型的急性肾

损伤和进行性慢性肾脏病都可在肾小球及肾间质

中检测到巨噬细胞浸润[4],且根据肾脏微环境变

化,巨噬细胞可在促炎表型和抗炎促纤维化表型之

间进行转化[5],从而在肾小管-间质损伤、修复和纤

维化各阶段中发挥着不同作用[4, 6-8],显著影响肾小

管-间质损伤的最终转归。
近年来,自噬通路在肾小管-间质损伤进程中

的作用越来越受关注;而目前对自噬的研究主要集

中在 TECs 上[9-10],免疫细胞自噬在肾脏疾病的作

用研究尚涉及甚少。 现研究认为,自噬可影响免疫

细胞的增殖、凋亡、迁徙、分化、活化以及炎症因子

分泌[11]。 有研究表明在眼色素层炎[12]、高脂饮食

诱导肥胖小鼠[13]、半乳糖胺联合 LPS 诱导的急性肝

损伤[14]等诸多炎症模型中,特异性阻断巨噬细胞自

噬通路,可引起巨噬细胞炎症体降解受阻而分泌大

量炎症因子 IL-1 阻和 IL-18,加剧疾病相关器官的

炎症反应及损伤严重程度[12]。 因此巨噬细胞自噬

很可能参与调节机体炎症免疫反应,影响疾病进

展。 然而在肾脏疾病发生发展过程中,自噬如何调

节巨噬细胞功能,进而影响肾脏疾病进展尚未知晓。
ATG5 是自噬通路中的关键蛋白,对于自噬泡

形 成 及 降 解 是 必 不 可 少 的[15]。 ATG12-ATG /
ATG16 复合物通过参与 LC3-PE 偶联途径或直接与

膜结合两种方式形成自噬体膜[16];并且 ATG5 可通

过与自噬体膜上的 TECRP 结合,促进自噬体与溶酶

体融合[17-18],形成自噬溶酶体,最终降解其所包裹

的内容物。 敲低或敲除 ATG5 可导致自噬下调或完

全抑制,表明 ATG5 在自噬通路中起关键作用[19]。
因此,巨噬细胞条件性 Atg5 基因敲除小鼠模型的构

建,为在动物水平上研究巨噬细胞自噬在肾脏疾病

发生发展中的作用是可行且非常必要的。 在本实

验中我们将探讨最佳繁殖方案、繁育小鼠基因型鉴

定及 Atg5 敲除效果分析,为研究巨噬细胞自噬在肾

脏疾病发病机制中的作用提供实验材料。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

4 月龄 SPF 级 C57BL / 6J-Atg5em2(flox) / SMOC小鼠共

6 只,雌雄各 3 只;LysM-Cre JAX stock No. 004781 小

鼠共 4 只,雌雄各 2 只,体重 20 ~ 25 g,购于上海南

方模式生物科技股份有限公司【 SCXK(泸) 2017 -
0010】,饲养于广东医科大学实验动物中心【SYXK
(粤) 2015-0147】。 所有小鼠饲养于 12 h / 12 h 光

照 /黑暗条件下,自由采食和饮水,所有操作均符合

实验动物伦理学要求(GDY1801016)。
1. 1. 2　 试剂与仪器

Premix Tag 2. 0 plus(TaKaRa,日本);BIOWEST
AGAROSE,Gel red 核酸凝胶染料(联硕科技有限公

司,中国);TAE 缓冲液(广州锐科生物有限公司,中
国);雷帕霉素(Sigma,美国),氯喹(Sigma,美国),
anti-LC3 II antibody(Sigma,美国);anti-SQSTM1 / p62
antibody(MBL,日本);anti-Atg5 antibody,辣根酶标

记 山 羊 抗 兔 IgG ( Abcam, 英 国 ); anti-GAPDH
antibody(上海碧云天生物技术有限公司,中国)。

凝胶电泳仪(Bio-Rad,美国);Azure biosystems
c500 双激光近红外成像分析仪(Azure biosystems,
美国); ProFlexTM 3 x 32-well PCR System (Applied
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Biosystems,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 小鼠尾部组织基因组 DNA 的提取、扩增及

鉴定

(1) DNA 提取:采用碱裂解法提取鼠尾组织基

因组 DNA。 待新生小鼠达 3~4 周龄打耳标后,剪取

小鼠鼠尾约 3 mm,置于 1. 5 mL EP 管中;加入 50
mmol / L NaOH 溶液 90 μL,置恒温水浴锅中 95℃加

热 30 min。 待 EP 管冷却后,加入 1 mol / L Tris 溶液

(pH 8. 0)10 μL 充分震荡混匀,以 12 000 r / min 离

心 2 min。 取上清置于新 1. 5 mL EP 管中,- 20℃
保存。

(2) PCR 扩增: Flox 基因的上游引物: 5′-
TTCAGTGTACCCTGTGTATTGG-3′, 下 游 引 物: 5′-
GGGAAACAGTTGTGTTCTTTGT-3′和 Cre 基因的上

游引物:5′-CTTGGGCTGCCAGAATTTCTC-3′,下游引

物: 5′-CCCAGAAATGCCAGATTACG-3′, 5′-TTACAG
TCGGCCAGGCTGAC-3′;反应体系 25 μL;扩增程序

为 94℃预变性 2 min,94℃变性 30 s,62℃退火 30 s,
72℃延伸 1 min,35 个循环,72℃延伸 5 min。

(3) PCR 产物鉴定:PCR 产物使用 1. 5%(质量

浓度)琼脂糖凝胶电泳,采用凝胶成像分析系统观

察分析条带位置。 琼脂糖凝胶上的 PCR 条带出现

与 Flox 基因、Cre 基因 PCR 产物大小一致的条带为

阳性结果,否则为阴性结果。
1. 2. 2　 巨噬细胞 Atg5 基因敲除效果验证

将已进行基因型鉴定的小鼠,进行敲除效果鉴

定。 待小鼠 8 周龄后,取 Atg5+ / +小鼠及 Atg5- / -小鼠

骨髓细胞,使用 M-CSF 刺激 7 d,诱导为成熟巨噬细

胞,提取其 RNA 及蛋白质。 将提取的 RNA 逆转录

为 cDNA 后,进行 PCR 扩增,上游引物序列: 5′-
TTCAGTGTACCCTGTG TATTGG-3′,下游引物序列:
5′-GGGAAACAGTTGTGTTCTTTGT-3′, 然后将 PCR
产物送天一辉远生物科技有限公司进行测序。

用 RIPA 裂解液提取巨噬细胞蛋白,BCA 法测

定蛋白含量;按每孔 30 μg 总蛋白上样,行 SDS-
PAGE 电泳,电泳完成后将蛋白转移至 0. 22 μm
PVDF 膜上;20 mL 含 5%BSA 封闭液室温封闭 1 h;
分别加入 1× PBST 稀释的抗 ATG5 多克隆抗体(1 ∶
1000)、抗 LC3 多克隆抗体(1 ∶1000)、抗 P62 多克隆

抗体(1 ∶1000)和抗 GAPDH 单克隆抗体(1 ∶1000),
4℃孵育过夜;20 mL 1×PBST 缓冲液中洗膜 3 次,每
次 5 min;加入 1×PBST 缓冲液稀释的二抗辣根酶标

记山羊抗兔 IgG (1 ∶1000),置摇床室温孵育 1 h;20
mL 1 × PBST 缓冲液中洗膜 3 次,每次 5 min;在

Azure biosystems c500 双激光近红外成像分析仪曝

光成像。 通过检测自噬相关蛋白(如 LC3 II、p62
等),观察雷帕霉素(Rapamycin,10 μmol / L)及氯喹

(Chloroquine,10 μmol / L)刺激 24 h 后,是否能够激

活 /抑制 Atg5- / - 小鼠巨噬细胞自噬,进一步确定

Atg5- / -小鼠巨噬细胞自噬功能缺陷。

2　 结果

2. 1　 小鼠的繁殖情况

为挑选出最佳繁殖方案,我们在得到 F2 代小

鼠后,采用了 2 种配种方式进行繁殖(图 1);结果为

若按 F2a 得到实验小鼠(Atg5flox / floxCre+ / -或 Atg5flox / flox

Cre- / -)共 5 只,占 50%(5 / 10),若按 F2b 得到实验

小鼠(Atg5flox / floxCre+ / -或 Atg5flox / floxCre- / -)共 3 只,占
25%(3 / 12);以上两种繁育方案的分离比例均符合

基本孟德尔遗传定律,表明巨噬细胞条件性敲除

Atg5 基因后对小鼠繁殖能力无明显影响,且 F2 代

采用 F2a 繁殖方式,获得巨噬细胞条件性敲除 Atg5
基因小鼠及对照小鼠的效率更高。
2. 2　 小鼠基因型鉴定结果

将鼠尾组织基因组 DNA 进行扩增后电泳,结果

见图 2。 其中小鼠 Flox 基因型鉴定结果见图 2A,其
中 1 为 Flox / Flox 纯合小鼠(469 bp),2、3 和 5 为

Flox / - 杂合子(469 bp 和 411 bp),4 为野生型(411
bp)。 Cre 基因型鉴定结果见图 2B,其中 1、2、4、5 为

Cre+ / -(700 bp 和 350 bp),3 和 6 为 Cre- / -(350 bp)。
2. 3　 Atg5 基因敲除效果鉴定

分别提取 Atg5- / -小鼠和 Atg5+ / +小鼠骨髓细胞,
诱导成巨噬细胞;

(1)基因水平敲除效果鉴定:提取该骨髓来源

的巨噬细胞 RNA,逆转录为 cDNA 后,使用特异性

引物进行 PCR 扩增,将 PCR 产物进行测序,结果显

示 Atg5- / -小鼠编码区 Exon3(约 128 bp)被敲除(图
3A-D)。

(2)蛋白水平敲除效果鉴定:提取两组小鼠骨

髓来源巨噬细胞蛋白进行 Western blotting 检测,结
果显示:与 Atg5+ / +小鼠相比,Atg5- / -小鼠 ATG5 蛋白

表达水平明显减少(图 3E);且 Atg5- / - 小鼠巨噬细

胞内 p62 明显增多,而 LC3II 明显减少(图 3F),提
示 Atg5- / -小鼠巨噬细胞内自噬水平低下。

(3)功能水平敲除效果鉴定:使用雷帕霉素
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注:“→”为 F2a 繁殖方式,“--→”为 F2b 繁殖方式。

图 1　 小鼠繁殖方案

Note. “→”is the propagation mode of F2a and “--→”is the propagation mode of F2b.

Figure 1　 Mice breeding program

注:A 为小鼠 Flox 基因型鉴定结果,其中 1 为 Flox / Flox 纯合小

鼠,2、3 和 5 为 Flox / - 杂合子,4 为野生型。 B 为 Cre 基因型鉴

定结果,其中 1、2、4、5 为 Cre+ / -,3 和 6 为 Cre- / -。

图 2　 部分小鼠基因型 PCR 鉴定

Note: A shows the identification results of Flox genotype in mice, in
which 1 is Flox / Flox homozygous mouse, 2, 3 and 5 are Flox / -

heterozygotes, and 4 is wild type. B shows the identification result of

Cre genotype in mice, in which 1, 2, 4, 5 were Cre+ / -, and 3 and 6

were Cre- / - .

Figure 2　 Results of genotype identification of some mice by PCR

(Rap)诱导自噬后,Atg5- / - 小鼠巨噬细胞自噬不能

恢复到正常基础水平,提示 Atg5- / -小鼠巨噬细胞自

噬缺陷;综上,巨噬细胞条件性 Atg5 基因敲除小鼠

构建成功。

3　 讨论

基因敲除技术是利用一定的生物技术手段,使
特定的目的基因缺失或者失活,从而排除其他因素

对实验结果的干扰,使实验结果变得更可靠和直

观。 基因敲除包括全身性基因敲除及条件性基因

敲除两种方法,其中全身性基因敲除是指在小鼠所

有组织细胞中,将靶基因敲除掉,从而使靶基因的

表达缺失。 本文所提及的基因条件性敲除是利用

Cre-Loxp 重组系统,将 Cre 基因插入特定的启动子

序列后面,即可人为地控制 Cre 基因在某些细胞谱

系或者在机体发育的特定时间段亦或在外源性药

物诱导下表达,表达的 CRE 蛋白识别特定的 DNA
序列 (如 Loxp 位点),并进行 Loxp 位点之间的靶基

因剪切,从而实现目的基因在特定细胞类型中功能

性缺失[20]。 本研究中,我们选用了条件性 Atg5 基

因敲除方案,一方面是出于实验目的的考虑,另一

方面也是为了避免全身性敲除 Atg5 基因导致小鼠

胚胎期死亡或出生期死亡的劣势[21],我们引入的

LysM-Cre 小鼠是将 Cre cDNA 靶向插入其内源性 M
溶菌酶基因座,从而使 CRE 重组酶特异性表达在包

括巨噬细胞在内的髓样细胞中。
由于巨噬细胞具有高度异质性,而且其基因表

达谱和单核细胞、粒细胞及树突状细胞之间有很大
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注:A、B 分别为 Atg5- / -(实验组小鼠)和 Atg5+ / +(对照组小鼠)
骨髓来源巨噬细胞 Atg5 mRNA 逆转录为 cDNA 的测序结果。 C、
D 为两组小鼠 Atg5 mRNA 改变示意图。 E 为两组小鼠骨髓来源

巨噬细胞 ATG5 蛋白表达情况。 F 为使用雷帕霉素(Rap)和氯

喹(CQ)调控自噬后,两组小鼠骨髓来源巨噬细胞对该调控的反

应情况。

图 3　 Atg5 基因敲除效果鉴定

Note. A and B are the sequencing results of Atg5- / -( experimental

group) and Atg5+ / +(control group), respectively. C and D show the
changes of Atg5 mRNA in mice of the two groups. E shows the
expression of ATG5 protein in mouse bone marrow derived
macrophages in the two groups. F shows the response of bone marrow
derived macrophages of mice in the two groups to the regulation of
autophagy by rapamycin (Rap) and chloroquine (CQ).

Figure 3　 Identification of the efficiency of gene Atg5 knockout

的重叠[22];因此,一个完全针对巨噬细胞的转基因

Cre 小鼠在本质上是不存在的。 目前靶向巨噬细胞

的 Cre 小鼠主要是基于单核细胞 /巨噬细胞标志物,
如 LysM、CSF1R、CD11b 和 CX3CR1 等。 其中 Csf1r-

Cre 小鼠可用于研究巨噬细胞发育的命运图谱分

析,虽然该转基因小鼠巨噬细胞基因敲除效率较

高,但特异性很低,因 Csf1r-Cre 可表达于所有白细

胞[23]。 CD11b-Cre 小鼠对巨噬细胞基因敲除效率

较低,而且 CD11b-Cre 不仅表达在单核细胞和巨噬

细胞,在中性粒细胞和树突状细胞也具有一定的活

性。 Cx3cr1-Cre 小鼠主要针对单核 /巨噬细胞和树

突细胞,对中性粒细胞的影响较小,但其在脾巨噬

细胞以及外周血单核细胞基因的敲除效率相对较

低[24]。 虽然 LysM 也在大多数粒细胞和少数 CD11c
+树突状细胞中表达,但 LysM-Cre 小鼠对成熟巨噬

细胞基因的敲除效率非常高[20]。 因此,即使 LysM-
Cre 小鼠对组织常驻巨噬细胞基因的敲除效率不

高[24],但其仍是研究巨噬细胞最常用的工具鼠。
为了研究自噬生物学功能,目前几种自噬相关

基因缺失小鼠已被报道构建成功,包括 Atg5- / -、
Atg7- / -和 Beclin 1- / -小鼠[21, 25-26];其中 BECLIN 1 通

过与 VPS34 结合,调控吞噬泡的形成及成熟;而
ATG5 是自噬通路的上游蛋白,启动自噬体形成,并
与 ATG12 和 ATG16 结合,促进 LC3 与 PE 结合,使
LC3 沉积在自噬体膜上;ATG7 是 ATG12 与 ATG5
结合所必需的一种类似 E1 的酶[19]。 因此,敲除

Atg5、Atg7 或者 Beclin 1 都可以达到自噬抑制的作

用。 然而 Beclin 1 在细胞凋亡途径起到重要的作

用,而且 Beclin 1+ / -突变小鼠发生自发性肿瘤的几率

较高[26],所以 Beclin1 并不是研究自噬的特异基因。
虽然有研究表明 Atg5 或 Atg7 缺失小鼠的细胞仍然

可以形成自噬体 /自噬溶酶体,并在受到一定应激

时可进行自噬介导的蛋白降解[27],但由于 ATG5 不

仅参与自噬泡形成,而且通过与 TECRP 结合,促进

自噬体与溶酶体的融合[19],所以 Atg5- / -小鼠仍是目

前用于研究自噬相关功能最常用的小鼠。
基因敲除小鼠的靶基因敲除后可能影响小鼠

生殖功能[28],我们实验结果表明巨噬细胞条件性敲

除 Atg5 后并不影响小鼠的生殖能力;在本实验中,
我们探讨总结了最佳繁育方案,该繁殖方案可在较

短时间、较高概率获得实验所需基因型小鼠,为后

续研究巨噬细胞自噬在肾脏疾病发病机制中的作

用提供小鼠数量保障。
基因型鉴定是进行基因敲除小鼠繁育保种的

重要环节[29]。 本研究采用碱裂解法提取鼠尾组织

基因组 DNA,参照上海南方模式生物科技股份有限

公司提供的引物序列,通过普通的 PCR 扩增凝胶电

泳成功鉴定巨噬细胞条件性 Atg5 基因敲除小鼠的

基因型;与用 DNA 提取试剂盒提取基因组 DNA 相
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比,两种方法的检测结果一致,但碱裂解法耗时更

短、费用更低(结果未展示),说明该方法可以作为

检测巨噬细胞条件性 Atg5 基因敲除小鼠的基因型

的一种快速可靠方法。
综上,本研究成功建立了巨噬细胞条件性 Atg5

基因敲除小鼠模型且能正常繁殖。 该小鼠模型为

研究巨噬细胞自噬(Atg5)在肾脏疾病发病机制中

的作用机制提供了可靠的体内实验模型。
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改良减少子宫血流灌注法建立子痫前期大鼠模型
黄文亭#,曾子纯#,王冬菊,肖小敏∗

(暨南大学 附属第一医院, 广州　 510632)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨子痫前期(PE)大鼠模型的建立方法。 方法　 SPF 级妊娠 Wistar 大鼠 39 只,其中减少子

宫血流灌注(RUPP)组 16 例、RUPP+灌水组 10 例、假手术组 13 例。 分别孕 14 d 实施 RUPP 手术或假手术,孕 18 d
监测血压、尿蛋白及仔鼠状态。 结果　 (1)RUPP 手术对孕鼠的影响:与假手术组比较,RUPP 组及 RUPP+灌水组

孕鼠收缩压、舒张压及平均动脉压均有不同程度上升,但单纯 RUPP 组血压上升不稳定,舒张压与假手术组差异无

统计学意义;RUPP+灌水组血压稳定上升,且显著高于单纯 RUPP 组;RUPP 组较假手术组孕 18 d,24 h 尿蛋白定量

显着增高。 (2)RUPP 手术对仔鼠的影响:RUPP 手术使孕 20 d 活产率及成仔率显著降低;RUPP 手术使胎仔体重

及胎盘湿重显着低于假手术组,其中 RUPP + 灌水组最明显。 结论　 RUPP + 灌水方法可诱发大鼠产生稳定的 PE
临床表现,推荐成为改良的 RUPP 造模方法。

【关键词】 　 先兆子痫;建模;动物模型;大鼠
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Establishment of a rat model of pre-eclampsia via the improved
method of reduced-uterine perfusion pressure

HUANG Wenting#, ZENG Zichun#, WANG Dongju, XIAO Xiaomin∗

(Department of Obstetrics,the First Affiliated Hospital of Jinan University,Guangzhou 510632,China)
Corresponding author: XIAO Xiaomin. E-mail: xiaoxiaomin55@ hotmail.com

【Abstract】　 Objective　 To establish a rat model of pre-eclampsia. Methods 　 Thirty-nine specific pathogen-free
pregnant Wistar rats were divided into 3 groups, with 16 in the reduced-uterine perfusion pressure (RUPP) group, 10 in
the RUPP+H2O group and 13 in the sham-operation group. RUPP or sham surgery were performed on the 14th gestational
day (G14). Blood pressure, urine protein and fetal status were measured on G18. Results　 (1)Compared with the sham-
operation group, the systolic blood pressure, diastolic blood pressure and mean arterial pressure in the RUPP and RUPP+
H2O groups were increased to different degrees in the pregnant rats, but the blood pressure in the RUPP group was
unstable. The diastolic blood pressure did not significantly differ between the RUPP and sham-operation groups. The blood
pressure of the RUPP+H2O group increased steadily and was significantly higher than that of the RUPP group. The 24-hour
urine protein levels were significantly higher in the RUPP group than in the sham-operation group on G18. (2) RUPP
surgery significantly reduced the live birth and formation rates on G20. The RUPP operation significantly reduced the fetal
weight and placental wet weight compared with those of the sham-operation group, and these effects were the strongest in the
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RUPP+H2O group. Conclusions　 The RUPP+H2O method induces a stable clinical manifestation of pre-eclampsia in rats
and is recommended as a modified method for modeling RUPP.

【Keywords】　 pre-eclampsia; modeling; animal model; rat
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 子痫前期(pre-eclampsia, PE)是妊娠期特有的

多系统疾病,临床表现以由全身血管内皮系统广泛

损伤为主要病理基础的高血压、蛋白尿为主,是导

致围产期母婴死亡的主要产科并发症之一[1]。 为

了研究妊娠高血压疾病的发病机制及探索诊治方

法,目前国内外有多种方法可建立妊娠期高血压模

型。 其中传统的减少子宫血流灌注(reduced-uterine
perfusion pressure, RUPP)手术建立 PE 模型,由于

能较针对性地引起由于胎盘缺血缺氧导致的妊娠

高血压,接近临床上 PE 的发生机制,加上未使用药

物建模,可减少建模药物对实验结果的影响,相比

其他建模方式为多人选择[2]。 本实验对 RUPP 手

术建模方法进行改良,比较了 RUPP+灌水法与传统

RUPP 法建立子痫前期模型的效果差异。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物

SPF 级 Wistar 大鼠 39 只,由广州中医药大学动

物实验中心提供【SCXK(粤)2013-0034】,体重(250
± 20)g,饲养于暨南大学动物实验中心【SYXK(粤)
2017-0174】。 每晚将雌鼠与性成熟雄性大鼠按雌

雄比 2 ∶1~3 ∶1合笼过夜,次日取雌鼠阴道分泌物涂

片后在显微镜下观察,见精子者定为孕 0 d,妊娠后

常规喂养。 该实验已通过暨南大学实验动物伦理

委员会伦理审查(受理号 20150205001)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 孕 14 d
开腹手术,同时观察妊娠仔鼠数将已孕 14 d 的

雌性大鼠随机分为三组:(1)RUPP 组 16 例:观察并

记录孕仔数后实施 RUPP 手术,关腹后不给予任何

干预。 (2)RUPP+灌水组 10 例:实施 RUPP 手术后

每日给予双蒸水 2 mL 灌胃。 (3)假手术组 13 例:
开腹暴露腹主动脉及双侧卵巢动脉,不钳夹血管。
观察并记录孕仔数后即关腹,关腹后不给予任何

干预。
RUPP 手术方法:孕 14 d 大鼠异氟烷诱导麻醉

后,3%戊巴比妥钠按 4 mL / kg 腹腔注射麻醉,沿下

腹正中线开腹,暴露腹主动脉下端、子宫及卵巢动

脉,于腹主动脉下段近髂动脉分叉起始处置银夹 1

枚钳夹血管,左右两侧子宫动脉第一分叉前分别置

银夹 1 枚,该法可使子宫血流灌注减少到 40%,胎盘

处于缺血缺氧状态,常规关腹[2]。
1. 2. 2　 孕 18~20 d

观察血压、尿蛋白及妊娠结局(1)血压测量:于
孕 19 d 当天 12:00 前完成有创颈动脉插管,晚间

20:00-21:00 及第二天 8:00-9:00 清醒状态下测量

有创动脉血压 2 次取平均值。 (2)尿蛋白:于孕 18
d 放 DXL-10 不锈钢标准大鼠代谢笼,留取 24 h 尿

液,测量 24 h 尿蛋白定量。 (3)仔鼠状态的判断:孕
20 d 测压结束后腹腔注射麻醉下行剖宫产,观察记

录仔鼠死亡、畸形情况。 成仔鼠为活产与死、畸胎

仔总和。 分别对活胎及死胎统一称重,再除以其胎

数取平均值。 分别对活胎胎盘及死胎胎盘称重,取
其均数。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 22. 0 软件进行统计分析,对所有计

量数据进行正态检验,正态计量数据以平均数±标
准差(􀭰x ± s)表示,非正态则以中位数[M(P 25,P 75)]
表示。 正态数据使用 t 检验,非正态数据使用秩和

检验或 Kruskal-Wallis H 检验, P<0. 05 表示差异具

有显著性。

2　 结果

2. 1　 孕鼠一般情况

实验过程中发生了孕鼠死亡及仔鼠全部吸收

的情况,其中假手术组、RUPP 组、RUPP+灌水组纳

入实验孕鼠总数分别为 13 例、16 例、10 例,死亡孕

鼠分别为 0 例、2 例、0 例,胎仔全吸收孕鼠分别为 0
例、4 例、1 例。 经 χ2 检验,三组间死亡率及吸收率

差异均无显著性(P = 0. 785,P = 0. 110),因此将死

亡孕鼠及胎仔全吸收鼠剔出实验,纳入后续研究孕

鼠数量分别是:假手术组 13 例、RUPP 组 10 例及

RUPP+灌水组 9 例。
2. 2　 三组孕鼠建模效果比较

2. 2. 1　 三组孕鼠孕 19~20 d 血压比较

建模后孕鼠收缩压、舒张压及平均动脉压均有

不同程度上升,差异有显著性 ( P < 0. 05);其中

RUPP+灌水组血压上升明显,三项指标较其余两组
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差异均有显著性(P<0. 05);RUPP 组舒张压与假手

术相比差异无显著性(P= 0. 122)。 (表 1)
2. 2. 2　 三组孕鼠孕 18 d,24 h 尿蛋白比较

假手术组 18 d,24 h 尿蛋白为(3. 47±1. 32)mg,
RUPP 组为(4. 96±0. 85)mg,RUPP+灌水组为(4. 14
±1. 05) mg,三组差异有显著性(P = 0. 013),其中

RUPP 组与假手术组相比显著增高,差异有显著性

(P<0. 05),RUPP+灌水组与 RUPP 组及假手术组组

间比较差异均无显著性(P= 0. 103,P= 0. 183)。
2. 2. 3　 三组孕鼠孕 14 d 及孕 20 d 胎仔数比较

各组孕鼠其孕 20 d 活仔率、成仔(活仔与死畸

胎数之和)率为非正态,故使用中位数(M)进行检

验,多组检验方法为 Kruskal-Wallis H 检验,组间两

两比较使用 Mann-Whitney 检验。 如表 2 所示,造模

前孕 14 d 时各组孕仔差异无显著性(P>0. 05),手
术后,三组孕 20 d 活仔率及成仔率差异有显著性(P
= 0. 000);组间比较,假手术组孕 20 d 活仔率及成

仔率明显高于 RUPP 组及 RUPP+灌水组,差异有显

著性(均 P= 0. 000),RUPP 组与 RUPP+灌水组间比

较差异无显著性(P= 0. 968,P= 0. 549)。

表 1　 三组孕鼠孕 20 d 血压比较(􀭰x ± s)
Table 1　 Comparison of blood pressure of the pregnant rats on G20 day among the three groups (􀭰x ± s)

组别
Groups

例数
n

收缩压
Systolic blood pressure

(mmHg)

舒张压
Diastolic blood pressure

(mmHg)

平均动脉压
Mean arterial pressure

(mmHg)

假手术组
Sham operation group 13 86. 78±12. 53 78. 46±15. 01 81. 21±14. 17

RUPP 组
RUPP group 10 103. 01±7. 19a 90. 01±21. 38 94. 34±16. 39a

RUPP+灌水组
RUPP+H2O group

9 125. 97±10. 37ab 110. 27±11. 81ab 115. 50±11. 07ab

P 0. 000 0. 001 0. 000

注:与假手术组相比,aP<0. 05。 与与 RUPP 组相比, bP<0. 05。
Note. Compared with the sham operation group, aP<0. 05. Compared with the RUPP group,aP<0. 05.

表 2　 三组孕鼠孕 14 d 孕仔数及孕 20 d 胎仔数比较(􀭰x ± s)
Table 2　 Comparison of the numbers of fetuses on G14 day and litters on G20 day among the three groups (􀭰x ± s)

组别
Groups

例数
n

孕 14 d 孕仔数
Fetuses on

G14 day (n)

孕 20 d 活仔数
Live birth rate on
G20 day (%)

孕 20 d 成仔数
Formed fetus rate on

G20 day (%)

假手术组
Sham operation group 13 11. 62±3. 93 91. 67(70. 38,100. 00) 93. 75(86. 97,100. 00)

RUPP 组
RUPP group 10 14. 60±1. 96 20. 83(7. 55,41. 36) a 25. 83(7. 55,48. 33) a

RUPP+灌水组
RUPP+H2O group

9 13. 56±2. 30 20. 00(8. 01,33. 33) a 20. 00(8. 01,33. 33) a

P 0. 116 0. 000 0. 000

注:与假手术组相比,aP<0. 05。
Note. Compared with the sham operation group,aP<0. 05.

2. 2. 4　 三组胎仔体重及胎盘湿重比较

三组间孕 20 d 活仔体重及胎盘湿重差异有显

著性,其中假手术组活仔体重明显高于 RUPP 组及

RUPP+灌水组,差异有显著性(P<0. 05),而 RUPP
组及 RUPP +灌水组间差异无显著性(P = 0. 746)。
RUPP+灌水组胎盘湿重明显低于假手术组,差异有

显著性(P<0. 05),RUPP 组与 RUPP+灌水组差异无

显著性(P= 0. 080)。 (表 3)

3　 讨论

3. 1　 常见 PE 动物模型建立方法

目前,子痫前期的发病机理尚不清楚,比较公

认是与子宫胎盘缺血缺氧有关,另外也与水钠代谢

遗传异常、神经功能紊乱、各种血清因子释放异常

等相关。 因此,目前常见的子痫前期动物模型建立

方法包括[3]:(1)手术钳夹腹主动脉或子宫动脉,减
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　 　 　 表 3　 三组胎仔体重及胎盘湿重比较(􀭰x ± s)
Table 3　 Comparison of fetal weight and placental wet weight among the three groups(􀭰x ± s)

组别
Groups

例数
n

胎仔体重
Fetal weight (g)

胎盘湿重
Placental wet weight (g)

假手术组
Sham operation group 13 4. 82±1. 44 0. 53±0. 18

RUPP 组
RUPP group 10 3. 11±0. 90a 0. 46±0. 17

RUPP+灌水组
RUPP+H2O group 9 2. 83±0. 31a 0. 31±0. 09a

P 0. 000 0. 012
注:与假手术组相比,aP<0. 05。
Note. Compared with the sham operation group,a P<0. 05.

少子宫血流灌注,造成子宫胎盘缺血缺氧[4-5]。 此

法可快速建立模型,且缺血部位明确,也避免了药

物对实验本身的干扰。 但造模成功率不稳定,也无

法体现滋养细胞侵噬不足、胎盘浅着床等特异性 PE
病理改变。 (2)品系为 BPH / 5 小鼠和 Dahl 盐敏感

性大鼠的子代重复交配,可在自然培育的情况下产

生高血压,具有一定遗传性[6]。 此法无人工干预,
发生机制与人类相同,但饲养条件高,育种周期长,
遗传性不稳定、易变种,延长了实验周期。 (3)应用

一氧化氮合酶抑制剂(L-NAME)因子诱导模型[7],
或携带人重组缺氧诱导因子 1α(HIF-1α)蛋白的腺

病毒[8],诱导孕鼠特异性产生 PE 样症状。 但并未

报道肾脏、胎盘等脏器的病变情况,且药物本身对

胎鼠有毒性作用,可能干扰 PE 重要指标的准确性。
(4)通过低氧、惊吓、生活环境拥挤等物理方法,持
续刺激孕鼠,诱发 PE 症状[9-10];但未报道胎盘滋养

细胞的侵噬情况及肾脏小血管损伤程度。
3. 2　 RUPP 改良手术造模法

本次实验 PE 造模的目的是用于后续药物试

验,实验初始设计对孕鼠进行单纯 RUPP 手术造模,
因后续研究需要灌药干预,因此另外设置了 RUPP+
灌水组作为空白对照,但实验的结果非常有趣,虽
然单纯 RUPP 组与 RUPP+灌水组均能出现高血压、
蛋白尿等 PE 临床表现,但单纯 RUPP 手术血压增

高并不稳定,有时甚至不能出现高血压,而 RUPP+
灌水组孕鼠则能稳定表现出高血压,且仔鼠 FGR 情

况更明显。 因此,我们认为这可以成为一种 RUPP
改良模型。 分析其原因可能为:RUPP 手术后,在子

宫胎盘缺血模型基础上,每天灌胃对孕鼠造成压

力,使孕鼠持续处于紧张状态,激活交感神经系统,
交感神经系统过度刺激,去甲肾上腺素分泌增多,
抗血管收缩因子分泌减少,所以能诱导出更明显的

妊娠高血压症状,与 Takiuti 等[9]及 Kanayama 等[11]

等研究相符合。
本研究另外一个发现是,虽然 RUPP+灌水组孕

鼠血压更高,但其 24 h 尿蛋白量并未见明显增高,
是否与灌水后增加了血容量从而改善肾脏血流量

有关? 尚需进一步研究。 但本研究显示, 虽然

RUPP+灌水组 24 h 尿蛋白量增加不明显,胎儿生长

受限却更显著,而且胎盘湿重更低,说明灌水并不

能改善子宫胎盘血流,RUPP 手术机械性钳夹血管

降低子宫灌注是非常有效的。
多年来,传统 RUPP 手术建立 PE 模型由于能

较针对性地引起由于胎盘缺血缺氧导致的妊娠高

血压,接近临床上 PE 的发生机制,加上未使用药物

建模,可减少建模药物对实验结果的影响,相比其

他建模方式人数较多选择,但其重复性受大鼠品

系、遗传背景、实验室条件等影响因素较多[2,5,12-13]。
本次实验的结果显示,RUPP+灌水后能更稳定地构

建 PE 模型,为子宫胎盘缺血妊娠高血压造模提供

了新思路。
3. 3　 不足之处

RUPP 手术对孕鼠基本体质及实验室环境要求

较高,且 RUPP 手术及颈动脉插管两次手术对孕鼠

打击大,两次手术间隔时间短,孕鼠未完全恢复,令
实验母鼠丢失率及胎仔吸收率较预期高。

临床公认的 PE 发病机制为:胎盘缺血缺氧,局
部释放多种胎盘因子入血,引起全身小血管痉挛导

致多脏器损伤。 本实验只对孕鼠血压、蛋白尿及胎

仔情况等临床表现进行了研究,并未关注孕鼠血液

中的炎症介质含量及子宫以外其他脏器受损情况,
能否模拟出临床公认的 PE 发病机制有待进一步

研究。
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天麻芎苓止眩片对自发性与肾性高血压模型大鼠
影响的比较研究

刘林1,2,李弘3,王宇红4,任卫琼2,蔺晓源2,李苏2,柏正平1,3∗

(1. 湖南省中医药研究院, 长沙　 410013; 2. 湖南中医药大学第一附属医院,长沙　 410007;
3. 湖南中医药大学, 长沙　 410208;4. 湖南中医药大学科学创新中心,长沙,410007)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨天麻芎苓止眩片对自发性高血压大鼠(spontaneously hypertensive rats,SHR)和肾性高血

压大鼠(renal hypertensive rats,RHR)大鼠的影响。 方法　 采用 RHR 和 SHR 大鼠模型进行实验,连续给药 4 周,观
察比较各周大鼠血压值、左心室指数(left ventricular mass index,LVMI)、生化指标及 HE 染色观察心脏、肾、脑、主动

脉的病理形态变化。 结果　 天麻芎苓止眩片高、中剂量组能显著降低 RHR 和 SHR 大鼠的收缩压和舒张压(P<
0. 01 或 0. 05);低剂量组能够显著降低 SHR 大鼠的收缩压和舒张压(P<0. 01 或 0. 05),但对 RHR 大鼠无显著的降

压效果(P>0. 05)。 与模型组比,SHR 高剂量组左室质量(left ventricular mass,LVM) 明显减小,差异具有统计学意

义(P<0. 05),其他各给药组 SHR 和 RHR 大鼠左心室 LVM 减轻,左心室指数减小,但差异不具有统计学意义(P>
0. 05)。 与 RHR 模型组比,高剂量组能够显著降低 RHR 大鼠尿素氮(BUN)、肌酐(CREB)、肌酸激酶(CK)值,中剂

量组大鼠能够显著降低乳酸脱氢酶(LDH)、CK、CREA、BUN 值,低剂量组能够显著降低大鼠 BUN 值,差异具有统

计学意义(P<0. 05 或 0. 01)。 与 SHR 模型组比,对 SHR 大鼠 CK、CREA、CREA、BUN 值有一定降低作用,但差异无

统计学意义(P>0. 05)。 结论　 天麻芎苓止眩片对两种不同高血压大鼠模型均有显著降压效应,具有能够将脉压

差保持在合理范围,持续稳定调节血压的作用特点。 天麻芎苓止眩片对高血压具有较好的防治药理作用。
【关键词】 　 肾性高血压大鼠;自发性高血压大鼠;高血压;左心室指数
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Comparison of the effects of Tianma Xiongling Zhixuan Tablet on the
blood pressure in spontaneously and renal hypertensive rats

LIU lin1,2, LI Hong3, WANG Yuhong4, REN Weiqiong2, LIN Xiaoyuan2, LI Su2, BAI Zhengping1,3∗

(1. Hunan Academy of Chinese Medicine, Changsha 410013, China. 2. the First Hospital of Hunan University of
Chinese Medicine, Changsha 410007. 3. Hunan University of Chinese Medicine, Changsha 410208.

4. Institute of Innovation and Applied Research, Hunan University of Chinese Medicine, Changsha 410007)
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【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effects of Tianma Xiongling Zhixuan tablets 　 ( TXZT) on the blood
pressure of spontaneously hypertensive rats ( SHRs) and renal hypertensive rats ( RHRs). Methods 　 Both SHRs and
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RHRs were used in the experiment, and the blood pressures of rats in each group were monitored. The left ventricular index
(LVMI) of rats in each group was compared by the weighing method, the serum biochemical indexes were detected by
ELISA, and the pathological changes of the heart, kidney, brain and aorta were observed using H&E staining. Results
The high and middle doses of TXZT significantly lowered the systolic blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure
(DBP) of RHRs and SHRs rats (P< 0. 01 or 0. 05), whereas the low dose TXZT significantly lowered the SBP and DBP
of SHRs rats (P< 0. 01 or 0. 05), but had no significant effect on RHRs rats (P>0. 05). Compared with the untreated
model group, the LVMI of SHRs rats treated with TXZT was significantly decreased in the high-dose group (P<0. 05), but
not in other groups (P>0. 05). Compared with the RHR model group, the values of creatine kinase (CK), creatinine
(CREA) and serum urea nitrogen (BUN) values in the high dose TXZT-treated rats were significantly decreased; Lactate
dehydrogenase(LDH), CK, CREA and BUN values were significantly decreased with the middle dose group, and BUN
values were significantly decreased with the low dose (P< 0. 01 or 0. 05). Compared with the SHR model group, the CK,
CK, CREA and BUN values were decreased, but the difference was not statistically significant (P>0. 05). Conclusions
TXZT has good antihypertensive pharmacological effect on the two different rat models of hypertension, can keep the pulse
pressure difference in a certain range, and has a sustaining and stable pharmacological action in regulating blood pressure.
TXZT has good preventive and therapeutic effects on hypertension.

【Keywords】　 renal hypertensive rats; spontaneously hypertensive rats; hypertension; left ventricular mass index
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 高血压是我国常见的心血管疾病之一,长期处

于高血压状态容易引发心、脑、肾和血管等靶器官

不同程度的损害,严重危害人类的健康[1-2]。 本课

题组以与人类原发性高血压相似的动物—自发性

高血压大鼠(spontaneously hypertensive rats,SHR)和
继发性高血压动物—两肾一夹(2K1C)高血压大鼠

(renal hypertensive rats,RHR)为研究对象。 采用具

有平肝熄风、清热活血、利湿化痰之功效天麻芎苓

止眩片( Tianma Xiongling Zhixuan Tablet,TXZT)进

行干预,比较药物对两种高血压模型大鼠的血压、
生化功能等指标的影响。 比较探讨 TXZT 对 SHR
大鼠和 RHR 大鼠的降压效应和改善高血压病理进

展的特点,阐明其内在防治规律,为抗高血压中药

新药开发研究动物模型选择和临床应用提供实验

依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 SD 大鼠,雄性,8 ~ 10 周龄,体重 180 ~
220 g,购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司实验

动物中心【SCXK(湘)2016-0002】。 SPF 级 SHR 大

鼠,雄性,8 ~ 10 周龄,体重 180 ~ 200 g,购于北京维

通利华实验动物中心 【 SCXK (京) 2016 - 0006】。
SPF 级 WKY 大鼠,雄性,8 ~ 10 周龄,体重 180 ~ 200
g,购于北京维通利华实验动物中心 【 SCXK(京)
2016-0006】。 饲养于湖南中医药大学第一附属医

院实验动物中心【SYXK(湘)2015-0003】,实验操作

过程中符合实验动物伦理学要求 (伦理审批号:
ZYFY20161012)。
1. 1. 2　 试剂与仪器

TXZT(每片 0. 46 g),湖南中医药大学第一附属

医院药剂科制备,批号 20170315,TXZT 成人临床日

用量为每日 5. 52 g。 厄贝沙坦片(每片 75 mg),扬
子江药业集团北京海燕药业有限公司生产,批号

16112152,厄贝沙坦片成人临床日用量为每日

300 mg。
尿素氮(BUN),批号 171024;肌酐(Crea),批号

170952;肌酸激酶(CK),批号 170952,乳酸脱氢酶

(LDH),批号 170952;以上试剂为北京中生北控工

程公司产品。
BP2010 无创血压检测仪,北京软隆科技有限责

任公司;CA-500 血液分析仪,山东兰桥医学科技有

限公司产品;RT-1904C 型半自动生化分析仪,深圳

雷杜生命科学股份有限公司产品;显微镜摄影系统

为 Olympus 产品。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 对 RHR 模型大鼠作用的研究

(1) 2K1C 法造模

动物适应性饲养 3 d 后,以无创血压检测仪检

测大鼠血压,剔除血压异常者,按照血压随机分组,
随机抽取 10 只大鼠为为假手术组,其余大鼠均按照

2K1C 造模方法进行如下手术造模,造模后连续 4 周

测定血压,以收缩压≥140 mmHg,且较术前血压超
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出 20 mmHg 者为造模成功。 假手术组大鼠除不结

扎肾动脉外,其余手术操作均同上。
(2)分组及给药

将成模大鼠按照收缩压随机分为 5 组,每组 10
只。 分别为:模型对照组、厄贝沙坦对照组、天麻芎

苓止眩片组高、中、低剂量组。 模型组灌胃蒸馏水,
阳性药组给予厄贝沙坦 27 mg / kg;TXZT 高、中、低
剂量组分别按 2. 0 g / kg、1. 0 g / kg、0. 5 g / kg 大鼠灌

胃给药;每天给药 1 次,10 mL / kg,连续给药 4 周。
(3)指标检测

①血压的测定:分别在给药前及药后各周,采
用尾动脉测压法测量大鼠收缩压( SBP)和舒张压

(DBP)。 ②LVMI 的测定:给药 4 周后,大鼠处死后

迅速取出心脏,沿房室环剪去心房,沿室间隔剪去

右心室,保留室间隔、左心室肌,以滤纸吸干后称

重,计算左室质量与体重之比,以左室质量(LVM)
与体重之比作为左心室指数( LVMI),计算公式:
LVMI = LVM / BW。 ③生化指标检测:末次给药后,
实验动物禁食 12 h,麻醉后腹主动脉采血,不抗凝,
离心(4500 r / min,10 min)分离血清,-80℃保存备

用。 严格按照试剂盒说明书的步骤操作检测生化

指标。 ④病理检查大鼠取血后,迅速取左心室、肾、
脑及主动脉,清洗干净,置于 4%多聚甲醛中固定,
浸蜡包埋,常规切片,HE 染色,观察组织形态学

变化。
1. 2. 2　 对 SHR 模型大鼠作用的研究

(1)分组及给药

将 50 只 SHR 大鼠按照收缩压值随机分为:模
型组、厄贝沙坦片组、天麻芎苓止眩片组高、中、低
剂量组,每组 10 只,另设 10 只WKY 大鼠为正常组。
厄贝沙坦片组大鼠给予厄贝沙坦片 27 mg / kg;TXZT
高、中、低剂量组大鼠分别按 2. 0 g / kg、1. 0 g / kg、
0. 5 g / kg 大鼠给予药物;模型组和正常组分别给予

等量蒸馏水;每天给药 1 次,10 mL / kg,灌胃给药,连
续给药 4 周。

(2)指标检测 SHR 大鼠收缩压( systolic blood
pressure,SBP ) 和舒张压 ( diastolic blood pressure,
DBP),LVMI 指数,生化及病理指标检测及方法同

RHR 大鼠实验。
1. 3　 统计学分析

应用 SPSS 19. 0 统计软件处理。 实验数据均以

平均数±标准差(􀭰x ± s)表示,所有资料进行正态性

检验;符合正态分布者,多组计量资料采用单因素

方差分析 (One-way ANOVA),多重比较方差齐者用

LSD 和 SNK 法,方差不齐者用 Tamhane’ s T2 或

Dunnett’s T3 法;不符合正态分布者采用秩和检验,
P< 0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 对不同高血压模型大鼠 SBP 和 DBP 的影响

2. 1. 1　 对 RHR 大鼠的影响

与 RHR 模型组比较,高剂量组大鼠给药后各周

收缩压显著降低,高剂量组大鼠舒张压第 1、3、4 周

显著降低, 差异具有统计学意义 ( P < 0. 01 或

0. 05);中剂量组大鼠收缩压第 1、2、3、4 周显著降

低,中剂量组大鼠舒张压第 4 周显著降低,差异具有

统计学意义(P< 0. 01 或 0. 05);低剂量组大鼠收缩

压和舒张压有一定降低,但差异不具有统计学意义

(P> 0. 05)。 (见图 1,图 2)
2. 1. 2　 对 SHR 大鼠的影响

与 SHR 模型组比较,天麻芎苓止眩片高、中、低
剂量组大鼠给药后各周的收缩压明显降低,第 2、3、
4 周的舒张压明显降低,差异均有统计学意义(P<
0. 01 或 0. 05);天麻芎苓止眩片中、低剂量组第 3、4
周的舒张压明显降低,差异均有统计学意义(P <
0. 01 或 0. 05)。 (见图 3,图 4)
2. 2　 对两种不同高血压模型大鼠 LVMI 的影响

2. 2. 1　 对 RHR 大鼠 LVMI 的影响

与假手术组比较,模型组大鼠 LVM 明显增大,
差异具有统计学意义(P< 0. 05)。 其他各组 LVM
和 LVMI 差异无统计学意义(P> 0. 05)。 与模型组

比较,其他各给药组 RHR 大鼠 LVM 减轻,LVMI 减
小,但差异无统计学意义(P> 0. 05)。 (见图 5)
2. 2. 2　 对 SHR 大鼠 LVMI 的影响

与 WKY 组比较,模型组及其他各组大鼠 LVMI
明显增加,差异具有统计学意义(P< 0. 05)。 其他

各组 LVM 差异无统计学意义(P> 0. 05)。 与模型

组比较,高剂量组 LVM 明显减小,差异具有统计学

意义(P < 0. 05),其他各给药组 SHR 大鼠左心室

LVM 减轻,LVMI 减小,但差异不具有统计学意义(P
> 0. 05)。 (见图 6)
2. 3　 对两种不同高血压模型大鼠心、肾功能生化指

标的影响

2. 3. 1　 对 RHR 大鼠心、肾功能生化指标的影响

如表 1 所示,与假手术组比较,模型组大鼠

LDH、CK、CREA、BUN 值显著升高,差异具有统计学
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注:自身前后比较, ∗P< 0. 05, ∗∗P< 0. 01;与假手术组比较, ●P< 0. 05, ●●P<0. 01;与模型组比较,▲P< 0. 05, ▲▲P< 0. 01。 下图同。

图 1　 天麻芎苓止眩片对 RHR 大鼠 SBP 的影响 (􀭰x ± s,n= 10)
Note.　 Self comparison, before and after drug administration, ∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01. Compared with the sham operation group, ●P < 0. 05,
●●P< 0. 01. Compared with the model group, ▲P<0. 05, ▲▲P<0. 01. The same in the following figure.

Figure 1　 Effect of TXZT on the systolic blood pressure in the RHR rats (􀭰x ± s, n= 10)

图 2　 天麻芎苓止眩片对 RHR 大鼠 DBP 的影响(􀭰x ± s,n= 10)
Figure 2　 Effect of TXZT on the diastolic blood pressure in the RHR rats (􀭰x ± s, n= 10)

意义(P < 0. 01 或 0. 05)。 高、中、低剂量组大鼠

CREA、BUN 值显著升高,差异具有统计学意义(P<
0. 05),其他大鼠血常规指标差异无统计学意义(P>
0. 05)。 与模型组比较,高剂量组大鼠 CK、CREA、
BUN 值显著降低,差异具有统计学意义 P< 0. 01 或

0. 05)。 中剂量组大鼠 LDH、CK、CREA、BUN 值显

著降低,差异具有统计学意义(P< 0. 01 或 0. 05)。
低剂量组大鼠 BUN 值显著降低,差异具有统计学意

义(P< 0. 05)。 其他给药组生化指标值差异不具有

统计学意义(P> 0. 05)。 提示,天麻芎苓止眩片有

一定的改善 RHR 大鼠心、肾功能药理作用。

2. 3. 2　 对 SHR 模型大鼠心、肾生化指标的影响

如表 2 所示,与 WKY 组比较,模型组大鼠

LDH、CK 值显著升高,差异具有统计学意义 (P <
0. 05)。 其他各给药组大鼠血常规指标差异无统计

学意义(P> 0. 05)。
与模型组比较,高、中、低剂量组大鼠 CK、

CREA、CREA、BUN 值有一定降低,但差异不具有

统计学意义(P> 0. 05)。 提示,与 WKY 组比较,
SHR 大鼠心功能生化指标存在明显异常。 天麻芎

苓止眩片有一定的改善 SHR 大鼠心功能药理作用

趋势。
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注:自身前后比较,∗P< 0. 05,∗∗P < 0. 01;与 WKY 组比较,●P< 0. 05,●●P< 0. 01;与模型组比较,▲P< 0. 05,▲▲P< 0. 01。 下图同。

图 3　 天麻芎苓止眩片对 SHR 大鼠 SBP 的影响(􀭰x ± s,n= 10)
Note. Self comparison, before and after drug administration, ∗P < 0. 05, ∗∗P< 0. 01. Compared with the WKY group,●P< 0. 05, ●●P< 0. 01.

Compared with the model group,▲P< 0. 05, ▲▲P< 0. 01. The same in the following figure.

Figure 3　 Effect of TXZT on the systolic blood pressure in the SHR rats (􀭰x ± s,n= 10)

图 4　 天麻芎苓止眩片对 SHR 大鼠 DBP 的影响(􀭰x ± s,n= 10)
Figure 4　 Effect of TXZT on the diastolic blood pressure in the SHR rats (􀭰x ± s,n= 10)

2. 4　 对两种不同高血压模型大鼠靶器官的影响

2. 4. 1　 对 RHR 大鼠心、肾、脑、主动脉病理形态的

影响

HE 染色病理学观察,模型大鼠组与假手术

组大鼠心、肾及主动脉存在一定的病理变化,主
要表现左室心肌细胞肥大或部分消失,细胞横径

增大,被纤维组织替代,并伴有炎性细胞浸润。
肾小动脉管壁增厚,管腔狭窄,肾小管及肾小球

均出现不同程度的萎缩,同时伴有肾间质纤维

化。 主动脉内膜明显增厚,肌纤维排列不整齐,
粗细不一。 脑组织未见明显变化。 经过天麻芎

苓止眩片治疗 4 周后,心肌纤维排列较整齐,细
胞横径大小差异不大,肾小管及肾小球萎缩程度

减轻,主动脉内膜完整、排列整齐。 天麻芎苓止

眩片能较好的改善 RHR 大鼠左心室、肾脏、血管

病理结构,对高血压靶器官具有一定的保护作

用。 (见图 7)
2. 4. 2　 对 SHR 大鼠心脏、肾、脑、主动脉病理形态

的影响

给药治疗 4 周,病理检查提示,WKY 组大鼠血

管内膜完整,细胞排列整齐清晰、无明显增生;模型

组大鼠血管内膜明显损伤,不完整,明显增厚;止眩

片高剂量组大鼠血管病理改善,内膜较光滑,排列

较整齐复方,中剂量组大鼠血管内膜轻损伤,平滑

肌细胞增殖,低剂量组大鼠血管内膜轻损伤,中膜

增厚,平滑肌细胞增殖。 (见图 8)

587



中国实验动物学报 2019 年 12 月第 27 卷第 6 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,December 2019,Vol. 27, No. 6

注:与假手术组比较,●P<0. 05,●●P<0. 01;与模型组比较,▲P< 0. 05, ▲▲P< 0. 01。

图 5　 天麻芎苓止眩片对 RHR 模型大鼠 LVM 及 LVMI 的影响(􀭰x±s,n= 10)
Note. Compared with the sham operation group, ●P< 0. 05, ●●P< 0. 01. Compared with the model group, ▲P< 0. 05, ▲▲P
<0. 01.

Figure 5　 Effects of TXZT on the left ventricular mass and left ventricular mass index of the RHR rat models (􀭰x±s,n= 10)

注:与 WKY 组比较,●P<0. 05, ●●P<0. 01;与模型组比较,▲P<0. 05,▲▲P<0. 01。

图 6　 天麻芎苓止眩片对 SHR 模型大鼠 LVM 及 LVMI 的影响(􀭰x ± s,n= 10)
Note. Compared with the WKY group,●P<0. 05,●●P<0. 01. Compared with the model group,▲P<0. 05, ▲▲P<0. 01.

Figure 6　 Effects of TXZT on the left ventricular mass and left ventricular mass index of SHR rat model(􀭰x ± s,n= 10)

表 1　 天麻芎苓止眩片对 RHR 大鼠心、肾功能生化指标的影响 (􀭰x ± s,n= 10)
Table 1　 Effects of TXZT on biochemical indexes of heart and kidney function in the RHR rats(􀭰x ± s,n= 10)

组别
Groups

LDH
(U / L)

CK
(U / L)

CREA
(μmol / L)

BUN
(mmol / L)

假手术组
Sham operation group 856±235 356±135 75. 47±8. 25 6. 32±0. 91

模型组
Model group 1192±365● 485±110● 93. 89±6. 42●● 9. 63±0. 88●●

厄贝沙坦组
Irbesartan group 840±329▲ 280±142▲▲ 86. 40±12. 31● 8. 20±2. 01●●

高剂量组
TXZT high dose group 881±383 342±136▲ 82. 91±11. 03▲▲ 7. 51±0. 80●●▲▲

中剂量组
TXZT medium dose group 859±307▲ 341±180▲ 83. 11±5. 19●▲▲ 7. 59±0. 66●●▲▲

低剂量组
TXZT low dose group 973±351 397±215 87. 20±9. 19●● 7. 63±0. 79●●▲▲

注:与假手术组比较,●P< 0. 05,●●P< 0. 01;与模型组比较,▲P< 0. 05,▲▲P< 0. 01.
Note. Compared with the sham operation group,●P<0. 05,●●P<0. 01. Compared with the model group,▲P<0. 05, ▲▲P<0. 01.

687



中国实验动物学报 2019 年 12 月第 27 卷第 6 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,December 2019,Vol. 27, No. 6

表 2　 对 SHR 模型大鼠心、肾功能生化指标的影响(􀭰x ± s,n= 10)
Table 2　 Effects of TXZT on biochemical indexes of heart and kidney functions in the SHR rats(􀭰x ± s,n= 10)

组别
Groups

LDH
(U / L)

CK
(U / L)

CREA
(μmol / L)

BUN
(mmol / L)

WKY 组 WKYgroup 1105. 77±399. 17 418. 30±103. 20 82. 55±10. 88 8. 98±1. 50
模型组 Model group 1509. 01±432. 59● 570. 20±178. 40● 90. 21±8. 55 10. 25±1. 25

厄贝沙坦组 Irbesartan group 1472. 39±462. 76 494. 20±218. 50 85. 55±13. 48 9. 22±2. 51
高剂量组 TXZT high dose group 1314. 06±472. 35 414. 20±226. 60 87. 89±12. 25 9. 08±0. 97

中剂量组 TXZT medium dose group 1347. 55±463. 50 428. 10±130. 50 85. 58±9. 27 9. 28±1. 12
低剂量组 TXZT low dose group 1294. 81±499. 77 422. 90±155. 70 88. 22±10. 29 9. 34±1. 25

注:与 WKY 组比较,●P < 0. 05, ●●P < 0. 01; 与模型组比较,▲P< 0. 05, ▲▲P< 0. 01.
Note. Compared with the WKY group, ●P< 0. 05,●●P< 0. 01. Compared with the model group, ▲P< 0. 05, ▲▲P< 0. 01.

注:a,假手术组;b,模型组;c,厄贝沙坦组;d,止眩片高剂量组;e,止眩片中剂量组;f,止眩片低剂量组。

图 7　 RHR 大鼠左心室(A)、肾(B)、脑(C)、主动脉(D)病理形态检测(HE 染色)
Note. a, Sham operation group. b,Model group. c, Irbesartan group. d, High dose group. e,Medium dose group. f, Low dose group.

Figure 7　 Pathological changes of the left ventricle (A), kidney (B), brain (C) and aorta (D) in the RHR rats (HE staining)

3　 讨论

高血压严重危害人类健康,长期处于高血压状

态可造成心、脑、肾和血管等靶器官不同程度的损

害。 对应于人类高血压病理机制,高血压大鼠模型

也可分为两大类:自发性高血压大鼠(SHR)和继发

性高血压大鼠模型(如:两肾一夹型肾性高血压大

鼠(RHR)等) [3]。 大鼠 SHR 从发病机制、并发症、
外周血管阻力变化、对盐的敏感性等多方面来讲,
都与人类高血压相似,是目前国际上公认的最接近

人类原发性高血压的动物模型,已广泛应用于原发

性高血压及抗高血压药物筛选[4-5]。 两肾一夹法高

血压大鼠是研究肾血管性高血压最常用的模型,以
肾素-血管紧张素-醛固酮系统( renin-angiotensin-

aldosterone system,RAAS)激活为主,是国际上常用

的经典的继发性高血压动物模型,在目前筛选降压

药物中选用较多[6]。 两者相比,SHR 大鼠心功能较

RHR 大鼠低;RHR 大鼠肾组织肾素、血管紧张素Ⅱ
(Angiotensin II,Ang II)及醛固酮较高,且肾性高血

压大鼠血管紧张素转换酶 ( angiotensin converting
enzyme,ACE)mRNA 的表达量较 SHR 大鼠的低;此
外,RHR 大鼠还有着窦性心动过缓、肾组织损伤等

特点[7-9]。 本课题组在采用 RHR 和 SHR 进行研究

时发现,两者血压均呈上升趋势,但是 SHR 大鼠的

血压上升的更高、更快。 RHR 大鼠血压不稳定,偏
差大,造成这种现象的原因可能是因为左肾动脉结

扎导致该侧肾脏缺血,而另一侧肾脏不触及。 在本

次研究中,我们发现天麻芎苓止眩片能够降低两种
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注:a,WKY 组;b,模型组;c,厄贝沙坦组;d,止眩片高剂量组;e,止眩片中剂量组;f,止眩片低剂量组。

图 8　 SHR 大鼠左心室(A)、肾(B)、脑(C)、主动脉(D)病理形态检测(HE 染色)
Note. a, WKY group. b,Model group. c, Irbesartan group. d, TXZT high dose group. e, TXZT medium dose group. f, Low Dose Group.

Figure 8　 Pathological changes of the left vntricle(A), kidney (B), brain (C) and aorta (D) in the SHR rats(HE staining)

大鼠模型的收缩压和舒张压;能够明显的减小 SHR
大鼠的 LVMI 值,但对 RHR 大鼠的效果不明显;对
于心肾功能,其可以很好的改善 RHR 的心肾功能,
对 SHR 大鼠具有改善作用,但无统计学差异,可能

是因为 SHR 大鼠早期的肾损伤不明显。
长期处于高血压状态下,易导致患者心、脑、

肾、血管等多靶点、多器官器质性病变和功能性损

害[10-11]。 中医药防治高血压病及其并发症立足于

整体辨证论治,可对其多环节、多途径、多靶点进行

调节,在降低血压、减轻或逆转靶器官损害、防止严

重并发症、改善临床症状及提高患者生活质量等方

面均具有较好的作用[12-15]。 本实验使用的中药天

麻芎苓止眩片是由天麻、川芎等中药组成的复方,
具有平肝熄风、清热活血、利湿化痰的功效,临床上

主要用于治疗高血压病,眩晕耳鸣,头痛头胀等证

者。 研究发现,天麻的主要有效成分天麻素能够改

善其大中动脉管壁弹性[16],改善血管内皮功能,抗
脂质过氧化损伤,降低血压等[17-18];其地上部分能

够减慢心率使心输出量减少,从而使动脉血流量降

低,降低 RHR 血压[19];此外,还有研究发现,天麻素

可以改善心肌缺血 /再灌注损伤从而保护心肌细

胞[20]。 川芎主要有效成分川芎嗪能够显著增加肾

血流,延缓慢性肾损害;抑制血管内皮细胞的分泌

乳酸脱氢酶及丙二醛,减轻血管内皮细胞的损伤程

度;降低血压[21]。 通过本实验发现天麻芎苓止眩片
对 SHR 大鼠及 RHR 大鼠均具有良好的降血压药理
效应,且能够减少心、肾、血管等靶器官的损害,而
这种改善作用可能是通过川芎的肾保护作用,天麻
的心肌细胞保护作用及改善大中动脉管壁弹性作

用等不同中药的综合药理作用来实现的,体现了中

医药改善靶器官损伤治疗高血压的优势。
综上所述,天麻芎苓止眩片对两种不同高血压

大鼠模型均具有良好降压药理效应。 能够将脉压
差保持在一定的范围,具有持续稳定的调控血压的

药理作用。 对高血压模型大鼠的心、肾靶器官损伤
具有一定的保护作用,对中医药防治高血压病临床

和实验研究具有重要的指导意义。
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CBA / CaJ 和 C57BL / 6J 小鼠全耳蜗毛细胞
随着年龄增长不同损害模式的比较

周凌1,宣伟军2,3∗,丁大连4

(1. 黑龙江中医药大学附属第一医院耳鼻咽喉科,哈尔滨　 150040; 2. 广西中医药大学第一临床医学院

耳鼻咽喉科, 南宁　 530023; 3. 马萨诸塞州总医院, 哈佛大学医学院,波士顿 MA 02114, 美国;
4. 听力与耳聋中心,纽约州立布法罗大学,布法罗 NY 14214, 美国)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨和比较 CBA / CaJ 与 C57BL / 6J 小鼠全耳蜗毛细胞随着年龄增长不同损害模式与规律。
方法　 选择年龄在 6 个月、12 个月、18 个月和 24 个月的 CBA / CaJ 和 C57BL / 6J 小鼠各 32 只,其中每个年龄各 8
只,全身麻醉下取耳蜗,进行全耳蜗基底膜铺片,将全耳蜗内、外毛细胞计数结果输入计算机并应用耳蜗图软件,按
照对应的不同年龄进行两个鼠种耳蜗毛细胞密度对比和统计学分析。 结果　 CBA / CaJ 小鼠于 12 月龄耳蜗顶部外

毛细胞开始出现轻度损失,伴随着年龄增加,外毛细胞损失继续扩大,以顶部向中部发展为主,后期内毛细胞也出

现损失。 从 18 月龄开始,耳蜗外毛细胞损失与上个年龄组比较均增加显著(P<0. 05)。 而 C57BL / 6J 小鼠于 6 月龄

耳蜗底部均已出现外、内毛细胞损失,而且以外毛细胞损失为主,此后伴随着年龄增加,毛细胞损失不断扩大,于 6
月龄开始,耳蜗外、内毛细胞损失与同龄 CBA / CaJ 小鼠比较均明显增加(P<0. 05),12 月龄开始与同鼠种上个年龄

组比较均明显增加(P<0. 05)。 结论　 CBA / CaJ 小鼠耳蜗毛细胞损害遵循着从顶部和底部两端开始,向中部延伸,
但顶部毛细胞损害比底部严重的病变规律。 C57BL / 6J 小鼠耳蜗毛细胞损害遵循着主要从耳蜗底部开始,逐渐向

中部和顶部扩展的病变规律。 外毛细胞损害比内毛细胞早。 C57BL / 6J 小鼠毛细胞损害比 CBA / CaJ 小鼠早。 提示

两个鼠种均可作为老年性毛细胞凋亡研究动物模型,但以 C57BL / 6J 小鼠模型更适合短期观察研究,两者间所出现

的毛细胞变化差别可能与 Cdh23 基因是否变异和缺失有关。
【关键词】 　 小鼠;耳蜗毛细胞;耳蜗图
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the different patterns of cochlear hair cell loss in CBA / CaJ and C57BL / 6J
mice with aging. Methods　 Thirty-two CBA / CaJ or C57BL / 6J mice at 6, 12, 18, and 24 months of age were selected,
with 8 mice in each age group. The cochleae were removed under general anesthesia, and then the intact basement
membrane was taken out from the cochlea and used for making glass slides of whole cochlear basement membrane. The
numbers of cochlear inner and outer hair cells were counted, and input into the computer using cochleogram software. The
density of cochlear hair cells in the two mouse strains were compared at corresponding ages, and statistically analyzed.
Results　 The outer hair cells from cochlear apex in the CBA / CaJ mice at 12 months of age began to loss slightly. With the
increase of age, the losses of outer hair cells were continuously expanded, and their developments were mainly from the top
to the middle part. The losses of inner hair cells also occurred in the later period. From 18 months of age on, the losses of
the cochlear outer hair cells were increased significantly by comparison with that of the last age (P< 0. 05). However, the
losses of the outer and inner hair cells at the cochlear bottom appeared in C57BL / 6J mice at the 6 months of age, and the
losses were mainly of the outer hair cells. From then on, the losses of outer hair cells were continuously expanded with the
increase of age. From 6 months of age on, the losses of the cochlear outer and inner hair cells were increased significantly
compared with that of the CBA / CaJ mice at the same age (P< 0. 05). From 12 months of age on, the losses of the cochlear
outer and inner hair cells were increased significantly compared with that of the same strain(P<0. 05). Conclusions　 The
damages of cochlear hair cells in the CBA / CaJ mice obey the rule of pathological changes that began at both ends of the
cochlear top and bottom, and extended to the middle part, but the damages of hair cells at cochlear top were more serious
than that at the cochlear bottom. The damages of cochlear hair cells in the C57BL / 6J mice obey the rule of pathological
changes that began mainly at the cochlear bottom and gradually extended to the middle and top. The damages of outer hair
cells are earlier than that of inner hair cells. The damages of hair cells in C57BL / 6J mice are earlier than that in CBA / CaJ
mice. These result suggest that both species of mice can be used as animal models for the research of age-related hair cell
apoptosis, but the model of C57BL / 6J mouse is more suitable for the research of short-term observation. The differences of
hair cell changes between the CBA / CaJ and the C57BL / 6J mice may be related to the mutation and deletion of Cdh23 gene.

【Keywords】　 mice; cochlear hair cells; cochleograms
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　 　 老 年 性 聋 又 称 年 龄 相 关 性 聋 ( age-related
hearing loss, AHL),随着世界人口的老年化, AHL
的发病率也逐年递增[1]。 AHL 因其病因病机复杂

和防治困难, AHL 成为当前耳科学研究的重要热门

课题之一[2-4]。 由于在 AHL 的临床研究中较难开

展组织细胞水平或蛋白水平或基因水平等分子层

面的实验研究,因此目前对 AHL 的组织细胞学及更

微细结构的研究大多还是借助动物实验模型。 在

诸多哺乳类实验动物模型中,由于小鼠的生命周期

相对较短而且目前已成功建立起多种 AHL 相关基

因缺陷的小鼠实验模型,因此 AHL 小鼠模型中的

CBA / CaJ 和 C57BL / 6J 小 鼠 得 到 更 多 的 应 用。
CBA / CaJ 和 C57BL / 6J 小鼠最早是由美国 Jackson
Laboratory 于上世纪四十年代引入通过近交培育出

的、具有遗传基因纯合、个体差异小、对试验反应均

一、试验结果更准确和更可靠等特点的两个鼠种,
并维持应用至今。 然而,这两种较常用小鼠模型的

耳蜗毛细胞损害规律及发展模式却并不相同[5-6]。
本文应用全耳蜗基底膜铺片技术和耳蜗图制备技

术,对出生后不同年龄的 CBA / CaJ 小鼠和 C57BL /
6J 小鼠的全耳蜗毛细胞进行了精确的定位定量观

察,并将两种不同小鼠的耳蜗毛细胞病理学改变进

行了对比分析及讨论。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

实验动物为清洁级 CBA / CaJ 和 C57BL / 6J 成年

小鼠各 32 只,雌雄各半,年龄分别在 6 个月、12 个

月、18 个月和 24 个月,每个年龄组各 8 只,由美国

国家核准认定的标准实验动物源提供机构、国际标

准 CBA / CaJ 和 C57BL / 6J 小鼠培育基地 Jackson
Laboratory(https: / www.jax.org / strain)提供,其 mouse
strain datasheet-stock No.分别是 000654、000664,均
饲养于获得美国官方严格认证的美国纽约州立布

法罗大学(State University of New York at Buffalo)实
验动物中心。 研究项目获得美国相关部门严格审

查和批准开展。
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1. 1. 2　 试剂及仪器

主要 实 验 试 剂 Hematoxylin Solution, Harris
Modified( Sigma-Aldrich,产品号 HHS16),Potassium
dihydrogen phosphate ( Sigma-Aldrich, 产 品 号

NIST200B), Disodium hydrogen phosphate ( Sigma-
Aldrich, 产 品 号 NIST218611 ), Sodium succinate
dibasic hexahydrate( Sigma-Aldrich,产品号 S2378),
Tetranitroblue tetrazolium chloride ( Sigma-Aldrich,产
品号 T4000 ), Xylenes ( Sigma-Aldrich, 产 品 号 是

XX0060)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 耳蜗标本制备与铺片

在麻醉状态下,牵引小鼠颈部造成颈椎脱位,
然后开颅取出小鼠颞骨。 在解剖显微镜下,在蜗尖

钻孔并摘除镫骨同时打开园窗,向耳蜗内灌入 4%
甲醛固定液并固定 24 h 以上,再经 5%盐酸溶液脱

钙 48 h 后,分离取出全耳蜗基底膜,逐级递减梯度

乙醇水化,苏木素染液常规对基底膜染色,自来水

冲洗返蓝,逐级递增梯度乙醇脱水,二甲苯透明,最
后将全耳蜗基底膜移入载玻片上的甘油滴中,盖上

盖玻片,中性树胶封固。 或向耳蜗内灌入琥珀酸脱

氢酶孵育液,即琥珀酸脱氢酶孵育液由一份 0. 2
mol / L 琥珀酸钠和一份 0. 2 mol / L 磷酸盐缓冲液及

两份 0. 1%氯化硝基四氮唑蓝混合配制而成。 将含

有琥珀酸脱氢酶孵育液的耳蜗置于 37℃恒温箱内

孵育 40 ~ 60 min,然后将耳蜗浸入 10%中性福尔马

林固定液固定 24 h 以上,前法脱钙后,分离取出全

耳蜗基底膜移入载玻片上的甘油滴中,盖上盖玻

片,中性树胶封固[7-9],显微镜下观察。
1. 2. 2　 耳蜗图和毛细胞的定位定量分析　

在放大 400 倍的普通光学显微镜下,分别对 6
月龄组、12 月龄组、18 月龄组和 24 月龄组的 CBA /
CaJ 小鼠和 C57BL / 6J 小鼠的全耳蜗基底膜进行毛

细胞缺损的定位定量观察。 在置有标记单位长度

为 0. 24 mm 的显微测量尺目镜的光学显微镜下,从
蜗尖向蜗底逐个视野依次进行内、外毛细胞计数,
并将采集的数据输入到计算机中,分别与耳蜗图软

件中预先设置的 CBA / CaJ 小鼠和 C57BL / 6J 小鼠参

考数据进行逐一比较,耳蜗基底膜的实际全长被转

换为百分比长度单位,单位长度内的毛细胞实际数

量被转换成毛细胞密度并按照百分比分布在耳蜗

基底膜的各个部位,从而建立其该耳蜗的毛细胞缺

损分析图。 最后应用本耳蜗图软件程序,将每组 8
个耳蜗的毛细胞缺损分析图整合成该组动物的平

均耳蜗图[7-9]。 另外,将不同区域的毛细胞密度值

摘出,采集数据被输入到 GraphPad Prism 5 软件系

统,最后进行统计分析。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 16. 0 软件进行统计分析。 两个或多

个构成比比较应用卡方(χ2)检验法,以 P<0. 05 差

异有显著性。

2　 结果

CBA / CaJ 小鼠耳蜗图结果显示,6 月龄全耳蜗

内外毛细胞数量完整,未见缺损(图 1a)。 12 月龄

从蜗尖开始至距离蜗尖 15%区域出现外毛细胞缺

损,离蜗尖越近缺损越重,最高缺损达到 15%。 耳

蜗底回 Hook 区域,即距离蜗尖 85%至沟端区域也

有缺损,离底部越近缺损越多,但不如顶部明显,最
高缺损占 5%(图 1b)。 18 月龄耳蜗外毛细胞缺损

扩大,从蜗尖开始至距离蜗尖 30%区域均出现外毛

细胞缺损,其中从蜗尖至距离蜗尖 15%区域处呈陡

降高峰,显示该区域缺损最重,最高缺损达到 40%,
同时向底回方向逐渐减少。 耳蜗底回距离蜗尖

85%至沟端区域外毛细胞也有缺损,缺损继续扩大,
最高达到 15%,与耳蜗顶回缺损相反,外毛细胞缺

损向底回方向逐渐加重(图 1c)。 24 月龄全耳蜗各

回外毛细胞均有不同程度缺损,比 18 月龄明显扩

大,其中从蜗尖至距离蜗尖 35%区域处呈陡降高

峰,显示该区域外毛细胞缺损最重,最高缺损达到

70%。 距离蜗尖 65%至沟端区域,外毛细胞缺损也

对应扩大,最高缺损占 30%。 耳蜗顶部和底部内毛

细胞开始出现缺损,其中距离蜗尖 75%至沟端区域

缺损增加,最高可达 15%,而顶回有所缺损,最高占

5%,比底部轻(图 1d)。 CBA / CaJ 小鼠不同龄全耳

蜗铺片顶回、底回毛细胞比较镜下观察见图 2A1-
D2。 总之,CBA / CaJ 小鼠耳蜗毛细胞变化特点是,
伴随着年龄增长,12 月龄开始出现耳蜗外毛细胞轻

度缺损,遵循着从顶回和底回两端开始,向中回延

伸,但顶回毛细胞损害比底回严重的病变规律。 24
月龄内毛细胞在顶回和底回两端开始出现缺损,但
损害程度较轻。
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注: IHC:内毛细胞平均曲线。 OHC1、OHC2、OHC3:第一、二、 三排外毛细胞平均曲线。

图 1　 CBA / CaJ 小鼠不同龄全耳蜗毛细胞计数耳蜗图

Note. IHC: average curve of inner hair cells. OHC1, OHC2, OHC3: average curve of the first, second and third row of outer hair cells.

Figure 1　 Cochleograms of whole cochlea hair cells count in the CBA / CaJ mice at different ages

C57BL / 6J 小鼠耳蜗图结果显示,6 月龄已经出

现外毛细胞缺损,以耳蜗底部为主,即从耳蜗底部

沟端开始至距离蜗尖 75%区域出现外毛细胞缺损,
越往底部越重,最高缺损可达 65%,同时从耳蜗底

部沟端开始至距离蜗尖 85%区域也出现了内毛细

胞的缺损,最高缺损程度可达 25%。 耳蜗顶部出现

外毛细胞缺损较少,从蜗尖开始至距离蜗尖 15%区

域出现外毛细胞缺损,离蜗尖越近外毛细胞的缺损

数量越多,最高缺损可达 20%,但内毛细胞基本完

整(图 3a)。 12 月龄耳蜗底部外、内毛细胞缺损明

显加重,从耳蜗底部沟端开始至距离蜗尖 50%区域

都出现了外毛细胞的缺损,最高缺损程度达到

100%,同时从耳蜗底部沟端开始至距离蜗尖 70%区

域开始出现内毛细胞缺损,最高缺损程度达到

55%。 与 6 月龄动物相比,耳蜗顶部外毛细胞缺损

变化不大,内毛细胞仍然保持基本完整(图 3b)。 18
月龄动物耳蜗底部外、内毛细胞缺损继续扩大,从
耳蜗底部沟端开始至距离蜗尖 45%区域均出现外、
内毛细胞缺损,外毛细胞缺损形成陡降高峰,其中

从耳蜗底部沟端开始至距离蜗尖 70%区域,外毛细

胞的缺损都达到 100%,该区域内毛细胞平均缺损

达到 50%。 耳蜗顶部距离蜗尖 30%区域外毛细胞

缺损最高可达 40%,但顶部内毛细胞基本完整(图
3c)。 24 月龄耳蜗外毛细胞缺损基本覆盖了耳蜗基

底膜全程,其中从耳蜗底部沟端开始至距离蜗尖

40%区域,相当耳蜗底回和中回外毛细胞缺损达到

100%,耳蜗顶部距离蜗尖 25%以上区域外毛细胞缺

损最高可达 80%,距离蜗尖 25%至 35%区域外毛细
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胞缺损最轻,但也达到 25%。 耳蜗底部沟端开始至

距离蜗尖 45%区域,出现内毛细胞大范围缺损,其
中距离蜗尖 70%以下区域的内毛细胞缺损程度平

均达到 90%,但出现在顶回区域的内毛细胞缺损仅

占 10%(图 3d)。 C57BL / 6J 小鼠不同龄全耳蜗铺片

顶回、底回毛细胞比较镜下观察举例见图 4E1-H2。
总之,C57BL / 6J 小鼠耳蜗毛细胞变化特点是,伴随

着年龄的增长,6 月龄已出现耳蜗外、内毛细胞缺

损,并遵循着外毛细胞损害为主和从耳蜗底部开

始,逐渐向中回和顶回扩展的病变规律。

两个不同鼠种不同龄耳蜗外、内毛细胞平均损

失占比经 χ2 检验结果表明(表 1),C57BL / 6J 小鼠

从 6 月龄开始至 24 月龄,与同龄 CBA / CaJ 小鼠比

较,外、内毛细胞损失差异具有显著性意义 ( P <
0. 05),与相同鼠种相邻观察年龄段比较,差异也具

有显著性意义(P<0. 05)。 CBA / CaJ 从 18 月龄至

24 月龄,与相同鼠种相邻观察年龄段外毛细胞缺损

比较,差异具有显著性意义(P<0. 05),24 月龄内毛

细胞与前个年龄段比较差异也具有显著性意义(P<
0. 05)。

注:A1:6 月龄耳蜗基底膜顶回。 A2:6 月龄耳蜗基底膜底回。 B1:12 月龄耳蜗基底膜顶回。 B2:12 月龄耳蜗基底膜底回。 C1:18 月

龄耳蜗基底膜顶回。 C2:18 月龄耳蜗基底膜底回。 D1:24 月龄耳蜗基底膜顶回。 D2:24 月龄耳蜗基底膜底回。 (苏木素染色,×

100)

图 2　 CBA / CaJ 小鼠不同龄耳蜗顶回、底回毛细胞比较镜下观察

Note. A1,Apical turn of the cochlear basement membrane at 6 months of age. A2,Basal turn of cochlear basement membrane at 6 months of
age. B1,Apical turn of cochlear basement membrane at 12 months of age. B2,Basal turn of cochlear basement membrane at 12 months of age.
C1,Apical turn of cochlear basement membrane at 18 months of age. C2,Basal turn of cochlear basement membrane at 18 months of age. D1,
Apical turn of cochlear basement membrane at 24 months of age. D2,Basal turn of cochlear basement membrane at 24 months of age.
(Hematoxylin staining,×100)

Figure 2　 Microscopic comparison of the hair cells in cochlear apical turn and basal turn of CBA / CaJ mice at different ages
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注: IHC:内毛细胞平均曲线。 OHC1,OHC2,OHC3:第一、二、 三排外毛细胞平均曲线。

图 3　 C57BL / 6J 小鼠不同龄全耳蜗毛细胞计数耳蜗图

Note. IHC: average curve of inner hair cells. OHC1, OHC2, OHC3:average curve of the first, second and third row of outer hair cells.

Figure 3　 Chochleograms of whole cochlea hair cells count in the C57BL / 6J mice at different ages

表 1　 不同龄 CBA / CaJ、C57BL / 6J 小鼠耳蜗外、内毛细胞平均损失百分比 X2 检验结果(百分比:%)
Table 1　 The results of chi-square test for percentage of average loss of outer and inner hair cells in the

cochleae of CBA / CaJ and C57BL / 6J mice at different ages(Percentage:%)

种类
Mice n

6 月龄
6 months

12 月龄
12 months

18 月龄
18 months

24 月龄
24 months

外
Outer

内
Inner

外
Outer

内
Inner

外
Outer

内
Inner

外
Outer

内
Inner

CBA / CaJ 8 1 0 2 0 10△ 0 30△ 5△

C57BL / 6J 8 18∗ 5∗ 35∗△ 10∗△ 60∗△ 30∗△ 80∗△ 50∗△

注: 两个不同鼠种同龄同属细胞比较, ∗P<0. 05。 相同鼠种该年龄与上年龄同属细胞比较,△P<0. 05。
Note. Comparisons in the same genus cells of two different species at the same age, ∗P < 0. 05. Comparisons between the age and last age in the same
genus cells of the same species,△P<0. 05.

3　 讨论

人类 AHL 因发病隐匿并呈渐进性发展,病程

长,不易观察,一直是临床研究难题,其中如何进行

耳蜗细胞形态学临床研究更是研究的瓶颈,因此,
如何选择合适的动物模型研究和认识 AHL 细胞形

态学及其发展变化规律,并由此为基础研究分子通

路机制、药物干预作用,一直以来成为耳科界探索

热点,而观察、研究和比较耳蜗基底膜全程的毛细

胞密度则是揭示研究 AHL 细胞形态学及其发展变

化规律的关键,并为寻找合适的实验动物模型提供

可参考实验依据。 耳蜗图软件可以对全耳蜗毛细
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注:E1:6 月龄耳蜗基底膜顶回。 E2:6 月龄耳蜗基底膜底回。 F1:12 月龄耳蜗基底膜顶回。 F2:12 月龄耳蜗基底膜底

回。 G1:18 月龄耳蜗基底膜顶回。 G2:18 月龄耳蜗基底膜底回。 H1:24 月龄耳蜗基底膜顶回。 H2:24 月龄耳蜗基底膜

底回。 (苏木素染色,×100)

图 4　 C57BL / 6J 小鼠不同龄耳顶回、底回毛细胞比较镜下观察举例

Note. E1,Apical turn of cochlear basement membrane at 6 months of age. E2,Basal turn of cochlear basement membrane at 6
months of age. F1,Apical turn of cochlear basement membrane at 12 months of age. F2,Basal turn of cochlear basement
membrane at 12 months of age. G1,Apical turn of cochlear basement membrane at 18 months of age. G2,Basal turn of cochlear
basement membrane at 18 months of age. H1,Apical turn of cochlear basement membrane at 24 months of age. H2,Basal turn of
cochlear basement membrane at 24 months of age. (Hematoxylin stain,×100)

Figure 4　 Microscopic comparison of hair cells in cochlear apical turn and basal turn of the C57BL / 6J mice at different ages

胞密度、毛细胞丢失、耳蜗长度进行精准定位定量

分析,为全面、完整、正确评估耳聋研究提供了一个

重要的研究方法和手段,目前应用耳蜗图对全耳蜗

毛细胞定位定量的评估方法已成为国际各权威耳

科研究机构普遍采用的常规标准[7-9]。 哺乳类动物

耳蜗听觉反应的特点是不同频率声波信号在基底

膜上不同部位形成最大的振动幅度,从而可以选择

性刺激该频率共振特定部位的毛细胞。 一般来说,
耳蜗底回的毛细胞感应高频声音刺激信号,而耳蜗

顶回毛细胞则只对低频声音刺激起反应,由于耳蜗

基底膜上不同部位的毛细胞只对特定频率的声音

刺激起最大反应,因此沿着耳蜗基底膜的全长便形

成了一个重要的耳蜗频率位置对应关系。 不同物

种动物的耳蜗基底膜长度和听觉频率范围并不相

同,例如人类的耳蜗基底膜长度大约在 35 mm 左

右,其可听频率范围一般被认为是从 20 ~ 20 000
Hz;大鼠的耳蜗基底膜长度大约在 9 mm 左右,其可

听频率范围是从 1000~90 000 Hz;小鼠的耳蜗基底

膜程度大约在 6 mm 左右,其可听频率范围是从

1000~100 000 Hz。 因此,耳蜗基底膜对应不同频率

感应区的位置在不同种类的实验动物也不相同。
由于实验动物的耳蜗图制备包含着该种类动物的

耳蜗基底膜总长度和基底膜上每个不同位点的不

同毛细胞密度及其对应的音频反应位置等重要信

息,因此耳蜗图成为精准评估各种实验动物全耳蜗

毛细胞病理学改变并对应其听觉功能障碍的最可
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靠研究方法之一[7]。
由于豚鼠寿命长,平均约在 5 年左右,以豚鼠作

为研究老年性内耳损害模型,需要等待若干年直到

动物进入老年,因此不易观察和研究。 而小鼠生命

周期短,尤其是有的特殊基因缺陷型小鼠能够提早

发生 AHL,因此国际针对 AHL 研究,更多倾向于采

用小鼠 AHL 模型。 研究发现,不同种株近交系小鼠

耳蜗毛细胞的退变随着年龄的增长存在着截然不

同的病变发生时间和病理学改变进程[7,10]。 用于研

究 AHL 动物模型较多的是 CBA / CaJ 和 C57BL / 6J
小鼠。 然而,通过听力学研究表明,在成年早期,
CBA / CaJ 并没有表现 AHL,而 C57BL / 6J 小鼠出现

AHL 较早,但在后期 CBA / CaJ 同样也出现 AHL[11]。
本次通过耳蜗图毛细胞密度、定位定量分析也证

实,6 月龄 C57BL / 6J 小鼠耳蜗基底部毛细胞已出现

损失,但同龄 CBA / CaJ 小鼠几乎未见变化,至 18 月

龄仅外毛细胞才出现具有统计学意义的时间可比

性损失变化,但相较 C57BL / 6J 小鼠,损失不多,而
同龄 C57BL / 6J 小鼠耳蜗外毛细胞损失过半,内毛

细胞也损失几乎 1 / 3,之后随着年龄老化,CBA / CaJ
小鼠耳蜗毛细胞损失迅速增加。 这些毛细胞退变

和损失变化与前述文献报道的两种小鼠听力学改

变一致。 两种不同属性小鼠不同时间出现 AHL,与
它们的基因遗传学密切相关,C57BL / 6J 小鼠存在隐

性等位基因改变,CBA / CaJ 小鼠则没有[10]。 为了探

明 C57BL / 6J 小鼠存在的隐性等位基因改变,通过

对 C57BL / 6J 小鼠 Sod1(+ / +) Cdh23(ahl / ahl)、 Sod1(+ / +)

Cdh23(+ / +)、 Sod1(- / -) Cdh23(ahl / ahl)、 Sod1(- / -)

Cdh23(+ / +) 四 种 基 因 型 ABR ( auditory brainstem-
evoked response ) 听 力 检 测 研 究 发 现, Sod1(+ / +)

Cdh23(+ / +)小鼠在 15 个月龄前仍保持正常听力,其
中 Sod1(- / -)Cdh23(ahl / ahl)小鼠表现出听力损失最早而

且发 病 最 严 重, 其 次 是 Sod1(+ / +) Cdh23(ahl / ahl)、
Sod1(- / -)Cdh23(+ / +), 由此认为,Cdh23(ahl / ahl) 基因缺

陷型是导致 C57BL / 6J 小鼠早期即出现 AHL 病变的

主要原因[12-13]。 进一步研究显示,C57BL / 6J 小鼠

与 CBA / CaJ 小鼠不同,在于 C57BL / 6J 隐性 Cdh23
等位基因(ahl)在纯合子时对 AHL 的易感性增加,
而 CBA / CaJ 是显性等位基因(Ahl+)则具有对 AHL
不易感性,通过对 3 个月、6 个月、9 个月、12 个月、
15 个月和 18 个月龄时测量 8 kHz、16 kHz 和 32 kHz
纯音刺激的 ABR 阈值比较,C57BL / 6J 小鼠 32 kHz
ABR 阈值在 6 月龄时明显高于 CBA / CaJ 小鼠,其

16 kHz 阈值在 12 个月龄时显著高于 CBA / CaJ 小

鼠。 这些结果表明,CBA / CaJ 衍生的 Cdh23(ahl+)
等位基因在其他 C57BL / 6J 遗传背景下可显著减少

听力损失和毛细胞死亡,但 C57BL / 6J 小鼠衍生的

cdh23(ahl)等位基因对其他 CBA / CaJ 背景下的听

力损失影响不大[14]。 最新针对 cdh23 基因,利用

C57BL / 6 NJ 和 129S1 / SvImJ 胚胎干细胞并使用互

联单碱基对替换 ( B6-Cdh23C. 753A > G 和 129S1-
Cdh23C.753G>A),进行同源重组设计小鼠种株,对
与许多近交系鼠共同的钙粘蛋白 23 基因(Cdh23C.
753A)的单核苷酸变体(SNV)进行研究,通过检测

ABR 阈值和耳蜗病理学观察,对这些 SNV 小鼠同源

B6. 129S1-Cdh23Ahl+与 129S1.B6-Cdh23ahl 和亲源

(B6N 和 129S1) 进行了比较,结果证实,Cdh23C.
753G 等位基因对 C57BL / 6J 小鼠至少 18 个月龄的

高频听力损失具有保护作用,而 Cdh23C.753A 等位

基因的 AHL 诱导作用加重了 129S1 小鼠的听力损

失。 两个同源小鼠的 ABR 阈值不同和互联回交导

致差异原因是定位于 Chr 10 QTL。 这些结果说明

了种株背景和同源区相关听力损失影响与 Cdh23C.
753 等位基因变异有关,即 Cdh23C.753A 的 SNV,可
加速 AHL,并可恶化其他突变的听觉表型[15]。

综上所述,C57BL / 6J 小鼠青年时期即可出现与

年龄相关的毛细胞损失并由此导致 AHL 的主要原

因是 Cdh23 基因的缺失,而 CBA / CaJ 小鼠青年时期

尚未出现毛细胞损失并由此导致 AHL 的主要原因

正是因为其具有显性 Cdh23 基因。 因此,CBA / CaJ
小鼠所表现出的发生较晚的年龄相关听觉障碍似

乎可以被认为是一种天然发生的 AHL 动物模型。
于此不同的是,C57BL / 6J 小鼠存在着 Cdh23ahlAHL
等位基因片段的缺失,在这种小鼠身上发生的较早

听觉衰退被多数人赞同的看法似乎更像是与遗传

基因缺陷有关。 以往我们的研究,主要以 C57BL / 6J
小鼠作为 AHL 动物模型,是利用其早期即出现

AHL,便于短期观察的特点[6,16-17]。 但 C57BL / 6J 小

鼠毕竟属于基因变异种株,相比之下,CBA / CaJ 小

鼠更接近自然形成的 AHL,其导致 AHL 病理机制与

C57BL / 6J 异同点,有待进一步探讨和揭示。
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激素性股骨头坏死动物模型的建立及评价
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(1. 甘肃中医药大学, 兰州　 730000; 2. 甘肃中医药大学附属医院脊柱外科,兰州　 730020)

　 　 【摘要】 　 由于糖皮质激素的广泛应用,而导致的激素性股骨头坏死的发病率逐年升高,但其发病机制及预防

措施仍不明确,为了进行深入研究,从根本上进行治疗,激素性股骨头坏死动物模型的建立将是这些研究成败的关

键。 本文将造模方案、造模动物以及造模标准的研究进展做一综述。
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Establishment and evaluation of animal models of
steroid-induced avascular necrosis of the femoral head

JIANG Wei1, CAO Linzhong1,2∗, WU Mingjun1, ZHANG Qi1

(1. Gansu University of Traditional Chinese Medicine, Lanzhou 730000, China. 2. Department of Spinal Surgery,
Affiliated Hospital of Traditional Chinese Medicine University, Lanzhou 730020)
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【Abstract】　 Owing to the widespread use of glucocorticoids, the incidence of steroid-induced avascular necrosis of
the femoral head has increased year by year, but its pathogenesis and possible preventive measures are still unclear. To
carry out in-depth research into its fundamental treatment, the establishment of an animal model of steroid-induced
avascular necrosis of the femoral head will be the key to success. This paper reviews the research progress of modeling
schemes, modeling animals and modeling standards.

【Keywords】　 Steroid-induced avascular necrosis; femoral head; animal model; evaluation
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　 　 1957 年由 Pietrogramde 和 Mastomarine 第一次

提出短时间大剂量可的松会引起股骨头坏死

(osteoarthrosis of femoral head, ONFH)之后,人们逐

渐认识到长期服用糖皮质激素会导致激素性股骨

头坏 死 ( steroid-induced avascular necrosis of the
femoral head, SANFH)的发生。 然而激素在人体内

引起 ONFH 的机制尚不明确,主要有脂肪代谢紊

乱、血管内凝血和骨质疏松三种假说[1]。 激素进入

人体后会影响内分泌调节,导致血脂增高,易堵塞

微小血管,进而引起股骨头局部缺血坏死;股骨头

坏死患者的血液粘稠度高,在激素的刺激下,容易

发生高凝状态及血管内凝血,从而出现股骨头缺血

坏死;骨量减少、骨小梁变细、变薄是激素的副作用

之一,在外部应力的作用下,股骨头常发生软骨下

骨折、局部塌陷导致血液循环障碍,引起股骨头缺

血坏死[2]。
随着研究不断深入,SANFH 研究进入细胞、分

子及基因领域,主要有激素代谢紊乱、干细胞分化
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和基因多态三种假说。 有研究者[3] 发现人体内细

胞色素 P4503 A 酶的活性与糖皮质激素清除成正相

关,酶活性的降低可导致体内激素作用时间增加,
副作用也随之增加,最终导致股骨头坏死。 研究发

现,糖皮质激素会促进骨髓间充质干细胞向成脂分

化、减少成骨分化,导致股骨头坏死。 mRNA 作为调

节因子,调控细胞的整个生命周期,但它是否参与

SANFH 的发生,当今尚不清楚,吴兴净等[4] 实验研

究发现上调的 miR-125α-3p 和下调的 miR-17-5p
可能参与激素性股骨头坏死的发生,但还有待进一

步验证。
然而无论是三种坏死机制假说,还是更进一步

的细胞、分子及基因研究,SANFH 动物模型的建立

是研究的基础,本文就以“激素性股骨头坏死及,造
模”为检索词在 CNKI 数据库中,从 2009 年 01 月 01
日至今,共检索出相关文献 190 篇;以“animal model
of steroid-induced avascular necrosis of the femoral
head”为词条在 PubMed 中共检到文献 58 篇。 按照

①股骨头坏死;②激素性;③股骨头坏死病因及机

制;④动物模型;⑤造模方案;⑥造模成功标准,符
合其中多项或一项为入选标准,排除较陈旧、相似

或重复研究的文章,最终选择 37 篇文章进行分析、
归纳、总结,将最近 10 年来国内外对造模方案、动物

选择及造模成功标准进行简要综述,为 SANFH 动

物模型建立提供参考。

1　 SANFH 造模方案的选择

激素在动物和人体中有大致相似的作用机制,
为了建立与人类 SANFH 病因及发病过程相似的动

物模型,总结常用 SANFH 的建模方法有单纯糖皮

质激素诱导、异体血清联合激素诱导和脂多糖联合

激素诱导。 糖皮质激素可使血管胶原纤维和弹性

纤维结构和功能障碍,从而导致骨组织小动脉的断

裂或栓塞,导致骨细胞缺血和骨髓内高压引起股骨

头坏死,糖皮质激素还可抑制干细胞成骨分化,促
进向脂肪细胞分化,导致 SANFH 的发生[5]。 然而

大部分患者因为血液、免疫系统或其他疾病,使用

激素治疗时,出现了股骨头坏死的副作用。 所以为

了模拟这一发病过程,常使用异体血清制造模型动

物的血液和脉管系统炎症,或者使用脂多糖引起微

循环障碍,再使用激素干预,最终形成 SANFH。
1. 1　 糖皮质激素诱导

糖皮质激素的使用是导致 SANFH 的主要原

因。 常用的糖皮质激素有醋酸泼尼松龙、地塞米

松、甲基强的松龙和甲基氢化泼尼松琥珀酸钠等。
不同激素和使用剂量的不同对实验动物有不同的

影响。 范武等[6] 通过每周 2 次日本大耳兔左侧臀

肌注射 10 mg / kg 的醋酸泼尼松龙注,连续 4 周后成

功造模。 赵振广等[7] 给大鼠每周 2 次腹腔注射地

塞米松 10 mg / kg,持续 8 周的方案成功建立 SANFH
的早期模型。 Kuribayashi 等[8] 通过肌肉注射甲基

强的松龙 20 mg / ( kg·d)的方式建立兔 SANFH 模

型,4 周后有 70%的发生 ONFH,然而在肌肉注射甲

基强的松龙后,有 20%的试验动物死亡。 王荣田

等[9]用雌性来航鸡,每周 2 次胸肌注射甲基氢化泼

尼松琥珀酸钠 5. 2 mg / (kg·week),预防性注射青霉

素 2×104 U / kg、链霉素 50 mg / kg,连续 8 周后造模

成功。 但李兴国等[10] 通过新西兰大白兔双侧臀肌

连续 9 周注射地塞米松 2. 5 mg / (kg·d),并且连续 1
周臀部肌注 8×104 U / d 庆大霉素,未成功造模,且动

物死亡率高达 25%。
单纯糖皮质激素诱导 SANFH 模型的方法优点

在于制模过程操作简单,所用药物价格便宜,经济

负担较轻,但 SANFH 患者常患有多种基础疾病,所
以单纯使用激素制模与人类实际发病过程有较大

的差异。 也有研究者表明[11] 单纯激素不能成功诱

导 SANFH 动物模型,这一结论还有待进一步的

验证。
1. 2　 异体血清加激素诱导

为了使建立的模型更有说服力,发病过程与人

类相似,常使用异体血清制造模型动物的血液和脉

管系统炎症,再加入激素干预进行造模。 1992 年,
Matsui 等[12] 首次通过兔耳缘静脉注射马血清 10
mL / kg,2 周后再次注射相同剂量,同时连续 3 天腹

腔注射 40 mL / (kg·d)的甲基强的松龙,4 周后能在

组织切片上观察到骨髓坏死,6 ~ 8 周后出现骨坏

死,最终 70%的动物成功制作 SANFH 模型。 周正

新等[13]兔耳缘静脉注射马血清 10 mL / kg,第 3 周

后,注射剂量为 7. 5 mL / kg,第 5 周后,连续 3 天 45
mg / (kg·d)的甲基强的松龙,之后连续 10 周腹腔注

射 7. 5 mg / (kg·week)的甲基强的松龙,并臀部肌注

4 万单位 /只青霉素钠预防感染后成功造模。 佟鹏

等[14]通过间隔 12 周兔耳缘静脉注射两次马血清 10
mL / kg 后,连续 6 天,臀肌注射 8 mg / (kg·d)的醋酸

泼尼松龙,以 80%的成功率获得 SANFH 模型。
马血清进入动物体内后,因免疫反应使动物出
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现血管炎型超敏反应,导致血管局部免疫复合物的

沉积,并在免疫系统等的参与下,引发一系列的反

应致 组 织 损 伤, 进 一 步 使 用 糖 皮 质 激 素 引 发

SANFH[15],这一过程很好的模拟了人类疾病的发生

发展过程。
1. 3　 脂多糖联合激素诱导

革兰阴性细菌细胞壁中有一种特殊物质,叫做

脂多糖,它能促进血管活性物质如缓激肽、组胺、血
管紧张素、白介素-6 等物质释放,导致微循环障碍,
在此基础上进行激素的干预,最终导致 ONFH[16]。
李瑞琦等[17]对兔连续 3 d 肌肉注射青霉素 4×105 U
预防感染后,间隔 24 h 耳缘静脉连续两次注射 20
μg / kg 内毒素,第二次注射完毕内毒素后,每间隔 24
h 臀肌注射 20 mg / kg 甲基强的松龙,此后每周 2 次

肌肉注射 4×105 U 青霉素预防感染,注射期间动物

死亡 3 / 21,4 周后成功建立 SANFH 模型。 阮康明

等[18]通过犬耳缘静脉间隔 24 h 连续两次注射 10
μg / kg 内毒素,在第二次注射内毒素的同一天开始,
连续注射 2 周,臀肌注射甲基强的(10 mg / kg),间
隔 1 周后,再继续注射 2 周,成功获得模型。 Zheng
等[19]对鸸鹋序贯注射内毒素及甲基强的松龙,也成

功获得 SANFH 的临床前期研究的模型。 于鹏等[20]

对兔间隔 24 h 连续两次静脉注射 10 μg / kg 大肠杆

菌内毒素后,间隔 24 h 连续 3 次臀肌注射 20 mg / kg
醋酸泼尼松龙,注射完成后周第四以 28 / 32 的比率

获得 SANFH 动 物 模 型。 王 泳 等[21] 完 全 按 照

Yamamoto 等[22] 的方法制作动物模型,内毒素 100
μg / kg 联合甲基强的松龙 20 mg / kg,实验动物在注

射内毒素后 2 d 内死亡率接近 80%,但将内毒素的

剂量降低至 20 μg / kg,动物的死亡率下降至不到

10%,并通过组织形态学检查得出了与高剂量制模

方法一致的病理结果。 还有研究者[8] 发现内毒素

联合激素组比马血清联合激素组稍早出现股骨头

坏死。 肖春生等[23] 经实验验证了这一观点成立。
也有研究者[24]发现内毒素导致的股骨头组织中肿

瘤因子 α 明显增高,提示该方法导致的 ONFH 可能

与肿瘤因子密切相关,但还需进一步验证。 所以小

剂量脂多糖联合激素能成功制造 SANFH 模型,且
具有动物模型发病机制与人类相似,成功率高,实
验动物死亡率低的优点。

2　 模型动物的选择

为了模型动物尽可能的与人类有 相 似 的

SANFH 发生过程,模型动物应有以下特点:①实验

动物与人类亲缘。 ②实验动物尽可能从组织学、生
理学模拟人类 SANFH 的整个过程。 ③生物力学效

应与人类相似。 ④实验动物具有良好的重复性,有
明确的制模成功评价标准、价格低廉、饲养方便[25]。
目前造模常用动物是以鸡为代表的双足类动物和

以大鼠及兔子为代表的四足类动物[26]。
2. 1　 双足类动物

生物力学效应与人类相似的双足类动物,在站

立行走时双侧股骨头均受压,一旦出现局部缺血坏

死,在集中应力的作用下,病程进展较迅速。 且双

足类动物大多为禽类,在进食高脂肪饲料或激素刺

激后易出现血脂增高和血液粘滞性增高,易形成股

骨头缺血坏死。 万蓉等[27]、孔祥英等[28] 通过胸肌

注射甲基泼尼松琥珀酸钠后成功获得鸡 SANFH 模

型。 曲春涛[29]采用液氮冷冻并射频加热交替法损

伤股骨头建立鸸鹋股骨头塌陷模型。 但禽类动物

与人类亲缘性较远,生理生化方面与哺乳动物有较

大的差别。
2. 2　 四足类动物

四足类动物与人类具有相似的生理生化及基

因,常用的四足类动物有大鼠和兔,其次还有犬、绵
羊等动物。 为了避免物理或化学刺激后产生的疼

痛,四足类动物常出现减少患肢负重的保护性行

为,减少了生物力学效应在 ONFH 过程中的作用。
针对这一问题 Mihara 等[30] 通过强迫四肢动物站

立,增加造模成功率。 有研究者[31] 在其它条件相同

的前提下,仅通过调整饲料高度迫使实验组动物站

立取食,并予跑步机跑步 2 h / d 增加运动,结果表明

实验组造模成功率提高约 15%。
犬因体型较大,常用于建立创伤性 ONFH 模

型。 巩建宝等[32]、谢志涛等[33] 分别使用液氮冷冻

法和内毒素联合甲强龙成功建立犬 ONFH 模型。
羊长骨内脂肪丰富,适合建立减压性 ONFH 模型,
但犬和羊价格昂贵,场地要求高,饲养不便利,不经

常用于实验研究。 相比于犬和羊,大鼠、兔没有上

述顾虑,大鼠寿命较短,可以用于早期 ONFH 模型

建立,但不利于晚期塌陷模型的建立。 兔体型适

中,饲养便利,寿命较长,是良好的动物模型的选择

对象。

3　 造模成功的标准

验证动物模型是否制备成功,是实验顺利进行
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的关键步骤。 常用的验证方法有影像学评估、病理

学验证、实验室检查以及形态学观察等。
3. 1　 影像学评估

影像学评估是最简便的方法,国际骨循环学会

(Association Research Circulation Osseous, ARCO)对
股骨头坏死的分期:0 期和Ⅰ期 ONFH 动物行髋关

节正位 X 线和普通 CT 结果无异常表现,对此赵振

广等[7]研究者已做过相关验证。 股骨头 X 线表现

为斑片状阴影,硬化及囊肿形成,但股骨头无塌陷,
为 II 期;表现为骨性关节面的下方出现新月形透明

带,即“新月征”,则为 III 期;表现为股骨头塌陷,关
节间隙变窄,囊性变等,为 IV 期。 普通 CT 可较 X
线早发现 II 期股骨头坏死。 Micro-CT 能检测骨小

梁骨微结构的定量指标[34],能发现 I 期 ONFH 骨小

梁变细、变薄甚至断裂,但 Micro-CT 不能显示软组

织及股骨头内骨髓、脂肪变化,不能发现 0 期股骨头

内骨髓及脂肪变化,且检查费用昂贵不常使用。
MRI 可将股骨头外形、关节间隙、关节积液、股骨头

内信号均匀程度、骨髓是否水肿以及骨坏死信号等

均能显现。 T1 WI 上表现为点状、细线状、片状低信

号强度,T2 WI 上表现为点状、细线状、片状高信号

强,脂肪抑制序列呈现高信号示骨髓水肿,为 0 期

ONFH,张林波等[35] 做过相关验证。 还有学者采用

血管造影的方法观察股骨头内毛细血管情况,发现

造模后股骨头内毛细血管明显减少并迂曲,但无法

显示微小动脉状况,且无法判断股骨头坏死处于那

一期,使用较少。
3. 2　 病理学检查

病理学检查是验证造模成功的金标准,动物

处死后取股骨头制作病理切片,观察到空骨陷窝

数量增加,骨细胞中脂滴充满,细胞核被挤向边

缘,骨髓造血组织减少,脂肪细胞堆积骨小梁稀

疏、变细变薄,甚至断裂,骨细胞核固缩溶解、消
失,成骨细胞消失,脂肪组织和增大的脂肪细胞占

据骨髓区,按 ARCO 标准,为 0 期股骨头坏死。 李

传将等[36] 、陈达等[37] 、李磊等[38] 经实验进行相关

验证。 虽然病理学检查标本能检测出超早期股骨

头坏死,但需处死动物后才能得到切片,若需后续

在体实验,将无法逐一进行验证,动物因个体差异

将存在实验误差。
3. 3　 实验室检查及形态学观察

实验室检查发现血液中血清胆固醇和甘油三

酯均升高,股骨头内血流动力学测定减慢。 但无法

确定股骨头坏死处于那一期。 此外动物造模过程

中和完成后常出现毛发、饮食、步态以及消瘦状况

等形态学改变,动物注射药物后出现精神萎靡、皮
毛欠光滑、大便稀、饮食减少、跛行、活动减少等症

状,部分实验动物还出现溃疡、脱毛等症状[39]。
总的来说,早期 SANFH 造模成功主要依靠 MRI

及病理学的验证。

4　 展望

人和动物存在较大的差异,动物模型的制备过

程应尽可能的模拟与人类发病相似的自然病程和

病理过程,但没有一种理想的动物及造模方法可以

完全复制。 动物模型的制备周期、制模成功率、制
模成本均对实验有较大的影响。 综上所述,不同的

动物在不同的模型建立上有各自的优势,但没有一

个完美的动物能建立与人类疾病发生极度相似的

模型,根据自己不同的研究目的研究者应选择不同

的动物模型及制模方案。 综上所述,SANFH 制模方

案选择异体血清联合激素或者小剂量、高频率脂多

糖联合激素,并给予强迫站立体位,加强运动来可

增加制模成功率,给予药物的同时给予胃黏膜保护

药物以降低动物死亡率。 建立良好的 SANFH 模型

是研究 SANFH 的关键,相信随着研究不断地深入,
研究方法不断地改进,更好的动物模型将会建立,
用以 SANFH 的预防和治疗研究。
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血管性痴呆大鼠模型的研究进展
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　 　 【摘要】 　 动物模型可模拟人类血管性痴呆的发病机制、病理改变及临床症状,为血管性痴呆的预防、诊断及

治疗提供新思路,这对于血管性痴呆的研究具有重要意义。 本文拟就血管性痴呆大鼠模型的制作方法进行浅析,
为实验者选择动物模型提供参考及借鉴。
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Research progress of rat models of vascular dementia
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【Abstract】　 Animal models can simulate the pathogenesis, pathological changes and clinical symptoms of vascular
dementia seen in humans, and provide new ideas for the prevention, diagnosis and treatment of vascular dementia,
therefore, important for research of vascular dementia. This paper reviews the rat modeling method for vascular dementia,
and provides references for researchers regarding selection of animal models.
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　 　 血管性痴呆(vascular dementia,VaD)是由于脑

血管病危险因素或脑血管病变引起的认知功能损

害[1]。 血管性痴呆的病理改变可能与脑血流量不

足导致的脑血管屏障受损、神经炎性反应、神经元

损伤及弥漫性白质改变包括髓鞘丢失、轴突异常等

有关[2-3]。 VaD 目前已成为导致痴呆的第二大病

因,仅次于阿尔茨海默病 ( Alzheimer’s disease,
AD) [2]。 VaD 可以得到有效的预防,延缓痴呆的进

展过程。 因此积极防治 VaD 以及研究有效药物显

得尤为重要,诸多实验者将设计理想的动物模型视

为研究 VaD 治疗的第一步。 本文将对 VaD 大鼠模

型制作方法进行阐述。

1　 实验动物的选择及注意事项

动物模型的选择应该尽量满足以下几个条件:
1.实验动物脑血管解剖特点与人类相似;2.实验动

物易获得、易饲养管理;3.制作模型简单,存活率高,
易观察实验指标;4.实验动物及造模过程符合伦理

道德规范。 相对于家兔、猫、狗、非人灵长类等动

物,啮齿类动物在综合条件下更符合大多数实验者

的选择[4]。 其中大鼠体积大,血管较粗,易于操作,
因此 VaD 动物模型以大鼠最为常见,实验时一般选
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择成年、体重为(250±20) g 的 SPF 级 SD 雄性大鼠

或 Wistar 雄性大鼠。
在整个实验过程中应该保持实验环境舒适且

相对恒定。 一般环境温度设为(21 ~ 25)℃左右,湿
度为 50%-70%,且提供足够的食物和水供大鼠自

由获取,光照时间一般为 12 h / d[5-7]。 麻醉大鼠时

可以选择腹腔内注射 1% 戊巴比妥钠 ( 50 mg /
kg) [6],也有实验选择使大鼠吸入 4%异氟烷预麻醉

后使用 2%异氟烷维持麻醉状态[7] 等。 术后为防止

大鼠发生感染影响实验结果甚至死亡,在缝合切口

后可应用青霉素、庆大霉素等抗生素[8-9]。

2　 动物模型制备方法

2. 1　 血管外阻断法

血管外阻断法通过闭塞颅内大动脉或脑缺血

再灌注导致脑血流量显著减少从而引起颅内局部

血流动力学改变,发生大脑白质受损、神经炎性反

应及大脑皮层及海马区神经元受损或死亡,进而出

现认知功能缺陷[6-7]。 此外,脑缺血再灌注会产生

羟自由基,明显地增加了大鼠大脑皮质和海马内丙

二醛的含量,丙二醛通过影响 DNA 的复制、转录及

传递影响蛋白质的合成及功能,最终导致脑组织结

构及功能紊乱[10]。
2. 1. 1　 永久性结扎双侧颈总动脉

大鼠于实验前 12 h 开始禁食,不禁水。 麻醉后

将大鼠固定于实验台上,消毒后沿颈正中线切开皮

肤约 4~5 cm,暴露并分离出双侧颈总动脉,此时需

注意避免损伤迷走神经,永久性结扎双侧颈总动

脉。 若有对照组,则对照组大鼠只分离双侧颈总动

脉而不结扎, 术后缝合皮肤、 消毒并应用抗生

素[5,11-15]。 有研究将此法改良为分次进行的永久性

结扎双侧颈总动脉,即先结扎一侧颈总动脉,3 ~ 7 d
后再行结扎对侧颈总动脉[7,16]。 由于大鼠侧支循环

具有个体差异性,因此结扎颈总动脉后所造成的卒

中严重程度不同,脑血流量严重不足时可导致大鼠

死亡。 改良后的手术方法结扎一侧颈总动脉后通

过大脑侧支循环逐步代偿后再行结扎对侧颈总动

脉,不至于使脑血流量骤然减少导致大鼠死亡。 该

方法提高了大鼠存活率,但目前应用较少,还需重

复验证该方法的稳定性及可靠性。
2. 1. 2　 双血管阻断法

双血管阻断法[17-20] 与永久性结扎双侧颈总动

脉法相似,但其分离出双侧颈总动脉后不直接结

扎,而是使用血管夹夹闭颈总动脉 10 min 后松开,
等待 10 min 后再次夹闭,重复 2 ~ 3 次后缝合皮肤、
消毒并应用抗生素。 也有实验[20] 是将其夹闭 20
min 后再松开血管夹,待血管放松 10 min 后再次夹

闭。 目前尚无统一标准规定夹闭、放松时间及重复

次数,还需进一步研究夹闭和放松时间及重复次数

对实验结果的影响。
2. 1. 3　 四血管阻断法

四血管阻断法[21-23] 与双血管阻断法不同之处

在于先将椎动脉永久性闭塞,即大鼠麻醉后以俯卧

位固定于实验台,沿背部正中线切开皮肤后,充分

暴露双侧第 1 颈椎横突翼小孔,用电凝针烧灼翼小

孔内的椎动脉,缝合皮肤并消毒。 而后再从前正中

线切开皮肤,分离出双侧颈总动脉进行夹闭、松开

数次,最后缝合皮肤、消毒并应用抗生素。 夹闭及

松开时间、重复次数尚无统一标准。 该方法需要做

两个切口,操作步骤复杂、感染风险大,实验动物耐

受性差。
2. 2　 血管内栓塞法

血管内栓塞法一般可用血凝块、胆固醇晶体、
微球[24]、石蜡等作为栓子。 小栓子进入颅内后造成

多发性脑梗死灶,且多位于于大脑中动脉供血区,
造成相应部位的脑组织缺血,从而出现认知功能障

碍。 值得注意的是线栓法有所不同,其原理同血管

外阻断法相似,通过阻断大脑中动脉使脑血流量持

续降低,引起神经元损伤,形成血管性痴呆动物

模型。
2. 2. 1　 线栓法

该方法最初由 Longa 提出,即将尼龙线一端烫

成光滑的球面作为线栓,将麻醉后的大鼠固定于试

验台上,消毒后沿颈正中线做切口,暴露并分离出

颈总动脉、颈外动脉、及颈内动脉,结扎颈外动脉

后,可沿颈总动脉插入栓线进入颈内动脉,也可于

分叉处直接将栓线插入颈内动脉,留置一段时间后

将栓线取出,达到脑缺血再灌注的效果[25-27]。 留置

时间过短有可能达不到脑缺血效果,大鼠可能无明

显神经系统受损症状因而不能纳入研究,而时间过

长又会导致大鼠颅内严重缺血甚至死亡,国内大部

分实验者选择留置 2 h[28]。 有研究将此法改良为结

扎颈总动脉近心端、颈外动脉根部后,用血管夹暂

时夹闭颈内动脉根部,于颈总动脉剪一小口,将线

栓沿颈总动脉插入颈内动脉,至血管夹处快速松开

血管夹使线栓进入颈内动脉,进入颈内动脉约 18 ~
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25 mm 后感到稍有阻力时于颈内动脉根部牢牢固定

线栓,消毒并缝合手术切口[29]。 研究表明,实验环

境及围手术期护理相同的情况下,改良后的线栓法

成功率明显高于 Longa 的方法,且手术操作更加简

单,动物模型更加稳定[30]。
线栓法具有无需开颅、术后动物生命体征稳定

等优点,是目前认可度较高的一个血管性痴呆模

型。 但仍然存在一些问题,比如线栓进入的部位对

实验的影响、估量线栓进入的长度、线栓停留的时

间等,值得我们不断探讨与改进。
2. 2. 2　 血凝块

在大鼠身上取血后经无菌干燥后形成血凝块,
加入生理盐水制成混悬液。 大鼠麻醉后暴露颈总

动脉及颈外动脉,结扎颈外动脉后将混悬液注入颈

总动脉,小栓子沿颈总动脉、颈内动脉进入颅内,形
成多发性脑梗死动物模型[31-32]。 有研究将大鼠自

身静脉血 0. 6 mL 与 200 U / mL 凝血酶 0. 15 mL 混

合,放入 PE50 管静置 4 h 形成血凝块,再将血凝块

切成小血栓放入 PE50 管中备用。 暴露颈总动脉、
颈外动脉、颈内动脉及其他小动脉后,将颈外动脉

及其他小动脉永久性结扎,将颈总动脉及颈内动脉

暂时夹闭,把含有小栓子的 PE50 管插入颈总动脉

分叉处,打开血管夹向动脉内输注小栓子,造成颅

内多发梗死灶[33]。
2. 2. 3　 胆固醇晶体

此法与血凝块法相似,使用过滤器过滤出大小

为 70~100 μm 的胆固醇晶体并用生理盐水稀释,每
只大鼠使用 300 μL 的生理盐水稀释 500±100 个胆

固醇晶体。 麻醉大鼠后沿颈正中线做切口,暴露并

分离颈总动脉、颈外动脉及颈内动脉,结扎颈外动

脉并用血管夹夹闭颈总动脉及颈内动脉,将 1 mL 注

射器连接至 PE50 管上,插入颈总动脉分叉处,在 1
min 内缓慢向血管内注射晶体并移除血管夹,从而

形成多发性脑梗死动物模型[34-35]。
2. 3　 高危因素导致的 VaD
2. 3. 1　 高血压[36-37]

自发性高血压大鼠( spontaneously hypertensive
rat, SHR)是 Wistar 大鼠通过选择性交配培育出的

一种大鼠,其高血压发生率高,具有脑卒中倾向。
在自发性高血压大鼠发生脑卒中后,对存活的大鼠

进行认知功能评估筛选出符合实验条件的动物模

型[36-37]。 自发性高血压大鼠通过引起小血管内皮

损伤导致白质及髓鞘损伤、神经炎性反应及神经元

损伤等形成高血压脑卒中模型[36]。 但由于高血压

所造成的卒中部位及严重程度不确定,且此大鼠模

型费用较高,实验周期长,该实验模型应用较少。
2. 3. 2　 糖尿病

给予大鼠高糖饮食 4 周,禁食 12 h 后测量体重

及空腹血糖。 将链脲佐菌素(50 mg / kg)溶于 0. 1
mmol / L 柠檬酸缓冲液中,在避光条件下给予大鼠一

次性腹腔注射,48 h 后测量大鼠血糖,若空腹血糖>
11. 1 mmol / L 则表示糖尿病大鼠造模成功,再通过

认知功能评估筛选出有认知功能障碍的大鼠模

型[36,38-39]。 已有研究表明长期高血糖状态会加速

动脉粥样硬化进程,导致小血管闭塞,最终引起脑

卒中。 此外,糖尿病大鼠认知功能缺陷可能与海马

区小胶质细胞活化、树突状细胞密度降低及氧化应

激等有关[36]。
2. 4　 认知功能评估

通过血管外阻断法、血管内阻断法或其他实验

方法造模后需要通过行为学实验进行认知功能评

估,以确保造模成功。 评估大鼠认知功能常用的方

法有迷宫实验、新物体识别、条件性恐惧实验以及

主动回避任务及被动回避任务等[40]。 其中以

Morris 水迷宫应用最为广泛,需要进行手术的一般

在术后 6~8 周开始进行认知功能评估实验[8, 11-13]。
2. 4. 1　 Morris 水迷宫实验

准备一个直径为 160 cm,高度为 50 cm 的圆形

水池,水温维持在 24~26℃,水池上方固定一个连接

到电脑程序的摄像头,将水池分为四个象限,在目

标象限中心放置一个直径为 10 cm 的可移动平台,
距离水面约 2 cm,可在水中加入墨汁或牛奶更好地

隐匿平台。 在 5 d 的训练实验中,让大鼠面向水池

壁后从不同象限将其放入水池中,使大鼠在规定时

间内寻找平台,规定时间可为 60 s、90 s 或120 s不
等,大鼠到达平台后使其停留 10 s 并记录逃避潜伏

期,若规定时间内大鼠未能寻找到平台则引导其到

平台上停留 10 s,逃避潜伏期记录为规定的时间。
每天进行 2 ~ 3 次,每次间隔 10 min。 第 6 天时,移
除平台,使大鼠自由游泳并记录其穿过平台的次数

及停留时间,作为评估大鼠记忆能力的指标。 在实

验过程中水池及平台大小可以因实验室条件不同

而做一定的调整。
2. 4. 2　 新物体识别实验

新物体识别实验[40-41] 将大鼠置于一个固定大

小的场地中,在没有任何物体的情况下让大鼠熟悉

环境 5 min。 次日将两个相同的物体放在场地两个

相对的角落中,记录 10 min 内大鼠探索两个物体的

时间。 利用大鼠喜爱探索新事物的天性,在第 3 天
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将其中一个物体换成一个不同的新物体,记录 10
min 内大鼠探索旧物体和新物体的时间,作为评估

大鼠记忆能力的指标。 每次实验前用 70%的酒精

清洗物体和场地。
2. 4. 3　 被动回避任务

被动回避任务[40, 42] 需准备一个由大小相同的

暗室和光室组成的回避装置,两室间有可滑动的隔

板间隔。 利用大鼠偏爱黑暗环境的天性,将大鼠放

置在光室内,移开隔板,记录大鼠进入暗室的潜伏

期。 当大鼠四只爪子完全进入暗室时关闭隔板并

给予大鼠足部 0. 5 mA 电击 10 s,电击结束后立即将

大鼠从装置中取出,放回笼子中。 第二天,再次将

大鼠放置在光室中,移开隔板,记录大鼠进入暗室

的潜伏期,作为评估大鼠记忆能力的指标,若 300 s
后大鼠仍未进入暗室,则实验结束,潜伏期记为

300 s。

3　 展望

现应用较多的血管性痴呆大鼠模型为永久性

双侧颈总动脉阻断法、双血管阻断法、线栓法,其均

是通过阻断颅内大动脉造成脑血流量减少,引起认

知功能障碍,但在操作过程中实验动物容易失血过

多而死亡,这对实验者的操作技术提出了更高的要

求。 造模后可应用磁共振明确实验动物卒中部位

及责任血管[7],或使用多普勒检测仪在术前、术中、
术后监测脑血流量,同时通过 Morris 水迷宫等行为

学实验评估认知功能障碍程度,确保动物模型符合

实验条件[10, 43]。
总之,建立一种生理指标稳定、模型重复性好、

简单易操作的血管性痴呆动物模型有助于我们对

血管性痴呆的发病机制、病理改变及临床症状的

认识。
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脂肪间充质干细胞在动物模型中的应用进展
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(黑龙江八一农垦大学动物科技学院,黑龙江 大庆　 163319)

　 　 【摘要】 　 干细胞被称为医学界的“万能细胞”。 随着医学技术的发展,治疗疾病的方法也在日益更新。 基于

脂肪间充质干细胞具有获取方便,且体外易扩增,伦理学争议小等优点,越来越多的研究人员将目光聚焦在脂肪间

充质干细胞上,因此脂肪间充质干细胞在动物模型上的应用也越来越多。 本文通过介绍较为典型小鼠疾病模型的

临床应用,分析了脂肪间充质干细胞对疾病的治疗作用,得出脂肪间充质干细胞可以通过分泌细胞因子、多向分

化,以及免疫调节来发挥多种类型疾病的治疗作用,以期为脂肪间充质干细胞的临床研究与应用提供参考。
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【Abstract】 　 Stem cells are known as the “ universal cells ” in medicine. With the development of medical
technology, the method for treating diseases are constantly being updated. Based on the advantages of adipose mesenchymal
stem cells ( i. e., they are easy to obtain, easy to amplify in vitro, and cause less ethical controversy), an increasing
number of researchers focus on this type of stem cells. Therefore, the application of adipose-derived mesenchymal stem cells
in animal models is more and more. This article introduces the clinical application of a typical mouse disease model,
analyzes the therapeutic effect of adipose-derived mesenchymal stem cells on the disease, and concludes that adipose-
derived mesenchymal stem cells can differentiate in many ways by secreting cytokines. Based on clinical research and the
application of adipose mesenchymal stem cells, immunomodulation may play a role in the treatment of many kinds of
diseases.
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　 　 间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
在皮肤、脂肪、肌肉、骨、骨髓、脐带、脐带血、胎盘、
羊水等中存在[1-2]。 间充质干细胞根据来源不同,

可分为骨髓间充质干细胞和脂肪来源等的间充质

干细胞。 间充质干细胞应满足国际细胞治疗协会

规定的三个标准:首先应具有贴壁性能;其次细胞
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表型也应符合规定,即 CD105、CD73、CD90 阳性,
CD45、 CD34、 CD14 / CD11b、 CD79a / CD19、 HLA-DR
阴性;最后还应具有分化为成骨细胞、脂肪细胞和

软骨细胞等多分化潜能[3]。 由于动物种属的不同,
间充质干细胞表型也存在差异,所以目前还没有统

一的标准[4]。
Friedenstein 等[5]于上世纪 70 年代发现间充质

干细胞,是世界上第一个发现和分离间充质干细胞

的学者。 间充质干细胞首次发现时被称为基质细

胞,到了 1991 年美国克利夫兰西地大学 Caplan 才

首次正式将该细胞命名为间充质干细胞。 而脂肪

间充质干细胞 ( adipose-derived mesenchymal stem
cells,ADMSCs)是 Zuk 等人于 2001 年首次分离并培

养的间充质干细胞,并证实了脂肪间充质干细胞是

从脂肪组织内血管周围分离的[6]。 脂肪间充质干

细胞在许多疾病的治疗中取得了很好的疗效,这使

得越来越多的研究人员开始应用脂肪间充质干细

胞进行实验研究并确保了其临床应用的安全性。
脂肪间充质干细胞由于其特殊的生物特性被应用

于治疗组织损伤的修复[7]、炎症[8]、自身免疫系统

病[9]、神经退行性疾病[10]等。 在这些疾病模型的治

疗中表现出了间充质干细胞治疗独有的特性。

1　 脂肪间充质干细胞在物理性皮肤病
上的应用研究
　 　 皮肤是防御病原体侵入机体发生感染的屏障,
更是缓冲外界对机体刺激作用的首要组织。 皮肤

创伤属于物理性皮肤病,皮肤的创伤包括烫伤、烧
伤以及其他因素所引起的组织损伤。 创伤面的愈

合是很复杂的生理过程,包括炎症反应、新组织的

形成和组织结构重建这三个阶段以及与不同的组

织细胞相互作用来完成伤口愈合。 创伤后,尽快愈

合创面可以有效抵抗外界病菌感染,减轻炎症反

应。 不恰当的创面治疗会使皮肤创面的愈合能力

变差,影响肉芽组织的生长。 很多报道已经证明了

脂肪间充质干细胞可以加快小鼠创面的愈合速

度[11-15]。 脂肪间充质干细胞受到损伤应激时,它分

泌的多种有益细胞因子如 IL-6 等会归巢到受伤部

位并进行修复,减轻炎症反应,增强皮肤愈合能力。

2　 脂肪间充质干细胞在慢性呼吸系统
疾病上的应用研究
　 　 慢性阻塞性肺病( chronic obstructive pulmonary
disease,COPD)特点为病程缓慢且易复发,造成肺损

伤,并伴有炎症症状。 该病为呼吸障碍疾病。 其病

因与吸入有害气体有关,如吸入过多的香烟烟雾或

有害气体均可引起发病。 研究人员发现,当发生慢

性阻塞性肺疾病时,脂肪间充质干细胞可以分化为

肺上皮细胞并表达其表面标记物[16],使其可以逃脱

免疫监视。 除此之外,脂肪间充质干细胞可以通过

归巢特性到达慢性肺阻塞性肺病的小鼠肺组织内

并存活,减轻肺组织病变[17-21]。 脂肪间充质干细胞

对慢性肺阻塞性疾病的主要作用是脂肪间充质干

细胞分泌的细胞因子可以调节减轻炎症反应,对肺

组织进行修复,从而改善小鼠的肺功能,达到对慢

性阻塞性肺病小鼠的治疗作用。

3　 脂肪间充质干细胞在免疫性疾病上
的应用研究
3. 1　 在系统性红斑狼疮中的作用

系统性红斑狼疮(systemic lupus erythematosus,
SLE)会导致免疫调节失衡及体内形成大量的抗体,
进而引起多个器官受到损伤。 该病为自身免疫系

统疾病,特点为多种免疫细胞因子异常活化。 在临

床上,研究红斑狼疮常用 MRL / lpr 小鼠作为疾病模

型来评估脂肪间充质干细胞对红斑狼疮的治疗效

果[22]。 脂肪间充质干细胞可以调节狼疮小鼠的免

疫功能并对免疫紊乱起调节作用[23-26],主要通过减

少系统性红白狼疮小鼠自身产生抗体,加强树突状

细胞增殖能力,促进 Th 细胞的转化,从而改变免疫

应答的类型,提高小鼠存活率。
3. 2　 在免疫性脑脊髓炎中的作用

免 疫 性 脑 脊 髓 炎 ( experimental allergic
encephalomyelitis,EAE)发生在中枢神经系统,其特

征是髓磷脂损失的自身免疫性疾病。 本病特点为

髓鞘再生机能丧失,神经元发生不可逆损伤,并破

坏血脑屏障。 研究人员通过建立自身免疫性脑脊

髓炎小鼠模型发现,脂肪间充质干细胞是促进髓鞘

再生及修复的有效方法,通过给小鼠注射脂肪间充

质干细胞,小鼠的神经功能缺损会下降[27-28]。 在建

立免疫性脑脊髓炎小鼠模型时,研究者还发现免疫

性脑脊髓炎小鼠脾脏的 Treg 细胞明显降低,且 Th1
型和 Th2 型细胞关系失衡[29]。 脂肪间充质干细胞

对免疫性脑脊髓炎的作用机制既包括机体免疫功

能异常时的免疫调节,又包括炎症环境时的抗炎修

复。 Th1 型细胞及单核细胞均会参与免疫性脑脊髓

炎小鼠的脱髓鞘过程,并会产生促炎因子如 TNF-α
和 IL-17 等,进而促进 T 细胞和巨噬细胞的活化,导
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致血脑平衡破坏,使炎性细胞进入大脑神经系统,
导致神经损伤。 而 Th2 型细胞会产生抗炎因子,这
些抗炎细胞因子的产生有助于免疫性脑脊髓炎病

程的延缓[30]。 脂肪间充质干细胞移植后,会使细胞

向 Th2 型细胞分化,改变体内微环境,进而抗炎,改
善神经功能,减少神经细胞发生损伤,并使中枢神

经系统内形成一种抑炎的微环境,从而起到对神经

髓鞘进行保护的作用,使其有望于成为免疫性脑脊

髓炎治疗的新方法。

4　 脂肪间充质干细胞在神经性疾病上
的应用研究
　 　 阿尔茨海默症(Alzheimer’s disease,AD)是一

种神经退行性疾病,本病主要的致病机制为 Tau 蛋

白和 β 淀粉样蛋白异常堆积造成中枢神经系统损

伤以及神经胶质细胞异常增生[31]。 脂肪间充质干

细胞主要通过分化成神经细胞并归巢到病变部位,
从而对此类神经性疾病发挥作用。 在小鼠模型中,
研究人员发现通过注射脂肪间充质干细胞可以促

进小胶质细胞活化,提高小鼠神经再生活性,促进

神经修复功能,进而缓解小鼠的病情进展[32-34]。 脂

肪间充质干细胞对神经退行性疾病作用是多方面

的,如促进神经细胞的修复和减轻炎症。 脂肪间充

质干细胞还可以治疗肌萎缩侧索硬化等神经性疾

病[35],对这些神经性疾病起作用可能是与脂肪间充

质干细胞的高分化潜能有关,脂肪间充质干细胞通

过分化为神经细胞,迁移到受损的神经细胞周围,
并对其进行修复,来达到延缓或缓解病情的作用。

5　 脂肪间充质干细胞在其他疾病上的
应用研究
5. 1　 在 1 型糖尿病中的作用

1 型糖尿病(diabetes mellitus type 1,T1DM)主

要特征是葡萄糖代谢紊乱及胰岛素分泌异常从而

引起机体血糖升高及一系列并发症,该病是一种代

谢性疾病。 实验研究发现,注射脂肪间充质干细胞

可以使 1 型糖尿病动物模型的血糖快速降低[36]。
以前的研究证明了间充质干细胞对 1 型糖尿病起治

疗作用[37-39],这可能是因为脂肪间充质干细胞可以

分化为胰岛细胞并增强胰岛细胞分泌胰岛素能力,
加快肝脏代谢葡萄糖的速度,进而降低血糖水平,
达到治疗 1 型糖尿病的作用。
5. 2　 在脑损伤中的作用

脑损伤(brain injury)是由于脑神经元受到不可

逆损伤而引起的。 有研究报道了脂肪间充质干细

胞可以对冻伤大鼠脑损伤起作用[40]。 通过静脉注

射脂肪间充质干细胞,脂肪间充质干细胞可以通过

血脑屏障迁移到损伤部位,并可以在脑组织中扩

散,促进受损脑组织中神经细胞因子的分泌,使脑

损伤区细胞凋亡减少,修复受损部位,减轻炎症反

应,使神经功能明显改善,进而对脑损伤起到治疗

作用。

6　 展望

脂肪间充质干细胞除对上述疾病有治疗作用

外,还可以治疗肝损伤、肾衰竭、肾病综合征、放射

性疾病等。 脂肪间充质干细胞在炎症中的积极作

用为大家所认可,间充质干细胞可以分泌大量抑炎

因子进行抗炎,同时在炎症及损伤刺激下也会分泌

许多其他的细胞因子来调节炎症反应,进而实现对

疾病的抗炎修复。 脂肪间充质干细胞在免疫性疾

病中也表现出了积极的治疗作用,脂肪间充质干细

胞可以活化免疫细胞,如其中激活的淋巴细胞,它
可以增强免疫耐受,减轻免疫反应,对疾病进行治

疗。 对于其他疾病,脂肪间充质干细胞可以分化成

所需的细胞,并分泌多种细胞因子对疾病发挥治疗

作用。 在未来,脂肪间充质干细胞对疾病的作用机

制也将变得越来越全面,从而推动医学的发展,使
其达到一个新的阶段。
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不同染毒方式构建镍损伤动物模型的研究进展
杨晶晶,陈慧∗

(甘肃省兰州市兰州大学第二医院·第二临床医学院, 兰州　 730000)

　 　 【摘要】 　 镍(nickel)是人类在生活和生产中广泛接触的一种金属元素,是人体必需的微量元素,但其过量蓄

积会对人体产生危害。 目前镍中毒后对人体造成损伤的机制尚不明确,仍需进一步研究和探讨,而镍损伤中毒模

型是研究镍损伤发生机制和治疗的基础。 不同镍损伤中毒模型的制备特点不尽相同,应根据不同实验目的来选择

不同的实验动物模型,本文对目前常用的几种建模方法进行综述。
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Research progress on animal models of nickel-induced damages
constructed using different poisoning methods
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【Abstract】　 Nickel is a metal that humans are often exposed to during production and daily life. It is an essential
trace element in the human body, but in excess, it can harm the body. The exact mechanism of damage caused by excessive
nickel exposure remains unclear, but is related to complex cellular and molecular mechanisms. The model of nickel-induced
damages forms the basis for studying the mechanisms treatment of nickel-induced damages. The preparation characteristics
of different models of nickel poisoning damage are similar, thus, experimental models should be selected according to the
experimental purpose. This paper reviews several commonly used methods of modeling nickel poisoning.

【Keywords】　 poisoning method; nickel-induced injury; model building
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　 　 镍(nickel)作为人体必需的微量元素,每日摄

入量约为 0. 3 ~ 0. 5 mg,总量约为 10 mg,可促进心

肌细胞生长和修复,对维持血管结构和稳定性有一

定作用,同时还可促进红细胞的生成。 但大量研究

结果表明镍化合物对人体有较大危害,镍蓄积过量

常见于镍污染地区或镍矿冶炼工人。 其可引起呼

吸道及皮肤等的炎症反应、神经衰弱和系统功能紊

乱等,同时具有致癌、致畸和致突变等危害,可对呼

吸系统、生殖系统、内分泌系统和免疫系统等多个

系统产生影响。 镍化合物主要通过引发氧化应激、
DNA 甲基化和阻碍 DNA 修复等导致 DNA 损伤,引
起基因异常表达[1]。 动物镍损伤中毒主要表现为

实验动物行为学改变,饮食、体重下降,组织镍浓度

升高,出现病理变化,以及凋亡蛋白上调和氧化应
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激水平增高等,急性镍损伤中毒表现为急性炎症反

应的临床表现。 根据不同研究目的,采用不同镍给

予方式,产生损伤的器官、组织效应和程度各不相

同。 因此,选择一种合适的建模方式是实验过程中

至关重要的环节。

1　 镍化合物损伤动物模型

1. 1　 镍化合物腹腔注射方法染毒　 　
镍化合物腹腔注射染毒主要包括 硫 酸 镍

(nickel sulfate, NiSO4 ) 和氯化镍 ( nickel chloride,
NiCl2)。 镍化合物是电镀镍和化学镍的主要镍盐,
是硬化油生产中油脂加氢的催化剂,可用作维生素

C 氧化反应的催化剂,及各种防毒面具的原料。 镍

化合物腹腔注射是常见的构建镍中毒模型的方式,
Ni2+主要通过诱发氧化应激和 DNA 甲基化等方式

破坏 DNA 的完整性,导致 DNA 链的断裂、DNA-蛋
白交联及形成 DNA 加和物等,使得相关基因的表达

缺失和抑癌基因沉默,使细胞易于癌变[2]。 孙应彪

等[3]将 1. 25、2. 5 和 5 mg / kg 的 NiSO4 连续 14 d 注

射至 Wistar 大鼠腹腔,大鼠睾丸组织中镍含量增

高,抑制组织一氧化氮合成酶(NOS)活力的同时引

起 NO 含量下降,呈明显剂量-效应关系;并影响睾

丸功能而引发性激素 LH 的含量降低,而出人意料

的是,T、FSH 的含量也降低,可能是由于镍过量导

致大鼠下丘脑-垂体轴功能紊乱,需进一步实验验

证。 Doreswamy 等[4]采用 1. 25、2. 5 和 5 mmol / 100 g
剂量的 NiCl2 注射 CFT-Swiss 小鼠腹腔内,小鼠睾丸

组织出现 DNA 损伤,氧化应激水平增高,且精子的

成活率下降,呈明显的剂量-依赖关系。
1. 2　 镍化合物呼吸道吸入方法染毒

1. 2. 1　 羰基镍呼吸道吸入染毒

羰基镍(nickel tetracarbonyl, Ni(CO) 4)是一种

金属有机化合物,由镍和 CO 在一定条件下形成,是
一种剧毒物品。 与空气混合、遇热、震动和摩擦可

引起爆炸,遇明火、高温和氧化剂后可燃,遇热、遇
酸放出有毒气体。 动物暴露于羰基镍蒸气,肺脏损

害最严重,可并发严重的肺泡水肿、充血和细胞肿

胀变性;并有全身毒性作用,可导致肝、肾和脑损

害,造成全身多器官功能衰竭[5]。 罗琴等[6] 采用

20、135 和 250 mg / m3 的羰基镍使 SPF 级 SD 大鼠吸

入染毒,发现大鼠肾脏 DNA 损伤,呈明显的剂量-
效应关系,肾脏超微结构在高剂量时有部分改变。
尚慧等[7]使 SPF 级 SD 大鼠在 24、48、72 h 和 7 d 吸

入 20、135 和 250 mg / m3 羰基镍,检测血液中镍浓

度,发现血清镍含量与吸入浓度呈明显的剂量-效
应关系,因此,血清镍含量可作为急性羰基镍中毒

的参考指标。 羰基镍吸入方法常用于急性镍中毒

模型的建立和镍对肺、肾等腺体影响的研究[8]。 但

此种方法不能精确计算动物摄入羰基镍的实际含

量,且容易因吸入剂量不易控制而造成动物死亡,
影响实验结果。
1. 2. 2　 镍冶炼烟尘气管内滴注染毒

镍冶炼烟尘是镍在冶炼、提取过程中产生的废

气,是工人在岗期间直接接触到的镍化合物,其相

关研究可明确镍冶炼过程中产生的废气对工人身

体的损害部位以及程度。 杨越等[9] 将镍冶炼烟尘

以 0. 5、1. 0、2. 0 和 4. 0 mg / kg 对 Wistar 大鼠气管内

滴注 2 d,结果表明镍冶炼烟尘引起大鼠肺组织的氧

化损 伤, 同 时 诱 导 凋 亡 相 关 蛋 白 p-JNK、 Bax、
Caspase-9 和 Caspase-3 的表达上调,最终导致细胞

凋亡。 此种方法可以模拟作业工人在遭受镍环境

污染时身体的变化情况,然而镍冶炼烟尘中含有较

多杂质,表现出来的损伤可能是多种物质的共同

作用。
1. 2. 3　 纳米氧化镍置于气管内染毒

纳 米 氧 化 镍 ( nickel oxide nanoparticles,
NiONPs)是绿色至黑绿色立方晶系粉末,加热后变

黄色。 溶于酸和氨水,而不溶于水和液氨。 主要用

作搪瓷的密着剂和着色剂,陶瓷和玻璃的颜料,以
及用于制造镍盐原料等。 空气中最高容许浓度:二
价镍氧化物为 0. 5 mg / m3(以镍计)。 生产时操作人

员要戴防毒口罩及面具,接触镍化合物的人员要定

期检查肺功能、肝功能和肾功能等。 Chang 等[10] 将

氧化纳米镍溶液 0. 015、0. 06 和 0. 24 mg / kg 连续 6
周滴入 Wistar 大鼠气管中,导致大鼠肺脏纤维化,
表现为羟脯氨酸,I 型和 III 型胶原的含量增加,组
织病理学显示肺脏纤维化。 Bai 等[11] 将 10、20、50
和 100 μg 的氧化纳米镍放置于 BALB / c 小鼠支气

管,发现小鼠肺脏组织实变且出现纤维化。
1. 3　 镍化合物经消化道方法染毒

1. 3. 1　 镍化合物经口腔摄入染毒

镍化合物主要通过摄入被镍污染的食物或水

进入人体。 在镍污染严重地区,镍化合物经口进入

体内是当地人镍暴露的主要原因之一[12-13]。 Yin
等[14]将 300、600 和 900 mg / kg 的 NiCl2 加入艾维茵

肉鸡的饲料中,分别于第 7、14、21、28、35 和 42 天分
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别处死实验动物,结果表明,镍暴露肉鸡的饮食及

体重明显下降,且发现实验组淋巴滤泡中淋巴细胞

减少,呈明显的剂量-效应和时间-效应关系。 Wu
等[15]将 300、600 和 900 mg / kg 的 NiCl2 加入艾维茵

肉鸡的基础玉米-大豆食物中,发现 NiCl2 可减少小

肠和盲肠扁桃体中 IgA+B 细胞的数量和 sIgA、IgA、
IgG 和 IgM 的含量,提示肠黏膜中的体液免疫功能

受损,NiCl2 在动物体内具有肠黏膜体液免疫毒性。
经消化道染毒可以反映在镍污染严重地区,当地居

民经口摄入较多镍化合物时体内受到的影响,但这

种方法不易准确计算实验动物摄入镍的具体量。
1. 3. 2　 镍化合物灌胃染毒

Rao 等[16]将 8、16 mg / kg 的 NiCl2 通过灌胃的

方法注入 Swiss albino 小鼠体内,导致小鼠体重减

轻,体内脂质过氧化物(LPO)的水平升高,同时谷胱

甘肽(GSH)、总抗坏血酸水平以及超氧化物歧化酶

(SOD)和过氧化氢酶活性显著下降。 李湛等[17] 将

放射性同位素标记的镍化合物通过灌胃方式注入

SPF 级 SD 大鼠体内,观察镍化合物在大鼠体内的

分布情况,结果表明,长时间摄入后,大鼠毛发、肠
道、脑组织和胰腺等器官中镍含量明显高于对照

组。 灌胃染毒方式与口服相似,优点是可以较准确

的控制动物染毒剂量,但其与生理摄入方式有所不

同,是否会影响染毒部位与效果目前还不清楚,需
要进一步实验验证。
1. 4　 镍及其合金植入体内组织方法染毒

镍及其金属化合物植入实验动物体内后,Ni2+

析出使实验动物脏器内组织镍含量增高,导致细

胞和组织的过敏、中毒等反应[18] 。 接受镍及其合

金植入后,Wistar 大鼠表现为内视网膜向视盘大部

分突出,形成大面积褶皱;肾脏肾小体大小不一,
可有肥大,肾小球内细胞增多,囊腔狭窄,部分囊

腔内可见粉红色均质物质沉积[19] 。 镍合金相关医

疗材料植入体内是当今医学中常采用的医疗手

段,主要应用于骨科、齿科的固定和矫形过程以及

心血管系统的支架中[20-21] 。 该领域的研究成果有

助于当今含镍医疗器械产品生物安全性的发展和

改进。
1. 5　 镍化合物皮肤接触刺激方法染毒

人体皮肤直接接触的镍化合物制品常见于日

常生活中不锈钢制品的用具以及女性的廉价装饰

品中[20],研究表明人体接触镍合金制品对人体皮肤

有刺激作用,镍化合物作为一种变应原可在皮肤引

起变应性接触性皮炎。 魏若尧等[22] 将 5% ~ 5%硫

酸镍、10% ~ 10%硫酸镍和 10%硫酸镍单次刺激组

连续 3 d 涂抹于 C57BL / 6 小鼠皮肤表面,小鼠出现

表皮增厚、水肿,刺激性红斑,糜烂渗出及结痂,镍
化合物刺激皮肤出现炎性细胞浸润等病理变化,且
高剂量组中白细胞介素-4 水平明显增高。
1. 6　 其他染毒方式

其他染毒方式还包括静脉注射染毒、不同镍化

合物联合染毒、不同染毒部位共同染毒,其他镍化

合物染毒等多种染毒方式。 不同染毒方式的作用

效果与染毒作用部位可能不同,实验者可以根据不

同染毒目的选择合适的染毒方式。

2　 镍化合物细胞损伤模型

2. 1　 不可溶性镍化合物细胞损伤

不可 溶 性 镍 化 合 物 主 要 为 硫 化 镍 ( nickel
sulfide, NiS)和氧化镍(Nickel oxide, NiO),溶于二

甲基亚砜经稀释后作用于细胞,直接观察镍化合物

对细胞的毒性作用。 王婷等[23] 将 1. 0、2. 0 和 4. 0
μmol / L 的 NiS 溶解后作用于支气管上皮细胞 24 h,
细胞中活性氧 (ROS) 和促氧化应激因子丙二醛

(MDA) 水平增高,抑制氧化应激的因子 SOD 和

GSH-Px 水平降低,表明 NiS 可以通过激活细胞氧化

应激,最终导致细胞损伤。 张岚等[24] 利用结晶型

NiS 恶性转化人支气管上皮细胞 16HBE 株,证明结

晶型 NiS 通过细胞自噬诱导 16HBE 细胞转化癌变。
硫化镍直接作用于细胞可直接观察细胞在镍化合

物的作用下受到的损伤情况,因此,可以忽略体内

其他因素对细胞的影响。
2. 2　 可溶性镍化合物细胞损伤

可溶性镍化合物主要包括 NiSO4 和 NiCl2,溶于

生理盐水或细胞培养基后可直接作用于细胞,直接

反映镍化合物的细胞损伤作用。 研究表明,镍化合

物主要通过抑制抗细胞凋亡蛋白 Bcl-2 和激活促细

胞凋亡蛋白 Bax 来诱导细胞凋亡和增强氧化应激等

损伤细胞。 关聪会等[25] 将 62. 5、125、250、500 和

1000 μmol / L 镍化合物直接作用于睾丸间质细胞 3、
6、12、24、36 和 48 h 后,睾丸间质细胞增殖受到抑

制,呈现剂量-效应关系、时间-效应关系,且镍化合

物干预组中细胞毒性标志物乳酸脱氢酶(LDH)明

显增高。 张贵等[26] 将 1000、500、250、125、62. 5 和

31. 25 μmol / L 镍化合物作用于内皮细胞 72 h,内皮

细胞形态改变,凋亡率增高,LDH 明显增高。 高晓
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洁等[27]将纳米镍作用于大鼠睾丸生精-支持共培养

细胞,实验组细胞存活率降低,细胞核或细胞质内

出现浓染致密的颗粒状荧光及明显核形态变化,染
毒组细胞凋亡率增高,且与凋亡相关的 lncRNA 数

量亦增高。 细胞毒性研究显示,NiSO4 比 NiCl2 呈现

更强的细胞毒性,体外诱发细胞恶性转化的能力的

比较中,NiCl2 的恶性转化能力最强,NiSO4 强于结

晶型硫化镍[28];等剂量的 NiSO4 诱发细胞突变的能

力强于 NiCl2;两者致微核形成率均较强[29]。

3　 不同染毒方式镍损伤的造模成功
标准
　 　 不同的染毒方式引起的损伤部位及损伤程度

不同,不同实验目的决定了所选染毒方式,但目前

尚无每种染毒方式造模成功的通识。 因此,本文对

不同染毒方式所致镍损伤特征进行总结。 ①腹腔

注射染毒方式所致镍损伤特征为:实验动物饮食与

体重下降,体内性腺激素、垂体激素等水平改变,组
织镍浓度增高,DNA 损伤,氧化应激水平增高,细胞

凋亡增加。 ②呼吸道染毒方式所诱发镍损伤特征

为:实验动物肺脏损害严重,可并发严重的肺泡内

水肿、充血及细胞肿胀变性,并有 DNA 损伤,同时肺

组织出现氧化损伤,诱导凋亡蛋白的高表达。 ③消

化道染毒方式所致镍损伤特征为:实验动物消化道

组织内镍含量增高更明显,肠道免疫细胞数量减

少,免疫功能下降,且实验动物体内组织结构发生

改变,呈明显的剂量-效应、时间-效应关系。 ④组

织中植入镍合金染毒方式中,镍损伤特征为:实验

动物脏器组织内镍含量增高,多个器官出现病理改

变。 ⑤皮肤直接接触引起镍损伤的特征为:实验动

物表皮增厚、水肿,刺激性红斑,糜烂渗出及结痂,
出现炎性细胞浸润等病理变化,且体内炎症因子水

平增高。 ⑥镍化合物直接作用于体外细胞的镍损

伤特征为:细胞存活率降低,细胞核或细胞质内出

现浓染致密的颗粒块状物质及明显核形态变化,细
胞凋亡率升高,与凋亡相关的蛋白表达增加,激活

细胞氧化应激,促进细胞癌变。 镍损伤判断标准可

能主要通过实验动物临床中毒表现,脏器指数下

降、组织内镍浓度增加,出现病理变化,凋亡蛋白增

高和氧化应激水平增高以及促进细胞癌变引起细

胞凋亡等判断。

4　 讨论

迄今为止,建立镍损伤的方法越来越丰富多

样。 已有的镍中毒的相关研究,揭示了不同染毒方

式下对机体不同组织器官产生不同程度的影响,进
而产生不同的生物学效应。 但是动物 /细胞内损伤

模型制作尚不能完全模拟人体受到镍损伤的病理

生理过程,而且,目前建立的镍损伤模型与人体长

期镍暴露受到的损伤程度与损伤部位也不尽相同。
目前镍损伤相关研究表明,镍损伤对机体造成损害

可能主要与激活细胞凋亡蛋白,导致细胞 DNA 损

伤,促进细胞凋亡,增强氧化应激,以及通过细胞自

噬途径诱导细胞癌变等对机体造成损伤。 有研究

表明,Ni2+作为一种内分泌干扰物,其过量对内分泌

腺体有一定损伤,镍可通过直接或间接或通过中枢

神经系统中心和信号传导机制影响内分泌腺。 体

内镍含量过高,会造成机体内分泌激素分泌紊乱,
如皮质醇、甲状腺激素及性腺激素等,甲状腺激素

水平紊乱造成甲状腺功能异常,性腺激素分泌异常

引起不孕以及精子成活率低,还有研究表明,镍暴

露与糖尿病发病率有一定关系。 同时镍暴露会对

内分泌腺组织结构产生影响,会造成甲状腺滤泡增

生[30]。 镍中毒模型与长期镍暴露的影响还有待进

一步探讨,因此,探索一种有效的建模方式可以有

效的研究镍暴露作用于不同系统对人体产生的影

响,以便有效的预防镍损伤对人体带来的生物学损

伤和危害。
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人甲状腺癌细胞株移植免疫缺陷鼠建模的
影响因素研究进展
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　 　 【摘要】 　 甲状腺癌在内分泌恶性肿瘤中居于首位。 甲状腺癌细胞株移植免疫缺陷鼠模型是人类甲状腺癌的

一个缩影,对甲状腺癌的发病机制、药物治疗及131 I 治疗的机制等研究都有重要的意义。 了解和熟知甲状腺癌免疫

缺陷鼠建模过程中实验动物选择、关键实验操作,以及明确实验动物碘营养状况和血清促甲状腺激素水平等关键

影响因素可以有效提高建模成功率。 因此,本文就影响人甲状腺癌细胞株移植免疫缺陷鼠建模成功的相关因素做

一简要综述。
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Analysis of factors influencing the modeling of immunodeficient mouse or
rat models transplanted with human thyroid cancer cell lines
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(Department of Nuclear Medicine,the Second Hospital of Shanxi Medical University, Taiyuan 030001,China)
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【Abstract】 　 Thyroid carcinoma ranks first among the malignant endocrine tumors. Immunodeficient mice or rat
models of thyroid cancer-cell-line transplantation represent microcosms of human thyroid cancer, which are of great
significance for the study of the pathogenesis of thyroid cancer, drug therapy and the mechanism of iodine-131 treatment.
Understanding the key influences in the modeling of thyroid cancer immunodeficient mice or rats could improve the success
rate of modeling. Therefore, the factors affecting the successful modeling of human thyroid cancer cell-lines in
immunodeficient mice and rats are briefly reviewed in this paper.

【Keywords】　 thyroid carcinoma; xenograft model; thyroid stimulating hormone; iodine; mouse; rat
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　 　 甲状腺癌是一种常见的内分泌恶性肿瘤,其发

病率逐年增高,我国肿瘤登记中心相关数据表明,
近年来,甲状腺癌位居城市地区女性恶性肿瘤第 4

位,据估计未来我国甲状腺癌发病率将以每年 20%
的速度不断增长[1]。 应用甲状腺癌免疫缺陷鼠模

型的动物实验在研究甲状腺癌的发病机制、发展过
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程及有效治疗方法等方面作用重大。 因此,如何成

功建立有效的人甲状腺癌免疫缺陷鼠模型是实验

顺利进行的基础。 本文就影响人甲状腺癌细胞株

移植免疫缺陷鼠建模成功的相关因素做一简要

综述。

1　 一般影响因素

1. 1　 肿瘤细胞株

1. 1. 1　 肿瘤细胞株种类

目前用于细胞水平及移植动物模型研究的甲

状腺癌细胞株种类众多,根据分化类型可分为分化

型甲状腺癌细胞株和未分化型甲状腺癌细胞株,而
同等数量未分化或分化程度低的肿瘤细胞较分化

程度高的肿瘤细胞接种时造模成功率更高。 国内

学者[2]通过建立不同分化程度的甲状腺癌免疫缺

陷小鼠模型,评估其对化疗敏感性的研究显示,低
分化及未分化甲状腺癌造模成功率相对高于乳头

状甲状腺癌,说明肿瘤细胞的分化程度与建模能否

成功密切相关。 出现此类现象,与肿瘤细胞的恶性

程度有关,肿瘤细胞分化程度越低其恶性程度越

高。 肿瘤细胞的增殖不同于正常细胞有自限性,且
随着肿瘤细胞恶性程度的增加,其自身增殖能力增

强,接近无限性增殖,因此造模成功率较高。
1. 1. 2　 肿瘤细胞株的接种

接种的肿瘤细胞数量应介于 1×105 ~1×106 / 0. 1
mL,每只 0. 2 mL[3],因此接种时应进行多次细胞计

数取均值、“Z”字形进针以防止注射后细胞外溢,来
确保移植细胞数量的准确性;接种的肿瘤细胞应选

择处于对数生长期的细胞,胰酶消化贴壁细胞时应

注意消化时间不应过度消化,保证细胞存活率 >
90%,以避免肿瘤细胞移植失败或移植后细胞变异。
1. 1. 3　 移植方式

肿瘤细胞接种成功与否决定了造模的成败,其
主要影响因素包括接种的细胞状态、数量级方式。
根据实验目的不同接种方式可分为皮下接种、原位

移植和静脉或心脏注射肿瘤细胞株等。 皮下接种

便于观察免疫缺陷鼠成瘤情况,对实行不同干预条

件的实验对象有更直观的评估。 皮下接种时,以近

头侧皮肤松弛部较近尾侧成功率高且成瘤体积大,
最佳注射部位为腋窝中部外侧皮下[4],注射时以形

成一个突起的皮丘为宜。 原位移植的甲状腺癌免

疫缺陷鼠模型能更准确的模拟肿瘤的生长情况,
Morrison 等[5], 利用未分化甲状腺癌 ( anaplastic

thyroid cancer, ATC)细胞株 8505C、T238 及乳头状

甲状腺癌(papillary thyroid cancer, PTC)细胞株 K1 /
GLAG-66、BCPAP,以浓度为 1×105 / 0. 1 mL,每只

0. 5 mL,借助显微镜寻找免疫缺陷小鼠甲状腺后进

行腺体内注射,于 4~5 周后以大于 90%的造模成功

率建立了甲状腺癌免疫缺陷小鼠原位移植模型。
原位移植的甲状腺癌免疫缺陷小鼠模型的建立对

操作者的专业素质要求较高,造模过程中常因找不

到正常甲状腺组织而使原位移植造模失败。 静脉

或心脏注射肿瘤细胞株是制作远处转移瘤模型的

有效方法,对研究肿瘤在体内的生物学行为及转移

瘤的治疗等有极大的价值,相关学者[6]利用 ATC 细

胞株 8505C、C-643、SW-1736 及滤泡状甲状腺癌

(follicullar thyroid cancer, FTC)细胞株 FTC - 133、
FTC-236 等,经 8~12 周的 SCID 免疫缺陷小鼠尾静

脉注射 0. 2 mL 含 3×104 ~7. 5×105 个肿瘤细胞的细

胞悬液,成功建立了甲状腺癌肺转移及骨转移模型。
目前国内外已有部分学者逐渐将免疫缺陷大

鼠应用于人源性肿瘤组织异种移植模型中,如彭秀

华等[7]为评价涉及肝、血管等外科操作的肝转移治

疗模式,成功地在 26 只 5 周龄裸大鼠 ( rnu / rnu)
(Crl:NIH-Foxnl)体内建立了人结肠癌细胞肝转移

模型;贾罗琦等[8]为获得较大的瘤组织及利于手术

操作,成功建立了 10 只 4 ~ 5 周龄健康雌性裸大鼠

(rnu / rnu)乳腺癌皮下移植瘤模型;国外学者[9]采用

3 ~ 5 周龄雄性裸大鼠(NIH-rnu)成功建立了原位

非小细胞肺癌裸大鼠模型。 综上所述,因大鼠甲状

腺体积大于小鼠的甲状腺组织,在甲状腺癌原位移

植模型建立过程中应用免疫缺陷大鼠可有效降低

手术操作困难程度,进一步提高造模成功率。
1. 2　 免疫缺陷鼠

1. 2. 1　 免疫缺陷鼠

免疫缺陷鼠是指由于先天性遗传缺陷或用人

工方法造成免疫系统一种或多种成分缺陷的小鼠

或大鼠,在研究人类许多疾病机理、研发药物、器官

移植等工作中有重要的作用。 自 1968 年相关科学

家发现裸小鼠无正常胸腺、外周血淋巴细胞数量稀

少以来,科学家们培育出了多种免疫缺陷鼠杂交品

系,其中有免疫缺陷小鼠及免疫缺陷大鼠,如:多种

免疫细胞缺陷的 SCID 小鼠、B-nsg 小鼠、FPG 大鼠

及 F344RG 大鼠等。
如前所述,近年来国内部分异种移植模型的研

究中应用了裸大鼠,目前成功造模的免疫缺陷大鼠
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异种移植肿瘤有黑色素瘤、恶性胶质瘤、结肠癌、肺
癌、乳腺癌、子宫内膜癌、肝癌等。 免疫缺陷小鼠较

免疫缺陷大鼠在造模应用方面更为普遍,且具有价

廉、易饲养、成本低、来源广及造模成功率高等特

点,但近年来免疫缺陷大鼠的应用在逐渐增多。 虽

然免疫缺陷大鼠较免疫缺陷小鼠费用昂贵且在饲

养等方面维持经费高,但是由于免疫缺陷大鼠与免

疫缺陷小鼠生物学特性相似,且体型较大、适应性

强、皮下成瘤体积大、取血量多、便于手术操作以及

便于影像学观察等优势,在国外大量研究中,免疫

缺陷大鼠在各类人类肿瘤的异种移植、药物研究、
用于整形的皮肤移植等领域已得到广泛地应用[10]。
而在用于多学科异种肿瘤研究方面,尤其是影像学

评价时,免疫缺陷大鼠肿瘤模型具有明显优势。
1. 2. 2　 鼠龄及生长环境

大部分免疫缺陷鼠并非完全缺乏免疫细胞,比
如无胸腺裸鼠,体内几乎无 T 淋巴细胞,但 NK 细胞

和 B 淋巴细胞活性仍然很高,而免疫缺陷鼠生长环

境无法绝对无菌化,随着鼠龄的增加环境中的感染

源可刺激其体内 NK 细胞等免疫细胞的活性增加,
从而影响移植瘤免疫缺陷鼠模型的成功制作。 3 周

龄及以下的幼龄鼠虽较 6 ~ 8 周龄的成年鼠更易成

瘤,且瘤体侵袭性及转移性更高,但幼龄鼠发育不

成熟,成瘤后死亡率较高,且不便于观察及进行后

续实验研究。 因此,从成瘤率和实验便利性角度出

发,在相对无菌的通风清洁 SPF 级环境中,饲喂的 6
~8 周龄的成年免疫缺陷鼠将成为最佳人肿瘤细胞

接种鼠。

2　 特异影响因素

2. 1　 免疫缺陷鼠的血清促甲状腺激素水平

促甲 状 腺 激 素 ( thyroid stimulating hormone,
TSH)具有促进甲状腺滤泡上皮细胞增生、合成与分

泌甲状腺激素等作用,在免疫缺陷鼠中 TSH 增高有

助于肿瘤细胞的增殖。 相关临床研究显示[11],TSH
水平在分化型甲状腺癌患者中明显高于良性甲状

腺结节患者;且 TSH 浓度与分化型甲状腺癌发病率

及淋巴结转移有明显的相关性;另外,当 TSH 水平

升高,病变肿瘤体积也相应变大,提示血清 TSH 水

平不仅对甲状腺癌的发生、发展有相关性,并且也

是影响肿瘤生长体积的一个重要因素。
有研究者[12]将浓度为 1×106 / 0. 1 mL 的人乳头

状甲状腺癌细胞(TPC-1)皮下接种于 35 只雄性裸

小鼠(BALB / c-nu / nu)颈背部,同时分为 7 组,给予

不同浓度的重组人促甲状腺激素,观察 16 d;结果显

示,当作用的 TSH 达到一定浓度时,裸鼠成瘤速度

较其他相关建模实验[13]明显加快(第 3 天成瘤),且
成瘤速度及肿瘤的体积与 TSH 浓度有相关性;同
时,该实验用放射免疫法对瘤组织中的甲状腺球蛋

白(thyroglobulin,Tg)进行测定,结果显示 Tg 的浓度

与肿瘤体积的大小呈正相关。
目前对于 TSH 在甲状腺癌发生发展中的具体

作用机制没有明确的定论,但相关临床研究及动物

实验表明[14],正常生理情况下,TSH 与位于甲状腺

滤泡基底膜的促甲状腺激素受体( thyroid stimulating
hormone receptor, TSHR)结合,通过腺苷酸环化酶,
引起 c-AMP 信号通路级联,调节甲状腺碘处理基

因: Tg、 甲 状 腺 过 氧 化 物 酶 ( thyroid peroxidase,
TPO)、钠碘转运体(sodium iodide symporter, NIS)等
的表达;而在分化型甲状腺癌中 TSH 通过结合血管

内皮生长因子、细胞生长因子及胰岛素样生长因子

等细胞因子,引起受体功能区内基因的突变,致使

其下游信号分子异常表达,直接或间接诱导分化型

甲状腺癌( differentiated thyroid cancer, DTC) 的发

生,促进 DTC 癌细胞的增殖分化、侵袭和转移;同
时,TSH 可能会通过影响相关氧化蛋白酶信号通路

诱导分化型甲状腺癌的发生和发展。
因此,在人甲状腺癌细胞株移植裸鼠模型建

立过程中,一定浓度的血清 TSH 水平,对提高建

模的成功率,加快免疫缺陷鼠成瘤有重要的意

义,同时可减少接种所用癌细胞量,相对降低实

验成本。
对于提高免疫缺陷鼠血清 TSH 水平的方法

有:肌肉注射重组人促甲状腺激素;在建立异种甲

状腺癌模型前先使免疫缺陷鼠甲状腺功能降低或

缺失,即先建立甲减免疫缺陷鼠模型,利用甲状腺

激素分泌的负反馈调节作用使免疫缺陷鼠血清

TSH 水平升高可增加建模成功率。 对于成年的免

疫缺陷鼠甲减模型的制备可根据具体实验需求及

实验条件选用以下三种方法:药物诱导甲减模

型[15] ,131I 诱导甲减模型[16] 及甲状腺切除甲减

模型[17] 。
2. 2　 免疫缺陷鼠的碘营养状态

碘是调节人体甲状腺发育和功能的重要元素。
碘不仅维持正常的甲状腺细胞同源异型增生,而且

对甲状腺癌的发生也有一定的影响。 更重要的是,
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碘可以诱导甲状腺癌细胞的细胞周期阻滞和

凋亡[18]。
相关研究显示[19],碘摄入量与甲状腺疾病发生

发展的关系呈 U 型曲线,碘摄入不足和过量均会导

致甲状腺癌的发生;其中慢性碘缺乏一直被认为是

滤泡状甲状腺癌的危险因素[20];而在既往碘缺乏的

地区,在碘预防前后的研究中表明,补充碘可能会

增加甲状腺乳头状癌的发病率[21]。 碘缺乏引起的

甲状腺癌组织病理学和激素水平变化与碘缺乏引

起高甲状腺素血症的机制是一致的,这种机制是通

过下丘脑-垂体-甲状腺轴的负反馈机制使 TSH 分

泌增加来实现的。 同时,低水平的碘可以通过促进

活性氧而导致 DNA 损伤和突变,在一些致癌因素,
如辐射及化学药物等存在时可促进肿瘤的发生[22]。
然而,过量碘的促肿瘤机制还没有得到很好的研究。

在关于碘营养状态与甲状腺癌关系的动物实

验研究中发现,低碘饮食的雌性大鼠 TSH 升高,
54%~100%大鼠发生甲状腺肿瘤,主要是滤泡状腺

瘤和滤泡状癌。 用高碘饮食(约碘 120 mg / d)喂养

大鼠 9 个月,发现 40%实验鼠甲状腺重量增加,但没

有肿瘤发生[23]。
韩国是一个碘含量丰富的地区,据统计[24] 韩国

是世界上甲状腺癌发生率最高的国家之一。 因此

有学者研究了碘摄入量与甲状腺癌在韩国甲状腺

结节患者之间的关系[25],结果发现 1170 名甲状腺

结节患者中 18%经手术证实为甲状腺癌,而其中

98%的患者被确诊为甲状腺乳头状癌,且其尿碘值

均高于世界卫生组织的标准(100~199 μg / L)。
因此,在制作人甲状腺癌细胞株移植免疫缺陷

鼠模型过程中,可根据所接种细胞株的种类不同对

免疫缺陷鼠碘营养状况进行人为干预,以促进肿瘤

形成。
甲状腺癌细胞株移植免疫缺陷鼠模型是人类

甲状腺癌的一个缩影,对甲状腺癌的发病机制、药
物治疗及131 I 治疗的机制等研究都有重要的意义;
了解和熟知甲状腺癌免疫缺陷鼠建模过程中实验

动物的选择、关键实验操作,以及明确实验动物血

清 TSH 水平和碘营养状况等关键影响因素可以有

效提高建模成功率,一个高效且成功的甲状腺癌动

物模型可以缩短实验时间,节约实验成本,使研究

者更好的完成实验研究内容,对研究甲状腺癌的防

治措施至关重要。
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