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营养性肥胖大鼠模型肠道菌群的微生物多样性分析

李宏睿1#,张德琴2#,金晓蕾1,唐　 骁1,王大文1,高　 雪1,辛鹏飞1,何进程1,
麻富斌1,周彩云1,孙晓玮1∗,张建刚1∗

(1.兰州大学基础医学院病理学研究所,兰州　 730000; 2.山丹县人民医院内科,甘肃 山丹　 734100)

　 　 【摘要】 　 目的　 肠道菌群与营养性肥胖关系密切,但多数研究集中在大肠粪菌,小肠作为吸收的主要场所,
其菌群还缺乏研究,本文通过微生物多样性分析,探索回肠与结肠菌群差异及营养性肥胖相关菌群。 方法　 混合

喂养法建立营养性肥胖 SD 大鼠模型,chow 继续喂养 60 d 消除 HFD 的影响,提取回肠、结肠内容物总 DNA,PCR 扩

增 16S rRNA 基因 V3+V4 区并测序,建立 OTUs,通过 Silva 数据库进行注释和分类学分析。 结果　 (1)alpha 分析显

示回肠菌群数量高于结肠(chao1、ace),而多样性低于结肠(simpson、shannon)(P<0. 05);(2)beta 分析显示回肠与

结肠以及回肠样本间物种相似度较低;(3)OTUs 注释及聚类分析显示回肠与结肠优势菌(丰度排名 top 10)的类型

和丰度分布重叠性较低(属水平);(4)HFD-OR 大鼠回肠 Rothia 丰度增加,而 Romboutsia 丰度降低。 结论　 回肠与

结肠具有不同的菌群多样性;Rothia 菌和 Romboutsia 菌可能是参与肥胖发生的关键回肠菌群。
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Analysis of intestinal microbiota diversity in nutritional obesity rats

LI Hongrui1#, ZHANG Deqin2#, JIN Xiaolei1, TANG Xiao1, WANG Dawen1, GAO Xue1, XIN Pengfei1,
HE Jincheng1, MA Fubin1, ZHOU Caiyun1, SUN Xiaowei1∗, ZHANG Jiangang1∗

(1. Pathology Department, School of Basic Medical Sciences, Lanzhou University, Lanzhou 730000, China.
2. Department of Internal Medicine, Shandan County People’s Hospital, Shandan 734100)

　 　 【Abstract】　 Objective　 The intestinal flora is closely related to nutritional obesity. Most of the previous research
has focused on the fecal flora of the large intestine, with very few studies on the flora of the small intestine, which is the
main site of absorption. We aimed to investigate the differences in bacterial flora between the colon and the ileum in a rat
model of nutritional obesity using microbial diversity analysis. Methods　 Male Sprague-Dawley (SD) rats were fed with a
high-fat diet (HFD) mixed with chow for 60 days to establish a nutritional obesity model, then　 fed with chow for another 60
days to eliminate the influence of the HFD. Total DNA was extracted from the contents of the ileum and colon and used as
template for amplification of the V3 + V4 region of the 16S rRNA gene by PCR, then sequenced to establish operational
taxonomic units (OTUs). Annotation and taxonomic analysis were performed against the Silva database. Results　 (1) Alpha



analysis showed that the number of intestinal flora was higher than that of colon ( chao1, abundance-based coverage
estimator), but the diversity was lower than that of the colon (simpson’ s Index, shannon function) (P < 0. 05); (2)
Beta analysis showed that the species similarity between the ileum and colon + ileum samples was low; (3) OTU annotation
and cluster analysis showed that there were obvious differences in the types and species abundance distributions of dominant
bacteria (top 10 in abundance) in the ileum and colon, with low overlap at the genus level; (4) The abundance of Rothia
in the ileum of HFD-obesity resistant rats increased significantly, while that of Romboutsia decreased. Conclusions　 The
ileum and colon had different levels of diversity in intestinal flora in rats with nutritional obesity. Rothia and Romboutsia
may be the key ileum flora involved in obesity.

【Keywords】　 nutritional obesity rat model;diversity;intestinal microbiota;ileum;colon

　 　 随着生活水平的提高,超重和肥胖的人数迅速

增加,肥胖症已成为健康的主要危险因素之一。 能

量摄入过多是肥胖发生的主要原因,作为能量物质

最终进入机体内环境(吸收)的门户和屏障,小肠具

有重要的研究价值[1]。 越来越多的证据表明肠道

菌群参与营养性肥胖的发生[2-5]。 人的肠道内有大

约 10 万亿个细菌,大多分布于结肠,由于样本主要

从粪便中获得,目前大多数研究实际为结肠菌群研

究[6-8],然而结肠粪菌是否能够反映小肠的菌群特

征,反映与吸收功能及营养性肥胖的确切关系,尚
缺乏研究。 结肠和小肠菌群差异是营养性肥胖发

生的肠道菌群机制研究要解决的关键科学问题[9]。
本文基于前期建立的营养性肥胖大鼠模型,通

过 16S rRNA 测序,对高脂膳食性大鼠模型回肠和

结肠内菌群的微生物多样性进行分析,以明确小肠

和结肠菌群的分布特点及其与营养性肥胖发生的

关系。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

清洁级雄性 Sprague-Dawley(SD)大鼠 43 只,4
~5 周龄,体重(52. 32±8. 48) g,购于兰州大学实验

动物中心 [SCXK(甘)2018-0002],。 按照实验要

求,为模拟自然状态,所有动物在兰州大学病理学

研究所动物实验室普通环境下单笼饲养 [ SYXK
(甘)2018-0002],自由进食水。 动物实验符合国家

实验动物福利相关规定,并获得兰州大学医学伦理

委员会批准( jcyxy20190302),实验过程严格按照

《实验动物管理与使用指南》进行,严格遵守动物使

用的“ 3R” 原则,实验过程给予大鼠以人道主义

关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

高脂饲料按照猪油 ( lard) ∶ 蛋黄粉 ( egg yolk
powder) ∶基础饲料(chow powder) ∶蔗糖(sugar)= 1 ∶

1 ∶1. 5 ∶0. 4 配制[10],能量 5. 58 kcal / g。 猪油从市场

购买,新鲜炼制;蛋黄粉购自北京金健力蛋粉厂(蛋
白质 31. 6%,脂肪 55. 1%,碳水化合物 5. 3%,巴氏

灭菌);SPF 级基础饲料(能量 3. 16 kcal / g)购自北

京科澳协力有限公司,60Co 灭菌;蔗糖从市场购买。
NucleoSpin 96 Soi DNA 提取试剂盒,德国 Macherey
Nagel 公司; KOD FX Neo DNA 聚合酶,日本 Toyobo
公司;Phusion DNA 聚合酶,美国 NEB 公司;DNA 纯

化柱,美国 Omega Biotek 公司;Monarch DNA 胶回收

试剂盒,美国 NEB 公司。 ZK-26 / 100 型真空泵,杭
州米欧仪器有限公司;SynergyHTX 型酶标仪,美国

Gene 公司;高速离心机,美国 Eppendorf 公司;9902
型 PCR 仪,美国 Allen Bradley 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组及营养性肥胖大鼠模型建立

动物按体重随机分为普通饲料组(chow group,
n= 10),高脂饲料组(high fat diet, HFD group, n =
33),适应性喂养 10 d 后,进行混合喂养[10],高脂饲

料组同时饲喂高脂饲料和普通饲料,普通组单纯饲

喂普通饲料,建立营养性肥胖模型。 混合喂养 60 d,
分别以各组前 15%为肥胖倾向( >对照组平均体重

20%, obese prone, HFD-OP, n = 5),以后 15%为肥

胖抵抗(obesity resistance, HFD-OR, n = 5),再以普

通饲料继续喂养 60 d,去除 HFD 食物本身诱导对肠

道菌群的影响[11-13]。
1. 3. 2　 肠道内容物收集

动物麻醉后皮肤消毒,无菌条件下开腹,门静

脉采血处死动物,提取回肠及结肠,分离内容物,并
立即于冰上分装至 2 mL 无菌 EP 管中,每管样品量

0. 5~2. 0 g,液氮速冻,-80℃保存备检。
1. 3. 3　 微生物多样性分析

利用 Illumina 测序平台(百迈客生物科技公司,
北京 ), 采 用 Illumina HiSeq 2500 双 末 端 测 序

(paired-end)检测微生物多样性,测序长度 350 bp ~
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450 bp。
PCR 扩增及测序文库构建:提取菌群总 DNA,

根据保守区设计细菌 16S rRNA 基因 V3+V4 区引

物,引物序列如下: 338F: 5′-ACTCCTACGGGAGG
CAGCA-3′; 806R: 5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-
3′。 引物末端加 barcode,对目标区域 PCR 扩增,扩
增程序如下:95℃ 5 min→95℃ 30 s→50℃ 30 s→
72℃ 40 s 25 cycles→72℃ 7 min→4℃。 扩增产物经

纯化、定量和均一化,形成测序文库。
测序:PCR 扩增产物质检后制备 flow cell 芯片,

Illumina Hiseq 2500 双端测序,得到原始图像数据文

件,经碱基识别(base calling)分析转化为原始测序

序列(sequenced reads)。
数据预处理:根据 PE reads 之间的 overlap 关

系,将 Illumina 测序得到的双端序列数据拼接

(FLASH, v. 1. 2. 11, JHU Center for Computational
Biology) [14], 将拼接得到的序列进行质量过滤

(Trimmomatic, v.0. 33, USADELLAB. org) [15],去除

嵌合体(UCHIME, v.4. 2, USEARCH 11) [16],成一

条序列 tags。
OTUs(operational taxonomic units)分析:对测序

数据进行质量评估,使用 Usearch 软件( v.10. 0) [17]

对 tags 在 97% 的相似度水平下进行聚类,获得

OTU,一个 OTU 代表一个物种。 使用 Mothur 软件

(version v. 1. 30, http: / / mothur. org / ),对各个样品

的 alpha 多样性指数进行评估,使用 QIIME 软件

(v2. 2, SCIKIT-BIO, http: / / qiime.org / )进行 beta 多

样性分析,比较不同样品在物种多样性方面存在的

相似程度。
物种注释及分类学分析:将 OTU 的代表序列与

Silva 微生物参考数据库( v. 128, http: / / www. arb-
silva.de) [18]进行比对,得到每个 OTU 对应的物种分

类信息,应用 RDP Classifier ( v2. 2, QIIME) [19] 对

OTU 进行分类学注释。 进而在门、纲、目、科、属、种
(phylum, class, order, family, genus, species)各水

平统计各样品群落组成,利用 QIIME 软件生成不同

分类水平上的物种丰度表,R 语言绘制群落结构图。
1. 4　 统计学方法

数据用平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,统计分析

采用 SPSS 19. 0( IBM, USA)进行。 两组间比较采

用独立样本 t 检验,多组间均数比较采用 One way-
ANOVA,回肠与结肠 OTU 数的比较采用配对样本 T
检验,alpha 多样性指数不同饲料、体重、部位之间的

交互作用采用多元多因素方差分析,P<0. 05 时差异

有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 营养性肥胖模型

建模 60 d,普通饲料组体重为(326. 51±29. 29)
g,高脂饲料组体重为(355. 99±36. 33) g(P<0. 05)。
高脂饲料组 15%个体体重(HFD-OP)> 对照组平均

体重 20%(5 / 33),与普通饲料组及相应 15%低体重

(HFD-OR)(5 / 33)相比,差异具有统计学意义(P <
0. 05),HFD-OR 与普通饲料组相比,差异无统计学

意义(P>0. 05)(表 1)。
24 h 初始进食量普通饲料组为(9. 23 ± 2. 01)

g,高脂饲料组为(9. 10±1. 71) g,差异无统计学意

义,P > 0. 05。 建模期间, 普通饲料组进食量为

(980. 00±53. 43) g(普通饲料),高脂饲料组进行混

合喂养,其中高脂饲料的进食量为(630. 70±90. 61)
g,普通饲料的进食量为(337. 88±82. 34) g,高脂饲

料与普通饲料的比值为(2. 02±0. 72) ∶1,提示实验

动物更偏好高脂饲料。
HFD-OP 大鼠在高脂饲料、普通饲料的进食量

以及对食物的偏好与 HFD-OR 大鼠无显著性差异

(P>0. 05)(表 1)。
2. 2　 低能量膳食对营养性肥胖的影响

经普通饲料继续喂养 60 d,OP 大鼠的体重仍然

显著高于 OR 与普通饲料组,其肾周及睾周脂肪质

量也显著高于其它组,P<0. 05,见表 2。

表 1　 普通饲料组与高脂饲料组大鼠体重及摄食情况( 􀭰x ± s )
Table 1　 Body weight and food intake of rats in chow group and HFD group

组别
Groups

数量
Number

体重(g)
Body weight

高脂饲料(g)
HFD

普通饲料(g)
Chow

高脂饲料:普通饲料
HFD ∶Chow

普通饲料组 Chow group 10 326. 51 ± 29. 29 \ 980. 00 ± 53. 43∗∗ \
高脂饲料肥胖抵抗 HFD-OR group 5 302. 67 ± 24. 12 645. 20 ± 93. 94 294. 00 ± 39. 12 2. 23 ± 0. 49
高脂饲料肥胖倾向 HFD-OP group 5 411. 87 ± 30. 29∗ 704. 40 ± 148. 82 340. 00 ± 123. 90 2. 37 ± 1. 08
注:与普通饲料组及高脂饲料肥胖抵抗组比较,∗P<0. 05;与高脂饲料肥胖抵抗组及肥胖倾向组相比,∗∗P<0. 05。
Note. Compared with chow group and HFD-OR group,∗P<0. 05. Compared with HFD-OR group and HFD-OP group,∗∗P<0. 05.
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2. 3　 肠道菌群多样性分析

提取肠内容物总 DNA,样品质量符合测序要

求,利用 Illumina 测序平台对样品 DNA 进行扩增、
测序,得到 2489179 个 PE reads,经质量过滤后共得

到 2208772 个 clean tags。 各样品 GC 含量为(54. 21
±0. 97)%,Q30 达到(93. 96±1. 61)%。 测序长度在

406~420 bp 之间。
OTU 分析:OTU 数反映菌群的多样性。 使用

Usearch 软件对 tags 在 97%的相似度水平下进行聚

类、获得 OTU。 经过 60 d 的饲料均一化干预,高脂

饲料组回肠 OTU 数与普通饲料组无明显差异,但结

肠 OTU 数显著降低,表明高脂膳食引起大鼠结肠微

生物丰度下降,见表 3。
不同体重回肠与结肠OTU数无显著性差异,见表4。

　 　 Alpha 多样性分析回肠、结肠菌群的 OTU,获得

ace、chao1、simpson、shannon 指数,多元多因素方差

分析显示,体重、饲料、部位因素之间无交互作用(P
>0. 05,数据未提供),饲料与体重对 alpha 多样性指

标无明显影响(P>0. 05,数据未提供),但回肠与结

肠间 alpha 多样性差异具有统计学意义,回肠菌群

的 chao1、ace 指数均显著高于结肠,表明回肠菌群

中细菌数量(丰度)远高于结肠,而多样性低于结肠

(simpson、shannon) (P < 0. 05) (表 5)。 Venn 图显

示,除普通饲料回肠外,其余组内各样品间 OTU 具

有较大的重叠性,图 1。
2. 4　 回肠与结肠菌群 beta 多样性分析

应用非加权 Binary_Jaccard 距离算法比较不同

样品在物种多样性方面存在的相似程度,UPGMA
聚类树图显示样品间菌群结构相似,但回肠与结肠

样品间的相似度较低(图 2)。

表 2　 低能量膳食对营养性肥胖大鼠体重及内脏脂肪的影响( 􀭰x ± s )
Table 2　 Effects of low energy diet on body weight and visceral fat of nutritional obese rats

组别
Groups

数量
Number

体重(g)
Body weight

肾周脂肪(g)
Perinephric fat pad

睾周脂肪(g)
Epididymal fat pad

普通饲料组 Chow group 10 351. 50 ± 42. 05 7. 85 ± 1. 73 6. 75 ± 0. 76
高脂饲料肥胖抵抗 HFD-OR group 5 338. 30 ± 24. 49 10. 14 ± 4. 12 8. 27 ± 1. 83
高脂饲料肥胖倾向 HFD-OP group 5 400. 50 ± 15. 89∗ 14. 69 ± 2. 24∗ 9. 16 ± 1. 15∗

注:与普通饲料组及高脂饲料肥胖抵抗组比较,∗P<0. 05。
Note. Compared with chow group and HFD-OR group,∗P<0. 05.

表 3　 普通饲料组及高脂饲料组回肠、结肠菌群 OTU 数比较( 􀭰x ± s )
Table 3　 Comparison of OTUs in ileum and colon of chow group and HFD group

组别
Groups

数量
Number

回肠
Ileum

结肠
Colon

回肠 / 结肠
Ileum / Colon

相关性
Correlations

普通饲料组 Chow group 6 490. 00 ± 268. 20 430. 50 ± 31. 97 1. 18 ± 0. 73 -0. 77
高脂饲料组 HFD group 10 641. 50 ± 261. 79 393. 60 ± 31. 46∗# 1. 64 ± 0. 68 0. 07

注:与普通饲料组比较,∗P<0. 05;与自身回肠配对比较,#P<0. 05。
Note. Compared with chow group,∗P<0. 05. Paired comparison with self ileum,#P< 0. 05.

表 4　 不同体重大鼠回肠、结肠菌群 OTU 数比较( 􀭰x ± s )
Table 4　 Comparison of OTUs in ileum and colon of rats with different weights

组别 Groups 数量 Number 回肠 Ileum 结肠 Colon 相关性 Correlations
普通饲料肥胖抵抗 Chow-OR 3 543. 00 ± 303. 76 410. 00 ± 34. 70 -1. 00
普通饲料肥胖倾向 Chow-OP 3 437. 00 ± 281. 30 451. 00 ± 9. 54 -0. 99
高脂饲料肥胖抵抗 HFD-OR 5 624. 80 ± 251. 97 403. 40 ± 20. 11∗ 0. 28
高脂饲料肥胖倾向 HFD-OP 5 658. 20 ± 300. 03 383. 80 ± 39. 78∗ 0. 02

注:与普通饲料组肥胖倾向比较,∗P<0. 05。
Note. Compared with chow-OP group,∗P<0. 05.

表 5　 回肠、结肠菌群 alpha 多样性指数比较( 􀭰x ± s )
Table 5　 Comparison of alpha diversity index in ileum and colon microbiota

组别 Groups 数量 Number OTU Ace Chao1 Simpson Shannon
回肠 Ileum 16 584. 69 ± 266. 15 710. 73 ± 205. 64 675. 51 ± 221. 50 0. 29 ± 0. 26 2. 88 ± 1. 73
结肠 Colon 16 407. 44 ± 35. 71∗ 444. 35 ± 29. 52∗ 457. 89 ± 35. 93∗ 0. 07 ± 0. 05∗ 3. 96 ± 0. 39∗

注:与回肠比较,∗P<0. 05。
Note. Compared with ileum,∗P<0. 05.
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注:除普通饲料回肠,各组个体间共有的 OTU 数显著高于个体特有的 OTU 数。

图 1　 回肠、结肠细菌 OTU 的 Venn 图

Note. Except for chow-ileum, the number of Common OTUs in each group was
significantly higher than that of individual’s specific OTUs.

Figure 1　 Venn diagram of OTU in ileum and colon

　 　 进 一 步 采 用 非 度 量 多 维 标 度 ( nonmetric
multidimensional scaling, NMDS )、 主 坐 标 分 析

(principal coordinate analysis, PCoA)和主成分分析

(principal component analysis, PCA),对肠道微生物

群落结构的变化进行分析,如图 3 所示,结肠样本间

菌群组成显示出明显的相似性,而回肠与结肠以及

回肠样本间相似度较低。
2. 5　 物种注释及分类学分析

将 OTU 的代表序列与微生物参考数据库 Silva
进行比对,得到每个 OTU 对应的物种分类信息。 结

果显示,在属水平上,回肠与结肠优势菌(丰度排名

top 10)存在比较大的差异,回肠内的主要优势菌为

Romboutsia、 Turicibacter、 Rothia、 Lachnospiraceae、
Streptococcus、 Candidatus _ Arthromitus、 Helicobacter、
Lactobacillus 等, 而 结 肠 的 主 要 优 势 菌 为

Lachnospiraceae、Treponema、Akkermansia、Candidatus_
Saccharimonas、Ruminococcaceae、Romboutsia 等,两者

优势菌的重叠程度较低,见图 4、图 5。
HFD 大鼠回肠 Turicibacter 低于普通饲料组,而

结肠内的 Treponema、Candidatus_saccharimonas 低于

普通饲料组,证明高脂膳食对回肠和结肠菌群的影

响不同,并且这种影响具有持久性。
回肠是营养物质吸收的主要部位,HFD-OR 大鼠回

肠内 Rothia 菌丰度明显增加,而 Romboutsia 菌丰度

降低,提示 Rothia 菌和 Romboutsia 菌可能参与回肠

吸 收 的 调 节 作 用。 此 外, HFD-OR 结 肠 内

Ruminococcaceae_UCG-005 显著增加。
聚类分析热图显示 HFD-OP 大鼠回肠与结肠内

注:B:结肠;C:回肠。

图 2　 UPGMA 聚类树图显示回肠、结肠细菌

结构特征

Note. B, Colon. C, Ileum.

Figure 2　 UPGMA cluster tree showed the structural
characteristics of ileum and colon microbiota
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图 3　 NMDS、PCA、PCoA 分析法显示回肠、结肠细菌结构特征

Figure 3　 NMDS, PCA and PCoA analyses showed the structural characteristics of ileum and colon microbiota

图 4　 回肠内细菌相对丰度和物种注释(属水平)
Figure 4　 Relative abundance and bacteria

annotation in ileum (genus level)

菌 群 类 型 的 差 异, HFD-OP 大 鼠 回 肠 内

Lachnospiraceae、Candidatus_Arthromitus、Helicobacter、
Lactobacillus 较其它处理组丰度低,而 Turicibacter、
Romboutsia、Streptococcus、Rothia 的丰度较高。 与其

它各组相比,结肠内菌群除与其它各组相同的优势

菌群外,Prevotella_9、Prevotellaceae_Ga6A1_group 丰

度较高,而 Candidatus_Saccharimonas、Lactobacillus、
uncultured_bacterium_ f_Ruminococcaceae 丰度较低,
图 6。

图 5　 结肠内菌群相对丰度和物种注释(属水平)
Figure 5　 Relative abundance and bacteria

annotation in colon (genus level)

3　 讨论

营养性肥胖是一种严重威胁人类健康的全球

公共卫生问题,肠道作为能量物质最终进入机体内

环境的门户和屏障,其内大量定居的菌群被认为在

肥胖的发生中发挥着重要作用[20]。 肠道菌群作为

机体重要的共生生命,与食物成分及消化道的功能

相互协同,形成一个微生态系统,在消化、营养、免
疫等方面发挥重要生理功能,若其构成改变也会导
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注:B:结肠;C:回肠。

图 6　 HFD-OP 回肠、结肠内细菌物种丰度聚类热图(属水平)
Note. B, Colon. C, Ileum.

Figure 6　 The cluster heat map of bacterial species abundance in the ileum and colon of
HFD-OP rats (genus level)

致心、脑等器官发生多种严重疾病[21-23]。 哺乳动物

肠道微生物数量存在纵向变化,例如在人的消化道

内,细菌数量呈指数级增长[24],胃、小肠近端、回肠、
结肠中每毫升内容物的细菌数量分别为 102 ~ 103、
103 ~ 105、108、1011。 结肠是机体最大的食物残渣分

解场所,长期以来,肠道菌群的研究主要集中在结

肠,那么结肠粪菌能否代表小肠菌群? 本研究表

明,尽管回肠与结肠之间菌落的 OTU 数差异不明

显,并且多数菌群存在重叠(Venn 图),但 alpha 多

样性分析显示回肠菌群的样品内物种丰度显著高

于结肠( chao1、ace),而多样性低于结肠( simpson、
shannon);beta 多样性分析显示结肠样本间菌群组

成具有明显的相似性,而回肠与结肠以及回肠样本

间相似度较低;经注释分析,两者的优势菌群存在

明显的不同,并且重叠程度较低;聚类分析热图也

显示回肠与结肠内的菌群物种丰度分布不同,表明

结肠内的粪菌并不能代表回肠内的菌群结构。 因

此,在肠道菌群研究中必须注意这一问题,这与

Leite 等[25] 对人、Grond 等[26] 对滨鸟、Su 等[27] 对蒙

古马的研究结果相一致。
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小肠是营养物质吸收的主要场所,研究结论显

示,肠道菌群通过多种机制参与肥胖的发生,包括

LPS 诱导的肠渗漏和炎症[28],慢性低度内毒素[29]、肠
源性肽激素[30]、脂肪组织活性成分等的调节[31],包
括GPCR、AMPK 信号途径影响能量平衡和饱食感,以
及短链脂肪酸影响脂类和能量物质代谢[32] 等,但多

数研究是基于结肠粪菌探讨与肥胖的关系,还不足以

揭示小肠菌群调节吸收促进营养性肥胖发生的机制。
我们 的 研 究 发 现, 回 肠 内 的 主 要 优 势 菌 为

Romboutsia、 Turicibacter、 Rothia、 Lachnospiraceae、
Streptococcus、 Candidatus _ Arthromitus、 Helicobacter、
Lactobacillus 等, 而 结 肠 的 主 要 优 势 菌 为

Lachnospiraceae、Treponema、 Akkermansia、Candidatus _
Saccharimonas、Ruminococcaceae、Romboutsia 等,提示

回肠与结肠菌群存在功能的差异,小肠菌群和粪菌可

能具有不同的功能属性。
OTU 是一个相对稳定的指标,不容易受到营养

程度的影响,但本研究表明,高脂膳食可能对结肠

的 OTU 数存在比较持久的影响,物种注释显示高脂

膳食对回肠、结肠内的优势菌也具有持久的影响。
我 们 发 现, Turicibacter、 Rothia、 Romboutsia、
Streptococcus 可能参与回肠吸收的调节,在营养性肥

胖的发生中发挥一定的作用,对于这一结果,还需

要更多的动物实验研究支持。
肠道菌群研究是一个非常复杂的领域,一方面

由于肠道微生物组成在个体间具有很大的差异,而
且不同背景(饮食习惯和种族)的参与者构成及用

于分析细菌的不同方法在很大程度上都会影响研

究结果的统一;另一方面则因为疾病动物模型在肠

道微生物群组成、发酵过程、进食习惯等方面存在

差异[33]。 本文在营养性肥胖大鼠模型的基础上,研
究肠道菌群与肥胖发生的关系,进一步证实结肠与

回肠具有不同的菌群特征,对于探寻人类肠道菌群

促进营养性肥胖发生的机制具有较好的借鉴价值。
综上所述,本研究通过对高脂膳食性营养性肥

胖大鼠回肠和结肠菌群进行 16S rRNA 基因测序分

析,证实回肠与结肠具有不同的肠道菌群,结肠菌

群并不能代表回肠的菌群特征,肠道的部位是进行

肠道菌群研究必须要考虑的因素;Turicibacter 菌、
Rothia 菌、Romboutsia 菌、Streptococcus 菌可能是参与

肥胖发生的关键回肠固有菌群。
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血常规和血生化指标在患强直性脊柱炎食蟹猴中的
临床价值

李玉莹1,麦冬梅2,贾欢欢2,吴志恒3,何刚华3,唐爽捷3,马承红4,卢　 丽1∗

(1.广东药科大学,广州　 511400; 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　 510663;
3.广州春盛生物研究院有限公司,广州　 510900; 4.广东药科大学附属第一医院,广州　 510000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨部分血常规(WBC、PLT、MPV、NEUT、LYMPH、MONO、EO、BASO、NLR、MLR、ELR)和血

生化指标(TP、ALB、A / G、GLOB、TG、CHO、HDL-C、LDL-C、ALP)对患有强直性脊柱炎的食蟹猴的临床价值。 方法

随机选取40 只患强直性脊柱炎的食蟹猴和 40 只正常食蟹猴,检测两组食蟹猴中部分血常规与血生化指标。 分别

用秩和检验和独立样本 t 检验对比分析两组间是否存在差异,并利用受试者工作特征曲线(ROC)计算各指标的灵

敏度、特异度和 AUC 值。 结果 　 在血常规指标中,除 PLT 外,强直性脊柱炎组中 WBC、MPV、NEUT、LYMPH、
MONO、EO、BASO、NLR、MLR、ELR 均显著高于对照组,且各指标比值指标的 AUC 值均接近 0. 9;在血生化中,除 TG
无显著性差异外,强直性脊柱炎组中 HDL-C、LDL-C、TP 和 ALB 均显著低于对照组,GLOB、ALP 和 CHO 显著高于对

照组,ALP 和 GLOB 的 AUC 值均大于 0. 9。 结论　 本研究筛查的各种血常规和血生化指标可作为强直性脊柱炎食

蟹猴筛查及药物评价的关键指标,并对强直性脊柱炎的后续研究提供重要参考。
【关键词】 　 食蟹猴;强直性脊柱炎;血常规;血生化
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Clinical value of routine blood test and biochemical indexes in
cynomolgus monkeys with ankylosing spondylitis

LI Yuying1, MAI Dongmei2, JIA Huanhuan2, WU Zhiheng3, HE Ganghua3, TANG Shuangjie3,
MA Chenghong4, LU Li1∗

(1. Guangdong Pharmaceutical University, Guangzhou 511400, China. 2. Guangdong Laboratory Animals
Monitoring Institute(Guangdong Provincial Key Laboratory of Laboratory Animals), Guangzhou 510663.

3. Guangzhou Blooming-Spring Biological Research Institute Co., LTD, Guangzhou 510900.
4. First Affiliated Hospital of Guangdong Pharmaceutical University, Guangzhou 510000)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the clinical value of routine blood test indexes (WBC, PLT, MPV, NEUT,
LYMPH, MONO, EO, BASO, NLR, MLR, and ELR) and blood biochemical indexes (TP, ALB, A / G, GLOB, TG,
CHO, HDL-C, LDL-C, and ALP) in cynomolgus monkeys with ankylosing spondylitis. Methods 　 Forty cynomolgus
monkeys with ankylosing spondylitis and 80 normal cynomolgus monkeys were selected and measured for routine blood test



indicators and blood biochemical indicators. Comparisons between the two groups were performed using the rank sum test
and t test method . In addition, the sensitivity, specificity, and area-und-the-curve (AUC) values of each index were
calculated using receiver operator characteristic curve analysis. Results　 For routine blood indexes, with the exception of
PLT, values of WBC, MPV, NEUT, LYMPH, MONO, EO, BASO, NLR, MLR, and ELR for the ankylosing spondylitis
group were significantly higher than those of normal cynomolgus monkeys, and AUC values of the WBC ratio index were
close to 0. 9. Moreover, blood biochemistry indexes (with the exception of TG, HDL-C, LDL-C, TP, and ALB) in the
ankylosing spondylitis group were significantly lower than those in control group. In addition, GLOB, CHO, and white ALP
of the ankylosing spondylitis group were significantly higher compared with the control group. Conclusions　 Routine blood
and blood biochemical indexes screened in this study can be used as screening and drug evaluation indexes of cynomolgus
monkeys with ankylosing spondylitis, and provide important reference for clinical diagnosis of ankylosing spondylitis.

【Keywords】　 cynomolgus monkeys; ankylosing spondylitis; routine blood test; blood biochemistry

　 　 强直性脊柱炎( ankylosing spondylitis,AS)是一

种病因未明的自身免疫性疾病,主要累及骶髂及脊

柱关节[1],青少年多发,男性多于女性,随着病情的

进展,AS 患者的生活质量会受到极大的影响,目前

尚无良好的治疗药物和干预措施。
疾病动物模型的构建是研究疾病发生机理和

防治策略的基础[2],随着对强直性脊柱炎病因病机

的研究,国内外学者已构建了若干个强直性脊柱炎

动物模型[3],遗憾的是这些模型均为啮齿类动物模

型,与 AS 患者临床表现存在较大差异。 非人灵长

类动物在遗传背景、生理结构等方面与人类高度相

似[4-5],课题组经过多年研究,建立了一种自发性

AS 食蟹猴动物模型,将为 AS 相关药物的安全性和

有效性评价起到重要作用。 动物外周血血常规、血
生化指标的检查,是药物安全性和有效性评价最常

用的评价指标,本研究将对 AS 食蟹猴血常规和血

生化指标进行检测和评价,以期寻找到适合 AS 食

蟹猴评价的关键指标,为 AS 的后续研究提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

从约 2000 只食蟹猴群体中,筛选自发性 AS 食

蟹猴 40 只,雌性 27 只,雄性 13 只,年龄:(10. 22±
3. 00)岁,体重:(4. 46±1. 93)kg;筛选雌性 25 只,雄
性 15 只,年龄: ( 11. 00 ± 3. 19) 岁,体重: ( 5. 52 ±
1. 60)kg。 已适应喂养 2 年。 两组动物年龄性别等

基本生理参数均衡可比。 级别:普通级;动物由广

东春盛生物科技发展有限公司提供 [ SCXK(粤)
2019- 0027]。 已经通过广东省实验动物监测所

IACUC 的审查( IACUC2018002),符合“3R” 原则。
饲养条件:群居饲养于广东春盛生物研究院有限公

司[SYXK(粤)2015-0152],环境温度 18℃ ~ 26℃,

相对湿度 40%~70%,自然采光。
1. 2　 主要试剂与仪器

血常规:血红细胞分析用稀释液( CELLPACK
DFL)、Hb 溶血剂 ( SULFOLYSER)、WNR 溶 血剂

(Lysercell WNR)、WDF 溶血剂 ( Lysercell WDF)、
WDF 染 色 液 ( Fluorocell WDF )、 WNR 染 色 液

(Fluorocell WNR)、 PLT 荧 光 染 色 液 ( Fluorocell
PLT) (批号分别为:A7010、A7014、A8006、A7019、
A7062、A7047、A7094,日本 Sysmex 株式会社);血液

分析仪 XN-1000 V [ B1] 型 (日本 Sysmex 株式会

社)。
血生化:白蛋白试剂盒、总蛋白试剂盒、碱性磷

酸酶测定试剂盒、总胆固醇试剂盒、甘油三酯试剂

盒、高密度脂蛋白胆固醇试剂盒、低密度脂蛋白胆

固醇试剂盒。 试剂均为上海科华生物工程股份有

限公司产品;仪器使用 3100 型全自动生化分析仪

(日本日立公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 AS 动物选择

通过对动物进行体格检查,并使用测角仪来评

估脊柱的曲率和膝关节和髋关节的运动范围

(ROM)进行自发性 AS 动物的初筛[6],随后进行 X
线检查,判断标准与人类 AS 患者判断标准相同:0
级:影像学检查未见病变,骨质结构完全正常;Ⅰ
级:骨关节疑似存在硬化、侵蚀现象;Ⅱ级:可见明

显硬化及侵蚀现象,并表现出轻度异常情况,但关

节间隙不十分明显改变;Ⅲ级:出现明显骨质硬化

及侵袭现象,可见骨质重度异常,关节腔隙可见明

显改变,见部分强直变化;Ⅳ级:大部分脊柱出现强

直变化或完全强直,表现出严重骨关节结构异

常[7]。 再配 合 细 胞 因 子 检 查: C-反 应 蛋 白 ( C-
reactionprotein,CRP)、含有瓜氨酸抗体的抗环肽(抗
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CCP 抗体)、抗链球菌溶血素 O( anti-Streptolysin,
ASO)、降钙素原(procalcitonin,PCT)和类风湿因子

(IgG-RF& IgM-RF)。 并排除其他疾病,如(1)自身

免疫性疾病(类风湿关节炎、系统性红斑狼疮等);
(2)合并感染性疾病或贫血;(3)患有血液学疾病;
(4)肝、肾功能损害;(5)患有心脑血管疾病;(6)患
有恶性肿瘤。
1. 3. 2　 样本采集

(1)血常规样本采集

动物禁食过夜后,非麻醉状态下使用 2 mL 含

乙二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)真空采血管对实验

动物采用前肢头静脉采血 2 mL,保存样本并于

1. 5 h内送检。
(2)血生化样本采集

动物禁食过夜后,非麻醉状态下使用 3 mL 促

凝真空管对实验动物采用前肢静脉采血 3 mL,样本

于 1. 5 h 内送检。 血液样本室温下静置 3 h 后,3000
r / min,离心 10 min,取血清。
1. 3. 3　 指标测定

(1)血常规指标测定

使用 Sysmex XN-1000 V 全自动血液分析仪对

动物 抗 凝 血 进 行 以 下 指 标 测 定: 白 细 胞 计 数

(WBC)、 血小板计数 ( PLT)、 平均血小板体积

(MPV)、中性粒细胞(NEUT)、淋巴细胞(LYMPH)、
单核细胞(MONO)、嗜酸性粒细胞(EO)、嗜碱性粒

细胞(BASO)。 计算中性粒细胞与淋巴细胞比值

(NLR)、单核细胞与淋巴细胞比值(MLR)、嗜酸性

粒细胞与淋巴细胞比值(ELR)、嗜碱性粒细胞与淋

巴细胞比值(BLR)。
(2)血生化指标测定

使用全自动生化分析仪检测本实验相关的生

化指标,包括:碱性磷酸酶(ALP)、甘油三酯(TG)、
白蛋白(ALB)、总蛋白(TP)、球蛋白(GLOB)、总胆

固醇(CHO)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、低密

度脂蛋白胆固醇( LDL-C)、白蛋白与球蛋白比值

(A / G)。
1. 4　 统计学方法

对各项指标数据,采用 SPSS 24. 0 软件进行统

计学处理。 通过剔除异常值,符合正态性检验的数

据按照正态分布计算其平均数与标准差(􀭰x±s),不
符合正态分布的数据计算 M(P25 ~ P75)。 正态分

布采用独立样本 t 检验进行组间比较,显著性水平 a
= 0. 05;非正态分布采用秩和检验进行比较[8]。 使

用 受 试 者 工 作 特 征 曲 线 ( receiver operating
characteristic curve,ROC)计算各研究指标的曲线下

面积(AUC)值、灵敏度和特异性[9],双侧 P 值小于

0. 05 被认为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 AS 组食蟹猴与对照组食蟹猴的检测指标的

比较

2. 1. 1　 血常规指标的比较

与对照组相比,AS 组 WBC、NEUT、MONO、EO、
BOSO、MPV、NLR、MLR、ELR 和 BLR 均显著升高,
LYMPH 显著降低,差异有统计学意义(P<0. 05);
PLT 无显著性差异(P>0. 05)。 见表 1。

表 1　 AS 组与对照组的血常规指标的对比
Table 1　 Comparison of complete blood count indexes between AS group and control group

检测项目
Test items

对照组
Control group

AS 组
AS group

动物数量 N 40 40
白细胞计数 (109 / L) WBC count 12. 52(10. 45~16. 11) 19. 72(13. 98~25. 51)∗∗

血小板计数 (109 / L) PLT count 456. 50(405. 75~538. 75) 507. 00(411. 50~594. 50)
平均血小板体积 (fL) MPV 10. 85(10. 13~11. 78) 11. 90(11. 23~13. 00)∗∗

中性粒细胞计数 (109 / L) NEUT count 6. 64(4. 85~9. 53) 15. 20(9. 03~21. 12)∗∗

淋巴细胞计数 (109 / L) LYMPH count 4. 27(3. 00~6. 74) 2. 48(1. 61~3. 83)∗∗

单核细胞计数 (109 / L) MONO count 0. 83(0. 62~1. 04) 1. 03(0. 80~1. 36)∗∗

嗜酸性粒细胞计数 (109 / L) EO count 0. 07(0. 03~0. 15) 0. 25(0. 16~0. 35)∗∗

嗜碱性粒细胞计数 (109 / L)BASO count 0. 02(0. 01~0. 03) 0. 03(0. 02~0. 04)∗∗

中性粒细胞 / 淋巴细胞 NLR 1. 51(0. 65~2. 26) 6. 55(2. 85~12. 21)∗∗

单核细胞 / 淋巴细胞 MLR 0. 19(0. 12~0. 26) 0. 40(0. 30~0. 61)∗∗

嗜酸性粒细胞 / 淋巴细胞 ELR 0. 01(0. 01~0. 03) 0. 10(0. 04~0. 17)∗∗

嗜碱性粒细胞 / 淋巴细胞 BLR 0. 004(0. 003~0. 005) 0. 009(0. 006~0. 016)∗∗

注:与对照组比较,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the control group,∗∗P <0. 01.
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2. 1. 2　 血生化指标的比较

与对照组相比,AS 组 TP、GLOB、ALP、CHO 显

著升高;ALB、A / G、HDL-C、LDL-C 显著降低,差异

有统计学意义(P < 0. 05);TG 无显著性差异 (P >
0. 05)。 见表 2。
2. 2　 ROC 曲线评价研究指标对 AS 食蟹猴的诊断

价值

2. 2. 1　 血常规指标对 AS 食蟹猴的诊断价值

使 用 ROC 来 评 价 MPV、 WBC、 BASO、 EO、
MONO、LYMPH、NEUT、NLR、MLR、ELR 和 BLR 对

AS 食蟹猴的诊断价值,结果显示它们的 AUC 值分

别是: 0. 736 ( 0. 626 ~ 0. 846 )、 0. 788 ( 0. 688 ~
0. 889)、 0. 683 ( 0. 566 ~ 0. 801 )、 0. 815 ( 0. 716 ~
0. 914)、 0. 681 ( 0. 564 ~ 0. 797 )、 0. 215 ( 0. 118 ~
0. 313)、 0. 85 ( 0. 768 ~ 0. 933 )、 0. 894 ( 0. 826 ~
　 　 　 　 　

表 2　 AS 组与对照组的血生化指标的对比
Table 2　 Comparison of blood biochemical indexes between

AS group and control group
检测项目
Test items

对照组
Control group

AS 组
AS group

动物数量 N 40 40
总蛋白(g / L)TP 76. 08±6. 28 80. 52±7. 34∗∗

白蛋白(g / L)ALB 44. 71±5. 28 30. 34±6. 28∗∗

球蛋白(g / L)GLOB 31. 37±5. 66 50. 18±10. 05∗∗

白蛋白比球蛋白 A / G 1. 47±0. 35 0. 65±0. 29∗∗

碱性磷酸酶(U / L)ALP 158. 28±75. 57 681. 05±417. 14∗∗

甘油三酯(mmol / L)TG 0. 71±0. 70 0. 62±0. 23
总胆固醇(mmol / L)CHO 2. 92±0. 74 3. 49±0. 52∗∗

高密度脂蛋白胆固醇
(mmol / L)HDL-C 1. 54±0. 41 1. 24±0. 34∗∗

低密度脂蛋白胆固醇
(mmol / L)LDL-C 1. 21±0. 47 0. 96±0. 32∗∗

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

0. 961)、 0. 896 ( 0. 828 ~ 0. 963 )、 0. 87 ( 0. 789 ~
0. 951)、0. 897(0. 832~0. 963)。 其中各白细胞比值

(NLR、MLR、BLR、ELR) 的 AUC 值均高于其他指

标,BLR 的 AUC 值最高,灵敏度和特异度分别为

0. 75 和 0. 92。 (图 1、表 3)
2. 2. 2　 血生化指标对 AS 食蟹猴的诊断价值

使用 ROC 来评价 TP、ALB、GLOB、A / G、CHO、
HDL-C、LDL-C 和 ALP 对 AS 食蟹猴的诊断价值,结
果显示它们的 AUC 值分别是:0. 678(0. 562~0. 795)、
0. 048(0. 007 ~ 0. 09)、0. 942 (0. 889 ~ 0. 995)、0. 047
(0. 002~0. 091)、0. 719(0. 606 ~ 0. 831)、0. 295(0. 182
~ 0. 408)、 0. 333 ( 0. 211 ~ 0. 455)、 0. 934 ( 0. 880 ~
0. 987)。 其中 GLOB 和 ALP 的 AUC 值均高于其他指

标,GLOB 的 AUC 值最高,灵敏度和特异度分别为

0. 878 和 0. 975。 (表 4、图 2)

图 1　 ROC 曲线评价研究血常规指标对 AS
食蟹猴的诊断价值

Figure 1　 The ROC curve was used to evaluate the diagnostic
value of the complete blood count index for AS

cynomolgus monkeys

表 3　 ROC 曲线评价血常规指标对 AS 食蟹猴的诊断价值
Table 3　 The ROC curve was used to evaluate the diagnostic value of the complete blood count index for AS cynomolgus monkeys

检测项目
Test items

曲线下面积
AUC

95%的置倍区间
CI95% P 敏感度

Sensitivity
特异度

Specificity
约登指数

Youden index
平均血小板体积 (fL) MPV 0. 736 0. 626~0. 846 <0. 01 0. 800 0. 650 0. 450

白细胞计数 (109 / L) WBC count 0. 788 0. 688~0. 889 <0. 01 0. 625 0. 850 0. 475
嗜碱性粒细胞计数 (109 / L)BASO count 0. 683 0. 566~0. 801 <0. 01 0. 575 0. 700 0. 275
嗜酸性粒细胞计数 (109 / L) EO count 0. 815 0. 716~0. 914 <0. 05 0. 775 0. 775 0. 550
单核细胞计数 (109 / L) MONO count 0. 681 0. 564~0. 797 <0. 01 0. 675 0. 600 0. 275
淋巴细胞计数 (109 / L) LYMPH count 0. 215 0. 118~0. 313 <0. 01 0. 425 0. 275 -0. 300
中性粒细胞计数 (109 / L) NEUT count 0. 850 0. 768~0. 933 <0. 01 0. 800 0. 675 0. 475

中性粒细胞 / 淋巴细胞 NLR 0. 894 0. 826~0. 961 <0. 01 0. 800 0. 850 0. 650
单核细胞 / 淋巴细胞 MLR 0. 896 0. 828~0. 963 <0. 01 0. 825 0. 875 0. 700

嗜酸性粒细胞 / 淋巴细胞 ELR 0. 870 0. 789~0. 951 <0. 01 0. 925 0. 775 0. 700
嗜碱性粒细胞 / 淋巴细胞 BLR 0. 897 0. 832~0. 963 <0. 01 0. 750 0. 925 0. 675
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表 4　 ROC 曲线评价血生化指标对 AS 食蟹猴的诊断价值
Table 4　 The ROC curve was used to evaluate the diagnostic value of the complete blood count index for AS cynomolgus monkeys

检测项目
Test items

曲线下面积
AUC

95%的置倍区间
CI95% P 敏感度

Sensitivity
特异度

Specificity
约登指数

Youden index
总蛋白(g / L) TP 0. 678 0. 562~0. 795 <0. 01 0. 854 0. 425 0. 279
白蛋白(g / L) ALB 0. 048 0. 007~0. 090 <0. 01 0. 098 0. 125 -0. 777
球蛋白(g / L) GLOB 0. 942 0. 889~0. 995 <0. 01 0. 878 0. 975 0. 853
白蛋白比球蛋白 A / G 0. 047 0. 002~0. 091 <0. 01 0. 098 0. 050 -0. 852

总胆固醇(mmol / L) CHO 0. 719 0. 606~0. 831 <0. 01 0. 780 0. 625 0. 405
高密度脂蛋白胆固醇(mmol / L) HDL-C 0. 295 0. 182~0. 408 <0. 01 0. 366 0. 275 -0. 359
低密度脂蛋白胆固醇(mmol / L) LDL-C 0. 333 0. 211~0. 455 <0. 01 0. 317 0. 350 -0. 333

碱性磷酸酶(U / L) ALP 0. 934 0. 880~0. 987 <0. 01 0. 829 0. 975 0. 804

图 2　 ROC 曲线评价研究血生化指标对 AS
食蟹猴的诊断价值

Figure 2　 The ROC curve was used to evaluate the diagnostic
value of the blood biochemical index for

AS cynomolgus monkeys

3　 讨论

强直性脊柱炎是以中轴和骶髂附着点炎症为

主要症状的全身免疫性疾病,发病早、致残率高、病
程长,目前尚无良好的治疗手段[10]。 目前,AS 的病

情评估和诊断主要依靠临床表现、影像学及 ESR、
CRP 等指标检查,但是影像学检查价格昂贵且不

便,不适合 AS 食蟹猴较多数量的初筛。 本研究通

过对血常规、白细胞比值(NLR、MLR、ELR、BLR)和
血生化部分指标的分析来探究各指标对 AS 食蟹猴

的诊断价值。
NLR 和 MLR 作为炎症标志物在很多疾病中被

关注,NLR 和 MLR 异常增加与一些疾病炎症活动

或预后有关,如系统性红斑狼疮、类风湿关节炎、骨
关节炎等[11-12]。 本研究结果显示与正常对照组的

食蟹猴相比,AS 食蟹猴的 NLR 和 MLR 均显著升

高。 也有文献结果显示在 AS 中 NLR 与 ESR 和

CRP 呈正相关[13],MLR 与 CRP 呈正相关[14-15]。 嗜

酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞都是一种免疫效应细

胞,通常占血液白细胞的 5%和 1%以下。 本研究结

果表明在 AS 食蟹猴中 EO 和 BASO 均显著增高,这
可能与 AS 是一种慢性炎症为主的自身免疫性疾病

有关。 周振兴等[16] 研究表明由于大量炎症介质和

细胞因子的异常分泌导致患者嗜酸性粒细胞显著

增高;嗜碱性粒细胞除了在过敏反应和寄生虫感染

中的活性外,Chirumbolo 等[17] 研究证明在固有免疫

和免疫调节中具有重要作用发生炎症时血液中的

血细胞比例发生变化。 目前关于 ELR 和 BLR 的研

究较少,但是在本研究结果中 AS 食蟹猴的 ELR 和

BLR 升高,并有统计学意义,这与 Yang 等[13]的研究

中关于 AS 病人的结果基本一致。 MPV 是血小板活

化的标志物,Kisacik 等[18] 研究发现 MPV 可能是诊

断 AS 灵敏度更高的指标,并且发现 MPV 在 AS 的

活动期呈较低水平,在非活动期 MPV 水平较高。 在

我们的研究结果中 AS 组的食蟹猴较正常对照组的

食蟹猴的 MPV 显著升高,而 PLT 无显著性差异,与
Kisacik 等[18] 的研究结果中的 AS 病人非活动期指

标变化相符。 本研究探讨血常规和血生化指标的

检测对自发性 AS 食蟹猴的诊断价值。 ROC 曲线结

果显示,在血常规指标中,白细胞比值的各指标

(NLR、MLR、ELR、BLR)的灵敏性和特异性都均高

于各类白细胞指标,与文献报道一致[14]。
ALP 主要由肝和成骨细胞合成,是反映成骨活

动的重要标志物,本研究结果显示 AS 食蟹猴 ALP
显著升高,这可能是随着疾病进程会出现脊柱及关

节骨化导致。 GLOB 是一个计算值,是血清中的“非
白蛋白”蛋白的总量,免疫反应增强是 AS 重要的临

床表现,GLOB 的升高可能是由于 AS 的炎症特征导

致机体免疫蛋白升高。 张晓刚等[19] 的研究结果表

现为人类 AS 患者的 TG 和 CHO 显著升高,LDL-C
和 HDL-C 下降,与本研究结果中 AS 食蟹猴的指标

大致相同。 ALB 是主要用于反映机体营养状态和
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慢性消耗性疾病的指标之一[20-21],AS 食蟹猴由于

疼痛和全身炎症会导致机体营养吸收和物质代谢

能力降低,从而表现出 ALB 和 A / G 低于正常食蟹

猴。 在血生化指标中,GLOB 和 ALP 的 AUC 值均大

于 0. 9,证明它们对于 AS 食蟹猴的诊断灵敏度和特

异度较好。
综合上述讨论,本研究发现血常规、血生化检

查可作为一种快速、简便、可靠的手段,对自发 AS
食蟹猴模型进行筛查、诊断和相关药物的评价提供

辅助诊断的手段。 综合 ROC 曲线结果,指标 NLR、
MLR、ELR、BLR、ALP 和 GLOB 是本研究指标中灵

敏度和特异度最佳的六个指标,并且它们的变化可

能与 AS 疾病活动度有关,对 AS 有重要的临床应用

价值。 但是,本研究样本量相对较小,还需后续进

行纵向研究,包括较大量的数据分析来进一步探究

这些指标与疾病活动度的相关情况。
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小鼠腹腔巨噬细胞亚群对病毒拟似物
Poly I ∶C 的免疫应答效应比较

杨　 骁1∗,陈　 冲2

(1.西安交通大学第二附属医院科研中心实验室,西安　 710004; 2.天津医科大学肿瘤医院检验科,天津　 300060)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨小鼠腹腔巨噬细胞亚群在病毒侵染早期免疫应答功能的差异与相关机制。 方法　 流式

细胞术分选获得小鼠腹腔 F4 / 80hi亚群和 F4 / 80lo亚群巨噬细胞,Poly I ∶C 免疫刺激8 h 后采用实时定量 PCR 方法比

较两群细胞促炎因子与相关转录因子基因表达的变化,进一步采用 Western blot 方法检测信号通路的变化,最后使

用通路抑制剂实施阻断实验。 结果 　 小鼠腹腔 F4 / 80hi 亚群巨噬细胞数量显著性高于 F4 / 80lo 亚群(P<0. 05);
Poly I ∶C作用后,F4 / 80hi 亚群促炎因子 IL6、 iNOS、 IFNα、 IFNγ 基因的表达变化倍数显著性高于 F4 / 80lo 亚群

(P<0. 05),转录因子 IRF3、IRF7 基因表达均显著性升高(P<0. 05);同时 F4 / 80hi亚群 JNK 通路磷酸化水平显著上

升(P< 0. 05);采用 JNK 信号通路磷酸化抑制剂 SP600125 阻断后,促炎因子 IL6 与 IFNα 基因表达显著下调

(P<0. 05)。 结论　 F4 / 80hi巨噬细胞亚群在病毒感染早期活化程度显著性高于 F4 / 80lo亚群,可能通过上调 IRF7 分

子表达和 JNK 通路的活化水平参与巨噬细胞活化的调控。
【关键词】 　 巨噬细胞亚群;病毒早期感染;免疫应答;JNK 信号通路
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Comparison of immune responses induced by poly(I ∶C) in mouse
peritoneal macrophage subsets

YANG Xiao1∗, CHEN Chong2

(1. Core Research Laboratory, the Second Affiliated Hospital, School of Medicine, Xi’an Jiaotong University, Xi’an 710004, China.
2. Department of Clinical Laboratory, Tianjin Medical University Cancer Institute and Hospital, Tianjin 300060)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To explore the function and mechanism of macrophage subsets in early immune responses
to viral infection. Methods 　 Fluorescence-assisted cell sorting was performed to acquire F4 / 80hi and F4 / 80lo subsets of
mouse peritoneal macrophages, which were stimulated with poly(I ∶C) for 8 h. qRT-PCR was performed to compare gene
expression levels of pro-inflammatory factors and transcription factors. Furthermore, Western blot was performed to identify
the potential activated signaling pathway. Finally, an inhibitor block experiment was conducted. Results　 The percentage of
F4 / 80hi macrophages was significantly higher than the F4 / 80losubset (P < 0. 05). After stimulation with poly(I ∶C), gene
expression of pro-inflammatory factors interleukin 6 ( IL-6), inducible nitic oxide synthase iNOS, interferon alpha
(IFNα), and IFNγ was significantly higher in the F4 / 80hi subset compared with the F4 / 80lo subset (P < 0. 05), and



expression of transcription factors IRF3 and IRF7 was significantly increased (P < 0. 05). Moreover, phosphorylation of the
JNK pathway in the F4 / 80hi subset was significantly increased (P< 0. 05). Upregulated expression of IL-6 and IFNα were
significantly attenuated by SP600125 (P < 0. 05), a phosphorylation inhibitor of the JNK signaling pathway. Conclusions
The F4 / 80hi subset was more activated than the F4 / 80lo subset during the early stage of viral infection, and may be
modulated by IRF7 upregulation and JNK pathway activation.

【Keywords】　 macrophage subsets; early stage of virus infection; immune response; JNK pathway

　 　 巨噬细胞是免疫系统中的重要组分,对机体稳

态维持、病原清除起着至关重要的作用。 巨噬细胞

具有较强的可塑性,按其功能表型、驻留器官、来源

发育等,可分为不同的细胞亚群。 根据其释放促

炎 /抑炎细胞因子或趋化因子的功能行为,可分为

经典活化(classically activated)的 M1 型巨噬细胞亚

群和选择性活化(alternatively activated)的 M2 型巨

噬细胞亚群[1-3]。 根据其各类驻留器官划分,可分

为库佛细胞(肝组织)、朗格汉斯细胞(皮肤组织)、
肺泡巨噬细胞(肺组织)、破骨细胞(骨组织)、小胶

质细胞(脑组织)等巨噬细胞亚群[4-5]。 根据来源,
可将其分为胎肝造血干细胞来源、胚胎造血干细胞

来源和成体骨髓造血干细胞来源的巨噬细胞亚

群[6]。 有研究报道表明,腹腔巨噬细胞具有一定的

溯源异质性,其 F4 / 80hi巨噬细胞亚群来源于肝造血

干细胞,在稳态环境下依赖于自我增殖维持细胞群

体数量的恒定;F4 / 80lo巨噬细胞亚群由骨髓造血干

细胞来源的单核细胞发育而来,在机体遭受细菌感

染或病毒侵扰的 24~72 h,被大量募集并向 F4 / 80hi

巨噬细胞亚群定向分化[7]。 然而在病毒侵染早期,
腹腔巨噬细胞 F4 / 80hi亚群和 F4 / 80lo亚群是否具有

免疫应答功能的异质性,仍未获曾阐明。
聚肌胞( Poly I ∶ C)是一种天然双链 RNA( ds

RNA)的类似物,能够有效模拟病毒感染后所形成

的 ds RNA,刺激机体产生抗病毒免疫反应和炎症反

应[8]。 已有报道表明,Poly I ∶ C 可与成熟巨噬细胞

表面 Toll 受体3(TLR3)受体结合,通过活化下游髓

样分化因子 88(MyD88)蛋白或 β 干扰素 TLR 结构

域衔接蛋白 ( TRIF) 两种方式,诱导 Ι 型干扰素

(IFN)产生,进而触发炎性反应[9]。 然而,目前对于

异质性巨噬细胞抗病毒功能与机制的研究仍较少。
因此,进一步深入研究巨噬细胞亚群感染早期病毒

免疫应答作用与机制,对理解机体免疫系统早期病

毒识别与应答调控具有重要意义。 本实验通过研

究 Poly I ∶C 免疫刺激对小鼠腹腔 F4 / 80hi和 F4 / 80lo

巨噬细胞亚群各类促炎因子和转录因子基因表达

水平的影响,并进一步探究信号通路相关机制,以

期为病毒感染的免疫应答调控研究提供理论依据

和新思路。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级 C67BL / 6J 雄性小鼠,6 ~ 8 周龄,20 只,
体重 20~22 g,购于北京维通利华实验动物技术有

限公司[SCXK(京) 2016-0006],于西安交通大学

医学部动物实验中心[SYXK (陕) 2015-0002]SPF
级环境繁育饲养。 温度 20℃ ~ 25℃,相对湿度 40%
~70%,每天 12 h 昼夜明暗交替。 本研究所有动物

实验依据优化、减少、替代的 3R 原则进行实验设

计,并经过西安交通大学动物实验伦理委员会批准

(XJTULAC2018-2225)。
1. 2　 主要试剂与仪器

小 鼠 CD11b、 F4 / 80 流 式 抗 体 ( 1 ∶ 200,
Biolegend,美国); RPMI-1640 培养基、 胎牛血清

(Gibco,美国);Poly I ∶C(Sigma,美国);RNA 提取试

剂 TRIzol ( Invitrogen, 美国); cDNA 合成试剂盒

(Thermo,美国);SYBR Green 荧光定量盒(TaKaRa,
日本);BCA 蛋白浓度定量试剂盒(Thermo,美国);
JNK 抗体(1 ∶500,CST,美国);P-JNK 抗体(1 ∶500,
CST,美国);GAPDH 抗体(1 ∶500,CST,美国);羊抗

兔 HRP 二抗(1 ∶3000,北京中杉金桥生物技术有限

公 司 ); JNK 磷 酸 化 抑 制 剂 SP600125
(MedChemExpress,美国);引物序列合成(北京六合

华大基因科技股份有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 流式分析和分选小鼠腹腔巨噬细胞

选取 6~8 周龄 C67BL / 6J 小鼠,脱颈处死,使用

预冷的 PBS 缓冲液反复冲洗腹腔,离心后重悬,置
于冰上裂解红细胞 10 min。 离心后重悬行细胞计

数,取 5×106 细胞,同时加入 5 μL 的 CD11b-PE-Cy7
和 F4 / 80-APC 抗体,避光冰上孵育 30 min 后,离心

去上清。 将细胞加入 1 mL 流式缓冲液重悬,过 200
目无菌滤网后上机进行流式细胞分选和分析,所使

用流式细胞仪为 ARIA ΙΙ(BD,美国),具体步骤参
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见文献[10]。 共分选 20 只小鼠腹腔巨噬细胞,获得

的小鼠 CD11b+F4 / 80hi巨噬细胞亚群和 CD11b+F4 /
80lo巨噬细胞亚群,一部分(8 只小鼠样本)用于荧光

定量 PCR 检测促炎因子和转录因子 mRNA 表达的

检测,一部分(6 只小鼠样本)用于 JNK 通路拮抗实

验,另一部分(6 只小鼠样本)用于 Western blot 检测

信号通路磷酸化水平的检测,所有实验均至少开展

三次独立重复实验。
1. 3. 2　 Poly I ∶ C 免疫刺激和 JNK 信号通路拮抗

实验

将 Poly I ∶C 干粉溶于 PBS 中,调整为终浓度 2
mg / mL 的储液,冻存于-80℃冰箱备用。 本实验共

设计两个 Poly I ∶ C 浓度组,分别为对照组(0 μg /
mL),实验组(50 μg / mL),将作用后的 F4 / 80hi亚群

和 F4 / 80lo亚群置于 5% CO2浓度和 37℃温度下培养

8 h。 将 JNK 通路磷酸化抑制剂 SP600125 干粉溶于

DMSO 中,调整为终浓度 10 mmol / L 的储液,低温冻

存备用。 在实验组加入 Poly I ∶C 刺激的同时,设置

加入 SP600125(10 μmol / L)处理组和同体积 DMSO
对照组(每组 3 个样本,每个样本为分选的 6 只小鼠

细胞两两合并),同上述条件培养 8 h。
1. 3. 3　 实时荧光定量 PCR 检测

收集处理后的巨噬细胞亚群提取总 RNA,采用

Nanodrop 微量分光光度计(Thermo,美国)测定提取

RNA 含量与质量(1. 8<OD 值<2. 0),取 1 μg 左右的

RNA,利用 cDNA 合成试剂盒将 RNA 反转录为

cDNA。 本研 究 采 用 SYBRgreen 法 对 目 的 基 因

mRNA 的表达水平进行检测,按照厂商说明书将反

应体系设置为 20 μL,扩增程序设置为:95℃预变性

5 min;95℃变性 15 s,60℃复性及延伸 1 min,40 个

循环;每个样品均设置 3 个技术重复。 采用 2-ΔΔCt相

对定量法进行目的基因相对表达量分析,加入无

Poly I ∶C 普通培养基的 F4 / 80hi亚群设置为对照组

(RQ= 1)。 共收集 8 只小鼠腹腔巨噬细胞样本,由
于 CD11b+F4 / 80lo亚群占总细胞比例较低,为保证其

细胞量不低于 5×105,将收集的样本两两合并,分别

进行了 4 次独立重复实验。 本研究所涉及的引物信

息详见表 1。
1. 3. 4　 Western blot

提取处理后的巨噬细胞亚群蛋白,BCA 定量法

测定蛋白浓度,聚丙烯酰胺凝胶电泳后,半干转法

电转至 PVDF 膜,10%BSA 封闭液室温封闭 1 h,加
入比例稀释后的 JNK、p-JNK、GAPDH 抗体工作液,
置于往复式摇床 4℃孵育过夜,二抗室温孵育 1 h。
电化学发光显影,用 Image J 软件测定条带的灰度

值,以磷酸化 JNK 灰度值与 JNK 总蛋白灰度值的比

值作为蛋白的相对表达量。 共收集 6 只小鼠腹腔巨

噬细胞样本,由于 CD11b+F4 / 80lo亚群占总细胞比例

较低,为保证其细胞量不低于 5×105,将收集的样本

两两合并,分别进行了 3 次独立重复实验。 在结果

部分对其中一次代表性实验结果进行阐述。
1. 4　 统计学方法

采用 FlowJo 软件对流式数据进行分析,使用

GraphPad Prism 6. 0 软件进行统计分析,实验数

据采用平均数 ±标准差( 􀭰x ± s ) 表示,用 Levene
法行方差齐性检验,组间比较采用非配对 t 检验

或 Mann-Whitney 检验,以 P<0. 05 为差异具有统

计学意义。
表 1　 实时荧光定量 PCR 引物信息

Table 1　 Primers for qRT-PCR detection
基因名称

Gene
引物序列(5’-3’)
Primer sequence

基因库序列号
Gene bank ID

白介素-6
IL6

Forward: CCGCTATGAAGTTCCTCTCTGC
Reverse: ATCCTCTGTGAAGTCTCCTCTCC NM_031168

诱导型一氧化氮合酶
NOS2

Forward: CAGCGGAGTGACGGCAAAC
Reverse: AGACCAGAGGCAGCACATCAA NM_010927. 4

α 型干扰素
IFNα

Forward: GCCATCCCTGTCCTGAGTGA
Reverse: GCTGCTGGTGGAGGTCATTG NM_010502. 2

Γ 型干扰素
IFNγ

Forward: CGAAGCAGCAGAACAGGAAGAAC
Reverse:TGATAGGCGGTGAGGCTACAAG NM_010511. 3

干扰素调节因子 3
IRF3

Forward: CACGCTACACTCTGTGGTTCTG
Reverse: GGAGATAGGCTGGCTGTTGGA NM_016849. 4

干扰素调节因子 7
IRF7

Forward: GTCACCACACTACACCATCTACCT
Reverse: TAGACAAGCACAAGCCGAGACT NM_016850. 3

甘油醛-3-磷酸脱氢酶
GAPDH

Forward: TGAAGGTCGGTGTGAACGGATT
Reverse: CTCGCTCCTGGAAGATGGTGAT NM_008084. 3
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2　 结果

2. 1　 腹腔 F4 / 80hi亚群和 F4 / 80lo亚群相对数量的

比较

经 PBS 缓冲液灌注冲洗,收集小鼠腹腔细胞。
随后行 CD11b-PE-Cy7 和 F4 / 80-APC 抗体染色标

记,通过流式分选,获得 F4 / 80hi亚群和 F4 / 80lo亚群

细胞。 其中 CD11b+ 细胞占总细胞比例为(56. 23±
3. 71)%;CD11b+F4 / 80hi巨噬细胞亚群占总细胞比

例为 ( 43. 67 ± 4. 20 )%, 占 CD11b+ 细 胞 比 例 为

(77. 23±3. 16)%;CD11b+F4 / 80lo巨噬细胞亚群分别

为(9. 58±0. 48)%和(17. 23±1. 39)%。 F4 / 80hi亚群

和 F4 / 80lo亚群数量比较,P<0. 05,具体结果见图 1。

表 2　 Poly I ∶C 免疫刺激8 h 后巨噬细胞促炎因子和相关转录因子基因的相对表达量
Table 2　 Relative expression value of pro-inflammatory factors and related transcription factor in macrophages

with / without 8 h of Poly I ∶C stimulation

基因名称
Genes

F4 / 80lo亚群相关基因的
相对表达量

RQ value of F4 / 80lo Mφ

　 F4 / 80hi亚群相关基因的
相对表达量

RQ value of F4 / 80hiMφ
Poly I ∶C (-) Poly I ∶C (+) Poly I ∶C (-) Poly I ∶C (+)

白介素-6 IL6 0. 39 ± 0. 04 0. 51 ± 0. 04 1. 00 ± 0. 02 2. 62 ± 0. 32
诱导型一氧化氮合酶 NOS2 0. 54 ± 0. 03 0. 55 ± 0. 07 1. 00 ± 0. 04 2. 05 ± 0. 36

α 型干扰素 IFNα 0. 12 ± 0. 03 0. 17 ± 0. 01 1. 00 ± 0. 03 3. 90 ± 0. 54
γ 型干扰素 IFNγ 1. 25 ± 0. 17 1. 53± 0. 18 1. 01 ± 0. 07 2. 29 ± 0. 29

干扰素调节因子 3 IRF3 1. 59 ± 0. 10 1. 91 ± 0. 17 1. 00 ± 0. 05 2. 66 ± 0. 15
干扰素调节因子 7 IRF7 0. 39 ± 0. 01 0. 45 ± 0. 03 0. 91 ± 0. 06 3. 01 ± 0. 17

注:未刺激的 F4 / 80hi亚群各基因相对表达量设为对照(RQ= 1)。
Note. Set RQ value of F4 / 80hi subset without stimulation as control.

2. 2　 Poly I ∶C 免疫刺激下巨噬细胞亚群促炎因子

和转录因子表达变化趋势

利用上述引物(见表 1),对 Poly I ∶C 作用后巨

噬细胞促炎因子 IL6、iNOS、IFNα、IFNγ 和信号通路

相关转录因子 IRF3、IRF7 信使 RNA 的表达水平,进
行荧光定量 PCR 检测。 加入无 Poly I ∶C 普通培养

基的 F4 / 80hi亚群设置为对照组(RQ = 1),统计两个

亚群巨噬细胞在 Poly I ∶C 刺激前、后促炎因子和转

录因子相对表达量(表 2),并计算两个亚群巨噬细

胞在 Poly I ∶C 刺激后促炎因子和信号通路相关转录

因子表达倍数的变化,具体结果见表 3。
　 　 巨噬细胞经典 M1 型极化指标 IL6 和 iNOS,相
较于对照组,F4 / 80hi亚群 IL6、iNOS 表达增高(2. 61
±0. 32)倍和(2. 05±0. 36)倍,F4 / 80lo亚群为(1. 32±
0. 10)倍和 ( 1. 02 ± 0. 12) 倍;同时 F4 / 80hi 亚群对

Poly I ∶ C 刺激的效应因子 IFNα、 IFNγ 表达增加

(3. 90±0. 54)倍和(2. 29±0. 29)倍,F4 / 80lo亚群为

(1. 37±0. 10)倍和(1. 22±0. 10)倍。 在病毒感染过

程中,巨噬细胞通过胞膜模式受体识别病原,经胞

内信号转导上调核内 IRF3 和 IRF7 转录,从而激活

干扰素刺激反应原件( interferon stimulated response
element, IRSE)的活性以发挥抗病毒和病原清除效

应[11]。 相较于对照组,F4 / 80hi亚群表达 IRF3、IRF7
表达增高(2. 66 ± 0. 15)倍和(3. 01 ± 0. 17)倍,F4 /
80lo亚群为(1. 21±0. 11)倍和(1. 16±0. 07)倍。 综

　 　 　

注:A:流式细胞术分选 F4 / 80hi亚群和 F4 / 80lo亚群划门策略;

B:目的细胞占总细胞数百分比(左)或占 CD11b+ 细胞数百分

比 ( 右 )。 F4 / 80 高 表 达 亚 群 与 F4 / 80 低 表 达 亚 群 比

较,∗P<0. 05。

图 1　 F4 / 80hi亚群和 F4 / 80lo亚群巨噬细胞相对数量

Note. A, Gating Strategy for sorting F4 / 80hi subsetand F4 / 80lo

subset by Flow cytometre. B, Percentage of target cells in total cells

( left panel) or in CD11b+ cells ( right panel) . F4 / 80hi subset

Compared with F4 / 80lo subset,∗P<0. 05.

Figure 1　 The percentage of F4 / 80hisubset and
F4 / 80losubset in total cells or CD11b+ cells
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上,F4 / 80lo亚群相关因子增高倍数均未能大于 1. 4
倍,提示该亚群对 Poly I ∶ C 刺激不敏感;而 F4 / 80hi

亚群相关炎性因子和转录因子指标增高倍数均显

著高于 F4 / 80lo亚群,P<0. 05。

表 3　 Poly I ∶C 免疫刺激8 h 后巨噬细胞促炎因子和相关转录因子基因表达倍数的变化
Table 3　 Fold changes of pro-inflammatory factors and related transcription factor in macrophages after 8 h of Poly I ∶C stimulation

基因名称
Genes

F4 / 80lo亚群基因表达变化倍数

F4 / 80lo Mφ fold change
F4 / 80hi亚群基因表达变化倍数

F4 / 80hiMφ fold change

白介素-6 IL6
诱导型一氧化氮合 NOS2

α 型干扰素 IFNα
γ 型干扰素 IFNγ

干扰素调节因子 3 IRF3
干扰素调节因子 7 IRF7

1. 32±0. 10
1. 02±0. 12
1. 37±0. 10
1. 22±0. 10
1. 21±0. 11
1. 16±0. 07

2. 61±0. 30∗

2. 05±0. 36∗

3. 90±0. 54∗

2. 29±0. 29∗

2. 66±0. 15∗

3. 01±0. 17∗

注:F4 / 80hi亚群相关基因表达倍数与 F4 / 80lo亚群相关基因表达倍数变化比较。 F4 / 80 高表达亚群 Poly I ∶C 刺激前与刺激后比较,∗P<0. 05。
Note. Fold changes of F4 / 80hi subset compared with F4 / 80lo subset. F4 / 80hi subset Poly I ∶ C stimulation compared with before Poly I ∶ C
stimulation,∗P<0. 05。

　 　 　
注:A:Western blot 检测 JNK 信号通路磷酸化与表达水平代表图,采用 GAPDH 作为内参;B:Image J 软件对目的条

带灰度值量化统计分析。

图 2　 JNK 信号通路磷酸水平差异的检测

Note. A, Phosphorylation and expression level of JNK signal pathway was detected by Western blot, GAPDH was loaded as
internal reference. B, Intensities of the Western blot bands were quantitated by ImageJ software.

Figure 2　 Phosphorylation level of JNK signal pathway

2. 3　 Poly I ∶C 免疫刺激下 F4 / 80hi亚群和 F4 / 80lo

亚群信号通路的变化

前期研究发现,Poly I ∶C 可诱导巨噬细胞 IRF7
表达上调,通过激活 JNK 信号通路以促进 M1 型极

化反应[12]。 Poly I ∶ C 作用 F4 / 80hi 亚群后,其 JNK
通路磷酸化水平(相对表达量为 1. 19.)相较于对照

组(相对表达量 0. 29),呈升高趋势。 Poly I ∶C 作用

F4 / 80lo亚群后,JNK 通路磷酸化水平(相对表达量

为 0. 064)相较于对照组磷酸化水平(相对表达量

0. 075),无明显变化趋势,具体结果见图 2。
2. 4　 阻断 JNK 通路活化对 Poly I ∶C 作用后 F4 /
80hi亚群和 F4 / 80lo亚群促炎因子表达的影响

为进一步研究 JNK 信号通路在腹腔异质性巨

噬细胞亚群应答 Poly I ∶ C 过程中的作用机制,在
Poly I ∶C 作用的同时,加入 JNK 通路磷酸化抑制剂

SP600125,以观察阻断 JNK 通路磷酸化对 F4 / 80hi亚

群和 F4 / 80lo 亚群促炎因子 IL6 和 IFNα 表达的影

响。 以无 Poly I ∶C 和 SP600125 普通培养基的 F4 /
80hi亚群为基线(RQ= 1)。 结果表明,未加入 Poly I ∶
C 刺激,F4 / 80hi 亚群巨噬细胞,IL6 相对表达量为

1. 00 ± 0. 02,IFNα 相对表达量为 1. 00 ± 0. 03;Poly
I ∶C 刺激后的 F4 / 80hi亚群巨噬细胞,IL6 相对表达

量(2. 64±0. 05)和 IFNα 相对表达量(3. 93±0. 18)
均显著上调,P< 0. 05;加入 SP600125 作用后,F4 /
80hi亚群巨噬细胞 IL6 相对表达量(1. 25±0. 05)和

IFNα 相对表达量 ( 0. 93 ± 0. 13) 均显著下调,P <
0. 05。 未加入 Poly I ∶ C 刺激,F4 / 80lo 亚群巨噬细

胞,IL6 相对表达量为(0. 32±0. 02),IFNα 相对表达

量为(0. 22±0. 02);Poly I ∶ C 刺激后的 F4 / 80lo亚群

巨噬细胞, IL6 表达 ( 0. 37 ± 0. 01) 和 IFNα 表达
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(0. 17±0. 02),与未加入 Poly I ∶C 的 F4 / 80lo亚群巨

噬细胞组相比均无显著差异;加入 SP600125 作用

后,F4 / 80lo 亚群巨噬细胞 IL6 相对表达量(0. 34 ±
0. 02)和 IFNα 相对表达量(0. 11 ± 0. 01),与加入

Poly I ∶C 但未加入 SP600125 的 F4 / 80lo亚群巨噬细

胞组相比均无显著差异,具体结果见图 3。

注: A: 促炎因子 IL-6 基因表达的变化; B:促炎因子 IFNα 基因表达的变化。 F4 / 80 高表达亚群 Poly I ∶C 刺激前

与刺激后比较;F4 / 80 高表达亚群加入抑制剂与未加入抑制剂的比较,∗P<0. 05。

图 3　 阻断 JNK 信号活化后促炎因子 IL-6 和 IFNα 基因表达变化

Note. A, Relative expression of IL-6. B, IFNα.F4 / 80hi subset oafter Poly I ∶C stimulation compared with before Poly I ∶C

stimulation, F4 / 80hi subset with SP600 / 25 stimulation compared with without SP600 / 25 stimulation,∗P<0. 05.

Figure 3　 Relative expression level of pro-inflammatory factors IL-6 and IFNα when phosphorylation of
JNK signal pathway was attenuated

3　 讨论

流行性感冒病毒(流感病毒)其感染的严重程

度,和病毒引起的以过度炎症反应为特征的细胞因

子风暴呈正相关[13]。 部分宿主在感染 H1N1 流感

病毒后,免疫细胞过度激活进而释放大量促炎细胞

因子,引发细胞因子风暴,可发展为急性肺损伤,甚
至可进展为急性呼吸窘迫综合征,导致呼吸衰竭与

多器官损伤[14]。 本研究通过研究异质性巨噬细胞

亚群对早期病毒感染差异化应答及相关机制,发现

在 Poly I ∶C 诱导的病毒感染模型中,F4 / 80hi巨噬细

胞亚群在病毒感染早期活化程度显著性高于 F4 /
80lo亚群。 F4 / 80hi巨噬细胞亚群释放大量的促炎细

胞因子 IL6,IFNα、IFNγ,同时转录因子 IRF3 和 IRF7
显著上调,通过活化 JNK 信号通路推进其促炎表型

的形成,而抑制 JNK 通路磷酸化可显著抑制 F4 / 80hi

亚群致敏性。 该结果进一步提示我们,定向干预

F4 / 80hi巨噬细胞亚群过度激活,可能对抑制或延缓

细胞因子风暴的发生起着积极重要作用。
固有免疫系统是机体抵抗病毒侵染的第一道

防线,同时也是适应性免疫发展的基础。 近年来,
固有免疫中树突状细胞(DC)和巨噬细胞在抗病毒

中的作用备受关注。 髓系 DC(mDC)可以主动摄取

乙肝病毒抗原肽,通过 MHCΙ 类分子途径提呈抗原

肽至 CD8+ T 细胞,进而引发 Th1 型免疫反应[15]。
而在巨细胞病毒感染中,浆细胞样 DC(pDC)可通过

分泌干扰素诱导 Th2 型免疫反应[16]。 有报道表明,
M1 型巨噬细胞过度活化可导致急性流感病毒感染

患者细胞因子风暴的产生,在感染早期介入抑制 M1
型巨噬细胞的过度激活,可以有效改善预后[17]。 在

本研究中我们发现,F4 / 80hi巨噬细胞亚群在早期病

毒感染中促炎因子 IL6、 iNOS、IFNα、IFNγ 表达上

调。 已有报道表明[18],F4 / 80hi巨噬细胞亚群成熟度

和吞噬能力高于 F4 / 80lo亚群。 提示我们在病毒感

染早期,可以通过氯磷酸盐脂质体类药物清除过度

活化的 F4 / 80hi 亚群,以降低细胞因子风暴产生风

险。 然而随着病毒感染进程的推进,F4 / 80lo巨噬细

胞亚群可能定向发育为 F4 / 80hi亚群,此时采用氯磷

酸盐脂质体清除巨噬细胞后是否能够抑制过度激

活、能够真正利于机体病毒清除还有待进一步研究。
前期研究发现,功能异质性巨噬细胞亚群和组

织特异性巨噬细胞亚群在白血病微环境中起着迥

12中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



然相异的作用,其激活信号通路途径也不尽相

同[19-21]。 相较于脾巨噬细胞亚群,骨髓巨噬细胞亚

群 IRF7 基因表达显著上调并活化 JNK 信号通路,
诱导其促炎 M1 型表型与功能[12]。 本研究发现,
F4 / 80hi巨噬细胞亚群在病毒感染后 IRF7 基因高表

达,且 JNK 磷酸化激活,提示我们 IRF7-JNK 通路可

能在成熟巨噬细胞抗病毒早期免疫应答过程中起

着重要作用。 因此,采用 SP600125 等抑制 JNK 通

路激活的化学类抑制剂,亦可作为阻断巨噬细胞过

度激活的有效手段。
综上,研究异质性巨噬细胞在病毒感染免疫应

答与活化中的作用与机制,进而探讨并开发新的免

疫抑制剂与靶向小分子抑制剂,对防止或延缓病毒

侵染导致细胞因子风暴的发生具有重要意义,同时

将为疾病的预防与治疗提供积极的帮助。
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五种植物粗多糖诱导小鼠骨髓来源树突状细胞
成熟的体外筛选

董晓筱1,李博野2,张季瑶1,陈　 颖3,胡　 秦1∗,彭　 博3∗

(1.北京工业大学生命科学与生物工程学院,北京　 100124; 2.北京工业大学环境与能源工程学院,
北京　 100124; 3.中国中医科学院中药研究所,北京　 100124)

　 　 【摘要】 　 目的　 比较灵芝、枸杞、云芝、黄芪、香菇五种植物粗多糖对 C57BL / 6 小鼠骨髓来源树突状细胞

(bone marrow-derived dendritic cells, BMDC)的体外诱导功能。 方法　 采用 GM-CSF 体外诱导和培养 C57BL / 6 小鼠

BMDC 细胞,体外培养 6 d 后,分别加入灵芝、枸杞、云芝、黄芪和香菇五种植物粗多糖进行培养,24 h 后,采用流式

细胞术检测细胞表面 CD80、CD86 及MHCII 分子的表达,采用 ELISA 检测 BMDC 细胞培养上清中细胞因子 IL-6、IL-
12 和 TFN-α 的含量。 结果　 云芝多糖可显著诱导 BMDC 细胞表明的 CD80、CD86 和 MHCII 分子表达上调,并刺激

BMDC 细胞释放 IL-6,IL-12p40 和 TFN-α。 枸杞多糖、灵芝多糖和香菇多糖仅显著性的诱导 IL-6 释放增加。 结论　
云芝多糖对 BMDC 具有较强的诱导作用,具有潜在的疫苗佐剂活性。

【关键词】 　 多糖;树突状细胞;云芝多糖;佐剂
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In vitro screening of mouse bone marrow-derived dendritic cells induced
by five plant polysaccharides

DONG Xiaoxiao1, LI Boye2, ZHANG Jiyao1, CHEN Yin3, HU Qin1∗, PENG Bo3∗

(1. College of Life Sciences and Bioengineering, Beijing University of Technology, Beijing 100124, China.
2. College of Environmental and Energy Engineering, Beijing University of Technology, Beijing 100124.
3. Institute of Chinese Materia Medica;China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 100700)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the adjuvant activity of polysaccharides from Ganoderma lucidum, Lycium
barbaru, Versicolor, Astragalus and Lentinan on bone marrow-derived dendritic cells ( BMDCs) from C57BL / 6 mice.
Methods　 Bone marrow cells from C57BL / 6 mice were cultured in the presence of granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor GM-CSF. After 6 days, immature BMDCs were collected and co-cultured with the polysaccharides of G.
lucidum, L. barbaru, Versicolor, Astragalus or Lentinula. CpG oligodeoxynucleotides were used as a positive control. The
cell surface expression of CD80, CD86 and MHCII were detected by fluorescence-activated cell sorting analysis. The release



of cytokines interleukin (IL)-6, IL-12 and tumor necrosis factor TFN-α were measured by enzyme-linked immunosorbent
assay. Results　 Versicolor polysaccharides significantly upregulated the surface expression of CD80, CD86 and MHCII on
BMDCs, as well as the release of the cytokines IL-6, IL-12 and TFN-α compared with the control group. Conclusions　
Versicolor polysaccharides promoted the maturation of BMDCs in vitro and may have potential as an adjuvant for vaccine
preparations.

【Keywords】　 polysaccharide; dendritic cells; Versicolor; adjuvant

　 　 树突状细胞(dendritic cells, DC) 由造血干细

胞分化,经历前体细胞、未成熟树突状细胞和成熟

树突状细胞三个阶段。 机体内的 DC 分布较为广

泛,常定居于脾、淋巴结、表皮等部位[1]。 作为哺乳

动物的一种抗原提呈细胞(antigen presenting cell,　
APC),DC 不仅具有摄取、加工、处理及呈递抗原的

能力,同时也可释放多种细胞因子,提呈抗原并激

活初始 T 细胞,进一步启动 T 细胞免疫反应[2],因
而在机体固有免疫和适应性免疫应答中均起着重

要的作用。 近年来,人们已经可以通过使用多种细

胞因子,如 GM-CSF、IL-4、Flt3 等[3] 方法来诱导骨髓

细胞体外定向分化为骨髓来源的树突状细胞

(BMDC),BMDC 的体外培养和成熟活化实验已被

广泛应用于佐剂筛选、免疫激活等相关研究中。
多糖是植物体内的一类重要化学物质,不仅在

植物体内含量较高,而且还具有丰富的生物学功

能。 目前,对于植物多糖的研究主要包括免疫调

节、抗肿瘤、抗氧化等方面[4-5]。 植物多糖具有安全

性较高、天然可降解性、免疫原性低、毒副作用小等

优点。 本文选用了灵芝多糖、枸杞多糖、香菇多糖、
黄芪多糖、云芝多糖五种粗多糖分别检测了它们对

于 BMDC 的体外诱导成熟作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级 C57BL / 6 雌性小鼠 21 只,6 ~ 8 周龄,20
~22 g,购于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

科学院基础理论研究所[SYXK(京)2016-0021],严
格按照中国中医科学院中国中医科学院中医基础

理 论 研 究 所 伦 理 要 求 进 行 动 物 实 验

(20190901058),在实验研究过程中遵守“3R”原则,
并给予实验小鼠应有的人道关怀。
1. 2　 主要试剂

灵芝提取物(生产批号: BCSW20180228-8);
香菇提取物(生产批号: BCSW20180228-8);枸杞

提取物(生产批号: BCSW20180228-8);云芝提取

物(生产批号:BCSW20180228-8)购于西安天象生

物工程有限公司,采用热水浸提、醇沉和酶解工艺

进行粗多糖的提取,多糖含量均在 50%以上;注射

用黄芪多糖购自伯恩公司 (生产批号: 151101)。
CpG 1668 ODN (5’-tccatgacgttcctgatgct-3’)由生工

生物工程公司合成;RPMI1640 细胞培养基、胎牛血

清( FBS) 均购自 Gibco 公司; GM-CSF、 IL-4 购于

PeproTech 公司;流式抗体 APC anti-mouse CD80、
PerCp / Cy 5. 5 anti-mouse CD40、PE anti-mouse I-A /
I-E、FITC anti-mouse CD11c、anti-mouse CD16 / 32、小
鼠 IL-6、IL-12p40 和 TFN-α 试剂盒均购自 BioLegend
公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 植物粗多糖溶液制备

使用无内毒素的水分别溶解枸杞、灵芝、香菇、
黄芪和云芝的粗多糖粉末,并调整浓度为 10 mg /
mL,通过内毒素清除柱(Thermo Scientific)处理后,
经 ToxinSensor 终点显色法内毒素检测 试 剂 盒

(Genscript)检测,内毒素含量均在 0. 05 EU / mL 以

下。 多糖溶液经 0. 22 μm 滤膜过滤后,保存于 -
20℃下备用。
1. 3. 2　 小鼠 BMDC 细胞培养

取 C57BL / 6 小鼠脱臼处死,无菌分离股骨,经
RPMI1640 培养基反复冲洗骨髓,1000 r / min 离心后

重悬于 RPMI1640 培养基中。 细胞悬液以 1×106 /
mL 密度接种于 6 孔板中,加入含 GM-CSF(20 ng /
mL)的完全培养基(RPMI1640 培养基含 10%灭活

胎 牛 血 清, 双 抗 及 50 μmol / L β-巯 基 乙 醇

(SIGMA)。 每 2 d 对细胞进行换液。 培养 6 d 后,
收集悬浮或松散贴壁细胞(未成熟 BMDC)用于后

续实验。
1. 3. 3　 流式细胞仪测定细胞表面 CD80,CD86 和

MHCII 的表达

未成熟 BMDC 细胞使用 RPMI1640 培养基调整

细胞浓度为 1×106 / mL,接种于 24 孔板中,分别加入

枸杞粗多糖、灵芝粗多糖、香菇粗多糖、黄芪粗多糖

和云芝粗多糖,终浓度为 100 μg / mL。 阴性对照组
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加入不含药物的 RPMI1640 培养基,阳性对照组加

入终浓度为 4 μg / mL 的 CpG 1668 ODN。 37°C,80%
湿度,5% CO2 条件下培养 24 h 后,1000 r / min 离心

5 min,收集细胞,经 anti-mouse CD16 / 32 封闭抗体

封闭,冰浴 10 min 后,加入 APC-CD80、 Percp / cy
5. 5-CD86、PE-MHC II、FITC-CD11c 四种抗体于 4℃
避光 染 色 30 ~ 40 min。 收 集 细 胞, 采 用 BD
FACSCalibur 流式细胞仪进行检测,通过 Flowjo v10
软件分析细胞表面分子表达。
1. 3. 4 　 酶联免疫吸附法测定 IL-6, IL-12p40 和

TFN-α
未成熟 BMDC 细胞以 1×106 / mL 密度接种于 96

孔板中,采用不同的粗多糖刺激 24 h 后,收集细胞

培养上清,分别采用小鼠 IL-12p40, IL-6 和 TFN-α
检测试剂盒进行检测。 采用酶标仪(PerkinElmer)
测定 450 nm 下的吸光值(OD 值),并根据标准曲线

计算样品中的细胞因子含量。
1. 4　 统计学方法

所有实验数据均采用 SPSS 25 软件进行统计学

分析,并通过 GraphPad Prism 5 软件进行作图。 采

用 One-Way ANOVA 单因素方差分析比较各组之间

的差异,最终数据以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,
以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 植物粗多糖对 BMDC 细胞表面分子标志表达

的影响

采用流式细胞仪检测粗多糖对 BMDC 细胞表

面 CD80 和 CD86 表达的影响,结果发现与阴性对照

组( CC 组) 相比,阳性对照 CpG ODN 显著提高

BMDC 细胞表面 CD80, CD86 和 MHCII ( I-Ab)表

达。 云芝粗多糖显著上调 CD86 和 MHCII (I-Ab)表
达,对 CD80 有一定上调作用,但无显著性差异。 黄

芪粗多糖,枸杞粗多糖,灵芝粗多糖和香菇粗多糖

均无明显作用(如图 1)。 结果表明云芝粗多糖可显

著上调 BMDC 细胞表面细胞成熟相关分子的表达,
具有诱导 BMDC 细胞成熟的作用。
2. 2　 植物粗多糖对 BMDC 细胞分泌细胞因子的

影响

采用 ELISA 试剂盒检测五种植物粗多糖对

BMDC 细胞培养上清中 IL-6,IL-12p40 和 TFN-α 细

胞因子的释放影响。 结果发现,与阴性对照组(CC
组)相比,云芝粗多糖培养组和 CpG ODN 阳性对照

组均显著提升 BMDC 细胞培养上清中 IL-6 ( P <
0. 001), IL-12p40 ( P < 0. 05) 以及和 TFN-α ( P <
0. 001)的含量。 枸杞粗多糖(P<0. 05),灵芝粗多

糖(P<0. 001)和香菇粗多糖(P<0. 05)组,BMDC 细

胞培养上清中 IL-6 的释放显著性提高。 其余组均

可见不同程度的 IL-6, IL-12p40 和 TFN-α 表达上

调,但与对照组相比,无显著性差异(如图 2 所示)。
因此,云芝粗多糖可显著刺激 BMDC 细胞释放 IL-6,
IL-12p40 和 TFN-α,枸杞粗多糖,灵芝粗多糖和香粗

菇多糖可刺激 BMDC 细胞释放 IL-6。

3　 讨论

近年来,随着植物粗多糖药理学方面的研究应

用逐渐深入,植物多糖作为植物中极为重要的成

分,其预防或治疗疾病的功能也受到了重视,主要

活性包括抗肿瘤、抗病毒、降血脂血糖、抗氧化

等[6],已有文献证明枸杞多糖、灵芝多糖、香菇多

糖、黄芪多糖等都具有增强机体免疫能力,促进炎

症因子表达,抗病毒、降血糖、诱导体液和细胞免疫

应答等功能,例如黄芪多糖已被用于口蹄疫疫苗、
狂犬病疫苗、新城疫疫苗等疫苗佐剂[7];云芝多糖

可增强 NK 细胞的杀伤功能,促进小鼠 T 淋巴细胞

和 B 淋巴细胞增值,增强肿瘤坏死因子吞噬能

力[8-9];香菇多糖具有抗氧化作用,可以抑制苯并芘

诱导产生的氧化应激反应,降低皮肤癌风险[10],可
对糖尿病大鼠的脑组织起到保护作用[11];灵芝多糖

可激活 T 淋巴细胞、B 淋巴细胞及巨噬细胞等,促进

细胞因子分泌,提高机体的免疫功能[12]。 本实验主

要对比了灵芝、香菇、枸杞、黄芪、云芝几种粗多糖

对于 BMDC 细胞的体外诱导成熟作用,进一步研究

其作为佐剂的潜力。
DC 作为机体内最为重要的一种 APC,是机体

固有免疫的参与者,更是机体适应性免疫应答反应

的启动者[13]。 未成熟的树突状细胞可以通过多种

模式识别受体,如 Toll 样受体 ( toll-like receptors,
TLR)感知抗原,进一步成熟,成熟 DC 的表面共刺

激分子、分泌因子与趋化因子增多[14-15],除通过

MHC-II 类分子提成抗原激活 CD4+ T 细胞外,DC 还

可以通过 MHC-I 途径激活 CD8+ T 细胞[16],更高效

全面的发挥树突状细胞的免疫调节功能,因此,DC
的活化及数量都关系着免疫系统的功能。 随着对

DC 的研究发展,发现其在过敏反应[17]、感染性休

克[18]、抗肿瘤[19]、疫苗佐剂研究等方面都起着至关
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注:A: 五种粗多糖对 BMDC 细胞表面标志物表达的影响;B: CD80 的表达;C: CD86 的表达;D: I-Ab 的表达。 与阴性对照组相

比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 1　 植物多糖对 BMDC 细胞表面标志分子表达的影响

Note. A, Effects of five polysaccharides on BMDC surface marker expression. B, CD80 expression on BMDCs. C, CD86 expression on

BMDCs. D, I-Ab expression on BMDCs.∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure 1　 Effects of plant polysaccharides on BMDC surface marker expression

注:A: IL-6 的释放情况;B: IL-12p40 的释放情况;C: TFN-α 的释放情况。 与阴性对照组相比,∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 01。

图 2　 植物粗多糖对 BMDC 细胞释放细胞因子的影响

Note. A, Secretion of IL-6. B, Secretion of IL-12p40. C, Secretion of TFN-α. Compared with the CC group, ∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 01.

Figure 2　 Effects of plant polysaccharides on cytokines released by BMDC
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重要的作用,已有文献证明,大多数肿瘤组织中的

DC 处于未成熟状态,肿瘤细胞诱导 DC 凋亡,并通

过分泌细胞因子抑制 DC 的产生和成熟[20],因此,
DC 的成熟对机体的免疫反应起着重要的作用,对
DC 的诱导成熟也是研究疫苗佐剂的切入点。

本文中以 CpG ODN 做为阳性对照,使用五种不

同的植物粗多糖对 BMDC 细胞进行体外培养,通过

流式细胞术检测 BMDC 细胞表面标志分子 CD80,
CD86 和 MHCII 的表达量的变化及 ELISA 检测

BMDC 细胞上清中 IL-6,IL-12p40 和 TFN-α 的含量。
实验结果表示,云芝粗多糖与 BMDC 细胞共培养 24
h 后,细胞表面 CD80,CD86 和 MHCII 的表达量均有

上调,BMDC 细胞分泌的 IL-6,IL-12p40 和 TFN-α 均

有提升。 综上所述,初步分析云芝粗多糖具有诱导

BMDC 细胞成熟的能力,因此也具有疫苗佐剂的潜

在应用可能性,值得进一步研究。
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姜黄素增强 PTEN 野生型三阴性乳腺癌细胞
对 PARP1 抑制剂敏感性的研究

孙偲丰1,王　 莹1,杨彦琴2,玄基泽3,张　 斌4,秦元华5,茅卫锋1∗

(1.大连医科大学基础医学院生物技术系,辽宁 大连　 116044; 2.大连医科大学附属第二医院肿瘤放射治疗科,辽宁 大连　 116011;
3.大连医科大学附属第二医院病理科,辽宁 大连　 116011; 4.大连医科大学第一附属医院肿瘤科,辽宁 大连　 116011;

5.大连医科大学基础医学院寄生虫系,辽宁 大连　 116044)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究姜黄素增强 PTEN(磷酸酶和张力蛋白同系物)野生型三阴性乳腺癌细胞对于 PARP1 抑

制剂奥拉帕尼(Olaparib)的敏感性及其潜在的作用机制,从而为 PTEN 野生型三阴性乳腺癌病人的临床治疗提供

新方案。 方法　 使用 PTEN 缺陷三阴性乳腺癌细胞株 BT549 和 PTEN 野生型细胞株 BT549-PTEN 进行实验。 MTT
实验检测两种细胞在奥拉帕尼作用下的存活率。 蛋白质印迹实验检测 PTEN 缺陷型和野生型细胞中同源重组修

复关键蛋白 RAD51 的表达。 彗星实验检测姜黄素及姜黄素与奥拉帕尼联合使用后细胞 DNA 的损伤程度。 蛋白质

印迹检测姜黄素作用后 RAD51 变化。 结果　 PTEN 可通过增加 RAD51 的方式促进 DNA 损伤的修复。 与 PTEN 缺

陷型细胞相比,野生型细胞对于奥拉帕尼的作用较不敏感。 姜黄素能够通过抑制 RAD51 的方式抑制 PTEN 介导的

DNA 修复,并增强 PTEN 野生型三阴性乳腺癌对奥拉帕尼的敏感性。 结论　 姜黄素通过抑制 PTEN 介导的 DNA 修

复使 PTEN 野生型乳腺癌细胞对 PARP1 抑制剂奥拉帕尼敏感。
【关键词】 　 姜黄素;PTEN;三阴性乳腺癌;DNA 修复;奥拉帕尼
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Curcumin sensitizes wild-type PTEN breast cancer cells to PARP1
inhibitors

SUN Caifeng1, WANG Ying1, YANG Yanqin2, XUAN Jize3, ZHANG Bin4, QING Yuanhua5, MAO Weifeng1∗

(1. Department of Biotechnology, School of Basic Medical Sciences, Dalian Medical University, Dalian 116044, China.
2. Department of Radiation Oncology, the Second Affiliated Hospital of Dalian Medical University, Dalian 116011.

3. Department of Pathology, the Second Affiliated Hospital of Dalian Medical University, Dalian 116011.
4. Department of Oncology, the First Affiliated Hospital of Dalian Medical University, Dalian 116011.

5. Department of Parasitology, School of Basic Medical Sciences, Dalian Medical University, Dalian 116044)

　 　 【Abstract】　 Objective　 This research aimed to: (1) investigate the effects of curcumin in phosphatase and tensin
homolog (PTEN)-mediated DNA repair and in the sensitization of wild-type PTEN triple-negative breast cancer cells to
Olaparib, a poly ADP ribose polymerase (PARP)1 inhibitor; and (2) provide a new therapeutic strategy for patients with



wild-type PTEN triple-negative breast cancer in the clinical setting. Methods 　 Wild-type PTEN and PTEN-deficient
variants of the triple-negative breast cancer cell line BT549 were used. MTT was used to assay the cell survival rate.
Western blot was performed to detect the expression of RAD51 (a key protein in homologous recombination repair) in wild-
type PTEN cells. The comet assay was used to measure the DNA damage caused by curcumin and olaparib. Western blot
was used to detect RAD51 after curcumin treatment. Results　 Wild-type PTEN cells were less sensitive to olaparib than
PTEN-deficient BT549 cells. PTEN promoted DNA repair by increasing the expression of RAD51. Curcumin inhibited
PTEN-mediated DNA repair by inhibiting RAD51 and enhanced the sensitivity of wild-type PTEN triple-negative breast
cancer cells to olaparib. Conclusions 　 Curcumin inhibited PTEN-mediated DNA repair and sensitized wild-type PTEN
breast cancer cells to olaparib.

【Keywords】　 curcumin; PTEN; triple negative breast cancer; DNA repair; Olaparib

　 　 乳腺癌是发生于女性中最恶性的肿瘤之一,每年

约有 458,000 人死于乳腺癌[1-2]。 三阴性乳腺癌是雌

激素受体(ER)、孕激素受体(PR)和原癌基因 Her-2
都为阴性的一种乳腺癌。 由于是三阴性,常规靶向药

物无法对其产生作用,只能按照常规放化疗治疗,但
这种治疗效果较差,伴随低疗效、高复发的特性。
PARP1 抑制剂作为一种新型的靶向 PARP1 的分子

靶向药物,近年来在乳腺癌治疗中表现出较好的疗

效。 PARP1 是 PARP 家族的主要成员,其可将 ADP-
核糖基团转移至靶蛋白[3-5]。 一旦 DNA 断裂发生,
PARP1 作为单链断裂(SSB)修复中的关键因子可以

感知损伤并快速结合到断裂位点并使自身核糖基化,
并进一步催化靶蛋白的核糖基化,招募 DNA 修复蛋

白进行 DNA 修复[6]。 因此 PARP1 抑制剂奥拉帕尼

作为抗肿瘤药物具有良好效果,并已在临床上用于治

疗乳腺癌和卵巢癌[7-8]。 据报道,奥拉帕尼可有效抑

制 BRCA1 和 PTEN 缺陷肿瘤细胞的生长,显示出

PARP1 和 BRCA1 / PTEN 的合成致死性。 然而,野生

型 PTEN 的肿瘤细胞表现出对 PARP1 抑制剂的不敏

感性[9],因此,急需要寻找可以增加野生型 PTEN 肿

瘤细胞对奥拉帕尼敏感性的协同剂。
磷酸酶和张力蛋白同源物(PTEN)是位于人类基

因组 10q23. 3 上的抑癌基因表达的蛋白,PTEN 通过参

与 PI3K 途径而在细胞增殖中起作用[10-11]。 PTEN 突

变经常发生在各种类型的癌症中[12-13]。 PTEN 还促进

DNA 修复以维持染色体的稳定性[14-15]。 PTEN 能增强

肿瘤细胞对化疗药物抗性[16]。 PTEN 与复制蛋白 A1
协同作用,可以保护DNA 复制叉并增强RAD51 介导的

同源重组(HR)。 然而,PTEN 在 DNA 修复中的具体作

用仍未明确[9,15]。
姜黄素是一种从姜黄根中分离出来的天然化

合物,具有抗氧化,抗炎和抗肿瘤活性[17-22]。 姜黄

素易获得,价格便宜,常用作膳食调味品[23-24]。 据

报道,姜黄素可抑制不同类型肿瘤细胞的生长,并
使癌细胞对阿霉素和 5-FU 敏感[25]。 本研究主要探

讨了姜黄素对 PTEN 介导的 DNA 修复的作用及其

潜在机制。 这些结果可扩展姜黄素在 PTEN 野生型

三阴性乳腺癌治疗中的应用,也可以为异常 PTEN
肿瘤细胞的个性化治疗提供理论基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞

人乳腺癌细胞系 BT549 从美国组织培养物收集

中心(ATCC,美国)购得,是 PTEN 缺陷的三阴性乳腺

癌 细 胞 系。 细 胞 在 含 有 10% FBS ( Biological
Industries,Kibbutz Beit Haemek,以色列),1%青霉素

和链霉素(Gibico,美国)的 RPMI 1640(Hyclone,美
国)中培养。 本实验室稳转 PTEN 基因到 BT549 中,
获得含 PTEN 基因的 BT549,代表野生型 BT549。
1. 2　 主要试剂

PTEN 的抗体 ( sc - 9145) 购自 Santa Cruz (美

国);β-肌动蛋白(66009-1-1g)、PARP1(13371-1-
AP)、微管蛋白(11224 - 1AP)、RAD51(14961 - 1 -
AP)的抗体购自 Proteintech(美国)。 PARP 抑制剂

奥拉帕尼(S1060)、姜黄素(S1814)购自 Selleck(美
国); 苯 甲 基 磺 酰 氟 ( PMSF ); 蛋 白 酶 抑 制 剂

(B14001,Selleck,美国);磷酸酶抑制剂 ( B15001,
Selleck,美国);Fluorometer Qubit 2. 0( Invitrogen,美
国);MTT、NaCl、EDTA、Tris、肌氨酸钠、Trixton X -
100、DMSO、NaOH(生工,中国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 蛋白质印迹

用含 1 mmol / L 苯甲基磺酰氟(PMSF),1×蛋白

酶抑制剂和 1×磷酸酶抑制剂的冰冷 RIPA 缓冲液裂

解细胞;Fluorometer Qubit 2. 0 测定总蛋白浓度;使
用 10%SDS-PAGE 凝胶分离细胞裂解物;将凝胶上
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的蛋白转移至 PVDF 膜,使用各种抗体(稀释比 1 ∶
500)检测蛋白质。
1. 3. 2　 MTT 检测

将细胞(4000 个细胞 /孔)接种在 96 孔板中。
待细胞贴壁后,加入药物,与细胞一起温育 48 h。 取

出药物,然后将 3-(4,5-二甲基噻唑-2-基) -2,5-
二苯基四唑溴化物(MTT)加入 96 孔板,与细胞一起

温育 4 h。 除去培养基后加入 150 μL 的 DMSO,492
nm 处读取吸光度。

注:A:通过蛋白质印迹法分别检测转染 PTEN 基因、空载体的 BT549 细胞中 PTEN 的表达;B:PTEN 细胞和 EV(空载体)细胞通过 MTT 法测

定的生长曲线。 PTEN:稳定转染 PTEN 的 BT529 细胞,EV:转染空载体的 BT549 细胞。

图 1　 PTEN 基因的 BT529 细胞和转染空载体(EV)的 BT549 细胞的生长曲线

Note. A, Expression of PTEN in BT549 cells transfected with PTEN gene and empty vector was detected by Western blot. B, Growth curves of PTEN
cells and EV cells were tested by MTT assay. PTEN, BT529 cells stably transfected with PTEN. EV, BT549 cells transfected with empty vector.

Figure 1　 Growth curves of PTEN-transfected BT529 cells and empty vector-transfected BT549 cells

1. 3. 3　 彗实实验

40 μmol / L 姜黄素或 80 μmol / L 奥拉帕尼处理

细胞后,取 5000 个细胞包埋在低熔点琼脂糖的载玻

片上。 将载玻片浸入冰冷的裂解缓冲液(2. 5 mol / L
NaCl,100 mmol / L EDTA,10 mmol / L Tris,1%肌氨酸

钠,1% Trixton X-100,10%DMSO)裂解 40 min。 然

后将载玻片放入碱性缓冲液(1 mmol / L EDTA,300
mmol / L NaOH)中电泳。 用溴化乙锭染色后,显微

镜分析结果。
1. 4　 统计学方法

使用 GraphPad Prism 6. 0 软件完成数据分析。
单因素方差分析和 Turkey’s 检验用于确定其显着性。
P<0. 05 被认为具有统计学意义,其中∗ 代表 P <
0. 05,∗∗代表 P<0. 01,∗∗∗代表 P<0. 001。 所有实验均

重复三次,结果表示为平均数±标准差( 􀭰x ± s )。

2　 结果

2. 1　 PTEN 上调 RAD51 的表达增强 DNA 修复

如图 1 所示,野生型 BT549 与 BT549 的细胞存

活曲线(图 1A)显示两者间没有生长差异(图 1B)。
MTT 测定显示 EV 细胞对奥拉帕尼敏感,而

PTEN 细胞对奥拉帕尼耐药。 这些结果表明野生型

PTEN 细胞对新型分子靶向药物奥拉帕尼耐受(图
2A)。 随后, 蛋白质印迹实验检测了两种细胞

RAD51 的水平(图 2B),显示 PTEN 野生型细胞的

RAD51 表达更高,表明 PTEN 增加 RAD51 介导的同

源重组修复以促进 DNA 修复。
2. 2　 姜黄素增强奥拉帕尼诱导的 DNA 断裂

接下来分析了姜黄素对 PTEN 促进 DNA 修复

的影响。 用奥拉帕尼处理 PTEN 野生型细胞 24 h
后,通过彗星试验检测 DNA 断裂。 图中显示姜黄素

诱导 DNA 的断裂。 更重要的是,与单种药物产生的

彗尾相比,姜黄素与奥拉帕尼的联合使用明显增加

了彗尾 (图 3A、3B)。 这些结果表明姜黄素促进

PTEN 野生型细胞中奥拉帕尼诱导的 DNA 断裂。
2. 3　 姜黄素降低 PTEN 乳腺癌细胞中 RAD51 的

表达

随后分析了姜黄素增强 PTEN 野生型乳腺癌细

胞对奥拉帕尼敏感性的潜在机制。 用姜黄素处理

后,RAD51 水平以剂量依赖性方式降低(图 4)。 因

此,姜黄素会降低 RAD51 的表达,从而减轻 PTEN
介导的 DNA 修复。 此外,我们还发现姜黄素降低了

PARP1 的水平,这表明姜黄素可能同样影响 PARP1
参与的 DNA 修复(图 4)。
2. 4　 姜黄素使 PTEN 野生型细胞对奥拉帕尼敏感

我们用 MTT 实验检测了姜黄素和奥拉帕尼联

合处理的 PTEN 野生型细胞的生长曲线,与单药奥
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注:A:用不同剂量的奥拉帕尼处理 24 h 后,与转染空载体的 BT549 细胞相比,PTEN 细胞具有 olaprib 抗性;B:蛋白质印

迹显示,与 EV 细胞中的 RAD51 水平相比,PTEN 上调 RAD51 的表达。

图 2　 PTEN 上调 RAD51 表达,增强 PTEN 野生型 BT549 对 PARP1 抑制剂奥拉帕尼的耐受

Note. A, After treatment with different doses of Olaparib for 24 hours, PTEN cells were resistant to olaprib compared to BT549
cells transfected with an empty vector. B, Western blot shows that PTEN up-regulates RAD51 expression compared to RAD51
levels in EV cells.

Figure 2　 PTEN upregulates RAD51-mediated resistance of PTEN wild-type BT549 to the PARP1 inhibitor, Olaparib

注: A:用奥拉帕尼或姜黄素处理转染 PTEN 的 BT549 细胞 12 h。 彗星实验显示,40 μmol / L 姜黄素增加了彗尾,
并促进了奥拉帕尼(80 μmol / L)诱导的 PTEN 细胞的彗尾;B:分析彗星实验中的 30 个彗尾。 单因素方差分析和

Turkey’ s 检验,与奥拉帕尼治疗组相比,∗∗∗P <0. 001。

图 3　 姜黄素促进奥拉帕尼处理后的 PTEN 细胞中的 DNA 断裂

Note. A, BT549 cells transfected with PTEN were treated with Olaparib or curcumin for 12 hours. The comet assay
showed that 40 μmol / L curcumin increased the comet tail and promoted the comet tail of PTEN cells induced by
Olaparib (80 μmol / L) . B, Analysis of 30 comet tails in comet experiments. One-way analysis of variance and Turkey’ s

test, compared with the Olaparib treatment group,∗∗∗P<0. 001.

Figure 3　 Curcumin promotes DNA breaks in PTEN cells treated with Olaparib

拉帕尼或姜黄素相比,显示出姜黄素以剂量依赖性

方式使 PTEN 野生型细胞对奥拉帕尼敏感(图 5A、
5B)。 这些结果表明,姜黄素与奥拉帕尼联合使用

时,PTEN 野生型癌细胞更加敏感。

3　 讨论

PTEN 是癌细胞中高度突变的抑癌基因,是癌

症治疗的潜在靶标靶标[12]。 最近的报道显示 PTEN
具有 DNA 修复能力,使得 PTEN 野生型肿瘤细胞具

有 DNA 损伤药物抗性[9,16], 因此研究 PTEN 引起的

肿瘤化疗耐药性具有重要意义。 奥拉帕尼是

PARP1 抑制剂,通过抑制 PARP1 活性以抑制单链

断裂修复[7]。 PARP1 抑制剂不直接诱导 DNA 断

裂,因此它具有低毒性并且是有前景的抗肿瘤药

物。 奥拉帕尼已被临床用于治疗卵巢癌和乳腺癌。
然而,奥拉帕尼的作用依赖于肿瘤细胞的遗传背

景。 BRCA 异常癌细胞对奥拉帕尼敏感,而 BRCA
和 PTEN 野生型细胞对奥拉帕尼耐药[7]。 由于

PTEN 在 DNA 修复中的功能尚不清楚,因此很少报

道能使 PTEN 野生型肿瘤细胞敏感的药物。 据报道

RI-1 是一种 RAD51 抑制剂,可增加 PTEN 肿瘤细胞

对顺铂的敏感性。 然而,RI-1 也不是临床试剂。 此

外,抑制 RAD51 并不能完全降低 PTEN 的 DNA 修

复能力。
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注:蛋白质印迹结果显示姜黄素降低了 PTEN 细胞中 Rad51 和 PARP1 的水平。 每个 Western 数值均由三次实验完成,

其中对照数值设定为 1。 Turkey’ s 检验,∗∗∗P<0. 001。

图 4　 姜黄素降低了 PTEN 细胞中 RAD51 的水平

Note. Western blot results showed that curcumin reduced the levels of RAD51 and PARP1 in PTEN cells. Each Western value

was completed by three experiments. The control value was set 1. Turkey’ s test,∗∗∗P<0. 001.

Figure 4　 Curcumin decreases the levels of RAD51 which is up-regulated in PTEN cells

注: A:姜黄素单药处理 PTEN 细胞与 EV 细胞后的存活曲线;B:MTT 实验检测姜黄素与奥拉帕尼联合使用后,PTEN 细胞的存活

曲线。 单因素方差分析和 Turkey’ s 检验,与奥拉帕尼治疗组相比,∗∗∗P<0. 001,∗∗P <0. 01,∗P <0. 05。

图 5　 姜黄素使转染 PTEN 的 BT549 细胞对奥拉帕尼敏感

Note. A, Survival curves of curcumin monotherapy on PTEN cells and EV cells. B, MTT test to detect the survival curve of PTEN cells

after curcumin was combined with Olaparib. One-way analysis of variance and Turkey’ s test, compared with Olaparib treatment group,∗∗∗

P <0. 001,∗∗P <0. 01,∗P <0. 05.

Figure 5　 Curcumin sensitizes PTEN-transfected BT549 cells to Olaparib

几个世纪以来,姜黄素一直被用作食用性香

料,且在 I 期人体试验中,受试者每天使用量高达

8000 mg,持续 3 个月仍没有显示出毒性[23]。 据报

道,姜黄素还具有抗肿瘤活性并可抑制多种 DNA 修

复途径[25],姜黄素干预 N-甲基亚硝基脲诱发膀胱

癌[26]。 针对三阴性乳腺癌的耐化疗药物特性[27],
本研究分析了姜黄素对于 PTEN 的 DNA 修复能力

的影响,同时分析了姜黄素对奥拉帕尼处理 PTEN
野生型三阴性乳腺癌细胞敏感性的影响。 本研究

发现 PTEN 促进奥拉帕尼诱导 DNA 损伤的修复,细
胞生长曲线显示 PTEN 有助于肿瘤细胞抵抗奥拉帕

尼。 用姜黄素处理后,彗星实验显示 PTEN 野生型

肿瘤细胞中的 DNA 断裂增加。 MTT 实验显示姜黄

素增加 PTEN 野生型肿瘤细胞对奥拉帕尼的敏感。
我们的研究结果表明,姜黄素可以抑制 PTEN 促进

的 DNA 修复。

RAD51 是 HR 中的关键因子,据报道,它在

PTEN 促进 DNA 的修复中起较为重要的作用[9]。
我们发现姜黄素明显降低了 RAD51 的水平。 该结

果表明姜黄素干扰 RAD51 介导的 HR 并且可以通

过降低 RAD51 水平影响 PTEN 介导的 DNA 修复。
另外我们还发现姜黄素明显降低了 PARP1 的水平。
PARP1 是 修 饰 蛋 白 质 的 聚-ADP-核 糖 基 化

(PARylation)的酶,可添加的多聚 ADP-核糖(PAR)
至靶标蛋白进而改变蛋白的电荷从而影响它们与

DNA 的 相 互 作 用[5] . 许 多 DNA 修 复 因 子, 如

XRCC1,Ku70 和 DNA-PKcs 均是 PARP1 的靶标。
由于 PARP1 影响 DNA 修复因子和 DNA 断裂位点

之间的相互作用,因此 PARP1 被认为参与多种

DNA 修复途径。 姜黄素降低 PARP1 的水平,表明

姜黄素除了对 RAD51 介导的 HR 有影响外还可以

干扰其他 DNA 修复途径。 总之,本文的研究表明姜
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黄素可以抑制 PTEN 的 DNA 修复并使 PTEN 野生

型癌细胞对奥拉帕尼敏感。
综上所述, 这些结果表明姜黄素通过抑制

RAD51 介导的同源重组达到抑制 PTEN 的 DNA 修

复能力,从而使 PTEN 野生型乳腺癌细胞对 PARP1
抑制剂敏感。 这些发现将促进姜黄素在具有不同

基因型 PTEN 肿瘤细胞的临床个体化治疗中的

应用。
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缬草酸对癫痫小鼠神经元保护及 P-糖蛋白表达的影响

于忠娟1,柴　 峰1,时宝林2∗,张跃其2,吴春丽3

(1.山东省潍坊市第六人民医院内科,山东 潍坊　 261000; 2.山东省潍坊市人民医院神经内科,山东 潍坊　 261000;
3.山东省潍坊市人民医院产一科, 山东 潍坊　 261000)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究缬草酸联合丙戊酸钠(VPA)对戊四唑(PTZ)诱导癫痫小鼠的神经元保护作用及对 P-糖
蛋白(P-GP)表达影响。 方法　 将小鼠分成 6 组:正常对照组、模型对照组、VPA 组、缬草酸组+VPA(低中高剂量各

一组),记录各组癫痫发作潜伏期延长及持续时间;分析脑组织 P-GP 和 caspase-3 活性片段在脑组织中的表达及脑

皮层神经元凋亡率。 结果　 与 VPA 组比较,不同剂量缬草酸+VPA 组发作持续时间缩短,中剂量缬草酸+VPA 组

发作潜伏期延长。 中剂量及高剂量缬草酸+VPA 组癫痫发作级别较 VPA 组下降。 模型对照组大脑皮质 P-GP 明显

高于正常对照组,VPA 组 P-GP 蛋白表达较模型对照组无明显改变,缬草酸+VPA 各组 P-GP 蛋白较 VPA 组下降,
缬草酸中剂量组 Cleaved-caspase-3 表达较 VPA 组下降。 缬草酸+VPA 各组凋亡率较 VPA 组下降。 结论　 缬草酸

可能通过 P-GP 表达减少相关机制降低了戊四唑点燃 / VPA 处理小鼠的癫痫发作严重程度。
【关键词】 　 缬草酸;癫痫;丙戊酸钠;P-糖蛋白;凋亡
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Effect of valeric acid on neuronal protection and P-glycoprotein
expression in epileptic mice

YU Zhongjuan1, CHAI Feng1, SHI Baolin2∗, ZHANG Yueqi2, WU Chunli3

(1. Department of Internal Medicine, Sixth People’s Hospital of Weifang, Weifang 261000, China.
2. Department of Neurology, People’s Hospital of Weifang, Weifang 261000.

3. First Department of Obstetrics, People’s Hospital of Weifang, Weifang 261000)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To study the protective effect of valeric acid combined with sodium valproate (VPA) on
pentylenetetrazole-induced epilepsy mice and P-glycoprotein ( P-GP) expression. Methods 　 Mice were divided into six
groups: normal control group, model control group, VPA group, and valeric acid +VPA group ( low, medium, and high
doses). The expression of P-GP and caspase-3 active fragments in brain tissue and the rate of neuronal apoptosis in the
cerebral cortex were analyzed. Results　 Compared with the VPA group, the seizure duration in all dose valeric acid + VPA
groups was shortened, and the seizure latency in the middle-dose valeric acid group was prolonged. The seizure level in the
middle-dose and high-dose valeric acid groups was lower than that in the VPA group. P-GP in the cerebral cortex of the
model control group was significantly higher than that of the normal control group. The expression of P-GP protein in the
VPA group was not significantly different compared with the model control group. Levels of P-GP protein were decreased in



all dose valeric acid + VPA groups compared with the VPA group. The expression of caspase-3 was decreased compared
with the VPA group. The apoptosis rate in each dose valeric acid + VPA group was lower than that in the VPA group.
Conclusions　 Valeric acid may reduce the severity of seizures in pentylenetetrazol ignition / VPA-treated mice through a
mechanism related to reduced P-GP expression.

【Keywords】　 valeric acid; epilepsy; sodium valproate; P-glycoprotein; apoptosis

　 　 癫痫是一种常见的神经系统疾病,由脑神经

元异常放电引起的大脑短暂功能障碍。 全球约有

7000 万癫患者,我国的癫痫发病率约 30 / 10 万 /年
左右,患病率为 4‰~7‰[1] ,并有 30%的癫痫患者

无法通过抗癫痫药物( anti-epileptic drug,AED)得

到有效控制,进一步发展成为难治性癫痫或者顽

固性癫痫[2] ,给家庭和社会带来了沉重的负担,迫
切需要寻找到新的癫痫疗法和药物。 P-糖蛋白

(P-glycoprotein, P-GP)是一种跨膜蛋白,与药物的

细胞内积累相关,研究表明其在癫痫患者大脑中

过度表达并增加药物排出,介导机体对 AED 的耐

药性[3] 。
最近研究发现缬草根提取物(主要为缬草酸)

不仅有效治疗焦虑、失眠,还具有抗惊厥作用,增
强了抗癫痫药物的作用效果[4] ,服用缬草根的癫

痫患者会出现更好的治疗效果,提示缬草酸具有

潜在的神经元保护作用[5] 。 目前少有关于缬草酸

的基础研究,尚不明确缬草酸针对癫痫影响的作

用机制。 本研究拟明确缬草酸联合丙戊酸钠

( sodium valproate, VPA ) 对 戊 四 唑

(Pentylenetetrazole,PTZ)诱导癫痫小鼠的神经元

保护作用及对 P-GP 表达影响,从而为难治性癫痫

的治疗提供一种新有效手段。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SFP 级 6~8 周健康雄性 KM 小鼠,共 60 只,购
自山东大学实验动物中心 [ SCXK ( 鲁) 2019 -
0001],体重(19. 5±2. 4) g,小鼠饲养于潍坊医学院

动物房中 [ SYXK (鲁) 2019 - 0016],饲养温度为

18℃ ~20℃。 环境安静、清洁,模拟自然昼夜。 本实

验经潍坊市第六人民医院实验动物伦理审查委员

会审查(R0821050)。 实验过程按照《实验动物管理

与使用指南》进行,严格遵守动物使用 3R 原则,整
个实验过程均给予实验小鼠以人道主义关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

缬草酸(加拿大 Chromadex 公司);戊四唑(美
国 Sigma 公司);丙戊酸钠(美国 Sigma 公司);P-GP

及 Cleaved-caspase-3 小鼠一抗 (美国 Princeton,公
司);β-actin 一抗(美国 Abcam 公司);Western 超敏

发光试剂盒(美国 Millipore 公司);DAPI 封固剂(江
苏碧云天公司);TUNEL 原位凋亡检测试剂盒(南京

凯基公司);化学发光成像分析系统(美国 UVP 公

司),台式冷冻离心机(美国 Thermo Fisher 公司),转
膜电泳仪(北京六一仪器厂);石蜡切片机 (德国

Leica 公司);激光共聚焦显微镜(德国 Zeiss 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组

随机分为 6 组: 正常对照组、模型对照组、VPA
组、缬草酸 +VPA 组 (低中高剂量各一组),每组

10 只。
1. 3. 2　 给药

除正常对照组外,每组均于第 1 天、第 3 天、第
5 天、第 8 天、第 10 天及第 12 天进行 1 次 PTZ 腹腔

注射(30 mg / kg)制备癫痫模型[6],第 12 天腹腔注

射后 1 h 连续观察各组癫痫发作的等级、持续时间

及潜伏时间。 正常对照组按照 PTZ 给药时段给予

生理盐水 1 mL 腹腔注射;VPA 组及缬草酸+VPA 组

均灌胃给予 VPA(30 mg / kg),连续给药 12 d。 在给

药 VPA 灌胃的同时,低、中、高剂量缬草酸+VPA 组

分别给予 60、120 和 180 mg / kg 缬草酸灌胃。
1. 3. 3　 癫痫发作等级评分

以 Racine 评分评判小鼠癫痫发作等级[7],标准

如下:0 级:正常奔跑,无非应激性反应;1 级:面部肌

肉抽搐、颤动;2 级:1 级发作伴节律性点头或前肢肌

阵挛;3 级:2 级发作伴有前肢抽搐,无后肢痉挛、直
立;4 级:3 级发作伴有后肢阵挛,或有摔倒、后肢直

立;5 级:全身性强直、后肢强直性延伸、癫痫持续状

态或死亡。
1. 3. 4　 组织标本采集

在进行末次行为学评估 30 min 后将各组取脑

组织标本,进行蛋白定量或甲醛组织固定。 断头处

死后,刨开颅脑,小心取出小鼠大脑,将其迅速放在

冰上,眼科镊剥离一侧大脑半球皮层组织,放入液

氮中保存,以备蛋白定量实验。 同时将另一侧未分

离大脑组织置于 4% 多聚甲醛固定,以备 Tunel
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染色。
1. 3. 5　 Western blot

为明确缬草酸是否能影响癫痫小鼠中 P-GP 及

caspase-3 活性片段,取新鲜皮层组织后进行 Western
blot 检测。 脑组织中加入裂解液(1 mL / mg),匀浆

后在 4℃下离心 10 min。 在样品中加入 2×上样缓冲

液,煮沸 5 min。 每孔上样量 100 μg。 十二烷基磺

基聚丙烯酰胺钠凝胶电泳(30 mA)分离蛋白质,
Marker 接近胶底板时停止电泳。 转移至 PVDF 膜,
持续 40 min,5%脱脂牛奶封闭,室温匀摇 2 h,将膜

于 P-GP 一抗(1 ∶500)或 Cleaved-caspase-3(1 ∶1000)
4℃孵育过夜,37℃ 水浴中于 HRP 标记二抗 ( 1 ∶
2000)孵育 1 h,漂洗后加如 ECL 发光试剂。 使用化

学发光分析仪拍照,用 Image-J 软件进行半定量

分析。
1. 3. 6　 Tunel 染色

将各组小鼠脑组织进行 Tunel 染色,以观察神

经元凋亡率。 将冷冻切片浸入盛有 4%多聚甲醛固

定液的染色缸,固定 20 min,浸入 1×PBS 漂洗三次

(每次 5 min);样本片浸入通透液中,室温促渗 5
min,漂洗 3 次,每个样本上滴加 50 μL TdT 酶反应

液,放入温盒中避光反应 60 min,漂洗 3 次,每个样

本上滴加 50 μL Streptavidin-TRITC 标记液,37℃避

光反应 30 min。 漂洗后 DAPI 固封剂封片,室温避

光反应 10 min,上共聚焦显微镜观察。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 18 软件进行统计学分析,计量资料

用平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,两样本均数的比较

采用 t 检验,多样本均数的比较采用方差分析检验,
事后多重比较采用 Tukey 法,P<0. 05 为差异有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 各组行为学表现

各组发作潜伏期及持续时间见表 1。 相较模型

对照组,VPA 组及不同剂量缬草酸+VPA 组发作持

续时间缩短,潜伏时间延长(P 值均< 0. 001)。 与

VPA 组比较,不同剂量缬草酸+VPA 组发作持续时

间缩短(P 值均<0. 001),中剂量缬草酸+VPA 组发

作潜伏期延长(P = 0. 029)。 进一步分析各组小鼠

发作等级(图 1),VPA 组癫痫发作级别较模型对照

组明显下降(P<0. 001),而中剂量及高剂量缬草酸

+VPA 组癫痫发作级别较 VPA 组下降(P 分别为<

0. 001、0. 019)。 以上结果表明,中剂量及高剂量缬

草酸可降低癫痫模型小鼠的发展等级,且中剂量组

改善更明显。
2. 2　 大脑皮质 P-GP 及 Cleaved-caspase-3 蛋白

表达

癫痫发作 72 h 后,模型对照组大脑皮质 P-GP
明显高于正常对照组(P<0. 001),VPA 组 P-GP 蛋

白表达较模型对照组无明显改变(P>0. 05),缬草酸

低、中、高剂量组 P-GP 蛋白较 VPA 组下降(P 分别

为 0. 02、 < 0. 001、 < 0. 001), 见图 2、 3。 Cleaved-
caspase-3(17kD)是 caspase-3 剪切后的活化形式,我
们检测了各组小鼠大脑皮质 cleaved-caspase-3 表

达。 模型对照组 Cleaved-caspase-3 明显高于正常对

照组(P<0. 001),VPA 组表达较模型对照组明显改

变(P= 0. 004),缬草酸中剂量组表达较 VPA 组下降

(P= 0. 014),见图 2、4。 以上结果表明,相较于 VPA
治疗,VPA 联合不同剂量缬草酸能有效降低癫痫模

型小鼠大脑皮质中 P-GP 蛋白表达,而 VPA 联合中

剂量缬草酸能减少 Cleaved-caspase-3 表达。
2. 3　 大脑皮质细胞凋亡情况

本研究随后检测了各组小鼠大脑皮质神经元

凋亡情况。 模型对照组神经元凋亡较正常对照组

明显升高(P<0. 001),VPA 组凋亡率较模型对照组

明显降低(P<0. 001),缬草酸低、中、高剂量组凋亡

率较 VPA 组下降 ( P 分别为 0. 028、 < 0. 001、 <
0. 001),见图 5、6。 以上结果表明,相较于 VPA 治

疗,VPA 联合中剂量缬草酸能显著降低癫痫模型小

鼠神经元凋亡率。

3　 讨论

目前 AED 有 10 余种,有 1 / 3 的患者无法通过

AED 得到有效的治疗,进一步发展成为难治性癫痫

或者顽固性癫痫[8],AED 的耐药机制是癫痫治疗过

程中的关键,耐药过程涉及多种不同的细胞机

制[9-10]。 研究发现,AED 治疗可促进多药耐药相关

蛋白 1 基因(MRP1)及其蛋白产物 P-GP 的过度表

达[11],P-GP 可以将抗癫痫药泵回外周循环,这种再

循环可能会降低大脑药物浓度,从而导致耐药性难

治性癫痫和抗癫痫药治疗效果降低[12]。 此外许多

抗癫痫药是 P-GP 的底物,癫痫发作本身可能会增

加 P-GP 的表达[13]。 已经有研究证实部分药物(如
氟桂嗪、环氧合酶 2 等)能有效下调 P-GP 的表达,
在难治性癫痫中具有潜在作用[14-15]。
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表 1　 各组小鼠癫痫发作情况( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 1　 Seizures of mice in each group

组别
Groups

发作潜伏期(s)
Seizure latency P# P∗ 发作持续时间(s)

Seizure duration P# P∗

正常对照组 Normal control group - - - - - -

模型对照组 Model control group 112. 76±31. 54 - - 769. 28±60. 71 - -

VPA 组 VPA group 265. 96±71. 18 <0. 001 - 489. 76±54. 55 <0. 001 -

缬草酸+VPA 组 Valeric acid and VPA group - - - - - -

低剂量组 Low dose group 304. 17±85. 54 <0. 001 0. 804 395. 96±44. 97 <0. 001 <0. 001

中剂量组 Medium dose group 371. 87±90. 97 <0. 001 0. 029 322. 76±31. 54 <0. 001 <0. 001

高剂量组 High dose group 357. 71±91. 32 <0. 001 0. 078 346. 67±41. 01 <0. 001 <0. 001

注:与模型对照组比较:VPA 组及不同剂量缬草酸+VPA 组发作持续时间缩短,潜伏时间延长(均#P<0. 001);与 VPA 组比较:不同剂量缬草酸+
VPA 组发作持续时间缩短(均∗P<0. 001),中剂量缬草酸+VPA 组发作潜伏期延长(P= 0. 029)。
Note. Compared with the model control group, VPA group and different doses of valeric acid + VPA group have shorter onset duration and longer latency
(all#P < 0. 001) . Compared with the VPA group, the duration of onset was shortened in the different doses of valeric acid + VPA group ( all
∗P <0. 001), and the onset latency of the medium dose of valeric acid + VPA group was prolonged (∗P= 0. 029) .

注:与模型对照组比较,∗∗∗ P< 0. 001;与 VPA 组比较,
##P<0. 001;与 VPA 组比较,#P<0. 05。

图 1　 各组癫痫发作等级

Note. Compared with model control group, ∗∗∗P<0. 001.

Compared with VPA group, ##P<0. 001. Compared with

VPA group,#P<0. 05.

Figure 1　 Seizurelevel of each group

　 　 本研究中,缬草酸联合 VPA 可降低癫痫小鼠

发作等级,相较单用 VPA 效果好,提示缬草酸可增

强 VPA 的抗惊厥作用。 缬草酸为缬草提取物中的

主要成分,含有不同比例的羟基缬氨酸和乙酰氧

基缬氨酸。 缬草提取物已用于治疗多种症状,如
焦虑症和失眠症,已有超过 2000 年的历史[17] 。 目

前研究表明,缬草酸具有很强的抗惊厥作用,
Torres-Hern􀅡ndz 等[16]发现缬草酸与氯硝西泮及苯

注:A:正常对照组;B:模型对照组;C:VPA 组;D:低剂量缬草

酸+ VPA 组;E:中剂量缬草酸+ VPA 组;F:高剂量缬草酸+

VPA 组。

图 2　 Western blot 检测各组小鼠 P-GP 及

Cleaved-caspase-3 蛋白表达

Note. A, Normal control group. B, Model control group. C, VPA
group. D, Low dose valeric acid +VAP group. E, Medium dose
valeric acid + VPA group. F, High dose valeric acid +VPA group.

Figure 2　 Representative western blot of P-GP and
Cleaved-caspase-3 protein in each group

妥英钠具有协同相互作用,增强了两者的抗惊厥

作用,可延长成年斑马鱼癫痫发作的潜伏期[16] 。
服用缬草的癫痫患者会有明显的镇静作用,并有

更好的抗癫痫治疗效果[4] ,而且由于其吸收快、不
易蓄积的特性,具有较好的安全性。 本研究结果

进一步证实了缬草酸的抗惊厥作用,但目前尚无

关于缬草酸抗癫痫机制的研究。
丙戊酸钠(VPA)是一种有效的 AED,成本相对

较低,为癫痫治疗的重要药物。 在本研究中,我们

将缬草酸与 VPA 联合使用以观察对 PTZ 癫痫模型

小鼠 P-GP 水平及癫痫发作的影响。 结果表明,缬
草酸和 VPA 共同给药可降低大脑皮层 P-GP 水平,
癫痫发作严重程度显著降低,提示缬草酸可能通过

调节 P-GP 表达而增强 VPA 的抗惊厥作用。
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注:与正常对照组比较,∗∗∗ P<0. 001;与 VPA 组比较,# P<

0. 001,## P<0. 001。 A:正常对照组;B:模型对照组;C:VPA
组;D:低剂量缬草酸+ VPA 组;E:中剂量缬草酸+ VPA 组;
F:高剂量缬草酸+ VPA 组。

图 3　 各组 P-GP 相对表达量分析

Note. Compared with normal control group,∗∗∗ P < 0. 001.

Compared with VPA group,#P< 0. 05. ##P< 0. 001. A, Normal
control group. B, Model control group. C, VPA group. D, Low
dose valeric acid + VPA group. E, Medium dose valeric acid +

VPA group. F, High dose valeric acid + VPA group.

Figure 3　 Analysis of relative expression of P-GP in each group

图 5　 Tunel 检测各组小鼠神经元凋亡

Figure 5　 Apoptosis examination was
performed by Tunel assay

癫痫发作可导致脑神经元损伤,进而出现神经

元凋亡,并引起胶质细胞增生、突触重建等脑结构

功能变化[8],细胞凋亡是一个复杂的生物过程,涉
及许多细胞信号通路。 Caspase-3 是关键的细胞凋

亡介体,剪切后的活化形式分子量为 17 × 103 的

Cleaved-caspase-3[18], 一 般 是 用 活 性 形 式 说 明

caspase 途径的激活。 我们检测了 Cleaved-caspase-3
的表达以明确缬草酸对脑组织的保护作用。 结果

表明,缬草酸显着降低了癫痫小鼠大脑中 Cleaved-
caspase-3 的表达,同时,癫痫小鼠的神经元凋亡率

也明显降低,提示缬草酸在减轻癫痫发作等级的同

注:与正常对照组比较,∗∗∗ P < 0. 001;与模型对照组比

较,※※P<0.05;与 VPA 组比较,#P<0.001。 A:正常对照组;
B:模型对照组;C:VPA 组;D:低剂量缬草酸+ VPA 组;E:中
剂量缬草酸+ VPA 组;F:高剂量缬草酸+ VPA 组。

图 4　 各组 Cleaved-caspase-3 相对表达量分析

Note. Compared with normal control group,∗∗∗ P < 0. 001.

Compared with model control group group, ※※P<0. 05.

Compared with VPA group,#P < 0. 001. A, Normal control
group. B, Model control group. C, VPA group. D, Low dose
valeric acid + VPA group. E, Medium dose valeric acid + VPA
group. F, High dose valeric acid + VPA group.

Figure 4　 Analysis of relative expression of
Cleaved-caspase-3 in each group

注:与正常对照组比较,∗∗∗P<0. 001;与模型对照组比较,※※※P

<0.05;与 VPA 组比较,#P<0.001,###P<0.001。 A:正常对照组;
B:模型对照组;C:VPA 组;D:低剂量缬草酸+ VPA 组;E:中剂

量缬草酸+ VPA 组;F:高剂量缬草酸+ VPA 组。

图 6　 各组神经元凋亡率分析

Note. Compared with normal control group, ∗∗∗P<0.001.Compared

with model control group group, ※※※P<0.05. Compared with VPA

group, #P < 0. 001, ###P < 0. 001. A, Normal control group. B,
Model control group. C, VPA group. D, Low dose valeric acid +

VPA group. E, Medium dose valeric acid + VPA group. F, High
dose valeric acid + VPA group.

Figure 6　 Analysis of neuronal apoptosis rate in each group

时,还存在神经元的保护作用。
总之,本研究表明,缬草酸联合 VPA 可降低

PTZ 诱导癫痫小鼠大脑中 P-GP 的表达并增强 VPA
的抗惊厥作用。 此外,缬草酸还可降低 caspase-3 活

83 中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



性片段的表达,在癫痫治疗过程中对大脑起到潜在

保护作用。 缬草酸与 VPA 联合治疗癫痫可能是一

种有效且耐受性良好的治疗方案,而缬草酸如何调

控 P-GP、凋亡因子及其信号通路机制尚未清楚,有
待进一步深入研究。
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DIS3 对人骨髓瘤细胞周期及肿瘤相关蛋白表达的
影响研究

邹　 亮,程　 辉∗,张　 婷,周　 英,关　 军,程　 平,王兰兰

(武汉市第一医院血液内科,武汉　 430022)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究 DIS3 对人骨髓瘤细胞周期及肿瘤相关蛋白表达的影响。 方法 　 选取人骨髓瘤细

胞株 NCI-H929、RPMI 8226 和 U266 为研究对象,分别设计并构建 DIS3 基因过表达载体和 DIS3-siRNA。 PI
单染检测细胞周期变化,qRT-PCR 及 Western blot 检测周期相关蛋白 Cyclin B1、P21、CDK2 以及肿瘤相关蛋

白 MYC、RAS、TP53 及 BRAF 的表达。 同时,采用 Western blot 检测 ERK1 / 2 信号通路激活水平。 结果 　 与空

载体组比较,DIS3 过表达组细胞存在明显的 G0 / G1 期阻滞,周期相关蛋白 Cyclin B1、CDK2 以及肿瘤相关蛋

白 MYC、RAS、TP53、BRAF 和 p-ERK1 / 2 的表达水平下降(P<0. 05,P<0. 01) ,P21 表达水平升高(P<0. 01) ,
siRNA 组各指标变化趋势与 DIS3 过表达组相反。 结论 　 DIS3 过表达能使人骨髓瘤细胞发生明显的 G0 / G1
期阻滞,降低肿瘤相关蛋白的表达,这可能与抑制 ERK1 / 2 信号通路的激活密切相关。

【关键词】 　 DIS3;人骨髓瘤细胞;细胞周期;肿瘤相关蛋白;细胞外信号调节激酶 1 / 2
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Effects of DIS3 overexpression or interference on cell cycle and
tumor-associated protein expression of three types of human myeloma cells

ZOU Liang, CHENG Hui∗, ZHANG Ting, ZHOU Ying, GUAN Jun, CHENG Ping, WANG Lanlan
(Department of Hematology, Wuhan First Hospital, Wuhan 430022, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To observe the effects of DIS3 overexpression or interference on expression of cell cycle
and tumor-associated proteins in three types of human myeloma cells. Methods 　 Human myeloma cell lines NCI-H929,
RPMI 8226, and U266 were selected as study objects. A DIS3 gene overexpression vector and DIS3-siRNA were designed
and constructed. Cell cycle was evaluated by propidium iodide single staining. qRT-PCR and western blotting were
employed to detect expression of cyclin B1, P21, CDK2, and tumor-associated proteins MYC, RAS, TP53, and BRAF at
mRNA and protein levels, respectively. In addition, activation of the ERK1 / 2 signaling pathway was detected by Western
blot. Results　 Compared with the empty vector group, cells in the DIS3 overexpression group exhibited obvious G0 / G1
phase arrest and decreased expression levels of cycle-related proteins cyclin B1 and CDK2, as well as tumor-related
proteins MYC, RAS, TP53, BRAF, and p-ERK1 / 2 (P < 0. 05, P < 0. 01). The expression of P21 was increased (P<0.



01) in DIS3 overexpression group. In the siRNA group, trends for each index of mRNA expression or protein expression
were opposite to those observed in the DIS3 overexpression group.Conclusions　 DIS3 overexpression can significantly block
G0 / G1 phase in human myeloma cells and reduce expression of tumor-associated proteins, which may be closely related to
the inhibition of ERK1 / 2 signaling pathway activation.

【Keywords】 　 DIS3; human myeloma cells; cell cycle; tumor-associated proteins; extracellular signal-regulated
kinase 1 / 2

　 　 多发性骨髓瘤(multiple myeloma, MM)是一种

浆细胞恶性增殖性疾病,以骨髓内恶性浆细胞的克

隆增生为其主要特征[1]。 目前,针对多发性骨髓瘤

的治疗手段虽多,且均能延长了患者的生存时间,
但由于各种各样的并发症,导致患者的生存质量较

差,因此,寻求新的治疗方法迫在眉睫[2-3]。 研究发

现,几乎所有肿瘤细胞均存在细胞周期异常;因此,
肿瘤也被称为细胞周期病。 肿瘤细胞最明显的特

征为不依赖于细胞外生长信号的刺激而能反复自

发的进行细胞周期循环,细胞增殖增加、凋亡细胞

减少,最终诱发细胞不可控的异常增殖而导致肿瘤

形成[4]。 全基因组测序结果显示,DIS3 基因具有较

强的突变特性,DIS3 基因突变是导致 MM 发生的原

因之一[5],但其对骨髓瘤细胞的周期变化及具体作

用机 制 尚 不 明 确。 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶

(extracellular regulated protein kinases, ERK)ERK1 /
2,是将信号传导的关键因子,磷酸化的 ERK1 / 2 由

胞质转位到核内,介导 ATF,Ap-1,c-fos 和 c-Jun 等

因子的活化,参与细胞增殖、分化、凋亡,维持细胞

稳态等多种生物学反应[6-7]。
本实验中,我们通过构建 DIS3 过表达或干扰载

体,观察过表达或干扰 DIS3 对细胞周期及肿瘤相关

蛋白的表达影响,旨在为临床治疗 MM 提供潜在的

策略。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞

人骨髓瘤细胞株 NCI-H929(货号:CRL-9068)、
RPMI 8226 (货号:CCL-155) 和 U266 (货号: TIB -
196)购自 ATCC。
1. 2　 主要试剂与仪器

人 RPMI-1640 细胞培养基、胎牛血清、青-链
霉 素 双 抗 及 Lipofectamine 2000 均 购 于 美 国

Invitrogen 生命技术公司;真核表达载体 PEGFP-N1
由武汉华联科生物技术有限公司分子实验室保存

并提供;细胞 RNA 提取试剂盒、反转录试剂盒购自

宝日医生物技术(北京)有限公司;SYBR Green 染料

购自 Lumiprobe Corporation 公司; CycletestTM Plus
DNA Reagent Kit ( 细 胞 周 期 检 测 ) 购 自 BD
Biosciences;蛋白提取试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司;一抗:Cyclin B1(货号:ab2949)、P21
(货号:ab109199)、CDK2(货号:ab32147)、MYC(货
号:ab32072)、RAS (货号: ab52939)、 TP53 (货号:
ab131442)、BRAF(货号:ab167415)、p-ERK1 / 2(货
号:ab201015)、GAPDH(货号:ab9485)以及山羊抗

兔二抗 IgG(货号:ab6734)购自美国 Abcam 公司;主
要仪器:CO2 培养箱( Thermo,美国);倒置显微镜

(Nikon,日本);实时荧光定量 PCR 仪(Bio-RAD,美
国); 离 心 机 ( Eppendorf, 德 国 ); 流 式 细 胞 仪

(Beckman,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞的复苏、培养及转染

人骨髓瘤细胞 NCI-H929、RPMI 8226 和 U266
分别培养于含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基

中,培养至对数期时,按照前期本课题组相应转染

方案[8]进行转染,转染 48 h 后收集细胞进行转染效

率检测。
1. 3. 2　 PI 单染法检测细胞周期变化

3 种细胞均分成 5 组:对照组、DIS3-siRNA 阴性

对照(NC)组、DIS3-过表达空载组、DIS3-过表达组、
DIS3-siRNA 组。 按每孔 104 个细胞进行接种,每孔

加 100 μL 细胞培养液后,置于 5% CO2 的恒温培养

箱进行培养。 48 h 后收集各组细胞,混匀后转移至

流式专用管中;离心弃上清沉淀后,用无水乙醇于-
20℃冰箱内固定细胞 24 h,分别加入 RNase A 和碘

化丙啶 ( propidium iodide, PI) 溶液,避光染核 10
min。 用流式细胞仪进行检测。
1. 3. 3　 qRT-PCR 检测各指标的 mRNA 表达水平

根据 NCBI 上公布的各基因序列分别设计 qRT-
PCR 用引物(表 1),并由上海生工代为合成。 48 h
后收集各组细胞,分别提取各组细胞样本 RNA,反
转录,扩增后,以 GAPDH 为内参基因,以 2-△△CT计

算各基因的相对表达量。

14中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



表 1　 引物序列
Table 1　 Primer sequence

基因名称
Gene name

引物(5′→3′)
Primer

CyclinB1
Forward:GCACCAAATCAGACAGA
Reverse: TTGAGAAGGAGGAAAGT

P21
Forward:GGGATGAGTTGGGAGGA
Reverse:AGCGAGGCACAAGGGTA

CDK21
Forward:ACACTGAGACTGAGGGT
Reverse:ATGAGGGGAAGAGGAAT

MYC
Forward:CTTCCCCTACCCTCTCA
Reverse:CCTCATCTTCTTGTTCC

RAS
Forward:TTCCTTTTACCTGCCCA
Reverse:CCACCAAGAACTTTCGC

TP53
Forward:TCACTGAAGACCCAGGT
Reverse:GGAAGGGACAGAAGATG

BRAF
Forward:GGAACGGAACTGATTTTT
Reverse:CATCTGTGGGATTTTGAA

GAPDH
Forward:GTCGGAGTCAACGGATTTG
Reverse:GAAGATGGTGATGGGATTTC

1. 3. 4　 Western blot
48 h 后收集各组细胞,采用 BCA 蛋白浓度检测

试剂盒对所提蛋白进行浓度检测;上样、电泳、封闭

后,分别加入兔抗人一抗(Cyclin B1,1 ∶500、P21, 1 ∶
1000、CDK2,1 ∶500、MYC,1 ∶500、RAS,1 ∶500、TP53,
1 ∶ 800、 BRAF, 1 ∶ 1000、 p - ERK1 / 2, 1 ∶ 1000 和

GAPDH,1 ∶ 2000),4℃ 过夜;加入相应的二抗 IgG
(羊抗兔,1 ∶5000),室温孵育 30 min 后,以 GAPDH
为内参蛋白,采用 Quantity One 图像分析软件进行

灰度比分析。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 18.0 统计学软件。 计量资料采用 平

均数 ±标准差(􀭰x ±s) 表示,组间比较采用 t 检验;多
组间比较采用单因素方差分析,采用 SNK-q 检验进

行多组均数间的两两比较;相关检验采用 Pearson
检验。 P < 0.05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 DIS3 过表达或干扰对细胞周期的影响

3 种细胞的细胞周期变化检测结果显示 (图

1),与空载体组比较,DIS3 过表达组细胞发生了明

显 G0 / G1 期阻滞现象,表现为 G0 / G1 期细胞占比

显著增加(P<0. 01);与 NC 组比较,DIS3-siRNA 明

显促进了细胞周期进程,表现为 G0 / G1 期细胞占比

的显著降低(P<0. 05,P<0. 01)。
2. 2　 DIS3 过表达或干扰对细胞周期相关指标

Cyclin B1、P21、CDK2 表达的影响

3 种细胞的细胞周期相关基因 Cyclin B1、P21、

CDK2 表达检测结果显示(图 2A),与空载体组比

较,DIS3 过表达组 Cyclin B1、CDK2 表达水平显著

降低(P<0. 05),P21 表达水平显著升高(P<0. 01);
与 NC 组比较,DIS3-siRNA 明显促进了 Cyclin B1、
CDK2 的表达而抑制了 P21 的表达(P<0. 01)。 而

三指标在蛋白水平上的表达与 mRNA 水平表达趋

势基本一致(图 2B)。
2. 3　 DIS3 过表达或干扰对肿瘤相关指标 MYC、
RAS、TP53 及 BRAF 表达的影响

3 种细胞的肿瘤相关基因 MYC、RAS、TP53 及

BRAF 表达检测结果显示(图 3A),与空载体组比

较,DIS3 过表达组 MYC、RAS、TP53 及 BRAF 表达

水平显著降低(P<0. 05,P<0. 01);与 NC 组比较,
DIS3-siRNA 明显促进了 MYC、RAS、TP53 及 BRAF
的表达(P<0. 01)。 MYC、RAS、TP53 及 BRAF 在蛋

白水平上的表达与 mRNA 水平表达趋势基本一致

(图 3B)。
2. 4　 DIS3 过表达或干扰对 ERK1 / 2 信号通路的

影响

3 种细胞的 ERK1 / 2 信号通路活化检测结果显

示(图 4),与空载体组比较,DIS3 过表达能显著抑

制 ERK1 / 2 信号通路的激活,表现在 p-ERK1 / 2 的

表达明显降低(P<0. 05);与 NC 组相比,DIS3 沉默

则显著增加了 ERK1 / 2 信号通路的活性,表现为 p-
ERK1 / 2 的表达显著升高(P<0. 05)。

3　 讨论

生理条件下,细胞的增殖与凋亡处于动态平衡

中,细胞周期的异常会导致细胞增殖与凋亡的失

衡,是诱发肿瘤发生的关键环节[9]。 多发性骨髓瘤

(MM)主要表现为恶性浆细胞无节制地增生、广泛

浸润和大量单克隆免疫球蛋白的出现及沉积导致

正常多克隆浆细胞增生和多克隆免疫球蛋白分泌

受到抑制,从而出现临床上的异质性症状及相应并

发症[10]。 DIS3 是一种新型的 MM 抑制基因,其编

码蛋白 DIS3 能够对所有的 RNA 进行修饰[11-12]。
相关临床研究发现,DIS3 突变的 MM 患者总体中位

生存期大大缩短[12-13]。 因此,研究 DIS3 的表达调

控对MM 细胞周期的影响具有重要的意义。 在本实

验中,DIS3 过表达能显著抑制 3 种人骨髓瘤细胞的

周期进程,表现为显著的 G0 / G1 期细胞阻滞、细胞

周期调控蛋白 Cyclin B1、CDK2 的表达减少及 P21
的表达升高。 反之,通过 siRNA 技术抑制 DIS3 的表
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注:与空载组比较,∗∗P<0. 01;与 NC 组比较,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 1　 流式细胞术检测细胞周期变化

Note. Compared with the empty vector group,∗∗P<0. 01. Compared with the NC group,#P<0. 05,##P<0. 01.

Figure 1　 Cell cycle changes were detected by flow cytometry

34中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



注:A:各指标 mRNA 水平的表达;B:各指标蛋白水平的表达;与空载组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 NC 组比较,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 2　 细胞周期相关指标 Cyclin B1、P21、CDK2 的表达变化

Note. A, mRNA expression. B, Protein expression. Compared with the empty vector group,∗∗P < 0. 01. Compared with the NC group,
#P<0. 05,##P<0. 01.

Figure 2　 Changes in the expression of cell cycle-related indicators Cyclin B1, P21 and CDK2

达则从一定程度上促进了癌细胞的周期进程,表现

为 G0 / G1 期细胞占比减少、细胞周期调控蛋白

Cyclin B1、CDK2 的表达增加、P21 表达减少,提示对

DIS3 进行表达调控能显著影响骨髓瘤细胞的细胞

周期进程。 在以果蝇为研究对象的实验中发现,
DIS3 的缺失会抑制细胞的有丝分裂,进而导致幼虫

的生长阻滞及某些组织器官的发育减缓,提示 DIS3
的外切酶功能对于细胞有丝分裂是不可或缺的,
DIS3 的异常会导致细胞的有丝分裂的延迟,表现出

非整倍性和过浓缩的染色体[14]。 DIS3 是结肠癌的

新型候选癌基因,沉默 DIS3 可影响结肠癌细胞的生

物学行为[15]。 因此,恢复 DIS3 的表达水平进而维

持其功能的稳定性对骨髓瘤细胞的恶性增殖可能

具有抑制作用,在本实验中,我们发现 DIS3 的抑制

作用可能与改变骨髓瘤细胞的细胞周期进程密切

相关。 此外,我们还发现 DIS3 过表达抑制了 3 种骨

髓瘤细胞中癌基因 MYC、RAS、TP53 及 BRAF 蛋白

水平的表达,提示癌细胞潜在的恶性生物学特征得

到了抑制。 细胞外调节蛋白激酶 1 / 2(ERK1 / 2)信

号转导通路是丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)成员之

一[16]。 在细胞增殖、分裂、凋亡及恶性转化等过程

中均具有重要的作用,尤其在多种癌细胞中,ERK1 /
2 常处于异常高表达或激活状态,且被认为是多种

药物的潜在作用靶点[17-19]。 例如,在胆囊癌细胞

中,青蒿素抑制细胞增殖、抑制 CDK4 和 Cyclin D1
表达以及诱导 p16 表达所造成的细胞 G1 期阻滞被
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注:A:各指标 mRNA 水平的表达;B:各指标蛋白水平的表达;与空载组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 NC 组比较,#P<0. 05,##P<0. 01。
图 3　 肿瘤相关指标 MYC、RAS、TP53 及 BRAF 的表达变化

Note. A, mRNA expression. B, Protein expression. Compared with the empty vector group,∗P<0. 05,∗∗P< 0. 01. Compared with the NC group,
#P<0. 05,##P<0. 01.

Figure 3　 Changes in the expression of tumor-related indicators MYC, RAS, TP53 and BRAF

注:与空载组比较,∗P<0. 05;与 NC 组比较,#P<0. 05。
图 4　 p-ERK1 / 2 的表达变化

Note. Compared with the empty vector group,∗P<0. 05. Compared with the NC group,#P<0. 05.
Figure 4　 Changes of p-ERK1 / 2 expression
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认为与 ERK1 / 2 信号转导通路的抑制相关[20]。 在

乳腺癌的体外实验中发现,厄贝沙坦影响 MCF-7
细胞的周期,使得细胞的 G0 / G1 期细胞比例增多,
而 S 期细胞比例下降,进而抑制细胞的生长,这一作

用被证明与 p-ERK1 / 2 蛋白的表达下调有关[21]。
而作为抗肿瘤的化疗药物,卡铂主要通过诱导细胞

周期阻滞抑制肿瘤细胞生长,其对卵巢癌 HO-8910
细胞作用研究表明,其通过抑制 ERK1 / 2 激活,诱导

细胞 S 和 G1 期阻滞,进而抑制细胞生长[22]。 而本

研究中,我们同样发现,DIS3 过表达同样抑制了

ERK1 / 2 的激活,而 DIS3 沉默促进了 ERK1 / 2 的

活化。
综上所述,过表达 DIS3 能通过抑制 ERK1 / 2 通

路的活性进而抑制骨髓瘤细胞的细胞周期,降低癌

基因的表达水平。 后期我们将在体内水平进行进

一步研究,以期为临床治疗 MM 提供潜在的靶点。
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青蒿琥酯对阿霉素致大鼠肾损伤的保护作用

陶　 磊∗,李婷婷,马旖旎,陈仁兵,李雪芹,王金娜

(山东省医学科学院附属医院,山东第一医科大学,济南　 250031)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察青蒿琥酯(ART)对阿霉素致大鼠肾损伤的保护作用,并初步探讨其作用机制。 方法　
32 只雄性 Wistar 大鼠,随机分为空白对照组(NC 组)、阿霉素模型组(ADR 组)、青蒿琥酯低剂量组(ART-L)、ART
高剂量组(ART-H),每组 8 只。 其中 ADR 组、ART-L 组和 ART-H 组均给予大鼠单次注射阿霉素(7. 5 mg / kg)构建

阿霉素肾损伤模型。 造模成功后,ART-L 组和 ART-H 组分别给予 25 mg / kg 和 50 mg / kg 的 ART,NC 组给予等体积

的生理盐水。 连续灌胃 3 周后,全自动生化分析仪检测各组大鼠血清中白蛋白(ALB)、胆固醇(CHOL)、甘油三酯

(TG)和肾功能指标血尿素氮(BUN)和血肌酐(Scr)的含量; HE 染色观察各组大鼠肾组织病理学改变;使用试剂

盒检测各组大鼠肾组织超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活性以及丙二醛(MDA)含量。 结

果　 与 NC 组相比,ADR 组大鼠肾功能指标血清 BUN、血清 Scr 和肾组织 MDA 水平明显升高(均 P<0. 01),血清

ALB 和肾组织 SOD、GSH-Px 活力下降(均 P<0. 01)。 与 ADR 组相比,ART-L 组和 ART-H 组大鼠肾功能指标血清

BUN、血清 Scr 和肾组织 MDA 水平明显降低(均 P<0. 01),血清 ALB 和肾组织 SOD、GSH-Px 活力升高(均 P<
0. 01)。 HE 染色显示 ART 可减轻 ADR 致大鼠肾损伤程度。 结论 ART 灌胃可以降低 ADR 致肾损伤大鼠的蛋白

尿,改善肾功能和肾组织病理损伤,这种作用可能是通过青蒿素抑制肾组织氧化应激实现的。
【关键词】 　 青蒿琥酯;阿霉素;肾损伤;氧化应激
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Protective effect and mechanisms of artesunate on adriamycin-induced
kidney injury in rats

TAO Lei∗, LI Tingting, MA Yini, CHEN Renbing, LI Xueqin, WANG Jinna
(Affiliated Hospital of Shandong Academy of Medical Sciences,Shandong First Medical University, Jinan　 250031, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate and explore the potential mechanism of the protective effects of artesunate on
adriamycin-induced kidney injury in rats. Methods　 Thirty-two male Wistar rats were randomly divided into four groups of
8 rats each: negative control ( NC), kidney injury model ( ADR), low-dose artesunate ( ART-L), and high-dose
artesunate (ART-H). The model group, ART-L and ART-H treatment groups received a single tail vein injection of
adriamycin (7. 5 mg / kg body weight) .After modeling, the rats in the treatment groups were given 25 mg / kg (ART-L) and
50 mg / kg (ART-H) artesunate, intragastrically for 3 consecutive weeks. The NC and ADR groups were injected with
isotonic saline. Blood urea nitrogen ( BUN) and serum creatinine ( Scr) were measured by an automatic biochemical
analyzer. Hematoxylin and eosin (HE) staining was used to observed renal morphological changes. Kits were used to
measure the levels of superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in



renal tissues of rats in each group. Results　 Serum levels of BUN and Scr, and the content of MDA in renal tissues were
significantly higher in the ADR group than the NC group (P< 0. 01), while the serum levels of ALB and the activities of
SOD and GSH-Px in renal tissues were significantly lower (P< 0. 01). Compared with the ADR group, serum levels of
BUN and Scr, and the content of MDA in renal tissues were significantly lower in the ART-L and ART-H groups, while the
serum levels of ALB and the activities of SOD and GSH-Px in renal tissues were significantly higher (P< 0. 01). HE
staining revealed that artesunate reduced renal injury induced by adriamycin. Conclusions 　 Artesunate reduced urine
protein in rats with adriamycin-induced kidney injury, improving renal function and pathological tissue damage. The
underlying mechanism may be related to the inhibition of oxidative stress induced by adriamycin in renal tissue.

【Keywords】　 artesunate; adriamycin; kidney injury; oxidative stress

　 　 急性肾损伤(acute kidney injury,AKI)是临床最

常见的急危重症之一,其发病率约为 30%,并且与

患者的预后不良有关,主要表现为突然丧失肾排泄

功能,肾功能急性恶化[1]。 全球每年约有 400 万例

死于 AKI,且发病率和死亡率不断攀升,造成严重的

健康和经济问题[2]。 目前认为 AKI 是由于肾素血

管紧张素系抑制剂和非甾体抗炎药对肾进、出小动

脉的收缩作用的干扰而导致的,而在加强利尿的情

况下极易发生脱水,导致血流动力学改变,AKI 情况

进一步恶化[3]。 临床上对于 AKI 提倡早发现、早治

疗,研究报道,对 AKI 进行早期干预可以改善其预

后,并降低肾功能进一步恶化的风险[4-5]。 国内外

对 AKI 的干预研究还处于探索阶段[6],因此,找到

新的治疗靶点显得尤为重要。 氧化应激被认为是

细胞病理损伤的关键致病因素,其导致的病理损伤

贯穿于多种肾病发生、发展的过程中。 体内氧化物

质增多、抗氧化物质减少加重了肾细胞内的炎症反

应,最终成为了肾病的发展及恶化的重要原因之

一[7]。 青 蒿 素 的 半 合 成 衍 生 物 青 蒿 琥 酯

(artesunate, ART) 是治疗疟疾的标准药物, 而且还

具有抗炎、抗肿瘤、免疫调节及抗氧化应激的作

用[8]。 本研究中采用阿霉素( adriamycin,ADR) 诱

导大鼠肾损伤,观察青蒿琥酯对阿霉素肾病大鼠肾

损伤的治疗作用,并探讨其可能的作用机制,为临

床治疗提供合理用药依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

6~8 周龄 SPF 级雄性 Wistar 大鼠 32 只,体重

220~250 g,购自北京维通利华实验动物技术有限公

司[SCXK (京) 2016-0006]。 Wistar 大鼠饲养于河

北医科大学第四医院实验动物中心[ SYXK (冀)
2018-001],屏障环境温度 18℃ ~ 24℃,湿度 40% ~
60%,饲料、饮水均经过高压灭菌处理。 所有动物实

验通过河北医科大学第四医院实验动物伦理审查

(IACUC-4th Hos Hebum- 201968),并依据优化、减
少、替代的 3R 原则进行实验设计。
1. 2　 主要试剂与仪器　

青蒿琥酯(江苏恒瑞医药股份有限公司,批号:
H32020967);盐酸阿霉素(美国 Med Chem Express
公司);组织超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase,
SOD)、丙二醛(Maleicdialdehyde, MDA)以及谷胱甘

肽过氧化物酶(Glutathione peroxidase,GSH-Px)测定

试剂盒购自于南京建成生物工程研究所;10%多聚

甲醛溶液(北京索莱宝科技有限公司)。
全自动生化分析仪 LX20PRO(美国 Beckman

Coulter 公司);Synergy HT 型多功能微孔板检测仪

(美国 Biotek 公司);防脱载玻片(北京索莱宝科技

有限公司);Tissue-Tek TEC 全自动组织石蜡包埋机

(日本樱花公司);IVS-410 自动石蜡切片机(日本

大和光机工业株式社);CS-V1 型摊片烤片机(孝感

宏业医用仪器有限公司);303-4A 数显电热保温箱

(上海阳光实验仪器有限公司);BX41 光学显微镜

(日本 OLYMPUS 公司);Qcapture 图像采集系统(加
拿大 QIMAGING 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 阿霉素肾病模型的制备及分组　
全部大鼠适应性饲养 1 周后,随机分为四组:空

白对照组(NC 组)、阿霉素模型组(ADR 组)、青蒿

琥酯低剂量组(ART-L)和 ART 高剂量组(ART-H),
每组 8 只。 ADR 组、ART-L 组和 ART-H 组均经大

鼠尾静脉注射阿霉素 ( 7. 5 mg / kg) [9]。 造模第 2
天, ART-L 组和 ART-H 分别给予 25 mg / kg 和 50
mg / kg 的 ART 灌胃,连续灌胃 3 周,NC 组给予等体

积的生理盐水。
1. 3. 2　 一般情况

观察内容包括各组大鼠的饮食、饮水、体重、毛
色、大小便、水肿、精神状况,以及死亡情况。

84 中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



1. 3. 3　 大鼠尿蛋白、血清生化指标的测定

分别于 ART 给药 1 周、2 周、3 周后,收集各组

大鼠 24 h 尿液,检测尿总蛋白(UTP);ART 末次给

药 24 h 后,大鼠麻醉后,采用真空促凝采血管经腹

主动脉采血 3 ~ 5 mL,静置后 3 000 r / min 离心 10
min,分离上层血清,全自动生化分析仪检测血清中

白蛋白(ALB)、胆固醇(CHOL)、甘油三酯(TG)和

肾功能指标血尿素氮 ( BUN) 和血肌酐 ( Scr) 的

含量。
1. 3. 4　 肾组织病理学分析

大鼠肾组织经 4%多聚甲醛固定,经脱水、组织

包埋后制成 4 μm 厚石蜡切片,行 HE 染色,光镜下

观察肾组织病理改变。
1. 3. 5　 肾组织 SOD、GSH-Px 活力、MDA 含量的

测定

取部分肾组织,使用预冷的生理盐水漂洗后,
加入 9 倍体积的预冷生理盐水,冰水浴中匀浆,
4℃、2500 r / min 离心 10 min,收集上清液,按照试剂

盒说明书分别检测 SOD、 GSH-Px 活力及 MDA
含量。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 19. 0 软件进行统计分析。 计量资料

用平均数±标准差(􀭰x±s)表示,多组间比较采用单因

素方差分析,进一步两两比较采用 Dunnett-t 检验。
P<0. 05 认为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 一般情况

NC 组大鼠无明显异常表现,皮毛顺滑,行动自

如,眼、口、鼻无异常分泌物,尿便正常;阿霉素给药

后,大鼠出现精神萎靡,尿量不同程度下降,四肢水

肿,体重减轻,毛欠光泽,秃顶,活动力差,进而出现

红色尿液、消瘦等症状;阿霉素给药初期出现轻度

腹泻,1 周后转好;ART 组大鼠虽然也表现出体重下

降,但毛色有光泽,活动力尚可整理表现要优于模

型组,而 ART-L 组和 ART-H 组的大鼠体重相比无

明显差别,大鼠体重变化见图 1。 实验全程期间各

组大鼠均无死亡情况。
2. 2　 ART 对大鼠 24 h 尿液中 UTP 含量的影响

ADR 模型组大鼠各时间点 24 h 尿总蛋白

(UTP)含量均高于 NC 组。 经 ART 干预后,大鼠尿

液中 UTP 含量有一定水平改善。 结果可见,ART-L
组及 ART-H 组较 ADR 组 UTP 含量明显降低,ART-

H 组较 ART-L 组进一步降低,差异均有统计学意义

(P<0. 05),见表 1。

　 　 　
图 1　 各组大鼠体重变化

Figure 1　 Rat body weight changes in each group

表 1　 各组大鼠不同时间点 24 h UTP 比较 (􀭰x±s,n= 8, mg)
Table 1　 Comparison of 24 h UTP at different time

points in each group
组别
Groups

1 周
1 Week

2 周
2 Weeks

3 周
3 Weeks

NC 组
NC group 11. 52±1. 68 10. 77±1. 12 11. 38±2. 28

ADR 组
ADR group 54. 31±8. 26∗ 139. 53±23. 49∗ 235. 86±35. 25∗

ART-L 组
ART-L group 36. 49±5. 74# 76. 32±10. 36# 106. 84±24. 81#

ART-H 组
ART-H group 27. 65±3. 66#△ 59. 92±8. 83#△ 86. 25±9. 32#△

注:与 NC 组比较,∗P<0. 05;与 ADR 组比较,#P<0. 05;与 ART-L 组

比较,△P<0. 05。
Note. Compared with the NC group,∗P<0. 05. Compared with the ADR
group,#P<0. 05. Compared with the ART-L group,△P<0. 05.

2. 3　 ART 对大鼠肾功能指标的影响

表 2 分析结果可见,与 NC 组比较,ADR 模型组

大鼠血清尿素氮(BUN)和血肌酐( Scr)明显升高。
ART-L 组和 ART-H 组两指标较 ADR 组低,差异均

有统计学意义(P<0. 05)。 与 NC 组比较,ADR 组大

鼠血清白蛋白(ALB)降低,ART-H 组和 ART-L 组较

ADR 组升高,差异具有统计学意义(P<0. 05)。 而

各组大鼠血清胆固醇(CHOL)和甘油三酯(TG)无

明显变化,差异无统计学意义(P>0. 05)。 以上结果

表明 ART 能改善 ADR 组大鼠的肾功能指标。
2. 4　 各组大鼠肾组织病理学变化比较

HE 染色结果显示(见图 2),NC 组大鼠肾小管

排列紧密,肾小管上皮细胞无明显病变;与 NC 组相

比,ADR 组大鼠肾小管上皮细胞空泡及颗粒变性,
部分细胞崩解、细胞碎屑阻塞管腔、裸基底膜形成;
ART 干预后,各病理症状明显好转,低剂量组大鼠

可见部分肾小管上皮细胞空泡及颗粒变性,看见少
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　 　 　 表 2　 各组大鼠生化指标检测结果比较(􀭰x±s,n= 8)
Table 2　 Comparison of the biochemical indexes of rats in each group

组别
Groups

BUN
(mmol / L)

Scr
(μmol / L)

ALB
(g / L)

CHOL
(mmol / L)

TG
(mmol / L)

NC 组
NC group 7. 74±0. 53 16. 85±1. 92 32. 14±3. 51 2. 66±0. 21 0. 86±0. 13

ADR 组
ADR group 13. 86±1. 27∗ 40. 72±5. 64∗ 18. 63±1. 45∗ 2. 84±0. 36 0. 82±0. 11

ART-L 组
ART-L group 10. 45±1. 38# 30. 46±3. 87# 24. 81±3. 19# 2. 75±0. 24 0. 75±0. 09

ART-H 组
ART-H group 9. 63±1. 04# 25. 03±3. 44# 28. 22±3. 75# 2. 78±0. 27 0. 78±0. 14

注:与 NC 组比较,∗P<0. 05;与 ADR 组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with the NC group,∗P<0. 05. Compared with the ADR group,#P<0. 05.

量细胞碎屑阻塞管腔、裸基底膜形成,可见再生;高
剂量组可见部分肾小管上皮细胞空泡及颗粒变性,
刷毛缘脱落,可见明显再生。 以上病理结果表明

ART 能改善肾组织损伤程度,明确了 ART 对阿霉素

致大鼠肾损伤的治疗效果。
2. 4 　 ART 对大鼠肾组织 SOD、GSH-Px 活力、
MDA 水平的影响

由表 3 可见,与 NC 组比较,ADR 组大鼠肾组织

SOD、GSH-Px 活力降低,而 MDA 含量升高(均 P<
0. 05);与 ADR 组比较,ART-L 组和 ART-H 组大鼠

肾组织 SOD、GSH-Px 活力升高,MDA 含量降低(均
P<0. 05)。

3　 讨论

ADR 是一种常用的抗癌药物。 然而,其在正常

组织,包括心脏和肾中的副作用限制了其临床应

用[10]。 ADR 引起的急性肾损伤模型是一个成熟的

和高重复性的肾病模型。 AKI 以管状细胞坏死为主

要病理特征,所涉及的发病机制包括炎症、氧化应

激和凋亡等[11-12],其中,氧化应激是由促氧化水平

和对抗抗氧化防御机制之间的失衡导致的。 研究

表明 ADR 诱导的 AKI 与抗氧化状态加剧有关,包
括脂质过氧化最终产物丙二醛(MDA) 含量升高和

肾组织中抗氧化酶水平降低,从而导致了肾代谢途

径的改变和肾血流动力学中断[13]。 ART 是经 FDA
批准的应用于抗疟疾治疗的一线药物,以往的研究

表明,ART 还具有很好的抗炎、抗肿瘤以及抗病毒

等疗效[14],此外,ART 能够抑制抗氧化防御系统中

非酶性和酶性成分活性,即 GSH 和 SOD 的水平降

低,从而降低了细胞的氧化应激损伤[15-16]。 对于

ART 能否通过降低了细胞的氧化应激损伤来改善

ADR 所致的肾损伤,需要进一步研究探讨。

注: A:NC 组;B:ADR 组;C:ART-L 组;D:ART-H 组。

图 2　 大鼠肾的病理学改变

Note. A, NC group. B, ADR group. C, ART-L group. D, ART-
H group.

Figure 2　 Pathological changes of the kidney tissues in rats

表 3　 各组大鼠肾组织 SOD、MDA 和
GSH-Px 水平比较(􀭰x±s,n= 8)

Table 3　 Comparison of the levels of SOD MDA and
GSH-PX in kidney tissues of rats in each group
组别
Groups

SOD
(U/ mg protein)

MDA
(nmol / mg protein)

GSH-Px
(U/ mg protein)

NC 组NC group 115. 74±8. 87 6. 04±0. 75 84. 53±10. 67
ADR 组ADR group 72. 35±5. 42∗ 17. 26±1. 32∗ 49. 51±6. 82∗

ART-L组ART-L group 96. 28±17. 66# 11. 68±1. 01# 62. 74±8. 89#

ART-H组ART-H group 111. 54±20. 57# 8. 45±0. 88# 78. 23±8. 64#

注:与NC 组比较,∗P<0. 05;与ADR 组比较,#P<0. 05。
Note. Compared to NC group,∗P<0. 05. Compared to ADR group,#P<0. 05.

　 　 本研究利用 ADR 诱导的 AKI 大鼠模型探讨

ART 对 AKI 大鼠肾损伤的保护作用及机制研究。
研究结果显示,与 NC 组相比,ADR 组大鼠 UTP 及

血清 BUN、Scr 水平升高,同时 ADR 组肾病粒结构

严重损伤,肾小管上皮细胞空泡及颗粒变性,部分

细胞崩解、细胞碎屑阻塞管腔、裸基底膜形成,符合

急性肾损伤表现[11,17]。 与 ADR 组相比,ART-H 组

和 ART-L 组血清 BUN、Scr 水平明显下降,受损的肾

生理结构部分得到恢复,这表明 ART 能够改善肾功
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能和肾组织的损伤。 肾组织中 SOD、GSH-Px 活力

和 MDA 水平可反映 ADR 处理后诱导的肾氧化和抗

氧化状态。 本研究结果显示模型组小鼠肾组织

GSH-Px 和 SOD 活力下降,MDA 水平升高,说明

ADR 可以造成肾组织的氧化和抗氧化状态的改变,
抗氧化酶水平下降,而脂质过氧化物水平升高。 与

ADR 组相比,ART-H 组和 ART-L 组的 SOD 和 GSH-
Px 活力都明显升高,而 MDA 水平明显下降。 结果

提示,ART 可以促进细胞内抗氧化物质含量增加,
提高细胞抗氧化应激能力,从而保护细胞免受氧化

应激的损伤,这与文献中报道的一致[18]。
综上所述,AKI 能明显改善 ADR 诱导的大鼠肾

损伤, 其作用机制可能与 AKI 对细胞氧化应激的调

节有关,而在此过程中涉及一些信号通路的激活,
在以往的文献中均有报道[19-21],但还需要本研究进

一步验证。 本实验证实了 AKI 对 ADR 诱导的大鼠

肾损伤的保护作用,从而为 ADR 肾损伤的临床预防

及治疗提供了理论依据。
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远志皂苷元对脂多糖诱发神经细胞炎症损伤的
保护作用

皮　 婷1,梁月琴1,欧雯励蓉2,朱　 晗3,陶彦林3,金醒昉1∗

(1.昆明医科大学附属延安医院,昆明　 650051; 2.中南大学湘雅医学院,长沙　 410013;
3.上海中医药大学中药研究所,上海　 201203)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究具有神经营养作用的远志皂苷元对神经细胞炎症因子的影响,探讨远志皂苷元是否具

有降低神经细胞炎症反应的作用,从而为缓解抗肿瘤药物的毒副作用寻找新的突破口。 方法　 体外培养小胶质细

胞 BV2 细胞,采用脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)制备细胞炎症模型,观察不同浓度的远志皂苷元对 LPS 诱导的细

胞炎症因子—一氧化氮(nitric oxide, NO)的影响,从而发现较佳的远志皂苷元浓度;远志皂苷元 2 μmol / L、2. 5
μmol / L 及 3 μmol / L 和阳性对照组地塞米松 10 μmol / L,主要通过 Griess Reagent 法检测炎症介质 NO 浓度;定量聚

合酶链反应(quantitative polymerase chain reaction, QPCR)法检测环氧化酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2) mRNA 表

达量;Western blot 法检测 COX-2 蛋白表达量; 并用 LPS 诱导后的 BV2 炎症上清刺激 SH-SY5Y 细胞,再进行其细胞

活力和 NO 浓度检测。 结果　 不同浓度远志皂苷元对 LPS 诱导的 BV2 细胞产生 NO 的影响不同。 与 LPS 组相比较,
(5 μmol / L、25 μmol / L、50 μmol / L、100 μmol / L)剂量组远志皂苷元抗炎作用不明显,且 50 μmol / L 及 100 μmol / L 远志

皂苷元可提高炎症介质 NO 的浓度,具有明显的促炎作用;而(1 μmol / L、2 μmol / L、4 μmol / L、8 μmol / L)剂量组中

发现 1 μmol / L、2 μmol / L 远志皂苷元具有明显抗炎症作用(P<0. 05 或 P<0. 01),综上结果发现低剂量远志皂苷元

具抗炎作用;(1. 5 μmol / L、2 μmol / L、2. 5 μmol / L、3 μmol / L)剂量组远志皂苷元均具有明显的降低 NO 浓度的作

用,但以 2 μmol / L 尤为显著(P<0. 001),据该结果后续实验中远志皂苷元分为低、中、高(2 μmol / L、2. 5 μmol / L、 3
μmol / L)剂量组;各组 COX-2 mRNA 表达情况对比发现,与 LPS 组相比,远志皂苷元 2 μmol / L、2. 5 μmol / L 组中

COX-2 mRNA 表达显著降低(P<0. 001),仍稍弱于地塞米松组;另外相比 LPS 组,远志皂苷元 2 μmol / L、2. 5 μmol /
L、3 μmol / L 剂量组均可降低 COX-2 蛋白表达水平,以 2 μmol / L 效果最为显著(P<0. 05)。 结论　 远志皂苷元可抑

制 LPS 诱导的细胞炎症因子的释放及表达,表明具有神经营养作用的远志皂苷元可能还具有保护神经细胞炎症损

伤的作用。
【关键词】 　 远志皂苷元;神经保护;炎性介质;肿瘤;化疗脑;神经营养
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Senegenin protects against lipopolysaccharide-induced neurite toxicity in
a nerve cell model
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2. Xiangya School of Medicine,Central South University, Changsha 410013.
3. Institute of Traditional Chinese Medicine, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To study the neurotrophic and anti-inflammatory effects of senegenin on inflammatory
factors in nerve cells to identify novel drugs that alleviate the toxic and side effects of anti-tumor drugs. Methods 　
Microglial BV2 cells were cultured in vitro, and lipopolysaccharide (LPS) was used to prepare the cell inflammation model.
The effects of different concentrations of senegenin (2, 2. 5, 3 μmol / L) on the LPS-induced cellular inflammatory factor
nitric oxide (NO) were observed to determine the optimal dose of senegenin compared with the positive control group
(dexamethasone 10 μmol / L). The concentration of NO in inflammatory medium was detected by Griess Reagent. Results　
The effects of different concentrations of senegenin on the production of NO in LPS-induced BV2 cells were different.
Compared with the LPS group, the anti-inflammatory effects of senegenin (5, 25, 50, 100 μmol / L) were not obvious.
Moreover, the concentration of NO in the inflammatory medium was increased by 50 and 100, indicating a proinflammatory
effect. In addition, in the senegenin 1, 2, 4, and 8 μmol / L dose range, 1, 2, and 2 kept up with each other and had
significant anti-inflammatory effects (P < 0. 05 or P < 0. 01). The low doses of senegenin had anti-inflammatory effects. All
doses of senegenin, especially 2 μmol / L (P < 0. 001), significantly reduced the concentration of NO. According to this
result , senegenin was divided into low, medium and high dose groups in a follow-up test. CoX-2 mRNA expression in the
senegenin 2 and 2. 5 μmol / L groups was significantly decreased (P < 0. 001) compared with the LPS group, but was
slightly lower than that in the dexamethasone group. In addition, compared with the LPS group, 2, 2. 5, and 3 μmol / L
senegenin reduced CoX-2 protein levels, with the most significant effect shown for 2 μmol / L senegenin (P < 0. 05).
Conclusions 　 Senegenin reduces the release and expression of inflammatory factors in microglia induced by LPS,
suggesting senegenin has neurotrophic effects that might protect nerve cells from inflammatory injury.

【Keywords】　 senegenin; neurotrophic T; inflammatory diators; tumor; chemo-brain; neuroprotection

　 　 据全国肿瘤登记中心,最新的肿瘤登记年报显

示中国新发恶性肿瘤发病约 392. 9 万人,死亡约

233. 8 万人。 平均每天超过 1 万人被确认为癌症,
每分钟有 7. 5 个人被确证为癌症。 随着恶性肿瘤发

病率的增高,化疗药物所扮演的角色也越来越重

要,同时这些药物所引起的近期或远期的不良反应

也日渐受到关注。 最早是在接受化疗后的乳腺癌

患者中发现,很多幸存者都出现记忆力下降等认知

功能障碍,被称为“化疗脑”(chemo-brain)。 近几年

体内外大量研究表明,长期使用化疗药物后可导致

患者出现“化疗脑”:即化疗相关性认知功能障碍,
是癌症患者在化疗后出现的记忆力、学习力、注意

力、推理能力、执行功能、信息加工速度和视觉空间

功能等认知功能的损害[1-4]。 而有研究认为“化疗

脑”主要是由于少量化疗药物或炎症反应细胞因子

等透过血脑屏障,多因素作用后,造成中枢神经毒

性,导致神经元损伤甚至神经再生障碍[5-6]。 由此

可知,炎症因子在“化疗脑”的发生发展中起到了举

足轻重的作用,且炎症细胞因子级联反应所引起的

神经损伤是“化疗脑”发生的关键因素。
学者们发现神经营养因子或神经保护因子,如

神经生长因子(neurogrowthfactor, NGF) [7-8]、胰岛素

样 生 长 因 子-1 ( insulin-like growth factor - 1,
IGF1) [9]、促红细胞生成素[10-11]、白血病抑制因子

(leukaemia factor, LIF) [12]等,可一定程度的减缓神

经病变,改善“化疗脑”。 然而,由于它们的分子量

大难以透过血脑屏障、稳定性差、或对人体有害副

作用等等,限制了其临床应用。
远志为常用药用植物,《神农本草经》记载:主

咳逆伤中,补不足,除邪气,利九窍,益智慧,耳目聪

明,不忘,强志倍力。 富含皂苷类、寡聚糖类、口山

酮类化合物,具有提高记忆、改善认知等药理作

用[13-15]。 远志皂苷元为远志皂苷水解产物,为齐墩

果烷型三萜,我们前期研究发现远志皂苷元可促进

皮质神经元存活,促进神经元突起生长,具有类似

神经营养因子作用[16-18]。 但远志皂苷元对神经细

胞炎症损伤方面的影响研究较少。
为了探讨远志皂苷元对神经细胞的炎症损伤

是否具有保护作用,本文以脂多糖作用小神经胶质

细胞 BV2 诱导神经炎症损伤模型,通过观察炎症因

子及炎症相关蛋白的表达,来探究具有神经营养作

用的小分子中药单体—远志皂苷元对神经细胞炎

症损伤的保护作用,为进一步研究“化疗脑”的防治

提供新思路及新方向。
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1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞

本研究中涉及细胞人多巴胺能神经母细胞瘤

细胞株 SH-SY5Y 由中科院细胞库提供;小鼠小胶质

细胞 BV2 购自 ATCC。
1. 2　 主要试剂与仪器

远志皂苷元,购自北京索莱宝科技有限公司,
含 量 > 99. 0%, 实 验 时 用 二 甲 基 亚 砜

(dimethylsulfoxide,DMSO)配置成相应浓度, 4℃保

存; 地塞米松( dexamethasone,Dex) (M0606AS) 购

自大连美仑生物技术有限公司;胰蛋白酶 (美国

Amresco 公司); DMEM (美国 Gibco 公司); 胎牛血

清(天津市灏洋生物制品科技有限责任公司); 磺胺

(S9251),盐酸萘乙二胺(N9125)均购自美国 Sigma
公司; COX-2 引 物 ( mus-cox2-F: CTGAGTGGGGT
GATGAGCAA; mus-cox2-R: GAGGCAATGCGGT
TCTGATAC)购自上海捷瑞生物工程有限公司; 兔

抗人 COX-2 单克隆抗体(12282)购自美国 CST 公

司; GAPDH ( GAPDH-F-5 ’
ATGTGTCCGTCGTGGATC TGA3 ’; GAPDH-R-5 ’
ATGCCTGCTTCACCACCTTCT3’) 购自上海捷瑞生

物工程有限公司;其余试剂均为国产分析纯。 12 孔

板、96 孔板(美国 Corning 公司产品);SW-CJ-1F 型

超净工作台(上海博迅实业有限公司医疗设备厂);
培养箱 (英国 GalaxyS 公司); 倒置显微镜 (日本

lympus 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 神经细胞的制备和培养

小胶质细胞 BV2 细胞用 DMEM / FBS + 1% PS
的培养液,在 5% CO2、37℃湿饱和条件下培养。 细

胞生长至 80% 融合度时,以 0. 25%的胰酶消化后按

1 瓶传至 3 瓶进行传代,取其对数生长期细胞进行

实验。
人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 用 DMEM / FBS

+ 1% PS 的培养液,在 5% CO2、37℃湿饱和条件下

培养。 细胞生长至 80%融合度时,以 0. 25%的胰酶

消化后按 1 瓶传至 4 瓶进行传代,取其对数生长期

细胞进行实验。
1. 3. 2　 炎症介质 NO 浓度检测

调整 BV2 细胞浓度为每毫升 1. 5×106 个,种于

96 孔板中过夜,预给药远志皂苷元后 2 h,加入 LPS
(终浓度 200 ng / mL),分为:空白对照组,LPS 组,地

塞米松组及远志皂苷元各浓度组。 继续培养 22 h
后,利用 Griess Reagent 法检测炎症介质 NO 浓度。
于超净台内分别每孔吸 80 μL 上清液到新的 96 孔

板中,同时制作 NaNO2 标准曲线(200、100、50、25、
12. 5、0 μmol / L),每个浓度设置 2 个副孔,避光下加

入 80 μL 预先配置好的 Greiss 试剂(A 液 ∶ B 液 =
1 ∶1),混匀后于培养箱中孵育 15 min,利用酶标仪

在 540 nm 处测定吸光度值。 绘制 NaNO2 标准曲

线,将吸光度值带入标准曲线中计算 NO 含量。
调整 SH-SY5Y 细胞浓度为每毫升 1. 6×106 个,

种于 96 孔板中过夜,加入远志皂苷元作用于 LPS
诱发 BV2 细胞炎症的上清刺激细胞,培养 24 h。 然

后利用通过上述 Griess Reagent 法检测 NO 浓度。
1. 3. 3 　 兔 抗 人 环 氧 合 酶 2 ( cyclooxygenase-2,
COX2)表达水平检测

调整 BV2 细胞浓度为每毫升 1. 5×106 个 / mL,
种于 12 孔板中过夜。 分为:空白对照组,LPS 组,地
塞米松组及远志皂苷元(2 μmol / L、2. 5 μmol / L、3
μmol / L)低、中、高剂量组,预给药低、中、高剂量远

志皂苷元后 2 h,加入 LPS(终浓度终浓度 200 ng /
mL),再继续培养 22 h 后,1000 r / min 离心 5 min,收
集细胞,QPCR 法检测 COX-2 mRNA(mus-cox2-F:
CTGAGTGGGGTGATGAGCAA; mus-cox2-R:
GAGGCAATGCGGTTCTGATAC) 表达水平,Western
blot 法检测 COX-2 蛋白表达水平。
1. 3. 4　 QPCR 法检测 COX-2 mRNA 表达

实验分组如前所述,各组细胞均于药物干预 24
h 后提取 RNA。 按试剂盒说明书进行总 RNA 的提

取、逆转录成 cDNA,再进行 PCR 扩增。 PCR 反应

体系总体积为 18 μL。 反应条件如下:95℃预变性 5
min, 继之 95℃变性 10 s,60℃退火 30 s,95℃ 延 15
s,共 42 个循环。 计算结果用 GAPDH 标化目的基

因的相对表达,通过 2-ΔΔCt定量目的基因。
1. 3. 5　 Western blot 印迹法检测 COX-2 蛋白表达

实验分组如前所述。 各组细胞均于药物干预

24 h 后提取细胞蛋白。 上样前先将制备好的蛋白

样品 95℃煮 5 min,冷却后瞬时离心,待用。 取变性

后的各组细胞蛋白等量上样到 SDS 聚丙烯酰胺凝

胶,电泳结束后将胶上的蛋白转移到 PVDF 膜,100
V 转模 2 h 后用 5%脱脂奶粉在室温下封闭 1. 5 h,
孵育相应的一抗 4℃过夜,次日用 PBST 室温下洗涤

3 次,每次 10 min。 然后据一抗的抗性选择相同抗

性的二抗(稀释比例为 1 ∶5000)进行室温下孵育 1
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h,用 PBST 洗涤 3 次,每次 10 min。 再据底物试剂

盒要求显影、拍照,并保存图像。 运用 TanonImage
软件进行目的蛋白灰度分析。
1. 3. 6　 细胞活力检测

调整 SH-SY5Y 细胞浓度为每毫升 1. 6×106 个,
种于 96 孔板中过夜。 分为:空白对照组(不做任何处

理),对照组(除远志皂苷元外,其余均加入),LPS 组,
地塞米松组及远志皂苷元低、中、高剂量组。 SH-
SY5Y 细胞贴壁后,弃上清换用 LPS 诱发小胶质细胞

BV2 炎症的上清 1 mL,并加入远志皂苷元(2 μmol /
L、2. 5 μmol / L、3 μmol / L)继续培养 24 h 后,加入

CCK-8 孵育 0. 5 h,采用波长 450 nm 测定吸光值。

注:与 LPS 组比较,∗P<0.05,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001。

图 1　 不同浓度远志皂苷元对 LPS 诱导的 BV2 细胞 NO 释放量的影响

Note. Compared with the LPS group, ∗P<0.05,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001.

Table 1　 Effects of different concentrations of senegenin on the release of NO in LPS-induced BV2 cells

1. 4　 统计学方法　
实验结果数据以平均数±标准误差( 􀭰x ±s􀭰x )表示,

应用 SPSS 22. 0 软件作统计分析。 先经方差齐性检验

后, 方差齐性采用 Tukey 法, 方差不齐采用 Tamhane
法进行组间比较。 显著性校检水平 α=0. 05。

2　 结果

2. 1　 不同浓度的远志皂苷元对 LPS 诱发小胶质细

胞 BV2 产生 NO 的影响

因前期研究发现[16-18] 2 μmol / L 远志皂苷元具

有较好的神经营养作用,故在 BV2 细胞上摸索远志

皂苷 元 的 抗 炎 有 效 浓 度 时, 设 计 了 1、 2、 4、
8 μmol / L,5、25、50、100 μmol / L 两个梯度。 如图

1A-C 所示,图 1A 是从 1、2、4、8 μmol / L 的远志皂苷

元,结果显示 1、2 μmol / L 两个浓度的远志皂苷元有

抗炎作用(P < 0. 01 或 P < 0. 05);图 1B 是从 5、25、
50、100 μmol / L 的远志皂苷元,结果显示均无抗炎

作用,还具有促炎作用,且呈浓度依赖性;根据以上

结果缩窄远志皂苷元的浓度,图 1C 是 1. 5、2、2. 5、
3、3. 5 μmol / L 的远志皂苷元,结果显示这些浓度下

的远志皂苷元均有抗炎作用(P<0. 01 或 P<0. 05 或

P<0. 001),且以 2 μmol / L 的远志皂苷元抗炎作用

最为明显。
2. 2　 远志皂苷元对 LPS 诱导的 BV2 细胞 COX-2
mRNA 表达的影响

根据以上结果选取 2、2. 5、3 μmol / L (低、中、
高)剂量远志皂苷元作用的细胞进行 COX-2 mRNA
表达的检测,结果如图 2 所示,LPS 作用后的 BV2
细胞 COX-2 mRNA 显著升高(P<0. 001),阳性药地

塞米松组和 LPS 组相比显著降低(P<0. 001),2、2. 5
μmol / L 的远志皂苷元组和 LPS 组相比也显著降低

(P<0. 001)。
2. 3　 远志皂苷元对 LPS 诱导的 BV2 细胞 COX-2
蛋白表达的影响

Western blot 检测低、中、高剂量组远志皂苷元

COX-2 蛋白的表达情况。 结果如图 3 所示,LPS 作

用后的 BV2 细胞中 COX-2 蛋白表达显著升高(P <
0. 001),与 LPS 组相比,阳性药地塞米松组 COX-2
蛋白表达显著降低(P<0. 001),虽 2 μmol / L 远志皂

苷元组 COX-2 蛋白表达量高于阳性对照组,但相比

LPS 组也有较明显的降低(P < 0. 05)。
2. 4　 远志皂苷元对 SH-SY5Y 接受 BV2 炎症上清

刺激后的细胞活力影响

该部分实验主要是研究远志皂苷元对 SH-
SY5Y 接受 BV2 炎症上清刺激后的炎症影响,需加

入前部分实验中 LPS 诱导 BV2 细胞炎症后的上清,
所以该部分实验分了两个实验对照 (Ctrl) 组,一个

对照组不加 BV2 细胞炎症上清,另一个对照加入该

上清。 这样更好的排除了其他因素对结果的影响,
增加该实验结果的说服力,确保该部分实验中远志

皂苷元为主要实验变量,明确远志皂苷元在该部分

实验中的作用。
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　 　 如图 4 所示,SH-SY5Y 接受 BV2 炎症上清刺激

后,LPS 刺激 BV2 上清组的细胞活力和对照组相比

显著下降(P<0. 05),给 2. 5、3 μmol / L 远志皂苷元

BV2 上清可以保护 SH-SY5Y 细胞活力免遭 LPS 的

影响(P<0. 05 或 P<0. 01)。

注:与 LPS 组比较, ∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001。

图 2　 远志皂苷元对 LPS 诱导的 BV2 细胞 COX-2 mRNA
表达水平的影响

Note. Compared with the LPS group, ∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001.

Table 2　 Effect of senegenin on the expression level of
coX-2 mRNA in LPS-induced BV2 cells

　 　 　 　
注:A: WB 条带;B:灰度值比较。 与 LPS 组比较, ∗P<0.01,∗∗∗∗P<0.001。

图 3　 远志皂苷元对 LPS 诱导的 BV2 细胞 COX-2 蛋白表达水平的影响

Note. A, WB strip. B, Gray value comparison. Compared with the LPS group, ∗P<0.01,∗∗∗∗P<0.001.

Table 3　 Effect of senegenin on the expression level of COX-2 protein in LPS-induced BV2 cells

　 　

注:与 LPS 组比较,∗P<0.05;∗∗P<0.01;∗∗∗P<0.001。

图 4　 远志皂苷元对 SH-SY5Y 接受 BV2 炎症

上清刺激后细胞活力的影响

Note. Compared with the LPS group, ∗P<0.05,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001.

Table 4　 Effects of senegenin on cell viability of SH-SY5Y
after BV2 supernatant stimulation

　 　
注:与 LPS 组比较,∗∗∗P<0.001。

图 5　 远志皂苷元对 SH-SY5Y 接受 BV2 炎症上清

刺激后 NO 释放量的影响

Note. Compared with the LPS group, ∗∗∗P<0.001.

Table 5　 Effects of senegenin on the release of NO after
SH-SY5Y received BV2 supernatant stimulation

2. 5　 远志皂苷元对 SH-SY5Y 接受 BV2 炎症上清

刺激后的细胞产生 NO 影响

如图 5 所示,实验分组与上述分组情况一样。
SH-SY5Y 接受 BV2 炎症上清刺激后,LPS 刺激 BV2
上清组的 SH-SY5Y 细胞分泌 NO 和空白对照组相

比显著上升(P<0. 001);相比 LPS 的 BV2 上清组,
2、2. 5、3 μmol / L 远志皂苷元 BV2 上清组均可较为

显著地降低 SH-SY5Y 细胞 NO 释放量(P<0. 001)。

3　 讨论

目前,因化疗药物所产生的不良反应,如:周围

神经病变等神经毒性效应,在很大程度上影响了其

临床使用。 而对于某些高效抗肿瘤药,如铂类似物

或紫杉烷家族成员而言尤为严重,由于这些药物一

般需依赖剂量或治疗方案来发挥治疗效果。 这种

神经毒性效应将严重影响患者的生活质量[19],即使

在化疗停止很长一段时间仍存在。 尽管可见一些

神经再生,但其再生速度缓慢,且在很多情况下,神
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经病变的逆转也并不完全,甚至还可能影响生活质

量及正常功能长达多年。
“化疗脑”作为一种神经系统的疾病,主要是癌

症患者化疗后的认知功能的受损[20],但其诱因较为

复杂,发生机制仍未明确。 有猜测“化疗脑”是异常

大脑重构、延缓的损伤修复系列活动后,为神经-内
分泌-免疫学改变所导致的结果[21]。 有研究报道化

疗可引起促炎细胞因子水平的升高,引起炎症反

应,可能是周围组织中产生的炎症因子,穿过血脑

屏障影响大脑功能,也可能是化疗后直接导致大脑

内部产生炎症反应,这点尚未明确[22-23]。 但有研究

明确炎症因子与化疗后认知障碍的发生密切相关,
且化疗后大量炎症因子的产生又促进了患者“化疗

脑”的发展[24]。 体外实验中发现 5-FU 等可显著地

促进促炎因子的产生[25]。 有学者发现在恶性肿瘤

如乳腺癌、霍奇金病等患者体内炎症因子水平显著

升高[26-27]、神经元凋亡,猜测这一改变与“化疗脑”
的发生密切相关。 可肯定的是炎症反应及其相关

细胞因子可致神经元受损并降低海马神经元再生

功能,导致认知障碍[28]。 因此,抑制炎症因子的释

放,可能对改善神经损伤及延缓“化疗脑”具有重要

的意义。
本研究中不同浓度远志皂苷元对 LPS 诱导的

BV2 细胞产生 NO 的影响的浓度筛选结果显示, 5、
25、50、100 μmol / L 的远志皂苷元均无抗炎症反应

作用,且与 LPS 组相比,5、25、50、100 μmol / L 的远

志皂苷元反而有明显地促炎作用,以 100 μmol / L 效

果最显著(P<0. 001);而 1. 5、2、2. 5、3、3. 5 μmol / L
的远志皂苷元均可显著地降低 NO 释放,尤以 2
μmol / L 远志皂苷元降低作用较为显著(P<0. 001)。
表明低浓度远志皂苷元可降低 NO 释放,可能具有

抗炎症作用。 环氧化酶( cyclooxygenase,COX)是花

生四烯酸代谢前列腺素过程的主要限速酶,COX 同

工酶一 COX-2 是一种重要的炎症介质,炎症反应伴

随 COX-2 表达增加与许多神经疾病的病理过程中

神经元的变性和凋亡有关。 Yang 等[29] 发现经甲氨

蝶呤治疗乳腺癌小鼠后其海马功能障碍,与其前列

腺素合成酶、COX-2 及 NO 合成酶 iNOS 表达上调密

切相关。 在认知障碍患者或动物模型的研究中发

现,氟西汀可通过提高海马神经的再生及可塑性,
增 加 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 ( brain derived
neurotrophic factor, BDNF)的表达,来改善其认知功

能[30-31]。 仝太山等[32]研究发现乳腺癌患者化疗后

的认知功能障碍与其自身 BDNF 水平下降具有显著

相关。 茅东升等[33] 报道 NGF 可减少 LPS 引起的

PC12 细胞的坏死和凋亡,对 LPS 损伤具有保护作

用。 还有研究报道 NGF 可抑制 LPS 诱导的成骨细

胞产生 NO,同时抑制 COX-2 mRNA 的表达,具有抗

炎作用[34]。 前期研究中,我们发现远志皂苷元可促

进神经突起生长、促进细胞存活,具有类似神经营

养因子作用,且还发现远志皂苷元可提高 BDNF
mRNA 表达水平[16-18]。 本研究选取 2、2. 5、3 μmol /
L 的远志皂苷元作用于 LPS 诱导的 BV2 细胞,观察

炎症因子 COX-2 的表达情况。 结果显示,远志皂苷

元可不同程度地抑制炎症相关蛋白 COX-2 的表达,
以 2 μmol / L 远志皂苷元抑制作用较为明显 (P <
0. 05)(图 2、3)。 表明远志皂苷元可抑制神经炎症

因子释放,具有改善神经损伤的作用。
本研究还观察了远志皂苷元对 SH-SY5Y 接受

BV2 炎症上清刺激后是否具有保护作用,发现远志

皂苷元不仅可促进 BV2 炎症上清刺激后的 SH-
SY5Y 细胞的存活,且呈剂量依赖性;还可显著地降

低 SH-SY5Y 接受 BV2 炎症上清刺激后 NO 的释放,
这表明远志皂苷元可能具有降低炎症反应的作用,
具有神经保护作用。

综上所述,远志皂苷元不仅可降低 LPS 诱导后

炎症介质 NO 的释放,抑制炎症介质 COX-2 的表达;
也能促进 SH-SY5Y 接受 BV2 炎症上清刺激后细胞

存活的同时抑制 NO 的释放量,表明远志皂苷元具

有类似神经营养因子作用,改善神经炎症病变,具
有潜在的缓解“化疗脑”的作用。 在下一步实验中,
将建立不同的细胞及动物模型,如化疗药物损伤模

型等,进一步观察远志皂苷元的神经保护作用,为
“化疗脑”的治疗提供新方向、新思路。
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磷酸鞘胺醇参与 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺纤维化
发病机制探讨

修　 磊1,常　 娜2,姜　 涛1∗

(1.首都医科大学附属北京世纪坛医院内分泌科,北京　 100038;
2.首都医科大学基础医学院细胞生物学系,北京　 100069)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨磷酸鞘胺醇(sphingosine 1-phosphate, S1P)是否参与 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺纤维化

的发生,这一过程是否和转化生长因子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)相关。 方法　 应用 Real-time RT-
PCR 的方法检测 KkAy 2 型糖尿病小鼠及 C57 小鼠胰腺中鞘胺醇激酶 1(SphK1)的 mRNA 水平,并检测反映胰腺星

状细胞活化的指标平滑肌肌动蛋白 α(α-smooth muscle actin, α-SMA)、TGF-β1 以及细胞外基质的主要成分 I 型胶

原 [collagen α1(I), Col α1(I)] 和 III 型胶原 [collagen α1(III), Col α1(III)]的水平。 结果　 与对照组 C57 小鼠

相比,KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺高表达 SphK1、TGF-β1、α-SMA、Col α1(I)及 Col α1(III),并且 SphK1 与 TGF-β1 存

在明显正相关。 结论　 磷酸鞘胺醇可能参与了 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺纤维化的发生,并且这一过程可能与

TGF-β1 相关。
【关键词】 　 糖尿病;胰腺纤维化;磷酸鞘胺醇;鞘胺醇激酶;转化生长因子-β1
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Sphingosine phosphate participates in the pathogenesis of pancreatic
fibrosis in KkAy type 2 diabetic mice

XIU Lei1, CHANG Na2, JIANG Tao1∗

(1. Department of Endocrinology, Beijing Shijitan Hospital of the Capital Medical University, Beijing 100038, China.
2. Department of Cell Biology, Municipal Laboratory for Liver Protection and Regulation of Regeneration,

Capital Medical University, Beijing 100069)

　 　 【Abstract】 　 Objective　 To explore whether sphingosine 1-phosphate (S1P) is involved in pancreatic fibrosis in
KkAy type 2 diabetic mice, and whether this process is related to transforming growth factor-β1 (TGF-β1). Methods　
Real-time (RT)-PCR was used to detect the level of sphingosine kinase 1 (SphK1), TGF-β1 and smooth muscle actin α
(α-SMA), which were measured as an index that reflects the activation of pancreatic stellate cells in the pancreas in KkAy
type 2 diabetic mice and C57 mice. The main components of the extracellular matrix, collagen α1( I) [Col α1( I)] and
collagen α1(III) [Col α1(III)], were also measured by Real-time RT-PCR. Results　 SphK1, TGF-β1, α-SMA, Col α1
(I) and Col α1( III) were overexpressed in the pancreas in KkAy type 2 diabetic mice. There was a significant positive



correlation between SphK1 and TGF-β1 in pancreatic tissue of KkAy type 2 diabetic mice. Conclusions 　 S1P may be
involved in the development of pancreatic fibrosis in KkAy type 2 diabetic mice, and this process may be related to TGF-β1.

【Keywords】 　 diabetes; pancreatic fibrosis; sphingosine 1-phosphate; sphingosine kinase; transforming growth
factor-β1

　 　 磷酸鞘胺醇( sphingosine 1-phosphate,S1P) 是

一种具有生物活性的分子,其对很多生理功能及病

理过 程 都 发 挥 着 调 控 作 用。 鞘 胺 醇 激 酶

(sphingosine kinase, SphK)是控制 S1P 合成的限速

酶。 大量的研究证据表明 S1P 参与多种疾病各种

器官的纤维化发生,如肾纤维化,肝纤维化,心肌纤

维化,肺纤维化及胰腺纤维化[1-4]。 胰腺纤维化发

生的特点为胰腺星状细胞(pancreatic stellate cells,
PSCs) 活 化 成 为 肌 成 纤 维 细 胞 ( myofibroblasts,
MFs), 从 而 形 成 大 量 细 胞 外 基 质 ( extracellular
matrix,ECM)在胰腺内沉积,表现为平滑肌肌动蛋

白 α(α-smooth muscle actin, α-SMA)以及细胞外基

质的主要成分 I 型胶原 [ collagen α1( I), Col α1
(I)] 和 III 型胶原 [collagen α1(III), Col α1(III)]
产生增加[5]。 肌成纤维细胞来源广泛,多种因素导

致胰腺损伤,胰腺星状细胞被激活,转化为肌成纤

维细胞,表达平滑肌肌动蛋白 α,并在胰腺内产生胶

原促进胰腺纤维化的发生[6]。 在纤维化过程中,转
化生长因子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-
β1)也发挥了很重要的作用,TGF-β1 是胶原产生过

程中一种重要的介质,同时能够诱导多种细胞向肌

成纤维细胞的分化[7-8]。
本研究试图探讨 SphK / S1P 及 TGF-β1 在 KkAy

2 型糖尿病小鼠胰腺星状细胞活化并产生胶原过程

中的作用。 这方面的研究将有助于我们更深入地

了解糖尿病相关胰腺纤维化的发生机制,可能对糖

尿病相关胰腺纤维化的预防及治疗提供依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

实验中使用了 SPF 级雄性 KkAy 2 型糖尿病小

鼠和 C57BL / 6J 对照小鼠各 7 只,日龄 49 ~ 56 d,均
体重 18~22 g,均来源于中国医学科学院实验动物

研究所[SCXK(京)2015-0004]。 饲养于首都医科

大学实验动物部 SPF 级动物房[SYXK(京) 2015-
0022],单笼饲养。 KkAy 2 型糖尿病小鼠给予高脂

饮食(购自于中国医学科学院实验动物研究所);
C57BL / 6J 小鼠给予普通饲料。 所有小鼠均自由进

食、进水。 实验动物质量符合实验要求,实验方案

经首都医科大学实验动物管理和使用委员会审批,
动物实验经过福利伦理审查(AEEI-2017-090)。 上

述动物的取材于首都医科大学实验动物科学部屏

障动物实验设施进行。 并按实验动物使用的 3R 原

则给予人道的关怀。 实验中采集小鼠胰腺组织用

于实时 RT-PCR 检测。
1. 2　 主要试剂与仪器

PCR 试剂购买自加利福尼亚应用生物系统公

司;其他常用试剂购买自美国西格玛奥德里奇公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 Real-time PCR
从新鲜的胰腺标本中提取总 RNA 使用的试剂

盒购自德国 Qiagen 公司。 我们的实验使用美国

ABI Prism 7300 序列检测系统进行实时 RT-PCR 检

测。 PCR 相关试剂购自美国 Applied Biosystems。
引物序列见表 1。

表 1　 引物序列表
Table 1　 Primer sequence list

基因类型

Gene type
序列(5’-3’)

Sequence

18S rRNA

1 型胶原

Col α1(I)
III 型胶原

Col α1(III)
平滑肌肌动蛋白 α

α-SMA
鞘胺醇激酶 1

SphK1
转化生长因子-β1

TGF-β1

F: GTAACCCGTTGAACCCCATT
R: CCATCCAATCGGTAGTAGCG
F: AGGGCGAGTGCTGTGCTT

R: CCCTCGACTCCTACATCTTCTGA
F: TGAAACCCCAGCAAAACAAAA

R: TCACTTGCACTGGTTGATAAGATTAA
F: ATGCTCCCAGGGCTGTTTT

R: TTCCAACCATTACTCCCTGATGT
F:TGTCACCCATGAACCTGCTGTCCCTGCACA
R: AGAAGGCACTGGCTCCAGAGGAACAAG

F: TGCGCTTGCAGAGATTAAAA
R: TCACTGGAGTTGTACGGCAG

1. 4　 统计学方法

所有实验数据以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,
采用 SPSS 25 统计软件对实验结果进行分析,两组

间比较采用 Student’s t 检验,多组间比较采用单因

素方差分析(ANOVA)。 各项指标间的相关性分析

采用 Person 相关分析,P<0. 05 认为有显著性差异。

2　 结果

2. 1　 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺星状细胞活化增加

既往的研究表明,胰腺星状细胞的活化在胰腺
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纤维化的发生发展中起着非常重要的作用[9]。 本

研究应用 Real-time RT-PCR 的方法检测 KkAy 2 型

糖尿病小鼠和 C57 对照小鼠胰腺中反映胰腺星状

细胞活化的指标 α-SMA 的水平。 结果显示:与对照

组 C57 小鼠相比,KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺高表达

α-SMA 达 5. 3 倍(表 2、图 1),这一结果表明与正常

对照组小鼠相比,KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺星状细

胞活化增加。

注:C57 对照小鼠和 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中 Col α1( I) (图 2A)和 Col α1( III) (图 2B)的

mRNA 表达水平比较。 所有结果均在三个独立的实验中得到证实。 与对照组相比,∗P <0. 05。

图 2　 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中胶原表达水平明显高于对照组

Note. mRNA expression of Col α1(I) (2A) and Col α1( III) (2B) in C57 mice and KkAy type 2
diabetic mice. All results were confirmed in three independent experiments. Compared with

vehide,∗P<0. 05.

Figure 2　 Collagen mRNA expression was up-regulated in KkAy type 2 diabetic mice

2. 2　 KKAy 2 型糖尿病小鼠胰腺胶原表达增加

胰腺星状细胞活化后可产生大量细胞外基质

在胰腺内沉积从而促进纤维化的发生,主要表现为

细胞外基质的主要成分 Col α1(I)和 Col α1(III)产
生增加。 本研究应用 Real-time RT-PCR 的方法检测

KkAy 2 型糖尿病小鼠和 C57 对照小鼠胰腺中细胞

外基质的主要成分 Col α1( I)和 Col α1( III)的水

平。 结果表明与 C57 对照组相比,KkAy 2 型糖尿病

小鼠胰腺中 Col α1(I)和 Col α1(III)的水平都明显

增加,分别为对照组的 7 倍(图 2A)和 3 倍(图 2B),
这提示糖尿病会增加小鼠胰腺纤维化的发生。

表 2　 C57 对照小鼠与 KKAy 2 型糖尿病小鼠
胰腺 α-SMA 表达

Table 2　 α-SMA mRNA expression in pancreas of C57
mice and KkAy type 2 diabetic mice
组别
Groups

平滑肌肌动蛋白 α
α-SMA

对照组 Vehicle 0. 495±0. 162
糖尿病小鼠 Diabetic mice 2. 613±0. 216

P ﹤ 0. 001

2. 3　 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中 SphK1 及 TGF-
β1 含量增加

有研究表明 S1P 参与了多种组织纤维化时肌

成纤维细胞活化过程[10]。 既往的研究表明,TGF-
β1 是胰腺星状细胞活化成为肌成纤维细胞的主要

注:C57 对照小鼠和 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中 α-
SMA 的 mRNA 表达水平对比。 所有结果均在三个独

立的实验中得到证实。 与对照组相比,∗P <0. 05。

图 1　 KKAy 2 型糖尿病小鼠胰腺高表达 α-SMA
Note. mRNA expression of α-SMA in pancreas of C57
mice and KkAy type 2 diabetic mice. All results were

confirmed in three independent experiments.∗P< 0. 05.

Figure 1　 α-SMA mRNA expression was up-regulated in
pancreas of KkAy type 2 diabetic mice
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刺激因素之一[11]。 研究证实,TGF-β1 能促进多种

细胞,包括肝星状细胞、肺成纤维细胞、小鼠的骨髓

间充质干细胞以及胰腺星状细胞向肌成纤维细胞

分化[7]。 本研究应用 Real-time RT-PCR 的方法检

测 KkAy 2 型糖尿病小鼠和 C57 对照小鼠胰腺中

SphK1 及 TGF-β1 的 mRNA 水平。 结果表明,KkAy 2
型糖尿病小鼠胰腺中 SphK1 及 TGF-β1 含量分别为

C57 对照小鼠的 2. 6 倍(图 3A)及 15 倍(图 3B),这
提示,SphK1 及 TGF-β1 可能参与了糖尿病相关胰

腺纤维化的发生。
2. 4　 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中 SphK1 与 TGF-
β1 水平呈明显正相关

我们之前的研究表明 TGF-β1 通过上调人肝肌

成纤维细胞内 SphK1 的表达和活化,从而诱导胶原

表达[12]。 为了探讨 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺纤维

化是否与 TGF-β1 诱导 SphK1 活化相关,我们对

KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中 SphK1 与 TGF-β1 等指

标的 mRNA 水平进行相关性分析。 结果表明,KkAy
2 型糖尿病小鼠胰腺中 SphK1 与 TGF-β1、α-SMA、
Col α1(I)及 Col α1(III)水平均呈明显正相关,结果

有统计学意义(表 5),这提示,TGF-β1 与 SphK1 参

与糖尿病相关胰腺纤维化的发生存在相关性。

3　 讨论

胰腺纤维化常常是与慢性胰腺炎和胰腺癌相

伴随的一种病理变化,可导致胰腺功能丧失。 胰腺

纤维化是胰腺癌的发病基础,胰腺癌由于其不易早

期发现及无有效治疗方法成为恶性程度最高的肿

瘤之一[13]。 目前有大量的研究在寻找潜在有应用

价值的胰腺纤维化标志物,但其敏感性和特异性并

　 　 　 　 　 　
注:C57 对照小鼠和 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中 SphK1(图 3A)及 TGF-β1(图 3B)的 mRNA

表达水平比较。 所有结果均在三个独立的实验中得到证实。 与对照组相比,∗P<0. 05。

图 3　 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中 SphK1 及 TGF-β1 表达水平明显高于 C57 小鼠对照组

Note. mRNA expression of SphK1 (3A) and TGF-β1 (3B) in C57 mice and KkAy type 2 diabetic

mice. All results were confirmed in three independent experiments.Compared with vehide,∗P<0. 05.

Figure 3　 SphK1 and TGF-β1 mRNA expression were up-regulated in KkAy type 2 diabetic mice

表 3　 C57 对照小鼠与 KKAy 2 型糖尿病小鼠胰腺胶原表达
Table 3　 Collagen mRNA expression in pancreas of

C57 mice and KkAy type 2 diabetic mice
组别
Groups

I 型胶原
Col α1(I)

III 型胶原
Col α1(III)

对照组
Vehicle 7. 130±2. 621 6. 630±1. 218

糖尿病小鼠
Diabetic mice 49. 315±4. 549 18. 915±2. 035

P ﹤ 0. 001 ﹤ 0. 001

表 4　 C57 对照小鼠与 KkAy 2 型糖尿病
小鼠胰腺 SphK1 及 TGF-β1 表达

Table 4　 SphK1 and TGF-β1 mRNA expression in pancreas of
C57 mice and KkAy type 2 diabetic mice

组别
Groups

鞘胺醇激酶 1
SphK1

转化生长因子-β1
TGF-β1

对照组
Vehicle 1. 263±0. 243 0. 697±0. 230

糖尿病小鼠
Diabetic mice 3. 290±0. 265 10. 853±0. 199

P ﹤ 0. 001 ﹤ 0. 001
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表 5　 SphK1 与 TGF-β1 等指标 mRNA 水平相关性分析
Table 5　 Correlation analysis between mRNA levels of SphK1 and TGF-β1

项目
Items

转化生长因子-β1
TGF-β1

平滑肌肌动蛋白 α
α-SMA

1 型胶原
Col α1(I)

III 型胶原
Col α1(III)

鞘胺醇激酶 1 皮尔逊相关系数
SphK1 pearson correlation 0. 993∗∗ 0. 985∗∗ 0. 981∗∗ 0. 824∗

显著性 Sig. 0. 000 　 0. 002 　 0. 000 　 0. 023 　

例数 N 7 7 7 7
注:KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中 SphK1 与 TGF-β1 mRNA 表达的相关性分析表明小鼠胰腺中 SphK1 及 TGF-β1 mRNA 表达呈明显正相关( r =
0. 993,P<0. 0001),结果有统计学意义。∗P<0. 05,∗∗P<0. 01 均具有统计学意义。
Note. Correlation analysis of SphK1 and TGF-β1 mRNA expression in the pancreas of KkAy type 2 diabetic mice ( r= 0. 993,P<0. 0001) .∗P<0. 05 and
∗∗P<0. 01 are statistically significant.

不理想,因此研究胰腺纤维化发生的机制并寻找靶

点能够早期阻止或逆转胰腺纤维化甚至是胰腺癌

的发生有着重要的价值和意义[13-15]。 目前关于胰

腺纤维化有大量的研究,但其发病机制尚不明确,
有研究表明胰腺星状细胞的活化在胰腺纤维化的

发生发展中起着非常重要的作用,活化的胰腺星状

细胞可以通过 Wnt / β – catenin 信号通路以及

Hedgehog 信号通路介导胰腺癌的发生和发展[5]。
胰腺星状细胞活化为肌成纤维细胞后表现为平滑

肌肌动蛋白 α 以及 I 型胶原和 III 型胶原水平增

加[16-17]。 我们的研究表明与正常对照组 C57 小鼠

相比,KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中 α-SMA、Colα1
(I) 及 Colα1(III) 水平明显增加,这表明糖尿病小

鼠胰腺星状细胞活化成为肌成纤维细胞,并产生大

量的细胞外基质,从而促进胰腺纤维化的发生。 与

正常小鼠相比,糖尿病小鼠胰腺纤维化发生明显增

加。 为了探讨 KkAy 2 型糖尿病小鼠胰腺中胰腺星

状细胞活化的机制,我们检测了胰腺中 SphK1 与

TGF-β1 的水平,结果表明糖尿病小鼠胰腺中 SphK1
与 TGF-β1 的水平均明显增加,并且二者呈明显正

相关。 上述结果提示 SphK1 与 TGF-β1 参与了胰腺

星状细胞的活化及胰腺纤维化的发生。 为了进一

步明确 S1P 在糖尿病小鼠胰腺纤维化发生过程中

的作用,我们接下来的研究会在体外培养小鼠胰腺

星状细胞,通过给予 SphK 的药理学抑制剂 DMS 或

者用 RNA 干扰的方法特异性沉默胰腺星状细胞中

SphK1 的表达,从而检测高糖诱导下胰腺星状细胞

的活化及胶原水平的变化。 此外,我们的实验发现

KKAy 2 型糖尿病小鼠胰腺组织中 TGF-β 水平明显

高于对照组,并且 SphK1 与 TGF-β 水平呈明显正相

关,那么在糖尿病小鼠中是否因 TGF-β 水平升高进

而诱导 SphK1 激活胰腺星状细胞进而促进胰腺纤

维化的发生呢,这将在我们之后的实验进一步明确。
S1P 可以在细胞内作为第二信使直接发挥作

用,也可通过 ATP 结合转运蛋白分泌到细胞外,与
细胞膜上的 S1P 受体(S1P receptors,S1PRs)结合后

激活不同的下游信号通路并诱导不同的生理及病

理过程。 有研究表明 S1P 参与了多种器官纤维化

的发生发展过程,但其参与胰腺纤维化发生的机制

目前仍不明确。 胰腺纤维化发病的高危因素包括

家族 史、 吸 烟、 肥 胖、 慢 性 胰 腺 炎 以 及 糖 尿 病

等[18-20]。 目前有研究认为胰腺纤维化甚至是胰腺

癌的高发与糖尿病发病率的增加呈相关性[21-23]。
大约 85%的胰腺纤维化患者患有糖耐量异常或糖

尿病[24]。 有学者认为糖尿病导致胰腺纤维化发生

率增高与高血糖、高胰岛素血症及胰岛素抵抗相

关[20, 24-25],然而其机制目前仍不明确,需要进一步

的研究。 我们的研究已经证实,糖尿病小鼠胰腺中

高表达 SphK1,这提示 S1P 可能参与了糖尿病相关

胰腺纤维化的发生,接下来的实验我们还将探讨

S1P 是通过与 S1PRs 结合参与胰腺纤维化的发生还

是作为第二信使直接在细胞内发挥作用的。 我们

的实验已经表明,在糖尿病小鼠胰腺中 SphK1、TGF-
β1、胰腺星状细胞活化的标志物 α-SMA 以及反映细

胞外基质水平的 Colα1(I)及 Colα1(III)水平都明显

增加,S1P 参与这一过程是否通过其受体发挥作用

呢? 是否为 TGF-β1 诱导 SphK1 激活从而促进胰腺

星状细胞活化促进胶原产生呢? 此外,在胰腺星状

细胞活化过程中,是否还有其他调控因子参与了高

糖诱导 SphK1 表达的过程? 这些问题尚需进一步

深入研究。
目前,仍然缺乏有效的治疗纤维化的方法。 纤

维组织一旦形成,很难修复成正常组织。 因此,越
来越多的研究致力于如何预防或减慢纤维化疾病

发展及阻断纤维化之前上游生物学过程。 大量的

体外和体内实验表明,S1P 及其信号通路参与了多

种组织纤维化的发展。 此外,S1P 和相关的信号通

路构成了复杂的信号网络,并具有许多信号通路,
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例如炎症,凋亡和自噬,并调节纤维化的发展[4]。
但是,目前的研究尚未完全阐明 S1P 作用的机制和

相关的纤维化信号传导途径,它们在不同器官和物

种中的作用不同,需要进一步研究。 此外,S1P 的干

预和相关的信号通路是与纤维化有关的疾病的潜

在治疗方法,S1P 也有望在将来成为纤维化疾病严

重程度的有效生物标志物。
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跑台运动对糖尿病大鼠学习记忆及海马炎症因子和
NGF 表达的影响

赵　 军1,褚亚君1,梁晋裕1,付　 芳2∗

(1.晋中学院体育系,山西 晋中　 030619; 2.中北大学体育学院,太原　 030051)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 8 周跑台运动对 1 型糖尿病模型大鼠学习记忆能力、海马炎症因子白介素-6( IL-6)、肿
瘤坏死因子-α(TNF-α)水平及神经生长因子(NGF)表达的影响。 方法　 44 只成年雄性 SD 大鼠随机分成对照组、
运动组、STZ 组和 STZ 运动组,采用腹腔注射 STZ 诱导大鼠 1 型糖尿病模型,然后运动组及 STZ 运动组大鼠进行 8
周跑台运动。 运动结束后采用 Y 迷宫实验评估大鼠学习记忆能力,ELISA 法进行海马炎症因子 IL-6 及 TNF-α 水平

的测定,免疫组化法检测海马 NGF 的表达。 结果　 与对照组比较,Y 迷宫实验中,STZ 组大鼠达到学会标准训练次

数及 30 次错误次数均显著增多(P<0. 01),海马 IL-6、TNF-α 水平显著增加,海马 CA1、CA3 及 DG 区 NGF 个数及面

积均显著下降(P<0. 01);而 8 周跑台运动可改善 STZ 诱导的糖尿病大鼠学习记忆能力,海马 TNF-α 水平显著下降

(P<0. 05),而 IL-6 水平无显著改变(P>0. 05),海马 CA1、CA3 及 DG 区 NGF 表达显著增强(P<0. 05,P<0. 01)。 结

论　 跑台运动可通过增强海马 NGF 表达及抗炎能力改善 1 型糖尿病大鼠的学习记忆能力。
【关键词】 　 1 型糖尿病大鼠;跑台运动;学习记忆;炎症因子;NGF 表达;海马
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Effects of treadmill exercise on learning, memory, inflammation,
and NGF expression in the hippocampus of diabetic rats

ZHAO Jun1, CHU Yajun1, LIANG Jinyu1, FU Fang2∗

(1. Physical Education Department, Jinzhong College, Jinzhong 030619, China.
2. Physical Education Institute, North University of China, Taiyuan 030051)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To observe the effects of treadmill exercise on learning, memory, and expression levels of
inflammatory cytokine interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF-α), and nerve growth factor (NGF) in the
hippocampus of type 1 diabetic rats. Methods　 Forty-four adult male Sprague – Dawley rats were randomly divided into
control, exercise, STZ, and STZ exercise (STZ+E) groups (n = 11). A rat model of type 1 diabetes was established by
STZ intraperitoneal injection. Exercise and STZ+E groups were subjected to 8 weeks of treadmill exercise. Subsequently,
learning and memory were evaluated by Y maze test, IL-6 and TNF-α levels were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay, and NGF expression was detected by immunohistochemical staining. Results 　 Compared with the
control group, STZ group rats exhibited significantly increased standard training times and error times in 30 trials (P<



0. 01), IL-6 and TNF-α were levels significantly increased and the number and area of NGF expression in hippocampal
CA1, CA3, and dentate gyrus was decreased (P< 0. 01). Treatment of STZ-induced diabetic rats with exercise improved
STZ-induced declines in learning and memory and significantly decreased TNF-α expression ( P < 0. 05). However,
hippocampal IL-6 expression in STZ+E group rats was not significantly different (P> 0. 05), and NGF expression in the
hippocampus CA1, CA3, and dentate gyrus was significantly upregulated (P< 0. 05). Conclusions　 Treadmill exercise
can improve the learning and memory ability of type I diabetic rats by enhancing NGF expression and anti-inflammatory
abilities in the hippocampus.

【Keywords】 　 type 1 diabetic rats; treadmill exercise; learning and memory; inflammatory cytokine; NGF
expression; hippocampus

　 　 糖尿病是一种以慢性高血糖和胰岛素分泌缺

陷为主要症状的最常见的代谢性疾病之一,其发

病率呈上升趋势,到 2030 年,全球约有 3. 66 亿人

将受到影响[1] 。 认知功能障碍是糖尿病最常见的

并发症之一。 Rama 等[2] 研究发现,1 型糖尿病患

者的学习能力和记忆巩固处理能力减弱,抽象判

断能力不足,导致患痴呆的风险增大。 动物实验

表明 STZ 可引起大鼠认知障碍和记忆丧失[3] 。 然

而,1 型糖尿病认知功能下降的病理生理机制尚不

清楚。
有学者研究认为,高血糖可导致机体免疫系

统功能紊乱、增加促炎症介质如肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)、白 细 胞 介 素-6 ( IL-6) 和 c 反 应 蛋 白

(CRP)的过度释放,与高血糖引起的认知功能下

降有关[4] 。 海马体是学习和记忆的关键脑区,对
高血糖及炎性细胞因子非常敏感。 神经生长因子

(nerve growth factor,NGF)在神经元存活、轴突的

生长和突触的形成方面发挥关键作用,被视为认

知障碍的治疗靶点[5] 。 Cai 等[6] 研究发现,促炎因

子活性增加可能会通过降低大鼠海马 NGF 及脑源

性神经营养因子(BDNF)水平,与异氟醚麻醉后大

鼠认知功能障碍有关,而脑室注射 NGF 可通过增

强大脑抗炎因子活性改善与年龄相关的空间学习

能力的缺失[7] 。
有氧运动被认为是缓解糖尿病症状和改善认

知功能的良好策略。 研究表明,有氧运动可降低

海马炎性细胞因子如 IL-6 和 TNF-α 水平[8] 。 运动

可通过不同机制影响大脑,而运动对神经营养因

子包括 NGF 的影响是最重要的机制之一[9] 。 本研

究通过测量跑台运动 8 周对 STZ 诱导 1 型糖尿病

大鼠学习记忆的影响,检测大鼠海马炎症因子

(TNF-α 及 IL-6)及 NGF 表达的变化,探讨长期跑

台运动是否可改善 1 型糖尿病大鼠学习记忆能力

并分析其可能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

3 月龄 SPF 级雄性健康成年 SD 大鼠 44 只,购
于山西医科大学实验动物中心[ SCXK(晋) 2019 -
0004],体重 200 ~ 220 g,室温 22 ~ 24 ℃,湿度 55 ~
65%,所有动物均在山西医科大学动物房饲养

[SYXK(晋)2019-0007]。 本实验中涉及动物的使

用及操作按 3R 原则给与动物人道关怀,并经学校

实验动物管理伦理委员会批准(1401086000735),
符合国家实验动物福利相关规定。
1. 2　 主要试剂与仪器

STZ(链脲佐菌素,美国 Sigma 公司提供);TNF-
α、IL-6 试剂盒、兔抗 NGF 多克隆抗体、生物素化羊

抗兔 IgG、SABC 及 DAB 显色试剂盒均由武汉博士

德生物有限公司提供。 血糖测量仪和试纸均购自

美国强生公司;恒温培养箱(YLA-2000 型,上海阳

光实验仪器有限公司);光学显微镜(CX31 型,日本

Olympus 公司);形态学图像分析软件 (型号: JD-
801),江苏省捷达科技发展有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 大鼠 1 型糖尿病模型建立

所有大鼠适应环境 1 周后,随机抽取 22 只大鼠

为对照组 ( control group, CG; n = 11) 及运动组

(exercise group,EG;n = 11),其余 22 只大鼠一次性

腹腔注射 STZ(溶于 0. 1 mol / L 柠檬酸缓冲液,pH =
4. 5)65 mg / kg,注射 STZ 后 3 d,使用血糖仪从大鼠

尾静脉取血测量血糖水平,血糖超过 16. 7 mmol / L
的大鼠为糖尿病大鼠。 将 22 只糖尿病大鼠随机分

为 STZ 组 ( n = 11) 及 STZ 运动组 ( STZ + exercise
group,STZ+E;n= 11),随后运动组及 STZ 运动组大

鼠进行 8 周跑台运动,实验期间每天观察大鼠的精

神状态、进食、饮水及尿便情况,跑台运动结束后第

2 天测量大鼠血糖水平,以血糖升高较对照组明显
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升高为判断模型成功标准。
1. 3. 2　 跑台运动方案

根据 Reisi 等[10] 描述的方法,造模成功后第 2
天,运动组及 STZ+E 组大鼠进行为期 8 周(5 天 /
周,0 坡度)的跑台运动。 跑台训练前 5 d 跑台速度

逐渐从 5 m / min 增加到 15 m / min;第 2 周,跑台速

度从 16 m / min 增加到 22 m / min,以后每周跑速增

加 2 m / min,每次运动时间持续 40 min,连续 8 周。
与此同时,对照组及 STZ 组不运动,正常实验室环

境饲养 8 周。
1. 3. 3　 电 Y 迷宫实验程序

跑台运动结束后第 2 天所有大鼠进行电 Y 迷

宫实验。
电 Y 迷宫实验由相同的三个臂组成(均装有 15

W 灯泡和电网)。 实验时,先将大鼠放入迷宫适应 3
~5 min,然后训练大鼠电刺激还末开始时,只要安全

区灯亮,大鼠就会立即逃往安全区的反应能力;动物

受电击逃到安全区后,刺激信号灯继续作用 10~15 s,
灯熄后结束一次测试,大鼠所在支臂作为下一次测试

的起点,依次重复。 两次测试时间间隔为 30 s,每次

训练 20 次休息 5 min,连续测试直到学会为止(学会

标准:连续 20 次测试中有 18 次正确),记录每只大鼠

达到学会标准前所需的训练次数为大鼠的空间学习

记忆成绩;学习测试结束后 24 h,再用同样方法测试

大鼠的记忆能力,记录大鼠 30 次电击过程中出现的

错误次数,错误次数越少,说明记忆力越好。
观察指标如下:(1)达到标准所需的训练次数;

(2)30 次电击过程中出现的错误次数。
1. 3. 4　 海马炎症细胞因子水平测量

Y 迷宫测试结束后即刻将每组 6 只大鼠断头取

脑,冰生理盐水冲洗干净后迅速分离海马称重,并
用生理盐水按(1 ∶9)的比例制成 10% 的组织匀浆,
离心(12000 r / min,10 min)后取上清液,采用 ELISA
法,参照试剂盒说明进行海马炎症因子 IL-6 及 TNF-
α 水平的测定。

1. 2. 5　 海马 NGF 免疫组化检测

Y 迷宫测试结束后即刻,每组剩余 5 只大鼠经

麻醉后,4%多聚甲醛溶液心脏灌注取脑,石蜡包埋

脑组织,海马经石蜡切片机连续冠状切片(片厚 5
μm),切片依次经梯度乙醇脱蜡、脱水后滴加 30%
H2O2 室温孵育 30 min,PBS 液漂洗 3 次后滴加兔抗

大鼠 NGF(1 ∶200),4℃过夜,PBS 液漂洗 3 次后滴

加生物素化羊抗兔 NGF 二抗孵育(37℃、30 min),
PBS 液清洗后 DAB 室温显色 10 min,苏木素复染 2
~ 3 min,梯度乙醇脱水,二甲苯透明,中性树脂

封片。
每组海马每个区选取 10 张切片,每张切片取 5

个视野采集图像,计数海马 CA1、CA2、CA3 及 DG
区 NGF 阳性细胞数(number)及面积(μm2),取其平

均值作为最后结果。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 21. 0 软件包进行数据统计,计量资

料以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,统计方法采用单

因素方差分析,方差齐采用 LSD 法检验组间差异,
方差不齐采用 Dunnetts 法检验组间差异,以 P<0. 05
为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 Y 迷宫结果

与对照组比较,STZ 组大鼠达到学会标准训练

次数显著增加(P<0. 01),运动组大鼠训练次数显著

减少(P<0. 05),而 STZ 运动组大鼠与对照组比较,
训练次数无显著差异(P<0. 05);与 STZ 组大鼠比

较,STZ 运动组大鼠达到学会标准训练次数显著下

降(P<0. 05)。 见表 1。
与对照组比较,STZ 组及 STZ 运动组大鼠 30 次

错误次数均显著增加(P<0. 01),而运动组大鼠与对

照组比较,30 次错误次数无显著差异(P>0. 05);与
STZ 组比较,STZ 运动组大鼠 30 次错误次数显著下

降(P<0. 05)。 见表 1。
表 1　 各组大鼠 Y 迷宫测试结果( 􀭰x ± s, n= 11)
Table 1　 Results of Y-maze test in every group rats

组别
Groups

对照组
Control group

运动组
Exercise group

STZ 组
STZ group

STZ 运动组
STZ+exercise group

训练次数(次)
Training numbers( time) 28. 36±4. 08 23. 45±3. 67# 33. 72±5. 16## 30. 55±4. 59∗

30 次错误次数(次)
Error times in 30 times( time) 7. 09±1. 58 7. 00±1. 18 9. 18±1. 73## 7. 98±1. 88#∗

注:与对照组比较,##P<0. 01,#P<0. 05;STZ 运动组与 STZ 组比较,∗P<0. 05。 下同。
Note. Compared with the control group,##P<0. 01,#P<0. 05. STZ+E group compared with the STZ group,∗P<0. 05. The same as below.
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2. 2　 海马炎症因子结果

与对照组比较,STZ 组大鼠海马炎症因子 IL-6
及 TNF-α 水平均明显增加(P<0. 01);而经过 8 周

跑台运动,与 STZ 组大鼠比较,STZ 运动组大鼠海马

促炎因子 TNF-α 水平显著减少(P<0. 05),而 IL-6
水平无显著改变(P>0. 05);与对照组比较,运动组

大鼠海马促炎因子 IL-6 及 TNF-α 水平均无统计学

差异(P>0. 05)。 见表 2。
2. 3　 海马 NGF 表达结果

与对照组比较,STZ 组大鼠海马 CA1、CA3 及

DG 区 NGF 个数和面积均明显下降(P<0. 01)。 经

过 8 周跑台运动,与 STZ 组大鼠比较,STZ 运动组大

鼠海马 CA1、CA3 及 DG 区 NGF 个数和面积均明显

增加(P<0. 05,P<0. 01);而 STZ 组大鼠海马 CA2 区

NGF 个数和面积与对照组及 STZ 运动组大鼠比较

均无显著差异(P>0. 05)。 与对照组比较,运动组大

鼠除海马 DG 区 NGF 面积显著高于对照组外(P<

0. 05),海马 DG 区 NGF 个数及海马其他 3 区 NGF
个数和面积与对照组比较均无显著差异(P>0. 05)。
见表 3、表 4、图 1。

3　 讨论

糖尿病被认为是认知功能障碍发展的一个独

立危险因素[11]。 研究发现,与非糖尿病患者相比,
糖尿病患者认知功能障碍的风险增加 1. 5 倍,痴呆

风险增加 1. 6 倍[12]。 Liu 等[13] 通过认知量表研究

发现,糖尿病患者空腹血糖水平升高与认知功能下

降有关。 Li 等[14]通过 Y 迷宫的自发性交替反应证

实,高脂饮食及 STZ 诱导的糖尿病大鼠存在学习记

忆障碍。 Oliveira 等[15]通过 T 迷宫实验也观察到了

连续 2 d 腹腔注射 STZ(90 mg / kg)诱导的糖尿病小

鼠出现记忆缺陷。 本研究使用 Y 迷宫试验证实,
STZ 诱导的糖尿病大鼠在 Y 迷宫中表现出空间学习

及记忆缺陷,具体表现为与对照组比较,STZ 组大鼠
表 2　 各组大鼠海马炎症因子 IL-6 及 TNF-α 水平结果( 􀭰x ± s, n= 6)

Table 2　 Results of the hippocampus inflammatory biomarkersin every group rats
组别 Groups IL-6(pg / mL) TNF-α(pg / mL)

对照组 Control group 37. 16±6. 05 57. 81±6. 60
运动组 Exercise group 35. 50±5. 94 56. 57±5. 36

STZ 组 STZ group 49. 60±4. 07## 70. 67±6. 37##

STZ 运动组 STZ+exercise group 44. 86±2. 74∗ 64. 01±3. 89#∗

表 3　 各组大鼠海马 CA1、CA2 区 NGF 表达结果( 􀭰x ± s,n = 6)
Table 3　 Results of NGF expression in the hippocampus CA1 and CA2 of rats

组别
Groups

CA1 CA2
细胞个数
Cell number

面积(μm2)
Area

细胞个数
Cell number

面积(μm2)
Area

对照组
Control group 11. 23±1. 49 1008. 49±135. 69 8. 32±1. 12 656. 58±89. 56

运动组
Exercise group 12. 63±1. 51 1128. 98±147. 88 8. 68±1. 26 694. 32±93. 25

STZ 组
STZ group 7. 02±0. 82## 698. 74±100. 25## 8. 02±0. 96 612. 78±59. 43

STZ 运动组
STZ+exercise group 8. 39±1. 76##∗ 826. 91±186. 78##∗ 8. 21±1. 01 634. 47±79. 45

表 4　 各组大鼠海马 CA3、DG 区 NGF 表达结果( 􀭰x ± s,n = 6)
Table 4　 Results of NGF expression in the hippocampus CA3 and DG of rats

组别
Groups

CA3 DG
细胞个数
Cell number

面积 (μm2)
Area

细胞个数
Cell number

面积 (μm2)
Area

对照组
Control group 19. 26±3. 08 1348. 90±218. 34 12. 37±2. 08 987. 45±171. 52

运动组
Exercise group 20. 89±3. 88 1406. 54±278. 84 12. 98±2. 89 1102. 85±234. 55#

STZ 组
STZ group 12. 56±1. 76## 934. 76±140. 76## 7. 54±0. 98## 679. 67±57. 67##

STZ 运动组
STZ+exercise group 16. 48±2. 89#∗∗ 1186. 91±192. 43#∗∗ 9. 22±1. 46#∗ 786. 86±118. 96#∗
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注:A1-D4: 冠状切面显示大鼠海马 CA1、CA2、CA3 及 DG 区 NGF 表达(箭头所指)。

图 1　 NGF 免疫组化检测结果

Note. A1-D4, Coronal sections showing the NGF expression (arrows) in the hippocampus CA1, CA2, CA3 and DG of the rats.

Figure 1　 Results of NGF immumohistochemical staining

达到学会标准的训练次数及 30 次电击过程中出现

的错误次数均显著增多。 研究认为,运动可以减轻

糖尿病引起的并发症,并对认知功能产生有益的影

响,在预防神经退行性疾病中发挥重要作用[16]。
Kim 等[17]对出生后 4 周的糖尿病幼鼠进行 2 周跑

台运动(5 次 /周,30 分 /次)干预,结果发现跑台运

动可通过增加海马齿状回细胞增殖和抑制凋亡减

轻 STZ 对幼鼠短期记忆的损伤。 本研究得到相同

结果,与 STZ 组大鼠比较,STZ 运动组大鼠达到标准

的训练次数及 30 次错误次数均显著下降,提示,长
期跑台运动可改善糖尿病大鼠的学习记忆能力。

神经炎症被认为是认知能力下降、痴呆等神经

退行性疾病发生发展的公认因素[18]。 研究表明,1
型和 2 型糖尿病患者 CRP、TNF-α 及 IL- 6 水平均
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显著上调,与糖尿病患者认知能力下降和痴呆的发

展有关[19]。 Yaffe 等[20]人报道,血清 CRP 和 IL-6 水

平升高的糖尿病患者存在认知功能受损,而血清

CRP 和 IL-6 水平正常的糖尿病患者认知功能正常,
说明糖尿病患者促炎因子水平升高与认知功能受

损密切相关。 本研究结果发现,与对照组比较,STZ
可导致大鼠海马促炎因子 IL-6 和 TNF-α 水平显著

增加,与 Liu 等[21] 研究结果一致。 越来越多的证据

表明,运动可以通过调节神经炎症减轻神经退行性

病变, 增 强 大 脑 功 能, 发 挥 神 经 保 护 作 用[22]。
Chennaoui 等[23]研究发现,7 周递增负荷跑台运动

(18~25 m / min,60~ 120 分 /次)可增强正常大鼠海

马 TNF-α 及 IL-6 蛋白含量。 但本研究发现,8 周跑

台运动(16 m / min 到 22 m / min,持续时间 40 min)
对正常大鼠海马 TNF-α 和 IL-6 水平无显著影响,这
种差 异 可 能 与 运 动 强 度 及 持 续 时 间 有 关。
Wannamethee 等[24]对 4252 名受试者(60 ~ 79 岁)研
究发现,体育锻炼水平与促炎因子(CRP 及 TNF-α
等)呈显著负相关。 Andrade 等[25]研究发现,8 周游

泳运动(60 min / d,5 次 /周)可使高脂肪饮食和 STZ
诱导的糖尿病大鼠 TNF-α 水平及 IL-6 水平下降、抗
炎因子 IL-10 水平增加。 此外,Jahangiri 等[26] 发现,
9 周跑台运动(15 m / min, 30 min / d)可通过下调海

马 TNF-α、IL-1β 及 CRP 水平,从而起到保护神经、
促进大脑修复的作用,改善脂多糖诱导的大鼠学习

和记忆障碍。 本研究结果发现,经过 8 周递增负荷

跑台运动,与 STZ 组比较,STZ 运动组大鼠海马促炎

因子 TNF-α 水平显著下降,但对促炎因子 IL-6 水平

无显著影响,说明此运动具有一定的抗神经炎症作

用。 因此本研究 8 周跑台运动改善 STZ 大鼠的学

习记忆能力,可能与此运动抑制 STZ 导致的海马神

经促炎因子的释放有关,具体机制需进一步研究。
NGF 是一种重要的神经营养因子,广泛分布于

中枢神经系统,可调节中枢和外周神经系统神经元

的生长、发育、存活和分化,并参与突触可塑性。
NGF 是胰腺细胞合成和分泌胰岛素的重要调节因

子,在调节 STZ 导致的大鼠学习记忆下降中起着关

键作用[27]。 STZ 对糖尿病大鼠海马 NGF 水平变化

的研究存在争议。 Gürbüz 等[28] 采用 ELISA 法测定

海马组织匀浆 NGF 的水平,结果发现与对照组比

较,STZ 诱导的青春期 1 型糖尿病幼鼠(出生后 28
d)海马 NGF 水平无显著改变。 而 Zhang 等[29] 通过

Western blot 法测定海马 NGF 的水平,结果发现 STZ

诱导的糖尿病大鼠海马 NGF 水平显著下降。 研究

发现,海马是由相互联系的 CAl、CA2、CA3 及 DG 区

等多个区域组成,且海马 CAl、CA3 和 DG 区在学习

记忆中担负着尤其重要的作用[30]。 本研究通过免

疫组织化学方法发现,与对照组比较,STZ 诱导的糖

尿病大鼠海马 CA1、CA3 及 DG 区 NGF 表达均显著

下降,但是海马 CA2 区 NGF 表达无显著变化,经过

8 周跑台运动,与糖尿病大鼠比较,糖尿病运动组大

鼠海马 NGF 表达显著增加。 最近研究报道,NGF 与

其受体(TrkA)结合可激活抗炎信号通路,增强抗炎

物质 IL-10 等的释放降低炎症反应[31]。 因此,本实

验中跑台运动改善 STZ 大鼠学习记忆能力可能与

此运动增加海马 CA1、CA3 及 DG 区 NGF 水平,增
强海马抗炎能力,从而纠正 STZ 诱导的海马功能紊

乱起到脑保护作用有关。 但是,跑台运动导致 STZ
大鼠海马抗炎能力增强是否与 NGF 的增加有关,仍
需要进一步研究证实。
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高强度聚焦超声对宫颈癌大鼠免疫功能及
生存时间的影响

黄　 敏1,彭月享1,高卫元1,黄红丽2∗

(1.武汉市第三医院光谷院区 超声科,武汉　 430000; 2.武汉市第三医院光谷院区 妇产科,武汉　 430000)

　 　 【摘要】 　 目的　 高强度聚焦超声(high intensity focused ultrasound,HIFU)对宫颈癌大鼠免疫功能及生存时间

的影响。 方法　 将 60 只 Wistar 雌性大鼠随机分为对照组、模型组和 HIFU 组各 20 只。 模型组和 HIFU 组左侧腋窝

处皮下注射人宫颈癌 HeLa 细胞,建立宫颈癌移植瘤模型。 造模后,HIFU 组进行局部 HIFU 治疗,单点单次治疗时

间为 10 s,共 250 s。 治疗后,各组随机选取 10 只大鼠用于观察造模后 9 周内的生存时间和体重变化;剩余 10 只大

鼠于治疗后 14 d 处死,检测各组移植瘤的体积和重量,MTT 检测脾淋巴细胞的活力,流式细胞仪分析外周血 T 淋

巴细胞亚群和 T 淋巴细胞凋亡,HE 染色观察移植瘤组织病理变化。 结果　 与对照组相比,模型组和 HIFU 组大鼠

造模 3 周、5 周和 7 周时大鼠体重均明显下降(P<0. 05),脾淋巴细胞活力、外周血 CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞和

CD4+ / CD8+T 细胞比值均明显下降(P<0. 05),T 淋巴细胞凋亡率明显升高(P<0. 05);与模型组相比,HIFU 组的中

位生存时间明显延长[(54. 51±3. 16) vs (48. 03±1. 05),Log Rank χ2 = 7. 504,P= 0. 006],造模 3 周、5 周和 7 周时大

鼠体重均明显升高(P<0. 05),肿瘤体积和重量明显降低(P<0. 05),脾淋巴细胞活力、外周血 CD4+T 细胞和 CD8+T
细胞和 CD4+ / CD8+T 细胞比值均明显升高(P<0. 05),T 淋巴细胞凋亡率明显降低(P<0. 05)。 结论　 HIFU 可以改

善大鼠降低的免疫功能,延长宫颈癌大鼠的生存时间。
【关键词】 　 高强度聚焦超声;宫颈癌;免疫功能;生存时间;大鼠
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Effects of high-intensity focused ultrasound on immune function and
survival time in rats with cervical cancer

HUANG Min1, PENG Yuexiang1, GAO Weiyuan1, HUANG Hongli2∗

(1.Department of Ultrasound, Wuhan Third Hospital-Tongren Hospital of Wuhan University, Wuhan 430000, China.
2. Department of Obstetrics and Gynecology, Wuhan Third Hospital-Tongren Hospital of Wuhan University, Wuhan 430000)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To explore the effects of high-intensity focused ultrasound (HIFU) on immune function
and survival time in rats with cervical cancer. Methods 　 Sixty female Wistar rats were randomly divided into control,
model, and HIFU groups, with 20 rats per group. In the model and HIFU groups, human cervical cancer HeLa cells were
subcutaneously injected into the left axilla to establish cervical cancer xenograft models. After modeling, the HIFU group
underwent local HIFU treatment. The single-point and single treatment time was 10 s for 250 s. After treatment, 10 rats



were randomly selected from each group to observe changes in survival time and weight within 9 weeks after model
induction. The remaining 10 rats in each group were sacrificed 14 d after treatment. The volume and weight of xenografts in
each group were calculated. MTT was applied to detect the vitality of spleen lymphocytes. The apoptosis of peripheral blood
T lymphocyte subsets and T lymphocytes was analyzed by flow cytometry. The histopathological changes of xenografts tissues
were observed by HE staining. Results　 Compared with the control group, at 3, 5, and 7 weeks after modeling, rat body
weight was significantly decreased in the model and HIFU groups (P<0. 05); the vitality of spleen lymphocytes, peripheral
blood CD4+ T cells and CD8+ T cells, and CD4+ / CD8+ T cells was significantly decreased (P<0. 05); and the apoptosis
rate of T lymphocytes was significantly increased (P<0. 05). Compared with the model group, the median survival time in
the HIFU group was significantly prolonged [(54. 51±3. 16) vs (48. 03±1. 05), log rank (χ2)= 7. 504, P= 0. 006]. At
3, 5, and 7 weeks after model induction, the weight of rats was significantly increased (P<0. 05); tumor volume and mass
were significantly decreased (P<0. 05); vitality of spleen lymphocytes, peripheral blood CD4+ T cells and CD8+ T cells,
and CD4+ / CD8+ T cells were significantly increased (P<0. 05); and the apoptosis rate of T lymphocyte was significantly
reduced compared with (P<0. 05). Conclusions　 HIFU can improve the immune function of rats and prolong the survival
time of rats with cervical cancer.

【Keywords】　 high intensity focused ultrasound; cervical cancer; immune function; survival time; rat

　 　 宫颈癌早期常无明显症状和体征,主要采用

外科手术治疗,中晚期主要表现为不规则阴道流

血、阴道排液等,严重者可表现为贫血、恶病质等

全身衰竭症状,主要采用放射治疗或化疗,但其治

疗效果并不十分令人满意[1] 。 高强度聚焦超声治

疗(high intensity focused ultrasound,HIFU)是近年

来发现的一种新型的肿瘤治疗方法,利用高强度

超声波聚焦后,穿透到人体内,杀灭靶区内的肿瘤

细胞,还可能激活机体的免疫系统,提高患者的免

疫功能,从而达到治疗肿瘤的目的[2] 。 已有研究

显示,HIFU 可以用于临床晚期胰腺癌[3] 、子宫肌

瘤[4] 、宫颈癌[5] 等的治疗,延长患者的生存期,且
毒副反应小。 但 HIFU 治疗宫颈癌研究报道较少,
杀灭肿瘤细胞的机理尚不明确,对宫颈癌患者免

疫功能的影响亦尚不清楚。 因此,本研究探索了

HIFU 对宫颈癌大鼠免疫功能和生存时间的影响,
旨在为 HIFU 在宫颈癌治疗中的应用提供一定的

理论支撑。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

60 只 6 ~ 8 周龄 Wistar 大鼠,清洁级雌性,体
重均为 160 ~ 200 g,由湖北省实验动物研究中心

提供[ SCXK(鄂) 2015 - 0018] ,经武汉市第三医

院伦理委员会批准( 20170119-03) ,饲养于本院

动物中心实验室[ SYXK(鄂) 2019 - 0080] ,保持

室温恒定为 25℃ ,模拟昼夜光照,自由摄食与饮

水,严格按实验动物 3R 原则给予实验动物人道

主义关怀。

1. 2　 主要试剂与仪器

FACSCanto II 流式细胞仪购自美国 BD 公司;全
自动酶标仪购自 Thermo Scientific 公司;人宫颈癌

HeLa 细胞由上海钰博生物科技有限公司提供,接种

于含有 100 U / mL 青链霉素和 10% 胎牛血清的

RPMI 1640 培养液,于 37℃、5% CO2 培养箱中培

养。 MTT 检测试剂盒购自上海信裕生物科技有限

公司;Annexin V-FITC / PI 细胞凋亡检测试剂盒购自

上海一研生物科技有限公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物造模与给药

大鼠预饲养 7 d 后,随机分为对照组、模型组和

HIFU 组,每组 20 只,每组随机选取 10 只用于观察

大鼠的生存时间和体重变化,剩余 10 只用于病理、
免疫相关指标的检测。 模型组和 HIFU 组采用左侧

腋窝处皮下注射人宫颈癌 HeLa 细胞建立宫颈癌大

鼠模型[6],均经左侧腋窝处皮下注射接种人宫颈癌

HeLa 细胞(0. 5 mL,1×107 / mL),密切观察,肉眼可

见大鼠左腋窝处有明显肿瘤结节生长即为造模成

功,对照组于左侧腋窝处皮下注射等体积生理盐

水。 造模后第 7 天,HIFU 组进行局部 HIFU 治疗,
辐照强度为 2. 3 MPa,单点单次治疗时间为 10 s,共
250 s,对照组和模型组治疗程序与 HIFU 治疗相同,
但功率源开关关闭。 对照组、模型组和 HIFU 组 20
只大鼠中,10 只用于观察大鼠的生存时间和体重变

化,于造模之日开始观察,观察时间共 9 周;剩余 10
只大鼠于治疗后 14 d 立即处死,分离大鼠的血液,
无菌剥离移植瘤组织,分离大鼠脾,用于病理及免

疫相关指标的检测。
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1. 3. 2　 观察各组大鼠的生存时间

于造模之日开始观察大鼠的生存状态,记录各

组大鼠 9 周内的生存状态(生存或死亡),分别于造

模前、造模后 1 周给药即刻、造模 3 周、造模 5 周和

造模 7 周称取大鼠的体重。
1. 3. 3　 观察各组大鼠的移植瘤体积和重量

处死大鼠后,剥离大鼠移植瘤组织,测移植瘤

长径、短径,计算其肿瘤体积 = (长径×短径2) / 2,同
时称取移植瘤重量,计算 HIFU 的抑瘤率 = (1-实验

组肿瘤组织重量 /对照组肿瘤组织重量)×100%。
1.3.4　 HE 染色观察大鼠移植瘤组织病理变化

采集大鼠移植瘤组织,进行常规切片制作和

HE 染色,显微镜下观察移植瘤组织的病理变化。
1.3.5　 MTT 检测脾淋巴细胞活力

取各组大鼠脾组织, 剪碎研磨, 过滤, 离心

(1500 r / min,10 min),弃上清,加入 10 mL 氯化铵

37℃水浴 10 min,加入 2 mL 的 RPMI 1640 培养液中

进行培养,采用台盼蓝染色,计数活细胞在 95%以

上,制备成脾淋巴细胞液。 将脾淋巴细胞悬液以每

毫升 1×105 个接种于 96 孔培养板,在 37℃、5% CO2

条件下培养,分别于 0 h、24 h、48 h、72 h,进行 MTT
检测,酶标仪测定波长为 570 nm 处的吸光度值

(OD570),绘制细胞生长曲线,严格按照试剂盒说明

操作。
1.3.6　 流式细胞仪分析外周血 T 淋巴细胞亚群

分离腹主动脉血液,抗凝离心 (3000 r / min,
5 min),弃上清,室温避光孵育 30 min,加红细胞裂解

液作用 15 min,加 70%乙醇混合,4℃静置 48 h,弃上

清,采用 1 mL PBS 重悬,加入 5 μL 浓度为10 mg / mL
的 RNase,37℃下孵育 1 h,分别加入相应的流式抗体

(CD4-APC,CD8-PE),室温避光孵育30 min,上机流

式细胞仪检测 CD4+和 CD8+T 细胞比例。
1.3.7　 流式细胞仪检测外周血 T 淋巴细胞凋亡

分离腹主动脉血液,抗凝离心(3000 r / min,5
min),采用淋巴细胞分离液分离外周血单个核细

胞,PBS 重悬后,收集各组细胞,采用不含 EDTA 的

胰蛋白酶进行消化,离心(3000 r / min,5min),用冷

PBS 洗涤,以每毫升 1×105 个接种于 6 孔板,采用

Annexin V-FITC / PI 试剂盒染色,上机流式细胞仪检

测细胞凋亡,严格按照试剂盒说明操作。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 17.0 软件对实验数据进行统计学分

析,符合正态分布的计量资料均以平均数±标准差

( 􀭰x ± s )表示,组间差异采用 t 检验分析,三组间差

异采用单因素方差分析,采用 Kaplan-Meier 绘制生

存曲线,以 9 周内的总生存状态作为观察终点,以 P
<0.05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 HIFU 对各组大鼠生存时间的影响

生存分析结果显示,模型组大鼠于造模后 43 d
开始出现死亡,HIFU 组大鼠于造模后 46 d 开始出

现死亡;与模型组相比,HIFU 组的中位生存时间明

显延长[(54. 51±3. 16) vs (48. 03±1. 05),Log Rank
χ2 = 7. 504,P= 0. 006],见图 1。

图 1　 各组大鼠的生存曲线比较

Figure 1　 Comparison of survival curves of rats
in each group

2. 2　 HIFU 对各组大鼠体重的影响

造模前各组大鼠的体重均无明显差异 (P >
0. 05);与对照组相比,模型组和 HIFU 组大鼠造模 3
周、5 周和 7 周时大鼠体重均明显下降(P<0. 05);
与模型组相比,HIFU 组大鼠造模 3 周、5 周和 7 周

时大鼠体重均明显升高(P<0. 05),见表 1。
2. 3　 HIFU 对各组大鼠移植瘤体积和重量的影响

与模型组相比,HIFU 组的肿瘤体积和重量明显

降低(P<0. 05),HIFU 的抑瘤率为 35. 25%,见表 2。
2. 4　 各组大鼠移植瘤组织的病理变化

HE 染色结果显示,模型组大鼠移植瘤组织细

胞呈椭圆形,胞核呈两个或多个,结构和细胞形态

未见异常;HIFU 组大鼠移植瘤组织细胞皱缩、核染

色质固缩,出现片状坏死区,见图 2。
2. 5　 HIFU 对各组大鼠脾淋巴细胞活力的影响

MTT 实验结果显示,与对照组相比,模型组和

HIFU 组脾淋巴细胞活力明显下降(P<0. 05);与模
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型组相比,HIFU 组脾淋巴细胞活力明显升高(P<
0. 05),见图 3。
2. 6　 HIFU 对各组大鼠外周血中 CD4+和 CD8+ T
细胞水平的影响

流式细胞分析结果显示,与对照组相比,模型

组和 HIFU 组外周血 CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞和

CD4+ / CD8+T 细胞比值均明显下降(P<0. 05);与模

型组相比,HIFU 组外周血 CD4+T 细胞和 CD8+T 细

胞和 CD4+ / CD8+T 细胞比值均明显升高(P<0. 05),
见表 3。
2. 7　 HIFU 对各组大鼠外周血中 T 淋巴细胞凋亡

的影响

流式细胞分析结果显示,与对照组相比,模型

组和 HIFU 组 T 淋巴细胞凋亡率明显升高 ( P <
0. 05);与模型组相比,HIFU 组 T 淋巴细胞凋亡率

明显下降(P<0. 05),见图 4、表 4。
表 1　 HIFU 对各组大鼠体重的影响( 􀭰x ± s, n= 10)

Table 1　 Effect of HIFU on body weight of rats in each group
组别
Groups

造模前
Before modeling

造模 1 周
Modeling for 1 week

造模 3 周
Modeling for 3 week

造模 5 周
Modeling for 5 week

造模 7 周
Modeling for 7 week

对照组 Control group 214. 74±9. 25 231. 64±7. 69 245. 62±7. 83 259. 72±7. 85 274. 38±8. 21
模型组 Model group 215. 03±7. 81 218. 03±8. 25∗ 206. 73±7. 96∗ 182. 83±7. 73∗ 168. 59±7. 36∗

HIFU 组 HIFU group 213. 94±8. 25 224. 51±8. 46# 215. 92±8. 44∗# 204. 54±8. 61∗# 187. 92±7. 95∗#

F 0. 045 6. 994 63. 340 241. 122 515. 232
P 0. 956 0. 006 <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with control group,∗P < 0. 05. Compared with model group,#P < 0. 05.

表 2　 各组大鼠移植瘤的体积和重量( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 2　 Volume and weight of transplanted

tumor in each group
组别
Groups

肿瘤体积(mm3)
Tumor volume

肿瘤重量(g)
Tumor mass

对照组
Control group

- -

模型组
Model group 243. 67±32. 87 7. 32±1. 16

HIFU 组
HIFU group 174. 58±21. 69 4. 74±0. 73

t 5. 548 5. 953
P <0. 001 <0. 001

图 2　 各组大鼠移植瘤组织的病理变化(HE 染色)
Figure 2　 Pathological changes of transplanted tumor

tissues in each group of rats (HE staining)

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 3　 HIFU 对各组大鼠脾淋巴细胞活力的影响

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

with model group,#P < 0. 05.

Figure 3　 Effect of HIFU on spleen lymphocyte
activity in each group

表 3　 各组大鼠外周血中 CD4+和 CD8+ T
细胞水平( 􀭰x ± s, n= 10)

Table 3　 Levels of CD4+ and CD8+ T cells in peripheral
blood of rats in each group

组别
Groups CD4+(%) CD8+(%) CD4+ / CD8+

对照组
Control group 58. 18±6. 52 27. 65±3. 26 2. 10±0. 20

模型组
Model group 30. 29±3. 84∗ 19. 57±2. 43∗ 1. 55±0. 13∗

HIFU 组
HIFU group 43. 26±5. 57∗# 23. 76±2. 78∗# 1. 82±0. 17∗#

F 66. 191 20. 192 24. 663
P <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with control group,∗P < 0. 05. Compared with model
group,#P < 0. 05.
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图 4　 HIFU 对各组大鼠外周血中 T 淋巴

细胞凋亡的影响

Figure 4　 Effect of HIFU on T lymphocyte apoptosis in
peripheral blood of rats in each group

表 4　 HIFU 对各组大鼠外周血中 T 淋巴细胞凋亡的
影响( 􀭰x ± s, n= 10)

Table 4　 Effect of HIFU on apoptosis of T lymphocytes in
peripheral blood of rats in each group

组别
Groups

细胞凋亡率(%)
Apoptosis rate

对照组
Control group 8. 26±1. 14

模型组
Model group 21. 75±4. 15∗

HIFU 组
HIFU group 16. 29±3. 24∗#

F 47. 601
P <0. 001

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with control group,∗P < 0. 05. Compared with model
group,#P < 0. 05.

3　 讨论

宫颈癌是常见的女性三大恶性肿瘤之一,临床

主要采用外科手术联合放化疗,预后较差[7]。 HIFU
是一种新型的非侵入性治疗手段,可以将超声波进

行聚焦后,安全地将能量密度较低的超声波汇聚至

靶区,利用焦点处超声波的热效应,使靶区组织细

胞发生不可逆的损伤,达到抗肿瘤的作用[8]。 目

前,HIFU 已被用于前列腺癌、乳腺癌、软组织肿瘤以

及子宫腺肌症等多种疾病的治疗[9],但对宫颈癌的

作用研究报道较少。 因此,本研究分析了 HIFU 对

宫颈癌大鼠生存时间的影响。 本研究中,HIFU 作用

后可明显延长宫颈癌大鼠的生存时间,提示 HIFU
可能通过抗肿瘤作用,延长大鼠的生存时间。 许涛

等[10]的研究显示,HIFU 可用于晚期宫颈癌患者的

治疗,减少局部复发,提示 HIFU 对宫颈癌具有的一

定的抗肿瘤作用,有望应用于临床。 本研究中,
HIFU 作用后可明显改善宫颈癌大鼠的体重,诱导肿

瘤组织坏死, 减少移植瘤体积和重量。 Hectors
等[11]的研究显示,HIFU 可以将超声波能量汇聚于

肿瘤组织,通过热效应,使肿瘤细胞发生凝固性坏

死,提示 HIFU 可能通过破坏宫颈癌肿瘤细胞,诱导

肿瘤细胞坏死,发挥其抗肿瘤作用,延长大鼠的生

存时间。
细胞免疫是机体抗肿瘤的主要机制,肿瘤细胞

可通过改变细胞表面抗原、降低或不表达组织相容

性抗原Ⅰ(major histocompatibility complex,MHC-Ⅰ)
和 MHC-Ⅱ、分泌多种免疫抑制因子等多种途径,发
生免疫逃避或免疫抑制,发生恶性增殖[12]。 本研究

中,宫颈癌大鼠的脾淋巴细胞活力明显下降,HIFU
作用后可明显提高大鼠的脾淋巴细胞活力。 脾是

机体最大免疫系统中的最主要的免疫器官之一,含
有大量淋巴细胞和巨噬细胞,可以清除血细胞抗原

和异物,是机体免疫系统的中心,脾淋巴细胞增殖

活性可以反应机体淋巴细胞的功能[13]。 许涛等[14]

的研究显示,HIFU 可以改善原发性肝癌的免疫功

能,延长患者的生存时间,提示 HIFU 可能通过诱导

肿瘤细胞坏死,抑制肿瘤细胞分泌的免疫抑制因

子,提高脾淋巴细胞活力,提高机体的细胞免疫功

能和抗肿瘤能力,从而延长宫颈癌大鼠的生存时间。
本研究中,宫颈癌大鼠的外周血 CD4+T 细胞和

CD8+T 细胞和 CD4+ / CD8+T 细胞比值均明显下降,
HIFU 作用后可明显提高大鼠外周血。 T 淋巴细胞

亚群是机体抗肿瘤免疫的主要免疫细胞,按功能可

分为辅助 T 细胞(T helper cells,Th)、记忆 T 细胞、
细胞毒性 T 细胞(Cytotoxic T cells,Tc)、调节性 T 细

胞 ( regulatory T cells, Treg ) 和 抑 制 性 T 细 胞

(suppressor T cell,Ts) [15]。 CD4+ T 细胞主要为 Th
细胞,CD4 分子主要与 MHC-Ⅱ分子相结合,CD8 分

布于 Tc 细胞及 Ts 细胞表面,可以与 MHC-Ⅰ分子结

合,共同调节细胞的免疫功能[16]。 Th 细胞可以分

泌多种细胞因子,促进其他 T 细胞的分化成熟,在
协助诱导细胞免疫中具有重要作用,还可以辅助 B
细胞分化为抗体分泌细胞,协助 B 细胞产生抗体,
Tc 细胞主要通过分泌各种细胞因子参与免疫作用,
清除病毒、肿瘤等靶细胞,Ts 细胞则能抑制 Th 细

胞,负向调节细胞的免疫功能[17-18]。 已有研究显

示[19],CD4+ T / CD8+ T 细胞比值可反映机体的整体

免疫功能,提示 HIFU 作用后,可明显改善宫颈癌大

鼠降低的免疫功能。 本研究中,宫颈癌大鼠的外周
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血 T 淋巴细胞凋亡率明显升高,HIFU 作用后可明

显降低 T 淋巴细胞凋亡率。 已有研究显示[20],肿瘤

细胞可通过诱导 T 淋巴细胞凋亡,发生免疫逃避或

免疫抑制,进行恶性增殖,提示 HIFU 作用可能通过

破坏宫颈癌肿瘤细胞,抑制肿瘤细胞诱导的 T 淋巴

细胞凋亡,改善机体的免疫功能,抑制肿瘤细胞的

免疫逃避或免疫抑制,提高其抗肿瘤作用。
综上所述,HIFU 可以明显升高大鼠的 CD4+ T

细胞、CD8+T 的数量以及 CD4+ / CD8+T 细胞比值,提
高脾淋巴细胞活力,改善大鼠降低的免疫功能,延
长宫颈癌大鼠的生存时间,但 HIFU 调节机体免疫

功能的具体机制尚不明确,需进一步深入研究探索。
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辛伐他汀纳米粒的构建及对动脉粥样硬化模型
大鼠作用的研究

韩金霞∗,朱亚南,王金文,王吉佳,李　 迪,杨静波

(大庆油田总医院心内科,黑龙江 大庆　 163000)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建辛伐他汀纳米给药系统并探讨其对动脉粥样硬化模型大鼠的作用。 方法　 制备辛伐他

汀纳米粒并通过透射电镜对其进行形态表征;激光共聚焦显微镜检测辛伐他汀纳米粒的细胞摄取能力;构建动脉

粥样硬化大鼠模型,随机分为模型组(Model)、辛伐他汀组(Sim)、辛伐他汀纳米粒组(Sim-LPNs),同时以正常大鼠

设立对照组(Control),每组 10 只动物;生化仪检测 TG、TC、LDL-C、HDL-C 水平;HE 染色检测动脉血管病理变化;
Western blot 检测 p-AMPK 和 p-ACC 蛋白表达变化。 结果　 Sim-LPNs 的形态较为圆整,外观呈均一的球形,平均动

力学直径为(180± 23) nm。 与 COU-6 处理相比,COU-6-LPNs 处理的 Caco-2 细胞绿色荧光强度显著增强(P<
0. 01)。 与 Control 组相比,Model 组大鼠 TC、TG、LDL-C 均显著升高,HDL-C 明显降低(P<0. 01);相较于 Model 组,
Sim 组 TC 和 LDL-C 显著降低(P<0. 05,P<0. 01);与 Model 组相比,Sim-LPNs 组 TC、TG、LDL-C 均显著降低,HDL-C
明显升高(P<0. 01);与 Sim 相比,Sim-LPNs 大鼠 TC 和 LDL-C 显著降低(P<0. 01)。 Model 组大鼠动脉血管壁粘膜

变性和水肿,在血管壁中出现典型的动脉粥样硬化斑块,并且脂质核心较厚,泡沫明显;Sim 组出现一定改善,但
Sim-LPNs 组改善更为明显。 与 Control 组相比,Model 组动脉血管壁相对斑块面积和相对斑块面积 /总面均显著增

加(P<0. 01); Sim-LPNs 组相较于 Model 组动脉血管壁相对斑块面积和相对斑块面积 /总面明显减小(P<0. 01)。
相较于 Control 组,Model 组大鼠肝组织 p-AMPK 和 p-ACC 蛋白表达均显著下调(P<0. 01);与模型组相比,Sim 组 p-
AMPK 蛋白表达显著上调(P<0. 05),Sim-LPNs 组 p-AMPK 和 p-ACC 蛋白表达显著上调(P<0. 01,P<0. 05);与 Sim
组相比,Sim-LPNs 组 p-AMPK 蛋白表达上调更明显(P<0. 01)。 结论　 辛伐他汀纳米粒具有较好的抗动脉粥样硬

化效果,该作用可能与其增强小肠细胞吸收和激活肝细胞 AMPK-ACC 信号通路调节血脂水平有关。
【关键词】 　 辛伐他汀;纳米粒;动脉粥样硬化;血脂;腺苷酸激活蛋白激酶;乙酰辅酶 A 羧化酶
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Construction of simvastatin nanoparticles and their effect in
atherosclerosis model rats

HAN Jinxia∗, ZHU Yanan, WANG Jinwen, WANG Jijia, LI Di, YANG Jingbo
(Department of Cardiology, Daqing Oilfield General Hospital, Daqing 163000, China)

　 　 【 Abstract】 　 Objective 　 To construct a simvastatin nano drug delivery system and explore its effect on
atherosclerosis model rats. Methods　 Laser confocal microscopy was used to detect the cell uptake capacity of simvastatin
nanoparticles. Rats were randomly divided into a model group (Model), simvastatin group (Sim), simvastatin nanoparticle
group (Sim-LPNs), and control group (Control, normal rats), with 10 animals per group. A biochemical analyzer was



used to detect TG, TC, LDL-C, and HDL-C levels. HE staining was used to detect pathological changes in arteries and
vessels. Western blot was used to detect changes in p-AMPK and p-ACC protein levels. Results　 Sim-LPNs had a uniform
spherical appearance with a mean dynamic diameter of 180 ± 23 nm. Compared with COU-6 treatment, the green
fluorescence intensity of Caco-2 cells treated with COU-6-LPNs was significantly enhanced (P<0. 01). Compared with the
Control group, the TC, TG and LDL-C levels in the Model group were significantly increased, and HDL-C was significantly
decreased (P<0. 01). Compared with the Model group, the Sim group had significantly lower TC and LDL-C levels (P<
0. 01 or P<0. 05). Compared with the Model group, the Sim-LPNs group had significantly reduced TC, TG, and LDL-C
levels, as well as significantly increased HDL-C levels (P<0. 01). Compared with the Sim group, TC and LDL-C levels in
Sim-LPNs rats were significantly reduced (P< 0. 01). In the Model group, mucosal degeneration, edema, and typical
atherosclerotic plaques with a thick lipid core and foam cells were observed in the arterial blood vessel walls. The Sim group
showed some improvement, but the Sim-LPNs group had a more obvious improvement. Compared with the Control group,
the relative plaque area and relative plaque area / total surface of the arterial blood vessel wall of the Model group were
significantly increased (P<0. 01). Compared with the Model group, the relative plaque area and the relative plaque area /
total surface of the arterial wall of the Sim-LPNs groups were significantly reduced (P<0. 01). Compared with the Control
group, the expressions of p-AMPK and p-ACC proteins in the liver tissues of the Model group were significantly
downregulated (P< 0. 01). Compared with the model group, the expression of p-AMPK protein in the Sim group was
significantly increased (P< 0. 05), and the expressions of p-AMPK and p-ACC proteins in the Sim-LPNs groups were
significantly increased (P<0. 05 or P<0. 01). Compared with the Sim group, p-AMPK protein expression in the Sim-LPNs
groups was significantly upregulated (P<0. 01). Conclusions　 Simvastatin nanoparticles have a good anti-atherosclerotic
effect, which may be related to the enhanced absorption of small intestinal cells and activation of the liver cell AMPK-ACC
signaling pathway to regulate blood lipid levels.

【Keywords】　 simvastatin; nanoparticles; atherosclerosis; blood lipids; adenylate-activated protein kinase; acetyl-
CoA carboxylase

　 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis,AS)指血液内脂

质物未及时排出沉积在动脉内膜,久而久之所形成

的粥糜样坏死病灶[1-3]。 AS 是冠心病、脑梗死及外

周血管病的早期征兆和病理基础,因而有效预防和

治疗 AS 具有重要的临床意义[4-5]。 他汀类药物,是
目前临床应用的有效降脂药物,主要用于治疗高脂

血症。 他汀类药物不仅能强效地降低总胆固醇

(TC)和低密度脂蛋白(LDL),而且能一定程度上降

低三酰甘油(TG),还能升高高密度脂蛋白(HDL),
所以被公认为为较全面的调脂药[6-7]。 同时,对于

治疗动脉粥样硬化和预防冠心病他汀类药物也能

发挥一定疗效[6-7]。 辛伐他汀( Simvastatin,Sim)为

他汀类药物,是临床上治疗高脂血症的一线用药。
Sim 作为羟甲基戊二酰辅酶 A 还原酶抑制剂,在体

内主要抑制机体内源性胆固醇的合成以及血液中

胆固醇的含量[8]。 但由于 Sim 水溶性较差,口服生

物利用度有限,因此其临床应用受到一定限制[9]。
脂质 聚 合 物 纳 米 粒 ( lipid – polymer hybrid
nanoparticles, LPNs),简称纳米粒,是近几年研究较

热的一种新型纳米给药系统,与传统的脂质体和纳

米粒给药载体相比,其具有更优良的生物相容性,
较高的载药量,生物可降解等优势,是一种极具发

展前景和应用前景的一种新型纳米给药载体[10]。
本研究通过构建辛伐他汀纳米粒,主要观察其对大

鼠动脉粥样硬化的治疗效果,并对其作用机制进行

探讨。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

6~7 周龄健康 SD 大鼠 40 只,清洁级,雄性,体
重 180 ~ 200 g,采购于北京维通利华实验动物有限

公司提供[SCXK(京)2016-0001],本研究获得大庆

油田总医院伦理委员会批准(20191012)。 大鼠以

每笼 3~4 只饲养于排风通气笼具内,自由饮水、摄
食,饲养场所为黑龙江中医药大学屏障环境中

[SYXK(黑)2018-007],动物实验严格按实验动物

3R 原则给予实验动物人道主义关怀。
1. 1. 2　 实验细胞

Caco-2 细胞购自中国科学院典型培养物保藏

委员会细胞库 /中国科学院上海生命科学研究院细

胞资源中心,细胞以含 20%胎牛血清、1%青-链霉素

的 MEM 培养基培养于 37℃、5% CO2、95%空气的细

胞培养箱中。
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1. 2　 主要试剂与仪器　
辛伐 他 汀 ( 货 号 S6196 ) 和 COU-6 ( 货 号

442631)购自美国 Sigma 公司;总胆固醇(TC)试剂

盒(批号 20180105)、甘油三酯( TG)试剂盒(批号

20180917)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)试剂盒

(批号 20190106)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)试
剂盒(批号 20181224)均购自南京建成生物工程研

究所有限公司;HE 染色试剂盒购自北京索莱宝公

司;GAPDH 抗体购自武汉博士德公司;AMPK 抗体、
p-AMPK 抗体、Acetyl-CoA Carboxylase (ACC)抗体

和 p-ACC 抗体购自美国 CST 公司。 高速剪切机(德
国艾卡公司);电子天平(德国赛多利斯公司);JEOL
JEM-2100F 场发射透射电子显微镜(日本日本电子

株式会社公司);高压均质机 (德国 APV 公司);
CX31 倒置显微镜(日本奥林巴斯公司);64R 高速

低温离心机(美国 Beckman 公司);NanoSight NS300
纳米 颗 粒 跟 踪 分 析 仪 ( 英 国 马 尔 文 公 司 );
SpectraMax 190 酶标仪(美国美谷分子仪器公司);
AI600 凝胶成像仪(美国通用电气公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 辛伐他丁纳米粒的构建

制备辛伐他汀纳米粒,将 10 mg 辛伐他汀和 50
mg 聚乳酸-羟基乙酸共聚物(PLGA)溶解在 10 mL
乙腈中作为有机相,磷脂 25 mg 溶解在 0. 5 mg 无水

乙醇中,然后加入到 20 mL 60℃预热的超纯水中分

散均匀作为水相。 将油相在 300 r / min 搅拌条件下

倒入到水相中,继续室温下搅拌 2 h,旋转蒸发除去

乙腈。 经 0. 8 μm 的滤膜滤过,备用。 取制备的辛

伐他汀纳米粒子,超纯水稀释 50 倍,取 5 μL 纳米粒

溶液滴加到铜网上,自然晾干,透射电镜下观察辛

伐他汀纳米粒的形态,同时利用纳米颗粒分析仪测

定其粒径分布。
1. 3. 2　 纳米粒载药系统细胞摄取研究

香豆素 6(COU-6)作为有机荧光染料可模拟细

胞对药物的摄取行为。 取对数期 Caco-2 细胞接种

于两个 13 mm 无菌玻璃底细胞培养皿中,培养过

夜,次日取制备好的 COU-6 和 COU-6 纳米粒(COU-
6-LPNs)溶液各 100 μL 加入 1.5 mL 培养基中混匀

备用,取出细胞,PBS 洗 2 遍,各加入配备好的培养

基,于培养箱中继续孵育 0.5 h,后弃去细胞上层液

体,用 PBS 轻柔洗细胞 3 遍,4%多聚甲醛固定 20
min,PBS 洗 3 遍,加入浸没细胞量的 DAPI 荧光染

料(10 μg / mL)染色 20 min,PBS 洗 3 遍,封片,铝箔

纸避光 4℃保存。 荧光显微镜拍照,记录荧光强度。
1. 3. 3　 动脉粥样硬化模型构建、分组及给药

构建动脉粥样硬化大鼠模型, 设立模型组

(Model)、辛伐他汀组 ( Sim)、辛伐他汀纳米粒组

(Sim-LPNs)和对照组(Control)。 Model 组、Sim 组

和 Sim-LPNs 组大鼠腹腔注射 60 万 IU / kg 维生素

D3,后以高脂饲料饲养 8 周建立动脉粥样硬化模

型;Control 组腹腔注射等体积生理盐水,以正常饲

料饲养 8 周。 造模完成后 Control 组和 Model 组每

天灌胃给予生理盐水,Sim 组给予 Sim 8 mg / ( kg·
d), Sim-LPNs 组给与 Sim-LPNs 8 mg / (kg·d),连续

给药 3 周。
1. 3. 4　 大鼠血清 TC、TG、LDL-C、HDL-C 检测

给药最后 1 d,动物禁食过夜,各组大鼠以异氟

烷持续麻醉,开腹后于腹主动脉取血约 3 mL,室温

下静置至凝固, 3000 r / min 离心 10 min,上清液即

为血清,将血清转移至新的 EP 管中,参照 TC、TG、
LDL-C、HDL-C 检测试剂盒说明书进行检测。
1. 3. 5　 HE 染色和动脉粥样硬化斑块面积统计

取血后迅速处死大鼠,并进行解剖,取出肝样

本,将样本左中叶剪下,置入 10%甲醛溶液中固定。
组织样本在固定 18 h 后,流水冲洗 12 h,常规梯度

乙醇脱水,石蜡浸泡,包埋,制成 4 mm 石蜡切片。
经二甲苯脱蜡及梯度乙醇复水后,进行苏木素-伊
红(HE)染色,梯度乙醇脱水,二甲苯脱乙醇,最后

中性树胶封片,显微镜下观察肝组织切片的病理变

化并拍照。 采用 Photoshop(软件)计算动脉粥样硬

化斑块面积。
1. 3. 6　 蛋白印记实验检测肝组织 p-AMPK 和 p-
ACC 蛋白表达变化

解剖各组大鼠,各取肝组织 0.5 g 左右,眼科剪

剪碎后置于管中,加入 1 mL 细胞组织裂解液,均质

仪研碎并于冰上静置 5 min,参考文献[1] 方法提取

蛋白,按每孔 30 μg 蛋白进行 SDS-PAGE 电泳,将蛋

白转印至 PVDF 膜上,封闭。 按需求加入 AMPK 抗

体(1 ∶2000)、p-AMPK 抗体(1 ∶500)、ACC 抗体(1 ∶
2000)、p-ACC 抗体(1 ∶ 1000) 或 GAPDH 抗体(1 ∶
5000)4℃孵育过夜。 次日,TBST 洗膜后加入相应的

抗兔 IgG-HRP 二抗(1 ∶2000),室温孵育 1 h,PVDF
膜以 ECL 发光试剂盒进行显色并于 AI600 凝胶成

像仪中成像,对蛋白印迹条带进行处理和分析。 磷

酸化蛋白相对蛋白表达量 = 磷酸化蛋白灰度值 /
(总蛋白灰度值 / GAPDH 灰度值)。
1. 4　 统计学方法

统计学分析方法采用 SPSS 17.0 软件,数据以

平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示。 所有数据经正态性

检验符合正态分布,两组间比较采用 t 检验,多组间
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比较采用单因素方差分析,两两多重比较方法用

LSD-t 检验。 P<0.05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 Sim-LPNs 的体外表征

Sim-LPNs 粒径分布如图 1A 所示, Sim-LPNs 的
平均动力学直径为(180±23) nm。 如图 1B 所示,在
透射电镜下,Sim-LPNs 形态较为圆整,外观呈均一

的球形。

图 1　 辛伐他汀纳米粒径分布和透射电镜图

Figure 1　 The size distribution and transmission
electron micrograph of S-LPNs

2. 2　 纳米粒载药系统细胞摄取水平

COU-6 为绿色荧光染料,如图 2 所示,荧光显微

镜下观察发现, COU-6 和 COU-6-LPNs 处理后的

Caco-2 细胞均可发出绿色荧光,但与 COU-6 相比,
COU-6-LPNs 呈现高荧光水平。 结果如图 3 所示,
COU-6 和 COU-6-LPNs 细胞的平均荧光强度值分别

为(221. 3±34. 5)和(756. 8±78. 4),后者荧光强度

显著增强(P<0. 01)。
2. 3　 各组大鼠血清 TC、TG、LDL-C、HDL-C 水平

比较

检测各组大鼠血清 TC、TG、LDL-C、HDL-C 水

平,结果显示,与对照组 ( Control ) 相比,模型组

(Model)大鼠 TC、TG、LDL-C 均显著升高,HDL-C 明

显降低(P<0. 01);相较于 Model,辛伐他汀组(Sim)
TG 和 HDL-C 变化不明显,TC 和 LDL-C 显著降低

(P<0. 05 或 P<0. 01);与 Model 相比,辛伐他汀纳米

粒组(Sim-LPNs)TC、TG、LDL-C 均显著降低,HDL-C
明显升高(P<0. 01);与 Sim 相比,Sim-LPNs 大鼠 TC
和 LDL-C 显著降低(P<0. 01)(见表 1)。
2. 4　 各组大鼠主动脉 HE 染色和粥样硬化斑块

面积

如图 4 所示,HE 染色结果发现,Model 组大鼠

动脉血管壁粘膜变性和水肿,在血管壁中出现典型

的动脉粥样硬化斑块,并且脂质核心较厚,泡沫明

显;Sim 组出现一定改善,但 Sim-LPNs 组改善更为

明显。 计算各组斑块面积,结果如表 2 所示,与

Control 组相比,Model 组动脉血管壁相对斑块面积

和相对斑块面积 /总面均显著增加 ( P < 0. 01);
Control 组和 Sim 组未见明显差异;Sim-LPNs 组相较

于 Model 组动脉血管壁相对斑块面积和相对斑块面

积 /总面明显减小(P<0. 01)。
2. 5　 各组大鼠肝组织中 p-AMPK 和 p-ACC 蛋白

表达变化

Western blot 结果显示,相较于 Control 组,Model
组大鼠肝组织 p-AMPK 和 p-ACC 蛋白表达均显著

下调(P<0. 01);与模型组相比,Sim 组 p-AMPK 蛋

白表达显著上调(P<0. 05),Sim-LPNs 组 p-AMPK
和 p-ACC 蛋白表达显著上调(P<0. 05 或 P<0. 01);
与 Sim 组相比,Sim-LPNs 组 p-AMPK 蛋白表达上调

更明显(P<0. 01),见表 3 和图 5。

注:A:Caco-2 细对 COU-6 的摄取;B:Caco-2 细对 COU-6-LPNs
的摄取。

图 2　 Caco-2 细对 COU-6 和 COU-6-LPNs 的摄取

Note. A, Caco-2 fine intake of COU-6. B, Caco-2 fine intake of
COU-6-LPNs.

Figure 2　 Absorption capacity of Caco-2 to COU-6 and
COU-6-LPNs

图 3　 Caco-2 细摄取 COU-6 和 COU-6-LPNs 后的

荧光强度

Figure 3　 Fluorescence intensity of Caco-2 after fine
uptake of COU-6 and COU-6-LPNs
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3　 讨论

LPNs 作为近几年大家比较关注的新型给药系

统,兼具传统脂质体和聚合物纳米粒两种纳米药物

载体的优点,在增加水不溶性药物生物利用度和控

制药物释放等方面显示出了独特的优势[11]。 PLGA
是一种生物可降解的材料、磷脂层为纳米载体的外

壳,对于疏水性药物有更好的包载,而磷脂层外壳

与细胞膜的表面具有类似的生理功能,因此可增加

纳米粒子的生物相容性,同时也能够减缓药物的释

放[12-14]。 此外,纳米粒子表面也可以进行功能基团

的修饰,可进一步促进细胞的摄取,增强药效[15-16]。

本研究制备辛伐他汀纳米粒,验证发现其形态

圆整,外观呈均一的球形,更有利于增加对生物膜

的穿透性及增强细胞内的药效发挥。 本研究发现

LPNs 可增强 Caco-2 细胞对 COU-6 的摄取。 研究显

示,Caco-2 细胞可形成与小肠上皮细胞相同的细胞

极性和致密的单细胞层结构,分化出绒毛面 A 和基

底面 B,可做为研究药物吸收和转运的有效工

具[17-18]。 提示,LPNs 能提高药物的小肠吸收。 观

察血清 TC、TG、LDL-C、HDL-C 水平发现,实验终点

时,Sim 可显著降低 TC 和 LDL-C 水平;而 Sim-LPNs
不仅可更为显著的降低 TC 和 LDL-C 水平,还能显

著降低 TG 水平和升高 HDL-C 水平。 提示,LPNs 可
表 1　 各组大鼠血清 TC、TG、LDL-C、HDL-C 水平( 􀭰x ± s, n= 10)

Table 1　 Serum TC, TG, LDL-C, HDL-C levels of rats in each group
组别
Groups

TC
(mmol / L)

TG
(mmol / L)

LDL-C
(mmol / L)

HDL-C
(mmol / L)

对照组 Control group 1. 54±0. 23 0. 51±0. 14 0. 39±0. 05 3. 23±0. 12
模型组 Model group 4. 53±0. 36∗∗ 1. 16±0. 18∗∗ 9. 84±0. 11∗∗ 2. 46±0. 28∗∗

辛伐他汀组 Sim group 3. 85±0. 31# 0. 86±0. 09 6. 62±0. 107## 2. 49±0. 19
辛伐他汀纳米粒组 Sim-LPNs group 2. 56±0. 20##△△ 0. 63±0. 07## 4. 02±0. 387##△△ 3. 09±0. 22#

注:与 Control 组相比,∗∗P<0. 01;与 Model 组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与 Sim 组相比,△△P<0. 01。
Note. Compared with the Control group,∗∗P<0. 01. Compared with the model group,##P<0. 01. Compared with the Sim group,△△P<0. 01.

图 4　 各组主动脉 HE 染色

Figure 4　 HE staining of aorta in each group

表 2　 各组大鼠动脉血管壁相对斑块面积( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 2　 Relative plaque area of arterial wall of

rats in each group

组别
Groups

相对斑块面积

(mm2)
Relative

plaque area

相对斑块面积
/ 总面(%)

Relative plaque
area / total surface

对照组 Control group 0 0

模型组 Model group 0. 67±0. 12∗∗ 65. 65±8. 33∗∗

辛伐他汀组 Sim group 0. 50±0. 07 53. 24±5. 96

辛伐他汀纳米粒组 Sim-LPNs group 0. 28±0. 03## 33. 51±5. 17##

注:与 Control 组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,##P<0. 01。
Note. Compared with the Control group,∗∗ P<0. 01. Compared with the
model group,##P<0. 01.

表 3　 各组大鼠肝组织中 p-AMPK 和 p-ACC 相对
蛋白表达量( 􀭰x ± s, n= 3)

Table 3　 Relative protein expression of p-AMPK and p-ACC
in liver tissues of rats in each group

组别 Groups p-AMPK p-ACC
对照组 Control group 0. 66±0. 05 1. 79±0. 19
模型组 Model group 0. 13±0. 02∗∗ 0. 32±0. 02∗∗

辛伐他汀组 Sim group 0. 27±0. 04# 0. 37±0. 03
辛伐他汀纳米粒组 Sim-LPNs group 0. 71±0. 08##△△ 0. 67±0. 08#

注:与 Control 组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;
与 Sim 组相比,△△P<0. 01。
Note. Compared with the Control group,∗∗ P<0. 01. Compared with the
model group,#P < 0. 05, ##P < 0. 01. Compared with the Sim-LPNs
group,△△P<0. 01.

图 5　 各组大鼠肝组织中 p-AMPK 和 p-ACC 蛋白表达水平

Figure 5　 Expression levels of p-AMPK and p-ACC protein
in liver tissues of rats in each group
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增强 Sim 的降脂效果。 观察各组大鼠主动脉粥样硬

化程度发现,模型组大鼠动脉血管壁粘膜变性和水

肿,在血管壁中出现典型的动脉粥样硬化斑块,并
且脂质核心较厚,泡沫明显。 Sim 治疗后病理变化

得到一定改善,而 Sim-LPNs 治疗后的改善效果更为

明显。 计算各组粥样硬化斑块面积发现, Sim-LPNs
治疗后模型大鼠动脉血管壁相对斑块面积和相对

斑块面积 /总面均明显减小。 这些提示,LPNs 可显

著增强 Sim 对大鼠动脉粥样硬化的治疗效果。
　 　 业已证明,AMPK-ACC 信号通路在参与机体能

量代谢和脂肪合成中发挥重要生理作用。 文献报

道,AMPK 可通过直接磷酸化脂质代谢相关的酶类,
从而改变脂质的代谢方向。 ACC 是 AMPK 的下游

靶点之一,由于 ACC 是脂肪酸代谢的限速酶,当机

体处于应激状态时,组织细胞内 AMPK 被激活,而
活化的 AMPK 可磷酸化 ACC 的 79 位点苏氨酸位点

而使后者失活[19-20]。 ACC 失活后,脂肪酸氧化加

剧,血清游离脂肪酸水平降低,脂肪在组织中的沉

积减少[19-21]。 肝是人体重要的代谢器官,参与糖

类、脂类和蛋白质的代谢。 本研究观察了肝 AMPK
和 ACC 蛋白表达变化,结果发现,动脉粥样硬化模

型大鼠 AMPK 和 ACC 磷酸化蛋白均显著下调,Sim
治疗后模型大鼠肝 p-AMPK 明显上调,但 ACC 变化

不明显。 而 Sim-LPNs 治疗后模型大鼠肝 p-AMPK
和 p-ACC 均显著上调。 这些提示,相较于 Sim,Sim-
LPNs 可明显激活肝细胞 AMPK-ACC 信号通路,从
而参与促进脂质代谢调节。

综上所述,相较于 Sim,Sim-LPNs 对动脉粥样硬

化大鼠具有较好的治疗作用,而该作用可能与增强

小肠对药物的吸收和激活肝细胞 AMPK-ACC 信号

通路增强脂质代谢有关。
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七氟醚预处理对老年大鼠认知功能障碍的影响
及海马区自噬在其中的作用研究
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　 　 【摘要】　 目的　 探讨海马区自噬对七氟醚诱导老年大鼠认知功能障碍的影响及可能机制。 方法　 72 只 SD 大鼠随

机分为对照组(CON)、自噬诱导剂雷帕霉素组(RAP)、自噬抑制剂氯喹组(CQ)、七氟醚组(SEV)、七氟醚+雷帕霉素组

(SEV+RAP)、七氟醚+氯喹组(SEV+CQ),每组 12 只。 各组大鼠进行血气指标检测;Morris 水迷宫测试大鼠学习记忆能

力;透射电子显微镜观察海马区神经元的超微结构的改变;TUNEL 法染色观察海马 CA1区神经元凋亡情况; RT-qPCR 检

测大鼠 LC3 mRNA 的表达;Western blot 检测海马组织中 p-S6K1、Cl-Caspase3、p62、p-mTOR、Bax、Bcl-2 蛋白表达。 结果　
与对照组比较,各组大鼠血气分析无显著性差异(P>0. 05);与 CON 组比较,SEV 组逃避潜伏期延长(P<0. 01),目标象限

时间百分比缩短(P<0. 05),穿越平台次数减少(P<0. 01),海马组织中 p62、cl-caspase3和 Bax 蛋白表达升高(P<0. 05),Bcl-
2蛋白表达降低(P<0. 01),海马 CA1区中自噬泡数量和细胞凋亡率增加(P<0. 01);与 SEV 组比较,SEV+RAP 组目标象限

时间百分比延长(P<0. 05)、逃避潜伏期缩短(P<0. 05),穿越平台次数增加(P<0. 05),海马组织中 p62、p-mTOR、p-S6K1、
Cl-caspase3和 Bax 蛋白表达降低(P<0. 05),海马组织中 LC3 mRNA 及 Bcl-2蛋白表达升高(P<0. 01),海马自噬泡数量和

细胞凋亡率增加(P<0. 01)。 结论　 七氟醚麻醉导致老年大鼠认知功能障碍可能与海马神经元的自噬受损有关。
【关键词】　 七氟醚;自噬;认知功能障碍;雷帕霉素;老年大鼠
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Effects of sevoflurane preconditioning on cognitive dysfunction in aged
rats and the role of autophagy in the hippocampus

XIE Yi1∗, WANG Kai2, NIU Min1

(1. ZiBo Central Hospital of Shandong Province, Zibo 255034, China. 2. Rizhao People’s Hospital of Shandong Province, Rizhao 276800)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effect of hippocampal autophagy on sevoflurane-induced cognitive
impairment in aged rats and its possible mechanism. Methods 　 Seventy-two Sprague-Dawley rats were randomly divided
into 6 groups: CON, RAP, CQ, SEV, SEV+RAP, and SEV+CQ. The following method were used to collect data from
each group: blood gas indexes; learning and memory ability testing by Morris water maze; ultrastructural changes of
hippocampal neurons under transmission electron microscopy; apoptosis of hippocampal CA1 neurons observed by terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; quantification of LC3 mRNA expression by reverse transcription-
quantitative PCR; and protein expression of p62, LC3, Caspase3, Bax and Bcl-2 in the hippocampus detected by Western
blot. Results　 There were no significant differences in arterial blood gas result in the 6 groups of rats (P > 0. 05).



Compared with the CON group, in the SEV group the escape latency was prolonged (P < 0. 01), the percentage of target
quadrant time was shortened (P < 0. 05), and the number of crossing platforms was reduced (P < 0. 01), while the
expression of p62, cleaved caspase-3 and Bax protein increased in the hippocampus (P< 0. 05), Bcl-2 decreased (P<
0. 01), and the number of autophagic vesicles and the rate of apoptosis were increased in the hippocampus (P< 0. 01).
Compared with the SEV group, the escape latency of the SEV+RAP group was decreased (P< 0. 01). Additionally, the
expression of p62, p-mTOR, p-s6k1, cl-caspase-3 and Bax protein were all decreased in the hippocampus (P< 0. 05),
while the expression of LC3 mRNA and bcl-2 protein increased (P< 0. 01), and the number of autophagic vesicles and the
rate of apoptosis increased (P< 0. 01) in the hippocampus. Conclusions 　 Cognitive dysfunction caused by sevoflurane
anesthesia in elderly rats may be related to impaired autophagy in hippocampal neurons.

【Keywords】　 sevoflurane; autophagy; cognitive dysfunction; rapamycin; aged rats

　 　 术后认知功能障碍 ( postoperative cognitive
dysfunction, POCD)是老年病人手术后出现中枢神

经系统并发症,表现为精神错乱、焦虑、人格的改变

以及记忆受损。 目前 POCD 机制尚未明了,研究方

向主要集中在中枢胆碱能系统功能障碍、炎症反

应、神经细胞凋亡等领域[1-2]。
自噬(autophagy)是细胞内容物分解代谢的过

程,作为一种高度调节的细胞机制,与多种疾病的

生理病理情况有关[3]。 近年来研究表明[4-5],上调

自噬水平可能保护神经退行性变,调节自噬可能成

为治疗阿尔茨海默病、亨廷顿病和帕金森病等神经

退行性疾病的新策略。 还有研究表明,麻醉诱导应

激可能导致海马水平的改变和认知障碍[6]。 本实

验将老年大鼠暴露于七氟醚后,采用 Morris 水迷宫,
Western blot 检测自噬及凋亡相关蛋白表达等方法,
证实了海马区自噬在七氟醚麻醉诱导的神经退行

性变中起作用,为 POCD 的治疗提供了一个新的潜

在靶点及理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

72 只 SPF 级雄性 Sprague-Dawley(SD)大鼠,20
月龄,体重 550~750 g,购自济南朋悦实验动物繁殖

有限公司[SCXK(鲁)2019-0011]。 实验前适应性

饲养在淄博市中心医院[ SYXK(鲁) 2017-0023)]
一周,室温(22±2)℃,所有大鼠均自由摄食、饮用蒸

馏水,维持 12 h 光照和 12 h 黑暗交替循环的环境。
本研究获得本院动物伦理委员会批准(20190623),
依据 3R 原则进行实验。
1. 2　 主要试剂与仪器

七氟醚(山东,鲁南贝特制药有限公司);雷帕

霉素、氯喹(美国,Sigma 公司);p-mTOR、mTOR、Bcl-
2、Cl-Caspase3、 p-S6K1、 S6K1 抗 体 ( 美 国, Novus

Biologicals 公司); Bax、 p62 抗体 (美国,Abcam 公

司);TUNEL 细胞凋亡原位检测试剂盒(南京,凯基

生物工程公司); Maxima SYBR Green 及 cDNA 合成

试剂盒(美国,Thermo 公司);透射电子显微镜(日
本,HT7800);电泳仪(北京六一,DYCZ-24DN);血
气分析仪(丹麦,ABL80);大鼠 Morris 水迷宫(上海

欣软,water Maze)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组及模型建立

大鼠随机分为 6 组 (每组 12 只): 对照组

(CON)、雷帕霉素组(RAP)、氯喹组(CQ)、七氟醚

组(SEV)、七氟醚+雷帕霉素组( SEV+RAP)、七氟

醚+氯喹组(SEV+CQ)。 雷帕霉素和氯喹分别用二

甲基亚砜溶解并稀释制成 25 mg / mL 的溶液,再用

5%的聚乙二醇 400 和 5%吐温 80 溶液进一步稀释

成 10 mg / mL 的溶液。 RAP 与 SEV+RAP 组于麻醉

前静脉注射 20 mg / (kg·d)的雷帕霉素,CQ 和 SEV+
CQ 组于麻醉前静脉注射 20 mg / (kg·d)氯喹,均连

续 7 d。 CON 和 SEV 组静脉注射等体积的空白溶

剂。 大鼠放入麻醉箱后,SEV、SEV+RAP 与 SEV+
CQ 组开启 2%七氟醚和 30% O2 混合气,连续麻醉

5 h;CON、RAP 与 CQ 组大鼠开启 30% O2 连续 5 h。
1. 3. 2　 生理指标分析

实验结束后,每组随机选 3 只大鼠抽取 1 mL 动

脉血,使用血气分析仪观察 pH 值、PaCO2、PaO2、
SaO2 及血糖指标变化。
1. 3. 3　 行为学测试

七氟醚暴露 24 h 后,采用 Morris 水迷宫测试大

鼠的空间记忆能力,平台(直径 10 cm)固定在游泳

池的四个象限之一。 连续训练 5 d,每天 4 次。 将平

台被淹没在水下 1 cm 处,每一次实验时,观察大鼠

在水中找到平台并爬上平台的时间,记为逃避潜伏

期;如果在 120 s 内不能找到平台,则人为将其引导
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到平台,并停留 10 s,将逃避潜伏期记为 120 s;当老

鼠到达平台时,他们被允许在上面休息 30 s;记录找

到隐藏平台所需的时间(逃避潜伏期)。 四次的平

均时间为大鼠当日的结果。 每次实验后,老鼠被擦

干,然后放回笼子。 第 5 天,在去除平台后进行空间

探索实验,记录 120 s 内老鼠穿过原平台位置的次

数和在目标象限的停留时间。
1. 3. 4　 取材

Morris 水迷宫测试结束后,将所有大鼠麻醉处

死,每组将 3 只大鼠取出全脑,切除脑海马组织,左
侧用于 TEM 观察,右侧用于 TUNEL 分析。 其它 9
只大鼠快速剥离海马,切除双侧海马组织,迅速置

于液氮冷冻,用于 Western blot 和 RT-qPCR 分析。
1. 3. 5　 TEM 观察海马神经元自噬

取左侧海马组织,置于 2. 5%戊二醛中,4℃ 固

定过夜,磷酸缓冲盐冲洗三次,1%锇酸固定 2 h,水
冲洗,常规脱水,包埋,切片,经 4%乙酸铀染色 20
min、0. 5%柠檬酸铅染色 5 min,镜下观察海马神经

元自噬体。
1. 3. 6　 TUNEL 法检测海马细胞凋亡

按 TUNEL 试剂盒使用说明书进行操作,于显微

镜下观察,计数海马 CA1 区的凋亡细胞(凋亡细胞

细胞核呈棕色)及细胞总数,其比值即为相对细胞

凋亡率[7]。
1. 3. 7　 RT-qPCR 检测海马组织中 LC3 mRNA 表达

取海马组织[8],加入 TRIzol 试剂提取待测组织

总 RNA,以提取的总 RNA 为模板按逆转录试剂盒

说明合成 cDNA,取 2 μL cDNA 用于 RT-qPCR 反

应。 β-actin 上 游 引 物: 5 ’-AGCACAGAGCCTCGC
CTTT-3’;下游引物: 5’-AGGGTGAGGATGCCTCTC
TT-3’; LC3 上 游 引 物 5 ’-AGCAGCATCCAACCA
AAATC-3 ’; 下 游 引 物: 5 ’-CTGTGTCCGTTC
ACCAACAG-3’),以 β-actin 作为内参,根据公式

mRNA= 2-△△Ct计算分析海马组织中基因的相对表

达水平。
1. 3. 8　 Western blot 法检测海马组织中 p-S6K1、Cl-
Caspase3、p62、p-mTOR、Bax、Bcl-2 蛋白表达水平

取 50 mg 海马组织加入适量的 RIPA 裂解液,
匀浆后,离心 10 min,收集上清液,BCA 试剂盒检测

总蛋白浓度。 然后上样、电泳、转膜,含 5%脱脂奶

粉的 TBST 溶液封闭 2 h,加一抗 4℃孵育过夜,加二

抗 37℃孵育 2 h,TBST 漂洗,ECL 显色。 采用 Image
图像软件对蛋白质条带进行分析,目的蛋白与 β-
actin 密度的比值作为目的蛋白的相对含量。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 17. 0 软件进行分析,计量数据以平

均数±标准差(􀭰x±s)表示,结果采用单因素方差分析

和 t 检验进行统计分析,P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 各组生理指标分析结果

在七氟醚麻醉或假暴露结束时,对每组 3 只大

鼠的动脉血样进行血气及血糖分析。 与对照组比

较,其余实验组血样中 pH、PaCO2、PaO2、葡萄糖、
SaO2 值无显著性差异(P>0. 05),见表 1。
2. 2　 Morris 水迷宫测试各组大鼠行为学结果

与 CON 组比较,SEV 组大鼠逃避潜伏期延长(P
<0. 01),目标象限时间百分比下降(P<0. 05),穿越平

台次数减少(P<0. 01);与 SEV 组比较,SEV+RAP 组

逃避潜伏期缩短,目标象限时间百分比增加、穿越平

台次数增加(P<0. 05);而 SEV+CQ 组逃避潜伏期延

长,目标象限时间百分比下降、穿越平台次数减少减

少(P<0. 05);CON 和 RAP 组、CON 和 CQ 组大鼠逃

避潜伏期、目标象限时间百分比、穿越平台次数无显

著性差异(P>0. 05),见图 1A、1B、1C。

表 1　 各组老年大鼠动脉血气比较(􀭰x±s,n= 3)
Table 1　 Comparison of arterial blood gas of aged rats in each group

组别
Groups pH

二氧化碳分压(mmHg)
PaCO2

氧分压(mmHg)
PaO2

葡萄糖(mmol / L)
Glucose

血氧饱和度(%)
SaO2

对照组 CON 7. 32±0. 04 42. 1±2. 9 108±18 4. 1±0. 6 98. 3±0. 6
雷帕霉素组 RAP 7. 36±0. 03 43. 4±3. 2 110±17 4. 4±0. 2 99. 0±0. 9

氯喹组 CQ 7. 34±0. 05 42. 9±3. 4 112±19 4. 2±0. 4 98. 7±0. 7
七氟醚组 SEV 7. 33±0. 06 40. 7±3. 3 108±17 4. 5±0. 3 99. 0±1. 0

七氟醚组+雷帕霉素组 SEV+RAP 7. 35±0. 04 41. 5±3. 0 109±18 4. 5±0. 5 98. 8±0. 5
七氟醚组+氯喹组 SEV+CQ 7. 33±0. 03 42. 4±3. 7 113±17 4. 4±0. 7 99. 0±0. 6
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2. 3　 TEM 观察大鼠海马神经元自噬变化

与 CON 组比较,RAP、CQ 及 SEV 组的海马神

经元自噬泡数量增加(P< 0. 05);与 SEV 组比较,
SEV+RAP 和 SEV+CQ 组自噬泡数量也增加(P <
0. 05),CQ 和 SEV+CQ 两组间自噬泡数量无显著性

差异(P>0. 05),见图 2。
2. 4　 TUNEL 法染色观察神经元凋亡情况

与 CON 比较, SEV 组细胞凋亡率增加 ( P <
0. 01),RAP、CQ 组无显著差异(P>0. 05);与 SEV
比较,SEV+CQ 组的细胞凋亡率增加,SEV+RAP 组

降低(P< 0. 05),见图 3。
2. 5　 RT-qPCR 检测大鼠 LC3 mRNA 的表达

与 CON 组比较,RAP 组 LC3 mRNA 表达水平

升高(P< 0. 01);与 SEV 组比较,SEV+RAP 组 LC3
mRNA 表达水平升高(P< 0. 01),见图 4。
2. 6　 Westernblot 检测海马 p62、Bcl-2、Cl-caspase-
3、Bax、p-mTOR、p-S6K1 蛋白表达

与 CON 组比较,SEV 组的 p62、Cl-caspase-3 和

Bax 表达升高 ( P < 0. 05 ), Bcl-2 表达降低 ( P <
0. 01)。 与 SEV 组比较, SEV + RAP 组 p62、 Cl-
caspase-3 和 Bax 表达降低(P<0. 05),Bcl-2 表达升

高( P < 0. 01 ), p-mTOR、 p-S6K1 表 达 下 降 ( P <
0. 01),而 SEV+CQ 组 p62、Cl-caspase-3 和 Bax 表达

升高(P<0. 05),Bcl-2 表达降低(P>0. 05),见图 5。

注:与七氟醚组比较,∗∗P<0. 01,∗P<0. 05;与对照组比较,#P>0. 05。 下同。

图 1　 各组大鼠行为学结果(􀭰x±s,n= 9)
Note. Compared with SEV group, ∗∗P<0. 01,∗P<0. 05. Compared with CON group,#P>0. 05. The same as below.

Figure 1　 Behavioral results of rats in each group

图 2　 各组大鼠海马神经元自噬泡数量比较(􀭰x±s, n= 3)
Figure 2　 Comparison of autophagy of hippocampal neurons in each group
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图 3　 各组大鼠海马细胞凋亡率(􀭰x±s, n= 3)
Figure 3　 Apoptosis ratio of cells in the hippocampus of rats in each group

图 4　 七氟醚麻醉后大鼠海马 LC3 mRNA 表达

情况(􀭰x±s, n= 6)
Figure 4　 Effect of sevoflurane anesthesia on LC3 mRNA

expression in rats

3　 讨论

POCD 是术后出现的一种中枢神经系统并发

症,尽管人们已经普遍认识到 POCD 的危害性,但其

具体的发病机制、病理生理还未被阐明。 七氟醚是

临床常用的吸入性麻醉药,对术后认知功能有影

响,但发生机制尚不明确。 研究表明,七氟醚吸入

麻醉引起老年患者 POCD 发生率高于静脉注射异丙

酚的老年患者[8]。 本实验对大鼠生理指标检测发

现,与对照组相比,各实验组生理指标值均无显著

性差异(P>0. 05),这说明七氟醚预处理对大鼠生理

改变无明显影响。

由于雄性大鼠比较强壮,雌性体质相对比较

弱,容易有别的因素(吃的食物,生活环境等)干扰

实验效果,因此选择雄性大鼠进行实验。 海马组织

主要负责存储信息,是人学习和记忆的关键功能区

认知区域之一。 病理研究表明,当发生轻度认知功

能障碍时,海马具有神经可塑性[9]。 Morris 水迷宫

是研究海马空间学习记忆的重要评估工具[10]。 本

实验水迷宫结果显示,七氟醚麻醉后老年大鼠出现

了认知障碍,而 RAP、CQ 组大鼠空间学习记忆能力

无明显差别,提示 RAP、CQ 分别单独给药对老年大

鼠认知功能无影响。 与 SEV 组比较,SEV+RAP 组

大鼠认知障碍明显改善,说明雷帕霉素治疗可以改

善七氟醚引起的认知障碍。 而 SEV+CQ 组则进一

步加剧了七氟醚诱导引起的认知功能障碍,提示七

氟醚麻醉导致大鼠空间记忆的损害可能与海马自

噬有关。
自噬是细胞在应激状态下再利用的重要分解

代谢过程,在维持细胞稳态和应激状态下保留细胞

生存能力方面发挥重要作用[11]。 微管相关蛋白轻

链 3(LC3)是存在于哺乳动物体内的自噬基因,其
表达水平在某种程度上反映了细胞的自噬活性[12];
p62 包含多种蛋白作用域,可结合聚泛素化蛋白并

将其进一步降解,通常细胞内 P62 蛋白的水平与自

噬活性的强弱呈负相关性[13-14]。 Western blot 结果

显示,与 CON 组相比,SEV 组 p62 蛋白表达上升(P
<0. 05),而 SEV+RAP 组 p62 表达低于 SEV 组(P<
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图 5　 七氟醚麻醉后对大鼠海马区相关因子表达的

影响(􀭰x±s, n= 6)
Figure 5　 Effects of sevoflurane anesthesia on the expression of related factors in hippocampus of rats

0. 05),这说明七氟醚能抑制老年大鼠自噬通道。
同时 TEM 观察显示,SEV+CQ、SEV+RAP 组的自噬

泡数量高于 SEV 组,而 CQ 和 SEV+CQ 组的自噬泡

数量则无显著性差异,这些证据进一步表明七氟醚

诱导老年大鼠海马自噬受损。 RT-qPCR 结果显示,
CQ 组及 SEV+CQ 组对 LC3 mRNA 影响不大,但雷

帕霉素(RAP)提高了 LC3 mRNA 水平,且 TUNEL
法观察发现 SEV+RAP 组海马神经元凋亡率较 SEV
组下降(P<0. 05),这说明雷帕霉素上调 LC3 mRNA
表达从而增加自噬活性,维持细胞内稳态,阻止细

胞凋亡。 mTOR 是一个重要的丝氨酸 /苏氨酸蛋白

激酶,在进化上非常保守,它对细胞自噬起着负调

控作用,而 S6K1 是 mTOR 下游效应分子之一。

Westernblot 结果显示,与 CON 组相比,RAP 显著抑

制 p-mTOR 及其下游 p-S6K1 表达 (P < 0. 01),而
SEV+RAP 组 p-mTOR 和 p-S6K1 表达较 SEV 组表

达下调,我们推测雷帕霉素可能通过抑制 mTOR 途

径减少 p-S6K1 的积累,增强了自噬,而 SEV 可能通

过激活 mTOR 通路,起到抑制自噬的作用。
研究指出,七氟醚麻醉可以引起老年大鼠内质

网应激反应,内质网中未折叠蛋白的过度积累会引

起内质网应激,损伤细胞器,诱导细胞进入凋亡程

序[15]。 Bcl 2 蛋白家族和胱天蛋白酶(Caspase)家

族在细胞凋亡过程中起着关键性作用,其中 Bcl 2
抑制细胞凋亡,而 Bax 为促凋亡因子,Caspase-3 是

凋亡级联反应中处于核心地位的蛋白,通过三者表
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达的变化可判断细胞凋亡[16]。 Western blot 结果显

示, 七 氟 醚 麻 醉 后 大 鼠 Bcl-2 水 平 显 著 降 低,
Caspase-3 和 Bax 水平显著升高,TUNEL 法染色观察

到七氟醚麻醉后海马相对细胞凋亡率明显增加,验
证了七氟醚麻醉能诱导细胞凋亡;而雷帕霉素预给

药后,与 SEV 组大鼠比较,Bcl-2 水平显著升高,
Caspase-3、Bax 水平及细胞凋亡率均明显降低,提示

自噬可能通过阻断凋亡,从而促进细胞存活。
综上所述,七氟醚麻醉后可显著损害老年大鼠

记忆能力,诱导海马神经元凋亡,而联合雷帕霉素

治疗则可以改善七氟醚诱导的自噬通道受损。 这

些发现表明,七氟醚麻醉导致老年大鼠认知功能障

碍与海马神经元的自噬受损有关。
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咪唑安定通过上调 miR-290-5p 调节 PI3K / AKT 信号通路
抑制缺氧诱导心肌细胞损伤的机制研究

江婷婷,马兴华∗

(西安交通大学医学院附属三二〇一医院麻醉科, 陕西 汉中　 723000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨咪唑安定(MID)对缺氧诱导心肌细胞损伤的影响和分子机制。 方法　 采用不同浓度的

MID 预处理 H9C2 细胞 24 h,缺氧诱导后,细胞计数试剂盒(CCK-8)检测 H9C2 细胞存活率,确定 MID 最佳浓度。
将 H9C2 细胞分为正常(NC)组、缺氧(hypoxia)组、MID+hypoxia 组、miR-NC+hypoxia 组、miR-290-5p+hypoxia 组、
anti-miR-NC+MID+hypoxia 组、anti-miR-290-5p+MID+hypoxia 组。 CCK-8 法检测细胞存活;流式细胞术检测细胞凋

亡;实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)检测 miR-290-5p 的表达;蛋白质印记(Western blot)检测磷脂酰肌醇-3-羟激酶 /
蛋白激酶 B(PI3K / AKT)信号通路相关蛋白的表达。 结果　 8、16、32 μmol / L 的 MID 预处理 H9C2 细胞缺氧后细胞

存活率显著升高(P<0. 05),16 μmol / L 为 MID 的最佳浓度。 与 NC 组比较,hypoxia 组 H9C2 细胞凋亡率显著升高,
miR-290-5p 的表达和 PI3K 通路活性显著降低(P<0. 05)。 与 hypoxia 组比较,MID+hypoxia 组 H9C2 细胞凋亡率显

著降低,miR-290-5p 的表达显著升高,PI3K 通路活性显著升高(P<0. 05)。 与 MID+hypoxia 组比较,miR-290-5p+
hypoxia 组 H9C2 细胞存活率显著升高,凋亡率显著降低(P<0. 05)。 与 anti-miR-NC+MID+hypoxia 组比较,anti-miR-
290-5p+MID+hypoxia 组 H9C2 细胞存活率显著降低,凋亡率显著升高,PI3K 通路活性显著降低(P<0. 05)。 结论　
咪唑安定通过上调 miR-290-5p 激活 PI3K / AKT 信号通路有关进而对缺氧诱导的心肌细胞损伤具有保护作用。

【关键词】 　 咪唑安定;心肌细胞损伤;miR-290-5p;PI3K / AKT 信号通路
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Midazolam inhibits hypoxia-induced cardiomyocyte damage by up-regulating
miR-290-5p to regulate the PI3K / AKT signaling pathway

JIANG Tingting, MA Xinghua∗

(Department of Anesthesiology, 3201 Hospital Affiliated to Xi’an Jiaotong University Medical College, Hanzhong 723000, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effects and molecular mechanisms of midazolam (MID) on myocardial
cell injury induced by hypoxia. Methods　 To determine the optimal MID concentration, H9C2 cells were pretreated with
different concentrations of MID for 24 h, induced with hypoxia, and the survival rate was assayed using the cell counting kit
(CCK-8). H9C2 cells were divided into seven groups: normal control ( NC); hypoxia; MID + hypoxia; microRNA
(miRNA) negative control (NC) + hypoxia; miR-290-5p + hypoxia; anti-miR-NC + MID + hypoxia; and anti-miR-290-
5p + MID + hypoxia. Flow cytometry was used to detect apoptosis. Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was used to
detect miR-290-5p expression. Western blot was used to detect phosphatidylinositol-3-kinase / protein kinase B ( PI3K /
AKT) signaling pathway-related protein expression. Results　 The cell survival rate of H9C2 cells pretreated with MID at



8, 16 and 32 μmol / L was significantly increased after hypoxia (P < 0. 05); 16 μmol / L was the optimal concentration.
Compared with the NC group, the apoptosis rate of H9C2 cells in the hypoxia group was significantly increased, while the
expression of miR-290-5p and the PI3K pathway activity were significantly reduced (P < 0. 05). Compared with the
hypoxia group, the apoptosis rate of H9C2 cells in the MID + hypoxia group was significantly reduced, and the expression
of miR-290-5p and the activity of the PI3K pathway were significantly increased (P < 0. 05). Compared with the MID +
hypoxia group, the survival rate of H9C2 cells in the miR-290-5p + hypoxia group was significantly increased, and the
apoptosis rate was significantly reduced (P < 0. 05). Compared with the anti-miR-NC + MID + hypoxia group, the survival
rate of H9C2 cells in the anti-miR-290-5p + MID + hypoxia group was significantly reduced, the apoptosis rate was
significantly increased, and PI3K pathway activity was significantly reduced ( P < 0. 05). Conclusions 　 Midazolam
protected hypoxia-induced cardiomyocyte damage by upregulating miR-290-5p to activate PI3K / AKT signaling pathway.

【Keywords】　 midazolam; cardiomyocyte injury; miR-290-5p; PI3K / AKT signaling pathway

　 　 大量研究证实,缺氧是心肌缺血的潜在致病因

素,急性或持续性缺氧可引起心肌细胞凋亡,造成

心肌细胞损伤,从而导致心肌梗死发生[1]。 目前,
保护缺氧诱导的心肌细胞损伤被认为是一种潜在

的心肌梗死治疗策略[2]。 咪唑安定 ( midazolam,
MID)别名咪达唑仑、速眠安,具有典型的苯二氮艹

卓

类药理活性。 长期以来,MID 被认为是一种快速短

效的镇静药,广泛应用于临床麻醉术前给药、重症

监护室镇静、诊断检查操作、新生儿难治性癫痫控

制等多个领域[3-4]。 资料显示,MID 可减轻缺氧复

氧引起的心肌细胞凋亡,且舒芬太尼预处理联合

MID 后处理可明显减轻大鼠心肌心肌缺血再灌注

损伤[5-6]。 然而,MID 对缺氧诱导心肌细胞损伤的

保护作用机制并不明确。 miR-290-5p 是近年来发

现的微小 RNA,研究显示在脓毒症诱导的肾损伤中

miR-290-5p 表达下调,异丙酚通过上调 miR-290-5p
减轻脓毒症引起的肾损伤[7]。 然而,miR-290-5p 在

心肌细胞缺氧损伤中的作用、MID 是否通过调控

miR-290-5p 表达发挥保护作用尚不清楚。 因此,本
研究通过观察 MID 对缺氧条件下心肌细胞存活、凋
亡以及 miR-290-5p 表达的影响,初步揭示其保护作

用机制,以期为 MID 用于预防缺氧诱导的心肌细胞

损伤奠定理论基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞

大鼠心肌细胞 H9C2 购自中田科学院典型培养

物保藏委员会细胞库。
1. 2　 主要试剂

DMEM 培养基、胎牛血清、青链霉素混合液购

于武汉普诺赛生命科技有限公司;咪唑安定(批号:
20111005)购于徐州恩华药业集团有限责任公司;

细胞计数试剂盒(Cell Counting Kit 8,CCK-8)购于

北京百奥莱博科技有限公司;膜联蛋白 V 异硫氰酸

荧光素 /碘化丙啶(Annexin V-FITC / PI)细胞凋亡检

测试剂盒购于南京诺唯赞生物科技有限公司;逆转

录试剂盒和荧光定量 PCR 试剂盒购于大连宝生物

工程有限公司; miR-290-5p 模拟物 ( miR-290-5p
mimics)及其阴性对照(miR-NC)、miR-290-5p 抑制

物(anti-miR-290-5p)及其阴性对照( anti-miR-NC)、
PCR 引物由上海生工生物工程股份有限公司提供;
兔源细胞周期素 D1(cyclinD1)抗体、兔源活化的含

半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3(Cleaved caspase
3,C-caspase-3)抗体、兔源 β-肌动蛋白(β-actin)、兔
源磷酸化的磷脂酰肌醇-3-羟激酶(p-PI3K)抗体和

兔源磷酸化的蛋白激酶 B( p-AKT)抗体购于美国

CST 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养和模型构建

H9C2 细胞采用 DMEM 培养基(含 10%胎牛血

清和 1%青链霉素溶液)培养,置于 37℃缺氧培养箱

(含 1% O2、5% CO2、94% N2)内培养 48 h 构建心肌

细胞缺氧损伤模型[8]。
1. 3. 2　 MID 对缺氧诱导的心肌细胞存活、凋亡以及

miR-290-5p 表达的影响

(1)CCK-8 法检测细胞存活

将 H9C2 细胞(每孔 5×103 cells)接种到 96 孔

板并分为正常 ( NC) 组、缺氧 ( hypoxia) 组、MID +
hypoxia 组(分别采用终浓度为 8、16、32 μmol / L 的

MID 处理心肌细胞后进行缺氧处理)。 各组细胞进

行相应处理后,每孔加入 10 μL 的 CCK-8 试剂,培
养箱孵育 4 h,酶标仪测定 450 nm 波长处的吸光度

值。 确定用药浓度为 16 μmol / L。
(2)流式细胞术检测细胞凋亡
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收集 NC 组、hypoxia 组、MID+hypoxia 组 H9C2
细胞,PBS 洗涤细胞 2 次,采用结合缓冲液调整为单

细胞悬液。 取 100 μL 细胞悬液(1×105 cells / mL)加
入流式管,按照 Annexin V-FITC / PI 试剂盒说明书检

测细胞凋亡情况。
(3)RT-qPCR 检测 miR-290-5p 的表达水平

收集 NC 组、hypoxia 组、MID+hypoxia 组 H9C2
细胞,PBS 洗涤细胞 2 次,TRIzol 法提取各组细胞的

总 RNA,随后进行逆转录反应和 RT-qPCR 反应。
miR-290-5p 的表达以 U6 为内参,按照 2-ΔΔCt法计算

其表达水平。 引物序列如下(5’ -3’):miR-290-5p
上游引物: GCTGGGTTTCACGGGGGTATCAA,下游

引物:TCAACTGAGTGCCGTAGGGTGCG;U6 上游引

物: CTCGCTTCGGCAGCACATATACT, 下 游 引 物:
ACGC TTCACGAATTTGCGTGTC。

(4)Western blot 检测 Cleaved-caspase-3 的表达

水平

收集 NC 组、hypoxia 组、MID+hypoxia 组 H9C2
细胞,采用 RIPA 裂解液获得各组细胞蛋白。 将细

胞蛋白与适量上样缓冲液混合煮沸变性后,取适量

样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。 随后利用湿法转

膜装置将分离的细胞蛋白转移至硝酸纤维素膜。
5%的脱脂牛奶封闭膜后,采用 PBS 液洗膜 3 次,将
膜置于稀释的一抗溶液中 4℃孵育过夜,PBS 液洗

膜 3 次,将膜置于稀释的二抗溶液中室温孵育 1 h,
PBS 液洗膜 3 次,进行化学发光显色。 以目标蛋白

与内参 β-actin 蛋白灰度值的比值表示目标蛋白的

表达水平。
1. 3. 3　 过表达 miR-290-5p 对心肌细胞存活和凋亡

的影响

将 H9C2 细胞分为 miR-NC +hypoxia 组 (转染

miR-NC 48 h 后 进 行 缺 氧 诱 导 )、 miR-290-5p +
hypoxia 组(转染 miR-290-5p mimics 48 h 后进行缺

氧诱导)。 按照上述步骤检测各组细胞的存活、凋
亡以及 CyclinD1 和 Cleaved-caspase-3 蛋白的表达

情况。
1. 3. 4　 MID 调控 miR-290-5p 表达对缺氧诱导心肌

细胞损伤的影响

将 H9C2 细胞分为 anti-miR-NC+MID+hypoxia
组(转染 anti-miR-NC 48 h 后,进行 MID 干预和缺氧

处理)、anti-miR-290-5p+MID+hypoxia 组(转染 anti-
miR-290-5p 48 h 后,进行 MID 干预和缺氧处理),按
照上 述 步 骤 检 测 各 组 细 胞 的 存 活、 凋 亡 以 及

CyclinD1 和 Cleaved-caspase-3 蛋白的表达情况。
1. 3. 5　 MID 调控 miR-290-5p 表达对缺氧诱导心肌

细胞损伤 PI3K / AKT 信号通路的影响

收集 NC 组、hypoxia 组、MID +hypoxia 组、anti-
miR-NC+MID + hypoxia 组、 anti-miR-290-5p + MID +
hypoxia 组 H9C2 细胞,按照上述Western blot 步骤检

测各组细胞 PI3K / AKT 信号通路关键蛋白 p-PI3K
和 p-AKT 的表达水平。
1. 4　 统计学方法

各组数据以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示。 所

有统计分析均采用 SPSS 20. 0 进行。 两组间比较采

用 t 检验;多组间比较采用单因素方差分析,采用

SNK-q 检验进行进一步组间比较。 P<0. 05 为差异

有统计学意义。

表 1　 不同浓度 MID 对心肌细胞 H9C2 增殖的
影响( 􀭰x ± s, n= 3)

Table 1　 Effect of different concentrations of MID
on the proliferation of cardiomyocyte H9C2

组别
Groups

细胞存活率(%)
Cell survival rate

对照 NC 100. 86±10. 09
缺氧 Hypoxia 42. 53±4. 26∗

8 μmol / L 咪唑安定+缺氧
8 μmol / L MID+hypoxia 52. 25±5. 22#

16 μmol / L 咪唑安定+缺氧
16 μmol / L MID+hypoxia 73. 11±7. 31#

32 μmol / L 咪唑安定+缺氧
32 μmol / L MID+hypoxi 70. 46±7. 05#

F 30. 088
P 0. 000

注:与 NC 比较,∗P<0. 05;与 hypoxia 比较,#P<0. 05。
Note. Compared with NC, ∗P <0. 05. Compared with hypoxia,#P<0. 05.

2　 结果

2. 1　 不同浓度 MID 对心肌细胞 H9C2 增殖的影响

CCK-8 实验结果表明,见表 1,与 NC 组比较,
hypoxia 组 H9C2 细胞存活率显著降低;与 hypoxia
组比较,8 μmol / L MID+hypoxia 组、16 μmol / L MID+
hypoxia 组、32 μmol / L MID+hypoxia 组细胞存活率

显著升高(P<0. 05)。 随着 MID 浓度增加,H9C2 细

胞存活率呈先升高再降低趋势,选择 16 μmol / L 的

MID 进行后续实验。
2. 2　 MID 对心肌细胞 H9C2 凋亡的影响

流式细胞术和 Western blot 实验结果表明,见图

1 和表 2,与 NC 组比较,hypoxia 组 H9C2 细胞凋亡

率、Cleaved-caspase-3 蛋白表达显著升高;与 hypoxia
组比 较, MID + hypoxia 组 细 胞 凋 亡 率、 Cleaved-
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caspase-3 蛋白表达显著降低(P<0. 05)。
2. 3　 MID 对 miR-290-5p 表达的影响

RT-qPCR 实验结果表明,见表 3,与 NC 组比

较,hypoxia 组 H9C2 细胞 miR-290-5p 的表达显著降

低;与 hypoxia 组比较,MID+hypoxia 组 H9C2 细胞中

miR-290-5p 的表达显著升高(P<0. 05)。
2. 4　 高表达 miR-290-5p 对心肌细胞 H9C2 增殖、
凋亡的影响

结果见表 4 和图 2,与 miR-NC+hypoxia 组比较,
miR-290-5p + hypoxia 组 H9C2 细胞 miR-290-5p 和

CyclinD1 蛋白的表达水平、细胞存活率显著升高,
Cleaved-caspase-3 蛋白的表达水平和细胞凋亡率显

著降低(P<0. 05)。

注:A:流式细胞仪检测细胞凋亡;B:Western blot 检测 Cleaved-
caspase-3 蛋白的表达。

图 1　 MID 对心肌细胞 H9C2 凋亡的影响

Note. A, Flow cytometry to detect apoptosis. B, Western blot
detection of Cleaved-caspase-3 protein expression.

Figure 1　 Effect of MID on apoptosis of cardiomyocyte H9C2

表 2　 MID 对心肌细胞 H9C2 凋亡的影响( 􀭰x ± s, n= 3)
Table 2　 Effect of MID on apoptosis of cardiomyocyte H9C2

组别
Groups Cleaved-caspase-3 凋亡率(%)

Apoptosis rate
NC 对照 0. 30±0. 03 6. 99±0. 70

Hypoxia 缺氧 0. 92±0. 09∗ 20. 35±2. 04∗

咪唑安定缺氧
MID+hypoxia 0. 45±0. 05# 10. 38±1. 04#

F 81. 887 75. 712
P 0. 000 0. 000

注:与 NC 比较,∗P<0. 05;与 hypoxia 比较,#P<0. 05。
Note. Compared with NC, ∗P<0. 05. Compared with hypoxia,#P<0. 05.

表 4　 高表达 miR-290-5p 对心肌细胞 H9C2 增殖、凋亡的影响( 􀭰x ± s, n= 3)
Table 4　 Effect of high expression of miR-290-5p on proliferation and apoptosis of cardiomyocyte H9C2

组别
Groups miR-290-5p CyclinD1 Cleaved-caspase-3 细胞存活率(%)

Cell survival rate
凋亡率(%)
Apoptosis rate

空载体+缺氧
miR-NC+hypoxia 1. 00±0. 11 0. 40±0. 04 0. 90±0. 09 43. 02±4. 31 20. 88±2. 09

miR-290-5p+缺氧
miR-290-5p+hypoxia 2. 36±0. 24∗ 1. 02±0. 10∗ 0. 42±0. 04∗ 90. 21±9. 02∗ 9. 69±0. 97∗

t 8. 922 9. 971 8. 441 8. 176 8. 412
P 0. 001 0. 001 0. 001 0. 001 0. 001

注:与 NC 比较,∗P <0. 05。
Note. Compared with NC, ∗P<0. 05.

2. 5　 低表达 miR-290-5p 可以部分逆转 MID 对心

肌细胞 H9C2 增殖和凋亡的影响

见图 3 和表 5,与 anti-miR-NC+MID+hypoxia 组

比较,anti-miR-290-5p +MID+hypoxia 组 H9C2 细胞

miR-290-5p 和 CyclinD1 蛋白的表达水平、细胞存活

率显著降低,Cleaved-caspase-3 蛋白的表达水平和

细胞凋亡率显著升高(P<0. 05)。
2. 6　 PI3K / AKT 信号通路相关蛋白的表达

见图 4 和表 6,与 NC 组比较,hypoxia 组 H9C2
细胞 p-PI3K 和 p-AKT 的表达水平显著降低;与

hypoxia 组比较,MID+hypoxia 组 H9C2 细胞 p-PI3K
和 p-AKT 的表达水平显著升高;与 anti-miR-NC +
MID+hypoxia 组比较,anti-miR-290-5p+MID+hypoxia
组 H9C2 细胞 p-PI3K 和 p-AKT 的表达水平显著降

低(P<0. 05)。

3　 讨论

缺氧是心肌梗死的主要危险之一。 缺氧状态

下,心肌细胞线粒体功能异常,能量代谢紊乱,同时

引起大量的生理和病理反应,引起心肌细胞损伤和

凋亡[9]。 因此,如何减轻缺氧诱导的心肌细胞损伤

和凋亡对防治心肌梗死具有重要意义。

表 3　 MID 对 miR-290-5p 表达的影响( 􀭰x ± s, n= 3)
Table 3　 Effect of MID on miR-290-5p expression

组别 Groups miR-290-5p

NC 对照 1. 00±0. 12

Hypoxia 缺氧 0. 35±0. 04∗

咪唑安定+缺氧
MID+hypoxia 0. 86±0. 09#

F 43. 705
P 0. 000

注:与 NC 比较,∗P <0. 05;与 hypoxia 比较,#P<0. 05。
Note. Compared with NC, ∗P <0. 05. Compared with hypoxia,#P<0. 05.
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图 2　 Western blot 检测 CyclinD1、
Cleaved-caspase-3 蛋白的表达

Figure 2　 Western blot detects expression of CyclinD1,
Cleaved-caspase-3 protein

图 3　 低表达 miR-290-5p 可以部分逆转 MID 对 H9C2 心肌细胞

CylinD1 和 Cleaved-caspase-3 蛋白表达的影响

Figure 3　 Low expression of miR-290-5p can partially
reverse the effect of MID on the expression of

CylinD1 and Cleaved-caspase-3 in cardiomyocytes H9C2

表 5　 低表达 miR-290-5p 可以部分逆转 MID 对心肌细胞 H9C2 增殖、凋亡的影响( 􀭰x ± s, n= 3)
Table 5　 Low expression of miR-290-5p can partially reverse the effect of MID on the proliferation and

apoptosis of cardiomyocyte H9C2
组别
Groups miR-290-5p CyclinD1 Cleaved-caspase-3 细胞存活率(%)

Cell survival rate
细胞凋亡率(%)
Apoptosis rate

空载体+咪唑安定+缺氧
anti-miR-NC+MID+hypoxia 1. 00±0. 11 0. 88±0. 09 0. 42±0. 04 72. 69±7. 27 10. 66±1. 07

anti-miR-290-5p+咪唑安定+缺氧
anti-miR-290-5p+MID+hypoxia 0. 33±0. 04∗ 0. 45±0. 05∗ 0. 80±0. 08∗ 50. 36±5. 04∗ 17. 89±1. 79∗

t 9. 915 7. 234 7. 359 4. 372 6. 005
P 0. 001 0. 002 0. 002 0. 012 0. 004

注:与 anti-miR-NC+MID+hypoxia 比较,∗P <0. 05。
Note. Compared with anti-miR-NC + MID + hypoxia, ∗P <0. 05.

图 4　 Western blot 检测 p-PI3K、p-AKT 蛋白的表达

Figure 4　 Western blot detects p-PI3K, p-AKT
protein expression

　 　 长期以来,MID 被认为对心肌细胞损伤具有保

护作用。 刘保江等[10]研究发现 MID 预处理可改善

心脏收缩和舒张功能,减轻再灌注心律失常发生频

率,提高心肌细胞抗氧化能力,降低脂质过氧化反

应,减轻心肌细胞损伤程度。 覃军等[11] 指出 MID
缺氧前预处理可明显增高心肌组织及血浆中血管

表 6　 PI3K / AKT 信号通路相关蛋白的表达( 􀭰x ± s, n= 3)
Table 6　 Expression of PI3K / AKT signaling

pathway related proteins
组别
Groups p-PI3K p-AKT

对照 NC 0. 70±0. 07 0. 62±0. 06
缺氧 Hypoxia 0. 32±0. 03∗ 0. 20±0. 02∗

咪唑安定+缺氧
MID+hypoxia 0. 62±0. 06# 0. 50±0. 05#

空载体+咪唑安定+缺氧
Anti-miR-NC+MID+hypoxia 0. 60±0. 07 0. 52±0. 06

Anti-miR-290-5p+咪唑安定+缺氧
Anti-miR-290-5p+MID+hypoxia 0. 40±0. 04& 0. 33±0. 03&

F 24. 264 38. 155
P 0. 000 0. 000

注:与 NC 比较,∗P <0. 05;与 hypoxia 比较,#P<0. 05;与 anti-miR-NC
+hypoxia+MID 比较,&P<0. 05。
Note. Compared with NC, ∗P <0. 05. Compared with hypoxia,#P<0. 05.
Compared with anti-miR-NC + hypoxia + MID,&P<0. 05.

内皮生长因子的表达量,对改善缺血心肌功能具有

积极作用。 本研究发现缺氧诱导后心肌细胞存活

率显著降低,细胞凋亡率和促凋亡蛋白表达水平均
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显著升高,说明缺氧诱导的心肌细胞损伤模型建立

成功。 进一步研究发现一定浓度的 MID 预处理可

改善缺氧诱导对心肌细胞的存活抑制作用,并减轻

缺氧诱导的心肌细胞凋亡,与前人研究结论相吻

合[5, 10-11]。 以上研究说明,MID 预处理通过抑制缺

氧诱导的心肌细胞凋亡,提高心肌细胞存活率,对
缺氧诱导的心肌细胞损伤发挥保护作用。

miR-290-5p 是 miR-290-295 簇的成员之一,研
究显示 miR-290-295 在小鼠胚胎干细胞中具有潜

在的促生存功能,其表达缺失可导致小鼠部分胚胎

致死和生殖细胞缺陷[12]。 此外,miR-290-295 簇还

可促进细胞 G1 期向 S 转换,加速细胞增殖,在防止

小鼠胚胎干细胞凋亡中发挥保护作用[13]。 然而,
miR-290-5p 在缺氧诱导的心肌细胞损伤中的作用

尚未可知。 本研究显示缺氧诱导后心肌细胞 miR-
290-5p 的表达显著降低,而咪唑安定预处理可提高

缺氧诱导下心肌细胞 miR-290-5p 表达水平。 进一

步功能分析显示,过表达 miR-290-5p 可提高缺氧诱

导下心肌细胞存活率,降低缺氧诱导的心肌细胞凋

亡,并升高促增殖蛋白 CyclinD1、降低促凋亡蛋白

Cleaved-caspase-3 的表达水平,与 MID 预处理对缺

氧诱导的心肌细胞损伤的保护作用相同。 此外,本
研究发现抑制 miR-290-5p 表达还可部分逆转 MID
对缺氧诱导的心肌细胞和存活抑制的影响。 以上

研究说明上调 miR-290-5p 是 MID 对缺氧诱导的心

肌细胞损伤发挥保护作用的重要机制。
PI3K / AKT 信号通路的激活在缺氧缺血损伤后

心脏保护中起着关键作用[14-15]。 研究发现,miR-
181c、miR-335 等多种 miRNA 通过调控 PI3K / AKT
信号通路改善心肌缺血复氧损伤[16-17]。 本研究显

示 MID 预处理可减轻缺氧诱导对 PI3K / AKT 信号

通路的抑制作用,而抑制 miR-290-5p 表达则部分逆

转 MID 对缺氧诱导的心肌细胞 PI3K / AKT 信号通

路活化的影响。 提示 MID 通过上调 miR-290-5p 激

活 I3K / AKT 信号通路进而对缺氧诱导的心肌细胞

损伤具有保护作用。
综上所述,本研究证实 MID 通过上调 miR-290-

5p 可减轻缺氧诱导的心肌细胞凋亡,促进心肌细胞

存活,对缺氧诱导的心肌细胞损伤具有保护作用,
其机制与激活 PI3K / AKT 信号通路有关,这为 MID
在临床预防缺氧诱导的心肌细胞损伤中应用奠定

理论基础。
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常用哮喘动物模型的建立

李泳兴,钟　 鸣,王　 勇,马武华∗

(广州中医药大学第一附属医院麻醉科,广州　 510405)

　 　 【摘要】 　 哮喘是一种常见的慢性呼吸系统炎症性疾病。 与哮喘相关的病理生理学研究或者新药物试验需要

建立相对应的哮喘动物模型。 然而,到目前为止还没有一个理想的模型能够代表人类哮喘这种复杂疾病的所有特

征。 因此,本综述提供了目前用来制作哮喘模型的常用动物的特点、不同的造模方法和所选试剂以及造模所需的

时间,有助于研究者根据研究设计选择合适的动物、方法和试剂。
【关键词】 　 哮喘;动物模型;造模时间
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Establishment of common animal models of asthma

LI Yongxing, ZHONG Ming, WANG Yong, MA Wuhua∗

(Department of Anesthesiology, the First Affiliated Hospital of Guangzhou University of
Chinese Medicine, Guangzhou 510405, China)

　 　 【 Abstract 】 　 Asthma is a common chronic respiratory inflammatory disease. Additional asthma-related
pathophysiology research and new drug trials are needed. This would be greatly expedited using corresponding animal
asthma models. However, to date, there is no ideal model that can represent all the characteristics of the complex disease of
human asthma. Therefore, this review provides the characteristics of commonly used animals currently used to make asthma
models, different modeling method , different selected reagents, and the time required for modeling, which should help
researchers in choosing appropriate animals, methods and allergens.

【Keywords】　 asthma; animal model; modeling time

　 　 哮喘是一种以气道炎症、气道高反应和气道重

塑为主要特征的慢性呼吸系统疾病。 已有大量研

究证明了各种动物模型可以反映人类哮喘反应的

各个具体方面。 一个理想的动物模型应该尽量能

体现人类哮喘病理生理的主要方面,包括 IgE 介导

的抗原敏感性、急性支气管收缩、气道阻力增加、气
道慢性炎症、辅助型 T 细胞 2(T helper 2 cell,Th2)
细胞因子产生、嗜酸性粒细胞增多、晚期气道阻塞、

粘液分泌增强、粘液纤毛清除率降低、气道壁重塑

与平滑肌增生[1-2]。 哮喘动物模型的建立是研究哮

喘发病机制和发展的基础。 不同动物哮喘模型种

类繁多,研究方法也多种多样。 哮喘动物模型是了

解疾病病理生理学和测试潜在药物治疗的实用工

具。 当选择了合适的动物种类和疾病的诱导方法

时,这些模型的结果可以应用于哮喘患者。 本文综

述了建立哮喘动物模型时不同动物的特点、使用的



试剂及造模时间的研究进展,以期帮助研究者根据

研究设计选用合适的动物、试剂和合适的实验周期。

1　 常用哮喘动物模型的特点

哮喘主要是一种人类疾病,动物中只有猫和马

才能自发地产生类似的疾病[3]。 大约只有 1%的猫

和特定喂养下的马能产生类似于过敏性哮喘的过

敏性气道反应,但在实验室环境中很难复制出理想

动物哮喘模型,而且这两种动物模型不容易用于探

索疾病机制或测试新疗法。 鉴于自发性哮喘动物

模型的限制,因此实验室常用造模方法主要采取特

定试剂诱导产生人类哮喘模型,常用动物哮喘模型

主要包括小鼠、大鼠、豚鼠、兔等,狗、羊和灵长类动

物由于价格昂贵等原因较为少用。
1. 1　 小鼠

小鼠由于其遗传背景明确、品系多、价格便宜

以及容易诱发出气道高反应性,产生气道炎症以及

黏液增多等症状。 因此是最常使用的哮喘模型。
常用品系包括 BALB / c、C57BL / 6 和 KM 小鼠[4-5]

等。 其中由于 BALB / c 小鼠比其他小鼠造模成功率

高而最常使用[6-8],但近年来由于基因敲除技术的

发展,C57BL / 6 敲基因小鼠也越来越多地用于哮喘

相关研究[9-10]。 目前普遍采用的标准模型是由卵清

蛋白(ovalbumin, OVA)诱发。 OVA 诱发的小鼠模

型完全由 Th2 型嗜酸性粒细胞驱动,并主要为 Th2
高表达[3]。 小鼠的气道和肺与人类有许多解剖和

生理上的差异。 小鼠的远端气道是非肺泡化支气

管,而在人类中它是呼吸性支气管。 此外,细胞的

类型和位置可能有所不同。 例如,基底细胞存在于

人的气管支气管内,但仅存在于小鼠的气管中。 另

外小鼠气道平滑肌明显较少,对影响支气管张力的

药物不易作出反应。 小鼠模型的一个主要缺点是

在致敏后缺乏对过敏原的慢性反应,在建立慢性哮

喘模型时成功率较低。
1. 2　 大鼠

大鼠也是实验室常用的哮喘模型[11]。 它们相

对便宜,与小鼠相似,具有来源广,价格低廉,易繁

殖和饲养等特点,因此大鼠也是一种常用的哮喘动

物模型。 麻醉后的大鼠由于其体积大和稳定性高,
有利于在吸入过敏原发生急性哮喘后各种生理指

标的测量[12]。 另外,因其体积大,麻醉后操作或取

材等相对容易,而且实验中各项指标的检测相对误

差小。 因此,大鼠模型在支气管哮喘和其他肺部疾

病的研究中仍具有重要作用。 在新药的药物研究

中,大鼠模型仍然是必不可少的。 与其他物种相

比,大鼠具有特有的支气管循环的解剖学特征,以
及在遗传学、蛋白质组学、肺功能及价格等方面它

具有更多优势[13]。 目前常用品系大多选择 SD、
Wistar 或 Brown-Norway 大鼠作为实验对象[14-15]。
1. 3　 豚鼠

豚鼠是最古老的过敏性气道高反应动物模型

之一。 豚鼠容易被致敏,发生哮喘的生理、气道解

剖和对炎症介质的反应等与人类更相似,可产生

IgE 依赖性的哮喘模型[16],因此是最早选用的哮喘

动物模型。 与啮齿动物哮喘模型相比,豚鼠对 OVA
较敏感,并且很容易产生类似哮喘症状和气道阻力

增加反应。 豚鼠非常适合用作研究化学刺激因子

过敏反应的模型。 豚鼠也经常用作药物治疗的筛

选模型,可用于开发 β 受体激动剂和皮质类固醇等

药物[12]。
1. 4　 家兔

家兔是研究哮喘肺生理和病理生理的有效模

型。 与老鼠等较小的物种相比,其独特的优势在于

家兔可用于自身对照来研究慢性哮喘。 此外,家兔

从出生到成年都表现出对过敏原的敏感性,为研究

过敏性疾病的危险因素提供了条件。 由于兔模型

与人类哮喘的相似性,因此为研究新型哮喘治疗药

物的疗效提供了理想的依据[1]。

2　 常用哮喘动物的造模时间

2. 1　 BALB / c 小鼠

BALB / c 小鼠哮喘造模时间多种多样,最常使

用的是 23 d OVA 造模法[17],5~6 周龄大的小鼠,以
混合 1% 氢氧化铝(Al(OH) 3)的 OVA 第 1 天和第

14 天腹腔注射诱发致敏。 在第 21、22 和 23 天,以 1
mg / mL 浓度的 OVA 的滴鼻激发。 高琴琴等[18]采用

第 1、8、15 天腹腔注射致敏,第 22 ~ 28 天雾化激发

的方法对 BALB / c 小鼠造模,总用时 28 d,也可成功

造模。 Debeuf 等[19]采用 OVA+AL(OH) 3 16 d 造模

法,第 1 天和第 7 天腹腔注射 OVA 致敏,第 14 ~ 16
天吸入 1%的 OVA 激发,总用时短,肺组织切片和气

道阻力等检测显示也可成功造模。
同时,Debeuf 等[19] 也采用屋尘螨 ( house dust

mite,HDM)14 d 造模法,第 1 天在 BALB / c 小鼠气

管内吸入 1 μg 的 HDM 致敏,第 6 ~ 10 天鼻腔滴注

10 μg HDM 溶液激发,第 14 天处死小鼠取材,此方

法用时最短。 或者小鼠在第 1、3 和 5 天每天接受

30 μL 的 HDM 致敏,在第 12、13 和 14 天接受激发,
也可成功造模。
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Bao 等[20]使用 HDM 总共 41 d 制作哮喘复发模

型,在第 0、7 和 14 天,雄性 BALB / c 小鼠腹腔注射

50 mg HDM(0. 5 mg / mL)致敏,第 21 ~ 23 天经鼻腔

滴入 25 mg HDM(2. 5 mg / mL)激发,并在在第 38 ~
40 天滴入 25 mg HDM(2. 5 mg / mL)进行再次激发,
即哮喘复发模型。
2. 2　 C57BL / 6 小鼠

C57BL / 6 小鼠哮喘模型制作时间与 BALB / c 小

鼠差别不大,但造模试剂稍有不同,除了 OVA 以

外[9],直径小于 2. 5 μm 的细颗粒物 ( particulate
matter ≤2. 5 μm,PM2. 5)和蟑螂过敏原等也常用于

哮喘的造模。 Zheng 等[21] 在第 0 天和第 14 天腹腔

注射 0. 2 mL 0. 4% OVA 致敏,然后在第 17 天和第

20 天吸入 PM2. 5(3 mg / mL)再次致敏,在第 21 天~
28 天进行雾化吸入 2%的 OVA 溶液激发。 Li 等[5]

联合使用蟑螂过敏原和 PM2. 5,可以把造模时间缩

短到 14 d。
2. 3　 大鼠

Dong 等[22]使用 Wistar 大鼠 21 d 造模方法,在
第 0、7 和 14 天用 1 mg OVA+20 mg Al(OH) 3 腹腔

注射致敏。 第 21 天气管内滴注 1. 1% OVA 于 200
μL 生理盐水激发,即可成功造模。
2. 4　 豚鼠

豚鼠可建立急性和慢性哮喘模型,急性哮喘模

型建立总天数为 15 d,慢性模型建立总天数为 29 d。
豚鼠先在第 1 天和第 5 天腹腔注射 OVA+Al(OH) 3

致敏,然后急性哮喘模型在第 15 天吸入 1 h 0. 01%
OVA 激发,慢性哮喘模型在第 17 ~ 29 天每隔 48 h
先腹腔注射 mepyramine 30 mg / kg 然后吸入 0. 1%
OVA,均可成功建立哮喘模型[23]。
2. 5　 家兔

家兔常用于造慢性哮喘模型,在新生兔出生后

24 h 内,将可溶性牛血清白蛋白(BSA)与小棒状杆

菌佐剂一起注射给新生兔。 接下来的两周每周注

射一次,接下来的两个月每两周注射一次,总共造

模时间为两个月[1]。

3　 造模试剂

3. 1　 卵清蛋白(ovalbumin,OVA)
最常使用的过敏原为卵清蛋白,来源于蛋清,

价格便宜,有很强的免疫原性,是一种良好的过敏

原[24-25]。 国内外研究的致敏剂量多选用 20、50、100
μg 浓度的 OVA 进行致敏[7,26]。 杨素明、高琴琴

等[4,18]研究认为剂量为 50 μg / mL 时效果最佳。 三

种剂量 OVA 诱发的哮喘模型均获成功,但综合而

言 50 μg OVA 所诱发的 BALB / c 小鼠哮喘模型血

清 IgE、IL-4、IFN-γ 含量以及肺组织病理改变更为明

显。 OVA 不仅对造模小鼠产生影响,还可对致敏后

的小鼠下一代产生持续影响[27]。
OVA 常与 AL ( OH) 3 联合用于小鼠哮喘造

模[28],AL(OH) 3 作为佐剂能够提高免疫系统抗原

特异性 Th2 的免疫应答反应。 因此急性哮喘致敏时

通常需要多次给予加入佐剂的过敏原。 AL(OH) 3

是动物接触抗原后产生 Th2 免疫反应的最佳选择

之一[12]。
3. 2　 屋尘螨(house dust mite,HDM)

HDM 是一种与人类相关的无处不在的过敏原,
是人类和动物过敏性哮喘的最常见诱因之一[29-30]。
HDM 代谢产生的蛋白质,如粉尘螨蛋白酶(Derf) 1
起到过敏原的作用。 此外,HDM 含有内毒素的革兰

氏阴性细菌,在自然肠道菌群中内毒素会引起强烈

的炎症反应,被认为是一种佐剂[31]。 黄超文等[32]

研究发现 HDM 和 OVA 所诱导的哮喘小鼠产生的

气道炎症以及肺泡灌洗液中以嗜酸性粒细胞为主,
气道平滑肌增生明显,Th2 炎症因子表达增高。
3. 3　 血小板活性因子(platelet activating factor,
PAF)

血小板活性因子(PAF)是一种脂质介体,参与

多种过敏反应。 它从多种免疫细胞(如嗜酸性粒细

胞,嗜中性粒细胞和肥大细胞)释放,并且在特异性

结合其受体后也对大多数细胞产生作用,成为多效

介体。 在炎症介质中只有 PAF 可引起气道高反应。
PAF 由于其独有的特性,在激发豚鼠哮喘发作时可

直接激发出气道高反应而不需要致敏过程,它可引

发支气管收缩、嗜酸性粒细胞和分泌物增加以及气

道微血管渗漏等变化[33]。
3. 4　 交链孢霉

交链孢霉是真菌来源的过敏原,它在真菌类的

过敏原中比例最高,它由于破坏气道上皮屏障功能

而使哮喘患者的病情加重。 在动物实验中,交链孢

霉可引起小鼠气道阻力增加、顺应性降低、血清总

IGE 水平明显升高、BALF 中 IL-4 水平明显升高以

及 IFN-γ 水平明显下降[34]。
3. 5　 臭氧 O3

臭氧(O3)可用于哮喘小鼠激发过程中,雌性

BALB / c 小鼠在第 23、25 和 27 天 OVA 激发 30 min
后再暴露于 1. 0 ppm O3 3 h。 OVA 激发过程中的 O3

暴露促进了哮喘的恶化。 p38 MAPK 和氧化应激在

臭氧加剧哮喘过程中起着关键作用,同时抑制这两
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条途径可显著降低 O3 对哮喘发作的不利影响[35]。
3. 6　 呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial virus,
RSV)

呼吸道病毒感染与哮喘恶化密切相关。 但是

大多数人类呼吸道病毒不是小鼠的天然病原体,因
此需要大剂量地接种,但 RSV 导致的小鼠模型在病

理学、免疫学和疫苗生物学等机制研究中有其独特

的优势[36]。
在过敏性哮喘中,RSV 作为引发感染的诱因,

暴露于高水平的致敏过敏原可能会导致病情恶化。
慢性哮喘模型中,接种大剂量的呼吸道合胞病毒确

实会引起过度的炎症反应,并增强中性粒细胞、嗜
酸性粒细胞和淋巴细胞的聚集[37]。 李海霞等[38] 研

究发现 RSA 联合 OVA 可诱发幼年大鼠哮喘发生,
肺泡灌洗液中白细胞计数明显升高,以嗜酸性粒细

胞为主,肺组织病理显示支气管结构紊乱,支气管

壁增厚,炎性细胞浸润。 袁丽粉等[39] 通过 OVA 致

敏并予以 RSV 激发建立哮喘小鼠模型研究发现:与
单独 OVA 激发相比,加入 RSV 后在动物模型中的

病理过程与患者更相似、气道炎症及气道高反应更

为明显、病理切片中肺组织损伤加重,而且造模成

功率高,方法简单容易操作。
3. 7　 脂多糖( lipopolysaccharides, LPS)

在哮喘模型中,小鼠经 LPS 致敏后,肺组织中

内质网应激标志物的表达水平显著增加[40]。 Liu
等[11]通过腹腔注射 LPS 和吸入 OVA 激发建立哮喘

大鼠模型。 LPS 常与 OVA 联用作为哮喘造模的致

敏或激发,可提高造模成功率。
3. 8　 直径小于 2. 5 μm 的细颗粒物 ( particulate
matter ≤2. 5 μm,PM2. 5)

近年来,越来越多文献常用 PM2. 5 对 C57BL / 6
小鼠进行造模,PM2. 5 可通过抑制调节性 T 细胞

(Regulatory T cells,Treg)的分化和促进辅助型 T 细

胞 17(T helper 17 cell,Th17)的分化从而干扰 Th17 /
Treg 的平衡加重小鼠的哮喘[5]。 另外,PM2. 5 还可

导致小鼠肺嗜酸性粒细胞增多,加重过敏性哮喘和

炎症性肺病[21]。

4　 结语

哮喘动物模型可以为哮喘的发病机制和治疗

提供有价值的信息,建立合适哮喘动物模型是了解

哮喘病理生理学和试验新疗法的必要前提。 在设

计哮喘动物模型时,重要的是要了解各种哮喘动物

模型的特点、造模方法和独特表现,以及了解所选

动物模型哪些方面的肺组织结构或功能与人类哮

喘相似。 开发一个具有代表性的模型必须考虑到

动物生物学知识、哮喘的诱导方法、模型评估的结

果是否与人类哮喘特征相对应等。 然而,到目前为

止还没有一个理想的模型能够代表人类哮喘这种

复杂疾病的所有特征。 因此,本综述提供了目前用

来制作哮喘模型的常用动物的特点、不同的造模方

法及所选试剂以及造模所需的时间,有助于研究者

根据研究设计选择合适的动物、方法和试剂,更有

助于实验的顺利开展。

参考文献:

[ 1 ] 　 Keir S, Page C. The rabbit as a model to study asthma and other
lung diseases [ J] . Pulm Pharmacol Ther, 2008, 21( 5): 721
-730.

[ 2 ] 　 Ren X, Dong F, Zhuang Y, et al. Effect of neuromedin U on
allergic airway inflammation in an asthma model [ J] . Exp Ther
Med, 2020, 19(2): 809-816.

[ 3 ] 　 Mullane K, Williams M. Animal models of asthma: Reprise or
reboot? [J] . Biochemical Pharmacol, 2014, 87(1): 131-139.

[ 4 ] 　 杨素明, 张帷政, 周旸哲, 等. 不同浓度 OVA 溶液对小鼠

OVA 致敏性支气管哮喘模型的影响 [ J] . 环球市场, 2019
(2): 198.

[ 5 ] 　 Li CS, Fu JR, Lin SH, et al. Particulate matter of 2. 5 μm or
less in diameter disturbs the balance of T17 / regulatory T cells by
targeting glutamate oxaloacetate transaminase 1 and hypoxia-
inducible factor 1α in an asthma model [ J] . J Allergy Clin
Immunol, 2020, 145(1): 402-414.

[ 6 ] 　 赵新凤, 曾本华, 谭毅, 等. 两品系小鼠食物过敏模型的比

较 [J] . 中国实验动物学报, 2014, 22(3): 35-39.
[ 7 ] 　 Gregorczyk I, Mas' lanka T. Blockade of RANKL / RANK and NF-

κB signalling pathways as novel therapeutic strategies for allergic
asthma: A comparative study in a mouse model of allergic airway
inflammation [J] . Eur J Pharmacol, 2020, 879: 173129.

[ 8 ] 　 Brandt EB, Bolcas PE, Ruff BP, et al. IL33 contributes to diesel
pollution-mediated increase in experimental asthma severity [ J] .
Allergy, 2020, 75(9): 2254-2266.

[ 9 ] 　 Asayama K, Kobayashi T, D’ Alessandro-Gabazza CN, et al.
Protein S protects against allergic bronchial asthma by modulating
Th1 / Th2 balance [J] . Allergy, 2020, 75(9): 2267-2278.

[10] 　 Park SC, Kim H, Bak Y, et al. An alternative dendritic cell-
induced murine model of asthma exhibiting a robust Th2 / Th17-
skewed response [ J] . Allergy Asthma Immunol Res, 2020, 12
(3): 537-555.

[11] 　 Liu J, Liu L, Sun J, et al. Icariin protects hippocampal neurons
from endoplasmic reticulum stress and NF-κB mediated apoptosis
in fetal rat hippocampal neurons and asthma rats [ J] . Front
Pharmacol, 2020, 10: 1660.

[12] 　 Kianmeher M, Ghorani V, Boskabady MH. Animal model of
asthma, various methods and measured parameters:
Amethodological review [ J] . Iran J Allergy Asthma Immunol,
2016, 15(6): 445-465.

001 中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



[13]　 Tschernig T, Neumann D, Pich A, et al. Experimental bronchial
asthma - the strength of the species rat [ J] . Curr Drug Targets,
2008, 9(6): 466-469.

[14] 　 Eftekhar N, Moghimi A, Mohammadian Roshan N, et al.
Immunomodulatory and anti-inflammatory effects of hydro-
ethanolic extract of Ocimum basilicum leaves and its effect on
lung pathological changes in an ovalbumin-induced rat model of
asthma [J] . BMC Complement Altern Med, 2019, 19(1): 349.

[15] 　 楚慧伦, 孔德明, 丁子桐, 等. Brown-Norway 大鼠咳嗽变异性

哮喘模型的建立 [J] . 中国比较医学杂志, 2018, 28(3): 63
-66.

[16] 　 Bonvini SJ, Birrell MA, Dubuis E, et al. Novel airway smooth
muscle-mast cell interactions and a role for the TRPV4-ATP axis
in non-atopic asthma [ J ] . Eur Respir J, 2020, 56
(1): 1901458.

[17] 　 Park HJ, Oh EY, Park YH, et al. Potential of serum soluble
CD93 as a biomarker for asthma in an ovalbumin-induced asthma
murine model [J] . Biomarkers, 2018, 23(5): 446-452.

[18] 　 高琴琴, 丁子桐, 李友林, 等. 不同剂量卵蛋白诱发 BALB / c
小鼠支气管哮喘模型的比较 [J] . 中国比较医学杂志, 2019,
29(4): 52-57.

[19] 　 Debeuf N, Haspeslagh E, Helden M, et al. Mouse models of
asthma [J] . Curr Protoc Mouse Biol, 2016, 6(2): 169-184.

[20] 　 Bao K, Yuan W, Zhou Y, et al. A Chinese prescription Yu-
Ping-Feng-San administered in remission restores bronchial
epithelial barrier to inhibit house dust mite-induced asthma
recurrence [J] . Front Pharmacol, 2020, 10: 1698.

[21] 　 Zheng XY, Tong L, Shen D, et al. Airborne bacteria enriched
PM2. 5 enhances the inflammation in an allergic adolescent
mouse model induced by ovalbumin [ J] . Inflammation, 2020,
43(1): 32-43.

[22] 　 Dong F, Wang C, Duan J, et al. Puerarin attenuates ovalbumin-
induced lung inflammation and hemostatic unbalance in rat
asthma model [J] . Evid Based Complement Alternat Med, 2014,
2014: 726740.

[23] 　 Evans RL, Nials AT, Knowles RG, et al. A comparison of
antiasthma drugs between acute and chronic ovalbumin-
challenged guinea-pig models of asthma [ J] . Pulm Pharmacol
Ther, 2012, 25(6): 453-464.

[24] 　 费巧玲, 齐睿娟, 张小雨, 等. 经皮致敏小鼠肠道过敏模型

的建立与评价 [J] . 中国实验动物学报, 2019, 27(5): 619
-625.

[25] 　 Khumalo J, Kirstein F, Scibiorek M, et al. Therapeutic and
prophylactic deletion of IL-4Rα signaling ameliorates established
ovalbumin-induced allergic asthma [J] . Allergy, 2020, 75(6):
1347-1360.

[26] 　 湛孝东, 姜玉新, 李良怿, 等. 不同浓度卵蛋白变应原对小

鼠哮喘模型建立的影响 [ J] . 中国实验动物学报, 2012, 20
(4):16-20,后插 4.

[27] 　 Zazara DE, Wegmann M, Giannou AD, et al. A prenatally
disrupted airway epithelium orchestrates the fetal origin of asthma
in mice [ J] . J Allergy Clin Immunol, 2020, 145 ( 6): 1641
-1654.

[28] 　 刘家齐, 赵正晓, 魏颖, 等. 芍药苷对哮喘模型小鼠气道炎

症趋化因子及受体的干预作用 [ J] . 中国实验动物学报,
2016, 24(5): 460-464.

[29] 　 王思齐, 包凯帆, 王晓钰, 等. 抗生素呼吸道给药加重小鼠

过敏性哮喘模型的建立 [ J] . 中国比较医学杂志, 2019, 29
(8): 37-43.

[30] 　 Jia Z, Bao K, Wei P, et al. EGFR activation-induced decreases
in claudin1 promote MUC5AC expression and exacerbate asthma
in mice [J / OL]. Mucosal Immunol, (2020-03-04)[2020-03
-13], doi:10. 1038 / s41385-020-0272-z.

[31] 　 Mack S, Shin J, Ahn Y, et al. Age-dependent pulmonary
reactivity to house dust mite allergen: a model of adult-onset
asthma? [J] . Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol,2019, 316
(5): L757-L763.

[32] 　 黄超文, 赵强, 钟莲娣, 等. 三种哮喘小鼠动物模型的对比

研究 [J] . 齐齐哈尔医学院学报, 2019, 40(11): 1321-1323.
[33] 　 Muñoz-Cano RM, Casas-Saucedo R, Valero Santiago A, et al.

Platelet-Activating Factor ( PAF) in allergic rhinitis: Clinical
and therapeutic implications [ J ] . J Clin Med, 2019, 8
(9): 1338.

[34] 　 李杰, 王静茹, 陈浩, 等. 使用交链孢霉建立小鼠过敏性哮

喘模型 [J] . 中华临床免疫和变态反应杂志, 2017, 11(4):
344-350.

[35] 　 Bao A, Yang H, Ji J, et al. Involvements of p38 MAPK and
oxidative stress in the ozone-induced enhancement of AHR and
pulmonary inflammation in an allergic asthma model [ J] . Respir
Res, 2017, 18(1): 212-216.

[36] 　 Han M, Rajput C, Ishikawa T, et al. Small animal models of
respiratory viral infection related to asthma [ J] . Viruses, 2018,
10(12): 682.

[37] 　 Mori H, Parker NS, Rodrigues D, et al. Differences in
respiratory syncytial virus and influenza infection in a house-dust-
mite-induced asthma mouse model: consequences for steroid
sensitivity [J] . Clin Sci (Lond), 2013, 125(12): 565-574.

[38] 　 李海霞, 张勇华, 任晓丹, 等. 建立 RSV 联合 OVA 诱发幼年

大鼠哮喘模型的方法 [ J] . 湖南中医药大学学报, 2018, 38
(12): 1371-1373.

[39] 　 袁丽粉, 乔建瓯, 王健. 建立小鼠哮喘模型两种不同方法的

比较 [J] . 医学研究杂志, 2017, 46(8): 132-134,138.
[40] 　 Kim SR, Kim DI, Kang MR, et al. Endoplasmic reticulum stress

influences bronchial asthma pathogenesis by modulating nuclear
factor kappa B activation [ J] . J Allergy Clin Immunol, 2013,
132(6): 1397-1408.

〔收稿日期〕2020-03-13

101中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



2020 年 11 月

第 30 卷　 第 11 期
中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
November, 2020
Vol. 30　 No. 11

周丽桂,张永斌,师长宏. 类器官模型在前列腺癌异质性研究中的应用 [J]. 中国比较医学杂志, 2020, 30(11): 102-106,127.
Zhou LG, Zhang YB, Shi CH. Application of an organoid model for prostate cancer heterogeneity research [J]. Chin J Comp Med,
2020, 30(11): 102-106,127.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2020. 11. 017

[基金项目]国家自然科学基金(32070532)。
[作者简介]周丽桂(1994—),女,硕士,专业:中西医结合基础。 E-mail:739283058@ qq.com
[通信作者]师长宏(1973—),男,教授,研究方向:肿瘤模型的制备与评价。 E-mail:changhong@ fmmu.edu.cn

张永斌(1973—),男,副研究员,研究方向:动物模型研究。 E-mail:yongbinzhang@ gzucm.edu.cn　 ∗共同通信作者

类器官模型在前列腺癌异质性研究中的应用

周丽桂1,2,张永斌1∗,师长宏2∗

(1.广州中医药大学实验动物中心,广州　 510000; 2.空军军医大学实验动物中心,西安　 710032)

　 　 【摘要】 　 异质性是前列腺癌的主要临床特征,不仅表现在不同患者之间肿瘤组织学特征差异,还表现在同一

患者不同肿瘤的细胞生长和转移速度的差异,因此建立相应的个体化模型对前列腺癌临床治疗的研究具有重要作

用。 类器官模型,可以准确地概括体内组织结构、功能和遗传特征,较好体现临床组织的异质性,将其应用于前列

腺癌的研究具有独特的优势和应用前景。 本文就前列腺癌类器官模型培养条件进行总结,综述该模型在前列腺癌

发病机制、药物筛选、个体化治疗以及耐药机制方面的应用,以期为前列腺癌的异质性研究提供良好的体外模型。
【关键词】 　 前列腺癌;类器官模型;异质性;发病机制;药物筛选;个性化治疗
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Application of an organoid model for prostate cancer heterogeneity
research

ZHOU Ligui1,2, ZHANG Yongbin1∗, SHI Changhong2∗

(1. Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510000, China. 2. Air Force Medical University, Xi’an 710000)

　 　 【Abstract】　 Heterogeneity is the main clinical feature of prostate cancer and is manifest in the tumor histological
characteristics between different patients as well as tumor cell growth and metastasis speed in the same patient. Thus, it is
very important to establish corresponding individualized animal models to develop clinical treatments for prostate cancer.
Patient-derived organoid (PDO) models accurately display the tissue structure, function, and genetic characteristics of
prostate cancer in vivo, which reflect the heterogeneity of clinical tissues. PDO models have unique advantages when
applied to prostate cancer research. We summarize the culture conditions of prostate cancer PDO models, and review the
application of these in vitro models for research related to the pathogenesis, drug screening, individualized treatment, and
drug resistance mechanisms of prostate cancer to provide a perfect model for heterogeneity research in prostate cancer.

【Keywords 】 　 prostate cancer ( PCa ); organoid model; heterogeneity; pathogenesis; drug screening;
individualized treatment

　 　 前列腺癌(prostate cancer,PCa)是全球第二大

最常见的男性癌症,在 2018 年全球癌症统计[1]中报

告了 127 万多新病例和将近 36 万死亡病例。 高度

异质性是其主要特征,目前 PCa 临床上的常规治疗

方案仍然是雄激素剥夺治疗法(androgen deprivation
therapy,ADT)。 然而,大部分原发性 PCa 患者经过

一段时期的 ADT 治疗后,会逐渐对 ADT 产生耐药

性进而从激素依赖性前列腺癌 ( hormone naïve



prostate cancer,HNPC)转化为去势抵抗性前列腺癌

( castration- resistant prostate cancer, CRPC) [2]。 由

于 CRPC 具有侵袭性和高度异质性,致使不同 PCa
患者对同一治疗药物常表现出不同的反应,导致药

物临床试验的成功率大大下降。 因此,尽管已经开

发出许多 PCa 细胞系和动物模型,但均未能充分体

现 PCa 的异质转化特征,导致对其病因和发病机制

的了解仍然相当有限,迫切需要异质性模型来概括

PCa 独特的临床表型和基因型。
人源性类器官(patient-derived organoids,PDOs)

是指来源于多能干细胞或分离的器官祖细胞在体

外通过三维(3D)培养技术分化出具有多种细胞类

型,并形成与体内器官相似的器官样结构[3]。 2014
年,Gao 等[4]成功利用活检组织标本和循环肿瘤细

胞培养出体现 PCa 特异性改变的类器官模型,推动

了类器官参与 PCa 相关医学研究的进展。 与人源

化异种移植(patient-derived xenograft,PDX)、2D 细

胞系培养等模型相比,PDOs 这种体外培养的三维

微器官模型不但简化了动物实验的繁杂性,还在一

定程度上还原了细胞或组织在体内的转化过程。
同时它在培养过程中能较好的维持遗传稳定性,反
映亲代肿瘤的特征。 类器官可再现肿瘤的异质性

并与患者原发瘤对药物的反应具有较高相关性的

特点,可用于模拟并间接观察处于不同临床阶段且

具有不同特异性突变的 PCa 患者对各种抗肿瘤药

物的反应,并评价其敏感性。 同时,PDOs 模型便于

体外进行大规模高通量药物筛选,在 PCa 异质性研

究中显示出独特的优势。

1　 前列腺癌类器官的培养

1. 1　 前列腺癌类器官培养条件探索

传统的 PDX 模型是将从病人身上得到的新鲜

肿瘤组织注射到免疫缺陷小鼠体内进行培养,而
PDOs 模型则是将分离出的多能干细胞或器官祖细

胞置于基质胶中进行三维培养。 与 2D 细胞系培养

相比,PDOs 的培养方式不仅可以为肿瘤细胞或组

织提供类似在肿瘤患者体内生长、发育的环境,还
可通过调整培养基配方中的生长因子、激素等筛选

不同特异性改变的肿瘤细胞并培育为类器官。 Sato
等[5]首个开发出类器官通用培养基 “ ENR”:即

Advanced DMEM / F12 培养基中加入表皮生长因子

(epidermal growth factor,EGF)、Noggin 及 Wnt 激动

剂 R-spondin1。 在此基础上,Karthaus 等[6] 额外添

加了 Alk3 / 4 / 5 抑 制 剂 A83 - 01、 二 氢 睾 酮

(dihydrotestosterone,DHT)、成纤维细胞生长因子 10
(fibroblast growth factor-10,FGF10)、FGF2、前列腺

素 E2(prostaglandin E2,PGE2)、烟酰胺及 p38 抑制

剂 SB202190 用于人前列腺类器官的培养。 其中 R-
spondin1、Noggin 分别通过促进 Wnt 信号传导[7] 和

调节 BMP 信号通路[8]进而促进类器官细胞增生,且
去除 R-spondin1 或 Noggin 会 导 致 雄 激 素 受 体

(androgen receptor, AR)表达的消失[6]。 EGF 是前

列腺类器官增殖和分化所必需的生长因子,FGF2、
FGF10 和 PGE2 有助于促进前列腺细胞的增殖[6,9]。
A83-01 可通过抑制 TGF-β 信号通路促进细胞持续

增殖,与 SB202190 协同作用有助于延长类器官的

培养时间,烟酰胺的加入也有助于提高类器官的培

养效率,有趣的是,A83-01、SB202190、烟酰胺均具

有相同的抑制细胞分化作用[5-6],DHT 为类器官生

长的非必需因子,但其有明显提高类器官形成效率

的作用且能保持前列腺类器官 AR 信号的完整

性[6]。 这些生长因子、激素等构成了支持前列腺

(癌)细胞在 3D 培养系统中生存和长期培养的基本

条件。 由于不同亚型的 PCa 突变背景不同,所需要

的添加物组合也相应有所不同。 有研究发现 B27、
Rho 激酶抑制剂 Y-27632 和 N-乙酰半胱氨酸可为

人前列腺(癌)类器官的培养提供一定的支持[10]。
目前前列腺(癌)类器官的培养条件还在不断探索

和改进中,如 Richards 等[11]最新发现在前列腺癌上

皮细胞中加入原发性前列腺基质细胞共培养不仅

可通过维持 PCa 的特异性分子标记物 AMCAR(α-
methylacyl- CoA racemase,α-甲基酰基-辅酶 A 消旋

酶)的表达,提高肿瘤类器官的生存率和形成效率,
还能引导上皮类器官分支的形成并表达调控分支

的因子,如骨形成蛋白、FGF 等,促进类器官表达出

与原组织相似的表型,提高了类器官对组织特征的

概括能力并保持了 PCa 患者间的异质性。 这些研

究表明前列腺(癌)类器官是在培养基中添加前列

腺特异性生长因子培养出来的,可通过调整培养基

修饰进一步优化类器官培养条件,构建不同亚型的

PCa 类器官。
1. 2　 前列腺癌类器官模型的建立

前列腺癌类器官来源广泛,目前已成功利用正

常组织、肿瘤活检样本、循环肿瘤细胞、PCa 细胞系、
前列腺癌 PDXs 模型等分别建立相应的类器官模

型。 Karthaus 等[6]利用小鼠前列腺上皮细胞和人正
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常前列腺标本培育出由完全分化的 CK5+基底细胞

和 CK8+管腔细胞组成的前列腺类器官,发现该类器

官保留了完整的 AR 信号、前列腺特异性转录因子

Nkx3. 1、基底细胞标记物 p63 和 CK5、管腔细胞标记

物 CK8 的表达,同时将构建的 Pten 敲除、TMPRSS2-
ERG 融合基因等小鼠的原组织进行类器官培养后,
其表型与原组织的表型一致。 同时,Gao 等[4] 将来

自转移性 PCa 患者的活检组织标本、循环肿瘤细胞

成功培育出 7 个概括了 PCa 亚型的分子多样性的

类器官, 充分体现了 PCa 的临床异质性, 包括

TMPRSS2-ERG 融合、ETS 易位、SPOP 突变、SPINK1
过表达、FOXA1 和 PIK3R1 突变、CHD1 缺失、Pten
缺失和 AR 表达等,较好保留了原发瘤的基因组特

征。 这表明 PCa 类器官能很好地重现 PCa 原发瘤

组织的异质性,为 PCa 研究提供了一种体现肿瘤患

者表观遗传性和异质性的体外模型。 人前列腺癌

细胞系 LNCaP、C4-2B 细胞及单腔上皮祖细胞也能

通过类器官培养技术产生 PCa 类器官[12-13],前者为

雄激素依赖模型,后者为非依赖模型,分别代表了

不同的临床特征。 此外,最近报道了一种结合类器

官和 PDXs 优点的新型体外建模系统,这种 PDX-类
器官模型比单独的 PDXs 模型更节省时间和成本,
为类器官的建立提供了充足的组织来源。 LuCaP 系

列是来自 PCa 转移灶的外科手术标本,包括了 21
种前列腺癌的 PDX 模型。 Beshiri 等[14] 将来自

LuCaP 系列具有转移性 CRPC ( metastatic CRPC,
mCRPC)特征的 PDX 模型组织样本进行类器官培

养,发现其相应的类器官模型保留了 mCRPC 的基

因组异质性和对 AR 信号的依赖性,成功建立了一

个具有代表性的、临床前 PDX 衍生类器官平台,与
激素依赖型 PCa 和非转移性 CRPC 形成鲜明的对

比,为 mCRPC 的发病机制、药物筛选和个性化治疗

方案的研究提供了一个良好的遗传学平台。

2　 前列腺癌类器官模型的应用

2. 1　 前列腺癌发病机制研究

驱动前列腺癌发病和一系列临床异质性转化

的机制并不是很清楚,其相应的类器官与原发组织

相似度较高,并保持基因组表达的稳定性和原代肿

瘤组织的异质性,为 PCa 发病机制及不同阶段的临

床特征研究提供了良好模型。 有研究已通过动物

模型和 PDX 模型实验[15-16] 证实了新生儿期暴露于

双酚 A(bisphenol A,BPA)会增加成年后前列腺癌

的易感性。 为了检测人胎儿前列腺是否同样受到

类似的影响,Calderon-Gierszal 等[17] 将人胚胎干细

胞(human embryonic stem cell,hESC)定向分化为前

列腺类器官,并在整个分化培养过程中暴露于低剂

量 BPA。 期间对该类器官进行前列腺上皮基因和

多种前列腺标志物检测以验证前列腺的性质,发现

其表 达 CK8 / 18、 AR、 p63、 TMPRSS2 蛋 白、 PSA、
NKX3. 1、层粘连蛋白和波形蛋白,证实了 hESC 可

分化为具有与人类前列腺相似的结构和功能特性

的前列腺类器官,而 BPA 显著提高该类器官波形蛋

白、NANOG、CD49f、TROP2 的表达和减少其分支的

形成,证明低水平的 BPA 可以靶向 hESC,干扰人前

列腺形态,特别是前列腺干细胞稳态,这表明发育

中的人前列腺可能易受子宫内 BPA 的干扰,由此提

出暴露于低剂量 BPA 可能会增加人胎儿前列腺在

以后生活中癌变的几率。 另外 McCray 等[18] 利用单

细胞 RNA 测序( scRNA-seq)技术对人原发性前列

腺类器官模型进行分析,发现与单层细胞培养相

比,类器官培养含有更多不同中间类型的前列腺上

皮细胞,并鉴定出 10 个细胞群,有效展现前列腺癌

的异质性, 其中包括一种罕见的以角蛋白 13
(Keratin 13,KRT13)、淋巴细胞抗原 6D(Lymphocyte
Antigen 6D, LY6D)、 LYPD3 ( Ly6 / PLAUR domain
containing3)和前列腺干细胞抗原(prostate stem cell
antigen,PSCA)高表达为特征的前列腺干细胞群。
这表明了 scRNA-seq 分析和 PCa 类器官培养技术的

结合可更深入地了解存在于 PCa 模型系统中不同

的细胞群种类,创建 PCa 细胞群图集。 此外,PCa
类器官体外培养的易操作性也为利用 CRISPR / Cas9
基因编辑系统等对特定基因进行编辑提供便利性,
通过基因编辑可观察不同基因突变对 PCa 发生、发
展和异质性转化的影响。
2. 2　 药物筛选和个体化治疗

由于 PCa 类器官在保持遗传稳定性的同时还

保持着异质性,已成为肿瘤药物毒性筛选、药效评

价研究和个体化治疗研究的理想模型。 Gao 等[4]为

探索 CRPC 衍生的类器官是否适合药物测试,用培

育出的 PCa 类器官对恩杂鲁胺、依维莫和 BKM-120
进行药物敏感性测试,发现 AR 扩增的 MSK-PCa2
细胞系对恩杂鲁胺敏感而对其他药物耐药,同时存

在 PTEN 缺失和 PIK3R1 突变的 MSK-PCa2 对依维

莫和 BKM-120 均敏感,这与体内实验结果一致,证
明其对药物敏感性的效果与临床试验结果相似。
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另外 Beshiri 等[14]发现,BRCA2 突变的 PCa 类器官

对奥拉帕尼敏感,该结果与在 BRCA2 突变的 CRPC
患者临床治疗观察到的反应一致。 这些实验结果

提示运用类器官进行药物筛选和个体化治疗具有

一定的可操作性。 同时 PDXs-类器官平台结合了

PDXs 模型优点(展现疾病遗传和表型多样性)和类

器官(易于体外大规模培养)的特点,可用于扩大体

外 CRPC 模型的数量和多样性,同时,还为运用高通

量筛选技术在体外大规模筛选用于 mCRPC 的治疗

药物和相应的个体化治疗方案提供可能。 值得注

意的是,2018 年发表的一项关于类器官模拟转移性

胃肠道癌症的治疗反应的研究中[19],运用高通量药

物筛选技术测试了类器官对靶向药物和化疗药物

的敏感性,结果表明类器官对抗肿瘤药物具有高度

敏感性和特异性,这表明 PDOs 模型可以高效预测

个别患者的药物反应,针对不同的病人实现个体化

治疗。 因此将不同 PCa 患者的新鲜肿瘤样品制备

成 PCa 类器官培养物并进行个体化建模,通过靶向

或高通量的单药和组合药物筛选,可进一步指导精

准个体化治疗和促进新的抗肿瘤药物的研发。
2. 3　 耐药机制

大部分 PCa 患者会对药物的治疗出现不同程

度的耐药进而发展为 CRPC,导致治疗难度增加,理
想的 PDOs 模型可以动态展示 CRPC 的转化。 基因

组学和转录组学分析显示,mCRPC 可能存在三种耐

药机制[20]:一是基因突变 (如 AR、 ETS、 TP53 和

PTEN 基因等突变)导致 AR 信号通路的激活[21];二
是旁路信号 GR(glucocorticoid receptor,糖皮质激素

受体)通路的激活促进 GR 的表达[22];三是在治疗

过程中,肿瘤细胞从依赖于药物靶标转换为不依赖

于药物靶标,从而获得耐药性[23-24]。 上述耐药机制

需要在模拟 PCa 表型和基因型的模型系统中进行

验证,相应的异质性 PDOs 模型需要展示各自的耐

药机制。 目前雄激素敏感的 PCa 和 CRPC 类器官

模型均已建立,也有通过诱导产生 CRPC 转化的模

型,同时利用 CRISPR / Cas9 或慢病毒转染技术对

PCa 类器官的特定基因进行基因编辑操作,可使

PCa 类器官成为快速检测不同特异性突变对抗肿瘤

药物影响的平台,为研究 PCa 耐药的分子机制提供

支持。 Pappas 等[20]利用前列腺癌类器官模型发现

p53 基因的缺失不会引起对雄激素分子的抵抗,
Pten 基因的缺失则增加了对抗雄激素药物的抗性,
而 p53 和 Pten 的双重缺失导致了对第二代抗雄激

素的完全抵抗。 另外,还发现了前列腺类器官培养

基组成会影响药物反应,如 EGF 是小鼠和人类前列

腺类器官培养基的组成部分,但它可以大大降低对

抗雄激素的敏感性,影响 PCa 耐药机制的研究。 因

此,类器官培养有助于在体外通过构建异质性 PCa
模型,并借助基因编辑技术研究特定基因对 PCa 耐

药的影响,从而促进一线治疗药物的改进,或是寻

找出新的治疗靶点提高新药研发效率。

3　 展望

PCa 类器官作为一种新型的体外临床前疾病模

型,具有广阔的应用前景。 从疾病模型的角度看,
PCa 类器官模型不仅便于体外操作,还具有遗传稳

定性和异质性,可结合 PDX 动物模型对 PCa 的发病

机理、药物筛选等研究进行多模型验证[25-27]。 从疾

病研究角度来看,PCa 类器官可以在体外直观观察

肿瘤细胞或组织的生长、发育变化以及不同突变背

景对疾病发生、发展的影响,为研究 PCa 的异质性

转化机制提供有效的指导,比如,深入了解雄激素

抵抗产生的分子机制,发现潜在的治疗靶点。 从药

物筛选和个体化治疗的角度看,利用不同来源的

PCa 样本建立不同的原发性或转移性 PCa 类器官,
并通过结合高通量筛选技术可批量获得抗 PCa 药

物和高效预测 PCa 病人对不同药物的反应,有助于

加速推动开发针对 PCa 异质性特征的治疗方案。
从研究耐药机制的角度看,利用 CRISPR / Cas9 和

shRNA 技术对 PCa 类器官进行表达干扰操作,可以

分析耐药性基因的功能,有针对性改进一线治疗药

物或研发新的个体化药物。
虽然 PCa 类器官建模已取得较多进展,上皮性

和神经内分泌性 PCa 类器官模型已被建立,但目前

为止,神经内分泌细胞的类器官培养方法尚未成

熟,还有许多问题需要进一步探讨。 为了更好的体

现 PCa 的临床异质性,未来还需要不断改进培养条

件以更好地支持不同类型前列腺癌细胞的生长,进
一步研究肿瘤微环境和成纤维细胞、免疫细胞、内
皮细胞等的作用,使 PCa 类器官组织结构更好地代

表体内 PCa 的组成。
同时,PCa 类器官依旧存在一些缺点。 (1)总

体培养成功率较低,限制了临床多样性前列腺癌模

型的广泛开发。 如 Gao 等[3] 利用转移性前列腺癌

活检标本培养连续传代的类器官,总体成功率仅有

15%~20%。 (2)缺乏从雄激素依赖性到 CRPC 的

501中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



模型,mCRPC 的模型就更少。 目前 PCa 患者材料

来源有限,特别是很难获得 mCRPC 患者的临床样

本,因此建立 PCa 类器官生物资源库的困难较多,
造成目前可用的 CRPC 类器官数量很少,不能完全

代表临床疾病的异质性,这使得类器官在 PCa 研究

中的应用受到限制。 (3)PCa 类器官建模还受到一

些培养条件的限制,如培养出的 PCa 类器官只含有

上皮细胞和(或)基质细胞,还缺乏某些肿瘤组分,
如免疫细胞、血管成分等等。 目前具有免疫兼容性

微环境的 PCa 类器官模型尚未开发,无法进行免疫

治疗方面的研究。 另外 PCa 类器官的某些培养基

成分会影响药理反应,如 EGF 可能会影响 PCa 类器

官对药物的敏感性。 总之,还需要对 PCa 类器官的

培养条件不断优化,构建更加适应 PCa 不同突变背

景的肿瘤微环境,进一步提高 PCa 类器官培养的成

功率,以期获得更多不同表型和基因型的 PCa 类器

官,特别是构建从 HNPC 到 CRPC 直至 mCRPC 发

生的模型,充分展示 PCa 临床异质性,构建相应的

类器官库。
综上所述,类器官在 PCa 异质性研究方面虽然

已取得一定的进展,但仍存在许多挑战,还需要不

断进行探索。 相信随着相关技术的发展,PCa 类器

官的建模体系会不断完善,逐步形成 PCa 生物资源

库,最大限度展示其临床特征,成为 PCa 首选的临

床前疾病模型。
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类风湿关节炎动物模型研究进展

夏　 晴,纪羽婷,刘海亮,宋武琦∗

(哈尔滨医科大学微生物学教研室,伍连德研究所,黑龙江省免疫与感染重点实验室,
黑龙江省普通高校病原生物学重点实验室,哈尔滨　 150081)

　 　 【摘要】 　 类风湿关节炎是一种多发性自身免疫性疾病,多累及关节,最终会导致关节的畸形,在自然病程中,
10 年致残率可超过 60%,严重影响生活质量。 类风湿关节炎的动物模型在其发病机制、治疗方法、治疗靶点等方面

的研究中发挥重要作用。 本综述主要介绍几种常见类风湿关节炎动物模型的构建方法、发病机制及其应用,以便

在今后的疾病研究中选择合适的动物模型。
【关键词】 　 类风湿关节炎;动物模型;佐剂诱导;胶原诱导;降植烷诱导;软骨寡聚基质蛋白诱导;基因工程
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Research progress on animal models of rheumatoid arthritis

XIA Qing, JI Yuting, LIU Hailiang, SONG Wuqi∗

(Department of Microbiology, Harbin Medical University, Wu Lien-Teh Institute, the Heilongjiang Key Laboratory of Immunity and
Infection, the Key Laboratory of Pathogenic Biology, Heilongjiang Higher Education Institutions, Harbin 150081, China)

　 　 【Abstract】 　 Rheumatoid arthritis (RA), an autoimmune disease, affects the joints and eventually leads to joint
deformity. Without intervention, the disability rate can exceed 60% over 10 years, which seriously affects the quality of life
of patients. Animal models of RA have played an important role in the study of the pathogenesis, treatment, and
identification of therapeutic targets of RA. In this review, the construction method , pathogenesis, and applications of
several common animal models of RA are introduced to aid researchers in selecting appropriate animal models for future
disease research.

【Keywords】　 rheumatoid arthritis; animal model; adjuvant-induced; collagen-induced; pristane-induced; cartilage
oligomeric matrix protein-induced; gene engineering

　 　 类风湿关节炎(rheumatoid arthritis,RA)是一种

慢性炎症性关节疾病,表现为持续性滑膜炎、全身

性炎症,伴有骨骼和软骨侵蚀,最终可导致关节强

直和 畸 形[1]。 我 国 RA 患 病 率 约 为 0. 32% ~
0. 36%,在自然病程中,10 年致残率可超过 60%[2]。
类风湿关节炎动物模型被广泛用于发病机制和治

疗方法的研究。 目前已经建立多种动物模型用于

研究 RA 的病因、发病机制、影响因素以及新的治疗

靶点的研究和新疗法的评估,包括佐剂诱导关节炎

模型(adjuvent induced arthritis,AA)、II 型胶原诱导

的关节炎模型(collagen induced arhritis,CIA)、链球

菌细胞壁诱导的关节炎模型、软骨寡聚基质蛋白



(cartilage oligomeric matrix proteins,COMP)诱导关

节炎、降植烷诱导关节炎(pristane induced arthritis,
PIA)以及转基因动物的关节炎模型。 这些模型各

有优缺点,但 CIA 一直是 RA 研究最广泛的模型。
将上述中因诱导产生的模型称为诱导型关节炎模

型,另一类为基因工程型动物模型,按照这两大类

来进行介绍。

1　 诱导型关节炎模型

佐剂诱导的关节炎动物模型最初由细菌学家

Freund 于五十年代创立,又称弗氏佐剂性关节炎。
使用弗氏佐剂单次皮下注射可诱导 Wistar 大鼠发

生关节炎,并且多次注射发病率高于单次注射[3]。
发病快,在很短的时间内就可观察到病变,可观察

到脚踝、爪子、尾巴的肿胀,累及单个或多个关节;
组织学可观察到血管翳的形成、中性粒细胞和单核

细胞浸润,有软骨和软骨下骨侵蚀,随后伴有关节

强直,病变多持续 14 ~ 45 d,观察不到慢性活动期。
随后,Trentham 等[4]在 1977 年提出,通过背部皮下

注射 II 型胶原与完全或不完全弗氏佐剂混合物,可
诱导 10 ~ 24 周龄大的远系杂交 Wistar 雌鼠、SD 大

鼠、近交系 Wistar-Lewis 大鼠发生关节炎。 病变主

要累及远端踝关节、跗关节和趾间关节;严重程度

峰值出现在发病后 4 d 内,肿胀维持 5~8 周,最终导

致关节变形。 无论是异源或同源型 II 型胶原作为

免疫原,还是采用完全弗氏佐剂( complete freund’ s
adjuvant, CFA ) 或 不 完 全 弗 氏 佐 剂 ( incomplete
freund’s adjuvant,ICFA)作为免疫原,胶原诱导的关

节炎的临床特征是相似的,大鼠对同源或异源的 II
型胶原具有同样的易感性[4]。 1980 年 Courtenay
等[5]提出使用 II 型胶原诱导小鼠关节炎模型。 通

过背部皮下注射牛 II 型胶原在近交系 8 ~ 15 周龄

DBA / 1 小鼠中诱导关节炎,多在免疫后 23 d 后发

病,早期观察到滑膜及其周围组织水肿,接着伴随

滑膜增生,单核细胞浸润;病变后期,细胞浸润和水

肿减轻,有关节强直,可见滑膜和关节软骨破坏,椎
体很少受累,少数动物的耳朵或尾巴偶见小的炎性

病 灶[5]。 在 刺 激 前 后 给 予 小 鼠 脂 多 糖

(lipopolysaccharide,LPS),可诱导疾病发生得更快,
起病变异性更小[6]。 II 型胶原诱导的大小鼠关节炎

的主要病变相似,且均与人类 RA 有许多相似之处。
但二者免疫不同,DBA / 1 小鼠初次免疫必须使用完

全弗氏佐剂而不是不完全弗氏佐剂,CIA 诱导小鼠

关节炎起病慢,病程长[7]。 近年来,CIA 模型在基于

生物学的新疗法的测试和开发中发挥了重要作用,
如针对 TNF-α 的治疗[8]。

胶原诱导关节炎动物模型的易感性与主要组

织相 容 复 合 物 ( major histocompatibility complex,
MHC)的特定 II 类分子如 H-2r 和 H-2q 有关,同
样,人 RA 的易感性也与 MHC II 类分子 H-2r 和 H
-2q 相关。 在这两种疾病中,都有针对 CII 和类风

湿的自身抗体产生的因素,有证据表明,RA 患者的

抗体针对的是与 CIA 相同的 CII 分子区域[9-10]。
大鼠对佐剂诱导关节炎异常敏感,除了使用弗

氏佐剂以外,非免疫原性佐剂如降植烷、角鲨烯均

可以在大鼠品系中诱发严重的关节炎,且符合 RA
的标准[11]。 大鼠单次皮下注射降植烷可以诱导

PIA,小鼠需要注射两次降植烷,时间间隔为 50 d,
然后是慢性复发期,该炎症为 T 细胞依赖型,表现

为关节炎症的一个延长、延迟的临床时间过程;组
织学变现为滑膜增生、软骨和骨糜烂、炎性细胞浸

润、血管翳形成;可以检测到类风湿因子,热休克蛋

白和 I、II 型胶原抗体也被检测到。 非免疫原性佐剂

关节炎表明,非特异性的免疫系统刺激可以引发关

节炎。 DA 系大鼠对 PIA 最敏感, 发病率可达

100%,E3 系最不敏感,发病率为 0[12]。 降植烷诱导

的关节炎模型对 TNF-α 抑制剂疗法不敏感,因此该

模型可用于研究除 TNF-α 抑制剂疗法以外的新方

法,对于研究对 TNF-α 抑制剂疗法无效的患者的相

关治疗方法是有重要意义的[13]。
COMP 是一种软骨特异性分子,可在几种大鼠

以及小鼠品系中诱发急性和自限性关节炎[14-15],天
然和变性 COMP 均可在大鼠中诱发严重关节炎,病
变变现为滑膜中度增生、肥大,伴血管翳形成。 虽

然骨和软骨的破坏是明显存在的,但它们仅限于边

缘区,而整个关节结构只是偶尔被重塑。 多数情况

下,关节炎是逐渐愈合的,免疫后 43 d 没有炎症或

畸形的迹象。 疾病具有自限性,很容易在对 CIA 以

及佐剂模型具有抗性的 E3 品系中诱导,这种差异

不仅与 RT1u 单倍型有关,也与非 MHC 基因有关,
表明, COMP 依赖于独特的疾病途径。 与天然

COMP 免疫诱导的关节炎类似,变性 COMP 免疫诱

导的关节炎,但它往往更持久,特别是在 E3 品系。
研究发现[16] ,II 型胶原诱导大鼠关节炎,其血

清经 50%硫酸铵分级浓缩后,转移至正常受体内,
在 18 ~ 72 h 后可诱发关节炎,并且可以表现出早
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期炎症病变的所有病理组织学特征,如巨噬细胞

和中性粒细胞浸润,但是炎症短暂、不严重。 转移

的血清中含有活性的 IgG 抗胶原蛋白抗体。 该种

方法所致关节炎为快速发病,疾病高峰期在 8 d 以

内,而且具有高度的同步性,而 CIA,在疾病的发生

率、同步性和分布方面存在很大的个体差异。 该

方法还适用于免疫一些不适合进行 CIA 免疫的小

鼠品系。
在诱导型关节炎模型的多种方法中(见图 1),

AA 操作方法简单,但是缺乏慢性病过程,病变具有

一定的自限性,在病理生理学特点上存在较大差

距;CIA 诱导的关节炎发病时间与临床表现不一,虽
然与人类 RA 有很多相似之处,但是无病情波动和

复发情况,没有类风湿因子及抗核抗体,但它已经

是目前公认的研究 RA 最佳模型,特别是在治疗机

制及免疫反应有关的研究中;降植烷诱导的关节炎

模型耗时久,该模型主要依赖 T 细胞激活,主要用

来药物验证;COMP 诱导的关节炎发病较 AA 要快,
起病急,病程短,虽然其外周关节病变在临床上与

RA 相似,但不产生永久的关节破坏[17]。
重点介绍 AA、CIA、PIA 以及 COMP 诱导的关

节炎其发病机制和主要病变可见表 1[18-29]。

2　 基因工程型关节炎模型

小鼠在经过一定的基因修饰后可以自发形成

关节炎,与依赖多基因性状相比,靶向基因工程使

自发性疾病模型的定义更狭窄,更简单,也可进一

步了解细胞因子在 RA 发展中的作用,下面介绍几

种基因修饰后的自发关节炎动物模型,如表 2
所示。

通过 RA 患者分离的滑膜细胞进行体外研究,
发现单核细胞 /巨噬细胞产物肿瘤坏死因子(TNF-
α)通过诱导促炎细胞因子级联,在关节炎症中起中

心作用[30-32]。 1991 年构建人类 TNF 转基因小

鼠[33],表现出人类 TNF 基因表达的失调模式,可发

展为慢性炎性多关节炎,并且观察到与人类 RA 相

一致的组织学特征,滑膜增生,炎性细胞浸润在不

同的发育阶段都很明显;血管翳形成,关节软骨破

坏和大量纤维组织产生,与人类 RA 相一致的组织

学特征,在疾病晚期被观察到。 该研究也证明了在

转基因小鼠中可以建立正确的、内毒素应答的和巨

噬细胞特异性的人类 TNF 基因表达,并证明了人类

TNF 基因的 3′-区域可能参与了巨噬细胞特异性的

图 1　 关节炎诱导流程图

Figure 1　 Arthritis induction flow chart

转录。 随后研究发现[34],在 C57B1 / 6 CBA 小鼠的

背景下,与 BDA / 1 反向杂交产生一种 TNF 过表达

的小鼠,其关节炎发病比前者要严重,可导致关节

炎的发病加速,且持续几代,就是说第一代发病在 8
~9 周,意味着第 11 代可能是在第三周或者出生后

11 d 就发病。 这些小鼠关节中淋巴细胞和巨噬细

胞浸润可表明,细胞因子的产生和随后的关节损伤

至少部分是通过成纤维细胞的 TNF-α 的异常表达

产生的。 通过体内注射人类 TNF 抗体可以预防小

鼠中关节炎的发生并治疗已发生的关节炎,这些结

果为 TNF 在炎症性关节炎发病机制中的作用提供

了直接证据。 抑制 TNF 可能被证明在设计这类疾

病的治疗方案中是有用的。
白介素-1( interleukin 1,IL-1)作为一种促炎因

子,也参与人类 RA 的疾病进展,IL-1 似乎特别重

要,因为将 IL-1 注入正常兔关节会引起严重的关节

炎[35],并且将抗 IL-1 抗体或 IL-1 受体拮抗剂( ra)
注入受影响的关节会改善疾病[36-38]。 IL-1 受体拮

抗剂(ra)是其内源性抑制剂,为了阐明 IL-1ra 的作

用,通过基因靶向构建 IL-1ra 缺陷型小鼠,IL-1ra 缺

陷小鼠是通过将分泌型的整个外显子与 neo 基因进
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　 　 　 　 表 1　 诱导型类风湿关节炎动物
Table 1　 Induced rheumatoid arthritis animals

模型名称
Model name

动物品系
Animal strains

造模方法
Methods

主要机制
Main mechanism

发病周期
Disease cycle

用途
Uses

参考文献
Regerences

佐剂诱导关节炎
模型
Adjuvant induced
arthritis model

大鼠
Rat

皮下注射完全弗氏佐
剂诱导关节炎模型,可
在第 14 天进行二次
注射
Subcutaneous injection
of CFA induced arthritis
model, can be given a
second injection on the
14th day

65KD 热休克蛋白、
T 细胞相关
65KD heat shock
protein, T cell related

初次免疫后 14 d,可推
迟至 45 d,平均发病时
间为 22 d
14 days after the initial
immunization, it can be
postponed to 45 days,
the average onset time is
22 days

常规 RA 药物疗效检
测,特别是非甾体类抗
炎药的临床前测试;光
动力疗法的研究
Conventional RA drug
efficacy testing,
especially preclinical
testing of non-steroidal
anti-inflammatory drugs;
research on
photodynamic therapy

[3,16,
18-19]

II 型胶原诱导关
节炎模型
Type II collagen
induced
arthritis model

大鼠
Rat

背部皮下注射同源或
异源 II 胶 原 与 CFA
或 ICFA
Subcutaneous injection
of homologous or
heterologous collagen II
with CFA or ICFA in
the back

T 细胞和 B 细胞对
CII 的特异性应答;
MHC II 类 分 子
相关
Specific response of
T cells and B cells
to CII; MHC II
molecules are
related

免疫后 14 ~ 60 d 会观
察到病变,平均发病时
间为 21 d
Lesions will be observed
14~60 days after
immunization, with an
average onset time of
21 days

大鼠中发病率的性别
差异与 RA 一致,可用
于分析其性别差异性
的原因;基因微阵列
Gender differences in
incidence rates in rats
are consistent with RA,
which can be used to
analyze the causes of
gender differences;
gene microarray

[4,20-
22]

II 型胶原诱导关
节炎模型
Type II collagen
induced
arthritis model

小鼠
Mice

尾部皮下注射牛 II 型
胶原与 CFA,第 21 天
加强免疫
Subcutaneous injection
of bovine type II
collagen and CFA in
tail, boost immunity in
21 days

T 细胞和 B 细胞对
CII 的特异性应答;
MHC II 类 分 子
相关
Specific response of
T cells and B cells
to CII; MHC II
molecules are
related

初次免疫后 23 d 可观
察到病变
Lesions were observed
23 days after the
initial immunization

RA 新药物治疗和预防
作用检测和细胞因子
等治疗靶点的检测;基
因微阵列
Detection of new drug
treatment and prevention
effects of RA and
detection of therapeutic
targets such as
cytokines; gene
microarray

[ 5, 8,
22-24]

降植烷诱导关节
炎模型
Pristane induced
arthritis model

大鼠、小鼠
Rat、mice

大鼠中单次皮内注射
降植烷;小鼠中间隔 50
d,分两次注射降植烷
Single intradermal
injection of pristane in
rat; two injection of
pristane at an interval of
50 days in mice

与 MHC 有关,并依
赖于 T 细胞活化
Related to MHC and
dependent on T
cell activation

发病时间较长,可在降
植烷给药后 60 ~ 180
d 内
The onset time is
longer, which can be
within 60~180 days
after the administration
of phytan

了解炎症性关节疾病
机制,验证新型抗关节
炎药物的疗效;特别是
在 T 细胞相关途径
Understand the
mechanism of
inflammatory joint
diseases and verify the
efficacy of new anti-
arthritis drugs;
especially in T cell
related pathways

[ 25 -
29]

COMP 诱导关节
炎模型
COMP induced
arthritis model

大鼠、小鼠
Rat、mice

尾部皮下注射 COMP
与 ICFA 的乳化剂
Subcutaneous injection
of COMP and ICFA
emulsifier in tail

RT1u MHC 单 倍
型;对 COMP 的免
疫反应
It is related to RT1u
MHC haplotype and
the immune response
to COMP

起病急, 病程为急性
期,病程范围为 13 ~
43 d
The onset is acute and
the course is acute, with
a course ranging from 13
to 43 days

该模型可作为研究关
节炎发病机制的合适
模型和替代模型
This model can be used
as a suitable model and
an alternative model for
studying the
pathogenesis of arthritis

[ 14 -
15]
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行同源重组而产生的[39]。 在这些突变小鼠中,IL-
1ra 的四种亚型均被破坏。 这些小鼠与 BALB / cA
或 C57BL / 6J 品系小鼠回交 5~8 代,与 BALB / cA 小

鼠回交 5 代后,IL-1ra- / - 小鼠自发发展为慢性炎症

性关节炎,后肢的踝关节处的肿胀和发红最为明

显,前肢的关节也发展为关节炎,发生率和严重性

较低;组织学分析显示滑膜和关节周围炎症;可看

到包括淋巴细胞和嗜中性粒细胞在内的炎性细胞

的入侵形成了血管翳,骨侵蚀也很明显[40]。 研究表

明 IL-1ra 基因的缺乏会引起自身免疫性疾病和关节

炎,强调 IL-1 / IL-1ra 平衡在维持关节正常生理和免

疫系统稳态方面的重要性。 除此之外,发现 C57BL /
6J 背景下的 IL-1ra- / - 小鼠在 II 型胶原免疫时发生

关节炎的几率很高,这表明 IL-1ra- / -小鼠的免疫系

统具有高反应性,我们还观察到该疾病在 DBA / 1 背

景下的早期发病和更严重的表型[40]。

研究发现[41],编码 T 细胞中一个关键的信号转

导分子,ZAP-70 SH2 结构域的基因发生了自发的点

突变,导致 BALB / c 小鼠的慢性自身免疫性关节炎,
称为 SKG 关节炎模型。 小鼠在 2 个月大时开始发

病,X 线检查显示,在 8 ~ 12 个月大时,软骨下骨破

坏和融合、关节脱位和骨质疏松症。
除此之外还包括 K / BxN 模型[42]、Human / SCID

嵌合体小鼠模型[42] 和 Human DR4-CD4 小鼠模型[43]

等。 K / BxN 模型小鼠关节炎属于慢性进行性疾病,
首先表现为关节肿胀,并发展到多个关节畸形严重损

害活动能力的程度,关节受累明显对称,并显示出明

显的远端突出;组织学分析揭示了大量白细胞浸润,
滑膜炎,血管翳形成,软骨破坏,骨质侵蚀继而重塑和

纤维化[42]。 基因工程型关节炎模型更有助于研究某

一特定因子或者基因在关节炎疾病中的作用,模型具

有遗传性,可以在后代中持续表达。
表 2　 基因工程型类风湿关节炎模型

Table 2　 Genetically engineered rheumatoid arthritis model

模型名称
Model name

动物品系
Animal
strains

处理方式
Methods

主要机制
Main mechanism

发病周期
Disease cycle

用途
Use

参考文献
References

TNF 转基因关
节炎模型
TNF transgenic
arthritis model

小鼠
Mice

将含有 3′ -修饰后的完
整人类 TNF 基因的片段
注入到 CBA 与 C57B1 / 6
杂交第二代小鼠受精卵
内,获得转基因小鼠
Inject the 3′-modified
human TNF gene-
containing fragment into
the fertilized eggs of CBA
and C57B1 / 6 hybrid
second-generation mice to
obtain transgenic mice

TNF 过表达
TNF overexpression

3~4 周龄可观察到踝关节
肿胀;9~10 周腿部运动障
碍发展为完全丧失后腿的
运动能力
Swelling of the ankle joint
can be observed at 3 ~ 4
weeks of age; dyskinesia of
the legs at 9 ~ 10 weeks
develops a complete loss of
hind leg exercise capacity

用于研究 TNF 关节炎
中相关细胞因子的作
用,如核因子 κB 受体
活 化 因 子 配 体
(RANKL)
Used to study the role of
related cytokines in TNF
arthritis, such as nuclear
factor κB receptor
activating factor ligand
(RANKL)

[33-
34,
44]

IL-1ra- / - 关 节
炎模型

IL-1ra- / -

arthritis model

小鼠
Mice

构建 IL-1ra 表达载体,将
其注入小鼠受精卵内,通
过繁殖产生突变小鼠
Construct IL-1ra
expression vector, inject it
into mouse fertilized eggs,
and generate mutant mice
through reproduction

IL-1 和 IL-1ra 平衡失
调;T 细胞
IL-1 and IL-1ra are out
of balance; T cells

BALB / cA 背景的 IL-1ra- / -

小鼠最早 5 周龄时就可发
病,大于 80%的小鼠在 8
周龄之前变成关节炎;13
周龄所有小鼠都发病

IL-1ra- / - mice with BALB /
cA background can develop
disease at the earliest 5
weeks of age, and more
than 80% of the mice
become arthritis before 8
weeks of age; all mice at 13
weeks of age

可用于研究细胞因子
在 RA 发病中的作用,
如 IL-17 在 RA 中 的
作用
Can be used to study the
role of cytokines in the
pathogenesis of RA,
such as the role of IL-17
in RA

[39-
40, 45
-46]

K / B×N 关节炎
模型
K / B × N
arthritis model

小鼠
Mice

Aβg7 转基因的 BABL / c
与同品系 B6.H2g7杂交

Crossing of Aβg7 transgenic
BABL / c with the same
strain B6.H2g7

T 细胞受体与 MHC II
类分子的免疫反应
相关
Related to the immune
response of T cell
receptors and MHC
class II molecules

25~35 d 可观察到病变
The lesion can be observed
in 25~35 days

研究 IFN 对 RA 治疗的
相关机制
To study the mechanism
of IFN treatment for RA

[42-
43,
47]
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3　 结语

近年来,人们对于关节炎动物模型的研究逐渐

增多,模型构建方法也从诱导型发展至基因工程修

饰的小鼠动物品系。 对动物模型的不断深入研究,
对于 RA 的发病机制、影响因素以及治疗方法等多

方面都发挥了至关重要的作用。 多种类的动物模

型,也使得研究更加精准,尤其新的基因工程模型,
为一些靶点药物研究提供了新思路。 虽然目前对

RA 动物模型的研究较为广泛,但模型都是在特定

的条件下诱导产生,不能完全反应 RA 疾病过程中

的所有影响因素,而且动物模型侧重于啮齿类动

物,与人类还存在较大的种属差异。 所以研究出一

种种属与人类更贴近,操作更为便捷、经济,更加全

面反应人类 RA 疾病进展的动物模型是今后研究

RA 动物模型的重要内容之一。
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铁死亡的发生机制及其在血液系统肿瘤中的研究进展

殷贤青,刘容容∗

(广西医科大学第一附属医院血液内科,南宁　 530000)

　 　 【摘要】 　 铁死亡为近年来发现的一种非凋亡细胞死亡模式,其发生通路对肿瘤的发生发展起着重要的影响。
许多研究表明,白血病和淋巴瘤等血液系统肿瘤的肿瘤细胞对铁死亡敏感,调节铁死亡通路中的调控因子可以加

速或抑制肿瘤的疾病进展。 本文综述了铁死亡的发生机制和目前在血液系统肿瘤中的研究,为后续将铁死亡应用

于血液系统肿瘤的研究和治疗提供参考。
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The mechanism of ferroptosis and research progress on its involvement in
hematological malignant tumors

YIN Xianqing, LIU Rongrong∗

(Department of Hematology, the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530000, China)

　 　 【Abstract】　 Ferroptosis, a type of non-apoptotic cell death discovered in recent years, plays an important role in the
development of tumors. Many studies have shown that hematological malignant tumors, such as leukemia and lymphoma,
are sensitive to ferroptosis. Moreover, regulation of the ferroptosis pathway can accelerate or inhibit the disease progression
of tumors. Herein, the mechanism of ferroptosis and current research examining its involvement in hematological malignant
tumors are reviewed to provide a reference for future research and treatment of ferroptosis in hematological tumors.

【Keywords】　 ferroptosis; ROS; GPX4; leukemia; lymphoma; iron metabolism

　 　 细胞死亡是维持个体正常生长发育及内环境

稳态的重要环节之一,经典的细胞死亡模式为凋

亡、自噬和坏死。 铁死亡是一种新的细胞死亡调控

形式,其形态学特点是细胞体积缩小,线粒体膜密

度增加,嵴减少,它在机制上不同于细胞坏死和凋

亡,主要特点是活性氧(ROS)的生成、脂质过氧化

和铁的积累。 随着近年来铁死亡机制研究的深入,
许多研究表明铁死亡与肿瘤的发生发展密切相关。
白血病和淋巴瘤是血液系统恶性肿瘤,其现有的治

疗方案治疗有效率低,仍需探索新的治疗模式,而
铁死亡的研究进展也为血液系统肿瘤的治疗提供

了新的思路。

1　 概述

铁死 亡 是 Dixon 等[1] 在 2012 年 提 出 的 由

erastin 和 RSL3 等小分子诱导的依赖铁的一种新的

死亡模式,主要特点是活性氧(ROS)的生成、脂质

过氧化和铁的积累。 特定的小分子化合物作用于



细胞内特异性靶点,引起抗氧化剂谷胱甘肽(GSH)
或谷胱甘肽过氧化物酶 4(GPX4)减少,导致细胞内

ROS 堆积,细胞发生脂质过氧化,在铁协同作用下

诱发细胞铁死亡[2-3]。 游离胱氨酸经胱氨酸谷氨酸

转运受体( systemXc
- )转运进细胞内,为合成 GSH

的底物,谷胱甘肽是一种主要的氧化还原分子,其
功能是通过将一个电子提供给谷胱甘肽过氧化物

酶 4 (GPX4)来防止铁中毒[4],而 GPX4 是唯一能减

少磷脂过氧化氢的酶[5](图 1)。 但上述通路引起的

脂质过氧化水平增高通过什么机制引起铁死亡仍

是一个未解之谜。
白血病和淋巴瘤是最常见的血液系统恶性肿

瘤,主要治疗方法是化疗和干细胞移植,虽然干细

胞移植治疗水平在近年来有较大提升,但其应用具

有一定的限制性。 而化疗方案的缓解率不高,且近

年来并没有实质性的进展。 因此仍需探究对患者

受益较大的治疗方案。 铁死亡作为细胞死亡模式

之一,是肿瘤研究和治疗中的热门研究方向[6-7]。
目前铁死亡在血液系统肿瘤中研究较多的为通过

调节铁死亡的调节因子,影响细胞对铁死亡的敏感

性,从而调节肿瘤细胞的铁死亡水平。

2　 铁死亡机制及在血液系统肿瘤中的研究

2. 1　 脂质过氧化与血液系统肿瘤

活性氧(ROS)由正常生理过程产生的,在细胞

信号转导和组织稳态中起重要作用。 然而,过量的

活性氧自由基对细胞成分产生不利的修饰,如脂

质、蛋白质和 DNA 损伤[8-9]。 由于生物细胞膜或细

胞器膜富含高多不饱和脂肪酸(PUFAs),特别容易

受到 ROS 损伤,这被称为“脂质过氧化”,ROS 诱导

的脂质过氧化在细胞死亡中起着重要的作用。 脂

质过氧化直接损伤磷脂,也可作为诱导细胞程序性

死亡的细胞死亡信号[10-11]。 在 erastin 和 RSL3 诱导

的铁死亡中,均伴有 ROS 的累积,通过高通量筛选

发现 ferrostatin-1 (Fer-1)和 liproxstatin-1 (Lip-1)
可阻止 erastin 诱导的 ROS 累积,从而特异性的抑制

RSL 诱导的铁死亡,这也验证了 ROS 累积对促进铁

死亡的重要作用[1,12]。
GPX4 是一种抗氧化酶,GPXs 家族成员之一,

也是人类基因组 17 中含有硒半胱氨酸的 25 种蛋白

质之一,它以谷胱甘肽为辅助因子,将脂质过氧化

物还原为脂质醇,这一过程阻止了活性氧 ROS 的合

成[13-14]。 GPX4 是 RSL3 的蛋白靶点,RSL3 能特异

性抑制 GPX4 活性,导致细胞内 ROS 堆积,从而诱

导细胞的铁死亡[15],而过表达的 GPX4 可降低铁死

亡水平[16]。 Pedro 等[17] 人证明敲除 GPX4 基因会

导致细胞发生铁死亡。 硒可以通过转录因子

TFAP2c 和 Sp1 的协同激活来增强 GPX4 和这个转

录程序中的其他基因,有效地抑制 GPX4 依赖的铁

死亡,而硒的缺失会使 GPX4 失去活性,使细胞对氧

化损伤的敏感性增高[18-19]。 此外,Fino2 和 FIN56
可通过间接抑制 GPX4 的水平和活性来诱导铁死

亡,而不影响谷胱甘肽的水平[20-21]。
胱氨酸谷氨酸转运受体( systemXc

-)是细胞膜

转运体的一个组成部分,由 SLC7A11 和 SLC3A2 组

成的异质二聚体,负责胞外胱氨酸和胞内谷氨酸的

交换[22]。 在生理状态下,细胞外的胱氨酸通过

systemXc
-转运进细胞内,为合成抗氧化剂谷胱甘肽

的底物,而谷胱甘肽是清除活性氧的主要成分[23]。
阻断 systemXc

- 会抑制半胱氨酸依赖的谷胱甘肽

(GSH)合成,进而损害细胞的抗氧化防御能力,从
而促进 ROS 的积累,诱导细胞发生铁死亡。 Wang
等[24]人发现敲除 Slc7a11 基因小鼠体内胱氨酸 /半
胱氨酸的来源降低,从而限制了随后的 GSH 合成,
增加了细胞对铁超载诱导的铁死亡的敏感性。 而 b
-巯基乙醇(b-ME)可以通过另一种途径促进胱氨

酸的摄取,从而绕过对 systemXc
- 的抑制,它可以强

烈地抑制由谷氨酸诱导的 HT-1080 细胞的死亡[1]。
综上,铁死亡过程中伴随着 ROS 的积累和脂质

过氧化水平的增高,而 GPX4 通过抗氧化减少细胞

内 ROS 累积来减轻细胞对铁死亡的敏感性,GPX4
的水平和活性能影响铁死亡水平。 此外,systemXc

-

通过影响 GSH 的代谢调节 ROS 的平衡,为参与铁

死亡的重要一环。
Probst 等[25] 人 使 用 急 性 淋 巴 细 胞 白 血 病

(ALL)细胞系为细胞模型,RSL3 处理后该细胞系细

胞死亡,这种死亡过程伴随着脂质过氧化增加水平

的增高,加入脂质过氧化抑制剂 Fer-1 或脂氧合酶

(LOX)后可抑制这种细胞死亡,且铁螯合剂 DFO 可

逆转 RSL3 触发的细胞死亡,这些结果表明 ALL 细

胞对 RSL3 诱导的铁死亡敏感。 此外,Yang 等[13] 人

通过检测 117 个来自不同组织的癌细胞系对 erastin
敏感性,数据分析结果显示弥漫性大 B 淋巴瘤

(DLBCLs) 特 别 敏 感, 且 在 经 erastin 处 理 后 的

DLBCL 细胞系中产生了脂质过氧化物,而使用亲脂

性抗氧化剂可以挽救细胞死亡,表明在在此细胞系
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中发生的细胞死亡具有铁死亡的特征。 进一步分

析了 DLBCL 细胞系和其他造血细胞系对 203 种不

同致死化合物的敏感性,发现 DLBCL 细胞系对所有

化合物的平均耐药能力较弱, 表明 DLBCLs 对

erastin 诱导的 ferroptosis 的敏感性增强并不是由于

对所有化合物都具有普遍的敏感性。 上述研究表

明,白血病和淋巴瘤细胞对铁死亡敏感性高,且伴

随 ROS 堆积过多、脂质过氧化水平增高的现象,与
目前所知的铁死亡经典通路相符合。

近年来有学者发现急性髓系白血病(AML)和

Burkitt 淋巴瘤对可促进铁死亡的化合物敏感。 酪啡

肽(Typhaneoside, TYP)是蒲黄花粉提取物中的主

要黄酮类化合物,处理 AML 细胞后通过促进 AMP
激活蛋白激酶 (AMPK) 信号的激活,显著地触发

AML 细胞的自噬,最终导致铁蛋白降解、ROS 积累,
同时伴有线粒体功能障碍,最终导致细胞铁死

亡[26]。 此外, Wang 等[27] 人研究了青蒿琥酯对

Burkitt 淋巴瘤细胞基因表达及细胞抑制的影响,结
果显示青蒿琥酯可诱导 Burkitt 淋巴瘤细胞的铁死

亡,从而导致内质网应激反应,激活 ATF4-CHOP-
CHAC1 通路,并降解了细胞内的 GSH,从而削弱了

淋巴瘤细胞对铁死亡的抵抗能力,增强了 Burkitt 淋
巴瘤细胞的铁死亡,这可由 Lip-1、Fer-1 和 DFO 对

细胞的保护作用得到证明。 这些研究为促铁死亡

化合物在血液肿瘤治疗领域的应用提供了新思路。
人淋巴瘤细胞和白血病细胞不能将蛋氨酸转

化成胱氨酸,因此,细胞外胱氨酸摄取是其生长和

进展所必需的。 有趣的是,与其他系统实体瘤中高

表达的 SLC7A11 水平相比,在慢性淋巴细胞白血病

(CLL)中 SLC7A11 表达下调,systemXc
-转运胱氨酸

能力下降,可促进细胞内 ROS 增加,这表明了 CLL
与铁死亡密切相关[28]。

除了体外研究外,有临床研究结果显示[29],在
DLBCLs 患者中,GPX4 的表达率为 35. 5%(33 / 93),
GPX4 阳性组的总生存期和疾病无进展生存期较

GPX4 阴性组差,这可能与 GPX4 能减少细胞内脂

质过氧化水平而降低细胞对铁死亡的敏感性的

有关。
综上,细胞发生铁死亡过程中伴随着 ROS 的积

累和脂质过氧化为铁死亡发生机制的重要环节,对
GPX4 和 systemXc

-等通路的调节最终均通过影响细

胞内 ROS 的稳态来改变细胞对铁死亡的敏感性。
研究表明,通过多通路调节增加细胞内 ROS 的堆积

可增加白血病及淋巴瘤细胞对铁死亡的敏感性,从
而为临床上治疗血液系统肿瘤的药物选择提供了

新的研究方向。
2. 2　 p53 与血液系统肿瘤

人们普遍认为 p53 介导的细胞周期阻滞、凋亡

和衰老是抑制肿瘤的主要机制。 Jiang 等[30] 人报

道,p53 通过抑制 SLC7A11 的转录降低了胱氨酸的

摄取,减少细胞内 GSH,增加细胞内 ROS 堆积,从而

增加细胞铁死亡的易感性。 他们使用了 p53 的一种

不能诱导其它形式的细胞凋亡,但保留了调节

SLC7A11 表达的能力的乙酰化缺陷突变体 p533KR,
发现 SLC7A11 在许多类型的人类癌症中过表达,而
高水平的 SLC7A11 表达可以显著消除 p533KR诱导

的肿瘤生长抑制活性,表明这种抑制活性与细胞周

期阻滞、凋亡和衰老无关。 同时,他们发现高水平

的活性氧可以触发 p53 介导的铁死亡。 而 p53 对细

胞 ROS 水平的调节作用是一个有趣的过程。 在细

胞内为低水平或基础 ROS 水平时,p53 可以阻止细

胞积累致命水平的 ROS,然而,当 ROS 水平异常升

高时,p53 可能会通过铁死亡来促进细胞的清除。
由此可知,p53 可以通过影响细胞内 ROS 水平来调

节细胞铁死亡水平。
ALOX12 基因位于人类染色体 17p13. 1 上,位

置非常接近 TP53 位点,部分学者认为许多人类肿

瘤已经丢失了一个 ALOX12 等位基因[31]。 Chu
等[32]人采用分别缺失脂氧合酶六种亚型的 p533KR

H1299 细胞,经过氧化叔丁醇 ( TBH) 处理后检测

ROS 诱导的铁死亡水平,发现 ALOX12 的功能缺失

特异阻断了 p53 介导铁死亡,且 SLC7A11 通过特异

性结合 ALOX12 来抑制其酶活性,从而证实 p53 可

以通过抑制 SLC7A11 的转录从而抑制 systemXc
-系

统,间接激活 ALOX12 脂氧合酶活性,导致 ROS 诱

导下 ALOX12 依赖性的铁死亡,而这条诱导铁死亡

的途径独立于 GPX4 途径。 因此,p53 可以通过调

节 SLC7A11 的转录水平和活性来调控铁死亡水平。
进一步研究发现,ALOX12 缺失可抑制 p53 介导的

p53 型铁死亡并加速 myc 诱导的肿瘤发生,在 Eμ-
Myc 老鼠模型中,损失一个 Trp53 等位基因时会显

著加速 Myc 诱发的经典 Eμ-Myc 淋巴瘤模型的形

成,而丢失一个 ALOX12 等位基因会缩短这类小鼠

的中位生存期。
综上,p53 通过调节 ROS 水平增加细胞随铁死

亡的敏感性,而 p53 功能性缺失对 Eμ-Myc 淋巴瘤
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的发生和预后有重要作用。
2. 3　 铁代谢与血液系统肿瘤

铁是人体内参与多种代谢的重要金属离子之

一,对促进铁死亡的发生起着重要作用。 铁离子参

与铁死亡的具体机制尚不明确,研究表明,在生理

条件下,循环游离铁与转铁蛋白结合,体内铁代谢

维持稳态,当体内出现铁超载时,血清转铁蛋白结

合接 近 饱 和, 循 环 中 存 在 非 转 铁 蛋 白 结 合 铁

(NTBI) [4,33-34],而过量的铁可通过 Fenton 反应使细

胞内 ROS 含量升高,从而促进铁死亡[35]。 使用枸

橼酸铁(FAC)在体外处理小鼠原代肝细胞和骨髓

来源巨噬细胞(BMDMs) 显著增加了细胞的脂质过

氧化水平,降低了 NADPH 含量和细胞生存能力,而
铁死亡抑制剂和铁螯合剂可逆转上述改变[24]。 此

外该团队还发现,Slc7a11- / -小鼠模型在基础铁条件

下不发生铁死亡,高铁饮食引起小鼠体内非转铁蛋

白结合铁增高,GSH 水平降低, ROS 水平升高,表
明,铁诱导的铁死亡是一个不同于 erastin 诱导的铁

死亡的过程。

注:(a):酪啡肽处理 AML 细胞后可通过激活 AMPK 信号导致 AML 细胞铁死亡,并伴随铁蛋白降解及 ROS 累积;(b):RSL3、erastin 处

理 ALL 细胞、DLBCLs 后致细胞发生铁死亡,伴随脂质过氧化水平增高,而抗氧化剂及 DFO 可抑制其发生;( c):CLL 细胞中 SLC7A11

表达下调,systemXc
-转运胱氨酸能力下降,致细胞内 ROS 增加,促进细胞铁死亡;(d):p53 可抑制 systemXc

-而促进 Eμ-Myc 淋巴瘤细

胞发生铁死亡,而缺失 TP53 基因会加速 Eμ-Myc 淋巴瘤模型形成;(e):青蒿琥酯可通过激活 ATF4-CHOP-CHAC1 通路并降解 GSH 诱

导 Burkitt 淋巴瘤细胞铁死亡。

图 1　 铁死亡与血液系统肿瘤

Note. (a), Typhaneoside treatment of AML cells resulted in ferroptosis in AML cells by activating AMPK signaling, accompanied by ferritin
degradation and ROS accumulation. (b), RSL3 and erastin treatment of ALL and DLBCLs resulted in ferroptosis, accompanied by increased lipid
peroxidation, which was inhibited by antioxidant and DFO. (c), Expression of SLC7A11 in CLL cells was down-regulated, and the systemXc-
transporter cystine ability was decreased, leading to the increase of intracellular ROS and the promotion of cell ferroptosis. ( d), p53 inhibits
systemXc- and promotes ferroptosis in Eμ-Myc lymphoma cells, while the deletion of TP53 gene accelerates the formation of Eμ-Myc lymphoma
model. (e), Artesunate can induce ferroptosis in Burkitt lymphoma cells by activating ATF4-CHOP-CHAC1 pathway and degrading GSH.

Figure 1　 Ferroptosis and hematological malignant tumor

此外还有许多研究结果与其相一致。 核受体

辅激活因子 4 (NCOA4)是铁蛋白在铁死亡中的选

择性自噬翻转的选择性受体,Hou 等[36]人在 PANC1
细胞中敲除 NCOA4,细胞内二价铁水平减低,减少

了 erastin 诱导的铁死亡,而通过转染过表达 NCOA4

的细胞中二价铁水平增高,且铁死亡水平增高,因
此,NCOA4 介导的铁蛋白降解导致的细胞内铁离子

增加参与了铁死亡。 GPX4 抑制剂处理的细胞分泌

的大量外泌体中含有铁蛋白,在发生铁死亡时,
prominin 2 水平与细胞内游离铁水平呈负相关,表
明外泌体将细胞内铁排出细胞能保护细胞免于发

生铁死亡[37]。
近年来有学者发现急性髓系白血病(AML)和

Burkitt 淋巴瘤对可促进铁死亡的化合物敏感。 双氢

青蒿素(DHA) 在 G0 / G1 期强烈抑制 AML 细胞系

的活力并阻滞细胞周期,进一步研究发现,DHA 通

过调控 AMPK / mTOR / p70S6k 信号通路的活性诱导

自噬,加速铁蛋白的降解,增加不稳定的铁池,促进

细胞 ROS 的积累,并伴有线粒体功能障碍,最终导

致细胞发生铁死亡[38]。
此外,与其他系统的恶性肿瘤不同的是,血液

系统恶性肿瘤患者由于正常红细胞生成障碍及化

疗而需要反复输血治疗,导致体内铁负荷加重。 而

过量的铁和 ROS 催化产生会通过烟 NADPH 氧化酶

(NOX) 和 GSH 消耗促进造血干细胞的恶性转

化[39],且在骨髓增生异常综合征中,ROS 诱导的

DNA 损伤可能增加患者进展为白血病的风险[40]。
上述研究结果表明,过量的铁通过 ROS 途径促

进细胞铁死亡的发生,铁蛋白代谢相关途径介导的
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细胞内铁离子水平变化也与铁死亡密切相关,调节

铁的代谢稳态可影响 AML 细胞对铁死亡的敏感性,
而白血病的疾病进展也会增加患者体内铁的蓄积。

3　 总结与展望

铁死亡是由 Erastin、RSL3 等小分子诱导的一种

细胞死亡模式,由 GPX4、GSH 代谢、铁代谢等多通

路调控,其发生发展伴随着 ROS 的堆积,导致细胞

膜发生脂质过氧化,其具体发生机制还需进一步研

究。 细胞死亡模式的研究仍是攻克治疗肿瘤难题

的重要环节之一,近年来铁死亡在肿瘤领域的研究

中较为热门,许多研究表明,通过调节铁死亡诱导

因子水平、细胞内 ROS 产生和消亡的平衡以及调控

铁代谢稳态能增加部分白血病及淋巴瘤细胞对铁

死亡的敏感性,从而达到杀死肿瘤细胞的作用,也
发现了多种化合物与肿瘤细胞发生铁死亡密切相

关,且铁死亡诱导因子水平与疾病的预后相关。 而

血液系统肿瘤疾病进展及治疗带来的变化也会对

铁死亡过程产生影响。 但现有的铁死亡在血液肿

瘤中的研究仍处于起步阶段,尚不成熟,需要进一

步的体外实验验证铁死亡对血液肿瘤细胞的作用

及机制,期望将来能有更多相关研究,为白血病及

淋巴瘤的治疗方案提供新的思路。
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Rab7 介导线粒体和溶酶体互作机制新进展

陈研色,潘庆军,刘华锋,王淑君∗

(湛江市慢性肾脏病防控重点实验室,广东医科大学附属医院肾脏疾病研究所,广东 湛江　 524001)

　 　 【摘要】 　 溶酶体不仅是细胞中物质的降解中心,更是许多物质代谢过程和细胞生长的重要代谢传感器,类似

的,线粒体也是决定细胞命运的主要代谢中心,两者通过相互作用对细胞代谢进行共同调节,溶酶体与线粒体功能

障碍或相互作用异常,与代谢性疾病、神经退行性病变和溶酶体贮积症等疾病存在密切关系。 目前我们认识到线

粒体与溶酶体通过线粒体自噬、线粒体衍生的囊泡和线粒体-溶酶体膜接触位点等途径进行相互作用。 然而,调控

这些途径的机制尚未明确,近年,研究表明,Rab7 蛋白参与了线粒体和溶酶体相互交谈过程中的关键环节,包括线

粒体自噬体形成,线粒体自噬体与溶酶体融合以及线粒体-溶酶体接触与解离的过程等等。 因此,本文对 Rab7 在

线粒体与溶酶体相互交谈中的调节作用进行综述,这将为线粒体与溶酶体功能障碍性疾病的发生提供新的理论

依据。
【关键词】 　 线粒体;溶酶体;线粒体-溶酶体互作;Rab7
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Research progress on mechanisms of Rab7-mediated
mitochondria-lysosome crosstalk

CHEN Yanse, PAN Qingjun, LIU Huafeng, WANG Shujun∗

(Key Laboratory of Prevention and Management of Chronic Kidney Disease of Zhanjiang City,
Affiliated Hospital of Guangdong Medical University, Zhanjiang 524001, China)

　 　 【Abstract】　 Lysosomes are not only the degradation center for substances in cells, but also an important metabolic
sensor for many substances, metabolic processes, and cell growth. Similarly, mitochondria are the main metabolic centers
that determine the fate of cells. Together, these two organelles jointly regulate cell metabolism through interactions with each
other, and their dysfunction is closely related to metabolic diseases, neurodegenerative diseases, and lysosomal storage
diseases. At present, we recognize that mitochondria interact with lysosomes through mitophagy, mitochondrial-derived
vesicles, and mitochondrial-lysosomal membrane contact sites. However, the mechanisms regulating these pathways remains
unclear. In recent years, Rab7 protein has been implicated in processes of mitochondria-lysosome crosstalk, including the
formation of mitochondrial autophagosomes, fusion of mitochondrial autophagosomes with lysosomes, and mitochondrial-
lysosome contact and dissociation. In this article, we review the role of Rab7 in crosstalk between mitochondria and
lysosomes, which provides a new theoretical basis for disease involving mitochondrial and lysosomal dysfunction.

【Keywords】　 mitochondria; lysosome; mitochondrial-lysosomal crosstalk; Rab7



　 　 近年,细胞器在物理和功能层面相互作用成为

新的研究领域,随之,线粒体与溶酶体的相互作用

也被科学家逐渐认识。 溶酶体不仅是细胞中物质

的降解中心,更是许多物质代谢过程和细胞生长的

重要代谢传感器[1],类似的,线粒体也作为决定细

胞的命运的主要的代谢中心被科学家重新认识[2]。
两者通过细胞器间的相互作用,在维持正常细胞代

谢起重要作用。 溶酶体与线粒体功能障碍或相互

作用异常与多种疾病相关,包括 2 型腓骨肌萎缩

症[3]、溶酶体贮积症[4]和多种神经退行性病变[5]。
目前,溶酶体与线粒体也被认识到对细胞代谢

具有共同的调节作用,并且两者可通过以下方式发

生相互作用,例如:细胞通过选择性自噬机制清除

受损伤或不需要的线粒体的过程[6],即线粒体自

噬,在此过程中,损伤的线粒体通过与溶酶体融合

并被溶酶体降解;在线粒体应激时,线粒体包裹线

粒体外膜、内膜或者基质的蛋白载体以发芽的方式

形成囊泡,其最终与溶酶体结合,使传递至溶酶体

的氧化产物得到清除而维持了线粒体以及细胞的

稳态[7];通过形成线粒体-溶酶体的膜接触点维持

两者的动态平衡[8]。
Rab7 是调控早期内体向晚期内体的成熟、晚期

内体向溶酶体的转运与融合进程中重要的分子[9]。
目前,发现 Rab7 通过参与线粒体自噬体的形成[10]、
线粒体自噬体与溶酶体的融合[10]和调节线粒体-溶
酶体的接触与解离[11] 等过程进而在调节两者相互

作用起重要作用,因此,本文综述了 Rab7 在线粒体

与溶酶体相互交谈中的作用(见图 1),为线粒体与

溶酶体功能障碍性疾病发生以及防治提供理论

依据。

1　 Rab7 的主要作用和功能

Rab 蛋白属于 GTP 酶家族,主要参与膜的转运

过程[9]。 Rab7 是 Rab 家族中的一种小 G 蛋白,哺
乳动物有两种 Rab7,分别是 Rab7a 和 Rab7b,两者

有 50%的同源性,在膜转运的不同的阶段起作用,
Rab7a(NCBI 核酸序列号 NM-004637;酵母 ypt7p
的同源基因)主要位于晚期核内体,调节早期核内

体向晚期核内体以及晚期内体向溶酶体的转运,
Rab7b 则主要负责核内体向高尔基体的转运[9]。 本

文重点介绍 Rab7a 亚型,以下简称 Rab7。
目前对 Rab7 在内吞途径的作用研究较为具

体[12],Rab7 通过替换 Rab 家族的另一个成员

Rab5,参与晚期内体的成熟过程,Rab7 与下游效应

因子 Rab7-溶酶体相互作用蛋白(Rab7-interacting
lysosomal protein, RILP)及同型融合及液泡蛋白分

选复 合 物 ( homotypic fusion and vacuole protein
sorting complex, HPOS)相互作用调节内体和溶酶体

融合过程。 Rab7 通过与 RILP 或 FYVE 与卷曲螺旋

结构域蛋白 1 ( Fab1-YotB-Vac1P-EEA1 and coiled-
coil domain containing 1, FYCO1)分别参与内体在微

管上的负向和正向运输。 显然, Rab7 是调控早期

内体向晚期内体的成熟、晚期内体向溶酶体的转运

与融合进程中重要的分子。

注:A: Rab7 蛋白参与了线粒体和溶酶体相互调节过程中的关

键环节,包括 调控线粒体自噬体形成, 促进线粒体自噬体

与溶酶体融合以及 促进线粒体-溶酶体接触与解离的过程。
B: Rab7 调节 MDV(线粒体衍生的囊泡)的过程有待进一步

明确。

图 1　 Rab7 在线粒体与溶酶体交互调节中的作用示意图

Note. A, Rab7 is involved in a key link in the mutual regulation of
mitochondria and lysosomes, including regulating the formation
of mitophagosomes, promoting the fusion of mitophagosomes and
lysosomes and promoting the process of mitochondria-lysosomes
contacts and dissociation.B, The process by which Rab7 regulates
MDV ( mitochondrial - derived vesicles ) needs to be further
clarified.

Figure 1　 Schematic diagram of the role of Rab7 in the
interactive regulation of mitochondria and lysosomes

2　 线粒体-溶酶体互作

线粒体是细胞进行有氧呼吸与能量代谢的主
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要场所,通过合成 ATP 为细胞提供能量,除此以外,
也是钙、铁、脂质等物质的储存场所,并且参与细胞

信号传导与程序性细胞凋亡的过程[2]。 另一方面,
溶酶体是真核细胞重要降解与回收的中心,具有单

层膜结构并富含 60 多种酸性水解酶[1]。 溶酶体通

过降解而回收外源性和细胞内异常的大分子物质,
为细胞提供氨基酸、脂质等营养物质,可以存储钙

和铁离子,并且参与细胞凋亡,分泌,免疫防御,质
膜修复,细胞信号传导和能量代谢等细胞过程[1]。
因此,线粒体与溶酶体在维持细胞稳态起重要的

作用。
近年来,研究发现在帕金森、阿尔茨海默病和

肌萎缩性脊髓侧索硬化症等神经退行性病变中同

时出现溶酶体和线粒体功能异常[5],而线粒体功能

受损时可促发溶酶体损伤[13],溶酶体功能受损时也

可反过来促发线粒体功能异常[14]。 这些证据,均提

示溶酶体与线粒体可能存在相互作用,事实上,已
有研究证实溶酶体与线粒体可通过以下几种方式

相互发生交谈。
2. 1　 线粒体自噬

有核细胞在饥饿及应激状态下,通过双层膜结

构包裹待降解物质形成自噬体,并最终与溶酶体结

合形成自噬溶酶体,其包裹的内容物在溶酶体酶的

作用下被降解的过程,称为自噬[15]。 而在细胞应激

时,细胞通过选择性自噬机制清除受损伤或不需要

的线粒体,这一过程称为线粒体自噬[6]。 各种病理

因素作用下,线粒体受损出现内膜持续去极化,从
而使 PTEN 诱导的 PINK1 在线粒体外膜稳定表达。
PINK1 磷酸化线粒体外膜蛋白 Mfn2,反过来可招募

Parkin 至线粒体外膜并使相关的蛋白发生泛素化,
后被泛素化结合蛋白 p62 标记后形成自噬体,最后

与溶酶体结合清除损伤线粒体,这是 PINK1 / Parkin
介导的线粒体自噬途径[6]。 除此以外,线粒体相关

受体,包括 AMBRA1[16],FUNDC1[17] 和 Nix / BNIP3L
也相继被发现,这些线粒体相关受体通过与 LC3 的

相互作用区域(LC3 interacting region, LIR)发生相

互作用,使得线粒体逐渐被自噬小泡包裹。 而在线

粒体自噬终末端,溶酶体与以上途径形成的自噬小

体融合,在此过程中溶酶体与线粒体相互作用是保

证受损线粒体被降解与清除最关键步骤。
2. 2　 线粒体衍生的囊泡 (mitochondrial-derived
vesicles, MDVs)

MDVs 是实现线粒体与溶酶体之间进行分子转

移及相互作用的另一种非依赖经典自噬通路途

径[7]。 线粒体应激时,线粒体选择性包裹线粒体外

膜、内膜或者基质的蛋白载体以发芽的方式形成囊

泡的过程称为 MDVs。 MDVs 的形成与线粒体自噬

有相似之处,同样需要 PINK1 募集并活化线粒体外

膜的 Parkin[18], 但沉默自噬的主要元素 Atg5,
Beclin- 1 或 Rab9,线粒体仍可形成 MDVs,并且

MDVs 与 LC3 不发生共定位,说明 MDVs 的产生不

依赖于经典自噬途径[18-19]。 MDVs 形成后最终通过

与溶酶体结合,使传递至溶酶体的氧化产物得到清

除而维持了线粒体以及细胞的稳态。
2. 3　 mTOR / TFEB 调控体系

转录因子 EB( transcription factor EB, TFEB)与
溶酶 体 基 因 启 动 子 区 域 CLEAR ( coordinated
lysosomal expression and regulation)网络相连,可使

溶酶体相关基因表达增高,从而增强溶酶体的生物

合成及功能[20]。 近年来研究发现,TFEB 也可调控

线粒体的生成,过表达 TFEB 可促进调节线粒体生

成的转录因子 PGC1 - α ( peroxisome proliferative
activated receptor - γ ( PPARγ) co-activator 1α) 的

mRNA 水平与蛋白的表达,沉默 TFEB 抑制了 PGC1
-α 的表达与线粒体蛋白的生成,说明 TFEB 可通过

PGC1-α 依赖的途径促进线粒体生成[21]。 除此以

外,研究发现过表达 TFEB 的小鼠线粒体生成相关

基因 NRF1,NRF2 和 TFAM 的表达增加,并且,沉默

PGC1-α 不影响 NRF1,NRF2 和 TFAM 的表达,说明

TFEB 还可通过非依赖 PGC1-α 的途径促进线粒体

生成与功能[22]。
此外,TFEB 主要受哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(mammalian target of rapamycin, mTOR) 磷酸化调

节,在细胞营养缺乏时,溶酶体信号复合物 Rag
GTPase(Rags)失活,哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合

物 C1 ( mammalian target of rapamycin complex 1,
mTORC1)从溶酶体上解离,从而导致 TFEB / 14-3-
3 分离及去磷酸化入核结合 CLEAR 网络,进而启动

溶酶体生成[23]。 研究发现, 在神经细胞, 抑制

mTORC1 可促进线粒体应激与调节线粒体活性[24]。
说明,线粒体与溶酶体有共同的调控体系。
2. 4　 线粒体-溶酶体接触点

细胞器间的膜接触点是指两个不同的细胞器

的膜之间形成的紧密接触,使它们能够在细胞内进

行互相交流[25]。 内质网与其它细胞器包括:质膜、
高尔基体、线粒体、过氧化物酶体、脂滴以及核内体
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的相互作用早见报道[25],但近年研究发现除外内质

网的其它细胞器间,如溶酶体、脂滴和过氧化物酶

体等细胞器间也存在接触[26]。
线粒体-溶酶体的膜接触点即是线粒体与溶酶

体的膜之间形成的紧密接触,使两者能在细胞内进

行信息交流[8]。 目前,多项研究利用电子成像技术

证实了在健康状态下多种细胞类型线粒体和溶酶

体之间形成接触点[11, 27-28],线粒体-溶酶体接触点

在线粒体与溶酶体膜之间平均距离约为 10 nm[11],
大约 15%的溶酶体在任意时间可与线粒体形成接

触点,两者稳定的平均接触时间约 60 s[11],甚至可

延长到 13 min[29]。 在线粒体-溶酶体膜接触点之

间,未观察到溶酶体内容物、线粒体基质蛋白或跨

膜蛋白转移,并且自噬或线粒体自噬发生的生物标

记物 ULK1、Atg5、Atg12、LC3 不表达[11],沉默自噬

相关受体(NDP52、OPTN、NBR1、TAX1BP1 和 p62)
不影响线粒体-溶酶体膜接触点形成[30],显然,线粒

体-溶酶体膜接触点形成是区别于线粒体自噬的独

立事件。
线粒体-溶酶体的相互作用既确保两者动态平

衡,也在维持细胞稳态中具有重要的意义。 然而,
线粒体-溶酶体的相互作用的机制尚未明确。 近年

来,研究发现 Rab7 也在上述线粒体-溶酶体相互作

用进程中起关键的作用,Rab7 是调节线粒体自噬体

与线粒体-溶酶体接触位点形成的重要分子之一。

3　 Rab7 参与线粒体自噬体的形成

学者们最初在 A 群链球菌的感染中发现 Rab7
在早期阶段自噬溶酶体样空泡形成起重要作用[31],
A 型链球菌通过内吞途径进入细胞,正常状态下,从
内体逃逸出来的链球菌被自噬体捕获后与溶酶体

融合形成自噬溶酶体[31],沉默 Rab7 抑制了 A 型链

球菌感染过程中自噬溶酶体空泡形成[32],这提示

Rab7 参与了自噬体的形成。
线粒体自噬是一种通过选择性地清除受损伤

或不需要线粒体的自噬途径。 PINK1 / Parkin 线粒

体自噬的主要途径,PINK1 和 Parkin 蛋白是在哺乳

动物的线粒体自噬过程中两个重要蛋白,当线粒体

损伤,线粒体膜电位下降而引起 PINK1 蛋白在损伤

线粒体积累,进而招募 Parkin 蛋白使线粒体外膜蛋

白发生泛素化,从而介导线粒体自噬的发生[6]。 那

么,Rab7 是否参与 PINK1 / Parkin 介导的线粒体自

噬过程呢? 首先,有学者发现沉默 Rab7a 可显著的

影响线粒体的清除,而表达 Rab7a 可恢复对线粒体

的清除。 继之,Yamano 等[33] 发现 Rab7 在线粒体

自噬体的早期形成阶段起调节作用。 TBC1D15 和

TBC1D17 均为 Rab7 的 GTP 酶 活 化 蛋 白 ( Rab-
GAP),TBC1D15 既可通过与线粒体分裂蛋白 Fis 1
结合与线粒体相关联,并可与 LC3 / GABARAP /
Atg8 家族蛋白相互作用而与自噬体相关联[34-35] 。
有趣的是,研究发现在 PINK1 / Parkin 介导的线粒

体自噬途径中,沉默 TBC1D15 或 Fis1 细胞中大量

的自噬泡包绕着损伤的线粒体但是并未与线粒体

结合[33] ,提示 Rab7 失活可能参与了早期线粒体自

噬体形成。 而 Parkin 活化后反作用于下游效应因

子 TBC1D15,后者通过与线粒体外膜蛋白 fission1
(FIS1)及 Atg8 家族成员 GABARAP 相互作用抑制

Rab7a 活性,从而调控线粒体自噬过程中自噬泡的

生成与线粒体形态[33] 。 同时,TBC1D15 的同源蛋

白 TBC1D17,也同样被证实通过与 TBC1D15 形成

同源二聚体,进一步与 FIS1 蛋白结合而参与线粒

体自噬过程[33] ,说明,Rab7a 调控了线粒体自噬体

生成。
此外,在缬氨霉素诱导的线粒体自噬中发

现[36],损伤的线粒体可招募 Rab7a 与 MON1 / CCZ1
而形成 MON1 / CCZ1Rab7a GEF 复合体,不仅如此,
Rab7a 上游的两个 Rab 家族成员 Rab5 和其鸟嘌呤

核苷酸交换分子(guanine nucleotide exchange factor,
GEF)RabeX-5 也被同时招募至损伤的线粒体。 其

中,RabeX-5 的线粒体招募依赖于 Parkin 活化。
RabeX-5 活化 Rab5 后进而作用于其效应因子

MON1 / CCZ1,反过来可使 Rab7a 被招募至损伤线粒

体。 还有研究表明,Rab7 也可通过 Rab7 的效应器

异 源 五 聚 体 运 输 复 合 物 ( retromer trafficking
complex, Retromer)和 Rab7a 的下游 GTP 活化蛋白

TBC1D5 相 互 作 用 调 控 线 粒 体 自 噬[37]。 针 对

Retromer 和 TBC1D5 如何调控线粒体自噬,学者在

线粒体自噬进程[38],观察到 Rab7a 包绕 Pakin 或线

粒体外膜蛋白 ( translocase of outer membrane 20,
TOM20)标记的损伤线粒体结构,而当沉默 Retromer
的亚基 VPS29 或 VPS35,则未能观察到此现象,说
明 TBC1D5 与 Retromer 的亚基 VPS29 或 VPS35 结

合从而反过来抑制 Retromer 活性而发挥相互作用。
说明,Rab7 在线粒体自噬体早期形成的阶段具有重

要的意义,此过程需要 PINK1、 Parkin、 TBC1D15、
TBC1D17 和 Retromer 等蛋白的协同。
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4　 Rab7 参与线粒体自噬体与溶酶体的融合过程

受 Rab7 在内体转运与融合作用的启发,Rab7
调节自噬体与溶酶体的融合也被学者广泛研究。
首先,学者们在沉默 Rab7 的真核细胞中发现自噬

泡与溶酶体融合受阻导致出现大量自噬泡堆积[39],
随后,Rab7 参与自噬体与溶酶体融合的机制也被深

入研究。 有学者发现,自噬体形成后通过与溶酶体

的融合降解其内容物,可溶性 N-乙基马来酰亚胺敏

感的 融 合 蛋 白 ( N-ethyl-maleimide-sensitive fusion
protein, NSF) 附 着 蛋 白 ( soluble NSF attachment
protein, SNAP)受体(SNAP receptors, SNARE)可创

建膜 的 开 口, 并 通 过 与 同 源 融 合 和 蛋 白 分 选

(homotypic fusion and protein sorting,HOPS)复合体

及 Rab7 集合,这确保了相邻的自噬体与溶酶体有

效的融合[40]。 有研究表明,Rab7 / Ypt7 还可通过

Vps41 和 Vps39 与 HOPS 形成的 Rab7 / Ypt7-HOPX
复合体桥接 2 个融合膜,促进启动阶段自噬体与溶

酶体的融合[41]。 此外,Rab7 通过与 EPG5 和 R-
SNARE VAMP7-VAMP8 蛋白相互作用形成 STX17-
SNAP29 复合体而促使自噬体与溶酶体的粘附融

合[42]。 因此,Rab7 参与自噬体与溶酶体融合。
线粒体自噬体-溶酶体的融合进程与自噬体-

溶酶体并非完全相同,最早,Yamano 等[33,36] 学者在

线粒体自噬过程中观察到沉默 Rab7 可使损伤的线

粒体不能被自噬体包裹。 ATG9A 通常存在于细胞

浆的囊泡结构中,而我们知道,这些含有 ATG9A 的

囊泡或膜状结构是自噬溶酶体膜形成的主要来源,
在线粒体自噬被诱导的过程中,ATG9A 会被大量的

募集到线粒体[43],然而,有研究发现,沉默 Rab7 损

害了 ATG9A 在线粒体膜上的组装过程[44]。 实际

上,Rab7 与 ATG9a 存在一定程度的相互作用,此过

程主要受 Retromer VPS35 的调节。 这些研究结果,
均提示 Rab7 活性可能参与线粒体自噬体与溶酶体

融合过程。 近年还有学者进一步发现 PINK1 /
Parkin 依赖的线粒体自噬过程中,Rab7 同样介导线

粒体自噬体与溶酶体融合,在此过程中 TBC1D15 即

GTPase 活性起主要的调节作用[45-46]。 因此,Rab7
通过促进线粒体自噬体与溶酶体融合而参与线粒

体溶酶体相互作用过程。

5　 Rab7 磷酸化与线粒体自噬的调节

Rab7 的活性主要受翻译后修饰调节,例如 S72

位点丝氨酸-苏氨酸磷酸化修饰,与 Y183 位点酪氨

酸磷酸化修饰[47]。 有趣的是,学者们发现,Rab7
S72 位 点 可 被 PTEN ( phosphatase and tensin
homolog)去磷酸化,而 PTEN 对线粒体自噬具有调

节作用[48]。 相似的,Rab7 受 TBK1 ( TRAF family-
associated NF-κB activator binding kinase 1)磷酸化调

节而促进 PINK1 / Pakin 介导的线粒体自噬途径也被

报道[49]。
Rab7 S72 位点磷酸化减弱其与 GDI 以及 GGT

酶复合物的相互作用,另一方面,增强与 FLCN-
FNP1(folliculin and the folliculin-ineracting protein 1)
蛋白的关联性。 我们知道,FLCN-FNP1 蛋白可被损

伤的线粒体招募并促进 PINK1 / Parkin 依赖的线粒

体自噬过程[50-51],当在细胞中敲进 Rab7 S72 A 使

Rab7 发生突变不能磷酸化这一过程受到抑制。 实

际上,Rab7 S72 A 不仅影响有效的线粒体自噬,也
被证实影响 ATG9 阳性的自噬体包裹损伤线粒体,
这说明了 Rab7 磷酸化也调节了线粒体自噬体的早

期形成过程。

6　 Rab7 调节线粒体-溶酶体的接触与解离

近年,美国西北大学费恩伯格医学院的研究首

次在形态学上发现线粒体与溶酶体存在直接的物

理接触,为线粒体-溶酶体的相互交谈提出了新的

见解,线粒体与溶酶体接触的形成可调节线粒体的

分裂与溶酶体动态平衡,并且与两者间的物质转运

有关[11]。 此过程涉及多个线粒体与溶酶体膜蛋白

的相互作用,而 Rab7 蛋白在调节线粒体溶酶体接

触与解离过程中的作用尤其重要。 首先,在线粒体

-溶酶体接触阶段,Rab7 在调节线粒体与溶酶体的

接触与解离中起重要作用,Rab7 通过与溶酶体的

GTP 结合活化促进了其与线粒体接触,并且,当通

过高表达 Rab7 Q67 L 持续活化 Rab7 GTP 时,可延

长线粒体与溶酶体接触。 反之,当 Rab7 与 GDP 结

合处于非活化状态则线粒体与溶酶体解离[11]。
随后出现的线粒体-溶酶体解离过程也受 Rab7

调节,线粒体外膜蛋白 Fis1 通过招募胞浆 TBC1D15
(Rab7 GAP)至线粒体,TBC1D15 通过与溶酶体接

触点处的 Rab7 结合并水解 GTP 转换为 GDP,Rab7-
GDP 从溶酶体释放出来,从而促使线粒体-溶酶体

解离[35, 52]。 学者们进一步发现当基因突变或者沉

默 Fis1 和 TBC1D15 蛋白,可使已形成的线粒体-溶
酶体接触位点则不能发生解离或者接触时间延长,
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然而,这并不影响线粒体-溶酶体接触的形成[35],说
明 Fis1 和 TBC1D15 蛋白主要通过与 Rab7 相互作

用影响线粒体-溶酶体接触后解离的过程。 因此,
Rab7 对线粒体与溶酶体的接触形成和解离具有重

要的作用,此过程涉及 Rab7 的活化、转换、运输与

定位并需要 TBC1D15 和 Fis1 的协同作用。
除此以外,Rab7 还可以通过线粒体-溶酶体膜

接触点对两者进行双向的调控。 首先,线粒体-溶
酶体接触点为线粒体相关蛋白通过调控 Rab7 GTP
结合进而调节溶酶体提供了一个平台,学者发现当

TBC1D15 与线粒体外膜结合使 Rab7 GTP 酶水解促

进线粒体溶酶体解离的同时,也促使了溶酶体膜的

Rab7 效应蛋白释放,进而调节了溶酶体动态,而
TBC1D15 突变使 GAP 活性受抑制则导致溶酶体体

积增大[11],说明 Rab7 不仅通过在调节线粒体-溶酶

体接触过程中也调控了溶酶体动态。 其次,Rab7 通

过线粒体-溶酶体接触点而调控线粒体也得到证

实,当抑制 Rab7 GTP 酶水解而破坏线粒体-溶酶体

接触点解离时,线粒体分裂减少,线粒体网状结构

被破坏[11]。

7　 其它

正如前面所述,Rab7 参与线粒体自噬与线粒体

溶酶体接触形成,鉴于其在膜结构的形成过程中的

重要作用, Rab7 即使调节线粒体衍生的囊泡的过

程也是不足为奇的,然而,这有待进一步明确。
mTOR / TFEB 信号通路是调节线粒体与溶酶体的共

同通路, Rab7 GAP TBC1D5 也被发现可通过与

Retromer 相互作用在调节 mTOR 活性的过程起重要

的作用[53]。

8　 结语

线粒体和溶酶体对细胞的正常代谢都是至关

重要的,线粒体为细胞产生能量,溶酶体则主要回

收细胞的废弃物。 线粒体和溶酶体存在相互交谈,
两者的功能也存在关联,两者发生功能障碍与 2 型

腓骨肌萎缩症、溶酶体贮积症和多种神经退行性病

变等疾病存在密切关系。 线粒体和溶酶体拥有共

同的 mTOR / TFEB 调控体系,并可能通过线粒体自

噬、线粒体衍生的囊泡和线粒体-溶酶体接触位点

等途径发生相互作用。 Rab7 蛋白参与了线粒体和

溶酶体相互作用过程中的关键环节,包括早期驱动

富含 Atg9A 的膜结构形成吞噬泡包裹损伤的线粒

体,介导 PINK1 / Parkin 依赖的线粒体自噬体形成;
线粒体自噬体与溶酶体融合;介导线粒体-溶酶体

接触与解离的过程,进而双向调控线粒体与溶酶体

等等。 因此,特异性靶向 Rab7 的治疗策略为今后

有效控制线粒体与溶酶体功能障碍性疾病开辟了

新的研究方向。 但 Rab7 与线粒体溶酶体互作之间

的关系错综复杂,线粒体溶酶体互作受到多个分

子、多种通路的调控,目前尚未完全研究明确。 如

何特异性靶向 Rab7 并减少不良反应,无疑是个极

大挑战。 因此,调控 Rab7 以维持线粒体溶酶体互

作的稳态,在治疗线粒体与溶酶体功能障碍性疾病

中具有广阔的应用前景,但仍需大量研究工作。
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炎症反应在心肌再生中的作用

谈　 勇,占贞贞∗

(同济大学附属东方医院,上海　 200120)

　 　 【摘要】 　 目前因为心血管疾病而死的人数占所有患病死亡人数的 30%以上。 在这些患者中,急性心肌梗死

通常是第一表现,可能进一步发展为心力衰竭。 而人的心脏表现出低再生能力,导致了心肌细胞的不可逆损失和

持久性的组织瘢痕,这必然带来严重的病理后遗症,我们迫切需要新的治疗方法,实现心肌再生。 该文主要概述心

肌再生这十几年的研究情况及炎症反应在其中的作用,为实现人体心肌再生提供方向。
【关键词】 　 心肌再生;炎症反应;巨噬细胞
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The roles of inflammation in myocardial regeneration

TAN Yong, ZHAN Zhenzhen∗

(Dongfang Hospital Affiliated to Tongji University, Shanghai 200120, China)

　 　 【 Abstract 】 　 Cardiovascular disease currently accounts for more than 30% of all deaths. In patients with
cardiovascular disease, acute myocardial infarction is usually the first manifestation and may progress to heart failure. In
addition, the human heart has low regeneration ability, which causes the irreversible loss of myocardial cells and persistent
tissue scars. This inevitably causes serious pathological sequelae. New treatments for myocardial regeneration are urgently
required. This article summarizes recent research, including the role of inflammatory responses, in myocardial regeneration
and provides direction towards the realization of human myocardial regeneration.

【Keywords】　 myocardial regeneration; inflammation; macrophage

　 　 心肌再生是心肌受到不可逆损伤时,以心脏中

已存在的心肌细胞大量增殖和冠状血管重建为主

要特征,心脏自主神经[1] 以及细胞外基质共同辅助

协调,使得心脏结构与功能恢复正常的再生过程

(自发的心肌再生仅限于心肌细胞仍处于分裂周期

的情况下)。 而急性炎症是心肌受损时的重要生理

病理反应,对促进心肌再生具有重要作用。

1　 哺乳动物心肌再生面临巨大挑战

1. 1　 某些鱼类与两栖动物心脏可以再生

研究者们从低等动物出发,由硬骨鱼类(如斑

马鱼)中脊髓、视网膜和鱼鳍可以再生,思索到心肌

是否也可以同样再生,于是利用斑马鱼制作心尖切

除模型,结果显示,术后约两个月,心室切除约 20%
的斑马鱼心脏完全再生,其心脏形态和功能与 sham
组斑马鱼对比无明显差别[2]。 通过此次研究,研究

者将目光移到两栖动物,发现某些两栖动物心脏受

损后,也可以进行心肌的完全再生[3]。
某些鱼类和两栖动物(如蝾螈)在整个一生中

都具有着强大的心脏再生潜能,但成年哺乳动物却

并非如此,许多研究表明,成年哺乳动物心脏也具

有一定的可测量的心肌细胞更新能力,但是并不足



以使得心脏严重损伤时恢复其收缩功能[4]。 由于

成年斑马鱼心脏与未成熟哺乳动物有着许多相似

性,研究者们做出大胆的假设,即新生的哺乳动物

心脏可能具有心肌再生的潜能,他们对一日龄小鼠

制作心尖切除模型,切除了小鼠的左心尖(约占心

室心肌的 15%),发现手术后约三周其心脏正常形

态恢复,术后两个月进行超声心动检查,确认新形

成的心尖具有正常的心肌收缩能力,与 sham 组比

较,无明显差别,说明可以完全再生[5]。 而 7 日龄

小鼠心尖切除后无法再生,转为纤维化,形成瘢痕。
研究者们对这种情况进一步进行了研究。
1. 2　 新生小鼠心肌细胞可以增殖,实现心肌再生

为了确定再生的心尖是否含有新形成的心肌

细胞,研究者们使用了 5-溴-2-脱氧尿苷(BrdU)
进行检测,发现再生的心尖中存在 BrdU 阳性心肌

细胞,而相比于 sham 组,BrdU 阳性心肌细胞在再生

区域先端和边缘区数量较多,这充分说明了新生小

鼠心肌再生过程伴随着心肌细胞的增殖。 心肌细

胞增殖的来源众说纷纭,并没有一个成熟的结论,
之前研究者一直认为心肌再生主要与心脏常驻干

细胞分化增殖有关,有证据表明哺乳动物心肌中存

在特定数量的干细胞或祖细胞[6],定位于特定的微

环境,这些心肌干细胞被认为具有自我更新的潜能

和免疫调节的关键特性,并且它们被假定在正常条

件下以及在病理状态下有助于心肌细胞的复制和

替换[7]。 Porrello 他们利用遗传命运映射方法来追

踪再生心尖心肌细胞起源的谱系,发现 sham 组和实

验组的心肌细胞都来源于同一个心脏谱系,这说明

再生过程中增殖的心肌细胞主要来源于先前已存

在的细胞。 同时也发现 7 d 大的小鼠不再具备再生

能力是因为心肌细胞一周内会变成双核并且退出

细胞周期,这与之前的研究结果相一致[8]。 此外,
在哺乳动物中,心脏神经支配也被证明对新生儿心

肌再生至关重要,新生儿心肌细胞对损伤的反应性

增殖可通过对心肌的自主神经(如迷走神经和交感

神经)来介导。 不仅如此,许多细胞外基质蛋白也

可以促进心肌细胞的增殖,诱导心肌再生[9]。
这些研究发现了新生小鼠心脏与鱼类和两栖

动物一样,具有再生潜能但一周内会丧失这种再生

潜力,而失去这种能力的原因主要与心肌细胞不再

具有增殖潜力有关。 因此自发心肌再生是先前已

存在的心肌细胞的补偿性增殖介导的,而不是内源

性的心脏干细胞,且心脏神经与细胞外基质也对心

肌再生发挥作用。

2　 炎症反应在心肌再生领域具有重要作用

2. 1　 炎症反应参与心肌损伤后心肌再生

对非再生模型与再生模型进行比较,研究者发

现巨噬细胞和嗜中性粒细胞数量存在差异[10],再生

动物模型募集到受损心肌中的嗜中性粒细胞数量

较少,这可能导致促炎性细胞因子产生减少,以及

降低因为嗜中性粒细胞活性引起的组织损伤[11]。
非再生动物模型中巨噬细胞募集较少,可能会导致

嗜中性粒细胞清除不充分从而导致基质降解增强,
胶原蛋白沉积延迟以及对心脏破裂的敏感性增

加[12],而且嗜中性粒细胞保留与过度的纤维化反应

有关[13]。
2. 2　 心脏受损后急性炎症反应可以促进心肌再生

研究者对损伤后急性炎症反应的作用进行了

研究。 通过对斑马鱼尾鳍再生的观察,发现在损伤

后炎症阶段免疫细胞发挥着重要作用,可以清除凋

亡小体和小细胞碎片,有效解决炎症并促进组织重

塑和再生长[14]。 之后对成年斑马鱼制作心肌受损

模型,发现在抑制炎症反应之后,会严重损害心肌

细胞的分裂活性和再生过程[15],这说明炎症反应是

斑马鱼受损心肌再生过程中所必需的。 而成年哺

乳动物中,急性炎症反应通常被认为会促进心脏瘢

痕的形成而对心肌再生产生负面影响,新生哺乳动

物中产生的现象却并非如此[5]。 通过对 1 日龄小

鼠的实验,单独进行急性炎症刺激后,会促进心肌

细胞增殖,并且乳鼠心脏损伤后进行免疫抑制,其
心肌再生过程被终止。 这说明急性炎症刺激了乳

鼠心脏的再生反应[16]。
2. 3　 心肌再生模型中的急性炎症反应过程

研究者大致厘清了心脏损伤后免疫反应作用

过程,在时间上大致分为促炎期和消炎 /修复期[10]。
促炎期:坏死细胞会释放相关成分,触发无菌

炎症,这些成分包括损伤相关分子模式 ( damage
associated molecular patterns, DAMPs)、蛋白酶、水解

酶和线粒体活性氧(reactive oxygen species, ROS)。
DAMP 可以直接激活监视细胞(组织巨噬细胞、单
核细胞和嗜中性粒细胞)以及常驻细胞(内皮细胞、
成纤维细胞和心肌细胞)上的模式识别受体(pattern
recognition receptor, PRR) [16-19]。 蛋白酶,水解酶和

活性氧激活补体系统以及炎症小体,并降解细胞外

基质( extracellular matrix, ECM) [16-19],从而进一步
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传播炎症反应[20]。 组织巨噬细胞被 DAMP 活化,通
过分泌细胞因子来募集单核细胞和嗜中性粒细胞,
浸润的单核细胞和嗜中性粒细胞通过吞噬作用清

除细胞碎片,这有助于终止最初的损伤;内皮细胞

被 DAMP 活化以促进细胞粘附和通透性,并重

塑 ECM。
消炎 /修复期:伤口清除后,成纤维细胞会分泌

ECM,防止损伤的心脏破裂。 T 细胞会分化为调节

性 T 细胞(regulatory cells, Tregs),分泌抗炎性细胞

因子(线粒体蛋白等),而 M2 巨噬细胞会扩张并占

据受损区域,逐渐清除嗜中性粒细胞,这些都降低

了炎症反应[21]。
2. 4　 免疫细胞在心肌再生中的作用

心脏损伤后的炎症主要由坏死细胞释放的分

子触发,并且被编程为在清除细胞碎片后得以解

决。 此过程在再生模型和非再生模型中均发生,但
是可以观察到其中存在的深刻差异,前者导致疤痕

消退和组织补充,后者导致疤痕成熟和组织重构。
这些差异至少部分归因于再生和非再生模型中心

脏驻留细胞和募集的免疫细胞的差异反应。 因此

有必要深入讨论研究免疫细胞在心肌再生中的

作用。
巨噬细胞分泌多种细胞因子和营养介质,例如

白细胞介素 10,成纤维细胞生长因子 1 和胰岛素样

生长因子 1[22]。 而巨噬细胞吞噬凋亡细胞,有利于

炎症的解决。 摄入凋亡细胞后,巨噬细胞分泌抗炎

性细胞因子,从而减弱组织的炎性损伤[23]。 此外,
巨噬细胞也介导细胞外基质,促进成纤维细胞活

化、细胞外基质降解和基质金属蛋白酶活性的改

变。 巨噬细胞还与骨骼肌再生有关,其机制较为复

杂,包括清除死亡细胞,分泌修复细胞因子(如胰岛

素样生长因子 1),以及与骨骼干细胞的相互作

用[24]。 研究者发现乳鼠心脏损伤后的心肌再生和

心血管生成与巨噬细胞有关,巨噬细胞耗尽之后,
乳鼠无法再生心肌并形成纤维化瘢痕,导致心脏功

能下降[25]。 因此,巨噬细胞在组织再生中起着关键

作用。 目前,巨噬细胞被认为促进心肌再生的一大

机制是促进心血管生成(通过旁分泌作用分泌一系

列细胞因子促进血管生成[26]),其次,据报道巨噬细

胞可以转分化为内皮样细胞或内皮祖细胞,这可能

也是巨噬细胞促进血管生成的关键[27]。 巨噬细胞

种类不同,也决定了是否能够促进心肌再生。 新生

儿心脏对损伤的反应为扩大其常驻的修复性心脏

巨噬细胞群,而成人心脏募集 CCR2+促炎性单核细

胞和单核细胞衍生的巨噬细胞,这种差异的后果是

再生与修复[11]。 近来发现,信号传导及转录激活蛋

白 3(signal transducer and activator of transcription 3,
STAT3) /白介素 6(interleukin- 6, IL-6)通路在成年

斑马鱼[28]和乳鼠心脏[29] 中介导损伤诱导的心肌细

胞增殖和心肌再生,而单核细胞和巨噬细胞是 IL-6
及其衍生物的丰富来源[30],这也侧面证明了巨噬细

胞在心肌再生过程中的重要作用。 最新的报道证

明,巨 噬 细 胞 可 通 过 分 泌 抑 癌 蛋 白 M ( OSM,
oncostatin M)直接促进心肌细胞的增殖[31]。

嗜中性粒细胞在心肌再生过程中也存在着相

当大的影响。 心肌受损后,会导致嗜中性粒细胞迅

速向损伤区域募集,并在损伤区释放特定的警告

素--S100A8 和 S100A9。 这些物质会与 Toll 样受体

4(toll-like receptor 4, TLR4)结合,引发炎症小体并

促进白介素 1( interleukin- 1, IL-1)分泌。 释放的

IL1 与其在骨髓中的造血干或祖细胞上的受体相互

作用,能够刺激粒细胞形成。 通过遗传或药理学措

施破坏 S100A8 / A9 及其下游信号级联能够抑制诱

导的粒细胞生成,进而改善心脏功能[32]。 由此看

来,嗜中性粒细胞在心肌再生过程中主要起着负面

的影响,但嗜中性粒细胞也有有益的一面,它可以

通过分泌过氧化物酶抑制损伤过程中的过氧化氢

的爆发,在炎症消退中起到积极作用[33]。 因此,我
们要充分考虑嗜中性粒细胞在心肌再生中的作用。
据报道,T 细胞也在心肌再生中发挥作用。 调节性

T 细胞(Treg)可直接促进损伤后血管[34] 和心肌[35]

的增殖与再生。 特异性耗竭 CD4+T 细胞也可以促

进心肌再生[36]。
2. 5　 心脏疾病的干细胞治疗

近几十年来,干细胞技术的出现给几乎所有人

类疾病带来了巨大的希望,最重要的是非传染性疾

病,这种疾病的特征就是器官功能障碍和退化。 而

在非传染疾病中,心血管疾病无疑是干细胞的治疗

方法最有吸引力的目标,从仅仅改善心脏微环境,
到部分再生和补偿失去的功能性组织,以及完全制

造出替代心脏,这三大阶段,是我们对新技术的

期许。
由于骨骼肌和心肌组织在胚胎和形态学上的

共性,骨骼肌成肌细胞成为心肌再生早期有吸引力

的研究目标之一。 人们开始了几项临床试验来验

证它们的功效,尽管最初报道移植有骨骼肌成肌细
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胞的患者的心脏参数有所改善,但之后许多患者发

生了室性心律失常[37],因此骨骼肌成肌细胞在干细

胞治疗方面的应用被人们放弃。 表达 c-kit 的心脏

祖细胞也被研究,因为它们在发育、新生期甚至在

成人心脏中具有心肌分化潜能,但它们在心肌再生

中所发挥的作用存在很大争议。 近来有研究者提

出,即使在新生儿时期,c-kit 阳性细胞也不能促进

心肌生成[38]。 目前的共识是,心脏祖细胞在成人心

脏中的作用(如果有的话)仅限于维持心脏组织内

环境稳定,其在损伤情况下的心肌生成潜能并不存

在[39-40]。 相比而言,多能干细胞治疗具有更广泛的

治疗潜力,且在临床试验也有一定的成效[41],但需

要更详细的了解其潜能和风险。 所以,目前而言,
干细胞治疗方面仍有许多的未知,c-kit 阳性细胞是

否还有潜在的作用? 是否存在真正的心脏干细胞?
多能干细胞衍生的心脏祖细胞在临床治疗方面如

何有效规避掉移植引起的免疫抑制以及相关的并

发症的风险?
目前 Vagnozzi 等[42]指出,急性炎症反应是心脏

干细胞治疗的基础,它可以改变心脏成纤维细胞的

活性,减少边界区 ECM 的含量,并增强受伤部位的

机械性能。 因此,心脏干细胞治疗的优势是基于急

性炎症的伤口愈合反应,可以使心脏受损区域恢复

活力,但还是无法促进心肌细胞生成。

3　 未来的方向

为什么出生后的小鼠很快失去心肌再生能力?
心肌细胞增殖的潜力因为什么机制的消失而消失?
通过低氧[43]和降低负荷[44] 等以模拟胎儿时期的环

境是否有效促进心肌再生? 小鼠与人体心脏心肌

细胞的数量级不同是否也成为了阻碍人体心肌再

生的关键? 何种炎症反应机制能有益于心肌细胞

的再生? 嗜中性粒细胞与巨噬细胞又在心肌再生

中扮演了什么样的角色? 至今为止,尚无明确研究

说明心肌再生过程中心肌细胞如何增殖以及瘢痕

如何消退。 而且,急性炎症对于心肌再生过程是起

促进作用的,但是演变为炎症微环境就会使得心肌

细胞丢失增加,形成大范围的纤维化,这种再生过

程中及时解决和抑制炎症的能力至关重要。 但是

目前对于这种无瘢痕再生炎症反应的精确的时空

调节仍旧不清楚。
通过增强心肌细胞的增殖来促进心肌更新以

及干细胞治疗是目前实现人体心肌再生的可行的

策略,而炎症反应对二者均具有相当重要的作用,
我们有理由相信,当彻底厘清炎症反应一系列的机

制时,将会在实现人体心肌再生领域迈出关键的

一步。
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钙化性主动脉瓣膜病小鼠模型比较及应用研究进展

宗永辉1,刘新灿2∗

(1.河南中医药大学,郑州　 450000; 2.河南中医药大学第一附属医院,郑州　 450000)

　 　 【摘要】 　 钙化性主动脉瓣膜病是一种以炎症,纤维化和钙化为特征的主动进展性疾病,但具体发病机制尚未

明确。 现阶段对其机制的研究主要来自动物模型的应用,能够模拟疾病进程的动物模型将有助于我们对疾病发生

发展机制的明确和寻找有效的临床治疗途径。 本文就钙化性主动脉瓣狭窄的小鼠造模方法进行综述,并对其模型

做出评价,为钙化性瓣膜病相关研究时模型选择提供参考。
【关键词】 　 钙化性主动脉瓣膜病;主动脉瓣狭窄;动物
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Comparison and applications of mouse models in research on
calcific aortic valve disease

ZONG Yonghui1, LIU Xincan2∗

(1. Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 45000, China.
2. the First Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 45000)

　 　 【Abstract】　 Calcific aortic valve disease is an active progressive disease characterized by inflammation, fibrosis and
calcification, but the exact pathologic mechanism is unclear. At present, research is mainly conducted in animal models.
Those animal models that best simulate the disease process help to clarify the mechanisms of the occurrence and
development of the disease, and may lead to the identification of effective clinical treatments. In this paper, we reviewed
and evaluated the mouse model of calcific aortic stenosis to provide a reference for the selection of other animal models of
calcified valvular disease

【Keywords】　 calcific valve disease, CAVD; aortic valve stenosis; animal

　 　 钙化性主动脉瓣膜病 ( calcific aortic valve
disease, CAVD)是指由早期未发生血液动力学影响

的瓣膜硬化逐渐发展到需要瓣膜置换术的严重钙

化性主动脉瓣狭窄(aortic valve stenosis,AS)的进展

性疾病[1],其主要特征为炎症,纤维化和钙化[2]。
在发达国家,钙化主动脉瓣疾病是成年人主动脉瓣

狭窄最常见的病因,并且患病率随着年龄的增加呈

非线性增长[3]。 我国一项针对老年瓣膜性心脏病

住院患者诊疗状况的研究结果显示,钙化性主动脉

狭窄患者占比 18. 99%[4]。 随着医疗卫生条件的提

升以及人口老龄化的显著,钙化性主动脉瓣膜病的

发病率将逐年上升。 目前对钙化性主动脉瓣狭窄

的药物治疗未显示出可减轻进行性瓣膜钙化或改

善生存率,症状严重者主要通过外科手术和内科介



入干预[5]。 所以明确钙化性瓣膜病的发病机制,进
行早期干预,延缓发病进程,是现在社会面临的重

大课题。
对瓣膜病的的发病机制的认识从以往的随着

年龄增长的被动性退化现象转变为主动性的类似

“动脉粥样硬化”病变[2],这一里程碑式的研究重新

引起了对钙化性瓣膜病研究的热潮。 根据临床上

对疾病发病机制的认识,再转移到动物实验给与验

证,是我们研究钙化性瓣膜病的主要方法。 在实验

研究中,虽然体外实验可以观察到对细胞因子的影

响,但无法发观察到病理生理学的代偿反应;并且

瓣膜所处解剖位置和环境的特殊性和复杂性,因此

整体动物实验更能合适对瓣膜病机制的研究[6]。
目前动物造模方法较多[7-8],使用的动物也不相同,
如小鼠、兔、猪等。 其中最常用的是小鼠模型,首先

是它们的体型小,便于饲养和管理,并且具有经济

成本低等优势;其次是较短的繁殖周期、遗传操作

的简便性以及基因图谱的全面性使得对 CAVD 的

关键分子介体的具体研究成为可能。 本文主要针

对钙化性主动脉瓣狭窄的模型优缺点及进展现进

行综述,总结见表 1。

1　 饮食诱导模型

1. 1　 高胆固醇饮食法

临床证据表明,冠状动脉粥样硬化和主动脉瓣

狭窄具有相似的流行病学危险因素,例如年龄,性
别,高胆固醇血症和高血压[9-11]。 对人类狭窄主动

脉瓣的临床病理研究发现,病变与包含炎性细胞和

钙化沉积物的动脉粥样硬化斑块相似[12-13]。 临床

前研究进一步证实了在兔和小鼠动脉粥样硬化模

型中主动脉瓣小叶中的动脉粥样硬化样病变[14-15]。
因此,动脉粥样硬化模型常被借鉴到主动脉瓣狭窄

的实验研究。
标准饮食条件下野生型小鼠(WT)不会自发主

动脉瓣钙化,因此需要高脂饮食或者基因敲除等方

式干预。 低密度脂蛋白受体 (LDLR) 是肝细胞膜

上一种镶嵌式蛋白,能介导 LDL 和 VLDL 的胞吞作

用,低密度脂蛋白受体缺陷(LDLr- / -)小鼠可引起内

源性胆固醇升高常被应用于钙化性瓣膜病模型的

建立。 C57BL / 6J 背景的低密度脂蛋白受体缺陷

(LDLr- / -)雄性小鼠常规饮食 17 ~ 22 个月时,会自

发出现轻度高胆固醇血症、瓣口直径急剧缩小、跨
瓣膜收缩压梯度升高以及左心室肥厚等早期瓣膜

硬化表现[16]。 Towler 等[17] 应用特制饮食中脂肪含

量为总热量的 42%并含有 0. 15%胆固醇和 0. 5%的

胆酸盐的饲料喂食 17 周后,出现严重的胆固醇血症

(1040±37),高血糖和瓣膜矿物质沉积以及骨桥蛋

白(osteopontin,OPN)的表达。
载脂蛋白 E(ApoE)是 VLDL 受体的配体,也是

肝细胞 CM 残粒受体的配体,载脂蛋白 E 缺陷

(apoE- / -)同样引起内源性胆固醇升高。 在没有饮

食干预条件下,半数以上的 apoE- / - 小鼠在超过 43
周龄时主动脉流速快于 150 cm / s,最高可达 427
cm / s,其中伴有少数主动脉反流,并且与性别无相

关性;Von Kossa 染色在 97 周龄主动脉瓣中显示出

异位钙化[15],这与人主动脉瓣狭窄病程相似。 在

apoE- / -小鼠 10 周龄时给予脂肪含量为总热量的

42%并含有 0. 2%胆固醇的饮食,30 周龄时血清胆

固醇明显增加至 588 mg / dL,小叶增厚,内皮细胞活

化,以及富含巨噬细胞的内皮下病变;在病变区域

能够检测到组织蛋白酶 B, α 平滑肌肌动蛋白

(αSMA),碱性磷酸酶, Runx2 和 OPN mRNA 表

达[18],虽然没有 von Kossa 染色的证据表明有钙盐

沉积,但通过双膦酸盐结合的成像颗粒显示出早期

微钙化的迹象,表明该饮食模式可导致加速早期疾

病形成。
模型评价:该模型优点是操作简单,明显的缺

陷是在单纯饮食干预下造模周期较长,模型成功率

低;联合基因敲除虽然能够明显缩短主动脉狭窄模

型的建立时间,但不可避免的出现严重的高胆固醇

血症,导致小鼠过早死亡,并且这与人瓣膜病发病

时轻度高胆固醇血症不符。 以往临床研究表明他

汀类药物对主动脉瓣狭窄没有明显的疗效[19-22],动
物实验研究表明在早期进行他汀药物的干预可延

缓疾病的进展[14,23]。 因此,该模型可适用于明确高

胆固醇血症在主动脉瓣膜狭窄进展中的作用以及

他汀类药物对瓣膜病的影响研究。
1. 2　 高脂饮食法

许多研究表明以胰岛素抵抗 / 2 型糖尿病

(T2D)为特征的代谢异常状态在 CAVD 的发生和进

展中起重要作用[24-25]。 Towler 等[17] 在一项关于糖

尿病对血管钙化的研究中,低密度脂蛋白受体缺陷

(LDLr- / -)小鼠给予总热量的 58%来自脂肪而没有

添加胆固醇的食物,喂食 2 周后胆固醇出现明显变

化,17 周后血清胆固醇水平较正常饮食组升高

62%,并出现高血糖,高胰岛素血症和肥胖症,von
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Kossa 染色发现主动脉瓣小叶上矿物质沉积。 Drolet
等[26]采用同样的喂养模式喂食 C57BL / 6J 背景的雄

性小鼠,4 个月后出现轻度高胆固醇血症,肥胖和高

血糖症;超声心动图检测主动脉瓣面积(aortic valve
area,AVA)减小,跨瓣速度增加,瓣膜小叶增厚;免
疫组化检测证实巨噬细胞(CD68 阳性细胞),泡沫

细胞等炎性细胞以及骨桥蛋白的合成;组织染色发

现瓣膜小叶区域有结节性钙沉积,再次证实了

CAVD 的病因是多因素的。
模型评价:高脂饮食模型明显的优点是避免了

高胆固醇饮食引起的高胆固醇毒症,同时引起的体

重增加和血糖的升高近似模拟了人类真实生活环

境中,这与钙化性瓣膜病流行病学危险因素[27] 相一

致。 Le 等[28] 利用合并血脂异常和 2 型糖尿病的

LDLr- / - / ApoB100 / 100 / IGF-II 小鼠模型,观察到高胆固

醇血症和高血糖症对 CAVD 早期病变的累积效应,
证实了 T2D 是 CAVD 发生发展的独立危险因素,可
能成为未来潜在的治疗靶点。 因此,该模型可应用

于研究血糖对瓣膜病钙化形成的影响以及降糖药

物延缓病情进展的效果观察。
1. 3　 其他饮食诱导模型

Huk 等[29] 给野生型 C57BL / 6J 小鼠喂食含有

200 IU / g 视黄醇棕榈酸酯过量维生素 A 的食物

(Harlan,TD.110146)持续 12 个月,检测到主动脉瓣

的峰值压力梯度和速度显著增加,小叶明显钙化结

节。 该模型主要通过视黄酸(retinoic acid,RA)介导

的钙化信号导致转录因子 Sox9 抑制及其靶基因失

调,成骨基因 Runx2 和骨钙蛋白(bone Gla protein,
BGLAP)表达增强,这与先前研究结果一致[30-31],提
示过量膳食维生素 A 是 CAVD 发病的危险因素。

模型评价:该模型的优点与其他饮食诱导模

型一样,操作简便。 但缺点也比较明显,由于造

模周期较长,对后续开展相关研究不利,并且对

研究人员精力和经济上都是一种挑战。 利用此

模型可以研究成人过量膳食维生素 A 对促进

CAVD 进展的影响,给予 CAVD 患者在膳食习惯

上的指导。

2　 基因修饰模型

2. 1　 基因敲除模型

弹 性 纤 维 作 为 主 动 脉 瓣 细 胞 外 基 质

(extracellular matrix,ECM)的重要组成部分,在结构

和功能上具有重要作用[32]。 弹性纤维由弹性蛋白

(核心蛋白)和微纤维(原纤维蛋白及相关蛋白),以
及各 种 糖 蛋 白, 如 emilins 和 fibulins 组 成[33]。
Fibulin4- / -小鼠可导致 TGF-β 信号通路激活,引起

主动脉瓣成纤维细胞激活,小叶增厚,骨形态发生

蛋白(bone morphogenetic protein,BMP)激活和营养

不良性钙化[34]。 同样 Emilin1- / -小鼠也能导致瓣膜

组织内 TGF-β 因子失调,引起经典通路 Smad2 / 3 和

非经典途径细胞外信号调节激酶 1 和 2(Erk1 / 2)激
活,17 月龄时主动脉瓣增厚,峰值速度和相应的压

力梯度显着增加,组织内血管生成,巨噬细胞浸润,
αSMA 表达以及纤维化[35];值得注意的是此模型未

检测出钙盐沉积的迹象,但它提供了 ECM 病理结构

的变化,与人瓣膜病的早期病理改变是一致的。
Angel 等[36]利用此模型证实了主动脉瓣膜病发病前

后蛋白组变化与生物力学存在明显的相关性,ECM
中蛋白质的变化早于血流动力学的变化。

以往研究证实炎症与钙化性主动脉瓣膜病存

在联系,并且白介素(IL) -1β 参与了 CAVD 的发病

机制[37-38]。 Isoda 等[39] 发现 BALB / c 背景的白介

素-1 受体拮抗剂缺陷( IL-1Ra- / -)雄性小鼠在标准

饮食条件下,16 周龄时出现主动脉瓣叶增厚,巨噬

细胞浸润并含有分化的肌成纤维细胞,43 周龄时检

测到钙化病变。
模型评价:基因敲除小鼠模型在众多疾病发病

机制研究中常用的方法,其优点是小鼠往往是近交

品系,同源性好,便于基因编辑操作,能够明确某种

特定因素缺失对疾病造成的影响。 缺点是基因敲

除仅对单一位点实施干预,会影响与钙化性主动脉

瓣膜病其他危险因素的相互促进作用,有时还会造

成动物模型典型表现(钙化)欠缺。
2. 2　 基因过表达模型

Cadherin-11(Cad-11)是一种细胞间粘附蛋白,
可介导细胞迁移并促进间充质细胞分化为骨和软

骨[40]。 先前研究表明,在人和动物的钙化性主动脉

瓣 VIC 中发现 Cad-11 表达明显增加[41-42];Cad-11
缺乏可导致 GTP-RhoA 和 Sox9 失活,影响胚胎瓣膜

的形成和重塑,进而阻止了成年小鼠的钙化[43]。
Sung 等[44] 运用转基因技术创建了 Nfatc1Cre; R26-
Cad11Tg / Tg小鼠模型,小鼠在一个月时主动脉瓣厚度

或横截面积没有显着差异和其他身体缺陷,10 个月

时出现主动脉钙化和狭窄伴反流,瓣膜明显增厚(>
70%),横截面积增加(>46%),射血速度增快,存在

成骨细胞标志物肌纤维母细胞(αSMA)和成骨细胞
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(Runx2,骨钙素)以及阳性的 Von Kossa 和茜素红染

色。 该模型小鼠病理学及生物分子学与人钙化性

主动脉瓣膜病表现出一致性,作为一种新的模型证

实了 Cadherin-11 过表达通过体内 GTP-RhoA 介导

的成骨和营养不良性钙化以及 Sox9 介导的细胞外

基质重塑诱导主动脉狭窄。
表 1　 钙化性主动脉瓣膜病小鼠模型

Table 1　 Mouse models of calcified aortic valve disease

　 　 　 　 　 　 　 　 模型
　 　 　 　 　 　 　 　 Model

动物
Animals

造模方法
Model method

特点
Characteristics

饮食诱导模型
Diet induction model

高胆固醇饮食法
High cholesterol diet

C57BL / 6J、
Ldlr- / -、
Apoe- / -

喂食脂肪含量为总热量的 42%并含有
0. 2%胆固醇的饮食持续 20 周
A diet with 42% fat and 0. 2% cholesterol
was fed for 20 weeks

操作简单,模型成功率低,易引起
高胆固醇毒症
The operation is simple, the success
rate of the model is low, and it is
easy to cause hypercholesterolemia

高脂饮食法
High fat diet

C57BL /
6J、 Ldlr- / -

喂食脂肪含量为总热量的 58%并且不
添加胆固醇的食物持续 4 个月
The diet containing 58% fat and no
cholesterol was fed for 4 months

避免了高胆固醇饮食引起的高胆
固醇毒症,但模型成功率低
High cholesterol toxicity caused by
high cholesterol diet was avoided,
but the success rate of the model
was low

其他饮食诱导模型
Other dietary

induction models
C57BL / 6J

喂食含有 200 IU / g 视黄醇棕榈酸酯维
生素 A 持续 12 个月
The diet contained 200 IU / g retinol
palmitate vitamin A for 12 months

操作简单,但造模周期较长,模型
成功率低
The model is simple and easy to
operate, but the modeling period is
long and the success rate of the
model is low

基因修饰模型
Gene modification

model

基因敲除模型
Gene knockout

model

Fibulin4- / -、
Emilin1- / -、
IL-1Ra- / -

利用基因敲除技术针对主动脉瓣膜病
危险因素靶点进行干预
Gene knockout technique was used to
intervene the target of risk factors of aortic
valvular disease

能够明确研究靶点在疾病发生中
的作用
It can clearly study the role of target
in the occurrence of disease

基因过表达模型
Gene overexpression

model

Nfatc1Cre,
R26-
Cad11Tg / Tg、
REN+AGT+

利用转基因技术对疾病发生相关危险
因素的过表达
Overexpression of risk factors related to
disease occurrence by
transgenic technology

操作复杂,模型成功率低,实验成
本高
The operation is complex, the
success rate of model is low and the
cost of experiment is high

先天发育异常模型
Congenital dysplasia
model

Notch1+ / -、
Postn- / -、
EgfrVel- / +

干预瓣膜发育成熟关键位点造成瓣膜
缺陷
Valve defects caused by intervention at
key sites of valvular development
and maturation

提供先天型瓣膜病模型,但模型成
功率低,耗时长,并且在复制模型
时操作复杂
The model of congenital valvular
disease is provided, but the success
rate of the model is low, it takes a
long time, and the operation is
complicated when copying the model

手术诱导模型
Surgical induction
model

C57BL / 6J
利用导丝损伤瓣膜
Use the guide wire to damage the
valve surface

操作简单,造模周期短,模型成功
率高
The operation is simple, the
modeling period is short, and the
success rate of the model is high

注:C57BL / 6J:野生型小鼠亚种; Ldlr: 低密度脂蛋白受体; Apoe: 载脂蛋白 E; Fibulin / Emilin:糖蛋白;IL-1Ra: 白介素-1 受体拮抗剂; Nfatc1:活化
T 细胞的核因子 1; Cre:重组酶; R26:Rosa26,启动子 26;Cad-11: 细胞间粘附蛋白;REN: 肾素;AGT: 血管紧张素; Notch1: 转录调节因子; Postn:
骨膜素; Egfr: 上皮生长因子受体。
Note. C57BL / 6J, Wild type mouse subspecies. Ldlr, Low density lipoprotein receptor. Apoe, Apolipoprotein E. Fibulin / Emilin, glycoprotein. IL-1Ra,
Interleukin-1 receptor antagonist. Nfatc1,Nuclear factor of activated T cell1. Cre, Recombinase. Cad-11, Cadherin-11, Intercellular adhesion protein.
REN, renin. AGT, Angiotensin. Notch1, transcriptional regulatory factor. Postn, Periostein. Egfr, Epithelial growth factor receptor.
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　 　 Chu 等[45]综合考虑高胆固醇血症和高血压与

主动脉瓣膜病的相关性,首次在 APOE- / -小鼠基础

上利用转基因技术建立了肾素(REN+ )、血管紧张

素(AGT+)为一体的纤维化性主动脉瓣狭窄( fibrotic
aortic valve stenosis,FAVS)模型。 标准饮食 12 个月

后表现出严重的主动脉瓣狭窄,相邻瓣膜吻合线明

显增长,瓣膜基底部胶原蛋白网状化,伴有轻度钙

化。 虽然瓣膜钙化不明显,但类似于儿童和一些成

年人的主动脉瓣狭窄[46-47]。
模型评价:该模型优点是可以针对特定的主动

脉狭窄发病危险因素利用转基因技术检测该基因

过表达对机体的影响。 缺点是实验成本较高。 虽

然转基因技术比较成熟,但操作复杂,实验者需要

到专业机构购买特定小鼠,并且价格昂贵。
3　 先天发育异常模型

流行病学显示先天异常主动脉瓣患者主动脉

瓣狭窄的发病率明显高于三尖瓣,并且发病时间会

提前 10-20 年[48-50]。 此外钙化性主动脉瓣狭窄的

地理分布是异质的,并且显示出聚类效应,表明遗

传因素与瓣膜病之间的相关性[51]。
Garg 等[52]在同一个家族的五代人的先天性心

脏病研究中,首次发现了转录调节因子 NOTCH1 突

变是主动脉瓣钙化的遗传基础,并且通过突变基因

的转基因小鼠中证实能够引起心脏瓣膜缺陷。
Notch1 杂合子(Notch1+ / -)雄性小鼠喂食含 0. 2%胆

固醇的高胆固醇饮食 10 个月后,与 WT 对照组相比

主动脉瓣钙化程度增加 5 倍,小叶中 Bmp2 表达增

加了 3 倍以上,虽然小鼠均为没有表现出二尖瓣,但
是在三尖瓣中存在钙化,证明 Notch1 在发育过程中

和在抑制出生后的钙化中具有独立的功能[53]。
骨膜素( periostin,POSTN)基因编码的蛋白骨

膜素在胚胎发育的心脏流出道(OFT)心内膜垫中高

度表达,诱导心脏形成主动脉瓣等多种结构[54]。
POSTN 基因缺失(postn- / -)小鼠通过诱导 Notch1 负

调控因子 δ 样同系物(DLK1)的过度表达,主动脉

瓣严重变形,并呈双尖瓣样形态,标准饮食 6 月龄

时,von Kossa 染色主动脉瓣小叶上有大量钙沉积

物,并 伴 有 转 录 因 子 Runx2、 OPN 和 骨 钙 素 的

表达[55]。
上皮 生 长 因 子 受 体 ( epithelial growth factor

receptor,EGFR)信号传导通路在调节小鼠主动脉瓣

的胚胎发育过程中起关键性作用,其主要功能受体

缺陷可导致主动脉瓣异常和功能障碍[56]。 Weiss

等[57]研究表明上皮生长因子受体突变(EgfrVel / +)小
鼠瓣膜发育异常发生率约 75%,形态类似于人的单

尖瓣主动脉瓣;8 个月时主要表现为狭窄伴或不伴

关闭不全,并且瓣膜功能障碍随年龄增长更加明

显;虽然该模型小鼠未表现明显的出间质细胞分化

以及钙化迹象,但这与儿童和年轻成人的先天型单

尖瓣主动脉瓣临床表现相似[58],因此可以作为一种

先天型单尖瓣瓣膜病动物模型。
模型评价:先天发育异常诱导模型的建立为

CAVD 遗传因素的研究提供了新的途径,通过对先

天发育异常小鼠的观察进一步认识调控瓣膜胚胎

发育的信号通路在 CAVD 发生发展的作用,也可以

研究先天型瓣膜病(单尖瓣、二尖瓣)在生物力学方

面的作用。 缺点是模型成功率低,耗时长,并且在

复制模型时操作复杂。

4　 手术诱导模型

由于血液动力应力引起的机械损伤被认为是

AS 的重要危险因素[59],一种导丝损伤瓣膜的 AS 模

型被建立。 Honda 等[60] 最早通过将超声导丝在超

声心动图引导下通过右颈总动脉插入并移动到雄

性 C57 / BL6 小鼠的左心室中,导丝的尖端位于瓣膜

的左心室侧前后移动 20 次并旋转 50 次,从而造成

主动脉瓣损伤。 大部分小鼠损伤 1 周后主动脉速度

持续性增加,损伤后 4 周,瓣膜小叶明显增生,射血

分数降低,增生瓣膜显示出活性氧的产生增加以及

炎性细胞因子和骨软骨形成因子的表达,12 周后表

现出明显主动脉瓣狭窄,茜素红染色显示瓣膜钙

化。 但是该方法在操作过程中无法控制对瓣膜造

成的损伤程度,导致瓣膜狭窄伴反流的混合型瓣膜

病模型和死亡率增加。 后来,Niepmann 等[61] 在此

基础上改用多种类型的导丝进行分级损伤瓣膜,对
于轻度和中度损伤,使用尖端缩短并焊接的直导丝

(雅培 HI-TORQUE 0. 014′′),前后移动 20 次后再分

别以 2 次 /秒的速度旋转 50 次和 100 次;对于严重

损伤,使用尖端附带 15°角度的传统导丝 ( Asahi
INTECC MIRACLEbros6),旋转 200 次,以此控制瓣

膜的轻、中、重损伤程度。 该方法能明显控制不同

程度狭窄中主动脉反流的发生率,并且术后 24 h 死

亡率从 20%降到 4. 4%。
模型评价:该模型优点是操作简单,造模周期

短,模型成功率较其他模型高,其缺陷是造成瓣膜

的急性损伤,病理周期短,与人主动脉瓣狭窄漫长
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的病程不一致。 但在病理组织学是相似的,能够形

成主动脉狭窄以及钙化,并且具有易操作性,可以

作为一种新兴动物实验模型。 模型可应用于炎性

机制的研究和抑制炎性反应对 CAVD 进程的影响。

5　 展望

动物模型是研究 CAVD 的病理生物学机制和

潜在的治疗干预的重要工具。 目前大多数 CAVD
小鼠模型的建立集中在炎性机制和加快疾病进程

的合并症,如高胆固醇血症、糖尿病、高血压等,但
仍存在不足之处,未来理想模型应该能够精确测量

主动脉瓣所处的高度动态的生物力学效应。 由于

主动脉瓣独特的解剖位置,使其暴露于血流诱导的

剪应力、压力负荷、弯曲变形和 ECM 的机械阻力下,
这些机械刺激中的每一个都调节瓣膜细胞的生物

学,因此可能对体内平衡和疾病都有贡献。 小鼠模

型由于受物种的限制,首先在组织结构上缺乏与人

主动脉瓣的三层结构,其次是体型小不利于力学方

面的精确测量。 我们应该看到在其他动物模型的

优势,如猪在组织结构和形态大小与人瓣膜是相似

的,可能成为研究生物力学的绝佳模型。 然而小鼠

模型在基因修饰上的便利性,为生物力学相关信号

通路研究提供了可行性。 不同物种的 CAVD 模型

都有其局限性和优势,我们利用其优势上的互补,
帮助我们对疾病机制更深入的认识。

参考文献:

[ 1 ]　 Otto CM, Prendergast B. Aortic-valve stenosis — from patients at
risk to severe valve obstruction [J] . 371(8): 744-756.

[ 2 ] 　 Otto CM, Kuusisto J, Reichenbach DD, et al. Characterization of
the early lesion of ‘ degenerative ’ valvular aortic stenosis.
Histological and immunohistochemical studies [ J] . Circulation,
1994, 90(2): 844-853.

[ 3 ] 　 Eveborn GW, Schirmer H, Heggelund G, et al. The evolving
epidemiology of valvular aortic stenosis. The Tromsø study [ J] .
Heart, 2013, 99(6): 396-400.

[ 4 ] 　 齐喜玲, 许海燕, 刘庆荣, 等. 中国老年退行性心脏瓣膜病

住院患者诊疗现状分析 [J] . 中国循环杂志, 2019, 34(8):
771-776.

[ 5 ] 　 Nishimura RA, Otto CM, Bonow RO, et al. 2014 AHA / ACC
guideline for the management of patients with valvular heart
disease: a report of the american college of cardiology / american
heart association task force on practice guidelines [ J] . J Thorac
Cardiovasc Surg, 2014, 63(22): e57-e185.

[ 6 ] 　 Weiss RM, Miller JD, Heistad DD. Fibrocalcific aortic valve
disease: opportunity to understand disease mechanisms using
mouse models [J] . Circ Res, 2013, 113(2): 209-222.

[ 7 ] 　 Sider KL, Blaser MC, Simmons CA. Animal models of calcific
aortic valve disease [J] . Int J Inflam, 2011, 2011: 364310.

[ 8 ] 　 Guerraty M, Mohler Iii ER. Models of aortic valve calcification
[J] . J Investig Med, 2007, 55(6): 278-283.

[ 9 ] 　 Mohler ER 3rd. Mechanisms of aortic valve calcification [J] . Am
J Cardiol, 2004, 94(11): 1396-1402,A6.

[10] 　 Allison MA, Cheung P, Criqui MH, et al. Mitral and aortic
annular calcification are highly associated with systemic calcified
atherosclerosis [J] . Circulation, 2006, 113(6): 861-866.

[11] 　 Stewart BF, Siscovick D, Lind BK, et al. Clinical factors
associated with calcific aortic valve disease. Cardiovascular
Health Study [J] . J Am Coll Cardiol, 1997, 29(3): 630-634.

[12] 　 Otto CM, uusisto JK, Reichenbach DD. Characterization of the
early lesion of \ " degenerative \ " valvular aortic stenosis.
Histological and immunohistochemical studies [ J] . Circulation,
1994, 90(2): 844-853.

[13] 　 Olsson M, Thyberg J, Nilsson J. Presence of oxidized low density
lipoprotein in nonrheumatic stenotic aortic valves [ J ] .
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 1999, 19(5): 1218-1222.

[14] 　 Rajamannan NM, Subramaniam M, Springett M, et al.
Atorvastatin inhibits hypercholesterolemia-induced cellular
proliferation and bone matrix production in the rabbit aortic valve
[J] . Circulation, 2002, 105(22): 2660-2665.

[15] 　 Tanaka K, Sata M, Fukuda D, et al. Age-associated aortic
stenosis in apolipoprotein e-deficient mice [ J ] . J Am Coll
Cardiol, 2005, 46(1): 134-141.

[16] 　 Weiss RM, Ohashi M, Miller JD, et al. Calcific aortic valve
stenosis in old hypercholesterolemic mice [ J ] . Circulation,
2006, 114(19): 2065-2069.

[17] 　 Towler DA, Bidder M, Latifi T, et al. Diet-induced diabetes
activates an osteogenic gene regulatory program in the aortas of
low density lipoprotein receptor-deficient mice [J] . J Biol Chem,
1998, 273(46): 30427-30434.

[18] 　 Aikawa E, Nahrendorf M, Sosnovik D, et al. Multimodality
molecular imaging identifies proteolytic and osteogenic activities
in early aortic valve disease [ J] . Circulation, 2007, 115(3):
377-386.

[19] 　 Chan KL, Teo K, Dumesnil JG, et al. Effect of Lipid lowering
with rosuvastatin on progression of aortic stenosis: results of the
aortic stenosis progression observation: measuring effects of
rosuvastatin ( ASTRONOMER) trial [ J ] . Circulation, 2010,
121(2): 306-314.

[20] 　 Cowell SJ, Newby DE, Prescott RJ, et al. A randomized ttrial of
intensive lipid-lowering therapy in calcific aortic stenosis [ J] . N
Engl J Med, 2005, 14(9): 33-34.

[21] 　 Moura LM, Ramos SF, Zamorano JL, et al. Rosuvastatin
affecting aortic valve endothelium to slow the progression of aortic
stenosis [J] . J Am Coll Cardiol, 2007, 49(5): 554-561.

[22] 　 Rossebø AB, Pedersen TR, Boman K, et al. Intensive lipid
lowering with simvastatin and ezetimibe in aortic stenosis [J] . N
Engl J Med, 2008, 359(13): 1343-1356.

[23] 　 Rajamannan NM, Subramaniam M, Stock SR, et al. Atorvastatin

831 中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



inhibits calcification and enhances nitric oxide synthase
production in the hypercholesterolaemic aortic valve [ J] . Heart,
2005, 91(6): 806-810.

[24] 　 Katz R, Wong ND, Kronmal R, et al. Features of the metabolic
syndrome and diabetes mellitus as predictors of aortic valve
calcification in the Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis [ J] .
Circulation, 2006, 113(17): 2113-2119.

[25] 　 Capoulade R, Clavel MA, Dumesnil JG, et al. Insulin resistance
and LVH progression in patients with calcific aortic stenosis: a
substudy of the ASTRONOMER trial [ J ] . JACC Cardiovasc
Imaging, 2013, 6(2): 165-174.

[26] 　 Drolet MC, Roussel E, Deshaies Y, et al. A high fat / high
carbohydrate diet induces aortic valve disease in C57BL / 6J mice
[J] . J Am Coll Cardiol, 2006, 47(4): 850-855.

[27] 　 Yan AT, Koh M, Chan KK, et al. Association between
cardiovascular risk factors and aortic stenosis: the canheart aortic
stenosis study [ J] . J Am Coll Cardiol, 2017, 69( 12): 1523
-1532.

[28] 　 Le Quang K, Bouchareb R, Lachance D, et al. Early
development of calcific aortic valve disease and left ventricular
hypertrophy in a mouse model of combined dyslipidemia and type
2 diabetes mellitus [ J] . Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2014,
34(10): 2283-2291.

[29] 　 Huk DJ, Hammond HL, Kegechika H, et al. Increased dietary
intake of vitamin A promotes aortic valve calcification in vivo [J] .
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2013, 33(2): 285-293.

[30] 　 Wirrig EE, Hinton RB, Yutzey KE. Differential expression of
cartilage and bone-related proteins in pediatric and adult diseased
aortic valves [J] . J Mol Cell Cardiol, 2011, 50(3): 561-569.

[31] 　 Yang X, Meng X, Su X, et al. Bone morphogenic protein 2
induces Runx2 and osteopontin expression in human aortic valve
interstitial cells: role of Smad1 and extracellular signal-regulated
kinase 1 / 2 [ J] . J Thorac Cardiovasc Surg, 2009, 138 ( 4):
1008-1015.

[32] 　 Schoen FJ. Aortic valve structure-function correlations: role of
elastic fibers no longer a stretch of the imagination [ J] . J Heart
Valve Dis, 1997, 6(1): 1-6.

[33] 　 Kielty CM, Sherratt MJ, Shuttleworth CA. Elastic fibres [ J] . J
Cell Sci, 2002, 115(14): 2817-2828.

[34] 　 Hanada K, Vermeij M, Garinis GA, et al. Perturbations of
vascular homeostasis and aortic valve abnormalities in fibulin- 4
deficient mice [J] . Circ Res, 2007, 100(5): 738-746.

[35] 　 Munjal C, Opoka AM, Osinska H, et al. TGF-β mediates early
angiogenesis and latent fibrosis in an Emilin1-deficient mouse
model of aortic valve disease [ J] . Dis Model Mech, 2014, 7
(8): 987-996.

[36] 　 Angel PM, Narmoneva DA, Sewell-Loftin MK, et al. Proteomic
alterations associated with biomechanical dysfunction are early
processes in the emilin1 deficient mouse model of aortic valve
disease [J] . Ann Biomed Eng, 2017, 45(11): 2548-2562.

[37] 　 Helske S, Kupari M, Lindstedt KA, et al. Aortic valve stenosis:

an active atheroinflammatory process [ J] . Curr Opin Lipidol,
2007, 18(5): 483-491.

[38] 　 Kaden JJ, Dempfle CE, Grobholz R, et al. Interleukin-1β
promotes matrix metalloproteinase expression and cell proliferation
in calcific aortic valve stenosis [ J] . Atherosclerosis, 2003, 170
(2): 205-211.

[39] 　 Isoda K, Matsuki T, Kondo H, et al. Deficiency of interleukin-1
receptor antagonist induces aortic valve disease in BALB / c mice
[J] . Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2010, 30(4): 708-715.

[40] 　 Kii I, Amizuka N, Shimomura J, et al. Cell-cell interaction
mediated by cadherin-11 directly regulates the differentiation of
mesenchymal cells into the cells of the osteo-lineage and the
chondro-lineage [J] . J Bone Miner Res, 2004, 19(11): 1840
-1849.

[41] 　 Zhou J, Bowen C, Lu G, et al. Cadherin-11 expression patterns
in heart valves associate with key functions during embryonic
cushion formation, valve maturation and calcification [ J] . Cells
Tissues Organs, 2013, 198(4): 300-310.

[42] 　 Hutcheson JD, Chen J, Sewell-Loftin MK, et al. Cadherin- 11
regulates cell-cell tension necessary for calcific nodule formation
by valvular myofibroblasts [ J] . Arterioscler Thromb Vasc Biol,
2013, 33(1): 114-120.

[43] 　 Bowen CJ, Zhou J, Sung DC, et al. Cadherin - 11 coordinates
cellular migration and extracellular matrix remodeling during
aortic valve maturation [ J] . Dev Biol, 2015, 407 ( 1): 145
-157.

[44] 　 Sung DC, Bowen CJ, Vaidya KA, et al. Cadherin - 11
overexpression induces extracellular matrix remodeling and
calcification in mature aortic valves [ J] . Arterioscler Thromb
Vasc Biol, 2016, 36(8): 1627-1637.

[45] 　 Chu Y, Lund DD, Doshi H, et al. Fibrotic aortic valve stenosis
in hypercholesterolemic / hypertensive mice [ J ] . Arterioscler
Thromb Vasc Biol, 2016, 36(3): 466-474.

[46] 　 Mohler ER 3rd, Medenilla E, Wang H, et al. Aortic valve
calcium content does not predict aortic valve area [ J] . J Heart
Valve Dis, 2006, 15(3): 322-328.

[47] 　 Hinton RB Jr, Lincoln J, Deutsch GH, et al. Extracellular matrix
remodeling and organization in developing and diseased aortic
valves [J] . Circ Res, 2006, 98(11): 1431-1438.

[48] 　 Lindman BR, Clavel MA, Mathieu P, et al. Calcific aortic
stenosis [J] . Nat Rev Dis Primers, 2016, 2: 16006.

[49] 　 Roberts WC, Ko JM. Frequency by decades of unicuspid,
bicuspid, and tricuspid aortic valves in adults having isolated
aortic valve replacement for aortic stenosis, with or without
associated aortic regurgitation [J] . Circulation, 2005, 111(7):
920-925.

[50] 　 Michelena HI, Prakash SK, Della Corte A, et al. Bicuspid aortic
valve: identifying knowledge gaps and rising to the challenge from
the International Bicuspid Aortic Valve Consortium ( BAVCon)
[J] . Circulation, 2014, 129(25): 2691-2704.

(下转第 145 页)

931中国比较医学杂志 2020 年 11 月第 30 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2020,Vol. 30,No. 11



2020 年 11 月

第 30 卷　 第 11 期
中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
November, 2020
Vol. 30　 No. 11

曾贵荣,杨柳,罗桂芳,等. 间充质干细胞治疗的生物安全研究进展 [J]. 中国比较医学杂志, 2020, 30(11): 140-145.
Zeng GR, Yang L, Luo GF, et al. Research progress on the biosafety of mesenchymal stem cells [J]. Chin J Comp Med, 2020, 30
(11): 140-145.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2020. 11. 023

[基金项目]湖南省科技计划(2016TP1026)。
[作者简介]曾贵荣(1978—),男,博士,副研究员,研究方向:新药药理毒理学。 E-mail:zengguirong@ hnse.org
[通信作者]姜德建(1979—),男,博士,研究员,研究方向:新药药理毒理学。 E-mail:jiangdejian@ hnse.org

间充质干细胞治疗的生物安全研究进展

曾贵荣,杨　 柳,罗桂芳,姜德建∗

(湖南省药物安全评价研究中心 & 新药药效与安全性评价湖南省重点实验室,长沙　 410331)

　 　 【摘要】 　 间充质干细胞是一群自我复制能力强、具有高度分化潜能的细胞,来源广泛,是细胞治疗的首要来

源。 在组织修复、自身免疫疾病和退行性疾病治疗中具有较高的价值。 生物安全是间充质干细胞临床转化的主要

障碍之一,但目前缺乏足够的认识,本文从间充质干细胞的遗传稳定性、致肿瘤发生、免疫原性方面阐述间充质干

细胞的生物安全研究进展,以期提高间充质干细胞治疗的生物安全意识,为其间充质干细胞安全评价和临床转化

提供参考。
【关键词】 　 间充质干细胞; 遗传稳定性; 致癌性; 免疫原性; 生物安全
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Research progress on the biosafety of mesenchymal stem cells

ZENG Guirong, YANG Liu, LUO Guifang, JIANG Dejian∗

(Hunan Center of Drug Safety Evaluation and Research of Drugs & Hunan Key Laboratory of
Pharmacodynamics and Safety Evaluation of New Drugs, Changsha 410331)

　 　 【Abstract】　 Mesenchymal stem cells (MSCs) possess the ability to self-renew and give rise to highly differentiated
cell types, and can be isolated from a wide range of sources, making them the first choice for cell therapy. MSCs are widely
used in tissue repair, autoimmune diseases and degenerative diseases, and have high value. Currently, biosafety is one of
the most challenging problems in the clinical translation of MSCs. Previous research on the biosafety of MSCs has been
largely unclear. Therefore, we reviewed the research progress on several aspects of MSC biosafety, including genetic
stability, tumorigenicity and immunogenicity. This review may provide a reference for the safety evaluation and clinical
transformation of MSCs.

【Keywords】　 mesenchymal stem cells; genetic stability; tumorigenicity; immunogenicity; biosafety

　 　 近年来,随着老龄化社会的加快,骨质疏松症、
神经退行性疾病、糖尿病等与年龄相关的疾病发病

率逐年攀升,给医学和生命科学带来了巨大挑战,
目前以化学药物和手术治疗为支柱的传统西医治

疗逐渐遭遇瓶颈,而以干细胞技术为核心的再生医

学快速发展并走上临床应用,为人类衰老性疾病治

疗注入了新的希望和活力[1-7]。 据 ClinicalTrials.gov
统计,全球 210 多项间充质干细胞处于临床研究[8],
主要集中于伤口愈合,骨骼肌、心血管、肝肾疾病、
肿瘤、神经退行性疾病和自身免疫性疾病以及器官

移植等。 然而间充质干细胞的生物安全限制了其

临床的应用,主要表现在人体内的间充质干细胞较



少,无法分离后直接输入体内用于细胞治疗[9],且
临床治疗需要满足以下条件[10]:充足的细胞量,分
化成特定的细胞,输注后受体中细胞存活且有效,
移植后对受体安全。 相应地,细胞治疗包括供体选

择、间充质干细胞分离、培养扩增、临床前、临床疗

效和安全性评价、移植等过程[11],其中任何一个环

节存在问题都将影响治疗的安全和疗效。 作为一

种新的治疗形式,间充质干细胞生物安全是细胞治

疗能否进入临床应用,保障患者生活质量的关键问

题。 因此系统的综述目前间充质干细胞生物安全

有助于促进间充质干细胞治疗的发展与应用。 本

综述从间充质干细胞遗传稳定性、致癌性、免疫原

性等方面阐述间充质干细胞治疗的生物安全研究

进展,为降低间充质干细胞治疗风险提供参考。

1　 干细胞及间充质干细胞概述

干细胞是一种未完全分化的、具有自我增殖和

高度分化潜能的细胞。 根据来源和分化增殖能力

不同,将干细胞分成多能胚胎干细胞、人诱导多能

干细胞和多能成体干细胞等三大主要细胞类型[1]。
干细胞具有非常强的分化能力,在特定条件下可被

分化成神经元、心肌细胞、肝细胞、成骨细胞等多种

细胞,移植进入机体可替换损伤组织或产生修复因

子促进组织再生[2],干细胞的分化能力极大地推动

了再生医学的发展和退行性疾病的治疗,具有传统

化学药物、生物药物不具备的优势。
间充质干细胞是一种来源于中胚层具有自我

复制更新和多向分化的多能干细胞,具有独特的免

疫表型和免疫调节能力,属于多能成体干细胞。 相

对于多能胚胎干细胞、人诱导性多能干细胞,它的

分化和增殖能力较弱[3]。 自上世纪六七十年代,
Friedenstein 研究组首次发现一群位于动物骨髓细

胞中的边缘细胞群具有成骨能力,起初被定义为贴

壁集落形成单元成纤维细胞[4]。 因这群细胞可生

成骨骼组织相关的细胞,被认为是干细胞,也有称

为造血干细胞或间质细胞体外培养的饲养细胞。
基于细胞的功能演化成成骨干细胞或骨髓间质细

胞。 此外,这一细胞在包括人类在内的其他物种中

得以证实。 随后,为适应起源于胚胎中胚层细胞的

概念,Caplan 等[5]首次提出“成年间充质干细胞”这
一概念,并被科学家和临床医生广泛应用。

间充质干细胞来源于多种人体组织,最主要的

来源为骨髓和脂肪组织[1]。 也可从脐带血、胎盘、

羊膜、牙髓、脑、子宫内膜、皮肤、鼻粘膜等组织分离

获得间充质干细胞。 它不仅可直接分化成组织特

异性细胞修复伤口而且可通过释放抗炎细胞因子、
抗凋亡和生长因子的旁分泌的形式刺激组织修复,
被认为是组织工程和再生医学的强有力工具[6-7]。
此外,间充质干细胞可在炎症、肿瘤和损伤部位归

巢替代或修复损伤的组织[1]。 基于其独特优势,间
充质干细胞是细胞治疗的理想候选物,在组织再

生、癌症、骨关节病等方面具有广阔的前景。

2　 遗传稳定性及其影响因素

欧洲药品监督管理局出台的《关于干细胞的医

疗产品的反思报告》对细胞治疗产品无污染、活力、
生长曲线、细胞鉴定、纯度、效力和遗传稳定性做了

详细的管理规定,特别强调遗传稳定性是主要的安

全担忧[12]。 遗传稳定性指标表现为染色体畸变、微
核异常、DNA 损伤、端粒缩短、表观遗传失调等。 遗

传不稳定与癌变密切相关,染色体核型分析是评价

细胞染色体结构和数量的金标准[13]。 干细胞扩增

可降低 DNA 聚合酶和 DNA 修复效能进而导致细胞

遗传突变、表观遗传学改变、DNA 双链断裂[14-15]。
而 DNA 损伤阻滞转录和复制驱动细胞衰老及转分

化失 常, 进 一 步 加 剧 组 织 老 化 和 年 龄 相 关 的

癌变[16-17]。
遗传稳定性受供体、组织来源、扩增过程培养

条件、储存条件、传代次数等影响[18]。 Stultz 等[19]

对不同供体和代数的骨髓源性人间充质干细胞的

染色体稳定性分析显示,相比于第 5、7 代,第 3 代异

常核型更多,且随着代数增加,异常核型逐渐降低。
根据供体年龄不同分成老年组(39 ~ 41 岁)和年轻

组(22 ~ 31 岁),发现老年组供体主要为染色体易

位,而年轻组为非整倍体,但老年组与年轻组的染

色体并无显著差异,提示间充质干细胞染色体异常

主要发生在早期代数,随着传代次数越多,染色体

越趋于成熟稳定。 Duarte 等[20] 比较了低温保存前

后对人脐静脉间充质干细胞的染色体状态的影响,
发现液氮冻存后检测到非克隆型染色体畸变,17 个

细胞中期中 12 个细胞显示单体性(2 个标记染色

体,其他为染色体断裂),5 个细胞染色体的结构发

生改变。 冻存 2 个月的细胞染色体 3 短臂臂内发生

倒位。 Sharma 等[21] 评价了高糖、缺血、缺氧、饥饿

等不同培养条件下人脐带和胎盘来源的间充质干

细胞遗传稳定性,发现突然降低氧浓度可增加核泡
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数量,减少细胞增殖,但未诱导衰老;而在高糖、缺
血以及低氧血清饥饿下间充质干细胞遗传保持稳

定。 Vinogradov 等[22] 采用热休克模拟高温环境下

人子宫内膜间充质干细胞的分子遗传特征,G 带显

示染色体随机断裂和非整倍体;染色体核型分析观

察到细胞无基因组不平衡现象;mRNA 测序数据显

示,与对照组相比,热休克诱导错配,破坏 DNA 修

复。 人间充质干细胞暴露在 20% O2 下培养显著增

加氧化应激水平,诱导 DNA 双链断裂、染色体畸变、
非整倍体以及端粒缩短;而 3% O2 的条件下培养干

细胞的寿命延长,遗传稳定性显著增加;利用原位

杂交分析人脂肪组织来源间充质干细胞的染色体

8、11、17,发现低氧降低非整倍体发生率;表明低氧

条件有助于增强人间充质干细胞治疗的安全性[23]。
综上可知,间充质干细胞遗传稳定性直接影响

细胞的衰老、转分化进而可引起衰老和癌变,是干

细胞治疗中的主要安全问题。 其遗传稳定性主要

受到扩增传代次数、培养条件、保存环境的影响,深
入研究影响间充质干细胞的遗传稳定性机制,调整

细胞培养条件并建立细胞产品制备的标准操作规

程,有利于提高细胞遗传稳定性,保障细胞治疗

安全。

3　 致癌特性及其影响因素

致肿瘤发生是间充质干细胞临床治疗最重要

风险之一。 由于间充质干细胞本身的自我更新和

分化潜能,长期培养能自发性转化成其他细胞,大
多数可分化成成骨细胞、软骨细胞、心肌细胞、脂肪

细胞等无害细胞,也可能分化成恶性细胞[24-25],这
是间充质干细胞的固有特性。 前期研究显示,癌症

细胞的起源和恶变与间充质干细胞特征相似,如长

期的增殖、生长调控机制[26]。 事实上,在一项将大

量未分化的人胚胎干细胞移植到免疫缺陷小鼠观

察到畸胎瘤生长的研究报道后[27],干细胞的致癌风

险被推向了风口浪尖,给干细胞快速发展浇上了一

盆冷水,警醒企业、临床和科学界关注干细胞治疗

的生物安全问题。 尽管迄今未见间充质干细胞形

成畸胎瘤的报道,但由于它具有自我增殖、分化等

与干细胞相同的特性,其致癌发生风险仍不能忽视。
干细胞的致肿瘤发生受到环境因素影响,如遗

传操作和体外培养。 文献报道,长时间培养的间充

质干细胞具有致瘤发生的潜能,转化成为高核质

比、高端粒活性和高增值能力的上皮样细胞[28-29]。

此外,遗传不稳定性与肿瘤发生密切相关[30],如在

高氧可诱导染色体畸变、DNA 损伤。 Conforti 等研

究[31]了电离辐射和饥饿应激下骨髓间充质干细胞

的恶变情况,发现辐射和饥饿的间充质干细胞失去

了典型的纺锤形形态、生长速率降低,但保持了正

常的的免疫和分化功能,更为重要的是未表现出恶

性癌变倾向。 Yong 等[32] 评估了长期保存人脂肪来

源的间充质干细胞的致瘤发生变化,发现利用低温

细胞保护剂冷冻保存 3 个月细胞的肿瘤抑制因子

p53、p21、p16、pRb、hTERT、端粒酶活性和端粒长度

未见明显变化,DNA 损伤和 p53 突变无显著影响,
表明长期保存脂肪来源的间充质干细胞发生肿瘤

风险较低。 给小鼠注射脂肪组织间充质干细胞 1 年

后显示,移植细胞被完全清除,未见肿瘤发生[33]。
然而,研究发现将间充质干细胞移植到 SCID 小鼠

中,观察到肿瘤的生长现象[29]。 椎管内内嗅粘液细

胞自体移植 8 年后,一位年轻的脊髓损伤患者出现

自体移植物来源的脊髓肿块,肿块组织学上与嗅黏

膜相似[34]。 2009 年,文献报道一例胎儿神经干细

胞移植治疗共济失调毛细管扩张 4 年后发生胶质神

经脑瘤,基因分析显示肿瘤细胞来源于供体[35]。
综上,间充质干细胞自身固有特性和培养环境

是致瘤性的决定因素。 肿瘤发生与免疫缺陷相关,
由于间充质干细胞具有免疫抑制的作用,故间充质

干细胞可能调控免疫促进肿瘤发生。 尽管现有研

究提示间充质干细胞移植的致瘤风险较低,但在间

充质干细胞临床应用前,仍需严格评估其致瘤发生

潜在影响。

4　 免疫原性及其影响因素

干细胞从健康志愿者分离获得(同种异体),也
可从患者自身分选制备。 在同种异体干细胞移植

面临伦理问题和免疫排异反应[36]。 人间充质干细

胞具有免疫调节作用[37],当机体免疫过低时,间充

质干细胞能促进炎症。 相反,免疫过度激活时,间
充质干细胞抑制炎症进而避免自身攻击。 因此,有
观点认为间充质干细胞具有免疫特权,移植时可能

不会诱发免疫反应[38]。
间充质干细胞通过以下途径发挥免疫调控作

用:通过抑制分裂素、异种抗原的 T 淋巴细胞增殖

反应,诱导初始 T 细胞无能,抑制调节性 T 细胞扩

增,抑制对同种异体细胞的 T 淋巴细胞毒性从而抑

制 T 淋巴细胞功能;它还可通过抑制自然杀伤细胞
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对病毒感染细胞的杀伤作用,抑制 IL-2 驱动 NK 细

胞增殖和 INF-γ 释放;此外,间充质干细胞也可下调

树突细胞共刺激分子表达,抑制单核细胞和 CD34+

祖细胞分化成树突细胞,降低促炎细胞因子 IL-12、
INF-γ、TNF-α 的释放而增加 IL-10 分泌。 间充质干

细胞可作为抗原呈递细胞将 HLA-Ⅰ限制性病毒或

肿瘤抗原加工呈递给 CD4+T 细胞,释放少量的 INF-
γ 和颗粒酶 B,但其 T 淋巴细胞杀伤毒性效果非常

有限[39]。 Klyushnenkova 等[40]评估了骨髓间充质干

细胞激活同种异体 T 细胞能力,发现异体骨髓间充

质干细胞无法促进外周血 T 淋巴细胞增殖,但可释

放 INF-γ。 将间充质干细胞加入初始混合淋巴细胞

共同培养观察到间充质干细胞抑制淋巴细胞增殖,
且抑制效果呈现剂量依赖性,其发生与是否进行

INF-γ 预处理无关,表明间充质干细胞开始可激活

异体 T 细胞,但由于其免疫抑制作用无法引起 T 细

胞增殖反应。 以上均提示同种异体间充质干细胞

具有免疫抑制作用且较低的免疫原性。
Deuse 等[41] 比较了人脐带间充质干细胞和成

年骨髓间充质干细胞的免疫原性,结果显示人脐带

间充质干细胞 HLA-Ⅰ 表达更低,TGF-β 和 IL-10 生

成更多,增殖更快。 骨髓间充质干细胞对异体淋巴

细胞激活和体内免疫活化能力更强,而人脐带间充

质干细胞免疫识别能力更弱。 骨髓间充质干细胞

在完全免疫小鼠显示更快的排异反应。 最近的一

项研究发现同种异体间充质干细胞移植后产生了

抗体和显著的免疫排异反应[42]。 体外研究显示,大
鼠间充质干细胞对异体 T 细胞无法激活,而 INF-γ
和 IL-1β 处理后,间充质干细胞上调 MHCⅠ、Ⅱ和

血管粘附分子-1,增加 T 淋巴细胞毒性反应。 接受

间充质干细胞异体移植的大鼠的免疫活化标志物

CD25、CD71 显著上调,生成同种抗体促进补体介导

的细胞裂解作用[43]。 Huang 等[44] 研究了间充质干

细胞分化对细胞免疫的影响,发现间充质干细胞分

化成的肌原性细胞、内皮细胞和平滑肌细胞组织相

容性复合体Ⅰa、Ⅱ 表达增加,Ⅰb 则降低。 这些细

胞与异体白血球共培养后细胞毒性显著增加。 采

用分化的细胞处理心肌梗死大鼠,检测心肌功能 6
个月,发现移植 3 个月后,间充质干细胞显著改善心

室功能。 而异体分化的细胞在移植后 5 周被完全清

除,移植 5 个月后其疗效丧失,表明间充质干细胞分

化后免疫激活排斥功能增加。 Liu 等[45]将骨髓间充

质干细胞分化的成骨细胞与异体淋巴细胞共培养

显示淋巴增殖反应,接受成骨细胞移植的新西兰白

兔表现出明显的皮肤排异反应,该研究同样证实了

间充质干细胞分化成特定细胞可产生显著的免疫

排斥反应。
综上,间充质干细胞具有免疫抑制作用,但不

具有免疫特权。 间充质干细胞异体移植需注意免

疫排异反应,且其免疫排斥反应与其组织来源、分
化状态密切相关。

5　 结语

间充质干细胞具有自我增殖、分化潜能、免疫

调控功能,是细胞治疗的理想材料,在发育和再生

医学中表现光明的前景。 在间充质干细胞治疗的

发展过程中,其生物安全(遗传不稳定、致肿瘤发

生、免疫排异反应等)会直接影响其临床转化和应

用,已成为制约其产业发展的主要障碍。 为了推动

干细胞产业迅速发展,国内外相关部门做出了许多

努力,但目前对间充质干细胞的制备及其生物安全

的研究国内外尚未形成统一的标准和体系,国家知

识产权局甚至将干细胞与再生医学、免疫治疗等明

确列为急需知识产权支持和国家重点发展的产业

之一。 在间充质干细胞应用前,需根据《干细胞制

剂质量控制及临床前研究指导原则》的质量控制标

准、《中华人民共和国药典》、ISCT-间充质干细胞鉴

定标准(2006),对生物安全风险因素,如微生物、内
毒素、致瘤性、异常毒性、残留性、核型异常率进行

检测,且国际细胞治疗协会也制定了间充质干细胞

应用于临床试验的放行标准,根据以上原则来降低

干细胞应用的生物安全风险。 未来需要深入研究

间充质干细胞遗传不稳定、致癌、免疫排异的发生

机制,对间充质干细胞产品制备和临床治疗进行严

格规范和标准化,建立质量控制和安全评估标准体

系,和准则,消除存在的安全隐患,保障人类安全。
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防治内毒素休克凝血功能紊乱的研究进展
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　 　 【摘要】 　 凝血功能紊乱是内毒素休克发生微循环障碍、发展至脓毒症的一个关键环节,与患者的器官损伤、
死亡率密切相关。 针对“降低血液高凝、补充凝血因子、抑制纤溶系统亢进”三个层面,探索有利于恢复机体凝血稳

态的相应防治措施,从而改善内毒素休克或脓毒症的预后、降低病死率。
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Advances in prevention and treatment drug therapy for coagulation
disorders during endotoxin shock

LIU Zhengquan, ZHAO Zigang∗

(Institute of Microcirculation, Hebei North University, Zhangjiakou　 075000, China)

　 　 【Abstract】 　 Coagulation disorders are a key link in the process of endotoxic shock-induced microcirculation
dysfunction and sepsis, which is closely related to organ injury and mortality of patients. Based on the three aspects of
“ reducing blood hypercoagulability, supplementing coagulation factors, and inhibiting fibrinolytic hyperactivity”, this paper
reviews the beneficial effects of preventive and therapeutic measures to restore coagulation homeostasis and improve the
prognosis and reduce the mortality of endotoxin shock or sepsis.

【Keywords】　 endotoxic shock; coagulation disorders

　 　 内毒素休克这一临床常见的急危重症,由多种

严重感染因素引起,以凝血功能紊乱、微循环障碍

为特征,以细胞损害与器官结构损伤、功能障碍或

衰竭为严重后果,进一步发展为脓毒症,病死率高

达 70%,是目前危重病医学领域的研究重点[1]。 其

中,致病因素引起的凝血功能紊乱是内毒素休克发

生微循环障碍、发展至脓毒症的一个关键环节,是
临床防治内毒素休克的一个关键切入点[2]。 在内

毒素休克凝血功能紊乱的发病过程中,既有致病因

素引起血液高凝、凝血物质消耗带来的血液低凝,

又存在纤溶系统亢进引起的凝血与纤溶失衡,为
此,众多学者从降低血液高凝、补充凝血因子、抑制

纤溶系统亢进等多个角度防治内毒素休克引起的

凝血功能紊乱,以期改善内毒素休克的预后,降低

病死率。

1　 降低血液高凝防治内毒素休克引起的凝血功能

紊乱

　 　 一般来说,致病因素,特别是 G-菌细胞壁的主

要成分脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)以不同方式



进入 循 环 系 统 后, 可 直 接 引 起 血 管 内 皮 细 胞

(vascular endothelial cell,VEC)损伤,释放组织因子

(tissue factor,TF),启动外源性凝血系统;暴露胶原,
活化 XII 因子,启动内源性凝血系统;LPS 刺激白细

胞高表达 TF,启动外源性凝血系统;LPS 刺激可活

化血小板,增强其黏附、聚集功能,释放血小板磷

酯,形成凝血酶原激活物;破坏红细胞膜,释放大量

膜磷脂,形成凝血酶;红细胞破坏释放的大量二磷

酸腺苷,也促进了血小板聚集,引起血液高凝。 更

为重要的是,VEC 损伤增加了白细胞选择素 ( L-
selectin)、内皮细胞选择素(E-selectin)、血小板选择

素(P-selectin)等黏附分子的表达,促进了白细胞与

VEC 黏附、血小板黏附,发生血液高凝。 这些因素

互相作用,形成血液高凝的瀑布效应,形成大量微

血栓,引起凝血因子与血小板消耗,成为进一步发

生消耗性低凝的基础。 在一项由志愿者参与、由
LPS 注射引起内毒素血症的研究中[3],发现 LPS 引

起了志愿者白细胞数目增多、C 反应蛋白增高、血小

板消耗。 为此,以防止 VEC 损伤、减少白细胞与血

小板活化、降低红细胞损伤、降低黏附分子表达为

目的的一系列措施成为防治内毒素休克血液高凝

的主要手段。
研究发现[4],中药复方香芹汤(Xiang-Qi-Tang,

XQT) 及其有效成分香附酮 α ( Alpha-Cyperone,
CYP)、黄芪甲苷 IV、穿心莲内酯均能够显著抑制

LPS 刺激引起大鼠心肌微血管内皮细胞的炎症反

应, 降 低 肿 瘤 坏 死 因 子-α ( tumor necrosis factor
alpha,TNF-α)、细胞间黏附分子-1( intercellular cell
adhesion molecule-1,ICAM-1)、纤溶酶原激活物抑

制剂-1(plasminogen activator inhibitor-1,PAI-1)的
生成,XQT 与 CYP 抑制了 TF 的分泌,且 XQT 及其

有效成分显著抑制了心肌微血管内皮细胞丝裂原

活化蛋白激酶 ( mitogen-activated protein kinases,
MAPKs)的主要信号分子 p38MAPK、细胞外信号调

节激酶( extracellular signal-regulated kinase,ERK)、
c-jun 氨基末端激酶 ( c-jun NH2-terminal kinase,
JNK)以及核因子 κB(nuclear factor κB,NF-κB) p65
的磷酸化蛋白水平有关。 这一研究结果表明,XQT
及其有效成分改善凝血功能的作用是通过抑制心

肌微血管内皮细胞的 MAPKs 与 NF-κB 信号通路实

现的,也提示减少内皮细胞损伤是降低 LPS 引起血

液高凝状态的有效途径之一。
Kim 等[5]在一个体外猪肺灌注模型上,发现抑

制血管假性血友病因子 ( von Willebrand factor,
vWF)与血小板糖蛋白 Ib 绑定从而抑制血小板黏附

的金精三羧酸(aurintricarboxylic acid,ATA),能剂量

依赖性地抑制了人血清诱导的 E-selectin 表达以及

人单核细胞与猪肺血管内皮细胞的黏附,抑制了凝

血酶诱导的 vWF 分泌、补体活化、TF 表达与血小板

活化,改善了肺功能与白细胞在肺组织的聚集,与
重组水蛭素联合应用更有利于改善凝血功能。 进

一步的研究[6]显示,ATA 能显著抑制 LPS 诱导的人

脐静脉内皮细胞 ( human umbilical vein endothelial
cells,HUVECs) ICAM-1 和 E-selectin 蛋白与 mRNA
的高表达,从而抑制了白细胞与 HUVECs 的黏附,
同时发现这种作用与抑制 HUVECs 的 NF-κB 转位

与 IκB 降解有关。 这些研究表明,抑制白细胞与内

皮细胞黏附对于改善凝血功能具有一定的积极

作用。
临床研究显示,急诊感染患者发生脓毒症的患

者出现了血小板显著降低,血小板的降低程度且与

患者病情的严重程度和预后相关[7];血必净注射液

辅助治疗在改善严重脓毒症患者凝血功能及预后

的同时,提高了血小板数量以及纤维蛋白原含量,
降低了弥散性血管内凝血(disseminated intravascular
coagulation,DIC)的发生率[8];乌司他丁、血必净联

合治疗亦显著提高了烧伤后脓毒症患者血小板的

数量,降低炎症因子水平,从而改善凝血功能[9],也
减轻了 LPS 处理后绵羊肺、肝、肾等脏器的损伤程

度,降低了死亡率[10];在常规治疗基础上,辅助小剂

量肝素钠与低分子肝素钙治疗,在降低炎症因子水

平、改善凝血功能的同时,均显著提高了脓毒症患

者血小板数量[11]。 动物实验发现,盲肠结扎穿孔

(cecal ligation-perforation,CLP)在引起动物器官损

伤与失控炎症反应[12] 的同时,也引起凝血功能障

碍,表现为凝血时间延长、凝血因子活性抑制、血小

板数量减少、D-二聚体增多[13];血必净注射液在有

效改善盲肠结 扎 穿 孔 ( cecal ligation-perforation,
CLP)动物的凝血功能、提高纤维蛋白原含量的基础

上,降低 LPS 静脉注射引起的炎症反应[14];白藜芦

醇治疗可显著改善内毒素休克后的微循环灌注状

态,同时可显著提高 LPS 腹腔攻击大鼠的血小板数

量[15]。 研究显示,LPS 体外刺激血小板,可剂量依

赖性地引起血小板凋亡[16],这可能是内毒素休克后

血小板功能降低的又一个因素。 这些研究结果说

明,抑制血小板消耗、提高血小板数量对改善脓毒

症凝血功能可发挥积极的有益作用。
此外, 包 括 血 栓 调 节 蛋 白、 抗 凝 血 酶 III

(antithrombin III,AT-III)、蛋白 C 等在内的机体抗

凝系统,对于维持凝血稳态也发挥着积极作用。 临
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床研究显示[17],加味四妙勇安汤辅助治疗显著提高

了脓毒症患者血清 AT-Ⅲ水平,从而改善了凝血功

能。 Iba 等[18]在静脉注射 LPS 建立内毒素血症大鼠

模型上,活体肠系膜微循环观察发现 AT(125 IU /
kg)、重组血栓调节蛋白联合注射显著降低了白细

胞与内皮的黏附和血栓形成、改善了小静脉的微血

流,单独或联合治疗显著抑制了凝血系统的活化,
反映器官损伤的血清标志物未发生明显变化,也降

低了血中晚期炎症介质高迁移率族蛋白 1 ( high-
mobility group box 1,HMGB1)的水平。 一项全国性

的临床研究表明,分别或联合应用重组血栓调节蛋

白或 AT-III,均显著改善了脓毒症患者的凝血功能,
降低了 DIC 的发生率以及住院死亡率[19]。 研究发

现[20], 来 自 细 菌 的 外 膜 小 泡 ( outer membrane
vesicles,OMVs)启动了感染因素引起脓毒症的炎症

反应,同样 OMVs 与 HUVECs 共同孵育后,在明显提

高 TF、P-selectin、E-selectin 表达的同时,也显著提高

了血栓调节蛋白表达;同时 OMVs 处理 HUVECs 后

的上清液作用于全血标本,也显著提高了单核细胞

与血小板的聚集,可见 OMVs 促进了内毒素休克或

脓毒症后血液高黏状态的形成。 研究也发现[21],
LPS 持续静脉注射 6 h 引起了家兔凝血功能障碍,
丹酚酸 B 静脉注射提高了纤维蛋白原、血小板、蛋
白 C 以及 AT-III 水平,从而改善了家兔的凝血功

能;丹参酮 IIA 也发挥了与丹酚酸 B 相同的作用,降
低了家兔的死亡率(从 80%降低至 26. 7%) [22]。 蛋

白 C 活性也成为监测脓毒症患者器官与凝血状态

的一个重要标志物[23]。 这些研究均表明,提高机体

抗凝系统的功能,有利于对抗 LPS 攻击或脓毒症引

起的血液高凝状态。
针对细胞黏附分子介导的白细胞黏附或血小

板黏附在内毒素休克或脓毒症凝血功能紊乱发展

中的作用,研究发现 L-selectin 抗体可抑制 LPS 攻击

后白细胞黏附,E-selectin 的单克隆抗体也可降低

LPS 攻击小鼠白细胞滚动及其与内皮细胞的黏附,
从而降低 LPS 引起的炎症反应[24]。 但是,目前还没

有这些黏附分子抗体使用后,通过抑制炎症反应改

善凝血功能的直接报道,还需要进一步关注。
此外,激肽释放酶(kallikrein,KLK) -激肽系统

参与了凝血的调节,KLK 通过激活 XⅡ因子,引起凝

血。 Kolte 等[25]在 LPS 攻击大鼠前,应用 KLK 抑制

剂 PF-04886847 进行前处理,阻断了 LPS 引起的循

环血中的粒细胞数量增多以及血浆 6-keto PGF1α
水平增高,降低了球囊损伤家兔的血栓形成、延长

了 APTT 与 TT,但对 LPS 引起的血小板数量减少、

血浆纤维蛋白原降低、D-二聚体水平增高以及肝、
肾损伤没有明显的作用。 结果表明,PF-04886847
具有一定的抗血栓形成的作用,也说明抑制 KLK 可

调节 LPS 后的凝血稳态。
上述研究表明,针对引起血液高凝的诸多因素

进行治疗,对于内毒素休克或脓毒症后的血液凝固

稳态发挥着积极有效的作用。 但这些动物实验研

究多集中于某一因素的观察,缺少整体治疗效果的

评价;一些临床试验研究也多集中在小样本的现象

描述,还缺乏大样本的综合性观察。 因此,对内毒

素休克后血液高凝的防治研究,还需要基础与临床

联合研究的深入。

2　 补充凝血因子防治内毒素休克引起的凝血功能

紊乱

　 　 由于内毒素休克导致的血液高凝引起了凝血

因子消耗,因此及时有效地补充凝血因子成为防治

内毒素休克凝血功能紊乱的重要举措。 新鲜冷冻

血浆(fresh frozen plasma,FFP)富含大量的凝血因

子,对于多种原因导致的凝血功能障碍治疗效果很

好。 Letourneau 等[26] 的一项体外研究显示,解冻后

储存在 1℃ ~6℃冰箱 0 d 或 5 d 中的 FFP,均显著提

高了 LPS 处理的人肺内皮细胞的 ICAM、VCAM、P-
selectin、E-selectin 的表达,提示输入 FFP 可能提高

了白细胞与内皮细胞的黏附。 Shamsudin 等[27]检测

了 FFP 中凝血因子含量随着储存时间延长的变化

情况,发现活化的 VII 因子 ( activated factor VII,
FVIIa)自解冻后即刻以及储存在 4℃冰箱 6 h、3 d、
5 d等四个时间点的活性依次保持原有的 73. 43%、
73. 73%、71%、69. 8%,FVIII 活性依次为 177. 63%、
144. 37%、80. 8%、70. 97%,纤维蛋白原含量依次为

3. 24 g / L、3. 24 g / L、3. 21 g / L、3. 20 g / L,说明 FFP
储存后凝血物质的有效性。 但 FFP 对内毒素休克

后凝血功能紊乱中的作用还需进一步观察。
研究发现,活化的 VII 因子(activated factor VII,

FVIIa)能降低 LPS 诱导肺、肾组织的血管渗漏,该作

用在内皮细胞蛋白 C 受体(endothelial cell protein C
receptor,EPCR)缺陷鼠上没有表现出来,应用 EPCR
单克隆抗体则完全抑制了 FVIIa 对血管屏障的保护

作用,结果表明 FVIIa 保护血管屏障的作用是通过

EPCR 实现的[28]。 同样,FXa 通过形成凝血酶参与

了凝血的瀑布效应,在 LPS 刺激的 HUVECs 模型以

及 CLP 导致的脓毒症模型上,FXa 后处理降低了

HUVECs 产生 HMGB1、TNFα、IL-1β 的能力,降低了

脓毒症小鼠 HMGB1 释放及其介导的血管高通透性
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与白细胞迁移,下调了 IL-6 产生,降低死亡率[29]。
Ku 等[30] 的研究也表现, FXa 前处理通过其受

体———有效的细胞蛋白酶受体抑制了 LPS 引起的

分泌型磷脂酶 A2 IIA 高表达与活性,该作用是通过

抑制 LPS 诱导的胞浆磷脂酶 A2 及 ERK1 / 2 活化实

现的。 但这些研究均没有观察活化的凝血因子在

消耗性凝血功能障碍中的作用,因此,今后应进一

步研究。

3　 抑制纤溶系统亢进防治内毒素休克引起的凝血

功能紊乱

　 　 一般认为,致病因素作用于机体引起大量微血

栓形成后,激活纤溶系统,有利于降解聚集的纤维

蛋白,防止微血管阻塞。 但是,过度的纤溶系统激

活,形成的大量纤维蛋白降解产物会进一步加重微

血管损害,引起微循环障碍与出血,导致病情恶化。
为此,抑制纤溶系统亢进对于防治内毒素休克引起

的凝血功能紊乱具有积极的作用。
静脉注射纤溶酶抑制剂凝血酸 ( tranexamic

acid,TA)可有效抑制静脉快速注射 LPS 提高大鼠

血浆 D-二聚体、纤溶酶 α2-抗纤溶酶复合物水平的

作用,但并没有影响 LPS 引起凝血活化、粒细胞增

多、中性粒细胞活化或脱颗粒、内皮细胞活化、炎症

因子释放。 红花黄色素降低了 CLP 大鼠血清炎症

因子 TNF-α、IL-1β 的同时,降低了血清 TF 水平、提
高了组织因子途径抑制物水平,从而改善了大鼠的

凝血功能[31]。 植物成分 Ankaferd 不会影响凝血因

子的含量,但能够双向调节 LPS 诱导 EPCR 与 PAI-
1 表达,表现在早期(LPS 作用 1 h)抑制 EPCR 与

PAI-1 表达,晚期(LPS 作用 6 h 后)上调 EPCR 与

PAI-1 表达,从而发挥良好的抗出血作用[32]。 针对

LPS 诱导家兔 DIC 模型的研究[33] 发现,来自蝮蛇的

纤维蛋白原溶解酶( fibrinogenase,又称为 FIIa)降低

了 LPS 引起肝、肾损伤,提高了纤维蛋白原浓度、蛋
白 C 活性、血小板数量、AT-III 和组织纤溶酶原激活

物(tissue type plasminogen activator,t-PA)含量,降低

了 PAI-1 水平,延长了凝血时间,从而提高了存活

率。 体外实验[33]发现,FIIa 上调了 HUVECs 的 t-PA
和尿激酶型纤溶酶原激活剂的表达、下调了 PAI-1
表达,直接活化蛋白 C。 这些研究结果表明,TA、红
花黄色素、Ankaferd、FIIa 从调节纤溶系统活性的角

度干预了 LPS 诱导的凝血功能异常。
可见,以纠正纤溶系统活性为切入点,探寻相

关治疗策略,对于改善内毒素休克或脓毒症后凝血

稳态具有积极的作用。

4　 小结

总之,凝血功能紊乱贯穿了多种致病因素导致

内毒素休克或脓毒症的整个发病过程,与患者的器

官损伤、死亡率密切相关[34],从早期对抗血液高凝

以减少微血栓形成与凝血物质消耗、微血栓发生后

补充凝血物质以纠正低凝、晚期抑制纤溶系统亢进

以避免纤溶产物对微血管的损害等多角度、全方位

纠正凝血功能紊乱,对于改善内毒素休克预后具有

积极意义。 新冠肺炎疫情发生以来,针对发展为脓

毒症的重症患者的临床研究显示,以抗凝为治疗靶

向恢复患者凝血功能的治疗措施可有效改善患者

的预后[35],进一步提示改善患者机体凝血稳态的重

要性。 从目前的研究结果来看,中药复方如血必净

注射液,可能多靶点地调节内毒素休克或脓毒症后

的凝血稳态,以中药治疗为临床策略防治内毒素休

克,可能是今后的一个方向。 但是,内毒素休克或

脓毒症后凝血功能紊乱的发病机制复杂,病情变化

多端。 这也提示我们,在重视凝血功能的同时,要
密切关注其变化规律,选择有针对性的药物与治疗

时机。 一些具有调节机体凝血功能但尚未应用于

内毒素休克或脓毒症治疗的药物,也是今后关注的

热点。 同时,也要探索新的治疗措施与方法,以期

为内毒素休克的防治提供新思路。
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