




中 国 实 验 动 物 学 报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ

　 　 双月刊　 　 １９９３ 年 ６ 月创刊 第 ２８ 卷　 第 １ 期　 ２０２０ 年 ２ 月 ２８ 日出版

目　 　 次

研究报告

ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠的建系及其在细胞示踪方面的应用研究

王菲ꎬ原一桐ꎬ高渊涛ꎬ田峰ꎬ田野ꎬ李宵ꎬ李承罡ꎬ杜若琛ꎬ李鹏飞ꎬ王雅丽ꎬ王春芳( １ )

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

诸氏鲻虾虎鱼封闭群遗传质量评价方法的建立∗ 蔡磊ꎬ李建军ꎬ余露军ꎬ黄韧(１０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

高尿酸血症鹌鹑肠道菌群结构分析 黄胜男ꎬ林志健ꎬ张冰ꎬ吕锦涛ꎬ王如然(１７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

斑马鱼功效模型在验证乳制品补钙和促进肠蠕动中的应用∗

蒋一之ꎬ朱晓宇ꎬ李露露ꎬ俞航萍ꎬ荣佳ꎬ李春启(２３)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

诸氏鲻虾虎鱼出血病病原鉴定及传播途径分析∗ 余露军ꎬ李建军ꎬ蔡磊ꎬ黄韧(２９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

阿魏酸对高脂血症小鼠肝脂肪变性及肠道菌群的调节作用

饶文婷ꎬ罗尚菲ꎬ张雅心ꎬ江伟豪ꎬ陈奕澔ꎬ陈嘉慧ꎬ任妍ꎬ佘楷杰ꎬ何盈ꎬ曾平ꎬ周凤华(３６)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

电针对糖尿病神经痛大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白的干预作用

邰昭霞ꎬ费雪瑜ꎬ瞿思颖ꎬ王涵芝ꎬ陈卢杭ꎬ蒋永亮ꎬ方剑乔ꎬ何晓芬(４３)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

淋巴细胞活化基因￣３ 敲除(Ｌａｇ￣３－ / －)小鼠构建及初步表型分析

万颖寒ꎬ慈磊ꎬ王珏ꎬ龚慧ꎬ万志鹏ꎬ奚骏ꎬ何敏珠ꎬ孙瑞林ꎬ费俭ꎬ沈如凌(４９)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

糖尿病下肢溃疡小鼠模型的建立与评价 鲁珽ꎬ辛永萍ꎬ林家彬ꎬ陈民利(５８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

低氧训练对肥胖小鼠 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路的影响 龚丽景ꎬ付鹏宇ꎬ朱镕鑫ꎬ张一民ꎬ许春艳(６６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

地鳖肽对 ＣＣｌ４ 诱导的慢性肝损伤小鼠的抗氧化保护作用的研究

刘丹ꎬ曹硕ꎬ刘阳ꎬ刘杰ꎬ王朕ꎬ张永红ꎬ沈红(７３)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｄ￣半乳糖与 Ｌ￣谷氨酸诱导树鼩肝组织损伤 陆姜利ꎬ郭玉倩ꎬ钱忠义ꎬ角建林ꎬ梁张ꎬ郑红(８１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

利用心电植入子遥感技术测定并比较不同全麻药对大鼠心电活动的影响

李慧敏ꎬ于玉楼ꎬ唐贺ꎬ赵冉ꎬ董紫姗ꎬ王瀚冬ꎬ杨晶ꎬ王川(８９)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

还原型谷胱甘肽在 ＡＧ１２９ 小鼠生物净化及快速繁殖中的应用 张帆ꎬ安学芳ꎬ赵赫ꎬ李丽ꎬ肖宇宙(９６)􀆺􀆺􀆺

一种产后小鼠束缚应激模型的造模方法以及束缚装置的制作 陈漫漫ꎬ高鹏飞(１００)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺



研究进展

鱼类实验动物封闭群和近交系资源培育现状∗ 蔡磊ꎬ李建军ꎬ余露军ꎬ黄韧(１０８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

实验鱼质量控制标准研制的思考与建议∗ 余露军ꎬ李建军ꎬ蔡磊ꎬ魏远征ꎬ苗宗余ꎬ黄韧(１１５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

急性肾损伤模型塑造研究进展 杨婷ꎬ林志健ꎬ姜卓希ꎬ褚梦真ꎬ张冰ꎬ邹丽娜(１２３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

啮齿类动物插管技术用于药动学采血的研究进展 杜飞飞ꎬ王凤清ꎬ贾伟伟ꎬ徐方ꎬ马越鸣(１２９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

斑马鱼发育毒性与致畸性相关实验研究进展∗ 戴明珠ꎬ黄燕烽ꎬ彭逸ꎬ张双阳ꎬ张立将ꎬ李春启(１３７)􀆺􀆺􀆺

斑马鱼在功能性食品研究中的应用进展∗

郭胜亚ꎬ朱晓宇ꎬ周佳丽ꎬ张勇ꎬ彭逸ꎬ荣佳ꎬ张立将ꎬ李春启(１４３)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

间质性膀胱炎动物模型的研究进展 昂小杰ꎬ李淼ꎬ周峰ꎬ蔡宗强ꎬ陈卫国(１４８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

广告 (彩插 １~５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

∗:实验鱼质量控制标准化及应用专题

主　 管

　 　 中国科学技术协会

主　 办

　 　 中国实验动物学会

中国医学科学院医学实验动物研究所

主　 编

　 　 秦川

编辑部主任

　 　 李继平

编　 辑

　 　 «中国实验动物学报»编辑部

出　 版

　 　 «中国实验动物学报»编辑部

发　 行

　 　 «中国实验动物学报»编辑部

　 　 １０００２１ꎬ北京市朝阳区潘家园南里 ５ 号

　 　 电话:０１０－６７７７９３３７
　 　 传真:０１０－６７７７０６９０
　 　 Ｅ￣ｍａｉｌ:ｂｊｂ＠ ｃｎｉｌａｓ.ｏｒｇ
　 　 ｈｔｔｐ: / / ｚｇｓｙｄｗ.ｃｎｊｏｕｒｎａｌｓ.ｃｏｍ / ｓｙｄｗｙｂｊｙｘ / ｃｈ / ｉｎｄｅｘ.ａｓｐｘ
本期执行主编　 代解杰

本期专题组织　 黄　 韧

本期责任编辑　 李洁蕾　 郭梦征

照　 排

　 　 同方知网(北京)技术有限公司

印　 刷

　 　 北京博海升彩色印刷有限公司

邮发代号

　 　 ２－７４８
广告发布登记

　 　 京朝工商广登字 ２０１７０１４２ 号

定　 价

　 　 每期 ５０.００ 元ꎬ全年 ３００.００ 元

中国标准连续出版物号

　 　 ＩＳＳＮ １００５－４８４７
ＣＮ １１－２９８６ / Ｑ

２０１９ 年版权归中国实验动物学会所有

　 　 本刊已入万方数据网络和中国学术期刊(光盘版)电子

杂志、中文生物医学期刊文献数据库、中国实验动物信息网

和中国实验动物学会网站等网络文献数据库ꎬ如不同意自己

论文入网ꎬ请在来稿中声明ꎮ 编辑部支付的稿酬已包含上述

网站著作权使用费ꎮ
本刊电子版出版发行合作伙伴:中邮阅读网:ｗｗｗ.１８３ｒｅａｄ.ｃｏｍ

期刊基本参数:ＣＮ１１￣２９８６ / Ｑ∗１９９３∗ｂ∗Ａ４∗１６１∗ｚｈ∗Ｐ∗ ￥ ５０􀆰 ００∗１０００∗２２∗２０２０￣ ０１



􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
ＢｉｍｏｎｔｈｌｙꎬＥｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ Ｊｕｎｅ １９９３　 　 　 Ｖｏｌｕｍｅ ２８ꎬ Ｎｕｍｂｅｒ １ꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２８ꎬ ２０２０

ＣＯＮＴＥＮＴＳ

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｄＴｏｍａｔｏ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｌｉｎｅａｇｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ｔｒａｃｉｎｇ

ＷＡＮＧ Ｆｅｉꎬ ＹＵＡＮ Ｙｉｔｏｎｇꎬ ＧＡＯ Ｙｕａｎｔａｏꎬ

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＴＩＡＮ Ｆｅｎｇꎬ ＴＩＡＮ Ｙｅꎬ ＬＩ Ｘｉａｏꎬ ＬＩ Ｃｈｅｎｇｇａｎｇꎬ ＤＵ Ｒｕｏｃｈｅｎꎬ ＬＩ Ｐｅｎｇｆｅｉꎬ ＷＡＮＧ Ｙａｌｉꎬ ＷＡＮＧ Ｃｈｕｎｆａｎｇ( １ )

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ

ＣＡＩ Ｌｅｉꎬ ＬＩ Ｊｉａｎｊｕｎꎬ ＹＵ Ｌｕｊｕｎꎬ ＨＵＡＮＧ Ｒｅｎ(１０)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｑｕａｉｌｓ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ

ＨＵＡＮＧ Ｓｈｅｎｇｎａｎꎬ ＬＩＮ Ｚｈｉｊｉａｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｂｉｎｇꎬ ＬＹＵ Ｊｉｎｔａｏꎬ ＷＡＮＧ Ｒｕｒａｎ(１７)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｄａｉｒｙ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌｓ

ＪＩＡＮＧ Ｙｉｚｈｉꎬ ＺＨＵ Ｘｉａｏｙｕꎬ ＬＩ Ｌｕｌｕꎬ ＹＵ Ｈａｎｇｐｉｎｇꎬ ＲＯＮＧ Ｊｉａꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎｑｉ(２３)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｃａｕｓｉｎｇ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｉｎ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｒｏｕｔｅｓ

ＹＵ Ｌｕｊｕｎꎬ ＬＩ Ｊｉａｎｊｕｎꎬ ＣＡＩ Ｌｅｉꎬ ＨＵＡＮＧ Ｒｅｎ(２９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉｃ ｍｉｃｅ

ＲＡＯ Ｗｅｎｔｉｎｇꎬ ＬＵＯ Ｓｈａｎｇｆｅｉꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙａｘｉｎꎬ

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＪＩＡＮＧ Ｗｅｉｈａｏꎬ ＣＨＥＮ Ｙｉｈａｏꎬ ＣＨＥＮ Ｊｉａｈｕｉꎬ ＲＥＮ Ｙａｎꎬ ＳＨＥ ＫａｉＪｉｅꎬ ＨＥ Ｙｉｎｇꎬ ＺＥＮＧ Ｐｉｎｇꎬ ＺＨＯＵ Ｆｅｎｇｈｕａ(３６)

Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ａｔ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｒａｔｓ

ＴＡＩ Ｚｈａｏｘｉａꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＦＥＩ Ｘｕｅｙｕꎬ ＱＵ Ｓｉｙｉｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｈａｎｚｈｉꎬ ＣＨＥＮ Ｌｕｈａｎｇꎬ ＪＩＡＮＧ Ｙｏｎｇｌｉａｎｇꎬ ＦＡＮＧ Ｊｉａｎｑｉａｏꎬ ＨＥ Ｘｉａｏｆｅｎ(４３)

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ ＷＡＮ Ｙｉｎｇｈａｎꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＣＩ Ｌｅｉꎬ ＷＡＮＧ Ｊｕｅꎬ ＧＯＮＧ Ｈｕｉꎬ ＷＡＮ Ｚｈｉｐｅｎｇꎬ ＸＩ Ｊｕｎꎬ ＨＥ ＭｉｎｚｈｕꎬＳＵＮ Ｒｕｉｌｉｎꎬ ＦＥＩ Ｊｉａｎꎬ ＳＨＥＮ Ｒｕｌｉｎｇ(４９)

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒｓ

ＬＵ Ｔｉｎｇ ꎬ ＸＩＮ Ｙｏｎｇｐｉｎｇ ꎬ ＬＩＮ Ｊｉａｂｉｎ ꎬ ＣＨＥＮ Ｍｉｎｌｉ(５８)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉｃ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ

ＧＯＮＧ Ｌｉｊｉｎｇꎬ ＦＵ Ｐｅｎｇｙｕꎬ ＺＨＵ Ｒｏｎｇｘｉｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｉｍｉｎꎬ ＸＵ Ｃｈｕｎｙａｎ(６６)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ

ＬＩＵ Ｄａｎ ꎬ ＣＡＯ Ｓｈｕｏ ꎬ ＬＩＵ Ｙａｎｇ ꎬ ＬＩＵ Ｊｉｅ ꎬ ＷＡＮＧ Ｚｈｅｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｏｎｇｈｏｎｇꎬ ＳＨＥＮ Ｈｏｎｇ(７３)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺



Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ ａｎｄ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ

ＬＵ Ｊｉａｎｇｌｉꎬ ＧＵＯ Ｙｕｑｉａｎꎬ ＱＩＡＮ Ｚｈｏｎｇｙｉꎬ ＪＩＡＯ Ｊｉａｎｌｉｎꎬ ＬＩＡＮＧ Ｚｈａｎｇꎬ ＺＨＥＮＧ Ｈｏｎｇ(８１)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｏｎ ｒａｔ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｃａｒｄｉａｃ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｉｍｐｌａｎｔ

ＬＩ ＨｕｉｍｉｎꎬＹＵ ＹｕｌｏｕꎬＴＡＮＧ ＨｅꎬＺＨＡＯ Ｒａｎꎬ ＤＯＮＧ Ｚｉｓｈａｎꎬ ＷＡＮＧ Ｈａｎｄｏｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｊｉｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｃｈｕａｎ(８９)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＧ１２９ ｍｉｃｅ

ＺＨＡＮＧ Ｆａｎꎬ ＡＮ Ｘｕｅｆａｎｇꎬ ＺＨＡＯ Ｈｅꎬ ＬＩ Ｌｉꎬ ＸＩＡＯ Ｙｕｚｈｏｕ(９６)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ａ ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｍｏｕｓｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｄｅｖｉｃｅ

ＣＨＥＮ Ｍａｎｍａｎꎬ ＧＡＯ Ｐｅｎｇｆｅｉ(１００)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｆｉｓｈ ａｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ

ＣＡＩ Ｌｅｉꎬ ＬＩ Ｊｉａｎｊｕｎꎬ ＹＵ Ｌｕｊｕｎꎬ ＨＵＡＮＧ Ｒｅｎ(１０８)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｓｕｇｇｅｓｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｉｓｈ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

ＹＵ Ｌｕｊｕｎꎬ ＬＩ Ｊｉａｎｊｕｎꎬ ＣＡＩ Ｌｅｉꎬ ＷＥＩ Ｙｕａｎｚｈｅｎｇꎬ ＭＩＡＯ Ｚｏｎｇｙｕꎬ ＨＵＡＮＧ Ｒｅｎ(１１５)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｒｏｄｅｎｔ ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ

ＤＵ Ｆｅｉｆｅｉꎬ ＷＡＮＧ Ｆｅｎｇｑｉｎｇꎬ ＪＩＡ Ｗｅｉｗｅｉꎬ ＸＵ Ｆａｎｇꎬ ＭＡ Ｙｕｅｍｉｎｇ(１２９)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

ＤＡＩ Ｍｉｎｇｚｈｕꎬ ＨＵＡＮＧ Ｙａｎｆｅｎｇꎬ ＰＥＮＧ Ｙｉꎬ ＺＨＡＮＧ Ｓｈｕａｎｇｙａｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌｉｊｉａｎｇꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎｑｉ(１３７)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ

ＧＵＯ Ｓｈｅｎｇｙａꎬ ＺＨＵ Ｘｉａｏｙｕꎬ ＺＨＯＵ Ｊｉａｌｉꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｏｎｇꎬ ＰＥＮＧ Ｙｉꎬ ＲＯＮＧ ＪｉａꎬＺＨＡＮＧꎬ Ｌｉｊｉａｎｇꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎｑｉ(１４３)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌｓ

ＡＮＧ Ｘｉａｏｊｉｅꎬ ＬＩ Ｍｉａｏꎬ ＺＨＯＵ Ｆｅｎｇꎬ ＣＡＩ Ｚｏｎｇｑｉａｎｇꎬ ＣＨＥＮ Ｗｅｉｇｕｏ(１４８)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ
　 Ｃｈｉｎａ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｓｐｏｎｓｏｒ
　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ

Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ

Ｅｄｉｔｏｒ￣ｉｎ￣Ｃｈｉｅｆ
　 ＱＩＮ Ｃｈｕａｎ(秦川)
Ｍａｎａｇｉｎｇ Ｅｄｉｔｏｒ
　 ＬＩ Ｊｉｐｉｎｇ(李继平)
Ｅｄｉｔｉｎｇ
　 Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ Ａｃｔａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｕｍ Ａｎｉｍａｌｉｓ Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ｓｉｎｉｃａ
Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
　 Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ Ａｃｔａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｕｍ Ａｎｉｍａｌｉｓ Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ｓｉｎｉｃａ

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｏｒ
　 Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ Ａｃｔａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｕｍ Ａｎｉｍａｌｉｓ Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ｓｉｎｉｃａ

５ Ｐａｎ Ｊｉａ Ｙｕａｎ Ｎａｎ Ｌｉꎬ Ｃｈａｏｙａｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２１
Ｔｅｌ: ０１０－６７７７９３３７
Ｆａｘ: ０１０－６７７７０６９０
Ｅ￣ｍａｉｌ: ｂｊｂ＠ ｃｎｉｌａｓ.ｏｒｇ
ｈｔｔｐ: / / ｚｇｓｙｄｗ.ｃｎｊｏｕｒｎａｌｓ.ｃｏｍ / ｓｙｄｗｙｂｊｙｘ / ｃｈ / ｉｎｄｅｘ.ａｓｐｘ

ＣＳＳＮ

　 ＩＳＳＮ １００５－４８４７
ＣＮ １１－２９８６ / Ｑ

Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０１９ ｂｙ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ



２０２０ 年 ２ 月

第 ２８ 卷　 第 １ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０
Ｖｏｌ. ２８　 Ｎｏ. １

王菲ꎬ原一桐ꎬ高渊涛ꎬ等. ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠的建系及其在细胞示踪方面的应用研究[ Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８
(１): １－９.
Ｗａｎｇ Ｆꎬ Ｙｕａｎ ＹＴꎬ Ｇａｏ ＹＴꎬｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｄＴｏｍａｔｏ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｌｉｎｅａｇｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ｔｒａｃｉｎｇ[Ｊ].Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ２０２０ꎬ ２８(１): １－９.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０１􀆰 ００１

[基金项目]国家自然科学基金项目(８１３７１３８４)ꎻ山西省重点研发项目(２０１８０３Ｄ３１０６８)ꎻ山西省应用基础研究计划项目(２０１８０１Ｄ１２１２１２ꎬ
２０１９０１Ｄ２１１３１９ꎬ２０１９０１Ｄ１１１３８４)ꎻ山西省高等学校科技创新项目(２０１９Ｌ０４１８ꎬ２０１９Ｌ０４４５)ꎮ

Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ( ８１３７１３８４ )ꎬ Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
(２０１８０３Ｄ３１０６８)ꎬ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (２０１８０１Ｄ１２１２１２ꎬ ２０１９０１Ｄ２１１３１９ꎬ ２０１９０１Ｄ１１１３８４) ａｎｄ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｓｈａｎｘｉ (２０１９Ｌ０４１８ꎬ ２０１９Ｌ０４４５).
[作者简介]王菲(１９９３—)ꎬ女ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向:神经发育再生ꎮ Ｅｍａｉｌ:１３６２５９８０６７＠ ｑｑ.ｃｏｍ
[通信作者]王春芳(１９６４—)ꎬ女ꎬ教授ꎬ博士生导师ꎬ研究方向:干细胞与神经发育再生ꎮ Ｅｍａｉｌ: ｗａｎｇｃｈｕｎｆａｎｇ＠ ｓｘｍｕ.ｅｄｕ.ｃｏｍ

ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠的建系及其在细胞示踪方面
的应用研究

王菲１ꎬ原一桐１ꎬ高渊涛２ꎬ田峰１ꎬ田野３ꎬ李宵１ꎬ李承罡４ꎬ杜若琛１ꎬ李鹏飞１ꎬ
王雅丽１ꎬ王春芳１∗

(１. 山西医科大学实验动物中心ꎬ太原　 ０３０００１ꎻ ２. 南昌大学玛丽女王学院ꎬ南昌　 ３３００００ꎻ
３. 山西省人民医院ꎬ太原　 ０３０００１ꎻ ４. 山西医科大学第二医院骨科ꎬ太原　 ０３０００１)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建稳定表达的 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠并建系ꎬ观察其细胞及组织的荧光表达水平以及其干

细胞共培养后的荧光表达水平ꎮ 方法　 使用 Ｇａｔｅｗａｙ ｃｌｏｎｅ 技术和 ＤＮＡ 显微注射法构建含有 ｔｄＴｏｍａｔｏ 表达载体的

受精卵ꎬ移植至假孕母鼠体内ꎬ待其自然生产ꎮ 使用双向鉴定法鉴定并挑取饲养阳性小鼠并建系ꎮ 另提取 ｔｄＴｏｍａｔｏ
阳性小鼠的神经干细胞分别与 ｅＧＦＰ 小鼠的骨髓间充质干细胞、原代神经干细胞共培养ꎮ 结果 　 成功构建了

ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠并建系ꎬ与野生型小鼠相比ꎬｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠生化指标和生长性状无明显差异ꎬ其组织切

片及脑源神经干细胞均可观察到红色荧光ꎮ 示踪实验表明注射部位可观察到明显的荧光成像ꎬ共培养实验可以清

晰的观察到细胞分化后荧光的稳定表达ꎮ 结论　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠的组织和细胞能稳定表达红色荧光ꎬ可以利

用荧光鼠的自发荧光特性ꎬ研究干细胞共培养后的分化方向ꎮ
【关键词】 　 工具鼠ꎻｔｄＴｏｍａｔｏꎻ转基因小鼠ꎻ细胞共培养
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｏｏｌ ｍｏｕｓｅꎻ ｔｄＴｏｍａｔｏꎻ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅꎻ ｃｅｌｌ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 自从 １９８０ 年ꎬＧｏｒｄｏｎ 等首次利用原核显微注

射法研究动物转基因技术后ꎬ对于转基因鼠的研究

便不断深入[１－２]ꎮ 其中ꎬ转基因荧光鼠作为一项重

大研究成果ꎬ现已经变成了生命科学、医学和药学

等诸多领域的科研基础ꎬ转基因荧光鼠能够在相应

激发光下自发荧光的特性ꎬ为科学研究提供具有更

加简捷、无毒害等优质特点的生物工具以及细胞治

疗方面的示踪工具[３－４]ꎮ
Ｔａｎｄｅｍ￣ｄｉｍｅｒ ｔｏｍａｔｏ ( ｔｄＴｏｍａｔｏ ) 是一种来自

Ｄｉｓｃｏｓｏｍａ ｃｏｒａｌ(ＤｓＲｅｄ)变体红色荧光蛋白ꎬ相比绿

色荧光蛋白( ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｅＧＦＰ)更加

稳定ꎬ激发波长也更长ꎮ 且与其他的 ＤｓＲｅｄ 衍生物

相比ꎬｔｄＴｏｍａｔｏ 也是最亮且最耐光的[５]ꎮ 在国外ꎬ
ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色荧光蛋白作为稳定的荧光标记物ꎬ已
经成功构建转基因小鼠品系ꎬ同时也在标记表达小

白蛋白的神经元实验中以及其他细胞标记实验中

进行使用ꎬ但在国内尚未展开广泛的应用[６－８]ꎮ
干细胞的研究和应用一直都是科研的热门方

向ꎬ其中干细胞的培养和移植治疗是关键的两个方

面[９－１０]ꎮ 目前ꎬ神经干细胞(ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＮＳＣｓ)
的对于脊髓损伤后的移植治疗已被大量实验证实

可以有效减少脊髓损伤后出现的继发组织受损并

恢复一定的运动功能ꎬ这为临床治疗脊髓损伤疾病

带来了新的方向[１１－１３]ꎮ 本课题组也一直致力于多

种干细胞的研究ꎬ其中包括 ＮＳＣｓ 和骨髓间充质干

细胞(ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＢＭＳＣｓ)
以及 ＮＳＣｓ 在脊髓损伤方面的应用ꎬ所以干细胞的

培养观察和移植治疗时的示踪都是极为关键的步

骤[１４－１６]ꎮ 而在细胞实验中ꎬ使用荧光鼠来代替细胞

标记术能有效地简化细胞实验的实验过程ꎬ现为了

保障后续干细胞共培养实验过程及 ＮＳＣｓ 移植示踪

实验中能够使用更为快捷、稳定、无影响的荧光模

式鼠ꎬ拟构建 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

清洁级 Ｃ５７ / ＢＬ６ 小鼠 ５０ 只ꎬ２ ~ ３ 月龄ꎬ雌雄

２ ∶１ꎬ体重 ２４ ~ ２８ ｇꎻ清洁级 ｅＧＦＰ 转基因小鼠 ４ 只ꎬ
２ ~ ３ 月龄ꎬ１３ ~ １４ ｄ 孕龄ꎬ体重 ２６ ~ ３２ ｇꎬ购于山

西医科大学实验动物中心【ＳＣＸＫ(晋)２０１５－０００１】ꎬ
饲养于山西医科大学实验动物中心屏障环境中

【ＳＹＸＫ(晋)２００９－０００４】ꎮ 实验小鼠的饲养过程和

其他实验操作均符合实验动物伦理学要求(审批

号:ＩＡＣＵＣ２０１７－００２)以及中华人民共和国«实验动

物管理条例»ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 仪器与试剂

ＰＣＲ 仪(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ＡＧ ２２３３１ Ｈａｍｂｕｒｇꎬ德国)ꎬ
荧光显微(ＯＬＹＭＰＵＳꎬ日本)ꎬＩｍｐａｃｔｏｒ Ｍ￣Ⅲ脊髓击

打器(ＮＹＵꎬ美国)ꎬ细胞培养箱(Ｈｅａｌ ＦｏｒｃｅꎬＨＦ２４０ꎬ
中国)ꎬ石蜡切片机(Ｌｅｉｃａ ＲＭ ２２４５ꎬ德国)ꎬＯＦＫ－
８０００ Ａ 多波段 ＬＥＤ 检查套装( Ｓｐｅｃｔｒｏｎｉｃｓꎬ美国)ꎮ
Ｇａｔｅｗａｙ􀳏 ＢＰ ＣｌｏｎａｓｅＴＭ ＩＩ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ
１１７８９－０２０)ꎬＧａｔｅｗａｙＴＭＬＲ ＣｌｏｎａｓｅＴＭ ＩＩ Ｐｌｕｓ Ｅｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ １２５３８ － １２０ )ꎬ Ａｎｔｉ￣Ｎｅｓｔｉｎ 抗 体

(ＢＯＳＴＥＲꎬＢＡ１２８９)ꎬＡｎｔｉ￣ＣＤ３４ 抗体(ＢＯＳＴＥＲꎬｂｓ￣
８９９６Ｒ)ꎬ Ａｎｔｉ￣ＣＤ４４ 抗 体 ( ＢＯＳＴＥＲꎬ ｂｓ￣４９１６Ｒ )ꎬ
ＮｅｕｒｏＣｕｌｔＴＭＢａｓａｌ Ｍｅｄｉｕｍ(ＳＴＥＭＣＥＬＬꎬ１８Ｃ８８５８３)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 转基因小鼠的制作

重叠 ＰＣＲ 技术扩增 ａｔｔＢ１￣ｔｄＴｏｍａｔｏ￣ａｔｔＢ２ 基因

片段ꎬ Ｇａｔｅｗａｙ ｃｌｏｎｅ 构建 ｐＤｏｗｎ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ 转化到

Ｓｔａｂｌ３ 大肠杆菌中ꎬＬＢ 平板上 ３７℃孵育过夜ꎮ 提取

ｐＤｏｗｎ￣ｔｄＴｏｍａｔｏ 与母载体 ＰＲＰ. Ｄｅｓ２ｓ 在 ２５℃ 下进

２
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行 ＬＲ 反应 ３ ｈꎬ将最终的表达载体 ＰＲＰ.Ｅｘ２ｄ￣ＥＦ１Ａ
>ｔｄＴｏｍａｔｏ 转化到 Ｓｔｂｌ３ 中ꎬ完成载体构建ꎮ 制备假

孕母鼠和受孕母鼠ꎬ取出受孕母鼠的受精卵ꎮ 将构

建好的 ｔｄＴｏｍａｔｏ 表达载体通过 ＤＮＡ 显微注射注入

受精卵原核ꎬ转移至假孕母鼠的输卵管内ꎬ待其自

然产下新生鼠ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 转基因小鼠鉴定

双向鉴定法鉴定 ｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠ꎬ在波长

５００ 的多波段 ＬＥＤ 手电 ＯＦ￣５００ＡＣ 灯头下(绿色激

发光)观察皮肤裸露处的荧光情况ꎬ同时剪取其尾

尖 ０􀆰 ５ ｃｍꎬ提取 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ琼脂糖凝胶电

泳鉴定阳性个体ꎮ 鉴定引物:
Ｐｒｉｍｅｒ Ｉ:ＣＴＣＴＧＣＴＧＣＣＴＣＣＴＧＧＣＴＴＣＴꎬ
Ｐｒｉｍｅｒ ＩＩ:ＣＧＡＧＧＣＧＧＡＴＣＡＣＡＡＧＣＡＡＴＡꎬ
Ｐｒｉｍｅｒ ＩＩＩ:ＴＣＡＡＴＧＧＧＣＧＧＧＧＧＴＣＧＴＴꎮ
灌注阳性转基因小鼠后ꎬ取其脑、肝、肺、心脏、

脾组织ꎬ石蜡包埋制片后ꎬ进行 ＨＥ 染色ꎬ置于荧光

显微镜下观察各个组织的荧光表达情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 转基因小鼠的建系

取 ６ 只鉴定为阳性的原代小鼠与野生型小鼠进

行配种繁殖ꎬ并将子代中的阳性小鼠继续交叉配种

繁殖ꎮ 在实验动物中心的屏障环境中进行饲养育

种ꎬ定期送检微生物和寄生虫ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 检测转基因小鼠的生长性状和生化指标

取 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠进行眼眶静脉丛采血

后ꎬ检测生理生化指标检测ꎬ测定肝功能、肾功能、
血脂等指标ꎬ与正常野生小鼠进行统计学分析ꎬ检
测差异有无显著性ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠 ＮＳＣｓ 的分离与培养

取孕龄为 １３ ~ １４ ｄ 的 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠处

死后常规消毒ꎬ取出胎鼠ꎬ剔除头骨ꎬ剥去蛛网膜及

小脑ꎬ将脑组织放入有培养基的培养皿中吹打至组

织消失ꎬ２００ 目过滤筛过滤后ꎬ离心弃上清ꎬ加入培

养基充分混匀后转移至培养瓶中ꎬ放于细胞恒温箱

中培养ꎬ每 ２ 天半量换液ꎮ 待培养至 ３ 代后ꎬ利用免

疫荧光术检测神经干标记蛋白 Ｎｅｓｔｉｎ 的表达ꎬ验证

培养所得细胞为 ＮＳＣｓꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠提取细胞移植示踪

实验

收集第 ３ 代的 ＮＳＣｓꎬ离心后将细胞浓度调至

１×１０７ / ｍＬꎮ同时制备仅将胸段 ９Ｔ－１１Ｔ 脊髓椎板切

除但无任何其他损伤的小鼠模型ꎬ使用微量注射泵

注入 ５ μＬ 的 ＮＳＣｓꎮ ３ ｄ 后利用 Ｂｒｕｋｅｒ Ｘｔｒｅｍｅ 系统

多模式成像系统进行观察拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 绿色荧光小鼠 ＢＭＳＣｓ 与红色荧光小鼠

ＮＳＣｓ 的共培养

从 ｅＧＦＰ 转基因小鼠的胫、股骨骨髓中分离出

ＢＭＳＣｓꎬ采取贴壁法培养ꎬ放于细胞恒温箱中培养ꎬ
每 ２ ~ ３ 天换液ꎮ 传至第 ３ 代后ꎬ利用免疫荧光术

检测细胞特异性标志物(ＣＤ４４ / ＣＤ３４)ꎬ并结合细胞

形态学分析ꎬ证明培养所得细胞为 ＢＭＳＣｓꎮ
将上述所得 ｅＧＦＰ 小鼠 ３ 代的 ＢＭＳＣｓ、ｔｄＴｏｍａｔｏ

小鼠的 ３ 代 ＮＳＣｓ 均以 １×１０６ / ｍＬ 的细胞密度接种

于六孔板中ꎬ观察两种干细胞在共培养后能让否稳

定的表达自身的荧光ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 绿色荧光小鼠 ＮＳＣｓ 与红色荧光小鼠 ＮＳＣｓ
的共培养

按上述方法ꎬ分别提取 ｅＧＦＰ、ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因

胎鼠的 ＮＳＣｓꎬ常规操作后ꎬ加入统一培养瓶中进行

共同培养ꎮ 培养至 ３ 代时ꎬ将 ＮＳＣｓ 接种于六孔板

里ꎬ观察其贴壁分化后能否稳定表达自身的荧光

特性ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

所得数据用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计软件处理ꎬ检测结

果采用平均数±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ组间比较采用

独立样本 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ< ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠的制作与鉴定

首批构建阳性 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠共 ９ 只ꎬ４
雌 ５ 雄ꎮ 新生小鼠置于 ＯＦ￣５００ＡＣ 灯头下ꎬ阳性小

鼠自发红色荧光ꎬ而阴性小鼠不发荧光(图 １Ａ)ꎮ
提取阳性和阴性小鼠的 ＤＮＡꎬ凝胶电泳分析表明阳

性结果可见在 ２００ ~ ４００ ｂｐ 之间有双条带ꎬ阴性结

果仅在 ３００ ~ ４００ ｂｐ 之间有单条带(图 １Ｂ)ꎮ 剪取

阳性转基因小鼠与野生小鼠 １ ｃｍ 鼠尾进行观察ꎬ可
见在白光源下鼠尾无明显差别ꎬ在激发光下转基因

小鼠的鼠尾自发红色荧光而正常野生小鼠无荧光

表现(图 １Ｃ￣Ｄ)ꎮ 经双向鉴定结果显示ꎬ激发光下

能自发荧光的转基因小鼠ꎬ其 ＤＮＡ 鉴定结果亦为

阳性ꎮ
　 　 将 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因阳性小鼠进行灌注ꎬ取其

脑、肝、肺、心脏、脾进行石蜡包埋制片ꎬＨＥ 染色后

镜下观察(图 ２Ａ￣Ｅ)ꎮ 再置于荧光显微镜下观察ꎬ
可见红色荧光的稳定表达ꎬ表明灌注固定包埋切片

等常规处理不会影响转基因小鼠的荧光表达情况

３
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(图 ２ａ￣ｅ)ꎮ 并且ꎬ对比 ＨＥ 染色ꎬ红色自发荧光更能

明显的辨别各个组织切片的形态学特征ꎮ
２􀆰 ２　 转基因小鼠的建系以及与正常小鼠生长性状

和生化指标的对比

转基因小鼠饲养于山西医科大学实验动物中

心的屏障环境中ꎬ期间送检微生物和寄生虫ꎬ检查

结果符合清洁级实验动物要求ꎮ 转基因小鼠生长

状态稳定ꎬ经两年繁殖ꎬ现有转基因鼠 ２６０ 余只ꎬ其
中阳性鼠有 ２０８ 只ꎬ总阳性率高达 ８０％ꎬ且已有个别

小鼠一胎全为阳性ꎮ 随机选取 ２０ 只阳性转基因小

鼠的外周血检测生理生化指标ꎬ与 ２０ 只野生型小鼠

进行对比ꎬ其差异无显著性 ( Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 表明

ｔｄＴｏｍａｔｏ 基因不会影响小鼠的正常生长发育ꎬ符合

正常实验动物的基本指标ꎮ (表 １)

注:Ａ:新生小鼠阳性与阴性在激发光下的对比ꎮ Ｂ: 凝胶电泳的鉴定结果ꎮ Ｃ￣Ｄ: 转基因小鼠与

野生小鼠的鼠尾在正常光源下和激发光下的对比ꎮ

图 １　 转基因小鼠鉴定结果

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｎｅｗ ｂｏｒｎ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｇｈｔ. Ｂꎬ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ. Ｃ￣Ｄꎬ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｉｌｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｌｉｇｈｔ
(Ｃ) ａｎｄ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｇｈｔ (Ｄ).

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

图 ２　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 阳性小鼠组织切片结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｔｄＴｏｍａｔｏ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｅ

４
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表 １　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠与野生小鼠生理生化指标的对比(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ２０)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｄＴｏｍａｔｏ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ２０)

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

体长(ｃｍ)
Ｌｅｎｇｔｈ (ｃｍ)

体重(ｇ)
Ｗｅｉｇｈｔ (ｇ)

白蛋白(ｇ / ｄＬ)
ＡＬＢ (ｇ / ｄＬ)

血清碱性磷
酸酶(Ｕ / Ｌ)
ＡＬＰ (Ｕ / Ｌ)

血清谷丙转
氨酶活力(Ｕ / Ｌ)

ＡＬＴ (Ｕ / Ｌ)

血清谷草转
氨酶活力(Ｕ / Ｌ)

ＡＳＴ (Ｕ / Ｌ)

血浆尿素
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＢＵＮ (ｍｍｏｌ / Ｌ)

肌酸激酶(Ｕ / Ｌ)
ＣＫ (Ｕ / Ｌ)

ｔｄＴｏｍａｔｏ １０􀆰 ２２ ± １􀆰 ５５ ２２􀆰 １２ ± ０􀆰 ８３ ３５􀆰 ６７ ± １􀆰 ７６ １７５􀆰 ３３ ± ４４􀆰 ５０ ４０􀆰 ３３ ±２􀆰 ０８ １１７􀆰 ３３ ± ２５􀆰 ０１ １１􀆰 ７２ ± ０􀆰 ７３ ６１１􀆰 ６７ ± １５１􀆰 ０２
ＷＴ ９􀆰 ３２ ± ２􀆰 １１ ２３􀆰 ４６ ± １􀆰 ０５ ３７􀆰 ４７ ± １􀆰 ３５ １６８􀆰 ３６ ± ４０􀆰 ００ ３９􀆰 ６７ ±２３􀆰 ６７ １１４􀆰 ６７ ± １２􀆰 ６６ １０􀆰 ８６ ± ０􀆰 ５７ ６８４􀆰 ３３ ± １２７􀆰 ８８

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

肌酐
(μｍｏｌ / Ｌ)

ＣＲＥＡ
(μｍｏｌ / Ｌ)

乳酸脱氢酶
(Ｕ / Ｌ)
ＬＤＨ

(Ｕ / Ｌ)

血清胆红素
(μｍｏｌ / Ｌ)

ＴＢＩＬ
(μｍｏｌ / Ｌ)

血清胆固醇
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

Ｔｃｈｏ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

甘油三酯
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＧ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

总蛋白
(ｇ / Ｌ)
ＴＰ

(ｇ / Ｌ)

尿酸
(μｍｏｌ / Ｌ)

ＵＡ
(μｍｏｌ / Ｌ)

ｔｄＴｏｍａｔｏ ３２􀆰 ４０ ± １􀆰 ７０ ５７３􀆰 ００ ± ８６􀆰 ２６ １３􀆰 ４８ ± ２􀆰 ０１ ２􀆰 ３３ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ２２ ５４􀆰 ５３ ± １􀆰 ６３ ８９􀆰 ０３ ± １９􀆰 ６１
ＷＴ ３９􀆰 ４６ ± ０􀆰 ２７ ５５９􀆰 ３５ ± ９５􀆰 ７６ １３􀆰 ９５ ± ６􀆰 ４４ ２􀆰 ３９ ± ０􀆰 ３５ ０􀆰 ６８ ± ０􀆰 ２０ ５３􀆰 ３０ ± ０􀆰 ７２ ９５􀆰 ９６ ± １５􀆰 ７２

２􀆰 ３　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠 ＮＳＣｓ 的鉴定

图 ３Ａ 和 ３ａ 可见细胞球在绿色激发光下自发

红色荧光ꎬ表明细胞在体外培养至 ３ 代仍然可以稳

定的自发红色荧光ꎻ图 ３Ｂ 和 ３ｂ 可见细胞球呈现绿

色荧光ꎬ即细胞球呈现 Ｎｅｓｔｉｎ 抗原阳性ꎻ图 ３Ｃ 和 ３ｃ
可见明显的蓝色荧光ꎬ即 Ｈｏｃｈｅｓｔ 对细胞核的染色ꎬ
以上数据证明所培养的细胞为 ＮＳＣｓꎮ

图 ３　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠 ＮＳＣｓ 的鉴定结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＮＳＣｓ ｆｒｏｍ ｔｄＴｏｍａｔｏ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠提取细胞移植示踪实验

收集第 ３ 代的 ＮＳＣｓꎬ注入小鼠的胸段脊髓中ꎬ
３ ｄ后利用 Ｂｒｕｋｅｒ Ｘｔｒｅｍｅ 系统多模式成像系统进行

观察ꎬ可见小鼠的注射部位有红色荧光信号(图 ４)ꎮ
表明 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠的荧光表达稳定ꎬ能够支

持活体细胞移植示踪实验ꎬ可提供实验需要的观察

和数据ꎮ
２􀆰 ５　 共培养实验结果

将 ｅＧＦＰ 绿色荧光小鼠的 ３ 代 ＢＭＳＣｓꎬ分别置

于 ＯＦ￣３６５ＡＵＶ 灯头下(蓝紫色激发光)及正常光源

下观察ꎬ视野内可见自发绿色荧光的梭形贴壁细

胞ꎬ分布均匀且形态纤长ꎬ与 ＢＭＳＣｓ 的形态学特征

相符(图 ５Ａ、５ａ)ꎮ 经过免疫荧光化学鉴定ꎬ可见图

５ｂ 中的红色荧光呈现出与图 ５Ｂ 中绿色荧光细胞基

本相吻合的规则细胞形态ꎬ表示 ＣＤ４４ 阳性ꎻ图 ５ｃ
中可见零散的红色背景噪音ꎬ与图 ５Ｃ 中的绿色荧

光细胞相比ꎬ无任何细胞形态ꎬ表示 ＣＤ３４ 阴性ꎮ
　 　 将 ｅＧＦＰ 小鼠 ３ 代 ＢＭＳＣｓ 和 ｔｄＴｏｍａｔｏ 小鼠 ３ 代

ＮＳＣｓ 接种同一盖玻片上共培养ꎬ分为 ４、１２、２４、４８ ｈ
进行拍摄记录(图 ６)ꎮ 接种４ ｈ后ꎬ可见红色 ＮＳＣｓ
与绿色 ＢＭＳＣｓ 尚未分化ꎻ１２ ｈ 后可见红色 ＮＳＣｓ 呈

不规则圆形ꎬ绿色 ＢＭＳＣｓ 也开始分化ꎻ２４ ｈ 后可见

红色 ＮＳＣｓ 和绿色 ＢＭＳＣｓ 均有明显的分化ꎬ且分化

的过程中ꎬ两种干细胞的分化末枝会交叠缠绕在一

５
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图 ４　 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠 ＮＳＣｓ 移植示踪成像图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｒａｃｅｒ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ＮＳＣｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｄＴｏｍａｔｏ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

注:Ａ￣Ｃ: ＢＭＳＣｓ 在荧光显微镜下可见绿色荧光蛋白的表达ꎮ ａ: ＢＭＳＣｓ 在正常光源下的观察图ꎮ ｂ:ＢＭＳＣｓ 的 ＣＤ４４ 阳

性鉴定ꎮ ｃ:ＢＭＳＣｓ 的 ＣＤ３４ 阴性鉴定ꎮ

图 ５　 ＢＭＳＣｓ 培养以及鉴定结果

Ｎｏｔｅ. Ａ￣Ｃꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＢＭＳＣｓ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. ａꎬ Ｉｍａｇｅ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ
ｌｉｇｈｔ. ｂꎬ ＣＤ４４ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ. ｃꎬ ＣＤ３４ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ

起ꎻ４８ ｈ 后可看到大片红色 ＮＳＣｓ 和绿色 ＢＭＳＣｓ 分

化后交叠在一起的细胞培养图ꎬ红绿荧光颜色明

显ꎬ表明 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠的红色荧光ꎬ在参与

两种荧光干细胞共培养实验时ꎬ能够稳定表达自身

的红色荧光ꎬ不会因为干细胞的分化而猝灭也不会

受到异色荧光的干扰ꎮ
　 　 取 ｔｄＴｏｍａｔｏ、 ｅＧＦＰ 转基因胎鼠的脑源原代

ＮＳＣｓꎬ共培养于同一培养瓶中ꎬ传至 ３ 代后接种于

多聚赖氨酸处理过的盖玻片上观察(图 ７)ꎮ 接种

４ ｈ后ꎬ可见 ＮＳＣｓ 球红绿相间且呈不规则圆形ꎻ１ ｄ

后ꎬ细胞球可见分化末枝ꎬ且红绿均有ꎬ表明两种

ＮＳＣｓ 的分化较为同步ꎻ２ ｄ 后ꎬ可见红绿色 ＮＳＣｓ 均

有较多分化末枝ꎬ且叠加交织在一起ꎮ 说明 ＮＳＣｓ
球可由多个异源 ＮＳＣｓ 聚集而成ꎬ并非只能由单个

ＮＳＣｓ 增殖而成ꎮ
　 　

３　 讨论

随着现代科研水平的发展和深入ꎬ干细胞的培

养和应用也是研究者面临的问题ꎮ 但凡涉及到干

６
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图 ６　 红色 ＮＳＣｓ 和绿色 ＢＭＳＣｓ 共培养 ４、１２、２４、４８ ｈ 的分化情况

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｄ ＮＳＣｓ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ＢＭＳＣｓ ｉｎ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ４ꎬ １２ꎬ ２４ ａｎｄ ４８ ｈ

图 ７　 红色 ＮＳＣｓ 和绿色 ＮＳＣｓ 共培养 ４ ｈ、１ ｄ 和 ２ ｄ 的分化情况

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｄ ＮＳＣｓ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ＮＳＣｓ ｉｎ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ４ ｈꎬ １ ｄ ａｎｄ ２ ｄ

细胞共培养实验或者干细胞移植治疗实验ꎬ均会使

用细胞标记技术ꎮ 但是细胞标记术大多存在稳定

性差ꎬ会被一些物理化学等因素破坏降解ꎬ或者随

着被标记细胞的增殖分化造成荧光的衰减ꎬ使其很

难维持长时间的高标记率ꎬ从而影响在实验中对时

间的掌控等问题[１７]ꎮ 例如使用慢病毒转染来构建

表达荧光蛋白的细胞ꎬ操作复杂、过程繁琐、耗时较

长ꎬ对实验人员操作要求较高ꎬ并且转染后可能影

７
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响细胞活性ꎮ 对于大量需要荧光标记细胞且重复

率高的实验来说ꎬ荧光蛋白转基因小鼠的构建是一

劳永逸的解决方法ꎮ 本课题组在之前的研究中ꎬ已
经成功构建了 ｅＧＦＰ 转基因小鼠ꎬ并完成一系列相

关实验ꎬ证实了转基因荧光小鼠在各种实验中ꎬ其
荧光蛋白均能稳定表达ꎬ不会因为多聚甲醛固定或

者石蜡包埋等常规实验操作而导致荧光强度的减

弱或丢失[１８－１９]ꎮ
目前ꎬＮＳＣｓ 虽然在脊髓损伤后的移植治疗已被

证实是有效的ꎬ但其在实际中的获取及使用会涉及

到伦理学等问题ꎬ这也阻碍了在临床应用中的发

展[１１－１３]ꎮ 而 ＢＭＳＣｓ 是一类细胞来源多、分化范围

广、免疫原性低的干细胞[２０]ꎮ 因此诱导 ＢＭＳＣｓ 使

其分化为 ＮＳＣｓ 或神经元从而解决 ＮＳＣｓ 在临床中

的伦理问题成为了一种替代解决办法[２１]ꎮ 现本课

题组为了研究 ＮＳＣｓ 和 ＢＭＳＣｓ 共培养后对 ＢＭＳＣｓ
分化的影响ꎬ仍需另外一种荧光鼠ꎬ进行双色荧光

共培养实验ꎮ 故本研究选取了相比 ｅＧＦＰ 表达更稳

定、荧光亮度更强的 ｔｄＴｏｍａｔｏ 红色 荧 光 蛋 白ꎬ
ｔｄＴｏｍａｔｏ 已被证实相比 ｅＧＦＰ 更适合用于转基因动

物的细胞迁移以及组织切片的观察ꎬ可以作为 ｅＧＦＰ
的最佳替代品[２２]ꎮ 根据文献报道ꎬ国内也有实验室

完成了红色荧光小鼠的制作ꎬ但所使用基因多非

ｔｄＴｏｍａｔｏ 且很少有规范建系的报道[３－４]ꎮ 在后期的

建系中ꎬ我们与实验中常用的 Ｃ５７ 近交系实验小鼠

相结合成功构建 Ｃ５７￣ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠ꎬ挑选阳

性小鼠互交ꎬ完善 ｔｄＴｏｍａｔｏ 的近交系转基因小鼠的

建设平台ꎮ 近交系小鼠具有更纯正的谱系ꎬ是实验

动物标准化的一部分ꎬ可减少误差ꎬ提高实验结果

的可比性ꎮ
由上述实验结果可知ꎬｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠各

常用组织可在 ＯＦ￣５００ＡＣ 灯头下自发红色荧光ꎬ其
脑源 ＮＳＣｓ 可在体外培养至 ３ 代仍保持荧光的稳定

表达ꎮ 后与绿色荧光小鼠的多种干细胞进行共培

养实验结果表明ꎬ荧光表达的稳定性不会因为自身

干细胞的增殖分化或者细胞共培养时两种荧光标

记蛋白互相影响而导致荧光表达的衰弱或猝灭ꎬ并
且实验的时间跨度对荧光的表达水平也没有影响ꎮ
双色 ＮＳＣｓ 的共培养更是说明了ꎬＮＳＣｓ 球可以由多

个异源 ＮＳＣｓ 的聚合而成ꎮ 另外ꎬ在干细胞共培养

的实验结果中ꎬ部分置于蓝色激发光下拍摄的细胞

图中ꎬ隐约可见桔色 ＮＳＣｓ 的淡影ꎬ我们认为是由于

ｔｄＴｏｍａｔｏ 的荧光亮度相比 ｅＧＦＰ 强了 ３ 倍ꎬ是荧光蛋

白中最亮的一种ꎬ且 ｔｄＴｏｍａｔｏ 的激发光波长更长ꎬ
所以相比较 ｅＧＦＰ 更容易被激发[２３]ꎬ此部分不影响

任何实验结果且更易于直观的细胞镜下观察ꎮ 现

今ꎬ已将 ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠投入到实验室的实验

工具用鼠中ꎮ 本课题组ꎬ结合之前的实验研究ꎬ已
经完成了双色转基因荧光鼠的平台构建ꎬ后续ꎬ本
课题组将使用双色荧光鼠来开展对小鼠 ＢＭＳＣｓ 与

ＮＳＣｓ 共培养后细胞分化方向的影响以及对脊髓损

伤治疗作用的研究ꎮ 选取不同荧光颜色的 ＢＭＳＣｓ
和 ＮＳＣｓꎬ能更加快捷、直接地观察到神经元和胶质

细胞增殖分化的状态ꎬ省去了反复进行细胞标记的

繁琐步骤ꎬ从根本上保障了被研究干细胞的一致

性ꎮ 同时ꎬ完善双色转基因荧光鼠平台的构建ꎬ确
保能够提供高质量、 高稳定性、 高阳性率的荧

光工具鼠ꎮ
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ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ２７
(７): ７０－７４.

[２１] 　 Ｍａ Ｋꎬ Ｆｏｘ Ｌꎬ Ｓｈｉ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ｌｉｋｅ
ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｈｕｍａｎ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
[Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０１１ꎬ ３３(１０): １０８３－１０９３.

[２２] 　 Ｍｏｒｒｉｓ ＬＭꎬ Ｋｌａｎｋｅ ＣＡꎬ Ｌａｎｇ ＳＡꎬ ｅｔ ａｌ. ＴｄＴｏｍａｔｏ ａｎｄ ＥＧＦＰ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ: ｉｎｓｉｇｈｔ ａｎｄ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓ
[Ｊ] . Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍꎬ ２０１０ꎬ ８５(６): ３７９－３８７.

[２３] 　 Ｓｙｖｅｒｕｄ ＢＣꎬ Ｇｕｍｕｃｉｏ ＪＰꎬ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ ＢＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｔｄＴｏｍａｔｏ ｒａｔ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
[Ｊ] . Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇ Ｐａｒｔ Ｃ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２０１８ꎬ ２４(５): ２６３－２７１.

[收稿日期] 　 ２０１９－０８－０８
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蔡磊ꎬ李建军ꎬ余露军ꎬ等. 诸氏鲻虾虎鱼封闭群遗传质量评价方法的建立[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): １０－１６.
Ｃａｉ Ｌꎬ Ｌｉ ＪＪꎬ Ｙｕ ＬＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): １０－１６.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０１􀆰 ００２
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诸氏鲻虾虎鱼封闭群遗传质量评价方法的建立
蔡磊ꎬ李建军ꎬ余露军ꎬ黄韧∗

(广东省实验动物监测所ꎬ广东省实验动物重点实验室ꎬ广州　 ５１０６６３)

　 　 【摘要】 　 目的　 分析诸氏鲻虾虎鱼封闭群和野生群的遗传差异ꎬ建立诸氏鲻虾虎鱼封闭群遗传质量评价方

法ꎮ 方法　 利用 ２０ 个微卫星标记对诸氏鲻虾虎鱼野生群和封闭群进行 ＳＴＲ 分型ꎬ计算群体间遗传杂合度和遗传

分化状况ꎬ并分析样本量对遗传参数的影响ꎮ 结果　 诸氏鲻虾虎鱼封闭群和野生群在 ２０ 个微卫星位点的平均无

偏期望杂合度(Ｈｅ)分别为 ０􀆰 ６９２７ 和 ０􀆰 ７１６２ꎮ 封闭群与野生群间遗传分化较小ꎬ且当样本量达到 ３０ 尾以上后ꎬ平
均等位基因数趋于稳定ꎮ 结论　 遗传杂合度是否在 ０􀆰 ５ ~ ０􀆰 ７ 之间可较好将诸氏鲻虾虎鱼封闭群与野生群区分ꎬ
适于作为诸氏鲻虾虎鱼封闭群遗传质量合格与否的判定指标ꎮ

【关键词】 　 诸氏鲻虾虎鱼ꎻ封闭群ꎻ微卫星ꎻ遗传质量ꎻ评价方法
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Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ
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(Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６６３ꎬ Ｃｈｉｎａ)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＨＵＡＮＧ Ｒｅｎ. Ｅ￣ｍａｉｌ: １６４９４０５２１６＠ ｑｑ.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅꎬ ａｎｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ Ｍ. ｃｈｕｌａｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅ
ｓｉｚｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ. ｃｈｕｌａｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｕｎｂｉａｓｅｄ ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ (Ｈｅ) ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ. ｃｈｕｌａｅ ｗｅｒｅ ０􀆰 ６９２７ ａｎｄ ０􀆰 ７１６２ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｌｉｔｔｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ ｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｂｅ ｓｔａｂｌｅ ａｔ ａ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ
３０. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０􀆰 ５ – ０􀆰 ７ ｃａｎ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｍ. ｃｈｕｌａｅ ｆｒｏｍ ｗｉｌｄ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ Ｍ. ｃｈｕｌａｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅꎻ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙꎻ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒꎻ ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙꎻ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 诸氏鲻虾虎鱼(Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ)是我国本

土一种小型海水鱼类ꎬ在繁殖生物学[１]、细胞生物

学[２]、遗传学[３]以及毒理学[４] 等领域的基础研究均

表明ꎬ诸氏鲻虾虎鱼是一种比较优良的海水实验鱼
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类ꎬ如个体小、繁殖周期短、繁殖力强、便于实验室

内饲养管理以及对污染物毒性敏感等ꎮ 诸氏鲻虾

虎鱼现已初步完成实验动物化研究ꎬ封闭群繁殖至

第 １９ 代ꎬ近交系培育至第 １３ 代ꎬ且于全国 ３０ 个省

市推广应用ꎬ广泛用于石油开发污染物、船舶压载

水、疏浚泥、重金属等污染物的生物毒性评价以及

疾病模型研究等领域[５]ꎮ 因海水鱼类特殊的生活

环境ꎬ小型海水鱼标准化质控体系的建立仍是公认

难题ꎬ尤其在遗传质量评价上ꎬ国内外的研究均相

对薄弱ꎮ 而在实验动物研究领域中ꎬ遗传背景清晰

又是其最基本和最重要的条件要求ꎬ建立遗传质量

评价技术是实现其标准化、规范化管理的重要手

段ꎮ 诸氏鲻虾虎鱼作为一种潜在的海洋模式鱼类ꎬ
建立其遗传质量评价方法ꎬ对规范今后引种、保种、
性状控制和饲养管理等具有重要实用价值ꎬ也有利

于打造我国特色海洋模式鱼类品牌ꎬ促进我国海洋

鱼类的资源优势转化为科研优势ꎮ
微卫星标记具有分布广、共显性、多态性丰富

等优点ꎬ在遗传学研究上已经获得广泛应用[６－８]ꎬ国
际实验动物学会(Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｕｎｃｉｌ ｆｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ＩＣＬＡＳ) [９] 和 Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉｖｅｒ 等[１０] 均

推荐微卫星标记作为实验动物遗传质量监测的工

具ꎮ 近年来利用微卫星标记对实验动物封闭群进

行遗传质量检测已有较多报道ꎬ如大小鼠[１１]、小型

猪[１２]、树鼩[１３]、稀有鮈鲫(Ｇｏｂｉｏｃｙｐｒｉｓ ｒａｒｕｓ) [１４] 等封

闭群动物相继建立了基于微卫星标记技术的遗传

质量评价方法ꎮ 本研究利用微卫星标记分别对诸

氏鲻虾虎鱼封闭群和野生群进行了遗传质量评价ꎬ
以期建立诸氏鲻虾虎鱼封闭群遗传质量评价方法ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

诸氏鲻虾虎鱼样本分别为实验室繁殖的第 １４
代封闭群ꎬ平均体重为(０􀆰 ６５ ± ０􀆰 １６)ｇꎻ和广东省深

圳大鹏湾海域采集的野生群体ꎬ平均体重为(０􀆰 ８５ ±
０􀆰 ３６)ｇꎮ 其中ꎬ封闭群和野生群样本数量各为 ５０
尾(雌雄各半)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样本基因组 ＤＮＡ 提取

参照北京天根动物基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒说

明书的方法提取样品基因组 ＤＮＡ 并检测浓度和纯

度ꎬ取出部分 ＤＮＡ 样本将浓度调至 ５０ ｎｇ / ｕＬꎬ保存

于－２０℃备用ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ２　 微卫星引物

参考文献[１５] 和 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 数据库选取 ２０ 个多

态性较好的微卫星位点用于实验鱼遗传检测ꎬ所有

引物均由上海捷瑞生物工程有限公司合成ꎬ引物 ５’
端用 ＦＡＭ 或 ＨＥＸ 荧光素标记ꎬ引物信息见表 １ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增及 ＳＴＲ 分型

ＰＣＲ 总反应体积为 ２５ μＬꎬ其中含 １０ × ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ (Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ)ꎬ ｄＮＴＰ ( ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２
μＬꎬＦＡＭ 和 ＨＥＸ 标记的上下游引物(２０ μｍｏｌ / Ｌ)各
０􀆰 ５ μＬꎬ基因组 ＤＮＡ ５０ ｎｇꎬＴａｑ 酶(５ μｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ２
μＬꎬ双蒸水补齐至 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序为 ９４℃ꎬ
预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４℃变性 ３０ ｓꎬ退火 ４０ ｓ(退火温度因

引物而异)ꎬ７２℃延伸 ４０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ最后于 ７２℃
下延伸 １０ ｍｉｎꎮ

ＰＣＲ 产物用 ＡＢＩ ３７３０ｘｌ 遗传分析仪(Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ 美 国 ) 进 行 分 型ꎬ 原 始 峰 图 用

ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ ４􀆰 ０ 基因分型软件(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ
美国)读取分型结果ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ３２(Ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３１)软件统计分析微

卫星基因座的等位基因数(Ｎａ)、有效等位基因数

(Ｎｅ)、观测杂合度(Ｈｏ)和无偏期望杂合度(Ｈｅ)ꎮ
根据 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 等[１６]的方法计算每个微卫星位点的多

态信息含量(ＰＩＣ)ꎬ计算公式如下:

ＰＩＣ＝ １－ ∑
ｎ

ｉ ＝ １
－ ∑

ｎ－１

ｉ ＝ １
∑

ｎ

ｊ ＝ ｊ＋１
２Ｐ２

ｉ Ｐ２
ｊ

式中ꎬ Ｐ ｉ、Ｐ ｊ 分别为群体中第 ｉ 和第 ｊ 个等位基

因频率ꎬｎ 为某一基因座上等位基因数ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 微卫星分型结果

统计各位点的 ＳＴＲ 分型结果ꎬ转换成基因型ꎮ
２０ 个微卫星标记均能获得清晰稳定的峰图ꎮ ２０ 个

位点在 １００ 尾封闭群和野生群样本中共检测到 ２０１
个等位基因ꎬ平均每个位点检测到 １０􀆰 ０５ 个等位基

因ꎬ最多的为 １８ 个(位点 １７１２５２)ꎬ最少的为 ３ 个

(位点 ２３４７－２)ꎮ 部分分型结果见图 １ꎮ 计算各微

卫星位点在各群体中的多态信息含量(ＰＩＣ)ꎬ封闭

群除位点 １１３５－１ 为中度多态外ꎬ其余位点均为高

度多态ꎻ野生群除位点 ２３４７－２ 为中度多态外ꎬ其余

位点均为高度多态ꎮ
２􀆰 ２　 遗传多样性检测

２０ 个位点在封闭群和野生群中检测到平均等

位基因数(Ｎａ)分别为 ７􀆰 ４０ 和 ９􀆰 ０５ꎻ平均观测杂合

１１
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度(Ｈｏ)分别为 ０􀆰 ５７９０ 和 ０􀆰 ５７１０、平均无偏期望杂

合度(Ｈｅ)分为 ０􀆰 ６９２７ 和 ０􀆰 ７１６２ꎮ 诸氏鲻虾虎鱼封

闭群和野生群遗传多样性均较为丰富ꎬ封闭群遗传

多样性稍低于野生群ꎮ 具体遗传参数见表 ２ꎮ
２􀆰 ３　 封闭群与野生群遗传结构分析

诸氏鲻虾虎鱼封闭群和野生群 Ｆ 统计量和基

因流分析表明(表 ３)ꎬ仅 Ｆｉｓ 值中有 ２ 个位点为负

值ꎬＦｉｔ 和 Ｆｓｔ 值均为正值ꎬＦｉｓ 正值范围为 ０􀆰 ００６９ ~
０􀆰 ６３３８ꎬＦｉｔ 和 Ｆｓｔ 值范围分别 ０􀆰 ０１９４ ~ ０􀆰 ６３４９ 和

０􀆰 ００３２ ~ ０􀆰 １３５７ꎬ三者均值分别为 ０􀆰 １７５７ꎬ０􀆰 ２１４２
和 ０􀆰 ０４６７ꎮ Ｆｓｔ 和 Ｆｉｔ 均值显示群体内个体间的近

交程度较低ꎻＦｓｔ 均值结果表明封闭群与野生群间遗

传分化较小ꎬ封闭群保持较好的遗传杂合度ꎮ 对群

体基因流 Ｎｍ 值进行分析ꎬＮｍ 均值为 ５􀆰 ０９９３(大于

１)ꎬ表明基因结构相对稳定ꎮ 诸氏鲻虾虎鱼野生群

和封闭群遗传相似率和遗传距离分析结果显示ꎬ封
闭群与野生群保持较高的遗传相似率(０􀆰 ７８３５)和

遗传距离(０􀆰 ２４３９)ꎮ
表 １　 诸氏鲻虾虎鱼 ２０ 个微卫星 ＤＮＡ 位点信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ２０ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ ｌｏｃｉ ｉｎ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ
位点
Ｌｏｃｕｓ

引物序列(５’－３’)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

等位基因范围(ｂｐ)
Ａｌｌｅｌｅ ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅ(ｂｐ)

退火温度(℃)
Ｆｌｕｅｎｃｅｎｔ ｄｙｅ(℃)

登录号
Ａｃｃｅｓｓ Ｎｏ.

５１８－４ ＡＣＣＴＣＴＴＴＴＣＧＴＧＴＴＴＣＴＴＣＴＣＣ
ＧＴＴＴＡＡＡＡＴＧＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＣＡＧ １１２ ~ １３２ ５２ ＫＰ０５８５７１􀆰 １

１１３５－１ ＡＧＣＣＴＡＣＡＴＴＴＴＧＴＴＴＧＴＣＧＴＧＴ
ＴＣＴＧＴＴＧＣＴＡＡＡＣＴＧＴＣＣＴＡＣＡＣＴＧ １４０ ~ １６８ ５９ ＫＰ２１６６７７􀆰 １

１５１３－１ ＧＴＡＣＣＴＣＴＧＴＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧＡＴ
ＡＡＧＡＧＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＡＡＡＣＣＡＡＣ ８７ ~ ９９ ５８ ＫＰ０５８５５２􀆰 １

１９９７－５ ＴＧＣＣＴＡＴＡＧＴＴＴＴＧＡＡＧＡＣＧＧＡＣ
ＴＴＡＴＴＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＡＡＡＡＴＣＣＡ １０４ ~ １１６ ５９ ＫＰ０５８５６７􀆰 １

１８９１－１ ＧＡＧＴＧＡＴＧＴＣＴＡＧＴＧＣＡＧＧＧＡＡＣ
ＴＴＧＡＴＡＣＴＧＴＣＣＴＧＴＴＣＣＡＡＡＣＣ ９９ ~ １２６ ５０ ＫＰ２１６６７８􀆰 １

２０７３－５ ＣＡＣＴＡＡＡＣＣＣＧＴＴＣＴＧＴＴＣＴＣＴＣ
ＣＡＡＡＧＧＣＣＡＧＡＴＴＣＴＴＡＡＴＧＴＴＧ １４２ ~ １７０ ５０ ＫＰ０５８５４９􀆰 １

２１５２－４ ＧＧＡＧＡＴＣＧＡＴＧＣＡＣＡＧＧＴＴＡＴＴ
ＴＴＣＡＧＡＡＡＡＣＡＧＡＡＣＡＡＣＴＴＣＣＣ １３６ ~ １５６ ５０ ＫＰ０５８５５０􀆰 １

２１５７－５ ＴＧＧＣＴＴＡＡＴＧＴＡＡＴＣＴＣＣＣＡＴＴＣ
ＧＡＣＧＣＡＣＧＣＡＣＡＣＴＧＡＡＣ １０２ ~ １３０ ５９ ＫＰ２１６６８１􀆰 １

２３１７－１ ＡＣＴＡＴＣＴＡＧＴＧＴＴＴＧＧＡＣＧＣＡＧＣ
ＴＧＡＣＡＣＧＡＡＡＣＡＴＧＡＧＧＴＧＴＡＡＣ １１０ ~ １３０ ５７ ＫＰ２１６６８３􀆰 １

２３４７－２ ＡＣＧＡＧＴＣＣＡＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＴＧＡＧ
ＧＴＡＧＴＴＴＧＡＡＣＣＧＡＡＡＧＣＣＡＴＧＴ １０７ ~ １３４ ５９ ＫＰ０５８５５８􀆰 １

２３６８－４ ＣＧＣＡＧＴＣＡＡＡＡＡＴＧＴＡＣＡＧＡＣＣＴ
ＧＡＴＣＴＴＡＡＴＧＣＣＣＡＴＣＴＣＴＣＣＡＧ １２２ ~ １３１ ５８ ＫＰ０５８５５９􀆰 １

２４３６－１ ＣＡＣＡＡＧＣＡＴＧＡＡＧＡＣＡＧＡＡＧＡＴＧ
ＧＴＧＣＡＡＴＡＣＡＴＣＡＧＡＧＴＣＣＴＧＧＴ １２１ ~ １４５ ５８ ＫＰ２１６６８７􀆰 １

２４８９－２ ＴＣＣＣＴＡＡＧＣＴＴＴＴＴＣＴＣＡＣＡＣＴＧ
ＴＧＣＣＡＴＴＡＡＡＡＴＧＧＴＣＡＣＴＡＴＣＧ １００ ~ １１３ ５７ ＫＰ０５８５６０􀆰 １

５９８０３ ＧＧＣＣＧＴＧＴＣＣＧＡＡＴＡＣＴＴＴ
ＡＣＴＴＣＣＡＧＡＧＴＴＴＧＴＧＣＣＧＴ ９７ ~ １１４ ５７ ＫＵ０５９４８６􀆰 １

８２９２６ ＡＴＴＣＴＣＣＡＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＡＧ
ＴＣＴＴＡＧＴＧＣＣＡＧＡＧＴＣＧＴＧＣ ８６ ~ １１０ ５９ ＫＵ０５９４８７􀆰 １

８７８１９ ＣＡＡＧＴＧＴＣＴＧＧＧＧＡＣＴＧＣＴＣ
ＴＣＣＣＣＴＣＣＴＴＴＴＣＴＧＴＣＴＴＣＴ １０４ ~ １２８ ５８ ＫＵ０５９４８８􀆰 １

１７１２５２ ＣＧＧＣＴＣＴＧＣＴＴＡＴＡＴＴＣＡＴＧＣ
ＴＴＧＴＡＧＡＧＧＧＴＴＧＡＴＣＴＡＴＣＴＴＴＣＣ ９３ ~ １３５ ５８ ＫＵ０５９４８９􀆰 １

１８３１１１ ＣＴＧＴＧＣＡＣＣＴＧＧＧＴＣＣＴＧ
ＴＴＴＧＴＧＣＴＧＴＧＡＧＴＴＧＣＴＣＣ ８９ ~ １２４ ５８ ＫＵ０５９４９０􀆰 １

３６４４３９ ＣＴＣＡＣＣＣＴＣＣＴＣＣＧＣＡＴＣ
ＣＣＴＧＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＴＴＧＴ ８１ ~ １０６ ５７ ＫＵ０５９４９２􀆰 １

４２１６２５ ＧＴＧＴＴＣＧＡＧＡＧＣＧＡＣＧＣＡＴ
ＣＣＣＴＣＴＣＧＴＣＴＧＡＡＧＴＧＴＣＴＣ ８９ ~ １２６ ５９ ＫＵ０５９４９３􀆰 １

２１
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注:蓝色为样品ꎻ红色为 Ｍａｒｋｅｒꎬ从左到右分别为 １００ꎬ １２０ꎬ １４０ꎬ １６０ꎬ １８０ ｂｐ 和 ２００ ｂｐꎮ

图 １　 位点 ２０７３－５ 在封闭群第 ５ 号样本的分型结果

Ｎｏｔｅ. Ｂｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓａｍｐｌｅ. Ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｍａｒｋｅｒꎬ １００ꎬ １２０ꎬ １４０ꎬ １６０ꎬ １８０ ｂｐ ａｎｄ ２００ ｂｐ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｏｃｕｓ ２０７３－５ ｉｎ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ Ｎｏ. ５

表 ２　 诸氏鲻虾虎鱼封闭群和野生群在 ２０ 个微卫星位点上的遗传参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ ｆｒｏｍ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｔ ２０ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ

位点
Ｌｏｃｕｓ

封闭群
Ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ

野生群
Ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

Ｎａ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ Ｎａ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ
５１８－４ ７ ０􀆰 ４４００ ０􀆰 ６４１４ ０􀆰 ５９０３ ９ ０􀆰 ７０００ ０􀆰 ８２４２ ０􀆰 ７９１６
１１３５－１ ７ ０􀆰 ３４００ ０􀆰 ３９２９ ０􀆰 ３６７４ １０ ０􀆰 ６４００ ０􀆰 ８０６１ ０􀆰 ７７１６
１５１３－１ １２ ０􀆰 ６６００ ０􀆰 ８５７６ ０􀆰 ８３４２ １０ ０􀆰 ６４００ ０􀆰 ６８６５ ０􀆰 ６３９２
１８９１－１ １１ ０􀆰 ６０００ ０􀆰 ８６３６ ０􀆰 ８４４０ １１ ０􀆰 ５０００ ０􀆰 ８３２３ ０􀆰 ８０４３
１９９７－５ ４ ０􀆰 ６２００ ０􀆰 ５７８４ ０􀆰 ４８０５ ６ ０􀆰 １８００ ０􀆰 ５９７２ ０􀆰 ５０９８
２０７３－５ ５ ０􀆰 ４８００ ０􀆰 ５９７０ ０􀆰 ５５４１ ７ ０􀆰 ５６００ ０􀆰 ６４８９ ０􀆰 ５９６６
２１５２－４ １０ ０􀆰 ７８００ ０􀆰 ８５２７ ０􀆰 ８２５５ １３ ０􀆰 ８８００ ０􀆰 ８３５８ ０􀆰 ８０７９
２１５７－５ ７ ０􀆰 ６２００ ０􀆰 ５５１９ ０􀆰 ５１９５ ７ ０􀆰 ６４００ ０􀆰 ７３３５ ０􀆰 ６８１７
２３１７－１ ６ ０􀆰 ５６００ ０􀆰 ６４７９ ０􀆰 ５８５４ ８ ０􀆰 ４８００ ０􀆰 ５８４６ ０􀆰 ５３３８
２３４７－２ ３ ０􀆰 ６６００ ０􀆰 ６３０５ ０􀆰 ５４５７ ５ ０􀆰 ５４００ ０􀆰 ５２７１ ０􀆰 ４４９０
２３６８－４ ４ ０􀆰 ６０００ ０􀆰 ６２４４ ０􀆰 ５５２０ ５ ０􀆰 ３６００ ０􀆰 ６０７３ ０􀆰 ５３３０
２４３６－１ ８ ０􀆰 ７０００ ０􀆰 ７８６９ ０􀆰 ７４７１ １１ ０􀆰 ８４００ ０􀆰 ７８１２ ０􀆰 ７５１３
２４８９－２ ９ ０􀆰 ７０００ ０􀆰 ７９７６ ０􀆰 ７６１７ ７ ０􀆰 ５８００ ０􀆰 ５５２３ ０􀆰 ５１０５
５９８０３ ６ ０􀆰 ３４００ ０􀆰 ７６８５ ０􀆰 ７２６１ １１ ０􀆰 ２４００ ０􀆰 ８３１５ ０􀆰 ８０１３
８２９２６ ８ ０􀆰 ４８００ ０􀆰 ６８１２ ０􀆰 ６２３７ ７ ０􀆰 ４０００ ０􀆰 ６６３０ ０􀆰 ５９３５
８７８１９ ５ ０􀆰 ５０００ ０􀆰 ６７３３ ０􀆰 ６０７６ ５ ０􀆰 ６０００ ０􀆰 ６０３４ ０􀆰 ５３９２
１７１２５２ １５ ０􀆰 ６８００ ０􀆰 ８６３４ ０􀆰 ８４２５ １８ ０􀆰 ６２００ ０􀆰 ９００８ ０􀆰 ８８２２
１８３１１１ ９ ０􀆰 ４２００ ０􀆰 ７２４４ ０􀆰 ６９５３ ９ ０􀆰 ５２００ ０􀆰 ６１２９ ０􀆰 ５５０８
３６４４３９ ６ ０􀆰 ６４００ ０􀆰 ５９９６ ０􀆰 ５４４０ １０ ０􀆰 ６８００ ０􀆰 ８４０４ ０􀆰 ８１１３
４２１２６５ ６ ０􀆰 ７６００ ０􀆰 ７２０６ ０􀆰 ６７０４ １２ ０􀆰 ８２００ ０􀆰 ８５５４ ０􀆰 ８３０３
Ｍｅａｎ ７􀆰 ４ ０􀆰 ５７９０ ０􀆰 ６９２７ ０􀆰 ６４５９ ９􀆰 ０５ ０􀆰 ５７１０ ０􀆰 ７１６２ ０􀆰 ６６９４

２􀆰 ４　 样本量对封闭群遗传多样性参数的影响

利用 Ｅｘｃｅｌ 自嵌随机抽样方法ꎬ分别随机抽取

封闭群中 １０ 尾、２０ 尾、３０ 尾、４０ 尾样本ꎬ分别计算

１０、２０、３０、４０ 和 ５０ 尾样本条件下遗传参数(图 ２)ꎬ
平均有效等位基因数(Ｎｅ)、Ｈｏ 和 Ｈｅ 在 １０ ~ ５０ 尾

样本中变化不明显ꎬＮａ 在 ３０ 尾样本后趋于稳定ꎮ

３　 讨论

实验动物的一个重要特征是遗传背景清晰ꎬ我
国现行实验动物遗传质量控制标准主要推荐生化

标记方法[１７]ꎬ由于生化位点携带的信息量不多ꎬ实

验动物群体需要多态性更为丰富的标记来反应其

遗传多样性[１８]ꎮ 微卫星标记作为基因组中广泛分

布的一种短串联重复序列ꎬ其高度的多态性和共显

性特征既可完成实验动物表型检测ꎬ还可对遗传杂

合度进行评估ꎮ 目前利用微卫星标记对实验动物

遗传质量进行评价已有较多报道[１９－２０]ꎮ 本研究利

用 ２０ 个微卫星标记对诸氏鲻虾虎鱼封闭群和野生

群进行了遗传检测ꎬ根据 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 等[１６] 提出的基因

变异程度高低的多态信息含量指标:当 ＰＩＣ > ０􀆰 ５
时ꎬ该位点为高度多态性位点ꎻ当 ０􀆰 ２５ < ＰＩＣ < ０􀆰 ５
时ꎬ该位点为中度多态性位点ꎻ当 ＰＩＣ < ０􀆰 ２５ 时ꎬ该
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　 　 　 　 表 ３　 诸氏鲻虾虎鱼 ２０ 个微卫星位点的 Ｆ 统计量和基因流

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｆｌｏｗ ｏｆ ２０ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ
位点
Ｌｏｃｕｓ Ｆｉｓ Ｆｉｔ Ｆｓｔ Ｎｍ

５１８－４ ０􀆰 ２１４３ ０􀆰 ２６８４ ０􀆰 ０６８８ ３􀆰 ３８３９
１１３５－１ ０􀆰 １７４４ ０􀆰 ２６５１ ０􀆰 １０９９ ２􀆰 ０２４２
１５１３－１ ０􀆰 １４９５ ０􀆰 １９７０ ０􀆰 ０５５８ ４􀆰 ２２７３
１８９１－１ ０􀆰 ３４６６ ０􀆰 ３５５６ ０􀆰 ０１３７ １７􀆰 ９８７２
１９９７－５ ０􀆰 ３１２６ ０􀆰 ４０５９ ０􀆰 １３５７ １􀆰 ５９１６
２０７３－５ ０􀆰 １５６８ ０􀆰 １７８０ ０􀆰 ０２５１ ９􀆰 ６９６５
２１５２－４ ０􀆰 ００６９ ０􀆰 ０２０１ ０􀆰 ０１３２ １８􀆰 ６５６３
２１５７－５ ０􀆰 ００９９ ０􀆰 ０６５３ ０􀆰 ０５５９ ４􀆰 ２１９５
２３１７－１ ０􀆰 １４７７ ０􀆰 １６３９ ０􀆰 ０１９１ １２􀆰 ８７１３
２３４７－２ －０􀆰 ０４７１ ０􀆰 ０８３８ ０􀆰 １２５１ １􀆰 ７４９１
２３６８－４ ０􀆰 ２１２７ ０􀆰 ２１５２ ０􀆰 ００３２ ７８􀆰 １６６７
２４３６－１ ０􀆰 ００８０ ０􀆰 ０５４１ ０􀆰 ０４６４ ５􀆰 １３３６
２４８９－２ ０􀆰 ０４２２ ０􀆰 １０７６ ０􀆰 ０６８３ ３􀆰 ４０９２
５９８０３ ０􀆰 ６３３８ ０􀆰 ６４３９ ０􀆰 ０２７５ ８􀆰 ８３９３
８２９２６ ０􀆰 ３３８７ ０􀆰 ３４３３ ０􀆰 ００６９ ３５􀆰 ７７４２
８７８１９ ０􀆰 １２９７ ０􀆰 １４３８ ０􀆰 ０１６２ １５􀆰 １９２３
１７１２５２ ０􀆰 ２５５７ ０􀆰 ２６８８ ０􀆰 ０１７６ １３􀆰 ９５０５
１８３１１１ ０􀆰 ２９００ ０􀆰 ３１１１ ０􀆰 ０２９６ ８􀆰 １９３１
３６４４３９ ０􀆰 ０７４１ ０􀆰 １４８８ ０􀆰 ０８０７ ２􀆰 ８４６６
４２１２６５ －０􀆰 ０１２７ ０􀆰 ０１９４ ０􀆰 ０３１７ ７􀆰 ６３３１
Ｍｅａｎ ０􀆰 １７５７ ０􀆰 ２１４２ ０􀆰 ０４６７ ５􀆰 ０９９３

图 ２　 样本量对封闭群遗传参数的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ
ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ

位点为低度多态性位点ꎬ本研究所用的 ２０ 个微卫星

标记中有 １９ 个为高度多态(ＰＩＣ > ０􀆰 ５)ꎮ 一般情况

下ꎬ多态性高的标记能提供更多的遗传信息ꎬ本研

究所选用的标记可较好的反应实验鱼的遗传信息ꎬ
可满足实验鱼遗传质量检测要求ꎮ

封闭群动物与野生动物一个重要区别为封闭

群在一定范围内保持相对稳定的遗传杂合度[２１]ꎬ而
野生群保持了较高杂合度ꎮ 杂合度为群体遗传结

构的重要指标ꎬ也是评价群体遗传变异的最直接和

有效的方法ꎮ 一般认为ꎬ当一个群体的平均有效杂

合度小于 ０􀆰 ５ 时ꎬ表明该群体遗传多样性偏低ꎬ有近

交倾向ꎬ当平均有效杂合度高于 ０􀆰 ７ 时ꎬ遗传杂合度

偏高ꎬ群体间个体差异较大ꎬ群体的平均有效杂合

度在 ０􀆰 ５ ~ ０􀆰 ７ 之间时才为合格的封闭群动物ꎮ 目

前在基于微卫星标记技术的实验动物封闭群遗传

质量检测中ꎬ多采用遗传杂合度是否在 ０􀆰 ５ ~ ０􀆰 ７
范围之间作为判定指标[１９－２０]ꎬ如王洪等[１１] 推荐将

平均杂合度在 ０􀆰 ５ ~ ０􀆰 ７ 之间作为合格封闭群大小

鼠的评价指标ꎻ李薇等[２２]利用微卫星标记对 ５ 个长

爪沙鼠封闭群遗传检测发现ꎬ平均有效杂合度 ０􀆰 ５
~ ０􀆰 ７ 区间范围可作为长爪沙鼠封闭群遗传合格与

否的量化指标ꎻ孙瑞萍等[１２]利用微卫星标记对封闭

群五指山猪遗传质量进行分析ꎬ发现封闭群遗传杂

合度为 ０􀆰 ６９ꎬ符合封闭群动物特征ꎬ可用于五指山

小型猪遗传多样性评估ꎮ
由于国内外在鱼类封闭群培育上起步较晚ꎬ目

前关于实验鱼封闭群微卫星遗传质量检测的报道

相对较少ꎬ国内仅见顾党恩等[１４] 和李慧慧等[２３] 分

别利用微卫星标记对稀有鮈鲫连续代系封闭群

(Ｐ０ꎬＦ１ ~ Ｆ８)的遗传质量进行评价ꎬ发现遗传杂合

度均在 ０􀆰 ５ ~ ０􀆰 ７ 之间ꎮ 本研究中诸氏鲻虾虎封闭

群和野生群平均无偏期望杂合度分别为 ０􀆰 ６９２７ 和

０􀆰 ７１６２ꎬ封闭群平均无偏期望杂合度在 ０􀆰 ５ ~ ０􀆰 ７
范围之间ꎬ而野生群平均期望杂合度在 ０􀆰 ７ 以上ꎮ
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如无发生近交ꎬ鱼类野生群体遗传杂合度通常高于

０􀆰 ７ꎬ如鳙(Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ)为 ０􀆰 ８８２[２４]、黄鳍棘鲷

(Ａｃａｎｔｈｏｐａｇｒｕｓ ｌａｔｕｓ ) 为 ０􀆰 ７４１[２５]、 拟 鲤 ( Ｒｕｔｉｌｕｓ
ｒｕｔｉｌｕｓ ) 为 ０􀆰 ９１６８[２６]、 鳜 ( Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ ｃｈｕａｔｓｉ ) 为

０􀆰 ７１[２７]等ꎮ 可见平均无偏期望遗传杂合度值在 ０􀆰 ５
~ ０􀆰 ７ 区间范围可作为一种判定诸氏鲻虾虎鱼封闭

群遗传质量是否合格的候选指标ꎬ同时也发现封闭

群与野生群平均遗传杂合度差异较小ꎬ封闭群仍保

持较高的杂合度ꎬ推测可能与以下因素有关:①该

封闭群原始建群的 Ｐ０ 代亲本来自此野生群采样地

区ꎬ二者存在相似的遗传基础ꎻ②该封闭群始终保

持较大的群体规模(大于 ６０００ 尾)ꎬ且自建群起严

格按照实验动物要求繁殖和管理ꎬ有效保持了群体

遗传杂合度ꎮ 同时对诸氏鲻虾虎鱼封闭群和野生

群体进行遗传结构分析发现ꎬ封闭群与野生群间遗

传分化较小ꎬ说明诸氏鲻虾虎鱼封闭群在遗传背景

上与此野生群存在关联性ꎬ也侧面证明该封闭群在

培育过程中未发生近交ꎮ
本研究同时发现ꎬ当群体数量达到 ３０ 尾以上ꎬ

平均等位基因数趋于稳定ꎬ与稀有鮈鲫封闭群的研

究结果类似[２３]ꎬ而对于平均有效等位基因数、平均

观测杂合度和平均期望杂合度等指标ꎬ各个抽样数

量间差异不明显ꎬ可能与本研究选用标记多态性较

高有关(仅有 １ 个标记为中度多态ꎬ其余均为高度

多态)ꎮ
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Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ [ Ｊ] . Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０１５ꎬ ２３
(１): ５７－６２.

[ ４ ] 　 李建军ꎬ 林忠婷ꎬ 陈小曲ꎬ 等. 四种重金属离子对诸氏鲻虾

虎鱼的单一和联合毒性 [ Ｊ] . 海洋环境科学ꎬ ２０１４ꎬ ２: ２３６
－２４１.

Ｌｉ ＪＪꎬ Ｌｉｎ ＺＴꎬ Ｃｈｅｎ ＸＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ ａｎｄ ｊｏｉｎｔ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｆｏｕｒ
ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ ｏｎ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ [ Ｊ] . Ｍａｒｉｎ Ｅｎｖｉｒｏｎ
Ｓｃｉꎬ ２０１４ꎬ ２: ２３６－２４１.

[ ５ ] 　 李建军ꎬ 余露军ꎬ 蔡磊ꎬ 等. 诸氏鲻虾虎鱼实验动物化研究

进展 [Ｊ] .中国实验动物学报ꎬ２０１８ꎬ２６(４): ４９３－４９８.
Ｌｉ ＪＪꎬ Ｙｕ ＬＪꎬ Ｃａｉ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅꎬａ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍａｒｉｎｅ ｆｉｓｈ ｒｅｓｏｕｒｃｅ [Ｊ] . Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０１８ꎬ２６(４): ４９３－４９８.

[ ６ ] 　 Ｓｅｎａｎａｎ Ｗꎬ Ｐｅｃｈｓｉｒｉ Ｊꎬ Ｓｏｎｋａｅｗ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｅｄｎｅｓｓ
ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｈａｔｃｈｅｒｙ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ａｓｉａｎ ｓｅａｂａｓｓ
( Ｌａｔｅｓ ｃａｌｃａｒｉｆｅｒ ) ( Ｂｌｏｃｈꎬ １７９０ ) ｂｒｏｏｄｓｔｏｃｋ ｉｎ Ｔｈａｉｌａｎｄ
ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ[ Ｊ] . Ａｑｕａｃｕｌｔ Ｒｅｓꎬ
２０１５ꎬ ４６(１２): ２８９７－２９１２.

[ ７ ] 　 Ｔｈａｎｈ ＨＮꎬ Ｌｉｕ Ｑꎬ Ｚｈａｏ ＬＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｇｉａｎｔ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｐｒａｗｎ (Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ) ｉｎ
Ｃｈｉｎａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｙｓｔ Ｅｃｏｌꎬ ２０１５ꎬ
５９: １４４－１５４.

[ ８ ] 　 Ｌｉｕ Ｆꎬ Ｘｉａ ＪＨꎬ Ｂａｉ ＺＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ
ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ
(Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌａ) ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
[Ｊ] . Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅꎬ ２００９ꎬ ２９７(１－４): ５１－５６.

[ ９ ] 　 Ｆａｈｅｙ ＪＲꎬ Ｋａｔｏｈ Ｈꎬ Ｍａｌｃｏｌｍ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃａｓｅ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｒａｔｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ [ Ｊ] .
Ｍａｍｍ Ｇｅｎｏｍｅꎬ ２０１３ꎬ ２４(３－４): ８９－９４.

[１０] 　 Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ. [ＥＢ / ＯＬ]. [２０１７] .
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ＳｔｒａｉｎＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎＴｅｃｈｎｉｃａｌＳｈｅｅｔ.ｐｄｆ.

[１１] 　 王洪ꎬ 魏杰ꎬ 冯育芳ꎬ 等. 实验小鼠、大鼠微卫星 ＤＮＡ 检测法

标准的编制 [Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０１９ꎬ ２９(９): ９７－１０２.
Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｗｅｉ Ｊꎬ Ｆｅｎｇ ＹＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ ａｎｄ
ｒａｔｓ [Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ ２９(９): ９７－１０２.

[１２] 　 孙瑞萍ꎬ 魏立民ꎬ 晁哲ꎬ 等. 封闭群五指山小型猪 ３３ 个微卫

星位点的遗传分析 [Ｊ] . 江苏农业科学ꎬ ２０１８ꎬ ４６(２１): １７２
－１７７.
Ｓｕｎ ＲＰꎬ Ｗｅｉ ＬＭꎬ Ｃｈａｏ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ
ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ Ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇ ｂｙ ３３ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ [ Ｊ] .
Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｇｒｉｃ Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ４６(２１): １７２－１７７.

[１３] 　 刘城秀ꎬ 李娜ꎬ 全品芬ꎬ 等. 封闭群树鼩的微卫星遗传特性

分析 [Ｊ] . 实验动物与比较医学ꎬ ２０１８ꎬ ３８(１):１－９.
Ｌｉｕ ＣＸꎬ Ｌｉ Ｎꎬ Ｔｏｎｇ ＰＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ [ Ｊ] . Ｌａｂ Ａｎｉｍ
Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ ３８(１):１－９.

[１４] 　 顾党恩ꎬ 王剑伟. 应用微卫星标记对稀有鮈鲫封闭群建群过

程中的遗传监测 [ Ｊ] . 水生生物学报ꎬ ２０１２ꎬ ３６ ( ２): １９７
－２０４.
Ｇｕ ＤＥꎬ Ｗａｎｇ ＪＷ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ Ｇｏｂｉｏｃｙｐｒｉｓ
ｒａｒｕｓ[Ｊ] . Ａｃｔａ Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌ Ｓｉｎꎬ ２０１２ꎬ ３６(２): １９７－２０４.

[１５] 　 蔡磊ꎬ 余露军ꎬ 陈小曲ꎬ 等. 诸氏鲻虾虎鱼转录组序列中微

卫星标记的初步筛选及特征分析[Ｊ] . 生物技术通报ꎬ ２０１５ꎬ
３１(９): １４６－１５１.
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Ｃａｉ Ｌꎬ Ｙｕ ＬＪꎬ Ｃｈｅｎ ＸＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ Ｍａｒｋｅｒｓ ｆｒｏｍ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ[ Ｊ] . Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
Ｂｕｌｌꎬ ２０１５ꎬ ３１(９): １４６－１５１.

[１６] 　 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ Ｄꎬ Ｗｈｉｔｅ ＲＬꎬ Ｓｋｏｌｎｉｃｋ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｉｎ ｍａｎ ｕｓｉｎｇ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ[Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｈｕｍ Ｇｅｎｅｔꎬ １９８０ꎬ ３２(３): ３１４－３３１.

[１７] 　 全国实验动物标准化技术委员会. 实验动物 哺乳类实验动

物的遗传质量控制: ＧＢ１４９２３－２０１０ [Ｓ]. ２０１０.
Ｎａｔｉｏｎａｌ 　 Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ２８１ ｏｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ ｏｆ
Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ. Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ￣
Ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ: ＧＢ
１４９２３－２０１０ [Ｓ]. ２０１０.

[１８] 　 朱亮ꎬ 蔡月琴ꎬ 屠珏ꎬ 等. 应用微卫星标记研究 Ｄｕｎｋｉｎ
Ｈａｒｌｅｙ 豚鼠封闭群的遗传背景 [ Ｊ] . 中国实验动物学报ꎬ
２０１１ꎬ １９(１): ５１－５５.
Ｚｈｕ Ｌꎬ Ｃａｉ ＹＱꎬ Ｔｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｉｎ Ｄｕｎｋｉｎ Ｈａｒｔｌｅｙ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｏｃｋ ｕｓｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒｓ [Ｊ] . Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０１１ꎬ
１９(１): ５１－５５.

[１９] 　 北京市科学技术委员会.实验用小型猪 第 ３ 部分:遗传质量

控制: ＤＢ / Ｔ ８２３􀆰 ３－２０１ [Ｓ] . ２０１１.
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ.
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｉｎｉｐｉｇ Ｐａｒｔ ３: Ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ: ＤＢ / Ｔ
８２３􀆰 ３－２０１１ [Ｓ] . ２０１１.

[２０] 　 北京市科学技术委员会.实验用鱼 第 ３ 部分:遗传质量控制:
ＤＢ / Ｔ １０５３􀆰 ３－２０１３ [Ｓ] . ２０１３.
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ. Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｆｉｓｈ Ｐａｒｔ ３: Ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ: ＤＢ / Ｔ １０５３􀆰 ３ － ２０１３
[Ｓ] . ２０１３.

[２１] 　 Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｎ Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ
ｆｏｒ Ｍｉｃｅꎬ Ｒａｔ Ｇｅｎｏｍｅ ａｎｄ Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ. Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ
ｆｏｒ Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ ｏｆ Ｍｏｕｓｅ ａｎｄ Ｒａｔ Ｓｔｒａｉｎｓ [ＥＢ / ＯＬ]. [２０１６－

０１]. ｈｔｔｐ: / / ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｊａｘ.ｏｒｇ / ｎｏｍｅｎ / ｓｔｒａｉｎｓ.ｓｈｔｍｌ.
[２２] 　 李薇ꎬ 江其辉ꎬ 杜小燕ꎬ 等. 封闭群长爪沙鼠遗传标准的建

立 [Ｊ] . 实验动物科学ꎬ ２０１１ꎬ ２８(２): ３１－３６.
Ｌｉ Ｗꎬ Ｊｉａｎｇ ＱＨꎬ Ｄｕ ＸＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ

ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ｇｅｒｂｉｌ [ Ｊ] . Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉꎬ ２０１１ꎬ ２８
(２): ３１－３６.

[２３] 　 李慧慧ꎬ 王春伶ꎬ 王剑伟. ＩＨＢ 系稀有鮈鲫遗传结构研究

[Ｊ] . 水生态学杂志ꎬ ２０１８ꎬ ３９(１): ８３－９０.
Ｌｉ ＨＨꎬ Ｗａｎｇ ＣＬꎬ Ｗａｎｇ ＪＷ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩＨＢ ｒａｒｅ
ｍｉｎｎｏｗ (Ｇｏｂｉｏｃｙｐｒｉｓ ｒａｒｕｓ) [ Ｊ] . Ｊ Ｈｙｄｒｏｅｃｏｌꎬ ２０１８ꎬ ３９(１):
８３－９０.

[２４] 　 冯晓婷ꎬ 杨习文ꎬ 杨雪军ꎬ 等. 基于微卫星标记对长江江苏

段鳙增殖放流效果评估 [Ｊ] . 中国水产科学ꎬ ２０１９ꎬ ２６(６):
１１８５－１１９３.
Ｆｅｎｇ ＸＴꎬ Ｙａｎｇ ＸＷꎬ Ｙａｎｇ ＸＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍｅｔｈｏｄ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｔｏｃｋｉｎｇ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｂｉｇｈｅａｄ
ｃａｒｐ (Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ) ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ ｒｅａｃｈｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｙａｎｇｔｓｅ Ｒｉｖｅｒ
[Ｊ] . Ｊ Ｆｉｓｈ Ｓｃｉ Ｃｈｉｎａꎬ ２０１９ꎬ ２６(６): １１８５－１１９３.

[２５] 　 吴仁协ꎬ 翟云ꎬ 肖瑶ꎬ 等. 黄鳍棘鲷微卫星标记开发及其在

鲷科鱼类中的跨物种扩增 [ Ｊ] . 应用海洋学报ꎬ ２０１９ꎬ ３８
(３): ３５６－３６４.
Ｗｕ ＸＲꎬ Ｚｈａｉ Ｙꎬ Ｘｉａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｆｏｒ Ａｃａｎｔｈｏｐａｇｒｕｓ ｌａｔｕｓ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ￣ｓｐｅｃｉｅｓ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆａｍｉｌｙ Ｓｐａｒｉｄａｅ [Ｊ] . Ｊ Ａｐｐ Ｏｃｅａｎｇｒａꎬ ２０１９ꎬ
３８(３): ３５６－３６４.

[２６] 　 李可ꎬ 马徐发ꎬ 谢鹏ꎬ 等. 基于微卫星标记的拟鲤遗传多样

性及群体遗传结构分析 [ Ｊ] . 华中农业大学学报ꎬ ２０１８ꎬ ３７
(４): １１２－１２０.
Ｌｉ Ｋꎬ Ｍａ ＸＦꎬ Ｘｉｅ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｒｕｔｉｌｕｓ ｒｕｔｉｌｕｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｍａｒｋｅｒｓ [Ｊ] . Ｊ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃ Ｕｎｉｖꎬ ２０１８ꎬ ３７(４): １１２－１２０.

[２７] 　 曾可为ꎬ 宋文ꎬ 王青云ꎬ 等. 基于微卫星标记的鳜种质遗传

多样性与群体遗传结构分析 [Ｊ] . 华中农业大学学报ꎬ ２０１９ꎬ
３８(６): １０４－１１５.
Ｚｅｎｇ ＫＷꎬ Ｓｏｎｇ Ｗꎬ Ｗａｎｇ ＱＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｍａｎｄａｒｉｎ ｆｉｓｈ (Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ ｃｈｕａｔｓｉ)
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒ [ Ｊ] . Ｊ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃ Ｕｎｉｖꎬ
２０１９ꎬ ３８(６): １０４－１１５.

[收稿日期] 　 ２０１９－１１－２８
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０
Ｖｏｌ. ２８　 Ｎｏ. １

黄胜男ꎬ林志健ꎬ张冰ꎬ等. 高尿酸血症鹌鹑肠道菌群结构分析[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): １７－２２.
Ｈｕａｎｇ ＳＮꎬ Ｌｉｎ ＺＪꎬ Ｚｈａｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｑｕａｉｌｓ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ
２０２０ꎬ ２８(１): １７－２２.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０１􀆰 ００３
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(南区)科研基金(Ｙ２０１７－２０)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (８１６７３６１８)ꎬ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｌｅａｄｉｎｇ Ｔａｌｅｎｔｓ ｉｎ Ｓｔａｔｅ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｃｈｉｎａ －“Ｑｉｈｕａｎｇ ｓｃｈｏｌａｒｓ” Ｐｒｏｊｅｃｔꎬ ａｎｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ ｏｆ Ｇｕａｎｇ􀆳ａｎｍｅｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃｈｉｎａ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (Ｙ２０１７－２０).
[作者简介]黄胜男(１９８０—)ꎬ女ꎬ副主任药师ꎬ博士研究生ꎬ研究方向:代谢性疾病中医药防治研究ꎮ Ｅｍａｉｌ: ｈｕａｎｇｓｎ１１１２＠ １２６.ｃｏｍ
[通信作者]张冰(１９５９—)ꎬ女ꎬ主任医师ꎬ教授ꎬ博士生导师ꎬ研究方向:代谢性疾病中医药防治研究ꎮ Ｅｍａｉｌ: ｚｈａｎｇｂｉｎ６＠ ２６３.ｎｅｔ

高尿酸血症鹌鹑肠道菌群结构分析
黄胜男１ꎬ林志健２ꎬ张冰２∗ꎬ吕锦涛２ꎬ王如然１

(１. 中国中医科学院广安门医院南区ꎬ北京　 １０２６１８ꎻ ２. 北京中医药大学ꎬ北京　 １０００２９)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨高尿酸血症鹌鹑肠道菌群结构变化特点ꎬ为高尿酸血症病理机制研究提供参考ꎮ 方法

将迪法克鹌鹑随机分为两组:正常组和模型组ꎬ正常组喂饲正常饲料ꎬ模型组喂饲高嘌呤饲料ꎻＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 法构建

两组鹌鹑盲肠内容物菌群 ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ对图谱进行数字化处理ꎬ聚类分析法比较两组鹌鹑肠道菌群结构整体差

异ꎬｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归法辨别差异条带ꎬ克隆和鉴定差异条带序列ꎻＨＥ 染色观察盲肠组织结构变化ꎮ 结果 　 造模第 ２８
天ꎬ模型组鹌鹑与正常组比较ꎬ血尿酸显著升高、肠道菌群整体结构发生变化ꎬＤＧＧＥ 指纹图谱上 １２ 条差异条带ꎬ序
列鉴定归属于拟杆菌门、厚壁菌门、变形菌门ꎻ盲肠组织出现炎性变化ꎮ 结论　 高嘌呤饮食诱导的高尿酸血症鹌鹑

肠道菌群结构发生改变ꎮ
【关键词】 　 高尿酸血症ꎻ肠道菌群ꎻＰＣＲ￣ＤＧＧＥꎻ鹌鹑

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５￣４８４７(２０２０) ０１￣００１７￣０６
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２. Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２９)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＺＨＡＮＧ Ｂｉｎｇ.Ｅ￣ｍａｉｌ:ｚｈａｎｇｂｉｎ６＠ ２６３.ｎｅｔ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｑｕａｉｌｓ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｄｉｆａｌｋ ｑｕａｉｌｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
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ｃｅｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｑｕａｉｌｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｄｉｇｉｔｉｚｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｖｉａ
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　 　 高尿酸血症(ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａꎬＨＵＡ)是尿酸生成过

多和 /或排泄减少导致的一种代谢紊乱疾病ꎮ 近年

来ꎬ研究显示它与肠道菌群结构变化有关ꎬ例如ꎬ新疆

维吾尔族和汉族高尿酸血症患者与尿酸正常人群肠

道优势菌属有显著差异ꎬ高尿酸血症患者粪便中毛螺

旋菌科 Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ 属、乳酸菌多于正常人群[１]ꎮ 肠道

菌群是人体不可或缺的一部分ꎬ参与机体物质代谢和

免疫调节ꎬ菌群结构改变可引发代谢紊乱疾病[２]ꎮ 本

课题组前期采用高嘌呤饮食诱导鹌鹑高尿酸血症模

型(禽类与人类一样缺乏尿酸酶ꎬ嘌呤类物质在体内

降解后终产物为尿酸)ꎬ研究发现高尿酸血症鹌鹑伴

有肠道菌群结构变化ꎬ广谱抗菌药物可抑制该病理过

程[３]ꎮ 在此基础上ꎬ本研究采用 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 技术分

析高尿酸血症鹌鹑肠道菌群结构变化ꎬ为高尿酸血症

病理机制研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

普通级迪法克鹌鹑 ２０ 只ꎬ雄性ꎬ５ 周龄ꎬ体重

(１５０ ± １５) ｇꎬ购自北京市种禽场德岭鹌鹑分厂

【 ＳＣＸＫ (京) １１０１１３６０２１８０８２】ꎬ 检疫合格证号:
１１００５４６０３９ꎮ 动物饲养于北京中医药大学普通级动

物实验室【ＳＹＸＫ(京) ２０１６－００３８】ꎮ 饲养条件:昼
夜各半循环照明ꎬ温度 ２０ ~ ２５℃ꎬ相对湿度 ４０％ ~
６０％ꎮ 所有操作均符合北京中医药大学科学实验伦

理学要求(伦理审查证号:１１００００００１００３９)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

酵母干粉(批号:１２１３５５０ꎬ英国 ＯＸＯＩＤ 公司生

产)ꎻＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｓｔｏｏｌ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(货号:５１５０４ꎬ德国

Ｑｉａｇｅｎ 公司生产)ꎻＰｏｌｙ￣Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ(货
号:Ｄ２５６１－０２ꎬ美国 ＯＭＥＧＡ 公司生产)ꎮ １６ ｓ ｒＲＮＡ
Ｖ３ 区 扩 增 引 物 ( 上 游 ３４１Ｆ: ５′￣ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＧ
ＣＧＣＣＣＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣ
ＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ￣３′ꎻ 下 游 ５１８Ｒ: ５′￣ＡＴＴＡＣＣＧＣＧ
ＧＣＴＧＣＴＧＧ￣３′) [４]由上海生工生物工程公司合成ꎮ
变性梯度凝胶电泳仪 (Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎻ全自动生化

分析仪(ＢＥＣＫＭＡＮꎬ美国)ꎻＰＣＲ 仪(Ｂｉｏｍｅｔｒａꎬ德国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与处理　
将鹌鹑按体重随机分为正常组和模型组ꎬ每

组 １０ 只ꎮ 正常组给予普通饲料ꎬ模型组给予高嘌

呤饲料 [普通饲料 ∶ 酵母 ＝ ３ ∶ １ꎬ每日喂食酵母

１５ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎬ再补充普通饲料ꎬ两组均自由饮

水[５] ꎮ 每 ７ 天颈静脉取血 １ 次ꎬ分离血清ꎬ－８０℃
保存ꎬ取血前禁食不禁水 １２ ｈꎻ实验第 ２８ 天ꎬ取血

后自由饮水饮食ꎬ次日处死ꎬ取盲肠内容物ꎬ－８０℃
保存ꎻ取盲肠远端１ ｃｍ处小段盲肠组织ꎬ置于 ４％
多聚甲醛固定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 尿酸含量检测　

全自动生化仪检测实验第 ０ 天、第 ７ 天、第 １４
天、第 ２１ 天、第 ２８ 天血清尿酸含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 细菌 ＤＮＡ 提取　

精密称取盲肠内容物 ０􀆰 ２ ｇꎬ按照 ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ
Ｓｔｏｏｌ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒说明书提取各样本总 ＤＮＡꎬ
－２０℃保存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 电泳

ＰＣＲ 扩增:采用细菌通用引物 ＧＣ － ３３８Ｆ 和

５１８Ｒ 为上、下游引物ꎬ扩增样品 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３
可变区ꎬ扩增体系(５０ μＬ)为:１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬ
ｄＮＴＰ(２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)３􀆰 ２ μＬꎬ上、下游引物(浓度均为

２０ ｍｍｏｌ / Ｌ)各 １ μＬꎬｒＴａｑ(５ Ｕ / μＬ)０􀆰 ４ μＬꎬＤＮＡ 模

板 １ μＬꎬ补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ５０ μＬꎮ 扩增条件:预变性

９４℃ ５ ｍｉｎꎻ变性 ９４℃ １ ｍｉｎꎬ退火 ５５℃ ４５ ｓꎻ延伸

７２℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ最终 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 采用

８％的聚丙烯酰胺凝胶配制 ３５％ ~ ５５％ ＤＧＧＥ 变性

梯度凝胶ꎬ其中含化学变性剂 １００％尿素 ７ ｍｏｌ / Ｌ、
４０％(Ｖ / Ｖ)丙烯酰胺ꎬ上样 １０ μＬ ＰＣＲ 产物ꎬ在 １×
ＴＡＥ 缓冲液中 １５０ Ｖ ６０℃下电泳 ５ ｈꎬ银染法染色ꎬ
Ｇｅｌ￣Ｄｏｃ２０００ 凝胶成像系统拍照留图[６]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 差异条带分析

灭菌手术刀切下 ＤＧＧＥ 图谱中两组差异条带ꎬ
应用 Ｐｏｌｙ￣Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒回收 ＤＮＡ
片段ꎬ以回收产物为模板进行 ＰＣＲ 扩增:分别以

３３８Ｆ、５１８Ｒ 为上、下游引物ꎻ扩增体系为 １０ ×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬｄＮＴＰ(２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)３􀆰 ２ μＬꎬ上下游引物

(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ)各 １ μＬꎬｒＴａｑ(５ Ｕ / μＬ)０􀆰 ４ μＬꎬＤＮＡ
模板 １ μＬꎬ补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ５０ μＬꎻ扩增程序为预变性

９４℃ ４ ｍｉｎꎬ变性 ９４℃ ３０ ｓꎬ退火 ５５℃ ３０ ｓꎬ延伸

７２℃ ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ最终 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 再切

胶回收 ＤＮＡ 片段ꎬ经纯化后ꎬ连接到 Ｐｍｄ１８￣Ｔ 载

体ꎬ转化至 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ筛选阳性克隆进行序

列测定ꎬ将序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库ꎬＢｌａｓｔ 程序进

行同源性比较[７]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 盲肠组织病理

二甲苯常规脱蜡ꎬ乙醇梯度回水ꎬ苏木精染液

染色ꎬ流水洗去玻片上多余苏木精液ꎬ１％盐酸－乙醇
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分色ꎬ水洗ꎬ氨水返蓝ꎬ流水冲洗ꎬ０􀆰 ５％伊红液染色ꎬ
蒸馏水稍洗ꎻ乙醇梯度脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ中性树脂

封片[８]ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采用统计软件 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 进行统计ꎬ以平均数±标
准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ根据方差齐与否ꎬ采用独立样本 ｔ
检验或近似 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ< ０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意

义ꎮ ＤＧＧＥ 指纹图谱釆用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４􀆰 ６􀆰 ２(Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ Ｈｅｒｃｕｌｅｓꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)进行处理ꎬ采用

丰度(条带数)、相似性聚类分析(ＵＰＧＭＡ 算法)样品

多样性ꎻｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归方法辨别差异条带ꎻ克隆测序结

果利用 ＭＥＧＡ ４􀆰 ０ 软件对细菌进行系统发育树分析ꎬ

采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统发育树ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 鹌鹑血尿酸水平比较　
与正常组比较ꎬ模型组鹌鹑在实验第 ７ 天、第

１４ 天、第 ２１ 天、第 ２８ 天血尿酸水平显著升高(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 结果见表 １ꎮ
２􀆰 ２　 盲肠内容物菌群结构分析

２􀆰 ２􀆰 １　 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增

细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物经 ２％琼脂糖凝

胶电泳ꎬ得到约 ２００ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段(图 １)ꎬ用于

ＤＧＧＥ 分析ꎮ
表 １　 鹌鹑血尿酸水平比较(􀭰ｘ±ｓꎬμｍｏｌ / Ｌ)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｑｕａｉｌｓ(􀭰ｘ±ｓꎬμｍｏｌ / Ｌ)
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

例数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

第 ０ 天
Ｄａｙ ０

第 ７ 天
Ｄａｙ ７

第 １４ 天
Ｄａｙ １４

第 ２１ 天
Ｄａｙ ２１

第 ２８ 天
Ｄａｙ ２８

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ １０ １９６􀆰 ５４ ± ６２􀆰 ８１ １８２􀆰 ２３ ± ５３􀆰 ３７ １９８􀆰 ７７ ± ７５􀆰 ８６ ２３１􀆰 ９０ ± ４５􀆰 ８５ ２１７􀆰 ０３ ± ５２􀆰 ３３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １０ １９５􀆰 ０９ ± ５２􀆰 ６８ ２７２􀆰 ３５ ± １０６􀆰 ４３∗ ２８１􀆰 ３１ ± ６９􀆰 ２１∗ ３３０􀆰 ９９ ± １２４􀆰 ４５∗ ２７１􀆰 １６ ± ５３􀆰 ０３∗

注:与对照组比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５.

注:１－６ 为正常组ꎻ７－１２ 为模型组ꎻＭ 为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎮ

图 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３ 区通用引物 ＧＣ－３３８Ｆ / ５１８Ｒ 扩增产物电泳图

Ｎｏｔｅ. １－６ꎬＮｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. ７－１２ꎬＭｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍꎬ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ＧＣ－３３８Ｆ / ５１８Ｒ ｉｎ Ｖ３ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ

２􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 产物的 ＤＧＧＥ 电泳分析

ＤＧＧＥ 电泳图谱见图 ２ꎬＱｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件对条

带位置和亮度进行数据化处理和 ＵＰＧＭＡ 相似性聚

类分析ꎮ 与正常组比较ꎬ正常组 １－６ 号样品丰度分

别为 ３８、４０、３６、３５、３８、３４ꎻ模型组 ７－１２ 号丰度分别

为 ３４、２９、２８、３１、３６、３２ꎬ模型组丰度小于正常组ꎻ
ＵＰＧＭＡ 相似性聚类分析结果显示ꎬ正常组 １、３、５ 可

以聚为一类ꎬ相似系数为 ６１％ꎬ２、４、６ 聚为一类ꎬ相
似系数为 ６６％ꎻ模型组 ７、８、１０、１１、１２ 可以聚为一

类ꎬ相似系数为 ６６％ꎮ 说明正常组和模型组各样品

中菌群结构有较大的差异ꎬ除了 ９ 号样品ꎬ其余样品

可根据菌群结构相似性区别出正常组和模型组ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 差异条带序列分析

采用 ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析方法筛选出两组鹌鹑 ＤＧＧＥ

电泳图谱１２ 条差异性条带ꎬ切胶、回收、克隆测序ꎬ测序

结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中微生物同源性进行比对ꎬ结
果见表 ２ꎮ 利用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 软件对差异条带进行系统

发育学分析:差异条带归属于拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、
厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)三大

类ꎬ见图 ３ꎮ 有 ７ 种同源性大于 ９３％的细菌ꎬ分别为厚

壁菌门 Ｍｅｇａｍｏｎａｓ ｒｕｐｅｌｌｅｎｓｉｓ、Ｍｅｇａｍｏｎａｓ ｈｙｐｅｒｍｅｇａｌｅ、
Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｒａｕｓｎｉｔｚｉｉ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｏｐｕｌｅｔｉꎬ拟杆菌

门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｃｏｐｒｏｃｏｌａ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｈｉｓｔｉｃｏｌａ 和变形菌门

Ａｎａｅｒｏｂｉｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｓｕｃｃｉｎｉｃｉｐｒｏｄｕｃｅｎｓꎮ
２􀆰 ３　 盲肠组织病理分析

４０ 倍镜下可见模型组鹌鹑盲肠皱襞变平ꎬ隐窝

结构紊乱ꎬ２００ 倍镜下可见隐窝内炎细胞分布ꎬ提示

炎性变化(如箭头所示)ꎬ见图 ４ꎮ
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注:１－６ 为正常组ꎻ７－１２ 为模型组ꎮ

图 ２　 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 产物 ＤＧＧＥ 电泳图谱(Ａ)和 ＵＰＧＭＡ 相似性聚类分析(Ｂ)
Ｎｏｔｅ. １－６ꎬＮｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. ７－１２ꎬＭｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＤＧＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ (Ａ)ａｎｄ ＵＰＧＭＡ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ)

表 ２　 ＤＧＧＥ 图谱中差异条带的序列分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂａｎｄｓ ｉｎ ＤＧＧＥ ｄｉａｇｒａｍ
条带编号

Ｂａｎｄ Ｎｕｍｂｅｒ
ＧｅｎＢａｎｋ 数据库相似菌种名称

ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅｓ
登录号

ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ
相似性(％)
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ(％)

Ｉ Ｍｅｇａｍｏｎａｓ ｒｕｐｅｌｌｅｎｓｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＦＭ１０２５ ＮＲ＿０４４４７３􀆰 １ ９７
ＩＩ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｃｏｐｒｏｃｏｌａ ｓｔｒａｉｎ Ｍ１６ ＮＲ＿０４１２７８􀆰 １ ９８
ＩＩＩ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｂａｒｎｅｓｉａｅ ｓｔｒａｉｎ ＢＬ２ ＮＲ＿０４１４４６􀆰 １ ９３
ＩＶ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｍａｃｕｌｏｓａ ｓｔｒａｉｎ Ｗ１６０９ ＮＲ＿０４４２７０􀆰 １ ９３
Ｖ Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｒａｕｓｎｉｔｚｉｉ ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ ２７７６８ ＮＲ＿０２８９６１􀆰 １ ９６
ＶＩ Ｍｅｇａｍｏｎａｓ ｈｙｐｅｒｍｅｇａｌｅ ｓｔｒａｉｎ ＤＳＭ １６７２ ＮＲ＿０２５５１４􀆰 １ １００
ＶＩＩ Ａｎａｅｒｏｂｉｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｓｕｃｃｉｎｉｃｉｐｒｏｄｕｃｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ Ｓ４１１ ＮＲ＿０２６０７５􀆰 １ ９８
ＶＩＩＩ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｏｐｕｌｅｔｉ ｓｔｒａｉｎ ７４３ Ａ ＮＲ＿０２６１０３􀆰 １ １００
ＩＸ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｂｕｃｃａｅ ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ ３３５７４ ＮＲ＿０４４６３１􀆰 １ ９１
Ｘ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｈｉｓｔｉｃｏｌａ ｓｔｒａｉｎ Ｔ０５－０４ ＮＲ＿０４４４０７􀆰 １ ９４
ＸＩ Ｄｉａｌｉｓｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎａｔｉｐｈｉｌｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＴ １１８５０ ＮＲ＿０４１６６６􀆰 １ ９２
ＸＩＩ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｓｔｅｒｃｏｒｅａ ｓｔｒａｉｎ ＣＢ３５ ＮＲ＿０４１３６４􀆰 １ ９２

图 ３　 ＤＧＧＥ 差异条带系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＤＧＧＥ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂａｎｄｓ

０２
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注:Ａ: 正常组(×４０)ꎻＢ: 模型组(×４０)ꎻＣ: 正常组(×２００)ꎻＤ: 模型组(×２００)ꎮ 箭头:隐窝内炎细胞ꎮ

图 ４　 鹌鹑盲肠病理切片

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ Ｇｒｏｕｐ(×４０). Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ Ｇｒｏｕｐ(×４０). Ｃꎬ Ｎｏｒｍａｌ Ｇｒｏｕｐ(×２００). Ｄꎬ Ｍｏｄｅｌ Ｇｒｏｕｐ( ×２００). Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ:Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｒｙｐｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｃｕｍ ｏｆ ｑｕａｉｌ

３　 讨论

肠道菌群是人体不可或缺的一部分ꎬ早在上世

纪初就有肠道菌群益生作用的记载ꎬ它参与人体代

谢和免疫调节ꎮ 近年来研究报道ꎬ痛风患者(以血

尿酸升高为生化基础)与健康对照人群比较ꎬ其肠

道菌群组成和分布上存在显著差异[９]ꎻ维吾尔族、
汉族人群中正常人与高尿酸血症患者肠道优势菌

属有显著差异[１]ꎻ实验研究显示ꎬ外源性补充酪酸

梭菌可在一定程度上降低大鼠血尿酸[１０]ꎻ酿酒酵母

菌影响宿主自身免疫促进嘌呤分解ꎬ使尿酸生成增

多[１１]ꎬ这些研究提示高尿酸血症的发生可能跟某些

肠道菌群有关ꎮ 本研究采用高嘌呤饮食诱导鹌鹑

高尿酸血症ꎬ模拟临床上饮食不节导致血尿酸水平

升高ꎬ探讨该状态下肠道菌群结构变化特点ꎬ为从

调节肠道菌群视角治疗高尿酸血症提供参考ꎮ
研究结果显示ꎬ高嘌呤饮食喂饲鹌鹑ꎬ在造模

第 ７ 天、第 １４ 天、第 ２１ 天、第 ２８ 天ꎬ其血尿酸水平

较正常组鹌鹑显著升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ造模第 ２８ 天ꎬ
盲肠内容物中菌群丰度降低ꎻ从 ＤＧＧＥ 图谱及其差

异条带序列分析可以看出ꎬ发生改变的菌群主要是

拟杆 菌 门、 厚 壁 菌 门、 变 形 菌 门ꎬ 模 型 组 鹌 鹑

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｃｏｐｒｏｃｏｌａ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｍａｃｕｌｏｓａ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｐｏｐｕｌｅｔｉ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｈｉｓｔｉｃｏｌａ 等 １２ 种细菌优势度改变ꎮ
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｃｏｐｒｏｃｏｌａ、 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｍａｃｕｌｏｓａ、 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ
ｈｉｓｔｉｃｏｌａ 归属于拟杆菌门ꎬ革兰阴性厌氧杆菌ꎬ可参

与 降 解 多 糖ꎬ 产 生 乙 酸、 丁 酸 和 琥 珀 酸[１２]ꎻ
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｏｐｕｌｅｔｉ 归属于厚壁菌门ꎬ革兰阳性厌氧

菌ꎬ也是肠道内常见的纤维降解菌ꎬ产生乙酸和丁

酸[１３]ꎮ 研究表明ꎬ菌群代谢产物乙酸、丁酸等短链

脂肪酸(ｓｈｏｒｔ￣ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎬＳＣＦＡ)参与能量代谢ꎬ
抑制炎症因子释放ꎬ增强黏膜屏障及免疫功能ꎬ增

加尿酸肠道排泄[１４－１５]ꎮ 拟杆菌属对机体也有致病

性ꎬ其代谢产生内毒素(ｅｎｄｏｔｏｘｉｎꎬＬＰＳ)可诱导炎症

反应ꎬ往往伴有尿酸生成关键酶黄嘌呤氧化酶

(ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅꎬ ＸＯ) 活性增加ꎬ使尿酸产生增

多[１６－１７]ꎮ 本研究中ꎬ观察到模型组鹌鹑盲肠隐窝结

构紊乱及炎性改变ꎬ肠道屏障受损ꎬ该病理过程可

能跟肠道菌群结构改变有关ꎬ是影响尿酸肠道排泄

的因素之一[１４]ꎮ
研究方法上ꎬ由于肠道细菌以厌氧菌为主ꎬ传

统的细菌培养方法需专门的厌氧培养环境ꎬ实验操

作繁琐ꎬ且传统微生物培养计数技术仅能反映肠道

菌群数目变化ꎬ不能反映肠道菌群结构的多样性和

种群变化ꎮ 本研究采用 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 方法可简单快

速研究菌群结构及种群变化[１８－１９]ꎬ具有灵敏度高、
重复性好等优点ꎮ 当然ꎬ该方法只能鉴别出数量大

于 １％的优势菌群的存在ꎬ而肠道还存在其他很多

微生物ꎬ数量占比虽小(如双歧杆菌)ꎬ但对机体产

生了重要作用[２０]ꎮ 因此ꎬ在后续的研究中ꎬ需采用

１６ ｓ 测序或宏基因组测序法对肠道菌群进行深度分

析ꎬ明确肠道菌群与高尿酸血症之间的关联关系及

可能机制ꎮ
参　 考　 文　 献(Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ)

[ １ ] 　 玛依娜􀅰卡哈尔ꎬ孙玉萍ꎬ孜来古丽􀅰米吉提ꎬ等. 维吾尔族与

汉族人群肠道菌群与高尿酸血症关系的研究 [ Ｊ] .新疆医科

大学学报ꎬ２０１４ꎬ ３７(４): ４１９－４２２.
Ｍｚｙｉｌａ Ｋａｈａｅｒꎬ Ｓｕｎ ＹＰꎬ Ｚｉｌａｉｔｉ Ｍｉｊｉｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｔｗｏ
ｅｔｈｎｉｃ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ [Ｊ] . Ｊ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖꎬ ２０１４ꎬ ３７( ４):
４１９－４２２.

[ ２ ] 　 Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ Ｅꎬ Ｒｙａｎ ＰＭꎬ Ｃｒｙａｎ ＪＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａꎬ ｏｂｅｓｉｔｙ
ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓ [Ｊ] . Ｐｏｓｔｇｒａｄ Ｍｅｄ Ｊꎬ ２０１６ꎻ ９２(１０８７): ２８６－３００.

[ ３ ] 　 黄胜男ꎬ林志健ꎬ张冰ꎬ等. 肠道菌群结构变化与高尿酸血症

发生的关系 [ Ｊ] .北京中医药大学学报ꎬ２０１５ꎬ３８ ( ７):４５２
－４５６.

１２



中国实验动物学报 ２０２０ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. １

Ｈｕａｎｇ ＳＮꎬ Ｌｉｎ ＺＪꎬ Ｚｈａｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｈｉｆｔｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ｉｎ ｑｕａｉｌｓ
[Ｊ] . Ｊ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖ Ｔｒａｄ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ３８(７):４５２－４５６.

[ ４ ] 　 吴曼曼ꎬ王佳ꎬ李娜ꎬ等. 大蒜素对急性酒精性肝损伤小鼠肠

道菌群失调的预防作用[ Ｊ] .中国微生态学杂志ꎬ２０１８ꎬ３０
(４):４０９－４１３.
Ｗｕ ＭＭꎬ Ｗａｎｇ Ｊꎬ Ｌｉ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｉｎ ａｃｕｔｅ ａｌｃｏｈｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｈｅｐａｔｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｍｉｃｒｏｅｃｏｌꎬ ２０１８ꎬ ３０(４): ４０９
－４１３.

[ ５ ] 　 朱春胜ꎬ张冰ꎬ林志健ꎬ等. 菊苣降尿酸药效验证[ Ｊ] . 中华中

医药杂志ꎬ２０１８ꎬ３３(１１):４９３３－４９３６.
Ｚｈｕ ＣＳꎬ Ｚｈａｎｇ Ｂꎬ Ｌｉｎ ＺＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ
ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ￣ｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ
Ｃｉｃｈｏｒｉｕｍ ｉｎｔｙｂｕｓ Ｌ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｒａｄ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ ３３
(１１): ４９３３－４９３６.

[ ６ ] 　 高倩ꎬ王友明ꎬ吴旧生. 肠道菌群变化对实验小鼠肠黏膜免疫

的影响 [Ｊ] .中国实验动物学报ꎬ２０１２ꎬ２０(５):４５－４９.
Ｇａｏ Ｑꎬ Ｗａｎｇ ＹＭꎬ Ｗｕ ＪＳ. Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｎ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ａｃｔａ Ｌａｂ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０１２ꎬ ２０(５): ４５－４９.

[ ７ ] 　 于江明ꎬ王秋菊ꎬ刘勃麟ꎬ等. 不同饲养密度对笼养蛋鸡十二

指肠肠道菌群的影响 [Ｊ] . 动物营养学报ꎬ２０１６ꎬ２８(３): ８９９
－９０７.
Ｙｕ ＪＭꎬ Ｗａｎｇ ＱＪꎬ Ｌｉｕ ＢＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｃｋｉｎｇ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｌｏｒａ ｏｆ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｆｏｒ ｃａｇｅｄ ｌａｙｅｒ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ
Ａｎｉｍ Ｎｕｔｒꎬ ２０１６ꎬ ２８(３): ８９９－９０７.

[ ８ ] 　 付骞卉ꎬ柯愈诗ꎬ宋铭晶ꎬ等. 野罂粟碱对哮喘和溃疡性结肠

炎模型大鼠肺及结肠组织相同差异表达基因的干预作用

[Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ２０１９ꎬ２９(３):７－１３.
Ｆｕ ＱＨꎬ Ｋｅ ＹＳꎬ Ｓｏｎｇ ＭＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
Ｐａｐａｖｅｒ ｎｕｄｉｃａｕｌｅ Ｌ. ｏｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
ｉｎ ｌｕｎｇ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ａｎｄ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ｒａｔｓ
[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ ２９(３): ７－１３.

[ ９ ] 　 Ｇｕｏ Ｚꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ
ｇｏｕｔ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ｈｕｍａｎｓ [ Ｊ ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０１６ꎬ
６: ２０６０２.

[１０] 　 王力ꎬ方志荣ꎬ沈雅庭等. 酪酸梭菌对高尿酸血症大鼠血尿酸

及炎性因子水平的影响[ Ｊ] . 南方医科大学学报ꎬ２０１７ꎬ３７
(５):６７８－６８２.
Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｆａｎｇ ＺＲꎬ Ｓｈｅｎ ＹＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ[Ｊ] . Ｊ Ｓｏｕｔｈ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖꎬ ２０１７ꎬ ３７(５): ６７８
－６８２.

[１１] 　 Ｃｈｉａｒｏ ＴＲꎬ Ｓｏｔｏ Ｒꎬ Ｚａｃ Ｓｔｅｐｈｅｎｓ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ
ｍｙｃｏｂｉｏｔａ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｈｏｓｔ ｐｕｒｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｎｇ ｃｏｌｉｔｉｓ
ｉｎ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｓｃｉ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ９(３８０): ｅａａｆ９０４４.

[１２] 　 陈婷. 口腔细菌的新种属及其生物学特性[Ｊ] . 国际口腔医学

杂志ꎬ２０１１ꎬ３８(２):１８１－１８４.
Ｃｈｅｎ Ｔ. Ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ ｉｔｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｏｒａｌ
ｂａｃｔｅｒｉａ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ３８(２): １８１－１８４.

[１３] 　 Ｏｎｒｕｓｔ Ｌꎬ Ｐｅｔｚｏｌｄｔ Ｄꎬ Ｅｅｃｋｈａｕｔ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｅｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐｏｒｏｆｏｒｍａｎｓ ｇｅｎ. ｎｏｖ.ꎬ ｓｐ. ｎｏｖ.ꎬ ａｎ ａｎａｅｒｏｂｉｃꎬ ｂｕｔｙｒａｔｅ￣
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇꎬ ｓｐｏｒｅ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｃｈｉｃｋｅｎ ｃａｅｃｕｍ
[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｓｙｓｔ Ｅｖｏｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ ６７(１１):４５８９ – ４５９４.

[１４] 　 王雨ꎬ林志健ꎬ边猛ꎬ等. 维药菊苣提取物对高尿酸血症状态

下肠道屏障的影响 [Ｊ] . 中华中医药杂志ꎬ２０１８ꎬ３３(５):１７１８
－１７２３.
Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉｎ ＺＪꎬ Ｂｉａｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｗｉｔｈ ｕｙｇｈｕｒ ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｉｃｈｏｒｉｕｍ ｉｎｔｙｂｕｓ Ｌｉｎｎ ｉｎ
ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ [Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｒａｄ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ ３３(５):１７１８
－１７２３.

[１５] 　 Ｌｕｏ Ｑꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｄꎬ Ｈｕａｎｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ
ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｏｙ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ ｉｎ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｏｂｅｓｅ ｒａｔｓ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０１９ꎬ ２４(６):Ｅ１１３９.

[１６] 　 黄胜男ꎬ林志健ꎬ张冰ꎬ等. 菊苣干预高尿酸血症鹌鹑尿酸及

相关代谢酶活性研究 [ Ｊ] . 中药新药与临床药理ꎬ２０１５ꎬ２６
(１):９－１３.
Ｈｕａｎｇ ＳＮꎬ Ｌｉｎ ＺＪꎬ Ｚｈａｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｈｉｃｏｒｙ ｏｎ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ
ａｎｄ ｕｒｉｃｏｐｏｉｅｓｉｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ
ｑｕａｉｌ [Ｊ] . Ｔｒａｄ Ｃｈｉｎ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１５ꎬ ２６(１):
９－１３.

[１７] 　 Ｘｕ ＭＸꎬ Ｗａｎｇ Ｍꎬ Ｙａｎｇ ＷＷꎬ ｅｔ ａｌ.Ｇｏｌｄ￣ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｐｒｅｖｅｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｉｇｈ ｆａｔ
ｄｉｅｔ ｆｅｄ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ. ２０１７ꎬ １４: ３２７ – ３４５.

[１８] 　 Ｍｉｒａｇｏｌｉ Ｆꎬ Ｆｅｄｅｒｉｃｉ Ｓꎬ Ｆｅｒｒａｒｉ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｃｙｓｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｏｎ ａｒｃｈａｅａ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
[Ｊ] . ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｅｃｏｌｏꎬ ２０１７ꎬ ９３(２):１－１３.

[１９] 　 刘凯ꎬ王凡ꎬ李祥ꎬ等. 利用 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 分析有机物对厌氧氨

氧化菌群的影响[Ｊ] . 基因组学与应用生物学ꎬ２０１９ꎬ３８(１):
２０５－２１１.
Ｌｉｕ Ｋꎬ Ｗａｎｇ Ｆꎬ Ｌｉ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃｓ
ｏｎ ａｎａｍｍｏｘ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂｙ ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ [ Ｊ] . Ｇｅｎｏｍ
Ａｐｐｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１９ꎬ ３８(１): ２０５－２１１.

[２０] 　 郑华龙ꎬ王胜猛ꎬ文志远ꎬ等. 双歧杆菌四联活菌联合多烯磷

脂酰胆碱对非酒精性脂肪肝患者糖、脂、尿酸代谢的影响

[Ｊ] . 广西医科大学学报ꎬ２０１８ꎬ３５(１０):１４０６－１４１０.
Ｚｈｅｎｇ ＨＬꎬ Ｗａｎｇ ＳＭꎬ Ｗｅｎ ＺＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｅｔｒａｖａｃｃｉｎｅ ｔａｂｌｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙ ａｌｃｈｏｌｉｎｅ
ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｓｕｇａｒꎬ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ ] . Ｊ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖꎬ
２０１８ꎬ ３５(１０): １４０６－１４１０.

[收稿日期] 　 ２０１９－０７－１８

２２



２０２０ 年 ２ 月

第 ２８ 卷　 第 １ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０
Ｖｏｌ. ２８　 Ｎｏ. １

蒋一之ꎬ朱晓宇ꎬ李露露ꎬ等. 斑马鱼功效模型在验证乳制品补钙和促进肠蠕动中的应用[ Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８
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Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): ２３－２８.
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[基金项目]国家“重大新药创制”科技重大专项(２０１７ＺＸ０９０３１０５９)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｍａｊｏｒ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ “Ｃｒｅａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｍａｊｏｒ Ｎｅｗ Ｄｒｕｇｓ” (２０１７ＺＸ０９０３１０５９).
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[通信作者]李春启(１９６３—)男ꎬ博士ꎬ教授级高级工程师ꎬ研究方向:药理毒理ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｊａｃｋｌｉ＠ ｚｈｕｎｔｅｒ.ｃｏｍ

斑马鱼功效模型在验证乳制品补钙和促进肠
蠕动中的应用

蒋一之１ꎬ朱晓宇２ꎬ李露露１ꎬ２ꎬ俞航萍２ꎬ荣佳１ꎬ李春启１ꎬ２ꎬ３∗

(１. 南京新环检测科技有限公司ꎬ南京　 ２１００３２ꎻ ２. 杭州环特生物科技股份有限公司ꎬ 杭州　 ３１００５１ꎻ
３. 浙江省人用物品安全性评价技术研究重点实验室早期评价基地ꎬ 杭州　 ３１００５３)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于斑马鱼补钙和肠蠕动模型ꎬ验证和对比不同牛奶补钙和酸奶促进肠蠕动的作用效果ꎮ
方法　 选择发育健康且阶段一致的 ３ ｄｐｆ 野生型斑马鱼ꎬ加入不同浓度(２􀆰 ５、５􀆰 ０、１０􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ)的纯牛奶稀释液ꎬ同
时设置空白对照组ꎮ 处理至 ７ ｄｐｆ 后ꎬ用 ２ ｍｇ / ｍＬ 钙黄绿素染色ꎬ在荧光显微镜下观察拍照ꎬ计算斑马鱼的椎骨荧

光强度ꎮ 选取 ５ ｄｐｆ 的斑马鱼ꎬ用尼罗红染料处理 １６ ｈꎬ加入不同浓度(２􀆰 ５、５􀆰 ０、１０􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ)的酸奶和乳酸菌饮料

稀释液ꎬ同时设置空白对照组ꎮ 处理 ２４ ｈ 后ꎬ在荧光显微镜下观察拍照ꎬ计算斑马鱼肠道内荧光强度ꎮ 结果

纯牛奶、酸奶和乳酸菌饮料作用效果都随浓度的增加而增强ꎮ 与空白对照组比较ꎬ６ 种纯牛奶中 ２ 种纯牛奶处理的

斑马鱼骨骼荧光强度有一定增加ꎻ８ 种酸奶和乳酸菌饮料都显著引起了肠道荧光强度的减弱ꎬ酸奶的效果优于乳酸

菌饮料ꎮ 结论　 纯牛奶、酸奶和乳酸菌饮料对斑马鱼的最大耐受浓度(ＭＴＣ)为 １０ ｍｇ / ｍＬꎬ且对斑马鱼起到补钙和

促进肠蠕动的作用ꎮ
【关键词】 　 斑马鱼ꎻ乳制品ꎻ补钙ꎻ促进肠蠕动
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ｍｇ / ｍＬ ｆｏｒ ９６ ｈ. Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃａｌｃｅｉｎ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｓｔｅｒｅｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｔｏ
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ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｙｏｇｕｒｔ ａｎｄ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｅｖｅｒａｇｅ. Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｏ
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｔｏｌｅｒａｂｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＴＣ) ｏｆ ＵＨＴ ｍｉｌｋꎬ ｙｏｇｕｒｔꎬ ａｎｄ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｅｖｅｒａｇｅ ｉｓ １０􀆰 ０ ｍｇ /
ｍＬ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. Ｔｈｅｓｅ ｄａｉｒｙ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｓ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ｉｎ ｔｅｒｍ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎻ ｄａｉｒｙ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎻ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎꎻ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 随着经济的发展ꎬ乳制品市场的逐渐扩大ꎬ牛
奶和酸奶成为了非常受欢迎的饮品ꎮ 消费者在选

择牛奶和酸奶品质除去口味营养ꎬ还会关注牛奶的

补钙和酸奶促进肠胃蠕动这两方面ꎮ 因此评价牛

奶和酸奶的品质有必要引入生物学评价ꎬ通过生物

指标能直观反映产品的营养等品质ꎮ
斑马鱼是一种新型的实验动物ꎬ与传统小鼠相

比ꎬ斑马鱼实验速度快、高效、低成本[１]ꎮ 斑马鱼体

积小ꎬ发育快ꎬ且和人类具有高度同源性ꎬ有相似的

器官、生理功能和信号通路[２－３]ꎮ 斑马鱼生物学评

价能够完善现有的食品检测技术和品质评价体系

方法ꎬ为优质产品的筛选和评价提供了一种新方法ꎮ
钙黄绿素是一种荧光染料ꎬ与体内钙离子结

合[４]ꎬ而骨骼主要是有钙化结构组成[５]ꎬ可用于检

测斑马鱼骨骼钙水平ꎮ 同样是荧光染料尼罗红在

斑马鱼体内不被其他组织干扰ꎬ并不会被吸收[６]ꎬ
通过定量斑马鱼胃肠道内的尼罗红可评价促肠蠕

动作用ꎮ 本研究以斑马鱼前 ３ 根椎骨的荧光强度和

肠道内尼罗红的荧光强度为指标ꎬ快速评价纯牛奶

补钙和酸奶促进肠道蠕动功能ꎬ为牛奶和酸奶品质

的生物学评价提供科学参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

实验用斑马鱼为野生型 ＡＢ 品系斑马鱼ꎬ胚胎

的繁殖以自然成对交配的方式进行ꎮ 胚胎置于标

准稀释水中(标准稀释水:２９４􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ、
１２３􀆰 ３ ｍｇ / Ｌ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、６３􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ ＮａＨＣＯ３ 和

５􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ ＫＣｌ)ꎬ在 ２８℃ 条件下孵化ꎮ 本研究实验

单位杭州环特生物科技股份有限公司已获得实验

动物使用许可证【ＳＹＸＫ(浙)２０１２－０１７１】ꎬ并通过国

际 ＡＡＡＬＡＣ 认证(００１４５８)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

甲基纤维素 ( ０７９Ｋ００５４ Ｖꎬ Ｓｉｇｍａ)ꎻ ６ 孔板

(０９０１１９ＢＡ０１ꎬ Ｎｅｓｔ )ꎻ 尼罗 红 Ｎｉｌｅ Ｒｅｄ ( Ｎ３０１３ －

１００ＭＧꎬＳｉｇｍａ)ꎻ钙黄绿素 ( ＭＫＣＨ３９３０ꎬ Ｓｉｇｍａ)ꎻ
ＤＭＳＯ(ＢＣＢＴ０８０３ꎬＳｉｇｍａ)ꎻＡ、Ｂ 两个品牌的纯牛奶

(Ａ０、Ａ１、Ａ２、Ｂ０、Ｂ１ 和 Ｂ２ꎬ其中 Ａ０ 和 Ｂ０ 为普通纯

牛奶ꎬＡ１ 和 Ｂ１ 为高钙牛奶ꎬＡ２ 和 Ｂ２ 为高端纯牛

奶)、酸奶(Ａ３、Ａ５、Ａ６、Ｂ３、Ｂ５ 和 Ｂ６)和乳酸菌饮料

(Ａ４ 和 Ｂ４) (购于世纪联华江晖路店ꎬ杭州)ꎻ荧光

显微镜(ＡＺ１００ꎬＮｉｋｏｎ)ꎻ与显微镜相连的相机(ＴＫ￣
Ｃ１４８１ＥＣꎬＮｉｋｏｎ)ꎻ精密电子天平(ｃｐ２１４ꎬＯＨＡＵＳ)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 纯 牛 奶 ＬＣ１０、 ＬＣ５０ 和 最 大 耐 受 浓 度

(ｍａｘｉｍｕｍ ｔｏｌｅｒａｂｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬＭＴＣ)测定

随机选取 ９３０ 尾发育健康且阶段一致的 ３ ｄｐｆ
斑马鱼于六孔板中ꎬ每孔 ３０ 尾ꎮ 分别加入浓度为

１０、１４􀆰 ３、２０􀆰 １、２８􀆰 ４ 和 ４０ ｍｇ / ｍＬ 的 ６ 种牛奶稀释

液(标准稀释水稀释)ꎬ每孔 ３ ｍＬꎬ每天换液ꎬ处理

９６ ｈꎬ同时设置正常对照组(标准稀释水处理组)ꎮ
实验结束后ꎬ统计各实验组斑马鱼死亡数量ꎬ用

ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ８ 软件拟合ꎬ计算 ＬＣ１０、ＬＣ５０和 ＭＴＣꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 牛奶补钙效果评价

随机选取 ５７０ 尾发育健康且阶段一致的 ３ ｄｐｆ
的野生型斑马鱼于 ６ 孔微孔板中ꎬ每孔 ３０ 尾ꎬ分别

暴露于 ＭＴＣ / ４、ＭＴＣ / ２ 和 ＭＴＣ 的 ６ 种纯牛奶稀释

液中ꎬ同时设置正常对照组ꎻ样品处理斑马鱼至 ７
ｄｐｆꎬ使用 ２ ｍｇ / ｍＬ 钙黄绿素染色ꎮ 染色后ꎬ每实验

组随机选择 １０ 尾斑马鱼ꎬ在显微镜下拍照并采集数

据ꎬ计算斑马鱼前 ３ 根椎骨的荧光强度(Ｓ)ꎬ补钙作

用的计算公式如下:

补钙作用 ％( ) ＝
Ｓ实验组

Ｓ正常对照组

× １００％

１􀆰 ２􀆰 ３　 酸奶和乳酸菌饮料 ＭＴＣ 测定

随机选取 １２３０ 尾发育健康且阶段一致的 ６ ｄｐｆ
斑马鱼于六孔板中ꎬ每孔 ３０ 尾ꎮ 分别加入浓度为

１０、１４􀆰 ３、２０􀆰 １、２８􀆰 ４ 和 ４０ ｍｇ / ｍＬ 的 ８ 种酸奶稀释

液ꎬ每孔 ３ ｍＬꎬ处理 ２４ ｈꎬ同时设置正常对照组ꎮ 实

验结束后ꎬ统计各斑马鱼死亡数ꎬ用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ８ 软

件拟合ꎬ计算 ＬＣ１０、ＬＣ５０和 ＭＴＣꎮ

４２
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１􀆰 ２􀆰 ４　 酸奶和乳酸菌饮料对肠蠕动的促进作用

评价

随机选取 ７５０ 尾受精后 ５ ｄ(５ ｄｐｆ)的野生型

ＡＢ 品系斑马鱼ꎬ水溶给予尼罗红 １６ ｈ 建立斑马鱼

胃肠动力促进剂筛选模型ꎮ 尼罗红移除后ꎬ将斑马

鱼随机分配于六孔板中ꎬ每孔 ３０ 尾ꎮ 分别暴露于

ＭＴＣ / ４、ＭＴＣ / ２ 和 ＭＴＣ 的 ８ 种酸奶稀释液中ꎬ同时

设置正常对照组ꎮ 处理 ２４ ｈ 后ꎬ每实验组随机选取

１０ 尾斑马鱼在荧光显微镜下拍照并采集数据ꎬ计算

斑马鱼肠道内尼罗红荧光强度(Ｓ)ꎬ肠蠕动的促进

作用计算公式如下:

肠蠕动促进作用 ％( ) ＝
Ｓ正常对照组 － Ｓ实验组

Ｓ正常对照组

× １００％

１􀆰 ３　 统计学分析

统计学处理结果以平均数±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表

示ꎬ用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 统计软件进行方差分析和

Ｄｕｎｎｅｔｔｓ’ ｔ 检验统计学分析ꎬ以 Ｐ< ０􀆰 ０５ 为差异有

显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 纯牛奶的ＬＣ１０、ＬＣ５０和最大耐受浓度(ＭＴＣ)测定

６ 种纯牛奶的 ＭＴＣ 均为 １０ ｍｇ / ｍＬꎮ 通过拟合

的浓度－致死曲线得到 ６ 种纯牛奶的相应浓度都很

相近ꎬＬＣ１０ 为 １２􀆰 ９ ~ １４􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬꎬＬＣ５０ 为 １９􀆰 ９ ~
２１􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬꎮ 详见表 １ꎮ
２􀆰 ２　 纯牛奶补钙功能评价

Ａ０ 和 Ａ２ 在 １０􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ 浓度下分别引起斑马

鱼骨骼中钙显著增加 １􀆰 ３９ 倍(Ｐ< ０􀆰 ０５)和 １􀆰 ４７ 倍

(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ和空白对照组有显著性差异ꎮ 其他种

类和浓度的纯牛奶未引起骨骼钙的显著增加(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 详见表 ２、图 １、图 ２ 和图 ３ꎮ

表 １　 ６ 种纯牛奶的 ＬＣ１０、ＬＣ５０和 ＭＴＣ(ｎ＝ ３０)
Ｔａｂｌｅ １　 ＬＣ１０ꎬ ＬＣ５０ ａｎｄ ＭＴＣ ｏｆ ６ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＵＨＴ ｍｉｌｋ (ｎ＝ ３０)

纯牛奶
ＵＨＴ ｍｉｌｋ

浓度(ｍｇ / ｍＬ)
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ(ｍｇ / ｍＬ)

ＭＴＣ ＬＣ１０ ＬＣ５０

Ｒ２

Ａ０ １０ １４􀆰 ５ ２０􀆰 ５ ０􀆰 ９９９７９

Ａ１ １０ １４􀆰 ５ ２０􀆰 ６ ０􀆰 ９９５７３

Ａ２ １０ １３􀆰 ６ ２１􀆰 ２ ０􀆰 ９９３５１

Ｂ０ １０ １４􀆰 ３ ２０􀆰 ５ ０􀆰 ９９４４

Ｂ１ １０ １３􀆰 ２ １９􀆰 ９ ０􀆰 ９７８８

Ｂ２ １０ １２􀆰 ９ ２０􀆰 ２ ０􀆰 ９９２０４

表 ２　 ６ 种纯牛奶补钙评价结果(ｎ＝ ３０)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ６ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＵＨＴ ｍｉｌｋ (ｎ＝ ３０)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＭＴＣ 浓度(ｍｇ / ｍＬ)
ＭＴＣ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ(ｍｇ / ｍＬ)

脊椎骨荧光强度
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ

骨骼中钙增加倍数
Ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎｃｒｅａｓｅ

空白对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ － ５７２０５ ± ７４３７ １

Ａ０

２􀆰 ５ ６０９８３ ± ３０４９ １􀆰 ０７
５􀆰 ０ ７２０７８ ± ２８８３ １􀆰 ２６
１０􀆰 ０ ７９４３４ ± ３９７１ １􀆰 ３９∗

Ａ１

２􀆰 ５ ６０８０５ ± ３６４８ １􀆰 ０６
５􀆰 ０ ６２８９２ ± ４４０２ １􀆰 １０
１０􀆰 ０ ６３４９７ ± ３１７４ １􀆰 １１

Ａ２

２􀆰 ５ ５８３４９ ± １１６６ １􀆰 ０２
５􀆰 ０ ７４６２６ ± ５９７０ １􀆰 ３０
１０􀆰 ０ ８４０９１ ± ８４０９ １􀆰 ４７∗∗

Ｂ０

２􀆰 ５ ６１６０５ ± ３６９６ １􀆰 ０８
５􀆰 ０ ６２９７７ ± ４４０８ １􀆰 １０
１０􀆰 ０ ７０９３４ ± ３５４６ １􀆰 ２４

Ｂ１

２􀆰 ５ ５８９２１ ± ５８９２ １􀆰 ０３
５􀆰 ０ ５９４９３ ± ４１６４ １􀆰 ０４
１０􀆰 ０ ６０８８３ ± ３０４４ １􀆰 ０６

Ｂ２

２􀆰 ５ ５７７７７ ± ２８８８ １􀆰 ０１
５􀆰 ０ ６３４９７ ± ５０７９ １􀆰 １１
１０􀆰 ０ ６００６５ ± ３６０３ １􀆰 ０５

注:与空白对照组比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎮ 下表 / 图同ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ ａｎｄ ｆｉｇｕｒｅｓ.

５２
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图 １　 ６ 种纯牛奶处理斑马鱼后各组斑马鱼脊椎骨

荧光强度总和

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｏｔａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｅ ｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ

６ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＵＨＴ ｍｉｌｋ

图 ２　 ６ 种纯牛奶处理斑马鱼后各组斑马鱼骨骼中

钙增加倍数

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｂｏｎｅｓ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ６ ＵＨＴ ｍｉｌｋ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ３　 ６ 种纯牛奶处理斑马鱼后最高浓度组

斑马鱼骨骼中荧光强度对比

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｏｎｅｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ６ ｋｉｎｄｓ ｏｆ
ＵＨＴ ｍｉｌｋ ａｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 酸奶和乳酸菌饮料的 ＬＣ１０、ＬＣ５０和ＭＴＣ 测定

８ 种酸奶和乳酸菌饮料的 ＭＴＣ 均为 １０ ｍｇ / ｍＬꎮ
通过拟合的浓度－致死曲线得到酸奶和乳酸菌饮料

的相应浓度都很相近ꎬＬＣ１０为 １２􀆰 ７ ~ １５􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬꎬ
ＬＣ５０为 １８􀆰 ９ ~ ２１􀆰 １ ｍｇ / ｍＬꎮ 详见表 ３ꎮ
２􀆰 ４　 酸奶和乳酸菌饮料对肠蠕动促进作用评价

实验组斑马鱼的肠道荧光信号强度平均值均

显著低于空白对照组(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎬ说明酸奶和乳酸

菌饮料均促进斑马鱼肠道蠕动ꎮ Ａ３ 和 Ｂ３ 为常温酸

奶ꎬＡ４ 和 Ｂ４ 为冷藏乳酸菌饮料ꎬ这两组内不同品牌

同类酸奶和乳酸菌饮料对肠蠕动的促进作用没有

显著性的差异(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎮ Ａ５、Ｂ５、Ａ６ 和 Ｂ６ 四种冷

藏酸奶中ꎬＡ５、Ｂ５ 和 Ｂ６ 三种酸奶间肠蠕动促进作

用不存在显著性差异(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎬ但是作用都显著优

于 Ａ６ 酸奶(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎮ 同品牌内不同酸奶和乳酸

菌饮料促进肠蠕动作用存在差异ꎬＡ５ > Ａ３ > Ａ６ >
Ａ４ꎬＢ５ > Ｂ３ > Ｂ６ > Ｂ４ꎬ两款常温酸奶作用都介于同

品牌的两种冷藏酸奶中间ꎻ两款乳酸菌饮料的作用均

显著差于酸奶(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎮ (见表 ４ꎬ图 ４、５、６)
表 ３　 ８ 种酸奶和乳酸菌饮料的 ＬＣ１０、ＬＣ５０和 ＭＴＣ(ｎ＝ ３０)

Ｔａｂｌｅ ３　 ＬＣ１０ꎬ ＬＣ５０ ａｎｄ ＭＴＣ ｏｆ ８ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｙｏｇｕｒｔ ａｎｄ
ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｅｖｅｒａｇｅ (ｎ＝ ３０)

酸奶 / 乳酸菌饮料
Ｙｏｇｕｒｔ / Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

ｂｅｖｅｒａｇｅ

浓度(ｍｇ / ｍＬ)
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ(ｍｇ / ｍＬ)

ＭＴＣ ＬＣ１０ ＬＣ５０

Ｒ２

Ａ３ １０ １４􀆰 ９ １９􀆰 ５ ０􀆰 ９９９４９
Ａ４ １０ １５􀆰 ６ １９􀆰 ６ ０􀆰 ９９８７８
Ａ５ １０ １４􀆰 ３ ２０􀆰 １ ０􀆰 ９９９７７
Ａ６ １０ １４􀆰 ９ ２１􀆰 １ ０􀆰 ９９９５２
Ｂ３ １０ １４􀆰 ７ ２０􀆰 ４ ０􀆰 ９９９１
Ｂ４ １０ １５􀆰 ９ ２０􀆰 ３ ０􀆰 ９９９２
Ｂ５ １０ １２􀆰 ９ １９􀆰 ７ ０􀆰 ９８８４７
Ｂ６ １０ １２􀆰 ７ １８􀆰 ９ ０􀆰 ９９６３６

图 ４　 ８ 种酸奶和乳酸菌饮料处理斑马鱼后

各组斑马鱼肠道荧光信号强度

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ８ ｙｏｇｈｕｒｔ ａｎｄ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｅｖｅｒａｇｅ

６２
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表 ４　 ８ 种酸奶和乳酸菌饮料肠蠕动促进作用评价实验结果(ｎ＝ ３０)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ８ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｙｏｇｕｒｔ ａｎｄ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｅｖｅｒａｇｅ ｆｏｒ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ (ｎ＝ ３０)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＭＴＣ 浓度(ｍｇ / ｍＬ)
ＭＴＣ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ(ｍｇ / ｍＬ)

肠道荧光信号强度(像素)
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ(ｐｘ)

肠蠕动促进作用(％)
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ (％)

空白对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ － １２７０３０ ± ２２７８　 －

Ａ３

２􀆰 ５ ３６８３９ ± ２３３２ ７１∗∗∗

５􀆰 ０ ２６６７６ ± ３１５７ ７９∗∗∗

１０􀆰 ０ １９０５５ ± １６４２ ８５∗∗∗

Ａ４

２􀆰 ５ １１４３２７ ± ２８２５　 １０∗

５􀆰 ０ ８８９２１ ± ３１６０ ３０∗∗∗

１０􀆰 ０ ７７４８８ ± ２４４７ ３９∗∗∗

Ａ５

２􀆰 ５ １６５１４ ± １９０３ ８７∗∗∗

５􀆰 ０ １３９７３ ± ２９４７ ８９∗∗∗

１０􀆰 ０ １０１６２ ± ２４９７ ９２∗∗∗

Ａ６

２􀆰 ５ ６９８６７ ± ３８１４ ４５∗∗∗

５􀆰 ０ ５３３５３ ± ２８６５ ５８∗∗∗

１０􀆰 ０ ３５５６８ ± ２７８４ ７２∗∗∗

Ｂ３

２􀆰 ５ ２９２１７ ± ３１８２ ７７∗∗∗

５􀆰 ０ ２５４０６ ± １６１５ ８０∗∗∗

１０􀆰 ０ １７７８４ ± ２５１９ ８６∗∗∗

Ｂ４

２􀆰 ５ １０６７０５ ± ３１１４　 １６∗∗∗

５􀆰 ０ ８８９２１ ± ３５０５ ３０∗∗∗

１０􀆰 ０ ８８９２１ ± ３２２４ ３０∗∗∗

Ｂ５

２􀆰 ５ ２７９４７ ± ３４５７ ７８∗∗∗

５􀆰 ０ １２７０３ ± ２０５２ ９０∗∗∗

１０􀆰 ０ １２７０３ ± ２５８０ ９０∗∗∗

Ｂ６

２􀆰 ５ ３６８３９ ± １１０７ ７１∗∗∗

５􀆰 ０ ３０４８７ ± ２２７２ ７６∗∗∗

１０􀆰 ０ ２４１３６ ± １６４２ ８１∗∗∗

图 ５　 酸奶和乳酸菌饮料处理后斑马鱼肠道内荧光强度变化

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｙｏｇｈｕｒｔ ａｎｄ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｅｖｅｒａｇｅ

图 ６　 ８ 种酸奶和乳酸菌饮料对斑马鱼

肠道肠蠕动的促进作用

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ８ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｙｏｇｈｕｒｔ ａｎｄ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｂｅｖｅｒａｇｅ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

７２



中国实验动物学报 ２０２０ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. １

３　 讨论

牛奶中钙的存在形式主要是乳钙ꎬ其主要成分

是磷酸钙[７]ꎮ 乳钙被认为是容易消化吸收并且营

养价值最好的钙来源[８－９]ꎮ 普通纯牛奶和高端纯牛

奶在加工过程中没有添加其它物质ꎬ钙全部来源于

生牛乳ꎬ而高钙牛奶中的乳钙因为添加的碳酸钙等

破坏了原有的平衡而析出[１０－１１]ꎬ虽总体钙含量增

加ꎬ但吸收利用度高的乳钙减少ꎬ可能高钙牛奶的

补钙效率并没有优于普通纯牛奶ꎮ
研究表明酸奶和乳酸菌饮料具有促进肠道蠕

动的作用[１２－１５]ꎬ与本次实验的结果相同ꎬ所有酸奶

和乳酸菌饮料均有促进了肠道蠕动作用ꎬ但酸奶明

显优于乳酸菌饮料ꎬ且活菌数量很少的常温酸奶和

冷藏酸奶作用相近ꎮ 用于酸奶和乳酸菌饮料加工

的双歧杆菌、乳酸菌等菌种属于肠道有益菌ꎬ有益

菌和其代谢产物都能改善肠道功能ꎬ促进肠道

蠕动[１６]ꎮ
实验对纯牛奶补钙以及酸奶和乳酸菌饮料促

进肠蠕动两方面进行了生物学评价ꎬ结果与一般消

费者的想法存在差别ꎬ但是同时是能够指导消费者

进行正确选择ꎮ 不同纯牛奶、酸奶和乳酸菌饮料作

用的差别只进行了简短的讨论ꎬ需要后续实验进行

更深入的研究ꎮ
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诸氏鲻虾虎鱼出血病病原鉴定及传播途径分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 分离鉴定诸氏鲻虾虎鱼(Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ)出血病病原ꎬ并探讨其传播途径ꎬ为虾虎鱼微生

物质量控制提供技术依据ꎮ 方法　 从患出血病虾虎鱼肝脏取样分离病原菌ꎬ经菌落形态、生化特性和分子特征鉴

定细菌ꎬ回归感染确定其致病性ꎬ并采用双重 ＰＣＲ 方法对虾虎鱼、轮虫、卤虫、水进行嗜水气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ)检测ꎮ 结果　 分离到 １ 株优势菌 ＰＹＭｃ１５－１ꎬ该菌株 ＡＰＩ 生化反应结果与嗜水气单胞菌一致ꎬｇｒｙＢ 序列

与 ＧｅｎＢａｎｋ 上的嗜水气单胞菌相应基因序列同源性最高ꎻ根据已知序列构建 ｇｒｙＢ 分子系统进化树ꎬ分离株

ＰＹＭｃ１５－１ 与嗜水气单胞菌聚类ꎻ分离株 ＰＹＭｃ１５－１ 溶血素基因(ｈｌｙＡ)和气溶素基因(ａｅｒＡ)检测结果阳性ꎬ对虾

虎鱼半致死剂量(ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅꎬＬＤ５０)为每尾 １􀆰 ２×１０４ｃｆｕꎮ 野生虾虎鱼、卤虫和野生轮虫致病性嗜水气单胞菌

检测出现阳性结果ꎬ虾虎鱼封闭群、室内培育的轮虫以及海水样品致病性嗜水气单胞菌检测均为阴性ꎮ 结论　 嗜

水气单胞菌可自然感染虾虎鱼ꎻ野生虾虎鱼和生物饵料是其潜在传播媒介ꎬ引进虾虎鱼和生物饵料时应检测该

病原ꎮ
【关键词】 　 诸氏鲻虾虎鱼ꎻ嗜水气单胞菌ꎻ生物饵料ꎻ传播途径
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 诸氏鲻虾虎鱼(Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ)属于鲈形

目(Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ)、虾虎鱼亚目(Ｇｏｂｉｏｉｄｅｉ)、虾虎鱼科

(Ｇｏｂｉｉｄａｅ)、鲻虾虎鱼属(Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ)ꎬ在我国南

海、东海等西太平洋近海海域广泛分布ꎬ是我国实

验动物化水平最高的本土海洋实验鱼类ꎬ具有体形

小、胚胎透明、繁殖量大、繁殖周期短等特点[１]ꎮ 虾

虎鱼已在海洋环境重金属[２]、多环芳烃[３] 等多种污

染物的毒性评价和疾病模型研究[４] 中广泛应用ꎬ显
示出良好的应用前景ꎮ

广东省实验动物监测所先后开展虾虎鱼全人

工繁殖、封闭群和近交系培育ꎬ以及种质、遗传、微
生物和寄生虫、饲料及环境设施等质量控制标准体

系研究[１]ꎬ其中病原项目是虾虎鱼质量控制的重要

内容ꎮ 目前ꎬ已有迟缓爱德华菌[５]、创伤弧菌[６] 感

染引起虾虎鱼“溃烂病”和“败血症”的研究报道ꎬ而
对虾虎鱼“出血病”的病原研究尚未见报道ꎮ 石斑

鱼、对虾等多种水生经济动物研究表明ꎬ外来动物

个体、生物饵料、水源是水生动物病原传播的主要

途径[７－８]ꎮ 相对经济鱼类而言ꎬ实验鱼的养殖条件

相对封闭和可控ꎬ病原传播途径和风险也可能有所

不同ꎬ但相关研究鲜有报道ꎮ 本文对野外采样的患

出血病虾虎鱼进行病原分析ꎬ并对不同来源的海

水、生物饵料、鱼体等样品进行了病原检测ꎬ探讨实

验鱼病原传播途径ꎬ为虾虎鱼微生物质量控制及病

原防控策略提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验鱼

患病诸氏鲻虾虎鱼体长 ２􀆰 ５ ~ ３􀆰 ５ ｃｍꎬ取自深

圳大鹏湾野生群ꎮ 回归感染实验用诸氏鲻虾虎鱼

为本实验室封闭群子 １４ 代ꎬ４ ~ ５ 月龄ꎬ体长 ２􀆰 ５ ~
３􀆰 ０ ｃｍꎬ循环水养殖ꎬ盐度 ２０ ~ ２２ꎬ温度 ２５ ~ ２７℃ꎬ
光照:黑暗时间为 １４ ｈ:１０ ｈꎮ

１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

脑心浸液培养基(Ｂｒｉａｎ Ｈｅａｒｔ Ｉｎｆｕｓｉｏｎ Ｍｅｄｉｕｍꎬ
ＢＨＩ)(广州环凯公司ꎬ中国)ꎻ细菌基因组试剂盒

(天根公司ꎬ中国)ꎻＴａｑ 酶(ＴａＫａＲａꎬ日本)ꎮ
生物显微镜(Ｎｉｋｏｎ Ｃｉ￣Ｓꎬ日本)ꎻ电子天平(常

熟双杰测试仪器厂ꎬ中国)ꎻＡＴＢ 全自动细菌鉴定仪

(梅里埃公司ꎬ法国)ꎻＰＣＲ 扩增仪(Ｔｅｃｈｎｅ Ｐｒｉｍｅꎬ英
国)ꎻ凝胶电泳仪和成像系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 病原菌的分离、纯化

挑选腹部红肿的个体ꎬ无菌操作解剖病鱼ꎬ并
从肝脏部位取样划线接种于 ＢＨＩ 平板ꎬ２８℃恒温培

养 ２４ ｈ 后ꎬ挑取优势菌落在同样条件下进行纯化培

养ꎬ用于细菌鉴定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细菌鉴定

(１)生化鉴定:观察分离纯化的菌落形态ꎬ并通

过革兰氏染色、氧化酶试验以及 ＡＰＩ ＩＤ３２Ｅ 试剂条

进行鉴定ꎮ
(２)分子生物学鉴定:按细菌基因组试剂盒说

明书提取新鲜培养菌液的 ＤＮＡꎬ按 Ｚｈａｎｇ 等[９] 的方

法对嗜水气单胞菌 ｇｒｙＢ 基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ参照

饶静静等[１０] 的方法对嗜水气单胞菌溶血素基因

(ｈｌｙＡ)和气溶素基因( ｅａｒＡ) 进行双重 ＰＣＲ 扩增

(引物浓度 １ ∶３)ꎬ引物序列见表 １ꎮ ｇｒｙＢ 基因 ＰＣＲ
反应条件为:９５℃ ４ ｍｉｎꎬ９４℃ ３０ ｓꎬ５５℃ ３０ ｓꎬ７２℃
６０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ａｅｒＡ 和 ｈｌｙＡ 基

因双重 ＰＣＲ 反应条件为:９５℃ ４ ｍｉｎꎬ９４℃ ３０ ｓꎬ
６０℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ６０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
ｇｒｙＢ 基因 ＰＣＲ 产物纯化后送上海生工进行序列测

定ꎬ测序结果在 ＮＣＢＩ 进行 Ｂｌａｓｔ 分析ꎬ选取相似序

列 ＭＥＧＡ ４ 软件构建系统发育树ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 回归感染

挑取优势菌纯化后的单菌落接种于 ＢＨＩ 液体

０３
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表 １　 试验所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列(５’－３’)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)

扩增产物(ｂｐ)
Ｓｉｚｅ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｓ(ｂｐ)

ｇｙｒＢ ＧＣＣＧＡＧＣＣＣＧＡＣＣＡＴＣＴＴＣＡＧ
ＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＧＴＣＧＡＡＡＣＧＧＧＣ ８７５

ｈｌｙＡ ＡＣＣＴＣＡＡＣＧＴＣＡＡＣＣＧＣＡＡＧＡＴ
ＧＴＣＴＧＣＧＣＴＴＧＴＣＧＧＴＡＴＣＣＴＣ ８７６

ａｅｒＡ ＧＣＡＧＡＧＣＣＣＧＴＣＴＡＴＣＣＡＧＡ
ＣＴＣＣＡＧＣＣＴＣＡＧＧＣＣＴＴＧＡＣ １３３２

培养基ꎬ２８℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 震荡培养 ２４ ｈꎬ新鲜培养的

菌液 ６０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ 后ꎬ弃上清ꎬ无菌生理盐

水重悬ꎬ用 ＡＴＢ 比浊仪将菌液等比稀释至 １􀆰 ８ × １０８

~ １􀆰 ８ × １０４ ｃｆｕ / ｍＬꎮ 选取健康诸氏鲻虾虎鱼封闭

群个体ꎬ每组 １０ 尾ꎬ腹腔注射ꎬ每尾注射 ０􀆰 ０２ ｍＬ 菌

液ꎬ同时设置生理盐水对照组ꎮ 人工感染期间不投

喂ꎬ静水养殖ꎬ水温 ２５ ~ ２６℃ꎬ盐度 ２０ ~ ２２ꎬ每天

记录死亡数量并及时捞出死鱼ꎬ连续观察 １０ ｄꎮ 按

周一平[１１]的方法计算半致死量(ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅꎬ
ＬＤ５０)ꎮ 从感染后症状明显的个体肝脏组织再次进

行细菌分离和回归感染ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 病原传播途径分析

(１)样品采集

２０１６ 年 ３ 月 ~ ６ 月ꎬ先后从深圳大鹏湾、番禺

南沙以及惠州大亚湾采集野生虾虎鱼(共 ３ 批次)ꎬ
３、５、８ 月分别取本实验室培育的虾虎鱼封闭群(４ ~
５ 月龄ꎬ体长 ２􀆰 ５ ~ ３􀆰 ０ ｃｍꎬ共 ３ 批次)ꎻ从海南琼

海、福建漳州、惠州大亚湾购买野生轮虫(各 ２ 批

次)ꎬ３、５、８ 月分别取本室内培育轮虫(共 ３ 批次)ꎻ
从广州芳村花鸟鱼虫市场购买市售 ６ 个商品化的卤

虫卵ꎻ３、５、８ 月分别取购买的天然海水和封闭群养

殖水样品(各 ３ 批次)ꎮ 各批次样品取样方法如下:
鱼:随机取 ３ 尾虾虎鱼的肝、脾组织混合为一个

样品ꎻ卤虫:卤虫卵在实验条件下[漂白水消毒处理

的洁净海水盐度 ２８ ± ２ꎬ水温(２８ ± １)℃ꎬ光照 ２０００
Ｌｕｘ]孵化 ２４ ｈ 后ꎬ新孵出的卤虫无节幼体经洁净海

水清洗 ３ 次ꎬ取 ０􀆰 １ ｍｇ(鲜重)卤虫无节幼体作为一

个样品ꎻ轮虫:轮虫用 ３００ 目纱绢网收集ꎬ并用洁净

海水清洗 ３ 次ꎬ取 ０􀆰 １ ｍｇ(鲜重)轮虫作为为一个样

品ꎻ水:随机取新购天然海水和虾虎鱼封闭群养殖

水各 １０ ｍＬ 为一个样品ꎮ
(２)样品处理

无菌条件下ꎬ将鱼的肝脾组织、卤虫、轮虫匀浆

后ꎬ按体积比 １ ∶９加入灭菌碱性蛋白胨水ꎻ水样 ８０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ 后ꎬ弃上清ꎬ用 １０ ｍＬ 灭菌碱性蛋

白胨水重悬ꎻ２８℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 增菌培养 １２ ｈ 后ꎬ取 ２
ｍＬ 增菌液 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心收集细菌ꎬ采用细菌基

因组试剂盒提取总 ＤＮＡꎮ
(３)样品检测

按 １􀆰 ２􀆰 ２(２)的方法对嗜水气单胞菌毒力基因

ｈｌｙＡ 和 ｅａｒＡ 进行双重 ＰＣＲ 扩增ꎬ检测致病性嗜水

气单胞菌ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 诸氏鲻虾虎鱼出血病症状

患病虾虎鱼身体发黑ꎬ聚群沉底ꎬ活力下降ꎬ反
应迟钝ꎻ腹部(尤其是肛门处)红肿充血ꎻ下颌及胸

鳍、腹鳍基部出血ꎬ鳍条缺损ꎻ剖检可见腹腔有积

水ꎬ肠系膜有出血点ꎬ并附着淡红色粘液ꎮ
２􀆰 ２　 分离株形态与生化特性

从临床症状典型个体的肝脏部位分离获得优

势菌(编号 ＰＹＭｃ１５－１)ꎬＢＨＩ 平板 ２８℃ 培养 ２４ ｈ
后ꎬＰＹＭｃ１５－１ 菌落呈圆形凸起、淡黄色、半透明、表
面光滑、直径约 １􀆰 ０ ~ １􀆰 ５ ｍｍꎬ有特殊气味ꎮ 革兰

氏染色显示为阴性、杆菌ꎬ氧化酶反应为阳性ꎮ ＡＴＢ
全自动细菌鉴定仪鉴定为嗜水气单胞菌ꎬ鉴定结果

ＩＤ:９９􀆰 ９％ꎬＴ 值:０􀆰 ７２ꎬ详细生化结果见表 ２ꎮ 回归

感染后二次分离的优势菌 ＰＹＭｃ１５－１’生化特性与

ＰＹＭｃ１５－１ 一致ꎮ
２􀆰 ３　 ｇｒｙＢ 基因序列分析

菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 经嗜水气单胞菌 ｇｒｙＢ 基因引

物 ＰＣＲ 扩增获得 ８００ ｂｐ 左右目的片段ꎬ ｈｌｙＡ 和

ａｅｒＡ 基因双重 ＰＣＲ 扩增获得 ８００ ｂｐ 和 １３００ ｂｐ 左

右目的片段(图 １)ꎮ ｇｒｙＢ 产物序列 Ｂｌａｓｔ 分析结果

显示ꎬ菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 上登陆的嗜水气

单胞菌(登录号 ＫＸ８２２７４１)同源性最高(９８􀆰 ５％)ꎮ
菌株 ＰＹＭｃ１５－１ ｇｒｙＢ 序列聚类分析显示ꎬＰＹＭｃ１５－
１ 与嗜水气单胞菌自然聚类(图 ２)ꎮ 上述结果表

明ꎬ菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 为嗜水气单胞菌ꎬ并具有潜在

的致病性ꎮ
２􀆰 ４　 人工感染

人工感染健康虾虎鱼后第 ２ 天开始出现死亡ꎬ
第 ３ 天、第 ４ 天为高峰ꎬ死亡个体腹部和肛门红肿充

血ꎬ腹腔有大量积水ꎮ 从第 ４ 天死亡个体肝脏部位

分离细菌ꎬ获得优势菌 ＰＹＭｃ１５－１ꎬ再次回归感染健

康虾虎鱼ꎬ出现相似症状ꎬ表明本次试验分离的优

势菌 ＰＹＭｃ１５－１ 为虾虎鱼出血病病原ꎮ

１３
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表 ２　 菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 生化鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＰＹＭｃ１５－１
生化指标

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ
结果
Ｒｅｓｕｌｔ

生化指标
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

柠檬酸盐利用 Ｃｉｔｒａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ Ｌ￣阿拉伯糖 Ｌ￣Ａｒａｂｉｎｏｓｅ ＋
衣康酸盐同化 Ｉｔａｃｏｎａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ － 肌醇 Ｉｎｏｓｉｔｏｌ －

２－酮基－葡萄糖 ２￣Ｋｅｔｏ￣Ｇｌｕｃｏｎａｔｅ ｇｌｕｃｏｓｅ － ５－酮基－葡萄糖 ５￣Ｋｅｔｏ￣Ｇｌｕｃｏｎａｔｅ －
组氨酸同化 Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 糖原 Ｇｌｙｃｏｇｅｎ ＋

麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ ＋ Ｌ￣岩藻糖 Ｌ￣Ｆｕｃｏｓｅ －
甘露醇 ｄ￣Ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ 葵酸盐 Ｋｅｌｌｙ ＋

丙氨酸同化 Ａｌａｎｉｎｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 乙酸盐 Ａｃｅｔａｔｅ ＋
３－羟基－丁酸盐 ３￣Ｈｙｄｒｏｘｙ￣Ｂｕｔｙｒａｔｅ － ｄ－葡萄糖 Ｄ￣Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋

ＤＬ￣乳酸盐同化 ＤＬ￣Ｌａｃｔａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 辛二酸盐同化 Ｓｕｂｅｒａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ －
鼠李糖 Ｒａｈｍｎｏｓｅ － 山梨醇 Ｓｏｒｂｉｔｏｌ －

丙酸盐同化 Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 丝氨酸同化 Ｓｅｒｉｎｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋
水杨素 Ｓａｌｉｃｉｎ ＋ 蔗糖 Ｓａｃｃｈａｒｏｓｅ ＋

戊酸盐同化 Ｖａｌｅｒａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 脯氨酸 Ｐｒｏｌｉｎｅ ＋
４－羟基－苯甲酸盐同化 ４￣Ｈｙｄｒｏｘｙ￣Ｂｅｎｚｏａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ － Ｎ－乙酰葡萄糖胺 Ｎ￣Ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ＋

丙二酸 Ｍａｌｏｎｉｃ ａｃｉｄ － ｄ－核糖 Ｄ￣ｒｉｂｏｓｅ ＋
ｄ－蜜二糖 Ｄ￣Ｈｏｎｅｙ ｄｉｓａｃｃｈａｒｉｄｅ － ３－羟基－苯甲酸盐同化 ３￣Ｈｙｄｒｏｘｙ￣Ｂｅｎｚｏａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ －

注:“＋”阳性ꎻ“－”阴性ꎮ
Ｎｏｔｅ. “＋” ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ “－” ｉｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ.

注:Ｍ 为 ＤＬ２０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒꎻ １ 为 ｇｒｙＢ 基因 ＰＣＲ 产物ꎻ２ 为 ａｅｒＡ 基

因和 ｈｌｙＡ 基因双重 ＰＣＲ 产物ꎮ

图 １　 菌株 ＰＹＭｃ１５－１ ｇｒｙＢ 基因、ａｅｒＡ 基因和 ｈｌｙＡ
基因 ＰＣＲ 检测电泳图

Ｎｏｔｅ. Ｍꎬ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００􀆰 １ꎬ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｇｒｙＢ ｇｅｎｅ. ２ꎬ
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ａｅｒＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｈｌｙＡ ｇｅｎｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＰＹＭｃ１５－１ ｇｒｙＢ ｇｅｎｅꎬ
ａｅｒＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｈｌｙＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

　 　 不同浓度的 ＰＹＭｃ１５－１ 菌液人工感染试验结

果显示ꎬ２􀆰 １×１０８ ｃｆｕ / ｍＬ 浓度组实验鱼全部死亡ꎬ生
理盐水对照组实验鱼无死亡ꎬ菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 对虾

虎鱼的 ＬＤ５０为每尾 １􀆰 ２×１０４ ｃｆｕ(表 ３)ꎮ
２􀆰 ５　 虾虎鱼、生物饵料及水的致病性嗜水气单胞菌

检测

ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ野生虾虎鱼(１ / ３)、卤虫无

节幼体(１ / ６)和野生轮虫(２ / ６)分别检出致病性嗜

水气单胞菌ꎬ室内培育的轮虫以及天然海水、虾虎

鱼封闭群养殖水均未检出致病性嗜水气单胞菌ꎮ

３　 讨论

本研究从患病虾虎鱼肝脏分离到优势菌株

ＰＹＭｃ１５－１ꎬ经生物学特性、生化鉴定和 ｇｒｙＢ 基因

序列同源性分析ꎬ鉴定为嗜水气单胞菌ꎬ并通过回

归感染确定为虾虎鱼出血病病原ꎬ对虾虎鱼具有

较强的致病性(ＬＤ５０为每尾 １􀆰 ２×１０４ ｃｆｕ)ꎬ为我国

海水实验鱼———虾虎鱼感染嗜水气单胞菌的首次

报道ꎮ 嗜水气单胞菌属弧菌科、气单胞菌属ꎬ广泛

存在于水体、淤泥等环境中ꎬ具有广泛的致病性ꎬ
可引起多种海、淡水水生动物爆发性出血病ꎬ常造

成水产养殖重大的经济损失[１２－１３] ꎮ 嗜水气单胞菌

也是我国农业部«一、二、三类动物疫病病种名录»
(２００８ 年)规定的二类疫病病原ꎬ需要采取严格控

制、扑灭等措施ꎬ防止扩散的病原[１４] ꎮ 同时ꎬ我国

淡水实验鱼斑马鱼和剑尾鱼已有嗜水气单胞菌感

染导致细菌性败血症的报道[１５－１６] ꎻ国内 １９ 家斑马

鱼实验室调研结果发现ꎬ斑马鱼竖鳞、腹水是常见

病害症状ꎬ虽然其病原尚未研究证实ꎬ但由于该症

状与嗜水气单胞菌感染鱼类引起的临床症状类

似[１７－１８] ꎬ因此斑马鱼“竖鳞病”、“腹水病”很可能

与嗜水气单胞菌感染有关ꎮ 上述结果表明ꎬ嗜水

气单胞菌对虾虎鱼、斑马鱼等海、淡水实验鱼均具

有严重危害ꎬ在实验鱼生产和实验过程中应引起

足够的重视并加以控制ꎮ

２３
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注: 节点处数值为自展重复 １０００ 次的置信值ꎮ

图 ２　 基于气单胞菌属 ｇｒｙＢ 基因序列的系统发育树

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ (１０００ ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｒｙＢ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ

表 ３　 菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 对虾虎鱼攻毒试验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｆ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｔｅｓｔ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＰＹＭｃ１５－１ ｉｎ Ｍ. ｃｈｕｌａｅ
菌液浓度(ｃｆｕ / ｍＬ)

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ｃｆｕ / ｍＬ)
试验鱼数(尾)

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｅｓｔ ｆｉｓｈ
死亡数(尾)

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈｓ
半致死浓度(ｃｆｕ / ｆｉｓｈ)

ＬＤ５０(ｃｆｕ / ｆｉｓｈ)

２􀆰 １ × １０８ １０ １０
２􀆰 １ × １０７ １０ ７
２􀆰 １ × １０６ １０ ５
２􀆰 １ × １０５ １０ ４
２􀆰 １ × １０４ １０ ３

生理盐水 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｉｎｅ １０ ０

１􀆰 ２ × １０４

　 　 ｇｙｒＢ 是普遍存在于细菌中编码 ＤＮＡ 促旋酶亚

基 Ｂ 蛋白的单拷贝基因ꎬ每 １００ 万年的平均碱基替

换率为 ０􀆰 ７％ ~ ０􀆰 ８％ꎬ其进化速率较 １６Ｓ ｒＲＮＡ 快ꎬ
且不发生水平转移ꎬ特别适用于气单胞菌、芽孢杆

菌等近缘种的区别和鉴定[１９－２０]ꎮ 气单胞菌属中常

见的鱼类病原菌多达 ２０ 余种ꎬ其中多个菌种亲缘关

系接近ꎬ通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析无法有效区

分[２１]ꎮ 本研究对生化鉴定为嗜水气单胞菌的分离

株 ＰＹＭｃ１５－１ 进行 ｇｙｒＢ 基因测序分析ꎬ其序列与已

知的嗜水气单胞菌(登录号 ＫＸ８２２７４１)同源性达

９８􀆰 ５％ꎬ与同属不同种的温和气单胞菌(ＨＱ４４２６９８)
同源性则低于 ９１􀆰 ７％ꎬ显示出较高的分辨率ꎬ可判

定分离株 ＰＹＭｃ１５－１ 为嗜水气单胞菌ꎮ 值得注意

的是ꎬ嗜水气单胞菌有致病性菌株和非致病性菌株

之分ꎬ朱大玲等[２２]、王远微等[２３] 研究发现ꎬ只有致

病性嗜水气单胞菌 ａｅｒＡ 基因呈阳性扩增ꎻ饶静静

等[１０]在致病性嗜水气单胞菌中至少扩增到 ａｅｒＡ 或

ｈｌｙＡ 基因的一种ꎬ可见 ａｅｒＡ 基因和 ｈｌｙＡ 基因是致

病性嗜水气单胞菌最为关键的毒力基因ꎮ 本实验

对分离株 ＰＹＭｃ１５－１ ａｅｒＡ 基因和 ｈｌｙＡ 基因进行检

测ꎬ结果显示为阳性ꎻ回归感染试验也表明该菌株

对虾虎鱼具有致病性ꎬ表明分离株 ＰＹＭｃ１５－１ 为致

病性嗜水气单胞菌ꎮ
ＰＣＲ 检测方法已成为国外大型实验动物机构

在实施实验动物质量监测和病原体诊断中的重要

手段ꎬ在我国啮齿类实验动物病原检测中已有较多

应用[２４－２５]ꎮ 病原的传播主要有水平传播和垂直传

播两种途径ꎬ大多数水生动物病原的传播以水平传

播为主[２６]ꎮ 本研究采用嗜水气单胞菌 ｈｌｙＡ 基因和

ａｅｒＡ 基因特异性引物对虾虎鱼养殖过程相关的鱼、

３３
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生物饵料、水等样品进行致病性嗜水气单胞菌检

测ꎬ结果发现ꎬ野生虾虎鱼、卤虫和野生轮虫部分样

品检出阳性ꎬ表明野生鱼体、卤虫和野生轮虫是嗜

水气单胞菌潜在的传播媒介ꎬ这与 Ｙａｎ 等[２７]、Ｚｈａｎｇ
等[２８]、宋晓玲等[２９] 研究结果一致ꎮ 本实验中虾虎

鱼封闭群及其养殖水、室内净化培育的轮虫均未检

出致病性嗜水气单胞菌ꎬ说明通过鱼体隔离净化、
水体消毒以及轮虫净化培育能有效控制病原的传

播ꎮ 不同来源、不同批次的 ６ 个卤虫样品检测中ꎬ有
１ 个样品检出致病性嗜水气单胞菌ꎬ表明通过病原

检测筛选合格的卤虫是必要的ꎮ 鉴于生物饵料可

能携带病原的情况ꎬ建议使用生物饵料时应采用净

化培育、消毒等处理措施ꎬ并对各批次生物进行病

原检测ꎬ以控制其病原微生物质量ꎮ
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Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ( ８１７７４２１３)ꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ ( ２０１８０４０１００６４)ꎬ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ (２０１８１２１２１００９ꎬ ２０１８１２１２１１４０) .
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阿魏酸对高脂血症小鼠肝脂肪变性
及肠道菌群的调节作用

饶文婷１＃ꎬ罗尚菲１＃ꎬ张雅心１ꎬ江伟豪１ꎬ陈奕澔１ꎬ陈嘉慧１ꎬ任妍１ꎬ佘楷杰１ꎬ
何盈１ꎬ曾平２∗ꎬ周凤华１∗

(１.南方医科大学中医药学院ꎬ广州　 ５１０５１５ꎻ
２.广东省心血管病研究所ꎬ广东省人民医院ꎬ广东省医学科学院ꎬ广州 ５１０１００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨阿魏酸(ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ)对高脂血症小鼠肝脂肪变性及肠道菌群的调节作用ꎮ 方法　 将 ２４
只 ６ 周龄雄性 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠随机分为 ４ 组( ｎ ＝ ６)ꎬ即对照组、模型组、阿魏酸组[４０ ｍｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ)]、辛伐他汀组

[５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎻ另取 ６ 只同龄 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠为空白组ꎮ 高脂喂养 １２ 周后ꎬ再给药处理 １２ 周ꎬ采集小鼠粪便进行

肠道菌群检测ꎬ检测血脂水平ꎬ制作肝切片观察病理变化ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬ模型组小鼠体重、血清总胆固醇

(ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、甘油三酯(ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)、低密度脂蛋白( ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＬＤＬ￣Ｃ)明显升

高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ肝切片可见小鼠肝细胞质内充满脂滴ꎬ大部分肝细胞呈现脂肪变性ꎬ模型组厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)
和韦荣球菌科(Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ) 的细菌数量升高ꎬ拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、瘤胃菌科(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ) 和

Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ 数量减少ꎻ与模型组比较ꎬ阿魏酸组小鼠体重、血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ￣Ｃ 显著降低ꎬ肝脂肪变性明显减轻ꎬ厚壁

菌门和韦荣球菌科细菌数量减少ꎬ拟杆菌门、瘤胃菌科和 Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ 数量升高ꎮ 结论　 阿魏酸可以改善小鼠的血

脂异常ꎬ肝脂肪变性ꎬ调节肠道菌群失衡ꎮ
【关键词】 　 阿魏酸ꎻ高脂血症ꎻ肠道菌群ꎻ血脂ꎻ肝脂肪变性ꎻ１６Ｓ ｒＲＮＡ
【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５￣４８４７(２０２０) ０１￣００３６￣０７
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ｉｎ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉｃ ｍｉｃｅ
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(１. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０５１５ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０１００)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＺＥＮＧ Ｐｉｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ４１９１５０４９＠ ｑｑ.ｃｏｍꎻ ＺＨＯＵ Ｆｅｎｇｈｕａ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｗｅｎｄｙｚｈｏｕ５１５＠ １２６.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ
ｉｎ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉｃ ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｗｅｎｔｙ￣ｆｏｕｒ ６￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍａｌｅ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ
ｍｏｄｅｌꎬ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ [４０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎬ ａｎｄ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐｓ [５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎻ ｎ ＝ ６ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ. Ｓｉｘ ６￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍａｌｅ
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Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ. Ａｆｔｅｒ １２ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ ａ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔꎬ ｔｈｅ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｆｏｒ
ａｎｏｔｈｅｒ １２ ｗｅｅｋｓ. Ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｆｅｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ. Ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ
ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ( ＴＣ)ꎬ
ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ (ＴＧ)ꎬ ａｎｄ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＬＤＬ￣Ｃ) ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍｕｃｈ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｆｕｌｌ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓꎬ ａｎｄ ｍｏｓｔ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｆａｔｔｙ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ａｎｄ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ. Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓꎬ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ａｎｄ Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｓｅｒｕｍ ＴＣꎬ ＴＧꎬ ａｎｄ ＬＤＬ￣Ｃ (Ｐ< ０􀆰 ０５). Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ａｎｄ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓꎬ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ａｎｄ Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ. Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ａｌｓｏ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ￣ｆｅｄ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ ａｎｄ
ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅａｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｍｂａｌａｎｃｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄꎻ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａꎻ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａꎻ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓꎻ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅａｔｏｓｉｓꎻ １６Ｓ ｒＲＮＡ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 肠道菌群是一个极其复杂的微生态系统ꎬ参与

机体的营养消化吸收、生物拮抗、免疫、抗肿瘤等一

系列生命活动并维持机体健康[１]ꎮ 研究表明ꎬ长时

间的高脂饮食可以长期而持续地改变肠道微生态ꎬ
肠道菌群失衡可以引起脂代谢紊乱ꎬ导致高脂血

症[２－３]ꎮ 阿魏酸( ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ)ꎬ是当归、黄连等中药

的有效成分之一ꎬ能抑制高脂饮食诱导的肥胖、代
谢综合征和炎症ꎬ 改善血脂、 脂质和葡萄糖稳

态[４－６]ꎮ 阿魏酸是否对高脂血症小鼠的肠道菌群也

有调节作用尚且未知ꎮ 因此ꎬ本文采用高脂喂养

ＡｐｏＥ－ / －小鼠ꎬ观察阿魏酸对其血脂、肝脂肪变性及

肠道菌群的调节作用ꎬ以期进一步阐明阿魏酸防治

高脂血症的作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 动物

雄性 ＡｐｏＥ－ / －小鼠 ２４ 只ꎬ雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ６
只ꎬ６ 周龄ꎬＳＰＦ 级ꎬ体重 ２５ ~ ２８ ｇꎬ购于北京维通利

华实验动物技术有限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１６－０００６】ꎬ
饲养于南方医科大学实验动物中心 ＳＰＦ 级环境中

【ＳＹＸＫ(粤) ２０１６ － ０１６７】ꎬ 室温 ２２℃ꎬ 相对湿度

５５％ꎬ１２ ｈ 光照 /黑暗循环ꎬ自由摄食饮水ꎮ 本实验

遵循实验动物的 ３Ｒ 原则ꎬ已通过得中国医学科学

院医学实验动物研究所实验动物使用与管理委员

会(ＩＡＣＵＣ)批准ꎬ批准号:Ｌ２０１８１１０ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 药品与试剂

阿魏酸(纯度:９９􀆰 ３２％ꎬ成都曼斯特生物科技有

限公司ꎬ批号:ＭＵＳＴ－１８０３２９２８)ꎻ辛伐他汀片(默沙

东制药公司ꎬ批号: Ｈ２０１６０４２９)ꎻ血清总胆固醇

(ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、甘油三脂( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)、高密

度脂蛋白胆固醇(ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ
ＨＤＬ￣Ｃ)、 低 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 ( ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＬＤＬ￣Ｃ)生化检测试剂盒(南
京建成生物工程公司ꎬ批号: ２０１９０３０４、２０１９０２２８)ꎻ
高脂饲料 (广东省医学实验动物中心ꎬ脂肪含量

２１％ꎬ胆固醇 ０􀆰 １５％ꎬ蛋白质 １５􀆰 ５％)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器

酶标仪(Ｔｈｅｒｍｏ ＦＣꎬ美国)ꎻＰＣＲ 仪(ＢｉｏＲａｄꎬ美
国)ꎻ凝胶成像仪(Ｔａｎｏｎꎬ中国)ꎻ电泳仪(北京六一ꎬ
中国)ꎻＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ Ｏｎｅ(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ美
国)ꎻ倒置显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ５３ꎬ日本)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠造模

２４ 只 ＡｐｏＥ－ / － 雄性小鼠随机分为对照组、模型

组、阿 魏 酸 组 [ ４０ ｍｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ )]、 辛 伐 他 汀 组

[５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎬ每组 ６ 只ꎻ６ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性小鼠

为空白组ꎮ 对照组和空白组给予普通饲料 １２ 周ꎬ其
他各组均给予高脂饲料喂养 １２ 周ꎻ再给予药物处理

１２ 周ꎮ 阿魏酸组以 ＤＭＳＯ 配制ꎬ按４０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)灌
胃给药ꎬ辛伐他汀组以生理盐水配制ꎬ按５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)
灌胃给药ꎬ其他组给予同体积蒸馏水ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 样本采集及处理

给药 １２ 周后ꎬ每组随机选取 ５ 只小鼠ꎬ收集新

鲜正常粪便ꎬ保存于－８０℃恒温冰箱ꎮ 小鼠称重后

禁食 １２ ｈꎬ麻醉后心脏取血ꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ、４℃ 离心

１５ ｍｉｎ后分离血清ꎬ按照试剂盒说明ꎬ分别检测血清

中 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ￣Ｃ 和 ＨＤＬ￣Ｃꎮ 取小鼠肝ꎬ制作石蜡

切片ꎬ进行 ＨＥ 染色ꎻ制作冰冻切片ꎬ进行油红 Ｏ 染

色ꎬ光学显微镜下观察肝组织病理学形态ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 粪便肠道菌群检测

粪便标本解冻以后ꎬ用粪便 ＤＮＡ 分离试剂盒提

７３
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取 ＤＮＡꎬ以每个样品提取的 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ４ 区ꎬ然后对扩增子进行清洁和测

序ꎮ 应用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ ２５００ 平台对 ＰＣＲ 产物进行

测序ꎬ测序类型为 ＰＥ２５０ꎮ 下机数据滤除低质量的

ｒｅａｄｓꎬ获得 ｃｌｅａｎ ｄａｔａꎮ 序列拼接使用软件 ＦＬＡＳＨ
(Ｆａｓｔ Ｌｅｎｇｔｈ Ａｄｊｕｓｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｈｏｒｔ ｒｅａｄｓꎬｖ１􀆰 ２􀆰 １１)ꎬ将
双末端测序得到的 ｒｅａｄｓ 拼接成 Ｔａｇｓꎬ将优化好的

Ｔａｇｓ 在 ９７％ 的相似度下聚类为分类操作单元

(ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓꎬＯＴＵ)ꎬ得到 ＯＴＵ 代表

序列后ꎬ通过核糖体数据计划 ( ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｄａｔａｂａｓｅ
ｐｒｏｊｅｃｔꎬＲＤＰ)ｃｌａｓｓｉｆｅｒ(ｖ２􀆰 ２)软件ꎬ将 ＯＴＵ 代表序列

与数据库(Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅ Ｖ２０１３０５)已知序列比对进行

物种注释ꎬ从而得到每个样品的群落组成信息ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件分析ꎬ计量资料

用平均值±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ两组间均数比较采

用 ｔ 检验ꎬ多组间数据比较用单因素方差分析ꎬ组间

比较用图基(Ｔｕｋｅｙ)检验ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 为差异具有

显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 阿魏酸对小鼠体重及血脂水平的影响

模型组小鼠体重明显高于对照组(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ
阿魏酸组体重明显低于模型组(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ与对照

组比较无显著性差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ表明阿魏酸能有

效抑制高脂饲料引起的小鼠体重增加ꎮ (表 １)
模型组血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ￣Ｃ 含量明显高于对照

组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ而阿魏酸组血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ￣Ｃ 含

量明显低于模型组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ与对照组比较无显

著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ阿魏酸组较模型组 ＨＤＬ 含量

增加ꎬ但是没有显著性差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ上述说明阿

魏酸能有效改善小鼠的血脂异常ꎮ (表 １)

表 １　 阿魏酸对小鼠体重及血脂的影响(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｉｎ ｍｉｃｅ (􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ６)

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

体重
Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ (ｇ)

ＴＣ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＧ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＬＤＬ￣Ｃ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＨＤＬ￣Ｃ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

空白组 Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ３２􀆰 ０７ ± １􀆰 ３７＃＃ ３􀆰 ５９ ± ０􀆰 ７１＃＃ １􀆰 ８６ ± ０􀆰 ９２＃＃ １􀆰 ７６ ± ０􀆰 ７７∗∗＃＃ ２􀆰 ２９ ± ０􀆰 ８７

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３３􀆰 １２ ± １􀆰 ４２ １１􀆰 ２０ ± １􀆰 ４９ ２􀆰 ４５ ± １􀆰 ００ ３􀆰 ９７ ± ０􀆰 ２９ ２􀆰 ８１ ± １􀆰 １８

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４１􀆰 ２５ ± ３􀆰 ８３∗∗ １７􀆰 ６４ ± １􀆰 ６０∗∗ ７􀆰 ３６ ± ２􀆰 １９∗∗ ５􀆰 ８５ ± １􀆰 ２６∗ ２􀆰 １８ ± ０􀆰 ９５

阿魏酸组 Ｆｅｒｕｌｉｃ Ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ３３􀆰 ６５ ± ３􀆰 ０６＃＃ ８􀆰 ３０ ± １􀆰 １７∗＃＃ ４􀆰 ０９ ± ２􀆰 ４４＃＃ ３􀆰 ４６ ± ０􀆰 ３７＃＃ ３􀆰 ２４ ± １􀆰 ４２

辛伐他汀组 Ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ３８􀆰 ８０ ± ４􀆰 ３７∗ １３􀆰 ０５ ± ２􀆰 １２＃＃ ４􀆰 ８５ ± １􀆰 ９５∗＃＃ ２􀆰 ６２ ± １􀆰 ５６＃＃ ４􀆰 ０４ ± １􀆰 ８１

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ 与模型组相比ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１.

２􀆰 ２　 阿魏酸对高脂喂养诱导的小鼠肝脂肪变性的

影响

如图 １、２ 所示ꎬ对照组小鼠肝小叶结构清晰ꎬ肝
细胞索排列整齐ꎬ肝细胞无明显脂肪变ꎬ细胞质未

见肿胀ꎬ无炎症细胞浸润ꎻ模型组小鼠肝细胞大泡

性脂肪变ꎬ肝细胞气球样变ꎬ小叶及汇管区可见炎

细胞浸润ꎬ并有点灶状坏死ꎻ阿魏酸组肝小叶结构

清晰ꎬ肝细胞脂肪变减轻ꎬ细胞内脂滴减少ꎬ炎症浸

润减少ꎬ无明显坏死灶ꎬ肝组织结构趋于对照组

水平ꎮ
２􀆰 ３　 阿魏酸对肠道菌群的影响

模型组与对照组肠道菌群结构有显著差异ꎬ阿
魏酸组与对照组的间距较模型组更近ꎬ说明阿魏酸

可以使高脂喂养小鼠肠道菌群的结构趋于正常ꎬ阿
魏酸对小鼠紊乱的肠道菌群有调节作用(图 ３Ａ)ꎮ

门水平上ꎬ 各组小鼠肠道菌群均以厚壁菌

(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)及拟杆菌(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)为主要优势菌ꎮ
模型组厚壁菌的相对丰度明显高于对照组ꎬ而拟杆

菌的相对丰度明显低于对照组ꎬ阿魏酸可以抑制高

脂喂养引起的改变(图 ３Ｂ)ꎮ 模型组小鼠肠道菌群

Ｆ / Ｂ 比值明显高于对照组ꎬ阿魏酸组 Ｆ / Ｂ 比值较模

型组显著降低ꎮ
科 水 平 上ꎬ 模 型 组 中 韦 荣 球 菌 科

(Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ)的相对丰度明显高于对照组ꎬ瘤
胃菌 科 ( Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ )、 穆 里 巴 库 拉 菌 科

(Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ)、普雷沃氏菌科(Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ)的

相对丰度明显低于对照组ꎬ阿魏酸可以抑制这些改

变(图 ３Ｃ)ꎮ
属水平上ꎬ模型组 Ｉｌｅｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的相对丰度明显

高于对照组ꎬ阿魏酸可以降低 Ｉｌｅｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的丰度

(图 ３Ｄ)ꎮ 阿魏酸组 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＿ ＵＣＧ － ０１０、
Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ 等显著富集(图 ４)ꎮ

８３
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图 １　 阿魏酸对肝组织病理形态的影响(ＨＥ 染色)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ)

图 ２　 阿魏酸对肝组织内脂滴的影响(油红 Ｏ 染色)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ (Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ)

图 ３　 阿魏酸对肠道菌群的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ
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图 ４　 属水平丰度差异肠道菌 ＬＤＡ 得分

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＬＤＡ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ
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３　 讨论

高脂血症又称脂质代谢紊乱或异常ꎬ是动脉粥

样硬化、高血压、冠心病等疾病的危险因素[７]ꎮ 研

究发现ꎬ高脂饮食可导致肠道菌群结构的改变ꎬ这
种改变会进一步促进高脂血症以及肝脏脂代谢

紊乱[８]ꎮ
本实验中高脂喂养的 ＡｐｏＥ－ / －小鼠在阿魏酸的

干预下ꎬ体重及血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ￣Ｃ 水平都显著降

低ꎬ肥胖和血脂异常的情况得到明显改善ꎮ 阿魏酸

组小鼠肝细胞脂肪变减轻ꎬ胞浆内脂滴减少或消

失ꎬ无明显炎细胞坏死或浸润ꎬ表明阿魏酸对肝组

织脂肪变性具有良好的改善作用ꎮ 上述说明阿魏

酸干预不仅可以缓解肥胖的症状ꎬ改善肝脂肪变

性ꎬ同时调节了血脂水平ꎬ减轻高脂血症ꎮ
肠道菌群在机体能量和物质代谢、营养消化吸

收、内分泌代谢等生命活动中发挥重要作用[１]ꎮ 近

年来ꎬ研究发现肠道菌群可能通过产生胆固醇氧化

酶、抑制肝脂肪合成酶的活性及调节胆固醇在血液

与肝中的分布等多种途径来调节血脂[９]ꎮ 本实验

发现ꎬ高脂喂养小鼠肠道菌群中厚壁菌数量升高ꎬ
拟杆菌降低ꎬ阿魏酸干预可以使厚壁菌数量降低ꎬ
拟杆菌升高ꎬＦ / Ｂ(厚壁菌 /拟杆菌)比值降低ꎮ 厚壁

菌及拟杆菌在调节宿主的内分泌代谢ꎬ包括碳水化

合物、脂肪和胆汁酸代谢中起着重要的作用[１０]ꎬ在
调节宿主对饮食动态变化的反应方面具有协同作

用[１１]ꎮ 肥胖小鼠肠道中 Ｆ / Ｂ 比值增加ꎬ无菌小鼠移

植肥胖小鼠肠道菌群后ꎬ从食物中获取能量的能力

增加ꎬ同时出现了肥胖[１２]ꎮ 这说明阿魏酸可能通过

调节厚壁菌和拟杆菌的数量ꎬ影响脂质代谢和体重ꎮ
在科水平上ꎬ阿魏酸可以改善高脂喂养小鼠瘤

胃菌科数量的降低ꎬ抑制高脂喂养小鼠韦荣球菌科

数量的增加ꎮ 瘤胃菌科是一种产短链脂肪酸(ｓｈｏｒｔ￣
ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓꎬＳＣＦＡ)的益生菌ꎬ可以降解多种多

糖和纤维[１３]ꎮ 此外ꎬ瘤胃菌科的丰度与酒精性肝硬

化ꎬ肝性脑病ꎬ非酒精性脂肪性肝病以及肠道通透

性增加呈显著负相关[１４－１７]ꎮ 韦荣球菌科为条件致

病菌ꎬ韦荣球菌科的数量受脂肪摄入的影响ꎬ可能

参与了肥胖导致的代谢紊乱[１８]ꎮ 在属水平上ꎬ阿魏

酸组改善了高脂喂养小鼠 Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ 数量的降低ꎮ
有研究表明ꎬＯｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ 的丰度与肥胖、收缩压和纤

溶酶原激活物抑制剂－１ 水平呈负相关ꎬ且与心血管

风险预防有关[１９－２０]ꎮ 阿魏酸组 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＿
ＵＣＧ－０１０ 显著富集ꎮ Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ＵＣＧ－０１０ 是

产丁酸菌ꎬ丁酸对抗炎症、调节体内脂肪形成等具

有重要意义[２１]ꎮ
综上所述ꎬ阿魏酸可以改善小鼠的血脂水平及

肝脂肪变性情况ꎬ调节高脂小鼠的肠道菌群ꎬ改善

高脂血症ꎮ 研究证实ꎬ肠道菌群参与高脂血症发病

的机制是复杂的、多因素的ꎬ要明确阿魏酸改善高

脂血症的具体作用靶点ꎬ需要进一步的实验证明ꎮ
近 ３０ 年来ꎬ阿魏酸在心脑血管疾病临床上得到广泛

应用ꎬ未来可能成为预防或抑制肥胖、糖尿病、高脂

血症、非酒精性脂肪肝等一系列疾病的潜在药物ꎮ
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电针对糖尿病神经痛大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白的
干预作用

邰昭霞１ꎬ２ꎬ３ꎬ费雪瑜１ꎬ２ꎬ３ꎬ瞿思颖１ꎬ王涵芝１ꎬ陈卢杭１ꎬ２ꎬ３ꎬ蒋永亮１ꎬ２ꎬ３ꎬ
方剑乔１ꎬ２ꎬ３∗ꎬ何晓芬１ꎬ２ꎬ３∗

(１. 浙江中医药大学第三临床医学院康复医学院ꎬ杭州　 ３１００５３ꎻ ２. 浙江省针灸神经病学研究重点实验室ꎬ
杭州　 ３１００５３ꎻ ３. 浙江中医药大学针灸研究所ꎬ杭州　 ３１００５３)

　 　 【摘要】 　 目的 　 观察电针对糖尿病神经痛( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎꎬＤＮＰ)大鼠脊髓背角核转录因子 κＢ
(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ￣κＢ)ｐ６５ 蛋白的干预作用ꎬ以探讨电针对糖尿病神经痛的部分镇痛机制ꎮ 方法　 将 ３０
只 ＳＤ 大鼠用完全随机分组法分为正常组(ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ)和造模型ꎬ分别用常规饲料和高脂高糖饲料喂养 ５ 周ꎬ喂
养 ５ 周后造模组大鼠予以单次腹腔注射链脲佐菌素(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬＳＴＺ)ꎮ 将造模组中糖尿病神经痛模型成功的大

鼠再进一步随机分为模型组(ＤＮＰ ｇｒｏｕｐ)和模型＋电针组(ＤＮＰ＋ＥＡ ｇｒｏｕｐ)ꎮ 穴位选取双侧“足三里、昆仑穴”ꎬ频率

为 ２ Ｈｚꎬ强度为 １ ｍＡ 干预 １５ ｍｉｎ 后 ２ ｍＡ 干预 １５ ｍｉｎꎬ于第 ７ 周开始ꎬ每天 １ 次ꎬ干预 ７ 次ꎮ 观察各组大鼠的血糖、
机械痛阈及热痛阈变化ꎮ 采用苏木精－伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色观察大鼠坐骨神经形态的变化ꎬ采用免疫

印记法检测大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白的表达水平ꎮ 结果　 高脂高糖喂养 ５ 周后予以 ＳＴＺ 单次腹腔注射 ２ 周后

大鼠血糖上升ꎬ机械痛阈、热痛阈下降ꎬ表明大鼠 ＤＮＰ 模型造模成功ꎻ电针可上调 ＤＮＰ 大鼠的机械痛阈和热痛阈ꎬ
但对血糖没有明显的干预作用ꎮ ＨＥ 染色结果显示 ＤＮＰ 大鼠坐骨神经有髓神经纤维排列紊乱ꎬ轴索肿胀ꎬ髓鞘密

度不均匀ꎬ空泡变性ꎬ电针干预对 ＤＮＰ 大鼠坐骨神经形态无明显的作用ꎮ 免疫印迹结果显示:ＤＮＰ 大鼠脊髓背角

ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达明显增多ꎬ电针可下调 ＤＮＰ 大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达ꎮ 结论　 低频电针对 ＤＮＰ 模型

大鼠有良好的镇痛效果ꎬ其作用可能与其抑制糖尿病 ＤＮＰ 大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达有关ꎮ
【关键词】 　 糖尿病神经痛ꎻ电针ꎻ脊髓背角ꎻ核转录因子 κＢ ｐ６５
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ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ５ ｗｅｅｋｓ ｏｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ａｎｄ
ｈｉｇｈ￣ｓｕｇａｒ ｄｉｅｔ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＺꎬ ｔｈｅ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｗ
ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ａｎｄ ｌａｔｅｎｃｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＤＮＰ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ.
Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ａｎｄ ｌａｔｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＰ ｒａｔｓ ｂｕｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ
ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｙｅｌｉｎａｔｅｄ ｎｅｒｖｅ ｆｉｂｅｒｓꎬ ａｘｏｎａｌ ｓｗｅｌｌｉｎｇꎬ
ｕｎｅｖｅｎ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｙｅｌｉｎ ｓｈｅａｔｈ ａｎｄ ｖａｃｕｏｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＰ ｒａｔｓ. Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＰ ｒａｔｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＰ ｒａｔｓꎬ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＰ ｒａｔｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｌｏｗ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ａｎａｌｇｅｓｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ＤＮＰ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓꎬ ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＮＦ￣κＢ
ｐ６５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎꎻ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅꎻ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎꎻ ＮＦ￣κＢ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 糖尿病神经痛(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎꎬＤＮＰ)
是糖尿病最常见的并发症之一ꎬ其发病机制尚不明

确ꎬ有研究表明其与代谢、细胞信号通路以及相关

神经递质的改变等因素有关ꎬ严重影响患者生活质

量ꎬ且缺乏有效的治疗手段[１]ꎮ 寻找有效治疗糖尿

病神经痛的方法ꎬ是糖尿病并发症防止领域亟待解

决的问题ꎮ 核转录因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂꎬ
ＮＦ￣κＢ)是一种蛋白质复合物ꎬ其在炎症反应、氧化

应激以及各种疾病的发生发展过程中都发挥着重

要作用[２]ꎮ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 是 ＮＦ￣κＢ 家族最重要的成

员ꎬ也是最常见的活化形式ꎻ有研究表明ꎬＮＦ￣κＢ ｐ６５
在大鼠 ＤＮＰ 的发生过程起着重要作用[３]ꎮ 目前电

针被广泛用于治疗各种慢性疼痛ꎬ它能有效控制糖

尿病神经痛[４－５]ꎬ且有研究表明在大脑中动脉闭塞

模型中ꎬ电针能下调梗死灶周围组织中 ＮＦ￣κＢ ｐ６５
的表达[６]ꎮ 但电针干预 ＤＮＰ 是否通过下调脊髓

ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 来起到干预糖尿病神经痛的作用尚有待

明确ꎮ 因此ꎬ本实验选取高脂高糖饲养联合链脲佐

菌素(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬＳＴＺ)腹腔注射诱导的糖尿病神

经痛模型ꎬ探讨电针对糖尿病神经痛的镇痛作用是

否与有效干预 ＤＮＰ 大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白

表达有关ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选用 ６ 周龄健康雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ３０ 只ꎬ体
重(１８０ ± ２０)ｇꎬ购自中国科学院上海实验动物中心

【ＳＣＸＫ(沪)２０１３－００１６】ꎬ由浙江中医药大学动物实

验研究中心饲养【ＳＹＸＫ (浙) ２０１３－０１８４】ꎮ 自由饮

水ꎬ昼夜明暗周期 １２ ｈ / １２ ｈꎮ 所有实验操作均符合

实验动物伦理学要求 (伦理审批号为: ＩＡＣＵＣ －
２０１８０３１９－１３)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

链脲佐菌素( ＳｉｇｍａꎬＳ０１３０)ꎬ 兔抗 ＮＦ￣κＢ ｐ６５
抗体(ＣＳＴꎬ８２４２)ꎬ山羊抗兔二抗(ＣＳＴꎬ７０７４)ꎬＲＩＰＡ
裂解液 (碧云天ꎬＰ００１３Ｂ)ꎬＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

( Ｔｈｅｒｍｏꎬ ２３２２７ )ꎬ ＳＤＳ 上 样 缓 冲 液 ( 碧 云 天ꎬ
Ｐ００１５Ｂ)ꎬＥＣＬ 发光显色液(碧云天ꎬＰ００１８)ꎬ足底

热辐射测痛仪(意大利 ＵＧＯ ＢＡＳＩＬＥꎬ３７３６０)ꎬ动态

足底测痛仪(意大利 ＵＧＯ ＢＡＳＩＬＥꎬ３７４５０)ꎬ罗氏卓

越型血糖仪(Ｒｏｃｈｅ ＡＣＣＵ￣ＣＨＥＫ Ｐｅｒｆｏｒｍａ)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与造模

将 ３０ 只大鼠ꎬ随机分为正常组(ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬｎ

４４
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＝ ８)和造模组(ｎ ＝ ２２)ꎮ 正常组用啮齿类动物标准

颗粒饲料饲养ꎬ造模组用高脂高糖饲料喂养(７２􀆰 ５％
普通饲料 ＋ １０％猪油 ＋ １０％蔗糖 ＋ ２％胆固醇 ＋
０􀆰 ５％胆酸钠 ＋ ５％蛋黄粉ꎻ购自浙江省医学科学院

实验动物中心)ꎬ喂养 ５ 周后禁食 １６ ｈꎬ造模组以小

剂量链脲佐菌素(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬＳＴＺꎬ３５ ｍｇ / ｋｇ)腹腔

注射 １ 次ꎬ正常组仅腹腔注射相同剂量的柠檬酸缓

冲液ꎮ 于 ＳＴＺ 注射后 ２ 周即第 ７ 周分别测空腹血糖

(ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬＦＢＧ)、热痛阈(ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ
ｌａｔｅｎｃｙꎬＰＷＬ)、机械痛阈(ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬ
ＰＷＴ)ꎬ ＦＢＧ ≥ １１􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 并 且 痛 阈 下 降 ≥
１５％[７]的造模组大鼠入选糖尿病神经痛模型ꎮ 其余

未达到此标准者则予以剔除ꎮ 将造模成功的糖尿

病神经痛模型大鼠再随机分为糖尿病神经痛组

(ＤＮＰ ｇｒｏｕｐꎬｎ＝ ９)和糖尿病神经痛＋电针组(ＤＮＰ＋
ＥＡ ｇｒｏｕｐꎬｎ＝ ９)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 空腹血糖测定

分别于 ０ 周 ( ｂａｓｅ)、５ 周 ( ５ ｗｅｅｋｓ)、 ７ 周 ( ７
ｗｅｅｋｓ)、８ 周(８ ｗｅｅｋｓ)这 ４ 个时间点检测大鼠的

ＦＢＧꎮ 大鼠禁食 ８ ｈ 后尾静脉取血用罗氏卓越型血

糖仪及其配套试纸测定各组大鼠的 ＦＢＧꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 机械痛阈测定

参照寿升芸等[７]测定大鼠机械痛阈方法ꎬ采用

动态足底触觉仪检测各组大鼠 ０ 周(ｂａｓｅ)、５ 周(５
ｗｅｅｋｓ)、７ 周(７ ｗｅｅｋｓ)、８ 周(８ ｗｅｅｋｓ)这 ４ 个时间

点的 ＰＷＴꎬ每只大鼠连续测量 ５ 次ꎬ每次测量间隔 ５
ｍｉｎꎬ去除最大值和最小值ꎬ最终取 ３ 次的平均值作

为大鼠机械痛阈值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 热痛阈测定

参照项璇儿等[８] 测定大鼠 ＰＷＬ 的方法ꎬ采用

足底热辐射测痛仪检测各组大鼠 ０ 周(ｂａｓｅ)、５ 周

(５ ｗｅｅｋｓ)、７ 周(７ ｗｅｅｋｓ)、８ 周(８ ｗｅｅｋｓ)这 ４ 个时

间点的热痛阈ꎮ 连续测量 ５ 次ꎬ每次间隔 ５ ｍｉｎꎬ去
除最大值和最小值ꎬ取 ３ 次平均值作为大鼠热痛阈ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 电针干预

电针干预方法:大鼠固定后ꎬ参照华兴邦大鼠

穴位图谱ꎬ选取双侧足三里(膝关节后外侧ꎬ在腓骨

小头下 ５ ｍｍ)、昆仑穴(后肢外踝与跟腱之间的凹

陷中)ꎬ采用 ０􀆰 ２５ ｍｍ×１ ｍｍ 针灸针ꎬ进针后用 ＬＨ－
２０２Ｈ 韩氏穴位暨神经刺激仪连接两穴位ꎬ电针频

率为 ２ Ｈｚ、强度为 １ ｍＡ 干预 １５ ｍｉｎ 后 ２ ｍＡ 干预

１５ ｍｉｎꎬ共 ３０ ｍｉｎꎮ 电针干预于第 ７ 周开始ꎬ每天 １

次ꎬ共 ７ 次ꎮ Ｎｏｒｍａｌ 组大鼠和 ＤＮＰ 组大鼠仅给予和

ＤＮＰ＋ＥＡ 组相同的固定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 苏木精－伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色

观察坐骨神经的变化

大鼠用戊巴比妥腹腔注射麻醉ꎬ开胸暴露心

脏ꎬ先经生理盐水(４℃预冷)快速灌注ꎬ再 ４％多聚

甲醛灌注后取出大鼠坐骨神经中段 (距近心端

３ ｍｍꎬ远心端 ２ ｍｍ)置于 ２􀆰 ５％的戊二醛溶液中固

定ꎮ 再经脱水、透明、石蜡包埋、切片、染色、脱水及

封固等步骤后观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫印迹法检测大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５
蛋白的表达

大鼠用戊巴比妥腹腔注射麻醉ꎬ经生理盐水

(４℃预冷)快速灌注后ꎬ参照杜俊英等[９] 提取脊髓

的方法ꎬ剪断脊柱两旁的肋骨ꎬ剪取第四腰椎节段

以上约 ５ ｃｍ 左右的脊柱ꎬ用 ５０ ｍＬ 注射器冲出脊

髓ꎮ 留取腰膨大部分ꎬ从正中分开成左右两侧ꎬ用
刀片切取脊髓背角ꎮ 用 ＲＩＰＡ 裂解液提取脊髓背角

总蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ加入 ＳＤＳ 上样缓冲

液后在 １００℃ 条件下变性 ３ ｍｉｎꎮ 通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
电泳转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ ５％脱脂奶粉中封闭 １ ｈ
后于兔抗 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 一抗(１ ∶１０００)稀释液中孵育

过夜ꎬ洗涤后与山羊抗兔二抗(１ ∶ ５０００)摇床孵育

２ ｈꎮ 与 ＥＣＬ 发光显色液反应显影ꎬ利用 ＬＡＳ４０１０
凝胶成像仪采集图像ꎬ图片用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据以均数±标准误(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ组间比

较采用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方差分析ꎻ组间两两比较采

用 ＬＳＤ 检验ꎻＰ< ０􀆰 ０５ 表示差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠血糖变化情况

如图 １ 所示ꎬ各组大鼠基础(ｂａｓｅ)血糖及高脂

高糖喂养 ５ 周(５ ｗｅｅｋｓ)血糖均无明显差异ꎻ高脂高

糖喂养 ５ 周后予以 ＳＴＺ 单次腹腔注射 ２ 周后即第 ７
周(７ ｗｅｅｋｓ)ꎬＤＮＰ 组及 ＤＮＰ＋ ＥＡ 组大鼠血糖明显

上升(Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻＰ< ０􀆰 ０１)ꎻ电针干预 １ 周(８ ｗｅｅｋｓ)
对 ＤＮＰ 大鼠血糖无明显作用ꎮ
２􀆰 ２　 各组大鼠机械痛阈变化情况

如图 ２ 所示ꎬ各组大鼠基础(ｂａｓｅ)机械痛阈及高

脂高糖喂养 ５ 周(５ ｗｅｅｋｓ)机械痛阈均无明显差异ꎻ
高脂高糖喂养 ５ 周后予以 ＳＴＺ 单次腹腔注射 ２ 周后

５４
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即第 ７ 周(７ ｗｅｅｋｓ)ꎬＤＮＰ 组及 ＤＮＰ＋ ＥＡ 组大鼠机械

痛阈明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻＰ< ０􀆰 ０１)ꎻ电针干预 １ 周(８
ｗｅｅｋｓ)能上调 ＤＮＰ 大鼠的机械痛阈(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ

注:与正常组相比ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 各组大鼠空腹血糖变化情况

Ｎｏｔｅ.∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ ｖｓ ｔｈｅ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 各组大鼠坐骨神经变化(×４０)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (×４０)

注:与正常组相比ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ与糖尿病神经痛组相比ꎬ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 各组大鼠机械痛阈变化情况

Ｎｏｔｅ.∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ ｖｓ ｔｈｅ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ ｖｓ ｔｈｅ ＤＮＰ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｉｎ
ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 各组大鼠热痛阈变化情况

如图 ３ 所示ꎬ各组大鼠基础( ｂａｓｅ)热痛阈及

高脂高糖喂养 ５ 周( ５ ｗｅｅｋｓ)热痛阈均无明显差

异ꎻ高脂高糖喂养 ５ 周后予以 ＳＴＺ 单次腹腔注射

２ 周后即第 ７ 周( ７ ｗｅｅｋｓ) ꎬＤＮＰ 组及 ＤＮＰ ＋ ＥＡ
组大鼠热痛阈明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻＰ< ０􀆰 ０１) ꎻ电
针干预 １ 周(８ ｗｅｅｋｓ)能上调 ＤＮＰ 大鼠的热痛阈

(Ｐ< ０􀆰 ０１) ꎮ

注:与正常组相比ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ与糖尿病神经痛组相比ꎬ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ

图 ３　 各组大鼠热痛阈变化情况

Ｎｏｔｅ.∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ ｖｓ ｔｈｅ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ.＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ ｖｓ ｔｈｅ ＤＮＰ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｌａｔｅｎｃｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ４　 各组大鼠坐骨神经变化情况

ＨＥ 染色观察各组大鼠坐骨神经的变化情况ꎮ
如图 ４ 所示ꎬ正常组:坐骨神经有髓神经纤维排列紧

密ꎬ轴索排列整齐ꎬ髓鞘结构完整ꎻＤＮＰ 组:坐骨神

经有髓神经纤维排列紊乱ꎬ轴索肿胀ꎬ髓鞘密度不

均匀ꎬ空泡变性ꎮ ＤＮＰ ＋ＥＡ 组:坐骨神经有髓神经

纤维排列紊乱ꎬ轴索肿胀ꎮ

６４
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２􀆰 ５　 各组大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达的

变化

采用免疫印迹法检测大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５
蛋白的表达ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ与正常组相比ꎬＤＮＰ 大

鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达增多(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ
电针干预能下调 ＤＮＰ 大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋

白的表达(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

注:与正常组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ与糖尿病神经痛组相比ꎬ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ

图 ５　 各组大鼠脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白变化

Ｎｏｔｅ.∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ ｖｓ. ｔｈｅ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ.＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｖｓ. ｔｈｅ ＤＮＰ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

糖尿病神经痛是糖尿病常见的并发症[１０]ꎬ既有

痛觉过敏、痛觉超敏、自发痛等神经病理性疼痛的

一般表现[１１]ꎬ也会引起不同程度的抑郁、焦虑、失眠

等ꎬ严重影响患者的生存质量[１２]ꎮ 链脲佐菌素能针

对性的损伤胰岛 β 细胞从而使胰腺减少胰岛素分

泌ꎬ因此被广泛应用于诱导糖尿病模型[１３]ꎮ 本研究

采用高脂高糖饲料喂养 ５ 周联合单次腹腔注射 ＳＴＺ
建立糖尿病神经痛大鼠模型ꎬ大鼠出现血糖明显上

升ꎬ机械痛阈和热痛阈下降ꎬ坐骨神经有髓神经纤

维排列紊乱ꎬ轴索肿胀ꎬ髓鞘密度不均匀ꎬ空泡变性ꎮ
大量研究表明ꎬ电针对不同类型的疼痛都具有

良好的镇痛效果[８ꎬ１４－１５]ꎬ但不同频率的电针对不同

性质的疼痛的镇痛效应不同ꎮ １００ Ｈｚ 的高频电针

对于完全弗氏佐剂所致的炎性痛镇痛效应最好[８]、
２ / １００ Ｈｚ 对于骨癌痛大鼠的镇痛效应最佳[１４]、而
２ Ｈｚ低频电针对于脊神经结扎神经病理痛大鼠镇痛

效应最佳[１５]ꎮ 我们前期研究发现ꎬ电针干预糖尿病

神经痛存在 ２ Ｈｚ 低频电针优于 １００ Ｈｚ 高频电针的

优势[１６]ꎬ故本研究采用 ２ Ｈｚ 低频电针对糖尿病神

经痛大鼠进行干预ꎬ结果显示低频电针可明显提高

ＤＮＰ 大鼠的机械痛阈和热痛阈ꎬ表明低频电针能有

效缓解糖尿病神经痛ꎮ
ＮＦ￣κＢ 家族主要有 ｐ５０ / ｐ１０５ (ＮＦ￣κＢ１)、ｐ５０ /

ｐ１００(ＮＦ￣κＢ２)、ｃ￣Ｒｅｌ、ｐ６５(ＲｅｌＡ)、ＲｅｌＢ 五种蛋白

组成ꎬ其中 ｐ６５ 是 ＮＦ￣κＢ 家族中最主要的功能蛋

白ꎮ ＮＦ￣κＢ 在药物引起的神经痛模型大鼠脊髓背角

表达上升ꎬ说明 ＮＦ￣κＢ 参与了神经病理痛[１７]ꎮ 在

本研究中免疫印记结果显示ꎬＤＮＰ 模型大鼠脊髓背

角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白较正常组大鼠增多ꎮ 在高血糖的

状态下ꎬＮＦ￣κＢ 活性持续升高ꎬ引起神经炎症反应ꎬ
激活小胶质细胞和神经胶质细胞ꎬ这进一步增加了

炎性介质的释放ꎬ释放的神经介质促进了神经纤维

对疼痛刺激敏感的敏感程度[１８]ꎮ 免疫印记结果显

示电针能降低糖尿病神经痛大鼠脊髓背角中升高

的 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白ꎬ表明低频电针对 ＤＮＰ 的干预作

用可能与其对有效抑制脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表

达有关ꎮ
综上ꎬ低频电针能有效改善糖尿病神经痛ꎬ与

其抑制脊髓背角 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白的表达有关ꎬ表明

了低频电针在糖尿病神经痛临床中有较好的应用

前景ꎬ为电针治疗糖尿病神经痛提供了部分理论
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淋巴细胞活化基因￣３ 敲除(Ｌａｇ￣３－ / － )小鼠构建
及初步表型分析

万颖寒１ꎬ２＃ꎬ慈磊２ꎬ３＃ꎬ王珏１ꎬ２ꎬ龚慧１ꎬ２ꎬ万志鹏３ꎬ４ꎬ奚骏３ꎬ何敏珠３ꎬ
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(１. 上海实验动物研究中心ꎬ上海　 ２０１２０３ꎻ ２. 模式生物技术联合实验室ꎬ上海实验动物研究中心ꎬ上海　 ２０１２０３ /
同济大学生命科学与技术学院ꎬ上海 ２０００９２ꎻ ３. 上海南方模式生物科技股份有限公司ꎬ上海　 ２０１３１８ꎻ

４. 同济大学生命科学与技术学院ꎬ上海　 ２０００９２)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建淋巴细胞活化基因￣３(Ｌａｇ￣３)基因敲除小鼠ꎬ初步分析 Ｌａｇ￣３ 基因敲除对小鼠表型影响ꎬ
为后续 Ｌａｇ￣３ 体内功能研究提供动物模型ꎮ 方法　 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术结合受精卵显微注射构建敲除小鼠ꎬ通
过分子鉴定筛选基因敲除阳性小鼠ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和流式检测方法进一步验证 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠体内 Ｌａｇ￣３ 基

因敲除效果ꎻ通过建立 ＣｏｎＡ 诱导的肝损伤模型研究 Ｌａｇ￣３ 基因在体内的功能ꎮ 结果　 ＰＣＲ 和产物测序结果显示ꎬ
获得了 ｅｘｏｎ ２ 缺失的 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠ꎻ该基因敲除纯合子小鼠(Ｌａｇ￣３－ / －)经刀豆蛋白(ＣｏｎＡ)刺激后ꎬ小鼠心

脏、脾、肺、巨噬细胞和淋巴结中仅能检测到 Ｌａｇ￣３ ｍＲＮＡ 本底表达信号ꎬ小鼠巨噬细胞、脾细胞和淋巴结中仅能检

测到非常低数量的 Ｌａｇ￣３ 阳性细胞ꎮ 表型分析发现ꎬＬａｇ￣３ 基因的缺失显著减少了 ＣｏｎＡ 诱导的小鼠外周血、骨髓

和脾 ＣＤ３＋Ｔ 细胞的数量ꎬ减轻了 ＣｏｎＡ 诱发的急性肝损伤情况ꎮ 结论　 成功构建 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠模型ꎬ肝损伤

过程中的体内功能研究显示ꎬＬａｇ￣３ 缺失可以显著缓解 ＣｏｎＡ 引发的肝损伤的发生ꎮ
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Ｍｏｄｅｌ ＯｒｇａｎｉｓｍｓꎬＳｈａｎｇｈａｉ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ＣｅｎｔｅｒꎬＳｈａｎｇｈａｉ ２０１２０３ꎬＣｈｉｎａ / Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＴｏｎｇｊｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０００９２􀆰 ３. Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｍｏｄｅｌ Ｏｒｇａｎｉｓｍｓ Ｃｅｎｔｅｒꎬ
Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１３１８􀆰 ４. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＴｏｎｇｊｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０００９２)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＳＨＥＮ Ｒｕｌｉｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｓｈｅｎｒｕｌｉｎｇ＠ ｓｌａｒｃ.ｏｒｇ.ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ￣３ ( Ｌａｇ￣３)￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｌａｇ￣３ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ Ｌａｇ￣３ ｉｎ ｖｉｖｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
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ｒｅｓｅａｒｃｈ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｖｉａ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｅｇｇｓ. Ｔｈｅ Ｌａｇ￣３￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｖｉａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｖｉａ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｌａｇ￣３ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ＣｏｎＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＰＣＲ
ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｘｏｎ ２￣ｄｅｌｅｔｅｄ Ｌａｇ￣３￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｈｅａｒｔꎬ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｕｎｇ ａｎｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｆｒｏｍ ＣｏｎＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｎｌｙ Ｌａｇ￣３ ｍＲＮＡ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎａｌｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｐｈａｇｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ａｎｄ ｏｎｌｙ ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｌａｇ￣３￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ
ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ. Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｄｅｌｅｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｌａｇ￣３ ｇｅｎｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ＣｏｎＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＤ３＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄꎬ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ＣｏｎＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ Ｌａｇ￣３￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｉｎ ｖｉｖｏ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ
ｓｈｏｗ ｔｈａｔ Ｌａｇ￣３ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ＣｏｎＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｄａｍａｇｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｌａｇ￣３ꎻ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔꎻ ＣｏｎＡ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 Ｌａｇ￣３ 全称淋巴细胞激活基因￣３ꎬ又称为 ＣＤ２２３
和 Ｌｙ６６ꎬ是一种定位于膜上的糖蛋白ꎬ属于免疫球

蛋白(ｌｇ)超家族成员ꎬ含有四个 Ｉｇ 样结构域ꎮ Ｌａｇ￣３
在活化的 Ｔ 细胞、Ｔｒｅｇ 细胞、浆细胞样树突状细胞

(ｐＤＣ)、 天然杀伤性细胞 ( ＮＫ) 和 Ｂ 细胞上表

达[１－２]ꎮ Ｔ 细胞激活后ꎬ白细胞介素 ２(ＩＬ￣２)ꎬＩＬ￣７ 和

ＩＬ￣１２ 会上调 Ｌａｇ￣３ 的表达ꎬＬａｇ￣３ 以比 ＣＤ４ 更高的

亲和力与 ＭＨＣ ＩＩ 类分子结合ꎬ对 ＣＤ３Ｔ 细胞受体

(ＴＣＲ)复合物信号传导起负调控作用ꎬ进而抑制 Ｔ
细胞的过度活化和增殖ꎬ调控体内的免疫平衡[２－３]ꎮ
Ｌａｇ￣３ 也参与调节肿瘤微环境中的免疫应答ꎬ其通

过阻断 Ｔ 细胞抗肿瘤功能的恢复途径在肿瘤免疫

逃避中发挥重要作用[４]ꎬ因此在免疫治疗中是一个

重要的免疫检查点分子ꎬ受到广泛关注[５－７]ꎮ
鉴于 Ｌａｇ￣３ 基因在体内的重要功能ꎬ早在 １９９６

年就建立了第一个 Ｌａｇ￣３ 体内基因敲除小鼠模型ꎬ
利用该模型首先发现 Ｌａｇ￣３ 基因缺失显著影响了

ＮＫ 细胞的活性[８]ꎬ在后续的研究中发现ꎬ在体内

Ｌａｇ￣３ 不但调控活化 Ｔ 细胞的扩增[９]ꎬ还调节浆细

胞样树突状细胞稳态[１０]ꎻ在自身免疫疾病研究方

面ꎬ近年来ꎬ利用 Ｌａｇ￣３ 条件敲除小鼠模型ꎬ证明

Ｌａｇ￣３ 可通过抑制 Ｔｒｅｇ 细胞的增殖ꎬ促进自身免疫

疾病的发生ꎬ在 １ 型糖尿病小鼠模型中敲除 Ｌａｇ￣３
可显著降低 １ 型糖尿病的发生[１１]ꎻ这些研究表明ꎬ
Ｌａｇ￣３ 在体内多种生理、病理过程中扮演了重要

角色ꎮ
急性肝炎仍然是危害人类生命健康的一类重

要疾病ꎮ 刀豆蛋白 Ａ(ＣｏｎＡ)诱导的急性肝损伤模

型ꎬ通过活化 Ｔｈ１ 细胞ꎬ刺激库普弗细胞和肝细胞释

放 ＴＮＦ￣αꎬＩＦＮ－γ 等细胞因子ꎬ招募淋巴细胞浸润ꎬ
造成急性肝损伤ꎬ是研究人类肝脏自身免疫性肝炎

和病毒性肝炎的常用模型ꎮ 虽已有证据显示Ｌａｇ￣３

在病毒感染ꎬ肝炎等疾病过程中发挥作用ꎬ但还未

有报道对 Ｌａｇ￣３ 在体内肝损伤过程中的功能进行

研究ꎮ
为了便于研究 Ｌａｇ￣３ 在急性肝损伤过程中的功

能ꎬ我们利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术建立了 Ｌａｇ￣３ 基因

敲除小鼠(Ｌａｇ￣３－ / －)ꎬ并在该模型上首次利用刀豆

蛋白诱发急性肝损伤模型ꎬ对 Ｌａｇ￣３ 在急性肝损伤

过程中的功能进行了研究ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

Ｌａｇ￣３－ / －小鼠由上海南方模式生物科技股份有

限公司储存(储存编号:ＰＲ１－２０１８０５０９) ２０ 只 ＳＰＦ
级雌性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ４ 周龄ꎬ体重 １０ ~ １２ ｇꎻ５ 只

ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重 １８ ~ ２０ ｇꎻ
２０ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重 １０ ~
１２ ｇꎻ１２ 只 ＳＰＦ 级雌性 ＩＣＲ 假孕小鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重

２８ ~ ３０ ｇꎻ１２ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ 结扎小鼠 ８ 周龄ꎬ
体重 ２８ ~ ３０ ｇꎻ由上海南方模式生物科技股份有限

公司繁育提供【ＳＣＸＫ(沪)２０１４－０００２】ꎮ 饲养于上

海实验动物研究中心 ＳＰＦ 级实验动物房 【 ＳＹＸＫ
(沪) ２０１４－０００２】ꎬ按照 ＳＰＦ 级动物饲养要求进行

饲养ꎮ 所有操作均由上海南方模式生物科技股份

有限公司实验动物管理和使用委员会( ＩＡＣＵＣ)审

批通过(审批号:ＩＡＣＵＣ 号 ２０１７－００３２)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

ｐＸ￣Ｔ７￣ｓｇＲＮＡ 质粒、Ｃａｓ９ 表达载体由上海南方

模式生物科技股份有限公司构建ꎮ 质粒小量提试

剂盒和琼脂糖胶回收试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司ꎬ
ＭＥＳＳＡＧＥ ｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｔ７ Ｕｌｔｒａ Ｋｉｔ 试剂盒购自

Ａｍｂｉｏｎ 公司ꎻＡＰＣ 标记大鼠抗小鼠 Ｌａｇ￣３ 抗体购自

０５
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Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司ꎻＤＨ５α 感受态细胞及各种限制性内

切酶、ＤＮＡ 聚合酶、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和 ＰＣＲ 相关试

剂购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 设计和表达载体构建

小鼠 Ｌａｇ￣３ 基因定位于第 ６ 条染色体的 １９Ｆ２￣
Ｆ３ 区段(Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １９: １２４ꎬ９０４ꎬ３６１ － １２４ꎬ９１１ꎬ
７０５ꎬＥＮＳＭＵＳＧ００００００３２２１７􀆰 １)ꎬ全长 ２００１ ｂｐꎬ有 ８
个的外显子ꎬ表达蛋白全长 ５２１ ａａꎮ 针对小鼠 Ｌａｇ￣３
基因结构ꎬ通过在线 ｓｇＲＮＡ 设计软件 ( ｈｔｔｐ: / /
ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ.ｅｄｕ / )ꎬ针对敲除区域(ｅｘｏｎ ２)在 ｉｎｔｒｏｎ １
和 ｉｎｔｒｏｎ ２ 中设计 ｓｇＲＮＡꎬ最终在两个 ｉｎｔｒｏｎ 中各选

择 ２ 个 ｓｇＲＮＡ 靶位点ꎬ ｓｇＲＮＡ 序列信息分别为:
ｓｇＲＮＡ１: ５′￣ＣＡＴＣＡＴＧＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＧＡＡ￣３′ꎻ ｓｇＲＮＡ２:
５′￣ＴＧＣＣＴＣＡＧＣＣＴＣＣＣＴＴＣＡＡＣ￣３′ꎻ ｓｇＲＮＡ３: ５′￣ＡＣ
ＴＡＣＡＧＧＡＴＧＣＣＧＧＴＧＴＧＴ￣３′ꎻ ｓｇＲＮＡ４: ５′￣ＧＴＧＧＡ
ＴＴＧＣＴＣＣＣＣＡＣＡＣＡＣ￣３′ꎮ 根据 ４ 个 ｓｇＲＮＡ 靶位点

合成相应的 ｏｌｉｇｏＤＮＡ 用于 ｓｇＲＮＡ 表达载体构建ꎮ
设计 ４ 对针对 Ｌａｇ３ 基因的 ｓｇＲＮＡ 寡聚核苷酸

链: 正 义 链 １: ５′￣ＣＡＣＣＧＣＡＴＣＡＴＧＣＣＴＣＣＣＴＧ
ＴＴＧＡＡ￣３′ꎬ反义链 １: ５′￣ＡＡＡＣＴＴＴＣＡＡＣＡＧＧＧＡＧＧ
ＣＡＴＧＡＴＧ￣３′ꎻ 正 义 链 ２: ５′￣ＣＡＣＣＧＴＧＣＣＴＣ
ＡＧＣＣＴＣＣＣＴＴＣＡＡＣ￣３′ꎬ 反 义 链 ２: ５′￣ＡＡＡＣＴ
ＧＴＴＧＡＡＧＧＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＣＡ￣３′ꎻ 正 义 链 ３: ５′￣
ＣＡＣＣＧ ＡＣＴＡＣＡＧＧＡＴＧＣＣＧＧＴＧＴＧＴ￣３′ꎬ反义链 ３:
５′￣ＡＡＡＣＴＡＣＡＣＡＣＣＧＧＣＡＴＣＣＴＧＴＡＧＴ￣３′ꎻ 正义链

４: ５′￣ＣＡＣＣＧＧＴＧＧＡＴＴＧＣＴＣＣＣＣＡＣＡＣＡＣ 　 ￣３′ꎬ反

义链 ４: ５′￣ＡＡＡＣＴＧＴＧＴＧＴＧＧＧＧＡＧＣＡＡＴＣＣＡＣ￣３′ꎮ
将 Ｌａｇ￣３ ｓｇＲＮＡ 寡核苷酸单链以逐步降温的方

法退火成双链ꎮ ＢｂｓＩ 酶切 ｐＸ￣Ｔ７￣ｓｇＲＮＡ 质粒使其

线性化ꎬ回收后与 ４ 个寡核苷酸双链分别进行连接、
转化感受态大肠杆菌ꎻ挑选抗性单克隆提取质粒

ＤＮＡꎬ进行测序鉴定ꎬ鉴定正确的阳性克隆保存

备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 表达载体的体外转录

ｓｇＲＮＡ 的表达载体 ｐＸ￣Ｔ７￣ｓｇＲＮＡ 经酶切线性

化后ꎬ按照 ＨｉＳｃｒｉｂｅＴＭ Ｔ７ Ｈｉｇｈ Ｙｉｅｌｄ ＲＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ 试剂盒说明书进行体外合成ꎻＣａｓ９ 表达载体经

酶切线性化ꎬ按照 ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥ Ｔ７ Ｕｌｔｒａ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒说明书进行体外转录ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 阳性小鼠品系获得及鉴定

通过显微注射将 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 注射到

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠受精卵胞质中ꎬ注射后受精卵移植到

假孕雌鼠子宫中ꎬ待出生后获得 Ｆ０ 代小鼠ꎬＰＣＲ 方

法筛选阳性基因型的 Ｆ０ 代小鼠ꎮ Ｌａｇ￣３ 基因敲除

Ｆ１ 代杂合子小鼠 ( Ｌａｇ￣３－ / ＋ ) 由 Ｆ０ 代阳性小鼠与

Ｃ５７ＢＬ / ６ 野生型小鼠交配获得ꎬ引物对 Ｐ１ / Ｐ２ 序列

信息为: Ｐ１: ５′￣ＧＣＴＴＣＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＴＴＧＧ￣３′ꎻ Ｐ２:
５′￣ＧＧＧＴＴＧＴＣＴＡＧＧＣＧＡＧＧＧ￣３′ꎬ ＰＣＲ 产物测序鉴

定ꎮ ＰＣＲ 条件为:９４ ℃ ３ ｍｉｎꎻ ３５ 个循环的 ９５ ℃
３０ ｓꎬ５６ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎻ ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ Ｆ２ 代

Ｌａｇ￣３ 基因敲除纯合子小鼠(Ｌａｇ￣３－ / －)模型由 Ｆ１ 代

杂合子小鼠自交获得ꎬ基因型鉴定策略同 Ｆ１ 代

小鼠ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 逆转录实时定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)检测

将刀豆蛋白 Ａ(ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ Ａꎬ ＣｏｎＡ)通过尾

静脉按 １２ ｍｇ / ｋｇ 剂量注射到小鼠体内ꎬ１８ ｈ 后取

材ꎮ 按照 ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ 抽提试剂说明书ꎬ分别从脾、
腹腔巨噬细胞和淋巴结中分离抽提细胞总 ＲＮＡꎮ
使用 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ￣Ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ(Ｔｒａｎｓｇｅｎ)将分别来自 Ｌａｇ￣３－ / －

和 野 生 型 小 鼠 的 ＲＮＡ 样 品 逆 转 录 成 ｃＤＮＡꎻ
ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｔｏｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ( Ｔｒａｎｓｇｅｎ) 用

于实时 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应条件如下:９５℃ ３ ｍｉｎꎻ ４０
个循环的 ９５℃ ３０ ｓꎬ６０℃ １５ ｓꎬ７２℃ ３０ ｓꎻ ９５℃
１５ ｓꎬ６０℃ １５ ｓꎮ Ｌａｇ￣３ 特异性引物序列信息为:上
游序 列: ５′￣ＣＣＴＧＧＡＴＣＣＴＡＡＣＴＴＴＣＴＡＣＧＡＡＧ￣３′ꎬ
下游序列:５′￣ＣＧＣＴＣＡＧＣＡＣＣＧＴＧＴＡＧ￣３′ꎮ 小鼠 β￣
ａｃｔｉｎ 基因作为 Ｌａｇ￣３ 基因表达水平的内参ꎮ β￣
ａｃｔｉｎ 引物序列信息为:上 游 序 列: ５′￣ＡＴＴＧＣＴＧ
ＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡ￣３′ꎬ下 游 序 列: ５′￣ＧＣＴＧＡＴＣＣ
ＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡ￣３′ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞术(ＦＡＣＳ)检测 Ｌａｇ￣３ 表达

将 ＣｏｎＡ 通过尾静脉按 １２ ｍｇ / ｋｇ 剂量注射到小

鼠体内ꎬ１８ ｈ 后取材ꎮ 异氟烷麻醉小鼠后ꎬ取脾淋

巴细胞、腹腔巨噬细胞和淋巴结ꎬ过筛网后分别获

得细胞悬液ꎻ经去除红细胞和 ＰＢＳ 洗涤后ꎬ①用荧

光抗体 ＡＰＣ ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ Ｃｄ２２３(Ｌａｇ￣３)对细胞进行标

记ꎬ检测 Ｌａｇ￣３ 表达ꎻ②用荧光抗体 ＦＩＴＣ ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ
ＣＤ３ｅ 和 ＡＰＣ ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ Ｃｄ２２３(Ｌａｇ￣３)对细胞进行

双标ꎬ检测 Ｌａｇ￣３ 在 Ｔ 细胞上的表达ꎬ标记后的细

胞ꎬ在冰上避光孵育 ２０ ｍｉｎꎬ将细胞重悬于 Ｓｔａｉｎ
Ｂｕｆｆｅｒ 中(含 １％ＦＢＳ 的 ＰＢＳ)ꎬＳｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ 洗涤两次

后按常规方法上流式细胞仪 ＣｙｔｏＦｌｅｘ 检测ꎬ每个样

品检测收集１０ ０００ 个细胞ꎬ结果用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ 软件

分析ꎮ

１５
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１􀆰 ２􀆰 ６　 血生化检测

同窝生 Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠和野生型小鼠经 ＣｏｎＡ 注

射处理(方法同 １􀆰 ２􀆰 ５)ꎬ１８ ｈ 后小鼠经异氟烷麻醉

进行眼球取血ꎬ未经刀豆蛋白注射的同窝 Ｌａｇ￣３－ / －

小鼠和野生型小鼠同样进行眼球取血ꎬ使用全自动

生化分析仪(日立 ７１８０ 型)对血液生化指标进行

检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 组织和病理学检测

同窝生 Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠和野生型小鼠经 ＣｏｎＡ 注

射处理(方法同 １􀆰 ２􀆰 ５)后进行各组织器官取材、称
重ꎬ同窝生未经刀豆蛋白注射的 Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠和野

生型小鼠同时进行取材ꎮ 组织拍照后ꎬ小鼠各组织

器官经过 ＰＢＳ 清洗后固定于 ４％多聚甲醛中ꎬ组织

包埋切片后 Ｈ＆Ｅ 染色拍照分析ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 进行统计ꎬ数据

表示为平均数±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)ꎬＯｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方

法分析数据ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的制备

Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的构建策略如图 １ 所示ꎬ Ｃａｓ９ /
ｓｇＲＮＡ 将 Ｌａｇ￣３ 基因 ｅｘｏｎ ２ 敲除ꎬｅｘｏｎ ２ 区域的缺

失将造成蛋白读码框移码ꎬＬａｇ￣３ 蛋白无法正确翻

译ꎬ从而造成基因功能性缺失ꎮ 将转录后的 Ｌａｇ￣３
ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 混合物通过显微注射方式注

射到 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠受精卵胞质中ꎬ１８０ 枚经过显微

注射的受精卵移植到 ９ 只 ＩＣＲ 假孕鼠输卵管中ꎬ共

出生 ３６ 只 Ｆ０ 代小鼠(出生率为 ２０％)ꎬ经 ＰＣＲ 对

Ｆ０ 代小鼠的基因型进行鉴定ꎬ凝胶电泳结果(图 ２)
显示 ２９ 只小鼠中能检测到 Ｃａｓ９ / ｇＲＮＡ 作用后的变

小条带(阳性率 ８０％)ꎬ选择其中 ２ 只雄性小鼠(５
号和 ２３ 号)分别与野生型 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雌鼠交配ꎬＰＣＲ
鉴定加产物测序ꎬ确定 Ｆ１ 代突变杂合子小鼠有 ２ 种

基因类型:敲除类型 １ 为缺失 ４２１ 个碱基对ꎻ敲除类

型 ２ 为缺失 ４０５ 个并且替换 ２ 个碱基对ꎮ 选择敲除

类型 １ 型的 Ｆ１ 代 Ｌａｇ￣３－ / ＋ 小鼠进行自交ꎬ获得 Ｆ２
代 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠用于后续实验ꎬ阳性小鼠鉴定结果

如图 ３ 所示ꎮ
２􀆰 ２　 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平验证

注射 ＣｏｎＡ 刺激后采用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和流式

细胞术(ＦＡＣＳ)分别在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平检测Ｌａｇ￣３
基因敲除小鼠敲除效果ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 结果如图 ４Ａ 所

示:ＣｏｎＡ 刺激后ꎬＬａｇ￣３ 敲除纯合子小鼠的心脏、
脾、肺、肾、骨髓组织和腹腔巨噬细胞的 Ｌａｇ￣３ ｍＲＮＡ
表达水平均显著低于野生型小鼠(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎮ 利

用流式细胞术(ＦＡＣＳ)检测小鼠腹腔巨噬细胞、脾细

胞和淋巴细胞的 Ｌａｇ￣３ 蛋白表达情况ꎬ结果如图

４Ｂ￣Ｃ所示:Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠的 Ｌａｇ￣３ 信号水平非常低ꎬ
腹腔巨噬细胞、脾细胞和淋巴细胞中可检测到的

Ｌａｇ￣３ 信号表达分别占父群的 ( ０􀆰 ７ ± ０􀆰 ３６)％ꎬ
(０􀆰 ６６ ± ０􀆰 ４８)％和(０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０９)％ꎻ而相应的野生

型小鼠的 Ｌａｇ￣３ 信号水平分别占父群的(１２􀆰 ３９ ±
２􀆰 ６３)％ꎬ(２４􀆰 ５ ± ３􀆰 ５６)％和(５􀆰 ７３ ± ０􀆰 ６)％ꎮ 该结

果从 ｍＲＮＡ 和蛋白水平上证明已成功构建 Ｌａｇ￣３－ / －

小鼠ꎮ

注:针对敲除区域(ｅｘｏｎ２)ꎬ Ｃａｓ９ / ｓｇＲＮＡ 识别并剪切目标靶序列ꎬ将 Ｌａｇ￣３ 基因 ｅｘｏｎ ２ 敲除ꎮ

图 １　 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠构建策略

Ｎｏｔｅ. Ｆｏｒ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｒｅｇｉｏｎ (ｅｘｏｎ２)ꎬ ｔｈｅ Ｃａｓ９ / ｓｇＲＮＡ ｃｏｍｐｌｅｘ ｋｎｏｃｋｓ ｏｕｔ ｔｈｅ Ｌａｇ￣３ ｇｅｎｅ ｅｘｏｎ ２ ｂｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ
ａｎｄ ｃｌｅａｖｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ

２５
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注:Ａ:Ｌａｇ￣３ 基因 Ｆ０ 代小鼠敲除小鼠鉴定策略ꎻＢ:Ｆ０ 代小鼠基因型鉴定电泳结果ꎮ

图 ２　 Ｆ０ 代小鼠基因型鉴定

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ Ｌａｇ￣３ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｂꎬ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｅ

注:Ａ:Ｌａｇ￣３－ / －小鼠基因型鉴定策略ꎻＢ:Ｌａｇ￣３－ / －小鼠基因型鉴定电泳结果ꎮ 野生型小鼠 ＰＣＲ 产物为一条 ９９０ ｂｐ 条带ꎻＬａｇ￣３－ / ＋ 小鼠

ＰＣＲ 产物为 ９９０ ｂｐ 和 ５６９ ｂｐ 两条带ꎻＬａｇ￣３－ / － 小鼠 ＰＣＲ 产物为一条 ５６９ ｂｐ 条带ꎮ ＷＴ－野生型小鼠ꎬＨＥ￣Ｌａｇ￣３－ / ＋ 小鼠ꎬＨＯ￣Ｌａｇ￣３－ / －

小鼠ꎮ

图 ３　 Ｆ２ 代小鼠基因型鉴定

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ Ｌａｇ￣３－ / －ｍｉｃｅ. Ｂꎬ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ

ｍｏｕｓｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ａ ９９０ ｂｐ ｂａｎｄꎻ ｔｈｅ Ｌａｇ￣３－ / ＋ ｍｏｕｓｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ｔｗｏ ｂａｎｄｓ ｏｆ ９９０ ｂｐ ａｎｄ ５６９ ｂｐꎻ ａｎｄ ｔｈｅ Ｌａｇ￣３－ / －ｍｏｕｓｅ ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ａ ５６９ ｂｐ ｂａｎｄ. ＷＴ￣ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅꎬ ＨＥ￣Ｌａｇ￣３－ / ＋ ｍｉｃｅꎬ ＨＯ￣Ｌａｇ￣３－ / －ｍｉｃｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ２ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 ＣｏｎＡ 刺激前后 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比

例变化

利用流式细胞术(ＦＡＣＳ)对小鼠血液、骨髓细胞

和脾细胞中的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞表达检测ꎬ结果如图 ５ 所

示:未注射 ＣｏｎＡ 的情况下ꎬ和野生型小鼠相比ꎬ
Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的血液和脾细胞中 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例无

显著性差异ꎬ但骨髓中的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例显著性低

于野生型小鼠ꎻＣｏｎＡ 刺激后ꎬ野生型小鼠血液中的

ＣＤ３＋Ｔ细胞显著性升高ꎬ骨髓和脾中的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞

比例略有下降ꎬ但没有显著性差异ꎻ而在 Ｌａｇ￣３－ / －小

鼠中ꎬＣｏｎＡ 刺激后ꎬ小鼠血液、骨髓细胞和脾细胞中

的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例较刺激前均显著性降低ꎮ 该结

果说明 Ｌａｇ￣３ 基因敲除显著降低了 ＣｏｎＡ 刺激后小

鼠 ＣＤ３＋Ｔ 细胞量ꎮ

３５
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注:Ａ:Ｌａｇ￣３ 基因敲除野生型和纯合子小鼠组织 Ｌａｇ￣３ ｍＲＮＡ 表达水平检测结果ꎻＢ:不同基因型小鼠腹腔巨噬

细胞、脾细胞和淋巴结中 Ｌａｇ￣３ 百分含量柱状图ꎮ 与注射 ＣｏｎＡ 的野生型小鼠组相比ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗ Ｐ <
０􀆰 ００１ꎻＣ:不同基因型小鼠腹腔巨噬细胞、脾细胞和淋巴结中 Ｌａｇ￣３ 表达情况散点示意图ꎮ ＡＰＣ 标记荧光抗体

ａｎｔｉ￣ＣＤ２２３ 检测ꎮ

图 ４　 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达水平检测(ｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌａｇ￣３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ
ｍｏｕｓｅ ｔｉｓｓｕｅ. Ｂꎬ Ｂａｒ ｃｈａｒｔ ｏｆ Ｌａｇ￣３ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｏｆ

ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＷＴ ｗｉｔｈ ＣｏｎＡꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗ Ｐ < ０􀆰 ００１. Ｃꎬ Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ Ｌａｇ￣３
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｎ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ. ＡＰＣ ｌａｂｅｌｅｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｔｉ￣ＣＤ２２３.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ(ｎ＝ ３)

２􀆰 ４　 Ｌａｇ￣３基因敲除减轻 ＣｏｎＡ 诱导引起的小鼠

肝损伤

分别取 ＣｏｎＡ 注射前后的野生型和Ｌａｇ￣３－ / － 小

鼠血清ꎬ进行血生化指标检测ꎬ如图 ６Ａ 所示:诱导

前两组小鼠的肝功能指标谷丙转氨酶(ＡＬＴ)和谷草

转氨酶(ＡＳＴ)水平无差异ꎬ注射 ＣｏｎＡ 后ꎬ两组小鼠

的肝功能指标 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 均有大幅度增加ꎬ但野生

型小鼠的 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 增幅比Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠更大ꎬ两
组小鼠之间有显著性差异ꎻ分别取诱导前后的野生

型和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的心脏、肝、脾、肺、肾和胸腺组织

进行称重和病理检测ꎬ结果发现:诱导前后各组小

鼠的心脏、肝、脾、肺、肾和胸腺按组织 /体重比分

析ꎬ差异无显著性(图 ６Ｃ)ꎻ取组织拍照(图 ６Ｂ)并

进行 Ｈ＆Ｅ 染色后病理学观察(图 ６Ｄ)ꎬ发现诱导后

野生型小鼠的肝和脾组织充血更明显ꎮ 该结果说

明 Ｌａｇ￣３ 基因敲除可以减轻 ＣｏｎＡ 诱导的肝损伤ꎮ

３　 讨论

在过去十年中ꎬ旨在激活免疫系统以攻击癌细

胞的疗法是对抗癌症的重要策略之一ꎮ
我们利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术ꎬ通过受

精卵直接注射 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｇｕｉｄｅＲＮＡꎬ构建了

Ｃ５７ＢＬ / ６ 背景的 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠模型ꎬ获得的 Ｆ０ 代小

鼠 ８０％都可以检测到 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的基因编

４５
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注:Ａ:野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠血液、脾细胞和骨髓细胞中 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例散点示意图ꎻＦＩＴＣ 标记荧光抗体 ａｎｔｉ￣ＣＤ３ 检

测ꎻＢ:野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠血液、脾细胞和骨髓细胞中 ＣＤ３＋Ｔ 细胞统计图ꎻ与注射 ＣｏｎＡ Ｌａｇ￣３－ / －组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ
∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎮ

图 ５　 流式细胞术检测 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ＣｏｎＡ 刺激前后 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例变化

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄꎬ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅꎻ

ＦＩＴＣ￣ｌａｂｅｌｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｔｉ￣ＣＤ３ ａｓｓａｙ. Ｂꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＤ３＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄꎬ ｓｐｌｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＷＴ ｗｉｔｈ ＣｏｎＡꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＣＤ３＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｌａｇ－３－ / － ｍｉｃｅ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

辑效果ꎬ证明我们的设计方案和采用的方法是一个

高效快速获得 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠的方法ꎮ
通过对小鼠心脏、脾、肺、巨噬细胞和淋巴结

Ｌａｇ￣３ ＲＮＡ 水平表达检测发现ꎬ基因敲除纯合子小

鼠只能检测到本底信号ꎬ证明 ＲＮＡ 水平实现了对

Ｌａｇ￣３ 基因的敲除ꎮ 在随后的蛋白水平验证发现ꎬ
尽管 Ｌａｇ￣３ 具有广泛的表达谱[１２]ꎬ但根据我们在预

实验中采用流式检测的方法发现:正常情况下ꎬ小
鼠的脾、腹腔巨噬细胞、骨髓和淋巴结的 Ｌａｇ￣３ 表达

水平 很 低 ( 数 据 未 显 示 )ꎬ 而 刀 豆 蛋 白 Ａ
(ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ Ａꎬ ＣｏｎＡ)处理可以显著上调小鼠体

内腹腔巨噬细胞、淋巴结和脾 Ｌａｇ￣３ 的表达ꎬ这与以

前的报道ꎬ活化的 Ｔ 细胞中 Ｌａｇ￣３ 表达上调相一致ꎮ
野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠的对比发现ꎬ与 ＣｏｎＡ 处

５５
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注:Ａ:野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠经 ＣｏｎＡ 给药诱导前后ꎬ小鼠的肝功能指标变化:ＡＬＴ－谷丙转氨酶ꎬＡＳＴ－谷草转氨酶ꎬ每组 ３ 只小鼠ꎮ

与 Ｌａｇ￣３－ / －组或注射 ＣｏｎＡ Ｌａｇ￣３－ / －组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎻ Ｂ:ＣｏｎＡ 诱导前后小鼠主要组织病理图 Ｃ:组织所占体重比ꎻＤꎬ野生

型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠 ＣｏｎＡ 诱导前后ꎬ小鼠脏和脾 Ｈ＆Ｅ 染色图(比例尺＝ ６０ μｍ)ꎮ

图 ６　 ＣｏｎＡ 诱导前后ꎬ野生型小鼠和 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠病理检测

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＣｏｎＡ. ＡＬＴ￣ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＡＳＴ￣

ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ３ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ (Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ Ｌａｇ￣３－ / － ｏｒ Ｌａｇ￣３－ / － ｗｉｔｈ ＣｏｎＡꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗ Ｐ < ０􀆰 ００１. Ｂꎬ Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｍａｉｎ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ １ ｃｍꎬ ３ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ.　 Ｃꎬ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ / ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ

ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｄꎬ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / － ｍｉｃｅꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ６０ μｍ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｌａｇ￣３－ / －ｍｉｃｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＣｏｎＡ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

理前相比ꎬ野生型小鼠 Ｌａｇ￣３ 表达明显上调ꎬ而

Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠心脏、 脾和腹腔巨噬细胞中 Ｌａｇ￣３
ｍＲＮＡ 处于本底水平ꎬ与野生型小鼠相比有显著区

别ꎬ同样流式检测方法检测腹腔巨噬细胞、脾细胞

和淋巴结中 Ｌａｇ￣３ 的表达情况ꎬ发现其蛋白表达也

在本底水平ꎮ 这些数据表明ꎬ我们已成功构建 Ｌａｇ￣３
基因敲除小鼠品系ꎮ

对 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠的初步表型分析发现ꎬ
Ｌａｇ￣３－ / －小鼠骨髓中的 ＣＤ３＋ Ｔ 细胞比例显著减少ꎬ
而外周血和脾中的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例没有显著性变

化ꎻ但我们用 Ｔ 细胞激活的刺激剂 ＣｏｎＡ 处理小鼠

后发现ꎬＬａｇ￣３－ / －小鼠无论骨髓、外周血还是脾中的

ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例较野生型小鼠均有非常显著降低ꎬ
尤其 Ｌａｇ￣３－ / －小鼠外周血 ＣＤ３＋Ｔ 细胞比例只有野生

６５
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型的 １ / １５ꎬ我们推断 Ｌａｇ￣３ 的缺失影响了 Ｔ 细胞的

增殖ꎬ造成无法响应 ＣｏｎＡ 的刺激ꎮ
ＣｏｎＡ 作为一种 Ｔ 细胞激活剂ꎬ在动物实验中ꎬ

经常用于诱导急性肝损伤ꎬ模拟人类肝脏自身免疫

性肝炎和病毒性肝炎ꎮ ＣｏｎＡ 刺激初步表型分析结

果显示ꎬ基因敲除小鼠可能在肝损伤方面有相应的

表型缺陷ꎮ 另外ꎬ根据 ２０１８ 年 Ｗａｎｇ 等[１３]新的研究

结果ꎬ与原来认为的 ＭＨＣ￣ＩＩ 是 Ｌａｇ￣３ 唯一的配体不

同ꎬ纤维蛋白原样蛋白 １ ( ＦＧＬ１) 而非 ＭＨＣ￣ＩＩ 是

Ｌａｇ￣３ 主要的功能配体ꎮ ＦＧＬ１ 是一个分泌蛋白ꎬ正
常情况下ꎬ在体内主要在肝中表达ꎬ表明 Ｌａｇ￣３ 可能

在肝生理病理过程中发挥重要功能ꎮ 基于这两方

面的证据ꎬ我们用 ＣｏｎＡ 诱导的急性肝损伤模型对

野生型和 Ｌａｇ￣３－ / － 小鼠的响应情况进行了比较分

析ꎬ结果显示 Ｌａｇ￣３ 基因敲除可以显著减轻 ＣｏｎＡ 诱

导的急性肝损伤ꎮ 目前对 Ｌａｇ￣３ 研究的热点ꎬ主要

集中在其作为一个重要的肿瘤免疫治疗靶点ꎬ通过

与 ＰＤ１ 靶点的协同作用进行抗肿瘤研究[５－６]ꎮ 我们

的研究结果显示ꎬＬａｇ￣３ 也可能是一个治疗急性肝

损伤的靶点ꎬ目前多家药企已经开发了相应的抗体

药物ꎬ并且进入临床ꎬ这些药物后续也有可能用于

自身免疫性或者病毒性急性肝损伤的治疗ꎮ
综上所述ꎬ我们利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术ꎬ建立

了 Ｌａｇ￣３ 基因敲除小鼠品系ꎬ在 ＲＮＡ 和蛋白水平对

该基因的敲除效果进行了验证ꎬ并通过 ＣｏｎＡ 诱发

的肝损伤模型ꎬ证明了 Ｌａｇ￣３ 在急性肝损伤过程中

发挥重要作用ꎬ为 Ｌａｇ￣３ 体内基因功能研究提供了

新的模型ꎬ为急性肝损伤的治疗提供了新的线索ꎮ
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糖尿病下肢溃疡小鼠模型的建立与评价
鲁珽１ꎬ辛永萍１ꎬ林家彬１ꎬ陈民利２∗

(１. 浙江大学医学院附属第二医院临床研究中心ꎬ杭州　 ３１０００９ꎻ
２. 浙江中医药大学动物实验研究中心ꎬ杭州　 ３１００５３)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立和评价糖尿病下肢溃疡小鼠模型ꎬ揭示糖尿病下肢溃疡小鼠手术肢血流和病理生理的

改变ꎬ初探其发病机制ꎬ为研究糖尿病外周血管病变提供基础和参考ꎮ 方法　 小鼠分为下肢缺血组、糖尿病组和糖

尿病下肢溃疡组ꎮ 糖尿病下肢溃疡和糖尿病组腹腔注射链脲佐菌素(ＳＴＺ)建立 １ 型糖尿病模型ꎮ 糖尿病下肢溃疡

和下肢缺血组ꎬ采用高位结扎股动脉、股静脉并断离股动脉的方法建立下肢缺血模型ꎻ糖尿病组仅做假手术处理ꎮ
术后第 ０、３、７、１４、２１ 天ꎬ用激光多普勒监测血流变化ꎬ观察肢体缺血坏死ꎮ 第 ２１ 天后 ＨＥ 切片观察组织形态变化ꎬ
分析血小板－内皮细胞粘附分子－１(ＰＥＣＡＭ￣１ / ＣＤ３１)及抗平滑肌抗体(ＳＭＡ)表达ꎮ 结果　 缺血术后ꎬ与下肢缺血

组小鼠比较ꎬ糖尿病下肢溃疡组体重显著下降ꎬ肢体坏死情况更严重ꎮ 术后ꎬ糖尿病下肢溃疡组和下肢缺血组小鼠

手术肢血流灌注下降明显ꎻ术后第 ３、７、１４ 天ꎬ糖尿病下肢溃疡组和下肢缺血组血流灌注逐渐恢复ꎻ第 ２１ 天ꎬ下肢缺

血组接近正常水平ꎬ而糖尿病下肢溃疡组略有下降ꎮ 糖尿病组无肢体坏死情况ꎬ血流灌注无明显变化ꎮ 糖尿病下

肢溃疡组和下肢缺血组小鼠手术肢腓肠肌组织有肌肉结构破坏和炎症浸润ꎬＣＤ３１ 表达明显增加ꎻ糖尿病下肢溃疡

组和糖尿病组 ＳＭＡ 有显著表达ꎬ而下肢缺血组表达不明显ꎮ 结论　 成功建立了糖尿病下肢溃疡小鼠模型ꎬ与下肢

缺血小鼠模型对比ꎬ该模型有明显的肢体坏死症状和血流灌注恢复障碍ꎮ 该模型可用于研究糖尿病血管病变发病

机制的研究以及治疗药物的筛选ꎮ
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(１. Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ
３１０００９ꎬ Ｃｈｉｎａ. ２. Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ＣｅｎｔｅｒꎬＺｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＣＨＥＮ Ｍｉｎｌｉ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｃｍｌｉ９９１＠ ｚｃｕｍ.ｅｄｕ.ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒｓꎬ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ａｎｄ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒｓꎬ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｕｌｃｅｒｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ
ａ ｂａｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＩＣＲ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒꎬ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａꎬ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐｓ. Ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ １ ｄｉａｂｅｔｅｓ. Ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ
ｕｌｃｅｒ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ｔｈｅｉｒ ｆｅｍｏｒａｌ ａｒｔｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｖｅｉｎｓ ｌｉｇａｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｆｅｍｏｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｓｅｖｅｒｅｄ. Ｓｈａｍ
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ｓｕｒｇｅｒｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ. Ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ｃｈａｎｇｅｓ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｖｉａ ｌａｓｅｒ Ｄｏｐｐｌｅｒꎬ ａｎｄ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｍｂｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｔｗｅｎｔｙ￣ｏｎｅ ｄａｙｓ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｏｂｓｅｒｖｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｔｉｓｓｕｅ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＣＤ３１ ａｎｄ ＳＭＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ａｎｄ
ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｌｏｏｄ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｏｎ ｄａｙｓ ３ꎬ ７ꎬ ａｎｄ １４
ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎ. Ｂｌｏｏｄ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｅａｒ ｎｏｒｍａｌ ２１ ｄａｙｓ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｌｉｇｈｔｌｙ. Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐ. Ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ａｎｄ ＣＤ３１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. ＳＭＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ
ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐｓ ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｉｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｌｉｍｂ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ
ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｍｏｄｅｌ. Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｉａｂｅｔｅｓꎻ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒꎻ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａꎻ ｍｏｕｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 糖尿病是继肿瘤、心血管疾病之后ꎬ严重威

胁人类健康的主要疾病之一ꎮ 因糖尿病引起的

外周血管病变( ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ ｄｉｓｅａｓｅꎬＰＡＤ)是
正常人的 ２ ~ ４ 倍ꎬ可累及全身重要血管ꎬ导致

多种血管并发症ꎬ广泛影响着世界范围内的糖尿

病患者 [１] ꎮ 其中ꎬ糖尿病下肢血管病变在糖尿病

患者中约占 ２０％ꎬ常发展为严重下肢缺血ꎬ最终

伤口难愈合、坏疽ꎬ甚至导致截肢 [２] ꎮ 目前ꎬ临床

上对于糖尿病下肢血管病变仍面临巨大困难ꎬ迄
今也未发现特别有效的药物和治疗措施 [３] ꎬ当病

人足部发生坏疽时ꎬ截肢往往是患者和医生的唯

一办法ꎮ 模拟糖尿病并发外周血管疾病的动物

模型ꎬ对糖尿病血管疾病研究至关重要ꎮ 良好的

动物模型可以帮助我们探究疾病的发病机制ꎬ筛
选有效的治疗药物和措施ꎮ 本实验在糖尿病小

鼠模型的基础上建立下肢溃疡模型ꎬ用激光多普

勒监测血流变化ꎬ观察模型足部坏死情况和缺血

组织病理改变ꎮ 并与单纯下肢缺血模型相比较ꎬ
发现糖尿病下肢溃疡模型的特殊性ꎮ 为研究糖

尿病外周血管病变的发病机制和治疗措施提供

依据和基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ 小鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重(３５ ± ２)ｇꎬ
９０ 只ꎬ来源于上海斯莱克实验动物有限责任公司

【ＳＣＸＫ(沪) ２０１７－０００５】ꎮ 饲养于浙江大学医学院

附属第二医院实验动物中心屏障环境【ＳＹＸＫ(浙)
２０１５－００１０】ꎬ饲喂６０Ｃｏ 辐照全价营养颗粒饲料ꎬ温
度(２２ ± ２)℃ꎬ相对湿度 ５０％ ~ ７０％ꎬ１２ ｈ / １２ ｈ 明

暗交替ꎬ实验动物伦理批件号:浙医二院(２０１９ 年

度)第(０８５)号ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂及仪器

链脲霉素(ＳＴＺꎬ上海生工生物工程股份有限公

司)ꎻＡｎｔｉ￣ＣＤ３１ 抗体 ( ａｂ２８３６４ꎬ ａｂｃａｍ)ꎻＡｎｔｉ￣ａｌｐｈａ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ Ａｃｔｉｎ 抗 体 ( ａｂ１２４９６４ꎬ ａｂｃａｍ )ꎻ
Ｐｅｒｉｓｃａｎ ＰＩＭ ＩＩ 激光多普勒血流成像仪扫描(瑞典

帕瑞医学科技有限公司)ꎻ滨松 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ 数字病

理切片扫描仪(日本滨松)ꎻ罗氏卓越型血糖测试仪

(德国罗氏)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与造模

所有 ＩＣＲ 小鼠适应性饲养 １ 周后ꎬ随机分成 ３
组ꎬ每组 ３０ 只ꎬ即糖尿病下肢溃疡组、下肢缺血组和

糖尿病组ꎮ 糖尿病下肢溃疡组和糖尿病组小鼠建

立糖尿病模型ꎻ糖尿病下肢溃疡组和下肢缺血组小

鼠建立下肢缺血模型ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠糖尿病模型的建立

造模前ꎬ小鼠禁食不禁水 ８ ｈꎬ腹腔注射链脲佐

菌素(ＳＴＺ)溶于 ｐＨ ＝ ４􀆰 ５ 的柠檬酸缓冲液ꎬ连续给

药 ３ ｄꎬ 剂量分别为第一次 ８０ ｍｇ / ｋｇ、 第 二 次

６０ ｍｇ / ｋｇ、第三次 ８０ ｍｇ / ｋｇꎮ 继续饲养 １ 周后尾部

采血检测血糖(重复 ３ 次)ꎬ随机血糖 > １６ ｍｍｏｌ / Ｌ
或空腹血糖≧１１􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 认定为糖尿病小鼠模型

成功ꎮ

９５
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１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠下肢缺血模型的建立

糖尿病模型建立成功后ꎬ糖尿病下肢溃疡组和

下肢缺血组小鼠采用高位结扎股动脉、股静脉并断

离股动脉的方法建立下肢缺血模型ꎬ糖尿病组小鼠

仅采用假手术处理ꎬ术后无动物死亡ꎮ
小鼠使用 ０􀆰 ３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉ꎬ剂

量为 ０􀆰 ２５ ｍＬ / １０ ｇꎬ待小鼠肌肉松弛ꎬ四肢无活动ꎬ
触碰胡须无反应时ꎬ将小鼠仰卧固定于手术台上ꎬ
用脱毛膏去除双下肢鼠毛ꎬ７５％酒精消毒皮肤ꎬ右下

肢为手术区ꎬ在体视显微镜下近卵圆窝处剪开皮

肤ꎬ暴露股动脉ꎬ分离伴行静脉和神经ꎬ用 ４ ~ ０ 丝

线结扎股动脉和静脉ꎬ在近膝关节处动脉分叉上端

也相应结扎血管ꎬ剥离血管ꎬ用眼科剪离断动脉ꎬ无
菌棉球按压止血 ５ ｍｉｎꎬ然后用 ６ ~ ０ 线缝合皮肤ꎬ
７５％酒精消毒一遍ꎬ俯卧置于 ３７℃恒温电热毯上保

温 ３０ ~ ６０ ｍｉｎ 至小鼠苏醒ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 指标观察和检测

(一)一般体征观察

动物分别于糖尿病造模前ꎬ下肢缺血手术前ꎬ
术后第 ７、１４、２１ 天称量体重ꎮ 手术后第 １４ 天ꎬ观察

小鼠肢体缺血情况ꎬ用以下评估参考分值来判断:
肤色、皮温未发生明显改变计 ０ 分ꎻ坏死局限于脚趾

计 １ 分ꎻ坏死局限于足背计 ２ 分ꎻ坏死局限于小腿计

３ 分ꎻ坏死范围波及大腿以上计 ４ 分ꎮ
(二)激光多普勒检测

激光多普勒血流成像仪分别于缺血手术术前ꎬ
术后第 ０、３、７、１４、２１ 天动态监测各组小鼠下肢血流

变化情况ꎬ取缺血部位平均灌注量 /正常部位平均

灌注量进行统计分析ꎮ
使用激光多普勒血流成像仪扫描ꎬ每只小鼠记

录约为 ２０ ｓꎮ 小鼠麻醉后放在 ３７℃恒温垫上保持

体温ꎬ并去除下肢新生鼠毛ꎬ待小鼠循环呼吸平稳

后仰卧固定于检测垫上ꎬ未手术左下肢为参照ꎬ计
算右下肢相对血流灌注情况ꎮ 检测完成后俯卧置

于 ３７℃ 恒温电热毯上保温 ３０ ~ ６０ ｍｉｎ 至小鼠

苏醒ꎮ
(三)组织取材

缺血手术第 ２１ 天ꎬ过量麻醉处死动物ꎬ取腓肠

肌ꎬ中性福尔马林固定、常规脱水、浸蜡、包埋、切
片ꎮ 进行 ＨＥ 染色ꎬＣＤ３１ 及 ＳＭＡ 免疫组化染色ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

所有计量数据均用平均数±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表

示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件进行 ＡＮＯＶＡ 单因素方

差分析ꎬ组间比较采用 ＬＳＤ 检验ꎬ以 Ｐ< ０􀆰 ０５ 表示

差异有显著性ꎮ

图 １　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组

小鼠体重变化程度

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ
ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

２　 结果

２􀆰 １　 一般体征与体重变化

糖尿病下肢溃疡组和糖尿病组小鼠在造模成

功后ꎬ能出现典型的“三高一低”糖尿病症状ꎮ 缺血

术后第 ２１ 天ꎬ糖尿病下肢溃疡组存活 ２８ 只ꎬ下肢缺

血组存活 ２７ 只ꎬ糖尿病组存活 ２９ 只ꎮ 如图 １ 所示ꎬ
注射 ＳＴＺ 后ꎬ糖尿病下肢溃疡组和糖尿病组体重略

有增加ꎬ但不明显ꎻ缺血术后 ７ ｄꎬ三组小鼠体重皆有

下降ꎬ糖尿病下肢溃疡组变化最大ꎻ术后第 １４ 天ꎬ三
组小鼠体重开始增长ꎬ下肢缺血小鼠体重增长最

快ꎻ术后第 ２１ 天ꎬ只有下肢缺血组小鼠体重继续增

长ꎬ其余两组都有不同程度体重下降ꎬ其中糖尿病

下肢缺血组下降更明显ꎬ甚至较缺血术后仍有很大

程度下降ꎮ
２􀆰 ２　 缺血下肢坏死评价

下肢缺血手术后第 １４ 天ꎬ小鼠缺血腿会发生

不同程度坏死(见图 ２)ꎬ并评价小鼠下肢缺血坏

死程度ꎬ标准如下:肤色、皮温未发生明显改变计 ０
分ꎻ坏死局限于脚趾计 １ 分ꎻ坏死局限于足背计 ２
分ꎻ坏死局限于小腿计 ３ 分ꎻ坏死范围波及大腿以

上计 ４ 分ꎮ
术后第 １４ 天ꎬ各组评分情况如表 １ 所示ꎮ 糖尿

病下肢溃疡组平均评分最高ꎬ单纯下肢缺血组次

之ꎬ糖尿病组接近于正常状态(见图 ３)ꎮ 糖尿病下

肢溃疡组小鼠多为 １ 分和 ２ 分ꎻ单纯下肢缺血小鼠

多为 ０ 分和 １ 分(见图 ４)ꎮ

０６
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图 ２　 小鼠缺血下肢坏死程度

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｎ ｍｉｃｅ

表 １　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组小鼠坏死评分

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ ０ 分

０ ｐｏｉｎｔ
１ 分

１ ｐｏｉｎｔ
２ 分

２ ｐｏｉｎｔ
３ 分

３ ｐｏｉｎｔ
４ 分

４ ｐｏｉｎｔ

糖尿病下肢溃疡组
Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐ ２８ ２ １４ ７ ３ ２

下肢缺血组
Ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ ２７ １５ ８ ２ ２ ０

糖尿病组
Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ２９ ２７ ２ ０ ０ ０

图 ３　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组

小鼠平均评分

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｅａｎ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ
ｇｒｏｕｐꎬｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组小鼠评分分布

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

１６
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２􀆰 ３　 下肢血流灌注变化监测结果

为了监测糖尿病下肢溃疡组、下肢缺血组和糖

尿病组小鼠在缺血手术前后下肢血流灌注变化ꎬ用
激光多普勒成像仪分别于术前ꎬ术后当天ꎬ术后第

３、７、１４、２１ 天ꎬ监测小鼠下肢的血流情况(见图 ５)ꎮ
由各时间点多普勒血流灌注变化可知ꎬ糖尿病组

小鼠下肢并未出现明显血流变化ꎻ下肢缺血组和糖尿

病下肢溃疡组小鼠ꎬ术后缺血肢血流明显减弱ꎬ说明下

肢缺血模型建立成功ꎮ 术后ꎬ缺血肢皆有不同程度的

恢复ꎮ 单纯下肢缺血小鼠组的程度明显优于糖尿病下

肢缺血组ꎮ 如图５ 所示ꎬ术后第１４ 天ꎬ下肢缺血组的血

流灌注已比较充分ꎬ第 ２１ 天几乎完全恢复ꎮ 而糖尿病

下肢溃疡组ꎬ术后第 ７、１４、２１ 天ꎬ恢复都不显著ꎬ甚至有

加重趋势ꎮ 用手术肢(右腿) /健全肢(左腿)的比率表

示缺血下肢的血流灌注比ꎬ如图 ６ 所示ꎬ术后糖尿病下

肢溃疡组和下肢缺血组的灌注比都明显下降ꎬ术后灌

注比都有显著恢复下肢缺血组略好于糖尿病下肢溃疡

组ꎮ 第１４ 天下肢缺血组灌注比继续恢复ꎬ第２１ 天接近

于正常ꎬ而糖尿病下肢缺血组灌注比却有明显下降ꎮ
糖尿病组全程灌注比几乎不发生变化ꎮ
２􀆰 ４　 缺血下肢组织病理改变

术后第 ２１ 天ꎬ取手术肢(右腿)腓肠肌 ＨＥ 染

色(图 ７Ａ):下肢缺血造模 ２１ ｄ 后ꎬ糖尿病下肢溃

疡组和下肢缺血组肌肉组织结构破坏ꎬ肌纤维呈

现出明显的间隙ꎬ有炎症细胞浸润ꎮ 其中ꎬ糖尿病

下肢溃疡组肌肉组织结构破坏更加严重ꎬ间隙更

明显ꎮ 而糖尿病组肌肉组织变化不明显ꎬ结构未

破坏ꎮ ＣＤ３１ 存在于内皮细胞内ꎬ可用于评估血管

新生ꎮ 如图 ７Ｂ 所示ꎬ糖尿病下肢溃疡组和下肢缺

血组肌肉组织中ꎬＣＤ３１ 表达明显ꎬ而糖尿病组几

乎没有表达ꎮ 如图 ７Ｃ 所示ꎬＳＭＡ 在糖尿病下肢溃

疡组和糖尿病组的肌肉组织都有显著的表达ꎬ而
下肢缺血缺血组表达不明显ꎬ提示 ＳＭＡ 的表达可

能与糖尿病相关ꎮ

图 ５　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组小鼠血流变化

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

２６
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图 ６　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组

小鼠血流灌注比变化

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ
ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

图 ７　 糖尿病下肢缺血组、糖尿病组和下肢缺血组小鼠手术肢腓肠肌 ＨＥ 染色(Ａ)ꎬＣＤ３１(Ｂ)和 ＳＭＡ(Ｃ)表达

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ(Ａ)ꎬ ＣＤ３１(Ｂ) ａｎｄ ＳＭＡ(Ｃ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｌｉｍｂｓ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

糖 尿 病 外 周 血 管 病 变 ( ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ
ｄｉｓｅａｓｅꎬＰＡＤ)是导致糖尿病足溃疡ꎬ下肢截肢的主

要原因ꎮ 糖尿病足作为糖尿病常见的难治性慢性

并发症之一ꎬ发病率高达 ２５％[４]ꎮ 目前ꎬ临床上

ＰＡＤ 的治疗有很大的局限性ꎬ外科旁路手术或血管

内介入无法处理糖尿病下肢广泛又弥漫性血管狭

窄、闭塞ꎮ 对于缺乏代偿性侧支的患者ꎬ采用任何

手段都难使血管再通[５]ꎮ 糖尿病血管病变的发病

机理复杂ꎬ确切的分子病因和发病机制仍未完全阐

明[６]ꎮ 因此ꎬ仍需进一步研究糖尿病外周血管病变

的机制ꎬ探索新的有效治疗方法ꎮ 建立可靠的由缺

３６
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血引起的下肢溃疡动物模型是研究 ＰＡＤ 发病机制ꎬ
评价其治疗方法的基础ꎮ 目前ꎬ常用的动物模型可

分为模拟病理因素和模拟临床病征的动物模型两

大类[７]ꎮ 由于糖尿病动物自发病变形成足部溃疡

耗时较长ꎬ不确定因素大ꎬ因此人为的阻断下肢血

供从而造成缺血是构建下肢溃疡模型有效而可行

的方法之一ꎮ 小鼠下肢缺血模型造模方法有很多ꎬ
根据不同的需要ꎬ模型可分为暂时性缺血和永久性

缺血ꎮ 永久性缺血模型又可以分为结扎切除法和

缩窄栓塞法[８]ꎮ 本实验在前期的研究中发现采用

高位结扎股动脉、股静脉并断离股动脉的方法建立

下肢缺血模型ꎬ肢体缺血明显、稳定且持久ꎬ对小鼠

的创伤较小ꎮ 腹腔注射 ＳＴＺ 是常用的建立糖尿病

模型的方法ꎬ给药连续 ３ ｄ 后ꎬ小鼠便出现“三多一

少”的糖尿病典型症状ꎬ连续 ３ 次随机血糖 >１６ 或

空腹血糖≥１１􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 认定为糖尿病小鼠模型

成功ꎮ
体重的变化可以反应小鼠的生理状况和缺血

恢复ꎮ 实验显示ꎬ糖尿病造模成功后ꎬ糖尿病小鼠

体重变化不明显ꎬ增幅略小于正常小鼠ꎮ 缺血术

后ꎬ小鼠体重都有显著下降ꎻ术后 ７ ｄꎬ各组小鼠体重

都有明显的回升ꎻ术后第 １４ 天ꎬ糖尿病下肢溃疡组

体重却有显著的降低ꎬ甚至较术后低值仍有下降ꎬ
而下肢缺血组体重逐渐恢复到正常水平ꎮ 显然糖

尿病下肢溃疡小鼠受到了糖尿病和下肢缺血的共

同影响ꎬ恢复较下肢缺血小鼠差ꎮ 这说明下肢缺血

能在短期内对小鼠造成损伤ꎬ但机体能在短时间内

自我修复ꎻ而糖尿病并发下肢缺血对小鼠的损伤更

大ꎬ短时间无法恢复ꎬ甚至可能造成二次损伤ꎮ
肢体坏死是缺血的严重病症表现ꎬ通常坏死和

溃疡也是同时存在的ꎮ 糖尿病下肢溃疡组小鼠缺

血肢基本都有不同程度的坏死ꎬ且多数坏死波及脚

掌以及脚掌以上ꎻ下肢缺血组多数已经复原ꎬ坏死

也仅限于脚趾ꎮ Ｋａｎｔ 等[９] 发现使用经典的抗炎、抗
氧化药物姜黄素能提高抗氧化酶和抗炎因子的水

平ꎬ在修复糖尿病溃疡上有较大应用前景ꎮ 我们也

在实验中发现ꎬ仅限于脚趾的溃疡是可以恢复的ꎬ
但溃疡坏死波及到脚掌及以上是很难恢复的ꎬ甚至

可能发生肢体坏死脱落ꎬ这可能与小鼠自身的抗炎

抗氧化能力有关ꎮ
持续肢体缺血的动物模型必须具备以下 ４ 个条

件[１０]:(１)出现一定程度的缺血ꎻ(２)缺血可以保持

一段时间ꎻ(３)缺血可以通过实验测得的数值所证

实ꎻ(４)缺血的肢体和正常的肢体可以进行比较ꎮ
多普勒血流监测结果显示ꎬ糖尿病下肢溃疡和下肢

缺血小鼠术后第 ０、３、７ 天缺血明显ꎻ术后第 １４、２１
天ꎬ下肢缺血小鼠血供趋于正常ꎬ而糖尿病下肢溃

疡小鼠仍明显可见血供不足ꎮ 这说明糖尿病下肢

溃疡小鼠缺血时间长ꎬ自体恢复差ꎬ该模型缺血明

显且稳定ꎮ 本实验用手术肢(右腿) /健全肢(左腿)
的比率显示血流变化ꎬ这样可以排除环境和动物个

体差异ꎮ 结果显示ꎬ缺血术后ꎬ糖尿病下肢溃疡组

和下肢缺血小鼠患肢血流都有显著的增加ꎬ可能是

机体对缺血的反应ꎬ是缺血肢侧支循环的重建和再

通ꎮ 术后第 １４、２１ 天ꎬ下肢缺血组血流继续恢复ꎬ并
接近正常状态ꎻ糖尿病下肢溃疡组却趋于平台期ꎬ
甚至有所恶化ꎮ 手术肢腓肠肌病理切片显示糖尿

病下肢溃疡组和下肢缺血组肌肉组织结构破坏ꎬ并
有炎症细胞浸润ꎬ糖尿病下肢溃疡组肌肉组织结构

破坏更严重ꎮ ＣＤ３１ 存在于内皮细胞内ꎬ用于评估

血管新生ꎮ 免疫组化结果显示糖尿病下肢溃疡组

和下肢缺血组肌肉组织都有 ＣＤ３１ 表达ꎬ下肢缺血

组 ＣＤ３１ 表达量高于糖尿病下肢溃疡组ꎬ说明糖尿

病可能阻碍了血管新生ꎮ 有研究表示[１１]:糖尿病导

致的外周血管病变会使局部缺血缺氧ꎬ血管内皮生

长因子(ＶＥＧＦ)表达量下降ꎬ造成伤口久治不愈ꎮ
ＳＭＡ 表达体现了平滑肌细胞的增殖ꎬ本实验显示ꎬ
ＳＭＡ 的表达和下肢缺血无明显相关ꎬ但与糖尿病有

密切关系ꎬ可能在糖尿病导致的外周血管病变中ꎬ
平滑肌细胞增殖阻碍了血管新生ꎬ进而影响侧支循

环的恢复ꎬ造成患肢继续缺血溃疡坏死ꎮ
糖尿病溃疡的发病是由血管病变、神经病变、

感染和其他多种致病因素综合作用的结果[１２]ꎮ 本

动物模型诱发糖尿病发生并继发下肢缺血ꎬ能很好

的模拟临床诱导自发性的糖尿病下肢溃疡、糖尿病

足ꎬ稳定而持久ꎮ 结合多普勒血流监测和坏死评

价ꎬ便于定量分析ꎬ可信度高ꎬ成模率较高ꎬ可以用

于糖尿病导致的外周血管病变、糖尿病足的发病机

制研究和治疗药物的筛选ꎮ 但本模型建立的是急

性下肢缺血ꎬ可能与临床糖尿病引起的慢性缺血造

成的糖尿病足有所区别ꎬ仍需要对模型进行改进使

之更贴近于临床ꎮ

４６
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低氧训练对肥胖小鼠 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路的影响
龚丽景１ꎬ付鹏宇２ꎬ朱镕鑫３ꎬ张一民１ꎬ４ꎬ许春艳２∗

(１. 北京体育大学中国运动与健康研究院ꎬ北京　 １０００８４ꎻ ２. 北京体育大学运动人体科学学院ꎬ北京　 １０００８４ꎻ
３. 上海体育科学研究所ꎬ上海　 ２０００３０ꎻ ４. 运动与体质健康教育部重点实验室ꎬ北京　 １０００８４)

　 　 【摘要】 　 目的　 对肥胖小鼠施加低氧训练ꎬ观察胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ 和下丘脑 ＧＨＳＲ 水平的变化ꎬ以探究低氧训

练是否影响 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路改善肥胖体质ꎮ 方法　 雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ随机分为普通对照组(Ｃꎬｎ＝ ８)和高脂

膳食组(Ｈꎬｎ＝ ５２)ꎮ Ｈ 组建立肥胖模型后ꎬ随机分为肥胖对照组(ＨＣ)、肥胖常氧运动组(ＨＥ)、肥胖低氧暴露组

(ＨＨ)和肥胖低氧运动组(ＨＨＥ)ꎮ 运动各组进行中等强度跑台训练ꎬ低氧各组进行间歇低氧暴露(１１􀆰 ２％氧气含

量)ꎬ记录每周体重和摄食量ꎬ共 ４ 周ꎮ 测试血清 ＴＣ、ＴＧ、ＧＬＵ 和总 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 法检测下丘脑 ＧＨＳＲ 和胃

Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬＷＢ 检测下丘脑 ＧＨＳＲ 和 ＮＰＹ 蛋白含量及胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ、Ｇｏａｔ 和 ＨＩＦ￣２α 蛋白含量ꎮ 结果

(１)干预 ４ 周后ꎬＨＥ、ＨＨ 和 ＨＨＥ 组体重较 ＨＣ 组显著降低ꎻ低氧干预的最初阶段ꎬＨＨ 和 ＨＨＥ 组的摄食量出现下

降ꎬ但随着干预时间的延长ꎬ肥胖各组的摄食量逐步趋近ꎻ(２)ＨＣ 组血液各指标显著高于 Ｃ 组ꎬＨＨ 组 ＴＣ 水平较

ＨＣ 组显著降低ꎬＨＥ、ＨＨ 和 ＨＨＥ 组 ＧＬＵ 水平较 ＨＣ 组显著下降ꎻＨＨ 和 ＨＨＥ 组血清总 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平较 ＨＣ 组显著降

低ꎻ(３)ＨＣ 组下丘脑 ＧＨＳＲ ｍＲＮＡ 和胃 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 水平较 Ｃ 组极显著下降ꎬＨＨ 和 ＨＨＥ 组下丘脑 ＧＨＳＲ ｍＲＮＡ
及 ＨＨＥ 组胃 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 水平较 ＨＣ 组显著上升ꎻ(４)ＨＥ、ＨＨ 和 ＨＨＥ 组下丘脑 ＧＨＳＲ 蛋白水平显著高于 ＨＣ
组ꎻＨＥ 组和 ＨＨＥ 组 ＮＰＹ 蛋白水平显著高于 ＨＣ 组ꎻ(５)ＨＥ、ＨＨ 和 ＨＨＥ 组胃 Ｇｈｒｅｌｉｎ 蛋白水平显著高于 ＨＣ 组ꎻＨＥ
组和 ＨＨＥ 组 Ｇｏａｔ 蛋白水平显著高于 ＨＣ 组ꎻＨＨ 组和 ＨＨＥ 组 ＨＩＦ￣２α 蛋白水平显著高于 ＨＣ 组ꎮ 结论　 低氧训练

可通过调控 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 信号通路ꎬ影响糖脂代谢ꎬ从而降低肥胖小鼠的体重ꎮ
【关键词】 　 低氧训练ꎻ高脂膳食ꎻ胃组织ꎻ下丘脑ꎻＧｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路ꎻ小鼠

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５￣４８４７(２０２０) ０１￣００６６￣０７

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉｃ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ
ＧＯＮＧ Ｌｉｊｉｎｇ１ꎬ ＦＵ Ｐｅｎｇｙｕ２ꎬ ＺＨＵ Ｒｏｎｇｘｉｎ３ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｉｍｉｎ１ꎬ４ꎬ ＸＵ Ｃｈｕｎｙａｎ２∗

(１. Ｃｈｉｎａ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｓｐｏｒｔ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｓｐｏｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８４ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｓｐｏｒｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｓｐｏｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８４􀆰
３. Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｓｐｏｒｔｓ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０００３０􀆰

４. Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｆｉｔｎｅｓｓ ａｎｄ Ｅｘｅｒｃｉｓｅꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８４)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＸＵ Ｃｈｕｎｙａｎ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｘｉａｏｘｕ１３１＠ １２６.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｏｂｅｓｉｔｙ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉｃ￣
ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｍｉｃｅ ｂｙ ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ｇｈｒｅｌｉｎ ｌｅｖｅｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ＧＨＳＲ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｔｉｓｓｕｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｃꎬ ｎ ＝ ８) ｏｒ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ (Ｈꎬ ｎ ＝ ５２) ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｏｂｅｓｉｔｙ ｍｏｄｅｌ. Ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓꎬ ｔｈｅ Ｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｏｂｅｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＨＣ)ꎬ ｏｂｅｓｅ
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ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ (ＨＥ)ꎬ ｏｂｅｓｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｇｒｏｕｐ (ＨＨ) ａｎｄ ｏｂｅｓｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ (ＨＨＥ). Ｔｈｅ ＨＥ ａｎｄ ＨＨＥ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ｂｙ ｍｉｄ￣ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｗｈｉｌｅ ｕｎｄｅｒ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｈｙｐｏｘｉｃ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ( １１􀆰 ２％ ｏｘｙｇｅｎ).
Ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｗｅｅｋｌｙ. Ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＴＣ)ꎬ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ (ＴＧ) ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ
ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｇｈｒｅｌｉｎ ｌｅｖｅｌｓꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＨＳＲ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ
ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｖｉａ ＲＴ￣ＰＣＲ. ＧＨＳＲ ａｎｄ ＮＰＹ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｈｒｅｌｉｎꎬ Ｇｏａｔ ａｎｄ ＨＩＦ￣
２α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｖｉａ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 (１) Ｔｈｅ
ＨＥꎬ ＨＨ ａｎｄ ＨＨＥ ｇｒｏｕｐ ｗｅｉｇｈｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｓｔａｇｅ
ｏｆ ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＨ ａｎｄ ＨＨＥ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｂｅｓｅ ｇｒｏｕｐｓ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｂｅｃａｍｅ ｎｅａｒｌｙ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. ( ２) Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ ｇｒｏｕｐꎻ ｔｈｅ ＴＣ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ＨＨ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎ ｔｈｅ ＨＥꎬ ＨＨ ａｎｄ ＨＨＥ ｇｒｏｕｐｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ｇｈｒｅｌｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＨ ａｎｄ ＨＨＥ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ. (３) Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＧＨＳＲ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ
ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ ＧＨＳＲ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＨ ａｎｄ ＨＨＥ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ. (４) Ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｔｈｅ
ＧＨＳＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＥꎬ ＨＨ ａｎｄ ＨＨＥ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＮＰＹ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＥ ａｎｄ ＨＨＥ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ. (５) Ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｔｈｅ ｇｈｒｅｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＥꎬ ＨＨ ａｎｄ
ＨＨＥ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ Ｇｏａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＥ ａｎｄ ＨＨＥ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＨＩＦ￣２α ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＨ ａｎｄ ＨＨＥ ｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｈｙｐｏｘｉｃ ｔｒａｉｎｉｎｇ ａｆｆｅｃｔｓ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｙｐｏｘｉｃ ｔｒａｉｎｉｎｇꎻ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔꎻ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅꎻ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓꎻ ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ ｐａｔｈｗａｙꎻ ｍｏｕｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 低氧训练是指持续或间歇在低于正常氧气浓

度的环境下(高原地区或人工模拟低氧舱)进行训

练ꎬ利用低氧和训练的双重缺氧刺激以更多地调动

机体潜能ꎬ是提高运动能力的有效训练方法[１]ꎮ 随

着全民健身观念的普及ꎬ低氧训练也逐步被引入大

众健康领域ꎮ 多项研究证明低氧训练具有较好的

糖脂代谢的调控功能ꎬ低氧环境会减弱食欲ꎬ降低

消耗吸收功能ꎬ从而减少摄食量[２]ꎬ这些认知使低

氧训练被认为是减肥的有效手段ꎮ
生长激素(ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅꎬＧＨ)促分泌受体的

内源性配体———胃促生长素 /胃饥饿素(Ｇｈｒｅｌｉｎ)发
挥作用依赖于下丘脑分泌的生长激素促分泌素受

体(ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｅｃｒｅｔａｇｏｇｕｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＧＨＳＲ) [３]ꎮ
Ｇｈｒｅｌｉｎ 在 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣Ｏ 乙 酰 基 转 移 酶 ( ｇｈｒｅｌｉｎ Ｏ￣
ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＧＯＡＴ)的作用下酰基化是其与受体

ＧＨＳＲ 结合产生生物学效应的前提[４]ꎮ Ｇｈｒｅｌｉｎ 及

相关通路不仅可通过调节神经肽 Ｙ( ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ
ＹꎬＮＰＹ)发挥促食欲功效[５]ꎬ还调控能量平衡并参

与调控中枢和外周的脂质代谢[６]ꎮ 低氧环境下低

氧诱导因子(ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒꎬＨＩＦ)被激活参

与机体的适应性应答ꎬ其中 ＨＩＦ￣２α 与脂代谢密切相

关[７]ꎮ 那么低氧训练发挥减脂控重的作用是否通

过调控胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路发挥作用尚无研

究ꎬ因此本研究拟通过对肥胖小鼠施加低氧运动干

预ꎬ观察胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路相关基因改变ꎬ
以探究低氧训练发挥减肥作用的机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ３ 周龄ꎬ体重

为(８􀆰 ２ ± ０􀆰 １) ｇꎬ购自北京维通利华实验动物技术

有限公司ꎬ【ＳＣＸＫ(京)２０１５－０００４】ꎬ饲养期间各组

小鼠均自由摄食饮水ꎻ普通维持饲料由中国军事医

学科学院实验动物中心【ＳＣＸＫ(军)２０１２－０００４】提
供ꎻ高脂饲料购于美国 Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｄｉｅｔ(Ｄ１２１０９Ｃꎬ含
４０％ ｋｃａｌ 脂肪)ꎮ 小鼠于北京体育大学动物实验室

【ＳＹＸＫ(京)２０１６－００３３】饲养:昼夜 １２ / １２ ｈꎬ湿度恒

定ꎬ温度控制在 ２２ ~ ２５℃ꎮ 本研究经北京体育大

学运动科学实验伦理委员会批准(批准号:ＩＡＣＵＣ
２０１５０２１)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 实验试剂

Ａｎｔｉ￣ＧＨＳＲ ( Ａｂｃａｍ ａｂ９５２５０ )、 Ａｎｔｉ￣Ｇｈｒｅｌｉｎ
(Ａｂｃａｍ ａｂ１２９３８３)、Ａｎｔｉ￣ＧＯＡＴ(Ａｂｃａｍ ａｂ１７０６９０)、
Ａｎｔｉ￣ＮＰＹ(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚꎬｓｃ－１４７２８￣Ｒ)、ＨＩＦ￣２α(Ａｂｃａｍ
ａｂ１０９６１６)、ａｎｔｉ￣Ｔｕｂｕｌｉｎ(博奥森 ｂｓ￣４５１１Ｒ)ꎬＨＲＰ 标

７６
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记的山羊抗兔 ＩｇＧ(Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ / ＨＲＰꎬ博奥

森 ｂｓ￣０２９５Ｇ￣ＨＲＰ )ꎬ ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＴＭ Ｗｅｓｔ Ｆｅｍｔｏ
Ｍａｘｉｍｕｍ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ
３４０９５ )ꎬ Ｒａｔ / ｍｏｕｓｅ Ｇｈｒｅｌｉｎ ( Ｔｏｔａｌ ) ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔｓ
(Ｍｅｒｃｋ ＥＺＲＧＲＴ－ ９１ Ｋ)ꎬＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( ＴａＫａＲａ ９７６７)ꎬ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ ( ＴａＫａＲａ ＲＲ０３６Ａ )ꎬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ
(ＴａＫａＲａ ＲＲ８２０Ａ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 仪器

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(ＡＢＩ ７５００ꎬ美国)ꎬ动物

跑台(杭州段氏 ＤＳＰＴ－２１５ꎬ中国)ꎬ制氮机(北京创

文ꎬ中国)ꎬ空气压缩机(英格索兰ꎬ美国)ꎬ全自动生

化分析仪(日立 ７０２０ꎬ日本)ꎬ酶标仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ６８０ꎬ
美国)ꎬ 超微量分光光度仪(ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ꎬ美国)ꎬ
蛋白 转 印 仪 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｉＢｌｏｔ ２ꎬ 美 国 )ꎬ
ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ＋成像系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

小鼠随机分为普通膳食对照组(Ｃꎬｎ ＝ ８ꎬ饲喂

普通维持饲料)和高脂膳食组(Ｈꎬｎ ＝ ５２ꎬ饲喂高脂

饲料)ꎮ ８ 周后ꎬ选择 Ｈ 组大于 Ｃ 组平均体重的

２０％作为肥胖模型ꎬ随机分为:肥胖对照组(ＨＣꎬｎ ＝
８)、肥胖常氧运动组(ＨＥꎬｎ ＝ ８)、肥胖低氧暴露组

(ＨＨꎬｎ＝ ８)和肥胖低氧运动组(ＨＨＥꎬｎ ＝ ８)ꎬ继续

饲喂高脂饲料ꎮ ＨＥ 和 ＨＨＥ 组进行跑台训练ꎬ速度

１２ ｍ / ｍｉｎꎬ１ ｈ / ｄꎮ ＨＨ 和 ＨＨＥ 组暴露在 １１􀆰 ２％的低

氧房中ꎬ８ ｈ / ｄꎻ其中 ＨＨＥ 组每天固定时间在低氧环

境中运动 １ ｈꎬ６ 次 /周ꎮ 干预共 ４ 周ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 形态指标测试及取材

每周记录体重和摄食量ꎮ 完成训练后禁食 １２
ｈꎬ腹腔麻醉(１％的戊巴比妥钠ꎬ４０ ｍｇ / ｋｇ 体重)ꎬ心
脏取血ꎬ收集血清ꎬ－２０℃保存ꎮ 开腹取胃底部和开

颅取下丘脑组织ꎬ分别置于 ＲＮＡ 保存液和－８０℃保

存ꎬ分别用于 ＲＮＡ 和蛋白含量的测试ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 血液生化指标和总 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平测试

采用全自动生化分析仪测试血液甘油三酯

(ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)、总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)和
血糖(ｇｌｕｃｏｓｅꎬＧＬＵ)水平ꎮ 酶联免疫吸附法(ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡ ) 测 试 血 清 总

Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 下丘脑 ＧＨＳＲ 和胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 相对

含量测定

使用试剂盒提取胃和下丘脑总 ＲＮＡꎬ检测总

ＲＮＡ 浓度ꎬ逆转录获取 ｃＤＮＡ 后ꎬ按说明书进行

ＰＣＲ 反应ꎮ Ｇｈｒｅｌｉｎ 和 ＧＨＳＲ 引物参考付鹏宇等[８]ꎬ
由生工生物工程(上海)有限公司合成ꎮ １８Ｓ 为内参

基因(德国 ＱＩＡＧＥＮ ＱＴ０１０３６８７５)ꎮ 采用比较阈值

法(△△Ｃｔ 法)对目的基因的相对表达进行分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 下丘脑 ＧＨＳＲ、ＮＰＹ 和胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ、Ｇｏａｔ、
ＨＩＦ￣２α 蛋白水平测定

提取下丘脑和胃组织总蛋白质ꎬＢＣＡ 法定量总

蛋白质浓度ꎬ用蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ＢｌｏｔꎬＷＢ)
检测各蛋白的表达情况ꎮ 电泳分离蛋白ꎬ转至 ＮＣ
膜ꎬＢＳＡ 封闭 １ ｈꎬ分别 ４℃孵育一抗过夜ꎬ洗去未结

合的一抗ꎬ室温孵育二抗 １ ｈꎬ洗去未结合的二抗ꎬ滴
加化学发光 ＨＲＰ 底物ꎬ立即用 ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ＋成
像系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)曝光条带ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件进

行相对定量分析ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

所得数据用平均值±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ采用

ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件进行分析ꎮ 统计方法选用独立

样本 ｔ 检验(ＨＣ 组与 Ｎ 组比较ꎬＨＨ 组与 ＨＣ 组比

较)ꎮ Ｐ< ０􀆰 ０５ 表示差异有显著性ꎬＰ< ０􀆰 ０１ 表示差

异具有极显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 干预期间小鼠体重和摄食量变化

各组小鼠初始体重平均值为(８􀆰 ２ ± ０􀆰 １) ｇꎬ饲
喂 ８ 周高脂饲料后ꎬ将 Ｈ 组体重大于 Ｃ 组平均体重

２０％的小鼠随机分成 ＨＣ 组、ＨＥ 组、ＨＨ 组和 ＨＨＥ
组ꎬ未达标小鼠弃去ꎮ 此时ꎬＨＣ 组、ＨＥ 组、ＨＨ 组和

ＨＨＥ 组小鼠体重极显著高于 Ｃ 组(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻ干预

４ 周(饲喂 １２ 周)ꎬＨＣ 组显著高于 Ｃ 组ꎬＨＨ、ＨＥ 和

ＨＨＥ 组较 ＨＣ 组显著下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 适应性喂养

结束后ꎬＣ 组饲喂普通维持饲料ꎬＨ 组持续饲喂高脂

饲料ꎮ 建立肥胖模型期间(８ 周前)ꎬＣ 组小鼠摄食

总量较 Ｈ 组少ꎻ饲喂第 １０ 周时(干预 ２ 周)ꎬＣ 组摄

食量仍低于高脂膳食各组ꎬＨＥ、ＨＨ 和 ＨＨＥ 组较

ＨＣ 组降低ꎻ饲喂第 １２ 周时(干预 ４ 周)ꎬＣ 组摄食

量高于高脂膳食各组ꎬＨＥ、ＨＨ 和 ＨＨＥ 组与 ＨＣ 组

摄食量接近ꎬ见图 １ꎮ
２􀆰 ２　 各组小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＧＬＵ 和总 Ｇｈｒｅｌｉｎ
水平

４ 周干预完成后ꎬＨＣ 组各项血液指标均显著高

于 Ｃ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与 ＨＣ 组相比ꎬＨＥ 组血清 ＴＧ、
ＴＣ 水平无显著性差异ꎬ但 ＧＬＵ 水平显著性降低

８６
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(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻＨＨ 组血清 ＴＣ 和 ＧＬＵ 水平显著低于

ＨＣ 组ꎬ且 ＴＣ 水平显著低于 ＨＥ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻＨＨＥ
组血清 ＴＧ 水平较 ＨＣ 组无显著性差异ꎬＴＣ 水平显

著低于 ＨＥ 组ꎬＧＬＵ 水平显著低于 ＨＣ 和 ＨＥ 组(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＨＨ 组和 ＨＨＥ 组小鼠的各项指标无显著差

异ꎮ ４ 周干预后ꎬＨＣ 组血清总 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平较 Ｃ 组

无显著性差异ꎻＨＥ 组较 ＨＣ 组无显著性差异ꎻＨＨ
和 ＨＨＥ 组小鼠血清总 Ｇｈｒｅｌｉｎ 含量较 ＨＣ 组均出现

显著性上升ꎬ且 ＨＨＥ 组较 ＨＥ 组显著性上升(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ见表 １ꎮ

注:Ｃꎬ普通膳食对照组ꎻＨＣꎬ肥胖对照组ꎻＨＥꎬ肥胖常氧运动组ꎻＨＨꎬ肥胖低氧暴露组ꎻＨＨＥꎬ肥胖低氧运动组ꎮ

下表 / 图同ꎮ 与 Ｃ 组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与 ＨＣ 组相比ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 小鼠体重和摄食量变化

Ｎｏｔｅ. Ｃꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. ＨＣꎬ ｏｂｅｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.ＨＥꎬ ｏｂｅｓｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ.ＨＨꎬ ｏｂｅｓｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｇｒｏｕｐ.
ＨＨＥꎬ ｏｂｅｓｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅ ａｎｄ ｆｉｇｕｒｅｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ ｇｒｏｕｐꎬ
∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＣ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

表 １　 各组小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＧＬＵ 和总 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平(ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＧꎬ ＴＣꎬ ＧＬＵ ａｎｄ ｔｏｔａｌ Ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ(ｎ＝ ８)

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＴＧ (ｍｇ / ｄＬ) ＴＣ (ｍｍｏｌ / Ｌ) ＧＬＵ (ｍｍｏｌ / Ｌ) Ｇｈｒｅｌｉｎ (ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｃ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０２ ２􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０９ ８􀆰 ５０ ± ０􀆰 ７８ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０９
ＨＣ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０３∗ ４􀆰 ５４ ± ０􀆰 ０３∗ １０􀆰 ２２ ± １􀆰 ７７∗ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０６
ＨＥ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０４ ４􀆰 ６６ ± ０􀆰 １１ ８􀆰 ２５ ± １􀆰 ３３＃ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １１
ＨＨ ０􀆰 ３５ ± ０􀆰 ０７ 　 ３􀆰 ９８ ± ０􀆰 ３０＃△ ８􀆰 ０６ ± １􀆰 ２９＃ ０􀆰 ３６ ± ０􀆰 １５＃

ＨＨＥ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０８ ４􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２６△ 　 ６􀆰 ３８ ± １􀆰 ７２＃△ 　 ０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ２１＃△

注:与 Ｃ 组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎻ与 ＨＣ 组相比ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎻ与 ＨＥ 组相比ꎬ△Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＣ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ ｇｒｏｕｐꎬ△Ｐ < ０􀆰 ０５.

２􀆰 ３　 下丘脑 ＧＨＳＲ 和胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 的表

达水平

与 Ｃ 组相比ꎬ１２ 周高脂喂养后ꎬＨＣ 组下丘脑

ＧＨＳＲ 和胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平均极显著

降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻ４ 周干预后ꎬＨＥ 和 ＨＨ 组下丘脑

ＧＨＳＲ ｍＲＮＡ 表达水平较 ＨＣ 组有增加趋势ꎬ但无

显著差异ꎬ但 ＨＥ 和 ＨＨ 组胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 表

达水平较 ＨＣ 组显著性升高(Ｐ< ０􀆰 ０１ 或 Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ
ＨＨＥ 组下丘脑 ＧＨＳＲ ｍＲＮＡ 表达水平较 ＨＣ 组显著

上升ꎬ胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平较 ＨＣ 组极显

著性增加ꎬ较 ＨＥ 组也显著性增加(Ｐ< ０􀆰 ０５ 或 Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ见图 ２ꎮ
２􀆰 ４　 下丘脑和胃组织的蛋白表达水平

１２ 周高脂饲料喂养后ꎬＨＣ 组下丘脑 ＧＨＳＲ 和

ＮＰＹ 的蛋白表达水平较 Ｃ 组无显著性差异ꎻＨＥ、
ＨＨ 和 ＨＨＥ 组下丘脑 ＧＨＳＲ 蛋白表达水平较 ＨＣ 组

显著增加(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻＨＥ 和 ＨＨＥ 组下丘脑 ＮＰＹ 蛋

白表达水平较 ＨＣ 组显著上调(Ｐ< ０􀆰 ０５) (见图 ３
ＡꎬＢ)ꎮ 高脂饲喂后ꎬＨＣ 组胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ、Ｇｏａｔ 和
ＨＩＦ￣２α 的蛋白表达水平与 Ｃ 组相比无显著差异ꎻ
ＨＥ 组胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ、Ｇｏａｔ 较 ＨＣ 组显著增加(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻＨＨ 组胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ 和 ＨＩＦ￣２α 的蛋白表达

水平较 ＨＣ 组显著增加(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻＨＨＥ 组胃组织

Ｇｈｒｅｌｉｎ、Ｇｏａｔ 和 ＨＩＦ￣２α 的蛋白表达水平较 ＨＣ 组显

著增加ꎬ且 ＨＩＦ￣２α 蛋白表达水平显著高于 ＨＥ 组(Ｐ
< ０􀆰 ０５)(见图 ３ＣꎬＤ)ꎮ

９６
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注:与 Ｃ 组相比ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与 ＨＣ 组相比ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ

与 ＨＥ 组相比ꎬ△Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ

图 ２　 小鼠下丘脑 ＧＨＳＲ 和胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＣ ｇｒｏｕｐꎬ＃

Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ ｇｒｏｕｐꎬ△Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＧＨＳＲ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ
Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

注:与 ＨＣ 组相比ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎻ与 ＨＥ 组相比ꎬ△Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 下丘脑和胃组织相关蛋白 ＷＢ 条带灰度值(ＡꎬＣ)和相对含量(ＢꎬＤ)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＣ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ ｇｒｏｕｐꎬ△Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＷＢ ｒｅｓｕｌｔｓ (Ａꎬ Ｃ) ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔｓ (Ｂꎬ Ｄ) ｏｆ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

３　 讨论

Ｇｈｒｅｌｉｎ 是由胃底粘膜腺中的 Ｘ / Ａ 样细胞合成

和分泌的 ２８ 个氨基酸的活性肽激素ꎬ是调节食欲的

重要激素[３]ꎮ 近年来ꎬＧｈｒｅｌｉｎ 被认为具有对抗肥胖

的潜能并开始引起广泛关注[６]ꎮ
研究发现循环系统中 Ｇｈｒｅｌｉｎ 含量与体重成反

比[９]ꎮ 肥胖机体下丘脑和胃组织中的 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平

会出现下降[１０－１１]ꎮ 本研究结果发现肥胖小鼠胃组

织 Ｇｈｒｅｌｉｎ 和下丘脑 ＧＨＳＲ ｍＲＮＡ 水平出现显著性

下降ꎬ血脂和血糖(ＴＧ、ＴＣ 和 ＧＬＵ)水平上调ꎮ 研究

发现ꎬＧｈｒｅｌｉｎ 可依赖 ＧＨＳＲ 发挥调节脂代谢的作

用ꎬＧｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路可通过促进 ５’ －磷酸腺苷蛋

白 激 酶 ( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ５ ’￣ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＡＭＰＫ)磷酸化ꎬ以激活 ＡＭＰＫꎬ使乙

酰辅酶 Ａ 羧化酶(ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬＡＣＣ)磷酸

化失活ꎬ减少丙二酰￣ＣｏＡ(ｍａｌｏｎｙｌ￣ＣｏＡ)的积累ꎬ导
致肉 碱 棕 榈 酰 基 转 移 酶 １ ( ｃａｒｎｉｔｉｎｅ ｐａｌｍｉｔｏｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １ꎬ ＣＰＴ１) 活性增加以促进脂肪酸氧

化[１２]ꎮ Ｇｈｒｅｌｉｎ 刺激 ＮＰＹ 神经元可阻断黑色素皮质

素受体 ３ 和 ４(ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３ / ４ꎬＭＣ３ / ４Ｒ)ꎬ
随后通过交感神经调节肝脏、白色脂肪组织、棕色

脂肪组织和骨骼肌组织脂代谢相关基因表达以影

响外周脂代谢水平[１３－１４]ꎮ 此外ꎬＧｈｒｅｌｉｎ 还是葡萄糖

代谢的中介物ꎬ并可调节胰岛 β 细胞分泌胰岛

素[１５]ꎮ 推测 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路在调控糖脂代谢方

面发挥着重要的作用ꎬ然而肥胖机体组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣
ＧＨＳＲ 通路表达下调ꎬ出现糖脂代谢紊乱ꎬ血糖血脂

水平失调[１６]ꎬ从而加剧对机体的危害[１７]ꎮ
低氧暴露下体重的丢失常被认为与摄食量下

调所致[２ꎬ １８]ꎮ 本研究结果发现ꎬ低氧暴露的最初阶

段ꎬ低氧组(ＨＨ 和 ＨＨＥ 组)小鼠摄食量较常氧组

(Ｈ 和 ＨＥ 组)均出现显著下降ꎬ但随着低氧暴露时

０７
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间延长ꎬ低氧组小鼠摄食量逐渐回升ꎬ在 ４ 周干预结

束时ꎬ与常氧组接近ꎮ 机体摄食功能对长期低氧暴

露的 适 应 可 能 与 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 的 调 控 有 关ꎮ
Ｇｈｒｅｌｉｎ 发挥调节食欲的作用是通过生长激素促分

泌受体 ＧＨＳＲ 所介导的ꎬＧＨＳＲ 高表达于下丘脑中

调节摄食和体重平衡的细胞群中ꎬ如弓状核 ＮＰＹ 神

经元 和 腹 内 侧 核 的 脂 肪 酸 合 成 酶 ( ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＦＡＳ)神经元[１９]ꎮ 而 ＮＰＹ 神经元发挥调节

食欲的作用由 Ｇｈｒｅｌｉｎ 特异性介导的ꎬ其他促食欲激

素 如 黑 色 素 聚 集 激 素 ( ｍｅｌａｎｉｎ￣ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅꎬＭＣＨ)和前原食欲素(ｐｒｅｐｒｏ￣ｏｒｅｘｉｎｓ)则无

此作用[５]ꎮ 研究发现急性低氧暴露(１２ ｈ)会导致

大鼠胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白水平极具下调ꎬ但
随着暴露时间的延长(２４ ｈ 和 ４８ ｈ)ꎬＧｈｒｅｌｉｎ 水平逐

渐回升ꎬ甚至超过常氧水平[８]ꎮ 本研究中ꎬ低氧训

练组小鼠血清 Ｇｈｒｅｌｉｎ 总量、胃组织中 Ｇｈｒｅｌｉｎ 和

Ｇｏａｔ 及下丘脑 ＧＨＳＲ 和 ＮＰＹ 蛋白表达水平显著上

升ꎬ这可能与 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路被激活以抵抗低氧

的进一步损伤和参与前期胃组织损伤的修复有

关[２０]ꎮ 而常氧运动小鼠 Ｇｈｒｅｌｉｎ 和 ＮＰＹ 蛋白水平

虽增加但其摄食量未明显改变ꎬ可能与运动后产热

增加导致体温上升ꎬ从而抑制了食欲有关[２１]ꎮ
本研究中低氧训练干预后ꎬ肥胖小鼠血清 ＴＣ

和 ＧＬＵ 水平显著下降ꎬ并伴随着血液总 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水

平的上调和胃组织中 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路相关基因

ｍＲＮＡ 和蛋白水平表达的增加ꎮ 这可能与运动训练

对 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路的调控有关ꎮ 由于 Ｇｈｒｅｌｉｎ 和

运动均可发挥促进能量代谢平衡的作用ꎬ因此两者

间的相互影响作用引起了学者们的关注[２２]ꎮ 研究

发现ꎬ９３ ｄ 的骑行运动后ꎬ健康成年男性空腹血液

Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平增加 ２６％ꎬ且体重降低 ６％[２３]ꎮ 同时ꎬ
胰岛素抵抗和高胰岛素血症程度与血液 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水

平呈负相关ꎬ这可能是运动促进糖脂代谢平衡的重

要机制[２４]ꎮ 游泳训练可增加胃组织中 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表

达ꎬ从而降低肥胖大鼠体重和内脏脂肪含量[１０]ꎮ 此

外ꎬ运动训练提高胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达还具有促进胃

的排空和肠道的推进力的作用[２５]ꎬ从而有助于代谢

废物的排出和营养物质的吸收[２６]ꎮ 运动发挥促进

Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路的表达可能与交感神经活动增

强有关ꎬ运动激活交感神经和循环系统中肾上腺素

和去甲肾上腺素(儿茶酚胺)的水平ꎬ同时胃组织中

产生 Ｇｈｒｅｌｉｎ 的细胞具有 α１ 和 β１ 肾上腺素能受

体ꎬ而肾上腺素和去甲肾上腺素可刺激 β１ 以促进

胃组织分泌 Ｇｈｒｅｌｉｎ[２７－２８]ꎮ 通过本研究结果还可观

察到低氧运动调控肥胖机体糖脂代谢的作用优于

常氧训练ꎬ这可能与低氧环境所激活的 ＨＩＦ￣２α 调控

作用有关ꎮ 本研究结果中低氧训练后肥胖小鼠下

丘脑 ＨＩＦ￣２α 的蛋白表达水平显著增加ꎮ ＨＩＦ 是机

体缺氧条件下参与组织细胞低氧应答敏感性转录

因子ꎬ它的表达是机体适应低氧的起始步骤和关键

环节ꎮ 其中 ＨＩＦ￣２α 在脂代谢中发挥重要的作用ꎬ可
参与脂滴的形成、脂肪酸的合成和 β－氧化及胆固醇

代谢的调节[７]ꎮ ＨＩＦ￣２α 缺失会造成机体脂代谢的

异常[２９]ꎮ 低氧暴露所致的食欲下降仅发生在低氧

暴露初期ꎬ随着低氧时间的延长ꎬ食欲逐渐恢复至

常氧水平ꎬ但仍可达到降低体重的效果ꎬ这可能与

长期低氧暴露通过刺激 ＨＩＦ￣２α 以促进脂代谢有关ꎮ
本研究结果提示ꎬ低氧暴露和运动训练干预后

肥胖小鼠的体重和血脂血糖水平下降ꎬ并伴随着

Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路的上调ꎬ但摄食量并未出现明显

下降ꎬ提示低氧和运动通过 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路改善

高脂膳食所致肥胖主要与胃肠功能增强和糖脂代

谢机能促进有关ꎮ 而低氧训练中ꎬ低氧和运动的双

重刺激加速了肥胖机体的糖脂代谢能力ꎬ从而更有

利于控制机体的血糖血脂水平及抵抗高脂膳食对

体重的增加ꎮ
肥胖小鼠胃组织 Ｇｈｒｅｌｉｎ 和下丘脑 ＧＨＳＲ 水平

降低ꎬ伴随着血脂血糖水平的升高和体重的增加ꎻ
低氧训练通过肥胖小鼠 Ｇｈｒｅｌｉｎ￣ＧＨＳＲ 通路影响糖

脂代谢ꎬ改善肥胖机体体重和血脂血糖稳态ꎮ
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刘丹ꎬ曹硕ꎬ刘阳ꎬ等. 地鳖肽对 ＣＣｌ４ 诱导的慢性肝损伤小鼠的抗氧化保护作用的研究[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(１):
７３－８０.
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Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): ７３－８０.
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研类)项目(ＰＸＭ２０２０＿０１４２０７＿０００００９)ꎻ北京农学院教学团队项目(ＢＵＡ２０１７ＪＧ０６８)ꎮ
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[通信作者]沈　 红(１９６１—)ꎬ女ꎬ教授ꎬ研究方向:兽医药理与毒理ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｓｈｅｎｈｏｎｇ９１２＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍꎻ

张永红(１９６３—)ꎬ男ꎬ副教授ꎬ研究方向:动物疾病诊断与防控ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｙｈｈ２２６６＠ １２６.ｃｏｍꎮ 　 ∗共同通信作者

地鳖肽对 ＣＣｌ４ 诱导的慢性肝损伤小鼠的抗氧化

保护作用的研究
刘丹１ꎬ曹硕１ꎬ刘阳１ꎬ刘杰１ꎬ王朕１ꎬ张永红１ꎬ２∗ꎬ沈红１ꎬ２∗

(１. 北京农学院动物科学技术学院 动物类国家级实验教学示范中心ꎬ北京　 １０２２０６ꎻ
２. 北京农学院 兽医学(中医药)北京市重点实验室ꎬ北京　 １０２２０６)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨地鳖肽对 ＣＣｌ４ 致诱导的慢性肝损伤小鼠的抗氧化保护作用ꎮ 方法　 小鼠随机分为正

常组、模型组、地鳖肽组(５０、１００、２００ ｍｇ / ｋｇ)及阳性药组ꎬ正常组小鼠灌服生理盐水ꎬ地鳖肽组小鼠每天灌服不同

剂量地鳖肽、阳性药组小鼠每天灌胃水飞蓟素(１００ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ连续 ６ 周ꎬ同时除正常组小鼠腹腔注射花生油溶液外ꎬ
其余组小鼠腹腔注射 ０􀆰 １％ ＣＣｌ４ 花生油溶液 １０ ｍＬ / ｋｇꎬ每周 ２ 次连续 ６ 周ꎬ末次给药 ２４ ｈ 后小鼠称重处死取肝组

织ꎬＨＥ 染色观察肝组织学变化ꎬ分光光度法检测肝功能酶(ＡＳＴ、ＡＬＴ)、抗氧化酶(ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ￣Ｐｘ)、过氧化物

(ＭＤＡ)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 法测定炎症因子、凋亡因子、纤维化因子基因表达ꎬＥＬＩＳＡ 测定炎症因子蛋白水平ꎮ 结果

显微镜观察结果正常组小鼠肝细胞未见异常ꎬ模型组小鼠肝细胞出现充血、坏死、纤维化现象、肝小叶消失ꎬ地鳖肽

组小鼠肝细胞形态结构损伤ꎬ随地鳖肽剂量增加肝细胞损伤程度明显减弱ꎬ小鼠肝脾指数明显低于模型组ꎻ与模型

组比较ꎬ地鳖肽组小鼠血清中 ＡＳＴ、ＡＬＴ 活力显著降低、肝中 ＭＤＡ 含量明显降低、抗氧化酶(ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ￣Ｐｘ)活
力显著提高ꎬ炎症因子(ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ｉＮＯＳ)蛋白与基因表达水平均显著降低ꎬ促凋亡因子(Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３)和纤维化

因子(α￣ＳＭＡ、ＴＧＦ￣β)基因水平表达也明显降低ꎮ 结论　 地鳖肽可有效改善 ＣＣｌ４ 致小鼠慢性肝损伤ꎬ其保护效应

可能与地鳖肽抗氧化作用密切相关ꎮ
【关键词】 　 小鼠ꎻ地鳖肽ꎻ四氯化碳ꎻ抗氧化ꎻ肝纤维化
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ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ (１０ ｍＬ / ｋｇ) ｔｗｉｃｅ ｗｅｅｋｌｙ ｆｏｒ ６ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｗｅｅｋｓ. Ｔｗｅｎｔｙ￣ｆｏｕｒ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｗｅｉｇｈｅｄ ａｎｄ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄꎬ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｔｏ
ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ. Ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ (ＡＳＴ ａｎｄ ＡＬＴ)ꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｐｅｒｏｘｉｄｅ (ＭＤＡ)
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｖｉａ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ. Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｖｉａ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ. Ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｎｏ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. Ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｈｙｐｅｒｅｍｉａꎬ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｏｂｕｌｅｓ ｈａｄ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ. Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄａｍａｇｅｄꎬ ｂｕｔ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅ ｄｏｓｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｅｓｓｅｎｅｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ (ＡＳＴ) ａｎｄ Ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
(ＡＬＴ) ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ( ＳＯＤꎬ ＣＡＴꎬ ＧＳＨ￣Ｐｘ) ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄꎬ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ (ＩＬ￣６ꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ｉＮＯＳ) ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏ￣
ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ (Ｂａｘꎬ Ｂｃｌ－２ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ￣３) ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ (α￣ＳＭＡꎬ ＴＧＦ￣β) ｇｅｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＥＳＷ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｄｏｓｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ＣＣｌ４ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｍａｙ ｂｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ’ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｏｕｓｅꎻ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅꎻ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅꎻ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔꎻ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 肝是机体重要代谢器官ꎬ对机体内去氧化、肝
糖储存、分泌蛋白等起重要作用ꎬ其还担负机体解

毒、消化等重要的生理功能[１－２]ꎮ 肝损伤多是由体

内产生自由基过多ꎬ过氧化导致ꎬ临床表现为食欲

减退、体重减轻、腹胀等[３]ꎮ 肝疾病是严重危害机

体健康的疾病之一ꎬ其最常见致病因素如病毒、细
菌、药物、酒精、缺血、肝部分切除等ꎬ造成肝细胞的

一系列病变ꎬ及慢性肝损伤[４－５]ꎮ 四氯化碳(ＣＣｌ４)
对动物肝具有强烈的毒性ꎬ引起肝组织脂质过氧化

和炎症反应ꎬ导致肝细胞损伤和坏死ꎬ甚至肝纤维化ꎬ
ＣＣｌ４ 常用于建立动物慢性肝损伤模型[６]ꎮ 中医药古

籍记载地鳖(Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ＷａｌｋｅｒꎬＥＳＷ)具有

活血化瘀、通经活络、接骨续筋等功效[７]ꎮ 现代技术

分析地鳖有多种有效成分ꎬ主要有蛋白质、维生素、矿
物元素、多糖、生物碱等[８]ꎮ 研究表明ꎬ地鳖有效提取

成分之一地鳖肽具有明显清除自由基ꎬ抗氧化和抗衰

老等作用[９]ꎮ 研究表明ꎬ采用酶解蛋白获得多肽及生

物技术提取小分子肽清除自由基能力强[１０]ꎮ 本研究

基于前期研究成果地鳖肽抗氧化作用ꎬ拟通过四氯化

碳诱导小鼠建立慢性肝损伤模型ꎬ探讨地鳖肽对肝损

伤小鼠的抗氧化保护作用及其机制ꎬ为其开发作为抗

氧化剂提供试验依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ ~ ８ 周龄健康昆明小鼠ꎬ体重 ２０ ~ ２２ ｇꎬ清洁

级ꎬ购于中国军事医学科学院实验动物中心【ＳＣＸＫ
(京)２０１６－０００２】ꎮ 饲养和无菌手术均在北京农学

院实验动物示范中心屏障动物实验设施进行

【ＳＹＸＫ (京)２０１５－０００４】ꎬ并按实验动物使用的 ３Ｒ
原则给予人道的关怀ꎮ 小鼠饲养期间自由饮水ꎬ饲
喂由中国军事医学科学院实验动物中心提供的普

通维持饲料ꎬ温度和湿度恒定ꎬ饲养符合实验动物

要求ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

谷草转氨酶(ＡＳＴ)、谷丙转氨酶(ＡＬＴ)、超氧化

物歧化酶(ＳＯＤ)、谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＳＨ￣Ｐｘ)、
过氧化氢酶(ＣＡＴ)和丙二醛(ＭＤＡ)试剂盒均购自

南京建成生物有限公司ꎬＨｉＦｉ￣ＭＭＬＶ ｃＤＮＡ Ｋｉｔ 购自

康为试剂生物科技有限公司ꎬ小鼠 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和

ｉＮＯＳ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自 Ｅｌａｂｓｃｉｅｒ 公司ꎬ四氯化碳

(ＣＣｌ４)、地鳖肽 ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ 由本实验室制备ꎻ所
有引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ

ＵＶ－３ 紫外可见分光光度(上海美普达有限公

４７
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司)ꎬ低温高速离心机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎬ超低温冰

箱(日本 ＳＡＮＹＯＯ 公司)ꎬＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 核酸蛋白

分析 仪 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ )ꎬ Ｓ１０００ Ｔｈｅｒａｌ
Ｃｙｃｌｅｒ 梯度 ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)ꎬＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ 荧光定

量 ＰＣＲ 检测系统ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与处理

取小鼠随机分为正常组(Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬＣ)、模
型组 (Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬＭ)、阳性药组 ( Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐꎬ
Ｐ)、地鳖肽(５０ ｍｇ / ｋｇ、１００ ｍｇ / ｋｇ、２００ ｍｇ / ｋｇ)组ꎮ
除正常组外其余所有小鼠腹腔注射 ０􀆰 １％ＣＣｌ４ 花生

油溶液 １０ ｍＬ / ｋｇꎬ每周 ２ 次连续 ６ 周ꎻ地鳖肽组小

鼠分别灌服不同剂量地鳖肽ꎬ阳性药组小鼠灌服水

飞蓟素 １００ ｍｇ / ｋｇꎬ模型组和正常组小鼠灌服生理

盐水 １０ ｍＬ / ｋｇꎬ每天 １ 次连续 ６ 周ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 一般指标观察及脏器指数

肉眼观察小鼠的一般情况ꎬ每周称重并记录ꎮ
末次给药 ２４ ｈ 后ꎬ眼球采血ꎬ制备血清备用ꎮ 颈椎

脱臼处死小鼠ꎬ剖腹取肝脾称重ꎬ按公式计算脏器

指数＝脏器质量(ｍｇ) /体重(ｇ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠肝组织结构的观察

取小鼠肝右叶、用 ４％多聚甲醛溶液浸泡固定、
制作肝组织切片、ＨＥ 染色ꎬ光学显微镜下观察肝组

织结构变化ꎬ拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 肝功能酶和指标抗氧化酶活性和 ＭＤＡ 含量

炎症因子蛋白水平检测

取待测血清ꎬ按照试剂盒说明测定肝功能酶

(ＡＬＴ、ＡＳＴ)活性ꎻ称取小鼠肝左叶 ０􀆰 ２ ｇꎬ生理盐水

清洗ꎬ匀浆制备 １０％肝匀浆ꎬ按照试剂盒说明书操

作测定抗氧化酶(ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ￣ＰＸ)活性和 ＭＤＡ
含量ꎬ炎症因子(ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ｉＮＯＳ)含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 肝组织炎症凋亡及纤维化因子基因表达的

检测

采用 ＴＲＩｚｏｎ 提取小鼠肝组织总 ＲＮＡꎬ逆转录合

成 ｃＤＮＡꎬ 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 实 时 定 量 扩 增ꎬ 以

ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ根据 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ｉＮＯＳ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２、
Ｃａｓｐａｓｅ￣３、α￣ＳＭＡ、ＴＧＦ￣β１ 引物ꎬＴｍ 值进行分析ꎬ
ＳＤＳ 软件分析数据ꎬ比较 Ｃｔ 值分析结果ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

结果用平均值 ±标准差 ( 􀭰ｘ ± ｓ) 表示ꎮ 应用

ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎬ选择 ＬＳＤ 法进行组

间比较ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠一般情况及肝组织形态结构变化分析

整个试验过程中正常组小鼠生长状况良好ꎻ模
型组小鼠随着 ＣＣｌ４ 灌服出现精神萎靡、食量减少、
大便稀溏等现象ꎻ阳性药组和地鳖肽组小鼠状态较

模型组明显有所改善ꎬ毛色有光泽ꎮ 肉眼观察肝组

织ꎬ结果正常组小鼠肝颜色呈红褐色ꎬ表面光滑ꎬ质
地柔软ꎻ模型组小鼠肝颜色发黯ꎬ质地松软ꎻ阳性药

物组和地鳖肽组与模型组比较小鼠肝损伤均有所

减轻ꎬ高剂量地鳖肽组小鼠肝外观接近对照组(图
１)ꎮ

图 １　 肉眼观察慢性肝损伤小鼠肝组织变化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ
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　 　 显微镜观察正常组小鼠肝小叶结构正常ꎬ肝细

胞排列整齐ꎬ中央静脉血管壁清晰可见ꎻ模型组小

鼠肝组织肝细胞索排列紊乱、肿胀变性ꎬ中央静脉

管腔内有淤血ꎬ炎性细胞浸润ꎬ纤维增生ꎻ地鳖肽组

随着地鳖肽剂量增加小鼠肝细胞变性和坏死程度

减轻ꎬ中高剂量组改善较为明显(图 ２)ꎮ 模型组小

鼠的肝脾指数均显著高于正常组ꎬ地鳖肽组和阳性

药组小鼠肝脾指数均显著低于模型组(图 ３)ꎮ

图 ２　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠肝组织结构的影响(ＨＥ 染色ꎬ 标尺＝ ５０ μｍ)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｌｉｖｅ ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ Ｂａｒ＝ ５０ μｍ)

注:Ｃꎬ正常组ꎻＭꎬ模型组ꎻＰꎬ阳性药物组ꎮ 与正常对照组相比ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ△Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ△△Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 ３　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠脏器指数的影响

Ｎｏｔｅ. ＣꎬＣｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｍꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｐꎬ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗ Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ△Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ△△Ｐ< ０􀆰 ０１.(Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

２􀆰 ２　 地鳖肽对 ＣＣｌ４ 慢性肝损伤小鼠肝功能的

影响

模型组小鼠肝功能指标(ＡＬＴ、ＡＳＴ)酶活力明

显高于正常组ꎬ地鳖肽组和阳性药组 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 酶

活力较模型组显著下降(图 ４)ꎻ模型组小鼠肝组织

抗氧化酶(ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ￣Ｐｘ)活力比正常组显著

降低ꎬ而过氧化物(ＭＤＡ)含量显著升高ꎬ阳性药组

和地鳖肽组抗氧化酶(ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳ Ｈ￣Ｐｘ)活力均

显著高于模型组ꎬ地鳖肽组 ＭＤＡ 含量均显著降低

(图 ５)ꎮ
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图 ４　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠肝功能的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

图 ５　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠肝组织中抗氧化酶活力和 ＭＤＡ 含量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ
ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

２􀆰 ３　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠肝组织中炎症因子

蛋白及基因表达的影响

分析肝损伤小鼠肝组织中炎症细胞水平ꎬ结果

模型组小鼠肝组织中炎症因子(ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ｉＮＯＳ)
蛋白表达量均显著高于正常组ꎬ地鳖肽组炎症因子

蛋白水平均显著降低且低于模型组ꎬ接近阳性药

组ꎬ表达水平与地鳖肽给药剂量呈正相关(图 ６)ꎮ
采用荧光定量 ＰＣＲ 分析小鼠肝组织中炎症因子基

因表达ꎬ结果模型组炎症因子( ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ｉＮＯＳ)
基因表达量高于正常组ꎬ地鳖肽组和水飞蓟素药物

组较模型组下降ꎬ中高剂量组下降极显著接近阳性

药组(图 ７)ꎮ

２􀆰 ４　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠肝组织中凋亡及纤

维化因子基因表达的影响

与正常 组 相 比ꎬ 模 型 组 促 凋 亡 因 子 ( Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣３) ｍＲＮＡ 水平均高显著升高ꎬ阳性药组和

地鳖肽组均显著低于模型组降低ꎬ且与地鳖肽剂量

呈正相关ꎻ与模型组相比较ꎬ阳性药组和地鳖肽组

抑制凋亡因子 Ｂｃｌ－２ 表达量显著升高而促凋亡因子

(Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３)基因表达显著降低(图 ８)ꎮ 与正

常组相比ꎬ模型组纤维化因子 ( α￣ＳＭＡ、 ＴＧＦ￣β１)
ｍＲＮＡ 表达均明显上调ꎬ阳性药组和地鳖肽组纤维

化因子均显著低于模型组(图 ９)ꎮ
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图 ６　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠肝组织中炎症因子蛋白水平的影响
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图 ７　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠肝组织中炎症因子基因表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

图 ８　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠的肝组织中凋亡因子基因表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

图 ９　 地鳖肽对慢性肝损伤小鼠肝组织中纤维化因子基因表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＳＷ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ
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３　 讨论

四氯化碳(ＣＣｌ４)为肝毒性化学物ꎬ临床上人长

期反复接触 ＣＣｌ４ 会有头晕、乏力、失眠、记忆力减

退、食欲不振、恶心、腹泻和腹痛等ꎬ出现肝肿大和

肝功能异常ꎬ严重发展成门脉性肝硬化ꎬ连续给予

ＣＣｌ４ 可使肝细胞变性、坏死、产生炎症反应ꎬ水飞蓟

素为目前公认的抗肝损伤有效药物ꎬ动物实验常将

该药作为肝损伤保护的阳性对照用药[１１－１２]ꎮ 本研

究显微镜观察肝组织结构ꎬ结果 ＣＣｌ４ 致小鼠肝组织

肝细胞索排列紊乱、肿胀变性ꎬ中央静脉管腔内有

淤血ꎬ炎性细胞浸润及纤维增生ꎬ随着地鳖肽剂量

增加小鼠肝细胞变性和坏死程度减轻ꎬ结果与前人

报道一致ꎮ ＣＣｌ４ 进入机体后激活肝药酶 Ｐ￣４５０ꎬ促
进机体生产过量自由基ꎬ引起脂质过氧化反应ꎬ使
细胞膜结构功能遭到破坏ꎬ导致肝细胞中 ＡＬＴ、ＡＳＴ
释放ꎬ使血中 ＡＬＴ、ＡＳＴ 升高[１３]ꎮ 刘竹青等[１４]用 Ｄ￣
半乳糖建立致衰老小鼠模型ꎬ测定黄粉虫酶解物体

内抗氧化能力ꎬ结果黄粉虫酶解物可显著提高小鼠

血浆、肝中 ＣＡＴ、ＧＳＨ￣Ｐｘ、Ｔ￣ＳＯＤ 活力ꎬ降低 ＭＤＡ 含

量ꎮ 刘雪姣[１５]研究玉米低聚肽对四氯化碳所致小

鼠急性肝损伤保护作用ꎬ结果玉米低聚肽能降低

ＡＳＴ、ＡＬＴ 活力和 ＭＤＡ 含量ꎬ在一定程度上提高

ＳＯＤ 和 ＧＳＨ￣Ｐｘ 活力等ꎬ达到预防四氯化碳所致小

鼠急性肝损伤ꎬ且明显改善小鼠肝功能状况ꎮ 李谚

语等[１６]研究保肝汤对四氯化碳(ＣＣｌ４)致慢性化学

性肝损伤的保护作用ꎬ结果保肝汤高、中、低剂量组

ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平降低ꎬ保肝汤中、低剂量组 ＭＤＡ 含量

显著降低ꎮ ＣＣｌ４ 的毒性作用会造成肝组织局灶性

的坏死ꎬ损伤肝细胞、肝窦内皮细胞ꎬ使其释放 α￣
ＳＭＡ、ＴＧＦ￣β１、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 等细胞因子引发炎性反

应[１７]ꎮ 郭心怡[１８]采用芍药苷干预四氯化碳诱导肝

损伤ꎬ结果芍药苷明显降低四氯化碳诱导的炎性因

子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 表达ꎬ肝组织 α￣ＳＭＡ、ＴＧＦ￣β１ 蛋白和

ｍＲＮＡ 表达水平均显著下降ꎮ Ｗａｎｇ 等[１９] 研究球姜

酮通过抑制氧化应激和炎症反应来保护小鼠四氯

化碳(ＣＣｌ４)诱导的小鼠急性肝损伤ꎬ结果球姜酮可

以恢复 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ￣Ｐｘ 的活性ꎬ减少 ＭＤＡ 的产生ꎬ
并减少促炎细胞因子 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 的释放量ꎮ 袁

静等[２０]探讨山丹黄参多糖对四氯化碳(ＣＣｌ４)小鼠

肝损伤的保护作用ꎬ结果药物组血浆 ＡＬＴ、ＡＳＴ、活
性明显降低ꎬ肝组织 ＳＯＤ 活力显著升高ꎬＭＤＡ 含量

明显下降ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 及 Ｂａｘ 蛋白阳性表达明显减

少ꎮ 本研究结果地鳖肽明显降低 ＣＣｌ４ 致慢性肝损

伤小鼠血清中肝功能指标(ＡＬＴ、ＡＳＴ)ꎬ显著提高肝

组织中抗氧化酶(ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ￣Ｐｘ)活性ꎬ明显抑

制脂质过氧化反应产物(ＭＤＡ)生成ꎬ降低肝细胞炎

症因子 ( ＩＬ￣６、 ＴＮＦ￣α、 ｉＮＯＳ)、促凋亡因子 ( Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣３)、纤维化因子(α￣ＳＭＡ、ＴＧＦ￣β１)产生ꎬ以
上试验结果与有关研究报道基本一致ꎮ

综上所述ꎬ地鳖肽对 ＣＣｌ４ 导致的小鼠慢性肝损

伤有一定的抗氧化保护作用ꎬ其保护作用机理可能

是通过提高肝抗氧化酶活力ꎬ抑制脂质过氧化ꎬ降
低炎症因子及凋亡因子生成ꎬ维持肝细胞结构完整

性有关ꎮ
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Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): ８１－８８.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０１􀆰 ０１２

[基金项目]云南省应用基础研究计划项目(２０１７ＦＥ４６８－０１４ꎬ２０１７ＦＥ４６８－０１６)ꎻ云南省教育厅科学研究项目(２０１８Ｙ０４８)ꎻ昆明医科大学创

新基金项目(２０１９Ｓ０９３)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ(２０１７ＦＥ４６８－０１４ꎬ ２０１７ＦＥ４６８－０１６)ꎬＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ
Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ(２０１８Ｙ０４８)ａｎｄ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ(２０１９Ｓ０９３).
[作者简介]陆姜利(１９９２—)ꎬ女ꎬ在读硕士研究生ꎬ研究方向:药理学ꎮ Ｅｍａｉｌ:１３１１３４５２４８＠ ｑｑ.ｃｏｍ
[通信作者]郑红(１９６９—)ꎬ女ꎬ教授ꎬ博士ꎬ研究方向:比较医学ꎮ Ｅｍａｉｌ:８４７２５５１７０＠ ｑｑ.ｃｏｍꎻ

梁张(１９６６—)ꎬ女ꎬ副教授ꎬ硕士ꎬ研究方向:药学ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｙｎｌｍｌ￣ｚ＠ １６３.ｃｏｍꎮ
∗ 共同通信作者

Ｄ￣半乳糖与 Ｌ￣谷氨酸诱导树鼩肝组织损伤
陆姜利１ꎬ郭玉倩１ꎬ钱忠义２ꎬ角建林３ꎬ梁张３∗ꎬ郑红１∗

(１. 昆明医科大学实验动物学部ꎬ昆明　 ６５０５００ꎻ ２. 昆明医科大学基础医学院实验教学中心ꎬ昆明　 ６５０５００ꎻ
３. 昆明医科大学技术转移中心ꎬ昆明　 ６５００３１)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究 Ｄ￣半乳糖与 Ｌ￣谷氨酸对树鼩肝组织损伤及机制ꎮ 方法　 雄性树鼩随机分为 ４ 组:对照

组(ＣＴ 组)、Ｄ￣半乳糖组(Ｄ 组)、Ｌ￣谷氨酸组(Ｇ 组)、Ｄ￣半乳糖组＋Ｌ￣谷氨酸组(Ｄ＋Ｇ 组)ꎬ每周称量体重、计算存活

率ꎮ 给药 ８ 周后ꎬ心脏采血处死树鼩ꎬ４％多聚甲醛灌注固定肝ꎬ进行 ＨＥ 和免疫组织化学染色ꎬ检测 ＴＬＲ２、ＮＦ￣κＢ
和 Ｐ￣ｇｐ 表达ꎮ 结果　 相对于第 １ 周ꎬ第 ８ 周 Ｄ＋Ｇ 组树鼩体重下降ꎮ Ｇ 组、Ｄ 组、Ｄ＋Ｇ 组生存率下降ꎬ肝细胞变性、
水肿、坏死、炎性细胞浸润、中央静脉、门静脉、分支胆管扩张ꎬ其中 Ｄ＋Ｇ 组最严重ꎮ 相对于 ＣＴ 组ꎬＤ 组、Ｇ 组和 Ｄ＋
Ｇ 组的 ＴＬＲ２(Ｐ< ０􀆰 ０５)、ＮＦ￣κＢ(Ｐ< ０􀆰 ０１)和 Ｐ￣ｇｐ(Ｐ< ０􀆰 ０１)表达均升高ꎻ在 ３ 个处理组中ꎬＤ＋Ｇ 组的 ＴＬＲ２(Ｐ<
０􀆰 ０５)、ＮＦ￣κＢ(Ｐ< ０􀆰 ０１)和 Ｐ￣ｇｐ(Ｐ< ０􀆰 ０１)表达显著高于 Ｄ 组和 Ｇ 组ꎮ 结论　 Ｄ￣半乳糖、Ｌ￣谷氨酸单独或联合给药

均可引起树鼩肝组织损伤ꎬ联合给药损伤更严重ꎮ 其机制可能涉及 ＴＬＲ２ / ＮＦ￣κＢ 通路激活ꎬ同时 Ｐ￣糖蛋白代偿性

增加ꎮ
【关键词】 　 肝组织损伤ꎻＬ￣谷氨酸ꎻＤ￣半乳糖ꎻＴＬＲ２ / ＮＦ￣κＢ 信号途径ꎻＰ￣糖蛋白
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Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ ａｎｄ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ
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(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｔｅａｃｈｉｎｇ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００􀆰

３. Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｔｒａｎｓｆｅｒ Ｃｅｎｔｅｒｓꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５００３１)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＬＩＡＮＧ Ｚｈａｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｙｎｌｍｌ￣ｚ＠ １６３.ｃｏｍꎻ ＺＨＥＮＧ Ｈｏｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ８４７２５５１７０＠ ｑｑ.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ ａｎｄ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ
ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍａｌｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ: ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＣＴ)ꎬ Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ (Ｄ)ꎬ Ｌ￣
ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ (Ｇ) ａｎｄ Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ (Ｄ＋Ｇ) ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ
ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｗｅｅｋｌｙ. Ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓꎬ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ. Ｔｈｅｉｒ ｌｉｖｅｒｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｕｓｅｄ
ｗｉｔｈ ４％ ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｆｏｒ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＴＬＲ２ꎬ ＮＦ￣κＢ ａｎｄ Ｐ￣
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ (Ｐ￣ｇｐ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｄ＋Ｇ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ａｔ ｗｅｅｋ ８ ｔｈａｎ ａｔ ｗｅｅｋ １. Ｔｈｅ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｇꎬ Ｄ ａｎｄ Ｄ＋Ｇ ｇｒｏｕｐｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ＣＴ ｇｒｏｕｐ. Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｉｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ
ｅｄｅｍａꎬ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ｄｉｌａｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｎｄ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ
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ｂｒａｎｃｈ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｇꎬ Ｄ ａｎｄ Ｄ＋Ｇ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ２ (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ ＮＦ￣κＢ (Ｐ < ０􀆰 ０１) ａｎｄ Ｐ￣ｇｐ (Ｐ< ０􀆰 ０１) ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｄꎬ Ｇ ａｎｄ Ｄ＋Ｇ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ Ｄ＋Ｇ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｄ ｏｒ Ｇ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ ａｎｄ / ｏｒ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｄｕｃｅ
ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＴＬＲ２ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ Ｐ￣ｇｐ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙꎻ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅꎻ ＴＬＲ２ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌꎻ Ｐ￣ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 肝是人体新陈代谢的主要器官ꎬ具有十分重要

和复杂的生理功能[１]ꎮ 化学物质是导致临床常见

肝损伤的因素ꎮ 通过胃肠道门静脉或体循环进入

肝进行转化ꎬ有毒物质使肝组织受到损害ꎬ表现为

肝细胞变性、坏死ꎬ肝功能障碍ꎬ进而发展为肝硬

化ꎬ甚至引起肝衰竭、肝癌、肝性脑病等[２－３]ꎮ 肝疾

病对人类健康危害巨大ꎬ目前肝疾病的治疗仍然是

世界性难题ꎬ建立实验性肝损伤动物模型ꎬ 有助于

肝疾病发病机制的研究、筛选保肝药物ꎮ 实验性肝

损伤动物模型已成为发病机制和药物研发的重要

工具ꎮ
１９６８ 年ꎬ首次报道 Ｄ￣半乳糖 ( Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅꎬ Ｄ￣

ｇａｌ)引起肝损伤[４]ꎮ 目前ꎬＤ￣ｇａｌ 已被广泛应用于建

立实验性衰老、肝损伤等疾病模型[５－８]ꎮ Ｄ￣ｇａｌ 是动

物体内正常的营养成分ꎬ机体在正常情况下将 Ｄ￣ｇａｌ
转化为葡萄糖￣６￣磷酸ꎮ 过量摄入则会引起机体细

胞内大量 Ｄ￣ｇａｌ 堆积ꎬ导致氧化应激－自由基损害ꎬ
破坏细胞线粒体、ＤＮＡ 和蛋白质等ꎬ进而出现器官

损伤[９－１０]ꎮ Ｌ￣谷氨酸(ｇｌｕｔａｍａｔｅꎬＧｌｕ)是中枢神经系

统内最主要的一种兴奋性神经递质ꎬ参与机体正常

生理活动ꎬ但是大量谷氨酸能够引起神经兴奋性毒

性ꎬ导致神经元的肿胀、凋亡与坏死ꎬ谷氨酸诱导肝

损伤未见报道[１１－１２]ꎮ 因此ꎬＤ￣半乳糖和 Ｌ￣谷氨酸联

合作用是增强或降低肝毒性ꎬ值得探索ꎮ
Ｔｏｌｌ 样受体(ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＴＬＲ)最早在果蝇

体内发现ꎬＴＬＲｓ 家族是介导炎症反应的关键受体蛋

白ꎬ其中 ＴＬＲ２ 通过刺激触发骨髓分化因子 ８８ 依赖

性信号传导可增强核转录因子 κＢ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣
ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ￣κＢ)的活化ꎬ激活炎性反应[１３－１７]ꎮ 研究

表明 ＴＬＲ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路在肝损伤中起到重要作

用ꎬ在肝损伤时二者表达均升高[１８]ꎮ Ｐ 糖蛋白(Ｐ￣
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＰ￣ｇｐ)是一种药物转运体ꎬ在肝中主要

介导疏水性阳离子的外排ꎬ降低细胞内的药物浓

度ꎮ 有 研 究 发 现 Ｐ￣ｇｐ 在 肝 损 伤 发 生 时ꎬ 表 达

上调[１９－２０]ꎮ
本研究给予树鼩 Ｄ￣半乳糖和 Ｌ￣谷氨酸ꎬ探索复

合因素的实验性肝损伤动物模型ꎮ 通过检测 ＴＬＲ２ /

ＮＦ￣κＢ 和 Ｐ 糖蛋白的表达ꎬ初步探究树鼩肝损伤的

机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２８ 只雄性 １０ 月龄树鼩ꎬ体重(１３６ ± ２０)ｇꎬ购自

昆明医科大学实验动物学部 【 ＳＣＸＫ(滇) Ｋ２０１５ －
０００２】ꎬ饲养于昆明医科大学普通级实验室【ＳＹＸＫ
(滇)Ｋ２０１５－０００２】ꎮ 实验操作符合实验动物伦理

学要求【伦理审批号:ＫＭＭＵ２０１９０１７】ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

组织包埋机 ( Ｌｅｉｃａꎬ美国)ꎬ切片机 ( Ｌｅｉｃａꎬ美
国)ꎬ摊片烤片一体机( Ｌｅｉｃａꎬ美国)ꎬ生物显微镜

(Ｌｅｉｃａꎬ美国)ꎬＬ￣谷氨酸( Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎬＤ￣半乳糖

( Ｓｉｇｍａꎬ 美 国 )ꎬ Ａｎｔｉ￣Ｐ Ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ( Ａｂｃａｍꎬ
ａｂ１７０９０４)ꎬＡｎｔｉ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５(Ａｂｃａｍꎬａｂ３２５３６)ꎬＡｎｔｉ￣
ＴＬＲ２(Ａｂｃａｍꎬａｂ２０９２１６)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验动物的分组、给药及取材

将 ２８ 只健康雄性树鼩随机分为 ４ 组ꎬ每组 ７ 只ꎮ
分别为对照组(ＣＴ 组ꎬ灌胃生理盐水 ８ ｍＬ / ｋｇ)、Ｌ￣谷
氨酸组(Ｇ 组ꎬ灌胃 ２０００ ｍｇ / ｋｇ)、Ｄ￣半乳糖组(Ｄ
组ꎬ腹腔注射６００ ｍｇ / ｋｇ)、 Ｄ￣半乳糖联合 Ｌ￣谷氨酸

组(Ｄ＋Ｇ 组ꎬ腹腔注射 Ｄ￣半乳糖６００ ｍｇ / ｋｇꎻ灌胃 Ｌ￣
谷氨酸 ２０００ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ每天给药 １ 次ꎬ持续 ８ 周ꎮ 每

周称量动物体重ꎬ记录存活数ꎮ 心脏采血处死树鼩

后ꎬ４％多聚甲醛灌注固定脏器ꎬ取肝组织立刻置于

４％多聚甲醛 ４８ ｈꎬ透明ꎬ浸蜡ꎬ包埋ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 组织学染色检测

蜡块切片ꎬ脱蜡ꎮ ＨＥ 染色:苏木素染色ꎬ用水

冲洗后盐酸酒精分化ꎬ伊红染色ꎬ脱水封片ꎮ 免疫

组织化学染色:柠檬酸组织抗原修复液于高压锅里

煮 ２ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻ过氧化氢孵育 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ
冲洗 ３ 次ꎻ用一抗孵育于 ４ 度冰箱过夜ꎬＰＢＳ 冲洗 ３
次ꎻ二抗孵育 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻＤＡＢ 显色液孵

育 ３ ｍｉｎꎬ显微镜观察显色后用 ＰＢＳ 冲洗终止显色ꎻ

２８
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苏木素染色 ４ ｍｉｎꎬ水冲洗ꎬ盐酸酒精分化 ６ ｓꎬ用水

返蓝至镜下观察细胞核为蓝色ꎻ脱水封片ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对树鼩肝组织免疫组化染色结果进

行处理ꎬ计算阳性面积占比及平均光密度值ꎻ应用

Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ７ 对阳性面积占比及平均光密度值

作图并进行组间 Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 法分析ꎬＰ< ０􀆰 ０５
为差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｌ￣谷氨酸与 Ｄ￣半乳糖处理对树鼩体重和存活

率的影响

如图 １Ａ 所示ꎬ给药第 １ 周ꎬ各组树鼩平均体重

均有所下降ꎮ 与第 １ 周相比ꎬ树鼩第 ８ 周的平均体

重均上升的是 ＣＴ 组 ( １３％)、 Ｇ 组 ( １２％)、 Ｄ 组

(６％)ꎬ而 Ｄ＋Ｇ 组体重下降 ６％ꎮ 如图 １Ｂ 所示ꎬ给
药 ８ 周后ꎬＣＴ 组的存活率为 １００％ꎬＧ 组为 ８７􀆰 ５％ꎬ
Ｄ 组为 ５４􀆰 ５５％ꎬＤ＋Ｇ 组 ７０％ꎮ

２􀆰 ２　 Ｌ￣谷氨酸与 Ｄ￣半乳糖处理对树鼩肝组织的

影响

组织病理学的结果显示ꎬＣＴ 组树鼩肝细胞索呈

放射状排列ꎬ从中央静脉(ｃｅｎｔｒａｌ ｖｅｉｎꎬＣＶ)辐射并通

过血窦 ( ｂｌｏｏｄ ｓｉｎｕｓｏｉｄｓꎬ Ｓ)ꎬ肝细胞形态良好 (图
２Ａ)ꎮ 门静脉(ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎꎬＰＶ)区域有分支胆管(ｂｉｌｅ
ｄｕｃｔｓꎬ ＢＤ)(图 ２Ｅ)ꎻ少量炎症细胞浸润(图 ２Ｉ)ꎮ Ｇ
组可见肝细胞水样变性ꎬ部分细胞坏死ꎬ肝细胞水

肿(ｅｄｅｍａꎬＥ)ꎬ中央静脉扩张(图 ２Ｂ)ꎻ门静脉、分支

胆管扩张(图 ２Ｆ)ꎻ炎症细胞浸润较明显(图 ２Ｊ)ꎮ Ｄ
组肝细胞排列紊乱ꎬ结构较模糊ꎬ可见核固缩(＃)ꎬ
ＣＶ 扩张(图 ２Ｃ)ꎻＰＶ、ＢＤ 扩张(图 ２Ｇ)ꎻ炎症细胞浸

润加重(图 ２Ｋ)ꎮ Ｄ＋Ｇ 组损伤更为严重ꎬ可见肝细

胞脂肪变性(＆)ꎬ细胞核空泡化(∗)ꎬ细胞索状消

失ꎬ肝血窦明显增宽ꎬ肝细胞呈游离状态、数量减

少ꎬＣＶ 扩张(图 ２Ｄ)ꎻＰＶ 和 ＢＤ 扩张明显(图 ２Ｈ)ꎻ
有 大 量 的 炎 症 细 胞 浸 润 ( ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎꎬＩＣＩ)(图 ２Ｌ)ꎮ

图 １　 Ｌ￣谷氨酸与 Ｄ￣半乳糖对树鼩体重(Ａ)和存活率(Ｂ)的影响

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ(Ａ)ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ(Ｂ)ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 Ｌ￣谷氨酸与 Ｄ￣半乳糖处理增加了树鼩肝 Ｔｏｌｌ
样受体 ２(ＴＬＲ２)的表达

ＩＨＣ 染色显示ꎬＴＲＬ２ 主要在肝血窦与细胞膜上

表达(图 ３Ａ)ꎮ Ｇ 组(Ｐ < ０􀆰 ０５)、Ｄ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)、Ｄ
＋Ｇ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)的 ＴＲＬ２ 阳性面积占比(图 ３Ｂ)、平
均光密度值均显著高于对照组(图 ３Ｃ)ꎮ 在 ３ 个处

理组中ꎬＤ＋Ｇ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)的阳性面积占比、平均光

密度值均显著高于 Ｇ 组和 Ｄ 组ꎮ
２􀆰 ４　 Ｌ￣谷氨酸与 Ｄ￣半乳糖处理增加了树鼩肝核转

录因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)表达

ＮＦ￣κＢ 主要表达定位于肝血窦膜上ꎮ Ｌ￣谷氨酸、
Ｄ￣半乳糖及 Ｌ￣谷氨酸联合 Ｄ￣半乳糖均能增加肝 ＮＦ￣
κＢ 表达(图 ４Ａ)ꎮ Ｇ 组、Ｄ 组、Ｄ＋Ｇ 组 ＮＦ￣κＢ 的阳性

面积占比(图 ４Ｂ)、平均光密度值均极显著高于对照

组(图 ４Ｃ)(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 相对于 Ｇ 组和 Ｄ 组ꎬＤ＋Ｇ 组

的阳性面积占比、平均光密度值均显著升高(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ５　 Ｌ￣谷氨酸与 Ｄ￣半乳糖处理增加了树鼩肝 Ｐ￣糖
蛋白(Ｐ￣ｇｐ)的表达

免疫组化表明树鼩肝 Ｐ￣ｇｐ 表达主要在细胞核

与细胞膜上(图 ５Ａ)ꎮ 与 ＣＴ 组比较ꎬＧ 组、Ｄ 组、Ｄ＋
Ｇ 组 Ｐ￣ｇｐ 的阳性面积占比(图 ５Ｂ)、平均光密度值

均及显著升高(Ｐ< ０􀆰 ０１)(图 ５Ｃ)ꎮ Ｄ＋Ｇ 组的阳性

面积、平均光密度值极显著高于 Ｇ、 Ｄ 组 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 提示 Ｌ￣谷氨酸、Ｄ￣半乳糖及 Ｌ￣谷氨酸联合

Ｄ￣半乳糖均能引起肝 Ｐ￣糖蛋白表达增加ꎬ以介导药

物外排ꎬ其中 Ｌ￣谷氨酸联合 Ｄ￣半乳糖的药物外排作

用显著高于单独给药ꎮ

３８
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注:ＣＴ 组(ＡＥＩ)ꎬＧ 组(ＢＦＪ)ꎬＤ 组(ＣＧＫ)ꎬＤ＋Ｇ 组(ＤＨＬ)ꎻＡ￣Ｄ 中ꎬＣＶꎬＳꎬＥꎬ＃ꎬ＆ꎬ∗分别表示中央静脉( ｃｅｎｔｒａｌ
ｖｅｉｎꎬＣＶ)ꎬ血窦(ｂｌｏｏｄ ｓｉｎｕｓｏｉｄｓꎬＳ)ꎬ肝细胞水肿( ｅｄｅｍａꎬＥ)ꎬ核固缩( ＃)ꎬ肝细胞脂肪变性(＆)ꎬ细胞核空泡化

(∗)ꎻＥ￣Ｈ 中ꎬＰＶꎬＢＤ 分别表示门静脉(ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎꎬＰＶ)ꎬ分支胆管(ｂｉｌｅ ｄｕｃｔｓꎬ ＢＤ)ꎻＩ￣Ｌ 中ꎬＩＣＩ 表示炎症细胞浸润

(ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎꎬＩＣＩ)ꎮ

图 ２　 树鼩肝组织形态

Ｎｏｔｅ. ＣＴ ｇｒｏｕｐ (ＡＥＩ)ꎬ Ｇ ｇｒｏｕｐ(ＢＦＪ)ꎬ Ｄ (ＣＧＫ)ꎬ Ｄ＋Ｇ ｇｒｏｐ(ＤＨＬ). Ａ￣Ｄꎬ ＣＶꎬ Ｓꎬ Ｅꎬ ＃ꎬ ＆ꎬ ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｃｅｎｔｒａｌ
ｖｅｉｎꎬｂｌｏｏｄ ｓｉｎｕｓｏｉｄｓꎬ Ｈｅｐａｔｏｅｄｅｍａꎬ Ｎｕｃｌｅａｒ ｐｙｋｎｏｓｉｓꎬ Ｃｅｌｌ ｓｔｅａｔｏｓｉｓꎬ Ｃｅｌｌ ｖａｃｕｏｌａｔｉｏｎ. Ｅ￣Ｈꎬ ＰＶ ａｎｄ ＢＤ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｐｏｒｔａｌ
ｖｅｉｎꎬ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔｓ. Ｉ￣Ｌ ＩＣＩ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕ

注:Ａ: 各组树鼩 ＴＬＲ２图片(ＩＨＣ 染色)ꎮ Ｂꎬ Ｃ: ＣＴ 组与 ＧꎬＤꎬＤ＋Ｇ 组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬＤ＋Ｇ 组与 ＧꎬＤ 组相比ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 树鼩肝组织 ＴＬＲ２ 的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＴＬＲ２ ( ＩＨＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ) . Ｂꎬ Ｃꎬ ＣＴ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧꎬＤꎬＤ ＋Ｇ ｇｒｏｕｐꎬ
∗Ｐ< ０􀆰 ０５.Ｄ＋Ｇ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧꎬＤ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ２ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

４８
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注:Ａ: 各组树鼩 ＮＦ￣κＢ 图片(ＩＨＣ 染色)ꎮ ＢꎬＣ: ＣＴ 组与ＧꎬＤꎬＤ＋Ｇ 组相比ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻＤ＋Ｇ 组与ＧꎬＤ 组相比ꎬ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ

图 ４　 树鼩肝组织 ＮＦ￣κＢ 的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＮＦ￣κＢ( ＩＨＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ) . Ｂꎬ Ｃꎬ ＣＴ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧꎬＤꎬＤ＋Ｇ ｇｒｏｕｐꎬ
∗Ｐ< ０􀆰 ０１.Ｄ＋Ｇ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧꎬＤ ｇｒｏｕｐꎬ ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

注:Ａ:各组树鼩 Ｐ￣ｇｐ 图片(ＩＨＣ 染色)ꎮ ＢꎬＣ: ＣＴ 组与 ＧꎬＤꎬＤ＋Ｇ 组相比ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻＤ＋Ｇ 组与 ＧꎬＤ 组相比ꎬ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ

图 ５　 树鼩肝组织 Ｐ￣ｇｐ 的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｐ￣ｇｐ ( ＩＨＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ) . Ｂꎬ Ｃꎬ ＣＴ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧꎬＤꎬＤ ＋ Ｇ ｇｒｏｕｐꎬ
∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１.Ｄ＋Ｇ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧꎬＤ ｇｒｏｕｐꎬ ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ￣ｇｐ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

３　 讨论

本实验探究 Ｄ￣半乳糖和 Ｌ￣谷氨酸对树鼩肝的

损伤情况ꎮ 有研究表明长期大剂量给予 Ｄ￣半乳糖、
谷氨酸均能够对机体产生损伤[２１－２２]ꎮ 体重与存活

率能反映机体的综合代谢ꎬ进而反应药物对机体的

治疗和损伤作用ꎮ 本实验发现ꎬＤ＋Ｇ 组树鼩体重减

轻ꎬ存活率下降ꎬ提示 Ｌ￣谷氨酸与 Ｄ￣半乳糖联合给

药ꎬ对树鼩有明显的损伤作用ꎮ 肝是机体的主要代

谢器官ꎬ也是化学物质最重要的靶器官ꎬ肝损伤是

一种多因素疾病ꎮ 肝损伤的主要靶细胞为肝细胞、
胆管上皮细胞和血管内皮细胞ꎬ其病理特点复杂多
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变ꎮ 肝活检是临床上判断肝损伤严重程度的重要

指标ꎬ协助分析病因和判断预后[２３]ꎮ Ｄ￣半乳糖能够

导致小鼠肝组织细胞排列不整齐ꎬ肝细胞坏死ꎬ出
现明显病变[２４－２７]ꎮ 谷氨酸钠导致小鼠肝细胞细胞

质肿胀ꎬ细胞核空泡化ꎬ门静脉区域充血ꎬ胆管扩张

和炎性细胞浸润[２８－３０]ꎮ 本实验显示 Ｌ￣谷氨酸对树

鼩肝细胞损伤与谷氨酸钠类似ꎮ 此外ꎬＤ￣半乳糖联

合 Ｌ￣谷氨酸给药ꎬ肝组织病理损伤更为严重ꎬ表现

为肝细胞脂肪变性ꎬ细胞核空泡化ꎬ细胞索状消失ꎬ
肝血窦明显增宽ꎬ中央静脉与门静脉扩张明显ꎬ有
大量的炎症细胞浸润ꎮ 提示联合给药导致树鼩肝

组织较强炎性反应ꎮ
Ｔｏｌｌ 样受体的胞内段与 ＩＬ￣１ 受体同源ꎬ其激活

能激发早期抗感染的炎性细胞因子生成ꎬ进而启动

机体炎性防御机制ꎮ ＴＬＲＳ 及其信号途径在炎性反

应中发挥重要作用ꎮ 核转录因子 ＮＦ￣κＢ 是具有多

种转录调节作用的核转录因子ꎬ通过参与炎性细胞

因子的表达而参与多种疾病过程ꎮ ＴＬＲＳ 的激活引

起下游分子活化ꎬ导致 ＮＦ￣κＢ 的活化及启动子结合

蛋白磷酸化ꎬ诱导 ＮＦ￣κＢ 信号通路的促炎性因子反

应ꎬ激活炎性因子产生生物学效应ꎮ 张昭[３１] 发现急

性出血坏死性胰腺炎(ＡＨＮＰ)肝中 ＴＬＲｓ 与 ＮＦ￣κＢ
具有正相关性ꎬＴＬＲｓ 表达上调ꎬ进一步激活 ＮＦ￣κＢꎬ
炎性介质表达增强ꎬ肝损伤加重ꎮ ＴＬＲ２ 是 ＴＲＬｓ 家

族中研究最早分布最广泛的成员ꎬ受到内外源性配

体刺激后ꎬ通过骨髓分化因子 ８８ 依赖性途径活化

ＮＦ￣κＢꎮ ＮＦ￣κＢ 进入细胞核中作为转录因子诱导促

炎因子和炎性因子表达[３２]ꎮ 四氯化碳诱导大鼠肝

损伤中ꎬ ＴＬＲ２ 与 ＮＦ￣κＢ 表达显著升高[３３]ꎮ 在

ＡＨＮＰ 肝损伤模型中大鼠ꎬＴＬＲ２ｍＲＮＡ 和 ＴＬＲ２ 的

表达均显著升高[３４－３６]ꎮ 糖尿小鼠病伴有肝损伤时

ＮＦ￣κＢ 的表达显著上升[３７]ꎮ 与以上报道相似ꎬ本实

验显示 Ｄ￣半乳糖、Ｌ￣谷氨酸及二者联合给药均使

ＴＬＲ２、ＮＦ￣κＢ 的表达升高ꎮ 推测 Ｄ￣半乳糖、Ｌ￣谷氨

酸通过刺激 ＴＬＲ２ / ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ促发炎性反应ꎬ
引起肝组织病理改变ꎮ

糖蛋白也称为多耐药基因 １ꎬ是 ＡＢＣ 结合转运

蛋白超家族成员ꎬ依赖 ＡＴＰ 供能ꎬ介导肝细胞外排

药物[３８－３９]ꎮ 主要介导疏水性阳离子外排降低肝细

胞内药物浓度ꎬ产生耐药现象ꎮ 炎性反应等病理条

件下药物转运体的活性和表达改变ꎬ进而影响疗效

或产生毒性ꎮ 临床病理条件下ꎬ肝药物转运体表达

的改变反映病情进程[４０]ꎮ Ｐ￣糖蛋白在慢性肝损伤

中发挥一定作用[４１]ꎮ 周利婷等[１９] 在异烟肼致小鼠

肝损伤中观察到 Ｐ￣糖蛋白升高ꎮ 李春桃[２０] 在小鼠

肝癌模型中发现ꎬ肝缺血再灌注损伤时ꎬＰ￣糖蛋白显

著升高ꎮ 本实验中 Ｌ￣谷氨酸、Ｄ￣半乳糖单独或联合

给药ꎬ均引起树鼩肝 Ｐ￣糖蛋白的高表达ꎬ当二者联

合给药时 Ｐ￣糖蛋白的表达最高ꎮ 提示炎症反应严

重性与 Ｐ￣糖蛋白增加正相关ꎮ
综上所述ꎬＤ￣半乳糖、Ｌ￣谷氨酸单独或联合作用

均可引起树鼩肝组织损伤ꎬ其中联合给药损伤较严

重ꎮ 其机制可能涉及 ＴＬＲ２ / ＮＦ￣κＢ 通路激活而诱发

炎性反应ꎻ同时树鼩肝组织 Ｐ￣糖蛋白代偿性增加ꎬ
以缓解毒性ꎮ
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ａｄａｐｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ １９９７ꎬ ３８８(６６４０): ３９４－３９７.

[１４] 　 Ｓｚａｔｍａｒｙ Ｚ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ [ Ｊ] . Ｇｅｎ
Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｐｈｙｓꎬ ２０１２ꎬ ３１ (４): ３５７－３６６.

[１５] 　 Ｔｏｕｂｉａｎａ Ｊꎬ Ｒｏｓｓｉ ＡＬꎬ Ｂｅｌａｉｄｏｕｎｉ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｒｃ￣ｆａｍｉｌｙ￣ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ Ｌｙｎ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ＴＬＲ２￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ＮＦ￣κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ ３￣ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] . Ｉｎｎａｔｅ Ｉｍｍｕｎꎬ
２０１５ꎬ ２１(７): ６８５－６９７.

[１６] 　 Ｔａｎ Ｙꎬ Ｔｓｅｎｇ ＰＯꎬ Ｗａｎｇ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｉｆｆｅｎｉｎｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｉｇｈ
ｐｕｌｓａｔｉｌｉｔｙ ｆｌｏｗ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ａ ＴＬＲ２ /
ＮＦ￣κＢ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１４ꎬ ９(７): ｅ１０２１９５.

[１７] 　 Ａｏｋｉ Ｋꎬ Ｎａｋａｊｉｍａ Ｍꎬ Ｈｏｓｈｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｍｉｎｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ
ｏｎ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ [ Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｐｈａｒｍ Ｂｕｌｌꎬ ２００８ꎬ ３１(３):
４１２－４２０.

[１８] 　 刘晴. 枸杞多糖对 ＣＣｌ４ 诱导的大鼠肝纤维化的保护作用及

机制研究 [Ｄ]. 南京农业大学ꎬ ２０１６.
Ｌｉｕ Ｑ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｇａｉｎｓｔ ＣＣｌ４￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ [Ｄ]. Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１６.

[１９] 　 周利婷ꎬ 周燕ꎬ 张国强ꎬ 等. 异烟肼对小鼠肝细胞膜转运体

Ｍｒｐ２ꎬ Ｂｓｅｐꎬ Ｐ￣ｇｐ 和 Ｎｔｃｐ 表达的影响 [ Ｊ] . 中国药学杂志ꎬ
２０１４ꎬ ４９(４): ２９８－３０２.
Ｚｈｏｕ ＬＴꎬ Ｚｈｏｕ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ ＧＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｉｓｏｎｉａｚｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ
Ｍｒｐ２ꎬ Ｂｓｅｐꎬ Ｐ￣ｇｐ ａｎｄ Ｎｔｃｐ ｉｎ ｍｏｕｓｅ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍ Ｊꎬ
２０１４ꎬ ４９(４): ２９８－３０２.

[２０] 　 李春桃. 缺血再灌注损伤对小鼠肝癌模型多药耐药表型的影

响 [Ｄ]. 西南医科大学ꎬ ２０１７.
Ｌｉ ＣＴ. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｏｎ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ
ｃａｎｃｅｒ ｍｏｄｅｌ [Ｄ]. Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１７.

[２１] 　 赵凡凡ꎬ 周玉枝ꎬ 高丽ꎬ 等. Ｄ￣半乳糖致衰老大鼠模型的研

究进展 [Ｊ] . 药学学报ꎬ ２０１７ꎬ ５２(０３): ３４７－３５４.
Ｚｈａｏ ＦＦꎬ Ｚｈｏｕ ＹＺꎬ Ｇａｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｇｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ [Ｊ] . Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎꎬ

０１７ꎬ ５２(０３): ３４７－３５４.
[２２] 　 李娜. 中药抗谷氨酸神经毒性的机制研究进展 [ Ｊ] . 中国老

年学杂志ꎬ ２０１３ꎬ ３３(１４): ３５４９－３５５１.
Ｌｉ Ｎ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｇｌｕｔａｍａｔｅ
ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ [Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｇｅｒｏｎｔꎬ
２０１３ꎬ ３３(１４): ３５４９－３５５１.

[２３] 　 耿文静ꎬ 刘晖ꎬ 丁惠国. 药物性肝损伤的潜在机制、病理特点

及生物标志物 [ Ｊ] . 临床肝胆病杂志ꎬ ２０１９ꎬ ３５( ４): ９２５
－９２９.
Ｇｅｎｇ ＷＪꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｄｉｎｇ ＧＨ. Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｄｒｕｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ: Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓꎬ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓꎬ ａｎｄ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ [Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０１９ꎬ ３５(４): ９２５－９２９.

[２４] 　 Ｙｕ Ｙꎬ Ｂａｉ Ｆꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ( ＦＧＦ２１)
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ａｇａｉｎｓｔ Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙｓ [ Ｊ] .
Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１５ꎬ ４０３ (１－２): ２８７－２９９.

[２５] 　 Ｚｈａｎｇ ＺＦꎬ Ｌｕ Ｊꎬ Ｚｈｅｎｇ ＹＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｕｒｐｌｅ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｃｏｌｏｒ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ａｇａｉｎｓｔ Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ
[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２０１０ꎬ ４８(８－９): ２５００－２５０７.

[２６] 　 赵凡凡ꎬ 李肖ꎬ 高丽ꎬ 等. 甘草水提物干预 Ｄ￣半乳糖致衰老

大鼠的肝脏代谢组学研究 [Ｊ] . 中草药ꎬ ２０１７ꎬ ４８(１７): ３５４５
－３５５３.
Ｚｈａｏ ＦＦꎬ Ｌｉ Ｘꎬ Ｇａｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｅ ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ Ｄ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒａｔｓ [ Ｊ ] . Ｃｈｉｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｈｅｒｂａｌ Ｄｒｕｇｓꎬ ２０１７ꎬ ４８ ( １７ ): ３５４５
－３５５３.

[２７] 　 Ｗａｎｇ ＰＰꎬ Ｓｕｎ ＨＸꎬ Ｌｉｕ ＣＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒａｃｅｍｉｃ ｏｌｅｒａｃｅｉｎ Ｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｍｅｍｏｒｙ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ Ｄ￣
ｇａｌａｃｔｏｓｅ / ＮａＮＯ２￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
２０１６ꎬ ２３(５): ４６０－４６７.

[２８] 　 Ａｌａｒｃｏｎ￣Ａｇｕｉｌａｒ ＦＪꎬ Ｚａｍｉｌｐａ Ａꎬ Ｐｅｒｅｚ￣Ｇａｒｃｉａ ＭＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｓａｂｄａｒｉｆｆａ ｏｎ ｏｂｅｓｉｔｙ ｉｎ ＭＳＧ ｍｉｃｅ [ Ｊ ] . Ｊ
Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２００７ꎬ １１４(１): ６６－７１.

[２９] 　 Ｅｌｂａｓｓｕｏｎｉ ＥＡꎬ Ｒａｇｙ ＭＭꎬ Ａｈｍｅｄ ＳＭ. Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌ￣ａｒｇｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｇａｉｎｓｔ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ
ｇｌｕｔａｍａｔｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ [ Ｊ ] .
Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒꎬ ２０１８ꎬ １０８: ７９９－８０８.

[３０] 　 Ｏｒｔｉｚ ＧＧꎬ Ｂｉｔｚｅｒ￣Ｑｕｉｎｔｅｒｏ ＯＫꎬ Ｚáｒａｔｅ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ
ｇｌｕｔａｍａｔｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ: ａ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ [Ｊ] . Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒꎬ ２００６ꎬ ６０
(２): ８６－９１.

[３１] 　 张昭. ＴＬＲ 信号通路参与 ＡＨＮＰ 时肝损伤机制及生长抑素调

控作用 [Ｄ]. 华中科技大学ꎬ ２００８.
Ｚｈａｎｇ Ｚ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ ｏｎ ＴＬＲ ｐａｔｈｗａｙ ｄｕｒｉｎｇ ｌｉｖｅｒ
ｉｎｊｕｒｉｅｓ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ [Ｄ].
Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００８.

[３２] 　 简玲ꎬ 曹玲ꎬ 陈莲. 肺结核患者血清中 ＴＬＲｓ 信号通路表达水

平与患者治疗效果及病情预后的关系 [ Ｊ] . 标记免疫分析与

临床ꎬ ２０１８ꎬ ２５(１): １０２－１０４ꎬ １０８.
Ｊｉａｎ Ｌꎬ Ｃａｏ Ｌꎬ Ｃｈｅｎ Ｌ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＬＲｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
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ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ [ Ｊ] . Ｌａｂ
Ｉｍｍｕｎ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ ２５(１): １０２－１０４ꎬ １０８.
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利用心电植入子遥感技术测定并比较不同全麻
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醉操作以及对一些心血管活性药的心率作用研究ꎮ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｏｎ ｃａｒｄｉａｃ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ａ
ｃａｒｄｉａｃ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｉｍｐｌａｎｔ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｃａｒｄｉａｃ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｆｉｖｅ
ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈｉｎ １２０ ｍｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｕｓｉｎｇ ａ ｃａｒｄｉａｃ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｉｍｐｌａｎｔ.
Ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ (０􀆰 ０２５ ｍｇ / ｍＬ) ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｏｎ ｃａｒｄｉａｃ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ
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ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ａｃｔｅｄ ｑｕｉｃｋｌｙ ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｅ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａꎬ ｆａｓｔ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｍｉｎｉｍａｌ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ. Ｅｔｏｍｉｄａｔｅ ａｎｄ ｋｅｔａｍｉｎｅ ａｃｔｅｄ ｑｕｉｃｋｌｙꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｌａｓｔｅｄ ａ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｉｍｅ. Ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ ａｃｔｅｄ
ｓｌｏｗｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｌａｓｔｅｄ ｌｏｎｇｅｒꎬ ｗｉｔｈ ａ ｓｌｏｗ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｐｒｏｐｏｆｏｌꎬ
ｅｔｏｍｉｄａｔｅꎬ ａｎｄ ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ａｎｄ ｌｅａｓｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ. Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ｈａｓ ｔｈｅ ｌｅａｓｔ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ￣ｅｎｈａｎｃｅｄ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ｉｓ ｂｅｔｔｅｒ ｓｕｉｔｅｄ ｆｏｒ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ
ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ａｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃꎻ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅꎻ ｄｙｎａｍｉｃ ｔｅｌｅｍｅｔｒｙ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｉｍｐｌａｎｔｅｒꎻ ｒａｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 大小鼠是目前基础医学研究中最常用的动

物ꎬ对这些动物选用合适的全麻药、适当的剂量以

及最大可能地降低对动物其它方面的影响ꎬ是许

多实验成功的关键ꎮ 根据先前的实验发现多种全

麻药对动物实验的心率等心电活动均有不同程度

的影响ꎬ进而干扰在麻醉动物中所预期观察的效

果[１－３] ꎮ 故根据不同的实验动物选用合适的全麻

药ꎬ最大限度减小对动物心电活动影响一直是基

础医学研究ꎬ尤其是心脏电生理领域十分关注的

问题ꎬ但目前对此问题进行全面系统评价的研究

十分缺乏ꎮ
由于大鼠心率快、波形不同于人的心电图、清

醒状态时肢体活动产生的肌电干扰较多等都可给

心电图的稳定描记带来影响ꎬ因而探索大鼠心电活

动的观察记录方法、相关影响因素及可能的应用一

直受到生物医学研究领域的重视ꎮ 前期报道中麻

醉药对动物实验都具有一定的局限性:国内研究报

道在传统方法中ꎬ清醒状态下大小鼠心电图描记法

一般采用橡皮筋捆绑固定四肢ꎬ同时将电极分别插

入大小鼠四肢皮下ꎬ再连接导联线进行心电描记ꎬ
这样的疼痛刺激难免引发较高水平儿茶酚胺的释

放ꎬ影响心电图的记录[４－５]ꎮ
为了得到更准确、更稳定、更科学的实验结果ꎬ

需连续长时间的在清醒无束缚的条件下测量大小

动物的生理参数ꎬ心电植入子遥测系统使其成为可

能[６]ꎮ 植入子是植入在动物体内的微型设备ꎬ它担

负传感器ꎬ放大器ꎬ数字转换ꎬ无线发射的功能ꎮ 心

电植入子动态遥感监测系统能客观、标准、准确地

记录大小鼠在自由无刺激状态下的心电变化ꎬ可减

少肌电对动物心电活动测定的干扰ꎬ更直观地反映

出大小鼠在清醒静息、麻醉状态及心血管药物状态

下的动态心电指标变化情况[７]ꎮ
本实验通过利用心电植入子遥感技术ꎬ采用目

前国内外基础医学实验中最常用的五种全麻药ꎬ分

别观测其对 ＳＤ 大鼠的有效麻醉剂量、时程ꎬ并实时

遥测 ＳＤ 大鼠在清醒及不同麻药下的心率及心电活

动的改变ꎬ比较五种全麻药对 ＳＤ 大鼠心电活动的

影响ꎬ明确对 ＳＤ 大鼠心电活动影响最小的麻醉药

与剂量ꎬ从而为不同动物的全麻药选择上提供重要

的实验资料和线索ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物　
４８ 只健康清洁级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重

(２２０ ± １５) ｇꎬ来源于河北医科大学实验动物中心

【ＳＣＸＫ(冀)２０１８－００４】ꎮ 饲养于河北医科大学新药

安全评价研究中心【ＳＹＸＫ(冀)２０１８－００５】ꎮ 饲养期

间动物自由饮水ꎬ饲喂普通维持饲料由北京科澳协

力有限公司提供ꎬ饲养条件:昼夜各半循环照明ꎬ相
对湿度 ４０％ ~ ７０％ꎬ温度 ２２~２６℃ꎮ 所有动物饲养

管理和实验操作均符合动物实验伦理学要求(审批

号:ＬＡＣＵＣ￣Ｈｅｂｍｕ￣ＰＤ￣２０１７２０)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

异氟醚( Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅꎬ山东科源制药有限公司)ꎬ
丙泊酚 ( Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ西安力邦制药有限公

司)ꎬ依托咪酯(Ｅｔｏｍｉｄａｔｅ Ｆａｔ Ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ江
苏恩华药业)ꎬ咪达唑仑 ＋ 氯胺酮 ( Ｍｉｄａｚｏｌａｍ ＋
ｋｅｔａｍｉｎｅꎬ江苏恩华药业)ꎬ戊巴比妥钠(Ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ
ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔꎬ德国进口分装)ꎬ盐酸异丙肾上腺素

(Ｉｓｏｐｒｅｎａｌｉｎｅꎬ上海禾丰制药有限公司)ꎬ植入子

(ＴＡ１０ＥＡ￣Ｆ２０ꎬＤＳＩ 公司ꎬ美国)ꎬ植入式生理信号遥

测系统(ＤＳＩ 公司ꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及给药

将 ４０ 只 ＳＤ 大鼠随机各均分为 ５ 组:异氟醚组

(Ｉ 组)、异丙酚组(Ｐｒ 组)、依托咪酯组(Ｅ 组)、咪达

唑仑－氯胺酮组(ＭＫ 组)和戊巴比妥钠组(ＰＳ 组)ꎬ

０９
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每组各 ８ 只ꎮ 大鼠异氟醚吸入麻醉ꎬ其余全麻药均

分别腹腔低、高剂量腹腔注射给药ꎮ 异氟醚组先将

ＳＤ 大鼠置于麻醉诱导箱中诱导麻醉ꎬ进气端以纯氧

为载体连接异氟醚挥发罐ꎬ吸入浓度为 ２％ꎬ氧气流

量 ２ Ｌ / ｍｉｎꎬ诱导完毕后用自制大鼠面罩持续吸入

高低浓度 ２％与 １􀆰 ５％异氟醚进行维持麻醉ꎮ 丙泊

酚组腹腔注射 ６０ ｍｇ / ｋｇ 和 ７０ ｍｇ / ｋｇ 低高两剂量ꎻ
依托咪酯组 ２０ ｍｇ / ｋｇ、３０ ｍｇ / ｋｇꎻ咪达唑仑－氯胺酮

复合组 ７０ ｍｇ / ｋｇ (氯胺酮 ７５ ｍｇ / ｋｇ ＋咪达唑仑 ５
ｍｇ)ꎻ１％戊巴比妥钠组 ０􀆰 ０６ ｍＬ / １０ ｇ、０􀆰 １ ｍＬ / １０ ｇꎻ
异丙肾上腺素 ０􀆰 ０２５ ｍｇ / ｍＬ 腹腔注射ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 心电植入子置入术　

预先将手术器械高压灭菌ꎬ心电植入子用 ２％
戊二醛浸泡 １２ ｈ 消毒ꎬ后用 ０􀆰 ９％生理盐水浸泡处

理ꎮ ＳＤ 大鼠吸入异氟醚诱导麻醉后置于手术台并

持续吸入 １􀆰 ５％异氟醚ꎬ大鼠手术区域备皮ꎬ消毒铺

巾ꎬ分层次开腹ꎬ将心电植入子植入腹腔并固定ꎬ并
分别将植入子的红色电极从腹腔穿过埋置大鼠左

肋弓下缘皮下ꎬ白色电极埋置鼠右第二三肋间皮下

固定ꎮ 接收器与心电植入子一一对应ꎬ内置十字形

天线ꎬ从而接收塑料笼或铁笼内的信号ꎮ 生理信号

被植入子采集到并转换成相应的电信号后用无线

电发射出来ꎬ由饲养笼下方的接收器接收到并传递

给数据转换器ꎬ完成数据转换后送入中央处理器进

行数据处理ꎮ 然后逐层关腹术毕ꎬ手术完毕动物清

醒后正常进水、进食ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 心电图记录

各组 ＳＤ 大鼠分别给予相应高、低两个剂量不

同的全麻药ꎬ并开始计时ꎬ记录大鼠翻正反射消失

进入麻醉期至翻正反射恢复的时间ꎮ 传感器遥感

测定观察大鼠清醒状态下心率及心电活动变化ꎬ并

以大鼠清醒状态下的心电图作为 ０ ｍｉｎ 观察值ꎬ观
测记录给药后 ５、１０、１５、２０、３０、６０、９０ 和 １２０ ｍｉｎ 时

大鼠麻醉诱导期、维持期、恢复期的心率、心电图变

化情况ꎬ并进行数据统计学分析ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

数据分析与图像处理使用 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ １０ꎬ
Ｏｒｉｇｉｎ ７􀆰 ５ 和 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件处理ꎮ 实验数据以均

数±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ两组间数据比较采用独立

样本 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 麻醉药对 ＳＤ 大鼠麻醉效果观测

各组 ＳＤ 大鼠给予相应全麻药后ꎬ麻醉起效先

后顺序为丙泊酚>异氟醚>依托咪酯>氯胺酮>戊巴

比妥钠ꎮ 给予大鼠 ２％异氟醚和丙泊酚 ７０ ｍｇ / ｋｇ 进

入麻醉期时间分别为 ( １􀆰 ８０ ± １􀆰 ２０)、 ( １􀆰 １５ ±
０􀆰 ７５)ｍｉｎꎬ麻醉持续时间分别为(４５􀆰 ４０ ± ２１􀆰 ２５)、
(３８􀆰 １０ ± １６􀆰 ２０)ｍｉｎꎬ两组起效最快、麻醉期维持稳

定ꎬ可根据手术时间灵活调整麻醉期ꎬ且苏醒较快ꎬ
可控性强ꎻ给与依托咪酯 ３０ ｍｇ / ｋｇ 和咪达唑仑－氯
胺酮复合组 ７０ ｍｇ / ｋｇ 后大鼠进入麻醉期时间分别

为(１􀆰 ９８ ± １􀆰 ３７)、(２􀆰 １０ ± １􀆰 ０５)ｍｉｎꎬ起效时间较

快ꎬ但 麻 醉 维 持 时 间 较 短ꎬ 分 别 为 ( ３２􀆰 ８９ ±
１２􀆰 ２５)、(２２􀆰 ３３ ± １１􀆰 ７４) ｍｉｎꎮ 依托咪酯麻醉维

持一般少于 ４０ ｍｉｎꎬ且偶有肢体抖动现象ꎻ而 １％
戊巴比妥钠起效最慢ꎬ大鼠进入麻醉期所需时间

最长(４􀆰 １８ ± １􀆰 ２３)ｍｉｎꎬ麻醉较深ꎬ且麻醉期持续

时间长(１６５􀆰 ２０ ± ５８􀆰 ３０) ｍｉｎꎬ恢复较慢ꎬ在手术

过程中动物挣扎的情况较多见ꎬ难以达到理想麻

醉效果且麻醉期超长ꎬ可控性较差ꎬ死亡率高、副
作用大(表 １)ꎮ

表 １　 五种全麻药对大鼠麻醉时间观测

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｎ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｉｎ ｒａｔｓ
麻醉药

Ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ
麻醉诱导期(ｍｉｎ)

Ａｎａｅｓｔｈｅｔｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ(ｍｉｎ)
麻醉持续期(ｍｉｎ)

Ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ(ｍｉｎ)
异氟醚 Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ １􀆰 ８０ ± １􀆰 ２０ ４５􀆰 ４０ ± ２１􀆰 ２５
丙泊酚 Ｐｒｏｐｏｆｏｌ １􀆰 １５ ± ０􀆰 ７５ ３８􀆰 １０ ± １６􀆰 ２０

依托咪酯 Ｅｔｏｍｉｄａｔｅ １􀆰 ９８ ± １􀆰 ３７ ３２􀆰 ８９ ± １２􀆰 ２５
咪达－氯胺酮 Ｍｉｄａｚｏｌａｍ＋ ｋｅｔａｍｉｎｅ ２􀆰 １０ ± １􀆰 ０５ ２２􀆰 ３３ ± １１􀆰 ７４
戊巴比妥钠 Ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ ４􀆰 １８ ± １􀆰 ２３ １６５􀆰 ２０ ± ５８􀆰 ３０

２􀆰 ２　 麻醉药对 ＳＤ 大鼠的心率影响监测

为检测五种全麻药对 ＳＤ 大鼠心电活动的影响ꎬ
我们将各组 ＳＤ 大鼠给与相应全麻药后ꎬ利用心电植

入子动态遥感监测各组给药后 ０ꎬ５ꎬ１０ꎬ１５ꎬ２０ 和 ３０
ｍｉｎ 时 ＳＤ 大鼠麻醉期的心率和心电图的变化ꎮ 结果

如表 ２ 所示ꎬ先 ２％异氟醚麻醉诱导ꎬ以 １􀆰 ５％浓度维

持麻醉稳定ꎬ在麻醉观测前期 ３０ ｍｉｎ 内大鼠心率变

化幅度较小ꎬ未见明显的加快或减慢变化ꎬ与清醒状

态下的心率最为接近ꎬ对心电活动无明显影响ꎮ 腹腔

注射丙泊酚 ７０ ｍｇ / ｋｇ 后 ＳＤ 大鼠在麻醉观测前期

１９
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２０ ｍｉｎ内心率无明显变化ꎬ同时也接近于清醒状态下

的心率水平ꎬ但随着麻醉时间的延长ꎬ心率有轻度减

慢趋势ꎬ呈现轻度心脏抑制作用ꎮ 给予氯胺酮后大鼠

心率明显增快ꎬ心率变化波动较大ꎬ但与咪达唑仑合

用后可以减轻心率增快ꎻ给予依托咪酯和戊巴比妥钠

后在前 ２０ ｍｉｎ 内心率影响不明显ꎬ但随着麻醉时间

的延长ꎬ心率逐渐出现下降的趋势ꎬ呈明显心脏抑制

现象ꎬ且以 ３０ ｍｉｎ 时抑制作用最明显ꎮ
表 ２　 五种全麻药对大鼠心率的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｏｎ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

给药后时间(ｍｉｎ) Ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ(ｍｉｎ)
０ ５ １０ １５ ２０ ３０

异氟醚
Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ３６３􀆰 ６ ± ２３􀆰 ７ ３５２􀆰 ９ ± ２９􀆰 １ ３６１􀆰 ４ ± ３１􀆰 ５ ３４２􀆰 ９ ± ２７􀆰 ２ ３６８􀆰 ２ ± ２１􀆰 ６ ３５９􀆰 ７ ± ２５􀆰 ３

丙泊酚
Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ３７５􀆰 ０ ± ２５􀆰 ６ ３８２􀆰 ５ ± ２２􀆰 ８ ３７８􀆰 ７ ± ２３􀆰 ６ ３６３􀆰 ２ ± ２９􀆰 ６ ３５８􀆰 ８ ± ２１􀆰 ９ ３５２􀆰 １ ± ２１􀆰 ４

依托咪酯
Ｅｔｏｍｉｄａｔｅ ３８９􀆰 ７ ± ３０􀆰 ２ ３９６􀆰 ６ ± ３４􀆰 ５ ３７７􀆰 ８ ± ２９􀆰 ３ ３９２􀆰 ３ ± ２８􀆰 ６ ３８５􀆰 ３ ± ３３􀆰 ５ ３５３􀆰 ６ ± ３８􀆰 ３

咪达氯胺酮
Ｍｉｄａｚｏｌａｍ＋ ｋｅｔａｍｉｎｅ ３８７􀆰 ９ ± ３０􀆰 ４ ４４２􀆰 ８ ± ４６􀆰 ３ ４２８􀆰 ６ ± ４０􀆰 ４ ４１１􀆰 ７ ± ４２􀆰 ５ ４５６􀆰 ６ ± ５２􀆰 ０ ３９１􀆰 ７ ± ４４􀆰 ９

戊巴比妥钠
Ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ ３８６􀆰 ８ ± ３３􀆰 ９ ３７０􀆰 ０ ± ４４􀆰 ５ ３８０􀆰 ６ ± ５２􀆰 ５ ３７２􀆰 ６ ± ５５􀆰 ９ ３８１􀆰 ２ ± ５０􀆰 ９ ３４５􀆰 ９ ± ４２􀆰 ０

注:Ａ: 清醒ꎻＩ:异氟醚ꎻＰｒ:异丙酚ꎻＥ:依托咪酯ꎻＭＫ:咪达唑仑－氯胺酮ꎻＰＳ:戊巴比妥钠ꎮ 与 Ａ 组相比ꎬ
∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 异丙肾上腺素注射 ５ ｍｉｎ 后 ５ 种全麻药对大鼠心率的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ａｗａｋｅꎻ Ｉꎬ Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅꎻ Ｐｒꎬ Ｐｒｏｐｏｆｏｌꎻ Ｅꎬ Ｅｔｏｍｉｄａｔｅꎻ ＭＫꎬ Ｍｉｄａｚｏｌａｍ＋Ｋｅｔａｍｉｎｅꎻ ＰＳꎬ Ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ

ｓａｌｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ａꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｏｎｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ ５ ｍｉｎ ａｆｔｅｒ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 观察五种麻醉药对异丙肾上腺素加快大鼠心

率的影响

为进一步检测五种麻醉药对 ＳＤ 大鼠心电活动

的影响ꎬ首先将清醒大鼠腹腔注射异丙肾上腺素

(０􀆰 ０２５ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ然后相应给与五种麻醉药ꎬ利用心

电植入子技术遥感检测五种全麻药对异丙肾上腺

素提高 ＳＤ 大鼠心率作用的影响ꎮ 如图 １Ａ 所示ꎬＳＤ
大鼠单纯腹腔注射异丙肾上腺素后可显著兴奋心

脏ꎬ５ ｍｉｎ 内心率明显增快ꎬ并于 ５ ｍｉｎ 时其加快心

率的作用达到峰值(５３０􀆰 ６５ ± １０􀆰 ６１)ꎬ１５ ｍｉｎ 左右

心率基本恢复正常水平(３６３􀆰 ２２ ± ９􀆰 ８８)ꎮ 接下来

分别检测了在 ５ 种不同的麻醉药存在时ꎬ异丙肾上

腺素对大鼠心率的影响ꎬ即预先 １０ ｍｉｎ 给予不同的

麻醉药后ꎬ再给予异丙肾上腺素(０􀆰 ０２５ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ分

别检测给药后各组 ＳＤ 大鼠 ５ ｍｉｎ 时心率的变化情

况ꎬ并与清醒大鼠给与异丙肾上腺素后 ５ ｍｉｎ 时的

心率比较ꎮ 如图 １Ｂ 所示ꎬ２％异氟醚和 ７０ ｍｇ / ｋｇ 咪

达唑仑－氯胺酮在腹腔注射异丙肾上腺素后ꎬ５ 分钟

时心 率 分 别 为 ( ５０８􀆰 ２６ ± １３􀆰 ８１ )、 ( ５１３􀆰 ８５ ±
９􀆰 ３７)ꎬ对异丙肾上腺素提高大鼠心率的影响最小ꎬ
对 ＳＤ 大鼠的心电活动抑制作用较轻(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎻ
丙泊酚和依托咪酯给予异丙肾上腺素后可轻度降

低异丙肾上腺素对大鼠心率的兴奋作用ꎬ５ ｍｉｎ 时

心率分别为(４８３􀆰 ４３ ± ５􀆰 ７４)、(４９６􀆰 ６４ ± ８􀆰 ３０)ꎬ表
现为轻度的心脏抑制现象(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ而 １％戊巴比

妥钠随着麻醉时间的延长可显著降低异丙肾上腺

素对心率的影响(３９４􀆰 ８５ ± ７􀆰 ５７)ꎬ对心脏的抑制作

用最明显ꎬ各组心电图记录如图 ２ 所示ꎮ

２９
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注:Ａ: 清醒ꎻＩ:异氟醚ꎻＰｒ:异丙酚ꎻＥ:依托咪酯ꎻＭＫ:咪达唑仑－氯胺酮ꎻＰＳ:戊巴比妥钠ꎮ

图 ２　 异丙肾上腺素注射 ５ ｍｉｎ 后各组心电图记录情况

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ａｗａｋｅ. Ｉꎬ Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ. Ｐｒꎬ Ｐｒｏｐｏｆｏｌ. Ｅꎬ Ｅｔｏｍｉｄａｔｅ. ＭＫꎬ Ｍｉｄａｚｏｌａｍ＋Ｋｅｔａｍｉｎｅ. ＰＳꎬ Ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＥＣＧ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ５ ｍｉｎｓ ｏｆ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

３　 讨论

麻醉药对动物实验往往具有一定的影响ꎬ部分

麻醉药的应用可明显干扰心血管兴奋药物的药理

效应ꎬ但系统评价不同麻醉药对动物心电活动影响

的研究少见报道ꎮ 本实验利用心电植入子遥感技

术ꎬ预先皮下手术植入传感器ꎬ系统性动态遥感测

定了五种全麻药对 ＳＤ 大鼠心电活动的影响ꎬ此法

显著优于传统测定动物心电活动的方法[８]ꎮ 因此ꎬ
利用动态遥感技术测定不同麻醉药对大鼠心电活

动的影响ꎬ对心脏电生理研究以及心血管活性药物

评测等领域的医学研究具有重要应用价值ꎬ同时为

动物不同麻醉选择上提供重要参考ꎮ
本研究在观察五种全麻药对 ＳＤ 大鼠的麻醉效

果中ꎬ丙泊酚和异氟醚起效最快ꎮ 异氟醚是一种目

前临床广泛使用的氟化挥发性液态吸入全麻药ꎬ因
其良好的麻醉功能在临床动物实验中备受青睐[９]ꎮ
李鹏等[１０]对异氟醚不同麻醉吸入方法比较结果表

明ꎬ其吸入麻醉可保证准确平稳的麻醉药吸入浓

度ꎬ３ ｈ 内面罩吸入简便安全ꎬ可减少大鼠术后死亡

率ꎮ 而宋乐等[９] 采用腹腔注射方式同样观察到较

好的麻醉效果ꎮ 本实验结果表明先以 ２％异氟醚吸

入麻醉诱导ꎬ后以 １􀆰 ５％浓度维持麻醉效果良好ꎬ起
效快ꎬ可控性强ꎬ苏醒快ꎬ其结果与之前报道一致ꎮ
同时腹腔注射异丙肾上腺素后对心脏兴奋作用无

明显影响ꎬ表明其对 ＳＤ 大鼠心电活动抑制轻ꎬ影响

较小ꎬ利于 ＳＤ 大鼠的心脏电生理研究ꎮ
丙泊酚、咪达唑仑作为两种不同类型静脉麻醉

药ꎬ均具有起效快、麻醉效能强、毒性小等优点[１１]ꎬ
二者对心血管的抑制作用一直是近年来研究的热

点ꎬ但用于 ＳＤ 大鼠麻醉对其心电活动影响的研究

却很少ꎮ 丙泊酚麻醉诱导迅速ꎬ麻醉深度易控制ꎬ
安全性高ꎬ适合小动物简短手术麻醉[１２]ꎮ 刘立

等[１３]研究表明丙泊酚对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠麻醉效果较好ꎬ
心率抑制率显著低于乌拉坦ꎮ 而石福等[１４] 用丙泊

酚和依托咪酯对 ＳＤ 大鼠的麻醉效果比较ꎬ结果表

明丙泊酚麻醉诱导起效快ꎬ麻醉稳定ꎬ其麻醉持续

时间长于依托咪酯ꎮ 同样在本实验中ꎬ丙泊酚

７０ ｍｇ / ｋｇ腹腔注射对 ＳＤ 大鼠麻醉诱导起效最快ꎬ
效果稳定ꎬ麻醉维持时间长于依托咪酯ꎬ其结果与

３９



中国实验动物学报 ２０２０ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. １

文献报道一致ꎮ 除轻度降低心率外ꎬ整体对 ＳＤ 大

鼠的正常心率以及异丙肾上腺素提高心率作用的

影响均较小ꎬ安全性较高ꎮ
氯胺酮对循环系统具有兴奋作用[１５]ꎬ本实验结

果显示氯胺酮对 ＳＤ 大鼠心率影响较大ꎬ心率明显

增快ꎬ虽给予异丙肾上腺素后ꎬ氯胺酮组心率接近

清醒注射异丙肾上腺素时的心率ꎬ但并不能表明氯

胺酮对心率无影响ꎬ从而表明氯胺酮麻醉浅ꎬ而不

足以抑制异丙肾上腺素兴奋心脏的作用ꎮ 但也有

研究显示氯胺酮在 ５、７ ｍｉｎ 后麻醉状态较好ꎬ并不

影响心功能的评测[１５－１６]ꎬ其原因可能与咪达唑仑的

合用有关ꎮ
依托咪酯的血流动力学稳定性与其不影响压

力感受器、外周血管舒缩功能和心肌收缩力有

关[１５]ꎮ 国外有研究表明 ３０ ｍｇ / ｋｇ 依托咪酯麻醉效

果好ꎬ但影响心功能且小鼠苏醒慢[１７]ꎮ 同样ꎬ戊巴

比妥钠对心率和心肌收缩力均有一定的抑制作

用[１８]ꎬ特别是当静脉注射速度过快时ꎬ可明显加快

心率ꎬ使 ＳＴ 段移位ꎬＴ 波倒置[１９]ꎮ 但也有报道显示

０􀆰 ４％戊巴比妥钠和对小鼠心率无明显影响[２０]ꎮ 在

本研究中ꎬ３０ ｍｇ / ｋｇ 依托咪酯和 １％戊巴比妥钠随

麻醉时间延长均表现出明显的心脏抑制作用ꎬ与上

述报道结果一致ꎬ不利于麻醉动物心电活动研究ꎮ
麻醉方法和麻醉药的选择及用量直接关系到

动物麻醉的效果[２１]ꎬ麻醉方式常用腹腔注射、尾静

脉注射和吸入麻醉ꎮ 丙泊酚是一种新型快速、短效

静脉麻醉药ꎬ可短时间内使动物麻醉ꎮ Ｌｕ 等[２２] 表

明ꎬ与腹腔注射氯胺酮大鼠相比ꎬ丙泊酚预处理可

显著减少 ＦＳＴ 大鼠不动时间ꎮ 面罩吸入异氟醚可

免除因腹腔注射刺激因素的影响ꎬ麻醉效果显著ꎬ
保证实验动物的安全性ꎮ 单一麻醉剂均有各自局

限性[２３]ꎬ本实验氯胺酮组复合咪达唑仑可减轻对大

鼠心脏兴奋ꎬ比单一注射氯胺酮心率降低ꎮ 氯胺酮

麻醉大鼠呼吸道分泌物多易窒息ꎬ仅适合急性动物

实验[２４]ꎮ
本实验中因实验条件有限ꎬ未能对大鼠部分心

功能ꎬ如血压、心肌酶等指标以及其他常用全麻药

做全面检测ꎬ以全面评价各组全麻药对大鼠心电功

能的影响ꎬ可开展进一步实验研究ꎮ
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还原型谷胱甘肽在 ＡＧ１２９ 小鼠生物净化
及快速繁殖中的应用

张帆ꎬ安学芳∗ꎬ赵赫ꎬ李丽ꎬ肖宇宙

(中国科学院武汉病毒研究所ꎬ 武汉　 ４３００７１)

　 　 【摘要】 　 目的　 ＡＧ１２９ 小鼠自然产仔困难ꎬ采用常规体外受精试剂无法获得足够数量用于移植的胚胎ꎮ 使

用还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)调节小鼠体外受精液成分ꎬ完成对 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精ꎬ为体外受精困难品系的基因工

程小鼠生物净化及快速扩繁提供思路ꎮ 方法　 设计 ３ 个含不同浓度 ＧＳＨ 的精子获能及受精液的实验组ꎬ浓度分别

０􀆰 ５、１、２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ１ 个不含 ＧＳＨ 的精子获能液及受精液的对照组ꎬ每组超排 ５ 只小鼠ꎬ重复 ３ 次ꎮ 结果　 不同 ＧＳＨ
实验组及对照组间平均受精率差异具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ在精子获能及受精液中 ＧＳＨ 浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
ＡＧ１２９ 小鼠体外受精效果最佳ꎬ平均受精率为(４３􀆰 ３５ ± １􀆰 ７６)％ꎬ胚胎状态良好ꎮ 将获得胚胎移植受体小鼠ꎬ受体

动物均妊娠并顺利产仔ꎮ 结论　 体外受精液中的 ＧＳＨ 浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ能够显著提高 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精效

率ꎬ为类似体外受精困难品系的小鼠生物净化及快速繁殖提供解决方案ꎮ
【关键词】 　 ＡＧ１２９ 小鼠ꎻ谷胱甘肽ꎻ生物净化ꎻ快速繁殖
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ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ ＧＳＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ＩＶＦ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＡＧ１２９
ｍｉｃｅ. Ｔｈｉｓ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ＩＶＦ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｉｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＡＧ１２９ ｍｉｃｅꎻ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎻ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｒａｐｉｄ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.
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　 　 还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)是一种具有重要生理

功能的三肽硫醇ꎬ在哺乳动物细胞中发挥十分重要

的生物活性作用[１]ꎮ 这种化合物是许多酶反应的

辅基ꎬ是机体内重要的抗氧化剂和自由基清除剂ꎬ
保护细胞膜中含巯基的蛋白质和含巯基酶不被破

坏[２]ꎮ 目前普遍认为ꎬ雄性动物的精清中的氧自由

基过多会导致不育ꎬ削弱精子谷胱甘肽转移酶活

性ꎬ可直接导致精子质膜损伤ꎬ使精子运动能力、顶
体反应及受精能力降低甚至消失[３]ꎮ

研究表明ꎬ在小鼠卵母细胞玻璃化冷冻过程

中ꎬ在培养液中加入一定量的 ＧＳＨꎬ可以一定程度

改善卵母细胞活性[４]ꎬ同时ꎬ在精子复苏液中加入

一定量 ＧＳＨ 可以明显提高牛、羊等家畜冻存精子的

活力、形态及遗传物质的完整性[５]ꎮ
ＡＧ１２９ 小鼠是 Ｉ 型和 ＩＩ 型干扰素受体缺失基因

敲除动物品系ꎬ对寨卡病毒、登革病毒、肠道病毒等

多种病毒易感[６－８]ꎬ是较为理想的病毒易感动物模

型ꎮ 但是ꎬ该品系小鼠在饲养过程中ꎬ表现出较明

显的繁殖障碍ꎬ每胎产仔数量低ꎬ无法快速获得足

够数量动物ꎬ成为相关科学研究的瓶颈ꎮ 在体外受

精实验中ꎬ使用常规试剂获得可移植的两细胞胚胎

效率极低ꎮ 笔者通过在精子获能液和受精液中加

入 ＧＳＨꎬ并探索调整 ＧＳＨ 的最佳浓度ꎬ成功对

ＡＧ１２９ 小鼠完成体外受精并胚胎移植ꎬ为相关体外

受精困难品系小鼠的生物净化、快速扩繁提供思路ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＡＧ１２９ 小鼠(雌性 ４ 周龄 ８０ 只、雄性 １２
周龄 １２ 只)由中国科学院武汉病毒研究所实验动

物中心保存ꎬ品系引自中国科学院上海药物研究所

【ＳＣＸＫ(沪)２０１５－０００４】ꎬＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠(雌性 ８
周龄 ９ 只)购自北京维通利华实验动物技术有限公

司【 ＳＣＸＫ(京) ２０１６ － ０００６】ꎮ 所有动物均饲养在

ＳＰＦ 级屏障环境 ＩＶＣ 笼盒中 【 ＳＹＸＫ (鄂) ２０１９ －
００３４】ꎬ所有动物自由采食和饮水ꎮ 所有操作均符

合中国科学院武汉病毒研究所动物实验伦理要求ꎬ
满足 ３Ｒ 原则(ＩＡＣＵＣ 审批号:ＷＩＶＡ３０２０１９０２)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＰＭＳＧ、ＨＣＧ 购自宁波三生生物科技有限公司ꎻ
ＨＴＦ ( Ｃｏｓｍｏｂｉｏ ＣＳＲ￣Ｒ￣Ｂ０７０ )、 ＫＳＯＭ ( Ｃｏｓｍｏｂｉｏ
ＣＳＲ￣Ｒ￣Ｂ０７４)购自日本 Ｃｏｓｍｏ Ｂｉｏ 公司ꎻ２ꎬ２ꎬ２－三
溴乙醇 ( Ｓｉｇｍａ Ｔ４８４０２)、叔戊醇 ( Ｓｉｇｍａ １５２４６３)、
ＧＳＨ(Ｓｉｇｍａ ＢＤ８６１２)、Ｍ２ 培养基( Ｓｉｇｍａ Ｍ７１６７)、

矿物油(Ｓｉｇｍａ Ｍ５３１０)购自西格玛奥德里奇贸易有

限公司ꎮ
体视 显 微 镜 ( Ｍｏｔｉｃ )、 二 氧 化 碳 培 养 箱

(Ｔｈｅｒｍｏ)、小动物体温维持仪(瑞沃德)、超净工作

台(苏净安泰)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 麻醉剂的配置与使用

在超净工作台中将 ５ ｇ ２ꎬ２ꎬ２－三溴乙醇用 ３􀆰 １
ｍＬ 叔戊醇溶解ꎬ待充分溶解后取 ０􀆰 ５ ｍＬ 溶液加入

３９􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水中ꎬ充分混合后过滤待用ꎬ配置完

成的麻醉剂需避光保存ꎬ小鼠麻醉时按照 ２０ μＬ / ｇ
腹腔注射使用ꎬ实验中所有对活体小鼠的手术操作

均在动物麻醉状态下开展ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＧＳＨ 溶液的配置

在超净工作台中使用 ＨＴＦ 将 ＧＳＨ 粉末溶解ꎬ
分别配置终浓度为 ０、 ０􀆰 ５、 １、 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＧＳＨ
溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 雌鼠超排及取卵

将每只 ＡＧ１２９ 雌鼠腹腔注射 ＰＭＳＧ １０ＩＵꎬ４８ ｈ
后腹腔注射 ＨＣＧ １０ ＩＵꎬ每个 ＧＳＨ 浓度组超排 ５ 只

ＡＧ１２９ 小鼠ꎬ３ 次平行ꎮ 注射 ＨＣＧ １５ ｈ 后处死超排

小鼠ꎬ手术取雌鼠输卵管ꎬ将输卵管在无菌滤纸上

短暂放置去除表面血液后ꎬ放入提前在 ３７℃ ５％
ＣＯ２ 中平衡好的 ＨＴＦ 受精滴油相中ꎮ 用显微镊固

定输卵管ꎬ用解剖针将输卵管膨大部刺破后ꎬ被卵

丘细胞包裹的卵细胞溢出ꎬ用显微镊将其拖入 ＨＴＦ
培养液中ꎬ放入二氧化碳培养箱内ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 雄鼠精子采集

将 ＡＧ１２９ 雄鼠处死后ꎬ手术取附睾尾ꎬ将附睾

尾在无菌滤纸上短暂放置去除表面血液ꎬ用显微镊

将附着的脂肪组织去除后ꎬ放入提前在 ３７℃ ５％
ＣＯ２ 中平衡好的 ＨＴＦ 获能滴油相中ꎮ 用显微镊固

定附睾尾ꎬ用显微剪切开尾部中央的附睾管ꎬ显微

镊轻压附睾尾ꎬ使精子从切口处流出ꎮ 迅速用显微

镊将流出的精子拖入 ＨＴＦ 获能滴中ꎬ放入二氧化碳

培养箱培养 ３０ ｍｉｎꎬ使精子获能ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 体外受精

在体视显微镜下观察精子浓度ꎬ使用移液器轻柔

沿边缘吸取 ４ ~ ６ μＬ 精子悬浊液注射入含有卵子的

ＨＴＦ 受精滴中进行受精ꎬ将受精滴放入二氧化碳培养

箱中进行培养ꎮ 受精 ６ ｈ 后ꎬ将卵子移入提前在 ３７℃
５％ ＣＯ２ 中平衡好的 ＫＳＯＭ 液滴中继续培养ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 移植受体准备

将受体 ＩＣＲ 雌鼠与 ＩＣＲ 结扎雄鼠 １ ∶１合笼ꎬ第 ２
日检查阴道栓ꎬ有阴道栓的可作为胚胎移植的受体

动物ꎮ

７９
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１􀆰 ２􀆰 ７　 早期胚胎形态学观察及统计

受精 ２４ ~ ２８ ｈ 后ꎬ对受精卵进行镜检ꎬ对 ２ 细

胞胚胎、未受精卵、异常卵进行统计ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 ２ 细胞胚胎收集

使用移卵针将形态完好的 ２ 细胞胚胎移入提前

准备好的 Ｍ２ 培养基中ꎬ反复清洗 ３ 次后放入二氧

化碳培养箱内待移植ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ９　 胚胎移植

将受体 ＩＣＲ 小鼠麻醉后剃除背部左右两侧被毛ꎬ
并用 ７５％酒精消毒ꎮ 在卵巢脂肪垫部位皮肤纵向剪

开一切口ꎬ分离皮肤与肌肉ꎬ再将相应部位肌肉剪开ꎬ
拉出脂肪垫ꎬ卵巢、输卵管及子宫可一并牵引出ꎮ 用

脂肪夹夹住脂肪垫ꎬ在体视显微镜下调整输卵管位

置ꎬ找到输卵管膨大部ꎬ用滤纸在待移植部位做好标

记ꎮ 用维纳斯剪刀在输卵管伞口与膨大部间剪一小

口ꎬ将移植针沿开口朝膨大部方向插入ꎬ小心将 １５ 枚

每胎移入输卵管内ꎬ以输卵管中可见指示气泡作为移

植成功标志ꎮ 移植后将脂肪垫、卵巢及输卵管小心还

纳回腹腔ꎬ缝合肌肉层和皮肤层ꎬ完成单侧移植操作ꎬ
使用相同方法将 １５ 枚胚胎移入另外一侧输卵管中ꎮ
移植完成小鼠放在小动物体温维持仪上 ３０ ｍｉｎꎬ待苏

醒后转入 ＩＶＣ 笼盒内单独饲养ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计学分析ꎬ对所得实

验数据进行单因素方差统计分析ꎬ定量数据以平均值

±标准误差(􀭰ｘ ±ｓ􀭰ｘ )表示ꎮ 组间比较采用 ｔ 检验ꎬ检验

水准为 α ＝０􀆰 ０５ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精添加 ＧＳＨ 试验结果

由表 １ 可见ꎬ不同 ＧＳＨ 浓度组平均受精率差

异具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 在精子获能及受精过

程中ꎬＨＴＦ 中不添加 ＧＳＨ 时ꎬＡＧ１２９ 小鼠体外受

精率为(２􀆰 ３０ ± ０􀆰 ７３)％ꎮ 添加 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ
时ꎬ两细胞胚胎数量有所增加ꎬ受精率为(２０􀆰 ４４ ±
０􀆰 １５)％ꎮ 添加 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 时ꎬ两细胞数量进

一步增加ꎬ受精率达到(４３􀆰 ３５ ± １􀆰 ７６)％ꎮ 添加 ２
ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 时ꎬ两细胞数量有所下降ꎬ受精率为

(３１􀆰 ７７ ± １􀆰 ４２)％ꎬ同时ꎬ异常卵数明显增加ꎬ主要

表现为多个精子头部钻入卵细胞透明带ꎬ胚胎呈

“毛球”状(见图 １)ꎬ使卵细胞无法正常完成受精ꎬ
最终发育为未受精卵、畸形卵或者死亡(见图 ２)ꎮ

表 １　 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＧ１２９ ｍｉｃｅ

ＧＳＨ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＧＳＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)

卵母细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｏｃｙｔｅｓ

２ 细胞胚胎数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

２￣ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ

未受精卵数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｕｎｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｏｏｃｙｔｅｓ

异常卵数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ａｂｎｏｒｍａｌ ｏｏｃｙｔｅｓ

平均受精率(％)
Ａｖｅｒａｇｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ(％)

０ ２１６ ５ １９８ １３ ２􀆰 ３０ ± ０􀆰 ７３ｄ

０􀆰 ５ ２２５ ４６ １６３ １６ ２０􀆰 ４４ ± ０􀆰 １５ｃ

１ ２２４ ９７ １１０ １２ ４３􀆰 ３５ ± １􀆰 ７６ａ

２ ２１１ ６７ ８１ ６３ ３１􀆰 ７７ ± １􀆰 ４２ｂ

注:同一列中数字后字母不同者ꎬ差异具有显著性ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｐａｉｒｗｉｓｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ.

２􀆰 ２　 移植产仔率分析

由表 ２ 可见ꎬ将相同数量的胚胎移植受体ꎬ均获

得了较理想的产仔量ꎬ不同 ＧＳＨ 浓度组间平均产仔

率差异无显著性 (Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ 组略高ꎮ
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组与和 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组出生的仔鼠均离乳

成活ꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 组仔鼠离乳前死亡 １ 只ꎬ平均成活

率为(９６􀆰 ３０ ± ６􀆰 ４１)％ꎬ不同 ＧＳＨ 浓度组间平均成

活率差异无显著性(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨论

目前ꎬＡＧ１２９ 小鼠作为干扰素受体缺失最严重

动物ꎬ是病毒感染性动物模型的建立、病毒致病机

制研究及抗病毒疫苗与药物研究等方面科研工作

中重要的实验材料ꎮ 干扰素受体缺失ꎬ可能是导致

该品系小鼠繁殖能力下降的原因ꎬ采用常规雌雄同

笼交配方式ꎬ很难快速获得周龄、性别均一足量的

动物ꎬ成为限制相关科研活动顺利开展的瓶颈ꎮ 使

用激素对 ＡＧ１２９ 小鼠进行超排ꎬ采用常规体外受精

方法很难获得足够数量的胚胎进行后续移植ꎮ
精子质膜中含有大量不饱和脂肪酸ꎬ为精子与卵

子结合提供必要的条件ꎮ 活性氧(ＲＯＳ)能够使精子

质膜过氧化ꎬ从而使精子质膜不可逆的丧失流动性ꎬ
造成精子损伤ꎬ失去受精能力[９]ꎮ ＧＳＨ 作为清除氧

自由基的清道夫ꎬ在细胞抗氧化系统中发挥着重要的

作用[１０]ꎮ 在体外受精试剂中加入一定浓度的 ＧＳＨꎬ
有利于体外受精的完成ꎮ ＧＳＨ 固体较稳定ꎬ但在溶液

中极易受外界环境中的温度、光照等条件影响而被氧

化为不具生理活性的氧化型谷胱甘肽[１１]ꎮ 因此ꎬ为
防止含 ＧＳＨ 的精子获能液氧化ꎬ必须在使用前现用

现配ꎬ不可使用前期配置或使用剩余的试剂ꎮ

８９
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注:Ａ: 正常体外受精 ６ ｈ 后胚胎ꎮ Ｂ: 异常体外受精 ６ ｈ 后

“毛球”状胚胎ꎮ

图 １　 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精 ６ ｈ 后胚胎

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ６ ｈ ｏｆ ｉｖｆ. Ｂꎬ Ａｂｎｏｒｍａｌ
“ｈａｉｒｂａｌｌ” ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ６ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｉｖｆ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ６ ｈ ｏｆ ｉｖｆ ｏｆ ＡＧ１２９ ｍｉｃｅ

注:Ａ:正常体外受精 ２４ ｈ 后胚胎ꎮ Ｂ: 异常体外受精 ２４ ｈ
后发育情况ꎮ

图 ２　 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精 ２４ ｈ 后胚胎

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｉｖｆ. Ｂꎬ Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ａｂｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｉｖｆ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｉｖｆ ｏｆ ＡＧ１２９ ｍｉｃｅ

表 ２　 移植产仔率与成活率情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ｂｉｒｔｈ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ
ＧＳＨ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＧＳＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)

移植胚胎数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ

产仔数
Ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

平均产仔率(％)
Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｔｔｅｒ ｒａｔｅ (％)

离乳数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｗｅａｎｉｎｇ

平均成活率(％)
Ａｖｅｒａｇｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ (％)

０􀆰 ５ ９０ ２２ ２４􀆰 ４４ ± １􀆰 ９３ ２２ １００􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
１ ９０ ２５ ２７􀆰 ７８ ± １􀆰 ９２ ２５ １００􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
２ ９０ ２４ ２６􀆰 ６７ ± ３􀆰 ３４ ２３ ９６􀆰 ３０ ± ６􀆰 ４１

　 　 本实验以 Ｔｏｒｕ 等[１２]前期研究为依据ꎬ设计了 ３
个含不同浓度 ＧＳＨ 的精子获能及受精液的实验组ꎬ
１ 个不含 ＧＳＨ 的精子获能液及受精液的对照组ꎬ通
过实验发现精子获能液及受精液中加入 ＧＳＨ 能够

显著提高体外受精率ꎬ当 ＧＳＨ 浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ受精率有所提高ꎬ当 ＧＳＨ 浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
由于精子活力过强ꎬ导致异常受精卵数量明显增

多ꎬ平均受精率下降ꎬ当 ＧＳＨ 浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
受精率最高ꎬ受精效果最好ꎮ 将不同 ＧＳＨ 浓度组获

得的 ２ 细胞胚胎分别移植受体动物ꎬ均获得了数量
较为稳定的仔鼠ꎮ

因此ꎬ使用还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)调节小鼠体

外受精液成分ꎬ显著提高了 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精
率ꎬ良好的完成对 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精ꎬ为该品系

小鼠生物净化及快速繁殖提供了可靠的技术保障ꎬ
并为后续类似问题的顺利解决提供了技术思路ꎮ
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一种产后小鼠束缚应激模型的造模方法
以及束缚装置的制作

陈漫漫ꎬ高鹏飞∗

(复旦大学附属金山医院ꎬ上海　 ２０１５００)

　 　 【摘要】 　 目的　 自制小鼠束缚装置ꎬ建立产后小鼠束缚应激模型供相关应激实验研究ꎮ 方法　 选择规格适

合小鼠身型的离心管ꎬ制备简易小鼠束缚装置ꎮ 在小鼠产后第 ２ 天ꎬ使用该装置固定产后母鼠于装置内ꎬ限制其行

动ꎮ 在母子分离的基础上ꎬ每天给予母鼠 ３ ｈ 的束缚应激ꎬ连续造模 ２１ ｄ 即可制备产后小鼠束缚应激模型ꎮ 结果

该产后小鼠束缚应激模型ꎬ其胃、下丘脑以及血清内 ｇｈｒｅｌｉｎ 表达量增加ꎬ５￣ＨＴ２ 受体等基因表达量减少ꎬ并且具有

运动量减少等抑郁样症状和子代生长发育迟缓现象ꎮ 结论 　 本文介绍产后小鼠束缚应激模型ꎬ经过多次实验证

明ꎬ造模结果具有良好的稳定性和可重复性ꎬ可供相关小鼠束缚应激实验研究ꎮ
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　 　 在医学动物实验研究中ꎬ小鼠属于最常用的实

验动物之一ꎬ常需在非麻醉状态下对小鼠进行保定

从而进行采血、注射等操作[１]ꎮ 由于小鼠挣扎啃咬

会对实验人员安全造成威胁ꎬ徒手操作不便ꎬ必须

借助固定装置和辅助手段加以固定ꎬ从而保护实验

人员安全ꎬ缩短实验时间ꎬ提高实验效率[２]ꎮ 目前ꎬ
运用最多的是使用金属或有机玻璃制成的固定器ꎬ
利用小鼠本能进洞的思维[３]ꎬ使得小鼠主动进入固

定器中(图 １Ａ)ꎮ 这些商品化的固定器价格较贵ꎬ
如果对大批量实验鼠使用固定器ꎬ必耗费较多金

钱ꎬ并且让实验鼠主动进入固定器的过程困难ꎬ效
率低下ꎮ 另有其他文献报道的自制新型小鼠固定

装置ꎬ但是制作过程较为复杂[４]ꎮ 有研究人员使用

矿泉水瓶制作简易小鼠固定装置ꎬ但是瓶体质地较

软ꎬ实验鼠容易挣脱[５]ꎮ 亦有些装置体积较大不易

存放且不易清洗[６]ꎮ 鉴于上述小鼠固定器的不足ꎬ
本文提出一种实验鼠固定器的简易制作方法ꎬ实验

人员自制方便ꎬ大批量应用而不需花费过多钱财ꎬ
有助于节约实验成本ꎬ提高动物实验效率ꎮ

作者课题组从事应激的中医药治疗研究ꎮ 产

后应激不但威胁产妇的身心健康并且影响婴儿的

生命安全ꎮ 有关研究报道[７] 孕期及产后应激会造

成子代的下丘脑－垂体－肾上腺轴调节作用紊乱ꎬ导
致子代出现异常的精神行为ꎮ 为对产后母鼠应激

疾病进行研究ꎬ自制简易的小鼠束缚装置ꎬ采用束

缚应激方式ꎬ制造小鼠产后束缚应激模型ꎮ 该模型

在本课题组两项国家自然科学基金面上项目里多

次运用ꎬ实验证明模型具有稳定性和可重复性ꎬ可
用于产后应激疾病的相关研究ꎮ 现对模型以及造

模束缚装置进行介绍ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

从上海西普尔 －必凯实验动物 【 ＳＣＸＫ (沪)
２０１３－００１６】有限公司购入 ６０ 只 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠ꎬ
雌雄各半ꎮ ６ 周龄雌鼠ꎬ雌性体重(２３􀆰 １ ± １􀆰 ７) ｇꎻ
７ 周龄雄鼠ꎬ雄性体重(２７􀆰 ２ ± １􀆰 ８) ｇꎬ全部小鼠安

置在上海公共卫生临床中心的动物实验室【 ＳＹＸＫ
(沪) ２０１５－０００８】ꎮ 动物房温度(２１ ± １)℃ꎬ房内

照明从早上 ７ 点到晚上 ７ 点ꎬ自由饮水与摄食ꎮ 本

研究所有的动物实验根据美国国立健康卫生指导

且经复旦大学公共卫生临床中心动物护理与使用

委员会认可ꎮ

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 束缚装置的制作

实验室就地取材ꎬ 取实验室常规配备耗材

５０ ｍＬ离心管ꎬ自制简易小鼠束缚装置ꎮ 该装置不

仅可以用于束缚应激模型的制备ꎬ而且可以用于尾

静脉采血、注射ꎬ实验室内取材方便ꎬ制作简便ꎬ操
作亦是简单且使用效果良好ꎬ可实现较长时间的保

定ꎮ 该装置不仅能用于小鼠保定同样也适用于大

鼠ꎮ 为了说明方便ꎬ以小鼠举例ꎮ 下文将逐步对该

小鼠束缚装置的制作、使用方法及注意事项进行

介绍:
(１)束缚装置的制备

选择容量规格适合小鼠身型的离心管、剪刀、胶
布、橡皮筋共四样(图 １Ｂ)ꎮ 例如 ５０ ｍＬ 离心管可用

于产后束缚应激小鼠模型(体重在 ３０ ~ ４０ ｇ 之间)
的制备[８](图 １Ｃ)ꎮ 选择合适规格的离心管ꎬ取掉离

心管的盖子ꎬ在离心管盖上用剪刀扎透气孔(图 １Ｄ)ꎬ
然后用剪刀在离心管壁任意一侧ꎬ纵向竖直向下剪ꎬ
由离心管开口剪到管底部ꎬ横向根据小鼠尾部根部粗

细ꎬ在离心管一侧剪出宽为 ０􀆰 ５ ｃｍ 左右的开口(图
１Ｅ)ꎬ再用胶布在管壁剪开的开口周围贴上胶布(图
１Ｆ)ꎬ防止管壁开口毛刺划伤小鼠ꎮ 经过以上的操作ꎬ
一个小鼠简易束缚装置基本制作完成ꎬ后续搭配离心

管盖、胶布、橡皮筋使用(图 １Ｇ)ꎮ
(２)使用方法

操作者左手持小鼠束缚装置ꎬ装置管口朝外ꎬ
管底部朝自身ꎬ侧壁间隙朝上ꎮ 右手抓住小鼠尾

部ꎬ将小鼠放在鼠笼上方或任一平面ꎬ用管口对准

小鼠臀部ꎬ右手施力拖动小鼠尾巴在管壁间隙中滑

行ꎬ沿着管壁间隙从管口纵行拉向管底ꎬ然后用离

心管盖抵住洞口ꎬ胶布贴于离心管盖及其两侧管壁

进行加固ꎬ即可把小鼠固定于装置内且小鼠尾部暴

露在管壁外(图 １Ｈ)ꎮ 接着用橡皮筋箍紧管壁(图
１Ｉ)ꎬ既可以防止小鼠从管壁间隙中逃走也能限制小

鼠在管内的活动空间ꎮ 亦可不用离心管盖抵住洞

口ꎬ选用胶布绕 １~２ 圈小鼠尾巴根部然后环绕管底

周围管壁几圈即可固定小鼠于装置内ꎮ 该装置只

需操作者施力即可迅速把小鼠拖入管内ꎬ不需要等

待引诱小鼠主动进洞ꎬ避免小鼠挣扎紧抓洞口耗费

时间ꎬ提高实验效率ꎬ非常方便ꎮ
(３)注意事项

①剪管壁间隙时ꎬ要注意间隙的宽度要适合小

鼠的尾部粗细ꎬ间隙尺度要略大于尾部最粗端的尺

１０１
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图 １　 束缚装置的制作步骤

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｘｉｎｇ ｄｅｖｉｃｅ

度ꎬ但是不可以过大而让小鼠钻出ꎮ
②选择离心管盖抵住离心管口来固定小鼠时ꎬ

要注意在离心管盖上用剪刀插上孔ꎮ 虽然管壁上

方有一纵行贯穿的间隙ꎬ已经不影响管内空气流

通ꎬ但是保险起见需在离心管盖上用剪刀插上孔透

气ꎬ孔不能过大以防小鼠嘴巴伸出啃咬ꎮ 为了离心

管盖能稳固地抵住离心管口ꎬ可以用胶布贴于离心

管盖和两侧管壁进行加固ꎮ
③选择胶布固定小鼠尾部于管壁时ꎬ用胶布绕

小鼠尾巴根部 １ ~ ２ 圈ꎬ勿紧ꎬ过紧会导致小鼠尾部

血液不畅ꎮ 正确操作是使胶布粘住鼠尾ꎬ余下胶布

缠绕管底周围管壁几圈ꎬ观察鼠尾颜色ꎬ确定不影

响尾部血循即可ꎬ原则是固定而不过紧ꎮ
④橡皮筋捆于管壁ꎬ不要太靠近小鼠头部处ꎬ

容易被咬断ꎬ最佳位置是捆于小鼠躯干处的管壁ꎮ
如果没有皮筋ꎬ可用胶布替代捆于管壁ꎬ胶布绕过

管壁间隙接触小鼠毛发处容易粘住动物毛发ꎬ所以

另撕一小节胶布ꎬ反向贴于胶布粘性一侧ꎬ使不粘

的一侧接触动物毛发ꎬ从而保护小鼠安全ꎮ
⑤为了加强小鼠保定束缚效果可以既用离心

管盖抵住管口又用胶布粘住小鼠尾部固定于管壁ꎬ
根据操作者需求进行选择ꎮ 如果只是短暂的保定

束缚ꎬ可以只选择用离心管盖抵住管口ꎬ如果是为

了给予长时间束缚应激ꎬ可以把两种固定方式结

合ꎬ加强固定效果ꎮ
⑥可以根据小鼠的身长对离心管管壁进行修

剪ꎮ 当离心管管壁过长ꎬ可以用剪刀适当裁剪管壁

长度来匹配小鼠的身长ꎬ尽量缩小小鼠的活动空

间ꎮ 修剪后的管口直径仍然略小于离心管盖的直

径ꎬ然后用离心管盖罩住管口ꎬ并且用胶布加固离

心管盖与管壁的连结ꎮ
(４)装置适用范围

①尾静脉采血、注射ꎮ
小鼠的尾部暴露于离心管外ꎬ便于操作者进行

尾静脉采血、注射ꎮ
②束缚应激模型制作ꎮ
例如把产后小鼠固定于装置内限制其行动ꎬ每

天给予 ３ ｈ 的束缚应激ꎬ连续造模 ２１ ｄ 即可制备产

后束缚应激小鼠模型[９]ꎮ
③其它ꎮ
在管壁所需要的部位剪洞ꎬ进行腹腔注射或者

背部注射ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠产后束缚应激模型建立

(１)造模方法

小鼠适应性喂养一周后ꎬ以 １ 只雌性搭配 ２ 只

雄性小鼠交配的方式ꎬ将小鼠放在同一鼠笼 ４ ｄ 进

行交配ꎬ４ ｄ 后取出雄性小鼠ꎬ单独饲养妊娠成功的

雌性母鼠直至实验结束ꎮ 在母鼠产后第 ２ 天ꎬ将母

鼠移出鼠笼ꎬ母子分离ꎬ把母鼠装于于自制的束缚

装置(后文详述)ꎬ每天上午 ９ 点至中午 １２ 点ꎬ连续

束缚 ３ ｈꎬ结束后把母鼠移回原鼠笼ꎬ每天 １ 次连续

３ 周ꎬ直到断乳ꎮ

２０１
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(２)分组与干预

将相似体重的产后母鼠分为 ２ 组ꎬ正常组

(Ｃｏｎｔｒｏｌ)与产后应激组( ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＩＳ)ꎬ
每组 ８ 只ꎮ 产后每天记录母鼠体重与摄食量和仔鼠

体重ꎮ 对于产后应激组母鼠ꎬ产后第 ２ 天开始ꎬ在母

子分离基础上ꎬ每天给予 ３ ｈ 束缚应激ꎬ对正常组母

鼠不操作ꎮ 在产后第 ２２ 天ꎬ通过红外线计数器ꎬ测
算母鼠运动量ꎬ之后人道地处死母鼠ꎬ摘取胃与下

丘脑ꎮ
(３)检测指标与方法

①ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法测基因的 ｍＲＮＡ 相对的表达量

采用逆转录实时聚合酶链式反应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)
的方法测定胃内 ｇｈｒｅｌｉｎꎬ５￣ＨＴ２ｂ受体 ｍＲＮＡ 表达水

平和下丘脑内 ｇｈｒｅｌｉｎꎬ ５￣ＨＴ２ｃ受体的 ｍＲＮＡ 水平ꎮ
使用 ＲＮ ｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(Ｑｉａｇｅｎꎬ Ｈｉｌｄｅｎꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)从
样本组织中分离出总 ＲＮＡꎬ利用 Ｉｍｐｒｏｍ￣ＩＩＴＭ 逆转

录系统(Ｐｒｏｍｅｇａꎬ Ｍａｄｉｓｏｎꎬ ＷＩꎬ ＵＳＡ)合成 ｃＤＮＡꎮ
使用表 １ 列出的引物和 ＱｕａｎｔｉＦａｓｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ＲＴ￣ＰＣＲ( Ｒｏｃｈｅꎬ Ｓｗｉｓｓ) 试剂盒进行 ｑＰＣＲ 分析ꎮ
循环参数设计在 ９５℃初始化 ５ ｍｉｎꎬ然后在 ９５℃下

１０ ｓ 为周期进行连续 ４０ 个循环的变性、延伸、扩
增ꎬ最后在 ６０℃ 退火 ３０ ｓꎮ 根据其熔解曲线ꎬ以
ＧＡＰＤＨ 基因作内参基因ꎬ使用 ２－ΔΔＣｔ方法测定相

对 ｍＲＮＡ 表达ꎮ
②蛋白质印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)法测蛋白的总量

将样本组织放入 ＲＩＰＡ 缓冲液中裂解ꎮ 将裂解

物进行聚丙烯酰胺电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)并电转移至聚

偏二氟乙烯膜ꎮ 将该膜放入 １％脱脂奶粉中封闭

１ ｈꎬ并在 ４℃下分别用抗生长素释放肽ꎬ抗 ５￣ＨＴ２ｂ受

体ꎬ 抗 ５￣ＨＴ２ｃ 受 体ꎮ 抗 甘 油 醛 ３￣磷 酸 脱 氢 酶

(ＧＡＰＤＨ)孵育过夜ꎬ再与过氧化物酶缀合的二抗孵

育后ꎬ通过增强的化学发光底物检测条带信号信号

值ꎬ并使用 Ｉｍａｇｅ Ｓｔｕｄｉｏ 软件相对定量分析结果ꎮ

表 １　 实时 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｇｈｒｅｌｉｎ Ｆ５’￣ＡＡＧＡＡＧＣＣＡＣＣＡＧＣＴＡＡＡＣ－３’
Ｒ５’￣ＡＴＣＧＡＡＧＧＧＡＧＣＡＴＴＧＡＡＣ－３’

５￣ＨＴ２ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｆ５’￣ＧＡＴＧＣＣＧＡＴＴＧＣＣＣＴＣＴＴＧＡＣ－３’
Ｒ５’￣ＣＴＧＧＧＡＴＧＧＣＧＡＴＧＣＣＴＡＴＴＧ￣３’

５￣ＨＴ２ｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｆ５’￣ＣＡＴＴＣＴＴＣＡＴＣＣＣＧＴＴＧＡＣ－３’
Ｒ５’￣ＴＴＣＣＴＣＡＴＣＡＣＣＣＴＴＣＴＴＧ￣３’

ＧＡＰＤＨ Ｆ５’－ ＣＴＧＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣ －３’
Ｒ ５’－ ＣＴＣＡＧＡＴＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣ －３’

　 　 ③免疫组织化学染色法

将组织样品固定在多聚甲醛中ꎬ然后石蜡包埋

切片ꎮ 脱蜡和脱水后ꎬ将切片浸入 ３％过氧化氢中ꎬ
用来阻断内源性过氧化物酶活性ꎬ再用 ｐＨ６􀆰 ０ 的柠

檬酸盐缓冲液进行抗原的修复ꎮ 在 ４℃下将切片分

别与生长素释放肽ꎬ５￣ＨＴ２ｂ受体、５￣ＨＴ２ｃ受体的抗体

孵育过夜ꎬ然后于室温下和二抗孵育 １ ｈꎮ ３ꎬ３－二
氨基联苯胺(ＤＡＢ)溶液应用于切片ꎬ并用苏木精复

染细胞核ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析　

使用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎬ实验结果

均采用平均值±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎮ 两组间比较采

用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 产后束缚应激母鼠运动量的变化

如图 ２ 所示通过红外线感知计数器测量产后第

２２ 天母鼠 １０ ｍｉｎ 的运动量ꎬ发现压力组母鼠的运动

量少于正常组母鼠(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ两者运动量的差异

具有显著性ꎮ
２􀆰 ２　 产后束缚应激母鼠体重与摄食的变化

两组母鼠产后记录体重与摄食ꎬ如图 ３ 所示ꎮ
应激组母鼠的体重与摄食总体上低于正常组母鼠

(Ｐ < ０􀆰 ０５ꎻＰ < ０􀆰 ０１ꎻＰ< ０􀆰 ００１)ꎬ差异具有显著性ꎮ
产后母鼠在束缚应激压力作用下体重与摄食减少ꎮ
２􀆰 ３　 产后束缚应激母鼠胃与下丘脑内相关基因的

变化

图 ４ 显示在母鼠产后第 ２２ 天ꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ
方法ꎬ检测胃和下丘脑中与情绪以及代谢相关基因

的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ 可以看到下丘脑中的 ５￣ＨＴ２ｃ

受体与胃中 ５￣ＨＴ２ｂ受体在应激组的表达要低于正常

组(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ下丘脑中的 ｇｈｒｅｌｉｎ 和胃中 ｇｈｒｅｌｉｎ
在应激组的表达要高于正常组(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ差异具

有显著性ꎮ
　 　 图 ５ 显示免疫组织化学染色法和蛋白质印记法

检测母鼠产后第 ２２ 天胃内 ｇｈｒｅｌｉｎ、５￣ＨＴ２ｂ受体和下

丘脑内 ｇｈｒｅｌｉｎ 和 ５￣ＨＴ２ｃ受体的表达水平ꎮ 图表显

示胃和下丘脑标本中应激组的 ｇｈｒｅｌｉｎ 蛋白表达表

达高于正常组(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ应激组胃内 ５￣ＨＴ２ｂ受体

(Ｐ < ０􀆰 ００１)和下丘脑中 ５￣ＨＴ２ｃ受体(Ｐ < ０􀆰 ０５)的
蛋白表达低于正常组ꎬ差异具有显著性ꎮ
２􀆰 ４　 产后应激母鼠对子代的影响

应激母鼠产后记录仔鼠的体重ꎬ如图 ６ 所示ꎬ应
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注:与正常组母鼠运动量比较ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 母鼠运动量的变化

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｍｏｕｎｔ ｗｉｔｈ ｍａｔｅｒｎａｌ ｍｉｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｍｏｕｎｔ ｉｎ ｍａｔｅｒｎａｌ ｍｉｃｅ

注:与正常组母鼠体重与摄食比较ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎮ

图 ３　 母鼠体重与摄食的变化

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ ｍｉｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｉｎ ｍａｔｅｒｎａｌ ｍｉｃｅ

激组母鼠的仔鼠体重和身长低于正常组母鼠仔鼠

(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ差异具有显著性ꎮ 虽然是给予母鼠束

缚应激ꎬ但是也对小鼠造成了发育不良ꎮ 体重增长

曲线持续观察 １０ 周ꎬ应激组仔鼠体重仍没有追上正

常组仔鼠(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 表明母鼠产后应激会影响子

代发育ꎬ导致仔鼠持续的生长迟缓ꎬ造成子代低体

重与营养不良ꎮ
另外在第 ８ 周应激组仔鼠的运动量高于正常组

仔鼠(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ差异具有显著性ꎬ表明仔鼠长大后

有多动的倾向ꎮ

３　 讨论

使用本文自制的束缚装置制作小鼠产后束缚

应激模型ꎬ具有低体重低摄食ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 高表达ꎬ５￣ＨＴ２

受体低表达的特征ꎬ并且能造成子代生长发育迟

缓ꎮ 本课题组之前的实验[１０－１２]ꎬ同样采用此束缚装

置制作产后束缚应激小鼠模型ꎬ与正常组相比ꎬ应
激母鼠的体重与摄食同样呈现减少趋势ꎬ母鼠胃和

下丘脑内 ｇｈｒｅｌｉｎ 表达量升高ꎬ下丘脑中的 ５￣ＨＴ２ｃ受

体与胃中 ５￣ＨＴ２ｂ受体表达下降ꎬ并且应激组母鼠的

仔鼠体质量同样低于正常组母鼠的仔鼠体质量ꎮ
以上实验证明该装置制作的产后束缚应激模型具

有稳定性和可重复性ꎮ
近些年来ꎬ一些研究表明 ｇｈｒｅｌｉｎ 在情绪调节中

起着重要作用ꎬ例如自杀未遂患者的血清 ｇｈｒｅｌｉｎ 水

平显著增加[１３]、侧脑室注射 ｇｈｒｅｌｉｎ 可增加雄性幼

年大鼠抑郁样行为[１４]、抑郁症患者血清内高 ｇｈｒｅｌｉｎ
表达ꎬ并且随抑郁的严重程度加重而表达增加[１５]ꎮ
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注:与正常组相关基因 ｍＲＮＡ 表达相比ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 ４　 应激影响母鼠胃与下丘脑内相关基因的变化

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｔｏｍａｃｈ ａｎｄ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ

注:通过免疫组织化学染色法和蛋白质印记法检测基因表达ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 ５　 应激影响母鼠胃与下丘脑内相关基因的变化(×２００)
Ｎｏｔｅ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｔｏｍａｃｈ ａｎｄ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ(×２００)
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注:正常组母鼠的子代与应激组母鼠的子代比较发育状况ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 ６　 产后应激母鼠对子代的影响

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍａｔｅｒｎａｌ ｍｉｃｅꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍａｔｅｒｎａｌ ｍｉｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

许多研究已经证实 ５￣羟色胺(５￣ＨＴ) 与情绪障

碍相关[１６]ꎬ例如恐惧、焦虑、抑郁等不良情绪ꎮ 据报

道ꎬ低血清素活性可能导致许多心理障碍ꎬ如冲动

性ꎬ攻击性和自杀意念ꎬ并且血清素能系统和生长

素释放肽之间存在相互作用[１７－１９]ꎮ
在人类和动物模型中ꎬ血清素(又名 ５－羟色胺

或 ５￣ＨＴ)的摄取与焦虑、抑郁等情绪密切相关ꎬ是广

泛使用的抗抑郁和抗焦虑药物的作用位点[２０]ꎮ
５￣ＨＴ的受体具有许多亚型ꎬ有研究报道抑郁症患者

较正常人脑内 ５￣ＨＴ 受体的数量偏低且敏感性下

降[２１]ꎬ其中 ５￣ＨＴ２ 受体与抑郁症密切相关[２２]ꎮ
５￣ＨＴ２ｂ受体主要分布于周围组织ꎬ有研究显示 ５ＨＴ２ｂ

受体的表达与抑郁症状呈相关性ꎬ在帕金森伴抑郁

小鼠的脑皮质中 ５￣ＨＴ２ｂ受体表达下降[２３]ꎮ 在慢性

应激导致快感缺乏的小鼠中ꎬ５￣ＨＴ２ｂ受体表达显著

降低[２４]ꎮ 激活胃内 ５￣ＨＴ２ｂ受体能够抑制 ｇｈｒｅｌｉｎ 的

分泌[２５]ꎮ ５￣ＨＴ２Ｃ受体是 ５￣ＨＴ 受体的另一种亚型ꎬ
广泛分布于中枢神经ꎬ在抑郁症新治疗策略的开发

受到重要的关注[２６]ꎮ ５－羟色胺再摄取抑制剂治疗

对 ５￣ＨＴ２Ｃ受体的间接激活ꎬ可能有助于改善厌食和

焦虑作用[２７]ꎮ
本文介绍的产后小鼠束缚应激模型具有低体

重低摄食ꎬ胃与下丘脑以及血清内 ｇｈｒｅｌｉｎ 表达量增

加ꎬ５￣ＨＴ２ 受体等基因表达量减少ꎬ运动量减少等抑

郁样症状ꎬ能造成子代生长发育迟缓并有多动倾

向ꎬ可 供 产 后 应 激 疾 病 等 研 究ꎮ 并 且 多 次 实

验[８ꎬ１０－１１ꎬ２８]证明此束缚装置对于束缚应激模型的造

模是具有可重复性和稳定性ꎮ
此文章讲述的自制简易小鼠束缚装置ꎬ材料准

备方便ꎬ制作简便ꎬ成本低廉ꎬ体积小巧ꎬ便于收纳

保存ꎮ 该装置只需选取合适容量规格的离心管ꎬ能
够对大小不同的实验鼠进行固定限位ꎮ 只需操作

者施力即可迅速把实验鼠拖入管内ꎬ不需要等待实

验鼠主动进洞ꎬ避免实验鼠挣扎紧抓洞口耗费时

间ꎬ有利于提高实验效率ꎮ 使用该装置进行尾静脉

采血或注射ꎬ能保护实验人员不被小鼠咬伤ꎬ且透

明管壁有助于观察小鼠的情况ꎮ
除了运用于小鼠束缚应激模型的制备外ꎬ该装

置还可以用于尾静脉采血、注射ꎮ 根据实验鼠身型

大小选择合适容量的容器ꎬ用上述方法制作简易束

缚装置ꎬ既能运用于小鼠又能用于大鼠ꎮ 以上全部

内容就是产后束缚小鼠应激模型以及束缚装置的

制作方法介绍ꎬ供实验人员借鉴与使用ꎮ

参　 考　 文　 献(Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ)

[ １ ] 　 Ｗｉｌｂｅｒ ＲＦꎬ Ｚｅｎｉａ ＢＣꎬ Ｌｕｃｃａ ＭＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ １ꎬ ２ꎬ ３ ｏｆ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｒｅｖ Ｐｅｒｕ Ｍｅｄ Ｅｘｐ Ｓａｌｕｄ
Ｐｕｂｌｉｃａꎬ ２０１６ꎬ ３３(２):２８８－９９.

[ ２ ] 　 杨健莉ꎬ 刘佳ꎬ 郑志红.常用实验大小鼠采血方法及其对实

验动物福利的影响[ Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０１９ꎬ ２９(１):

６０１



中国实验动物学报 ２０２０ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. １

９０－９４.
Ｙａｎｇ ＪＬꎬ Ｌｉｕ Ｊꎬ Ｚｈｅｎｇ ＺＨ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ
ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｒｏｍ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ
２０１９ꎬ ２９(１): ９０－９４.

[ ３ ] 　 郑培鸿ꎬ 陈维荣ꎬ 林广荣. 一种用于局部红外线照射的大鼠

简易固定装置 [ Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０１７ꎬ ２７(３): ８４
－８６.
Ｚｈｅｎｇ ＰＨꎬ Ｃｈｅｎ ＷＲꎬ Ｌｉｎ ＧＲ. Ａ ｓｉｍｐｌｅ ｆａｓｔｅｎｉｎｇ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ
ｌｏｃａｌ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ
２７(３): ８４－８６.

[ ４ ] 　 鲍礼智ꎬ 郭志福ꎬ 沈明ꎬ 等. 新型实验大鼠尾静脉穿刺用途

四联固定器的设计及其效用评价 [ Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ
２０１６ꎬ ２６(１１): ７７－７９.
Ｂａｏ ＬＺꎬ Ｇｕｏ ＺＦꎬ Ｓｈｅｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｆｏｕｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｈｏｌｄｅｒ ｆｏｒ ｔａｉｌ
ｖｅｉｎ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｉｎ ｃｏｎｓｃｉｏｕｓ ｒａｔｓ: ｄｅｓｉｇｎꎬ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１６ꎬ ２６(１１): ７７
－７９.

[ ５ ] 　 孙同柱ꎬ 付小兵ꎬ 翁立新ꎬ 等. 介绍一种简易的大鼠保定方

法 [Ｊ] .实验动物与比较医学ꎬ ２００４ꎬ ２４(１): ４９.
Ｓｕｎ ＴＺꎬ Ｆｕ ＸＢꎬ Ｗｅｎｇ ＬＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒｏｄｕｃｅ ａ ｓｉｍｐｌｅ ｒａｔ ｆｉｘａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ [Ｊ] . Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２００４ꎬ ２４(１): ４９.

[ ６ ] 　 刘辉ꎬ 康白. 小鼠固定器的制作与应用 [Ｊ] . 临床和实验医学

杂志ꎬ ２０１０ꎬ ９(３): ２２７－２２８.
Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｋａｎｇ Ｂ. Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｆｉｘａｔｏｒ [Ｊ] .
Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｍｅｄꎬ ２０１０ꎬ ９(３): ２２７－２２８.

[ ７ ] 　 Ｅｍａｃｋ Ｊꎬ Ｋｏｓｔａｋｉ Ａꎬ Ｗａｌｋｅｒ ＣＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｒｏｎｉｃ ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｔｒｅｓｓ
ａｆｆｅｃｔｓ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｂｅｈａｖｉｏｕｒ ａｎｄ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｏ￣ｐｉｔｕｉｔａｒｙ￣ａｄｒｅｎａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ [Ｊ] . Ｈｏｒｍ Ｂｅｈａｖꎬ ２００８ꎬ ５４(４):
５１４－５２０.

[ ８ ] 　 Ｃｈｅｎ ＭＭꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｐａｎ ＤＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ９１９ ｓｙｒｕｐ ａｎｄ
Ｄ１０１ ｏｎ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｍｉｃｅ[ Ｊ] .
Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ １２(１):１２１７－１２２５.

[ ９ ] 　 Ｇａｏ Ｐꎬ Ｉｓｈｉｇｅ Ａꎬ Ｍｕｒａｋａｍｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｆｆｅｃｔｓ
ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌａｃｔｉｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｒｅｓꎬ ２０１１ꎬ ８９(３): ３２９－４０.

[１０] 　 Ｌｉ Ｂꎬ Ｘｕ Ｙꎬ Ｐａｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ
ａｐｐｅｔｉｔｅ ａｎｄ ｓｔｏｍａｃｈ ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｔｅｒｎａｌ ｍｉｃｅ[Ｊ] . Ｉｎｔ
Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｐａｔｈｏｌꎬ ２０１５ꎬ ８(１２): １５９９３－１５９９９.

[１１] 　 Ｘｕ ＹＭꎬ Ｘｉａｏ Ｑꎬ Ｇａｏ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ９１９ ｓｙｒｕｐ ｏｎ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ
ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ １０(４): ６５２７
－６５３７.

[１２] 　 张岚ꎬ 陈漫漫ꎬ 蒋淼ꎬ 等. 护肝方 ９１９ 糖浆干预产后束缚应激

小鼠对仔代体质量及血浆 Ｌｅｐｔｉｎ 的影响 [ Ｊ] . 上海中医药杂

志ꎬ ２０１９ꎬ ５３(２): ８６－９０.
Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｃｈｅｎ ＭＭꎬ Ｊｉａｎｇ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｎｄ
ｂｌｏｏｄ ｌｅｐｔｉｎ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ
ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ ｗｉｔｈ Ｈｕｇａｎｆａｎｇ ９１９ ｓｙｒｕｐ [ Ｊ] .
Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ ５３(２): ８６－９０.

[１３] 　 Ａｔｍａｃａ Ｍꎬ Ｔｅｚｃａｎ Ｅꎬ Ｐａｒｍａｋｓｉｚ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍ ｇｈｒｅｌｉｎ ａｎｄ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｓｕｉｃｉｄｅ ａｔｔｅｍｐｔｅｒｓ [ Ｊ]. Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２００６ꎬ ５４(１): ５９－６３.

[１４] 　 Ｊａｃｋｓｏｎ ＴＭꎬ Ｏｓｔｒｏｗｓｋｉ ＴＤꎬ Ｍｉｄｄｌｅｍａｓ ＤＳ.

Ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｇｈｒｅｌｉｎ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ￣ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｍａｌｅ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｒａｔｓ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｂｅｈａｖ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１９ꎬ １３: ７７.

[１５] 　 Ｏｚｓｏｙ Ｓꎬ Ｂｅｓｉｒｌｉ Ａꎬ Ａｂｄｕｌｒｅｚｚａｋ Ｕꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍ ｇｈｒｅｌｉｎ ａｎｄ
ｌｅｐｔｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ[Ｊ] . Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ Ｉｎｖｅｓｔｉｇꎬ ２０１４ꎬ １１(２): １６７－１７２.

[１６] 　 Ｊｅｎｋｉｎｓ ＴＡꎬ Ｎｇｕｙｅｎ ＪＣꎬ Ｐｏｌｇｌａｚｅ ＫＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ
ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ａｎｄ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｏｎ ｍｏｏｄ ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ￣ｂｒａｉｎ ａｘｉｓ[Ｊ] . Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓꎬ ２０１６ꎬ８(１): Ｅ５６.

[１７] 　 Ｂｒｏｗｎ ＧＬꎬ Ｅｂｅｒｔ ＭＨꎬ Ｇｏｙｅｒ ＰＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｇｇｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｓｕｉｃｉｄｅꎬ
ａｎｄ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ: Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｔｏ ＣＳＦ ａｍｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ[Ｊ] . Ａｍ Ｊ
Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ １９８２ꎬ１３９(６): ７４１－７４６.

[１８] 　 Ｂｒｕｎｅｔｔｉ Ｌꎬ Ｒｅｃｉｎｅｌｌａ Ｌꎬ Ｏｒｌａｎｄｏ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ ａｎｄ
ａｍｙｌｉｎ ｏｎ ｄｏｐａｍｉｎｅꎬ ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ ａｎｄ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ[ Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２００２ꎬ ４５４ ( ２ － ３): １８９
－１９２.

[１９] 　 Ｒｏｙ Ａꎬ Ｌｉｎｎｏｉｌａ Ｍ. Ｓｕｉｃｉｄａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒꎬ ｉｍｐｕｌｓｉｖｅｎｅｓｓ ａｎｄ
ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ[Ｊ] . Ａｃｔａ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒ Ｓｃａｎｄꎬ １９８８ꎬ ７８(５): ５２９－５３５.

[２０] 　 Ｌｅｓｃｈ ＫＰꎬ Ｂｅｎｇｅｌ Ｄꎬ Ｈｅｉｌｓ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｘｉｅｔｙ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｉｔｓ ｗｉｔｈ ａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｇｉｏｎ[ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １９９６ꎬ ２７４(５２９２): １５２７
－１５３１.

[２１] 　 Ｙａｔｈａｍ ＬＮꎬ Ｌｉｄｄｌｅ ＰＦꎬ Ｓｈｉａｈ ＩＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｒａｉｎ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ２
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｍａｊｏｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ: Ａ ｐｏｓｉｔｒｏｎ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ
ｓｔｕｄｙ[Ｊ] . Ａｒｃｈ Ｇｅｎ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ ２０００ꎬ ５７(９): ８５０－８５８.

[２２] 　 Ｍａｒｅｋ ＧＪꎬ Ｍａｒｔｉｎ ＲＲꎬ Ａｂｏ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ５￣ＨＴ２Ａ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ Ｍ１００９０７ ｅｎｈａｎｃｅｓ ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓａｎｔ￣ｌｉｋｅ
ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＳＲＩ ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ [ Ｊ ] .
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ ３０(１２): ２２０５－２２１５.

[２３] 　 Ｚｈａｎｇ ＸＱꎬ Ｓｏｎｇ Ｄꎬ Ｇｕ Ｌ. Ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ａｓｔｒｏｃｙｔｉｃ ５￣ＨＴ２Ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｐａｒａｌｌｅｌｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ ] .
Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ Ｃｅｌｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１５ꎬ ９: ３８８.

[２４] 　 Ｌｉ Ｂꎬ Ｄｏｎｇ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｌｌ ｔｙｐｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｅｄｉｔｉｎｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｃｈｒｏｎｉｃ ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎ
ｖｉｖｏ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｆｏｒ ｓｔｒｅｓｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｈｅｄｏｎｉａ
[Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ ３７(１１): ２４８０－２４９５.

[２５] 　 Ｖｏｉｇｔ ＪＰꎬ Ｆｉｎｋ Ｈ. Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｆｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ｓａｔｉｅｔｙ[ Ｊ] .
Ｂｅｈａｖ Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ ２０１５ꎬ ２７７: １４－３１.

[２６] 　 Ｃｒｅｍｅｒｓ ＴＩꎬ Ｇｉｏｒｇｅｔｔｉ Ｍꎬ Ｂｏｓｋｅｒ ＦＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ５￣
ＨＴ２Ｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｒｅｕｐｔａｋｅ
ｂｌｏｃｋａｄｅ [Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ ２９(１０): １７８２
－１７８９.

[２７] 　 Ｍｉｌｌａｎ ＭＪ. Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ５￣ＨＴ２Ｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｓ ａ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ａｎｄ ａｎｘｉｏｕｓ ｓｔａｔｅｓ: ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｎｏｖｅｌ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ [Ｊ] . Ｔｈｅｒａｐｉｅꎬ ２００５ꎬ ６０(５): ４４１－４６０.

[２８] 　 Ｎａｋａｔａ Ｈꎬ Ｗａｔａｎａｂｅ Ｋꎬ Ｍｕｒａｋａｍｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ａ
ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｍｏｔｈｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ａｎｄ ｃａｕｓｅｓ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ [ Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｆｉｎｄ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２００９ꎬ ３１(７): ４３３－４４１.

[收稿日期] 　 ２０１９－０８－２１

７０１



２０２０ 年 ２ 月

第 ２８ 卷　 第 １ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０
Ｖｏｌ. ２８　 Ｎｏ. １

蔡磊ꎬ李建军ꎬ余露军ꎬ等. 鱼类实验动物封闭群和近交系资源培育现状[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): １０８－１１４.
Ｃａｉ Ｌꎬ Ｌｉ ＪＪꎬ Ｙｕ ＬＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｆｉｓｈ ａｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ [Ｊ]. Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): １０８－１１４.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０１􀆰 ０１６

[基金项目]国家科技支撑计划项目(２０１５ＢＡＩ０９Ｂ０５)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (２０１５ＢＡＩ０９Ｂ０５).
[作者简介]蔡磊(１９８６—)ꎬ男ꎬ副研究员ꎬ研究方向:实验动物遗传学ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｃａｉｌｅｉ１７＠ １６３.ｃｏｍ
[通信作者]黄韧(１９５９—)ꎬ男ꎬ研究员ꎬ研究方向:实验动物学ꎮ Ｅｍａｉｌ:１６４９４０５２１６＠ ｑｑ.ｃｏｍ

鱼类实验动物封闭群和近交系资源培育现状
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　 　 【摘要】 　 鱼类实验动物的应用研究已经深入生命科学的各个领域ꎬ取得了许多重大研究成果ꎬ因国内外实验

鱼在来源、代系、培育和管理方式等背景上均较为复杂ꎬ为实验鱼质量控制带来诸多不便ꎮ 针对鱼类实验动物资源

培育现状ꎬ本文综述了国内外实验鱼封闭群和近交系的培育、管理和标准化等方面的现状和存在的问题ꎬ以期为我

国实验鱼培育管理和质量控制标准化提供参考ꎮ
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　 　 鱼类作为水生态系统和低等脊椎动物的典型

代表ꎬ具有种类多、繁殖力强、遗传容易控制、饲育

设施要求简单等诸多优点ꎬ在发育生物学、遗传学

和生态毒理学等研究领域具有不可替代优势ꎮ 仅

国际斑马鱼模式生物数据库(ＺＦＩＮ)中注册的斑马

鱼实验室已达 １３０４ 个(２０１９ 年 ５ 月ꎬｈｔｔｐｓ: / / ｚｆｉｎ.
ｏｒｇ)ꎬ我国利用斑马鱼开展科学研究的实验室超过

２５０ 个[１]ꎬ目前全球以斑马鱼为代表的实验鱼使用

量呈逐年上升趋势[２]ꎮ 由于我国实验动物学科建

设整体起步较晚[３]ꎬ尤其实验鱼培育管理更滞后于
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哺乳类实验动物ꎬ国内外现有实验鱼品种品系的来

源、代系、培育和管理方式等均较复杂ꎮ 为促进我

国实验鱼的规范培育ꎬ本文综述了国内外实验鱼的

培育管理现状ꎮ

１　 实验鱼封闭群和近交系定义

１􀆰 １　 封闭群

封闭群的定义最早出现在 １９６３ 年国际实验动

物 科 学 理 事 会 ( Ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｕｎｃｉｌ ｏｎ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ＩＣＬＡＳ ) 会 议 ( ＩＣＬＡＳ
Ｂｕｌｌｅｔｉｎ Ｎｏ.１４)ꎬ为:“不从外部进行引种的群体为封

闭群” [４]ꎬ后 ＩＣＬＡＳ 于 １９７２ 年发布了封闭群官方定

义ꎬ为:“不从外部引种ꎬ至少封闭培育 ４ 代以上ꎬ每
代近交系数上升不超过 １％” [５]ꎻ１９９２ 年美国大鼠命

名委员会发布的大鼠命名规则中对封闭群定义仍

沿用 ＩＣＬＡＳ 的官方定义[６]ꎻ我国哺乳类实验动物遗

传质量控制国家标准(２００１ 版和 ２０１０ 版)中对封闭

群的定义均参考 ＩＣＬＡＳꎬ为:“以非近亲交配方式进

行繁殖生产的一个实验动物种群ꎬ在不从外部引入

新个体的条件下ꎬ至少连续繁殖 ４ 代以上的群

体” [７]ꎻ 鼠 类 国 际 标 准 化 遗 传 命 名 委 员 会

( Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｎ Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ Ｇｅｎｅｔｉｃ
Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ ｆｏｒ ＭｉｃｅꎬＩＣＳＧＮＭ)２０１６ 年发布的最新

修订«大小鼠命名指南»中对封闭群定义为:“封闭

群为保持有限遗传多样性的一个实验动物群体ꎬ以
无选择的非近亲交配方式繁殖ꎬ所有的交配仅限于

封闭群内部个体之间ꎬ且不从外部引进新的动

物” [８]ꎮ
以往国内外较多书籍[９]、文献[１０]、标准[７] 和指

南中常将远交群(ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｏｃｋ)和封闭群概念等同ꎮ
参照 ＩＣＳＧＮＭ 于 ２０１６ 年新发布的指南ꎬ封闭群和远

交群定义存在本质上的区别ꎬ封闭群为保持有限的

遗传多样性(Ｃｏｎｔａｉｎｓ Ｌｉｍｉｔｅｄ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ)ꎬ而
远交群 则 为 保 持 最 大 的 遗 传 杂 合 度 ( Ｍａｉｎｔａｉｎ
Ｍａｘｉｍｕｍ Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ) [８]ꎮ

封闭群主要特征为在一定范围内保持相对稳

定的遗传杂合度ꎬ维持这种状态所需的条件包括:
①封闭(不由外部引进新基因)ꎻ②非近交(尽量减

少基因丢失)ꎻ③连续繁殖 ４ 代以上(前几代遗传杂

合度波动较大)ꎻ④传代亲本数量较多(降低近交机

率)ꎮ 因此ꎬ推荐实验鱼封闭群定义:“以非近亲交

配方式繁殖生产ꎬ不从外部引入新基因ꎬ至少连续

繁殖 ４ 代以上的实验鱼种群”ꎮ 同时结合亲本数量

要求ꎬ如传代亲本应保持 ５０ 对以上ꎬ以满足实验动

物封闭群的本质要求ꎮ
１􀆰 ２　 近交系

与封闭群定义相比ꎬ国内外对近交系的定义较

为一致ꎬ为:“经过连续 ２０ 代以上的全同胞兄妹交

配或亲子交配ꎬ品系内所有个体都可以追溯到起源

于第 ２０ 代或以后代数的一对共同祖先ꎬ近交系数大

于 ９９％ꎬ且群体内任何个体基因组中 ９８􀆰 ６％以上的

等位位点为纯合” [２－３ꎬ ６]ꎮ 因实验鱼与哺乳类遗传

规律相似ꎬ国际上已按照哺乳类近交系培育方法成

功培育出多个实验鱼近交系(表 １)ꎮ

２　 实验鱼封闭群和近交系培育

２􀆰 １　 封闭群培育

以大小鼠为代表的哺乳类实验动物封闭群理

论体系已获国内外广泛认可ꎮ 实验鱼与哺乳类同

为脊椎动物ꎬ生殖方式相似ꎬ共同遵守遗传分离、自
由组合和连锁定律ꎬ且实验鱼封闭群建群过程中基

因频率变化规律与哺乳类实验动物相同ꎮ 因此ꎬ哺
乳类封闭群理论体系也同样适用于实验鱼ꎬ目前国

内外已按照哺乳类封闭群的概念和培育管理方法ꎬ
成功育成多个鱼类封闭群ꎮ

目前国际上实验鱼封闭群培育规模最大的为

日本青鳉(Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ)ꎬ已报道封闭群超过 ５０
个[１１]ꎬ如 Ｋｕｎｍｉｎｇꎬ Ｎａｇｏｙａꎬ Ｔｏｙｏｈａｓｈｉ 等ꎮ 斑马鱼

(Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ)至今报道的封闭群有 ＡＢ[１２]、ＴＵ[１３]、
ＴＬ[１３]、 ＩＮ ( Ｉｎｄｉａ ) [１４]、 ＥＫＫ[１５]、 ＷＩＫ[１６]、 Ｄａｒｊｅｅｌｉｎｇ
( ＤＡＲ ) [１７]、 ＮＨＧＲ￣１[１８]、 ＩＭ１２ｍ[１９]ꎬ ＩＭ１４ｍ[１９]、
Ｆｌｏｒｉｄａ ｗｔ ｌｉｎｅ[２０]ꎬＬｉｇｈｔ￣ｃｏｌｏｒｅｄ[２１]等ꎮ 其中 ＡＢ、ＴＵ、
ＴＬ、ＷＩＫ、ＩＮ、Ｄａｒｊｅｅｌｉｎｇ 和 ＮＨＧＲ￣１ 等原始建群方式

未严格遵照标准封闭群建群要求ꎬ如 ＡＢ 系有孤雌

生殖背景ꎻＴＵ 为利用近交移除胚胎期致死突变得

来ꎻＴＬ 为筛选 ｌｅｏ 和 ｌｏｆ 基因纯合得来ꎻＷＩＫ 来源野

生群ꎬ经挑选单次产卵量最大的一对鱼作为原始群

建立ꎻＩＮ 来源于印度东北部野生群ꎬ经过 ３ 代近交

后再回交得来ꎻＤＡＲ 来源印度 Ｄａｒｊｅｅｌｉｎｇ 地区ꎬ１９８７
年后于美国俄勒冈大学保种ꎻＮＨＧＲ￣１ 来源于 ＡＢ ×
ＴＵ 繁殖的后代 ＴＡＢ￣５ꎬ在 ＴＡＢ￣５ 近亲繁殖的 Ｆ１ 代

中挑选繁殖量最大的亲本作为 ＮＨＧＲ￣１ 的第一代ꎬ
这些群体有人认为是远交群或非近交群( ｏｕｔｂｒｅｄ
ｌｉｎｅ / ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ / ｎｏｎ￣ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ)ꎬ也有人认为

是封闭群[２２]ꎬ因此ꎬ其不是严格意义上的封闭群动

物ꎮ 但 ＩＭ１２ ｍ、 ＩＭ１４ ｍ、 ＥＫＫ、 Ｆｌｏｒｉｄａ ｗｔ ｌｉｎｅ 和

９０１
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Ｌｉｇｈｔ￣ｃｏｌｏｒｅｄ 等为按照封闭群要求育成ꎮ 此外ꎬ其它

实验鱼也有多个封闭群报道ꎬ如剑尾鱼属的新月鱼

(Ｘｉｐｈｏｐｈｏｕｒｓ ｍａｃｕｌａｔｕｓ) ２８５６ 品种(１９７１)、剑尾鱼

(Ｘｉｐｈｏｐｈｏｕｒｓ ｈｅｌｌｅｒｉｉ) ５０１ 品种 ( １９６３)、 ２９７７ 品种

(１９６３)和 ３０６２ 品种(１９７１)等[２３]ꎬ孔雀鱼(Ｐｏｅｃｉｌｉａ
ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ)Ｓ、Ｓ３ＨＲ、ＳＣ 和 Ｆ２２ 等 １６ 个封闭群[２４－２５]ꎮ

国内实验鱼封闭群培育方面ꎬ广东省实验动物

监测所培育了我国第一个海水实验鱼封闭群—诸

氏鲻虾虎鱼(Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ)封闭群ꎬ现已达第

１９ 代[２６－ ２７]ꎻ中国科学院水生生物研究所培育了稀

有鮈鲫 (Ｇｏｂｉｏｃｙｐｒｉｓ ｒａｒｕｓ) 封闭群ꎬ现已培育至第

１０ 代[２８－２９]ꎮ
在鱼类封闭群培育上ꎬ总体上ꎬ发达国家优于

我国ꎬ淡水优于海水ꎬ一些由于历史原因导致背景

较为复杂的实验鱼群ꎬ如斑马鱼 ＡＢ 系等ꎬ繁殖管理

方式已接近封闭群ꎬ后续如严格控制繁殖方式(避
免近亲交配等)、保持群体规模、避免外源基因引

入ꎬ则可培育成相对规范的封闭群ꎮ
２􀆰 ２　 近交系培育

哺乳类实验动物近交系已有上百年培育历史ꎬ
仅小鼠近交系就达 ４５０ 多种[３０]ꎬ最高近交代数超过

２１０ 代[３１]ꎮ 鱼类采用全同胞兄妹交配方式 ( ｆｕｌｌ￣
ｓｉｂｌｉｎｇ ｐａｉｒ)培育近交系也已有 ５０ 年以上的历史ꎮ
斑马鱼已见报道近交系 ６ 个ꎬ分别为 Ｃ３２、ｓｊＡ、ｓｊＣ、
ｓｊＤ、ＩＭ 和 Ｍａｙꎮ 其中 Ｃ３２ 和 ＩＭ 为高度纯合的近交

系ꎮ Ｃ３２[１５]来源于封闭群 ＡＢꎬ最初通过雌核发育获

得ꎬ１９９１ 年后以严格全同胞兄妹交配方式传代ꎻＩＭ
和 Ｍａｙ 为利用全同胞兄妹交配方式培育ꎬＩＭ 已达

２０ 代以上[３２]ꎬＭａｙ 已达第 １６ 代[３２]ꎻｓｊＡ、ｓｊＣ、ｓｊＤ 均

为 Ｓｔｅｐｈｅｎ Ｌ. Ｊｏｈｎｓｏｎ 实验室培育[３３]ꎬ分别来源于

ＡＢ、Ｃ３２ 和 ＤＡＲꎮ
日本青鳉 ２０ 代以上的近交系已有 １３ 个ꎬ分别

为 ＨＢＩ￣Ｉ、 ＨＮＩ￣ＩＩ、 ＨＯ４Ｃ、 ＨＯ５、 ＨｄｒＲ、 ＮＣＭＨ、
ＨＢ３２Ｄ、ＨＢ１１ Ａ、Ｋａｇａ、Ｈｓｏｋ、ＡＡ２、Ｃａｂ 和 Ｈｉ３ꎬ其中

ＨＯ４Ｃ 品系近交代数已达到 １００ 代(表 １)ꎮ
剑尾鱼属已育成近交系超过 １２ 个ꎬ分别为 Ｘ.

ａｌｖａｒｅｚｉꎬ Ｄｏｌｏｒｅｓ、 Ｘ. ｃｏｕｃｈｉａｎｕｓ、 Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉꎬ Ｃｄ、 Ｘ.
ｈｅｌｌｅｒｉ ｓｔｒｉｇａｔｕｓ、Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉ ｇｕｅｎｔｈｅｒｉ、Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉ ｈｅｌｌｅｒｉ、
Ｘ. ｍａｃｕｌａｔｕｓꎬ Ｊｐ １６３ Ａ、Ｘ. ｍａｃｕｌａｔｕｓꎬ Ｊｐ １６３ Ｂ、Ｘ.
ｍｏｎｔｅｚｕｍａｅ ｃｏｒｔｅｚｉ、 Ｘ. ｓｉｇｎｕｍ、 Ｘ. ｖａｒｉａｔｕｓ 和 Ｘ.
ｘｉｐｈｉｄｉｕｍꎮ 国 际 剑 尾 鱼 种 质 资 源 中 心 ( Ｔｈｅ
Ｘｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｓｔｏｃｋ Ｃｅｎｔｅｒ)现保藏剑尾鱼属

(Ｘｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓ)近交有 ６ 个ꎬ分别为 Ｘ. ｍａｃｕｌａｔｕｓꎬ Ｊｐ

１６３ Ａ、 Ｘ. ｍａｃｕｌａｔｕｓꎬ Ｊｐ １６３ Ｂ、 Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉꎬ Ｃｄ、 Ｘ.
ａｌｖａｒｅｚｉꎬ Ｄｏｌｏｒｅｓ、Ｘ. ｃｏｕｃｈｉａｎｕｓ 和 Ｘ. ｓｉｇｎｕｍꎬ其中 Ｊｐ
１６３ Ａ 近交代数已超过 １００ 代(表 １)ꎮ

孔雀鱼(Ｐ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ)已报到近交系有 ８ 个[３４]ꎬ
分别为 ＭＡＣꎬ ＢＤＺＷ１ꎬ ＢＤＺＷ２ꎬ Ａｒｍａｔｕｓꎬ Ｇｕａｎａｐｏꎬ
Ｑｕａｒｅ６ꎬ Ｑｕａｒｅ６ ｆａｍｉｌｙ ＩＩ ２１５￣３ 和 Ｃｕｍａｎáꎬ 其 中

Ｍａｃｕｌａｔｕｓꎬ ＢＤＺＷ１ꎬ ＢＤＺＷ２ 和 Ａｒｍａｔｕｓ 品系均于实

验室内近交繁殖超过 ５０ 年ꎮ
孤独拟胎鳉(Ｐｏｅｃｉｌｉｏｐｓｉｓ ｌｕｃｉｄａ)近交系超过 ６３

代[３５]ꎻ光亮拟胎鳉(Ｐｏｅｃｉｌｉｏｐｓｉｓ ｍｏｎａｃｈａ)有 ２ 个近

交系[３５]ꎬ分别为 Ｓ６８￣４ 和 Ｓ６８￣５ꎬ近交代数分别为 ３４
和 ３０ꎮ

除此之外ꎬ还有通过雌核发育和自体受精产生

的纯系鱼类ꎬ如亚马逊花鳉(Ｐｏｅｃｉｌｉａ ｆｏｒｍｏｓａ)和红

树 林 鳉 ( Ｋｒｙｐｔｏｌｅｂｉａｓ ｍａｒｍｏｒａｔｕｓ 和 Ｋｒｙｐｔｏｌｅｂｉａ
ｓｈｅｒｍａｐｒｏｄｉｔｕｓ)ꎮ 亚马逊花鳉野生状态下几乎全为

雌性ꎬ繁殖时雌鱼通过利用近缘种精子激活卵子ꎬ
从而完成雌核发育ꎬ近缘种精子中遗传物质不参与

受精发育[３６]ꎮ 两种红树林鳉[３７] 为目前在脊椎动物

中发现的仅有的 ２ 种通过自体受精繁殖后代的物

种ꎬ群体中绝大部分个体同时具有成熟的精巢和卵

巢ꎬ通过自体受精完成繁殖后代ꎮ
国内鱼类近交系培育方面ꎬ中国水产科学研究

院珠江水产研究所培育了 ５ 个剑尾鱼(Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉ)近
交系ꎬ分别为 ＲＲ￣Ｂ、ＲＷ￣Ｈ、ＲＷ￣Ｋ、ＢＷ￣Ｄ 和 ＢＹ￣Ｆꎬ
其中 ＲＲ￣Ｂ 近交系已达 ２６ 代以上[３８]ꎬ中国科学院

水生生物研究所培育的稀有鮈鲫近交系 ＨＡＮ 已达

３３ 代以上[２９]ꎬ广东省实验动物监测所培育了 ４ 个

诸氏鲻虾虎鱼(Ｍ. ｃｈｕｌａｅ)近交系ꎬ最高代数已达到

第 １３ 代[２６]ꎮ 南华大学利用连续雌核发育方法培育

了实验红鲫(Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ)纯系[３９]ꎮ
各品系近交系近交代数及参考文献见表 １ꎮ

综上所述ꎬ国内外在实验鱼近交系培育上均开

展了大量工作ꎬ已育成多个近交 ２０ 代以上的近交

系ꎬ但同时也发现个别鱼类近交系在培育过程中存

在生命力和生殖力下降等近交衰退现象ꎮ 针对此

问题ꎬ国内外采取了诸多用于控制或减轻衰退的措

施ꎬ如 Ｓｈｉｎｙａ 等[１９]通过对斑马鱼近交系亲本的繁殖

能力进行筛选ꎬ将繁殖力最强的斑马鱼作为传代亲

本ꎬ用于保持近交系群体的繁殖力ꎻ吴淑勤等[３８] 通

过创造适宜养殖环境、强化亲鱼营养条件和加强管

理等措施克服剑尾鱼近交衰退ꎮ 由于近交系衰退

主要由遗传导致ꎬ因此在培育过程中加强人工选育

０１１
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和饲养管理对控制近交衰退尤为重要ꎬ人工选育可

有效避免有害基因在群体中的传递ꎬ可在源头上排

除对生殖力产生危害的基因ꎬ加强养殖管理可为实

验鱼创造良好的生存环境ꎬ避免外界不利因素对实

验鱼生长发育产生影响ꎮ

表 １　 实验鱼近交系统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｉｓｈ
品系名

Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ
近交代数
Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

品系名
Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ

近交代数
Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏꎬ Ｃ３２ / [１５] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ ＨＯ４Ｃ １００ [１１]

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏꎬ ｓｊＡ / [３３] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ ＨＯ５ ９３ [１１]

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏꎬ ｓｊＣ / [３３] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ ＨｄｒＲ ６８ [４０]

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏꎬ ｓｊＤ / [３３] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ ＮＣＭＨ ４７ [４１]

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏꎬ ＩＭ ２０ [３２] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ ＨＢ３２Ｄ ８１ [１１]

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏꎬ Ｍａｙ １６ [３２] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ ＨＢ１１Ａ ９２ [１１]

Ｘ.ａｌｖａｒｅｚｉꎬ Ｄｏｌｏｒｅｓ / [４２] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ Ｋａｇａ / [４１]

Ｘ.ｃｏｕｃｈｉａｎｕｓ ７２ [４２] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ Ｈｓｏｋ ３９ [４０]

Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉꎬ Ｃｄ ５６ [４２] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ ＡＡ２ / [４１]

Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉ ｓｔｒｉｇａｔｕｓ ３５ [４３] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ Ｃａｂ / [４１]

Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉ ｇｕｅｎｔｈｅｒｉ ２５ [４３] Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ Ｈｉ３ ３３ [１１]

Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉ ｈｅｌｌｅｒｉ ２５ [４３] Ｐｏｅｃｉｌｉａ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａꎬ ＭＡＣ / [３４]

Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉꎬ ＲＲ￣Ｂ ２６ [４２] Ｐｏｅｃｉｌｉａ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａꎬ ＢＤＺＷ１ / [３４]
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Ｘ.ｍａｃｕｌａｔｕｓꎬ Ｊｐ １６３ Ｂ ９４ [４２] Ｐｏｅｃｉｌｉａ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａꎬ Ｃｕｍａｎá / [３４]

Ｘ. ｍｏｎｔｅｚｕｍａｅ ｃｏｒｔｅｚｉ ３５ [４３] Ｐｏｅｃｉｌｉｏｐｓｉｓ ｌｕｃｉｄａ ６３ [３５]

Ｘ. ｓｉｇｎｕｍ / [４２] Ｐｏｅｃｉｌｉｏｐｓｉｓ ｍｏｎａｃｈａꎬ Ｓ６８－４ ３４ [３５]

Ｘ. ｖａｒｉａｔｕｓ / [４３] Ｐｏｅｃｉｌｉｏｐｓｉｓ ｍｏｎａｃｈａꎬ Ｓ６８－５ ３０ [３５]

Ｘ. ｘｉｐｈｉｄｉｕｍ ５５ [４３] 实验红鲫 Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ / [３９]

Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ ＨＢＩ￣Ｉ ６４ [４０] 稀有鮈鲫 Ｇｏｂｉｏｃｙｐｒｉｓ ｒａｒｕｓ ２２ [４４]

Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓꎬ ＨＮＩ￣ＩＩ ５７ [４０] 诸氏鲻虾虎鱼 Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ １３ [２６]

３　 实验鱼繁殖和管理

３􀆰 １　 实验鱼的繁殖方法

哺乳动物封闭群繁殖方法通常有最佳避免近

亲交配法、循环交配法或随机交配法[７]ꎬ在繁殖过

程中ꎬ保持有效群体大小为雌雄各 ２５ 尾ꎬ是保证传

代过程中近交系数上升不超过 １％的最小群体规

模ꎮ 由于鱼类个体小、单次繁殖量大ꎬ繁育成本低ꎬ
在封闭群维持过程中ꎬ较易维持一个规模超过 １００
对以上的群体ꎬ因此ꎬ实验鱼封闭群繁殖管理中ꎬ引
种数量可适当提高ꎬ如 ５０ 对以上ꎬ可选随机交配法

传代ꎮ 近交系常用的繁殖方法有亲子交配(ｐａｒｅｎｔ￣
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ)、全同胞兄妹交配(ｆｕｌｌ￣ｓｉｂ)、半同胞兄妹交

配(ｈａｌｆ￣ｓｉｂ)、双堂兄妹交配(ｄｏｕｂｌｅ ｆｉｒｓｔ ｃｏｕｓｉｎ)ꎬ其
中全同胞兄妹交配为最经典和最常采用方式ꎮ 按

照全同胞兄妹交配方式培育实验鱼近交系已经有

近 ５０ 年历史ꎬ目前多数实验鱼近交系均通过此法获

得[３８ꎬ ４０ꎬ ４２ꎬ ４４]ꎮ 由于多数鱼类具有体外受精发育特

点ꎬ鱼类也可利用雌核发育获得纯合后代ꎬ如实验

红鲫纯系通过连续 ２ 代进行雌核发育获得、斑马鱼

Ｃ３２ 近交系的培育同时采用了雌核发育和全同胞兄

妹交配ꎮ
与陆生实验动物相比ꎬ水生实验动物发展相对

滞后ꎬ水生实验动物培育理论体系及相应方法亦较

多参考陆生实验动物ꎮ 水生和陆生实验动物虽在

受精方式上差别巨大ꎬ如鱼类多数为体外受精发育

(斑马鱼等)、也有体内受精(剑尾鱼等)或自体受精

方式(红树林鳉等)ꎬ但在封闭群培育上ꎬ二者遗传

结构的变化均同属群体遗传学范畴ꎬ规律相似ꎬ在
近交系培育过程中ꎬ二者等位基因纯合规律也一

致ꎮ 因此实验鱼封闭群和近交系培育方法可借鉴

陆生实验动物方法ꎬ而在具体操作细节上在确保符

合要求的前提下可根据鱼类生理特征进行调整ꎮ
３􀆰 ２　 实验鱼遗传管理

实验鱼的长期维持是一个非常系统和复杂的

工程ꎬ培育过程中遗传物质的传递受到诸多因素影
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响ꎬ如封闭群和近交系培育过程中面临的遗传污

染、遗传突变、遗传漂变、近亲繁殖以及人为选择

等ꎬ良好的实验鱼繁育管理需对影响遗传信息的各

种因素进行考虑并建立相应应对措施ꎮ
３􀆰 ２􀆰 １　 封闭群

在新建封闭群的管理上ꎬ需对其原始建群亲本

进行严格的种质鉴定ꎬ确保种类准确无误ꎬ并建立

详细的原始引种记录档案ꎬ包括种名、来源、数量、
雌雄比例、种质鉴定结果、繁殖方法等ꎬ原始建群亲

本一般不少于 ５０ 对ꎻ一旦确立原始建群亲本ꎬ立即

封闭群体ꎬ确保群体的繁殖仅限于群体内部ꎬ在封

闭的条件下至少连续繁殖 ４ 代以上ꎬ并进行详细的

传代谱系记录ꎻ在培育过程中ꎬ利用分子标记等方

法ꎬ定期对其遗传杂合度和群体遗传平衡状态进行

监测ꎬ以确保封闭群实验鱼的基因异质性及多

态性[７]ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 近交系

近交系必须有完整的繁殖记录ꎬ包括来源、品
系名称、近交代数及主要生物学特征等ꎻ培育过程

需严格控制繁殖方法ꎬ基础群严格按照全同胞兄妹

交配繁育ꎬ用于种群的传代ꎬ生产群在繁殖代数 ４ 代

以内可采用随机交配ꎬ另外ꎬ规范的命名方法是保

证繁殖谱系可溯源的重要依据ꎬ确保每一箱实验鱼

都有唯一且可溯源的编号ꎬ不同养殖单元的实验鱼

应有明确的识别信息ꎬ包括品种 /品系名称、来源、
父母系资料、出生或引入日期、数量等ꎻ定期监测遗

传纯合度是保证近交系培育遗传纯合度的重要手

段ꎮ 综上所述ꎬ实验鱼近交系遗传管理的核心在于

保持动物的同基因性以及基因纯和性[７]ꎮ
３􀆰 ３　 实验鱼饲养管理标准化

在实验鱼的饲养管理标准化上ꎬ因管理理念的

差异ꎬ国外较偏重于制订指南或准则ꎬ如联合国粮

农组织[４５]、加拿大动物保护协会[４６]、英国皇家防止

虐待动物协会[４７] 等均制定了关于鱼类养殖管理的

指南ꎬ此外还有一些实验鱼饲养管理的经典书籍ꎬ
如«Ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｉｓｈ» [４８]和«Ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｂｏｏｋ» [４９]

等ꎮ 因上述指南和书籍多为原则性要求和建议ꎬ在
实际操作过程中各实验鱼生产和使用单位较难达

到标准化饲养管理ꎬ如通过公共网络途径获得的美

国 Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ、Ｓｏｕｔｈｆｌｏｒｉｄａ 和 Ｒｏｓａｌｉｎｄ Ｆｒａｎｋｌｉｎ 等大

学斑马鱼饲养管理标准作业程序(ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓꎬＳＯＰ)ꎬ详尽程度、具体操作指标设置以

及管理措施等均差别较大ꎮ

与国外相比ꎬ我国在实验鱼饲养管理标准化上

稍显滞后ꎬ通过对我国 １９ 个代表性实验鱼生产和使

用单位实地调研ꎬ各实验室的饲养管理 ＳＯＰ 均是在

参考国外书籍、指南或 ＳＯＰ 等ꎬ并结合各自实验室

特点上制定ꎮ 在标准制定上ꎬ２００９ 年国家标准化管

理委员会批准广东省实验动物监测所起草«实验动

物 鱼类环境与质量控制标准» 国家标准 (编号

２００９１３２９￣Ｔ－４６９)ꎻ２０１３ 年 １２ 月 ２０ 日北京市质量

技术监督局发布了实验用鱼质量控制地方标准(包
括实验用鱼微生物学等级及监测、寄生虫学等级及

监测、遗传质量控制、配合饲料、环境条件、病理诊

断 ６ 个部分)ꎻ２０１６ 年 ８ 月 １０ 日ꎬ稀有鮈鲫质量控

制系列标准(微生物、寄生虫、遗传、营养和饲料)获
得湖北省地方标准制定立项ꎻ２０１６ 年 １２ 月 ２９ 日湖

南省质量技术监督局批准发布了«实验鱼类 实验红

鲫 Ｃ１ＨＤ 系遗传质量控制»ꎮ 随着实验鱼的应用领

域和影响力逐渐增大ꎬ虽然我国在实验鱼质量控制

上开展了大量研究工作ꎬ标准化工作也取得部分进

展ꎬ但仍与我国较大的实验鱼培育应用规模不匹

配ꎬ标准化工作急需加强ꎮ

４　 结语

鱼类实验动物资源经过几十年的快速发展ꎬ培
育了众多不同生物学特性的品种和品系ꎬ建立了丰

富的疾病和毒理应用模型ꎬ取得了一大批重要的新

发现和新进展ꎬ有力支撑和推动了生命科学的发

展ꎮ 同时也应注意到ꎬ鱼类实验动物培育和应用过

程中仍然面临着标准化不足等问题ꎬ如我国暂无可

用的实验鱼质量控制国家标准ꎬ目前绝大部分省份

未将实验鱼纳入实验动物质量检测管理体系ꎬ导致

各实验室在实验鱼培育技术、管理水平以及质量上

良莠不齐ꎬ因此非常有必要通过加强相关标准的制

定ꎬ以规范和引导实验鱼培育和管理ꎬ对促进实验

鱼行业的发展有重要意义ꎮ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｉｓｈꎻ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ｓｕｇｇｅｓｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 实验动物被国际学界公认为“活的精密仪器”ꎬ
质量控制及其标准化是实验动物的必然要求ꎮ 鱼

类具有种类多、繁殖力强、遗传容易控制、饲育设施

要求简单等诸多优点ꎬ实验鱼在遗传学、发育生物

学、毒理学、生态学等研究中应用广泛[１－２]ꎬ全球实

验鱼用量仅次于大小鼠ꎬ我国仅斑马鱼生产和使用

单位已超过 ３００ 家ꎬ但实验鱼质量良莠不齐ꎬ相关试

验结果可靠性难以保障ꎬ迫切需要制定质量控制标

准加以规范和引导ꎮ
国家标准化管理委员会下达的«２００９ 年第二批

国家标准制修订计划的通知»批准制定«实验动物

鱼类环境与质量控制标准»ꎬ技术归口单位为全国

实验动物标准化技术委员会(ＳＡＣ / ＴＣ２８１)ꎬ计划编

号为 ２００９１３２９￣Ｔ－４６９ꎬ起草单位为广东省实验动物
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监测所(以下简称“动监所”)、中国科学院水生生物

研究所国家斑马鱼资源中心(以下简称“ＣＺＲＣ”)、
中国水产科学研究院珠江水产研究所(以下简称

“珠江所”)、上海实验动物研究中心(以下简称“动
物中心”)、中国医学科学院医学实验动物研究所ꎮ
ＣＺＲＣ 负责斑马鱼(Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ)研究资源的收集、保
藏和分享ꎬ在遗传分析、繁殖技术及病原控制上有

良好的工作积累ꎬ也是国内斑马鱼品系保存量最多

的单位[３]ꎮ 动物中心长期开展斑马鱼病原、养殖环

境等方面的研究工作ꎮ 珠江所于 １９８７ 年开始剑尾

鱼(Ｘｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓ ｈｅｌｌｅｒｉ)实验动物化研究ꎬ在剑尾鱼

生物学特性、病原、营养和环境要求等方面积累了

大量数据ꎬ剑尾鱼 ＲＲ￣Ｂ 近交系为我国自主培育的

第一个超过 ２０ 代的近交鱼[４]ꎮ 动监所自 １９９７ 年开

始诸氏鲻虾虎鱼(Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ)实验动物化

研究ꎬ先后建立了虾虎鱼遗传、微生物、营养和环境

需求等质控方法ꎬ是目前国际上实验动物化程度最

高的海水实验鱼类[２]ꎮ 本文以上述单位研究工作

为基础ꎬ综述实验鱼质控标准研究现状ꎬ以期为我

国实验用斑马鱼、剑尾鱼、虾虎鱼质量控制标准的

制定提供建议和参考ꎮ

１　 研究背景与现状

１􀆰 １　 我国实验鱼质量控制现状

目前ꎬ来自观赏鱼市场或自然水域的实验鱼直

接应用于科学研究的现象难以杜绝ꎬ不同实验室间

相互引种复壮也常有发生ꎬ导致实验鱼遗传背景混

乱ꎮ 另外ꎬ由于场地和经费的限制ꎬ大部分实验鱼

房为开放环境ꎬ鱼房条件、病原控制措施以及风险

防范意识差异较大ꎮ 对国内 １９ 个实验鱼代表性实

验室的调研结果显示ꎬ烈性传染病虽极少发生ꎬ但
实验鱼病害问题也较为普遍ꎬ如斑马鱼常见病害及

其在各实验室的发生率为:竖鳞病(６７％)、红鳃病

(５０％)、下颌红鳃 (４２％)、脊椎弯曲 (２５％)、烂尾

(２５％)、游动异常(２５％)、白点病(８％)ꎻ除 ＣＺＲＣ
等少数实验室坚持开展病原监测外ꎬ很多实验室对

此重视不够ꎬ实验鱼疾病发生、传播风险较大ꎮ
各实验室对实验鱼养殖设施和水环境控制较

为重视ꎬ大多具有较好的硬件基础ꎬ除红鲫、剑尾鱼

采用自制玻璃缸并配套水处理养殖系统外ꎬ其他更

小个体实验鱼的养殖均为商品化的循环水养殖系

统ꎬ配套水质过滤、硝化处理、紫外消毒等水处理措

施ꎬ部分斑马鱼养殖系统还配备了超滤、反渗透、电
导率自动调节及监控设备ꎮ 大部分实验室关注水

温、ｐＨ、电导率三个水环境指标ꎬ而对非离子氨、亚

硝酸盐等水质指标检测较少ꎻ而鱼房环境指标则主

要是通过空调和抽风机进行温度和湿度控制ꎬ以满

足实验鱼和实验人员的基本需求ꎮ
１􀆰 ２　 国内外实验鱼质量控制标准研究现状

欧美等国制订一系列实验鱼使用指南ꎬ 如

«Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｏｎ: ｔｈｅ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ｆｉｓｈ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ
ｔｅａｃｈｉｎｇ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｎｇ»(研究、教学和测试用鱼的使用

和管理指南ꎬ 加 拿 大 动 物 保 护 协 会ꎬ ２００５ ) [５]、
«Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｕｓｅ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｓ ｉｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ» (研究

用鱼使用指南ꎬ美国ꎬ２０１４) [６]、«Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｈｅａｌｔｈ
ａｎｄ ｗｅｌｆａｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｆｉｓｈ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ»(研究

用鱼的健康和福利监测指南ꎬ挪威ꎬ２００６) [７]、 « Ａ
Ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｕｓｅ ｏｆ Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
(Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏ Ｒｅｒｉｏ)» (实验室使用斑马鱼指南ꎬ美
国ꎬ２０００) [８]、«Ｇｕｉｄａｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｈｏｕｓｉｎｇ ａｎｄ ｃａｒｅ ｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ»(斑马鱼养殖和管理指南ꎬ英国ꎬ２０１３) [９]

等ꎮ 但上述指南多是原则性的(提出一些基本要

求)或资料性的(方向性建议、指导)ꎬ多数指标参数

未明确规定ꎬ不利于规范执行ꎮ
在国内ꎬ２００９ 年«实验动物 鱼类环境与质量控

制标准» 国家标准 ( ２００９１３２９￣Ｔ － ４６９) 获得立项ꎻ
２０１３ 年 １２ 月 ２０ 日北京市质量技术监督局发布了

实验用鱼质量控制地方标准ꎬ包括实验用鱼 微生物

学等级及监测、寄生虫学等级及监测、遗传质量控

制、病理诊断、配合饲料、环境条件 ６ 个部分[１０－１５]ꎻ
２０１６ 年 １２ 月 ２９ 日湖南省质量技术监督局批准发

布了«实验鱼类 实验红鲫 Ｃ１ＨＤ 系遗传质量控制»
(ＤＢ４３ / Ｔ １１９１－２０１６) [１６]ꎮ

２　 实验鱼质量控制标准研究的思考

２􀆰 １　 种质

２􀆰 １􀆰 １　 种质鉴定的必要性

“种”的准确是实验动物的基本要求ꎬ也是动物

实验结果可信的前提ꎮ 通过数据库(ｗｗｗ. ｆｉｓｈｂａｓｅ.
ｏｒｇ)检索发现斑马鱼、剑尾鱼和诸氏鲻虾虎鱼同属

的已定种分别有 ２０ 种、２８ 种和 ３１ 种ꎬ部分近缘种

体型、体色极其相似ꎬ且部分种间可能无生殖隔离ꎮ
为了解国内斑马鱼、剑尾鱼和诸氏鲻虾虎鱼种质资

源状况ꎬ工作组对国内实验鱼使用单位及观赏鱼交

易市场进行实地调研和取样ꎬ结果表明国内存在大

量 Ｄａｎｉｏ 属、Ｘｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓ 属和 Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ 属鱼类ꎮ
利用形态学和分子生物学方法对采集样本进行种

质鉴定ꎬ已鉴定出 Ｄａｎｉｏ 属鱼类有 ６ 种(其中 ５ 种可

定种)、Ｘｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓ 属鱼类 ２ 种、Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ 属鱼类

２ 种ꎮ 根据采集的样本发现 Ｄａｎｉｏ 属其他鱼类与斑

６１１
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马鱼体型非常相似ꎻ采集的 ２ 种 Ｘｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓ 属在体

色、体型上与剑尾鱼相似ꎬ且已证实市场上存在剑

尾鱼(Ｘ. ｈｅｌｌｅｒｉ)和月光鱼(Ｘ. ｍａｃｕｌａｔｕｓ)的杂交种ꎻ
２ 种 Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ 属鱼类(Ｍ. ａｂｅｉꎬＭ. ｍｙｘｏｄｅｒｍｕｓ)
不仅在体型体色上与诸氏鲻虾虎鱼相似ꎬ且部分生

态位重叠ꎬ极易发生混杂ꎮ 因此ꎬ引进实验鱼时有

必要进行种质鉴定ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 种质鉴定方法

传统形态学鉴定虽为经典的物种分类方法ꎬ但
由于实验鱼可量性状和一些质量性状在不同养殖

条件下可能出现较大差异ꎬ本标准仅将形态学中的

可数性状作为检测指标ꎮ 同时ꎬ线粒体 ＤＮＡ 条形码

序列是一段位于细胞色素 Ｃ 氧化酶亚单位 Ｉ(ＣＯＩ)
基因 ５’端 ６５５ ｂｐ 的序列ꎬＨｅｂｅｒｔ 等[１７]于 ２００３ 年首

次提出 ＤＮＡ 条形码概念ꎬ随后启动了全球动物物种

ＤＮＡ 条形码测序计划ꎬ现在已经建立了以线粒体

ＣＯＩ 基因序列为依据的 ＤＮＡ 条形码数据库(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｂｏｌｄｓｙｓｔｅｍｓ.ｏｒｇ)并广泛应用于物种鉴定ꎬ因此

建议将 ＤＮＡ 条形码检测方法作为实验鱼形态鉴别

不可检验时的补充方法ꎮ
Ｈｅｂｅｒｔ 等[１７] 将 ＤＮＡ 条形码序列歧义度小于

２􀆰 ７％作为鸟类种内判别阈值ꎻＬａｍｂｅｒｔ 等[１８] 研究结

果显示种内 ＤＮＡ 条形码序列歧义度在 ０％ ~
１􀆰 ２４％之间ꎻ通常认为 ＤＮＡ 条形码序列歧义度种内

差异小于 １％[１９]ꎮ 本实验室对市场采集的鱼类进行

ＤＮＡ 条 形 码 检 测ꎬ Ｄａｎｉｏ 属 样 本 与 斑 马 鱼、
Ｘｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓ 属样本与剑尾鱼、Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ 属样本与

诸氏鲻虾虎鱼序列歧义度差异均极显著 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ斑马鱼、剑尾鱼、诸氏鲻虾虎鱼种内 ＤＮＡ 条

形码序列歧义度 ０％ ~ ０􀆰 ７６％(未发表数据)ꎬ但考

虑到样本量有限ꎬ且国内实验鱼使用单位较多ꎬ来
源也较复杂ꎬ因此建议实验鱼种内 ＤＮＡ 条形码序列

歧义度阈值定为 １％ꎮ
２􀆰 ２　 遗传质量管理

实验鱼培育过程中存在遗传污染、突变、漂变

等情况ꎬ有必要对实验鱼遗传质量进行管理ꎮ 国内

１９ 个代表性实验室调研结果表明ꎬ各实验室对实验

鱼遗传质量关注度不高ꎬ检测方法尚不成熟ꎬ均不

进行日常遗传质量检测ꎬ仅实验鱼基因插入或敲除

时才会对特定基因进行检测ꎮ 文献发现ꎬ国外暂无

实验鱼遗传质量检测标准ꎬ仅少量实验室利用微卫

星分子标记开展实验鱼遗传多样性评价ꎮ 由此可

见ꎬ遗传质量检测仍为当前实验鱼质量控制中的薄

弱环节ꎬ鉴于国家标准的通用性、实用性和可操作

性ꎬ建议通过遗传管理措施ꎬ尽可能保证实验鱼遗

传质量ꎬ具体措施如:①实验鱼种源宜引自行业认

可的实验鱼种源单位或实验室ꎻ②引种数量和传代

方式宜根据实验鱼应用方向确定ꎬ如需保持群体较

高遗传杂合度ꎬ引种数量应不少于 ２５ 对ꎬ采用非近

亲交配方式繁殖后代ꎻ③如需保持群体较高遗传纯

合度ꎬ引种数量根据需要确定ꎬ采用全同胞兄妹、雌
核发育等方式繁殖后代ꎻ④实验鱼引种、传代过程

应建立包括种名、来源、数量、雌雄比例、繁殖生产

情况等信息的谱系档案ꎻ⑤常用实验鱼最佳繁殖年

龄均在 ６ ~ １５ 月龄ꎬ此阶段实验鱼繁殖量大、产卵

质量最佳ꎬ传代亲本宜选自此阶段的实验鱼ꎮ
２􀆰 ３　 微生物和寄生虫

实验鱼疾病直接影响实验鱼的养殖成功与否ꎬ
同时会引起实验鱼生理生化指标异常ꎬ从而影响实

验鱼在免疫学、毒理学等领域的应用[２０－２２]ꎬ部分病

原还可能危及实验人员健康[２３]ꎮ 实验鱼病原控制

指标ꎬ首先应符合我国动物疫病相关法规规定ꎬ不
能携带人鱼共患病原ꎬ同时需对实验鱼传染性强、
致死率高的病原加以控制ꎮ
２􀆰 ３􀆰 １　 斑马鱼病原控制指标与要求

ＣＺＲＣ 连续多年病原检测服务结果表明ꎬ嗜水

气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ)是引起斑马鱼败血

症的主要病原ꎻ动物中心对上海地区斑马鱼病原检

测结果也证实嗜水气单胞菌为实验室内检出率和

致死率较高的病原[２４]ꎮ 值得注意的是ꎬ嗜水气单胞

菌为条件致病菌ꎬ广泛栖息于自然水体中ꎬ有致病

株和无毒株之分[２５]ꎮ 鉴于致病性嗜水气单胞菌对

斑马鱼具有较大的危害性ꎬ且为 ２００８ 年农业部公告

«一、二、三类动物疫病病种名录» (以下简称“疫病

名录”)规定的二类水生动物疫病(细菌性败血症)
的病原ꎬ属于可能造成重大经济损失ꎬ需要采取严

格控制、扑灭等措施ꎬ防止扩散的病原ꎬ因此建议将

致病性嗜水气单胞菌规定为斑马鱼必检指标ꎮ
国外学者研究表明ꎬ多种分枝杆菌能自然感染

斑马鱼ꎬ引起斑马鱼内脏器官肉芽肿等病变ꎬ但只

有海分枝杆菌(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍａｒｉｎｕｍ)对斑马鱼具

有高致病性[２６－２８]ꎮ ＣＺＲＣ、珠江所以及国际斑马鱼

中 心 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. ｏｒｇ / ｗｉｋｉ / ｈｅａｌｔｈ / ｄｉｓｅａｓｅ ＿
ｍａｎｕａｌ / ｂａｃｔｅｒｉａｌ＿ｄｉｓｅａｓｅｓ)检测结果显示ꎬ海分枝杆

菌是实验室内斑马鱼常见病原ꎬ影响斑马鱼正常繁

殖ꎬ甚至导致斑马鱼死亡ꎮ 同时ꎬ海分支杆菌还属

于人鱼共患病原ꎬ国外已有感染实验人员的报

道[２３]ꎮ 基于海分支杆菌对斑马鱼和实验人员的危

害考虑ꎬ建议将海分支杆菌规定为斑马鱼必检指标ꎮ
迟缓爱德华氏菌 (Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｔａｒｄａ) 为我国
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“疫病名录”规定的三类水生动物疫病的病原ꎬ可通

过饮食或创口接触等感染人类ꎬ属于人鱼共患病病

原[２９]ꎮ 刘春等[３０] 研究结果表明ꎬ迟缓爱德华菌能

自然感染野生斑马鱼ꎬ引起斑马鱼大量死亡ꎬ但实

验室内斑马鱼尚无感染该病原的报道ꎮ 鉴于迟缓

爱德华菌对实验室内斑马鱼潜在的传播感染风险ꎬ
建议将迟缓爱德华菌规定为斑马鱼必要时检测

指标ꎮ
多子小瓜虫( Ｉｃｈｔｈｙｏｐｈｔｈｉｒｉｕｓ ｍｕｌｔｉｆｉｌｉｉｓ)是水产

养殖以及观赏鱼行业最为严重的病原之一ꎬ为我国

“疫病名录”规定的三类水生动物疫病的病原[３１]ꎮ
斑马鱼对该病原敏感ꎬ感染会导致大量死亡[３２]ꎮ 调

研发现国内个别实验室发生过引种未经隔离的斑

马鱼感染多子小瓜虫ꎬ造成大量死亡的案例ꎮ 鉴于

多子小瓜虫对斑马鱼危害极大ꎬ常造成毁灭性的损

失ꎬ建议将其规定为斑马鱼必检指标ꎮ
微孢子虫(Ｐｓｅｕｄｏｌｏｍａ ｎｅｕｒｏｐｈｉｌｉａ)是斑马鱼最

常见的病原之一[３３－３４]ꎬＣＺＲＣ 和珠江所均从斑马鱼

检出过该病原ꎮ 斑马鱼感染初期并无明显症状ꎬ只
有严重感染时ꎬ才会导致斑马鱼脊椎弯曲ꎬ影响斑

马鱼神经生物学和骨骼发育生物学等方面的研究

结果[３５]ꎮ 综合微孢子虫的危害程度和国内检出情

况ꎬ建议将微孢子虫规定为斑马鱼必要时检测指标ꎮ
此外ꎬ柱状黄杆菌(Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｏｌｕｍｎａｒｅ)、

温和气单胞菌 ( Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｏｂｒｉａ)、荧光假单胞菌

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ)等病原感染实验室内斑马

鱼的 情 况 也 偶 有 发 生 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｚｆｉｓｈ. ｃｎ /
ｉｎｆｏｒｓｃａｎ / ２５２.ｈｔｍｌ)ꎬ但仅水质异常、鱼体受伤等情

况下出现ꎬ建议根据养殖状况进行适时自查与监测ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 剑尾鱼病原控制指标与要求

珠江所对剑尾鱼 ２０ 多年病原研究结果显示ꎬ实
验室内剑尾鱼病原菌主要有嗜水气单胞菌、柱状黄

杆菌、温和气单胞菌等[４ꎬ３６]ꎬ其中嗜水气单胞菌感染

引起的细菌性败血症危害较大ꎬ而其他病原大多在

水质异常、鱼体损伤时易发生继发性感染ꎮ 剑尾鱼

寄生虫病原有多子小瓜虫、车轮虫等ꎬ但多与水源

及外来生物携带病原有关ꎬ实验室内管理得当情况

下较少发生[４ꎬ３７]ꎮ 鉴于致病性嗜水气单胞菌和多子

小瓜虫分别为我国“疫病名录”规定的二类和三类

水生动物疫病病原ꎬ且对剑尾鱼具有较强的致病

性ꎬ建议将致病性嗜水气单胞菌和多子小瓜虫规定

为剑尾鱼必检指标ꎬ其他病原根据养殖状况适时

检测ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３　 虾虎鱼病原控制指标与要求

动监所对虾虎鱼病原调查结果表明ꎬ致病性嗜

水气单胞菌、迟缓爱德华菌和创伤弧菌 ( Ｖｉｂｒｉｏ
ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ)在野外和驯养环境下能自然感染虾虎鱼ꎬ
引起虾虎鱼出血、溃烂等病症ꎬ其中迟缓爱德华菌

对虾虎鱼具有强致病性[３８－３９]ꎬ但实验室内虾虎鱼封

闭群连续多年监测均未检出上述致病菌[２]ꎬ表明这

些病原可能为野外环境条件下的条件致病菌ꎮ 鉴

于致病性嗜水气单胞菌和迟缓爱德华菌分别为我

国“疫病名录”规定的二类和三类水生动物疫病的

病原ꎬ且考虑到迟缓爱德华菌对虾虎鱼的强致病

性ꎬ建议将致病性嗜水气单胞菌和迟缓爱德华菌规

定为虾虎鱼必检指标ꎬ将创伤弧菌规定为虾虎鱼必

要时检测指标ꎮ 此外ꎬ在驯养过程中ꎬ老龄化虾虎

鱼偶有眼点淀粉卵涡鞭虫(Ａｍｙｊｏｏｄｉｎｉｕｒｎ ｏｃｅｌｌａｔｕｒｎ)
感染的情况ꎬ且考虑到刺激隐核虫 ( Ｃｒｙｐｔｏｃａｒｙｏｎ
ｉｒｒｉｔａｎｓ)对海水鱼类危害极大ꎬ为我国“疫病名录”
规定的二类水生动物疫病的病原ꎬ因此建议将刺激

隐核虫规定为虾虎鱼必检指标ꎬ眼点淀粉卵涡鞭虫

为必要时检测指标ꎮ
２􀆰 ４　 饲料质量要求

实验动物饲料质量与实验动物质量密切相关ꎮ
已有不少学者在实验鱼的营养需求和饲料配方等

方面开展了研究工作ꎬ如魏远征等[４０－４１] 研究了虾虎

鱼饲料营养需求ꎬ确定了虾虎鱼饲料配方ꎻ吴淑勤

等[４]研究了剑尾鱼饲料营养需求ꎬ并比较了投喂配

合饲料与生物饵料对剑尾鱼性腺发育的影响ꎬ探讨

了配合饲料投喂策略ꎻ杭州环特生物科技有限公司

对斑马鱼开口饲料营养需求和配方开展了研究ꎻ美
国 Ｚｅｉｇｌｅｒ 公司生产斑马鱼专用饲料ꎮ 然而ꎬ由于配

合饲料仅少量实验室采用ꎬ需求量少ꎬ商品化生产

较为困难ꎬ加之大量研究表明投喂生物饵料的实验

鱼在生长速度和存活率方面明显优于人工配制的

微粒饲料ꎬ尤其在开口阶段[４２]ꎬ因此国内现有实验

鱼生产和养殖过程中仍以生物饵料为主ꎮ 生物饵

料包括轮虫、卤虫、草履虫以及桡足类和枝角类等ꎬ
其中轮虫、卤虫、草履虫是最常使用的生物饵料ꎮ
生物饵料携带病原微生物可能感染实验鱼ꎬ影响实

验鱼质量和存活ꎮ 为防止生物饵料引入病原ꎬ建议

生物饵料应以不携带实验鱼应排除的微生物和寄

生虫作为基本要求ꎬ且其培育用海水应符合 ＮＹ
５０５２ 的规定ꎬ淡水应符合 ＧＢ ５７４９ 的规定ꎬ以免有

毒有害物质通过食物链传递至实验鱼ꎮ
２􀆰 ５　 环境指标及要求

养殖环境对实验鱼具有重要影响ꎬ如水温直接

影响鱼类生长、繁殖及免疫能力等各项生理活动ꎬ
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适宜的水温是鱼类生存和健康的重要保障[４３－４５]ꎻｐＨ
则会引起鳃组织损伤ꎬ降低精子活力ꎬ破坏卵膜结

构ꎬ对鱼类生长发育、繁殖产生重要影响[４６－４７]ꎻ盐度

直接影响渗透压调节ꎬ与鱼类生长、繁殖、疾病及存

活密切相关[４８－４９]ꎻ溶解氧是鱼类生存和生长发育的

关键因子ꎬ水体溶解氧过低ꎬ会导致鱼体缺氧ꎬ从而

影响其摄食率、消化率、免疫力等ꎬ严重时窒息死

亡[５０]ꎻ非离子氨和亚硝酸盐不仅影响鱼类血液指标

和免疫机能ꎬ严重时还会导致鱼类中毒死亡[５１－５２]ꎮ
虽然鱼类生活在水中ꎬ但光照强度和光周期对鱼类

繁殖和疾病等方面也具有重要影响[５３]ꎮ 基于上述

研究结果ꎬ建议实验鱼质量控制标准对养殖水温、
日水温差、电导率、ｐＨ、溶解氧、盐度、非离子氨、亚
硝酸盐、水面照度及明暗交替时间等水环境指标进

行控制ꎬ同时对饲养间温度、最低工作照度、噪声等

环境指标进行规定ꎮ
２􀆰 ５􀆰 １　 饲养间环境指标

(１)室温和日室温差:饲养间温度超出要求的

水温范围较多或日室温差较大ꎬ则水温难以控制ꎬ
故需控制饲养间气温和日室温差ꎮ 考虑到水体比

热容较大ꎬ水温昼夜温差波动幅度较气温小ꎬ为降

低能耗ꎬ饲养间温度控制范围可略大于水温 ( ±
２℃)ꎬ建议日室温差不超过 ６℃ꎮ

(２)噪声:大量研究表明ꎬ鱼类对长期的噪音具

有适应能力[５４－５６]ꎮ Ｍａｔｔｈｅｗｓ 等[５３]、Ｂａｒｎｅｙ 等[５７] 研

究表明斑马鱼能适应养殖房的水泵、水流等环境噪

音ꎬ音乐等噪音也不会引起斑马鱼的异常行为反

应ꎮ 斑马鱼在 ７０ ｄＢ 噪声持续刺激下ꎬ其行为(运动

速度和转次)无明显变化[５８]ꎻ虹鳟分别在 １１７ ｄＢ 和

１４９ ｄＢ 噪声暴露 ５ 个月后ꎬ平均体重、体长、特定生

长速率、肥满度、饲料利用率及成活率均无显著差

异[５９]ꎮ 国外实验室对斑马鱼生产和使用过程中环

境噪音的管理通常是基于人类的健康和舒适度而

定[５３]ꎮ ＧＢ ２２３３７－２００８«社会生活环境噪声排放标

准»规定社会生活噪声排放昼间限值为 ７０ ｄＢꎬ实验

鱼饲养间实测噪声大多为 ６０ ~ ６７ ｄＢꎬ此噪声下实

验鱼的行为、生长及繁殖指标均无异常ꎮ 因此ꎬ建
议实验鱼饲养间噪声应 ≤ ７０ ｄＢꎮ

(３)最低工作照度:工作照度是满足管理操作人员

工作需求的照度ꎬ实验鱼与陆生实验动物管理人员的

工作照度需求一致ꎬ建议参照 ＧＢ １４９２４－２０１０«实验动

物　 环境及设施»设定工作照度应≥２００ ｌｘꎮ
２􀆰 ５􀆰 ２　 水环境指标

(１)水温:Ｓｐｅｎｃｅ 等[６０] 对孟加拉国斑马鱼原产

地 ９ 个不同地区的水温监测结果显示ꎬ斑马鱼原产

地水温范围为 １６􀆰 ５ ~ ３３℃ꎬ表明斑马鱼对温度具有

广泛性的适应性ꎻＭａｔｔｈｅｗｓ 等[５３] 研究结果表明斑马

鱼养殖水温在 ２４ ~ ３０℃状态最佳ꎬ建议斑马鱼养

殖水温宜为 ２４ ~ ３０℃ꎮ 根据吴淑勤等[４] 研究结

果ꎬ建议剑尾鱼水温宜为 ２０ ~ ３０℃ꎮ 同时ꎬ根据动

监所近 ２０ 年的养殖实践ꎬ建议虾虎鱼水温宜为 ２２
~ ３０℃ꎮ

(２)日水温差:鱼类属于变温动物ꎬ体温随着水

温的升降而变化ꎬ因此水温波动会引起鱼体一系列

应激反应ꎬ易导致实验鱼发病、甚至死亡ꎮ 理论上

日水温差越小越好ꎬ但结合养殖实践和可操作性ꎬ
建议日水温差控制在 ４℃内较合适ꎮ

(３)电导率:Ａｖｄｅｓｈ 等[６１] 推荐斑马鱼电导率适

宜范围为 ３００ ~ １５００ μＳ / ｃｍꎻ根据国内主要斑马鱼

和剑尾鱼养殖鱼房调研结果ꎬ其养殖水电导率控制

在 ５００ μＳ / ｃｍ 左右ꎮ 由于养殖水源的地域性差异ꎬ
考虑可操作性ꎬ建议斑马鱼和剑尾鱼养殖水电导率

范围为 ３００ ~ １５００ μＳ / ｃｍꎮ
(４)ｐＨ:根据 Ａｖｄｅｓｈ 等[６１] 研究结果ꎬ斑马鱼适

宜 ｐＨ 范围为 ６􀆰 ８ ~ ７􀆰 ５ꎻ«剑尾鱼养殖手册»推荐剑

尾鱼适宜 ｐＨ 范围为 ６􀆰 ８ ~ ８􀆰 ３[６２]ꎻＧＢ １１６０７ － ８９
«渔业水质标准»规定海水鱼养殖 ｐＨ 值范围为 ７􀆰 ０
~ ８􀆰 ５ꎬ而天然海水的 ｐＨ 值常稳定在 ７􀆰 ９ ~ ８􀆰 ４ꎮ
根据养殖实践ꎬ 建议虾虎鱼 ｐＨ 值控制在 ７􀆰 ０
~ ８􀆰 ５ꎮ

(５)溶解氧:ＧＢ １１６０７－８９«渔业水质标准»要

求海淡水鱼溶解氧每天必须有 １６ ｈ 以上大于

５ ｍｇ / Ｌꎬ其余任何时候不得低于 ３ ｍｇ / Ｌꎮ 为保障实

验鱼质量ꎬ建议实验鱼循环养殖系统中养殖水溶解

氧大于 ５ ｍｇ / Ｌꎮ 由于实验鱼仔鱼为半静水养殖ꎬ生
物饵料、残饵和粪便会导致水体溶氧降低ꎬ但增氧

可能影响实验鱼仔鱼的活动ꎬ结合实践情况ꎬ建议

实验鱼仔鱼静水养殖溶解氧不低于 ３ ｍｇ / Ｌꎮ
(６)盐度:李建军等[６３] 研究表明ꎬ虾虎鱼繁殖

适宜盐度范围为 １０􀆰 ０ ~ ２０􀆰 ０ꎬ生长盐度适宜范围为

０􀆰 ０ ~ ４０􀆰 ０ꎬ而世界大洋的平均盐度为 ３５􀆰 ０ꎬ故建议

虾虎鱼养殖盐度宜为 １０􀆰 ０ ~ ３５􀆰 ０ꎮ
(７)非离子氨浓度:ＧＢ １１６０７－８９«渔业水质标

准»规定分子态氨浓度应小于 ０􀆰 ０２ ｍｇ / Ｌꎬ这是理想、
安全的水质氨指标ꎬ氨浓度在 ０􀆰 ０２ ｍｇ / Ｌ 以下时一般

不会导致鱼类发病ꎮ 而海水鱼类对氨氮具有一定的

耐受性ꎬ虾虎鱼氨氮的安全浓度为 ０􀆰 ９１ ｍｇ / Ｌ[６４]ꎬ可
适当提高海水实验鱼的非离子氨浓度限值ꎮ 因此ꎬ
建议斑马鱼、剑尾鱼养殖水非离子氨浓度≤ ０􀆰 ０２
ｍｇ / Ｌꎬ虾虎鱼非离子氨≤０􀆰 ０４ ｍｇ / Ｌꎮ

９１１
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(８)亚硝酸盐浓度:亚硝酸盐是氨转化为硝酸

盐过程中的中间产物ꎬ亚硝酸盐对鱼类有毒性ꎮ 水

体中亚硝酸盐浓度过高时ꎬ可通过渗透与吸收作用

进入鱼类血液ꎬ将鱼红血球中的血红蛋白转化为高

铁血红蛋白ꎬ从而使血液丧失载氧能力ꎮ 一般淡水

中亚硝酸盐浓度 ≤ ０􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ 对鱼类无毒性[６１]ꎬ较
高的盐浓度(较高的离子强度)能减低亚硝酸对鱼

的毒性ꎬ即海水中亚硝酸盐毒性较小ꎬ故虾虎鱼推

荐亚硝酸盐≤ ０􀆰 ４ ｍｇ / Ｌꎮ
(９)水面照度及昼夜明暗交替时间:斑马鱼适

宜的水面照度为 ５４ ~ ３２４ ｌｘꎬ明暗交替时间 １４ ｈ /
１０ ｈ[５３]ꎻ根据国内外研究结果和国内实验鱼房调研

情况ꎬ昼夜明暗交替时间 １４ ｈ / １０ ｈ 是目前最常用

的参数ꎮ 剑尾鱼和虾虎鱼水面照度及昼夜明暗交

替时间参照斑马鱼范围ꎬ可正常繁殖和生长ꎮ 因

此ꎬ建议斑马鱼、剑尾鱼、虾虎鱼水面照度为 ５４ ~
３２４ Ｌｕｘꎬ明暗交替时间 １４ ｈ / １０ ｈꎮ

３　 展望

近年ꎬ随着实验鱼在科学研究中的广泛应用ꎬ
我国实验鱼科研队伍及养殖规模也在逐年扩大ꎮ
然而ꎬ由于无统一的实验鱼质量控制方法加以规

范ꎬ各实验鱼研究人员的专业背景、研究方向各不

相同ꎬ其对实验鱼质量控制的理念和认知存在一定

差异ꎬ导致国内实验鱼的质量良莠不齐ꎬ不利于我

国实验鱼的开发、应用ꎮ 目前ꎬ斑马鱼、剑尾鱼、虾
虎鱼在种质、遗传、微生物和寄生虫、饲料及环境质

量控制方面已开展大量前期研究ꎬ并在实验鱼养殖

过程中得到反复实践验证ꎬ建议加快推进实验鱼质

控标准制定进度ꎬ为规范我国实验鱼的生产和使用

提供依据ꎻ同时也为提高我国实验鱼质量、促进我

国科学研究水平提供保障ꎮ
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ｆｉｓｈ Ｐａｒｔ １: Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ: ＤＢ１１ / Ｔ
１０５３􀆰 １－２０１３ [Ｓ] . ２０１３.

[１１] 　 北京市科学技术委员会. 实验用鱼 第 ２ 部分:寄生虫学等级

及监测: ＤＢ１１ / Ｔ １０５３􀆰 ２－２０１３ [Ｓ] . ２０１３.
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ. Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｆｉｓｈ Ｐａｒｔ ２: Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ: ＤＢ１１ / Ｔ
１０５３􀆰 ２－２０１３ [Ｓ] . ２０１３.

[１２] 　 北京市科学技术委员会. 实验用鱼 第 ３ 部分:遗传质量控制:
ＤＢ１１ / Ｔ １０５３􀆰 ３－２０１３ [Ｓ] . ２０１３.
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ. Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｆｉｓｈ Ｐａｒｔ ３: Ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ: ＤＢ１１ / Ｔ １０５３􀆰 ３ － ２０１３
[Ｓ] . ２０１３.

[１３] 　 北京市科学技术委员会. 实验用鱼 第 ４ 部分:病理学诊断规

范:ＤＢ１１ / Ｔ １０５３􀆰 ４－２０１３ [Ｓ]. ２０１３.
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ. Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｆｉｓｈ Ｐａｒｔ ４: Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ: ＤＢ１１ / Ｔ
１０５３􀆰 ４－２０１３ [Ｓ] . ２０１３.

[１４] 　 北京市科学技术委员会. 实验用鱼 第 ５ 部分:配合饲料技术

要求:ＤＢ１１ / Ｔ １０５３􀆰 ５－２０１３ [Ｓ]. ２０１３.
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ. Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｆｉｓｈ Ｐａｒｔ ５: Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｏｒ ｆｏｒｍｕｌａ ｆｅｅｄｓ:ＤＢ１１ / Ｔ
１０５３􀆰 ５－２０１３ [Ｓ] . ２０１３.

[１５] 　 北京市科学技术委员会. 实验用鱼 第 ６ 部分:环境条件:
ＤＢ１１ / Ｔ １０５３􀆰 ６－２０１３ [Ｓ] . ２０１３.
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ. Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｆｉｓｈ Ｐａｒｔ ６: Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｈｏｕｓｉｎｇ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ:ＤＢ１１ / Ｔ １０５３􀆰 ６
－２０１３ [Ｓ]. ２０１３.

[１６] 　 湖南省质量技术监督局. 实验鱼类 实验红鲫 Ｃ１ＨＤ 系遗传质

量控制:ＤＢ４３ / Ｔ １１９１－２０１６ [Ｓ]. ２０１６.
Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｂｕｒｅａｕ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ.

０２１
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Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｉｓｈ　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｒｅｄ ｃｒｕｃｉａｎ
ｃａｒｐ Ｃ１ＨＤ ｓｔｒａｉｎ: ＤＢ４３ / Ｔ １１９１－２０１６[Ｓ]. ２０１６.

[１７] 　 Ｈｅｂｅｒｔ ＰＤꎬ Ｃｙｗｉｎｓｋａ Ａꎬ Ｂａｌｌ ＳＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｅｓ [Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉꎬ ２００３ꎬ
２７０(１５１２): ３１３－ ３２１.

[１８] 　 Ｌａｍｂｅｒｔ ＤＭꎬ Ｂａｋｅｒ Ｌꎬ Ｈｕｙｎｅｎ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓ ａ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ＤＮＡ￣
ｂａｓｅｄ ｉｎｖｅｎｔｏｒｙ ｏｆ ａｎｃｉｅｎｔ ｌｉｆｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ? [Ｊ] . Ｊ Ｈｅｒｅｄꎬ ２００５ꎬ ９６
(３):２７９－２８４.

[１９] 　 Ａｖｉｓｅ ＪＣ. Ｐｈｙｌｏｇｅｏｇｒａｐｈｙ￣ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｒｙ ａｎｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ
[Ｍ]. Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ: Ｈａｒｖａｒｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓꎻ ２０００.

[２０] 　 Ｙｏｏｎ Ｓꎬ Ｍｉｔｒａ Ｓꎬ Ｗｙｓｅ ＣＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｉｒｓｔ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ＣＤ４ － １＋ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ａ
ｐｏｉｋｉｌｏｔｈｅｒｍ: ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) [Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ
２０１５ꎬ １０(６): １－２６.

[２１] 　 Ｐｒｅｓｓｌｅｙ ＭＥꎬ Ｐｈｅｌａｎ ＰＥꎬ Ｗｉｔｔｅｎ ＰＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｔａｒｄａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ [Ｊ] . Ｄｅｖ Ｃｏｍｐ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２００５ꎬ ２９(６): ５０１－５１３.

[２２] 　 付小哲ꎬ 方伟ꎬ 林强ꎬ 等. 约氏黄杆菌减毒活疫苗对鳜免疫

效果评价 [Ｊ] . 南方水产科学ꎬ ２０１７ꎬ １３(５):３３－３８.
Ｆｕ ＸＺꎬ Ｆａｎｇ Ｗꎬ Ｌｉｎ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｍａｎｄａｒｉｎ ｆｉｓｈ
( Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ ｃｈｕａｔｓｉ ) ｔｏ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｊｏｈｎｓｏｎｉａｅ
ｖａｃｃｉｎｅ [Ｊ] . Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎ Ｆｉｓｈ Ｓｃｉꎬ ２０１７ꎬ １３(５):３３－３８.

[２３] 　 Ｓｌａｎｙ Ｍꎬ Ｊｅｚｅｋ Ｐꎬ Ｂｏｄｎａｒｏｖａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｉｓｈ ｔａｎｋ ｇｒａｎｕｌｏｍａ
ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍａｒｉｎｕｍ ｉｎ ｔｗｏ ａｑｕａｒｉｓｔｓ: ｔｗｏ ｃａｓｅ
ｒｅｐｏｒｔｓ [Ｊ] . Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔꎬ ２０１３ꎬ ２０１３: １－４.

[２４] 　 杨迟. 实验用斑马鱼常见病菌的分离检测及其致病性研究

[Ｄ]. 上海: 东华大学ꎻ ２０１４.
Ｙａｎｇ Ｃ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ
ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ [Ｄ].
Ｓｈａｎｇｈａｉ: Ｄｏｎｇｈｕａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ２０１４.

[２５] 　 陈爱平ꎬ 江育林ꎬ 钱冬ꎬ 等. 淡水鱼细菌性败血症 [ Ｊ] . 中国

水产ꎬ ２０１１ꎬ ３８(３): ５４－５５.
Ｃｅｎｇ ＡＰꎬ Ｊｉａｎｇ ＹＬꎬ Ｑｉａｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｆｉｓｈ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ [Ｊ] . Ｊ Ｆｉｓｈ Ｃｈｉｎꎬ ２０１１ꎬ ３８(３): ５４－５５.

[２６] 　 Ｗａｔｒａｌ ＶＧꎬ Ｋｅｎｔ ＭＬ. Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐｐ. ｉｎ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ( Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ) ｆｒｏｍ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ [ Ｊ ] . Ｃｏｍｐ
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｃ Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２００７ꎬ １４５(１): ５５－６０.

[２７] 　 Ｋｅｎｔ ＭＬꎬ Ｗｈｉｐｐｓ ＣＭꎬ Ｍａｔｔｈｅｗｓ ＪＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｏｓｉｓ ｉｎ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ [ Ｊ] . Ｃｏｍｐ Ｂｉｏｃｈｅｍ
Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｃ Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２００４ꎬ １３８(３): ３８３－３９０.

[２８] 　 Ｃｈａｎｇ ＣＴꎬ Ｗｈｉｐｐｓ ＣＭ. Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
[Ｊ] . Ｊ Ａｑｕａｔ Ａｎｉｍ Ｈｅａｌｔｈꎬ ２０１５ꎬ ２７(２): ８８－９５.

[２９] 　 陈爱平ꎬ 江育林ꎬ 钱冬ꎬ 等. 迟缓爱德华氏菌病 [ Ｊ] . 中国水

产ꎬ ２０１１ꎬ ３８(７):４９－５０.
Ｃｅｎｇ ＡＰꎬ Ｊｉａｎｇ ＹＬꎬ Ｑｉａｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｓｉｓ[ Ｊ] . Ｊ Ｆｉｓｈ
Ｃｈｉｎꎬ ２０１１ꎬ ３８(７):４９－５０.

[３０] 　 刘春ꎬ 李凯彬ꎬ 王庆ꎬ等. 斑马鱼迟缓爱德华氏菌的鉴定、致
病性及药物敏感性 [Ｊ] . 华中农业大学学报ꎬ ２０１３ꎬ ３２(３):
１０５－１１１.
Ｌｉｕ Ｃꎬ Ｌｉ ＬＢꎬ Ｗａｎｇ ＫＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ
ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｔａｒｄａ ｆｒｏｍ Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ [ Ｊ] . Ｊ
Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃ Ｕｎｉｖꎬ ２０１３ꎬ ３２(３):１０５－１１１.

[３１] 　 陈爱平ꎬ 江育林ꎬ 钱冬ꎬ 等. 小瓜虫病 [Ｊ] . 中国水产ꎬ ２０１１ꎬ
３８(８):３７－３８.
Ｃｅｎｇ ＡＰꎬ Ｊｉａｎｇ ＹＬꎬ Ｑｉａｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｃｈｔｈｙｏｐｈｔｈｉｒｉａｓｉｓ [ Ｊ] . Ｊ
Ｆｉｓｈ Ｃｈｉｎꎬ ２０１１ꎬ ８(８):３７－３８.

[３２] 　 ｖｏｎ Ｇｅｒｓｄｏｒｆｆ Ｊøｒｇｅｎｓｅｎ Ｌ. Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ
Ｉｃｈｔｈｙｏｐｈｔｈｉｒｉｕｓ ｍｕｌｔｉｆｉｌｉｉｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) [ Ｊ] . Ｆｉｓｈ
Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１６ꎬ ５７: ３３５－３３９.

[３３] 　 Ｋｅｎｔ ＭＬꎬ Ｂｉｓｈｏｐ￣Ｓｔｅｗａｒｔ ＪＫ. Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｌｏｍａ ｎｅｕｒｏｐｈｉｌｉａ (Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉａ) ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎬ Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ (Ｈａｍｉｌｔｏｎ) [Ｊ] . Ｊ Ｆｉｓｈ Ｄｉｓꎬ ２００３ꎬ ２６(７): ４２３－４２６.
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急性肾损伤模型塑造研究进展
杨婷ꎬ林志健ꎬ姜卓希ꎬ褚梦真ꎬ张冰∗ꎬ邹丽娜

(北京中医药大学中药学院ꎬ北京　 １０２４８８)

　 　 【摘要】 　 建立稳定、可靠的急性肾损伤模型是研究急性肾病的重要手段ꎮ 目前该类模型的造模方法多样、适
用范围各异、成模标准不一ꎬ笔者通过整理近年来相关文献ꎬ将急性肾损伤模型进行合理归类ꎬ分析其塑造方法、病
理机制、应用、成模特点等方面ꎬ以期为学者展开相关研究提供思路与参考ꎮ

【关键词】 　 急性肾损伤模型ꎻ塑造ꎻ进展
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　 　 急性肾损伤(ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙꎬＡＫＩ)ꎬ又称急

性肾功能衰竭ꎬ是由各种病因引起肾功能急速下降

的一种临床综合征[１]ꎮ 作为世界难治性疾病之一ꎬ
其治疗手段仍有限制ꎬ建立稳定、可靠的 ＡＫＩ 模型

是促进肾功能不全药物研制的前提ꎮ 临床上以肾

脏缺血、肾毒性药物、病菌感染为高发诱因ꎬ故研究

者多从这几方面入手ꎬ塑造出多种急性肾损伤模

型ꎮ 笔者通过对相关文献的梳理发现ꎬ该模型常见

实验动物有大鼠、小鼠、家兔、犬等ꎬ造模类型以缺

血再灌注型、药物诱导型与感染型三者较为集中ꎬ
现将从这三种造模类型展开论述与分析ꎮ

１　 缺血再灌注型

实验缺血再灌注型急性肾损伤模型包括双侧

肾蒂夹闭法、一侧肾缺血再灌注加对侧肾切除法、
部分结扎腹主动脉法、远端脏器缺血诱导法、失血

性休克法等ꎬ多以外源性手术方式造模ꎬ常见动物

有大鼠、小鼠、家兔和犬ꎮ 缺血为急性肾损伤最常
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见病因之一ꎬ是 ＡＫＩ 模型的首选造模因素ꎮ 肾脏遍

布丰富的微血管网ꎬ其血容量不足是引起肾脏循环

障碍、组织损伤的病理基础ꎮ 随后血液恢复再灌注

阶段ꎬ通过引发炎症级联反应、活性氧(ＲＯＳ)氧化

损伤、细胞凋亡、细胞内 Ｃａ２＋代谢失衡、能量代谢障

碍等造成肾组织再次受损[２]ꎮ
１􀆰 １　 双侧肾蒂夹闭法

双侧肾蒂夹闭法为目前国内外学者常用造模

方法ꎮ Ｓｈｅｎ 等[３]对麻醉后大鼠作腹正中线切口ꎬ以
无创动脉夹夹闭双侧肾蒂 ４５ ｍｉｎꎬ再灌注 ６ ｈꎬ以大

鼠肾组织由紫黑色转为红润时表明造模成功ꎮ 以

往实验多以腹部正中切口ꎬ牵扯其胃肠道ꎬ易引起

动物胃肠感染和功能紊乱ꎬ谢慧敏等[４] 通过采用背

入式切口对模型进行改进ꎬ成功塑造出一种损伤

小、操作简便且效果稳定的大鼠肾缺血再灌注损伤

模型ꎮ
该法造模周期短ꎬ成功率高达 ９０％ꎬ通过突然

暂时性的阻断肾脏血液供应ꎬ使细胞线粒体功能障

碍ꎬ能量生成下降ꎻ当血液恢复再灌流时ꎬ大量活性

氧释放致膜的脂质过氧化ꎬ引起肾脏组织的快速损

伤[５]ꎮ 虽然该法有操作简便、快速的优势ꎬ但通过

夹闭肾动静脉引起的肾脏淤血缺血ꎬ易导致机体血

压大幅度波动ꎬ并发高血压等病症ꎬ与临床急性缺

血再灌注肾损伤的发病机制不大等同ꎮ
１􀆰 ２　 一侧肾缺血再灌注加对侧肾切除法

一侧肾蒂 /肾动脉夹闭加对侧肾切除法在双侧

肾蒂夹闭法的基础上进行优化ꎬ通过肾切除手段模

拟临床因创伤、肾移植引起免疫炎症损害ꎮ 王明秋

等[６]对 ＳＤ 大鼠作腹正中切口ꎬ安全切除右肾后ꎬ对
左侧肾蒂夹闭 ４５ ｍｉｎꎬ动态观察以再灌注 ２４ ｈ 后肾

组织、功能损伤最为显著ꎬ且证实该模型可用于 ＡＫＩ
早期诊断、及时干预治疗等方面的研究ꎮ Ｒｏｊａｓ￣
Ｍｏｒａｌｅｓ 等[７]采用该法成功建立急性肾损伤大鼠模

型ꎬ研究发现禁食处理可减轻肾损伤所伴随的氧化

应激、线粒体功能障碍等病理反应ꎮ
该法相比于双侧肾蒂夹闭法而言ꎬ病理损伤显

著、呈更明显的渐进性变化ꎬ更趋于临床肾移植状

态ꎮ 但实验过程涉及到一侧肾脏切除过程ꎬ要求实

验者掌握熟练的操作技术ꎬ保证实验环境的无菌无

污染ꎬ须动态监测动物术后的生理状态等ꎮ
１􀆰 ３　 部分结扎腹主动脉法

肾血流量因远端肢体损伤导致持续性低灌流

状态ꎬ易形成肾前性急性肾损伤ꎮ 慈红波[８] 为探讨

远端肢体恢复血流后的损伤作用ꎬ采用部分结扎腹

主动脉法造模ꎬ结果发现内皮素以及氧自由基在肾

损伤过程中起主导作用ꎬ可对其病理机制展开进一

步研究ꎮ Ｅｓｅｒ 等[９] 通过对大鼠肾下腹主动脉夹闭

１２０ ｍｉｎ、再灌注 １２０ ｍｉｎ 后成功建立急性肾损伤模

型ꎬ且应用该模型可评价肾上腺髓质素的干预作用ꎮ
通过结扎肾下腹主动脉引起远端肢体缺血缺

氧ꎬ再灌注时伴随大量的氧自由基流经肾脏ꎬ造成

肾脏急性损伤ꎮ 该法可用于评价活性氧族在再灌

注损伤中的致病作用ꎬ旨在模拟人血液低灌注状态

下的肾损伤ꎬ与临床患者病情较为贴近ꎮ 值得注意

的是ꎬ腹主动脉结扎时应把控好结扎程度及时间ꎬ
避免血流量大幅度波动ꎮ
１􀆰 ４　 远端脏器缺血诱导法

肝、肠等远端脏器的缺血再灌注损伤常累及肾

脏ꎬ急性肾损伤则是其中的一个重要并发症[１０]ꎮ 崔

龙海等[１１]采用 Ｐｒｉｎｇｌｅ 法制备大鼠肝脏 Ｉ / Ｒ 损伤模

型ꎬ主要通过暴露大鼠肝门部ꎬ夹闭肝十二指肠韧

带使其缺血 ３０ ｍｉｎꎬ松开后再灌注 ２ ｈ 成模ꎬ病理组

织观察可见肾小球及肾间质水肿ꎬ肾小管上皮细胞

肿大、变形等ꎮ 此外ꎬ研究表明肠道功能障碍亦与

肾脏损伤紧密联系ꎬ孙倩等[１２]通过夹闭小鼠肠系膜

上动脉 １ ｈ、恢复供血 ２ ｈ 完成ꎬ结果可见肠缺血再

灌注后引发肾小管上皮细胞水肿、坏死ꎬ与影响

Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 信号通路相关ꎮ
远端脏器缺血损伤诱发急性肾功能障碍ꎬ以

肝、肠缺血再灌注模型为主ꎮ 该法模拟了临床手术

脏器损伤的病理生理状态ꎬ呈递进性变化ꎻ目前脏

器之间的作用机制还不明确ꎬ肝、肠等脏器缺血损

伤同时易引发多器官功能障碍综合征、肾损伤程度

难以把控ꎬ采用该法展开急性肾损伤研究仍存在一

定难度ꎮ
１􀆰 ５　 失血性休克法

失血性休克是临床手术创伤常见的急重病症ꎬ
因大量失血导致机体周身循环障碍ꎬ肾脏是最易受

累的器官之一ꎮ 实验失血性休克模型致急性肾损

伤多采用放血定压法ꎬ放血时ꎬ常控制动物血压在 ４
~ ６ ｋＰａ 范围ꎬＣａｒｄｏｓｏ 等[１３]通过该法实现失血性急

性肾损伤猪模型的塑造ꎬ手术插管放血控制血压

５􀆰 ３３ ｋＰａ 内ꎬ维持 ３０ ｍｉｎ 后回输血液完成ꎬ且研究

发现加压素类似物可能有助于预防失血性休克所

致的急性肾损伤ꎮ
该法与临床失血性休克致 ＡＫＩ 的病理机制相
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似ꎬ可用于评价该类药物的疗效及作用机理ꎮ 急性

大量失血可产生大量氧自由基ꎬ再回血复苏时流经

肾脏ꎬ通过氧化损伤其细胞组织结构、不断加重肾

脏损伤程度ꎮ 但该模型手术操作较为复杂、失血量

多ꎬ宜采用大鼠、家兔、犬等较大型实验动物ꎬ存在

较多不稳定因素(体温、麻醉程度、插管位置、血液

流动性、血压变化等)ꎬ有待于研究者加强其实验

方案ꎮ
１􀆰 ６　 其他诱导法

缺血再灌注型急性肾损伤模型还可见去甲肾

上腺素滴注法、肌注甘油法、注射油酸法等ꎮ 去甲

肾上腺素滴注法通过使 Ｂｅａｇｌｅ 犬等动物的肾血管

收缩引发[１４]ꎻ肌注甘油法通过使肌肉溶血、释放肌

红蛋白所致ꎻ注射油酸法通过自身药物毒性使肾组

织结构病变ꎬ此三者共性为诱导肾脏微循环障碍构

建 ＡＫＩ 模型ꎮ 此类方法操作简单ꎬ病程稳定ꎬ可实

行动态观察ꎬ模拟人类肾微循环障碍所致的渐进性

肾损害ꎻ但注射甘油、油酸等物质对机体毒性较大ꎬ
往往并发其他脏器损害ꎬ不利于临床药物筛选研

究ꎬ后期还需对其注射剂量、注射方式进行调整ꎮ

２　 药物诱导型

由药物诱导的急性肾损伤模型主要以自身毒

性物质与肾脏反应所致ꎬ常见造模方法:氨基糖苷

类抗生素诱导法、造影剂诱导法、顺铂诱导法、氯化

汞诱导法、其他药物诱导法等ꎬ给药以注射方式为

主ꎬ实验动物可见大小鼠、家兔和犬ꎮ
２􀆰 １　 氨基糖苷类抗生素诱导法

氨基糖苷类抗生素存在较强的毒性反应ꎬ其中

以肾毒性占首位ꎮ 该类药物主要以原形通过肾脏

排泄ꎬ积聚于溶酶体内、与磷脂成分结合ꎬ使药物大

量蓄积在肾皮质ꎬ引起肾小管肿胀甚至急性坏

死[１５]ꎮ 实验常采用庆大霉素、链霉素、卡那霉素诱

导急性肾损伤ꎬ或腹腔注射、或静脉注射ꎬ成模率

高ꎮ Ｓａｌａｍａ 等[１６]用腹腔注射庆大霉素(５０ ｍｇ / ｋｇ)
连续 １５ ｄꎬ可引起大鼠急性肾损伤ꎬ并见肾小管扩张

及炎性细胞浸润ꎮ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ 等[１７] 验证得生长激素

释 放 肽￣６ ( ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ￣６ꎬ
ＧＨＲＰ６)与表皮生长因子( ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＥＧＦ)可对过量卡那霉素引发的肾炎起修复保护作

用ꎮ 安玉香等[１８] 研究发现对豚鼠腹腔注射链霉素

１５０ ｍｇ / ｋｇꎬ连续造模 １０ ｄ 后出现肾小球和肾小管

坏死ꎮ

氨基糖苷类抗生素诱导的急性肾损伤模型均

由于药物在肾皮质的不断蓄积而引发免疫清除损

伤ꎮ 此类方法可以用于临床上氨基糖苷类抗生素

致 ＡＫＩ 的病理机制研究ꎬ但存在造模周期较长、药
物诱导多发其他病症、毒性程度不一、剂量较难把

控、实验动物死亡率高等问题ꎬ需要实验者仔细考

量和监测ꎮ
２􀆰 ２　 顺铂诱导法

顺铂(ＣｉｓｐｌａｔｉｎꎬＣＰ)为抗癌类代表药ꎬ超剂量或

反复应用该药可使 ２０％ ~ ３０％ 患者产生肾毒

性[１９]ꎮ 唐伟等[２０]利用顺铂染毒方式建立 ＡＫＩ 兔模

型ꎬ肾损伤程度与染毒剂量相关ꎬ以耳缘静脉注射

１􀆰 ０ ｍｇ / ｋｇ 体质量连续 ５ ｄ 为推荐造模方式ꎬ经机体

代谢产生的铂离子如何与肾组织作用还有待于进

一步研究ꎮ
该模型利用顺铂的肾毒性作用可复制出与临

床类似的 ＡＫＩ 模型ꎬ有助于研究顺铂及其衍生物对

肾损伤的作用机理ꎮ 顺铂致 ＡＫＩ 模型多见啮齿类

动物ꎬ造模方式有腹腔注射与静脉注射ꎬ以腹腔注

射吸收快为首选方式ꎮ 虽然顺铂诱导法被广泛应

用于 ＡＫＩ 模型塑造ꎬ但同时面临着一系列问题与挑

战ꎬＰｅｒšｅ 等[２１]指出该模型存在肾损伤程度评价的

不确定性ꎻ动物致死量的不可控性ꎻ肾损伤病理相

似度的差异性等问题ꎮ 此外ꎬ顺铂的毒性作用较

强ꎬ还可致慢性肾衰竭乃至全身毒性ꎮ
２􀆰 ３　 造影剂诱导法

造影剂的自身毒性、渗透压易使肾功能不全或

糖尿病患者发生急性肾功能衰竭[２２]ꎮ 目前以含碘

制剂致肾病为主ꎬ其高渗与低渗造影剂均可对组织

造成不同程度损害ꎮ 该模型通过先造成基础肾功

能不全后给予造影剂使其建模成功ꎮ Ｌｉｕ 等[２３] 对

ＳＤ 大鼠先以股静脉注入吲哚美辛(１０ ｍｇ / ｋｇ)和 Ｌ￣
ＮＧ￣硝基精氨酸甲酯(１０ ｍｇ / ｋｇ)预处理ꎬ３０ ｍｉｎ 后

静脉推注低渗非离子造影剂碘己醇ꎬ结果显示模型

大鼠出现显著肾小管坏死且伴随高水平血肌酐、尿
素氮ꎮ

造影剂诱导的急性肾病主要与肾缺血、肾小管

毒性损伤、氧自由基损伤、炎性反应、肾内血流动力

学受损等发病因素有关[２４]ꎮ 实验造影剂肾病模型

适用于研究造影剂肾病的病理机制及药物的疗效

评价ꎬ但该模型注射造影剂前均先以药物或手术诱

导肾功能不全状态得以成功ꎬ无法完全模拟临床造

影剂肾病患者的病变状态ꎬ且造影剂注射后观察时
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间无准确限定ꎬ对实验评价结果存在一定误差ꎮ
２􀆰 ４　 氯化汞诱导法

氯化汞是典型的肾毒性试剂ꎬ通过氯化汞诱导

的肾损伤被广泛应用于 ＡＫＩ 模型研究ꎮ 氯化汞毒

性较强ꎬ造模常选用较大型动物ꎬ可见大鼠、家兔、
犬ꎮ 肖玉华等[２５] 研究发现给比格犬两侧肩部及股

部位皮下注射 １％ 氯化汞溶液(以每只 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｋｇ
连续注射 ７ ｄ)可成功塑造急性肾损伤模型ꎮ

氯化汞进入机体后ꎬ降解的 Ｈｇ２＋可蓄积于近端

肾小管上皮细胞导致急性肾小管坏死ꎮ 该法操作

简单ꎬ用时较短ꎬ可呈现明显的肾组织病理损伤ꎻ但
该物质的毒性不仅仅限于肾脏ꎬ同时影响其他组织

器官ꎬ使其模型复杂化ꎬ不利于 ＡＫＩ 病理机制的

研究ꎮ
２􀆰 ５　 其他药物诱导法

由肾毒性引起肾脏急性衰竭的药物较多ꎬ实验

造模还可见蛇毒诱导法、鱼胆诱导法、氟化钠诱导

法、双氧铀诱导法等ꎬ由于此类造模剂价格昂贵、不
易获取ꎬ目前已较少采用ꎮ 肾毒性药物常有多器官

损害表现ꎬ给药剂量须严格筛选ꎬ实验动物也应考

虑其承受能力ꎬ推荐选用较大型动物如家兔、犬等ꎮ

３　 感染型

严重感染和感染性休克是诱发急性肾损伤的

最常见病因之一ꎬ流行病学研究显示以脓毒症所致

的全身性炎症感染是临床感染性 ＡＫＩ 的最主要诱

因[２６]ꎬ目前感染性肾损伤模型主要以脓毒症展开研

究ꎬ通过外源性手术或毒素致使动物感染ꎬ进而损

及肾脏ꎬ实验动物可见大鼠、小鼠、家兔、犬等ꎮ
３􀆰 １　 内毒素诱导法

内毒素是革兰阴性细菌细胞壁中的结构组分ꎬ
可激活体内多种炎症因子的释放ꎬ进而引起机体的

免疫炎症反应ꎮ 邵俊等[２７] 以内毒素休克诱导急性

肾损伤家兔模型ꎬ通过耳缘静脉持续缓慢匀速泵入

内毒素(２􀆰 ５ ｍＬ / ｋｇ)３０ ｍｉｎ 左右ꎬ观察到平均动脉

压(ＭＡＰ)下降至基础的 ４０％时认为造模成功ꎮ
３􀆰 ２　 盲肠结扎穿孔术诱导法

盲肠结扎穿孔术ꎬ是建立感染性肾病模型广泛

应用的造模方法ꎮ Ｃａｉ 等[２８]对大鼠盲肠末端和回盲

瓣之间结扎ꎬ以针穿过结扎的中央段ꎬ挤出少量盲

肠内容物ꎬ再将盲肠重新置入腹腔内缝合完成ꎮ 通

过使粪便流入腹腔致多种细菌感染腹腔引起严重

的脓毒症ꎬ以建立经典脓毒症所致的 ＡＫＩ 模型ꎮ

感染性肾病模型以脓毒症致全身性感染为首

要代表ꎬ内毒素与盲肠结扎穿孔术是塑造脓毒症致

ＡＫＩ 模型的经典方法ꎬ可为研究感染性肾病的病理

机制及探索新的治疗靶点提供思路和线索ꎮ 但该

类模型的脓毒症仅能模拟革兰氏阴性菌脓毒症ꎬ其
感染程度无法控制ꎬ可呈渐进性多器官病变ꎬ缺乏

评价成模的标准化指标ꎬ实验期间存在较高的手术

死亡率ꎬ亟需研究者对此再行改进与规整ꎮ 目前感

染性急性肾损伤模型还有广阔的发展空间ꎬ除脓毒

症感染外ꎬ免疫缺陷病、细菌性心内膜炎、疟疾等感

染性疾病也常易引发急性肾损伤ꎬ有待于深入研究ꎮ

４　 小结

４􀆰 １　 急性肾损伤模型特点总结

急性肾损伤的各类模型在临床相似性、难易

度、稳定性、可行性上均各占优势ꎬ同时又存在模型

塑造过程中的不足ꎮ 缺血再灌注型以造模周期短

为主要优势ꎬ动物选择多样ꎬ成模率高ꎬ以外源性手

术诱导 ＡＫＩ 模型为主ꎬ与临床该病的发病特点尚存

差异ꎬ常应用于 ＡＫＩ 发病机制及药物疗效评价研

究[２９－３０]ꎻ药物诱导型以贴近临床肾毒性药物病理机

制为主要优势ꎬ可灵活选用造模剂ꎬ以静脉注射或

腹腔注射完成ꎬ难度在于药物剂量及毒性程度的把

控ꎬ常选用较大型动物ꎬ多应用于肾毒性药物的防

治研究[３１]ꎻ感染型以高发率脓毒症感染为主ꎬ可促

进感染性肾病的病理机制、药物治疗研究[３２－３３]ꎬ但
目前这类模型研究较少ꎬ且操作难度、死亡率均较

高ꎬ有待于进一步拓展ꎮ 此三类造模方法的共同点

均是加剧细胞免疫应激反应以实现肾组织、功能的

快速紊乱ꎮ
４􀆰 ２　 思考

急性肾损伤ꎬ是临床住院及重症患者高发的一

类肾病综合征ꎬ全球发病率为 ２１００ / １００ 万[３４]ꎮ 其

病死率高、并发症多、病因复杂ꎬ开展其药物研究十

分迫切ꎮ 建立合适的急性肾损伤模型有助于挖掘

该病的病理机制与开拓新的治疗靶点ꎬ目前的急性

肾损伤模型还有待于改进:１.常用模型动物的肾组

织与人体肾组织结构存在差异(以鼠、兔等为常用

模型)ꎻ２.模型多从某一角度出发(急性肾损伤为复

杂的临床综合征)ꎻ３.感染型 ＡＫＩ 模型研究较少(仅
以脓毒症感染为主)ꎻ４.模型是否成功无统一标准

(肾损伤程度、持续时间)等ꎮ 就模型动物而言ꎬ可
加大其他种源动物的研究ꎬ如实验用小型猪ꎬ该动

６２１
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物的肾组织构造与人体相似ꎻ如斑马鱼ꎬ该动物体

型小ꎬ结构简单、易于操作ꎬ可实现整体、细胞、分子

的一体化观察ꎬ是一种兴起的新型模式动物ꎻ就造

模而言ꎬ急性肾损伤发病机制复杂ꎬ往往夹杂多种

病因ꎬ造模时应尝试几种模型的结合应用ꎻ就感染

性模型而言ꎬ感染病菌类型、感染部位、感染时间、
感染程度等均是应投入实验研究的重要内容ꎻ就造

模成功标准而言ꎬ目前对于肾损伤标志物的建立多

有不足ꎬ应与临床监测指标相结合ꎬ还应注意模型

后期持久性、稳定性的观察ꎮ 本文所归纳的 ＡＫＩ 模
型主要为实验常用模型ꎬ可能存在遗漏与不足ꎬ旨
在为研究者提供参考与思路ꎬ尽快实现急性肾损伤

模型塑造的突破ꎬ为促进临床急性肾损伤的药物研
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ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ [ Ｊ] . Ｐｅｄｉａｔｒ Ｎｅｐｈｒｏｌꎬ ２０１７ꎬ
３２(１１): ２０１５－２０２５.

[１６] 　 Ｓａｌａｍａ ＳＡꎬ Ａｒａｂ ＨＨꎬ Ｍａｇｈｒａｂｉ ＩＡ. Ｔｒｏｘｅｒｕｔｉｎ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ＫＩＭ￣１ꎬ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｐ３８ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎬ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｒｅｎａｌ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ
ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｆｕｎｃｔꎬ ２０１８ꎬ ９(１２): ６６３２－６６４２.

[１７] 　 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ Ｓａｌｇｕｅｉｒｏ Ｓꎬ Ｇｏｎｚáｌｅｚ Ｎúñｅｚ Ｌꎬ Ｇａｒｃíａ Ｄｅｌ Ｂａｒｃｏ
Ｈｅｒｒｅｒａ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ
ｈｏｒｍｏｎｅ￣ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ￣６ ｉｎ ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｐａｉｒ
ａｆｔｅｒ ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｏｖｅｒｄｏｓｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ [Ｊ] .Ｉｒａｎ Ｊ Ｋｉｄｎｅｙ Ｄｉｓꎬ ２０１４ꎬ
８(５): ３８２－３８８.

[１８] 　 安玉香ꎬ赵会平ꎬ徐昕. 粉防己碱对豚鼠链霉素性肾损伤的干

预作用[Ｊ] .分子细胞生物学报ꎬ ２００７ꎬ ４０(２): １１３－１２０.
Ａｎ ＹＸꎬ Ｚｈａｏ ＨＰꎬ Ｘｕ Ｘ. Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ ｏｎ
ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ [Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｌꎬ ２００７ꎬ４０(２): １１３－１２０.

[１９] 　 Ｍａｎｏｈａｒ Ｓꎬ Ｌｅｕｎｇ Ｎ. Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ: ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ
ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｐｈｒｏｌꎬ ２０１７ꎬ３３４(２):１１５－１２４.

７２１



中国实验动物学报 ２０２０ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. １

[２０] 　 唐伟ꎬ钟志勇ꎬ董明ꎬ等.顺铂致新西兰兔急性肾损伤模型[ Ｊ] .
中国职业医学ꎬ２０１８ꎬ４５(６):７０２－７０７.
Ｔａｎｇ Ｗꎬ Ｚｈｏｎｇ ＺＹꎬ Ｄｏｎｇ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｏｃｃｕｐ Ｍｅｄꎬ
２０１８ꎬ ４５(６): ７０２－７０７.

[２１] 　 Ｐｅｒšｅ Ｍꎬ Ｖｅｃ̌ｅｒｉｃ' ￣Ｈａｌｅｒ Ž. Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｏｄｅｎｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ:ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ[Ｊ] .ＢｉｏＭｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔꎬ
２０１８ꎬ ２０１８: １－２９.

[２２] 　 刘明镇. 糖尿病合并急性冠状动脉综合征患者引发造影剂肾

病的相关因素[ Ｊ] .影像研究与医学应用ꎬ ２０１９ꎬ ３(３): ２３２
－２３３.
Ｌｉｕ ＭＺ. Ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒａｓｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｉｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｃｏｒｏｎａｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ[Ｊ] . Ｊ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｒｅｓ Ｍｅｄ Ａｐｐｌꎬ ２０１９ꎬ ３(３): ２３２－２３３.

[２３] 　 Ｌｉｕ Ｎꎬ Ｃｈｅｎ Ｊꎬ Ｇａｏ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃｏｎｔｒａｓｔ
ａｇｅｎｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｖｉａ ｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ / ＦＯＸＯ３ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ[ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｕｒｏｌ Ｎｅｐｈｒｏｌꎬ
２０１８ꎬ５０(６):１１７１－１１８０.

[２４] 　 任春霞ꎬ余自成.造影剂诱导的急性肾损伤研究进展[ Ｊ] .世界

临床药物ꎬ ２０１９ꎬ ４０(２): １２３－１２７.
Ｒｅｎ ＣＸꎬ Ｙｕ ＺＣ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒａｓｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ
ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ [Ｊ] . Ｗｏｒｌｄ Ｃｌｉｎ Ｄｒｕｇｓꎬ ２０１９ꎬ ４０ (２): １２３－１２７.

[２５] 　 肖育华ꎬ王宏ꎬ 詹纯列ꎬ等. 氯化汞诱导比格犬急性肾功能衰

竭模型的建立[ Ｊ] . 黑龙江畜牧兽医ꎬ ２０１５ꎬ３９ ( １):１７２ －

１７４ꎬ ２２１.
Ｘｉａｏ ＹＨꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｚｈａｎ ＣＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ａｃｕｔｅ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｒｃｕｒｙ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎ Ｂｅａｇｌｅ ｄｏｇｓ
[Ｊ] . Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ａｎｄ Ｖｅｔ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ３９(１):１７２－

１７４ꎬ ２２１.
[２６] 　 Ｐｏｓｔｏｎ ＪＴꎬ Ｋｏｙｎｅｒ ＪＬ. Ｓｅｐｓｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ[Ｊ] .

ＢＭＪꎬ ２０１９ꎬ ３６４: ｋ４８９１.
[２７] 　 邵俊ꎬ方时书ꎬ郑瑞强ꎬ等. 内毒素休克诱导急性肾损伤家兔

模型的建立[Ｊ] . 实用临床医药杂志ꎬ ２０１８ꎬ ２２(１５):１８－２２.
Ｓｈａｏ Ｊꎬ Ｆａｎｇ ＳＳꎬ Ｚｈｅｎｇ ＲＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ
ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｅｎｄｏｔｏｘｉｃ ｓｈｏｃｋ [Ｊ] . Ｊ

Ｃｌｉｎ Ｍｅｄ ｉｎ Ｐｒａｃｔꎬ ２０１８ꎬ２２(１５):１８－２２.
[２８] 　 Ｃａｉ ＺＹꎬ Ｓｈｅｎｇ ＺＸꎬ Ｙａｏ Ｈ. Ｐａｃｈｙｍｉｃ ａｃｉｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｓｅｐｓｉｓ￣

ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ / ＨＯ－ １ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１７ꎬ ２１(８):１９２４－１９３１.

[２９] 　 张亚楠. ＤＧＫＥ 在缺血再灌注诱导的急性肾损伤中的作用及

机制[Ｄ]. 济南:山东大学ꎬ２０１９.
Ｚｈａｎｇ ＹＮ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＤＧＫＥ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ [ Ｄ]. Ｊｉｎａｎ: Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１９.

[３０] 　 Ｙａｎｇ Ｋꎬ Ｌｉ ＷＦꎬ Ｙｕ ＪＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｏｓｍｅｔｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｊ
Ｓｕｒｇ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ ２１４:６９－７８.

[３１] 　 张玲. 蕨麻的化学成分及其皂苷类成分拮抗顺铂肾脏毒性的

研究[Ｄ]. 苏州:苏州大学ꎬ ２０１８.
Ｚｈａｎｇ Ｌ. Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｓａｐｏｎｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｕｂｅｒｏｕｓ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ ａｎｓｅｒｉｎｅ Ｌ. ｏｎ
ｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ [ Ｄ ]. Ｓｕｚｈｏｕ: Ｓｏｏｃｈｏｗ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１８.

[３２] 　 Ｌｉ Ｘꎬ Ｌｉ Ｙꎬ Ｓｈｅｎ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｉｃａｇｒｅｌｏｒ ｏｎ
ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ [Ｊ] . Ｐｌａｔｅｌｅｔｓꎬ ２０１９ꎬ ３０(２): １９９－２０５.

[３３] 　 杨蕊ꎬ 许华ꎬ 王兵ꎬ 等. ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路在大鼠腹腔感染

性脓毒症急性肾损伤中的作用 [ Ｊ] . 天津医药ꎬ ２０１８ꎬ ４６
(６): ５８１－５８４.
Ｙａｎｇ Ｒꎬ Ｘｕ Ｈꎬ Ｗａｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｉｎ ａｃｕｔｅ
ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｓｅｐｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｔｉａｎｊｉｎ
Ｍｅｄ Ｊꎬ ２０１８ꎬ ４６(６): ５８１－ ５８４.

[３４] 　 侯凡凡. 中国急性肾损伤的流行病学[ Ｊ] . 中华医学信息导

报ꎬ ２０１７ꎬ ３２(１８):１４.
Ｈｏｕ ＦＦ. Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ Ｃｈｉｎａ[ Ｊ] . Ｃｈｉｎ
Ｍｅｄ Ｎｅｗｓꎬ ２０１７ꎬ３２(１８):１４.

[收稿日期] 　 ２０１９－０７－１７
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０
Ｖｏｌ. ２８　 Ｎｏ. １

杜飞飞ꎬ王凤清ꎬ贾伟伟ꎬ等. 啮齿类动物插管技术用于药动学采血的研究进展[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): １２９
－１３６.
Ｄｕ ＦＦꎬＷａｎｇ ＦＱꎬＪｉａ ＷＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｒｏｄｅｎｔ ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ [Ｊ].
Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): １２９－１３６.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０１􀆰 ０１９

[基金项目]国家重点研发计划(２０１８ＹＦＣ１７０４５００)ꎻ 国家自然科学基金(８１６０３３８０)ꎮ
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物的使用ꎮ “３Ｒ 原则”是被广泛认可接受的标准和规范的核心要义和精髓所在ꎮ 药代动力学研究中包含了必不可

少的动物实验ꎬ如何保护实验动物福利是本专业发展到一定阶段和水平需要考虑的问题ꎮ 国内外科研人员逐渐建

立并优化在啮齿类动物(主要为大鼠和小鼠)上进行插管手术的技术ꎬ能让实验动物在清醒及自由活动状态下完成
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的实验动物福利保护有所助力ꎮ
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　 　 近几十年来ꎬ跨越国界的科学合作和服务呈现

不断增长的趋势ꎬ给全球范围的研究合作方提出要

求ꎬ即以动物福利为核心ꎬ在全球范围内整合协调

实验动物的使用标准和规范ꎬ被业界广泛接受的
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“３Ｒ 原则” 便是其中的核心内容ꎮ “３Ｒ 原则” 由

Ｒｕｓｓｅｌｌ 和 Ｂｕｒｃｈ 于 １９５９ 年 提 出ꎬ 即 替 代

( ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ )、 减 少 ( ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ) 和 优 化

(ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ)ꎬ简言之即通过使用无知觉物质替代有

知觉动物、尽量减少实验动物数量及尽量减低非人

道方法的使用频率或危害程度ꎬ旨在鼓励和提倡从

多角度多层面保护实验动物的福利[１－２]ꎮ 世界动物

卫生组织(ＯＩＥ)、国际医学科学组织(ＣＩＯＭＳ)和国

际实验动物科学理事会(ＩＣＬＡＳ)均发布了国际指导

原则[３－４]ꎬ将“３Ｒ 原则”作为核心标准和准则ꎮ 美国

食品药品监督管理局(ＦＤＡ)和欧盟强力推荐在有

ＡＡＡＬＡＣ 认证的实验室开展动物实验ꎬ该认证采用

了包括“ＯＩＥ 标准”在内的 ４ 个全球评估标准[５－７] 作

为参考来源ꎮ
我国于 １９８８ 年经国务院批准由国家科学技术

委员会发布了«实验动物管理条例» [８]ꎬ以加强实验

动物的管理工作ꎬ并于 ２００１ 年的修订中加入了有关

动物福利的内容ꎮ ２００６ 年由科技部颁布的«关于善

待实验动物的指导性意见» [９] 则是我国首个针对研

究用动物的国家法规ꎬ进一步细化了善待实验动物

的规定ꎮ ２０１８ 年 ２ 月由国家正式颁布并于 ９ 月 １
日实施的 «实验动物福利伦理审查指南» ( ＧＢ / Ｔ
３５８９２－２０１８)则是我国实验动物福利伦理科技和管

理领域的里程碑事件ꎮ 该指南由实验动物福利伦

理专业委员会起草ꎬ是中国首部实验动物福利伦理

审查国家标准ꎬ在国际上获得了积极的反响和

赞誉[１０－１１]ꎮ
药物代谢动力学研究中包含必不可少的动物

实验ꎬ在啮齿类动物(如大鼠和小鼠)上采血则是其

中常见的实验操作ꎮ 如何在动物实验中贯彻动物

福利及“３Ｒ 原则”是本专业发展到一定阶段和水平

需要思考和关注的问题ꎮ 本文对国内外药动学研

究中将啮齿类动物插管手术用于采血的技术进展

进行综述ꎬ希望对国内药动学研究领域的实验动物

福利保护有所助力ꎮ

１　 药代动力学研究中传统的采血方法

药代动力学研究是药物发现过程中的一个重

要组成部分ꎮ 考虑到啮齿类动物体重较小而不需

要花费大量的药物且较容易采集多个生物样本ꎬ通
常选择大鼠或小鼠等啮齿类动物作为临床前药动

学研究的主要实验对象[１２]ꎮ
采集动物血样是药动学研究中最常见的操作

之一ꎬ关于进行大小鼠采血的方法已有较多报道ꎬ
包括从眼眶后静脉窦、侧尾静脉、舌下静脉、隐静脉

及颌下静脉[１３]ꎮ 长期以来最常用的是眼眶后静脉

窦穿刺采血ꎬ经验丰富的实验人员可以单次采集较

大量的血液(０􀆰 ２ ~ ０􀆰 ５ ｍＬ)ꎮ 然而该方法也引起

较大争议ꎬ除了可能造成动物眼部组织损伤外ꎬ非
麻醉状态下采血引起的动物疼痛、挣扎及应激也不

利于实验动物福利[１４－１５]ꎬ因此部分监管机构已经禁

止了该方法ꎬ除非该采血过程是动物处于麻醉状态

下的临终前步骤[１６]ꎮ 侧尾静脉切开是另一种在过

去被频繁使用的方法ꎬ优点是不需要麻醉且手术刀

沿着血管侧切造成的创伤小ꎬ但这种方法也有较多

缺点ꎬ如采血量较少(０􀆰 １ ~ ０􀆰 １５ ｍＬ)、在深色小鼠

上较难操作、经常需要对尾部进行预热以确保血管

扩张获得足够的血量以及采集单个血点耗时较长ꎬ
同样非麻醉下操作会给动物带来疼痛及应激ꎮ 舌

下静脉采血的优势是采血量大而组织损伤较少ꎬ但
操作相对复杂ꎬ需要约束动物、更多的练习和多人

配合工作ꎬ并且有报道采血部位会出现红肿[１７]ꎮ 隐

静脉穿刺较为耗时ꎬ无法满足在短时间内取血的要

求ꎮ 颌下静脉采血虽然耗时少取血量较大ꎬ但需要

约束动物自由并且造成较多组织损伤[１３]ꎮ
以上采血方式在涉及动物福利方面都有缺陷ꎬ

会造成实验动物的“紧张”ꎬ即刺激引起实验动物出

现生理、心理状态和行为的变化ꎮ 实验过程中的温

度变化、笼具移动、过度噪音以及约束自由都可能

是潜在的刺激源[１７]ꎬ如采血时捉持动物造成的紧张

会改变胃排空时间、加快心率以及改变代谢ꎬ均会

影响药代动力学研究结果的准确性ꎮ 实验动物面

对刺激时产生反应的个体差异更是药动学研究中

的一个不可控因素[１２]ꎮ

２　 运用于药动学采血的插管技术

自上世纪八十年代起ꎬ针对大小鼠不同部位血

管的插管手术技术相继被开发ꎬ最为常见的插管部

位包括颈动静脉、股动静脉及腹主动脉等ꎮ 这些手

术模型具备一个显著优点ꎬ就是在进行采血过程

中ꎬ实验动物保持清醒并可以自由活动ꎬ从而使它

们受到的干扰或刺激降到最小[１８－２１]ꎬ如 Ｙｏｂｕｒｎ
等[２２]发现大鼠股动脉插管可以增加插管的通畅度ꎬ
相比其他部位插管手术ꎬ动物恢复到术前体重的速

度最快ꎮ 许多研究者都公开了插管手术的具体方

法和流程[２３－２６]ꎬ有使用留置型插管以便多次连续的

０３１
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血样采集[１８－２１ꎬ２３ꎬ２７－２９]ꎬ也有研究者将血管插管引出

并固定在实验动物体外ꎬ实验动物在采集血样过程

中无需麻醉、可自由活动且没有创伤ꎬ显然满足可

重复采血且较少限制自由的要求[１８ꎬ３０]ꎮ 研究表明ꎬ
与徒手捉持大鼠(３０ ｓ)和限制自由的绑定大鼠(５
ｍｉｎ)相比ꎬ自由活动大鼠(颈静脉插管)血浆内肾上

腺素、去甲肾上腺素和多巴胺的基础浓度更低[３１]ꎮ
大鼠血浆中皮质酮水平同样会在其被限制自由时

升高ꎬ而经历颈静脉插管手术后逐渐恢复稳定[３２]ꎮ
Ｊｅｓｐｅｒｓｅｎ 等[３３] 用视频及插图的形式展示了大

鼠股动脉及股静脉插管的过程ꎮ 研究者将插管尾

端连接到可旋转系统上ꎬ术后单笼饲养大鼠可以减

少动物间相互干扰ꎬ提高动物模型的稳定性ꎮ 为了

保持插管的通畅ꎬ需要使用 １００ Ｕ / ｍＬ 肝素化生理

盐水作为封管液并对其进行日常保养ꎮ 研究者认

为通过精细的无菌手术过程、合适的手术插管材料

和精心保养ꎬ是极有可能在较长时间(几周)里保持

大鼠健康状态ꎬ长时间的采集血样也就更有保证ꎮ
Ｆｅｎｇ 等[３４]以视频方式发表了大鼠颈动脉和颈静脉

插管手术流程ꎬ可用于监测血压、输液和给药及连

续采集血样ꎮ Ｔｓａｉ 等[３５] 则设计了一种高效且成本

低廉的大鼠颈静脉插管装置ꎬ术后大鼠可多只饲

养ꎬ与单笼饲养大鼠相比ꎬ具有更好的活力和更多

的日均体重增长ꎮ Ｇｈａｌｉ 发表了用于大鼠股动脉及

股静脉插管的微创手术过程[３６]ꎮ
Ｂａｒｄｅｌｍｅｉｊｅｒ 等[３７]开发并验证了一种能在自由

活动小鼠上连续采集血样的方法ꎮ 研究者将插管

前端经颈静脉直达右心房ꎬ尾端经皮下穿刺牵引至

小鼠颈后部穿出ꎬ用丝线缝合固定在皮肤上ꎬ插管

体外部分用带有金属弹簧的 ＰＶＣ 套管保护ꎮ 单个

时间点可采集 ２５０ μＬ 血样并且小鼠受到的外部干

扰很小ꎮ 对 ６ 只颈静脉插管小鼠静脉注射１０ ｍｇ / ｋｇ
抗肿瘤药物多西他赛后ꎬ将测得的血浆浓度－时间

曲线与同样剂量的 ５０ 只非插管小鼠经心脏穿刺取

血后所测的结果进行比较ꎬ两者无显著差异ꎬ证明

该方法在多西他赛的药动学研究中可以有效替代

传统采血方法ꎬ大幅减少小鼠数量ꎮ
国内研究者不断学习国外先进技术ꎬ摸索和建

立符合自身条件的动物实验技术和方法ꎮ 包伦

等[３８]建立了在大鼠股动脉和股静脉插管的模型ꎬ并
应用于促红细胞生成素和白细胞介素 ６ 的药动学研

究ꎬ结果证明注射简单准确ꎬ采血方便可控ꎬ大鼠自

由清醒ꎮ 研究者详细介绍了手术的流程、大鼠术后

的维护以及保证实验顺利的重要因素ꎬ值得国内同

行学习借鉴ꎮ 王晶晶等[３９] 为解决药代动力学实验

中反复静脉给药和取血的操作问题ꎬ建立大鼠颈静

脉插管方法ꎮ 此法简便易行、对动物损伤小且大大

提高实验人员的取血效率ꎮ 代恒等[４０] 利用临床常

见的硬膜外麻醉导管和输液器部件制作简便实用

的大鼠颈动脉插管ꎬ通过改进皮下留置导管和改变

抓取大鼠的用力方式ꎬ有效避免操作不当导致的插

管模型失败ꎮ 史宏博等[４１]借鉴前人的经验ꎬ在不同

种系小鼠上成功建立经显微外科手术进行股动脉

和股静脉插管的模型ꎬ可在小鼠清醒和自由活动状

态下进行给药、采血和血压等体征的监测ꎮ 该文详

细介绍了手术流程并附图说明以供同行借鉴ꎮ 窦

全林等[４２]则利用自制的动脉插管建立了小鼠颈动

脉插管模型ꎬ具有操作简便、创伤小、动物存活率

高、插管稳定性强和术后不易感染的优点ꎮ 文科

等[４３]建立的大鼠股动脉插管手术模型ꎬ则通过连接

三通阀实现连续采血同时监控血压ꎮ 宋文煜等[４４]

发现小鼠右侧颈横静脉与肩胛上静脉汇入点之间

为最佳插管前端位置ꎬ可大幅度提高小鼠术后存活

率和导管通畅率ꎮ

３　 药动学采血技术的应用

研究者将建立并优化的插管技术ꎬ运用到各自

药代研究中ꎬ在保护动物福利的同时获取更准确合

理的实验结果ꎮ
(１) Ｂａｕｍａｎｎ 和 Ｈｕｅｓｔｉｓ 的研究团队[４５－４６] 开展

ＭＤＭＡ(常见滥用药ꎬ俗称摇头丸ꎬ对人类具有神经

毒性)在大鼠体内的药动学研究ꎮ 大鼠经皮下注射

不同剂量 ＭＤＭＡꎬ颈静脉插管采集血样中 ＭＤＭＡ 及

其代谢物 ＭＤＡ 的浓度与剂量呈非线性急剧增加ꎬ
存在蓄积的可能ꎬ该结果与人体药动学数据相似ꎬ
可在合适的临床剂量使用时作为参考ꎮ

(２)Ｘｉｅ 等[４７]研究了大鼠单次静脉注射放射性

标记的二氢青蒿素(ＤＨＡ)后的药代动力学、组织分

布、消除和质量平衡ꎮ 大鼠经颈静脉插管后接入自

动采血仪ꎮ 结果显示大鼠脑中[ １４Ｃ]总浓度是血浆

中的 ２ 倍ꎬ表明放射性物质可以轻易穿透血脑屏障ꎮ
红细胞放射活性分布比血浆中高 ３ ~ ４ 倍ꎬ表明

ＤＨＡ 在治疗血液期疟疾的强大效果可能与此相关ꎮ
(３)Ｍｉｎｏｃｈａ 等[４８] 研究 Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄｉａ(ＳＬＤꎬ一种

非洲草药补充剂ꎬ南非卫生部推荐用于治疗艾滋

病)在颈静脉插管大鼠体内短期和长期的暴露对抗
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逆转录病毒药物奈韦拉平(ＮＶＰ)口服生物利用度

和药动学研究的影响ꎮ 短期同服 ＳＬＤ 后 ＮＶＰ 的药

代动力学相关参数无显著差异ꎬ而长期同服后 ＮＶＰ
的体内暴露则减少 ５０％ꎮ 体外诱导实验结果显示

ＳＬＤ 能导致细胞色素氧化酶 ＣＹＰ３Ａ４ 的 ｍＲＮＡ 表

达水平和功能活性的升高ꎮ ＮＶＰ 与 ＳＬＤ 长期合并

使用时可能发生的潜在草药与药物相互作用ꎬ需要

临床研究结果的进一步证实ꎮ
(４) Ｌｅｇｅｔｔｅ 等[４９] 研究啤酒花中膳食类黄酮

Ｘａｎｔｈｏｈｕｍｏｌ(ＸＮꎬ具有抗氧化、抗菌抗炎、保护心血

管和调节免疫系统的潜在作用)的药代动力学ꎮ 颈

静脉插管大鼠灌胃给药不同剂量 ＸＮꎬ其在大鼠血

中暴露与剂量有相关性ꎬ可用于预测稳态血浆浓度

水平ꎬ并帮助确定临床研究用药方案ꎮ 该研究团队

还利用颈静脉插管技术开展了雌马酚(Ｅｑｕｏｌ)的代

谢研究ꎬ雌马酚是大豆异黄酮苷元经小肠细菌作用

产生的代谢物ꎬ对减轻更年期骨质流失有潜在的治

疗效果ꎮ 结果发现雌马酚在卵巢切除模型大鼠体

内以葡萄糖醛酸结合物的形式为主(>９０％) [５０]ꎮ
(５)Ｇｏｎｇ 等[５１] 在普通大鼠和易激肠合并症模

型大鼠上比较口服给药黄连提取物后小檗碱和巴

马汀的药动学ꎮ 检测颈静脉插管采集血样中小檗

碱和巴马汀的浓度后发现ꎬ二者在模型大鼠体内的

暴露明显高于普通大鼠ꎬ均出现双峰现象ꎬ可能与

模型大鼠的肠功能异常有关ꎮ
(６)Ｓｈａｉｋ 等[５２]开展评价 １７￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ

(１７￣ＯＨＰＣꎬ预防早产)替代制剂的使用和替代给药

途径的可行性ꎮ 分别对颈静脉插管的雌性大鼠静

注、肌注及灌胃自配溶液或肌注市售油剂ꎮ 结果显

示ꎬ静注或肌注自配溶液后ꎬ１７￣ＯＨＰＣ 的平均半衰

期约为 １１ ｈꎬ后者生物利用度接近 １００％ꎬ而灌胃后

的生物利用度不到 ３％ꎮ 肌注市售油剂后 １７￣ＯＨＰＣ
体内浓度虽相对较低ꎬ但持续时间较长ꎬ生物利用

度接近 １００％ꎬ这跟油剂在给药部位缓慢但持续的

吸收有关ꎮ 该结果侧面证实了目前有早产史妇女

预防早产的唯一治疗选择是每周肌注一次市售

油剂ꎮ
(７)Ｌｅｅ 等[５３]通过使用颈静脉插管大鼠验证了

化合物 ＩＤＰ￣７３１５２(韩国已批准临床用于治疗革兰

氏阳性菌引起的感染)的定量检测方法ꎬ证明其可

满足非临床药代研究的需要ꎮ
(８)Ｌｉｎｎｉｋ 等[５４]用颈静脉插管大鼠评估有无同

位素标记烟酰胺的大鼠药动学差异ꎬ结果显示两者

在临床剂量范围内无显著差异ꎬ为临床使用同位素

标记烟酰胺作为 ＭＲＩ 试剂提供数据支持ꎮ
以上药代研究均采用了大鼠颈静脉插管技术ꎬ

这也是专业领域内接受度最广的技术方式ꎬ但也有

研究者采用其他部位插管技术以满足自身科研需

要ꎮ 例如 Ｋｉｅｌｂａｓａ 和 Ｆｕｎｇ[５５] 研究吸入性亚硝酸异

丁酯(ＩＳＢＮꎬ挥发性有机亚硝酸盐ꎬ治疗心血管疾

病ꎬ易于引起药物滥用)在大鼠体内的浓度－药效关

系ꎬ同时监测血压和心率ꎮ 大鼠持续 １ ｈ 吸入浓度

范围在 ２０ ~ １２００ ｐｐｍ 的 ＩＳＢＮꎬ股动脉插管采集血

中的 ＩＳＢＮ 浓度在吸入期间达到相对稳态且与吸入

浓度成线性相关ꎮ 吸入结束后ꎬ血压和心率很快恢

复ꎬ没有撤药后的反弹效应ꎮ 该结果对于了解该挥

发性药物的性质、治疗特点甚至减少药物滥用都有

所帮助ꎮ
近年来ꎬ有研究者开始关注插管技术中的细节

对实验动物的状态乃至药代研究结果造成的影响ꎮ
Ｔｅｉｌｍａｎｎ 等[５６] 发现小鼠经颈动脉插管手术并接入

自动采血仪器后会引起体内 ＩＬ￣６ 水平的增高ꎬ并且

会引发心、肝、肾及唾液腺的炎症及器官损害ꎮ
Ｇａｕｄ 等[５７]发现 ｌｏｇＰ 值大的化合物可能与插管材料

存在非特异性吸附ꎬ其研究结果暗示静注给药和采

血共用同一根大鼠颈静脉插管可能导致药动学研

究结果的偏差ꎬ并建议可通过双插管解决问题ꎮ
Ｌｕｃａ 等[５８]证明枸橼酸钠溶液替代肝素钠溶液作为

封管溶液时会有挥发现象ꎬ从而增加模型失败率ꎮ
研究者通过使用硝化纤维素防腐涂层增强插管尾

端的密闭性ꎬ极大提高了模型的稳定性ꎮ Ｃｈｅｎ
等[５９]比较了心内注射和灌胃给药 ８ 种化合物后ꎬ分
别经大鼠颈动脉插管和尾静脉取血后测得药物浓

度－时间曲线下面积(ＡＵＣ)ꎬ结果显示非酸性化合

物的 ＡＵＣ 差别较大ꎬ颈动脉插管取血后测得的 ＡＵＣ
远高于尾静脉取血ꎬ且差异程度与该化合物的分布

容积(ＶＤ)呈正相关ꎮ

４　 小结

本人所在实验室经过多年摸索ꎬ建立起大鼠股

动静脉插管技术平台ꎬ并成功运用于多个中药多成

分药代课题的研究[６０－６５]ꎬ结合本文文献内容及自身

使用经验ꎬ现将大小鼠不同插管部位的特点进行简

要比较和总结ꎮ
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表 １　 不同插管部位的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
项目
Ｉｔｅｍｓ

颈动脉
Ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ

颈静脉
Ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ

股动脉
Ｆｅｍｏｒａｌ ａｒｔｅｒｙ

股静脉
Ｆｅｍｏｒａｌ ｖｅｉｎ

用途
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

采血
Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ

采血或给药
Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｏｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

采血
Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ

采血或给药
Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｏｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

解剖位置
Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎ

靠近心肺脑等器官
Ｃｌｏｓｅ ｔｏ

ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｏｒｇａｎｓ

靠近心肺脑等器官
Ｃｌｏｓｅ ｔｏｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｏｒｇａｎｓ

远离心肺脑等器官
Ａｗａｙ ｆｒｏｍ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｏｒｇａｎｓ

远离心肺脑等器官
Ａｗａｙ ｆｒｏｍ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｏｒｇａｎｓ

失败风险及死亡率
Ｆａｉｌｕｒｅ ｒｉｓｋ
ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

高
Ｈｉｇｈｅｒ

高
Ｈｉｇｈｅｒ

低
Ｌｏｗｅｒ

低
Ｌｏｗｅｒ

手术视野
Ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｖｉｓｉｏｎ

血管浅表ꎬ视野好
Ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｖｅｓｓｅｌｓ ａｎｄ

ｇｏｏｄ ｖｉｓｉｏｎ

血管浅表ꎬ视野好
Ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｖｅｓｓｅｌｓ
ａｎｄ ｇｏｏｄ ｖｉｓｉｏｎ

血管深ꎬ视野窄
Ｄｅｅｐ ｖｅｓｓｅｌｓ

ａｎｄ ｎａｒｒｏｗ ｖｉｓｉｏｎ

血管深ꎬ视野窄
Ｄｅｅｐ ｖｅｓｓｅｌｓ

ａｎｄ ｎａｒｒｏｗ ｖｉｓｉｏｎ

手术中失血
Ｂｌｏｏｄ ｌｏｓｓ

失血少
Ｌｅｓｓ

失血少
Ｌｅｓｓ

失血较多
Ｍｏｒｅ

失血较多
Ｍｏｒｅ

采血速度
Ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

采血慢
Ｓｌｏｗ

采血慢
Ｓｌｏｗ

采血快
Ｆａｓｔ

采血快
Ｆａｓｔ

插管进入的距离
Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ

近
Ｎｅａｒ

近
Ｎｅａｒ

远
Ｆａｒ

远
Ｆａｒ

插管引出的部位
Ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ ｌｅａｄｓ ｏｕｔ

背部皮下
Ｂａｃｋ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ

背部皮下
Ｂａｃｋ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ

尾部皮下
Ｔａｉｌ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ

尾部皮下
Ｔａｉｌ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ

固定方式
Ｆｉｘｅｄ ｍｏｄｅ

缝合或马甲
Ｓｕｔｕｒｅ ｏｒ ｖｅｓｔ

缝合或马甲
Ｓｕｔｕｒｅ ｏｒ ｖｅｓｔ

尾部套管
Ｔａｉｌ ｃｕｆｆ

尾部套管
Ｔａｉｌ ｃｕｆｆ

术后恢复
Ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

适应久
Ｌｏｎｇ

ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

适应久
Ｌｏｎｇ

ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

适应快
Ｓｈｏｒｔ

ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

适应快
Ｓｈｏｒｔ

ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

捉持的影响
Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｃａｔｃｈｉｎｇ

ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ

影响较大
Ｇｒｅａｔｅｒ

影响较大
Ｇｒｅａｔｅｒ

较安全
Ｓａｆｅｒ

较安全
Ｓａｆｅｒ

　 　 由上表可知ꎬ两类插管方法的最主要区别是插

管部位不同ꎬ从而形成各自不同的特点ꎮ 股动静脉

插管手术部位在腹股沟附近ꎬ远离心、肺和脑等重

要组织器官ꎬ且血管相对较粗ꎬ采血速度也较快ꎬ初
学者培训后较易上手及熟练掌握ꎮ 但该处血管位

置较深ꎬ分离组织多ꎬ手术视野较窄ꎬ穿刺时出血量

较大ꎬ失血相对较多ꎮ 导管前端推进体内较远距离

可获得稳定的采血速度和血量ꎮ 插管尾端可顺势

经尾部皮下穿刺引出体外ꎬ再经特殊套管固定于尾

部ꎬ大鼠适应时间短ꎬ恢复到术前状态较快ꎮ 实验

中捉持大鼠对插管部位的影响小ꎬ模型稳定性高ꎮ
而颈动静脉插管手术部位在颈部两侧ꎬ存在影响心

肺和脑部器官的风险ꎬ手术失败后实验动物的死亡

率相对较高ꎬ且血管相对较细ꎬ采血速度适中ꎮ 该

处血管较浅表ꎬ无需分离太多组织即可暴露手术视

野ꎬ穿刺时出血量不大ꎮ 插管前端无需推进太远即

可进入心脏以获得稳定的采血速度和血量ꎮ 插管

尾端经皮下至背部引出并缝合至皮肤或由“马甲”
装置固定于背部ꎬ但大鼠需提前适应佩戴该装置ꎬ
且术后恢复时间较长ꎮ 实验中捉持大鼠ꎬ尤其是灌

胃等操作可能对插管部位的造成影响ꎬ模型稳定性

不如前者ꎮ
综合以上ꎬ两类插管手术各有其特点和使用范

围ꎬ如能结合研究药物的药效作用部位、药理作用

机制、给药方式特征以及实验技术人员的特长ꎬ选
择最适合研究项目的插管技术和方法ꎬ也许会对药

代课题研究进展起到更积极的推动作用ꎮ
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ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆａｃｉａｌ ｖｅｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｊ Ａｍ Ａｓｓｏｃ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉꎬ
２０１５ꎬ ５４(１): ８０－８４.

[１８] 　 Ｔａｂａｔａ Ｙꎬ Ｃｈａｎｇ ＴＭ. Ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ａｃｃｅｓｓ ｆｏｒ
ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｎｓｃｉｏｕｓ ｒａｔｓ: ａ ｎｅｗ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ [Ｊ] .
Ａｒｔｉｆ Ｏｒｇａｎｓꎬ １９８２ꎬ ６(２): ２１３－２１５.

[１９] 　 Ｃｈｅｓｔｅｒ ＪＦꎬ Ｗｅｉｔｚｍａｎ ＳＡꎬ Ｍａｌｔ ＲＡ. Ｉｍｐｌａｎｔａｂｌｅ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｄｒｕｇ
ｄｅｌｉｖｅｒｙ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ [ Ｊ] . Ｊ Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ
１９８５ꎬ ５９(５): １６６５－１６６６.

[２０] 　 Ｋｏｅｓｌａｇ Ｄꎬ Ｈｕｍｐｈｒｅｙｓ ＡＳꎬ Ｒｕｓｓｅｌｌ ＪＣ. Ａ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｌｏｎｇ￣
ｔｅｒｍ ｖｅｎｏｕｓ ｃａｎｎｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ [ Ｊ ] . Ｊ Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｓｐｉｒ
Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｅｘｅｒｃ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ １９８４ꎬ ５７(５): １５９４－１５９６.

[２１] 　 Ｈａｌｌ ＲＩꎬ Ｒｏｓｓ ＬＨꎬ Ｂｏｚｏｖｉｃ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｓｉｍｐｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ
ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｖｅｎｏｕｓ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｎｓｃｉｏｕｓ ｒａｔ
[Ｊ] . Ｊ Ｓｕｒｇ Ｒｅｓꎬ １９８４ꎬ ３６(１): ９２－９５.

[２２] 　 Ｙｏｂｕｒｎ ＢＣꎬ Ｍｏｒａｌｅｓ Ｒꎬ Ｉｎｔｕｒｒｉｓｉ ＣＥ. Ｃｈｒｏｎｉｃ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｃａｔｈｅｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ: ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ [ Ｊ] .
Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｅｈａｖꎬ １９８４ꎬ ３３(１): ８９－９４.

[２３] 　 Ｂｕｒｔ ＭＥꎬ Ａｒｂｅｉｔ Ｊꎬ Ｂｒｅｎｎａｎ ＭＦ. Ｃｈｒｏｎｉｃ ａｒｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｖｅｎｏｕｓ
ａｃｃｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｎｒｅｓｔｒａｉｎｅｄ ｒａｔ [ Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ １９８０ꎬ ２３８
(４): Ｈ５９９￣Ｈ６０３.

[２４] 　 Ｃｏｃｃｈｅｔｔｏ ＤＭꎬ Ｂｊｏｒｎｓｓｏｎ ＴＤ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｖａｓｃｕｌａｒ ａｃｃｅｓｓ ａｎｄ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｆｌｕｉｄｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｒａｔ [ Ｊ] . Ｊ Ｐｈａｒｍ
Ｓｃｉꎬ １９８３ꎬ ７２(５): ４６５－４９２.

[２５] 　 Ｒｉｇａｌｌｉ Ａꎬ ＤｉＬｏｒｅｔｏ ＶＥ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｒａｔ [Ｍ]. Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ: ＣＲＣ Ｐｒｅｓｓꎻ ２００９.

[２６] 　 Ｗａｙｎｆｏｒｔｈ ＨＢꎬ Ｆｌｅｃｋｎｅｌｌ ＰＡ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｓｕｒｇｉｃａｌ
ｔｅｈｃｎｉｑｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ [ Ｍ ]. Ｂｕｒｌｉｎｇｔｏｎ: Ｅｌｓｅｖｉｅｒ Ａｃａｄｅｍｉｃ
Ｐｒｅｓｓꎻ ２００７.

[２７] 　 Ｓｔｅｆｆｅｎｓ ＡＢ. Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｆｒｅｑｕｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ
ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｉｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｗｉｔｈｏｕｔ ｄｉｓｔｕｒｂｉｎｇ ｔｈｅ
ａｎｉｍａｌ [Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｅｈａｖꎬ １９６９ꎬ ４(５): ８３３－８３６.

[２８] 　 Ｔｈｒｉｖｉｋｒａｍａｎ ＫＶꎬ Ｈｕｏｔ ＲＬꎬ Ｐｌｏｔｓｋｙ ＰＭ. Ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ
ｃａｔｈｅｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｕｎｒｅｓｔｒａｉｎｅｄ
ｃｏｎｓｃｉｏｕｓ ｒａｔ [Ｊ] . Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ Ｐｒｏｔｏｃꎬ ２００２ꎬ １０(２): ８４－９４.

[２９] 　 Ｖａｈｌ ＴＰꎬ Ｕｌｒｉｃｈ￣Ｌａｉ ＹＭꎬ Ｏｓｔｒａｎｄｅｒ ＭＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＣＴＨ ａｎｄ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｒａｔｓ
[ Ｊ ] . Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２００５ꎬ ２８９ ( ５ ):
Ｅ８２３￣Ｅ８２８.

[３０] 　 Ｓｔａｕｂ ＪＦꎬ Ｃｏｕｔｒｉｓ Ｇ. Ａ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅꎬ ｈｉｇｈ￣ｒａｔｅ ｂｌｏｏｄ
ｓａｍｐｌｉｎｇｓ ｖｉａ ａｎ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｃａｎｎｕｌａ ｉｎ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｊ Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｒｅｓｐｉｒ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｅｘｅｒｃ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ １９７９ꎬ ４６(１): １９７－１９９.

４３１
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[３１] 　 Ｂｕｈｌｅｒ ＨＵꎬ ｄａ Ｐｒａｄａ Ｍꎬ Ｈａｅｆｅｌｙ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｓｍａ ａｄｒｅｎａｌｉｎｅꎬ
ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ ａｎｄ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｉｎ ｍａｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ
[Ｊ] . Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ １９７８ꎬ ２７６(３): ３１１－３２０.

[３２] 　 Ｌｉｎｇ Ｓꎬ Ｊａｍａｌｉ Ｆ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｎｎｕｌａｔｉｏｎ ｓｕｒｇｅｒｙ ａｎｄ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ: ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ＨＰＬＣ ａｓｓａｙ [ Ｊ] . Ｊ Ｐｈａｒｍ Ｐｈａｒｍ
Ｓｃｉꎬ ２００３ꎬ ６(２): ２４６－２５１.

[３３] 　 Ｊｅｓｐｅｒｓｅｎ Ｂꎬ Ｋｎｕｐｐ Ｌꎬ Ｎｏｒｔｈｃｏｔｔ ＣＡ. Ｆｅｍｏｒａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ ａｎｄ
ｖｅｎｏｕｓ ｃａｔｈｅｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇꎬ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｏｎｓｃｉｏｕｓ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ [Ｊ] . Ｊ
Ｖｉｓ Ｅｘｐꎬ ２０１２ꎬ ５９: ｅ３４９６.

[３４] 　 Ｆｅｎｇ Ｊꎬ Ｆｉｔｚ Ｙꎬ Ｌｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｔｈｅｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ
ａｎｄ ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｍｅａｓｕｒｅｓꎬ ｉｎｆｕｓｉｏｎｓ
ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｎ ａ ｃｏｎｓｃｉｏｕｓ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ] . Ｊ Ｖｉｓ Ｅｘｐꎬ
２０１５ꎬ ９５: ｅ５１８８１.

[３５] 　 Ｔｓａｉ ＨＬꎬ Ｃｈａｎｇ ＪＷꎬ Ｌｉｕ ＣＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｅｗｌｙ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏｔａｌ
ｉｍｐｌａｎｔａｂｌｅ ｖｅｎｏｕｓ ａｃｃｅｓｓ ｄｅｖｉｃｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｌｏｗ ｃｏｓｔ [Ｊ] . Ｊ Ｓｕｒｇ Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ １８７(１): ３６－４２.

[３６] 　 Ｇｈａｌｉ ＭＧＺ. Ｍｉｃｒｏｓｕｒｇｉｃａｌ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｆｅｍｏｒａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ａｃｃｅｓｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ [Ｊ] . ＭｅｔｈｏｄｓＸꎬ ２０１７ꎬ ４: ４９８－５０７.

[３７] 　 Ｂａｒｄｅｌｍｅｉｊｅｒ ＨＡꎬ Ｂｕｃｋｌｅ Ｔꎬ Ｏｕｗｅｈａｎｄ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｎｎｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ: ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓｅｒｉａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｏｆ ｂｌｏｏｄ
ｓａｍｐｌｅｓ [Ｊ] . Ｌａｂ Ａｎｉｍꎬ ２００３ꎬ ３７(３): １８１－１８７.

[３８] 　 包伦ꎬ 徐贤坤ꎬ 曾宪垠. 大鼠股动静脉插管手术方法的建立

及应用 [Ｊ] . 中国科技信息ꎬ ２００５ꎬ １７(１８): ２３５－２３７.
Ｂａｏ Ｌꎬ Ｘｕ ＸＫꎬ Ｚｅｎｇ ＸＹ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ
ａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓ ｃａｔｈｅｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈ Ｉｎｆｏｒｍꎬ
２００５ꎬ １７(１８): ２３５－２３７.

[３９] 　 王晶晶ꎬ 焦昆ꎬ 李兵ꎬ 等. 介绍一种新的大鼠颈外静脉插管

方法 [Ｊ] . 实验动物科学ꎬ ２００８ꎬ ２５(２): ５２－５３.
Ｗａｎｇ ＪＪꎬ Ｊｉａｏ Ｋꎬ Ｌｉ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｗｅｌｌｉｎｇ
ｃａｔｈｅｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ [ Ｊ] . Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉꎬ
２００８ꎬ ２５(２): ５２－５３.

[４０] 　 代恒ꎬ 韩振坤ꎬ 李雯琪ꎬ 等. 一种简单的大鼠颈动脉插管及

插管模型改进[Ｊ] . 中国医科大学学报ꎬ ２００９ꎬ ３８(１０): ７９８
－７９９.
Ｄａｉ Ｈꎬ Ｈａｎ ＺＫꎬ Ｌｉ ＷＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ
ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｒａｔ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉａｌ ｃａｔｈｅｔｅｒ ａｎｄ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ ｃａｔｈｅｔｅｒ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖꎬ ２００９ꎬ ３８
(１０): ７９８－７９９.

[４１] 　 史宏博ꎬ Ｒｕｔｈ Ｍꎬ 王尊ꎬ等. 小鼠股动脉及股静脉插管手术模

型制备方法[Ｊ] . 宁波大学学报ꎬ ２０１２ꎬ ２５(３): ７１－７４.
Ｓｈｉ ＨＢꎬ Ｒｕｔｈ Ｍꎬ Ｗａｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｉｃｒｏ￣ｓｕｒｇｅｒｙ
ｍｏｄｅｌ ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｅｍｏｒａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｖｅｎｏｕｓ ｃａｔｈｅｔｅｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ [Ｊ] .
Ｊ Ｎｉｎｇｂｏ Ｕｎｉｖ(Ｎａｔ　 Ｓｃｉ Ｅｎｇ Ｅｄｉｔ)ꎬ ２０１２ꎬ ２５(３): ７１－７４.

[４２] 　 窦全林ꎬ Ｈａｏ Ｆꎬ 莫重辉ꎬ 等. 一种简捷安全的小鼠颈动脉插

管法[Ｊ] . 中国兽医杂志ꎬ ２０１５ꎬ ５１(４): ９４－９５.
Ｄｏｕ ＱＬꎬ Ｈａｏ Ｆꎬ Ｍｏ ＣＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｓａｆｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ
ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｖｅｔ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ５１
(４): ９４－９５.

[４３] 　 文科ꎬ林哲绚ꎬ林文昊ꎬ 等. 大鼠股动脉插管———一种有创血

压监测及短时连续采血方法[ Ｊ] . 汕头大学医学院学报ꎬ

２０１６ꎬ ２９(３): １６８－１７０.
Ｗｅｎ ＫꎬＬｉｎ ＺＸꎬＬｉｎ ＷＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｎｎｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｍｏｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｉｎ
ｒａｔｓ———ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ
ｓｈｏｒｔ￣ｔｅｒｍ ｓｅｒｉａｌ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ [Ｊ] . Ｊ Ｓｈａｎｔｏｕ Ｕｎｉｖ Ｍｅｄ Ｃｏｌｌꎬ
２０１６ꎬ ２９(３): １６８－１７０.

[４４] 　 宋文煜ꎬ张辰宇ꎬ殷冲冲ꎬ 等. 小鼠颈静脉插管模型的建立

[Ｊ] . 江苏医药ꎬ ２０１８ꎬ ４４(３): ２３６－２３８.
Ｓｏｎｇ ＷＹꎬＺｈａｎｇ ＣＹꎬＹｉｎ ＣＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｊｕｇｕｌａｒ
ｖｅｉｎ ｃａｔｈｅｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｊｉａｎｇｓｕ Ｍｅｄ Ｊꎬ ２０１８ꎬ ４４
(３): ２３６－２３８.

[４５] 　 Ｂａｕｍａｎｎ ＭＨꎬ Ｚｏｌｋｏｗｓｋａ Ｄꎬ Ｋｉｍ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｓｅ ａｎｄ
ｒｏｕｔｅ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ( ± ) － ３ꎬ ４￣
ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉｏｘｙｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ [ Ｊ ] . Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂ
Ｄｉｓｐｏｓꎬ ２００９ꎬ ３７(１１): ２１６３－２１７０.

[４６] 　 Ｃｏｎｃｈｅｉｒｏ Ｍꎬ Ｂａｕｍａｎｎ ＭＨꎬ Ｓｃｈｅｉｄｗｅｉｌｅｒ ＫＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｎｌｉｎｅａｒ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ( ± ) ３ꎬ ４￣ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉｏｘｙｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ
(ＭＤＭＡ) ａｎｄ ｉｔｓ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ [Ｊ] .
Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂ Ｄｉｓｐｏｓꎬ ２０１４ꎬ ４２(１): １１９－１２５.

[４７] 　 Ｘｉｅ ＬＨꎬ Ｌｉ ＱＧꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓꎬ ｔｉｓｓｕｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｓｓ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ
ｉｎ ｍａｌｅ ｒａｔｓ [Ｊ] . Ｍａｌａｒ Ｊꎬ ２００９ꎬ ８: １１２.

[４８] 　 Ｍｉｎｏｃｈａ Ｍꎬ Ｍａｎｄａｖａ ＮＫꎬ Ｋｗａｔｒａ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈｏｒｔ ｔｅｒｍ
ａｎｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄｉａ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ ｏｎ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｎｅｖｉｒａｐｉｎｅ ｉｎ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｐｈａｒｍꎬ ２０１１ꎬ
４１３(１－２): ４４－５０.

[４９] 　 Ｌｅｇｅｔｔｅ Ｌꎬ Ｍａ Ｌꎬ Ｒｅｅｄ ＲＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ
ｘａｎｔｈｏｈｕｍｏｌ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｒａｌ ａｎｄ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｎｕｔｒ Ｆｏｏｄ Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ ５６ ( ３): ４６６
－４７４.

[５０] 　 Ｌｅｇｅｔｔｅ ＬＣꎬ Ｐｒａｓａｉｎ Ｊꎬ Ｋｉｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｅｑｕｏｌꎬ
ａ ｓｏｙ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅꎬ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｅｑｕｏｌ
(ｄｉｅｔａｒｙ ｖｅｒｓｕｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ) ｉｎ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ [Ｊ] .
Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍꎬ ２０１４ꎬ ６２(６): １２９４－１３００.

[５１] 　 Ｇｏｎｇ ＺＰꎬ Ｃｈｅｎ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ ＲＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｔｗｏ
ａｌｋａｌｏｉｄｓ ａｆｔｅｒ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｈｉｚｏｍａ Ｃｏｐｔｉｄｉｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｉｎ
ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ ａｎｄ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｅｖｉｄ Ｂａｓｅｄ
Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ａｌｔｅｒｎ Ｍｅｄꎬ ２０１４ꎬ ２０１４: ８４５０４８.

[５２] 　 Ｓｈａｉｋ ＩＨꎬ Ｂａｓｔｉａｎ ＪＲꎬ Ｚｈａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｕｔｅ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ １７￣
ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｃａｐｒｏａｔｅ ｉｎ ｒａｔｓ [Ｊ] . Ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃａꎬ ２０１６ꎬ ４６
(２): １６９－１７４.

[５３] 　 Ｌｅｅ Ｍꎬ Ｋｉｍ Ｄꎬ Ｓｈｉｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＤＰ￣７３１５２ꎬ ａ
ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃꎬ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅꎬ ｒａｔｓ ａｎｄ ｈｕｍａｎｓ ｕｓｉｎｇ ａｎ
ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ / ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｕｓｅ ｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ [ Ｊ] . Ｊ
Ｐｈａｒｍ Ｂｉｏｍｅｄ Ａｎａｌꎬ ２０１７ꎬ １４５: ３６４－３７１.

[５４] 　 Ｌｉｎｎｉｋ ＩＶꎬ Ｒａｙｎｅｒ ＰＪꎬ Ｓｔｏｗ ＲＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ
ＳＡＢＲＥ ａｇｅｎｔ ４ꎬ６￣ｄ２ ￣ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｎｄ ａｌｓｏ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ｉｎ ｒａｔｓ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｏｒａｌ ａｎｄ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍ
Ｓｃｉꎬ ２０１９ꎬ １３５: ３２－３７.

[５５] 　 Ｋｉｅｌｂａｓａ Ｗꎬ Ｆｕｎｇ ＨＬ. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔｅａｄｙ￣ｓｔａｔｅ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈａｌｅｄ ｉｓｏｂｕｔｙｌ

５３１
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ｎｉｔｒｉｔｅ ｉｎ ｃｏｎｓｃｉｏｕｓ ｒａｔｓ [ Ｊ ] . ＡＡＰＳ Ｐｈａｒｍｓｃｉꎬ ２０００ꎬ ２
(２): Ｅ１１.

[５６] 　 Ｔｅｉｌｍａｎｎ ＡＣꎬ Ｒｏｚｅｌｌ Ｂꎬ Ｋａｌｌｉｏｋｏｓｋｉ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｒｏｔｉｄ
ｃａｔｈｅｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ＩＬ￣
６ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｅａｒｔꎬ ｋｉｄｎｅｙｓꎬ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓａｌｉｖａｒｙ ｇｌａｎｄｓ ｉｎ ｎｍｒｉ ｍｉｃｅ [Ｊ] . ＰＬｏＳ
Ｏｎｅꎬ ２０１６ꎬ １１(１１): ｅ０１６６３５３.

[５７] 　 Ｇａｕｄ Ｎꎬ Ｋｕｍａｒ Ａꎬ Ｍａｔｔａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ
ｃａｎｎｕｌａｔｅｄ ｒａｔｓ ｍａｙ ｎｏｔ ｂｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｈｉｇｈ ｌｏｇＰ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ [ Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ
Ｐｈａｒｍ Ｓｃｉꎬ ２０１７ꎬ ９９: ２７２－２７８.

[５８] 　 Ｌｕｃａ ＴＤꎬ Ｓｚｉｌáｇｙｉ ＫＬꎬ Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ ＫＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ
ｐａｔｅｎｃｙ ｏｆ ｊｕｇｕｌａｒ ｖｅｉｎ ｃａｔｈｅｔｅｒｓ ｉｎ Ｓｐｒａｇｕｅ – Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｂｙ
ｕｓｉｎｇ ａｎ ａｎｔｉｓｅｐｔｉｃ ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｃｏａｔｉｎｇ [ Ｊ] . Ｊ Ａｍ Ａｓｓｏｃ Ｌａｂ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ５７(５): ５２０－５２８.

[５９] 　 Ｃｈｅｎ ＷＣꎬ Ｈｕａｎｇ ＰＷꎬ Ｙａｎｇ ＷＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ ｏｆ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｌａｓｍａ ｄｒｕｇ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ [Ｊ] . Ｐｈａｒｍ
Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ ３６(２): ３２.

[６０] 　 Ｌｉ Ｌꎬ Ｚｈａｏ ＹＳꎬ Ｄｕ ＦＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｅｓｙｓｔｅｍｉｃ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｐｒｅｓｅｎｔ
ｉｎ ＧＢＥ５０ ｅｘｔｒａｃｔꎬ ａ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌｅａｖｅｓ
[Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂꎬ ２０１２ꎬ １３(５): ４９４－５０９.

[６１] 　 Ｃｈｅｎ Ｆꎬ Ｌｉ Ｌꎬ Ｘｕ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍｉｃ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ

ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｌｓ ａｎｄ ｔｅｒｐｅｎｅ ｌａｃｔｏｎｅｓ ａｆｔｅｒ
ｄｏｓｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ｌｅａｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｔｏ ｒａｔｓ ｖｉａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｒｏｕｔｅｓ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｂｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１３ꎬ １７０(２):
４４０－４５７.

[６２] 　 Ｊｉａ Ｗꎬ Ｄｕ ＦＦꎬ Ｌｉｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ
Ｔａｎｓｈｉｎｏｌ: ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓꎬ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｉｔｓ ｓｙｓｔｅｍｉｃ
ｅｘｐｏｓｕｒｅꎬ ａｎｄ ｐｒｏｐｅｎｓｉｔｙ ｆｏｒ ｄｏｓｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｆｏｒ
ｈｅｒｂ￣ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ [Ｊ] . Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂ Ｄｉｓｐｏｓꎬ ２０１５ꎬ ４３(５):
６６９－６７８.

[６３] 　 Ｊｉａｎｇ ＲＲꎬ Ｄｏｎｇ ＪＪꎬ Ｌｉ ＸＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｇｏｖｅｒｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｆｏｒ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ￣ｐｅｒｐｅｔｒａｔｅｄ ｈｅｒｂ￣ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ＯＡＴＰ１Ｂ３
[Ｊ] . Ｂｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１５ꎬ １７２(４): １０５９－１０７３.

[６４] 　 Ｌｉ ＭＪꎬ Ｗａｎｇ ＦＱꎬ Ｈｕａｎｇ ＹＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ａｎｄ
ｄｉｓｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｔｅｃｈｏｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｒｏｏｔｓ
(ｄａｎｓｈｅｎ) ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｄｏｓｉｎｇ Ｄａｎｈｏｎｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｓｕｂｊｅｃｔｓꎬ ｒａｔｓꎬ ａｎｄ ｄｏｇｓ [ Ｊ] . Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂ Ｄｉｓｐｏｓꎬ ２０１５ꎬ ４３
(５): ６７９－６９０.

[６５] 　 Ｄｏｎｇ ＪＪꎬ Ｏｌａｌｅｙｅ ＯＥꎬ Ｊｉａｎｇ ＲＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎ ｈａｓ ａ ｈｉｇｈ
ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｏ ｂｅ ａ ｖｉｃｔｉｍ ｏｆ ｄｒｕｇ – ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ
ｈｅｐａｔｉｃ ｏｒｇａｎｉｃ ａｎｉｏｎ￣ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ １Ｂ１ / １Ｂ３ [ Ｊ] . Ｂｒ
Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１８ꎬ １７５(１７): ３４８６－３５０３.

[收稿日期] 　 ２０１９－０７－１７
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戴明珠ꎬ黄燕烽ꎬ彭逸ꎬ等. 斑马鱼发育毒性与致畸性相关实验研究进展[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): １３７－１４２.
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[基金项目]国家“重大新药创制”科技重大专项(２０１７ＺＸ０９０３１０５９)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｍａｊｏｒ Ｐｒｏｊｅｃｔ “Ｍａｊｏｒ Ｎｅｗ Ｄｒｕｇ Ｃｒｅａｔｉｏｎ” (２０１７ＺＸ０９０３１０５９).
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[通信作者]李春启(１９６３—)ꎬ男ꎬ博士ꎬ教授ꎬ主要从事药理学和毒理学研究ꎮ Ｅｍａｉｌ: ｊａｃｋｌｉ＠ ｚｈｕｎｔｅｒ.ｃｏｍ

斑马鱼发育毒性与致畸性相关实验研究进展
戴明珠１ꎬ黄燕烽１ꎬ彭逸１ꎬ张双阳１ꎬ张立将２ꎬ李春启１ꎬ２∗

(１. 杭州环特生物科技股份有限公司ꎬ杭州　 ３１００５１ꎻ
２. 浙江省人用物品安全性评价技术研究重点实验室早期评价基地ꎬ杭州　 ３１００５３)

　 　 【摘要】 　 自 １９９４ 年 Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎａｔｕｒｅ 等杂志发表专题评述ꎬ至 ２００９ 年野生型 ＡＢ 品系斑马鱼全基因组测序完

成ꎬ斑马鱼已经成为一种公认的新型模式生物ꎮ 斑马鱼模式生物在发育毒性与致畸性研究中引人注目的优势是胚

胎发育的透明性ꎬ基于高通量的检测体系ꎬ以及短时－高效－低费筛选ꎬ用于中药毒理和重大疾病中中药活性成分筛

选ꎬ以及小分子化合物的大规模新药筛选研究ꎮ 随着“３Ｒ 原则”的推行与实施ꎬ斑马鱼可能发展成为发育毒性与致

畸性试验哺乳动物替代模型ꎮ 概括介绍了国内外斑马鱼发育毒性与致畸性研究最新进展ꎮ
【关键词】 　 斑马鱼ꎻ胚胎ꎻ发育毒性与致畸性
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Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

ＤＡＩ Ｍｉｎｇｚｈｕ１ꎬ ＨＵＡＮＧ Ｙａｎｆｅｎｇ１ꎬ ＰＥＮＧ Ｙｉ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｓｈｕａｎｇｙａｎｇ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌｉｊｉａｎｇ２ꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎｑｉ１ꎬ２∗

(１. Ｈｕｎｔｅｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｉｎｃ.ꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５１ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｅａｒｌｙ Ｔｅｓｔ Ｂａｓｅ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｒｏｔａｒｙ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ｓｕｐｐｌｉｅｒ Ｓａｆｅｔｙ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＬＩ Ｃｈｕｎｑｉ. Ｅ￣ｍａｉｌ:ｊａｃｋｌｉ＠ ｚｈｕｎｔｅｒ.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｓｉｎｃｅ ｔｈｅ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉａｌ ｒｅｖｉｅｗｓ ａｎｄ ｃｏｍｍｅｎｔａｒｉｅｓ ｏｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) ｉｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
Ｎａｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｊｏｕｒｎａｌｓ ｉｎ １９９４ꎬ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ (ＡＢ ｓｔｒａｉｎ) ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ
２００９ꎬ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｈａｓ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｗｅｌｌ￣ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｎｅｗ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍ. Ｔｈｅ ｒｅｍａｒｋａｂｌｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ｉｔｓ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｃｙꎬ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔꎬ ａｎｄ ｒａｐｉｄꎬ
ｈｉｇｈ￣ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙꎬ ａｎｄ ｌｏｗ￣ｃｏｓｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ. Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｆｏｒ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｎｅｗ ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｓｍａｌｌ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ "３Ｒ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ (ＲｅｄｕｃｔｉｏｎꎬＲｅｐｌａｃｅｍｅｎｔꎬＲｅｆｉｎｅｍｅｎｔ)" ꎬ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｈａｓ ｂｅｅｎ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ａｓ ａｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｓ ｒｅｖｉｅｗｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｐｏｒｔ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎻ ｅｍｂｒｙｏꎻ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 １９９６ 年ꎬ美国食品药品监督管理局(Ｆｏｏｄ ａｎｄ
Ｄｒｕｇ ＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬＦＤＡ)规定ꎬ药物在获批准许人

类使用之前需进行生殖和发育毒性评估[１]ꎮ 现行

的发育毒性指导原则主要包括经济合作与发展组

织 ( Ｏｒｇａｎｉｓａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｃｏ￣ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ＯＥＣＤ ) 条 例 ＴＧ４１４[２]、 ＴＧ４１６[３]、



中国实验动物学报 ２０２０ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. １

ＴＧ４２１[４]、ＴＧ４２２[５]和人用药品注册技术要求国际

协调会议(Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ Ｈａｒｍｏｎｉｚａｔｉｏｎꎬ
ＩＣＨ)准则 Ｓ５(Ｒ３) [６]ꎬ其中建议使用的实验动物可

以选择常规种属(大鼠、兔、小鼠)、非常规种属(食
蟹猴、小型猪)、有限使用种属(豚鼠、仓鼠、犬、雪
貂)和其他替代实验动物[７]ꎮ 为快速、准确推行和

实施减少 ( ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ)、替代 ( ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ) 和优化

(ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ)原则ꎬ实现保护动物福利和减少哺乳动

物等较高级实验动物的使用量ꎬ斑马鱼(Ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎬ
Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ)发育毒性实验替代哺乳动物模型已广泛

应用于药物的发育毒性与致畸性研究[８－９]ꎮ 本文介

绍了国内外斑马鱼发育毒性与致畸性研究最新

进展ꎮ

１　 发育毒性试验替代方法

食品、药品和环境安全问题是当前全人类都必

须面临的一个严峻的问题ꎮ 如ꎬ目前人们普遍认

为ꎬ膳食纤维可分为两种ꎬ可溶性膳食纤维(低聚果

糖、果胶、菊粉等) 和不可溶性膳食纤维 (维生素

等)ꎮ 前者易在肠道中被细菌降解ꎬ产生短链脂肪

酸等一系列益于人体的代谢产物ꎬ后者则不容易被

消化酶降解ꎬ而起到促进肠道蠕动的作用ꎮ 然而

２０１８ 年 １０ 月 １８ 日ꎬ«细胞»(Ｃｅｌｌ)杂志发表文章表

明ꎬ长期喂食水溶性纤维会导致小鼠发生癌症[１０]ꎮ
这里并不宣扬膳食纤维是有害的ꎬ相反ꎬ应该说经

过高度处理的可溶性膳食纤维并不是那么安全ꎬ有
可能会引起肠道菌群的过度生长和失调ꎬ可能会增

加罹患肝癌的风险ꎮ
２００９ 年 ９ 月ꎬ欧洲化学品管理局 ( Ｅｕｒｏｐｅａｎ

Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ＡｇｅｎｃｙꎬＥＣＨＡ)新闻稿就已报道ꎬ有超过

１４３ ８３５ 种已预先注册的化学品会污染食品和环

境[１１]ꎬ但其中约 ８６％的化学品和其他现有化学品的

安全性检测数据即时缺失的[１２]ꎬ这些实际数字远远

超过了人们的认知ꎮ 又根据 ＯＥＣＤ 指导方针ꎬ评估

一种化学品的发育毒性需要 ５８１６ 只动物ꎬ费用为

１ ８８３ ２００英镑[１３]ꎮ 因此ꎬ促使研究和发展发育毒性

试验的替代方法是顺势而为的ꎮ 早期的替代方法

大概可分为整体胚胎培养试验、哺乳动物微驴试

验、爪蛙试验和胚胎干细胞试验ꎮ 前两个模型仍然

使用完整的哺乳动物作为实验对象ꎬ仍属于高费－
低效系统ꎬ而蛙类专长于神经纤维兴奋传递类实

验ꎬ胚胎干细胞本身一直是一个具有争议的领域ꎮ
因此ꎬ斑马鱼发育毒性试验替代方法似乎是适

用的ꎮ 斑马鱼胚胎在母体外发育ꎬ从合子期到孵化

期仅 ７２ ｈꎬ且发育的完整过程均是透明的ꎬ利于实时

观察和检测(斑马鱼、大鼠和人胚胎发育时期的比

较见表 １)ꎮ 斑马鱼幼鱼长 ３ ~ ４ ｍｍꎬ拥有 ６－３８４
孔板的高通量检测体系ꎬ可实现低费－高效筛选ꎮ
斑马鱼与人类基因同源性达到 ８７％[１４－１６]ꎬ用于药物

的体内快速评价实验结果可比性强ꎮ 故可以利用

斑马鱼早期各个阶段的发育形态ꎬ准确高效的确定

药物暴露在胚胎中的毒性ꎬ广泛应用于药物的发育

毒性与致畸性研究ꎮ
表 １　 斑马鱼、大鼠和人胚胎发育时期的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｐｅｒｉｏｄｓ ａｍｏｎｇ ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎬ ｒａｔ ａｎｄ ｈｕｍａｎ

发育时期
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

斑马鱼(小时)
Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (ｈ)

大鼠(天)
Ｒａｔ (ｄ)

人(天)
Ｈｕｍａｎ (ｄ)

卵裂期
Ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｔａｇｅ ０ １ ~ ２ １ ~ ５

８－细胞期
８￣ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ ０􀆰 ７５ － ４

原肠期
Ｇａｓｔｒｕｌａ ｓｔａｇｅ ５􀆰 ２５ ~ １０ ６ ~ ８ ２ ~ ４

初始神经胚形成
Ｉｎｉｔｉａｌ ｎｅｕｒｏｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ９ ８ ２２

脑室发生
Ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ３０ １０ ５ ~ ９

心叶形成
Ｃａｒｄｉａｃ ｌｏｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ２２ ８ １６

心脏搏动
Ｈｅａｒｔ ｂｅａｔ ３０ ８ ２２

器官发生
Ｏｒｇａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ２４ ~ ４８ ８ ~ １４ ４ ~ ８

颅面发生
Ｃｒａｎｉｏｆａｃｉａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ２４ ８ ２２

２　 斑马鱼发育毒性国内外最新研究
进展
　 　 ２０１０ 年ꎬＢｒａｎｎｅｎ 等[１４]利用斑马鱼胚胎评价 ３１
种已知对体内哺乳动物胚胎致畸 /不致畸化合物的

致畸性ꎬ证实斑马鱼与哺乳动物体内发育毒性与致

畸性评价的一致性为 ８７％ꎮ 同一年ꎬ由阿斯利康

(ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ)牵头的 ４ 个实验室间[１５] 利用斑马鱼

对 ２０ 种化合物的发育毒性进行盲法评估ꎬ并详细规

范了斑马鱼发育毒性与致畸性的实验方法、检测指

标和结果判定(毒性 /畸形分级以及评分标准)ꎬ最
终ꎬ４ 个实验室的结果与哺乳动物数据的整体一致

性范围在 ６０％ ~ ７０％ꎮ 经过进一步的调整ꎬ更多因

素如 ｐＨ、绒毛膜的通透性、胚胎的摄取率等考虑在

内ꎮ ２０１４ 年ꎬ阿斯利康又在两个实验室内平行对 ３８

８３１
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种化合物的发育毒性与致畸性进行了评估ꎬ此次两

个实验室间的总一致性达到 ６２％ ~ ８２％[１６]ꎮ 近年

来国外斑马鱼发育毒性研究报告汇总详见表 ２ꎮ
２０１３ 年ꎬ鲁疆等[１７]、夏继刚等[１８]先后成功利用

斑马鱼胚胎评价氯化铬等重金属离子和全氟辛烷

磺酸等有机污染物对水生生态的毒理学效应ꎮ ２０１６
年ꎬ许冰洁等[１９]利用斑马鱼评价 ５ 种已知对人类胚

胎致畸药物的毒性与安全性ꎬ证实斑马鱼胚胎模型

可用于初步评价药物的发育毒性和安全性ꎮ

表 ２　 斑马鱼发育毒性研究报告汇总

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｓｔｕｄｙ ｒｅｐｏｒｔｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

时间
Ｔｉｍｅ

实验室
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

斑马鱼品系
Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ Ｌｉｎｅｓ

处理时间
Ｅｘｐｏｓｕｒｅ
Ｐｅｒｉｏｄ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ Ｉｎｄｅｘ

预测性 / 化合物数目
Ｐｒｅｄｉｃｔａｂｉｌｉｔｙ /
Ｔｅｓｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

备注
Ｎｏｔｅｓ

２０１１ ＯＥＣＤ — ０ ｈｐｆ－
４ ｄｐｆ

ＬＣ５０ —/ ７

实验平行在 ７ 个实验室
中进行
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｉｎ ７ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

２０１１ ＯＥＣＤ — ０ ｈｐｆ－
４ ｄｐｆ

ＬＣ５０ —/ １３

实验平行在 ４ 个实验室
中进行
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｉｎ ４ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

２０１１ 阿斯利康等
ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ ｅｔ ａｌ.

野生型
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ

６ ｈｐｆ－
５ ｄｐｆ

形态学分级、ＬＣ２５、
ＬＯＡＥＬ、ＮＯＡＥＬ

Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｉｎｇꎬ
ＬＣ２５ꎬ ＬＯＡＥＬꎬ

ＮＯＡＥＬ

６０％ ~ ７０％ / ２０

实验平行在 ４ 个实验室
中进行
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｉｎ ４ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

２０１２ 佛兰德技术研究所
ＦＩＴＲ

野生型
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ

２ ｈｐｆ－
６ ｄｐｆ

ＴＩ( ＝ＬＣ５０ / / ＥＣ５０) ５０％ ~ ６０％ / ２７
实验重复 ３ 次
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｆｏｒ ３ ｔｉｍｅｓ

２０１２ 赛诺菲等
Ｐｈｙｌｏｎｉｘ ｅｔ ａｌ. — ６ ｈｐｆ－

５ ｄｐｆ
ＴＩ( ＝ＬＣ５０ / / ＥＣ５０) ９２％ / １２ —

２０１４ 阿斯利康等
ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ ｅｔ ａｌ.

野生型
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ

６ ｈｐｆ－
５ ｄｐｆ

形态学分级、ＬＯＡＥＬ、
ＴＩ( ＝ＬＣ２５ / ＮＯＡＥＬ)
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｉｎｇꎬ

ＬＯＡＥＬꎬ ＴＩ
( ＝ＬＣ２５ / ＮＯＡＥＬ)

６２％ ~ ８２％ / ３８

实验平行在 ２ 个实验室
中进行
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｌｉｎｄｅｄ ｉｎ
２ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

２０１４ ＦＤＡ ｈｂ９:ＧＦＰ 转基因
ｈｂ９:ＧＦＰ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

２４ ｈｐｆ－
５２ ｈｐｆ

体长和体周长
Ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈꎬ
ｆｉｂｅｒ ｌｅｎｇｔｈ

— / ５ —

３　 斑马鱼发育毒性与致畸性评价实验
室间比对
　 　 国外学者利用斑马鱼进行化合物发育毒性与

致畸性评价ꎬ其化合物一般可归为五类:Ａ 妊娠初 ３
个月用药ꎬ经临床对照未发现对胎儿有损害ꎻＢ 动物

实验未显示对胎仔有危害ꎬ但缺乏临床观察资料ꎻＣ
动物实验显示对胎仔有危害ꎬ但未在妊娠早期临床

试验中证实ꎻＤ 对人类胎儿有危害ꎬ但利大于弊ꎻＸ
妊娠妇女禁用药ꎮ 实验一般规范选用受精后６ ｈ
(ｈｏｕｒｓ ｐｏｓｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ６ ｈｐｆ)野生型 ＡＢ 系斑马鱼

于 ２４ 孔板中ꎬ每孔处理 １ 个胚胎ꎬ每孔药液体积为

１ ｍＬꎬ１２ 个 １ 组ꎬ每个化合物均统一给予五个浓度

(０􀆰 １、１、１０、１００ 和 １０００ μｍｏｌ / Ｌ 浓度ꎬ调节 ｐＨ 使控

制在 ６􀆰 ４ ~ ８􀆰 ４ )ꎬ 在 受 精 后 第 ５ 天 ( ｄａｙ ｐｏｓｔ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ５ ｄｐｆ)观察斑马鱼的形态学结构 /器官

并进行评价ꎮ 最终实验结果将与哺乳动物数据进

行比较ꎬ计算斑马鱼与哺乳动物的一致性ꎬ由表 ２ 可

知ꎬ实验结果的预测性最低为 ５０％ꎬ最高可达 ９２％ꎮ
许冰洁[２２]等利用斑马鱼胚胎评价了环磷酰胺、

乙酸地塞米松、乙酰水杨酸、盐酸四环素和阿扎胞

苷 ５ 种已知对人类胚胎致畸药物的毒性和安全性ꎮ
实验选用已知的胚胎致畸性阳性药沙利度胺和阴

性药维生素 Ｃ 建立斑马鱼胚胎发育毒性模型ꎬ并设

立格列本脲、头孢噻肟钠两种阴性药对实验方法进

行验证ꎮ 挑选 ４ ｈｐｆ ＡＢ 系斑马鱼于 ６ 孔板中ꎬ每孔

９３１



中国实验动物学报 ２０２０ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. １

处理 ３０ 个胚胎ꎬ每孔药液体积为 ３ ｍＬꎬ每个化合物

均统一给予 ４ 个浓度: １ / １０ ＭＮＬＣ、 １ / ３ ＭＮＬＣ、
ＭＮＬＣ(ｍａｘｉｍｕｍ ｎｏｎ￣ｌｅｔｈａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ最大非致

死浓度)和 ＬＣ１０(１０％死亡浓度)ꎬ并分别以 ０􀆰 ５％二

甲基亚砜(ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)和人工海水为

溶剂对照组和空白对照组ꎬ在 ２８􀆰 ５℃条件下发育至

５ ｄｐｆꎬ观察斑马鱼的形态学结构 /器官和死亡数量

并进行评价ꎮ 结果表明ꎬ５ 种药物 ５０％死亡浓度

(ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬＬＣ５０)由大到小为环磷

酰胺 > 阿扎胞苷 > 盐酸四环素 > 乙酰水杨酸 > 乙

酸地塞米松ꎬ半最大效应浓度(ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ５０％
ｏｆ ｍａｘｉｍａｌ ｅｆｆｅｃｔꎬＥＣ５０)由大到小为环磷酰胺 > 盐酸

四环素 > 阿扎胞苷 > 乙酰水杨酸 > 乙酸地塞米松ꎮ
乙酸地塞米松毒性最强ꎬ乙酰水杨酸次之ꎬ其次盐

酸四环素、阿扎胞苷ꎬ环磷酰胺毒性较弱ꎮ 格列本

脲和头孢噻肟钠则均未出现明显的致畸作用ꎮ
此外ꎬ斑马鱼胚胎还被广泛运用于 Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋、

Ｈｇ２＋等重金属离子[２３－２４] 的发育毒性效应研究ꎻ农乳

６０２(苯乙基酚聚氧乙烯醚)、宁乳 ３３＃(苯乙烯基苯

酚甲醛树脂聚氧乙烯聚氧丙烯嵌段聚醚)、农乳 ７００
号(烷基酚聚氧乙烯醚甲醛缩合物)、ＯＰ￣１０(辛基酚

聚氧乙烯醚)、ＮＰ￣１０ (壬基酚聚氧乙烯醚)ꎬ农乳

１６０２(三苯乙基酚聚氧乙烯聚氧丙烯醚)等多种市

售表面活性剂[２５] 的发育毒性效应研究ꎻ甲草胺、乙
草胺、丙草胺、丁草胺、异丙甲草胺等多种酰胺类除

草剂[２６]以及其他农药的毒理研究等ꎮ

４　 斑马鱼发育毒性与致畸性量化评价
指标
　 　 ２０１２ 年ꎬ约翰威立国际出版公司(Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ ＆
Ｓｏｎｓ)联合赛诺菲－安万特(Ｓａｎｏｆｉ￣Ａｖｅｎｔｉｓ)出版了书

籍«斑马 鱼: 评 估 药 物 安 全 性 和 毒 性 的 方 法 »
(«Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ: Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ Ａｓｓｅｓｓｉｎｇ Ｄｒｕｇ Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ
Ｔｏｘｉｃｉｔｙ»)ꎬ书中指出ꎬ与其他动物模型相比ꎬ斑马鱼

胚胎的快速发育和透明性是其作为新型模式生物

的重要优势ꎬ斑马鱼发育毒性试验是为了绘制毒－
效效应曲线ꎬ并评估药物的致死性ꎮ 得出 ＬＣ５０、
ＥＣ５０、ＴＩ(Ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃ Ｉｎｄｅｘꎬ ＝ ＬＣ５０ / ＥＣ５０ꎬ致畸指数)
和畸胎指数[２７]ꎮ 因此ꎬ书中详细描述了 ５ ｄｐｆ 时期

斑马鱼发育毒性与致畸性形态学评价指标(表 ３)ꎬ
并基于 ＴＩ 的截断值“１”来判定药物的发育毒性和

致畸性:ＴＩ > １ꎬ表明这种化合物是具有致畸性的ꎬ
提示 ５０％斑马鱼出现发育异常的浓度低于 ５０％致

死浓度ꎻＴＩ < １ꎬ表明非致畸性的ꎻＴＩ ＝ １ꎬ提示发育毒

性与致畸性评估必须在精确的 ＬＣ５０浓度下进行ꎬ以
确定斑马鱼是否在这个浓度下表现出畸形ꎮ
　 　 近年来ꎬ有学者[１８]应用软件拟合出的 ＥＣ５０值再

回到实验中去进行验证ꎬ发现拟合 ＥＣ５０值多低于实

际半最大效应浓度ꎬ此外ꎬ仅用 ＴＩ 评价药物的致畸

性不够全面ꎮ 因此ꎬ可以见到有些学者会通过统计

死亡率ꎬ得到无明显损害作用的最大染毒浓度(Ｎｏ
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ Ａｄｖｅｒｓｅ Ｅｆｆｅｃｔ ＬｅｖｅｌꎬＮＯＡＥＬ)和产生畸形

的最低浓度(Ｌｏｗｅｓｔ Ｏｂｓｅｒｖｅｄ Ａｄｖｅｒｓｅ Ｅｆｆｅｃｔ Ｌｅｖｅｌꎬ
ＬＯＡＥＬ)ꎬ再通过软件拟合得到 ＬＣ２５(２５％死亡浓

度)ꎬ最终计算 ＴＩ(ＬＣ２５ / ＮＯＡＥＬ)值ꎮ
另外ꎬ在前期多以描述的方式进行形态学评估

的基础上ꎬ有学者们对其进行改进ꎬ将形态学进行

０􀆰 ５ ~ ５ 评分进而对毒性 /畸形进行分级[２８]ꎮ 一般

观察指标为躯干、脊索、尾部、鳍、心脏、面部结构

(眼睛、耳石、嗅觉区域)、神经管和下颌(以上指标

均进行毒性 /畸形分级以及评分)ꎬ肝脏、卵黄囊、鳔
和色素沉着(仅描述)ꎮ 评分对于的毒性 /畸形分级

为:“５”正常形态学ꎬ“４( ＝ ＮＯＡＥＬ)”微变等效ꎬ“３
( ＝ＬＯＡＥＬ)”轻度异常ꎬ“２”中度畸形ꎬ“１”重度畸

形ꎬ“０􀆰 ５”结构缺失ꎮ
２０１４ 年ꎬＦＤＡ 发表一篇文章ꎬ其中仅仅以斑马

鱼胚胎体长(Ｆｉｂｅｒ ｌｅｎｇｔｈ)和体周长(Ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ))
作为毒性的统计量化终点[２９]ꎮ

５　 展望

发育毒理学是指研究出生前暴露于环境有害

因子导致的异常发育结局及有关的发病机制、发病

原理、影响因素和有毒物质动力学等ꎮ 人类成功妊

娠结局的比率低ꎬ且有复发性倾向ꎬ发病原因复

杂[３０]ꎮ 我国药物毒理学研究起步较晚ꎬ化药和中药

毒理基础数据较少ꎬ如仅 ２０１５ 版«中国药典»指出

的 ８３ 种有毒中药中ꎬ至少 １５ 种完全不能检索到任

何一项基础毒性数据信息ꎬ过半主要毒性成分和毒

性靶器官不明确[３１]ꎮ 常规发育毒性实验常采用啮

齿类动物(鼠、兔等)进行ꎬ先将成年的正处于发情

期的雌雄鼠合笼ꎬ判断雌鼠妊娠ꎬ至妊娠中后期ꎬ方
才收集样本进行检测[３２－３３]ꎮ 如此实验操作复杂ꎬ过
程不可控ꎬ药物用量大ꎬ费用高ꎬ无法批量或规模性

缓解目前中药 /化合物(发育)毒理学评价存在的问

题ꎬ且哺乳动物试验无法对胚胎及其发育体系进行

时－实监测ꎮ 用胚胎发育透明的斑马鱼模式生物进

行药物发育毒性与致畸性的高通量筛选和机制研

０４１
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究ꎬ其快速－高效－经济体系克服了传统哺乳动物实

验的劣势ꎬ筛选结果预测性好、可比度高ꎬ应用前景

广泛ꎮ
表 ３　 发育毒性与致畸性评价指标

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒ

心脏
Ｈｅａｒｔ

房 / 室缺失ꎬ血流异常ꎬ心律不齐
Ａｔｒｉａ ｏｒ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅｓ ｌｏｓｓꎬ ａｂｎｏｒｍａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗꎬ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ

体循环
Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ

缺失ꎬ减慢ꎬ瘀血
Ｌａｃｋ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ｓｌｏｗｉｎｇ ｄｏｗｎꎬ ｔｈｒｏｍｂｕｓ

水肿
Ｅｄｅｍａ

心包积液水肿ꎬ身体积液水肿ꎬ脑积液水肿
Ｐｅｒｉｃａｒｄｉａｌ ｈｙｄｒｏｐｓꎬ ｂｏｄｙ ｈｙｄｒｏｐｓꎬ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｄｒｏｐｓ

出血
Ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ

脑部、肝脏、肠道出血
Ｂｒａｉｎꎬ ｌｉｖｅｒ ｏｒ ｂｏｗｅｌ ｂｌｅｅｄｉｎｇ

脑
Ｈｅａｄ

畸形或变性
Ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

眼
Ｅｙｅ

变小或畸形ꎬ色素沉着异常
Ａｂｎｏｒｍａｌ ｓｉｚｅꎬ ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ｈｙｐｅｒｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

下颌
Ｍａｎｄｉｂｌｅ

变短或畸形
Ｓｈｏｒｔｅｒｏｒ ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ

胸鳍
Ｐｅｃｔｏｒａｌ ｆｉｎｓ

变小或缺失
Ｓｍａｌｌｅｒ ｏｒ ａｂｓｅｎｔ

肝
Ｌｉｖｅｒ

缺失ꎬ变小ꎬ变大ꎬ变性(黑褐色不透明组织)
Ａｂｓｅｎｔ ｏｒ ａｂｎｏｒｍａｌ ｓｉｚｅꎬ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

(ｄａｒｋ ｂｒｏｗｎꎬ ｏｐａｑｕｅ ｔｉｓｓｕｅ)

肠道
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ

缺失ꎬ无肠腔褶皱ꎬ无延伸ꎬ变性
Ａｂｓｅｎｔꎬ ｎｏ ｏｒ ｏｖｅｒｓｉｚｅｄ ｌｕｍｅｎꎬ

ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｅｘｔｅｎｄ ｔｏ ａｎａｌ ｐｏｒｅꎬ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

肌肉
Ｔｒｕｎｋ ｍｕｓｃｌｅ

肌肉纹理紊乱
Ｍｕｓｃｌｅ ｔｅｘｔｕｒｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ｏｒ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ

尾
Ｔａｉｌ

变短ꎬ弯曲ꎬ尾鳍皱缩
Ｓｈｏｒｔｅｒꎬ ｃｕｒｖｅｄꎬ ｆｉｎｓ ｓｈｒｉｖｅｌ

体色素积淀
Ｂｏｄｙ ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

黑色素或黄色素异常
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｏｒ ｌｏｗｅｒ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ

ｍｅｌａｎｉｎ ｏｒ ｙｅｌｌｏｗ ｐｉｇｍｅｎｔ

运动能力
Ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

无针触反应
Ｎｏ ｎｅｅｄｌｅ ｃｏｎｔａｃｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ
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２ ): Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｏ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ
ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ[ ＥＢ / ＯＬ]. ２０１７. ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｉｃｈ. ｏｒｇ / ｎｅｗｓ /
ｉｃｈ￣ｓ５ｒ３￣ｒｅｖｉｓｅｄ￣ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ￣ｒｅａｃｈｅｓ￣ｓｔｅｐ－２ｂ￣ｉｃｈ￣ｐｒｏｃｅｓｓ.

[ ７ ] 　 ＯＥＣＤ. ＯＥＣＤ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ. Ｎｏ.
１７１: ｓｅｒｉｅｓ ｏｎ ｔｅｓｔｉｎｇ ａｎｄ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ. Ｐａｒｉｓꎬ Ｆｒａｎｃｅ: Ｏｒｇａｎｉｓａｔｉｏｎ
ｆｏｒ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｃｏ￣ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [ ＥＢ / ＯＬ ]. ２０１２.
ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｗｗ. ｏｅｃｄ￣ｉｌｉｂｒａｒｙ. ｏｒｇ / ｄｏｃｓｅｒｖｅｒ / ９７８９２６４２２１４３７￣ｅｎ. ｐｄｆ?
ｅｘｐｉｒｅｓ ＝ １５７８２１３８０９＆ｉｄ ＝ ｉｄ＆ａｃｃｎａｍｅ ＝ ｇｕｅｓｔ＆ｃｈｅｃｋｓｕｍ ＝

５９９ＡＤ２Ａ６Ｃ６Ｃ６６Ｂ９Ｅ７ＡＡ５ Ａ０７１３２４ＦＡ４０Ｅ
[ ８ ]　 韩利文ꎬ 袁延强ꎬ 何秋霞ꎬ 等. 斑马鱼模型在中药活性筛选

中的适用性研究 [Ｊ] . 中草药ꎬ２０１１ꎬ ４２(１０): ２０３７－２０４１.
Ｈａｎ ＬＷꎬ Ｙｕａｎ ＹＱꎬ Ｈｅ ＱＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｍｏｄｅｌ ｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍａｔｅｒｉａ ｍｅｄｉｃａ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ
Ｔｒａｄｉｔ Ｈｅｒｂａｌ Ｄｒｕｇｓꎬ ２０１１ꎬ ４２(１０): ２０３７－２０４１.

[ ９ ] 　 陈磊ꎬ 刘怡ꎬ 梁生旺. 模式生物斑马鱼在中药研究中的应用

[Ｊ] . 药学学报ꎬ ２０１２ꎬ ７(４): ４３４－４３９.
Ｃｈｅｎ Ｌꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｌｉａｎｇ ＳＷ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ
ｏｒｇａｎｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍａｔｅｒｉａ ｍｅｄｉｃａ [ Ｊ] . Ａｃｔａ
Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎꎬ ２０１２ꎬ ７(４): ４３４－４３９.

[１０] 　 Ｓｉｎｇｈ Ｖꎬ Ｙｅｏｈ ＢＳꎬ Ｃｈａｓｓａｉｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｆｉｂｅｒ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｈｏｌｅｓｔａｔｉｃ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] .
Ｃｅｌｌꎬ ２０１８ꎬ １７５(３): ６７９－６９４.

[１１] 　 Ｒｏｖｉｄａ Ｃꎬ Ｈａｒｔｕｎｇ Ｔ. Ｒｅ￣ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｃｏｓｔｓ
ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｅｓｔｓ ｔｏ ａｃｃｏｍｐｌｉｓｈ ｒｅａｃｈ ｌｅｇｉｓｌａｔｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ
ｃｈｅｍｉｃａｌｓ￣ａ ｒｅｐｏｒｔ ｂｙ ｔｈｅ ｔｒａｎｓａｔｌａｎｔｉｃ ｔｈｉｎｋ ｔａｎｋ ｆｏｒ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ｔ４

[Ｊ] . Ａｌｔｅｘꎬ ２００９ꎬ ２６(３): １８７－２０８.
[１２] 　 Ｓｅｌｄｅｒｓｌａｇｈｓ ＩＷＴꎬ Ｂｌｕｓｔ Ｒꎬ Ｗｉｔｔｅｒｓ ＨＥ. Ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｓｓａｙ ａｓ ａｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｆｏｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ａ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ ｏｆ
２７ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ [Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２０１２ꎬ ３３(２): １４２－１５４.

[１３] 　 Ｆｌｅｉｓｃｈｅｒ Ｍ. Ｔｅｓｔｉｎｇ ｃｏｓｔｓ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ
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ＲＥＡＣＨ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ￣ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａ ｓｕｒｖｅｙ ｏｆ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ
ｃｏｒｐｏｒａｔｅ ＧＬＰ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＥＵ ａｎｄ Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ [Ｊ] . Ｊ Ｂｕｓ
Ｃｈｅｍꎬ ２００７ꎬ ４(３): ９６－１１４.

[１４] 　 Ｈｏｗｅ Ｋꎬ Ｃｌａｒｋ ＭＤꎬ Ｔｏｒｒｏｊａ ＣＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｏ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｇｅｎｏｍｅ [ Ｊ] .
Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１３ꎬ ４９６(７４４６): ４９８－５０３.

[１５] 　 Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈ ＲＮꎬ Ｂｕｓｃｈ￣Ｎｅｎｔｗｉｃｈ ＥＭꎬ Ｈａｒｖｅｙ ＳＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ [Ｊ] .Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１３ꎬ ４９６(７４４６): ４９４－４９７.

[１６] 　 黄春念ꎬ 张晶晶. 模式动物斑马鱼在中枢神经系统疾病研究

中的应用[Ｊ] . 中国实验动物学报ꎬ ２０１８ꎬ ２６(３): ３９２－３９７.
Ｈｕａｎｇ ＣＮꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＪ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｄｉｓｅａｓｅｓ [Ｊ] . Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ
Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０１８ꎬ ２６(３): ３９２－３９７.

[１７] 　 Ｂｒａｎｎｅｎ ＫＣꎬ Ｐａｎｚｉｃａｋｅｌｌｙ ＪＭꎬ Ｄａｎｂｅｒｒｙ ＴＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆ ａ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏ ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ[ Ｊ] . Ｂｉｒｔｈ Ｄｅｆｅｃｔｓ Ｒｅｓ Ｂ Ｄｅｖ Ｒｅｐｒｏｄ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ
２０１０ꎬ ８９(１): ６６－７７.

[１８] 　 Ｇｕｓｔａｆｓｏｎ ＡＬꎬ Ｓｔｅｄｍａｎ ＤＢꎬ Ｂａｌｌ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｒ￣ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｈａｒｍｏｎｉｚｅｄ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ
ａｓｓａｙ￣ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｒｅｐｏｒｔ ｏｎ ｐｈａｓｅ Ｉ [Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２０１２ꎬ ３３
(２): １５５－１６４.

[１９] 　 Ｂａｌｌ ＪＳꎬ Ｓｔｅｄｍａｎ ＤＢꎬ Ｈｉｌｌｅｇａｓｓ ＪＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｉｓｈｉｎｇ ｆｏｒ
ｔｅｒａｔｏｇｅｎｓ: ａ ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ ｅｆｆｏｒｔ ｆｏｒ ａ ｈａｒｍｏｎｉｚｅｄ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ａｓｓａｙ [Ｊ] . Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１４ꎬ １３９(１):
２１０－２１９.

[２０] 　 鲁疆ꎬ 王占洋ꎬ 袁玉琴ꎬ 等. 氯化镉对斑马鱼胚胎的发育毒

性[Ｊ] . 生态毒理学报ꎬ ２０１３ꎬ ３(８): ３８１－３８８.
Ｌｕ Ｊꎬ Ｗａｎｇ ＺＹꎬ Ｙｕａｎ ＹＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｃａｄｍｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｔｏ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏ [ Ｊ] . Ａｓｉａ Ｅｃｏｔｏｘｉꎬ ２０１３ꎬ
３(８): ３８１－３８８.

[２１] 　 夏继刚ꎬ 牛翠娟ꎬ 孙麓垠. ＰＦＯＳ 对斑马鱼胚胎及仔鱼的生态

毒理效应[Ｊ] . 生态学报ꎬ ２０１３ꎬ ３３(２３): ７４０８－７４１６.
Ｘｉａ ＪＧꎬ Ｎｉｕ ＣＪꎬ Ｓｕｎ ＬＹ. Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ
ＰＦＯＳ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏ ａｎｄ ｌａｒｖａ ｏｆ ｚａｂｒａｆｉｓｈ Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ [ Ｊ] . Ａｃｔａ
Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎꎬ ２０１３ꎬ ３３(２３): ７４０８－７４１６.

[２２] 　 许冰洁ꎬ 张立将ꎬ 李春启ꎬ 等. 斑马鱼胚胎评价 ５ 种药物的发

育毒性与模型验证[Ｊ] . 中国药理学通报ꎬ ２０１６ꎬ ３２(１): ７４
－７９.
Ｘｕ ＢＪꎬ Ｚｈａｎｇ ＬＪꎬ Ｌｉ ＣＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｄｅｌ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｆｉｖｅ ｄｒｕｇｓ ｕｓｉｎｇ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ
[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｕｌｌꎬ ２０１６ꎬ ３２(１): ７４－７９.

[２３] 　 陈玉翠ꎬ 陈锦云. 重金属 Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋、Ｈｇ２＋对斑马鱼胚胎发育

的毒性效应[Ｊ] .南方水产科学ꎬ ２０１６ꎬ １２(３): ３５－４２.
Ｃｈｅｎ ＹＣꎬ Ｃｈｅｎ ＪＹ. Ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｕ２＋ꎬ
Ｃｄ２＋ａｎｄ Ｈｇ２＋ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ)
[Ｊ] . Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎ Ｆｉｓｈ Ｓｃｉꎬ ２０１６ꎬ １２(３): ３５－４２.

[２４] 　 梁秋燕ꎬ 谢勇平ꎬ 方展强. Ｚｎ２＋和 Ｃｄ２＋对斑马鱼早期胚胎发

育阶段的单一与联合毒性 [ Ｊ] . 中国水产科学ꎬ ２０１２ꎬ １９
(２): ２８３－２９３.

Ｌｉａｎｇ ＱＹꎬ Ｘｉｅ ＹＰꎬ Ｆａｎｇ ＺＱ. Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ａｎｄ ｊｏｉｎｔ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ
Ｚｎ２＋ ａｎｄ Ｃｄ２＋ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) [ Ｊ] . Ｊ Ｆｉｓｈ Ｓｃｉ Ｃｈｉｎꎬ ２０１２ꎬ １９(２):
２８３－２９３.

[２５] 　 刘迎ꎬ 胡燕ꎬ 姜蕾ꎬ 等. ６ 种表面活性剂对斑马鱼胚胎发育的

毒性效应 [Ｊ] . 生态毒理学报ꎬ ２０１４ꎬ ９(６): １０９１－１０９６.
Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｈｕ Ｙꎬ Ｊｉａｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｘ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ
ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ [ Ｊ ] . Ａｓｉａ Ｊ
Ｅｃｏｔｏｘｉꎬ ２０１４ꎬ９(６): １０９１－１０９６.

[２６] 　 刘迎ꎬ 胡燕ꎬ 姜蕾ꎬ 等. ５ 种酰胺类除草剂对斑马鱼胚胎发育

的毒性效应 [Ｊ] . 农药ꎬ ２０１４ꎬ ５３(１１): ８０６－８０８.
Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｈｕ Ｙꎬ Ｊｉａｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ａｍｉｄｅ
ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ [ Ｊ] . Ａｇｒｏｃｈｅｍꎬ
２０１４ꎬ ５３(１１): ８０６－８０８.

[２７] 　 Ｈａｌｄｉ Ｍꎬ Ｈａｒｄｅｎ Ｍꎬ Ｄ’Ａｍｉｃｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ / / . Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ: Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｄｒｕｇ
ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ[Ｍ]. Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎｓꎬ Ｉｎｃ.ꎻ ２０１２.

[２８] 　 Ｐａｎｚｉｃａ￣Ｋｅｌｌｙ ＪＭꎬ Ｚｈａｎｇ ＣＸꎬ Ｄａｎｂｅｒｒｙ ＴＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｃｏｒｅ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｃｈｏｒｉｏｎａｔｅｄ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ [ Ｊ ] . Ｂｉｒｔｈ Ｄｅｆｅｃｔｓ Ｒｅｓ Ｂ Ｄｅｖ Ｒｅｐｒｏｄ
Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２０１０ꎬ ８９(５): ３８２－３９５.

[２９] 　 Ｌａｎｔｚ￣ＭｃＰｅａｋ Ｓꎬ Ｇｕｏ Ｘꎬ Ｃｕｅｖａｓ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ
[Ｊ] . Ｊ Ａｐｐｌ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２０１５ꎬ ３５(３): ２６１－２７２.

[３０] 　 Ｒｅｉｓ ＭＦꎬ Ａｎｉｃｅｔｏ Ｐꎬ Ａｇｕｉａｒ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ
ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ ｉｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｂｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅ￣ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ
ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ: Ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ
ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｈｙｇ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｈｅａｌｔｈꎬ ２００７ꎬ ２１０(３－４): ４１９
－４２７.

[３１] 　 夏青ꎬ 张晓昕ꎬ 徐柯心ꎬ 等. «中华人民共和国药典»２０１５ 版

收载的有毒中药毒性研究概况[ Ｊ] . 环球中医药ꎬ ２０１７ꎬ １０
(３): ３７７－３８４.
Ｘｉａ Ｑꎬ Ｚｈａｎｇ ＸＸꎬ Ｘｕ ＫＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｏｘｉｃ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ
(２０１５ ｖｅｒｓｉｏｎ) [ Ｊ] . Ｇｌｏｂａｌ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ １０(３):
３７７－３８４.

[３２] 　 郜洁ꎬ 罗颂平. 寿胎丸不同提取部位对肾虚流产模型孕鼠补

肾安胎的药效学筛选 [ Ｊ] . 中药材ꎬ ２０１１ꎬ ３４ ( ８): １２５１
－１２５５.
Ｇａｏ Ｊꎬ Ｌｕｏ ＳＰ. Ｋｉｄｎｅｙ￣ｔｏｎｉｆｙｉｎｇ ａｎｄ ａｂｏｒｔｉｏｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｓｈｏｕ ｔａｉ ｗａｎ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｒａｔｓ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ
Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒꎬ ２０１１ꎬ ３４(８): １２５１－１２５５.

[３３] 　 欧莉ꎬ 韩猛ꎬ 张艺耀ꎬ 等. 茜草治疗功能性子宫出血的止血

机制研究 [ Ｊ] . 中国实验方剂学杂志ꎬ ２０１５ꎬ ２１(２１): １５２
－１５５.
Ｏｕ Ｌꎬ Ｈａｎ Ｍꎬ Ｚｈａｎｇ ＹＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｈｅｍｏｓｔａｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｏｆ ｒｕｂｉａｅ ｒａｄｉｘ ｅｔ ｒｈｉｚｏｍａ ｉｎ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｅｔｒｏｒｒｈａｇｉａ
[Ｊ] .Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍꎬ ２０１５ꎬ ２１(２１): １５２－１５５.

[收稿日期] 　 ２０１９－１２－０４
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郭胜亚ꎬ朱晓宇ꎬ周佳丽ꎬ等. 斑马鱼在功能性食品研究中的应用进展[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(１): １４３－１４７.
Ｇｕｏ ＳＹꎬ Ｚｈｕ ＸＹꎬ Ｚｈｏｕ ＪＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(１):
１４３－１４７.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０１􀆰 ０２１

[基金项目]国家“重大新药创制”科技重大专项(２０１７ＺＸ０９０３１０５９)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｍａｊｏｒ Ｐｒｏｊｅｃｔ “Ｍａｊｏｒ Ｎｅｗ Ｄｒｕｇ Ｃｒｅａｔｉｏｎ” (２０１７ＺＸ０９０３１０５９).
[作者简介]郭胜亚(１９８８—)ꎬ女ꎬ硕士ꎬ主要从事药理学和毒理学研究ꎮ Ｅｍａｉｌ: ｇｓｙ＠ ｚｈｕｎｔｅｒ.ｃｏｍ
[通信作者]李春启ꎬ男ꎬ博士ꎬ教授ꎬ主要从事药理学和毒理学ꎮ Ｅｍａｉｌ: ｊａｃｋｌｉ＠ ｚｈｕｎｔｅｒ.ｃｏｍ

斑马鱼在功能性食品研究中的应用进展
郭胜亚１ꎬ朱晓宇１ꎬ周佳丽１ꎬ张勇１ꎬ２ꎬ彭逸１ꎬ荣佳３ꎬ张立将２ꎬ李春启１ꎬ２ꎬ３∗

(１. 杭州环特生物科技股份有限公司ꎬ杭州　 ３１００５１ꎻ ２. 浙江省人用物品安全性评价技术研究重点实验室早期评价基地ꎬ
杭州　 ３１００５３ꎻ ３. 南京新环检测科技有限公司ꎬ南京　 ２１００３２)

　 　 【摘要】 　 斑马鱼作为一种新型的模式动物ꎬ由于其饲养成本低、产卵量大、体外受精、发育周期短、透明易观

察等优点ꎬ已在基础研究、药物开发、食品安全、环境保护等众多领域有了广泛应用ꎮ 近年来ꎬ斑马鱼作为国际公认

适于功效性评价的新型脊椎类模型动物ꎬ可为多种食品和功能食品测试功效ꎮ 本文将介绍近年来斑马鱼作为模式

动物在食品ꎬ特别是功能性食品在功效研究中的最新进展ꎮ
【关键词】 　 斑马鱼ꎻ食品ꎻ功能性食品ꎻ营养
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Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ＧＵＯ Ｓｈｅｎｇｙａ１ꎬ ＺＨＵ Ｘｉａｏｙｕ１ꎬ ＺＨＯＵ Ｊｉａｌｉ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｏｎｇ１ꎬ２ꎬ ＰＥＮＧ Ｙｉ１ꎬ ＲＯＮＧ Ｊｉａ３ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌｉｊｉａｎｇ２ꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎｑｉ１ꎬ２ꎬ３∗

(１. Ｈｕｎｔｅｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｉｎｃ.ꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５１ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｅａｒｌｙ Ｔｅｓｔ Ｂａｓｅ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｒｏｔａｒｙ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ｓｕｐｐｌｉｅｒ Ｓａｆｅｔｙ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎꎬ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３.

３. Ｎｅｗ Ｈｕｎｔｅｒ Ｔｅｓｔｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｍｐａｎｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００３２)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＬＩ Ｃｈｕｎｑｉ. Ｅ￣ｍａｉｌ:ｊａｃｋｌｉ＠ ｚｈｕｎｔｅｒ.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎬ ａ ｎｏｖｅｌ ａｎｄ ｗｅｌｌ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍꎬ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｍａｎｙ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｆｉｅｌｄｓꎬ
ｓｕｃｈ ａｓ ｂａｓｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ｄｒｕｇ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙꎬ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓꎬ ｄｕｅ ｔｏ ｉｔｓ ｌｏｗ ｃｏｓｔꎬ
ｈｉｇｈ ｆｅｃｕｎｄｉｔｙꎬ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ｓｈｏｒｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅꎬ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｃｙ ａｔ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ
ｙｅａｒｓꎬ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｈａｓ ｅｍｅｒｇｅｄ ａｓ ａ ｎｅｗ ｔｙｐｅ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ.
Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｗｉｌｌ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｕｓｅｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｆｏｏｄ ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｔｈｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ
ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎻ ｆｏｏｄꎻ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄꎻ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 目前ꎬ越来越多的生物活性成分在食物中发

现ꎬ通过一些活性成分的配比形成的功能性食品已

渐渐运用于生活ꎬ但食品研究领域也存在着不少问

题ꎬ如如何区分活性化合物、如何推断活性化合物

是否具有生物学特性并且其安全性缺乏可靠的实

验依据ꎮ 故研究确认食品的有效活性成分并对其

安全性进行评价ꎬ是目前食品研究一个重要内容ꎮ

斑马鱼( ＺｅｂｒａｆｉｓｈꎬＤａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) 是一种脊椎动

物ꎬ与人类基因同源性高达 ８７％ꎬ其信号传导通路

与人类基本近似ꎬ生物结构和生理功能与哺乳动物

高度相似[１－２]ꎬ具有饲养成本低、体积小、发育周期

短、体外受精、透明易观察、单次产卵数较高、给药

量小等特点ꎮ 目前ꎬ斑马鱼已被美国国家卫生研究

院(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ ＨｅａｌｔｈꎬＮＩＨ)列为继大鼠和
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小鼠之后的第三大模式生物ꎮ 经济合作发展组织

( Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｃｏ￣ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬＯＥＣＤ)与中国已公布多个斑马鱼化学

品毒性评价标准[３]ꎬ斑马鱼技术在欧美已经通过监

管部门的药物非临床研究质量管理规范 ( Ｇｏｏｄ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ＰｒａｃｔｉｃｅꎬＧＬＰ)认证ꎬ可用于新药临床申

报ꎮ 在我国已被列入科技部“重大新药创制”专项ꎮ
斑马鱼被广泛应用于药物、医学、生命科学、以及环

境安全检测等多个领域ꎮ 近年来ꎬ斑马鱼在食品安

全性评价ꎬ活性成分筛选及作用机制研究等方面都

有着广泛应用ꎮ

１　 斑马鱼及其胚胎在食品功效评价中
的应用
　 　 斑马鱼是公认的生态毒理学模型ꎮ 在上个世

纪 ７０ 年代ꎬ国外已经开始应用斑马鱼进行重金属和

有机物的急性毒性研究ꎮ 除了毒性ꎬ斑马鱼还被用

来评估食物成分的生物活性ꎬ包括对食品、食品提

取物和从食品中分离出来的分子进行功能测试ꎮ
１􀆰 １　 代谢性疾病

斑马鱼具有控制人体代谢的所有关键器官和

调控机制ꎬ是研究代谢紊乱的良好模型ꎮ 斑马鱼在

能量平衡[４]、胆固醇代谢[５]、食欲调节[６]、胰岛素调

节[７]、脂肪细胞分化和脂质储存[８] 等关键功能与哺

乳动物类似ꎮ
斑马鱼通过脂蛋白运输脂肪和胆固醇ꎬ并在内

脏、皮 下 和 肌 肉 脂 肪 细 胞 库 中 作 为 三 酰 甘 油

(ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)储存[９－１０]ꎬ脂质代谢网络与哺乳动

物相似ꎬ相关蛋白如载脂蛋白、脂肪酸转运蛋白、胆
固醇转运蛋白、长链酰基辅酶的表达和功能相似ꎬ
表明斑马鱼是一种适合人类脂质代谢的模型ꎮ 血

液中的高胆固醇水平会诱导其在血管中积累ꎬ在血

管中它们会氧化并产生炎症ꎬ从而引发动脉粥样硬

化ꎮ 利用斑马鱼建立的动脉粥样硬化模型则不需

杀死动物就能直接且动态观察到血管硬化的发展

情况ꎮ Ｋｉｍ 等[１１]研究了枇杷叶、葡萄皮和巴西莓果

泥对高胆固醇血症斑马鱼抗动脉粥样硬化作用ꎮ
研究表明饲用巴西莓的鱼血清总胆固醇(ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ) 和胆固醇酯转移蛋白 ( ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ￣
ｅｓｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣＥＴＰ)活性最低ꎬ而饲用枇杷

叶的鱼血清 ＴＣ 和 ＴＧ 较饲用高胆固醇饲料( ｈｉｇｈ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｄｉｅｔꎬＨＣＤ)的鱼降低ꎮ 饲用巴西莓和枇

杷叶的组表现出更少的肝脏炎症ꎬ以及脂肪肝的减

少和氧化物质含量的减少ꎮ 这些结果表明开发一

种新的功能性膳食剂来治疗慢性代谢性疾病ꎬ如高

脂血症是有潜力的ꎮ
此外ꎬ由于肥胖可能是研究最多的斑马鱼代谢

紊乱ꎬ食品提取物和化合物的减脂能力已经过测

试ꎮ 斑马鱼胚胎和幼鱼因本身透明ꎬ脂肪染色可直

接观察ꎬ可以用来快速观察脂肪沉积ꎮ 通过这种方

式ꎬ葡萄酒渣提取物和白藜芦醇及其糖苷(多酚类

化合物ꎬ来源于如葡萄ꎬ葡萄酒ꎬ花生和可可)被证

明可以增加脂肪储备消耗[１２－１３]ꎮ 山奈酚(高良姜山

奈酚和籼稻山奈酚中存在的一种氟类化合物)具有

调节脂质代谢的抗肥胖作用[１４]ꎮ 饮食诱导肥胖

(ｄｉｅｔａｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｂｅｓｉｔｙꎬＤＩＯ)成年斑马鱼体重指数

(ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘꎬＢＭＩ)升高ꎬ血 ＴＧ 升高ꎬ肝脂肪变

性(肝脂堆积)ꎮ 圣草次苷是柠檬中的一种抗氧化

类黄酮ꎬ在 ＤＩＯ 斑马鱼中显示出类似于高脂饮食对

大鼠的降脂作用[１５]ꎮ 金巴利番茄可通过调节脂肪

生成相关基因的表达ꎬ改善饮食诱导的肥胖ꎬ尤其

是血脂异常和肝脂肪变性[１６]ꎮ 总的来说ꎬＤＩＯ 斑马

鱼是一个很有吸引力的模型系统ꎬ用来评估功能性

食品和化合物对肥胖发育和治疗的影响ꎮ
总之ꎬ斑马鱼可以用来模拟代谢紊乱ꎬ因为大

多数不平衡和症状在这个模型中被精确地复制ꎮ
１􀆰 ２　 抗氧化性能

斑马鱼被广泛用于筛选具有抗氧化潜力的分

子ꎬ方法有多种ꎬ比如直接测定活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)的产生ꎬ或者测量其他氧化损

伤的生物标志物和相关过程ꎮ 多糖一般是功能食

品成分的重要补充来源ꎮ Ｇａｏ 等[１７] 和 Ｌｅｅ 等[１８] 研

究了芦荟多糖在偶氮二异丁脒盐酸盐(２ꎬ２′￣Ａｚｏｂｉｓ
(２￣ｍｅｔｈｙｌｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄｉｎｅ) ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＡＡＰＨ)诱
导和岩藻多糖在炎症诱导的斑马鱼中的抗氧化性

能ꎮ 芦荟多糖和岩藻多糖处理组均显著降低了

ＲＯＳ 的产生ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１９]人对几种黄酮类化合物进

行了筛选ꎬ发现虽然大多数测试分子降低了 ＲＯＳ 的

产生ꎬ但其中一些分子增加了 ＲＯＳ 的产生ꎮ
氧化应激诱导的细胞凋亡也被研究ꎬ以进一步

评估化合物的抗氧化能力ꎮ 与未处理组相比ꎬ
ＡＡＰＨ 诱导前用芦荟多糖处理斑马鱼、高糖诱导前

用墨角藻黄素处理斑马鱼、乙醇诱导前用多酚类化

合物处理斑马鱼、紫外线 ( ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｂꎬ
ＵＶＢ)照射前用槲皮苷和黄酮处理斑马鱼均可使细

胞凋亡减少ꎮ
最后ꎬ其他氧化损伤的生物标志物已经被用来

４４１
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评估功能分子的抗氧化能力ꎬ如脂质过氧化标志

物ꎬ包括丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)ꎮ
１􀆰 ３　 免疫调节

斑马鱼作为脊椎动物ꎬ有较成熟的免疫系统ꎬ
具有先天性和获得性 ２ 种免疫系统[２０]ꎬ斑马鱼免疫

系统与哺乳动物相似ꎬ包括各种白细胞种群、炎症

介质和信号分子[２１]ꎮ 炎症的主要特征之一是局部

炎症介质的释放引起毛细血管床血管扩张和血管

通透性增加ꎬ从而引起热、肿胀和发红ꎮ 这种炎症

反应的关键功能之一是将中性粒细胞输送到受损

或受感染的组织中ꎮ 对组织损伤或感染的有力反

应必须包括通过趋化刺激将先天免疫系统的细胞

招募到受影响的部位ꎮ 利用转基因斑马鱼(中性粒

细胞特异性髓过氧化物酶启动子下表达绿色荧光

蛋白(ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＰ)观察中细粒细

胞向伤口部位迁移的数量来筛选从天然产物中提

取化合物的抗炎活性[２２]ꎮ 抗炎的其他观察指标如

炎症因子也常来筛选抗炎物质ꎬ结核杆菌素 Ｂ
(ｔｕｂｅｒａｔｏｌｉｄｅ ＢꎬＴＴＢ)是来源于马尾藻类海草ꎬ研究

发现 ＴＴＢ 显著抑制脂多糖(ＬｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)
诱导斑马鱼炎症生产的促炎细胞因子如白介素

(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６ꎬＩＬ￣６)和 ＩＬ￣１β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － １β)ꎬ表
明 ＴＴＢ 可能被用作功能性抗炎食品和营养保健

品[２３]ꎮ 肠道免疫也是近几年来研究比较多的一个

方面ꎬＷａｎｇ 等[２４]用嗜水气单胞菌感染斑马鱼ꎬ发现

两株高黏附性乳酸菌处理后具有肠道粘膜免疫保

护作用ꎮ
１􀆰 ４　 抗血管新生的活动

肿瘤新生血管的形成是以血管生成的方式发

生的ꎬ若能够抑制肿瘤组织的血管生成ꎬ切断肿瘤

的营养供应ꎬ势必可以达到抑制肿瘤生长和转移的

目的[２５]ꎮ 斑马鱼血管系统的发育和解剖结构与哺

乳动物相似ꎮ 利用转基因血管荧光斑马鱼ꎬ即在内

皮细胞中表达绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)ꎬ在显微镜下主

动脉及节间血管在清晰可见ꎬ这使得在体内观察新

血管的形成成为可能ꎬ现已成为一种理想的抗血管

生成高通量药物筛选的模型ꎬ已广泛应用于药物研

究ꎬ也用于食品研究ꎮ
目前在该领域研究最多的主要活性成分是多

酚ꎮ Ｌａｍ 等[２６]通过斑马鱼胚胎实验测试了诺比列

酮(一种从柑橘类水果中提取的多甲氧基类黄酮)ꎬ
发现这种多酚抑制了斑马鱼节间血管的形成ꎮ 其

他多酚类化合物如槲皮素[２７] 破坏转基因斑马鱼胚

胎的节间血管、背主动脉和后主静脉的形成、白藜

芦醇衍生物[２８]引起斑马鱼节间血管收缩ꎬ下调血管

内皮细胞生长因子受体 ２(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬＶＥＧＦＲ２) ｍＲＮＡ 的表达抑制血管

生成和 ４－甲基伞形花序酮[２９] 抑制转基因斑马鱼节

间血管的形成ꎮ 除此之外ꎬ一些天然提取物ꎬ比如

肉桂[３０]、硫酸多糖[３１] 和绿原酸[３２] 均可阻断斑马鱼

新生血管的形成ꎮ
总之ꎬ斑马鱼为测试食物化合物和提取物在血

管生成中的有效性提供了理想的环境ꎬ不仅提供了

有关血管发育的信息ꎬ而且还确定了受影响的血管

或组织的类型ꎮ
１􀆰 ５　 神经保护

近年来ꎬ斑马鱼被广泛应用于神经科学研究

中ꎬ斑马鱼胚胎在 ２４ ｈｐｆ(受精后 ２４ ｈ)原代神经元

细胞开始分化ꎬ４８ ｈｐｆ 脑室形成ꎬ在 ６ ｄｐｆ(受精后

６ ｄ)所有的神经系统形成ꎬ可在短时间呈现整个神

经系统ꎮ 斑马鱼神经元的形成及分化等过程与其

他脊椎动物相似[３３]ꎬ整个神经递质系统ꎬ包括胆碱

能ꎬ多巴胺能和去甲肾上腺素能通路已经被阐

明[３４－３５]ꎮ 斑马鱼已被用于测试食品化合物在不同

神经科学领域的生物活性ꎮ
Ｒｉｃｈｅｔｔｉ 等[３６] 人研究表明槲皮素和芦丁对东莨

菪碱诱导的斑马鱼抑制性回避记忆缺陷也具有潜

在的保护作用ꎬ这表明这些黄酮类化合物可能是预

防和治疗神经退行性疾病的潜在药物ꎮ 斑马鱼胚

胎时期还可以观察到一些运动行为ꎬ如逃避反射、
游动等[３７]ꎮ 利用红外摄影机连续采集图像可以对

斑马鱼运动进行分析ꎬ在某一特定时间内采集斑马

鱼运动轨迹ꎬ可以了解食品处理后斑马鱼运动的次

数、持续时间和距离ꎮ Ｋｕｍａｒｉ 等[３８] 人研究发现 α－
亚麻酸能够治疗戊四唑诱导的斑马鱼癫痫发作ꎬ使
斑马鱼癫痫发作时总运动距离和平均速度均有明

显改善ꎬ也能显著减少 ｃ￣ｆｏｓ ｍＲＮＡ 水平ꎮ 斑马鱼在

学习ꎬ睡眠ꎬ药物成瘾及其他神经行为表型与人类

相似[３９－４０]ꎮ 此外ꎬ有人观察到斑马鱼在回避食物等

行为上有变化ꎬ食欲和食物摄入量的调节与哺乳动

物的调节相似[４１]ꎮ 因此ꎬ在该模型中研究食物或食

物复合物成瘾或厌食症等复杂行为是可能的[４２]ꎮ
１􀆰 ６　 其他条件

姜辣素是生姜中的主要成分ꎬＣｈｅｎ 等[４３] 报道

了 １０－姜辣素对斑马鱼胚胎造血的促进作用高于其

他姜辣素ꎮ 为了研究益生菌保留率与肠道蠕动的

５４１
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关系ꎬ开发抗便秘益生菌ꎬＬｕ 等[４４] 根据斑马鱼模型

的荧光强度和肠道蠕动促进作用对菌株其进行筛

选ꎮ 结果表明ꎬ副干酪 Ｘ１１ 具有较好的肠蠕动促进

作用ꎮ Ｃａｉ 等[４５]研究了羊肚菌多糖对斑马鱼的美白

作用ꎬ为羊肚菌多糖在食品和化妆品行业中潜在的

美白作用提供了依据ꎮ

２　 结语

随着消费水平的不断升级ꎬ消费者对于高品质

的食品、功能性食品等的需求也在日益攀升ꎬ但是

由于科研投入少ꎬ基础研究不够ꎬ并且商家肆意夸

大产品的功能与疗效ꎬ使得消费者产生排斥心理ꎮ
开发生产的功能性食品大致分为三代ꎬ第一代为各

类强化食品和滋补产品ꎬ未经过严格的实验证明或

者科学论证ꎬ仅根据食品中的营养成分来推断功

能ꎬ第二代为经过动物和人体实验证明具有某种生

理调节功能的食品ꎬ目前我国市场上大多为该类功

能性食品ꎬ第三代是明确食品中的功能因子以及产

生的作用机理ꎬ开发出量效与构效明确的新型功能

性食品ꎬ这是我国功能性食品未来研究和发展的重

点[４６]ꎮ 所以建立快速、有效的毒性和功效检测平

台ꎬ加强食品安全和有效性验证及其机制研究的相

关检测ꎬ将为人民群众的饮食安全提供更好的保障ꎮ
斑马鱼是近年来用于药学领域研究的热门模式

生物ꎬ其优势在于化合物的高通量活性筛选ꎮ 在食品

研究方面ꎬ斑马鱼实验结果不仅可以成为功能性食品

配方确定的依据ꎬ即通过实验证明最终确定的配方优

于其它配方ꎬ包括不同原料组方的比较ꎬ以及相同原

料组方不同配比的比较ꎬ甚至同一配方不同制备工艺

的比较ꎬ还可以研究产品功效机制ꎬ为配方的功效在

机制上提供支撑ꎮ 斑马鱼已被证明是食品领域研究

中一个有价值的工具ꎮ 但目前采用斑马鱼进行功效

及机制评价的研究多集中于食品提取物ꎬ对食品全组

分功效学研究筛选的报道较少ꎬ缺乏数据支撑ꎮ 将斑

马鱼模型与现有的体外实验与哺乳动物实验及人体

试验相结合ꎬ将为深入开展食品研究提供更可靠、快
速、有效的方法体系ꎬ为推动食品、特别是功能性食品

研发进程具有重要意义ꎮ
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ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｉｂｒａｒｙ [ Ｊ] . Ｄｉｓ Ｍｏｄ Ｍｅｃｈꎬ ２０１４ꎬ ７(１): １６３
－１６９.

[２３] 　 Ｋｉｍ ＥＡꎬ Ｋｉｍ ＳＹꎬ Ｋｉｍ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｕｂｅｒａｔｏｌｉｄｅ Ｂ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｓａｒｇａｓｓｕｍ ｍａｃｒｏｃａｒｐｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＬＰＳ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｖｉａ ＭＡＰＫｓ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ] . Ｊ Ｆｕｎｃｔ Ｆｏｏｄｓꎬ ２０１９ꎬ ５２: １０９
－１１５.

[２４] 　 Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｒｅｎ Ｚꎬ Ｆｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｗｏ ｈｉｇｈｌｙ ａｄｈｅｓｉｖｅ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｔｒａｉｎｓ ａｒｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ｂｙ ｅｖｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ[Ｊ] .
Ｊ Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１６ꎬ １２０(２): ４４１－４５１.

[２５] 　 Ｃａｒｍｅｌｉｅｔ Ｐꎬ Ｊａｉｎ ＲＫ. Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ
[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０００ꎬ ４０７(６８０１): ２４９－５７.

[２６] 　 Ｌａｍ ＫＨꎬ Ａｌｅｘ Ｄꎬ Ｌａｍ ＩＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｂｉｌｅｔｉｎꎬ ａ ｐｏｌｙｍｅｔｈｏｘｙｌａｔｅｄ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｆｒｏｍ ｃｉｔｒｕｓꎬ ｓｈｏｗｓ ａｎｔｉ￣ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ａ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ＨＵＶＥＣ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌ[ Ｊ] . Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ
２０１１ꎬ １１２(１１): ３３１３－３３２１.

[２７] 　 Ｚｈａｏ Ｄꎬ Ｑｉｎ Ｃꎬ Ｆａｎ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｌａｒｖａｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ [Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１４ꎬ ７２３:３６０－３６７.

[２８] 　 Ａｌｅｘ Ｄꎬ Ｌｅｏｎｇ ＥＣꎬ Ｚｈａｎｇ ＺＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅꎬ
ｔｒａｎｓ￣３ꎬ ５ꎬ ４′￣ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅꎬ ｅｘｅｒｔｓ ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ
ｖａｓｃｕｌａｒ￣ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ＶＥＧＦＲ２ ａｎｄ ｃｅｌｌ￣ｃｙｃｌｅ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ
２０１０ꎬ １０９(２):３３９－３４６.

[２９] 　 Ｇａｒｃíａ￣Ｖｉｌａｓ ＪＡꎬ Ｑｕｅｓａｄａ ＡＲꎬ Ｍｅｄｉｎａ ＭÁ. ４￣
Ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｏｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ
[Ｊ] . Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍꎬ ２０１３ꎬ ６１(１７): ４０６３－４０７１.

[３０] 　 Ｂａｎｓｏｄｅ ＲＲꎬ Ｌｅｕｎｇ ＴＣꎬ Ｒａｎｄｏｌｐｈ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｉｎｎａｍｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ＶＥＧＦＲ１ꎬ ＶＥＧＦＲ２ꎬ ａｎｄ ＰＫＣ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ＭＡＰ
ｋｉｎａｓｅ [Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｓｃｉ Ｎｕｔｒꎬ ２０１３ꎬ １(１):７４－８２.

[３１] 　 Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｃꎬ Ｔａｎ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｌｆａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓ ｒｉｂｉｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｓｕｌｆａｔｅｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ[Ｊ] . Ｃａｒｂｏｈｙｄ Ｐｏｌｙｍꎬ ２００９ꎬ ７７(２):３７０
－３７５.

[３２] 　 Ｌｉｎ Ｓꎬ Ｈｕ Ｊꎬ Ｚｈｏｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ｖｉａꎬ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２￣
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] . Ｊ Ｆｕｎｃｔ Ｆｏｏｄｓꎬ ２０１７ꎬ ３２: ２８５
－２９５.

[３３] 　 Ｔｒｏｐｅｐｅ Ｖꎬ Ｓｉｖｅ ＨＬ. Ｃａｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｓｔｕｄｙ
ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃａｕｓｅｓ ｏｆ ａｕｔｉｓｍ? [ Ｊ ] . Ｇｅｎｅｓ Ｂｒａｉｎ
Ｂｅｈａｖꎬ ２０１０ꎬ ２(５): ２６８－２８１.

[３４] 　 Ｒｉｎｋ Ｅꎬ Ｗｕｌｌｉｍａｎｎ ＭＦ. Ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｎｔｒａｌ ｔｅｌｅｎｃｅｐｈａｌｏｎ
(ｓｕｂｐａｌｌｉｕｍ) ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) [ Ｊ] . Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ
２００４ꎬ １０１１(２):２０６－２２０.

[３５] 　 Ｗｕｌｌｉｍａｎｎ ＭＦꎬ Ｍｕｅｌｌｅｒ Ｔ. Ｔｅｌｅｏｓｔｅａｎ ａｎｄ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｆｏｒｅｂｒａｉｎｓ
ｃｏｎｔｒａｓｔｅｄ: Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｂｅｈａｖｉｏｒ [ Ｊ ] . Ｊ Ｃｏｍｐ
Ｎｅｕｒｏｌꎬ ２００４ꎬ ４７５(２): １４３－１６２.

[３６] 　 Ｒｉｃｈｅｔｔｉ ＳＫꎬ Ｂｌａｎｋ Ｍꎬ Ｃａｐｉｏｔｔｉ ＫＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｎｄ ｒｕｔｉｎ
ｐｒｅｖｅｎｔ ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
[Ｊ] . Ｂｅｈａｖ Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ ２０１１ꎬ ２１７(１): １０－１５.

[３７] 　 Ｓａｉｎｔ￣Ａｍａｎｔ Ｌꎬ Ｄｒａｐｅａｕ Ｐ. Ｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ｔｈｅ ｅａｒｌｉｅｓｔ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏ [ Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ
２０００ꎬ ２０(１１): ３９６４－３９７２.

[３８] 　 Ｋｕｍａｒｉ Ｓꎬ Ｍａｚｕｍｄｅｒ ＡＧꎬ Ｂｈａｒｄｗａｊ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅａｒｌｙ α￣ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ
ａｃｉｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｅｍｂｒｙｏ ｒｅｄｕｃｅｓ ｐｅｎｔｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｚｏｌ￣
ｉｎｄｕｃｅｄｓｅｉｚｕｒｅｓ ｉｎ ｚｅｂｒａfiｓｈ ｌａｒｖａ [ Ｊ] . Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓ Ｌｅｕｋｏｔ
Ｅｓｓｅｎｔ Ｆａｔｔｙ Ａｃｉｄｓꎬ２０１９ꎬ １４３: １５－２０.

[３９] 　 Ｇｕｏ Ｓ. Ｌｉｎｋｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｂｒａｉｎꎬ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ
ｄｉｓｅａｓｅｓ: ｗｈａｔ ｃａｎ ｗｅ ｌｅａｒｎ ｆｒｏｍ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ? [ Ｊ] . Ｇｅｎｅｓ Ｂｒａｉｎ
Ｂｅｈａｖꎬ ２０１０ꎬ ３(２): ６３－７４.

[４０] 　 Ｐｉｃｃｉｎｅｔｔｉ ＣＣꎬ Ｍｉｇｌｉａｒｉｎｉ Ｂꎬ Ｏｌｉｖｏｔｔｏ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ａｎｄ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｒｉｅｓ: ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｏｎ ａｐｐｅｔｉｔｅ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ
Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ [Ｊ] . Ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎬ ２０１３ꎬ １０(３):２７５－２８２.

[４１] 　 Ｂｒｉｇｉｔｔｅ Ｂꎬ Ｅｒｎｅｓｔ Ｓꎬ Ｒｏｓａ Ｆ. Ｅｇｒ－１ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｆｏｏｄ ａｖｅｒｓｉｏｎ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ [Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｂｅｈａｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ
２０１３ꎬ ７: ５１－６３

[４２]　 Ｃｏｌｌｉｅｒ ＡＤꎬ Ｋｈａｎ ＫＭꎬ Ｃａｒａｍｉｌｌｏ ＥＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｎｄ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｐｌａｃｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ: Ａ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｒｕｇ
ｒｅｗａｒｄ [Ｊ] . Ｐｒｏｇ Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ ２０１４ꎬ
５５:１６－２５.

[４３] 　 Ｃｈｅｎ Ｈꎬ Ｓｏｒｏｋａ ＤＮꎬ Ｈａｉｄｅｒ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. [１０]￣Ｇｉｎｇｅｒｄｉｏｌｓ ａｓ ｔｈｅ
ｍａｊｏｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ [１０]￣ｇｉｎｇｅｒｏｌ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｎｄ ｉｎ
ｈｕｍａｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ [Ｊ] .
Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍꎬ ２０１３ꎬ ６１(２２): ５３５３－５３６０.

[４４] 　 Ｌｕ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｙｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｉｓｔａｌｓｉｓ￣
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ ] . Ｆｏｏｄ
Ｆｕｎｃｔꎬ ２０１９ꎬ １０(４): ２０７５－２０８２.

[４５] 　 Ｃａｉ ＺＮꎬ Ｌｉ Ｗꎬ Ｍｅｈｍｏｏｄ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ＦＭＰ￣
１ ｆｒｏｍ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ｏｎ ｍｅｌａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ Ｂ１６Ｆ１０ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
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科常见疾病之一ꎬ发病机制复杂ꎬ现缺乏标准的 ＩＣ 动物模型来进行全面深入的研究ꎮ 目前ꎬＩＣ 模型包括化学药物

膀胱灌注、环磷酰胺腹腔内注射、自身免疫性膀胱炎、神经源性炎症及心理和生理压力 /自然模型等ꎬ每种模型都有

其优缺点ꎮ 本文就近年来 ＩＣ 动物模型的研究进展做一综述ꎮ
【关键词】 　 间质性膀胱炎ꎻ膀胱疼痛综合征ꎻ动物模型ꎻ发病机制ꎻ炎症

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５￣４８４７(２０２０) ０１￣０１４８￣０５

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌｓ
ＡＮＧ Ｘｉａｏｊｉｅꎬ ＬＩ Ｍｉａｏꎬ ＺＨＯＵ Ｆｅｎｇꎬ ＣＡＩ Ｚｏｎｇｑｉａｎｇꎬ ＣＨＥＮ Ｗｅｉｇｕｏ∗

(ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ｏｆ Ｓｏｏｃｈｏｗ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｕｚｈｏｕ ２１５００６ꎬ Ｃｈｉｎａ)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＣＨＥＮ Ｗｅｉｇｕｏ. Ｅ￣ｍａｉｌ:ｕｒｏｌｏｇｉｓｔｃｈｅｎ＠ １６３.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ (ＩＣ)ꎬ ａｌｓｏ ｋｎｏｗｎ ａｓ ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ ｉｓ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅ. Ａｓ ｔｈｅ
ＩＣ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ ｎｏ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎｄ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＩＣ.
Ｃｕｒｒｅｎｔ ＩＣ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｃｌｕｄｅ ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｒｕｇｓꎬ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅꎬ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｃｙｓｔｉｔｉｓꎬ ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓｏｒｓ / ｎａｔｕｒａｌ ｍｏｄｅｌｓ. Ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｈａｓ
ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ. Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＩＣ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓꎻ ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎻ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓꎻ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 间质性膀胱炎( ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓꎬＩＣ)ꎬ又称为

膀胱疼痛综合征(ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＢＰＳ)ꎬ是一

种慢性炎症性膀胱病变ꎬ临床表现为与膀胱充盈相

关的疼痛或盆腔不适ꎬ伴下尿路症状ꎬ如尿频或尿

急[１]ꎮ 其好发于女性ꎬ女性发病率大约为男性的 ５
倍ꎬ甚至更高ꎮ 通常伴发睡眠功能障碍、焦虑、抑郁

和性功能障碍ꎬ严重影响患者的生活质量[２]ꎮ ＩＣ /
ＢＰＳ 的发病机制尚未明确ꎬ目前仅提出糖胺聚糖层

(ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎꎬＧＡＧ)的损害、肥大细胞活化、神
经源性炎及自身免疫性炎等相关假说[３]ꎮ 基于这些

假说ꎬ研究人员建立了化学药物膀胱内滴注、腹腔注

射环磷酰胺(ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅꎬＣＹＰ)、自身免疫性膀

胱炎和神经源性炎症及心理和生理压力 /自然模型等

ＩＣ 动物模型[４]ꎮ 本文综述了近年来各种 ＩＣ 动物模

型ꎬ并分析了不同动物模型的特点和不足之处ꎮ

１　 动物模型分类和特点

ＩＣ / ＢＰＳ 的病因未明ꎬ目前没有标准的动物模

型ꎮ 基于各类假说ꎬ大约 ２０ 多种动物模型已经在过

去的几十年制备出来ꎮ 从 １９８０ 年到 ２０００ 年ꎬＩＣ 模

型通常是通过膀胱内滴注化学刺激物(如盐酸、乙
酸或丙酮等[５－７] )诱导膀胱炎症ꎻ２０００ 年以后ꎬＣＹＰ
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的全身给药、自身免疫或全身性诱导的动物模型越

来越多ꎮ 目前常用模型大致分为以下五类ꎬ各类模

型优缺点归纳如下ꎮ 见表 １ꎮ
１􀆰 １　 膀胱内药物滴注模型

自发现 ＩＣ / ＢＰＳ 起ꎬ研究人员就一直围绕着膀

胱区疼痛或不适及下尿路症状来建模ꎮ 早期通常

非选择性的向动物膀胱内滴注酸性刺激物引起膀

胱的急性炎症ꎮ Ｓｏｎｇ 等[８]向 ８ 周龄雌性 ＳＤ 大鼠膀

胱内滴注 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸ꎬ观察到大鼠排尿间隔缩

短、膀胱黏膜腐蚀及肥大细胞浸润ꎮ 但这些模型一

般诱导急性膀胱炎症ꎬ表型维持时间短ꎬ目前已较

少使用ꎮ
后来ꎬ研究发现通过选择性损伤 ＧＡＧ 层ꎬ改变尿

路上皮渗透率ꎬ也可以用来建立 ＩＣ 模型ꎮ Ｒｙｕ 等[９]

通过向 ８ 周龄雌性 ＳＤ 大鼠膀胱灌注 １０ ｍｇ 硫酸鱼精

蛋白ꎬ并且每周灌注 ２ 次 ７５０ μｇ 脂多糖ꎬ５ 周后发现

大鼠排尿间隔明显缩短ꎬ且伴有膀胱尿路上皮剥脱、
肥大细胞浸润和细胞凋亡的显着增加ꎮ Ｌｖ 等[１０]每周

向两组雌性 ＳＤ 大鼠膀胱内分别灌注低剂量透明质

酸酶(１ ｍｇ / ｍＬ)及高剂量透明质酸酶(４ ｍｇ / ｍＬ)
３ 次ꎬ持续 ４ 周ꎬ观察发现大鼠均呈现膀胱慢性炎症

和纤维化、肥大细胞活化及膀胱上皮缺失ꎬ而且高剂

量透明质酸酶组大鼠膀胱病理改变更显著ꎮ
这类模型直接作用于膀胱ꎬ机理简单ꎬ成本较

低ꎬ能够很好地还原人类 ＩＣ / ＢＰＳ 的表型ꎮ 但是ꎬ此
法需尿道插管ꎬ特别是对于小鼠存在一定的技术要

求ꎬ需反复操作ꎬ容易损伤尿道ꎬ引起小鼠尿道狭窄

及炎症的可能性ꎮ 总的来说ꎬ此类模型符合目前人

们对于 ＩＣ / ＢＰＳ 的认知ꎬ应用较为广泛ꎮ
１􀆰 ２　 腹腔内注射 ＣＹＰ 模型

ＣＹＰ 作为一种氮芥类衍生物ꎬ可由脱氢酶转变

为羧磷酰胺而失活ꎬ或以丙烯醛形式排出ꎮ 丙烯醛

是一种刺激性化合物ꎬ通过肾脏过滤清除ꎬ在膀胱

中积聚导致组织损伤ꎮ Ｈｕ 等[１１] 将成年雌性 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠随机分为 ＣＹＰ￣４ ｈ、ＣＹＰ￣４８ ｈ 和 ＣＹＰ￣１０ ｄ 组ꎬ
ＣＹＰ￣４ ｈ 和 ＣＹＰ￣４８ ｈ 组的大鼠接受单次高剂量给

药(１５０ ｍｇ / ｋｇꎬ腹膜内)ꎬ而 ＣＹＰ￣１０ ｄ 第 １、４、７ 和

１０ 天重复接受低剂量 ＣＹＰ(７５ ｍｇ / ｋｇꎬ腹膜内)给

药ꎬ结果显示重复低剂量 ＣＹＰ 治疗产生了更明显的

炎症反应、粘膜侵蚀、溃疡、水肿区域及瘀点出血ꎬ
而高剂量较低剂量组发生了明显的自身行为改变

及活动度的降低ꎮ 为了观察在小鼠中是否同样如

此ꎬＧｏｌｕｂｅｖａ 等[１２] 向 ８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雌性小鼠第

０、２、４ 及 ６ 天重复低剂量 ＣＹＰ(８０ ｍｇ / ｋｇꎬ腹膜内)
给药ꎬ发现小鼠膀胱组织中炎症因子表达和肥大细

胞数量的轻度增加ꎬ却没有出现大量炎性浸润、组
织出血和尿路上皮损伤的表现ꎬ且 ＣＹＰ 诱导后尿路

上皮呈增生改变ꎮ
ＣＹＰ 诱导的动物模型经济且给药方便ꎬ通常单

次高剂量 ＣＹＰ ２４ ｈ 内就诱发 ＩＣ / ＢＰＳ 的许多典型特

征ꎬ如疼痛相关行为、膀胱水肿、大量炎性细胞浸

润、出血和粘膜破坏ꎮ 如反复给予低剂量 ＣＹＰꎬ可
以很好地诱发 ＩＣ / ＢＰＳ 患者的疼痛症状及下尿路症

状ꎮ 通常认为单次高剂量给药诱导出急性出血性

膀胱炎ꎬ而重复多次低剂量给药诱导出慢性膀胱

炎ꎬ且小鼠与大鼠不同ꎬ长期注射 ＣＹＰ 后可引起小

鼠膀胱尿路上皮增生改变ꎬ不符合溃疡型ＩＣ / ＢＰＳ的
特征ꎬ目前更主张将其应用到非溃疡型ＩＣ / ＢＰＳ中ꎮ
根据国内外相关报道ꎬ此类模型应用最多ꎬ是一种

经过充分研究的模型ꎬ其在稳定性及可操作性上具

备独特优势ꎮ
１􀆰 ３　 自身免疫模型

尿溶蛋白(ｕｒｏｐｌａｋｉｎꎬＵＰＫ)属于异二聚体整合

膜蛋白家族ꎬ是终末分化的尿路上皮细胞形成的不

对称单位膜的一部分ꎬ可通过刺激 ＣＤ４＋促炎性 Ｔｈ１
样 Ｔ 细胞产生自身免疫性炎症[１３]ꎮ 因此ꎬ Ｓｏｎｇ
等[８]将 ２００ μｇ ＵＰＫ２ 皮下注射到 ８ 周龄雌性 ＳＤ 大

鼠的腹侧区域ꎬ２ 周后大鼠的排尿间隔明显缩短、排
尿容量减低且膀胱内肥大细胞活化及炎症因子明

显升高ꎬ但未表现出骨盆区慢性疼痛ꎮ Ｉｚｇｉ 等[１４] 向

６ ~ ８ 周龄雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠腹部皮下注射２００ μｇ
ＵＰＫ３Ａ ６５－８４ 肽ꎬ５ 周后发现 ＵＰＫ３Ａ ６５－８４ 肽可以

诱发主要的 ＩＣ 表型ꎬ包括骨盆区慢性疼痛ꎬ并且可

以维持此慢性疼痛ꎮ 另外ꎬＬｉｕ 等[１５] 开发了一种名

为 ＵＲＯ￣ＯＶＡ 转基因小鼠ꎬ其表达模型抗原卵白蛋

白(ＯＶＡ)的膜形式ꎬ作为膀胱上皮细胞上的自身抗

原ꎬ其在第 ７ 天自发 ＩＣ 样组织学膀胱炎症ꎬ包括肥

大细胞浸润和炎症因子的增加ꎮ
相较于其他模型ꎬ自身免疫模型能够很好地诱

发 ＩＣ / ＢＰＳ 的典型症状ꎬ无需导尿ꎬ操作相对简单ꎬ
避免损伤实验动物的尿道ꎬ减少因尿道损伤导致炎

症而引起尿道疼痛及炎症ꎬ但其制备成本较高ꎬ故
不宜大面积推广ꎬ目前仍作为免疫学说的研究模型ꎮ
１􀆰 ４　 神经炎症模型

基于神经炎症理论基础ꎬＹａｎｇ 等[１６] 通过向 １０
~ １４ 周龄的 ＢＡＬＢ / ｃ 雌性小鼠外展肌尾侧肌注射

９４１
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２􀆰 ２９× １０６ ｐｆｕ 的伪狂犬病毒 ( ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓꎬ
ＰＲＶ)ꎬ并注射等量灭活 ＰＲＶ 作为对照ꎬ结果显示

ＰＲＶ 感染的小鼠的膀胱中炎症因子 ＴＮＦ 及肥大细

胞细胞数量明显升高ꎮ 通过 ＰＲＶ 诱导的神经源性

膀胱炎是一种特异性骨盆疼痛模型ꎬ对模拟内脏疼

痛行为有独特优势[１７]ꎮ
神经炎症模型不直接作用于膀胱ꎬ能模拟 ＩＣ /

ＢＰＳ 患者主要症状ꎬ特别是对于神经源性炎症的研

究至关重要ꎮ 不过ꎬ研究发现动物膀胱在注射病毒

５ ｄ 后就会失去张力ꎬ因此其稳定性仍需验证ꎮ
１􀆰 ５　 心理和生理压力 /自然模型

此类模型包括各种压力模型、猫科动物 ＩＣ 模

型、注射苯肾上腺素和控制环境温度或光线的模

型ꎮ 虽然目前机制尚未阐明ꎬ但自主神经系统中交

感神经的激活可能起关键作用ꎮ
Ｗａｎｇ 等[１８] 将实验组雌性 Ｗｉｓｔａｒ￣Ｋｙｏｔｏ 大鼠暴

露于避水应激(ｗａｔｅｒ ａｖｏｉｄａｎｃｅ ｓｔｒｅｓｓꎬＷＡＳ)下 １０ ｄꎬ
对照组不施加干涉ꎬ发现实验组较对照组膀胱充盈

期间内脏发生超敏反应、膀胱收缩增强及排尿次数

增加ꎬ但实验组大鼠的膀胱容量未发生明显变化ꎮ
猫科动物 ＩＣ 模型虽然与人类疾病最相似ꎬ是 ＩＣ 的

自然发生模型ꎬ但由于其未知的病因ꎬ以及维持和

处理猫的高成本ꎬ目前较少使用[１９]ꎮ Ｃｈａｒｒｕａ 等[２０]

连续每日向雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠皮下注射苯肾上腺素

１４ ｄꎬ剂量为 ２􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇꎬ发现其诱发了内脏疼痛、膀
胱反射活动增加及肥大细胞活化等ꎮ

表 １　 各种类型 ＩＣ 动物模型比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＩＣ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
动物模型

Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
制备药物

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ
膀胱病理改变

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ
优缺点

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

膀胱内药物滴注模型
Ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ ｄｒｕｇ
ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

盐酸、乙酸或丙酮等
Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃ ａｃｉｄꎬ
ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｏｒ
ａｃｅｔｏｎｅꎬ ｅｔｃ.

膀胱黏膜的侵蚀及肥大细胞浸润
Ｅｒｏｓｉｏｎ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｍｕｃｏｓａ ａｎｄ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｏｆ ｍａｓｔ ｃｅｌｌ.

成本低ꎬ但一般诱导出急性炎症ꎬ表型
维持时间短ꎬ目前已较少使用ꎮ
Ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｉｓ ｌｏｗꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅｓ
ａｃｕｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ
ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｔｉｍｅ ｉｓ ｓｈｏｒｔꎬ ｓｏ ｉｔ ｈａｓ ｂｅｅｎ
ｒａｒｅｌｙ ｕｓｅｄ ａｔ ｐｒｅｓｅｎｔ.

[５－９]

透明质酸酶
Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ

膀胱慢性炎症和纤维化、肥大细
胞活化及膀胱上皮缺失
Ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ
ｂｌａｄｄｅｒꎬ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｏｆ ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｌｏｓｓ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ

成本低ꎬ能很好地还原人类 ＩＣ / ＢＰＳ 的
表型ꎮ 但需行反复导尿ꎬ对于小鼠存在
一定的技术要求ꎮ
Ｉｔ ｈａｓ ｌｏｗ ｃｏｓｔ ａｎｄ ｃａｎ ｗｅｌｌ ｒｅｓｔｏｒｅ ｔｈｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＩＣ / ＢＰＳ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ
ｒｅｐｅａｔｅｄ ｃａｔｈｅｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄꎬ ａｎｄ
ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｃｅｒｔａｉｎ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ
ｍｉｃｅ.

[１０ꎬ２２]

腹腔内注射 ＣＹＰ 模型
Ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ

ＣＹＰ
尿路上皮增生、肥大细胞浸润
Ｕｒｏｔｈｅｌｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｏｆ ｍａｓｔ ｃｅｌｌ

经济、给药方便ꎬ较为成熟ꎬ但小鼠膀胱
上皮呈增生改变ꎬ不符合人溃疡型 ＩＣ
改变ꎮ
Ｉｔ ｉｓ ｅｃｏｎｏｍｉｃａｌꎬ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅꎬ
ｂｕｔ ｔｈｅ ｂｌａｄｄｅｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｃｈａｎｇｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｄｏｅｓ ｎｏｔ
ａｃｃｏｒｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ＩＣ.

[１１－１２]

自身免疫模型
Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｍｏｄｅｌ ＵＰＫ

ＩＣ 样组织学膀胱炎症ꎬ肥大细胞
浸润和炎症因子升高
ＩＣ￣ｌｉｋｅ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓꎬ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｏｆ ｍａｓｔ ｃｅｌｌ ａｎｄ
ｅｌｅｖａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ

模型比较理想ꎬ但是制备成本高ꎬ不适
宜大面积推广ꎮ
Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｉｄｅａｌꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｃｏｓｔ ｉｓ ｈｉｇｈꎬ ｓｏ ｉｔ ｉｓ ｎｏｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｏ ｂｅ
ｐｏｐｕｌａｒｉｚｅｄ ｉｎ ａ ｌａｒｇｅ ａｒｅａ.

[８ꎬ１４]

神经炎症模型
Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｏｄｅｌ ＰＲＶ

肥大细胞浸润、炎症因子升高
Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｏｆ ｍａｓｔ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｅｌｅｖａｔｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ

操作简单ꎬ对于模拟骨盆疼痛有独特优
势ꎬ需大量实验证明其稳定性ꎮ
Ｉｔ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ ａｎｄ ｈａｓ ａ ｕｎｉｑｕｅ
ａｄｖａｎｔａｇｅ ｉｎ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｐｅｌｖｉｃ ｐａｉｎꎬ ａｎｄ ａ
ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｒｅ ｎｅｅｄｅｄ ｔｏ
ｐｒｏｖｅ ｉｔｓ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ.

[１６－１７]

心理和生理压力 / 自然
模型
Ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｐｈｙｓｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ /
ｎａｔｕｒａｌ ｍｏｄｅｌ

ＷＡＳ 或苯肾上腺素
ＷＡＳ ｏｒ
ｐｈｅｎｙｌｅｐｈｒｉｎｅ

肥大细胞活化
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｏｆ ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓ

较为新颖ꎬ反映了人类状况的压力变
化ꎬ但需证明其稳定性ꎮ
Ｉｔ ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｎｏｖｅｌ ａｎｄ ｒｅｆｌｅｃｔｓ ｔｈｅ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ
ｉｔｓ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｎｅｅｄｓ ｔｏ ｂｅ ｐｒｏｖｅｄ.

[１８－２０]
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　 　 ＷＡＳ 模型反映了人类状况的压力变化ꎬ并且表

现出患者中出现的许多关键症状ꎬ较为新颖ꎬ可作

为动物模型来阐明导致 ＩＣ / ＢＰＳ 患者的内脏敏感性

脑表型的机制ꎮ 此外ꎬ采用多学科的方法ꎬ评估了

该模型来研究泌尿系统慢性骨盆疼痛综合征的可

行性[２１]ꎮ ＷＡＳ 模型和苯肾上腺素模型不仅重现了

ＩＣ / ＢＰＳ 膀胱的变化ꎬ而且还诱导了可能在 ＩＣ / ＢＰＳ
患者中发现的全身性改变ꎬ为 ＩＣ / ＢＰＳ 提供了新的

研究方向ꎮ

２　 模型评估标准

ＩＣ / ＢＰＳ 的主要症状为尿频、尿急及膀胱区疼

痛ꎮ 因此ꎬ是否能表达所有表型成为 ＩＣ 动物模型评

估的标准ꎮ
为了观察膀胱活动ꎬ徐曦等[２２] 将 ＰＥ－５０ 导管

置入大鼠膀胱ꎬ连接多通道生理信号采集处理系

统ꎬ以速度为 １０ ｍＬ / ｈ 灌注生理盐水ꎬ记录大鼠膀胱

收缩间歇及排尿频率ꎮ Ｌａｉ 等[２３]将小鼠置于单独的

定制排尿笼中ꎬ以 １２ ｈ 光照和 １２ ｈ 黑暗循环 ２４ ｈ
实时记录排尿习惯ꎮ 关于疼痛的评估ꎬ Ｇｏｖｅｒｎｏ
等[２４]使用一组尺寸为 １􀆰 ６５ ~ ５􀆰 ０７ 的 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细

丝ꎬ通过垂直于膀胱表面施加 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 细丝并记录

动物的反应来评估耻骨上骨盆区域的触觉敏感性ꎮ
阳性行为是:①腹部急剧收缩ꎬ②即时舔和刮擦ꎬ③
跳跃ꎮ 从最小的细丝开始ꎬ每个细丝总共施加 １０
次ꎬ持续 ３ ｓꎬ每次刺激之间间隔为 ８ ｓꎮ 记录每根单

丝的阳性反应百分比(响应频率)ꎬ通过响应频率对

应对数图的线性部分绘制的回归线计算每只小鼠

的 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 力ꎮ

３　 总结与展望

ＩＣ / ＢＰＳ 是一种病因未明的慢性疼痛疾病ꎮ 为

了更好地了解其病理生理学ꎬ已经付出许多努力来

创建 ＩＣ 动物模型ꎮ 大多数现有的 ＩＣ 模型是通过对

健康动物施以有害物质ꎬ引起膀胱内或全身刺激ꎬ
来重现人类患者的症状和全身变化ꎮ 这些模型虽

然有助于理解各种机制ꎬ但是仅限于证明膀胱和神

经系统如何对伤害性刺激做出反应ꎬ并不能反映

ＩＣ / ＢＰＳ 复杂的相互作用和病理生理学ꎮ
目前ꎬ关于构建 ＩＣ 模型的所有方法中ꎬ任何单

一模型都无法模拟人类疾病的所有方面ꎮ 因此ꎬ在
后续的研究工作中应着重对以下方面进行改进:①
膀胱内药物滴注作为常用方法ꎬ能很好地还原人类

ＩＣ / ＢＰＳ 的表型ꎬ但需反复灌注ꎬ特别对于小鼠有一

定的操作难度及尿道狭窄的可能ꎻ②腹腔内注射

ＣＹＰ 作为应用最多的方法ꎬ是一种方便且经过充分

研究的模型ꎬ但针对小鼠造模ꎬ其膀胱黏膜呈增生

改变ꎬ不符合人类溃疡型 ＩＣ / ＢＰＳ 改变ꎬ需要联合其

他方法共同造模ꎻ③自身免疫模型兼顾了 ＩＣ / ＢＰＳ
全身症状ꎬ但其制备成本高ꎬ需进一步优化剂量ꎻ④
其他造模方法目前较为新颖ꎬ更加关注模拟患者的

全身症状ꎬ为研究提供可新方向ꎬ但需长期观察其

其稳定性ꎮ
综上所述ꎬＩＣ / ＢＰＳ 现病因未明ꎬ模型多样ꎬ各具

优缺点ꎬ尚没有标准的动物模型ꎬ但是可以改良现

有的模型适应不同的研究需求ꎮ 构建理想的 ＩＣ 模

型将随着对疾病的认识不断加深ꎬ相信在不久的将

来会实现ꎮ
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[ １ ] 　 Ｍａｌｄｅ Ｓꎬ Ｐａｌｍｉｓａｎｉ Ｓꎬ Ａｌ￣Ｋａｉｓｙ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｏｆ
ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ: ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ [ Ｊ] . ＢＪＵ Ｉｎｔꎬ ２０１８ꎬ １２２
(５):７２９－７４３.

[ ２ ] 　 王旭ꎬ 邓晓敬. 膀胱疼痛综合征 / 间质性膀胱炎的研究进展

[Ｊ] . 临床和实验医学杂志ꎬ ２０１８ꎬ １７(２０):２２３５－２２３８.
Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｄｅｎｇ ＸＪ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ /
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ[Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ １７(２０): ２２３５
－２２３８.

[ ３ ] 　 Ｒｏｕｒｋｅ Ｗꎬ Ｋｈａｎ ＳＡꎬ Ａｈｍｅｄ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｉｎｆｕｌ ｂｌａｄｄｅｒ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ / ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ: ａｅｔｉｏｌｏｇｙꎬ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ [ Ｊ] . Ａｒｃｈ Ｉｔａｌ Ｕｒｏｌ Ａｎｄｒｏｌꎬ ２０１４ꎬ ８６ ( ２): １２６
－１３１.

[ ４ ] 　 Ｗｅｓｔｒｏｐｐ ＪＬꎬ Ｂｕｆｆｉｎｇｔｏｎ ＣＡ. Ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ
[Ｊ] . Ｊ Ｕｒｏｌꎬ ２００２ꎬ １６７(２ Ｐｔ １):６９４－７０２.

[ ５ ] 　 Ｋａｔｏ Ｋꎬ Ｋｉｔａｄａ Ｓꎬ Ｌｏｎｇｈｕｒｓｔ ＰＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｉｍｅ￣ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ
ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｃｅｔｏｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｙｓｔｉｔｉｓ
[Ｊ] . Ｊ Ｕｒｏｌꎬ １９９０ꎬ １４４(５):１２７２－１２７６.

[ ６ ] 　 Ｅｌ￣Ｈａｍａｍｓｙ Ｄ. Ｂｌａｄｄｅｒ ｗａｌｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｂｌａｄｄｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎬ ｏｖｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｎｏｃｉｃｅｐｔｉｏｎ ｉｎ
ａ ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ￣ｌｉｋｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ] . Ｉｎｔ
Ｕｒｏｇｙｎｅｃｏｌ Ｊꎬ ２０１９ꎬ ３０(５):８４５－８４６.

[ ７ ] 　 Ｌｅｅ ＹＬꎬ Ｌｉｎ ＫＬꎬ Ｃｈｕａｎｇ ＳＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ｂｌａｄｄｅｒ ｒｅｐａｉｒ ａｆｔｅｒ ｈｙａｌｕｒｏｎａｎ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｋｅｔａｍｉｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｙｓｔｉｔｉｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ [Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌꎬ ２０１７ꎬ １８７
(９): １９４５－１９５９.

[ ８ ] 　 Ｓｏｎｇ ＰＨꎬ Ｃｈｕｎ ＳＹꎬ Ｃｈｕｎｇ ＪＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ５ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｎｅｕｒｏｕｒｏｌ Ｊꎬ ２０１７ꎬ ２１(３): １６３－１７０.

[ ９ ] 　 Ｒｙｕ ＣＭꎬ Ｙｕ ＨＹꎬ Ｌｅｅ ＨＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｉｎｔｒａｖｉｔａｌ ｉｍａｇｉｎｇ
ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｓ ｔｈｅｉｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｃｙ ｉｎ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ / ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ [ Ｊ ] . Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓꎬ

１５１



中国实验动物学报 ２０２０ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＦｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. １

２０１８ꎬ ８(２０):５６１０－５６２４.
[１０] 　 Ｌｖ ＹＳꎬ Ｙａｏ ＹＳꎬ Ｒｏｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒａｖｅｓｉｃａｌ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ ｃａｕｓｅｓ

ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｙｓｔｉｔｉｓ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ: ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ / ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｕｒｏｌꎬ ２０１４ꎬ ２１(６):６０１
－６０７.

[１１] 　 Ｈｕ ＶＹꎬ Ｍａｌｌｅｙ Ｓꎬ Ｄａｔｔｉｌｉｏ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＯＸ￣２ ａｎｄ ｐｒｏｓｔａｎｏｉｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｔｕｒｉｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｆｔｅｒ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｙｓｔｉｔｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ [Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｇｕｌ Ｉｎｔｅｇｒ Ｃｏｍｐ
Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２００３ꎬ ２８４(２):Ｒ５７４－５８５.

[１２] 　 Ｇｏｌｕｂｅｖａ ＡＶꎬ Ｚｈｄａｎｏｖ ＡＶꎬ Ｍａｌｌｅｌ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ: ｔｉｓｓｕｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎꎬ ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇꎬ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｏ
ｍｅｔａｂｏｔｒｏｐｉｃ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ [ Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｐꎬ ２０１４ꎬ ２
(３): ｅ００２６０.

[１３] 　 Ｌｅｅ Ｇ. Ｕｒｏｐｌａｋｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｕｒｉｎａｒｙ ｔｒａｃｔ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｎｅｕｒｏｕｒｏｌ Ｊꎬ
２０１１ꎬ １５(１):４－１２.

[１４] 　 Ｉｚｇｉ Ｋꎬ Ａｌｔｕｎｔａｓ ＣＺꎬ Ｂｉｃｅｒ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｒｏｐｌａｋｉｎ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎｉｔｉａｔｅｓ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ / ｐａｉｎｆｕｌ ｂｌａｄｄｅｒ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ｍｉｃｅ [Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１３ꎬ ８(８): ｅ７２０６７.

[１５] 　 Ｌｉｕ Ｗꎬ Ｅｖａｎｏｆｆ ＤＰꎬ Ｃｈｅｎ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｒｉｎａｒｙ ｂｌａｄｄｅｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ
ａｎｔｉｇｅｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅꎬ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ [ Ｊ] . Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２００７ꎬ １７８ ( １): ５３９
－５４６.

[１６] 　 Ｙａｎｇ Ｗꎬ Ｙａｇｇｉｅ ＲＥꎬ Ｊｉａｎｇ ＭＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｙｌｏｘｙａｃｙｌ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｐｅｌｖｉｃ ｐａｉｎ ｓｅｖｅｒｉｔｙ [ Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｇｕｌ Ｉｎｔｅｇｒ
Ｃｏｍｐ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１８ꎬ ３１４(３): Ｒ３５３￣ｒ３６５.

[１７] 　 Ｒｕｄｉｃｋ ＣＮꎬ Ｃｈｅｎ ＭＣꎬ Ｍｏｎｇｉｕ ＡＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｒｇａｎ ｃｒｏｓｓ ｔａｌｋ
ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｐｅｌｖｉｃ ｐａｉｎ [ Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｇｕｌ Ｉｎｔｅｇｒ Ｃｏｍｐ
Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２００７ꎬ ２９３(３): Ｒ１１９１－１１９８.

[１８] 　 Ｗａｎｇ Ｚꎬ Ｃｈａｎｇ ＨＨꎬ Ｇａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ａｖｏｉｄａｎｃｅ

ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｎｄ ｃｅｎｔｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｂｌａｄｄｅｒ ｆｉｌｌｉｎｇ ｉｎ
ｔｈｅ ｒａｔ: Ａ ｍｕｌｔｉｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｕｒｏｌｏｇｉｃ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｅｌｖｉｃ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ (ＭＡＰＰ) ｒｅｓｅａｒｃｈ ｎｅｔｗｏｒｋ ｓｔｕｄｙ
[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２(９): ｅ０１８２９７６.

[１９] 　 Ｂｕｆｆｉｎｇｔｏｎ ＣＡꎬ Ｐａｃａｋ Ｋ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｌａｓｍａ ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｔｓ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｕｒｏｌꎬ ２００１ꎬ
１６５(６ Ｐｔ １):２０５１－２０５４.

[２０] 　 Ｃｈａｒｒｕａ Ａꎬ Ｐｉｎｔｏ Ｒꎬ Ｔａｙｌｏｒ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｎ ｔｈｅ ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ ｓｙｓｔｅｍ
ｂｅ ｉｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ /
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ? Ａ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ [ Ｊ ] .
Ｎｅｕｒｏｕｒｏｌ Ｕｒｏｄｙｎꎬ ２０１５ꎬ ３４(５):４８９－４９６.

[２１] 　 Ｃｌｅｍｅｎｓ ＪＱꎬ Ｍｕｌｌｉｎｓ Ｃꎬ Ｋｕｓｅｋ ＪＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＭＡＰＰ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｎｅｔｗｏｒｋ: ａ ｎｏｖｅｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｕｒｏｌｏｇｉｃ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｅｌｖｉｃ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ
[Ｊ] . ＢＭＣ Ｕｒｏｌꎬ ２０１４ꎬ １４:５７.

[２２] 　 徐曦ꎬ 张嘉鹏ꎬ 王健ꎬ 等. ＮＡＬＰ３ 炎症小体在间质性膀胱炎 /
膀胱疼痛综合征中的表达及作用 [ Ｊ] . 中华泌尿外科杂志ꎬ
２０１８ꎬ ３９(８):６１９－６２５.
Ｘｕ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＰꎬ Ｗａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ ＮＡＬＰ３
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｙｓｔｉｔｉｓ / ｂｌａｄｄｅｒ ｐａｉｎ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ
[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｕｒｏｌꎬ ２０１８ꎬ ３９(８): ６１９－６２５.

[２３] 　 Ｌａｉ Ｈꎬ Ｇｅｒｅａｕ ＲＷ ４ｔｈꎬ Ｌｕｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｕｒｏｌｏｇｉｃ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｅｌｖｉｃ ｐａｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ: Ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｍｕｌｔｉｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｅｌｖｉｃ ｐａｉｎ
ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｎｅｔｗｏｒｋ[Ｊ] . Ｕｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ ８５(６):１４５４－１４６５.

[２４] 　 Ｇｏｖｅｒｎｏ ＲＪꎬ Ｐｒｉｏｒ ＭＪꎬ Ｍｏｒｒｉｓ ＰＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ
ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｐｕｎｃｔａｔｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌｉ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍ ｄｅｓｉｇｎｅｄ
ｆｏｒ ｆＭＲＩ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｒｏｄｅｎｔｓ [Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２００７ꎬ １６３
(１): ３１－３７.

[收稿日期] 　 ２０１９－０８－２２

２５１
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