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不可预期应激刺激对大鼠消化道免疫和
微生物菌群的影响

王晓宇1,马富强2,张晓宁1,何　 伟1,宿杨帅1,万红叶1,胡　 玲1,景向红1∗

(1.中国中医科学院针灸研究所,北京　 100700; 2.洛阳市第一中医院,河南 洛阳　 471000)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过对 9 d 不可预期应激刺激干预后大鼠的观察,分析不可预期应激刺激对胃肠道免疫系统

和微生物种群的影响,为慢性应激对胃肠道功能的研究提供参考。 方法　 24 只 SD 大鼠随机分为空白组和慢性应

激模型组。 模型组大鼠连续 9 d 接受不可预期应激刺激。 造模完成后随机选择 5 只正常组和模型组大鼠,采集其

粪便样本进行肠道微生物多样性分析。 两组各 12 只大鼠中,随机选取 4 只进行灌流固定,取胃窦、结肠组织进行

形态学观察;其余 8 只大鼠取血浆和肾上腺组织检测其中皮质酮的含量。 结果　 (1)9 d 不可预期应激刺激后,模
型组大鼠 9 d 体重增值与正常组大鼠相比明显减少(P= 0. 001),模型组大鼠肾上腺组织中皮质酮含量与正常组大

鼠相比明显降低(P= 0. 006);模型组大鼠血浆中皮质酮含量与正常组大鼠相比增加(P = 0. 025)。 (2)9 d 后模型

组大鼠的胃黏膜层上皮细胞排列较正常组稀疏,其厚度与正常组相比减少(P = 0. 034);模型组大鼠的胃黏膜固有

层中性粒细胞数量与正常组相比减少(P = 0. 016);模型组大鼠的结肠黏膜中中性粒细胞数量与正常组相比增多

(P= 0. 013)。 3)经过 9 d 慢性不可预期应激,Alpha 多样性分析显示,模型组大鼠粪便样本 OTU 中细菌种类与正常

组大鼠相比明显增加(P= 0. 001);其中模型组大鼠样本中脱硫弧菌科和螺杆菌科的占比为与正常组大鼠相比增加

(P= 0. 011,P= 0. 047);模型组大鼠样本中类杆菌科的占比与正常组大鼠相比明显减少,差异具有极显著的统计学

意义(P= 0. 001)。 结论　 9 d 不可预期应激刺激可以造成一个稳定的慢性应激大鼠模型,慢性应激所导致的免疫

抑制与大鼠肠道微生物菌群失调伴随发生。
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Effects of chronic heterotypic intermittent stress stimulation on
gastrointestinal immunity and microflora in rats
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　 　 【 Abstract 】 　 Objective 　 To observe the effects of chronic heterotypic intermittent stress ( HIS ) on the
gastrointestinal immune system, particularly in terms of (1) the morphology of the gastric and colonic mucosa, and (2)



intestinal microbial diversity. Methods　 We randomly divided 24 SD rats into a control group and a model group. The rats
in the model group received HIS for 9 days. After the 9 days of modeling, five rats in the control and model group were
randomly selected, and fecal samples were collected for gut microbial diversity analysis. Four of the 12 rats from each of the
two groups were randomly selected for perfusion and fixation, and tissues from the gastric antrum and colon were taken for
morphological observation. Plasma and adrenal tissues were taken from the remaining eight rats for assessment of
corticosterone content. Results　 (1) After 9 days of HIS, the rats in the model group had gained significantly less weight
than those in the control group (P = 0. 001). Furthermore, the corticosterone content in adrenal tissue was significantly
lower in the model group vs. the control group (P = 0. 006), and the corticosterone content in plasma was higher in the
model group vs. the control group (P= 0. 025). (2) After HIS, the arrangement of gastric mucosal epithelial cells in the
model group was thinner than that in the control group (P= 0. 034). Additionally, the number of neutrophils in the lamina
propria of the gastric mucosa in the model group was lower than that in the control group (P = 0. 016). The number of
neutrophils in the colonic mucosa in the model group was higher than that in the control group (P = 0. 013). (3) After 9
days of HIS, Alpha diversity analysis showed that the number of operational taxonomic units in the fecal samples from the
model group was significantly higher than that in the control group (P= 0. 001). The proportion of desulfovibrionaceae and
helicobacteraceae in the model group was higher than that in the control group (P= 0. 011, P= 0. 047). Furthermore, the
proportion of bacteroidaceae in the model group was significantly lower than that in the control group (P = 0. 001).
Conclusions 　 Nine days of HIS induced a stable rat model of chronic stress in which chronic stress-induced
immunosuppression occurred concomitantly with dysregulation of the gut microbial flora.
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　 　 急性的应激刺激可通过影响胃肠道血流、运动

收缩功能而产生直接的作用[1]。 慢性应激刺激对

胃肠道的影响与急性应激明显不同,其所致的焦虑

和紧张可增加如腹泻[2]、便秘、胀气和腹痛[3] 等症

状[4],因此较多的研究工作关注了慢性应激与功能

性消化不良、肠易激综合征之间的联系[5-6]。 在慢

性应激刺激对胃肠道产生影响的过程中,免疫系

统[7] 和肠道微生物种群[8] 的改变也起到了重要的

作用,但在目前动物实验中对这两方面内容的观察

和系统研究比较少。
在研究慢性应激的动物实验中,为了避免神经

内分泌系统对应激刺激的适应和习惯化,慢性应激

模型的建立从单一刺激源的模式过渡到多重刺激

源的模式[9]。 慢性不可预期刺激最初由 Katz 等

人[10]提出,多年来该刺激模式已经被反复的修改,
并作为研究抑郁症和创伤应激障碍的一个有价值

的模型系统得到研究者们的重视[11]。 在大鼠慢性

应激模型的建立中,较常用的方法有:束缚应激,制
动应激,寒冷应激、电击、听源性应激和环境应激

等[12]。 本研究中选择了避水应激,强迫游泳应激,
寒冷束缚应激作为不可预期刺激的应激源, (与

1. 3. 1 对应)对大鼠慢进行为期 9 d 干预[13],使用随

机数列来组合排列不同刺激的顺序。 通过对接受

该刺激大鼠体重、胃黏膜受损情况、应激程度以及

肠道微生物多样性的观察,分析慢性应激刺激对胃

肠道免疫系统和微生物种群的影响,为慢性应激对

胃肠道功能的研究提供重要的补充和参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

24 只 6 周龄 SPF 级健康雄性 SD 大鼠,体重

(207. 50±4. 64)g,由斯贝福(北京)生物技术有限公

司提供[SCXK(京)2016-0002]。 实验动物均饲养

于中国中医科学院中医基础理论研究所 [ SYXK
(京)2016-0021]。 适应性饲养 3 d 后,根据体重随

机分为正常组和模型组,每组 12 只。 模型组大鼠连

续 9 d 接受不可预期应激刺激,实验内容经中国中

医科学院针灸研究所伦理委员会审查(中科针伦

(D2018-04-13-1))。
1. 2　 主要试剂与仪器

10%福尔马林固定液(索莱宝,中国);皮质酮

(Corticosterone,Cort) 荧光免疫分析试剂盒 ( R&D
systems,美国);无水乙醇(国药集团,中国);二甲苯

(国药集团,中国);苏木精(SIGMA,美国);水溶性

伊红(国药集团,中国);DNA Marker ( Thermo,美

国);琼脂糖(Oxoid,英国);溴化乙锭( Thermo,美
国);冰乙酸(国药集团,中国);异丙醇(国药集团,
中国)。

电子秤 (日立,日本);EG1150H 组织包埋机

(徕卡,德国);RM2235 石蜡切片机(徕卡,德国);
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光学显微镜(奥林巴斯,日本);Thermo 4℃低温高速

离心机(Thermo,美国);全波长扫描式多功能酶标

仪(Thermo,美国);T-gradient PCR 仪(Biometra,德
国);Gel-Doc2000 凝胶成像系统(Bio-rad,美国);变
性梯度凝胶电泳仪 ( Bio-rad,美国);DNA 测序仪

(Hitachi,日本);凝胶电泳成像分析仪(Bio-rad,美
国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 不可预期应激模型的建立

模型组大鼠连续 9 d 接受不可预期应激刺激。
该刺激由 3 个随机选择的应激源组成:避水应激

(water avoidance stress,WAS) 60 min,强迫游泳应激

(forced swimming stress,FSS)20 min,寒冷束缚应激

(cold restraint stress,CRS)5 min。 每天上午 8 点到

11 点之间,模型组大鼠进行应激刺激,所使用的应

激源由电脑设定随机序列来确定。 避水应激刺激

的实施:大鼠被放置在一个长度 8. 5 cm 宽度 6 cm
高度为 12 cm 的高台上并放入一个装满水的塑料容

器(长 54 cm、宽 36 cm、高 14 cm)中 60 min,实施的

时间是第 1、4、6 天。 强迫游泳应激刺激的实施时间

是第 2、7、9 天。 对于 CRS,实验动物被限制在金属

固定器中,浸入 4℃的水中 5 min,实施的时间是第

3、5、8 天。 正常组大鼠同时被放置到另一个不进行

应激刺激的实验室。
9 d 造模完成后随机选择 5 只正常组和模型组

大鼠,采集其粪便样本进行肠道微生物多样性分

析。 两组各 12 只大鼠中,随机选取 4 只正常组和模

型组大鼠进行灌流固定,取胃窦、部结肠组织进行

形态学观察;各组其余 8 只大鼠取血浆和肾上腺组

织检测其中皮质酮的含量,取材完毕后将大鼠放入

二氧化碳箱中处死。
1. 3. 2　 血清及肾上腺中皮质酮含量的测量

正常组和模型组大鼠于第 9 天后上午经心脏取

血浆和肾上腺组织。 使用双抗夹心 ELISA 分别测

定血浆及肾上腺组织中的皮质酮含量,分析结果使

用酶标仪在 450 nm 吸收波长读数,使用标准品 OD
值建立标准方程,再将样本 OD 值代入标准方程求

得样本含量。
1. 3. 3　 胃组织石蜡切片的观察

随机选取 4 只正常组和模型组大鼠进行灌流固

定,每只大鼠取 1. 5 cm×0. 5 cm 胃窦部和结肠组织,
使用 4%的甲醛溶液进行固定,进行石蜡包埋、切片

并进行 HE 染色,染色完成后使用中性树脂封片进

行观察。 胃黏膜厚度的测量:随机选择正常组和模

型组大鼠各样本中胃黏膜 2 个视野,测量每个视野

下胃黏膜的厚度,取其平均值。 中性粒细胞的计

数:在 40 倍镜下,随机选择正常组和模型组大鼠各

样本中胃黏膜及结肠 2 个视野,测量每个视野下胃

黏膜固有层及结肠黏膜中的中性粒细胞个数,取其

平均值。
1. 3. 4　 胃肠道微生物多样性分析

随机选择 5 只正常组和模型组大鼠,采集其粪便

进行胃肠道微生物多样性分析。 提取各组样本总

DNA 后,通过热循环 PCR 系统,使用正向引物 341F-
35 ( 5′-GCCTCCCTCGCGCCATCAGCAGTAGACGTCCT
AYGGGRBGCASCAG-3′) 和 反 向 引 物 806R ( 5′-
GCCTTGCCAGCCCGCTCAGGGACTACNNGGGTATCT
AAT-3′)靶向 16S rRNA 基因的 V3~ V4 区域进行扩

增[14-15]。 PCR 反应一式三份,起始变性步骤是在

95℃进行 3 min,然后在 95℃进行 27 轮变性 30 s,在
55℃进行 30 s 退火,并在 72℃进行 45 s 的延伸,最后

的延伸步骤为 72℃,持续 10 min。 扩增的产物在 2%
琼脂糖凝胶上可视化,经纯化、定量和均一化形成测

序文库。
建好的文库先进行文库质检,质检合格的文库

使用 Illumina HiSeq 2500 进行高通量测序。 所获得

的原始图像数据文件,经碱基识别(base calling)分
析转化为原始测序序列 ( sequenced reads )。 将

Hiseq 测序得到的双端序列数据使用 FLASH v1. 2. 7
软件拼接成一条序列 Tags,使用 Trimmomatic v0. 33
软件对拼接得到 的 Raw Tags 进 行 过 滤, 使 用

UCHIME v4. 2 软件鉴定并去除嵌合体序列,得到最

终有效数据。 在完成数据预处理后,对信息进行分

析,划分操作分类单元( operational taxonomic unit,
OTU)并进行多样性分析。 分类分析是基于 97%的

同一性阈值获得的 OTUS,因为这个同一性值通常

被认为代表物种水平。 将 OTU 的代表序列与微生

物参考数据库进行比对可得到每个 OTU 对应的物

种分类信息,进而在个水平(门、纲、类、科、属、种)
统计各样本群落组成,生成不同分类水平上的物种

丰度表。 Alpha 多样性反映的是单个样品内部的物

种多样性,有多种衡量指标:Ace、Chao1 等。 使用

QIIME 软件对数据进行 Beta 多样性分析,比较不同

组样本在物种多样性方面存在的差异大小。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 16. 0 软件进行数据处理,计量资料
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以平均数±标准误差( 􀭰x ±s􀭰x )表示。 符合正态分布

且方差齐者,采用单因素方差分析,进一步两两比

较采用 SNK-q 检验;不满足方差齐性或正态分布则

采用 Kruskal-Wallis H 检验,以 P<0. 05 作为差异有

统计学意义的标准。 配对样本数据采用配对样本 t
检验,以 P<0. 05 作为差异有统计学意义的标准。

2　 结果

2. 1　 不可预期应激刺激对大鼠体重的影响

9 d 不可预期应激刺激后,模型组大鼠体重均

值为 ( 271. 40 ± 4. 17) g,与正常组大鼠 ( 300. 64 ±
4. 22)g 相比明显减少,差异具有极显著的统计学意

义(P<0. 01)。 模型组大鼠在应激 9 d 中体重增值

为(58. 58±3. 80)g,与正常组大鼠未受应激生长 9 d
(92. 54±3. 57) g 相比明显减少,差异具有极显著的

统计学意义(P= 0. 001)。 (见图 1)

注:A:与正常组比较,∗∗P<0. 01;B:与正常组比较,∗P<0. 05。

图 2　 9 d 不可预期应激刺激对大鼠肾上腺及血清中皮质酮含量的影响( 􀭰x ±s􀭰x,n= 8)
Note. A, Compared with control group, ∗∗P<0. 01. B, Compared with control group, ∗P<0. 05.

Figure 2　 Effect of 9 days HIS on CORT levels in adrenal gland and plasma

2. 2　 不可预期应激刺激对大鼠肾上腺及血清中皮

质酮含量的影响

9 d 不可预期应激刺激后,模型组大鼠肾上腺组

织中皮质酮含量为(0. 20±0. 02)pg / mg,与正常组大

鼠(0. 34±0. 03)pg / mg 相比明显降低,差异具有极显

著的统计学意义(P=0. 006)。 模型组大鼠在应激 9 d
后血浆中皮质酮含量(0. 29±0. 03)pg / mg,与正常组

大鼠(0. 17±0. 03)pg / mg 相比明显增加,差异具有显

著的统计学意义(P=0. 025)。 (见图 2)
2. 3　 不可预期应激刺激对大鼠胃黏膜的影响

正常组大鼠的胃黏膜层上皮细胞排列整齐,黏
膜肌层与黏膜下层结构清晰,固有层可见中性粒细

胞。 模型组大鼠的胃黏膜层上皮细胞排列较正常

组稀疏,其厚度为(635. 14 ± 36. 00) μm,与正常组

(893. 86±45. 52)μm 相比明显减少,差异具有显著

的统计学意义(P = 0. 034)。 模型组大鼠的胃黏膜

固有层中性粒细胞数量(16. 27±1. 80)个与正常组

(23. 33±2. 80)个相比明显减少,差异具有显著的统

计学意义(P= 0. 016)。 (见图 3)
正常组大鼠的结肠黏膜组织中可散见中性粒

细胞。 与正常组相比,模型组大鼠的结肠组织中可

观察到较多数量的中性粒细胞浸润。 模型组大鼠

结肠黏膜中中性粒细胞数量为(34. 50±3. 10)个与

正常组(21. 50±2. 60)个相比明显减少,差异具有显

著的统计学意义(P= 0. 013)。 (见图 4)
2. 4　 不可预期应激刺激对大鼠胃肠道微生物多样

性的影响

9 d 不可预期应激刺激后,取 5 只模型组大鼠和

5 只正常组大鼠粪便样本进行了微生物多样性分

析。基于细菌( Silva)和真菌( UNITE)分类学数据

注:与正常组比较,∗∗P<0. 01。

图 1　 9 d 不可预期应激刺激对大鼠

体重的影响( 􀭰x ±s􀭰x,n= 12)
Note. Compared with control group, ∗∗P<0. 01.

Figure 1　 Effect of 9 days HIS on body weight in rats
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注:A:正常组;B:模型组;C:正常组;D:模型组。

图 3　 9 d 不可预期应激刺激对大鼠胃黏膜的影响(􀭰x±s􀭰x,n= 4)
Note. A, Control group. B, Model group. C, Control group. D, Model group.

Figure 3　 Effect of 9 days HIS on gastric mucosa in rats

注:A:正常组;B:模型组。

图 4　 9 d 不可预期应激刺激对大鼠结肠黏膜的影响( 􀭰x ±s􀭰x,n= 3)
Note. A, Control group. B, Model group.

Figure 4　 Effect of 9 days HIS on colonic mucosa in rats

库,对样本 OTU 聚类进行分类学注释,并通过聚类

得到个样本的 OTU 聚类的个数。 Alpha 多样性分析

结果显示模型组大鼠样本中 OTU 个数为(727. 20±
24. 66)个,与正常组大鼠(530. 00±25. 96)个相比明

显增加, 差 异 具 有 极 显 著 的 统 计 学 意 义 ( P =
0. 001)。 对所获得的数据进行 Alpha 多样性分析,
可以观察到模型组大鼠样本 ACE 指数为(747. 20±
21. 98),与正常组大鼠(555. 34±23. 47)相比明显增

加,差异具有极显著的统计学意义(P = 0. 001);模
型组大鼠样本 Chao1 指数为(755. 04±21. 31),与正

常组大鼠(569. 40±26. 94)相比明显增加,差异具有

极显著的统计学意义(P= 0. 001)(见图 5、6)。
正常组和模型组大鼠样本中优势菌种主要归

属 于 拟 杆 菌 门 ( Bacteroidetes )、 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)及变形菌门(Proteobacteria)三大类,与
肠道主要固有菌群的构成相同。 其中模型组大鼠

样本中脱硫弧菌科(Desulfovibrionaceae)的占比为

(2. 53±0. 46)%,与正常组大鼠(0. 78±0. 27)%相比

明显增加, 差 异 具 有 显 著 的 统 计 学 意 义 ( P =
0. 011 ); 模 型 组 大 鼠 样 本 中 螺 杆 菌 科

(Helicobacteraceae)的占比为(8. 21±1. 86)%,与正

常组大鼠(2. 90±1. 29)%相比明显增加,差异具有

显著的统计学意义(P = 0. 047)。 模型组大鼠样本

中类 杆 菌 科 ( Bacteroidaceae ) 的 占 比 为 ( 0. 35 ±
0. 11)%,与正常组大鼠(2. 60±0. 44)%相比明显减

少,差异具有极显著的统计学意义 (P = 0. 001)。
(见图 7、8)
　 　 通过主成分分析(principal component analysis,
PCA)的方法,对各组样本进行 Beta 多样性分析,可
以观察到正常组和模型组大鼠样本中菌种主要成分

有分离的趋势,两组细菌群落结构有一定的差异(图
9)。 正常组大鼠中第一主成分对样品差异的贡献值

为 74. 38%,第二主成分对样品差异的贡献值为

11. 42%。 与模型组中第一主成分对样品差异的贡献

值 83. 19%和第二主成分对样品差异的贡献值 7. 44%
相比,差异无统计学意义(P=0. 341)。 (见图 9)
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注:A:模型组与正常组比较,∗∗P<0. 01;B:模型组与正常组比较,∗∗P<0. 01;C:模型组与正常组比较,∗∗P<0. 01。

图 5　 9 d 不可预期应激刺激对大鼠胃肠道微生物多样性的影响( 􀭰x ±s􀭰x,n= 5)
Note. A, Model group compared with control group, ∗∗P<0. 01. B, Model group compared with control group, ∗∗P<0. 01. C, Model group

compared with control group, ∗∗P<0. 01.

Figure 5　 Effect of 9 Days HIS on gastrointestinal microbial diversity in rats

注:Venn 图可以展示样本之间共有、特有 OTU 数目,直观地表现出样本间 OTU 的重合情况。

图 6　 正常组和模型组各样本胃肠道微生物 OTU Venn 图

Note. The Venn diagram can show the number of unique OTUs shared between samples, visually showing
the coincidence of OTUs between samples.

Figure 6　 Gastrointestinal microbe OTU Venn map of control and model groups

注:A:模型组与正常组比较,∗P<0. 05;B:模型组与正常组比较,∗P<0. 05;C:模型组与正常组比较,∗∗P<0. 01。

图 7　 9 d 不可预期应激刺激对大鼠胃肠道细菌中脱硫弧菌科、螺杆菌科和类杆菌科占比的影响( 􀭰x ±s􀭰x,n= 5)
Note. A, Model group compared with control group, ∗P<0. 05. B, Model group compared with control group, ∗P<0. 05. C, Model

group compared with control group, ∗∗P<0. 01.

Figure 7　 Effect of 9 Days HIS on proportion of desulfovibrionaceae, helicobacteraceae and bacteroidaceae in
gastrointestinal microbial diversity
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图 8　 正常组和模型组各样本胃肠道细菌物种分布柱状图

Figure 8　 Histogram of species distribution of gastrointestinal bacteria in control and model groups

图 9　 正常组和模型组各样本胃肠道细菌物种 PCA 分析图

Figure 9　 PCA analysis of gastrointestinal
bacteria in control and model groups

3　 讨论

具有一致性和可重复性的实验模型和范式是

推动生物学科发展的助力之一。 在慢性应激研究

中不可预期应激刺激模式可以提供更一致的造模

方法并提高了在不同实验室之间产生可重复结果

的可能性[16]。 本研究中采用的 9 d 不可预期应激

刺激造成大鼠体重增幅明显降低[17-18]。 同时观察

到慢性应激导致血浆皮质酮含量显著升高[19],肾上

腺肥大但皮质酮含量减少的现象[20]。 说明经过 9 d
不可预期刺激后大鼠的下丘脑 -垂体 -肾上腺轴

(HPA)已被激活[9]。
慢性应激刺激对胃肠道免疫功能的影响也是

显而易见的。 长期应激刺激可以直接影响胃窦和胃

底上皮细胞的增殖[21],并导致血管充血以及回肠和

结肠上皮的退化[22]。 有不少研究者们注意到了应

激可诱导的血浆皮质酮升高通过激活糖皮质激素

受体抑制先天免疫[23],14 d 慢性应激暴露导致雄性

Wistar 大鼠血浆中 IgG 抗体水平和迟发型超敏反应

(DTH)响应受到抑制[24]。 有研究观察到慢性应激

对大鼠皮肤的免疫力产生了免疫抑制,抑制了白细

胞从血液到皮肤的动员[25]。 这一结果与本研究中

观察到慢性应激大鼠胃黏膜固有层中中性粒细胞

数量减少的现象类似。 本研究中还观察到,慢性不

可预期刺激导致结肠黏膜中中性粒细胞数量高于

正常组,说明慢性应激刺激与肠道慢性炎症之间的

具有密切的联系。 长期、持续的压力会增加溃疡性

结肠炎患者复发的次数[26],环境应激延长了克罗恩

病的病程[27]。 这与应激对神经内分泌,行为和免疫

功能具有强大调节能力关系密切[28]。 还有研究观

察到长期暴露于社会心理应激会促进大鼠肠黏膜

炎症和肥大细胞介导的屏障功能障碍:应激引起的

线粒体损伤和空肠通透性增加,与肥大细胞激活密

切相关[29]。 说明肥大细胞可以作为观察慢性应激

刺激对肠道免疫功能影响更精准的新靶点,这个方

向的研究我们会在之后的工作中继续进行。
在过去的几年中,得益于高通量核酸检测技术

的发展,对肠脑轴(肠道和大脑之间的双向通信系

统)的研究大量增加[30],肠道菌群作为研究的关键

角色得到了更多关注。 应激所致的免疫抑制是影

响肠道微生物种群变化的原因之一[31],在本研究中

我们观察到9 d不可预期应激刺激后,模型组大鼠粪

便样本中微生物种类的明显增多。 其中模型组大

鼠样本中脱硫弧菌科(Desulfovibrionaceae)和螺杆

菌科(Helicobacteraceae)细菌的占比较正常对照组

明显增加,而类杆菌科(Bacteroidaceae)细菌的占明

显下降。 有研究使用牛蔗糖喂养的大鼠导致其发
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生肠道营养不良,这类大鼠的结肠微生物组群观察

中同样显示出脱硫弧菌科的细菌丰度的增加[32];在
调查上海市实验动物生产设施以及大鼠、小鼠细菌

携带状况的研究中,观察到所有清洁级设施均存在

螺杆菌和牛棒状杆菌污染[33]。 在大肠癌患者的早

期诊断和筛查中,有研究观察到双歧杆菌和乳杆菌

明显少于正常健康组,尤其是膜菌群的肠杆菌、肠
球菌、类杆菌、双歧杆菌和乳杆菌的占比与正常组

对比明显下降[34]。 说明慢性应激造成大鼠肠道微

生物菌群失调,具体表现为正常健康者携带的有益

菌占比下降,而与肠道营养不良,设施污染相关的

菌群占比上升。 本研究中,由于采集的样本量偏

少,在 Beta 多样性分析过程中,未发现两组大鼠第

一和第二主成分对样品差异的贡献值有差异,仅可

观察到正常组和模型组大鼠样本中菌种主要成分

有分离的趋势,在下一步的研究中,会加大样本量

继续进行观察。 综上所述,9 d不可预期应激刺激可

以造成一个稳定的慢性应激大鼠模型。 在这个模

型中本研究通过对大鼠体重、胃黏膜结肠黏膜形态

学以及肠道微生物多样性的观察,全面的分析了慢

性应激刺激对胃肠道免疫系统和微生物种群的影

响,为慢性应激对胃肠道功能的研究提供重要的补

充和参考。
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TRIM26 在人和小鼠主要组织器官中的表达谱

廉　 梅1,2,林晓琳1,贾俊双1,肖胜军3,肖　 东1,2∗

(1.南方医科大学基础医学院,广州　 510515; 2.南方医科大学实验动物管理中心,广州　 510515;
3.桂林医学院第二附属医院病理科,广西 桂林　 541199)

　 　 【摘要】 　 目的　 明确 TRIM26 在人和小鼠不同组织器官中的表达定位和水平。 方法　 表达定位研究采用免

疫组织化学 PV-9000 二步法(非生物素),利用 BioGPS 数据库分析 TRIM26 在人体组织中的表达水平,RT-qPCR 检

测小鼠主要组织器官中 TRIM26 表达水平。 结果　 IHC 的结果显示,TRIM26 蛋白信号定位于细胞质和细胞核,其
表达多见于上皮细胞。 TRIM26 蛋白在人和小鼠的食管鳞状上皮细胞、胃上皮细胞、小肠上皮细胞、结肠上皮细胞、
胰岛细胞、脑胶质细胞、肾小管上皮细胞和肾小球细胞以及子宫内膜腺上皮细胞中的表达定位一致。 另外,TRIM26
分别在人体气管组织和小鼠脾组织上的相对表达量最高。 结论　 TRIM26 在人和小鼠组织上的表达定位具有一致

性,表达量略有差异。 TRIM26 在人和小鼠主要组织器官上的表达谱的明确,将为利用 TRIM26 条件性敲除小鼠解

析 TRIM26 在不同组织器官的功能奠定了良好基础。
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TRIM26 expression profile in multiple human and mouse tissues and organs
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To examine the expression level and distribution of TRIM26 in multiple human and mouse
tissues and organs. Methods 　 The immunohistochemistry ( IHC) PV- 9000 two-step method ( non-biotin) was used to
determine the expression and distribution of TRIM26. BioGPS was used to calculate TRIM26 expression levels in human
tissues and organs, whereas RT-qPCR was performed to determine its counterparts in mice. Results 　 The IHC result
indicated that the TRIM26 protein is expressed in the cytoplasm and nucleus, mainly in epithelial cells. Its expression
distribution in human esophageal squamous cells, gastric epithelial cells, small intestinal epithelial cells, colon epithelial
cells, islet cells, brain glial cells, renal tubular epithelial cells, glomerular cells, and endometrial glandular epithelial cells
was consistent with that in the mouse equivalent cells. The highest relative expression of TRIM26 was observed in human
tracheal cells and mouse spleen. Conclusions 　 Humans and mice show consistent expression distribution of TRIM26 in
multiple tissues and organs, but with different expression levels. Revealing the TRIM26 expression profile in human and
mouse main organs and tissues lays a foundation for further exploration of the functions of TRIM26 in different tissues and
organs by engineering conditional TRIM26-knockout mice.
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　 　 TRIM(三结构域蛋白,Tripartite motif)家族蛋白

具有高度保守的 RBCC 结构域,由众多的成员组成,
广泛存在于大多数动物体内,具有免疫调节和 E3
泛素连接酶活性,可参与机体的免疫应答过程和泛

素依赖的蛋白酶体介导的蛋白质降解[1]。 大多数

TRIM 蛋白由一个 RING 锌指结构域、一个或两个 B-
box 结构域和一个卷曲螺旋结构域 ( coiled-coil,
CC),又被称为 RBCC 结构域[2]。 到目前为止已经

发现了 70 多个人源 TRIM 蛋白,它们在机体中参与

了多种生物过程和疾病发病机制的调控过程。
TRIM26 / ZNF173 / RNF95 基因位于 6 号染色体

的主要组织相容性复合体(major histocompatibility
complex, MHC)区域[3]。 TRIM26 由一个 RING 锌

指结构域、一个 B-box 2 结构、一个卷曲螺旋结构域

和一个 PRY-SPRY 结构域[4] 组成;其中锌指结构域

结合 DNA,参与基因表达调控,RING 结构域具有

E3 泛素连接酶的活性[5],B-box 2 结构域参与蛋白

泛素化修饰调节,PRY-SPRY 结构域对免疫应答有

调控作用,可以促进多聚信号复合体的形成[6]。 迄

今,为数不多的研究表明,TRIM26 具有 E3 泛素连

接酶的活性[7],其在呼吸道疾病[8]、抗 HIV - 1 感

染[9]和作为精神分裂症的易感基因[10] 等方面发挥

着重要作用。 此外,E3 连接酶 TRIM26 通过泛素化

降解核内的 IRF3 负向调控 IFN-β 的产生和抗病毒

免疫反应[11];TRIM26 是抗 RNA 病毒先天免疫反应

的一个重要调节因子[12]。
最近有研究表明,TRIM26 与肿瘤有一定关系。

Mule 和 TRIM26 介导的 NEIL1 泛素化依赖调节是

细胞 DNA 损伤反应所需要的, RNA 干扰沉默

TRIM26 表达可增强人骨肉瘤 U2OS 细胞对放疗的

抵抗性[13]。 TRIM26 可通过泛素化调节 NTH1 参与

人结直肠癌 HCT116 细胞对氧化应激敏感性的调

控,RNA 干扰沉默 TRIM26 表达可增强对过氧化氢

(H2O2)所致 HCT116 细胞氧化应激损伤的保护作

用[14]。 此外,RT-qPCR、基因芯片和原位杂交等研

究结果显示,TRIM26 在鼻咽癌组织中表达显著下

调;同时,基因芯片数据亦揭示,在下调最明显的 10
个基因中,TRIM26 位于第 4 位[15]。 新近研究亦证

实,鼻咽癌组织中 TRIM26 表达下调与鼻咽癌低免

疫反应密切相关[16]。 总之,目前对 TRIM26 在肿瘤

发生、发展中的调控作用仍然知之甚少,还有待进

一步的探索。
为明确 TRIM26 在人和小鼠主要组织器官上的

表达谱,本文通过免疫组织化学技术检测 TRIM26
在正常人体和小鼠组织器官中的表达,了解该基因

在不同组织上的表达定位情况,再结合 BioGPS 数

据库和 RT-qPCR 对 TRIM26 在组织上的表达水平

进行分析。 通过表达定位和表达水平的综合分析,
明确该基因在人和小鼠主要组织器官上的表达谱,
将为利用 TRIM26 条件性敲除小鼠解析 TRIM26 在

不同组织器官的功能及其在肿瘤等疾病发生发展

过程的作用及其分子调控机制奠定基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 C57BL / 6 小鼠,雌性 5 只,30 ~ 35 日龄,
体重 15~17 g,购买于南方医科大学实验动物中心

[SCXK(粤)2016-0041],饲养在南方医科大学实验

动物中心 SPF 实验动物部 [ SYXK ( 粤) 2016 -
0167]。 实验方案通过南方医科大学实验动物伦理

审查委员会审批(L2017068),符合 3R 原则。
1. 1. 2　 实验组织

正常人体组织标本来自桂林医学院第二附属

医院病理科,取自手术切除器官病变旁正常组织

(标本来源经桂林医学院第二附属医院伦理委员会

批准并由患者签署知情同意书)。 肝(10 例),胃(7
例),肺(6 例),结肠、胰腺、肾和脾(各 5 例),食管

和子宫内膜(各 4 例),甲状腺、皮肤和乳腺(各 3
例),脑和卵巢(各 2 例)。 所有组织经病理学检查

不含癌组织。
1. 2　 主要试剂与仪器

无水乙醇、二甲苯、氯仿、异丙醇(天津市大茂

化学 试 剂 厂 ); TRIM26 抗 体 ( ab188017 ) ( 美 国

Abcam 公司);PBS 缓冲液粉末、柠檬酸盐修复液

(pH6. 0)、封闭用羊血清(工作液)、兔二步法试剂

盒(内源性过氧化物酶阻断剂、酶标山羊抗兔 IgG 聚

合物)、DAB 显色试剂盒(20X)、苏木素染色液(北
京中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ); TRIzol、
PrimeScriptTM RT Reagent Kit、SYBR Premix Ex TaqTM

(TaKaRa 公司)。 荧光定量 PCR 仪( LightCycler􀳏
96,瑞士 Roche 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 标本处理

4%多聚甲醛溶液固定组织 24 h,常规石蜡脱

水、包埋、切片(4 μm)(为减少误差,相同器官组织
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包埋于一个蜡块上)。
1. 3. 2　 免疫组织化学( immunohistochemistry,IHC)
染色

选择 PV-9000 二步法(非生物素):石蜡切片

经脱蜡、水化、抗原修复后,滴加一抗并 4℃过夜;酶
标山羊抗兔 IgG 聚合物 37℃孵育 30 min,DAB 显色

(显色时间控制一致),苏木素复染,经过梯度乙醇

与二甲苯脱水,最后中性树脂封片后在光镜观察并

拍照。 阴性对照为 PBS 代替一抗。
1. 3. 3　 免疫组织化学结果判读

免疫组织化学染色,呈棕黄色为阳性,不着色

为阴性。 结果由两位桂林医学院第二附属医院病

理科医生独立判读 TRIM26 所表达的组织部位并评

分,根据阳性信号强度不同分为 0 ~ 3 分,分别代表

TRIM26 在组织上不表达、弱阳性表达、中等阳性表

达和强阳性表达,统计评分结果,确定该基因在不

同组织上的表达强度。 阴性对照不着色为不表达。
1. 3. 4　 BioGPS 数据库分析

利用 BioGPS 数据库中的 Gene Atlas U133 A,
gcrma(http: / / biogps. org / )数据集,分析 TRIM26 在

人的主要组织器官中的 mRNA 表达水平,并用

GraphPad Prism 5 做柱形图。
1. 3. 5　 小鼠组织 RNA 提取和实时荧光定量 PCR
反应(quantitative real time polymerase chain reaction,
RT-qPCR)

收取小鼠主要组织器官,按说明书抽提总 RNA
和逆转录反应。 以获得的 cDNA 为模板,设计引物

进行 RT-qPCR 检测。 选择 GAPDH 基因作为内参

照,检测 TRIM26 的表达;选择在小鼠组织中表达量

最低的组织为 1,其他组织器官按其相对表达量

作图。
小 鼠 GAPDH 上 游 引 物 序 列: 5′-

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3′,下游引物序列:
5′-GGGGTCGTTGATGGCAACA-3′;小鼠 TRIM26 上

游引物序列:5′-TCGGCCAGTGGATACCTACAT-3′,下
游引物序列:5′-TGGCTCACAGTCAAACTGCTG-3′。

2　 结果

2. 1　 人体主要组织器官中 TRIM26 的表达谱

对不同人体组织的 IHC 染色结果进行评分,染
色呈深棕色为强表达,不着色为不表达。 IHC 结果

分析显示,TRIM26 蛋白主要定位于细胞质中,少部

分组织定位于细胞核,同一组织的表达定位在多例

标本中一致(图 1)。 在食管鳞状上皮细胞(图 1A)、
胃底腺上皮细胞(图 1B)、小肠和结肠的上皮细胞

(图 1C、1D)、肝细胞(图 1E)、胰岛细胞(图 1F)、脑
神经元和胶质细胞(图 1G)、气管及支气管纤毛柱

状上皮细胞(图 1H)、肺泡腔内巨噬细胞及上皮细

胞(图 1I)、脾血窦内皮细胞(图 1J)、肾小管和肾球

囊壁上皮细胞及肾小球细胞(图 1K)、卵巢间质细

胞(图 1L)、子宫内膜腺上皮细胞(图 1M)、甲状腺

滤泡上皮细胞(图 1N)、乳腺小叶上皮细胞(图 1O)
和鳞状上皮细胞(图 1P)中 TRIM26 均有表达,但在

以上这些组织中,乳腺小叶上皮细胞和胰岛细胞中

TRIM26 表达较强。
2. 2　 TRIM26 在人体主要组织器官中的相对表达

水平

根据 BioGPS 数据库中的 Gene Atlas U133A,
gcrma 数据集,以数据库中 TRIM26 表达量最低的卵

巢组织为 1,其它组织器官按其相对表达量作图。
TRIM26 在人的主要组织器官上的 mRNA 表达量见

图 2。 TRIM26 在气管、肝和甲状腺上的表达水平较

高,并且该基因在胰岛细胞上的表达量高于其在胰

腺组织上的表达量。
2. 3　 IHC 揭示小鼠主要组织器官中 TRIM26 表

达谱

对小鼠组织的 IHC 染色结果进行评分,染色呈

深棕色为强表达,不着色为不表达。 IHC 结果分析

显示,TRIM26 在小鼠细胞的细胞质与细胞核中均

有表达(图 3)。 TRIM26 表达于食管鳞状上皮细胞

及附属腺体(图 3A)、胃上皮细胞(图 3B)、小肠和

结肠上皮细胞(图 3C、3D)、胰岛细胞及外分泌腺

(图 3E)、脑神经元及胶质细胞(图 3F)、细小支气管

上皮细胞及肺泡上皮细胞(图 3G)、肾小管上皮细

胞和肾小球细胞(图 3H)以及子宫内膜腺上皮细胞

(图 3I)。
2. 4　 RT-qPCR 揭示 TRIM26 在小鼠主要组织器

官中的表达水平

RT-qPCR 检测了 TRIM26 在小鼠组织中的表达

量,结果如图 4 所示。 选择在小鼠组织中表达量最

低的心脏为 1,其它组织器官按其相对表达量作图。
结果显示,TRIM26 在小鼠的脾、肺和胰腺组织上的

表达量相对较高。
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注:A:食管;B:胃;C:小肠;D:结肠;E:肝;F:胰腺;G:脑;H:气管;I:肺;J:脾;K:肾;L:卵巢;M:子宫内膜;N:甲状腺;O:乳腺;
P:皮肤。

图 1　 TRIM26 在人体主要组织器官中的表达

Note. A, Esophagus. B, Stomach. C, Small Intestine. D, Colon. E, Liver. F, Pancreas. G, Brain. H, Trachea. I, Lung. J, Spleen.
K, Kidney. L, Ovary. M, Endometrium. N, Thyroid. O, Breast. P, Skin.

Figure 1　 Expression of TRIM26 in human tissues and organs

图 2　 TRIM26 在人体主要组织器官中的相对表达量

Figure 2　 The relative expression of TRIM26 in human
tissues and organs

3　 讨论

本研究通过 IHC 和 RT-qPCR 明确了 TRIM26
基因在人和小鼠主要组织器官中的表达定位及相

对表达量。 研究发现,TRIM26 在细胞核与细胞质

中均有表达,且多表达于上皮细胞,其表达定位在

人和小鼠的主要组织器官中具有高度的一致性,同
时表达于食管鳞状上皮,胃、小肠和结肠的上皮细

胞,胰岛细胞,脑神经元和胶质细胞和子宫内膜腺

上皮细胞等。

根据文献报道,TRIM 蛋白参与调控肿瘤的

发生发展 [5] ,这与蛋白在组织中的表达与定位密

切相 关。 在 结 直 肠 癌 中, Williams 等 [14] 发 现

TRIM26 通过泛素化调节 NTH1 实现人结直肠癌

HCT116 细胞对氧化应激敏感性的调控;本研究

证实,TRIM26 在人和小鼠的结肠上皮细胞上有

表达,可进一步通过基因修饰小鼠探究该基因在

结直肠癌进程中的调控方式。 Wang 等 [17] 发现

TRIM26 在肝癌临床组织标本中的表达水平量明

显下调,且该基因表达缺失与肝细胞癌的恶性程

度密切相关;本研究中,TRIM26 表达于肝细胞胞

质中,以上结果提示 TRIM26 可能发挥抑癌基因

的功能,降低该基因在肝细胞上的表达水平,可
接下来探讨其表达缺失与肝癌发生的相关性。
另外,赵学英等[18] 和李振强等[19] 分别在胶质瘤细

胞中过表达和沉默 TRIM26 表达,证实 TRIM26 正向

调控了胶质瘤细胞的增殖,并与患者的预后呈负相

关。 本研究发现,TRIM26 在人和小鼠的脑胶质细

胞中均有较强的表达,这提示 TRIM26 在胶质细胞

中表达水平变化可能引起细胞功能的改变。 由此

可见,明确 TRIM26 的表达定位与表达水平在研究

肿瘤的发生发展过程中具有重大意义。 然而,目前
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注:A:食管;B:胃;C:小肠;D:结肠;E:胰腺;F:脑;G:肺;H:肾;I:子宫内膜。

图 3　 TRIM26 在小鼠主要组织器官中的表达

Note. A, Esophagus. B, Stomach. C, Small Intestine. D, Colon. E, Pancreas. F, Brain. G, Lung. H, Kidney.
I, Endometrium.

Figure 3　 The expression of TRIM26 in different tissues and organs of mice

注:WAT:白色脂肪组织。

图 4　 TRIM26 在小鼠主要组织器官中的相对表达量

Note. WAT, White adipose tissue.

Figure 4　 The relative expression of TRIM26 in
different tissues and organs of mice

对于 TRIM26 在人和小鼠主要组织器官中的功能还

知之甚少,还有待进一步深入研究。
此外,本研究发现 TRIM26 在胰岛细胞上的表

达尤为明显,IHC 结果显示,该基因在胰岛细胞上的

表达强度明显高于胰腺外分泌腺细胞,在小鼠胰腺

上亦得到了类似的结果。 可见,TRIM26 在胰岛细

胞上可能发挥重要而特殊的功能。 根据此结果,本
课题组已委托南京大学-南京生物医药研究院构建

了 TRIM26 条件性基因敲除小鼠,拟再与 Pdx-Cre 小

鼠交配,获得胰岛 β 细胞特异性敲除 TRIM26 的

C57BL / 6 小鼠,进而探究该基因在胰岛细胞上的

功能。
本实验在对成人组织与成年小鼠的研究中发

现,TRIM26 表达具有一定的组织器官特异性,提示

其功能的复杂性和组织器官依赖的特征。 为深入

探究 TRIM26 在生长发育过程中承担的生物学功

能,本课题组将利用小鼠进一步明确 TRIM26 在胚

胎发育至老龄化过程中的不同时期、不同组织器官

中 RNA 表达水平及蛋白表达量的变化,完善该基因

在不同时间与空间的表达谱和功能谱,不仅为后续

探索 TRIM26 基因在组织发育中的分子调控机制奠

定基础,同时对于利用基因修饰小鼠阐明该基因在

研究肿瘤的发生发展过程中的作用也是十分重

要的。

41 中国比较医学杂志 2020 年 8 月第 30 卷第 8 期　 Chin J Comp Med, August 2020,Vol. 30,No. 8



参考文献:

[ 1 ]　 Ikeda K, Inous S. TRIM proteins as RING finger E3 ubiquitin
ligases [J] . Adv Exp Med Biol, 2012, 770: 27-37.

[ 2 ] 　 仇艳光, 王江雁, 王沛. TRIM 蛋白家族结构与抗病毒功能

[J] . 中国免疫学杂志, 2013, 29(1): 107-110.
[ 3 ] 　 Beck TW, Menninger J, Murphy WJ, et al. The felinemajor

histocompatibility complex is rearranged by an inversion with a
breakpoint in the distal class I region [ J] . Immunogenetics,
2005, 56(10): 702-709.

[ 4 ] 　 Kawai T, Akira S. Regulation of innate immune signalling
pathways by the tripartite motif ( TRIM) family proteins [ J] .
EMBO Mol Med, 2011, 3(9): 513-527.

[ 5 ] 　 陈艳清, 曹树辉, 李传友. 三结构域蛋白(TRIM)家族结构及

功能的研究进展 [ J] . 中华微生物学和免疫学杂志, 2017,
37(6): 479-484.

[ 6 ] 　 D’cruz AA, Babon JJ, Norton RS, et al. Structure and function
of the SPRY / B30. 2 domain proteins involved in innate immunity
[J] . Protein Sci, 2013, 22(1): 1-10.

[ 7 ] 　 Perfetto L, Gherardini PF, Davey NE, et al. Exploring the
diversity of SPRY / B30. 2-mediated interactions [ J ] . Trends
Biochem Sci, 2013, 38(1): 38-46.

[ 8 ] 　 Zhao W, Li Q, Ayers S, et al. Jmjd3 inhibits reprogramming by
upregulating expression of INK4a / Arf and targeting PHF20 for
ubiquitination [J] . Cell, 2013, 152(5): 1037-1050.

[ 9 ] 　 Raposo RA, Abdel-mohsen M, Bilska M, et al. Effects of
cellular activation on anti-HIV - 1 restriction factor
expressionprofile in primary cells [J] . J Virol, 2013, 87(21):
11924-11929.

[10] 　 De Jong S, Van Eijk KR, Zeegers DW, et al. Expression QTL
analysis of top loci from GWAS meta-analysis highlights
additional schizophrenia candidate genes [J] . Eur J Hum Genet,
2012, 20(9): 1004-1008.

[11] 　 Wang P, Zhao W, Zhao K, et al. TRIM26 negatively regulates

interferon - β production and antiviral response through
polyubiquitination and degradation of nuclear IRF3 [ J] . PLoS
Pathog, 2015, 11(3): e1004726.

[12] 　 Ran Y, Zhang J, Liu LL, et al. Autoubiquitination of TRIM26
links TBK1 to NEMO in RLR-mediated innate antiviral immune
response [J] . J Mol Cell Biol, 2016, 8(1): 31-43.

[13] 　 Edmonds MJ, Carter RJ, Nickson CM, et al. Ubiquitylation-
dependent regulation of NEIL1 by Mule and TRIM26 is required
forthe cellular DNA damage response [ J] . Nucleic Acids Res,
2017, 45(2): 726-738.

[14] 　 Williams SC, Parsons JL. NTH1 is a new target for
ubiquitylation-dependent regulationby TRIM26 required for the
cellular response to oxidative stress [J] . Mol Cell Biol, 2018, 38
(12): e00616-e00617.

[15] 　 Xiong S, Wang Q, Zheng L, et al. Identification of candidate
molecular markers of nasopharyngeal carcinoma by tissue
microarray and in situhybridization [ J] . Med Oncol, 2011, 1:
S341- S348.

[16] 　 Lyu XM, Zhu XW, Zhao M, et al. Aregulatory mutant on
TRIM26 conferring the risk of nasopharyngeal carcinoma
byinducing low immune response [ J] . Cancer Med, 2018, 7
(8): 3848-3861.

[17] 　 Wang Y, He D, Yang L, et al. TRIM26 functions as a novel
tumor suppressor of hepatocellular carcinoma and its
downregulation contributes to worse prognosis [ J ] . Biochem
Biophys Res Commun, 2015, 463(3): 458-465.

[18] 　 赵学英, 樊明德, 董文艳, 等. 三结构域蛋白 26 在胶质瘤组

织中的表达及临床意义 [ J] . 山东大学学报 (医学版),
2019, 57(3): 63-68.

[19] 　 李振强, 刘健, 出良钊. 干扰 TRIM26 表达对胶质瘤细胞增殖

的影响 [ J] . 郑州大学学报(医学版), 2019, 54( 6): 802
-806.

〔收稿日期〕2020-02-05

51中国比较医学杂志 2020 年 8 月第 30 卷第 8 期　 Chin J Comp Med, August 2020,Vol. 30,No. 8



2020 年 8 月

第 30 卷　 第 8 期
中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
August, 2020
Vol. 30　 No. 8

梁仁拔,李欣晓,朱小东. P21 抑制剂 UC2288 诱导鼻咽癌放射抗拒细胞 CNE-2R 凋亡的研究 [J]. 中国比较医学杂志, 2020,
30(8): 16-22.
Liang RB, Li XX, Zhu XD. Apoptosis of nasopharyngeal carcinoma radioresistant cell line CNE-2R induced by p21 inhibitor UC2288
[J]. Chin J Comp Med, 2020, 30(8): 16-22.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2020. 08. 003

[基金项目]国家自然科学基金(81760544);广西重点研发计划项目(桂科 AB18221007)。
[作者简介]梁仁拔(1991—),男,在读博士,研究方向:鼻咽癌基础与临床研究。 E-mail: liangrenba@ stu.gxmu.edu.cn

李欣晓(1992—),女,在读博士,研究方向:肿瘤的基础与临床研究。 E-mail: xiaoxiao92831@ 126.com
[通信作者]朱小东(1966—),男,教授,博士生导师,研究方向:鼻咽癌基础与临床研究。 E-mail: zhuxdonggxmu@ 126.com

P21 抑制剂 UC2288 诱导鼻咽癌放射抗拒细胞 CNE-2R
凋亡的研究

梁仁拔1#,李欣晓1#,朱小东1,2,3∗

(1.广西医科大学附属肿瘤医院,南宁　 530021; 2.广西区域高发肿瘤早期防治重点实验室,南宁　 530021;
3.广西医科大学附属武鸣医院,南宁　 530021)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 P21 抑制剂 UC2288 对鼻咽癌放射抗拒细胞 CNE-2R 增殖和凋亡的影响及可能的作用

机制。 方法　 运用 CCK-8 实验检测 UC2288 对细胞活力的影响;利用克隆形成实验检测细胞克隆形成能力的情况;
显微镜拍照法和 Hoechst 33342 染色实验观察细胞形态的变化;Annexin V-APC / 7-AAD 双染法测定细胞凋亡;蛋白

免疫印迹法(Western blot)检测 Bax、Cleaved-caspase 3、Caspase 3、Bcl-2、Survivin、γ-H2AX、P21、聚腺苷酸二磷酸核糖

聚合酶(PARP)蛋白表达情况。 结果　 CCK-8 实验结果显示,UC2288 显著降低 CNE-2R 细胞的活力和增殖,呈剂

量依赖性和时间依赖性;UC2288 抑制 CNE-2R 细胞的克隆形成能力;形态学观察结果显示,UC2288 处理后,细胞呈

圆形萎缩,细胞核固缩,体积变小;Annexin V-APC / 7-AAD 实验结果显示,UC2288 呈剂量依赖性诱导 CNE-2R 细胞

凋亡;UC2288 作用细胞后,Bax、Cleaved-caspase 3、Caspase 3 和 γ-H2AX 蛋白表达水平增加,Bcl-2、Survivin、P21 和

PARP 蛋白表达量减少。 结论 　 UC2288 显著抑制 CNE-2R 细胞增殖,引起 DNA 损伤,诱导凋亡,其机制可能与

PARP 表达水平降低有关。
【关键词】 　 UC2288;鼻咽癌;凋亡;PARP
【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】1671-7856(2020) 08-0016-07

Apoptosis of nasopharyngeal carcinoma radioresistant cell line CNE-2R
induced by P21 inhibitor UC2288

LIANG Renba1#, LI Xinxiao1#, ZHU Xiaodong1,2,3∗

(1. Guangxi Medical University Cancer Hospital, Nanning 530021, China. 2. Key Laboratory of Early Prevention and
Treatment for Regional High Frequency Tumor (Guangxi), Ministry of Education, Nanning 530021.

3. Wuming Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530021)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To assess the effects of P21 inhibitor UC2288 on proliferation and apoptosis of
nasopharyngeal carcinoma radioresistant cell line CNE-2R and the possible mechanisms. Methods　 The effect of UC2288
on cell viability was examined by a CCK-8 assay. The colony formation ability was investigated by a colony formation assay.
Changes of cell morphology were observed by microscopy and Hoechst 33342 staining. An annexin V-APC / 7-AAD assay



was used to measure apoptosis. The protein levels of Bax, Cleaved-caspase 3, Caspase 3, Bcl-2, Survivin, γ-H2AX, P21,
and PARP were measured by Western blot. Results 　 The CCK-8 assay showed that UC2288 significantly reduced the
viability and proliferation of CNE-2R cells in dose- and time-dependent manners. UC2288 also inhibited the colony
formation of CNE-2R cells. Cells became round and atrophic, the nucleus shrunk, and the cell volume became smaller after
treatment with UC2288. Annexin V-APC / 7-AAD assays demonstrated that UC2288 induced apoptosis of CNE-2R cells in a
dose-dependent manner. After treatment with UC2288, the expression levels of Bax, Cleaved-caspase 3, Caspase 3, and γ-
H2AX increased accompanied by decreases of Bcl-2, Survivin, P21, and PARP. Conclusions 　 UC2288 significantly
inhibits the proliferation of CNE-2R cells, causes DNA damage, and induces apoptosis through possibly reducing the
expression of PARP.

【Keywords】　 UC2288; nasopharyngeal carcinoma; apoptosis; PARP

　 　 鼻咽癌是发生于鼻咽部的恶性上皮肿瘤,常见

于我国南方及东南亚地区,尤其在广东省高发,俗
称“广东瘤” [1]。 放射治疗是鼻咽癌的主要治疗手

段,大部分早期患者通过放射治疗能得到根治。 遗

憾的是,临床上约有 20%的鼻咽癌患者经过治疗后

仍出现局部复发和远处转移[2-3],主要归因于鼻咽

癌放射抗拒。 再程放疗毒副反应大,而且以铂类为

基础的化疗反应率为 40% ~65%,预后差[3]。 因此,
有必要探索更多的治疗策略,为鼻咽癌的治疗提供

新的选择。
P21 是周期蛋白依赖性激酶抑制剂,参与 DNA

损伤反应[4]。 UC2288,分子式为 C20 H18 ClF6N3O2,
全称叫反-1-(4-氯-3-三氟甲基-苯)-3-[4-(5-三氟甲

基-吡 啶-2-烷 氧 基 )-环 己 基 ]-脲。 研 究 发 现,
UC2288 是 P21 的抑制剂,通过转录和转录后途径

下调 P21 的表达[5]。 UC2288 的结构与索拉非尼的

结构相似[5]。 作为多种激酶抑制剂,索拉非尼能有

效延长晚期肝癌、肾癌患者生存时间[6-7],在复发或

者转移鼻咽癌患者中,也显示出一定的抗肿瘤作

用[8-9]。 然而,与索拉非尼不同的是,UC2288 不抑

制 RAF 激 酶 或 者 VEGF 活 性[5]。 研 究 发 现,
UC2288 对人结肠癌 HCT116 细胞有一定的抑制作

用[10],但其具体的作用机制及对其他肿瘤的影响尚

不清楚,有必要进行更深入全面的研究。
本研究利用鼻咽癌放射抗拒细胞株 CNE-

2R[11-13],探讨 UC2288 对 CNE-2R 细胞增殖和凋亡

的影响及其可能的作用机制,为鼻咽癌的治疗提供

理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料　
CNE-2R 细胞由广西医科大学肿瘤医院放疗科

构建。

1. 2　 主要试剂与仪器

UC2288 购自美国 Abcam 公司;RPMI-1640 培

养基,胎牛血清购自美国 Gibco 公司;青链霉素,二
甲基亚砜(DMSO)购自中国索莱宝公司;0. 25%胰

蛋白酶-EDTA 消化液购自中国碧云天公司;PBS 缓

冲液购自中国中杉金桥公司;CCK-8 试剂盒购自日

本同仁公司;Annexin V-APC / 7-AAD 双染细胞凋亡

检测试剂盒购自美国 BD 公司;Hoechst 33342 染色

液中国索莱宝公司;BCA 蛋白定量试剂盒中国碧云

天公司; Western blot 所用抗体均购自美国 Cell
Signaling Technology 公司;增强型化学发光自显影

试剂盒( enhanced chemiluminescence,ECL)购自中

国百智生物公司;EVOS FL Auto 荧光显微镜购自美

国 Life technologies 公司;流式细胞仪购自美国 BD
公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养

鼻咽癌放射抗拒细胞 CNE-2R 用 RPMI-1640 完

全培养液(含 10%胎牛血清、100 U / mL 青霉素和

100 μg / mL 链霉素)置于 37℃、5% CO2 的饱和湿度

培养箱中培养,待细胞贴壁生长至融合度达 90%以

上时,用胰酶消化传代。
1. 3. 2　 药物配制

UC2288 用 二 甲 基 亚 砜 ( dimethyl sulfoxide,
DMSO)配成 5 mmol / L 的母液,置于- 20℃ 冰箱储

存。 临用时用完全培养液配制成不同浓度的工

作液。
1. 3. 3　 CCK-8 实验

取对数生长期的 CNE-2R 细胞,以 3500 个 /孔、
每孔 100 μL 接种于 96 孔板中培养,设空白组(不含

细胞的培养液)、对照组(DMSO 组)及 UC2288 处理

组(2、4、6、8、12、16 μmol / L),每组 5 个平行孔。
24 h后,弃原培养液,按以上分组作用细胞 24、48 h,
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每孔加入 10 μL CCK-8 试剂,37℃避光孵育 1 h 后,
用酶标仪测 450 nm 处吸光度(OD)值,计算细胞存

活率。 存活率(%) = (OD处理组-OD空白组 ) / (OD对照组-
OD空白组)×100%。
1. 3. 4　 平板克隆形成实验

以 300 个细胞 /孔接种于 6 孔板,置培养箱中培

养 24 h 后,用不同浓度的药物(0、2、4、6、8 μmol / L)
作用细胞 48 h。 更换新培养液继续培养 12 d 后,
PBS 缓慢冲洗 2 次,4%多聚甲醛固定 30 min,姬姆

萨染色 30 min,晾干后拍照,利用 Image J 软件计算

克隆数。
1. 3. 5　 观察细胞形态

细胞接种于 6 孔板,培养 24 h 后,用不同浓度

的药物(0(DMSO),4、6、8、12、16 μmol / L)作用细胞

48 h。 于倒置显微镜观察细胞数量及形态变化。
1. 3. 6　 流式细胞术检测细胞凋亡

取适量细胞接种于 6 孔板中,待细胞贴壁后

弃去旧培养基,加入不同浓度的药物( 0、4、6、8、
12 μmol / L) 。 培养 48 h 后,收集上清液,用不含

EDTA 的胰蛋白酶消化并收集细胞,根据 Annexin
V-APC / 7-AAD 试剂盒说明书操作,1 h 内上流式

机检测。
1. 3. 7　 Hoechst 33342 染色实验

取适量细胞接种于 6 孔板中,待细胞贴壁后弃

去旧培养基,加不同浓度的药物(0、4、8 μmol / L)。
作用 24 h 后,用 PBS 缓慢冲洗 2 次,每孔加入 1 mL
Hoechst 33342 染色液,37℃避光孵育 30 min。 弃染

色液,用 PBS 洗涤 2 次,于荧光显微镜观察细胞核

的形态及染色的亮度。
1. 3. 8　 蛋白免疫印迹

将细胞接种于 25 cm2 培养瓶中,培养至融合度

为 70%左右时,加不同浓度的药物(0、4、8 μmol /
L)。 处理 24 h 后,提取细胞蛋白,以 BCA 法测蛋白

浓度。 将蛋白样品等体积上样于 10% SDS-PAGE
电泳,冰中恒压湿转。 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h。
TBST 洗膜,一抗 Bcl-2 (1 ∶ 1000)、 Bax ( 1 ∶ 1000)、
Survivin( 1 ∶ 1000 )、 Cleaved-caspase 3 ( 1 ∶ 1000 )、
Caspase 3 ( 1 ∶ 1000)、 γ-H2AX (1 ∶ 1000)、 P21 ( 1 ∶
1000)、PARP(1 ∶ 1000)、GAPDH(1 ∶ 1000) 4℃ 孵育

过夜,TBST 洗膜 3 次,每次 10 min。 HRP 标记的山

羊抗兔 IgG 二抗(1 ∶1000)室温孵育 1 h。 TBST 洗膜

3 次,每次 10 min。 ECL 化学发光试剂盒进行曝光

显影。

1. 4　 统计学方法

所有实验独立重复≥3 次,计量资料以平均数±
标准差( 􀭰x ± s )表示。 采用 IBM SPSS 20. 0 软件进

行统计学分析。 组间比较采用独立样本 t 检验,P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 UC2288 降低 CNE-2R 细胞的活力

UC2288 结构如图1A所示。 CCK8 结果显示,
UC2288 明显抑制 CNE-2R 细胞的增殖,呈剂量依赖

和时间依赖关系。 与对照组相比,当 UC2288 浓度

≥4 μmol / L 时,各组间存活率差异具有统计学意义

(P<0. 05,图 1B)

注:A: UC2288 结构式; B:细胞活力。 与对照组相比,
∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 1　 UC2288 对 CNE-2R 细胞活力的影响

Note. A, Structure of UC2288. B, Cell viability. Compared

with control group, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001.

Figure 1　 The effects of UC2288 on cell viability of CNE-2R

2. 2　 UC2288 抑制 CNE-2R 细胞克隆形成

为进一步验证 UC2288 对细胞增殖的影响,进
行克隆形成实验。 结果表明,浓度≥4 μmol / L处理

组的克隆形成数目明显减少(图 2A),与对照组比

较,差异具有统计学意义(P<0. 05,图 2B)。 这显示

UC2288 对细胞的长期增殖能力也有明显的抑制

作用。
2. 3　 显微镜下观察细胞形态的变化

UC2288 处理 CNE-2R 细胞 48 h 后,直接在显

微镜下观察,随着浓度的增加,细胞圆形萎缩或结

构不 完 整, 体 积 变 小, 脱 落 增 多。 当 浓 度 为

16 μmol / L时, 细 胞 大 部 分 脱 落 死 亡 ( 图 3A )。
Hoechst 染色后通过荧光显微镜观察,经药物处理
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后,细胞核皱缩,染色亮度增高,呈致密浓染或呈碎

块状致密浓染(图 3B),表明细胞染色质凝聚浓缩,
发生凋亡。
2. 4　 流式细胞术检测细胞凋亡

鉴于 UC2288 抑制细胞的增殖,且形态学观察

发现细胞在药物的作用下发生死亡,本研究运用流

式细胞术进一步检测 UC2288 对细胞凋亡的影响。
Annexin V-APC / 7-AAD 双染实验表明,随着 UC2288
浓度的增高,细胞凋亡率显著增加(图 4A),各处理

组间差异具有统计学差异(P<0. 05,图 4B)。

注:与对照组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 2　 UC2288 对 CNE-2R 细胞克隆形成能力的影响

Note. Compared with control group, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001.

Figure 2　 The Effects of UC2288 on clone formation ability of CNE-2R

注:A:光学显微镜下细胞形态;B:Hoechst 33342 染色。

图 3　 UC2288 对 CNE-2R 细胞形态的影响

Note. A, Cell morphology under light microscope. B, Hoechst 33342 staining.

Figure 3　 The effects of UC2288 on cell morphology of CNE-2R
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2. 5　 UC2288 对凋亡相关蛋白的影响

蛋白免疫印迹结果显示,与对照组相比,随着

UC2288 浓度的提高, 促凋亡蛋白 Bax、 Cleaved-
caspase 3、Caspase 3 表达增高,而抗凋亡蛋白 Bcl-2、
Survivin 表达下降。 DNA 双链断裂标志蛋白 γ-
H2AX 表达升高,预示 DNA 发生断裂损伤。 结果表

明,UC2288 可能通过诱导 DNA 双链断裂,引起细胞

凋亡(图 5)。
2. 6　 UC2288 对 PARP 蛋白的影响

聚腺苷二磷酸核糖聚合酶[ poly(ADP-ribose)
polymerase,PARP]是 DNA 修复酶。 如图 6 所示,
UC2288 作用细胞后,PARP 表达水平明显降低。 这

表明,UC2288 可能通过抑制 PARP 表达,诱导 DNA
损伤。

注:与对照组相比,∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 4　 UC2288 对 CNE-2R 细胞凋亡的影响

Note. Compared with control group, ∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001.

Figure 4　 The effects of UC2288 on cell apoptosis of CNE-2R

注:与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 5　 UC2288 对 CNE-2R 细胞凋亡相关蛋白表达的影响

Note. Compared with control group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001.

Figure 5　 The effects of UC2288 on expression of apoptosis-related proteins in CNE-2R
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注:与对照组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 6　 UC2288 对 CNE-2R 细胞 PARP 蛋白表达的影响

Note. Compared with control group, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001.

Figure 6　 The effects of UC2288 on expression of PARP in CNE-2R

3　 讨论

鼻咽癌好发于东南亚地区。 每年新发病大约

87000 例,70%患者是局部晚期[14]。 局部晚期鼻咽

癌的标准治疗方案是放化疗。 经过治疗后,仍有

10%患者出现残留或局部复发[15-16]。 再程放疗和

手术可挽救局部治疗失败。 然而,再程放疗风险

大,约 33%患者发生 5 级毒副反应[17]。 鼻咽位置较

深,结构复杂,挽救性手术难度大,且 40%以上的患

者出现面部麻木、牙关紧闭、腭瘘等并发症[18]。 对

于远处转移患者,采用以顺铂为基础的姑息化疗,
反应率为 40% ~ 65%。 因此,需探索更多的治疗策

略,为提高鼻咽癌疗效提供更多的选择。
本研究发现,UC2288 明显抑制 CNE-2R 细胞的

增殖,呈浓度 - 效应和时间 - 效应关系; Hoechst
33342 染色实验和流式细胞术结果提示 UC2288 诱

导 CNE-2R 细胞凋亡,随着浓度的增加,凋亡率显著

升高,且 Western blot 中促凋亡蛋白 Bax、Cleaved-
caspase 3、Caspase 3 表达增高和抗凋亡蛋白 Bcl-2、
Survivin 表达下降, 更加验证 UC2288 的促凋亡

作用。
聚腺苷二磷酸核糖聚合酶在 DNA 单链断裂

(single strand breaks,SSBs) 修复中发挥重要的作

用,主要通过碱基切除修复 ( base excision repair,
BER)途径[19]。 PARP 被激活时,招募其他 DNA 修

复蛋白,参与 DNA 损伤修复[20]。 抑制 PARP 活性,
可阻止 DNA 单链断裂的修复,产生双链断裂,最终

导致细胞死亡[21-22]。 因此,PARP 抑制剂已运用于

临床,在卵巢癌、乳腺癌、胰腺癌和前列腺癌治疗中

取得良好的疗效[23]。 有研究发现,P21 调节 PARP
活性, 参与 DNA 损伤修复[24]。 敲除 P21, 引起

PARP 活化,减少 DNA 损伤[25]。 本研究中,UC2288
作用 CNE-2R 细胞后,γ-H2AX 表达增加,PARP 表

达下降,而 P21 表达不呈剂量依赖性变化,这提示

UC2288 可能不是通过 P21 途径调控 PARP,UC2288
可能通过直接抑制 PARP 的活性,从而引起 DNA 双

链断裂。 然而,这需要进一步实验的探索。
综上,本研究表明 UC2288 可显著抑制 CNE-2R

细胞的增殖,诱导细胞凋亡,这可能与降低 PARP 活

性,引起 DNA 双链断裂有关。 这为 UC2288 进一步

的研究提供理论基础,有可能为鼻咽癌的综合治疗

提供更多的选择。
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性别对慢性交感应激导致心脏重塑的差异研究

李文奇1,冯　 磊2∗

(1.江南大学药学院,江苏 无锡　 214122; 2.江南大学无锡医学院,江苏 无锡　 214122)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究性别对慢性交感应激导致的心脏重塑是否存在差异。 方法　 将小鼠随机分为四组:雄
性对照组、雄性异丙基肾上腺素(ISO)组、雌性对照组、雌性 ISO 组。 皮下注射异丙基肾上腺素 ISO 10 mg / (kg·d)
14 d,诱导小鼠心脏重塑模型。 通过心脏重量与小鼠体重之比(HW/ BW)、心脏重量与胫骨长度之比(HW/ TL),评
估心脏重塑大体指标;超声心动图评估小鼠心功能;HE 染色检测心肌细胞横截面积,超声心动图检测舒张末期室

壁厚度,用于评估小鼠心脏肥大;天狼猩红染色用于评估心脏纤维化。 结果　 雄性 ISO 组与对照组相比,心体比和

心胫比分别增加 9. 1%(P<0. 05)和 42. 8%(P<0. 001),雌性 ISO 组与对照组相比,心体比和心胫比分别增加 12. 9%
(P<0. 05)和 9. 5%(P<0. 05),而与雌性 ISO 组相比,雄性 ISO 组心胫比增加了 19. 8%(P<0. 01);雄性 ISO 组与对

照组相比,心肌细胞横截面积增加了 19. 1%(P<0. 0001),雌性 ISO 组与对照组相比,小鼠心肌细胞横截面积增加了

6. 9%(P<0. 05),而与雌性 ISO 组相比,雄性 ISO 组心肌细胞横截面积增加了 11. 6%(P<0. 01);与对照组相比,雄
性和雌性 ISO 组 EF 值和 FS 值均无明显差异;雄性 ISO 组与对照组相比,小鼠心脏纤维化面积增加了 158%(P<
0. 0001),雌性 ISO 组与对照组相比,纤维化面积增加了 39. 7%(P<0. 05),与雌性 ISO 组相比,雄性 ISO 组心脏的纤

维化面积增加了 119%(P<0. 0001)。 结论　 性别对慢性交感应激导致的心脏重塑存在差异,与雌鼠相比,雄鼠更

容易出现心脏肥大和心脏纤维化。
【关键词】 　 性别;慢性交感应激;心脏重塑
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Gender differences in cardiac remodeling induced by chronic
sympathetic activation

LI Wenqi1, FENG Lei2∗

(1. School of Pharmaceutical Sciences, Jiangnan University, Wuxi 214122, China.
2. Wuxi School of Medicine, Jiangnan University, Wuxi 214122)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate whether there are gender differences in cardiac remodeling induced by
chronic sympathetic activation. Methods　 Mice were randomly divided into four groups: male control, male isoprenaline
(ISO), female control, and female ISO groups. A cardiac remodeling model was established by subcutaneous injection of
ISO for 14 days. The ratio of heart weight to body weight (HW/ BW) and the ratio of heart weight to tibia length (HW/ TL)
were used to assess cardiac remodeling; Cardiac function was assessed using echocardiography to determine diastolic left
ventricular posterior wall thickness ( LVPW;d). Hematoxylin and eosin staining was used to determine myocyte cross-
sectional area. Picric-sirius red staining was used to evaluate cardiac fibrosis. Results　 Compared with the control group,



the HW/ BW and HW/ TL ratios were increased by 9. 1% (P<0. 05) and 42. 8% (P<0. 001), respectively, in the male
ISO group and by 12. 9% and 9. 5% (all P<0. 05), respectively, in the female ISO group. The increase was significantly
greater in the male ISO group (19. 8%, P<0. 01) than in the female ISO group. Compared with the control group, the
myocyte cross-sectional area in the male ISO group increased by 19. 1% (P<0. 0001), while that in the female ISO group
increased by 6. 9% (P<0. 05). The increase was significantly greater in the male ISO group (P<11. 6%) than in the
female ISO group. There was no significant difference in cardiac function among groups. Compared with the control group,
the cardiac fibrosis area of the male ISO group increased by 158% (P<0. 0001) and by 39. 7% (P<0. 05) in the female
ISO group. Compared with the female ISO group, the fibrosis area of the male ISO group increased by 119% (P<0. 0001).
Conclusions　 There are gender differences in cardiac remodeling induced by chronic sympathetic activation. Greater
cardiac hypertrophy and cardiac fibrosis occur in male mice compared with female mice.

【Keywords】　 gender; chronic sympathetic activation; cardiac remodeling

　 　 心脏重塑是心血管疾病发生发展的重要阶段,
是多种心血管疾病的病理基础,其发病机制包括交

感-儿茶酚胺系统的过度激活、细胞钙信号的改变

等,其中 β-肾上腺素受体(β-AR)及其信号通路的

过度激活是心脏重塑过程中最最重要的机制。 β-肾
上腺素受体(β-AR)是 G 蛋白偶联受体(GPCR)超
家族的成员之一,能够将细胞外信号传递到细胞

内,引起生物学功能的相应改变[1]。 心脏交感神经

激活后释放儿茶酚胺,而儿茶酚胺作用于 β-AR,发
挥其生理和病理效应[2-3]。 交感神经系统的过度激

活,儿茶酚胺水平的升高,在心脏重塑的发生发展

中起着关键作用。 儿茶酚胺的过度释放会激活肾

上腺素受体,最终导致心力衰竭[4-7]。 然而慢性交

感应激导致的心脏重塑仍然受一些因素影响,如性

别因素。 既往的研究指出,性别可能影响慢性容量

超负荷或心肌梗死引起的心脏重塑。 在慢性容量

超负荷引起的心脏重塑模型中,雌性大鼠左心室扩

张程度小于雄性大鼠[8]。 此外,雌性大鼠心肌梗死

后左心室肥厚程度相比雄性大鼠有所减轻[9]。 然

而,性别差异是否影响肾上腺素受体介导的心脏重

塑尚不清楚。 因此,本研究拟通过比较性别对于慢

性交感应激导致的心脏重塑,为性别对 β-AR 介导

心脏重塑的差异提供了证据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

12 周龄、 体重 22 ~ 24 g 的 SPF 级野生型

C57BL / 6 小鼠 28 只,雌雄各半,分别随机分为 2 组,
每组 7 只。 小鼠来源于北京大学医学部实验动物中

心[SCXK(京)2016-0010],动物饲养于北京大学医

学部实验动物中心 SPF 级动物饲养屏障环境

[SYXK(京) 2016 - 0041] 中,温度维持在 22℃ ~

25℃,湿度保持在 50% ~ 55%、12 h 明暗交替采光,
小鼠自由进食饮水,所有动物实验遵守北京大学生

物医学研究伦理要求(LA2010-048),并按照实验动

物的 3R 原则基于人道的关怀。
1. 2　 主要仪器

ISO(WXBC5302 V)购自 Sigma 公司;Vevo 2100
小动物超声仪(2100CR0674) 购自 FujiFilm Visual
Sonics 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 小鼠心脏重塑模型的构建

将小鼠随机分为 4 组:雄性对照组、雄性 ISO
组、雌性对照组、雌性 ISO 组。 ISO 组小鼠皮下注射

异丙基肾上腺素 ISO 10 mg / (kg·d)(WXBC5302V,
Sigma)14 d,诱导小鼠心脏重塑模型,对照组小鼠皮

下注射等量生理盐水 14 d。
1. 3. 2　 超声心动图

使用 Vevo 2100 小动物超声仪(2100CR0674,
FujiFilm Visual Sonics),探头频率为 30 MHz,将探头

置于小鼠胸骨前,用 1. 5%异氟醚麻醉小鼠,以获得

准确和稳定的图像,二维超声心动图在乳头肌水平

的短轴上捕捉到最大的左室直径。 采用 M 型图像

测量舒张期左室后壁厚度(LVPW;d),分别计算左

心室 射 血 分 数 ( EF,%) 和 左 心 室 短 轴 缩 短 率

(FS,%),以评估心脏收缩功能。 连续测量三个心

动周期,计算均值。
1. 3. 3　 心脏取材

称取小鼠体重(body weight,BW),麻醉后打开

胸腔,用预冷的 PBS 冲洗残余血液,用滤纸蘸干心

脏周围水分,称重并记录心脏体重 ( heart weight,
HW)。 将小鼠右侧胫骨取出,用游标卡尺测量胫骨

长度(tibia length,TL),分别计算心体比(HW / BW)
和心胫比(HW / TL)。 将心脏沿短轴中点处切开,取
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心底部心脏置于 4%的中性甲醛进行固定。 剩余心

脏组织小心放入冻存管并迅速放于液氮中,-80℃
冰箱中储存。
1. 3. 4　 HE 染色

小鼠麻醉后处死取材,将心脏固定在甲醛中,
包埋于石蜡,并切成厚度为 5 μm 的石蜡切片。 标

本用乙醇梯度脱水,石蜡包埋。 用 HE 染色评价心

肌细胞面积,显微镜下获得心肌细胞形态图像,使
用 Image-Pro-Plus 6 软件进行测量。
1. 3. 5　 天狼猩红染色

苦味酸-天狼猩红染色观察胶原沉积情况,用
纤维化面积百分比评价心脏纤维化。 胶原蛋白和

整个心脏的面积由 Image-Pro-Plus 6 软件测量。
1. 4　 统计学方法

应用 GraphPad Prism 8. 0 ( GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA)进行统计分析,计量资

料用平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,所有数据均采用

双因素方差分析,P < 0. 05 为差异有统计学意义。

注:a:小鼠心脏大体图;b:心体比统计图;c:心胫比统计图。 心体比:与相应对照组相比,∗ P<0.05。 心胫比:与雄性对照组相

比,∗∗∗P<0.001;与雌性对照组相比,∗P<0.05;与雌性给药组相比,###P<0.001。

图 1　 性别对心体比和心胫比的影响(n= 7)
Note. a, General view of mice heart. b, Quantitative analysis of the ratio of heart weight to length body weight (HW / BW ratio) (n= 7). c,
Quantitative analysis of the ratio of heart weight to length tibia (HW / TL ratio) ( n = 7).HW / BW ratio, Compared with relevant control

group, ∗P<0. 05. HW / TL ratio, Compared with male control group, ∗∗∗P < 0. 001. Compared with female control group, ∗P < 0. 05.

Compared with female ISO group, ###P<0.001.

Figure 1　 Effects of gender on the HW/ BW ratio and HW/ TL ratio

2　 结果

2. 1　 性别对心体比和心胫比的影响

通过比较小鼠心体比与心胫比,评价心脏肥

大。 发现与对照组相比,ISO 组小鼠的心脏均出现

明显的肥大(见图 1a),与对照组相比,雄性 ISO 组

心体比和心胫比分别增加 9. 1% ( P < 0. 05) 和

43. 7%(P<0. 001),雌性 ISO 组心体比和心胫比分

别增加 12. 9%和 13. 4%(均为 P<0. 05),而与雌性

ISO 组相比,雄性 ISO 组心胫比增加了 19. 8%(P<
0. 01)(见图 1b、1c)。
2. 2　 性别对心脏肥大的影响

通过 HE 染色的方法,评价心脏形态变化。 雄

性 ISO 组与对照组相比,小鼠心肌细胞横截面积增

加了 19. 7%(P<0. 0001),雌性 ISO 组与对照组相

比,小鼠心肌细胞横截面积增加了 17. 0% ( P <
0. 0001),而与雌性 ISO 组相比,雄性 ISO 组心肌细

胞横截面积增加了 11. 6%(P<0. 01)(见图 2b、2c)。
超声心动图检测心脏舒张末期室壁厚度 LVPW;d,
雄性 ISO 组与对照组相比,LVPW;d 增加了 31. 4%
(P<0. 001),雄性 ISO 组 LVPW;d 增加了 21. 5%(P
<0. 05),而雌雄组 ISO 组之间无明显差异 (见图

2)。 提示性别对慢性交感应激导致的有一定影响,
相较于雄鼠,雌鼠对于慢性交感应激导致的心脏肥

大反应性较差。
2. 3　 性别对心脏纤维化的影响

通过天狼猩红染色的方法,评价心脏胶原沉积

情况。 发现与对照组相比,ISO 组胶原沉积明显增
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注:a:小鼠心脏 HE 染色大体图;b:心肌细胞横截面积代表图;c:心肌细胞横截面积统计图;d:LVPW;d 统计图。 心肌细胞横截面积:与雄

性对照组相比,∗∗∗∗P<0.0001;与雌性对照组相比,∗P<0.05;与雌性给药组相比,##P<0.01。 左心室舒张末期室壁厚度:与雄性对照组相

比,∗∗∗P<0.001;与雌性对照组相比,∗P<0.05。

图 2　 性别对心脏肥大的影响(n= 7)
Note. a, Representative HE staining micrographs displaying heart. b, Representative HE staining micrographs displaying cardiomyocyte cross-
sectional area. c, Quantitative analysis of cardiomyocyte cross-sectional area (n = 7). d, Quantitative analysis of diastolic left ventricular posterior

wall thickness (LVPW,d) after ISO-treatment for 14 days.Cardiomyocyte cross-sectional area, Compared with male control group, ∗∗∗∗P<0.0001.

Compared with female control group, ∗P<0.05. Compared with female ISO group, ##P< 0.01. LVPW;d, Compared with male control group,
∗∗∗P<0.001. Compared with female control group,∗P<0.05.

Figure 2　 Effects of gender on the cardiac hypertrophy

注:a:心脏天狼猩红染色代表图;b:纤维化面积统计图。 与雄性对照组相比,∗∗∗∗P<0.0001;与雌性对照组相比,∗P<0.05;与雌性给药组相

比,####P<0.0001。

图 3　 性别对心脏纤维化的影响(n= 7)
Note. a, Representative micrographs of picrosirius red staining. b, Quantitative analysis of cardiac collagen content. Compared with male control

group, ∗∗∗∗P<0.0001. Compared with female control group, ∗P<0.05. Compared with female ISO group, ####P<0.0001.

Figure 3　 Effects of gender on cardiac fibrosis
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加雄性 ISO 组小鼠心脏纤维化面积增加了 158%(P
< 0. 0001),雌性 ISO 组小鼠增加了 39. 7% ( P <
0. 05),而实验组中,与雄性 ISO 组相比,雌性 ISO 组

注:a:超声心动图代表图;b:EF 值统计图;c:FS 值统计图。

图 4　 性别对心功能的影响(n= 7)
Note. a, Representative parasternal short axis view echocardiographic M-mode images after ISO-treatment for 14 days. b, Quantitative analysis of ejection
fraction (EF) after ISO-treatment for 7 days (n= 7). c, Quantitative analysis of fraction shortening (FS) after ISO-treatment for 7 days .

Figure 4　 Effects of gender on cardiac function

心脏的纤维化面积降低了 54. 4%(P<0. 0001) (见
图 3)。 提示性别对慢性交感应激导致的心脏纤维

化有一定影响,相较于雄鼠,雌鼠对于慢性交感应

激导致的心脏纤维化反应性较差。
2. 4　 性别对心功能的影响

通过超声心动图的方法(见图 4a),测定小鼠

EF 值和 FS 值,评价心脏的收缩功能。 发现与对照

组相比,EF 值和 FS 值均无明显差异,ISO 组雌雄鼠

之间也无明显差异(见图 4b、4c),提示性别对慢性

交感应激导致的心脏收缩功能无明显影响。

3　 讨论

心脏重塑是心血管疾病发生发展的重要阶段,
是多种心血管疾病的病理基础,主要有心脏肥大和

心脏纤维化两种病理表现。 β-肾上腺素受体( β-
AR)是 G 蛋白偶联受体(GPCR)超家族的成员之

一,能够将细胞外信号传递到细胞内,激活受体下

游一系列信号途径,从而引起生物学功能的相应改

变[1-3]。 β-AR 及其信号通路的过度激活在心脏重

塑的发生发展的整个过程中起十分关键的作用,生
理条件下,心脏交感神经系统激活后释放儿茶酚

胺,而儿茶酚胺作用于 β-AR,发挥其生理和病理效

应。 交感神经系统的过度激活,儿茶酚胺水平的升

高,在心脏重塑的发生发展中起着关键作用。 儿茶

酚胺的过度释放会激活肾上腺素受体,最终导致心

力衰竭[4-7]。 受体阻滞剂被广泛应用于慢性心力衰

竭的治疗中,其作用机制是抑制心脏交感神经过度

激活, 能够有效抑制心脏重塑, 改善心脏收缩

功能[10-12]。
既往的研究指出,性别可能影响慢性容量超负

荷或心肌梗死引起的心脏重塑。 在慢性容量超负

荷引起的心脏重塑模型中,雌性大鼠左心室扩张程

度小于雄性大鼠[8]。 此外,雌性大鼠心肌梗死后左

心室肥厚程度相比雄性大鼠有所减轻[9]。 然而,性
别差异是否影响肾上腺素受体介导的心脏重塑尚

不清楚。 因此,本文为性别对于 β-AR 介导心脏重

塑的差异提供了证据。
在本研究中,我们发现在慢性交感应激导致的

心脏重塑中存在着性别差异,雌鼠对慢性交感应激

的反应性较差。 与雄性 ISO 组相比,雌性 ISO 组小

鼠心脏体积减小,心胫比明显降低。 而心功能的结

果显示,雌雄鼠间无明显差异。 原因可能是心脏重

构处于代偿阶段,心功能未受损[13]。
已有的研究表明,性别在其它类型的重塑中也

存在着类似的差异。 在小鼠心肌梗死后的心脏重

塑中,相比于雄性小鼠,雌性小鼠表现为心肌肥厚

程度减少;而在容量负荷引起的心脏重塑中,也观
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察到了性别的差异[14]。 此外,动物实验的结果也表

明,与雄性大鼠相比,雌鼠对容量负荷引起的心脏

重塑有较好的保护作用[15-16]。
我们发现在慢性交感应激导致的心脏肥大和

心脏纤维化中存在性别差异,其可能的机制主要有

三个:1.影响儿茶酚胺浓度和反应性。 儿茶酚胺主

要包括肾上腺素(E)、去甲肾上腺素(NE)和多巴胺

(DA),儿茶酚胺通过肾上腺素受体激活交感神经

系统。 而性别可以影响血浆儿茶酚胺浓度。 研究

发现,切除性腺的雌性大鼠血浆儿茶酚胺浓度高于

对照组[17]。 同时性别在应激反应的血浆儿茶酚胺

调节中也起着重要作用。 例如,雌性小鼠在胰岛素

诱导的低血糖期间儿茶酚胺反应较弱[18]。 此外,有
研究指出与进行倾斜试验的年龄相关男性相比,女
性志愿者去甲肾上腺素的增加明显减少[14]。 因此,
血浆儿茶酚胺调节的性别差异可能与 ISO 诱导的心

脏重塑的性别差异有关。 2.影响雌激素。 雌激素在

心脏病中起关键作用[19]。 β-AR 的调控依赖于雌激

素,慢性雌激素治疗可降低 β-AR 的反应性[20]。 慢

性雌激素治疗可以增加儿茶酚胺的分泌,而儿茶酚

胺分泌能够降低 β-AR 的表达和反应性[21]。 而研

究指出,雌性大鼠卵巢切除后,β1-AR 的表达明显

增加,而给予雌激素补充后其表达趋于正常[22]。 此

外,还有研究报道心肌细胞和成纤维细胞中均含有

功能性的雌激素受体,提示心脏疾病的性别差异可

能与雌激素对心脏的直接影响有关[23]。 3.影响黄

体酮和睾酮。 黄体酮和睾酮与心脏疾病的进程密

切相关。 黄体酮可保护女性免受 III 类抗心律失常

药物引起的心律失常,可以通过与雌激素的协同作

用减弱小鼠的结合亲和力[24]。 而与雌激素和黄体

酮对心脏病的保护作用相反,睾酮会加重急性心肌

炎症,并对心脏早期重塑产生不利影响[25]。
在本研究中,我们的数据提供了性别对于慢性

交感应激导致心脏重塑的证据,为心脏重塑患者的

针对性治疗提供了依据。
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加味宫外孕 II 号方对人滋养叶细胞 Caspase-12
通路影响的研究

范　 敏1,郑文兰2∗,文晓敏2

(1.贵州中医药大学,贵阳　 550025; 2.贵州中医药大学第一附属医院,贵阳　 550001)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察加味宫外孕 II 号方对人滋养叶细胞内质网应激 Caspase-12 信号通路凋亡相关蛋白

Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 水平的影响及细胞超微结构变化,探讨其治疗异位妊娠的作用机制。 方法　 将 SD
大鼠分为阴性对照组(B 组)、低、中、高剂量中药组(C 组、D 组、E 组)、甲氨蝶呤组(F 组)、中西药结合组(G 组),
予相应药物处理后取血制备含药血清,将各组含药血清分别作用于 HTR-8 / SVneo 细胞 24 h,并设置未用含药血清

处理的细胞作为空白对照组(A 组)。 采用蛋白质免疫印迹法(Western blot)与实时荧光定量 PCR(Real-time PCR)
检测 HTR-8 / SVneo 细胞中凋亡基因 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 蛋白及 mRNA 的表达水平;采用透射电镜观察

细胞超微结构的变化。 结果　 (1)Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 蛋白水平及 mRNA 相对表达量:A 组与 B 组比较

无差异(P>0. 05);与 B 组比较,C 组 Caspase-7 mRNA、Caspase-9 蛋白及 Caspase-3 蛋白与 mRNA 表达均上调明显

(P<0. 05),而 Caspase-7 蛋白、Caspase-9 mRNA 表达无差异(P>0. 05);D、E、F、G 组 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3
蛋白及 mRNA 表达量均较 B 组明显上调(P<0. 05);E 组较 D 组上调明显(P<0. 05);E 组与 F 组比较,Caspase-7、
Caspase-9 蛋白与 mRNA 及 Caspase-3 蛋白表达上调明显(P<0. 05);E 组与 G 组比较,Caspase-9 蛋白与 mRNA 及

Caspase-3 蛋白表达上调明显(P<0. 05);F 组与 G 组比较无差异(P>0. 05)。 (2)透射电镜结果显示:A 组与 B 组细

胞染色质均匀散布于核膜内,细胞内质网、线粒体、高尔基体清晰可见;与 B 组比较,C、D、E、F、G 组细胞微绒毛减

少,染色质固缩,异染色质边缘化,部分线粒体肿胀、脊紊乱或断裂、甚至消失,线粒体空泡化等典型的凋亡特征改

变。 结论　 加味宫外孕 II 号方可能通过激活内质网应激 Caspase-12 信号通路,破坏滋养叶细胞的形态学结构,上
调 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 凋亡相关基因的表达,促进滋养叶细胞凋亡。

【关键词】 　 加味宫外孕 II 号方;内质网应激;HTR-8 / SVneo 细胞;半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-7;半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶-9;半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To examine the effect of modified ectopic pregnancy formula II on levels of apoptosis-
related proteins Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-3 in the endoplasmic reticulum stress Caspase-12 signaling pathway in
human trophoblasts, as well as associated changes in cell ultrastructure, to explore its treatment mechanism for ectopic
pregnancy. Methods　 SD rats were divided into a negative control group ( group B), low-, medium-, and high-dose
Chinese medicine groups ( groups C, D, E), a methotrexate group ( group F), and a combined Chinese and Western
medicine group ( group G). After receiving the corresponding drug treatment, we collected blood to prepare a drug-
containing serum. The drug-containing serum from each group was applied to HTR-8 / SVneo for 24 h, and cells not treated
with drug-containing serum were set as a blank control group (group A). The expression levels of apoptotic genes Caspase-
7, Caspase-9, Caspase-3 protein and mRNA in HTR-8 / SVneo cells were detected via Western blot and real-time
quantitative PCR. Transmission electron microscopy was used to observe changes in cell ultrastructure. Results　 (1) There
was no difference between group A and group B in terms of Caspase-7, Caspase-9, or Caspase-3 protein levels and relative
mRNA expression (P> 0. 05). Compared with group B, expression levels of Caspase-7 mRNA, Caspase-9 protein, and
Caspase-3 protein and mRNA were significantly up-regulated in group C (P < 0. 05), but we found no differences in
Caspase-7 protein or Caspase-9 mRNA expression (P> 0. 05). In terms of Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-3 protein
and mRNA expression, expression was significantly increased in groups D, E, F, and G compared with group B (P <
0. 05), and expression in Group E was significantly up-regulated compared with group D (P < 0. 05). Group E was
compared with group F, expression levels of Caspase-7, Caspase-9 protein and mRNA, and Caspase-3 protein were
significantly up-regulated (P < 0. 05). Group E was compared with group G, expression of Caspase-9 protein and mRNA
and Caspase-3 protein was significantly increased (P <0. 05). There was no difference between group F and group G (P>
0. 05). ( 2) Transmission electron microscopy indicated that the cell chromatin in group A and group B was evenly
distributed in the nuclear membrane, and the endoplasmic reticulum, mitochondria, and Golgi apparatus were clearly
visible. Compared with group B, the cell microvilli in groups C, D, E, F, and G were reduced, chromatin was condensed,
heterochromatin was marginalized, some mitochondria were swollen, disordered, broken, or even absent, and
mitochondrial vacuolation were typical apoptotic characteristics. Conclusions　 Modified ectopic pregnancy formula II may
activate the Caspase-12 signaling pathway of endoplasmic reticulum stress, destroy the morphological structure of
trophoblasts, up-regulate the expression of Caspase-7, Caspase-9, and Caspase-3 apoptosis-related genes, and promote
trophoblast apoptosis.

【Keywords】　 modified ectopic pregnancy formula II; endoplasmic reticulum stress; HTR-8/ SVneo cells; Caspase-7;
Caspase-9; Caspase-3

　 　 内质网应激信号转导通路是目前研究细胞凋

亡的热点之一,Caspase-12 作为特有的仅在内质网

应激状态下激活的蛋白,与细胞凋亡及疾病发展变

化的关系已被逐步揭示。 Caspase-7、Caspase-9 与凋

亡靶因子 Caspase-3 是 Caspase-12 通路中的关键蛋

白,研究显示内质网应激介导细胞凋亡时 Caspase-
7、Caspase-9、 Caspase-3 呈高表达[1-2]。 本院基于

“瘀”是导致异位妊娠主要病因病机的中医理论,运
用加味宫外孕 II 号方保守治疗异位妊娠,取得肯定

临床疗效,且前期研究证实该方具有诱导细胞凋亡

的作 用[3], 但 是 否 可 以 通 过 内 质 网 过 度 应 激

Caspase-12 信 号 通 路 调 控 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 基因表达发挥促细胞凋亡作用尚未可知。
本实验运用人绒毛膜滋养层细胞系 HTR-8 / SVneo
代替异位妊娠滋养细胞来研究该方诱导凋亡的机

制[4],为中医药保守治疗异位妊娠及药物开发利用

提供实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

健康雌性 SD 大鼠 36 只,SPF 级,体重(200 ±
20)g,由湖北省实验动物研究中心提供[SCXK(鄂)
2015-0018]。 饲养于湖北省预防医学科学院屏障

动物实验环境[SYXK(鄂)2017-0065]。 本实验通

过湖 北 省 实 验 动 物 管 理 与 使 用 委 员 会 批 准

(20182901),并按实验动物使用的 3R 原则给予人

道关怀。
1. 1. 2　 实验细胞

HTR-8 / SVneo 人绒毛膜滋养层细胞系来自于

武汉华中科技大学同济医学院附属协和医院。
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1. 2　 主要试剂与仪器

加味宫外孕 II 号方(丹参、赤芍各 15 g,桃仁、
三棱、莪术各 9 g,蜈蚣 4 g,全蝎 6 g,土鳖虫 10 g,紫
草 25 g,购于贵州省中医院,熬成 3 g / mL 的中药液

备用);注射用甲氨蝶呤(广东岭南制药有限公司生

产,国药准字 H20054692);胎牛血清(美国 Gibco);
Caspase-9( 中 国 武 汉 博 士 德 ); Caspase-7 ( 美 国

CST);Caspase-3(美国 Abcam);逆转录及荧光定量

试剂盒(中国南京 Vazyme);引物(中国武汉擎科生

物)。 QuantStudio 6 型实时荧光定量 PCR 仪(美国

ABI);FEI TecnaiG200 TWIN 透射电镜(美国 FEI)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及处理　
36 只大鼠随机分为 6 组,即阴性对照组 ( B

组)、低、中、高剂量的中药加味宫外孕 II 号方组(C
组、D 组、E 组)、甲氨蝶呤组(F 组)及中剂量加味宫

外孕 II 号方+甲氨蝶呤组(G 组)。 由人与大鼠等效

剂量换算[5],计算出加味宫外孕 II 号方低剂量为 12
g / (kg·d),中、高剂量分别为 24、48 g / ( kg·d)。 B
组予中药中剂量等体积生理盐水灌胃;C 组、D 组、E
组分别予中药低、中、高剂量灌胃;F 组予中药中剂

量等体积生理盐水灌胃,G 组予中剂量中药灌胃,两
组均在取血前 1 h 按 7. 775 mg / kg 体重肌注甲氨蝶

呤;灌胃每天 1 次,连续 8 d。
1. 3. 2　 含药血清的制备

第 8 天末次给药 1 h 后心脏采血,3000 r / min
离心 12 min,分离血清,0. 22 μm 滤膜过滤除菌,
56℃灭活 30 min,将同组大鼠的血清混合、分装,存
于-80℃冻存备用。
1. 3. 3　 HTR-8 / SVneo 细胞培养及处理

用含 10%胎牛血清和 1%青、链霉素的 RPMI
1640 完全培养基接种细胞于 37℃ 5% CO2 培养箱

中,细胞贴壁生长至 85%左右,胰酶消化传代。 取

生长状态良好的细胞接种于六孔板,培养 24 h,加入

对应组别含药血清,前期研究证实含药血清体积分

数 10%为最佳,故选用此体积分数含药血清作用于

HTR-8 / SVneo 细胞 24 h,收集细胞进行相关指标检

测。 为排除大鼠含药血清对实验结果的干扰,设置

未用含药血清处理的细胞作为空白对照组,作为阴

性对照组的参照。
1. 3. 4 　 Western blot 检 测 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 蛋白表达水平

提取总蛋白并测定浓度,聚丙烯酰胺凝胶上

样,电泳,转膜,5%脱脂奶粉封闭,一抗 (Caspase-7
1 ∶ 1000、Caspase-9 1 ∶ 500、Caspase-3 1 ∶ 2000 稀释)
4℃孵育过夜,TBST 洗膜,二抗(1 ∶5000 稀释)37℃
孵育 2 h,TBST 洗膜,ECL 发光液显影,胶片定影,
BandScan 软件进行胶片灰度值分析。
1. 3. 5 　 Real-time PCR 检测 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 mRNA 表达水平

提取总 RNA 并检测纯度和浓度,RNA 定量后

逆转录合成 cDNA,反应条件为 25℃ 5 min,50℃ 15
min,85℃ 5 min,4℃ 10 min,配制 20 μL 体系进行基

因扩增,扩增条件为 50℃ 2 min,95℃ 10 min,95℃
30 s,60℃ 30 s,40 个循环。 以 2-△△ct进行所得数据

分析。 引物设计序列如下(见表 1)。
1. 3. 6　 透射电镜观察细胞超微结构变化

分别用 2. 5%戊二醛及 1%四氧锇酸室温固定,
按常规方法乙醇梯度脱水,再使用丙酮和 Epon-812
包埋剂等体积混合液与纯 Epon-812 包埋剂渗透,
制成 70 nm 超薄切片,2%醋酸双氧铀-枸橼酸铅染

色,透射电镜观察细胞超微结构变化。
1. 4　 统计学方法

GraphPad Prism 5. 0 软件进行统计学分析。 数

据以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,计量资料组间比

较采用单因素方差分析( one-way ANOVA),以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1 　 HTR-8 / SVneo 细胞 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3蛋白相对表达量

A 组与 B 组比较无差异(P>0. 05)。 与 B 组比

较,C 组 Caspase-7 蛋白无差异(P>0. 05),D、E、F、G
组表达量上调(P<0. 05);与 C 组比较,E、F、G 组蛋

白表达量上调(P<0. 05);与 D 组比较,E、G 组蛋白

表达量上调(P<0. 05);与 F 组比较,E 组蛋白表达

　 　 　 表 1　 引物序列
Table 1　 Primer sequence

名称
Name

引物序列(5′-3′)
Primer sequence(5′-3′)

片段长度
Fragment
length

GAPDH F: 5′-TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3′
R: 5′-TCAAAGGTGGAGGAGTGGGT-3′ 115 bp

Caspase-7 F: 5′-TCTTCGCCTATTCCACGGTT-3′
R: 5′-GGCAACTCTGTCATTCACCC -3′ 152 bp

Caspase-9 F: 5′- CTTCGTTTCTGCGAACTAACAGG -3′
R: 5′- GCACCACTGGGGTAAGGTTT -3′ 75 bp

Caspase-3 F: 5′- AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC -3′
R: 5′- ACAGTCCAGTTCTGTACCACG -3′ 81 bp
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量上调(P<0. 05);G 组与 E、F 组比较无差异(P>
0. 05)。 与 B 组比较,C、D、E、F、G 组 Caspase-9 蛋

白表达量上调(P<0. 05);与 C 组比较,D、E、F、G 组

蛋白表达量上调(P<0. 05);与 D、F、G 组比较,E 组

表达量上调(P<0. 05);F 组与 G 组比较无差异(P>
0. 05)。 与 B 组比较,C、D、E、F、G 组 Caspase-3 蛋

白表达量上调(P<0. 05);与 C、D 组比较,E、F、G 组

蛋白表达量上调(P<0. 05);与 F、G 组比较,E 组蛋

白表达量上调(P<0. 05);F 组与 G 组比较无差异

(P>0. 05),(见图 1、表 2)。
2. 2 　 HTR-8 / SVneo 细胞 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 mRNA 相对表达量

A 组与 B 组比较无差异(P>0. 05)。 与 B 组比

较,C、D、E、F、G 组 Caspase-7 mRNA 表达量上调(P
<0. 05);与 C、D 组比较,E、G 组 mRNA 表达量上调

(P<0. 05);与 F 组比较,E 组 mRNA 表达量上调(P
<0. 05),G 组无差异(P>0. 05);E 组与 G 组比较无

差异 ( P > 0. 05 )。 与 B 组比较, C 组 Caspase-9
mRNA 表达无差异(P>0. 05),D、E、F、G 组表达量

上调(P<0. 05);与 C 组比较,E、F、G 组 mRNA 表达

量上调(P<0. 05);与 D、F、G 组比较,E 组 mRNA 表

达量上调(P<0. 05);F 组与 G 组比较无差异(P>
0. 05)。 与 B 组比较, C、 D、 E、 F、 G 组 Caspase-3
mRNA 表达量上调(P<0. 05);与 C 组比较,E、G 组

mRNA 表达量上调(P<0. 05);与 D 组比较,E、F、G
组 mRNA 表达量上调(P<0. 05);E、F、G 组三者比

较无差异(P>0. 05),(见表 3)。
2. 3　 透射电镜观察 HTR-8 / SVneo 细胞超微结构

的变化

A、B 组细胞包膜完整,表面有微绒毛,见清晰

的核膜及核仁,均匀的染色质散布于核膜内,细胞

内线粒体、内质网、高尔基体清晰可见,线粒体内外

膜完整、形态良好;C、D、E、F、G 组微绒毛减少,其中

C、D 组异染色质沿核膜边集,部分线粒体肿胀、脊
紊乱或断裂,E、F、G 组细胞核不规则,染色质固缩,
边集于核内的异染色质增多,胞浆内布满肿胀的线

粒体,部分出现脊紊乱或断裂、甚至消失,线粒体空

泡化;E、G 组观察到自噬体形成增多,(见图 2)。

图 1　 HTR-8 / SVneo 细胞蛋白表达量

Figure 1　 Protein expression of HTR-8 / SVneo cells

表 2　 HTR-8 / SVneo 细胞 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 蛋白表达量( 􀭰x ± s, n= 3)
Table 2　 Protein expression of Caspase-7,Caspase-9 and Caspase-3 in HTR-8 / SVneo cells

组别 Groups Caspase-7 Caspase-9 Caspase-3
A 组　 Group A 0. 037±0. 005 0. 070±0. 005 0. 053±0. 008
B 组　 Group B 0. 036±0. 006 0. 073±0. 009 0. 057±0. 011
C 组　 Group C 0. 081±0. 015 0. 121±0. 018∗ 0. 141±0. 006∗

D 组　 Group D 0. 129±0. 032∗ 0. 187±0. 019∗▲ 0. 104±0. 009∗

E 组　 Group E 0. 264±0. 016∗▲● 0. 269±0. 027∗▲● 0. 272±0. 014∗▲●

F 组　 Group F 0. 182±0. 024∗▲□ 0. 212±0. 010∗▲□ 0. 173±0. 005∗▲●□

G 组　 Group G 0. 231±0. 010∗▲● 0. 216±0. 004∗▲□ 0. 202±0. 012∗▲●□

注:与 A、B 组比较,∗P<0. 05;与 C 组比较,▲P<0. 05;与 D 组比较,●P<0. 05;与 E 组比较,□P<0. 05。
Note. Compared with group A and B, ∗P<0. 05. Compared with group C, ▲P<0. 05. Compared with group D, ●P<0. 05. Compared with group E,
□P<0. 05.

表 3　 HTR-8 / SVneo 细胞 Caspase-7、Caspase-9、Caspase-3 mRNA 表达量( 􀭰x ± s, n= 3)
Table 3　 Expression of Caspase-7, Caspase-9 and Caspase-3 mRNA in HTR-8 / SVneo cells

组别 Groups Caspase-7 Caspase-9 Caspase-3
A 组　 Group A 1. 030±0. 088 1. 004±0. 054 0. 940±0. 071
B 组　 Group B 1. 089±0. 057 1. 019±0. 063 1. 025±0. 143
C 组　 Group C 1. 507±0. 193∗ 1. 380±0. 123 1. 895±0. 149∗

D 组　 Group D 1. 583±0. 063∗ 1. 655±0. 122∗ 1. 805±0. 218∗

E 组　 Group E 2. 312±0. 159∗▲● 2. 444±0. 176∗▲● 3. 060±0. 340∗▲●

F 组　 Group F 1. 701±0. 078∗□ 1. 950±0. 185∗▲□ 2. 483±0. 351∗●

G 组　 Group G 1. 988±0. 179∗▲● 1. 905±0. 219∗▲□ 2. 964±0. 084∗▲●

注:与 A、B 组比较,∗P<0. 05;与 C 组比较,▲P<0. 05;与 D 组比较,●P<0. 05;与 E 组比较,□P<0. 05。
Note. Compared with group A and B, ∗P<0. 05. Compared with group C, ▲P<0. 05. Compared with group D, ●P<0. 05. Compared with group E,
□P<0. 05.
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注:红色箭头指示为线粒体,蓝色箭头指示为自噬体。

图 2　 HTR-8 / SVneo 细胞透射电镜观察

Note. Red arrow indicates mitochondria. Blue arrow indicates autophagy.

Figure 2　 TEM observation of HTR-8 / SVneo cells

3　 讨论

本实验从蛋白、基因水平测定及形态学观察,
研究妊娠滋养叶细胞凋亡情况。 为排除大鼠含药

血清对实验结果的干扰,设置空白对照组作为参

照,确保实验结果的准确性。 细胞凋亡是指在多种

条件刺激下,多基因、多通路联合调控的细胞主动

有序的死亡方式[6]。 细胞凋亡的发生可清除体内

有害、多余、突变或衰老的细胞,同时抑制细胞过度

增殖[7],在胚胎发育、肿瘤的发生及自身免疫系统

疾病中占有重要地位[8]。 现研究的细胞凋亡途径

主要有死亡受体、线粒体和内质网途径[9]。 研究显

示中药可以通过调控内质网应激对疾病产生影

响[10]。 活血化瘀中药可通过死亡受体通路和线粒

体通路促使异位妊娠胚胎死亡已有报道,而关于本

院经验方加味宫外孕 II 号方能否通过内质网应激

介导滋养细胞凋亡尚未阐明。 研究表明内质网应

激参与子痫前期、妊娠期糖尿病等妊娠相关疾病的

发生发展[11-12]。 各种因素如 Ca2+ 紊乱、氧化应激、
病毒感染、营养缺乏、缺氧、药物或环境应激引起内

质网功能障碍[13-14],蛋白质在腔内正确折叠受阻,
出现过量的错误折叠和未折叠蛋白在内质网腔中

积累的现象称为内质网应激[15-16]。 适当的内质网

应激可促进蛋白质的重新折叠或抑制蛋白质的合

成以减轻细胞损伤,同时清除不可逆损伤细胞恢复

稳态,而过强的内质网应激超过未折叠蛋白的承受

能力无法修复细胞损伤时,则引起 Caspase 和相关

蛋白酶的激活,引发凋亡级联放大效应[17]。

内质网过度应激时,胞质中的 Caspase-7 转移到

内质网表面发生蛋白水解,Caspase-7 激活 Caspase-
12,活化的 Caspase-12 裂解 Caspase-9,进而分解凋

亡效应因子 Caspase-3 诱发细胞凋亡[18]。 课题前期

研究结果提示加味宫外孕 II 号方含药血清处理的

HTR-8 / SVneo 细胞中仅在内质网应激时活化的

Caspase-12 蛋白及基因水平呈高表达。 从以上数据

分析,我们发现经中、高剂量中药、甲氨蝶呤及二者

联合用药干预后的大鼠血清作用于 HTR-8 / SVneo
细胞,Caspase-7、Caspase-9 蛋白及 mRNA 表达水平

与所有药物处理组的 Caspase-3 蛋白及 mRNA 表达

量均较空白及阴性对照组增加,中药低剂量组

Caspase-7 mRNA、Caspase-9 蛋白表达增加,提示中

药及甲氨蝶呤能够上调 Caspase-12 通路中凋亡因子

的表达。 中药低剂量组 Caspase-7 蛋白、Caspase-9
mRNA 表达与空白及阴性对照组比较无差异,考虑

可能与此剂量下蛋白剪切激活、转录后修饰有关。
经中药中、高剂量与甲氨蝶呤处理的滋养叶细胞蛋

白与基因表达处于高水平,说明 HTR-8 / SVneo 细胞

内质网发生过度应激,内质网凋亡通路被激活,通
过调控 Caspase-12 信号通路发挥凋亡作用。 由此推

测,加味宫外孕 II 号方及甲氨蝶呤促妊娠滋养叶细

胞凋亡的机制之一可能是通过内质网过度应激激

活 Caspase-12 通 路 诱 导 Caspase-7、 Caspase-9、
Caspase-3 因子活化的凋亡途径。 其中中药高剂量

组较中药低、中剂量组表达更显著,说明高剂量较

低、中剂量促细胞凋亡作用增强,可达到进一步促

进胚胎消亡的功效。 而中药高剂量组杀胚效果与
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甲氨蝶呤组、中西药结合组相近,郑文兰等[19] 研究

显示中药加大剂量时杀胚效果增强,且对肝的损伤

较使用甲氨蝶呤小,鉴于中药具有高效杀胚且低毒

副作用的特点,临床值得推广应用。
本实验还通过细胞形态学、超微结构的变化进

一步观察细胞凋亡情况。 发现低、中、高剂量中药、
甲氨蝶呤与中西药结合含药血清处理 HTR-8 / SVneo
细胞,出现染色质固缩,异染色质边缘化,部分线粒

体肿胀、脊紊乱或断裂、甚至消失,线粒体空泡化等

凋亡特征。 电镜下未见明显凋亡小体,可能与细胞

尚处于凋亡早期,未进入核碎裂阶段有关。 线粒体

在细胞凋亡发生时反应较灵敏,中药高剂量组、甲
氨蝶呤组与中西药结合组线粒体损伤严重,且中药

高剂量组与中西药结合组可见自噬体形成增多,研
究提示细胞自噬过度可启动凋亡,使细胞程序化死

亡,二者存在协同关系[20]。 本研究从形态学上证实

经不同剂量的中药、西药及中西药结合含药血清处

理的细胞存在不同程度损伤和细胞凋亡的典型特

征。 因此我们推断加味宫外孕 II 号方通过损坏妊

娠滋养叶细胞正常形态结构,使线粒体功能障碍,
ATP 合成受阻,致妊娠组织失去营养支持而消亡。

综上,加味宫外孕 II 号方可破坏滋养叶细胞的

超微结构,诱导细胞凋亡,其机制可能是内质网过

度应激激活 Caspase-12 通路,通过上调 Caspase-7、
Caspase-9、Caspase-3 凋亡基因的表达促使滋养叶细

胞凋亡。 本研究在细胞超微结构中发现大量自噬

体形成,可能该方与自噬也存在一定关系,下一步

可针对滋养叶细胞自噬机制开展研究,挖掘中医药

保守治疗异位妊娠的更多理论依据。
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斑马鱼幼鱼整鱼石蜡切片制作

何嘉玲,暴　 国,王天奇,张长勇,李　 楠,孙德明∗

(国家卫生健康委科学技术研究所实验动物中心,北京　 100081)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨斑马鱼幼鱼整鱼的石蜡切片制作。 方法　 以 4 d 斑马鱼幼鱼为材料,探讨使用不同固定

剂和脱水剂的切片效果。 结果　 4% PFA 过夜不适合幼鱼脑组织和肌肉固定,组织脆裂严重,但对肠道影响较小。
Bouin’s 液适合幼鱼固定,后续使用叔丁醇脱水稍优于乙醇。 Bouin’s 液固定的幼鱼脑组织脱水 1 min,肌肉组织脱

水 4 min 能获得良好的切片效果。 结论　 在优化条件下,制作的切片基本达到了切片完整,薄厚均匀,无褶无刀痕,
裂痕;染色核质分明,红蓝适度,透明洁净等要求。 可供需进行斑马鱼幼鱼石蜡切片的研究者参考。

【关键词】 　 斑马鱼幼鱼;石蜡切片;固定剂;脱水剂

【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】1671-7856(2020) 08-0035-07

Preparation of paraffin-embedded sections of zebrafish larva

HE Jialing, BAO Guo, WANG Tianqi, ZHANG Changyong, LI Nan, SUN Deming∗

(Experimental Animal Center of National Research Institute for Family Planning, Beijing 100081, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To develop a method of paraffin-embedded section preparation of whole zebrafish larva.
Methods　 At 4 days post-fertilization, zebrafish larvae were used to explore the effect of two kinds of fixative solution and
dehydration reagent on paraffin-embedded sections. Results 　 Overnight 4% PFA fixation was not suitable for brain or
muscle tissues of zebrafish larva. The tissue was severely brittle, but it had little effect on the intestines. Bouin’ s fixative
solution was suitable for fixation of zebrafish larva, and subsequent use of tert-butanol or ethanol showed little difference.
The dehydration by tert-butanol was slightly better than that of ethanol. For Bouin’ s solution-fixed zebrafish larva, brain
tissue dehydrated for 1 minute and muscle tissue dehydrated for 4 minutes can obtain a standard paraffin section which has
no folds, no cracks and clearly dyed. Conclusions　 Under optimized conditions, the prepared sections met the standard for
paraffin-embedded sections: a complete, uniform thickness, no folds, no knife marks or cracks, a clearly dyed nucleus,
moderately red and blue, transparent, and clean. This method can be used as a reference for researchers who need to
prepare paraffin-embedded sections of zebrafish larva.

【Keywords】　 zebrafish larva; paraffin-embedded section; fixative solution; dehydration reagent

　 　 斑马鱼(Danio rerio)又名蓝条鱼、花条鱼、斑
马担尼鱼,隶属辐鳍亚纲鲤科短担尼鱼属,是发育

生物学、遗传学、毒理学等领域重要的脊椎动物模

型[1-5] 。 然而,目前国内尚缺乏其系统的组织形态

学描述。 为数不多的国内研究也较多地关注斑马

鱼成鱼的组织形态学变化,如成鱼的脑、肠道、心



脏和肝等[6-8] 。 在生物学及医学领域,由于斑马鱼

早期胚胎透明,易于观察,其在各领域的应用远远

较成鱼广泛。 然而目前国内尚未检索到关于斑马

鱼幼鱼石蜡切片条件优化的文献。 研究者在进行

幼鱼石蜡切片的过程中多采用传统石蜡切片制备

方法,切片质量良莠不齐[9-10] 。 斑马鱼幼鱼体型

小,含水量高,有必要摸索出一套适合于斑马鱼幼

鱼的石蜡切片方法,以获得优质的组织切片。
优质的石蜡组织切片能够保持细胞间的正常

相互关系,清晰显示组织细胞的形态结构,真实地

展示组织形态学结构。 在条件摸索中我们发现,
不恰当的石蜡切片制作方法,可能人为导致正常

的生理组织出现“异常”的形态和结构,影响实验

的判断。 本实验以斑马鱼幼鱼整鱼为实验材料,
从固定、脱水,透明等环节出发摸索实验条件。 通

过 HE 染色后采集图像,展示不同条件下获得的切

片效果,为后续研究者进行斑马鱼幼鱼切片制作

提供有益的参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

实验所用斑马鱼成鱼为野生型 TU 品系,由北

京大学生命科学学院细胞增殖与分化教育部重点

实验室张博教授馈赠,20 ~ 24 周龄,体重约 350 ~
390 mg,雌雄各 4 尾。 按照 Westerfield[11]述及的方

法饲养、繁育、收集受精卵。 受精卵清洗和消毒

后,放入含有 1‰(w / v)亚甲基蓝的培养液中,于
28. 5℃培养箱中培养 4 d,期间每天更换新鲜培养

液。 上述斑马鱼饲养及实验均在国家卫生健康委

科学技术研究所实验动物中心[ SYXK(京) 2018-
0010]完成。 所有研究方案均通过国家卫生健康

委科学技术研究所实验动物福利伦理委员会审批

(NRIFH11-1912-6),严格遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

Tricaine(sigma);多聚甲醛(天津市致远化学试

剂有限公司);波恩氏液(北京百奥莱博科技有限公

司);乙醇(宜兴市第二化学试剂厂);二甲苯(宜兴

市第二化学试剂厂);叔丁醇(上海阿拉丁化学试剂

有限公司);苏木素染液(珠海贝索生物技术有限公

司);伊红(天津市大茂化学试剂厂)。 切片机(德国

莱卡公司);正置光学显微镜(德国莱卡公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 固定、脱水、透明

受精后 4 d(4 days post fertilization,4dpf)幼鱼固

定前, 用 0. 02% 的 Tricaine ( ethylm-aminobenzoate,
1 mol / L Tris – HCl,pH9. 0)进行安乐死。 随后分别

用 4%多聚甲醛(paraformaldehyde,PFA)和 Bouin’ s
液固定 24 h。 固定完成后,4%多聚甲醛固定的样品

放入装有蒸馏水的离心管中,置摇床上,清洗 3 ~ 4
次,每 15~30 min 换一次水。 Bouin’s 液固定的样品

放入装有 70%乙醇(配制时 50 mL 中加 30 μL 浓氨

水)的离心管中,同法清洗固定组织,以去除固定液中

色素的干扰。
脱水时间分别为 1 min 和 4 min,叔丁醇脱水后

直接浸蜡,乙醇脱水后经二甲苯透明后浸蜡,透明

程序为:无水乙醇-二甲苯等体积混合液 2. 5 min,
二甲苯Ⅰ 1 min,二甲苯Ⅱ 1 min。

实验设计详见表 1、表 2 和表 3。
1. 3. 2　 浸蜡、包埋、切片

按照常规方法进行浸蜡,包埋和切片处理。 透

明后于 65℃浸蜡,共 2 次,分别为 20 min 和 40 min。
为获得斑马鱼不同切面的切片,包埋时可使用高精

密镊子在液态石蜡中摆放幼鱼。 待蜡块彻底冷却

后,蜡块于-20℃冰箱冷冻 1 ~ 2 h,修块,制备 5 μm
切片。
1. 3. 3　 HE 染色

石蜡切片的 HE 染色参考常规方法进行。 切

片 65℃干烤 1 h 后立即浸入二甲苯脱蜡,二甲苯

Ⅰ和二甲苯Ⅱ各 25 min。 随后梯度水化:无水乙

醇Ⅰ,无水乙醇Ⅱ,95%乙醇Ⅰ,95%乙醇Ⅱ,75%
乙醇,蒸馏水各 10 min。 苏木精-伊红(HE)染色

按常规方法进行:苏木素染液染色 2 min,蒸馏水

洗 3 次,盐酸乙醇 2 s,蒸馏水洗 3 次,氨水乙醇

20 s,蒸馏水洗 3 次,伊红染色 1 min,蒸馏水洗 3
次。 随后 75%乙醇快速脱水,95%乙醇Ⅰ,95%乙

醇Ⅱ,100%乙醇Ⅰ,100%乙醇Ⅱ各脱水 5 min,二
甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ各 15 min,最后中性树胶封片,
制成永久切片。 用正置显微镜观察并采集图片。
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表 1　 斑马鱼 4 dpf 幼鱼石蜡切片实验分组
Table 1　 Experimental group of 4dpf zebrafish larva for paraffin section

组别
Groups

固定液
Fixative solution

脱水剂
Dehydrating agent

透明剂
Transparent agent

组Ⅰ Group Ⅰ 4%多聚甲醛 4% PFA 叔丁醇 Tertiary butanol /
组Ⅱ Group Ⅱ 4%多聚甲醛 4% PFA 乙醇 Ethanol 二甲苯 Xylene
组Ⅲ Group Ⅲ 波恩氏液 Bouin’s solution 叔丁醇 Tertiary butanol /
组Ⅳ Group Ⅳ 波恩氏液 Bouin’s solution 乙醇 Ethanol 二甲苯 Xylene

表 2　 脱水过程
Table 2　 Process of dehydration

组Ⅰ
Group Ⅰ

时间(min)
Time

组Ⅱ
Group Ⅱ

时间(min)
Time

组Ⅲ
Group Ⅲ

时间(min)
Time

组Ⅳ
Group Ⅳ

时间
Time(min)

30%叔丁醇
30% Tertiary butanol 1 4 30%乙醇

30%Ethanol 1 4 70%叔丁醇
70% Tertiary butanol 1 4 70%乙醇

70%Ethanol 1 4

40%叔丁醇
40% Tertiary butanol 1 4 40%乙醇

40%Ethanol 1 4 80%叔丁醇
80% Tertiary butanol 1 4 80%乙醇

80%Ethanol 1 4

50%叔丁醇
50% Tertiary butanol 1 4 50%乙醇

50%Ethanol 1 4 90%叔丁醇
90% Tertiary butanol 1 4 90%乙醇

90%Ethanol 1 4

60%叔丁醇
60% Tertiary butanol 1 4 60%乙醇

60%Ethanol 1 4 95%叔丁醇
95% Tertiary butanol 1 4 95%乙醇

95%Ethanol 1 4

70%叔丁醇
70% Tertiary butanol 1 4 70%乙醇

70%Ethanol 1 4 100%叔丁醇
100% Tertiary butanol 1 4 100%乙醇

100%Ethanol 1 4

80%叔丁醇
80% Tertiary butanol 1 4 80%乙醇

80%Ethanol 1 4 100%叔丁醇
100% Tertiary butanol 1 4 100%乙醇

100%Ethanol 1 4

90%叔丁醇
90% Tertiary butanol 1 4 90%乙醇

90%Ethanol 1 4

95%叔丁醇
95% Tertiary butanol 1 4 95%乙醇

95%Ethanol 1 4

100%叔丁醇
100% Tertiary butanol 1 4 100%乙醇

100%Ethanol 1 4

100%叔丁醇
100% Tertiary butanol 1 4 100%乙醇

100%Ethanol 1 4

表 3　 透明过程
Table 3　 Process of transparency

组Ⅱ 时间(min) 组Ⅳ 时间(min)
Group Ⅱ Time Group Ⅳ Time

乙醇-二甲苯(1 ∶1)Ethanol-Xylene(1 ∶1) 2. 5 乙醇-二甲苯(1 ∶1)Ethanol-Xylene(1 ∶1) 2. 5
二甲苯 Xylene 1 二甲苯 Xylene 1
二甲苯 Xylene 1 二甲苯 Xylene 1

2　 结果

2. 1　 固定剂对切片效果的影响

参考斑马鱼成鱼组织的固定,采用应用较多的

单一固定剂 4% PFA 和复合固定剂 Bouin’s 液分别

固定斑马鱼幼鱼。 4%多聚甲醛固定的幼鱼,后续无

论何种脱水条件,脑组织(图 1a、1b、1e、1f)都出现

了明显的收缩和脆裂,骨骼肌纤维也出现不同程度

的收缩,间隙异常增宽 (图 2a、2b、2e、2f)。 而经

Bouin’s 液固定的幼鱼,都较好地保持组织的原形,
低倍镜下没有观察到明显的组织脆裂的现象(图
1C、1D、1G、1H)。 但对于幼鱼深部的器官,如肠道

等则受固定液影响较小,除 4% PFA 固定后乙醇梯

度脱水 1 min 的幼鱼(图 2b)以外,其余 PFA 固定幼

鱼的肠道没有出现类似脑和肌肉组织脆裂的现象。
结果详见图 1。

此外,在固定过程中应注意,为避免机体出现

自溶引起组织结构的改变,鱼施行安乐死后,应尽

快进行固定;固定过程中,由于前期硬度不够,应确

保幼鱼水平摆放,避免体轴弯曲而影响后续切片和

观察。
2. 2　 脱水对切片效果的影响

选用常规的脱水剂乙醇和脱水能力较弱的

叔丁醇分别进行脱水。 为防止高浓度脱水剂脱
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水时间过长导致组织脆化,摸索脱水时间,分别

进行 1 min 和 4 min 梯度脱水。 乙醇属于非石

蜡溶剂,脱水后选择二甲苯进行透明,叔丁醇为

兼石 蜡 溶 剂, 无 需 进 行 透 明, 脱 水 后 可 直 接

浸蜡。

注:小写字母标记的图片是相应大写字母标记图片的局部放大图。 A、a:4% PFA 固定,叔丁醇脱水 1 min;
E、e:4% PFA 固定,叔丁醇脱水 4 min;B、b:4% PFA 固定,乙醇脱水 1 min;F、f:4% PFA 固定,乙醇脱水

4 min;C、c:Bouin’s 液固定,叔丁醇脱水 1 min;G、g:Bouin’ s 液固定,叔丁醇脱水 4 min;D、d:Bouin’ s 液固

定,乙醇脱水 1 min;H、h:Bouin’s 液固定,乙醇脱水 4 min。

图 1　 4 d 斑马鱼幼鱼不同实验分组的大体和局部切片效果

Note. The pictures marked with lower case letters are partial enlarged views of the pictures marked with
corresponding upper case letters. A / a, 4% PFA fixation, tert-butanol dehydration for 1 min. E / e, 4% PFA
fixation, t-butanol dehydration for 4 min. B / b, 4% PFA fixation, ethanol dehydration for 1 min. F / f, 4% PFA
Fixation, ethanol dehydration for 4 min. C / c, Bouin’s solution fixation, tert-butanol dehydration for 1 min; G / g,
Bouin’s solution fixation, tert-butanol dehydration for 4 min. D / d, Bouin’s solution fixation, ethanol dehydration
for 1 min. H / h, Bouin’s solution fixed, ethanol dehydrated for 4 min.

Figure 1　 General and local sectioning effects of different experimental groupings of 4dpf zebrafish larva

对于脑组织,经 PFA 固定的幼鱼,无论用叔丁

醇或乙醇作为脱水剂,脆裂都比较严重,叔丁醇脱

水(图 1a、1e)的脆裂程度较乙醇脱水(图 1b、1f)稍
轻。 对于眼睛,经 PFA 固定的幼鱼,都出现了明显

的裂痕,其中叔丁醇 1 min 梯度脱水的效果最差,裂
纹非常严重(图 1a)。 在 Bouin’ s 液固定的鱼中,对
于脑组织和眼睛,无论是叔丁醇或是乙醇梯度脱
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水,都获得了较好的切片效果,切片无褶无裂痕。
但乙醇脱水时间为 4 min 的样品,可观察到轻微的

刀痕(图 1H、1h),可能与脱水时间较长,组织硬度

较大有关系。 因此,对于脑组织而言,Bouin’ s 液固

定后,脱水时间不宜过长,叔丁醇或乙醇 1 min 梯度

脱水即可获得较好的切片效果。
对于肌肉组织,经 PFA 固定的幼鱼,无论利用

叔丁醇或乙醇作为脱水剂的切片效果差异不大,都
出现不同程度的收缩,间隙增宽。 对于 Bouin’ s 固

定的样品,使用乙醇进行脱水的样品出现轻微的肌

纤维收缩(图 2d、2h),叔丁醇(图 2c、2g)的切片效

果优于乙醇。 观察脱水时间对肌肉组织切片效果

的影响发现,脱水时间 4 min 样品(图 2e、2f、2g、2h)
的收缩程度明显小于 1 min 梯度脱水的样品(图 2a、
2b、2c、2d)。 因此,对于肌肉组织,Bouin’ s 液固定

后,使用叔丁醇脱水优于乙醇,且脱水时间不宜过

短,4 min 的叔丁醇梯度脱水能达到较好的切片效

果。 结果详见图 2。

注:小写字母标记的图片是相应大写字母标记图片的局部放大图。 A、a:4% PFA 固定,叔丁醇脱水 1 min;
E、e:4% PFA 固定,叔丁醇脱水 4 min;B、b:4% PFA 固定,乙醇脱水 1 min;F、f:4% PFA 固定,乙醇脱水

4 min;C、c:Bouin’s 液固定,叔丁醇脱水 1 min;G、g:Bouin’s 液固定,叔丁醇脱水 4 min;D、d:Bouin’ s 液固

定,乙醇脱水 1 min;H、h:Bouin’s 液固定,乙醇脱水 4 min。

图 2　 4 d 斑马鱼幼鱼不同实验分组的大体和局部切片效果

Note. The pictures marked with lower case letters are partial enlarged views of the pictures marked with
corresponding upper case letters. A / a, 4% PFA fixation, tert-butanol dehydration for 1 min. E / e, 4% PFA
fixation, t-butanol dehydration for 4 min. B / b, 4% PFA fixation, ethanol dehydration for 1 min. F / f, 4% PFA
Fixation, ethanol dehydration for 4 min. C / c, Bouin’s solution fixation, tert-butanol dehydration for 1 min. G / g,
Bouin’s solution fixation, tert-butanol dehydration for 4 min. D / d, Bouin’s solution fixation, ethanol dehydration
for 1 min. H / h, Bouin’s solution fixed, ethanol dehydrated for 4 min.

Figure 2　 General and local sectioning effects of different experimental groupings of 4 dpf zebrafish larva
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2. 3　 不同组织最佳的切片条件

对于斑马鱼幼鱼的不同组织,由于存在蛋白

质,脂肪及水等含量的差异,对切片的条件有不同

的要求[12]。 在本文摸索的条件中,对于斑马鱼幼鱼

的脑组织,最佳的固定液为 Bouin’s 液,后续使用乙

醇或叔丁醇脱水 1 min 可以达到良好的切片效果;
对于骨骼肌,最佳的固定液仍是 Bouin’s 液,但是对

于肌肉组织,叔丁醇脱水的效果明显优于乙醇,并
且脱水 4 min 的效果优于脱水 1 min 的效果;消化道

组织,受不同固定液和脱水液的影响较小,除 4%
PFA 固定后,乙醇 1 min 梯度脱水出现了较明显的

脆裂外,其余固定和脱水条件下,切片效果都较好,
没有显著差异;对于幼鱼眼睛,4% PFA 固定后裂纹

明显,而经 Bouin’s 液固定后,除了乙醇梯度脱水 4
min 出现轻微刀痕外,都能获得良好的切片效果。
结果详见表 4。

表 4　 不同组织在不同条件下的切片效果
Table 4　 Effects among different tissues under different conditions

组织
Tissues

4% PFA 波恩氏液 Bouin’s solution

乙醇
Ethanol

叔丁醇
Tertiary butanol

乙醇
Ethanol

叔丁醇
Tertiary butanol

1 min 4 min 1 min 4 min 1 min 4 min 1 min 4 min
脑组织
Brain
tissue

收缩、脆裂严重
Severe contracted

and brittle

收缩、脆裂严重
Severe contracted

and brittle

稍收缩、脆裂
Slightly contracted

and brittle

稍收缩、脆裂
Slightly contracted

and brittle

良好
Good

轻微刀痕
Slightly cutter

mark

良好
Good

良好
Good

骨骼肌
Skeletal
muscle

收缩,间隙增宽
Contracted and
gap widening

收缩,间隙增宽
Contracted and
gap widening

收缩,间隙增宽
Contracted and
gap widening

收缩,间隙增宽
Contracted and
gap widening

轻微收缩
Slightly

contracted

轻微收缩
Slightly

contracted

轻微收缩
Slightly

contracted

良好
Good

消化道
Digestive tract

脆裂
Brittle

良好
Good

良好
Good

良好
Good

良好
Good

良好
Good

良好
Good

良好
Good

眼睛
Eye

裂纹明显
Obvious cracks

裂纹明显
Obvious cracks

严重裂纹
Severe cracks

裂纹明显
Obvious cracks

良好
Good

轻微刀痕
Slightly cutter mark

良好
Good

良好
Good

3　 讨论

斑马鱼由于其独特的优势在生命科学领域得

到了广泛的应用。 相较于成鱼,斑马鱼胚胎和幼体

具有身体透明,便于显微镜观察,数量多,有利于高

通量实验等优点,在药物发育毒理学,环境毒理学,
肿瘤异体移植,遗传学,疾病动物模型等方面应用

更为广泛[13-14]。 研究者往往通过操作斑马鱼幼鱼

或胚胎,观察表型变化,获得实验结论。 而组织器

官细胞水平的变化是表型变化的根本。 组织切片

技术克服了无法观察组织内部变化的不足,是反映

组织实时状况最有效的手段,甚至是某些诊断和评

价的金标准。

随着斑马鱼应用的日益广泛,笔者通过搜索引

擎发现,研究人员对斑马鱼幼鱼石蜡切片方法有较

大的需求。 但经文献搜索,发现国内关于幼鱼石蜡

切片的文献非常匮乏。 仅有几篇关于斑马鱼成鱼

石蜡切片的文献[7, 14-15]。 斑马鱼幼鱼具有与成鱼

不同的组织特性,加之体型小,较难分离组织器官

等特点,亟需一套适用于斑马鱼幼鱼整体石蜡切片

的方法。
合适的染色前处理是获得优质组织病理切片

的基础。 笔者通过多轮实验和实验条件摸索,获得

了良好的幼鱼整体石蜡切片结果。 以下将重点讨

论实验中需要注意的问题及解决办法。
染色前的固定、脱水、透明、浸蜡是影响切片质

量至关重要的环节。 处理不当,石蜡切片往往容易

出现收缩,裂纹等问题,既不符合石蜡切片的要求,
也影响结果的判断。

固定是石蜡切片制片的关键,良好的固定剂能

迅速穿透组织,保持组织原形,不发生膨胀或收缩。
多聚甲醛是甲醛的聚合物,性质比甲醛稳定,在传

统的石蜡切片组织样本固定中广泛应用。 但本实

验结果显示,斑马鱼幼鱼经 4% PFA 过夜固定后,导
致了幼鱼组织不可回复的硬化,无论后续脱水条件

如何优化,脑组织和肌肉组织都出现了明显的裂

痕,严重影响实验观察。 可能与斑马鱼幼鱼组织器

官的特性有关。 Bouin’ s 固定液是一种混合固定

剂,对幼鱼组织硬化作用适中,后续经过适当的脱

水,透明和浸蜡等处理,能获得较满意的切片,与斑

马鱼成鱼结果类似[15]。
脱水就是除去组织内部水分以便后续石蜡的
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浸入,梯度乙醇是应用最广泛的脱水剂,但对于斑

马鱼幼鱼的肌肉组织而言,即使是 30%起始的梯度

乙醇脱水都能引起肌肉纤维的收缩,说明对于幼鱼

而言,乙醇作为脱水剂脱水能力过强。 改用叔丁醇

后,肌肉收缩现象显著改善。 另外叔丁醇作为脱水

剂兼透明剂,可以获得良好的脱水效果,同时避免

二甲苯透明的环节,减少了导致组织硬化和脆裂的

可能。 对于肌肉组织,Bouin’ s 液固定后,无论使用

乙醇或叔丁醇作为脱水剂,4 min 的脱水效果都优

于 1 min,可能是与短时间内脱水不尽,残留在组织

细胞中的水分无法与二甲苯相溶,导致石蜡无法完

全渗入有关。
通过条件摸索和优化,本方法制备的石蜡切片

能达到石蜡切片的质量要求,可供以斑马鱼幼鱼为

研究对象的研究者参考。
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实验小鼠感染诺如病毒后组织病理变化及病毒含量分析

李晓波#,付　 瑞#,王　 吉∗,王淑菁,王莎莎,李　 威,秦　 骁,黄宗文,
贺争鸣,岳秉飞∗

(中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所,北京　 102629)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究常用实验小鼠在人工感染小鼠诺如病毒后组织病理改变及病毒含量变化情况。 方法　
使用 KM、BALB / c、NIH、C57BL / 6 及 BALB / c-nu 等五个品系小鼠,每个品系分为对照组和感染组,感染组以灌胃方

式接种小鼠诺如病毒液,对照组灌同等体积生理盐水,分别在感染后第 7、14、21、28、55 天采集肝、脾、肺、盲肠、结肠

及小肠,每个组织取 2 份,分别进行病理诊断及病毒核酸含量检测,最后对结果进行汇总分析。 结果　 肝、脾、肺病

理改变总发生率分别为 8%(10 / 125)、5. 6%(7 / 125)和 4%(5 / 125),盲肠、结肠及小肠均未发现病变,其中 KM 及

BALB / c 小鼠病变主要发生在肝、脾和肺,C57BL / 6 小鼠主要在肝和肺,NIH 及 BALB / c-nu 小鼠主要在肝和脾。 在

所观察的实验鼠中 KM 小鼠较易发生肺的病变;KM 及 NIH 小鼠发生病变较早,C57BL / 6 小鼠较晚。 所有实验鼠盲

肠、结肠 MNV 核酸阳性率均为 100%(125 / 125),小肠、肝、脾、肺及血阳性率分别为 71. 2%(89 / 125),17. 6%(22 /
125),39. 2%(49 / 125),3. 2%(4 / 125)和 1. 6%(2 / 125);病毒含量比较盲肠>结肠>小肠>脾>肺>肝;BALB / c-nu 小

鼠结肠病毒含量显著高于其他品系小鼠(P<0. 01),其它品系小鼠各组织病毒含量无统计学差异;C57BL / 6 小鼠在

感染 MNV 第 14 天盲肠及结肠病毒含量达峰值(P<0. 05),其它品系小鼠不同时间点病毒含量无统计学差异;组织

器官病理检查及病毒核酸检测结果之间无相关性。 结论　 小鼠诺如病毒感染会引起组织病变,建议进行病理有关

的动物实验选择 MNV 阴性小鼠。
【关键词】 　 小鼠诺如病毒;病理变化;病毒组织分布
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Analysis of pathological changes and nucleic acid content in tissues of
common laboratory mice infected with murine norovirus

LI Xiaobo#, FU Rui#, WANG Ji∗, WANG Shujing, WANG Shasha, LI Wei, QIN Xiao, HUANG Zongwen,
HE Zhengming, YUE Bingfei∗

(Laboratory Animal Institute, National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 102629, China)

　 　 【Abstract】　 Objective 　 To study the pathological changes and virus content of commonly used mice artificially
infected with murine norovirus (MNV). Methods 　 Five strains of common experimental mice ( KM, BALB / c, NIH,
C57BL / 6 and BALB / c-nu) were used. Each strain was divided into a control group and an infection group. The infection



group was administered MNV solution by gavage and the control group was given saline. Liver, spleen, lung, cecum,
colon, and small intestine tissues were collected on days 7, 14, 21, 28, and 55 after infection. Two samples were taken
from each tissue; one was for pathological diagnosis and the other was tested for viral nucleic acid content. Results　 No
lesions were found in the cecum, colon, and small intestine. The total incidence of liver, spleen, and lung pathological
changes was 8% (10 / 125), 5. 6% (7 / 125) and 4% (5 / 125), respectively. Pathological changes were found in the liver,
spleen and lung of KM and BALB / c mice, the liver and lung of C57BL / 6 mice, and the liver and spleen of NIH and
BALB / c-nu mice. Among them, KM mice were more likely to develop lung lesion. Pathological changes occurred earlier in
KM and NIH mice than in C57BL / 6 mice. MNV nucleic acid positive rates in the cecum and colon were 100% (125 /
125), and the positive rates in the small intestine, liver, spleen, lung, and blood were 71. 2% (89 / 125), 17. 6% (22 /
125), 39. 2% (49 / 125), 3. 2% (4 / 125), and 1. 6% (2 / 125), respectively. Comparison of virus contents showed the
following order: cecum> colon> small intestine> spleen> lung> liver. BALB / c-nu mice had significantly higher colon virus
contents than the other strains (P < 0. 01), and there was no statistical difference among the remaining tissues of each
strain. The cecum and colon virus contents in C57BL / 6 mice peaked on day 14 after MNV infection (P< 0. 05), but there
was no statistical difference in virus contents at other time points in the other strains. There was no correlation between
tissue and organ pathological examination and viral nucleic acid test result . Conclusions 　 MNV infection in mice can
cause pathological changes in tissues of commonly used experimental mice. It is recommended that MNV-negative mice be
selected for pathologically related animal experiments.

【Keywords】　 MNV; pathological changes; MNV tissue distribution

　 　 自小鼠诺如病毒(murine norovirus, MNV)2003
年由 Karst 等人[1] 发现以来,世界各地的报道表明

其在实验小鼠中有很高的感染率,并且各品系小鼠

均对其易感[2-5],免疫功能正常的小鼠感染 MNV 后

大多无明显临床症状,但可持续通过粪便排毒长达

数月[6],表明 MNV 可在小鼠体内长期存在,易造成

实验小鼠中的广泛传播。 国际上一些实验动物权

威监管和检测机构已将其列为实验小鼠需要常规

监测的病原体[7]。
MNV 感染致小鼠组织发生病理损伤的报道多

集中在小鼠肠道疾病模型及免疫缺陷鼠,MNV 感染

在不同的小鼠模型试验中产生的临床症状不相同,
有的严重,有的几乎观察不到。 同样,不同的小鼠

实验造成的组织损伤也有所不同,损伤的严重程度

除了与不同的疾病模型有关,还与所用病毒的毒

株、感染时间、 病毒接种途径及其他实验条件

相关[8]。
已报道的发现病理损伤的组织最常见的是肝、

其他还见于肺、脾、胃肠道及肠系膜淋巴结等[8],目
前 MNV 感染免疫功能正常小鼠病理损伤研究较

少,所研究的品系有限,主要为 129 小鼠[1,9-12]。
本文通过对实验常用的 KM,BALB / c,C57BL /

6,NIH,BALB / c-nu 等品系的小鼠人工感染 MNV,研
究感染后不同的时间点各组织脏器的病理改变及

核酸含量变化情况,探讨 MNV 感染对小鼠实验可

能存在的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

5 个品系 SPF 级小鼠,分别为 KM,BALB / c,
NIH,C57BL / 6 及 BALB / c-nu,均为 6 周龄,体重分

别为 KM 30~32 g,BALB / c 18~20 g,NIH 20~22 g,
C57BL / 6 16 ~ 18 g,BALB / c-nu 16 ~ 18 g,每个品系

50 只,雌性,购自国家啮齿类实验动物种子中心

[SCXK(京)2017-0005],经检测符合 SPF 等级实验

动物国家标准且 MNV 为阴性。 动物实验于中国食

品药品检定研究院屏障动物设施进行[SYXK(京)
2017-0013],实验所用鼠料、水及垫料等均经灭菌

处理,已通过中国食品药品检定研究院实验动物福

利伦理审查委员会审查(中检动(福)第 2018(B)
020 号),按实验动物的 3R 原则给予人道关怀。
1. 1. 2　 病毒株

小 鼠 诺 如 病 毒 BJ10 - 2062 株 ( GenBank:
KM458057),本实验室分离并保存[13], TCID50 为

10-4. 625 / 0. 1 mL。
1. 2　 主要试剂与仪器

甲醛溶液(批号:20180104)购自国药化学试剂公

司;红细胞裂解液 (批号:R7218) 购自天根生物;
TaqMan Gene Expression Master Mix(批号:00701838)
购自 ABI 公司;RNeasy Mini Kit(批号:157034469)购
自 Qiagen 公司;逆转录试剂(批号:0000310558)购自
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Promega;TB Green Premix Ex Taq GC、dNTP、无 RNA
酶水等购自 TaKaRa。 荧光 PCR 仪(ABI 7500 Fast);
生物组织包埋机(慧达 HD-310);切片机(MICROM
HM315);全自动染色机(Leica autostainer XL);光学

显微镜(OLYMPUS BX51)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及处理

每个品系的动物随机分为感染组和对照组,每
组各 25 只,参考文献报道的剂量[10-11],感染组经口

灌胃 0. 2 mL MNV 病毒液 ( TCID50 = 10-4. 625 / 0. 1
mL),对照组灌胃 0. 2 mL 生理盐水。 每日观察动物

状态,分别在感染 MNV 后第 7,14,21,28,55 天于对

照组和感染组各选取 5 只小鼠,二氧化碳麻醉后取

抗凝血,处死后立即取肝、脾、肺、小肠、盲肠、结肠

等组织,每个组织取 2 份,一份加入 3 倍体积 10%甲

醛溶液固定,进行组织病理学诊断;另外一份组织

取 100 mg 加入 900 μL 灭菌 PBS,匀浆机充分匀浆,
12000 r / min 离心 5 min,取 200 μL 上清进行组织核

酸的提取。 取 200 μL 抗凝血加入 600 μL 红细胞裂

解液,颠倒混匀,室温放置 5 min,10000 r / min 离心 1
min,吸去上清,余下沉淀加入 200 μL 灭菌 PBS,重
悬后提取核酸。
1. 3. 2　 病理学诊断:

步骤 1. 3. 1 所取组织在甲醛溶液中固定 1 周,
每 48 h 换一次固定液,后经过脱水、透明、浸蜡、包
埋、切片、HE 染色等步骤制备病理切片,在光学显

微镜下进行观察并采集数码图像。
1. 3. 3　 组织 MNV 核酸含量测定

步骤 1. 3. 1 所取组织,匀浆机充分匀浆,12000
r / min 离心 5 min,取 200 μL 上清液提取 RNA,先将

提取的 RNA 逆转录为 cDNA,逆转录体系包含 5×
RT buffer 5 μL,dNTP(2. 5 mmol / L)4 μL,随机引物

1 μL,逆转录酶 0. 5 μL,RNA 模板 8 μL,去 RNA 酶

水 6. 5 μL。 反应条件:37℃ 90 min,72℃ 15 min,
4℃ 5 min。 按参考文献[14]报道的荧光定量 PCR 法

测定 MNV 核酸含量,20 μL 的反应体系包含 TB
Green Premix Ex Taq GC(2×)10 μL,上下游引物(10
μmol / L)各 0. 4 μL,ROX reference dye II(50×)0. 4
μL,待检 cDNA 2 μL,无 RNA 酶水 6. 8 μL。 反应条

件为 95℃预变性 30 s;95℃ 10 s,60℃ 30 s,共 40 个

循环,每个循环结束采集荧光信号。 每次扩增设阳

性对照和阴性对照,质粒标准品由 TaKaRa 合成,设

5 个浓度,分别为 1. 1×103 ~ 1. 1×107 copies / μL,每
个浓度做 3 个平行,最后通过标准曲线进行定量。
1. 3. 4　 结果分析

(1)比较各组织总的病理变化及核酸检测

情况。
(2)比较不同品系小鼠之间各组织病理改变情

况及核酸含量。
(3)比较小鼠感染 MNV 后不同时间各组织病

理变化及核酸含量变化特点。
1. 4　 统计学方法

核酸含量以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,不同

品系小鼠不同组织之间核酸含量的比较采用单因

素方差分析,检验水准 α = 0. 05。 不同时间点核酸

含量的比较采用单因素方差分析,检验水准 α
= 0. 05。

2　 结果

2. 1　 病理改变分析

2. 1. 1　 不同组织病理改变分析

从发生病理改变的组织分布来看,感染组中

肝、脾、肺均发现有不同程度的病理改变,其中肝病

变率最高,为 8%(10 / 125),主要表现为血管边缘大

量胞核圆形碱性蓝染的淋巴样细胞聚集,伴有胞核

杆状的纤维细胞增生;管腔壁增厚,胞核扁平或三

角状的枯否氏细胞增多(图 1)。 脾病变率为 5. 6%
(7 / 125),主要表现为脾小结数量减少(图 2);肺病

变率为 4%(5 / 125),主要表现为肺细支气管旁边有

较多的嗜碱性蓝染的淋巴样细胞浸润(图 3),小肠、
盲肠和结肠未发现病理变化(表 1)。 对照组小鼠各

组织均未发现病理改变。
2. 1. 2　 不同品系动物病理改变分析

同一组织在不同品系小鼠的病理变化相似。
KM 小鼠病变主要发生在肝和肺,发生率均为 12%
(3 / 25),脾为 4%(1 / 25);BALB / c 小鼠肝、脾和肺

均发生病变的发生率仅为 4%(1 / 25);C57BL / 6 小

鼠发生病变的部位主要是肝和肺,病变率分别为

8%(2 / 25)和 4%(1 / 25),脾未发现病变;NIH 小鼠

发生病变的组织集中在肝和脾,发生率均为 12%
(3 / 25),肺未发现病变;BALB / c-nu 小鼠肝和脾有

病变发生,发生率分别为 4%(1 / 25)和 8%(2 / 25)。
所有品系小鼠的肠道组织(盲肠、结肠和小肠)均未

发现病理改变(表 1)。
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注:A、B:对照组;C、D:感染组。

图 1　 肝病理变化

Note. A / B, Control group. C / D, Infection group.

Figure 1　 Pathological changes of liver

注:A、B:对照组;C、D:感染组。

图 2　 脾病理变化

Note. A / B, Control group. C / D, Infection group.

Figure 2　 Pathological changes of spleen

注:A、B:对照组;C、D:感染组。

图 3　 肺病理变化

Note. A / B, Control group. C / D, Infection group.

Figure 3　 Pathological changes of lung

2. 1. 3　 感染 MNV 不同时间病理改变分析

从病变发生的时间看,在感染 MNV 第 7 天,KM
小鼠肝和肺各出现 1 例病变;NIH 小鼠有 1 例脾的

脾小结数量减少;感染第 14 天,KM 小鼠和 NIH 小

鼠各有 1 例肝发生病变,BALB / c、NIH 及 BALB / c-
nu 小鼠各有 1 例脾发生病变;感染第 21 天,KM、
BALB / c、NIH 及 BALB / c-nu 小鼠各有 1 例肝病变,
同时 BALB / c 小鼠肺 1 例,NIH 小鼠脾 1 例发现病

变;感染第 28 天,KM 小鼠有 2 例肺出现病变,NIH
小鼠 1 例肝,C57BL / 6 小鼠 1 例肺,BALB / c-nu 小鼠

1 例脾发现病变。 感染第 55 天,KM 小鼠 1 例脾、
C57BL / 6 小鼠 2 例肝发现病变,其余各品系无明显

病变。 综上分析,KM 及 NIH 小鼠发生病变较早,其
次为 BALB / c 和 BALB / c-nu 小鼠,而 C57BL / 6 小鼠

产生病变的时间较晚。
2. 2　 组织核酸的检测

2. 2. 1　 不同组织核酸的检测

总体来看,盲肠、结肠 MNV 核酸阳性率均为

100%( 125 / 125),其次为小肠,阳性率为 71. 2%
(89 / 125);各脏器中脾的阳性率最高,为 39. 2%
(49 / 125);肝阳性率为 17. 6%(22 / 125),肺的阳性

率为 3. 2%(4 / 125),有 2 份血样检出核酸阳性(2 /
125)。 阳性组织核酸含量相比,肠道含量较高,其
中盲肠含量最高,其次为结肠及小肠;脏器含量较
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低,依次为脾>肺>肝。 对照组所有组织 MNV 核酸

均为阴性。
2. 2. 2　 不同品系小鼠核酸含量的比较

比较不同品系小鼠各阳性组织 MNV 核酸含

量,各品系小鼠肝、脾、小肠、盲肠核酸含量无统计

学差异;BALB / c-nu 小鼠结肠核酸含量显著高于其

他品系小鼠(P<0. 01)(表 2)。
2. 2. 3　 感染 MNV 不同时间各品系组织核酸含量

比较

经单因素方差分析,C57BL / 6 小鼠感染 MNV

第 14 天盲肠 MNV 核酸含量显著高于其他时间(P<
0. 05),第 7、14 天结肠含量极显著高于第 28、55 天

(P<0. 01)。 其余品系小鼠各组织 MNV 核酸含量各

个时间点之间无显著差异(图 4)。
2. 2. 4　 组织病变与 MNV 核酸检出率的关系

各组织病理与核酸检测的结果统计见表 3,结
果表明 405 份组织样本病理检查为阴性,而核酸检

测结果为阳性;13 份样品病理检查结果为阳性而核

酸检测结果为阴性,说明病理检查与核酸检测结果

并不一致,两者无相关性。

表 1　 感染组各组织病理及核酸检测结果
Table 1　 Pathology and nucleic acid test results of infection groups

品系
Strains

时间
Time

肝
Liver

脾
Spleen

肺
Lung

盲肠
Cecum

结肠
Colon

小肠
Small intestine

血
Blood

病理
Pathology

核酸
Nucleic
acid

病理
Pathology

核酸
Nucleic
acid

病理
Pathology

核酸
Nucleic
acid

病理
Pathology

核酸
Nucleic
acid

病理
Pathology

核酸
Nucleic
acid

病理
Pathology

核酸
Nucleic
acid

核酸
Nucleic
acid

KM

7 dpi 1/ 5 1/ 5 0/ 5 2/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5
14 dpi 1/ 5 4/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5
21 dpi 1/ 5 1/ 5 0/ 5 3/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 3/ 5 0/ 5
28 dpi 0/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 2/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5
55 dpi 0/ 5 0/ 5 1/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5
小计 3/ 25 6/ 25 1/ 25 11/ 25 3/ 25 0/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 15/ 25 0/ 25

BALB/ c

7 dpi 0/ 5 0/ 5 0/ 5 2/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 4/ 5 0/ 5
14 dpi 0/ 5 3/ 5 1/ 5 5/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5
21 dpi 1/ 5 0/ 5 0/ 5 2/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 4/ 5 0/ 5
28 dpi 0/ 5 0/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 4/ 5 1/ 5
55 dpi 0/ 5 0/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5
小计 1/ 25 3/ 25 1/ 25 11/ 25 1/ 25 1/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 17/ 25 1/ 25

C57BL/ 6

7 dpi 0/ 5 1/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 1/ 5
14 dpi 0/ 5 4/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5
21 dpi 0/ 5 1/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 4/ 5 0/ 5
28 dpi 0/ 5 0/ 5 0/ 5 1/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 2/ 5 0/ 5
55 dpi 2/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5
小计 2/ 25 7/ 25 0/ 25 12/ 25 1/ 25 1/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 17/ 25 1/ 25

NIH

7 dpi 0/ 5 0/ 5 1/ 5 1/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5
14 dpi 1/ 5 3/ 5 1/ 5 5/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5
21 dpi 1/ 5 1/ 5 1/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 4/ 5 0/ 5
28 dpi 1/ 5 0/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5
55 dpi 0/ 5 0/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 2/ 5 0/ 5
小计 3/ 25 4/ 25 3/ 25 9/ 25 0/ 25 1/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 21/ 25 0/ 25

BALB/
c-nu

7 dpi 0/ 5 0/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 3/ 5 0/ 5
14 dpi 0/ 5 1/ 5 1/ 5 3/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 3/ 5 0/ 5
21 dpi 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 4/ 5 0/ 5
28 dpi 0/ 5 1/ 5 1/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5
55 dpi 0/ 5 0/ 5 0/ 5 1/ 5 0/ 5 0/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 5/ 5 0/ 5 4/ 5 0/ 5
小计 1/ 25 2/ 25 2/ 25 6/ 25 0/ 25 1/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 25/ 25 0/ 25 19/ 25 0/ 25

总计 10/ 125 22/ 125 7/ 125 49/ 125 5/ 125 4/ 125 0/ 125 125/ 125 0/ 125 125/ 125 0/ 125 89/ 125 2/ 125
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表 2　 不同品系小鼠各组织核酸含量( 􀭰x ± s, copies / mg)
Table 2　 Nucleic acid content of different tissues

品系
Strains

肝
Liver

脾
Lung

盲肠
Cecum

结肠
Colon

小肠
Small intestine

KM 6. 2±1. 3 49. 7±12. 5 6510. 6±788. 9 1189. 2±457. 3 1985. 4±139. 8
BALB / c 3. 7±0. 9 40. 1±10. 9 7571. 6±695. 4 2355. 4±583. 7 1245. 9±152. 3
C57BL / 6 4. 0±1. 2 44. 9±8. 9 7881. 8±865. 9 2291. 1±614. 1 1872. 2±168. 5

NIH 6. 1±1. 2 39. 0±5. 3 5864. 0±588. 0 1965. 8±763. 7 1031. 8±111. 2
BALB / c-nu 4. 6±1. 3 37. 8±7. 0 6462. 7±653. 1 9370. 0±894. 4∗ 1238. 9±105. 9

注:与其他品系比较,∗P<0. 01。
Note. Compared with other strains, ∗P<0. 01.

注:A:盲肠;B:结肠。 与其他时间点比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 4　 C57BL / 6 小鼠感染 MNV 不同时间盲肠和结肠核酸含量变化

Note. A, Cecum. B, Colon. Compared with other time points, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01.

Figure 4　 Nucleic acid contents in cecum and colon at different days post MNV infection of C57BL / 6 mice

表 3　 各组织病理检查与核酸检测结果比较
Table 3　 Comparison of pathological examination and

nucleic acid test results

病理检查
Pathological test

MNV 核酸检测
Nucleic acid detection of MNV

阴性 Negative 阳性 Positive
阴性 Negative 323 405
阳性 Positive 13 9

3　 讨论

本文针对 MNV 感染国内常用的五个品系(包
括封闭群和近交系)实验小鼠引起的组织病理改变

情况进行了初步的研究,结果发现所有感染组小鼠

中肝病变率最高,达 8%,主要表现为血管周围淋巴

细胞浸润;其次为脾,病变率为 5. 6%,主要表现为

脾小结数量的减少,脾小结位于脾白髓中央动脉周

围淋巴鞘的旁侧,为 B 细胞区,脾小结数量减少意

味着淋巴细胞数量的减少,动物免疫力的降低,由
于 MNV 对小鼠巨噬细胞、树突状细胞和 B 细胞具

有感染亲嗜性[15-16],而这些细胞与动物的免疫功能

密切相关,表明 MNV 感染会影响动物的免疫系统,
这在我们前面的研究中得到了证实[17];肺的病变率

为 4%,主要表现为支气管周围的淋巴细胞浸润;出

乎意料的是,虽然 MNV 是肠道病原体,但本研究所

有动物均未发现存在盲肠、结肠及小肠(主要为十

二指肠)的病变,推测 MNV 已经很好的适应了宿主

的免疫系统,因而不引起或只引起轻微的肠道病

变[8,12,18]。 最 初 的 研 究 发 现 免 疫 缺 陷 小 鼠

(STAT1- / - / IFNγR- / -)感染 MNV 后容易造成较严重

的组织损伤,如可造成肝和脾的炎症反应,组织细

胞坏死及肺和肠组织的炎性损伤,并引起全身性的

组织病变[1],而本研究小鼠病理改变大多较轻微,
表明固有免疫在防御 MNV 感染中发挥着重要作

用。 BALB / c-nu 小鼠发生的病理改变并未明显高于

其他品系小鼠,说明胸腺依赖的 T 细胞免疫在 MNV
感染过程发挥的作用较轻微。

本研究通过检测 MNV 核酸来间接反映各组织

中病毒的含量,从结果来看,除了肺,其余各组织核

酸阳性率远远高于病理改变阳性率,其中盲肠和结

肠核酸阳性率均为 100%,其次为小肠,脏器组织核

酸阳性率较低,其中肺最低,我们在 2 份血样中检测

到了核酸,表明病毒感染有可能引起动物的病毒血

症。 从核酸含量来看,基本与核酸阳性率成正相

关,各组织核酸含量由高到低依次为:盲肠>结肠>
小肠>脾>肺>肝;各品系相比,除了 BALB / c-nu 小鼠
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结肠含量显著高于其他品系,其余均无统计学差

异;分析核酸含量随感染 MNV 的时间变化情况发

现,C57BL / 6 小鼠盲肠与结肠的含量均在感染后第

14 天显著高于其他时间点,达到高峰,其余品系各

组织的变化均未发现统计学差异。 我们分析了病

理检测与核酸检测的结果,发现两者并不一致,即
病理改变阴性的样本核酸检测不一定为阴性,这一

发现与已有研究相似[19],推测可能的原因:病理改

变的发生是动物机体抗病毒免疫应答的结果,通过

免疫应答来清除组织中的病毒,同时造成了组织本

身的炎性病理损伤,而病毒也会通过免疫逃逸机制

来拮抗机体的免疫应答,最后动物的抗病毒免疫与

病毒的拮抗之间达到平衡,病理损伤可随着时间修

复,而病毒仍存在于组织中,从而造成观察到的病

理改变的发生率远远低于病毒阳性率。
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真武汤对心肾阳虚型心力衰竭大鼠心肌细胞保护的
自噬机制研究

黄　 剑,马晓彤,张亚杰,李丽静,韩　 冬,刘　 佳∗

(长春中医药大学药学院,长春　 130117)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究真武汤对心肾阳虚大鼠心肌细胞保护的自噬机制。 方法　 手术摘除甲状腺及腹腔注射

阿霉素,建立大鼠心肾阳虚模型,灌胃给药 10 d。 检测并记录各组大鼠的自然情况,采用 ELISA 法检测血清三碘甲

状原氨酸(T3)、甲状腺素(T4)、促甲状腺激素(TSH)及心肌组织 BNP、LA 和 CaN 含量。 Western blot 考察 LC3、
ATG5、P62 蛋白表达。 免疫组化法测定大鼠心肌组织 LC3 和 P62 表达。 HE 染色观察心肌组织病理变化。 结果　
真武汤可以降低心肌组织 BNP 含量,升高心肌组织 LA 含量,降低 CaN 含量,升高心肌组织 LC3、ATG5、BECLIN1 含

量,降低 P62 含量。 结论　 真武汤对心肾阳虚所致心力衰竭情况具有改善作用,并且能够改善心脏能量代谢,在心

力衰竭初期可以通过调节自噬保护损伤的心肌细胞。
【关键词】 　 真武汤;自噬;心肌细胞;机制研究
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Autophagy mechanism of Zhenwu decoction in myocardial cell protection of
rats with heart-kidney and yang deficiency

HUANG Jian, MA Xiaotong, ZHANG Yajie, LI Lijing, HAN Dong, LIU Jia∗

(Changchun University of Traditional Chinese Medicine, Changchun 130117, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To study autophagy as the protective mechanism of Zhenwu decotion in cardiomyocytes of
rats with heart-yang deficiency. Methods 　 After removal of the thyroid and intraperitoneal injection of doxorubicin, to
establish the rat heart and kidney yang deficiency model, rats were administered with corresponding drugs for 10 days. We
measured serum triiodothyronine (T3), thyroxine (T4), thyroid-stimulating hormone (TSH), and myocardial tissue BNP,
LA, and CaN by ELISAs. LC3, ATG5, and P62 and protein expression was detected by western-blot. Inspected LC3 and
P62 expression in rat myocardial tissue was examined by immunohistochemistry. ThePathological changes of myocardial
tissue were observed by HE staining. Results　 Zhenwu decotion reduced the BNP content in myocardial tissue of rats with
heart-yang deficiency-induced heart failure, increased the LA content in myocardial tissue, decreased the CaN content,
increased LC3, ATG5, and BECLIN1 contents, and decreased the P62 content in myocardial tissue of rats with heart
failure. Conclusions　 Zhenwu decotion improves the heart failure condition and energy metabolism of the heart. In the early
stage of heart failure, the damaged cardiomyocytes protected by regulating autophagy.

【Keywords】　 Zhenwu decoction; autophagy; cardiomyocytes; mechanism research



　 　 心力衰竭又叫充血性心力衰竭(congestive heart
failure,CHF),现代医学研究表明,CHF 是心脏无法

满足机体代谢所需要的血量进而引起的以循环功

能障碍为主要表现的临床综合征,包含身体多个方

面改变,最终出现心功能失代偿,出现心力衰竭的

症状[1]。 CHF 属于中医证候中的心肾阳虚证,其具

有本虚标实的特点,表现为脾气虚、肺气虚、肾气虚

和肝气虚,以水停血瘀、阳虚水泛为发病机制,以上

表现属《伤寒论》中的真武汤证,应以真武汤加以治

疗。 临床研究表明真武汤可以辅助西药进行慢性

心力衰竭治疗,可以辅助西药逆转心肌重构,提高

心脏供血能力,改善心力衰竭患者心功能[2-3]。 因

此,本实验依据真武汤对心肌的保护作用,通过注

射阿霉素建立心肾阳虚型心力衰竭大鼠模型,研究

大鼠接受真武汤前后对心肾阳虚型心力衰竭大鼠

行为体征、血流动力学以及相关自噬过程中蛋白表

达水平的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

健康 2 月龄 SPF 级 SD 雄性大鼠 70 只,体重

260~ 280 g 购自辽宁省长生生物技术有限公司

[SCXK(辽) -2016-0001]。 甲状腺切除手术于长

春中医药大学药学院中药药理实验室[SYXK(吉)
2016-0017]进行。 动物实验及操作流程严格遵守

3R 原则,动物实验经长春中医药大学伦理委员会审

查批准(20190051)。 动物饲养于清洁级动物室,室
温为 25℃,相对湿度为 50%~70%,饲喂大鼠维持饲

料,自由饮水。
1. 2　 主要试剂与仪器

注射用盐酸多柔比星(161108),购置于山西普

德药业股份有限公司;芪苈强心胶囊(20160412),
购置于石家庄以岭药业股份有限公司;大鼠 BNP、
LA、CaN、TSH、T3、T4 试剂盒购置于上海源叶生物

科技有限公司;全蛋白提取试剂盒、BCA 蛋白浓度

测定试剂盒、一抗二抗去除液、SDS-PAGE 凝胶快速

制备试剂盒、Western 洗涤液、SDS-PAGE 电泳液(干
粉)、 ECL 发 光 液 购 置 于 中 国 wanleibio; LC3
( WL01506 )、 BECLIN 1 ( WL02508 )、 P62
(WL02385)、 ATG5 (WL02411)、 羊抗兔 IgG-HRP
(WLA023)、内参抗体 β-actin(WL01372)购置于中

国 wanleibio;辣根酶标记链酶亲合素购置于中国碧

云天生物技术有限公司;山羊血清、DAB 显色液购

置于中国 Solarbio。
电子天平(上海精密科学仪器有限公司);台式

低温高速离心机(上海飞鸽仪器厂);酶标仪(伯乐

生命医学产品(上海)有限公司);水平摇床(北京六

一);电泳装置(北京六一);凝胶成像系统(北京六

一);石蜡切片机(德国 Leica 公司);显微镜(日本

OLUMPUS 公司);16 道生理记录仪(美国 Biopac 公

司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 建模及分组

腹腔注射 3%的戊巴比妥钠溶液(1 mL / kg)麻

醉大鼠,BL-420F 生物信号采集分析系统记录胸前

导联或 II 导联心电图[4],筛选并弃去 ST 段有异常

变化者和心律失常者。 本实验动物模型的建立,参
考中医证候心肾阳虚证以及吴向东[5] 用大鼠建立

的该种证候动物模型并改进。 取符合要求的健康

SPF 级的雄性 SD 大鼠 70 只,随机分为正常组

(Control,10 只)、模型组(CHF,60 只)。 大鼠腹腔

注射 3%戊巴比妥钠溶液(1 mL / kg),麻醉后摘除双

侧甲状腺。 空白对照组行假手术。 术后第 15 天起,
模型组大鼠尾静脉注射盐酸阿霉素(4 mg / kg),空
白对照组注射等剂量生理溶液,每周注射 1 次,持续

5 周。 术后第 35 天将存活下来模型组动物再次随

机分为 5 组,即模型对照组(CHF)、芪苈强心胶囊组

(QL,0. 37 g / kg)、真武汤高剂量组(ZWG,1. 35 g /
kg)、真武汤中剂量组(ZWZ,0. 81 g / kg)、真武汤低

剂量组(ZWD,0. 41 g / kg)各 12 只。 次日灌胃相应

药物,空白对照组和模型对照组灌胃蒸馏水,连续

10 d。
1. 3. 2　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠一般情况

影响

给药后每周测定大鼠体温、体重,详细记录进

食数量和饮水情况。
1. 3. 3　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心脏指数的

影响

称取大鼠体重,处死后,迅速取出心脏组织,以
生理盐水清洗,称取心脏重量,公式如下:CWI =大

鼠心脏重量 /大鼠体重×100%。
1. 3. 4　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠血流动力学

影响

第 10 天给药完毕 30 min 后,打开已定标好的

十六道生理记录仪及软件后,以 20%乌拉坦 0. 5
mL / 100 g 腹腔注射麻醉大鼠,通过十六导系统,观
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察并记录各组左室最大上升速率( +dp / dtmax)、左
室最大下降速率(-dp / dtmax)等指标的变化情况。
1. 3. 5　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠血清 T3、T4

和 TSH 含量影响

大鼠以 3%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉,平均麻

醉剂量为 30 mg / kg,等待大鼠被麻醉后,用手术剪

切开动物的腹腔,迅速地剪断股动脉,进行采血,最
后分离血清,使用大鼠 T3、T4、TSH 的 ELISA 试剂盒

(上海源叶生物科技有限公司)测定大鼠血清中 T3、
T4、TSH 含量[6]。
1. 3. 6　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心肌细胞

BNP、LA 和 CaN 含量影响

取心肌组织,加入适量的蛋白萃取剂,心肌组

织标本匀浆化。 300 r / min,离心 20 min。 收集上

清。 同上述检测方法类似,经过稀释、加样、温育、
洗涤等步骤,通过标准曲线回归分析计算浓度。
1. 3. 7　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心肌 LC3、
ATG5、P62 蛋白表达影响

称取心肌组织,通过全蛋白提取试剂盒(中

国 wanleibio) 进 行 组 织 匀 浆, 低 温 离 心 ( 4℃ ,
12000 r / min,10 min)分离上清得到蛋白质抽提

物。 通 过 BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 ( 中 国

wanleibio)测定蛋白含量。 加入 20 μL 样品并在

10%及 15% 聚丙烯酰胺凝胶上分离。 转印至

PVDF 膜后用 5%脱脂奶粉封闭 1 h,用相应的抗

体探测。 使用对应的免疫球蛋白试剂通过凝胶

成像系统(WD-9413B 型,北京六一)观察印迹,
用凝胶图象处理系统( Gel-Pro-Analyzer 软件) 分

析目标条带的光密度值。
1. 3. 8　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心肌组织

LC3 和 P62 表达影响

固定后的心肌组织依次进行包埋、透蜡、切片、
抗原包被等程序,封片后于显微镜 40×10 观察染色

效果并拍照。
1. 3. 9　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心肌组织病

理变化的影响

固定后的心肌组织进行脱水、透明、包埋、切
片、染色等程序,封片后于显微镜 40×10 下观察染

色效果并拍照。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 21. 0 统计学软件,进行多组间差别

用单因素方差分析(One-Way ANOVA)进行统计,组
间两两比较用方差分析后的 LSD 检验。 实验数据

以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,检验结果以 P <
0. 05 为具有统计学意义,P<0. 01 为统计学有明显

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠一般情况

影响

2. 1. 1　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠自然情况

影响

各给药组和模型对照组比较状态较好,活动较

自如,症状有了明显改善,饮食、饮水基本恢复正

常,皮毛相对柔顺而略有光泽,颜色由黄变淡,体重

下降不明显,精神状态良好,较为活泼好动,生命体

征总体好于模型对照组,结果见表 1。
2. 1. 2　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠体重、体温

的影响

CHF 大鼠在造模后,体重下降趋势显著,与正

常组比较有统计学意义(P<0. 05),虽然芪苈强心胶

囊和真武汤高中剂量可以改善体重的降低,但并无

明显差别(P>0. 05)。 体温也随着静脉注射阿霉素

时间的增加有所下降,但无统计学意义(P>0. 05),
结果见表 2。
2. 1. 3　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心脏指数的

影响

与空白组相比,心肾阳虚型心力衰竭大鼠心脏

心脏指数虽有所增加,但无明显变化(P>0. 05),结
果见表 3。
2. 2　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠血流动力学

的影响

血流动力学方面,模型对照组与空白对照组比

较±dp / dpmax 变化十分明显(P<0. 01),+dp / dpmax
下降至空白对照组值的 35. 5%,说明造模成功[7]。
芪苈强心胶囊和真武汤各剂量都能够显著抑制±
dp / dpmax 变化(P<0. 05),说明真武汤对心肾阳虚

型心力衰竭大鼠心肌的收缩和舒张功能均有明显

改善作用,结果如表 4。
2. 3　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠血清 T3、T4、
TSH 含量的影响

除空白组外,T4 的含量均较低(P<0. 05),说明

甲状腺清除完整,各给药组可提高血清中 T4 含量,
证明各给药组可以改善心肾阳虚型 CHF 大鼠甲状

腺功能;造模后大鼠血清 TSH 的含量高于空白组(P
<0. 05)。 证明造模后甲状腺功能降低,机体需要通
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过增加 TSH 来刺激 T4 产生。 结果见表 5。
2. 4　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心肌 BNP、
LA、CaN 含量的影响

与正常组比较,心肾阳虚型 CHF 大鼠心肌组织

LA 水平有所降低(P<0. 05),CaN、LA 含量有所升

高(P<0. 05),而各给药组均可对三个指标具有不同

程度调节作用,其中高剂量组作用最强(P<0. 05 或

P<0. 01),结果见表 6。
表 1　 真武汤对心肾阳虚型心力衰竭大鼠自然情况影响(n= 10)

Table 1　 Physiological state of heart-kidney yang deficiency and heart failure rats by ZW

组 别
Groups

活动量
Activity

饮食饮水
Diet

毛发
Hair

粪便
Faeces

精神状态
Mental state

造模后 给药后 造模后 给药后 造模后 给药后 造模后 给药后 造模后 给药后

After
establishing

model

After
administrating

After
establishing

model

After
administrating

After
establishing

model

After
administrating

After
establishing

model

After
administrating

After
establishing

model

After
administrating

正常组
Control

多 多 增加 增加 有光泽 有光泽 正常 正常 活泼 活泼

More More Increase Increase Glossy Glossy Common Common Active Active

模型对照
组 CHF
芪苈强心
胶囊组 QL

真武汤高
剂量组 ZWG

真武汤中
剂量组 ZWZ

真武汤低
剂量组 ZWD

少
less

少
Less
多

More

多
More

较多
Major

较多
Major

减少
Less

减少
Reduce
增加

Increase

增加
Increase

增加
Increase

增加
Increase

枯槁
Withered

枯槁
Withered
光泽
Glossy

有光泽
Withered

欠光泽
Withered

欠光泽
Withered

便溏
Loose stool

便溏
Loose stool

正常
Common

基本正常
Basically
normal

正常
Common

基本正常
Basically
normal

萎靡
Torpor

萎靡
Torpor
活泼
Active
正常

Common

基本正常
Basically
normal

基本正常
Basically
normal

表 2　 真武汤对心肾阳虚型心力衰竭大鼠体重、体温的
影响 ( 􀭰x ± s,n = 10)

Table 2　 Body weight and temperature of heart-kidney
yang deficiency and heart failure rats by ZW
组 别
Groups

体重(g)
Weight

体温(℃)
Body temperature

正常组 Control 304. 43±17. 78∗ 38. 47±0. 17
模型对照组 CHF 248. 40±32. 80 37. 42±0. 50

芪苈强心胶囊组 QL 275. 24±57. 30∗ 37. 08±0. 62
真武汤高剂量组 ZWG 248. 67±32. 01∗ 37. 00±0. 33
真武汤中剂量组 ZWZ 251. 62±56. 30∗ 36. 97±0. 66
真武汤低剂量组 ZWD 209. 61±19. 33∗ 37. 45±1. 18

注:与模型对照组比较,∗P<0. 05
Note. Compare with model group, ∗P<0. 05.

表 3　 真武汤对心肾阳虚型心力衰竭大鼠心脏
指数的影响 ( 􀭰x ± s, n= 10)

Table 3　 Cardiac index of heart-kidney yang deficiency and
heart failure rats by ZW

组 别
Groups

剂量
Dose

心脏指数(g / kg)
CWI

正常组 Control ——— 2. 6726±0. 2064
模型对照组 CHF ——— 2. 8408±0. 7152

芪苈强心胶囊组 QL 0. 30 g / kg 2. 8143±0. 3638
真武汤高剂量组 ZWG 1. 35 g / kg 2. 9043±0. 1667
真武汤中剂量组 ZWZ 0. 81 g / kg 3. 3972±0. 1171∗

真武汤低剂量组 ZWD 0. 41 g / kg 3. 0415±0. 3002
注:与模型对照组比较,∗P<0. 05。
Note. Compare with model group, ∗P<0. 05.

表 4　 真武汤对心肾阳虚型心力衰竭大鼠血流动力学影响( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 4　 Hemodynamics of heart-kidney yang deficiency and heart failure rats by ZW

组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose

左室最大上升速率(mmHg / s)
+dp / dtmax

左室最大下降速率(mmHg / s)
-dp / dtmax

正常组 Control ——— 5234. 86±187. 02∗∗ -5219. 60±194. 21∗∗

模型对照组 CHF ——— 1859. 85±163. 13 -1764. 93±182. 27
芪苈强心胶囊组 QL 0. 30 3786. 41±181. 17∗∗ -3577. 87±128. 38∗∗

真武汤高剂量组 ZWG 1. 35 2943. 28±153. 96∗∗ -2839. 27±173. 52∗∗

真武汤中剂量组 ZWZ 0. 81 2441. 53±149. 23∗ -2521. 64±160. 86∗

真武汤低剂量组 ZWD 0. 41 2236. 41±110. 46 -2377. 87±128. 38
注:与模型对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the model group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01.
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2. 5　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心肌自噬相

关蛋白的影响

Western blot 结果表明,与对照组比较,心肾阳虚

模型 CHF 大鼠心肌 LC3、ATG5、BECLIN1 水平明显降

低,而各给药组均能提高大鼠心肌组织中 LC3、ATG5、

BECLIN1 蛋白表达量。 与对照组比较,心肾阳虚模型

CHF 大鼠心肌 P62 水平变化不大,但各给药组均能降

低 P62 蛋白表达量,其中真武汤各组降低作用明显,结
果见图 1,由左至右依次为正常组,模型对照组,芪苈强

心胶囊组,真武汤高、中、低剂量组,详见表 7。
表 5　 真武汤对心肾阳虚型心力衰竭大鼠血液中 T3、T4、TSH 的影响( 􀭰x ± s,n = 10)

Table 5　 T3, T4, TSH of heart-kidney yang deficiency and heart failure rats by ZW
组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose

三碘甲腺原氨酸
T3(nmol / L)

血清总甲状腺素
T4(nmol / L)

促甲状腺激素
TSH(nmol / L)

正常组 Control — 0. 04±0. 01 0. 75±0. 09∗ 0. 68±0. 16∗

模型对照组 CHF — 0. 05±0. 01 0. 51±0. 01 0. 80±0. 12
芪苈强心胶囊组 QL 0. 30 0. 05±0. 02 0. 55±0. 00∗ 0. 82±0. 09∗

真武汤高剂量组 ZWG 1. 35 0. 05±0. 01 0. 57±0. 02∗ 0. 85±0. 17
真武汤中剂量组 ZWZ 0. 81 0. 04±0. 02 0. 55±0. 05∗ 0. 83±0. 19
真武汤低剂量组 ZWD 0. 41 0. 03±0. 01 0. 53±0. 00∗ 0. 83±0. 19

注:与模型对照组比较,∗P<0. 05。
Note. Compared with the model group, ∗P<0. 05.

表 6　 真武汤对心肾阳虚型心力衰竭大鼠血液中 LA、CaN、BNP 的影响( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 6　 LA, CaN, BNP of heart-kidney yang deficiency and heart failure rats by ZW

组 别
Groups

剂量(g / kg)
Dose

乳酸
LA(nmol / L)

钙调神经磷酸酶
CaN(nmol / L)

脑钠肽
BNP(nmol / L)

正常对照组 Control - 16. 96±0. 76∗ 1. 35±0. 30∗ 1. 07±0. 22∗

模型对照组 CHF - 16. 30±0. 37 1. 83±0. 29 1. 31±0. 22
芪苈强心胶囊组 QL 0. 30 17. 96±1. 88∗ 1. 45±0. 30∗ 0. 91±0. 38∗

真武汤高剂量组 ZWG 1. 35 16. 85±0. 70∗ 1. 33±0. 29∗∗ 0. 96±0. 25∗∗

真武汤中剂量组 ZWZ 0. 81 16. 57±0. 57 1. 49±0. 25∗ 1. 02±0. 25∗∗

真武汤低剂量组 ZWD 0. 41 16. 33±0. 67 1. 55±0. 21∗ 1. 26±0. 24
注:与模型对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the model group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01.

表 7　 真武汤对心肾阳虚型心力衰竭大鼠心肌自噬相关蛋白相对蛋白含量的影响( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 7　 Autophagy related protein of heart-kidney yang deficiency CHF rats by ZW

组别 Groups 剂量(g / kg)Dose LC3　 ATG5　 Beclin1　 P62　

正常对照组 Control - 1. 00±0. 00∗∗∗ 1. 00±0. 00∗∗∗ 1. 00±0. 00∗ 1. 00±0..00∗

模型对照组 CHF - 0. 66±0. 11 0. 71±0. 23 0. 95±0. 07 1. 13±0. 18
芪苈强心胶囊组 QL 0. 30 1. 80±0. 13∗∗∗ 1. 69±0. 23∗∗∗ 1. 70±0. 21∗∗∗ 0. 97±0. 13∗

真武汤高剂量组 ZWG 1. 35 2. 77±0. 15∗∗∗ 1. 73±0. 24∗∗∗ 1. 73±0. 18∗∗∗ 0. 81±0. 24∗∗

真武汤中剂量组 ZWZ 0. 81 2. 83±0. 13∗∗∗ 2. 01±0. 23∗∗∗ 1. 20±0. 22∗∗ 0. 68±0. 16∗∗∗

真武汤低剂量组 ZWD 0. 41 2. 52±0. 12∗∗∗ 2. 02±0. 28∗∗∗ 1. 73±0. 14∗∗∗ 0. 81±0. 17∗∗∗

注:与模型对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。
Note. Compared with the model group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001.

图 1　 心肌组织 LC3(a)、ATG5(b)、BECLIN1(c)、P62(d)表达结果

Figure 1　 Results of LC3 (a), ATG5 (b), BECLIN1 (c), P62 (d) in myocardial tissue
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2. 6　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心肌组织

LC3 和 p62 表达影响

免疫组织化学染色结果显示,与空白对照组比

较,模型对照组心肌 BECLIN1、P62 表达量降低,各
给药组可以升高心肾阳虚型 CHF 导致的 P62 表达

量的降低,见图 2。

注:A:正常对照组;B:模型对照组;C:芪苈胶囊组;D:真武汤高剂量组;E:真武汤中剂量组;F:真武汤低剂量组。 与模型对照组比

较,∗∗∗P<0. 001。

图 2　 免疫组化检查结果

Note. A, Control. B, Model. C, QL. D, ZWG. E, ZWZ. F, ZWD. Compared with the model group, ∗∗∗P<0. 001.

Figure 2　 Results of IHC

2. 7　 真武汤对心肾阳虚型 CHF 大鼠心肌组织

影响

HE 染色结果可见:空白对照组心肌纤维间连

接密集、纤维间分布平整,细胞与细胞之间距离正

常;模型对照组心肌细胞边缘不整,大面积心肌纤

维溶断,细胞间距加宽,心肌纤维排列混乱,存在局

部炎性细胞浸润现象,心肌组织产生局部水肿;各

给药组可使模型对照组的心肌细胞得到好的治疗

改善,结果见图 3。

3　 讨论

慢性心力衰竭中医证型分类方式繁多各有侧

重,目前还没有统一的标准。 相对比较权威的《中
医新药临床研究指导原则》 [8] 辩证标准将本病分为

7 个证型。 疾病的初期病理变化是心肺气虚。 病情

进一步进展则是气阴两亏、气虚血疲。 而慢性心力

衰竭较严重的阶段则是心肾阳虚、阳虚水泛、痰饮

阻肺。 在实验的过程中,我们通过手术将实验用大

鼠两侧甲状腺切除,再对它进行尾部静脉注射阿霉

素之后,实验大鼠主要表现出毛皮灰黄、呼吸微弱、
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图 3　 光镜检查结果

Figure 3　 Results by light microscopy

精神萎靡、畏寒蜷缩、大便溏泻的症状,这些生命体

征与人类中医证候心肾阳虚证型非常相像[9]。 基

源于此,我们认为这组大鼠的表现与模拟的心肾阳

虚证候十分吻合,根据上述研究内容,我们在建立

心肾阳虚证的动物模型时,可以参考上述方案。
经过大量的临床和动物实验已经证实,阿霉素

在长期应用时可出现难以恢复的心脏毒性作用,而
且由于阿霉素与心肌组织亲和力显著强于其他组

织,因此可出现剂量不可逆的依赖性心肌损伤[10],
可能与其机制相关的因素有:基因突变[10-11];核酸、
脂质过氧化[12];Ca2+ 超载[13];能量代谢障碍[14-15];
自由基损伤[16];产物的直接性损害[17] 等。 目前,腹
腔间断性注射阿霉素已经被广泛应用于慢性心力

衰大鼠模型的建立[18-19],并被认为能够高度模仿人

体慢性心力衰竭的神经-内分泌机制和血流动力学

的改变,与其它造模方法相比,该法具有方法简单

和复制性高的优点。 因此本研究认为尾静脉注射

阿霉素造成的心力衰竭模型能更好地用于益气温

阳抗心衰的治疗性研究。
本研究结果显示,真武汤可以降低心肾阳虚型

心力衰竭大鼠心肌组 BNP 含量,说明其对心衰症状

具有改善功能。 LA 作为运动时物质代谢的产物,模
型动物 LA 含量降低说明心肌细胞功能下降,而真

武汤能够升高心肌组织 LA 含量,降低 CaN 含量,说
明真武汤能够改善心脏能量代谢。 心肾阳虚型

CHF 大鼠心肌自噬相关蛋白 LC3、ATG5、BECLIN1
含量降低,P62 含量升高,说明心力衰竭初期心肌细

胞有大量细胞发生自噬,真武汤可以升高心力衰竭

大鼠自噬相关指标 LC3、ATG5、BECLIN1 含量,降低

P62 含量,说明真武汤在心力衰竭初期可以通过调

节自噬保护损伤的心肌细胞。
综上所述,在进行有关针对心肾阳虚型 CHF 模

型的构建的研究时,可以应用阿霉素尾静脉注射的

方法,本研究认为尾静脉注射阿霉素造成的心力衰

竭模型能更好地用于益气温阳抗心衰的治疗性研

究,并且,在临床中针对本有不同程度符合心肾阳

虚证型的慢性心力衰竭的患者,可以加以应用真武

汤进行辨证论治。

参考文献:

[ 1 ] 　 李立志, 陈可冀. 治疗充血性心力衰竭经验 [J] . 中西医结合

心脑血管病杂志, 2006, 4(2): 136-138.

[ 2 ] 　 王金梁. 真武汤治疗心力衰竭临床观察 [ J] . 光明中医,
2019, 34(14): 2110-2112.

[ 3 ] 　 周蔓菁, 唐其柱. 真武汤对老年慢性心力衰竭患者血流动力

学、MMP-9 和心功能的影响 [ J] . 世界中医药, 2019, 14
(4): 926-930.

[ 4 ] 　 Pfisterer M, Buser P, Rickli H, et al. BNP-guided vs symptom-

guided heart failure therapy: the trial of intensified vs standard
medical therapy in elderly patients with congestive heart failure
(TIME-CHF) randomized trial [ J] . JAMA, 2009, 301 ( 4):

383-392.
[ 5 ] 　 邓文龙. 中医方剂的药理与应用 [M]. 重庆: 重庆出版

社, 1990.
[ 6 ] 　 李琏, 李介鸣. 治疗心力衰竭经验 [ J] . 中医杂志, 2001, 42

(3): 14-15.

[ 7 ] 　 刘俊保. 真武汤治疗慢性充血性心力衰竭 30 例 [ J] . 中华实

用中西医杂志, 2004, 17(12): 1794-1795.
[ 8 ] 　 Dunkern TR, Wedemeyer I, Baumgärtner M, et al. Re-sistance

55中国比较医学杂志 2020 年 8 月第 30 卷第 8 期　 Chin J Comp Med, August 2020,Vol. 30,No. 8



of p53 knockout cells todoxor- ubicin is related to reduced
formation of DNA strand breaks rather than impaired apoptotic
signaling [J] . DNA Repair (Amst), 2003, 2(1): 49-60.

[ 9 ] 　 郑筱英. 中药新药临床指导原则 [M]. 北京: 中国医药科技

出版社, 2002.
[10] 　 Momparler RL, Karon M, Siegel SE, et al. Effect of adriamycin

on DNA, RNA, and protein synthesis in cell-free systems and
intact cells [J] . Cancer Res, 1976, 36(8): 2891-2895.

[ 8 ] 　 Dunkern TR, Wedemeyer I, Baumgärtner M, et al. Resistance of
p53 knockout cells to doxorubicin is related to reduced formation
of DNA strand breaks rather than impaired apoptotic signaling
[J] . DNA Repair(Amst), 2003, 2(1): 49-60.

[11] 　 Ferrans VJ, Clark JR, Zhang J, et al. Pathogenesis and
prevention of doxorubicin cardiomyopathy [ J ] . Tsitologiia,
1997, 39(10): 928-937.

[12] 　 Muraoka S, Miura T. Free radicals mediate cardiac toxicity
induced by adria mycin [J] . Yakugaku Zassh, 2003, 123(10):
855-866.

[13] 　 Fu J, Yamamoto K, Guan ZW, et al. Human neuronal nitric
oxide synthase can catalyze one-electron reduction of adriamycin:
role of flavin domain [ J] . Arch Biochem Biophys, 2004, 427

(2): 180-187.
[14] 　 Al-Nasser IA. In vivo prevention of adriamycin cardiotoxicity by

cyclosporin A or FK506 [ J] . Toxicology, 1998, 131( 2 - 3):
175-181.

[15] 　 Zhou S, Heller LJ, Wallace KB. Interference with calcium-
dependent itochondrial bioenergetics in cardiac myocytes isolated
from doxorubicin-treated rats [ J ] . Toxicol Appl Pharmaco,
2001, 175(1): 60.

[16] 　 Rabelo E, De Angelis K, Bock P, et al. Baroreflex sensitivity
and oxidative stress in adriamy cin-induced heart failure [ J] .
Hypertension, 2001, 38(3 Pt 2): 576-580.

[17] 　 徐萌, 积仁, 许少珍. 阿霉素心脏毒性的发生机制及其防治

[J] . 第一军医大学学报, 2001, 21(7): 532-534.
[18] 　 杨建业, 张迎春, 唐俊明, 等. 阿霉素诱导大鼠心衰模型的

建立 [J] . 郧阳医学院学报, 2005, 24(5): 268-271,321.
[19] 　 李秀梅, 田国忠, 欧叶涛, 等. 大鼠阿霉素慢性心衰模型的

制备与心衰指标的判定 [ J] . 解剖学研究, 2005, 27( 3):
176-178.

〔收稿日期〕2020-04-10

(上接第 28 页)
[18]　 White M, Courtemanche M, Stewart DJ, et al. Ageand gender-

related changes in endothelin and catecholamine release and in
autonomic balance in response to head-up tilt [ J ] . Clin Sci
(Lond), 1997, 93(4): 309-316.

[19] 　 Reis Filho JR, Cardoso JN, Cardoso CM, et al. Reverse cardiac
remodeling: a marker of better prognosis in heart failure [J] . Arq
Bras Cardiol, 2015, 104(6): 502-506.

[20] 　 Wagner HR, Crutcher KA, Davis JN. Chronic estrogen treatment
decreases beta-adrenergic responses in rat cerebral cortex [ J] .
Brain Res, 1979, 171(1): 147-151.

[21] 　 Khasar SG, Dina OA, Green PG, et al. Estrogen regulates
adrenal medullary function producing sexual dimorphism in
nociceptive threshold and beta-adrenergic receptor-mediated
hyperalgesia in the rat [ J] . Eur J Neurosci, 2005, 21 ( 12):
3379-3386.

[22] 　 Chu SH, Goldspink P, Kowalski J, et al. Effect of estrogen on
calcium-handling proteins, beta-adrenergic receptors, and
function in rat heart [J] . Life Sci, 2006, 79(13): 1257-1267.

[23] 　 Grohé C, Kahlert S, Löbbert K, et al. Cardiac myocytes and
fibroblasts contain functional estrogen receptors [ J] . FEBS Lett,
1997, 416(1): 107-112.

[24] 　 Klangkalya B, Chan A. The effects of ovarian hormones on beta-
adrenergic and muscarinic receptors in rat heart [ J] . Life Sci,
1988, 42(23): 2307-2314.

[25] 　 Mann DL, Bristow MR. Mechanisms and models in heart failure:
the biomechanical model and beyond [J] . Circulation, 2005, 111
(21): 2837-2849.

〔收稿日期〕2020-07-02

65 中国比较医学杂志 2020 年 8 月第 30 卷第 8 期　 Chin J Comp Med, August 2020,Vol. 30,No. 8



2020 年 8 月

第 30 卷　 第 8 期
中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
August, 2020
Vol. 30　 No. 8

林臻,陈洪志,赵航,等. MPTP 诱导 C57BL / 6 小鼠帕金森模型的制备和评估 [ J]. 中国比较医学杂志, 2020, 30(8): 57-
62,85.
Lin Z, Chen HZ, Zhao H, et al. Preparation and assessment of a C57BL / 6 mouse Parkinson’s model induced by MPTP [J]. Chin J
Comp Med, 2020, 30(8): 57-62,85.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2020. 08. 009

[基金项目]吉林省医学实验动物科学研究开放课题(20170623093-08TC)。
[作者简介]林臻(1993—),女,硕士研究生,研究方向:人体解剖与组织胚胎学。 E-mail:879657728@ qq.com
[通信作者]张浩(1984—),男,工程师,研究方向:神经解剖学。 E-mail:zhanghao009@ jlu.edu.cn

MPTP 诱导 C57BL / 6 小鼠帕金森模型的制备和评估

林　 臻,陈洪志,赵　 航,刘　 辉,许妍妍,刘海岩,张　 浩∗

(吉林大学基础医学院人体解剖学系,长春　 130021)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立稳定的 1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP)诱导 C57BL / 6 小鼠帕金森模型,并
对模型进行行为学评估。 方法　 建立给药组,给药剂量分别为 35 mg / kg、30 mg / kg、25 mg / kg 和给予 30 mg / kg 生理

盐水的对照组。 分别进行震颤麻痹评分、旷场实验、爬杆实验、悬挂实验、游泳实验,并进行综合统计。 分析给药组

与对照组间以及各给药组间的差异。 同时进行 HE 和免疫组化 TH 抗体染色,观察黑质和纹状体区域神经元和神

经纤维的改变。 结果　 与对照组相比,给药组评分均明显增高,但 25 mg / kg 剂量组行为学评分明显低于 35 mg / kg
和 30 mg / kg 剂量组,35 mg / kg 与 30 mg / kg 剂量组间无显著性差异。 黑质区域 TH 阳性神经元数量减少,纹状体 TH
阳性神经纤维减少。 结论　 建立了一个可以通过行为学数据评估小鼠帕金森病模型效果的简便途径。

【关键词】 　 帕金森病;动物模型;1-甲基-4 苯基-1,2,3,6-四氢吡啶
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Preparation and assessment of a C57BL / 6 mouse Parkinson’s
model induced by MPTP

LIN Zhen, CHEN Hongzhi, ZHAO Hang, LIU Hui, XU Yanyan, LIU Haiyan, ZHANG Hao∗

(Department of Human Anatomy, Basic Medical College of Jilin University, Changchun 130021, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To establish a stable Parkinson’s model in C57BL / 6 mice by MPTP and assess behavioral
scores of the model. Methods　 Dosing groups (35, 30, and 25 mg / kg body weight MPTP) and control group (30 mg / kg
body weight physiological saline) were established. We conducted the paralysis agitans score, open field test, pole test,
traction test, swim test, and comprehensive statistical analysis. We then analyzed the differences between each group and
the control group. HE staining and TH immunohistochemical staining were performed to observe the substantia nigra,
striatum neurons, and nerve fibers. Results 　 Compared with the control group, the scores of drug administration groups
were significantly higher. The ethology score of the 25 mg / kg dose group was significantly lower than those of 35 and 30
mg / kg groups. No significant difference was found between 35 mg / kg and 30 mg / kg groups. Substantia nigra TH-positive
neurons and striatum TH-positive nerve fibers were decreased. Conclusions　 A simple method was established to evaluate a
Parkinson’s disease model in mice by behavioral data.

【Keywords】　 Parkinson’s disease; animal models; MPTP

　 　 帕金森病(Parkinson’ s disease, PD)是一种常

见的中老年神经退行性病变,随着人口老龄化的加

剧,患病人口日益增加[1]。 其病理学表现为中脑纹

状体和黑质区域多巴胺能神经元进行性减少。 现



有多种机理的动物模型可以模拟帕金森病的发生

和进展,其中药物诱发化学损毁模型以其简便、快
捷和较为经济的优势,成为广泛应用的模型制备方

法。 1-甲基-4 苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP)经
腹腔注射后可造成小鼠黑质和纹状体区域多巴胺

能神经元死亡,酪氨酸羟化酶(TH)阳性细胞和神经

纤维减少,能够模拟帕金森病的病理学表现,是一

种常见的帕金森病模型诱导药物[2]。 本研究拟通

过对多种行为学表现的统计和评价,以及将行为学

和形态学数据相互印证,初步建立一个可以通过行

为学数据评估小鼠帕金森模型效果的简便途径。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 C57BL / 6 小鼠 35 只,年龄 3 ~ 9 月

龄,体重 25~26 g,购自辽宁长生生物技术股份有限

公司[SCXK(辽)2015-0001]。 饲养于吉林大学(基
础医学院动物实验中心) [SYXK(吉)2018-0001]。
本实验通过吉林大学基础医学院实验动物伦理审

查((2016 年)研审第 001 号),依据优化、减少、替
代的 3R 原则进行实验设计。
1. 2　 主要试剂与仪器

MPTP 购自 Sigma 公司(货号:MO896,中国);
亚克力材质行为学评估水箱、支架、旷场环境,由吉

林大学人体解剖学系自行制作。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物模型的制作

雄性 C57BL / 6 小鼠 35 只随机分为 4 组,Ⅰ组

为对照组 5 只,给予计量为 30 mg / kg 体重生理盐

水,持续 7 d。 Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组为模型组,每组 10 只,分
别给予计量为 35 mg / kg、30 mg / kg、25 mg / kg 体重

的 MPTP 持续 7 d、8 d、10 d。
1. 3. 2　 行为学检测

(1)震颤麻痹评分

小鼠采用腹腔注射给药,立即进行观察,持续 3
h。 评分标准为:0 分,与正常小鼠相似,无任何症

状;1 分,出现竖毛、弓背、间断性细小震颤,但活动

自如;2 分,出现吞咽频繁,频繁性震颤,后肢张开,
颤尾,活动逐渐受限;3 分,出现流涎、持续性震颤,
四肢僵硬,活动受限;4 分,因全身麻痹而死亡。

(2)旷场实验

给药结束后第 3 天开始,每天进行一次实验,持
续到第 7 天。 采用亚克力材质 50 cm×50 cm×50 cm

方盒作为场地,均匀划分为 9 格,将小鼠放入旷场的

正中格内,记录小鼠三爪以上跨入邻格的次数,观
察持续 2 min。 评分标准为:0 分,跨入次数>40 次;
1 分,跨入次数为 31 ~ 40 次;2 分,跨入次数为 21 ~
30 次;3 分,跨入次数<21 次。

(3)爬杆实验

给药前 3 d,每天进行一次爬杆训练。 给药结束

后第 3 天开始,每天一次测量,持续到第 7 天。 将一

直径为 2. 5 cm 的塑料球固定于长 50 cm、粗 1. 5 cm
的亚克力杆顶端,缠上纱布以防打滑,然后将被测

小鼠置于球上,记录由球上爬至杆子底部所需时

间。 评分标准为:0 分,爬杆时间<4. 01 s;1 分,爬杆

时间为 4. 01~8. 0 s;2 分,爬杆时间为 8. 01~12. 0 s;
3 分,爬杆时间>12. 00 s。

(4)悬挂实验

给药结束后第 3 天开始,每天进行一次实验,持
续到第 7 天。 被测小鼠倒置悬挂,将两前爪置于 30
cm 长,25 cm 高水平电线中点,而后放开小鼠,记录

其抓握情况。 评分标准为,0 分,两后爪均可抓住电

线;1 分,一只后爪可抓住电线;2 分,两只后爪均不

能抓住电线。 如出现后爪反复抓取电线,间断可抓

住现象,可记为 0. 5 分。
(5)游泳实验

给药结束后第 3 天开始,每天进行一次实验,持
续到第 7 天。 小鼠放于 40 cm×25 cm×16 cm 的水箱

中,水深 15 cm,水温为(27±2)℃,记录 3 min 内小

鼠的漂浮时间。 评分标准为:0 分,漂浮 0 ~ 30 s;1
分,漂浮 31 ~ 90 s;2 分,漂浮 91 ~ 150 s;3 分,漂浮

151~180 s。
1. 3. 3　 形态学检测

全部行为学测试结束后第 1 天,将小鼠麻醉后,
37℃ 80 mL 生理盐水灌流,4℃ 100 mL 4%甲醛固

定,取出全脑。 4%甲醛外固定 3 d,后进行常规石蜡

包埋切片,厚度为 4 μm。 石蜡切片分别进行 HE 染

色和免疫组化染色。
HE 染色:常规梯度乙醇脱蜡,PBS 冲洗 3 min×

3 次,经苏木精染色、氨水反蓝、伊红染色后,脱水透

明封片。 观察小鼠纹状体和黑质部分神经细胞的

形态、数量和分布。
免疫组织化学染色:按照免疫组化检测试剂盒

步骤进行脱蜡、PBS 冲洗、3% H2O2 抗原修复和血

清封闭。 滴加一抗 TH 抗体(1 ∶300),4℃过夜后顺

次滴加试剂 1(放大信号)和试剂 2(二抗),各孵育
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15 min,PBS 冲洗后进行 DAB 显色、苏木精复染,脱
水透明封片。 观察小鼠纹状体和黑质部分 TH 阳性

细胞的形态、数量和分布。
1. 4　 统计学方法

所有实验数据采用 3 次测量取平均值的方式进

行采集,使用 SPSS 17. 0 统计学软件进行分析,用平

均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,不同组之间的差异用 t
检验比较分析,P<0. 05 为具有显著性差异。

2　 结果

2. 1　 震颤麻痹评分

腹腔注射 MPTP 后 5 ~ 30 min,小鼠相继出现竖

毛、弓背、间歇性小震颤,继而可出现吞咽频繁至流

涎,后肢张开至四肢僵硬,震颤频率逐渐增加,直至出

现可持续数十秒的持续性震颤,60 min 后出现活动减

低。 由于连续 7~10 d 给药,随着体内积累药量增加,
小鼠出现活动减低现象时间逐渐提前,其他现象则渐

不明显,所以将第一次给药评分作为震颤麻痹评分,
各剂量组均数作为该组震颤麻痹评分。 可见对照组

无震颤麻痹现象,随单体次药剂量增加,小鼠震颤麻

痹现象加重。 各组震颤麻痹评分见表 1。 给药过程

中有小鼠由于药物反应死亡,后续检测中 30 mg / kg
组和 35 mg / kg 组实际测量分别为 7 只、9 只。
2. 2　 旷场实验

将旷场实验连续测量 5 d 的评分计算均数,作
为单只受试鼠的评分,将各剂量组均数作为该组旷

场实验评分,具体结果见表 2。 可见与对照组相比,
给药组的评分明显增高,但 30 mg / kg 组评分高于

35 mg / kg 组。
2. 3　 爬杆实验

通过预实验发现,随着不断训练,小鼠爬杆实

验完成时间会不断变短,所以将停药后第三天的爬

杆实验评分作为最终记录评分,各剂量组均数作为

该组爬杆实验评分,见表 3。 可见与对照组相比,给
药组的评分明显增高,30 mg / kg 组与 35 mg / kg 组无

显著性差异。
2. 4　 悬挂实验

小鼠由停药第 6 天开始,悬挂实验症状逐渐恢

复,现将悬挂实验停药第 3 ~ 5 天的评分计算均数,
作为单只受试鼠的评分,将各剂量组均数作为该组

悬挂实验评分,具体结果见表 4。 可见与对照组相

比,给药组的评分明显增高,且随着给药剂量的增

加,评分也随之增高。
2. 5　 游泳实验

将游泳实验连续测量 5 d 的评分计算均数,作
为单只受试鼠的评分,将各剂量组均数作为该组游

泳实验评分,具体结果见表 5。 可见与对照组相比,
给药组的评分明显增高,但 30 mg / kg 组评分高于

35 mg / kg 组。
2. 6　 综合统计

将各受试鼠的五项行为学测试评分加和,统计

各组每只受试鼠行为学总得分。 见表 6。
表 1　 震颤麻痹评分

Table 1　 Paralysis agitans score
　 　 编号 Number

组别 Groups　 　
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 􀭰x ± s

对照组 Control group 0 0 0 0 0 — — — — — 0
25 mg / kg 组 25 mg / kg group 2 1. 5 1. 5 2. 5 2 2. 5 2. 5 1. 5 2 1. 5 1. 95±0. 44∗

30 mg / kg 组 30 mg / kg group 2 2. 5 1. 5 4 3 3 4 2 4 2 2. 80±0. 95∗#

35 mg / kg 组 35 mg / kg group 3 2. 5 3. 5 2. 5 4 2. 5 2. 5 3 3 2. 5 2. 90±0. 52∗#

注:与对照组比较,∗P<0. 05;与 25 mg / kg 组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the 25 mg / kg group, #P<0. 05.

表 2　 旷场实验
Table 2　 Field test

　 　 编号 Number

组别 Groups　 　
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 􀭰x ± s

对照组 Control group 0. 33 1. 33 1 1. 33 1 — — — — — 1±0. 41
25 mg / kg 组 25 mg / kg group 1. 93 1. 06 1. 8 2. 13 2. 13 2. 47 1. 27 1. 87 0. 93 1 1. 45±0. 55∗

30 mg / kg 组 30 mg / kg group 2. 6 1. 6 1. 73 — 2. 72 2. 54 — 1. 8 — 2. 8 2. 26±0. 52∗#

35 mg / kg 组 35 mg / kg group 2. 6 2. 13 2. 33 2. 6 — 2. 26 2. 2 2 1. 53 1. 73 2. 15±0. 36∗#

注:与对照组比较,∗P<0. 05;与 25 mg / kg 组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the 25 mg / kg group, #P<0. 05.

95中国比较医学杂志 2020 年 8 月第 30 卷第 8 期　 Chin J Comp Med, August 2020,Vol. 30,No. 8



表 3　 爬杆实验
Table 3　 Pole test

　 　 编号 Number

组别 Groups　 　
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 􀭰x ± s

对照组 Control group 0. 33 0 0 0. 67 0 — — — — — 0. 20±0. 30

25 mg / kg 组 25 mg / kg group 1 1 1 1 1 1. 33 1 1 1 0 0. 93±0. 34∗

30 mg / kg 组 30 mg / kg group 1 2. 67 1. 33 — 2. 33 1. 33 — 1. 67 — 2. 33 1. 81±0. 63∗#

35 mg / kg 组 35 mg / kg group 1. 67 2 2 2 — 2 1. 67 2. 67 1. 67 1. 33 1. 78±0. 37∗#

注:与对照组比较,∗P<0. 05;与 25 mg / kg 组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the 25 mg / kg group, #P<0. 05.

表 4　 悬挂实验
Table 4　 Traction test

　 　 编号 Number

组别 Groups　 　
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 􀭰x ± s

对照组 Control group 0 0 0 0 0 — — — — — 0

25 mg / kg 组 25 mg / kg group 1. 33 1 1. 33 1. 33 1 0. 33 0. 67 2 1. 17 0. 17 1. 03±0. 54∗

30 mg / kg 组 30 mg / kg group 1. 17 1. 33 0. 83 — 1. 83 1. 17 — 1 — 1. 5 1. 26±0. 33∗#

35 mg / kg 组 35 mg / kg group 0. 83 1. 17 1. 83 1. 83 — 2 2 1. 5 2 1. 33 1. 61±0. 43∗#

注:与对照组比较,∗P<0. 05;与 25 mg / kg 组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the 25 mg / kg group, #P<0. 05.

表 5　 游泳实验
Table 5　 Swim test

　 　 编号 Number

组别 Groups　 　
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 􀭰x ± s

对照组 Control group 0 0. 67 0 0 0. 67 — — — — — 0. 27±0. 37

25 mg / kg 组 25 mg / kg group 0. 8 1. 53 1. 53 1. 93 1. 73 1. 47 2 1. 53 2 1. 6 1. 61±0. 35∗

30 mg / kg 组 30 mg / kg group 3 2. 8 2. 93 — 2. 73 2. 47 — 1. 6 — 2. 87 2. 21±0. 48∗#

35 mg / kg 组 35 mg / kg group 2. 47 2. 6 1. 93 2. 33 — 1. 47 2. 07 2. 27 1. 87 1. 87 2. 10±0. 35∗#

注:与对照组比较,∗P<0. 05;与 25 mg / kg 组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the 25 mg / kg group, #P<0. 05.

表 6　 综合得分
Table 6　 Comprehensive score

　 　 编号 Number

组别 Groups　 　
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 􀭰x ± s

对照组 Control group 0. 66 2 1 2 1. 67 — — — — — 1. 47±0. 61
25 mg / kg 组 25 mg / kg group 7. 06 6. 09 7. 16 8. 89 7. 86 8. 1 7. 44 7. 9 7. 1 4. 27 6. 97±1. 27∗

30 mg / kg 组 30 mg / kg group 9. 77 10. 9 8. 32 4 12. 61 10. 51 4 8. 07 4 11. 5 10. 34±3. 30∗#

35 mg / kg 组 35 mg / kg group 10. 57 10. 4 11. 59 11. 26 4 10. 23 10. 44 11. 44 10. 07 8. 76 10. 54±2. 22∗#

注:与对照组比较,∗P<0. 05;与 25 mg / kg 组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the 25 mg / kg group, #P<0. 05.

2. 7　 形态学检测

将各组小鼠分别取脑,对黑质和纹状体分别行

HE 和 TH 抗体免疫组化染色,见图 1、图 2。
通过 HE 染色,可以确定黑质区域神经元细胞

以及纹状体神经纤维的分布和形态。 进一步行 TH

　 　 　
抗体免疫组化染色,发现模型组在黑质区域存在多

巴胺能神经元数量减低,纹状体区域出现 TH 阳性

神经纤维数量减少的现象,能够在形态学上认定帕

金森模型制作成功。
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注:上行分别为 Control 组、25~35 mg / kg 组 HE 染色结果;下行分别为 Control 组、25~35 mg / kg
组 TH 抗体免疫组化染色结果。

图 1　 黑质 HE 和 TH 抗体免疫组化染色

Note. The upper line corresponds to the HE staining results of control group and 23 ~ 35 mg / kg
groups,respectively. The next line corresponds to the TH immunohistochemical results of control
group and 23~35 mg / kg groups,respectively.

Figure 1　 HE staining results and TH immunohistochemical results of the substantia nigra

注:上行分别为纹状体 Control 组、25~35 mg / kg 组 HE 染色结果;下行分别为 Control 组、25 ~
35 mg / kg 组 TH 抗体免疫组化染色结果。

图 2　 纹状体 HE 和 TH 抗体免疫组化染色

Note. The upper line corresponds to the HE staining results of control group and 23 ~ 35 mg / kg
groups, respectively. The next line corresponds to the TH immunohistochemical results of control
group and 23~35 mg / kg groups,respectively.

Figure 1　 Figure 2 HE staining results and TH immunohistochemical results of the corpus striatum

3　 讨论

MPTP 自上世纪 80 年代发现以来,已广泛应用

于帕金森化学损毁模型的制备。 其可以引起灵长

类和啮齿类动物脑内黑质和纹状体区域多巴胺能

神经元死亡,这与帕金森病的病理改变较为类似,
由此也引起该动物模型产生与帕金森病相类似的

形态学表现[3]。 TH 在多巴胺能神经元中含量较

高,其水平能够反应该神经元的位置和功能,因此,
检测黑质和纹状体区域 TH 表达的区域和变化,可
以反映出多巴胺能神经元的位置和数量,由此判断

MPTP 诱导的帕金森模型的严重程度[4]。

帕金森病症状是由多种原因相互影响产生的,
例如肌张力增强可导致协调障碍,进而引起运动减

低。 而动物的行为学表现又同时受到客观能力和

主观意愿的影响,所以单一的行为学实验很难准确

的反映出帕金森动物模型是否成功及其严重程

度[5]。 本实验选取了与帕金森病相关且较为常见

和简便易测的五种行为学评价方法[6-9],包括了运

动能力、协调性、肌力、主观意愿等各个方面,以期

通过多个实验来综合评价,为分析行为学检测和形

态学指标的关联性奠定基础。
震颤麻痹评分是与给药剂量直接相关的指标,

多数研究对其以观察现象为主,少有通过量表进行
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评分[10],这主要由两个因素造成,一是随着给药的

次数增加,小鼠活动减低时间前提并延长,很多症

状趋于隐匿;二是相同给药剂量情况下,小鼠表现

较为相近,长时间观察区分较为困难。 针对这两个

问题,本研究选取了多个给药剂量,且以表现最为

明显的给第一次给药作为观察点,震颤麻痹评分的

区分度较好。 给药组与对照组差别显著,且剂量依

赖性明显,增大剂量后,评分也随之增高,但同时发

现 30 mg / kg 以上剂量,会出现由于不耐受药物而产

生的动物死亡,两组累计死亡 4 只,这与国外一般认

为的 45 mg / kg MPTP 剂量以内不会出现实验动物

死亡的报道不相符[11]。
旷场实验、爬杆实验和游泳实验中,除与对照

组存在显著性差异外,25 mg / kg 的低剂量组与 30
mg / kg 和 35 mg / kg 的中高剂量组也存在较为明显

的差异。 同时 30 mg / kg 和 35 mg / kg 间差别不明

显,反而出现个别评分与剂量相反的情况,说明给

药剂量存在一个较为明显的阈值,超过该阈值后,
这三个实验的行为学表现没有明显的增强趋势。
此外由于小鼠对爬杆实验适应性较强,反复测量会

明显降低评分[12],本研究在给药前 3 d 开始每天对

小鼠进行训练,使其适应爬杆环境,间隔 7 ~ 10 d 的

给药期和 2 d 的稳定期后,在给药结束后第 3 天直

接测量爬杆实验评分,力求避免小鼠适应性对爬杆

实验评分的影响。
有研究显示悬挂实验的稳定性较好,一般可以

持续到给药结束一到二周才会出现明显的症状消

退[13],本研究发现在悬挂实验评分在第 6 天即出现

明显降低,模型动物力量明显升高,因此仅统计了

停药后 3~ 5 d 的评分。 在每天评价中的三次测量

基本得分一致,在停药 5 d 的跨度中变化也较小。
悬挂实验主要反应了小鼠的肌力情况,与对照组相

比,给药组有明显的评分增高,而在给药组内,三个

剂量组也均有显著差别,说明肌力随给药剂量增加

而持续下降。 但是抓握能力下降也与协调性和精

细运动障碍有关,所以此实验仍有其他因素加入,
不能认为仅反映肌力情况。

本研究将五个行为学实验整合起来,统计综合

得分,进行组间对比,可见三个给药组与对照组均

存在显著性差异,说明即使给予低剂量药物,也能

引起动物模型类帕金森病的行为学改变。 低剂量

组与中高剂量组间也存在显著性差异,说明给予中

高剂量药物会使此类行为学改变显著增强。 但是

中高剂量组间无显著性差异则说明,给药剂量存在

某一阈值,给予超过阈值剂量的 MPTP,行为学改变

不会进一步出现显著性增强,但会出现药物致死

现象。
以往研究中由于单一行为学评估手段的不稳

定性,多采用形态学手段进行模型判定[3-5]。 这就

要求必须抽样处死一批造模动物进行判定,既增加

了实验的复杂性,也不能保证存活动物一定能够达

到模型成功标准。 本研究进行整合行为学评分与

形态学表现关联分析,以形态学结果为判定标准,
进一步分析发现整合评分达到 7. 5 分以上的模型可

以确定造模成功,6 分以下可以确定造模失败,提示

整合行为学评估手段对模型判定较以往单一行为

学检测方法更为准确,与形态学检测结果一致性更

强。 同时在总体趋势上整合行为学评分较高的个

体形态学表现也更为明显,可以认为帕金森病严重

程度较高,进一步可以对模型的严重程度进行简单

的划分。
因此,本研究采用的整合行为学评分方法可以

提高 MPTP 诱导 C57BL / 6 小鼠帕金森动物模型制

备标准及其以此动物模型为基础的相关科学研究

的科研数据的可靠性。 在今后的研究中,以此为切

入点,增强模型稳定性,优化整合评估手段,可以使

MPTP 诱导 C57BL / 6 小鼠帕金森模型的制备和评估

更加简便准确。
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C57BL / 6J、BALB / c、ICR 品系小鼠学习记忆能力的
行为学差异
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　 　 【摘要】 　 目的　 比较 C57BL / 6J、BALB / c、ICR 品系小鼠学习记忆能力的行为学差异。 方法　 按品系将 10 周

雄性 C57BL / 6J、BALB / c、ICR 品系小鼠分为三组,每组 10 只,进行旷场实验、Barnes 迷宫实验、Y 迷宫实验、条件恐

惧实验,比较三个品系小鼠学习记忆能力。 结果　 旷场实验,C57BL / 6J 组总移动距离、大移动距离、速度、中央区

移动距离百分比、中央区停留时间少于 ICR 组和 BALB / c 组,差异具有统计学意义(P<0. 01、P<0. 05);C57BL / 6J 组
小运动移动距离多于 ICR 组和 BALB / c 组,差异具有统计学意义(P<0. 01、P<0. 01); Barnes 迷宫实验测试阶段,
C57BL / 6J 组与 ICR 组在目标区域停留时间大于 BALB / c 组,差异具有统计学意义(P<0. 01、P<0. 05)。 Y 迷宫实验

三组小鼠自发转换率,进臂停留时间与次数等差异均无统计学意义。 条件恐惧实验中三组小鼠僵直时间百分比差

异均无统计学意义。 结论　 三个品系中,C57BL / 6J 小鼠自发活动最低,旷场实验焦虑水平最高,空间参考记忆优

于 ICR 组和 BALB / c 小鼠,三个品系空间工作记忆及空间识别记忆无显著性差异。
【关键词】 　 小鼠;行为学实验;学习记忆

【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】1671-7856(2020) 08-0063-07

Evaluation of learning-memory ability in C57BL / 6J, BALB / c,
and ICR mice

LI Xianglei, SUN Xiuping∗

(Comparative Medicine Center, Peking Union Medical College(PUMC), and Institute of Laboratory Animal Science,
Chinese Academy of Medical Sciences(CAMS); Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine,
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Chinese Medicine, Beijing 100021, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To compare learning-memory ability in C57BL / 6J, BALB / c, and ICR mice. Methods　
Adult male mice were divided into three groups with 10 C57BL / 6J, BALB / c, or ICR mice in each. The learning-memory
ability of the three mice strains was evaluated via the open-field test, Barnes maze test, Y-maze test, and fear-conditioning
test. Results　 In the open-field test, the total distance, largest distance, velocity, center distance / total distance, and the
center time were significantly lower in the C57BL / 6J group compared with the BALB / c and ICR groups (P< 0. 01, P<



0. 05). The small distance in the C57BL / 6J group was significantly greater than that in the BALB / c and ICR groups (P <
0. 01, P< 0. 05). In the Barnes maze test, the latency to reach the entry zone was significantly lower in the C57BL / 6J
group compared with the BALB / c and ICR groups in the learning stage on the second and fourth days (P< 0. 05, P<
0. 05). In the test phase, the time spent in the entry zone in the C57BL / 6J and ICR groups was significantly greater than
that in the BALB / c group (P< 0. 01, P< 0. 05). In the Y maze test, we found no significant differences in spontaneous
alternations, time spent in each arm, and number of arm visits among the three groups. In the fear-conditioning test, the
percentage of freezing time among the three groups was not significantly different. Conclusions 　 In the open-field test,
C57BL / 6J mice exhibited the lowest spontaneous activity level and the highest anxiety level. In the maze test, spatial
reference memory in C57BL / 6J mice was superior to that of BALB / c and ICR mice. There were no statistically significant
differences in spatial working memory or spatial recognition memory among the 3 strains.

【Keywords】　 mice; behavioral experiments; learning-memory

　 　 基于体积小,生殖周期短,易观察且基因组与

人类基因组高度同源等优势,实验小鼠是复制人类

疾病和研究基因功能的首选动物模型[1]。 在生命

科学,尤其是基础医学、制药等研究领域广泛应

用[2-4]。 实验小鼠在培育过程中已分为多个品系,
根据基因纯合程度,可分为近交系、封闭群、杂交群

三类[5]。 C57BL / 6J、BALB / c 小鼠属于近交系,ICR
小鼠属于封闭群,这三个品系小鼠在神经精神等各

类疾病模型中广泛应用[6]。 不同品系的小鼠,由于

遗传背景等差异,其生物学特点和行为表型差异也

较大[7],导致在同一模型的建立中敏感度不同,三
个品系小鼠在学习记忆能力方面研究数据又较少。
故本文对这三个品系小鼠学习记忆的本底行为进

行研究,以期为神经精神疾病动物模型的品系选择

提供参考依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

10 周龄体重 25 ~ 30 g SPF 级雄性 C57BL / 6J、
BALB / c、ICR 小鼠各 10 只,购于北京华阜康科技股

份有限公司[SCXK(京) 2019-0008]。 实验在中国

医学科学院医学实验动物研究所行为学分析平台

进行[SYXK(京) 2018-0019],实验经本单位动物

伦理批准(QC18006),实验动物的使用依据 3R 原

则给予人道的关怀,动物设施室内温度 23℃ ~25℃,
相对湿度 55%±10%。 维持 12 h 光照 / 12 h 黑暗的

昼夜节律。
1. 2　 主要仪器

EthoVision XT9(Noldus,荷兰);条件恐惧实验

系统(MED,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组

C57BL / 6J、BALB / c、ICR 小鼠按品系分为 3 组,
每组 10 只。 开始实验前将动物放入检测间适应

1 h,实验在 9 ∶00 ~ 17 ∶00 之间进行,每轮实验后均

需清除仪器内残留气味,使用 75%乙醇擦拭检测

仪器。
1. 3. 2　 旷场实验

旷场为边长 50 cm,高 30 cm 正方体开口测试

箱,测试箱顶部安装摄像头,监测动物的活动状态

并将动物的行为信息采集传输至计算机系统,图像

采集分析系统为 EthoVision XT 9。 测试箱分为中央

区、过渡区、边缘区三个区域,中央区中心点为动物

投放点,每只小鼠在测试箱内自由探索,记录小鼠 5
min 内的移动距离、速度、中央区移动距离百分比、
中央区停留时间、大运动(速度大于 6. 6 cm / s)移动

距离及小运动(速度介于 2. 2 cm / s ~ 6. 6 cm / s 之

间)移动距离。
1. 3. 3　 Barnes 迷宫实验　

Barnes 迷宫为直径 88 cm 圆盘,为避免灯光反

射,设置为哑光材质,圆盘上有等距分布在圆盘边

缘的 12 个直径 5 cm 圆洞,圆盘下固定逃避盒,规格

为 15 cm×6 cm×6 cm(长×宽×高),起始盒规格为 10
cm×10 cm。 实验图像记录分析软件为 EthoVision
XT 9。 实验时伴有噪音刺激(噪音录音,80 db)和强

光刺激(直射灯,250 lux)。 在 Barnes 迷宫周围放置

几何空间标记物,方便小鼠空间定位,检测间人员

位置与物品摆放位置不变。 实验分为适应期、学习

期和测试期。 适应期,在迷宫中心放置实验小鼠,
扣上起始盒 10 s 后,开启噪音,随之撤掉起始盒,人
为干预引导小鼠行动路径,进入目标洞后,立即关

闭噪音。 小鼠在逃避盒适应 3 min 后取出,适应期

为1 d;学习期,在迷宫中心放置实验小鼠,扣上起始

盒 10 s 后开启噪音,随之撤掉起始盒,开始实验。
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每只实验小鼠一次训练 3 min,一天训练 3 次,共 4
d。 3 min 内小鼠进入目标洞,程序停止,看作训练

成功,小鼠从起始盒到进入目标洞时间为潜伏期

(latency),如若 3 min 内没有进入目标洞,潜伏期为

3 min。 无论是否训练成功,均需将实验小鼠放置在

逃避盒里,适应环境 1 min;测试期,撤除逃避盒,实
验小鼠测试 1 次,时间为 1. 5 min,操作方法同学习

阶段,共测试 1 d,记录目标洞潜伏期和停留时间。
1. 3. 4　 Y 迷宫实验　

Y 迷宫规格为 30 cm×8 cm×15 cm(长×宽×高)
的三个长方体拼接而成,角度互为 120°,背景为白

色。 图像采集分析系统为 EthoVision XT 9。 Y 迷宫

基于动物喜爱探索新环境的特性而设计,在迷宫内

贴有 3 个不同颜色,形状标记物,帮助小鼠进行空间

定位,检测间人员位置与物品摆放位置不变。
自发性交替实验 实验周期为 1 d,将小鼠面壁

放入起始区,时间为 5 min,记录小鼠探索轨迹。 小

鼠在 Y 迷宫中,倾向于交替探索三个不同臂(分为

A、B、C 三个臂),例如 ABC,ACB,BAC,BCA,CAB,
CBA 等作为实际转换次数(alternation),BCB、ACA、
BAB 等不计入,探索进臂总次数减两次作为最大转

换数。 并计算转换率 = [正确交替反应次数 / ( N-
2)]×100%。

新异臂探索实验一周后进行新异臂探索实验。
将 Y 迷宫三个臂分别命名为起始臂(start)、新异臂

(novel)、其他臂(other)。 该实验分为训练期和测试

期。 训练期将新异臂用隔板挡住,将小鼠放入起始

臂,在起始臂和其他臂中自由活动 5 min,训练结束

后归笼。 15 min 后进行测试期实验。 测试期将新

异臂挡板抽离,将小鼠放置起始臂,在三个臂中自

由活动 5 min,记录每只小鼠在各个臂停留时间和

次数。
1. 3. 5　 条件恐惧实验　

实验硬件由测试箱,控制器,电击与声音装置

构成,计算机,红外摄像头。 实验周期为 4 d,适应期

1 d,测试箱内放入实验小鼠,适应 10 min,不给予电

击和声音刺激,学习期 1 d,适应 3 min,确定三个品

系小鼠之间的基线。 后对小鼠训练 5 个循环,每个

训练包括声音刺激(70 db,5000 Hz,30 s,条件性刺

激)以及最后 1 s 电击刺激(0. 5 mA,1 s,非条件性

刺激),每轮训练间隔 30 s ~ 60 s,训练结束 30 s 后

取出实验小鼠;场景性条件恐惧实验 1 d,不给予电

击和声音刺激,将小鼠放入测试箱 5 min,结束后让

小鼠在箱内停留 30 s;线索性条件恐惧实验 1 d,改
变测试箱气味与环境条件,只给予声音刺激,操作

方法同训练期。 统计三个阶段实验小鼠的僵直时

间。 僵直是啮齿类动物的一种防御行为,通常呈现

出较为刻板的蹲伏及摇摆,除正常呼吸外没有其他

肌肉活动,表达动物的恐惧行为[8]。 除实验动物正

常呼吸外,所处静止状态的时间,是僵直时间判断

的标 准, 它 表 明 小 鼠 对 条 件 恐 惧 刺 激 的 记 忆

程度[9]。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 20. 0 统计软件进行分析。 实验结果

以平均数±标准误差( 􀭰x ±s􀭰x )形式表示。 采用单因

素方差分析进行多组间比较,当多组间有差异时,
两两比较采用 Fisher’s LSD post hoc 多重比较方法。
P < 0. 05 认为具有统计学显著性差异。

2　 结果

2. 1　 C57BL / 6J、BALB / c、ICR 小鼠旷场实验数据

比较

如图 1、2 所示,C57BL / 6J 组小鼠移动距离与速

度少于 ICR 组小鼠和 BALB / c 组小鼠,差异具有统

计学意义(P<0. 01、P<0. 05),ICR 组和BALB / c组小

鼠差异无统计学意义;如图 3 所示,C57BL / 6J 组小

鼠大运动移动距离少于 ICR 组小鼠,差异具有统计

学意义(P<0. 01),C57BL / 6J 组小鼠大运动移动距

离少于 BALB / c 组小鼠,差异具有统计学意义(P<
0. 01),ICR 组和BALB / c组小鼠,但差异无统计学意

义;如图 4 所示,C57BL / 6J 组小鼠小运动移动距离

多于 ICR 组小鼠和 BALB / c 组小鼠,差异具有统计

学意义(P<0. 01、P<0. 01),ICR 组和BALB / c组小鼠

差异无统计学意义。 如图 5 所示,C57BL / 6J组小鼠

在中央区移动距离百分比最小、ICR 组小鼠其次,
BALB / c 组小鼠最大,三组小鼠两两比较,差异均具

有统计学意义(P<0. 01);如图 6 所示,C57BL / 6J 组

小鼠在中央区停留时间少于 BALB / c 组小鼠,差异

具有统计学意义(P<0. 01),ICR 组小鼠在中央区停

留时间少于 BALB / c 组小鼠,差异具有统计学意义

(P<0. 01),C57BL / 6J 和 ICR 组小鼠差异无统计学

意义。
2. 2　 C57BL / 6J、BALB / c、ICR 小鼠 Barnes 迷宫

实验数据比较

如图 7 所示,在学习期,C57BL / 6J 组小鼠进洞潜

伏期最短,其次是 ICR 组小鼠,BALB / c 组小鼠最长,
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注:C57BL / 6J 组与 ICR 组相比,∗∗P<0. 01,∗P<0. 05;C57BL / 6J

组与 BALB / c 组相比,##P<0. 01,#P<0. 05;ICR 组与 BALB / c 组

相比, $$ P<0. 01, $ P<0. 05。 下图同。

图 1　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在旷场实验

运动距离的表现

Note. C57BL / 6J group compared with ICR group, ∗∗ P < 0. 01,
∗ P<0. 05. C57BL / 6J group compared with BALB / c group,
## P<0. 01, # P<0. 05. ICR group compared with BALB / c group,
$$ P<0. 01, $ P<0. 05. The same as below.

Figure 1　 Performance of C57BL / 6J, ICR, and BALB / c
mice in the open field experiment

图 2　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在旷场实验

大运动距离的表现

Figure 2　 Performance of C57BL / 6J, ICR, and BALB / c
mice in large range of movement in an open field experiment

图 3　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在旷场实验

小运动距离的表现

Figure 3　 Performance of C57BL / 6J, ICR, and
BALB / c mice in small distance of

movement in an open field experiment

图 4　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在旷场

实验运动速度的表现

Figure 4　 Performance of C57BL / 6J, ICR, and BALB / c
mice in the field experiment

图 5　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在旷场实验

中央区运动距离占总距离的百分比的表现

Figure 5　 The performance of C57BL / 6J, ICR, and BALB / c
mice in the percentage of the total distance in
the central area of the open field experiment

图 6　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在旷场实验

中央区停留时间的表现

Figure 6　 Residence time of C57BL / 6J, ICR, and BALB / c
mice in the central area of the empty field experiment

三组小鼠第 1 天与第 3 天进洞潜伏期差异无统计学

意义,第 2 天与第 4 天进洞潜伏期差异具有统计学意

义(P<0. 05);如图 8 所示,在测试期,C57BL / 6J 组小

鼠在目标区探索时间多于 ICR 组小鼠,差异无统计学

意义, C57BL / 6J 组小鼠在目标区探索时间多于

BALB / c 组小鼠,差异具有统计学意义(P<0. 01),ICR
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组小鼠在目标区探索时间多于 BALB / c 组小鼠,但差

异具有统计学意义(P<0. 05)。
2. 3　 C57BL / 6J、BALB / c、ICR 小鼠 Y 迷宫实验数

据比较

如图 9、图 10 和图 11 所示,三组小鼠在自发转

换率,进臂停留时间与次数等实验数据差异均无统

计学意义。

2. 4　 C57BL / 6J、BALB / c、ICR 小鼠条件恐惧实验

数据比较

如图 12 所示为学习期前的适应期,图中僵直时

间,作为三组小鼠的基线,差异无统计学意义;如图

13、图 14 和图 15 所示,三组小鼠在条件恐惧实验学

习期、场景性条件恐惧和线索性条件恐惧僵直时

间,差异均无统计学意义。

图 7　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在 Barnes
迷宫实验进洞潜伏期的表现

Figure 7　 Performance of C57BL / 6J, ICR, and BALB / c mice
in Barnes maze experiment during burrow incubation period

图 8　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在 Barnes 迷宫

实验目标去探索时间的表现

Figure 8　 Performance of C57BL / 6J, ICR, and BALB / c mice
during Barnes maze experiment

图 9　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在 Y 迷宫

自发性交替实验转换率的表现

Figure 9　 Spontaneous alternation rates of C57BL / 6J,
ICR, and BALB / c mice in the Y maze spontaneous

alternating experiment

图 10　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在 Y 迷宫新异臂

探索实验进臂停留时间的表现

Figure 10　 Time in arm visitss of C57BL / 6J, ICR,
and BALB / c mice in the Y maze experiment

图 11　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在 Y 迷宫新异臂

探索实验进臂次数的表现

Figure 11　 The performance of C57BL / 6J, ICR,
and BALB / c mice in the experiment of Y maze

new different arm exploration

图 12　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在条件

恐惧实验学习期的僵直时间基线

Figure 12　 Rigid time baseline of C57BL / 6J, ICR, and BALB / c
mice during conditioned fear experimental learning period
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图 13　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在条件恐惧

学习期的僵直时间表现

Figure 13　 Frezzing time of C57BL / 6J, ICR, and BALB / c
mice during conditioned fear learning period

图 14　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在场景性

条件恐惧实验的僵直时间表现

Figure 14　 Frezzing time performance of C57BL / 6J, ICR,
and BALB / c mice in the contextual fear

conditioning experiment

图 15　 C57BL / 6J、ICR、BALB / c 小鼠在线索性条件

恐惧实验的僵直时间表现

Figure 15　 Frezzing time performance of C57BL / 6J, ICR,
and BALB / c mice in the cued fear conditioning experiment

3　 讨论

旷场实验因其操作相对简单、应激刺激小的特

点,用于检测动物自发活动以及焦虑水平,在神经

精神疾病和神经精神药理方面应用最多[10]。 本实

验结果表明,C57BL / 6J 小鼠运动距离、运动速度及

运动时间均显著低于其他两组小鼠,说明其自发活

动低于 ICR 与 BALB / c 小鼠。 基于啮齿类动物的趋

触性, 将实验区域分为边缘区和中央区, 发现

C57BL / 6J 小鼠中央区运动距离与中央区时间均显

著低于 ICR 与 BALB / c 小鼠,说明在旷场实验中其

焦虑水平高于 ICR 与 BALB / c 小鼠,与李腾飞实验

结果一致[11]。 但也与另一些文献[12-13] 报道不一

致。 可能与行为学测试方法不同等有关。 需要结

合高架十字迷宫实验、埋珠实验等进行进一步分

析。 每一种行为学检测方法都需要实验动物进行

运动,旷场实验虽然不能测试小鼠学习记忆能力,
但可以测试小鼠的运动能力是否正常,以免影响后

续实验结果。
1979 年美国学者 Carol A Barnes 发明 Barnes 迷

宫实验,用于检测海马依赖的空间参考记忆[14]。 与

水迷宫实验利用啮齿类动物惧怕水的特性不同,
Barnes 迷宫利用啮齿类动物爱探索且避光的特性而

设计,对动物应激刺激较小。 实验不需要水源,将
动物放在空旷的 Barnes 迷宫中央,通过使用躁声与

强光作为刺激手段,促使动物寻找目标洞。 学习期

结果表示,C57BL / 6J 小鼠在进洞潜伏期方面优于

ICR 小鼠和 BALB / c 小鼠;测试期结果表示,C57BL /
6J 小鼠在目标区停留时间方面优于 ICR 小鼠和

BALB / c 小鼠。 综合结果,C57BL / 6J 小鼠展示出的

空间参考记忆能力优于 ICR 小鼠和 BALB / c 小鼠。
与刘雪芹等的[15]水迷宫测试结果一致。

Y 迷宫由 Dellu 等发明,针对啮齿类动物,Y 迷

宫自发性交替实验研究空间工作记忆能力,利用啮

齿类动物喜爱探索新环境,动物每次转换探索方向

时都要记住前一次探索的方向,而下一次就会探索

另一方向[16]。 自发性交替转换率越高,说明动物的

工作记忆能力越强。 Y 迷宫新异臂探索实验研究空

间识别记忆能力,同样利用啮齿类动物喜爱探索新

环境,倾向于探索新异臂的偏好。 对新异臂探索时

间越长,次数越多,说明动物的空间识别记忆能力

越强。 实验中三组小鼠在自发性交替实验的转换

率,没有显著性差异,提示三组小鼠在空间工作记

忆没有显著性差异;新异臂探索实验中,进入各臂

的次数与时间上均没有显著差异,表明在空间识别

记忆能力上三组小鼠没有显著性差异。
条件性恐惧实验三组小鼠僵直时间的基线没

有显著差异;三组小鼠在学习阶段、场景性条件恐

惧测试和线索性恐惧测试中,僵直时间均没有显著

性差异,三个测试阶段没有显著差异,提示三组小
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鼠在条件性恐惧记忆的生成没有显著差异性。
本研究比较了三个品系小鼠焦虑水平、空间参

考记忆能力、空间工作记忆能力以及条件性恐惧记

忆能力。 丰富了实验小鼠的生物学特性数据,对动

物实验中小鼠品系选择提供参考依据;尤其为神经

精神疾病动物模型的品系选择提供数据支撑。
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基于数据挖掘的黄褐斑动物模型应用分析

武晏屹,田　 硕,苗明三∗

(河南中医药大学,郑州　 450000)

　 　 【摘要】 　 目的　 分析黄褐斑动物模型应用现状,为探讨黄褐斑理论知识、探究新疗法、研制新药物打好动物

实验基础,提高治疗黄褐斑的科学性、严谨性、安全性。 方法　 以“黄褐斑”为主题,检索中国知网、万方数据库、维
普数据库中关于黄褐斑的实验研究文献,时间范围分别为“1960-2019、1990-2019、1979-2019”。 归纳分析文献中

动物模型的应用、相关指标的检测等。 结果　 共筛选出 104 篇实验研究文献,以采用雌性 KM 小鼠复制黄褐斑动物

模型最为常见,其造模方法以紫外线照射最为常用;造模时间以 30 d 最为常见,最短不少于 7 d;给药时间大多分布

在 28~31 d。 在指标的测量中,可分为表观指标、生化指标及病理指标,以生化指标的检测为主,侧重于皮肤及血清

中氧化相关因子的变化。 结论　 目前对黄褐斑的实验研究及理论探讨与黄褐斑发病现状严重失衡,应增加动物实

验研究;建立复合动物模型、具有中医病症特点的动物模型是未来重要发展方向。 此外,对药物作用机制的研究仅

局限于体内、体表氧化与抗氧化失衡,忽略内分泌失调等相关因素,随着体表“神经-内分泌-免疫”(NEI)网络的提

出与深入研究,探讨在黄褐斑的治疗中,是否可以通过调节体内、体表 NEI 网络而发挥整体、局部疗效可能是未来

重要研究方向,值得进一步深入探讨。
【关键词】 　 黄褐斑;模型;数据挖掘
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Analysis of the use of animal models of chloasma based on data mining

WU Yanyi, TIAN Shuo, MIAO Mingsan∗

(Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To analyze the use of animal models of chloasma, and to lay a good foundation for future
animal studies designed to explore the basic biology of chloasma, test new therapies, and develop new drugs, so as to
generate scientific, rigorous, and safe treatment approach for chloasma. Methods 　 The CNKI, Wanfang and Weipu
databases were searched for all publication pertaining to the key word “chloasma”, with the following time ranges: 1960 –

2019, 1990 – 2019, and 1979 – 2019. The application of animal models in the literature and the detection of relevant
indicators were analyzed and summarized. Results　 A total of 104 experimental studies were retrieved. Female KunMing
(KM)mouse models of chloasma were the most common, and UV irradiation was the most common method used to induce
chloasma. The most common experimental duration was 30 days, and all of the studies lasted for at least 7 days. Drugs were
typically administered for between 28 and 31 days. The indicators that were assessed can be divided into apparent
indicators, biochemical indicators, and pathological indicators. Assessment of biochemical indicators was most common,



primarily focusing on changes in 　 oxidation-related factors in the skin and serum. Conclusions 　 There is a serious
imbalance between experimental research and theoretical discussions related to chloasma and the clinical need for chloasma
treatments. The establishment of a compound animal model and an animal model with TCM disease characteristics will be an
important focus for future research. Existing studies of the mechanisms of drug activity are limited to imbalances in the
body, surface oxidation, and anti-oxidation, and ignore factors related to endocrine disorders. In-depth studies of body
surface NEI networks to identify factors that can alter body properties may be an important research direction for developing
new treatments for chloasma, whether they exhibit full or partial effectiveness.

【Keywords】　 chloasma; model; data mining

　 　 黄褐斑又称“妊娠斑”、“肝斑”、“黧黑斑”、“蝴
蝶斑”等[1],由于皮肤黑色素的增加,形成褐色或黑

色斑点,是一种色素沉着性、损容性皮肤病,多发于

面部,尤以眼眶、两颊、额部、口角等处最为常见[2]。
其发病机制复杂,虽无明显不适,但对患者的容貌、
生活质量等有较大的影响[3]。 在多因素影响下,黄
褐斑的发病率呈逐年上升趋势[4],虽治疗方法多

样,仍欠缺有效手段,是临床上典型的易诊难治性

疾病。 黄褐斑理论研究、新药筛选、中医疗法研究,
与黄褐斑动物实验的开展息息相关,故成功复制动

物模型、选择适宜的给药方式及时间、合理检测相

关指标是顺利进行动物实验的必备条件。 同时文

献计量既能体现学科定量化的趋势,又有助于科研

人员了解相关领域的研究现状[5],故本文以数据挖

掘为主要手段,以“黄褐斑”为主题,检索中国知网、
万方数据库、维普数据库中关于黄褐斑的实验研究

文献,对已开展的黄褐斑模型应用现状进行综述、
分析,为黄褐斑实验研究提供理论参考。

1　 材料和方法

1. 1　 文献筛选

1. 1. 1　 检索标准

以“黄褐斑”为主题,检索中国知网、万方数据

库、维普数据库中关于黄褐斑的实验研究文献,时
间范围分别为 “ 1960 - 2019、 1990 - 2019、 1979 -
2019”。 文献来源为“全部期刊”。
1. 1. 2　 纳入标准

为动物实验研究文献。
1. 1. 3　 排除标准

排除临床研究文献、细胞实验、动物用药、临床

用药举偶或临床验方、研究进展等文献;重复的动

物实验研究报导只纳入一次。
1. 2　 方法

详细阅读文献,对文献中涉及的实验动物品

种、模型复制方法、造模时间、给药方式及时间、指

标检测等逐一输入 Excel 2013 建立数据库,进一步

对数据库进行分析并绘制相关图形进行展示。

2　 结果

2. 1　 实验动物应用概况

在中国知网数据库、万方数据库、维普数据库

进行检索,以主题为 “黄褐斑”,时间范围分别为

“1960-2019、1990-2019、1979-2019”,文献来源为

“全部期刊”共筛选出 104 篇黄褐斑动物实验研究

文献,在复制动物模型时,以大鼠、小鼠、豚鼠最为

常见,以小鼠应用居多,占 52. 88%;其次为豚鼠,占
比 35. 58%。 其中尤以 KM 小鼠应用最多,占比

44. 23%,详情见表 1。 此外,在动物性别的选择上

也有显著差异,其中 82. 69%文献选用雌性动物,仅
有 13. 46%的文献选用雄性动物。

表 1　 黄褐斑模型实验动物品种分布表
Table 1　 Experimental animal models of chloasma

动物品种
Animal varieties

文献数
Document number

百分比
Percentage

KM 小鼠 KM mouse 46 44. 23%
豚鼠 Guinea pig 37 35. 58%
SD 大鼠 SD rats 11 10. 58%

ICR 小鼠 ICR mouse 4 3. 85%
小鼠 Mouse 3 2. 88%

NIH 小鼠 NIH mouse 1 0. 96%
Wister 大鼠 Wister rats 1 0. 96%
BALB / C-nu / nu 裸小鼠

BALB / C-nu / nu nude mouse 1 0. 96%

2. 2　 模型复制方法概况

2. 2. 1　 造模方法

目前常用的黄褐斑的造模方法大致可分 6 种:
黄体酮全身攻击、紫外线照射、黄体酮全身攻击联

合紫外线照射、紫外线照射联合雌二醇局部涂抹、
紫外线照射联合束缚,以及可在联合造模的基础上

增加动物慢性束缚来制备肝郁气滞型黄褐斑模型。
通过分析纳入的 104 篇实验研究文献,以紫外线照

射最为常用(43. 27%),其次为采用黄体酮全身攻

击联合紫外线照射的方法复制模型(28. 85%),详
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情见表 2。
在使用紫外线复制模型时,紫外线波长全部在

275~320 nm 之间,属于中波紫外线,以 320 nm 应用

最多,占 58. 02%。 紫外线的照射时长与模型是否

成功密切相关,其照射时间多在 20~60 min 之间,最
短为每天照射 30 s,最长为 60 min。 其中以照射 60
min 最为常见,占 37. 04%,详情见图 1。

在黄体酮全身攻击时,所选用动物品种的不

同,其肌肉注射的量也有区别,大鼠(3 篇)黄体酮注

射量常用剂量为 25 mg / kg,小鼠(29 篇)常用剂量为

20 mg / kg;豚鼠(4 篇)常用剂量为 20 mg / kg,最大剂

量达到 100 mg / kg。

表 3　 黄褐斑模型造模时间统计表
Table 3　 Statistical analysis of the duration of chloasma model experimental periods

造模时间
Building time

文献数
Document number

百分比
Percentage

造模时间
Building time

文献数
Document number

百分比
Percentage

30 d 50 48. 08% 36 d 1 0. 96%
28 d 21 20. 19% 35 d 1 0. 96%
21 d 11 10. 58% 31 d 1 0. 96%
56 d 6 5. 77% 20 d 1 0. 96%
45 d 6 5. 77% 14 d 1 0. 96%
60 d 2 1. 92% 10 d 1 0. 96%
50 d 1 0. 96% 7 d 1 0. 96%

2. 2. 2　 造模时间

黄褐斑是一种慢性、获得性色素增加性皮肤

病,故无论采用何种造模方法,造模时间相对较长,
以 30 d 最为常见(48. 08%),最长可达 60 d,最短不

少于 7 d 成模,详情见表 3。
2. 3　 给药及时间

临床上主要采用中药内服及外用、针灸等方

法治疗黄褐斑,分析纳入的实验研究文献可知,其
表 2　 黄褐斑造模方法统计表

Table 2　 Statistical analysis of chloasma modeling methods

造模方法
Methods

文献数
Document
number

百分比
Percentage

紫外线照射
Ultraviolet irradiation 45 43. 27%

黄体酮注射液+紫外线照射
Progesterone injection+Ultraviolet irradiation 30 28. 85%

黄体酮注射液
Progesterone injection 23 22. 12%

紫外线照射+束缚
Ultraviolet irradiation+bound 3 2. 88%

黄体酮注射液+紫外线照射+束缚
Progesterone injection+Ultraviolet irradiation+bound 2 1. 92%

紫外线照射+雌二醇局部涂抹
Ultraviolet irradiation+Estradiol is applied topically 1 0. 96%

给药方法主要涉及灌胃、局部外用、局部激光照射

或配合激光导入药物、皮下注射及针灸等。 其给

药方式也可分为造模后给药、造模前给药、边造模

边 给 药, 其 中 造 模 后 给 药 应 用 相 对 较 多

(54. 81%),详情见表 4。 在验证疗效的过程中,常
以临床上公认的药物为阳性对照药,其中内服给

药 多 选 用 维 生 素 C ( 25. 96%)、 百 消 丹 等

(3. 85%);外用给药则以氢醌乳膏(18. 27%)应用

最多,此外也有文献采用氨甲环酸注射液、壬二酸

等。 无论外用还是内服,其给药时间大多分布在

28~ 31 d(58. 65%),最长给药 56 d,最短为脉冲照

射等,仅给药 1 次,详情见表 5。
2. 4　 实验相关检测指标概况

对于黄褐斑指标的检测,可分为表观指标、生
化指标、病理指标,此外也有文献对动物血液流变

学特点的变化进行检测。 不同的指标从表观、微观

及分子生物角度分析药物的作用效果及相关作用

机制。 所分析的文献中,有 75. 96%对动物皮肤、血
清或肝中的相关生化指标进行分析;75. 00%的文献

对病变局部皮肤状况进行微观定性或定量分析;仅
有 33. 65%的文献对皮肤局部的表观状态进行积分

统计分析。 详情见图 2。

图 1　 紫外线照射时间分布图

Figure 1　 UV exposure time
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2. 4. 1　 表观指标

表观指标可直观、清晰的反映药物对黄褐斑的

疗效, 在 疗 效 的 判 断 中 占 有 重 要 地 位[6]。 有

33. 65%的文献对动物局部皮肤进行观察并统计,主
要观察皮肤是否出现红斑、增厚、脱屑、干燥、点状

斑块、皮肤变硬、结痂、晒伤等情况,并对色斑面积、
色斑颜色进行积分统计。
2. 4. 2　 病理指标

病理是诊断的金标准,可从微观角度反映具体

条件下疾病的本质,揭示组织异质性,反映组织病

理生理学的微观变化,可进一步揭露局部变化[7-8]。
有 75. 00%的文献通过 HE 染色、Masson-Fontana 染

色及免疫组化等方法对局部皮肤情况进行定性、定
量分析。 对局部皮肤中黑色素细胞数目、脂褐质的

含量、黑色素颗粒的面积、基底细胞层黑色素的沉

着情况等进行定量分析;对表皮层中角化层是否增

厚、胶原纤维是否变性、是否有炎症细胞浸润、毛细

血管是否增多等情况进行定性分析。
2. 4. 3　 生化指标

生化指标则能够从分子水平反映病症变化,是
组织、器官机能状态变化的一个重要指标,同时能

够进一步揭露药物作用机制。 已有的实验研究文

献对生化指标的检测共可分为 3 个方面:血清、皮肤

匀浆、肝匀浆。
皮肤为黄褐斑病灶局部,其指标变化可揭示证

型和微观量化之间的某种联系,可更加准确的反应

局部病灶的病变情况及愈合情况,为探讨药物局部

作用机制提供基础。 已有的实验研究文献中,有
75. 96%的文献测量皮肤匀浆中相关生化因子,共涉

及 20 种生化因子,其中以测量皮肤匀浆中的超氧化

物歧化酶、丙二醛最为常见。

中医认为黄褐斑病在皮,其病在内,与机体整

体功能状态密切相关,从其发病机制来看,多与机

体内分泌失调、氧化与抗氧化失衡等有关,故在判

断疗效及探讨机制时,也常以血清中相关指标的变

化来反应整体疗效与机制。 已有的实验研究文献

中,有 30. 61%的文献测量血清中相关指标,包括氧

化功能相关指标超氧化物歧化酶、丙二醛等,内分

泌相关指标雌二醇、睾酮、孕酮等。
黄褐斑在中医学上又称“肝斑”,其疏泄功能异

常是导致黄褐斑发病的主要原因。 此外,肝作为性

激素结合球蛋白的主要合成场所,参与性腺激素的

合成、转化和灭活;肝也是生物体内重要的氧化还

原反应场所[9],而氧化还原失衡及内分泌是黄褐斑

主要的发病因素,故肝功能的调节在黄褐斑的发

生、发展、加重上起着至关重要的作用。 已有的实

验研究文献中,有 34. 69%的文献涉及肝匀浆中相

关生化因子的测量,主要包括超氧化物歧化酶、丙
二醛、酪氨酸酶等。 详情见表 6。

3　 讨论

黄褐斑是一种色素代谢障碍性皮肤病[10],与内

分泌失调、紫外线照射、皮肤屏障功能障碍、氧化与

抗氧化失衡等密切相关[11-14],目前治疗黄褐斑的方

法包括口服预防紫外线辐射、局部增白剂、化学换

肤、光疗法和激光疗法等[15]。 从中医角度来讲,黄
褐斑以血脉不通为标,面部及体表色素沉着为主

症,与肝、脾、肾三大脏器息息相关,此外黄褐斑与

血瘀密切相关,素有“有斑必有瘀,无瘀不成斑”之

说[16]。 故中医常以瘀、肝、脾、肾、肺论治[17-20],采
用穴位注射、中药面膜、或联合舒肝颗粒进行治

疗[21-22] ,也有学者根据月经周期不同时期阴阳、气
表 4　 给药方式分布表

Table 4　 Types of drugs administered
给药方式

Delivery way
文献数

Document number
百分比

Percentage
造模后给药
After modeling 57 54. 81%

边造模边给药
At the same time 46 44. 23%

造模前给药
Before the modeling 1 0. 96%

表 5　 给药时长分布表
Table 5　 Duration of drug administration

给药时长
Delivery time

文献数
Document number

百分比
Percentage

28~31 d 61 58. 65%
1~27 d 25 24. 04%
32~56 d 18 17. 31%

图 2　 黄褐斑相关指标检测概况

Figure 2　 Overview of the detection of
chloasma-related indicators
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表 6　 黄褐斑动物模型检测指标分布表
Table 6　 Index of animal models of chloasma

检测部位 Measuring position 检测指标 Measurements

皮肤相关指标
Indicators in the skin

超氧化物歧化酶(SOD,52. 88%);丙二醛(MDA,49. 04%);酪氨酸酶(TYR,25. 96%);一氧化氮(NO,
7. 69%);谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX,5. 77%);过氧化脂质(LPO, 3. 85%);总抗氧化能力、一氧化
氮合酶、羟脯氨酸(T-AOC、NOS、HYP,1. 92%);前列腺素 E2、干细胞因子、核因子 E2 相关因子 2、α-黑
色素细胞刺激素、乙酰化酶 p300、环加氧酶-2、c-myc、锌、铜、黑素皮质素受体 1、过氧化氢酶、酪氨酸酶
相关蛋白 2、雌二醇(PGE2、SCF、NγF2、α-MSH、P300HAT、COX-2、Zn、Cu、MC1R、CAT、TRP-2,0. 96%)

血清相关指标
Indicators in serum

超氧化物歧化酶(SOD,19. 23%);丙二醛(MDA,18. 27%);酪氨酸酶(TYR,8. 65%);谷胱甘肽过氧化
物酶(GSH-PX, 4. 81%);雌二醇、睾酮(E2、T,1. 92%);孕酮、一氧化氮(P、NO,0. 96%)

脏器相关指标
Indicators in organs

超氧化物歧化酶(SOD,26. 92%);丙二醛(MDA,25. 00%);酪氨酸酶(TYR,11. 54%);谷胱甘肽过氧化
物酶(GSH-PX,5. 77%);一氧化氮(NO,3. 85%);过氧化脂质(LPO,2. 88%);乙酰化酶 p300、环加氧酶-
2、核因子 E2 相关因子 2、锌、铜、总抗氧化能力(P300HAT、COX-2、NγF2、Zn、Cu、T-AOC,0. 96%)

血的变化规律,采用周期序贯的疗法[23]。 此外也有

采用中西医结合如口服红花逍遥片联合外用氢醌

乳膏等方法[24]。 虽临床上治疗黄褐斑的方法多样,
但其效果不尽人意,仍是典型的易诊难治性疾病,
且疗程绵长,易反复[25]。 故寻找安全、高效的治疗

方法仍是各医家不断努力的方向,而动物实验是探

讨黄褐斑理论知识、探究新疗法、研制新药物的基

础,打好动物实验基础,可提高治疗黄褐斑的科学

性、严谨性、安全性。
黄褐斑动物模型的建立至今无国内外公认的

标准[26],本文通过分析中国知网、万方数据库、维普

数据库中黄褐斑相关文献发现,黄褐斑实验研究性

文献仅有 104 篇文献,与黄褐斑的高发病率、高波及

率、易诊难治性、易复发性有较大出入。 在模型复

制方面,目前尚未发现与黄褐斑发病过程完全相同

的动物自发性黄褐斑模型,在实验研究中多采用鼠

类动物进行复制,目前选用的实验动物主要有 KM
小鼠、豚鼠等。 鼠类动物与人类皮肤结构相近,且
廉价易得,是复制黄褐斑模型的理想动物。 小鼠以

其皮肤角化程度较低、皮肤及角质层厚度较小[27],
更易受到紫外线照射的影响,且廉价易得,容易饲

养[28-29],是研究者的首选动物。 此外,豚鼠皮肤结

构与厚度与人的皮肤极为相似[30],其皮肤黑色素细

胞和黑色素体的分布形态与人类更为相似[31],但其

饲养成本相对较高、对饲养环境要求严格,指标检

测相关的抗体相对不足[32-33],因此其应用频率仅次

于 KM 小鼠。 结合黄褐斑在临床上具有显著的性别

差异[34],女性雌、孕激素变化水平明显较男性活跃,
故而发病率较高,因此在实验研究中多选用雌性实

验动物,以更加贴近临床实际。
复制黄褐斑动物模型主要是通过增加机体黑

色素的产生及沉着,导致黄褐斑的形成。 经统计发

现目前已有的实验研究中,以单纯的紫外线照射复

制黄褐斑模型最为普遍,其操作简便,模型成功率

较高,基本符合黄褐斑临床症状,但结合黄褐斑发

病机制及影响因素,单纯紫外线照射与发病过程存

在较大差异,因此该方法更加适合药效评价性实

验。 黄体酮注射液+紫外线照射法结合内分泌因素

与紫外因素,更加贴近黄褐斑多因素致病发病过

程,是黄褐斑发病机制及药物作用机制研究的较理

想模型。 在紫外线波长的选择中,多采用中波紫外

线(275~ 320 nm),能够增加黑色素细胞的受体活

性,其中以 320 nm 最为常见;不同动物照射时间略

有差异,小鼠皮肤角质层相对较薄,照射时间可适

当缩短,豚鼠、大鼠则可适当延长,但一般集中在 30
-60 min 左右;不同动物黄体酮注射量也有一定差

异,大鼠常注射 25 mg / kg,小鼠及豚鼠的注射量则

集中在 20 mg / kg。 造模时间以 30 d 最为常见,最短

不少于 7 d。 其给药方式以造模后给药应用相对较

多,该给药方式更加符合临床实际。 此外,黄褐斑

属于慢性皮肤病,病程相对较长,给药时间大多分

布在 28~31 d。 在阳性对照药的选择上,内服给药

以维生素 C 较为常见,外用则以局部涂抹氢醌乳膏

为多。 在指标的测量中,仅有 33. 65%的文献涉及

表观指标的分析,表观指标是对药效的直观反映,
应在药效评价中占有重要地位;75. 96%的文献以生

化指标为主,侧重于皮肤、血清、肝匀浆中的超氧化

物歧化酶、丙二醛等氧化相关指标含量的变化,现
代研究分析,黄褐斑的发病与内分泌的失衡密切相

关,但仅 6 篇文献涉及激素相关指标,并以探讨血清

中含量的变化为主;71. 43%的文献涉及局部皮肤病

理变化的检测,通过定量与定性观察,从微观角度

评价药物疗效及潜在作用机制。
综上分析,对黄褐斑的实验研究及理论探讨与

黄褐斑发病现状严重失衡,未来应增加动物实验研

究,以进一步明确黄褐斑的发病机理、药物疗效及
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作用机制,为临床研究提供确凿的理论依据。 在模

型复制方面,已有的模型制备方法缺乏中医致病因

素的干预,缺少不同证型的黄褐斑动物模型建立方

法,因此建立复合动物模型、具有中医病症特点的

动物模型是未来重要的研究方向。 目前对药物作

用机制的研究仅局限于体内、体表氧化与抗氧化失

衡,忽略内分泌失调等相关因素。 此外,大量理论

探讨及实验研究发现,黄褐斑与体内 NEI 网络的紊

乱密切相关[35],随着体表 NEI 网络的提出与深入研

究,皮肤作为人体最大的器官,同样存在着分泌、代
谢黄褐斑相关生化因子,具备相应的受体,如 α-黑
色素细胞刺激素、白介素-1,白介素-6、一氧化氮、
孕酮、雌二醇等[36],故在黄褐斑的治疗中,是否通过

调节体内、体表 NEI 网络而发挥整体、局部疗效可

能是未来重要研究方向,值得进一步深入探讨。
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miR-181b 调控 Mex3B 蛋白对动脉粥样硬化斑块
形成及分子机制研究

张诗渊∗

(南昌大学第二附属医院超声科,南昌　 330006)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 miR-181b 靶向调控肌肉过量蛋白-3B(muscle excess protein-3,Mex3B)的表达在动脉粥

样硬化(atherosclerosis,AS)斑块的形成及其分子作用机制。 方法　 将雄性 SD 大鼠随机分成正常组、模型组、对照

组和实验组。 对照组和实验组分别尾静脉注射 miR-181b-inhibitor-NC、miR-181b-inhibitor 的混合液,正常组、模型组

注射等剂量的生理盐水;注射完毕 24 h 后将维生素 D3 以 600000 U / kg 的剂量一次性腹腔注射进模型组、对照组、
实验组大鼠体内后,每日以 100 g 高脂饲料喂养构建 AS 模型大鼠,正常组大鼠始终以等量基础饲料喂养。 喂养

60 d后,对大鼠进行颈动脉超声检查,测量管腔动脉后壁内膜-中层厚度( intima-media thickness of the posterior wall
of the artery,IMT)和斑块面积( square,S) 参数。 RT-PCR 检测各组 miR-181b 和 Mex3B 蛋白的 mRNA 的表达;
Western blot 检测各组 Mex3B 蛋白的表达水平;荧光素酶报告基因分析 miR-181b 和 Mex3B 的调控关系。 结果　 与

正常组相比,模型组大鼠颈动脉内膜增生明显,颈动脉 IMT、斑块 S、miR-181b 和 Mex3B 蛋白的 mRNA 和蛋白的表

达明显增大,与模型组相比,实验组大鼠大鼠颈动脉内膜增生明显减小,颈动脉 IMT、斑块 S、miR-181b 和 Mex3B 蛋

白的 mRNA 和蛋白的表达明显减小,差异均具有统计意义(P<0. 05)。 荧光素酶报告基因分析证明 miR-181b 与

Mex3B 靶向结合。 结论　 miR-181b 通过靶向调控 Mex3B 的表达参与动脉粥样硬化中的炎性应激反应,抑制 miR-
181b 的表达能明显抑制炎症反应,抑制 AS 中斑块的形成。

【关键词】 　 miR-181b;动脉粥样硬化;肌肉过量蛋白-3B;大鼠
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miR-181b regulates atherosclerotic plaque formation by targeting Mex3B expression

ZHANG Shiyuan∗

(Ultrasonic Department the Second Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 330006, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 We investigated the role of miR-181b in regulating atherosclerotic plaque formation in
atherosclerosis (AS) by targeting Mex3B expression. Methods　 Male Sprague-Dawley rats were randomly divided into a
normal group, model group, control group, and experimental group. A mixture of miR-181b-inhibitor-NC and miR-181b-
inhibitor was injected into the control group and the experimental group, while rats in the normal group and model group
received the same amount of saline. At 24 hours after the injection, a 600, 000 U / kg dose of vitamin D3 was
intraperitoneally injected into the rats in the model group, control group, and experimental group, which then received a
daily 100 g high-fat diet. The rats in the normal group always received the same amount of a basic diet. After 60 days of
feeding, the rats underwent carotid ultrasound examination to measure the intima-media thickness of the posterior wall of the
artery (IMT) and the plaque area (square, S). RT-PCR was used to detect miR-181b expression and the mRNA of Mex3B



protein, and a Western blot was used to detect the expression of Mex3B protein. A luciferase reporter gene analysis was
used to examine the regulatory relationship between miR-181b and Mex3B. Results 　 Compared with the normal group,
carotid intima hyperplasia was evident in the model group, and we observed significant increases in carotid IMT, plaque S,
miR-181b and Mex3B mRNA expression, and Mex3B protein expression (P< 0. 05). Compared with the model group,
carotid intima hyperplasia was evident in the experimental group, and we observed significant decreases in carotid IMT,
plaque S, miR-181b and Mex3B mRNA expression, and Mex3B protein expression (P< 0. 05). Luciferase reporter gene
analysis demonstrated that miR-181b targets Mex3B. Conclusions 　 miR-181b is involved in the inflammatory stress
response in atherosclerosis by targeting Mex3B expression. Inhibition of miR-181b expression may significantly inhibit
inflammatory responses and reduce plaque formation in AS.

【Keywords】　 miR-181b; atherosclerosis; Mex3B; rat

　 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis,AS)作为一种具

有潜在致命性的累及全身动脉脂质代谢紊乱的慢

性炎症疾病,是造成心脑血管恶性事件的主要原因

之一,其中颈动脉为多发部位。 颈动脉粥样硬化

(carotid atherosclerosis,CAS)是缺血性脑卒中的危

险因素。 研究表明[1] AS 是一种炎症性疾病,其发

生、发展与动脉内膜中的脂质沉积密切相关,但目

前 AS 的病理生理机制尚未完全明确。 微小核糖核

酸(microRNA,miRNA)是一种内源性的具有调控功

能的非编码 RNA。 研究表明[2]多种 miRNA 参与调

节心脑血管系统中细胞的增殖、分化、凋亡、衰老等

细胞生物学行为。 Li 等[3] 研究表明 miRNA-21 增

强血管平滑肌的细胞增殖,推动 AS 的进程。 Gao
等[4]报道血浆中的 miR-126 和 miR-143 的含量可以

作为动脉粥样硬化的新型生物标志物。 近来 miR-
181b 与 AS 的关系引起关注。 Sun 等[5] 研究表明

miR-181b 调控 Notch1 通路影响 AS 血管内皮组织

的炎性反应。 Zhong 等[6] 研究证实 miR-181b 联合

STAT3 通路影响 AS 细胞模型的凋亡率,但关于

miR-181b 对 AS 斑块影响的作用机制未见报道。 肌

肉过量蛋白-3(muscle excess protein-3,Mex3)作为

早期胚胎发展中的一种 RNA 结合蛋白,可以抑制细

胞内蛋白的表达。 研究表明[7] 在四种人类 Mex3 蛋

白中,Mex3B 的表达与机体炎症应激密切相关。 本

研究通过维生素 D3 联合高脂饮食法构建动脉粥样

硬化大鼠模型,探讨 miR-181b 和 Mex3B 对动脉粥

样硬化斑块形成的调控机制,以期为临床研究提供

数据支撑。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

7 ~ 8 周无特殊病原体( specific pathogen free,
SPF)级雄性 SD 大鼠 40 只,(200±20) g,由江西中

医药大学医学实验动物科学部提供 [ SCXK(赣)
2018-0003],动物实验在南昌大学生命科学研究院

[SYXK(赣)2015-0002]进行;依照南昌大学医学院

医学实验动物科学部实验动物管理办法,室温 21℃
~25℃下,湿度维持在 60%左右,自然光照、标准饲

料、自由饮水、单笼饲养一周后用于实验。 所有动

物福利和实验程序均严格遵守我院的《实验动物的

护理和使用指南》及相关道德规范,本研究中涉及

动物的使用及操作按 3R 原则给与动物人道的关

怀,并经本院实验动物管理伦理委员会批准(IACUC
(赣)-2019-076)。
1. 2　 主要试剂与仪器

miR-181b 抑制物 miR-181b-inhibitor 及 miR-
181b 抑制物阴性对照 miR-181b-inhibitor-NC 由上海

吉玛技术有限公司设计完成。
维生素 D3 注射液(上海通用药业有限公司,国

药准字:H31022404,规格:1 mL:7. 5 mg,以维生素

D3 计);高脂饲料(81. 3%基础饲料+10%猪油+5%
白糖+3% 胆固醇+0. 5%胆酸钠+0. 2%丙基硫氧嘧

啶,总能量为 6 kcal / g。 等级:A 级)由我院医学实

验动物中心提供。
LipofectamineTM RNAiMAX 转 染 试 剂 ( 德 国

QIAGEN 公司);全蛋白抽提试剂盒(日本 TOYOBO
公司);PBS 缓冲溶液、双荧光素酶测定试剂盒、苏
木精 伊 红 ( hematoxylin eosin, E ) 试 剂 盒 ( 美 国

Invitrogen 公司);肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis
factoR-α,TNF-α)、白细胞介素-6( interleukin-6,IL-
6)抗体、基质金属蛋白酶-9(matrix metalloprotein,
MMP-9)抗体(美国 Abcamn 公司);麻醉剂、Mex3B
抗体(美国 Jackson 公司);反转录试剂盒、Western
blot 试剂盒(美国 sigma 公司);油红 O 染色试剂盒

(美国 R&D 公司);脱氧核糖核苷酸末端转移酶介

导的 缺 口 末 端 标 记 法 ( terminal-deoxynucleotidyl
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transferase mediatednick end labeling,TUNEL)试剂盒

( 美 国 Amresco 公 司 ); 增 强 化 学 发 光

(electrochemiluminescence,ECL)化学发光显色试剂

盒(美国 Millipore 公司)。
YJ-875 A 医用净化工作台、高速低温离心机

(北京六一仪器厂);LIOOS600T 荧光显微镜(日本

尼康公司);Bio-rad 凝胶成像系统(Bio-rad 公司);-
80℃深冷冰箱(德国维根斯公司);Leica RM2135 组

织切片机(德国 Leica 公司);RT-PCR 仪(美国 Palo
Alto 公司);LOGIQ7 型彩色多普勒超声成像系统

(美国 GE 公司);Vevo 2100 高分辨率小动物超声仪

(加拿大 Visual Sonic 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动脉粥样硬化动物模型构建及实验分组

将 40 只 SD 大鼠随机分成 4 组,每组 10 只,分
别为:正常组、模型组、miR-181b-inhibitor-NC 组(对
照组)和 miR-181b-inhibitor 组(实验组)。

准确量取 2. 5 μL 的 LipofectamineTM RNAiMAX
分别与 9 μL 的 miR-181b-inhibitor-NC 和 miR-181b-
inhibitor 混合均匀,37℃下静置 2 h。 通过尾静脉分

别注射 7 μL 混合液到对照组和实验组动物体内,注
射速度维持在 2 μL / min,留针时长 5 min,正常组和

模型组注射等剂量的生理盐水,注射完毕 24 h 后,
模型组、对照组、实验组大鼠采用维生素 D3 联合高

脂饮食法构建动脉粥样硬化模型[8]。 具体操作如

下:将维生素 D3 以 600000 U / kg 的剂量一次性腹腔

注射进大鼠体内后每日以 100 g 高脂饲料喂养,正
常组大鼠始终以等量基础饲料喂养。 饮水、光照、
温度恒定不变。
1. 3. 2　 Vevo 2100 超声仪对各组大鼠的动脉检测

喂养 60 d 后,颈动脉超声检查观察各组大鼠颈

动脉内膜是否光滑、有无增生或者斑块、斑块部位、
大小和回声点。 沿血管长轴测量管腔动脉后壁内

膜-中层厚度( intima-media thickness of the posterior
wall of the artery,IMT);将探头在中点采样,维持血

流和声速小于 60 度,测量大鼠血流动力学参数指标

斑块面积(square,S)等。
1. 3. 3　 HE 染色、油红 O 染色检测各组大鼠 AS 病

理改变

超声检查完毕后,大鼠禁食 12 h,麻醉处理并在

显微镜下无菌剥离各组大鼠的全主动脉,剔除外膜

的脂肪组织,80%的组织标本进行液氮封存,20%的

组织标本,56℃水浴 1 h,生理盐水冲洗 10 min,10%

甲醛溶液固定 1 h,石蜡包埋 10 min,切片,蒸馏水清

洗 3 次,依次进行 HE、油红 O 染色光镜下观察 AS
病变程度。
1. 3. 4　 TUNEL 染色检测各组大鼠中动脉组织的细

胞凋亡

取出 10%各组组织标本,10%甲醛固定,二甲苯

浸洗两次,梯度乙醇浸洗 5 min,风干后 3%双氧水-
甲醇浸泡 10 min,PBS 漂洗 3 次,每次 3 min,然后

4℃预冷乙醇上进行如下操作:0. 1% TritonX-100、
0. 1%缓冲液处理 2 min,PBS 漂洗 3 次,每次 3 min,
加入 TUNNEL 反应混合液,加封口膜在暗湿盒中反

应 1 h,温度 37℃,PBS 漂洗,梯度乙醇脱水,二甲苯

透明,中性树脂封片,显微镜下观察。
1. 3. 5　 免疫组化检测各组大鼠中动脉组织中 IL-6、
TNF-α 和 MMP-9 的表达

取出 10%各组组织标本,常规方法固定,包埋,
切片,脱蜡,修复,双氧水封闭,加入一抗,维持 4℃
孵育过夜,次日加入二抗,室温孵育 30 min,清洗。
加适量显色剂,苏木素复染,PBS 清洗,脱水,中性树

胶封片,显微镜下观察并记录实验结果;染色评判

标准以肿瘤细胞细胞膜和细胞质内出现黄色或棕

黄色颗粒为阳性。
1. 3. 6　 qRT-PCR 检测 miR-181b 和 Mex3B 蛋白的

mRNA 的表达

取出 10%各组组织标本,提取标本中细胞的总

RNA,法测定 RNA 浓度和检测 RNA 完整性后[9],上
RT-PCR 仪检测。 用 2-△△CT表示目的基因相对表达

量;每个样本独立重复测量 3 次,引物序列详见

表 1。
表 1　 基因的引物序列

Table 1　 Primer Sequences
基因 Gene 序列 Sequence

miR-181b
F:5’-TGACGTCACTGGAGTTGTACG-3’
R:5’-GGTTCATGTCATGGATGGTGC-3

Mex3B
F:5’-TCTCTGATGCTGTTGCTGCT-3’
R:5’-CGTGGAACGGTTGAGGTAGT-3’

GAPDH
F:5’-GAGGATACCACTCCCAACAGACC-3’
R:5’-AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3’

1. 3. 7　 荧光素酶报告基因分析

取出 10%各组组织标本,采用 TRIzol 提取总

RNA 并逆转录合成 cDNA,PCR 扩增 Mex3B 的 3’ -
非翻译区,并构建 pGL3(pGL3-Mex3B-WT)载体,利
用 TaKaRa 技术在 pGL3(pGL3-Mex3B-WT)上 miR-
181b 结合位点上构建(pGL3-Mex3B-MUT)载体,利
用转染试剂 Lipofectamine 2000 将报告载体、mimic
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control、miR-181b mimic 转染至人主动脉内皮细胞

(human aortic endothelial cells, HAEC)中,转染成功

48 h 后,用双重荧光素酶报告分析系统 ( dual-
luciferase reporter assay system)检测不同重组质粒的

荧光活性从而评估启动子活性检测相对荧光素酶

活性,报告基因活性为萤火虫荧光素酶 /海肾荧光

素酶活性值。

注:A:正常组;B:模型组;C:对照组;D:实验组。 与正常组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 1　 各组大鼠颈动脉超声结果(n= 10)
Note. A, normal group. B, model group. C, control group. D, experimental group. Compared with normal

group, ∗P<0. 05. Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 1　 Carotid ultrasound results of rats in each group

1. 3. 8　 Western blot 检测各组标本中 Mex3B、IL-6、
TNF-α 和 MMP-9 蛋白的表达

取出 10%各组组织标本,采用常规方法提取目

标蛋白 Mex3B、IL-6、TNF-α 和 MMP-9,经 BCA 试剂

盒测定蛋白浓度后,准确量取 50 μg,电泳结束后,
将样品蛋白经湿转法转至 PVDF 转膜上,加入 10%
脱脂奶粉封闭 3 h,以(1 ∶ 1500)比例稀释后,维持

4℃孵育过夜,洗涤加入二抗孵育 3 h, 增强化学发

光 ELC 显色 30 min, 经曝光、 显影、 定影后, 以

GAPDH 为内参来表示蛋白的表达水平。
1. 4　 统计学方法

本实验采用 SPSS 16. 0 软件进行数据统计分

析,采用 Graphpad 5. 0 软件作图,两组间比较采用 t
检验,多组间比较采用方差分析,P<0. 05 表示具有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠的颈动脉超声检测结果

各组大鼠颈动脉超声结果如图 1 所示,与正常

组相比,模型组大鼠颈动脉内膜增生明显,颈动脉

IMT 明显增大,斑块 S 明显增大;与模型组相比,实
验组大鼠颈动脉内膜增生明显减小,颈动脉 IMT 明

显减小,斑块 S 明显减小,差异均具有统计意义(P<

0. 05);模型组和对照组相比,差异无统计学意义(P
>0. 05)。
2. 2　 各组大鼠动脉病理改变检测结果

HE 染色结果如图 2 所示,正常组动脉结构完

整,胞核性状规则,内膜、中膜以及外膜界限清晰;
模型组动脉管壁明显增厚,僵硬度增加,管腔内可

见粥样或者纤维斑块,内膜可见白色条纹或者黄白

色斑块;对照组动脉内膜细胞增厚明显,泡沫状的

细胞大量填充;实验组动脉壁弹性明显恢复,内膜

细胞性状较模型组明显好转,泡沫细胞的数量明显

减少,管腔内脂斑沉积明显减少。
油红 O 染色结果如图 3 所示,正常组主动脉结

构完整,未见斑块形成;模型组血管壁质地脆,弹性

较差,主动脉内膜中可见大量破损的泡沫细胞,在
动脉壁的中膜、内膜均产生明显的大小不等的 AS
斑块,管腔明显变窄小;对照组斑块脂质沉积明显,
斑片状或点状的斑块向管腔凸起。 实验组的动脉

壁斑块分布范围明显减小,内膜基本没有泡沫细

胞,血管的弹性有所改善。
2. 3　 免疫组化检测各组大鼠 AS 中斑块的稳定

MMP-9 是 AS 的形成和维系斑块稳定性中起关

键性调节作用的酶。 本研究中采用免疫组化和

Western blot 法检测各组大鼠动脉中 MMP-9 的表达

情况,结果如图 4 所示,与正常组相比,模型组大鼠

MMP-9 的表达明显升高(P<0. 05);与模型组相比,
实验组大鼠动脉中 MMP-9 的表达明显下降,差异均

具有统计意义(P<0. 05);模型组和对照组相比,差
异无统计学意义(P>0. 05)。 推断抑制 miR-181b 的

表达,能抑制 MMP-9 的表达,减小 AS 中斑块的

形成。
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注:A:正常组;B:模型组;C:对照组;D:实验组。

图 2　 HE 染色检测 AS 病理改变(n= 10)
Note. A, normal group. B, model group. C, control group. D, experimental group.

Figure 2　 HE staining to detect AS pathological changes

注:A:正常组;B:模型组;C:对照组;D:实验组。

图 3　 油红 O 染色检测各组大鼠动脉壁上的脂质沉积(n= 10)
Note. A, normal group. B, model group. C, control group. D, experimental group.

Figure 3　 Oil red O staining to detect lipid deposition on the arterial wall of each group of rats

注:A:正常组;B:模型组;C:对照组;D:实验组。 与正常组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 4　 免疫组化和 Western blot 法检测各组大鼠动脉中 MMP-9 的表达(n= 10)
Note. A, normal group. B, model group. C, control group. D, experimental group. Compared with normal group, ∗P < 0. 05.

Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 4　 Detection the expression of MMP-9 in the arteries of rats in each group by immunohistochemistry and Western blot
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2. 4　 TUNEL 染色检测各组大鼠动脉细胞的凋亡

TUNEL 染色结果如图 5 所示,与正常组相比,
模型组大鼠动脉上的细胞凋亡率明显上升( P <
0. 05);与模型组相比,实验组大鼠动脉上的细胞

凋亡率 明 显 下 降, 差 异 均 具 有 统 计 意 义 ( P <
0. 05);模型组和对照组相比,差异无统计学意义

(P>0. 05)。

注:A:正常组;B:模型组;C:对照组;D:实验组。 与正常组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 5　 TUNEL 染色检测各组细胞的凋亡(n= 10)
Note. A, normal group. B, model group. C, control group. D, experimental group. Compared with normal group, ∗P<0. 05.

Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 5　 TUNEL staining to detect cell apoptosis in each group

2. 5　 各组大鼠动脉中 IL-6和 TNF-α的表达

IL-6 和 TNF-α 作为在 AS 中炎症反应的代表因

子,本研究中采用免疫组化和 Wetern blot 法检测各

组大鼠动脉中 IL-6 和 TNF-α 的表达情况,结果如图

6、图 7 所示,与正常组相比,模型组大鼠 IL-6 和

TNF-α 的表达明显升高,与模型组相比,实验组大鼠

动脉中 IL-6 和 TNF-α 的表达明显下降,差异均具有

统计意义(P<0. 05),模型组和对照组相比,无明显

差异,不具有统计学意义(P>0. 05)。
2. 6　 Western blot 检测各组大鼠动脉中 Mex3B 蛋

白的表达

Western blot 法 检 测 各 组 大 鼠 动 脉 中 蛋 白

Mex3B 的表达水平如图 8 所示:与正常组相比,模型

组动脉中蛋白 Mex3B 的表达明显升高(P<0. 05),
与模型组相比,实验组大鼠动脉中蛋白中 Mex3B 的

表达明显下降(P<0. 05)。 模型组和对照组相比,无
明显差异,不具有统计学意义(P>0. 05)。

2. 7　 qRT-PCR 检测各组大鼠动脉中 miR-181b 和

Mex3B 蛋白的 mRNA 的表达

本研究中采用 RT-PCR 检测各组大鼠动脉中

miR-181b 和 Mex3B 的 mRNA 表达水平,如图 9 所

示:与正常组比较,模型组 miR-181b 和 Mex3B 的

mRNA 表达水平明显升高 (P < 0. 05); 转染 miR-
181b-inhibitor 后,与模型组和对照组相比,实验组

miR-181b 和 Mex3B 的 mRNA 表达水平明显降低(P
<0. 05); 模型组和对照组相比,无明显差异,不具有

统计学意义(P>0. 05)。
2. 8　 荧光素酶报告基因分析结果

miR-181b 和 Mex3B 蛋白的表达和 mRNA 的变

化趋势一致,通过生物信息网站(www.microrna.org)
上查询 miR-181b 和 Mex3B 存在结合位点(如图 10
示)。 采用双荧光素酶报告基因分析来观察两者的

关系结果如图 11 示,转染 miR-181b 后,野生型

Mex3B 的荧光素酶活性被抑制(P<0. 05),突变型

Mex3B 的荧光素酶活性无明显变化(P>0. 05),说明

miR-181b 与 Mex3B 具有靶向调控关系。

3　 讨论

AS 能通过引起动脉血管管腔狭窄、循环血流量

减少等进而导致机体器官因供血不足而出现各种

功能障碍。 因 AS 而造成的易损斑块、血栓脱落当
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注:A:正常组;B:模型组;C:对照组;D:实验组。 与正常组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 6　 免疫组化和 Western blot 法检测各组大鼠动脉中 IL-6 的表达(n= 10)
Note. A, normal group. B, model group. C, control group. D, experimental group. Compared with normal group, ∗P<0. 05.

Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 6　 Detection the expression of IL-6 in the arteries of rats in each group by immunohistochemistry and Western blot

注:A:正常组;B:模型组;C:对照组;D:实验组。 与正常组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 7　 免疫组化和 Western blot 法检测各组大鼠动脉中 TNF-α 的表达(n= 10)
Note. A, normal group. B, model group. C, control group. D, experimental group. Compared with normal group, ∗P<0. 05.

Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 7　 Detection the expression of TNF-α in the arteries of rats in each group by immunohistochemistry and Western blot

注:A:正常组;B:模型组;C:对照组;D:实验组。 与正常组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 8　 各组大鼠动脉中 Mex3B 蛋白的表达(n= 10)
Note. A, normal group. B, model group. C, control group. D, experimental group. Compared with normal group, ∗P<0. 05.

Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 8　 Protein expression of Mex3B in the arteries of each group of rats
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注:A:正常组;B:模型组;C:对照组;D:实验组。 与正常组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 9　 各组大鼠动脉中 miR-181b 和 Mex3B 的 mRNA 表达水平

Note. A, normal group. B, model group. C, control group. D, experimental group. Compared with normal

group, ∗P<0. 05. Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 9　 mRNA expression levels of miR-181b and Mex3B in the arteries of rats in each group

图 10　 生物信息网站预测 miR-181b 和 Mex3B 的关系

Figure 10　 Relationship between miR-181b and Mex3B predicted by bioinformatics websites

图 11　 双荧光素酶报告基因检测结果

Figure 11　 Detection results of the double luciferase reporter gene

发生脑部位时极易诱发短暂性缺血性脑卒中危及

患者生命[10]。 目前临床上主要通过改善患者的生

活方式、调节患者血脂、血糖和血压缓解病程进展,
但尚无根治性手段。 因此开展针对 AS 的靶向治疗

的研究在临床上具有重大研究意义。
目前,针对 AS 的靶向治疗尚处于实验室研究

阶段。 研究证实[11] miRNA 不仅在 AS 中细胞增殖

与凋亡、自噬与分化中扮演重要角色,miRNA 作为

调控因子影响 AS 的各个阶段,诸如动脉内皮细胞

损伤与功能障碍、泡沫细胞形成与表型转换、脂质

沉积和斑块形成等[12]。 Ma 等[13]研究证实 miRNA-
155 参与 ApoE- / -小鼠颈动脉粥样硬化中的细胞自

噬。 miR-181b 是 miR-181 家族中与心血管疾病关

系密切的成员。 研究表明[14] miR-181b 主要通过对

血管炎症以及免疫反应的调控来参与 AS 进程。 Di
等[15]研究表明 miR-181b 能调控基质金属蛋白酶组

织抑制剂- 3( tissue inhibitor of metalloproteinase-3,
TIMP-3)的表达,影响 AS 中微血管壁的稳定。 Sun
等[16]研究报道 miR-181b 参与调控 ApoE- / -小鼠 AS
中由炎性诱导的细胞凋亡。 黄志勇等[17] 研究证实

抑制 miR-181b 的表达能明显减轻 ox-LDL 诱导的人

脐静脉细胞炎症损伤。 本研究中转染 miR-181b-
inhibitor 后采用维生素 D3 联合高脂饮食法构建动

脉粥样硬化大鼠模型,结果表明抑制 miR-181b 的表

达能明显改善大鼠 AS 病理症状,改善大鼠动脉的

脂质沉积情况,降低动脉中 MMP-9 的表达,缩小动

脉中斑块的面积。
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研究表明[18]动脉血管壁进展性、慢性的炎症反

应是导致 AS 累及全身动脉血管形成斑块的重要原

因。 Zampino 等[19]报道内毒素诱导的炎性反应更容

易导致动脉血管发生 AS 斑块病变。 Yang 等[20] 研

究表明降低炎性因子的表达有助于改善 AS 动物模

型的症状。 Gong 等[21] 研究证实抑制 AS 中炎性的

发展能明显改善 AS 的斑块的病变面积,促进斑块

的消退。 纪利利等[22] 临床研究结果表明抑制炎性

反应能明显降低颈动脉粥样硬化患者发生脑梗死

的风险。 而 MEX3B 基因是四种人类同源 MEX3 基

因的一种。 最新研究表明[23] Mex3B 蛋白是新近发

现的细胞质小体的组成部分,与炎性因子的 mRNA
转录、降解等生理过程密切相关。 He 等[24] 研究表

明在食管癌中,miR-181b 能够与 Mex3B 特异性结影

响癌细胞 DNA 的复制以及细胞增殖。 Moududee
等[25]研究指出 Mex3B 蛋白中环指结构域是泛素 E3
连接酶的特征结构域,Mex3B 蛋白能通过泛素化作

用参与细胞的炎性应激。 Sun 等[26] 研究指出 miR-
181b 影响泛素 E3 连接酶的表达降低动脉粥样硬化

中血管内皮中炎性因子的表达。 本研究中 RT-PCR
和 Western blot 结果表明在 AS 模型组中 Mex3B 的

mRNA 和蛋白的表达升高,炎性因子 IL-6 和 TNF-α
大量表达,AS 损伤明显。 通过生物信息网站预测

miR-181b 和 Mex3B 存在靶向结合位点,荧光素酶报

告基因分析证实 miR-181b 靶向调控 Mex3B 的表

达,Western blot 法结果表明抑制 miR-181b 的表达

后,Mex3B 的表达明显下降,炎性因子表达下调。
推断说明 miR-181b 通过靶向调控 Mex3B 的表达参

与 AS 中炎性应激,来抑制由炎性导致的 AS 斑块

病变。
综合上述,miR-181b 通过靶向调控 Mex3B 的表

达参与动脉粥样硬化中的炎性应激,抑制 miR-181b
的表达能明显抑制炎症反应,减小动脉粥样硬化中

斑块的形成。 但如何将 miR-181b 的靶向作用应用

到临床对动脉粥样硬化的治疗中还需进一步的

研究。
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小鼠模型中神经酰胺对血小板介导的输血相关
急性肺损伤的作用

李应明,陈　 华,伍　 燕∗

(海南省海口市人民医院输血科,海口　 570208)

　 　 【摘要】 　 目的　 评价老化的血小板中的神经酰胺对输血相关急性肺损伤(transfusion-related acute lung injury,
TRALI)的作用机制。 方法　 通过脂多糖预刺激,随后输注 10 mL / kg 储存 1~5 d 的血小板,在 BALB / c 小鼠体内构

建 TRALI 的二次打击模型。 采用酸性鞘磷脂酶特异性抑制剂 ARC39 或输注来自酸性鞘磷脂酶缺乏小鼠的血小板

对 TRAIL 模型小鼠进行干预,评价不同时间点小鼠血小板中鞘磷脂成分,以及 TRAIL 模型小鼠肺中性粒细胞积聚

情况,内皮屏障功能,肺组织病理学损伤程度。 结果 　 存储 1 ~ 5 d 的血小板输注到脂多糖( lipopolysaccharides,
LPS)预刺激后的 C57 / B6 小鼠体内能够引起肺组织的特征性损伤,且损伤严重程度随血小板储存时间的增加而加

剧。 血小板中的神经酰胺在储存过程中不断积累和释放。 与对照组相比,输注 ARC39 预处理后的血小板或酸性

鞘磷脂酶缺乏的血小板可明显缓解肺组织的损伤。 结论　 老化的血小板会导致小鼠发生 TRALI,但这种损伤可以

通过酸性鞘磷脂酶抑制剂或特异性敲除酸性鞘磷脂酶基因来逆转和治疗,针对鞘脂形成的干预措施有望成为增加

血制品存储安全性和寿命的有效策略。
【关键词】 　 输血相关性急性肺损伤;神经酰胺;酸性鞘磷脂酶;血小板
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Effect of ceramide on platelet-mediated transfusion-related acute lung
injury in mice

LI Yingming, CHEN Hua, WU Yan∗

(Department of Blood Transfusion, Haikou People’s Hospital, Haikou 570208, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To evaluate the mechanism of ceramide in aged platelets mediated by transfusion-related
acute lung injury (TRALI). Methods 　 The second hit model of TRALI was established in mice via lipopolysaccharide
prestimulation, and platelets were transfused and stored for 1-5 days. ARC39 (a specific acid sphingomyelinase inhibitor)
or platelets from acid sphingomyelinase-deficient mice were used to treat BALB / c mice. Temporal changes in platelet
sphingomyelin composition were analyzed. We examined the accumulation of neutrophils in the lungs of TRALI mice, as
well as the function of the endothelial barrier and the histology of injured lung tissue. Results　 Platelets were collected and
stored for 1~ 5 days from mice prestimulated by LPS, which caused characteristic lung injury, and the severity of lung
injury increased with time. Ceramide in platelets accumulated and decreased during storage. Compared with the control



group, transfusion of ARC39 preconditioned platelets or acid sphingomyelinase deficient platelets significantly alleviated
lung injury. Conclusions　 Aging platelets can lead to TRALI in mice, but this damage can be reversed and treated by an
acid sphingomyelinase inhibitor or specific knockout of the acid sphingomyelinase gene. Such intervention measures for
sphingolipid formation are expected to be an effective strategy for increasing the storage safety and shelf life of blood
products.

【Keywords】　 transfusion-related acute lung injury; ceramide; acid sphingomyelinase; platelets

　 　 输 血 相 关 急 性 肺 损 伤 ( transfusion-related
acute lung injury, TRALI)定义为输血后前 6 h 内

发生的非心源性肺水肿,是严重的输血不良反

应,也是输血相关死亡的首要原因 [1-2] 。 根据

2015 年美国美食品药品监督管理局报道,输血引

起的病毒感染显著下降,而输血导致的致死性不

良反应中位居前三位的依次是输血相关急性肺

损伤、溶血性输血反应和输血相关脓毒血症。 多

项研究发现血小板制品中含有的多种免疫调节

因子,诸如如血小板衍生的生长因子、可溶性

CD40 配体、白介素-6 和白介素-8 等,在血小板

存储过程中不断积累,在其活化后会参与 TRALI
等多种输血不良反应的发生。

血小板在 TRALI 中的具体作用机制一直存

在疑问。 目前的研究表明血小板对 TRALI 的致

病过程具有促进作用。 采用用大剂量阿司匹林

或血小板膜糖蛋白( GP) IIb、IIIa 抑制剂,阻断血

小板后能有效遏制肺的病理损伤和死亡。 对大

鼠输注来自老化血小板的无细胞上清后能够诱

发严重的 TRALI[3-5] 。 以上研究均说明来自血小

板分泌的可溶性介质可能触发和推动了 TRALI
的发生。 存储的血液制品中的可溶性介质主要

为具有生物活性的脂质,对存储 5 d 后的血小板

脂质成分分析发现鞘磷脂神经酰胺含量最为丰

富,神经酰胺主要由鞘磷脂经酸性鞘磷脂酶在体

内进 行 生 物 合 成, 是 造 成 TRALI 的 关 键 性 物

质 [6] 。 因此,本研究推测,储存后的血小板可能

通过酸性鞘磷脂酶增加神经酰胺的形成而诱导

抗体非依赖性 TRALI 的发生。
为了检验这个假设,本研究首先 LPS 预刺激小

鼠后,输注含有酸性鞘磷脂酶特异性抑制剂 ARC39
或酸性鞘磷脂酶特异性基因缺失的老化血小板构

建 TRALI 的二次打击模型,分析血小板中的脂质成

分和肺损伤程度,评估神经酰胺在血小板介导的

TRALI 发病过程中的具体作用机制,现将研究结果

报道如下。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

选择近交系 8 ~ 10 周龄 /雄性,SPF 级 BALB / c
小鼠,共 35 只[SCXK (川) 2018-0032],每只小鼠

体重 22~30 g;以及 8 ~ 10 周龄,SPF 级酸性鞘磷脂

酶( acid sphingomyelinase, Asm)基因敲除小鼠,共
35 只[SCXK (川) 2016-0030],每只小鼠体重 22 ~
30 g。 所有实验动物由中南大学湘雅医学院大学实

验动物中心提供和饲养[ SYXK(湘) 2018-0025]。
实验前 1 周所有动物饲养于实验动物中心 SPF 级

饲养间,小鼠饲料、饮水及垫料均经标准化消毒灭

菌处理,自由饮水,12 h 昼夜节律。 所有动物实验

内容符合中南大学湘雅医学院大学动物伦理和保

护指南,实验经过本单位伦理审批(2018HK0342),
全部实验内容遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂

LPS(货号:L2630)购自美国 sigma 公司;巨噬

细胞炎性蛋白 MIP-2 的 ELISA 检测试剂盒(货号:
MM200) 和 肿 瘤 坏 死 因 子-α ( TNF-α ) ( 货 号:
MTA00B)购买自加拿大 R&D 生物公司;凝血酶-抗
凝血酶复合物 ELISA 检测试剂盒 (货号: 2013 -
1727)购买自上海广锐生物技术有限公司;髓过氧

化物酶 (myeloperoxidase, MPO) 活性检测试剂盒

(货号:ab144077)购买自美国 Abcam 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 血小板的获取和存储

5 只雄性 8 周龄 BALB / c 小鼠及相同数量、性
别、年龄的 Asm 基因缺失小鼠经麻醉后通过心脏穿

刺收集全血标本,全血在室温下 1200 r / min 离心 15
min 三次后富集获得富含血小板血浆并对其中的血

小板进行计数,再以无菌 PBS 溶液将血小板浓度标

化为终浓度每毫升 1×109 个,血小板存储液为 10%
柠檬酸-磷酸-葡萄糖-腺嘌呤混合而成的 CPDA 缓

冲液,其中一部分添加 ASM 抑制剂 ARC39(10 mol /
L)后在无菌生物安全柜中存储。
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1. 3. 2　 小鼠 TRALI 的二次打击模型构建及血小板

输注

BALB / c 小鼠经腹腔注射 2 mg / kg LPS 或等效

体积的生理盐水,2 h 后经尾静脉缓慢注射 10 mL /
kg 剂量、浓度为每毫升 1 × 109 个,存储 1 ~ 5 d 的

BALB / c 小鼠血小板,或添加 ASM 抑制剂 ARC39 的

BALB / c 小鼠血小板,或 Asm 基因缺失小鼠血小板,
对照组输注相同体积生理盐水。 小鼠于室温下在

笼子中观察 6 h。
1. 3. 3 　 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 ( enzyme linked
immunosorbent assay, ELISA)法检测肺泡灌洗液中

炎症介质表达水平。
处死小鼠后,进行气管插管,肺内注射 1 mL 无

菌 PBS 溶 液 后 回 收 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液

(bronchoalveolar lavage, BALF),2000 r / min 离心 5
min 去除细胞获取上清得到 BALF,检测 BALF 中

TNF-α、凝血酶-抗凝血酶复合物角和巨噬细胞炎症

蛋白 2 (macrophage-inflammatory protein 2, MIP-2)
水平,大致步骤如下:每孔加入 50 μL 样品稀释液,
然后分别加入相应的 50 μL 标准品及各组小鼠样

品,轻轻摇匀,封上膜后室温孵育 2 h;配置好洗液并

洗板 5 次,将孔中的液体拍打干净之后,每孔加 100
μL 生物素耦联抗体,再封上新膜后室温孵育 2 h,洗
板 5 次,每孔加入 100 μL 显色底物,室温避光孵育

30 min 显色,每孔加入 100 μL 反应终止液,读取

450 nm 和 540 nm 的吸光度值。 根据标准品的浓度

与 OD 值做标准曲线,根据标准曲线拟合出方程,并
计算得到相应的指标浓度。
1. 3. 4　 肺组织 MPO 活性定量检测

分别取各组小鼠的肺组织,在冰上使用匀浆器

充分匀浆组织后 10000 r / min 离心 10 min,收集离心

后上清,即为肺组织匀浆液。 依照试剂盒说明书的

操作步骤测定组织匀浆液在 480 nm 处的吸光度值,
根据吸光度值计算不同肺组织的 MPO 活性。
1. 3. 5　 肺组织 MPO 活性定量检测

输注血小板观察 6 h 后颈椎脱臼法处死各组小

鼠,取小鼠左肺组织进行湿 /干重比值测定:将肺组

织置于电子天平上称量总质量 W1,随后置于 70℃
恒温烘干箱烘干 72 h 使其水分完全蒸发。 再次称

量干燥后的组织记录为 W2。 计算时采用公式“(湿
重) / (干重) ×100% = (W1) / (W2) ×100%”计算出

数值。 取右肺组织进行石蜡包埋、切片、苏木精-伊
红(HE)染色后,用树胶封固,放在温箱中烤干后,

在光学显微镜下根据肺泡或间质中性粒细胞、透明

膜、空隙碎片和肺泡间隔增厚等指标,使用组织学

肺损伤评分对肺损伤进行分级。
1. 3. 6　 血小板脂质谱成分分析

从储存后的血小板上清液中提取神经酰胺并

采用液相色谱法进行定量测定,主要步骤如下:将
冷冻后的血小板解冻并以 3000 r / min 离心 15 min,
以四氯甲醇萃取收集脂质。 采用 Q-TOF 6530 质谱

仪(Agilent Technologies,Waldbron,德国)及串联质

谱对鞘磷脂成分进行分析,使用 Mass Hunter 软件

(Agilent Technologies)进行量化处理。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 22. 0 及 Prism 7. 01 (美国 Graph Pad
Software 公司)软件进行统计学分析,计量数据表示

为“平均数±标准差( 􀭰x ± s )”,多组间比较采用单因

素方差分析,以 Dunnett 检验进行事后两两比较,P<
0. 05 为差异具有显著统计学意义。

2　 结果

2. 1　 伴随血小板存储时间的增加 TRALI 肺损伤

加剧

为了明确血小板储存时间对于 TRALI 的影响,
本研究对 BALB / c 小鼠进行 LPS 腹腔注射后,分别

输注存储 0、1、3、5 d 的血小板。 6 h 后处死小鼠,观
察小鼠肺发现,输注血小板后小鼠肺出现了严重的

特征性损伤。 肺组织病理切片出现了明显的肺水

肿和组织损伤。 湿 /干肺重量比值在输注储存 3、5 d
血小板的小鼠中显著上调(图 1A)。 BAL 蛋白含量

在输注储存 5 d 血小板的小鼠体内增加明显(图
1A)。 肺 MPO 活性在输注储存 1、3、5 d 血小板的小

鼠中均显著上调超过 1 倍(图 1A)。 HE 染色显示

输注储存 1、3、5 d 血小板的小鼠肺组织损伤加重

(图 1B)。 以上结果表明,输注老化的血小板会导

致肺水肿形成、血管屏障衰竭、肺中性粒细胞浸润

和肺组织病理学损伤;并且 TRALI 的损伤程度与血

小板储存时间呈现正相关。
2. 2　 神经酰胺随着存储时间的增加在小鼠血小板

中的含量增加

为了明确是否由于血小板中神经酰胺可以随

储存时间的增加而积累,本研究通过液相色谱-质
谱对存储后的血小板样品中神经酰胺成分的定量

分析显示:神经酰胺随着存储时间的延长在血小板

中不断增加,存储第 7 天的血小板中神经酰胺的含
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量是第 0 天的 1. 6 ~ 2. 9 倍(如图 2 所示)。 以上结

果表明随着血小板储存时间的延长,神经酰胺会持

续积累,从而加剧小鼠 TRALI。

2. 3　 ASM 抑制或缺失后,老化血小板介导的

TRALI 明显减弱

为了进一步探讨鞘磷脂在老化血小板介导的

注:A:输注不同储存时间的血小板后,小鼠的湿重 / 干重量比值,BAL 中的蛋白浓度,肺组织中 MPO 活性;B:输注不同储存时间的血小板后

小鼠肺组织的组织病理改变(HE 染色)。 n= 5。 与正常对照组比较,∗P<0. 05;与存储 1 d 血小板组比较,#P<0. 05。

图 1　 老化的血小板输注到 LPS 预刺激后的小鼠体内中会加剧 TRALI 的组织病理损伤

Note. A, Ratio of wet weight to dry weight of mice, the concentration of protein in BAL and the activity of MPO in lung tissue. B, Histopathological

photos of HE staining of lung tissue after transfusion of platelets with different storage time. Compared with the normal control group, ∗P<0. 05.

Compared with platelet storage group, #P<0. 05.

Figure 1　 The ratio of wet weight to dry weight, the concentration of protein in BAL and the activity of MPO in lung tissue of mice
after transfusion of aged platelets into LPS pre-stimulated mice with different storage time of TRALI

注:高效液相色谱法对存储后的血小板样品中不同种类的神经酰胺含量的定量分析:C16 ∶0,C18 ∶0,,C24 ∶0和 C24 ∶1的浓度随存储时间的增

加而增加。 n= 5。 与正常对照组比较:∗P<0. 05;与存储 1 d 血小板组比较,#P<0. 05。

图 2　 不同种类的神经酰胺随储存时间的增加在小鼠血小板中的积累

Note. The contents of different kinds of ceramides in stored platelet samples were quantitatively analyzed by liquid chromatography-mass spectrometry

(LC-MS). Compared with the normal control group, ∗P<0. 05. Compared with platelet storage group, #P<0. 05.

Figure 2　 Accumulation of different kinds of ceramides in mouse platelets with the increase of storage time
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TRALI 中的具体机制,本研究通过两种不同的途径

阻断鞘磷脂的生成:药物抑制鞘磷脂形成(ASM 的

抑制剂 ARC39 预处理血小板)和输注 Asm 基因缺失

小鼠来源的血小板。 我们观察到抑制或阻断鞘磷

脂的生成后,肺 MPO 活性和肺组织病理学损伤显著

好转,湿 /干肺重量比和 BAL 蛋白含量降低 (图

3A)。 HE 染色也显示小鼠肺在输注 Asm 基因缺失

血小板或 ARC39 预处理后的血小板后显著改善了

肺损伤(图 3B)。

注:A:如图标注处理后的各组小鼠的肺湿重 / 干重比值,BAL 中的蛋白质浓度,肺组织中的 MPO 活性;B:如图标注处理后

的各组小鼠肺的组织病理分析(HE 染色)。 n= 5。 与正常对照组比较,∗P<0. 05;与输注存储 5 d 血小板组比较,#P<0. 05。

图 3　 输注 Asm 基因缺失小鼠来源的血小板或 ASM 特异性抑制剂处理后的储存血小板可明显减弱减弱 TRALI 损伤

Note. A. Ratio of lung wet weight to dry weight, the protein concentration in BAL and the activity of MPO in lung tissue of each
group of mice were marked as shown in the figure. B, HE staining tissue sections of the lungs of each group of mice。 Compared with

the normal control group, ∗P<0. 05. Compared with platelet transfusion group, #P<0. 05.

Figure 3　 Transfusion of platelets derived from Asm gene deleted mice or stored platelets treated with ASM specific inhibitors
could significantly attenuate TRALI damage

3　 讨论

通过本项研究,我们发现存储后的血小板中累

计产生的神经酰胺是触发血小板介导的抗体非依

赖性 TRALI 的新机制,特异性的通过抑制 ASM 活

性减少神经酰胺的产生能够明显减轻 TRALI 症状,
潜在延长血小板的存储时间并增加输血的安全性,
为临床血制品的存储开辟了新的前景。

血小板是一种临床稀缺的血液制品,因此常常

需要尽可能延长其存储时间和最大限度的提高其

临床利用率,但是长时间存储的血小板会增加

TRALI 的风险[7]。 我们通过构建小鼠 TRALI 的二

次打击模型,在输注血小板 6 h 后即触发 TRALI 的

特征性临床表现:肺水肿形成、血管屏障衰竭、肺中

性粒细胞积聚和肺组织学损伤,并且发现 TRALI 病
情的严重程度呈现血小板的储存时间的依赖性。
既往的研究已经证明神经酰胺是内皮屏障失效和

肺损伤的重要介质。 在肺组织和细胞中鞘脂类相

关酶类的表达量非常高,当机体受到诸如肿瘤坏死

因子-α 和血小板活化因子等刺激时,支气管肺泡灌

洗液中酸性鞘磷脂酶的活性增高,神经酰胺量也相

应增加。 并且 ASMase 的活性与神经酰胺量的同步

增加,而应用 ASMase 抑制剂后,神经酰胺的生成显

著减少,肺功能得到了改善[8-9]。 神经酰胺通过抑

制内皮细胞一氧化氮合酶活性增加肺内皮细胞通

透性,导致内皮细胞 Ca2+内流以及内皮屏障破坏和

肺水肿形成[10-12]。 此外,神经酰胺可以促进内皮细

胞凋 亡, 从 而 进 一 步 加 重 肺 中 的 内 皮 屏 障 破

坏[13-15]。 我们通过鞘磷脂成分分析发现在长时间

存储的血小板中神经酰胺的含量增加最为显著,提
示在 TRALI 的致病过程中,神经酰胺可能发挥重要

作用,进一步通过 ASM 抑制剂或输注 ASM 基因缺

陷小鼠来源的血小板可以明显缓解 TRALI 症状。
因此,我们的动物实验成功证实神经酰胺可能是血

小板介导的抗体非依赖性 TRALI 的重要分子,而且

09 中国比较医学杂志 2020 年 8 月第 30 卷第 8 期　 Chin J Comp Med, August 2020,Vol. 30,No. 8



靶向抑制 ASM 依赖的神经酰胺的形成可以降低老

化血小板介导 ALI 的风险,从而增加储存血液制品

的安全性。
在早期研究中,通过输注针对小鼠血小板的兔

多克隆血清耗竭血小板或者高剂量阿司匹林可以

有效遏制 TRALI 的发生发展。 我们前期实验发现:
这种高剂量的阿司匹林仅能降低 TRALI 小鼠的死

亡率,而在药理学剂量(10 mg / Kg)下并没有观察到

保护作用。 鉴于阿司匹林对 COX-1 有抑制作用,
这表明大剂量阿司匹林的保护作用可能源于其血

小板非依赖性的抗炎和抗氧化特性,或来自代谢衍

生物水杨酸盐的特性,而不是其抗血小板活性。 此

外,临床上血小板常规的存储时间为 3~5 d,在美国

基于预防细菌污染的考虑,血小板存储时间限定在

5 d 以内[16]。 在本研究中,靶向抑制 ASM 活性,不
仅能够缓解输注存储 5 d 的血小板之后的 TRALI 症
状,并且可成功将小鼠血小板的储存时间延长至 7
d,有助于提高临床血小板使用率,缓解血制品的供

需矛盾。
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海马和前脑皮层 BDNF 和 VEGF 表达与慢性应激
所致小鼠抑郁的相关性

孙孟军1,董泽飞1∗,王　 宏2

(1.邢台医学高等专科学校,河北 邢台　 054000; 2.华北理工大学附属医院精神科,河北 唐山　 063000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究海马和前脑皮层脑源性神经营养因子(BDNF)和血管内皮生长因子(VEGF)表达与慢性

应激所致小鼠的抑郁的相关性。 方法　 选取 SPF 级 KM 小鼠 58 只,雌雄小鼠各 29 只。 将小鼠随机分为对照组与

观察组,观察组小鼠采用禁食、电击足底等多种应激因子刺激,每天随机选择一种,共 20 d。 对照组小鼠不接受实

验应激原,以同样条件饲养。 应激前、应激后 10 d、20 d 均测定小鼠体重。 两组小鼠均进行 morris 水迷宫实验、旷
场实验测试,并观察记录结果。 测定各组小鼠海马和前脑皮层 BDNF 和 VEGF 表达情况,并分析其相关性。 结果　
应激前,两组小鼠体重水平相差不大(P>0. 05),应激后,观察组小鼠体重明显低于对照组(P<0. 01)。 观察组小鼠

逃避潜伏期、游泳路程及在第二象限的停留时间明显高于对照组(P<0. 05 或 P<0. 01),而在其他象限的停留时间

无明显差异(P>0. 05)。 观察组小鼠修饰次数、垂直运动得分明显低于对照组,中央区停留时间明显高于对照组(P
<0. 01),排便粒数无明显差异(P>0. 05)。 与对照组相比,观察组海马 CA1 区及前脑皮层 BDNF、VEGF 表达水平明

显降低(P<0. 05),而两组 CA3 区 BDNF 比较差异无统计学意义(P>0. 05)。 结论　 慢性应激会导致小鼠出现抑郁

样行为,这可能与海马及前脑皮层 BDNF 和 VEGF 表达下降有关。
【关键词】 　 海马;前脑皮层;BDNF;VEGF;慢性应激;抑郁;相关性
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Relationship between chronic stress-induced depression and BDNF / VEGF
expression in the mouse hippocampus and forebrain cortex

SUN Mengjun1, DONG Zefei1∗, WANG Hong2

(1. Xingtai Medical College, Xingtai 054000, China.
2. Department of Psychiatry, Affiliated Hospital of North China University of Technology, Tangshan 063000)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To explore the relationship between expression of brain derived neurotrophic factor
(BDNF) and vascular endothelial growth factor (VEGF) in the hippocampus and forebrain cortex and depression induced
by chronic stress in mice. Methods　 We randomly divided 58 SPF KM mice (29 male, 29 female) into a control group
and observation group. We induced stress in the mice in the observation group via fasting, electric shock, and other
techniques. The mice in the control group were not exposed to experimental stressors. We weighed the mice before stress
induction, 10 days after, and 20 days after stress induction. We then observed and recorded the result of the Morris water



maze test and open field test in both groups. We measured BDNF and VEGF expression in the hippocampus and forebrain
cortex in each group, and analyzed the correlation. Results　 Before stress induction, there were no significant differences
between the two groups (P > 0. 05). After stress induction, the mice in the observation group weighed significantly less
than those in the control group (P < 0. 01). The escape latency, swimming distance, and time spent in the second
quadrant were significantly higher in the observation group vs. the control group (P < 0. 05 or P < 0. 01), but there were
no significant differences in the time spent in the other quadrants ( P > 0. 05). The modification times and vertical
movement scores of the mice in the observation group were significantly lower than those in the control group, and the
retention time in the central area was significantly higher than that in the control group (P < 0. 01). There was no
significant difference in the number of defecation particles (P > 0. 05). The BDNF and VEGF expression levels in the CA1
area of the hippocampus and forebrain cortex were lower in the observation group vs. control group, but this difference was
not significant (P > 0. 05). Conclusions　 Chronic stress can induce depressive behavior in mice, which may be related to
decreased BDNF and VEGF expression in the hippocampus and forebrain cortex.

【Keywords】　 hippocampus; forebrain cortex; BDNF; VEGF; chronic stress; depression; correlation

　 　 抑郁症是情感性精神障碍的一种临床表现,主
要表现为显著而持久的情绪低落、思维迟缓等,严
重者甚至会出现自杀的念头或行为[1]。 近年来抑

郁症的发病率正不断提高,但其发病机制较为复

杂,尚未明确,一般认为其可能与遗传因素、神经介

质及环境等有关[2]。 有研究发现,抑郁症的发生、
发展与脑内神经营养因子及神经可塑性改变等因

素关系密切。 神经营养因子对促进突触生长、维持

神经元生存具有重要作用[3]。 据国外相关研究报

道,海马与前脑皮层相关神经营养因子的表达与抑

郁的发生密切相关[4]。 若海马、前脑皮层等脑区缺

少神经营养因子,相应的脑功能会受到抑制,最终

导致抑郁症 的 发 生[5]。 脑 源 性 神 经 营 养 因 子

(brain-derived neurotrophic factor,BDNF)是由 Zhang
等[6]首先在猪脑中发现的一种具有神经营养作用

的蛋白质。 有研究发现,心理学、物理学应激、长期

注射皮质酮或束缚应激的大鼠海马 BDNF 水平明显

降低,同时大鼠出现抑郁样行为。 BDNF 水平与抑

郁症严重程度关系密切[7]。 血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor,VEGF)是一种高

度特异性的促血管内皮生长因子,能够使血管通透

性增加,刺激血管再生,保护缺血及退变的神经元,
促进大脑神经元的再生。 Turner 等[8]研究发现在抑

郁症患者发作期,VEGF 水平明显升高。 抑郁症的

发病机制较为复杂,单一理论或是单一因子治病方

面已有多方面研究,但从几个方面联合研究致抑郁

的较少。 本组研究采用不同的应激因子建立小鼠

应激抑郁模型,从 BDNF 及 VEGF 两种因子的角度

出发,旨在探讨海马和前脑皮层 BDNF 和 VEGF 表

达与慢性应激所致的小鼠抑郁的相关性。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级 KM 小鼠 58 只,2 月龄,雌雄小鼠各 29
只,体重 18~19 g,购自上海睿太莫斯生物科技有限

公司[SCXK(沪)2016-0011],无菌手术在上海睿太

莫斯生物科技有限公司屏障动物实验设施[ SYXK
(沪)2017-0033]进行,经本校伦理委员会审批通过

(IACUC-2018-008)。 于本实验室温度(22±5)℃,
湿度(57±8)%,光暗交替各 12 h 的环境下饲养,自
由摄食、饮水。 实验过程中坚持 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

0. 9%氯化钠注射液(四川科伦药业股份有限公

司,生产批号:20166626,规格:100 mL);VEGF 抗体

(武汉默沙克生物科技有限公司);BDNF 抗体(上海

赛默飞世尔科技有限公司);戊巴比妥钠(上海新亚

药业有限公司,生产批号:31160240,规格:25 g)。
电子 秤 ( 山 东 畅 欧 商 贸 有 限 公 司, 型 号: HZ-
A50001);旷场行为检测箱(使用不透明材料制成底

面为 75 cm×75 cm 的正方形,将其等位成 25 个等边

方格,底面为白色,周围为黑色,在距箱顶 50 cm 处

放一 60 W 灯光);秒表(深圳市鑫宏茂科技发展有

限公司,型号:HS-70 W);冰箱(山东博科科学仪器

有限公司,型号:BYC-250);小鼠避暗箱(上海软隆

科技发展有限公司,规格:BW-YLS-17B);morris 水

迷宫(江上海欣软信息科科技有限公司,型号:XR-
XM101-Z);石蜡切片机(上海聚慕医疗器械有限公

司,型号:HM3555);恒温水浴箱(上海赫田科学仪

器有限公司,型号:HH-US)。
1. 3　 实验方法

建立抑郁症小鼠模型:将小鼠随机分为对照组
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与观察组两组,观察组小鼠采用禁食(24 h 内不提

供饲料,正常饮水)、禁饮(24 h 内不提供饮水,正常

提供饲料)、电击足底(采用小鼠避暗箱进行操作:
35 V 电压,每次 1 min,每次 6 s,共 20 次)、高台(将
小鼠置于高 150 cm,宽 2. 5 cm 的高台上 60 min)、
冰水游泳(使用自制的高 16 cm 的水桶中,内有 5℃
冷水,水深 14 cm,将小鼠放入其中,5 min 后取出)
等多种应激因子刺激,每天随机选择一种,共 20 d。
对照组小鼠不接受实验应激原,以同样条件饲养。

应激前、应激后 10 d、20 d 均测定小鼠体重。
Morris 水迷宫实验:将水迷宫分为四个区域,在

每个区域内进行入水点标记设置,将一隐蔽的圆形

平台放于第四区域。 在定向航行实验中 (每天 3
次,共 3 d),每次随机选取一个区域入水,在 90 s 内

找到圆形平台的时间为逃避潜伏期。 观察并记录

小鼠找到并爬上平台所需时间。 第 4 天时将平台撤

去进行空间探索实验,从原区域入水,记录小鼠在

90 s 内找到原平台区域的探索时间,若在 90 s 内未

找到平台,则需将小鼠引到平台。 48 h 后重复实

验,观察小鼠的逃避潜伏期、游泳路程及在各象限

停留时间变化。
旷场实验:于应激第 20 天进行旷场实验,将小

鼠放入旷场行为实验箱中,观察小鼠在 10 min 内的

行为表现,每只小鼠实验结束后彻底清洗实验箱,

观察两组小鼠的洗脸、舔足等修饰次数、排便粒数、
中央区停留时间以及垂直运动得分。

海马及前脑皮层 BDNF 及 VEGF 表达:采用

Motic Images Advanced 3. 3 系统对海马及前脑皮层

BDNF 及 VEGF 免疫组化阳性神经元结果进行分

析,计算其平均光密度值。 采用免疫组化法观察慢

性应激后小鼠海马及前脑皮层 BDNF 及 VEGF 的表

达情况。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 22. 0 软件包进行统计学数据分析,
计量资料两组间比较采用独立样本 t 检验。 统计所

得结果以 P<0. 05 为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 两组小鼠体重变化比较

结果显示,两组小鼠体重均呈上升趋势,但对

照组小鼠体重增加明显优于观察组。 应激前,两组

小鼠体重水平相差不大(P>0. 05),应激后,观察组

小鼠体重明显低于对照组(P<0. 01),见表 1。
2. 2　 morris 水迷宫实验结果比较

观察组小鼠逃避潜伏期、游泳路程及在第二象

限的停留时间明显高于对照组 ( P < 0. 05 或 P <
0. 01),而两组在其他象限的停留时间无明显差异

(P>0. 05),见表 2。
表 1　 两组小鼠体重变化比较( 􀭰x ± s, n= 29)

Table 1　 Comparison of body weight changes between two groups of mice
分组
Groups

应激前
Before stress

应激后 10 d
Post-stress 10 d

应激后 20 d
Post-stress 20 d

观察组 Observation group 25. 49±0. 46 25. 72±0. 55 26. 71±0. 61

对照组 Control group 25. 79±0. 74 34. 56±1. 08 40. 76±1. 65

t 值 t value -1. 854 -39. 279 -43. 010

P 值 P value 0. 069 <0. 001 <0. 001

表 2　 Morris 水迷宫实验结果比较( 􀭰x ± s, n= 29)
Table 2　 Comparison of morris water maze test results

逃避潜伏期(s) 游泳路程(cm) 象限停留时间
分组
Groups Escape latency Swimming distance Quadrant dwell time(s)

训练周期 1 训练周期 2 训练周期 1 训练周期 2 第一象限 第二象限 第三象限 第四象限

　 Training cycle 1 Training cycle 2 Training cycle 1 Training cycle 2 First quadrant Beta quadrant Third quadrant Delta quadrant
观察组

Observation group
59. 26±5. 26 35. 54±2. 46 824. 21±217. 49 692. 75±119. 17 24. 21±1. 61 34. 58±1. 94 31. 49±1. 15 24. 41±1. 17

对照组

Control group
37. 14±2. 67 22. 36±1. 59 671. 52±165. 42 493. 16±98. 82 23. 75±1. 17 43. 93±2. 75 30. 58±2. 17 22. 97±3. 82

t 值
t value

20. 194 24. 231 3. 009 6. 943 1. 245 -14. 961 1. 995 1. 941

P 值

P value
<0. 001 <0. 001 0. 004 <0. 001 0. 218 <0. 001 0. 051 0. 057
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2. 3　 旷场实验结果比较

观察组小鼠修饰次数、垂直运动得分明显低于

对照组,中央区停留时间明显高于对照组 ( P <
0. 01),两组小鼠排便粒数无明显差异(P>0. 05),
见表 3。
2. 4　 海马和前脑皮层 BDNF 和 VEGF 表达情况

与对照组相比,观察组海马 CA1 区及前脑皮层

BDNF、VEGF 表达水平明显降低(P<0. 05),而两组

CA3 区 BDNF 比较差异无统计学意义(P>0. 05)。 见

表 4,图 1。 显微镜下观察发现,对照组小鼠细胞核完

整,细胞质成条状或聚集分布,观察组小鼠神经元细

胞核固缩、碎裂,细胞明显变圆。 见图 2,图 3。

表 3　 旷场实验结果比较( 􀭰x ± s, n= 29)
Table 3　 Comparison of open-field experimental results

分组
Groups

修饰次数
Number of modifications

排便粒数
Number of defecation granules

中央区停留时间
Central residence time

垂直运动得分
Vertical motion score

观察组
Observation group 1. 45±0. 31 2. 34±0. 52 15. 59±2. 57 15. 03±3. 45

对照组
Control group 2. 41±0. 28 2. 39±0. 91 7. 36±1. 49 32. 02±3. 44

t 值
t value

-12. 376 -0. 257 14. 919 -18. 779

P 值
P value <0. 001 0. 798 <0. 001 <0. 001

表 4　 海马和前脑皮层 BDNF 和 VEGF 表达( 􀭰x ± s, n= 29)
Table 4　 Expression of BDNF and VEGF in hippocampus and forebrain cortex

分组
Groups

BDNF VEGF
海马 CA1

Hippocampal CA1
海马 CA3

Hippocampal CA3
前脑皮层

Frontal cortex
海马 CA1

Hippocampal CA1
海马 CA3

Hippocampal CA3
前脑皮层

Frontal cortex
观察组

Observation group 0. 14±0. 02 0. 12±0. 03 0. 16±0. 02 0. 12±0. 02 0. 13±0. 01 0. 15±0. 02

对照组
Control group 0. 18±0. 03 0. 14±0. 05 0. 21±0. 05 0. 14±0. 02 0. 14±0. 02 0. 17±0. 04

t 值
t value 5. 974 1. 847 5. 000 3. 808 2. 408 2. 408

P 值
P value <0. 001 0. 070 <0. 001 <0. 001 0. 019 0. 019

注:A:海马和前脑皮层 BDNF 表达情况; B:海马和前脑皮层 VEGF 表达情况。

图 1　 海马和前脑皮层 BDNF 和 VEGF 表达情况

Note. A, Expression of BDNF in hippocampus and forebrain cortex. B, Expression of VEGF in
hippocampus and forebrain cortex.

Figure 1　 Expression of BDNF and VEGF in hippocampus and forebrain cortex
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注:A:BDNF 在观察组小鼠海马 CA1 区表达;B:BDNF 在观察组小鼠海马 CA2 区表达;C:BDNF 在观察组小鼠前脑皮层表达;D:BDNF 在对照

组小鼠海马 CA1 区表达;E:BDNF 在对照组小鼠海马 CA2 区表达;F:BDNF 在对照组小鼠前脑皮层表达。

图 2　 BDNF 在海马和前脑皮层的表达情况

Note. A, Expression of BDNF in the hippocampal CA1 region of the observation group mice. B, Expression of BDNF in the hippocampal CA2 region of the
observation group mice. C, Expression of BDNF in the forebrain cortex of the observation group mice. D, Expression of BDNF in the hippocampal CA1 region
of the control group mice. E, Expression of BDNF in the hippocampal CA2 region of the control group mice. F, Expression of BDNF in the forebrain.

Figure 2　 BDNF expression in hippocampus and forebrain cortex

注:G:VEGF 在观察组小鼠海马 CA1 区表达;H:VEGF 在观察组小鼠海马 CA2 区表达;I:VEGF 在观察组小鼠前脑皮层表达;J:VEGF 在

对照组小鼠海马 CA1 区表达;K:VEGF 在对照组小鼠海马 CA2 区表达;L:VEGF 在对照组小鼠前脑皮层表达。

图 3　 VEGF 在海马和前脑皮层的表达情况

Note. G, Expression of vascular endothelial growth factor in the hippocampal CA1 region of the observation group mice. H, Expression of vascular
endothelial growth factor in the hippocampal CA2 region of the observation group mice. I, Expression of vascular endothelial growth factor in the
forebrain cortex of the observation group mice. J, Expression of vascular endothelial growth factor in the hippocampal CA1 region of the control group
mice. K, Expression of vascular endothelial growth factor in the hippocampal CA2. L, Expression of vascular endothelial growth factor in the
forebrain cortex of the control group mice.

Figure 3　 Expression of vascular endothelial growth factor in hippocampus and forebrain cortex

3　 讨论

抑郁症是一种情绪障碍性精神病,其主要特点

是情绪低落、思维迟钝、语言运动减少、自责自责、
得失受挫,甚至有自杀倾向,严重影响了人们的身

心健康及生活质量。 随着社会的发展,社会竞争更

加激烈,人们的精神压力倍增,抑郁症的发病几率

大大增加,现逐渐得到人们的广泛关注。 据报道,

强烈应激或长期处于应激状态会对人们的健康产

生严重影响[9]。 经多项研究表明,电击足底、高台、
禁食、孤独等多种应激原均可引起动物脑内神经递

质、神经激素等的改变,导致动物行为及学习记忆

功能的损害[10]。 本组实验以小鼠为研究对象,采用

多种应激原刺激建立慢性刺激随之的小鼠抑郁模

型,观察海马和前脑皮层 BDNF 和 VEGF 的表达情

况,并分析海马和前脑皮层 BDNF 和 VEGF 表达与
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慢性应激所致小鼠抑郁的相关性。
海马中含有多种信使受体,特别是皮质类固

醇、兴奋性氨基酸和血清素受体,它们是对应激最

敏感的区域。 有研究发现,慢性应激会对海马结构

产生严重影响,使海马结构产生器质性改变,可能

与肾上腺素分泌的糖皮质激素对海马的直接作用

有关[11]。 本组研究中,观察组小鼠中央区停留时

间、逃避潜伏期、游泳路程及在第二象限的停留时

间明显高于对照组,修饰次数、垂直运动得分明显

低于对照组(P<0. 05 或 P<0. 01)。 提示慢性应激

能够导致学习记忆的损伤,降低小鼠的兴奋性、适
应性以及对环境的警觉性。 这可能与慢性应激会

使小鼠出现脑体积缩小,海马容量降低等脑内改变

有关。 海马区是空间记忆形成和保持的部位,空间

学习记忆能力可以作为反应抑郁的重要指标[12]。
近年来,神经营养因子与抑郁症的关系备受人们

关注,BDNF 表达水平与抑郁症的发生关系密切。
BDNF 是神经营养因子家族的一员,主要表达于中枢

神经系统,包括大脑皮层、下丘脑、海马等,是脑内分

布最广泛的神经营养因子[13]。 本组研究中,观察组

海马 CA1 区、CA3 区及前脑皮层 BDNF 表达水平明

显低于对照组(P<0. 05),提示 BDNF 可能参与了慢

性应激对小鼠海马及前脑皮层的损伤。 BDNF 是一

种小分子多肽物质,能够维持神经元功能、促进神经

元再生、修复以及预防神经元退行性疾病,而慢性应

激会明显减少海马神经元的数量,降低 BDNF 表达水

平。 与 Sobreviela 等[14]研究结果相同。
VEGF 一种高度保守的同源二聚体糖蛋白,能

够直接作用于血管内皮细胞,促进血管内皮细胞的

增殖,提高血管通透性。 Glat 等[15] 认为血管系统是

构成海马神经元再生的重要微环境,VEGF 发生可

能对抑郁症的发生具有一定影响。 本组研究结果

中,观察组海马 CA1 区、CA3 区及前脑皮层 VEGF
表达水平明显低于对照组(P<0. 05)。 提示 VEGF
具有抗抑郁样作用,VEGF 表达下降能够导致抑郁

症的发生。 这可能与慢性应激能够明显抑制血管

内皮细胞增殖,抑制海马齿状回颗粒细胞层下区的

神经祖细胞表达神经元和胶质细胞有关[16]。
综上所述,慢性应激会导致小鼠出现体重减

轻、学习记忆损伤、环境警觉性降低等抑郁样行为,
慢性应激后,小鼠海马及前脑皮层 BDNF 和 VEGF
表达水平明显降低,其表达与慢性应激所致小鼠的

抑郁具有一定相关性。
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新冠疫情下的实验动物学线上教学体会

张彩勤,白　 冰,赵　 勇,师长宏∗

(空军军医大学实验动物中心,西安　 710032)

　 　 【摘要】 　 新冠疫情下开展实验动物学的线上教学是对传统教学模式的有效补充和完善,需要熟悉网络软件

的操作,熟练运用网络实现授课意识的转变;教员应保持授课思路的连贯性,重点关注 PPT 的讲述,充分利用现有

的慕课资源展示动物实验操作,完成实践课教学,教会学员在网络环境中如何有效掌握授课内容;同时在授课中应

及时增加与新冠病毒相关的内容,激发学员的学习兴趣;完善课程学业考核方式,积极推进实验动物学教学改革,
不断提升实验动物学网上教学效果。

【关键词】 　 网络教学;实验动物学;新型冠状病毒
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Experience of online teaching for laboratory animal science during the
COVID-19 epidemic situation

ZHANG Caiqin, BAI Bing, ZHAO Yong, SHI Changhong∗

(Laboratory Animal Center of the Air Force Medical University, Xi’an 710032, China)

　 　 【Abstract】　 Online teaching of laboratory animal science during the COVID-19 epidemic situation is an effective
supplement and improvement to the traditional teaching model. It is necessary to know the operation of network software
packages and apply them to realize the transformation of teaching consciousness. Teachers should maintain continuity of
teaching ideas, focusing on the presentation of PPT, and demonstrate animal experimental operations using the existing
Massive Open Online Course (MOOC) resources. All efforts are to teach students how to effectively master the content of
lectures in the network environment. Moreover, the content related to COVID - 19, especially for animal experiments,
should be included in lectures to stimulate the students’ interest in learning. We should also improve course evaluation
method , promote the reform of laboratory animal science teaching, and constantly enrich the teaching model of laboratory
animal science.

【Keywords】　 online teaching; laboratory animal science; COVID-19

　 　 2019 年年底以来席卷全球的新冠病毒感染事

件对人们的生活产生了严重影响。 受此波及,各类

院校的教学也由传统的课堂讲授彻底转化为线上

授课,教学模式发生了根本性变化,相应的教学设

计必须做出适应性调整[1]。 在此期间我们进行了

本科生《医学实验动物学》教学,根据网络课程的要

求,结合实验动物学的特点对教学内容进行适当的

完善和丰富,以期达到良好的教学效果。 现将有关



体会总结如下。

1　 作好必要的准备工作

开课前的准备至关重要,重点是根据网络课程

的特点和要求,进行适应性调整,重点要培训教员

熟悉各种授课软件的使用,了解其功能,熟练操作,
迅速实现教学所需的各种职能;同时强化授课意识

的转化,明确网络授课的基本点。
1. 1　 熟悉网络软件的操作

客观方面,因为是线上授课,要求我们授课教

员必须熟悉授课软件的操作,熟练应用软件完成预

想的各种功能。 目前选择的网课媒体主要有超星、
腾讯会议和钉钉等网络平台,QQ 和微信可以作为

辅助工具。 如何上传资料,如何操作签到,如何录

制课程,如何同步投屏等一系列操作必须熟知,确
保在较短时间内实现我们的教学目的。
1. 2　 教员授课意识的转变

主观方面,不同于线下面对面的直接授课,大
量的课上时间教员必须面对显示屏,教员需要找一

下画面感,要感觉对面真的坐着学生,授课过程中

必须保持思维连贯和清晰,不能出现思维断片或突

然讲授停止的状况,不能被外界环境所干扰,要做

到始终保持如课堂授课一样的饱满的精神状态。

2　 教学设计的调整

无论是网络线上教学还是现场授课,教学设计均

是有效实施授课内容的重要纲领和手段[1]。 应针对

线上授课的特点,结合实验动物学的实际,将尽可能

多的实践操作转化成理论讲述,增加实践操作的视频

学习,同时适时补充新冠病毒与动物实验相关的内

容,增强课程的时效性,激发学员的学习兴趣[2]。
2. 1　 理论教学成为课程的主题

传统的实验动物学教学分为理论课程和实践

课程两部分,由于实验动物学偏重技能培养,因此

实践课程在教学中占据了较大比重[3]。 疫情发生

后,线上教学就无法开展操作实习,必须将更多的

操作转化成理论讲述,需要大量的幻灯、微课和视

频短片去展示实验操作的细节[4-5],因此需要将所

有的授课内容尽可能体现为线上 PPT。
2. 2　 增加动物实验生物安全课程内容

为了增强课程的时效性,激发学员的学习兴

趣,在原定课程内容中,增加与新冠病毒相关的内

容,比如:实验用动物与实验动物的比较、实验动物

的微生物学分类与控制、生物安全动物实验室

(ABSL)、动物实验室生物安全防护等,让学生明确

实验动物的教学内容与我们的现实生活息息相关。

3　 教学模式的转换

线上教学由于无法与学生见面,一直由教员授

课,课堂气氛无法把控,学员的学习状态无法及时

获取,缺乏有效的互动,因此需要教员在教学模式

方面进行调整,间接提升课堂授课效果。 重点关注

PPT 的设计,采取适当的方式增强师生之间的互

动,调动学员的课堂氛围。 同时,直播授课与录播

授课可以穿插应用,实现教学模式的随机转化。
3. 1　 如何讲好 PPT

讲课的时候可将 PPT 内容模块化,可以将一整

节课的内容进行有目的的拆分组合,拆分成约 15 ~
20 min 的内容模块,并及时进行模块内容小结,不
仅可以根据学员的记忆疲劳时间规律,可以提醒学

员有新的知识点切入,不时地提起学生的兴趣点,
便于学生有效掌握各个知识点。 由于网络显示的

原因,屏幕较小,学生可能需要花费比课堂教学多

的时间对 PPT 仔细进行阅读和消化,因此每个幻灯

片的内容不宜太多,多一些时间进行讲解,特别是

要避免出现一晃而过的幻灯,使学生根本没有时间

去连续学习幻灯的知识点。 这样就对教员制作的

PPT 质量提出了更高的要求。
3. 2　 如何调动学员的课堂情绪

首先可在上课前的 10 min 内,利用调试设备的

时间,和学生互动讨论每个人所在地区的天气情

况,或所在地区的防疫现状等各种话题,将学生拉

回到课堂授课的氛围中,增强学员的课堂参与度。
同时要充分利用网络资源,利用线上教学 APP 的各

种功能,如设置开始上课的铃声提示,可调动学生

立即进入上课状态。
第二,要积极感染学生。 教员应该保持如同现

场授课的状态,情绪饱满、精力旺盛、充满激情的讲

述课程,学生必然会受到感染。 如果因为看不到学

生,教员情绪平淡,甚至低落,一味地为了完成任务

而机械地讲解,学生必然会受教员的感染,自然也

就没有听课的情绪了,注意力就很难集中,网络讲

述的效果自然就不会好。
第三,要学会寓教于乐。 枯燥乏味的讲解任何

一个学生都不愿意听,因此采用多种灵活的教学方

法可以达到寓教于乐的目的[6]。 必要时讲一些现
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实发生的例子,如新冠疫情中的相关报道,或是结

合学生实际生活中与实验动物相关的话题,比如宠

物猫或犬是否可以成为中间宿主传播新冠病毒,新
冠疫情期间如何做好动物实验室的消毒等问题。
有时适当地设疑、提问也能促使学生注意力集中,
达到调动学生课堂注意力的目的。
3. 3　 如何增强师生之间的互动

由于网络传输的问题,可以在一堂课中让部分

学生连一次麦,听到学生的声音。 学生也可在讨论

区留言提问,教师可在每次小结后针对这些问题做

出解答。 也可以点名提问部分学生,不过,互动的

量得适度控制,如果互动与课程流畅度有冲突,先
以流畅为主,同时不能影响课程进度。
3. 4　 如何选择直播与录播

直播与录播的选择主要取决于教员对课程的

把握、熟悉程度。 作为现在网络教学的绝对主流与

大势,直播可以实时把握课堂进度,了解学员状态,
是网络教学的绝对主流和趋势,因其互动性、时效

性、调动学生积极性,在线直播受到无数老师和学

生的喜爱,但可能受网络影响会出现异常状况。 录

播可以顺畅的完成整体教学内容,像现在的慕课、
公开课等,都是录播的形式,这更加方便我们对于

具体的知识点的学习和稳固,或者对于参考学习内

容,采用录播的方式也能满足学员的广泛需要,随
时随地的可以观看学习。 但录播缺乏互动性,对于

学员反应和教学效果无法掌控。
同时,无论直播还是录播必须关注授课的速

度,可以结合网速进行调整,网速好的,可以语速快

一些,如果网速不理想,可以比平时上课的语速慢。
但是,一定不能让讲述的句子断断续续,更不要造

成冷场,老师必须带着学生们的思维走,这和面对

面授课有很大的不同,老师可能需要适时调整。 也

可以根据教学的进展情况,连续动态观察学员的表

现,收集总结网课教学效果,将直播和录播穿插在

教学中,使学生能够有与教员互动的机会和感觉。

4　 实验动物学的特色教学

新冠疫情发生,与之相关的动物实验在全国迅

速展开,无论是生物安全领域,还是动物模型创制

领域,以及资源库建设等方面均取得显著成果,且
在不断的丰富和完善,在实验动物学的教学中适时

加入相应的研究成果和进展,可有效提升学员对实

验动物重要性的认识;同时结合实验动物学实践教

学的特点,引入尽可能多的网络慕课资源,提升学

员对技术环节的直观感性认识。
4. 1　 如何结合新冠病毒研究的进展讲好实验动物

实验动物在本次新冠疫情中发挥了重要的作

用,结合 2020 年 5 月 Science 在线发表的文章[7] 可

以向学员介绍小鼠、大鼠和非人灵长类在病毒疫苗

评估中的作用;结合 2020 年 5 月 Nature 在线发表的

文章[8]可以讲述人源化转基因动物在感染性疾病

动物模型研究中的应用;结合科技部批准在医科院

动物所建立了国家人类疾病动物模型资源库(2020
年 4 月 16 日批准建设),强调说明动物模型资源的

重要性,提升学员对实验动物资源重要性的认识。
由于新冠病毒的细胞结合受体为 hACE2[9],因此转

入人 ACE2 的基因修饰小鼠为理想的感染动物模

型,该类动物的特点和应用补充在授课内容中,使
学员对实验动物的应用有更加深刻的认识和了解。
4. 2　 如何更好地实施实验动物学实践教学

实践教学是此次网课教学中最难实施的环节。
每次设计的操作必须有理论讲述,同时尽量收集相

应的操作影像资料,在课堂播放或是存放在资料库

中供学生自主学习。 充分利用现有的慕课资源展

示动物实验操作。 目前有许多微信公众号展示动

物实验操作技术,例如“实验动物加(Laplus)”,其内

容就涉及注射给药、组织取材、胚胎操作、麻醉和动

物实验小手术等常用技术操作方法,视频和图文资

料丰富、清晰,实用性强,具有较好的指导性。

5　 考核方式的思考

课程评价采用学员评价、教研室自我评价及督导

组评价等方式。 为客观全面反映学员在本课程学习

中的学习水平、态度、能力及成效,在课程实施过程中

不定期组织学员问卷调查,结合评价意见不断完善课

程设计。 最终采用闭卷、笔试的方式,考核学员课堂

知识的学习水平和解决实际问题的能力[10]。
5. 1　 教员授课质量评价

建立教员授课质量评价体系,可从学生评价、
同行评价和教学管理部门评价等进行“三位一体”
的总体评价[9]。 评价的指标主要包括:课堂内容融

会贯通,讲解精炼;理论联系实际,易于理解;层次

分明,重点突出,不照本宣科,语言生动,快慢适中;
熟练应用专业外语词汇,注重双语教学和启发式教

学,调动学生积极思维;结合教学内容重视素质和

辩证唯物主义;教学内容丰富,反映学科进展。
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5. 2　 学员课程学业考核

课程考试方式主要采用闭卷、笔试的方式,根
据教学内容设计进行命题,并实行教考分离,力求

公正客观地考核学员课堂知识的学习水平、应用理

论知识分析和解决实际问题的能力。 以百分制评

分,60 分及格,满分为 100 分。 除了理论课的内容,
还安排有实践课的内容考核,重点考察学员对动物

实验基本技能的理解,综合反映学生的实验理论水

平和学习态度。 课程结束后认真做好学员考试成

绩统计分析和试卷质量分析报告,并进行教学档案

归档管理。

6　 结语

总之,在新冠疫情发生的背景下,为了作好实

验动物学线上教学,必须首先熟悉网络软件的操

作,熟练运用网络实现授课意识的转变;教员应保

持授课思路的连贯性,重点关注 PPT 的讲述,充分

利用现有的慕课资源展示动物实验操作,学员应学

会在网络环境中如何有效掌握授课内容;同时在授

课中增加与新冠病毒相关的内容,增强课程的时效

性,激发学员的学习兴趣;在考核环节可从学生评

价、同行评价和教学管理部门评价等进行“三位一

体”的总体评价。
新冠疫情的发生是对传统教学模式的挑战,对

实验动物学教学也是一个机遇,我们应充分利用这

次疫情特征,积极推进实验动物学教学改革,结合

实验动物学教学特征,积累线上教学经验,不断完

善实验动物学教学模式。
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心肌肥厚动物模型及代偿机制研究进展

刘梦迪1,张连峰2,吕　 丹1∗

(1.中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较医学中心,北京市人类重大疾病实验动物模型工程

技术研究中心,北京　 100021; 2.中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较医学中心,
国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 心肌肥厚是一种缓慢发展的有效代偿功能,主要发生在长期压力负荷的情况下,是对血流动力学或

心肌损伤的适应性反应,心肌肥厚失代偿最终会增加心力衰竭和猝死的发生率,目前尚无有效的治愈方法。 本文

就心肌肥厚动物模型,包括小鼠、大鼠及大型动物的制备方法及各自特点,进行总结和比较。 同时对心肌肥厚经典

分子信号机制,包括有丝分裂蛋白激酶(MAPKs)信号通路及 Ca2+介导的信号通路等,以及心肌肥厚引发的失代偿

分子机制,包括儿茶酚胺及心肌细胞凋亡等信号通路进行的总结和比较。
【关键词】 　 心肌肥厚;动物模型;机制
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Research progress on animal models of cardiac hypertrophy and
compensation mechanisms

LIU Mengdi1, ZHANG Lianfeng2, LYU Dan1∗

(1. Beijing Engineering Research Center for Experimental Animal Models of Human Diseases, Institute of Laboratory
Animal Science, Peking Union Medical College, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing 100021, China.

2. Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine, National Health Commission of China (NHC), Institute of
Laboratory Animal Science, Peking Union Medical College, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing 100021)

　 　 【Abstract】 　 Cardiac hypertrophy is a slow and effective compensatory function that mainly occurs under long-term
stress loads. It is an adaptive response to changes in hemodynamics or myocardial injury. Decompensation of myocardial
hypertrophy can eventually lead to an increased incidence of heart failure and sudden death, and no effective treatments
have been established. In this paper, we summarize and compare the preparation method and characteristics of animal
models of cardiac hypertrophy, including mice, rats, and large animals. We also summarize and compare the classical
molecular signaling mechanisms of cardiac hypertrophy, including the mitotic protein kinase signaling pathway and the Ca2
+ mediated signaling pathway, as well as the molecular mechanisms of decompensation induced by cardiac hypertrophy,
including catecholamine and the cardiomyocyte apoptosis signaling pathway.

【Keywords】　 cardiac hypertrophy; animal model; mechanism

　 　 心肌肥厚通常是作为对血流动力学压力或心

肌损伤的适应性反应而引发的[1-2],表现为心肌质

量增加,收缩力增加,对增强心脏功能、降低心室壁

张力和耗氧量具有补偿作用,有助于维持心输出



量,维持正常的血液循环,是一种缓慢发展的有效

代偿功能。 在细胞学方面,心肌肥厚的特点是心肌

细胞变大,肌节结构分离,蛋白质合成增强以及胎

儿基因重新表达。 在心肌肥厚的超声心动图中可

观察到增厚的室间隔,缩小的左心室腔,变窄的左

室流出道,且二尖瓣前叶收缩期前移,主动脉瓣收

缩中期呈现出部位性关闭等。 虽然心肌肥厚最初

可能是代偿性和适应性的,在心血管疾病的早期阶

段可以提供某些益处,但长期病理学心肌肥厚将改

变心脏基因的表达,细胞间肌纤维和血管周围纤维

化及功能障碍,从而导致失代偿,心力衰竭和猝死

的发生率增加。 目前的研究表明,肾素-血管紧张

素系统抑制剂 ( renin-angiotensin system inhibitor,
RASI)、β 受体阻滞剂(beta blocker,BB)、血管紧张

素转化酶抑制剂、他汀类药物等对心肌肥厚有一定

的治疗效果。 RASI 和 BB 联合拮抗交感神经和肾

素-血管紧张素系统,对心室的重构、新功能的改善

以及远期预后等方面有益[3-7]。 本文对心肌肥厚动

物模型及代偿失代偿分子机制的研究进展进行了

归纳总结。

1　 心肌肥厚动物模型及制备方法

心肌肥厚动物模型已经在小鼠、大鼠、犬、羊、
猪等物种中建立,小鼠及大鼠的优点是基因背景信

息齐全,商品化试剂丰富,同时经济且易饲养。 大

动物的优点是操作容易,重复性好,对动物造成的

损伤较小,存活率高,并且更符合人体解剖和血流

动力学的特点,尤其是猪。
1. 1　 大鼠心肌肥厚模型

目前大鼠模型在心脏损伤相关研究中仍占主

导地位,它们较大的尺寸极大地促进了手术操作和

术后研究,其心肌肥厚模型的建立采取物理法、化
学法和生物法。
1. 1. 1　 物理法

物理法包括压力超负荷法、容量负荷法、心肌

梗死和运动致心肌肥厚[3]。
压力超负荷法主要包括: ( 1) 主动脉缩窄法

(transverse aortic constriction,TAC):在大鼠无名动

脉和左颈总动脉之间结扎主动脉弓,经过 4 周形成

明显的左心室心肌肥厚; ( 2) 腹主动脉缩窄法

(abdominal aortic constriction,AAC):在大鼠的腹腔

动脉和肠系膜前动脉之间进行结扎,得到重建后的

直径为 0. 55 mm。 在 AAC 术后进行超声心动图检

查,同时结合组织学和血浆脑钠肽(brain natriuretic
peptide,BNP)水平综合评判,术后第 4 周诱导左心

室心肌肥厚。 (3)肾型高血压法[8-10]:把左肾动脉

用内径为 0. 2 mm 的银夹夹住,造成肾缺血,使肾内

产生肾素,增加血内的血管紧张素Ⅱ含量,致使高

血压形成,长期刺激而产生心肌肥厚。 术后避免感

染需给予青霉素,4 周后在清醒状态无创收缩压≥
160 mmHg 者为造模成功。 该方法的优点在于同人

类的病理模型相似,由于高血压比较稳定,可逐渐

形成心肌肥厚,因此该模型也常被用来研究心肌

肥厚。
容量负荷法包括:(1)动静脉造瘘法:腹部正中

进行切口,在其左肾动脉下面分离出腹主动脉和下

腔静脉,血管夹夹断血流。 9 号静脉注射针依次穿

过下腔静脉壁和动静脉联合壁,鲜红色动脉血流出

后将针头退出,然后进行缝合。 造瘘成功的标志为

松开血管夹后,见下腔静脉红色血流,这种方法 4~5
周可形成心肌肥厚; ( 2) DOCA 盐敏感性高血压

法[11]:切除大鼠的左肾,在术后 1 周皮下植入含去

氧皮 质 醇 ( deoxycortisol, DOCA) 的 微 泵 或 注 射

DOCA,按照 50 mg / kg 连续每天给药,持续 9 周,术
后 8 周便可形成心肌肥厚。

心肌梗死致心肌肥厚采用冠状动脉结扎、堵塞

或促进冠状动脉血栓形成等方法[12-13],有研究显示

在结扎冠状动脉左前降支一周后可见心肌肥厚。
运动致心肌肥厚[13-14] 包括:(1)跑轮训练致心

肌肥厚:在有一定阻力的跑轮上无外界干扰进行自

主训练,跑步距离在 2~4 周达到每天 10~15 km,此
时距离最长,之后为每天小于 4 km,3 ~ 4 周可观察

到心肌肥厚;(2)游泳训练致心肌肥厚:对大鼠进行

每日 2 次,每次 1 h,每周 5 d,为期 8 周的游泳训练,
可见发生显著的心肌肥厚。
1. 1. 2　 化学法

化学法是利用化学试剂或药物对动物机体产生

作用而诱发动物疾病[15-17]。 化学法诱发心肌肥厚主

要是药物诱导法,该方法需要的时间短、操作简便且

心肌肥厚可很快形成、出现明显的心肌病变。 具体操

作过程即给受试动物注射或在皮下植入渗透泵等,使
其在某一种药物的持续刺激下形成心肌肥厚。 主要

用的药物有去甲肾上腺素(norepinephrine,NE)、去氧

肾上 腺 素 ( phenylephrine, PE)、 异 丙 肾 上 腺 素

(isoprenaline, ISO )、 甲 状 腺 素、 血 管 紧 张 素Ⅱ
(angiotensinⅡ,AngⅡ)等。
1. 1. 3　 生物法

生物法目前有自发性高血压大鼠模型[10]。 自

发性高血压大鼠在出生之后,随着时间变化,血压

不断升高,心肌质量在 4 周时开始增加,血压在 3~4
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个月时稳定升高,心肌肥厚加重。
1. 2　 小鼠心肌肥厚模型

上面阐述的大鼠制备方法,在小鼠上亦可获得

心肌肥厚,同时,小鼠是目前基因修饰种类最为丰

富的物种,在研究基因功能及相关发病机制方面应

用最为广泛,通过基因修饰可以获得遗传性心肌肥

厚模型。 此外,在感兴趣基因的基础修饰小鼠上给

予心肌肥厚刺激,是小鼠心肌肥厚模型未来的主要

研究方向。
基因修饰获得心肌肥厚包括:1)肌球蛋白突变

模型:2 条重链(MHC)和 2 条轻链(MLC)一同构成

肌球蛋白,MHC 又有 α 和 β 两种亚型。 小鼠 α-
MHC 基因第 403 密码子错义突变会致使其左心房

心肌肥厚;2)肌球蛋白结合蛋白 C(MYBPC)突变模

型:小鼠的心肌肥厚可由 MYBPC 的缺失、插入或剪

接位点的突变等致使;3)肌钙蛋白突变[18]:小鼠

TnT 突变,该突变导致 TnT 外显子缺失小鼠表现出

较小的左心室,严重的舒张期和较轻的收缩功能

障碍。
1. 3　 大型动物心肌肥厚模型

啮齿类动物与人类的心脏在结构、心率、耗氧

量、收缩力、蛋白质表达等方面都存在差异,因此,
大型动物心肌肥厚及代偿失代偿模型的建立具有

重要研究价值。
大型动物除了上面阐述的 DOCA 盐敏感性高

血压法、化学法外,其特有的心肌肥厚模型建立方

法有:1)二尖瓣返流(mitral regurgitation,MR)致心

肌肥厚:常用的实验动物为犬或羊。 该方法采用胸

内或开胸手术断裂动物瓣膜上的腱索来破坏二尖

瓣,前者借助超声定位,用心肌活检钳将二尖瓣前

叶缘上一条腱索夹断;后者需在胸骨正中切口,将
心包切除,金属器械插进左心室心尖或切开心房来

将腱索破坏,从而造成二尖瓣关闭不全,致使心肌

肥厚;2)主动脉束带法[19]:常用的实验动物为猪。
该方法是进行手术干预,通过结扎或夹子(主动脉

束带)部分阻塞升主动脉或降主动脉,然后突然增

加闭塞前压力,通过束带逐渐形成主动脉缩窄以及

肺动脉或肾动脉狭窄,从而引起左心室肥厚。

2　 心肌肥厚分子机制研究进展

心肌肥厚通常是作为对血流动力学压力或心

肌损伤的适应性反应而引发的,即心脏为适应各类

刺激而发生的心肌质量增加,体积增大。 在初始的

代偿阶段,心室容积轻微增大,肥大的心肌细胞收

缩和舒张的时间变长,速度变慢,但仍可保持良好

的肌纤维缩短和心室排空能力。 心肌肥厚是很多

心脏疾病发展的一个重要阶段,但它的形成机制仍

不完全清楚,目前有关的研究都集中在一些通路上。
2. 1　 有丝分裂蛋白激酶(MAPKs)信号通路

MAPK 信号通路包括以下分支:1)细胞外信号

调节 激 酶 ( extracellular regulated protein kinases,
ERKs):ERK 分支的信号通常在细胞膜上与 Ras 激

活协同启动。 Ras 与 Raf 偶联,之后偶联 MAPK 激

酶 MEK1 和 MEK2,MEK1 / 2 作为双重特异性激酶起

作用,可直接磷酸化 ERK1 和 ERK2 激酶中的 TEY
基序;2)c-Jun N 末端激酶(c-Jun N-terminal kinase,
JNKs):MAPK 激酶激酶的激活,如 MEKK1,促进双

重特异性激酶 MKK4 和 MKK7 的激活,进而直接磷

酸化 JNK 蛋白中的 TPY 基序;3) p38 激酶[20]:p38
激酶中的 TGY 基序可以通过激酶之间的偶联被磷

酸化而发挥作用。 在心肌细胞中,上述三个 MAPK
分支中的每一个都由 G 蛋白偶联受体(G protein-
coupled receptors,GPCRs)通过神经内分泌因子如血

管紧张素Ⅱ、内皮素-1 和儿茶酚胺来调节,此类激

活特征表明 MAPK 信号介导或调节心脏肥大反应。
2. 2　 Ca2+介导的信号通路

在细胞内,增多的 Ca2+可致使心肌肥厚,这可以

作为最基本的信号。 其主要机制有:(1)钙调神经

磷酸酶(calcineurin,CaN)信号通路[21-23]:CaN 直接

与细胞质中活化 T 细胞(nuclear factor of activated T
cells,NFAT)转录因子的核因子结合并使其去磷酸

化,从而使它们易位至细胞核中,介导肥大基因的

表达;(2)钙调素依赖性蛋白激酶信号通路:钙调蛋

白依赖性激酶 II 受 Ca2+钙调蛋白复合物和 ROS 的

调节,交换蛋白被 cAMP 激活,直接诱导心脏肥大。
2. 3　 蛋白激酶信号通路

蛋白激酶信号通路有[24-26]:1)磷脂酰肌醇-3-
激酶 /蛋白激酶( protein kinase B,Akt) 信号通路:
Akt1 短期激活通过协调上调 VEGF 的表达诱导生

理性肥大,而 Akt1 长期激活促进病理性肥大;2)蛋
白激酶 C(protein kinases C,PKC)及其介导的信号

通路:PKC 在发挥作用时,一方面可以直接移入细

胞核调节核基因的表达,另一方面可以在胞浆内通

过活化 Raf-1 与 MAPK 信号通路偶联。 有研究表

明,α-肾上腺素能受体通过 Gq-磷脂酶 C 途径激活

PKC,这是对心脏肥大的有效刺激。
2. 4　 Janus 激酶(JAK) /信号转导子和转录激活子

(STAT)信号通路

心肌表达多种 IL-6 家族细胞因子[26-27]。 JAK /
STAT 通路可以在 IL-6 细胞因子与糖蛋白 130 结合
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之后被激活,进而参与细胞生物过程。 研究证实,
激活的 JAK-STAT 通路可以致使心肌肥厚,并与心

肌梗死、扩张性心肌病等相关。
2. 5　 腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)信号通路

AMPK 是细胞中的节点能量传感器,可以随着

营养利用而协调代谢输出的增加。 AMPK 是一种异

源三聚体蛋白激酶,由催化性 α 亚基、连接 α 和 γ
的 β 亚基和结合糖原组成,γ 亚基以相互排斥的方

式结合 AMP、ADP 或 ATP。 AMPK 通过构象变化导

致其 活 化[28]。 能 量 水 平 下 降 导 致 AMP 激 活

AMPK,通过刺激脂肪酸氧化,葡萄糖摄取和糖酵解

及减少依赖于 ATP 的过程来促进转录和蛋白质合

成。 因此,AMPK 对心脏动态平衡至关重要,大多数

研究表明,长期抑制 AMPK 会加剧病理性肥大,导
致心力衰竭,而间歇性 AMPK 激活可能具有心脏保

护作用。
2. 6　 MicroRNAs(miRNAs)信号通路

MicroRNA(miRNA)的功能是使特定的 mRNA
转录功能沉默[29]。 单个 miRNA 可能具有数十至数

百个靶基因,并且有越来越多的证据表明 miRNA 在

心脏发育、肥厚和衰竭中起作用。

3　 心肌肥厚失代偿分子机制研究进展

流行病学的研究表明,心脏正常的心肌肥大随

着时间的推移会降低心脏的功能,导致组织学纤维

化、Ca2+处理蛋白失调、线粒体功能异常、心肌细胞

损伤、舒张功能障碍和纵向收缩功能均恶化,发展

为“心肌肥厚失代偿”,并在临床上会导致心力衰

竭。 心肌肥厚失代偿的分子机制研究主要集中在

经典信号传导通路、细胞的生长与凋亡以及心肌细

胞的钙代谢等方面。
3. 1　 经典信号传导通路

3. 1. 1　 血管紧张素Ⅱ系统及其信号通路

受体 1(AT1) 和受体 2 (AT2) 是 Ang Ⅱ的受

体[30-31],一些通路可在 AngⅡ与 AT1 结合后活化,
而细胞生长的抑制及细胞凋亡均与 AT2 有关。
3. 1. 2　 G 蛋白和环磷酸腺苷(cAMP)

研究表明,Gq 通过参与 AngⅡ等诱导的信号传

递来阻止 Akt 磷酸化,则致使心肌细胞凋亡增强,造
成心脏的功能失调。 在 β 肾上腺能受体激活后,腺
苷酸环化酶被 Gsα 亚单位激活产生 cAMP,可以活

化蛋白激酶 A(protein kinases A,PKA)。 PKA 可以

磷酸化多种与心肌功能有关的蛋白质[32-33]。
3. 1. 3　 生长因子及其信号传导通路

多数生长因子受体是跨膜受体酪氨酸激酶,经

过 Ras、Raf、MEK、ERK 途径活化转录因子,调节核

内基因的表达。 生 长 因 子 FGFs、 IGFs、 PDGFs、
TGFs[34],均会使得心肌细胞肥大。
3. 2　 细胞凋亡

细胞凋亡在调节细胞数量和结构重塑中发挥

重要作用[35]。 有研究显示,细胞凋亡致使的心肌细

胞丢失,会引发心功能失调,发展下去致使心衰,这
说明细胞凋亡在心肌肥厚代偿向失代偿发展的过

程之中起作用。
3. 3　 心肌细胞的钙代谢

钙代谢与心肌细胞舒缩联系紧密[36]。 心肌钙

的钙释放是钙离子通过细胞表面的 L-型钙离子通

道( LCC ) 内 流, 激 活 肌 质 网 上 的 雷 诺 定 受 体

(ryanodine receptor,RyR),促进肌质网内的钙离子

流入胞质,从而引起胞内钙离子浓度瞬时增加,其
控制着心肌收缩的力量,研究表明在心脏肥大及失

代偿进程中心肌钙释放失调发挥了重要作用。

4　 结语

多年来,国内外文献报道了很多种心肌肥厚动

物模型的建立方法,即压力超负荷法、容量负荷法、
药物诱导法、基因修饰法等。 心肌肥厚动物模型的

成功率、和人的相似程度都在逐渐提高,这对心肌

肥厚的研究具有推动作用。
心肌肥厚可致使血压降低、心肌细胞肥大和凋

亡,心室顺应性下降以及射血功能受损,从而使得

心脏功能恶化。 总而言之,心肌肥厚已经是心血管

疾病领域内越来越重要的因素,所以探索其机制尤

为重要。 很多研究证明其过程与一些信号通路有

关,这些信号通路交织在一起,信号通路效应因子

之间相互作用,形成一个复杂的网络。 虽然在分子

机制方面已经取得很大进展,但许多问题仍未完全

清楚,需要进一步探究。
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斑马鱼模型在纳米毒理学中的研究应用与进展

钟　 健,朱佳瑞,何欣宇,马婧怡,李睿祺,张金波∗

(佳木斯大学医学部基础医学院,黑龙江 佳木斯　 154007)

　 　 【摘要】 　 斑马鱼(Danio rerio)具有体型小、易于饲养、繁殖率高、繁殖周期短、体外受精、胚胎透明易于观察等

诸多优势,是纳米毒理学研究当中较为理想的模式生物。 本文综述了纳米材料对斑马鱼的毒性作用,包括:消化系

统毒性、生殖系统毒性、神经系统毒性和胚胎毒性;其毒性机制包括:氧化应激、细胞凋亡、影响基因表达、影响细胞

周期,并分析了纳米材料对斑马鱼毒性的主要影响因素,包括:化学组成、浓度或剂量、粒径、形状、给药方式以及材

料制备方法。 为进一步进行纳米毒理学研究以及斑马鱼模型在纳米毒理学中的应用提供了参考依据。
【关键词】 　 纳米材料;斑马鱼;纳米毒理学
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Application of zebrafish models for nanotoxicology

ZHONG Jian, ZHU Jiarui, HE Xinyu, MA Jingyi, LI Ruiqi, ZHANG Jinbo∗

(Basic Medical College, Jiamusi University, Jiamusi 154007, China)

　 　 【Abstract】 　 Danio rerio has many advantages as a model animal for nanotoxicology research, such as small size,
easy propagation, high reproduction rate, short reproduction cycle, amenable to in vitro fertilization, transparent embryo
and easy observation. We review the toxic effects of nanomaterials on Danio rerio, including digestive toxicity, reproductive
toxicity, neurological toxicity and embryonic toxicity. The mechanisms of toxicity include oxidative stress, apoptosis, and
perturbed gene expression and cell cycle. The main factors influencing the toxicity of nanomaterials are analyzed, including
chemical composition, concentration or dose, particle size, shape, drug administration and material preparation method .
This review provides a reference for the use of zebrafish as a model for nanotoxicology research.

【Keywords】　 nanomaterials; zebrafish; nanotoxicology

　 　 由于纳米材料具有优良的理化性质,越来越广

泛的被应用到催化、材料、军事、机械、电子、生物医

药等领域。 纳米材料在生物医药领域表现出了独

特的优势,在构建药物载体、药物的控释缓释等方

面拥有巨大的应用前景。 随着纳米材料日益广泛

的应用,人们接触到纳米材料的机会越来越多,对

纳米材料的生物安全性研究也越来越迫切。 目前,
已有不少纳米材料的毒理学研究[1-3],但许多纳米

材料的毒性效应或体内毒性机制仍不明确,纳米材

料的生物安全性需更进一步的研究和探讨。
目前,已有诸多研究表明斑马鱼是纳米毒理学

较为理想的模式生物。 斑马鱼作为一种脊椎动物,



与人类基因的相似度高达 87%[4],其生理或药理反

应与人类具有很高的相似性,所以其在毒理学的研

究当中具有很强的说服力。 相比大鼠、小鼠,斑马

鱼具有体外受精、胚胎在体外发育且透明易于观察

的优势,另外,其体型小易于饲养,繁殖率高(成熟

雌鱼每次可产卵 100~300 枚)为统计学计算提供了

充足的样本数量;发育速度快且不同的发育阶段特

征明显,可在胚胎发育的不同阶段做不同的毒理学

实验且试验周期短。 所以斑马鱼是一种理想的毒

理学模式生物,且已经在胚胎发育毒理学和环境毒

理学中得到了广泛应用[5-6]。 如今斑马鱼模型也愈

来愈多的被应用到纳米毒理学的研究当中。

1　 纳米材料对斑马鱼的毒性作用

由于斑马鱼的基因与人类基因相似度极高,将
斑马鱼作为模式生物进行纳米毒理学研究具有很

高的准确性和可信度。 在实验中,纳米材料对斑马

鱼所造成的各方面毒性作用也更贴近人类,实验结

果对临床实践具有一定的指导意义。 研究表明,纳
米材料可对斑马鱼造成的毒性作用包括消化系统

毒性、生殖系统毒性、神经系统毒性、胚胎毒性等。
1. 1　 消化系统毒性

研究表明,引起消化系统的毒性损伤是纳米材

料最普遍的毒性效应之一,纳米材料进入斑马鱼体

内后,富集于肝和肠道最为多见,因此对肝和肠道

的损伤也更为显著。
1. 1. 1　 肠道损伤

Løvmo 等[7]研究表明,纳米颗粒作用于成年斑

马鱼,经口腔摄入并进入肠道,经切片定位成像显

示,纳米颗粒在肠道内被迅速吸收,使肠道内出现

炎症反应,并转移到肝和脾。 Sung 等[8] 分别将 30
nm 和 80 nm 的纳米金和银(nano-Au / nano-Ag)作用

于成年斑马鱼,显示大部分纳米粒子均在肝、肠、鳃
组织中被摄取,其中大粒径(80 nm)纳米粒子在肝

和肠道组织中积累分布,小粒径(30 nm)纳米粒子

在鳃中被过滤而聚集。 而 Osborne 等[9] 关于纳米粒

子粒径和分布关系的研究发现与 Sung 正好相反,
Osborne 等[9]将成年斑马鱼分别暴露于两种不同粒

径(20 nm、110 nm)柠檬酸钠包被的 nano-Ag,研究

显示,在 20 nm 粒径组的斑马鱼肠道中基底外侧膜

可观察到明显的纳米粒子沉积,在 110 nm 粒径组则

未观察到明显沉积。 Osborne 等[9] 认为 nano-Ag 在

肠道基底外侧膜沉积的机制与肠道基底外侧膜上

的 Na+ / K+ 离子通道的破坏和 ATP 酶活性降低有

关。 说明粒径大小和在器官分布的关系并非绝对,
其分布的影响还与其他因素相关。 Chen 等[10] 将浓

度为 100 μg / L 的纳米氧化钛(nano-TiO2)作用于成

年斑马鱼,研究显示,nano-TiO2 可影响肠道神经调

节、增加肠上皮屏障渗透性、引起炎症和氧化应激

等。 另外 nano-TiO2 的长期暴露会引起斑马鱼肠道

内菌 群 失 调, 造 成 损 伤。 Kang 等[11] 将 浓 度 为

(0. 156、0. 313、0. 625、1. 25、2. 5 mg / mL)的碳量子

点(C-QDs)溶液通过浸泡法作用于斑马鱼胚胎,实
验表明,C-QDs 主要聚集在斑马鱼胚胎的头部、肠道

和尾巴,其中肠道的聚集最为显著。 经染毒的斑马

鱼胚胎在纯水中静置 24 h 后,低浓度组 (0. 156、
0. 313、0. 625 mg / mL)的 C-QDs 已完全清除出体外,
仅在高浓度组(1. 25、2. 5 mg / mL)中有少量残留并

伴有肠道轻微损伤,48 h 后,所有实验组斑马鱼胚

胎肠道内的 C-QDs 均已消除。 说明在肠道内富集

的 C-QDs 可完全经代谢清除,但高浓度处理时仍会

对肠道造成轻微损伤。 虽然目前关于纳米粒子在

肠道内分布情况和影响其分布或毒性损伤的机制

尚不明确,但已有充分证据说明肠道是纳米粒子的

毒性靶器官之一。
1. 1. 2　 肝损伤

肝是机体内重要的解毒器官,也是纳米粒子最

易发生富集的部位之一。 在众多研究中,纳米粒子

在肝当中聚集可破坏肝结构、影响肝功能。 Ren
等[12]将 0. 9 mg / L 的 nano-TiO2 连续 21 d 作用于成

年斑马鱼,发现 nano-TiO2 在斑马鱼体内呈富集状

态,主要集中分布于大脑、性腺和肝,其中肝的含量

最高,其次是大脑和性腺。 段延芳[13] 将 6 种浓度

(0、25、50、200、400 μg / mL)的三种上转换纳米材料

(铒离子与镱离子相掺的四氟钇钠(NaYF4:Yb3+,
Er3+)、铥离子与镱离子相掺的四氟钇钠 (NaYF4:
Yb3+, Tm3+ )、铒离子与镱离子相掺的四氟钆钠

(NaGdF4:Yb3+, Er3+ ) 作用于受精后 24 h ( hours
post-fertilization,hpf)的斑马鱼胚胎,结果显示,以上

三种纳米材料均易富集在心脏和肝,其中对于肝的

毒性损伤最为显著,可引起肝发育畸形;引起肝细

胞水肿、坏死。 染毒浓度越大,引起的肝损伤越严

重。 Souza 等[14]将成年斑马鱼分别暴露于三种浓度

(2、10、20 mg / L)的氧化石墨烯(GO)中,研究显示,
GO 可使肝细胞出现核碎裂、核固缩、形成液泡、细
胞破裂和坏死,作用浓度越高,肝细胞损伤越显著。
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Gao 等[15]发现暴露于纳米二氧化锰(nano-MnO2)的
成年斑马鱼肝细胞出现转录功能障碍,α 淀粉酶、羧
酸酯水解酶、羧肽酶等代谢酶类合成受到抑制,使
肝功能受损。 刘林等[16] 将成年斑马鱼暴露于不同

浓度(0、0. 05、0. 1、5、10、25、50 mg / L)的纳米氧化

锌(nano-ZnO)中分别处理 4 h、24 h、96 h,结果显示

肝细胞出现水肿、气球样变,核固缩;肝巨噬细胞数

量显著增加;丙二醛(MDA)含量增加,超氧化物歧

化酶(SOD)活性增强,但过氧化氢酶(CAT)活性下

降;基因 Bax / Bcl-2 比值、p53 表达水平上调。 说明

nano-ZnO 能引起肝细胞变性坏死、引起氧化应激、
诱导细胞凋亡,使斑马鱼肝严重损伤。 以上研究表

明,纳米材料可以在肝当中大量聚集,并能引起组

织和功能损伤,肝中的各种酶活性发生变化和基因

表达的改变是引起肝损伤的主要原因。
1. 2　 生殖系统毒性

众多研究指出,性腺也是纳米材料易于富集的

脏器,纳米材料可对斑马鱼的生殖系统产生毒性作

用。 Fang 等[17] 将浓度为 100 μg / L 的 nano-TiO2 作

用于成年斑马鱼(雌雄各半),研究显示,nano-TiO2

被吸收后可转移聚集到性腺,使斑马鱼血浆雌二醇

(E2)、睾酮(T)、卵泡刺激素(FSH)和黄体生成素

(LH)浓度降低,卵黄原蛋白(VTG)浓度显著升高。
虽然在 nano-TiO2 作用下,斑马鱼的卵巢和睾丸并

未出现显著的形态改变,但各种激素水平不同程度

改变导致了内分泌的失调和生殖障碍。 Kotil 等[18]

将成年斑马鱼暴露于三种浓度(1、2、4 mg / L) 的

nano-TiO2,取斑马鱼睾丸组织检测,结果表明,nano-
TiO2 可使斑马鱼睾丸间质细胞和精原细胞有丝分

裂紊乱,伴有细胞变性,在睾丸间质细胞可见自噬

泡大量聚集。 随着 nano-TiO2 处理浓度增加,细胞

和组织损伤也越严重,引起间质细胞、生精细胞、精
原细胞的细胞自噬、坏死,造成生殖毒性。 以上研

究说明纳米粒子可以通过改变斑马鱼各激素水平

或直接对性腺造成组织损伤,从而对生殖系统造成

毒性影响。
1. 3　 神经系统毒性

研究表明,脑是纳米粒子易于聚集的器官之

一,纳米材料可对斑马鱼脑组织及神经系统造成毒

性损伤。 Sheng 等[19]将成年斑马鱼暴露于 5 种浓度

(5、10、20、40 μg / L) 的 nano-TiO2 45 d,研究显示

nano-TiO2 可使斑马鱼去甲肾上腺素、多巴胺和 5-
羟色胺的水平显著降低,NO 水平显著升高,胶质细

胞过度增殖,神经元凋亡,同时 nano-TiO2 能显著激

活原癌基因 C-fos、C-jun、BDNF 基因表达,抑制 p38、
NGF、CREB、NR1、NR2ab、 GluR2 基因表达。 说明

nano-TiO2 可对斑马鱼的神经系统造成毒性损伤。
Wu 等[20] 将鱼龄 4 个月的斑马鱼暴露于不同浓度

(0、0. 5、4、32 μg / L)的 nano-TiO2 中,结果显示,出
现神经胶质瘢痕形成和脑室增大等明显的脑损伤。
nano-TiO2 引起的脑损伤机制主要引起了脑内 ROS
的大量产生,脑内 MAD、SOD、GSH 活性降低,使脑

组织倾向与发生氧化应激,造成了斑马鱼大脑的严

重损伤,并出现游泳和社会行为异常。 以上研究说

明脑是纳米粒子的毒性靶器官之一,可对神经系统

造成毒性损伤,并引起功能障碍。
1. 4　 胚胎毒性

研究表明,纳米材料可引起斑马鱼胚胎显著的

毒性损伤,影响斑马鱼胚胎正常发育、引起不同程

度的畸形。 Kang 等[11] 分别将 ( 0. 5、1. 0、1. 5、2. 5
mg / mL)的 C-QDs 溶液作用于斑马鱼胚胎,结果表

明,(0. 5、1. 0、1. 5 mg / mL)组的胚胎存活率均高于

80%,略低于对照组存活率 95%,而 2. 5 mg / mL 组

的存活率仅为 55%。 说明 C-QDs 在低浓度作用下,
毒性较小。 段延芳[13] 将 6 种浓度(0、25、50、200、
400 μg / mL)的三种上转换纳米材料铒离子与镱离

子相掺的四氟钇钠(NaYF4:Yb3+, Er3+)、铥离子与

镱离子相掺的四氟钇钠(NaYF4:Yb3+, Tm3+)、铒离

子与镱离子相掺的四氟钆钠(NaGdF4:Yb3+, Er3+)
分别作用于 24 hpf 的斑马鱼胚胎,结果显示,随作用

剂量的增大,斑马鱼胚胎的畸形率随之增加。 其引

起的畸形主要有:鱼鳔发育缓慢或异常、脊柱弯曲、
肝畸形、心包囊水肿、卵黄囊异常。 其中以鱼鳔发

育缓慢及肝畸形最为常见。 Ahmad 等[21] 将平均粒

径为 40 nm 的 CoFe2O4 纳米粒子(nano-CoFe2O4)作
用于斑马鱼胚胎(96 hpf),观察发现,能引起斑马鱼

胚胎严重心脏水肿、代谢下调、孵化延迟、尾巴 /脊
髓弯曲,另外 nano- CoFe2O4 的聚集和离子溶解对胚

胎细胞膜造成严重的机械损伤和氧化应激,其中头

部、心脏、尾部细胞最为显著。 李翔[22] 将斑马鱼受

精卵暴露于两种不同粒径(15 nm、50 nm)浓度范围

在(50-1000 μg / mL)的纳米二氧化硅(nano-SiO2),
结果显示经两种粒径处理后受精卵的孵化率都出

现降低、死亡率和畸形率均显著增加,且随纳米粒

子处理浓度的增高,畸形率升高的越显著。 其中在

100 μg / mL 浓度处理时,受精卵畸形率高达 60%,并
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出现轻微心包水肿,当处理浓度大于 300 μg / mL
时,受精卵畸形率大于 95%。 随处理浓度的增加,
畸形程度越严重,其中畸形的种类包括:心包水肿

(PE),卵黄膜畸形 ( YM),脊柱弯曲 ( BS),小头

(SH),小眼(SE),尾部畸形(TM),发育不良(SG)。
Choi 等[23] 将 96 hpf 的斑马鱼胚胎暴露于不同浓度

的(0. 01、0. 1、1、10 mg / L)nano-ZnO 中,研究发现心

包水肿和卵黄囊水肿是 nano-ZnO 所导致的主要畸

形,使用微阵列的基因表达谱显示在暴露于 nano-
ZnO 后,689 个基因中有 498 个上调,191 个下调。
所以其至畸原因可能与斑马鱼基因上调、下调密切

相关。 Ong 等[24] 将斑马鱼受精卵暴露于多种纳米

粒子(纳米硅(nano-Si)、纳米银(nano-Ag)、纳米氧

化锌(nano-ZnO)、纳米硒化镉(nano-CdSe)、单壁碳

纳米管(SWCNT)),研究显示暴露于 10 mg / L nano-
Ag 和 nano-CdSe 可延迟斑马鱼孵化, 100 mg / L
nano-CdSe 以及 10 mg / L 和 100 mg / L nano-ZnO 可

完全抑制孵化,使胚胎在绒毛膜内死亡。 经研究证

实,抑制斑马鱼孵化的是纳米粒子本身,而非其金

属溶解成分。 以上研究表明,纳米粒子可对斑马鱼

胚胎造成较显著的毒性作用。 另外,斑马鱼胚胎对

于纳米粒子的毒性十分敏感、效应显著,是纳米毒

理学研究的理想模型。

2　 纳米材料对斑马鱼造成毒性的作用机制

为使纳米材料在日益广泛的研究和应用中具

有安全性,势必要清楚其对机体的毒性机制。 但纳

米粒子对机体的毒性机制研究尚不充分,目前,众
多以斑马鱼为模型研究纳米粒子毒性机制的研究

表明,发生氧化应激、细胞凋亡、基因表达改变、细
胞周期改变是纳米粒子引起斑马鱼毒性的主要

机制。
2. 1　 氧化应激

已有研究表明,纳米粒子引起机体细胞最主

要、最显著的毒性影响即引起氧化应激。 Xiong
等[25]分别将 50 mg / L 纳米二氧化钛(nano-TiO2)和
5 mg / L 纳米氧化锌(nano-ZnO)作用于成年斑马鱼,
结果表明 nano-TiO2 和 nano-ZnO 可使斑马鱼鳃、消
化道、肝的超氧化物歧化酶 ( SOD)、过氧化氢酶

(CAT)、还原型谷胱甘肽(GSH)、丙二醛(MDA)发

生不同程度的改变,使机体发生氧化应激。 Shih
等[26] 将金红型 nano-TiO2 染毒斑马鱼成鱼,表明

nano-TiO2 使斑马鱼鳃和肝组织的 SOD 活性显著降

低,发生氧化应激,造成鳃、肝的氧化损伤。 高悦[27]

将斑马鱼尾鳍伤口暴露于平均粒径为 10 nm 的经柠

檬酸钠包被的纳米银颗粒( nano-Ag),发现活性氧

(reactive oxygen species,ROS)在暴露的尾鳍伤口细

胞大量产生,引起氧化应激,中性粒细胞超过正常

水平约 50%,使再生尾鳍增殖细胞显著减少,凋亡

细胞增多,造成毒性作用。 Wu 等[20] 将鱼龄 4 个月

的斑马鱼暴露于不同浓度(0、0. 5、4、32 μg / L)的纳

米 TiO2 中,发现能使斑马鱼脑内的 ROS 大量生成,
同时脑内 MAD、SOD、GSH 等含量均出现变化,证实

脑组织发生氧化应激,造成斑马鱼脑组织损伤。
Zhu 等[28]将受精后 2 h(hours post-fertilization, hpf)
的斑马鱼胚胎分别暴露于粒径为 15 和 30 nm 的纳

米二氧化硅( nano-SiO2),用三种浓度(25、50、100
mg / L)分别处理 5 d,结果表明,粒径越小、浓度越大

的 nano-SiO2 对斑马鱼胚胎体内的 ROS 含量影响越

大,引起斑马鱼胚胎的氧化应激也越严重。 以上研

究表明,不同的纳米粒子均可以造成斑马鱼发生氧

化应激,引起毒性作用。
2. 2　 细胞凋亡

细胞凋亡是一种为维持体内稳态而主动发生

的细胞程序性死亡,许多研究表明纳米粒子可引起

斑马鱼细胞凋亡,造成机体的毒性损伤。 Du 等[29]

将斑马鱼胚胎暴露于不同浓度(0、12. 5、25、50 mg /
L)的 nano-ZnO 溶液中,随着处理浓度的升高,斑马

鱼胚 胎 体 内 的 SOD、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

(glutathione peroxidase,GSH-Px)、含半胱氨酸的天

冬氨酸蛋白水解酶 3 ( cysteinyl aspartate specific
proteinase-3,Caspase-3)和 Caspase-9 酶的活性显著

升高,CAT 酶活性被抑制,同时,细胞凋亡相关基

因:Bcl-2 相关 X 蛋白(Bcl-2 Associated X Protein,
BAX)、肿瘤抑制基因 P53、B 淋巴细胞瘤-2 基因(B-
cell lymphoma-2,Bcl-2)表达改变,斑马鱼胚胎氧化

损伤并引起细胞凋亡。 马爽[30] 将 nano-SiO2 作用于

斑马鱼胚胎,研究显示 SiO2 可引起内质网应激关键

基因 CCAAT /增强子结合蛋白同源蛋白(CHOP)、
免疫球蛋白结合蛋白(BIP)、蛋白激酶 R 样内质网

激酶 ( PERK)、磷酸化真核细胞起始因子 2α ( e-
IF2α)表达,引起内质网应激反应;细胞凋亡和抗细

胞凋亡相关基因 BAX、BID、Bcl-2、Mcl-1b 表达量改

变,引起细胞凋亡,造成斑马鱼胚胎的毒性损伤。
Zhao 等[31]使用 5 种浓度(10、30、60、90、120 mg / L)
的 nano-ZnO 处理斑马鱼胚胎,显示 nano-ZnO 可使
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促凋亡基因(Bax、Puma、Apaf-1)上调,而抗凋亡基

因 Bcl-2 下调,且凋亡细胞的百分率呈剂量依赖性

增加(0. 41% ~ 4. 21%)。 另外,斑马鱼胚胎细胞线

粒 体 膜 电 位 ( mitochondrial membrane potential,
MMP)发生变化,以及 Caspases-9 和 Caspases-3 被

激活,说明 nano-ZnO 可激活线粒体通路引起细胞凋

亡,引起斑马鱼胚胎细胞毒性作用。 已有研究表

明,线粒体是纳米材料生物毒性的主要作用靶点,
所以线粒体介导的细胞凋亡通路是纳米粒子引起

细胞凋亡的主要途径之一[32]。 Gao 等[33] 将斑马鱼

胚胎暴露于粒径为 50 nm 的 nano-Ag 当中,显示可

干扰氧在胚胎血管细胞内的扩散,造成细胞缺氧,
同时引起内质网应激反应并造成胚胎血管上皮细

胞凋亡,影响斑马鱼胚胎血管的发育。 Zhou 等[34]

使用聚乙二醇-聚己内酯纳米胶束(PEG-b-PCL)作
用于斑马鱼胚胎,结果显示,能引起 p53 基因上调,
血管生成区细胞促凋亡通路被激活,抑制血管生

成,对斑马鱼胚胎心血管发育具有毒性作用。 综上

所述,纳米粒子可通过引起细胞氧化应激、改变酶

的活性、影响基因表达、激活内质网应激通路或线

粒体途径引起细胞凋亡,造成斑马鱼毒性损伤。
2. 3　 影响基因表达

目前有研究表明,斑马鱼体内基因的表达情况

会受纳米粒子影响,对斑马鱼造成毒性损伤。 Gao
等[33]将 50 nm 的 nano-Ag 作用于斑马鱼胚胎,研究

显示,nano-Ag 可抑制血管内皮生长因子(VEGF)信
号通路基因表达,使酪氨酸激酶(Src)受抑制,磷脂

酰肌醇 3 激酶(phosphatidylinositol 3 kinase, PI3K) /
蛋白激酶 B(protein kinase B, Akt)通路中 Akt 磷酸

化,抑制血管生成,导致斑马鱼胚胎血管发育的异

常迟缓,造成胚胎发育毒性。 Ladhar 等[35]将斑马鱼

暴露于粒径为 8 nm 和 50 nm 的硫化镉纳米颗粒

(CdSNPs)中,随机扩增多态性 DNA 标记( random
amplified polymorphic DNA,RAPD)PCR 基因毒性试

验结果显示 CdSNPs 可使 RAPD 探针的杂交位点数

量明显改变,即基因组发生改变,引起线粒体功能

障碍。 Du 等[29] 将斑马鱼胚胎暴露于三种浓度

(12. 5、25、50 mg / L)的 nano-ZnO 中,结果表明 Bax、
p53、Caspase-3、Caspase-9 等凋亡通路相关基因均出

现显著上调,而抗凋亡基因 Bcl-2 显著下调,引起斑

马鱼胚胎出现严重的细胞凋亡,造成显著的胚胎毒

性。 Sheng 等[19]将四种浓度(5,10、20、40 μg / L)的
nano-TiO2 连续 45 d 作用于成年斑马鱼,结果显示,

nano-TiO2 可显著激活 C-fos、C-jun、Bdnf 基因表达,
抑制 p38、Ngf、Creb、Nr1、NR2ab、GluR2 基因表达,对
斑马鱼大脑产生一定程度的损伤,具有神经毒性。
以上研究表明,纳米材料影响斑马鱼基因的表达是

纳米材料引起斑马鱼毒性损伤的重要机制之一。
2. 4　 细胞周期

近年来有研究研表明,纳米粒子可以通过影响

斑马鱼细胞周期,影响斑马鱼的生长发育。 Hou
等[36]将 nano-ZnO 作用于斑马鱼胚胎,研究发现,
nano-ZnO 可抑制细胞周期蛋白(Cycs)、细胞周期蛋

白依赖性激酶(CDK)的表达,使微脂质体(MCM)被
破坏, 激活了 Cyc / CDK 复合物 ( CycD / CDK4, 6;
CycE / CDK2;CycA / CDK2),使细胞周期的不同时期

(G1 期、M 期和 G2 期)均受到影响,导致 DNA 复制

紊乱,个体的细胞分裂、分化、增殖等正常活动及

DNA 合成和细胞内转移功能受到干扰,造成一定程

度的细胞毒性作用。

3　 纳米材料对斑马鱼的毒性影响因素

有研究表明,纳米粒子的化学组成、粒径、浓度

或剂量、形状、给药方式以及纳米材料的制备方法

等,都可以影响纳米材料对机体的毒性。
3. 1　 化学组成

Xiong 等[25]将两种粒径相同(50 nm)而化学组

成不同的纳米粒子(nano-TiO2、nano-ZnO)作用于成

年斑马鱼(作用浓度为 5 mg / L、50 mg / L),检测斑马

鱼在鳃、消化道及肝的各项指标(SOD、CAT、GSH、
MDA),表明 5 mg / L 的 nano-ZnO 对斑马鱼的毒性作

用要显著强于 5 mg / L nano-TiO2,另外 5 mg / L 的

nano-ZnO 和 50 mg / L 的 nano-TiO2 对斑马鱼的毒性

效应几乎相当,说明在相同粒径、相同浓度下,nano-
ZnO 的毒性要显著大于 nano-TiO2。 Liu 等[37] 分别

将 200 μg / mL 的 SiO2 纳米球和 C-QDs 作用于 6 hpf
的斑马鱼胚胎,结果表明 SiO2 纳米球会引起胚胎严

重的畸形,而经 C-QDs 处理的斑马鱼胚胎则能够正

常发育,其畸形率与对照组基本相同。 因此,C-QDs
较 SiO2 纳米球的致畸毒性小。
3. 2　 浓度或剂量

Zhu 等[28] 将三种不同浓度(25、50、100 mg / L)
的 nano-SiO2 作用于 2 hpf 的斑马鱼胚胎,结果表明,
nano-SiO2 浓度越大,对斑马鱼胚胎体内的 ROS 含

量影响越大,引起斑马鱼胚胎的氧化应激也越严

重。 Souza 等[14]将成年斑马鱼分别暴露于三种浓度
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(2、10、20 mg / L)的氧化石墨烯(GO)中,研究显示,
GO 可使肝细胞出现核碎裂、核固缩、形成液泡、细
胞破裂和坏死,作用浓度越高,肝细胞损伤越显著。
段延芳[13] 将 6 种浓度(0、25、50、200、400 μg / mL)
的三种上转换纳米材料(铒离子与镱离子相掺的四

氟钇钠(NaYF4:Yb3+,Er3+)、铥离子与镱离子相掺的

四氟钇钠(NaYF4:Yb3+,Tm3+)、铒离子与镱离子相

掺的四氟钆钠(NaGdF4:Yb3+,Er3+)分别作用于 24
hpf 的斑马鱼胚胎,结果表明,其半数致死量为 200
μg / mL,随作用浓度的增大,斑马鱼胚胎的畸形率和

死亡率都随之增加。
3. 3　 粒径

通常情况下,粒径越小的纳米粒子毒性越强。
Zhu 等[28]将两种不同粒径(15 nm,30 nm)的 nano-
SiO2 作用 2 hpf 的斑马鱼胚胎,结果表明 nano-SiO2

粒径越小,聚集在斑马鱼胚胎内的纳米粒子就越

多,排出的时间也越长,毒性效应越显著。 李翔[22]

将斑马鱼受精卵暴露于两种不同粒径(15 nm、50
nm)浓度范围在(50~1000 μg / mL)的纳米二氧化硅

(nano-SiO2),研究显示,在处理浓度相同时,15 nm
(小粒径组)的 nano-SiO2 更易被机体摄取,富集含

量更多,造成的毒性影响也更显著,斑马鱼受精卵

的死亡率和畸形率也显著增加。
3. 4　 形状

Hua 等[38] 将不同形状的 nano-ZnO(纳米球、纳
米棒、亚微米立方体型)作用于斑马鱼胚胎,研究表

明,不同形状的 nano-ZnO 可造成不同程度的胚胎毒

性,其中纳米棒的毒性作用最强,其机制可能为纳

米棒结构尖而细,对生物膜有较强的损伤和破坏能

力,且可以延长其在机体内分布时间,难以代谢排

除,对机体造成较强毒性作用。 Ispas 等[39] 将树枝

状和球形的纳米 Ni 作用于斑马鱼,经对比发现,树
枝状的纳米 Ni 在斑马鱼体内的停留时间要远长于

球形纳米 Ni,使树枝状纳米 Ni 在体内分布的量更

多,其毒性效应也越显著,对斑马鱼的肠道和骨骼

肌造成严重的组织损伤。
3. 5　 给药方式

Kang 等[11] 分别将(0. 5、1. 0、1. 5、2. 5 mg / mL)
的 C-QDs 溶液通过微注射法和浸泡法作用于斑马

鱼胚胎。 实验表明,通过微注射法和浸泡法给药的

(0. 5、 1. 0、 1. 5 mg / mL) 组的胚胎存活率均超过

80%,通过浸泡法给药的 2. 5 mg / mL 组存活率为

60%,而通过微注射法给药的 2. 5 mg / mL 组存活率

仅为 55%。 说明,在相同的作用剂量下,微注射法

比浸泡法对斑马鱼胚胎有更强的毒性损伤。
3. 6　 制备方法

Peng 等[40]分别将将自顶向下法和自底向上法

合成的碳点(C-dots)通过微注射法作用于受精后 6
d 的斑马鱼胚胎腹腔。 结果显示,自顶向下法合成

的 C-dots 可在斑马鱼骨骼中大量沉积,即对钙化骨

具有极好的亲和力。 而自底向上法合成的 C-dots
则并不能再骨骼中观察到,即无骨亲和特性。 自顶

向下法合成的 C-dots 与斑马鱼骨骼良好的亲和性

可能与其制备过程中表面产生的大量极性基团

有关。
综上所述,通常情况下,在其他变量都相同时:

粒径越小的纳米粒子毒性越强;浓度或剂量越大毒

性越强;不同化学组成的纳米粒子性质差异较大,
如不含金属的纳米材料(如碳量子点等)较含金属

或金属氧化物的纳米粒子毒性小,引起的毒性效应

和毒性机制不甚相同;不同形状的纳米粒子也可能

具有不同的毒性机制;纳米材料制备方法的差异抑

或是给药方式的差异都可导致不同的体内效应。
但目前对于纳米粒子毒性机制的研究尚不深入,影
响纳米粒子毒性的因素依然有待探讨。

4　 结语

目前,斑马鱼作为毒理学研究的重要模式生

物,已经在环境毒理学、胚胎发育毒理学当中得到

了十分广泛的研究和应用,因其具备的许多哺乳动

物所没有的独特优势,斑马鱼在纳米毒理学中日益

受到各国专家学者的重视。 当前大部分关于斑马

鱼的纳米毒理学研究主要集中在毒性机制(如氧化

应激、细胞凋亡、基因表达改变等)和毒性效应(如
对消化系统、神经系统、生殖系统的损伤),但由于

大部分研究仍然停留在表面,而且不全面、不彻底,
人们对纳米粒子的毒性机制和影响毒性因素依然

所知甚微。 未来,纳米粒子使斑马鱼各个系统损伤

的发生损伤的具体分子机制是一个重要的研究方

向[41-42],另外,如何降低纳米粒子的毒性作用、对纳

米粒子的安全粒径、浓度或剂量范围的寻找依旧需

要不断研究探索,为纳米粒子在临床应用打下重要

基础。
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人与动物的共同健康:One Health
———浅谈从动物实验室安全管理到全民健康

孙洪宇,原丹妮,周昊函,孙连坤,张大维∗

(吉林大学基础医学院,长春　 130000)

　 　 【摘要】 　 “同一健康”(One Health)理念是一种旨在通过地方,国家和全球范围内的多学科的共同努力,来实

现人、动物和环境共同健康的健康理念。 其雏形最早出现于十八世纪欧洲的比较医学,经历百余年的发展在二十

一世纪逐渐成熟。 在该理念的指导下,多国家和地区对含抗生素的动物促生长剂的使用政策以及人兽共患病的预

防方案上进行了不同程度的调整,并取得了一定成效,这证明了 One Health 对解决公共卫生问题,实现全民健康的

积极影响。 此外,实验动物由于其特殊性,其使用不当所引起的生物实验室安全事故会对公众健康构成威胁,因此

杜绝动物实验室安全隐患必然是实现全民健康的重要一环。 本文梳理了 One Health 理念的发展历史和内涵,就其

在公共卫生问题和动物实验室安全管理的发展现状做一综述。
【关键词】 　 One Health;实验动物;动物实验室安全;人兽共患病;抗生素耐药
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Common health of humans and animals: One Health- a brief discussion on the
management of experimental animal safety and national health

SUN Hongyu, YUAN Danni, ZHOU Haohan, SUN Liankun, ZHANG Dawei∗

(Department of Pathophysiology, School of Basic Medical Science, Jilin University, Changchun 130000, China)

　 　 【Abstract】 　 “One Health” is a health concept that aims to achieve common health for people, animals and the
environment through the joint efforts of multiple disciplines at local, national and global levels. Its embryonic form first
appeared in 18th century European comparative medicine. It has gradually matured in the 21st century after more than 100
years of development. Under the guidance of this concept, many countries and regions have adjusted the use of antibiotic-
containing animal growth promoters and zoonotic disease prevention programs to varying degrees. This has achieved many
positive result , showing that " One Health" has a positive impact on national health. In addition, because of the special
nature of laboratory organisms, improper use may lead to biological accidents that could pose a huge threat to public health.
Therefore, the elimination of safety hazards concerning laboratory organisms is an important part of achieving universal
health. This article summarizes the development of " One Health " with respect to public health issues and safety
management of laboratory organisms and discusses connotations of its application.

【Keywords】　 One Health; experimental animals; animal laboratory safety; zoonoses; antibiotic resistance



　 　 人类虽然有着与其他动物不同的特征,但从生

物角度来看,人类也只是自然界诸多物种中的一

种。 人和其他生物有很多共同的特征,而这些特征

在论及某些健康问题时,如引起全世界关注的埃博

拉病毒[1],人与动物是有着密切联系的。 近年来,
抗药性疾病和新兴传染病对人类健康造成威胁,其
中很多疾病的病因是抗生素耐药性细菌、人兽共患

病原体等。 据统计,在新兴病原体中,有约占 75%
的是人兽共患病原体[2]。 每年排名前 13 位的人兽

共患病导致 220 万人死亡和 24 亿例疾病的发生[3]。
为了维护人类、动物和环境的共同健康,“同一健

康”(One Health)理念应运而生。 One Health 理念

的定义是通过地方,国家和全球范围内的多学科的

共同努力,来实现人,动物和环境的共同健康。
One Health 理念的雏形初现于比较医学。 当时

的欧洲刚经历过十四世纪爆发的鼠疫和 1613 年在

南欧致死六万人的炭疽大爆发,医学工作者们开始

关注人类健康和动物与环境的联系。 Sournia 在十

八世纪对欧洲牛瘟的研究中将人类和动物的流行

病与气候和地理条件联系了起来[4]。 其后细胞病

理学之父 Rudolf Virchow(1821-1902)和现代医学

之父 William Osler(1849-1919)发现了比较医学在

医学研究中的重要性[5]。 Zinsstag[6] 在 1960 年首次

提出了 One Medicine 的理念,其说明了人类医学与

动物医学的共性。 1975 年,世界卫生组织(WHO),
国际兽疫局和联合国粮食及农业组织共同确定了

兽医公共卫生的概念[7],这为现代 One Health 的概

念奠定了基础。 21 世纪以来,Gibbs 等人[8] 在世界

范围内组织了一次以“One World,One Health”为主

题的会议,它将人类健康、动物健康、环境健康三者

统一为一个健康整体,倡导通过促进公共卫生专业

人员、兽医、环境专家以及其他学科专业人员间的

合作与交流从而改善人类、动物健康和环境卫生。
目前,One Health 理念已从多方面引导医学研

究和疾病治疗的发展方向,其在抗生素耐药控制、
人兽共患病预防以及动物实验室安全等方面已取

得一定成效,在维护全民健康上发挥着重要作用。
下面,本文就以在 One Health 理念的指导下的全民

健康和公共卫生问题发展现状的几个方面做一

综述。

1　 One Health 理念与全民健康

全民健康是实现“健康护小康”的重要工作,目

的是提高国民整体健康水平。 坚持“预防为主,防
治结合”的方针,加强对公共卫生隐患的防控工作

是实现全民健康的基本要求,以下将就三个不同方

面的公共卫生问题,结合国内外实际案例,阐释 One
Health 理念对全民健康的意义。
1. 1　 One Health 理念影响下的抗生素控制

抗生素耐药性主要是由于人和动物过量使用

抗生素,从而导致人为的对细菌进行筛选,它一方

面提高了医疗难度,一方面也容易产生超级细

菌[9]。 而食用动物如果长期使用含抗生素的生长

促进剂,会使动物体内的细菌产生抗药性,这些抗

药性细菌可直接或者间接地传播给人类[10]。
从上世纪 90 年代以来,各国陆续出台了禁止使

用含抗生素的生长促进剂的法案。 1986 年瑞典最

早禁止使用所有含抗生素的生长促进剂[11]。 1999
年欧盟(EU)基于预防考虑,继 1997 年禁用阿伏帕

星后禁用了四种抗生素在生长促进剂中的使用[10]。
尽管在 2003-2013 年韩国对于抗生素耐药性的控

制未得到显著成效[12],韩国政府于 2016 年 8 月仍

制定了新的 5 年抗生素耐药行动计划[7]。 中国农

村农业部也拟定从 2020 年开始,全面禁止向动物饲

料中添加抗生素[13]。
上述政策和法规的颁布体现了各国政府对牲

畜安全和健康的逐渐重视。 我们对通过关注动物

健康来以解决人类健康问题的新思路的形成正是

基于 One Health 理念。
1. 2　 One Health 理念影响下的人兽共患病防治

在一些中低收入的国家中,由于畜牧业中对人

和动物管理不善,对人和动物的健康造成了巨大威

胁,而贫困又与公众的健康问题的发生形成了恶性

循环[14]。 布鲁氏菌病、钩端螺旋体病、立克次体病

等人兽共患病,由于其非特异的临床表征,使这些

疾病在某些中低收入国家肆虐[15]。 在一项对坦桑

尼亚北部发烧住院患者的研究中发现,人兽共患病

原体在 26. 2%的病例中被确认为疾病的原因。 疟

疾虽然会被临床诊断 ( 60. 7%), 但只有极少数

(1. 6%)从最初就被认为是发烧原因[16]。 在坦桑尼

亚的一项临床研究中,总共约三分之一的系统性发

热感染病例中被确诊为人兽共患病(11. 6%的患者

被确诊为急性钩端螺旋体病,13. 0%的确诊为钩端

螺旋体病,7. 0%的患者为布鲁氏菌病) [17]。
基于 One Health 的理念,针对布鲁氏菌病和钩

端螺旋体病的牲畜疫苗接种已经成为了目前在东
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欧和中亚实施的布鲁氏菌病控制和消除的主要策

略[18]。 在一些实行了绵羊和山羊疫苗接种的国家,
例如,波斯尼亚和吉尔吉斯斯坦,布鲁氏菌病病例

明显减少。 这些动物疫苗的接种策略在坦桑尼亚

也取得了较好的效果[18]。
在疾病面前,人、动物和环境是一个统一的整

体。 而在 One Health 理念的指导下,对于动物的防

疫工作,也会保障人类的健康和生命安全。 我们的

公共卫生工作不仅是治疗患者的健康问题,更应该

从源头入手,通过预防动物疾病来做到对人类疾病

的预防工作。
1. 3　 One Health 影响下的动物实验室安全建设

实验动物作为一种连接基础生命科学研究和

临床医学的特殊动物,它们中的大部分都是经过现

代生物技术处理的,尤其是基因工程技术培育的特

殊动物,对其滥用和违规操作都可能对人类健康和

自然环境造成巨大的安全隐患。 因此,严谨地进行

动物实验、完善实验动物安全管理对医学研究工作

非常重要。 而动物实验室由于涉及动物饲养,解
剖,采样等诸多实验操作,存在很多潜在风险[19]。

严重的生物实验室事故案例譬如 1967 年德国

马尔堡实验室病毒泄露事故[20]和 1979 年俄罗斯斯

维尔德洛夫斯科实验室炭疽杆菌泄露事故[21] 引起

了人们对实验室设备安全以及规范实验操作的高

度关 注。 在 1984 年 美 国 出 版 的 《 Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories
(BMBL)》 [22]中首次提出将病原微生物和实验活动

分为四级的概念。 1988 年世界卫生组织发布《实验

室生物安全手册》 [23]对生物实验室的操作和规章制

度进行了更加详细的规定。 2004-2006 年中国国务

院和卫生部相继颁布了《病原微生物实验室生物安

全管理条例》 [24] 和 《人间传染的病原微生物名

录》 [25],其中详细规定了各种病原体的不同实验操

作需要在对应等级的生物安全实验室中进行。 有

了相关法律法规的保障,动物实验室安全设施建设

日益完善。
然而二十一世纪以来,国内外动物实验室安全

事故依旧层出不穷[26-29],仅靠实验室设施建设并未

杜绝动物实验室安全隐患。 实验动物安全还需要

以健康理念和安全意识建设作为基础,只有设施和

理念建设兼备才能防患于未然。
为了评估医学高校中动物实验室安全理念建

设程度,在我们对吉林大学基础医学院中 349 名师

生所进行的“One Health 与动物实验室安全调查问

卷”得到的结果显示 87. 50%的受访学生表示会熟

练操作三种及以上的动物实验室安全设施。 在对

One Health 理念的调查中,有 50. 72%的受访者对该

理念并不了解;在普及程度上,55. 09%的硕士研究

生表示对 One Health 理念理解或已熟知,该比例在

博士研究生中更高,为 60. 42%;而在 172 名了解该

理念的受访者中,仅有 24. 41%的受访者是通过讲

座和培训的方式系统学习了 One Health 理念;而在

实验动物福利方面,74. 67%的受访者表示会注意

3R 原则, 但该比例在受访的本科学生中仅有

64. 82%。 可见虽然动物实验室设施的建设和培训

已经有所成效,但对动物实验的安全意识和健康理

念的培训并不到位,本研究对于 One Health 理念的

理解和普及程度不足,在实践和科研工作中也未

落实。
动物实验室安全的保障需要强化对实验室工

作人员的安全培训和理念宣教工作。 对于实验室

工作人员的健康管理和安全培训应该从人员筛选、
操作培训、工作实践、有效使用工程控制、选择和使

用个人防护设备以及紧急响应预案等方面入手[30]。
重点应放在对于面临风险和危害的实验人员培训,
包括人体工程学原理、生物安全柜或化学通风柜的

有效使用、尖锐物的安全处理、灭菌消毒程序和应

急响应程序。 实验室人员必须接受任何可能涉及

风险或造成危害的设备的使用培训,如高压灭菌

器、密封设备、通风笼式系统等[28]。
同时应注意实验动物的日常饲养以及实验操

作,实验动物须经过严格检疫,不同物种、不同水平

的实验动物应遵循单独饲养的原则[31]。 动物实验

操作的过程应在相对独立的功能单元中进行,严格

按照国家标准配置和使用高效过滤器、动物负压饲

养装置、熏蒸灭菌器、污水处理系统、高压灭菌器、
生物安全柜、负压解剖台等设施,并定期对相关实

验设施进行检修、维护和更换工作[32]。
在思想建设方面,要加强 One Health 理念和实

验动物安全意识的培训和宣教工作,系统地加强科

研工作者们对实验动物的安全理念和思想建设,贯
彻 One Health 理念和实验动物安全意识。 在科学的

安全理念的指导下,动物实验室安全的物质建设和

制度建设才能发挥作用。
动物实验室的安全建设不仅是对实验动物和

实验工作者的生命健康负责,也是对民众的健康和
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安全负责。 因此动物实验室安全建设和实验人员

的安全意识应在更加重要位的位置。 只有牢固树

立 One Health 理念,在平时的科研工作中防微杜渐,
才能消除动物实验室对全民健康的潜在风险。

2　 结语

One Health 理念为我们应对公共卫生问题提供

了新思路。 在减少抗生素耐药方面,多国陆续出台

了禁止使用含抗生素的生长促进剂的相关法规,以
避免抗生素耐药细菌的产生;对于人兽共患病,诸
多依靠畜牧业的国家和地区已经通过健全动物防

疫工作,合理接种动物疫苗来预防人兽共患病的传

播;在实验室安全方面,自二十世纪下半叶,动物实

验室安全建设和相关法律法规日趋严格,实验室设

施建设日趋完善,但在加强动物实验室物质投入的

同时,科研工作者们也要树立好安全意识和 One
Health 理念,深刻认识到实验动物安全对于公共健

康的重要性,实验动物必须经过严格检疫,实验操

作和日常饲养工作应该严格遵循实验室规章制度。
综上所述,One Health 理念的践行对保护好科研工

作者和人类社会环境的健康和安全起到了重要作

用,是实现全民健康不可忽略的一个环节。
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小鼠植入后胚胎体外延时培养体系的应用进展

邵红莲1,谭　 韬1,2∗

(1.昆明理工大学 生命科学与技术学院,昆明　 650500; 2.昆明理工大学 云南中科灵长类生物医学重点实验室,
昆明　 650500)

　 　 【摘要】 　 小鼠是研究哺乳动物中一种小型的模式生物,在研究非人灵长类以及人类胚胎之前,需要先在小鼠

体内确定实验能否进行再转移到高等哺乳动物。 现有体系的限制使小鼠胚胎只能在体外培养至 E6. 5,小鼠胚胎体

外延时培养体系的建立对于理解胚胎植入后的关键事件以及分子机制有着非常重要的作用,更为人胚胎的发育研

究提供有效平台。 单细胞测序技术的发展为小鼠胚胎体外延时培养提供了新的可能,在这里我们介绍了小鼠植入

后胚胎的普通体外延时培养体系、3D 培养体系、单细胞测序技术在胚胎领域的应用,以及其未来可能的发展方向。
【关键词】 　 小鼠胚胎发育;体外延时培养体系;3D 培养体系;单细胞转录组测序
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Advances in the application of an in vitro culture system of mouse
post-implantation embryos

SHAO Honglian1, TAN Tao1,2∗

(1. Faculty of Metallurgical and Energy Engineering, Kunming University of Science and Technology, Kunming 650093, China.
2. Yunnan Key Laboratory of Primate Biomedical Research, Institute of Primate Translational Medicine, Kunming University of

Science and Technology, Kunming 650500)

　 　 【Abstract】　 Mice are a small mammal model for scientific research. Before studying non-human primates and human
embryos, it must be determined whether the experiment can be carried out in mice and then employ higher mammals. The
limitation of the existing system is that mouse embryos can only be cultured in vitro to E6. 5. Establishment of a mouse
embryo in vitro culture system is very important to understand the critical events and molecular mechanisms of embryo peri-
implantation. The development of single-cell RNA sequencing technology provides new possibilities for in vitro time-lapse
culture of mouse embryos. Here, we introduce an in vitro time-lapse culture system and 3D culture system for mouse embryo
implantation, the application of single-cell RNA sequencing technology in the field of embryos, and its possible future
direction of development.

【Keywords】 　 mouse embryonic development; in vitro time-lapse culture system;3D culture system; single cell
RNA sequencing

　 　 哺乳动物植入后胚胎发育的相关机制是发育

学领域的关注热点,小鼠是最易获得且最具特征的

哺乳动物胚胎发育模型。 哺乳动物的早期胚胎发

育经历:受精卵→2-细胞→4-细胞→8-细胞→桑椹



胚→囊胚→原肠胚几个阶段,植入后早期胚胎发育

是指囊胚由输卵管进入子宫着床并继续发育的过

程[1-5]。 小鼠胚胎体外培养体系的成功建立,可以

作为一个深入研究小鼠植入后胚胎发育的相关机

制平台,也可以作为其他哺乳动物胚胎体外培养体

系的建立及优化的参考依据。
现阶段已有较多小鼠植入前胚胎发育机制的

相关研究,植入前胚胎发育过程的核基因组、转录

组、蛋白表达变化等问题都得到了比较详细的解

答[6]。 Xue 等[7]研究发现,受精卵胚胎处于转录静

止状态,其发育完全由母系提供的蛋白质和来自卵

浆的 RNAs 控制,2 细胞期才发生重要的基因激活。
桑椹胚时期内细胞团( inner cell mess,ICM)和滋养

外胚层(trophoblastic ectoderm,TE)分化形成囊胚的

分子机制也较为详尽[8-9]。
相较于众多的植入前形态发生和信号通路的

研究,植入期和植入后期的研究非常有限。 尤其是

人类及非人类灵长类动物的胚胎,其植入期、植入

后期的形态发生、转录组和表观基因组的特异性调

控都未得到系统的研究。 由于人类胚胎 14 d 原则

的伦理限制以及难以获取胚胎,小鼠胚胎成为众多

基础研究的常用胚胎模型。 小鼠胚胎的体外延时

培养体系不仅能够解释植入过程和植入后的胚胎

发生事件,更为探索高级哺乳动物体外培养体系建

立基础。 该篇综述对小鼠植入后胚胎体外延时培

养体系进行总结,并对更高等的哺乳动物的体外培

养体系发展提供更好的思路。

1　 普通培养体系

目前常用的体外培养体系 ( in vitro culture,
IVC)可大致分为两类:IVC1 与 IVC2。 IVC1 用于滋

养层细胞(trophoblast cells,TS)贴壁前的培养,IVC2
用于 TS 贴壁后的培养。 目前很多实验室都在进行

小鼠的体外延时培养,培养体系在不停的优化,但
依旧不能获得稳定的体系。
1. 1　 基于 DMEM、Whitten 的体外培养体系

2011 年,Takaoka 等[10] 使用 DMEM、Whitten 培

养基培养 E5. 0-E5. 5 和 E3. 7 胚胎。 首先在添加

50%胎牛血清 ( fatal bovine serum,FBS) 和 25 mm
HEPES-NaOH(pH 7. 2)的 DMEM 中恢复胚胎。 随

后将 E5. 0-E5. 5 胚胎转移到培养基中,该培养基由

75%大鼠血清和 25% DMEM 缓冲 44 mM NaHCO3

(pH 7. 2 ) 组 成。 将 E3. 7 胚 胎 转 移 到 改 良 的

Whitten 培养基中。 胚胎在 35 mm 的玻璃底塑料培

养皿中培养。

1. 2　 基于 CMRL1066 的体外培养体系

2012 年,Morris 等[11]人为了研究小鼠植入后胚

胎前后轴的形成,建立了一套体外培养体系。 在该

体系中,IVC1 的基础成分为 CMRL1066、L-谷氨酰

胺、丙酮酸钠、双抗(青霉素和链霉素)、胎小牛血清

(fetal calf serum,FCS)等。 IVC2 基础成分与 IVC1
相同,但使用人脐带血清(human cord serum,HCS)
替代了 FCS。 该培养体系使用了聚丙烯酰胺凝胶与

玻璃结合,并覆盖各种蛋白质涂层,以便能够清晰

地跟踪前内脏内胚层的逐步发育。 但是凝胶制备

的复杂性和 HCS 分离难度使该方法难以广泛应用,
而且来源不同的 HCS 可能会导致培养结果的不同。
1. 3　 基于 Advanced-DMEM / F12 的体外培养体系

2014 年,Bedzhov[12] 团队描述了一个支持小鼠

胚胎发育至囊胚之后的体系,提供了一个新的分步

培养方案,奠定了小鼠植入后胚胎体外延时培养体

系的 发 展 基 础。 在 该 研 究 中, 采 用 Advanced-
DMEM / F12 代替 CMRL-1066,同时添加双抗(青霉

素和链霉素)、L-谷氨酰胺、β-雌二醇、孕酮、N-乙酰-
I-半胱氨酸等成分。 为进一步降低 HCS 的需求,他
们还添加了 ITS-X 和敲除血清替代品 ( KnockOut
serum replacement,KSR)。 IVC1 与 IVC2 均基于以

上成分,二者最主要的区别在于,IVC1 使用 FBS 作

为胚胎的营养成分,而 IVC2 使用 KSR 替代 FBS。
该研究还采用了特殊的光学材料( ibiTreat μ-plates,
eight-well)作为基质,在体外将小鼠囊胚培养到卵圆

柱阶段,体外培养的胚胎形态以及谱系标志物的检

测和正常体内 E6. 5 相同。
在该研究中,Bedzhov 等[12] 还尝试了两种培养

方法。 第一种方法从早期囊胚开始,去除透明带

后,囊胚可以附着在基质上,5 d 后发育成卵圆柱

体;第二种方法是从晚期囊胚开始,在 3 d 内分离出

的附壁 TE 形成卵圆柱体,通过这种方法可以观察

到以前隐藏的发育时期。 他们使用的培养体系可

用于直接监测小鼠植入期胚胎谱系发生,胚胎生长

等情况。 至此,小鼠胚胎体外延时培养体系已初见

规模,能够很好的支持众多小鼠胚胎研究。

2　 3D 培养体系

早在几十年前,研究者就观察到,细胞在活体

内和培养皿中所处的微环境截然不同。 当细胞系

嵌入 3D 基质或标准组织培养板中时[13],细胞表现

出显著的不同形态和生长特征[14]。 自此,细胞培养

技术的一个重要进展是引入了 3D 培养系统。 与二

维方法相比,3D 方法的一个主要优点是减少了细胞
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培养系统和体内环境之间的差距,显示出更接近复

杂的体内条件特征[15-17]。 在传统的 2D 条件下,对
分化、增殖和细胞功能非常重要的细胞外基质

(extracellular matrix,ECM)成分、细胞间相互作用都

会丢失[18]。 在 3D 培养系统中,未分化细胞的存活

率也得到了提高,这对研究与环境相关的物理化学

因素对胚胎细胞的影响是有帮助的。
3D 支架是用各种天然(胶原蛋白、明胶、弹性

蛋白、丝素蛋白、壳聚糖、甲壳素、纤维蛋白、纤维蛋

白原等)和合成聚合物制成的,同时也包括一些公

认的天然和合成物质的混合物。 常用的 3D 支架材

料有琼脂糖、胶原、纤维连接蛋白、明胶、层粘连蛋

白和卵黄蛋白。 这些复合材料在孔隙率、纤维、渗
透性和机械稳定性等物理特性方面模拟天然 ECM。
微结构增强了胚胎中粘附细胞的生物物理学和生

物化学相互作用,使其在体外更好的表达相应的基

因。 3D 基质为胚胎增殖、分化和分泌细胞特异性

ECM 提供了一个生物活性环境[19]。 以下介绍了常

用 3D 基质及其在胚胎培养当中的用途。
2. 1　 基质胶(matrigel)

Matrigel 在干细胞领域已经有了充分的应用,在
胚胎培养当中也有所尝试。 Bedzhov 等[20] 使用

Matrigel 培养 E3. 5 胚胎的 ICM。 该研究将单个 ICMs
滴入 ibiTreat 显微术塑料 m 板中的基质凝胶中,37℃
孵育 2~3 min,直至基质凝胶凝固。 然后用加热过的

IVC1 培养基填充培养皿。 在以 Matrigel 为基质的 3D
培养体系当中,TS 的发育更加接近于体内的状态,可
以在一定程度上模拟体内的着床过程。
2. 2　 聚丙烯酰胺胶

Niu 等[21]评估了与玻璃结合并覆盖各种蛋白

质涂层的聚丙烯酰胺水凝胶在 3D 胚胎延时培养体

系中的使用。 在该研究中,首先通过改变 N′N′-亚
甲基双丙烯酰胺和丙烯酰胺的比例来优化聚丙烯

酰胺水凝胶的表面硬度,其次使用了不同的蛋白质

涂层。 采用 I 型大鼠尾胶原涂层时,87%(13 / 15)的
胚胎可附着在基质上,38%(5 / 13)的胚胎可发育成

卵圆柱。 相比之下,层粘连蛋白或纤维蛋白-布朗

宁与胶原结合使用时,80%(12 / 15)的胚胎可以附

着,41%(5 / 12)的胚胎可形成卵圆柱。 这些胚胎发

育出正确的形态和外胚层(epiblast,EPI)、TE 和原

始内胚层(primitive endoderm,PrE),并且表达相应

的组织标记基因。
2. 3　 3D 培养体系在其他哺乳动物中的应用

Shao 等[22]基于人多能干细胞(pluripotent stem
cells,PSC)的模型,建立了称为植入后羊膜囊胚状

体(post-implantation amniotic sac embryoid,PASE),
它能够概括围绕羊膜囊发育的多个植入后胚胎发

生事件。 在没有母体或胚胎外组织的情况下,PASE
自组织形成一个具有不对称羊膜 EPI 的上皮囊肿,
类似于人类羊膜囊。 在进一步的发育过程中,PASE
以 SNAI1 依赖的方式启动一个类似于后原条发育

的过程。 此外,他们还发现到非对称 BMP-SMAD 信

号与 PASE 的发展同步,并证实 BMP-SMAD 的激

活 /抑制调节了 PASE 的稳定发展。 该研究为小鼠

胚胎体外延时培养提供了新的思路,即构建 3D 的

培养体系,为胚胎着床及着床后的发育提供可能的

条件。 他们采用 3D 培养体系来培养植入后人羊膜

囊,其在 8 孔板底部铺有一层 Matrigel,且在日常培

养基中添加了 ECM。 Matrigel 能够向 EPI 细胞提供

极化信号,胚胎干细胞在 Matrigel 内培养后能够形

成类似体内胚胎花环的 EPI 结构,凋亡细胞数量也

少于一般的二维培养[22]。
3D 培养体系在体外通过细胞外基质构建类体内

环境,有效促进了哺乳动物胚胎在体外的发育过程,
进而促进胚胎前后轴形成动力学、胚胎滋养巨细胞与

子宫内膜相互作用等问题的理解[23]。 但 3D 体系仍

然不够成熟,不能够完全模拟小鼠胚胎体内着床以及

着床后的进一步发育。 寻找更合适的 3D 体系材料及

其构建方法、并将其与已知的维持胚胎的培养体系结

合是该领域的重点研究方向。 现如今,3D 打印技术

逐渐成熟,能够建立更加精细的结构,该技术将来可

以被应用于小鼠胚胎体外延时培养的 3D 体系的建

立,也有可能进一步为非人类灵长类动物和人类的胚

胎的体外培养提供技术支持和研究基础。

3　 培养体系添加物

有研究者报道了小鼠囊胚到卵圆柱转变过程

中的关键形态发生事件,这些步骤将简单的 EPI 细
胞球转化为杯状上皮细胞[12]。 Copp[24] 揭示了体外

囊胚着床后,TS 与 ECM 的粘附强度随时间而发生

变化,这限制了极性细胞进一步的体外发育,从而

导致卵圆柱的形成。 Bedzhov 等[20] 人发现,胚胎外

细胞系分泌的基底膜成分为 PSC 提供了极化信号。
这导致 EPI 整体重组为玫瑰花状结构,并伴随管腔

发生。 除了 3D 体系,胚胎发育过程中,胚胎外细胞

系分泌的细胞因子也会决定胚胎发育的质量。 因

此体外培养体系中的各类添加物对胚胎发生也发

挥重要作用。
3. 1　 细胞因子

在囊胚(E3. 5)中三种不同的细胞系 TE、ICM
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中的 EPI 和 PrE 发育过程中,许多关键的谱系因子,
如 CDX2、POU5F1 和 SOX17,分别在小鼠胚胎发育

过程中表现出保守表达。 在小鼠体内胚胎发育过

程中,成纤维细胞生长因子( fibroblast growth factor,
FGF)信号和随后的细胞内丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase,MAPK) 途径激活

EPI 和 PE 细胞的分化,最终分别产生胚胎固有细胞

和卵黄囊。 在小鼠胚胎培养过程中抑制 FGF /
MAPK 信号可增加 ICM 内表达 NANOG 细胞的比

例,FGF 受体上调可导致 ICM 细胞转化为 GATA6
阳性 PE 前体。 IGF1 受体、IGF1 和胰岛素受体分别

在人 PE 和 EPI 中表达,通过磷酸肌醇 3 激酶

(PI3K) / mTOR,可以维持胚胎内细胞干性的通路,
如对 PE 发育有重要作用的 FGF 通路[25]。 在小鼠

胚胎培养基中,添加 IGF 和 EGF 有利于胚胎从透明

带孵出。 对小鼠胚胎研究表明,TGF-α 和 EGF 能分

别通过自分泌作用和旁分泌作用促进囊胚腔的扩

张膨大。 IL-1、IL-6、CSF-1 以及 TNF-α 等生长因在

人早期胚胎植入过程中担任不同的角色,最终促进

胚胎成功着床以及后续的胚胎发育。 Niu 等[21] 在

体外建立了一个培养体系,在人胚胎培养体系的基

础上进行优化,能够将高级哺乳动物食蟹猴的胚胎

延时培养至 20 d,获得的胚胎能够出现谱系分化、胎
盘形成、羊膜囊和卵黄囊成腔化以及原始生殖细胞

分化等哺乳动物胚胎发育过程中的关键事件。 他

们通过 ROCK 抑制剂 Y-27632 促进了猴胚胎的发

育,减少胚胎内细胞的凋亡。 因此细胞因子及其作

用通路是优化胚胎体外延时培养体系的重要研究

方向。
3. 2　 激素及有机物

胚胎环境中的激素以及体内环境中的有机物

质也对胚胎发育有着重要的作用。 人绒毛膜促性

腺激素( human chorionic gonadotropin,hCG)在体内

可以吸附于 TS 表面,保护 TS 免受母体淋巴细胞的

攻击。 体内 hCG 的浓度也与囊胚发育质量有显著

相关性。 在体外,孕马血清促性腺激素和 hCG 的合

用可以在一定范围内增加小鼠胚胎的发育数量和

发育率[26]。 雌激素也在小鼠早期胚胎发育过程中

发挥重要作用,其在小鼠胚胎的体外培养体系中都

有添加。 牛磺酸和 EDTA 可以克服二细胞阻滞,一
些氨基酸如谷氨酰胺也会参与蛋白质、DNA 的合

成,成为胚胎发育最初 48 h 内的重要能量来源,而
且谷氨酰胺具有防止细胞氧化的功效,一些研究表

明,在培养液中添加谷氨酰胺,可提高小鼠在体外

的囊胚孵化率[27]。

4　 单细胞转录组测序对胚胎发育的启示

小鼠植入前胚胎体外培养体系较为成熟,能够

培养至原条出现阶段。 但随着囊胚的发育进行,胚
胎内的细胞逐渐分化,所需求的信号分子也随之发

生改变。 这也对体外环境是否能够支持不同细胞

系的发育提出了更高的要求。 研究表明转录因子

网络的协同作用对于胚胎发育成功的谱系分离是

必不可少的[28-31]。 对早期胚胎的单细胞转录组分

析( single cell RNA sequencing,scRNA-seq)给胚胎

发育领域带来了很多新的启发[25]。 scRNA-seq 在

不到 10 年的时间里飞速发展,该技术能够揭示胚胎

内的每一个细胞各自的发育事件及其产生的变化,
详细研究特定基因和调控序列在发育中的作用。
4. 1　 胚胎发育的基因表达

Smart-seq2 技术的出现及优化为胚胎发育的单

细胞 转 录 组 学 提 供 了 一 个 很 好 的 平 台[32-34]。
Mohammed 等[35] 人通过对 E3. 5 到 E6. 5 小鼠胚胎

进行 scRNA-seq 来研究从着床期到早期原肠胚形成

的调控环境,以探索从植入前到早期原肠胚早期的

小鼠发育。 有研究者将该方法直接应用于 E3. 5 小

鼠囊胚未分化 ICM 中的单个细胞,发现存在两个细

胞群,一个具有 PrE 表达,另一个具有多能性 EPI 样
基因表达。 两个群体间差异表达的基因在胚胎中

E4. 5 在形态分化的 PE 和 EPI 中得到了很好的保

存,表明该方法成功地检测到了表面上同质的细胞

群体在单细胞水平上细微但本质的差异[36-37]。 为

了建立小鼠囊胚 ICM 内 EPI 与 PrE 谱系分离的图

谱,Ohnishi 等[38]描述了单个 ICM 细胞的基因表达

谱。 这项研究提出了一个模型,即 ICM 中细胞基因

的表达水平出现随机变异,且彼此独立,随后通过

一系列信号通路增强支持了 ICM 谱系分离。 众多

胚胎 scRNA-seq 是胚胎内细胞群体的鉴定强有力的

工具,为细胞命运的溯源提供证据。
4. 2　 胚胎发育的细胞命运图谱

体内哺乳动物细胞分化轨迹的全面描绘代表

胚胎发育过程中基因表达变化的基线,其可用于再

生医学的优化体外分化方案的参照[39]。 Scialdone
等[39]通过单细胞转录组分析小鼠胚胎早期中胚层

分化的问题。 传统的多细胞 DNA 分析的实验方法

依赖于细胞数较多的样本,不适合胚胎早期谱系多

样性的研究。 为了解决这个问题,他们使用 scRNA-
seq 研究了 1205 个中胚层单细胞向造血系统的分化

过程,涵盖了从 E6. 5 早期原肠胚形成到 E7. 75 原

221 中国比较医学杂志 2020 年 8 月第 30 卷第 8 期　 Chin J Comp Med, August 2020,Vol. 30,No. 8



始红细胞生成的时间过程。 在 E6. 5 小鼠胚胎中,
位于 PrE 和 EPI 交界处的细胞经历上皮-间充质转

化。 随后,细胞发生迁移进而获得不同的细胞命

运,或围绕着 EPI,或进入 PrE 形成卵黄囊、脐带和

胎盘。 细胞命运图谱显示,成熟组织,如血液和心

脏,起源于原肠胚前成纤维细胞的特定区域,但仍

然不清楚胚胎中众多细胞的命运是如何决定的[40]。
Pijuan-Sala 等[40] 报告了在受精后 6. 5 ~ 8. 5 d

的九个连续时间点收集的来自小鼠胚胎的 116,312
个单细胞的转录谱。 构建了从多能性向所有主要

胚胎谱系的细胞分化的分子图谱,并探讨了内脏和

原条衍生、内胚层融合的复杂事件[39]。 Cao 等[41]分

析了在妊娠 9. 5~13. 5 d 之间的 61 个胚胎大约 200
万个细胞的转录体。 由此产生的“小鼠器官发生细

胞图谱”(MOCA)提供了这一关键时期发育过程的

全局视图[41-42]。 scRNA-seq 为追踪胚胎发育过程的

所有细胞命运提供了可能,而且该领域还需要更深

入的研究去完善其他哺乳动物胚胎谱系分化图谱。
4. 3　 其他哺乳动物胚胎发育的单细胞测序研究

与此同时,众多研究者对高级哺乳动物的胚胎

也进行了单细胞转录组的研究,探索胚胎发育的复

杂机制。 EPI 是哺乳动物所有体细胞和生殖细胞的

起源。 为了探索人类和灵长类多能性的个体发育,
Nakamura 等人[43] 对食蟹猴(Macaca fascicularis)植

入前和植入后的 EPI 进行了全面的 scRNA-seq。 结

果表明,在囊胚发育过程中,食蟹猴 EPI 在着床过程

中发生了重要的转录组变化。 该研究不仅揭示了

EPI 发育的差异性和一致性,而且确定了关键物种

间多能性谱的发育坐标,为更好地建立人胚胎的培

养体系提供了线索。 Zhou 等人[44] 结合体外培养的

胚胎发育和 scRNA-seq,系统分析了来自人的 65 个

移植前后胚胎的 8000 多个单个细胞。 转录组数据

的无监督降维和聚类算法显示了 EPI、PrE 和 TE 谱

系的逐步植入路径,表明胚胎在植入过程中为着床

于子宫内膜做好了充分准备。 该研究提供了对调

节人类胚胎植入的复杂分子机制的理解,并有助于

推进未来对早期胚胎发育和生殖医学的理解。 众

多的测序研究结果揭示了小鼠、高级哺乳动物以及

人胚胎发育过程中的复杂路径,同时其详尽的转录

组信息为体外延时培养获得的胚胎发育谱系提供

了很好的参照标准,也为解析发育过程的分子机制

提供了有力的支持。

5　 结论与展望

胚胎是生命的起源,理解胚胎的发育历程有助

于研究高等动物的发育过程。 小鼠胚胎以其哺乳

动物的胚胎特性和较短的发育时间等优势,成为了

很好的胚胎研究的模型。 猴胚胎、人胚胎的植入发

育研究都是建立在小鼠胚胎的模型上来开展的。
建立体外延时培养的小鼠胚胎体系,有助于我们更

好的理解哺乳动物在着床后所经历的事件,揭示胚

胎发育的过程。 高级哺乳动物以及人胚胎的延时

培养研究能够反哺小鼠胚胎体外延时培养体系的

有效建立。
总之,植入后胚胎体外培养这个领域在胚胎发

育过程的研究中是至关重要的。 目前针对胚胎的

体外培养技术还存在不足,需要更多的研究投入。
未来的研究需要更多地理解胚胎发育的机制以及

发育过程中的事件,这可以为生殖医学等相关领域

提供相应的基础,也可以帮助我们理解生殖医学中

的多种问题,例如胚胎受孕后的流产、胚胎与子宫

内膜的交互作用以及移植胚胎吸收等相关事件。
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人脐带间充质干细胞治疗不同疾病的研究进展

巫　 丹,尹　 宇∗

(昆明理工大学灵长类转化医学研究院,昆明　 650000)

　 　 【摘要】 　 间充质干细胞(mesenchymal stem cells,MSCs)是一类起源于早期中胚层,并且能够自我更新和具有

多向分化潜能的成体干细胞。 大量的研究证明,MSCs 在再生医学领域中具有巨大潜力,未来可被用于治疗多种类

型疾病,如脊髓损伤、肝损伤、肾损伤及自身免疫性疾病等。 MSCs 一般来源于胎盘、脂肪、牙髓、骨髓以及脐带和胎

儿内脏等器官组织。 其中,脐带作为在母体和胎儿之间运输营养物质的纽带,同样含有大量的间充质干细胞。 并

且相较于易受供体的年龄因素影响的骨髓间充质干细胞和易受到医学伦理限制的胎儿来源的间充质干细胞而言,
增殖效率高、供体广泛、病毒感染率低的脐带间充质干细胞(human umbilical cord mesenchymal stem cells,hUCMSCs)
可能是临床应用时的更好的选择,这些优势也使得 hUCMSCs 在再生医学领域备受关注。 本文重点对 hUCMSCs 目

前与疾病治疗相关的研究进展作一综述。
【关键词】 　 脐带间充质干细胞;干细胞移植;组织修复
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Research progress of human umbilical cord mesenchymal stem cells for
treatment of various diseases

WU Dan, YIN Yu∗

(Kunming University of Science and Technology, Primates Translational Medicine Research Institute, Kunming 650000, China)

　 　 【Abstract】　 Mesenchymal stem cells (MSCs) are a type of adult stem cell that originates in the early mesoderm,
which are capable of self-renewal and multi-directional differentiation. A large number of studies have shown that MSCs
have great potential in the field of regenerative medicine. MSCs can be used to treat many types of diseases such as spinal
cord injury, liver damage, kidney damage and autoimmune diseases. They are generally derived from placenta, fat, dental
pulp, bone marrow, umbilical cord, and fetal internal organs as well as other organs and tissues. Among them, the
umbilical cord as a link between the mother and fetus to transport nutrients contains a large number of MSCs. Compared
with bone marrow mesenchymal stem cells that are affected by the donor’s age and fetal mesenchymal stem cells that have
ethical issues, umbilical cord mesenchymal stem cells (hUCMSCs) have a high proliferation efficiency and wide range of
donor sources, and low virus infection rate. Therefore, hUCMSCs are considered to be a better choice for treatment of virous
diseases. These advantages also make hUCMSCs attractive in the field of regenerative medicine. This article focuses on the
current research progress of hUCMSCs related to disease treatment.

【Keywords】　 umbilical cord mesenchymal stem cells; stem cell transplantation; tissue repair



　 　 间充质干细胞(mesenchymal stem cells,MSCs)
最早起源于早期中胚层,能够自我更新并具有多向

分化的潜能,可从成体骨髓、牙髓、脂肪组织、脐带

等组织中分离[1-2]。 由于 MSCs 具有免疫调节的作

用,因此 MSCs 在损伤组织修复和自身免疫性疾病

的细胞治疗领域备受青睐[3-4]。 其中,来源于脐带

的间充质干细胞(human umbilical cord mesenchymal
stem cells,hUCMSCs)因具有多能性、低致瘤性、低免

疫原性、增殖率高和获取方便等特点[5-6],成为了同

种异体环境中细胞移植的重要适用细胞来源,其亦

可能成为干细胞治疗的优先选择。

1　 hUCMSCs 的来源及生物学特征

脐带由三部分构成:脐血管,羊膜被覆上皮以

及华通氏胶(Wharton’s Jelly) [7]。 根据脐带的组成

结构,人脐带间充质干细胞( human umbilical cord
mesenchymal stem cells,hUCMSCs)的来源大致可以

分为 4 种:(1)从人脐带华通胶中得到的间充质干

细胞 ( human Wharton ’ s Jelly mesenchymal stem
cells,hWJMSCs),(2)来源于人脐带血的间充质干

细胞(human umbilical cord mesenchymal stem cells,
hUCMSCs),(3)来自人脐带血管周围组织的间充质

干 细 胞 ( human umbilical cord perivascular
mesenchymal stem cells,hUCPV-MSCs),(4)从羊膜

中获得的间充质干细胞 ( mesenchymal stem cells
derived from human umbilical cord amnion,hAMSCs)。

hWJMSCs 高 表 达 白 细 胞 分 化 抗 原 ( cluster
differentiation,CD), 如 CD29、 CD90、 CD44、 CD105
等,低表达人白细胞 DR 抗原 ( human leukocyte
antigen-DR,HLA-DR),且极少表达 CD45 抗原,因此

其免疫原性较低,可用于损伤组织修复和治疗自身

免疫缺陷病[8-9];脐带血来源的 hUCMSCs 高表达

MSCs 相关抗原如 CD73、CD90、CDl05 和黏附分子

CD44,不表达造血细胞标志 CD11b、CD14、CD19、
HLA-DR[10-11];脐带血管周围的 hUCPV-MSCs 高表

达 CD105、 CD73、 CD90 及 CD44, 不 表 达 CD34、
CD235a、VCAM1、IL-3、及 OCT4,由于 hUCPV-MSCs)
存在细胞含量少及增殖传代能力较弱的特性[12-13],
无法在临床和科学研究中广泛应用,因此相关研究

较少;羊膜来源的 hAMSCs 高表达 CD73、 CD90、
CD105,可诱导分化为成脂和成骨细胞, 同时,
hAMSCs 具有促血管生成、组织修复及免疫调节功

能[14-15]。 目 前 临 床 研 究 及 应 用 得 最 多 的 是

hWJMSCs 和 hUCMSCs,统称为 hUCMSCs。

2　 hUCMSCs 治疗不同疾病的研究进展

2. 1　 hUCMSCs 治疗肝损伤

hUCMSCs 可减少 CD8+T 细胞数量,进而减少干

扰素-γ 和肿瘤坏死因子的产生;同时可以抑制肝内

已经活化的巨噬细胞向抗炎型 M2 细胞转化,并阻

止肝内的炎症级联反应[16-17]。 2016 年 Bi 等[17] 证

实,移植进小鼠内的 hUCMSCs 可以通过降低 miR-
199 的表达来降低角质细胞生长因子的生成,进而

阻止肝星状细胞的活化和聚集,从而起到降低门静

脉压力、减少肝纤维化和修复肝损伤的作用。 近期

在 Shao 等[18] 的研究中确定了 hUCMSCs 受到 IL-6
刺激后,会分泌可能靶向作用于 PI3K 信号通路的

富含 miR-455-3p 的外泌体。 这种外泌体在体内和

体外均可抑制脂多糖(LPS)诱导的巨噬细胞活化和

细胞因子的产生,并且在化学性肝损伤小鼠模型

中,miR-455-3p 的表达增强可以减弱巨噬细胞浸润

和局部肝损伤,并降低血清中的炎性因子水平,从
而改 善 肝 功 能。 另 外, 在 Li 等[19] 的 研 究 中,
hUCMSCs 已显示出对糖尿病和肝病(如肝硬化和暴

发性肝衰竭) 的治疗潜力, 在临床研究中进行

hUCMSCs 输注可显着改善高糖血症,并降低血液中

甘油三酸酯,总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇含

量,从而为 2 型糖尿病(T2DM)患者中的非酒精性

脂肪肝疾病(NAFLD)患者带来治疗的希望。
2. 2　 hUCMSCs 治疗肾损伤

急性肾损伤(acute kidney injury,AKI)是临床中

常见的肾相关疾病,急性肾损伤后若无法得到及时

有效的治疗,肾功能将快速恶化,甚至导致功能性

肾衰竭[20]。 Andrade 等[21] 报道称, 体外培养的

hUCMSCs 移植可有效改善急性肾损伤。 其作用机

制可能是 hUCMSCs 体内定向分化成肾小管上皮细

胞,替代已经受损或坏死的肾组织细胞,并改善肾

受损程度和减轻受损部位的炎症反应。 此外有几

项研究都表明 hUCMSCs 可作用于雄性大鼠 AKI 模
型并改善其肾受损情况。 其作用机制可能是:(1)
hUCMSCs 降低趋化因子 CX3CL1 的表达从而减少

受损部位炎性细胞的大量激活及浸润,减轻炎症反

应,最终抑制肾组织细胞的变异、增生及纤维化;
(2)hUCMSCs 分泌的外泌体可通过下调低氧诱导因

子-1 的表达而抑制细胞凋亡,同时上调表达血管内

皮生 长 因 子, 促 进 血 管 生 成 并 修 复 肾 损 伤 组
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织[22-23]。 除此之外,hUCMSCs 可与胰岛素样生长

因子-1( insulin-like growth factors 1,IGF-1)嵌合成

hUCMSCs-IGF-1 复合体,该复合体移植入大鼠 AKI
模型后,可移动至肾受损处同时黏附于血管壁上,
促进血管内皮细胞大量增殖;同时 hUCMSCs-IGF-1
复合体可通过激活 PI3K /蛋白激酶 B(protein kinase
B,Akt)信号通路从而减少 AKI 模型鼠肾组织中的

细胞损伤,增强其抗炎能力,继而缓解肾损伤[24]。
因此可以认为,hUCMSCs 的移植将是 AKI 有效的前

瞻性治疗方法。
2. 3　 hUCMSCs 治疗皮肤损伤

hUCMSCs 近年来由于其具有多能性、低免疫原

性和可重建皮肤组织结构等特点而被认为是皮肤

损伤的潜在治疗来源。 hUCMSCs 移植到皮肤损伤

部位后,一方面可通过定向分化成表皮样细胞,促
进皮肤角质上皮再生及血管生成,使受损皮肤逐渐

愈合;另一方面 hUCMSCs 可通过调节 Wnt4 信号通

路,促进 β-连环蛋白核转运,增强表皮细胞的增殖

能力,并通过激活 Akt 信号通路来抑制表皮细胞凋

亡使损伤皮肤修复[24]。 在 Montanucci 等[25] 研究

中,将 hUCMSCs 置于纤维蛋白双层膜上后进行移

植,可以加快受损皮肤的上皮再生。 此外,Mejía-
Barradas 等[26]发现皮脂切除术后产生继发性慢性

溃疡的患者在接受了 hUCMSCs 的皮肤治疗后发现

hUCMSCs 可诱导瘢痕形成和新血管形成,同时可减

少产生白细胞和促炎因子,继而发挥其促进皮肤愈

合的作用。 因此 hUCMSCs 也被提出可作为治疗术

后皮肤病变的一种新的方法。
2. 4　 hUCMSCs 治疗脊髓损伤

急性脊髓损伤( acute spinal cord injury,ASCI)
是一类由于高爆发暴力引起的椎体移位或骨折残

片侵入人体内椎管,导致脊髓受到严重机械性损伤

的疾病,ASCI 的预后通常较差[27]。 而 hUCMSCs 易

于获得和免疫原性低的特点使它成为治疗脊髓损

伤这类疾病的热门选项。 2018 年,张陆等[28] 通过

对比 hUCMSCs 移植前后 ASCI 患者的功能指标后发

现,hUCMSCs 可以明显改善 ASCI 患者的神经功能

损伤,并且促进其恢复的同时不影响机体本身的免

疫功能。 另外,人神经干细胞( human neural stem
cells,hNSCs)也是在脊髓损伤模型中可用于细胞治

疗的移植材料[29]。 先前的研究表明,MSCs 可以调

节 NSCs 的细胞微环境并提高移植后 NSCs 的存活

率,并且与其他干细胞相比,MSCs 移植后相关的肿

瘤发生率明显更低[30]。 2019 年 Sun 等[31] 研究表

明,与单独移植 hUCMSCs 和单独移植 hNSC 相比,
髓内联合移植 hUCMSCs 与 hNSCs 后治疗效果明显

更好。 因此虽尚未清楚其作用机制,但可以认为

hUCMSCs 是未来用于临床治疗急性脊髓损伤的一

个很有潜力的治疗工具。
2. 5　 hUCMSCs 治疗 cGVHD

慢性移植物抗宿主病( chronic graft-versus-host
diaease,cGVHD)是移植手术后最常见的并发症之

一,一般发生在移植 100 d 左右,是手术后患者非疾

病复发致死的主要原因[32-33]。 而 hUCMSCs 独特的

免疫调节能力使其在 cGVHD 相关研究中备受关

注。 近期张玲等[34] 研究报道称,接受 hUCMSCs 治

疗后 cGVHD 患者外周血中原本高表达 CD19+的细

胞数 量 有 逐 渐 降 低 的 趋 势, 并 且 未 观 察 到 和

hUCMSCs 移植相关的不良反应,患者也没有复发原

发病以及产生间充质干细胞相关的肿瘤。 这意味

着 hUCMSCs 用于治疗难治性慢性移植物抗宿主病

是有效并且安全的。 另外还有实验表明,尽管与对

照组小鼠相比,所有类型的间充质干细胞移植后小

鼠均具有统计学上显著的存活延长,但仅在接受

hBMMSCs 和 hUCMSCs 的小鼠中观察到了显著的组

织病理学改善。 即其他类型的 MSCs 在体内的抗炎

作用不如 hUCMSCs 和 hBMMSCs[35]。 因而可以预

见,在未来关于治疗移植物抗宿主病的研究中,
hUCMSCs 将成为一个热门选项。
2. 6　 hUCMSCs 治疗卵巢早衰

作为异质性疾病,40 岁以下的女性中,有 1% ~
3%的女性患有卵巢早衰(premature ovarian failure,
POF),其病理特征包括卵巢功能紊乱、雌激素水平

降低和性腺激素水平升高,但目前临床还没有非常

有效的治疗手段[36-37]。 越来越多的证据表明,
hUCMSCs 的移植是治疗 POF 的潜在疗法。 研究表

明,hUCMSCs 可以上调血红素加氧酶-1(HO-1)的表

达,而 HO-1 在卵巢的生理功能和垂体腺分泌促性

腺激 素 功 能 中 具 有 关 键 作 用[38-39]。 但 是 在

hUCMSCs 治疗 POF 小鼠的相关研究中关于 HO-1
的作用和机制的了解还很少。 最近,Yin 等[39] 发现

在 hUCMSCs 中表达的 HO-1 基因可通过激活 JNK /
Bcl-2 信号通路和上调 CD8+ CD28-T 细胞的表达来

实现 hUCMSCs 移植后恢复 POF 小鼠的卵巢功能。
这些发现为随后的临床上基于 hUCMSCs 的人类治

疗提供了新的目标。
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2. 7　 hUCMSCs 治疗帕金森和阿尔茨海默症

MSCs 可用于治疗神经退行性疾病引起了临床

研究领域极大的关注,因为大部分神经退行性疾病

都极其影响患者的生活质量,并且暂时没有其他有

效的药物治疗手段[40-41]。 Lo 等[42] 研究表明,通过

颈 动 脉 移 植 hUCMSCs 能 够 明 显 使 帕 金 森

(Parkinson’ s disease,PD) 患者的 UPDRS 评分和

Webster 评分升高。 hUCMSCs 治疗神经退行性疾病

的作用机制尚不明确,目前提出的可能有:hUCMSCs
能够 分 化 成 促 使 神 经 再 生 及 修 复 的 神 经 元;
hUCMSCs 旁分泌作用产生的细胞因子可以缓解黑

质纹状体的损伤,并抑制 PD 患者多巴胺神经元的

凋亡[43-44]。 此外也有报道提出,hUCMSCs 可以使

外周神经损伤后的轴突再生,并且可以到达神经起

到修复再生的作用[45-46]。
阿尔茨海默症(Alzheimer’ s disease,AD)的病

理特征目前主要认为是由 β-淀粉样蛋白聚集体引

起的,但尚不清楚这些蛋白质聚集体与临床症状之

间的致病机制[47-48]。 hUCMSCs 分泌的神经营养因

子也许可以改善这种复杂的细胞环境并抑制神经

细胞凋亡[49],同时 hUCMSCs 可能通过逆转大脑中

的小胶质细胞神经炎症而产生持续的神经保护作

用[50]。 此外 Oh 等[51] 研究证实,hUCMSCs 可以减

少 β-淀粉样前体蛋白转基因小鼠大脑中的淀粉样

沉积。 因此虽然 PD 和 AD 这两种神经退行性疾病

的致病机制尚不完全清楚,但 hUCMSCs 已经给我们

带来了治愈神经退行性疾病新的希望。
2. 8　 hUCMSCs 治疗阻塞性肺疾病

在美 国, 死 于 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( chronic
obstructive pulmonary disease,COPD)的人数仅次于

癌症和心血管疾病[52]。 根据世界卫生组织(WHO)
的估计,全世界目前有 6500 万人患有中度至重度

COPD[53]。 目前用于治疗 COPD 的药物包括支气管

扩张药、吸入类固醇、口服类固醇、磷酸二酯酶 4 抑

制剂、茶碱和抗生素。 临床上还使用肺疗法治疗

COPD,例如氧气疗法;此外还有进行减少肺体积的

手术,以及肺移植来治疗 COPD。 然而,这些疗法疗

效有限且存在严重不良反应[54-55]。 Le 等[56] 研究发

现 hUCMSCs 的移植显着改善了 COPD 患者的生活

质量和临床状况,并且结果表明 hUCMSCs 的全身给

药相对安全,这可能是由于 hUCMSCs 具有较强的免

疫调节能力。 尽管这是一项初步研究,但这些结果

为进一步对 COPD 患者进行 hUCMSCs 的临床研究

提供了重要的参考。

3　 小结与展望

从人脐带分离的 hUCMSCs 是目前再生医学领

域备受瞩目的研究热点,与其他来源的 MSCs 相比,
它们具有较高的增殖能力、较快的自我更新能力、
较低的免疫原性以及更可靠的获得方式。 虽然目

前对 MSCs 的功能机制的研究还不够深入,但其治

疗的有效性和安全性已在科学研究、临床前和临床

试验中得到了初步的验证。 然而,细胞的移植剂

量、递送途径、移植时间窗的选择、注射速率和移植

频率等技术问题依然是临床试验中函待解决的问

题, 尤 其 由 于 hUCMSCs 移 植 存 在 血 管 栓 塞、
hUCMSCs 传代过程中遗传物质改变及潜在致瘤致

畸等风险极大等问题限制了其目前的发展。 此外

hUCMSCs 供体的隐性健康问题亦存在很大隐患。
因此研究人员不仅需要在移植前进行供体细胞的

基因检测和规范细胞处理流程,而且还需要长期随

访监控受体患者的健康状况。 这使 hUCMSCs 的大

规模临床应用面临更多的挑战,并且未来还需要做

大量的工作才能充分揭开 hUCMSCs 的面纱。 但随

着细胞规模化培养、高通量测序等技术的发展以及

临床试验研究体量的增加, 相信不久的将来,
hUCMSCs 将在转化医学领域带给我们更多惊喜。
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