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大鼠孤束核微量注射的定位初探
舒晴1,邵雨薇1,2,田峻1,杨亚南3,4∗

(1. 武汉大学中南医院康复医学科,武汉　 430071; 2. 武汉大学第二临床学院,武汉　 430071;
3. 华润武钢总医院中医科,武汉　 430080; 4. 武汉科技大学职业危害识别与控制湖北省重点实验室,武汉　 430000)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过应用不同参数定位注射,探讨大鼠孤束核微量注射的定位方法以提高注射成功率及准

确性。 方法　 将 15 只大鼠根据实验进度的不同分为垂直注射组、Bregma 定位组和 Lambda 定位组。 垂直注射组进

针点选择为大鼠颅底前缘 0. 5 mm,进针深度 7. 5 mm;Bregma 定位组以 Bregma-11. 0 mm、双侧中线旁开 0. 5 ~ 0. 7
mm 为进针点,进针斜刺角度向后 24°,斜刺深度 8. 6 mm 为注射点;Lambda 定位组以 Lambda-3. 2 mm、双侧中线旁

开 0. 5 ~ 0. 7 mm 为进针点,进针斜刺角度向后 24°、斜刺深度 9. 6 mm 为注射点。 观察各组大鼠注射后全脑冠状切

面的荧光标记位置。 结果　 垂直注射组荧光标记位置位于脉络丛所在冠状切面。 Bregma 定位组荧光标记不稳定,
分别位于小脑、脑干较浅位置或脉络丛所在冠状切面。 Lambda 定位组中体重 300 g 左右的大鼠荧光标记位置位于

小脑和脑干的间隙,而体重 400 g 左右的大鼠能够准确标记于孤束核。 结论　 在 400 g 左右的大鼠中,以 Lambda 为

基准点以一定角度斜刺可以准确注射至大鼠孤束核。
【关键词】 　 孤束核;脑立体定位术;脑微量注射

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2020) 04-0429-07

Preliminary investigation of localization of solitary nucleus microinjection in rats
SHU Qing1, SHAO Yuwei1, 2, TIAN Jun1, YANG Yanan3,4∗

(1. Department of Rehabilitation, Zhongnan Hospital of Wuhan University, Wuhan 430071, China.
2. the Second Clinical College of Wuhan University, Wuhan 430071. 3. Department of Traditional Chinese Medicine,

China Resources & WuGang General Hospital, Wuhan 430080. 4. Hubei Key Laboratory of Occupational Hazard Identification and Control,
Wuhan University of Science and Technology, Wuhan 430000)

Corresponding author: YANG Yanan. E-mail: yangyn_wg@ 126.com

【Abstract】　 Objective　 To investigate the localization method of microinjection of the solitary nucleus in rats using
different parameters and to improve its success rate and accuracy. Methods 　 Twenty rats were divided into a vertical
injection group, a Bregma-based localization group, and a Lambda-based localization group according to the experimental
progress. The injection point of the vertical injection group was 0. 5 mm at the anterior edge of the skull base of the rat, with
a needle insertion depth of 7. 5 mm. The Bregma positioning group used Bregma-11. 0 mm and 0. 5 - 0. 7 mm beside the
bilateral midline as the puncture point. The oblique insertion angle was 24° backwards and the depth was 8. 6 mm at the
injection point. The Lambda positioning group used Lambda-3. 2 mm and 0. 5 - 0. 7 mm beside the bilateral midline as the
puncture point. The oblique insertion angle was 24° backwards and depth was 9. 6 mm at the injection point. The positions
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of the fluorescent markers in the coronal section of the whole brain after injection of each group of rats were observed.
Results　 The fluorescent label in the vertical injection group was located in the choroid plexus. The fluorescent labeling
was unstable in the Bregma-based localization group, and was located in the coronal sections of the cerebellum, superficial
brainstem, and choroid plexus. In the Lambda-based localization group, the fluorescent label position in the rats weighing
approximately 300 g was located in the space between the cerebellum and the brainstem, while the rats weighing around 400
g could be accurately labeled in the solitary nucleus. Conclusions　 In rats of approximately 400 g, oblique puncture at a
certain angle based on Lambda as the reference point can enable accurate injection into the nucleus of the solitary tract in
rats.

【Keywords】　 nucleus of the solitary tract; stereotaxy of brain; microinjection
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 作为神经科学的重要研究手段,应用光遗传学

和化学遗传学进行神经环路的研究在近年来方兴

未艾,越来越多的神经核团及相关神经元的功能被

发现。 作为神经环路研究中最基础的一环,核团的

定位注射的准确性直接关系到实验的成败。 但是,
作为实验操作步骤的关键,一些复杂核团的注射参

数往往在文献中只有简单的描述,其它学者进行相

关后续研究时容易走弯路。 孤束核(nucleus of the
solitary tract,NTS)位于延髓背侧、迷走神经背核的

背外侧,为孤束的止点,在吻尾方向上形成 Y 字形

细胞柱,贯穿延髓全长[1]。 其在颅骨表面的投影已

经超过了颅底,到达了第 1、2 颈椎。 在现有文献报

告中,孤束核的定位及注射参数出现了一定的差异

性[2-5]。 笔者通过深入解读相关文献,并应用不同

注射参数进行重复性注射,初步探索出大鼠孤束核

定位注射的参数。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

6 ~ 12 周龄 SPF 级雄性 Wistar 大鼠 15 只,体
重 200 ~ 400 g,由北京维通利华实验动物技术有限

公司提供【SCXK(京)2019-0010】。 实验操作在武

汉大学中南医院实验动物中心【 SYXK(鄂) 2015-
0025】进行,自由进食饮水,12 h 明暗周期,动物房

温度(22 ± 2)℃,相对湿度(50 ± 10)%,每天更换

垫料、饮水、清洗大鼠饮水器。 动物处理及饲养条

件按照实验动物使用 3R 原则给予人道主义关怀,
并遵照《中华人民共和国实验动物管理条例》和《实
验动物质量管理办法》实施。 本实验经武汉大学实

验动物中心经伦理审查后施行 ( AUP Number:
2019025 号)。
1. 1. 2　 试剂及仪器

小动物麻醉用异氟烷(分析纯,深圳市瑞沃德

生命科技有限公司,批号:20160218),霍乱菌素亚

单位 B-488(Cholera Toxin Subunit B Alexa Fluor 488
Conjugate, CTB-488, No. C34775),霍乱菌素亚单

位 B-594(Cholera Toxin Subunit B Alexa Fluor 594
Conjugate, CTB - 594, No. C34777),4%多聚甲醛

(国药集团)。
数显脑立体定位仪(深圳瑞沃德),异氟烷小动

物麻醉系统 (深圳瑞沃德),微量注射泵 (兰格

Longer,TJ-4A / SL0107-1A),玻璃电极拉制仪(日本

Narishige,PC - 10),玻璃电极 (美国 SUTTER, No.
BF120-60-10),微量进样器(上海高鸽,1 μL),脑
定位仪专用大鼠麻醉面罩、定位针夹持器、麻醉诱

导盒、颅钻(钻头直径 0. 5 mm);玻璃离子水门汀

(上 海 新 世 纪 齿 科 ), 荧 光 显 微 镜 ( 奥 林 巴

斯,BX-53)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组

根据实验流程的进度,最终所有大鼠被分为垂

直注射组(n = 2)、Bregma 定位组(n = 5)和 Lambda
定位组 ( n = 8),但各组大鼠不在同一时间进行

实验。
1. 2. 2　 大鼠孤束核微量注射的方法

(1)微量注射器的制作

应用玻璃电极拉制仪,应用“一步法”拉制尖端

直径约 100 μm 的玻璃电极注射针,在电极内灌注

石蜡油后与微量进样器连接并用热胶固定保持密

封性。
(2)进针点及进针角度

将麻醉好的大鼠固定在大鼠脑立体定位仪上。
备皮,用剪刀剪开皮肤、皮下组织,钝性分离骨膜,
暴露颅骨显示人字缝和十字缝,用无菌干棉球擦干

净局部。 前后左右调平颅骨,保持前、后囟和后囟

034



中国实验动物学报 2020 年 8 月第 28 卷第 4 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,August 2020,Vol. 28, No. 4

左右 2. 5 mm 均在同一平面。 根据《The Rat Brain:
in Stereotaxic Coordinates (6th edition)》 [6] 确定参照

点,根据各组进针方法的不同确定进针点及进针角

度,在进针点用颅钻钻取 0. 5 mm 圆孔。
(3)微量注射

微量注射泵吸取 CTB-594 或 CTB-488 0. 3 mL
后,根据各组定位参数的不同注射 0. 26 mL 于定位

点,注射时间 5 min,注射完成后保留 5 min,拔针后

用玻璃离子水门汀封闭进针点再缝合伤口。 术后

所有大鼠连续 3 d 肌肉注射庆大霉素,根据大鼠与

人的剂量换算方法[7],大鼠注射剂量为成人临床给

药剂量(mg / kg)的 6. 3 倍。 注射完成后大鼠正常进

食进水。

图 2　 以 Bregma 和颅底为基准点垂直于颅骨平面进针示意图及注射位置荧光

Figure 2　 Schematic diagram of needle insertion perpendicular to the skull plane based on Bregma and skull as
reference points and the injection position of fluorescence

1. 2. 3　 大鼠取材、切片及成像

术后 3 d 大鼠 4%多聚甲醛心脏灌注后取全脑,
全脑于 4%多聚甲醛溶液中后固定 72 h,固定完成

后放入 25%蔗糖溶液中脱水。 全脑组织脱水完成

后,取大鼠孤束核所在冠状面行 10 μm 冰冻切片。
冰冻切片自然解冻后封片,在荧光显微镜下观察

拍照。
1. 2. 4　 孤束核注射位点的标准位置

根据脑定位图谱及相关文献确定大鼠孤束核

的中后部,由第四脑室脉络丛(choroid plexus,chp)
移行为中央水管(central canal,cc)后的切面为注射

标准位置[8],对应图谱大鼠冠状切面图 1A 中 Figure
147( Bregma - 13. 68 mm) 至图 1B 中 Figure 157
(Bregma-15. 00 mm),见红色标记位置。

图 1　 孤束核注射的标准位置

Figure 1　 Standard localization of microinjection
in solitary nucleus

2　 结果

2. 1　 以 Bregma 和颅底为基准点垂直于颅骨平面

进针无法注射至孤束核标准点

根据 《大鼠脑定位图谱》 [6] 以大鼠颅骨平面

Bregma-13. 5 mm 为进针点进针,分离大鼠颅骨平

面外皮肤及皮下组织,发现 Bregma-13. 5 mm 所在

位置已超过颅底,无法在大鼠颅骨上进行打孔注射

等实验操作。 改用沿着颅底前缘 0. 5 mm 进针,进
针深度 7. 5 mm,注射 CTB-594 0. 26 mL。 冰冻切片

显示 CTB 注射位点在脉络丛所在冠状切面约

Bregma-13 mm 处(见图 2),说明以 Bregma 为基准

垂直注射,即使以颅底前缘为进针点仍无法准确注

射至孤束核的标准位置。
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2. 2　 以 Bregma 为基准点以一定角度斜刺无法准

确注射至孤束核标准点

在选取颅骨底部进针点直刺的情况下仍无法达到

NTS 中后部,故改为斜刺。 通过三角函数的计算,以
Bregma-14. 5 mm 为垂直进针点(在颅底后方),垂直注

射深度为 7. 86 mm,实际斜刺进针点为Bregma-11 mm,
进针角度为 24°,通过三角函数计算出进针深度为 8. 6
mm(图 3A)。 注射后切片观察发现,同样的注射参数,
荧光标记的位置仍有差异(图 3),甚至在同一体重下,
冠状切面的荧光标记位置也有差异(表 1)。
2. 3　 以 Lambda 为基准点以一定角度斜刺可以准

确注射至 400 g 左右的大鼠孤束核

结果提示,以 Bregma 为基准点进行定位无法准

确注射到大鼠孤束核。 故本实验以 Lambda 为基准

点进行定位。 以大鼠脑定位图谱中 Interaural 点与

Lambda 点的位置关系及 Lambda 点后方能够进行打

孔的颅骨平面最佳位置为依据,通过三角函数计算

出进针点位于 Lambda-3. 2 mm、中线双侧旁开 0. 5
~ 0. 7 mm。 进针斜刺角度向后 24°、斜刺深度 9. 6
mm 为注射点(图 4C)。 将不同体重大鼠均以上述

注射参数进行注射。 结果发现,体重为 266、357 g
的大鼠荧光信号的位置位于延髓背侧且未见到针

痕,仅有少量强度很弱的荧光标记。 体重为 395、
450、382 g 的大鼠脑均看到明显的针痕及明亮的荧

光,且至少一侧的荧光标记位于孤束核或孤束核稍

上方位置。 说明以 Lambda 为基准点以一定角度斜

刺可以准确注射至 400 g 左右的大鼠孤束核。 (见
表 2 及图 4)

图 3　 以 Bregma 为基准点以一定角度斜刺示意图(A)及荧光定位图(B, C, D)
Figure 3　 Schematic diagram of the oblique puncture at a certain angle with the Bregma as the reference point (A)

and the injection position of fluorescence (B, C, D)

表 1　 大鼠以 Bregma 为基准点以一定角度斜刺注射后荧光标记的位置

Table 1　 Position of the fluorescent marker after oblique injection at a certain angle with Bregma as the reference point
编号
No.

体重(g)
Weight(g)

前后囟距离(mm)
Distance of Bregma-Lambda(mm)

深度(mm)
Depth(mm)

图谱矢状面位置
Sagittal plane position

代表性图片
Representative figure

2 210 8. 38 7. 2 Bregma-14. 16 mm 图 3B (Figure 3B)
3 210 6. 7 7 Bregma-14. 64 mm 图 3C (Figure 3C)
5 375 8. 1 7 Bregma-13. 44 mm 图 3D (Figure 3D)

表 2　 以 Lambda 为基准点斜刺大鼠注射后荧光标记的位置

Table 2　 Position of the fluorescent marker after oblique injection at a certain angle with Lambda as the reference point
编号
No.

体重(g)
Weight(g)

前后囟距离(mm)
Distance of Bregma-Lambda(mm)

深度(mm)
Depth(mm)

图谱矢状面位置
Sagittal plane position

代表性图片
Representative figure

9 357 6. 62 7. 5 Bregma-15. 48 mm 图 4A (Figure 4A)
12 266 7. 16 7. 2 Bregma-15. 96 mm 图 4B (Figure 4B)
8 395 7. 59 8. 0 Bregma-14. 52 mm 图 4D (Figure 4D)
10 450 7. 50 8. 4 Bregma-14. 52 mm 图 4D (Figure 4D)
14 382 7. 70 8. 4 Bregma-14. 52 mm 图 4D (Figure 4D)

234



中国实验动物学报 2020 年 8 月第 28 卷第 4 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,August 2020,Vol. 28, No. 4

图 4　 以 Lambda 为基准点以一定角度斜刺的示意图(C)及荧光定位图(A,B,D)
Figure 4　 Schematic diagram of the oblique puncture at a certain angle with the Lambda as the reference point (C)

and the the injection position of fluorescence (A, B, D)

3　 讨论

孤束核因包绕孤束而得名,孤束由迷走神经、
舌咽神经及面神经的内脏初级传入纤维组成, 最终

止于孤束核[9]。 孤束核接受来自舌咽神经、舌下神

经的味觉传入纤维[10],并将该信息传至臂旁核和延

髓网状结构从而产生味觉[11]。 另外,孤束核还接收

来自颈动脉体和主动脉弓中压力化学感受器的信

息,通过传出副交感神经和交感神经复合体调节血

压和心率[12]。 作为心肺传入输入的一级神经核团,
孤束核接收包括血液 pH、血氧水平、周围的化学感

受器,压力感受器和肺拉伸受体等输入,进而调节

呼吸[13]。 另外,孤束核还能够接收来自外周的饱腹

信号并传递至下丘脑的食欲调控神经元,参与饱腹

感的调节,最终发挥调控食欲的作用[14]。 以上这些

研究均说明孤束核是中枢神经系统参与内脏调节

的重要核团,具有深入研究价值。

早期孤束核的定位注射实验中脑立体定位仪

的应用并不普遍,常常以写翮( calamus scriptorius,
延髓背面作为第四脑室底的菱形窝的下端最狭窄

部分)作为标志点[2, 15],随后固定注射针后直接对

着延髓进行注射。 注射前需要分离颈后部软组织

并暴露延髓背面,这种注射方式的创伤性明显高于

脑立体定位仪通过颅骨打孔后注射。 但近年来仍

有研究在应用这种方法[3,16]。 另外,大部分文献对

NTS 注射过程进行描述时,均只描述出脑立体定位

仪的参数, 参 数 均 为 Bregma 为 基 准 点 前 后 轴

(anterior-posterior, AP) - 12. 5 ~ AP - 14. 5 mm 不

等[4-5, 17]。 但实际情况下,AP-13. 00 mm 向后的打

孔位置已经非常接近颅底区域,由于大鼠颅骨平面

延伸到颅底后向颈椎方向有一定有角度的反折,所
以 AP-13. 00 mm 以后的颅骨平面完全没有空间再

进行垂直打孔注射的操作。 因此,要想利用脑定位

仪在颅骨表面打孔进行注射,只能通过一定角度向

334



中国实验动物学报 2020 年 8 月第 28 卷第 4 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,August 2020,Vol. 28, No. 4

后斜刺才能到达 NTS。 实验结果也表明,沿着颅骨

底部的前缘直刺,也只能将 CTB 注射至第四脑室脉

络丛所在的冠状切面,无法达到标准的 NTS 注

射点。
早在上世纪 70 年代,就有学者对大鼠前后囟的

间距进行了统计,结果发现体重越大的大鼠前后囟

间距越长[18]。 但由于当时研究的样本量不大,所以

无法对相同体重区间的大鼠前后囟距离进行有效

统计。 另外,Bregma 的不稳定性早有报道,特别是

在 Wistar 大鼠上表现明显[19]。 基于这种不稳定性,
有学者提出用新的方法来确定其位置,可以提高定

位注射或埋置电极的稳定性[20]。 如 2. 2 结果所示,
由于孤束核处于后脑,且未成年大鼠的前后囟距离

并不稳定,这也是导致注射位点偏浅的一个重要原

因。 另外,Bregma 选择的误差可能也是注射位点过

于远离中心点的原因之一。
在大鼠脑定位图谱第 6 版[6] 中,颅骨表面的定

位点包括两个基准点:前囟点(Bregma)和内耳点

(Interaural)。 Bregma 为大鼠颅顶冠状缝和矢状缝

的相交点,呈现十字型,因为体表定位清楚,为最常

用的基准点。 Interaural 为两耳道连线的中点,但无

法在颅骨表面进行直接定位,故选择 Lambda 点作

为后脑区定位的基准点。 Lambda 点位于人字缝

(lambdoid suture)和矢状缝的结合处后方,是人字缝

最佳拟合曲线的中点。 另外,标准图谱的大鼠体重

为 290 g,而成年大鼠(平均 436 g)的 Interaural 点位

于 Lambda 点后方约 0. 3 ~ 0. 9 mm。 有学者通过统

计 235 项应用了脑立体定位技术的研究,发现 96%
的实验中以 Bregma 为基准点进行注射,而且这些研

究中,有 35%的注射点与 Lambda 或 Interaural 的距

离比 Bregma 更近[21]。 该统计结果说明,虽然在实

际实验操作中以更近 Lambda 为基准点可能会让注

射部位更加精准,但是可能由于习惯性思维,绝大

部分研究还是选择 Bregma 作为基准点。 在实验三

中,改用 Lambda 作为后脑注射的基准点以一定有

角度斜刺。 结果发现,体重不到 400 g 的大鼠注射

后荧光位置均标记在延髓与小脑的间隙,可能由于

CTB 注射至脑干和延髓之间的缝隙,仅感染了脑干

背部表面的神经细胞,而 400 g 左右的大鼠均可以

准确注射至 NTS。 说明即使应用 Lambda 作为后脑

区核团的注射点,也可能因为大鼠的体重差异出现

注射点的偏差,这一偏差可能与大鼠及其大脑的脑

发育有关。 但是目前大鼠脑形态的发育和年龄的

关系尚未发现有系统研究。 由于大鼠在 10 ~ 11 周

龄进入性成熟期,体重在 400 g 左右[22],我们推测

以 400 g 左右或以上的大鼠进入成熟期后,颅骨及

大脑的发育趋向于稳定,更有利于注射的准确性。
本实验也存在一定的局限性。 首先,大鼠脑立

体定位仪没有调节左右平衡的耳杆,操作过程中左

右平面未调平会导致注射位点向一侧偏移。 所以

在进行头部固定的时候需要更加精准的插入耳杆,
以保持颅骨的左右水平。 其次,本次实验中所用大

鼠总数量并不太多,但通过调整参数最终多次注射

成功可以一定程度上说明本实验具有可重复性。
第三,图 4 中注射成功的代表性图片在实际操作中

为双侧注射,400 g 以上大鼠至少能够保证一侧大鼠

神经元能够被感染,并不会影响实验结果。 至于未

成年大鼠的注射方法,则需要进一步探索。
有学者通过统计发现 39%的研究并没有对注

射位点进行准确性确认,也仅仅只有 15%的研究指

出在实验过程中有注射偏离正确位置的情况发

生[21]。 我们通过挖掘文献及进行不同注射参数的

反复试验,在 400 g 左右的大鼠中,以 Lambda 为基

准点以一定角度斜刺可以准确注射至大鼠孤束核。
本实验的成功既能够作为后续实验的准确性确认

依据,也能够为其它需要进行 NTS 注射的实验提供

一些基础和线索。
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脂多糖诱导 SD 大鼠膝关节成纤维样滑膜细胞炎症模型
建立及特征分析

熊　 翱1,2, 熊仁平2∗,彭　 艳2, 李　 宇1, 江　 旭1,许建中1∗

(1. 郑州大学第一附属医院骨科,郑州 450052;
2. 中国人民解放军陆军特色医学中心野战外科研究部,重庆 400042)

　 　 【摘要】 　 目的 　 建立 Sprague Dawley ( SD) 大鼠的正常膝关节滑膜细胞原代培养方法及脂多糖

(Lipopolysaccharides,LPS)诱导成纤维样滑膜细胞( fibroblast-like synoviocytes,FLS)炎症模型。 方法 　 选取 80 ~
120 g SPF 级幼年 SD 大鼠, 分离其滑膜组织,原代培养至第 3 代,用组织化学染色法和 EdU 法检测 FLS 蛋白标志

物 vimentin 和增殖功能。 同时,用滑膜组织作对照,检测第 3 代至第 8 代原代培养 FLS 的特征蛋白表达,筛选具有

生理功能的高纯度且可用于后续实验的 FLS 细胞。 LPS 诱导 FLS 炎症后,检测 LPS 制激 FLS 不同时间点的 IL-1β
和 TNF-α 的 mRNA 和蛋白表达,根据实验结果确定 LPS 成功诱导 FLS 炎症模型的时间点。 最后,检测 FLS 被 LPS
诱导前后的细胞因子、增殖功能和特征蛋白的表达,为分析 FLS 炎症模型提供实验数据。 结果　 采用 0. 2% I 型胶

原酶消化法,成功培养了 FLS 原代细胞。 经检测蛋白标志物 vimentin, 第 3 代 FLS 纯度达 98%以上。 通过 FLS 特

征蛋白检测,筛选出具有生理功能且可用作后续实验的 FLS 为第 3 代至第 7 代原代细胞。 通过对 LPS 诱导后的

FLS 的细胞因子和特征蛋白分析,确定 1 μg / mL LPS 诱导 FLS 细胞 3 h,能复制出 FLS 炎症模型。 结论　 LPS 诱导

的 FLS 炎症模型可作为体外研究炎性关节病的细胞模型。
【关键词】 　 成纤维样滑膜细胞;原代培养;波形蛋白;炎性关节病;模型
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Establishment and characteristic analysis of a model of knee fibroblast-like
synoviocytes inlipopolysaccharide-induced Sprague-Dawley rats

XIONG Ao1,2, XIONG Renping2∗, PENG Yan2, LI Yu1, JIANG Xu1, XU Jianzhong1∗

(1. the First Affiliated Hospital of Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, China.
2. Army Characteristic Medical Center of the Chinese People’s Liberation Army, Chongqing 400042)
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【Abstract】 　 Objective 　 To establish synovial cell primary cultures and a lipopolysaccharide ( LPS)-induced
fibroblast-like synoviocyte ( FLS) inflammatory model of a normal knee joint in Sprague-Dawley ( SD) rats.Methods
Normal knee joint synovium (80-120 g) was separated from specific-pathogen-free SD rats in an ice bath with phosphate-
buffered saline. The primary synovium was cultured to the 3rd generation. Vimentin expression and FLS proliferation were
detected via immunohistochemical staining and the 5-ethynyl-2′-deoxyuridine method. Synovial tissue was used as a control
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to detect characteristic protein expressions in the FLS in the 3rd-8th generations of primary culturing and to screen the FLS
for high purity and physiological functions for use in subsequent experiments. After LPS-induced FLS inflammation, the
mRNA and protein expressions of IL-1β and TNF-α were detected at different time points to determine the time point at
which LPS could successfully induce an FLS inflammatory model. Finally, the cytokine expression, proliferative functions
and characteristic proteins of the FLS before and after LPS induction were detected to provide experimental data to evaluate
the FLS inflammatory model. Results　 FLS primary cells were successfully cultured with 0. 2% collagenase I digestion. The
FLS purity in the 3rd generation exceeded 98% for detecting vimentin. By detecting characteristic FLS proteins, FLS with
physiological functions that could be used for subsequent experiments were selected as the primary cells from the 3rd-7th
generations. Analyzing the cytokines and characteristic proteins in FLS before and after LPS induction revealed that
1 μg / mL LPS is required to stimulate FLS cells for 3 h to replicate the FLS inflammatory model. Conclusion　 The LPS-
induced FLS inflammatory model can be used to study inflammatory arthritis in vitro.

【Keywords】　 fibroblas-like synoviocytes; primary culture; vimentin; inflammatory joint disease; model
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 纤维样滑膜细胞( fibroblast - like synoviocytes,
FLS)是关节滑膜的主要细胞之一[1]。 生理状态下的

FLS 参与润滑和免疫调节功能,维持关节腔稳态,参
与关节的正常功能[2];滑膜炎症状态下的 FLS,由关

节保护作用转变为关节破坏作用,分泌炎症介质,使
滑膜免疫细胞浸润。 免疫细胞诱导滑膜纤维化和滑

膜新生血管形成[3],加重 FLS 的促炎状态,导致蛋白

酶和促炎细胞因子增加[4],逐步导致关节功能丧失。
所以,滑膜 FLS 在炎性关节病 ( inflammatory joint
disease,IJD)中的作用研究越来越受到重视。 但要对

FLS 进行深入研究,首先要解决的问题,是建立滑膜

FLS 的原代培养及其病理模型。
有研究者通过手术时获取伤病患的关节滑膜

分离原代培养滑膜细胞进行 FLS 研究[5-6],但获取

病人滑膜的影响因素多,为 IJD 的 FLS 研究增加了

难度。 据此,有学者采用手术和化学法(木瓜蛋白

酶、单碘乙酸钠和胶原酶等)诱导 OA 模型[7],分离

其滑膜 FLS,偏重于骨关节退行性变的研究;有学者

采用胶原诱导性关节炎( collagen induced arthritis,
CIA) [8],分离其滑膜 FLS,偏重于类风湿关节炎

(rheumatoid arthritis,RA)的发病机制和治疗研究;
有学者建立佐剂性关节炎大鼠滑膜成纤维细胞(AA
-FLS) [9],偏重于类风湿药物研究,等等。 国内外学

者从诱导的各类动物疾病模型中分离出的 FLS,对
FLS 的鉴定,绝大多数采用的是形态观察以及组织

化学染色法和流式细胞术检测 FLS 的蛋白标志物

波形蛋白(Vimentin),只有极少数进行了 FLS 的细

胞增殖功能鉴定[6]。 但他们都没有进行原代培养的

正常 FLS 和诱导模型的 FLS 特征蛋白检测和分析。
不论是 OA,还是 RA 和强制性脊椎炎等 IJD,都

要释放促炎因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 等[10-11],并且

这些炎症因子与信号通路之间存在级联反应,通过

各种途径促使 IJD 的发生发展。 促炎因子不仅参与

炎症生成阶段的调节,且在随后的炎症消退中也发

挥重要作用。 促炎因子已被确定为炎症的关键介

质[11]。 鉴于此,若能诱导出 FLS 的炎症模型,势必

对 IJD 的 抑 炎 研 究 提 供 了 工 具。 脂 多 糖

(lipopolysaccharide,LPS)是革兰氏阴性细菌壁外壁

的组成成分,是由脂质和多糖构成的物质。 当其作

用于人类或动物等其他生物细胞时,就会表现出多

种生物活性。 LPS 是动物免疫系统对入侵的革兰氏

阴性菌的首要识别及攻击目标,它能够诱导动物分

泌多种炎性细胞因子,如 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 等,
广泛用于动物疾病建模。 国内外学者,通过小鼠乳

头乳导管灌注 0. 2 mg / mL 的 LPS 50 μg 成功诱导小

鼠乳腺炎模型[12],D-氨基半乳糖联合 LPS 腹腔注

射 8 周,隔日 1 次,成功诱导了小鼠慢性肝损伤模

型[13]。 OA 和 RA 的研究中,LPS 制激上调了IL-1β、
IL-6 和 TNF-α 的蛋白水平[11 , 14]。 由此可见,LPS 制

激 FLS 可以模仿类似于 OA 和 RA 的炎症环境。 在

IJD 体外研究中,用 LPS 诱导 FLS 炎症状态,建立

FLS 炎症模型在理论上是可行的。
本研究通过分离 SD 雄性大鼠的膝关节滑膜组

织,原代培养至第 3 代, 进行 FLS 蛋白标志物

Vimentin 和增殖功能鉴定,同时,用滑膜组织作为对

照,检测原代培养 FLS 的特征蛋白的表达,筛选具

有生理功能且纯度达 95%的 FLS,用 LPS 进行 FLS
炎症模型诱导,检测其促炎细胞因子和特征蛋白的

表达,建立 FLS 炎症模型,为 IJD 发病机制及其治疗

研究提供实验工具。
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1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

4 周龄 SPF(specific pathogen free animals)级雄

性 SD 大鼠 45 只,体重约为 100 g,购于陆军军医大

学陆军特色医学中心实验动物中心 【 SCXK(军)
2017-0026】,饲养于陆军军医大学陆军特色医学中

心实验动物中心【SYXK(军)2017-0058】。 所有操

作均符合陆军军医大学实验动物伦理学要求(审批

号:AMUWEC20201267),严格按照实验动物使用的

3R 原则给予人道关怀。
1. 1. 2　 仪器与试剂

显微外科手术器械(上海医疗器械有限公司),
25 cm2培养瓶(Hyclone), 0. 22 μm 滤器(millipore),
CO2 培 养 箱 ( Thermo, 美 国 ), MillicellR EZISLIDE
(Millipore)。 戊巴比妥钠(德国进口分装),DMEM
(high glucose) ( BI), 双抗 ( GiBco), 0. 25% 胰酶

(GiBco ), 4% 多 聚 甲 醛 (博 士 德), Anti-vimentin
( Abcam, ab8978 )。 Anti-mouse Alexa Fluor 488
(Abcam,ab15017),DAPI(Abcam,ab228549),小鼠 SP
试剂盒(中杉金桥),DAB 染色试剂盒(中杉金桥)。
Western Blot 实验系统和试剂(Bio Rad,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 滑膜细胞的获取与原代培养

采用腹腔注射 1. 5% 戊巴比妥钠麻醉 SD 大鼠,
剂量为 2 mL / (kg·bw)。 75%乙醇浸泡大鼠 10 ~
20 min,取双侧后膝关节(图 1A、1B)。 先后用自来

水和含双抗 (100 μ / mL penicillin and 100 mg / mL
streptomycin)的 PBS 冲洗膝关节后,转移膝关节至

超净工作台盛有含双抗的 PBS 平皿中,进行滑膜组

织分离。 分离条件:冰浴,无菌,PBS 浸泡,锐性。 剪

碎滑膜组织至 1mm × 1mm × 1mm,将其移至 10 mL
无菌离心管短暂低速离心, 弃上清,加入 1 mL
0. 2% Ⅰ型胶原酶重悬滑膜组织,转移其至 25 cm2

培养瓶,用 0. 2% Ⅰ型胶原酶定容至 3 mL,轻晃培

养瓶,使其底部滑膜组织均匀分布。 在 37℃和 5%
CO2下,消化滑膜组织 4 ~ 6 h,使其变成棉絮状,向
培养瓶加入 10% FBS 终止消化。 收集滑膜组织转

移至无菌离心管,短暂低速离心,弃上清,加入完全

培养基重悬洗涤一次后,移至25 cm2培养瓶,用高糖

完全培养基(含双抗)定容至 3 mL,轻晃培养瓶,使
滑膜组织在底部均匀分布。 在 37℃,5% CO2的培

养箱培养滑膜组织,每天观察细胞游出情况,第 2 天

可见梭形细胞游出(图 1C),2 ~ 3 d 换液一次。
1. 2. 2　 滑膜细胞传代

待原代培养细胞融合度达 70% ~ 80%,吸弃培

养基。 向培养瓶加入含 EDTA-2Na 的 0. 25%胰酶

消化,轻晃培养瓶,使消化液覆盖瓶底,轻拍瓶底,
帮助消化。 倒置显微镜观察到细胞间隙增大,细胞

回缩变圆且悬浮时,向培养瓶加入 10% FBS 终止消

化。 收集细胞至离心管,短暂低速离心。 完全培养

基洗涤 1 次,再用完全培养基重悬细胞,混匀,按1 ∶2
~1 ∶3传代至新的无菌培养瓶中。
1. 2. 3　 滑膜细胞鉴定

(1) 细胞形态观察

在倒置显微镜下,每天观察滑膜细胞的形态,
生长状态。 梭形为 FLS,圆形、椭圆形为巨噬样滑膜

细胞。 观察每代梭形细胞占视野细胞中的比例,目
测 FLS 的纯度。

(2) 细胞免疫荧光化学染色

第 3 代滑膜细胞,调整细胞比例为4 × 104 / mL,
按每孔 0. 2 mL 的容量接种至腹腔小室,培养箱培养

24 h。 向腹腔小室加入 4%多聚甲醛 300 μL, 固定

20 min 后,PBS 洗 2 ~ 3 次。 用 0. 2% Triton X-100,
在 37℃ 下透化 20 min 后,向腹腔小室加入鼠抗

Vimentin 抗体(1 ∶200),4℃湿盒孵育过夜,加入荧光

488 抗鼠 IgG(1 ∶500),在 37℃下 避光孵育 1 h 后,
用 DAPI 对细胞核染色(37℃)15 min 后,用防荧光

淬灭剂封片。 荧光显微镜观察并拍照。 根据所测

滑膜细胞中 Vimentin 染色情况,判断 FLS 的纯度。
如滑膜细胞中染色 Vimentin 的细胞在 98%以上,即
98% 以上的细胞为 FLS。

(3) 细胞免疫组织化学染色

第 3 代滑膜细胞参照细胞免疫荧光化学染色加

入鼠抗 Vimentin 单抗,下面步骤按小鼠 SP 试剂盒

说明书进行。 DAB 显色后显微镜下观察拍照分析。
判断滑膜细胞 FLS 纯度的方法同(2)。

(4) FLS 的 EdU 细胞增殖检测

参照 EdU 细胞增殖检测(广州锐博生物科技有

限公司,产品编号: C10310-1)说明书完成。 简述如

下:第七代滑膜细胞,调整细胞比例为4 × 104 / mL,
按每孔 0. 2 mL 的容量接种至腹腔小室,培养箱培养

24 h。 用细胞完全培养基按 1000 ∶1稀释 EdU 溶液,
制备成 50 μmol / L EdU 培养基;每孔加入100 μL 50
μmol / L 培养基孵育 12 h。 向腹腔小室加入含 4%多
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注:A:SD 正常大鼠。 B:膝骨关节滑膜分离。 C:滑膜细胞培养第 1 天(×10)。 D:滑膜细胞培养第 6 天第 1 代传代前(×10)。 E:滑膜细胞培
养至第 3 代(× 10)。 F:滑膜细胞培养至第 8 代(× 10)。 G-M:滑膜细胞培养至第 3 代 Vimentin 荧光化学鉴定( × 40,标尺 = 25 μm)(G:
Vimentin,绿色;L:DAPI,蓝色; M: Merge)。 N-P:滑膜细胞培养至第 3 代 Vimentin 组织化学鉴定(×40,标尺 = 50 μm)(N:Vimentin 为棕黄
色,DAPI 缺失;O:DAPI 为蓝色,Vimentin 缺失;P:Vimentin 为棕黄色,DAPI 为蓝色即细胞核)。

图 1　 SD 大鼠正常滑膜细胞原代培养及其鉴定
Note. A, SD normal rats. B, Synovium of knee joint was separated. C, Synovial cells cultured on day 1(× 10). D, Synovial cells were cultured on the
6th day before the first passage(× 10). E, Synovial cell culture to the third generation. F, Synovial cell culture to the eighth generation(× 10). G-
M, Fluorescence identification of vimentin from synovial cell culture to the third generation (×40, bar = 25 μm)(G, Vimentin, green. L, DAPI,
blue. M, Merge) . N-P, Histochemical identification of vimentin from synovial cell culture to the third generation(× 40, bar = 50 μm)(N, Vimentin
is brownish yellow, DAPI is absent. O, DAPI is blue, vimentin is absent. P, vimentin is brownish yellow, DAPI is blue, i.e. nucleus) .

Figure 1　 Primary culture and identification of normal synovial cells of SD rats

聚甲醛的 PBS 300 μL 固定 30 min。 用 0. 5% Triton
X-100 渗透剂孵育 10 min 后,每孔加入 100 μL
Apollo􀅹染色反应液,脱色摇床孵育 30 min。 用 100
μL 0. 5% Triton X-100 渗透剂脱色摇床清洗 2 ~ 3
次,每次 10 min。 在 37℃下,用 100 μL 1 × Hoechst
33342 对 DNA 避光染色 25 min,PBS 洗 2 ~ 3 次,用
防荧光淬灭剂封片。 荧光显微镜观察并拍照。
1. 2. 4　 LPS 制激 FLS

采用鉴定纯度超过 98%的 FLS,细胞比例为

4 × 104 / mL, 按每孔 0. 2 mL 容量接种至腹腔小室,
培养箱培养 24 h。 向腹腔小室加入 LPS,使其终浓

度为 1000 ng / mL(经过预实验获得),制激 FLS 细胞

24 h。 在 0、 1、 3、 6、 12、 24 h 的时间点, 分别用

0. 25%的胰酶消化 FLS 2 ~ 5 min,用 10% FBS 终止

消化,各收集细胞 5 例,贮于-80℃备用。
1. 2. 5　 Western Blot 测定 FLS 中的细胞因子和特征

蛋白表达

收集滑膜组织和培养对数生长期且纯度达到

98%的第 3 ~ 8 代 FLS 及其经 1000 ng / mL LPS 制

激不同时间观测点的细胞,各 5 例,提取总蛋白。
考马斯亮蓝法定量总蛋白,调整样品总蛋白终浓

度为 1. 5 mg / mL。 每孔上样 20 μL,SDS-PAGE 电

泳分离。 0. 3A 恒流湿转 50 min 或 1. 5 h,将凝胶

电泳分离后的蛋白质转移至 PVDF 膜上。 转膜结

束后,PVDF 膜置入 6%脱脂奶粉封闭。 PVDF 膜

经封闭洗膜后,加入兔抗 IL-1β、 TNF-α、 PCNA、
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Collagen IV、 Fibronectin、 VEGF、 Lubricin 和

Hyaluronan Synthose 2 多抗,按 1 ∶ 1000 稀释。 使

PVDF 膜与上面相应的一抗,在室温孵育 50 min 或

1. 5 h。 再次洗膜后,加入辣根过氧化物酶标记的

IgG(1 ∶ 10 000 ), 使 PVDF 膜 与 之 在 室 温 孵 育

50 min, ECL 法检测。 检测完毕,用 0. 01 mol / L
pH 7.2 的 PBS 洗涤 PVDF 膜 2 次 × 15 min,用抗

体洗脱液(pierce 公司)洗脱 PVDF 膜上抗体,1 次

× 15 min,同上法洗膜和封闭后,用辣根过氧化物

酶标记的甘油三磷酸脱氢酶( glycerol 3 phosphate
dehydrogenase,GAPDH)抗体(1 ∶10 000),与 PVDF
在室温孵育 50 min,ECL 法检测。 扫描分析软件

系统扫描 X 射线光片蛋白条带进行密度分析。 结

果采用目的蛋白的光密度值与 GAPDH 内参蛋白

的光密度值比值校正上样量误差。
1. 2. 6　 QRT-PCR 检测 IL-1β 和 TNF-α mRNA 基因

变化

将用终浓度为 1000 ng / mL 的 LPS 制激 FLS 后

收集的细胞,采用 TRIzol 法提取总 RNA,promega 公

司的反转录试剂合成 cDNA,用 IL-1β (Forward:5′-
CCTTGTGCAAGTGTCTGAAG-3′; Reverse: 5′- GGG
CTTGGAAGCAATCCTTA-3′)、TNF-α (Forward: 5’-
CAAGGAGGAGAAGTTCCCA-3’;Reverse: 5’-TTGG
TGGTTTGCTACGACG-3’)和 GAPDH (Forward: 5’-
TCTTCCAGGAGCGAGATCCC-3 ’; Reverse: 5 ’-
TTCAGGTGAGCCCCAGCCTT-3’)引物[15]去扩增,分
析 IL-1β 和 TNF-α mRNA 的表达。 复管,重复 5 次。
qRT-PCR 反应体系:2 × master mix(promega 公司)10
μL, 消毒水 7 μL, primer 0. 5 μL,cDNA 2 μL。 PCR
条件:95℃,10 s 变性,PCR 优化的退火温度,59℃,15
s 退火,40 个循环。 55℃ to 95℃ 观察 melt cure。
1. 3　 统计学分析

实验数据采用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,两
组间数据比较采用 t 检验,多组间比较采用单因素

方差分析,两两比较采用 LSD-t 检验。 以 P < 0. 05
表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 滑膜细胞形态和生长情况

分离的滑膜组织经培养 6 ~ 8 h 后,开始贴壁,
1 d 后细胞游出,绝大部分为梭形(图 1C),圆形、椭
圆形较少。 培养第 6 天,细胞融合度达 70% ~
80%,贴壁生长,但仍有极少的圆形、椭圆形细胞(图

1D)。 培养第 12 ~ 14 天,已传至第 3 代的滑膜细胞

形态基本上全为梭形,圆形、椭圆形等其他形状基

本消失(图 1E)。 第 8 代滑膜细胞增长缓慢,形态从

梭形变为近似椭圆形,细胞间隙增大(图 1F)。 滑膜

细胞 第 3 ~ 7 代, 增 殖 活 跃, 生 长 情 况 良

好(图 1G-M)。
2. 2　 滑膜细胞的免疫荧光化学和免疫组织化学

染色

I 型胶原酶消化法获得的滑膜细胞第 3 代,用
免疫染色观察:形态规则,呈梭形,其细胞核为卵圆

形且位于细胞中央;滑膜细胞 Vimentin 染色阳性率

大于 98%(图 1G-P)。 Vimentin 为 FLS 特征性标注

蛋白,提示培养的滑膜细胞为 FLS,且纯度达 98%
以上。
2. 3　 原代滑膜细胞的增值功能检测

对第 7 代滑膜细胞的 EdU 增殖实验,显示细

胞具有增殖能力(图 2A,B)。 通过对滑膜组织和

第 3 ~ 8 代各代滑膜细胞的增殖核抗原 PCNA 蛋

白的 Western Blot 检测分析,各代培养细胞同滑膜

组织一样,都有增殖功能。 与第 3 代比较,除第 8
代 PCNA 蛋 白 表 达 下 调 ( t = - 51. 056,∗∗ P <
0. 01),差异具有显著性外,余各代差异不具有显

著性(图 2C,D)。
2. 4　 滑膜组织和滑膜 FLS 的细胞因子和特征蛋白

检测

通过原代培养滑膜组织而获得的 FLS,与滑膜组

织一样,都能表达具有天然免疫应答的细胞因子和特

征蛋白。 与第 3 代 FLS 的 IL-1β 和 TNF-α 蛋白表达

量比较,第 4 ~ 7 代的每代 FLS 的 IL-1β 和 TNF-α 蛋

白表达差异不显著,第 8 代 FLS 的 IL-1β 和 TNF-α 蛋

白表达下调,差异具有显著性(图 3A-C)。 原代培养

获得的 FLS 具有分泌对关节囊有修复作用的结缔组

织成分,与第 3 代 FLS 比较,第 4 ~ 7 代的每代 FLS
分泌 Collagen IV 和 Fibronectin 蛋白水平差异不显

著,第 8 代 FLS 分泌 Collagen IV 和 Fibronectin 蛋白

的能力下降,差异显著(图 4A-C)。 同时,原代培养获

得的 FLS 还有产生与滑膜组织一样的 Lubricin 和

Hyaluronan Synthose 2 蛋白的能力,与第 3 代 FLS 比

较,第 4 ~ 7 代的每代 FLS 分泌功能没有显著差异,
第 8 代分泌功能减弱,差异显著(图 4A、D 和 E)。 综

合对原代培养滑膜细胞获得的 FLS 的细胞因子和特

征蛋白检测结果,确定滑膜细胞原代培养的第 3 ~ 7
代 FLS 可作为后续实验研究。

044



中国实验动物学报 2020 年 8 月第 28 卷第 4 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,August 2020,Vol. 28, No. 4

注:A,B:第 7 代滑膜细胞 EdU 增殖实验( × 10, 标尺 = 50 μm)( A:阴性对照,只将 DNA 染成了蓝色。 B:将增殖细胞染成了红色,DNA 染
染成了蓝色)。 C:滑膜组织和原代培养的第 3 代至 8 代 FLS 的增殖细胞核抗原蛋白(PCNA)的Western Blot 结果。 D:各组 PCNA 蛋白相对

含量。 组间单因素方差分析,F = 43.936,P < 0. 001。 与第 3 代比较,只有第 8 代 PCNA 蛋白表达显著下调,∗∗P < 0. 01。
图 2　 原代滑膜细胞传代后的增殖功能检测

Note. A and B, Proliferation of synovial cells to the seventh generation of EdU(× 10, bar = 50 μm)(A, Negative control, only DNA stained blue.
B, Proliferating cells were dyed red and the DNA was dyed blue.) . C, Western Blot results of PCNA protein in the synoviocytes tissue (ST), the 3th
to the 8th generation of fibroblas-like synoviocytes(FLSs) . D, One-way ANOVA between PCNA protein groups, F = 43.936, P < 0. 001. Compared
with the third generation, only the eighth generation of PCNA protein expression was significantly down regulated,∗∗P < 0. 01.

Figure 2　 Proliferative function of primary synovial cells

2. 5　 LPS 制激 FLS 后不同时间点炎症因子的

mRNA 和蛋白的表达

1000 ng / mL 的 LPS 制激 FLS 后,与 0 h 相比

较,IL-1β 和 TNF-α mRNA 的表达迅即上升,在 3 h
达到高峰,其均值是 0 h 的 17.865 倍和 19.177 倍,
随后下降,但仍高于 0 h(图 5A,B)。 同时,IL-1β 和

TNF-α 在蛋白质上的表达,与 0 h 相比较也迅即上

调,在 6 h 达到高峰,但与 3 h 比较无显著差异,6 h
的 IL-1β 和 TNF-α mRNA 蛋白表达与 GAPDH 内参

蛋白表达的比值是 1. 003 和 1. 380,随后下降。 6 h
后但仍高于 0 h(图 5C,D)。 综合 LPS 制激 FLS 后

的细胞因子 IL-1β 和 TNF-α 在基因和蛋白质上的表

达情况,确定 LPS 制激 FLS 的时间为 3 h,制激 FLS
的 LPS 终浓度为 1000 ng / mL,完成 LPS 诱导 FLS 的

炎症模型。
2. 6　 LPS 制激 FLS 后 3 h 细胞因子和特征蛋白的

表达

1000 ng / mL LPS 制激 FLS 3 h,与制激前比较,

细胞因子 IL-1β 和 TNF-α 在蛋白质上上调显著,增
殖核抗原 PCNA 蛋白增加明显(图 6A);Collagen IV
和 Lubricin 蛋白表达增加且差异显著,具有修复关

节囊作用的结缔组织成分 Fibronectin 蛋白明显下调

(图 6B);Hyaluronan Synthose 2、VEGF 和 Cadherin
蛋白表达增加且差异显著(图 6C)。

3　 讨论

建立实验动物的体内和体外模型,目的都是为

了更好地研究疾病的发病机制、治疗方法及其效果

评价,但动物的选择要根据实验需要和研究目的来

确定,同时还要兼顾实验时间的长短、动物饲养成

本的高低、操作难易程度等。 为了研究 RA 的滑膜

增生,陈芳等[16] 改良了组织块法,分离培养了兔膝

关节 FLS。 滑膜炎症是 OA 和 RA 等 IJD 的共同病

理过程,其动物模型,应选择动物成熟期短,能满足

较短的实验周期,且生存及抗感染能力较强的动

物。 据统计,目前 1 / 4 OA 动物模型选择大鼠作为
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注:A:滑膜组织(ST)及其原代培养第 3 代 ~ 第 8 代 FLS 的 IL-1β、TNF-α 及其 GAPDH 的 Western Blot 结果。 B:各组 IL-1β 蛋白相对含量。
组间单因素方差分析,F = 5.115,P = 0. 002。 IL-1β 蛋白表达相对光密度值,与第 3 代 FLS 比较,第 8 代 FLS 降低非常显著( t = -5.639,∗∗P
< 0. 01)。 ST、第 4 代 ~ 第 7 代 FLS 变化差异不具有显著性。 C:各组 TNF-α 蛋白相对含量。 组间单因素方差分析,　 F = 8.672,P < 0. 001。
TNF-α 蛋白表达相对光密度值,与第 3 代 FLS 比较,第 8 代 FLS 降低非常显著,∗∗P < 0. 01。 ST、第 4 代 ~ 第 7 代 FLS 变化差异不具有显
著性。

图 3　 滑膜组织和滑膜 FLS 的细胞因子 Western Blot 检测分析
Note. A, Western Blot results of IL-1β, TNF-α and GAPDH in synovium tissue (ST) and primary synovium cells after passage. B, One-way ANOVA
between IL-1β protein groups, F = 5.115, P = 0. 002. Compared with the expression of IL-1β protein in the third generation FLS, the expression of
IL-1β protein in the eighth generation FLS decreased significantly ( t = -5.639,∗∗P < 0. 01) . There was no significant difference between the ST, the
fourth generation to the seventh generation FLS and the third generation FLS. One way ANOVA between TNF-α protein groups, F = 8.672, P < 0. 001.
Compared with the expression of TNF-α protein in the third generation FLS, the expression of TNF -α protein in the eighth generation FLS decreased
significantly(∗∗P < 0. 01) . There was no significant difference between the ST, the fourth generation to the seventh generation FLS and the third
generation FLS.

Figure 3　 Western Blot analysis of cytokines in synovial tissue and FLS

实验动物[17]。 大鼠模型能模拟人类 IJD 发病机制

和病理过程,且具有操作方便易行、稳定性高、干扰

因素少等特性。 本实验不仅是建立滑膜 FLS 原代

培养方法,更重要的是建立 FLS 炎症模型,所以我

们选择了 SPF 级 SD 大鼠。 建模获得成功,为研究

IJD 提供了良好的实验条件。
在 OA 和 RA 等 IJD 中,由于可溶活性因子和细

胞表面的相互作用激活 FLS,合成并释放促炎因子

IL-1β、IL-6、TNF-α 等,激活免疫系统,从免疫防御

转变为免疫破坏,破坏关节,改变关节正常功能[18]。
越来越多的研究[19] 显示:IJD 滑液促炎因子分泌增

加,滑膜明显增厚,其 FLS 异常增殖和侵袭。 IJD 中

润滑素水平降低,透明质酸分子的数量下降,滑液

的润滑能力也下降,增高了磷脂水平,脂肪链变短,
不能有效减轻关节活动的摩擦力[ 20 ]。 促炎因子在

炎症模型的高表达,是模拟炎症病理状态的关键。
尤欣等[21]以 hIL-1β 为炎症抗原诱导兔膝关节炎,
检测到关节滑膜组织 hIL-1β mRNA 的表达,滑膜组

织呈结节样增生,关节炎的严重程度与注入关节腔

的 MFG hIL-1β 转染兔滑膜细胞数目成正相关。 熊

乐等[22]向大鼠坐骨神经断端显微注射 LPS(2 g / L)
1 μL,术后 1. 5 h 和 24 h 的 IL-1β mRNA 和单核细

胞趋化蛋白-1(MCP -1) mRNA 的表达明显升高。
运用 LPS 诱导乳腺炎模型[12],导致 IL-1β、 IL-6、
TNF-α 等促炎因子释放异常增加,加重炎症。 LPS
作为炎症抗原,LPS 激活了固有的免疫系统,可通过

细胞信号转导系统激活单核巨噬细胞、内皮细胞、
FLS、上皮细胞等合成和释放多种细胞因子和炎性

介质,具有良好的一致性和重复性[12]。 利用 LPS 制

激 FLS 促进促炎因子的分泌,可以诱导出 FLS 的炎

症病理过程,LPS 诱导的 FLS 炎症模型,符合 IJD 的

基本特征[20]。
IJD 的主要特征是促炎因子 IL-1β、IL-6、TNF-α

高表达,通过一系列炎症级联反应和激活各类信号

通路,调节下游因子,促使 IJD 的发生和加剧,直至

关节破坏。 IJD 的临床症状是关节疼痛、僵硬和关

节残废[14]。 软骨降解在 IJD 的发病中起着重要作

用,丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein
kinase, MAPK)信号通路是软骨降解的主要途径。
促炎因子是激活 p38-MAPK 信号通路的主要因素

之一,MAPK 信号通路的异常激活又可促进炎症反

应,导致软骨基质降解酶的释放,从而加速软骨退

化[23]。 体外 FLS 炎症模型的建立,对 MAPK 信号

通路研究提供了工具。 IL-1β 是 IJD 首要致病因子
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注:A:滑膜组织(ST)及其原代培养第 3 代 ~ 第 8 代 FLS 的特征蛋白的Western Blot 结果。 B:各组 Collagen IV 蛋白相对含量。 组间单因素方差
分析,F = 5.315,P = 0. 003。 Collagen IV 蛋白表达相对光密度值,与第 3 代 FLS 比较,第 8 代 FLS 降低非常显著( t = -5.339,∗∗P < 0. 01)。
ST、第 4 代 ~ 第 7 代各代 FLS 变化差异不具有显著性。 C:各组 Fibronection 蛋白相对含量。 组间单因素方差分析,F = 8.372,P < 0. 0001。
Fibronection 蛋白表达相对光密度值,与第 3 代 FLS 比较,第 8 代 FLS 降低非常显著( t =-5.616,∗∗P < 0. 01)。 ST、第 4 代 ~ 第 7 代各代 FLS 变
化差异不具有显著性。 D:各组 Lubricin 蛋白相对含量。 组间单因素方差分析,F = 58.239,P < 0. 0001。 Lubricin 蛋白表达相对光密度值,与第 3
代 FLS 比较,第 8 代 FLS 降低非常显著( t =-53.712,∗∗P < 0. 01)。 ST、第 4 代 ~ 第 7 代各代 FLS 变化差异不具有显著性。 E:各组 Hyaluronan
synthose 2 蛋白相对含量。 组间单因素方差分析,F= 7.312,P < 0. 0001。 Hyaluronan synthose 2 蛋白表达相对光密度值,与第 3 代 FLS 比较,第 8
代 FLS 降低非常显著( t =-4.335,∗∗P < 0. 01)。 ST、第 4 代 ~ 第 7 代各代 FLS 变化差异不具有显著性。

图 4　 滑膜组织和滑膜 FLS 的特征蛋白 Western Blot 检测分析
Note. A, Western Blot results of Collagen Ⅳ, Fibronection, Lubricin, Hyaluronan synthose 2 and GAPDH in ST and its subcultured primary synovium
cells from the third to the eighth generation. B, One way ANOVA between Collagen IV protein groups, F = 5.315, P = 0. 003. Compared with the
expression of Collagen IV protein in the third generation FLS, the expression of Collagen Ⅳ protein in the eighth generation FLS decreased significantly ( t
= -5.339,∗∗P < 0. 01) . There was no significant difference between the ST, the fourth generation to the seventh generation FLS and the third generation
FLS. C, One way ANOVA between Fibronection protein groups, F = 8.372, P < 0. 0001. Compared with the expression of Fibronection protein in the
third generation FLS, the expression of Fibronection protein in the eighth generation FLS decreased significantly( t = -5.616,∗∗P < 0. 01) . There was no
significant difference between the ST, the fourth generation to the seventh generation FLS and the third generation FLS. D, One way ANOVA between
Lubricin protein groups, F = 58.239, P < 0. 0001. Compared with the expression of Lubricin protein in the third generation FLS, the expression of
Lubricin protein in the eighth generation FLS decreased significantly ( t = -53.712, ∗∗P < 0. 01) . There was no significant difference between the ST,
the fourth generation to the seventh generation FLS and the third generation FLS. E, One way ANOVA between Hyaluronan synthose 2 protein groups, F
= 7.312, P < 0. 0001. Compared with the expression of Hyaluronan synthose 2 protein in the third generation FLS, the expression of Hyaluronan
synthose 2 protein in the eighth generation FLS decreased significantly ( t = -4.335,∗∗P < 0. 01) . There was no significant difference between the st,
the fourth generation to the seventh generation FLS and the third generation FLS.

Figure 4　 Western Blot detection of characteristic protein in synovial tissue and FLS
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注:A 和 B:显示用 2-△△ CT表示 IL-1β 和 TNF-α mRNA 的相对表达含量。 单因素方差分析结果:IL-1β 的 F = 172. 477,P < 0. 0001。 与 0 h

比较,其余各观察时间点均∗∗P < 0. 01,3 h 为其表达峰值(17.865 ± 1. 754); TNF-α 的 F = 162. 478, P < 0. 0001。 与 0 h 比较,其余各观察

时间点均∗∗P < 0. 01,3 h 为其表达峰值(19.177 ± 1. 317)。 C 和 D:IL-1β 和 TNF-α 蛋白的相对表达含量。 单因素方差分析结果:IL-1β 的

F = 28.694,P < 0. 0001,与 0 h 比较,1 h 和 24 h 观察时间点的 P 值分别为 0. 057 和 0. 078,其余各观察时间点均∗∗P < 0. 01,6 h 为其表达

峰值(1. 003 ± 0. 096);TNF-α 的 F = 175.03,P < 0. 0001,与 0 h 比较,1 ~ 24h 观察时间点均∗∗ P < 0. 01,6 h 为其表达峰值(1. 380 ±
0. 099)。

图 5　 荧光 qRT-PCR 法和 Western Blot 法检测 1000 ng / mL LPS 制激 FLS 后不同时间点 IL-1β 和 TNF-α 的表达(n = 5)
Note. A and B show the relative expression data of IL-1β and TNF-α mRNA with 2-△△ CT . In statistical analysis, One-way ANOVA of IL-1β, F =

172. 477, P < 0. 0001, compared with 0 h,∗∗P < 0. 01 at other observation time points, 3 h was its expression peak (17.865 ± 1. 754); F =

162. 478, P < 0. 0001 of TNF-α. Compared with 0 h observation time point, P value of other observation time points were less than 0. 01, 3 h was its
expression peak (19.177 ± 1. 317) . C and D showed the Western Blot analysis of IL-1β and TNF-α protein. One-way ANOVA of IL-1β, F = 28.
694, P < 0. 0001. Compared with 0 h, P value of 1 h and 24 h observation time points were 0. 057 and 0. 078, respectively. P value of other
observation time points were less than 0. 01, 6 h was its expression peak (1. 003 ± 0096)(C) . One-way ANOVA of TNF-α protein, F = 175.03, P

< 0. 0001. Compared with 0 h,∗∗P < 0. 01 at 1-24 h, and the peak value was (1. 380 ± 0. 099) at 6 h (D).

Figure 5　 Detection of IL-1β and TNF-α expression at different time points after FLS
stimulation with 1000 ng / mL LPS by fluorescence QRT- PCR and Western Blot (n = 5)

之一,其可通过制激产生磷酸化的 p38-MAPK 来合

成大量 NO,反馈激活 MAPK 通路,促进 IL-1β 的产

生,增加前列腺素 E2 及环氧化酶-2(COX-2)的水

平,引起软骨损伤。 TNF-α 可介导多种炎症因子,可
以与 p38 -MAPK 形成正反馈环路,活化的 p38 -
MAPK 通路可促进 TNF-α 的表达,过度表达 TNF-α
可诱导软骨细胞凋亡。 这些促炎因子通过各种途

径激活信号通路,促使 IJD 的发生发展。 NF-κB 信

号通路影响着 OA、RA 等 IJD 炎症反应的各个阶段。
NF-κB 信号通路参与血管内皮细胞黏附分子的表达

并且与 KOA 患者淤血状态密切相关。 淤血和患处

新生毛细血管是关节疼痛的重要因素。 NF-κB 信号

通路也是软骨降解进程中的关键分子途径,其通过

促进 MMP-1、MMP-2、MMP-3 等多种降解酶的分
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注:A:1000 ng / mL LPS 制激 FLS 3 h,与制激前比较,IL-1β 蛋白相对表达量升高,t = -6. 817,∗∗P < 0. 01;TNF-α 蛋白相对表达量升高 ,t =

-11. 443,∗∗P < 0. 01;PCNA 蛋白相对表达量上调,t =-17. 801,∗∗P < 0. 01。 B:1000 ng / mL LPS 制激 FLS 3 h,与制激前比较,Collagen IV

蛋白相对表达量上调,t = -6. 702,∗∗P < 0. 01; Lubricin 蛋白相对表达量升高,t = -5. 686,∗∗P < 0. 01; Fibronectin 蛋白相对表达量下调, t

= 2. 518,∗P < 0. 05。 C:1000 ng / mL LPS 制激 FLS 3 h,与制激前比较, Hyaluronan Synthose 2(HYS2)蛋白相对表达量升高,t = -4. 364,∗∗P

< 0. 01;VEGF 蛋白相对表达量上调,t = -16. 668,∗∗P < 0. 01;Cadherin 蛋白相对表达量上调,t = -7. 637,∗∗P < 0. 01。

图 6　 Western Blot 法检测 1000 ng / mL LPS 诱导 FLS 后 3 h 细胞因子和特征蛋白的表达

Note. A, 1000 ng / mL LPS stimulated FLS for 3 h, compared with that before stimulation, the relative expression of IL-1β protein was increased, t =

-6.817,∗∗P < 0. 01; the relative expression of TNF-α protein was increased, t = -11. 443,∗∗P < 0. 01; the relative expression of PCNA protein

was increased, t = - 17. 801,∗∗ P < 0. 01. B, 1000 ng / mL LPS stimulated FLS for 3 h, compared with that before stimulation, the relative

expression of collagen IV protein was increased, t = -6.702,∗∗P < 0. 01; the relative expression of lubricin protein increased, t = - 5.686,∗∗P <

0. 01; the relative expression of fibronectin protein decreased, t = 2. 518,∗P < 0. 05. C, 1000 ng / mL LPS stimulated FLS for 3 h, compared with

that before stimulation, the relative expression of hyaluronan synthose 2 (HYS2) protein increased, t = -4.364,∗∗P < 0. 01; the relative expression

of VEGF protein increased, t = -16.668,∗∗P < 0. 01; the relative expression of cadherin protein was up-regulated, t = -7.637,∗∗P < 0. 01.

Figure 6　 Detection of the expression of cytokines and characteristic proteins in 3 hours
after FLS stimulation with 1000 ng / mL LPS by Western Blot

泌及 COX-2、NO 等分解代谢因子的合成,加剧关节

炎软骨的凋亡和软骨的炎症反应[24]。 TNF-α 对

FLS 的增殖有促进作用,可使滑膜组织纤维样变并

增加滑液中的炎症因子,加重病情。 FLS 还具有类

似肿瘤细胞增殖的特性,可突破生理屏障侵入软骨

和骨,导致关节破坏。 FLS 入侵体参与 FLS 与软骨

的附着,其内富含基质金属蛋白酶,可特异性地使

细胞外基质变性[25]。 LPS 既是炎症抗原,又是 NF-
κB 的激动剂,运用 LPS 诱导体外 FLS 炎症模型的

建立,有利于进行信号通路的干预,探讨如何降低

IL-1β、IL-6、TNF-α、VEGF 和 MMP 等蛋白的表达,
从而减弱或抑制住 IJD 诱导的疼痛和炎症,延缓或

阻止关节退变,达到治疗的目的。
综上所述,本研究建立的 SD 大鼠正常膝关节

滑膜 FLS 原代培养方法,FLS 纯度高,成本低,来源

容易,重现性好,操作简单,实验时间可控。 关键是

第 3 ~ 7 代 FLS 具有宿主骨关节滑膜组织中的 FLS
的生理功能,且能分泌具有关节囊修复作用的结缔

组织成分,还能合成透明质酸和润滑素等保证关节

内环境的稳定的物质。 LPS 能诱导原代培养的滑膜

组织 FLS 分泌促炎细胞因子和诱导 IJD 特征蛋白的

表达改变,复制出 IJD 的基本特征。 总之,LPS 诱导

的 FLS 炎症模型可作为体外研究 IJD 的细胞模型。
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子宫内膜异位症纤维化小鼠模型构建方法及其应用
毕艳丽1,2,倪喆鑫2,李溪2,俞超芹2∗

(1. 上海中医药大学,上海　 201203; 2. 海军军医大学附属长海医院,上海　 200433)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索一种高效的子宫内膜异位症纤维化小鼠模型建立方法及其评价方法。 方法　 改良的腹

腔注射法构建 BALB / c 小鼠子宫内膜异位症纤维化模型;收集小鼠腹腔灌洗液,ELISA 试剂盒检测灌洗液 TGF-β1
水平;对小鼠腹腔粘连程度进行评分;HE 染色验证子宫内膜异位症模型是否成功;Masson 染色检测异位灶胶原纤

维沉积情况,评估其胶原沉积程度;免疫组化法检测纤维化相关蛋白 E-cadherin、Collagen I、α-SMA、smooth muscle
myosin heavy chain II (SMMHC-II) 的表达情况,评估异位灶纤维化程度。 结果　 改良腹腔注射法构建小鼠子宫内

膜异位症纤维化小鼠模型成功率可达到 100%。 小鼠腹腔灌洗液 TGF-β1 水平随造模时间延长有明显升高。
Masson 染色和纤维化相关蛋白免疫组化染色观察到子宫内膜异位症小鼠腹腔存在纤维化表型。 结论　 改良的腹

腔注射法构建小鼠子宫内膜异位症纤维化模型成功率高,腹腔灌洗液 TGF-β1 水平、Masson 染色和纤维化相关蛋白

E-cadherin、Collagen I、α-SMA、SMMHC-II 免疫组化染色能够评价小鼠子宫内膜异位症盆腔纤维化程度。
【关键词】 　 子宫内膜异位症;模型;纤维化;BALB / c 小鼠;TGF-β1
【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2020) 04-0447-08

Establishment and application of a mouse model of endometriosis with fibrosis
BI Yanli1,2, NI Zhexin2, LI Xi2, YU Chaoqin2∗

(1. Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China.
2. Changhai Hospital, Naval Military Medical University, Shanghai 200433)

Corresponding author: YU Chaoqin. E-mail: chqyu81@ 163.com

【Abstract】 　 Objective 　 To establish a mouse model of endometriosis with fibrosis and to study its application.
Methods　 A mouse model of endometriosis with fibrosis was established by modified intraperitoneal injection using
BALB / c mice; the peritoneal lavage fluid of mice was collected and the level of TGF-β1 in lavage fluid was detected by
ELISA. The degree of abdominal adhesion was scored and the success of the endometriosis model was verified by
hematoxylin-eosin(HE)staining, while the collagen deposition in the ectopic focus was detected by Masson staining and the
degree of collagen deposition was evaluated. The expression of fibrosis-related proteins E-cadherin, collagen I, α-SMA, and
smooth muscle myosin heavy chain II ( SMMHC-II) were detected by immunohistochemistry, and the degree of ectopic
fibrosis was evaluated. Results　 The success rate of a mouse model of endometriosis with fibrosis constructed by a modified
intraperitoneal injection method could reach 100%. The level of TGF-β1 in the peritoneal lavage fluid of mice increased
significantly with the extension of modeling time. Masson staining and immunohistochemical staining of fibrosis-related
proteins revealed a fibrotic phenotype in the abdominal cavity of endometriosis mice. Conclusions 　 The improved
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intraperitoneal injection method has a high success rate in the establishment of a mouse model of endometriosis with fibrosis.
TGF-β1 levels in peritoneal lavage fluid, Masson staining, and immunohistochemical staining of fibrosis-related proteins
can evaluate the degree of pelvic fibrosis in mice with endometriosis.

【Keywords】　 endometriosis; model; fibrosis; BALB / c mouse; TGF-β1
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 子宫内膜异位症(endometriosis,EM)是子宫内

膜腺体和间质种植于子宫以外的一种慢性、雌激素

依赖性疾病,在育龄期女性中发病率为 10% ~
15%[1-2]。 EM 虽是一种良性疾病,却具有发病范围

广、症状多样、易转移、易复发的恶性行为,至今其

病因及发病机制仍不清楚。 目前 EM 的治疗手段主

要包括手术和激素类药物,但疗效均不理想。 因

此,子宫内膜异位症是妇科学研究的热点和难点

之一。
子宫内膜异位症的病理学基础为异位内膜在

体内激素的作用下周期性剥脱出血,这种周期性出

血长期反复出现引起盆腔粘连、甚至纤维化。 研究

显示,80% 以上的 EM 患者在初次手术时发现粘连

形成, 而 术 后 3 个 月 再 粘 连 的 发 生 率 又 可 达

50%[3-4]。 随着疾病的进展,盆腔粘连逐渐加重,由
轻度 EM 的亚临床腹膜炎或轻度盆腔粘连,发展至

重度 EM 的严重而广泛的粘连,形成盆腔纤维化,甚
至冰冻盆腔,导致患者不孕、慢性盆腔痛,严重影响

女性的身心健康。 然而,目前 EM 盆腔纤维化的形

成机制尚不清楚[5-6]。
构建一种高效的子宫内膜异位症动物模型将

有助于对本病发病机制的认识和新药的开发, 同时

可以为探索子宫内膜异位症纤维化发病机制提供

理想模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

90 只 SPF 级 6 周龄性成熟 BALB / c 雌小鼠,体
重 18 ~ 20 g,购自北京维通利华实验动物技术有限

公司【SCXK(京)2016-0006】,饲养于上海长海医院

临床实验中心动物实验室【SCXK(沪)2017-0005】,
温度 22 ~ 25℃,湿度 55% ~ 60%,12 h光照和12 h
黑暗交替,实验前适应性饲养 1 周。 所有实验操作

均严格遵照动物伦理相关规定执行并通过长海医

院伦理委员会审查,批准号:CHEC2019-127。
1. 1. 2　 试剂与仪器

苯甲酸 β-雌二醇(Sigma,E2758),实验用芝麻

油(Acros organics,241002500),伊红-苏木精染色

剂、小鼠转化生长因子 β1(TGF-β1) ELISA 检测试

剂盒(武汉博士德),兔抗鼠 E-cadherin 抗体(CST,
3195S),兔抗鼠 Collagen I 抗体(Abcam,AB34710),
兔抗 鼠 α-SMA 抗 体 ( Abcam, AB5694 ), 兔 抗 鼠

SMMHC-II 抗体(Abcam,AB53219)。
两套眼科常规手术器械(剪刀、镊子、止血钳)、

注射用生理盐水、1 mL 注射器、20 mL 注射器、细胞

培养皿(Corning,USA),RPMI-1640 培养基(Gibco,
USA),低温离心机、组织包埋机、石蜡切片机、光学

显微镜(Olympus,Japan)等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 药物配制

称取 1. 5 mg 苯甲酸 β-雌二醇粉末以 50 mL 实

验用芝麻油溶解,配成浓度为 30 μg / mL 的苯甲酸 β
-雌二醇溶液置 4℃冰箱避光保存备用。
1. 2. 2　 实验分组

造模前,每日定时对所有小鼠进行阴道脱落细

胞涂片(美蓝染色法),连续观察两个动情周期,选
取动情周期规律的小鼠用于实验。 90 只实验小鼠

中 48 只用于子宫内膜异位症模型建立,32 只作为

假手术组,另外 10 只作为空白对照,用于模型对比

鉴定。 用于模型建立的 48 只小鼠按照 1 ∶2的比例

随机分为供体鼠 16 只和受体鼠 32 只。 32 只受体

小鼠随机分为 4 组,每组 8 只,分别为种植后 1 周

组、种植后 2 周组、种植后 4 周组和种植后 6 周组。
1. 2. 3　 建模方法

所述模型的建立方法,按如下步骤操作:
(1)注射雌激素:所有实验小鼠(包括供体鼠和

受体鼠) 颈背部皮下注射苯甲酸雌二醇溶液 150
μg / kg,每 4 天注射 1 次,共注射两次。

(2)从注射雌激素开始至腹腔种植当日,每日

定时对供体鼠和受体鼠进行阴道脱落细胞涂片检

查,观察小鼠动情周期。 动情周期判断依据如下:
动情前期:圆形或椭圆形的有核上皮细胞为主,夹
有少量角化细胞和白细胞;动情期:几乎全是无核

的角化细胞;动情后期:角化细胞减少,出现有核上

皮细胞和白细胞;动情间期:细胞少而皱缩,白细胞
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为主。
(3)种植前标本准备:供体小鼠的子宫取出用

预冷的生理盐水清洗血液和粘液,将子宫一分为二

分别放入盛有 0. 5 mL 预冷的 RPMI1640 培养基的

培养皿中,用眼科剪将子宫纵向剖开,剥离子宫内

膜层并迅速将其剪成体积 ≤ 1 mm3 的内膜碎片制

成悬浮液备用。
(4)腹腔注射内膜:受体小鼠腹部皮肤消毒后,

以 1 mL 注射器针筒接 20 mL 注射器针头,以小鼠下

腹部正中尿道口上方 0. 5 cm 处为进针点,将子宫内

膜碎片注射入受体小鼠腹腔,针孔处涂抹适量青霉

素软膏预防感染,供体鼠与受体鼠数量比为 1 ∶ 2。
从取出供体小鼠子宫到注射子宫内膜碎片入受体

小鼠所有操作应在 5 min 内连续完成,全程保持无

菌。 假手术组注射雌激素的方法与模型组相同,不
同的是,假手术组腹腔注射的是等体积的供体小鼠

的腹腔脂肪组织。
(5)种植后处理:腹腔种植内膜当日开始对受

体小鼠颈背部皮下注射苯甲酸 β-雌二醇溶液 150
μg / kg,每 4 天注射 1 次,共注射两次,之后待内膜自

然生长。
1. 2. 4　 观察指标和检测方法

分别于造模后第 1 周末、第 2 周末、第 4 周末、
第 6 周末脱颈法随机处死模型组小鼠和假手术组小

鼠各 8 只,经 75%乙醇消毒后以 2 mL 预冷的生理盐

水注入小鼠腹腔,腹部充分按摩后收集腹腔灌洗

液,取出腹腔种植物,从以下方面观察和检测相应

指标。
(1)观察种植物形态:开腹后观察小鼠腹腔种

植物的生长部位、形态、颜色、体积等。 之后放入

4%多聚甲醛溶液,室温固定 24 h 后常规石蜡包埋

切片做 HE 染色,观察种植物病理组织形态学特征。
(2)测量种植物体积:种植物取出后用游标卡

尺测量其长度、宽度与高度,按公式 V=Π / 6×长×宽
×高[7],计算种植物体积。

(3)腹腔粘连评分:采用 Blauer 粘连评分系统

对小鼠腹腔粘连程度进行评分[8-9]。 评分标准:0
分,无粘连;1 分,盆腔轻微的膜状粘连;2 分,粘连致

密,通常宫角与肠管和膀胱均有粘连;3 分,粘连更

致密,范围更广,双侧宫角均与肠管和膀胱粘连,子
宫尚有一定活动度;4 分,严重的粘连,双侧宫角均

与肠管和膀胱粘连,子宫固定不动。 粘连评分由两

位实验人员独立进行,取两位实验人员所评分数的

平均值作为最终粘连评分。
(4)TGF-β1 表达水平:2 mL 离心管收集模型组

小鼠腹腔灌洗液,4℃,2000 rpm,离心 15 min,留取

上清,-80℃ 冰箱保存。 ELISA 试剂盒检测小鼠腹

腔灌洗液 TGF-β1 表达水平。
(5)Masson 染色:常规石蜡包埋、切片、脱蜡,

Masson 三色染色液浸泡 15 ~ 20 min;常规梯度乙醇

脱水、二甲苯透明、中性树胶封片。 显微镜下观察

种植物胶原纤维沉积情况,评估种植物胶原沉积

程度。
(6)免疫组化:常规石蜡包埋、切片、脱蜡,抗体

孵育、封片。 纤维化相关蛋白抗体 E-cadherin (1 ∶
400)、Collagen I(1 ∶200)、α-SMA(1 ∶200)、SMMHC-
II(1 ∶300)的表达情况,评估种植物纤维化情况。 显

微镜下观察免疫组化染色切片,染色区域内显示为

黄棕色或黄褐色为阳性表达,每张切片高倍镜下拍

摄三个不同视野,将采集的所有图像应用 Image pro
Plus 6. 0 图像分析软件进行分析,计算每张图像上

阳性表达区域的累积光密度(sum IOD),再测量对

应阳性表达区域的面积(area of interest,AOI),以平

均光密度(mean IOD)值作为该图像阳性表达的定

量标准,反映图像上免疫反应物的表达强度。 平均

光密度(mean IOD)= 累积光密度( sum IOD) /阳性

区域面积(AOI)。 每个样品拍摄的三张图像分析的

平均光密度(mean IOD)再作一次平均,作为这个样

品的平均光密度(mean IOD)。 针对每个样本的平

均光密度(mean IOD)值,用 t 检验或单因素方差分

析比较各组蛋白表达量的统计学差异。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 20. 0 软件进行统计学分析,计量资

料比较,满足方差分析条件者,采用单因素方差分

析(One-way ANOVA),两两比较用 SNK 法;若不满

足方差分析条件者,采用多个独立样本的非参数检

验(Kruskal-Wallis H Test)。 实验数据以平均值±标
准差( 􀭰x ± s)表示,以 P< 0. 05 为差异具有统计学意

义,使用 GraphPad Prism 5. 0 对数据处理作图。

2　 结果

2. 1　 小鼠阴道脱落细胞学观察

小鼠动情周期为 4 ~ 5 d,具有规律的性周期,
动情前期:圆形或椭圆形的有核上皮细胞为主,夹
有少量角化细胞和白细胞;动情期:几乎全是无核

的角化细胞;动情后期:角化细胞减少,出现有核上
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皮细胞和白细胞;动情间期:细胞少而皱缩,白细胞

为主。 如图 1 所示,不同动情周期小鼠阴道脱落细

胞涂片(美蓝染色)。 在内膜种植当日小鼠动情周

期较一致,处于动情前期。
2. 2　 种植物形态学观察

小鼠腹腔子宫内膜异位灶大多数生长在肠

系膜上,其次为脾下、腹壁、子宫附近,与周围组

织轻中度粘连。 异位灶为囊性不规则形态,有的

呈半透明色,有的呈暗红色,囊内含淡黄色或半

透明液体,囊壁表面有细小血管形成,囊壁边缘

有少量结缔组织,病灶直径范围 1 ~ 10 mm 不等

(图 2) ,造模后 1 周即见典型的子宫内膜异位

灶,造模成功率为 100%。 组织病理学观察种植

物可见生长良好的腺体和间质,腺体数目较正常

在位子宫内膜明显减少,囊腔内可见炎性细胞。
(图 2)

图 1　 小鼠阴道脱落细胞染色(美蓝染色,× 100)
Figure 1　 Methylene blue staining of mouse vaginal exfoliated cells(× 100)

图 2　 种植物形态和小鼠子宫内膜 HE 染色

Figure 2　 Morphology and diameter of ectopic lesions and HE staining of endometrium

2. 3　 种植物体积比较

如图 3 所示,随着造模时间的延长,EM 模型小

鼠腹腔种植物数量无明显变化,但体积呈先增大后

缩小再增大的趋势,其中造模后 2 周较造模后 1 周

体积显著缩小,差异具有显著性(P< 0. 05);造模后

4 周、造模后 6 周种植物体积与造模后 2 周比较再

次增大,造模后 4 周与造模后 1 周种植物体积比较,
差异不具有显著性(P> 0. 05);造模后 6 周与造模

后 1 周种植物体积比较,差异具有显著性 ( P <
0. 05)。 假手术组小鼠腹腔脂肪组织稍有增多,均
未见明显腹腔种植物。
2. 4　 腹腔粘连评分

随着造模时间的延长,假手术组(对照组)不同

时间点的小鼠腹腔粘连评分比较,差异不具有显著

性。 模型组小鼠腹腔粘连程度有逐渐加重趋势,与
造模 1 周的小鼠腹腔粘连评分相比,造模后 2 周、

注:与造模后 1 周比较,∗P< 0. 05。

图 3　 小鼠腹腔种植物体积

Note. Compared with 1 week after modeling,∗P< 0. 05.

Figure 3　 Volume of ectopic lesions in mice

4 周、6 周的小鼠腹腔粘连评分均有显著性增加(P<
0. 05,P< 0. 001,P< 0. 001),造模后 6 周的小鼠腹
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腔粘连评分最高。 (图 4)
2. 5　 腹腔灌洗液 TGF-β1 表达

ELISA 检测结果显示(图 5),假手术组(对照

组)小鼠腹腔灌洗液 TGF-β1 表达水平在腹腔注射

后不同时间变化不显著(P > 0. 05)。 模型组小鼠腹

腔灌洗液 TGF-β1 表达水平在造模后呈先升高后降

低再升高的趋势,其中造模后 1 周较造模当日 TGF-
β1 表达水平显著升高(P < 0. 05),造模后 2 周较造

模后 1 周 TGF-β1 表达水平有轻度降低,造模后 4
周到 6 周 TGF-β1 表达水平再次显著性升高(P <
0. 05)。
2. 6　 种植物 Masson 染色

Masson 染色后肌纤维呈红色,胶原纤维呈蓝

色,细胞核呈黑褐色,显微镜下观察种植物胶原纤

维沉积明显,随着造模时间的延长,胶原纤维沉积

有增多趋势。 (图 6)

2. 7　 免疫组化

免疫组化染色结果显示,纤维化相关蛋白 E-
cadherin、 Collagen I、 α-SMA、 smooth muscle myosin
heavy chain 11(SMMHC-II)于在位内膜和异位内膜

均有阳性表达(图 7)。 在位内膜,E-cadherin 主要表

达于子宫腺体上皮细胞的细胞膜,呈强阳性表达且

分布均匀,Collagen I 主要表达于子宫上皮细胞和间

质细胞的细胞外基质,α-SMA 和 SMMHC-II 主要表

达于子宫内膜肌层的平滑肌细胞和成纤维细胞,子
宫间质部分几乎不表达。 异位内膜,E-cadherin 在

上皮细胞膜表达弱阳性,Collagen I 表达在上皮细胞

和间质细胞的细胞外基质但分布无明显规律,α-
SMA 和 SMMHC-II 在整个异位组织中可见广泛阳性

表达,分布无明显规律(图 7)。 应用 Image pro Plus
6. 0 图像分析软件分析染色切片的平均光密度,结
果见表 1。

注:与造模后 1 周比较,∗P< 0. 05,∗∗∗P< 0. 001。

图 4　 小鼠腹腔粘连评分

Note. Compared with 1 week after modeling,∗P< 0. 05,∗∗∗P< 0. 001.

Figure 4　 Score of pelvic adhesion in mice

注:与造模后 1 周比较,∗P< 0. 05。

图 5　 小鼠腹腔灌洗液 TGF-β1 表达水平

Note. Compared with 1 week after modeling,∗P< 0. 05.

Figure 5　 Concentration of TGF-β1 in peritoneal lavage fluid

图 6　 造模后腹腔种植物 Masson 染色结果(× 200)
Figure 6　 Masson staining results of peritoneal plants after modeling(× 200)
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图 7　 在位子宫内膜和造模后异位种植物免疫组化染色结果(× 200)
Figure 7　 Immunohistochemical staining results of eutopic endometrium and ectopic plants after modeling(× 200)

表 1　 正常子宫和异位种植物免疫组化染色图像的平均光密度( 􀭰x ± s, n= 8)
Table 1　 Mean IOD of immunohistochemical staining images of normal uterus and ectopic plants ( 􀭰x ± s, n= 8)

组别 Groups E-cadherin Collagen I α-SMA SMMHC-II
正常 Control 0. 3366 ± 0. 0188 0. 0579 ± 0. 0144 0. 1389 ± 0. 0254 0. 0361 ± 0. 0119
1 周 1 week 0. 3159 ± 0. 0181△ 0. 0509 ± 0. 0088△ 0. 1623 ± 0. 0200△ 0. 0382 ± 0. 0062△△

2 周 2 weeks 0. 2604 ± 0. 0172∗∗ 0. 1283 ± 0. 0167∗ 0. 2536 ± 0. 0253∗∗ 0. 0651 ± 0. 0116∗

4 周 4 weeks 0. 1228 ± 0. 0245∗∗ 0. 2600 ± 0. 0160∗∗ 0. 3674 ± 0. 0019∗∗ 0. 1662 ± 0. 0199∗∗

6 周 6 weeks 0. 0628 ± 0. 0121∗∗ 0. 3592 ± 0. 0161∗∗ 0. 4882 ± 0. 0259∗∗ 0. 2025 ± 0. 0148∗∗

注:与正常在位子宫内膜相比,△P < 0. 05,△△P < 0. 01。 与造模后 1 周种植物相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。
Note. Compared with normal uterus endometrium,△P < 0. 05,△△P < 0. 01. Compared with ectopic plants,∗P < 0. 05,∗∗P< 0. 01.

3　 讨论

目前除人类外,只有灵长类动物可以自发形成

子宫内膜异位症,但由于代价昂贵、造模成功率低

等原因,应用受限。 啮齿类动物由于经济实用、动
情周期短、成模率高等优点被广泛使用。 常用的啮

齿类动物子宫内膜异位症造模方法主要有同源内

膜腹膜缝合法、同源内膜腹腔注射法、同源内膜皮

下注射法等,但以上方法均有不足之处。 腹膜缝合

法需要开腹手术,操作繁琐,动物感染几率大、死亡

风险高。 另外,更重要的是,腹膜缝合法不能避免

手术因素对疾病模型的影响,不适于子宫内膜异位

症这种自发性疾病的研究。 单纯的子宫内膜皮下

注射法虽操作简单,但造模部位不符合临床子宫内
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膜异位症的好发部位。 单纯的腹腔注射法虽比较

符合临床子宫内膜异位症的好发部位,但是不能很

好地模拟子宫内膜异位症雌激素依赖的临床特征,
且造模成功率较低。 另外,还有用人子宫内膜种植

的方法,虽能够观察人子宫内膜异位症的发病特

征,但是为避免异体排斥反应,模型需使用裸鼠,而
裸鼠免疫功能缺陷,不能模拟正常免疫状态下的疾

病情况。 本模型所采用的 BALB / c 小鼠基因与人高

度相似,遗传背景明确,重复性好,价格经济,饲养

方便,多用于肿瘤学、免疫学等的研究。 本模型具

有以下优势:采用皮下注射雌激素的方法人为地将

小鼠的动情周期同步化,之后在动情前期注射子宫

内膜,使异位内膜在小鼠体内生长同步化;腹腔注

射法种植子宫内膜,以小鼠下腹部正中尿道口上方

0. 5 cm 处为进针点,该处对应的腹腔内容物主要为

脂肪组织,进针容易,出血概率低,降低了小鼠死亡

风险;本发明内膜种植后按照小鼠动情周期规律皮

下注射雌激素,促进异位内膜的生长,模拟了子宫

内膜异位症雌激素依赖的发病特征;本发明腹腔注

射法避免了开腹手术对模型的影响,最大程度地降

低了手术创伤造成小鼠盆腔纤维化的可能性,为探

索正常免疫状态下子宫内膜异位症盆腔纤维化的

发病机制提供了基础。
Blauer 粘连评分系统是一种公认的腹腔粘连评

分方法,广泛用于 EM 模型腹腔内粘连的分级和评

价,该方法使用简便,应用性强。 本研究使用 Blauer
粘连评分系统发现 EM 模型小鼠腹腔粘连程度随造

模时间的推移有加重趋势,造模 4 ~ 6 周粘连明显,
可作为 EM 动物模型腹腔粘连和纤维化研究的时间

参考。
TGF-β1 是目前发现的强促纤维化因子[10-12],

能够活化多种细胞,促使细胞分泌大量细胞外基质

并促进组织中胶原纤维沉积,最终导致组织纤维

化。 本研究显示 EM 模型小鼠腹腔灌洗液 TGF-β1
水平随造模时间逐渐升高,提示TGF-β1升高可作为

EM 模型盆腔纤维化的重要评价指标之一。 本研究

结果显示造模第 2 周的种植物体积有轻度缩小且腹

腔灌洗液 TGF-β1 水平较造模 1 周相比有下降趋

势,其原因可能是异位内膜种植在小鼠腹腔后激发

的局部炎性反应,促炎因子和抑炎因子均反应性升

高,激活体内免疫调节机制,短时间内抑制了异位

内膜的生长,后期 TGF-β1 再次升高可能是异位内

膜在多种细胞因子和免疫细胞交互调节后继续侵

袭和生长的结果。 研究显示 TGF-β1 在子宫内膜异

位症的发生发展中起重要作用,TGF-β1可能影响 T
辅助细胞(Th)的分化,产生更多IL-17和 IL-10,可能

会间接影响腹腔炎症反应,与更高的 IL-1β 和 IL-6
水平相关,子宫内膜异位症患者腹腔液中 TGF-β1
可能促进异位病灶的形成[13-14]。

Masson 染色是组织纤维染色中最经典的一种

方法,可以显示组织中胶原纤维的沉积情况,是纤

维化相关研究常用的一种染色方法[15-16]。 本研究

发现,EM 模型小鼠腹腔种植物胶原纤维沉积明显,
且随时间推移胶原沉积有逐渐增多趋势,提示

Masson 染色可作为 EM 模型腹腔异位灶纤维化的一

种评价方法。
E-cadherin 即 e-钙粘蛋白,是上皮细胞的标记

蛋白,正常上皮细胞表达强阳性,主要定位在细胞

膜和细胞间质,分布均匀,可维持细胞间紧密连接,
具有抑制细胞活动,阻止细胞侵袭和转移的功能,
在发生纤维化的组织中 E-cadherin 在上皮细胞的表

达明显减弱[17-18]。 本研究发现与在位内膜相比,异
位内膜上皮细胞的 E-cadherin 表达明显减弱。
Collagen I 即 I 型胶原蛋白,广泛分布在细胞外基

质,是组织纤维化过程细胞分泌的一种重要的蛋

白,其过度沉积造成不可逆的组织纤维化[19-21]。
α-SMA即 α-平滑肌肌动蛋白,目前被认为是肌成纤

维细胞的标志,SMMHC-II 即平滑肌肌动蛋白重链

II,广泛表达于平滑肌细胞,若过度表达则提示组织

处于纤维化的病理状态,二者常应用于纤维化疾病

的研究[22-23]。 本研究中由于异位内膜的上皮、间
质、肌层结构紊乱,平滑肌细胞和成纤维细胞错杂

分布,界限模糊,α-SMA 和 SMMHC-II 呈广泛强阳性

表达。 本研究结果显示,子宫内膜异位症小鼠模型

的腹腔种植物免疫组化染色 E-cadherin、Collagen I、
α-SMA、SMMHC-II 均呈阳性表达,其中 E-cadherin
随着时间的延长,表达逐渐减弱,Collagen I、α-SMA、
SMMHC-II 随着时间的延长,表达有逐渐增强趋势,
以造模后 4 ~ 6 周的表达最显著。 故 E-cadherin、
Collagen I、α-SMA、SMMHC-II 均可应用于子宫内膜

异位症纤维化的实验研究,且造模 4 ~ 6 周纤维化

表现较明显。
综上所述,本模型的建立方法具有操作简便、

造模周期短、成功率高的特点。 造模后移植的内膜

仍保持子宫间质和腺体的组织形态,增殖活性好,
模型稳定,能够广泛应用于子宫内膜异位症的动物
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实验研究,对子宫内膜异位症纤维化机制研究、新
药开发等方面具有重要的应用价值。
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小鼠及猕猴 Graves 病动物模型的比较研究
王悦#,张萌#,赵凤仪,伍丽萍,施秉银∗

(西安交通大学第一附属医院内分泌代谢科,西安　 710061)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在从 Graves 病(Graves’ disease,GD)免疫相关机制出发,通过比较我们既往研究中

小鼠及猕猴 GD 动物模型,探讨不同动物 GD 模型特点差异,并基于不同动物模型的特点,为日后免疫治疗新方法

提供研究工具。 方法　 利用表达促甲状腺素受体(TSHR)A 亚单位的重组腺病毒肌肉注射 BALB / c 小鼠,每三周 1
次,共 3 次。 利用同样的重组腺病毒肌肉注射猕猴,基于小鼠病毒剂量通过体重和体表面积换算出猕猴的病毒剂

量,每三周 1 次,共 5 次。 于末次免疫后四周安乐死小鼠和猕猴,收集外周血、甲状腺、脾等组织测定总甲状腺素

TT4、促甲状腺激素受体抗体 TRAb 及免疫学相关指标。 结果 　 小鼠造模组(n = 8)TRAb 水平较对照组显著增高

[(8. 1 ± 0. 6)IU / I vs 423. 1 ± 61. 4) IU / I], 其中有 6 只小鼠的 TT4 水平明显增高,整体 T4 水平显著高于对照组

[(57. 1 ± 2. 9)μg / dL vs(96. 7 ± 13. 8)μg / dL, P < 0. 05],GD 甲亢发生率为 75%。 猕猴造模组(n= 6)中有 3 只猕

猴的 TT4 和 FT4 水平均明显增高,甲亢发生率为 50%。 甲状腺病理中,小鼠(6 / 8)及猕猴(3 / 6)造模组中均出现了

滤泡上皮明显增生,呈立方状或高柱状。 流式细胞学分析显示,猕猴造模组的外周血和脾中的 Treg 细胞比例均显

著低于对照组(P < 0. 05),这一结果与小鼠造模组的脾中 Treg 细胞比例结果一致(P < 0. 05)。 此外,造模组的猕

猴还出现了体重的下降(P < 0. 05)和静息心率的上升(P < 0. 05)。 结论　 与猕猴 GD 模型相比,小鼠模型 GD 甲

亢的诱导时间更短,发生率更高,但 GD 猕猴基础生理生化指标和免疫相关指标中显示出更多的与人类 GD 患者类

似的表现及机制。 在日后探索 GD 发病机制及评估新治疗方案的研究中,我们可以根据两种动物 GD 模型的不同

特点选择更合适的研究工具。
【关键词】 　 Graves 病;BALB / c 小鼠;猕猴;TSHR A 亚单位;动物模型
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Comparison of mouse and rhesus monkey models of Graves’ disease
WANG Yue#, ZHANG Meng#, ZHAO Fengyi, WU Liping, SHI Bingyin∗

(Department of Endocrinology, First Affiliated Hospital of Xi’an Jiaotong University, Xi’an 710061, China)
Corresponding author: SHI Bingyin. E-mail: shibingy@ 126.com

【Abstract】 　 Objective 　 This study compared mouse and rhesus monkey models of Graves’ disease ( GD),
particularly regarding the immunological mechanisms, and provided research tools for further novel treatment. Methods
Six-week-old female BALB / c mice were injected intramuscularly with adenovirus expressing the A-subunit of thyrotropin
receptor ( TSHR) ( A-sub-Ad) three times at 3-week intervals. The animals were euthanized 4 weeks after the final
injection to obtain their blood, spleen cells, thyroid glands and other organs. Three-year-old female rhesus monkeys were
injected intramuscularly with A-sub-Ad five times at 3-week intervals, and sera were prepared from blood samples collected
at several time points during the immunization regimen. The animals were euthanized 4 weeks after the final injection to
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obtain their blood, spleen cells, thyroid glands and other organs. Serum total thyroxine ( TT4) and thyrotropin receptor
antibodies (TRAb) levels and thyroid morphology were detected in both the mice and rhesus monkeys to identify the thyroid
function. The body weights of the mice and rhesus monkeys were recorded during the experiment as well as the resting heart
rate of the rhesus monkeys. Flow cytometry was performed to detect the changes in splenic CD4 + CD25 + Foxp3 + cell
proportions. Results 　 After the final immunization, compared with the controls, the A-sub-Ad-injected mice developed
significantly higher TRAb and TT4 levels [(8. 1 ± 0. 6) IU / I vs (423. 1 ± 61. 4) IU / I and (57. 1 ± 2. 9) μg / dL vs
(96. 7 ± 13. 8) μg / dL, respectively, P< 0. 05]. Using the mean ± 2 standard deviations as the normal range, all A-sub-
Ad-injected mice and rhesus monkeys showed positive TRAb levels, and 75% of the mice and half of the rhesus monkeys
had increased TT4 levels. The thyroid pathology confirmed the GD-induced changes in the mice and rhesus monkeys.
Different from the thyroid follicular epithelial cells in the controls, which were lowly cubic or flat, 6 / 8 mice and 3 / 6 rhesus
monkeys in the model group showed obvious follicular epithelial hyperplasia with cubic or tall columnar-shaped cells, and
papillary structures caused by hyperplasia protruded into the follicular cavity in part of the visual field. However, no
lymphocyte infiltration occurred in the thyroids of either the mice or rhesus monkeys. In addition, the rhesus monkeys with
GD lost body weight and had significantly increased resting heart rates (P< 0. 05). Flow cytometry showed decreased CD4+
CD25+Foxp3+ cell proportions in both the mouse and rhesus monkey GD groups compared with those of the control groups.
Conclusions Compared with the GD rhesus monkey model, the GD mouse model showed a shorter induction time and a
higher GD incidence. However, in terms of physiology and immune response, especially with GD complications, GD rhesus
monkeys showed more similarities to GD patients. In future research to explore the pathogenesis and evaluate new treatments
for GD, scholars can choose the appropriate research tools according to the different characteristics of the two GD animal
models.

【Keywords】　 Graves’ disease; BALB / c mice; rhesus monkey; TSHR A subunit; animal model
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 Graves 病(Graves’ disease,GD)是一种常见的

器官特异性自身免疫性疾病,人群患病率 0. 5% ~
2%[1]。 临床表现主要有甲状腺毒症、弥漫性甲状腺

肿大,部分伴有突眼或胫前粘液性水肿。 严重时可

导致病人发生重度心律失常、重度肝损害、重度肌

萎缩及重度贫血等[2]。 在动物活体水平建立真实

反应人类疾病的疾病模型,对疾病发病机制探讨、
在体功能研究、药物新靶点发现和临床前药效学评

价至关重要[3]。
近年来,国内外研究者对于 GD 的疾病模型展

开了诸多探索。 稳定表达促甲状腺素受体(TSHR)
的细胞在免疫佐剂的帮助下,能诱导小鼠产生促甲

状腺素受体抗体(TRAb)升高、甲状腺毒症及甲状

腺病理等 GD 相关表现,但其操作的可能性较差且

诱导成功率不稳定[4]。 此后,研究者们更换了抗原

的表达载体,发现表达 TSHR 全长的重组腺病毒可

以获得甲亢发生率为 30% ~ 50%的 BALB / c 小

鼠[5]。 随着“TSHR A 亚单位可能是 GD 发生的主

要抗原”这一发病机制的重大发现,研究者们利用

表达 TSHR A 亚单位的重组腺病毒将甲亢的发生率

提高至 60% ~ 80%[6-8]。 虽然近期有自发产生促甲

状素受体刺激性抗体(TSAb)的TSHR / NOD.H2h4转

基因小鼠动物模型的相关报道,但该小鼠甲状腺激

素水平正常,没有甲状腺功能亢进症状,分析原因

认为该抗体是针对人 TSHR 的,因此与小鼠体内

TSHR 结合比较微弱[9]。 因此,利用表达 TSHR A
亚单位的腺病毒免疫诱导模型是目前最为广泛接

受的 GD 小鼠模型[4]。
但由于啮齿类动物与人类遗传背景、免疫

学、病理学特征上存在较大差异,Graves 病的一

些典型临床表现难以在小鼠模型中成功再现,且
医药转化研究中,啮齿类动物模型也存在着不可

忽视的局限性 [10] 。 为了突破啮齿类动物模型在

免疫学研究中的局限性,非人灵长类动物在免疫

学研究中发挥越来越重要的作用。 其中,猕猴模

型作为最常见的非人灵长类动物模型,已经广泛

应用于包括感染免疫,免疫应答,免疫衰老及自

身免疫性疾病的研究领域中。 系统性红斑狼疮

和类风湿性关节炎的相关模型已经被陆续报道,
给构建猕猴的 GD 动物模型提供了可能性和宝贵

的经验 [10] 。
本研究旨在从 GD 发病机制出发,通过比较我

们既往研究中小鼠及猕猴 GD 动物模型[11-12],一方

面探讨不同动物 GD 模型特点差异,另一方面基于
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不同动物模型的特点,为日后免疫治疗新方法提供

研究工具。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

16 只 6 周龄 SPF 级雌性 BALB / c 小鼠,体重约

18 ~ 20 g,购自西安交通大学医学实验动物实验中

心【SCXK(陕)2018-001】,饲养于西安交通大学医

学实验动物中心【SYXK(陕)2015-002】,所有操作

均符合西安交通大学医学部生物科研伦理要求(审
批号:IACUC 2015036)。

12 只 3 周岁普通级雌性猕猴,体重约 3. 8 ~
4. 0 kg,购于中国科学院昆明动物研究所 【 SCXK
(滇)2017-0003】,饲养于空军医科大学实验动物中

心【SYXK(陕)2019-001】。 单笼饲养,饲养室温度

控制在 24 ~ 26℃,相对湿度控制于 40% ~ 60%,自
由活动。 所有操作均符合陕西省林业厅生物科研

伦理要求(审批号:IACUC 2011065)。 整体实验过

程符合 3R 原则。
1. 1. 2　 试剂与仪器

表达 TSHR A 亚单位的重组腺病毒(A-sub-Ad)
(深圳市百恩维生物科技有限公司,S2AD1005-1),
对照病毒(con-Ad)(深圳市百恩维生物科技有限公

司,P8V0034-2),碘[125I] - 甲状腺素放射免疫分

析药盒 (天津市协和医药科技集团有限公司,
RA10102),TRAb 滴度 ELISA 法检测(德国 Medipan
GmbH,3505),Treg 细胞检测试剂盒( eBiosciences,
A42925)。

正置光学显微镜(Olympus,BX53,日本),流式

细胞仪(BD,FACSCalibur,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及诱导 GD 动物模型

小鼠随机分为造模组和对照组,采取国际公认

的腺病毒造模方案[5-6],造模组用表达 TSHR A 亚

单位的重组腺病毒进行免疫(A-sub-Ad),对照组用

对照病毒进行免疫( con-Ad)。 小鼠造模组用 PBS
稀释病毒原液,取 50 μL 病毒稀释液经股四头肌肌

肉注射。 每只小鼠每次注射剂量为 1 × 108 vp,每三

周免疫 1 次,共 3 次,于末次免疫后四周安乐死小

鼠。 猕猴随机分为造模组和对照组,造模组用 PBS
稀释病毒原液,取 1 mL 病毒稀释液经两侧股四头肌

肌肉注射,每侧 500 μL。 猕猴组的病毒用量是基于

小鼠剂量通过体重和体表面积换算出的,每三周注

射 1 次,共 5 次,于末次免疫后四周安乐死猕猴。 取

小鼠和猕猴的外周血、甲状腺、脾等组织测定 T4、
TRAb 及免疫学相关指标。
1. 2. 2　 甲状腺激素、TRAb 测定

血清总甲状腺素 TT4 水平由放射免疫法检测:
含 T4 的血清和 125I 标记的 T4 与相应的抗体反应

后形成抗原抗体复合物。 加入二抗和聚乙二醇,使
免疫复合物沉淀并离心,使用 γ 计数器测定沉淀物

放射性强度。 最后通过标准曲线得到血清中 T4 最

终浓度。
TRAb 滴度 ELISA 法检测:含 TRAb 的血清加入

包被着 TSHR 蛋白的 ELISA 板进行孵育,随后加入

M22 单克隆抗体与 TRAb 竞争性结合 TSHR。 加入

二抗和辣根过氧化物酶,用四甲基联苯胺进行显

色,使用酶标仪测定其 OD 值。 最后通过标准曲线

得到血清中 TRAb 最终浓度。
1. 2. 3　 甲状腺病理

甲状腺组织用 10%甲醛固定,石蜡包埋切片,
HE 染色,光镜下观察其组织病理学改变。
1. 2. 4　 流式细胞测定

使用流式染色缓冲液将脾或外周血单个核细

胞重悬至每毫升 5 × 106 个。 Treg 细胞染色按照商

品说明书进行,首先使用 FITC 标记的 CD4 和 APC
标记的 CD25 进行表面染色,固定破膜后使用 PE 标

记的 Foxp3 进行核内染色。 最后使用多通道流式细

胞仪进行检测,Cell Quest 软件进行数据分析。
1. 3　 统计学分析

使用 SPSS 24. 0 软件进行统计学检验。 计量资

料数据形式为平均值 ± 标准误( 􀭰x ± s􀭰x )。 两组间

比较采用独立样本 t 检验,检验标准以 P< 0. 05 表

示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 GD 小鼠及 GD 猕猴体重变化

对照组和造模组小鼠体重平均值分别从(20. 9
± 0. 7)g 和(19. 7 ± 0. 6) g,增长为(26. 5 ± 0. 9) g
和(26. 6 ± 0. 4)g,至整个实验结束,两组体重差异

无显著性(图 1A)。 而在整个实验过程中,对照组

猕猴体重由(3. 9 ± 0. 2) kg 增长至(4. 0 ± 0. 3) kg。
而造模组中甲亢猕猴(3 / 6)体重从(3. 9 ± 0. 05) kg
下降至(3. 6 ± 0. 2) kg(P < 0. 05)。 与 GD 小鼠体

重前后无统计学差异不同,GD 猕猴体重显著下降,
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这说明 GD 猕猴出现了消瘦的临床表现(图 1B)。
从图 1C 可以看出,GD 小鼠至造模结束时,单位摄

食量下的体重增加显著低于对照组[(1. 1 ± 0. 01)
vs(1. 5 ± 0. 05),P < 0. 05],该结果说明与对照小

鼠相比,造模组小鼠摄入相同重量饲料,但其体重

增长显著低于对照小鼠。 这可能是由于小鼠自身

体重过轻,摄食量可以显著影响体重的变化。 图 1D
所示,对照组猕猴静息心率维持在 190 次 /分左右,
未出现明显的波动。 而造模组中甲亢猕猴(3 / 6)静
息心率由(192 ± 11)次 /分上升至(255 ± 14)次 /分
(P < 0. 05),说明 GD 猕猴出现类似 GD 患者心动

过速的表现。
2. 2　 GD 小鼠及 GD 猕猴 TT4

造模结束时,对照组和造模组小鼠 TT4 平均值

分别为(57. 1 ± 2. 9) μg / dL 和(96. 7 ± 13. 8) μg /
dL,差异具有显著性(P< 0. 05)。 以对照小鼠 TT4
平均值 + 2 倍标准差为正常 TT4 上限(63. 1 μg /
dL),超过该上限判定甲亢。 造模组小鼠甲亢发生

率为 75%(图 2A)。 以对照猕猴血清 TT4 平均值 +
2 倍标准差为正常上限(5. 72 μg / dL),超过该值视

为甲亢。 在第 3 次免疫结束联周后,造模组 6 只猕

猴中有 1 只猕猴出现了 TT4 升高。 而在 5 次免疫结

束后两周,造模组共 3 只猕猴出现了 TT4 升高,即甲

亢发生率为 50%(图 2B)。
2. 3　 GD 小鼠及 GD 猕猴 TRAb

造模结束时,对照组和造模组小鼠血清 TRAb
平均值分别为(8. 1 ± 0. 6) IU / I 和(423. 1 ± 61. 4)
IU / I,差异具有显著性 ( P < 0. 05)。 以对照小鼠

TRAb 平均值 + 2 倍标准差为正常 TRAb 上限(9. 3
IU / I),造模组小鼠 TRAb 阳性率达 100%(图 3A)。
以对照猕猴血清 TRAb 的平均值 + 2 倍标准差为正

常上限,ELISA 法大于 0. 06 IU / L 为阳性,5 次免疫

结束后,造模组 6 只猕猴 TRAb 100%阳性(图 3B)。
2. 4　 GD 小鼠及 GD 猕猴甲状腺病理

光镜下,对照小鼠或猕猴甲状腺滤泡上皮细胞

呈低立方或者扁平状,滤泡中中胶质丰富。 造模组

中 6 / 8 只小鼠,3 / 6 只猕猴出现明显的滤泡上皮增

生呈立方状或高柱状,部分视野下还可观察到由于

增生导致的乳头状结构凸入滤泡腔。 但小鼠及猕

猴均未观察到淋巴细胞浸润。 (图 4)
2. 5　 GD 小鼠及 GD 猕猴 Treg 细胞比例

与对照组小鼠相比(12. 2 ± 0. 5)%,造模组小

鼠脾中 CD4+CD25+Foxp3+Treg 细胞在 CD4+T 淋巴

细胞中的比例显著降低(10. 3 ± 0. 6)%(图 5A,P<
0. 05)。 在外周血和脾,造模组猕猴 CD4 +CD25 +
FOXP 3 +Treg细胞在CD4 +细胞中的比例分别是

图 1　 GD 小鼠及 GD 猕猴的体重变化

Figure 1　 Body weight changes in GD mice and GD rhesus monkeys

图 2　 GD 小鼠及 GD 猕猴 TT4
Figure 2　 TT4 levels of GD mice and GD rhesus monkeys
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图 3　 GD 小鼠及 GD 猕猴 TRAb
Figure 3　 TRAb levels of GD mice and GD rhesus monkeys

图 4　 GD 小鼠及 GD 猕猴甲状腺病理切片

Figure 4　 Pathological sections of thyroid gland of GD mice and GD rhesus monkeys

(0. 9 ± 0. 3)% 和(0. 6 ± 0. 2)%,显著低于对照组

的( 1. 3 ± 0. 1)% 和 ( 2. 3 ± 0. 5)% (图 5B, P <
0. 05)。 但 CD4+IL-17+ Th17 细胞在造模猕猴和对

照猕猴中差异无显著性(图 5B,P> 0. 05)。
2. 6　 GD 小鼠及 GD 猕猴肝病理

GD 小鼠和猕猴身体机能处于稳定状态。 造模

组与对照组小鼠、猕猴的肝在光镜下未发现炎症或

其他病理学改变,包括细胞水肿或坏死等。 (图 6)

3　 讨论

理想的 GD 动物模型有以下特点:(1)自发模型

优于诱导的模型。 但目前唯一的自发模型 TSHR /
NOD.H2h4 转基因小鼠产生 TSAb 周期较长,花费较

高,因此不方便广泛推广使用。 (2)可复制性。 表

达 TSHR 的质粒诱导的 GD 模型目前在世界多个实

验室可重复性较低[5]。 (3)GD 发病率高,便于观察

病因及协助新治疗。 (4)在多品系小鼠中可诱导

GD 发生。 Shimojo 和 M12 模型都只能在易感品系

诱导 GD。 综合以上四点,表达 TSHR A 亚单位的腺

病毒诱导 GD 模型是目前被广泛认可,且重复性最

好的模型[13]。
3. 1　 小鼠及猕猴 GD 模型的成功构建

本研究中,通过注射表达 TSHR A 亚单位的重

组腺病毒,猕猴造模组(注射 5 次)和小鼠造模组

(注射 3 次)均出现了 TRAb 阳性,甲状腺激素水平

升高和甲状腺组织显著增生等表现。 此外,猕猴造

模组还出现了体重下降和静息心率增高等典型 GD
的临床症状,小鼠造模组也出现了单位摄食量下的
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图 5　 GD 小鼠及 GD 猕猴 Treg 细胞比例

Figure 5　 Proportion of Treg cells in GD mice and GD rhesus monkeys

图 6　 GD 小鼠及 GD 猕猴肝病理切片

Figure 6　 Liver pathological sections of GD mice and GD rhesus monkeys

体重增加显著下降。
值得注意的是,猕猴造模组的 GD 发生率是随

着注射次数等增加逐渐增高的,在第 3 次免疫结束

时,猕猴造模组的 TT4 升高率仅为 16. 7%,但是在

第 5 次免疫结束时,猕猴造模组的 TT4 升高率达到

了 50%。 我们未公布的数据显示,继续免疫下去,
TT4 升高率会继续增高。 这一结果间接证明了

TSHR 是诱发 GD 最有力的抗原也说明在建立猕猴

GD 模型时,为了获得更高的 GD 发病率,可能需要

延长免疫时间和增加免疫次数。
3. 2　 GD 模型与 Treg 细胞的关系

Treg 细胞是一类以免疫抑制功能为特点的 T

淋巴细胞亚群[14]。 作为重要的免疫调节细胞,其在

自身免疫性疾病的发病过程中起着核心的作用[15]。
叉头盒蛋白 3(fork head box P3,Foxp3)是 Treg 细胞

发育和功能的重要调节因子[16]。 本研究中,小鼠

GD 模型与猕猴 GD 模型均展现了 CD4 + CD25 +
Foxp3+的 Treg 细胞比例的显著降低,这一结果与之

前报道的 GD 临床实验结果一致[17-19]。 这一现象

再次佐证了 Treg 细胞可能与 GD 发病有关,而这两

个动物模型都是未来研究 Treg 细胞与 GD 的发病关

系和针对 Treg 细胞免疫疗法的良好工具。
3. 3　 小鼠及猕猴 GD 模型的比较

造模结束时,猕猴造模组的 6 只小鼠中有 3 只
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出现了以上的现象(50%),而小鼠造模组的 8 只小

鼠中有 6 只小鼠出现了以上的现象(75%),与报道

的数据相符合[6-7]。 因此,小鼠造模组的 GD 发病率

略高于猕猴组,但没有显著的统计学差异。 但在相

同注射次数(三次注射)下,猕猴造模组的 GD 发病

率(16. 7%)是显著低于小鼠造模组的(P< 0. 05)。
这说明在相同的免疫时间和次数的情况下,小鼠

GD 模型的发病率更高。
与小鼠 GD 模型相比,猕猴 GD 模型会出现显

著的与人类 GD 患者类似的临床表现,包括体重显

著降低和静息心率的增加[20-21]。 另外,对比小鼠及

猕猴的 TT4、TRAb 水平的数据可以看出,小鼠 TT4、
TRAb 水平均显著高于猕猴,这也可能是因为种属

不同而造成的生化差异,其中猕猴与人类的数据更

为接近[22-24]。
本研究中,在小鼠和猕猴模型造模时使用均为

表达人 TSHRA 的腺病毒。 事实上,在氨基酸水平

上,人类和小鼠 TSHRs 的同源性约为 87%,而人类

与猕猴 TSHRs 的同源性高达 97%。 有研究证实,在
流式细胞术检测小鼠 TSHR 时,人 a 亚基免疫诱导

的抗体的交叉反应性较差[25]。 从造模机制的层面,
GD 及并发症尤其是甲状腺功能亢进性心脏病(甲
亢心),其发病机制是靶器官分布的 TSHR 受体与自

身抗体的结合启动下游的反应导致,我们有理由推

测,猕猴 GD 模型在复制人类 GD 及其并发症中更

具备说服力。
从模型的应用来看,小鼠 GD 模型具备造模时

间教短、场地要求不高及实验成本较低的优势,但
对于更加深入的研究 GD 的发病机制、尤其是并发

症的发病机制等还是有着不小的限制性。 而猕猴

GD 模型从发病机制、临床表现、并发症层面及与人

类 GD 患者更加相似,尤其为 GD 的并发症的研究

提供了切实可行的有效途径及方案,随着大动物价

格昂贵、饲养成本高、难以进行规模化等问题的逐

渐被解决,其研究前景和应用前景将极为广阔[10]。
综上所述,小鼠模型的 GD 发生率略高于猕猴

模型,但是经过对基础生理生化指标和免疫相关指

标的检测,GD 猕猴显示出更多的与人类 GD 患者类

似的表现及机制。 因此,我们应当根据实验需求及

经费安排,选择适当的动物模型,从而更合理的完

成预期目标。
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甘青虎耳草乙酸乙酯提取物对小鼠肝癌细胞及
原位移植瘤的抑制作用

崔玮1,2,丁玲强1,2,曾巧英3∗

(1. 河西学院生命科学与工程学院,甘肃 张掖　 734000; 2. 河西学院实验动物中心,甘肃 张掖　 734000;
3. 甘肃农业大学动物医学院, 兰州　 730070)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨甘青虎耳草乙酸乙酯提取物(EtOAc extract from Saxifraga taugutica,EST)对小鼠肝癌细

胞及原位移植瘤的抑制作用。 方法　 体外实验用不同浓度 EST 处理 H22 细胞 48 h 后,AO / EB 双荧光染色,激光

共聚焦显微镜观察细胞形态变化;用核酸电泳和流式细胞术检测 H22 细胞的凋亡情况。 建立小鼠肝癌原位移植瘤

模型进行体内实验,对比 EST 低、中、高剂量组对荷瘤小鼠抑瘤率、T 淋巴细胞增殖能力以及肝病理变化的影响。
结果　 EST 处理后 H22 细胞出现凋亡形态学变化,且与浓度正相关;核酸电泳呈凋亡特征性梯状带;流式细胞分

析,500 μg / mL 处理组凋亡率达 31%;体内试验显示, EST 低、中、高剂量的抑瘤率分别为 33. 0%、46. 7%、64. 3%;显
著提高小鼠的胸腺指数、T 淋巴细胞增殖能力(P < 0. 05);组织学观察证明 EST 各剂量组癌细胞有不同程度的生

长抑制,形态固缩、向周围组织浸润减少。 结论　 EST 可增强小鼠免疫功能和诱导肿瘤细胞凋亡,具明显的抗肿瘤

作用,与剂量正相关。
【关键词】 　 甘青虎耳草;乙酸乙酯提取物;肝癌细胞;原位移植瘤;小鼠
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Inhibitory effect of EtOAc extract from Saxifraga taugutica on
hepatocellular carcinoma cells and orthotopic-transplanted tumors in mice

CUI Wei1,2, DING Lingqiang1,2, ZENG Qiaoying3∗

(1. College of Life Sciences and Engineering Hexi University, Zhangye 734000, China. 2. Laboratory Animal Center,
Hexi University, Zhangye 734000. 3. College of Veterinary Medicine, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070)

Corresponding author: ZENG Qiaoying.E-mail:zengqy@ gsau.edu.cn

【Abstract】　 Objective　 To explore the effect of EtOAc extract from Saxifraga taugutica (EST) on carcinoma cells
and orthotopic-transplanted tumors. Methods 　 Murine cancer cells ( H22 cells ) were incubated with different
concentrations of EST for 48 h in vitro. Morphological changes were examined by laser confocal microscopy after AO / EB
double staining. Apoptosis of carcinoma cells was determined by DNA electrophoresis. and flow cytometry. Orthotopic-
transplanted tumors in mice were established in vivo. The tumor inhibition rate, thymus index, spleen index, and liver
pathology were compared between low-dose, medium-dose, and high-dose groups. Results Apoptotic morphological changes
of H22 cells were observed, with the level of apoptosis gradually increasing with increased EST concentration. DNA
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electrophoresis demonstrated a typical ladder pattern. Flow cytometry revealed that the apoptosis rate of H22 cells was 31%
in the EST group with 500 μg / mL. In vivo experiments showed that the tumor inhibition rate was dose-dependent to some
extent; the best tumor inhibition rate was 64. 3% in the high dose group, followed by tumor inhibition rates of 46. 7% in the
medium dose group and 33% in the low dose group. Spleen and thymus indexes in the EST group was significantly higher
than those in the model group (P< 0. 05). Histological observation showed that the proliferation and invasion of cancer cells
was inhibited to different degrees, and karyopyknosis of cancer cells was identified in the EST group. Conclusion EST could
enhance the immune function of mice, induce apoptosis of tumor cells, and significantly inhibit the proliferation of
carcinoma cells in a dose-dependent manner.

【Keywords】　 Saxifraga taugutica;EtOAc extract; hepatoma cells; orthotopic transplantation tumor;mice
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 甘青虎耳草(Saxifraga taugutica)是虎耳草科虎

耳草属植物。 为常用藏药,藏药名松滴,其味苦、性
凉,清热。 常用于治疗急性中耳炎、风热咳嗽、大泡

性鼓膜炎、风疹瘙痒等[1]。 研究证实,甘青虎耳草

中含有黄酮、多糖等生物活性物质,其中,乙酸乙酯

提取物中槲皮素比较丰富[2],诸多研究表明,槲皮

素通过调节抑癌基因表达、阻断细胞周期、诱导细

胞凋亡、干扰细胞信号传导、抑制血管生成、阻滞肿

瘤细胞侵袭及转移等多种机制来发挥抗肿瘤作用,
对人前列腺癌、乳腺癌、肺癌、淋巴癌、卵巢癌等多

种恶性肿瘤细胞均有抑制作用[3-6]。 肝癌是最常见

的恶性肿瘤之一,死亡率高[7],目前有关甘青虎耳

草对肝癌是否有影响的研究报道较少,甘青虎耳草

乙酸 乙 酯 提 取 物 ( EtOAc extract from Saxifraga
taugutica,EST)对肝癌 H22 细胞和其肝原位移植瘤

的抑制鲜有研究。 为此,本试验研究了 EST 对肝癌

H22 细胞和其肝原位移植瘤生长的影响,旨在探讨

甘青虎耳草在肝细胞癌治疗中的应用前景。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 细胞株

小鼠 H22 肝癌细胞,购自中国典型培养物保藏

中心。
1. 1. 2　 实验动物

6 周龄 SPF 级 KM 小鼠,体重 18 ~ 22 g,来源于

甘肃中医药大学科研实验动物中心 【 SCXK(甘)
2015-0002】,在甘肃中医药大学科研实验动物中心

进行实验【SYXK(甘)2015-0005】,所有操作均符合

甘肃中医药大学动物实验伦理学要求 (审批号:
2018-310)。
1. 1. 3　 试剂

细胞 DNA 提取试剂盒(生工生物工程(上海)

股份有限公司,批号:B511375);环磷酰胺(上海阿

拉丁生化科技股份有限公司,批号:H58849);丫啶

橙( AO) (上海生工生物工程有限公司, 批号:
140810);噻唑蓝(MTT)(上海源叶生物科技有限公

司,批号:YY11351);多聚甲醛( Sigma 公司,批号:
19J171120);苏木精(天津光复化学试剂有限公司,
批号:090408);伊红(天津光复化学试剂有限公司,
批号:75130319); RPMI-1640 培养基(Gibio 公司,
批号:AE2446298);小牛血清(赛默飞世尔生物化学

制品(北京)有限公司,批号:NYB0814)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 EST 的制备

虎耳草→60℃ 烘干→粉碎→过筛(80 目)→石

油醚浸泡(脱脂)→挥干→超声辅助乙醇回流提取

(100 W)→合并粗提液→室温减压抽滤→滤液减压

旋蒸→蒸馏水溶解→乙酸乙酯萃取→萃取液减压

浓缩→冻干→蒸馏水溶解→AB-8 大孔树脂吸附→
去离子水洗脱除杂→90% 乙醇洗脱→减压浓缩→
异丙醇洗涤(2 次)→过滤→浓缩→甲醇除杂→冻干

(棕黄色粉末)→甘青虎耳草提取物。
以芦丁作对照,硝酸铝法测得甘青虎耳草提取

物中黄酮的纯度为 82. 07%。
1. 2. 2　 EST 对 H22 瘤细胞的体外抑制试验

(1)H22 细胞的形态学观察

将生长旺盛的 H22 细胞以 5 × 104细胞 /孔接种

于 24 孔板,置 37℃、5% CO2 细胞培养箱培养 24 h,
PBS 清洗一次,加入含 EST 的培养液,使其终浓度

分别为 0 μg / mL、20 μg / mL、40 μg / mL、100 μg / mL、
200 μg / mL、500 μg / mL,培养 48 h 后1000 r / min,
离心10 min,弃上清,PBS 洗两次,收集细胞,加入

100 μL PBS 重新悬浮细胞,与 4 μL AO / EB 荧光染

液混合(AO、EB 各含 100 μg / mL),进行吖啶橙 /溴
化乙锭(AO / EB)双染色。 30 s 后在激光共聚焦显
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微镜下观察药物作用于细胞后细胞的形态变化及

细胞的凋亡情况[8]。
(2)H22 细胞的基因组 DNA 琼脂糖凝胶电泳

分析

收集经 EST 0、20、40、100、200、500 μg / mL 处理

的 H22 细胞,用细胞 DNA 提取试剂盒提取 H22 细

胞基因组 DNA,1%琼脂糖凝胶电泳,凝胶成像仪拍

照。 设 PBS 对照。
(3)细胞凋亡率的检测

收集经 EST 0 μg / mL 和 500 μg / mL 处理的两

组 H22 细胞,根据凋亡试剂盒的说明书用流式细胞

仪检测分析。 每个处理 3 个重复,设 PBS 阴性

对照。
1. 2. 3　 EST 对 H22 瘤细胞的体内抑制试验

(1)小鼠 H22 肝癌细胞原位移植瘤模型的建立

依据参照文献[9]的方法略作改进,取对数生长

期的 H22 细胞,用生理盐水调整细胞密度(每毫升 2
× 106 个),腹腔注射到雄性 KM 小鼠体内,作为瘤

源小鼠,取培养 1 周的瘤源小鼠腹水,离心(1000 r /
min、10 min)收集 H22 细胞,生理盐水调整细胞密度

(2 × 107 / mL) 制成细胞悬液;选取健康昆明种小鼠

(雌雄各半)、麻醉、腹部手术、暴露肝,向肝内注入

10 μL H22 细胞悬液,棉签压迫止血、乙醇棉球擦

拭,肝回纳腹腔,缝合伤口,小鼠肝癌细胞原位移植

瘤模型建立完毕。 另外,肝接种生理盐水代替 H22
细胞实施假移植。

(2)动物的分组与处理

将肝癌原位移植瘤模型建立成功的小鼠随机

分为:低剂量组、中剂量组、高剂量组、模型组和环

磷酰胺组,每组 10 只,雌雄各半,假移植小鼠作为对

照组(10 只,雌雄各半)。 手术 24 h 后开始给药,
低、中、高剂量组分别灌胃 50、100、200 mg / kg 的

EST 溶液,对照组、模型组灌胃生理盐水,环磷酰胺

组按 20 mg / kg 腹腔注射环磷酰胺,各组均连续处理

14 d。
(3)抑瘤率及脏器指数的测定

末次给药 12 h 后,脱颈处死小鼠,剖取肝、脾、
胸腺,剥离肝肿瘤,计算抑瘤率和器官指数[10]。

抑瘤率(%)= [模型组平均瘤重(g) -给药组平

均瘤重(g)] /模型组平均瘤重(g)×100%
器官指数=器官重(mg) /体重(g)
(4)T 淋巴细胞增殖功能的测定

试验动物的分组与处理同上,末次给药 12 h

后,脱颈处死小鼠,无菌取脾,制备脾细胞悬液,用
含 10%小牛血清的 RPMI1640 培养液调整细胞密度

为每毫升 2 × 106。 每份脾细胞悬液在 24 孔培养板

中加 2 孔,每孔 1 mL,其中一孔加 50 μL ConA 液,
另一孔不加 ConA 液作对照,细胞培养箱(37℃、5%
CO2)培养 44 h 时每孔弃去培养液 0. 7 mL,重新加

入不含小牛血清的 RPMI1640 培养液 0. 7 mL,同时

加入 MTT(5 mg / mL),每孔 50 μL,细胞培养箱中继

续培养 4 h 后每孔加入 1 mL 酸性异丙醇,吹打多

次,5 min 后用全波长酶标仪测定 570 nm 下的 OD
值,以加 ConA 的吸光度值减去不加 ConA 的吸光度

值表示 T 淋巴细胞增殖情况[11]。
(5)肝组织学检测

用 10%福尔马林固定肝组织 24 h,常规石蜡包

埋、切片、HE 染色,光学显微镜 400 倍视野下观察

肝组织形态学变化。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 22. 0 和 Excel 2016 进行统计学处

理,用平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s )表示,组间均值比较

采用单因素方差分析,以 P< 0. 05 为差异具有显著

性,P< 0. 01 为差异极具有显著性。

2　 结果

2. 1　 EST 处理后 H22 细胞的形态学观察

如图 1 所示,经 AO / EB 细胞染色,阴性对照细

胞形态规则均一,着色均匀,外形较圆,仅被 AO 染

色呈绿色;EST 处理细胞被 EB 染色,随浓度增加呈

黄绿色直至橙红色,细胞膜皱缩、出芽、染色体固

缩、边聚、碎裂等细胞凋亡特征,数量和程度与浓度

正相关。
2. 2　 H22 细胞的基因组 DNA 琼脂糖凝胶电泳

分析

如图 2 所示,H22 细胞在不同浓度的 EST 处理

48 h 后,其 DNA 图谱在阴性对照(0 μg / mL)仅一条

高分子质量条带;而其它浓度处理后均呈现典型的

凋亡细胞特征性梯状条带,并随着 EST 浓度增加细

胞凋亡特征性梯状条带越明显,200 μg / mL 和 500
μg / mL 处理组梯状条带最明显。
2. 3　 细胞凋亡率的检测　

流式细胞仪分析表明,500 μg / mL EST 对 H22
细胞作用 48 h,出现特征性的凋亡峰,即 AP 峰,凋
亡率为 31%,而阴性对照(0 μg / mL)为 0. 3% (图
3),两组间差异极显著(P< 0. 01)。
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注:a:正常细胞;b:细胞核碎裂;c:细胞核固缩;d:凋亡小体;e:坏死细胞。

图 1　 EST 作用 48 h 对 H22 肝癌细胞形态的影响

Note. a, Normal cell. b, Nuclear fragmentation. c, Nuclear shrinkage. d, Apoptotic body. e, Necrotic cells.

Figure 1　 Effect of EST on the morphology of H22 hepatoma cells after 48 h treatment

图 2　 EST 对 H22 细胞作用的基因组 DNA 片段电泳分析

Figure 2　 Electrophoretic analysis of genomic DNA fragments in H22 Cells by EST

图 3　 EST 对 H22 细胞作用的流式细胞分析图

Figure 3　 Flow cytometric analysis of the effect of EST on H22 cells

2. 4　 EST 对小鼠 H22 肝瘤的抑瘤效果

由图 4 可以看到,除对照组外,EST 各剂量组、
模型组和环磷酰胺组小鼠的肝均有大小不同肿瘤,
说明原位移植瘤模型的建立是成功的。

由表 1 可知,给药组平均瘤重显著低于模型组

(P< 0. 05),且呈现出了一定的量效关系。 高剂量

组的抑瘤率为 64. 3%,接近环磷酰胺组的 78. 7%。

而根据国家药监局新药特药评审规定,抑瘤率达

30%以上,就算作有效,即可作为新药开发。 表明甘

青虎耳草乙酸乙酯提取物在一定程度上能够明显

抑制肝癌的生长。
2. 5　 EST 对小鼠免疫器官指数和 T 淋巴细胞增殖

能力影响

由表 2 所示,与模型组比较,环磷酰胺组小鼠脾
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指数和胸腺指数显著下降(P< 0. 05),其与环磷酰

胺强大的免疫抑制作用有关;与环磷酰胺组比较,
EST 高剂量组小鼠的脾指数和胸腺指数均显著升高

(P< 0. 05),提示该剂量甘青虎耳草乙酸乙酯提取

物对小鼠免疫系统毒副作用较低。
由表 2 也可看到,与空白对照组比较,模型组和

环磷酰胺组小鼠 T 细胞增殖能力显著下降 (P <

0. 05);与模型组比较, EST 各剂量组小鼠 T 细胞增

殖能力显著升高(P< 0. 05),且具有剂量依赖趋势,
提示甘青虎耳草乙酸乙酯提取物能提升肝癌小鼠

细胞免疫能力。
2. 6　 EST 对 H22 肝癌小鼠肝组织形态的影响

如图 5 所示,对照组小鼠肝小叶结构清晰,细胞

排列整齐;模型组小鼠表现为组织结构紊乱、肝小

图 4　 小鼠肝癌细胞原位移植瘤生长情况

Figure 4　 Growth of orthotopic xenograft of mouse hepatoma cells

表 1　 EST 对小鼠 H22 肝移植瘤的抑制作用( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 1　 Inhibition of EST on H22 liver xenograft in mice( 􀭰x ± s, n= 10)

组别
Groups

平均瘤重(g)
Everage weight(g)

抑瘤率(%)
Anti-tumor rate(%)

模型组 Model 1. 280 ± 0. 283a 0

环磷酰胺组 Cyclophosphamide 0. 273 ± 0. 057b 78. 7

低剂量组 Small dose 0. 857 ± 0. 108c 33. 0

中剂量组 Medium dose 0. 683 ± 0. 110c 46. 7

高剂量组 Large dose 0. 456 ± 0. 099bc 64. 3
注:同列不同上标字母表示差异显著(P< 0. 05)。
Note. Significant difference (P< 0. 05) were shown by the different superscript letters in the same line.

表 2　 EST 对小鼠器官指数和 T 淋巴细胞增殖能力的影响( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 2　 Effects of EST on organ index and T lymphocyte proliferation in mice( 􀭰x ± s, n= 10)
组别
Groups

脾指数
Spleen index

胸腺指数
Thymus index △OD

对照组 Control 4. 112 ± 0. 790ab 2. 816 ± 0. 537a 0. 266 ± 0. 032a

模型组 Model 7. 315 ± 0. 387d 1. 039 ± 0. 190c 0. 090 ± 0. 004b

环磷酰胺组 Cyclophosphamide 2. 705 ± 0. 640c 0. 682 ± 0. 188b 0. 070 ± 0. 004b

低剂量组 Small dose 3. 388 ± 0. 992ac 0. 945 ± 0. 206c 0. 114 ± 0. 017c

中剂量组 Medium dose 3. 492 ± 0. 711ac 1. 261 ± 0. 281cd 0. 147 ± 0. 023d

高剂量组 Large dose 5. 221 ± 1. 461b 1. 564 ± 0. 459d 0. 216 ± 0. 010e

注:同列不同上标字母表示差异显著(P< 0. 05)。
Note. Significant difference(P< 0. 05) were shown by the different superscript letters in the same line.

图 5　 肝癌小鼠肝组织 HE 染色结果(× 400,标尺= 20 μm)
Figure 5　 HE staining results of liver tissues of mice with liver cancer(× 400, Bar= 20 μm)
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叶消失、汇管区消失、细胞密度增加、细胞增生、细
胞异型性明显,表现出炎性反应、癌变等特性;EST
各治疗组癌细胞有不同程度的生长抑制,主要表现

为癌细胞固缩,癌细胞向周围肝组织浸润减少。

3　 讨论

肝癌是人类最常见的恶性肿瘤之一,具有治愈

率低、致死率高等特点,对人类的生命健康构成严

重威胁。 当前在对肿瘤患者实施临床治疗时,主要

应用顺铂、环磷酞胺等化疗药物,虽然有很明显的

抑制肿瘤作用,但是其毒副作用很大,表现为破坏

机体免疫力、抗氧化能力和肝损伤等[12]。 近年来,
研究发现很多传统中药在治疗恶性肿瘤方面具有

毒副作用小,可以提高肿瘤患者的生存质量,在恶

性肿瘤治疗方面有广阔的应用前景[13]。 甘青虎耳

草是有抗炎、抗氧化作用的常用藏药。 近年研究发

现,同属植物虎耳草具有抑制前列腺增生、提升

Lewis 肺癌移植瘤小鼠抗氧化能力以及促进肿瘤细

胞的凋亡,且显示出有效、低毒的优点[14]。 但甘青

虎耳草及其活性成分在肿瘤治疗方面的研究未见

报道,因此,我们课题组设计试验,用乙酸乙酯提取

甘青虎耳草黄酮,研究其体外对小鼠 H22 肝癌细胞

的抑制作用以及体内对小鼠肝癌原位移植瘤的抑

制作用。
结果显示, EST 在体外能够诱导 H22 细胞的凋

亡,且凋亡程度与 EST 浓度相关,浓度越大,H22 细

胞凋亡程度越大。
体内实验表明,EST 各剂量组在小鼠体内都能

达到抑瘤的效果,其中高剂量(200 mg / kg)对小鼠

H22 肝癌移植瘤的抑瘤率达到 64. 3%,具有显著的

生长抑制作用;肿瘤组织病理学观察结果也显示,
EST 使肝癌细胞生长受到抑制,癌细胞向肝组织浸

润程度减轻,进一步表明 EST 可以抑制肝癌生长。
肿瘤的发生、发展与机体的免疫功能有关,研

究发现,肿瘤患者免疫功能明显低下,表现为胸腺

严重萎缩,T、B 细胞增殖力下降,T 淋巴细胞总数、T
淋巴细胞亚群 CD3+、CD4+ 和 CD4+ / CD8+ 比值均明

显低低下,提示癌症患者机体免疫抑制是导致肿瘤

无限制增长和免疫逃避的一个重要因素[15-16]。 本

试验体内实验结果显示,EST 能提升肝癌小鼠 T 细

胞增殖能力和胸腺指数,对荷瘤小鼠免疫力低下有

一定的改善作用,表明甘青虎耳草乙酸乙酯提取物

可以有效增强肝癌小鼠的免疫功能,提高机体免疫

力,从而发挥抗肿瘤的作用。
综上所述,甘青虎耳草乙酸乙酯提取物中主要

的活性物质—黄酮类物质,具有明显的体内外抗肝

肿瘤活性,其作用机制可能与其增强机体免疫力促

进肝癌细胞凋亡有关。 但甘青虎耳草乙酸乙酯提

取物是如何激活机体免疫调节还有待进一步研究。
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清肺透邪汤介导 NLRP3 炎性小体抑制 NF-κB 信号通路
改善肺炎支原体小鼠炎性反应

王子1,王雪峰2∗,吴振起2

(1. 辽宁中医药大学研究生学院,沈阳　 110847; 2. 辽宁中医药大学附属医院,沈阳　 110032)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨清肺透邪汤对肺炎支原体肺炎(MPP)小鼠的治疗作用及其作用机制。 方法　 40 只雄

性 SPF 级 BALB / c 小鼠随机分为对照组、模型组、清肺透邪汤低、中及高剂量组,每组 8 只。 利用鼻腔滴注肺炎支原

体菌液(MP)的方法建立肺炎支原体肺炎小鼠模型,模型组小鼠灌服生理盐水,清肺透邪汤低、中、高剂量组小鼠分

别按 200、400、800 mg / kg 体重每天剂量灌服清肺透邪汤混悬液。 治疗两周后,计算小鼠肺组织指数;HE 染色检测

肺组织病理改变;TUNEL 检测小鼠肺内细胞凋亡情况;ELISA 检测各小鼠肺泡灌洗液中 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-18
含量;qPCR 检测肺组织中 NLRP3、MyD88 及 NF-κB mRNA 的表达;Western Blot 检测肺组织中 NLRP3、MyD88 及

p-NF-κB蛋白的表达。 结果　 清肺透邪汤显著降低 MPP 小鼠肺指数,减轻肺病理损伤和细胞凋亡率(P< 0. 05);清
肺透邪汤还可显著降低肺泡灌洗液中 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-18 水平(P< 0. 05);并降低 NLRP3、MyD88 和 NF-κB
mRNA 和蛋白表达(P< 0. 05)。 结论 　 清肺透邪汤改善肺炎支原体肺炎小鼠肺损伤,其作用机制可能与抑制

NLRP3 炎性小体及 NF-κB 信号通路有关。
【关键词】 　 清肺透邪汤;肺炎支原体肺炎;炎性小体;NLRP3
【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2020) 04-0470-08

Qingfei Touxie decoction mediates NLRP3 inflammasome inhibition of the
NF-κB signaling pathway and improves inflammatory responses in mice with

Mycoplasma pneumoniae
WANG Zi1, WANG Xuefeng2∗, WU Zhenqi2

(1. Graduate School of Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Shenyang 110847, China.
2. Affiliated Hospital of Liaoning University of Traditional Chinese Medicine, Shenyang 110032)
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【Abstract】　 Objective　 To explore the therapeutic effect and mechanism of Qingfei Touxie decoction on mice with
Mycoplasma pneumoniae (MP). Methods　 Forty male specific-pathogen-free BALB / c mice were randomly divided into the
control, model, low-dose, medium-dose, and high-dose Qingfei Touxie decoction groups, with n = 8 mice per group. A
mouse model of MPP was established via nasal instillation of solution containing MP. Mice in the model and control groups
received 0. 9% saline solution by oral gavage, and mice in the Qingfei Touxie decoction (QFTXT)-treated groups received
QFTXT at low (200 mg / kg body weight), medium (400 mg / kg body weight) and high (800 mg / kg body weight) doses
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daily. After 2 weeks of treatment, the lung tissue indices of the mice were calculated, and the pathological changes in the
lung tissue were observed via hematoxylin and eosin staining. Apoptosis in the mouse lung cells was detected via TUNEL
staining, and the interleukin (IL)-1β, TNF-α, IL-6, and IL-18 levels were detected using enzyme-linked immunosorbent
assays. NLRP3, MyD88 and NF-κB mRNA expressions in the lung tissue were detected using qPCR, and the NLRP3,
MyD88 and p-NF-κB protein expressions in the lung tissue were detected via western blot. Results 　 Qingfei Touxie
decoction significantly reduced the lung indices of the MPP mice and reduced the lung pathological damage and apoptotic
rates (P < 0. 05). Qingfei Touxie decoction also significantly reduced the IL-1β, TNF-α, IL-6 and IL-18 levels (P<
0. 05) and NLRP3, MyD88 and NF-κB mRNA and protein expressions ( P < 0. 05). Conclusions 　 Qingfei Touxie
decoction attenuated lung injuries in mice with MP pneumonia, possibly by inhibiting NLRP3 inflammatory bodies and the
NF-κB signaling pathway.
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　 　 肺炎支原体(mycoplasma pneumoniae,MP)是一

种常见的可以引发儿童及青少年肺炎支原体肺炎

(mycoplasma pneumoniae pneumonia,MPP ) 的病原

体,该病多在秋冬季节流行,患儿除具有肺部病征

外,重者还可出现多器官损害,严重影响了儿童的

健康。 目前 MPP 发病机制尚不完全清楚,但普遍认

为与机体免疫功能异常有关[1]。 核苷酸结合寡聚

化结构域样受体 3(NLRP3)炎性小体和核转录因子

-κB(NF-κB)信号通路是诱发炎症反应的重要通

路。 有研究表明,肺炎支原体可被 NLRP3 识别,触
发机体固有免疫应答,诱发炎症反应,从而参与

MPP 的发生与发展[2]。
近年来,MPP 发病率不断升高,同时肺炎支原

体对大环内酯类抗生素耐药性的不断扩大导致了

难治性 MPP 的比例也逐渐升高。 随着中医药的不

断发展,传统中医药治疗儿童肺炎支原体肺炎的优

势逐步显现,有研究表明,应用中药方剂可以明显

减轻临床症状并增强机体免疫力,以防复发,其即

使长期服用中药制剂也无明显不良反应[3]。 清肺

透邪汤是临床治疗肺炎支原体肺炎及病毒性肺炎

的常用中药制剂,由炙桑白皮、黄芩、石膏、麻黄、麦
冬、虎杖、苏子、杏仁、桔梗组成,具有清热化痰止咳

之功效[4]。 本实验室前期研究表明清肺透邪汤可

以明显抑制 MPP 小鼠的炎症反应,但是其作用机制

尚未报道[5]。 因此,本研究旨在通过建立 MPP 小鼠

模型, 观察清肺透邪汤对其治疗作用, 并且从

NLRP3 炎性小体和 NF-κB 信号通路方面探讨其可

能的作用机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

8 周龄雄性 SPF 级 BALB / c 小鼠 40 只,体重

(20 ± 2) g,购于辽宁长生生物有限公司 【 SCXK
(辽)2015-0001】,实验在辽宁中医药大学实验动物

中心屏障系统内进行【SYXK(辽)2019-0004】。 所

有本研究中使用的实验方案由辽宁中医药大学动

物管理委员会及动物福利伦理委员会批准,严格按

照 3R 原 则 进 行 动 物 饲 养 及 实 验, 项 目 批 准

号: 201711。
1. 1. 2　 菌株

MP 标准株 FH 来自辽宁中医药大学附属医院

病毒实验室,由辽宁中医药大学附属医院儿科吴振

起教授惠赠。 将冻存的 MP 接种至液体培养基中,
在 37℃含 5%CO2 饱和氮的厌氧培养箱中孵育。 当

培养液由红变黄时进行连续传代,取第 3 代 MP 菌

液备用。 以培养基由红色转变为黄色时的最高稀

释浓度作为颜色改变单位 ( color change unite,
CCU),采用 CCU / mL 方法测定 MP 浓度,取 MP 菌

液浓度 1×107 CCU / mL 备用。
1. 1. 3　 清肺透邪汤

清肺透邪汤由炙桑白皮 9 g、黄芩 9 g、石膏 12
g、麻黄 6 g、麦冬 9 g、虎杖 9 g、苏子 9 g、杏仁 6 g、桔
梗 9 g 组成,中药由辽宁中医药大学附属医院门诊

中草药局提供,经辽宁中医药大学中药分析教研室

李峰教授鉴定为正品,辽宁中医药大学附属医院制

剂室加工制成含生药 2 g / mL 的浓缩液,用于后续

实验。
1. 1. 4　 试剂与仪器

IL-1β ( 批 号: 19010847 M )、 TNF-α ( 批 号:
19010880 M)、 IL-6(批号:19010890 M)、 IL-18 (批
号:19010896 M)ELISA 试剂盒购自上海酶联生物科

技有限公司;HiScriptQ RT SuperMix for qPCR(批号:
7E272CB) 和 HieffTM qPCR SYBR 􀳏 Green Master
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Mix(批号:7E380A9)购自诺唯赞生物科技有限公

司;NLRP3、MyD88、NF-κB 和 β-actin 引物由上海生

工生物有限公司合成; NLRP3 ( 19771 - 1-AP )、
MyD88(23230-1-AP)、p-NF-κB(14220-1-AP)和 β-
actin(66009-1-AP)抗体购自武汉三鹰生物技术有

限公司。
倒置荧光生物显微镜(NIB-100F,宁波永新光

学股 份 有 限 公 司 ), qPCR 仪 ( QuantStudioTM 3,
Thermo scientific 公司),酶标仪(Mr-96 A,深圳迈瑞

生物医疗电子股份有限公司),Western Blot 电泳槽

与转膜仪(美国 Bio-rad 公司),凝胶成像系统(Gene
Genius,UVP,上海天能科技有限公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 肺炎支原体感染小鼠模型的建立及分组

按文献报道的方法建立肺炎支原体感染小

鼠模型 [6] ,用乙醚将 40 只小鼠进行轻度麻醉,用
1 mL 注射器缓慢向每只小鼠的鼻腔中滴入 0. 1
mL 的 MP 菌液(滴度为 1×10 7 CCU / mL) ,接种后

将小鼠呈 45°静置 30 s,以利于 MP 菌液的充分

吸入并防止小鼠窒息,连续滴鼻 3 d,另取 8 只小

鼠在同等条件下滴入等量生理盐水作为对照组。
接种后观察记录各组小鼠的体重、进食、大便、活
动度等情况的变化。 随后将模型制备成功的小

鼠随机分为模型组 ( MPP ) 、清肺透邪汤低剂量

(200 mg / kg) 组 ( QFTXTL) 、中剂量组 ( 400 mg /
kg ) ( QFTXTM )、 高 剂 量 ( 800 mg / kg ) 组

(QFTXTH),每组 8 只。 治疗组的小鼠按照剂量

连续灌胃给药 2 周,每天 1 次,对照组( sham)及

模型组给予等体积的蒸馏水。
1. 2. 2　 样本的采集

处死各组小鼠,打开胸腔,用预冷的 PBS 对右

肺进行支气管肺泡灌洗,回收肺泡灌洗液(BALF)
3000 r / min 离心 15 min,吸取上清。 随后取出肺组

织一部分立即放入 4%的多聚甲醛溶液中固定用于

制备肺组织切片,另一部分置于液氮中冻存,用于

qPCR 及 Western Blot 检测。
1. 2. 3　 MPP 小鼠肺指数计算

处死各组小鼠前称取每只小鼠的体重,处死后

冰上快速取出各组小鼠的肺组织,滤纸吸去表面水

分后称取肺组织重量。 按下面公式计算肺指数:肺
指数 = 肺重 /体重 × 100%,得到各组小鼠的肺

指数。
1. 2. 4　 HE 染色检测各组小鼠肺组织病理变化

首先将各组小鼠肺切片放入苏木精液中染色 5
~ 10 min;蒸馏水洗去染色液,1%盐酸乙醇 1 ~ 3 s,
蒸馏水快速洗涤,伊红染色液染色 1 ~ 2 min,依次

浸入 70%、80%、90%、100%乙醇中 10 s,浸入二甲苯

中透明 5 min 后中性树胶进行封片,显微镜下观察

并拍照[7-8]。
1. 2. 5　 TUNEL 法检测各组小鼠肺组织中细胞凋亡

情况

各组小鼠肺组织中细胞凋亡的检测严格按照

TUNEL 试剂盒说明书进行操作。 将切片置于倒置

荧光显微镜下观察,并利用 Image J 软件进行计数

分析。
1. 2. 6　 ELISA 检测各组小鼠肺泡灌洗液中 IL-1β、
TNF-α、IL-6、IL-18 的含量

取肺泡灌洗液样品用酶联免疫吸附剂测定法

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)检测样

品中 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-18 水平,严格按照试剂

盒说明书进行操作。 于酶标仪在 450 nm 波长下检

测吸光度值,根据不同浓度标准品的 OD 值绘制标

准曲线,得到回归方程,根据回归方程计算样品中

IL-1β、TNF-α、IL-6 及 IL-18 水平。
1. 2. 7　 qPCR 法检测各组小鼠肺组织中 NLRP3、
MyD88、NF-κB 的 mRNA 水平

按 TRIzol 法提取各组小鼠肺组织 RNA,用分光

光度计检测各组总 RNA 的纯度及纯度;按 HiScript
II Q Select RT SuperMix for qPCR (+gDNA wiper)所
示比例将 mRNA 反转录成 cDNA,按 HiScript II One
Step qRT-PCR SYBR Green Kit 所示比例构建 qPCR
反应,相关引物序列如表 1。 反应条件:预变性 95℃
5 min,变性 95℃ 10 s,退火 55℃ 30 s,扩增 40 个循

环。 以 U6 为内参,得到的结果用 2-△△CT表示。
表 1　 qPCR 引物列表

Table 1　 qPCR primers
基因
Gene

项目
Item

引物
Primers(5’→ 3’)

NLRP3
F ATTACCCGCCCGAGAAAGG
R TCGCAGCAAAGA TCCACACAG

MyD88
F AAAGGCTTCTCAGCCTCCTC
R ACTGCTCGAGCTGCTTACCA

NF-κB
F GGAGAAGCGCAAGAGAACTGA
R CGTAGGGAATGGCCGTCTTT

β-actin
F TGATGGGTGTGAACCACGAG
R GCCCTTCCACAATGCCAAAG

1. 2. 8　 Western Blot 检测

提取各组小鼠肺组织蛋白,12 000 r / min 离心

15 min,使用 BCA 蛋白定量试剂盒对蛋白进行定量
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分析,100℃加热 10 min 对蛋白进行变性,随后进行

SDS-聚丙烯酸胺凝胶电泳,使用 PVDF 膜转膜,5%
脱脂奶粉封闭液封闭,TBST 洗膜,分别加入β-actin、
兔抗 NLRP3、MyD88、p-NF-κB 及 β-actin 一抗 (1 ∶
1000),4℃孵育过夜,TBST 洗膜,加入相应 HRP 标

记二抗稀释浓度为 1 ∶ 1000,室温避光孵育 1 h。
TBST 洗膜,ECL 发光试剂盒发光,凝胶成像系统成

像,Image J 软件计算灰度值,统计分析目的条带与

内参蛋白条带光密度的比值。
1. 3　 统计学分析

数据采用 SPSS 17. 0 软件进行分析处理,作图

采用 Graphpad 5. 0 处理。 数据表示为平均值 ± 标

准差(􀭰x ± s),多组间均数的比较采用单因素方差分

析,其中两两比较采用 LSD-t 法,以 P< 0. 05 作为差

异有统计学意义。

注:与对照组相比,∗P< 0. 05;与模型组相比,#P< 0. 05。 (下图同)

图 1　 清肺透邪汤对 MPP 小鼠肺指数影响

Note. Compared with control group,∗P< 0. 05. Compared with MPP group,#P< 0. 05.(The same in the following Figures)

Figure 1　 Effects of Qingfei Touxie decoction on lung index in MPP mice

2　 结果

2. 1　 清肺透邪汤对 MPP 小鼠外观表现及肺指数

的影响

对照组小鼠观察期内精神状态良好,皮毛光

泽,活动、呼吸及进食情况正常,体质量逐渐增加;
而模型组小鼠精神状态变差,皮毛无光泽,活动减

少,进食量减少,体质量增长速度减缓;清肺透邪汤

治疗后,小鼠精神状态改善,活动量增多,进食量增

加,体质量增长速度增加。
对照组小鼠取出的肺组织表面呈淡红色,无病

理性瘀斑;模型组小鼠肺组织呈暗红色,表面可见

大量的肺实变病灶,看见大量瘀点;而各个剂量清

肺透邪汤治疗后的小鼠肺组织的肺实变病灶明显

减少。 各组的小鼠肺指数的结果如图 1 所示,与对

照组相比,模型组小鼠肺指数显著升高(P< 0. 05);
经过不同剂量清肺透邪汤治疗后,MPP 小鼠肺指数

显著降低(P< 0. 05)。
2. 2　 清肺透邪汤改善 MPP 小鼠肺组织病理改变

HE 染色结果如图 2 所示,对照组小鼠肺泡结

构较为均匀与清晰,肺泡内无渗出,支气管和血管

周围及肺泡间隔中偶见淋巴细胞和巨噬细胞浸润。
模型小鼠肺组织中可见间质性炎症改变,肺泡内有

渗出肺泡间隔增宽,在支气管和血管周围及肺泡间

隔有大量的淋巴细胞和巨噬细胞浸润。 而给予不

同剂量清肺透邪汤治疗后的 MPP 小鼠肺组织炎症

反应开始减轻,间质性炎症呈现轻度改变,肺泡间

隔稍有增宽,淋巴细胞和巨噬细胞浸润在支气管和

血管周围及肺泡间隔的浸润减少。
2. 3　 清肺透邪汤减少 MPP 小鼠肺组织细胞凋亡

如图 3 所示,与对照组相比,模型组小鼠肺处细

胞凋亡数显著增多(P< 0. 05);与模型组相比,不同

剂量清肺透邪汤治疗组小鼠肺处细胞的凋亡数显

著减少(P< 0. 05),说明清肺透邪汤可以抑制 MPP
小鼠肺组织中细胞凋亡。
2. 4　 清肺透邪汤减少 MPP 小鼠肺泡灌洗液中 IL-
1β、TNF-α、IL-6、IL-18 的含量

如图 4 所示,与对照组相比,模型组肺泡灌洗液

中 IL-1β、TNF-α、IL-6 及 IL-18 含量显著升高(P <
0. 05);给予清肺透邪汤治疗后的 MPP 小鼠肺泡灌

洗液中 IL-1β、TNF-α、IL-6 及 IL-18 含量显著降低

(P< 0. 05),说明清肺透邪汤能改善 MPP 小鼠肺组

织中的炎症反应。
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图 2　 清肺透邪汤对 MPP 小鼠肺组织病理改变(HE 染色)
Figure 2　 Effects of Qingfei Touxie decoction on pathological changes of lung tissue in MPP mice (HE staining)

图 3　 清肺透邪汤减少 MPP 小鼠肺组织细胞凋亡影响(TUNEL 染色)
Figure 3　 Effects of Qingfei Touxie decoction on apoptosis of lung tissue in MPP mice (TUNEL staining)

图 4　 清肺透邪汤减少 MPP 小鼠肺泡灌洗液中炎性因子 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-18 的含量

Figure 4　 Qingfei Touxie decoction reduced the content of inflammatory cytokines IL-1β, TNF-α, IL-6,
and IL-18 in bronchoalveolar lavage fluid of MPP mice
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2. 5　 清肺透邪汤减少MPP 小鼠肺组织中 NLRP3、
MyD88 及 NF-κB 的 mRNA 的表达

为了探讨清肺透邪汤对 MPP 小鼠抗炎作用的

机制,我们采用了 qPCR 法检测了 NLRP3、MyD88
及 NF-κB mRNA 的表达。 结果如图 5 所示,与对照

组相比,MPP 小鼠肺组织中 NLRP3、MyD88 及 NF-
κB mRNA 水平均显著升高(P< 0. 05);而经清肺透

邪汤治疗后,MPP 小鼠肺组织中 NLRP3、MyD88 及

NF-κB mRNA 水平明显降低(P< 0. 05)。
2. 6　 清肺透邪汤减少MPP 小鼠肺组织中 NLRP3、
MyD88 及 NF-κB 蛋白的表达

如图 6 显示,与对照组相比,模型组肺组织中

NLRP3、MyD88 及 NF-κB 蛋白的表达显著升高(P<

0. 05); 清肺透邪汤治疗后, 肺组织中 NLRP3、
MyD88 及 NF-κB 蛋白的表达显著降低(P< 0. 05),
以上结果提示清肺透邪汤对 MPP 小鼠的治疗作用

可能与抑制 NLRP3 炎症小体从而抑制炎症反应

有关。

3　 讨论

MPP 属于中医学“肺炎喘嗽”、“咳嗽”等范畴,
归属于温病范畴。 中医药由于其独特的优势在治

疗 MPP 方面发挥了重要的作用。 本实验室前期已

经证实清燥救肺汤可明显抑制肺炎支原体感染小

鼠肺部炎症因子的表达及凋亡相关蛋白 BcL-2、Bax
及Caspase -3的表达[7-8] 。传统中医学认为该病由

图 5　 qRT-PCR 检测清肺透邪汤减少 MPP 小鼠肺组织 NLRP3,MyD88 及 NF-κB mRNA 含量

Figure 5　 Qingfei Touxie decoction reduced NLRP3, MyD88 and NF-κB mRNA content
in lung tissue of MPP mice as measured by qRT-PCR

图 6　 Western Blot 检测清肺透邪汤减少 MPP 小鼠肺组织 NLRP3,MyD88 及 NF-κB 蛋白含量

Figure 6　 Qingfei Touxie decoction reduced NLRP3, MyD88 and NF-κB mRNA content
in lung tissue of MPP mice as measured by Western Blot
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于风温之邪侵袭肺卫,邪气蕴结于内而见邪热蕴肺

证;其病机为风温之邪闭阻于肺,则肺失宣肃,肺络

受损。 因此提出“风温伏肺”理论,确立清肺透邪之

法治疗小儿 MPP [9]。 清肺透邪汤具有清肺透邪、宣
肺止咳之功效,组方以桑白皮、黄芩、石膏、麻黄为

君药,桑白皮泻肺平喘,黄芩清热泻火解毒,石膏配

麻黄清热宣肺;麦冬、虎杖为臣药,麦冬润肺止咳,
虎杖解毒化痰止咳;杏仁、苏子止咳平喘,为佐药;
桔梗宣肺去谈,引诸药上行于肺,为使药。 本研究

显示,我们利用鼻腔滴注 MP 菌液的方法建立 MPP
小鼠模型,发现模型组小鼠精神状态不佳,反应迟

钝,呼吸频率加快,皮毛无光泽,自主活动减少,进
食量减少,体质量增长速度减缓且肺部结构存在明

显的病理学改变,表明 MP 感染可导致小鼠肺组织

结构和功能损伤,说明 MPP 小鼠模型制备成功,可
用于后续实验。 而且给予不同剂量清肺透邪汤治

疗后小鼠肺组织病理损伤明显减轻,肺指数降低,
炎症细胞浸润及坏死程度减轻,且细胞凋亡数量明

显减少,提示清肺透邪汤能够减轻 MP 诱导的肺组

织损伤。
致病源过度激活免疫系统,诱导机体释放多种

炎症因子,从而造成炎症反应,是 MPP 的发病机制

之一。 有研究表明,MPP 可诱导炎症因子 IL-1β、
TNF-α、IL-6 及 IL-18 等的释放[10]。 先前研究证明

了 IL-1β、TNF-α、IL-6 及 IL-18 等炎症因子的表达水

平与 MPP 的严重程度呈正比,则 MPP 越重,炎症因

子的水平越高[11]。 本研究结果显示,模型组小鼠

BALF 中 IL-1β、TNF-α、IL-6 及 IL-18 含量显著高于

对照组,提示 MP 菌液可激活机体免疫炎症系统,诱
导肺内炎症因子的大量表达并释放,而不同剂量清

肺透邪汤治疗后小鼠 BALF 中 IL-1β、TNF-α、IL-6
及 IL-18 含量显著下降,说明清肺透邪汤能够抑制

MP 菌液诱导的炎症因子大量释放,抑制炎症反应。
NLRP3 炎性小体与 MPP 等多种病原体引起的

呼吸系统感染有关,其激活的方式可能主要与溶酶

体破裂方式、半通道方式及活性氧方式激活[12]。 活

化的 NLRP3 通过其 N 端的热蛋白结构域( pyrin
domain,PYD)与 ASC 的 PYD 域相连,进而诱导 ASC
的胱 天 蛋 白 酶 募 集 结 构 域 ( caspase recruitment
domain,CARD)招募 Caspase-1 形成 NLRP3 炎症复

合体,可以使无活性的 pro-IL-1β 加工成为有活性的

IL-1β,并分泌到细胞外参与 MMP 的炎症反应[13]。
此外,有研究表明,在 MPP 模型中,MP 可以与组织

细胞表面的 Toll 样受体(TLRs)结合,激活 NF-κB 信

号通路引发炎症反应。 TLR4 在免疫炎症反应中发

挥关键作用,是机体固有免疫反应中的上游关键因

子,MyD88 是 TLRs 的接头蛋白,是 TLR4 的下游因

子,在信号转导过程中发挥重要作用[14]。 TLR4 被

激活后与 MyD88 相互作用,使其活化,并将信号传

递给下游,后经激酶磷酸化激活 NF-κB 通路,诱导

炎症因子 TNF-α、IL-6 等释放,从而参与 MMP 炎症

反应[15-16]。 Segovia 等[2]首次证实了 NLRP3 是 MP
感染过程中炎症和先天免疫细胞反应的重要调节

因子。 Chen 等[17]证明了桑色素可通过抑制 NF-κB
信号通路减轻支原体肺炎。 Liu 等[18]也证实了金丝

桃苷可通过抑制显著 NF-κB 信号通路降低MP 诱导

的 IL-8 和 TNF-α 的表达,从而改善 MPP,以上研究

说明 NLRP3 炎性小体与 NF-κB 信号通路是调控

MPP 病理进程的潜在的有效靶点。 因此本研究利

用 Western Blot 检测肺组织中 NLRP3 炎性小体与

NF-κB 信号通路相关蛋白的表达,结果显示,鼻腔滴

注 MP 菌液后小鼠肺组织中 NLRP3、MyD88、NF-κB
基因和 NLRP3、MyD88、NF-κB 蛋白表达含量显著增

加,说明 NLRP3 炎性小体和 NF-κB 信号通路参与

了 MPP 的炎症反应,与文献报道一致[2-3,17-18]。 而

给予清肺透邪汤可显著降低小鼠肺组织中 NLRP3、
MyD88、NF-κB 基因和 NLRP3、MyD88、NF-κB 蛋白

表达含量,说明清肺透邪汤抑制炎症因子释放,减
轻炎症反应与抑制 NLRP3 炎性小体和 NF-κB 信号

通路有关。
综上所述,清肺透邪汤改善 MPP 小鼠的肺损

伤,减轻炎症反应的机制可能与抑制 NLRP3 炎症小

体和 NF-κB 信号通路有关,为清肺透邪汤抗 MPP
作用机制的研究提供了理论和实验依据。 本研究

只是初步探讨了清肺透邪汤治疗 MPP 的可能机制,
具体有效成分及具体分子作用机制仍需要进一步

研究。
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高脂血症易感(WSHc)大鼠自发性后肢瘫痪的
病症特点研究

马全鑫,张利棕,郁晨,戎亦骊,徐松涛,蔡月琴,沈利叶,陈民利∗

(浙江中医药大学,动物实验研究中心 /比较医学研究所,杭州　 310053)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察高脂血症易感(WSHc)大鼠种群中自发性后肢瘫痪大鼠的发病过程、病理特点,并初步

研究其发病机制,探讨其应用与科研价值。 方法　 在本中心培育的 WSHc 大鼠种群中,取 8 只自发性后肢瘫痪大

鼠与 8 只来自同一家族的同周龄无瘫痪症状的大鼠,分别饲喂普通饲料和高脂饲料,观察对高脂血症的易感性;利
用磁共振成像和病理组织学观察后肢瘫痪大鼠不同部位的中枢神经病变,TUNEL 免疫组化法观察细胞凋亡水平;
利用 RT-PCR 检测不同部位的中枢神经系统 Caspase-1 和 IL-1β 基因的表达,并利用 Western Blot 法检测蛋白水平的

表达。 结果　 后肢瘫痪的 WSHc 大鼠雌雄均可发病,对高脂饲料的敏感性与非后肢瘫痪的 WSHc 大鼠无显著差

异,磁共振成像未见大脑及小脑存在显著性病变,病理组织学可见后肢瘫痪 WSHc 大鼠脊髓中后段大量炎症细胞

浸润和 TUNEL 阳性表达,与非后肢瘫痪的 WSHc 大鼠比较,脊髓中后段 Caspase-1 与 IL-1β 基因的表达显著升高

(P < 0. 05,P < 0. 01),且蛋白表达亦显著升高(P< 0. 05)。 结论　 高脂血症易感 WSHc 大鼠自发性后肢瘫痪为进

行性病变,其发病部位位于脊髓中后段,病理特征为炎症细胞浸润和神经元细胞变性凋亡,其发病机制可能与

Caspase-1 过度激活有关。
【关键词】 　 高脂血症易感大鼠,WSHc 大鼠,自发性后肢瘫痪,动物模型
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Study of the disease characteristics of spontaneous hindlimb paralysis in
hyperlipidemia-susceptible (WSHc) rats

MA Quanxin, ZHANG Lizong, YU Chen, RONG Yili, XU Songtao, CAI Yueqin, SHEN Liye, CHEN Minli∗

(Animal Experimental Research Center / Institute of Comparative Medicine, Zhejiang Chinese Medical University,
Hangzhou 310053, China)

Corresponding author: CHEN Minli. E-mail: cmli991@ zcmu.edu.cn

【Abstract】　 Objective 　 To elucidate the onset process and pathological characteristics of spontaneous hindlimb
paralysis in a hyperlipidemia-susceptible (WSHc) rat population, and to preliminarily study the pathogenesis mechanism.
Methods　 In a WSHc rat population, eight spontaneous hindlimb paralysis rats and eight age-matched rats without
paralysis symptoms from the same family were fed with normal chow or high-fat chow to examine their susceptibility to
hyperlipidemia. Magnetic resonance imaging and histopathology were used to examine central neuropathy in different parts of
hindlimb paralysis rats. TUNEL immunohistochemistry was used to detect apoptosis. The mRNA expression of Caspase-1 and
IL-1β in the central nervous system was determined by RT-PCR, and the corresponding protein expression was determined
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by Western Blot. Results　 Both male and female WSHc rats with hindlimb paralysis developed the paralysis. The sensitivity
to high-fat diet was not significantly different between WSHc rats with and without hindlimb paralysis. No significant lesions
were observed in the brain and cerebellum by magnetic resonance imaging. Histopathology showed a large amount of
inflammatory cell infiltration and TUNEL-positive staining in the middle and posterior spinal cord of hindlimb paralysis
WSHc rats. Compared with the non-hindlimb paralysis WSHc rats, the mRNA and protein expression of Caspase-1 and IL-
1β in the middle and posterior spinal cord was significantly increased (P < 0. 05, P < 0. 01) in the hindlimb paralysis
WSHc rats. Conclusions　 Spontaneous hindlimb paralysis of hyperlipidemia-susceptible WSHc rats is a progressive lesion,
which occurs in the middle and posterior spinal cord and is pathologically featured by inflammatory cell infiltration,
neuronal degeneration and apoptosis. This pathogenesis may be related to excessive activation of caspase-1.

【Keywords】　 hyperlipidemia-susceptible rats; WSHc rats; spontaneous hindlimb paralysis; animal model
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 Wistar-SD 高 脂 血 症 易 感 ( Wistar-SD
hyperlipidemia,WSHc)大鼠是本动物实验研究中心

发现并培育研究的一种特色实验动物品系。 该品

系雌性大鼠经高脂诱导后,平均血清总胆固醇( total
cholesterol,TC)水平可达 6. 0 mmol / L 以上[1]。 经过

筛选和繁育,目前本中心已形成了具有一定规模,
遗传性状较稳定的封闭群。 日前,本课题组发现在

封闭群中的一个繁殖家族的 WSHc 大鼠中,有个别

动物成年后会出现可遗传的自发性的后肢瘫痪,雌
雄均可发病。 起初表现为步态不稳,进行性地发展

为后肢完全丧失活动能力,但头部和前肢活动力不

受影响,可长时间存活,类似于人类运动神经元疾

病(motor neuron diseases,MND)的症状,但其病理特

点和发病机制尚不清楚。
现有的研究发现,MND 的病理特点往往伴随自

由基损伤、炎症反应、细胞凋亡等基因表达和细胞

代谢的改变[2-3]。 而半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解

酶( cysteinyl aspartate specific proteinase,Caspase-1)
是炎症性反应中的关键因子,触发其后一系列细

胞、分子水平的反应,导致细胞程序性死亡,从而加

重中枢神经损伤[4-5]。 基于此,本研究选取具有自

发性后肢瘫痪症状的 WSHc 大鼠,观察该病症与高

脂血症易感的相关性,并通过影像学和病理组织学

观察病变部位和病理特点,从炎症和细胞程序性死

亡的角度初步探讨该病症可能的发病机制,为明确

该模型发病的一般规律和病理特点提供实验依据,
并分析其应用与科学价值。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

本课题组自繁殖 WSHc 大鼠 16 只,雌雄各半,
其中 8 只为自发性后肢瘫痪,8 只无瘫痪症状。 饲

养于浙江中医药大学动物实验研究中心屏障实验

室【SYXK(浙)2018-0012】,环境温度 20 ~ 24℃,相
对湿度 50% ~ 70%,早 7 ∶00 至晚 19 ∶00 明暗交替

光照,噪声 < 50 dB;在 IVC 笼内饲养,自由饮食。
浙江中医药大学实验动物保护和使用委员会

( Institutional Animal Care and Use Committee,
IACUC)审议通过,决议编号:IACUC-20191216-08。
1. 1. 2　 试剂与仪器

TC、三酰甘油( triylglycerides,TG)均购自上海

申能德赛诊断技术有限公司; HE 染色试剂盒

(G1120 - 100),购自索莱宝生物技术有限公司;
TUNEL 免疫组化染色试剂盒(12156792910),购自

上海罗氏诊断产品有限公司;总 RNA 提取试剂盒

(9767)、反转录试剂盒 (RR037A)、TB Green RT-
PCR 染料(RR430A)均购自大连宝生物有限公司;
总蛋白提取试剂盒(KGM451),购自南京凯基生物

科技发展有限公司;全自动微量蛋白定量分析测试

板(12-230 kDa),购自上海普诺森生物科技公司;
使用以下抗体: anti-Caspase-1 ( Santa Cruz, SC -
56036)、anti-IL-1β ( Santa Cruz, SC - 52012)、 anti-
GAPDH (Santa Cruz, SC-166545)。 普通基础饲料

购自南京爱立默科技有限公司,辐照全营养颗粒饲

料。 高脂饲料配方:胆固醇 1%、猪油 10%、蛋黄粉

10%、3 号胆盐 0. 5%、基础饲料 78. 5%。
GE 3. 0T 磁共振仪(美国,通用电气公司);7020

全自动生化分析仪(日本,日立公司);RM2255 半自

动石蜡切片机(德国,Leica 公司);Autostainer XL 全

自动染色机(德国,Leica 公司); WES 全自动蛋白

定量分析仪(美国,Protein Simple 公司); Step One
Plus 实时荧光定量 PCR 仪(美国,Thermo Fisher 公

司);全自动数字切片扫描设备(日本,滨松公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 自发性后肢瘫痪大鼠的发生率、一般体征和
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血脂水平的观察

首次发现的一只后肢瘫痪雌性 WSHc 大鼠种鼠

作为 F0 代,将其与同一胎出生的雄性非后肢瘫痪

WSHc 大鼠进行近亲交配,繁殖 2 胎,记录出生仔鼠

和断奶鼠的数量,在 12 周龄时观察大鼠运动形态,
步态不稳的大鼠定义为发病大鼠。 随后,取两对步

态不稳的雌雄大鼠(F1 代)进行近亲交配,繁殖 1
胎,记录出生仔鼠的数量、断奶鼠数量和发病的大

鼠数量。 取 8 只 12 ~ 14 周自发性后肢瘫痪大鼠

(F2 代)与 8 只来自同一家族的同周龄无瘫痪症状

的大鼠,均为雌雄各半。 随机分为 4 组,即非后肢瘫

痪 WSHc 大鼠 + 普通饲料(NLP + SC)、非后肢瘫痪

WSHc 大鼠 + 高脂饲料(NLP + HFD)、后肢瘫痪

WSHc 大鼠 + 普通饲料(LP + SC)、瘫痪WSHc 大鼠
+ 高脂饲料(LP + HFD)。 分别饲喂不同饲料 4 周

后,检测空腹血脂。 自断奶开始,记录每周记录大

鼠步态和体征。
1. 2. 2　 大鼠脑磁共振成像

大鼠 45 mg / kg 戊巴比妥钠麻醉后行俯卧位,采
用磁共振扫描仪与大鼠颅脑部专用线圈,对正常饲

料饲喂的大鼠大脑和小脑进行常规 T2 冠状面扫

描,MRI 序列如下:重复时间为 2000 ms,视野范围

为 50 mm × 50 mm,层厚为 5 mm,回波时间为 36
ms,翻转角为 90°,矩阵 = 396 × 264, Bangwith 为

432. 1 Hz,序列扫描时间为 13 min。
1. 2. 3　 脑与脊髓组织病理学观察

大鼠 45 mg / kg 戊巴比妥钠麻醉后,使用冷的生

理盐水灌注 5 min,冲净血液,再用 4%多聚甲醛进

行灌注 20 min,小心地摘取大鼠小脑组织和脊髓

(上、中、下三段),置于 10%中性甲醛中固定。 一周

后取材,经脱水包埋后制成蜡块,4 μm 切片,脱蜡、
透明后,行常规 HE 染色并封片,使用数字病理切片

扫描分析仪扫片,观察各组大鼠小脑及各段脊髓的

病理学变化。
1. 2. 4　 脑与脊髓组织免疫组化观察

将小脑与脊髓组织的切片置于 60℃烘箱内烤片

2 h;脱蜡,使用高压锅热修复;3% H2O2 浸泡 15 min
使过氧化物酶猝灭;蒸馏水冲洗,PBS 溶液洗三遍;制
备后的切片按照 TUNEL 试剂盒说明书步骤进行操

作,染色完成后,封片,使用数字病理切片扫描分析仪

扫片,利用 NDP 软件进行阳性细胞比例分析。
1. 2. 5　 荧光定量 PCR 检测小脑和脊髓中 IL-1β 和

Caspase-1 基因的 mRNA 表达

使用总 RNA 提取试剂盒分别提取正常饲料饲喂

的大鼠小脑、脊髓组织 RNA,反转录成 cDNA 后待用,

查找大鼠 IL-1β、Caspase-1 和 GAPDH mRNA 序列,设
计各引物序列如下 (5′ - 3′): IL-1β: F-GCCAACAA
GTGGTATTCTCCA,R-CCGTCTTTCATCACACAGGA;
Caspase-1: F-ACCGAGTGGTTCCCTCAAGT, R-GGCA
AGACGTGTACGAGTGG ;GAPDH:F-ATGCTGGTGCC
GAGTATGTTGTG,R-GCAGAAGGTGCGGAGATGATG
AC。 使用 Step One Plus 实时荧光定量 PCR 仪进行

RT-PCR 反应。 反应体系为 20 μL,包括 1 μg cDNA
溶液 8 μL,10 μL TB green 染料以及上下游引物各

1 μL。 循环次数为 40 次,反应条件按试剂盒说明书

推荐条件进行。 GADPH 内参基因内标对照,并以非

后肢瘫痪大鼠对应部位的表达量作为参照,目的基

因转录水平通过公式 2-△△CT计算。
1. 2. 6　 Western Blot 检测 IL-1β 和 Caspase-1 的蛋

白表达水平

取各组大鼠 50 mg 脊髓下段组织,使用试剂盒

提取总蛋白。 蛋白样本经变性并调整浓度后,在
WES 仪器上检测 IL-1β 和 Caspase-1 的表达水平,以
GAPDH 作为内参蛋白。 通过 ProteinSimple 软件(版
本 2. 7. 1)进行可视化分析,并计算蛋白质的相对表

达量。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 22. 0 软件进行单因素方差分析与 t
检测,所有数据使用平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s )表示,
P< 0. 05为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 自发性后肢瘫痪 WSHc 大鼠的发生率和一般

体征

首次发现的一只后肢瘫痪雌性 WSHc 大鼠种鼠

(F0 代)所生 25 个后代中(F1 代,14♀,11♂),有 7
只出现步态不稳的(4♀,3♂),发病率为 28%。 将两

对步态不稳的雌雄大鼠进行近亲交配,所生的 26 个

后代(F2 代,15♀,11♂)中,有 18 只出现步态不稳

(10♀,8♂),发病率为 69. 2%。 这 18 只大鼠中雌雄

各取 4 只进行病理学研究,剩余动物用于继续繁殖。
步态不稳的大鼠均表现为进行性后肢瘫痪。

7 ~ 10周龄时,大鼠出现后肢支撑力不足,行动速度

下降,16 ~ 20 周时发展为后肢无力,仅可借助前肢

爬行,前肢和头部活动良好,采食与饮水不受影响,
可长时间存活,大体情况见图 1。

如表 1 所示,无论是否瘫痪,雌性 WSHc 大鼠经

高脂饲料诱导后,血清 TC 含量均显著提高(P <
0. 01),而雄性 WSHc 大鼠经高脂诱导后血清 TC 含

量有上升趋势,但差异不具有显著性(P> 0. 05)。
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与非后肢瘫痪 WSHc 大鼠相比,后肢瘫痪 WSHc 大

鼠血脂差异不具有显著性(P> 0. 05)。
2. 2　 自发性后肢瘫痪 WSHc 大鼠脑磁共振成像

非后肢瘫痪的大鼠与后肢瘫痪的大鼠颅脑的

图像能均清楚区分大脑、中脑、桥脑、小脑和上段颈

髓等解剖结构。 在 T2WI 上,大鼠脑组织的灰质与

白质之间具有一定的对比度,高度髓鞘化的白质表

现为低信号(黑色),脑室和脑池表现为高信号(白
色),大脑新皮质、丘脑、海马、基底节等灰质结构呈

灰色,均未见显著形态学差异。 (见图 2)

图 1　 非后肢瘫痪的大鼠与后肢瘫痪的大鼠大体观察

Figure 1　 Gross observation of rats without hindlimb paralysis (NLP) and rats with hindlimb paralysis (LP)

表 1　 各组大鼠不同饲料饲喂 4 周后血清 TC 的变化(mmol / L)
Table 1　 Changes of serum TC in rats fed with different diets for 4 weeks(mmol / L)

组别
Groups

普通饲料
Standard chows

高脂饲料
High fat diet

雌性 Female 雄性 Male 雌性 Female 雄性 Male
非后肢瘫痪 WSHc 大鼠

NLP WSHc rats 2. 16 ± 0. 23 2. 21 ± 0. 34 7. 34 ± 1. 53## 3. 03 ± 0. 42

后肢瘫痪 WSHc 大鼠
LP WSHc rats 1. 95 ± 0. 19 2. 02 ± 0. 29 8. 63 ± 1. 89## 3. 24 ± 0. 64

注:与对应的普通饲料大鼠比较,##P< 0. 01。
Note. Compared with standard chows group,##P< 0. 01.

图 2　 非后肢瘫痪的大鼠与后肢瘫痪的大鼠脑磁共振成像

Figure 2　 Brain magnetic resonance imaging (MRI) of rats without hindlimb paralysis and rats with hindlimb paralysis
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2. 3　 自发性后肢瘫痪 WSHc 大鼠小脑与脊髓一般

病理学变化

非后肢瘫痪大鼠小脑、脊髓上、中、下段以及后肢

瘫痪大鼠的小脑、脊髓上段均未见炎症细胞细胞浸润,
未见组织水肿、出血、坏死等异常状态。 后肢瘫痪大鼠

脊髓中段和下段可见大量空泡形成;神经元细胞排列

松散,形态改变,出现核固缩与核左移;可见大量炎症

细胞浸润,尤其与脊髓下段更为严重。 (见图 3)

2. 4　 自发性后肢瘫痪 WSHc 大鼠小脑与脊髓细胞

凋亡情况

非后肢瘫痪大鼠大鼠小脑、脊髓上、中、下段以

及后肢瘫痪大鼠的小脑、脊髓上段褐色阳性着色较

少,而瘫痪大鼠脊髓中段和下段可见大量阳性染

色,神经元细胞大量凋亡,经定量分析后可见,瘫痪

大鼠脊髓中段和下段细胞凋亡比例显著上升(P<
0. 05)。 (见图 4)

图 3　 非后肢瘫痪大鼠与后肢瘫痪大鼠小脑与脊髓 HE 染色结果

Figure 3　 HE staining results of cerebellum and spinal cord of rats without hindlimb paralysis and rats with hindlimb paralysis

注:A:非后肢瘫痪大鼠与后肢瘫痪大鼠小脑与脊髓 TUNEL 染色结果;B:大鼠不同部位细胞凋亡比例。 与非后肢瘫痪大鼠比较,∗P < 0. 05。

图 4　 非后肢瘫痪大鼠与后肢瘫痪大鼠小脑与脊髓细胞凋亡情况

Note. A, TUNEL staining results of cerebellum and spinal cord of rats without hindlimb paralysis and rats with hindlimb paralysis. B, Proportion of

apoptosis in different parts of rats. Compared with NLP WSHc rats, ∗P < 0. 05.

Figure 4　 Apoptosis of cerebellum and spinal cord of rats without hindlimb paralysis and rats with hindlimb paralysis

2. 5　 自发性后肢瘫痪 WSHc 大鼠小脑与脊髓

Caspase-1相关基因与蛋白的表达

对不同部位的中枢神经系统进行炎症相关

基因表达差异进行研究。 RT-PCR 检测发现,与
非后肢瘫痪的 WSHc 大鼠比较,后肢瘫痪大鼠脊

髓中、下段 Caspase-1 和 IL-1β 的 mRNA 水平显著

升高(P < 0. 05,P < 0. 01) ,而小脑和脊髓上段

Caspase-1 和 IL-1β 的 mRNA 水平差异不具有显

著性(P> 0. 05) 。 进一步取脊髓后段组织进行

蛋白水平的验证,发现 Pro-Caspase-1 表达差异不
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具有显著性(P> 0. 05) ,而后肢瘫痪大鼠脊髓后

段的 Cleaved-Caspase-1 蛋白表达显著上升 ( P <
0. 05) ,且下游产物 IL-1β 表达亦显著上升 ( P <
0. 05) 。 (见图 5)

注:A:大鼠不同部位 Caspase-1 mRNA 相对表达量;B:大鼠不同部位 IL-1β mRNA 相对表达量。 C: 非后肢瘫痪大鼠与后肢瘫痪大鼠脊髓下段

蛋白相对表达量;D:非后肢瘫痪大鼠与后肢瘫痪大鼠脊髓下段蛋白条带。 与非后肢瘫痪大鼠比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

图 5　 非后肢瘫痪大鼠与后肢瘫痪大鼠小脑与脊髓 Caspase-1 相关基因的表达

Note. A, Relative expression of Caspase-1 mRNA in different parts of rats. B, Relative expression of IL-1β mRNA in different parts of rats. C, Relative
expression levels of proteins in the posterior spinal cord of non-paraplegic rats and paraplegic rats. D, Protein bands in posterior spinal cord of non-

paraplegic rats and paraplegic rats. Compared with NLP WSHc rats,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01.

Figure 5　 Expression of Caspase-1 related genes in cerebellum and spinal cord of rats without hindlimb paralysis
and rats with hindlimb paralysis

3　 讨论

MND 是由额叶中央前回的上运动神经元和脊

髓前角的下运动神经元功能障碍引起的自发性疾

病。 通常情况下,自发性 MND 会引起肌无力,一般

无感觉障碍和括约肌障碍。 最常见的 MND 是肌萎

缩性脊髓侧索硬化症,占 MND 的 85%,其他运动神

经元疾病包括遗传性痉挛性麻痹、脊髓灰质炎

等[6]。 目前该疾病的病因不明,尚无有效的治疗手

段,而疾病动物模型是研究疾病发病机制和药物治

疗的关键环节,因此,寻找与人类疾病类似的动物

模型至关重要。
目前用于研究 MND 的疾病模型种类较多,包

括神经元细胞、离体脊髓组织、线虫、果蝇和斑马鱼

和啮齿目动物等,以大小鼠为最常用的动物模型。
大小鼠 MND 模型中又包括轴突断离术、毒性药物

造模、转基因动物模型和自发性动物模型[7-8]。 轴

突断离术和药物毒性的模型呈急性发病,病程短,
且损伤不限于运动系统,与 MND 的神经系统慢性

进展性不符,因此在科学应用中有很大的限制[8]。
国外有多个自发性 MND 小鼠模型的报道,如 MND
小鼠、Wobble 小鼠及 Wasted 小鼠等,这些小鼠的病

理特点与人类 MND 接近,但这些报道年代久远,且
未见更多的深入机制研究和应用报道,国内也未见
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有学者利用,可能目前已无法获得[9-10]。 目前应用

最多的则是转基因小鼠模型,如 SOD1 基因突变小

鼠、ALSIN 基因敲除小鼠等,但 MND 病因复杂,单个

基因的变异不能全面的反映病因。 因此,现有的动

物模型均存在一定的局限性,需进一步研发新的疾

病模型,从而更全面的解释病因和寻找治疗手段。
WSHc 大鼠是本动物实验研究中心目前自主培

育并研究的一个大鼠新品系,来源于本课题组偶然

发现的一只 Wistar 大鼠。 该大鼠经高脂饲料诱导

后,血清 TC 水平达 20 mmol / L 以上,将该血脂异常

的 Wistar 大鼠与 SD 大鼠杂交后进行保种传代,经
过多年来不断筛选高脂血症易感的大鼠,目前已形

成一定规模的封闭群,雌性大鼠经高脂诱导后,TC
高于 5. 0 mmol / L 的占 90%以上,并能长期保持高血

脂状态[1]。 近来本实验中心发现有一个支系的

WSHc 大鼠成年后会出现可遗传的自发性后肢瘫

痪,雌雄均可发病。 起初表现为步态不稳,进行性

地发展为后肢完全丧失活动能力,但头部和前肢活

动力不受影响,可长时间存活。 这种自发性的后肢

瘫痪症状与人类的 MND 相似,但具体的病变部位

尚不清楚,因此需要对不同节段的中枢神经进行观

察,才能进一步确定该大鼠模型的病因和研究价

值。 值得一提的是,本实验中,后肢瘫痪的 WSHc 大

鼠与非后肢瘫痪的 WSHc 大鼠高脂血症的易感性一

致,且无论是否给与高脂饲料诱导,均有一定的概

率发生后肢瘫痪,提示该性状与高脂血症易感性状

相对独立;WSHc 大鼠高脂血症性状为伴性遗传,目
前仅在雌性大鼠中可见,而后肢瘫痪的性状雌雄均

可发病,提示该性状可能为常染色体遗传,更确切

的遗传模式需要更多的遗传学实验来揭示。
通过影像学与病理学研究发现,后肢瘫痪的

WSHc 大鼠大脑、小脑和脊髓上段未见明显病变,而
自脊髓中段开始至脊髓后段均出现较为严重的病

变,如神经纤维空泡、神经元细胞核左移和核固缩,
且伴随炎性细胞浸润,提示神经细胞的程序性死亡

和脊髓的炎症反应参与了后肢瘫痪的 WSHc 大鼠主

要致病因素。 通过 TUNEL 免疫组化试验我们发现,
后肢瘫痪大鼠脊髓中段和和脊髓下段神经细胞凋

亡程度显著升高,而小脑和脊髓上段未见明显改

变,进一步证实了病变部位主要存在于脊髓中后

段,并提示可能是脊髓中的炎症反应导致神经细胞

凋亡。
目前 MND 可能的发病机制有多种学说,主要

有(1)RNA 结合蛋白核质转运已经 RNA 代谢的改

变;(2)细胞自噬减少导致蛋白酶系统稳态失衡;
(3)线粒体功能障碍和氧化应激;(4)星形胶质细胞

激活,产生有毒性的炎症因子等[11-14]。 该大鼠疾病

模型目前观察到的病变特征主要为炎症细胞浸润

和神经细胞空泡,因此作者推测,该大鼠可能是中

后段的脊髓组织中免疫炎症细胞激活,产生的炎症

因子进一步损伤神经原细胞和脊髓前角细胞。 文

献报道可见,MND 疾病中常见炎症细胞的异常活化

和 IL-1β 的释放,而 IL-1β 的释放与 Caspase-1 密切

相关[15-16]。 Caspase-1 是炎症小体复合物中有一个

重要的蛋白组件,平时以无活性的酶原形式(Pro-
Caspase-1)存在,当受到刺激时 Pro-Caspase-1 发生

水解,经过一系列的反应,最终形成有活性的裂解

Caspase-1(Cleaved Caspase-1) [17]。 活化的Caspase-1
能够对 IL-1β 前体进行切割,形成具有活性的 IL-1β
并释放,从而引起机体的炎症反应[18]。 与此同时,
Caspase-1 能直接作用于细胞生存相关的重要蛋白,
具有促凋亡的作用[19-20]。 本实验研究发现,与非后

肢瘫痪的大鼠比较,在后肢瘫痪大鼠小脑和脊髓前

段 Caspase-1 与 IL-1β 基因表达水平未见显著变化,
而瘫痪大鼠脊髓中后段,Caspase-1 与 IL-1β 基因表

达水平均显著升高,蛋白定量分析结果进一步显

示,瘫痪大鼠脊髓后段中激活的 Caspase-1 和成熟的

IL-1β 蛋白水平也显著增高,这与病理组织学结果

相一致,提示 WSHc 大鼠后肢瘫痪的病理机制可能

是由于脊髓中后段的神经元细胞 Caspase-1 过度激

活,引起机体炎症和细胞凋亡,从而形成自发性进

行性后肢瘫痪。 该自发性后肢瘫痪大鼠模型的发

病机制可能不仅限于此,而更确切的病因需要更进

一步的实验加以验证。
综上所述,高脂血症易感 WSHc 大鼠自发性后

肢瘫痪为进行性病变,由早期的步态不稳发展到后

期的后肢瘫痪,其发病部位位于脊髓中后段,病理

特征为炎症细胞浸润和神经元细胞变性凋亡,其发

病机制可能与 Caspase-1 过度激活有关。
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异丙肾上腺素诱导心脏肥大大鼠的血清代谢组学研究
汤喜兰1,徐国良2,董伟3,李洪铭1,邱俊辉1,孙楠1,刘芳1,刘思宇1,李冰涛2∗

(1. 江西科技师范大学药学院,南昌　 330013; 2. 江西中医药大学中医基础理论分化发展研究中心,
南昌　 330004; 3. 江西中医药大学现代中药制剂教育部重点实验室,南昌　 330004)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过血清代谢组寻找重要性生物标志物,探讨大鼠心脏肥大的发病机制。 方法　 采用连续

14 d 腹腔注射异丙肾上腺素 30 mg / (kg·d)建立大鼠心脏肥大模型。 采用心脏重量指数评价大鼠心脏肥大模型。
应用超高效液相色谱-四级杆-飞行时间串联质谱检测大鼠血清内源性代谢物,MPP 软件分析代谢物差异,Human
Metabolome Database (HMDB)数据库来确定生物标志物,MetaboAnalyst 4. 0 分析代谢通路。 结果　 腹腔注射异丙

肾上腺素可诱导大鼠心脏肥大。 心脏肥大模型组与正常组具有明显的血清代谢产物差异,共鉴定 10 个潜在生物

标志物。 与正常组相比,心脏肥大模型组的鞘氨醇-1-磷酸和二高-γ-亚麻酸显著下调,D-果糖-1,6-二磷酸、脱氧腺

嘌呤核苷、N-乙酰蛋氨酸、植物鞘氨醇、尿囊素、3-酮基-β-D-半乳糖、辛烷和甘油显著上调。 结论　 异丙肾上腺素诱

导的心脏肥大涉及鞘脂代谢、甘油脂代谢、半乳糖代谢、不饱和脂肪酸的生物合成及嘌呤代谢等代谢通路。 本研究

为揭示异丙肾上腺素诱导的心脏肥大循环血液的代谢变化提供参考。
【关键词】 　 心脏肥大;异丙肾上腺素;代谢组学;生物标志物
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Serum metabolomics study of cardiac hypertrophy in an
isoproterenol-induced rat model
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【Abstract】　 Objective　 To screen potential biomarkers to explore the pathogenesis in a rat model of isoproterenol-
induced cardiac hypertrophy. Methods 　 Isoproterenol 30 mg / ( kg·d) was used to establish the rat model of cardiac
hypertrophy via intraperitoneal injection for 14 consecutive days. The rat cardiac hypertrophy model was evaluated via the
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cardiac index. Ultra high performance liquid chromatography-quadrupole-time of flight mass spectrometry (UHPLC-Q-TOF-
MS) was conducted to detect serum metabolites in normal and model rats. MPP software was used to analyze metabolic
differences. The Human Metabolome Database (HMDB) was used to identify biomarkers. MetaboAnalyst 4. 0 was used to
analyze metabolic pathways. Results　 Serum metabolites in the rats with isoproterenol-induced cardiac hypertrophy differed
significantly from those of the normal rats, and 10 potential biomarkers were identified. Compared with the normal group,
sphingosine 1-phosphate and dihomo-γ-linolenic acid in the model group were significantly downregulated, and D-fructose-
1,6-bisphosphate, deoxyadenosine, N-acetylmethionine, phytosphingosine, allantoin, 3-keto-β-D-galactose, octane, and
glycerol were significantly upregulated. Conclusions 　 The metabolic pathways involved in isoproterenol-induced cardiac
hypertrophy include sphingolipid metabolism, glycerolipid metabolism, galactose metabolism, biosynthesis of unsaturated
fatty acids, and purine metabolism. This study provides a basis for understanding the metabolic changes in the circulating
blood in a model of isoproterenol-induced cardiac hypertrophy.

【Keywords】　 cardiac hypertrophy; isoproterenol; metabolomics; biomarker
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　 　 心脏肥大是心脏血流动力学压力和容量超负

荷及神经体液因素等引起的主要病理生理反应,表
现为蛋白质合成增加,肌节致密重组,心肌细胞体

积增大,是各种心血管疾病心肌重构过程中的关键

阶段。 持续的心脏肥大最终可导致心力衰竭,增加

心血管疾病的发病率和死亡率,威胁人类健康[1]。
因此,心脏肥大的发生机制是心血管疾病研究的

重点。
异丙肾上腺素是一种 β-肾上腺素能受体激动

剂,可作用于心肌组织,引起心肌损伤、心肌梗死、
心肌肥厚甚至心力衰竭等[2]。 异丙肾上腺素诱导

的大鼠心脏肥大模型是心脏肥大药物评价的常用

模型,尤其适用于研究心脏肥大过程中心肌结构和

功能的适应性[3],受到国内外学者的持续关注。 代

谢组学是一门新的组学研究技术,可以帮助我们了

解各种心血管疾病状态下发生的整体代谢和心脏

特异性代谢的变化,明确心血管疾病的分子标志物

和代 谢 组 学 特 征, 已 广 泛 应 用 于 心 血 管 疾 病

研究[4-5]。
本研究拟采用超高效液相色谱-四级杆-飞行时

间串联质谱技术检测异丙肾上腺素诱导的心脏肥

大大鼠血清代谢物的变化,通过主成分分析寻找潜

在的生物标志物并进行代谢通路分析,探索心脏肥

大大鼠体内的代谢变化,为心脏肥大的防治提供实

验依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 动物

16 只 SPF 级 SD 雄性大鼠,5 ~ 6 周龄,体重

200 ~ 220 g,由湖南斯莱克景达实验动物有限公司

提供【SCXK(湘)2016-0002】,饲养于江西中医药大

学实验动物科技中心屏障系统【 SYXK(赣) 2017-
0004】。 饲养条件:温度(22 ± 2)℃,湿度 50% ±
5%,12 h 光照 /黑暗循环,自由摄食饮水。 所有操作

均符合江西中医药大学动物实验伦理要求,满足 3R
原则(审批号:JZLLSC2017_0109)。
1. 1. 2　 试剂与仪器

异丙肾上腺素(上海源叶生物科技有限公司,
TP0395)。

XS203S 万分之一电子天平(瑞士梅特勒-托利

多),TGL20 M 台式高速冷冻离心机(盐城市凯特实

验仪器有限公司),安捷伦 6538 A 超高效液相色谱-
四级杆-飞行时间串联质谱(Ultra high performance
liquid chromatography-quadrupole-time of flight mass
spectrometry, UHPLC-Q-TOF-MS, Agilent, 美国),
色谱柱为 ZORBAXExtend-C18 柱 ( 2. 1 × 100 mm,
3. 5 μm, Agilent)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组与造模

16 只大鼠按体重随机分为正常组和模型组,每
组各 8 只。 参考文献[6],加以调整,给予模型组大

鼠腹腔注射异丙肾上腺素 30 mg / (kg·d),连续 14 d
建立大鼠心脏肥大模型。 正常组大鼠腹腔注射等

体积生理盐水。 以心脏重量指数包括心脏重量与

体重比值 ( HW / BW)、 左心室重量与体重比值

(LVW / BW)以及右心室重量与体重比值 ( RVW /
BW)判断大鼠心脏肥大模型是否成功。 实验过程

中,所有大鼠给予普通饲料进行正常饲养,每两天

称重及更换垫料。
1. 2. 2　 样本采集与制备

观察记录大鼠一般行为学变化,包括精神状
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态,被毛,饮食等。 末次注射异丙肾上腺素后,大鼠

禁食不禁水 12 h,次日早晨麻醉,腹主动脉取血,取
心脏组织并称重。

血清样本的制备:血液 4℃静置 2 h,4℃离心 10
min(3000 r / min),分离血清。 各取 100 μL 血清样

本进行混合制备 QC 样本。 从各血清样本(含 QC)
取 100 μL 血清,加入甲醇 300 μL,涡旋混匀 30 s,
4℃恒温静置 3 h,离心 15 min(15 000 r / min,4℃),
取上清于 1. 5 mL EP 管,真空浓缩离心,加水-甲醇

浓度(水 ∶甲醇= 85 ∶15)200 μL 复溶,涡旋混匀30 s,
离心 15 min(15 000 r / min,4℃),取上清于样品瓶,
进样。
1. 2. 3　 色谱和质谱条件

安捷伦 UHPLC-Q-TOF-MS;色谱柱为 ZORBAX
Extend-C18 柱(2. 1 × 100 mm, 3. 5 μm,Agilent),流
动相 A 为 0. 1%甲酸水,流动相 B 为 0. 1%甲酸乙

腈,进样量 4 μL,柱温 35℃,样品室温度 4℃,流速

0. 4 mL / min,梯度洗脱条件:0 ~ 4 min,98% ~ 88%
A,4 ~ 14 min,88% ~ 19% A,14 ~ 17 min,19% ~
9% A,17 ~ 18 min,9% ~ 0% A,18 ~ 20 min,0% ~
98% A,20 ~ 23 min,98% ~ 98% A。

质谱条件:正离子模式下采集谱图对前处理的

样品进行分析,为保持仪器稳定性,精密度和重现

性,使用仪器配套的参比液进行实时校正,采用

Dual ESI 源,正离子模式下(4000 V),干燥气温度

350℃,干燥气流速:10 L / min;扫描( Full Scan)方

式,扫描范围:m / z 50 ~ 1200,喷雾室压力:35 psig;
碎片电压:120 V;锥孔电压:60 V。 仪器使用参比自

动校正,参比液以 5 μL / min 的速度通过自动传输

入口,参比离子 m / z 121. 05973 和 m / z 922. 09798。
1. 3　 统计学分析

心脏重量指数采用 Graphpad prism 6. 0 进行统

计分析,数据以平均值 ± 标准差 (􀭰x ± s)表示,两组

间比较采用 t 检验,P< 0. 05 代表差异具有显著性。
采用 Profinder B.06. 0 软件对原始质谱数据进行格

式转换(转化为.cef 格式数据),数据导入 MPP 软件

进行峰提取、匹配、对齐和标准化处理,然后将处理

后数据导入 SIMCA-P 12. 0 进行主成分分析(PCA)
和偏最小二乘法分析(PLS-DA),以相关性系数[P
(coor)> 0. 8]和变量重要性(VIP > 1)为条件,进一

步通过组间 t 检验筛选差异代谢物(P< 0. 05),采用

Human Metabolome Database (HMDB)数据库对差异

代谢物进行定性,利用 MetaboAnalyst 4. 0 软件进行

相关代谢通路分析。

2　 结果

2. 1　 大鼠一般情况及心脏重量指数变化分析

正常组大鼠精神状态良好,毛发有光泽,体重

稳定上升。 心脏肥大模型组大鼠精神萎靡,动作迟

缓,毛发失去光泽,体重增长缓慢,明显低于正常组

大鼠体重增长(见图 1)。 与正常大鼠相比,模型组

大鼠 HW/ BW、LVW / BW 及 RVW/ BW 显著增加(P
< 0. 05),见图 2。

图 1　 大鼠体重变化

Figure 1　 Body weight changes in rats

2. 2　 大鼠血清代谢轮廓分析

图 3 显示了正常组大鼠与模型组大鼠血清样本

的总离子色谱图。 从两组总离子流图的血清样品

分析中,可以看出样品出峰均匀,强度适中,说明此

时液相质谱条件适合正常组及模型组的血清样品

分析。
2. 3　 样品及设备稳定性分析

本研究采用 QC 控制样品检测过程中样品及设

备的稳定性。 采样前,运行 1 次 QC,采样过程中,每
检测 8 个样品运行 1 次 QC,共运行 3 次 QC 样品。
图 4 显示了 3 次 QC 样品总离子流图的叠加,可以

看出主要样品峰的强度、保留时间都能重合,没有

差异,说明样品检测过程中样品及仪器均稳定。
2. 4　 大鼠血清代谢物主成分分析

用主成分分析方法考察异丙肾上腺素对大鼠血

清内源性代谢物质的影响,正离子模式下 PCA 得分

图显示正常组与模型组分离明显,组内聚集程度较

好,提示与正常组相比,异丙肾上腺素诱导的心脏肥

大大鼠内源性代谢物发生了显著变化(见图 5)。
2. 5　 潜在生物标志物筛选

为进一步研究异丙肾上腺素诱导的心脏肥大

大鼠血清中的内源性代谢物质,我们采用基于正交

信号校正偏最小二乘法的 U-plot 来初步筛选符合异

丙肾上腺素诱导心脏肥大模型大鼠血清中内源性

物质状态特征的生物标志物群,选择相关性系数大
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于 0. 8 且 VIP 大于 1 的变量作为候选生物标志物变

量,并对两组中的候选生物标志物变量进行峰面积 t
检验,将 P< 0. 05 的化合物作为差异显著的潜在生

物标志物,结果见图 6。

注:与正常组相比,∗P < 0. 05。 (图 7 同)

图 2　 大鼠心脏重量指数比较

Note. Compared with normal group,∗P < 0. 05.(The same in the Figure 7)

Figure 2　 Comparison of rat heart weight index

图 3　 正离子模式下大鼠血清的总离子色谱图

Figure 3　 UHPLC-Q-TOF-MS spectra of rat serum samples in ESI+ mode

图 4　 QC 样本叠加总离子流图

Figure 4　 Superposition of total ion chromatogram of QC samples
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2. 6　 潜在生物标志物鉴定

共得到 13 个生物标志物,按照前期文献[7-8],
采用 HMDB 数据库来确定生物标志物,共鉴定出 10
个潜在生物标志物,3 个未通过鉴定。 10 个潜在生

物标志物分别为鞘氨醇-1-磷酸、二高-γ-亚麻酸、D-
果糖-1,6-二磷酸、脱氧腺嘌呤核苷、N-乙酰蛋氨酸、
植物鞘氨醇、尿囊素、3-酮基-β-D-半乳糖、辛烷和甘

油(见表 1)。 与正常组相比,心脏肥大模型组大鼠

血清鞘氨醇-1-磷酸和二高-γ-亚麻酸下调,其余 8 个

潜在生物标志物上调(见图 7)。
2. 7　 生物标志物代谢通路分析

将鉴 定 的 10 个 潜 在 生 物 标 志 物 导 入

MetaboAnalyst 4. 0 进行 Pathway Analysis 分析,结果

显示生物标志物主要参与鞘脂代谢、甘油脂代谢、
半乳糖代谢、不饱和脂肪酸的生物合成和嘌呤代谢

(见图 8)。

注: :正常组; :模型组。

图 5　 正离子模式下大鼠血清 PCA 得分图

Note. , Normal group. , Model group.

Figure 5　 PCA of metabolites in rats serum in ESI+ mode

图 6　 潜在生物标志物筛选图

Figure 6　 Screening for the potential biomarkers in ESI+ mode

表 1　 异丙肾上腺素诱导心脏肥大大鼠血清潜在生物标志物

Table 1　 Potential serum biomarkers of cardiac hypertrophy rats model induced by isoproterenol

保留时间
RT(min)

质子数 /
电荷数
m / z

变量影响
重要性因子

VIP

相关性系数
P (coor)

编号
KEGG.ID

名称
Description

化学式
Chemical
formula

变化趋势
(模型 vs 对照)

Trend
(Model vs Normal)

10. 3554 379. 2486 1. 8671 0. 8040 C06124 鞘氨醇-1-磷酸
Sphingosine 1-phosphate

C18H38NO5P ↓

2. 1650 385. 1737 2. 3057 0. 9952 C03242 二高-γ-亚麻酸
Dihomo-γ-linolenic acid

C20H34O2 ↓

5. 4160 340. 9838 2. 0102 -0. 8711 C00354 D-果糖-1,6-二磷酸
D-Fructose-1,6-bisphosphate

C6H14O12P2 ↑

5. 4449 250. 0969 1. 8581 -0. 8124 C00559 脱氧腺嘌呤核苷
Deoxyadenosine

C10H13N5O3 ↑

1. 9380 191. 0580 1. 8420 -0. 8064 C02712 N-乙酰蛋氨酸
N-Acetylmethionine

C7H13NO3S ↑

15. 6470 396. 2126 1. 8999 -0. 8230 C12144 植物鞘氨醇
Phytosphingosine

C18H39NO3 ↑

5. 4500 157. 0370 2. 0343 -0. 8824 C01551 尿囊素
Allantoin

C4H6N4O3 ↑

5. 4160 198. 0141 2. 0341 -0. 8810 C05394 3-酮基-β-D-半乳糖
3-Keto-β-D-galactose

C6H10O6 ↑

5. 4090 193. 0600 2. 0590 -0. 8831 C01387 辛烷
Octane

C8H18 ↑

5. 4190 112. 0158 2. 0356 -0. 8822 C00116 甘油
Glycerol

C3H8O3 ↑
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图 7　 潜在代谢标志物的相对含量变化

Figure 7　 Changes in the relative content of potential metabolic markers

图 8　 相关代谢通路

Figure 8　 Relevant metabolic pathways

3　 讨论

本研究采用连续 14 d 腹腔注射异丙肾上腺素

30 mg / (kg·d)建立大鼠心脏肥大模型,研究结果显

示,异丙肾上腺素诱导的心脏肥大大鼠的心脏重

量、左心室重量和右心室重量显著增加,结果表明

模型建立成功。 我们进一步基于 UHPLC-Q-TOF-
MS 技术和数据分析,筛选出异丙肾上腺素诱导的

大鼠心脏肥大 10 个潜在生物标志物,涉及鞘脂代

谢、甘油脂代谢、半乳糖代谢、不饱和脂肪酸的生物

合成和嘌呤代谢等代谢通路。
鞘氨醇-1-磷酸和植物鞘氨醇的含量变化反映

了鞘脂代谢改变。 鞘氨醇-1-磷酸 ( sphingosine 1-
phosphate, S1P)是神经鞘磷脂经过多步酶促反应生

成。 神经鞘磷脂在鞘磷脂酶的催化下生成神经酰

胺,在神经酰胺酶的催化作用下生成鞘氨醇,在鞘

氨醇激酶的催化作用下生成鞘氨醇-1-磷酸[9]。 S1P
参与调节心肌细胞稳态,研究表明血浆 S1P 尤其是

高密度脂蛋白结合的 S1P 含量与心血管疾病呈负

相关,可能成为心血管疾病的潜在标志物[10-11]。
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Liu 等[12-13] 研究表明异丙肾上腺素 85 mg / kg 皮下

注射诱导的大鼠心肌梗死模型和高胆固醇诱导的

动脉粥样硬化家兔模型中血浆植物鞘氨醇含量显

著升高,另外,植物鞘氨醇蓄积可能是心肌细胞缺

氧复氧损伤最重要的特征,它促使心肌细胞线粒体

通透性转换孔开放,导致细胞发生凋亡[14]。 本研究

中异丙肾上腺素诱导的心脏肥大大鼠血清中 S1P
下调,植物鞘氨醇上调,与上述文献报道相一致。

心脏衰竭时,心肌糖脂代谢失衡,能量供应不

足。 代谢组学研究表明心衰时与能量代谢相关的

代谢途径如甘油脂代谢、半乳糖代谢、脂肪酸的生

物合成及嘌呤代谢等会发生显著改变[15-16]。 本研

究检测到异丙肾上腺素诱导的心脏肥大大鼠血清

中糖脂代谢中间代谢产物甘油的含量显著上调,代
谢通路分析结果表明甘油所参与的甘油脂代谢途

径和半乳糖代谢途径都发生改变。 二高-γ-亚麻酸,
属 N-6 系列多不饱和脂肪酸,是生物合成前列腺素

E1 的前体物质。 研究表明急性失代偿性心力衰竭

患者血清中二高-γ-亚麻酸(dihomo-γ-linolenic acid,
DGLA)含量、花生四烯酸(arachidonic acid, AA)含
量和 DGLA / AA 比值越低,存活率越低。 N-6 系列

多不饱和脂肪酸水平[17-18],尤其是 DGLA 含量和

DGLA / AA 比值与急性心血管疾病和急性失代偿性

心衰患者的临床预后显著相关[19]。 本研究发现异

丙肾上腺素诱导的心脏肥大大鼠血清中 DGLA 含量

显著下调,进一步代谢通路分析结果表明不饱和脂

肪酸合成代谢与异丙肾上腺素诱导的大鼠心脏肥

大有关。 另外,心衰时嘌呤代谢也发生明显改变。
王真真等[20]研究表明在冠状动脉结扎诱导的大鼠

心衰模型中,心肌黄嘌呤氧化酶( xanthine oxidase,
XO)表达显著上调,本研究发现在异丙肾上腺素诱

导的大鼠心脏肥大模型中,血清脱氧腺苷含量显著

增加,二者都体现了嘌呤分解代谢活跃的特点。 脱

氧腺苷是腺嘌呤的一种代谢产物,其在心脏肥大发

病中的作用尚有待进一步研究。
本文采用代谢组学的分析手段检测了异丙肾

上腺素诱导的心脏肥大大鼠血清代谢物的变化,通
过多元统计分析,确定了鞘氨醇-1-磷酸、二高-γ-亚
麻酸、D-果糖-1,6-二磷酸、脱氧腺嘌呤核苷、N-乙酰

蛋氨酸、植物鞘氨醇、尿囊素、3-酮基-β-D-半乳糖、
辛烷和甘油 10 个生物标志物,这些代谢物主要与鞘

脂代谢、甘油脂代谢、半乳糖代谢、不饱和脂肪酸的

生物合成和嘌呤代谢等途径有关。 本研究为探索

心脏肥大的发病机制和诊断防治提供了实验依据。
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电针对炎性痛大鼠背根神经节卫星胶质
细胞活化和 P2X7 受体表达的干预

周游1,汪雯1,蔡杨乾1,杜俊英1,邵晓梅1,蒋永亮1,刘伯一1,高宏2∗,梁宜1,2∗,
方剑乔1,2

(1. 浙江中医药大学第三临床医学院针灸神经生物学实验室 浙江省针灸神经病学重点实验室,
杭州　 310053; 2. 浙江中医药大学附属第三医院针灸科, 杭州　 310053)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察电针对慢性炎性痛大鼠患侧足跖机械痛阈(paw withdrawal thresholds,PWTs)以及背根神

经节(dorsal root ganglia, DRG)内卫星胶质细胞及其 P2X7 受体活化的影响,探讨电针抗大鼠炎性痛的外周机制。
方法　 第一部分:将大鼠完全随机分为空白组(Con group,n = 12)、炎性痛组(CFA group,n = 12)、炎性痛+电针组

(CFA + EA group,n= 12)、炎性痛+假电针组(CFA + sEA group,n = 12)。 炎性痛大鼠于右后足掌侧正中皮下注射

完全弗氏佐剂(complete freud’s adjuvant,CFA)每只 0. 1 mL 构建模型;电针处理取穴“足三里”、“昆仑”,电针参数

为疏密波,频率 2 / 100 Hz,强度 0. 5-1-1. 5 mA(每个强度治疗 10 min),每日 1 次,连续 7 d。 检测造模前和造模后 1、
3、7、8、10、12、14 d 各组大鼠机械痛阈,采用免疫印迹法检测造模后 14 d 各组大鼠患侧 DRG 中神经胶质酸性蛋白

(glial fibrillary acidic protein,GFAP)及 P2X7 受体活化情况。 第二部分:将大鼠随机分为炎性痛+DMSO 组(CFA +
DMSO group,n= 8)、炎性痛+P2X7R 抑制剂 A740003 组(CFA + A740003 group,n = 10)、炎性痛+电针+生理盐水组

(CFA + EA + NS group,n= 8)、炎性痛+电针+P2X7R 激动剂 BzATP 组(CFA + EA + BzATP group,n= 12),分别鞘内

注射相应药物。 分别于手术前、造模前、造模后和给药后各时点检测大鼠 PWTs 变化。 结果　 (1)CFA 致炎性模型

大鼠痛阈显著下降(P < 0. 01),电针治疗后其机械痛阈显著升高(P < 0. 01)。 CFA 足底注射 14 d 后,大鼠患侧 L4
-6 DRG 中 GFAP、P2X7 蛋白表达显著增多(P < 0. 05);电针显著抑制大鼠患侧 L4-6 DRG 中 GFAP、P2X7 蛋白表

达(P <0. 05),而 CFA + sEA 组却无明显变化(P> 0. 05)。 (2)与 CFA + DMSO 组比较,鞘内注射 P2X7 抑制剂

A740003 显著提高 CFA 大鼠机械痛阈(P < 0. 01);CFA + EA + BzATP 组大鼠 PWTs 明显低于 CFA + EA + NS 组

(P <0. 01)。 结论　 抑制大鼠背根神经节卫星胶质细胞活化和 P2X7 受体表达参与电针抗慢性炎性痛,可能是电

针镇痛外周机制之一。
【关键词】 　 慢性炎性痛;电针镇痛;背根神经节;卫星胶质细胞;P2X7 受体
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【Abstract】　 Objective　 To observe the effects of electroacupuncture (EA) on ipsilateral paw withdrawal thresholds
(PWTs), activation of satellite glial cells, and the P2X7 receptor in the dorsal root ganglia (DRG) of rats with chronic
inflammatory pain, and further explore the peripheral mechanism of EA against chronic inflammatory pain. Methods　 Part
1: Rats were randomly divided into the control group (Con group; n= 12), CFA-induced inflammatory pain group (CFA
group; n= 12), CFA model plus EA treatment group (CFA + EA group; n= 12), and CFA model plus sham EA treatment
group (CFA + sEA group; n= 12). The CFA inflammatory pain model was established by injecting 0. 1 mL CFA into the
plantar of the rat right hind foot. EA at a 2 / 100 Hz alternative frequency and gradual intensity (0. 5, 1, and 1. 5 mA, 10
min each) was administered at acupoints “Zusanli” and “Kunlun” for 30 min per day for 7 days. PWTs were detected at
1, 3, 7, 8, 10, 12, and 14 days after CFA injection. Protein expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and
P2X7 receptor in DRG at day 14 post-CFA was measured by western blotting. Part 2: CFA rats were randomly divided into
the CFA plus DMSO group (CFA + DMSO group; n = 8), CFA plus P2X7R agonist A740003 group (CFA + A740003
group; n= 10), EA plus normal saline group (CFA + EA + NS group; n= 8), and EA plus P2X7R agonist BzATP group
(CFA + EA + BzATP group; n= 12), which were intrathecally administrated with DMSO, A740003, normal saline, and
BzATP respectively. PWTs were measured at pre-surgery, pre-CFA, post-CFA, and post-intrathecal injection. Results
Part 1: PWTs of CFA rats were decreased significantly (P < 0. 01) and EA significantly increased PWTs (P < 0. 01).
CFA injection significantly increased the expression of GFAP and P2X7 receptor in the ipsilateral L4-6 DRG of rats (P <
0. 05). EA significantly reduced the expression of GFAP and P2X7 receptor in the L4-6 DRG of rats (P < 0. 05), but
sham EA had no obvious effect (P > 0. 05). Part 2: Compared with the CFA + DMSO group, intrathecal injection of P2X7
receptor antagonist A740003 significantly increased PWTs of CFA rats (P < 0. 01). PWTs in the CFA + EA + BzATP
group were significantly lower than those in the CFA + EA + NS group (P < 0. 01). Conclusions 　 Electroacupuncture
alleviates chronic inflammatory pain in rats, which might be related to the reduction of satellite glial cell activation and
decrease of P2X7 receptor activation in the rat DRG. Inhibition of satellite glial cell activation and a decrease of P2X7
receptor expression contribute to EA treating chronic inflammatory pain, which may be one of the peripheral mechanisms of
EA analgesia.

【Keywords】　 chronic inflammatory pain; Electroacupuncture’s analgesia; dorsal root ganglia; satellite glial cells;
P2X7 receptor
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　 　 随着生活水平的不断提升,人们对生活质量的

要求日益提高,而慢性疼痛是损害患者生活质量的

重要因素之一。 有报道显示:去年,发达国家中的

慢性疼痛患者人数达到人口总数的 37. 3%,而发展

中国家则高达 41. 1%[1]。 最新报道显示美国慢性

疼痛的发病率高达 4. 8%[2],中国流行病学研究结

果显示女性慢性疼痛发生率高于男性 (女性:
39. 92%,男性:32. 17%) [3]。 慢性疼痛严重影响患

者的生活质量,给个人和社会造成巨大负担。 炎性

疼痛是慢性疼痛的主要类型之一,目前主要采用非

甾体类抗炎药(non-steroidal anti-inflammatory drugs,
NSAIDs)进行治疗[4]。 虽然 NSAIDs 抗炎镇痛疗效

显著,但因胃肠道损伤、心血管损害等副作用而限

制其临床应用。 电针疗法作为新型针刺疗法,因其

镇痛疗效确切被广泛应用于临床镇痛[5]。
嘌呤 P2X7 受 体 ( purinergic P2X7 receptor,

P2X7R)是三磷酸腺苷敏感的配体门控阳离子通

道的 受 体, 在 外 周 选 择 性 表 达 于 卫 星 胶 质 细

胞[6-7] ,新近研究表明 P2X7R 在疼痛信号传导中

起重要作用[8-11] 。 课题组前期研究已证实电针有

较好抗炎镇痛效应[12-14] ,电针抗炎性痛效应是否

与抑制外周卫星胶质细胞活化及其 P2X7R 表达

相关,暂未见相关报道。 故本研究通过观察电针

对炎性痛大鼠背根神经节卫星胶质细胞活化与

P2X7R 表达的干预,以期揭示电针抗炎性痛的部

分外周调控机制。
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1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级健康雄性 SD 大鼠 86 只,6 周龄,体重

(180 ± 20) g,购自中国科学院上海实验动物中心

【SCXK(沪)2018 - 0006】,由浙江中医药大学实验动

物中心饲养【SYXK(浙)2018-0012】,本实验饲养期

间给予啮齿类动物标准颗粒饲料(由浙江中医药大学

实验动物中心提供)及自由饮水,12 h 循环灯光,恒定

湿度,室温(23 ± 2)℃。 本实验所有操作均符合浙江

中医药大学实验动物管理与伦理委员会实验伦理学

要求,伦理审批号: IACUC-20190715-03。
1. 1. 2　 试剂与仪器

完全 弗 氏 佐 剂 ( F5881, 美 国 Sigma ), 兔 抗

P2X7R(APR-004,美国 Alomone),GAPDH(3683,美
国 CST),兔抗 GFAP(ab7260,美国 Abcam),山羊抗

兔 IgG H&L(ab6721,美国 Abcam),P2X7R 选择性

抑制剂 A740003(3701,美国 Tocris),P2X7R 选择性

激动剂 BzATP (B6396,美国 Sigma),BCA 试剂盒

(P0010,中国碧云天),ECL 试剂盒(P0018,中国碧

云天)。
纤毛 机 械 刺 激 针 ( NC12775, 美 国 Stoelting

Co.);韩氏穴位神经刺激仪(HANS-200 A,中国联

创科技公司);一次性无菌针灸针(0. 25 × 13 mm,
中国苏州医疗用品厂有限公司);恒温手术台(美国

Harvard);动物麻醉机(WMR,美国 MATRX);超声

波粉碎机(中国宁波新芝生物科技有限公司);电泳
-转印系统(美国 BioRad);台式高速冷冻离心机

(Sorvall Biofuge Stratos,美国 Thermo Scientific);酶
标仪(SpectraMax M4,美国 Molecular Devices);凝胶

成像系统(Image Quant LAS4000,德国 GE)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物造模

每只大鼠右后足掌面正中皮下注射完全弗氏

佐剂(complete freud’ s adjuvant,CFA)0. 1 mL,建立

大鼠炎性痛模型;对照大鼠仅在相同位置注射相同

剂量的 0. 9%生理盐水溶液。
1. 2. 2　 鞘内置管术

使实验第二部分大鼠适应环境 3 d 后,于模前

8 d进行鞘内置管术。 具体方法如下:采用异氟烷

(输出浓度为 2%)以 500 mL / min 氧气流量进行低

流量吸入麻醉。 将大鼠背部 L6-S1 区域常规去毛备

皮。 于大鼠 L6-S1 棘突中间纵向做切口,分离肌肉

与棘间韧带,用咬骨钳去除 L6 部分棘突,形成“V”

形切口,暴露椎间隙。 用导引针头刺穿硬脊膜,随
后将 PE-10 导管从穿刺部位斜向上缓慢插入,使其

到达 L4-L5 间隙。 经皮下隧道将导管另一端于颈部

引出,前端保留 4 ~ 6 cm,热熔封闭管的外端口。 置

管术后肌肉注射青霉素并单笼饲养。 术后待大鼠

活动自如后,注入 10 μL 的 2%利多卡因及 25 μL 生

理盐水。 鞘内注射后 30 s 内大鼠出现双下肢麻痹,
拖地、不能负重,钳夹或针刺不产生缩足反应,待药

效消退后可完全恢复正常肢体活动能力,以此验证

鞘内置管成功,否则为失败。
1. 2. 3　 分组与处理

第一部分:48 只大鼠完全随机分为 4 组:空白

组(Con 组,n= 12)、炎性痛组(CFA 组,n= 12)、炎性

痛 + 电针组(CFA + EA 组,n= 12)、炎性痛+假电针

组(CFA + sEA 组,n = 12)。 除了 Con 组,余三组大

鼠均接受造模和与 CFA + EA 组相同固定处理。
CFA + EA 组于造模后第 8 天介入电针治疗,采用

0. 25 mm × 13 mm 针灸针刺入大鼠双侧“足三里”、
“昆仑”,连接 HANS-200 A 韩氏电针仪,刺激参数

选用疏密波、频率 2 / 100 Hz、强度为 0. 5-1-1. 5 mA
(每 10 min 步进 0. 5 mA),每次治疗 30 min,每日 1
次,连续 7 d;CFA + sEA 组仅将针灸针刺入相同穴

位皮下不予通电。
第二部分:鞘内置管术成功的 38 只大鼠随机分

为炎性痛 + DMSO 组(CFA + DMSO 组,n= 8)、炎性

痛 + A740003 组(CFA + A740003 组,n = 10)、炎性

痛+电针+生理盐水组(CFA + EA + NS 组,n = 8)和
炎性痛+电针 + BzATP 组(CFA + EA + BzATP 组,n
= 12),于造模后第 12 ~ 14 天分别鞘内注射 10 μL
不同药物(0. 1% DMSO 溶液、250 nmol / L A740003
溶液、灭菌生理盐水和 280 nmol / L BzATP 溶液),每
日 1 次,连续 3 d。 考虑到留置 PE 管体积,每次鞘

内给药后给予 25 μL 灭菌生理盐水冲管后再行封

管。 CFA + EA + NS 组和 CFA + EA + BzATP 组鞘

内给药前给予电针治疗,具体参数同第一部分,共
治疗 7 次。
1. 2. 4　 痛行为检测

采用缩腿阈(paw withdrawal threshold,PWT)作
为大鼠痛行为观测指标,分别于 CFA 造模前后、电
针治疗和鞘内给药前后不同时间点检测 PWT。 正

式测定前将大鼠置于铁丝网上的透明有机玻璃箱

内(20 cm × 20 cm × 15 cm),使其适应环境 30 min。
待大鼠停止梳理毛发和探索性活动,选用不同 Von
Frey 丝(0. 4、0. 6、1、2、4、6、8、15、26 g)垂直刺激大

鼠右后足底中部,向大鼠足垫施加压力至 Von Frey
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丝轻微弯曲并持续 5 s。 若大鼠出现缩腿或舔足反

应则为阳性反应,记为“X”并给予相邻小一级力度

的刺激。 当该力度的 von Frey 纤维刺激不能引起阳

性反应时,则记为“O”并给予相邻大一级力度的纤

维刺激,每次刺激间隔 30 s。 由此可得到一串以

“O”或“X”组合的序列,并使用 Chaplan 等[15] 描述

的方法进行计算。 若计算得出 50% PWTs > 26. 0 g
或< 0. 4 g,仍以 26. 0 g 或 0. 4 g 作为最大或最小值。

注:A:实验流程图;B:与同期 Con 组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与同期 CFA 组比较,▲P < 0. 05,▲▲P < 0. 01;与同期 CFA + sEA 组比

较,# P < 0. 05,##P < 0. 01。 (下图同)

图 1　 各组大鼠不同时间点 PWTs 变化

Note. A, Illustration of experimental design. B, Compared with Con group,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01. Compared with CFA group,▲ P < 0. 05,
▲▲P < 0. 01. Compared with CFA + sEA Group,# P < 0. 05,##P < 0. 01. (The same in the following Figures)

Figure 1　 Comparisons of PWTs among groups of rats at different timepoints

1. 2. 5　 取材及样本处理

本实验于 CFA 模后 14 d 检测完 PWT 后,进行

取材。 用 3%戊巴比妥钠(0. 15 mL / 100 g)腹腔注射

麻醉大鼠,暴露心脏,左心室、升主动脉用 4℃预冷

的生理盐水快速灌注,快速取出患侧 L4-6 DRG,置
入-80℃冰箱中保存。
1. 2. 6　 免疫印迹法检测大鼠 DRG 中 GFAP、P2X7R
蛋白表达

将大鼠患侧 L4 - 6 背根神经节 ( dorsal root
ganglion, DRG) 使用 RIPA 裂解液提取总蛋白,
BCA 法测定蛋白浓度后,进行蛋白变性。 上样时

采用 8%分离胶、5%浓缩胶制胶,电泳后转印致

PVDF 膜。 使用 5% 脱脂奶粉封闭,分别用 TBST
稀释好的一抗:兔抗 P2X7R(1 ∶1000,Alomone),兔
抗 GFAP ( 1 ∶ 2000, Abcam), GAPDH ( 1 ∶ 1000,
CST),4℃孵育过夜。 随后加入 TBST 稀释的二抗:
山羊抗兔 IgG H&L(1 ∶10000,Abcam),室温搅动孵

育 2 h。 使用 ECL 发光试剂盒显色拍片。 采用德

国 GE 公司凝胶成像系统 ImageQuant LAS 4000 进

行成像,拍片后使用 Image J 软件计算条带的平均

灰度值。
1. 3　 统计学分析

实验数据以平均值 ± 标准误( 􀭰x ± s􀭰x )表示,采
用 SPSS 21. 0 软件进行统计分析。 两组组间采用独

立样本 t 检验,多组间比较采用单因素方差分析,多
组间不同时间点采用双因素重复测量方差分析。
两两比较方差齐性时采用 LSD 检验、方差不齐时采

用 Dunnett’s T3 检验;均以 P< 0. 05 为差异有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠 PWTs 变化

如图 1 所示,造模前各组大鼠患侧基础 PWTs
无差异(P> 0. 05)。 与 Con 组比较,余三组大鼠造

模后 1、3、7 d 时 PWTs 显著降低(P< 0. 01);模后第

8 天介入电针治疗,每次电针治疗后 30 min 内完成

PWTs 测量。 单次电针治疗后,CFA + EA 组大鼠患

侧 PWTs 并未出现显著变化(P> 0. 05)。 电针治疗

3、5、7 次后,CFA + EA 组大鼠患侧 PWTs 逐渐递

增,显著高于同期 CFA 和 CFA + sEA 组(P< 0. 05
或 P< 0. 01),但仍低于同期 Con 组(P< 0. 01)。 结

果提示重复电针治疗可有效缓解 CFA 诱发的慢性

炎性痛。
2. 2　 各组大鼠 L4-6 DRG 中 GFAP 蛋白表达变化

如图 2 所示,造模后 14 d 时,CFA 大鼠患侧 L4
-6 DRG 中 GFAP 蛋白表达显著高于同期 Con 组(P
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< 0. 05); CFA + EA 组大鼠患侧 L4 - 6 DRG 中

GFAP 蛋白表达显著低于同期 CFA 组和 CFA + sEA
(P< 0. 05),与同期 Con 组无明显差异(P> 0. 05);
而 CFA + sEA 组与同期 CFA 组比较无显著差异(P
> 0. 05)。 结果表明电针可显著降低 CFA 大鼠患侧

DRG 中 GFAP 蛋白表达,提示电针可抑制外周卫星

胶质细胞活化。
2. 3　 各组大鼠 L4 - 6 DRG 中 P2X7R 蛋白表达

变化

如图 3 所示,于造模后 14 d,CFA 组大鼠患侧

L4-6 DRG 中 P2X7 蛋白表达显著高于同期 Con 组

(P< 0. 05);与同期 CFA 组比较,CFA + sEA 组大鼠

患侧 DRG 中 P2X7 蛋白表达无明显差异 ( P >
0. 05);CFA + EA 组大鼠患侧 DRG 中 P2X7 蛋白表

达显著低于同期 CFA 和 CFA + sEA 组 (均 P <
0. 05)。 结果表明电针可显著抑制 CFA 大鼠患侧

DRG 中 P2X7R 表达。
2. 4　 鞘内注射 P2X7R 选择性抑制剂 A740003 提

高炎性痛大鼠机械痛阈

如图 4 所示,实验大鼠接受鞘内置管术后予以

修复 1 周,分别于模前 8 d、模前 1 d 检测两组大鼠

基础 PWTs 情况,两组间无明显差异(P > 0. 05)。
两组大鼠经由相同造模处理,模后两组痛阈均无差

异(P> 0. 05)。 实验大鼠于造模后 12 ~ 14 d 分别

鞘内注射 A740003 或等量 0. 1% DMSO 溶液,CFA +
A740003 组大鼠患侧 PWTs 显著高于同期 CFA +
DMSO 组(均 P< 0. 01)。 结果提示鞘内给药 P2X7R
选择性抑制剂可拮抗 CFA 大鼠痛觉异常。
2. 5　 鞘内注射 P2X7R 激动剂 BzATP 翻转电针抗

炎性痛效应

如图 5 所示,实验大鼠接受鞘内置管术后予以

修复 1 周,分别于模前 8 d、模前 1 d 检测两组大鼠

基础 PWTs 情况,两组间无明显差异(P > 0. 05)。
两组大鼠经由相同造模处理,模后两组痛阈均无差

异(P> 0. 05)。 两组大鼠于造模后 8 ~ 11 d 均接收

电针治疗,组间无差异(P> 0. 05);于造模后 12 ~
14 d 各时点,CFA + EA + BzATP 组大鼠患侧足跖

PWTs 显著低于同期 CFA + EA + NS 组 (均 P <
0. 01)。 结果提示鞘内注射 P2X7R 激动剂 BzATP
可翻转 EA 对 CFA 大鼠的镇痛效应。

图 2　 各组大鼠 L4-6 DRG 中 GFAP 蛋白表达变化

Figure 2　 Changes of GFAP protein expression in L4-6 DRG among groups of rats

图 3　 各组大鼠 L4-6 DRG 中 P2X7R 蛋白表达变化

Figure 3　 Changes of P2X7R protein expression in L4-6 DRG among groups of rats
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注:A: 实验流程图;B: 与 CFA+DMSO 组比较,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。

图 4　 鞘内给药 P2X7R 抑制剂 A740003 提高 CFA 大鼠患侧 PWTs
Note. A, Illustration of experimental design. B, Compared with CFA + DMSO group,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01.

Figure 4　 Intrathecal injection of selective P2X7R inhibitor A740003 increased ipsilateral PWTs of CFA rats

注:A:本实验流程及 PWTs 测量时点示意图。 B:与 CFA + EA + NS 组比较,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。

图 5　 鞘内给药 P2X7R 激动剂 BzATP 翻转电针对 CFA 大鼠的镇痛效应

Note. A, Experiment process and timing of PWTs measurement. B, Compared with CFA + EA + NS group,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01.

Figure 5　 Intrathecal injection of selective P2X7R agonist BzATP reversed EA’s analgesia on CFA rats

3　 讨论

电针疗法是传统针刺疗法与微量电流刺激相

结合的一种新型疗法。 最早于二十世纪五十年代

由朱玉龙医生首次提出,用于替代临床针灸医师繁

琐的运针过程。 现代研究表明,电针是临床镇痛的

常用针灸方法,具有绿色、副作用小,临床上易于推

广等优点,广泛用于治疗炎性痛、神经病理性疼痛

等各类疼痛。 有临床观察研究结果表明电针镇痛

取穴双侧肢体较单侧(患侧)疗效显著[16]。 课题组

既往实验研究结果也表明,双侧电针穴位“昆仑”、
“足三里”能有效缓解大鼠炎性痛[17]。 既往研究表

明,CFA 致炎性痛大鼠模型于造模后 4 ~ 24 h 处于

急性期,1 ~ 3 d 处于亚急性期,3 d 后转向慢性

痛[18]。 本研究前期实验表明,CFA 致炎性痛模型于

模后 1 d 出现患侧 PWTs 显著下降,并持续维持较

低痛阈至模后 42 d。 模后 28 d,对侧 PWTs 显著降

低,出现“镜像痛”并维持至模后 42 d。 同时,热痛

( thermal withdrawal latency,TWL)在模后 1 d 显著下

降并持续至 14 d。 现有研究表明,通过在足底内注

射 CFA100 μL 可引起大鼠双侧机械性异常性疼痛,
及患侧热痛觉过敏。 CFA 致炎性痛患侧 PWTs 在模

后(< 1 h)迅速下降,在模后 7 d 到达最低峰值,并
持续维持较低痛阈至造模后 28 d。 约在模后 28 d,
对侧足跖也出现 PWTs 降低的情况。 同时,CFA 致

炎性痛也可引起 TWL 迅速下降( < 1 h)。 TWL 在
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模后 6 h 达到峰值,于模后 14 ~ 28 d 可缓慢恢复致

正常水平[18-19]。 本研究中机械痛、热痛变化趋势与

现有文献一致[18-19],说明造模成功。 Gao 等[19]通过

鞘内注射选择性 JNK 抑制剂,发现可降低 CFA 致慢

性炎性痛维持阶段的机械痛,但对其引起的热痛没

有影响。 Lao 等[20] 也指出,腹腔注射纳洛酮 ( 20
mg / kg)可逆转单次电针对 CFA 致炎性痛产生的机

械痛阈下降。 以上结果提示两者(热痛与机械痛)
机制有所差别,在慢性炎性痛的维持阶段,机械痛

变化较之热痛更具变化特点。 由于本研究处于慢

性炎性痛维持期,因此侧重机械痛的变化情况作为

行为学测定标准。 据研究表明,电针对 CFA 致炎性

痛大鼠患侧 PWTs、TWL 均具有升高作用[21-22],并
且电针治疗在辣椒素、角叉菜胶及 CFA 等不同药物

诱导的炎性痛模型均有效果[23]。 这与实验室前期

结果[24-25]相一致,提示电针治疗炎性痛效果确切。
本研究中观察到连续 7 d 电针治疗可升高 CFA 致炎

性痛大鼠患侧 PWTs 至模后 14 d,提示电针可以有

效对 抗 炎 性 疼 痛, 与 课 题 组 以 往 研 究 结 果 相

符[17,23-24]。 但本研究并未观察到单次电针的镇痛

效应,可能与炎性痛大鼠在足底注射 CFA 后 24 h 时

足部肿胀严重,导致大鼠缩足反应性降低所致,提
示重复电针可有效缓解慢性炎性痛,而在炎性痛急

性期治疗并不占优势。
背根神经节(dorsal root ganglion,DRG)是初级

感觉神经元的聚集地,负责将外周感觉信号传输至

中枢神经系统;外周损伤引起的 DRG 神经元胞体诱

发出持续性的自发异位放电,常被认为传入脊髓后

可增强外周信号和激发放大效应[25]。 卫星胶质细

胞(satellite glial cells,SGCs)分布在 DRG 神经元胞

体周围,SGCs 活化可调控 DRG 神经元兴奋性参与

外周痛觉敏化的调控。 胶质原纤维酸性蛋白( glial
fibrillary acidic protein,GFAP)被认为是中枢星型胶

质细胞和外周卫星胶质细胞活化的特异性标志物。
炎症、神经损伤等病理状态下 SGCs 可被激活,主要

表现为 GFAP 表达增加[26-27]。 本研究观察到 CFA
大鼠造模后 14 d 患侧L4-6 DRG 中 GFAP 表达显著

增高。 以往研究中在不同疼痛模型的不同时点也

观察到与本研究类似结果。 Liu 等[28]在脊神经结扎

(SNL)致神经病理性疼痛模型中,观察到 SNL 大鼠

于术后 4 h 便观察到 DRG 中 GFAP 表达增加,并持

续高水平表达至术后 7 d。 Nascimento 等[29] 研究表

明,在 CFA 致炎性痛模型中背根神经节 GFAP 表达

显著升高,造模后 7 d 到达表达高峰并维持高水平

至实验结束。 课题组以往研究结果显示,电针可抑

制 SNL 大鼠脊髓背角 GFAP 表达,提示电针镇痛与

其抑制星形胶质细胞密切相关[13]。 本研究中,我们

观察到电针可显著抑制大鼠足底注射 CFA 引起的

DRG 中 GFAP 表达升高,提示背根神经节 SGCs 活

化参与 CFA 诱发炎性痛,抑制 SGCs 活化介导电针

抗大鼠炎性痛效应。
近来研究表明,P2X7 受体在疼痛的发展和维

持中担当重要角色,在炎性痛、神经病理性疼痛等

多种疼痛状态呈表达上调[8-11]。 已有研究证实

SGCs 活化与 P2X7R 表达增加成正相关,GFAP 与

P2X7R 蛋白表达在 CCI 模型导致的神经病理性疼

痛状态下均有升高趋势[30];Wu 等[31] 发现在 gp120
诱导的神经病理性疼痛中大鼠 DRG 内 P2X7R 和

GFAP 的荧光共表达增加。 在外周神经组织中,嘌
呤 P2X7 受体特异性表达于 SGCs 中,背根神经元和

SGCs 可以通过 ATP 释放和 P2X7R 激活进行细胞

间通信。 以往有研究发现 CFA 大鼠 DRG 中 P2X7R
蛋白表达显著升高;敲除 P2X7R 基因可消除炎症诱

发的痛觉过敏;于大鼠足跖局部注射 P2X7R 非特异

性拮 抗 剂 oxidized ATP ( ox ATP ) 或 鞘 内 注 射

A740003 可有效缓解不同造模方式导致的炎性疼

痛[32-33]。 本研究结果也观察到 CFA 大鼠患侧 DRG
中 P2X7R 蛋白表达显著升高,且鞘内注射 P2X7R
拮抗剂 A740003 可有效提高 CFA 大鼠缩腿阈进而

缓解炎性疼痛,与以往研究结果较一致[32-33]。 关于

EA 是否通过调控 P2X7R 表达发挥镇痛作用相关研

究并不多见,主要集中于 EA 对中枢脊髓 P2X7R 表

达的干预研究。 以往研究表明,EA 可通过抑制脊

髓 P2X7R 阳性小胶质细胞活化进而缓解神经损伤

诱发的痛觉过敏[34];在颈部术后切口痛模型中,电
针可通过抑制颈髓 P2X7R 介导 fractalkine / CX3CR1
信号通路活化发挥镇痛效应[35]。 然而,抑制外周

P2X7R 表达是否参与电针镇痛的相关性研究,尚未

见相关报道。 本研究观察到电针可以显著抑制

CFA 大鼠患侧 DRG 中 P2X7R 蛋白表达,且鞘内注

射 P2X7R 特异性激动剂 BzATP 可有效翻转电针镇

痛效应,结果提示外周 P2X7R 参与电针抗炎性痛
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效应。
综上所述,电针可有效缓解大鼠慢性炎性痛,

抑制外周 SGCs 及其 P2X7R 活化可能是电针抗炎性

痛的外周作用机制之一。
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肠易激综合征内脏高敏模型不同制作方法的比较研究
张薇,赵映,郑倩华∗,黎明,张健强,李瑛,蔡定均

(成都中医药大学针灸推拿学院,成都　 610072)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究不同方法制作 IBS 内脏高敏幼鼠模型,并对其内脏敏感性及稳定性进行评价。 方法

将出生后第 2 天的 SD 大鼠幼鼠随机分成母婴分离组(A 组)、不可预测性母婴分离组(B 组)和空白对照组(C 组)。
造模成功后,观察大鼠一般情况及大便情况,并通过腹壁撤退反射(abdominal withdrawal reflex,AWR)评分和内脏痛

阈值测定大鼠内脏高敏性及持续性,检测结束后,取大鼠结肠组织进行病理检测。 结果　 各组间体重、结肠病理组

织检测无显著差异(P > 0. 05);与 A 组和 C 组比较,B 组大鼠大便颗数增多、粪便含水量增加;与 C 组相比,A 组及

B 组大鼠的 AWR 评分更高,且在 9 周龄时达到峰值,而在 11 周龄,A 组及 B 组大鼠 AWR 评分较之前降低;在 5 ~
9 周龄期间,与 C 组比较,A 组和 B 组引起的内脏痛阈值更低。 结论　 母婴分离和不可预测性母婴分离均可模拟出

IBS 内脏高敏性模型,其中不可预测性母婴分离模型更适合制作腹泻型 IBS 模型。 同时,IBS 内脏高敏存在时间依

赖性,模型稳定期多为造模结束后到大鼠 9 周龄以内。
【关键词】 　 肠易激综合征;内脏高敏;母婴分离;模型评价
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Methods for establishing rat models of irritable bowel syndrome visceral
hypersensitivity

ZHANG Wei, ZHAO Ying, ZHENG Qianhua∗, LI Ming, ZHANG Jianqiang, LI Ying, CAI Dingjun

(Acupuncture and Tuina College, Chengdu University of Chinese Medicine, Chengdu 610072, China)
Corresponding author: ZHENG Qianhua. E-mail: zhengqianhua@ cdutcm.edu.cn

【Abstract】　 Objective 　 To assess visceral hypersensitivity and constancy of visceral hypersensitivity models of
irritable bowel syndrome (IBS) in rats. Methods　 Two-day-old Sprague-Dawley rat pups were randomly divided into the
neonatal maternal separation group (group A), the unpredictable neonatal maternal separation group (group B), and the
control group ( group C). After successful modeling, the rats’ general conditions and stools were observed, and their
visceral hypersensitivity and constancy were determined via the abdominal wall withdrawal reflex and visceral pain
threshold. After testing, the rats’ colonic tissue was taken for pathological examination. Results　 Body weight and colonic
pathological examinations did not differ between the groups (P> 0. 05). Compared with groups A and C, rats in group B
had increased stools and stool water content. Compared with groups B and C, the abdominal withdrawal reflex(AWR)
threshold was highest in the group A rats and peaked at 9 weeks of age. The visceral pain threshold did not differ between
groups A and B but was lower in both groups compared with that of group C (P > 0. 05). Conclusions　 Both the neonatal
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maternal separation and the unpredictable neonatal maternal separation models simulated the IBS visceral hypersensitivity
model. The unpredictable neonatal maternal separation model better simulated a diarrheal IBS model. The visceral
hypersensitivity model was time-limited, and the optimal experimental time was within 9 weeks of age.

【Keywords 】 　 irritable bowel syndrome ( IBS ); visceral hypersensitivity; neonatal maternal separation;
model evaluation
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 肠易激综合征(irritable bowel syndrome,IBS)是
临床常见的功能性肠病,以腹痛、排便习惯改变及

粪便性状异常为主要临床表现[1]。 流行病学研究

发现,IBS 影响约 11%的全球人口,在中国 IBS 患病

率为 0. 82% ~ 11. 5%[2]。 现代研究表明 IBS 的发

病与内脏感觉过敏、胃肠动力学失常、精神因素、感
染因素等相关[3]。 其中内脏高敏作为 IBS 最主要的

病变特征之一,其主要表现为内脏组织对生理性刺

激及伤害性刺激的敏感性及反应性增强[4]。 在课

题组前期研究中发现,IBS 内脏高敏的造模方法较

多,虽各有优势,但都缺乏对模型内脏高敏状态的

稳定性和持续性进行深入研究。 另外,目前研究

IBS 内脏高敏所使用的幼鼠模型最常用的造模方法

为新生期母婴分离 ( neonatal maternal separation,
NMS)法[5-6],然而这种造模方式尚不完善[7],且刺

激因素相对单一。 因此,我们将 NMS 造模方法与慢

性不可预测性应激[8] 当中的时间应激相结合,并把

此模型称之为不可预测性母婴分离模型,将其与传

统母婴分离模型相比较,评估内脏高敏性及稳定性

和持续性上有何异同,为 IBS 内脏高敏幼鼠模型的

研究和该病的相关治疗研究提供思路。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

2 日龄清洁级 SD 大鼠 30 只,雌雄各半,体重(8
± 2. 5)g,由成都中医药大学实验动物研究中心提供

【SCXK(川)2019-11】,动物在成都中医药大学 SPF
级实验动物中心饲养【SYXK(川)2019-049】,室内

温度 18 ~ 24℃,湿度 50% ~ 70%,昼夜节律 12 h:
12 h。 所有操作均符合成都中医药大学实验伦理学

要求(成都中医药大学动物伦理备案号:2019-06),
并且实验操作过程中按实验动物使用的 3R 原则给

予人道关怀。
1. 1. 2　 试剂与仪器

二甲苯(AR 级),批号:20181020,福晨(天津)
化学试剂有限公司;苏木素染液,批号:G1005-1,武

汉赛维尔生物技术有限公司;伊红染液,批号:
G1001,武汉赛维尔生物技术有限公司;盐酸(AR
级),批号:20180118,成都市科龙化工试剂厂生产;
中性树胶,批号:BL704 A,Biosharp 生物公司;转轮

式切片机(徕卡-2016,德国);TSJ-Ⅱ型全自动封闭

式组织脱水机(常州市中威电子仪器有限公司,中
国);BMJ-Ⅲ型包埋机(常州郊区中威电子仪器厂,
中国);PHY-Ⅲ型病理组织漂烘仪(常州市中威电

子仪器有限公司,中国);数码三目摄像显微镜

(BA400Digital,麦克奥迪实业集团有限公司,中

国); 图 像 分 析 软 件 Image-Pro Plus 6. 0 ( Media
Cybernetics 公司,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组

每只幼鼠与哺乳母鼠共同饲养于塑料笼内,幼
鼠在出生后第 22 天断奶,第 30 天分笼,并进行雌雄

分离。 哺乳母鼠自由进食与饮水。 采用随机数字

表将幼鼠随机分成母婴分离组(A 组)、不可预测性

母婴分离组(B 组)和空白对照组(C 组),每组 10
只,雌雄各半。
1. 2. 2　 肠易激综合征内脏高敏性模型的建立　

A 组:乳鼠在出生后 2 ~ 21 d 每天与母鼠分离

3 h(9:00-12:00)。 B 组:乳鼠在出生后 2 ~ 21 d
每天与母鼠分离 3 h,每天随机安排分离时间刺激,
分离时间段为:①9:00-12:00;②14:00-17:00;③
19:00-22:00,且每个分离时间段不连续出现 3 d,
使动物不能预料分离刺激的发生。 C 组:乳鼠在出

生后 2 ~ 21 d 与母鼠一直共同饲养,不做任何分离

处理。
1. 2. 3　 观察指标

(1)一般情况

造模结束后,在大鼠 5 周龄、7 周龄、9 周龄和

11 周龄时对所有组别的大鼠进行体重测量,并且观

测所有组别大鼠的精神状态、皮毛色泽、活动度及

进食量,并将以上指标作详细记录。 进食量检测方

法为:将各组大鼠进行单笼饲养,称取 24 h 前后饲

料重量,进食量(g)= 原有饲料量(g)-剩余量(g)。
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(2)大便情况

造模结束后,在大鼠 11 周龄时观测各组大鼠的

大便颗数及粪便性状,采用 Bristol 大便分型量表[9]判

断粪便性状,评分标准为:1 分,分离的硬团;2 分,团
块状;3 分,干裂的香肠状;4 分,柔软的香肠状;5 分,
软的团块;6 分,泥浆状;7 分,水样便。 并测定粪便含

水量,方法如下:对所有组别大鼠分笼单只饲养,在自

由进食与饮水的情况下,每隔 2 h 收集各组大鼠粪便

一次,共收集 12 h 粪便,使用电子天平称秤得湿重

后,放入 50℃烤箱内烘烤 6 h 后,取出称干重,计算粪

便含水量。 含水量=(湿重-干重)× 100%。

表 1　 结肠病理组织评价炎症分级

Table 1　 Evaluation of colonic pathological tissue inflammation grade
分级

Systematics
表现

Performance
-(0 分)
0 mark

无炎症,固有层中无中性粒细胞浸润,间质无水肿
No inflammation, no neutrophil infiltration in the propria, no edema in the interstitial

+(1 分)
1 mark

轻度,固有层少量中性粒细胞浸润,轻度或无间质水肿
Mild, with a small amount of neutrophil infiltration in the lamina propria, mild or no interstitial edema

++(2 分)
2 marks

中度,固有层中等量粒细胞浸润,间质中度水肿
Moderate, moderate granulocyte infiltration in the lamina propria, moderate interstitial edema

+++(3 分)
3 marks

重度,固有层有中量到大量中性粒细胞弥漫性浸润,严重间质水肿
Severe, moderate to large neutrophil diffuse infiltration in the lamina propria, severe interstitial edema

(3)内脏高敏测定

造模结束后,在大鼠 5 周龄、7 周龄、9 周龄和

11 周龄时进行不同压力下结直肠扩张( colorectal
distention, CRD ) 刺 激, 并 使 用 腹 壁 撤 退 反 射

(abdominal withdrawal reflex,AWR)评分及内脏痛阈

值进行评价,以评估其内脏敏感性。
腹壁撤退反射评分:实验前 24 h 禁食但不禁

水,单手抓握大鼠后轻揉其肛口,排尽粪便后,用少

量乙醚麻醉。 将麻醉后的大鼠放入自制的大鼠固

定器中(清醒后大鼠在该固定器中只能上下运动,
无法前后活动及转身),将涂抹石蜡油的球囊导管

轻柔插入大鼠肛门,使球囊末端距肛门约 1 cm,并
用胶带将导管与鼠尾根部固定。 待大鼠清醒并能

适应环境后,向球囊内迅速充气,使球囊扩张压在

短时间内分别达到 20、40、60 和 80 mmHg。 每个压

力梯度保持 30 s,并观察记录 AWR 评分。 使用腹壁

撤退反射评分,评分标准:0 分:给予扩张刺激时大

鼠的情绪基本稳定;1 分:给予扩张刺激时大鼠变的

相对不稳定,偶尔扭动头部;2 分:腹背部肌肉轻微

收缩但腹部未抬离地面;3 分:腹背部肌肉强烈收缩

并把腹部抬离地面;4 分:腹部肌肉强烈收缩,腹部

呈弓形并把腹部、会阴部抬离地面[10]。 每次检测重

复 3 次,评分过程采用盲法评价,避免人为的主观

影响。
内脏痛阈值:将大鼠放入固定器中并插入球囊

导管(方法与腹壁撤退反射一致),向球囊内迅速充

气,压力从 0 mmHg 每次匀速递增 5 mmHg,每次扩

张持续 30 s 以观察大鼠的反应,待大鼠安静 l min
后,反复多次加压直至大鼠腹部抬起和背部拱起

(即 AWR 评分为 3 分)时的最低压力值作为内脏痛

阈值[11]。 每个压力值重复 3 次检测,取平均值整个

检测过程中为防止球囊对大鼠肠粘膜有所损害,球
囊压力控制在 0 ~ 80 mmHg 之间。

(4)大鼠结肠组织病理观察

在上述检测结束后,使用颈椎脱臼法处死大鼠

后,迅速取距肛门 4 ~ 5 cm 处约 1 cm 的远端结肠,
用 4%多聚甲醛中固定,石蜡包埋,切片,用苏木精-
伊红染色,在光学显微镜下观察切片:炎性细胞(主
要是中性粒细胞)在全层中浸润化及浸润的程度,
各细胞间质之间的水肿情况,并根据结肠病理组织

评价炎症分级[12]标准进行评分,如表 1 所示。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 21. 0 软件对实验数据进行统计学分

析。 首先对数据进行正态性分析,符合正态分布的

数据采用平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)描述,采用单因素

方差分析进行比较。 由于多个时间点比较,故组间

和组内差异同时采用重复测量进行比较。 不满足

正态分布的数据采用中位数(P25,P75)描述,采用

秩和检验进行比较,以 P < 0. 05 表示差异具有显

著性。

2　 结果

2. 1　 一般情况

由表 2 中所示,各组大鼠间体重无显著性差异

(P> 0. 05)。 由于不同性别大鼠在发育过程中体重
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增长会存在差异,因此我们对各组同性别大鼠的体

重做了比较,结果显示在 7 周龄及 11 周龄时,各组

同性别大鼠间体重无显著性差异(P> 0. 05) (见图

1)。 此外,与 C 组比较,A 组和 B 组大鼠精神较差,
毛发枯黄无光泽,活动减少,且进食量也有所减

少(表 3)。

2. 2　 大便情况

如表 4 所示,与 C 组比较,B 组在大便颗数及粪

便含水量上均有增加,且差异有显著性(P< 0. 05);
另外,A 组与 B 组两两比较显示,B 组大鼠大便颗

数、粪便含水量增加更多,且有显著性差异 ( P <
0. 05)。

表 2　 不同时间点各组大鼠体重比较( 􀭰x ± s, n = 10, g)
Table 2　 Comparison of the weight of rats in different groups at different time points( 􀭰x ± s, n = 10, g)

组别
Groups

5 周龄
5 weeks

7 周龄
7 weeks

9 周龄
9 weeks

11 周龄
11 weeks

母婴分离组
Neonatal maternal separation group 121. 52 ± 13. 63 136. 58 ± 4. 69 240. 67 ± 60. 01 296. 76 ± 74. 02

不可预测性母婴分离组
Unpredictable neonatal maternal separation group 135. 47 ± 13. 37 133. 47 ± 8. 31 215. 73 ± 49. 83 294. 34 ± 74. 77

白对照组
Control group 130. 72 ± 12. 11 138. 63 ± 11. 25 195. 00 ± 39. 92 287. 78 ± 64. 12

P 0. 069 0. 406 0. 149 0. 958

注:与空白对照组大鼠比较,∗P< 0. 05,#P< 0. 05。

图 1　 各组间同性别大鼠在不同年龄段的体重(g)比较

Note. Compared with the Control group,∗P< 0. 05,#P< 0. 05.

Figure 1　 Comparison of body weight (g) of rats of the same sex between different groups at different ages
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表 3　 各组大鼠进食量比较( 􀭰x ± s, n = 10, g)
Table 3　 Comparison of food intake of rats in each group( 􀭰x ± s, n = 10, g)

组别
Groups

5 周龄
5 weeks

7 周龄
7 weeks

9 周龄
9 weeks

11 周龄
11 weeks

母婴分离组
Neonatal maternal separation group 4. 00 ± 0. 000 4. 20 ± 1. 033 2. 80 ± 1. 135∗ 3. 60 ± 0. 966

不可预测性母婴分离组
Unpredictable neonatal maternal separation group 4. 60 ± 0. 843 3. 80 ± 1. 033 2. 40 ± 1. 647∗ 4. 20 ± 1. 033

空白对照组
Control group 4. 60 ± 0. 843 4. 40 ± 0. 966 4. 40 ± 0. 966 5. 00 ± 0. 000

注:与空白对照组比较,∗P< 0. 05。
Note. Compared with Control group,∗P< 0. 05.

表 4　 各组大鼠大便颗粒数、性状及含水量比较( 􀭰x ± s, n = 10)
Table 4　 Comparison of the number of stool particles, characters and water content of rats in each group( 􀭰x ± s, n = 10)

组别
Groups

大便颗粒(颗)
Stool particles(Pieces)

大便性状(分)
Stool characteristics(marks)

粪便含水量(%)
Fecal water content(%)

母婴分离组
Neonatal maternal separation group 6. 400 ± 5. 720▲ 4. 323 ± 0. 74 1. 124 ± 1. 160▲

不可预测性母婴分离组
Unpredictable neonatal maternal separation group 15. 700 ± 8. 520∗ 3. 887 ± 0. 35 2. 581 ± 1. 190∗

空白对照组
Control group 6. 900 ± 5. 950▲ 3. 847 ± 0. 27 0. 789 ± 0. 700▲

注:与空白对照组比较,∗P< 0. 05;与不可预测性母婴分离组比较,▲P< 0. 05。 (下表同)
Note. Compared with Control group,∗P< 0. 05. Compared with unpredictable neonatal maternal separation group,▲P< 0. 05.(The same in the following
Tables)

2. 3　 内脏高敏测定

2. 3. 1　 腹壁撤退反射评分

由图 2 所示,与 C 组相比,A 组及 B 组大鼠

AWR 评分更高,且在 9 周龄时达到峰值,而在 11 周

龄,A 组及 B 组大鼠 AWR 评分较之前降低。 此外,
各组同周龄大鼠 AWR 评分比较,在 5 ~ 9 周龄期

间,以 A 组大鼠的 AWR 评分最高。
2. 3. 2　 内脏痛阈值

由表 5 所示,与 C 组比较,在 5 ~ 9 周龄期间,A
组和 B 组引起腹部抬起与背部拱起的压力值更低,
但是在 11 周龄时痛阈值较 C 组更高。
2. 4　 大鼠结肠组织病理观察

如图 3 所示,A 组和 B 组动物结肠组织形态较

为完整,分层较为明显,结构清晰;黏膜层结构完

整,单层柱状上皮细胞排列紧密,形态正常,胞质染

色均匀,胞核轮廓清晰,未见变性或坏死脱落,部分

动物固有层内少量肠腺出现变性坏死,长单管状结

构消失,少量炎细胞呈小灶状聚集,包括中性粒细

胞及淋巴细胞;间质内未见明显水肿;黏膜下层可

见少量炎细胞散在分布;黏膜下层、肌层和外膜连

接紧密,结构完整清晰,其他未见明显病理变化。 C
组未见异常。 最后统计结果显示,与 C 组相比,A
组和 B 组病理评分稍有升高,但均不具有统计学意

义(P> 0. 05)。

3　 讨论

本研究将新生期母婴分离的造模方法与慢性

不可预测性应激当中的时间应激相结合,制作了不

可预测性母婴分离模型。 旨在将母婴分离这一种

单一因素的造模方法与其他刺激因素相结合,更能

体现出 IBS 发病复杂性的特点。 同时,大量实验中

母婴分离模型的分离时间相对固定 (一般为上

午) [13-14],此分离时间存在局限性,易对幼鼠产生耐

受,故我们在母婴分离模型中加入了时间随机这一

不可预测性应激刺激,使幼鼠不能提前感知母婴分

离刺激的到来,不易产生耐受。
从本研究的结果可以看出,母婴分离法与不可

预测性母婴分离法均可复制 IBS 模型,但各自的侧

重点不同,从大便情况来看,与母婴分离组及空白

对照组比较,不可预测性母婴分离组大鼠大便颗数

更多,多为软稀便,且粪便含水量增加更多,这说明

与其余两组相比,不可预测性母婴分离模型更符合

制作腹泻型 IBS 模型。 而从 IBS 内脏高敏测定上,
与空白对照组和不可预测性母婴分离组大鼠比较,5
~ 9 周龄期间,母婴分离组大鼠的 AWR 评分最高,
这说明母婴分离组的内脏高敏程度高于其余两组,
更适合制作 IBS 内脏高敏模型。 从 IBS 内脏高敏持

续性测定可以看出,内脏高敏状态具有时间依赖
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注:与空白对照组比较,∗P< 0. 05。

图 2　 不同时间点不同直肠扩张压力下各组大鼠 AWR 的比较( 􀭰x ± s, n = 10)
Note. Compared with Control group,∗P< 0. 05.

Figure 2　 Comparison of AWR of rats in different groups under different rectal dilatation pressure at
different time points( 􀭰x ± s, n = 10)

表 5　 不同时间点各组大鼠内脏痛阈值的比较( 􀭰x ± s, n = 10, mmHg)
Table 5　 Comparison of visceral pain thresholds of rats in different groups at different time points( 􀭰x ± s, n = 10,mmHg)

组别
Groups

5 周龄
5 weeks

7 周龄
7 weeks

9 周龄
9 weeks

11 周龄
11 weeks

母婴分离组
Neonatal maternal separation group 69. 67 ± 10. 83 68. 67 ± 7. 40 55. 67 ± 12. 77∗▲ 74. 67 ± 4. 77

不可预测性母婴分离组
Unpredictable neonatal maternal separation group 72. 00 ± 4. 21 66. 00 ± 15. 78 76. 80 ± 5. 18 75. 97 ± 4. 66

空白对照组
Control group 74. 00 ± 5. 16 75. 00 ± 8. 18 76. 90 ± 8. 18 73. 00 ± 6. 75

注:中性粒细胞(↑);淋巴细胞浸润(↑)。

图 3　 各组结肠组织病理光镜观察图(× 400,标尺= 100 μm)
Note. Neutrophils (↑). Lymphocyte infiltration (↑).

Figure 3　 Pathological observation of colonic tissue in each group (× 400, Scale bar= 100 μm)
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性。 在造模后,大鼠呈现出内脏高敏状态,且在 9 周

龄时达到峰值,而在大鼠 11 周龄时有所下降。 这一

现象提示在研究 IBS 幼鼠模型内脏高敏状态时,应
严格注意时间。 造模后,模型在 9 周龄之前呈现出

稳定的内脏高敏状态,在这之后便出现内脏高敏自

愈倾向。 同时,这一现象也提示在研究相关干预措

施对内脏高敏状态的治疗作用中,应该充分考虑模

型自愈可能带来的效力评价准确性、客观性问题。
从实验结果可以看出,幼鼠在造模结束后,内脏高

敏感性仅能维持到成年后 3 周内,而幼鼠模型需在

其成年后(即 8 周龄)才能施加干预措施,因此我们

在造模后施加干预措施时,应在幼鼠模型成年后 3
周以内施加,才能准确观测到干预措施对模型内脏

高敏状态的影响。
综上所述,母婴分离法及不可预测性母婴分离

法均可模拟 IBS 内脏高敏模型,但各具优劣及其适

合的研究症状。 此外,本研究发现幼鼠模型内脏高

敏状态存在时间依赖性,最佳研究时间为大鼠 9 周

龄以内。 本研究创新性的制作不可预测性母婴分

离模型,弥补了传统母婴分离模型分离时间存在耐

受性不足,并且观察了该模型的内脏高敏持续性,
这在前期文献研究中鲜有研究及说明,对今后该疾

病的模型评价及干预措施研究提供证据。
然而本研究尚存在一些不足,在研究中仅对模

型的一般情况、大便性状、内脏敏感性及肠道病理

情况进行测定,未针对模型的心理状态进行深入研

究,在后期研究中可以增加高架十字迷宫、旷场试

验等动物模型精神行为学的检测,以检测母婴分离

模型及不可预测性母婴分离模型对幼鼠的精神活

动有无影响。 另外,使用腹壁撤退反射评分及内脏

痛阈值进行内脏高敏评价具有一定的主观性,因此

在后期可加入腹壁肌电活动或脊髓诱发电位等检

测对内脏敏感性测定有更为客观的评价。 本文对

通过不同方法制作 IBS 内脏高敏幼鼠模型,并对其

内脏高敏情况及模型持续性进行了评价,为今后

IBS 内脏高敏模型的建立、运用及治疗评价等基础

研究提供思路。
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高尿酸血症及并其发症大鼠模型的建立
陈林军1,杨焱2,吴迪2,陈万超2,董国超1,乔徐馨1,吴春燕1,李婷婷1,3∗

(1. 上海健康医学院医学技术学院,上海　 200237; 2. 上海市农业科学院食用菌研究所,上海　 201403;
3. 上海海洋大学食品学院,上海　 201306)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种稳定高效的高尿酸血症合并肝肾损伤及痛风性关节炎等并发症的大鼠模型。 方法

雄性 Sprague-Dawley大鼠(下称 SD 大鼠)48 只,随机分为 6 组(每组 8 只),分别为空白对照组(Control 组)、氧嗪酸

钾组(OA 组)、氧嗪酸钾+次黄嘌呤组(OA + H 组)、氧嗪酸钾+酵母膏组(OA + YE 组)、10%果糖 + 0. 2%乙胺丁醇

组(10% Fru + 0. 2% EMB 组)、2%氧嗪酸钾联合 12%酵母特殊饲料组(OA PO 组)五种不同药物与不同浓度的实

验,5 周后通过大鼠血清尿酸、肌酐、尿素等生化指标的测定以及肾和关节滑膜肌病理切片观察。 结果　 与空白对

照组比较,OA PO 组血清尿酸值升高,伴有严重的肝肾损伤和关节炎症。 OA、OA + H、OA + YE、10% Fru + 0. 2%
EMB 组未达到高尿酸水平,但出现一定程度的肝肾损伤及关节炎症。 结论　 2%氧嗪酸钾和 12%酵母膏混合饲料

建立高尿酸血症及并发症模型的效果最佳,此模型也适用于高尿酸血症引起肾损及关节炎症的相关研究。
【关键词】 　 高尿酸血症;尿酸;氧嗪酸钾;肝肾损伤

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2020) 04-0510-07

Establishment of a rat model of hyperuricemia and its complications
CHEN Linjun1, YANG Yan2, WU Di2, CHEN Wanchao2, DONG Guochao1, QIAO Xuxin1, WU Chunyan1, LI Tingting1,3∗

(1. Shanghai University of Medicine & Health Sciences, Shanghai 200237, China.
2. Institute of Edible Fungi, Shanghai Academy of Agriculture Sciences, Shanghai 201403.

3. College of Food Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201316)
Corresponding author: LI Tingting. E-mail: litt@ sumhs.edu.cn

【Abstract】　 Objective　 To establish an efficient rat model of hyperuricemia with liver and kidney injury, gouty
arthritis and other complications. Methods 　 Forty-eight male Sprague-Dawley rats were randomly divided into the blank
control group (control group), oteracil potassium group (OA group), oteracil potassium with 6-hydroxypurine group (OA
+ H group), oteracil potassium with yeast extract group (OA + YE group), 10% fructose with 0. 2% ethambutol group
(10% Fru + 0. 2% EMB group), and the 2% oteracil potassium mixed with 12% yeast extract peculiar feed group (OA
PO group) (n= 8 rats per group). Blood was collected from the tail vein once weekly, the serum uric acid and urea values
were detected, and the model was studied for 5 consecutive weeks. Results　 Compared with the control group, the OA PO
group reached high serum uric acid levels with severe liver and kidney damage and joint inflammation in week 5. The uric
acid values of the OA + H, OA + YE and 10% Fru + 0. 2% EMB groups failed to reach high levels. However, biochemical
indicators showed that liver and kidney damage occurred in these four groups. Hematoxylin and eosin staining showed that
the knee joints of the model group had synovial thickening and scattered and disordered arrangement to varying degrees.
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Conclusions　 The 2% oteracil potassium mixed with 12% yeast extract diet is the best diet for establishing a rat model of
hyperuricemia and its complications and is suitable for studying hyperuricemia-induced renal injury and arthritis.

【Keywords】　 hyperuricemia; uric acid; oteracil potassium; liver and kidney injury
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 近年来,随着生活水平的提高,我国居民的生

活习惯和膳食结构发生很大改变,高嘌呤和高糖食

物摄入的不断增加。 我国高尿酸血症患病率已达

13. 7%,发病年龄呈低龄化,高尿酸血症及其并发症

发病率呈逐年上升趋势。 尿酸是人类嘌呤代谢的

最终产物,当血中尿酸水平大于 420 μmol / L(7 mg /
dL)时即定义为高尿酸血症[1-3]。 尿酸盐在关节腔

和组织中沉积,进而引发痛风性关节炎、痛风性肾

病,高尿酸血症已是当前影响人类健康的一种严重

的代谢性疾病[4]。 因此建立稳定的高尿酸血症及

肝肾损伤动物模型,对人类预防高尿酸血症、筛选

相关治疗药物尤为重要。
人类由于缺乏尿酸酶,因而尿酸是嘌呤代谢的

最终产物。 但是其他大多数哺乳动物体内固有尿

酸酶,可将尿酸降解为尿囊素而随尿液排出体外,
故大多数动物体内血尿酸值较低,建立高尿酸血症

的动物模型是非常困难的[5]。 迄今为止,高尿酸造

模方法存在观察周期较短,不稳定的问题,国内外

尚无公认的高尿酸血症动物模型。 本研究采用给

予尿酸酶抑制剂氧嗪酸钾,同时增加体内尿酸前体

(次黄嘌呤、酵母)的量,以及高果糖摄入同时抑制

肾小管尿酸的分泌联合造模的方法,通过五个动物

模型组筛选大鼠血清尿酸升高并维持较长时间的

建模方法。 通过大鼠血清中尿酸(uric acid,UA)、尿
素(urea,Urea)、肌酐(creatinine,Cr)、丙氨酸氨基转

移酶(alanine aminotransferase,ALT)、天门冬氨酸氨

基转移酶(aspartate aminotransferase,AST)等水平的

检测来考察与评价其建立持续、稳定的高尿酸动物

模型的可行性,并同时对大鼠踝关节组织、肾组织

形态学观察来比较不同高尿酸血症造模法对肾、踝
关节继发性损伤的效果。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 Sprague-Dawley 大鼠(下称 SD 大

鼠)48 只,(6 ± 1)周龄,体重(190 ± 10) g,购自上

海西普尔-必凯实验动物有限公司【SCXK(沪)2019
-0812】,饲养在上海健康医学院实验动物中心

【SYXK(沪)2018-0029】,室温维持 25℃恒温,动物

自由饮水及摄食。 所有操作均根据美国国家卫生

研究院(NIH)发布的实验室动物护理和使用指南

(8th Edition, 2011, ISBN 10: 0-309-15400-6)进

行且均符合上海健康医学院动物实验伦理学要求

(审批号:2019-HXXM-05-3048)。
1. 1. 2　 试剂与仪器

氧嗪 酸 钾 ( Potassium Oxonate, PO, 阿 拉 丁,
P137112);次黄嘌呤(Hypoxanthine,H,H108384);
酵母膏(Yeast extract,YE,Y110984);盐酸乙胺丁醇

片(EMB,特一药业集团股份有限公司,国药准字

H44023635);普通大鼠饲料(辽宁省沈阳前民动物

实验饲料厂,GB14924. 3-2010);氧嗪酸钾联合酵母

混合饲料(2%氧嗪酸钾,12%酵母膏,定制于北京博

泰宏达生物);尿酸试剂盒(尿酸酶法、CH0101054、
迈克生物股份有限公司);尿素试剂盒(尿素酶-谷
氨酸脱氢酶法、CH0101051、迈克生物股份有限公

司)等。
离心机(eppendorf,centrifuge 5424,美国),全自

动生化分析仪(HITACHI,7080 Automatic Analyzer,
日本 ), PRECICE 全 自 动 数 字 切 片 扫 描 系 统

(PRECICE 500,北京优纳科技有限公司,中国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组

将 48 只雄性 Sprague-Dawley 大鼠(下称 SD 大

鼠)随机分为 6 组(每组 8 只),分别为空白对照组

(Control 组)、氧嗪酸钾组(OA 组)、氧嗪酸钾+次黄

嘌呤组(OA+H 组)、氧嗪酸钾+酵母膏组(OA + YE
组)、10%果糖+乙胺丁醇组(10% Fru + 0. 2% EMB
组)、2%氧嗪酸钾联合 12%酵母特殊饲料组(OA PO
组)。 所有动物适应生活环境,自由进食和饮水,1
周后开始实验。
1. 2. 2　 造模方法

Control 组给予正常饲养,OA 组给予 250 mg /
(kg·d)氧嗪酸钾腹腔注射,OA + H 组给予氧嗪酸

钾 250 mg / (kg·d)联合次黄嘌呤 100 mg / (kg·d)腹
腔注射, OA + YE 组给予氧嗪酸钾 250 mg / (kg·d)
腹腔注射联合酵母膏 3. 5 mL / ( kg·d)灌胃,除 OA
PO 组喂食氧嗪酸钾联合酵母特殊饲料,10% Fru +
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0. 2% EMB 组饮用果糖加乙胺丁醇的水外,其余组

别 SD 大鼠均摄取正常饲料和饮用正常水,造模方

法详见表 1。 每周尾部采血 1 次,连续造模 5 周。
1. 2. 3　 检测指标及处理

采血前 12 h 禁食、不禁水,每周对 SD 大鼠尾部

静脉抽血每只 0. 5 mL,37℃水浴 30 min,以 3000 r /
min 离心 15 min,取血清 200 μL,按照尿酸、尿素、丙
氨酸氨基转移酶和天门冬氨酸氨基转移酶试剂盒

(maccura,上海)的操作说明,并采用自动生化仪测

定血清中各生化指标的水平。
1. 2. 4　 大鼠肾及关节病理组织学检查

大鼠处死后,取全肾及膝关节,全肾用生理盐

水清洗后,浸泡在福尔马林溶液中固定。 SD 大鼠膝

关节浸润 EDTA 脱钙液中 12 d,达到用针可以轻松

刺穿的程度后,进行固定。 取肝、肾、膝关节组织进

行脱水、石蜡包埋、制片 ( 4 μm)、HE 染色、利用

PRECICE 全自动数字切片扫描系统观察。

表 1　 每周各组大鼠血清中尿酸水平变化(μmol / L,n= 8)
Table 1　 Changes of serum uric acid level in rats of each group every week(μmol / L,n= 8)

组别
Groups

1 周
1 week

2 周
2 weeks

3 周
3 weeks

4 周
4 weeks

5 周
5 weeks

Control 组
Control group 90. 60 ± 8. 67 83. 80 ± 11. 03 83. 00 ± 16. 53 92. 80 ± 21. 81 96. 20 ± 19. 11

OA 组
OA group 100. 80 ± 32. 16 101. 80 ± 16. 48 77. 80 ± 11. 86 86. 20 ± 17. 78 92. 60 ± 32. 46

OA + H 组
OA + H group 104. 80 ± 32. 15 79. 60 ± 19. 55 71. 40 ± 12. 93 　 78. 20 ± 5. 80 71. 60 ± 22. 23∗

OA + YE 组
OA + YE group 118. 40 ± 24. 20 99. 00 ± 25. 38 84. 60 ± 16. 00 79. 60 ± 18. 60 71. 20 ± 15. 31∗

10% Fru + 0. 2% EMB 组
10% Fru + 0. 2% EMB group 111. 40 ± 34. 50 84. 80 ± 28. 70 63. 00 ± 24. 28∗ 68. 80 ± 6. 41∗ 74. 20 ± 21. 04∗

OA PO 组
OA PO group 　 56. 60 ± 6. 22∗∗ 83. 40 ± 5. 12 95. 20 ± 40. 40 94. 60 ± 21. 84 154. 80 ± 59. 83∗∗

注:与 Control 组相比,∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01。
Note. Compared with Control group,∗P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01.

1. 3　 统计学分析

应用 SPSS Statics 统计学软件进行统计分析,实
验数据以平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示,组间比较采

用单因素方差分析,以 P< 0. 05 表示差异有显著性;
P< 0. 01 表示差异极具有显著性。

2　 结果

2. 1　 大鼠一般情况观察

空白组大鼠饮食正常,毛色光滑,反应灵敏,体
重正常;5 个造模组随着时间的推移,体重相对空白

对照组有明显减轻,毛色发黄,食量减少,排尿量明

显增多,且 1 月后造模组开始出现大鼠踝关节红肿

等炎症,脚踝行动不灵活现象,且 OA PO 组大鼠体

重减轻最明显,精神萎靡,易怒,且脚踝肿胀程度明

显高于其他造模组。
2. 2　 大鼠血清中尿酸值、尿素值变化

2. 2. 1　 不同造模组大鼠血清中尿酸值变化

与空白组相比较,除 OA PO 组外,其余模型组

尿酸值总体没有升高反而略微有所降低,无统计学

意义;建模 1 周,模型组 OA、OA + H、OA + YE、10%
Fru + 0. 2% EMB 与空白组接近,OA PO 组尿酸反

而降低,可能是氧嗪酸钾作为一种尿酸酶的竞争性

抑制剂,大鼠体内尿酸浓度快速升高时,可能反馈

性促进尿酸酶的表达或者活性增加[6];建模 5 周,
OA PO 组尿酸值与空白组比较有显著的升高,且差

值具有统计学意义;OA、OA + H、OA + YE、10% Fru
+ 0. 2% EMB 模型组与空白组相比较尿酸值持续降

低,出现模型组尿酸值不升高反而降低的异常现

象,可能与大鼠体内的尿酸酶活力反馈性升高有

关。 (见表 1)
2. 2. 2　 不同造模组大鼠血清生化指标的比较　

血尿素(Urea)与肌酐(Cre)都是反应肾功能的

重要指标,丙氨酸氨基转移酶(AST)和天门冬氨酸

氨基转移酶(ALT) 是反映肝功能的生化指标[7]。
造模 5 周后,各组实验终点时血清生化指标见图 1。
造模组的血清肌酐和尿素氮水平明显低于健康对

照组,氧嗪酸钾联合酵母特殊饲料组(OA PO 组)血
清中肌酐、尿素水平大幅提升,伴有严重的肾损伤,
血肌酐水平显示已经出现肾衰现象。 同时,丙氨酸

氨基转移酶和天门冬氨酸氨基转移酶水平显著降

低,说明肝也伴有明显损伤。 其他各模型组尿素氮

215



中国实验动物学报 2020 年 8 月第 28 卷第 4 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,August 2020,Vol. 28, No. 4

和肌酐与对照组相比,氧嗪酸钾 + 次黄嘌呤组(OA
+ H 组) 尿素水平有显著升高,肾出现严重损伤。
氧嗪酸钾组(OA 组)、氧嗪酸钾+次黄嘌呤组(OA +
H 组) 丙氨酸氨基转移酶有降低,肝出现损伤。
10%果糖+乙胺丁醇组(10%Fru + 0. 2%EMB 组)天
门冬氨酸氨基转移酶水平降低,肝也出现损伤。
2. 3　 大鼠肝及关节病理形态学观察

2. 3. 1　 大鼠肝形态观察及 HE 染色

大鼠肝组织大体标本见图 2,肉眼观察可见,空
白对照组肝为棕红色,包膜光滑,质地柔软;模型组

肝颜色略微发黄,肝体积有增大,质地变硬,OA PO
组较为严重。 大鼠肝组织 HE 染色显示,空白对照

组未见肝细胞脂肪变性,未见明显炎症性细胞浸

润;模型组 OA 组、OA + H 组、OA + YE 组、OA PO
组局部肝汇管区可见少量炎症细胞浸润,说明 OA
组、OA + H 组、OA + YE 组、OA PO 组对 SD 大鼠肾

注:大鼠在实验终点时血清生化指标与 Control 组比较,∗P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001。

图 1　 大鼠在实验终点时血清生化指标的比较

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

Figure 1　 Comparison of serum biochemical indicators in rats at the end of experiment

图 2　 各组大鼠的肝及 HE 染色病理切片(箭头:炎细胞浸润)
Figure 2　 Livers and HE stained pathological sections of rats in each group(Arrows indicate inflammatory cell infiltration)
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均有不同程度损伤,其中氧嗪酸钾混合饲料组损伤

最严重。
2. 3. 2　 大鼠肾形态观察及 HE 染色

注: 红色箭头:尿酸钠沉积结晶;黑色箭头:病变肾小管;蓝色箭头:病变肾小球。

图 3　 各组大鼠的肾及 HE 染色病理切片

Note. Red arrow, deposition and crystallization of sodium uric acid. Black arrow, diseased renal tubules. Blue arrow,
diseased glomeruli.

Figure 3　 Kidney and HE stained pathological sections of rats in each group

大鼠肾组织大体标本见图 3,肉眼观察可见,空
白对照组肾色暗红,表面光滑,外观无肿胀造;模组

肾均有肥大,呈鼓型,肾色发黄,OA PO 组尤为严

重,且外观表面细颗粒状。 对大鼠肾组织进行病理

组织学检查,根据 HE 染色显示,空白对照组大鼠肾

结构正常,肾小球大小正常,肾小管结构清晰完整,
无异变,无结晶积累,间质内未见异常; OA、OA +
H、OA + YE 各模型组均出现肾小球内不同程度的尿

酸钠盐结晶沉积,肾小管排列不规则不明显,OA + H
组肾小管周围炎性细胞浸润;模型 10% Fru + 0. 2%
EMB 组有少量的尿酸钠盐沉积,肾小管局部扩张;模
型 OA PO 组肾小球硬化,内有大量的尿酸钠盐结晶

积累,间质严重扩张,所有肾小球发生病变,肾小管上

皮细胞胞质空泡非常明显,说明 OA 组、OA + H 组、
OA + YE 组、OA PO 组对 SD 大鼠肾都有不同程度损

伤,且氧嗪酸钾混合饲料损伤最严重。

2. 3. 3　 大鼠踝关节滑膜肌组织病理学观察

滑膜是关节囊内的一层很薄的组织,当关节内

部受到刺激时,滑膜就会首先发生炎性反应,引起

积液、发热肿大等症状运动表现欠佳,导致关节屈

伸困难。 痛风性滑膜炎,正是因为尿酸结晶这一刺

激物,沉积至滑膜所引起的[8]。 选取空白对照组及

OA、OA + H、OA + YE、10% Fru + 0. 2% EMB、OA
PO 各模型组的踝关节滑膜肌进行病理组织学检查

(图 4),根据 HE 染色显示,空白对照组大鼠关节滑

膜 2 ~ 5 层排列规整、紧致、有序; OA、OA + H、OA
+ YE、10% Fru + 0. 2% EMB、OA PO 各模型组关节

滑膜增厚,排列散乱、无序、松散,其中 OA + YE 组

有大量的中性粒细胞浸润,其他模型组有轻微炎症

细胞,这与造模组大鼠脚踝出现红肿炎症表象一

致。 虽然 OA、OA + H、OA + YE、10% Fru + 0. 2%
EMB 模型组尿酸值波动幅度小,且有几个时间段尿

酸值有略微降低。 但是大鼠取材前已出现步态异

常,踝关节肿胀,病理观察也出现炎细胞浸润等关

节炎症状[9]。 吴燕升等[10]研究报道,氧嗪酸钾造模

415



中国实验动物学报 2020 年 8 月第 28 卷第 4 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,August 2020,Vol. 28, No. 4

图 4　 各组大鼠踝关节滑膜肌组织 HE 染色病理切片(圈出部分为大鼠踝关节滑膜组织)
Figure 4　 HE stained pathological sections of of ankle joints in rats of each group

(Circled portion is synovial tissue from rat ankle)

后,大鼠会出现一个短暂性的尿酸升高随后降低的

现象,一般会在 12 h 内恢复到正常水平。 所以我们

推断由于大鼠体内尿酸酶的作用,OA、OA + H、OA
+ YE、10% Fru + 0. 2% EMB 这 4 个模型组 12 h 后

大鼠血清尿酸值降低,检测不到高尿酸,但是踝关

节已经出现痛风性关节炎症状。
采用氧嗪酸钾联合酵母特殊饲料组(2%氧嗪酸

钾,12%酵母膏),第 5 周已经达到维持较长时间的

高尿酸水平。 通过肾组织、踝关节 HE 染色,肾组织

肾小球内有大量尿酸钠晶体沉积,肾小管上皮细胞

可见明显的胞质空泡,排列紊乱,管腔扩张,说明肾

损伤非常严重,关节滑膜略微增厚,排列散乱,少量

中性粒细胞浸润。 与其他模型组相比,氧嗪酸钾混

合饲料组血尿酸、血尿素、血肌酐、肾损伤效果都较

为明显。 且建模方法更接近人类痛风疾病的发病

机制,可以最大程度上的模拟临床上形成的痛风症

状有利于研究人类高尿酸相关疾病的发病机制以

及治疗药物靶点的设计。

3　 讨论

建立高尿酸血症动物模型,主要通过增加尿酸

来源、 抑制尿酸排出、 抑制尿酸酶的活性来进

行[11-12]。 本实验建立了 5 种造模方法,氧嗪酸钾组

(OA)、氧嗪酸钾 + 次黄嘌呤组(OA + H)、氧嗪酸

钾+酵母膏组(OA + YE)、10%果糖 + 0. 2%乙胺丁

醇组(10% Fru + 0. 2% EMB)这四种造模方法均未

能形成持续稳定的高尿酸模型,造模可行性较小。

其原因可能是氧嗪酸钾所诱导的动物体内尿酸水

平在一日内并不稳定,且 SD 大鼠尾部静脉采血时

间延时很长,不能保证在同一时间点给全部模型组

采血,个体也存在差别,导致尿酸值有较大的差异。
给予 SD 大鼠氧嗪酸钾+酵母混合饲料,成功的诱导

了大鼠高尿酸血症合并肝肾损伤模型。 大鼠体内

存在尿酸酶,所以大鼠高尿酸模型往往存在不稳定

的问题,氧嗪酸钾是目前国内外最常用的高尿酸血

症造模药物。 Yukio 等[13]每隔两小时连续腹腔注射

给予大鼠 250 mg / kg 的氧嗪酸钾,可明显提高血中

尿酸水平,但是尿酸值随后很快降低。 有报道称果

糖可致血尿酸迅速升高,且果糖是目前唯一已知的

可增加血尿酸的糖类,乙胺丁醇也可作为抑制尿酸

排泄的药物[14]。 本实验使用了果糖联合乙胺丁醇

造模,但是 5 周依然没有成稳定的高尿酸模型。 本

实验建立的氧嗪酸钾联合酵母特殊饲料的高尿酸

模型,与人类痛风临床现象高度相似,大大提高了

模型的稳定性以及可重复性,减少了灌胃、注射等

实验难度,并且能更好的模仿人类高尿酸的发病过

程,且该方法操作简便,稳定,易于操作。
本研究使用氧嗪酸钾、酵母膏等建立高尿酸血

症动物模型,从生化以及病理学检查发现 OA PO 混

合饲料组尿酸值升高且维持较长时间,肾、心脏等

器官发生病变,是一种高效、便利的高尿酸血症联

合肾损伤的动物模型,极具研究价值和医疗用途前

景。 据统计,我国高尿酸患者目前已经达 1. 2 亿,痛
风患者 8000 万人,且患病人数逐年增加[15-16]。 目
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前,国内外还没有有效的治疗痛风的药物,动物疾

病模型在研究人类致病机理中起到了关键作用,该
模型的建立对高尿酸药物的预防及药物的筛选及

开发有着非常重要的意义。
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马齿苋 / 甘草 / 蒲公英及其复方改善 2 型糖尿病大鼠
胰岛素抵抗的实验研究

李敏#∗,杨晨钰#,傅超慧,熊一功,凌云

(长沙医学院医学检验学院,长沙　 410219)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨马齿苋、甘草、蒲公英及其复方对 2 型糖尿病大鼠胰岛素抵抗的情况。 方法　 小剂量链

脲佐菌素联合高糖高脂饮食建立 2 型糖尿病大鼠模型,造模成功后随机分为模型组、马齿苋组、甘草组、蒲公英组、
复方组及二甲双胍组并设正常组。 干预 4 周后,测定各组大鼠 FBG、TC、TG、HDL、LDL、FINS 数值的变化并计算 AI
值、ISI 值和 IRI 值。 取胰腺组织制成切片,染色后观察胰岛细胞的形态学变化。 结果　 (1)各单方和复方干预组

体重与模型组比较均具有显著性差异(P < 0. 01),但效果不及二甲双胍。 (2)2 周时,各干预组大鼠 FBG 值与模型

组比较差异具有统计学意义(P < 0. 05);4 周时,各干预组大鼠 FBG 值均显著降低(P < 0. 01);干预 2 周以及干预

4 周复方组与二甲双胍组比较差异不具有统计学意义(P > 0. 05)。 (3)复方组和二甲双胍组糖负荷后 0. 5、1、2 h
血糖值均显著降低,但 2 h 血糖比较有统计学差异(P < 0. 05)。 (4)各干预组与模型组比较 ISI 值显著升高、IRI 值
显著降低(P < 0. 01),复方组 IRI 值与二甲双胍组比较差异无统计学意义(P > 0. 05)。 (5)复方组血清 TC、TG、LDL-
C 值显著降低(P < 0. 01),HDH-C 值显著升高(P < 0. 01),同时发现二甲双胍组 TC、TG、HDH-C 和 LDL-C 水平与复方

组相似(P > 0. 05)。 (6)显微镜下观察发现复方组有修复增生表现,细胞排列均匀,大小一致,与二甲双胍组相似。
结论　 马齿苋、甘草、蒲公英复方可调节糖脂代谢紊乱、修复胰岛 β 细胞从而改善胰岛素抵抗。 整体效果优于单方。

【关键词】 　 马齿苋;甘草;蒲公英;复方;降血糖;胰岛素抵抗;胰岛 β 细胞
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Study of purslane / licorice / dandelion compound on insulin resistance
in type 2 diabetic rats

LI Min#∗, YANG Chenyu#, FU Chaohui, XIONG Yigong, LING Yun

(College of Medical Laboratory, Changsha Medical College, Changsha 410219, China)
Corresponding author: LI Min. E-mail: 1273088185@qq.com

【Abstract】　 Objective　 To explore the effects of purslane, licorice, and dandelion compound on insulin resistance
in type 2 diabetic rats. Methods　 Low-dose streptozotocin was combined with a high-sugar and high-fat diet to establish
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type 2 diabetic rats. After successful modeling, they were randomly divided into control ( normal), model, purslane,
licorice, dandelion, compound, and metformin groups. After 4 weeks of intervention, Fasting blood glucose (FBG), Serum
total cholesterol ( TC), Triglyceride ( TG), High-density lipoprotein ( HDL), Low-density lipoprotein ( LDL), and
Fasting insulin (FINS) were measured in each group of rats. The changes in the values were calculated and Atherosclerosis
index (AI), Insulin sensitivity index ( ISI), and Insulin resistance index ( IRI) values were calculated. The pancreatic
tissue was cut into sections and the morphological changes were observed after staining. Results　 (1)The weight of each
intervention group was significantly different from that of the model group (P< 0. 01), but the effect was not as good as
metformin. (2)At 2 weeks, the FBG value of each intervention group was significantly lower than that of the model group
(P< 0. 05); at 4 weeks, the FBG value of each intervention group was significantly lower (P< 0. 01), and there was no
statistical significance between the compound group and the metformin group before and after 2 weeks and 4 weeks of
intervention (P > 0. 05). ( 3) The 0. 5, 1, and 2 h blood sugar values of the compound and metformin groups were
significantly lower after the glucose load, but there was a significant difference in 2-h blood glucose (P< 0. 05).(4) The
ISI and IRI values of each intervention group were significantly higher and lower than those of the model group, respectively
(P< 0. 01). (5) The levels of TC, TG, HDL-C, and LDL-C in the metformin group were similar to those in the compound
group (P> 0. 05). (6)Microscopic observation revealed that the compound group underwent repair and proliferation, and
the cells were arranged evenly and uniformly in size, similar to those in the metformin group. Conclusions 　 Purslane,
licorice, and dandelion compound can regulate glucose and lipid metabolism disorders, repair islet β cells, and thereby
improve insulin resistance. The overall effect of combination treatment is better than that achieved with single treatment.

【Keywords】　 purslane; glycyrrhiza; dandelion; compound; hypoglycemic; insulin resistance; islet β cell
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 胰岛素抵抗( insulin resistance,IR)本质是胰岛

素敏感性降低导致的葡萄糖代谢异常,一般存在于

肝、脂肪和骨骼组织中, 是 2 型糖尿病 ( type 2
diabetes mellitus,T2DM)发病的主要机制之一。 IR
以肥胖、糖脂代谢紊乱、糖耐量异常和高胰岛素血

脂为特征。 改善 IR 对防治 T2DM 具有重要作用。
天然植物可多靶点、多途径、多环节地改善 IR 且副

作用小[1-2]。 研究发现马齿苋包含多糖、黄酮、生物

碱等多种化学成分,多糖能通过保护胰岛 β 细胞降

低血糖[3-5]。 甘草的主要成分是黄酮类、甘草酸和

多糖,其中黄酮发挥的抗氧化作用有效改善了糖脂

代谢紊乱[4-6]。 蒲公英中黄酮类具有抗氧化效果,
三萜类可降低胆固醇,多糖抗氧化和糖苷酶抑制活

性显著[7-9]。 目前没有关于三种植物制成复方作用

于糖尿病动物的实验研究报导。 因此,本研究通过链

脲佐菌素(streptozotocin,STZ)建立 2 型糖尿病大鼠模

型,采用马齿苋、蒲公英、甘草复方进行干预,同时与

临床抗高血糖药物盐酸二甲双胍比较,评价单方及复

方对 2 型糖尿病胰岛素抵抗大鼠的作用效果。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 42 只,体重 210 ~
230 g,购自长沙市天勤生物技术有限公司【 SCXK

(湘)2019-0014】,饲养于长沙医学院动物实验中心

【SYXK(湘)2017-0003】,温度 22 ~ 25℃,昼夜 12 h
自动切换。 所有实验均符合实验动物伦理学要求。
1. 1. 2　 药材

马齿苋、蒲公英、甘草干品各 1 kg,购于安徽亳

州康美中药有限公司,经长沙医学院药学院中药学

教 研 室 鉴 定 为 Protulaca oleracea L. ( 全 草 )、
Taraxacum mongolicum Hand.-Mazz. ( 全 草 )、
Glycyrrhiza uralensis Fisch(根及根状茎)。
1. 1. 3　 试剂与仪器

链脲佐菌素(Streptozotocin,STZ) (批号 S0130,
美国 Sigma 公司);盐酸二甲双胍(中美上海施贵宝

制药有限公司,批号 190509);胰岛素、TC、TG、HDL-
C、LDL-C 检测试剂盒(南京建成生物工程研究所);
血糖测试仪及配套血糖试纸(三诺,中国);全自动

生化分析仪(日立 7180,日本);酶标仪(迈瑞 CL-
1000i,中国);紫外可见分光光度计 (津岛 UV -
1240,日本)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 马齿苋、甘草、蒲公英提取液的制备

马齿苋、蒲公英、甘草干品粉碎得粗粉。 马齿

苋提取液:马齿苋粗粉 100 g 按 1 ∶10 料液比加入蒸

馏水,浸泡 30 min,煮沸后小火煎 20 min,重复三次

后过滤离心,合并上清液于旋转蒸发仪蒸发浓缩至

生药浓度 1 g / mL(生药浓度 = 生药重量 /汤剂体
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积)。 蒲公英提取液、甘草提取液:分别取粗粉100 g
按 1 ∶10 料液比加入蒸馏水,浸泡 30 min,煮沸后小

火煎 30 min,重复三次后过滤离心,合并上清液于旋

转蒸发仪蒸发浓缩至生药浓度 1 g / mL。 马齿苋、蒲
公英、甘草复方:马齿苋、蒲公英、甘草粗粉各 100 g
按 1 ∶10 料液比加入蒸馏水,浸泡 30 min,煮沸后小

火煎 30 min,重复三次后过滤离心,合并上清液于旋

转蒸发仪蒸发浓缩至生药浓度1 g / mL。 提取液保

存在 4℃冰箱备用,临用时水浴加热。
1. 2. 2　 马齿苋、蒲公英、甘草提取液总黄酮、多糖含

量测定

精密称取 120℃下干燥至恒重的芦丁标准品 10
mg,用 60%乙醇溶解、定容至 100 mL 容量瓶中,即
得到 0. 1 mg / mL 的芦丁标准品溶液。 精密吸取芦

丁标准品溶液 0. 0、1. 0、2. 0、3. 0、4. 0、5. 0 mL,分别

置于 10 mL 容量瓶中,加入 5%硝酸钠溶液 0. 4 mL,
摇匀后静置 6 min,加入 10%硝酸铝溶液 0. 4 mL,摇
匀后静置 6 min,加入 4%氢氧化钠溶液 4 mL,用
60%乙醇定容至刻度处,静置 15 min 后在 510 nm 处

测定吸光度,以标准品浓度 C(mg / mL)为横坐标,吸
光度 A 为纵坐标,绘制标准曲线,得回归方程:A =
3. 44C + 0. 002(R2 = 0. 9995)。 按 1. 2. 1 方法配置

各提取液三份,分别精密吸取各提取液 1 mL,置于

10 mL 容量瓶中,按上述方法进行吸光度测定,带入

回归方程,计算得出各提取液总黄酮质量浓度。 按

公式计算各提取液多糖含量:含量(%)= 质量浓度

(mg / mL)× 稀释倍数 × 体积(mL) /粗粉质量(g) ×
100%,取平均值。 马齿苋提取液、蒲公英提取液、甘
草提取液、复方提取液总黄酮含量分别为:1. 34%、
1. 83%、0. 61%、1. 44%。

精密称取 100 mg 葡萄糖标准品,用蒸馏水配成

浓度 1 mg / mL 溶液。 取上述样液 10 mL 配制成

0. 1 mg / mL 葡萄糖标准品溶液,备用。 精密吸取葡

萄糖标准品溶液 0、0. 2、0. 4、0. 6、0. 8、1. 0 mL,全部

用蒸馏水补足至 2 mL,以 2 mL 水作空白对照。 再

添加 6%苯酚溶液 1. 0 mL 混匀,迅速加入 5. 0 mL
浓硫酸摇匀,静置 10 min 后在 70℃水浴中加热 20
min,取出冷却至室温,在 490 nm 处测定吸光度。 以

葡萄糖质量浓度 C(mg / mL)为横坐标,吸光度 A 为

纵坐标,得回归方程: A = 1. 415C + 0. 010 ( R2 =
0. 993)。 按 1. 2. 1 方法配置各提取液三份,分别精

密量取各提取液 500 mL, Sevag 法去蛋白,离心分

离后再取 95%乙醇沉淀,离心取沉淀物,无水乙醇

洗涤数次,干燥得粗多糖。 精密称取 10 mg 粗多糖,
置于 100 mL 容量瓶中,蒸馏水定容。 用苯酚-硫酸

法测吸光度,带入回归方程,计算得出各提取液总

多糖质量浓度。 根据 1. 2. 2 中公式计算各提取液多

糖含量。 马齿苋提取液、蒲公英提取液、甘草提取

液、复方提取液总多糖含量分别为:2. 97%、2. 38%、
1. 75%、2. 55%。
1. 2. 3　 糖尿病模型的建立

大鼠适应性喂养 3 d 后随机分为正常组(5 只)
和造模组(37 只),正常组喂以普通饲料,造模组喂

以高糖高脂饲料(59%普通饲料、20%蔗糖、18%猪

油、3%蛋黄粉)。 喂养两周后,正常组不予处理,挑
选造模组体重达到 260 ~ 290 g 的大鼠,禁食不禁水

18 h,一次性腹腔注射 STZ 35 mg / kg(0. 1 mol / L,pH
= 4. 22,避光冰浴)。 注射 1 周后尾静脉针刺采血,
血糖仪测定血糖。 以空腹血糖值大于 7. 0 mmol / L,
随机血糖值大于 11. 1 mmol / L 作为造模成功标准。
本实验共 30 只大鼠符合上述标准,被纳入观察。
1. 2. 4　 分组

普通饲料喂养的正常组(N 组);成模大鼠随机

分为 6 组:模型组(M 组)、马齿苋组(P 组)、蒲公英

组(D 组)、甘草组(L 组)、复方组(C 组)和 二甲双

胍组(MH 组),每组 5 只。 P 组、D 组、L 组、C 组和

MH 组统称为治疗组。
1. 2. 5　 干预措施

造模后,P 组、D 组、L 组、C 组分别给予 10 g / kg
马齿苋提取液、蒲公英提取液、甘草提取液以及复

方液灌胃(提取液浓度为 1 g / mL, 此处 10 g / kg 相

当于 1 kg 大鼠灌胃 10 mL 提取液);N 组、M 组给予

10 mL / kg 蒸馏水灌胃;MH 组给予 0. 1 g / kg 盐酸二

甲双胍(按大鼠与人体每公斤体重剂量折算系数计

算[6])灌胃,同时干预期间 N 组给予普通饲料喂养,
M 组、P 组、D 组、L 组、C 组和 MH 组给予高糖高脂

饲料喂养。
1. 2. 6　 体重

所有大鼠均于造模前、造模成功后 1 周、干预 2
周和干预 4 周测定体重。
1. 2. 7　 空腹血糖(FBG)测定

各组大鼠均于造模成功后 1 周、干预 2 周和干

预 4 周,禁食 12 h,乙醇棉球涂擦鼠尾远端 1 / 3 段,
使尾静脉充盈,待乙醇干燥后使用采血针刺破尾静

脉,待血液流出,血糖仪测定血糖值,观察单方及复

方对大鼠 FBG 的影响。
1. 2. 8　 葡萄糖耐量(OGTT)实验

干预 4 周后进行 OGTT 试验,禁食 20 h 后,以 2
g / kg 的葡萄糖溶液灌胃,测定灌胃后 0、0. 5、1 及 2
h 的血糖水平以及血糖曲线下面积变化,血糖曲线
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下面积= (0 h 血糖 + 0. 5 h 血糖) ×0. 5 / 2 +(0. 5 h
血糖 + 2 h 血糖)× 1. 5 / 2。

表 1　 马齿苋、蒲公英、甘草及其联合制剂对 2 型糖尿病大鼠体重的影响(􀭰x ± s,n = 5)
Table 1　 Effects of purslane, dandelion, licorice and their combined preparations on the body weight in type 2 diabetic rats(􀭰x ± s,n =5)

组别
Groups

体重(g)
Body weight(g)

干预前
Before intervention

干预 2 周
Intervene 2 weeks

干预 4 周
Intervene 4 weeks

正常组 Normal group 251. 68 ± 11. 18 272. 02 ± 10. 14 292. 96 ± 12. 08
模型组 Model group 258. 36 ± 14. 10 240. 58 ± 15. 28a 225. 10 ± 14. 56a

马齿苋组 Purslane group 265. 78 ± 6. 93 259. 66 ± 6. 59cd 254. 56 ± 6. 04ce

蒲公英组 Dandelion group 260. 38 ± 9. 80 255. 46 ± 11. 07be 253. 34 ± 8. 69ce

甘草组 Licorice group 259. 06 ± 11. 28 249. 80 ± 11. 84e 243. 20 ± 11. 38ce

复方组 Compound group 267. 56 ± 7. 08 263. 20 ± 7. 99c 257. 42 ± 8. 23ce

二甲双胍组 Metformin group 263. 90 ± 11. 95 275. 04 ± 7. 92c 282. 44 ± 8. 68c

注:与正常组比较,aP < 0. 01;与模型组比较,bP < 0. 05;cP < 0. 01;与二甲双胍组比较,dP < 0. 05,eP < 0. 01。
Note. Compared with normal group,aP < 0. 01. Compared with model group,bP < 0. 05,cP < 0. 01. Compared with metformin group,dP < 0. 05,eP < 0. 01.

1. 2. 9　 血清胰岛素、超氧化物歧化酶和血脂指标

测定

干预 4 周后,各组大鼠禁食不禁水 12 h,腹腔注

射 2%戊巴比妥钠麻醉,腹主动脉取血,静置 60
min,3000 r / min 离心 15 min 分离血清,送至长沙医

学院附属医院检验科,7180 型全自动生化分析仪

(日立)测定总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、高密度

脂蛋白胆固醇 ( HDL-C)、低密度脂蛋白胆固醇

(LDL-C)含量,酶标仪测定空腹胰岛素(FINS),所
有操作步骤均按照检测试剂盒说明书进行。

根据空腹血糖和空腹胰岛素计算胰岛素敏感

指数和抵抗指数,计算公式为:胰岛素敏感指数

(ISI)= Ln[1 / (空腹血糖 × 空腹胰岛素)];胰岛素

抵抗指数 (IRI)= (空腹血糖 × 空腹胰岛素) / 22. 5。
1. 2. 10　 病理切片观察

大鼠腹主动脉采血后摘取胰,4%多聚甲醛溶液

固定 12 h,石蜡包埋切片后进行苏木素-伊红(HE)
染色,光学显微镜下观察胰岛组织病理变化。
1. 3　 统计学分析

SPSS 24. 0 软件处理所有数据,结果用平均值 ±
标准差(􀭰x ± s)表示,多组间比较使用单因素方差分

析,两组间差异比较方差齐时采用 LSD 法,方差不

齐时采用 T2检验。 P< 0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 马齿苋、蒲公英、甘草及其复方对 2 型糖尿病

大鼠体重的影响

由表 1 所示,干预前各组大鼠体重差异不具有

显著性(P> 0. 05)。 从干预 2 周开始,M 组较 N 组

体重下降(P< 0. 05),二甲双胍组体重与模型组比

较显著增加(P< 0. 01)。 干预 2 周时,P 组、D 组、C
组和 M 组体重虽有所降低,但与 M 组比较差异具有

显著性(P< 0. 05),复方组与二甲双胍组比较,差异

不具有显著性(P> 0. 05);干预 4 周时,各干预组与

M 组比较差异均具有显著性(P< 0. 01)。 表明单方

和复方均能有效抑制 2 型糖尿病大鼠体重下降的趋

势,其中马齿苋、蒲公英、和复方在起效速度上具有

优势,但效果不及二甲双胍。
2. 2　 马齿苋、蒲公英、甘草及其复方对 2 型糖尿病

大鼠 FBG 的影响

如表 2 所示,干预前成模大鼠 FBG 均 > 16. 7
mmol / L,明显高于正常组(P< 0. 01)。 干预 2 周开

始,各干预组大鼠 FBG 值与 M 组比较均有所降低

(P< 0. 05)。 干预 2 周时,P 组、D 组和 L 组大鼠

FBG 值与 M 组、MH 组比较差异具有显著性(P <
0. 05),C 组大鼠 FBG 值显著降低(P< 0. 01)。 干预

4 周时,各治疗组大鼠 FBG 值均显著降低 ( P <
0. 01)。 干预前、干预 2 周及干预 4 周复方组与二甲

双胍组比较差异不具有显著性(P> 0. 05)。
2. 3　 马齿苋、蒲公英、甘草及其复方对 2 型糖尿病

大鼠 OGTT 的影响

如表 3 所示,干预 4 周后 M 组大鼠血糖与 N 组

比较 0. 5,1,2 h 均显著升高(P< 0. 01)。 与 M 组比

较,P 组糖负荷后 2 h 血糖显著降低(P< 0. 01);D
组与 L 组糖负荷后 1, 2 h 血糖显著降低 ( P <
0. 01),C 组和 MH 组糖负荷后 0. 5,1,2 h 血糖均显

著降低(P< 0. 01),在 0. 5,1 h C 组与 MH 组血糖无

差别(P> 0. 05),C 组糖负荷后 0. 5, 1,2 h 血糖显
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著降低(P< 0. 01),在 0. 5, 1 h 复方组与二甲双胍

组血糖无差别(P> 0. 05)。 但 0,0. 5,1 h 时,马齿

苋、蒲公英、甘草与二甲双胍比较差异具有显著性

(P< 0. 05),2 h 时单方和复方与二甲双胍组比较差

异均具有显著性(P< 0. 01),各干预组血糖曲线下

面积与 M 组比较均降低,差异具有显著性 ( P <
0. 05),C 组与 MH 组之间差异不具有显著性(P>
0. 05)。
2. 4　 马齿苋、蒲公英、甘草复方对 2 型糖尿病大鼠

FINS、SOD、ISI 和 IRI 的影响

干预 4 周后,M 组大鼠 FINS 值和 IRI 值明显高

于 N 组,而 ISI 值水平则明显低于 N 组(P< 0. 01);
P 组、C 组大鼠 FINS 与 M 组相比显著降低 (P <

0. 01),接近二甲双胍组 FINS 水平(P> 0. 05),各干

预组与 M 组比较 ISI 值显著升高,IRI 值显著降低

(P< 0. 01),C 组 IRI 值与 MH 组比较无统计学意义

(P> 0. 05),提示复方在改善高胰岛素血症以及 IR
方面效果与二甲双胍类似。 (见表 4)
2. 5　 马齿苋、蒲公英、甘草复方对 2 型糖尿病大鼠

血清 TC、TG、HDL-C、LDL-C 的影响

如图 1 所示,与 N 组相比,M 组大鼠血清 TC、
TG、LDL-C 均显著升高(P< 0. 01);与 M 组相比,P
组和 L 组血清 TC、 TG 和 LDL-C 显著降低 ( P <
0. 01) ,HDL-C 显著升高 ( P < 0. 05) ;D 组血清

TG 显著降低 ( P < 0. 01) ,HDL-C 显著升高 ( P <
0. 05) ;C 组血清 TC 显著降低(P< 0. 01) ,接近

表 2　 马齿苋、蒲公英、甘草及其复方对 2 型糖尿病大鼠 FBG 的影响(􀭰x ± s,n= 5)
Table 2　 Effects of purslane, dandelion, licorice and their combined preparations on FBG in type 2 diabetic rats(􀭰x ± s,n= 5)

组别
Groups

空腹血糖(mmol / L)
FBG(mmol / L)

干预前
Before intervention

干预 2 周
Intervene 2 weeks

干预 4 周
Intervene 4 weeks

正常组 Normal group 5. 42 ± 0. 95 5. 40 ± 0. 87 5. 20 ± 0. 48

模型组 Model group 17. 54 ± 2. 23a 21. 20 ± 2. 70a 23. 06 ± 2. 96a

马齿苋组 Purslane group 19. 32 ± 2. 23 17. 36 ± 2. 78b 16. 48 ± 1. 86cd

蒲公英组 Dandelion group 18. 64 ± 2. 12 16. 94 ± 2. 16b 15. 66 ± 2. 15cd

甘草组 Licorice group 18. 52 ± 2. 89 17. 66 ± 3. 04b 16. 50 ± 2. 86cd

复方组 Compound group 17. 17 ± 3. 19 14. 52 ± 2. 30c 11. 08 ± 0. 76c

二甲双胍组 Metformin group 19. 10 ± 2. 38 15. 46 ± 1. 96c 10. 26 ± 1. 67c

注:与正常组比较,aP< 0. 01;与模型组比较,bP< 0. 05,cP< 0. 01;与二甲双胍组比较,dP< 0. 01。
Note. Compared with normal group,aP < 0. 01. Compared with model group,bP< 0. 05,cP< 0. 01. Compared with metformin group,dP < 0. 05.

表 3　 马齿苋、蒲公英、甘草及其联合制剂对 2 型糖尿病大鼠 OGTT 的影响(􀭰x ± s,n= 5)
Table 3　 Effects of purslane, dandelion, licorice and their combined preparations on OGTT in type 2 diabetic rats(􀭰x ± s,n= 5)

组别
Groups

血糖(mmol / L)
BG(mmol / L)

0 h 0. 5 h 1 h 2 h

曲线下面积
AUC

正常组
Normal group 5. 50 ± 0. 85 12. 58 ± 2. 39 8. 54 ± 2. 34 5. 68 ± 0. 82 16. 91 ± 3. 50

模型组
Model group 21. 48 ± 2. 23a 30. 60 ± 1. 54a 28. 54 ± 2. 37a 24. 46 ± 2. 45a 54. 31 ± 3. 90a

马齿苋组
Purslane group 15. 66 ± 1. 25c 30. 08 ± 2. 00 26. 54 ± 1. 78 20. 26 ± 3. 07c 48. 99 ± 4. 02bd

蒲公英组
Dandelion group 17. 18 ± 1. 40cd 28. 58 ± 1. 65 24. 68 ± 1. 30c 19. 38 ± 3. 14cd 46. 69 ± 3. 40cd

甘草组
Licorice group 16. 22 ± 2. 56cd 28. 80 ± 2. 32 24. 10 ± 1. 99c 20. 18 ± 2. 00cd 46. 62 ± 3. 86cd

复方组
Compound group 12. 36 ± 1. 77c 26. 56 ± 1. 74c 22. 20 ± 1. 71c 16. 10 ± 1. 37c 41. 07 ± 3. 07c

二甲双胍组
Metformin group 11. 76 ± 1. 26c 24. 24 ± 1. 14c 19. 88 ± 1. 63c 11. 48 ± 1. 16c 35. 71 ± 2. 54c

注:与正常组比较,aP< 0. 01;与模型组比较,bP< 0. 05,cP< 0. 01;与二甲双胍组比较,dP< 0. 01。
Note. Compared with normal group,aP < 0. 01. Compared with model group,bP< 0. 05,cP< 0. 01. Compared with metformin group,dP < 0. 05.
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正常水平 (P > 0. 05), TG、 LDL-C 显著降低 ( P <
0. 01),HDL-C 显著升高(P< 0. 01),接近正常水平

(P> 0. 05);同时发现MH 组 TC、TG、HDH-C、LDL-C
水平与 C 组效果相似(P> 0. 05),表明马齿苋、蒲公

英、甘草及其复方可降低 2 型糖尿病大鼠血清 TC、
TG、LDL-C,升高 HDL-C,改善脂代谢,但复方作用

效果与二甲双胍相当。
2. 6　 马齿苋、蒲公英、甘草复方对 HE 染色下 2 型

糖尿病大鼠胰岛形态的影响

N 组胰岛 β 细胞排列紧密,大小一致,核染色

质清晰,胞浆界线清楚(图 2A);M 组胰岛 β 细胞排

列疏松,细胞大小不一,胞浆空泡化严重(图 2B);
与 M 组相比较,P 组(图 2C)、D 组(图 2D)以及 L
组(图 2E)胰岛 β 细胞排列松散程度较轻,胞浆空

泡化程度较轻。 C 组(图 2F)与 MH 组(图 2G)胰岛

β 细胞形态结构大致与 N 组相似,细胞大小较一

致,排列较均匀,胞浆较均匀。 表明马齿苋、蒲公

英、甘草及复方对 2 型糖尿病大鼠胰岛 β 细胞具有

不同程度的保护作用,但复方组与二甲双胍组作用

效果更优。

表 4　 马齿苋、蒲公英、甘草及其复方对 2 型糖尿病大鼠 FINS、ISI 和 IRI 的影响(􀭰x ± s,n= 5)
Table 4　 Effects of purslane, dandelion, licorice and their combined preparations on FINS, ISI and IRI in type 2 diabetic rats(􀭰x ± s,n=5)

组别
Groups

FINS
(Mu / L) HOMA-ISI HOMA-IRI

正常组
Normal group 23. 66 ± 1. 93 -4. 81 ± 0. 11 5. 50 ± 0. 61

模型组
Model group 29. 76 ± 1. 99a -6. 52 ± 0. 19a 30. 70 ± 5. 90a

马齿苋组
Purslane group 26. 58 ± 1. 51c -6. 12 ± 0. 22ce 19. 56 ± 3. 28ce

蒲公英组
Dandelion group 27. 84 ± 1. 28d -6. 07 ± 0. 18ce 19. 47 ± 3. 53ce

甘草组
Licorice group 28. 10 ± 1. 44e -6. 13 ± 0. 24ce 20. 75 ± 4. 49ce

复方组
Compound group 26. 36 ± 1. 05c -5. 67 ± 0. 19ce 13. 04 ± 2. 55c

二甲双胍组
Metformin group 25. 16 ± 1. 44c -5. 54 ± 0. 21c 11. 55 ± 2. 56c

注:与正常组比较,aP< 0. 01;与模型组比较,bP< 0. 05,cP< 0. 01;与二甲双胍组比较,dP< 0. 05,eP< 0. 01。
Note. Compared with normal group,aP < 0. 01. Compared with model group,bP< 0. 05,cP< 0. 01. Compared with metformin group,dP < 0. 05,eP< 0. 01.

注:与正常组比较,aP< 0. 01;与模型组比较,bP< 0. 05,cP< 0. 01。

图 1　 马齿苋、蒲公英、甘草及其复方对 2 型糖尿病大鼠血清 TC、TG、HDL-C、LDL-C 的影响

Note. Compared with normal group,aP < 0. 01. Compared with model group,bP <

0. 05,cP< 0. 01.

Figure 1　 Effect of purslane, dandelion, licorice and its compound on serum TC, TG, HDL-C, LDL-C in type 2 diabetic rats
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图 2　 马齿苋、蒲公英、甘草及其复方对 2 型糖尿病大鼠胰岛病理形态的影响(HE 染色, × 400)
Figure 2　 Effect of purslane, dandelion, licorice and its compound on the pathological morphology of islets

in type 2 diabetic rats (HE staining, × 400)

3　 讨论

糖尿病是与遗传、环境因素相关的慢性全身代

谢性疾病。 全球 11 个成年人中约有 1 个患有糖尿

病,其中 T2DM 占总发病率的 90%以上[10-11]。 对

T2DM 的治疗通常采用胰岛素或西药,目前用于治

疗 T2DM 的临床一线药物二甲双胍可能产生胃肠道

反应,降低患者生活质量。 近年研究发现更安全低

成本的天然植物具有良好降糖效果。
王天宁等[12]报道马齿苋对 STZ 糖尿病大鼠有

降糖作用、可改善糖代谢,还能调节血脂和降低肝

细胞受损。 本实验通过 STZ 诱导建立 2 型糖尿病大

鼠模型验证了马齿苋的降血糖作用和改善糖脂代

谢能力,但与二甲双胍比较存在显著差异,与复方

比较起效慢作用弱。 此外 C 组大鼠胰岛细胞也有

损伤修复,这与马齿苋多糖保护 β 细胞的机制

相关。
甘草有效成分甘草黄酮类化合物能降低血糖

血脂、发挥抗生物氧化作用[13]。 从实验结果可知,
甘草组较模型组具有降血糖、降血脂作用 ( P <
0. 01),但次于复方和二甲双胍。 与模型组比较,甘
草组表现出显著抗胰岛素抵抗效果(P < 0. 01),虽
不如二甲双胍显著但与复方效果相似。

蒲公英具有抗氧化、调节血脂等药理作用[14]。
在本实验中蒲公英组大鼠除 TG 显著降低外 FINS
及 IRI 值也显著降低,这提示蒲公英具有降低 T2DM

大鼠血脂、增加胰岛素分泌和改善胰岛素抵抗的作

用,但不如马齿苋、甘草及复方作用显著。
改善 IR 一直是治疗 T2DM 的关键,而增强胰岛

素敏感性和促进胰岛素分泌能有效控制 IR[15],糖脂

代谢紊乱则会加重 IR[16-18]。 实验结果显示,复方比

各单方降血糖作用都好,起效快作用强。 在血脂方

面,复方降低了 T2DM 大鼠血清中 TC、TG 和 LDL-C
含量,对 HDL-C 的升高作用最为显著。 在调节糖代

谢上复方优势明显且与二甲双胍效果类似。 复方能

显著降低 T2DM 大鼠的 FINS 和 IRI,升高 ISI。 OGTT
试验中复方组糖耐量显著增加,0. 5 h 时与 M 组相比

糖耐量已有较大改善,与 MH 组相比无统计学意义

(P> 0. 05)。 提示复方除直接降糖作用外还能通过改

善胰岛素的分泌、胰岛素增敏以及改善胰岛素抵抗缓

解高胰岛素血症,同时复方还具有纠正脂质代谢紊乱

的作用,在 T2DM 并发症的预防上小有成效。
此外实验观察到复方对 T2DM 大鼠的体重具有

调节作用,表明复方可以增加外周组织对葡萄糖的

利用,这可能与促进胰岛素与受体的结合作用有

关,其中涉及到的通路机制有待进一步的研究。 实

验结果表明,复方在体重调节上效果不及二甲双

胍。 在病理学方面,复方的胰岛 β 细胞形态趋于正

常,这与其保护 β 细胞和抗氧化减少细胞损伤

有关。
综上所述,复方虽然整体的作用强度不及二甲

双胍,但在改善糖脂代谢、提高糖耐量、促进胰岛素
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分泌和增加胰岛素敏感性上都有较好效果,其中各

组分的作用机制、多途径的协同作用以及复方的有

效成分和安全性还有待进一步研究。
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大鼠阴道炎模型的建立与评价
彭冬冬,董珂,厉巧,周志敏,肖洒,姜德建∗

(湖南省药物安全评价研究中心,新药药效与安全性评价湖南省重点实验室,长沙　 410331)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立大鼠阴道炎模型,为阴道炎治疗药物的开发与评价提供新模型。 方法　 临床阴道加德

纳菌、白色链球菌及 B 族链球菌患者阴道样品中分离和纯化阴道加德纳菌、白色链球菌及 B 族链球菌株。 26 只雌

性大鼠上午分别给予苯甲酸雌二醇(20 mg / kg)和链霉素(每只 10 μg)预处理,下午大鼠阴道内接种混合菌株,另选

10 只雌性大鼠皮下注射苯甲酸雌二醇(20 mg / kg)作为正常组,每天 1 次,连续 3 d。 分组前采集阴道分泌物和阴道

冲洗液观察大鼠阴道混合菌感染情况,选取感染成功 20 只大鼠按体重和菌株负荷量随机分为模型组和药物验证

组(复方甲硝唑阴道栓每只 54 mg,每天 1 次,连续 5 d),每组 10 只动物。 正常组和模型组经阴道给予等量的 0. 9%
氯化钠注射液。 末次给药后采集阴道灌洗液检测菌株负荷情况,并采集阴道分泌物进行阴道涂片、清洁度以及 pH
检查。 取阴道组织经 HE 染色观察其病理组织学改变。 结果　 模型组大鼠阴道壁变厚,复层扁平上皮细胞变性坏

死脱落,固有层充血水肿明显,以中性粒细胞为主细胞,淋巴细胞和单核细胞炎细胞浸润,散在点状出血,乳突区成

纤维细胞增生明显,网状纤维轻度增生。 模型组阴道灌洗液混合菌数目、pH 值及清洁度评分均显著大于正常组(P
< 0. 01),且转阴率显著减少(P < 0. 01);复方甲硝唑阴道栓组能显著降低阴道灌洗液混合菌数目、pH 值及清洁度

评分,且增加阴道转阴率,同时能显著改善阴道组织病变程度。 结论　 对大鼠进行雌激素和注射用硫酸链霉素预

处理后,接种混合菌可成功建立大鼠混合性阴道炎模型,为女性生殖系统的药物筛选与评价提供有效的动物模型。
【关键词】 　 阴道炎;SD 大鼠;混合菌(阴道加德纳菌、白色链球菌及 B 族链球菌)
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Establishment and evaluation of a rat model of vaginitis
PENG Dongdong, DONG Ke, LI Qiao, ZHOU Zhimin, XIAO Sa, JIANG Dejian∗

(Hunan Provincial Research Center for Safety Evaluation of Drugs, Hunan Key Laboratory of
Pharmacodynamics and Safety Evaluation of New Drugs,Changsha 410331, China)

Corresponding author: JIANG Dejian. E-mail: jiangdejian@ hnse.org

【Abstract】　 Objective　 A rat model of vaginitis was established to provide a model for developing and evaluating
therapeutic drugs for vaginitis. Methods 　 Gardnerella vaginalis, Streptococcus albus and Group B Streptococcus were
isolated and purified from clinical vaginal samples. Twenty-six female rats were treated with 20 mg / kg estradiol benzoate
and 10 μg / kg streptomycin in the morning, and mixed strains were inoculated into the vagina in the afternoon. Ten female
rats serving as the control group were subcutaneously administered 20 mg / kg estradiol benzoate once daily for 3 days. Mixed
bacterial infections in the vaginas of the rats were observed by collecting vaginal discharge and lavage fluid, then the rats
were grouped according to body weight and strain load. Twenty rats were randomly divided into either the model group (54
mg / day compound metronidazole vaginal suppository once daily for 5 days) or the drug validation group, with 10 animals
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per group. The control and model groups were injected vaginally with 0. 9% sodium chloride. After the last drug
administration, the bacterial strain loads were detected via vaginal lavage, and the vaginal smears, cleanliness and pH were
examined from the vaginal discharge. The vaginal tissue was performed to observe the histomorphological changes by HE
staining. Results　 In the model group, the vaginal walls became thickened, the stratified squamous epithelial cells became
denatured and necrotic, and the lamina propria became engorged and edematous. Neutrophils were the primary cells, and
lymphocyte and monocyte infiltration occurred, with scattered punctiform hemorrhaging, obvious fibroblast proliferation in
the mastoid region, and slight reticular fiber proliferation. The mixed bacterial numbers, pH values and cleanliness scores
were significantly higher in the model group than in the normal group (P < 0. 01), and the negative conversion rate was
significantly reduced (P < 0. 01). A compound metronidazole vaginal suppository significantly reduced the numbers of
mixed bacteria, pH values and cleanliness scores; increased the negative rate for vaginal bacteria and significantly
attenuated the degree of the vaginal lesions. Conclusions 　 After pretreatment with estrogen and streptomycin sulfate
injections, a rat model of mixed vaginitis was successfully established by inoculating mixed bacteria, thus providing an
effective animal model for drug screening and evaluation of female reproductive system.

【Keywords 】 　 vaginitis; SD rats; mixed bacteria ( Gardella vaginalis, Streptococcus albicans and group B
Streptococcus)
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 阴道炎是目前妇科门诊中常见疾病,是引导粘

膜及粘膜下结缔组织发生的炎症,其主要包括细菌

性阴道炎、霉菌性阴道炎、滴虫性阴道炎以及细菌

和真菌混合性阴道炎。 临床上阴道炎病例大多是

由多种菌(包括细菌和真菌) 混合感染所致,以阴道

黏膜易充血、肿胀,有颗粒状脓疱和小出血点等为

主要临床表现。 根据病原学流行病学调查结果显

示,亚洲妇女阴道炎发病率如下:阴道毛滴虫 2% ~
5%,念珠菌属 3% ~ 14%,细菌性阴道病 0% ~
16%,细菌和真菌混合感染 50%以上,混合性阴道炎

占比逐年上升[1]。 混合性阴道炎不仅会影响女性

患者的生活质量,而且会导致女性不孕症,故此类

动物模型建立对该病的治疗和发病机制研究具有

重要意义。 因此,本研究采用 SD 大鼠通过混合菌

(加德纳菌 GV10-1 菌,白色念珠菌,B 族链球菌悬

液)诱导建立混合性阴道炎模型,并对其临床表现

和病理生理改变进行观察,为混合性阴道炎的药物

开发和评价提供新模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级约 7 周龄雌性 SD 大鼠 30 只,体重 210
g,购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司【 SCXK
(湘)2019-0004】;饲养于湖南省药物安全评价研究

中心 ABSL-II 生物安全实验室 IVC 系统 【 SYXK
(湘)2015-0016】。 饲养期间各组大鼠自由饮水,饲
喂 SPF 鼠料(Co60消毒)由北京科澳协力饲料有限

公司【SCXK(京)2019-0003】提供。 饲养环境:昼夜

各半循环照明,温度 20. 9 ~ 25. 9℃,湿度 42. 5% ~
64%。 动物实验均按照湖南省药物安全评价研究中

心动物伦理与福利委员会的指导方针和批准进行

(审批号:IACUC-2019(3)051)。
1. 1. 2　 受试物

复方甲硝唑阴道栓,组份为:甲硝唑 0. 45 g、四
环素 50 mg、制霉菌素 30 mg。 规格:每粒 3 g,批号:
09191001,失效日期:2021. 09。 主要适应症:用于治

疗滴虫性阴道炎、霉菌性阴道炎、细菌性阴道炎和

老年性阴道炎、非特异性阴道炎及支原体感染、淋
病双球菌感染等病症。 生产单位:河北金牛原大药

业科技有限公司。
1. 1. 3　 试剂与仪器

苯甲酸雌二醇注射液,批号:20180101,规格:2
mL:4 mg,10 支 /盒,失效日期:2020. 01. 05,生产厂

家:四川金科药业有限责任公司;注射用硫酸链霉

素,批号:17053101,规格:1 g(100 万单位) /瓶,失
效日期:2020. 04,生产厂家:瑞阳制药有限公司。 革

兰氏染色液试剂盒,货号:HB8278,批号:20190511,
生产单位:青岛海博生物技术有限公司。

DFC 420C 型病理成像系统 (德国 Leica );
DM2500 型荧光显微镜(德国 Leica);3111 型二氧化

碳培养箱(美国 Thermo);SPL-250 型生化培养箱

(天津市莱伯特瑞);TP1020 型全自动脱水机(德国

Leica);EG1150H+C 型组织包埋机(德国 Leica);
RM2235 型石蜡切片机(德国 Leica)、CX31 型生物

显微镜(日本奥林巴斯公司);CV5030+HV 型全自
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动封染一体机(德国 Leica);BX43+MD50 型生物显

微镜+数码成像系统(日本奥林巴斯公司)。
1. 1. 4　 试验菌株

阴道加德纳氏菌(BNCC 337545)和白色念珠菌

(17015177)由杭州先端生物科技有限公司提供,B
族链球菌(ATCC 12386)由北纳创联生物科技有限

公司提供,均来源于阴道炎患者的白带样本。 所有

菌株均在本中心进行培养及传代,并扩增至 108

CFU / mL 以上。
1. 2　 方法[2-8]

1. 2. 1　 菌株的复苏、传代 /纯化

阴道加德纳氏菌:取阴道加德纳氏菌甘油冻存

液,于 37℃水浴中轻轻摇晃,加速解冻,用一次性无

菌接种环划线接种于哥伦比亚血平板(成品,购于

广东环凯微生物科技有限公司)上复苏,(36 ± 1)℃
厌氧培养 48 h,形成灰白色、半透明、光滑、针尖样大

小的菌落。 用一次性无菌接种环于一生长良好的

阴道加德纳氏菌的哥伦比亚血平板上挑取单个菌

落,采用划线法转接于另一无菌哥伦比亚血平板

上,(36 ± 1)℃培养 48 h,2 ~ 8℃暂存,备用。
B 族链球菌:取 B 族链球菌甘油冻存液,于

37℃水浴中轻轻摇晃,加速解冻,用一次性无菌接种

环划线接种于血平板(成品,购于广东环凯微生物

科技有限公司)上复苏,(36 ± 1)℃培养 24 h 后,形
成灰白色、表面光滑、圆形、β 溶血的菌落,部分菌株

无明显 β 溶血环。 用一次性无菌接种环于一生长

良好的 B 族链球菌的血平板上挑取单个菌落,采用

划线法转接于另一无菌血平板上,(36 ± 1)℃培养

24 h,2 ~ 8℃暂存,备用。
白色念珠菌:取白色念珠菌甘油冻存液,于

37℃水浴中轻轻摇晃,加速解冻,用一次性无菌接种

环划线接种于沙氏葡萄糖琼脂(成品,购于广东环

凯微生物科技有限公司。 121℃,30 min 高温高压灭

菌,待冷却至 50℃左右,注入 20 ~ 25 mL 于 90 mm
无菌培养皿中,待凝固后方可使用)平板上复苏,25
~ 28℃培养 48 h 后,生成灰白乳酪样菌落。 用一次

性无菌接种环于一生长良好的白色念珠菌的沙氏

葡萄糖琼脂平板上挑取单个菌落,采用划线法转接

于另一无菌沙氏葡萄糖琼脂平板上,25 ~ 28℃培养

48 h,2 ~ 8℃暂存,备用。
1. 2. 2　 形态观察及革兰氏染色观察

光学显微镜下观察阴道灌洗液菌株形态和数

量等。 用接种环挑取 1 环蒸馏水至洁净载玻片上,

挑取 1 个单菌落,与蒸馏水混合均匀;涂布经火焰固

定,加结晶紫溶液和碘液,各染 1 min 水洗,脱色液,
不时摇动载玻片约 10 ~ 30 s,至无紫色脱落为止水

洗,再加复染色染 1 min 水洗。 干后油镜观察菌株

形态。
1. 2. 3　 大鼠混合性阴道炎模型建立

30 只大鼠分别于给药前第 1 ~ 3 天每只皮下

注射 0. 5 mg 的苯甲酸雌二醇注射液(每日上午进

行),其中 20 只模型大鼠阴道内注入链霉素每只每

次 50 μg(上午进行),然后向阴道内注入混合菌(加
德纳菌 GV10-1 菌,白色念珠菌,B 族链球菌悬液)
(1 × 108CFU / mL)每只每次 50 μL(下午进行),每
天 1 次,连续 3 d,复制混合性阴道炎模型,空白组大

鼠阴道接种 50 μL 不含菌株的半固体培养基。 模

型组和空白组大鼠分别于分组前向大鼠阴道内注

入 50 μL 无菌 PBS,移液枪轻轻吹打 5 次后吸出冲

洗液(约 250 μL),取 50 μL 用于显微镜下观察是否

存在阴道混合菌感染。 选取感染成功 20 只大鼠按

体重和菌株负荷量随机分为模型组和药物验证组

(复方甲硝唑阴道栓每只 54 mg,每天 1 次,连续 5
d),每组 10 只动物。 正常组和模型组大鼠经阴道

给予等量的 0. 9%氯化钠注射液。
1. 2. 4　 观察指标

(1)分别于分组前及给药第 5 天后用棉签蘸取

SD 大鼠外阴或阴道分泌物,涂于病理载玻片上,酒
精固定,常规瑞氏染色和革兰氏染色镜检,并在显

微镜(× 200 倍)下观察菌体和线索细胞情况。 治愈

(转阴):显微镜下观察不到菌丝和(或)芽孢(或)
线索细胞;未愈:显微镜下观察可见菌丝和(或)芽

孢(或)线索细胞。 计算转阴率(转阴率 = 治愈例

数 /动物总例数)(2)分别于分组前及给药第 5 天后

取大鼠阴道分泌物进行清洁度检查。 阴道清洁度

评分标准:I 度:镜下以阴道杆菌为主,并可见大量

上皮细胞,计为 1 分;II 度:有部分阴道杆菌,上皮细

胞亦可见,也有部分脓细胞和杂菌,计为 2 分;III
度:只见少量阴道杆菌和上皮细胞,但有大量的脓

细胞和其他杂菌,计为 3 分;IV 度:镜下无阴道杆

菌,几乎全是脓细胞和大量杂菌,计为 4 分。 (3)
于末次给药后处死大鼠,取出、吸干表面液体后称

量阴道重量,计算阴道指数(阴道指数 = 阴道重

量 /动物体重),同时测量阴道 pH。 (4)收集分组

前、治疗 5 d 的阴道灌洗液,按照梯度稀释后进行

培养,计数 100 μL 灌洗液中的菌落数。 (5)取阴
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道组织置于 10%中性福尔马林溶液中固定,石蜡

包埋、切片、HE 染色进行组织病理学观察。 根据

充血、水肿、出血、浸润 4 项指标进行评分,具体评

分标准:黏膜上皮光滑,无坏死脱落,黏膜下无充

血、水肿、出血、炎细胞浸润,阴道内无炎性渗出

物,计为 0 分;黏膜上皮无坏死脱落,黏膜下充血,
阴道内无炎性渗出物,计为 1 分;黏膜上皮有灶性

坏死脱落,黏膜下充血、水肿,无炎细胞浸润,计为

2 分;黏膜上皮有灶性坏死脱落,黏膜下充血、水
肿、点状出血、少量炎细胞浸润,计为 3 分;黏膜上

皮坏死脱落,黏膜下充血、水肿、点状出血、炎细胞

浸润,阴道内有大量炎性渗出物,计为 4 分。 记录

炎症分值并统计。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 16. 0 进行数据统计,计量资料采用

平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s )表示。 Leven’ s test 方法

检验方差齐性,单因素方差分析(One-Way ANOVA)
进行统计分析,LSD test(参数法)进行两两比较分

析。 计数资料以百分率表示,采用 χ2检验或 Fisher
确切概率法,以 P <0. 05 为差异有统计学意义。

2　 实验结果

2. 1　 阴道分泌物涂片转阴率

如图 1 和图 2 所示,正常组 10 / 10 例动物阴道涂

片未染色和染色镜检可见少量卵圆形白色念珠菌,但
均未见菌丝和线索细胞,感染率为 0;模型组 9 / 10 例

动物阴道涂片未染色和染色镜检可见大量菌丝和球

状的线索细胞,感染率 90%;复方甲硝唑阴道栓组 9 /
10 例动物阴道涂片未染色和染色镜检未见菌丝和线

索细胞,1 / 10 例动物阴道涂片未染色和染色镜检可

见菌丝,但不未见线索细胞,治愈率 90%。
2. 2　 阴道灌洗液混合菌计数

如图 3 及图 4 所示,革兰氏染色镜检,阴道加德

纳氏菌染色镜检,呈革兰阴性细小杆菌,常呈球杆状;
B 族链球菌呈革兰阳性球菌,单个、成双或链状排列、
长短不一;白色念珠菌表层卵圆形芽生细胞,革兰染

色呈阳性。 如表 1 所示,与正常组比较,给药第 5 天

后模型组阴道灌洗液混合菌计数显著增加(P <
0. 01);与模型组比较,给药第 5 天后复方甲硝唑阴道

栓组阴道灌洗液混合菌计数显著降低(P < 0. 01)。

图 1　 阴道涂片(× 40,标尺 = 50 μm)
Figure 1　 Vaginal smear(× 40,Bar = 50 μm)

图 2　 阴道涂片(Wright’s staining,× 10,标尺 = 100 μm)
Figure 2　 Vaginal smear (Wright’s staining, × 10,Bar = 100 μm)
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图 3　 接种前菌株培养镜检(革兰氏染色, × 100,标尺 = 100 μm)
Figure 3　 Microscopic examination of strain culture before inoculation (Gram’s staining, × 100, Bar = 100 μm)

注:A: 革兰氏染色(阴道加德纳氏菌;B 族链球菌);B:阴道涂片(白色念珠菌)。

图 4　 阴道灌洗液镜检(× 40,标尺 = 50 μm)
Note. A, Gram staining (gardnerella vaginalis; group B streptococcus) . B, Vaginal smear (candida albicans) .

Figure 4　 Transvaginal lavage(× 40,Bar = 50 μm)

表 1　 混合性阴道炎对大鼠阴道灌洗液菌落数的影响 ( 􀭰x ± s,n = 10)
Table 1　 Effects of mixed vaginitis on colony count of vaginal lavage in rats ( 􀭰x ± s, n = 10)
组别
Groups

剂量
Exposure

给药前
Before building

给药第 5 天
Day 5 intervention

正常组
Normal group — 1. 24 ± 0. 12(×102CFU / 100 μL) 1. 31 ± 0. 44(×102CFU / 100 μL)

模型组
Model group — 1. 44 ± 0. 23(×103CFU / 100 μL) 3. 75 ± 0. 87(×103CFU / 100 μL) ΔΔ

复方甲硝唑阴道栓组
Compound metronidazole vaginal suppository 54 mg / 只 1. 18 ± 0. 09(×103CFU / 100 μL) 0. 90 ± 0. 34(×103CFU / 100 μL)∗∗

注:与正常组比较,ΔΔP< 0. 01;与模型组比较,∗∗P< 0. 01。
Note. Compared with normal group,ΔΔP< 0. 01. Compared with model group,∗∗P< 0. 01.

2. 3　 阴道清洁度检查

正常组动物阴道涂片有部分阴道杆菌,同时可

见大量的上皮细胞,清洁度为 II 度,评分为 2. 0 ±
0. 0;模型组动物阴道涂片仅少见上皮细胞,无阴道

杆菌,可见大量的杂菌,清洁度为 III ~ IV 度,评分

为 3. 7 ± 1. 2;复方甲硝唑阴道栓组动物阴道涂片仅

少量的阴道杆菌,可见部分的上皮细胞,清洁度为 II
~ IIII 度,评分为 2. 3 ± 0. 2。 提示模型组动物连续

接种混合菌 3 d,致病菌经 5 d 在大鼠阴道体内不断

繁殖,优势菌逐渐减少,清洁度明显增加 ( P <

0. 05);经阴道给予复方甲硝唑阴道栓治疗 5 d 后,
清洁度较模型组明显降低(P < 0. 05)。
2. 4　 阴道 pH

给药前各组动物阴道分泌物经 0. 1 级 pH 试纸

检测,正常组、模型组及复方甲硝唑阴道栓组阴道

分泌物 pH 值分别为 4. 1 ± 0. 9、4. 0 ± 1. 2、3. 9 ±
1. 4;给药第 5 天,正常组、模型组及复方甲硝唑阴道

栓组阴道分泌物 pH 值分别为 4. 2 ± 1. 1、7. 7 ±
2. 1、4. 5 ± 0. 6。 提示模型组动物连续接种混合菌

3 d,致病菌经 5 d 在大鼠阴道体内不断繁殖,优势
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菌逐渐减少,pH 值明显增加(P < 0. 01);经阴道给

予复方甲硝唑阴道栓治疗 5 d 后,动物阴道 pH 值与

给药前变化不大,与同期模型组比较,pH 值明显降

低(P < 0. 01)。
2. 5　 阴道组织指数

正常组、模型组及复方甲硝唑阴道栓组阴道体

质量分别为 1. 02 ± 0. 23、0. 98 ± 0. 45 及 1. 13 ±
0. 17,模型组大鼠阴道指数与正常组比较,差异不

具有显著性;混合性阴道炎大鼠经复方甲硝唑阴道

栓治疗 5 d 后,复方甲硝唑阴道栓组阴道指数与模

型组比较,差异不具有显著性。
2. 6　 阴道组织病理检查

2. 6. 1　 一般镜下观察

如图 5 所示,正常组:阴道黏膜上皮细胞未见坏

死,固有层为致密结缔组织,未见充血水肿及炎细

胞浸润。 模型组:阴道壁变厚,上皮细胞坏死,固有

层出现充血和水肿,以中性粒细胞为主,淋巴细胞

和单核细胞炎细胞浸润,纤维细胞增生明显。 复方

甲硝唑阴道栓组阴道分泌物减少,镜下观察上皮连

续性好,少见浅表糜烂,炎症细胞浸润减少。

图 5　 SD 大鼠阴道组织病理切片(× 100,HE 染色)
Figure 5　 Vaginal histopathological sections of SD rats (× 100, HE staining)

2. 6. 2　 阴道组织病变评分

正常组阴道组织未见炎症细胞浸润或水肿及

充血,病变评分为 0. 0 ± 0. 0;模型组阴道组织可见

大量的炎症细胞浸润,同时伴有炎性渗出物,病变

评分为 3. 5 ± 0. 4;复方甲硝唑阴道栓组阴道组织可

见充血,但未见水肿和炎症细胞浸润,病变评分为

1. 0 ± 0. 1。 结果显示模型组动物连续接种混合菌 3
d,大鼠阴道组织病变程度加重(P < 0. 01);经阴道

给予复方甲硝唑阴道栓治疗 5 d 后,动物阴道组织

病变程度有所减轻(P < 0. 01)。 提示复方甲硝唑阴

道栓能显著改善混合性阴道炎大鼠阴道组织病变

程度。

3　 讨论

混合性阴道炎是指阴道受多种病菌(如霉菌、
细菌、滴虫等)、原虫感染而引起的炎症性病变,也
就是阴道菌群失调的局部表现。 临床实践上多数

是混合感染,如真菌感染多继发于细菌感染或治疗

之后。 临床上妇科诊断主要通过阴道分泌物培养、
清洁度、pH 以及胺臭味试验检查,筛选出可能性疾

病。 阴道炎治疗原则主要是消除诱因,根据患者情

况选择局部或全身应用抗真菌药物,应将抗真菌药

与抗细菌药联合应用。 但这些药物在杀死致病菌

的同时,也杀死了起自洁作用的乳杆菌,所以只能

取得暂时缓解,由于失去优势乳杆菌的保护,新一

轮感染很快出现,导致迁延反复。 由此可见,阴道

炎方面疾病对人类健康的危害依然严重,其治疗任

务依然艰巨,因此建立符合临床阴道炎表现的模型

对阴道炎的治疗都有着重要的意义。 目前文献报

道的模型有细菌性、真菌性、滴虫性和衣原体性阴

道炎模型,其中真菌性阴道炎模型研究较多,而真

菌和细菌混合感染模型报道甚少,因此本研究主要

通过大鼠经皮下注射给予苯甲酸雌二醇,建立假动

情期,同时经阴道给予注射用硫酸链霉素处理,能
够破坏正常大鼠的阴道菌群, 再注入致病性混合菌

(加德纳菌 GV10-1 菌,白色念珠菌,B 族链球菌悬

液)更容易定植到大鼠阴道内,有利于混合菌的生

长和繁殖,从而复制混合性阴道炎模型。
研究显示,混合性阴道炎模型组大鼠给药第 5

天混合感染率为 90%,致病性菌落数显著增加,阴
道分泌物涂片转阴率显著减少,清洁度评分显著增

加,同时阴道 pH 显著增加,其异常症状与临床上阴

道炎的临床表现相似。 显微镜下观察到阴道壁变

厚,上皮细胞坏死,固有层出现充血和水肿,以中性

粒细胞为主,淋巴细胞和单核细胞炎细胞浸润,纤
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维细胞增生明显,其病理改变与临床基本一致。 复

方甲硝唑阴道栓含有甲硝唑、制霉菌素、四环素等

多种成分,可以同时杀死细菌、霉菌和滴虫,用于治

疗滴虫性阴道炎、细菌性阴道炎和霉菌性阴道炎等

多种类型的阴道炎。 甲硝唑的抗菌谱包括消化链

球菌、韦荣球菌、梭形杆菌、真杆菌等,其中甲硝唑

的硝基在特定条件下还原成一种细胞毒性物质,并
参与细菌的基因代谢过程致细菌的死亡[9-11]。 制霉

菌素栓剂是一种多烯型抗真菌药物,对念珠菌属的

抗菌活性高,可与真菌细胞膜上甾醇结合,改变细

胞膜通透性进而发挥抗菌功能[12]。 故本次研究选

用复方甲硝唑阴道栓作为混合性阴道炎模型的阳

性药进行验证,结果显示复方甲硝唑阴道栓能显著

减轻阴道黏膜的炎症浸润,显著减少阴道分泌物和

阴道灌洗液的致病菌群数目,同时降低阴道 pH 值

和清洁度评分。
综上所述,对大鼠进行雌激素和注射用硫酸链

霉素预处理后,接种混合菌可成功建立大鼠混合性

阴道炎模型,为女性生殖系统的药物筛选与评价提

供有效的动物模型。
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人凝血因子 IX 基因在小鼠脂肪干细胞中的稳定表达
李杰#,谢燕燕#,王馨,王霖虹,和红霞,孙庆云,晏亚辉,闫振宇∗

(华北理工大学附属医院血液科,河北 唐山　 063000)

　 　 【摘要】 　 目的　 将携带人凝血因子 IX(hFIX)基因(F9)的重组腺病毒转染 C57BL / 6 小鼠脂肪间充质干细胞

(adipose-derived stem cell,ADSC),经过传代培养后,观察 F9 是否在 ADSC 中稳定表达,探索 ADSC 是否可作为血友

病基因治疗的载体细胞。 方法　 取 C57BL / 6 小鼠腹股沟区脂肪,依据组织块悬浮法分离培养小鼠 ADSC 并进行传

代培养,应用携带 hFIX 基因并含 GFP 荧光标记的重组腺病毒转染第 3 代 ADSC,转染后再次进行传代培养至第 4、
5 代细胞。 荧光显微镜下观察细胞携带荧光数量,RT-PCR 检测 F9 基因表达,ELISA 法检测细胞上清液及 Western
Blot 检测细胞内携带目的基因表达蛋白情况。 结果　 (1)重组腺病毒转染后荧光显微镜下可见荧光表达,细胞传

代后仍具有荧光。 (2)RT-PCR 结果显示:四组 ADSC 均可表达内参 GAPDH 基因片段,A、B、C 组可检测到目的基因

F9 的表达,D 组未检测到 F9 的表达。 (3) ELISA 法检测凝血因子 IX 抗原(hFIX:Ag)结果显示:A 组(81. 62 ±
8. 82)ng / mL、B 组(52. 50 ± 3. 25)ng / mL、C 组(47. 41 ± 4. 00)ng / mL 明显高于 D 组检测值(0. 76 ± 0. 44)ng / mL,差
异具有显著性(P< 0. 05)。 (4)Western Blot 法检测四组细胞内 hFIX 蛋白表达情况,结果显示 A 组蛋白表达灰度值

(0. 68 ± 0. 10)、B 组(0. 49 ± 0. 15)、C 组(0. 18 ± 0. 05)明显高于 D 组蛋白表达灰度值(0. 02 ± 0. 01),差异具有显

著性(P < 0. 05)。 结论　 重组腺病毒转染 ADSC 后,经过传代后培养,仍可表达较高的 hFIX 活性,可以作为血友病

基因治疗的载体细胞。
【关键词】 　 目的基因;重组腺病毒;脂肪间充质干细胞
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Stable expression of human coagulation factor IX in mouse
adipose-derived stem cells

LI Jie#, XIE Yanyan#, WANG Xin, WANG Linhong, HE Hongxia, SUN Qingyun, YAN Yahui, YAN Zhenyu∗

(Department of Hematology, Affiliated Hospital of North China University of Science and Technology, Tangshan 063000,China)
Corresponding author: YAN Zhenyu. E-mail:hbyzy2011@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To observe whether hFIX is stably expressed in adipose-derived stem cells (ADSCs) and
to explore whether ADSCs can be used as a vector cell line for hemophilia gene therapy following transformation by
recombinant adenoviruses carrying human coagulation factor IX (hFIX) gene, F9. Methods　 ADSCs were isolated from
C57BL / 6 mice and cultured by tissue mass suspension. The third generation of ADSCs was transfected by recombinant
adenovirus carrying F9 and GFP fluorescence marker. After transfection, the cells were subcultured again to the 4th and 5th
passages. The level of fluorescence expressed by the cells was observed by fluorescence microscopy, the expression of F9
was detected by RT-PCR, and the protein expression of hFIX was detected by ELISA and western blotting. Results
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Fluorescence was observed after recombinant adenoviral transfer, and was still identified after cell passaging. RT-PCR
revealed that all four groups of ADSCs could express internal reference GAPDH, but there was no expression of the target
gene F9 in group A, and the expression of F9 could be detected in group D. Detection of hFIX:Ag by ELISA showed that
the detection values of groups A (81. 62 ± 8. 82) ng / mL, B (52. 50 ± 3. 25) ng / mL, and C (47. 41 ± 4. 00) ng / mL
were significantly higher than that of group D (0. 76 ± 0. 44) ng / mL, and there was a significant difference between the
two groups (P< 0. 05). hFIX expression in the four groups of ADSCs was detected by western blotting. The result showed
that the gray value of histone expression in groups A (0. 68 ± 0. 10), B (0. 49 ± 0. 15) and C was significantly higher
than that in group D (0. 02 ± 0. 01), and the difference was statistically significant (P< 0. 05), while the gray value of
histone expression in group A was significantly higher than that in group D (P< 0. 05). Conclusions　 The recombinant
adenoviruses were transformed into ADSCs and cultured after passaging, and could still express high hFIX activity, thus
demonstrating their potential as vector cells for hemophilia gene therapy.

【Keywords】　 target gene; recombinant adenovirus; adipose-derived stem cell(ADSC)
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 血友病 B(hemophilia B)是一种 X 染色体相关

的隐性遗传性疾病,其发病机制为编码凝血因子 IX
的基因突变导致凝血功能障碍,目前尚无治愈方

法[1]。 其作为一种单基因型疾病,基因治疗为该疾

病的治愈提供了可能。 间接体内法( ex vivo)为基因

治疗的间接途径,其实质是指通过将携带目的基因

的病毒或非病毒载体转染实验动物或患者体内的

组织或细胞,该组织或细胞作为靶细胞再次回输入

体内,产生所需蛋白的表达。 本实验组前期已经探

讨了携带 hFIX 的重组腺病毒可以转染小鼠脂肪

间充质干细胞( adipose-derived stem cell,ADSC),
并得到目的蛋白的表达,但未探讨腺病毒转染后,
ADSC 的干性有无变化,也未进行转染后细胞是否

可以进行稳定表达的实验研究。 本实验就此问题

进行初步研究,探讨 ADSC 转染携带目的基因的腺

病毒后,干性有无改变及蛋白是否稳定表达,为
ADSC 作为血友病基因治疗的靶细胞动物实验

奠定基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级近交系雄性 C57BL / 6 小鼠 4 只,3 ~ 4
周龄,体重 20 ~ 30 g,购自北京华阜康动物有限公

司【SCXK(京)2019-0008】,饲养于华北理工大学医

学中心实验室【SYXK(冀)2015-0038】。 自由进食

水,室温温度控制在(18 ~ 26)℃,相对湿度 40% ~
70%, 12 h 昼夜交替,每次 8 ~ 12 h 通风换气。 本

实验通过华北理工大学实验动物伦理委员会审查,
符合动物伦理要求,按照 3R 原则给予人道关怀。
1. 1. 2　 实验细胞

实验细胞为近交系 C57BL / 6 小鼠脂肪间充质

干细胞(ADSC),为本实验组进行分离培养。
1. 1. 3　 试剂与仪器

胎牛血清(PAN,P30-2600);DMEN / F12 培养

基(Corning,10-092-CVR);Pen / Strep 青链霉素 双

抗 100X ( Corning, 30 - 002-CI ); PBS 缓 冲 液

(Hyclone,02-024-1ACS);含 0. 05%EDTA 胰蛋白

酶(Hyclone,03 - 050 - 1B)。 重组腺病毒 Ad-F9-
GFP 及 Ad-GFP(上海汉恒生物科技有限公司)。
碱性磷酸酶染色剂(BASO,BA4117);茜素红染色

剂 ( Lengene, 美 国 ); 逆 转 录 试 剂 盒 ( TaKaRa,
RR037 A); 2 × UTaq PCR MasterMix ( 含 染 料)
( ZOMANBIO, ZT201 A - 2 ); DNA Marker I
(ZOMANBIO,zm101-2);Protease lnhibitor Cocktail
(EDTA-Free,100Xin DMSO) (APExBIO,K1007);
F9 Polyclonal Antibody ( ABclonal, A1578 ); ACTB
(ABclonal,AC026);超敏 ExPlus ECL 化学发光检

测试剂盒(ZOMANBIO,ZD310 A-1);人凝血因子

IX(FIX)ELISA Kit(Andy gene,Human1954)。
生物安全柜(海尔集团有限公司,HR60-IIA2,

中国);超净工作台(Forma Scientific,美国);CO2 细

胞培养箱(Forma 公司,SL-JC-2323,美国);倒置相

差显微镜(Olympus,CX-24,日本);荧光电子显微镜

(Nikon 公司,TI-U,日本);普通 PCR 仪(伯乐生物

技术有限公司,美国);电泳仪(伯乐生物技术有限

公司,美国);酶标仪(Biotek 公司,ELX800,美国);
凝胶成像系统 AI600(GE,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验分组

本实验分为 4 组,A 组:重组腺病毒 Ad-F9-GFP
转染首次转染细胞;B 组:重组腺病毒 Ad-F9-GFP
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转染后细胞传代后 1 代;C 组:重组腺病毒 Ad-F9-
GFP 转染后细胞传代后 2 代;D 组:正常 ADSC。
1. 2. 2　 ADSC 复苏

将冻存 ADSC 从液氮中取出,迅速置于 37℃水

浴锅中复溶,“8”字形滑动,注意期间冻存瓶盖及封

口膜位置不可接触水浴锅中温水,避免污染。 待细

胞溶解,约 1 min 后将细胞快速置入含有 0. 5 mL 预

热培养基的培养瓶中,后逐渐加入培养基至 3 ~ 4
mL。 滴管混匀后,置于 37℃ 5% CO2 培养箱中培

养,24 h 后换液处理。
1. 2. 3　 ADSC 的消化及传代

将细胞培养瓶中原有细胞培养液弃去,加入 3
~ 5 mL 生理盐水清洗 2 次后弃去液体,注意将瓶中

剩余生理盐水应用移液器去除,后加入 600 μL 含

0. 05% EDTA 的胰蛋白酶,放入 37℃ 细胞培养箱,
2 min后显微镜下观察,细胞完全消化后加入 2 mL
完全培养基终止,转移至 15 mL 离心管中,1000 rpm
离心 5 min 后弃去上清液,加入 4 mL 10% FBS 将细

胞吹匀后移至 2 个细胞瓶中,每瓶放置 2 mL 培养

基,最后在每瓶细胞瓶中补充 2 mL 10%FBS 培养

基,放置于含有 5% CO2 的 37℃孵育箱中培养,3 d
后再次换液。
1. 2. 4　 重组腺病毒 Ad-F9-GFP 体外转染 ADSC

取第 3 代 ADSC,计数 2. 5 × 105 个细胞接种于

12. 5 cm2 细胞瓶中,观察细胞生长状态,当细胞生

长汇合率至 70% ~ 80%,更换新的完全培养基,取
重组腺病毒 Ad-F9-GFP 按照 MOI = 300 转染细胞

(MOI = 病毒载量×体积 /细胞数量,本研究 MOI =
300 为前期实验结果显示最佳转染 MOI)。 24 h 后

进行换液处理。 荧光显微镜观察荧光表达情况。
1. 2. 5　 转染后 ADSC 传代培养

首次转染后 ADSC 留取足够数量细胞,其余细

胞进行传代培养,至转染后第 1、2 代细胞,荧光显微

镜下观察荧光表达情况,传代方法同 1. 2. 3。
1. 2. 6　 转染后 ADSC 的成骨诱导检测

取重组腺病毒转染后 ADSC,观察细胞生长状

态,待汇合率为 60% ~ 70%时,依据相关文献[2-3]进

行成骨诱导,并于诱导培养第 7 天后进行 ALP 染

色,第 30 天后茜素红染色。 观察转染后 ADSC 的分

化能力,初步探讨重组腺病毒转染后 ADSC 的干性

有无改变。
1. 2. 7　 RT-PCR 检测转染后 ADSC 传代后目的基因

表达

依据实验分组,A 组细胞转染后 72 h,B、C、D
组待细胞长满细胞瓶,应用 TRIzol 法提取细胞总

RNA。 RNA 提取后,测定 RNA 纯度及浓度测定。
样品合格后,取 1 μg 提取 RNA 根据试剂盒说明书

进行逆转录合成。 依据 TaKaRa 逆转录试剂说明

书,逆 转 录 条 件 为 37℃ 15 min, 85℃ 5 s, 4℃
forever。 以逆转录产物行 PCR,根据小鼠 GAPDH
(179 bp)为内参,F9(118 bp)的基因序列设计引物

(表 1),引物送至英潍捷基(上海)贸易有限公司

Invitrogen 合成。 再行 PCR 扩增特异序列,PCR 反

应条件:94℃ 3 min,94℃ 30 s,60℃ 45 s,72℃ 1
min,72℃ 5 min,30 个循环。 PCR 产物行琼脂糖凝

胶电泳鉴定。
表 1　 引物序列

Table 1　 Primer sequences
基因
Gene

前引物(5’端到 3’端)
Forward primer(5’ to 3’)

后引物(5’端到 3’端)
Reverse primer(5’ to 3’)

GAPDH ACTCTTCCACCTTCGGCC TCTTGCTCAGTGTCCTTGCT
hFIX GCGGCAGTTGCAAGGATGAC AACTGCTCGCATCTGCCATT

1. 2. 8　 ELISA 检测转染后细胞及传代后 hFIX:Ag
表达

依据实验分组,A 组细胞转染后 72 h,B、C、D
组待细胞长满细胞瓶,提取细胞上清液,依据 ELISA
试剂说明书,检测上清液中 hFIX:Ag 表达情况。
1. 2. 9　 Western Blot 检测转染后细胞及传代后目的

蛋白表达

依据实验分组,A 组细胞转染后 72 h,B、C、D
组待细胞长满细胞瓶,提取细胞蛋白。 BCA 蛋白浓

度测定后,行 Western Blot 检测蛋白表达。
1. 3　 统计学分析

实验所得数据采用 SPSS 17. 0 和 GraphPad
Prism 5 软件处理统计分析软件进行分析,计量资料

以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,多组间数据进行单

因素方差分析,P < 0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 C57BL / 6 小鼠 ADSC 复苏后状态观察

如图 1 所示,冻存 ADSC 在细胞复苏后,大致外

观与冻存前 ADSC 未见明显改变,细胞呈均匀长梭

型生长。
2. 2　 重组腺病毒 Ad-F9-GFP 转染小鼠 ADSC 及

转染后传代荧光图

重组腺病毒 Ad-F9-GFP 转染 ADSC 24 h 后,荧
光显微镜下可见荧光表达。 随时间延长荧光逐渐
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增强,72 h 后可见荧光亮度强于 24 h。 待细胞长满

细胞瓶,传代后仍可见荧光表达(图 2)。
2. 3　 转染后 ADSC 的成骨诱导检测

如图 3 所示,A、B 两图为重组腺病毒转染细胞

后成骨诱导,图 C、图 D 分别为第 7 天、第 30 天进行

ALP 染色,图 C 为应用偶氮偶联法,图中显示大量

红色颗粒为细胞核,散在可见部分蓝色颗粒。 图 D
为第 30 天行茜素红染色,细胞间可见大小不一的棕

褐色块状沉淀,即矿化结节。
2. 4　 RT-PCR 检测转染后 ADSC 传代后目的基因

表达

如图 4 所示,四组细胞均可见到内参基因

GAPDH 的表达,在 F9 基因表达上, A、B、C 组可见

到符合 118 bp 基因表达片段,而 D 组未见到表达情

况。 根据图像,进行灰度值分析,A、B、C 三组明显

高于 D 组表达,差异具有显著性。
2. 5　 ELISA 检测转染后细胞及传代后 hFIX:Ag
表达

结果分析显示四组细胞中,A 组、B 组及 C 组

ELISA 法检测抗原水平,均可见 hFIX:Ag 的表达,分
析四组间数据,差异具有显著性。 A 组中 hFIX:Ag
(81. 62 ± 8. 82)ng / mL 水平明显高于其它三组,B 组

(52. 50 ± 3. 25) ng / mL、C 组(47. 41 ± 4. 00) ng / mL
hFIX:Ag 水平高于 D 组正常 ADSC(0. 76 ± 0. 44)
ng / mL,提示 ADSC 在转染重组腺病毒 Ad-F9-GFP
后传代 2 次仍可稳定表达目的蛋白(图 5)。

注:A:冻存前 24 h;B:复苏后 24 h;C:复苏后 48 h;D:复苏后 72 h。

图 1　 复苏后 ADSC 细胞生长情况

Note. A, 24 hours before cryopreservation. B, 24 hours after recovery. C, 48 hours after recovery. D, 72 hours after recovery.

Figure 1　 Growth of ADSC cells after recovery

注:A:转染 24 h 后;B: 转染 72 h 后;C:转染后传代 1 次;D:转染后传代 2 次。

图 2　 Ad-F9-GFP 转染细胞及传代后荧光表达

Note. A, 24 hours after transfection. B, 72 hours after transfer. C, The first passage after transfer. D, The second passage after transfer.

Figure 2　 Fluorescent expression of Ad-F9-GFP transfected cells and subcultured cells

注:A:重组腺病毒转染后成骨诱导;B:重组腺病毒转染后成骨诱导荧光图;C:成骨诱导后碱性磷酸酶染色;D:成骨诱导后茜素红染色。

图 3　 重组腺病毒转染 ADSC 成骨诱导图

Note.A, Osteogenic induction after recombinant adenoviral transfer. B, Osteogenic induction fluorescence map after recombinant adenoviral
transfer. C, Alkaline phosphatase staining after osteogenic induction. D, Alizalin red staining after osteogenic induction.

Figure 3　 Results of osteogenic induction of ADSC by recombinant adenovirus
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注:与 D 组相比,∗∗∗P< 0. 001。 (下图同)

图 4　 四组细胞 F9 基因 RT-PCR 结果及灰度值比较图

Note. Compared with group D,∗∗∗P< 0. 001. (The same in the following Figures)

Figure 4　 Comparison of RT-PCR results and gray value of F9 gene in the four groups

图 5　 ELISA 检测细胞上清液 hFIX:Ag 表达水平

Figure 5　 Expression of hFIX:Ag in cell
culture medium by ELISA

2. 6　 Western Blot 检测转染后细胞及传代后 hFIX
表达

图 6　 Western Blot 检测细胞 hFIX 蛋白水平

Figure 6　 Western Blot was used to detect cellular hFIX protein expression

如图 6 所示,A 组蛋白表达灰度值 ( 0. 68 ±
0. 10)、B 组(0. 49 ± 0. 15)、C 组(0. 18 ± 0. 05)明

显高于 D 组蛋白表达灰度值(0. 02 ± 0. 01),差异具

有显著性。

3　 讨论

血友病 B 为一种单基因隐性遗传性疾病,男性

多发病,研究表明血友病发病率约为1 / 25 000[4],目
前的治疗方法主要以替代治疗为主[5]。 然而,替代

治疗具有一个非常常见的问题,即 FIX 因子半衰期

约为 24 h,随着时间的延长,药物浓度逐渐降低,无
法持久维持在有效血药浓度。 并且随着给药频率

的增加,也将增加患者体内 FIX 抗体即抑制物的发

生率。 这种抑制物的产生则会使之后的凝血因子

输注达不到预期效果[6]。 作为一种单基因遗传性

疾病,基因治疗成为可能治愈手段成为可能。 基因

治疗则可以分为体内途径( in vivo)和体外途径( ex
vivo),in vivo 主要是指将携带有目的基因的各种载

体直接注入体内,从而产生一系列的蛋白表达,达
到研究者的预期结果。 而 ex vivo 则主要表现在将
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目的基因整合到从机体内分离提取的各种干细胞

上,再通过将该细胞移植到宿主体内,达到预期

效果[7]。
在各种间充质干细胞中,脂肪间充质干细胞

(ADSC)具有其自身的优势,易于提取[8-10]。 研究

表明,ADSC 仍具有其他间充质干细胞的主要特征:
具有向其它细胞分化的潜能[11-19]。 多项研究表明,
ADSC 的应用范围非常广泛,得到了众多方面的

应用[20-29]。
在本研究前期工作中, 对于 C57BL / 6 小鼠

ADSC 的分离培养有所涉及,并对于该细胞进行了

流式细胞术及成脂成骨诱导分化培养进行鉴定,证
明 ADSC 的成功抽提。 同时通过将腺病毒和 ADSC
相结合,对于血友病基因治疗的体外方法成功奠定

基础。 初步证明了携带 hFIX 基因的腺病毒能有效

转染 ADSC,使其表达具有凝血活性的 hFIX 蛋白。
基于上述实验研究结果,本实验通过对于携带 hFIX
基因的腺病毒转染后的 ADSC 传代培养,初步探讨

携 hFIX 基因重组腺病毒转染后的 ADSC 是否稳定

表达。
实验过程中,我们发现重组腺病毒转染 ADSC

后,经过传代后培养,仍可表达较高的 hFIX 活性。
ELISA 检测细胞上清液中,携带 F9 基因转染的

ADSC 经过细胞传代培养仍可以分泌 hFIX 并分泌

如细胞上清液。 数据表明,三组实验组数据均明显

高于空白对照组。 Weston Blot 检测四组 ADSC 的细

胞内蛋白表达,A、B、C 三组均可见到表达在 50kDa
左右的 hFIX 蛋白表达,而 D 组未见到该蛋白表达。
在本实验中,应用 RT-PCR 检测四组 ADSC 中 F9 基

因表达情况,结果显示:A、B、C 三组均可见到位于

118 bp 的基因表达条带而未见到 D 组表达。 实验

中,ELISA、Weston Blot 及 RT-PCR 结果中,A 组数值

均为最高,考虑与腺病毒本身的特点,该病毒为非

包膜双联 DNA,携带的遗传物质并不整合到宿主细

胞基因组有关。 但是该病毒包装量大,也避免了插

入突变的风险[30]。
综合上述实验结果,我们初步认为在携带 hFIX

基因的腺病毒转染后的 ADSC,其携带的 hFIX 基因

并不受细胞传代的影响。 ADSC 可以作为基因治疗

的有效靶细胞。 这也为后续血友病 ex vivo 基因治

疗动物实验奠定了基础。
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深度水解蛋白的无乳糖奶粉在无菌大鼠培育中的
应用研究

张佳,李永军,屈玲玲,毛孙炳,李兰娟∗

(浙江大学附属第一医院,传染病诊治国家重点实验室,无菌实验动物平台,杭州　 310003)

　 　 【摘要】 　 目的　 无菌大鼠的培育中,出生后饲喂的人工配制乳对于无菌大鼠的培养至关重要。 深度水解蛋

白的无乳糖奶粉,便于婴幼儿吸收,减少了各种消化不良和过敏反应,那么在无菌大鼠使用的奶中加入这种奶粉是

否会对无菌大鼠的培育有积极的作用,并且检测饲养成功的无菌大鼠的生化指标。 方法　 使用清洁级的 SD 大鼠,
确定临产期,摘除子宫后,在隔离器内剥离大鼠幼崽,使用人工方法哺乳至 22 d 离乳,记录体重和生存率。 使用的

配方奶中,加入深度水解蛋白无乳糖奶粉的为实验组,对照组中加入全价配方奶粉。 对培育成功的无菌大鼠在第 8
周时检测血生化指标。 结果　 在人工喂养的前 14 天,实验组与对照组在体重和生存率上都无差别,从第 14 天开

始实验组的体重和生存率开始高于对照组,直至第 22 天实验组的生存率与对照组相比极显著提高(37. 18% vs
17. 78%),第 22 天的体重也显著高于对照组(9. 96 ± 0. 49)vs(13. 36 ± 0. 59)。 无菌大鼠的血生化指标显示 AST
(天门冬氨酸氨基转移酶)降低,GLU(葡萄糖)升高。 结论　 在培育无菌大鼠幼鼠阶段的过程中,深度水解蛋白的

无乳糖奶粉可以作为配方奶成分的重要的成分进行添加,可以有效的增加幼鼠体重,减少死亡率。 雌性无菌大鼠

的血生化指标变动较大。
【关键词】 　 无菌大鼠;深度水解蛋白;无乳糖奶粉;生化分析
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Applications for deep hydrolyzed protein-lactose-free milk powder
in germ-free rat cultivation
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(State Key Laboratory for the Diagnosis and Treatment of Infectious Diseases, the First Affiliated Hospital,
College of Medicine, Zhejiang University, Hangzhou 310003, China)
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【Abstract】 　 Objective 　 Artificially formulated milk fed after birth is essential for cultivating germ-free rats.
Lactose-free milk powder with deep hydrolyzed protein is easily absorbed by infants and reduces indigestion and allergic
reactions. We detected the biochemical indexes of germ-free rats to investigate whether adding lactose-free milk powder to
their milk would have a positive effect on the rats. Methods　 Pregnant Sprague-Dawley rats were determined to be in labor.
After surgically removing the uterus, the young rats were housed in isolators and artificially lactated for 22 days. Body
weight and survival rates were recorded. The experimental group received lactose-free milk powder with deep hydrolyzed
protein in their milk, and the control group received regular formula milk. The blood biochemical indexes were measured at
8 weeks. Results　 During the first 14 days of artificial feeding, body weight and survival rates did not differ between the
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experimental and control groups. The weights and survival rates of the experimental group began to increase compared with
those of the control group on day 14. The survival rate and body weights of the experimental group were significantly higher
than those of the control group on day 22 [ 37. 18% vs 17. 78% and ( 9. 96 ± 0. 49) g vs ( 13. 36 ± 0. 59) g,
respectively]. Blood biochemical indexes of the germ-free rats showed that their aspartate aminotransferase levels
decreased, and their glucose levels increased. Conclusions 　 In cultivating germ-free rat pups, lactose-free milk powder
with deep hydrolyzed protein can be added to formula milk to effectively increase the weight of the young rats and reduce
their mortality rate. Adding lactose-free milk powder to formula milk substantially changed the blood biochemical indexes of
female germ-free rats.

【Keywords】　 germ-free rats; deep hydrolyzed protein; lactose-free milk powder; biochemical analysis
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 无菌大鼠,是指体内不存在任何包括细菌、病
毒、真菌、原虫、支原体、衣原体、螺旋体、立克次体

在内的活的生命体的动物,这种动物模型为研究和

验证肠道微生态和宿主正常生理的相互关系提供

了行之有效的方法。
在国内无菌大鼠以个别机构少量生产后自用

为主,国内尚无无菌大鼠规模化培育成功及应用的

报道。 这导致了无菌大鼠大多是从国外引进。 目

前,国际上主要有两家专业机构提供无菌大鼠模

型,但其费用昂贵、运输不便、维持困难[1]。
无菌大鼠在培育过程中,由于肠道菌群的缺

失,乳鼠在喂奶后往往出现消化不良,吸收障碍,腹
泻、腹部胀气进而腹部发黑,相继死亡,这一过程是

造成无菌大鼠培育失败的主要原因之一。 配方奶

中蛋白质为大分子颗粒,对于幼鼠的吸收很困难,
在胃肠微生物缺失的环境下,更易出现各种消化问

题。 另外在肠道中,由于乳糖酶的缺少会产生乳糖

不耐,进而产气。 深度水解蛋白无乳糖奶粉不仅不

含乳糖,而且蛋白分子被深度水解为小分子蛋白,
在人类婴幼儿的哺乳中被使用,增加婴幼儿营养的

吸收,减少乳糖不耐症的发生,促进生长发育[2]。
无菌大鼠的培养中,使用深度水解蛋白的无乳糖奶

粉是否会提高培育无菌大鼠的成活率,目前尚无文

献报道,本实验将通过使用深度水解蛋白的无乳糖

奶粉和普通全价奶粉的使用,观察是否在培育无菌

大鼠中对乳鼠生存率有影响,进一步促进无菌大鼠

的培育工作。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

10 只清洁级的 SD 大鼠,390 ~ 420 g,孕期20 d,
购于浙江省实验动物中心【SCXK(浙)2019-0002】。

40 只即将临产的普通级新西兰白兔,4. 2 ~ 4. 9 kg,
由浙江省农业科学院提供【SCXK(浙)2017-0001】。
动物实验在浙江大学附属第一医院无菌动物实验

室进行【SYXK(浙)2019-0012】,经医院实验动物中

心伦理委员会审批(2018 实动快审 749 号)。 无菌

大鼠隔离器内的温度为 33 ~ 34℃,12 h / 12 h 昼夜

交替,相对湿度 60% ~ 70%,所有操作均符合实验

动物福利和伦理委员会的要求。
1. 1. 2　 试剂与仪器

小牛血清购于 Gibco 公司,婴幼儿奶粉对照组

为普通婴儿奶粉,品牌为惠氏爱儿乐(S-26),实验

组为深度水解蛋白的无乳糖奶粉,品牌为雀巢蔼儿

舒。 脑心浸液培养基、硫乙醇酸钠盐培养基购于美

国 BD 公司,胰酪大豆胨液体培养基购于海博生物

公司。 兔乳为本实验室自制:临产母兔至产仔后第

20 天,每日人工挤奶收集,混合后测量乳糖含量,调
整乳糖浓度为 25 g / L 后用来配制。 软塑隔离器、空
气过滤器、传递罐和灭菌筒购于冯氏实验动物设备

有限公司。 无菌大鼠血生化指标的分析仪器为深

圳蓝 韵 医 疗 器 材 公 司 的 全 自 动 生 化 分 析 仪

LW C400。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 孕鼠子宫摘除

使用清洁级的 SD 大鼠,选择怀孕时间已经为

20 d 的未生产母鼠,分别用推算法、触诊法、观察法

和综合法进行判断,预测并确定孕鼠最终生产的时

间点。 将预测生产时间点和实际生产时间点进行

比较,两者相差 1 h 以内的结果认定为判断准确。
CO2 麻醉后,用剪刀沿腹中线剪开皮肤,剪开腹

肌,露出子宫。 用手将子宫托起,用止血钳将子宫

颈和两侧输卵管夹住,沿止血钳子宫远程端宫颈和

输卵管剪断。 离体子宫放入传送袋中,经灭菌渡槽

(内装 37℃的 2%过氧乙酸),转入手术隔离器。 在

045



中国实验动物学报 2020 年 8 月第 28 卷第 4 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,August 2020,Vol. 28, No. 4

手术隔离器内,用 0. 1 mol / L 氢氧化钠中和子宫表

面的过氧乙酸后,用两把组织镊将子宫及羊膜撕

开。 挤出胎鼠,撩去口鼻处羊水,用镊子轻轻夹捏

胎鼠的尾巴,刺激其呼吸。 然后剪断脐带,2 h 后开

始人工哺乳。
1. 2. 2　 人工乳的配制

在配制无菌大鼠人工乳的方面,为了减少其他

营养因子的干扰,参考了文献报导中的配方[3],进
行简化后配制,对照组的配方见表 1,实验组配方为

将对照组中的普通婴幼儿奶粉替换为无乳糖深度

水解奶粉,配制好以后60Co 辐照消毒。 根据计算三

个阶段的乳糖含量:实验组为 13. 5 g / L、14. 75 g / L
和 16. 25 g / L,对照组为 17. 95 g / L、19. 74 g / L 和

21. 24 g / L。
表 1　 无菌大鼠配方乳配料表

Table 1　 Ingredients of germ-free rat formula milk
饲养时间 (天)

Time (d)
兔乳(mL)

Rabbit milk (mL)
婴幼儿奶粉 (g)
Infant formula (g)

小牛血清(mL)
Calf serum(mL)

灭菌水(mL)
Sterile water(mL)

0 ~ 6 54 3. 4 12 34
7 ~ 15 59 3. 8 16 25
16 ~ 21 65 3. 8 16 19

1. 2. 3　 乳鼠人工哺乳

根据乳鼠日龄的不同选用适宜的人工乳和吮

吸乳头,连接好人工哺乳装置,将人工乳充满整个

注射器、连接硅胶管和吸吮的人工乳头中,左手拇

指和食指固定乳鼠头部,另外三个手指轻轻捏住动

物,右手拇指和食指夹持人工乳头近乳头端一厘米

处,挤出一滴乳诱导其张开嘴巴,然后将乳头插入

乳鼠口中,放在舌头之上。 这时用右手的拇指和食

指轻轻堵在乳鼠口部。 观察注射器内的液面变化

情况。 如果出现液面下降,说明乳鼠开始吸吮。 哺

乳到第 22 天离乳自由舔食,每日称量体重,计数死

亡数和腹黑数。
1. 2. 4　 无菌检测

在隔离器内收集无菌大鼠粪便、饲料、垫料、饮
用水、棉拭子(皮毛、水瓶嘴、隔离器通风口、隔离器

内壁)于无菌试管中,无菌操作下从隔离器内取出。
粪便标本中加入适量无菌双蒸水制成粪便悬液,棉
拭子标本中加入少量无菌双蒸水(以没过样品为

宜),用吸管充分混匀。
在无菌操作台分别取 0. 5 mL 样品溶液接种于已

配置好的脑心浸液培养基、硫乙醇酸钠培养基、胰酪

大豆胨培养基内,并各自设置阴、阳性对照,阳性对照

样品为 SPF 大鼠粪便。 接种后将硫乙醇酸钠培养基、
脑心浸液培养基置于 37℃培养,胰酪大豆胨培养基

置于 26℃培养。 培养 14 d,逐日观察有无细菌或真菌

生长。 在培养第 7 天和第 14 天,从 37℃培养的液体

培养基中转种相应的血培养基平板,再于 37℃培养 4
d,观察平板上有无细菌或真菌生长。
1. 2. 5　 无菌大鼠血生化指标

8 W 的无菌大鼠雌雄各 3 只,麻醉后采血,室温

放置 30 min,3000 r / min 离心 30 min 分离血清。 测

试指标有:ALT(丙氨酸氨基转移酶)、AST(天门冬

氨酸氨基转移酶)、ALB (白蛋白)、BUN (血尿素

氮)、CR(血肌酐)、TC(总胆固醇)、TG(甘油三酯)
和 GLU(葡萄糖)。
1. 3　 统计学分析

使用 SPSS 22. 0 统计学软件对实验数据进行分

析,以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)来表示,采用 t 检验,
以 P< 0. 05 为差异具有显著性,P < 0. 01 差异极具

有显著性。 运用卡方检验对两种人工配置乳的饲

养结果进行计算。

2　 结果

2. 1　 无菌大鼠模型的建立

共培养 10 个批次的无菌大鼠,其中对照组 4 个

批次,起始培养数为 45 只,22 d 离乳存活数为 8 只。
实验组为 6 个批次,起始培养数为 78 只,22 d 离乳

存活数为 29 只。 无菌检测结果均为阴性。
2. 2　 无菌大鼠的生长曲线

使用添加两种不同奶粉的配方奶饲养的无菌

大鼠,其体重变化见图 1,在出生后的 1 ~ 7 d 体重

呈现下降的趋势,从第 7 天开始,无菌大鼠的体重开

始增加,直至第 14 天,体重增幅达到相同;从第 14
天开始体重增幅变化趋势发生变化,使用深度水解

蛋白低乳糖奶粉的实验组,体重的增幅明显高于了

使用全价奶粉的对照组。
2. 3　 死亡无菌大鼠的腹黑率

对 2 组哺乳无菌大鼠的腹黑率进行统计,对照

组共死亡 37 只, 其中 35 只发生腹黑, 比例为

94. 59%;实验组共死亡 49 只,40 只发生了腹黑的现
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图 1　 无菌大鼠的生长曲线

Figure 1　 Growth curve of germ-free rats

象,腹黑率为 81. 63%,对比可见实验组的腹黑率低

于对照组(81. 63% vs 94. 59%)。
2. 4　 无菌大鼠的体重对比

如图 2 所示,选取了 0,14 和 22 d 的体重进行

比较。 第 0 天(5. 76 ± 0. 08)vs(5. 83 ± 0. 08)和第

14 天的体重(7. 3 ± 0. 36) vs(7. 89 ± 0. 16)均无显

著的差异,第 22 天实验组的体重显著高于对照组

(9. 96 ± 0. 49)vs (13. 36 ± 0. 59),差异极具有显著

性(P< 0. 01)。
2. 5　 无菌大鼠的生存曲线

根据生长曲线和体重的分析对比发现,在 14 d
左右饲养的无菌大鼠的生理数据出现了差别,所以

生存曲线被分为 0 ~ 14 d 和 14 ~ 22 d 分别计算。
由图 3A 所示,在培养的前 14 d,实验组和对照组的

生存率无差别(P = 0. 82)。 图 3B 显示实验组在第

14 ~ 22 天的生存率差异极具有显著性 ( P =
0. 0002),实验组的生存率极显著高于对照组。

注:与对照组相比,∗∗ P < 0. 01。

图 2　 无菌大鼠的体重对比

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

Figure 2　 Weight comparison of germ-free rats

2. 6　 对两组无菌大鼠的卡方检验

将两组无菌大鼠实验数据做成表 2 的分类统计

表格,假设 H0:无菌大鼠的存活率与配方奶中添加

何种奶粉无关,即二因子相互独立。 HA:无菌大鼠

的存活率与配方奶中添加何种奶粉有关,即二因子

彼此相关。 统计推断结果为 χ2 = 4. 24 > χ2
0. 05 = 3. 84,

P< 0. 05,否定 H0 接受 HA。 说明无菌大鼠的存活率

和添加奶粉的类型显著相关。
2. 7　 无菌大鼠血生化指标检测结果

由表 3 所示,雌雄无菌大鼠的 BUN (血尿素

氮)、TC(总胆固醇)、TG(甘油三酯)表现为差异显

著。 其余 5 项 ALT(丙氨酸氨基转移酶)、AST(天门

冬氨酸氨基转移酶)、ALB(白蛋白)、CR(血肌酐)、
GLU(葡萄糖)雌雄间差异无显著性。

注:A:0 ~ 14 d 的生存曲线;B:14 ~ 22 d 的生存曲线。

图 3　 无菌大鼠的生存曲线

Note. A, the survival curve of 0 -14 days. B, the survival curve of 14 - 22 days.

Figure 3　 Survival curve of germ-free rats
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表 2　 实验组和对照组 22 d 存活率的分类统计表(内为理论数值)
Table 2　 Classified statistics of 22-day survival rates in the two groups(The numbers in parentheses are theoretical values)

组别
Groups

死亡数
Number of deaths

存活数
Number of survivors

列总和
Column sum

存活率
Survival rates

对照组
Control group 37(31. 46) 8(13. 54) 45 17. 78%

实验组
Experimental group 49(54. 54) 29(23. 46) 78 37. 18%

行总和
Row sum 86 37 123 —

表 3　 无菌大鼠血生化指标结果

Table 3　 Results of blood biochemical indexes of germ-free rats

组别
Groups

丙氨酸氨
基转移酶
ALT(U / L)

天门冬氨酸
氨基转移酶
AST(U / L)

白蛋白
ALB

(g / L)

血尿素氮
BUN

(mmol / L)

血肌酐
CR

(μmol / L)

总胆固醇
TC

(mmol / L)

甘油三酯
TG

(mmol / L)

葡萄糖
GLU

(mmol / L)

雄性
Male 53. 00 ± 5. 80 126. 90 ± 48. 63 32. 43 ± 0. 50 6. 19 ± 0. 21 50. 40 ± 2. 95 2. 22 ± 0. 15 0. 55 ± 0. 11 9. 45 ± 1. 37

雌性
Female 56. 60 ± 1. 60 104. 40 ± 41. 47 33. 73 ± 2. 49 6. 99 ± 0. 42 57. 00 ± 6. 74 2. 84 ± 0. 23 1. 44 ± 0. 48 11. 31 ± 3. 00

平均值
Average 54. 80 ± 4. 29 115. 67 ± 42. 26 33. 08 ± 1. 76 6. 59 ± 0. 53 53. 70 ± 5. 89 2. 53 ± 0. 38 1. 00 ± 0. 58 10. 38 ± 2. 32

P 值
P value 0. 359 0. 574 0. 426 0. 041∗ 0. 195 0. 018∗ 0. 035∗ 0. 381

注:∗表示雌雄间存在显著性差异(P< 0. 05)。
Note.∗ represents significant difference between male and female (P< 0. 05) .

3　 讨论

无菌动物是非常好的研究模型,现已发现肠道

菌群的失衡与糖尿病、感染性疾病、炎症性肠病、肝
病,甚至脑部疾病等多种疾病的发生密切相关[4-8]。
而无菌大鼠的成功培育非常困难,其技术要求高

(人工哺乳技术)、需要特殊环境、专门仪器(隔离

器)、 成 本 高、 污 染 率 高、 成 功 率 低。 1945 年,
Reyniers 报道无菌大鼠繁殖成功后,其他研究者对

无菌大鼠的培育也曾反复进行研究,但研究方法比

较繁琐,甚至还有保守的成分存在,报道内容不尽

详细,都使得无菌大鼠的培育受到制约[1, 3, 9-13]。
在无菌大鼠的培养过程中,从出生人工喂养到

断奶,这一过程无疑是最重要的环节,只要度过这

个时期,就会为后面的成年无菌大鼠饲喂和种群扩

繁提供可靠的保障。 而人工喂养的乳鼠,由于在无

菌的环境下,没有肠道菌群的参与和人工配制乳配

方的缺陷,往往到断奶时有很高的死亡率。
无菌大鼠配方奶中的动物乳中含有一种或多

种蛋白,可以引发胃肠道和呼吸道的不良过敏反

应,深度水解牛乳蛋白奶粉通过超高温加热和酶切

等技术的加工,将牛乳中蛋白质分子变小,或成为

多肽、氨基酸,使其不含食物蛋白以减少动物乳蛋

白的致敏性,降低发生牛乳蛋白过敏的概率[2]。 另

外,非水解奶粉平均粒径大,消化过程复杂,在胃中

消化时会产生脂滴聚集的现象,消化不彻底,而深

度水解的乳蛋白奶粉可以避免或减少这些情况,消
化的更为快速,因此深度水解的配方奶粉对于动物

的生长有显著的促进作用。 这两项重要因素与无

菌大鼠饲养培育实验的结果相符合,实验组在后期

显著提高了无菌大鼠的体重和存活率。
由于无菌大鼠饲养的环境中不存在微生物,造

就了自身特殊的生理条件,比如成年无菌大鼠的消

化系统中,麦芽糖酶、蔗糖酶、海藻糖酶、纤维二糖

酶和乳糖酶的活性大大高于普通饲养条件中的大

鼠。 另外,无菌大鼠出生前,乳糖酶的活性便开始

增加,出生时的活性就为无菌成年大鼠的 2. 6 倍左

右,在出生后的第 7 天左右达到最高点,约为无菌成

年大鼠的 4 倍,随即下降,20 d 左右降低到平台期保

持不变,纤维二糖酶也有着相似的变化曲线[14-15]。
这些无菌大鼠的生理特点与实验中的生理数

据变化相呼应,培养的无菌大鼠在离乳人工饲喂的

前 7 d,两组实验的无菌大鼠都呈现出体重不增反

降,可能是人工饲喂的应激期,待习惯了这种饲喂

方式,体重开始增加。 持续到第 14 天,体重的增加

和生存率都没有差别。 从第 14 天开始,饲喂深度水

解的无乳糖奶粉实验组的体重增幅明显高于对照

全价奶粉组,而死亡率低于实验组。 由于实验组中
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添加了不含乳糖的奶粉,使得实验组中的乳糖含量

低于对照组,而乳糖酶的活性在第 14 天下降到的水

平成为了拐点,使得对照组不能充分利用吸收的乳

糖开始增加,渗透压增高,造成一系列的乳糖不耐

和消化不良反应,从而降低了体重的增速,增加了

死亡率。
在无菌大鼠饲喂的配方奶方面,根据查到的文

献都比较复杂繁琐,本研究中简化了相关配方,虽
然兔乳在配方中超过了总量的 50%,婴儿奶粉只是

作为补充的添加,但是即便如此,使用深度水解无

乳糖奶粉的实验组还是在生存率和体重增速上优

于实验组,说明深度水解无乳糖的奶粉在无菌大鼠

的培育中确实起到了促进作用,下一步的工作中,
继续增加这种奶粉的比重,是否会更进一步提高无

菌大鼠繁育的成活率还有待进一步的研究。
无菌大鼠的血生化分析中,可以看到,由于在

无菌环境下生长,大鼠的生化指标有所变化,相比

较于清洁级的大鼠[16],AST(天门冬氨酸氨基转移

酶)降低,GLU(葡萄糖)升高。 在性别分组的比较

上,有三项表现为差异具有显著性,分别是 BUN(血
尿素氮)、TC(总胆固醇)、TG(甘油三酯),根据结果

分析, BUN(6. 19 ± 0. 21)mmol / L vs(6. 99 ± 0. 42)
mmol / L 和 TC ( 2. 22 ± 0. 15) mmol / L vs ( 2. 84 ±
0. 23)mmol / L 的差异扩大样本量后可以消除,但是

TG(0. 55 ± 0. 11)mmol / L vs(1. 44 ± 0. 48)mmol / L
结果的表现为雄性显著低于雌性,结合雌性无菌大

鼠血糖也显著升高,在无菌环境下,雌性无菌大鼠

的生理生化指标受到的影响较大,这种差别是否是

由于雌性对无菌环境更为敏感造成的,具体机制还

需实验证实。
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肩袖肌腱损伤诱导性动物模型构建评价及研究进展
许博洋1,庞小娟1,曾禹铭1,周严冬2,郭义3,4,5∗
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5. 国家中医针灸临床医学研究中心,天津　 300381)

　 　 【摘要】 　 肩袖(rotator cuff,RC)肌腱损伤是肩关节急慢性疼痛、活动度受限的主要原因,急性损伤全层撕裂时

通常需要进行外科手术的及时干预。 临床上 RC 损伤的修复难点在于骨-肌腱界面的重建,虽然目前已经建立了

多种手术创伤诱导性肩袖损伤动物模型,但仍缺乏合适的动物模型以及确切的治疗方法。 本文将对国内外 RC 肌

腱损伤诱导性动物模型的建立方法及适用范围进行总结归纳,探讨动物模型的选择及功能评估方法,以期为 RC 损

伤的基础科研提供相应的理论依据。
【关键词】 　 肩关节;肩袖肌腱损伤;动物模型;组织构建;软组织生物力学
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Evaluation and progress of the construction of a rotator cuff tendon
injury-induced animal model
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【Abstract】　 Rotator cuff tendon injury is the main cause of acute and chronic shoulder pain and a limited range of
motion. Surgical intervention is usually needed in cases of acute injury with full-thickness tears. The difficulty in repairing
rotator cuff injuries lies in reconstructing the bone-tendon interface. Although various animal models of rotator cuff injuries
induced by surgical trauma have been developed, suitable animal models and exact treatment method are lacking. This
paper summarizes the establishment method and applicable scope of rotator cuff tendon injury-induced animal models and
explores the selection of animal models and functional evaluation method to provide a corresponding theoretical basis for
basic scientific research on rotator cuff injuries.

【Keywords】　 shoulder joint; rotator cuff injury; animal model; tissue construction; soft tissue biomechanics
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.



中国实验动物学报 2020 年 8 月第 28 卷第 4 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,August 2020,Vol. 28, No. 4

　 　 肩关节是人体中最易移动且受约束最少的关

节,其功能稳定性和固有关节活动度之间的平衡依

赖于整个肩部静态和动态稳定系统的共同复合作

用[1]。 RC 是由肩胛下肌(Subscapularis,SSc)、冈上

肌(Supraspinatus,SS)、冈下肌( Infraspinatus,IS)和

小圆肌(Teres minor,TM)所组成的肌群,在肩关节

的动态稳定机制中扮演着重要角色。 RC 通过肌肉

的收缩活动平衡机械载荷所引起的去稳定化和稳

定化作用,其中 SS 和 SSc 通过施加于冠状面和水平

面上的应力应变作用来帮助肩部运动,同时将肱骨

头居中压在肩胛盂上,从而保证在整个运动弧线上

的关节稳定[2-3]。 因此,当发生肩袖肌腱损伤后,肩
关节失去肩袖的主被动约束作用,稳定性急剧下

降。 传统意义上认为,退行性 RC 撕裂好发于 SS 肌

腱的前部,与肱二头肌肌腱相邻。 现认为其主要发

生于肱二头肌后方约 15 mm 处的 SS 和 IS 的交界

处[4]。 急性创伤引起的 RC 损伤,通常以 SS 肌腱的

受累较为常见,损伤部位多位于距肱骨大结节止点

约 1 cm 处。 目前在临床上,RC 修复技术通常是使

用缝合锚钉将断裂的肌腱锚定在其解剖足迹上,修
复的肌腱-骨连接逐渐被纤维瘢痕界面取代,而不

是通过纤维软骨区域天然附着部位而重建[5]。 因

此,由于 RC 肌腱与骨骼之间的愈合能力不好,术后

再撕裂率和并发症发生率仍处于较高水平,积极开

发有利于肌腱解剖学上的软-硬组织过渡的生物材

料或外科技术,对 RC 损伤的修复效果有一定的积

极意义。 成熟的动物模型能为我们理解 RC 肌腱损

伤的发病机制有着很大的推进作用。 本文将以肌

腱-骨骼的生物力学特性为出发点,介绍国内外各

种急慢性 RC 损伤动物模型的制备方法及功能评

估,为后期 RC 损伤的基础科研提供一定参考。

1　 肩袖肌腱的生物力学环境

RC 又称腱袖、旋转袖,组成 RC 的四块肌肉分

别从肩胛骨向前延伸包绕肱骨头,维持肩关节稳

定。 SS 起源于肩胛骨的冈上窝,其肌腱穿过肩胛下

间隙,附着于大结节的上、中面;IS 和 TM 起源于冈

下窝和肩胛骨外侧缘背面,其肌腱分别附着于大结

节的中部和下侧;SSc 起源于肩胛下窝,其肌腱附着

于肱骨小结节。 四块肌肉的肌腱在其附着点附近

融合成一个连续的结构。 肌腱与骨的结合部位便

是腱-骨止点,主要包括肌腱致密纤维结缔组织层、
纤维软骨层、钙化软骨层和骨组织层,这四个依次

连续渐变的组织结构[6]。 肌腱组织层主要由 I 型、
XII 型胶原纤维以及蛋白聚糖组成,含有纺锤状成

纤维细胞[7]。 随着肌腱软组织向骨组织的过渡,细
胞类型由成纤维细胞向骨细胞或成骨细胞转变,纤
维蛋白的种类和走向也由整齐排列的 XII 胶原纤维

向随机分布高度矿化的 I 型纤维变化[8-9]。 其纳米

微观角度的关键机制在于:轴向载荷介导下,盘曲

的三螺旋小分子结构逐渐发生轴向拉伸,最终导致

纤维结构的解螺旋过程,从而引起胶原纤维分层排

列的疏密转变[10]。 胶原纤维的变化是维持 RC 肌

腱良好粘弹性和异质性的主要原因,循环加载诱导

胶原纤维偏向力的方向,并在应变时产生非线性刚

度,增加肌腱强度[11-12]。 当异常载荷变化作用于

RC,肌腱细胞通过分泌基质金属蛋白酶加速胶原纤

维代响应刺激,促进炎性细胞因子的分泌和细胞凋

亡基因表达,将造成腱细胞大量凋亡、肾上腺素能

受体增加(但并不会发生明显的炎症反应)。 在长

期损伤的持续累积下组织机械性能会大幅度降低,
显著的局部肌腱应变集中,将易于发生肌腱的表面

部分性断裂,最终演变为 RC 的全层撕裂[13-14]。

2　 肩袖损伤动物模型的建立

动物模型是了解 RC 肌腱损伤的组织生物学及

病理学基础、开发新技术以改善现有治疗方法的实

用手段。 从目前的研究报道来看,针对不同阶段的

病理进程,现已建立出较多的 RC 肌腱损伤模型。
2. 1　 急性肩袖肌腱撕裂模型

目前,国内外主要是通过手术创伤的方式诱导

急性 RC 肌腱损伤动物模型建立,通常以 SS 为施术

部位,建立 SS 肌腱损伤模型(Carpenter 模型)。 主

要操作是通过肩胛冈远端前内侧或肩肱关节头侧

作 1. 0 cm 小切口,沿肩胛冈下缘钝性分离皮下组织

和三角肌,向肩峰方向寻找并暴露 SS 肌腱,于肱骨

大结节止点处钝性离断,然后以 6-0 可吸收缝线将

其原位缝合。 术前术后可通过注射青霉素、庆大霉

素以及头孢曲松钠预防感染并于术后苏醒允许自

由行走,1 ~ 2 周成模。 进一步的研究证实,为了防

止实验动物自发肌腱愈合或瘢痕形成,通常需要修

整肱骨大结节附着点与冈上肌腱,剔除多余软组

织,刮净离断处肱骨端残留纤维软骨层直至骨质。
如若对 SS 肌腱 2 ~ 3 mm(< 50%止点处肌腱宽度)
或 0. 5 cm × 0. 5 cm 的组织施以切除[15-16],则将建

立全层 RC 损伤模型。 此外,也有通过离断 SSc 肌

645



中国实验动物学报 2020 年 8 月第 28 卷第 4 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,August 2020,Vol. 28, No. 4

腱建立 RC 损伤动物模型的报道,但研究数量不多。
然而,为了使肩关节获得较高的机械稳定性,对于

在 RC 损伤修复缝合过程中应用单排还是双排固定

技术目前仍存在争议。 从长期效益来看,双排修复

技术确实可以提高肌腱的愈合速度并降低复发率。
而由于成本效益的考虑和目前质量不高的临床证

据,不建议使用双排技术修复所有的 RC 损伤

过程[17]。
2. 2　 慢性肩袖肌腱损伤模型

慢性退行性劳损是目前临床上最为常见的 RC
损伤诱因,RC 肌腱与肩峰或盂肱关节下表面的频

繁接触被认为是 RC 损伤的发病机制之一,因此实

验研究中主要使用肩峰下撞击模型进行模拟[18],通
过剪取同侧肩胛骨的 1 ~ 2 块小骨块移植固定到肩

峰的下表面,模拟 SSc 的肩峰撞击过程。 然而有研

究提出,肌腱的撞击过程与 RC 损伤之间并没有直

接联系,可能并不是衰老相关退行性 RC 病变的本

质[19]。 目前有研究通过微创的方式进行慢性 RC
损伤模型的制备,主要通过紧贴肩峰内侧刺入植入

物,并于刺入后紧贴肩峰下表面行进, 至三角肌后

缘从肩峰外侧刺出[20]。 除此之外,也有研究采用 A
型肉毒素注射的方式进行模型制备[21]。

3　 肩袖损伤动物模型的选择

从目前的研究来看,肌腱韧带等软组织的损伤

在外科临床中一直缺乏有效的治疗,乃至通过药物

等其他替代疗法的干预中也显得异常困难和复杂。
其中最大的障碍便是缺乏成熟且标准量化的活体

RC 损伤动物模型。 虽然曾有研究对多种实验动物

在肩袖损伤造模中的应用进行评估[22-23]。 但实际

上除人类以外,大多数动物都是依靠四肢支撑,即
使存在偶尔的双后肢支撑短暂站立行为,双前肢仍

需要发挥较多的承重功能。 因此,人类的肩部解剖

结构是极具特异性的,与大多数动物的软组织结构

并不相似。 肩峰、喙肩弓以及通过其下方的韧带结

构是 RC 损伤模型的必要构造。 另外,RC 损伤模型

建立的过程中,应满足以下条件[24]:①RC 肌腱损伤

后没有自发性肌腱愈合或瘢痕形成的现象;②滑膜

内损伤炎症环境存在;③有可用于人类缝合修复技

术的肌腱大小;④存在可控的术后康复能力;⑤慢

性肌腱损伤后能出现相关肌肉不可逆转的萎缩、僵
硬和脂肪浸润。 我们通过阅读相关文献,针对 RC
损伤造模应用过程中不同动物种类的优缺点,归纳

总结如表 1,以便后期的研究人员基于具体的情况

建立出更为合适的模型。
从表中我们不难看出,根据目前的实际情况,

使用大鼠和兔来制备 RC 肌腱损伤模型可基本满足

RC 损伤模型的选择原则,是比较符合实际的建模

动物。 对于兔 RC 肌腱损伤模型来说,兔盂上结节

下方中走行的 SSc 肌腱是以类似于人类 SS 的附着

方式附着于肱骨小结节,并在 RC 损伤过程中会出

现明显的脂肪浸润。 尽管目前大部分的实验都集

中于以兔 SS 为造模对象,但已逐渐有使用 SSc 造模

的趋势,因此我们更推荐将 SSc 作为造模的首选干

预肌腱。 大鼠模型手术操作成熟,成本低廉易获

取,但关节较小,组织处理时应更加精细。 同时需

要注意的是,由于大鼠与人类 RC 组织高度相似的

解剖学特征,大鼠模型对于 SS 肌腱损伤机制介导的

RC 肌腱损伤过程能够很好的进行描述。 但在大鼠

SS 肌腱损伤模型中并未有明显的脂肪浸润,有研

究[37]提出大鼠 IS 在损伤后经历着与人类相似的脂

肪堆积和肌肉萎缩等病理过程,该模型可能是贴合

人类 SS 肌腱损伤的更好的动物模型。 对于早期退

行性 RC 损伤的动物模型选择,犬类动物似乎要比

绵羊和山羊更具有优势。 关节镜下的肩部损伤犬

模型更有利于观察肩内神经肌肉组织病理和肌腱

载荷能量的变化。

4　 肩袖损伤动物模型的功能评估

在 RC 肌腱损伤模型建立的过程中,组织学和

行为学分析是衡量造模成功与否必不可少的条件。
疼痛是 RC 损伤后的典型症状,包括机械和触觉异

常性疼痛。 对于小型动物来说,可表现为步态异

常、自发笼内运动和攀爬行为增多、梳理行为以及

食物和水的消耗量变化。 而对于那些大型动物,大
多数的功能性测量比在大鼠等小型动物中更容易

观察到。 通常在我们的疼痛评估实验室中,纤毛测

痛仪机械痛和热辐射痛实验中所反应出的数值主

观性较低。 另外某些测试中由刺激引起的行为变

化也被广泛用作疼痛的量化指标。 比如可通过楼

梯实验用以评估前肢的精细运动控制[38]。 同时在

使用这些测试时,有些实验主观性较强,通常凭借

斜眼、四肢缩回或发声来识别那些处于疼痛状态的

动物[39]。 因此需要尽可能引入某些客观参数,来补

偿主观性较高情况下所缺乏的可靠性和可重复性,
如食物和水的摄入量、体重和体温的变化、肌肉的
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　 　 　 　 表 1　 不同种类动物模型优缺点
Table 1　 Advantages and disadvantages of different animal models

动物种类
Animal species

优点
Advantages

缺点
Disadvantages

小鼠
Mouse

存在喙肩弓和纤维软骨过渡区的附着点[25];
具备测试特定信号通路及分子对肌腱变性和修复作用的潜在属性;
主要用于局部解剖-外科模型中,研究与 RC 肌腱撕裂相关的退行性变,
也是研究肌腱-骨愈合的合适模型[26]

There are attachment points for the transition zone of the beak and shoulder
arch and fibrocartilage[25] .
It can test the potential properties of specific signal pathways and molecules
on tendon degeneration and repair.
It is mainly used in the local anatomical-surgical model to study the
degeneration related to RC tendon tear, and it is also a suitable model to
study tendon-bone healing[26] .

体型较小,操作难度较大
The size is smaller and the operation is more difficult.

大鼠
Rat

存在喙肩弓,在肱骨近端较大结节处有明显的 SS 肌腱附着点,与人类解
剖学相似性最高[27];
RC 损伤后与人类一样显现出关节外展活动度变小的现象[28];
广泛应用于各种影响急性 RC 损伤及修复生物学效应的研究,尤其是促
进肌腱-骨愈合的修复重建过程的机制研究
There are coracoacromial arch and obvious SS tendon attachment point in the
larger tubercle of the proximal humerus, which has the highest similarity
with human anatomy[27] .
After RC injury, the abduction activity of the joint decreased like that of
human beings[28] .
It is widely used in various studies that affect the biological effects of acute
RC injury and repair, especially the mechanism of the repair and
reconstruction process of promoting tendon-bone healing.

自愈能力很强;
不适合评估修复技术的优劣势[29];
RC 损伤可伴有肱骨头和关节盂软骨退化[30];
肩部形态不算大,有一定操作难度,术后观察困难
The self-healing ability is very strong;
It is not suitable to evaluate the advantages and disadvantages
of repair technology[29] .
RC injury may be accompanied by degeneration of humeral
head and articular glenoid cartilage[30] .
There is a certain degree of difficulty in surgical operation and
postoperative observation because the shape of the shoulder is
not large.

兔
New Zealand
White Rabbit,
Japanese Short-
eared Rabbit

细胞组织学水平接近人类,体型中等;
SS 肌腱的形态与人类较为相似[31];
但 SSc 肌腱的走行与人类 SS 肌腱更为类似,肌腱离断后存在与人类相
似的脂肪浸润过程,术后愈合方式也大体一致[32];
多用于与 RC 撕裂相关的肌肉变化、肌腱-骨愈合的研究
The level of cytohistology is close to that of humans, and the somatotype is
medium.
The shape of the SS tendon is similar to that of human beings[31] .
But the distribution of SSc tendon is more similar to that of human SS
tendon, the process of fat infiltration after tendon amputation is similar to
that of humans, and the mode of postoperative healing is generally the
same[32] .
It is mainly used in the study of muscle changes and tendon-bone healing
related to RC tear.

自愈能力较强;
双前肢站立机会较多;
肩部解剖结构相对简单;
易遭受惊吓或腹泻,造成二次受伤和死亡[33]

Strong self-healing ability
There are more opportunities to stand on both forelegs.
The anatomical structure of the shoulder is relatively simple.
It is vulnerable to shock or diarrhea, resulting in secondary
injuries and death[33] .

犬
Beagle

RC 承受机械载荷与人类相当,具有相似的生物力学环境;
多用于探讨某些内在因素介导 RC 损伤修复效果以及术后康复方案
RC bears the same mechanical load as human beings and has a similar
biomechanical environment.
It is mainly used to explore the repair effect of RC injury mediated by some
internal factors and postoperative rehabilitation plan.

解剖学结构与人类有较大差异,稳定性较差;
有自发的 RC 退行性病变的情况,不利于控制变量[34];
购买和饲养成本较高,难以展开大样本实验研究;
The anatomical structure is quite different from that of human
beings, and its stability is poor. There are spontaneous RC
degenerative diseases, which is not conducive to the control of
variables[34] .The cost of purchase and feeding is high, so it is
difficult to carry out large sample experimental research.

绵羊
Sheep

IS 肌腱包括形态大小和微脉管系统在内是与人类 SS 极为相似的;
多用于慢性 RC 损伤和各种降低术后不良状况缝合技术的研发[35]

IS tendons, including shape, size, and microvascular system, are very
similar to human SS.
It is mainly used for the research and development of various suture
techniques for chronic RC injury and reducing postoperative adverse
condition[35] .

饲养和管理成本不低;
偶蹄类动物术后会立即使用双前肢,有 RC 损伤手术修复
失败的潜在风险
The cost of feeding and management is not low.
Cloven-hoofed animals will use both forelimbs immediately
after the operation, and there is a potential risk of failure in
surgical repair of RC injury.

灵长类动物
Primate

肩部结构在解剖学、生物力学及免疫学方面与人类极为相似;
狒狒可能是研究 RC 损伤最佳的动物[36]

The structure of the shoulder is very similar to that of humans in anatomy,
biomechanics, and immunology.
Baboons may be the best animals to study RC damage[36] .

购买和围手术期饲养设施管理成本极高
The cost of purchasing and managing perioperative feeding
facilities is extremely high.
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围度和体积等。 除此之外步态分析依旧是评定动

物运动行为的有效方式,虽然啮齿类动物的四足步

态和人类双足步态之间存在明显差异,但患病后二

者均表现出相似的补偿性步态模式。 有研究曾描

述了一种新开发的步态分析方法,该方法可以轻松

量化大量运动参数。 通过使用墨水标记测量单个

爪印的特征和爪印之间的距离,以提供时间和空间

步态数据。 健康的啮齿类动物以平衡对称的步态

行走,步长的缩短表明外展能力可能受损。 步幅宽

度的减少表明,啮齿类动物通过重新分配,将体重

转移到其他三条腿来保护受伤的肢体,从而对受伤

的肢体进行补偿。 这类似于在两足动物中观察到

的跛行。 爪印之间角度的改变是由过度的旋前或

旋后引起的,这可能表明关节的活动障碍[40-41]。

5　 总结

目前没有任何一种动物模型能够完全模拟临

床上的 RC 病变,大鼠和兔仍是最常用的两种造模

动物。 人类与大型动物(尤其是灵长类动物)由于

在解剖学上的相似性,可以对手术技术和相关问题

进行有力的评估,而小型动物更适合研究影响 RC
损伤和修复的多种生物学因素。 单一的从撞击或

缺血退变病因的角度探讨 RC 损伤机制可能较为局

限。 RC 撕裂的发生发展也可能导致肱骨头上半脱

位,最终导致整个肩部的功能障碍。 慢性 RC 撕裂

与肌肉本身结构变化关系更为密切,例如肌肉体积

的丧失和脂肪的堆积,同时也受 RC 肌腱微血管供

应的影响。 因此对于 RC 损伤动物模型的研究应注

重整体与局部的联系,临床生物力学模型的开发为

RC 损伤提供了一定思路,具有较好的应用前景。
进一步了解肩袖肌腱损伤的细胞和分子途径、肌腱

生理病理学以及关节生物力学,有利于以后开发出

更为成熟的动物模型。
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急性机械性脊髓损伤动物模型研究进展
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　 　 【摘要】 　 急性脊髓损伤(acute spinal cord injury,ASCI)　 是一种致残率高、后果严重的中枢神经系统性损伤,
给个人、家庭以及社会带来了沉重的负担。 目前仍没有治疗脊髓损伤的有效方法,但包括:干细胞、药物、组织工程

的不同治疗手段已经在多种动物模型中进行了应用,并取得一定的效果。 动物模型的受伤机制、有效性以及完整

性是否可以模拟临床所见,类似的问题依然存在。 本文通过阐述几种常见的急性机械性脊髓损伤动物模型的应用

及其优缺点,同时也包括常用动物种类和损伤节段的选择,旨在为今后选择更为有效的动物模型提供参考。
【关键词】 　 急性脊髓损伤;动物模型;机械性损伤
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　 　 急性脊髓损伤是由于外伤、肿瘤、血肿及感染

等原因所致的脊髓受压[1],可导致完全或不完全的

感觉运动能力的丧失,合并有较高的死亡率[2]。 目

前我国脊髓损伤年患病率为 13 ~ 60 人次 / 100 万,

并且有逐年增高的趋势,其原因多为高处坠落、交
通事故等[3]。 利用动物模型可以更好地模拟临床中

的急性机械性脊髓损伤,如急性钝挫伤模型的建立

主要是为了研究神经保护治疗后的创伤后损伤过
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程和修复过程[4];脊髓横断 /半横断动物模型可用

来观察脊髓损伤后神经纤维及轴突的再生情况;钳
夹及压迫伤模型可以反映损伤和压迫程度的关系

以寻求手术减压时间窗。 现笔者就急性机械性脊

髓损伤模型的研究进展综述如下。

1　 实验动物的选择

1. 1　 大鼠

大鼠具有易获取、种系内纯合度高、再生能力

与抗感染能力强、管理饲养方便、行为学评估方法

成熟、损伤后在电生理及病理学改变上与人类相似

等优势[5],成为建立急性脊髓损伤模型最常用的动

物。 但大鼠在解剖结构上与人类有所差异,其皮质

脊髓束几乎都位于背侧,而人类的皮质脊髓束则位

于后外侧白质部分。 同时,皮质脊髓束的损伤会对

人类的运动功能造成比较严重的影响[6],而在大鼠

模型中却不明显,反而其他的脊髓传导通路,如红

核脊髓束以及 5-羟色胺通路的损伤会对大鼠的运

动功能造成较大影响[7]。 在基因研究领域,虽然转

基因大鼠在近年来取得了一定的发展,仍无法替代

小鼠在该领域的应用[8]。
1. 2　 小鼠

小鼠多在基因工程中使用[9],其遗传背景较为

明确,体内微生物可比较稳定地控制、性状遗传稳

定,通常用来观察相关基因及其表达的蛋白质对于

脊髓损伤的作用。 但小鼠体形小,不易于手术操

作,术后由于细胞增生形成纤维化瘢痕连接脊髓损

伤的两侧断端[10],与人或是大鼠中形成充满液体的

囊腔样改变或者空洞样改变不同,有研究表明在脊

髓完全横断的情况下小鼠的脊髓会有一定程度的

再生[11],而在人或者大鼠中则没有这样的表现。
综上所述,鼠类动物往往仅应用于脊髓损伤初

步研究,尽管已有部分研究在鼠类模型中取得一定

结果,但仍需进一步将其转化于大型动物模型中来

确保安全性及有效性。
1. 3　 大、中型哺乳动物

包括兔、犬、猪、猫、山羊等动物,它们体型较

大,容易操作。 这类动物在解剖特征上与人类较为

相似,可应用于测试新疗法的潜在疗效,以确保可

用于临床。 其中兔常用作脊髓缺血损伤模型的建

立,其血管结构比较简单,从腹主动脉尾侧到肾动

脉起源之间很少有分支血管,仅阻断腹主动脉便可

以有效地造成脊髓的缺血损伤[12],该模型不足之处

在于大多数抗体来源为兔来源,限制了对于该模型

的检测[13]。 犬类除了在解剖结构与人类相似之外,
一定程度也会同人类一样会受到自发性疾病的影

响,例如肌营养不良、肿瘤、脊髓损伤等[14]。 值得注

意的是,犬类动物胸段椎间盘的突出可能是导致其

脊髓自发性损伤的主要原因[15],因此犬类常作为研

究椎间盘压迫导致脊髓损伤的动物模型[16]。 猫的

中枢神经系统较为发达,常被用来研究脊髓运动神

经元细胞之间的相互联系[17],且猫的脊髓平均长度

(34 cm)与人的脊髓长度(平均 40 ~ 45 cm)较为接

近,使其在评估脊髓再生潜能方面具有一定优

势[18]。 猪也可用于脊髓损伤模型的制作,其 miRNA
表达谱与大鼠相比更接近于人类,其中已知的有

45%的序列与人类同源,而在大鼠中只有 16%,使得

猪成为研究脊髓损伤后转录水平变化的理想模

型[19]。 山羊的脊椎、脊髓结构与人类相似,其中枢

神经系统的研究在电生理学领域已经取得进展,且
山羊容易进行行为学功能的训练以及损伤功能恢

复的观察[20]。 但出于较高的饲养费用、严格的监管

要求以及伦理方面的考虑,并没有广泛地应用于急

性脊髓损伤的造模中。
1. 4　 非人灵长类动物

非人灵长类动物的脊髓组织与人类最接近[21]。
Friedli 等[22]人发现灵长类动物的下行皮质脊髓束

包括来自双侧的轴突,在脊髓半切损伤模型中未损

伤侧的轴突可以代偿性地长入对侧损伤平面以下

的部分从而促进双侧脊髓功能的恢复,而大鼠脊髓

损伤模型中却没有这样的表现,这个发现强调了灵

长类动物在物种间研究及治疗脊髓损伤的研究起

到了重要的作用。 同样由于饲养费用较高、伦理要

求严格等,也没有广泛地应用于急性脊髓损伤的造

模中。
1. 5　 其他种类动物(爪蟾等)

爪蟾用于脊髓损伤模型的建立有以下优势:
(1)爪蟾的受精卵体积大约是大鼠的 2300 倍,只需

将体外构建的基因改造工具微注射到卵子或受精

胚胎中便能够方便地在脊髓发育成熟前进行基因

工程的改造;(2)由于受精卵是透明的,在胚胎发育

阶段可以直接看到脊髓发生的变化;(3)其脊髓结

构比较简单,容易进行组织及细胞间的分析;(4)其
脊髓再生潜能十分巨大,容易寻找促进再生的因

素[23]。 且爪蟾拥有独特的再生能力常被用来研究

新型的治疗策略,但由于其属于非哺乳类动物,研
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究所取得的结果有待进一步的证实。

2　 损伤节段的选择

临床中脊髓损伤中最为常见的节段是颈段,然
而动物模型常选择胸腰段进行造模。 原因可能包

括以下几点:(1)脊髓的灰质损伤会导致较难辨认

的功能丧失,而白质不同于灰质,选择胸段进行造

模可以较好地选择损伤白质,对于功能的恢复比较

容易观察;(2)造模时损伤节段越高,伤后越易出现

呼吸、心血管等系统并发症,死亡率越高。 颈段的

脊髓损伤容易导致呼吸功能的受损,这可能是在颈

段进行造模时容易切断膈运动神经元导致膈肌受

损进而造成呼吸功能受限有关[24];(3)胸腰段脊髓

处椎板咬除较方便,能够降低操作难度和避开骶髓

排便中枢[24];(4)在颈段只能进行单侧半切损伤模

型或者脊髓挫伤的建立,因为颈髓完全横断损伤会

造成严重的四肢瘫痪以及较高的死亡率,这样的做

法在伦理方面是不允许的。

3　 急性机械性脊髓损伤模型的用途

3. 1　 急性挫伤模型

在临床中大多数的脊髓损伤是由外伤导致脊

髓受压或挫伤造成的,因此为了研究脊髓损伤后的

病理生理变化,首选挫伤和 /或压迫模型。 Allen 首

次采用垂直打击显露硬脊膜致急性脊髓挫伤的方

法,此法简单易行,制作成本低,易于复制,但是打

击的精准度难以保持一致,后人不断对其进行改

进[25]。 目前常用的包括以下几种打击器:纽约大学

打击器(New York University (NYU) impactor) [26]、
水平打击器( infinite horizon ( IH) impactor) [27]、俄
亥俄州立大学打击器(Ohio State University (OSU)
impactor) [28]、空气打击器(air gun impactor) [29]。 除

此之外,还有许多研究者不断研发新型打击器和改

进部分配件,如:打击头、椎体固定装置等,其目的

都是为了尽可能模拟临床中常见脊髓损伤以及减

少不必要的副损伤。
Squair 等[30] 建立胸 3 节段严重脊髓挫伤模型

来研究米诺环素对于交感兴奋性神经的保护作用、
减轻自主神经功能障碍以及其对于脊髓损伤后血

流动力学的调控。 Hara 等[31] 发现星形胶质细胞的

表型转变在小鼠脊髓挫伤模型中对于胶质瘢痕的

形成具有重要的调控作用,并通过蛋白组学等方法

寻找在这个过程的主要调控分子对其进行干扰以

观察小鼠的运动功能恢复指标以及胶质瘢痕的形

成情况。 大多数研究对于脊髓损伤过程血管组织

的观察都是采用组织切片或者免疫荧光染色等,都
是基于一种二维的观察模式,Hu 等[32] 在大鼠挫伤

模型中使用 Micro-CT 追踪在川芎嗪治疗脊髓损伤

后微血管的 3D 形态变化,并探讨其对于血管再生

的影响。 Brakel 等[33] 注意到在部分大鼠完成脊髓

损伤的造模后会出现类似于抑郁症的一些行为学

表现,主要为饮食习惯的改变、运动功能的进一步

降低以及穴居行为的减少等,也发现在出现上述行

为改变的同时动物模型的心功能也发生了改变,因
此他们通过建立脊髓挫伤模型来观察抑郁症行为

与心功能之间的联系从而探寻有关脊髓损伤后抑

郁症出现的发病机制。
3. 2　 急性压迫模型

急性压迫模型主要是模拟临床中患者椎管狭

窄闭塞或者外伤导致脊髓受压损伤的情况,用来研

究压迫造成的影响以及寻求一种减压的时机。 压

迫模型最为常见的是微血管夹 /动脉瘤夹直接钳夹

硬脊膜表面对其造成损伤。 Führmann 等[34] 使用一

种改进的动脉瘤夹以 21 g 的力度钳夹脊髓表面 1
分钟造成脊髓损伤来研究硫酸软骨素酶 ABC 联合

神经 上 皮 细 胞 治 疗 对 损 伤 后 组 织 再 生 效 果。
Soubeyrand 等[35] 使用 35 g 的力度的动脉瘤钳夹脊

髓表面 1 分钟以构建大鼠脊髓损伤模型,通过超高

分辨超声(very high resolution ultrasound,VHRS)来
探测脊髓血管出血的情况,并通过组织学的方法进

行验证,证实了 VHRS 可以实时定量地判断脊髓损

伤急性期和亚急性期的出血情况,既往认为脊髓遭

受损伤后会伴随血管破裂导致髓内出血[2],而血管

的破裂往往在早期不易检查。 使用钳夹方式造成

损伤使其在重复性、一致性上得到保证,但该方法

仍需咬除椎板,对于脊柱后方结构完整性有较大影

响,该方式也同人体中常见脊髓损伤有一定的区别。
另外一种压迫造模方式是使用球囊导管对脊

髓造成压迫,该造模方式只需在椎板上钻孔即可以

将球囊导管送至损伤位点,对于脊柱后部结构有较

好的保护。 1953 年,Tarlov 等[36] 首次描述了球囊压

迫模型,通过球囊的不同体积以及不同的停留时间

可以较好地调控损伤程度。 Gong 等[37] 使用导管对

脊髓造成压迫损伤后,通过留置的导管可以直接注

射药物。 Zheng 等[38] 使用球囊导管的不同膨胀程

度(根据球囊占椎管前后径的比值)来对山羊造成
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压迫损伤,并使用 X 线和 CT 观察球囊的位置,计算

球囊充气的大小和椎管内脊髓受压的程度。 但由

于球囊导管无法固定,损伤位点的一致性无法得到

保证。
3. 3　 急性横断模型

急性横断模型是指使用显微器械进行完全 /不
完全脊髓横断。 与脊髓挫伤、压迫模型不同,脊髓

横断损伤模型能够尽可能排除损伤区域残留的神

经纤维对实验结果造成的影响,可以有效地观察外

源性因素对于脊髓损伤修复的调控作用。 横断模

型目前主要应用于组织工程材料治疗脊髓损伤中,
适合于研究再生、退化、组织工程策略或神经可塑

性。 Yao 等[39]采用脊髓节段背侧半切的造模方式

来验证水凝胶支架对于大鼠脊髓损伤后轴突再生

以及运动功能恢复的影响。 Lukovic 等[40] 比较详尽

地叙述了脊髓横断模型的建立的过程,认为该模型

在观察细胞移植对于脊髓再生潜能的影响方面具

有独特的优势。 Kumar 等[41] 发现在脊髓完全损伤

的情况下会增加褥疮出现的机率、降低皮肤愈合能

力,且这种情况大多发生在损伤平面以下,这可能

与伤口闭合和修复所需的各种细胞过程活性降低

有关。 戴建武团队首次建立了比格犬脊髓完全横

断模型,并对这种模型进行评价,认为其评估神经

再生的情况是十分可靠的,同时也提出了脊髓完全

横断模型由于其本身损伤较为严重可导致一些并

发症的出现,如压迫性溃疡、深静脉血栓 ( deep
venous thrombosis,DVT)、骨质疏松、肌肉痉挛、尿路

感染和呼吸系统并发症等,建立了一套详细的术后

护理方案[42]。 但是这种损伤的情况在临床中十分

罕见,并不能真正地反映脊髓损伤后的病理改变。
因此该模型更多应用在验证生物材料、细胞治疗对

脊髓再生修复的作用。
3. 4　 急性牵拉 /脱位损伤模型

急性椎体脱位造成脊髓损伤是临床中常见的

损伤机制之一,大约占脊髓损伤患者的 32% ~
58%[43]。 脱位模型是基于椎体移位对脊髓造成损

伤,而牵拉模型则是通过椎体的轴向运动对脊髓施

加轴向作用力造成拉伸损伤。 Wu 等[44]设计了一种

椎体牵拉造成脊髓损伤的家兔模型,按照家兔的脊

髓长度比例来造成损伤可以有效地模拟临床损伤

的机制,并且这种方法可以很好地避免损伤脊髓血

供减少其带来的其他损伤。 目前已经大量的动物

模型证实尽早进行减压手术可以缓解由脊髓受压

引起的神经症状[45],但是当这一结果应用于临床中

却存在较大差异,早期手术有时并没有取得明显的

疗效[46],考虑其原因可能是因为在临床前动物模型

中使用的生物力学变量与临床损伤中发生的生物

力学条件之间存在差异, Speidel 等[47] 建立一种新

型的大鼠椎体脱位模型来探讨压迫时间和损伤时

的速度与脊髓损伤预后之间的关系,从而寻找一种

最佳的手术减压时机。 Bhatnagar 等[48] 则是通过比

较脊髓挫伤模型和椎体脱位造成脊髓损伤的方法

首次尝试量化不同损伤过程脊髓的形态变化,希望

通过这样的方法来解释当机械因素发生改变时是

如何改变下游生物信号。

4　 动物模型的局限性

急性脊髓损伤模型研究发展迅速,但鉴于人类

脊髓损伤的复杂性,实验动物模型与临床中人的脊

髓损伤有很大差异。 目前尚没有一种模型可以完

全模拟人类急性脊髓损伤,每种脊髓损伤模型都有

其局限性。 临床中常见损伤为闭合性损伤,而在动

物模型的制备中常有剥离椎旁肌肉、椎板及韧带咬

除等情况,这样不仅会造成局部的损伤,也会导致

脊柱稳定性的丢失,同时这些结构的移除也可能对

脊髓损伤后的病理生理改变造成一定影响;另一方

面,在临床中对病人进行感觉功能恢复的评估,但
在动物模型中无法进行准确评估。

综上,大鼠是目前造模最常见的动物,然而为

了更好地进行临床前研究向临床的转化,选择与人

类更为相似的动物模型已成为必然趋势,同时也应

当根据自己的研究目的来选择最合适的动物模型。
为了能够更深层次地研究当前脊髓损伤领域的研

究热点以及不断出现的新观点、新机制,对于动物

模型的探索研究仍需继续发展和改进,使其更加标

准化、定量化、智能化,为推进脊髓损伤治疗研究奠

定基础。
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小鼠移植性肺癌转移模型研究进展
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(1. 河南中医药大学基础医学院,郑州　 450046; 2. 河南中医药大学中医药科学院,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 小鼠移植性肺癌转移模型是进行肺癌研究的重要工具,对阐释肺癌的转移机制以及肺癌相关药物

的研发都具有重要意义。 本文综合考虑肺癌转移易发生的部位及肿瘤的种属差异,对该模型进行进一步分类,同
时详细地论述了每种类型的建模方法、评价指标,为肺癌相关研究提供模型参考。
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Research progress in the metastatic model of transplanted lung cancer in mouse
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【Abstract】　 The metastatic model of transplanted lung cancer in mouse is an important tool in lung cancer research,
and has great significance in interpreting the metastasis mechanism of lung cancer and in studying drugs related to lung
cancer. In this paper, the frequent sites of lung cancer metastasis and the species differences of tumors were
comprehensively considered, and this model was further classified, while the modeling method and evaluation index of each
type were expounded in detail to provide model references for lung cancer-related research.
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　 　 肺癌是目前世界上导致肿瘤相关死亡的首要

原 因, 据 2019 年 09 月 国 际 癌 症 研 究 机 构

(International Agency for Research on Cancer,IARC)
发布的《2018 年全球癌症统计报告》评估数据显

示,2018 年全球癌症发病人数上升至 1810 万

例,死亡人数 960 万例,其中肺癌是最常见的癌

症类型(占病例总数的 11. 6%)和癌症死亡的主

要原因(占癌症死亡总数的 18. 4%) [1] 。 肺癌的

治疗迫切需要开发新的药物制定新的治疗方案,

在活体内动物模型上阐明药物的作用机制无疑

是最佳途径,那么有没有适合的肺癌动物模型就

成为制约肺癌相关药物临床疗效、转化研究的重

要因素。 此外,肺癌高病死率的原因之一是容易

发生远处转移,临床常见发生肺转移、脑转移,骨
转移,淋巴结转移等 [2-3] 。 本文就目前国内外报

道的小鼠肺癌转移模型的构建方法及在科研领

域中的应用进行综述,以期为肺癌相关研究提供

模型参考。
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1　 小鼠肺癌模型的分类

根据制备方法的不同,肺癌动物模型分为许多

类型,按照接种部位不同分为:皮下注射、原位注

射、心内注射、颈内动脉注射和尾静脉注射等;按照

肿瘤细胞来源不同分为:自发性、诱发性、移植性和

动物基因修饰模型等;其中移植性模型是指将肿瘤

组织或细胞移植到实验动物体内所形成的肿瘤动

物模型,根据肿瘤细胞或癌组织块的来源不同分

为:同种移植模型与异种移植模型。 同种移植是指

肿瘤细胞类型与宿主动物种属一致,而异种移植是

指肿瘤细胞类型与宿主动物种属不一致[4]。 此外,
按照肺癌转移部位不同分为:肺转移、骨转移、脑转

移、淋巴转移模型等,参考国内外文献报道发现不

同肺癌类型易发生转移的部位也不同,其中小细胞

癌主要形成淋巴结转移,鳞状细胞癌主要转移至肝

脏和肾脏,腺癌形成肺转移灶[5]。 本文综合肺癌易

转移部位及肿瘤来源的差异,将小鼠移植性肺癌模

型进一步分类,如下文阐述。

2　 小鼠移植性肺癌转移模型的分类

2. 1　 肺转移型

理论而言肺癌的原发部位为肺,原位种植模型

也被认为是最合适的肺癌治疗模型,但原位种植容

易发生并发症,并且其在体内的成瘤率和转移形成

率不稳定。 皮下注射仍广泛应用于大多数模型的

建立,尾静脉也常被用于肺转移动物模型的构建。
2. 1. 1　 同种移植性肺转移模型

小鼠 Lewis 肺癌模型是目前应用最为广泛的同

种来源的肺癌模型,Lewis 肺癌细胞株(LLC)最早是

从小鼠 Lewis 肺癌中分离到的适应培养细胞克隆

系,LLC 细胞在 C57BL / 6 小鼠体内保持高度致瘤性

和肺转移性[6],LLC 细胞采用基因工程技术修饰后

可表达荧光素酶或绿色荧光蛋白,达到肿瘤细胞在

活体内可视化效果。 Zhu 等[7] 将表达荧光素酶的

Lewis 肺癌(LL / 2-Luc- M38)细胞(1 × 106 个 /只)接
种于 7 ~ 8 周龄雄性 SPF 级 C57BL / 6 小鼠皮下,注
射 3 d 和 17 d 时腹腔注射 D-荧光素酶(0. 6 mg / 30 g
体重),对动物进行全身成像,结果显示在注射部位

可检查到生物荧光信号,17 d 时收集小鼠肺,进行

器官生物发光的体外测量,也可检测到明显的生物

荧光信号,对肺组织匀浆进行生物荧光测量,绘制

标准曲线,可获得小鼠肺中癌细胞负荷的定量信

息,该方案使用活体成像技术与体外成像相结合的

方法观察 Lewis 癌细胞在小鼠体内的生长和转移。
马雪曼等[8] 研究显示接种部位的不同,Lewis 肺癌

肺转移率不同,将能够稳定表达荧光素酶的小鼠

LL / 2-Luc- M38 细胞(1 × 106 个 /只)分别采用右腋

下、右腹股沟下、右脚垫接种三种方法接种到 6 ~ 8
周龄 SPF 级雄性 C57BL / 6 小鼠皮下,接种 21 d 时

小动物活体成像检测显示,肺转移率右腋下接种组

为 50%,右腹股沟接种组为 70%,右脚垫接种组为

0%。 以上研究显示 Lewis 细胞皮下接种 C57BL / 6
小鼠 17 ~ 21 d 后可确定产生肺转移灶,注射部位

首选腹股沟与腋下。
2. 1. 2　 异种移植性肺转移模型

将人类肺癌细胞系移植到免疫缺陷动物皮下

是进行恶性肿瘤实验研究的首选方法。 姚明等[9]

将人肺癌细胞 SPC-A-1(2×106 个 /只)右背侧近腋

部皮下接种于 6 ~ 8 周龄 SPF 级雄性 NOD / SCID 小

鼠体内,随后切除首代小鼠移植瘤,收集肺转移灶

肿瘤细胞,从第二代起采用肺转移灶-皮下移植-肺
转移灶-皮下移植的体内循环筛选方法传代,第 4
代 NOD / SCID 小鼠在接种后 12 周肺转移率 100%,
该方案成功建立人肺癌皮下移植瘤高转移模型,为
肺癌防治研究及抗转移实验治疗提供了理想的动

物模型。 Cui 等[10]收集一名 45 岁中国男性肺癌转

移患者的腹水,分离获得肺癌细胞系(命名为 XL-
2),取 6 ~ 8 周龄 SPF 级雄性 BALB / c-nu / nu 裸鼠,
将 XL-2 细胞(2 × 106 个 /只)注射到小鼠右上侧背

部皮下,4 周后切除原发肿瘤,当小鼠濒临死亡时,
收集肺转移病灶并将其植入新的受体小鼠的右上

侧背部皮下,如此反复传代,在第 5 轮的选择中,从
肺转移灶中分离细胞并体外增殖 (命名为 XL-2
sci),各代分离的肺癌细胞肺转移率检测显示,第一

代为 30%,第三代为 60%,第五代为 90%,该转移模

型保留了原发肿瘤的临床特征,为肺癌的深入研究

提供了可靠的模型。
循环肿瘤细胞(circulating tumor cells,CTCs)是

指从原发灶或转移灶脱落,在血液和淋巴管中循环

的细胞,阙祖俊等[11] 将人源肺癌循环肿瘤细胞

CTC-TJH- 01(1×106 个 /只)采用尾静脉注射的方

法,注射到 C57BL / 6 小鼠、Nude 小鼠和 NOD / SCID
小鼠体内,3 种小鼠均为雄性,SPF 级,4 ~ 6 周龄。
注射后第 8 周 NOD / SCID 小鼠首次观察到肺部成

瘤,第 10 周 NOD / SCID 小鼠肺部成瘤率为 100%,而
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在 Nude 小鼠和 C57BL / 6 小鼠体内均不成瘤。
2. 2　 脑转移型

肺癌最常见的远处转移部位之一是脑,脑转移

的发生率为 23% ~ 65%。 脑转移患者放、化疗效果

不佳,预后差,生存期短,是患者死亡的重要原

因[12],因此构建合适的肺癌脑转移动物模型具有重

要的研究价值。 颈内动脉注射与心内注射两种方

法常用于肺癌脑转移动物模型的构建。
2. 2. 1　 同种移植性脑转移模型

徐磊等[13]将稳定转染绿色荧光蛋白(GFP)的

Lewis 肺癌细胞,通过颈内动脉注射的方法建立

C57BL / 6 小鼠肺癌脑转移动物模型,注射剂量 105

个 Lewis 细胞 /只,3 周后脑组织标本在荧光显微镜

下可观察到绿色荧光蛋白的富集区,证实已经形成

Lewis 肺癌细胞的脑转移灶,病理显示病灶周围有反

应性星形胶质细胞增生,颈内动脉注射法直接模拟

癌细胞在脑部终末毛细血管床内聚集、粘附、侵袭

穿透血脑屏障形成转移灶的真实过程,手术成功的

小鼠 100%发生脑部转移癌。 颈内动脉注射方法的

优点在于模型的重复性较好,缺点是显微外科手术

操作步骤复杂并且对操作者手术技巧要求较高。
2. 2. 2　 异种移植性脑转移模型

Uzunalli 等[14] 使用慢病毒感染 A549 细胞使其

稳定表达荧光素酶,采用超声引心内注射的方法,
将 A549 细胞(1 × 106 个 /只)接种至 6 周龄的裸鼠

体内,组织学检查显示注射 2 周后,裸鼠脑部出现肺

癌微转移灶,直径为 64. 6 ~ 95. 3 μm,3 ~ 4 周时转

移灶直径增至 50. 9 ~ 216. 9 μm,5 ~ 6 周时转移灶

直径可达 20. 6 ~ 1070. 6 μm,心内注射的方法可成

功构建肺癌脑转移模型。 陈愉生等[15] 将处于对数

期生长的人肺腺癌 PC-9 细胞(1 × 106 个 /只),经
左心室注射接种于 BALB / c nude 裸鼠体内,第 4 周

处死,除 2 只裸鼠胸壁见 2 ~ 3 个散在瘤结分布,其
余胸腔视野正常,肺组织轮廓清楚,未见瘤结生成,
组织学检测显示心内注射法肺癌脑转移率为

100%。 心内注射这种方法优点在于操作简单,而且

确实会产生中枢神经系统的转移。 缺点是肿瘤常

常转移到中枢神经系统以外的器官,并可能导致动

物死亡,该方法的模型变异性较高[16]。
2. 3　 骨转移型

骨是各种原发性肿瘤最常见的转移部位之一,
随着治疗手段的提高,患者生存期延长,骨转移的

概率也随之升高,近期报道显示小细胞肺癌患者中

骨转移发生率为 38. 18%,多发骨转移灶是小细胞

肺癌骨转移患者发生骨相关事件的风险因素[17],骨
转移可引起骨痛、骨折严重影响晚期肺癌患者生活

质量,因而建立肺癌骨转移动物模型对其预防与治

疗的研究具有重要意义。
2. 3. 1　 同种移植性骨转移模型

Kuchimaru 等[18]将表达荧光素酶小鼠肺癌细胞

LLC / luc 经尾动脉注射和心内注射两种方法注射进

入 C57BL / 6 雄性小鼠体内,生物发光活体呈像技术

显示,尾动脉注射组在注射后 30 min 即可在后肢骨

髓即检测到中荧光,尾动脉注射肿瘤细胞的运输效

率是心内注射的 3 倍,尾动脉注射后癌细胞向小鼠

下体器官具有显性传递性,而心内注射则导致癌细

胞则扩散到各种组织。 组织学分析证实在小鼠接

受尾动脉注射后 7 d,骨转移病灶数目的增加。 X 线

与 CT 成像显示尾动脉注射比心内注射的小鼠骨量

明显下降,生存期检测显示,尾动脉注射后小鼠生

存超过 32 d,而心内注射的小鼠注射后 25 d 全部

死亡。
2. 3. 2　 异种移植性骨转移模型

Yang 等[19]建立一株稳定高表达绿色荧光蛋白

(GFP)的人肺癌细胞系 H460(H460-GFP),将 5 ×
106 个 H460-GFP 细胞接种到 SPF 级雌性 BALB / c
nu / nu 裸鼠皮下, 3 周后 肿 瘤 直 径 增 至 1. 5 ~
2. 1 cm,取 1 mm3 瘤块通过手术方法原位植入裸鼠

的左肺中,3 ~ 4 周后观察可见 GFP 荧光遍及整个

骨骼系统,包括头骨、椎骨、股骨、胫骨以及股骨和

胫骨的骨髓,通过这种方法成功建立了肺癌骨转移

模型同时揭示了肺癌的广泛转移潜力。 王静等[20]

将 A549 细胞(6 × 106 个 /只)注射到 NOD / SCID 裸

鼠胫骨外贴骨处,6 周后显示肺癌细胞浸润到胫骨

骨组织及周围软骨组织,发生肿瘤侵袭和骨质破

坏。 Miki 等[21]将 8 种人肺癌细胞系尾静脉注射入

自然杀伤细胞缺乏性 SCID 小鼠体内,其中只有小

细胞癌细胞系 SBC-5 细胞可重复发生骨转移,经 X
线评估,第 28 天 SBC-5 细胞产生的溶骨性骨转移

就被检测到,所有受体小鼠在第 35 天出现骨转移,
而肺腺癌细胞(PC-14,A549)主要在肺中产生转

移灶。
2. 4　 淋巴结转移型

2. 4. 1　 同种移植性淋巴结转移模型

Yamaura 等[22]将 Lewis 肺癌细胞通过皮肤切口

直接置入 C57 / BL6 小鼠肺实质,93%的动物在移植
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部位出现单个肺结节,形成肺结节的小鼠均出现纵

隔淋巴结转移。 小鼠的平均存活时间为(21 ± 2)d,
植入后第 17 天和第 21 天纵隔淋巴结转移灶明显,
远处器官或淋巴结未见转移。
2. 4. 2　 异种移植性淋巴结转移模型

淋巴结转移是非小细胞肺癌最常见的转移途

径,也 是 影 响 肺 癌 分 期 和 预 后 重 要 的 因 素。
Chishima 等[23] 建立了稳定表达 GFP 的人肺腺癌细

胞 Anip 973,将该细胞皮下接种到裸鼠体内,5 周后

当肿瘤的直径超过 1 cm 时,通过手术原位移植的方

法将皮下瘤块植入裸鼠左肺的胸膜脏层,活体成像

检测显示经淋巴传播的转移灶激发出的绿色荧光,
在裸鼠肺门淋巴结、颈部淋巴结、纵隔和对侧胸膜

腔清晰可见,该方法证实手术原位移植肺癌瘤块确

定会产生淋巴结转移,同时结合 GFP 转染可实现肺

癌转移可视化研究。

3　 小鼠移植性肺癌转移模型的应用

3. 1　 肺癌转移模型在肿瘤转移机制中研究

小鼠肺癌转移模型在肿瘤转移机制的研究中

具有重要意义,利用缺氧、转化生长因子 TGF、原癌

基因 NFkappaB、 血管内皮生长因子 VEGF 等对肿

瘤细胞进行预处理可以更好探讨肺癌的转移机制,
转化生长因子(TGF-β)在肿瘤发生的早期起抑癌作

用,但在疾病的后期变为肿瘤启动子。 Khan 等[24]

采用转化生长因子 TGF-β1 对肺癌 A549 细胞进行

体外上皮间质化处理,并将其注射到 BALB / c 裸鼠

的尾静脉中进行转移性传播研究,TGF-β1 处理组

A549 细胞的分布与未处理组 A549 在肺的相对荧光

簇数较少,在向肝、大脑、卵巢、骨骼和肾上腺转移

方面,TGF-β1 处理组转移率是未处理组的 2、3、
1. 5、2 和 1. 7 倍。 Salvo 等[25] 报道 TGF-β 是一种已

知的肿瘤细胞整合素表达的诱导剂,它有助于癌细

胞的转移扩散,TGF-β 暴露后增加了 β3-整合素依

赖性 NSCLC 对淋巴管内皮的粘附,体内实验表明,
靶向 TGF-β 和 β3 整合素可显著降低淋巴结转移的

发生率。 Qin 等[26] 报道肿瘤坏死因子超家族 15
(TNFSF15)是一种主要由血液内皮细胞产生的细胞

因子,TNFSF15 通过上调 A549 细胞中 VEGF-c 的表

达来促进肿瘤淋巴管生成,促进荷瘤小鼠的淋巴

转移。
3. 2　 肺癌转移模型在新药研究中的意义

使用肺癌转移动物模型,可研究探讨药物是否

对肺癌的生长和转移产生影响,Ren 等[27] 利用转基

因肺癌细胞株 L9981-Luc 裸鼠肺癌移植模型,检测

到甲基亚硒酸能抑制 L9981-Luc 在裸鼠体内种植瘤

的生长和远处转移。 Skeberdyte·等[28] 利用沙利霉素

和二氯乙酸盐协同作用可抑制 Lewis 肺癌细胞增

殖、肿瘤生长和转移,沙利霉素是众所周知的癌症

细胞杀手,而二氯乙酸盐是丙酮酸脱氢酶激酶抑制

剂,其专门针对线粒体活性改变的肿瘤细胞,沙利

霉素和二氯乙酸盐在 Lewis 肺癌细胞的 2D 和 3D 培

养物中具有协同的细胞毒性,沙利霉素和二氯乙酸

盐的联合治疗可提高同种异体移植性小鼠的存活

率,抑制肿瘤转移。
3. 3　 肺癌转移模型在中药及单体药物研究中的

意义

小鼠 Lewis 肺癌转移模型在中药治疗肿瘤性疾

病的研究中具有广泛应用,Tang 等[29] 报道中药郁

消散联合顺铂显著抑制 Lewis 肺癌移植瘤的生长,
减少肺转移结节的数量,提高对肺转移的抑制率。
Zhao 等[30]报道黄芪多糖能有效抑制小鼠 Lewis 肺

癌的生长和转移,改善免疫器官功能,抑制肿瘤组

织中 VEGF 和 EGFR 蛋白的表达。 Zhou 等[31]报道,
中药冬虫夏草提取物在 Lewis 异种移植动物模型中

可降低肿瘤生长,减少肺转移。

4　 小鼠移植性肺癌转移模型在应用中
值得关注的问题
　 　 C57BL / 6 小鼠、裸鼠、SCID 小鼠、NOD / SCID 小

鼠都是构建移植性肺癌转移模型的常用品种,具体

选择哪种类型的小鼠建模,需要充分考虑实验目

的、实验周期、接种方法以及检测指标等因素。 这

几种品系小鼠各有优势,其中 C57BL / 6 小鼠具有正

常的免疫功能,价格低廉、耐受性强,模型成熟,常
用于 Lewis 细胞的肺癌转移建模型构建。 裸鼠、
SCID 小鼠、NOD / SCID 小鼠常用于人源肺癌细胞的

移植性种植,Teraoka 等[32]研究显示,将人类肺癌小

块组织移植入 SCID 小鼠,种植成功率为 50%。 吴

健彬等[33] 研究显示 NOD / SCID 小鼠皮下移植瘤模

型成瘤率为 55. 6%,高于 BALB / c 裸鼠的成瘤率,并
且肺癌在 NOD / SCID 小鼠并且易发生肺转移与骨

转移,NOD / SCID 小鼠仍然是移植性肺转移模型的

首选品系。 在接种方法的选择上,Lewis 细胞常采用

皮下注射、颈内动脉注射、尾动脉注射等方法来构

建小鼠肺癌肺转移、脑转移和骨转移模型,成功率

较高。 人源性的肺癌细胞主要通过皮下注射、尾静
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脉注射、心内注射、后肢胫骨平台注射以及原位移

植的方法来构建肺转移、脑转移、骨转移和淋巴转

移模型。

5　 结语

综上所述,小鼠移植性肺癌转移模型是进行肺

癌研究的重要支撑,对阐释肺癌的转移机制,肺癌

相关药物的开发和研究都具有重要意义,本文详细

介绍了同种和异种来源的小鼠移植性肺癌转移模

型的建模方法,评价指标,以及该模型在科研中的

广泛应用,对于从事肺癌转移相关研究的科技人员

具有非常重要的参考价值。
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不同 COPD 动物模型特点及应用的研究进展
陈美凤,加慧,夏书月∗

(沈阳医学院,沈阳医学院附属中心医院,呼吸与危重症医学,沈阳　 110020)

　 　 【摘要】 　 慢性阻塞性肺疾病(chronic obstructive pulmonary disease,COPD)以不完全可逆的持续性进行性气流

受限为特点,常伴随急性加重及严重并发症。 建立标准化且切合临床 COPD 特征的动物模型对探究其发生发展、
形态功能学改变及新的治疗途径具有重大意义。 近年来国内外学者进行了许多相关研究,但目前尚无最佳模式的

COPD 动物模型构建方法。 在本文中,对用于建立 COPD 模型的动物类型及各模型优缺点做了详细比较并阐述了

其临床应用。
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Research progress on the characteristics of animal models of chronic
obstructive pulmonary disease and related clinical applications
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【Abstract】　 Chronic obstructive pulmonary disease ( COPD) is characterized by incomplete reversible persistent
progressive airflow limitations, and always presents acute exacerbations and serious complications. Establishing standardized
animal models that are consistent with the clinical COPD characteristics of COPD is important for exploring its
development, and morphological changes, as well as new therapeutic approaches. new therapeutic approaches. Many studies
have been conducted on COPD, but there is no best method exists for constructing animal models of COPD. Here, we
describe and compare the types of animals used to establish the COPD models and the advantages, and disadvantages, and
clinical applications of each model.

【Keywords】　 chronic obstructive pulmonary disease; COPD animal model; model characteristics and application
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　 　 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( chronic obstructive
pulmonary disease,COPD)以不完全可逆的持续性进

行性气流受限为特点,是呼吸系统最常见慢性疾

病,主要表现为气道慢性炎症,气道阻塞、结构重

塑,肺泡结构改变和相关并发症[1]。 据国际慢阻肺

疾 病 ( the Burden of Obstructive Lung Diseases,

BOLD)等研究显示,预计到 2020 年,慢阻肺将成为

全球第三大死因[2]。 据报道,我国 40 岁以上慢阻肺

患病率为 9. 9%,患病人数高达 1 亿,整体疾病负担

位列急慢性疾病第 3 位[3]。 建立标准化且切合临

床 COPD 特征的动物模型对探究其发生发展、病理

生理、形态功能学改变及新的治疗途径具有重大意
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义。 近年来国内外学者进行了许多相关研究,但目

前尚缺乏最佳模型的 COPD 动物模式构建方法。 在

本文中,对用于建立 COPD 模型的动物类型及各模

型优缺点做了详细比较并阐述了其应用。

1　 动物品种的选择

目前建立 COPD 动物模型常用的动物包括小

鼠、大鼠、豚鼠、小型猪、兔子、犬、非灵长类动物等,
其中应用最为广泛的为鼠类。
1. 1　 小鼠和大鼠

鼠类品种丰富,体形较小,繁殖周期短,饲养

及药物使用成本较低,可操作性较强。 由于目前

对鼠的基因组研究比较明确,多用于研究特定基

因和蛋白质在 COPD 病理生理学中的作用[4] ;同
时,鼠存在多种酶与抗体,可用于鉴定抗原、细胞

流式实验并直接定位和测量[5] 。 但小鼠气管内纤

毛分布较少,其气管黏膜下腺体不发达且无杯状

细胞;单足气道分叉与人类的气道解剖结构不同,
并且缺乏有呼吸功能的细支气管;气道较小,若进

行肺泡灌洗难度较大;同时鼠属于专性鼻呼吸的

动物,鼻纤毛对烟的滤过功能较低[6] ,这与人类上

呼吸道不同。 研究显示鼠对外源性刺激敏感差异

性[7] ,对 COPD 症状的发展也具有一定的抵抗力,
只能复制早期 COPD 症状,复制严重的 COPD 模

型十分困难。
1. 2　 豚鼠

豚鼠的肺部解剖结构类似于人类二分叉细支

气管结构,可最大化减少吸入肺内的颗粒形成差异

性分布[8]。 与小鼠相比,豚鼠的气管上皮排列更均

匀,并且大气道中含粘液腺和杯状细胞,被广泛应

用于呼吸系统疾病领域的研究。 Ramírez-Ramírez
等[9]发现豚鼠炎症反应与人类相似,可建立呈进行

性发展的肺气肿模型[10],符合临床 COPD 发展特

点。 该模型的主要缺点为豚鼠的大部分肺损伤反

应为轴突反射,但轴突反射在人类肺损伤中作用并

不明显[11]。 豚鼠价格较小鼠及大鼠相对昂贵,目前

用于豚鼠的细胞因子和免疫标记物也较少;同时豚

鼠缺乏尾巴,皮肤厚实,使血样的采集和给药具有

一定的难度。
1. 3　 中型动物—小型猪,兔子,犬,羊

猪的肺组织比大鼠等动物更发达,肺部结构与

人类相似度较高,为左侧两叶、右侧三叶[12];具有呼

吸性细支气管,可形成小气道阻力升高 COPD 动物

模型;猪呼吸道黏膜下腺体较发达,诱导 COPD 发病

模型相对容易[13]。 兔子从解剖学、生理学、遗传学

和生物学的相似性看,在系统发育上比其他啮齿类

动物更接近人类[14],但它们在非无菌过程中易感染

细菌和病毒,建造模型过程中易发生死亡。 实验性

犬的呼吸道较大,可将致病试剂或治疗药物有针对

性地传递到肺部,并可将另一肺部作为对照;嘴较

宽,可进行肺输送系统研究;肺泡数量多且存在咳

嗽反射,符合 COPD 的生理症状[15]。 羊十分温顺且

气道结构为二分支,研究发现烟雾暴露后产生的粘

液和上皮细胞分布类似于人的气道炎症反应[16]。
中型动物体形较大,抗应激能力较强;但兔子、

犬的气道均为单足分支,粘液成分与人类不同。 同

时饲养成本较高,物种具有特异性及一定危险性,
市售可用试剂和测量手段也有限,这为造模增加了

一定难度且实验成本较高。
1. 4 　 非人类灵长类动物 ( nonhuman primate,
NHP)

非人类灵长类动物在解剖学,生理学,遗传学

和生物学角度最接近人类,其中猴常被用作研究动

物,尤其是恒河猴(Macaca mulatta)具有与人类极其

相似的肺部结构,细支气管为二分支,肺泡分布广

泛[17],纤毛,杯状细胞和基底细胞排列方式与人类

气道类似。 其基因组与人类高度相似,可增加物种

之间的关联性和可比性[18],用作 COPD 患者发生气

道疾病的模型并可以进行纵断面采样,这对于评估

COPD 的新型生物标志物或疗法可能有用。 但灵长

类动物模型需要专门的设备和技术来对动物进行

麻醉和操作,对成本和伦理要求较高。

2　 COPD 体外模型的建立

COPD 体外模型可在受控环境中研究特定的生

理病理过程[19]。 COPD 涉及多个系统,要了解疾病

的发生发展,需研究各系统的细胞,以更准确地模

拟个体体内环境。 目前常用的体外模型有保留肺

结构和组织特性的离体肺切片[20],允许细胞外基质

和组织因子参与的灌注模型[21],三维(3D)类器官

模型及涉及未分化的支气管上皮细胞模型[22-23]。
但使用体外培养细胞需要注意细胞从炎性细胞外

基质和环境中移出是可能会发生一些改变从而影

响研究结果,导致临床应用价值欠佳。 尽管体外 /
离体方法提供了许多优势,但由于人体组织 /细胞

的变化,有限的可用性及实验室间的差异,使可重

复性受到限制。 但随着 3D 打印技术的不断发展和

对干细胞生物学的深入研究,建立标准化实验室人

体组织的前景可观。
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3　 COPD 动物模型的建立

COPD 的病因、发病机制及病理改变复杂,用于

研究 COPD 的动物模型应符合人类 COPD 诱导刺激

的一系列相似的解剖和生理病理反应,从分子,细
胞,器官和个体等多个层面展开,在建模中选择符

合致病因素的诱导条件建立 COPD 模型。
3. 1　 单因素诱导

3. 1. 1　 吸入有害气体 /细颗粒物

目前 常 用 的 有 害 气 体 /细 颗 粒 物 为 烟 雾,
PM2. 5,二氧化硫,二氧化氮,臭氧等。 由于吸烟和

空气污染为 COPD 发生的重要危险因素[1],所以烟

雾暴露(CS)和 PM2. 5 在建模中较常使用。 吸入有

害气体及细颗粒物的效应随暴露时间的长短,频
率,次数,暴露类型(局部烟熏,全身暴露,腹腔注

射)和烟雾产生方式(吹气或吸气行为产生的主流

烟雾,卷烟燃烧产生的侧流烟雾)的不同而差异较

大[24],Fröhlich 等[25] 发现全身或经鼻系统的烟雾暴

露方法的差异为诱导 COPD 表型变异的潜在来源。
Zhao 等[26]将 C57BL / 6 J 小鼠暴露于 PM2. 5 48 周后

出现肺功能下降,气肿性病变和气道炎症,造模成

功。 同时种间差异影响 CS 暴露后肺气肿表型的发

育时间,一般单纯烟雾暴露 2 个月即出现早期

COPD 肺部改变,6 个月出现典型的 COPD 肺部表

现[27]。 需要注意的是某些物种(例如鼠)对 CS 诱

导的嗜中性炎症和肺损害具一定的抵抗力,这种抵

抗在中断 CS 暴露后就会停止甚至恢复[28]。 因此,
单纯 CS 暴露的小鼠模型无法符合临床 COPD 的复

杂性及严重性特点,适用于研究早期 COPD 疾病特

征,需将结合多个不同的模型进行对比分析。
3. 1. 2　 气道滴注弹性蛋白酶

目前常用的蛋白酶包括猪胰蛋白酶,木瓜弹性

蛋白酶,人嗜中性粒细胞弹性蛋白酶,基质金属蛋

白酶。 弹性蛋白酶可诱导大鼠产生肺气肿,该模型

的优点在于经气管内滴注可免受血液中弹性蛋白

酶抑制因子的灭活,单剂量弹性蛋白酶即可导致肺

泡壁结构短期丧失并可诱导并维持炎症反应的发

生[29]。 但弹性蛋白酶的给药窗口狭窄,低于推荐剂

量浓度不足以引起肺部结构发生变化,而高于阈值

水平的浓度会导致动物严重肺出血和死亡,研究表

明弹性蛋白酶诱导啮齿类动物出现 COPD 病理改变

需 21 ~ 45 d[30],Longhini 等[31] 制备了使用抗弹性

蛋白自身免疫性鼠模型引起的肺气肿,可用于检查

免疫耐受在 COPD 中的作用,增加基于弹性蛋白酶

模型的临床相关性。 弹性蛋白酶不但破坏肺泡间

隔的弹性纤维,同时也引起气管壁及血管壁等组织

的破坏,这与人类 COPD 肺气肿的病理表现接近。
3. 1. 3　 气管内注入脂多糖

脂多糖(LPS)是革兰氏阴性菌的细胞壁成分,
存在于空气污染和有机粉尘中。 LPS 暴露会引起嗜

中性粒细胞和巨噬细胞大量聚集,导致肺部炎症的

发生,长期暴露会引起肺部结构发生变化,这种变

化在 LPS 接触停止后仍会持续。 研究表明 LPS 鼻

内滴注的最佳时间为 72 h,28 d 即可形成 COPD 模

型[32]。 脂多糖动物模型存在肺功能下降、肺气肿、
小气道重塑、肺部炎症等现象[33]。 De Oliveira 等[34]

利用 LPS 成功制备了急性肺气肿加重模型以进行

COPD 急性加重期相关研究。 与其他模型相比,使
用 LPS 诱导产生炎症和纤维化模型以实现 COPD
的病理学特征所需时间相对较短且与人类 COPD 的

临床特点接近。
3. 1. 4　 细菌 /病毒感染

感染是发生 COPD 急性加重最重要的诱因,可
导致病情进展及病死率增加。 目前常用的细菌 /病
毒有铜绿假单胞菌,肺炎克雷伯杆菌,流感嗜血杆

菌,肺炎链球菌,大肠杆菌,流感病毒,鼻病毒,人免

疫缺陷病毒(HIV)等。 此模型适用于研究细菌感染

导致肺组织损伤的机理,但实践中要注意选取细菌

的种类及控制细菌的数量。 单纯应用细菌 /病毒建

立 COPD 模型的情况较少,多与其他因素联合使用

建立 AECOPD 动物模型[35-36]。
3. 1. 5　 基因控制模型

COPD 具有遗传和环境易感性,遗传性 α1-抗
胰蛋白酶缺乏(AATD)尽管只占很小一部分,却很

好的解释了遗传与环境的相互作用致使个体倾向

于发生 COPD[37],不过尚不明确这些基因究竟是

COPD 发病的基因或仅仅是致病基因的标记。 目前

基因调控模型主要包括自然变异的 COPD 模型,如
紧皮、苍白、斑点型小鼠[38]。 转基因 COPD 模型如

将删除肺上皮神经纤毛蛋白 1(Nrp1)的基因缺失小

鼠暴露于烟雾中 12 周制备的 Nrp1 基因缺失型

COPD 动物模型,发现上皮 Nrp1 在维持正常肺泡结

构中的作用,可用于研究 Nrp1 表达失调在慢阻肺

发展中的机制[39];与成年吸烟者 COPD 风险及肺功

能下 降 相 关 的 基 因 编 码 金 属 蛋 白 酶 12
(MMP12) [40]。 Nakashima 等[41] 通过诱导气道上皮

Na+通道 b 亚基( bENaC-Tg 老鼠)建立了 COPD 大

鼠模型,以探索 C57BL / 6 J 基因型小鼠与 bENaC-Tg
小鼠表现出的弥漫型肺气肿模型稳定表达炎性和

衰老样标记物的差别。
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现已制备的 COPD 模型包括 α1-抗胰蛋白酶、
TGF-β、人趋化因子受体 6、Klotho 基因、胚胎干细胞

诱导突变和肺表面活性物质 D 等敲除鼠。 COPD 基

因改造模型获得的动物模型具有遗传稳定性和重

复性,允许从细胞分子易感性水平上来分析特定性

的调控作用及其功能,对于 COPD 的预防和治疗提

供重要的工具,但其不能产生人类 COPD 的几种特

定表现,因而限制了其转化应用价值。
3. 1. 6　 植入他莫西芬

一直以来,国内外关于性别与 COPD 易感性及

急性加重是否相关存在很大争议。 相关研究表明:
与吸烟男性相比,40~ 50 岁女性吸烟者的肺功能下

降快 于 男 性 吸 烟 者, 并 且 COPD 风 险 增 加 了

50%[42-43]。 Tam 等[44] 将雄性,雌性和卵巢切除的

C57BL / 6 小鼠先烟雾暴露 6 个月,然后给雌性小鼠

植入他莫昔芬,暴露 2 周后进行第二次干预,每只小

鼠再次植入 75 mg 他莫昔芬颗粒继续暴露 4 周后成

功制备雌激素缺乏的 COPD 模型,证明了雌激素可

能参与了烟雾暴露雌性小鼠中独特的氧化剂 / TGF-
β 信号转导轴失调。 为寻找雌激素信号传导级联反

应下游的治疗靶点提供实验基础,用于探索女性

COPD 的干预治疗提供了新的理论指导。
3. 1. 7　 免疫相关型模型

吸烟一直被认为是发生 COPD 最重要的危险因

素,但戒烟 2 年后气道炎症仍在持续,该现象与自身

免疫性疾病的特征相似。 相关研究表明 CS 暴露可

显着降低患者 SP-D 的肺泡水平,尼古丁可导致人

气道 上 皮 细 胞 中 SP-D 水 平 降 低[45]。 Sorensen
等[46]通过诱导上皮 Na+ 通道 b 亚基的气道特异性

过表达的小鼠(bENaC-Tg 小鼠)3 周建立了 SP-D 基

因敲除的 COPD 小鼠,为研究肺部炎症和先天免疫

以及进行肺表面活性物质稳态研究提供了建模基

础。 Hirota 等[47]研究了由气道上皮 NLRP3 炎性小

体介导的 PM10 暴露的先天性和适应性免疫反应模

型,证明了肺 NLRP3 炎性体在介导 PM10 暴露相关

的先天性而非适应性免疫反应中的重要性,用于研

究 PM10 暴露加剧气道疾病的机制。
3. 2　 复合因素

单一造模方法难以模拟出符合临床的 COPD
模型,并且耗时较长。 为了尽可能全面真实地模

拟 COPD 的发病过程及病理特点,多数研究者倾

向于采用复合因素构建 COPD 动物模型。 近年

来常用的复合因素造模方式包括:烟雾+LPS,烟
雾+细菌 /病毒感染,烟雾+PM2. 5,烟雾+弹性蛋

白酶,弹性蛋白酶+脂多糖,氯化钙+山黎豆类制

等联合方式。
舒家泽等[48] 通过烟草烟雾口鼻暴露联合脂多

糖的方法成功建立慢性阻塞性肺疾病及相关肺动

脉高压(COPD.PH)的小鼠模型,可用于研究减轻肺

动脉高压的治疗策略,并提示 4 周即可形成 COPD
大鼠模型。 Shu 等[49] 利用机动车尾气(MVE)和气

管内滴注脂多糖(LPS)13 周成功建立了 COPD 动

物模型,并出现了心室和血管病理变化。 Mebratu
等[50]将大鼠暴露于 CS2 个月后感染甲型流感病毒

(IAV) /呼吸道合胞病毒(RSV) /病毒衍生物肌苷-
聚胞苷酸[poly( I:C)]以及联合铜绿假单胞菌+肺
炎链球菌及流感嗜血杆菌建立了 COPD 细菌 /病毒

感染模型[51],表明 CS 引起的炎症反应和气肿改变

的程度取决于病毒感染的类型。 这些动物模型可

能有助于研究不同病毒加剧 CS 诱导的炎症和肺气

肿的机制。 Wang 等[52] 将 C57BL / 6 基因型小鼠联

合暴露于 PM2. 5 和 CS / CSE40 周成功制备 COPD
模型,提出在 COPD 的背景下,PM2. 5 可加剧 CS /
CSE 诱导的炎症。 Geraghty 等[53] 使用 EcoHIV 的野

生型小鼠 2 个月诱导建立了 COPD 模型,再现了人

类 HIV 相关 COPD 的几种病理生理特征,可用于确

定 HIV 相关 COPD 的关键参数并测试该疾病的未

来疗法。 陈敏等[54]通过烟熏+间歇低氧 8 周成功构

建大鼠 COPD-OSAHS 重叠综合征模型,为开展 OS
基础研究提供了参考。

复合因素建立的 COPD 模型,可从多方面探究

疾病的发生发展及病理生理过程,使建立 COPD 合

并症模型成为可能。 需要注意的是复合因素建模

对动物的耐受性要求较高,在选择造模动物时需全

面考虑。

4　 COPD 模型的评估

目前用于判断 COPD 模型是否造模成功的评估

内容主要包括:动物行为学改变[55],如观察皮毛光

泽度、活动情况、反应灵敏度、精神状况、进食进水

量、呼吸状况、体重变化、死亡情况、呼吸道变化等,
由于影响因素较多,缺乏统一的评分标准,评估时

多与其他方法联合使用。 测定肺功能(有创和无创

测定法),其中无创体描测定可在生理状态下观察

药物等治疗方法对肺功能的影响,脉冲振荡技术可

通过测定呼吸道阻力、黏性阻力,弹性阻力,惯性阻

力等参数分析出是否存在气道阻塞、部位及程度;
同时还有肺动脉仪量化气道内压、肺阻力、肺顺应

性等。 肺功能测定对于确定疾病模型是否出现气

流受限具有重要意义,且操作方便,可重复性良好,
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在 COPD 模型的评价中应用前景广阔[56]。 肺部切

片病理学改变可确定气道及肺

实质的病理变化是否符合 COPD 的典型改

变[57],包括:中央气道黏液腺增大,炎症细胞浸润;
外周气道损伤,胶原蛋白沉积及修复;纤毛倒伏、变
短、粘连,脱落;气道平滑肌增厚;肺泡扩张,肺泡壁

变薄,肺大泡形成,肺泡数目显著减少等,此方法简

便、直观、易操作,在哮喘、COPD、肺纤维化等多种

肺部疾病的研究中具有重要参考意义,能够客观地

反映病理特征及严重程度,应用较多。 肺泡灌洗液

分析白细胞和中性粒细胞,血清 IgE,BLAF 的总细

胞浓度计数与分类计数是动物实验中常用的观察

指标之一且准确性高;免疫组化检测呼吸道中的细

胞因子( IL-8,TNF-α,IFN-γ 和 TGF-β)和趋化因子

(CCL-2,CXCL1,CXCL9,CXCL10 和 CXCL11[58] 等,
标本易获取,可操作性强,应用广泛。 Marcos 等[59]

提出了平均线性截距和等效直径以量化组织学切

片中的气肿性病变相关的区域,使用贝叶斯方法得

出新型气肿严重程度指数(SI)及 X 射线显微断层

扫描(micro-CT)评估肺气肿等,两种方法均可实现

对肺气肿的范围及分布进行定量分析,并可在肺功

能正常的早期阶段发现肺气肿,有助于 COPD 早期

诊断与治疗。 Micro-CT 分辨率达到微米级别,可无

创、清晰的观测样本内部显微结构,对肺部改变非

常灵敏,可用于无创动态监测肺部病理变化,展示

疾病动态过程[60]。

5　 结语

COPD 发病率、致死率高,诊断率低并呈慢性迁

延,其病因、发病机制及病理改变复杂,所以在设计

模型时应充分考虑动物品种及各诱导因素的优缺

点,最大化符合临床,优化从分子水平、药物化学评

估、体外测试、预测性动物模型到最终人类临床试

验的级联测试,选择最适用于研究目的的造模方法。
临床实际中 COPD 的发生发展及形态功能学改

变复杂,常伴随急性加重及合并症,单一的造模方

法难以模拟出符合临床实际的 COPD 模型且耗时较

长,目前多倾向于采用复合因素构建 COPD 动物模

型,针对不同的研究目的,采用 2 ~ 3 个诱导因素进

行造模,缩短造模时间,深入研究 COPD 及其合并症

的相关问题。 一直以来,小鼠和大鼠因其造模价格

相对便宜、饲养方便、品种丰富等各方面优点,是多

数研究者造模的优先选择,但同时也须考虑物种之

间的关联性及可比性,使实验结果的临床推广性更

佳,越来越多的学者选择中型动物及非灵长类动物

作为造模对象。 因造模动物、诱导因素、诱导剂量

及方式等不同,造模所需时间也有所差别,评估造

模是否成功需根据造模目的,结合功能学、结构学

及肺组织中细胞数目计数等方法综合评估,在模型

评估中尽量采用评估标准明确,主观性小的评估方

法,保证评估结果的准确性及可重复性。
目前 COPD 动物模型的主要限制一方面体现在

不能再现患者在临床环境中实际发生的情况及相

关合并症,单一的 COPD 模型没有 COPD 疾病特征

的广度,特别是疾病后期。 随着对 COPD 动物模型

研究的不断深入,越来越多贴近临床实际的 COPD
模型被建立及完善,并应用于研究其发病机制及新

的治疗途径和靶点。
建模另一个关键是急性加重,尽管感染(尤其

是病毒感染)是病情加重最常见的病因,但各患者

之间具有 COPD 易感性,发作频率,肺功能下降速度

不同等个体差异性,这种情况下使用动物模型研究

COPD 加重的特殊性进行分析面临诸多问题。 在临

床研究中,识别出易急性加重的 COPD 患者,阐明并

鉴定 COPD 特定临床表型相关性和患者病情加重的

潜在机制是 COPD 动物实验研究中的重要部分。 然

而,由于 COPD 病程呈慢性迁延,急性加重后疾病的

预后也有差异,但在动物模型中我们通常使用横断

面研究,终点事件出现后一般不再进行长时间跟踪

观察,这对动物实验产生的结果应用于人类面临很

多不确定性,动物模型的评估效用也面临挑战。
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食物过敏小鼠模型研究进展
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　 　 【摘要】 　 食物过敏正在迅速发展成为全球性健康问题。 食物过敏反应是由无害食物特异性的 Th2 反应引

起,导致 IgE 介导的肥大细胞脱颗粒和相关的发炎反应。 食物过敏小鼠模型有助于对人类食物过敏病理学、生理

学及新型治疗策略的研究。 食物过敏小鼠模型分为依赖佐剂模型、无佐剂模型、基因工程模型和人源化模型。 然

而,尚无小鼠模型能重现人类食物过敏完整的病理学特征,使用特定的食物过敏小鼠模型来解决特定食物过敏研

究问题至关重要。 本文结合国内外研究文献,对近 20 年不同食物过敏小鼠模型的制备方法及优缺点的研究进展

做一综述,为食物过敏机制研究及开发新型治疗策略提供参考及科学基础。
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Advances in murine models for food allergies
WANG Zheng1, LI Xiumin2∗, MIAO Jinxin1∗

(1. Academy of Chinese Medical Sciences, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450000, China.
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【Abstract】　 Food allergies are rapidly becoming a global health problem. Food allergic reactions are caused by Th2
responses to harmless foods, leading to IgE-mediated mast cell degranulation and related inflammatory responses. Food
allergy murine models are helpful for studying the pathology, physiology and new treatment strategies for human food
allergies. These models can be divided into adjuvant-dependent, adjuvant-free, genetic-engineered and humanized mouse
models. However, no animal models can reproduce the entire range of human pathological features; therefore, specific
mouse models of food allergies must be used to address specific food allergy research issues. This article summarizes the
literature, research progress on modeling method, and advantages and disadvantages of different murine models of food
allergies over the last 20 years and provides a reference and scientific basis for researching food allergy mechanisms and
developing new treatment method .
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　 　 食物过敏(Food allergy, FA)是世界第五大公

共卫生问题,其临床特征为口腔粘膜、喉咙、胃肠道

等组织或器官局部炎症,常伴有皮肤反应,严重时

可危及生命[1]。 食物过敏因其反应的严重程度及

终身性引起了人们广泛的关注[2]。 研究 FA 发病机

制、防治手段对改善食物过敏患者病情至关重要。
目前,仍缺乏完全模拟人类食物过敏临床特征的动

物模型。 不同动物模型对同一食物过敏原识别模

式和过敏的敏感性存在差异,在蛋白质致敏研究

中,猪和狗的食物过敏模型具有与人类非常相似的

过敏反应,但是致敏周期长,致敏剂量大和价格昂

贵,且缺乏相关的分子免疫试剂,因此它们更多是

用于过敏机制研究而非致敏性评价。 食物过敏小

鼠模型体积小,易于繁殖和价格便宜,并有多种小

鼠免疫分子试剂及近亲交配和转基因小鼠,已广泛

用于各种 IgE 介导的过敏性疾病的分子和细胞机制

研究。 FA 小鼠模型为研究食物过敏原致敏性发生、
发展和治疗食物过敏的基本工具[3-4]。 FA 小鼠模

型分为依赖佐剂模型、无佐剂模型、转基因模型和

人源化模型。 然而,尚无小鼠模型模拟全部人类 FA
疾病的病理学特征,使用特定的食物过敏小鼠模型

对解决特定食物过敏研究问题至关重要。 本综述

旨在总结不同 FA 小鼠模型与人 FA 疾病的相似性

以及应用范围,为食物过敏性疾病的研究提供理论

及科学基础。

1　 佐剂辅助致敏小鼠模型

小鼠免疫系统是目前研究体内复杂的免疫反

应的绝佳模型[5]。 已开发多种特定 IgE 产生的过敏

小鼠模型,过敏原口服途径是食物过敏小鼠模型常

用制备方法[6]。 但是,口服途径对诱导 IgE 的敏感

性较低。 佐剂辅助致敏可增强免疫激活作用,导致

非过敏性蛋白诱导 Th2 反应,有助于 FA 小鼠模型

的成功建立[7]。 本文主要阐述 4 种常用的佐剂致

敏物,氢氧化铝、霍乱毒素( cholera toxin,CT)、脂多

糖( lipopolysaccharide,LPS)、金黄色葡萄球菌肠毒

素 B(staphylococcal enterotoxin B,SEB)。
1. 1　 氢氧化铝辅助致敏

氢氧化铝是经典的免疫激活剂。 研究发现通

过对 BALB / c 小鼠皮下注射 1 mg 氢氧化铝佐剂与

100 μg 花生粗提蛋白( crude peanut extract protein,
CPE),共注射两次,间隔时间为 3 周,第二次免疫 1
周后,皮下注射 200 μg CPE 进行激发,成功获得致

敏小鼠模型。 结果,该致敏小鼠出现与人类相似的

临床症状,腹泻、精神萎靡、挠头搔耳、呼吸急促,肺
泡灌洗液中肥大细胞、淋巴细胞、嗜酸性粒细胞数

量都显著升高和血清中 IgE 表达上升[8]。 研究提

示,该模型采用去除脂肪和多糖类物质中的花生粗

蛋白对小鼠进行致敏,其致敏性强,能反映花生作

为食品引起的过敏反应。 氢氧化铝佐剂价格便宜

和购买方便,但其配制方法繁琐, 对 pH 值范围要求

较高。 值得注意的是采用皮下致敏途径,因佐剂的

吸收速度较慢会在注射部位引起较严重的局部反

应,导致皮下注射后易形成肿块[9]。
1. 2　 CT 辅助致敏

Song 等[10] 采用 CT 和花生对 C3H / HeJ 小鼠灌

胃,结果出现腹泻、体温下降及血浆中组胺、嗜酸性

粒细胞数量增加的过敏症状。 利用 FAHF-2 药物对

CT 辅助致敏的小鼠治疗,小鼠体温恢复正常、外周

血中的组胺表达量和嗜酸性粒细胞数量明显

减少[10]。
1. 3　 LPS 辅助致敏

Rodriguez 等[11]在第 0、7、14、21、28 和 35 天对

BALB / c 小鼠进行桃蛋白 prup 3 和 LPS 腹腔注射,
结果小鼠出现体温下降、呆滞、呼吸频率增加、IgE
抗体水平升高等全身的过敏反应特征。 Th1 / Th2 向

Th2 偏移是产生过敏的关键因素,食物过敏时 Th2
型细胞活化增加,IL-4 的生成显著增多, 进而诱导

B 细胞生成大量 sIgE, 并诱发机体发生过敏性炎症

反应[12]。 研究发现,佐剂可以增强某些蛋白质诱导

Th2 反应作用,根据 LPS 浓度调节反应趋向于 Th1
模式或增强 Th2 反应的诱导[11,13-15]。
1. 4　 SEB 辅助致敏

SEB 与抗原一起使用可导致系统免疫反应。
Ganeshan 等[16]每周 1 次对小鼠灌胃 100 mg 卵清蛋

白(ovalbumin, OVA)和 10 mg SEB,最终剂量为 100
mL,持续 8 周,在第 9 周后,5 mg OVA 灌胃攻击,成
功建立 SEB 辅助 OVA 致敏小鼠模型。 该小鼠模型

血清中 IgE、组胺水平升高,嗜酸性粒细胞数量增

加、空肠组织出现水肿等临床过敏症状。 SEB 辅助
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致敏相对于 CT 辅助致敏能促进嗜酸性粒细胞数量

的增加,并且可通过降低剂量来促进花生的过敏

反应[17]。

2　 无佐剂小鼠模型

关于食物过敏原的性质以及造成患者缺乏或

丧失耐受性的机制信息仍然不足,因此研究人员对

无佐剂致敏小鼠模型进行了深入研究。 费巧玲

等[18]采用含有 OVA 的纱布贴于小鼠背部脱毛皮肤

处,经皮肤成功建立小鼠肠道过敏模型。 无佐剂经

皮致敏建立的小鼠模型不仅能增加过敏原特异性

IgE 抗体的产生还能诱导肠道病理改变。 小鼠肠道

过敏模型表现为直肠温度下降、空肠毛细血管炎性

渗透、肠黏膜出现轻度糜烂,固有层可见较多肥大

细胞聚集、伴随胞膜破裂、肠绒毛损伤,排列紊乱、
断裂或缺失。 除了通过皮肤致敏还有无佐剂口服

增敏方法,首先采用不含佐剂的 80 mg 花生灌胃

C3H / HeJ 小鼠,两周后腹腔注射 30 mg 花生提取物

腹腔注射,小鼠过敏反应表现为体温下降、血清中

肥大细胞蛋白酶-1(Mast cell protease 1,Mmcp1)和

花生特异性 IgE 表达升高。 该模型提供了量化且客

观的花生致敏指标,还原了人类食物过敏的方式,
因为他们不需要用佐剂来塑造对食物的过敏性免

疫反应[19]。

3　 转基因小鼠模型

随着科学研究的深入,基因学改变了我们对包

括过敏疾病在内的大多数生物学领域的理解。 转

基因动物的出现有助于全面认识疾病的本质特点,
并且逐渐成为研究人类疾病的发展规律和疾病防

治机理的重要工具之一[20-21]。 本文主要探讨 Was
基因敲除小鼠、Il4rαF709 小鼠和 CNS1 基因敲除小

鼠三种基因工程小鼠。
3. 1　 Was 基因敲除小鼠

Snapper 等[22] 建立了 Was 基因敲除小鼠模型,
并发现 Was 基因敲除小鼠与 Wiskott-Aldrich 综合征

蛋白(Wiskott-Aldrich syndrome protein,WASP)缺陷

的患者在轻度血小板减少、淋巴细胞减少、缺陷性 T
细胞活化、肠道固有层炎性细胞浸润、结肠隐窝囊

肿等方面具有相同特征。 Lexmond 等[23] 在特定食

物致敏的不同背景下检测 Was- / - 小鼠血清中 IgE,
结果发现,在 BALB / c 和 C57BL / 6 背景下的动物对

结肠炎具有抗性,表明结肠炎症不会引起对摄入抗

原的致敏。 多敏化是人类食物过敏的标志,可将

WASP 缺陷型小鼠模型来定义潜在的多敏化机制。
因此,条件删除 FOXP3 + Treg 中的 Was 导致 Th2 型

肠道炎症的食物过敏反应程度加重,相比于整体

WASP 缺乏小鼠模型更显著,与临床症状相似[24],
为研究 T 细胞活化缺陷的过敏反应提供良好的动

物模型。
3. 2　 Il4rαF709 小鼠

IL-4 和 IL-13 通过 IL-4 受体 α 链( IL-4Rα)在

过敏性疾病中起关键作用。 通过采用苯丙氨酸替

换 709 位的酪氨酸残基,诱变 IL-4Rα 的抑制性

ITIM 基序失活建立 Il4rαF709 小鼠[25]。 该模型破

坏 Treg 的功能,促进 Treg 细胞向 Th2 分化及细胞因

子 IL-4 的表达,形成 Th2 介导的过敏反应。 经 OVA
致敏的 Il4rαF709 小鼠出现过敏相关的临床症状,
针对 OVA 特异性 IgE 增加,出现局部或全身性 Th2
介导过敏反应以及体温下降、腹泻等[26-27]。 病理组

织观察发现该小鼠的小肠肥大细胞增殖和绒毛增

生。 Il4rαF709 小鼠肠绒毛中粘膜肥大细胞数量较

多,这个位置有利于与吸收食物蛋白相互作用,支
持肠道肥大细胞扩增并驱动 IgE 依赖性过敏反应。
3. 3　 CNS1 基因敲除小鼠

粘膜界面的促炎和消炎机制之间的平衡与防

止过敏、哮喘和肠道炎症相关的不良反应密切相

关[28]。 调节性 T 细胞可防止粘膜界面特异性自身

免疫和炎性病变。 CNS1 基因敲除小鼠通过破坏

Treg 分化和功能促进对食物过敏原的致敏作用。
非编码 DNA 序列 1(CNS1)在肠道相关淋巴组织中

诱导 Treg 的产生中发挥重要作用。 CNS1 基因敲除

小鼠由于肠道抗原特异性 Treg 细胞的缺乏,胃肠道

的免疫平衡可能受到损害。 因此表现出体重下降、
IL-4 表达增加,出现 Th2 型过敏反应[29-30]。 其中,
CNS1 缺陷小鼠的血清抗体对小肠、大肠、胰腺与食

物抗原具有反应性,整个胃肠道出现了不同程度的

病变,如隐窝脓肿、胃炎、浆细胞肠炎等。
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4　 人源化食物过敏小鼠模型

人源化小鼠重建了人源免疫系统,能够更好的

模拟人体免疫微环境,是研究免疫发病机制和疫苗

开发的理想动物模型[31-33]。 人源化小鼠模型为食

物过敏疾病提供可靠的医学研究。 本文介绍常用

于食物过敏疾病的人源化小鼠模型,人胸腺植入

NSG-SCF / GM-CSF / IL3 小鼠模型、肝和造血干细胞

模型、人类免疫细胞或干细胞植入 NOD-sciD-γ- / -小

鼠和表达人免疫球蛋白 E 受体(FcεRI)小鼠模型,
研究食物过敏在人体内免疫机制。
4. 1　 人胸腺、肝和造血干细胞植入 NSG-SCF / GM-
CSF / IL3 小鼠模型

研究发现,将人胸腺、肝和造血干细胞植入

NSG-SCF / GM-CSF / IL3 小鼠后,人源化小鼠中人肥

大细胞发育并产生于腹膜腔和周围组织,并启动具

有包含人恒定区嵌合的 IgE 导致小鼠被动皮肤过敏

反应(passive cutaneous anaphylaxis, PCA)及被动全

身性过敏反应(passive systemic anaphylaxis, PSA),
用于研究人类 IgE 依赖性过敏反应[34]。 对 NSG-
SCF / GM-CSF / IL3 小鼠组织染色,发现小鼠的肺和

脾中都含有较多人肥大细胞的标志物(人胰蛋白

酶),该小鼠模型中的人类肥大细胞的表型与原代

人类肥大细胞相似,并表达 CD117、类胰蛋白酶和

FcεRI,所以 NSG-SCF / GM-CSF / IL3 小鼠模型独特

的优势在于肥大细胞可以进行脱颗粒,且可在体外

培养用于其他研究[35]。
4. 2　 人类免疫细胞或干细胞植入 NOD-sciD-γ- / -

小鼠

NOD-sciD-γ- / -小鼠的特点是非肥胖糖尿病

(non-obese diabetic,NOD),严重免疫缺陷 ( severe
combined immunodeficiency,SCID),并且缺乏通用的

γ 链(γc;IL-2Rγ)功能。 该小鼠没有小鼠 T 细胞和

B 细胞,缺乏残留的 NK 细胞活性,并且存在高植入

人细胞的比率[36-37]。 Weigmann 等[38] 通过腹腔注

射来自过敏原供体的外周血单核细胞建立肠道炎

症模型。 在细胞转移后三周,对肠道进行口服过敏

原激发,并采用高分辨率视频微型内窥镜系统监测

肠道炎症以及组织,发现小鼠肠道粘膜增多,肠壁

增厚肥大、炎症细胞浸润等肠道炎症病变。 此模型

小鼠建模具有可靠性且重现性好等特点。
4. 3　 FcεRI 小鼠模型

人类食管树突状细胞和小肠固有层 FcεRI 是

IgE 的主要受体。 Sallmann 等[39]建立了树突状细胞

表面携带人的 FcεRI 的人源化小鼠,并采用 100 μg
OVA 腹腔致敏,研究发现来自 α-DC TG 小鼠的树突

状细胞对 IgE 具有强烈的结合力,同时 FcεRI 依赖

性增强以及体内发生了 T 细胞活化的过程。 α-DC
TG 小鼠 OVA 特异性 T 细胞增殖与野生型相似,体
内 DC 上 IgE 与 FcεRI 的结合诱导对 Ag 特异性记

忆 T 细胞的增殖。 Platzer 等[40] 利用表达人 FcεRI
小鼠,连续两次腹膜注射 100 μg OVA 致敏,隔日连

续 3 ~ 6 次 50 mg OVA 灌胃,发现小鼠出现较高的

致敏反应。 小鼠肠部组织中肥大细胞特异性蛋白

酶及数量、Th2 型细胞因子(IL-4 和 IL-13)和 DC 衍

生的炎症介质迅速增加,其中肠和肠粘膜肥大细胞

数量是用来评估食物过敏小肠的组织炎症程度;同
时在这些实验性食物过敏的小鼠模型中,可分析

IgE / FcεRI 结合对肠粘膜炎症反应。 该模型为研究

IgE / FcεRI 介导的树突状细胞与过敏性炎症反应提

供可靠小鼠模型。

5　 结论

小鼠食物过敏模型可分为依赖佐剂模型、无佐

剂模型、基因工程模型、人源化模型(表 1)。 比较目

前可用的食物过敏模型只能部分地模拟食物过敏

疾病的特征,不能完全反应临床特征。 食物诱导和

佐剂辅助的模型常用于研究食物过敏疾病,除了蛋

白质本身的致敏性外,佐剂辅助也会影响蛋白质的

免疫原性和过敏原性,此致敏方式较贴近实际生活

中食物蛋白摄入的情况;人类 IgE 具有高度的物种

特异性,并且不会交叉与啮齿动物受体反应,转基

因小鼠模型不仅可用于研究某一基因的改变在食

物过敏疾病的发生和发展的重要性,还可获得能够

对人的 IgE 产生的过敏反应模型;人源化小鼠模型

可以克服种族特异性,真实的模拟人类食物过敏,
表现出更强的针对性,对免疫系统功能失调导致的

疾病和新细胞亚群的发现及功能研究提供了很好

的模型[41]。 这些小鼠模型为人类食物过敏发病机

制、药物开发提供科学基础。
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表 1　 食物过敏小鼠模型

Table 1　 Mouse model of food allergy
品系

Mouse strain
致敏

Sensitization
激发

Challenge
过敏表型

Allergy Phenotype
参考文献
Reference

佐剂辅助致敏 Adjuvant sensitization

C3H / HeJ

10 mg CPE 和 20 μg CT,
灌胃
10 mg CPE + 20 μg CT,
i.g.

200 mg CPE 和 20 μg
CT,灌胃
200 mg CPE + 20 μg
CT, i.g.

腹泻、体温下降;花生特异 IgE 产生;
嗜酸性粒细胞增加、肥大细胞脱颗粒和血浆组胺释放。
Diarrhea, decreased body temperature. Peanut-specific IgE
production.
Increased eosinophils, mast cell degranulation, plasma
histamine release.

[9]

BALB / c

100 μg CPE 和 1 mg 氢
氧化铝,腹腔注射
100 μg CPE + 1 mg
Alum, i.p.

200 μg CPE,腹腔注射
200 μg CPE, i.p.

抓痒、呼吸急促、腹泻;
肥大细胞、淋巴细胞、嗜酸性粒细胞升高;
血清中 IgE 水平增高。
Scratching, shortness of breath, diarrhea.
Elevated mast cells, lymphocytes, and eosinophils.
Increased serum IgE levels

[7]

BALB / c

20 μg Prup 3 和 20 ng
LPS,腹腔注射
20μg Prup 3 + 20 ng
LPS, i.p.

100 μg Prup 3, 腹 腔
注射
100 μg Prup 3, i.p.

体温下降,呼吸频率增加,不爱活动;
特异性 IgE、IL-4 及 IFN-γ 的产生增加;
脾细胞中 IL-10 减少。
Temperature drop, inactivity, increased respiratory rates.
Increased specific IgE, IL-4 and IFN-γ.
Decreased IL-10 in splenocytes.

[10]

BALB / c

100 μg OVA 和 10 mg
SEB,灌胃 8 周
100 μg OVA + 10 mg
SEB, 8 weeks, i.g.

5 mg OVA,灌胃
5 mg OVA, i.g.

皮肤炎症;Th2 倾斜反应;
Treg 数量减少,嗜酸性粒细胞增加;
空肠组织出现水肿;脾中 IFN-γ 产生增加;
血浆中 IgE 和组胺升高。
Skin inflammation. Th2 response, Treg count decreased,
eosinophils increased.
Edema in jejunum tissue.
Increased IFN-γ production in splenocytes.
Increased IgE and histamine in plasma.

[17]

无佐剂致敏 Free-adjuvant

BALB / c

200 μg OVA 和 100 μL
PBS,经皮致敏
200 μg OVA + 100 μL
PBS, skin sensitization

50 mg OVA,灌胃
50 mg OVA, i.g.

腹泻、呼吸频率增加、抓挠、弓背;
血浆中 tIgE、Mmcp-1 升高;
直肠温度下降、空肠血管炎性渗透、肠粘膜轻度糜烂、肥大
细胞聚集、胞膜破裂、肠绒毛损伤、排序紊乱。
Diarrhea, increased respiratory rate, scratching, arched back.
Increased plasma tIgE and Mccp-1. Rectal temperature drop,
Intestinal vascular inflammatory infiltration, mild erosion of
intestinal mucosa, mast cell aggregation, membrane rupture,
intestinal villus damage, sorting disorders.

[18]

C3H / HeJ 1 × 80 mg CPE,灌胃
1 × 80 mg CPE, i.g.

1 × 30 mg CPE, 腹 腔
注射
1 × 30 mg CPE, i.p.

花生特异性 IgE;肥大细胞活化。
Peanut-specific IgE. Mast cell activation in the skin.

[19]

基因工程小鼠模型 Genetically engineered mouse model

K5-rTA
TetO-Tslp

阿霉素 0. 01 mg / mL 和
10 μg OVA,皮下注射
0. 01 mg / mL Dox + 10
μg OVA, s.c.

50 mg OVA,灌胃
50 mg OVA, i.g.

胃肠型过敏;空肠炎性细胞浸润;Mmcp-1 水平升高。
GI allergy. Jejunal inflammatory cell infiltration. Increased
Mmcp-1 expression.

[42]

Was- / - 5 mg OVA,灌胃
5 mg OVA, i.g.

50 mg OVA,灌胃
50 mg OVA,i.g.

血清 IgE 和特异性 IgE 水平升高;
Th2 型小肠炎症;
肥大细胞脱颗粒,缺陷性 T 细胞活化;
血小板、淋巴细胞减少, MLN 中 CD4+T 细胞的增殖。
Increased serum IgE and specific IgE levels. Th2 small bowel
inflammation.
Mast cell degranulation, defective T cell activation.
Platelet and lymphocyte reduction, proliferation of CD4+ T cells
in MLN.

[23]
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品系
Mouse strain

致敏
Sensitization

激发
Challenge

过敏表型
Allergy Phenotype

参考文献
Reference

Il4rαF709

5 mg OVA ( 和 20 mg
CT),灌胃
5 mg OVA + 20 mg CT,
i.g.

150 mg OVA,灌胃
150 mg OVA,i.g.

体温下降、腹泻;肠道肥大细胞数量增加;IL-4、IgE 表达增
加;STAT6 磷酸化增强。 Temperature drop, diarrhea.
Increased number of intestinal mast cells. Increased expression
of IL-4 and IgE.
Enhanced phosphorylation of STAT6.

[23]

CNS1- / - ─ ─

体重下降;胃肠道病理变化;肺部炎性特征,肠炎症;Th2 反
应倾斜;IL-4、IL-5、IL-13 表达升高;GATA3+、CD4+ T 细胞数
量增加;特异性 IgE 和 IgA 水平升高。
Weight loss. Gastrointestinal pathological changes. Pulmonary
and intestinal inflammatory characteristics. Th2 reaction. IL-4,
IL-5, IL-13 increased expression. Increased number of GATA3+

and CD4+ T cells. Increased specific IgE and IgA levels.

[29]

人源化小鼠模型 Humanized mouse model

NOG IL-3 / GM

植入人胸腺、肝和造血
干细胞
Transfer of human
thymus, liver and
hematopoietic stem cells.

─

人总骨髓细胞 ( CD33+ ),粒细胞 ( CD66b+ ) 和单核细胞
(CD14+)显著增加;具有人嗜酸性粒细胞,嗜碱性粒细胞,
嗜中性粒细胞和肥大细胞;人胰蛋白酶表达升高。
Significant increase in human total bone marrow cells
(CD33+), granulocytes (CD66b+) and monocytes (CD14+ ) .
With human eosinophils, basophils, neutrophils and mast cells.
Increased expression of human trypsin.

[35]

NOD-sciD-γ- / -

注射过敏性供体外周血
与相 对 的 过 敏 原 ( 20
μg),8 d 后过敏原增加
20 μg
Inject allergic donor
PBMC and the opposite
allergen ( 20 μg ), the
allergen increased by 20
μg after 8 days.

过敏 原 直 肠 注 射 ( 20
μg)或口服(50 μg)
Allergen rectal ( 20 μg)
injection or oral ( 50
μg).

胃肠道炎症;产生过敏原特异性 IgE;特异性 T 细胞增殖和
细胞因子产生。
Gastrointestinal inflammation. Production of allergen-specific
IgE. Specific T cell proliferation and cytokine production.

[38]

α-DC ─

100 μg OVA 腹腔注射或
表皮致敏 (4 周),OVA
(4% w/ v) 或桦树粉提取
物(1% w/ v)雾化两天
100 μg OVA
Intraperitoneal injection or
epidermal sensitization (4
weeks), OVA (4% w/ v)
or birch powder extract
(1% w/ v) atomization for
two consecutive days.

肠部组织中肥大细胞数量、Th2型细胞因子、特异性蛋白酶表达
增加;脾、淋巴结等器官中树突状细胞增加;T 细胞刺激增强。
Increased number of mast cells, Th2 cytokines, and specific
proteases in intestinal tissue. Increased dendritic cells in spleen,
lymph nodes and other organs. T cell stimulation increased.

[39]
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肿瘤坏死因子在斑马鱼-海分枝杆菌模型中的研究进展
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　 　 【摘要】 　 肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor,TNF)对于结核病的发生和控制是至关重要的。 斑马鱼-海分枝

杆菌模型是结核研究中应用的越来越多的模型,该模型能够帮助我们探讨 TNF 与巨噬细胞、肉芽肿、分枝杆菌三者

之间的关系,更好地了解影响 TNF 生成的相关因素和其在结核病程中所发挥的作用。
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Research progress regarding the role of tumor necrosis factor in a
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【Abstract】　 Tumor necrosis factor (TNF) is essential for the development and control of tuberculosis. The zebrafish-
marine mycobacterium model is one of a growing number of models currently used in tuberculosis research. This model can
help us to explore the relationship between TNF and macrophages, granuloma, or mycobacterium, so as to better
understand the relevant factors affecting TNF production and the role of TNF in the course of tuberculosis.
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　 　 结核病( tuberculosis)作为“死亡”和“消耗性疾

病”的代名词,数百年来困扰着医生和科学家们,对
于医疗水平高度发展的今天,结核病仍然危及着全

世界人民的健康[1]。 对于结核病的预防和治疗,我
们依旧依赖于唯一的疫苗———卡介苗 ( Bacillus
Calmette-Guerin Vaccine,BCG vaccine)并不能有效

的预防结核病,几种结核病治疗药物存在着治疗周

期长,容易耐药等缺点[1]。 再加上潜伏性结核病的

多发,使结核病的预防和治疗依旧是科学家们研究

的难题。 在 2019 年世界卫生组织发表的结核病报

告中显示,2018 年全世界范围内仍有约 1000 万人

发病,并且这一数字在近几年保持稳定[2]。 出于结

核病情的严峻性,研究人员对它的研究从未停止,
而在结核病中发挥重要作用的肿瘤坏死因子( tumor
necrosis factor,TNF)一直备受关注。 肿瘤坏死因子

正如它的名字一样,这是一种能使肿瘤细胞出血性
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坏死的细胞因子,是一种强大的抗癌细胞因子,并
且是调控炎症的主要细胞因子[3]。 除了感染分枝

杆菌的巨噬细胞会产生肿瘤坏死因子 α(TNF-α)以
外,T 淋巴细胞、CD4 和 CD8 细胞亚群、自然杀伤细

胞(natural killer cell,NK)等也参与了肿瘤坏死因子

的产生[4]。 TNF 是控制结核病的关键因子,可以通

过诱导巨噬细胞的其他免疫细胞的聚集形成肉芽

肿发挥保护作用。 TNF 拮抗剂治疗疾病将会导致

结核病的再激活风险增加,并且 TNF 的中和会导致

小鼠肉芽肿的组织紊乱,巨噬细胞发生溶解,表明

TNF 对于维持肉芽肿的结构是必不可少的[5]。 所

以在结核进程中,TNF 是一种非常重要的细胞因

子,研究 TNF 在结核病中的作用和机制能够更好的

了解结核病。 结核病的研究需要动物模型,对于一

些常用的动物模型如鼠,某些非人类灵长类动物,
受到成本和道德伦理的制约,并且老鼠复制人类病

理能力也有局限性[6]。 近些年来,斑马鱼-海分枝

杆菌模型走进人们的视线,越来越多的运用于结核

病的研究。 这是由于斑马鱼(Danio rerio,Zebrafish)
幼鱼通体透明易于观察,特别是可以独立研究先天

免疫与细菌感染,而海分枝杆菌 ( Mycobacterium
marinis)作为感染性的致病菌,和结核分支杆菌

(Mycobacterium tuberculosis)在感染宿主方面有着

类似致病机理和毒力因子,同样可以存活于巨噬细

胞内[7]。 基因组研究表明这两个物种之间有着密

切的亲缘关系,因为它们有大约 3000 个同源基因,
平均氨基酸同源性为 85%[8]。 传统的结核菌研究

只能在生物安全三级实验室进行,而海分枝杆菌的

主要宿主是鱼类和两栖类,对人的感染是机会型

的,所以海分枝杆菌的研究可以在生物安全二级实

验室进行。 由于海分枝杆菌感染斑马鱼以后,同样

会诱导受感染的巨噬细胞聚集,形成结核性肉芽

肿[9],能够很大程度上模拟人类结核病程。 并且

Praveen 等[10]研究发现鱼类与哺乳动物的 TNF-α 具

有大致相同的基因同源性,并且生物学功能相似。
所以应用这个模型去探究 TNF 在结核病中扮演的

角色,可以很大程度上作为 TNF 与人类结核病作用

的参照。 TNF 的缺乏会导致人结核病发病几率增

加,并且结核分支杆菌感染小鼠肉芽肿组织紊乱,
结构破坏[5],鉴于目前 TNF 信号在此过程中的作用

尚不明确,因此需要对 TNF 在结核病及其模型中的

作用进行综述,本文是对近些年来 TNF 在斑马鱼-
海分枝杆菌模型上的研究进展进行综述。

1　 在斑马鱼-海分枝杆菌模型中影响
TNF 分泌的因素
1. 1　 细菌因素

1. 1. 1　 海分枝杆菌 SecA2 分泌位点对 TNF 的影响

细菌存在蛋白输送系统,可以将蛋白质从细胞

质转运到细胞外,这一作用在细菌的生理和致病机

制中发挥着重要作用。 除了正常的 SecA 蛋白输运

系统外,分枝杆菌还有一个蛋白分泌位点 SecA2,这
是一种与运输相关的 ATP 酶[11]。 分枝杆菌 SecA2
蛋白分泌位点可以阻滞巨噬细胞吞噬小体的成熟,
使细菌在巨噬细胞中得以继续生长[12]。 在斑马鱼

模型中,Watkins 等[13] 使用缺乏 SecA2 分泌位点的

海分枝杆菌注入斑马鱼后很快被清除,无法在斑马

鱼体内寄生,证明海分枝杆菌上的 SecA2 分泌位点

是其生长和生存所必须的。 接下来使用缺乏 SecA2
分泌位点的海分枝杆菌研究 SecA2 分泌位点与

TNF-α 分泌间的关系,发现无论是在小鼠还是斑马

鱼体内,缺乏 SecA2 分泌位点的菌株诱导生成的

TNF-α 量都低于正常菌株所诱导生成的 TNF-α 的

量,并且实验后期发现正常菌株在斑马鱼体内诱导

的 TNF-α 量是缺乏 SecA2 分泌位点菌株的 4 倍,虽
然其中的机制尚不清楚,但是 SecA2 分泌位点明显

在细菌感染后期增加了 TNF-α 的合成[13]。
1. 1. 2　 卡介苗接种对 TNF 生成的影响

TNF 的发现和卡介苗的关系很是紧密,TNF 最

初是由于将脂多糖(Lipopolysaccharide,LPS)注射到

接种过卡介苗的小鼠体内后,检测小鼠血清发现的

一种可以使肿瘤组织或细胞坏死的细胞因子[14]。
一直以来,卡介苗作为唯一的结核病疫苗被广泛使

用,但是接种卡介苗的人并不会不患结核病。 使用

斑马鱼-海分枝杆菌模型能很好的呈现接种卡介苗

以后机体的变化。 与人类一样,斑马鱼接种卡介苗

以后并不能完全避免海分枝杆菌的感染,但是斑马

鱼抵抗力明显增强,探究斑马鱼接种卡介苗后细胞

因子的变化,发现卡介苗疫苗能够减少海分枝杆菌

诱导的 TNF 表达,表明斑马鱼接种卡介苗会限制

TNF 的过度表达,有助于减少炎症[15]。 与斑马鱼中

的发现相似,接种卡介苗的小鼠体内 TNF-α 显著降

低,并且接种疫苗的小鼠体内分支杆菌数量明显减

少,减轻了小鼠的肺部损害[16]。
1. 2　 宿主因素

1. 2. 1 　 白 三 烯 A4 水 解 酶 ( Leukotriene A4
Hydrolase,LTA4H)对 TNF 的影响
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白三烯水解酶是参与花生四烯酸代谢过程的

一种酶,其作用是可以将 LTA4 转化为其另一种强

效促炎物质 LTB4[17]。 当斑马鱼感染海分枝杆菌

时,无论 LTA4H 的表达水平过高或者过低都会引起

幼鱼对分枝杆菌感染的高敏感性,使分枝杆菌数量

增多,这一反应经研究发现是与 TNF 表达相联系

的[18]。 LTA4H 缺乏的时候,TNF 会缺乏,表现为细

菌的数量的增加,最后使得巨噬细胞裂解,可以通

过加入 TNF 进行补充控制细菌生长,而 LTA4H 量

过高的时候 TNF 高表达,虽然细菌的量有所减少,
但是巨噬细胞还是会坏死,能够使用敲除 TNF 基因

的方法进行正常表达[18]。 除此之外,还可以通过抑

制 LTA4H 的生成降低 TNF 的表达进而控制炎症。
在大鼠身上的研究发现,通过使用白三烯 A4 水解

酶抑制剂,可以显著抑制 TNF 的生成[19]。
1. 2. 2　 糖酵解抑制剂对 TNF 生成的影响

当结核分枝杆菌感染宿主时,机体的先天免疫

在对抗细菌的感染中发挥非常重要的作用,而巨噬

细胞(macrophage)作为先天免疫中重要的一环,一
些对巨噬细胞起作用的因素可能会影响巨噬细胞

与分枝杆菌之间的作用。 巨噬细胞受到结核分枝

杆菌感染时会发生代谢转变,从氧化磷酸化转变为

糖酵解,使巨噬细胞内分枝杆菌的存活受到限

制[20]。 糖酵解对结核分枝杆菌的作用为结核辅助

治疗提供了新的研究方向,接下来研究人员使用 2-
脱氧葡萄糖(2-deoxy-d-glucose,2-DG)糖酵解抑制

剂进一步研究相关机制。 2-DG 作为一种葡萄糖类

似物,可以抑制糖醇解,同时也是一种天然抗生素,
已然发现它在治疗癌症、病毒感染、抗衰老、癫痫等

相关疾病中有显著疗效[21]。 在 2-DG 预处理过的海

分枝杆菌感染的斑马鱼模型中,海分枝杆菌的增长

受到限制,使幼鱼得到保护性生长,并且这种作用

与 TNF-α 相关,因为使用 2-DG 预处理后,斑马鱼体

内 TNF-α 表达增加。 与此相反的是,当斑马鱼被海

分枝杆菌感染后再加入 2-DG 并不能阻止海分枝杆

菌的增长[22]。 这与之前在小鼠模型中的研究一致,
感染分枝杆菌的小鼠使用 2-DG 处理后,发现肺部

细菌数量增加,并且在离体的小鼠肺部细胞中发现

TNF-α 分泌减少[23]。 总之,我们可以知道的是糖酵

解对于结核感染来说具有双面性,2-DG 预处理可以

增加 TNF-α 表达量,进而控制斑马鱼体内海分枝杆

菌的增长。 而当宿主感染分枝杆菌以后再阻断糖

酵解,则会损伤宿主免疫能力,导致分枝杆菌的

增长。

2　 TNF 与斑马鱼结核性肉芽肿之间
的关系
　 　 结核分枝杆菌感染宿主发病会形成典型的肉

芽肿病理结构。 把海分枝杆菌注入斑马鱼体内,发
现斑马鱼对这一细菌感染十分敏感,会在体内产生

肉芽肿一样的病理结构,而且还能观察到发生干酪

样坏死,与人类结核性肉芽肿很是相似[24]。 斑马鱼

因为其幼鱼的通体透明性,能够很好的观察肉芽肿

病理进展和研究它的形成机制。 肉芽肿的形成需

要巨噬细胞的参与,而巨噬细胞又与分枝杆菌存在

紧密联系。 Clay 等[25]发现,在没有巨噬细胞的条件

下,海分枝杆菌不能迁移到宿主其他组织,表明巨

噬细胞介导了海分枝杆菌的体内迁移。 而巨噬细

胞对海分枝杆菌的这种运输能力并不需要 TNF 的

参与,因为在敲除 TNF 受体的斑马鱼幼鱼中,巨噬

细胞仍然能够携带海分枝杆菌进行跨膜运输[26]。
对于巨噬细胞来说,TNF 的作用是将那些没有被感

染的巨噬细胞募集到感染初始部位和使已经感染

的或者没有被感染的巨噬细胞聚集到一起[27]。 当

分枝杆菌感染巨噬细胞时,巨噬细胞上的 TLR2 受

体产生的肿瘤坏死因子,称之为 TNF-α[28]。 由于

TNF 与巨噬细胞之间的紧密关系,而肉芽肿的形成

主要是巨噬细胞和其他免疫细胞的聚集,那么 TNF
与肉芽肿间必然有着联系。 Clay 等[26] 后期实验发

现,在缺乏 TNF 信号的斑马鱼中,肉芽肿形成数量

增多,体积增大,并且细菌的生长和体内传播加速,
这是由于 TNF 信号缺乏导致肉芽肿破损或者单个

巨噬细胞死亡加速释放胞内海分枝杆菌。 类似的

是,在 TNF 缺乏的小鼠体内,分枝杆菌增长速度加

快,数量增多,而肉芽肿形成不受影响,只是形成延

迟,结构紊乱[5,29]。 斑马鱼实验研究表明,肉芽肿的

形成并不需要 TNF,而是通过抑制海分枝杆菌的生

长和防止巨噬细胞死亡来维持肉芽肿的完整性,所
以 TNF 对肉芽肿的维持至关重要[26]。

3　 TNF 介导的巨噬细胞的坏死

TNF 信号缺乏会导致巨噬细胞的坏死,而 TNF
表达过量也会对巨噬细胞有影响。 研究发现,TNF
过多会使得活性氧( reactive oxygen species,ROS)生
成增加,刚开始时可以杀死斑马鱼体内海分枝杆

菌,对机体有益,但随着 ROS 的增加,巨噬细胞会发

生坏死,胞内细菌释放到胞外,对机体产生有害影
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响[30]。 高 TNF 条件下的巨噬细胞坏死是通过

RIP1-RIP3 激酶途径介导的,该途径介导的坏死需

要 ROS 的参与[30]。 细胞内的 ROS 主要是由线粒体

生成的,线粒体的氧化损伤可以增加线粒体释放如

细胞色素 c(cytc)这样的蛋白通过线粒体外膜透化

作用进入细胞质,从而激活细胞的凋亡机制[31]。 所

以感染结核分枝杆菌的巨噬细胞 RIP1-ROP3 激酶

坏死途径需要线粒体产生 ROS 进行介导。 高 TNF
除了在线粒体途径诱导坏死,还有别的途径。 通过

抑制组织蛋白酶 D,BID 和 BAX 蛋白,TNF 介导的

感染巨噬细胞的坏死也被抑制,这个途径是由溶酶

体介导的,溶酶体神经酰胺通过激活组织蛋白酶 D
导致 BID 激活进而激活 BAX 介导巨噬细胞的坏

死[32]。 而 BAX 介导坏死的机制是通过 RyR 受体作

用于内质网,促进 Ca2+从内质网进入线粒体,最终导

致线粒体钙离子超载和坏死;而 TNF 诱导的线粒体

ROS 会使溶酶体活化,最后导致线粒体钙离子超

载,这就让我们明白钙离子超载需要 TNF 的参

与[32]。 TNF 仅在感染的巨噬细胞中诱导线粒体

ROS 的产生,而线粒体 ROS 会激活线粒体-溶酶体

-内质网回路,导致线粒体钙离子超载和巨噬细胞

坏死[32],所以 ROS 将 TNF 和各细胞器介导的巨噬

细胞坏死联系在了一起。 关于 TNF 介导的细胞坏

死很早之前就有在小鼠模型中的相关报道,斑马鱼

模型中 TNF 介导的细胞坏死与小鼠模型中的发现

是一致的,ROS 在坏死过程中扮演着重要角色,通
过阻断 ROS 的生成,相关细胞的坏死也被抑制[33]。
斑马鱼结核模型在更细致的角度研究了 TNF 与巨

噬细胞坏死之间的关系,还介绍了相关坏死途径及

与细胞器之间的关系。 我们还知道了钙离子超载

对巨噬细胞坏死的重要性,通过使用钙离子拮抗剂

去治疗 TNF 高表达的斑马鱼,发现 TNF 介导的巨噬

细胞坏死和钙离子超载被抑制[32]。 鉴于钙离子拮

抗剂发挥的重要作用,在未来结核病的辅助治疗中

会有非常好的应用前景。

4　 结论与展望

以上我们重点介绍了 TNF 在斑马鱼-海分枝杆

菌模型上进行的研究及取得的成果,加深了我们对

TNF 在结核病程中扮演角色的理解,TNF 过高或者

过低都会引起巨噬细胞的坏死,假如要把 TNF 作为

结核的一个治疗靶点还需要更加深入的研究。 要

在之前的研究基础上结合斑马鱼模型的优势,可以

把 TNF 作为实验靶点,无论是结核治疗药物还是疫

苗开发都可以利用斑马鱼模型结合对 TNF 的作用

进行研究,比如目前应用 TNF 拮抗剂治疗疾病引起

潜伏性结核的再激活病例屡见不鲜,可以利用斑马

鱼建立潜伏性结核病研究模型,探究 TNF 拮抗剂激

活潜伏性结核病的机制。 目前已经有人将斑马鱼

模型用于新药的开发,尽管还处于探索阶段,但是

鉴于斑马鱼模型在结核研究和药物测试中所取得

的重要进展,这个研究是非常有前景和价值的。 对

于还没被发现的可以影响 TNF 表达量的因素,可以

通过斑马鱼模型进行验证。 斑马鱼作为结核病研

究模型是可行的,其养殖周期短,幼鱼通体透明可

进行可视化观察,荧光探针技术,高内涵显微镜等

都可用于斑马鱼的研究,并且遗传操作技术成熟,
再加上海分枝杆菌与结核分支杆菌的的类似致病

机理和高基因组同源性,使用该模型进行结核病的

研究,将为人类结核病的探索提供新的见解和思

路。 总之,通过斑马鱼 -海分枝杆菌模型去研究

TNF,对于一些还未被发现的 TNF 观点,在之前的研

究基础上一定会取得新的发现。
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