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复方七芍降压片对 ＴＮＦ￣α 诱导的与平滑肌细胞
共培养的血管内皮细胞中炎症因子与

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白表达的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察复方七芍降压片对 ＴＮＦ￣α 诱导的与平滑肌细胞共培养的血管内皮细胞中炎症因子与

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白表达情况ꎬ探讨复方七芍降压片抑制血管重塑的作用机制ꎮ 方法　 利用炎症因子 ＴＮＦ￣α 联合血

管内皮细胞和血管平滑肌细胞共培养体系构建高血压炎症环境ꎮ 将共培养好的细胞随机分为 ７ 组ꎬ即正常对照组

(Ａ)、模型组(Ｂ)、空白血清对照组(Ｃ)、ＭＲＳ２５７８ 组(Ｄ)、厄贝沙坦片含药血清组(Ｅ)、复方七芍降压片含药血清组

(Ｆ)、ＭＲＳ２５７８ ＋ 复方七芍降压片含药血清组(Ｇ)ꎮ 除正常对照组外ꎬ其余各组加入炎症因子 ＴＮＦ￣αꎬ浓度 １０ ｎｇ /
ｍＬꎻ厄贝沙坦片含药血清组、复方七芍降压片含药血清组和 ＭＲＳ２５７８ ＋ 复方七芍降压片含药血清组加入 １０％的含

药血清ꎻＭＲＳ２５７８ 组与 ＭＲＳ２５７８ ＋ 复方七芍降压片含药血清组加入 １０ μｍ 的 Ｐ２Ｙ６ 受体阻断剂 ＭＲＳ２５７８ꎻ造模与

给药干预 ２４ ｈ 后ꎬ采用 ＣＣＫ８ 法检测内皮细胞及平滑肌细胞的存活率ꎻ采用 ＥＬＩＳＡ 法检测培养基上清液中炎症因

子 ＩＬ￣８ 的水平ꎻ采用免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、实时荧光定量法(ｑＰＣＲ)技术检测内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 的表达ꎮ
结果　 与正常对照组比较ꎬ模型组和空白血清对照组内皮细胞及平滑肌细胞存活率明显降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬＩＬ￣８ 水平

明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 的荧光强度值、灰度值比值、ｍＲＮＡ 水平均明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与
模型组比较ꎬ复方七芍降压片含药血清组内皮细胞及平滑肌细胞存活率明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬＩＬ￣８ 水平明显降低

(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 荧光强度值、灰度值比值、ｍＲＮＡ 水平均明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 复方

七芍降压片能够改善因炎症因子 ＴＮＦ￣α 诱导的内皮细胞及平滑肌细胞的存活率ꎬ降低 ＡＰ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 的活性ꎬ抑
制内皮细胞炎症反应ꎬ改善内皮损伤ꎬ保护平滑肌细胞正常功能ꎮ

【关键词】 　 炎症ꎻＡＰ￣１ꎻＭＣＰ￣１ꎻ内皮细胞ꎻ平滑肌细胞ꎻ复方七芍降压片
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ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ￣８ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔꎬ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＩＬ￣８ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ (Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ ｇｒａｙ
ｖａｌｕｅ ｒａｔｉｏ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔꎬ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣８ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ (Ｐ < ０􀆰 ０５). ＡＰ￣１ ａｎｄ
ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｒａｔｉｏ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＴＮＦ￣αꎬ
ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ꎬ ｐｒｅｖｅｎｔ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎬ ｉｍｐｒｏｖｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄａｍａｇｅꎬ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔ ｎｏｒｍａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎻ ＡＰ￣１ꎻ ＭＣＰ￣１ꎻ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎻ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎻ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 高血压是心血管疾病的独立危险因素之一ꎬ每
年全球因高血压死亡人数约有 ９００ 多万[１]ꎬ严重危

害人类身体健康ꎮ 血管重塑是许多血管疾病共同

的关键病理环节[２]ꎬ也是高血压靶器官损害的病理

基础和导致其他心血管疾病发生引起死亡的重要

原因[３]ꎮ
高血压是一种慢性炎症性疾病ꎬ随着病程的发

展ꎬ血管的切应力增加ꎬ更多的炎症因子会损伤内

皮细胞ꎬ导致血管舒张功能降低ꎬ进一步促进血管

内皮细胞的炎性损伤ꎬ引起平滑肌细胞的增殖、迁
移ꎬ导致组织纤维化而出现血管结构的改变[４－５]ꎮ
激活蛋白￣１(ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬＡＰ￣１)是细胞内一类

转录激活因子ꎬ能够诱导调控多种炎症因子的释

放ꎬ加速内皮损伤ꎬ促进平滑肌细胞增殖和分泌ꎬ参
与血管重塑[６－７]ꎮ 单核细胞趋化蛋白￣１(ｍｏｎｏｃｙｔｅ
ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬＭＣＰ￣１)是炎性反应重要的趋

化因子ꎬ机体发生炎症时ꎬ导致血管内皮细胞受损ꎬ
ＭＣＰ￣１ 大量分泌ꎬ促进血管内皮修复及血管新

生[８]ꎮ 因此ꎬ以内皮细胞炎症反应为切入点研究高

血压病血管重塑的发生机制具有重要意义ꎮ 针对

高血压“虚、瘀、风”的病机ꎬ我们采用养阴柔肝、化
瘀息风立法的复方七芍降压片治疗“肝肾阴虚、阴
虚阳亢”型高血压ꎮ 前期研究发现复方七芍降压片

能降低患者血压[９]ꎬ有效降低原发性高血压大鼠

４３７
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(ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｒａｔꎬＳＨＲ)肠系膜动脉上血

管重塑标志物活性和炎症因子表达ꎬ改善血管重

塑[１０－１１]ꎬ但是否与调控内皮细胞 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白

表达ꎬ影响内皮细胞炎症反应ꎬ调节平滑肌细胞增

殖有关ꎬ尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本实验利用炎症因子肿

瘤坏死因子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)诱导

内皮细胞与平滑肌细胞共培养体系模拟高血压炎

症环境ꎬ观察复方七芍降压片对内皮细胞炎症因子

和 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 的影响及其与血管平滑肌细胞损伤

相关性ꎬ并在此基础上探讨复方七芍降压片的干预

机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１５ 只 ３ ~ ４ 月龄的 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重

２３０~２５０ ｇꎬ购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【ＳＣＸＫ(湘)２０１６－０００２】ꎬ室温 ２２℃、湿度 ５０％ꎬ１２ ｈ
光 照 /黑 暗 循 环ꎮ 实 验 动 物 伦 理 审 批 号

(ＺＹＦＹ２０１８１１２５０３)ꎬ由湖南省科技厅实验动物管理

办公室审批实验动物环境设施合格证号 【 ＳＹＸＫ
(湘)２０１５－０００３】ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

原代大鼠血管平滑肌细胞株和内皮细胞株均

购于 Ｐｒｏｃｅｌｌ 公司ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 主要试剂与仪器

复方七芍降压片(批号:２０１８１０２６ꎬ规格:每片

０􀆰 ４６ ｇ)ꎬ人临床日用量为 １２ 片ꎬ相当于生药量

９７ ｇꎬ购自湖南中医药大学第一附属医院制剂室ꎮ
厄贝沙坦片(批号:１７１２２１１１ꎬ规格:每片 ７５ ｍｇ)ꎬ人
临床日用量为 ３００ ｍｇꎬ购自扬子江药业集团北京海

燕药业有限公司ꎮ
ＴＮＦ￣α 购 自 美 国 ｅｐｒｏｔｅｃｈ 公 司ꎬ 批 号:

１０１３７３Ａ２９１８ꎬＰ２Ｙ６ 受体阻断剂 ＭＲＳ２５７８ 购自美国

ｓｅｌｌｅｃｋ 公司ꎬ批号:Ｓ２８５５０１ꎬＩＬ￣８ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

购自上海晶天生物科技有限公司ꎬ批号:２０１９０３０５ꎬ
ＡＰ￣１ 一抗、ＭＣＰ￣１ 一抗、β￣ａｃｔｉｎ 内参抗体均购自北

京博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司ꎬ 批 号 分 别 为:
ＡＩ０３１１３８１８、ＡＢ０５１０５６８９、ＡＨ１１２８６４８７ꎮ

ＭＫ３ 型酶标仪 (雷勃ꎬ芬兰)ꎬ电泳仪 ( ＢＩＯ￣
ＲＡＤꎬｍｉｎｉ ｐｒｏｔｅａｎ ３ ｃｅｌｌꎬ美国)ꎬ离心机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２４ Ｒ 型ꎬ 德国 )ꎬ 冰 箱 ( Ｈａｉｅｒꎬ ＢＣＤ￣
１９６ＴＭＺＬ 型ꎬ中国)ꎬ全自动化学发光分析(上海天

能科技有限公司ꎬＴａｎｏｎ￣５２００ 型)ꎬ实验室超纯水

(ＭｉｌｌｉＰＯＲＥꎬＵＬＵＰＵＲＥ 型ꎬ法国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 含药血清及对照血清的制备

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 １５ 只ꎬ根据体重随机分为

３ 组ꎬ即空白对照组(５ 只)、厄贝沙坦片组(５ 只)、
复方七芍降压片组(５ 只)ꎮ 分别按临床等效剂量临

床成人常用剂量 ３ 倍给予等体积蒸馏水、厄贝沙坦

片(０􀆰 ０８１ ｇ / ｋｇ)和复方七芍降压片(１􀆰 ５０ ｇ / ｋｇ)ꎬ灌
胃ꎮ 每天 ２ 次ꎬ连续给药 ７ 次ꎮ 末次给药后 ２ ｈꎬ腹
主动脉取血于血清管中ꎬ离心 １０ ｍｉｎ(４５００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ
取上清液ꎬ水浴灭活(５６℃ꎬ３０ ｍｉｎ)ꎬ置于－８０℃ 冰

箱保存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞培养

将原代内皮细胞和平滑肌细胞分别于专用培

养液(条件:５％ ＣＯ２ꎬ３７℃)中传代培养ꎬ取对数生长

期细胞用于后续实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 共培养体系的建立

按细胞常规方法培养ꎬ 将内皮细胞消化后接种

至康宁 ２４ 孔细胞培养板中ꎬ处于对数生长期的平滑

肌细胞消化后接种至康宁 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室内侧ꎬ置于

细胞培养箱内(条件:５％ ＣＯ２ꎬ３７℃)ꎬ培养１~２ ｄ
后ꎬ即可成功构建内皮细胞和平滑肌细胞共培养

体系[１２]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 分组及给药

将共培养好的细胞随机分为 ７ 组ꎬ即正常对照

组(Ａ):内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞ꎻ模型组(Ｂ):炎症

因子 ＋ 内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞ꎻ空白血清对照组

(Ｃ):炎症因子 ＋ 内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞 ＋ 空白血

清ꎻＭＲＳ２５７８ 组(Ｄ):炎症因子 ＋ 沉默内皮细胞 ＋
平滑肌细胞ꎻ厄贝沙坦片含药血清组(Ｅ):炎症因子

＋ 内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞 ＋ 厄贝沙坦片血清ꎻ复方

七芍降压片含药血清组(Ｆ):炎症因子 ＋ 内皮细胞

＋ 平滑肌细胞 ＋ 复方七芍降压片血清ꎻＭＲＳ２５７８ ＋
复方七芍降压片含药血清组(Ｇ):炎症因子 ＋ 沉默

内皮细胞 ＋ 平滑肌细胞 ＋ 复方七芍降压片血清ꎮ
除 Ａ 组外的共培养体系中加入 １０ ｎｇ / ｍＬ 的ＴＮＦ￣αꎬ
构建模拟高血压炎症微环境ꎬ给药组加入 １０％的含

药血清ꎬ其余各组加入等量空白血清ꎬ沉默内皮细

胞为加入 １０ μｍ 的 ＭＲＳ２５７８ 的内皮细胞ꎬ造模及给

药干预 ２４ ｈ 后进行相关指标检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 细胞活力检测

采用 ＣＣＫ￣８ 法检测各组平滑肌细胞及内皮细

５３７
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胞活 性ꎮ 弃 孔 内 液 体ꎬ 然 后 加 入 完 全 培 养 基

２００ μＬꎬ同时每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液ꎬ于细胞培

养箱中继续培养 ３ ｈꎬ最后用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长

下测定各孔 ＯＤ 值ꎬ扣除板底值ꎬ并计算各组细胞的

相对存活率ꎮ 其中细胞存活率率＝给药组细胞存活

率 /正常组细胞存活率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 　 酶联免疫吸附剂测定法 ( ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)检测平滑肌细胞与内

皮细胞共培养液中炎症因子 ＩＬ￣８ 的水平

收集平滑肌细胞与内皮细胞共培养上清液ꎬ离
心 １５ ｍｉｎ(３０００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ取上清ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

说明书ꎬ检测共培养体系中培养液中 ＩＬ￣８ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫荧光法检测内皮细胞中 ＭＣＰ￣１、ＡＰ￣１
的蛋白表达

将共培养后的各组细胞ꎬ移去 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室及

孔内液体ꎬ冷 ＰＢＳ 润洗ꎬ多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎮ 用

０􀆰 ２５％ Ｔｒｉｔｏｎ￣１００ 通透 １５ ｍｉｎꎬ滴加 ５％ ＢＳＡ 封闭

１０ ｍｉｎꎬ根据 １ ∶１００ 的体积比分别加入 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１
一抗稀释液ꎬ４℃避光孵育ꎬＰＢＳ 润洗ꎮ 根据 １ ∶ ４００
的体积比加入二抗稀释液ꎬ３７℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ冷
ＰＢＳ 润洗 ４ 次ꎮ 滴加 ＤＡＰＩ 避光孵育 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 润

洗 ４ 次ꎮ 荧光检测并采集图像ꎬ并记录细胞平均荧

光强度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ)检测内皮细

胞中 ＭＣＰ￣１、ＡＰ￣１ 的蛋白表达

严格按照 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒说明书操作ꎬ根
据标准曲线求出每个样本的蛋白浓度ꎮ 提取各组

细胞蛋白ꎬ１００℃ 变性后ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后采用湿

转转膜ꎬ用含 ５％脱脂奶粉在室温封闭 ２ ｈꎮ 一抗孵

育 ４℃ 过夜ꎬ ＰＢＳＴ 洗涤 ５ ｍｉｎꎬ ３ 次ꎮ 二抗孵育ꎬ
ＰＢＳＴ 洗涤 ５ ｍｉｎꎬ３ 次ꎮ 取 ＥＣＬ 发光液与膜的正面

充分接触进行化学发光ꎬ置于全自动化学发光分析

仪中曝光ꎬ通过 ＴＡＮＯＮ ＧＩＳ 软件读取相关蛋白的条

带灰度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ９　 实时荧光定量法( ｑＰＣＲ)检测内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 的表达

加入适量 ＴＲＩｚｏｌ 试剂ꎬ离心 １２ ０００ ｒｐｍꎬ５ ｍｉｎꎬ
取上清液加入 ２００ μＬ 氯仿溶液ꎬ剧烈振荡１５ ｓ后离

心ꎬ取上清液ꎬ加入等体积的异丙醇溶液以沉淀其

中的 ＲＮＡꎬ待 ＲＮＡ 沉淀干燥后加入ＲＮＡｓｅ￣ｆｒｅ溶液

反复吹打使其完全溶解ꎮ 按试剂盒说明书操作ꎬ逆
转录合成 ｃＤＮＡꎬ进行 ＰＣＲ 反应ꎮ 通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０

软件设计引物ꎬ引物序列见表 １ꎮ
表 １　 ＰＣＲ 各基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＣＲ ｇｅｎｅｓ
基因
Ｇｅｎｅ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′－３′)

ＡＰ￣１
Ｆｏｒｗａｒｄ: ＣＡＧＣＣＧＣＣＧＣＡＣＣＡＣＴＴＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ: ＴＣＣＧＣＴＣＣＴＧＡＧＡＣＴＣＣＡＴＧＴＣ

ＭＣＰ￣１
Ｆｏｒｗａｒｄ: ＧＣＡＧＧＴＣＴＣＴＧＴＣＡＣＧＣＴＴＣＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ＧＴＴＣＴＣＣＡＧＣＣＧＡＣＴＣＡＴＴＧＧＧ

β￣ａｃｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ: ＣＣＣＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧＧ

１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行统计学分析ꎮ 各组实

验数据均用平均值±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ多组间比

较用单因素方差分析ꎬ两组间比较用 ＬＳＤ 检验ꎮ
Ｐ < ０􀆰 ０５为差异具显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 对内皮细胞及平滑肌细胞活力的影响

与 Ａ 比ꎬＢ 组和 Ｃ 组内皮细胞及平滑肌细胞存

活率明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ表明 ＴＮＦ￣α 介导的炎症

微环境对细胞具有一定的损伤作用ꎻ与 Ｂ 组比ꎬＤ
组、Ｅ 组、Ｆ 组以及 Ｇ 组中的内皮细胞及平滑肌细胞

存活率不同程度增加(Ｐ < ０􀆰 ０１ 或Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与

Ｄ 组比ꎬＧ 组内皮细胞及平滑肌细胞存活率增加(Ｐ
< ０􀆰 ０５)ꎮ ＭＲＳ２５７８ 和复方七芍降压片含药血清均

能明显恢复炎症微环境损伤后的内皮细胞及平滑

肌细胞活性(见图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 对平滑肌细胞与内皮细胞共培养液中炎症因

子 ＩＬ￣８水平的影响

与 Ａ 组比ꎬＢ 组和 Ｃ 组平滑肌细胞与内皮细胞

共培养液中 ＩＬ￣８ 水平明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ表明

ＴＮＦ￣α 干预构建炎症微环境后会造成炎症因子 ＩＬ￣８
分泌增加ꎻ与 Ｂ 组比ꎬＤ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 组平滑肌细胞与内

皮细 胞 共 培 养 液 中 ＩＬ￣８ 水 平 不 同 程 度 降 低

(Ｐ < ０􀆰 ０１或 Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ与 Ｄ 组比ꎬＧ 组 ＩＬ￣８ 水平

降低ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎮ ＭＲＳ２５７８
和复方七芍降压片含药血清均能抑制炎症微环境

损伤后炎症因子 ＩＬ￣８ 分泌增加(见图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 对内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１蛋白表达的影响

免疫荧光结果显示:与 Ａ 组比ꎬＢ、Ｃ 组内皮细

胞 中 ＡＰ￣１、 ＭＣＰ￣１ 荧 光 强 度 值 明 显 升 高

(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与 Ｂ 组比ꎬＤ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 组内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 荧光强度值明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 与

Ｄ 组比ꎬＧ 组 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白荧光强度值降低ꎬ但

６３７
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注:Ａ 组:正常对照组ꎻＢ 组:模型组ꎻＣ 组:空白血清对照组ꎻＤ 组:ＭＲＳ２５７８ 组ꎻＥ 组:厄贝沙坦含药血清组ꎻＦ 组:复方七芍降压片含药血清

组ꎻＧ 组:ＭＲＳ２５７８ ＋ 复方七芍降压片含药血清组ꎮ 与正常对照组比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与模型组比较ꎬ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与
ＭＲＳ２５７８ 组比较ꎬ▲Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ▲▲Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 １　 各组内皮细胞及平滑肌细胞活力比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ｇｒｏｕｐ Ａ. Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｂ. Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｃ. Ｂｌａｎｋ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｄ. ＭＲＳ２５７８ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｅ. Ｉｒｂｅｓａｒｔａｎ
ｔａｂｌｅｔ ｄｒｕｇ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｆ. Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐ. Ｇｒｏｕｐ Ｇ. ＭＲＳ２５７８ ＋ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ
Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃ Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１.Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＲＳ２５７８ ｇｒｏｕｐꎬ▲Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ ▲▲Ｐ< ０􀆰 ０１.(Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)

差异无统计学意义(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎮ 复方七芍降压片能

够抑制炎症因子诱导的内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋

图 ３　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白表达比较
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

白的表达水平ꎬ且与 ＭＲＳ２５７８ 合用时ꎬ这种抑制程

度更加明显(见图 ３、４)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示:与 Ａ 组相比ꎬＢ、Ｃ 组内

皮细 胞 中 ＡＰ￣１、 ＭＣＰ￣１ 光 密 度 比 值 明 显 升 高

(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 与 Ｂ 组比较ꎬＤ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 组内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 光密度比值均明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ
与 Ｄ 组比较ꎬＧ 组 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 光密度比值明显降

低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 复方七芍降压片能够抑制炎症因子

诱导的内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白的高表达ꎬ且
与 ＭＲＳ２５７８ 合用时ꎬ作用更加明显(见图 ５、６)ꎮ
２􀆰 ４　 对内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ｍＲＮＡ 的影响

ｑＰＣＲ 结果显示:与 Ａ 组比ꎬＢ、Ｃ 组内皮细胞中

ＡＰ￣１、 ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表 达 水 平 均 明 显 升 高

(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 与 Ｂ 组比较ꎬＤ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 组内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ｍＲＮＡ 表达水平均明显降低 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 与 Ｄ 组比较ꎬＧ 组 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 表达

水平降低ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎮ 复方

七芍降压片能够抑制炎症因子诱导的内皮细胞中

ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ｍＲＮＡ 的表达水平(见图 ７)ꎮ

图 ２　 各组平滑肌细胞与内皮细胞共培养液中 ＩＬ￣８ 水平
比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)

Ｆｉｇｕｒｅ ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＬ￣８ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ( 􀭰ｘ± ｓꎬｎ＝３)
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图 ４　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 荧光强度值比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)

图 ５　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白表达比较
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

图 ６　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 灰度值比值比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)

图 ７　 各组内皮细胞中 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ ｍＲＮＡ 水平比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ３)
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３　 讨论

复方七芍降压片是根据高血压病“肝肾阴虚、
瘀血阻络”的发病特点ꎬ采用“养阴柔肝、化瘀息风”
的立法组方而成ꎮ 该方由三七、白芍、天麻、杜仲、
丹参等 １１ 味中药组成ꎮ 方中三七活血化瘀通络、白
芍养阴柔肝息风ꎬ共为君药ꎻ天麻平肝息风、桑寄

生、杜仲补益肝肾、丹参活血祛瘀ꎬ共为臣药ꎻ萝芙

木平肝清热、葛根生津活血、地龙息风通络、炒香附

理气疏肝ꎬ共为佐药ꎻ甘草为使ꎬ调和诸药ꎻ以上诸

药合用使阴虚得补ꎬ阳亢得平ꎬ脉络得畅ꎬ髓海得

濡、清窍得养、眩晕自止ꎮ 现代药理研究发现:三
七、天麻、丹参都具有扩张血管、减少外周血管阻

力、增加血流量起到降低血压的作用[１３－１５]ꎬ白芍、杜
仲能降低内皮素－１(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ￣１ꎬＥＴ￣１)和增加一氧

化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)浓度ꎬ改善内皮功能ꎬ调节血

管重构ꎬ降低血压[１６－１７]ꎮ
血管平滑肌细胞和内皮细胞是血管中的两个

重要组成成分ꎬ两种细胞之间存在肌内皮缝隙连

接ꎬ允许电和小分子物质传递ꎬ在调节血管收缩和

舒张功能中起重要作用[１８]ꎮ 内皮功能的损伤是发

生血管重塑的始动环节[１９]ꎬ在炎症因子 ＴＮＦ￣α 诱

导的血管内皮细胞中ꎬ细胞存活率降低ꎬ凋亡细胞

增多ꎬ内皮细胞大量分泌白介素 ６ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ
ＩＬ￣６)、白介素 ８( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣８ꎬＩＬ￣８)、ＴＮＦ￣α、ＭＣＰ￣１
等前炎性因子ꎬ导致血管内皮细胞损伤ꎬ平滑肌细

胞的增殖、迁移ꎬ组织纤维化而出现血管结构的改

变[２０－２１]ꎮ 刘雅蓉等[１２]发现丹皮酚能减少血管内皮

细胞炎性分泌的作用ꎬ影响血管平滑肌细胞中

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ最终抑制其凋亡ꎮ 黄荷等[２２]

在内皮细胞－平滑肌细胞共培养体系中发现ꎬ内皮

细胞的损伤可引起 Ｔｏｌｌ 样受体 ４( ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
４ꎬＴＬＲ４)炎症蛋白的表达增加ꎬ导致内皮细胞炎症

反应加剧ꎬ平滑肌细胞增殖、迁移ꎬ进而诱发血管重

塑ꎮ 以上说明内皮细胞的损伤ꎬ可以导致其分泌炎

症因子增加ꎬ作用于平滑肌细胞ꎬ影响血管舒张功

能以及促进血管重塑ꎮ 因此ꎬ研究内皮细胞对平滑

肌细胞的影响ꎬ对保护血管正常功能和改善血管重

塑有重要意义ꎮ 建立内皮细胞－平滑肌细胞共培养

体系ꎬ模拟体内细胞微环境ꎬ是目前研究内皮细胞

和平滑肌细胞相互作用的理想模型[２３]ꎮ 本实验以

ＴＮＦ￣α 联合血管内皮细胞和血管平滑肌细胞共培养

体系构建高血压炎症环境ꎬ观察内皮细胞炎症对平

滑肌细胞增殖、迁移的影响ꎮ
ＡＰ￣１ 是机体内一类重要的核转录因子ꎬ由

ｃ￣Ｊｕｎ和 ｃ￣Ｆｏｓ 两个亚单位组成的 ＡＰ￣１ 异源二聚体

最为典型ꎮ ＭＣＰ￣１ 属于趋化类细胞因子ꎬ是重要的

促炎细胞因子ꎬ在单核细胞、内皮细胞、平滑肌细胞

等不同细胞中均有表达ꎮ 内皮细胞中 ＡＰ￣１ 的两个

亚单位 ｃ￣Ｊｕｎ 和 ｃ￣Ｆｏｓ 的激活可上调ＭＣＰ￣１ 的表达ꎬ
促进多种炎症因子的分泌ꎬ引起血管平滑肌增殖、
迁移ꎬ引发病理性血管重塑[２４－２７]ꎮ 任卫琼等[２８] 通

过抑制 ＳＨＲ 大鼠肠系膜动脉中 ＡＰ￣１ 的活化ꎬ抑制

ＭＣＰ￣１ 蛋白表达ꎬ能够降低炎症因子水平ꎬ抑制炎

症反应ꎬ保护血管ꎬ改善血管重构ꎮ 氧化低密度脂

蛋白的内皮受体－ １( ｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｏｘ￣ＬＤＬ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ꎬ
ＬＯＸ－１)通过 ＫＬＦ２ / ＡＰ￣１ 途径介导内皮功能障碍和

损伤ꎬ内皮功能的损伤进一步加剧内皮炎症反应ꎬ
导致平滑肌细胞增殖、迁移ꎬ引发血管重塑[２９－３０]ꎮ
李恒华等[３１] 发现葛根素联合丹参酮ⅡＡ 通过有效

抑制糖尿病大鼠主动脉中 ＭＣＰ￣１、ＴＮＦ￣α 的表达ꎬ减
轻血管内皮炎症反应ꎬ增强对血管内皮的保护作

用ꎬ促使平滑肌细胞功能修复ꎬ改善血管重塑ꎮ
ＴＮＦ￣α 通过诱导内皮细胞中 ＡＰ￣１ 蛋白的活化ꎬ可
调控多种炎症因子的释放ꎬ导致内皮功能紊乱ꎬ加
剧炎症因子的表达ꎬ促使血管平滑肌细胞异常增

殖[３２－３３]ꎻＰ２Ｙ６ 受体阻断剂 ＭＲＳ２５７８ 是炎性蛋白的

抑制剂ꎬ能够阻断 ＴＮＦ￣α 的炎性信号传递ꎬ抑制平

滑肌细胞增殖ꎬ改善血管重构[３４]ꎮ 本实验研究结果

显示ꎬＴＮＦ￣α 诱导的血管内皮细胞和平滑肌细胞存

活率明显降低ꎬ血管平滑肌细与内皮细胞共培养产

生的炎症因子 ＩＬ￣８ 的含量增加ꎬ内皮细胞中 ＡＰ￣１、
ＭＣＰ￣１ 蛋白表达和 ｍＲＮＡ 表达升高ꎮ 给予药物干

预后ꎬ复方七芍降压片含药血清组、厄贝沙坦含药

血清组、ＭＲＳ２５７８ 组、ＭＲＳ２５７８＋复方七芍降压片含

药血清组内皮细胞及平滑肌细胞存活率增加ꎬＩＬ￣８
水平降低ꎬ 内皮细胞中 ＡＰ￣１、 ＭＣＰ￣１ 蛋白及其

ｍＲＮＡ 的表达水平降低ꎮ 提示ꎬ复方七芍降压片能

恢复内皮细胞和平滑肌细胞活性ꎬ抑制炎症微环境

损伤后细胞炎症因子分泌ꎬ降低内皮细胞中 ＡＰ￣１、
ＭＣＰ￣１ 的活性ꎬ改善内皮损伤ꎬ保护平滑肌细胞正

常功能ꎬ抑制血管重塑ꎮ
本实验研究发现ꎬ复方七芍降压片能够改善因

炎症因子 ＴＮＦ￣α 诱导的内皮细胞及平滑肌细胞的

存活率ꎬ抑制血管重塑ꎬ其机制可能与抑制 ＩＬ￣８ 的

分泌ꎬ降低 ＡＰ￣１ 和 ＭＣＰ￣１ 的活性ꎬ抑制内皮细胞炎
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症反应ꎬ改善内皮损伤ꎬ保护平滑肌细胞正常功能
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血压大鼠血压及左室肥厚的影响[ Ｊ] . 中西医结合心脑血管

病杂志ꎬ ２００５ꎬ ３(３): ２３２－２３４.
Ｔａｎ ＹＳꎬ Ｔａｎ ＳＺꎬ Ｓｏｎｇ ＸＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｑｉｓｈａｏ ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ
Ｍｅｄ Ｃａｒｄｉｏ － / Ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓꎬ ２００５ꎬ ３(３): ２３２－２３４.

[１０] 　 雍苏南ꎬ 王顺民ꎬ 张稳. 养阴柔肝、化瘀息风法对自发性高血

压大鼠血管重塑的影响[Ｊ] . 中国中医急症ꎬ ２０１５ꎬ ２４(１０):
１６９６－１５７２.
Ｙｏｎｇ ＳＮꎬ Ｗａｎｇ ＳＭꎬ Ｚｈａｎｇ Ｗ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｅｎｒｉｃｈｉｎｇ ｙｉｎ ｔｏ ｅｍｏｌｌｉａｔｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｒｅｓｏｌｖｉｎｇ ｓｔａｓｉｓ ｔｏ ｅｘｔｉｎｇｕｉｓｈ
ｗｉｎｄ ｏｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ

ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ[ Ｊ] . Ｊ Ｅｍｅｒｇ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ２４ ( １０):
１６９６－１５７２.

[１１] 　 李弘ꎬ 刘叶倩ꎬ 龚姗ꎬ 等. 复方七芍降压片对自发性高血压

大鼠肠系膜动脉中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白表达及血压的影响[ Ｊ] .
中国临床药理学与治疗学ꎬ ２０１９ꎬ ２４(１２): １３６４－１３７０.
Ｌｉ Ｈꎬ Ｌｉｕ ＹＱꎬ Ｇｏｎｇ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｙ ｏｆ ＳＨＲ ｒａｔｓ ｂｙ
ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅⅠａｎｄ ｔｙｐｅ Ⅲ ｃｏｌｌａｇｅｎ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ
Ｊ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔꎬ ２０１９ꎬ ２４(１２): １３６４－１３７０.

[１２] 　 刘雅蓉ꎬ 吴鸿飞ꎬ 戴敏. 丹皮酚抑制脂多糖诱导的血管内皮

细胞 ＴＮＦ￣α 释放对共培养体系中血管平滑肌细胞凋亡及

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路的影响[Ｊ] . 安徽中医药大学学报ꎬ ２０１８ꎬ
３７(４): ６５－７１.
Ｌｉｕ ＹＲꎬ Ｗｕ ＨＦꎬ Ｄａｉ Ｍ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐａｅｏｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αｆｒｏｍ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ Ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ
ｔｈｅ ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ[ Ｊ] . Ｊ Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ
２０１８ꎬ ３７(４): ６５－７１.

[１３] 　 张继ꎬ 赵朝伟ꎬ 赵睿. 三七的药理作用研究进展[Ｊ] . 中国药

业ꎬ ２００３ꎬ １２(１１): ７６－７７.
Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｏ ＣＷꎬ Ｚｈａｏ Ｒ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ[ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍꎬ
２００３ꎬ １２(１１): ７６－７７.

[１４] 　 韩大荣. 天麻研究新进展[Ｊ] . 中国处方药ꎬ ２０１８ꎬ １６(４): １９
－２１.
Ｈａｎ ＤＲ. Ｎｅｗ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｒｅｓｅａｒｃｈ [ Ｊ ] . Ｊ Ｃｈｉｎ
Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｄｒｕｇꎬ ２０１８ꎬ １６(４): １９－２１.

[１５] 　 王涵ꎬ 杨娜ꎬ 谭静ꎬ 等. 丹参化学成分、药理作用及临床应用

的研究进展[Ｊ] . 特产研究ꎬ ２０１８ꎬ ４０(１): ４８－５３.
Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｙａｎｇ Ｎꎬ Ｔａｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｓａｌｖｉａ
ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｂｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ [ Ｊ] . Ｓｐｅｃ Ｗｉｌｄ Ｅｃｏｎ Ａｎｉｍ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓꎬ
２０１８ꎬ ４０(１): ４８－５３.

[１６] 　 Ｓｕ ＨＣꎬ Ｑｉ Ｃꎬ Ｂｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒａｄｉｘ
ｐａｅｏｎｉａｅ ａｌｂａ ｉｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ ａｎｄ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ
ａｌｃｏｈｏｌ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ [ Ｊ] .
Ｅｖｉｄ Ｂａｓｅｄ Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ａｌｔｅｒｎａｔ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ２０１５: ７３１２３７.

[１７] 　 潘龙ꎬ 支娟娟ꎬ 许春国ꎬ 等. 杜仲糖苷对肾性高血压大鼠血

压及血浆 ＥＴ、ＮＯ 的影响[Ｊ] . 现代中医药ꎬ ２０１０ꎬ ３０(２): ５４
－５６.
Ｐａｎ Ｌꎬ Ｚｈｉ ＪＪꎬ Ｘｕ ＣＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｕｃｏｍｍｉａ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ｏｎ
ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ、ｐｌａｓｍａ ＥＴ ａｎｄ ＮＯ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ[Ｊ] .
Ｍｏｄｅｒｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１０ꎬ ３０(２): ５４－５６.

[１８] 　 Ｄｏｒａｎ ＡＣꎬ Ｍｅｌｌｅｒ Ｎꎬ ＭｃＮａｍａｒａ ＣＡ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅａｒｌｙ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ[Ｊ] .
Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌꎬ ２００８ꎬ ２８(５): ８１２－８１９.

[１９] 　 谭元生ꎬ 田梦影. 血管平滑肌增殖在血管重塑过程中的作用

[Ｊ] . 中西医结合心脑血管病杂志ꎬ ２０１６ꎬ １１ ( １１): １２３３
－１２３５.
Ｔａｎ ＹＳꎬ Ｔｉａｎ ＭＹ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ

０４７
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Ｉｎｔｅｇｒ Ｍｅｄ Ｃａｒｄｉｏ － / Ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓꎬ ２０１６ꎬ １１(１１): １２３３
－１２３５.

[２０] 　 Ｃｈｅｎ Ｑꎬ Ｊｉｎ Ｍꎬ Ｙａｎｇ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ:
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ[Ｊ] . Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ Ｉｎｆｌａｍｍꎬ ２０１３ꎬ ２０１３: ９２８３１５.

[２１] 　 吴亚军ꎬ 苏洁ꎬ 黄浦俊ꎬ 等. 蒙花苷对 ＴＮＦ￣α 诱导的血管内

皮细胞炎症损伤及 ＴＬＲ４ / ＩκＢα / ＮＦ￣κＢ 信号通路的影响[ Ｊ] .
中国现代应用药学ꎬ ２０１７ꎬ ３４(５): ６３７－６４２.
Ｗｕ ＹＪꎬ Ｓｕ Ｊꎬ Ｈｕａｎｇ ＰＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｕｄｄｌｅｏｓｉｄｅ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ＴＮＦ￣α
ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｊｕｒｙ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＬＲ４ / ＩκＢα / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] .
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｍｏｄ Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍꎬ ２０１７ꎬ ３４(５): ６３７－６４２.

[２２] 　 黄荷ꎬ 张勇ꎬ 杨舒婷ꎬ 等. ＤＦＭＧ 调节 ＴＬＲ￣４ 抑制损伤内皮细

胞对平滑肌细胞增殖和迁移促进作用[ Ｊ] . 湖南师范大学学

报(医学版)ꎬ ２０１６ꎬ １３(１): １－５.
Ｈｕａｎｇ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｙａｎｇ ＳＴꎬ ｅｔ ａｌ. ＤＦＭＧ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ｌｐｃ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｅｐｒｅｓｓｉｎｇ ＴＬＲ４
[Ｊ] . Ｊ Ｈｕｎａｎ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖ(Ｍｅｄ Ｓｃｉ)ꎬ ２０１６ꎬ １３(１): １－５.

[２３] 　 李玉洁ꎬ 杨庆ꎬ 翁小刚ꎬ 等. 血管内皮细胞－平滑肌细胞共培

养体系研究进展 [ Ｊ] . 中国中药杂志ꎬ ２０１２ꎬ ３７ ( ３): ２６５
－２６８.
Ｌｉ ＹＪꎬ Ｙａｎｇ Ｑꎬ Ｗｅｎｇ ＸＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅ ｉｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ [ Ｊ] .
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔ Ｍｅｄꎬ ２０１２ꎬ ３７(３): ２６５－２６８.

[２４] 　 Ｊｕｎｇ ＭＫꎬ Ｈａ Ｓꎬ Ｓｏｎ ＪＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｎ￣６０ ｄｉｓｐｌａｙｓ ａ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ａｃｎｅ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ２ ａｎｄ ＩＬ￣８
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＥＲＫ１ / ２ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] . Ａｒｃｈ
Ｄｅｒｍａｔｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ ３０４(８): ６５５－６６３.

[２５] 　 韩畅畅ꎬ 万福生. ＡＰ￣１ 的研究进展[ Ｊ] . 中国细胞生物学学

报ꎬ ２０１７ꎬ ３９(１０): １３５７－１３６２.
Ｈａｎ ＣＣꎬ Ｗａｎ ＦＳ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ＡＰ￣１[ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ ３９(１０): １３５７－１３６２.
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辛伐他汀联合利塞膦酸钠对地塞米松诱导大鼠
骨丢失的作用

郭志斌１ꎬ吴春芳１ꎬ张国彬２ꎬ迟博婧２ꎬ王玉丹２ꎬ刘子洪３ꎬ王宝１ꎬ马超３ꎬ田发明２∗

(１. 开滦总医院林西医院骨外科ꎬ河北 唐山　 ０６３０００ꎻ ２. 华北理工大学ꎬ医学实验研究中心ꎬ
河北 唐山　 ０６３０００ꎻ ３. 开滦总医院骨外科ꎬ河北 唐山　 ０６３０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 分析辛伐他汀和利塞膦酸钠单独使用和联合使用对地塞米松诱导的大鼠骨质疏松的作用ꎮ
方法　 本研究使用雌性 ３ 月龄 ＳＤ 大鼠ꎬ分为五组(每组 ８ 只):对照组、骨质疏松模型组、辛伐他汀组、利塞膦酸钠

组和联合用药组ꎮ 除对照组外ꎬ其余各组大鼠皮下注射地塞米松(２􀆰 ５ ｍｇꎬ每周 ２ 次)ꎬ药物干预组分别给予辛伐他

汀 ５ ｍｇ / ｋｇ、利塞膦酸钠 ０􀆰 １ ｍｇ / ｋｇ 和两者联合干预ꎬ均为每天 １ 次ꎬ８ 周后处死所有大鼠取材ꎮ 取左侧股骨检测其

骨密度后ꎬ采用三点弯曲实验分析其最大载荷ꎬ取左侧胫骨经微计算机断层扫描技术(ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ)检测近端松质骨

骨量及微观结构参数ꎮ 取右侧股骨脱钙石蜡包埋ꎬ采用免疫组织化学染色检测 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ 的表达ꎬ提取右侧

胫骨 ＲＮＡꎬ检测骨保护素(ＯＰＧ)和破骨细胞分化因子(ＲＡＮＫＬ)的表达ꎮ 结果 　 ( １)骨密度:模型组(０􀆰 ２０７ ±
０􀆰 ０２) ｇ / ｃｍ２ 显著低于其余各组ꎬ辛伐他汀组(０􀆰 ２２６ ± ０􀆰 ０２３) ｇ / ｃｍ２、利塞膦酸钠组(０􀆰 ２３７ ± ０􀆰 ０２１) ｇ / ｃｍ２ 显著

低于对照组(０􀆰 ２８２ ± ０􀆰 ０１３) ｇ / ｃｍ２、联合用药组(０􀆰 ２５７ ± ０􀆰 ０１２) ｇ / ｃｍ２ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ (２)生物力学:最大载荷:模
型组(９０􀆰 ２ ± ７􀆰 １)显著低于对照组和联合用药组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ (３)ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ:模型组骨小梁数量(Ｔｂ.Ｎ)、骨小梁体

积分数(ＢＶ / ＴＶ)显著低于其他 ４ 组ꎬ骨小梁分离度(Ｔｂ. Ｓｐ)显著高于其他 ４ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ辛伐他汀组(２１􀆰 ６ ±
２􀆰 ８)、利塞膦酸钠组(２１􀆰 ９ ± ２􀆰 ６)ＢＶ / ＴＶ 显著低于对照组(２９􀆰 ５ ± ２􀆰 ７)、联合用药组(２５􀆰 ３ ± ２􀆰 ９)ꎬＴｂ.Ｓｐ 显著高于

对照组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ (４)免疫组化染色:ＯＰＧ:模型组、利塞膦酸钠组、联合用药组均显著低于对照组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＣ
组和 Ｅ 组显著高于模型组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 模型组、辛伐他汀组、利塞膦酸钠组、联合用药组 ＲＡＮＫＬ 的表达均显著高

于对照组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＥ 组显著低于模型组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ (５)ＰＣＲ:模型组(０􀆰 ７４ ± ０􀆰 １７)ＯＰＧ 表达显著低于对照组

(１􀆰 ００ ± ０􀆰 １６)、辛伐他汀组(１􀆰 ２７ ± ０􀆰 １９)(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻＲＮＡＫＬ 在模型组表达显著高于其余各组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ辛伐

他汀组(１􀆰 ３１ ± ０􀆰 １６)显著高于对照组(１􀆰 ００ ± ０􀆰 １８)ꎮ 结论　 地塞米松可诱发建立大鼠骨丢失模型ꎬ辛伐他汀和

利塞膦酸钠联合应用治疗可部分阻止该模型骨丢失和骨质量下降ꎬ效果优于单独用药ꎮ
【关键词】 　 辛伐他汀ꎻ利塞膦酸钠ꎻ骨丢失ꎻ生物力学ꎻ微结构
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(１. Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃ ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔꎬＫａｉｌｕａｎ Ｌｉｎｘｉ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３０００ꎬ Ｃｈｉｎａ. ２. Ｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３０００􀆰 ３. Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔꎬ Ｋａｉｌｕａｎ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３０００)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＴＩＡＮ Ｆａｍｉｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: １１９０７１２２＠ ｑｑ.ｃｏｍ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ａｎｄ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅ ｓｏｄｉｕｍꎬ ｅｉｔｈｅｒ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｉｎ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎬ ｏｎ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｌｖｅ￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｆｅｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ( ｎ ＝ ８) ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ (２􀆰 ５ ｍｇꎬ ｔｗｉｃｅ / ｗｅｅｋ)ꎬ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ (５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))ꎬ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅ ｇｒｏｕｐ (０􀆰 １ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))ꎬ ａｎｄ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ. Ｅｉｇｈｔ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒꎬ ａｌｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｆｅｍｕｒｓ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ｆｏｒ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ
(ＢＭＤ) ａｎｄ ｔｈｒｅｅ￣ｐｏｉｎｔ ｂｅｎｄｉｎｇ ｔｅｓｔｉｎｇ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｔｉｂｉａ. Ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｆｅｍｕｒｓ ｗｅｒｅ
ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｉｎ ｐａｒａｆｆｉｎ ｆｏｒ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｔｉｂｉａ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ
ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＢＭＤ ｗａｓ ｌｏｗｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ
(０􀆰 ２０７ ± ０􀆰 ０２) ｇ / ｃｍ２ꎬ ａｎｄ ＢＭＤ ｗａｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ( ０􀆰 ２２６ ± ０􀆰 ０２３) ｇ / ｃｍ２ ａｎｄ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅ
(０􀆰 ２３７ ± ０􀆰 ０２１) ｇ / ｃｍ２ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (０􀆰 ２８２ ± ０􀆰 ０１３) ｇ / ｃｍ２ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ (０􀆰 ２５７ ± ０􀆰 ０１２) ｇ /
ｃｍ２ . Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｏａｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ.
ＢＶ / ＴＶ ａｎｄ Ｔｂ.Ｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｔｒｅｎｄ ｗａｓ
ｎｏｔｅｄ ｆｏｒ Ｔｐ.Ｓｐ. ＢＶ / ＴＶ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ (２１􀆰 ６ ± ２􀆰 ８) ａｎｄ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ (２１􀆰 ９ ± ２􀆰 ６)
ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (２９􀆰 ５ ± ２􀆰 ７) ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ (２５􀆰 ３ ± ２􀆰 ９). Ｔｂ.Ｓｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ
ａｎｄ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｏｎ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ＯＰＧ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓꎬ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅꎬ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ. ＲＡＮＫＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓꎬ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎꎬ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅꎬ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ＯＰＧ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ
ｇｒｏｕｐ (０􀆰 ７４ ± ０􀆰 １７) ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (１􀆰 ００ ± ０􀆰 １６) ａｎｄ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐｓ (１􀆰 ２７ ± ０􀆰 １９). ＲＡＮＫＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｇｒｏｕｐ (１􀆰 ３１ ± ０􀆰 １６) ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (１􀆰 ００ ± ０􀆰 １８). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｏｎｅ
ｌｏｓｓ ｉｎ ｒａｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｐｒｅｖｅｎｔｅｄ ｂｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ａｎｄ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅ ｔｈａｎ ｂｙ
ｅｉｔｈｅｒ ｄｒｕｇ ａｌｏｎｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎꎻ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅꎻ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓꎻ ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓꎻ ｍｉｃｒｏａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 骨质疏松症的病理特点是骨丢失和微观结构劣

变ꎬ并由此导致发生骨折的风险增加[１－２]ꎮ 骨质疏松

症病因复杂ꎬ荷尔蒙失调、久坐不动的生活方式、营养

摄入不足、代谢和慢性炎症疾病ꎬ都可以加速骨质疏

松症的发展[３]ꎮ 糖皮质激素主要用于抗炎和治疗自

身免疫性疾病ꎬ但是长期应用的副作用之一是可能导

致骨质减少ꎬ骨质疏松症和骨折风险增加[４]ꎮ
双膦酸盐类药物ꎬ如利塞膦酸盐、阿仑膦酸盐

等可通过抑制破骨细胞介导的骨吸收而阻止骨丢

失ꎮ 辛伐他汀是一种 ３－羟基－３－甲基戊二酰基辅

酶 Ａ 还原酶抑制剂ꎬ临床上主要作为降脂类药物ꎮ
目前国内外研究表明ꎬ辛伐他汀具有促进成骨细胞

分化并抑制破骨细胞的形成ꎬ表现出一定的抗骨质

疏松潜能[５]ꎮ 然而上述两种药物联合应用对地塞

米松诱导的骨丢失的干预效果尚不明确ꎮ 本研究

拟通过地塞米松皮下注射诱导建立大鼠骨质疏松

模型ꎬ并给予辛伐他汀和或利塞膦酸钠干预ꎬ观察

两者单独或联合应用对该模型骨丢失的作用及

机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４０ 只 ＳＰＦ 级 ３ 月龄雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ购自北京维

通利华实验动物中心【ＳＣＸＫ(京)２０１７－０００１】ꎬ体重

(２４６ ± １８)ｇꎮ 所有动物在华北理工大学动物中心

屏障环境中饲养【ＳＹＸＫ(冀)２０１５－００３８】ꎮ 饲养期

间大鼠自由进食水ꎬ饲养环境:昼夜各半循环照明ꎬ
湿度恒定ꎬ温度控制在 ２２ ~ ２５℃ꎮ 本研究中涉及实

验动物的处理和干预ꎬ均符合华北理工大学实验动

物伦理委员会的相关规定ꎬ动物实验伦理审查证明

(ＬＸ２０１８１３６)ꎬ并遵照实验动物使用的 ３Ｒ(减少、替
代、优化)原则ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

地塞米松(辰欣药业股份有限公司)ꎬ辛伐他汀

(浙江瑞邦药业有限公司生产)ꎬ利塞膦酸钠(北京

双 鹭 药 业 股 份 有 限 公 司 )ꎬ 骨 保 护 素

(ＯｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎꎬＯＰＧ)、ＲＡＮＫＬ(ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
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ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ￣Ｂ ｌｉｇａｎｄ)一抗购自北京博奥森

生物技术有限公司ꎮ
微计算机断层扫描 ( ｍｉｃｒｏ￣ＣＴꎬ Ｓｋｙｓｃａｎꎬ比利

时)ꎬＡＧ￣ＩＳ 型万能试验机统(日本岛津公司)ꎬＰＣＲ
仪(Ａｐｐｌｉｅｄ ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

分为五组ꎬ每组 ８ 只ꎬＡ 组对照组ꎬＢ 组为模型

组ꎬ皮下注射地塞米松(２􀆰 ５ ｍｇꎬ每周 ２ 次)ꎬＣ、Ｄ、Ｅ
组在给予地塞米松皮下注射的基础上ꎬ每天分别给

予辛伐他汀(５ ｍｇ / ｋｇ)灌胃[６](Ｃ 组)、利塞膦酸钠

(０􀆰 １ ｍｇ / ｋｇ)灌胃[７－８](Ｄ 组)和联合干预(Ｅ 组)ꎬ８
周后处死所有大鼠取材ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 股骨骨密度检测

取所有大鼠左侧股骨ꎬ采用用 Ｎｏｒｌａｎｄ￣ＸＲ ３６ 双

能 Ｘ 线骨密度测量仪(ＤＥＸＡꎬ美国) 进行骨密度

分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ 分析胫骨近段松质骨微观结构

用 Ｓｋｙ Ｓｃａｎ １１７６ Ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ 系 统 ( 电 压

５０ ＫｅＶ、电流 ２７０ μＡ)对大鼠左侧胫骨进行扫描

检测ꎬ感兴趣区胫骨近端松质骨生长板下 ０􀆰 ５ ~
２ ｍｍꎮ 对所有图像分别使用 ＣＴ Ａｎａｌｙｚｅｒ 与 ＣＴ
ｖｏｘ 软件分析和处理ꎮ 并分析以下参数:骨体积分

数( ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ / ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅꎬＢＶ / ＴＶ)、骨小梁数

( ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒꎬＴｂ.Ｎ)、骨小梁厚度( ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎬ Ｔｂ. Ｔｈ )、 骨 小 梁 间 距 ( ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎꎬＴｂ.Ｓｐ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 生物力学检测股骨最大载荷

所有大鼠左侧股骨完成骨密度检测后ꎬ进行三

点弯曲试验ꎬ跨距 ２０ ｍｍꎬ中央垂直施加载荷ꎬ速率

１０ ｍｍ / ｍｉｎꎬ在软件里直接得到最大载荷ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组化检测 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ 蛋白水平的

表达

取所有大鼠右侧股骨ꎬ常规固定、脱钙后ꎬ脱水

并用石蜡包埋ꎬ制备 ６ μｍ 的石蜡切片ꎬ经烤片、二
甲苯透明脱脂、梯度乙醇至纯水水化后ꎬ抗原修复ꎬ
过氧化氢处理后ꎬ滴加 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ 一抗４５ μＬꎬ孵
育过夜ꎮ 次日按照 ＰＶ６０００ 试剂盒滴加二抗并进行

后续操作ꎬ最终由 ＤＡＢ 显色ꎬ苏木素复染、盐酸酒精

分化及自来水返蓝ꎬ中性树胶封片ꎮ 光学显微镜采

图ꎬＩｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件进行积分光密度值分析

(ｉｎｔｅｇｒａｔａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＩＯＤ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ

水平的表达

取右侧胫骨制备组织匀浆ꎬ采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取

ＲＮＡꎬ并经反转录合成第一链 ｃＤＮＡ 后ꎬ测定质量和

浓度ꎮ 采用 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 体系扩增目的基因与内

参基因(ＧＡＰＤＨ)ꎬ计算两者相对表达量的比值ꎮ
ＰＣＲ 反应体系:总体积 ５０ μＬꎬ包括:Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 ５ μＬꎬ引物(１０ μｍｏｌ /
Ｌ)各 ２ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ 为同一

条件:９５℃ꎬ５ ｍｉｎꎻ９５℃ꎬ１０ ｓꎻ６９℃ꎬ３０ ｓꎻ４５ 个循环ꎻ
７２℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ 引物序列:ＧＡＰＤＨ(扩增产物为 ｂｐ)的
上游引物:５′￣ＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧ￣３′ꎬ下游引

物:５′￣ＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ￣３′ꎻＯＰＧ 上游引

物:５′￣ＧＴＣＣＣＴＴＧＣＣＣＴＧＡＣＴＡＣＴＣＴ￣３′ꎬ下游引物:
５′￣ＧＡＣＡＴＣＴＴＴＴＧＣＡＡＡＣＣＧＴＧＴ￣３′ꎻＲＡＮＫＬ 上游引

物: ５′￣ＣＣＣＡＴＣＧＧＧＴＴＣＣＣＡＴＡＡＡＧＴＣ￣３′ꎬ 下 游 引

物:５′￣ＧＣＣＴＧＡＡＧＣＡＡＡＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡ￣３′ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据录入 Ｅｘｃｅｌ 表格ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 进行

统计学分析ꎬ采用单因素方差初步分析是否存在组

间差异ꎬ后续两两比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎬ实验数据以

平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 表示差异具

有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 骨密度

骨密度检测结果:双能 Ｘ 线骨密度分析结果如

图 １ 所示ꎬＡ 组骨密度最高ꎬ显著高于其余四组

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ 利 塞 膦 酸 钠 组 显 著 高 于 模 型 组

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ联合治疗组显著高于模型组和单独用

药组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 生物力学检测

各组大鼠股骨最大载荷:模型组(９０􀆰 ２ ± ７􀆰 １)Ｎ
显著低于对照组(１０４􀆰 ６ ± １０􀆰 ６２)Ｎ (Ｐ< ０􀆰 ０５)和联

合治疗组(１０１􀆰 ４ ± ７􀆰 ７)Ｎꎮ 辛伐他汀组(９４􀆰 ７ ± ９􀆰 ６)
Ｎ、利塞膦酸钠组(９８􀆰 ５ ± １０􀆰 ９)Ｎ 与其他各组比较均

无显著性差异(图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 Ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ 分析

Ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ 检测胫骨近端松质骨结果如表 １ 所

示:骨小梁体积分数:模型组和各治疗组均显著低

于对照组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ联合治疗组显著高于模型组

和单独用药组ꎬ但仍低于对照组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 骨小

梁数量:模型组和各给药组均显著低于对照组ꎬ联
合用药组显著高于对照组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 骨小梁厚

４４７
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度:模型组显著低于对照组ꎬ联合用药组显著高于

模型组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ其余各组间比较无显著差异ꎮ
骨小梁分离度:模型组和各治疗组均显著高于对照

组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ联合治疗组显著低于模型组和单独

用药组ꎬ但仍高于对照组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ４　 免疫组化检测结果

免疫组化检测 ＯＰＧ 在各组右侧股骨松质骨表

达的结果:模型组、利塞膦酸钠组、联合用药组均显

著低于对照组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ辛伐他汀组和联合用药

组显著高于模型组(Ｐ< ０􀆰 ０５)(图 ３)ꎮ
免疫组化检测 ＲＡＮＫＬ 在各组右侧股骨松质骨

表达的结果:模型组及各用药组 ＲＡＮＫＬ 的表达均

显著高于对照组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ联合用药组显著低于

模型组(Ｐ< ０􀆰 ０５)(图 ４)ꎮ
２􀆰 ５　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测结果

Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量分析 ＯＰＧ ｍＲＮＡ 在各组表

达结果:Ｂ 组显著低于 Ａ 组、Ｃ 组显著高于 Ｂ 组

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ其他组间差异均无统计学意义 ( Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎻＢ 组 ＲＮＡＫＬ ｍＲＮＡ 的表达显著高于其他 ４
组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＣ 组 ＲＮＡＫＬ ｍＲＮＡ 的表达显著高于

Ａ 组ꎬ其他两两组间比较未见显著差别(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎮ

注:与 Ａ 组比较ꎬａＰ< ０􀆰 ０５ꎻ与 Ｂ 组比较ꎬｂＰ< ０􀆰 ０５ꎻ与 Ｃ 组比
较ꎬｃＰ< ０􀆰 ０５ꎻ与 Ｄ 组比较ꎬｄＰ< ０􀆰 ０５ꎮ (下图 / 表同)

图 １　 骨密度检测结果( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ＡꎬａＰ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｂꎬ
ｂＰ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬｃ Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｇｒｏｕｐ Ｄꎬ ｄＰ< ０􀆰 ０５. ( Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ
ｔａｂｌｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢＭＤ ｔｅｓｔ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)

图 ２　 骨密度检测结果( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢＭＤ ｔｅｓｔ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)

表 １　 Ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ 分析结果( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ ｔｅｓｔ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

骨体积比
Ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ / ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ

骨小梁数量
Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ

骨小梁厚度
Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

骨小梁分离度
Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

Ａ 组 Ｇｒｏｕｐ Ａ ２９􀆰 ５ ± ２􀆰 ７ ２􀆰 ９ ± ０􀆰 ３ １０１􀆰 ６ ± ４􀆰 ９ ２３１􀆰 ４ ± ６３􀆰 ８
Ｂ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｂ ２０􀆰 １ ± ２􀆰 １ａ ２􀆰 ３ ± ０􀆰 ２ａ ９３􀆰 ３ ± ４􀆰 ６ａ ３９４􀆰 １ ± ４１􀆰 ３ａ

Ｃ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｃ ２１􀆰 ６ ± ２􀆰 ８ａ ２􀆰 ４ ± ０􀆰 １ａ ９８􀆰 ８ ± ８􀆰 ０ ３５６􀆰 １ ± ３６􀆰 ４ａ

Ｄ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｄ ２１􀆰 ９ ± ２􀆰 ６ａ ２􀆰 ５ ± ０􀆰 １ａ ９８􀆰 ９ ± ７􀆰 ５ ３５４􀆰 ９ ± ３３􀆰 ７ａ

Ｅ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｅ ２５􀆰 ３ ± ２􀆰 ９ａｂｃｄ ２􀆰 ６ ± ０􀆰 ２ａｂ １０３􀆰 ７ ± ６􀆰 ４ｂ ２９４􀆰 ９ ± ４９􀆰 ６ａｂｃｄ

图 ３　 免疫组化检测各组 ＯＰＧ 的表达( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＩＯＤ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＰＧ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)

５４７
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图 ４　 免疫组化检测各组 ＲＡＮＫＬ 的表达( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＩＯＤ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＡＮＫＬ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)

图 ５　 ＰＣＲ 检测结果( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ＝ ８)

３　 讨论

３􀆰 １　 地塞米松诱发大鼠骨质疏松模型

本研究证实ꎬ在大鼠皮下注射地塞米松 ８ 周后ꎬ
诱发大量骨丢失、微结构退化、生物力学性能下降ꎬ
这也与先前的研究结果一致ꎮ 研究表明ꎬ地塞米松

通过抑制成骨细胞细胞增殖及细胞外基质合成降

低成骨能力[９]ꎮ 此外ꎬ地塞米松促进破骨细胞的增

殖[１０]ꎮ 长期接受地塞米松治疗的患者在诱发骨丢

失的同时ꎬ还存在易于发生骨折的风险[１１－１２]ꎮ 我们

通过对骨保护素和破骨细胞分化因子的蛋白和

ｍＲＮＡ 水平的比较分析发现ꎬ地塞米松可以抑制骨

保护素的表达ꎬ且同时刺激破骨细胞分化因子的表

达ꎬ这些结果提示地塞米松诱发大鼠骨丢失的作用

机制与抑制成骨细胞功能同时促进破骨细胞活性

有关ꎮ
３􀆰 ２　 辛伐他汀联合利塞膦酸钠抗骨质疏松效果优

于单独用药

辛伐他汀作为同类药物中应用较多的一种ꎬ除
了降脂作用ꎬ其对骨代谢的影响也日益受到关注ꎬ
且部分前期实验已经证实其促进骨形成或抑制骨

吸收的潜能[６ꎬ１３－１４]ꎬ如辛伐他汀可以激活 ＴＧＦ￣β /
ｓｍａｄ３ 信号通路拮抗地塞米松诱导的破骨细胞凋

亡[１５]ꎬ其抗破骨作用还与诱导 ＯＰＧ 的表达并抑制

ＲＡＮＫＬ 的表达有关[１６]ꎮ 然而ꎬ在本研究中ꎬ辛伐他

汀对于糖皮质激素诱发的大鼠骨丢失的干预效果

并不显著ꎬ未能达到预期ꎬ虽然通过对 ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ
免疫组化和 ＰＣＲ 的检测提示辛伐他汀具有刺激
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ＯＰＧ 并抑制 ＲＡＮＫＬ 表达的作用ꎬ但在组织学和生

物力学水平的分析结果提示其作用不能阻止该模

型的骨丢失ꎮ 与之相对应的ꎬ利塞膦酸钠对该模型

骨丢失的作用则较为显著ꎬ表现出比辛伐他汀更强

的抑制骨丢失的作用ꎬ具体表现为ꎬ辛伐他汀单独

用药骨密度虽然具有高于模型组大鼠的趋势ꎬ但差

异并不显著ꎻ而利塞膦酸钠组大鼠的骨密度则显著

高于模型组大鼠ꎮ 通过进一步分析联合用药的效

果ꎬ我们发现联合用药组大鼠骨密度不仅高于模型

组大鼠ꎬ也显著高于两组单独用药的大鼠ꎬ提示联

合用药较之单独用药抗骨质疏松的作用更强ꎮ 然

而ꎬ通过与正常对照组大鼠比较ꎬ我们发现ꎬ无论单

独用药还是联合用药骨密度都未能恢复到正常值ꎮ
此外ꎬ本研究的辛伐他汀和利塞膦酸钠药物剂量参

考以往类似研究[６－８]ꎬ药物剂量在安全范围ꎬ但并未

观察联合用药是否增加毒副作用ꎬ在今后的研究中

应予以重视ꎮ
除骨密度外ꎬ我们进一步分析了各组大鼠股骨

的最大载荷ꎬ也进一步证实了单独用药效果不及联

合用药ꎬ结果发现只有联合用药组大鼠股骨的最大

载荷显著高于模型组ꎬ而单独用药组与模型组比

较ꎬ虽有升高趋势ꎬ但差别并不显著ꎮ 相比较而言ꎬ
利塞膦酸钠组较辛伐他汀最大载荷数值表现出更

高的趋势ꎮ 我们通过 ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ 分析对松质骨微结

构参数的比较发现ꎬ联合用药组较单独用药组表现

出更高的骨量、骨小梁数量ꎬ更低的骨小梁分离度ꎬ
提示联合用药较单独用药对于保持骨量和微观结

构具有更显著的作用ꎮ
３􀆰 ３　 不足与展望

此外ꎬ与辛伐他汀和利塞膦酸钠单独干预相

比ꎬ联合用药组在组织学和分子水平的作用都更

强ꎮ 利塞膦酸钠作为第三代双膦酸盐类药物ꎬ目前

仍是治疗骨质疏松的首选药物之一[１７－１９]ꎮ 因为其

作用机制主要是抑制破骨细胞的功能活性ꎬ对骨形

成的影响甚微ꎬ因此为提高其应用效果和扩大适用

范围ꎬ目前多项研究探讨了其与其它性质药物的联

合应用对骨代谢的影响ꎬ包括分别与甲状旁腺激素

１－３４[２０]和维生素 Ｋ[２１] 的联合应用ꎬ其中与甲状旁

腺激素 １－３４ 联合或序贯应用效果较单独应用更

佳ꎬ但对后者而言ꎬ与维生素 Ｋ 的联合应用并未表

现出优于利塞膦酸钠单独用药ꎮ 因此ꎬ本研究虽然

初步证实辛伐他汀与利塞膦酸钠联合应用能更好

的治疗激素诱发的大鼠骨丢失ꎬ但并未能完全抑制

其进程ꎬ是否能通过调整剂量和作用周期ꎬ或者改

变干预方案如序贯治疗等进一步增强联合使用的

疗效ꎬ这些都有待进一步研究证实ꎮ
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Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０
Ｖｏｌ. ２８　 Ｎｏ. ６

邱方ꎬ周杨ꎬ张严焱ꎬ等. ｍｉＲ￣３２８ 在运动改善高血压大鼠胸主动脉 Ｌ 型钙通道表达中的作用[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８
(６): ７４９－７５８.
Ｑｉｕ Ｆꎬ Ｚｈｏｕ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ ＹＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣３２８ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｌ￣ｔｙｐｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｆｒｏｍ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(６): ７４９－７５８.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０６􀆰 ００３
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Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ(３２０７１１７４ꎬ３１７７１３１２)ꎬ Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(２０２００４９) .
[作者简介]邱方(１９８９—)ꎬ女ꎬ在读博士研究生ꎬ研究方向:运动和心血管生理学ꎮ Ｅｍａｉｌ:２０１９１１２０３１＠ ｂｓｕ.ｅｄｕ.ｃｎ
[通信作者]石丽君(１９７２—)ꎬ女ꎬ教授ꎬ博士ꎬ博士生导师ꎬ研究方向:运动和心血管生理学ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｓｈｉｌｊ＠ ｂｓｕ.ｅｄｕ.ｃｎ

ｍｉＲ￣３２８ 在运动改善高血压大鼠胸主动脉 Ｌ 型
钙通道表达中的作用

邱方１ꎬ周杨１ꎬ张严焱１ꎬ金城１ꎬ刘晓东１ꎬ吴迎１ꎬ２ꎬ吕媛媛３ꎬ石丽君１ꎬ２∗

(１. 北京体育大学运动生理教研室ꎬ北京　 １０００８４ꎻ ２. 北京体育大学运动与体质健康教育部重点实验室ꎬ
北京　 １０００８４ꎻ ３. 北京体育大学中国运动与健康研究院ꎬ北京　 １０００８４)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣３２８(ｍｉＲ￣３２８)在有氧运动改善高血压大鼠胸主动脉平滑肌细胞 Ｌ 型电压门

控钙通道( ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ Ｌ￣ｔｙｐｅ Ｃａ２＋ ｃｈａｎｎｅｌꎬＬＴＣＣ)表达的中促进作用ꎮ 方法 　 选取 １２ 周龄雄性正常血压大鼠

(Ｗｉｓｔａｒ ＫｙｏｔｏꎬＷＫＹ)与自发性高血压大鼠(ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔꎬＳＨＲ)随机分为正常血压对照组(ＷＫＹ￣
Ｃ)、正常血压运动组(ＷＫＹ￣ＥＸ)、高血压对照组(ＳＨＲ￣Ｃ)、高血压运动组(ＳＨＲ￣ＥＸ)ꎬ运动组进行 １２ 周中等强度跑

台训练ꎮ １２ 周后采用股动静脉置管术检测大鼠心血管反应ꎻ取大鼠胸主动脉ꎬ采用 ＨＥ 染色检测胸主动脉形态ꎬ
ｑＰＣＲ 检测 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ、ｍｉＲ￣３２８ 表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 α１Ｃ和 β１ 亚基蛋白表达ꎮ 离体实验ꎬ培养

ＷＫＹ 胸主动脉平滑肌细胞ꎬ脂质体转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 和 ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 使之过表达或沉默ꎬ检测 ＬＴＣＣ α１Ｃ及 β１

亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达变化ꎮ 结果　 (１)有氧运动可显著降低 ＳＨＲ 体重、血压和心率ꎻ(２)运动可显著降低 ＳＨＲ
胸主动脉壁厚ꎻ(３)运动可显著降低 ＳＨＲ 对去甲肾上腺素的升压反应和硝苯地平 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ(ＬＴＣＣ 阻断剂)的降压

反应ꎻ(４)ＳＨＲ￣Ｃ 组的 ＬＴＣＣ α１Ｃ及 β１ 亚基 ｍＲＮＡ、蛋白表达显著高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ而 ＳＨＲ￣ＥＸ 组的 α１Ｃ及 β１ 亚基

ｍＲＮＡ、蛋白表达显著低于 ＳＨＲ￣Ｃ 组ꎻ(５)ＳＨＲ￣Ｃ 组中 ｍｉＲ￣３２８ 的表达显著低于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ１２ 周有氧运动后 ｍｉＲ￣
３２８ 表达量显著增加ꎻ(６)离体实验中ꎬ与对照组相比ꎬ转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组 α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ、蛋白表达显著下

调ꎬ而转染 ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ、蛋白表达显著上调ꎮ 结论　 规律有氧运动可有效降低 ＳＨＲ 血

压ꎬ调控 ｍｉＲ￣３２８ 靶向抑制 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基的表达ꎬ可能是运动改善高血压胸主动脉 ＬＴＣＣ 重构的机制之一ꎮ
【关键词】 　 高血压ꎻｍｉＲ￣３２８ꎻ有氧运动ꎻＬＴＣＣꎻ血管平滑肌细胞
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ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ ( ＳＨＲｓ). Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｗｅｌｖｅ￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍａｌｅ ｎｏｒｍｏｔｅｎｓｉｖｅ Ｗｉｓｔａｒ Ｋｙｏｔｏ ｒａｔｓ
(ＷＫＹｓ) ａｎｄ ＳＨＲｓ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＳＨＲ￣Ｃ ａｎｄ ＷＫＹ￣Ｃ) ａｎｄ ａｎ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ (ＳＨＲ￣ＥＸ
ａｎｄ ＷＫＹ￣ＥＸ). Ｒａｔｓ ｉｎ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｍｏｄｅｒａｔｅ￣ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ １２ ｗｅｅｋｓ. Ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｅｍｏｒａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｖｅｎｏｕｓ ｃａｎｎｕｌａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｗａｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ (ＨＥ) ｆｏｒ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｓａｙｓ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３２８ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ. Ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｐｒｉｍａｒｙ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ (ＶＳＭＣｓ) ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｏｆ ＷＫＹｓ. Ｂｏｔｈ ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ ａｎｄ ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｒｔｅｒｉａｌ ｍｙｏｃｙｔｅｓ ｔｏ
ｐｒｏｄｕｃｅ ｍｉＲ￣３２８ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＴＣＣ α １Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｉｎ ＳＨＲｓ. Ａｅｒｏｂｉｃ
ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｗａｌｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｉｎ ＳＨＲｓ. Ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｐｒｅｓｓｏｒ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｐｒｅｓｓｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ (ＬＴＣＣ ｂｌｏｃｋｅｒ) ｉｎ ＳＨＲｓ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃａｎｄ β１ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＳＨＲ￣Ｃ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＷＫＹ￣
Ｃ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＳＨＲ￣ＥＸ
ｇｒｏｕｐꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＨＲ￣Ｃ ｇｒｏｕｐ. ｍｉＲ￣３２８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＳＨＲ￣Ｃ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ＷＫＹ￣Ｃ ｇｒｏｕｐꎻ ｔｈｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ. Ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ＮＣ) ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐꎻ ｔｈｅｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ￣３２８
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｒｅｇｕｌａｒ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｍａｙ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ＳＨＲ ａｎｄ
ｅｎａｂｌｅ ｍｉＲ￣３２８ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｈｉｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍｉｇｈｔ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｅｘｅｒｃｉｓｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ＬＴＣＣ ｃｈａｎｎｅｌ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎꎻ ｍｉＲ￣３２８ꎻ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅꎻ ＬＴＣＣꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 据世界卫生组织最新的卫生统计数据ꎬ高血压

是一个主要的公共卫生问题ꎬ影响到 ２５ 岁及以上

４０％的成年人ꎬ其发病率和死亡率很高ꎮ 长期高血

压时ꎬ全身动脉系统受血管内高压力的影响会产生

病变ꎬ导致血管结构和功能的改变ꎮ 在高血压病理

过程中ꎬ大动脉长期承受高应力的影响ꎬ导致血管

顺应性下降ꎬ是心血管功能异常的主要原因ꎮ 血管

平滑肌细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)是

构成血管壁结构和功能的主要成分ꎬＬ 型电压门控

钙通道( ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ Ｌ￣ｔｙｐｅ Ｃａ２＋ ｃｈａｎｎｅｌꎬＬＴＣＣ)是

存在于 ＶＳＭＣ 膜上的一种主要钙通道ꎬ控制外钙内

流ꎬ是 ＶＳＭＣ 收缩的结构基础ꎬ在调节血管张力和血

压中起重要作用[１]ꎮ ＬＴＣＣ 由成孔 α１Ｃ 和辅助 β、
α２δ 和 γ 亚基组成ꎬ它们共同调节通道功能[２]ꎮ 其

中 α１Ｃ亚基是 ＬＴＣＣ 的门控装置和 Ｃａ２＋的渗透孔道ꎬ
作为支架蛋白ꎬβ 亚基可以定位和整合细胞内信号

以影响 ＬＴＣＣ 门控特性ꎮ 研究证实ꎬＶＳＭＣ 中 ＬＴＣＣ
的上调是高血压的一个标志性特征ꎬ且细胞膜中

ＬＴＣＣ 蛋白表达量与体内血压水平呈正相关[３]ꎬ但
其潜在的机制尚不清楚ꎮ 有研究发现ꎬ与正常血压

大鼠(Ｗｉｓｔａｒ ＫｙｏｔｏꎬＷＫＹ)相比ꎬ自发性高血压大鼠

(Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔꎬ ＳＨＲ) 肠系膜动脉

ＬＴＣＣ 转录水平略高ꎬ但其蛋白水平高 ３􀆰 ４ 倍[４]ꎮ
在猪肺动脉高压模型中ꎬ肺动脉 ＬＴＣＣ 蛋白表达显

著升高ꎬ但转录水平没有变化[５]ꎮ 因此ꎬ转录后调

控可能在 ＬＴＣＣ 表达中发挥更重要的作用ꎮ
ＭｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡꎬｍｉＲ) 是一种短的非编码

ＲＮＡ 片段ꎬ通过靶向 ｍＲＮＡ 在转录后调控基因和蛋

白质的表达[６]ꎮ ｍｉＲＮＡｓ 的失调可能导致疾病的发

展ꎬ因参与多种细胞功能ꎬ例如增殖、迁移和凋亡ꎮ
多篇综述报道 ｍｉＲＮＡ 在高血压的病理生理过程中

发挥重要作用[６－７]ꎮ 近期研究发现 ｍｉＲＮＡ 可能是

ＬＴＣＣ 转录后水平的一种调控机制ꎬｍｉＲ￣１、ｍｉＲ￣１４５
和 ｍｉＲ￣３２８ 直接靶向或调节 ＶＳＭＣ 中 ＬＴＣＣ 的功

能[８－９]ꎮ 在血管和心肌细胞中检测发现ꎬｍｉＲ￣３２８ 对

ＬＴＣＣ α１Ｃ 亚基基因 ( ＣＡＣＮＡ１Ｃ) 和 β１ 亚基基因

(ＣＡＣＮＢ１)有靶向作用ꎬ该研究发现ｍｉＲ￣３２８可以抑

制缺氧性肺动脉高压 ＬＴＣＣ 的表达ꎬｍｉＲ￣３２８的过表

达可以降低右心室收缩压和肺动脉壁厚度[１０－１１]ꎮ
长期规律运动是预防和控制高血压推荐的非

０５７
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药物疗法ꎮ 我们前期研究发现ꎬ有氧运动可逆转高

血压血管平滑肌 ＬＴＣＣ 结构和功能重构ꎬ改善血管

功能ꎬ调控血压水平[１２－１４]ꎬ但运动调控血管平滑肌

离子通道功能的潜在机制仍不清楚ꎮ 规律有氧运

动作为一种环境表观遗传调制器ꎬ可通过 ＤＮＡ 甲基

化、组蛋白修饰和 ｍｉＲＮＡ 等表观遗传修饰ꎬ调控心

血管相关基因表达ꎬ进而改善心血管结构和功

能[１５－１６]ꎮ ｍｉＲＮＡ 作为表观调控的重要组成部分在

心血管系统中高度表达ꎬ参与调节 ＶＳＭＣ 离子通道

功能[１１]ꎮ 规律有氧运动作为一种良性刺激ꎬ在逆转

高血压 ＬＴＣＣ 重构过程中ꎬｍｉＲ￣３２８ 是否参与其中ꎬ
目前尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究通过建立有氧运动模

型ꎬ观察有氧运动对正常血压大鼠和高血压大鼠胸

主动脉中 ＬＴＣＣ 亚基和 ｍｉＲ￣３２８ 的表达影响ꎬ并探

讨 ｍｉＲ￣３２８ 在其中的调控作用ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 １２ 周龄雄性正常血压大鼠 ＷＫＹ 和自发

性高血压大鼠 ＳＨＲ 各 ２４ 只ꎬＷＫＹ 体重约 ２７０ ｇ、
ＳＨＲ 体重约 ２４５ ｇꎬ购于北京维通利华实验动物技

术有限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１６－０００６】ꎬ饲养于北京体

育大学动物实验室【ＳＹＸＫ(京)２０１６－００３３】ꎮ 大鼠

自由饮水进食ꎬ温度 ２２ ~ ２４℃ꎬ相对湿度 ４０％ ~
６０％ꎬ所有实验方案获得北京体育大学运动科学实

验室伦理委员会批准(ＩＡＣＵＣ ２０１７００３Ａ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

戊巴比妥钠、去甲肾上腺素 ( Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅꎬ
ＮＥ)和硝苯地平(Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ)均购买于 ｓｉｇｍａ 公司ꎬ
Ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉ￣α１Ｃ ( Ａｌｏｍｏｎｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ
Ｉｓｒａｅｌ)ꎬＡｎｔｉ －β１(ＳｉｇｍａꎬＵＳＡ)ꎬＧＡＰＤＨ(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＵＳＡ)ꎬＲａｂｂｉｔ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ｔｏ α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ
(ＡｂｃａｍꎬＵＫ)ꎬＢＣＡ 试剂盒( ＰｉｅｒｃｅꎬＵＳＡ)ꎬｍｉＲｃｕｔｅ
ｍｉＲＮＡ 提取分离试剂盒(ＴｉａｎｇｅｎꎬＣｈｉｎａ)ꎬＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ
ＵＳＡ)ꎬ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８ ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ
(Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ ＵＳＡ)ꎬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ
试剂( ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＵＳＡ)ꎬＤＭＥＭ 培养基、ＨＢＳＳ 缓冲

液、胎牛血清、双抗 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ / ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ 均购买于

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎮ
实验仪器包括智能无创血压仪 ( ＢＰ￣２０１０Ａꎬ

Ｓｏｆｔｒｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ 中 国 )ꎬ ＰｏｗｅｒＬａｂ 系 统

(ＰＬ３５０４ꎬＡＤ ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓꎬＡｕｓｔｒａｌｉａ)ꎬ离体微血管环

张力测 定 系 统 ( ６２０ Ｍꎬ Ｄａｎｉｓｈ Ｍｙｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
Ｄｅｎｍａｒｋ)ꎬＰＣＲ 仪(ＡＢＩꎬＵＳＡ)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 仪

(ＡＢＩꎬＵＳＡ)ꎬＣｈｅｍｉ ＤＯＣ ＸＲＳ ＋ 成像系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ
ＵＳＡ)ꎬＣＯ２ 细胞培养箱(ＴｈｅｒｍｏꎬＵＳＡ)ꎬ倒置生物显

微镜( ＩＸ７１￣Ｆ２２ＰＨꎬＯｌｙｍｐｕｓꎬＪａｐａｎ)ꎬＬｅｉｃａ ＳＰ８ ＴＣＳ
激光共聚焦系统(ＬｅｉｃａꎬＧｅｒｍａｎｙ)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大鼠分组和有氧运动模型建立

ＷＫＹ 和 ＳＨＲ 随机分为安静对照组(ＷＫＹ￣Ｃꎬ
ＳＨＲ￣Ｃ)和有氧运动组(ＷＫＹ￣ＥＸꎬＳＨＲ￣ＥＸ)ꎬ每组各

１２ 只ꎮ 运动组大鼠先进行 １ 周的适应训练ꎬ之后进

行 １２ 周中等强度的跑台运动ꎬ坡度 ０°ꎬ每周 ５ ｄꎬ每
天 １ ｈꎬ速度为 ２０ ｍ / ｍｉｎꎬ相当于 ５５％ ~ ６５％ Ｖ􀅰Ｏ２

ｍａｘꎮ ＷＫＹ￣Ｃ 和 ＳＨＲ￣Ｃ 作为对照组不做运动干预ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠尾动脉无创血压监测

大鼠清醒、安静时的血压和心率 ( ｈｅａｒｔ ｒａｔｅꎬ
ＨＲ)采用鼠尾动脉智能无创血压仪 ( ＢＰ￣２０１０Ａ)
测量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 大鼠心血管反应测定

各组大鼠于 １２ 周有氧运动后ꎬ各选取 ６ 只ꎬ进
行股动静脉置管术测定大鼠心血管反应ꎮ 大鼠腹

腔注射戊巴比妥钠(５０ ｍｇ / ｋｇ)麻醉ꎬ分别于股动脉

和股静脉的近心端(２ 根线)和远心端(１ 根线)穿

线ꎬ用动脉夹夹住血管近心端ꎬ于远心端结扎部位

前剪一小口ꎬ将导管沿着血管行走方向插入管腔ꎬ
之后固定导管ꎬ注射 ５０ ＩＵ / ｍＬ 的肝素钠 ０􀆰 ５ ｍＬ 左

右进行封管ꎮ 术后 ２４ ｈ 大鼠恢复良好ꎬ在清醒安静

状态下测试ꎬ通过 ＰｏｗｅｒＬａｂ 系统连接股动脉插管外

侧头ꎬ记录大鼠基础血压ꎮ 之后在大鼠股静脉分别

注射去甲肾上腺素(ＮｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅꎬＮＥꎬ１８ μｇ / ｋｇ)
和 ＬＴＣＣ 阻断剂硝苯地平(Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅꎬ１ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ观
察大鼠血压变化ꎬ每种药物的注射间隔时间在 ５ ｈ
以上ꎬ以保证血压恢复正常水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色

取大鼠胸主动脉ꎬ剥离周边组织后进行固定ꎬ
经梯度乙醇二甲苯脱水后溶于石蜡ꎬ切片脱蜡后用

苏木素和伊红染色ꎬ乙醇二甲苯处理后封片并拍

摄ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行测量ꎮ 每个样本组织切片随

机 ５ 个视野ꎬ每个视野测量 ３ 次并取平均值ꎬ将 ５ 个

视野的平均值作为胸主动脉壁厚ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫蛋白印迹

大鼠胸主动脉低温下与裂解液混匀ꎬ离心后取

１５７
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上清液测定蛋白浓度ꎮ 用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离等量

蛋白质(约 ５０ μｇ)并转至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用 ５％ ＢＳＡ
封闭ꎮ 加入一抗 Ｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉ￣α１Ｃ(１ ∶２００)ꎬ
Ａｎｔｉ－β１(１ ∶２００)和 ＧＡＰＤＨ(１ ∶ ５００) ４℃ 孵育过夜ꎮ
第 ２ 天加入二抗室温孵育 １ ｈꎬ滴加 ＥＣＬ 发光液到

ＰＶＤＦ 膜上ꎬ放入 Ｃｈｅｍｉ ＤＯＣ ＸＲＳ ＋ 成像系统显影ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 测定ꎬ取胸主动脉

的总 ＲＮＡ 进行常规的 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲꎮ ｍｉＲ￣３２８ 测

定采用 ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ 提取分离试剂盒提取胸主

动脉的 ｍｉＲＮＡꎻ采用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔꎬ以 Ｕ６ 为内参基因ꎬ使用ｍｉＲ￣３２８含特

异茎环结构的引物[９]进行反转录反应ꎻｃＤＮＡ 扩增

采用 Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 进行反

应ꎮ ＬＴＣＣ α１Ｃ 亚基 (ＣＡＣＮＡ１Ｃ) 和 ＬＴＣＣ β１ 亚基

(ＣＡＣＮＢ１)以 ＧＡＰＤＨ 为内参照ꎬｍｉＲ￣３２８ 以 Ｕ６
为内参 照ꎮ 所 有 ＰＣＲ 反 应 均 重 复 进 行ꎬ 采 用

２ －△△Ｃｔ法进行评估ꎬ分析目的基因的相对表达ꎮ
扩 增 引 物 由 上 海 吉 玛 公 司 合 成ꎬ 序 列 如

下(表 １) :
表 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
正向引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ
反向引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
α１Ｃ ５′￣ＧＣＣＧＣＡＧＴＴＡＡＧＴＣＣＡＡＴＧＴ￣３′ ５′￣ＧＣＡＣＴＴＣＴＧＴＧＡＧＣＣＡＡＴＧＡ￣３′
β１ ５′￣ＧＣＣＧＣＧＡＣＴＡＣＴＧＣＴＡＡＴＧＴ￣３′ ５′￣ＧＣＡＣＴＴＡＧＣＴＧＡＧＴＣＡＡＴＧＡ￣３′

ｍｉＲ￣３２８ ５′￣ＡＴＴＡＴＡＴＣＴＧＧＣＣＣＴＣＴＣＴＧＣ￣３′ ５′￣ＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣ￣３′
Ｕ６ ５′￣ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ￣３′ ５′￣ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣ￣３′

ＧＡＰＤＨ ５′￣ＣＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＴＧＡＴＧＡＣ￣３′ ５′￣ＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣ￣３′

１􀆰 ２􀆰 ７　 ＶＳＭＣ 原代与传代培养

取 １２ 周龄健康雄性 ＷＫＹꎬ麻醉后ꎬ无菌条件下

取出大鼠胸主动脉ꎬ浸于 ＨＢＳＳ 溶液中ꎬ剥离干净动

脉周围的脂肪组织ꎬ并将动脉内血液排除ꎬ呈白色ꎻ
在胶原酶培养皿中ꎬ３７℃孵育大鼠动脉约４５ ｍｉｎꎬ剥
离动脉外膜ꎬ并去除内皮ꎻ转移至弹性蛋白酶培养

皿中ꎬ把动脉剪成细小碎片(１ ｍｍ × １ ｍｍ)ꎬ３７℃孵

育 ３０~３５ ｍｉｎꎬ用巴氏吸管进行反复吹打使组织碎

片消失ꎻ１８００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ丢弃上清液ꎬ将原代

ＶＳＭＣ 用含 １０％胎牛血清和 １％双抗的 ＤＭＥＭ 培养

液培养ꎬ放入 ３７℃ 和 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养细胞ꎮ
当培养皿中 ＶＳＭＣ 密度达 ８０％ ~ ９０％时ꎬ加入胰酶

进行消化并传代ꎻＶＳＭＣ 传至 ５ ~ ７ 代且细胞密度达

６０％~８０％时进行转染ꎮ 使用平滑肌特异性肌动蛋

白 α￣ａｃｔｉｎ 鉴定 ＶＳＭＣꎬ纯度要达 ９０％ ~ ９５％方可进

行后续转染实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＶＳＭＣ 免疫荧光染色

吸走培养皿中的培养基ꎬＶＳＭＣ 于 ４％的多聚甲

醛固定 ３０ ｍｉｎꎻ用 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 对细胞进行膜

穿孔孵育 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎻ用 ５％ＢＳＡ 孵育 ６０
ｍｉｎꎬ封闭非特异性结合抗体部位ꎻ滴加一抗 Ｒａｂｂｉｔ
Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ｔｏ α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ(１ ∶２００)ꎬ４℃过夜孵育ꎬＰＢＳ
清洗 ３ 次ꎻ滴加二抗 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８ ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ(１ ∶１０００)ꎬ对细胞孵育 ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂

洗后滴加封片剂以盖玻片封片ꎮ 在 ２４ ｈ 后激光共

聚焦成像系统进行信号捕捉与成像ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ９　 脂质体转染

取生长状态良好的 ＶＳＭＣꎬ将细胞随机分为三

组 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组、ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组和空脂质

体 ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ＮＣ ) 组ꎬ 采 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＲＮＡｉＭＡＸ 试剂将各 ｍｉＲ￣３２８ 干扰 序 列 转 染 进

ＶＳＭＣ(表 ２)ꎮ 于转染后 ２４、４８、７２、９６ ｈ 收集 ＶＳＭＣ
进行蛋白指标检测ꎬ于转染后 １２、２４、４８、７２ ｈ 收集

ＶＳＭＣ 进行 ｍＲＮＡ 定量ꎮ
表 ２　 各组 ｍｉＲＮＡ 干扰序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ｍｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃｓ ５′￣ＣＵＧＧＣＣＣＵＣＵＣＵＧＣＣＣＵＵＣＣＧＵ￣３′
５′￣ＧＧＡＡＧＧＧＣＡＧＡＧＡＧＧＧＣＣＡＧＵＵ￣３′

ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ５′￣ＡＣＧＧＡＡＧＧＧＣＡＧＡＧＡＧＧＧＣＣＡＧ￣３′

ＮＣ ５′￣ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ￣３′
５′￣ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ￣３′

１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据均以平均值 ± 标准误( 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ )表示ꎬ
使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ７ 软件作图ꎬ采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统

计软件进行单因素或双因素方差分析ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 表

示差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 有氧运动对高血压大鼠体重、血压和心率的

影响

各组大鼠于运动干预前(１２ 周龄)和 １２ 周有氧

运动干预后(２４ 周龄)采用尾动脉无创血压仪测量

２５７
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大鼠血压和心率ꎮ 运动前 ＳＨＲ￣Ｃ 组体重显著低于

ＷＫＹ￣Ｃ 组 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ 而 ＳＨＲ￣Ｃ 组 的 收 缩 压

( ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬ ＳＢＰ )、 舒 张 压 ( ｄｉａｓｔｏｌｉｃ
ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＤＢＰ)和 ＨＲ 显著高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎮ ＷＫＹ￣ＥＸ 组和 ＳＨＲ￣ＥＸ 组体重、ＳＢＰ、ＤＢＰ
和 ＨＲ 与各自对照组相比均无显著差异(图 １)ꎮ

１２ 周有氧运动后ꎬＷＫＹ￣ＥＸ 组和 ＳＨＲ￣ＥＸ 组体

重均显著低于各自对照组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组体重

仍显著低于ＷＫＹ￣Ｃ组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ ＷＫＹ￣ＥＸ 组 ＳＢＰ

显著低于 ＷＫＹ￣Ｃ 组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻＳＨＲ￣Ｃ组 ＳＢＰ、ＤＢＰ
和 ＨＲ 显著性高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ而 ＳＨＲ￣ＥＸ 组 ＳＢＰ、
ＤＢＰ 和 ＨＲ 显著低于 ＳＨＲ￣Ｃ 组(Ｐ < ０􀆰 ０１)(图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 有氧运动对各组大鼠胸主动脉形态学的影响

ＨＥ 染色观察各组大鼠胸主动脉壁厚变化(图
２)ꎮ ＷＫＹ￣Ｃ 组和 ＷＫＹ￣ＥＸ 组大鼠胸主动脉壁厚无

明显差异ꎬ与 ＷＫＹ￣Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组胸主动脉管

壁明显增厚(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻＳＨＲ￣ＥＸ 组胸主动脉壁厚显

著小于 ＳＨＲ￣Ｃ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

注:与 ＷＫＹ￣Ｃ 组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ与 ＳＨＲ￣Ｃ 组相比ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 １　 有氧运动对 ＷＫＹ 和 ＳＨＲ 体重、血压和心率的影响(ｎ＝ １２)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ＷＫＹ￣Ｃꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐＳＨＲ￣Ｃꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｏｆ ＷＫＹ ａｎｄ ＳＨＲ(ｎ＝ １２)

注:Ａ:胸主动脉的组织学结构(ＨＥ 染色ꎬ×４００ꎬ标尺＝ ５０ μｍ)ꎻＢ:胸主动脉壁厚统计柱状图ꎮ

图 ２　 有氧运动对各组大鼠胸主动脉壁厚的影响(ｎ＝ ６)
Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ×４００. Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ). Ｂ. Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔｉｃ ｗａｌｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔｉｃ ａｏｒｔａ ｏｆ ｒａｔｓ(ｎ＝ ６)

３５７
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２􀆰 ３　 有氧运动对各组大鼠心血管反应的影响

各组大鼠于 １２ 周有氧运动后ꎬ采用股动静脉置

管术监测大鼠的心血管反应ꎮ 在体股静脉注射 ＮＥ
(１８ μｇ / ｋｇ)后ꎬ四组大鼠血压均显著增加ꎻ与 ＷＫＹ￣
Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组注射 ＮＥ 后平均动脉压(ｍｅａｎ
ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＭＡＰ)升高幅度(△ＭＡＰ)显著增加

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与 ＳＨＲ￣Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 组注射 ＮＥ

后△ＭＡＰ 显著下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)(图 ３Ａ、３Ｃ)ꎮ
股静脉注射 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ(１ ｍｇ / ｋｇ)后ꎬ四组大鼠

血压明显下降ꎻＳＨＲ￣Ｃ 组大鼠 ＭＡＰ 下降幅度最明

显ꎬ且显著高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组的下降幅度(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ
与 ＳＨＲ￣Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 组大鼠ＭＡＰ 降低幅度明

显减少(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻＷＫＹ￣Ｃ 组与 ＷＫＹ￣ＥＸ 组 ＭＡＰ
降低幅度无明显差异(图 ３Ｂ、３Ｄ)ꎮ

图 ３　 有氧运动对各组大鼠心血管反应的影响(ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｒａｔｓ(ｎ＝ ６)

２􀆰 ４　 有氧运动对高血压大鼠胸主动脉 ＬＴＣＣ α１Ｃ

和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

ｑＰＣＲ 检测各组胸主动脉中 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚

基与相应的 ＧＡＰＤＨ 的 ｍＲＮＡ 相对表达值(图 ４Ａ、
４Ｂ)ꎮ ＳＨＲ￣Ｃ 组 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 的 ｍＲＮＡ 的表达量

明显高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 经 １２ 周有氧运动

后ꎬＷＫＹ￣ＥＸ 组和 ＳＨＲ￣ＥＸ 组的 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 的

ｍＲＮＡ 表达量都呈现下降趋势ꎬ但与各自对照组相

比较ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 的表达量显著性下调(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ而
ＷＫＹ￣ＥＸ 组表达量无显著性差异ꎮ

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组胸主动脉 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１

亚基与相应的 ＧＡＰＤＨ 的蛋白相对表达值(图 ４Ｂ、
４Ｄ)ꎮ 与 ＷＫＹ￣Ｃ 组相比ꎬ ＳＨＲ￣Ｃ 组胸主动脉中

ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 表达显著上调(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＳＨＲ￣
Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 组的 ＬＴＣＣ α１Ｃ蛋白表达呈显著

性下调(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＬＴＣＣ β１ 蛋白表达呈非常显著

性下调(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ ＷＫＹ￣ＥＸ 组中 α１Ｃ蛋白表达相

比于 ＷＫＹ￣Ｃ 组也有所下降ꎬ但表达不明显ꎮ
２􀆰 ５　 有氧运动促进高血压大鼠胸主动脉中 ｍｉＲ￣
３２８ 表达增加

运动对各组胸主动脉中 ｍｉＲ￣３２８ 与相应的 Ｕ６
相对表达值(图 ５)ꎮ 与 ＷＫＹ￣Ｃ 相比ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组中

ｍｉＲ￣３２８ 的表达呈现显著性降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 通过

１２ 周有氧运动后ꎬ与各自对照组相比ꎬＳＨＲ￣ＥＸ 组中

ｍｉＲ￣３２８ 表达明显升高 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＷＫＹ￣ＥＸ 组无

显著性差异(图 ５)ꎮ

４５７
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图 ４　 各组大鼠胸主动脉 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达(ｎ＝ ６)

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃａｎｄ β１ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｉｎ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ(ｎ＝ ６)

图 ５　 各组大鼠胸主动脉 ｍｉＲ￣３２８ 表达(ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３２８ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ Ｕ６ ｉｎ

ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ(ｎ＝ ６)

２􀆰 ６ 　 ｍｉＲ￣３２８ 靶向调控 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 亚基

ｍＲＮＡ 和蛋白表达

２􀆰 ６􀆰 １　 ＶＳＭＣ 鉴定

如图 ６ 所示ꎬ大鼠 ＶＳＭＣ 原代提取、培养并传

代ꎬ用平滑肌特异性肌动蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 免疫荧光染色

进行鉴定ꎬ通过激光共聚焦显微镜拍摄发现ꎬＶＳＭＣ
骨架蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 清晰可见ꎬ细胞质内存在大量红色

的细丝ꎬ表明培养的细胞为 ＶＳＭＣꎮ
２􀆰 ６􀆰 ２　 ｍｉＲ￣３２８ 对 ＬＴＣＣ α１Ｃ亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达量的影响

离体转染 １２、２４、４８、７２ ｈ 后检测 ＶＣＳＭｓ 内

ＬＴＣＣ α１Ｃ亚基 ｍＲＮＡ 表达ꎬｑＰＣＲ 结果如图 ７Ａꎬ与
相同时间段的 ＮＣ 组相比ꎬα１Ｃ ｍＲＮＡ 表达在瞬时转

染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组 ２４ ｈ 出现下降趋势(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ
４８ ｈ 表达呈显著性降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻ转染 ｍｉＲ￣３２８
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组的 α１Ｃ ｍＲＮＡ 表达量在 ２４ ｈ(Ｐ< ０􀆰 ０１)和
４８ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０５)呈显著性上调ꎮ

图 ６　 平滑肌特异性肌动蛋白 α￣ａｃｔｉｎ 免疫荧光

标记的 ＶＳＭＣ 代表图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ
ＶＳＭＣ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ

离体转染 ２４、４８、７２、９６ ｈ 后检测 ＶＣＳＭｓ 内 ＬＴＣＣ
α１Ｃ亚基蛋白表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果如图 ７Ｂ、７Ｃꎬ与
同时间段 ＮＣ 组相比ꎬ转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组的 α１Ｃ蛋

白表达量在 ４８ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０５)和 ７２ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０１)蛋白

５５７



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

表达量显著降低ꎬ而ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组中 α１Ｃ的蛋白

表达量在 ４８ ｈ(Ｐ< ０􀆰 ０１)和 ７２ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０５)显著上

调ꎮ 由此可见ꎬｍｉＲ￣３２８ 对体外培养的 ＶＳＭＣ 的

ＬＴＣＣ α１Ｃ亚基有明显的抑制作用ꎮ

图 ７　 ＶＳＭＣ 转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 或 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 后 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达(ｎ＝ ６)

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＴＣＣ α１Ｃ ａｎｄ β１ｓｕｂｕｎｉｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｎ ＶＳＭＣ(ｎ＝６)

２􀆰 ６􀆰 ３　 ｍｉＲ￣３２８ 对 ＬＴＣＣ β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达量的影响

离体转染 １２、２４、４８、７２ ｈ 后检测 ＶＣＳＭｓ 内

ＬＴＣＣ β１ 亚基 ｍＲＮＡ 表达ꎬｑＰＣＲ 结果显示如图 ７Ｄꎬ
与相同时间段 ＮＣ 组相比ꎬ转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组的

β１ ｍＲＮＡ 表达在 ２４ ｈ 显著下调(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ而转染

ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组的 β１ ｍＲＮＡ 的表达量在 ２４ ｈ
(Ｐ< ０􀆰 ０５)、４８ ｈ(Ｐ< ０􀆰 ０１)和 ７２ ｈ (Ｐ< ０􀆰 ０５)呈显

著性上调ꎮ
离体转染 ２４、４８、７２、９６ ｈ 后检测 ＶＣＳＭｓ 内

ＬＴＣＣ β１ 亚基蛋白表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果如图 ７Ｂ、
７Ｅꎬ与同时间段 ＮＣ 组相比ꎬ转染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃ 组

的 β１ 蛋 白 表 达 在 ４８ ｈ ( Ｐ < ０􀆰 ０１ ) 和 ７２ ｈ
(Ｐ< ０􀆰 ０５)呈显著性下调ꎬ而转染 ｍｉＲ￣３２８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组中 β１ 的蛋白表达 ４８ ｈ ( Ｐ < ０􀆰 ０１ ) 和 ７２ ｈ
(Ｐ< ０􀆰 ０５)呈显著性上调ꎮ 由此可见ꎬｍｉＲ￣３２８ 对体

外培养的 ＶＳＭＣ 的 ＬＴＣＣ β１ 亚基有明显的抑

制作用ꎮ

３　 讨论

本文研究了 １２ 周规律有氧运动对 ＳＨＲ 胸主动

脉 ＬＴＣＣ 表达的影响ꎬ并探讨了 ｍｉＲ￣３２８ 在其中的

靶向作用ꎮ 结果表明ꎬ与 ＷＫＹ￣Ｃ 组相比ꎬＳＨＲ￣Ｃ 胸

主动脉 ｍｉＲ￣３２８ 表达下调ꎬＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基的表

达上调ꎻ１２ 周有氧运动后可增加 ＳＨＲ 胸主动脉

ｍｉＲ￣３２８ 表达ꎬ靶向抑制 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 亚基的表

达ꎬ从而有效降低 ＳＨＲ 血压ꎮ
胸主动脉作为人体最大的弹性血管ꎬ在维持整

个心动周期中动脉血压的相对稳定起重要作用ꎮ
因此ꎬ我们选取胸主动脉作为研究对象ꎮ 研究表

明ꎬ高血压的发生、发展与血管结构和功能变化密

切相关ꎬ主要表现为血管内皮细胞功能障碍ꎬ血管

平滑肌细胞增生ꎬ血管壁增厚ꎬ管腔狭窄ꎬ血管顺应

性下降ꎬ导致血压增加[１７]ꎮ 有氧运动可有效降低高

血压大鼠的血压和心率作用涉及多种机制[１８]ꎮ 如

长期运动导致心脏和动脉结构及功能发生适应性

变化ꎬ心交感神经减弱ꎬ迷走张力增高ꎬ主动脉及大

动脉血管顺应性变大ꎬ外周血管阻力减弱ꎬ内皮功

能改善等ꎬ从而降低心率和血压[１９]ꎮ 本研究 ＳＨＲ￣Ｃ
组胸主动脉的管壁厚度明显高于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ而

ＳＨＲ￣ＥＸ 组胸主动脉壁厚明显低于 ＳＨＲ￣Ｃ 组ꎬ说明

１２ 周有氧运动可以明显改善高血压大鼠血管壁厚

的现象ꎮ
ＬＴＣＣ 是 ＶＳＭＣ 上的一种 Ｃａ２＋ 通道ꎬ有两个主

要亚基 α１Ｃ 和 β１ꎬα１Ｃ 主要控制细胞外的钙离子内

流ꎬβ１ 则负责 α１Ｃ生理功能的激活ꎬ二者共同作用参

与 ＬＴＣＣ 功能的多样性[２０]ꎮ 研究证明ꎬ血管 ＬＴＣＣ
亚单位组成是动脉张力和血压水平的决定因素[２１]ꎮ
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ＬＴＣＣ 表达和功能异常会导致肌源性张力和血压的

异常变化ꎬＶＳＭＣ 中 ＬＴＣＣ 上调是高血压的一个特

异性标志[２２]ꎮ 为了研究 ＬＴＣＣ 功能在血压调控中

的作用ꎬ我们通过在体静脉注射 ＮＥ 和 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ
(ＬＴＣＣ 特异性阻断剂)ꎬ结果发现运动可明显降低

高血压大鼠对 ＮＥ 的升压反应和 Ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ 的降压

反应ꎮ 说明高血压大鼠 ＬＴＣＣ 功能显著上调ꎬ而有

氧运动后可显著降低 ＬＴＣＣ 在调控血压中的功能亢

奋ꎮ 高血压血管平滑肌 ＬＴＣＣ 表达的增多被认为是

其功能上调的原因ꎮ 高血压模型 ＶＳＭＣ 膜上 ＬＴＣＣ
表达增加ꎬ胞外 Ｃａ２＋ 内流增加ꎬ从而引起血管收

缩[２３]ꎮ 本研究 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和 ｑＰＣＲ 检测结果亦表

明ꎬ高血压大鼠胸主动脉中 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 亚基

ｍＲＮＡ 和蛋白表达显著高于正常血压大鼠ꎬ而经 １２
周有氧运动后高血压大鼠的 ＬＴＣＣ α１Ｃ 和 β１ 亚基

ｍＲＮＡ 和蛋白表达明显降低ꎮ 运动后 ＬＴＣＣ 表达降

低可导致 ＬＴＣＣ 功能下调ꎬ这可能是导致血管功能

改善的因素之一ꎮ
表观遗传学是指在没有改变基因序列的情况

下发生的基因表达的变化ꎬ表观遗传修饰主要包括

ＤＮＡ 甲基化、组蛋白质修饰和非编码 ｍｉＲＮＡ[２４]ꎮ
已证实 ｍｉＲＮＡ 在高血压血管重构中具有重要作用ꎬ
可调控 ＶＳＭＣ 的增殖、分化、凋亡和表型转换ꎬ为心

血管疾病提供新的治疗靶点[２５]ꎮ ｍｉＲＮＡ 作为重要

的表观调控机制之一ꎬ很多研究表明ꎬ规律运动可

以通过表观遗传调控改善高血压[２６－２７]ꎮ 有氧运动

可使 ＳＨＲ 主动脉中 ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣１５５ 上调ꎬｍｉＲ￣
１４３ 下调ꎬ改善肾素－血管紧张素系统平衡ꎬ进而减

弱胸主动脉重构和血压[２８]ꎮ Ｌｉａｏ 等[２９] 发现在运动

干预过程中ꎬｍｉＲ￣１４５ 上调可能参与了高血压动脉

ＶＳＭＣ 从去分化表型向收缩表型的转变ꎬ从而改善

血压ꎮ 在本研究中ꎬＳＨＲ￣Ｃ 组胸主动脉 ｍｉＲ￣３２８ 的

表达显著低于 ＷＫＹ￣Ｃ 组ꎬ而 ＳＨＲ￣ＥＸ 组胸主动脉

ｍｉＲ￣３２８ 表达显著高于 ＳＨＲ￣Ｃ 组ꎮ 说明 ｍｉＲ￣３２８ 的

表达与 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达呈高

度负相关ꎬ有氧运动可诱导高血压大鼠胸主动脉

ｍｉＲ￣３２８ 升高ꎬ靶向抑制 ＬＴＣＣ 亚基表达从而降低血

压ꎮ 研究发现肺动脉高压时ꎬｍｉＲ￣３２８ 可以抑制

ＬＴＣＣ α１Ｃ 亚基的表达ꎬ减弱肺动脉重塑[１１]ꎮ Ｌｕ
等[１０]在小鼠心肌细胞培养过程中发现ꎬ敲除 ｍｉＲ￣
３２８ 导致 α１Ｃ和 β１ 蛋白表达的增高ꎮ 为了进一步验

证 ｍｉＲ￣３２８ 对胸主动脉 ＶＳＭＣ ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基

表达的负调控作用ꎮ 我们进行了胸主动脉 ＶＳＭＣ 体

外 培 养ꎬ 脂 质 体 转 染 ｍｉＲ￣３２８ ｍｉｍｉｃꎬ ｍｉＲ￣３２８
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 使之过表达或沉默ꎬ也证实 ｍｉＲ￣３２８ 可靶向

抑制 ＬＴＣＣ α１Ｃ及 β１ 亚基 ｍＲＮＡ 和蛋白表达ꎮ
有氧运动可通过调节 ｍｉＲＮＡ 的水平ꎬ调控心血

管相关基因及蛋白表达ꎬ进而起到保护心血管作

用ꎮ 本研究通过股动静脉置管术、ＨＥ 染色、ｑＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ、细胞培养和转染等技术ꎬ从心血管反

应、动脉形态结构、ＬＴＣＣ 及 ｍｉＲ￣３２８ 表达ꎬ证明了规

律有氧运动可有效降低 ＳＨＲ 血压ꎬ调控 ｍｉＲ￣３２８ 在

转录后靶向抑制 ＬＴＣＣ α１Ｃ和 β１ 亚基的表达ꎬ提示

ｍｉＲ￣３２８ 可能是运动改善高血压胸主动脉 ＬＴＣＣ 重

构的机制之一ꎬ为运动促进心血管健康提供了理论
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前列腺癌免疫人源化小鼠模型的构建及鉴定
郭文文１ꎬ２ꎬ师长宏２ꎬ李苗苗２ꎬ乔天运２ꎬ赵菊梅１∗ꎬ张彩勤２∗

(１. 延安大学医学院ꎬ陕西 延安　 ７１６０００ꎻ ２. 空军军医大学实验动物中心ꎬ西安　 ７１００３２)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建免疫系统人源化的小鼠模型ꎬ并移植入人前列腺癌细胞系ꎬ以期用于前列腺癌免疫治疗

药物研究ꎮ 方法 　 利用 Ｆｉｃｏｌｌ 密度梯度离心法ꎬ从新鲜的人外周血中分离出单个核细胞 ( ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｅａｒ ｃｅｌｌｓꎬＰＢＭＣ)ꎬ经尾静脉注射 ＮＰＧ 小鼠ꎬ构建具有人免疫系统的小鼠模型ꎮ 注射后第 ３、４、５、６ 周分别采

用断尾法采集小鼠外周血ꎬ并用流式细胞仪监测小鼠外周血中人 ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞的动态变化水平ꎮ 在注射后

第 ３ 周给予小鼠皮下移植 １ × １０７ 个前列腺癌 ２２Ｒｖ１ 细胞ꎬ每周两次监测肿瘤生长情况ꎮ 当肿瘤生长至 １０００ ｍｍ３

左右ꎬ对小鼠施行安乐死ꎻ利用流式细胞术、免疫组化、ＨＥ 染色等方法分析人源化小鼠外周血、脾及肿瘤组织中人

免疫细胞的浸润情况ꎮ 结果　 模型小鼠在移植人 ＰＢＭＣ 后 ３~ ６ 周期间ꎬ外周血中检测到较高水平的 ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３
＋ Ｔ 细胞ꎮ 第 ６ 周时处死小鼠ꎬＨＥ 染色和免疫组化染色结果表明ꎬ模型小鼠的脾和肿瘤组织中具有人 ＣＤ４ ＋、ＣＤ８
＋ Ｔ 细胞的浸润ꎮ 结论　 成功构建了前列腺癌免疫人源化小鼠模型ꎬ其外周血、脾及前列腺癌肿瘤组织中均有高水

平的人源性 Ｔ 细胞浸润ꎬ为下一步构建良好的前列腺癌免疫治疗临床前模型奠定了基础ꎮ
【关键词】 　 外周血单个核细胞ꎻ免疫人源化ꎻ前列腺癌ꎻ小鼠
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(ＰＢＭＣｓ) ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆｒｅｓｈ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｂｙ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＮＯＤ￣ｓｃｉｄ
Ｉｌ２ｒｇ－ / － ｍｉｃｅ ｖｉａ ｔｈｅ ｃａｕｄａｌ ｖｅｉｎ. Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅｓｅ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ３ｒｄꎬ ４ｔｈꎬ ５ｔｈ ａｎｄ ６ｔｈ ｗｅｅｋｓ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ａｔ
ｔｈｅ ３ｒｄ ｗｅｅｋ ａｆｔｅｒ ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｐｃａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ２２Ｒｖ１ ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｆｌａｎｋ ｏｆ
ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｉｃｅ. Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｔｗｉｃｅ ａ ｗｅｅｋ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｅｗ ｔｏ ａｂｏｕｔ １０００ ｍｍ３ꎬ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ. Ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄꎬ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｉｃｅ ｗａｓ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ (ＩＨＣ) ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ (ＨＥ) ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ
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ｏｆ ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ３ ｔｏ ６ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ＰＢＭＣ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ ａｔ ｔｈｅ ６ｔｈ ｗｅｅｋ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＨＥ ａｎｄ ＩＨＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｂｙ ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ＣＤ４＋ ａｎｄ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ￣ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｐｃａ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｅ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄꎬ
ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ Ｐｃａ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｌａｙｉｎｇ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｄｅａｌ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ Ｐｃａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎻ ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎻ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒꎻ ｍｏｕｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 前列腺癌是男性泌尿生殖系统中最常见的恶

性癌症之一ꎬ并且随着我国人口老龄化趋势不断明

显ꎬ其发病率也呈逐年上升趋势[１－２]ꎮ 由于前列腺

癌的早期发展依赖于雄激素ꎬ主要治疗方法为根治

性手术治疗、内分泌治疗及放射治疗等ꎮ 然而ꎬ大
多数患者经治疗产生一段时间反应后会复发ꎬ发展

为去势抵抗性前列腺癌( ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｒｏｓｔａｔｅ
ｃａｎｃｅｒꎬＣＲＰＣ) [３]ꎮ 而目前 ＣＲＰＣ 有效的治疗方法

尚不明确ꎬ迫切需要探索新的治疗方法ꎮ 近年来ꎬ
免疫疗法在前列腺癌的治疗上取得了快速发展ꎬ它
可通过激活宿主免疫细胞特异性攻击前列腺癌细

胞产生特异性抗肿瘤免疫反应[４－５]ꎮ 然而ꎬ传统的

前列腺癌细胞系移植( ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｘｅｎｏｇｒａｆｔꎬＣＤＸ)
模型因缺乏完整的人免疫系统ꎬ无法用于免疫治疗

研究ꎮ 本研究主要目的是构建具有人免疫系统的

人源化肿瘤小鼠模型ꎬ期望能够用于肿瘤免疫药物

的研发及临床前评估ꎮ
ＮＯＤ￣ＰｒｋｄｃｓｃｉｄＩｌ２ｒｇｔｍ１ / Ｖｓｔ(ＮＰＧ)小鼠是一种先

天性 Ｔ、Ｂ 与 ＮＫ 细胞三重免疫缺陷动物ꎮ 与国外的

ＮＳＧ 或 ＮＯＧ 一样ꎬ均为 ＮＯＤ￣Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ Ｉｌ２ｒｇｎｕｌｌ 小

鼠ꎬ是目前国际公认的免疫缺陷程度最高的小鼠模

型ꎬ同时也是最好的人源细胞移植的受体ꎮ 将人外

周血中分离的 ＰＢＭＣ 移植入 ＮＰＧ 小鼠体内ꎬ可以重

建以成熟 Ｔ 淋巴细胞为主的人免疫系统ꎬ在此基础

上进一步移植人肿瘤细胞而构建的模型ꎬ即为人源

化肿瘤模型ꎮ 其模拟人体的生理、病理变化ꎬ可以

给肿瘤提供与人体更相似的生长微环境ꎮ 同时ꎬ肿
瘤基质包含了人源免疫细胞成分ꎬ在阐明发病机制

及肿瘤靶向治疗与肿瘤发生、发展、转移机制等研

究方面具有重要的应用价值ꎬ尤其在研究肿瘤免疫

治疗方面ꎬ是更理想的肿瘤模型[６－８]ꎮ 但外周血中

ＰＢＭＣ 在 ＮＰＧ 小鼠体内免疫重建时相及动态过程

有待进一步研究ꎮ 因此ꎬ本研究采用密度梯度离心

法从新鲜人外周血中分离出 ＰＢＭＣꎬ通过尾静脉注

射 ＮＰＧ 小鼠ꎬ建立人源化小鼠模型ꎻ并植入前列腺

癌细胞系 ２２Ｒｖ１ 细胞ꎬ构建 Ｈｕ￣ＣＤＸ 模型ꎬ探讨

ＮＰＧ 小鼠移植入人 ＰＢＭＣ 后免疫重建的水平及肿

瘤生长情况ꎬ以期为肿瘤免疫治疗药物的评估提供

理想的临床前动物模型ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１２ 只 ４~５ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＮＰＧ 小鼠ꎬ体重 ２２
~ ２５ ｇꎬ购买于北京维通达生物技术有限公司

【ＳＣＸＫ(京)２０１９－０００２】ꎮ 饲养于中国人民解放军

空军军医大学实验动物中心屏障环境【ＳＹＸＫ(陕)
２０１９－００１】ꎮ 环境温度 ２０ ~ ２６℃ꎬ相对湿度 ４０％ ~
７０％ꎬ１２ ｈ 光照 / １２ ｈ 黑暗ꎮ 饲料及饮水均经无菌处

理ꎬ小鼠自由摄食和饮水ꎮ 相关动物实验获得了空

军军医大学实验动物福利伦理委员会批准 ( Ｎｏ.
１６０１３)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞系

人前列腺癌细胞 ２２Ｒｖ１ 细胞购买于 ＡＴＣＣꎬ该
细胞培养于 ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基(１０％胎牛血清 ＋
１％青链霉素)置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中培养ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

２ 份新鲜外周血供体取自空军军医大学第一附

属医 院 输 血 科ꎬ 并 获 得 医 学 伦 理 委 员 会 批 注

(ＫＹ２０１９３０３５)ꎻ胎牛血清、ＲＰＭＩ － １６４０ 培养基和

０􀆰 ２５％ 胰 酶 购 自 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司ꎻ 人 Ｆｉｃｏｌｌ￣
ＰａｑｕｅＴＭＰＲＥＭＩＵＭ １􀆰 ０８４ ｓｔｅｒｉｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 试剂购自

美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅꎻ小鼠淋巴细胞分离液试剂购自

天津市灏洋生物科技有限公司ꎻ抗人流式检测抗

体: ＰＥ￣ＣＤ３ｅ 抗 体ꎬ ＦＩＴＣ￣ＣＤ４５ 抗 体 为 美 国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 产品ꎻＩＨＣ 试剂盒购买于康为世纪有限

公司ꎻ抗人 ＣＤ４５、ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 抗体购于英国 ａｂｃａｍ
公司ꎮ ＦＣ５００(Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ)和 Ｆｌｏｗ Ｊｏ 软件用

于流式细胞采集与数据分析ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

ＮＰＧ 小鼠适应性喂养 １ 周后ꎬ随机分为供体 １

０６７
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重建组、供体 ２ 重建组及未重建对照组ꎬ共 ３ 组ꎬ每
组 ４ 只ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 人源化小鼠模型的建立

采用 Ｆｉｃｏｌｌ 密度梯度离心法提取人新鲜外周血

中 ＰＢＭＣ 备用ꎮ 重建组每只小鼠通过尾静脉注射

１ × １０７个 ＰＢＭＣꎬ未重建对照组给予等体积的生理

盐水ꎮ 所有动物均饲养在 ＳＰＦ 级环境ꎬ动态监测每

组小鼠各项指标的变化情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 流式细胞术监测小鼠外周血中人免疫细胞

的重建水平

移植后第 ３、４、５、６ 周分别用断尾法取两个免疫

重建组小鼠尾静脉血ꎬ并分离出 ＰＢＭＣ 制成单个细

胞悬液ꎬ分别标记抗人 ＣＤ３ ＋、ＣＤ４５ ＋ Ｔ 细胞荧光

抗体后ꎬ进行流式细胞分析ꎬ动态监测小鼠外周血

中人免疫细胞的重建水平ꎮ 流式细胞仪所检测数

据ꎬ采用 ＦｌｏｗＪｏ ７􀆰 ６􀆰 １ 软件分析及绘图ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｈｕ￣ＣＤＸ 模型的建立

当供体 １ 和供体 ２ 重建的小鼠外周血中人免疫

细胞 ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞 > ２５％时ꎬ标志人源化小

鼠模型构建成功ꎮ 接下来我们将对数生长期的

２２Ｒｖ１ 细胞ꎬ用 ０􀆰 ２５％的胰蛋白酶消化后ꎬ最终用无

菌 ＰＢＳ 缓冲液和基质胶 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶以 １ ∶ １将
１ × １０７个 ２２Ｒｖ１ 细胞重悬至 ２００ μＬꎬ皮下接种于构

建成功的免疫人源化小鼠ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 肿瘤生长监测及免疫浸润分析

小鼠生物学特征观察:每天观察精神状态、饮
食、活动力、体重、毛顺滑度及肿瘤的生长等情况ꎮ

肿瘤细胞接种后ꎬ一周 ２ 次监测肿瘤体积ꎬ并绘制肿

瘤生长曲线ꎮ 肿瘤体积计算方法:Ｖ (ｍｍ３ ) ＝ 长

(ｍｍ)×宽２(ｍｍ２) / ２ꎮ 当肿瘤长至 １０００ ｍｍ３ 左右ꎬ
实验终止时对小鼠采用吸入 ＣＯ２ 安乐死ꎬ收集模型

鼠的肿瘤组织和脾组织ꎬ固定于 ４％多聚甲醛溶液

中ꎬ作组织切片ꎬ进行 ＨＥ 染色以及免疫组化染色ꎬ
在显微镜下观察染色结果ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件进行统计分

析ꎬ以平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎮ 采用 ｔ 检验法

进行组间差异性分析ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学

意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 成功构建免疫系统人源化小鼠模型

将供体 １ 来源的人 ＰＢＭＣ 注射入重建移植组小

鼠体内ꎬ于第 ３、４、５、６ 周流式细胞术动态监测小鼠

外周血中人 ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞比例ꎮ 如图 １Ａ 显

示ꎬ注射后第 ３ 周即可检测到人源免疫细胞 ＣＤ４５ ＋
ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞 > ２５％ꎬ标志着人源化小鼠模型构建

成功ꎮ 随着重建时间的延长ꎬ人 ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ 细

胞明显上升ꎬ到第 ６ 周达到约 ７７􀆰 ４％ ~ ８６􀆰 ７％ꎮ 此

外ꎬ我们还用供体 ２ 来源的 ＰＢＭＣ 进行了免疫重建ꎬ
流式数据分析发现两组供体免疫系统重建水平存

在差异ꎻ人源化小鼠一般在重建第 ６ 周即出现包括

体重下降、弓背、脱毛等移植物抗宿主反应(ＧＶＨＤ)
(图 １Ｂ)ꎮ

注:Ａ:在第 ３、４、５、６ 周流式监测供体 １ 重建小鼠外周血中人 ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞百分比ꎻＢ:供体 １ 和供体 ２ 重建小鼠外周血中人

ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞的水平(ｎ＝ ４)ꎮ

图 １　 ＮＰＧ 小鼠人源化重建后外周血中人免疫细胞的百分比

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｄｏｎｏｒ １ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｔ ｔｈｅ ３ｒｄꎬ
４ｔｈꎬ ５ｔｈ ａｎｄ ６ｔｈ ｗｅｅｋ. Ｂ. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｄｏｎｏｒ １ ａｎｄ ｄｏｎｏｒ ２ (ｎ＝４).

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ＮＰＧ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎ
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２􀆰 ２　 前列腺癌 Ｈｕ￣ＣＤＸ 模型的构建与评估

人源化小鼠模型于第 ３ 周重建成功后ꎬ进一步

将人前列腺癌细胞 ２２Ｒｖ１ 皮下移植入小鼠右侧腋

下ꎬ并以正常的 ＮＰＧ 小鼠为对照组ꎮ 定期测量肿瘤

的生长情况ꎮ 结果如图 ２ 显示ꎬ两组小鼠中均有肿

瘤生长ꎬ随着时间延长肿瘤体积增大ꎬ且 ２２Ｒｖ１ 细

胞系在人源化小鼠中生长速度缓慢ꎬ与正常的 ＮＰＧ
小鼠相比有显著差别(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 待肿瘤生长到

１０００ ｍｍ３ 左右后ꎬ对小鼠进行安乐死处理ꎬ进一步

固定肿瘤组织ꎬ免疫组化染色后进行单位面积阳性

细胞数量分析ꎬ观察到人免疫重建组中每只 ＣＤＸ 模

型鼠的肿瘤组织中均有 ＣＤ４５ ＋ 细胞及 ＣＤ４ ＋、ＣＤ８
＋ Ｔ 细胞的明显浸润ꎬＨＥ 染色发现免疫人源化与非

人源化小鼠肿瘤细胞的组织细胞形态没有显著性

改变(见图 ３Ａ、３Ｂ)ꎮ 综上ꎬ重建的人免疫系统可能

具有抑制肿瘤生长的作用ꎮ
２􀆰 ３　 人源化小鼠免疫器官中人免疫细胞浸润情况

为了进一步研究人免疫系统重建后小鼠脾内

人源免疫细胞的浸润情况ꎬ我们利用免疫组织化学

染色方法检测了免疫重建 ６ 周后小鼠脾内人 ＣＤ４ ＋
和 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞表达情况ꎮ 结果显示ꎬ人 ＣＤ４ ＋、
ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞在重建小鼠脾组织中大量表达(Ｔ 细

胞膜着染棕黄色)ꎻ对照组小鼠脾中未见人源细胞

表达(图 ４Ａ、４Ｂ)ꎮ

注:与对照组比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ
图 ２　 Ｈｕ￣ＮＰＧ 与 ＮＰＧ 小鼠接种 ２２Ｒｖ１ 细胞后

肿瘤的生长曲线(ｎ＝ ４)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｉｎ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｉｃｅ
ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２２Ｒｖ１ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ４)

注:Ａ:Ｈｕ￣ＮＰＧ 与 ＮＰＧ 小鼠肿瘤组织 ＨＥ 染色及肿瘤浸润性淋巴细胞中人 ＣＤ４５、ＣＤ４、ＣＤ８ 的表达情况ꎻＢ:肿瘤组织中人 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 免疫

组化染色的半定量分析ꎮ 与 ＮＰＧ 相比ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬｎ＝ ４ꎮ (下图同)

图 ３　 Ｈｕ￣ＮＰＧ 与 ＮＰＧ 肿瘤组织中人免疫细胞的表达及 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＣＤ４５ꎬ ＣＤ４ ａｎｄ ＣＤ８ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｏｆ Ｈｕ￣ＮＰＧ ａｎｄ ＮＰＧ ｍｉｃｅ. Ｂ. Ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＣＤ４ ａｎｄ ＣＤ８ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ.Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＰＧꎬ ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎬ ｎ＝４.(Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈｕ￣ＮＰＧ ａｎｄ ＮＰＧ

注:Ａ:Ｈｕ￣ＮＰＧ 与 ＮＰＧ 小鼠脾组织中人 ＣＤ４、ＣＤ８ 的表达情况ꎻＢ:脾组织中人 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 免疫组化染色的半定量分析ꎮ

图 ４　 Ｈｕ￣ＮＰＧ 与 ＮＰＧ 小鼠脾组织中人 ＣＤ４、ＣＤ８ 免疫组化染色与半定量分析

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＣＤ４ ａｎｄ ＣＤ８ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｈｕ￣ＮＰＧ ａｎｄ ＮＰＧ ｍｉｃｅ. Ｂ. Ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＣＤ４ ａｎｄ ＣＤ８
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＣＤ４ ａｎｄ
ＣＤ８ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｈｕ￣ＮＰＧ ａｎｄ ＮＰＧ ｍｉｃｅ

２６７
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３　 讨论

肿瘤免疫治疗通过激活机体抗肿瘤免疫反应

或阻断肿瘤免疫逃逸ꎬ以控制和杀伤肿瘤ꎮ 自 ２０１４
年 ９ 月ꎬ ＦＤＡ 首 次 批 准 ＰＤ￣１ 抑 制 剂

(ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ)作为恶性黑色素瘤的一线治疗以

来ꎬ免疫治疗已成为多种癌症的一线治疗方案ꎬ也
为中晚期前列腺癌患者带来了曙光ꎮ 以往的前列

腺癌临床前研究模型是将前列腺癌细胞系或临床

患者标本移植入免疫缺陷小鼠体内ꎬ然而这种模型

由于缺乏人的免疫系统ꎬ无法模拟人类肿瘤与免疫

微环境之间的相互作用ꎬ因而无法进行免疫检查点

抑制剂等肿瘤免疫治疗研究ꎮ
通过在免疫缺陷小鼠体内植入人造血干细胞

或功能性的淋巴细胞ꎬ使其具有人的免疫功能ꎬ这
样的小鼠模型称为免疫系统人源化模型ꎮ 在此模

型上移植肿瘤可模拟人体肿瘤与免疫系统之间的

相互作用ꎬ因而在肿瘤免疫治疗药物(如新型免疫

检查点抑制剂、疫苗等)的研发与临床前药物评估

方面具有重要的应用前景[９]ꎮ 依据人免疫系统重

建方法的不同ꎬ可将免疫人源化小鼠模型分为 ３ 类:
(１) Ｈｕ￣ＢＬＴ( ｈｕｍａｎｉｚｅｄ￣ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗꎬ ｌｉｖｅｒꎬ ｔｈｙｍｕｓ)
小鼠模型ꎬ是人源免疫系统重建最为完善的小鼠模

型ꎬ但其供体为人胚胎肝和胸腺ꎬ来源比较受限[１０]ꎻ
(２)Ｈｕ￣ＨＳＣｓ(ｈｕｍａｎｉｚｅｄ￣ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ)小
鼠模型ꎬ是将人 ＣＤ３４ ＋ ＨＳＣ 移植入免疫缺陷小鼠

体内ꎬ虽然这种方法可使多系造血细胞发育ꎬ但构

建模型较慢[６ꎬ１１]ꎻ(３)Ｈｕ￣ＰＢＬ(ｈｕｍａｎｉｚｅｄ￣ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ)小鼠模型ꎬ是将完全分化成

熟的人 ＰＢＭＣ 移植入免疫缺陷小鼠体内[６ꎬ１２－１３]ꎬ可
产生效应性和记忆性 Ｔ 细胞ꎮ 本研究中采用了第 ３
种方法ꎬ不仅由于其构建方法快速简便ꎬ而且这种

方式可以使 Ｔ 细胞移植效率高且稳定ꎬ更加准确的

反应健康供体的免疫记忆状态ꎮ 更为重要的是ꎬ以
往很多研究中小鼠重建人免疫系统模型之前都要

经过预处理ꎬ如未重建前进行化疗药环磷酰胺或亚

致死性剂量的６０Ｃｏ γ 射线辐照处理[１４－１５]ꎬ尾静脉注

射抗 ＮＫ 细胞活性制剂[１６]、ＩＦＮ￣γ[１７] 等以提高重建

的比例ꎬ但仍存在较高的重建失败率ꎮ 而本研究中

应用的 Ｔ、Ｂ、ＮＫ 重度联合免疫缺陷的 ＮＰＧ 小鼠ꎬ在
针对 Ｈｕ￣ＰＢＭＣ 重建方面可以不进行辐照处理ꎬ直
接用于对多个供体来源的 ＰＢＭＣ 进行筛选ꎮ

本研究结果显示ꎬ人源化小鼠外周血及免疫器

官中均监测到高水平的人源细胞的表达ꎮ 供体 １ 重

建第三周外周血中即可监测到人 ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ
细胞 > ２５％ꎬ第六周即可达到 ７７􀆰 ４％ ~８６􀆰 ７％ꎬ并且

重建小鼠脾中有高水平的人 ＣＤ４、ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞浸

润ꎬ表明人源化小鼠模型构建成功ꎮ 此外ꎬ流式数

据显示ꎬ不同供体来源的 ＰＢＭＣ 在小鼠体内免疫重

建效果存在差异ꎬ这可能与供体的个体差异有关ꎮ
人前列腺癌细胞系 ２２Ｒｖ１ 中 ＰＤ￣Ｌ１、ＡＲ 和 ＰＳＡ 均

高表达ꎬ是研究激素非依赖性前列腺癌免疫治疗理

想的的细胞系ꎬ因此我们选择 ２２Ｒｖ１ 细胞系皮下移

植入人源化小鼠体内ꎬ成功构建了人源化荷瘤小鼠

模型ꎮ 我们实验发现ꎬ肿瘤细胞移植前后人源化小

鼠外周血液及脾中人 ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞维持恒

定状态ꎬ且肿瘤组织中也有较高水平人 ＣＤ４ ＋、ＣＤ８
＋ Ｔ 细胞的浸润ꎮ 值得指出的是ꎬ本研究发现人前

列腺癌细胞 ２２Ｒｖ１ 细胞系在人源化小鼠中较非人

源化小鼠中肿瘤生长速度缓慢ꎬ提示ꎬ重建的人免

疫系统可能具有抑制肿瘤生长的作用ꎮ
由于临床上前列腺癌是低免疫浸润的“冷”肿

瘤ꎬ靶向免疫检查点的治疗方法在临床上的治疗效

果差强人意ꎮ 目前ꎬ研究者寻求通过联合化疗以提

高前列腺癌的免疫浸润及免疫原性ꎬ使前列腺癌转

化为对免疫治疗敏感的“热”肿瘤[１８]ꎬ因此该模型

不仅能够应用于免疫新药的疗效评估ꎬ还能作为免

疫治疗联合化疗的临床前动物模型ꎬ这显然是人源

化小鼠模型更具意义的应用方向ꎮ 相关研究报道ꎬ
Ｈｕ￣ＰＢＬ 模型由于 ＧＶＨＤ 出现较早ꎬ研究窗口期为

３~６周ꎬ主要用于短期免疫治疗药物的评价ꎬ不适用

于长期的肿瘤免疫机制研究[１３]ꎮ 因此ꎬ课题组后续

将构建 Ｈｕ￣ＨＳＣｓ 模型ꎬ以进行上述联合治疗的研究

及开发新型免疫检查点抑制剂和抗肿瘤免疫机制

的研究ꎬ以期为临床实验提供依据ꎮ
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Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０６􀆰 ００５
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基于 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 技术检测 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 在
小鼠 ＭＣＡＯ / Ｒ 模型中表达

于志君１ꎬ袁琼１ꎬ金志刚２ꎬ向梓非１ꎬ龙萍２ꎬ朱明２ꎬ杨越旺３ꎬ胡霞敏３∗

(１. 武汉科技大学医学院ꎬ新药创制研究所ꎬ职业危害识别与控制湖北省重点实验室ꎬ武汉　 ４３００６５ꎻ
２. 华润武钢总医院ꎬ武汉　 ４３００８０ꎻ ３. 上海健康医学院ꎬ上海　 ２０００３０)

　 　 【摘要】 　 目的　 应用 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 测序技术检测小鼠 ＭＣＡＯ / Ｒ 模型中心肌素相关转录因子 Ａ(ＭＲＴＦ￣Ａ)结合

ＲＮＡ 的表达差异ꎬ探讨 ＭＲＴＦ￣Ａ 潜在的作用机制ꎮ 方法　 将 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠随机分成假手术组及 Ｉ / Ｒ 组ꎬ线栓法构

建 ＭＣＡＯ 模型ꎬ再灌注 ２４ ｈ 后ꎬ提取脑组织总蛋白ꎬ利用 ＭＲＴＦ￣Ａ 抗体免疫共沉淀后ꎬ进行 ＲＮＡ 高通量测序ꎬ获得

ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 的表达谱ꎬ继而对差异 ＲＮＡ 进行 ＧＯ、ＫＥＧＧ 分析ꎮ 结果 　 与假手术组相比ꎬＩ / Ｒ 组有 ４２９ 个

ＲＮＡ 发生差异表达(上调 ２０３ꎬ下调 ２２６)ꎬ并且在功能元件和染色体分布上均具有显著差异ꎮ ＧＯ 分子功能分析显

示ꎬ差异表达 ＲＮＡ 主要富集 ＲＮＡ 结合、Ｐｏｌｙ(Ａ)ＲＮＡ 结合等注释ꎮ ＫＥＧＧ 通路分析显示 １０ 条通路被显著富集ꎬ其
中雌激素信号通路富集最显著ꎮ 结论 　 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤时 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 表达谱发生差异改变ꎬ为深入探讨

ＭＲＴＦ￣Ａ 的分子机制提供理论依据ꎮ
【关键词】 　 心肌素相关转录因子 ＡꎻＲＮＡ 结合蛋白免疫共沉淀－高通量测序ꎻ脑缺血再灌注损伤ꎻ差异基因

分析
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Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣＡＯ / Ｒ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｖｉａ ＲＩＰ￣Ｓｅｑ
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(１. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎꎬ Ｈｕｂｉｅ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｃｃｕｐａｔｉｏｎａｌ Ｈａｚａｒｄ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ
Ｗｕｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００６５ꎬ Ｃｈｉｎａ. ２. Ｃｈｉｎａ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ＆ ＷＩＳＣＯ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００８０􀆰

３. Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０００３０)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＨＵ Ｘｉａｍｉｎ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｈｕｘｍ＠ ｓｕｍｈｓ.ｅｄｕ.ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ￣ｂｏｕｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ａ (ＭＲＴＦ￣
Ａ)￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｕｓｉｎｇ ＲＩＰ￣Ｓｅｑ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ (ＭＣＡＯ) / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ
ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｈａｍ ａｎｄ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ (Ｉ / Ｒ) ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｆｏｃａｌ ＭＣＡＯ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ.
Ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬ ｔｏｔａｌ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｐｌｕｓ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
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ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ４２９ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ (２０３ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ２２６ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ) ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ Ｉ / Ｒ ｇｒｏｕｐ. ＧＯ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ Ｐｏｌｙ(Ａ) ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ.
ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ １０ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｅｎｒｉｃｈｅｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｔｅｒｅｄ ｂｙ
ｃｅｒｅｂｒａｌ Ｉ / Ｒ ｉｎｊｕｒｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｍｙｏｃａｒｄｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ａꎻ ＲＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ￣ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 心 肌 素 相 关 转 录 因 子 Ａ ( ｍｙｏｃａｒｄｉｎ￣ｒｅｌａｔｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣Ａꎬ ＭＲＴＦ￣Ａ) 是血清反应因子

(ｓｅｒｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒꎬＳＲＦ)的转录共激活因子ꎬ广
泛存在于大脑皮层、心脏、血管、胚胎及肿瘤组织

中ꎬ参与包括阿尔茨海默病[１] 、心脏缺血再灌注损

伤[２] 、动脉粥样硬化[３] 、恶性肿瘤[４] 等在内的多种

病理生理过程ꎮ 研究发现ꎬＭＲＴＦ￣Ａ 主要定位于胞

质ꎬ可通过与肌动蛋白结合与解离在细胞质和细

胞核之间穿梭ꎮ 外界刺激(如缺血、缺氧等)可引

起胞 质 内 Ｇ￣肌 动 蛋 白 与 ＭＲＴＦ￣Ａ 解 离ꎬ 促 进

ＭＲＴＦ￣Ａ 由胞质转移至胞核ꎬ入核的 ＭＲＴＦ￣Ａ 与

ＳＲＦ 形成复合物后ꎬ结合靶基因启动子上的 ＣＣ
[Ａ / Ｔ]６ＧＧ ＤＮＡ 序列ꎬ又称 ＣＡｒＧ 盒ꎬ引起靶基因

的转录激活ꎬ参与细胞增殖、分化、凋亡及信号转

导等过程[５] ꎬ从而对外界刺激产生快速基因反应ꎮ
杨辉等[６]研究发现ꎬ在心肌缺血再灌注损伤时ꎬ上
调心肌中 ＭＲＴＦ￣Ａ 表达ꎬ可促进 Ｂｃｌ￣２、Ｍｃｌ￣１ 表达ꎬ
抑制 Ｂａｘ 表达ꎬ缩小心肌梗死面积ꎬ抑制心肌细胞

凋亡ꎬ发挥心肌保护功能ꎮ 本课题组前期研究也

证实ꎬ在脑缺血再灌注( ｉｓｃｈｅｍｉｃ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＩ / Ｒ)
诱导的大鼠模型及氧糖剥夺 /复氧( ｏｘｙｇｅｎ￣ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎꎬＯＧＤ / Ｒ)诱导的细胞模型

中ꎬＭＲＴＦ￣Ａ 可通过 ＳＲＦ / ＣＡｒＧ 途径激活抗凋亡基

因 Ｍｃｌ￣１、Ｂｃｌ￣２ 转录发挥重要的神经保护作用[７] ꎮ
目前ꎬ关于 ＭＲＴＦ￣Ａ 机制的研究均基于对转

录水平的调节ꎬ其可否通过结合 ＲＮＡ 发挥其他

生物功能目前尚不清楚ꎮ 因此ꎬ为了深入了解

ＭＲＴＦ￣Ａ 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中的分子功能ꎬ本研究利

用 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 技术对小鼠 ＭＣＡＯ / Ｒ 模型中 ＭＲＴＦ￣Ａ
结合 ＲＮＡ 的表达谱进行深度测序ꎬ以挖掘差异

基因ꎬ继而通过生物信息方法在分子功能、信号

通路等方面进行探讨ꎬ为下一步实验研究提供理

论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ 只 ６ ~ ８ 周龄 ＳＰＦ 级健康雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小

鼠ꎬ体重 ２０ ~ ２５ ｇꎬ购自湖北省实验动物研究中心

【ＳＣＸＫ(鄂)２０１５－００１８】ꎮ 小鼠饲养于武汉科技大

学实验动物中心【ＳＹＸＫ(鄂)２０１８－００４５】ꎮ 饲养期

间小鼠自由进食、饮水ꎮ 饲养环境:昼夜各半循环

照明ꎬ湿度恒定ꎬ温度在 ２２~２５℃ꎮ 实验前将小鼠随

机分为假手术组及 Ｉ / Ｒ 组(ｎ＝ ９)ꎬ进行 ２ꎬ３ꎬ５－氯化

三苯基四氮唑(ｔｒｉｐｈｅｎｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＴＴＣ)染
色、ＲＮＡ 结合蛋白免疫沉淀 －高通量测序 ( ＲＮＡ
ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎꎬＲＩＰ￣Ｓｅｑ)及测序结果验证( ｎ ＝
３)ꎮ 所有操作均符合武汉科技大学实验动物伦理

学要求(审批号:２０１８４９)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

线栓购于广州佳灵生物有限公司ꎻＲＩＰ 试剂盒、
ＩｇＧ 抗体购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻＭＲＴＦ￣Ａ 抗体购自 ＣＳＴ
公司ꎬ辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 /鼠二抗购自

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ酚 ∶氯仿 ∶异戊醇 ＝ １２５ ∶２４ ∶１(ｐＨ ＝
４􀆰 ３)ꎬ购自索莱宝科技有限公司ꎮ

体式显微镜(Ｍｏｔｉｃ ＳＭＺ￣１４０ꎬ麦克奥迪实业集

团有限公司)ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣Ｒｉｄ ＣＦＸ９６ꎬ美
国 伯 乐 )ꎻ 旋 转 混 匀 器 ( ＳｉｌｅｎｔＳｈａｋｅꎬ 美 国

ＣＲＹＳＴＡＬ)ꎻ恒温摇床(ＫＹＣ￣１００Ｂꎬ上海福玛实验设

备有限公司)ꎻ测序仪器(Ｈｉｓｅｑ ２５００ꎬ美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠 ＭＣＡＯ 模型的建立

参照改良的 Ｌｏｎｇａ 法[８] 制备小鼠右侧局灶性

ＭＣＡＯ 模型ꎮ 术前小鼠禁食 ８~１０ ｈꎬ自由饮水ꎮ 腹

腔麻醉ꎬ仰卧固定于 ３７℃恒温手术台上ꎮ 消毒颈部

皮肤ꎬ体式显微镜下暴露右侧颈部总动脉(ｃｏｍｍｏｎ

６６７
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ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒꎬＣＣＡ)ꎬ颈外动脉(ｅｘｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬ
ＥＣＡ)和颈内动脉( ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬＩＣＡ)ꎮ 结

扎 ＥＣＡ 远心端后ꎬ切开 ＥＣＡꎬ插入线栓ꎬ使线栓经由

ＣＣＡ、ＩＣＡ 后入颅ꎬ直至大脑中动脉(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙꎬＭＣＡ)ꎬ插入深度约 ０􀆰 ８ ~ １ ｃｍꎮ 待缺血 １ ｈ
后缓慢拔出线栓实现再灌注ꎬ２４ ｈ 后处死小鼠ꎬ取
样ꎮ 假手术组只暴露相关血管而不插入线栓ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 神经功能学评分

动物麻醉清醒后ꎬ采用 Ｌｏｎｇａ’ ｓ ５ 分法进行评

分ꎮ ０ 分:无神经损伤症状ꎻ１ 分:不能伸展左侧前

爪ꎻ２ 分:提尾向左侧转ꎻ３ 分:向左侧倾倒ꎻ４ 分:不
能自发行走ꎬ意识丧失ꎮ 剔除 ０ 分及 ４ 分ꎬ选取 １~３
分的小鼠进行 ＲＩＰ￣Ｓｅｑꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＴＴＣ 染色

再灌注 ２４ ｈ 后ꎬ每组随机选取 ３ 只小鼠ꎬ断头

取脑进行梗死体积检测ꎮ 新鲜脑组织－ ８０℃ 速冻

３ ｍｉｎ后取出ꎬ以 ２ ｍｍ 厚度做冠状切片ꎬ随后浸泡于

１％ ＴＴＣ 磷酸盐缓冲液中ꎬ３７℃避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ期
间将脑片上下翻转至少 １ 次ꎬ使之染色均匀ꎮ ＴＴＣ
染剂可将正常脑组织染为深红色ꎬ梗死区脑组织染

为白色ꎮ 最后将脑片浸泡于 ４％多聚甲醛中ꎬ４℃固

定过夜ꎬ拍片ꎬ计算脑梗死体积百分比ꎮ 脑梗死体

积百分比利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件对梗死体积进

行量化ꎬ首先计算每片脑组织的梗死体积ꎬ每片脑

片梗死体积＝梗死面积 × 切片厚度ꎬ再求和算出总

梗死体积ꎬ脑梗死体积百分比＝总梗死体积 /全脑体

积 × １００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＲＩＰ 实验

ＲＩＰ 实验所有试剂均需无酶处理ꎮ 再灌注 ２４ ｈ
后取患侧大脑半球组织(梗死区及非梗死区)ꎬ用预

冷的 ＰＢＳ 冲 洗 匀 浆ꎬ 制 成 单 细 胞 悬 液ꎮ ４℃ꎬ
１５００ ｒｐｍ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加入等体积裂解液冰

上裂解 ５ ｍｉｎꎬ－８０℃保存备用ꎮ ＲＩＰ 实验具体操作

按照 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司 ＲＩＰ 试剂盒操作说明进行ꎮ 即

每组 ５０ μＬ 磁珠中ꎬ加入 ＭＲＴＦ￣Ａ / ＩｇＧ 抗体 ５ μｇꎬ室
温孵育 １ ｈꎬ获得磁珠抗体复合物ꎮ 洗涤磁珠ꎬ９００
μＬ ＲＩＰ 免疫共沉淀缓冲液中加入 １００ μＬ 脑组织裂

解液ꎬ４℃孵育过夜ꎬ蛋白酶 Ｋ 消化后酚 ∶氯仿 ∶异戊

醇＝ １２５ ∶２４ ∶１(ｐＨ ＝ ４􀆰 ３)提取 ＲＮＡꎬ待质检合格后

进行高通量测序ꎬ验证样本则用于差异 ＲＮＡ 表达

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＮＡ 高通量测序

样本( Ｓｈａｍ ＭＲＴＦ￣Ａ￣ ＲＩＰ 组及 Ｉ / Ｒ ＭＲＴＦ￣Ａ￣
ＲＩＰ 组)委托广州市锐博生物科技有限公司ꎬ采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ＴＭ２５００ 测序方式进行ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 测序数据分析

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ＴＭ２５００ 测序所得 ５０ ｎｔ 序列

(ｒｅａｄｓ)ꎬ 通过初步过滤ꎬ 得到干净序列ꎮ 利用

Ｔｏｐｈａｔ(ｖ２􀆰 ０􀆰 １３)软件将其与参考基因组比对ꎬ挑选

出比对 ｒｅａｄｓ 进行全基因组分布、结合峰(Ｐｅａｋ)检

测、注释及相关统计分析ꎬ最后获得差异 Ｐｅａｋｓꎬ并
对差异基因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析ꎮ 基因表达采用

ＲＰＫＭ 法估算ꎬ用 Ｚｓｃｏｒｅ 值表示某 Ｐｅａｋ 在成对样本

中的差异程度ꎬ以 ｜ Ｚｓｃｏｒｅ ｜ > ２ 作为 ＲＮＡ 差异性表

达的筛选条件ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证基因表达

使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 逆转录试剂对 ＲＩＰ 纯化

后的 ＲＮＡ 样品进行逆转录ꎬ逆转录条件为:４２℃
６０ ｍｉｎꎬ７０℃ １０ ｍｉｎꎬ４℃ꎬ终止反应ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 按照

Ｙｅａｓｅｎ 试剂盒说明书进行扩增ꎬ反应条件为:９５℃ꎬ
２ ｍｉｎꎻ９５℃ １０ ｓꎬ６０℃ ２０ ｓꎬ７２℃ ２０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎬ
反应结束后对所得数据进行处理ꎬ按 ２－ΔΔＣｔ法计算基

因的相对表达量ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因
Ｇｅｎｅ

正向引物(５’－３’)
Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

反向引物(５’－３’)
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

Ｇｍ３３７８０ ＴＴＧＴＣＴＣＡＣＴＴＣＣＣＴＴＴＣＴＣＴＧＣ ＴＣＣＡＡＴＧＣＴＣＡＡＡＣＴＣＣＴＧＣＴ

Ｇｍ３８７１ ＴＣＣＡＧＴＴＣＴＣＴＣＡＧＧＣＡＴＴＧＴ ＴＧＡＧＧＧＧＡＡＡＴＧＧＡＡＣＡＣＣＧ

Ｈｉｃ２ ＡＣＴＧＧＴＴＧＡＣＣＣＧＴＣＣＧＴＴＣ ＣＴＧＡＴＧＡＧＧＴＴＧＣＧＣＴＧＴＴＧＧ

Ｍａｌａｔ１ ＧＡＧＡＴＧＡＧＴＧＧＧＡＴＣＧＡＧＣＧ ＧＡＡＡＣＣＴＧＴＣＴＧＡＧＧＣＡＡＡＣＧ

Ｈｓｐ９０ｂ１ ＡＣＡＣＴＡＧＧＴＣＧＴＧＧＡＡＣＡＡＣＡ ＧＣＴＡＣＴＣＣＡＣＡＣＧＴＡＧＡＴＧＧＧ

Ｈｓｐａ８ ＣＣＡＧＣＣＴＧＧＴＧＴＡＣＴＣＡＴＴＣＡ ＡＴＧＣＣＴＧＴＧＡＧＣＴＣＧＡＡＣＴＴＴ

Ｃａｌｍ１ ＣＧＣＣＡＣＧＴＣＡＴＧＡＣＡＡＡＣＴＴ ＴＴＧＡＣＴＴＧＴＣＣＧＴＣＧＣＣＡＴＣ
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１􀆰 ３　 统计学分析

芯片数据由广州锐博生物科技有限公司分析ꎬ
以 Ｐ< ０􀆰 ０５ 为显著阈值ꎮ 实验数据利用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行统计分析ꎬ结果用平均值 ± 标准差

(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ两两比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩检验(等级

资料)或独立样本 ｔ 检验(计量资料)ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 为有

统计学差异ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 成功构建小鼠脑 Ｉ / Ｒ 模型

小鼠 ＭＣＡＯ 模型成功构建是本实验的关键ꎬ因
此我们采用神经功能缺陷评分和 ＴＴＣ 染色对脑损

伤程度进行评估ꎬ以确保测序样本符合脑 Ｉ / Ｒ 损伤ꎮ
结果显示ꎬＩ / Ｒ 组均出现不同程度的神经损伤症状ꎬ
评分为 ２􀆰 ５ ± １􀆰 ０ꎬ而假手术组无神经损伤症状(图

１Ａ)ꎮ 每组随机选取 ３ 只小鼠行 ＴＴＣ 染色ꎬ结果如

图 １Ｂ 所示ꎬ假手术组脑组织染色正常ꎬ而 Ｉ / Ｒ 组呈

现不同程度的梗死灶ꎬ梗死体积百分比为(２８􀆰 ４２ ±
７􀆰 ７３)％(图 １Ｃ)ꎬ以上结果提示ꎬ小鼠脑 Ｉ / Ｒ 模型构

建成功ꎮ
２􀆰 ２　 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 差异表达

本研究以 ｜ Ｚｓｃｏｒｅ ｜ > ２ 作为筛选条件ꎬ共获得

４２９ 个 ＲＮＡ 差异结合峰ꎬ其中上调 ２０３ 个ꎬ下调 ２２６
个ꎻ通过对 ＲＮＡ 类型分析发现 ｍＲＮＡ ３８４ 个ꎬ
ｎｃＲＮＡ ４５ 个ꎬ其中长链非编码 ＲＮＡ( ｌｎｃＲＮＡ) ２４
个ꎮ 表 ２ 显示变化最显著的 １０ 个结合峰ꎬ具体为

Ｇｍ３３７８０、 ＬＯＣ１０５２４５６８８、 Ｇｍ３８７１、 Ｒｐｐｈ１、 Ｈｉｃ２、
Ｏｌｆｒ８５６￣ｐｓ１、Ｇｍ３２２９１、Ｊａｒｉｄ２、Ｇｍ１０８４５、Ｍａｌａｔ１ꎬ其中

ｌｎｃＲＮＡ 有 ７ 个ꎬ可见 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＭＲＴＦ￣Ａ 参与的脑

Ｉ / Ｒ 损伤中可能发挥重要作用ꎮ

注:Ａ:神经学评分ꎻＢ:脑组织 ＴＴＣ 染色ꎻＣ:脑梗死体积百分比ꎮ 与假手术组相比ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 成功构建小鼠脑 Ｉ / Ｒ 模型

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ. Ｂ. ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｃ. Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ Ｉ / Ｒ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ

表 ２　 １０ 个最显著 ＲＮＡ 差异结合峰
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｅｎ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ＲＮＡｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅａｋｓ

结合峰编号
Ｐｅａｋ ＩＤ

起点
Ｓｔａｒｔ

终点
Ｅｎｄ

基因名
Ｇｅｎｅ

变化倍数
Ｚｓｃｏｒｅ

ＲＮＡ 类型
ＲＮＡ ｔｙｐｅ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ２－９８６６６８０１－１ ９８６６６７０１ ９８６６７９０１ Ｇｍ３３７８０ ２４􀆰 ５１ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１４－１９４１６０７６－１ １９４１５９７６ １９４１６１７６ ＬＯＣ１０５２４５６８８ １５􀆰 ６４ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１０－１１０００９９７１－１ １１０００９８７１ １１００１００７１ Ｇｍ３８７１ １４􀆰 ０７ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１４－５０８０７６１１－１ ５０８０７５１１ ５０８０７７１１ Ｒｐｐｈ１ １２􀆰 ８３ ＲＮａｓｅ＿Ｐ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１６－１７２２２２５３－１ １７２２２１５３ １７２２２３５３ Ｈｉｃ２ １２􀆰 ４２ ｍＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ９－１９６５７９５１－１ １９６５７８５１ １９６５８０５１ Ｏｌｆｒ８５６￣ｐｓ１ １２􀆰 ３３ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１８－８５６９８３０１－１ ８５６９８２０１ ８５６９８４０１ Ｇｍ３２２９１ １０􀆰 ５４ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１３－４４８６９４７８－１ ４４８６９３７８ ４４８６９５７８ Ｊａｒｉｄ２ １０􀆰 ４３ ｍＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１４－７９８６１１１１－１ ７９８６１０１１ ７９８６１２１１ Ｇｍ１０８４５ １０􀆰 １８ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１９－５８０２２１８－１ ５８０２１１８ ５８０２３１８ Ｍａｌａｔ１ －１１􀆰 ９６ ｌｎｃＲＮＡ

８６７
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２􀆰 ３　 ＲＮＡ 差异结合峰在功能元件及染色体来源上

的分布分析

通过分析 ＲＮＡ 差异性结合峰在不同基因组功

能元件上的分布ꎬ发现差异性结合峰主要分布于外

显子( ｅｘｏｎ)、内含子( ｉｎｔｒｏｎ)及 ３’ ＵＴＲ 区ꎬ分别为

６３􀆰 ４０％、１４􀆰 ６９％及 １３􀆰 ０５％ꎬ其他 ８􀆰 ８６％分布于基

因间区 ( Ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ)、 ５’ ＵＴＲ 区和宿主基因上游

(ｕｐｓｔｒｅａｍ) 序列ꎬ分别为 ４􀆰 ２０％、４􀆰 ２０％和 ０􀆰 ４７％
(图 ２Ａ)ꎮ 染色体来源分析发现ꎬ大量差异性结合

峰来源于 ４ 号及 ７ 号染色体(图 ２Ｂ)ꎮ 其中 ４ 号染

色体 １７８ 个ꎬ约占总差异性结合峰的 ４１􀆰 ４９％ꎻ７ 号

染色体 １００ 个ꎬ占总差异性结合峰的 ２３􀆰 ３１％ꎬ而 ６、
１１、１７、Ｘ 染色体未发现 ｐｅａｋ 富集ꎮ 以上结果提示ꎬ
脑 Ｉ / Ｒ 后 ＭＲＴＦ￣Ａ 相关的 ＲＮＡ 不仅在功能元件上

分布不同ꎬ且与染色体来源关系密切ꎮ
２􀆰 ４　 ＲＮＡ 差异表达基因 ＧＯ 分析

对 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 差异性表达基因进行 ＧＯ
分析发现ꎬ差异基因在生物进程中主要富集 ＲＮＡ、
ｍＲＮＡ 的加工、拼接、代谢过程ꎬ细胞及骨架组成、微
管解聚以及蛋白质复性等ꎮ 在细胞组成方面ꎬ富集

包括轴突、突触、神经元、神经元突触后密度、投射

神经元等ꎮ 在分子功能注释中主要富集与多种物质

的结合功能ꎬ如与 ＭＨＣ 的结合、钙结合素结合、脂蛋

白受体结合等ꎬ其中富集最多的注释为 ＲＮＡ 结合ꎬ共
富集 ３１ 个基因ꎬ而富集最为显著是 Ｐｏｌｙ(Ａ)ＲＮＡ 结

合(表 ３ꎬＰ < １􀆰 ０９ × １０－５)ꎮ 结果提示ꎬ脑Ｉ / Ｒ损伤时

ＭＲＴＦ￣Ａ 可以通过募集特异性 ＲＮＡꎬ在 ＲＮＡ 结合、
Ｐｏｌｙ Ａ ＲＮＡ 结合等方面发挥重要的生物功能ꎮ

注:Ａ:ＲＮＡ 差异结合峰在功能元件上的分布ꎻＢ:ＲＮＡ 差异结合峰染色体来源ꎮ

图 ２　 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 差异结合峰分析

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅａｋｓ ｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｂ. Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ＲＮＡｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅａｋ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＭＲＴＦ￣Ａ ｂｉｎｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅａｋ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ５　 ＲＮＡ 差异表达基因 ＫＥＧＧ 通路分析

通过对 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 差异性表达基因进

行 ＫＥＧＧ 信号通路分析显示ꎬ差异表达基因主要富

集 １０ 条信号通路ꎬ分别是甲状腺激素合成、胃酸分

泌、唾液分泌、雌激素信号通路、多巴胺能突触、谷
氨酸突触、胰岛素分泌、安非他明成瘾、内质网蛋白

加工及 ＲＮＡ 转运ꎮ 在 １０ 条显著富集的信号通路

中ꎬ雌激素信号通路是富集最显著的信号通路(表
４ꎬＰ < ６􀆰 ０９ × １０－４ )ꎬ 共富集 ６ 个基因ꎬ 分别为

Ｈｓｐ９０ｂ１、Ｈｓｐａ８、Ｇａｂｂｒ２、Ｈｓｐ９０ａａ１、Ｃａｌｍ１、Ａｔｆ２ꎮ 提

示ꎬ在脑 Ｉ / Ｒ 损伤后ꎬＭＲＴＦ￣Ａ 主要通过雌激素信号

通路发挥神经保护功能ꎮ
２􀆰 ６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证筛选基因的表达

为了验证测序结果及生物信息预测结果的可

信度ꎬ本实验在差异表达前 １０ 的 ＲＮＡ 中随机选取

４ 个基因(Ｇｍ３３７８０、Ｇｍ３８７１、Ｈｉｃ２、Ｍａｌａｔ１)进行测

序结果的验证ꎻ同时在 ＫＥＧＧ 预测富集最显著的雌

激素信号通路中选取 ３ 个基因(Ｈｓｐ９０ｂ１、Ｈｓｐａ８、
Ｃａｌｍ１) 进行生物信息预测结果验证ꎬ结果发现

ＭＲＴＦ￣Ａ 抗体无论在假手术组还是 Ｉ / Ｒ 组均能富集

到相应 ＲＮＡ 表达(图 ３)ꎬ且均发生差异性改变ꎬ其
变化趋势与测序结果一致ꎮ

９６７
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注:与假手术组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 ３　 差异 ＲＮＡ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ＲＮＡｓ

表 ３　 ＧＯ 分析中的分子功能注释

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ
ＧＯ 编号

ＧＯ ｎｕｍｂｅｒ
ＧＯ 注释

ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
基因数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
Ｐ 值

Ｐ ｖａｌｕｅ

００４４８２２ Ｐｏｌｙ(Ａ)结合
Ｐｏｌｙ(Ａ) ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ２８ １.０９ × １０－５

００５０７５０ 低密度脂蛋白受体结合
Ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ４ １.０９ × １０－４

０００３７２３ ＲＮＡ 结合
ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ３１ １.１５ × １０－４

００４４８７７ 大分子复合物结合
Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ３０ １.６１ × １０－４

００７０３２５ 脂蛋白受体结合
Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ４ １.７８ × １０－４

０００８１３５ 翻译因子活性ꎬ核酸结合
Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ６ ２.１２ × １０－４

０００３７４３ 翻译起始因子活性
Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ５ ２.６９ × １０－４

０００５５１６ 钙调蛋白结合
Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ８ ３.０４ × １０－４

００２３０２６ ＭＨＣ ＩＩ 类蛋白复合物结合
ＭＨＣ ｃｌａｓｓ ＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ３ ３.４８ × １０－４

００２３０２３ ＭＨＣ 蛋白复合物结合
ＭＨＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ３ ４.３９ × １０－４

表 ４　 ＫＥＧＧ 通路分析

Ｔａｂｌｅ ４　 ＫＥＧＧ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
ＫＥＧＧ 通路 ＫＥＧＧ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ 基因数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｐ 值 Ｐ ｖａｌｕｅ

雌激素信号通路 Ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ６ ６.０９ × １０－４

ＲＮＡ 转运 ＲＮＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ７ ２.０３ × １０－３

甲状腺激素合成 Ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ４ ６.７４ × １０－３

内质网中的蛋白质加工 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ６ ８.０７ × １０－３

胰岛素分泌 Ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ４ １.２５ × １０－２

谷氨酸能突触 Ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ｓｙｎａｐｓｅ ４ ３.０１ × １０－２

苯丙胺成瘾 Ａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ ａｄｄｉｃｔｉｏｎ ３ ３.４１ × １０－２

胃酸分泌 Ｇａｓｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ３ ４.０４ × １０－２

唾液分泌 Ｓａｌｉｖａｒｙ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ３ ４.４４ × １０－２

３　 讨论

ＭＲＴＦ￣Ａ 是 ＳＲＦ 转录共激活剂ꎬ主要通过核转

位与 ＳＲＦ 结合ꎬ促进 ＳＲＦ 结合靶基因启动子上的

ＣＡｒＧ 盒ꎬ激活靶基因转录ꎬ从而在转录水平发挥调

节功能[５]ꎮ 然而 ＭＲＴＦ￣Ａ 是否存在其他作用方式ꎬ
目前尚未阐明ꎮ 随着各种测序技术及生物信息学

技术的发展ꎬ为探寻分子在不同水平的作用机制提

供了技术支持ꎮ ＲＮＡ 结合蛋白免疫共沉淀－高通量

测序技术(ＲＩＰ￣Ｓｅｑ)是研究细胞内 ＲＮＡ 与蛋白结合

及转录后调控网络动态过程的工具ꎬ能帮助发现蛋

白￣ＲＮＡ 复合体的相互作用ꎮ 因此ꎬ为了深入了解

ＭＲＴＦ￣Ａ 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中的作用方式ꎬ 探寻与

０７７
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ＭＲＴＦ￣Ａ 相关的潜在靶基因ꎬ我们采用 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 技

术对比正常小鼠与脑 Ｉ / Ｒ 损伤小鼠脑组织中

ＭＲＴＦ￣Ａ 抗体结合 ＲＮＡ 表达ꎬ以获得差异表达谱ꎮ
本研究结果显示ꎬ在脑 Ｉ / Ｒ 损伤时ꎬ ４２９ 个

ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 呈现显著改变ꎬ其分类主要为

ｍＲＮＡꎬ少量为 ｎｃＲＮＡꎮ 在变化最显著的 １０ 个差异

ＲＮＡ 中 ｌｎｃＲＮＡ 占 ７ / １０ꎬ 可 见 ｌｎｃＲＮＡ 可 能 在

ＭＲＴＦ￣Ａ 参与的脑 Ｉ / Ｒ 损伤中发挥着不可忽视的调

控作 用ꎮ ＬｎｃＲＮＡ 是 一 类 长 度 大 于 ２００ ｎｔ 的

ｎｃＲＮＡꎬ能够与 ＤＮＡ、ＲＮＡ 及蛋白质作用参与机体

的各种生理病理过程[９]ꎮ 研究发现ꎬ脑 Ｉ / Ｒ 损伤时

存在大量 ｌｎｃＲＮＡ 异常表达[１０]ꎬ它们通过影响细胞

凋亡、炎症、自噬、血管生成等在疾病的进展及转归

中发挥作用[１１]ꎮ 本研究获得多条已证实在脑卒中

中发 挥 重 要 作 用 ｌｎｃＲＮＡꎬ 如 Ｍａｌａｔ１、 Ｍｅｇ３ 及

Ｋｃｎｑ１ｏｔ１ 等[１２－１３]ꎬ除此还筛选出多个尚未报道功能

的 ｌｎｃＲＮＡꎬ如 Ｇｍ３３７８０、 Ｇｍ３２２９１、 ＬＯＣ１０５２４５６８８
等ꎮ 为了验证测序结果的可靠性ꎬ我们在差异表达

最显著的 １０ 个 ＲＮＡ 中选取 ４ 个进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验

证ꎬ其中包括 ｌｎｃＲＮＡ ３ 个ꎮ 结果显示 ＭＲＴＦ￣Ａ 抗体

可以富集这些 ＲＮＡꎬ同时在缺血性脑卒中后发生差

异性改变ꎬ其变化趋势与测序结果一致ꎬ可见本次

测序结果可靠ꎬ而这些 ＲＮＡꎬ尤其是 ｌｎｃＲＮＡ 如何通

过与 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合发挥生物功能有待进一步研究ꎮ
为了深入了解 ＭＲＴＦ￣Ａ 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中的作用

机制ꎬ我们采用生物信息学方法对差异表达基因进

行了 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 分析ꎮ ＧＯ 分析发现 ＭＲＴＦ￣Ａ 主

要通过 ＲＮＡ 结合、Ｐｏｌｙ (Ａ) ＲＮＡ 结合发挥生物功

能ꎬ于是推测 ＭＲＦＴ￣Ａ 可能作为 ＲＮＡ 结合蛋白

(ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＲＢＰ)及 Ｐｏｌｙ (Ａ)结合蛋白

(Ｐｏｌｙ (Ａ) ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＰＡＢＰ)参与脑 Ｉ / Ｒ 损伤

病理进程ꎮ ＲＢＰ 是一类可与双链或单链 ＲＮＡ 结

合ꎬ在转录后水平发挥重要调节作用ꎮ 人抗原 Ｒ
(ＨｕＲ)是一种 ＲＢＰꎬ研究发现ꎬ缺血性脑中风时ꎬ
ＨｕＲ 可正性调节炎症相关基因 ＴＮＦ￣αꎬＩＬ￣６ꎬＩＬ￣１β
的 ｍＲＮＡ 稳定和翻译效率ꎬ参与脑损伤过程[１４]ꎮ 同

样ꎬ存在于胞浆中 ＰＡＢＰꎬ可通过 ＲＮＡ 识别基序与

真核 ｍＲＮＡ 的 ３’ Ｐｏｌｙ(Ａ)尾结合ꎬ发挥 ｍＲＮＡ 成

熟、输出及稳定功能[１５]ꎮ 本实验中检测出多个与

ｍＲＮＡ 成熟、稳定密切相关的差异基因ꎬ如 Ｅｅｆ１ａ１、
Ｅｉｆ５ｂ 等ꎮ 内皮型一氧化氮合酶 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｅＮＯＳ)是心血管系统的重要保护因

子ꎬ可调节一氧化氮的产生ꎬ与缺血性脑卒中发生

密切相关[１６]ꎬ研究发现 Ｅｅｆ１ａ１ 可通过维持 ｅＮＯＳ
ｍＲＮＡ 稳定ꎬ上调其表达ꎬ保护脑血管内皮免受脑缺

血损伤[１７]ꎮ 而 Ｅｉｆ５ｂ 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中目前尚无报

道ꎬ但研究指出ꎬ正常非必需的 Ｅｉｆ５ｂ 在缺氧条件下

是缺氧诱导因子( ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒꎬＨＩＦ) １α
和 ２α 合成机制的重要组成部分ꎬ它们的转录和翻

译表现出显著的 Ｅｉｆ５ｂ 依赖性[１８]ꎮ 因此ꎬ 推断

ＭＲＴＦ￣Ａ 可通过与这些基因结合发挥生物学功能ꎮ
ＫＥＧＧ 信号通路分析发现ꎬ雌激素信号通路是富集

最为显著通路ꎮ 研究证实雌激素通路在脑 Ｉ / Ｒ 损伤

中发挥重要作用ꎬ雌性动物脑缺血后神经元损伤弱

于雄性动物ꎬ且随着生殖衰老或内源性雌激素释放

停止而消失[１９]ꎬ雌激素缺乏小鼠在脑 Ｉ / Ｒ 后长期给

予雌激素受体激动剂可通过抑制炎症减轻脑损

伤[２０]ꎮ 为了进一步证实生物信息学预测结果ꎬ本实

验在雌激素信号通路预测富集的 ６ 个差异表达基因

中随机选取 ３ 个进行验证ꎬ结果发现ꎬＭＲＴＦ￣Ａ 可以

富集这些 ｍＲＮＡꎬ并且在缺血性脑卒中后发生差异

性改变ꎬ其改变趋势与测序趋势一致ꎮ 因此ꎬ我们

推测在脑 Ｉ / Ｒ 损伤时 ＭＲＴＦ￣Ａ 可结合差异表达

ＲＮＡ 通过雌激素信号通路发挥作用ꎮ 研究报道

ｌｎｃＲＮＡ 可通过雌激素通路在肿瘤增殖、转移等过程

中发挥重要作用[２１]ꎬｌｎｃＲＮＡ Ｍａｌａｔ１ 在乳腺癌肿瘤

中的表达改变与雌激素通路及其靶基因差异表达

密切相关ꎬ且与不良预后相关[２２]ꎮ 然而在缺血性脑

卒中研究中ꎬ尚未发现 ｌｎｃＲＮＡ 通过雌激素通路发

挥相关功能ꎮ 因此ꎬｌｎｃＲＮＡ 通过雌激素信号通路在

脑缺血神经损伤中发挥作用ꎬ还需要进一步深入

研究ꎮ
综上ꎬ 本研 究 通 过 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 技 术 获 得 小 鼠

ＭＣＡＯ / Ｒ 模型中与 ＭＲＴＦ￣Ａ 相关的潜在靶基因ꎬ通
过生物信息学分析推断 ＭＲＴＦ￣Ａ 可能作为 ＲＢＰ 或

ＰＡＢＰ 通过雌激素信号通路等发挥生物学功能ꎬ从
而为深入了解 ＭＲＴＦ￣Ａ 作用机制提供了理论基础ꎬ
为探讨其在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中的新机制提供研究方向ꎬ
课题组将在下步实验中进行深入研究ꎮ
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两种呼吸道感染方式建立小鼠流感病毒感染
模型的比较
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨通过两种不同呼吸道感染方式建立小鼠流感病毒感染模型的差异ꎬ为流感病毒发病机

制的研究及疫苗和药物的开发选择合适的动物感染模型提供参考ꎮ 方法　 选用 Ａ / Ｐｕｅｒｔｏ Ｒｉｃｏ / ８ / ３４(Ｈ１Ｎ１)病毒

株ꎬ分别采用滴鼻和气溶胶的方法感染 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ每日称小鼠体重ꎬ肉眼观察小鼠临床症状ꎬ并于感染后 ３、７、
１４ ｄ 处死小鼠ꎬ取肺称其湿重并进行病毒检测、病理观察及肺内细胞因子的测定ꎮ 结果　 两种感染方式均可成功

建立流感病毒小鼠模型ꎬ病程进展的总体趋势基本一致ꎬ但两组小鼠流感模型的感染特点存在一定差异ꎮ 气溶胶

感染组与滴鼻感染组相比ꎬ体重降低出现较早ꎬ在感染后第 ３ 天肺指数、病毒载量明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ病变范围和

炎症细胞因子的浸润程度也明显增加ꎻ肺内 ＩＬ￣１α、ＩＬ￣６ 细胞因子水平在感染后第 ３、７ 天明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ
ＴＮＦ￣α在感染后第 ７ 天明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 两种感染方式均可建立小鼠流感模型ꎬ经气溶胶感染方式建

立的模型在感染早期就可以引起肺部明显的炎症浸润及细胞因子表达ꎬ是一种较为理想的流感病毒感染动物

模型ꎮ
【关键词】 　 气溶胶ꎻ滴鼻ꎻ流感病毒ꎻ小鼠模型
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ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｅｒｏｓｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ( ＩＬ)－１α
ａｎｄ ＩＬ￣６ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｏｎ ｔｈｅ ３ｒｄ ａｎｄ ７ｔｈ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ｄａｙ (Ｐ< ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｂｏｔｈ ｍｏｄｅｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｕｓｅꎬｂｕｔ ａｅｒｏｓｏｌ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｄ ｍｏｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ａｔ ａｎ ｅａｒｌｙ
ｓｔａｇｅ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ａｅｒｏｓｏｌ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｌｅｄ ｔｏ ａ ｍｏｒｅ ｉｄｅａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｅｒｏｓｏｌꎻ ｉｎｔｒａｎａｓａｌꎻ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓꎻ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 流感是由流感病毒引起的一种急性呼吸道传

染病ꎬ容易引起爆发流行ꎬ对人类公共健康构成严

重威胁ꎮ 据统计ꎬ每年约有 ２５~５０ 万人死于季节性

流感ꎬ占每年所有死亡人数的 ０􀆰 ５％~１％[１－２]ꎮ 近些

年来新型的跨物种呼吸道流感病毒不断出现ꎬ如
１９９７ 年 Ｈ５Ｎ１、２００９ 年 Ｈ１Ｎ１、２０１３ 年 Ｈ７Ｎ９ꎬ这些新

型呼吸道流感病毒不可预知、传播速度快、防控困

难、死亡率高ꎬ对人类的威胁更为严重[３]ꎮ 因此ꎬ对
于流感发病机制及新型疫苗和药物的开发研究是

十分必要的ꎬ而选择合适的流感动物模型是进行此

类研究的基础与保证ꎮ
目前已知人类流感的传播方式主要有三种ꎬ一

是气溶胶ꎬ二是飞沫ꎬ三是接触[４]ꎮ 因此ꎬ选择与人

类传播方式类似的感染方式对构建流感动物模型

至关重要ꎮ 滴鼻和气溶胶感染是目前被认为较为

合理的感染方式[５－６]ꎬ本研究通过对这两种感染方

式建立模型的比较ꎬ分析不同建模方式对流感模型

的影响ꎬ从而为流感病毒不同层面的研究选择合适

感染方式建立模型提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１２０ 只 ４~６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ体
重 １８ ~ ２０ ｇꎮ 由上海西普尔－必凯实验动物有限公

司【 ＳＣＸＫ(沪) ２０１８ － ０００４】提供ꎮ 实验在 ＡＢＳＬ￣２
(动物生物安全Ⅱ级)实验室(注册备案号:金字第

０２２００６００５ 号)中开展ꎬ温度 ２２ ~ ２６ ℃、湿度 ４０％ ~
６０％ꎬ１２ ｈ 日夜周期交替ꎮ 所有操作均符合上海市

公共卫生临床中心实验动物伦理要求( ＩＡＣＵＣ 号:
公卫伦审 ２０１８￣Ａ６０－０２)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 病毒株

流感病毒株为 Ｈ１Ｎ１ ＰＲ８ꎬ经无特定病原体

(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)鸡胚增殖后收集病毒尿

囊液ꎬ病毒浓度为每毫升 １ × １０６ ＴＣＩＤ５０ꎬ－８０℃储

存备用ꎬ实验均在 ＢＳＬ￣２(生物安全 ＩＩ 级)实验室中

进行ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ 培养液(Ｇｉｂｃｏꎬ１８６８７０７)ꎬ异氟烷(上海

雅培 制 药 有 限 公 司ꎬ Ｂ５０６)ꎬ ＲＮＡ 抽 提 试 剂 盒

(ＱＩＡＧＥＮ ＧｍｂＨꎬ５２９０６)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ ｋｉｔ( Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ
ＴｉｍｅꎬＲＲ０９６Ａ)ꎬＣＢＡ ＫＩＴ(ＢＤꎬ５５２３６４)ꎮ

生物安全柜(ＨＲ４０￣ＩＩ Ａ２ꎬＨａｉｅｒꎬ中国)ꎬ流式细

胞仪(ＬＳＲ ＦｏｒｔｅｓｓａꎬＢＤ 公司ꎬ美国)ꎬＰＣＲ 仪(ＶｉｉＡ７ꎬ
ＡＢＩꎬ美国)ꎬ匀浆机(６０７ＥＵＲꎬＢｉｏｓｐｅｃꎬ美国)ꎬ微量

分光光度计(Ｎａｎｏｄｒｏｐ １０００ꎬＴｈｅｒｍｏꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＬＤ５０ 的测定和小鼠感染

Ｈ１Ｎ１ ＰＲ８ 分别稀释 １、１０、１００、１０００、１００００ꎬ８０
只 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ随机分成滴鼻和气溶胶各 ５ 组ꎬ
每组 ８ 只ꎬ气溶胶各组分别将小鼠放入气雾攻击装

置ꎬ将不同浓度 ５ ｍＬ 病毒放入吸入的玻璃管中ꎬ按
照一定程序进行气溶胶感染ꎬ具体程序参考文

献[７]ꎮ 滴鼻各组分别给每只小鼠鼻腔滴入不同浓

度 ５０ μＬ 病毒ꎬ逐日观察小鼠死亡情况ꎬ按 Ｒｅｅｄ￣
Ｍｕｅｎｃｈ 法 计 算 两 种 感 染 方 式 的 半 数 致 死 量

(ＬＤ５０)ꎮ
４０ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ随机分成滴鼻组和气溶胶

组ꎬ用 ０􀆰 ５ ＬＤ５０ 的病毒浓度进行感染ꎬ感染当日记

为 ０ ｄꎬ感染后小鼠分笼饲养在独立送风隔离笼具

中ꎬ观察 １４ ｄꎮ 逐日观察小鼠发病情况ꎬ并记录每日

体重变化及死亡情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 观察指标

每日观察感染小鼠的临床表现ꎬ称体重ꎬ每组

感染小鼠分别于感染后第 ３、７、１４ 天处死ꎬ各处死

４ 只ꎬ剩余小鼠继续观察ꎮ 小鼠处死前称量体重和

４７７
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采血ꎬ小鼠处死后打开胸腔ꎬ迅速取出肺称量肺湿

重ꎬ肉眼观察肺大体病变后进行取材ꎮ 取左肺上叶

同一部位约 １ ｃｍ × １ ｃｍ × １ ｃｍ 组织做 ＨＥ 染色ꎬ镜
下观察其病理变化ꎻ取部分肺组织做病毒和细胞因

子检测ꎮ 并统计感染小鼠体重改变率和肺指数变

化ꎬ具体计算方法参考文献[７]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 肺组织总 ＲＮＡ 提取及病毒载量检测

抽 提 组 织 中 的 总 ＲＮＡꎬ 测 定 核 酸 浓 度

(ＯＤ ２６０ / ＯＤ ２８０)后ꎬ加 ＲＮＡａｓｅ￣ｆｒｅｅ ＤＮＡｓｅ Ｉ ３７℃
放置２０ ｍｉｎꎬ然后 ６５℃放置 １０ ｍｉｎꎮ 纯化后的样本

进行荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎬ扩增体系为 ２５ μＬ:１２􀆰 ５
μＬ ＴａｑＭａｎ ＰＣＲ 基础液ꎬ上下游引物各 １􀆰 ５ μＬ(１０
μｍｏｌ / Ｌ)ꎬＴａｑＭａｎ 探针 １􀆰 ２ μＬꎬ２􀆰 ５ μＬＲＮＡ 模板ꎬ水
(无 ＲＮＡ 酶)５􀆰 ８ μＬꎮ 扩增程序:４２℃ １０ ｍｉｎꎻ９５℃
１ ｍｉｎꎻ９５℃ １５ ｓꎬ６０℃ ４５ ｓꎬ４５ 个循环(表 １)ꎮ

表 １　 Ｈ１Ｎ１ ＰＲ８ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｈ１Ｎ１ ＰＲ８
引物名称

Ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ
引物序列(５’－３’)

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)
片段长度

Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
退火温度
Ｔｍ(℃)

Ａ 型流感病毒上游引物 ＦｌｕＡ￣Ｆ ５’￣ＧＡＣＣＲＡＴＣＣＴＧＴＣＡＣＣＴＣＴＧＡＣ￣３’

Ａ 型流感病毒下游引物 ＦｌｕＡ￣Ｒ ５’￣ＡＧＧＧＣＡＴＴＹＴＧＧＡＣＡＡＡＫＣＧＴ ＣＴＡ￣３’

Ａ 型流感病毒探针 ＦｌｕＡ￣Ｐ ５’￣ＦＡＭ￣ＴＧＣＡＧＴＣＣＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＧＧＣＡＣＧ￣ＴＡＭＲＡ￣３’

１０６ ｂｐ ６０

表 ２　 两种感染方式小鼠死亡情况(ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｗｏ ｍｏｄｅｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ(ｎ＝ ８)

病毒稀释倍数
Ｖｉｒｕｓ ｄｉｌｕｔｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅｓ

滴鼻组 Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ 气溶胶组 Ａｅｒｏｓｏｌ
死亡数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈ
死亡率(％)

Ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ(％)
死亡数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈ
死亡率(％)

Ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ(％)
１００ ８ １００􀆰 ０ ８ １００􀆰 ０
１０－１ ６ ８５􀆰 ７ ７ ９５􀆰 ０
１０－２ ５ ５４􀆰 ５ ６ ８０􀆰 ０
１０－３ １ ７􀆰 ７ ４ ４６􀆰 ２
１０－４ ０ ０􀆰 ０ ２ １３􀆰 ３

１􀆰 ２􀆰 ４　 肺组织细胞因子的测定

肺组织匀浆后ꎬ取上清ꎬ采用 ＣＢＡ 细胞因子检

测试剂盒进行检测ꎬ严格参照流式微珠阵列术说明

书进行操作ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均采用平均值 ± 标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ
通过统计学软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 进行统计学分

析ꎬ采用非配对 ｔ 检验统计分析ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 表示差异

具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＬＤ５０ 的测定结果

根据试验结果按 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 Ｈ１Ｎ１

ＰＲ８ 通过滴鼻和气溶胶两种方式感染 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小

鼠的 ＬＤ５０ 值ꎬ 结果分别为每毫升 ７􀆰 ９４ × １０３

ＴＣＩＤ５０ 和每毫升 １􀆰 ３２ × １０２ ＴＣＩＤ５０ꎬ用不同浓度的

病毒感染小鼠ꎬ滴鼻和气溶胶感染小鼠死亡率比较

见表 ２ꎮ
２􀆰 ２　 临床症状观察

两组小鼠在感染后的第 ３ 天均开始出现反应迟

钝、厌食、竖毛及体重减轻等症状ꎬ分别于第 ５、７ 天开

始出现小鼠死亡ꎬ存活的小鼠在感染后第 １０ 天症状

开始减轻ꎮ 在体重方面ꎬ两组小鼠都是体重先降低后

逐渐恢复ꎮ 在感染早期的体重降低期ꎬ两组小鼠的体

重降低率为气溶胶组大于滴鼻组ꎬ在感染后期的体重

恢复期ꎬ体重恢复率也是气溶胶组大于滴鼻组(图
１Ａ)ꎮ 两组小鼠的肺指数变化均为先增高后降低ꎬ在
感染后第 ７ 天达到最高ꎮ 第 ３ 天的肺指数ꎬ气溶胶组

与滴鼻组相比有显著的差异(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ第 ７ 天和第

１４ 天的肺指数ꎬ两组无差异(图 １Ｂ)ꎮ
２􀆰 ３　 感染小鼠肺组织病毒载量测定

各组小鼠于感染后第 ３、７、１４ 天处死ꎬ肺组织匀

浆后取上清进行病毒载量的测定ꎬ检测结果为各感

染组均于感染后第 ３ 天的病毒载量最高ꎬ第 ７、１４ 天

逐渐降低ꎮ 第 ３ 天气溶胶组小鼠的病毒量载量显著

高于滴鼻组小鼠(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ第 ７、１４ 天的气溶胶组

小鼠的病毒载量仍高于滴鼻组小鼠ꎬ但无显著性差

异(图 ２)ꎮ
２􀆰 ４　 感染小鼠病理学观察

滴鼻感染组小鼠肺的病理变化:感染后第 ３ 天

小鼠肺部的病变范围为 １０％ ~ ３０％ꎬ主要集中在主

５７７
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注:滴鼻组和气溶胶组相比差异有显著性ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ (下图同)

图 １　 攻毒后小鼠体重变化率及肺指数

Ｎｏｔｅ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ａｎｄ ａｅｒｏｓｏｌꎬ ∗Ｐ< ０􀆰 ０５.(Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｆｉｇｕｒｅ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

图 ２　 攻毒后小鼠病毒载量

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

支气管肺部ꎬ镜下可见一定量的炎细胞浸润肺泡间

隔ꎻ感染后第 ７ 天小鼠肺部的病变范围为 ７０％ ~
９０％ꎬ镜下可见大量的炎细胞的浸润到肺泡间隔及

肺泡内ꎬ部分区域出现间质性肺炎或肺水肿ꎮ 感染

后第 １４ 天小鼠肺部的病变范围为 ５０％ ~７０％ꎬ炎细

胞浸润较 ７ ｄ 减少ꎬ局部可见肺水肿(图 ３)ꎮ 气溶

胶组小鼠病理结果显示:感染后第 ３ 天小鼠肺的病

变范围为 ２０％ ~ ５０％ꎬ从主支气管肺部向末端细支

气管肺部扩散ꎬ镜下可见一定量的炎细胞浸润肺泡

间隔ꎬ炎细胞数目较滴鼻组小鼠多ꎻ肉眼观察感染

后第 ７ 天小鼠肺的病变范围为 ７０％ ~ ９０％ꎬ镜下可

见大量的炎细胞的浸润到肺泡间隔及肺泡内ꎬ部分

区域形成间质性肺炎或肺水肿ꎮ 肉眼观察感染后

第 １４ 天每只小鼠肺的病变范围为 ６０％ ~７０％ꎬ镜下

观察可炎细胞浸润较 ７ ｄ 减少ꎬ但局部仍可见肺水

肿(图 ３)ꎮ 气溶胶感染小鼠的病变进程与滴鼻感染

小鼠相似ꎬ除第 ３ 天病变较滴鼻感染范围大、炎细胞

多外ꎬ两种感染方式感染的小鼠都出现了间质性肺

炎ꎬ肺水肿等典型病变ꎮ

２􀆰 ５　 感染小鼠肺炎症细胞因子的测定

各组小鼠于感染后第 ３、７、１４ 天处死ꎬ取肺组织

匀浆上清进行 ＩＬ￣１α、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 和 ＩＦＮ￣γ 等炎症

细胞因子的检测ꎬ结果显示气溶胶组小鼠肺内 ＩＬ￣
１α、ＩＬ￣６ 的表达量在感染后第 ３、７ 天均高于滴鼻组

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ第 １４ 天稍高于滴鼻组ꎬ但无显著性差

异ꎮ 气溶胶组小鼠肺内 ＴＮＦ￣α 的表达量在感染后

第 ７ 天高于滴鼻组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ在感染后第 ３、１４ 天

稍高于滴鼻组ꎬ但无显著性差异ꎮ ＩＦＮ￣γ 在各个时

间点气溶胶组略高于滴鼻组ꎬ但无显著差异(图 ４)ꎮ

３　 讨论

建立流感动物模型有很多感染方式ꎮ 人类流

感为呼吸系统疾病ꎬ因此建立模型最有效的方式就

是呼吸道感染ꎬ滴鼻和气溶胶是目前最常用的两种

呼吸道感染方式[７－８]ꎮ 病毒气溶胶是指病毒以单独

悬浮状态、与干燥固体颗粒(尘埃)、液体微粒(液体

小滴) 相连接在空气中悬浮ꎬ其粒径约 ０􀆰 ００１ ~
１００ μｍ[９]ꎮＴｅｌｌｉｅｒ[１０]证实在部分人类流感传染过程

中气溶胶传染方式起主要作用ꎬ因此近年来ꎬ很多

学者采用气溶胶的方式来建立流感动物模型ꎮ 滴

鼻方式主要模拟人类飞沫感染方式ꎬ是目前被广泛

采用的建立流感动物模型的方法[１１]ꎬ气溶胶与滴鼻

两种感染方式建立的流感动物模型有什么差异?
目前未见相关报道ꎮ 因此开展两种感染方式建立

模型的比较研究ꎬ对于合理使用动物模型以及深入

研究该疾病的发病机制都有重要意义ꎮ
本研究采用滴鼻和气溶胶两种感染方式构建

流感模型ꎬ结果发现两种方式均可成功建立流感小
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注:Ａ:肉眼下的大体病理改变ꎻＢ:镜下的组织病理改变ꎻＨＥ 染色ꎮ

图 ３　 攻毒后小鼠肺的病理改变

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｇｒｏｓｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓｉｎ ｕｎａｉｄｅｄ ｖｉｅｗｉｎｇ. Ｂ. Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

图 ４　 攻毒后小鼠肺内细胞因子含量

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
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鼠模型ꎬ病程进展的总体趋势基本一致ꎮ 但两组小

鼠流感模型的感染特点存在一定差异ꎬ在感染的早

期ꎬ气溶胶感染组小鼠肺内病毒载量和炎症细胞因

子的浸润程度明显高于滴鼻组ꎻ提示气溶胶感染方

式更易快速引起肺部的感染并激活人的免疫系统ꎮ
推测可能的原因是滴鼻方式感染时小鼠处于病理

的麻醉状态ꎬ而气溶胶方式感染时小鼠处于清醒状

态ꎬ因此病毒更容易进入肺内复制并引发体内的应

答ꎬ且气溶胶方式完全模拟了流感病毒空气内的传

播方式ꎬ在流感的预防感染研究方面具有优势ꎮ 因

此气溶胶感染方式建立的小鼠模型是更理想的流

感预防和发病机制研究模型ꎮ 同时气溶胶感染方

式也存在缺陷ꎬ如目前并不是所有流感病毒都能够

通过气溶胶传播ꎬ或即使能够在某种动物间表现出

气溶胶传播特性的病毒在其它品种的易感宿主间

可能不能传播[１２]ꎮ 因此对于一些不能用于气溶胶

传播的病毒或动物感染研究时ꎬ可以选择滴鼻感染

方式进行模型构建ꎮ
人类疾病模型的价值在于与人临床症状和病

变程度的相似程度[１３]ꎮ 本文通过对气溶胶和滴鼻

两种感染方式建立的模型进行了初步的研究比较ꎬ
发现气溶胶感染方式建立的小鼠模型更适用于预

防和发病机制研究ꎬ滴鼻方式建立的小鼠模型可用

于不通过气溶胶传播的流感病毒研究ꎮ 本文只是

对目前与人类最相似的两种呼吸道感染方式建立

的模型进行了初步研究ꎬ若想选择出更理想的小鼠

流感模型及了解流感发病机制和预防ꎬ还需进一步

的深入研究ꎮ
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３９７－４００.
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张婷婷ꎬ杨漫漫ꎬ魏强ꎬ等. ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导人 ＨＢＢ 基因突变体在猪成纤维细胞的靶向敲入[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ
２８(６): ７７９－７８７.
Ｚｈａｎｇ ＴＴꎬ Ｙａｎｇ ＭＭꎬ Ｗｅｉ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＨＢＢ ｍｕｔａｎｔ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(６): ７７９－７８７.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０６􀆰 ００７

[基金项目]广东省深圳市大鹏新区产业发展专项资金(ＫＹ２０１６０３０５)ꎬ深圳市基因组辅助育种工程实验室提升项目和深圳市卫计委医疗

卫生“三名工程”(ＳＺＳＭ２０１５１２００３)ꎬ广东省基础与应用基础研究基金(２０１９Ｂ１５１５２１００２８)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｄａｐｅｎｇ Ｎｅｗ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｕｎｄ ｏｆ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ(ＫＹ２０１６０３０５)ꎬ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂ ｆｏｒ ｇｅｎｏｍｅ￣ａｓｓｉｓｔａｎｔ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ
Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ａｎｄ Ｓａｎｍｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ( ＳＺＳＭ２０１５１２００３)ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ
(２０１９Ｂ１５１５２１００２８) .
[作者简介]张婷婷(１９９１—)ꎬ女ꎬ助理生物技术工程师ꎬ学士ꎬ研究方向:基因编辑和动物克隆研究ꎮ

Ｅｍａｉｌ:ｚｈａｎｇｔｉｎｇｔｉｎｇ１００＠ ｃｏｕｎｔｒｙｇａｒｄｅｎ.ｃｏｍ.ｃｎ
[通信作者]李勇(１９８１—)ꎬ男ꎬ副研究员ꎬ博士ꎬ研究方向:动物遗传育种和克隆动物研究ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｌｉｙｏｎｇ３＠ ｇｅｎｏｍｉｃｓ.ｃｎꎻ

赵卫华(１９６６—)ꎬ男ꎬ主任医师ꎬ博士ꎬ研究方向:妇产科临床、高危妊娠、多种妊娠合并症及并发症处理研究ꎮ
Ｅｍａｉｌ:ｚｗｈｚｙｚ１２３＠ １６３.ｃｏｍꎮ 　 ∗共同通信作者

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导人 ＨＢＢ 基因突变体在
猪成纤维细胞的靶向敲入

张婷婷１ꎬ３ꎬ杨漫漫２ꎬ３ꎬ魏强２ꎬ３ꎬ李燕莉１ꎬ３ꎬ李林２ꎬ３ꎬ王然２ꎬ３ꎬ胡莉花１ꎬ３ꎬ姜芳芳１ꎬ３ꎬ
刘瑜４ꎬ赵卫华５∗ꎬ李勇１ꎬ２ꎬ３∗

(１. 深圳华大三生园科技有限公司ꎬ广东 深圳　 ５１８０００ꎻ ２. 深圳动物基因组辅助育种工程实验室ꎬ广东 深圳　 ５１８０００ꎻ
３. 深圳市华大农业应用研究院ꎬ广东 深圳　 ５１８０００ꎻ ４. 重庆市医药卫生学校ꎬ重庆　 ４０８０００ꎻ

５. 深圳市第二人民医院ꎬ深圳大学第一附属医院ꎬ广东 深圳　 ５１８０２８)

　 　 【摘要】 　 目的　 将人地贫相关基因 ＨＢＢ(ｈＨＢＢ)的高频突变体基因型 Ｃｏｎｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)靶向敲入猪成纤

维细胞ꎬ并筛选出基因型阳性的纯合子细胞系ꎮ 方法　 (１)合成人地贫相关基因 ＨＢＢ(ｈＨＢＢ)突变体ꎬ并构建猪

ＨＢＢ 位点两条同源臂载体ꎮ (２)利用 ｉｎｆｕｓｉｏｎ 技术将 ｈＨＢＢ 突变体插入两个同源臂之间ꎬ构建同源重组终载体ꎮ
(３)用在线软件 ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ.ｅｄｕ /设计靶向猪 ＨＢＢ 的 ｓｇＲＮＡꎬ并在猪 ＰＫ１５ 细胞中验证其活性ꎮ (４)利用电转

染法把 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９、ｓｇＲＮＡ 和目的载体共同转入巴马猪胎儿成纤维细胞中ꎬ筛选单细胞克隆ꎮ 结果　 (１)合成了

ｈＨＢＢ 突变体ꎬ从野生型巴马猪基因组上扩增左同源臂(１􀆰 ０６２ × １０３)以及右同源臂(１􀆰 ０２４ × １０３)ꎬ并将三者连接

到终载体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ｈＨＢＢ￣ＲＡꎮ (２)设计合成了 １１ 条靶向猪 ＨＢＢ 基因的 ｓｇＲＮＡꎬ全部验证活性后最终挑选＃２ｓｇＲＮＡ
和＃１１ｓｇＲＮＡ 用于后续实验ꎮ (３)通过 ＣＲＩＳＰＲ 系统共制备出 １５ 株有 ｈＨＢＢ 突变体定点敲入的猪成纤维细胞系ꎬ其
中 ６ 株细胞正常表达 ｈＨＢＢ 基因ꎮ 结论　 本研究所制备的携带人源化 ＨＢＢ 基因突变体的猪成纤维细胞ꎬ将为创制

高度模拟人地贫的模型猪奠定基础ꎮ
【关键词】 　 地中海贫血ꎻＨＢＢ 基因突变体ꎻ同源重组ꎻ靶向敲入ꎻ成纤维细胞

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５￣４８４７(２０２０) ０６￣０７７９￣０９

Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＨＢＢ ｍｕｔａｎｔ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｕｓｉｎｇ
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(１. ＢＧＩ￣Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｓａｎｓｈｅｎｇｙｕａｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８０００ꎬ Ｃｈｉｎａ. ２. Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ
Ｇｅｎｏｍｉｃｓ￣Ａｓｓｉｓｔｅｄ Ａｎｉｍａｌ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８０００􀆰 ３. ＢＧＩ￣Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８０００􀆰

４. Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｈｏｏｌꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０８０００􀆰 ５. ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈｅｎｚｈｅｎꎬ
ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８０２８)
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＬＩ Ｙｏｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｌｉｙｏｎｇ３＠ ｇｅｎｏｍｉｃｓ.ｃｎꎻ ＺＨＡＯ Ｗｅｉｈｕａ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｚｗｈｚｙｚ１２３＠ １６３.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｆｒｅｑｕｅｎｃｅ ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｃｏｎｄｏｎｓ４１ / ４２ (￣ＣＴＴＴ) ｏｆ ｈｕｍａｎ ｔｈａｌａｓｓａｅｍｉａ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ( ｈＨＢＢ) ｗａｓ ｋｎｏｃｋｅｄ ｉｎｔｏ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ Ｓｉｔｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ. Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｇｅｎｏｔｙｐｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 (１) Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＨＢＢ ｍｕｔａｎｔ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｄｏｎｓ４１ / ４２ (￣ＣＴＴＴ) ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ
ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｉｇ ＨＢＢ ｇｅｎｅ. (２) Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ＨＢＢ ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｌｅｆｔ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ ｕｓｉｎｇ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｂｕｉｌｄｉｎｇ ａ ｆｉｎａｌ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ. ( ３) Ｔｈｅ
ｓｇＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｐｉｇ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｏｎｌｉｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｗｅｒｅ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｉｔｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｐｉｇ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ.
(４) Ｂａｍａ ｐｉｇ ｆｅｔａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｖｅｃｔｏｒꎬ ｓｇＲＮＡ ａｎｄ ｐＧＨ￣ＬＡ￣ｈＨＢＢ￣ＲＡ ｕｓｉｎｇ ｂｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｓｉｎｇｌｅ ｃｌｏｎｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 (１) Ｗｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｈＨＢＢ ＣＤＳ
ｗｉｔｈ ａ ｍｕｔａｎｔ Ｃｏｎｄｏｎｓ４１ / ４２ (￣ＣＴＴＴ). Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ ｏｆ １􀆰 ０６２ ｋｂ ａｎｄ １􀆰 ０２４ ｋｂ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｂａｍａ
ｐｉｇ ｇｅｎｏｍｅ. Ｔｈｅｎ ｗｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａ ｆｉｎａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｐＧＨ￣ＬＡ￣ｈＨＢＢ￣ＲＡ. ( ２) Ｔｗｏ ｓｇＲＮＡｓ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｉｇ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ
ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｉｎ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. (３) Ｆｉｎａｌｌｙꎬ ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ １５ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃａｒｒｙ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｎｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｗｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｏｒｃｉｎｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＨＢＢ ｇｅｎｅ
ｍｕｔａｎｔ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９. Ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｋｅｙ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｐｉｇ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａꎻ ＨＢＢ ｍｕｔａｎｔꎻ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎻ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎꎻ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 地中海贫血症主要是调控珠蛋白合成的基因

发生缺失或突变ꎬ导致构成血红蛋白的 α 链和 β 链

珠蛋白链表达不平衡、红细胞寿命缩短的一种溶血

性血液疾病ꎮ 全球 １６０ 多个国家和地区有近 ２􀆰 ８ 亿

地中海贫血病患者ꎮ β 地贫是广东省发病率最高、
危害最大的遗传病之一ꎮ 其致病原因是第１１ 号染

色体的 β－珠蛋白(β￣ｇｌｏｂｉｎ)基因发生缺失或点突

变ꎬ造成 β－珠蛋白合成完全或部分受抑ꎬ导致α / β
链比例失衡ꎬ进而发生溶血性贫血ꎮ 在多种 β 基因

突变或缺失中ꎬＣｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)突变约占 β－地
贫突变的 ３６％以上[１]ꎮ 一直以来ꎬ造血干细胞移植

是唯一治愈 β 地贫的手段ꎬ但配型合格的供体少之

又少ꎮ 近年来ꎬ基于特定突变修复的基因治疗将成

为 β 地贫永久性“治愈”最有效的手段之一ꎮ
为便于开展对 Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)突变型 β

地贫的基因治疗研究ꎬ国内外已通过多种途径建立

了携带该突变体的载体、细胞甚至基因工程小

鼠[２]ꎮ Ｎｉｕ 等[３]利用来自 β 地贫病人细胞构建的纯

合 ＨＢＢ Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)突变的 ｉＰＳ 细胞ꎬ结合

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统进行突变矫正ꎬ并评价矫正细胞

的功能特性ꎮ 然而ꎬｉＰＳ 细胞实验只能体外检测编

辑效率和功能特性ꎬ无法完成体内的功能和安全性

评价ꎮ Ｊａｍｓａｉ 等[４] 利用基因打靶技术制备了人

ＨＢＢ ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)小鼠ꎬ发现纯合子小鼠存活到妊

娠后期ꎬ表现出严重的贫血症状ꎮ 尽管 β 地贫小鼠

模型可以比较好的模拟其病理过程ꎬ但像地贫患者

输血后出现的铁过载现象在实验鼠的身上却不能

完全拟合ꎬ不能很好反映出病程ꎮ 因此ꎬ其作为临

床前的药物使用剂量、安全评价并不合适[５]ꎮ 因

此ꎬ开发携带人 β 地贫大动物模型十分必要ꎮ
我们发现ꎬ较小鼠而言ꎬ猪与人 β－珠蛋白氨基

酸一致性较更高ꎬ达到 ８５％ꎮ 此外ꎬ天然猪血红蛋

白与人血红蛋白的分子构象几乎一致ꎬ二者有高度

相似的抗原性[６]ꎮ 这提示我们:猪 β－珠蛋白在其生

物学功能上或许与人 β－珠蛋白更为相似ꎬ暗示以猪

ＨＢＢ 蛋白突变体而构建地贫模型ꎬ更能模拟出人地

贫症的机制ꎮ 因此ꎬ开发携带人 β 地贫大动物模型

十分必要ꎮ 同时ꎬ猪在器官发育、生理生化、疾病进

程以及基因组序列方面和人类具有高度的相似性ꎬ
是人类疾病的理想实验模型ꎬ被广泛应用到生物医

学研究[７]ꎮ 在血液生理生化方面ꎬ小型猪 １９ 项生理

指标、９ 项生化指标和人类的参考值接近[８]ꎮ 以猪

替代小鼠研究人地贫等相关疾病模型具有无法比

拟的优势ꎮ
本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术制备了携带人

源化 ＨＢＢ 基因 Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)突变体的巴马

猪胎儿成纤维细胞株ꎬ经 ＰＣＲ 方法和 ＤＮＡ 测序法

验证了插入的 ｈＨＢＢ 突变体基因序列正确ꎮ 最后ꎬ
通过 ＰＣＲ 方法检测到表达外源 ｈＨＢＢ Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２
(￣ＣＴＴＴ)基因的细胞株 ６ 株ꎮ 该细胞株为进一步获

得人地贫的小型猪模型ꎬ为研究地贫的发生、发展

及新药创制奠定基础ꎮ

０８７
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞及载体

ＣＲＲ 质粒由本实验室设计并合成ꎬｈＣａｓ９ 为华

中农业大学种猪测定中心韩晓松博士提供ꎬ猪 ＰＫ
细胞和巴马猪胎儿成纤维细胞为中国农业科学院

北京畜牧研究所杨述林研究组提供ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

限制性内切酶、Ｔ７ 核酸内切酶、Ｔ４ 连接酶均购

于 ＮＥＢ 公司ꎻ无内毒素质粒提取试剂盒购于 Ｏｍｅｇａ
公司ꎻ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 脂质体转染试剂盒购于

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司ꎻ 电 转 染 试 剂 盒 Ａｍａｘａ Ｂａｓｉｃ
Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ Ｋｉｔ Ｐｒｉｍａｒｙ Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ 购于 Ｌｏｎｚａ 公司ꎻ
反 转 录 试 剂 盒 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 购于北京全式金生物公司ꎮ

高速离心机(Ｅｐｐｅｎｄｒｏｆꎬ德国)ꎬ倒置光学显微

镜(莱卡ꎬ德国)ꎬ核转仪(Ｌｏｎｚａꎬ瑞士)ꎬ二氧化碳培

养箱(Ｅｐｐｅｎｄｒｏｆꎬ德国)ꎬ水浴锅(北京六一仪器厂)
电泳槽(北京六一仪器厂)ꎬＰＣＲ 扩增仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ
美国)ꎬ凝胶成像仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 设计及表达载体构建

根据猪 ＨＢＢ 基因序列(Ｇｅｎｅ ＩＤ:４０７０６６)ꎬ利用

张锋实验室在线网站 ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｍｉｔ. ｅｄｕ /设计了

１１ 条靶向 ｓｇＲＮＡ( ｓｍａｌｌ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ)序列(表 １)ꎬ
ｓｇＲＮＡ 序列由华大基因合成ꎬ上、下游序列按体积

比 １ ∶１混合ꎬ９５℃ꎬ１０ ｍｉｎꎻ２５℃ꎬ３０ ｍｉｎꎻ变性ꎻ退火

后ꎬ以 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶介导ꎬ连接入 ＢｓａＩ 内切酶酶切

回收后的骨架载体 ＣＲＲꎬ最终构建出 ＣＲＲ￣ｓｇＲＮＡ
表达载体ꎮ 将该载体转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ经涂板、
挑选单克隆菌落和菌落 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 活性鉴定

转染前 ２４ ｈ 将猪 ＰＫ１５ 细胞铺于 ２４ 孔板(１ ×
１０４ 细胞 /孔)ꎬ次日ꎬ将构建好的 ｓｇＲＮＡ 转染细胞

(参照 Ｌｉｐｏ２０００ 转染试剂盒说明书)ꎬ转染质粒总量

５００ ｎｇꎬｈＣａｓ９:ＣＲＲ￣ｓｇＲＮＡ ＝ ３ ∶１ꎮ 细胞于培养箱培

养 ４８ ｈꎮ 收集细胞并提取基因组 ＤＮＡ(ｇＤＮＡ)ꎬ按
表 ２ 引物做 ＰＣＲꎬ体系为:ｇＤＮＡ ０􀆰 １ μｇꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ
Ｔａｑ １０ μＬꎬ上下游引物 ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) 各 ０􀆰 ４ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９８℃ꎬ
１ ｍｉｎꎻ９８℃ １０ ｓꎬ５８℃ ３０ ｓꎬ７２℃ １０ ｓꎬ循环 ３２ 次ꎻ
７２℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ

Ｔ７ 变性程序:９５℃ꎬ１０ ｍｉｎꎻ９５ ~ ８５℃ (－２􀆰 ０℃ /
ｓ)ꎻ８５~２５℃(－０􀆰 ３℃ / ｓ)ꎻ２５℃ꎬ１ ｍｉｎꎮ

Ｔ７ 酶切反应体系:ＰＣＲ 产物 １７ μＬꎬＮＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ
２ ２ μＬꎬＴ７ 酶 ０􀆰 ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ２０ μＬꎮ 反

应条件:３７℃ꎬ４５ ｍｉｎꎮ 将酶切产物电泳后利用 ＤＮＡ
凝胶成像系统检测ꎮ

表 １　 ｓｇＲＮＡ 靶点序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡｓ
靶序列编号

Ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ
靶位点序列(５’－３’)

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡｓ(５’－３’)
ｐＨＢＢ－＃１ｓｇＲＮＡ ＣＡＣＣＣＴＧＴＧＧＡＡＣＣＡＣＧＣＣＣ
ｐＨＢＢ－＃２ｓｇＲＮＡ ＡＡＡＧＴＧＡＡＴＧＴＧＧＡＣＧＡＡＧＴ
ｐＨＢＢ－＃３ｓｇＲＮＡ ＡＧＧＣＣＡＧＧＧＣＧＴＧＧＴＴＣＣＡＣ
ｐＨＢＢ－＃４ｓｇＲＮＡ ＧＡＧＧＣＣＧＴＣＣＴＣＧＧＣＣＴＧＴＧ
ｐＨＢＢ－＃５ｓｇＲＮＡ ＡＡＧＣＡＡＡＴＧＴＡＧＧＴＧＧＣＴＧＣ
ｐＨＢＢ－＃６ｓｇＲＮＡ ＴＣＴＡＡＡＣＧＣＡＴＣＣＴＣＣＧＴＴＴ
ｐＨＢＢ－＃７ｓｇＲＮＡ ＡＧＡＡＧＡＧＡＧＧＧＣＣＧＡＡＡＣＧＧ
ｐＨＢＢ－＃８ｓｇＲＮＡ ＣＴＣＡＧＣＣＡＴＧＡＣＣＡＡＧＧＡＧＣ
ｐＨＢＢ－＃９ｓｇＲＮＡ ＧＴＴＧＴＴＣＴＧＧＣＴＣＧＣＣＧＣＣＴ
ｐＨＢＢ－＃１０ｓｇＲＮＡ ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＣＣＧＧＡＴＧＴＧＣ
ｐＨＢＢ－＃１１ｓｇＲＮＡ ＧＧＧＧＡＡＣＴＴＡＧＴＧＧＴＡＣＴＴＧ

表 ２　 ｓｇＲＮＡ 活性鉴定引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｉｔｅｓ
活性鉴定引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
ｐＨＢＢ(Ｅｘｏｎ１ꎬ２)￣ｉｄｅｎ￣Ｆ１ ＣＡＧＡＣＴＴＧＣＴＡＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＡ
ｐＨＢＢ(Ｅｘｏｎ１ꎬ２)￣ｉｄｅｎ￣Ｒ１ ＧＡＧＧＡＡＡＴＧＡＴＧＧＣＴＧＴＧＡＡＴＡ
ｐＨＢＢ(Ｅｘｏｎ１－３)ｉｄｅｎ￣Ｆ１ ＴＴＧＡＧＧＣＡＡＧＡＡＧＧＡＴＡＡＡＡＴＧ
ｐＨＢＢ(Ｅｘｏｎ１－３)ｉｄｅｎ￣Ｒ１ ＴＴＡＧＡＧＧＡＡＣＡＣＧＧＴＧＴＣＴＴＴＡ

１􀆰 ２􀆰 ３　 人源化 ＨＢＢ 基因打靶载体构建

靶位点上、下游 １０００ ｂｐ 左右的序列作为同源

臂序列ꎬ设计含有 ＮｏｔＩ 酶切位点的上游同源臂引

物、含有 ＸｈｏＩ 酶切位点的下游同源臂引物及融合扩

增引物(表 ３)ꎮ 以猪基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增上、
下游同源臂ꎬ反应体系为:ｇＤＮＡ ０􀆰 １ μｇꎬＫＯＤ Ｂｕｆｆｅｒ
５ μＬꎬ２ ｍｍｏｌ ｄＮＴＰｓ ５ μＬꎬ２５ ｍｍｏｌ ＭｇＳＯ４ ２ μＬꎬ上、
下游引物 ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) 各 １􀆰 ５ μＬꎬ ＤＮＡ 聚合酶

１ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ５０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:
９４℃ꎬ３ ｍｉｎꎻ９４℃ꎬ１５ ｓꎻ５５℃ꎬ３０ ｓꎻ７２℃ꎬ２ ｍｉｎꎬ循环

３５ 次ꎻ７２℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物回收作模板ꎬ进行融

合 ＰＣＲꎮ 把融合 ＰＣＲ 产物与 ｐＧＨ￣Ｔ 载体(ＮｏｔＩ 和

ＸｈｏＩ 切过)进行融合ꎬ融合反应体系为:ｐＧＨ￣Ｔ 载体

５ μＬꎬ融合 ＰＣＲ 产物 ３ μＬꎬｉｎｆｕｓｉｏｎ 酶 ２ μＬꎮ 反应

程序为:５０℃ꎬ１５ ｍｉｎꎬ构建重组载体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ＲＡꎬ
测序序列完全正确后ꎬ大量提取无内毒素质粒备用ꎮ
　 　 以 ｈＨＢＢ(ＣＤ４１ / ４２ꎬ￣ＣＴＴＴ)￣Ｔ 质粒为模板ꎬ分
别扩增两个片段ꎬ反应的引物序列见表 ４ꎮ ｈＨＢＢ
( ＣＤ４１ / ４２ꎬ￣ＣＴＴＴ ) 片 段 扩 增 反 应 体 系: ＤＮＡ

１８７
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０􀆰 ０５ μｇꎬＫＯＤ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬ２ ｍｍｏｌ ｄＮＴＰｓ ５ μＬꎬ２５
ｍｍｏｌ ＭｇＳＯ４ ２ μＬꎬ上下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 １􀆰 ５
μＬꎬＤＮＡ 聚合酶 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ５０ μＬꎮ
反应程序为:９４℃ꎬ３ ｍｉｎꎻ９４℃ １５ ｓꎬ５５℃ ３０ ｓꎬ７２℃
２ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物回收后ꎬ进
行融合 ＰＣＲꎮ 融合 ＰＣＲ 产物经 ＢｓａＩ 酶介导构建于

重组骨架载体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ＲＡꎮ

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体及同源重组载体转染巴

马猪胎儿成纤维细胞

将 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ３ μｇ、ｓｇＲＮＡ 环状质粒 １ μｇ 和

ｈＨＢＢ 同源重组载体 ３ μｇ 通过电穿孔转染法转染巴

马猪胎儿成纤维细胞ꎮ 转染 ６０ ｈ 后ꎬ采用有限稀释

法将细胞悬液稀释至每个培养皿 ５０００ 个细胞ꎬ放入

培养箱培养ꎬ培养条件:３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ꎮ
表 ３　 左右同源臂扩增引物序列及融合扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ｏｒ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ＰＣＲ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
ｐＬＡ(ｐＨＢＢ)￣Ｆ ＡＣＡＴＴＡＡＧＡＣＡＴＧＧＡＡＡＴＡＴＧＧ
ｐＬＡ(ｐＨＢＢ)￣Ｒ ＡＧＡＣＴＣＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣＴＣＡＧ
ｐＲＡ(ｐＨＢＢ)￣Ｆ ＴＡＡＣＧＴＣＴＡＣＡＣＧＧＣＡＧＣＴＣＡＣ
ｐＲＡ(ｐＨＢＢ)￣Ｒ ＴＴＡＡＣＧＡＴＧＧＡＴＴＴＣＡＧＴＣＴＣＣＴＣ

ｐＬＡ(ｐＨＢＢ)￣ｉｎｆｕｓｉｏｎ￣Ｆ ＴＴＡＧＧＴＡＣＣＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＴＡＣＡＧＣＣＣＧＴＡＣＴＡＴＡＡＣ
ｐＲＡ(ｐＨＢＢ)￣ｉｎｆｕｓｉｏｎ￣Ｒ ＣＴＴＣＣＣＣＴＴＡＣＴＣＧＡＧＣＡＧＧＣＡＴＣＡＴＴＡＴＣＡＧＴＧＡＴ

表 ４　 人源 ｈＨＢＢ 片段扩增及融合引物序列

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ｏｒ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ＰＣＲ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＨＢＢ ｇｅｎｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣Ｆ１ ＧＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＣＡＡＣＡＴＧＧＴＧＣＡＴＣＴＧＡＣＴＣＣＴＧＡ
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣Ｒ１ ＣＡＧＧＡＧＴＧＧＡＣＡＧＡＴＣＣＣＣＡＡＡＧＧＡＣＴＣＡＡＣＣＴＣＴＧＧＧＴＣＣＡＡＧＧＧＴＡ
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣Ｆ２ ＴＡＣＣＣＴＴＧＧＡＣＣＣＡＧＡＧＧＴＴＧＡＧＴＣＣＴＴＴＧＧＧＧＡＴＣＴＧＴＣＣＡＣＴＣＣＴＧ
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣Ｒ２ ＡＴＣＡＧＧＡＡＧＧＧＧＡＡＣＴＴＡＧＴＧＡＴＡＣＴＴＧＴＧＧＧＣＣＡ

ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣ｉｎｆｕｓｉｏｎ￣Ｆ ＧＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＣＡＡＣＡＴＧＧＴＧＣＡＴＣＴＧＡＣＴＣＣＴＧＡ
ｈＨＢＢ(Ｅｘ１－３)￣ｉｎｆｕｓｉｏｎ￣Ｒ ＡＴＣＡＧＧＡＡＧＧＧＧＡＡＣＴＴＡＧＴＧＡＴＡＣＴＴＧＴＧＧＧＣＣＡ

１􀆰 ２􀆰 ５　 单克隆细胞系筛选及鉴定

转染后的细胞ꎬ用含 ４００ μｇ / ｍＬ Ｇ４１８、２０％ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 药筛培养基药筛 ５ ｄꎬ而后用含 ２０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 培养基继续培养 ７ ｄꎬ至第 １２ 天形成单克

隆细胞团ꎬ用单克隆环挑选生长状态好、大小合适

的单克隆细胞团到 ４８ 孔细胞培养板ꎮ 待细胞汇合

度达 ９０％对单克隆细胞消化ꎬ进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ
对收集到的单克隆细胞进行裂解ꎬ裂解程序

６０℃ꎬ ６０ ｍｉｎꎻ ９５℃ꎬ １０ ｍｉｎꎬ 以 细 胞 裂 解 产 物

(ｇＤＮＡ)为模板ꎬ分别用 ３ 对定点敲入鉴定引物进

行扩增ꎬ引物序列见表 ５ꎮ
第 １ 对鉴定引物为转基因阴阳性鉴定引物ꎬ第

２ 对鉴定引物为跨左同源臂鉴定引物、第 ３ 对为跨

右同源臂鉴定引物ꎬ三对引物反应体系为:ＤＮＡ ２
μＬꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬꎬ上下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
各 ０􀆰 ４ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足体积至 ２０ μＬꎮ 反应程序均

为:９８℃ꎬ１ ｍｉｎꎻ９８℃ １０ ｓꎬ６５℃ ３０ ｓꎬ７２℃ １ ｋｂ / ｓꎬ
循环 ３５ 次ꎻ７２℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ

３ 对鉴定引物扩增均为阳性的细胞株ꎬ将其传

代到 １２ 孔板继续培养ꎬ代细胞汇合度达到 ９０％及以

上时ꎬ进行冻存ꎮ

表 ５　 单克隆细胞定点敲入鉴定引物

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｈＨＢＢ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
定点敲入引物

Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｋｏｎｃｋ￣ｉｎ ｐｒｉｍｅｒ
序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
ｓｐ￣ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣Ｆ ＣＣＡＡＴＡＧＡＡＡＣＴＧＧＧＣＡＴＧＴＧＧ
ｓｐ￣ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣Ｒ ＡＡＴＣＣＡＧＣＣＴＴＡＴＣＣＣＡＡＣＣ
ｓｐ￣ＬＡ￣ｉｄｅｎ￣Ｆ ＡＴＴＣＧＴＴＡＣＧＣＧＧＧＧＡＡＧＡＧ
ｓｐ￣ＬＡ￣ｉｄｅｎ￣Ｒ ＧＣＡＣＴＴＴＣＴＴＧＣＣＡＴＧＡＧＣＣ
ｓｐ￣ＲＡ￣ｉｄｅｎ￣Ｆ ＣＡＴＧＣＣＴＣＴＴＴＧＣＡＣＣＡＴＴＣ
ｓｐ￣ＲＡ￣ｉｄｅｎ￣Ｒ ＣＣＣＴＣＣＣＴＴＴＣＴＴＴＴＣＴＧＡＧＴＴＧ

１􀆰 ２􀆰 ６　 人源化 ＨＢＢ 基因定点敲入细胞株纯合子、
杂合子鉴定

针对猪 ＨＢＢ 基因序列设计了一对鉴定定点敲

入细胞株为纯合子或杂合子的鉴定引物ꎬ
采用 １􀆰 ２􀆰 ５ 中细胞裂解产物(ｇＤＮＡ)为模板ꎬ用

纯 /杂合子鉴定引物进行扩增ꎬ上游引物 ｓｐ￣ｐＨＢＢ￣
ｉｄｅｎ￣Ｆ１ (ＡＧＧＣＡＧＧＡＴＧＣＣＧＴＴＴＡＧＡＡ)ꎻ下游引物

ｓｐ￣ｐＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣Ｒ１ ( ＣＡＣＴＡＴＣＡＣＧＴＴＧＣＣＣＡＧＧＡ)ꎮ
反应体系为:ＤＮＡ ２ μＬꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬꎬ上下

游引物浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 各取 ０􀆰 ４ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足

体积至 ２０ μＬꎮ 反应程序同步骤 １􀆰 ２􀆰 ５ꎮ

２８７
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１􀆰 ２􀆰 ７　 人源化 ＨＢＢ 基因在猪成纤维细胞中表达情

况鉴定

根据人和猪 ＨＢＢ 基因 ＣＤＳ 区的差异ꎬ设计一

对针对人源化 ＨＢＢ 基因表达的鉴定引物ꎬ上游引物

ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣ｑＦ１ (ＣＴＧＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣＴＧＣＣＧＴＴＡＣ)ꎬ
下游引物 ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣ｑＲ１ ( ＣＡＧＧＣＣＡＴＣＡＣＴＡＡＡ
ＧＧＣＡＣ)ꎮ 提取人源化 ＨＢＢ 基因发生定点整合细

胞株的总 ＲＮＡꎬ随后反转录为 ｃＤＮＡꎬ用鉴定引物

ｈＨＢＢ￣ｉｄｅｎ￣ｑＦ１ / Ｒ１ 进行检测ꎮ 反转录反应体系为:
ＲＮＡ ５００ ｎｇꎬＡｎｃｈｏｒｅｄ Ｏｌｉｇｏ ( ｄＴ) １８ １ μＬꎬ２Ｘ ＴＳ
Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ １０ μＬꎬＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ＲＴ / ＲＩ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １
μＬꎬＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 补足体积至 ２０ μＬꎮ 反应程序

为:４２℃ꎬ３０ ｍｉｎ 孵育ꎮ
ＰＣＲ 反应体系为:ｃＤＮＡ １ μＬꎬＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０

μＬꎬ上下游引物浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 各取 ０􀆰 ４ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μＬꎮ 反应程序为:９８℃ꎬ１ ｍｉｎꎻ
９８℃ １０ ｓꎬ６２℃ ３０ ｓꎬ７２℃ꎬ １３ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２℃
５ｍｉｎꎮ 同时ꎬ用内参引物作为对照ꎬ按照前面的体系

及反应程序进行扩增ꎮ

注:Ａ:鼠、猪、猴等 ８ 种哺乳类动物与人 ＨＢＢ 基因做系统发育树分析ꎻＢ:人、猪和小鼠 β￣珠蛋白氨基酸序列比对ꎮ

图 １　 比较分析人、猪和小鼠 ＨＢＢ 基因序列

Ｎｏｔｅ. Ａ􀆰 Ｂｕｉｌｄｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｆｏｒ ＨＢＢ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ８ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｍｍａｌｓ. Ｂ􀆰 Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ β￣ｇｌｏｂｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｍｏｎｇ ｈｕｍａｎꎬ ｐｉｇ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｈｕｍａｎꎬ ｐｉｇ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ

２　 结果

２􀆰 １　 人、猪和鼠 ＨＢＢ 基因比较分析

通过 ＭｅｇＡｌｉｇｎ７ 软 件 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ￣Ｔｅｓｔ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｊｏｉｎｉｎｇ Ｔｒｅｅ 算法对包括小鼠、猪、猴等 ８ 种哺乳类动

物与人 ＨＢＢ 基因做系统发育树分析ꎬ结果发现:人
ＨＢＢ 遗传距离与灵长类动物最近ꎬ其次为猪ꎬ再其

次为小鼠ꎮ 即相比于小鼠而言ꎬ猪与人类 ＨＢＢ 基因

遗传距离更近(图 １Ａ)ꎮ 我们进一步利用 ＵｎｉＰｒｏｔ
网站在线软件 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ 对人、猪和小鼠 β－珠
蛋白氨基酸序列进行比对ꎮ 结果表明:小鼠与人 β－
珠蛋白氨基酸一致性为 ８０％ꎬ而猪与人 β－珠蛋白氨

基酸一致性则更高ꎬ达到 ８５％(图 １Ｂ)ꎮ 总之ꎬ以上

结果提示:猪 β－珠蛋白在其生物学功能上或许与人

β－珠蛋白更为相似ꎬ暗示以猪 ＨＢＢ 蛋白突变体而

构建地贫模型ꎬ更能模拟出人地贫症的机制ꎮ
２􀆰 ２　 ＣＲＲ￣ｓｇＲＮＡ 表达载体活性验证结果

本研究中合成了 １１ 条靶向 ｓｇＲＮＡꎬ分别连接

ＣＲＲ 质粒ꎬ构建成 １１ 个 ＣＲＲ￣ｓｇＲＮＡ 表达载体ꎬ并
分别与 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 表达载体共转染至 ＰＫ１５ 细胞

中ꎮ ４８ ｈ 后ꎬ提取细胞基因组 ＤＮＡ 作为 ＰＣＲ 模板ꎬ
用鉴定引物做 ＰＣＲꎬ扩增产物进行 Ｔ７ 酶切和凝胶

成像作鉴定ꎮ 结果表明鉴定引物对＃２ｓｇＲＮＡ 扩增

后产物片段大小为 ９１３ ｂｐꎬＴ７ 酶切后片段大小为

３６４ ｂｐ 和 ５４９ ｂｐꎻ鉴定引物对＃１１ｓｇＲＮＡ 扩增后产物

片段大小为 ８７７ ｂｐꎬＴ７ 酶切后片段大小为 ３９３ ｂｐ 和

４８４ ｂｐꎬ＃２ｓｇＲＮＡ 和＃１１ｓｇＲＮＡ 这两条剪切活性高于

其他 ９ 份(图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 人源化打靶载体构建结果

首先ꎬ以猪基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ构建同源臂载

体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ＲＡꎬ其中左臂 １􀆰 ０６２ × １０３ꎬ右臂 １􀆰 ０２４
× １０３ꎮ 其次ꎬ利用融合 ＰＣＲ 方法将人 ＨＢＢ 突变体

插入 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ＲＡ 的两个同源臂之间ꎬ构建成带有

人源化 ＨＢＢ 基因突变体(￣ＣＴＴＴ)的同源重组终载

体 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ｈＨＢＢ￣ＲＡꎮ 进行 ｓａｎｇｅｒ 测序验证ꎬ测序

结果表明:携带有人源化 ＨＢＢ 基因突变体的同源重

组载体构建成功ꎬ图 ３ 所示包含“￣ＣＴＴＴ”四碱基缺

失的测序结果的峰图ꎬ可用于下一步的转染ꎮ
２􀆰 ４　 单克隆细胞株鉴定结果

利 用 电 穿 孔 转 染 法 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 质 粒、
＃２ｓｇＲＮＡ和＃１１ｓｇＲＮＡ 及 ｐＧＨ￣ＬＡ￣ｈＨＢＢ￣ＲＡ 同源重

组载体共同转入巴马猪胎儿成纤维细胞ꎬ经 Ｇ４１８
筛选后共获得了 ９９ 株单克隆细胞ꎮ 再利用转基因

鉴定引物对敲入的人源化 ＨＢＢ 基因突变体做 ＰＣＲ
扩增ꎬ扩增后片段大小为 １１０５ ｂｐꎬ凝胶成像结果如

３８７
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注:ｇＲ１~１１:分别转染 ｓｇＲＮＡ１~１１ 质粒的细胞样品ꎻＥＧＦＰ:转染 ＥＧＦＰ 质粒的对照组细胞样品ꎻＭ１ ∶１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒꎻＭ２ ∶２００
ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒꎮ

图 ２　 猪 ＨＢＢ 基因 ｓｇＲＮＡ Ｔ７ 酶切活性验证结果

Ｎｏｔｅ. ｇＲ１~１１. Ｃｅｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｇＲＮＡ１~１１ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＥＧＦＰ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌ ｓａｍｐｌｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥＧＦＰ ｐｌａｓｍｉｄ. Ｍ１􀆰
１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ. Ｍ２􀆰 ２００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔ７ Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｐｉｇ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ｓｇＲＮＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

图 ３　 同源重组打靶载体测序结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｖｅｃｔｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ４Ａ 所示ꎬ结果统计如图 ４Ｂ 所示:一共鉴定了 ９９
株细胞ꎬ转基因阳性细胞克隆为 ６９ 份ꎬ转基因阴性

细胞克隆为 ３０ 份ꎮ
左端同源臂鉴定ꎬ上游引物位于左端同源臂外

侧ꎬ下游引物位于人源化 ＨＢＢ 基因特异性区域内ꎬ
可完全扩增出左同源臂全长及部分 ｈＨＢＢ 基因ꎬ
ＰＣＲ 产物大小为 １５５０ ｂｐꎬ扩增结果如图 ５Ａ 所示ꎮ
结果统计如图 ５Ｂ:一共鉴定了 ９９ 株细胞ꎬ阳性细胞

克隆为 ２５ 株ꎬ阴性细胞克隆为 ７４ 份ꎮ
右端同源臂鉴定ꎬ上游引物位于 ｈＨＢＢ 基因特

异性区域ꎬ下游引物位于右端同源臂外侧ꎬＰＣＲ 产

物大小为 １５０７ ｂｐꎬ扩增结果如图 ６Ａ 所示ꎮ 结果统

计如图 ６Ｂ 所示ꎬ一共鉴定了 ３２ 株细胞ꎬ阳性细胞克

隆为 １５ 份ꎬ阴性细胞克隆为 １７ 份ꎮ 总之ꎬ通过对

９９ 个细胞克隆的筛选与基因型鉴定ꎬ我们一共获得

６９ 株整合人 ＨＢＢ 基因的猪成纤维细胞ꎬ其中定点

整合 １５ 株ꎬ随机定点整合 ５４ 株ꎮ
通过上述 ３ 重 ＰＣＲ 鉴定ꎬ筛选出 ３ 对引物都鉴

定为阳性的单克隆细胞ꎬ并做 ｈＨＢＢ 突变体位点的

ｓａｎｇｅｒ 测序ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ猪 ＨＢＢ 基因靶序列为

ＣＴＴＣꎬ正常人源 ＨＢＢ 基因靶序列为 ＣＴＴＴꎬ而人源

ＨＢＢ 基因突变体对应的位置缺少 ４ 个碱基 (￣
ＣＴＴＴ)ꎬ测序结果(图 ７Ａ)证明:我们在巴马胎猪胚

胎成纤维细胞中成功地插入了人源化 ＨＢＢ 基因的

突变体ꎮ 随后ꎬ我们通过对猪内源 ＨＢＢ(ｐＨＢＢ)基

因检测ꎬ发现全部样品均能扩增到 ｐＨＢＢ 条带ꎬ并未

鉴定到纯合子细胞ꎬ即本实验所得 １５ 株细胞均为杂

合子(图 ７Ｂ)ꎮ 最后ꎬ通过提取细胞总 ＲＮＡ 和进一

步的 ＰＣＲ 验证ꎬ我们共获得 ６ 株阳性表达外源 ＨＢＢ
基因的突变体(图 ７Ｃ)ꎮ

３　 讨论

我国的地贫患者主要分布于广东、广西、湖南、
四川、云南和贵州等南部省份[９]ꎬβ 地中海贫血是广

东省发病较高的地贫类型[１０]ꎮ β 地贫涉及到 ２００
多种 β 珠 蛋 白 突 变ꎬ 热 点 的 突 变 类 型 包 括

Ｃｏｄｏｎｓ４１ / ４２(￣ＣＴＴＴ)、ＩＶＳ￣ＩＩ－６５４(Ｃ→Ｔ)、－２８(Ａ→
Ｇ)、ＩＶＳ１􀆰 ６(Ｔ→Ｃ)、－８７(Ｃ→Ｇ)等ꎬ其中 Ｃｏｄｏｎｓ４１ /
４２(￣ＣＴＴＴ)作为主要的突变体约占发病人群的 ３６％
以上ꎮ β 珠蛋白基因在哺乳动物中保守性较好ꎮ 由

于纯合敲除的小鼠致死性较高ꎬ加上缺乏特定的突

变体ꎬ应用性较差ꎮ 相比而言ꎬ携带人源化突变体

４８７
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注:Ａ:转基因鉴定引物扩增结果ꎬＭ:１００ ｂｐ ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒꎬＰ:阳性质粒对照ꎬＷＴ:野生型细胞对照ꎬ１~ ５:鉴定细胞克隆的编号ꎻ
Ｂ:基因型阳性和阴性细胞克隆的统计ꎮ

图 ４　 转基因阴阳性鉴定引物扩增结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ. Ｍ. １００ ｂｐ ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒ. Ｐ. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. ＷＴ. Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. １~
５. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｂ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ

注: Ａ:跨左端同源臂鉴定引物扩增结果ꎬＭ:１ ｋｂ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒꎬ１~６:鉴定细胞克隆的编号ꎻＢ:基因型阳性和阴性细

胞克隆的统计ꎮ

图 ５　 跨左端同源臂鉴定引物扩增结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ. Ｍ. １ ｋｂ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ. １~６. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ
ｃｌｏｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｂ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ

注:Ａ:跨右端同源臂鉴定引物扩增结果ꎬＭ:１ ｋｂ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒꎬ１~５:鉴定细胞克隆的编号ꎻＢ:基因型阳性和阴性细胞克隆的

统计ꎮ

图 ６　 跨右端同源臂鉴定引物扩增结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ. Ｍ. １ ｋｂ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒ. １ ~ ５. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｂ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ

５８７
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注:Ａ:猪野生型 ＨＢＢ 基因、人野生型 ＨＢＢ 基因及人突变型 ＨＢＢ 基因序列对比ꎻＢ:１５ 株定点敲入细胞株纯合子、杂合子鉴定结果ꎻＣ:定
点敲入细胞株人源化 ＨＢＢ 基因表达情况鉴定结果ꎮ

图 ７　 猪胎儿成纤维细胞 ｈＨＢＢ 基因型及基因表达检测

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ＨＢＢ ｇｅｎｅꎬ ｈｕｍａｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｍｕｔａｎｔ ＨＢＢ ｇｅｎｅ. Ｂ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １５
ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｓｉｔｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ. Ｃ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ＨＢＢ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ｈＨＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｉｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

的杂合小鼠能较好模拟 β￣地贫的相关症状ꎬ同时包

含特定的人类突变位点ꎬ为基因治疗提供了理想的

靶点材料[４]ꎮ 然而ꎬ我们对小鼠、猪与人的 ＨＢＢ 基

因和蛋白氨基酸比对发现ꎬ小鼠、猪与人的 ＨＢＢ 蛋

白同源性分别为 ８０％和 ８５％ꎬ较小鼠而言猪与人

ＨＢＢ 遗传距离更近ꎮ 根据这些数据我们推测ꎬ无论

是研究 ＨＢＢ 基因功能ꎬ或是研究 ＨＢＢ 突变体致地

贫发病机制ꎬ利用猪为研究对象更能模拟其在人体

内的生物学本质ꎮ 且小鼠由于体型大小和生理生

化数据一致性的限制ꎬ并不是基因治疗最为理想的

疾病模型ꎮ 本研究采用同样的思路构建了携带人

源化 ＨＢＢ 基因突变体同源打靶载体ꎬ并利用两条靶

向切割猪内源 ＨＢＢ 基因的 ｓｇＲＮＡ 对其进行了敲

除ꎬ同时结合同源重组修复ꎬ使得携带了目的突变

体的人源 ＨＢＢ 基因准确地敲入到巴马猪胎儿成纤

维细胞基因组之中ꎮ 该方法制备的突变体敲入阳

性细胞可作为核供体ꎬ借助体细胞克隆技术ꎬ为下

一步创制携带缺陷型人源化 ＨＢＢ 基因的地贫模型

猪奠定基础ꎮ
本研究中ꎬ我们将 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 体系及同源重

组载体经电转染方式导入巴马猪胎儿成纤维细胞ꎬ
并结合 Ｇ４１８ 药物筛选获得单克隆细胞ꎮ 我们一共

鉴定了 ９９ 株单克隆ꎬ其中转基因阳性克隆 ６９ 株ꎬ效
率为 ６９􀆰 ７％ꎬ定点敲入人源化 ＨＢＢ 基因突变体的阳

性细胞 １５ 株ꎬ阳性率为 １５％ꎮ 在这些成功定点敲入

的细胞中 １ 株纯合ꎬ其余为杂合ꎬ单等位基因的同源

重组效率远高于双等位基因ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术的介导可提高同源重组效

率达千倍以上ꎬ远远高于传统基因打靶效率ꎬ相比

而言ꎬ我们的结果稍低于同类定点整合效率ꎮ 相关

研究表明定点整合效率与多种因素有关ꎬ如细胞类

型、同源臂的长短、细胞周期、转染效率等[１１－１５]ꎮ 从

细胞 ＤＮＡ 修复机制看ꎬ非同源末端连接修复和同源

重组修复同时存在ꎬ但在非分裂期的细胞中ꎬ细胞

会更偏向于非同源末端连接修复ꎬ如此一来ꎬ重组

效率在一定程度上受到了影响ꎬ人们常用 ＮＨＥＪ 的

抑制剂 Ｓｃｒ７ 或 ＨＤＲ 相关 ＲＡＤ５１ 激动剂 ＲＳ－１ꎬ从
而使同源重组修复效率显著提高[１６]ꎮ 在转染效率

方面ꎬ一方面ꎬ不同的转染方式会影响效率ꎬ慢病毒

或核转染比电转染、脂质体等其他转染方式效率更

高ꎻ另一方面ꎬ转染体系的构成在一定程度上也会

影响转染的效率ꎬ多个载体共转染较单个多基因表

达载体效率低[１７]ꎮ 当然ꎬ我们可以通过药物筛选或

流式细胞仪富集的方式来弥补转染效率的不足ꎬ从
而提高同源重组效率ꎮ

在同源臂长度研究方面ꎬ传统的基因打靶研究

表明同源臂长度与重组效率成 正 比[１８]ꎬ 但 在

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的 ＨＤＲ 中ꎬ同源臂的影响并不一

定是正相关ꎬ不同的研究有不同的结果ꎬ如 Ｌｉ 等[１９]

利用 ５’端 １􀆰 ２ × １０３ 同源臂长度ꎬ３’端 ５􀆰 ６ × １０３ 同

源臂长度的打靶载体结合 ＴＡＬＥＮ 技术在猪 Ｒｏｓａ２６
位点获得 ３１􀆰 ３％的整合效率ꎻＲｕａｎ 等[２０] 利用左右同

源臂长度均为 ０􀆰 ８ × １０３ 的载体结合 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
技术在猪 Ｈ１１ 位点获得 ２３％的整合效率ꎻ此外ꎬＸｉｅ
等[２１]的研究结果表示当 ５’端、３’端同源臂长度分别

为 ０􀆰 ５ × １０３ 和 １ × １０３ 时整合效率较高ꎬ能达到

２９􀆰 ６％ꎻ相比而言ꎬ我们打靶载体左臂 １􀆰 ０６２ × １０３ꎬ右
臂 １􀆰 ０２４ × １０３ꎮ 可见ꎬ同源臂的长短能在一定程度

６８７
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上影响同源重组效率ꎬ但并没有一致性的规律ꎮ
本研究以巴马猪胎儿成纤维细胞作为研究材

料ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑手段ꎬ制备出携带

人源化 ＨＢＢ 基因突变体的转基因阳性细胞株ꎮ 未

来ꎬ这些阳性细胞可作为核供体ꎬ为下一步创制携

带缺陷型人源化 ＨＢＢ 基因的地贫模型猪奠定基础ꎬ
也为人们研究地贫的发生机制和临床治疗提供珍
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两种黄芪剂量补阳还五汤对海绵体神经损伤性
大鼠勃起功能障碍的治疗效果

周康１＃ꎬ叶妙勇２＃ꎬ赵凡３ꎬ马轲１ꎬ吕伯东４ꎬ５ꎬ６∗ꎬ许增宝７∗

(１. 浙江中医药大学第二临床医学院ꎬ杭州　 ３１００５３ꎻ ２. 温岭市第一人民医院泌尿外科ꎬ浙江 温岭　 ３１７５００ꎻ
３. 南通大学附属医院泌尿外科 /男科ꎬ江苏 南通　 ２２６００１ꎻ ４. 浙江中医药大学附属第二医院泌尿男科ꎬ杭州　 ３１０００５ꎻ

５. 浙江省中医药重点实验室 /男科实验室ꎬ杭州　 ３１００５３ꎻ ６. 浙江中医药大学泌尿男科研究所ꎬ杭州　 ３１０００５ꎻ
７. 湖州市中医院ꎬ浙江 湖州　 ３１３０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究两种黄芪剂量补阳还五汤对海绵体神经损伤性大鼠勃起功能障碍的治疗效果ꎮ 方法　
将 ３２ 只 ＳＤ 大鼠随机平均分成假手术组、模型组、３０ ｇ 组(模型 ＋ 含黄芪 ３０ ｇ 补阳还五汤)、１２０ ｇ 组(模型 ＋ 黄芪

１２０ ｇ 补阳还五汤)ꎻ通过手术对 ＳＤ 大鼠海绵体神经进行钳夹(但不剪断)以造成海绵体神经损伤所致勃起功能障

碍(ｅｒｅｃｔｉｌｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎꎬＥＤ)大鼠模型ꎻ术后 ５ ｄ 采用不同剂量黄芪(分别设置黄芪 ３０、１２０ ｇ)的补阳还五汤灌胃干

预ꎬ假手术组与模型组均予以等量生理盐水灌胃ꎬ每日 １ 次ꎬ连续 ３０ ｄꎮ ３０ ｄ 后测定大鼠阴茎海绵体内压

(ｉｎｔｒａｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＩＣＰ)ꎬＭａｓｓｏｎ 染色技术观察海绵体组织平滑肌与胶原沉积含量ꎬ免疫应荧光技术和

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组神经型一氧化氮合酶 ( ｎｅｕｒｏｎａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ｎＮＯＳ)ꎬ神经丝蛋白轻链多肽

(ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｌｉｇｈｔ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅꎬＮＦ￣Ｌ)ꎬ生长相关蛋白 ４３(ｇｒｏｗｔｈ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ４３ꎬＧＡＰ￣４３)变化ꎮ 结果　 与假手

术组相比ꎬ模型组大鼠 ＩＣＰ 明显降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ阴茎海绵体平滑肌面积 /胶原面积减少(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬＮＦ￣Ｌ、ｎＮＯＳ、
ＧＡＰ４３ 水平明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻ与模型组相比ꎬ３０ ｇ 组与 １２０ ｇ 组大鼠 ＩＣＰ 明显增高(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ阴茎海绵体平滑

肌面积 /胶原面积增高(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３ 水平明显增高(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ其中与 ３０ ｇ 组相比ꎬ１２０ ｇ 组大鼠

ＩＣＰ 明显增高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ阴茎海绵体平滑肌面积 /胶原面积增高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３ 水平明显增高

(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 补阳还五汤可以明显改善大鼠勃起功能障碍ꎬ且«医林改错»原方所载的补阳还五汤治疗效果

更优ꎮ
【关键词】 　 补阳还五汤ꎻ海绵体神经损伤ꎻ勃起功能障碍ꎻ黄芪ꎻ海绵体内压
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(ＮＦ￣Ｌ)ꎬ ｇｒｏｗｔｈ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ４３ (ＧＡＰ￣４３) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＩＣＰ (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｒｅａ ｏｆ ｐｅｎｉｌｅ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ / ｃｏｌｌａｇｅｎ (Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＦ￣Ｌꎬ ｎＮＯＳ ａｎｄ ＧＡＰ４３ (Ｐ< ０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ３０ ｇ ａｎｄ １２０ ｇ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＩＣＰ (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｒｅａ ｏｆ ｐｅｎｉｌｅ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ / ｃｏｌｌａｇｅｎ (Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎＮＯＳꎬ ＮＦ￣Ｌ ａｎｄ ＧＡＰ４３ (Ｐ< ０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ３０ ｇ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ １２０ ｇ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＩＣＰ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｒｅａ
ｏｆ ｐｅｎｉｌｅ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ / ｃｏｌｌａｇｅｎ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎＮＯＳꎬ ＮＦ￣Ｌ ａｎｄ ＧＡＰ４３ (Ｐ< ０􀆰 ０１).
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ＥＤ ｉｎ ｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ
ｒａｔｓ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｄｏｓｅ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ (１２０ ｇ)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ “Ｍｅｄｉｃａｌ Ｆｏｒｅｓｔ Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ”ꎬ ｗａｓ
ｍｏｒｅ ｅｆｆｉｃａｃｉｏｕｓ.

【 Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎꎻ ｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙꎻ ｅｒｅｃｔｉｌｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎꎻ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓꎻ
ｉｎｔｒａｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 勃起功能障碍(ｅｒｅｃｔｉｌｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎꎬＥＤ)是前列腺

癌根治术(ｒａｄｉｃａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅｃｔｏｍｙꎬＲＰ)后最为常见的长期

并发症[１]ꎮ 尽管目前ＲＰ 在不断改进ꎬ但即使采用保留

双侧神经和微创 ＲＰ 仍不可避免地出现一定程度的海

绵体神经(ｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｎｅｒｖｅｓꎬＣＮ)损伤或神经失用ꎬ进而

导致 ＥＤ[２]ꎮ ５ 型磷酸二酯酶抑制剂(ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ
ｔｙｐｅ ５ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓꎬＰＤＥ５ｉ)通常作为 ＲＰ 后 ＥＤ 的一线治

疗ꎬ然而据调查显示ꎬＲＰ 后 ＥＤ 患者于术后服用 ３~３６
个月 ＰＤＥ５ｉꎬ其国际勃起功能指数－５(ＩＩＥＦ￣５)评分没有

显著变化(Ｐ＝０􀆰 ８７)[３]ꎬ可见 ＰＤＥ５ｉ 对 ＲＰ 后 ＥＤ 治疗

效果较为局限ꎮ 从中医角度来看ꎬ笔者所在团队前期

研究得出“气血失和”可能是勃起功能障碍的基本病因

这一结论[４－５]ꎬ故治以益气活血ꎮ
补阳还五汤出自«医林改错»ꎬ由清代医家王清

任所创ꎬ功主益气活血ꎬ且近来大量研究表明补阳

还五汤具有神经保护功能[６－７]ꎮ 胡卫东等[８] 运用加

味补阳还五汤治疗糖尿病性 ＥＤꎬ取得较好的疗效ꎬ
但细观文献中所用黄芪量仅为 ３０ ｇꎬ而原方中所记

载的 １２０ ｇ 相差甚远ꎮ 那么ꎬ补阳还五汤中黄芪剂

量的高低与其神经保护功能从而改善勃起功能障

碍是否密切相关ꎬ值得深入研究ꎮ 本文就这一问

题ꎬ探讨不同黄芪剂量补阳还五汤对海绵体神经损

伤性大鼠勃起功能障碍的治疗效果ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３２ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重(２００ ±

９８７
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１５)ｇꎬ由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供ꎬ
【ＳＣＸＫ(沪)２０１７－０００５】ꎬ并由浙江中医药大学实验

动物中心饲养ꎬ【ＳＹＸＫ(浙)２０１９－００２２】ꎮ 饲养期间

给予啮齿类动物标准颗粒饲料及自由饮水ꎬ控制温

度(２３ ± ２)℃、湿度 ６０％ꎬ１２ ｈ 循环灯光ꎮ 实验过程

中对动物的处理符合 ２００６ 年科技部发布的«关于

善待实验动物的指导性意见»ꎬ所有操作均符合实

验动物伦理学要求(伦理审批号:ＩＡＣＵＣ￣２０１９０９０９－
２６)ꎮ ３２ 只大鼠随机分为 ４ 组ꎬ即假手术组、模型

组、３０ ｇ 组(模型 ＋ ３０ ｇ 黄芪补阳还五汤)、１２０ ｇ 组

(模型 ＋ １２０ ｇ 黄芪补阳还五汤)ꎬ每组 ８ 只ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

补阳还五汤中:赤芍:１５ ｇ、桃仁:１５ ｇ、当归:
１５ ｇ、川芎:１５ ｇ、地龙:１５ ｇ、红花:６ ｇꎬ３０ ｇ组黄芪为

３０ ｇꎬ１２０ ｇ 组黄芪为 １２０ ｇ(所有药材由浙江中医药

大学名中医馆提供)ꎮ 将所有中药浸于 １０ 倍体积

纯水中 ３０ ｍｉｎꎬ然后煮沸 ２ 次ꎬ每次约 １ ｈꎬ合并水煎

液后ꎬ浓缩至水煎液浓度为 １ ｇ / ｍＬꎬ４℃ 冰箱保存

备用ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

戊巴比妥钠(上海优宁维生物科技股份有限公

司ꎬ批号:ａｂｓ４７０４７３７６)ꎬＭａｓｓｏｎ 三色染色试剂盒购

于南京建成科技有限公司(批号:Ｄ０２６－１－３)ꎬ神经

型一氧化氮合酶 ( ｎｅｕｒｏｎａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
ｎＮＯＳ)抗体(Ａｂｃａｍꎬ批号:ａｂ１５２８０)ꎬ神经丝蛋白轻

链多肽( ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｌｉｇｈｔ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅꎬＮＦ￣Ｌ) 抗体

(Ａｂｃａｍꎬ批号:ａｂ１３４４６０)ꎬ生长相关蛋白 ４３(ｇｒｏｗｔｈ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ４３ꎬ ＧＡＰ￣４３ ) 抗体 ( ＣＳＴꎬ 批 号:
５３０７Ｓ)ꎮ

ＭＰ１６０ 型 １６ 通道生理记录分析系统购于美国

ＢＩＯＰＡＣ 公司ꎻＭａｓｔｅｒ－８ 可编程刺激器购于以色列

ＡＭＰＩꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 垂直电泳槽(ＭＰ￣８００１ꎬ北京凯元

伯乐生物科技有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模及干预方法

参考课题组前期研究的造模方法[９]ꎬ将 ＳＤ 大

鼠腹腔内注射 ３％戊巴比妥钠进行麻醉ꎮ 剃除腹腔

部绒毛ꎬ并用碘酒进行术前消毒ꎮ 于大鼠下腹部中

线处作一纵行切口ꎬ暴露前列腺组织ꎮ 在外科显微

镜下于背侧前列腺外侧叶表面找到盆腔神经节及

其发出的海绵体神经ꎬ利用止血钳钳夹海绵体神经

２ ｍｉｎꎬ继而还原周围组织正常解剖结构并逐层缝合

关服ꎮ 术后抗生素喂养 ５ ｄꎮ 假手术组分离出海绵

体神经后ꎬ不作钳夹处理ꎬ余同上ꎮ 术后 ５ ｄ 起开始

给药ꎬ给药剂量根据常用实验动物及人的体表面积

比例进行剂量换算ꎬ给以 １２􀆰 ８ ｇ / ｋｇ 对应黄芪剂量

的补阳还五汤灌胃ꎬ假手术组与模型组均予以等量

生理盐水灌胃ꎮ 每天 １ 次ꎬ连续 ３０ ｄꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＩＣＰ 检测

灌胃 ３０ ｄ 后ꎬ腹腔内注射 ３％戊巴比妥钠进行

麻醉后仰卧固定ꎬ如造模方法中所操作暴露海绵体

神经ꎻ阴茎包皮纵行切口ꎬ分离皮肤与白膜ꎬ暴露阴

茎海绵体ꎬ插入 ２５Ｇ 金属针头后连接 ＰＥ５０ 管ꎬ置管

连接于压力换能器ꎬ以测定阴茎海绵体内压ꎮ 双极

电钩刺激海绵体神经ꎬ记录 ＩＣＰꎬ电刺激参数:５ Ｖꎬ
１５ Ｈｚꎬ５ ｍｓꎬ刺激持续时间 １ ｍｉｎꎬ每次刺激间隔

５ ｍｉｎ[１０]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本收集

ＩＣＰ 测定后ꎬ使用眼科剪离断阴茎根部ꎬ分离阴

茎龟头部分ꎬ取阴茎ꎬ于 ＰＢＳ 中冲洗ꎬ去除海绵体内

血液ꎮ 冲洗完的阴茎组织分为三段ꎬ一段在预冷

ＰＢＳ 中分离去除尿道、筋膜后放入－８０℃冰箱保存ꎬ
用于后续 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测ꎻ剩余阴茎组织放入 ４％
多聚甲醛中固定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

经聚甲醛溶液固定的阴茎组织ꎬ常规石蜡包埋

切片ꎬ蒸馏水润湿玻片 ３０ ｓꎬ核染液染色 ６０ ｓꎬ丢弃ꎬ
冲洗液冲洗 ３０ ｓꎮ 浆染液染色 ３０ ｓꎬ丢弃ꎬ冲洗液冲

洗 ３０ ｓꎮ 黄色分色液分色 ８ ｍｉｎ 左右弃去分色液ꎬ
直接用蓝色复染液染色 ５ ｍｉｎ 左右ꎬ丢弃ꎬ使用无水

乙醇冲洗干净ꎬ载玻片吹干后使用封片剂封片ꎬ显
微镜下观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫荧光检测

经聚甲醛溶液固定的阴茎组织ꎬ常规石蜡包埋

切片ꎬ石蜡切片常规脱蜡至水ꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次

３ ｍｉｎꎻ３％ Ｈ２Ｏ２ 室温孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗ꎻ微波温

和修复 １５ ｍｉｎꎻＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻ５％山羊血清室温封

闭 ３０ ｍｉｎꎻ按 １ ∶２００ 稀释比例分别加入抗 ｎＮＯＳ、ＮＦ￣
Ｌ、ＧＡＰ４３ 一抗ꎬＤＡＰＩ 行细胞核染色ꎬ４℃ 过夜后分

别加入 １ ∶１０００ 稀释的荧光二抗ꎬ避光孵育 １ ｈꎬ滴加

抗荧光衰减封片剂封片后置于 ４℃条件下保存ꎬ荧
光显微镜下观察拍片ꎬ并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测定阳性区

域的面积ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

取剩余阴茎组织研磨成匀浆ꎬ加入 ＲＩＰＡ 裂解

液置于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ ４℃ 离心

１５ ｍｉｎꎮ 离心获得蛋白用 ＢＣＡ 法测定浓度ꎬ加入

０９７
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５ × 蛋白上样缓冲液 ９５℃ 变性 １０ ｍｉｎꎻ１０％ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白ꎬ电泳后的蛋白样品转移

到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ然后用 ５％的脱脂奶粉室温封闭 １ ｈꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后加入相应一抗 ４℃孵育过夜ꎻ次日

ＴＢＳＴ 洗去一抗ꎬ加入对应种属的二抗ꎬ室温孵育

１ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ去离子水洗膜 １ 次之后ꎬ用
ＯＤＹＳＳＥＹ 双色红外激光成像系统扫膜ꎬ并使用

Ｉｍａｇｅ Ｓｔｕｄｉｏ Ｖｅｒ ２􀆰 ０ 软件处理实验结果ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

计量资料均采用平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ
并采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件分析数据ꎮ 两组间比较采用

独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ
Ｐ< ０􀆰 ０５为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 海绵体神经解剖位置、夹损及阴茎海绵体内压

测定

盆神经节于两侧前列腺背外侧方ꎬ呈“人”字

形ꎬ其传出神经即为海绵体神经(图 １ａ)ꎻ海绵体神

经夹损(图 １ｂ)ꎻＩＣＰ 测定方法(图 １ｃ)ꎮ

注:红色箭头所指为平滑肌ꎮ 与假手术组比较ꎬ＆＆Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与模型组比较ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与 ３０ ｇ 组比较ꎬ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色显示大鼠阴茎海绵体组织中平滑肌和胶原纤维含量(ｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ＆＆Ｐ< ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ３０ ｇꎬ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍａｓｓｏｎ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｏｎｇｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔ ｐｅｎｉｓｅｓ(ｎ＝ ３)

注:ａ:海绵体神经解剖位置ꎻｂ:海绵体神经夹损造成 ＥＤꎻｃ:ＩＣＰ 测定ꎮ

图 １　 海绵体神经解剖位置、夹损及阴茎海绵体内压测定

Ｎｏｔｅ. ａ. ａｎａｔｏｍｉｃ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｎｅｒｖｅ. ｂ. ＥＤ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｃａｖｅｒｎｏｕｓ
ｎｅｒｖｅ ｃｌｉｐｐｅｄ. ｃ. ＩＣＰ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｎｅｒｖｅꎬ
ｃｌｉｐ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ＩＣＰ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

２􀆰 ２　 大鼠阴茎海绵体组织 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色

各组大鼠阴茎海绵体组织 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色中ꎬ
大鼠海绵窦内平滑肌如图 ２ａꎬ红色箭头所示ꎮ 与假

手术组比较ꎬ模型组大鼠阴茎海绵体平滑肌面积 /
胶原面积显著下降(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与模型组比较ꎬ３０ ｇ
组及 １２０ ｇ 组大鼠阴茎海绵体平滑肌面积 /胶原面

积明显提高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ与 ３０ ｇ 组比较ꎬ１２０ ｇ 组大

鼠阴茎海绵体平滑肌面积 /胶原面积提高有统计学

意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)(见图 ２ｂ)ꎮ
２􀆰 ３　 大鼠阴茎海绵体内压测定

与假手术相比ꎬ模型组大鼠勃起时 ＩＣＰ 具有显

著性差异(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ即造模成功ꎬ与模型组相比ꎬ
３０ ｇ 组与 １２０ ｇ 组 ＩＣＰ 均有显著提高(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ与
３０ ｇ 相比ꎬ１２０ ｇ 组大鼠 ＩＣＰ 明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)
(见图 ３)ꎮ
２􀆰 ４　 大鼠海绵体神经免疫荧光检测

相对于假手术组ꎬ模型组大鼠海绵体神经中

ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３ 含量在海绵体神经损伤后显著

降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ经补阳还五汤治疗后ꎬ３０ ｇ 组和

１２０ ｇ 组大鼠阴茎海绵体神经中 ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３
表达量显著增高(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ且 １２０ ｇ 组表达量显著

高于 ３０ ｇ 组(Ｐ< ０􀆰 ０１)(见图 ４)ꎮ
２􀆰 ５　 各组大鼠海绵体组织 ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３ 含
量变化

与假手术组相比ꎬ模型组大鼠海绵体组织中

ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ 显著下降(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬＧＡＰ４３ 显著提高

(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻ与模型组相比ꎬ ３０ ｇ 组和 １２０ ｇ 组

ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３ 含量显著升高(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻ与 ３０
ｇ 组相比ꎬ１２０ ｇ 组 ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３ 含量明显增

加(Ｐ< ０􀆰 ０１)(见图 ５)ꎮ

１９７
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图 ３　 各组大鼠海绵体内压测定结果(ｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＩＣＰ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ３)

图 ４　 大鼠海绵体神经免疫荧光检测(× １００ꎬｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｏｆ ｃａｖｅｒｎｏｓｕｍ ｎｅｒｖｅ ｉｎ ｒａｔｓ(× １００ꎬｎ＝ ３)
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图 ５　 各组大鼠海绵体 ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３ 表达变化(ｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ ａｎｄ ＧＡＰ４３ ｉｎ ｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ ３)

３　 讨论

海绵体神经损伤属于周围神经损伤ꎬ祖国医学

中无此病名ꎬ但据其临床表现症状ꎬ与中医所谓“痹
症”和“痿证”颇为相似ꎬ当属经络伤之范畴ꎮ «广嗣

纪要􀅰协期»曰:“气至则血至ꎬ阴茎则勃起刚”ꎬ可见

男性的勃起需要健全的血气运行[１１]ꎬ反而言之ꎬ当
气血运行受阻则“血少不充ꎬ阴茎不怒”ꎮ ＲＰ 后 ＥＤ
病机多为经络不通ꎬ经气不续ꎬ气虚血滞ꎬ以致阴茎

痿而不用ꎮ 针对此病机ꎬ可考虑将益气活血法运用

于临床治疗 ＲＰ 术后 ＥＤꎮ 且中药药理学研究表明ꎬ
益气活血方剂具有改善微循环、血液流变学、抗氧

化等药理作用ꎬ可见ꎬ益气活血法或可于多方面调

节、纠正 ＲＰ 后 ＥＤꎮ
补阳还五汤出自«医林改错»ꎬ是经典的益气活

血方ꎬ 大量研究结果表明ꎬ 补阳还五汤可通过

ＳＩＲＴ１ / ＶＥＧＦ 通路、减少自然杀伤细胞浸润、改善微

循环等多个方面修复大鼠神经损伤[１２－１４]ꎻＰａｎ 等[１５]

通过手术造成大脑中动脉闭塞性神经损伤大鼠模

型ꎬ随后予以补阳还五汤灌胃干预ꎬ灌胃后第 ７ 天与

第 １４ 天大鼠神经损伤明显改善ꎻ刘青龙[１６] 以补阳

还五汤口服加药浴的方式干预坐骨神经损伤大鼠

模型ꎬ干预后第 ２、４、６ 周ꎬ模型组大鼠坐骨神经传导

速度较对照组显著增快ꎻ且临床数据显示ꎬ补阳还

五汤能够明显改善缺血性卒中患者神经功能ꎬ经治

疗后 ＮＩＨＳＳ 评分、ＡＤＬ 评分显著提高[１７]ꎮ 也有学

者通过研究证实ꎬ补阳还五汤能够改善博莱霉素诱

导的小鼠肺纤维化[１８]ꎮ 而临床上使用补阳还五汤

治疗勃起功能障碍也有报道ꎬ胡卫东等[８] 运用加味

补阳还五汤治疗糖尿病性 ＥＤꎬ亦取得较好的疗效ꎬ
但细观文献中所用黄芪量仅为 ３０ ｇꎻ且中华人民共

和国药典中生黄芪最大用量也仅为 ３０ ｇ[１９]ꎬ而原方

中重用黄芪 １２０ ｇꎻ仝小林认为“重剂起沉疴”ꎬ治疗

ＥＤ 时一般重用生黄芪 １２０ ｇ[２０]大补元气ꎬ令气旺血

行ꎮ 那么黄芪用量是否与其神经保护效果、改善勃

起效果具有密切相关性ꎬ值得研究ꎮ
本实验通过钳夹 ＳＤ 大鼠海绵体神经造成 ＥＤ

模型后予以不同黄芪剂量的补阳还五汤灌胃干预ꎬ
使用 ＩＣＰ 测定评估大鼠勃起功能ꎻ实验结果表明:模
型组大鼠 ＩＣＰ 水平显著降低ꎬ而相对于模型组而言ꎬ
３０ ｇ 组与 １２０ ｇ 组大鼠 ＩＣＰ 明显升高ꎬ且 １２０ ｇ 组高

于 ３０ ｇ 组ꎬ这表明了补阳还五汤确实能改善大鼠勃

起功能障碍ꎬ且 １２０ ｇ 组治疗效果优于 ３０ ｇ 组ꎮ 从

分子水平来看ꎬ模型组大鼠阴茎海绵体组织 ＮＦ￣Ｌ、
ｎＮＯＳ、ＧＡＰ４３ 表达量显著降低ꎬ阴茎海绵体组织胶

原纤维面积增大ꎬ补阳还五汤灌胃干预后ꎬ３０ ｇ 组与

１２０ ｇ 组大鼠 ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３ 表达量基于模型

组有所提高ꎬ且 １２０ ｇ 组与 ３０ ｇ 组的差异有统计学

意义ꎮ ｎＮＯＳ 可以通过催化左旋精氨酸来产生 ＮＯꎬ
而 ＮＯ 则为体内主要的舒张血管的物质ꎬ通过舒张

神经滋养血管进而发挥保护神经的作用[２１－２２]ꎬ
ＧＡＰ４３ 在神经元支撑、营养、保护、轴突再生等方面

起到重要的作用[２３－２４]ꎬ在神经修复过程中表达上

调ꎬ被认为是神经损伤后再生的重要指标[２５]ꎻＮＦ￣Ｌ
作为细胞骨架组成主要组成成分ꎬ对于维持神经形

态具有十分重要的作用[２６]ꎬ神经损伤后失去营养作

用ꎬ不能维持正常形态导致神经细胞结构发生改

变ꎬ最终导致 ＮＦ￣Ｌ 表达量下降ꎮ 本研究中各组大

鼠 ｎＮＯＳ、ＮＦ￣Ｌ、ＧＡＰ４３ 表达量的变化为补阳还五汤

在神经保护再生方面作用提供了确切依据ꎬ也说明

了补阳还五汤可通过保护、修复海绵体神经从而改

善勃起功能障碍ꎮ 然而从 Ｍａｓｓｏｎ 染色中可看到ꎬ模
型组大鼠海绵体平滑肌含量下降ꎬ胶原含量增加ꎬ
而 ３０ ｇ 组与 １２０ ｇ 组大鼠阴茎海绵体胶平滑肌含量

３９７
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增加ꎬ原纤维含量降低ꎬ海绵体平滑肌在海绵体组

织中占 ４５％ꎬ其作为阴茎的重要组成部分ꎬ在阴茎

勃起的启动和维持中发挥关键作用[２７]ꎬＣｈｏ 等[２８]提

出海绵体损伤是引起阴茎纤维化的重要因素ꎬ与本

实验结果相符ꎻ同时也意味着补阳还五汤在保护修

复神经的同时还能在一定程度上改善阴茎组织纤

维化从而改善勃起功能ꎬ但其确切机制有待深入

研究ꎮ
综上所述ꎬ补阳还五汤可以通过神经修复有效

改善大鼠勃起功能障碍并能在一定程度上改善阴

茎海绵体组织纤维化ꎬ且«医林改错»原方所用高剂

量黄芪用量的补阳还五汤治疗效果更为显著ꎮ
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Ｗｕ ＹＪꎬ Ｇｕ ＷＹ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｂｕ￣
Ｙａｎｇ￣Ｈｕａｎ￣Ｗｕ￣Ｔａｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎ
ｓｔｒｏｋｅ￣ｐｒｏｎｅ ｓｐｏｎｔａｎｅａｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ( ＳＨＲ / ＳＰ ) ｒａｔｓ [ Ｊ ] .
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２００６ꎬ １６(８): ４６３－４６５.

[２３] 　 Ｍａ Ｌꎬ Ｓｈｅｎ ＣＡꎬ Ｇａｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
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ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｉｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍａｃｒｏｐｇｈａｇｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ[ Ｊ ] . Ｃｏｌｌｏｉｄｓ Ｓｕｒｆ Ｂ Ｂｉｏｉｎｔｅｒｆａｃｅｓꎬ ２０１６ꎬ

１４２: ２９７－３０６.
[２４] 　 Ｌｅｉ Ｌꎬ Ｔａｎｇ Ｌ. Ｓｃｈｗａｎｎ ｃｅｌｌｓ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ

Ｓ１００Ａ４ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ＧＡＰ４３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｐｉｒａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ[Ｊ] . Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄꎬ ２０１７ꎬ ８(４): ４０４－４１０.

[２５] 　 Ｔａｌｍａｎ Ｖꎬ Ａｍａｄｉｏ Ｍꎬ Ｏｓｅｒａ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｃ１ ｄｏｍａｉｎ￣ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｉｓｏｐｈｔｈａｌａｔｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ＨＭＩ － １ｂ１１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｎｅｕｒｉｔｅ ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ＧＡＰ￣４３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＫＣα ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ
ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０１３ꎬ ７３: ４４－５４.

[２６] 　 Ｇｌａｕｓｅｒ Ｔꎬ Ｂｅｎ￣Ｍｅｎａｃｈｅｍ Ｅꎬ Ｂｏｕｒｇｅｏｉｓ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. ＩＬＡＥ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ: ｅｖｉｄｅｎｃｅ￣ｂａｓｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃ
ｄｒｕｇ ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ａｓ ｉｎｉｔｉａｌ ｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｅｐｉｌｅｐｔｉｃ
ｓｅｉｚｕｒｅｓ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ [ Ｊ] . Ｅｐｉｌｅｐｓｉａꎬ ２００６ꎬ ４７ ( ７): １０９４
－１２０.

[２７] 　 乐岭ꎬ 王永ꎬ 向光大ꎬ 等. 津力达对高糖环境下大鼠阴茎海

绵体平滑肌细胞表型转化的影响[ Ｊ] . 华南国防医学杂志ꎬ
２０１８ꎬ ３２(１２): ８１７－８２１ꎬ ８３７.
Ｌｅ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｘｉａｎｇ ＧＤ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉｎｌｉｄａ ｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｐｕｓ ｃａｖｅｒｎｏｓｕｍ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｍｉｌ Ｍｅｄ Ｊ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎꎬ ２０１８􀆰
３２(１２): ８１７－８２１ꎬ ８３７.

[２８] 　 Ｃｈｏ ＭＣꎬ Ｓｏｎｇ ＷＨꎬ Ｐａｉｃｋ ＪＳ. Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｖｅｒｎｏｓａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ[Ｊ] . Ｓｅｘ Ｍｅｄ Ｒｅｖꎬ ２０１８ꎬ ６(４): ５７２－５８２.

[收稿日期] 　 ２０２０－０７－１４

５９７



２０２０ 年 １２ 月

第 ２８ 卷　 第 ６ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０
Ｖｏｌ. ２８　 Ｎｏ. ６

张茹鑫ꎬ李承罡ꎬ杜若琛ꎬ等. 人脐带间充质干细胞对自然衰老大鼠海马自噬水平的影响[ Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８
(６): ７９６－８０４.
Ｚｈａｎｇ ＲＸꎬ Ｌｉ ＣＧꎬ Ｄｕ ＲＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌｌｙ ａｇｉｎｇ ｒａｔ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(６): ７９６－８０４.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０６􀆰 ００９
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Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｋｅｙ Ｒ＆Ｄ ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ( ２０１８０３Ｄ３１０６８)ꎬ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ( ２０１８０１Ｄ１２１２１２ꎬ
２０１９０１Ｄ２１１３１９ꎬ２０１９０１Ｄ１１１３８４)ꎬ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｃｏｌｌｅｇｅｓ ａｎｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ( ２０１９Ｌ０４４５ꎬ
２０１９Ｌ０４１８).
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李承罡(１９７１—)ꎬ男ꎬ副主任医师ꎬ研究方向:脊柱脊髓损伤ꎮ Ｅｍａｉｌ: ｌｃｇｓｙｄｅｙｊｚｋ＠ １６３.ｃｏｍꎮ
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人脐带间充质干细胞对自然衰老大鼠海马
自噬水平的影响

张茹鑫１ꎬ李承罡２∗ꎬ杜若琛１ꎬ原一桐１ꎬ李宵１ꎬ赵碧春１ꎬ张玉娟１ꎬ王春芳１∗

(１. 山西医科大学实验动物中心ꎬ太原　 ０３０００１ꎻ ２. 山西医科大学第二医院ꎬ太原　 ０３０００１)

　 　 【摘要】 　 目的 　 本研究探究移植人脐带间充质干细胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ
ｈＵＣＭＳＣｓ)是否能通过调节自然衰老大鼠自噬水平来改善学习记忆及认知衰退ꎮ 方法　 ＳＤ 大鼠屏障环境饲养至

衰老年龄(２４ 月龄)ꎬ行为学挑选出认知衰退明显的老年鼠ꎬ分为细胞移植组(Ｈ 组)和生理盐水组(Ｃ 组)ꎬ３ 月龄

ＳＤ 大鼠为正常组(Ｎ 组)ꎮ Ｈ 组:尾静脉注射 ｈＵＣＭＳＣｓ 细胞混悬液 ５００ μＬꎬ剂量为每只 ２ × １０６ 个ꎬＣ 组和 Ｎ 组分

别尾静脉注射无菌生理盐水ꎮ 时间均为每周 １ 次ꎬ连续 ４ 周ꎮ 通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫ꎬＹ 迷宫及新物体识别实验观察其

学习记忆能力变化ꎻ通过 ＨＥ 染色观察大鼠海马神经元形态改变ꎻ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测海马 ＬＣ３ＩＩ / Ｉ、Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｐ６２
的相对表达量ꎮ 结果　 (１)行为学结果显示 Ｈ 组和 Ｎ 组学习记忆能力显著高于 Ｃ 组ꎮ (２)ＨＥ 染色中 Ｈ 组和 Ｎ 组

海马 ＣＡ１ 区和 ＤＧ 区神经细胞排列较规整ꎬ细胞结构完整ꎬ细胞核饱满ꎬＣ 组 ＣＡ１ 区神经元数量减少ꎬ细胞排列疏

松ꎬ细胞核固缩ꎬ呈退行性病变ꎮ (３)Ｈ 组和 Ｎ 组中 Ｐ６２ 蛋白含量显著低于 Ｃ 组ꎬＢｅｃｌｉｎ１ 和 ＬＣ３Ⅱ /Ⅰ 显著高于 Ｃ
组ꎮ 结论　 静脉注射人脐带间充质干细胞改善自然衰老大鼠的学习记忆及认知衰退ꎬ可能与干预后自噬水平的恢

复有关ꎮ
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ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ (ｇｒｏｕｐ Ｃ). Ｆｏｒ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎꎬ ａ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ (ｇｒｏｕｐ Ｎ) ｏｆ ３￣ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄ ｒａｔｓ ｗａｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ. Ｒａｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｈ
ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ２×１０６ ｈＵＣＭＳＣｓ ｉｎ ａ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ５００ μＬ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ. Ｒａｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｃ ａｎｄ Ｎ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ａｎ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ｓａｌｉｎｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ. Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎｃｅ ｐｅｒ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅꎬ Ｙ ｍａｚｅꎬ ａｎｄ ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ. Ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＬＣ３ＩＩ / Ｉꎬ Ｂｅｃｌｉｎ１ꎬ ａｎｄ ｐ６２ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ａｎａｌｙｓｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｂｅｔｔｅｒ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｈ ａｎｄ Ｎ ｔｈａｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ＣＡ１ ａｎｄ ＤＧ ａｒｅａｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｍｏｒｅ ｒｅｇｕｌａｒ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｓꎬ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｅｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｉｎｔａｃｔ
ｎｕｃｌｅｉ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｈ ａｎｄ Ｎ. Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＡ１ ａｒｅａ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ｃｅｌｌ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｗａｓ ｌｏｏｓｅꎬ
ｎｕｃｌｅｉ ｗｅｒｅ ｓｈｒｕｎｋｅｎꎬ ａｎｄ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｗａｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ. ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ
ｇｒｏｕｐｓ Ｈ ａｎｄ Ｎ ｔｈａｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ ｗｈｉｌｅ Ｂｅｃｌｉｎ１ ａｎｄ ＬＣ３ＩＩ / Ｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｈ ａｎｄ Ｎ ｔｈａｎ
ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈＵＣＭＳＣｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｌｅａｒｎｉｎｇꎬ ｍｅｍｏｒｙꎬ ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｉｎ
ｎａｔｕｒａｌｌｙ ａｇｉｎｇ ｒａｔｓꎬ ｐｒｅｓｕｍａｂｌｙ ｂｙ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｇｉｎｇꎻ ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｃｌｉｎｅꎻ ｒａｔｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 随着全球人口老龄化的进程日益加快ꎬ衰老已

经成为国内外神经科学与衰老生物学研究的热点

问题ꎬ而脑是受衰老影响最大的器官之一ꎬ脑的衰

老会引起大脑内微环境的改变ꎬ主要表现为树突棘

密度的降低、树突数量的减少以及突出后模致密物

的变薄ꎬ这些被认为是衰老时记忆力减退、认知功

能衰退的原因ꎮ 研究显示ꎬ在自然衰老的机体中ꎬ
ＡＴＧ 蛋白或自噬诱导所需要的其他蛋白如 Ｓｉｒｔｕｉｎ１
表达下调[１－２]ꎮ 有研究显示ꎬ通过对酿酒酵母菌中

年龄老化因子的无偏筛选ꎬ发现了多个具有自噬缺

陷的短寿突变体(包括 １１７ 个短寿突变体中的 １０ 个

ＡＴＧ 突 变) [３]ꎮ 在 阿 尔 兹 海 默 症 ( Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＤ)和亨廷顿病中ꎬ自噬有神经保护的作

用[１]ꎮ 在正常人类衰老大脑中ꎬ自噬相关基因 ５
( ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ５ꎬ Ａｔｇ５ )ꎬ 自 噬 相 关 基 因 ７
(ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ７ꎬＡｔｇ７)和 Ｂｅｃｌｉｎ １ 表达下调ꎬ与
年龄相关的骨关节炎中 ＵＮＣ￣５１ 样激酶 １(ＵＮＣ￣５１￣
ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ １ꎬＵＬＫ１)、Ｂｅｃｌｉｎ１ 和微管相关蛋白 １ 轻

链 ３ ＩＩ / Ｉ(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ１ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ
３ ＩＩ / ＩꎬＬＣ３ＩＩ / Ｉ)表达也下调[４－５]ꎮ 这些发现表明ꎬ自
噬的减弱可能是造成衰老表型的一种原因ꎬ因此提

高自噬是抗衰老的有效手段ꎮ
人脐带间充质干细胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬｈＵＣＭＳＣｓ)自发现以来ꎬ就因

其具有高度的自我更新和多向分化潜能而备受关

注ꎬ已经被用于多种疾病的基础研究和临床试验研

究ꎮ 文献报道ꎬｈＵＣＭＳＣｓ 通过改善突触可塑性和内

源性神经发生恢复了老年小鼠海马依赖性学习记

忆能力[６]ꎮ 有研究显示 ｈＵＣＭＳＣｓ￣ｅｘｏ 可以诱导自

噬并 且 穿 过 血 脑 屏 障 到 达 灰 质ꎬ 减 轻 帕 金 森

(Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＰＤ)大鼠模型的不对称旋转缺

陷[７]ꎮ 在膀胱肿瘤中通过 ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路ꎬ使
Ａｔｇ５、Ａｔｇ７ 和 Ｂｅｃｌｉｎ１ 上调并使磷酸化蛋白激酶 Ｂ
(ｐ￣Ａｋｔ)、磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 ( ｐ￣
ｍＴＯＲ)下调增强膀胱肿瘤自噬性[８]ꎮ 在器官退行

性病变中ꎬ移植人脐带间充质干细胞后使各脏器中

自噬 相 关 蛋 白 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ＩＩ / Ｉ 高 表 达ꎬ 证 明

ｈＵＣＭＳＣｓ 通过调节自噬提高机体抗氧化应激的能

力来延缓衰老[９]ꎮ 但 ｈＵＣＭＳＣｓ 对于衰老进程中引

起的脑部自噬水平紊乱是否有调节作用ꎬ以及是否

可以通过移植来调控自噬的发生改善认知功能方

面的报道较少ꎮ 因此ꎬ本研究目的是评估静脉注射

ｈＵＣＭＳＣｓ 对自然衰老引起的认知障碍的作用及调

节脑部海马区自噬水平的潜力ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

５０ 只 ２４ 月龄清洁级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重约为

８００ ｇꎻ１５ 只 ３ 月龄清洁级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重约为

３００ ｇꎮ 购于山西医科大学实验动物中心【ＳＣＸＫ(晋)
２０１９－０００５】ꎬ饲养于山西医科大学实验动物中心屏障

７９７
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环境中【ＳＹＸＫ(晋)２０１９－０００７】ꎮ 饲养环境:昼夜各

半循环照明ꎬ湿度恒定ꎬ温度控制在 ２２~２５℃ꎮ 所有

操作均符合实验大鼠的饲养过程和其他实验操作均

符合实验动物伦理学要求(审批号:ＳＹＤＬ２０２０００４)以
及中华人民共和国«实验动物管理条例»ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ａｎｔｉ￣ＬＣ３ＩＩ / Ｉ Ｒａｂｂｉｔ ｐＡｂ ( Ｗａｎｌｅｉｂｉｏꎬ
ＷＬ０１５０６ )ꎬ Ａｎｔｉ￣Ｐ６２ Ｒａｂｂｉｔ ｐＡｂ ( Ｗａｎｌｅｉｂｉｏꎬ
ＷＬ０２３８５)ꎬ Ａｎｔｉ￣Ｂｅｃｌｉｎ１ Ｒａｂｂｉｔ ｐＡｂ ( Ｗａｎｌｅｉｂｉｏꎬ
ＷＬ０２５０８)ꎬ Ａｎｔｉ － β￣ａｃｔｉｎ Ｒａｂｂｉｔ ｐＡｂ ( Ｗａｎｌｅｉｂｉｏꎬ
ＷＬ０１３７２)ꎬ ＨＲＰ Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣
ｒａｂｂｉｔ / ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ ( ＢＯＳＴＥＲꎬ ＢＡ１０５４)ꎬ ＰａｇｅＲｕｌｅｒＴＭ

Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌａｄｄｅｒ ( Ｔｈｅｒｍｏ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭꎬ
２６６１６)ꎬＢｅｙｏ ＥＣＬ Ｓｔａｒ ( Ｂｅｙｏｔｉｍｅꎬ Ｐ００１８ＡＦＴ)ꎬＨＥ
染色试剂盒( ＳｏｌａｒｂｉｏꎬＧ１１２０)ꎬ通用型组织固定液

(ＳｅｒｖｉｃｅｂｉｏꎬＧ１１０１)ꎮ
Ｍｏｒｒｉｓ 水 迷 宫 和 动 物 运 动 轨 迹 跟 踪 系 统

(Ｎｏｌｄｕｓꎬ荷兰)ꎬＹ 迷宫实验箱(自制)ꎬ新物体识别

实验箱(自制)ꎬ细胞培养箱(Ｈｅａｌ ＦｏｒｃｅꎬＨＦ２４０ꎬ中
国)ꎬ石蜡切片机(Ｌｅｉｃａ ＲＭ ２２４５ꎬ德国)ꎬ荧光显微

镜(ＯＬＹＭＰＵＳꎬ日本)ꎬ电泳仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎬ转膜

仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎬ高灵敏度化学发光成像系统

(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

经过行为学筛选出现学习认知衰退的 ２４ 月龄

大鼠 ３０ 只ꎬ再将其随机分为:细胞移植组(Ｈ 组)
(１５ 只)ꎬ生理盐水组(Ｃ 组) (１５ 只)ꎮ ３ 月龄大鼠

分为:正常年轻组(Ｎ 组) (１５ 只)ꎮ Ｈ 组:尾静脉注

射 ｈＵＣＭＳＣｓ 细胞混悬液 ５００ μＬꎬ剂量为每只 ２ ×
１０６ 个ꎮ Ｃ 组和 Ｎ 组分别尾静脉注射 ＮａＣｌꎬ连续 ４
次ꎮ 细胞移植组所有大鼠均无脱失ꎬ注射细胞后无

免疫排斥反应和急性毒性反应ꎬ注射后 １ 个月时间

内所有 ＳＤ 大鼠也均无其他异常现象ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞培养

脐带组织来源于山西省儿童医院ꎬ经伦理委员

会批准并经过产妇及家属知情同意ꎮ 细胞培养方

法参照[１０]ꎬ将第 ３ ~ ４ 代细胞用 ０􀆰 ２５％胰酶 / ＥＤＴＡ
消化后ꎬ再用 ０􀆰 ９％的生理盐水漂洗ꎬ重悬细胞并调

整密度为每毫升 ４ × １０６ 个ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 新物体识别

细胞注射结束 １ 周后ꎬ开始新物体识别实验ꎮ
实验方法参照[１１] 新物体识别概率视为新物体探索

次数 /总探索次数 × １００％表示[１２]ꎬ新物体辨别系数

视为(新物体探索时间 － 旧物体探索时间) / (新物

体探索时间 ＋ 旧物体探索时间)表示[１３]ꎮ 数据采

集处理由 ＡＮＹ￣Ｍａｚｅ 软件(Ｓｔｏｅｌｉｎｇꎬ美国)完成ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｙ 迷宫

新物体识别实验结束 １ ｄ 后ꎬ开始 Ｙ 迷宫实验ꎮ
自发交替行为测试:用于测试大鼠短期工作记忆能

力ꎮ 实验开始时ꎬ将大鼠放入 Ｙ 迷宫任意臂末端ꎬ
任其自由探究 ８ ｍｉｎꎬ摄像系统记录动物的活动ꎬ记
录分析大鼠的进入各臂的顺序和总次数ꎬ并计算交

替正确率ꎮ 交替正确率＝进臂正确的次数 / (进臂总

次数－２)×１００％[１４]ꎮ
新异臂探索实验:用于检测大鼠的空间探索能

力ꎬ分为两部分:训练期ꎬ用挡板将新异臂隔开ꎬ将
大鼠放入剩余某臂中ꎬ并使其自由活动 １０ ｍｉｎꎬ２４ ｈ
后进行测试部分ꎮ 测试期ꎬ取出挡板ꎬ将大鼠随机

放入一臂中ꎬ使其在实验箱内活动 ５ ｍｉｎꎮ 录像并记

录每只大鼠进入新异臂的次数ꎮ 数据采集处理由

ＡＮＹ￣Ｍａｚｅ 软件(Ｓｔｏｅｌｉｎｇꎬ美国)完成ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫

Ｙ 迷宫结束 １ ｄ 后ꎬ开始 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验ꎮ
用来测试大鼠的长期工作记忆能力ꎮ 实验方法参

照[１５]ꎬ数据采集处理由 Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ ３􀆰 ０ 软件(Ｎｏｌｄｕｓ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ荷兰)完成ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＨＥ 染色

大鼠腹腔注射 １％的戊巴比妥钠(５０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ
完全麻醉后暴露心脏ꎬ先用 １８０ ｍＬ ０􀆰 ９％无菌生理

盐水冲洗ꎬ然后 １８０ ｍＬ ４％多聚甲醛灌注ꎮ 待灌注

成功后ꎬ分离出大脑ꎬ置于 ４％多聚甲醛内常温固定

２４ ｈꎬ制作石蜡切片ꎬ然后进行 ＨＥ 染色ꎬ最后中性

树脂封片后镜下观察并拍片记录ꎮ 通过 ＨＥ 染色观

察海马内部细胞的结构变化ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

将 ＳＤ 大鼠麻醉后快速断头ꎬ冰上取出大鼠新

鲜海马组织ꎬ－８０℃冷冻保存ꎮ 取出加入组织裂解

液冰上研磨、低温离心提取总蛋白ꎮ 利用 ＢＣＡ 法检

测蛋白浓度ꎬ各样本内蛋白含量根据标准曲线计

算ꎮ 每组取 ４０ μｇ 进行聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)ꎬ再将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ封闭用含 ５％
脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 缓冲液ꎬ室温摇床封闭 １􀆰 ５ ｈꎬ将
封闭好的 ＰＶＤＦ 膜浸泡在以 ＴＢＳＴ 稀释的 ＬＣ３ＩＩ / Ｉ
(１ ∶７５０)ꎬＰ６２ (１ ∶ １０００)ꎬＢｅｃｌｉｎ１ (１ ∶ ７５０)ꎬβ￣ａｃｔｉｎ
(１ ∶１０００)一抗中ꎬ４℃条件下孵育过夜ꎬ洗涤后浸泡

在以 ＴＢＳＴ(１ ∶１００００)稀释的二抗中ꎬ室温摇床孵育

２ ｈꎮ 最后将 ＰＶＤＦ 膜放至凝胶成像仪上ꎬ加入 ＥＣＬ
化学发光剂显色成像并保存ꎮ 条带的灰度值采用

Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件分析ꎮ

８９７
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１􀆰 ３　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎮ 所有数据

均用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件处理ꎬ多组

间均数比较采用单因素方差分析或重复测量的方差

分析ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ< ０􀆰 ０５
表示差异具有显著性ꎬＰ< ０􀆰 ０１ 表示差异极显著ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ｈＵＣＭＳＣｓ 的形态观察

原代 ｈＵＣＭＳＣｓ 培养 １４ ｄ 后贴壁生长ꎬ第 ３ 代

细胞生长状态良好ꎬ呈长梭形漩涡状ꎬ典型集落生

长(图 １Ａꎬ１Ｂ)ꎬ细胞融合至 ８０~９０％时用于实验ꎮ
２􀆰 ２　 ｈＵＣＭＳＣｓ 改善衰老大鼠在新物体识别实验

中的学习记忆能力

Ｈ 组大鼠和 Ｎ 组大鼠新物体识别率和分辨系

数显著高于 Ｃ 组(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬＨ 组和 Ｎ 组间无显著

差异(图 ２Ａꎬ２Ｂ)ꎮ
２􀆰 ３　 ｈＵＣＭＳＣｓ 改善衰老大鼠在 Ｙ 迷宫实验中的

短期工作记忆和空间探索能力

Ｈ 组和 Ｎ 组自发交替行为显著高于 Ｃ 组

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＨ 组和 Ｎ 组间无显著差异(图 ３Ａ)ꎮ Ｈ

组和 Ｎ 组 进 入 新 异 臂 的 次 数 显 著 高 于 Ｃ 组

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＨ 组和 Ｎ 组间无显著差异(图 ３Ｂ)ꎮ
２􀆰 ４　 ｈＵＣＭＳＣｓ 改善衰老大鼠在经典水迷宫实验

中的长期工作记忆和空间探索能力

Ｈ 组和 Ｎ 组大鼠随着训练时间延长ꎬ逃避潜伏

期显著短于 Ｃ 组大鼠ꎬ在训练的第 ４ 天差异极显著

(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻＨ 组和 Ｎ 组无差异(图 ４Ａ)ꎻ在第 ５ 天

的空间探索实验中ꎬ游泳轨迹可看出 Ｈ 组和 Ｎ 组呈

直线式搜索ꎬＣ 组呈曲线式搜索(图 ４Ｂ)ꎻＨ 组和 Ｎ
组跨越平台次数和目的象限停留时间显著大于 Ｃ
组(Ｐ< ０􀆰 ０１)(图 ４Ｃ、４Ｄ)ꎻ此外ꎬ各组大鼠的游泳速

度没有统计学差异(图 ４Ｅ)ꎮ
２􀆰 ５　 ｈＵＣＭＳＣｓ 改善衰老大鼠海马 ＣＡ１ 区和 ＤＧ
区神经元数量及形态

Ｈ 组和 Ｎ 组海马 ＣＡ１ 区细胞排列较规整ꎬ结构

完好ꎬ细胞核饱满ꎬＣ 组 ＣＡ１ 区神经元数量减少ꎬ排
列疏松ꎬ细胞核有固缩、碎裂现象(图 ５Ａ、５Ｂ、５Ｃ)ꎮ
Ｈ 组和 Ｎ 组海马 ＤＧ 区形态规整ꎬ神经细胞排列紧

密ꎬ细胞结构完整ꎬ细胞核饱满ꎮ Ｃ 组大鼠海马 ＤＧ
区形态不规整ꎬ细胞数量减少ꎬ细胞核固缩ꎬ碎裂严

重(图 ５Ｄ、５Ｅ、５Ｆ、５Ｇ、５Ｈ、５Ｉ)ꎮ

图 １　 光学显微镜下处于对数期生长的第 ３ 代 ｈＵＣＭＳＣｓ 细胞形态

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｈＵＣＭＳＣｓ ｇｒｏｗｉｎｇ ｉｎ ｌｏｇ ｐｈａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

注:与 Ｃ 组相比ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 ２　 新物体识别实验( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)
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图 ３　 Ｙ 迷宫实验( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｙ Ｍａｚｅ( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)

注:Ａ、Ｂ:大鼠在定位航巡实验中找到平台的时间以及轨迹图ꎻＣ、Ｄ:大鼠在空间探索实验中跨越平台的次数以及在目的象限停留的时间ꎻ
Ｅ:大鼠在水迷宫实验中的游泳速度ꎮ

图 ４　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂ. Ｔｈｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｒａｃｋ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｔｏ ｆｉｎｄ ｔｈｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｇ ｃｒｕｉｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. Ｃꎬ Ｄ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｉｍｅｓ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｃｒｏｓｓｅｄ ｔｈｅ
ｐｌａｔｆｏｒｍ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐａｃｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｔｈｅｙ ｓｔａｙｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｑｕａｄｒａｎｔ. Ｅ. Ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)

２􀆰 ６　 ｈＵＣＭＳＣｓ 干预后增强了衰老大鼠海马中自

噬相关蛋白的表达

Ｈ 组和 Ｎ 组大鼠海马中 ＬＣ３Ⅱ蛋白含量较 Ｃ 组

显著升高(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬＬＣ３Ⅰ蛋白含量较 Ｃ 组显著降低

(Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬＰ< ０􀆰 ０１)ꎬＬＣ３Ⅱ与 ＬＣ３Ⅰ的比值较 Ｃ 组显著

升高(Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬＰ< ０􀆰 ０１)(图 ６Ａ、６Ｃ)ꎬＨ 组和 Ｎ 组大

鼠海马中 Ｐ６２ 蛋白含量较 Ｃ 组显著降低ꎬＢｅｃｌｉｎ１ 蛋

白含量较 Ｃ 组显著升高(Ｐ< ０􀆰 ０１)(图 ６Ａ、６Ｂ)ꎮ

００８
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注:黑色箭头为核固缩ꎬ碎裂ꎮ

图 ５　 各组海马组织 ＨＥ 染色( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｆｏｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｓｈｒｉｎｋａｇｅꎬ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ３)

注:Ａ:Ｂｅｃｌｉｎ１ꎬＰ６２ 和 ＬＣ３ＩＩ / Ｉ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果ꎻＢ、Ｃ:与 Ｃ 组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎮ

图 ６　 蛋白条带和相对含量( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ１ꎬ Ｐ６２ａｎｄ ＬＣ３ＩＩ / Ｉ. Ｂꎬ Ｃ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ３)

３　 讨论

衰老是随着年龄的增长ꎬ机体逐渐出现生物学

损伤的过程ꎬ有研究表明ꎬ中枢神经系统最易受到

衰老影响ꎬ常常伴随导致认知功能下降甚至神经退

行性疾病的发生ꎬ对老年人的生活造成了巨大的影

１０８
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响ꎬ随着全球老龄化人口日渐增多ꎬ这一问题变得

更加严峻ꎮ ｈＵＣＭＳＣｓ 作为一种易获取、无伦理争议

和免疫排斥反应ꎬ且具有高度自我分化及更新能力

的干细胞ꎬ已经应用于很多中枢神经系统疾病的研

究ꎬ能够修复神经系统的损伤和衰老过程中的导致

的脑部微环境的改变[６－７ꎬ１６]ꎬ大多是从 ＤＮＡ 损伤和

氧化应激等机制入手[１７]ꎬｈＵＣＭＳＣｓ 对脑衰老与自

噬之间的关系研究较少ꎮ 因此ꎬ本文选取出现认知

和学习记忆能力衰退的自然衰老大鼠为研究对象ꎬ
通过移植 ｈＵＣＭＳＣｓ 探讨其与衰老所致的认知衰退

与自噬之间的关系ꎮ
考虑到实验中水迷宫雌雄鼠的体力和游泳速

度的差异ꎬ造成实验结果出现明显的两极分化[１８] 且

加入性别差异后不符合实验设计单一变量的原则ꎬ
除此以外类似研究多数也用单一雄性大鼠作为实

验对象[１９－２０]ꎬ因此在本实验中优先选择了单一性别

雄鼠作为研究对象ꎮ
据我们所知ꎬ在临床上ꎬ脑室注射经常面临着

颅内感染甚至更严重的脑损伤ꎬ其移植的必要性和

转分化的频率仍有争议ꎮ 相比之下ꎬ静脉移植 ＭＳＣｓ
较为安全ꎬ这一点是普遍比较认可的ꎮ 最近一项研

究也证明了这种方式的安全性[２１]ꎬ与在中枢神经系

统直接给药有明显的临床优势并且更容易接受[２２]ꎮ
因此我们在本实验中采取了静脉注射这种侵入性

较小的方式ꎬ对自然衰老出现认知障碍的动物模型

进行慢性治疗ꎬ移植的剂量与时间是通过预实验来

确定的ꎮ
除此之外ꎬ有研究表明静脉移植 ＭＳＣｓ 在缺血

性脑卒中、亨廷顿病[２３] 和 ＡＤ[２４－２５] 等模型中均可迁

移并定位到大脑区域[２６－２７]ꎬ但只有一小部分细胞会

到达炎症组织ꎬ这表明它们的治疗作用可能是由于

其分泌的具有免疫调节和营养活性的生物活性分

子起作用[２８－２９]ꎬ有鉴于此ꎬ先前的研究表明ꎬ在外伤

性脑损伤中ꎬＭＳＣｓ 通过与非神经系统器官(如脾)
相互作用而起到神经保护作用[３０]ꎮ 考虑到这些因

素ꎬ我们认为间充质干细胞的治疗效果可能是由分

泌的生物活性分子或其他免疫细胞介导的ꎮ
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ 和 Ｐ６２ 参与了自噬发生的起始、延

长、成熟和降解的整个过程ꎬ是判断自噬过程的关

键指标ꎮ Ｂｅｃｌｉｎ１ 是自噬起始的重要组成部分ꎬ其与

ＰＩ３Ｋ 结合形成复合物ꎬ招募胞浆中的自噬相关的蛋

白ꎬ形成完整自噬体[３１]ꎮ ＬＣ３ 是哺乳动物细胞中酵

母 Ａｔｇ８ 基因的同源物ꎬ一般以 ＬＣ３Ｉ 和 ＬＣ３ＩＩ 两种

形式出现[３２]ꎬ在 Ａｔｇ４ 的作用下ꎬＬＣ３Ｉ 经过剪切和泛

素化加工修饰ꎬ与自噬体膜表面的磷脂酰乙醇胺相

结合ꎬ形成 ＬＣ３ＩＩꎮ 一般以 ＬＣ３ＩＩ 与 ＬＣ３Ｉ 的比值来

评估自噬水平ꎬ作为反映自噬活性高低的一个有效

指标[３３－３４]ꎮ ｐ６２ 蛋白作为细胞自噬调控过程中的

一种可选择底物ꎬ其累积提示自噬能力衰退ꎬ而当

Ｐ６２ 被降解时表示自噬被激活ꎬ因此 Ｐ６２ 与自噬水

平负相关[３５]ꎬ 本研究发现与对照组 相 比 移 植

ｈＵＣＭＳＣｓ 的自然衰老大鼠的海马组织中 Ｂｅｃｌｉｎ１ 和

ＬＣ３ＩＩ / Ｉ 的比值表达量显著增加ꎬＰ６２ 蛋白表达显著

下降ꎬ表示 ｈＵＣＭＳＣｓ 干预诱导 Ｂｅｃｌｉｎ１ 合成增加ꎬ激
活自噬的起始阶段ꎮ ＬＣ３ＩＩ 合成增加ꎬ参与自噬溶

酶体膜的延伸ꎬ直到自噬溶酶体形成ꎬ并在后期与

Ｐ６２ 相互作用后使 Ｐ６２ 在溶酶体降解ꎬ形成完整的

自噬流ꎮ 证明 ｈＵＣＭＳＣｓ 干预后增强了衰老大鼠海

马自噬水平ꎬ改善了随着年龄增加导致的自噬缺陷ꎮ
本课题还发现在 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验中ꎬ移植

ｈＵＣＭＳＣｓ 后的大鼠在定位航巡实验中第 ２、３、４ 天

的逃避潜伏期明显低于对照生理盐水组ꎬ并且与 ３
月龄大鼠无差异(未给数据)ꎻ在撤掉水下隐藏平台

后ꎬ细胞移植组经过原平台位置的次数以及在目的

象限停留的时间明显高于对照生理盐水组ꎬ说明移

植 ｈＵＣＭＳＣｓ 后ꎬ自然衰老大鼠的长期工作记忆和空

间探索能力的水平有所提高ꎮ Ｙ 迷宫实验用来检测

大鼠的空间工作记忆及片段式学习记忆ꎬ实验发现

移植 ｈＵＣＭＳＣｓ 组大鼠与生理盐水组相比自发交替

行为正确率和进入新异臂的次数显著增加ꎮ 新物

体识别实验中ꎬ细胞移植组大鼠探索新物体的次数

显著高于生理盐水组大鼠ꎬ以上行为学实验表明ꎬ
ｈＵＣＭＳＣｓ 对自然衰老大鼠的片段式记忆ꎬ长期工作

记忆和空间探索能力均有所提高ꎮ 在本实验中发

现干细胞移植可改善自然衰老大鼠短期内的认知

衰退ꎬ长期的效果还有待探索ꎮ
综上所述ꎬ静脉注射间充质干细胞是一种很有

前途的治疗方法ꎬ其对改善脑衰老引起的脑部神经

元丢失ꎬ自噬减弱以及对工作记忆和对物体及方位

的学习记忆衰退起着重要的作用ꎮ ＭＳＣｓ 治疗神经

退行性病变仍处于早期研究阶段ꎬ在今后的课题研

究中ꎬ应致力于解开这种治疗的具体机制ꎬ将从

ｈＵＣＭＳＣｓ 如何具体影响衰老大鼠海马的自噬水平

以及能否长期改善脑衰老引起的认知方面的衰退

进行更加深入的研究ꎮ
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１４－１９.

[１６] 　 Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｃａｏ ＴＴꎬ Ｔｉａｎ ＺＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｉｎ ｒｏｄｅｎｔ ｍｏｄｅｌ
ｗｉｔｈ ｓｕｂａｃｕｔｅ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ: Ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｆｅｔｙ
ａｎｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｓｔｕｄｙ[Ｊ] . Ｅｘｐ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓꎬ ２０２０ꎬ ３９５(２): １１２１８４.

[１７] 　 Ｃｕｉ Ｙꎬ Ｍａ Ｓꎬ Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｉｃｅ ｂｙ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ[ Ｊ] . Ｂｅｈａｖ Ｂｒａｉｎ
Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ ３２０: ２９１－３０１.

[１８] 　 Ｋａｙ Ｈꎬ Ｂｉｒｒｅｎ Ｊ. Ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｂｉｎｏ ｒａｔ. ＩＩ. Ｆａｔｉｇｕｅꎬ
ｐｒａｃｔｉｃｅꎬ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ａｇｅ ａｎｄ ｓｅｘ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ [ Ｊ] . Ｊ
Ｇｅｒｏｎｔｏｌꎬ １９５８ꎬ １３(４): ３７８－３８５.

[１９] 　 阮波ꎬ 王瑞ꎬ 杨远坚ꎬ 等. 从 ＮＬＲＰ３ 炎症小体途径探讨竹节

参总皂苷改善自然衰老大鼠认知功能衰退的作用机制[ Ｊ] .
中国中药杂志ꎬ ２０１９ꎬ ４４(２): ３４４－３４９.
Ｒｕａｎ Ｂꎬ Ｗａｎｇ Ｒꎬ Ｙａｎｇ ＹＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｐｏｎｉｎｓ
ｆｒｏｍ ｐａｎａｘ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ｏｎ ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｎａｔｕｒａｌ
ａｇｉｎｇ ｒａｔｓ ｖｉａ ＮＬＲＰＳ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] .Ｚｈｏｎｇｇｕｏ Ｚｈｏｎｇ
Ｙａｏ Ｚａ Ｚｈｉꎬ ２０１９ꎬ ４４(２): ３４４－３４９.

[２０] 　 Ｗｅｉ ＢＢꎬ Ｌｉｕ ＭＹꎬ Ｚｈｏｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＢＢＢ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ＥＧＣＧ￣ｃａｕｓｅｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ
ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ ｒａｔｓ: ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ[Ｊ] .
Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｉｎꎬ ２０１９ꎬ ４０(１１): １４９０－１５００.

[２１] 　 Ｒａ ＪＣꎬ Ｓｈｉｎ ＩＳꎬ Ｋｉｍ ＳＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ
ａｎｄ ｈｕｍａｎｓ[Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ Ｄｅｖꎬ ２０１１ꎬ ２０(８): １２９７－１３０８.

[２２] 　 Ｊａｃｋｓｏｎ ＪＳꎬ Ｇｏｌｄｉｎｇ ＪＰꎬ Ｃｈａｐｏｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｏｍｉｎｇ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ｔｏ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ａｎｄ
ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ: ａ ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｔｕｄｙ [ Ｊ ] .
Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒꎬ ２０１０ꎬ ２(１): １７.

[２３] 　 Ｅｄａｌａｔｍａｎｅｓｈ ＭＡꎬ Ｍａｔｉｎ ＭＭꎬ Ｎｅｓｈａｔｉ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍｉｃ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ａｎｄ ｍｏｔｏｒ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｏｓｔｒｉａｔｕｍ
[Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０１０ꎬ ３２(２): １６６－１７２.

[２４] 　 王欣欣ꎬ 马珊珊ꎬ 孟楠ꎬ 等. ｈＵＣ￣ＭＳＣｓ 和白藜芦醇对 ＡＤ 小

鼠学习记忆能力及脑内 ＳＩＲＴ１ 信号通路的影响[ Ｊ] . 郑州大

学学报(医学版)ꎬ ２０１６ꎬ ５１(５): ５７６－５７９.
Ｗａｎｇ ＸＸꎬ Ｍａ ＳＳꎬ Ｍｅｎｇ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｕｃ￣Ｍｓｃｓ ａｎｄ
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｏｎ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ＳＩＲＴ１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＡＤ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｊ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖ ( Ｍｅｄ
Ｅｄｉｔ)ꎬ ２０１６ꎬ ５１(５): ５７６－５７９.

３０８



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

[２５] 　 Ｐａｎｃｈｅｎｋｏ ＭＭꎬ Ｐｏｌｔａｖｔｓｅｖａ ＲＡꎬ Ｂｏｂｋｏｖａ ＮＶꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｈｕｍａｎ
ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｏｆ
ｂｕｌｂｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｍｉｃｅ[ Ｊ] . Ｂｕｌｌ Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０１４ꎬ １５８(１):
１１８－１２２.

[２６] 　 Ｗｅｉ Ｌꎬ Ｆｒａｓｅｒ ＪＬꎬ Ｌｕ ＺＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ
ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ ｒａｔｓ[Ｊ] .
Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ｄｉｓꎬ ２０１２ꎬ ４６(３): ６３５－６４５.

[２７] 　 Ｓｈｏｎｅｓｙ ＢＣꎬ Ｔｈｉｒｕｃｈｅｌｖａｍ Ｋꎬ Ｐａｒａｍｅｓｈｗａｒａｎ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｎｔｒａｌ
ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ￣ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｒｏｄｅｎｔｓ [ Ｊ ] .
Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ａｇｉｎｇꎬ ２０１２ꎬ ３３(２): ４３０.ｅ５－ｅ１８.

[２８] 　 Ｚｈｏｕ Ｘꎬ Ｇｕ Ｊꎬ Ｇｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｍｐｒｏｖｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｈｙｐｏｘｉｃ￣ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ￣ｄａｍａｇｅｄ ｒａｔｓ ｖｉａ ａｎ ｉｌ￣８￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１５ꎬ ３５(６): ２３８３－２４０１.

[２９] 　 Ｄｉｎｇ Ｍꎬ Ｓｈｅｎ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ａｍｙｌｏｉｄ￣ｂｅｔａ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｂｙ
ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ ] .
Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ ４３(１１): ２１６５－２１７７.

[３０] 　 Ｗａｌｋｅｒ Ｐꎬ Ｓｈａｈ Ｓꎬ Ｊｉｍｅｎｅｚ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ
ａｄｕｌｔ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ: ｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ
ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｖｉａ ａｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓ [ Ｊ] .
Ｅｘｐ Ｎｅｕｒｏｌꎬ ２０１０ꎬ ２２５(２): ３４１－３５２.

[３１] 　 Ｈａｒｉｈａｒａｎ Ｎꎬ Ｚｈａｉ Ｐꎬ Ｓａｄｏｓｈｉｍａ Ｊ. Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ
ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｌｕｘ ｄｕｒｉｎｇ ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ[Ｊ] . Ａｎｔｉｏｘｉｄ Ｒｅｄｏｘ
Ｓｉｇｎａｌꎬ ２０１１ꎬ １４(１１): ２１７９－２１９０.

[３２] 　 Ｗｅｉｄｂｅｒｇ Ｈꎬ Ｓｈｖｅｔｓ Ｅꎬ Ｓｈｐｉｌｋａ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. ＬＣ３ ａｎｄ ＧＡＴＥ ‐ １６ /
ＧＡＢＡＲＡＰ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ ａｒｅ ｂｏｔｈ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｙｅｔ ａｃｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ｉｎ
ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ[Ｊ] . ＥＭＢＯ Ｊꎬ ２０１０ꎬ ２９(１１): １７９２
－１８０２.

[３３] 　 Ｆｕｊｉｔａ Ｎꎬ Ｉｔｏｈ Ｔꎬ Ｏｍｏｒｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ａｔｇ１６Ｌ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｐｅｃｉｆｉｅｓ
ｔｈｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ＬＣ３ ｌｉｐｉｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｃｅｌｌꎬ ２００８ꎬ １９(５): ２０９２－２１００.

[３４] 　 Ｓｌｏｂｏｄｋｉｎ ＭＲꎬ Ｅｌａｚａｒ Ｚ. Ｔｈｅ Ａｔｇ８ ｆａｍｉｌｙ: ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｋｅｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ[ Ｊ] . Ｅｓｓａｙｓ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ
２０１３ꎬ ５５(１): ５１－６４.

[３５] 　 Ｋａｔｓｕｒａｇｉ Ｙꎬ Ｉｃｈｉｍｕｒａ Ｙꎬ Ｋｏｍａｔｓｕ Ｍ. ｐ６２ / ＳＱＳＴＭ１ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｓ
ａ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｈｕｂ ａｎｄ ａｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｄａｐｔｏｒ[ Ｊ] . ＦＥＢＳ Ｊꎬ ２０１６ꎬ
２８２(２４): ４６７２－４６７８.
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刘倩ꎬ鲁华ꎬ郭更新ꎬ等. 连续性血液透析滤过联合依那普利对急性重症胰腺炎大鼠肾功能及肠功能的改善作用[Ｊ]. 中国实验

动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(６): ８０５－８１１.
Ｌｉｕ Ｑꎬ Ｌｕ Ｈꎬ Ｇｕｏ ＧＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｈｅｍｏｄｉａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｒｅｎａｌ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(６): ８０５－８１１.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０６􀆰 ０１０

[基金项目]河北省科技攻关项目(２０１７２４４１２５４７)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｂｒａｉｎｓｔｏｒｍ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｉｎ Ｈｅｂｅｉ(２０１７２４４１２５４７).
[通信作者]刘倩(１９８４—)ꎬ女ꎬ硕士ꎬ副主任医师ꎬ研究方向:血液透析、血液灌流、透析滤过、血浆置换、腹膜透析等ꎮ

Ｅｍａｉｌ: ｍａｏｚｏｕａ＠ １６３.ｃｏｍ

连续性血液透析滤过联合依那普利对急性重症
胰腺炎大鼠肾功能及肠功能的改善作用

刘倩１∗ꎬ鲁华１ꎬ郭更新１ꎬ刘静１ꎬ李娜２

(１. 邢台市人民医院肾内科ꎬ河北 邢台　 ０５４００１ꎻ ２. 邢台市人民医院产科ꎬ河北 邢台　 ０５４００１)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究连续性血液透析滤过联合依那普利对急性重症胰腺炎大鼠肾功能及肠功能的改善作

用ꎮ 方法　 ６０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ５ 组:对照组、模型组、连续性血液透析滤过组、依那普利组及连续性血液透析滤

过联合依那普利组ꎬ除对照组外均采用牛黄胆酸钠诱导急性重症胰腺炎大鼠模型ꎬ连续性血液透析滤过组造模后

给予连续性血液透析滤过 １２ ｈꎻ依那普利组术前 ７ ｄ 灌胃 １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)的依那普利ꎬ每天 １ 次ꎻ连续性血液透析滤

过联合依那普利组作相应的联合处理ꎮ 采用 ＨＥ 染色观察大鼠胰腺、肾及肠粘膜组织病理变化ꎬ检测血浆内毒素

(ＥＴ)、Ｄ￣乳酸(Ｄ￣ＬＣ)、血清淀粉酶(ＡＭＹ)、尿素氮(ＢＵＮ)和肌酐(Ｃｒ)水平ꎬＦＩＴＣ￣Ｄｅｘｔｒａｎ 通透实验检测肠道通透

性ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测大鼠 α－血管平滑肌肌动蛋白(α￣ＳＭＡ)、Ｅ 钙黏素(Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)、高迁移率族蛋白 Ｂ１(ＨＭＧＢ１)
及闭合蛋白(ｏｃｃｌｕｄｉｎ)的表达ꎮ 结果　 与模型组相比ꎬ连续性血液透析滤过联合依那普利可有效减轻急性重症胰

腺炎大鼠胰腺、肾及肠粘膜组织损伤ꎬ显著降低大鼠肠粘膜通透性、血清 ＡＭＹ、ＢＵＮ、Ｃｒ、血浆 ＥＴ、Ｄ￣ＬＣ 水平、组织

α￣ＳＭＡ 及 ＨＭＧＢ１ 的表达ꎬ显著提高 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达ꎬ且作用效果优于单项处理ꎮ 结论　 连续性血液

透析滤过联合依那普利可明显改善急性重症胰腺炎所致的肾及肠组织损伤ꎬ有助于肾功能及肠功能的恢复ꎮ
【关键词】 　 连续性血液透析滤过ꎻ依那普利ꎻ急性重症胰腺炎ꎻ肾功能ꎻ肠功能
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｈｅｍｏｄｉａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ (ＣＨＤＦ) ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｏｎ ｒｅｎａｌ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ ( ＳＡＰ). Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｓｉｘｔｙ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ
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ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ｂｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ. Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｓꎬ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６
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　 　 急性重症胰腺炎具有发病急、进展快、病情重

的临床特点ꎬ常伴有多器官功能的改变ꎬ如肺、肾、
肠道等ꎬ急性重症胰腺炎引起的多器官功能衰竭是

急性重症胰腺炎患者死亡的主要原因[１－２]ꎮ 因此ꎬ
及早的防治器官衰竭有重要的临床意义ꎮ 目前ꎬ针
对急性重症胰腺炎合并多器官功能障碍尚无特效

疗法ꎮ 王锋等[３]研究发现ꎬ连续性血液透析滤过能

够有效改善急性重症胰腺炎大鼠的肠功能障碍ꎮ
依那普利是常用的降压药ꎬ对于肾有一定的保护作

用[４]ꎮ 但连续性血液透析滤过联合依那普利用于

急性重症胰腺炎的研究较少ꎬ依那普利( ｅｎａｌａｐｒｉｌ)
是属于血管紧张素转换酶抑制类降压药ꎬ具有扩张

血管作用ꎬ主要用于高血压、心理衰竭等疾病[５]ꎮ
故本研究联合连续性血液透析滤过和依那普利ꎬ探
讨其对急性重症胰腺炎大鼠肾功能和肠功能的影

响ꎬ并初步分析其作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０ 只 ６ ~ ８ 周龄清洁级雄性的 ＳＤ 大鼠ꎬ体重

２００~２４０ ｇꎬ购自北京华阜康生物科技股份有限公

司ꎬ动物许可证号【ＳＣＸＫ(京)２０１９－０００２】ꎬ动物实

验室的使用许可证号【ＳＹＸＫ(冀)２０１９－０００３】ꎬ实验

动物福利伦理(审批号 ２０１９Ａ００５ 号)ꎮ 饲养条件:
温度 ２０~２４℃ꎬ湿度 ４０％~６０％ꎬ每 １２ ｈ 昼夜交错ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

依那普利ꎬ纯度为 ９７％ꎬ购自上海源叶生物科

技有限公司ꎻ苏木素、伊红购自上海恒斐生物科技

有限公司ꎻＥＴ 试剂盒购自上海钰博生物科技有限公

司ꎻＥＬＩＳＡ 试剂盒购自武汉菲恩生物科技有限公司ꎻ
ＦＩＴＣ￣Ｄｅｘｔｒａｎ 购自美国 ＭＣＥ 公司ꎻＢＣＡ 试剂盒购自

美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻ蛋白一抗购自美国 Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司ꎻ标记二抗辣根过氧化物酶兔抗蛋

白购自上海优予生物科技有限公司ꎮ ｉＭａｒｋ 酶标仪

购自美国 Ｂｉｏ￣ＲａｄꎬＦ￣４６００ 型荧光分光光度计购自

日本日立ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型

腹腔注射戊巴比妥钠麻醉大鼠ꎬ于上腹部正中

作切口ꎬ小心分离胆胰管ꎬ夹闭肝门处胰胆管ꎬ由十

二指肠前壁进针ꎬ向胰胆管注入 ３％牛磺胆酸钠(流
速为 ０􀆰 １ ｍＬ / ｋｇ)ꎮ 待见胰腺出现水肿出血时ꎬ提示

急性重症胰腺炎大鼠模型复制成功[６]ꎮ 松开血管

夹ꎬ逐层缝合、关腹ꎮ 术后注意保温ꎬ大鼠均自由摄

食饮水ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 分组及干预

６０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ５ 组:对照组、模型组、
连续性血液透析滤过组、依那普利组及连续性血液

透析滤过联合依那普利组ꎬ除对照组外均采用牛黄

胆酸钠诱导急性重症胰腺炎大鼠模型ꎬ对照组处

理:手术后进翻动肠道和胆胰管ꎬ注射等量生理盐

水ꎮ 术前 ７ ｄ 灌胃 １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)的依那普利ꎬ每天

１ 次ꎮ 建模成功后立即连续性血液透析滤过４ ｈꎬ具
体操作如下:(１)腹腔注射戊巴比妥钠麻醉大鼠ꎬ后
续操作中每 １~ ２ ｈ 追加剂量(首次剂量的１ / ４)ꎬ维
持麻醉状态ꎻ(２)建立静脉通路ꎬ于颈部作切口ꎬ分
离右侧颈动脉ꎬ结扎颈动脉远心端ꎬ并临时夹闭近

心端ꎬ缓慢插入 ＰＥ５０ 导管ꎬ连接三通阀后松开动脉

夹ꎬ缓慢注入肝素生理盐水(预防凝血)ꎬ参照上述

方法分离左侧颈静脉插管ꎻ(３)连续性血液透析滤

过ꎬ以右侧颈动脉为体外循环的流出通路ꎬ左侧颈

静脉为流入通路ꎬ连接瑞典金宝 ＡＫ１００ 透析机ꎬ参
数设置:置换液流速 ０􀆰 ４~０􀆰 ５ ｍＬ / ｈꎬ血流速度 ０􀆰 ８~
１􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ过程中予以肝素抗凝ꎮ 对照组和模型

组分别皮下注射生理盐水ꎬ并以等量生理盐水灌胃ꎮ

６０８
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１􀆰 ２􀆰 ３　 观察指标

透析处理后ꎬ腹腔注射戊巴比妥钠麻醉大鼠ꎬ
取腹主动脉血 ４~５ ｍＬꎬ分别置于 ＥＤＴＡ 抗凝管和普

通采血管中ꎻ采集大鼠胰腺、肾及肠粘膜组织ꎬ部分

固定于 ４％甲醛中ꎬ剩余冻存于液氮罐中ꎮ
(１)组织 ＨＥ 染色

于 ４％甲醛中取出大鼠组织ꎬ脱水后行常规石

蜡包埋ꎬ切片厚度为 ４ μｍꎬ进行苏木素－伊红染色

后ꎬ光镜下观察大鼠胰腺、肾及肠粘膜组织的病理

变化ꎮ 参照 Ｓｈｍｉｄｔ 评分[７]ꎬ以水肿、坏死、出血及炎

症细胞浸润评价胰腺组织损伤程度ꎬ各项评分 ０ ~ ４
分ꎬ最终评分为各项目评分之和的四分之一ꎮ 参照

肾病理损害标准进行评估[８]ꎬ具体为:０ 分为肾小

球、肾小管结构正常ꎻ１ 分为肾小球结构正常ꎬ肾小

管上皮浊肿ꎻ２ 分为肾小球瘀血或缺血性改变ꎬ肾小

管上皮变性ꎬ细胞界限模糊ꎬ管腔出现变窄、闭塞或

水肿ꎻ３ 分为在 ２ 分的基础上ꎬ成片出现肾小管上皮

坏死ꎮ 参照 Ｃｈｉｕ 肠粘膜损伤评分[９]ꎬ具体为:０ 分

为肠粘膜绒毛正常ꎻ１ 分为绒毛顶端出现间隙ꎬ伴有

充血ꎻ２ 分为上皮下间隙扩大ꎬ伴有水肿、乳糜管扩

张等ꎻ３ 分为水肿明显ꎬ上皮细胞变性、坏死或少数

绒毛脱落ꎻ４ 分为上皮细胞变性、坏死、脱落或部分

绒毛脱落ꎬ固有层裸露ꎬ血管扩张、充血ꎻ５ 分为绒毛

脱落、固有层崩解ꎬ出血或形成溃疡ꎮ
(２)血指标检测

ＥＤＴＡ 抗凝管中血液经离心沉淀后ꎬ取上层血

浆检测内毒素(ＥＴ)、Ｄ￣乳酸(Ｄ￣ＬＣ)的含量ꎻ普通采

血管中血液经离心沉淀后ꎬ取上层血清检测淀粉酶

(ＡＭＹ)、尿素氮(ＢＵＮ)和肌酐(Ｃｒ)的含量ꎮ ＥＴ 检

测为终点显色法鲎试剂[１０]ꎬ梯度配制 ＥＴ 标准溶液ꎬ
取无热原试管加入 １００ μＬ ＥＴ 检查用水、标准溶液

和样本ꎬ再混入 １００ μＬ 鲎试剂ꎬ３７℃孵育 １ ｍｉｎꎬ加
入 １００ μＬ 显色基质ꎬ３７℃孵育 ２ ｍｉｎꎬ分别加入 ５００
μＬ 偶氮化试剂ꎬ混匀后静置 ５ ｍｉｎꎬ于 ５４５ ｎｍ 处检

测各孔吸光值ꎬ绘制标准品浓度－吸光值曲线ꎬ计算

ＥＴ 的含量ꎮ 其余指标检测均为 ＥＬＩＳＡ 法[１１]ꎬ梯度

配制标准溶液ꎬ将标准溶液和样本(每孔１００ μＬ)加
入孔板中ꎬ封孔后 ３７℃下孵育 ９０ ｍｉｎꎬ加入生物素

化抗体工作液(每孔１００ μＬ)ꎬ封孔后 ３７℃ 下孵育

６０ ｍｉｎꎬ加入酶结合物工作液(每孔１００ μＬ)ꎬ封孔后

３７℃下孵育 ３０ ｍｉｎꎬ加入显色剂(每孔 １００ μＬ)ꎬ避
光处 ３７℃ 下孵育 １０ ｍｉｎꎬ加入终止液 (每孔 １００
μＬ)ꎬ于 ４５０ ｎｍ 处检测各孔吸光值ꎬ绘制标准品浓

度－吸光值曲线ꎬ计算相应因子的含量ꎮ
(３)肠道粘膜通透性检测

采用改良 Ｃｈｅｎ 法[１２]ꎬ肠腔注入 ＦＩＴＣ￣Ｄｅｘｔｒａｎ 溶

液(２５ ｍｇ / ｍＬ)０􀆰 ２ ｍＬꎬ灌注 ３０ ｍｉｎ 后取门静脉血

１００ μＬꎬ加入 Ｔｒｉｓ 缓冲液补至 ２ ｍＬꎬ以 ４２３０ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液应用荧光分光光度计检测吸光

值ꎬ绘制标准品浓度 － 吸光值曲线ꎬ 计算 ＦＩＴＣ￣
Ｄｅｘｔｒａｎ 的含量ꎮ

(４)蛋白的检测

取适量组织(约 ２００ ｍｇ)置于新鲜、预冷的蛋白

裂解液中匀浆ꎬ冰上裂解 ４０ ｍｉｎꎻ以 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎꎬ分离上清液ꎬ按 １:５０ 配制 ＢＣＡ 试剂盒中

Ａ、Ｂ 工作液ꎬ并梯度稀释标准品蛋白液ꎬ于 ９６ 孔板

中分别添加标准品蛋白液、样品(每孔 ２０ μＬ)ꎬ再快

速混入 １８０ μＬ 工作液ꎬ置于 ３７℃下孵育 ３０ ｍｉｎꎬ应
用酶标仪在 ５７０ ｎｍ 处检测各孔吸光值ꎬ绘制标准品

浓度－吸光值曲线ꎬ计算样品蛋白浓度ꎻ配制 １０％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶ꎬ点样 ５０ μｇ 变性蛋白在 １１０ Ｖ 电压

(约 １􀆰 ５ ｈ)下进行电泳ꎻ待蛋白完全分离时ꎬ以 ３００
ｍＡ 恒定电流电转 １００ ｍｉｎꎬ将凝胶上的蛋白条带转

移至 ＰＶＤＦ 膜ꎻ取出 ＰＶＤＦ 膜置于封闭液中ꎬ室温下

孵育 ２ ｈꎻ取出 ＰＶＤＦ 膜清洗后ꎬ加入一抗蛋白ꎬ４℃
下孵育过夜ꎻ取出 ＰＶＤＦ 膜清洗后ꎬ加入标记二抗辣

根过氧化物酶兔抗蛋白ꎬ３７℃下孵育 １ ｈꎻ最后滴加

化学发光剂进行显影[１３]ꎮ 以 β 肌动蛋白(β￣ａｃｔｉｎ)
为内参ꎬ半定量分析肾及肠道中 α 血管平滑肌肌动

蛋白(α￣Ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα￣ＳＭＡ)、高迁

移率族蛋白 Ｂ１ ( ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ
ＨＭＧＢ１)、 Ｅ 钙 黏 素 ( Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ) 及 闭 合 蛋 白

(ｏｃｃｌｕｄｉｎ)的表达ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采取软件 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 对数据进行统计学处理ꎬ
数据以平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｓ
ｔ 检验或 ＡＮＯＶＡ 分析ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５ 为差异具有显

著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠胰腺、肾和肠粘膜组织病理改变

如图 １ꎬ对照组胰腺、肾和肠粘膜组织结构清

晰ꎬ未见损伤ꎮ 模型组胰腺组织结构紊乱ꎬ间质水

肿、出血明显ꎬ大量细胞坏死和炎性浸润ꎻ肾组织出

现不用程度的肾小管上皮水肿ꎬ肾小球出血或缺血

性改变ꎬ间质出血、水肿严重ꎬ大量上皮细胞坏死ꎻ
肠粘膜上皮细胞出现坏死、脱落、水肿及充血ꎮ 与

对照组比较ꎬ模型组各组织病理评分显著增加

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比较ꎬ经血液透析滤过、依那

普利处理后ꎬ大鼠胰胰腺、肾和肠粘膜组织损伤明

显减轻ꎬ 病理评分降低ꎬ 且联合处理组效果最

好(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

７０８
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２􀆰 ２　 各组大鼠肾功能指标水平的比较

如图 ２ꎬ与对照组相比ꎬ模型组血清 ＡＭＹ、ＢＵＮ、
Ｃｒ 水平显著上升(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比ꎬ血液透析

滤过、依那普利处理后显著降低 ＡＭＹ、ＢＵＮ、Ｃｒ 水平

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ 且 联 合 处 理 组 下 降 作 用 更 显

著(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

２􀆰 ３　 各组大鼠肠功能指标水平的比较

如图 ３ꎬ与对照组相比ꎬ模型组血浆 ＥＴ、Ｄ￣ＬＣ 水

平显著上升(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ血液透析滤

过、依那普利处 理 后 显 著 降 低 ＥＴ、 Ｄ￣ＬＣ 水 平

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ 且 联 合 处 理 组 下 降 作 用 更 显

著(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ< ０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ< ０􀆰 ０５ꎻ与连续性血液透析滤过组比较ꎬｃＰ< ０􀆰 ０５ꎻ与依那普利组比较ꎬｄＰ< ０􀆰 ０５ꎮ (下图同)
图 １　 各组大鼠胰腺、肾和肠粘膜组织病理改变

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＨＤＦ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎａｌａｐｒｉｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５.(Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｓꎬ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 各组大鼠肾功能指标水平的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ
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图 ３　 各组大鼠肠功能指标水平的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ

２􀆰 ４　 各组大鼠肠粘膜屏障功能的比较

如图 ４ꎬ与对照组比ꎬ模型组肠道通透性明显增

加(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比ꎬ血液透析滤过、依那普

利处理后大鼠肠道通透性明显降低(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ且
联合处理组降低更明显(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 各组大鼠相关蛋白水平的比较

如图 ５ꎬ与对照组比较ꎬ模型组大鼠肾组织中

α￣ＳＭＡ的表达显著上调ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达显著下

调ꎬ肠组织中 ＨＭＧＢ１ 的表达显著上调ꎬＯｃｃｌｕｄｉｎ 的

表达显著下调(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ血液透析

滤过、依那普利处理后 α￣ＳＭＡ 及 ＨＭＧＢ１ 的表达显

著下调ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达显著上调ꎬ且
联合作用效果更好(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

图 ４　 各组大鼠肠粘膜屏障功能的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

本研究采用牛磺胆酸钠诱导大鼠ꎬ胰腺组织出

现明显水肿、出血症状ꎬ光镜下观察到胰腺组织不

同程度的充血、水肿、坏死及炎性浸润ꎻ同时ꎬ急性

重症胰腺炎发生过程中ꎬ由于炎症介质“瀑布样”释
放ꎬ造成“二次打击”ꎬ容易导致多器官组织损伤和

功能障碍ꎬ本研究中模型大鼠肾和肠道也出现明显

损伤ꎬ表明急性重症胰腺炎大鼠模型构建成功ꎮ 相

关动物研究证实ꎬ依那普利在多种因素引起的肾病

中ꎬ对大鼠肾功能均具有保护作用ꎬ可能介导肾素－
血管紧张素系统ꎬ抑制足细胞凋亡ꎬ从而减轻肾细

胞损伤[１４]ꎮ 另外ꎬＤａｈｌｇｒｅｎ 等[１５] 研究发现ꎬ依那普

利可通过抑制血管紧张素转换酶ꎬ增强大鼠肠道的

防御作用ꎮ
肾是身体的主要排泄、内分泌器官ꎬ具有排泄

代谢废物、调节代谢平衡及分泌激素等功能ꎬ有助

于机体维持内环境的稳定[１６]ꎮ 研究发现ꎬ急性重症

胰腺炎会引起有效循环血容量相对或绝对的不足ꎬ
降低肾小球滤过率ꎬ引起血清 ＡＭＹ、ＢＵＮ、Ｃｒ 水平上

升[１７]ꎮ 本研究发现ꎬ连续性血液透析滤过联合依那

普利可明显改善模型大鼠肾组织损伤ꎬ降低血清

ＡＭＹ、ＢＵＮ、Ｃｒ 的水平ꎬ与 Ｃｈｅｎ 等[１８] 研究结果相

似ꎮ 表明连续性血液透析滤过联合依那普利可有

效保护模型大鼠肾功能的作用ꎮ 当肾组织出现损

伤时ꎬ往往伴随着肾小管间质纤维化ꎬ其中肾小管

细胞上皮间质转化是其主要的生理基础ꎻＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ
是细胞间维持粘附作用的主要蛋白ꎬ而 α￣ＳＭＡ 是间

质细胞中的标志蛋白[１９－２０]ꎮ 因此ꎬ肾出现损伤时ꎬ
Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达会下调ꎬ而 α￣ＳＭＡ 会上调ꎮ 本研究
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图 ５　 各组大鼠相关蛋白的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

结果显示ꎬ连续性血液透析滤过联合依那普利可显

著上调模型大鼠肾中 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达ꎬ下调 α￣
ＳＭＡ 的表达ꎬ提示连续性血液透析滤过联合依那普

利可能通过抑制肾小管上皮间质转化ꎬ减轻肾组织

损伤ꎬ从而起到保护急性重症胰腺炎肾功能的作用ꎮ
研究证实ꎬ大量炎性因子的释放会损伤肠道屏

障功能ꎬ增加其通透性ꎬ导致机体易继发感染[２１]ꎬ因
此ꎬ急性重症胰腺炎患者往往伴随着肠道功能的损

害ꎮ 肠道通透性增加诱发细菌易位ꎬ使细菌及其代

谢产物进入体循环ꎬ进一步活化单核－巨噬细胞ꎬ再
次放大炎症信号ꎬ造成全身性炎症损伤[２２]ꎮ ＥＴ 是

革兰氏阴性菌细胞壁的主要成分ꎬ是炎症反应的主

要触发因素ꎻ而 Ｄ￣ＬＣ 是细菌发酵的代谢产物ꎬ体内

Ｄ￣乳酸主要来源于肠道[２３]ꎮ 本研究发现ꎬ连续性血

液透析滤过联合依那普利可明显改善模型大鼠肠

粘膜损伤ꎬ降低大鼠肠粘膜通透性ꎬ下调血清 ＥＴ、Ｄ￣
ＬＣ 的水平ꎬ与 Ｋａｎｇ 等[２４]研究结果相似ꎮ 表明连续

性血液透析滤过联合依那普利可有效保护模型大

鼠肠道功能的作用ꎮ ＨＭＧＢ１ 属于炎症介质ꎬ可介导

肠黏膜屏障损伤ꎬ导致其通透性增加[２５]ꎮ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
是细胞膜紧密连接蛋白ꎬ对维持肠粘膜屏障功能有

着重要的作用[２６]ꎮ 本研究发现ꎬ连续性血液透析滤

过联合依那普利可显著上调模型大鼠肠粘膜组织

中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达ꎬ下调 ＨＭＧＢ１ 的表达ꎬ提示连续

性血液透析滤过联合依那普利可能通过维持肠粘

膜上皮的连接ꎬ并下调炎性介质ꎬ起到保护急性重

症胰腺炎肠功能的作用ꎮ
综上所述ꎬ连续性血液透析滤过联合依那普利

能够有效改善急性重症胰腺炎大鼠肾功能及肠功

能ꎬ可能与下调 α￣ＳＭＡ、ＨＭＧＢ１ 的表达ꎬ上调 Ｅ￣
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ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达有关ꎬ为连续性血液透

析滤过联合依那普利临床用于急性重症胰腺炎的

治疗提供了的理论基础ꎮ
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钙和维生素 Ｄ 膳食补充对大鼠踝关节骨折创伤模型
破骨细胞活性和骨量的影响分析

彭亮ꎬ杨鹏ꎬ刘冲ꎬ杨金丰ꎬ马三辉∗

(定州市人民医院骨科ꎬ河北 定州　 ０７３０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨钙和维生素 Ｄ(Ｃａ / ＶｉｔＤ)膳食对大鼠踝关节骨折创伤模型破骨细胞活性和骨量的影响ꎮ
方法　 选择 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠为研究对象ꎬ将大鼠随机分为三组对照组(Ｃ)、Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食组(Ｄ)及 Ｃａ / ＶｉｔＤ
补充饮食组(Ｓ)ꎬ建立踝关节骨折创伤模型ꎮ 通过大鼠血清分析、微型计算机断层扫描(μＣＴ)分析、组织形态计量

学和免疫组化分析及大鼠创伤愈伤组织的基因表达分析研究 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食是否会损害骨修复ꎮ 此外还探讨

了从创伤的时间点开始在饮食中补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 是否能增强骨折愈合ꎮ 结果　 与 Ｃ 组相比ꎬＤ 组骨密度(ＢＭＤ)显著

降低(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ骨量减少(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ纤维组织量增加(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 在骨折的愈伤组织中ꎬＤ 组破骨细胞的数量

和表面明显增加 (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 踝关节骨折后补充 Ｃａ / ＶｉｔＤꎬ与 Ｄ 组相比ꎬ Ｓ 组愈伤组织中的骨量显著增加

(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ而纤维组织减少(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 此外ꎬＳ 组表现出较高的骨折愈合率(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ Ｓ 组 Ｉ 型胶原 Ｃ 端端

肽(ＣＴＸ)水平减少ꎬ碱性磷酸酶(ＡＬＰ)和 Ｘ 连锁磷酸盐调节基因(Ｐｈｅｘ)表达增加(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 与此同时ꎬＳ 组

ｉＦＧＦ２３ 及 ｃＦＧＦ２３ 的血清水平均显著升高ꎬ与 Ｄ 组ꎬＣ 组相比较具有显著统计学差异(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 但 ｉＦＧＦ２３:
ｃＦＧＦ２３ 三组无显著统计学差异性(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 手足创伤后补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 可减少 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食者破骨

细胞活性和骨量增加ꎬ改善骨修复ꎮ 对临床术后护理具有指导意义ꎮ
【关键词】 　 钙ꎻ维生素 Ｄꎻ破骨细胞活性ꎻ骨量ꎻ踝关节骨折创伤模型
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(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓꎬ Ｄｉｎｇｚｈｏｕ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｄｉｎｇｚｈｏｕ ０７３０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＭＡ Ｓａｎｈｕｉ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｙ００ｊｉｎｇｆ＠ １６３.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ( Ｃａ / ＶｉｔＤ) ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ
ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ａｆｔｅｒ ｈａｎｄ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｔｒａｕｍａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｅｉｇｈｔ￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ( Ｃ)ꎬ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ( Ｄ)ꎬ ａｎｄ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐｓ ( Ｓ). Ｇｒｏｕｐ Ｓ
ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｈａｎｄ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｔｒａｕｍａ ｓｕｒｇｅｒｙ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｅｅｄｉｎｇ. Ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｍｉｃｒｏ￣ｃｏｍｐｕｔｅｄ
ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ (ＣＴ)ꎬ ｈｉｓｔｏｅｃｏｎｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃａｌｌｉ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃｏｕｌｄ ｉｍｐａｉｒ ｂｏｎｅ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｃａｕｓｅ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ. Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ
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ａｌｓｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｗｈｅｔｈｅｒ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｅｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃｏｕｌｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ ＢＭＤ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄꎬ ｗｈｅｒｅａｓ
ｔｈｅ ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｉｎ ｔｈｅ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃａｌｌｕｓꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄꎬ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｌｌｕｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ｇｒｏｕｐ Ｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｇｒｏｕｐ
Ｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ. Ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｓꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｔｅｌｏｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈａｔ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ Ｘ￣ｌｉｎｋｅｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ
ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉＦＧＦ２３ ａｎｄ ｃＦＧＦ２３ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｄ ａｎｄ Ｃ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｉＦＧＦ２３:
ｃＦＧＦ２３ ｒａｔｉｏ ｗａｓ ｎｏｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｃａ / ＶｉｔＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｈａｎｄ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｔｒａｕｍａ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｏｎｅ ｍａｓｓꎬ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｂｏｎｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｃａ / ＶｉｔＤ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ. Ｔｈｅｓｅ
ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｈｏｕｌｄ ｈａｖｅ ｇｕｉｄｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｎｕｒｓｉｎｇ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｃａꎻ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄꎻ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ｂｏｎｅ ｍａｓｓꎻ ｔｒａｕｍａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｆｒａｃｔｕｒｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 踝关节骨折是临床上常见的手足创伤疾病ꎬ钙
和维生素(Ｃａ / ＶｉｔＤ)缺乏可能是影响创伤后骨折愈

合的重要因素[１]ꎮ ＶｉｔＤ 通过影响肠钙吸收、肾钙再

吸收和破骨细胞骨吸收来调节钙稳态[２]ꎮ ＶｉｔＤ 缺

乏和低钙供应都会通过骨吸收增加而维持血液中

的钙ꎬ从而降低骨量和质量[３]ꎮ 此外ꎬＣａ / ＶｉｔＤ 缺乏

症也可能导致踝关节骨折患者中常见的骨折愈合

并发症[４]ꎬ因为钙对骨折－愈伤组织矿化是必不可

少的ꎮ 但是目前 Ｃａ / ＶｉｔＤ 在手足创伤踝关节骨折愈

合中的作用仍未得到很好的研究ꎬ补充Ｃａ / ＶｉｔＤ是否

有助于手足创伤骨折愈合也存在争议[５]ꎮ 最近ꎬ有
团队研究了由次氯酸钠引起的钙吸收不良的大鼠

骨折愈合ꎬ发现骨折后骨愈合不受影响ꎬ而骨骼破

骨细胞活性显著增加[６]ꎮ 这些结果表明ꎬ当骨吸收

不符合愈伤组织矿化的要求时ꎬ创伤后骨吸收增

强ꎮ 与此结果一致ꎬ临床研究中观察到骨折后全身

骨丢失ꎬ其表现为骨密度(ＢＭＤ)降低高达 １５％[７]ꎮ
创伤后骨丢失可显著增加继发性骨折的风险[８]ꎮ
因此得出假设ꎬ创伤后骨丢失可能在Ｃａ / ＶｉｔＤ缺乏的

情况下发生ꎬ然而目前缺乏相关研究ꎮ
因此ꎬ本研究采用手足创伤踝关节骨折大鼠模

型ꎬ研究饮食中 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏是否会损害骨修复ꎮ
此外还探讨了从踝关节创伤的时间点开始在饮食

中补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 对 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食者破骨细胞活

性和骨量的影响ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２４ 只清洁级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重约为

２２０ ｇꎬ购于北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ(京)２０１５－０００４】ꎮ 饲养于定州市人民医院

动物实验室【ＳＹＸＫ(冀)２０１５－００１８】ꎮ 饲养期间各

组大鼠自由饮水ꎬ提供足够饲料ꎮ 饲养环境:湿度

恒定ꎬ温度控制在 ２２ ~ ２５℃ꎮ 所有操作均符合定州

市人民医院实验动物管理和使用委员会要求(审批

号:ＤＺＰＨ￣ＤＷ２０１８００３)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＲＮＡｌａｔｅｒＴＭ(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ)ꎬ大鼠抗小鼠 ＦＧＦ２３
(ＭＡＢ２６２９１ꎬ Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ Ｉｎｃꎬ美国)ꎬ兔抗小鼠

ＦＧＦＲ１ / ＣＤ３３１ ( ＰＡ５ － ２５９７９ꎬ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ美国)ꎬ生物素偶联的山羊抗兔免疫

球蛋白 Ｇ( ＩｇＧ) (Ｂ２７７０ꎬＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ美国)和生物素

偶联的山羊抗大鼠 ＩｇＧ(Ａ１０５１７ꎬＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ美国)ꎮ
高分辨率台式 ＣＴ(Ｓｋｙｓｃａｎ １１７２ꎬ比利时)ꎬ倒置

荧光显微镜(奥林巴斯ꎬＩＸ７３ꎬ日本)ꎬ低温高速离心

机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ德国)ꎬＴＰ６００ 型 ＰＣＲ 仪(ＴａＫａＲａꎬ日
本)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验设计

将大鼠随机分为三组ꎮ 对照组 Ｃ 组标准喂食

(Ｃａ ０􀆰 ５％ꎬＶｉｔＤ ２０００ ＩＵ / ｋｇ)ꎬ而 Ｄ 组和 Ｓ 组则接受

Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食(Ｃａ ０􀆰 ２５％ꎬＶｉｔＤ ０ ＩＵ / ｋｇ)ꎮ ８ 周

后ꎬ所有大鼠均接受手术构建大鼠手足创伤踝关节

骨折模型ꎮ 手术后立即将 Ｓ 组转入补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 的

饮食(Ｃａ ２􀆰 ０％ꎬＶｉｔＤ ２０００ ＩＵ / ｋｇ)ꎮ 第 １０ 天和第 ２３
天处死大鼠(ｎ＝ ８)ꎬ并评估手足创伤术后踝关节骨

折愈合情况ꎮ 本研究动物实验经伦理委员会的审

核批准ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 手术

踝关节骨折手术采用 ２％异氟烷全麻下进行ꎮ
为了镇痛ꎬ大鼠在手术前 １ ｄ 至术后 ３ ｄ 饮用水中加

３１８
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入 ２５ ｍｇ / ｍＬ 盐酸曲马多ꎮ 手术前ꎬ所有大鼠均皮

下注射抗生素克林霉素￣２￣二氢磷酸酯(４５ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ
对踝关节进行无菌处理后ꎬ将大鼠仰卧卧位ꎬ右侧

髋关节外展 ９０°ꎮ 右膝关节弯曲 ９０°ꎮ 然后在内踝

处做 １ ｃｍ 纵行切口ꎬ钝性分离皮下筋膜及肌腱ꎬ暴
露内踝ꎮ 小骨凿与角度固定器(３７°)组合后置于胫

骨远端ꎬ中等力度将骨凿敲入内踝ꎬ然后采用缝线

缝合ꎬ术后允许其自由活动ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清分析

在给予手术创伤时(眼眶取血)和实施安乐死

当天(心脏穿刺)获得大鼠血液样本ꎮ Ｉ 型胶原 Ｃ 端

端肽(ＣＴＸ)、Ｉ 型前胶原 Ｎ 端肽(ＰＩＮＰ)、甲状旁腺

激素(ＰＴＨ)和成纤维细胞生长因子 ２３( ｉＦＧＦ２３ꎬ完
整和 Ｃ 末端) 血清水平采用酶联免疫吸附测定

(ＥＬＩＳＡ)试剂盒测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 微型计算机断层扫描(μＣＴ)分析

在第 ２３ 天ꎬ采用 μＣＴ 扫描设备以 ８ μｍ 的分辨

率ꎬ５０ ｋＶ 的电压和 ２００ μＡ 的电压对踝关节进行成

像ꎮ 使用 μＣＴ 图像在两个垂直平面上评估了每个

愈伤组织桥接皮质的数量ꎮ 当观察到每个愈伤组

织 ≥ ３ 个桥接皮质时ꎬ该骨折被认为“已成功治

愈”ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 组织形态计量学和免疫组化

将第 １０、２３ 天的踝关节植入甲基丙烯酸甲酯或

石蜡中ꎮ 采用番红 Ｏ 染色法进行组织形态学分析ꎬ
用图像分析软件测定整个愈伤组织中骨、软骨和纤

维组织的相对数量ꎮ 第 ２３ 天采用抗酒石酸磷酸酶

染色后ꎬ根据 ＡＳＢＭＲ 指南评估骨细胞参数[９]ꎮ 利

用图像分析软件ꎬ在踝关节骨折愈伤组织中间

１􀆰 ８ ｍｍ × ０􀆰 ９ ｍｍ 区域进行成骨细胞和破骨细胞计

数ꎮ 采用抗体和稀释液对踝关节(Ｄ２３)的石蜡包埋

切片进行 ＦＧＦ２３ 和成纤维细胞生长因子受体 １
(ＦＧＦＲ１)进行免疫组织化学染色ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 骨折愈伤组织的基因表达分析

在第 ２３ 天ꎬ收集踝关节愈伤组织并在 ４℃下储

存在 ＲＮＡｌａｔｅｒ 中ꎮ 去除 ＲＮＡｌａｔｅｒ 后ꎬ将断裂愈伤组

织在液氮中快速冷冻ꎬ并在振动磨中以 ３０ Ｈｚ 的频

率粉碎 １􀆰 ５ ｍｉｎꎮ 采用试剂盒分离总 ＲＮＡꎬ将 １ μｇ
分离的 ＲＮＡ 转录为 ｃＤＮＡꎬ然后进行定量聚合酶链

反应(ｑＰＣＲ)ꎮ 引物序列如下:碱性磷酸酶(ＡＬＰꎬ
Ｆ: ５′￣ＧＣＴＧＡＴＣＡＴＴＣＣＣＡＣＡＣＴＴＴＴ￣３′ 和 Ｒ: ５′￣
ＧＡＧＣＣＡＧＡＣＣＡＡＡＧＡＴＧＧＡＧ￣３′)ꎬ维生素 Ｄ 受体

(ＶＤＲꎬ Ｆ: ５′￣ＧＧＧＣＴＴＣＣＡＣＴＴＣＡＡＣＧＣＴＡ￣３′ 和 Ｒ:

５′￣ＣＡＴＧＣＴＣＣＧＣＣＴＧＡＡＧＡＡＡＣ￣ ３′)ꎬＸ 连锁磷酸盐

调 节 基 因 ( Ｐｈｅｘꎬ Ｆ: ５′￣ＴＴＣＣＣＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＣ
ＴＧＧＣＴＧ￣３′ 和 Ｒ: ５′￣ＴＣＴＣＣＧＡＧＧＧＡＣＣＡＡＴＧＴＣＴ￣
３′)ꎬ ＦＧＦ２３ ( Ｆ: ５′￣ＡＣＡＧＧＡＧＣＣＡＴＧＡＣＴＣＧＡＡＧ￣３′
和 Ｒ: ５′ － 将 ＧＣＡＡＴＴＣＴＣＴＧＧＧＣＴＧＡＡＧＴ￣３′) 和

ＦＧＦＲ１(Ｆ:５′￣ＴＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＴＧＡＣＴＣＣＴ￣３′和 Ｒ:
５′￣ＡＧＣＴＡＣＡＧＧＣＣＴＡＣＧＧＴＴＴＧ￣３′)ꎬ管家基因 β￣２－
微球蛋白(Ｆ:５′￣ＡＴＡＣＧＣＣＴＧＣＡＧＡＧＴＴＡＡＧＣＡ￣３′和
Ｒ:５′￣ＴＣＡＣＡＴＧＴＣＴＣＧＡＴＣＣＣＡＧＴ￣３′)ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

本研究采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件对数据进

行整理及分析ꎮ 数据结果表示为平均值±标准差

( 􀭰ｘ ± ｓ) ꎮ 当三组相互比较时ꎬ通过单因素方差分

析(ＡＮＯＶＡ)和事后 Ｆｉｓｈｅｒｓ ＬＳＤ 分析数据的显著

性ꎬ采用 ｔ 检验比较两组样本的显著性ꎮ 通过卡

方检验分析骨折愈合数据ꎮ Ｐ< ０􀆰 ０５ 为差异具

有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 手足创伤前大鼠血清及 μＣＴ 分析结果

手足创伤前在未骨折(Ｄ 组和 Ｓ 组)大鼠和对

照组(Ｃ 组)大鼠之间ꎬ血清、μＣＴ 和组织形态学参

数差异无显著性(Ｐ > ０􀆰 ０５)(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 饮食中 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏对骨折愈合的影响

为评估 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食对大鼠手足创伤术后

骨折愈合的影响ꎮ 创伤后第 １０ 天ꎬ未观察到 Ｃａ /
ＶｉｔＤ 缺乏对愈伤组织的显著影响ꎮ 到第 ２３ 天ꎬ与
Ｃ 组大鼠相比ꎬＤ 组大鼠的骨折愈伤组织中的 ＢＭＤ
显著降低 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ＢＶ / ＴＶ 没有 显 著 性 差 异

(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎬ而在组织形态计量学中ꎬＤ 组大鼠在新

形成的愈伤组织中骨量显著减少(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ纤维

组织量显著增加(Ｐ< ０􀆰 ０５)(见表 ２ꎬ图 １Ａꎬ１Ｂ)ꎬ而
在骨折的愈伤组织中ꎬＤ 组大鼠破骨细胞的数量和

表面显著增加(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬＤ 组的成骨细胞活性没

有显著性差异(图 １Ｃ)ꎮ 这些结果表明在 Ｄ 组大鼠

中骨含量略有减少ꎬ说明在 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食组中

手足创伤术后骨愈合受到了中度干扰ꎮ
２􀆰 ３　 饮食中 Ｃａ / ＶｉｔＤ 补充对骨折愈合的影响

Ｃａ / ＶｉｔＤ 补充剂 Ｓ 组在骨折后 １０ ｄ 无明显影

响ꎮ 到第 ２３ 天ꎬＳ 组在踝关节愈伤组织中的 ＢＭＤ
略有增加ꎬ但没有显著增加ꎮ 与 Ｄ 组相比ꎬＳ 组大鼠

的愈伤组织中的骨量显著增加(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ而纤维

组织部分显著减少(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 此外ꎬＳ 组表现出

４１８
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较高的骨折愈合率(Ｐ< ０􀆰 ０５)(表 ３)ꎮ
　 　 与 Ｄ 组相比ꎬ手足创伤术后 ２３ ｄꎬＳ 组大鼠的骨

痂成骨细胞标志物 ＡＬＰ ｍＲＮＡ 表达显著增加

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ血清 ＰＴＨ 水平显著降低(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎬ
和 Ｃ 组相比骨吸收标记物 ＣＴＸ 的血清水平降低ꎬ但
骨形成标记 ＰＩＮＰ 的血清水平差异无显著性(Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎮ 这些结果表明ꎬ在手足创伤术后开始的 Ｃａ /
ＶｉｔＤ 补充减少甚至补偿了慢性 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏的负面

影响(表 ３)ꎮ
与此同时ꎬＳ 组 ｉＦＧＦ２３ 及 ｃＦＧＦ２３ 的血清水平

均显著升高ꎬ与 Ｄ 组ꎬＣ 组相比较具有显著性差异

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 但 ｉＦＧＦ２３:ｃＦＧＦ２３ 三组无显著性差异

(Ｐ > ０􀆰 ０５)说明饮食中补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 对骨折愈伤组

织中的 ｉＦＧＦ２３ꎬｃＦＧＦ２３ 表达水平具有关联性ꎮ 与 Ｄ
组的 相 比ꎬ Ｓ 组 中 Ｐｈｅｘ ｍＲＮＡ 表 达 显 著 增 加

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ证实了 ＦＧＦ２３ 运转率提高ꎬ见表 ３ꎮ
表 １　 手足创伤前大鼠 μＣＴ 及血清分析结果(ｎ＝ ８)

Ｔａｂｌｅ １　 ＣＴ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ｈａｎｄ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｔｒａｕｍａ(ｎ＝ ８)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｉ 型胶原
Ｃ 端端肽
(ｎｇ / ｍＬ)

ＣＴＸ
(ｎｇ / ｍＬ)

Ｉ 型前胶
原 Ｎ 端肽
(ｎｇ / ｍＬ)
ＰＩＮＰ

(ｎｇ / ｍＬ)

成纤维
细胞

生长因子 ２３
(ｐｇ / ｍＬ)
ｉＦＧＦ２３

(ｐｇ / ｍＬ)

Ｃ 末端成
纤维

细胞生长
因子

(ｐｇ / ｍＬ)
２３ｃＦＧＦ２３
(ｐｇ / ｍＬ)

甲状旁
腺激素

(ｐｇ / ｍＬ)
ＰＴＨ (ｐｇ / ｍＬ)

骨密度
(ＨＡｍｇ / ｃｍ)
Ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ

ｄｅｎｓｉｔｙ
(ＨＡｍｇ / ｃｍ)

骨小梁体
积分数
(％)

ＢＶ / ＴＶ
(％)

骨小梁宽
(％)

Ｔｂ.Ｔｈ (％)

骨小梁
数量

(１ / ｍｍ)
Ｔｂ.Ｎ

(１ / ｍｍ)

骨小梁
分离
(ｍｍ)
Ｔｂ.Ｓｐ
(ｍｍ)

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ

１８􀆰 １２２ ±
４􀆰 ２２１

３４􀆰 ０３０ ±
６􀆰 ８３１

１９０􀆰 ２４２ ±
１２􀆰 ２７８

１８􀆰 ４７３ ±
４􀆰 ２２１

１８􀆰 ２４７ ±
４􀆰 ２０９

７３４􀆰 ４３２ ±
２７􀆰 ６７５

１９􀆰 ２９８ ±
５􀆰 １０１

０􀆰 ０５６ ±
０􀆰 ００６

３􀆰 ２１２ ±
０􀆰 ９３４

０􀆰 １７１ ±
０􀆰 ０３４

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ

１７􀆰 ４６２ ±
５􀆰 １４５

３５􀆰 ０４２ ±
７􀆰 ０９８

２００􀆰 ０９２ ±
１７􀆰 ２８１

１７􀆰 ９７６ ±
４􀆰 ２２１

３２０􀆰 ３４１ ±
２７􀆰 ２３１

７２１􀆰 ３４１ ±
５３􀆰 ０４１

１８􀆰 ９２４ ±
３􀆰 ７２４

０􀆰 ０５７ ±
０􀆰 ００６

３􀆰 ０３７ ±
０􀆰 ６４２

０􀆰 １９４ ±
０􀆰 ０４３

Ｓ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｓ

１５􀆰 ４４３ ±
４􀆰 ８２１

３８􀆰 ２１２ ±
５􀆰 ３３１

２００􀆰 ２５１ ±
１９􀆰 ０３４

１８􀆰 ２４７ ±
４􀆰 ２０９

３２０􀆰 １２８ ±
２０􀆰 ８７３

７４２􀆰 ２１４ ±
４０􀆰 ０７６

１９􀆰 ８０８ ±
５􀆰 ７０６

０􀆰 ０６０ ±
０􀆰 ００６

３􀆰 １９５ ±
０􀆰 ５０２

０􀆰 ２０４ ±
０􀆰 ０２２

表 ２　 创伤后第 ２３ 天大鼠骨折愈伤组织 μＣＴ 分析结果(ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ ２　 ＣＴ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｏｆ ｒａｔ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｏｎ ｄａｙ ２３ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａ(ｎ＝ ８)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

骨密度(ＨＡｍｇ / ｃｍ)
Ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ (ＨＡｍｇ / ｃｍ)

骨小梁体积分数(％)
Ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ / Ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ (％)

组织体积(ｍｍ３)
Ｔｉｓｓｕｅ ｖｏｌｕｍｅ (ｍｍ３)

骨折愈合(％)
Ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ (％)

Ｃ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｃ ３６９􀆰 ８７１ ± ７３􀆰 ２６２ １９􀆰 ４７７ ± ５􀆰 ６３３ ５􀆰 ７２１ ± ２􀆰 ３４４ ６２􀆰 ５００

Ｄ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｄ ３０３􀆰 １２１ ± ４７􀆰 ２７３∗ １６􀆰 ８４５ ± ４􀆰 ３２６ ７􀆰 ０２２ ± ２􀆰 ５６５ ５０􀆰 ０００

Ｓ 组
Ｇｒｏｕｐ Ｓ ３４１􀆰 ９８４ ± ４５􀆰 ４３７ １８􀆰 １７１ ± ５􀆰 ０２５ ６􀆰 ９１２ ± １􀆰 ７４４ ７５􀆰 ０００∗＃

注:与 Ｃ 组比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎻ与 Ｄ 组比较ꎬ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ< ０􀆰 ００１ꎮ (下图 / 表同)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｄꎬ ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ ＃＃＃Ｐ< ０􀆰 ００１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ)

表 ３　 骨折后第 ２３ 天大鼠骨折愈合参数及血清分析结果(ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｏｎ ２３ ｄ ａｆｔｅｒ ｆｒａｃｔｕｒｅ(ｎ＝ ８)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

每骨周
破骨细
胞数

(１ / ｍｍ)
Ｎ.Ｏｃ /
Ｂ.Ｐｍ

(１ / ｍｍ)

每骨表
面破骨
细胞表
面(％)
Ｏｃ.Ｓ /
ＢＳ(％)

每骨周
成骨细
胞数

(１ / ｍｍ)
Ｎ.Ｏｂ /
Ｂ.Ｐｍ

(１ / ｍｍ)

每骨表
面成骨
细胞表
面(％)
Ｏｂ.Ｓ /
ＢＳ(％)

血清参数
Ｓｅｒｕｍ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

基因表达
Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｉ 型胶
原 Ｃ 端
端肽

(ｎｇ / ｍＬ)
ＣＴＸ

(ｎｇ / ｍＬ)

Ｉ 型前
胶原 Ｎ
端肽

(ｎｇ / ｍＬ)
ＰＩＮＰ

(ｎｇ / ｍＬ)

成纤维
细胞生
长因
子 ２３

(ｐｇ / ｍＬ)
ｉＦＧＦ２３

(ｐｇ / ｍＬ)

Ｃ 末端
成纤维
细胞生
长因
子 ２３

(ｐｇ / ｍＬ)
ｃＦＧＦ２３
(ｐｇ / ｍＬ)

成纤维
细胞生
长因
子 ２３:
Ｃ 末端
成纤维
细胞生
长因子

２３ｉＦＧＦ２３:
ｃＦＧＦ２３

甲状旁
腺激素
(ｐｇ / ｍＬ)

ＰＴＨ
(ｐｇ / ｍＬ)

相对 ＡＬＰ
ｍＲＮＡ 表达
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ＡＬＰ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

相对 ＶＤＲ
ｍＲＮＡ 表达
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ＶＤＲ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

相对
Ｐｈｅｘ

ｍＲＮＡ 表达
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ＰＨＥＸ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｃ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｃ ４􀆰 ２３２ ±
０􀆰 ８６２

１０􀆰 ２１３ ±
４􀆰 ４３２

２６􀆰 ３２１ ±
６􀆰 ０８７

１８􀆰 ５３２ ±
５􀆰 ０２３

１９􀆰 ５２６ ±
４􀆰 ２１０

４２􀆰 ２５７ ±
５􀆰 ０９８

２２０􀆰 ６５１ ±
１８􀆰 ０９８

３５１􀆰 ３４２ ±
３４􀆰 １２３

０􀆰 ６２１ ±
０􀆰 ０８１

１８１􀆰 ４３１ ±
１９􀆰 ２２１

１􀆰 ０００ ±
０􀆰 ０８７

１􀆰 ０００ ±
０􀆰 ０７６

１􀆰 ０００ ±
０􀆰 ０９５

Ｄ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｄ
５􀆰 ９４２ ±
０􀆰 ７６２∗∗

１４􀆰 ９６４ ±
３􀆰 １７８∗∗

１９􀆰 ３８１ ±
５􀆰 ９３１

１６􀆰 １２５ ±
３􀆰 ２１９

１９􀆰 ２７１ ±
６􀆰 １０９

４５􀆰 ７５３ ±
６􀆰 １２５

２５１􀆰 ２３４ ±
１２􀆰 ９８７

４２２􀆰 ６５４ ±
３８􀆰 ６７１

０􀆰 ５８１ ±
０􀆰 ０５３

４５０􀆰 ４４３ ±
３０􀆰 １３２∗∗

０􀆰 ８２１ ±
０􀆰 ０７６

０􀆰 ８２１ ±
０􀆰 ０５４

０􀆰 ７５１ ±
０􀆰 ０７４

Ｓ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｓ
４􀆰 ５３２ ±
０􀆰 ５６１＃

９􀆰 ５４３ ±
２􀆰 ０９８＃＃＃

２８􀆰 ２１６ ±
５􀆰 ３２０９＃＃

２２􀆰 ４３２ ±
４􀆰 ２９８＃＃

１３􀆰 １０９ ±
３􀆰 ０９０∗

５０􀆰 ２３１ ±
７􀆰 ３４２

３４０􀆰 ７６１ ±
３２􀆰 ９２１∗∗＃＃

６１０􀆰 ２３６±
６０􀆰 ６４０∗∗＃

０􀆰 ６３２ ±
０􀆰 ０９７

８０􀆰 ８７１ ±
１２􀆰 ９６３＃＃＃

１􀆰 ２３４ ±
０􀆰 １３２＃

１􀆰 ２６１ ±
０􀆰 ０９７＃

１􀆰 ２５３ ±
０􀆰 １２３＃
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注:Ａ:第 １０ 天骨折愈伤组织中骨、软骨和纤维组织的百分比ꎻＢ:第 ２３ 天骨折愈伤组织中骨、软骨和纤维组织的百分比ꎻＣ:用番红

Ｏ 和抗酒石酸酸性磷酸酶(ＴＲＡＰ)染色的踝关节愈伤组织结果ꎮ

图 １　 大鼠踝关节的组织形态学分析结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂｏｎｅꎬ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃａｌｌｕｓ ａｔ １０ ｄ. Ｂ. Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂｏｎｅꎬ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ
ｆｒａｃｔｕｒｅ ｃａｌｌｕｓ ａｔ ２３ ｄ. Ｃ. Ａｎｋｌｅ ｃａｌｌｕｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓａｆｆｌｏｗｅｒ Ｏ ａｎｄ ｔａｒｔｒａｔｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ(ＴＲＡＰ).

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｔ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ

３　 讨论

本研究研究了 Ｃａ / ＶｉｔＤ 在手足创伤术后骨折愈

合中的作用ꎮ 慢性膳食 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏大鼠踝关节骨

折后血清 ＰＴＨ 水平明显升高ꎬ破骨细胞活性增加ꎮ
踝关节骨折创伤术后补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 可促进愈合ꎮ 因

此ꎬ本研究证明了在手足创伤术后骨折愈合过程中

充足的 Ｃａ / ＶｉｔＤ 的供应可减少 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食者

破骨细胞活性和增加骨量ꎬ改善骨修复ꎬ在临床上

具有高度的相关性ꎮ
由于钙在骨再生过程中对愈伤组织矿化至关

重要ꎬ因此ꎬ本研究研究了 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏是否影响骨

修复ꎮ Ｄ 组表现出中等程度的骨折愈合ꎬ骨折愈伤

组织中骨含量减少及破骨细胞数量增加ꎮ Ｄ 组的

ＰＴＨ 水平高可能是愈伤组织中破骨细胞活性显著

增加的原因ꎮ 关于 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏对骨愈合的影响ꎬ
目前对大鼠的研究数量有限ꎬ已有少量研究报道了

对愈伤组织矿化和生物力学骨特性的相互矛盾的

影响[１０－１１]ꎮ 与本研究结果一致ꎬ愈合受损和不愈合

的患者与正常愈合的患者相比ꎬ血清维生素 Ｄ 水平

较低[１２]ꎮ 此外ꎬ本研究证明了补充 Ｃａ / ＶｉｔＤ 可以消

除先前缺乏饮食的负面影响ꎬ这一点可以通过骨折

愈伤组织中骨量增加得到证明ꎮ
ＶｉｔＤ 对骨再生的积极作用主要是通过其对钙

稳态的内分泌作用间接发挥作用ꎬ从而增加骨折愈

伤组织矿化的钙供应ꎮ 然而ꎬ维生素 Ｄ 对骨骼的直

接影响也被广泛讨论ꎬ因为成骨细胞表达 ＶＤＲꎬ其
在这些细胞上的表达直接受生物活性 １ꎬ２５(ＯＨ)
２Ｄ３ 调控[１３]ꎮ 体外研究表明 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 和 ＶＤＲ
可增强成骨细胞分化和矿化ꎬ表现为成骨细胞分化

标志物 ＡＬＰ 活性增加[１４]ꎮ 本研究证明了补充 Ｃａ /
ＶｉｔＤ 大鼠手足创伤术后骨折愈伤组织中 ＶＤＲ 和

ＡＬＰ 的表达增加ꎮ 基于这些结果ꎬ可以说明增强的

１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ / ＶＤＲ 信号在骨折愈伤组织中的局部
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作用可能也有助于 Ｃａ / ＶｉｔＤ 治疗诱导的骨折愈合改

善ꎮ 然而ꎬ需要进一步的研究探讨其确切机制ꎮ
此外ꎬ本研究还研究了 ＦＧＦ２３ꎬ是矿物质和 ＶｉｔＤ

代谢的调节剂ꎬ对有效的骨愈合非常重要ꎮ 在 Ｓ 组

大鼠中ꎬｉＦＧＦ２３ 和 ｃＦＧＦ２３ 血清水平均显著增加ꎬ表
明 ＦＧＦ２３ 周转率提高ꎮ 但是ꎬｉＦＧＦ２３:ｃＦＧＦ２３ 的比

例未改变ꎬ可能表明其生物活性 ＦＧＦ２３ 不变ꎮ 与此

一致ꎬ骨折愈伤组织中的 ＦＧＦ２３ 和 ＦＧＦＲ１ 表达不

受 Ｃａ / ＶｉｔＤ 补充的影响ꎬ表明局部 ＦＧＦ２３ 信号不受

影响ꎮ 骨折愈伤组织中的内肽酶 Ｐｈｅｘ ｍＲＮＡ 表达

增加ꎬ表明 ＦＧＦ２３ 裂解支持大鼠中 ＦＧＦ２３ 更新ꎮ 但

是ꎬ需要进一步的研究来证实ꎮ
总之ꎬ本研究表明ꎬＣａ / ＶｉｔＤ 补充剂在踝关节创

伤术后可减少 Ｃａ / ＶｉｔＤ 缺乏饮食者破骨细胞活性和

增加骨量ꎬ改善骨修复ꎬ可减少患者发生继发性骨

折的风险ꎮ
参　 考　 文　 献(Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ)

[ １ ]　 吴凡ꎬ 林旭. 维生素 Ｄ 与骨折相关性[ Ｊ] . 国际骨科学杂志ꎬ
２０１４ꎬ ３５(２): １００－１０１.
Ｗｕ Ｆꎬ Ｌｉｎ Ｘ. Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｒａｃｔｕｒｅ[ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ
Ｏｒｔｈｏｐꎬ ２０１４ꎬ ３５(２): １００－１０１.

[ ２ ] 　 Ｎａｄｅｅｍ ＳＭＡꎬ Ｒａｆｉｑｕｅ Ｉꎬ Ｈａｙｄｅｒ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ
Ｄ ｌｅｖｅｌｓ ｗｉｔｈ ｂｏｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ｃａｌｃｉｕｍꎬ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｎｄ ａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ￣ ａｎ ｉｎｓｉｇｈｔ ｆｒｏｍ ｍａｊｏｒ ｃｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｐａｋｉｓｔａｎ[Ｊ] . Ｊ Ｐａｋ
Ｍｅｄ Ａｓｓｏｃꎬ ２０１８ꎬ ６８(４): ５４３－５４７.

[ ３ ] 　 Ｓｕｚｕｋｉ Ｔ. Ｕｐｄａｔｅ ｏｎ ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ.
Ｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ(Ｒ) ａｎｄ ｆａｌｌ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｃａｌｃｉｕｍꎬ ２０１７ꎬ
２７(１１): １５９５－１６００.

[ ４ ] 　 Ｐａｎｇ Ｊꎬ Ｙｅ Ｍꎬ Ｃａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｐｅｎｉａ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ａｎｄ ｌａｔｅ ｐｅｒｉｏｄｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ
ｆｅｍｏｒａｌ ｏｓｔｅｏｔｏｍｙ ｍｏｄｅｌ[Ｊ] . Ｒｅｊｕｖｅｎａｔｉｏｎ Ｒｅｓꎬ ２０１５ꎬ １８(４):
３５６－３６５.

[ ５ ] 　 高伟ꎬ 赵明兴ꎬ 张龙. 维生素 Ｄ 和钙剂的补充对 ＡＩＤＳ 患者骨

密度影响的研究[ Ｊ] . 浙江临床医学ꎬ ２０１８ꎬ ２０( ９): １５０９
－１５１１.
Ｇａｏ Ｗꎬ Ｚｈａｏ ＭＸꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ
ｃａｌｃｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ ｏｎ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ＡＩＤＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ
[Ｊ] . Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ ２０(９): １５０９－１５１１.

[ ６ ] 　 Ｈａｆｆｎｅｒ ＬＭꎬ Ｈｅｉｌｍａｎｎ Ａꎬ Ｈｅｉｄｌｅｒ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｙｐｏｃｈｌｏｒｈｙｄｒｉａ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｍａｌａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ
ｂｕｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔａｃｔ ｓｋｅｌｅｔｏｎ[Ｊ] . Ｊ
Ｏｒｔｈｏｐ Ｒｅｓꎬ ２０１６ꎬ ３４(１１): １９１４－１９２１.

[ ７ ] 　 Ｂａｂｕ Ｓꎬ Ｓａｎｄｉｆｏｒｄ ＮＡꎬ Ｖｒａｈａｓ Ｍ. Ｕｓｅ ｏｆ ｔｅｒｉｐａｒａｔｉｄｅ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ
ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ: ｗｈａｔ ｉｓ ｔｈｅ ｅｖｉｄｅｎｃｅ? [ Ｊ] . Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐꎬ
２０１５ꎬ ６(６): ４５７－４６１.

[ ８ ] 　 李啸群ꎬ 钱进ꎬ 苏佳灿. 糖皮质激素诱导小鼠骨质疏松模型

构建方法的研究进展 [ Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０１７ꎬ ２７
(１２): １２０－１２４.
Ｌｉ ＸＱꎬ Ｑｉａｎ Ｊꎬ Ｓｕ ＪＣ. Ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ[ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ２７(１２): １２０－１２４.

[ ９ ] 　 Ｄｅｍｐｓｔｅｒ ＤＷꎬ Ｃｏｍｐｓｔｏｎ ＪＥꎬ Ｄｒｅｚｎｅｒ ＭＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ
ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅꎬ ｓｙｍｂｏｌｓꎬ ａｎｄ ｕｎｉｔｓ ｆｏｒ ｂｏｎｅ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙ: Ａ
２０１２ ｕｐｄａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ＡＳＢＭＲ Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙ
Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ [Ｊ] . Ｊ Ｂｏｎｅ Ｍｉｎｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１３ꎬ ２８(１):
２－１７.

[１０] 　 韩龙ꎬ 吴水培. 注射用骨肽对去卵巢骨质疏松大鼠骨微结

构、骨密度和骨生物力学性能的影响[ Ｊ] . 中国比较医学杂

志ꎬ ２０１８ꎬ ２８(６): ７９－８３.
Ｈａｎ Ｌꎬ Ｗｕ ＳＰ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｓｓｏｔｉｄｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ ( ＢＭＤ )ꎬ ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ[ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ
２８(６): ７９－８３.

[１１] 　 Ｒｅｇｉｎｓｔｅｒ ＪＹ. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ[Ｊ] . ＢＭＪ
Ｂｒｉｔ Ｍｅｄ Ｊꎬ ２０１６ꎬ １０(７): ４１－４７.

[１２] 　 范佳佳ꎬ 梁冰. 绝经后女性 ２５ 羟维生素 Ｄ 与骨密度及骨折

风险的相关性[ Ｊ] . 中医药临床杂志ꎬ ２０１８ꎬ ３０(６): １０７２
－１０７５.
Ｆａｎ ＪＪꎬ Ｌｉａｎｇ Ｂ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ２５ ｈｙｄｒｏｘｙ
Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｎｄ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｒｉｓｋ ｉｎ ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｗｏｍｅｎ [ Ｊ] . Ｊ
Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ ３０(６): １０７２－１０７５.

[１３] 　 Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｚｈｕ Ｊꎬ Ｄｅｌｕｃａ ＨＦ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｂｕｔ ｎｏｔ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ[Ｊ] . Ｊ Ｂｏｎｅ Ｍｉｎｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ ２９(３): ６８５－６９２.

[１４] 　 Ｙａｎｇ ＬＰꎬ Ｄｏｎｇ ＹＰꎬ Ｌｕｏ ＷＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｌｂｉｎｄｉｎ￣Ｄ２８Ｋ ｍｅｄｉａｔｅｓ
２５(ＯＨ)Ｄ３ / ＶＤＲ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＭＭＰ１３ ａｎｄ
ＤＭＰ１: Ｃａｌｂｉｎｄｉｎ￣Ｄ２８Ｋ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ [ Ｊ ] . Ｊ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１８ꎬ １１９(１０): ８０３５－８０４７.

[收稿日期] 　 ２０２０－０８－０４

７１８



２０２０ 年 １２ 月

第 ２８ 卷　 第 ６ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０
Ｖｏｌ. ２８　 Ｎｏ. ６

赵楠楠ꎬ王艳ꎬ郭艳娟ꎬ等. Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 对牛胚胎内细胞团和滋养外胚层分化的影响[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(６):
８１８－８２３.
Ｚｈａｏ ＮＮꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｇｕｏ ＹＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏｃｔ４ ａｎｄ Ｃｄｘ２ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｉｎｎｅｒ ｃｅｌｌ ｍａｓｓ ａｎｄ ｔｒｏｐｈｅｃｔｏｄｅｒｍ
[Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２８(６): ８１８－８２３.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００５－４８４７􀆰 ２０２０􀆰 ０６􀆰 ０１２

[基金项目]河北省 ２０２０ 年度医学科学研究课题计划(２０２０１２４９)ꎬ河北省卫生健康委科研基金项目(２０１８０７７６)ꎬ河北省省属高等学校基

本科研业务费研究项目(ＪＹＧ２０１９００４)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ Ｐｌａｎ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｉｎ ２０２０(２０２０１２４９)ꎬ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ
(２０１８０７７６)ꎬ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｂｕｓｉｎｅｓｓ Ｅｘｐｅｎｓｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅｓ ａｎｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
(ＪＹＧ２０１９００４).
[通信作者]赵楠楠(１９８５—)ꎬ女ꎬ主治医师ꎬ硕士ꎬ研究方向:妇产科ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｎｎ０８１４＠ １６３.ｃｏｍ

Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 对牛胚胎内细胞团和滋养外胚层
分化的影响

赵楠楠∗ꎬ王艳ꎬ郭艳娟ꎬ高杰ꎬ袁金灵ꎬ陈燕

(华北理工大学附属医院ꎬ河北 唐山　 ０６３０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 敲低对牛 ＩＣＭ 和 ＴＥ 分化相关的基因表达的影响ꎬ解释 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在牛

胚胎早期发育中的作用ꎮ 方法　 ＲＮＡ 干扰敲低牛胚胎 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 基因ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 及免疫荧光染色检

测敲低 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 基因对牛胚胎早期发育及相关基因表达的影响ꎮ 结果 　 针对 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 基因的特异性

ｓｉＲＮＡ 能够抑制牛胚胎 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 表达ꎮ Ｏｃｔ４ 敲低对胚胎卵裂率和 ８－细胞率无影响ꎬ但胚胎囊胚率显著降低ꎬ
ｍＲＮＡ 水平显著下降(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ Ｃｄｘ２ 敲低抑制 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 表达(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 Ｏｃｔ４ 通过调节 Ｃｄｘ２、Ｓｏｘ２
及 Ｎａｎｏｇ 的表达控制牛胚胎的分化ꎮ
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　 　 哺乳动物胚胎发育过程中第一个可见的分化

事件是内细胞团( ｉｎｎｅｒ ｃｅｌｌ ｍａｓｓꎬＩＣＭ)和滋养外胚

层(ｔｒｏｐｈｏｅｃｔｏｄｅｒｍꎬＴＥ)的分离ꎮ ＩＣＭ 是一群多能细

胞ꎬ附着在 ＴＥ 的内部ꎬ形成胎儿和胚胎外组织ꎮ 相

反ꎬＴＥ 是围绕囊胚腔发育成胎盘的单层极化细

胞[１]ꎮ ＩＣＭ 和 ＴＥ 的分离由涉及多个基因相互作用

的单独的发育程序调节ꎮ
Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 两种转录因子对 ＩＣＭ 和 ＴＥ 谱系

的分离和功能发挥是必需的ꎮ Ｏｃｔ４(Ｐｏｕ５ｆ１)是 ＰＯＵ
转录因子家族的一员ꎬ在囊胚腔形成后仅在 ＩＣＭ 中

表达ꎬ对维持细胞多能性和正常分化为表皮细胞的

过程不可或缺[２]ꎮ Ｃｄｘ２ 是正确的细胞命运决定和

ＴＥ 分化所需的 ＴＥ 特异性转录因子[３]ꎮ Ｃｄｘ２、Ｓｏｘ２
和 Ｎａｎｏｇ 是 Ｏｃｔ４ 的已知靶点ꎬ三者通常形成网络共

同调控其他靶点基因ꎮ Ｏｃｔ４ 基因与 Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ 共

同形成和维持胚胎干细胞的多能性和自我更新ꎮ
缺乏 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 表达的小鼠胚胎仍分别形成

ＩＣＭ 或 ＴＥ[３－５] ꎮ 这些结果表明ꎬＯｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在囊

胚形成后 ＩＣＭ 和 ＴＥ 的分化中都发挥了作用ꎮ 然

而ꎬ关于 Ｃｄｘ２ 调节 Ｏｃｔ４ 在牛胚胎中的作用ꎬ还未

有统一的说法ꎮ Ｓｃｈｉｆｆｍａｃｈｅｒ 等[６] 指出 Ｃｄｘ２ 在牛

胚胎中负调节 Ｏｃｔ４ꎮ 而其他研究表明ꎬ牛胚胎

Ｃｄｘ２ 的下调并不影响 Ｏｃｔ４ 的表达[７－８] ꎮ 目前对牛

ＩＣＭ 和 ＴＥ 分化的分子机制研究有限ꎮ 本研究希

望通过 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 敲低对牛 ＩＣＭ 和 ＴＥ 分化相

关基因表达的影响ꎬ解释 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在牛胚胎早

期发育中的作用ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

牛卵母细胞由本院研究室采集并培养ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ 反转录试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ 公司ꎻ
ＶＥＣＴＡＳＨＩＥＬＤ ｗｉｔｈ ＤＡＰＩ 防荧光萃灭封片剂购自

Ｖｅｃｔｏｒ ＬａｂｓꎻＯｃｔ４、Ｃｄｘ２、β￣ａｃｔｉｎ 抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ新生牛血清、ＲＮＡ 提取试剂盒购自生

工生物工程有限公司ꎮ
多管架自动平衡离心机 Ｌ５３０ꎻ电热恒温水槽

ＳＳＷ－４２０－２Ｓ 型ꎻ二氧化碳培养箱 ＭＣＯ－２０ＡＩＣ￣ＳＣꎻ
显微操作仪 Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｔｉꎻ荧光显微镜ꎻ博日

ｑＰＣＲ 仪ꎮ

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 体外受精和胚胎培养

采集牛卵巢抽取卵母细胞ꎬ捡取卵丘－卵母细

胞复合体(ｃｕｍｕｌｕｓ￣ｏｏｃｙｔｅ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓꎬＣＯＣｓ)ꎮ ＣＯＣｓ
经洗卵液和成熟液分别洗涤 ３~５ 次ꎬ微滴成熟液培

养 ２２ ｈꎬ培养条件为 ３９℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度ꎬ无菌

矿物油覆盖微滴ꎮ 成熟后转移至 ＩＶＦ￣１００ 培养液ꎮ
解冻的精液在 ＩＶＦ￣１００ 培养基中 ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ共两次ꎮ 将精子加入 ＣＯＣｓꎬ终浓度为每毫升

５ × １０６ 个ꎬ在 ３９℃、５％ ＣＯ２ 的湿润环境中孵育６ ｈꎮ
受精后ꎬ去除卵丘细胞和多余的精子ꎮ 显微注射

ｓｉＲＮＡꎬ使 用 含 １％ ＢＳＡ 的 改 良 ＴＡＬＰ 培 养 基

(ｍＴＡＬＰ)ꎬ３９℃、５％ ＣＯ２、５％ Ｏ２ 和 ９０％ Ｎ２ 的湿润

环境下培养胚胎ꎮ 第 ２ 天转移至含 ３％新生牛血清

的 ｍＴＡＬＰ 培养基中ꎬ相同条件培养至第 ７ 天ꎮ 培养

期间统计胚胎发育情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｉＲＮＡ 设计和显微注射

根据 Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 的基因序列分析和设计原

则ꎬ确定 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 的 Ｓｅｎｓｅ Ｓｔｒａｎｄ 和 Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
Ｓｔｒａｎｄ 分别为: ５’￣ＧＧＡＡＡＧＧＵＧＵＵＣＡＧＣＣＡＡＡＴＴ￣
３ ’ꎬ ５ ’￣ＵＵＵＧＧＣＵＧＡＡＣＡＣＣＵＵＵＣＣＴＴ￣３ ’ꎻ Ｃｄｘ２
ｓｉＲＮＡ 的 Ｓｅｎｓｅ Ｓｔｒａｎｄ 和 Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ Ｓｔｒａｎｄ 分别为:
５ ’￣ＡＣＧＵＧＡＧＣＡＵＧＵＡＵＣＣＣＡＧＴＴ￣３ ’ꎬ ５ ’￣
ＣＵＧＧＧＡＵＡＣＡＵＧＣＵＣＡＣＧＵＴＴ￣３’ꎮ ｓｉＲＮＡ 序列由

上海吉玛制药技术公司合成ꎮ 受精后ꎬ根据说明将

裸露的胚胎转移至含 １ ｍｇ / ｍＬ ＢＳＡ 的 ｍＴＡＬＰ 培养

基微滴液中进行显微注射ꎮ 洗涤胚胎并按上述条

件进行培养ꎮ
根据注射情况将实验对象分为: 空白对照

(Ｃｔｒｌ)组ꎻ阴性对照 ｓｉＲＮＡ(ｓｉＣｔｒｌ)组ꎻ注射 Ｏｃｔ４ 特

异性 ｓｉＲＮＡ ( ｓｉＯｃｔ４ ) 组 和 Ｃｄｘ２ 特 异 性 ｓｉＲＮＡ
(ｓｉＣｄｘ２)组ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 实时定量荧光 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)

收集桑椹胚和囊胚ꎬ蛋白酶去除囊胚透明带ꎮ
根据说明进行 ＲＮＡ 提取、反转录及实时荧光定量

ＰＣＲꎬ 所 用 引 物 为: Ｏｃｔ４ Ｆ: ５ ’￣ＧＧＴＴＣＴＣＴＴＴＧＧ
ＡＡＡＧＧＴＧＴＴＣ￣３’ꎬＲ:５’￣ＡＣＡＣＴＣＧＧＡＣＣＡＣＧＴＣＴＴ
ＴＣ￣３’ꎻＣｄｘ２ Ｆ:５’￣ＧＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＧＡＧＣＴＡＣＣ￣
３ ’ꎬ Ｒ: ５ ’￣ＡＣＡＴＧＧＴＡＴＣＣＧＣＣＧＴＡＧＴＣＣＧＧ￣３ ’ꎻ
Ｎａｎｏｇ Ｆ: ５ ’￣ＡＡＴＴＣＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＡＴＣＡＣ￣３ ’ꎬ Ｒ:
５’￣ＣＣＣＴＴＣＣＣＴＣＡＡＡＴＴＧＡＣＡＣ￣３’ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 作为内

参ꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 检测产物并计算相对表达量ꎮ

９１８
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１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫荧光染色

４％多聚甲醛室温固定桑椹胚 ２０ ｍｉｎꎻ含 ０􀆰 １％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 的 ＰＢＳ(ＴＸＰＢＳ)清洗２ 次ꎬ每次１０ ｍｉｎꎻ
清洗过的样品用含 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 的 ＰＢＳ 通透 ３０
ｍｉｎꎬ再清洗 ２ 次ꎻ７％山羊血清封闭 １􀆰 ５ ｈ 用于 Ｏｃｔ４ 染

色ꎬ０􀆰 ５％ ＢＳＡ ＋ １％ 脱脂奶粉封闭 １􀆰 ５ ｈ 用于 Ｃｄｘ２ 染

色ꎻＴＸＰＢＳ 清洗 ５ ｍｉｎꎬ一抗 ４℃孵育过夜ꎻＴＸＰＢＳ 清洗

一抗 ４ 次ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎻ二抗室温孵育 １ ｈꎻＴＸＰＢＳ 清洗

４ 次ꎬ每次 ２０ ｍｉｎꎻＤＡＰＩ 染色ꎬＶＥＣＴＡＳＨＩＥＬＤ 封片ꎮ 倒

置荧光显微镜观察实验结果ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件对实验数据进行统计分

析ꎮ 所有数据均以平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ多
组间比较采用单因素方差分析ꎬ两组间比较采用

ＬＳＤ 检验ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

的影响

ｑＰＣＲ 结果显示ꎬｓｉＯｃｔ４ 组胚胎 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 表

达水平显著低于 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 免

疫荧光染色结果显示ꎬｓｉＯｃｔ４ 组胚胎 Ｏｃｔ４ 信号强度

显著低于 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组ꎮ 说明 ＲＮＡ 干扰成功敲

低牛胚胎 Ｏｃｔ４ 基因(见图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

的影响

与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组比较ꎬ ｓｉＯｃｔ４ 组胚胎中

Ｃｄｘ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平均显著降低

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 说明通过 ＲＮＡ 干扰成功对牛胚胎的

Ｃｄｘ２ 基因进行了敲低(见图 ２)ꎮ

注:Ａ:Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎻＢ:Ｏｃｔ４ 免疫荧光结果ꎮ 与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组比较ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ (下图 / 表同)

图 １　 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ. Ｂ. ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｏｃｔ４. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＣｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎬ
∗Ｐ< ０􀆰 ０５. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

注:Ａ:Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎻＢ:Ｃｄｘ２ 免疫荧光结果ꎮ

图 ２　 Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ. Ｂ. ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｄｘ２.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｄｘ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

０２８
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２􀆰 ３　 ｓｉＲＮＡ 干扰对牛胚胎早期发育的影响

与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组比较ꎬＯｃｔ４ 敲低的胚胎卵

裂率及 ８－细胞期比例无差异(Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎬ囊胚率显

著降低(Ｐ< ０􀆰 ０５) (表 １)ꎮ Ｃｄｘ２ 敲低的胚胎卵裂

率、８－细胞率及囊胚率与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＲＮＡ 组均无差

异(表 ２)ꎮ 说明 Ｏｃｔ４ 基因影响胚胎早期发育过程

中的囊胚形成ꎬ Ｃｄｘ２ 对胚胎发育到囊胚阶段无

影响ꎮ
２􀆰 ４ 　 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｃｄｘ２、 Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ
ｍＲＮＡ 水平的影响

与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组相比ꎬｓｉＯｃｔ４ 组的胚胎 Ｃｄｘ２、

Ｓｏｘ２和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 在囊胚阶段表达水平均显著下降

(图 ３ꎬＰ< ０􀆰 ０５)ꎮ 说明在牛胚胎早期发育中ꎬＣｄｘ２、
Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 表达水平与 Ｏｃｔ４ 基因有关ꎮ
２􀆰 ５ 　 Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｏｃｔ４、 Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ
ｍＲＮＡ 水平的影响

与 Ｃｔｒｌ 组和 ｓｉＣｔｒｌ 组相比ꎬｓｉＣｄｘ２ 组胚胎在囊胚

阶段 Ｏｃｔ４ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低 (图 ４ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬＳｏｘ２ ｍＲＮＡ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 无差异(图 ４Ｂ
和图 ４ＣꎬＰ > ０􀆰 ０５)ꎮ 说明在牛胚胎早期发育中ꎬ
Ｃｄｘ２ 基因主要影响 Ｏｃｔ４ 基因的表达ꎬ对 Ｓｏｘ２ 和

Ｎａｎｏｇ 基因则无影响ꎮ

表 １　 敲低 Ｏｃｔ４ 后牛胚胎早期的发育

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｍｂｒｙｏｓ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ Ｏｃｔ４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

胚胎总数
Ｅｍｂｒｙｏ ｎｕｍｂｅｒｓ

胚胎卵裂率(％)
Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃｌｅａｖａｇｅ ｒａｔｅ (％)

８－细胞期比例(％)
８￣ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ ｒａｔｅ(％)

囊胚率(％)
Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ (％)

Ｃｔｒｌ ２３７ １６８ (７０􀆰 ８９ ± ２􀆰 ９５) １１４ (４８􀆰 １０ ± ３􀆰 ８０) ９３ (３９􀆰 ２４ ± ２􀆰 ５３)
ｓｉＣｔｒｌ ２３２ １６０ (６８􀆰 ９７ ± ３􀆰 ４５) １０７ (４６􀆰 １２ ± ５􀆰 １７) ８３ (３５􀆰 ７８ ± ４􀆰 ７４)
ＳｉＯｃｔ４ ２２８ １４６ (６４􀆰 ０４ ± ５􀆰 ７０) １１２ (４９􀆰 １２ ± ７􀆰 ０２) 　 ４９ (２１􀆰 ４９ ± ７􀆰 ８９)∗

表 ２　 敲低 Ｃｄｘ２ 后牛胚胎早期的发育

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｍｂｒｙｏｓ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ Ｃｄｘ２ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

胚胎总数
Ｅｍｂｒｙｏ ｎｕｍｂｅｒｓ

胚胎卵裂率(％)
Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃｌｅａｖａｇｅ ｒａｔｅ (％)

８－细胞期比例(％)
８￣ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ ｒａｔｅ(％)

囊胚率(％)
Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ (％)

Ｃｔｒｌ ２１０ １６４ (７８􀆰 １０ ± ９􀆰 ０５) １０９ (５１􀆰 ９０ ± １０􀆰 ９５) ６０ (２８􀆰 ５７ ± ８􀆰 ５７)
ｓｉＣｔｒｌ ２０５ １５７ (７６􀆰 ５９ ± ５􀆰 ８５) １０９ (５３􀆰 １７ ± ７􀆰 ３２) ５４ (２６􀆰 ３４ ± ６􀆰 ８３)
ＳｉＣｄｘ２ １９２ １４２ (７３􀆰 ９６ ± １１􀆰 ９８) ９３ (４８􀆰 ４４ ± ８􀆰 ３０) ４４ (２２􀆰 ９２ ± ７􀆰 ２９)

图 ３　 Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｃｄｘ２、Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｃｔ４ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｄｘ２ꎬ Ｓｏｘ２ ａｎｄ Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ

图 ４　 Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ 干扰对 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｄｘ２ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｄｘ２ꎬ Ｓｏｘ２ ａｎｄ Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ
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３　 讨论

Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 是小鼠胚胎中 ＩＣＭ 和 ＴＥ 分化的

中心调节因子[２－４]ꎮ Ｏｃｔ４ 仅在囊胚的滋养层中表

达ꎬＯｃｔ４ 主要高表达于内细胞团[４]ꎮ Ｏｃｔ４ 可调节

ＩＣＭ 的分化ꎬ指导胚胎干细胞的命运决定[２ꎬ９]ꎬ且对

于诱导分化细胞的多能性至关重要[１０]ꎮ Ｃｄｘ２ 能够

通过上调各种 ＴＥ 特异性基因和下调 Ｏｃｔ４ 与 Ｎａｎｏｇ
基因促进 ＴＥ 谱系的分化[３]ꎮ Ｃｄｘ２ 基因缺失的囊胚

不能维持囊胚腔ꎬ无法形成完整的上皮ꎬ且异常调

节 ＩＣＭ 特异性转录因子 Ｏｃｔ４ 及 Ｎａｎｏｇꎬ细胞死亡率

高ꎮ 但 Ｃｄｘ２ 基因缺失的囊胚能够形成 ＩＣＭꎬ且能在

体外培养得到胚胎干细胞[１１]ꎮ
本项研究中ꎬ我们利用 ＲＮＡ 干扰技术探究了

Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在牛胚胎早期发育中的作用ꎮ 结果表

明ꎬ二者对于牛 ＩＣＭ 和 ＴＥ 的正常分化和健全的囊

胚形成至关重要ꎮ 与小鼠胚胎相比ꎬＯｃｔ４ 下调对牛

胚胎发育的影响更为严重ꎮ 不同于小鼠胚胎ꎬＯｃｔ４
在牛 ＴＥ 中的表达不会消失ꎬ即使在完全扩张的囊

胚阶段也是如此[１２]ꎮ Ｏｃｔ４ 可能在牛胚胎的囊胚阶

段发挥不同的作用ꎬ如将增殖的 ＴＥ 细胞保持在分

化延迟状态[１３]ꎮ 然而ꎬＮｇａｎｖｏｎｇｐａｎｉｔ 等[１４] 表示注

射 Ｏｃｔ４ ｄｓＲＮＡ 与否对牛胚胎在囊胚阶段的发育率

没有显著影响ꎮ 在本研究中ꎬＯｃｔ４ 敲低对牛胚胎发

育到桑椹胚阶段无影响ꎬ但囊胚的形成显著低于对

照组的胚胎ꎮ 关于注射 Ｏｃｔ４ ｄｓＲＮＡ 与 ｓｉＲＮＡ 的胚

胎发育能力不同的原因尚未明确ꎬ注射 Ｏｃｔ４ ｄｓＲＮＡ
的胚胎需要相对更长的培养时间才能形成囊胚腔ꎬ
ＩＣＭ 细胞的数量也明显较低[１４]ꎮ 这表明在囊胚形

成过程中ꎬＯｃｔ４ 在不同物种间可能发挥了共同或独

特的作用ꎮ 与 Ｏｃｔ４ 不同的是ꎬ本研究发现 ｓｉＲＮＡ 敲

低 Ｃｄｘ２ 后的胚胎ꎬ卵裂率、８－细胞期比例及囊胚率

均与对照组胚胎无差别ꎮ 一方面ꎬＯｃｔ４ 基因可能影

响了胚胎早期发育过程中的囊胚形成ꎮ 另一方面ꎬ
也有可能由于 ｓｉＲＮＡ 敲低效果减弱或消失ꎬ从而导

致注射了特异性 ｓｉＲＮＡ 的胚胎形成囊胚ꎮ
虽然对胎盘早期发育无直接影响ꎬ敲低 Ｏｃｔ４ 或

Ｃｄｘ２ 基因对早期发育相关基因的影响却是显著的ꎮ
Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 在小鼠胚胎干细胞中抑制彼此的表

达[４]ꎮ 敲低或敲除 Ｃｄｘ２ 导致 Ｏｃｔ４ 在小鼠胚胎中异

位表达和过度表达[３ꎬ５]ꎮ 但本研究发现ꎬ单独敲低

牛胚胎中的 Ｏｃｔ４ 或 Ｃｄｘ２ 基因ꎬ 另一种基因在

ｍＲＮＡ 水平上的表达受到抑制ꎮ 因此ꎬ在牛胚胎中

可能不存在 Ｃｄｘ２ 与 Ｏｃｔ４ 相互抑制的机制ꎮ Ｎａｎｏｇ
基因是 Ｏｃｔ４ 的另一个靶基因ꎬ编码一种同源异型蛋

白转录因子ꎬ对于维持 ＩＣＭ 和胚胎干细胞的多能性

必不可少ꎮ 与 Ｏｃｔ４ 不同ꎬＮａｎｏｇ 在形成外胚层和内

胚层中起决定性作用ꎮ 小鼠 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 在致密桑

椹胚阶段才表达ꎬ在 ＩＣＭ 中维持ꎬ而在 ＴＥ 中迅速下

降ꎮ 发育中的胚胎多能性的维持还需要转录因子

Ｓｏｘ２ 的活性ꎬＳｏｘ２ 在调控不同细胞系中具有多种功

能ꎮ 小鼠 Ｓｏｘ２ 转录产物在桑椹胚阶段开始表达ꎬ在
ＩＣＭ 中维持ꎬ直至外胚层阶段ꎮ 多项研究证实了

Ｓｏｘ２ 在限定 ＩＣＭ 分化中的作用[１１]ꎮ 本研究发现ꎬ
Ｏｃｔ４ 敲低导致 Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 水平显著下降ꎬ
Ｃｄｘ２ 敲低对 Ｓｏｘ２ 和 Ｎａｎｏｇ ｍＲＮＡ 水平无影响ꎮ 这

说明 Ｏｃｔ４ 通过调节各种基因控制牛胚胎的分化ꎬ而
Ｃｄｘ２ 在牛胚胎的分化中可能是通过调控 Ｏｃｔ４ 或其

他基因发挥作用ꎮ
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雌激素对小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 氧化应激损伤的
保护作用及机制探究

徐昊∗

(武汉市第四医院ꎬ武汉　 ４３００００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨雌激素对小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 氧化应激损伤的保护作用及机制ꎮ 方法　 将体外培

养 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞分为空白对照组、Ｈ２Ｏ２ 组(３００ μｍｏｌ / Ｌ)、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ
组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎬ分别与相应浓度的药物进行孵育ꎮ ＣＣＫ￣８ 检测各组细

胞增殖活性ꎬ流式细胞仪检测细胞凋亡率和线粒体膜电位ꎻ试剂盒检测丙二醛(ＭＤＡ)和超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)水
平ꎻ荧光探针法检测细胞活性氧(ＲＯＳ)水平ꎻＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表

达ꎮ 结果　 与空白对照组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组小鼠成骨细胞的增殖活性明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ细胞凋亡率和 ＪＣ￣１ 阳性细

胞率明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ 活性明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２ 和

Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＨ２Ｏ２

＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组细胞的增殖活性明显升高

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ细胞凋亡率和 ＪＣ￣１ 阳性细胞率明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ 活性

明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达明显

下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 雌激素可能通过激活 Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ 信号轴的表达ꎬ降低氧化应激损伤 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的

ＲＯＳ 水平ꎬ提高细胞的分化能力ꎮ
【关键词】 　 雌激素ꎻ成骨细胞ꎻ氧化应激
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ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ＲＯＳ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ５ꎬ Ｒｕｎｘ２ꎬ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２

ｇｒｏｕｐꎬ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＪＣ￣１ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ＲＯＳ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ５ꎬ Ｒｕｎｘ２ꎬ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２＋ １ μｍｏｌ / Ｌ ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２＋ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ＋ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｍａｙ
ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｄａｍａｇｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ ｓｉｇｎａｌ ａｘｉｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｓｔｒｏｇｅｎꎻ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 绝 经 后 骨 质 疏 松 症 ( ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ
ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓꎬＰＭＯＰ)是临床常见的一种女性年龄相

关的系统性骨骼退行性疾病ꎬ早期无明显症状ꎬ随
病情发展可表现为骨痛、驼背、局部压痛等症状ꎬ是
引起老年女性骨折最常见的原因ꎬ发病率可达 １０％
~２０％[１－２]ꎮ 既往研究认为ꎬＰＭＯＰ 主要由于雌激素

缺乏引起[３]ꎻ然而近年来研究显示[４]ꎬ氧化应激是

ＰＭＯＰ 的重要发病机制ꎬ活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ) 增加可以诱导成骨细胞 ( ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔꎬ
ＯＢ)的氧化应激损伤ꎬ影响骨重建ꎬ降低骨密度ꎬ增
加骨折的风险ꎮ ＯＢ 是骨形成的主要功能细胞ꎬ来
源于骨、骨膜、骨髓及骨外组织ꎬ可以合成并分泌多

种生物活性物质ꎬ参与调节骨的形成和重建[５]ꎮ 研

究显示ꎬ随着绝经期妇女年龄的增加ꎬ机体的抗氧

化系统功能也会降低ꎬ导致细胞内的 ＲＯＳ 累积ꎬ可
损伤成骨细胞功能ꎬ影响骨的形成[６]ꎮ 雌激素是生

物体重要的内源性激素ꎬ可以调节成骨细胞和破骨

细胞间的平衡ꎬ对于骨的形成和骨量维持具有重要

作用[７]ꎮ 近年来研究显示ꎬ雌激素可以通过弱化活

性氧作用ꎬ增加抗氧化酶的表达ꎬ调节破骨细胞和

成骨细胞的活性ꎬ维持骨吸收和转换的平衡ꎬ但其

具体的作用和机制尚不清楚[８－９]ꎮ 因此ꎬ本研究探

讨了雌激素对小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 氧化应激损

伤的保护作用ꎬ并进一步阐明了其对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细

胞分化能力的影响及机制ꎬ旨在为雌激素在 ＰＭＯＰ
治疗中的应用提供一定的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞由中国科学院上海生命科学研

究院提供ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

β￣雌二醇(批号 １９０４０９)购自上海广锐生物科

技有限公司ꎻα￣ＭＥＭ 培养基(批号 １９０６１５)、１０％胎

牛血清 (批号 １９０４０７)、ＣＣＫ￣８ 检测试剂盒 (批号

１９０７１２)购自上海经科化学科技有限公司ꎻＡｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 凋亡检测试剂盒(批号 １９０９１６)和 ＲＯＳ
荧光探针购自北京绿源伯德生物科技有限公司ꎻＪＣ￣
１ 荧光探针购自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ 公司ꎻ 丙二醛

(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)(批号 １９０４１０)和超氧化物

歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ) (批号 １９０３２６)
购自南京建成生物科技有限公司ꎻ兔抗鼠 Ｓｍａｄ５、
Ｒｕｎｘ２、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３、β￣ａｃｔｉｎ 单克隆

抗体和辣根过氧化酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)
标记羊抗兔 ＩｇＧ 均购于美国 ＣＳＴ 公司ꎮ

流式细胞仪(ＦＡＣＳｃａｎ)购自美国 ＦｒａｎｋｌｉｎＬａｋｅｓ
公司ꎻ多功能酶标检测仪( ｉＭａｒｋ６８０)购自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司ꎻ荧光显微镜(ｉｘ７１)购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞氧化应激损伤模型的建立

将 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞培养于质量分数为 １０％热灭

活胎牛血清的 α￣ＭＥＭ 培养液ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２

５２８
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培养箱中贴壁培养ꎬ每周换 ２ 次培养液ꎮ 将贴壁培

养至对数生长期的细胞分为空白对照组、Ｈ２Ｏ２ 组

(３００ μｍｏｌ / Ｌ)、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２

＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组

和 Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ 除空白对照组加入 α￣
ＭＥＭ 培养液外ꎬ其他各组细胞均加入含 Ｈ２Ｏ２(终浓

度为 ３００ μｍｏｌ / Ｌ)的培养液孵育 ３ ｈꎬ诱导氧化应激

损伤ꎮ 处理后ꎬ采用无血清培养液洗 ２ 遍ꎬ除空白对

照组和 Ｈ２Ｏ２ 组加入 α￣ＭＥＭ 培养液外ꎬ其他各组细

胞均加入含相应浓度药物的培养液继续孵育ꎬ培养

２４ ｈ 过夜ꎬ用于检测细胞的生物学特征ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＣＫ￣８ 实验检测细胞的增殖

取贴壁培养 ２４ ｈ 至对数生长期的细胞ꎬ胰酶消

化后制成单细胞悬液ꎬ以 ３ × １０－４ ｍＬ 密度接种至

９６ 孔板ꎬ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中贴壁培养 ２４ ｈ 后ꎬ
分组与相应药物孵育ꎬ分别于 ２４、４８、７２ ｈ 的细胞ꎬ
弃培养液ꎬ每孔分别加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ继续培

养 ４ ｈꎬ采用酶标仪检测 ５７０ ｎｍ 波长的吸光度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 试剂盒检测细胞的 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 水平

取各组与相应浓度药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ吸去

培养基ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次后采用 ＩＰ 细胞裂解工作液裂解

细胞ꎬ离心(１０ ０００ ｒｐｍꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ取上清ꎬ硫代巴比

妥酸法检测 ＭＤＡꎻ黄嘌呤氧化酶法检测 ＳＯＤ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 荧光探针法检测细胞的 ＲＯＳ 水平

用无血清的 α￣ＭＥＭ 培养液稀释 ＤＣＦＨ￣ＤＡ(终
浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ装载探针ꎮ 取各组与相应浓度

药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ吸去培养基ꎬ加入 ＤＣＦＨ￣ＤＡ
培养基重悬细胞ꎬ孵育 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ采用无血清细胞

培养液洗去未进入细胞内的 ＤＣＦＨ￣ＤＡꎬ荧光酶标仪

检测 ＲＯＳ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞仪检测细胞的凋亡

取各组与相应浓度药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ离心

(１０００ ｒｐｍꎬ ５ ｍｉｎ)ꎬ 弃上清ꎬ 依次加入 ５ μＬ 的

ＡｎｎｅｘｉｎＶ￣ＦＩＴＣ 和 ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ 进行染色ꎬ室温

避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ经 ７０ 目的细胞筛过滤后ꎬ采用流

式细胞仪分析细胞凋亡率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位

取各组与相应浓度药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ
２􀆰 ５％胰酶消化ꎬ 离心 ( １０００ ｒｐｍꎬ １０ ｍｉｎ)ꎬ 加入

１ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＪＣ￣１ 染色工作溶液 １ ｍＬꎬ３７℃ 孵育

３０ ｍｉｎꎬＪＣ￣１ 缓冲液洗 ３ 次后ꎬ倒置荧光显微镜下分

析荧光强度ꎬ流式细胞仪分析 ＪＣ￣１ 阳性率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测细胞分化和凋亡相关蛋白

表达

取各组与相应浓度药物孵育 ２４ ｈ 的细胞ꎬ细胞

裂解液提取总蛋白后经 ＢＣＡ 法进行蛋白定量ꎬＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ转膜ꎬ室温封闭 ２ ｈꎬ加入一抗

(Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ稀
释比例均为 １ ∶１０００)４℃孵育过夜ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 作为

内参ꎬ 洗 膜 加 ＨＲＰ 标 记 的 二 抗 ( 稀 释 比 例 为

１ ∶５０００)室温孵育 ２ ｈꎬ电化学发光显影ꎬ分析对比

条带强弱ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对所得数据进行分析ꎬ满
足正态分布计量资料均以平均值 ± 标准差( 􀭰ｘ ± ｓ)
表示ꎬ采用单因素方差分析比较组间差异性ꎬ若组

间比较有差异ꎬ采用 ＳＮＫ￣ｑ 比较两组间差异性ꎬ以
Ｐ< ０􀆰 ０５表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞增殖的影响

表 １ 结果显示ꎬ与空白对照组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组细

胞在不同时间点的增殖活性明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ
与 Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＨ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋
雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组细

胞在不同时间点的增殖活性明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡水平的影响

流式细胞仪检测结果显示(图 １)ꎬ与空白对照

组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组细胞的凋亡率明显升高[(１１􀆰 ７４ ±
２􀆰 １８) ｖｓ (４􀆰 ８５ ± ０􀆰 ５３)ꎬＰ< ０􀆰 ０５]ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组比

较ꎬＨ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２ ＋ 雌激素 １０
μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组细胞的凋亡

率明显下降[(８􀆰 ８６ ± ０􀆰 ９５)、(６􀆰 ７１ ± ０􀆰 ７２)、(６􀆰 ５３
± ０􀆰 ６５) ｖｓ (１１􀆰 ７４ ± ２􀆰 １８)ꎬＰ< ０􀆰 ０５]ꎮ
２􀆰 ３　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞线粒体膜电位的

影响

流式细胞仪检测结果显示(图 ２)ꎬ与空白对照

组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组细胞的 ＪＣ￣１ 阳性细胞率明显增加

[(９􀆰 ７０±１􀆰 ５３) ｖｓ (３􀆰 ８５±０􀆰 ４２)ꎬＰ< ０􀆰 ０５]ꎻ与 Ｈ２Ｏ２

组比较ꎬＨ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素

１０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组 ＪＣ￣１ 阳性

细胞率明显下降 [( ７􀆰 ８２ ± ０􀆰 ９３)、 ( ５􀆰 ６１ ± ０􀆰 ６５)、
(５􀆰 ５４±０􀆰 ６２) ｖｓ (９􀆰 ７０±１􀆰 ５３)ꎬＰ< ０􀆰 ０５]ꎮ
２􀆰 ４　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞氧化应激水平的

影响

表 ２ 结果显示ꎬ与空白对照组比较ꎬＨ２Ｏ２ 组
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ＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ 活性明

显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＨ２Ｏ２ ＋ 雌激素

１ μｍｏｌ / Ｌ 组、Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２＋
ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组 ＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显下降

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ 活性明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、
Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３表达的影响

图 ３、表 ３ 结果显示ꎬ与空白对照组比较ꎬＨ２Ｏ２

组细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达明显下降

(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达明显

升高 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组比较ꎬＨ２Ｏ２ ＋ 雌激素

１ μｍｏｌ / Ｌ组、Ｈ２Ｏ２ ＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋

ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白

表达明显升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３

蛋白表达明显下降(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ

表 １　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞增殖的影响(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
空白对照组 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６８５ ± ０􀆰 ０２４ ０􀆰 ８０４ ± ０􀆰 ０２３ ０􀆰 ９７５ ± ０􀆰 ０２８

Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３２４ ± ０􀆰 ０１８∗ ０􀆰 ３８１ ± ０􀆰 ０２１∗ ０􀆰 ４４８ ± ０􀆰 ０２４∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３３１ ± ０􀆰 ０２６∗ ０􀆰 ３８８ ± ０􀆰 ０２０∗ ０􀆰 ４５２ ± ０􀆰 ０２２∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４２７ ± ０􀆰 ０２１∗＃ ０􀆰 ４８３ ± ０􀆰 ０２５∗＃ ０􀆰 ５７６ ± ０􀆰 ０２１∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５１４ ± ０􀆰 ０２３∗＃ ０􀆰 ５８７ ± ０􀆰 ０２６∗＃ ０􀆰 ６７１ ± ０􀆰 ０２７∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５２０ ± ０􀆰 ０２５∗＃ ０􀆰 ５９１ ± ０􀆰 ０２６∗＃ ０􀆰 ６７４ ± ０􀆰 ０２８∗＃

Ｆ ９６􀆰 ７５２ １１７􀆰 ３４１ １０４􀆰 ５９３

Ｐ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１

注:与空白对照组相比ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 组相比ꎬ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ (下表同)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ)

图 １　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ
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图 ２　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞线粒体膜电位的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ

表 ２　 雌激素对 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞氧化应激水平的影响(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＭＤＡ(ｎｍｏｌ / ｍｇ) ＳＯＤ(Ｕ / ｍｇ) ＲＯＳ(％)
空白对照组 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ４５ ± ０􀆰 ３４ ２７􀆰 ８０ ± ２􀆰 １３ ９􀆰 ７５ ± ０􀆰 ７８

Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ７８ ± ０􀆰 ６８∗ ２０􀆰 ３６ ± ２􀆰 ０７∗ １４􀆰 ４８ ± １􀆰 ２４∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ５１ ± ０􀆰 ６６∗ ２１􀆰 ０７ ± ２􀆰 ２０∗ １３􀆰 ４２ ± １􀆰 ２５∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ３２ ± ０􀆰 ５１∗＃ ２３􀆰 ６５ ± ２􀆰 ２４∗＃ １２􀆰 ５６ ± １􀆰 ２１∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７６ ± ０􀆰 ４３∗＃ ２５􀆰 ７１ ± ２􀆰 １５∗＃ １０􀆰 ６１ ± １􀆰 ０６∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ５１ ± ０􀆰 ４５∗＃ ２５􀆰 ８９ ± ２􀆰 ２１∗＃ １０􀆰 ７４ ± １􀆰 ０２∗＃

Ｆ ８７􀆰 ４５１ ２６􀆰 １４３ ５２􀆰 ６９５
Ｐ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１

表 ３　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达(ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ５ꎬ Ｒｕｎｘ２ꎬ ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ６ꎬ 􀭰ｘ ± ｓ)

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｓｍａｄ５ Ｒｕｎｘ２ Ｂｃｌ￣２ Ｂａｘ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３
空白对照组 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０２

Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ４８ ± ０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ０３∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ４７ ± ０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０４∗

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０４∗＃ ０􀆰 ３９ ± ０􀆰 ０３∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ 雌激素 １０ μｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ｅｓｔｒｏｇｅｎ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０３∗＃

Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组
Ｈ２Ｏ２＋ ＮＡＣ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０３∗＃ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０２∗＃

Ｆ ７７􀆰 ９６１ ６３􀆰 ２８５ １７􀆰 ６３２ ９５􀆰 ２４０ ８９􀆰 ４３７
Ｐ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１ < ０􀆰 ００１
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图 ３　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞 Ｓｍａｄ５、Ｒｕｎｘ２、Ｂｃｌ￣２、
Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ５ꎬ Ｒｕｎｘ２ꎬ ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘꎬ
ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

氧化应激是指细胞内氧自由基尤其是 ＲＯＳ 的

产生与抗氧化能力失衡的一种状态ꎬ可以引起多组

织细胞的氧化损伤[１０]ꎮ 已有多项研究显示[１１－１２]ꎬ
氧化应激是导致 ＰＭＯＰ 发生的主要原因之一ꎬ细胞

内过多的 ＲＯＳ 可以诱导成骨细胞和骨细胞的凋亡ꎬ
影响骨形成和吸收过程的平衡ꎮ 雌激素是机体重

要的内分泌激素ꎬ具有广泛的生物学作用ꎬ可以调

节骨的形成和吸收ꎬ目前已逐步应用于 ＰＭＯＰ 患者

的替代治疗[１３]ꎮ 既往研究显示[１４]ꎬ雌激素可以增

加细胞内抗氧化酶的表达ꎬ清除细胞内过多的

ＲＯＳꎬ调节破骨细胞骨吸收和成骨细胞骨形成的平

衡ꎬ但作用机制尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究建立了体

外成骨细胞氧化应激损伤模型ꎬ来分析雌激素成骨

细胞氧化应激损伤的作用ꎮ Ｈ２Ｏ２ 是一种常见的活

性氧自由基ꎬ可以穿透细胞膜ꎬ诱导细胞的氧化应

激损伤ꎬ与 ＰＭＯＰ 的发生发展密切相关[１５]ꎮ 因此ꎬ
本研究采用 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的氧化应激

损伤ꎬ来分析雌激素的作用ꎮ 本研究中ꎬＨ２Ｏ２ 诱导

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的增殖活性明显下降ꎬ细胞凋亡率

明显升高ꎬ经浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 及以上的雌激素作用

后ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的增殖活性明显增加ꎬ凋亡率明

显下降ꎮ 周雪娟等[１６]的研究显示ꎬ雌二醇可以上调

成骨细胞内抗氧化酶的表达ꎬ减轻骨质疏松大鼠的

氧化应激损伤ꎬ提示雌激素可以促进氧化应激损伤

成骨细胞的增殖ꎬ抑制其凋亡ꎬ其具体的作用机制

有待于进一步深入研究ꎮ
本研究中ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞经 Ｈ２Ｏ２ 诱导后ꎬ细

胞内 Ｓｍａｄ５ 和 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达明显下降ꎬ经浓度为

１ μｍｏｌ / Ｌ 及以上的雌激素作用后ꎬ细胞内 Ｓｍａｄ５ 和

Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达明显升高ꎮ 已有研究显示[１７－１８]ꎬ
Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ 信号轴在成骨细胞的分化中具有重要

的调节作用ꎬ细胞外信号分子磷酸化 Ｓｍａｄ５ 后ꎬ可
以与 Ｓｍａｄ４ 结合形成复合物并进入细胞核ꎬ与

Ｒｕｎｘ２ 相互作用ꎬ调节成骨细胞的分化ꎮ 王慧等[１９]

的研究显示ꎬ雌激素可以通过多种信号通路调节成

骨细胞 Ｒｕｎｘ２ 的表达ꎬ提示雌激素可能通过调节

Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ 信号轴的表达ꎬ提高成骨细胞的分化

能力ꎮ 本研究中ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞经 Ｈ２Ｏ２ 诱导后ꎬ
细胞内 ＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显升高ꎬＳＯＤ 活性明显

下降ꎬ经浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 及以上的雌激素作用后ꎬ
细胞内 ＭＤＡ 和 ＲＯＳ 水平明显下降ꎬＳＯＤ 活性明显

升高ꎬ提示雌激素可以提高细胞内抗氧化酶的表

达ꎬ降低 ＲＯＳ 水平ꎬ改善细胞的氧化应激状态ꎮ
本研究中ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞经 Ｈ２Ｏ２ 诱导后ꎬＪＣ￣

１ 阳性细胞率明显升高ꎬ经浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 及以上

的雌激素作用后ꎬ细胞 ＪＣ￣１ 阳性细胞率明显下降ꎮ
ＪＣ￣１ 是实验中常用的一种检测线粒体膜电位的荧

光探针ꎬ在线粒体膜电位降低时ꎬＪＣ￣１ 为单体出现

绿色荧光[２０]ꎬ提示雌激素可以升高氧化应激损伤

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的线粒体膜电位ꎮ 线粒体是细胞内

能量代谢的中心ꎬ线粒体膜内外的电位差变化可以

影响细胞内的能量代谢ꎬ影响细胞增殖、分化、凋亡

等多种生物学过程[２１]ꎬ提示雌激素可能通过恢复线

粒体膜电位ꎬ促进 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的增

殖ꎬ抑制其凋亡ꎮ 本研究中ꎬＨ２Ｏ２ 可以诱导 ＭＣ３Ｔ３￣
Ｅ１ 细胞 Ｂａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达上调ꎬ
Ｂｃｌ￣２ 蛋白的表达下调ꎬ经浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 及以上

的雌激素作用后ꎬＢａｘ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表

达下调ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白的表达上调ꎮ Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 为一

组调控线粒体凋亡途径的蛋白ꎬｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 为

细胞内凋亡的执行蛋白ꎬ可以降解细胞内多种重要

蛋白ꎬ诱导细胞凋亡[２２]ꎬ提示雌激素可以恢复线粒

体膜电位ꎬ上调氧化应激损伤 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞 Ｂｃｌ￣
２ / Ｂａｘ 的表达ꎬ抑制细胞凋亡ꎮ

综上所述ꎬ雌激素可以调节 Ｓｍａｄ５ / Ｒｕｎｘ２ 信号

轴的表达ꎬ促进 Ｈ２Ｏ２ 致氧化应激损伤 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细

胞的增殖和分化ꎬ降低细胞的氧化应激水平ꎬ抑制

其凋亡ꎬ有望应用于临床治疗ꎮ 但本研究尚处于初

步探索阶段ꎬ其雌激素保护 Ｈ２Ｏ２ 致氧化应激损伤

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的具体机制尚需进一步验证ꎮ

９２８
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充血性心力衰竭中医证候动物模型研究思考
李小茜ꎬ何建成∗

(上海中医药大学ꎬ上海　 ２０１２３０)

　 　 【摘要】 　 本文通过对现代医学动物模型的制备、中医证候动物模型的制备以及病证结合动物模型的制备等

研究思路进行多方面的总结与归纳ꎬ提出建立本病一体化病证结合动物模型ꎬ贴合实际ꎬ可操作性强ꎬ对于深入开

展充血性心力衰竭的中医药实验研究以及本病中医证候的客观化与规范化研究大有裨益ꎮ
【关键词】 　 充血性心力衰竭ꎻ中医证候ꎻ动物模型
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　 　 充 血 性 心 力 衰 竭 ( ｃｏｎｇｅｓｔｉｖｅ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅꎬ
ＣＨＦ)多发于各种器质性心血管疾病的终末阶

段ꎬ为临床常见的重大疾病之一ꎬ发病率与致死

率逐年攀升ꎬ如何积极有效的防治引发临床研究

者的关注ꎮ 中医药在 ＣＨＦ 的防治方面发挥着越

来越重要的作用 [１] ꎬ病证结合是中医证候研究的

指导原则ꎮ 动物实验是本病发病机制及其中医

证候研究的重要基础ꎬ其中动物模型的制备则为

关键所在ꎮ
目前有关 ＣＨＦ 疾病的动物模型制备方法研究

较多ꎬ亦有研究者对中医证候的动物模型制备进行

探索ꎮ 近年来ꎬ随着中医药现代化研究的发展与深

入ꎬ制备符合中医证候特征的病证结合的动物模

型ꎬ对于进一步揭示证候的物质基础、探求中药药

物的靶向疗效机制具有较重要的理论指导以及临

床实际意义ꎮ
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１　 ＣＨＦ 动物模型的制备

建立符合人类 ＣＨＦ 病理生理过程且稳定的动

物模型ꎬ有助于更好地开展本病机制及药效的研

究ꎮ 对于目前本病的防治及新的治疗手段的研发

而言ꎬ选择合适的动物模型亦极为关键ꎮ 总体而

言ꎬＣＨＦ 的动物模型包括心肌缺血型、压力负荷型、
容量负荷型和心肌病变型等ꎬ能够较好的复制本病

的病理生理改变[２－３]ꎬ制备方法主要有药物诱导和

手术制备等ꎮ
１􀆰 １　 实验动物的选择

对于每一个基础实验的模型制备而言ꎬ实验动

物的选择都十分重要ꎬ亦将直接影响实验结果的可

信度及科学性ꎮ
一般而言ꎬ选择实验动物的原则主要根据相似

性、经济性、标准化、特殊性、模型化和可重复性

等[４]ꎮ ＣＨＦ 的动物实验研究所选用的动物主要有

猪、羊、犬、家兔、大鼠、小鼠等ꎮ 猪的心血管系统与

人类相似ꎬ可以较好地反映 ＣＨＦ 疾病的分子与生理

表型[５]ꎮ 犬的血液循环系统发达ꎬ大鼠体型小、价
格低廉ꎬ且易操作ꎬ小型啮齿类动物和人类之间的

心肌能量代谢、收缩能力等方面也相对相似[６]ꎬ小
鼠模型在 ＣＨＦ 分子、细胞学基础与药效学研究等方

面发挥重要作用[７]ꎬ可见各类实验动物有各自的

优势ꎮ
总体来讲ꎬ较大动物的心脏解剖结构虽然更接

近人类ꎬ但是存在造模成本较高、操作难度较大等

问题ꎬ实际应用较少[８]ꎮ ＣＨＦ 实验动物的选择应根

据造模方法(药物法或手术法)及其易操作性等来

决定ꎮ 建立稳定且可靠的 ＣＨＦ 动物模型ꎬ成功选择

动物、模拟类似人体 ＣＨＦ 发病病理过程都是关键ꎮ
一般认为ꎬ大鼠的电生理特性与人相似ꎬ且价格经

济ꎬ便于操作ꎮ 此外ꎬ由于其造模时间短、模型复制

稳定等优势ꎬ研究人员较常应用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠于 ＣＨＦ
的模型制备[９]ꎮ
１􀆰 ２　 药物诱导制备 ＣＨＦ 模型

药物法制备模型即通过药物诱导导致实验动

物 ＣＨＦ 发生ꎬ常用药物包括阿霉素、异丙肾上腺素、
乙醇等ꎮ

阿霉素(ＡＤＲ)是一种广谱抗肿瘤化疗药物ꎬ静
脉注射数小时或数日即可能造成剂量依赖性且不

可逆转的慢性的心肌损害作用ꎬ进而导致 ＣＨＦ[１０]ꎮ
有研究指出 ＡＤＲ 这种损伤心肌机制的发挥有可能

与体内自由基的释放、线粒体的损伤以及代谢失衡

相关[１１]ꎮ 有学者应用腹腔注射 ＡＤＲ 的方法制备

ＣＨＦ 模型ꎬ发现这种方法的优点是简单易行ꎬ而且

可以较精准预测出 ＣＨＦ 出现的时间ꎮ 但是同时因

为 ＡＤＲ 的剂量依赖性ꎬ短期内较大剂量的腹腔注射

给药ꎬ可能会使动物的死亡率增加ꎬ导致模型的成

功率较低ꎬ因此研究者更经常使用小剂量 /低浓度、
多次给药的方法[１２－１３]ꎮ 研究表明应用 ＡＤＲ 制备的

ＣＨＦ 动物模型ꎬ可出现心室增大、心室壁变薄以及

射血分数(ＬＶＥＦ)减低等病变ꎬ适合用来探究心肌

病、ＣＨＦ 的发病机制ꎬ或某一种药物或治疗措施的

评估等ꎮ 吴慧颖等[１４] 改变 ＡＤＲ 入血方式ꎬ采用尾

静脉注射法制备 ＣＨＦ 模型ꎬ两周后检测心脏指数、
血流动力学参数、组织病理学等指标ꎬ均提示诱导

成功ꎬ且未发现腹水、腹膜肿胀等腹腔刺激的现象ꎬ
提供了一种简单易行的制备方法ꎮ 近来ꎬＡＤＲ 还被

运用到斑马鱼胚胎上ꎬ建立心脏毒性、心脏损伤模

型ꎬ进而探讨其中发生机制[１５]ꎮ
异丙肾上腺素( ＩＳＯ)属于 β 受体激动剂ꎬ临床

应用能提高心率、增加心肌收缩力ꎬ如果长期大量

的应用可能会导致心肌细胞的纤维化、心肌重构ꎬ
导致 ＣＨＦ 的发生ꎮ 目前应用 ＩＳＯ 制备 ＣＨＦ 模型有

皮下注射和腹腔注射两种方式ꎬ无创伤ꎬ易于重复

且诱导时间较短ꎬ但是ꎬ动物的批次、给药途径的变

化以及药量的差异都会影响模型制备的效果ꎬ所以

实际制备的时候必须进行预实验ꎬ最终确定实际的

实验方案ꎮ ＩＳＯ 诱导 ＣＨＦ 的模型主要是模拟交感

神经兴奋进而引发 ＣＨＦ 的病理过程ꎬ实际经常用于

治疗药物的筛选以及药效发挥和交感神经兴奋或

抑制的相关性等实验中ꎮ 罗时珂等[１６] 实验探讨皮

下注射 ＩＳＯ 制备 ＣＨＦ 大鼠模型的有效剂量ꎮ 给药 ４
周后ꎬ观察大鼠左室收缩末期内径、血清脑钠肽

(ＢＮＰ)水平、心脏指数以及死亡率等指标的变化ꎮ
实验结果发现ꎬＣＨＦ 的大鼠模型制备以皮下注射

ＩＳＯ ２􀆰 ５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)较为合适ꎮ 另外ꎬ王洋等[１７] 通

过对 ＩＳＯ 诱导造模的 ＣＨＦ 大鼠给药氧化苦参碱ꎬ发
现氧化苦参碱可以逆转肌钙蛋白 Ｉ 水平的异常增

加ꎬ改善左心室重构ꎬ明显改善 ＩＳＯ 导致的心肌损伤

等病理改变等ꎮ

２３８
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此外ꎬ还有研究者应用乙醇诱导制备 ＣＨＦ 模

型ꎮ 乙醇中毒会导致乙醇及其代谢物沉积在血中ꎬ
致心肌细胞凋亡、使心肌收缩力减弱ꎬ左心房静息

后的增强效应受到抑制ꎬ损伤心血管ꎬ最终导致

ＣＨＦꎮ 乙醇诱导 ＣＨＦ 模型的作用机制可能与兴奋

交感神经系统、肾素－血管紧张素－醛固酮(ＲＡＡＳ)
系统、损伤血管内皮细胞以及加剧细胞凋亡等有

关[１８]ꎮ 这种方式造模的诱导时间虽然较长ꎬ但是以

恒速进行静脉注射的话ꎬ则可控性良好ꎮ 刘昊琛

等[１９]曾对家兔恒速、颈外静脉注射乙醇ꎬ结果发现

造模后ꎬ家兔的动脉收缩压、舒张压、左室收缩压以

及左室内压上升与下降的最大速率均明显下降ꎬ而
且心肌的病理变化符合 ＣＨＦ 的病理特征ꎬ值得进一

步探索研究ꎮ
１􀆰 ３　 手术制备 ＣＨＦ 动物模型

目前常用于 ＣＨＦ 动物模型制备的手术方法包

括腹主动脉缩窄法与左前降支冠状动脉结扎法等ꎮ
应用腹主动脉缩窄法来建立 ＣＨＦ 模型ꎬ是应用

注射针头或者缩窄环类等工具ꎬ结扎部分腹主动

脉ꎬ促使主动脉缩窄ꎬ进而使外周循环阻力增加ꎬ最
终导致压力超负荷 ＣＨＦ 的方法[２０]ꎮ 这种造模方法

在 ＣＨＦ 的基础性研究中已经有较长时间的应用ꎬ手
术方法较为简单ꎬ模型亦确切ꎬ是研究 ＣＨＦ 发病以

及病理变化机制、药物疗效等常用且较理想的模型

制备方法ꎮ 对于这种方法而言ꎬ动脉的缩窄程度影

响着心脏的损伤程度ꎬ有研究表明ꎬ７ 号注射针头可

造成 Ｗｉｓｔａｒ 或 ＳＤ 大鼠约 ７０％ ~ ８０％的腹主动脉缩

窄[２１]ꎻ８ 号注射针头则能造成 ５０％ ~ ６０％的腹主动

脉缩窄[２２]ꎻ而 ９ 号针头可使得动物腹主动脉缩窄减

少达到 ３５％~５０％[２３]ꎮ
左前降支冠状动脉结扎术是通过手术ꎬ结扎动

物的左冠状动脉或左前降支及左旋支ꎬ导致心肌缺

血ꎬ诱发心肌重构ꎬ最终导致左心衰竭ꎮ 这种造模

方法的操作难度比较大ꎬ需要经过长期训练的实验

人员才能熟练掌握ꎮ 此外ꎬ采用这种方法制备 ＣＨＦ
模型时ꎬ需结合彩超检测心功能指标、心肌组织病

理学分析ꎬ进而观察动物心室重构、心肌纤维化甚

或心肌梗死的程度ꎮ 辛伟等[２４] 通过在小型猪冠状

动脉前降支的近端放置 Ａｍｅｒｏｉｄ 缩窄环的方法ꎬ较
为成功地制备慢性心肌缺血性的 ＣＨＦ 动物模型ꎮ
对于在不同位置结扎冠状动脉对大鼠 ＣＨＦ 模型的

影响ꎬ陈剑等[２５] 研究发现ꎬ进针深度约 ０􀆰 ５ ｍｍ 左

右ꎬ常规位结扎(距左冠状动脉开口 ２ ｍｍ)可导致

较大心肌梗死的面积、较显著的血液动力学改变及

ＣＨＦ 等病理变化ꎬ但是造模的死亡率较高ꎬ达 ３３％~
６０％左右ꎮ 采用较低位置(６ ｍｍ)结扎左冠状动脉

的方法则能提高模型的存活率到 ８５􀆰 ７％左右ꎬ明显

节约实验的工作量且节省实验成本ꎬ值得推广应用ꎮ

２　 ＣＨＦ 中医证候动物模型的制备

随着中医药现代化研究的不断深入ꎬ单纯的疾

病动物模型远不能满足基础研究的需要ꎮ 中医证

候的动物模型研究是从糖皮质激素诱导的阳虚证

动物模型开始ꎬ模型的评价可由动物的四诊表征即

症状和体征反映ꎮ 比如根据模型动物毛发缺少色

泽、蜷缩弓背、活动力差、懒动喜卧、行动缓慢等评

价为肾阳虚证[２６]ꎮ 这种评价方法虽然可直观反映

动物状态ꎬ且贴近中医临床辨证方法ꎮ 易受主观因

素影响、动物在行为表现等方面与人类存在差异ꎬ
导致四诊信息的采集准确性受到影响ꎮ

此外ꎬ中医证候的动物模型研究至今虽已达几

十年之久ꎬ但是从中医学研究的趋势来看ꎬ单纯的

证候模型缺乏对疾病完整性的反映ꎬ且证候的致病

因素较易消减ꎬ而病证结合的思路则可以较好地弥

补这一不足ꎬ有研究人员从病证结合角度提出综合

评价复合模型的中医证候指标及微观免疫学指标ꎬ
制备免疫力低下复合证候动物模型用于现代免疫

学及中医学的相关研究[２７]ꎮ
有关 ＣＨＦ 中医证候的动物模型研究ꎬ蔡虎志

等[２８]认为建立 ＣＨＦ 心阳虚证的病证结合动物模

型ꎬ可以应用临床医学的疾病模型与中医的证候模

型相互结合的方式ꎬ并通过客观指标检测与药物反

证等确定ꎬ但是在如何选择客观指标与反证药物方

面仍需大量探索与实践ꎮ 童妍[２９] 选取雄性 ＳＤ 大

鼠ꎬ腹腔注射 ＡＤＲ ４ ｍｇ / ｋｇꎬ每周 １ 次ꎬ连续 ６ 周ꎬ结
果发现ꎬ与正常组比较ꎬ模型组大鼠动脉收缩压、舒
张压、左室收缩内压显著下降ꎬ左室舒张末压明显

增高ꎬ左室内压、左室压力最大上升及下降速度显

著减小ꎬ且出现精神不振、多蜷缩、反应迟钝ꎬ活动、
进食减少ꎬ竖毛且毛发无光泽、拱背、小便量多、大
便稀薄等阳虚症状ꎬ进而提出这种方法可以制备

ＣＨＦ 心阳虚证大鼠模型ꎮ 赵明镜等[３０]提出 ＣＨＦ 心

３３８
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气虚证的病证结合动物模型的制备思路ꎬ认为心肌

缺血冠状动脉结扎法造成心气虚证的动物模型符

合临床流行病学、研究报告及实验研究的成果ꎬ并
通过观测实验动物的一般情况ꎬ如体重变化、饲料

的消耗、活动能力、精神体能、毛发情况等ꎬ定性角

度来评价该模型的证候属性ꎮ
可见ꎬ有关 ＣＨＦ 中医动物模型的制备研究不

多ꎬ可复制性与推广性更是少之又少ꎬ研究人员提

出较多思路ꎬ为更深入、更适宜的制备方法探索提

供参考ꎮ

３　 基于病证结合的 ＣＨＦ 中医证候动

物模型的研究与展望
　 　 ＣＨＦ 的病因与发病机制纷繁复杂ꎬ动物模型的

制备方式亦是多种多样ꎮ 随着人们对中医药防治

ＣＨＦ 机制研究的关注与深入ꎬ符合中医学特色和临

床实际要求的ꎬＣＨＦ 病证结合动物模型亟待全面建

立与发展ꎮ 病证结合是中医证候研究的指导原则ꎬ
是故建立具有临床中医证候特征的病证结合的动

物模型ꎬ对探究中医证候的物质基础、深入了解中

医药疗效发挥机制等均有重要的意义ꎮ
本课题组长期致力于 ＣＨＦ 的基础与临床研究ꎬ

较早地建立了兔气虚血瘀型 ＣＨＦ 动物模型[３１]ꎬ结
果证实模型组动物在发生心肌形态学改变的基础

上有显著的血流动力学异常ꎬ符合 ＣＨＦ 的特点ꎻ同
时模型组动物具有符合中医气虚血瘀证的表现ꎬ存
在血瘀证的客观指标ꎬ为之后的深入研究打下坚实

基础ꎮ
我们认为ꎬ病证结合动物模型应该能够较好地

体现中医对疾病发展规律的认识以及中医证候的

阶段性特征ꎬ即西医的病和中医的证相结合或一体

化共存的模型ꎮ 无论是西医的疾病抑或是中医的

证候ꎬ对于一个患者而言ꎬ出现的是同一种病理表

现ꎬ虽然西医与中医的辨病、辨证理论体系大相径

庭ꎬ但由于研究内容与目的相同ꎬ必然存在相通

之处ꎮ
基于此ꎬ笔者认为首先要建立确切的 ＣＨＦ 动物

模型ꎬ通过四诊信息的判定、对标病因病机、客观指

标协同、治法方药的反证等ꎬ同时结合动物实际表

现等评价标准ꎬ共同来证明疾病模型确立后所表现

出的中医证候类型ꎬ即为 ＣＨＦ 病证结合的动物模

型ꎮ 这种动物模型的干预因素相对较少ꎬ病理机制

较单一ꎬ用之开展实验研究可保证研究结果的可靠

性ꎬ而且结合中医学特色ꎬ证明为与该疾病模型联

系最为直接的证候ꎮ 在这个思路指导下ꎬ课题组在

帕金森病(ＰＤ)病证结合动物模型的制备方面持续

深入探究ꎬ通过模拟病因(６－羟基多巴胺立体注射

于大鼠右侧纹状体)、模拟症状(对照震颤、肌强直、
二便、舌象等临床症状ꎬ推断 ＰＤ 模型大鼠的证候属

性)、客观指标验证(氧化应激状态)、药物反证(天
麻钩藤饮、桃红四物汤、涤痰汤等)ꎬ较早制备了阴

虚动风证 ＰＤ 病证结合大鼠模型ꎬ证实模型具有疾

病和证候的双重特征ꎬ并从不同时间点ꎬ从功能、细
胞、蛋白、分子生物学角度持续进行深入的生物学

基础与药效研究[３２]ꎮ 目前我们也在通过不同的中

药药物验证ꎬ摸索制备 ＣＨＦ 常见证候的病证结合动

物模型ꎮ
总而言之ꎬＣＨＦ 病证结合的动物模型是本病中

医药实验研究的重要前提与保障ꎮ 众所周知ꎬ动物

模型用于实验研究ꎬ不能完全复制出疾病的自然发

生发展进程ꎬ且每种方法制备的模型都具有各自的

优势和局限性ꎮ 我们应该不脱离中医学的理论指

导以及研究思路ꎬ同时结合自身研究项目的需求ꎬ
权衡利弊ꎬ选择较适宜的模型制备方法ꎮ 我们研究

发现ꎬＣＨＦ 临床上的中医证候呈现动态演变的趋

势ꎬ早中晚期都有不同的证候类型ꎬ这一结论亦影

响着 ＣＨＦ 病证结合动物模型的制备ꎬ即要考虑时间

因素导致的动态证候ꎬ在实际操作过程中纳入时间

因素、控制影响因素ꎬ尽量提高模型成功率ꎬ保证其

可复制性ꎬ为之后的基础与临床研究夯实基础ꎮ
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乙肝病毒相关肝细胞癌小鼠模型的构建和
前沿应用现状

郑海香ꎬ丁明珠ꎬ张雨琪ꎬ施佳健ꎬ张璐ꎬ景月娥ꎬ王星∗

(福建医科大学基础医学院消化道恶性肿瘤教育部重点实验室ꎬ福州　 ３５０１０８)

　 　 【摘要】 　 病毒感染可引起世界范围内 １２％左右癌症的发生ꎬ每年约有 １３０ 万例患者死亡ꎮ 目前一个重要的

瓶颈问题就是所有类型的肿瘤病毒均缺乏可广泛使用的体内研究模型ꎮ 肝癌是全球第四大癌症相关死亡原因ꎬ其
中肝细胞癌(ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬＨＣＣ)占 ８０％ꎬ是最常见的类型ꎮ 乙型肝炎病毒(ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎬＨＢＶ)相关

的 ＨＣＣ 在我国尤为严重ꎬ占据所有病例的 ６０％以上ꎮ 慢性 ＨＢＶ 感染是发生肝癌最重要的危险因素ꎬ但目前对此

类患者仍缺乏有效治愈手段ꎮ 因此ꎬ明确 ＨＢＶ 与宿主的互作方式及其致瘤机制是制定临床治疗策略的前提ꎮ 近

几十年来ꎬＨＢＶ 病毒相关肝癌小鼠模型的建立和应用得以不断发展ꎬ伴随精准医学的进步出现了更多复杂的新模

型和大量研究成果ꎮ 本综述回顾分析现有基因工程小鼠和人源化小鼠在此类模型的构建方法等方面的特点ꎬ并进

一步总结需应用于研究病毒致瘤机制时应特别注意的适用范围或优缺点ꎮ
【关键词】 　 乙型肝炎病毒ꎻ肝细胞癌ꎻ小鼠模型ꎻ肿瘤病毒ꎻ致瘤
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Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＦｕｚｈｏｕ ３５０１０８ꎬＣｈｉｎａ)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＷＡＮＧ Ｘｉｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｘｗａｎｇ＠ ｉｐｓ.ａｃ.ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｃａｕｓｅ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １２％ ｏｆ ｃａｎｃｅｒｓ ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ ａｎｄ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １􀆰 ３ ｍｉｌｌｉｏｎ ｃａｎｃｅｒ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｄｅａｔｈｓ ｅａｃｈ ｙｅａｒ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ａｌｌ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｖｉｒｕｓｅｓ ａｒｅ ｌａｃｋｉｎｇ. Ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｉｓ
ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｌｅａｄｉｎｇ ｃａｕｓｅ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｄｅａｔｈ ｉｎ ｔｈｅ ｗｏｒｌｄꎬ ａｎｄ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ (ＨＣＣ) ａｃｃｏｕｎｔｓ ｆｏｒ ８０％ ｏｆ ａｌｌ
ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃａｓｅｓ. Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ (ＨＢＶ)￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＨＣＣ ｉｓ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ａ ｐｕｂｌｉｃ ｈｅａｌｔｈ ｉｓｓｕｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｓｉｓｔｓ
ｏｆ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ６０％ ｏｆ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｃｈｒｏｎｉｃ ＨＢＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｅｔｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ
ｃｕｒａｂｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅｓｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｒｅ ｓｔｉｌｌ ｌａｃｋｉｎｇ. Ｔｈｅ ｐｒｅｒｅｑｕｉｓｉｔｅ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃａｎｃｅｒ ｄｒｕｇｓ ｆｏｒ ＨＢＶ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＨＣＣ ｉｓ ｔｏ ｄｉｓｒｕｐｔ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＨＢＶ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｏｓｔ. Ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＨＢＶ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ
ｃａｎｃｅｒ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｒｅｍａｒｋａｂｌｙ ａｄｖａｎｃｅｄ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｄｅｃａｄｅｓꎬ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｎｏｖｅｌ ｍｏｄｅｌｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ. Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ａｎｄ ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＨＢＶ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
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ＨＣＣꎬ ｗｉｔｈ ａ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｗｅ ｄｉｓｃｕｓｓ ｔｈｅ ｂｅｎｅｆｉｔｓ ａｎｄ
ｃａｖｅａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｔ ａ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎻ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌꎻ ｔｕｍｏｒ ｖｉｒｕｓꎻ ｏｎｃｏｇｅｎｅｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 全球每年约有 ２００ 万新发癌症病例与感染相

关ꎬ占全年新发癌症病例的 １５􀆰 ４％ꎮ 感染相关肿瘤

在中国占比约为 ２６􀆰 １％ꎬ居亚洲之首ꎬ积极预防病

原体的感染对减轻未来全球癌症负担将产生重大

的积极意义[１]ꎮ 致癌病原体中涵盖了目前公认的 ７
种人类肿瘤病毒:ＨＢＶ、丙型肝炎病毒( ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ
ｖｉｒｕｓꎬＨＣＶ)、ＥＢ 病毒(ｅｐｓｔｅｉｎ￣ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓꎬＥＢＶ)、人乳

头瘤病毒(ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａ ｖｉｒｕｓꎬＨＰＶ)、人类 Ｔ 淋

巴细 胞 白 血 病 病 毒 Ⅰ 型 ( ｈｕｍａｎ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ
ｌｅｕｋｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ＩꎬＨＴＬＶ－１)、卡波西肉瘤相关疱

疹病 毒 ( ｋａｐｏｓｉ ’ ｓ ｓａｒｃｏｍａ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓꎬ
ＫＳＨＶ)和最新的 Ｍｅｒｋｅｌ 细胞多瘤病毒(Ｍｅｒｋｅｌ ｃｅｌｌ
ｐｏｌｙｏｍａｖｉｒｕｓꎬＭＣＰｙＶ)ꎬＨＢＶ 是其中临床危害最严

重的 ＤＮＡ 肿瘤病毒[２]ꎮ 在我国ꎬＨＢＶ 或 ＨＣＶ 介导

的肝炎、肝纤维化和肝硬化是导致肝癌发生的根本

原因之一ꎬ其中 ＨＢＶ 相关的 ＨＣＣ 占据所有病例的

６０％以上[３]ꎮ 尽管人们对病毒相关肝癌的临床表现

和干预手段已经有了相当深入的认识ꎬ但 ＨＢＶ 致瘤

的具体机制仍不是十分清楚ꎬ一个重要的限速步骤

就是缺乏感染背景下的致瘤动物模型ꎮ 目前最为

广泛使用的 ＨＢＶ 相关肝癌动物模型主要集中于模

式化小鼠ꎮ 主要是在联合致癌剂、细胞癌基因或单

独使用组织特异性启动子情况下ꎬ观察转基因小鼠

中病毒癌基因对相应表型的诱导能力ꎬ或使用 ＨＢＶ
阳性的肿瘤细胞系或者肝癌组织移植到免疫缺陷

小鼠身上复制出相关表型ꎮ ＨＢＶ 肝癌小鼠不同模

型间的功能侧重和适用范围差异巨大ꎬ本综述拟详

尽梳理并比较它们之间的病毒感染复制特点及致

瘤特性ꎬ以期为研究者选择正确的模型开展靶向药

物或疫苗研究提供参考ꎮ

１　 基于基因工程的肝癌小鼠模型

１􀆰 １　 基于 ＨＢｘ 转基因小鼠的肝癌模型 (ＨＢｘ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅꎬＨＢｘ￣Ｔｇ)

在 ＨＢＶ 编码的分子中ꎬｘ 蛋白在 ＨＣＣ 的发生

发展中起着关键的作用ꎬ被认为是主要的病毒癌蛋

白ꎮ ＨＢｘ 蛋白作为病毒基因转录的反式激活因子ꎬ
被证实可广泛与细胞增殖和存活的关键信号通路

互作ꎬ导致肝细胞癌的发生[４]ꎮ 早在 １９９１ 年ꎬ研究

人员就在病毒自身元件调控作用下将 ＨＢｘ 基因插

入小鼠的基因组中建立了单个病毒基因的转基因

小鼠模型ꎮ 然后观察到该小鼠肝中出现多灶性区

域病变ꎬ继以良性腺瘤后发展为恶性肿瘤[５]ꎮ 同

时ꎬ８４％的 ＨＢｘ 高表达小鼠被发现于 １３~２４ 个月内

发生 ＨＣＣꎮ ＨＢｘ￣Ｔｇ 被认为是研究 ｘ 蛋白在病毒基

因表达调控从而致瘤的分子机制以及临床前药物

筛查的良好模型ꎮ
但许多报道指出最初建立的 ＨＢｘ 转基因小鼠

具有如下缺陷:(１)小鼠模型技术要求高、制备周期

长ꎮ 一般在 １３~２４ 个月产生肝恶性肿瘤ꎬ饲养时间

长ꎬ成本高ꎮ (２)肝癌发病率不稳定且受到小鼠性

别差异的影响ꎮ 为弥补此类缺陷ꎬ研究人员常将病

毒 ＨＢｘ 基因与细胞癌基因如 ｃ￣Ｍｙｃ、ｃ￣Ｍｅｔ 等联合转

基因ꎬ或与传统的化学诱导方法相结合ꎬ以快速制

备 ＨＢＶ￣ＨＣＣ 小鼠模型并评价病毒－宿主互作在肿

瘤发生中的功能机制[６]ꎮ
此外ꎬ近年来新出现的一种简单的肝特异性转

基因方法明显缩短了小鼠模型建立的时间ꎬ简化了

相应的技术ꎮ 该方法通过采用 Ｓｌｅｅｐｉｎｇ Ｂｅａｕｔｙ(ＳＢ)
转 座 酶 系 统 和 基 于 流 体 动 力 学 的 转 染

(ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬＨＴ)方法来创建 ＨＢｘ－转
基因模型ꎮ ＳＢ 转座子是一种高效稳定的基因转移

工具ꎬ它能通过“剪切－粘贴”的方式将外源目的基

因整合入宿主细胞基因组中[７](图 １)ꎮ 以 ＳＢ 转座

子作为递送系统ꎬ通过流体动力尾静脉注射将 ＨＢｘ
基因整合入 Ｆａｈ－ / － / Ｒａｇ２－ / － / Ｉｌ２ｒγ－ / －(ＦＲＧ)小鼠的肝

细胞中ꎮ 流体动力传递的过程诱导了肝炎症ꎬ随后

携带 ＨＢｘ 转基因的肝细胞进行选择性再繁殖ꎬ由此

证实了单个 ＨＢｘ 突变可以诱导肝细胞增殖[８]ꎮ ＨＴ
模型造模时间短是其优势之一ꎬ但两个明显的缺点

在于:编码癌基因的转座子随机整合到染色体中ꎬ
会影响整合位点或附近的细胞基因表达ꎮ 其次ꎬ转
座子中的癌基因通常被置于强启动子的控制之下ꎬ
因此导致基因以极高的水平表达ꎬ不符合人体正常

生理机制[９]ꎮ
针对 ＨＢｘ 转基因小鼠模型的研究发展迅速ꎬ其

应用也较为广泛ꎮ 虽然 ＨＢｘ￣Ｔｇ 的建模成功率高且

表型显著ꎬ但其局限性在于小鼠发生肿瘤之后进展

８３８
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过快ꎬ这与人类肝癌的缓慢演变大不相同ꎮ 第二ꎬ
小鼠肿瘤往往过于同质ꎬ无法正确反映人类肝癌的

复杂性ꎮ 特别是 ＨＢｘ￣Ｔｇ 仅能体现过表达 ｘ 基因后

对肝癌的促进作用ꎬ无法反映出完整病毒在自然感

染状态下的致瘤效应ꎮ
１􀆰 ２ 　 基于 ＨＢｓ 转基因小鼠的肝癌模型 (ＨＢｓ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅꎬＨＢｓ￣Ｔｇ)

ＨＢＶ Ｓ 基因所编码的表面抗原蛋白(ＨＢｓＡｇ)
也被认为起到促瘤发生的作用ꎮ 上个世纪末期ꎬ已
有报道提示年龄为 １４ ~ １６ 个月的近半数 ＨＢｓ 转基

因小鼠中可检测到自发形成的 ＨＣＣ[１０]ꎮ 最近ꎬ研究

者通过纳入 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术靶向 ＨＢＶ 的 ｐｒｅＳ１ /
ｐｒｅＳ２ 和 Ｓ 编码序列ꎬ特异性敲除肝癌细胞系中的

ＨＢｓＡｇꎬ功能上进一步证实 ＨＢｓＡｇ 所介导的细胞体

外增殖和体内成瘤能力被显著抑制ꎮ 机制上则阐

明 ＨＢｓＡｇ 缺失可导致炎症通路关键分子白介素 ＩＬ￣
６ 表达量降低ꎬ并抑制下游 ＳＴＡＴ３ 的信号转导与活

化ꎬ提示 ＨＢｓＡｇ 参与促发炎症是其可能的致瘤机制

之一[１１]ꎮ
ＨＢｓ￣Ｔｇ 在自然状态下持续表达 ＨＢｓＡｇ 并表现

出系统对该抗原的免疫耐受ꎬ因此ꎬ常应用于研究

病毒相关肿瘤的适应性免疫反应ꎮ 据此ꎬ Ｚｏｎｇ
等[１２]通过阻断 ＨＢｓ￣Ｔｇ 小鼠的免疫检查点受体分子

ＴＩＧＩＴ(Ｔ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ａｎｄ ＩＴＩＭ ｄｏｍａｉｎ)ꎬ同
时持续接种乙肝疫苗ꎬ观察到这种联合处理所引起

的过度免疫反应可诱导肝癌发生ꎮ 肝癌在 ９ 个月龄

转基因小鼠中的发生率可达 ６３􀆰 ６４％ꎬ由此建立了

新的 ＨＢＶ 抗 原 特 异 性 细 胞 毒 性 Ｔ 淋 巴 细 胞

(ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅꎬＣＴＬ)介导的病毒相关肝癌

动物模型ꎮ 值得注意的是ꎬ上述结果提示在 ＨＢＶ 携

带者中开展免疫检查点治疗ꎬ可能增加慢性肝炎和

癌症的发生风险ꎮ 此外ꎬ还有研究人员在免疫系统

完全的 Ｆａｈ－ / －小鼠肝中通过脾注射转移 ＨＢｓ￣Ｔｇ 小

鼠的肝细胞ꎬ同样证实了病毒特异性 Ｔ 细胞的活化

是诱导小鼠发生肝癌的关键因素ꎮ 该模型在 ６ 个月

时的肿瘤发生率为 １００％ꎬ较强的免疫能力使其成

为研究抗 ＨＢＶ 适应性免疫和免疫病理学的有效工

具[１３]ꎮ 而最近一项研究提示ꎬ除了细胞杀伤性 Ｔ 细

胞外ꎬ自然杀伤细胞( ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌꎬＮＫ ｃｅｌｌ)被

激活亦利于 ＨＢｓ￣Ｔｇ 小鼠发生肝癌ꎮ 在该模型小鼠

中连续 ８ 周使用自然杀伤细胞激活剂后ꎬ下游激活

的 ＩＦＮ￣γ 效应分子可通过上调 ＥｐＣＡＭ￣ＥＭＴ 信号轴

使得全部小鼠在 ６ 个月后均发生肝癌[１４]ꎮ

现有研究成果表明 ＨＢｓ￣Ｔｇ 转基因小鼠是研究

病毒相关 ＨＣＣ 的免疫机制和免疫相关疗法的较佳

模型ꎮ 但 ＨＢｓ￣Ｔｇ 与 ＨＢｘ￣Ｔｇ 小鼠具有同样缺点ꎬ即
均为单个病毒基因的转基因模型ꎬ并且往往需要联

合其他化学或物理方法进行协同干预ꎬ才能快速获

得符合研究需要的肝癌表型ꎮ
１􀆰 ３　 基于 ＨＢＶ 基因组转染小鼠的肝癌模型(ＨＢＶ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅꎬＨＢＶ￣Ｔｇ)

小鼠肝细胞被证实是可以支持 ＨＢＶ 的复制与

增殖ꎬ 但 不 支 持 病 毒 自 然 感 染 和 形 成 ＨＢＶ
ｃｃｃＤＮＡ[１５]ꎮ ２０１１ 年ꎬＨｕａｎｇ 等[１６] 应用腺病毒相关

病毒(ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓꎬＡＡＶ)作为病毒载

体ꎬ研究 ＨＢＶ 在免疫完全小鼠中持续表达是否可导

致 ＨＣＣꎮ 通过静脉注射 ＡＡＶ 荷载的 ＨＢＶ 基因组至

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠中ꎬ发现所有转染小鼠在持续 １２ ~ １６
个月后均出现肝肿瘤结节ꎬ后续组织病理学分析提

示 ＨＣＣ 发生率为 ８３％ꎮ 邻近的癌旁组织也呈现炎

症浸润、脂肪变性和局灶性坏死等组织学异常ꎮ 目

前该模型已被广泛用于揭示 ＨＢＶ 病毒复制和病毒

抗原持续表达对肝癌发生发展的影响(图 １)ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因组编辑工具的出现克服了

腺病毒作为载体的 ＨＢＶ￣Ｔｇ 小鼠中造模周期长的缺

点ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统是一种可以对特定基因组

位点进行切割置换的系统[１７]ꎮ 研究者们利用此系

统靶向敲除肝癌中关键的细胞抑癌基因ꎬ作为辅助

手段加速建模过程并研究 ＨＢＶ 与宿主分子互作的

致瘤机理ꎮ 但是近年更多是作为新型干预治疗手

段尝试性地用于清除 ＨＢＶ 病毒蛋白或基因组ꎬ研究

对于 ＨＢＶ 持续感染关键分子 ｃｃｃＤＮＡ 的表达、慢性

炎症 乃 至 肝 癌 的 抑 制 作 用ꎮ 文 献 报 道ꎬ 通 过

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统向成年 Ｃ５７￣ＨＢＶ￣Ｔｇ 小鼠肝中同

时引入 ｐ５３ 和 Ｐｔｅｎ 突变ꎬ可加速发生肝癌ꎬ最早可

提前至注射后 ４ 个月ꎮ 荷瘤小鼠的血清甲胎蛋白、
谷丙转氨酶和 ＨＢｓＡｇ 水平显著高于对照质粒组和

野生型组[１８]ꎮ ＨＢＶ 慢性感染的一个治疗难点即为

患者肝细胞中 ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ 高度稳定并难以清除ꎬ使
得肝和血清中持续表达病毒相关分子ꎬ它是 ＨＢＶ 体

内复制和再复发的根本原因ꎬ因此是预防继发恶性肝

病的关键靶点[１９]ꎮ Ｇｒｅｇｇｉ 等[２０]、Ｒａｍａｎａｎ 等[２１] 在高

压尾静脉注射 ＨＢＶ １􀆰 ３ 拷贝的质粒所建立的基因组

转染小鼠模型中ꎬ同时转导可靶向于 ＨＢＶ 各基因型

间保守序列的 ２４ 个向导 ｓｇＲＮＡꎬ结果显示病毒表达

与复制及 ｃｃｃＤＮＡ 水平全部被明 显 抑 制ꎬ提 示

９３８
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ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 可用于体内模型研究病毒复制ꎮ 但现

有数据未提示其在病毒相关肝炎、肝硬化乃至肝癌的

三部曲演进过程中的作用ꎬ值得长期关注ꎮ 尽管目前

的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统已具有强大的靶向性能ꎬ但原

始的切割式基因编辑方式可能同时诱导细胞基因组

图 １　 ＨＢＶ 病毒基因过表达相关的肝细胞癌小鼠模型

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｖａｒｉｏｕｓ ＨＢＶ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｅｃｔｏｐｉｃ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｅｓ ｏｒ ＨＢＶ ｇｅｎｏｍｅ

双链断裂从而引发重排和损伤ꎮ 与传统技术不同ꎬ最
新发展出的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 通过联合使用部分失活的

Ｃａｓ９ 内切酶以及 ＡＰＯＢＥＣ 脱氨酶ꎬ可精准引发 Ｃ￣Ｔ /
Ｇ￣Ａ 的碱基转换ꎬ但同时避免 ＨＢＶ 整合位点的宿主

基因断裂ꎮ 在充分抑制 ＨＢＶ 基因组的同时保护细胞

中不出现脱靶突变ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统可精准靶向

病毒基因组的特性ꎬ使其成为将来可能彻底治愈慢性

ＨＢＶ 感染和其他肝病的有效办法[２２]ꎮ 作为病毒学领

域的热点技术ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 干预病毒的功能效应研

究目前主要在体外系统中展开ꎬ因此需要纳入更多类

型体内模型予以精准评价[２３]ꎮ

与单个基因过表达的 ＨＢＶ 转基因小鼠相比ꎬ
ＡＡＶ / ＨＢＶ￣Ｔｇ 小鼠具有易于操作、结果稳定、重现

性好的优点ꎮ 它是在完全免疫小鼠中模拟病毒和

宿主互作过程ꎬ因此是进一步研究 ＨＢＶ 介导慢性肝

病和肝癌发生的分子机制的有效工具ꎮ

２　 基于异种移植或嵌合的 ＨＢＶ 肝癌
小鼠模型
２􀆰 １　 应用标准化人肝癌细胞系的小鼠模型( ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ＸｅｎｏｇｒａｆｔꎬＣＤＸ 模型)

目前用于制备人鼠肝嵌合模型的 ＨＢＶ 阳性的

标准化肝癌细胞系有: ＨＣＣ ＬＭ３ 细胞、、Ｈｅｐ３Ｂ 细

胞、ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞、 ＨｅｐＧ２􀆰 ２􀆰 １５ 细胞、 ＨｅｐＡＤ３８
等ꎮ 为成功制备 ＣＤＸ 模型ꎬ必须满足两个条件:
(１)受体小鼠对异种移植物具备可容纳性ꎬ不会产

生免疫排斥或其他严重不良反应ꎻ(２)该细胞系在

０４８
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小鼠中具备可成瘤性ꎮ
目前 ＣＤＸ 模型主要包括皮下移植、腹腔移植和

肝内原位移植(图 ２)ꎮ 皮下和腹腔移植模型通常是

分别将 ＨＢＶ 阳性肝癌细胞混悬液注射于小鼠的腹

背侧面皮下ꎬ或直接至腹腔中ꎮ ＣＤＸ 的肝内原位模

型则通常是先构建小鼠皮下肿瘤移植物ꎬ然后移植

包埋或夹心于小鼠原位肝内[２４]ꎮ 最常见和最简单

的模型是皮下移植模型ꎬ它可以快速获得肿瘤组

织ꎬ这对于研究肿瘤细胞的药物反应或细胞－病毒

互作分子机制较为便利[２５]ꎬ因此ꎬ该模型应用最广

泛ꎮ 但是ꎬ它不能提供肝癌发生所需要的各种肝细

胞、各种成分相互作用的微环境ꎬ所以原位模型在

阐明疾病发生发展机制中更具有优势ꎮ ２０１９ 年ꎬＸｕ
等[２６]先将 ＨＣＣＬＭ３ 细胞悬液皮下注射于五只无胸

腺裸小鼠中获得肿瘤包块ꎬ未发现转移ꎮ 但是再次

将组织块原位接种于小鼠肝左内侧叶的囊下区域

时ꎬ却观察到 ４５％的小鼠出现肝癌骨转移ꎮ
在病毒性肝癌的治疗策略研究中ꎬ抗病毒药物

有效抑制 ＨＢＶ 阳性肝癌细胞的增殖提示了抗病毒

治疗的重要性[２７]ꎮ 研究显示替比夫定、恩替卡韦和

干扰素￣α２ｂ 等处理可下调肝癌细胞中 ＨＢｘ 表达并

抑制细胞增殖ꎬ但在恢复 ＨＢｘ 蛋白表达后ꎬ三种抗

病毒药物均失去了抗增殖作用ꎬ以上提示 ＨＢｘ 可能

是抗 ＨＢＶ 药物抑制病毒阳性肝癌细胞增殖的主要

靶点ꎮ
ＣＤＸ 模型均具有技术简单、操作时间短、成瘤

率高的特点ꎮ 肝内原位移植模型更容易观察到肿

瘤的侵袭和转移ꎬ皮下模型操作最为便利ꎬ腹腔模

型因其引发腹腔器官广泛成瘤现象ꎬ现已较少使

用ꎮ 此外ꎬ由于培养条件单一ꎬ标准化细胞系在长

期传代过程中往往会获得一些新的永生化表征ꎬ且
体外培养条件与肝原发环境的显著差异也使得

ＣＤＸ 移植物部分丢失原代肝癌细胞的特征ꎮ 这导

致 ＣＤＸ 异种移植物缺乏临床前患者肝癌组织中典

型的细胞多样性和异质性ꎬ同时因为小鼠基质细胞

的大量浸润ꎬＣＤＸ 模型在病理表现上与人类肝癌相

似性较低ꎬ使得该模型不常用于药物筛选和疗效

评估ꎮ
２􀆰 ２　 患者来源的异种移植物模型(ｐａｔｉｅｎｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｘｅｎｏｇｒａｆｔꎬＰＤＸ 模型)

与 ＣＤＸ 模型相比ꎬ 病毒性肝癌 ＰＤＸ 小鼠

(ＨＢＶ￣ＨＣＣ ＰＤＸ)模型的移植物来自 ＨＢＶ 阳性的

肝细胞癌患者的新鲜肿瘤组织或所分离的原代肝

癌细胞(图 ２)ꎮ 该模型克服了永生化肝癌细胞系在

多次传代培养中逐渐丢失肿瘤细胞异质性的缺点ꎬ
表现出更接近患者组织的临床病毒学和肿瘤细胞

学特征ꎮ
在该模型中ꎬ由于免疫缺陷小鼠的异种移植物

在荷瘤传代过程中ꎬ其中的人源基质细胞逐渐被小

鼠来源所替代ꎬ因此仅部分保留了患者原始肿瘤的

基因表达模式ꎮ 但其独特之处是ꎬ研究显示胞外基

质、细胞黏附分子和免疫通路调节分子等基因的表

达在移植物中被下调ꎬ而与细胞周期和 ＤＮＡ 复制相

关的基因表达则显著富集ꎮ 此外ꎬ研究者通过此类

皮下模型研究建模过程中 ＨＢＶ 抗原表达和定位等

病理变化ꎬ分析该模型是否可用于肿瘤病毒学研

究[２８]ꎮ 结果显示ꎬＨＢＶ￣ＨＣＣ ＰＤＸ 模型从宿主和病

毒学两方面模拟了患者来源肝癌组织的特点ꎬ尤其

是 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｃＡｇ 的表达和细胞定位较好重现了

其在患者组织中的特点ꎮ ＨＢｃＡｇ 保留了在原始组

织中高水平表达且呈胞质、胞核和全细胞分布的复

杂模式ꎬＨＢｓＡｇ 也再现了患者癌组织中无法检出的

现象ꎮ
但是ꎬ另有研究者基于 ７ 例新加坡 ＨＣＣ 病例建

立的皮下 ＰＤＸ 模型显示ꎬ随着异种移植物在小鼠体

内持续传代ꎬＨＢＶ 复制逐渐丢失[２９]ꎮ 比起皮下模

型ꎬ肝原位模型更贴合原发肝癌的肿瘤微环境ꎮ 研

究者将来自 ＨＢＶ￣ＨＣＣ 患者的新鲜肿瘤组织切取为

直径 ２ ｍｍ 大小的组织块并嵌合于无胸腺小鼠的原

位肝中ꎬ成功制备了原位 ＰＤＸ 模型并观察到广泛的

肿瘤自发转移ꎮ 免疫组化检测结果同样证实 ＨＢｘ
蛋白和人甲胎蛋白保持高表达ꎬ说明了原位模型对

应肿瘤起源的器官保留了必需的微环境ꎬ更能观察

到肿瘤的远距离广泛转移[３０]ꎮ
ＰＤＸ 模型基本保留了原始肿瘤的结构和组织

学特征ꎬ因此对于研究肿瘤基因表达模式、突变状

态、转移潜力和药物反应性等个体化精准医学ꎬ它
更具有临床病理学优势ꎮ 研发并完善 ＰＤＸ 模型将

加速精准医学的发展ꎬ由于具备和人类原始肿瘤组

织高度的相似性ꎬ使得该模型可以用于预测患者个

体化抗癌和抗病毒治疗的效果[３１]ꎮ 目前 ＨＣＣ ＰＤＸ
模型也已被用于多种药物的临床前药理学测试[３２]ꎮ

该模型存在的缺点为:(１)建模需要大量的患

者肿瘤资源和大量资金ꎬ且技术要求高、肝原位移

植模型死亡率较高ꎻ(２)该模型建立在免疫缺陷的

小鼠中ꎬ仍无法完全模拟肿瘤在人体中的发生发展

１４８
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过程ꎬ对于肝癌免疫疗法和免疫治疗药物研发具有

局限性[３３]ꎮ 因此ꎬ有研究人员通过将人类造血干细

胞(ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＨＳＣｓ)注射入严重免疫

缺陷(ＮＯＤ￣ｓｃｉｄ Ｉｌ２ｒｇ－ / －ꎬＮＳＧ)小鼠中以重建人源免

疫系统的模型ꎬ并进一步原位移植入 Ｉ 型人白细胞

图 ２　 基于异种移植或嵌合的 ＨＢＶ 肝细胞癌小鼠模型

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｏｒ ｃｈｉｍｅｒａ￣ｂａｓｅｄ ＨＢＶ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ

抗原匹配的人肝癌组织ꎬ由此建立了免疫完全小鼠

的人源肝癌 ＰＤＸ 模型[３４]ꎮ 人源免疫小鼠可用以研

究肿瘤和免疫应答的变化以及免疫检查点抑制剂

的作用ꎬ其效应可基本还原临床结果ꎮ 该模型更适

用于探索病毒介导的人类癌症与免疫系统之间的

相互作用[３５]ꎮ

３　 总结

虽然 ＨＢＶ 病毒相关肝癌的动物模型类别多种

多样ꎬ在肿瘤病毒学研究领域居于前列ꎬ但是目前

仍然没有一种动物模型能够成为广泛使用的代表

性模型ꎮ 该领域小鼠模型作为目前最简便和实惠

的选择ꎬ在实验室中得以普遍使用ꎬ但仍存在着一

些缺点ꎮ 转基因小鼠模型仅选择性在小鼠基因组

中插入一个或几个病毒基因ꎬ不能完全拟合 ＨＢＶ 正

常感染和致病过程中完整病毒各分子间复杂的时

空协同作用ꎮ 此外ꎬ全基因转染小鼠中则因为小鼠

２４８
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肝细胞不表达 ＨＢＶ 感染的功能性受体钠离子牛磺

胆酸共转运蛋白( ｓｏｄｉｕｍ ｔａｕｒｏｃｈｏｌａｔｅ ｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅꎬＮＴＣＰ)ꎬ因此缺乏野生型 ＨＢＶ 的自然感

染过程ꎮ 这两种模型有其优势和特色之处ꎬ但在病

毒相关肝癌中的研究还需审慎解释相关数据ꎮ 传

统的人源化小鼠因其缺少免疫系统ꎬ在研究抗病毒

和抗肿瘤免疫治疗方面受到极大限制ꎬ限制了目前

最前沿的免疫治疗研究ꎮ 综上ꎬ现有的病毒相关肝

癌模式动物模型存在其各自优缺点和适用范围ꎬ需
要我们在实际应用中根据具体目的针对性的选择

使用ꎮ 同时ꎬ为了进一步剖析病毒和肿瘤在免疫学

方面的互作机制ꎬ需要我们继续研发能够完全还原

人类免疫系统的病毒相关肝癌的体内模型ꎮ 建立

可真实反映病毒感染和致病特征的体内模型ꎬ将为

研究肿瘤病毒的致病机制提供平台ꎬ具备突出的临

床意义和科学价值ꎮ
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Ｒｅｐꎬ ２０１５ꎬ ５: １０８３３.
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ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ[ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ Ｉｎｔꎬ
２０１６ꎬ １６: ４１.

[３１] 　 Ｉｃｅ ＲＪꎬ Ｃｈｅｎ Ｍꎬ Ｓｉｄｏｒｏｖ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｒｕｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｒｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
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Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０２０ꎬ １２２(５): ６４８－６５７.

[３２] 　 Ｇａｏ Ｈꎬ Ｋｏｒｎ ＪＭꎬ Ｆｅｒｒｅｔｔｉ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
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ｄｒｕｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ ２１(１１): １３１８－１３２５.

[３３] 　 Ｔｅｎｔｌｅｒ ＪＪꎬ Ｔａｎ ＡＣꎬ Ｗｅｅｋｅｓ ＣＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｔｉｅｎｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｕｍｏｕｒ
ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ ａｓ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｏｎｃｏｌｏｇｙ ｄｒｕｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ
Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１２ꎬ ９(６): ３３８－３５０.

[３４] 　 Ｚｈａｏ Ｙꎬ Ｓｈｕｅｎ ＴＷＨꎬ Ｔｏｈ ＴＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｎｅｗ
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[３５] 　 郭文文ꎬ 乔天运ꎬ 张彩勤ꎬ 等. 免疫系统人源化小鼠模型的

构建及其在肿瘤治疗研究中的应用[Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ
２０１９ꎬ ２９(１１): ９８－１０４.
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肝肾纤维化动物模型的研究进展及评价
庄子锐１ꎬ２ꎬ王明亮１ꎬ２ꎬ张婷１ꎬ２ꎬ苏鹏亮１ꎬ２ꎬ邵久针１ꎬ２ꎬ

印鑫１ꎬ２ꎬ彭蕴茹１ꎬ２∗ꎬ沈明勤１ꎬ２∗

(１. 南京中医药大学ꎬ南京　 ２１００２８ꎻ ２. 江苏省中西医结合医院ꎬ南京　 ２１００２８)

　 　 【摘要】 　 肝、肾纤维化是由持续的肝、肾组织细胞损伤导致细胞外基质(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)过度沉积、
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在被认为是治疗整个慢性疾病的关键阶段ꎮ 目前有很多肝纤维化或肾纤维化的啮齿动物模型以及少量肝肾纤维

化的复合模型可供疾病研究和药物筛选ꎮ 本文对常用的肝、肾纤维化及其复合模型的造模方法与机制进行综述ꎬ
并比较不同方法间的优势与不足ꎬ为日后不断建立和完善更加贴合临床的肝肾纤维化复合动物模型提供参考ꎮ
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(１. Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２８ꎬ Ｃｈｉｎａ. ２. Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２８)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＰＥＮＧ Ｙｕｎｒｕ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｐｅｎｇｙｕｎｒｕ＠ １２６.ｃｏｍꎻ ＳＨＥＮ Ｍｉｎｇｑｉｎ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｍｑｓｈｅｎ＠ １６３.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙｓ ｉｓ ａ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ( ＥＣＭ) ｉｓ
ｏｖｅｒｄｅｐｏｓｉｔｅｄ ａｎｄ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌｓ. Ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｓ
ａｎ ｉｎｅｖｉｔａｂｌｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｏｒｇａｎ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｓ ｎｏｗ
ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｔｈｅ ｋｅｙ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｍａｎｙ ｒｏｄｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｏｒ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬ
ｂｕｔ ｏｎｌｙ ａ ｆｅｗ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｒｅ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ. Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ
ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌｓ. Ｗｅ ａｌｓｏ
ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｍｅｒｉｔｓ ａｎｄ ｄｅｍｅｒｉｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｏｒｅ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 纤维化可发于多器官ꎬ其实质是慢性损伤长时

间超出实质细胞修复能力ꎬ导致器官结构破坏、功
能减退ꎬ最终脏器硬化和衰竭ꎬ目前有效疗法只有

疾病晚期器官移植[１]ꎮ 而肝、肾作为人体的两大免
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疫和代谢器官ꎬ更加容易遭受各种原因的损伤ꎬ使
得肝肾处于慢性损伤的状态ꎮ 在亚太地区ꎬ每年经

由纤维化发展的肝硬化、肾硬化及其并发症成为亚

太地区的主要死亡原因之一ꎮ 因此ꎬ慢性肝病和慢

性肾病一直都是研究的热点ꎬ对慢性肝病和慢性肾

病的部分机制、药物筛选也有详尽的研究和说明ꎬ
但在实际临床中以及在肝、肾纤维化实验模型的建

立过程中ꎬ肝肾总是在功能和血液动力学方面体现

紧密联系ꎮ 除此之外ꎬ由于一些传统中药的肝肾同

治功效需要适宜的动物模型来用进行现代科学研

究与阐释ꎮ 因此ꎬ近年来逐渐有人尝试建立一种肝

肾纤维化的新复合模型以适应当代需求ꎮ
作为慢性疾病的早期阶段ꎬ早期纤维化阶段被

普遍认为具有可逆性ꎬ 并非不可逆的 “疤痕组

织” [２]ꎮ 因此ꎬ阻断早期肝肾纤维化进程可以成为

治疗慢性肝肾疾病新的切入点ꎬ使慢性肝肾病在早

期阶段就有治愈的可能性ꎮ 目前针对肝肾纤维化

有效的药物非常有限ꎬ因此ꎬ能成功建立更加贴近

临床的疾病模型ꎬ成为突破阻断纤维化、逆转肝肾

硬化的关键点之一ꎮ 本文总结了肝纤维化、肾纤维

化和肝肾纤维化复合模型常用的建立方法ꎬ初步探

讨了模型机制、对比了不同方法间的优缺点ꎬ旨在

为建立更贴近人类临床肝肾纤维化的模型提供参

考(见图 １)ꎮ

１　 肝纤维化模型

１􀆰 １　 化学试剂法

多采用四氯化碳、硫代乙酰胺、Ｎ￣亚硝基化合

物等ꎮ 四氯化碳模型主要以脂肪变性为主ꎬ适合于

一般肝纤维化的机制和药物研究ꎻ硫代乙酰胺在体

内与肝细胞化学反应致其坏死ꎬ此模型更适合于肝

硬化初期阶段的研究ꎻＮ￣亚硝基化合物在机体内更

依赖于氧化应激反应造成损伤ꎮ
１􀆰 １􀆰 １　 四氯化碳(ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＣＣｌ４)

四氯化碳(ＣＣｌ４)为无色有毒的挥发性液体ꎬ具
有令人愉快的气味ꎬ使用过程中实验人员应注意防

止吸入 ＣＣｌ４ꎮ 因其诱导肝纤维化模型的高复制性、
与人类纤维化病理变化的高相似性成为目前应用

最为广泛的化学药物ꎮ ＣＣｌ４ 诱导肝纤维化的分子

机制现在还尚不完全清楚ꎬ但 Ｄｏｎｇ 等[３] 联合利用

转录、蛋白质组学分析和生物网络技术ꎬ证实 ＣＣｌ４
毒性主要涉及氧化还原、氧化应激反应ꎬ途径主要

包括视黄醇代谢、花生四烯酸代谢等ꎮ

注:损伤反应可使肝、肾分泌炎症因子ꎬ活化肝星状细胞、促进

肾上皮－间质转化ꎬ相反肝星状细胞的活化和上皮－间质的转

化又可促进炎症因子的分泌ꎬ使损伤持续进行ꎬ从而导致细胞

外基质过度沉积ꎬ脏器纤维化产生ꎮ

图 １　 肝肾纤维化的形成

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｍａｋｅ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｓｅｃｒｅｔｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ａｃｔｉｖａｔｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ
ｒｅｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ. Ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｒｙꎬ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｓｏ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ
ｃｏｎｔｉｎｕｅｓꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ
ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｆｉｂｒｏｓｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

ＣＣｌ４ 通常与玉米油、花生油、橄榄油等按比例

混合ꎬ通过灌胃、腹腔注射、吸入、皮下注射等方式

给药ꎮ 腹腔注射会造成更高的死亡率ꎬ但因建模

快、稳定性好、成功率高得到更广泛的应用ꎮ 一般

根据不同实验动物品系ꎬ使用不同剂量 ＣＣｌ４ 均可在

６~８ 周表现出炎症因子浸润、肝脂肪变性和坏死的

明显的纤维化阶段特征ꎮ 雌性啮齿类动物对 ＣＣｌ４
表现出耐受难成模倾向ꎬ所以多数选取雄性大鼠进

行造模ꎮ 此模型具有缓慢形成肝纤维化的变化过

程ꎬ形态学、病理学及血清生化指标的明显变化都

具有类似人类肝纤维化的典型特征ꎬ适用于肝纤维

化形成的动态研究和药物筛选ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 硫代乙酰胺(ｔｈｉｏａｃｅｔａｍｉｄｅꎬＴＡＡ)

硫代乙酰胺是无色或白色结晶ꎬ１９４８ 年被报导

具有肝毒性[４]ꎬ２０１７ 年 ＷＨＯ 将其纳入 ２Ｂ 类致癌

物ꎮ ＴＡＡ 在体内和体外均可被 ＣＹＰ ２Ｅ１ 酶激活ꎬ代
谢为不稳定的反应物 ＴＡＳＯ２ 与肝大分子共价结合

而引发坏死ꎮ Ｂａｓｈａｎｄｙ 等[５] 人用 ＴＡＡ 诱导肝纤维

６４８
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化时ꎬ肾同时表现出肾小球缩小、肾小管上皮变性、
间质淋巴细胞浸润等损伤ꎮ

ＴＡＡ 可用蒸馏水或生理盐水配制ꎬ通过饮用

水、腹腔注射等途径给药ꎻ饮用水给药可建立比较

温和的肝纤维化模型ꎬ但饮用水给药会因为个体摄

入差异造成剂量偏差ꎬ因此常采用腹腔注射ꎬ剂量

范围 １５０~ ２５０ ｍＬ / ｋｇꎬ最常用剂量 ２００ ｍｇ / ｋｇꎬ大概

４~６ 周即可成功建立肝纤维化模型[５－８]ꎮ ＴＡＡ 相比

ＣＣｌ４ 表现出更强肝毒性ꎬ造模过程中更高的死亡率

要求实验人员扩大啮齿类动物数量ꎬ而集中在中央

门静脉的病变、与人类肝纤维化血流动力学和代谢

改变的相似性使其更适合肝纤维化向肝硬化发展

的阶段研究ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 Ｎ￣亚硝基化合物

二 甲 基 亚 硝 胺 /二 乙 基 亚 硝 胺

(ｄｉｍｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ / ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅꎬＤＭＮ / ＤＥＮ)
均属 Ｎ￣亚硝基化合物ꎬ在 ２０ 世纪 ３０ 年代先后报道

具有强致癌性与肝毒性ꎮ Ｎ￣亚硝基化合物在各器

官主要依靠细胞色素 Ｐ４５０ 代谢激活ꎬ转变为更具

活性的代谢产物ꎬ导致烷基化 ＤＮＡ 和活性氧产生ꎬ
从而对器官产生氧化损伤[９－１０]ꎮ 虽然 Ｎ￣亚硝基化

合物的主要损伤靶向器官除肝外还有肾ꎬ但其对肾

的损伤研究较为缺乏ꎬ研究主要集中于肝毒性ꎮ
以肝萎缩、脾肿大、血小板减少和血清总胆红

素水平显著升高为典型特征的 Ｎ￣亚硝基化合物模

型是研究肝纤维化和肝硬化发展相关的生化、病理

生理以及分子改变的优秀动物模型ꎮ
Ｄａｐｉｔｏ 等[１１]认为将 ＤＥＮ 与 ＣＣｌ４ 合用ꎬ会促使

肠道产生更多内毒素ꎬ可更好的模拟人类肝癌的微

环境ꎮ Ｄｉｎｇ 等[１２]利用 ＳＤ 大鼠建立了完整的肝炎－
肝纤维化－肝癌模型轴ꎬ为不同阶段疾病模型的准

确建立提供了参考ꎬ此研究显示每周两次注射 ＤＥＮ
(３０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ８~１２ 周肝即处在明显肝纤维化阶段ꎮ
１􀆰 ２　 手术法

肝纤维化手术法是通过手术将胆管暴露并结

扎ꎬ直接人为造成胆汁淤积ꎬ是一种以胆管增生为

病变特点的胆汁淤积型肝纤维化模型ꎮ
胆管结扎可通过手术在动物体内结扎胆总管ꎬ

也可在体外对细胞使用抑制剂ꎬ造成胆汁阻塞性病

变ꎮ 胆管结扎一定程度上可较好的模拟人类因长

期胆汁淤积而引起的肝细胞增殖和凋亡、门静脉纤

维化及肝硬化过程ꎬ以及伴有常见的胆汁性急性肾

损伤并发症[１３－１４]ꎮ 但手术结扎会阻断所有的胆汁

流通ꎬ因此ꎬ无法更完全复制人类临床具有一定胆

汁通量的原发性硬化性胆管炎和原发性胆源性胆

管炎的病理过程ꎮ
Ｇｈａｌｌａｂ 等[１５]利用荧光胆汁盐和非胆汁盐有机

阴离子的双光子成像技术对胆管结扎的病理机制

进行研究ꎬ结扎胆总管后ꎬ肝内和胆内胆汁酸水平

急剧升高损伤细胞ꎮ 氧化应激和炎症反应在胆管

结扎损伤肝中起重要作用[１６]ꎮ Ｙａｎｇ 等[１７] 用 ＳＤ 大

鼠结扎总胆管不同位置进行研究发现ꎬ胆总管上端

结扎比胆总管中部结扎可用更小的死亡率诱导更

严重的胆汁淤积性肝纤维化ꎮ 胆管结扎建模周期

大概在 ２~４ 周ꎬ在 ７ ｄ 左右开始看见病理变化ꎬ结扎

时间不宜过长ꎬ否则啮齿类动物死亡率会大幅度升

高以致数据缺失ꎻ手术法在所有方法中建模最快ꎬ
但其病变也近似于急性损伤的变化ꎬ而纤维化是一

种慢性疾病的过程ꎬ因此胆管结扎可能对于慢性疾

病模型来说不够典型ꎮ
１􀆰 ３　 免疫诱导法

免疫反应本是机体免疫系统对抗外侵的正常

反应ꎬ但大量免疫细胞和蛋白的堆积又会损伤正常

组织细胞ꎮ 免疫诱导法正是利用此原理在啮齿类

动物体内模拟人类的免疫性纤维化病变ꎬ因此ꎬ免
疫诱导应用的前提是作为模型的动物源要具有正

常免疫系统ꎮ
１􀆰 ３􀆰 １　 刀豆蛋白(ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ ＡꎬＣｏｎ Ａ)

刀豆蛋白是从植物中提取的凝集素ꎬ具有强烈

的促有丝分裂和促淋巴转化反应作用ꎬ是重要的生

化和免疫研究试剂ꎮ Ｃｏｎ Ａ 诱导的免疫性肝炎模型

可用于人类免疫性肝炎、急性病毒性肝炎等疾病或

药物筛选的研究ꎮ Ｃｏｎ Ａ 的肝毒性依赖于激活体内

Ｔ 淋巴细胞和巨噬细胞ꎬ和内皮细胞表面糖蛋白结

合ꎬ激活自身免疫系统分泌 ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣γ、ＴＧＦ￣β１
等炎症因子ꎬ从而损伤肝细胞ꎮ 因此ꎬ造模时不能

选用免疫缺陷无 Ｔ 细胞应答的啮齿类动物[１８－１９]ꎮ
本方 法 建 模 采 用 小 鼠 居 多ꎬ 造 模 周 期 约

４~８ 周ꎮ 造模时 Ｃｏｎ Ａ 可用生理盐水或 ＰＢＳ 配制ꎬ
通过尾静脉或腹腔注射给药ꎬ关于剂量 Ｈｅｙｍａｎｎ
等[２０]建议具有更多 Ｔｈ１ 亚系的 Ｔ 细胞免疫反应的

啮齿类动物ꎬ例如 Ｃ５７ＢＬ / ６、Ｃ３Ｈ 小鼠对刀豆蛋白

更加敏感ꎬ只需要 １５ ~ ２０ ｍｇ / ｋｇ 体重ꎻ而具有更多

Ｔｈ２ 亚系的免疫应答啮齿类动物ꎬ例如 ＢＡＬＢ / ｃ 品

系的近交或杂交 ＮＭＲＩ 小鼠对刀豆蛋白不敏感则至

少需要 ３０ ｍｇ / ｋｇ 体重的量ꎮ

７４８
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１􀆰 ３􀆰 ２　 猪 /牛血清蛋白

血清蛋白是凭借引起自身过激免疫反应产生

全身性的损伤ꎬ因此本模型更适合于免疫性纤维化

病理学研究ꎬ但本模型存在自愈的问题ꎮ 其所致免

疫性肝纤维化模型是研究细胞水平上纤维化隔膜

形成的模型ꎬ以及肝纤维化后的结构变化ꎬ例如毛

细血管化和静脉化ꎻ但目前未见血清蛋白诱导肝肾

纤维化复合模型的诱导研究ꎮ
猪 /牛血清蛋白无法在免疫缺陷或免疫耐受啮

齿类动物中诱导肝纤维化ꎬ因其免疫性损伤依赖于

一定周期的激活巨噬细胞、Ｋｕｐｆｆｅｒ 细胞ꎬ释放炎症

因子ꎬ进而激活星状细胞和成纤维细胞纤维化[２１]ꎮ
用猪血清蛋白诱导的免疫性纤维化程度与血清蛋

白剂量并无依赖关系ꎬ只会随时间不同呈现不同病

理变化[２２]ꎮ Ｙｏｕ 等[２３] 用牛血清蛋白(ＢＳＡ)致 ＳＤ
大鼠肝小叶结构严重受损ꎬ炎性细胞浸润ꎬ广泛的

纤维组织增生ꎬ纤维组织通过中央小叶增生并扩展

为肝实质ꎮ

２　 肾纤维化模型

２􀆰 １　 化学试剂法

重金属化合物、腺嘌呤和手术法在国内建立慢

性肾病模型的应用属最为广泛ꎮ 建立肾纤维化模

型的几种化学物质相较肝纤维化模型的几种物质ꎬ
明显缺少对肾损伤的高度靶向性ꎬ且研究多集中于

肾的急性损伤研究ꎮ
２􀆰 １􀆰 １　 氯化汞(ｍｅｒｃｕｒｙ ｄｉｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＨｇＣｌ２)

重金属汞是主要以金属汞、无机汞、有机汞三

种形式普遍存在于自然环境中的污染物ꎬ对环境和

人体有极大的伤害ꎮ 肾是受无机汞毒性影响的主

要器官之一ꎬ因为无机汞更容易在肾中累计ꎬ使肾

成为受伤最严重的器官ꎮ
Ｚａｌｕｐｓ[２４]发现 ＨｇＣｌ２ 静脉注射 ０􀆰 ５ μｍｏｌ / ｋｇ 或

２􀆰 ０ μｍｏｌ / ｋｇ 后 ３ ｈꎬ超过总剂量 ５５％的 Ｈｇ２＋都集中

在肾近段小管上皮细胞中ꎮ ＨｇＣｌ２ 可诱导 Ｔ 细胞死

亡和破坏细胞中线粒体膜ꎬ当线粒体电子传输链功

能受损会产生过量活性氧自由基(ＲＯＳ)ꎬ氧化应激

反应可激活细胞死亡程序ꎮ ＨｇＣｌ２ 造模时多选取大

鼠进行实验ꎬ原因是小鼠对 ＨｇＣｌ２ 显示出一定的耐

药性ꎬ难成模ꎮ 本方法可通过皮下注射、静脉注射、
灌胃等途径给药ꎮ 造模中 ＨｇＣｌ２ 剂量非常关键ꎬ过
小难成模ꎬ剂量稍大啮齿类动物容易大批死亡ꎬ因
此ꎬ预实验时ꎬ对于大鼠的剂量ꎬ应多进行尝试或采

取梯度给药ꎮ 在国内多采用每日 ８ ｍｇ / ｋｇ ＨｇＣｌ２ 水

溶液灌胃给药ꎬ８ 周左右即可建立肾小管间质纤维

化模型[２５]ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 腺嘌呤

腺嘌呤可在体内代谢为 ２ꎬ８ －二羟基腺嘌呤

(ＤＨＡ)ꎬＤＨＡ 在肾小管积累ꎬ形成晶体(结石)堵塞

肾小管造成肾损伤ꎬ虽然 ＤＨＡ 的致病机理还尚未完

全清楚ꎬ但已知 ＴＧＦ￣β 在其中起到重要作用[２６]ꎮ
用腺 嘌 呤 诱 导 的 慢 性 肾 病 ( ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ

ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＫＤ)模型会增加增加尿酸的排泄ꎬ形成蛋

白尿ꎬ游离氨基酸减少ꎬ肾外表颗粒化且伴有肾纤

维化ꎬ同时还会出现心血管系统的结构和功能损

伤ꎬ无论是缓慢变化的慢性肾病还是并发症均与临

床人类 ＣＫＤ 表现高度一致ꎮ
腺嘌呤诱导肾纤维化多采用大鼠进行含有

０􀆰 ７５％腺嘌呤的饲料喂食ꎬ可引起肾迅速且严重的

变化ꎬ伴随肾小管损伤、肾小球、肾间质纤维化及炎

症ꎮ 但 Ｔａｍｕｒａ 等[２６] 和 Ｉｍａｍｕｒａ 等[２７] 仅用含有

０􀆰 ２％和 ０􀆰 ２５％腺嘌呤饲料喂食 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ也
成功诱导肾纤维化ꎬ可能说明小鼠比大鼠对腺嘌呤

更敏感ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 硝酸铀酰(ｕｒａｎｙｌ ｎｉｔｒａｔｅ)

硝酸铀酰目前在国外诱导急性肾损伤模型应

用较多ꎬ其急性肾毒性和急性肾衰竭的病理机制

有很多深入的研究和详细的描述ꎮ 向啮齿类动物

注射硝酸铀酰之后ꎬ５０％的铀化合物通过肾排出ꎬ
铀化合物在肾中又集中在肾皮质部分ꎬ在其他器

官分布的数量微不足道ꎬ具有较好的肾靶向性[２８] ꎮ
硝酸铀酰可使啮齿类动物尿量和肾小球过滤率减

少ꎬ近端肾小管萎缩ꎻ其慢性肾毒性多与重金属

汞、锌等对肾损伤的机理类似ꎬ硝酸铀酰同样可以

破坏线粒体电子传输链功能ꎬ产生的氧化应激反

应损伤肾[２９] ꎮ
在国内不仅对硝酸铀酰的慢性肾毒性研究不

多ꎬ应用都非常少ꎬ但基于硝酸铀酰对肾的靶向性ꎬ
我们应尝试扩大对硝酸铀酰的慢性肾毒性研究ꎬ也
许可以建立良好的慢性肾纤维化模型ꎮ 在为数不

多的硝酸铀酰诱导纤维化模型文章中ꎬ多采用雌性

啮齿类动物ꎬ硝酸铀酰的给药方式和剂量都比较统

一ꎬ多采用单次腹腔注射 ５ ｍｇ 硝酸铀酰 / ｋｇ 体重ꎬ
大约 ８~１０ 周即可见肾间质纤维化ꎮ
２􀆰 ２　 手术法

对肾纤维化的研究中更多会采取手术法建立

８４８
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模型ꎬ一般手术法有单侧输尿管结扎、５ / ６ 肾切除手

术和缺血再灌注法ꎻ其中结扎单侧输尿管最经典ꎬ
应用也是最为广泛ꎬ而缺血再灌注法则因其临床实

际应用的高度需求性同样被研究的较多ꎮ ５ / ６ 肾切

除法虽然也能快速建立肾的损伤ꎬ但因其需要切除

大部分肾ꎬ对机体产生过大的损伤且并不是很符合

临床需求的研究ꎮ
２􀆰 ２􀆰 １　 单侧输尿管结扎(ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎꎬ
ＵＵＯ)

本方法适用于大鼠和小鼠ꎬ输尿管结扎后阻碍

尿液正常排泄ꎬ短时间便可造成尿潴留ꎬ肾肿大ꎬ肾
小管细胞坏死ꎬ肾组织结构完全被破坏从而导致肾

功能不全ꎮ 此模型已经成为了研究尿路梗阻肾小

管间质纤维化原因和机制的标准模型ꎮ 但 ＵＵＯ 模

型同样存在慢性病变特点不够典型的问题ꎬ并且伴

随结扎时间延长ꎬ啮齿类动物死亡率会加速提升ꎮ
此模型病变只发生在结扎输尿管一侧ꎬ对侧肾功能

依旧正常ꎮ
单侧输尿管结扎后ꎬ从第 ３ 天起有肾髓质和皮

质减少的病理变化ꎬ且有少量纤维化出现ꎬ随时间

推移ꎬ结扎 ７ ｄ 后血清肌酐和尿素氮成倍增长ꎬ单核

巨噬细胞浸润ꎬ间质水肿ꎬ部分近端小管上皮空泡

变性[３０]ꎬ两周后即可形成以小管细胞坏死和萎缩、
炎症细胞渗透、细胞外基质和 Ｉ 型胶原蛋白大量沉

积为特点的严重的结构破坏[３１]ꎮ 刘克剑等[３２] 等发

现从侧腹开口结扎单侧输尿管两端后ꎬ不离断输尿

管ꎬ可保证不影响造模效果的同时大幅提升啮齿类

动物的存活率ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 缺血再灌注

在临床的外科手术、器官移植、烧伤等过程均

可出现缺血再灌注损伤ꎬ然而短暂缺血并不足以引

起器官细胞损伤ꎬ反而缺血后的血液再灌注可造成

微血管和实质细胞更严重的损伤ꎮ 因此缺血再灌

注模型具有高度应用局限性ꎬ基本全部用于缺血再

灌注引起肾损伤的相关研究ꎮ
缺血再灌注引起的肾损伤主要与活性氧自由

基和 Ｃａ２＋超载有关ꎬ在缺血组织中清除自由基的酶

类合成能力受损ꎬ并且缺血再灌注可以直接损伤肾

小球内毛细血管内皮细胞ꎬ引起炎症级联反应ꎮ 因

此ꎬ抑制 ＴＬＲ４ 通路和增强清除自由基能力可减少

缺血再灌注造成的损伤[３３]ꎮ 张蕊[３４] 利用动态对比

增强 ＭＲＩ 监测大鼠缺血再灌注后的肾损伤ꎬ发现当

大鼠肾缺血 ３０~４５ ｍｉｎ 时可在保证大鼠存活率的条

件下对肾造成不可逆转的伤害ꎮ

３　 肝肾纤维化复合模型

作为人体两大免疫器官ꎬ肝肾总是有千丝万缕

的联系ꎬ不仅临床上的肝肾综合征、乙肝相关性肾

病、胆汁性肾病等ꎬ中医的肾病从肝论治ꎬ肝病从肾

论治等均体现着肝肾协作、互滋的能力ꎻ此外ꎬ为了

深入研究一些传统中药对肝肾的异病同治功效ꎬ开
始尝试建立肝肾纤维化复合模型ꎮ 基于以往建立

肝纤维化和肾纤维化模型的经验之上ꎬ几乎所有肝

损伤药物和手术法都具有高度肝靶向性的同时可

轻损肾ꎬ而致肾损伤的化学药物往往肾靶向性较

低ꎬ因此在建立肝肾纤维化复合模型时多采用肝靶

向性损伤药物结合肾损伤药物或直接采用能造成

全身损伤的化学试剂、药物ꎮ
３􀆰 １　 四氯化碳和牛血清

Ｍａｎｏｊ[３５]联合四氯化碳和牛血清蛋白腹腔注

射ꎮ 在本研究中ꎬ四氯化碳主要造成肝损伤ꎬ牛血

清蛋白主要通过免疫复合物形成蛋白尿造成肾损

伤ꎻ１０ 周后肝病理切片可见明显的纤维化ꎬ肾仅见

结缔组织增生和炎症细胞浸润ꎮ
四氯化碳具有较高肝靶向性的同时对肾也有

损伤ꎬ牛血清蛋白作为免疫性损伤药物配合四氯化

碳ꎬ使肝肾损伤程度均大致处于纤维化阶段ꎬ但本

试验最终并未显示严重的肾纤维化结果ꎻ反而发现

牛血清蛋白对四氯化碳的肝损伤有拮抗作用ꎬ为日

后造模方法提供了新发现ꎮ
３􀆰 ２　 ＤＭＮ 和汞

姜哲浩等[３６] 在研究扶正化瘀方对大鼠肝肾纤

维化的影响时采用了腹腔注射 ＤＭＮ 和喂食含有重

金属汞的饲料建立肝肾纤维化复合模型ꎮ ８ 周之

后ꎬ肝组织坏死、肝细胞肿胀、大量炎症细胞浸润、
假小叶形成ꎻ肾间质水肿伴炎细胞浸润、肾间质中

大量胶原纤维ꎮ 汞在诱导肾纤维化单独使用时ꎬ剂
量难以控制ꎬ但配合对肝肾都有损伤的 ＤＭＮ 使用

大大提高了成功诱导肝肾纤维化的几率ꎮ
３􀆰 ３　 酪氨酸氧化产物

酪氨酸是常见的食品添加剂和药原料ꎬ容易被

氧化修饰[３７]ꎻ因此在售卖的牛奶、奶粉、动物饲料中

等均可检测到酪氨酸及其氧化产物的存在ꎮ 因此ꎬ
酪氨酸及其氧化产物对人体的影响成为了研究热

点ꎮ 李竹青[３８]发现短期 ２８ ｄ 喂食酪氨酸氧化产物

可对肝肾均产生损伤ꎬ随喂食时间增长ꎬ会引起肝

９４８



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

肾炎症因子大量分泌ꎬ产生氧化应激反应ꎬ紧接着

激活肝星状细胞与内质网应激反应ꎬ促进肾小球内

皮细胞－间质转化反应ꎬ引起肝肾纤维化ꎮ
３􀆰 ４　 环孢菌素 Ａ(ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅꎬＣｓＡ)

从 ２０ 世纪 ８０ 年代 ＣｓＡ 作为免疫抑制剂应用于

临床ꎬ主要用于器官移植手术后的排异反应ꎬ但由

于较严重的肝、肾毒性副作用ꎬ使其应用受限ꎮ 短

期注射 ＣｓＡ 可使肾血流减少ꎬ长期注射会导致具有

广泛的肾小管纤维化的肾衰竭ꎮ ＣｓＡ 的急性肾毒性

与激活肾素－血管紧张素系统有关ꎬ慢性肾毒性是

因为可触发机体分泌 ＴＧＦ￣βꎬ大量的 ＴＧＦ￣β 是触发

上皮间质转化的关键因素ꎮ ＣｓＡ 可破坏肾近端管状

细胞的形态、连接结构、细胞骨架ꎬ并且在上皮－间
质转化后ꎬ成肌纤维细胞可以自由迁移到间质中ꎬ
并释放出大量的细胞外基质(ＥＣＭ)ꎬ促进纤维化发

展[３０－４０]ꎮ 程根阳[４１]先建立低盐饮食( ｌｏｗ ｓａｌｔ ｄｉｅｔꎬ
ＬＳＤ)喂养ꎬ然后每日皮下注射 ＣｓＡꎬ１４ ｄ 后即显示

肝肾功能受损、炎症细胞浸润ꎬ３５ ｄ 试验结束时ꎬ间
质炎性细胞浸润减少ꎬ纤维化程度明显ꎮ

４　 总结与展望

４􀆰 １　 总结

现有建立肝、肾纤维化模型的方法在建模难易

程度、临床相似性、重复程度都各有千秋ꎮ 化学诱

导法建模耗时较长ꎬ但比较符合慢性疾病病变过

程ꎬ个别毒性化学物质ꎬ如氯化汞、ＤＭＮ 等由于安全

管控原因难以购买ꎬ因此模型出现空缺ꎬ丞待开发

新的模型ꎻ手术法虽然建模过程耗时短ꎬ但对于慢

性疾病的慢性病变过程来讲不够典型ꎬ同时术后感

染、啮齿类动物撕咬造成刀口撕裂、结扎时间过长

等使死亡率升高ꎻ免疫法虽能引起全身性的炎症ꎬ
但却存在停药后可自愈的问题ꎬ这并不利于肝肾纤

维化的治疗药物筛选ꎮ
现有造模方法基本可以实现从不同发病原因

来模拟人类临床中出现的肝、肾纤维化的一些病理

变化ꎬ可以适用于不同科研目的ꎮ 相对来讲肝肾纤

维化复合模型现在处于较空白的阶段ꎬ由于胆管结

扎、注射硫代乙酰胺等方法能同时引起肝肾的损

伤ꎬ是对肝肾同时的直接毒性还是基于肝肾功能交

互的损伤ꎬ对其潜在机制及诱导复合模型的潜力还

有待深入研究ꎮ 近年仅有两篇报道称酪氨酸氧化

产物和环孢菌素 Ａ 均可同时引起肝肾纤维化ꎬ但在

大鼠体内引起的病理变化及模型特点还需进行大

量且深入的研究ꎻ而能够引起全身性损伤的阿霉素

和免疫性血清可能成为诱导肝肾纤维化复合模型

的潜力物质ꎻ同时也可以尝试分别选取建立肝纤维

化和肾纤维化模型的经典方法ꎬ结合使用建立肝肾

纤维化复合模型ꎬ例如经典四氯化碳模型、硫代乙

酰胺模型结合单侧输尿管结扎法等ꎮ
４􀆰 ２　 展望

人类慢性肝病和慢性肾病作为全球健康问题ꎬ
其药物研究日益迫切ꎮ 而实验性动物模型不仅可

以从群体数量上满足疾病实验和药物筛选实验的

要求ꎬ还可以在实验中各个环节实现条件控制ꎬ可
以人为的剔除一些干扰因素ꎬ从而实现对发病机

制、疾病进程、药物筛选等进行深入的研究ꎮ 但现

有的肝、肾纤维化动物模型依旧存在问题:(１)对动

物模型本身的发病机制尚未完全清楚ꎻ(２)肝肾纤

维化动物模型大多在大、小鼠身上建立ꎬ模型的动

物种类较少ꎻ(３)无法完全模拟人类肝、肾纤维化进

展所引起的所有变化ꎻ(４)造模过程中死亡的啮齿

类动物无法确认死因ꎬ且可能会在啮齿类动物体内

引发并发症或其他变化我们也无法详尽得知ꎻ(５)
造模过程至今并未有统一化的规范操作标准ꎬ会因

为啮齿类动物品种、实验人员操作、药品配置等方

面造成成模差异ꎮ
因此ꎬ对现有建模方法继续优化以及对所有动

物模型进行发病机制的探讨ꎬ都将是日后重点研究

的领域ꎮ
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微型 ＣＴ 在血管钙化动物模型中的应用进展
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　 　 【摘要】 　 血管钙化是钙盐过度沉积于血管壁导致的异位钙化现象ꎬ是动脉粥样硬化的病理表现ꎬ是糖尿病、
高血压病、冠状动脉粥样硬化性心脏病、脑梗死、肾功能衰竭等多种疾病的共有的病理生理过程ꎮ 目前的 ＣＴ 技术

可以完整的重建钙化的动脉并提供准确的量化信息ꎮ 高分辨率的微型 ＣＴ 可以区分和量化宏观和微观的血管钙

化ꎮ 将 ＣＴ 与 １８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 相结合ꎬ可以增强体内活动的微钙化的检测ꎬ并帮助我们了解不同信号通路和

药物在血管钙化发展中的作用ꎮ 更重要的是 ３Ｄ 微型 ＣＴ 可以和组织病理学、免疫组化、蛋白组学处理相结合ꎬ提供

同一血管片段的互补信息ꎮ 微型 ＣＴ 的技术进步可以为血管钙化的动物活体研究提供更多的方法ꎮ
【关键词】 　 血管钙化ꎻ微型 ＣＴꎻ动物模型

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５￣４８４７(２０２０) ０６￣０８５３￣０４

Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＷＡＮＧ Ｚｅｊｉｎｇ１ꎬ ＷＡＮＧ Ｘｕｎ２ꎬ ＸＩＡＯ Ｋａｎｇ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎｇ２∗

(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ＣＴ Ｒｏｏｍꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｎｈｕａｎｇｄａｏꎬ Ｑｉｎｈｕａｎｇｄａｏ ０６６０００ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｎｈｕａｎｇｄａｏꎬ Ｑｉｎｈｕａｎｇｄａｏ ０６６０００)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｚｈａｎｇｊｉｎｇ８１６２＠ １２６.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｓ ａｎ ｅｃｔｏｐｉｃ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ
ｓａｌｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｗａｌｌ. Ｔｈｉｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｉｓ ｃｏｍｍｏｎ ｉｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙꎻ ｉｔ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ.
Ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ ( ＣＴ ) ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｃａｎ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｃｃｕｒａｔｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ. Ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ ｃａｎ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｙ ａｒｅａｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ. ＣＴ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ １８Ｆ￣ｓｏｄｉｕｍ Ｆｌｆｌｕｏｒｉｄｅ (１８Ｆ￣ＮａＦ) ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ａｉｄ ｉｎ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ ｃａｎ ｂｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌꎬ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌꎬ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｅｇｍｅｎｔ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｍａｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ｖｉｖｏ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｍｉｃｒｏ￣ＣＴꎻ Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.
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　 　 血管钙化是钙盐过度沉积于血管壁导致的异

位钙化现象ꎬ是动脉粥样硬化的病理表现ꎬ是糖尿

病、高血压病、冠状动脉粥样硬化性心脏病、脑梗

死、肾功能衰竭等多种疾病的共有的病理生理过

程[１]ꎮ ＣＴ 作为动物模型中血管钙化分析的一种工

具ꎬ能够非破坏性的在三维创建目标血管并定位和

量化其钙化程度ꎬ在动脉粥样硬化病理生理研究中

有重要地位ꎮ 对微型 ＣＴ 在血管钙化动物模型中的

应用进展进行综述ꎮ

１　 研究动脉钙化的常用小动物模型

由于小鼠和人类有许多共同的生理特征ꎬ小鼠

可以为研究人类动脉钙化、畸形和主动脉瓣钙化的

发病机制提供合适的模型ꎮ 研究动脉中膜钙化常

用慢性肾脏病的啮齿类动物模型ꎮ 常见的慢性肾

病的啮齿动物模型制做方法有:维生素 Ｄ３ 超负荷、
腺嘌呤注射和 ５ / ６ 肾切除术[２]ꎮ 在这些模型中观察

到的钙化通常是局灶性分布的ꎬ 本质上是 “片

状” [３]ꎬ这与在慢性肾病患者中观察到的钙化模式

相似[４]ꎮ 研究动脉内膜钙化常用载脂蛋白 Ｅ 基因

(ＡｐｏＥ)敲除和低密度脂蛋白受体基因(ＬＤＬＲ)敲除

的小鼠ꎬ在这类模型中可检测到微钙化和大钙

化[５]ꎬ这与人类血管的内膜钙化情况一样ꎮ

２　 研究动脉钙化的传统方法

２􀆰 １　 化学分析的方法

常用的方法是动脉烤干称重ꎬ放入盐酸中溶

解ꎬ取上清液测钙含量ꎬ检测吸光度值ꎬ计算出钙含

量ꎮ 然而ꎬ使用这种方法酸性溶液将组织完全溶解

破坏ꎬ并且测算到的钙化不能区分是真正的组织钙

化还是仅仅含钙超量ꎮ 更重要的是这种方法无法

对钙化进行血管定位和分布情况的分析ꎮ
２􀆰 ２　 组织学方法

常用的组织病理学钙化染色技术包括:茜素红

Ｓ(Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ Ｓ)钙染色法和冯􀅰科萨(Ｖｏｎ ｋｏｓｓａ)染
色法ꎮ 二者的原理不同:茜素红 Ｓ 钙染色法:通过螯

合技术ꎬ使钙离子和茜素红 Ｓ 产生复合物ꎬ来分析固

定处理的细胞样本中橘红色钙沉积ꎮ 冯􀅰科萨染色

(Ｖｏｎ ｋｏｓｓａ)利用钙盐中的磷酸根或碳酸根与硝酸

银溶液与反应生成相应的磷酸银或碳酸银ꎬ后者可

在紫外线条件下还原为黑色的金属银ꎮ 两种方法

各有利弊ꎬ茜素红 Ｓ 和钙离子复合物中ꎬ钙质容易从

组织中溶解到溶液中ꎬ形成弥散物ꎬ相对不稳定ꎮ

而冯􀅰科萨染色不直接检测钙离子ꎬ而是检测与钙

离子结合的磷酸根或碳酸根ꎬ但是ꎬ磷酸根和碳酸

根的存在并不意味着钙离子一定存在ꎬ所以冯􀅰科

萨染色的特异性不强ꎮ

３　 微型 ＣＴ 在血管钙化动物模型中的
应用
３􀆰 １　 微型 ＣＴ 的分类

临床工作中ꎬ血管钙化的检测几乎完全依赖

ＣＴꎬ目前螺旋 ＣＴ 的分辨率可以达到毫米级别ꎬ冠状

动脉钙化积分是评估冠状动脉粥样硬化的进展的

方法之一ꎬ但是临床 ＣＴ 的分辨率不足以用来观察

小鼠这一类动物模型的血管钙化情况ꎮ 因此ꎬ分辨

率可达微米的高分辨微型 ＣＴ(Ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ)应运而生ꎮ
按组装模式分类ꎬ微型 ＣＴ 系统分为两种[６]:(１)标
本旋转型 ＣＴ:Ｘ 线球管和探测器固定:样品在球管

和探测器之间旋转ꎬ可做上下和前后移动ꎮ 空间分

辨率高ꎬ但扫描速度较慢ꎬ射线剂量大ꎬ多用于离体

标本扫描ꎮ (２)Ｘ 线成像系统旋转型 ＣＴ:原理和螺

旋 ＣＴ 一致ꎬＸ 线球管和探测器运动ꎬ球管绕样品旋

转ꎮ 扫描速度快ꎬ射线剂量小ꎬ但空间分辨率较低ꎬ
多用于活体动物扫描ꎮ
３􀆰 ２　 微型 ＣＴ 与普通 ＣＴ 的区别

与普通 ＣＴ 成像原理相同ꎬ用 Ｘ 线束对被检查

对象一定厚度的层面进行扫描ꎬ由探测器接收透过

该层面的 Ｘ 线ꎬ经过数学算法构建图像ꎮ 与普通 ＣＴ
所不一样的是[７]:(１)微型 ＣＴ 多使用平板探测器和

锥形 Ｘ 线束ꎬ图像采集的速度和射线利用率高于普

通 ＣＴꎬ以获得各向同性容积图像ꎬ并且有像素高、体
素小的优点ꎬ成像信息丰富ꎬ获得的图像能与组织

病理学结果相匹配ꎻ(２)微型 ＣＴ 成像区域较小ꎬ空
间分辨率较高ꎬ分辨率可达到 １ ~ １０ μｍꎻ(３)微型

ＣＴ 微焦斑尺寸小于 １００ μｍꎬ且功率远小于普通

ＣＴꎬ产生的 Ｘ 辐射较低ꎮ
３􀆰 ３　 软组织增强微型 ＣＴ

软组织(比如血管)与支撑材料(比如石蜡)之
间 ｘ 射线衰减对比较低ꎬ从而影响成像质量ꎮ 使用

重金属染色可以克服这个问题ꎬ常用的重金属染色

剂有:四氧化锇[８]、磷钨酸[９] 和碘[１０]ꎮ 这些染色剂

可以结合到样品的内部ꎬ提供更高的 Ｘ 线对比度ꎮ
然而ꎬ染色剂的浓度和时间必须针对特定的组织类

型做出调整ꎮ
３􀆰 ４　 其他软组织 ＣＴ 成像方案

有的重金属染色如磷钨酸与随后的组织学染

４５８
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色方案不兼容ꎬ包括ＨＥ 染色和 Ｗｅｉｇｅｒｔ’ｓ弹性蛋白

染色ꎬ因此ꎬ工程师们研发了不依赖重金属染色的

软组织 ＣＴ 成像方案[１１]ꎮ
Ｘ 射线相位衬度 ＣＴ 成像:相对于传统的吸收

成像ꎬ相位衬度 ＣＴ 成像原理是:Ｘ 射线穿过物体

时ꎬ物体内部各部位折射率的差异引起光的折射的

差异ꎬ导致相位的变化ꎮ 适用于弱吸收材料物体

(生物软组织ꎬ聚合物)ꎬ还可以减少吸收剂量ꎮ 相

位衬度成像可以使血管等软组织与周围的支撑结

构的对比度提高 １０００ 倍以上ꎮ
Ｋ 缘减影 ＣＴ 成像ꎬ操作原理是ꎬ每一种元素吸

收光子能量可以有几十倍的差异ꎮ 即可使 ＣＴ 在某

一元素的 Ｋ 吸收光子能量之下和之上两次扫描成

像ꎬ然后减影ꎬ这样可以加大该特定元素的对比度ꎬ
获得高密度分辨ꎮ

散射 ＣＴ 与荧光减影 ＣＴ 成像无需染色ꎬ但由于

对技术要求很高ꎬ尚未在实验室内成熟应用ꎮ
在软组织的 ＣＴ 图像采集过程中ꎬ必须对软组

织进行固定ꎮ 首先使用酒精或玉米油的液体浸泡ꎬ
然后使用琼脂糖凝胶、塑料包埋树脂、和石蜡等进

行组织包埋ꎮ
３􀆰 ５　 微型 ＣＴ 动物模型中的血管钙化典型案例

目前为止ꎬ仅少数研究利用实验室微型 ＣＴ 分

析动物模型中的血管钙化ꎮ ２０１３ 年 Ｈｕｅｓａ 等[１２] 对

小鼠的主动脉经玉米油浸泡处理固定后ꎬ使用微型

ＣＴ 扫描并进行三维重建ꎬ获得大小为 ７ ~ １０ μｍ的

各向同性体素ꎬ在这些三维重建的血管中对钙化区

域进行了精确量化评估ꎮ 整个主动脉的钙化情况

被完整的呈现出来ꎮ 该成像方案为研究主动脉钙

化的发展和临床干预的潜在治疗提供了一个强有

力的工具ꎮ 然而ꎬ该项研究的一个局限性是无法将

３Ｄ ＣＴ 数据与随后的 ２Ｄ 组织病理学分析结合起来ꎮ
为克服这一问题ꎬＡｗａｎ 等人[１３] 使用动脉粥样硬化

模型小鼠的主动脉用石蜡包埋ꎬ将同一动脉的钙化

斑块使用微型 ＣＴ 三维重建分析与二维组织学分析

相结合ꎮ 然而ꎬ在这些研究中血管壁钙化斑块和细

胞外基质(ＥＣＭ)的精细结构并不能完美呈现ꎬ这主

要是由于所使用的微型 ＣＴ 的分辨率(５ ~ ２０ μｍ 的

各向同性体素)不够ꎮ 为克服血管钙化研究分辨率

低的问题ꎬ使用多尺度 ＣＴ 扫描方法检测和量化血

管中的钙化沉积ꎬ可以实现各向同性体素降至 ０􀆰 ５
μｍꎮ Ｒａｗｓｏｎ 等[１４]将血管用福尔马林固定、脱水并包

埋在石蜡中ꎬ首先对整个血管进行快速、低分辨率的

ＣＴ 扫描ꎬ以便在三维重建中显示钙化的位置和分布ꎬ
然后以更高的分辨率对感兴趣区域进行扫描ꎬ以检查

钙化斑块和血管细胞外基质的精细结构ꎮ 这些更高

分辨率的扫描可使用实验室 ＣＴ 实现 ０􀆰 ５ μｍ 的空间

分辨率ꎮ 或者使用实验室纳米 ＣＴ(ＮＣＴ)可以实现亚

微米(例如１５０ ｎｍ)的分辨率ꎮ 纳米 ＣＴ 可以观察到

大鼠颈动脉的内膜[１５]ꎬ随后可以对蜡包埋的血管进

行组织学、免疫组织化学甚至激光捕获微型切割技术

的研究[１３ꎬ１５－１６]ꎮ
３􀆰 ６　 微型 ＣＴ 对于微钙化的识别

动脉粥样硬化斑块内膜钙化的大小和分布与

斑块的破裂密切相关ꎬ微钙化可以明显增加斑块破

裂的风险[１７]ꎮ 微型 ＣＴ 能够检测到血管中的微钙

化ꎬ这些微钙化不容易被二维组织学方法发现ꎬ除
非分析连续的组织切片ꎮ 血管壁和钙化斑块的 Ｘ
射线衰减是相似的ꎬ导致两者之间的吸收对比度较

低[１８]ꎮ 因此ꎬ斑块和血管壁目前必须在软件中手动

区分然后进行量化分析ꎮ 未来如果能将钙化血管

的 ３￣Ｄ 数据导入可随时处理和分析平台中ꎬ将大大

提高微型 ＣＴ 分析血管钙化的实用性ꎮ
３􀆰 ７　 微型 ＣＴ 在活体动物模型血管钙化研究中的

应用

微型 ＣＴ 能够检测活体动物模型血管钙化的进

展过程ꎬ从而受到广泛关注ꎮ 活体的微型 ＣＴ 可以

在长程的动物研究中连续监测动物血管钙化的变

化情况ꎬ而无需在多个不同的时间点处死动物ꎬ这
正符合动物研究的 ３Ｒ 原则 ( ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ (减少)、
ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ(替代)、ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ(优化))ꎮ 然而目前

微型 ＣＴ 还没有在啮齿类动物的活体研究中广泛应

用ꎬ主要是因为普通微型 ＣＴ 的的分辨率较低ꎮ 高

分辨的锥型束微 ＣＴ 的发展和广泛应用必将推动啮

齿类动物血管钙化的活体研究ꎮ
３􀆰 ８　 微型 ＣＴ 与 １８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 相结合

１８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 检测活体动物血管钙

化的敏感性和特异性很高ꎬ并且在临床前研究中能

够非常好的区分大钙化和微钙化[１８]ꎮ １８Ｆ￣ＮａＦ 以

离子键形式结合到磷酸盐表面ꎬ更重要的是可结合

到小鼠的不易被微型 ＣＴ 检测到的小血管的钙化表

面[１９]ꎮ Ｆ￣ＮａＦ 摄取情况是测量总钙化表面积或钙

化斑块代谢活动程度的一种重要方式[２０]ꎮ 相反ꎬ微
型 ＣＴ 却无法测量钙化区域的代谢程度ꎮ 因此ꎬ将
微型 ＣＴ 与 １８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 相结合可以很好

的检测动物血管的钙化情况及病理过程ꎮ

５５８
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４　 总结

传统上血管钙化在动物研究中使用 ２Ｄ 组织学

和化学分析的方法进行研究分析ꎮ 然而ꎬ这些技术

有几个缺点ꎬ包括切片导致的伪影ꎬ以及不能同时

显现钙化的空间结构和整条血管的钙化程度ꎮ 目

前的 ＣＴ ３Ｄ 成像技术可以完整的重建钙化的动脉

并提供准确的量化信息ꎮ 微型 ＣＴ 所具有的高空间

分辨率使得微观和宏观钙化得以区分和量化ꎮ 将

ＣＴ 与 １８Ｆ￣ＮａＦ ｍｉｃｒｏ￣ＰＥＴ / ＣＴ 相结合ꎬ可以增强体

内活动的微钙化的检测ꎬ并加深我们对不同信号通

路和药物的作用机制ꎮ 目前还可以检测到血管的

ＥＣＭ 变化ꎬ例如弹性蛋白的退化ꎮ 更重要的是 ３Ｄ
微型 ＣＴ 的分析可以和 ２Ｄ 的组织病理学、免疫组织

化学、蛋白组学处理相结合ꎬ提供同一血管片段的

互补的信息ꎬ例如钙化体积、钙化负荷、信号机制ꎮ
微型 ＣＴ 的技术进步可以为活体研究提供更多的方

法ꎬ从而使整个动物血管的大钙化斑块和小钙化斑

块同时成像ꎬ实现血管钙化的实时分析ꎮ
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　 　 【摘要】 　 子宫内膜异位症(ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓꎬＥＭｓ)是指具有活性的子宫内膜组织出现在宫腔被覆黏膜以外的部

位ꎬ因其病因、发病机制尚不明确ꎬ中、西医诊断与治疗存在困难ꎬ使得 ＥＭｓ 成为了近年来的研究热点之一ꎮ 通过动

物模型探讨 ＥＭｓ 的病因、发病机制及药物治疗方法是研究 ＥＭｓ 的重要手段ꎮ 本文介绍了 ＥＭｓ 小鼠模型的动物选

择、构建方法以及各造模方法优缺点ꎬ旨在为 ＥＭｓ 动物实验研究提供模型选择的参考ꎮ
【关键词】 　 子宫内膜异位症ꎻ小鼠ꎻ模型ꎻ造模方法
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ (ＥＭ) ｉｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉｎｅ
ｃａｖｉｔｙ. Ｂｅｃａｕｓｅ ｉｔｓ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｒｅ ｕｎｃｌｅａｒꎬ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＥＭ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｕｓｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｒｅ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔꎬ ａｎｄ ｔｈｕｓꎬ ＥＭ ｈａｓ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｈｏｔｓｐｏｔ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ. Ａｎｉｍａｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｔｉｏｌｏｇｙꎬ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ＥＭ. Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ ｔｈｅ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓꎬ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ꎬ ａｎｄ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ＥＭ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ａｎ ｅｆｆｏｒｔ ｔｏ
ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｍｏｄｅｌ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ＥＭ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓꎻ ｍｏｕｓｅꎻ ｍｏｄｅｌꎻ ｂｕｉｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 ＥＭｓ 是一种常见的妇科疾病ꎬ以盆腔疼痛、不
孕、盆腔包块为主要临床表现[１]ꎮ 迄今为止ꎬ该病

的发病机制尚未明确ꎬ其临床药物疗效和手术治疗

效果也欠佳ꎬ由于伦理道德等多方面现实原因的限

制ꎬ在人体进行其发病机制和治疗方法的各项研究

存在一定的局限性ꎮ 动物实验为研究 ＥＭｓ 提供了

极大便利ꎬ逐渐成为了研究该病的重要手段ꎮ 目

前ꎬ已经成功建立了非人灵长类、家兔、鼠类及鸡胚

绒毛尿囊膜等的 ＥＭｓ 动物模型[２]ꎮ 本文将从各类

小鼠的造模方法、模型评价等方面作出较为综合的

阐述及比较ꎬ以便研究者可以据此选择更贴合实验

的造模方法ꎮ

１　 发病机制

目前为止ꎬ国内外较为公认的发病机制有经血

逆流学说、化生学说、转移学说、新生儿宫血学

说[３]ꎮ 经血逆流学说认为有活性的子宫内膜组织

碎片经输卵管逆行至腹腔ꎬ并种植生长于盆腹腔或
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卵巢等其他组织上ꎮ 该学说目前最为广泛接受ꎬ但
依然不能完全解释 ＥＭｓ 的发病原因ꎬ因此ꎬ在此基

础上ꎬ郎景和[４] 提出了“在位内膜决定论”ꎬ认为个

体在位子宫内膜的生物学特性是其能否种植生长

在其他部位的决定因素ꎮ 化生学说认为异位子宫

内膜细胞来自于其他组织的化生ꎻ转移学说认为组

织碎片是经血管或淋巴管转移至其他部位并种植

生长ꎻ新生儿宫血学说提出母体激素在新生儿出生

后的减少导致了子宫出血ꎬ部分子宫出血逆流到腹

腔ꎬ其中可能含有干细胞[５]ꎮ 除此之外ꎬ中医认为

瘀血是 ＥＭｓ 的基本病因病机ꎬ瘀血阻滞ꎬ气血运行

不畅是导致 ＥＭｓ 的基本病因[１]ꎮ 尽管各学说众说

纷纭ꎬ但其发病机制依然不明确ꎬ因此ꎬ选择合理的

动物模型就成为了研究其发病机制的首要任务ꎮ

２　 动物的选择

目前的动物造模方法都基于经血逆流学说ꎬ主
要包括自发性、诱发性(自体移植)和种植性(异体

移植)三种[６]ꎮ 自发性主要应用于非人灵长类动

物[７]ꎬ如猕猴、狒狒和带尾纤猕猴ꎬ因其具有类似于

人类的盆腔解剖结构和有规律的月经周期ꎬ可以自

发形成 ＥＭｓꎬ是研究 ＥＭｓ 发病机制及治疗的理想方

案ꎮ 但因为灵长类动物价格昂贵ꎬ自发性造模成功

率低ꎬ周期长等原因无法普及ꎮ 诱发性主要适用于

兔、鼠等啮齿类动物ꎬ种植性则多见于裸小鼠、ＳＣＩＤ
小鼠等ꎮ 但因为啮齿类动物与人类之间有种属差

异性ꎬ其实验结果可能与临床存在一定偏差ꎮ
在众多动物中ꎬ啮齿类动物中的小鼠因其价格

便宜ꎬ体型娇小ꎬ饲养管理方便ꎬ生长繁殖速度快ꎬ
并且已经培育出了大量的近交系、突变系和封闭

群ꎬ成为了 ＥＭｓ 研究的主要选择ꎬ不仅可以用于

ＥＭｓ 发病机制的研究ꎬ还可用于研究药物对 ＥＭｓ 的

影响作用ꎬ为 ＥＭｓ 的实验研究作出了巨大贡献ꎮ

３　 造模方法及小鼠的选择

３􀆰 １　 术前处理

使实验小鼠处于统一的动情周期ꎬ常用的方法

为连续阴道涂片法[８] 和直接给予外源性雌激素

法[９](灌胃或肌注戊酸雌二醇、苯甲酸雌二醇、乙烯

雌酚等)ꎬ但在操作过程中发现使大量的实验动物

都处于统一的动情周期无疑加大了实验的难度与

耗损ꎮ 张薇等[１０]分别选择在 ＳＤ 大鼠的动情期和非

动情期进行自体移植术以建立 ＥＭｓ 模型ꎬ发现非动

情期和动情期的造模率及异位灶体积无显著差异ꎮ

陈琼华等[１１]通过建立 ＢＡＬＢ / Ｃ 小鼠 ＥＭｓ 模型并观

察同样发现小鼠的造模成功率与其所处的动情周

期无关ꎮ 这一结果在简化造模实验、节约时长、节
省资源等方面均具有重要意义ꎮ
３􀆰 ２　 造模方法

ＥＭｓ 小鼠的造模方法主要包括自体移植、同种

异体移植和异体移植ꎮ
３􀆰 ２􀆰 １　 自体移植

即手术缝合法[１２]ꎬ选取尿道口上方 ２ ｃｍ 处沿

腹部正中线纵行切开ꎬ找到左侧子宫ꎬ于近卵巢端

结扎子宫两端ꎬ剪下中间段ꎬ剪除其他多余组织血

管后纵行剪开ꎬ将其内膜面贴于小鼠腹腔壁上ꎬ并
将子宫对角缝合固定ꎬ完成后关腹并进行后续操

作ꎮ 王智超[１３]通过分别移植到小鼠腹壁内侧、大网

膜及肠壁三个部位来比较异位灶种植成功率ꎬ最终

结果表明三者的种植率无明显差异ꎬ研究者可根据

各自的研究目的选择最佳的种植部位ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 同种异体移植

即腹腔注射法[１４]ꎬ将小鼠分为供体组和受体

组ꎬ将供体小鼠脱颈处死ꎬ剖开腹部ꎬ取出子宫ꎬ除
去其多余组织后沿 Ｙ 型子宫正中线剪开ꎬ分别放入

生理盐水中ꎬ纵行切开暴露出子宫内膜后ꎬ用眼科

剪将其剪碎至 １ ｍｍ３ 大小的小碎片ꎮ 取受体小鼠ꎬ
用 １６ 号针头注射器将含有子宫碎片的 １ ｍＬ 生理盐

水注射至受体小鼠腹腔内ꎬ进针点选取受体小鼠的

小腹部偏腹中线 ０􀆰 ５ ｃｍ 处的左下腹ꎬ一只供体小鼠

子宫平分给两只受体小鼠ꎮ 关于注射量ꎬ徐建波[１５]

进行了阶梯性注射实验ꎬ分别向受体小鼠注射 １、２、
４、８、１６、３２ 片 １ ｍｍ２ 大小的子宫内膜碎片观察ꎬ结
果表明异位灶的成活率与注射量呈一定的曲线关

系ꎬ当注射量≥４ 片时ꎬ注射量与成活率无显著

关系ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ３　 异体移植

异体移植是指将人子宫内膜组织植入到动物

体内加以研究观察ꎬ由于裸鼠和 ＳＣＩＤ 小鼠属于免

疫缺陷小鼠ꎬ不会发生异体移植的免疫排斥反应ꎬ
种植的成功率较高ꎬ被作为异体移植的首选ꎮ 其造

模方法包括腹腔种植法、腹腔注射法和皮下种植法ꎮ
腹腔种植法[１６]:将新鲜的人子宫内膜组织标本

置入含 ＤＭＥＭ 培养液的培养皿中ꎬ后用冷的 ０􀆰 １
ｍｏｌ / Ｌ 的无菌磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)清洗 ３ ~ ４ 次ꎬ于
无菌培养皿中将组织剪至 ２ ｍｍ × ３ ｍｍ 大小的碎

块ꎬ分为每组约 ８ ~ １０ 个小碎块ꎬ分别放入 ＰＢＳ 中ꎮ
取麻醉后的裸鼠于下腹正中横切约 １ ｃｍ 的切口ꎬ将
处理好的一组碎块随机放置盆腹腔内的不同位置

８５８
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后ꎬ逐层关腹ꎮ
腹腔注射法[１７]:人子宫内膜组织的准备清洗同

上ꎬ将组织剪至 ０􀆰 ５ ~ １ ｍｍ２ 大小的碎片ꎬ平均分至

ＰＢＳ 中ꎮ 选取 ＳＣＩＤ 小鼠下腹正中部位为进针点行

腹腔穿刺ꎬ用 １６ 号针头注入含有组织碎片的 ＰＢＳ
液 ０􀆰 ２ ｍＬ 后ꎬ按压片刻ꎬ防止液体流出ꎮ

皮下种植法[１８]:将准备好的人子宫内膜组织用

无菌 ＰＢＳ 清洗 ３ ~ ４ 次ꎬ剪至 １ ｍｍ２ 大小的碎片ꎬ平
均放置于含有 ＤＭＥＭ 培养液的培养皿中混匀ꎮ 用 ９
号针头将含有内膜组织碎片的培养液按每只 ０􀆰 ５
ｍＬ 注入ꎬ裸鼠可选取背部皮下方便后续观察ꎬＳＣＩＤ
小鼠则选取下腹部皮下ꎬ以腹部中线脐下为进针点ꎮ
３􀆰 ３　 各造模方法优缺点比较

ＥＭｓ 动物模型对研究其发病机制及临床治疗

具有重大价值ꎬ其造模方法逐渐实现了由自发到诱

发ꎬ有创到无创的进化ꎬ尽管如此ꎬ现有的造模方法

仍然都存有各自的不足之处ꎬ因此ꎬ以实验目的和

可行性作为选择条件ꎬ综合权衡各种模型方法的利

弊ꎬ才能充分发挥不同造模方法的优势ꎮ 常用的几

种建立小鼠 ＥＭｓ 模型方法的优缺点比较见表 １ꎮ
３􀆰 ４　 小鼠的选择

随着实验小鼠培育技术的提升ꎬ小鼠的品种逐

渐丰富ꎬ更大地满足了实验的需求ꎬ结合实验目的、
操作技术及环境因素选择最佳的实验小鼠ꎬ可以进

一步提高造模的成功率及实验的准确性ꎮ 目前ꎬ用
于建立 ＥＭｓ 模型的小鼠品种ꎬ优缺点及各自适用的

造模方法详见表 ２ꎮ

４　 模型评价

４􀆰 １　 模型建立成功标准

肉眼可以观察到异位灶体积增大ꎬ呈透明囊

状ꎬ内有黄色液体ꎬ异位灶表面可看到新生的细小

血管ꎮ 显微镜下可见异位灶中含有子宫内膜腺体

和间质细胞ꎬ囊液内和间质层可见到炎症细胞[１９]ꎮ
４􀆰 ２　 观察指标及方法

４􀆰 ２􀆰 １　 大体观察

肉眼观察小鼠的精神状态ꎬ毛色质量ꎬ饮食情

况及活动变化ꎻ采用皮下种植法时要观察皮下异位

灶结节的大小ꎬ生长情况ꎮ 处死开腹探查时ꎬ观察

异位灶生成情况ꎬ形态ꎬ位置ꎬ有无粘连等ꎬ并用双

脚规测量异位灶体积大小ꎮ
４􀆰 ２􀆰 ２　 组织学观察

取异位灶进行 ＨＥ 染色镜下观察及免疫组化观

察ꎬ可直接观察异位灶组织细胞形态ꎬ为 ＥＭｓ 的发

展、恶化提供了病理学依据ꎮ
４􀆰 ２􀆰 ３　 影像学观察

影像学观察包括 ＭＲＩ、超声等都在 ＥＭｓ 动物

模型研究中有所应用ꎬ影像学检查可以通过图像

来直观的获取所需信息ꎬ并可直接进行数据分

析ꎬ有效地避免了动物死亡ꎬ减少了动物的应激

反应ꎮ 但该方法因其价格昂贵ꎬ在实验中未得到

广泛普及ꎮ

表 １　 建立 ＥＭｓ 小鼠模型方法优缺点比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＥＭｓ

造模方法
Ｂｕｉｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

自体移植
Ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

异位灶的种植部位准确ꎬ能较好的定位评估内异症的进
展情况
Ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｆｏｃｕｓ ｉｓ ａｃｃｕｒａｔｅꎬ ｗｈｉｃｈ
ｃａｎ ｂｅｔｔｅｒ ｌｏｃａｔｅ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ

操作相对复杂ꎬ创伤性较大ꎬ术后易发生粘连ꎻ另外ꎬ手术对
腹腔免疫环境干预较大ꎬ不适用于内异症免疫学研究
Ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ａｎｄ ｔｒａｕｍａｔｉｃꎬ ａｎｄ
ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ ｏｃｃｕｒ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｃａｖｉｔｙ
ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌａｒｇｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｎｏｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ

同种异体移植
Ａｌｌｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

操作简单ꎬ少有出血、感染死亡
Ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｌｅｓｓ ｂｌｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｄｅａｔｈ

种植部位不能确定ꎬ不便于后期观察ꎬ定量评估内异症进展
方面稍差
Ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔ ｓｉｔｅ ｉｓ ｕｎｃｅｒｔａｉｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｎｏｔ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ｆｏｒ ｌａｔｅｒ
ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｉｓ ｐｏｏｒ

异体移植
Ａｌｌｏｇｒａｆｔｓ

有利于保持人类的组织形态和各类生化指标ꎬ减少了物
种差异性ꎬ使实验结果更有临床意义
Ｉｔ ｉｓ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｔｏ ｍａｉｎｔａｉｎ ｈｕｍａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｖａｒｉｏｕｓ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓꎬ
ａｎｄ ｍａｋｅ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｍｏｒｅ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

实验所用小鼠因免疫功能缺陷ꎬ不能应用于内异症相关的
免疫机制方面的研究ꎬ且小鼠抵抗力低下ꎬ不易成活ꎬ饲养
条件高
Ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｕｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃａｎ ｎｏｔ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓꎻ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｓ ｌｏｗꎬ ｉｔ ｉｓ
ｎｏｔ ｅａｓｙ ｔｏ ｓｕｒｖｉｖｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｅｅｄｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｈｉｇｈ

９５８
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表 ２　 实验常用小鼠的优缺点及适用造模方法

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｒｅ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
品种

Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ
实验常用

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｕｓｅｄ
优势

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ
不足

Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ
适用的造模方法

Ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ ｍｏｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

封闭群
Ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ

ＫＭ 小 鼠、
ＩＣＲ 小鼠
ＫＭ ｍｉｃｅꎬ
ＩＣＲ ｍｉｃｅ

价格便宜、容易饲养、生命力顽
强、可大量重复
Ｌｏｗ ｐｒｉｃｅꎬ ｅａｓｙ ｔｏ ｒａｉｓｅꎬ ｓｔｒｏｎｇ
ｖｉｔａｌｉｔｙꎬ ｃａｎ ｂｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｉｎ
ｌａｒｇｅ ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ

个体娇小、自体移植时操作较
大鼠困难
Ｐｅｔｉｔｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌꎬ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｕｔｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｓ ｍｏｒｅ
ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｒａｔｓ

自体移植、腹腔注射皆可ꎬ但更适用
于自体移植
Ａｕｔｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｙ ａｒｅ
ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ａｕｔｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

近交系
Ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ

ＢＡＬＢ / Ｃ 小
鼠、 Ｃ５７ＢＬ / ６
小鼠
ＢＡＬＢ / Ｃ
ｍｉｃｅꎬ
Ｃ５７ＢＬ /
６ ｍｉｃｅ

个体间差异性小、基因高度纯
和、基因型较稳定、几乎无异体
排斥反应
Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
ｉｓ ｓｍａｌｌꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ
ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ: ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｂｌｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａｌｍｏｓｔ
ｎｏ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ

抵抗力较低下、易发生死亡
Ｌｏｗ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｄｅａｔｈ

自体移植、腹腔注射皆可ꎬ但更适用
于腹腔注射
Ａｕｔｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｙ ａｒｅ
ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

免疫缺陷性
Ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔ
ａｎｉｍａｌ

裸 鼠、 ＳＣＩＤ
小鼠
Ｎｕｄｅ ｍｉｃｅꎬ
ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ

无免疫排斥反应、可建立人子宫
内膜 异 位 症 小 鼠 模 型ꎻ 其 中
ＳＣＩＤ 小鼠移植后的种植存活率
较裸鼠高ꎬ更易发生侵袭和转移
Ｎｏ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｍｉｃｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏ￣ｍｅｔｒｉｏｓｉｓ
ｃａｎ ｂｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎻ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｏｆ ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ
ｏｆ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ ａｒｅ
ｍｏｒｅ ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

价格昂贵、饲养条件高、无法
进行免疫方面的研究
Ｈｉｇｈ ｐｒｉｃｅꎬ ｈｉｇｈ ｆｅｅｄｉｎｇ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｕｎａｂｌｅ ｔｏ ｃａｒｒｙ ｏｕｔ
ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ

异体移植中的腹腔种植、腹腔注射
和皮下种植ꎻ其中 ＳＣＩＤ 小鼠皮下种
植法造模成功率较裸鼠高
Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎬ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ
ａｌｌｏｇｒａｆｔｓꎻ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ
ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ ｕｓｉｎｇ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ

４􀆰 ２􀆰 ４　 荧光染色法观察

荧光染色是一种活体成像技术ꎬ可应用慢病毒

载体将荧光素酶和红色荧光蛋白基因转入内膜组

织并注入裸鼠体内ꎬ利用活体成像仪来实时监测造

模情况及疾病进展情况[２０]ꎮ 该方法不仅实现了无

创监测ꎬ而且定位更加准确ꎬ最大限度地避免动物

死亡所带来的实验耗损ꎬ具有很高的优越性ꎮ
４􀆰 ３　 造模周期

关于小鼠 ＥＭｓ 造模的最佳周期ꎬ现阶段国内外

的研究结果各不统一ꎬ不同的研究者选择的时间也

不尽相同ꎮ 徐建波[１５] 通过建立 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ＥＭｓ
模型研究ꎬ表明异位灶的重量在第 ５ 天趋于稳定ꎬ大
小在第 ９ 天也达到稳定ꎬ故提示第 ９ 天可能为最佳

观察时间ꎮ 陈琼华等[１１] 从异位灶大小、分布及

ＢＡＬＢ / Ｃ 小鼠的体重方面研究发现第 ４ 天与第 ２１
天无明显差异ꎬ提示第 ４ 天便是最佳观察时间ꎮ 王

智超[１３]研究 ＫＭ 小鼠造模时间表明在术后第 ２ 周

模型既已建立成功ꎬ但异位灶体积在第 ４ 周处于最

大ꎮ 任旭等[１８]通过研究 ＳＣＩＤ 小鼠造模发现模型在

术后第 ２ 周已成功ꎬ且第 ２ 周与第 ４ 周异位灶体积

无明显差异ꎬ但于第 ６ 周出现异位灶体积缩小现象ꎮ

综上所述ꎬ目前小鼠异位灶模型的最佳造模周期并

不统一ꎬ研究过程中观察指标只有异位灶体积及重

量ꎬ不能全面地反应模型的生长情况ꎮ 由此可见ꎬ
ＥＭｓ 造模的最佳周期ꎬ以及其时间是否与小鼠种类

不同而存在差异性等问题仍然需要进一步深入

研究ꎮ

５　 模型的发展与优化

５􀆰 １　 ＥＭｓ 合并症模型的建立

ＥＭｓ 作为一个复杂的妇科疾病ꎬ其机理ꎬ症状

表现涉及多个方面ꎬ主要症状表现为不孕ꎬ疼痛ꎻ其
病变过程还包括炎症ꎬ纤维化等多方面的共同作

用ꎮ 现阶段的动物模型是否可以用于某一方面的

深入研究ꎬ需要我们在此基础上进一步评价与发展ꎮ
ＥＭｓ 不孕模型:崔阳阳等[２１] 采用“腹腔 ＋ 皮

下”注射法建立 ＥＭｓ 小鼠模型并通过生育功能检

测ꎬ证实了模型小鼠的生殖能力较正常小鼠低下ꎮ
王汝倩等[２２]采用了供体小鼠模拟经期内膜的方法ꎬ
以腹腔注射法建立 ＥＭｓ 小鼠模型后ꎬ再以 ２ ∶１的机

率与雄鼠合笼ꎬ得到不孕小鼠ꎬ成功建立 ＥＭｓ 不孕

小鼠模型ꎮ
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ＥＭｓ 疼痛模型:陈景伟等[１２]采用自体移植法成

功复制小鼠 ＥＭｓ 模型ꎬ于术后连续灌胃补佳乐 １２ ｄ
后ꎬ腹腔注射缩宫素ꎬ通过观察其小鼠的扭体反应

建立了 ＥＭｓ 痛经模型ꎬ为 ＥＭｓ 疼痛的研究提供了理

想的动物模型ꎮ
ＥＭｓ 纤维化模型:锁漉萱等[２３] 采用腹腔注射法

成功复制 ＥＭｓ 小鼠模型后ꎬ用 Ｍａｓｓｏｎ 染色法分别

检测小鼠造模后第 ７、１４、２１ 天的异位病灶和在位内

膜纤维化程度ꎬ发现于造模后第 １４ 天纤维化面积比

率达到最佳ꎮ 路攀等[１６] 用腹腔种植法复制人 ＥＭｓ
裸鼠模型并观察后ꎬ同样于造模后第 １４ 天发现难以

分离的致密粘连ꎬ可见 ＥＭｓ 小鼠模型建立后 １４ ｄ 即

可作为研究 ＥＭｓ 纤维化机制的可靠动物模型ꎮ
５􀆰 ２　 中医病证结合模型的建立

辨证论治是中医理论体系重要的组成部分ꎬ为
了更好的从中医传统理论角度认识 ＥＭｓ 的发病机

制及探究中医药治疗 ＥＭｓ 的作用机理ꎬ单纯的 ＥＭｓ
动物模型已不能满足实验需要ꎬ因此ꎬ开展中医病

证结合 ＥＭｓ 动物模型的研究势在必行ꎮ
气滞血瘀型 ＥＭｓ 模型:王哲等[２４] 在自体移植

的造模术后 １ 周采用了:(１)肾上腺素皮下注射ꎻ
(２)食用油灌胃ꎻ(３)在夹子上贴附纱布并夹小鼠尾

部ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ(４)４５°倾斜鼠笼 ２ ｈꎻ(５)束缚大鼠ꎬ
限制其自由 ２ ｈꎻ(６)冰水浴 ５ ｍｉｎꎻ(７)禁食水 １ ｄꎻ
(８)昼夜颠倒 １ ｄꎮ 每天随机选择以上 ３ 种方法干

预并观察两周ꎬ成功用药物加情志刺激干预方法建

立了气滞血瘀的 ＥＭｓ 模型ꎬ实验动物出现精神活

跃ꎬ脾气暴躁ꎬ易激惹等气滞症状ꎬ血清 ＣＡ１２５ 值升

高ꎬ提示造模成功ꎮ 镜下观察可见异位灶内膜上皮

细胞扁平ꎬ积层较薄ꎬ结构不清的组织病理学改变ꎮ
寒凝血瘀型 ＥＭｓ 模型:孙博等[２５] 在自体移植

术 １ 周后ꎬ将其置于 ０ ~ １℃ 冰水混合物中浸泡

２０ ｍｉｎꎬ连续 ２ 周成功建立了寒凝血瘀小鼠模型ꎮ
周世卿等[２６]则采用盐酸肾上腺素皮下注射加冰水

浸泡的方法成功建立了寒凝血瘀的裸鼠模型ꎮ 实

验动物出现精神萎靡ꎬ反应迟钝ꎬ易扎堆等寒邪致

病症状ꎬ耳唇、爪甲、尾部暗淡ꎬ舌质紫暗ꎬ舌下脉络

增粗等血瘀症状ꎬ结合血液流变学和凝血功能指标

的变化提示造模成功ꎮ 镜下观察可见异位灶内膜

上皮细胞呈柱状排列ꎬ偶有假复层结构ꎬ上皮细胞

层较薄ꎬ间质细胞明显增多ꎬ腺体数量增多ꎬ腺上皮

呈立方排列ꎬ且血管丰富ꎮ
肾阳虚血瘀型 ＥＭｓ 模型:贾云波等[２７] 先在大

鼠笼中放入一定量的冰水ꎬ置于 ４℃冰箱 ２０ ｍｉｎꎬ每

天 ２ 次ꎬ１ 个月后行自体移植术ꎬ术后再次重复术前

的冷冻行为成功建立了虚寒型 ＥＭｓ 模型ꎮ 实验动

物出现体温降低ꎬ动情周期紊乱ꎬ反应迟钝ꎬ倦缩懒

动ꎬ大便溏等虚寒症状ꎬ结合脏器指数、激素水平均

降低的结果提示造模成功ꎮ 镜下观察可见异位内

膜较厚ꎬ腺体不明显ꎬ管腔消失ꎬ炎症细胞增多ꎬ细
胞排列不整齐[２８]ꎮ

以上三个证型目前已有发展ꎬ但依然有许多中

医理论和问题无法在实验中体现ꎬ此外ꎬ还有湿热、
痰瘀等等中医表现暂不能实现ꎬＥＭｓ 的中医病证结

合模型仍需进一步研究发展与完善ꎮ
５􀆰 ３　 特殊动物模型的建立与应用

５􀆰 ３􀆰 １　 基因敲除小鼠 ＥＭｓ 模型的建立

通过基因敲除技术建立转基因动物模型近年

来也逐渐在 ＥＭｓ 研究过程中备受关注ꎬ基因敲除技

术是利用一定的生物手段ꎬ允许特定的目的基因缺

失或失活ꎬ对敲除的基因进行有效的控制ꎬ从而排

除其他因素对实验结果的干扰ꎬ使实验结果变得更

加可靠和直观[２９]ꎮ 基因敲除小鼠技术是指通过基

因工程的办法使小鼠体内某种基因功能缺失的生

物技术[３０]ꎮ 宫庭钰等[３１]应用雌激素受体 β 基因敲

除小鼠结合自体移植法建立了 ＥＭｓ 模型ꎻＢｕｒｎｓ
等[３２]分别用 ＩＬ￣６ 基因敲除小鼠和 ＥＲ 基因敲除小

鼠结合腹腔注射法成功构建了 ＥＭｓ 模型ꎮ 应用基

因敲除小鼠建立 ＥＭｓ 模型ꎬ有利于了解已知基因在

ＥＭｓ 形成过程中的作用及与相关因子之间的关系ꎬ
为明确 ＥＭｓ 发生发展的影响因素提供科学的实验

数据ꎬ为临床合理选择有效的治疗药物提供靶向

依据ꎮ
５􀆰 ３􀆰 ２　 毒物暴露动物模型的建立及应用

ＥＭｓ 是一种多因素复杂的疾病ꎬ受到多种因素

的互相影响与调控ꎬ根据近年来相关的流行病学调

查和实验依据发现ꎬ暴露于具有内分泌干扰作用的

环境毒物之下可能在其发病机制中发挥了一定的

作用[３３]ꎬ因此建立可靠的 ＥＭｓ 毒物暴露动物模型

是获得准确研究结果的首要条件ꎮ 崔照领等[３４] 采

用灌胃强饲的方法使受孕雌鼠暴露于 ＴＣＤＤ 中并产

下子鼠ꎬ再采用自体移植法建立子鼠 ＥＭｓ 模型ꎬ成
功构建了二恶英暴露的 ＥＭｓ 小鼠模型ꎻＢｒｕｎｅｒ￣Ｔｒａｎ
等[３５]采用了宫内 ＋ 哺乳期暴露模式直接暴露雌鼠

胎儿及其生殖细胞ꎬ成功培育出毒物暴露小鼠并进

一步研究了暴露毒素在 ＥＭｓ 中的潜在机制ꎮ 越来

越多的研究表明ꎬＥＭｓ 的多基因遗传易感性与环境

因子有关[３６]ꎬ毒物暴露小鼠模型的建立及应用可以

更好地研究环境、内分泌因素与遗传因素在 ＥＭｓ 病
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因学中的相互密切关系ꎬ为探索 ＥＭｓ 的机制与治疗

提供了新的思路ꎮ

６　 总结与展望

ＥＭｓ 作为一种复杂的妇科疾病一直以来都是

研究的焦点ꎬ虽然随着动物模型的不断发展与完

善ꎬ为 ＥＭｓ 发病机制ꎬ治疗等方面的认识提供了很

大帮助ꎬ但由于该病很多方面的研究依然不甚完

善ꎬ故而在未来的研究中ꎬ动物模型的创新与选择

仍是实验的重要且首要部分ꎮ 小鼠构建的模型因

小鼠的各种优点而具有较其他动物的优越性ꎬ操作

方便ꎬ成功率高ꎬ已然成为了众多实验的首选ꎮ 尽

管如此ꎬ现阶段各种小鼠模型中仍旧存在着不可避

免的不足之处ꎬ限制了 ＥＭｓ 的研究进展ꎬ故各研究

者应该根据其研究目的ꎬ综合衡量考虑ꎬ充分发挥

各种模型的最优点ꎬ选择最合适的模型ꎬ以便更好

的研究中医药治疗 ＥＭｓ 的作用机理ꎬ为中医药治疗

ＥＭｓ 提供客观依据ꎮ
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脂多糖诱导肺炎动物模型的研究进展
唐思璇ꎬ肖芳∗

(中南大学湘雅公共卫生学院卫生毒理学系ꎬ长沙　 ４１００７８)

　 　 【摘要】 　 肺炎是指终末气道、肺泡和肺间质的炎症ꎬ可由病原微生物、免疫损伤、理化因素、过敏等原因导致ꎮ
近年来国内外学者常用脂多糖诱导建立肺炎动物模型以模拟肺炎发病情况ꎬ但其诱导剂量、建模方法及评价检测

指标选择等方面多有不同ꎬ故本文对脂多糖诱导肺炎动物模型的相关文献进行检索整理并综述其研究进展ꎬ以期

为肺炎的发病机制、预防及治疗策略的研究提供一定的参考ꎮ
【关键词】 　 脂多糖ꎻ肺炎ꎻ动物模型
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　 　 肺炎(ｐｎｅｕｍｏｎｉａ)是指终末气道、肺泡和肺间质

的炎症ꎬ可由病原微生物、免疫损伤、理化因素、过
敏及药物等因素所致ꎬ主要临床症状为发热、咳嗽、
咳痰ꎬ部分可发展为重型肺炎出现循环、呼吸衰竭

而危及生命ꎮ 细菌性肺炎是最常见的肺炎ꎬ也是最

常见的感染性疾病之一ꎮ 在抗菌药物应用之前ꎬ肺
炎对健康的危害极大ꎬ抗菌药物的普遍应用后肺炎

的病死率一度呈下降趋势ꎮ 但近年来ꎬ尽管强力抗

菌药物不断被研发并应用于临床ꎬ肺炎的病死率非

但无明显下降反而有所上升ꎬ目前其发病率、病死

率及疾病负担仍保持在较高水平[１]ꎮ 目前在老龄、
幼龄和免疫力低下的人群中肺炎仍有很高的发病

率和病死率ꎬ给社会及家庭带来沉重的疾病负

担[２]ꎮ 因此肺炎的发病机制、影响因素、预防措施
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及治疗方案一直是医学研究领域的热点问题ꎮ 为

了更好的了解肺炎发病机制、全面了解疾病全过

程、考察药物的预防和治疗效果ꎬ在实验研究过程

中建立稳定、便捷、重复性强、接近人类临床感染情

况的肺炎动物模型则至关重要ꎮ
肺炎动物模型根据肺炎病原学可分为细菌性、

真菌 性、 病 毒 性、 衣 原 体 支 原 体 性、 脂 多 糖

(ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)诱导性、化学诱导性等多

种类型ꎬ其中使用细菌建模的方法较常用ꎮ 通常将

细菌悬液使用不同的途径感染肺部ꎬ其与细菌感染

所致肺炎相似ꎬ但操作较复杂ꎬ配置悬液时易引入

杂菌影响实验结果ꎮ ＬＰＳ 是革兰氏阴性(Ｇ￣)细菌

细胞壁中的一种成分ꎬ是 Ｇ￣细菌的主要致病因子之

一ꎬ由 Ｑ－抗原、核心多糖、类脂 Ａ 构成ꎬ其中类脂 Ａ
是 ＬＰＳ 主要的毒性中心和生物活性部分ꎬ高度保守

且无种属特异性ꎬ故不同菌种感染后产生的 ＬＰＳ 毒

性作用大致相同[３]ꎮ ＬＰＳ 在机体内可诱发炎症细胞

浸润、炎症因子释放[４]ꎬ引起的炎症损伤与 Ｇ￣菌真

实感染相似ꎬ最初用于构建急性肺损伤的动物模

型[５]ꎬ后逐渐用于建立肺炎动物模型ꎮ 然而ꎬ在建

立肺炎模型过程中ꎬＬＰＳ 的诱导剂量和给药途径通

常差异较大ꎮ 故本文作者从 ＣＮＫＩ、Ｗｅｂ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ
及 ＰｕｂＭｅｄ 检索近年来利用 ＬＰＳ 诱导肺炎模型的相

关文献ꎬ从动物品种选择、造模方法及剂量、评价指

标等多种角度进行比较ꎬ以期找到稳定、高效、易操

作的脂多糖肺炎模型ꎬ为肺炎发病机制的研究提供

可靠的实验依据和理论参考ꎮ

１　 动物品系及性别选择

ＬＰＳ 诱导的肺炎模型常选用啮齿动物ꎬ其中大

鼠常用的品系有 Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ 和 Ｗｉｓｔａｒꎬ小鼠常用

的品系有 Ｃ５７ＢＬ / ６ 和 ＢＡＬＢ / ｃꎮ 需要注意的是ꎬ人
与大鼠、小鼠的巨噬细胞的分布有所不同ꎬ大鼠、小
鼠缺少肺泡巨噬细胞ꎬ其巨噬细胞主要存在于肝和

脾ꎬ故全身给药后ꎬ血液中的 ＬＰＳ 多在肝、脾中沉

积[６]ꎻ而有肺泡巨噬细胞的物种 (如人)ꎬ较少量

ＬＰＳ 即可引起明显的肺部炎症反应和肺损伤[７]ꎮ 除

此之外ꎬ选择动物时还应考虑其体型的大小ꎬ小鼠

体型过小ꎬ测量一些生理参数(如动脉分压)受到限

制ꎬ采集到的标本量也远不及大鼠ꎬ可能无法满足

较多的研究指标检测ꎮ 在性别选择方面大多数研

究选择雄性动物作为实验对象ꎬ分析其原因可能为

雄性动物较雌性动物体内激素水平更为稳定ꎬ对实

验干扰更小ꎮ 袁伟锋等[８] 在研究中使用了雌雄各

半的 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ但结果中未比较雌雄动物间的

炎症反应是否存在差异ꎮ 有研究指出ꎬ同物种不同

品系间的动物对于 ＬＰＳ 的敏感性也有差异ꎬＢＡＬＢ / ｃ
小鼠对 ＬＰＳ 较 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠更敏感[６]ꎬ但目前尚无

ＬＰＳ 所致肺炎模型在不同品系或不同性别动物间的

比较研究ꎬ故何种动物最适合用于构建 ＬＰＳ 所致的

肺炎模型还需要进一步证实ꎮ

２　 造模方法的选择

使用 ＬＰＳ 建立肺炎动物模型ꎬ常见的给药途径

有:全身给药法[９－１１]、 气管内给药法[１１－１４]、 吸入

法[１５－１９]以及雾化法[２０－２２]等ꎮ
２􀆰 １　 全身给药法

全身给药法包括腹腔注射法和尾静脉注射法ꎮ
腹腔注射法[８ꎬ１０－１１]是将 ＬＰＳ 溶液注射进腹膜内ꎻ尾
静脉注射法[９]是将 ＬＰＳ 溶液注射进尾静脉ꎬ尾静脉

注射建模多使用大鼠ꎮ 两种方法均是通过 ＬＰＳ 作

用于免疫系统引起全身免疫反应ꎬ而肺易受炎症损

伤从而达到建模的目的ꎮ 全身给药法在早期的肺

炎建模中常用ꎬ但由于其诱发全身免疫反应较重ꎬ
现也常用于建立急性呼吸窘迫综合症及脓毒症

模型ꎮ
２􀆰 ２　 气管内给药法

气管内给药法又分为颈部皮肤切开后气管注

射法和经口气管内给药法ꎮ Ｃｏｎｔｉ 等[１３] 用异氟醚麻

醉小鼠后固定ꎬ颈部备皮后切开皮肤暴露气管ꎬ使
用 １ ｍＬ 注射器向管腔内注射 ＬＰＳ 溶液ꎬ术后消毒

并缝合伤口ꎮ Ｂｒｏｗｎ 等[１２] 使用经口可视化气管滴

注法ꎬ将小鼠用氯胺酮麻醉后ꎬ用线将门齿固定在

一倾斜 ６０°的木板上ꎬ打开口腔并拉出舌头ꎬ将 ＬＰＳ
溶液通过插管滴入气道ꎮ 大鼠经口气管滴注较好

操作ꎬ小鼠较难操作ꎬ操作不当易导致实验失败ꎬ在
Ｓｕ 等[２３]的文章中使用一种透射冷光源照射声门后

直视气管的灌注方法ꎬ并研究了插管深度与溶液进

入肺部部位的关系ꎬ导管插入深度为 １２ ~ １４ ｍｍ 液

体分布至双肺ꎬ插入深度为 １５~１７ ｍｍ 时ꎬ则多数分

布在单肺ꎻ杨彪等[２４] 将此方法进行了优化ꎬ并在文

章中对操作过程进行了详细描述ꎮ
２􀆰 ３　 吸入法

吸入法主要包括口咽吸入法和经鼻吸入法(滴
鼻法)ꎮ 口咽吸入法[１５－１６]是将动物麻醉后置于倾斜

的平板上打开口腔并牵拉舌ꎬ将 ＬＰＳ 溶液滴于咽后

５６８
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壁并马上捏住鼻子ꎬ待动物将药物吸入肺部后松开

鼻子ꎮ 滴鼻法[１７－１９]是将动物麻醉后ꎬ吸取 ＬＰＳ 溶液

滴入 ２ 个鼻腔中ꎬ并迅速捏住鼻孔ꎬ维持 ２０ ~ ３０ ｓꎬ
待液体全部吸入鼻腔即可ꎮ
２􀆰 ４　 雾化法

雾化法需使用专用的暴露塔给药ꎬ动物不需进

行麻醉ꎬ直接放入暴露塔中在清醒平静状态下吸入

含有 ＬＰＳ 的空气[２０－２２]ꎮ 不同于其他方法ꎬ雾化法通

常需要多次给药ꎮ 由于需要专用的设备ꎬ使用该方

法的研究较少ꎮ
２􀆰 ５　 不同方法间的优缺点比较

袁伟锋等[８]研究发现ꎬ气管滴入 ＬＰＳ 后以肺组

织破坏为主ꎬ表现为病理损伤显著而肿水肿相对较

轻ꎻ腹腔注射 ＬＰＳ 引起肺局部组织破坏较轻ꎬ肿水

肿程度则比较显著ꎮ 有研究认为腹腔注射法和尾

静脉注射法不能很好的模拟肺炎发病过程ꎬ与肺部

局部用药相比同样剂量下引起的肺部炎症反应较

轻[１１]ꎬ且容易引起全身炎症反应ꎬ若剂量过大易发

生实验动物的死亡ꎬ因此研究人员多选择肺部局部

给予 ＬＰＳ 建立模型ꎮ 张亚平等[２０] 在研究中比较发

现滴鼻法大鼠肺组织炎症较轻ꎬ肺部病理变化组内

差异较大ꎬ气管滴入法和口咽吸入法肺组织炎症较

重ꎻ雾化吸入法大鼠炎症表现为中度ꎬ组内各实验

动物肺部炎症损伤程度一致ꎬ病理变化表现稳定ꎬ
组内差异小ꎮ 在 Ｓｕ 等[２３] 研究中发现ꎬ比起气管内

滴注ꎬ滴鼻法进入肺部的溶液明显较少ꎬ溶液同样

分布在鼻、气管、食管和胃中ꎬ分析可能与动物的吞

咽反射有关ꎮ
因此ꎬ以上几种给药方式各有优缺点:全身给

药方式早期应用较多ꎬ操作方法较为简单ꎬ但相同

剂量下引起的肺部炎症反应较轻ꎬ由于引起全身炎

症反应易出现中毒性休克ꎬ且血中炎症细胞及炎症

因子不能很好地反映肺部受损的严重程度ꎻ颈部皮

肤切开气管内注射法可精确的控制给药剂量ꎬ但其

切口可能会被微生物感染而出现炎症ꎬ影响实验结

果ꎻ经口气管内给药法无伤口ꎬ但对操作要求较高ꎬ
需准确找到声门ꎬ否则易将 ＬＰＳ 灌入食管ꎬ使造模

失败ꎬ同时可能药物会仅作用在某一叶肺叶ꎬ不能

造成全肺感染[２５]ꎻ口咽吸入法和滴鼻法操作较简

单ꎬ但进入下呼吸道的 ＬＰＳ 溶液量不可控ꎬ可能使

实验结果产生较大变异[２３]ꎬ同时由于药物可能在上

呼吸道截留ꎬ达到相同的肺部炎症反应需要较多药

物ꎻ雾化吸入法是通过自主呼吸给药ꎬ最接近肺炎

发病的过程ꎬ但其对实验室设备要求较高ꎬ同时吸

入动物肺部的药物量无法估算ꎬ也可能会因为不同

个体的呼吸深度不同而产生个体差异ꎮ

３　 药物诱导剂量的选择

ＬＰＳ 一般以动物体重给药ꎬ常见剂量为 １ ~ １０
ｍｇ / ｋｇꎬ需用生理盐水或 ＰＢＳ 配成适宜的浓度ꎬ同时

肺部局部给药的溶液不宜过多ꎬ如滴鼻法一般为

５~５０ μＬ[２５]ꎬ过多可能引起动物窒息ꎮ 张亚平

等[２０]以 １ ｍｇ / ｋｇ 的剂量处理大鼠后可观察到口咽

吸入法和滴鼻法引起的肺部炎症与气管滴入法相

比明显较轻ꎻＣｈｅｎ 等[２６] 也提出ꎬ腹腔给药或静脉给

药相同量的 ＬＰＳ 溶液在肺部造成的组织损伤远不

及经气管或气管内给药ꎬ故若选择以上两种方法应

适当加大剂量ꎬ以确保建模的成功ꎮ ＬＰＳ ５ ｍｇ / ｋｇ
是相关文献中出现频率最高的剂量ꎬ观察这些文献

中肺组织病理切片可以发现ꎬ其肺部炎症反应严

重ꎬ出现弥漫性的炎症细胞浸润ꎬ肺泡壁明显增厚ꎬ
几乎无可辨认的肺泡结构ꎬ说明该剂量已导致重症

肺炎ꎬ甚至可能已经出现了急性呼吸窘迫ꎮ Ｄ′
Ａｌｍｅｉｄａ 等[１９]使用的剂量为每只 ２５ μｇꎬ换算成单位

体重剂量仅约为 １􀆰 ２５ ~ １􀆰 ３８ ｍｇ / ｋｇꎬ肺部切片也观

察到了较明显的炎症反应ꎮ 杨东等[１６] 使用口咽吸

入法诱导小鼠急性肺炎模型时ꎬ使用剂量为每只 １０
μｇꎬ按照小鼠体重换算后仅约为 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇꎬ已可以

观察到明显的肺部炎症反应ꎻ焦光宇等[２７] 使用气管

滴注法建立轻型肺炎模型时ꎬ使用的剂量仅为 ０􀆰 １
ｍｇ / ｋｇꎬ处理后 ４ ｈ 可观察到肺组织有较多炎性细胞

浸润ꎬ肺间隙水肿ꎬ但肺泡结构仍完好ꎬ结合血象结

果后分析此剂量已成功建立肺炎模型ꎮ 故在建立

模型时ꎬ应充分考虑到动物体重、给药方式、研究目

的ꎬ综合考虑后选择合适的诱导剂量ꎮ

４　 评价指标

人类肺炎的诊断多依赖体查和 Ｘ 光检查ꎬ辅以

血细胞计数、动脉血氧分数等实验室检查结果ꎬ但
对于实验动物而言ꎬ界定其肺炎尚无统一的标准ꎬ
虽然动脉血氧、影像检查等可在部分实验动物身上

进行ꎬ但对实验室条件要求较高ꎬ大多数实验室并

不具备完成此种检查的设备条件ꎬ故这些诊断标准

并不能直接类推至实验动物ꎮ ＬＰＳ 诱导的肺部炎症

反应的特征为肺水肿、肺泡－毛细血管屏障的完整

性的破坏以及广泛的中性粒细胞浸润和炎症介质

６６８
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的释放[２８]ꎬ血浆蛋白和中性粒细胞渗漏到肺泡腔ꎬ
并伴有细胞因子的升高ꎬ故相关评价指标主要有以

下几类ꎮ
４􀆰 １　 肺组织病理学检查

病理学的变化是急性肺炎模型最直观的指标

之一ꎬ可直接反映肺组织炎症反应的程度ꎮ 正常肺

组织的特征是肺泡壁薄ꎬ偶见肺泡内巨噬细胞ꎬ中
性粒细胞也较少ꎻ当肺组织受外源性 ＬＰＳ 刺激出现

急性炎症反应时ꎬ病理学表现为肺泡腔变小、肺泡

壁充血水肿、炎性细胞尤其是中性粒细胞的浸润ꎬ
严重时几乎无法辨认肺泡结构ꎮ 病理学形态学检

查的结果可以通过肺组织病理学半定量评分进行

量化比较ꎮ Ｍｉｋａｗａ 等[２９]经典的肺组织病理半定量

评分方法评分标准:对肺泡充血、出血、肺泡腔或血

管壁中性粒细胞浸润或聚集、肺泡壁增厚和(或)透
明膜形成等 ４ 项指标ꎬ分别依病变轻重评为 ０ ~ ４ 分

(０ 分指无病变或非常轻微病变ꎻ１ 分为轻度病变ꎻ２
分为中度病变ꎻ３ 分为重度病变ꎻ４ 分为极重度病

变)ꎬ总分 １６ 分ꎬ４ 项评定分数总和为肺损伤的总

评分ꎮ
４􀆰 ２　 肺泡－毛细血管屏障的改变

肺泡－毛细血管屏障的完整性的破坏ꎬ表现为

血液中的蛋白质及体液渗漏至肺泡腔ꎬ出现肺水

肿ꎬ常通过肺组织湿 /干重比值(Ｗ / Ｄ)、支气管肺泡

灌洗液(ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｌｉｑｕｉｄꎬＢＡＬＦ)中蛋白

总量进行衡量ꎮ 相比对照组ꎬＬＰＳ 处理组肺组织湿 /
干重比值明显升高ꎬ说明出现了肺水肿ꎻ肺泡灌洗

液中蛋白含量明显升高ꎬ说明屏障受损后ꎬ血浆蛋

白向肺泡腔漏出ꎮ
４􀆰 ３　 炎症反应的测量

与肺部炎症反应程度相关度最高的有三个指

标:ＢＡＬＦ 中中性粒细胞数量、ＢＡＬＦ 中促炎细胞因

子的浓度、肺组织中过氧化物酶的活性或浓度ꎬ其
中前两者是研究 ＬＰＳ 所致肺炎中较为多见的检测

指标[３０]ꎮ
在 ＬＰＳ 诱导的肺部炎症反应中ꎬ中性粒细胞是

诱导免疫反应的最重要的细胞之一ꎬ在炎症早期即

可观察到其显著的升高ꎮ 故炎症反应的程度可以

通过血液中或 ＢＡＬＦ 中中性粒细胞的数量进行评

价ꎬ但测量血液指标时多代表全身炎症反应的严重

程度ꎬ尤其是建模方式为腹腔注射或尾静脉注射

时ꎬ血液中中性粒细胞的数量可能不能完全代表局

部炎症反应的严重程度ꎮ

在 ＬＰＳ 诱导的肺部炎症反应中ꎬ白介素 － １β
(ＩＬ￣１β)是最早释放的主要前炎性细胞因子之一ꎬ
与肿瘤坏死因子￣α(ＴＮＦ￣α)协同促进炎症反应的发

生ꎬ白介素－６(ＩＬ￣６)也在 ＬＰＳ 诱导的肺部炎症反应

中起重要作用[３１]ꎮ 故在使用 ＬＰＳ 建模的肺炎相关

研究中ꎬ这三种炎症因子是测量频率最高的炎症因

子ꎮ 值得一提的是ꎬ焦光宇等[２７] 研究中虽然观察到

了经气管注射 ＬＰＳ 后ꎬ肺组织炎症反应较经腹腔注

射法更为严重ꎬ但血清和 ＢＡＬＦ 中的 ＴＮＦ￣α 水平在

两种方法间却无明显差异ꎬ表明肺部炎症反应与细

胞因子水平可能不是平行关系ꎮ
４􀆰 ４　 指标测量时间

指标测量时间也是实验成功的关键ꎬ过早或过

晚都可能得不到较好的实验结果ꎮ 美国胸科协会

认为观察肺部急性炎症损伤应在给予刺激后 ２４ ｈ
内进行ꎬ以区别肺部慢性及亚慢性损伤[３０]ꎮ 杨东

等[１８]在经口咽吸入 ＬＰＳ 后的 ３、６、１２、２４、４８ ｈ 分别

处死小鼠ꎬ比较其病理学改变ꎬ发现 ３ ｈ 时仅出现轻

微炎症细胞浸润ꎬ６ ｈ 时炎性细胞浸润明显ꎬ１２ ｈ 时

已无正常的肺泡壁结构ꎬ２４ ｈ 时已出现明显肺实

变ꎻ宣国平等[３２] 在比较尾静脉给予 ＬＰＳ 后 １、３、６、
１２ ｈ 大鼠肺部组织切片、Ｗ / Ｄ 值、肺组织炎症因子

水平后ꎬ认为处理后 ６ ｈ 炎症反应达峰值ꎬ为观察到

的最佳测量时间ꎬ处理后 １２ ｈ 肺组织炎症反应已较

前减轻ꎻ分析两个研究在 １２ ｈ 炎症反应程度出现差

异可能由于药物给予方式不同ꎮ 有研究指出ꎬＢＡＬＦ
中炎性因子在 ４ ｈ 时已有明显升高ꎬ但 ２４ ｈ 时已经

开始下降[１１]ꎻ在焦光宇等[２７] 研究中也观察到了相

同的趋势ꎬ说明若是将 ２４ ｈ 作为测量点ꎬ可能观察

时间已经较晚ꎮ

５　 小结

早期肺炎研究中ꎬ常使用菌悬液建模ꎬ但研究

发现此种方法建模稳定性不强ꎬ重复性不高ꎬ影响

因素较多ꎻ后期作为 Ｇ￣菌主要毒力成分的 ＬＰＳ 逐渐

用于建立肺炎模型、研究肺炎发病机制及预防治疗

药物的研发ꎻ但由于 ＬＰＳ 仅为 Ｇ￣菌主要致病成分ꎬ
与 Ｇ＋菌所致肺炎的机制有所不同ꎬ而肺炎致病菌中

Ｇ＋菌也不容忽视ꎬ故 ＬＰＳ 用于构建细菌性肺炎模型

可能存在一定的局限性ꎮ ＬＰＳ 用于建立肺炎模型

时ꎬ给药途径较多ꎬ各方法有各自的优缺点ꎬ应根据

研究的特点和实验室的条件综合考虑后进行选择ꎮ
给药剂量方面目前尚无研究比较不同诱导剂量所

７６８
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致的炎症反应的强弱ꎬ且受给药方式影响较大ꎬ而
不同研究间由于操作过程、实验研究条件等因素的

不同ꎬ无法进行横向比较ꎬ故仍需进一步的探索ꎮ
动物实验中建立肺炎模型ꎬ通常由于给药剂量较

大ꎬ引起肺部较重的炎症反应ꎬ但实际上人群中轻

型肺炎发生率较高ꎬ多少剂量可以达到模拟轻型肺

炎的发生ꎬ以及动物的轻型肺炎与重型肺炎如何界

定ꎬ仍需进行更多的研究ꎮ 只有动物模型更加地接

近临床疾病发生发展情况ꎬ才能为药物研发、疾病

预防、临床指导用药等方面提供更多的证据支持ꎮ
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Ｃｈｉｎ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ ２０(５): ３９６－３９９.

[１５] 　 金婉冰. 白藜芦醇对脂多糖诱导的小鼠重症肺炎的保护作用

[Ｊ] . 中国临床药理学与治疗学ꎬ ２０１１ꎬ １６(１２): １３５２－１３５６.
Ｊｉｎ ＷＢ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｏｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｍｉｃｅ
ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０１１ꎬ
１６(１２): １３５２－１３５６.

[１６] 　 杨东ꎬ 仇玮祎ꎬ 张畅ꎬ 等. 地塞米松治疗 ＬＰＳ 诱导急性肺炎

模型小鼠病理学评价方法的建立[Ｊ] . 实验动物科学ꎬ ２０１３ꎬ
３０(４): ９－１２ꎬ ６５.
Ｙａｎｇ Ｄꎬ Ｑｉｕ ＷＹꎬ Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｉｎ ａ
ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｕｓｅ ａｃｕｔｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｍｏｄｅｌ[ Ｊ] . Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉꎬ
２０１３ꎬ ３０(４): ９－１２ꎬ ６５.

[１７] 　 Ｎｉ ＹＬꎬ Ｓｈｅｎ ＨＴꎬ Ｓｕ ＣＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｒｏｌｉｄｏｌ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｄｕｒｉｎｇ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ
ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ＡＭＰＫ / Ｎｒｆ － ２ / ＨＯ － １ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] . Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖꎬ
２０１９ꎬ ２０１９: ９６０５９８０.

[１８] 　 Ｌｅｅ ＪＷꎬ Ｒｙｕ ＨＷꎬ Ｌｅｅ ＳＵꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｉｓｔａｃｉａ ｗｅｉｎｍａｎｎｉｆｏｌｉａ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ａｎｄ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣８ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ ４４(３): ９４９
－９５９.

[１９] 　 Ｄ′Ａｌｍｅｉｄａ ＡＰＬꎬ Ｐａｃｈｅｃｏ ｄｅ ＯＭＴꎬ ｄｅ Ｓｏｕｚａ ÉＴꎬ ｅｔ ａｌ. α￣
ｂｉｓａｂｏｌｏｌ￣ｌｏａｄｅｄ ｌｉｐｉｄ￣ｃｏｒｅ ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅｓ ｒｅｄｕｃｅ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ[ Ｊ] .

８６８



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

Ｉｎｔ Ｊ Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２: ４４７９－４４９１.
[２０] 　 张亚平ꎬ 张广平ꎬ 苏萍ꎬ 等. 不同途径吸入脂多糖致大鼠急

性肺炎模型的优选 [ Ｊ] . 中国实验方剂学杂志ꎬ ２０１８ꎬ ２４
(７): ８２－８８.
Ｚｈａｎｇ ＹＰꎬ Ｚｈａｎｇ ＧＰꎬ Ｓｕ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ
ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅꎬ ２０１８ꎬ ２４(７):
８２－８８.

[２１] 　 Ｓｃｈｕｈ Ｋꎬ Ｐａｈｌ Ａ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ ＥＲＫ ｐｒｏｔｅｃｔｓ
ｆｒｏｍ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ [ Ｊ ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ
ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２００９ꎬ ７７(１２): １８２７－１８３４.

[２２] 　 Ｂｒａｓｓ ＤＭꎬ Ｓａｖｏｖ ＪＤꎬ Ｇａｖｅｔｔ ＳＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｂｃｈｒｏｎｉｃ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ
ｉｎｈａｌａｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｓ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ａｉｒｗａｙ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｌｕｎｇ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２００３ꎬ ２８５(３): Ｌ７５５￣Ｌ７６１.

[２３] 　 Ｓｕ Ｘꎬ Ｌｏｏｎｅｙ Ｍꎬ Ｒｏｂｒｉｑｕｅｔ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｒｅｃｔ ｖｉｓｕａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ａｓ
ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ｆｌｕｉｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｌ ａｉｒｓｐａｃｅｓ ｏｆ
ａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄ ｍｉｃｅ[Ｊ] . Ｅｘｐ Ｌｕｎｇ Ｒｅｓꎬ ２００４ꎬ ３０(６): ４７９－４９３.

[２４] 　 杨彪ꎬ 李新鸣ꎬ 严思远ꎬ 等. 应用冷光源内窥镜和点样吸头

完成的新型小鼠气管滴注法[Ｊ] . 中国药理学通报ꎬ ２０１６ꎬ ３２
(４): ５８５－５８７.
Ｙａｎｇ Ｂꎬ Ｌｉ ＸＭꎬ Ｙａｎｇ ＳＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｅｎｄｏｓｃｏｐｅ ｏｆ ｃｏｌｄ ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｇｅｌ ｌｏａｄｉｎｇ
ｔｉｐｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｕｌｌꎬ ２０１６ꎬ ３２(４): ５８５－５８７.

[２５] 　 Ｈｒａｉｅｃｈ Ｓꎬ Ｐａｐａｚｉａｎ Ｌꎬ Ｒｏｌａｉｎ ＪＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ[ Ｊ] . Ｄｒｕｇ Ｄｅｓ Ｄｅｖｅｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０１５ꎬ ９:
３２７９－３２９２.

[２６] 　 Ｃｈｅｎ Ｈꎬ Ｂａｉ ＣＸꎬ Ｗａｎｇ ＸＤ. Ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｍｅｄｉｃｉｎｅ [ Ｊ] .
Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｒｅｓｐ Ｍｅｄꎬ ２０１０ꎬ ４(６): ７７３－７８３.

[２７] 　 焦光宇ꎬ 聂志伟ꎬ 刘春利ꎬ 等. 小剂量脂多糖气管内滴注制

备急性肺损伤动物模型的探究[ Ｊ] . 中国实验动物学报ꎬ
２００７ꎬ １５(４): ２９２－２９５ꎬ ２３１.
Ｊｉａｏ ＧＹꎬ Ｎｉａｎ ＺＷꎬ Ｌｉｕ ＣＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ [ Ｊ] . Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ
Ｓｉｎꎬ ２００７ꎬ １５(４): ２９２－２９５ꎬ ２３１.

[２８] 　 Ｓｕｄａ Ｋꎬ Ｔｓｕｒｕｔａ Ｍꎬ Ｅｏｍ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｓ
ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ: ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＬ￣６ ａｎｄ ｂｕｄｅｓｏｎｉｄｅ /
ｆｏｒｍｏｔｅｒｏｌ[Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１１ꎬ ４５(３): ５１０
－５１６.

[２９] 　 Ｍｉｋａｗａ Ｋꎬ Ｎｉｓｈｉｎａ Ｋꎬ Ｔａｋａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＯＮＯ － １７１４ꎬ ａ ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ[Ｊ] . Ａｎｅｓｔｈ Ａｎａｌｇꎬ ２００３ꎬ ９７(６): １７５１－１７５５.

[３０] 　 Ｇｕｓｔａｖｏ ＭＢꎬ Ｇｒｅｇｏｒｙ Ｄꎬ Ｂｅｔｈａｎｙ ＢＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｏｆｆｉｃｉａｌ
Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｈｏｒａｃｉｃ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｗｏｒｋｓｈｏｐ ｒｅｐｏｒｔ: ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎｄ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ[ Ｊ] .
Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１１ꎬ ４４(５): ７２５－７３８.

[３１] 　 Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｙｉ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｐｈｙｓａｌｉｎ Ｅ ｆｒｏｍ ｐｈｙｓａｌｉｓ ａｎｇｕｌａｔｅ ｏｎ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ
ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] . Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２０１７ꎬ ３９(２):
７４－７９.

[３２] 　 宣国平ꎬ 张琳ꎬ 钟明媚. 脂多糖致大鼠急性肺损伤模型取材

时间选择[Ｊ] . 中华实用诊断与治疗杂志ꎬ ２０１５ꎬ ２９(２): １３６
－１３８.
Ｘｕａｎ ＧＰꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｚｈｏｎｇ ＭＭ. Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｆｏｒ
ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
[Ｊ] . Ｊ Ｃｈｉｎ Ｐｒａｃｔ Ｄｉａｇｎ Ｔｈｅｒꎬ ２０１５ꎬ ２９(２): １３６－１３８.

[收稿日期] 　 ２０２０－０５－１４
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０
Ｖｏｌ. ２８　 Ｎｏ. ６

唐艺丹ꎬ王鲜忠ꎬ张姣姣. Ⅱ型糖尿病动物模型构建的研究进展[Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２０ꎬ ２８(６): ８７０－８７６.
Ｔａｎｇ ＹＤꎬ Ｗａｎｇ ＸＺꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＪ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩ ｄｉａｂｅｔｅｓ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ
２０２０ꎬ ２８(６): ８７０－８７６.
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　 　 【摘要】 　 糖尿病是以高血糖为特征的多因素引发的代谢性疾病ꎬ对人类的健康造成了严重威胁ꎮ 构建相应

的糖尿病动物模型对研究其发病机制、预防、诊断及新治疗药物的筛选具有十分重要的意义ꎮ 本文在概述自发性

和诱导性Ⅱ型糖尿病动物模型构建的基础上ꎬ重点阐述了利用基因工程技术构建Ⅱ型糖尿病动物模型的方法ꎬ并
探讨了各种构建方法的优缺点ꎬ旨在为揭示糖尿病的发病机制及治疗提供合适的动物模型ꎮ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｙｐｅ ＩＩ ｄｉａｂｅｔｅｓꎻ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌꎻ ＳＴＺꎻ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 近年来糖尿病患病率和死亡率明显增加ꎬ在我

国已成为了继心血管疾病和肿瘤之后位列第三位

的多发病和慢性非传染性疾病ꎮ 在糖尿病患者中ꎬ
Ⅱ型糖尿病约占 ９０％以上[１]ꎮ Ⅱ型糖尿病主要由

胰岛素抵抗和胰岛素分泌不足引起[２]ꎬ构建糖尿病

动物模型能够较好地模拟糖尿病的发生与发展过

程ꎬ有利于揭示糖尿病的发病机制以及治疗药物的

筛选[３]ꎬ在生物医学和转化医学等领域具有广泛的

应用价值ꎮ 构建不同的糖尿病动物模型有利于进

行不同领域的糖尿病研究ꎬ如糖尿病引起的心血管

病变、肾病、神经病变及糖尿病足等ꎮ 传统构建Ⅱ
型糖尿病动物模型的方法主要包括自发性和诱导

性建模ꎬ其方法较成熟ꎬ操作简单ꎬ能更好地模拟Ⅱ
型糖尿病的发生与发展过程ꎮ 啮齿类动物(如大

鼠、小鼠)的基因组与人类基因组具有较高的同源

性ꎬ并且关于啮齿类动物基因图谱的研究较为成
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熟ꎬ因此ꎬ啮齿类动物常用作动物模型来进行病理

机制的研究和药物研发ꎮ 利用基因工程技术构建

相关基因型的Ⅱ型糖尿病动物模型ꎬ有利于从基因

和分子水平上阐述人类糖尿病的发病机制ꎮ 本文

在概述自发性和诱导性Ⅱ型糖尿病动物模型构建

的基础上ꎬ着重阐述了利用基因工程技术构建Ⅱ型

糖尿病动物模型的方法及其造模机制ꎬ分析了不同

Ⅱ型糖尿病动物模型的优点、缺点和适用范围ꎬ为
揭示糖尿病的发病机制及治疗奠定理论基础ꎮ

１　 自发性Ⅱ型糖尿病动物模型

自发性Ⅱ型糖尿病动物模型是指在自然条件

下ꎬ未经过人工处理而发生Ⅱ型糖尿病的实验动

物ꎬ利用自发性Ⅱ型糖尿病的动物进行育种ꎬ其后

代仍患Ⅱ型糖尿病ꎮ 目前筛选成功并能作为种系

保存下来的自发性糖尿病动物模型主要是啮齿类

动物[４]ꎮ 自发性Ⅱ型糖尿病模型动物的糖尿病发

生和发展过程及表现与人类的Ⅱ型糖尿病相似ꎬ尤
其是在多基因模型中ꎬ适合于构建糖尿病及其他代

谢性疾病等多因素疾病模型以及糖代谢缺陷模

型[５]ꎮ 主要缺点是来源相对较少ꎬ价格昂贵ꎬ繁殖

和饲养条件严格ꎬ而且频繁的同系繁殖造成的单基

因遗传使模型动物糖尿病的发生和发展特性与人

类糖尿病有所差异[６]ꎮ
１􀆰 １　 近远杂交系

１􀆰 １􀆰 １　 ＧＫ(Ｇｏｔｏ￣Ｋａｋｉｚａｋｉ)大鼠

ＧＫ 大鼠是 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠经过口服糖耐量实验后

筛选出轻度糖耐量减退的大鼠ꎬ经过 １０ 代左右反复

选择高血糖鼠进行交配ꎬ最后形成与人类Ⅱ型糖尿

病近似的自发性非肥胖Ⅱ型糖尿病的鼠种[７]ꎮ ＧＫ
大鼠主要表现为葡萄糖耐受不良ꎬβ 细胞分泌受损ꎬ
空腹高血糖和高脂血症ꎬ肝糖原生成增多ꎬ肝、肌肉

和脂肪组织出现中度胰岛素抵抗等ꎬ长期患病后出

现肾、心脏并发症和神经元衰退及认知障碍[８]ꎮ 因

此ꎬＧＫ 大鼠已广泛应用于Ⅱ型糖尿病研究的各个

方面ꎬ不仅包括糖尿病的胰岛素分泌缺陷以及 β 细

胞形态、结构和功能紊乱等研究ꎬ还涉及糖尿病各

种并发症的研究ꎮ 因此利用 ＧＫ 大鼠模型有利于从

组织学、病因学、病理学等多个角度揭示Ⅱ型糖尿

病及其并发症的致病机理ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 ＯＬＥＴＦ(Ｏｔｓｕｋａ Ｌｏｎｇ￣Ｅｖａｎｓ Ｔｏｋｕｓｈｉｍａ Ｆａｔｔｙ)
大鼠

ＯＬＥＴＦ 大鼠是利用 Ｌｏｎｇ￣Ｅｖａｎｓ 大鼠进行远系

杂交后ꎬ选择体重 > ４００ ｇ 的雄性后代与体重在正

常范围的 ９~ １０ 周的雌性后代进行交配ꎬ然后经过

２０ 代的传代筛选得到体形肥胖的Ⅱ型糖尿病大鼠

模型ꎮ ＯＬＥＴＦ 大鼠除了表现胰岛素抵抗和糖脂代

谢紊乱外ꎬ还表现出肥胖ꎬ因此该动物模型适合于

研究由肥胖引起的Ⅱ型糖尿病[９]ꎮ 由于 ＯＬＥＴＦ 大

鼠的胆囊收缩素 Ａ 型受体( ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｋｉｎｉｎ ｔｙｐｅ Ａ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＣＣＫＡＲ) 的 基 因 表 达 完 全 缺 失ꎬ 因 此

ＯＬＥＴＦ 大鼠常表现为出现食欲亢进和肥胖ꎬ此外ꎬ
ＯＬＥＴＦ 大鼠 Ｘ 染色体上的 ＯＤＢ１ 基因和 １４ 号染色

体上的 ＯＤＢ２ 基因与Ⅱ型糖尿病的发病密切相

关[１０]ꎮ 因此ꎬ ＯＬＥＴＦ 大鼠模型可作为 ＣＣＫＡＲ、
ＯＤＢ１、ＯＤＢ２ 基因研究的动物材料ꎮ
１􀆰 ２　 基因缺陷型

１􀆰 ２􀆰 １　 ｄｂ / ｄｂ 小鼠

ｄｂ / ｄｂ 小鼠 ４ 号染色体的瘦素受体基因发生缺

陷ꎬ从而导致自发性Ⅱ型糖尿病ꎮ ｄｂ / ｄｂ 小鼠的主

要表现为肥胖、高血糖、高血脂和糖尿等症状ꎬ其生

理与行为特征与人类 Ⅱ 型糖尿病的表现极为

相似[１１]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＫＫａｙ 小鼠

ＫＫａｙ 小鼠是将黄色肥胖基因转入 ＫＫ 小鼠而

形成的Ⅱ型糖尿病动物模型ꎮ ＫＫａｙ 小鼠的主要表

现为肥胖、葡萄糖不耐受和胰岛素抵抗等ꎬ与人类

Ⅱ型糖尿病相似ꎬ尤其是肾小球的病理变化与人类

糖尿病肾病早期观察到的病理变化一致ꎬ并且 ＫＫａｙ
小鼠由糖尿病并发的肾组织病变比 ＫＫ 小鼠

严重[１２]ꎮ

２　 诱导性Ⅱ型糖尿病动物模型

诱导性Ⅱ型糖尿病动物模型是指通过物理、生
物和化学等致病因素ꎬ损伤动物胰或胰岛细胞进而

导致胰岛素缺乏ꎬ或运用各种拮抗剂对抗胰岛素的

作用ꎬ人工诱导具有Ⅱ型糖尿病特征的动物模型ꎮ
构建诱导性Ⅱ型糖尿病动物模型应从致病原因的

角度来模拟人类Ⅱ型糖尿病ꎬ避免只从病态反应进

行模拟ꎮ 构建诱导性Ⅱ型糖尿病模型的方法比较

简单ꎬ造模率较高ꎬ目前广泛应用于Ⅱ型糖尿病的

研究ꎬ但缺点是造模时间较长ꎮ
２􀆰 １　 胰腺切除法

胰腺切除法是最早的糖尿病动物模型的构建

方法ꎮ 狗的胰腺被切除后ꎬ出现多尿、多饮、多食和

严重的糖尿现象[５]ꎮ 切除胰腺的猪的葡萄糖耐量

１７８
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低于正常ꎬ从而可构建糖尿病模型[１３]ꎮ 但胰腺切除

法单独使用一般是构建Ⅱ型糖尿病模型ꎬ要构建Ⅱ
型糖尿病模型还需要联合其他化学药物ꎬ如链脲佐

菌素(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬＳＴＺ)、四氧嘧啶等[１４]ꎮ
２􀆰 ２　 膳食诱导法

膳食诱导法是目前较为简单方便的糖尿病动

物模型的构建方法ꎬ一般利用高糖高脂的饲料连续

饲喂实验动物ꎬ其原理为糖在体内直接可导致高血

糖ꎬ在长期高糖膳食诱导下引起糖代谢异常ꎬ继而

导致Ⅱ型糖尿病ꎬ此外ꎬ高脂引起的脂代谢异常ꎬ进
而导致Ⅱ型糖尿病ꎮ 沙鼠在饲喂高能膳食后表现

出糖尿病症状ꎬ出现肌胰岛素抵抗、β 细胞功能失

常、胰岛素前体分泌增加、胰岛素信号通路失活[１５]ꎮ
在广西巴马小型猪[１６] 以及非人灵长类动物如食蟹

猴[１７]上使用膳食诱导法都成功诱导出了糖尿病症

状ꎮ 膳食诱导法目前主要用于构建糖尿病大动物

模型ꎬ有利于糖尿病血管并发症等疾病的相关研究ꎮ
２􀆰 ３　 化学药物诱导法

２􀆰 ３􀆰 １　 ＳＴＺ
ＳＴＺ 是目前使用最广泛的糖尿病动物模型化学

诱导剂ꎬ它能对哺乳动物胰岛 β 细胞产生特异性毒

性ꎬＳＴＺ 主要通过产生自由基损伤 β 细胞的功能ꎬ引
起胰岛素合成减少ꎬ从而诱发糖尿病[１８]ꎮ 为了取得

良好的Ⅱ型糖尿病造模效果ꎬＳＴＺ 常与胰腺切除法

联合使用ꎮ 通过手术切除实验动物的胰腺钩突及

体尾部ꎬ然后局部或全身注射 ＳＴＺꎬ进而构建胰岛素

分泌不足的Ⅱ型糖尿病动物模型[１９]ꎮ 这种方法的

优点是克服了切除全部胰所致的其他器官的严重

创伤ꎬ且避免了大剂量使用 ＳＴＺ 对其他组织器官的

严重损伤ꎮ 此外ꎬＳＴＺ 还可以联合高脂饮食诱导Ⅱ
型糖尿病ꎮ 高脂饲料诱导大鼠 ６ ~ ８ 周后出现胰岛

素抵抗ꎬ然后腹腔注射小剂量的 ＳＴＺꎬⅡ型糖尿病的

造模成功率可达 ７９％[２０]ꎮ ＳＴＺ 的剂量受高能饮食

喂养时间的影响ꎬ高能饮食诱导的时间越长ꎬ动物

的胰岛素抵抗表现越明显ꎬ所需的 ＳＴＺ 剂量就相应

减少[２１]ꎬＳＴＺ 给药途径或者模型建立的标准不同也

会造成所需 ＳＴＺ 的剂量出现差异ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 四氧嘧啶

四氧嘧啶的机理与 ＳＴＺ 相似ꎬ主要通过产生超

氧自由基破坏 β 细胞ꎬ导致胰岛素合成减少ꎬ但与

ＳＴＺ 相比ꎬ四氧嘧啶引起的高血糖症具有不稳定性

和可逆性ꎮ 因此ꎬ由四氧嘧啶引起的糖尿病模型不

足以恰当地评估抗糖尿病药物的降血糖作用[２２]ꎮ

一次性腹腔注射四氧嘧啶的剂量在 １００~２５０ ｍｇ / ｋｇ
范围内ꎬ造模成功率与注射剂量呈正相关ꎬ死亡率

与注射剂量呈负相关ꎮ 研究表明腹膜内给药

１７０ ｍｇ / ｋｇ和 ２００ ｍｇ / ｋｇ 的四氧嘧啶的致糖尿病作

用在两个剂量之间没有显示出显著(Ｐ < ０􀆰 ０５)差

异ꎬ造模成功率高达 ９０％ꎮ 但在死亡率上ꎬ１７０ ｍｇ /
ｋｇ 剂量组的死亡率较低[２３]ꎮ

３　 基因工程糖尿病动物模型

基因工程糖尿病动物模型是利用基因修饰技

术对特定 ＤＮＡ 片段进行定点敲除、敲入以及替换来

实现基因表达的上调或下调ꎬ从而构建相关基因型

的Ⅱ型糖尿病动物模型ꎮ 利用基因工程技术构建

的Ⅱ型糖尿病动物模型可以稳定遗传ꎬ有利于研究

Ⅱ型糖尿病及其并发症的发病机制和潜在的新疗

法[２４]ꎮ Ⅱ型糖尿病是由多个基因表达改变联合环

境和遗传因素等共同引起的ꎬ而基因工程构建的Ⅱ
型糖尿病动物模型具有较高的单基因模拟ꎬ因此很

难完全模拟临床实际中的Ⅱ型糖尿病的发生与发

展过程ꎮ 相信随着基因工程技术的进步ꎬ稳定遗传

的基因工程动物将会成为研究Ⅱ型糖尿病的主要

模型ꎮ
３􀆰 １　 Ⅱ型糖尿病相关基因

外周组织器官的胰岛素抵抗和胰岛 β 细胞分

泌功能障碍是Ⅱ型糖尿病发病过程中的两个重要

环节ꎬ胰岛素信号转导缺陷是产生胰岛素抵抗和影

响胰岛素分泌的重要机制[２５]ꎮ 胰岛素、胰岛素受体

(ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＩＲ)、 胰岛素受体底物 ( ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｓｔｒａｔｅꎬＩＲＳ)、胰岛素样生长因子 １ 受体

(ｉｎｓｕｌｉｎ ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １ ＲꎬＩＧＦ１Ｒ)是常见的糖尿

病相关基因[２６]ꎮ 胰岛素与 ＩＲ 结合后可以激活酪氨

酸激酶ꎬ使 ＩＲＳ 发生磷酸化ꎬ磷酸化的 ＩＲＳ 可以激活

磷脂酰肌醇 － ３ － 激酶 ( ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ￣３￣ｋｉｎａｓｅꎬ
ＰＩ３Ｋ) /蛋白激酶 Ｂ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＢꎬＰＫＢ)信号通

路ꎮ ＰＫＢ 一方面可以直接激活哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白(ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬｍＴＯＲ)ꎬ另
一方面还可以通过结节性硬化复合体 ( ｔｕｂｅｒｏｕｓ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＴＳＣ)间接调控 ｍＴＯＲ 的表达[２７]ꎬ
进而影响糖转运蛋白的合成和降低血糖水平[２８－２９]ꎮ
研究发现ꎬＩＲ 基因缺失纯合子( ＩＲ－ / － )小鼠在出生

不久后会出现代谢紊乱、生长迟缓、轻度胰岛素抵

抗、β 细胞增生和高胰岛素血症[２１]ꎻＩＲＳ－１ 基因缺

失纯合子(ＩＲＳ￣１－ / －)小鼠在成年后出现胰岛素抵抗

２７８
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与 β 细胞增生[２１]ꎮ 类胰岛素生长因子 １( ｉｎｓｕｌｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＩＧＦ１)与 ＩＲ 具有相似的结构ꎬ可
通过与 ＩＧＦ１Ｒ 结合来介导类胰岛素效应ꎬＩＧＦ１ 基因

缺失患者表现出严重的胰岛素抵抗与高血糖

水平[３０]ꎮ
瘦素与Ⅱ型糖尿病的发生也有密切关系ꎮ 瘦

素与瘦素受体相结合后ꎬ通过两条途径发挥其生理

功能ꎮ 一是作用于下丘脑的代谢调节中枢ꎬ抑制食

欲、减少能量摄入ꎬ即中枢途径ꎮ 二是影响胰岛素

的释放、葡萄糖的吸收及代谢等方面ꎬ即外周途

径[３１]ꎮ 在外周途径中ꎬ瘦素通过 Ｊａｎｕｓ 激酶 ２(Ｊａｎｕｓ
ｋｉｎａｓｅ ２ꎬＪＡＫ２)依赖性途径激活肝细胞中 ＡＭＰ 激

活的蛋白激酶 ( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＡＭＰＫ) [３２]ꎬ并影响 ｍＴＯＲ 信号通路ꎬ
进而调节葡萄糖转运蛋白的易位和细胞表面水平ꎮ
瘦素缺乏或瘦素抵抗能够影响机体脂代谢和糖代

谢的过程ꎬ从而诱发Ⅱ型糖尿病[３３]ꎮ 此外ꎬ转录因

子 ７ 类似物 ２( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ７ ｌｉｋｅ ２ꎬＴＣＦ７Ｌ２)
基因是迄今为止发现的与Ⅱ型糖尿病相关性最强

的基因之一ꎬ有调节胰岛素分泌、外周胰岛素抵抗

以及维持血糖水平稳定的功能[３４] ꎬＴＣＦ７Ｌ２ 基因变

异型患者的胰岛素分泌水平降低ꎬ更易患Ⅱ型糖

尿病[３５] ꎮ 葡萄糖激酶( ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅꎬＧＣＫ) 是肝细

胞和胰岛 β 细胞中葡萄糖代谢途径中的第一个关

键酶ꎬ对于血糖稳态的维持具有重要的调节作用ꎮ
肿瘤坏死因子受体超家族成员 ９ ( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ９ꎬ ＴＮＦＲＳＦ９) 基

因可以通过编码 ＣＤ１３７ 影响非肥胖糖尿病 ( ｎｏ
ｏｂｅｓｉｔｙ ｄｉａｂｅｔｅｓꎬＮＯＤ)小鼠的糖尿病进程ꎬＴ 细胞

在敲除 ＴＮＦＲＳＦ９ 基因后可促进Ⅱ型糖尿病的发

展[３６] ꎮ 胰 十 二 指 肠 同 源 盒 １ ( ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｎｄ
ｄｕｏｄｅｎａｌ ｈｏｍｅｏｂｏｘ １ꎬＰＤＸ１)在胰腺发育及 β 细胞

功能维持中起重要调控作用ꎬＰＤＸ１ 基因纯合缺失

会导致胰腺发育不全ꎬ胰岛素分泌障碍ꎬ从而导致

糖 尿 病[３７] ꎮ ＡＴＰ 敏 感 性 钾 ( ＡＴＰ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌꎬＫ￣ＡＴＰ)通道的亚基内向整流钾

通道(Ｋｉｒ６􀆰 ２)也能够调节胰岛素分泌ꎬ当血糖浓

度升高时ꎬβ 细胞代谢活跃ꎬ产生大量 ＡＴＰꎬＡＴＰ
与 Ｋｉｒ ６􀆰 ２ 结合后使 Ｋ￣ＡＴＰ 通道关闭ꎬ引起细胞膜

去极化ꎬ使电压依赖性的钙离子通道开放ꎬ钙离子

内流引起胰岛素释放[３８] ꎮ 因此ꎬ这些与糖尿病相

关的基因常被选择作为基因工程改造的对象ꎬ以
模拟糖尿病的发生ꎮ

３􀆰 ２　 基因工程技术在Ⅱ型糖尿病动物模型中的

应用

３􀆰 ２􀆰 １　 胚胎干细胞(ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎬＥＳ)打靶

ＥＳ 细胞打靶是通过同源重组技术对特定位点

的基因进行改造ꎬ使两个同源区域之间发生基因组

重排ꎬ然后通过显微注射或者胚胎融合的方法将 ＥＳ
细胞引入受体胚胎内ꎬ最后获得能稳定遗传的基因

修饰的动物模型[３９]ꎮ 目前已有使用 ＥＳ 打靶技术获

得的相关Ⅱ型糖尿病动物模型ꎮ 利用 ＥＳ 打靶技术

敲除小鼠的 ＴＣＦ７Ｌ２ 基因后ꎬ在高脂饮食的诱导下ꎬ
小鼠的葡萄糖耐量降低、胰岛素敏感性受损、胰岛

素分泌减少、体重增加和脂肪组织增加[４０]ꎻ利用 ＥＳ
打靶技术敲除小鼠 ＧＣＫ 基因的 Ｃ５７ＢＬ６Ｊ 位点ꎬ其后

代小鼠的空腹血糖水平显著增加ꎬ葡萄糖耐量降

低[４１]ꎻ利用 ＥＳ 打靶技术敲除小鼠 Ｋｉｒ６􀆰 ２ 基因后ꎬ
Ｋ￣ＡＴＰ 通道被激活ꎬ使 β 细胞对高糖刺激失去反

应ꎬ钙离子不能内流ꎬ进而降低了胰岛素的分泌[４２]ꎮ
因此ꎬ通过 ＥＳ 打靶技术可构建胰岛素分泌不足的

Ⅱ型糖尿病动物模型ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 基因编辑技术

基因编辑是利用核酸酶对 ＤＮＡ 片段进行靶向

修饰的一种基因工程技术ꎮ 常用的核酸工具酶包

括锌指核酸酶(ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬＺＦＮｓ)、转录激

活样效应因子核酸酶 ( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬＴＡＬＥＮｓ)、成簇的规律间隔的短回

文重 复 序 列 ( ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ
ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓꎬＣＲＩＳＰＲ)及 ＣＲＩＳＰＲ 相关核酸酶

(ＣＲＩＳＰＲ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄꎬＣａｓ)系统ꎮ 相比于传统的细胞

打靶技术ꎬ基因编辑技术更易操作[４３]ꎬ建模效率更

高ꎬ并且可以同时实现单个基因或多个基因的

改变[４４]ꎮ
(１ ) ＺＦＮｓ 由 重 复 的 锌 指 蛋 白 ( ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ

ｐｒｏｔｅｉｎꎬＺＦＰ)和 ＦｏｋＩ 核酸内切酶组成ꎬ锌指蛋白用

于识别和结合特定的基因序列ꎬＦｏｋＩ 核酸内切酶可

以特异性切割目的基因[４５－４６]ꎬ然后 ＤＮＡ 双链发生

断裂ꎬ细胞通过同源重组或非同源末端连接进行

ＤＮＡ 修复ꎮ 因此ꎬ通过人为设计引入碱基突变、片
段替换、插入或缺失可以实现基因的定点修饰ꎮ 利

用 ＺＦＮｓ 技术ꎬ通过胚胎显微注射直接有效地敲除

ＮＯＤ 小鼠的 ＴＮＦＲＳＦ９ 基因ꎬ已成功构建出Ⅱ型糖

尿病小鼠模型[４７]ꎮ 由于各个 ＺＦＰ 之间能相互干扰ꎬ
易产生脱靶效应ꎬ在使用上有局限性ꎬ因此 Ｎｉｓｈｉｏ
等[４８]对 ＺＦＮｓ 进行了优化ꎬ通过 ＤＮＡ 适体将 ＺＦＮｓ
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与绿 色 荧 光 蛋 白 基 因 进 行 结 合ꎬ 然 后 转 染 到

ＨＥＫ２９３ 细胞内ꎬ这样 ＺＦＰ 之间的相互干扰就会明

显降低ꎬＺＦＮｓ 的基因编辑建模效率显著提高ꎮ
(２)ＴＡＬＥＮｓ 由激活因子样效应物和 ＦｏｋＩ 核酸

酶组成ꎬ激活因子样效应物能特异性识别和结合

ＤＮＡ 碱基对ꎬＦｏｋＩ 核酸酶能在特定位点切断 ＤＮＡ
双链[４９－５０]ꎬ进而激活 ＤＮＡ 双链的修复机制ꎮ 与

ＺＦＮｓ 技术相比ꎬＴＡＬＥＮｓ 设计更简单ꎬ特异性更高ꎬ
但模块组装过程较繁琐ꎬ具有一定的细胞毒性[５１]ꎮ
ＴＡＬＥＮｓ 技术已被广泛应用于多种模式动物的基因

组修饰ꎮ 利用 ＴＡＬＥＮｓ 技术对 ＰＤＸ１ 基因进行编辑

后ꎬ获得了 ＰＤＸ１ 缺陷猪ꎬ表现为胰腺缺乏ꎬ但胃肠

道和其他内脏器官显示正常[３９]ꎮ 由于胰腺切除法

较难完全切除胰腺ꎬ或者在充分切除胰腺时可能损

伤到其他组织[５２]ꎬ因此ꎬ利用 ＴＡＬＥＮｓ 技术构建的

先天性胰腺缺乏的糖尿病动物模型要优于胰腺切

除法构建的模型ꎮ
(３) ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 是一种 ＲＮＡ￣蛋白质的复合

体ꎬ由 成 簇 的 规 律 性 间 隔 的 短 回 文 重 复 序 列

ＣＲＩＳＰＲ 和 Ｃａｓ 核酸酶组成ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 复合物

能在一段小 ＲＮＡ 指导下ꎬ通过 ＰＡＭ 序列定向寻找

目标 ＤＮＡꎬ然后对 ＤＮＡ 双链进行切割ꎬ从而启动

ＤＮＡ 双链的修复ꎮ
目前 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术广泛用于胚

胎水平的基因编辑ꎬ从而获得基因修饰的动物模

型[５３]ꎮ 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 敲除胰岛素基因后ꎬ仔
猪的胰腺中胰岛素不表达ꎬ出现血糖升高和糖尿等

症状[５４]ꎮ 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 敲除 β 细胞的 ＩＲꎬ高
脂饮食小鼠的 ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ 信号转导减少ꎬ葡萄糖转

运蛋白表达量下降ꎬ导致葡萄糖耐受不良ꎬ进而出

现Ⅱ型糖尿病症状[５５]ꎮ 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 敲除大

鼠 ＩＲＳ 基因ꎬ大鼠表现出糖耐受损伤ꎬ并伴随有胰岛

素抵抗和高胰岛素血症等Ⅱ型糖尿病症状[５６]ꎮ 利

用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 同时敲除 ＩＲＳ 和瘦素受体基因后ꎬ
大鼠模型出现肥胖、血脂异常、轻度血糖升高等糖

尿病症状[５７]ꎮ 此外ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术敲除

刺鼠相关肽神经元中的瘦素受体基因后ꎬ小鼠模型

出现体重增加、脂肪含量增加、高血糖症等糖尿病

症状[５８]ꎮ 因此ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统可以有效

地构建基因缺失的糖尿病动物模型ꎮ

４　 结语

构建糖尿病的动物模型是研究糖尿病发病机

制及研发新型治疗药物的关键ꎬ但目前尚没有能够

完全模拟人类糖尿病发生发展过程的动物模型ꎮ
本文总结了常用的构建Ⅱ型糖尿病动物模型的方

法ꎬ并比较了各种构建方法的优缺点ꎮ 由于自发性

糖尿病动物模型的血糖升高不显著ꎬ化学诱导的动

物模型成模率较低和死亡率较高ꎬ基因工程糖尿病

动物模型耗时较长以及对技术设备和饲养环境要

求较高等缺点ꎬ因此ꎬ在研究 ＩＩ 糖尿病发病机制的

过程中ꎬ要尽量选择最合适的糖尿病动物模型ꎬ如
何利用较低的成本在短时间内成功构建Ⅱ型糖尿

病动物模型也是以后的研究需要解决的难题ꎮ
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ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｐａｎｃｒｅａｔｅｃｔｏｍｉｚｅｄ
ａｄｕｌｔ ＢＡＬＢ / ｃ ｍｉｃｅ[Ｊ] . Ｈｏｒｍ Ｍｅｔａｂ Ｒｅｓꎬ ２０００ꎬ ３２(８): ３３０
－３３４.

[２０] 　 汪悦ꎬ 杨阳ꎬ 邬颖华. 高能量饮食联合 ＳＴＺ 诱导 ２ 型糖尿病

肾病动物模型研究进展[Ｊ] . 世界最新医学信息文摘ꎬ ２０１８ꎬ
１８(９２): ８４－８６.
Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｗｕ Ｙ. Ｈｉｇｈ￣ｅｎｅｒｇｙ ｄｉｅｔ ｉｏｉｎｔ ＳＴＺ ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ: ａ ｒｅｖｉｅｗ [ Ｊ] .
Ｗｏｒｌｄ Ｌａｔｅｓｔ Ｍｅｄ Ｉｎｆｏｒｍꎬ ２０１８ꎬ １８(９２): ８４－８６.

[２１] 　 Ｇｈｅｉｂｉ Ｓꎬ Ｋａｓｈｆｉ Ｋꎬ Ｇｈａｓｅｍｉ Ａ. Ａ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｙｐｅ￣２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｉｎ ｒａｔ: ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｎｇ ａ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ ａｎｄ
ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ[Ｊ] . Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒꎬ ２０１７ꎬ ９５: ６０５－６１３.

[２２] 　 Ｉｇｈｏｄａｒｏ ＯＭꎬ Ａｄｅｏｓｕｎ ＡＭꎬ Ａｋｉｎｌｏｙｅ ＯＡ. Ａｌｌｏｘａｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｌｙｃｅｍｉｃ￣ｃｏｎｔｒｏｌ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｉｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ[Ｊ] . Ｍｅｄｉｃｉｎａꎬ ２０１７ꎬ ５３(６): ３６５－３７４.

[２３] 　 Ｉｇｈｏｄａｒｏ ＯＭꎬ Ａｄｅｏｓｕｎ ＡＭꎬ Ａｓｅｊｅｊｅ ＦＯꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ５ꎬ５￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｌ ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ￣２ꎬ４ꎬ６￣ｔｒｉｏｎｅ (ａｌｌｏｘａｎ) ａｓ ａ
ｄｉａｂｅｔｏｇｅｎｉｃ ａｇｅｎｔ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ[ Ｊ] . Ａｌｅｘ Ｊ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ ５４
(４): ７０５－７１０.

[２４] 　 刘雪静ꎬ 王欢ꎬ 严放ꎬ 等. 大中型动物基因敲除技术的研究

进展[Ｊ] . 生理科学进展ꎬ ２０１５ꎬ ４６(１): １１－１６.

Ｌｉｕ ＸＪꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｙａｎ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｅｎｅ
ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｉｎ ｌａｒｇｅ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ[ Ｊ] .
Ｐｒｏｇ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１５ꎬ ４６(１): １１－１６.

[２５] 　 Ｙｉｎ Ｃꎬ Ｌｉｕ ＷＨꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ: ＰＩＤ１ ａｌｔｅｒｓ ｔｈｅ
ａｎｔｉｌｉｐｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｌｉｐｏｌｙｓｉｓ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆ ＡＫＴ / ＰＫＡ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１９ꎬ １４
(６): ｅ０２１８７２１.

[２６] 　 Ｔｉａｎ Ｙꎬ Ｘｕ Ｊꎬ Ｄｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｐｌａｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡｓ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ[ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔꎬ ２０１８ꎬ ４１９: ５３
－６３.

[２７] 　 Ｄｉｂｂｌｅ ＣＣꎬ Ｃａｎｔｌｅｙ ＬＣ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲＣ１ ｂｙ ＰＩ３Ｋ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ[Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１５ꎬ ２５(９): ５４５－５５５.

[２８] 　 Ａｒｄｅｓｔａｎｉ Ａꎬ Ｌｕｐｓｅ Ｂꎬ Ｋｉｄｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ｍＴＯＲＣ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ: ａ
ｄｏｕｂｌｅ￣ｅｄｇｅｄ ｓｗｏｒｄ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ β ｃｅｌｌｓ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２０１８ꎬ
２７(２): ３１４－３３１.

[２９] 　 Ｈｏ ＣＫꎬ Ｓｒｉｒａｍ Ｇꎬ Ｄｉｐｐｌｅ ＫＭ. Ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｗｉｔｈ ｏｂｅｓｉｔｙ ａｎｄ ｔｙｐｅ ＩＩ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｕｓｉｎｇ
ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ
[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｇｅｎｅｔ Ｍｅｔａｂꎬ ２０１６ꎬ １１９(３): ２８８－２９２.

[３０] 　 Ａｇｕｉｒｒｅ ＧＡꎬ ｄｅ Ｉｔａ ＪＲꎬ ｄｅ ｌａ Ｇａｒｚａ ＲＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－１ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅ[ Ｊ] . Ｊ Ｔｒａｎｓｌ
Ｍｅｄꎬ ２０１６ꎬ １４(１): ３.

[３１] 　 Ｄ’ ｓｏｕｚａ ＡＭꎬ Ｎｅｕｍａｎｎ ＵＨꎬ Ｇｌａｖａｓ ＭＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ
ｇｌｕｃｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｅｐｔｉｎ[ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２０１７ꎬ ６(９):
１０５２－１０６５.

[３２] 　 Ｕｏｔａｎｉ Ｓꎬ Ａｂｅ Ｔꎬ Ｙａｍａｇｕｃｈｉ Ｙ. Ｌｅｐｔｉｎ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ＡＭＰ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ａ ＪＡＫ２￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ
[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２００６ꎬ ３５１(１): １７１－１７５.

[３３] 　 张新颖ꎬ 毛景东ꎬ 杨晓燕ꎬ 等. ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ 信号通路的研

究进展[Ｊ] . 微生物学杂志ꎬ ２０１９ꎬ ３９(３): １０９－１１６.
Ｚｈａｎｇ ＸＹꎬ Ｍａｏ ＪＤꎬ Ｙａｎｇ ＸＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ＡＭＰＫ /
ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ[Ｊ] . Ｊ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１９ꎬ ３９(３): １０９－１１６.

[３４] 　 Ｗａｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｏ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｗｎｔ / β￣
ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ: ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｔｕｄｙ ｉｎ ｈａｎ ｃｈｉｎｅｓｅ[Ｊ] . Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓꎬ ２０１５ꎬ ７(６): ４７６３－４７７７.

[３５] 　 Ｋａｔｓｏｕｌｉｓ Ｋꎬ Ｐａｓｃｈｏｕ ＳＡꎬ Ｈａｔｚｉ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＣＦ７Ｌ２ ｇｅｎｅ ｖａｒｉａｎｔｓ
ｐｒｅｄｉｓｐｏｓｅ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ａｍｏｎｇ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｗｉｔｈ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅ[ Ｊ] . Ｈｏｒｍｏｎｅｓ (Ａｔｈｅｎｓ)ꎬ
２０１８ꎬ １７(３): ３５９－３６５.

[３６] 　 Ｆｏｒｓｂｅｒｇ ＭＨꎬ Ｃｉｅｃｋｏ ＡＥꎬ Ｂｅｄｎａｒ ＫＪꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＤ１３７ Ｐｌａｙｓ ｂｏｔｈ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｙｐｅ １ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ
ＮＯＤ ｍｉｃｅ[Ｊ] . Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１７ꎬ １９８(１０): ３８５７－３８６８.

[３７] 　 Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｓｔｅｒｒ Ｍꎬ Ａｎｓａｒｕｌｌａｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ
ＰＤＸ１ ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ ｉｍｐａｉｒ ｈｕｍａｎ β￣ｃｅｌｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２０１９ꎬ ２４: ８０－９７.

[３８] 　 Ｊａｃｏｂｓｏｎ ＤＡꎬ Ｓｈｙｎｇ ＳＬ. Ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｌｅｔｓ ｉｎ ｔｙｐｅ ２
ｄｉａｂｅｔｅｓ[Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０２０ꎬ ４３２(５): １３２６－１３４６.

[３９] 　 Ｋａｎｇ ＪＤꎬ Ｋｉｍ Ｈꎬ Ｊｉｎ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｐｉｇｓ ｃｌｏｎｅｄ ｕｓｉｎｇ
Ｐｄｘ１￣ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｃｒｅａｔｅｄ ｖｉａ ＴＡＬＥＮ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ[Ｊ] . Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔꎬ ２０１７ꎬ ８(７０): １１５４８０－１１５４８９.

[４０] 　 Ｇｅｏｇｈｅｇａｎ Ｇꎬ Ｓｉｍｃｏｘ Ｊꎬ Ｓｅｌｄｉｎ ＭＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ
Ｔｃｆ７ｌ２ ｉｎ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｄｉｐｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ
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ｉｍｐａｉｒｅｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２０１９ꎬ ２４: ４４－６３.
[４１] 　 Ｚｈａｎｇ ＹＬꎬ Ｔａｎ ＸＨꎬ Ｘｉａｏ ＭＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｌｉｖｅｒ

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ: ａ ｎｅｗ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｔｉ￣ｄｉａｂｅｔｉｃ ｄｒｕｇｓ[Ｊ] . Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｉｎꎬ ２００４ꎬ ２５
(１２): １６５９－１６６５.

[４２] 　 Ｍｉｋｉ Ｔꎬ Ｎａｇａｓｈｉｍａ Ｋꎬ Ｔａｓｈｉｒｏ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ａｃｔｉｏｎ ｉｎ ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ￣ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ
ｍｉｃｅ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ １９９８ꎬ ９５(１８): １０４０２
－１０４０６.
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ｔｄＴｏｍａｔｏ 转基因小鼠的建系及其在细胞示踪方面的应用研究
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实验鱼质量控制标准研制的思考与建议∗ 余露军ꎬ李建军ꎬ蔡磊ꎬ魏远征ꎬ苗宗余ꎬ黄韧(１１５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
急性肾损伤模型塑造研究进展 杨婷ꎬ林志健ꎬ姜卓希ꎬ褚梦真ꎬ张冰ꎬ邹丽娜(１２３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
啮齿类动物插管技术用于药动学采血的研究进展 杜飞飞ꎬ王凤清ꎬ贾伟伟ꎬ徐方ꎬ马越鸣(１２９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
斑马鱼发育毒性与致畸性相关实验研究进展∗ 戴明珠ꎬ黄燕烽ꎬ彭逸ꎬ张双阳ꎬ张立将ꎬ李春启(１３７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
斑马鱼在功能性食品研究中的应用进展∗ 郭胜亚ꎬ朱晓宇ꎬ周佳丽ꎬ张勇ꎬ彭逸ꎬ荣佳ꎬ张立将ꎬ李春启(１４３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
间质性膀胱炎动物模型的研究进展 昂小杰ꎬ李淼ꎬ周峰ꎬ蔡宗强ꎬ陈卫国(１４８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

∗:实验鱼质量控制标准化及应用专题
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模拟衰老大鼠星形胶质细胞条件培养基对神经干细胞增殖能力的影响

卢延华ꎬ管博文ꎬ刘旭ꎬ吕颖ꎬ王卫ꎬ魏强ꎬ孟爱民(１５３)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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背根神经节 ｐ－ＣａＭＫⅡ表达上调在糖尿病神经痛大鼠中的作用

费雪瑜ꎬ邰昭霞ꎬ陈卢杭ꎬ王涵芝ꎬ瞿思颖ꎬ何晓芬ꎬ方剑乔ꎬ蒋永亮(１６１)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
慢性炎性痛模型大鼠诱发焦虑抑郁样情绪行为观察 邵芳冰ꎬ房军帆ꎬ王思思ꎬ孙海榉ꎬ项璇儿ꎬ方剑乔ꎬ杜俊英(１６７)􀆺􀆺􀆺􀆺
小鼠孵化囊胚及其休眠胚胎程序化冷冻－解冻前后 Ｍｇｓｔ１ 基因的差异表达

胡新宇ꎬ邢凯ꎬ李征ꎬ赵志显ꎬ常雪蕊ꎬ齐晓龙ꎬ盛熙晖ꎬ王相国ꎬ倪和民ꎬ郭勇(１７５)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
利用遗传多样性小鼠资源筛选 ＣＡ１６ 致病相关基因 彭婉君ꎬ赵彬彬ꎬ武婧ꎬ陈鑫ꎬ牛栋ꎬ刘江宁(１８０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
羟氯喹对狼疮小鼠脾淋巴细胞的影响 纪丽献ꎬ段新旺ꎬ牛海涛(１８７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４.７ 细胞电穿孔转染条件的建立和验证 罗维ꎬ艾磊ꎬ周越(１９３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
不同 ＦＭＤＶ 易感性豚鼠 ＰＢＬＣ 对模拟 ＦＭＤＶ 感染细胞的杀伤作用 刘迪文ꎬ卫振ꎬ陈雁虹ꎬ谭海明(２０１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
猪的免疫球蛋白基因鉴定和注释 张璞ꎬ林育ꎬ游斌杰ꎬ孙静(２０８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
秀珍菇粉对 Ｈ２２ 荷瘤小鼠体内抗肿瘤作用研究 吕建敏ꎬ龚金炎ꎬ刘士旺(２１６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
２ 型糖尿病小鼠模型血糖干预评价点的实验观察 蒲瑞阳ꎬ史典ꎬ刘莎ꎬ程宁(２２４)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
慢性阻塞性肺疾病大鼠模型的建立与评价 张迪ꎬ夏艺ꎬ范丽ꎬ刘士远ꎬ管宇(２３０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＡＰＰ / ＰＳ１ 双转基因 ＡＤ 模型小鼠海马区磁共振波谱和超微结构分析 􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

邢敏ꎬ毛敬洁ꎬ陈文列ꎬ李钻芳(２３６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
心肌铁过载兔模型的制作及铁沉积规律的研究 齐国将ꎬ钟德琳ꎬ蓝海梅ꎬ郭敏ꎬ郭亚楠ꎬ彭鹏(２４２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
不同年龄段小鼠抑郁及焦虑样行为的比较 杨颖雯ꎬ周瑾ꎬ黄菲(２４８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
创伤后应激障碍的啮齿类动物模型研究进展 孙浩然ꎬ徐艳玲ꎬ李长江ꎬ连波ꎬ王艳郁ꎬ孙琳(２５４)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
卵巢摘除诱导围绝经期综合征动物模型的研究进展

陶柱萍ꎬ韦桂宁ꎬ王雪雪ꎬ厉颖ꎬ尹爱武ꎬ李灿委ꎬ范孟然ꎬ巫秀美ꎬ张成桂ꎬ高鹏飞(２６０)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
结直肠癌小鼠模型研究进展 苗晋鑫ꎬ宋韶鹤ꎬ李秀敏(２６７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ｈｎＲＮＰｓ 家族参与调控肿瘤免疫微环境的研究进展 张国新ꎬ张文龙ꎬ李梦媛ꎬ杨星九ꎬ高苒(２７３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
奥沙利铂诱导的神经病理性疼痛大鼠模型研究及其在中医方面应用进展 􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

李明珠ꎬ王文萍ꎬ金圣博(２７８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
果蝇信息和种系资源的获得 潘吉川ꎬ姜秋实ꎬ刘强ꎬ郝阳光(２８６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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伊马替尼在斑马鱼血管和神经发育过程中的作用研究

鲍奕清ꎬ陈思ꎬ洪瑞晟ꎬ朱仪ꎬ高敏ꎬ李乐乐ꎬ张旭ꎬ王新ꎬ刘东ꎬ石运伟(２８９)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ｍｉＲ￣１４４、ｍｉＲ￣２１￣３ｐ、ｍｉＲ￣１４２￣５ｐ 及 ｍｉＲ￣２７ｂ￣３ｐ 对心肌梗塞后血管再生的作用

袁晓龙ꎬ潘金春ꎬ蒋瑶ꎬ龚宝勇ꎬ高洪彬ꎬ白国锋ꎬ谭伟江ꎬ梁十ꎬ李加琪ꎬ张豪ꎬ王希龙(２９７)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
电针对糖尿病神经痛模型大鼠痛觉敏化及脊髓小胶质细胞 ＢＤＮＦ 表达的影响

瞿思颖ꎬ王涵芝ꎬ胡群祺ꎬ邰昭霞ꎬ费雪ꎬ蒋永亮ꎬ方剑乔ꎬ何晓芬(３０７)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
新型高脂血症易感(ＷＳＨｃ)大鼠非酒精性脂肪肝病模型的建立与病理特点研究

马全鑫ꎬ张利棕ꎬ戎亦骊ꎬ何蒙娜ꎬ郁晨ꎬ蔡月琴ꎬ陈民利(３１４)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
基于 ＬＣ￣ＭＳ 的冠心病人源菌群小鼠代谢组学研究 朱华ꎬ郭亚茜ꎬ杜晓鹏ꎬ李卓ꎬ苏磊ꎬ秦川(３２３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
不同条件下建立过敏性结膜炎小鼠模型的比较研究 白梦天ꎬ李韵ꎬ胡竹林(３３０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
复方健耳剂对抗老年性耳蜗神经细胞凋亡超微结构观察及上调 ＮｅｕＮ 和 ＢＤＮＦ 定位表达作用

宣伟军ꎬ黄力毅ꎬ宣毅ꎬ唐俊波ꎬ韦瑀龙(３３８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
牛磺酸对宫内生长受限孕鼠生长轴激素与基因的影响 李平丽ꎬ吴骁ꎬ杨建成(３４５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ⅰ型干扰素受体缺失小鼠体外受精实验研究 张帆ꎬ安学芳ꎬ赵赫ꎬ李丽ꎬ肖宇宙(３５１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
长时程抑郁小鼠模型建立及行为与神经病理特征观察

田野ꎬ栗鋆ꎬ原一桐ꎬ杜若琛ꎬ李宵ꎬ王菲ꎬ王雅丽ꎬ邵宏元ꎬ王春芳(３５８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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长期稳定的 ＳＤ 大鼠 ２ 型糖尿病模型制备方法

黎娅ꎬ范培云ꎬ马晓雨ꎬ常秀君ꎬ何敏ꎬ韩蕙竹ꎬ粟尹ꎬ夏晓晓ꎬ韦秀萍ꎬ吴穹(３６４)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
盐酸洛哌丁胺诱导的小鼠慢传输型便秘模型的实验研究

姚一博ꎬ王迪ꎬ王钱陶ꎬ肖长芳ꎬ梁宏涛ꎬ曹永清ꎬ陆金根ꎬ王琛(３７０)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＤＨＡ 对高脂食物诱导体重增加的保护作用的研究

张欣ꎬ杨英ꎬ安晓羽ꎬ谷艳琪ꎬ张引ꎬ麻炎ꎬ孙利婷ꎬ林芳ꎬ武强强ꎬ王亚娜ꎬ杨慧娣(３７６)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
黄芪三七合剂通过调控 Ａｒｉｄ２￣ＩＲ / ＮＦ￣κＢ 信号轴改善糖尿病肾病小鼠肾炎症反应

林晓ꎬ李健春ꎬ谭睿陟ꎬ文丹ꎬ谢席胜ꎬ王丽(３８２)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
斑马鱼在毒理学中的应用研究进展 王明亮ꎬ丁永芳ꎬ印鑫ꎬ邵久针ꎬ庄子锐ꎬ张婷ꎬ苏鹏亮ꎬ彭蕴茹(３９０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
帕金森病动物模型的研究进展 杨东明ꎬ杨利峰ꎬ赵德明ꎬ周向梅(３９７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
多发性硬化实验动物模型的研究与应用进展 赵培源ꎬ陈少昀ꎬ刘喜红ꎬ杨丽萍(４０５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
小型猪动脉粥样硬化模型研究进展 王达洋ꎬ王显(４１０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
抽动障碍动物模型的研究进展 柯钟灵ꎬ陈燕惠(４１６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
血友病鼠关节病模型构建研究进展 孙庆云ꎬ闫振宇(４２３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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大鼠孤束核微量注射的定位初探 舒晴ꎬ邵雨薇ꎬ田峻ꎬ杨亚南(４２９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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ꎬ熊仁平ꎬ彭艳ꎬ李宇ꎬ江旭ꎬ许建中(４３６)􀆺􀆺􀆺
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ꎬ倪喆鑫ꎬ李溪ꎬ俞超芹(４４７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
小鼠及猕猴 Ｇｒａｖｅｓ 病动物模型的比较研究 王悦ꎬ 张萌ꎬ 赵凤仪ꎬ 伍丽萍ꎬ 施秉银(４５５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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ꎬ丁玲强ꎬ曾巧英(４６３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
清肺透邪汤介导 ＮＬＲＰ３ 炎性小体抑制 ＮＦ－kＢ 信号通路改善肺炎支原体小鼠炎性反应 王子ꎬ王雪峰ꎬ吴振起(４７０)􀆺􀆺􀆺􀆺
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ꎬ张利棕ꎬ郁晨ꎬ戎亦骊ꎬ徐松涛ꎬ蔡月琴ꎬ沈利叶ꎬ陈民利(４７８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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ꎬ徐国良ꎬ董伟ꎬ李洪铭ꎬ邱俊辉ꎬ孙楠ꎬ刘芳ꎬ刘思宇ꎬ李冰涛(４８６)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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ꎬ汪雯ꎬ蔡杨乾ꎬ杜俊英ꎬ邵晓梅ꎬ蒋永亮ꎬ刘伯一ꎬ高宏ꎬ梁宜ꎬ方剑乔(４９４)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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ꎬ赵映ꎬ郑倩华ꎬ黎明ꎬ张健强ꎬ李瑛ꎬ蔡定均 (５０３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
高尿酸血症及并其发症大鼠模型的建立 陈林军ꎬ杨焱ꎬ吴迪ꎬ陈万超ꎬ董国超ꎬ乔徐馨ꎬ吴春燕ꎬ李婷婷(５１０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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ꎬ杨晨ꎬ傅超慧ꎬ熊一功ꎬ凌云(５１７)􀆺􀆺􀆺􀆺
大鼠阴道炎模型的建立与评价 彭冬冬ꎬ董珂ꎬ厉巧ꎬ周志敏ꎬ肖洒ꎬ姜德建(５２５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
人凝血因子 ＩＸ 基因在小鼠脂肪干细胞中的稳定表达 李杰ꎬ谢燕燕ꎬ王馨ꎬ王霖虹ꎬ和红霞ꎬ孙庆云ꎬ晏亚辉ꎬ闫振宇(５３２)􀆺􀆺
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ꎬ李永军ꎬ屈玲玲ꎬ毛孙炳ꎬ李兰娟(５３９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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ꎬ庞小娟ꎬ曾禹铭ꎬ周严冬ꎬ郭义(５４５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
急性机械性脊髓损伤动物模型研究进展 刘海峰ꎬ王斌ꎬ赵斌(５５１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
小鼠移植性肺癌转移模型研究进展 张 娜ꎬ田燕歌ꎬ刘学芳ꎬ王 琦(５５７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
不同 ＣＯＰＤ 动物模型特点及应用的研究进展 陈美凤ꎬ加慧ꎬ夏书月(５６３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
食物过敏小鼠模型研究进展 王峥ꎬ李秀敏ꎬ苗晋鑫(５７０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
肿瘤坏死因子在斑马鱼－海分枝杆菌模型中的研究进展 杨建伟ꎬ何树梅ꎬ樊红艳ꎬ刘红旭(５７８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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压力超负荷心衰小鼠模型的心脏结构和功能病理进程特征

谭伟江ꎬ李想ꎬ郑双ꎬ马俊峰ꎬ任学聪ꎬ贺天真ꎬ陈虹华ꎬ陈建新ꎬ杨丰华(５８３)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

９７８
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电针对复杂性区域疼痛综合征 Ｉ 型大鼠模型局部组织氧化应激反应的干预作用

李晓洁ꎬ尹诚语ꎬ郑小莉ꎬ聂慧敏ꎬ曾丹怡ꎬ王洁ꎬ陈瑞香ꎬ刘伯宇ꎬ台燕ꎬ邵晓梅ꎬ刘伯一(５９３)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
冠心病气虚血瘀证病证结合大鼠模型的建立研究 王瑾茜ꎬ蔺晓源ꎬ刘侃ꎬ胡国恒(６０２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
小鼠经骨髓注射肺转移和术后复发模型的建立

焦肖宁ꎬ侯怡飞ꎬ朱杨壮壮ꎬ苏琳ꎬ张飞ꎬ陈晓ꎬ朱诗国ꎬ韦璐瑶ꎬ王万涛ꎬ王杰ꎬ朱娴丹ꎬ邹纯朴ꎬ胥孜杭(６１０)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
血管紧张素转换酶 ２ 调节肺肾素血管紧张素系统减轻肢体缺血再灌注诱导的急性肺损伤

李树民ꎬ徐洪ꎬ杨奕ꎬ李雅倩ꎬ靳馥宇ꎬ李田ꎬ杨秀红ꎬ杨方(６１８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
兽用疫苗制造检验用 Ｃ 型产气荚膜梭菌菌种的制备与检定标准和方法研究

彭国瑞ꎬ李旭妮ꎬ王秀丽ꎬ李伟杰ꎬ魏津ꎬ马欣ꎬ张一帜ꎬ田野ꎬ刘博ꎬ李建ꎬ罗玉峰ꎬ李俊平ꎬ彭小兵(６２７)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
基于病理形态学系统综述探讨猪冠状动脉球囊损伤病变与动脉粥样硬化的差异 王达洋ꎬ徐筱青ꎬ赵明镜ꎬ王显(６３２)􀆺􀆺􀆺
利用二乙基亚硝胺联合处理 Ｎ－亚硝基吗啉和 ２ / ３ 肝部分切除方法改良的大鼠中晚期肝癌模型

张梅ꎬ洪泽宣ꎬ邹昕羽ꎬ王剑ꎬ王自力ꎬ李晓清ꎬ金美兰(６３８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ｐ２１ 在滋养细胞迁移和侵袭中的作用研究 王艳ꎬ赵楠楠ꎬ何艳舫ꎬ董建新ꎬ陈燕(６４５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
不同因素对异丙肾上腺素诱导大鼠心肌肥大模型建立影响的比较研究

刘景艳ꎬ朱亮ꎬ蔡月琴ꎬ张利棕ꎬ富丹婷ꎬ蔡兆伟ꎬ王德军(６５１)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
低分子肝素通过 ＥＧＦＲ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路对胚泡植入障碍小鼠子宫内膜容受性的影响 王春雪ꎬ牛凯迪ꎬ于月新(６５９)􀆺􀆺
盆腔脏器脱垂动物模型的建立与适用性评价 严晓ꎬ覃彩芳ꎬ李青先ꎬ秦玲ꎬ许文娟ꎬ樊伯珍(６６８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
左支结扎制备 ＳＤ 大鼠门脉高压动物模型的实验研究 王文晓ꎬ柏娟ꎬ刘树立(６７５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
实验动物替代技术研究 宋冰ꎬ辜吉秀ꎬ汪永锋ꎬ余四九ꎬ张延英ꎬ康万荣ꎬ杨娇(６８０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
克罗恩病大小鼠动物模型研究进展 方磊ꎬ乔立超ꎬ顾一帆ꎬ徐雪梅ꎬ杨柏霖ꎬ陈红锦(６８８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
大动物多能干细胞建立研究进展 才文道力玛ꎬ伊敏娜ꎬ王希生ꎬ神英超ꎬ纳日嘎ꎬ陶力ꎬ格日乐其木格ꎬ芒来(６９５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
多物种血脑屏障结构与功能研究进展 钟高亮ꎬ张晶晶(７０２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
后天继发性免疫低下动物模型研究及其在中医证候模型的应用进展 刘美怡ꎬ钱深思ꎬ容蓉ꎬ杨勇(７０８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＳＴＺ 制备糖尿病大鼠模型影响因素的研究进展 韩旭ꎬ王璇ꎬ余芝ꎬ徐斌(７１６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
原发性头痛动物模型的建立及评价方法的研究进展 叶淑姿ꎬ肖芳(７２６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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复方七芍降压片对 ＴＮＦ￣α 诱导的与平滑肌细胞共培养的血管内皮细胞中炎症因子与 ＡＰ￣１、ＭＣＰ￣１ 蛋白表达的影响

龚姗ꎬ李弘ꎬ刘叶倩ꎬ陈春茗ꎬ马丹凤ꎬ刘林ꎬ任卫琼(７３３)
􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
辛伐他汀联合利塞膦酸钠对地塞米松诱导大鼠骨丢失的作用

郭志斌ꎬ吴春芳ꎬ张国彬ꎬ迟博婧ꎬ王玉丹ꎬ刘子洪ꎬ王宝ꎬ马超ꎬ田发明(７４２)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ｍｉＲ￣３２８ 在运动改善高血压大鼠胸主动脉 Ｌ 型钙通道表达中的作用

邱方ꎬ周杨ꎬ张严焱ꎬ金城ꎬ刘晓东ꎬ吴迎ꎬ吕媛媛ꎬ石丽君(７４９)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
前列腺癌免疫人源化小鼠模型的构建及鉴定 郭文文ꎬ师长宏ꎬ李苗苗ꎬ乔天运ꎬ赵菊梅ꎬ张彩勤(７５９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
基于 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 技术检测 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 在小鼠 ＭＣＡＯ / Ｒ 模型中表达

于志君ꎬ袁琼ꎬ金志刚ꎬ向梓非ꎬ龙萍ꎬ朱明ꎬ杨越旺ꎬ胡霞敏(７６５)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
两种呼吸道感染方式建立小鼠流感病毒感染模型的比较 杨玉琴ꎬ徐春华ꎬ周文江ꎬ周晓辉(７７３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导人 ＨＢＢ 基因突变体在猪成纤维细胞的靶向敲入

张婷婷ꎬ杨漫漫ꎬ魏强ꎬ李燕莉ꎬ李林ꎬ王然ꎬ胡莉花ꎬ姜芳芳ꎬ刘瑜ꎬ赵卫华ꎬ李勇(７７９)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
两种黄芪剂量补阳还五汤对海绵体神经损伤性大鼠勃起功能障碍的治疗效果

周康ꎬ叶妙勇ꎬ赵凡ꎬ马轲ꎬ吕伯东ꎬ许增宝(７８８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
人脐带间充质干细胞对自然衰老大鼠海马自噬水平的影响

张茹鑫ꎬ李承罡ꎬ杜若琛ꎬ原一桐ꎬ李宵ꎬ赵碧春ꎬ张玉娟ꎬ王春芳(７９６)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
连续性血液透析滤过联合依那普利对急性重症胰腺炎大鼠肾功能及肠功能的改善作用

刘倩ꎬ鲁华ꎬ郭更新ꎬ刘静ꎬ李娜(８０５)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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钙和维生素 Ｄ 膳食补充对大鼠踝关节骨折创伤模型破骨细胞活性和骨量的影响分析

彭亮ꎬ杨鹏ꎬ刘冲ꎬ杨金丰ꎬ马三辉(８１２)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｏｃｔ４ 和 Ｃｄｘ２ 对牛胚胎内细胞团和滋养外胚层分化的影响 赵楠楠ꎬ王艳ꎬ郭艳娟ꎬ高杰ꎬ袁金灵ꎬ陈燕(８１８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
雌激素对小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 氧化应激损伤的保护作用及机制探究 徐昊(８２４)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
充血性心力衰竭中医证候动物模型研究思考 李小茜ꎬ何建成(８３１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
乙肝病毒相关肝细胞癌小鼠模型的构建和前沿应用现状 郑海香ꎬ丁明珠ꎬ张雨琪ꎬ施佳健ꎬ张璐ꎬ景月娥ꎬ王星(８３７)􀆺􀆺􀆺􀆺
肝肾纤维化动物模型的研究进展及评价 庄子锐ꎬ王明亮ꎬ张婷ꎬ苏鹏亮ꎬ邵久针ꎬ印鑫ꎬ彭蕴茹ꎬ沈明勤(８４５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
微型 ＣＴ 在血管钙化动物模型中的应用进展 王泽静ꎬ王询ꎬ肖康ꎬ张晶(８５３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
子宫内膜异位症小鼠模型研究进展 孟鑫ꎬ陈景伟(８５７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
脂多糖诱导肺炎动物模型的研究进展 唐思璇ꎬ肖芳(８６４)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＩＩ 型糖尿病动物模型构建的研究进展 唐艺丹ꎬ王鲜忠ꎬ张姣姣(８７０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

«中国实验动物学报»２０２０ 年总目次 (８７７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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«ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ»
ＣＵＭＭＵＬＡＴＩＶＥ ＴＡＢＬＥ ＯＦ ＣＯＮＴＥＮＴＳ

Ｖｏｌ.２８　 Ｉｓｓｕｅｓ １－６　 ２０２０

Ｉｓｓｕｅ １

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｄＴｏｍａｔｏ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｏｕｓｅ ｌｉｎｅａｇｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ｔｒａｃｉｎｇ
ＷＡＮＧ Ｆｅｉꎬ ＹＵＡＮ Ｙｉｔｏｎｇꎬ ＧＡＯ Ｙｕａｎｔａｏꎬ

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＴＩＡＮ Ｆｅｎｇꎬ ＴＩＡＮ Ｙｅꎬ ＬＩ Ｘｉａｏꎬ ＬＩ Ｃｈｅｎｇｇａｎｇꎬ ＤＵ Ｒｕｏｃｈｅｎꎬ ＬＩ Ｐｅｎｇｆｅｉꎬ ＷＡＮＧ Ｙａｌｉꎬ ＷＡＮＧ Ｃｈｕｎｆａｎｇ( １ )
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｃｌｏｓｅｄ ｃｏｌｏｎｙ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ

ＣＡＩ Ｌｅｉꎬ ＬＩ Ｊｉａｎｊｕｎꎬ ＹＵ Ｌｕｊｕｎꎬ ＨＵＡＮＧ Ｒｅｎ(１０)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｑｕａｉｌｓ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ

ＨＵＡＮＧ Ｓｈｅｎｇｎａｎꎬ ＬＩＮ Ｚｈｉｊｉａｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｂｉｎｇꎬ ＬＹＵ Ｊｉｎｔａｏꎬ ＷＡＮＧ Ｒｕｒａｎ(１７)
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ＹＵ Ｌｕｊｕｎꎬ ＬＩ Ｊｉａｎｊｕｎꎬ ＣＡＩ Ｌｅｉꎬ ＨＵＡＮＧ Ｒｅｎ(２９)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

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

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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２８８
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｎＲＮＰｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

ＺＨＡＮＧ Ｇｕｏｘｉｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｗｅｎｌｏｎｇꎬ ＬＩ Ｍｅｎｇｙｕａｎꎬ ＹＡＮＧ Ｘｉｎｇｊｉｕꎬ ＧＡＯ Ｒａｎ(２７３)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

ＬＩ Ｍｉｎｇｚｈｕ ꎬ ＷＡＮＧ Ｗｅｎｐｉｎｇ ꎬ ＪＩＮ Ｓｈｅｎｇｂｏ(２７８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｏｃｋ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ＰＡＮ Ｊｉｃｈｕａｎ ꎬ ＪＩＡＮＧ Ｑｉｕｓｈｉꎬ ＬＩＵ Ｑｉａｎｇꎬ ＨＡＯ Ｙａｎｇｇｕａｎｇ(２８６)􀆺􀆺

Ｉｓｓｕｅ ３

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｍａｔｉｎｉｂ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ａｎｄ ｎｅｒｖｅｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ＢＡＯ Ｙｉｑｉｎｇꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＣＨＥＮ Ｓｉꎬ ＨＯＮＧ Ｒｕｉｓｈｅｎｇꎬ ＺＨＵ Ｙｉꎬ ＧＡＯ Ｍｉｎꎬ ＬＩ Ｌｅｌｅꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘｕꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉｎꎬ ＬＩＵ Ｄｏｎｇꎬ ＳＨＩ Ｙｕｎｗｅｉ(２８９)

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ￣１４４ꎬ ｍｉＲ￣２１￣３ｐꎬ ｍｉＲ￣１４２￣５ｐ ａｎｄ ｍｉＲ￣２７ｂ￣３ｐ ｏｎ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ
ＹＵＡＮ ＸｉａｏｌｏｎｇꎬＰＡＮ ＪｉｎｃｈｕｎꎬＪＩＡＮＧ Ｙａｏꎬ

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＧＯＮＧ ＢａｏｙｏｎｇꎬＧＡＯ ＨｏｎｇｂｉｎꎬＢＡＩ ＧｕｏｆｅｎｇꎬＴＡＮ ＷｅｉｊｉａｎｇꎬＬＩＡＮＧ Ｓｈｉꎬ ＬＩ ＪｉａｑｉꎬＺＨＡＮＧ Ｈａｏ ꎬＷＡＮＧ Ｘｉｌｏｎｇ(２９７)
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｐａｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ

ＱＵ Ｓｉｙｉｎｇꎬ
􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＷＡＮＧ Ｈａｎｚｈｉꎬ ＨＵ Ｑｕｎｑｉꎬ ＴＡＩ Ｚｈａｏｘｉａꎬ ＦＥＩ Ｘｕｅｙｕꎬ ＪＩＡＮＧ Ｙｏｎｇｌｉａｎｇꎬ ＦＡＮＧ Ｊｉａｎｑｉａｏꎬ ＨＥ Ｘｉａｏｆｅｎ(３０７)

３８８
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Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ａ ｎｅｗ ｔｙｐｅ ｏｆ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ￣ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ
(ＷＳＨｃ) ｒａｔｓ ＭＡ Ｑｕａｎｘｉｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌｉｚｏｎｇꎬ ＲＯＮＧ Ｙｉｌｉꎬ ＨＥ Ｍｅｎｇｎａꎬ ＹＵ Ｃｈｅｎꎬ ＣＡＩ Ｙｕｅｑｉｎꎬ ＣＨＥＮ Ｍｉｎｌ(３１４)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｆｌｏｒａ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｕｓｉｎｇ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
ＺＨＵ Ｈｕａꎬ ＧＵＯ Ｙａｘｉꎬ ＤＵ Ｘｉａｏｐｅｎｇꎬ ＬＩ Ｚｈｕｏꎬ ＳＵ Ｌｅｉꎬ ＱＩＮ Ｃｈｕａｎ(３２３)

􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖｉｔｉｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ＢＡＩ Ｍｅｎｇｔｉａｎꎬ ＬＩ Ｙｕｎꎬ ＨＵ Ｚｈｕｌｉｎ(３３０)􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｇｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｅａｒ ａｇｅｎｔ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｎｅｕｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＸＵＡＮ ＷｅｉｊｕｎꎬＨＵＡＮＧ ＬｉｙｉꎬＸＵＡＮ ＹｉꎬＴＡＮＧ ＪｕｎｂｏꎬＷＥＩ Ｙｕｌｏｎｇ(３３８)􀆺
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔａｕｒｉｎｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｘｉｓ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ＬＩ Ｐｉｎｇｌｉꎬ ＷＵ Ｘｉａｏꎬ ＹＡＮＧ Ｊｉａｎｃｈｅｎｇ(３４５)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｔｙｐｅ Ｉ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ

ＺＨＡＮＧ Ｆａｎꎬ ＡＮ Ｘｕｅｆａｎｇꎬ ＺＨＡＯ Ｈｅꎬ ＬＩ Ｌｉꎬ ＸＩＡＯ Ｙｕｚｈｏｕ(３５１)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｍｉｃｅꎻ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ＴＩＡＮ Ｙｅꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＬＩ Ｙｕｎꎬ ＹＵＡＮ Ｙｉｔｏｎｇꎬ ＤＵ Ｒｕｏｃｈｅｎꎬ ＬＩ Ｘｉａｏꎬ ＷＡＮＧ Ｆｅｉꎬ ＷＡＮＧ Ｙａｌｉꎬ ＳＨＡＯ Ｈｏｎｇｙｕａｎꎬ ＷＡＮＧ Ｃｈｕｎｆａｎｇ(３５８)
Ａ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ＬＩ Ｙａꎬ ＦＡＮ Ｐｅｉｙｕｎꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＭＡ Ｘｉａｏｙｕꎬ ＣＨＡＮＧ Ｘｉｕｊｕｎꎬ ＨＥ Ｍｉｎꎬ ＨＡＮ Ｈｕｉｚｈｕꎬ ＳＵ ＹｉｎꎬＸＩＡ Ｘｉａｏｘｉａｏꎬ ＷＥＩ Ｘｉｕｐｉｎｇꎬ ＷＵ Ｑｉｏｎｇ(３６４)
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｏｐｅｒａｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ＹＡＯ Ｙｉｂｏꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＷＡＮＧ Ｄｉꎬ ＷＡＮＧ Ｑｉａｎｔａｏꎬ ＸＩＡＯ Ｃｈａｎｇｆａｎｇꎬ ＬＩＡＮＧ Ｈｏｎｇｔａｏꎬ ＣＡＯ Ｙｏｎｇｑｉｎｇꎬ ＬＵ Ｊｉｎｇｅｎꎬ ＷＡＮＧ Ｃｈｅｎ(３７０)
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ

ＺＨＡＮＧ ＸｉｎꎬＹＡＮＧ Ｙｉｎｇꎬ ＡＮ Ｘｉａｏｙｕꎬ
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＧＵ Ｙａｎｑｉꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎꎬ ＭＡ Ｙａｎꎬ ＳＵＮ ＬｉｔｉｎｇꎬＬＩＮ Ｆａｎｇꎬ ＷＵ Ｑｉａｎｇｑｉａｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｙａｎａꎬ ＹＡＮＧ Ｈｕｉｄｉ(３７６)

Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｒｏｐｉｎｑｕｕｓ Ｓｃｈｉｓｃｈｋｉｎ ａｎｄ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｒｉｄ２￣ＩＲ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ＬＩＮ Ｘｉａｏꎬ ＬＩ Ｊｉａｎｃｈｕｎꎬ ＴＡＮ Ｒｕｉｚｈｉꎬ ＷＥＮ Ｄａｎꎬ ＸＩＥ Ｘｉｓｈｅｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｌｉ(３８２)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｎ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ＷＡＮＧ Ｍｉｎｇｌｉａｎｇꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＤＩＮＧ Ｙｏｎｇｆａｎｇꎬ ＹＩＮ Ｘｉｎꎬ ＳＨＡＯ Ｊｉｕｚｈｅｎꎬ ＺＨＵＡＮＧ Ｚｉｒｕｉꎬ ＺＨＡＮＧ Ｔｉｎｇꎬ ＳＵ Ｐｅｎｇｌｉａｎｇꎬ ＰＥＮＧ Ｙｕｎｒｕ(３９０)
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ

ＹＡＮＧ Ｄｏｎｇｍｉｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｌｉｆｅｎｇꎬ ＺＨＡＯ Ｄｅｍｉｎｇꎬ ＺＨＯＵ Ｘｉａｎｇｍｅｉ(３９７)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ

ＺＨＡＯ Ｐｅｉｙｕａｎꎬ ＣＨＥＮ Ｓｈａｏｙｕｎꎬ ＬＩＵ Ｘｉｈｏｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｌｉｐｉｎ(４０５)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｓｗｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ＷＡＮＧ ＤａｙａｎｇꎬＷＡＮＧ Ｘｉａｎ(４１０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｔｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ＫＥ Ｚｈｏｎｇｌｉｎｇꎬ ＣＨＥＮ Ｙａｎｈｕｉ(４１６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｅｍｏｐｈｉｌｉｃ ａｒｔｈｒｏｐａｔｈｙ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ＳＵＮ Ｑｉｎｇｙｕｎꎬ ＹＡＮ Ｚｈｅｎｙｕ(４２３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｉｓｓｕｅ ４

Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｌｉｔａｒｙ ｎｕｃｌｅｕｓ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ
ＳＨＵ Ｑｉｎｇꎬ ＳＨＡＯ Ｙｕｗｅｉꎬ ＴＩＡＮ Ｊｕｎꎬ ＹＡＮＧ Ｙａｎａｎ(４２９)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｋｎｅｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ － ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ Ｓｐｒａｇｕｅ －
Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ＸＩＯＮＧ Ａｏꎬ ＸＩＯＮＧ Ｒｅｎｐｉｎｇꎬ ＰＥＮＧ Ｙａｎꎬ ＬＩ Ｙｕꎬ ＪＩＡＮＧ Ｘｕꎬ ＸＵ Ｊｉａｎｚｈｏｎｇ(４３６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ＢＩ Ｙａｎｌｉꎬ ＮＩ Ｚｈｅｘｉｎꎬ ＬＩ Ｘｉꎬ ＹＵ Ｃｈａｏｑｉｎ(４４７)􀆺􀆺
Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｇｒａｖｅｓ’ ｄｉｓｅａｓｅ

ＷＡＮＧ Ｙｕｅꎬ ＺＨＡＮＧ Ｍｅｎｇꎬ ＺＨＡＯ Ｆｅｎｇｙｉꎬ ＷＵ Ｌｉｐｉｎｇꎬ ＳＨＩ Ｂｉｎｇｙｉｎ(４５５)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥｔＯＡｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ Ｓａｘｉｆｒａｇａ ｔａｕｇｕｔｉｃａ ｏｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ－ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

ＣＵＩ Ｗｅｉꎬ ＤＩＮＧ Ｌｉｎｇｑｉａｎｇꎬ ＺＥＮＧ Ｑｉａｏｙｉｎｇ(４６３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｑｉｎｇｆｅｉ Ｔｏｕｘｉｅ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｍｅｄｉａｔｅｓ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＦ － κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ＷＡＮＧ Ｚｉꎬ ＷＡＮＧ Ｘｕｅｆｅｎｇꎬ ＷＵ Ｚｈｅｎｑｉ(４７０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｐａｒａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ－ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ (ＷＳＨｃ) ｒａｔｓ

ＭＡ Ｑｕａｎｘｉｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌｉｚｏｎｇꎬ ＹＵ Ｃｈｅｎꎬ ＲＯＮＧ Ｙｉｌｉꎬ ＸＵ Ｓｏｎｇｔａｏꎬ ＣＡＩ Ｙｕｅｑｉｎꎬ ＳＨＥＮ Ｌｉｙｅꎬ ＣＨＥＮ Ｍｉｎｌｉ(４７８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｓｅｒｕｍ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ａｎ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ

ＴＡＮＧ Ｘｉｌａｎꎬ ＸＵ Ｇｕｏｌｉａｎｇꎬ ＤＯＮＧ Ｗｅｉꎬ ＬＩ Ｈｏｎｇｍｉｎｇꎬ ＱＩＵ Ｊｕｎｈｕｉꎬ ＳＵＮ Ｎａｎꎬ ＬＩＵ Ｆａｎｇꎬ ＬＩＵ Ｓｉｙｕꎬ ＬＩ Ｂｉｎｇｔａｏ(４８６)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｐ２Ｘ７ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ＤＲＧ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐａｉｎ

ＺＨＯＵ Ｙｏｕꎬ ＷＡＮＧ Ｗｅｎꎬ ＣＡＩ Ｙａｎｇｑｉａｎꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＤＵ Ｊｕｎｙｉｎｇꎬ ＳＨＡＯ Ｘｉａｏｍｅｉꎬ ＪＩＡＮＧ Ｙｏｎｇｌｉａｎｇꎬ ＬＩＵ Ｂｏｙｉꎬ ＧＡＯ Ｈｏｎｇꎬ ＬＩＡＮＧ Ｙｉꎬ ＦＡＮＧ Ｊｉａｎｑｉａｏ (４９４)

Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ＺＨＡＮＧ ＷｅｉꎬＺＨＡＯ ＹｉｎｇꎬＺＨＥＮＧ ＱｉａｎｈｕａꎬＬＩ ＭｉｎｇꎬＺＨＡＮＧ ＪｉａｎｑｉａｎｇꎬＬＩ ＹｉｎｇꎬＣＡＩ Ｄｉｎｇｊｕｎ(５０３)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

４８８
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Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ＣＨＥＮ Ｌｉｎｊｕｎꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＹＡＮＧ Ｙａｎꎬ ＷＵ Ｄｉꎬ ＣＨＥＮ Ｗａｎｃｈａｏꎬ ＤＯＮＧ Ｇｕｏｃｈａｏꎬ ＱＩＡＯ Ｘｕｘｉｎꎬ ＷＵ Ｃｈｕｎｙａｎꎬ ＬＩ Ｔｉｎｇｔｉｎｇ(５１０)

Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｐｕｒｓｌａｎｅ / ｌｉｃｏｒｉｃｅ / ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｏｎ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ
ＬＩ ＭｉｎꎬＹＡＮＧ Ｃｈｅｎｙｕꎬ ＦＵ Ｃｈａｏｈｕｉꎬ ＸＩＯＮＧ Ｙｉｇｏｎｇꎬ ＬＩＮＧ Ｙｕｎ(５１７)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｖａｇｉｎｉｔｉｓ
ＰＥＮＧ Ｄｏｎｇｄｏｎｇꎬ ＤＯＮＧ Ｋｅꎬ ＬＩ Ｑｉａｏꎬ ＺＨＯＵ Ｚｈｉｍｉｎꎬ ＸＩＡＯ Ｓａꎬ ＪＩＡＮＧ Ｄｅｊｉａｎ(５２５)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｓｔａｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＩＸ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ａｄｉｐｏｓｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ＬＩ Ｊｉｅꎬ ＸＩＥ Ｙａｎｙａｎꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉｎꎬ ＷＡＮＧ Ｌｉｎｈｏｎｇꎬ ＨＥ Ｈｏｎｇｘｉａꎬ ＳＵＮ Ｑｉｎｇｙｕｎꎬ ＹＡＮ Ｙａｈｕｉꎬ ＹＡＮ Ｚｈｅｎｙｕ(５３２)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｄｅｅｐ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｌａｃｔｏｓｅ－ｆｒｅｅ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ ｉｎ ｇｅｒｍ－ｆｒｅｅ ｒａｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ
ＺＨＡＮＧ Ｊｉａꎬ ＬＩ Ｙｏｎｇｊｕｎꎬ ＱＵ Ｌｉｎｇｌｉｎｇꎬ ＭＡＯ Ｓｕｎｂｉｎｇꎬ ＬＩ Ｌａｎｊｕａｎ(５３９)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｏｔａｔｏｒ ｃｕｆｆ ｔｅｎｄｏｎ ｉｎｊｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
ＸＵ Ｂｏｙａｎｇꎬ ＰＡＮＧ Ｘｉａｏｊｕａｎꎬ ＺＥＮＧ Ｙｕｍｉｎｇꎬ ＺＨＯＵ Ｙａｎｄｏｎｇꎬ ＧＵＯ Ｙｉ (５４５)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ＬＩＵ Ｈａｉｆｅｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｂｉｎꎬ ＺＨＡＯ Ｂｉｎ(５５１)􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｉｎ ｍｏｕｓｅ

ＺＨＡＮＧ Ｎａꎬ ＴＩＡＮ Ｙａｎｇｅꎬ ＬＩＵ Ｘｕｅｆａｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｑｉ(５５７)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

ＣＨＥＮ Ｍｅｉｆｅｎｇꎬ ＪＩＡ Ｈｕｉꎬ ＸＩＡ Ｓｈｕｙｕｅ(５６３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｆｏｏｄ ａｌｌｅｒｇｉｅｓ ＷＡＮＧ Ｚｈｅｎｇꎬ ＬＩ Ｘｉｕｍｉｎꎬ ＭＩＡＯ Ｊｉｎｘｉｎ(５７０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ａ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ－ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍａｒｉｎｕｍ ｍｏｄｅｌ

ＹＡＮＧ Ｊｉａｎｗｅｉꎬ ＨＥ Ｓｈｕｍｅｉꎬ ＦＡＮ Ｈｏｎｇｙａｎꎬ ＬＩＵ Ｈｏｎｇｘｕ(５７８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｉｓｓｕｅ ５

Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ￣ｏｖｅｒｌｏａｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ
ＴＡＮ Ｗｅｉｊｉａｎｇꎬ ＬＩ Ｘｉａｎｇꎬ
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＺＨＥＮＧ Ｓｈｕａｎｇꎬ ＭＡ Ｊｕｎｆｅｎｇꎬ ＲＥＮ Ｘｕｅｃｏｎｇꎬ ＨＥ Ｔｉａｎｚｈｅｎꎬ ＣＨＥＮ Ｈｏｎｇｈｕａꎬ ＣＨＥＮ Ｊｉａｎｘｉｎꎬ ＹＡＮＧ Ｆｅｎｇｈｕａ(５８３)

Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆｒｏｍ ｌｏｃａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ａ ＣＲＰＳ￣Ｉ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
ＬＩ Ｘｉａｏｊｉｅꎬ ＹＩＮ Ｃｈｅｎｇｙｕꎬ ＺＨＥＮＧ Ｘｉａｏｌｉꎬ

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＮＩＥ Ｈｕｉｍｉｎꎬ ＺＥＮＧ Ｄａｎｙｉꎬ ＷＡＮＧ Ｊｉｅꎬ ＣＨＥＮ Ｒｕｉｘｉａｎｇꎬ ＬＩＵ Ｂｏｙｕꎬ ＴＡＩ Ｙａｎꎬ ＳＨＡＯ Ｘｉａｏｍｅｉꎬ ＬＩＵ Ｂｏｙｉ(５９３)
Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ

ＷＡＮＧ Ｊｉｎｘｉꎬ ＬＩＮ Ｘｉａｏｙｕａｎꎬ ＬＩＵ Ｋａｎꎬ ＨＵ Ｇｕｏｈｅｎｇ(６０２)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ＪＩＡＯ Ｘｉａｏｎｉｎｇꎬ ＨＯＵ Ｙｉｆｅｉꎬ ＺＨＵ Ｙａｎｇｚｈｕａｎｇｚｈｕａｎｇꎬ ＳＵ Ｌｉｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｆｅｉꎬ ＣＨＥＮ Ｘｉａｏꎬ
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＺＨＵ Ｓｈｉｇｕｏꎬ ＷＥＩ Ｌｕｙａｏꎬ ＷＡＮＧ Ｗａｎｔａｏꎬ ＷＡＮＧ Ｊｉｅꎬ ＺＨＵ Ｘｉａｎｄａｎꎬ ＺＯＵ Ｃｈｕｎｐｕꎬ ＸＵ Ｚｉｈａｎｇ(６１０)

Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ￣ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ２ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｒｅｎｉｎ￣ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｓｙｓｔｅｍ

ＬＩ Ｓｈｕｍｉｎꎬ ＸＵ Ｈｏｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｙｉꎬ ＬＩ Ｙａｑｉａｎꎬ ＪＩＮ Ｆｕｙｕꎬ ＬＩ Ｔｉａｎꎬ ＹＡＮＧ Ｘｉｕｈｏｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｆａｎｇ(６１８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ (Ｃ) ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｖａｃｃｉｎｅｓ

ＰＥＮＧ Ｇｕｏｒｕｉꎬ ＬＩ Ｘｕｎｉꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉｕｌｉꎬ ＬＩ Ｗｅｉｊｉｅꎬ ＷＥＩ Ｊｉｎꎬ ＭＡ Ｘｉｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｉｚｈｉ(６２７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｂａｌｌｏｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｏｆ ｓｗｉｎｅ: ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ

ＷＡＮＧ Ｄａｙａｎｇꎬ ＸＵ Ｘｉａｏｑｉｎｇꎬ ＺＨＡＯ Ｍｉｎｇｊｉｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉａｎ(６３２)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ Ｎ￣ｄｉｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ ａｎｄ

ｔｗｏ￣ｔｈｉｒｄｓ ｐａｒｔｉａｌ ｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ
ＺＨＡＮＧ Ｍｅｉ ꎬ ＨＯＮＧ Ｚｅｘｕａｎ ꎬ ＺＯＵ Ｘｉｎｙｕ ꎬ ＷＡＮＧ Ｊｉａｎ ꎬ ＷＡＮＧ Ｚｉｌｉ ꎬ ＬＩ Ｘｉａｏｑｉｎｇ ꎬ ＪＩＮ Ｍｅｉｌａｎ(６３８)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｒｏｌｅ ｏｆ ｐ２１ ｉｎ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ＷＡＮＧ Ｙａｎꎬ ＺＨＡＯ Ｎａｎｎａｎꎬ ＨＥ Ｙａｎｆａｎｇꎬ ＤＯＮＧ Ｊｉａｎｘｉｎꎬ ＣＨＥＮ Ｙａｎ(６４５)􀆺
Ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ

􀆺ＬＩＵ Ｊｉｎｇｙａｎꎬ ＺＨＵ Ｌｉａｎｇꎬ ＣＡＩ Ｙｕｅｑｉｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌｉｚｏｎｇꎬ ＦＵ Ｄａｎｔｉｎｇꎬ ＣＡＩ Ｚｈａｏｗｅｉꎬ ＷＡＮＧ Ｄｅｊｕｎ(６５１)
Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ￣ｍｏｌｅｃｕｌａｒ￣ｗｅｉｇｈｔ ｈｅｐａｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ＥＧＦＲ /

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ＷＡＮＧ Ｃｈｕｎｘｕｅꎬ ＮＩＵ Ｋａｉｄｉꎬ ＹＵ Ｙｕｅｘｉｎ(６５９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｅｌｖｉｃ ｏｒｇａｎ ｐｒｏｌａｐｓｅ

ＹＡＮ Ｘｉａｏꎬ ＱＩＮ Ｃａｉｆａｎｇꎬ ＬＩ Ｑｉｎｇｘｉａｎꎬ ＱＩＮ Ｌｉｎｇꎬ ＸＵ Ｗｅｎｊｕａｎꎬ ＦＡＮ Ｂｏｚｈｅｎ(６６８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｆｔ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ ｏｎ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ

ＷＡＮＧ Ｗｅｎｘｉａｏꎬ ＢＡＩ Ｊｕａｎ ꎬ ＬＩＵ Ｓｈｕｌｉ(６７５)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ

ＳＯＮＧ Ｂｉｎｇꎬ ＧＵ Ｊｉｘｉｕꎬ ＷＡＮＧ Ｙｏｎｇｆｅｎｇꎬ ＹＵ Ｓｉｊｉｕꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙａｎｙｉｎｇꎬ ＫＡＮＧ Ｗａｎｒｏｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｊｉａｏ(６８０)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

５８８
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Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｃｒｏｈｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ
ＦＡＮＧ Ｌｅｉꎬ ＱＩＡＯ Ｌｉｃｈａｏꎬ ＧＵ Ｙｉｆａｎꎬ ＸＵ Ｘｕｅｍｅｉꎬ ＹＡＮＧ Ｂｏｌｉｎꎬ ＣＨＥＮ Ｈｏｎｇｊｉｎ(６８８)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｌａｒｇｅ ａｎｉｍａｌｓ
Ｃａｉｗｅｎｄａｏｌｉｍａꎬ Ｙｉｍｉｎｎａꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉｓｈｅｎｇꎬ ＳＨＥＮ Ｙｉｎｇｃｈａｏꎬ Ｎａｒｉｇａꎬ Ｔａｏｌｉꎬ ＢＯＵ Ｇｅｒｅｌｃｈｉｍｅｇꎬ Ｍａｎｇｌａｉ(６９５)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
ＺＨＯＮＧ Ｇａｏｌｉａｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎｇｊｉｎｇ(７０２)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｃｑｕｉｒｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌｓ
ＬＩＵ Ｍｅｉｙｉꎬ ＱＩＡＮ Ｓｈｅｎｓｉꎬ ＲＯＮＧ Ｒｏｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｙｏｎｇ(７０７)

􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ
ＨＡＮ Ｘｕꎬ ＷＡＮＧ Ｘｕａｎꎬ ＹＵ Ｚｈｉꎬ ＸＵ Ｂｉｎ(７１６)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅａｄａｃｈｅ ＹＥ Ｓｈｕｚｉꎬ ＸＩＡＯ Ｆａｎｇ(７２６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｉｓｓｕｅ ６

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｑｉｓｈａｏ Ｊｉａｎｇｙａ ｔａｂｌｅｔ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ＡＰ￣１ ａｎｄ ＭＣＰ￣１ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＴＮＦ￣
α ａｎｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ

ＧＯＮＧ Ｓｈａｎꎬ ＬＩ Ｈｏｎｇꎬ ＬＩＵ Ｙｅｑｉａｎꎬ ＣＨＥＮ Ｃｈｕｎｍｉｎｇꎬ ＭＡ Ｄａｎｆｅｎｇꎬ ＬＩＵ Ｌｉｎꎬ ＲＥＮ Ｗｅｉｑｉｏｎｇ(７３３)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ ｏｎ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ｉｎ ｒａｔｓ

ＧＵＯ Ｚｈｉｂｉｎꎬ ＷＵ Ｃｈｕｎｆａｎｇꎬ
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
ＺＨＡＮＧ Ｇｕｏｂｉｎꎬ ＣＨＩ Ｂｏｊｉｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｙｕｄａｎꎬ ＬＩＵ Ｚｉｈｏｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｂａｏꎬ ＭＡ Ｃｈａｏꎬ ＴＩＡＮ Ｆａｍｉｎｇ(７４２)

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣３２８ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｌ￣ｔｙｐｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｆｒｏｍ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ
ＱＩＵ Ｆａｎｇꎬ ＺＨＯＵ Ｙａｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙａｎｙａｎꎬ ＪＩＮ Ｃｈｅｎｇꎬ ＬＩＵ Ｘｉａｏｄｏｎｇꎬ ＷＵ ＹｉｎｇꎬＬＹＵ ＹｕａｎｙｕａｎꎬＳＨＩ Ｌｉｊｕｎ(７４９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｍｍｕｎｅ￣ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ
ＧＵＯ Ｗｅｎｗｅｎꎬ ＳＨＩ Ｃｈａｎｇｈｏｎｇꎬ ＬＩ Ｍｉａｏｍｉａｏꎬ ＱＩＡＯ Ｔｉａｎｙｕｎꎬ ＺＨＡＯ Ｊｕｍｅｉꎬ ＺＨＡＮＧ Ｃａｉｑｉｎ(７５９)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣＡＯ / Ｒ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｖｉａ ＲＩＰ￣Ｓｅｑ
ＹＵ Ｚｈｉｊｕｎꎬ ＹＵＡＮ Ｑｉｏｎｇꎬ ＪＩＮ Ｚｈｉｇａｎｇꎬ ＸＩＡＮＧ Ｚｉｆｅｉꎬ ＬＯＮＧ Ｐｉｎｇꎬ ＺＨＵ Ｍｉｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｙｕｅｗａｎｇꎬ ＨＵ Ｘｉａｍｉｎ(７６５)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ
ＹＡＮＧ Ｙｕｑｉｎꎬ ＸＵ Ｃｈｕｎｈｕａꎬ ＺＨＯＵ Ｗｅｎｊｉａｎｇꎬ ＺＨＯＵ Ｘｉａｏｈｕｉ(７７３)

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＨＢＢ ｍｕｔａｎｔ ｋｎｏｃｋ￣ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏ
ＺＨＡＮＧ Ｔｉｎｇｔｉｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｍａｎｍａｎꎬ

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＷＥＩ Ｑｉａｎｇꎬ ＬＩ Ｙａｎｌｉꎬ ＬＩ Ｌｉｎꎬ ＷＡＮＧ Ｒａｎꎬ ＨＵ Ｌｉｈｕａꎬ ＪＩＡＮＧ Ｆａｎｇｆａｎｇꎬ ＬＩＵ Ｙｕ ꎬ ＺＨＡＯ Ｗｅｉｈｕａꎬ ＬＩ Ｙｏｎｇ(７７９)
Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｄｏｓｅ ｉｎ Ｂｕｙａｎｇ Ｈｕａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｅｒｅｃｔｉｌｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃａｖｅｒｎｏｕｓ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ

ＺＨＯＵ ＫａｎｇꎬＹＥ ＭｉａｏｙｏｎｇꎬＺＨＡＯ ＦａｎꎬＭＡ ＫｅꎬＬＹＵ ＢｏｄｏｎｇꎬＸＵ Ｚｅｎｇｂａｏ(７８８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌｌｙ ａｇｉｎｇ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ＺＨＡＮＧ Ｒｕｘｉｎꎬ􀆺􀆺􀆺

ＬＩ Ｃｈｅｎｇｇａｎｇꎬ ＤＵ Ｒｕｏｃｈｅｎꎬ ＹＵＡＮ Ｙｉｔｏｎｇꎬ ＬＩ Ｘｉａｏꎬ ＺＨＡＯ Ｂｉｃｈｕｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｕｊｕａｎꎬ ＷＡＮＧ Ｃｈｕｎｆａｎｇ(７９６)
Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｈｅｍｏｄｉａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎａｌａｐｒｉｌ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｒｅｎａｌ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ

ＬＩＵ Ｑｉａｎꎬ ＬＵ Ｈｕａꎬ ＧＵＯ Ｇｅｎｇｘｉｎꎬ ＬＩＵ Ｊｉｎｇꎬ ＬＩ Ｎａ(８０５)
􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ｉｎ ａ ｒａｔ ａｎｋｌｅ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ

ＰＥＮＧ Ｌｉａｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｐｅｎｇꎬ ＬＩＵ Ｃｈｏｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｊｉｎｆｅｎｇꎬ ＭＡ Ｓａｎｈｕｉ(８１２)
􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏｃｔ４ ａｎｄ Ｃｄｘ２ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｉｎｎｅｒ ｃｅｌｌ ｍａｓｓ ａｎｄ ｔｒｏｐｈｅｃｔｏｄｅｒｍ

ＺＨＡＯ Ｎａｎｎａｎꎬ ＷＡＮＧ Ｙａｎꎬ ＧＵＯ Ｙａｎｊｕａｎꎬ ＧＡＯ Ｊｉｅꎬ ＹＵＡＮ Ｊｉｎｌｉｎｇꎬ ＣＨＥＮ Ｙａｎ(８１８)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

ＸＵ Ｈａｏ(８２４)
􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｔｈｉｎｋｉｎｇ ｏｆ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｃｏｎｇｅｓｔｉｖｅ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ＬＩ Ｘｉａｏｑｉａｎꎬ ＨＥ Ｊｉａｎｃｈｅｎｇ(８３１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＨＢＶ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ

ＺＨＥＮＧ Ｈａｉｘｉａｎｇꎬ ＤＩＮＧ Ｍｉｎｇｚｈｕꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｕｑｉꎬ ＳＨＩ Ｊｉａｊｉａｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌｕꎬ ＪＩＮＧ Ｙｕｅｅꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉｎｇ(８３７)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ＺＨＵＡＮＧ Ｚｉｒｕｉꎬ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

ＷＡＮＧ Ｍｉｎｇｌｉａｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｔｉｎｇꎬ ＳＵ Ｐｅｎｇｌｉａｎｇꎬ ＳＨＡＯ Ｊｉｕｚｈｅｎꎬ ＹＩＮ Ｘｉｎꎬ ＰＥＮＧ Ｙｕｎｒｕꎬ ＳＨＥＮ Ｍｉｎｇｑｉｎ(８４５)
Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏ￣ＣＴ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＷＡＮＧ ＺｅｊｉｎｇꎬＷＡＮＧ ＸｕｎꎬＸＩＡＯ ＫａｎｇꎬＺＨＡＮＧ Ｊｉｎｇ(８５３)
􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ＭＥＮＧ ＸｉｎꎬＣＨＥＮ Ｊｉｎｇｗｅｉ(８５７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ＴＡＮＧ Ｓｉｘｕａｎꎬ ＸＩＡＯ Ｆａｎｇ(８６４)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩ ｄｉａｂｅｔｅｓ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ＴＡＮＧ Ｙｉｄａｎꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉａｎｚｈｏｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊｉａｏｊｉａｏ(８７０)􀆺

６８８




