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自身免疫型卵巢早衰模型的研究
王海丹∗,郭红玉,马蔚蓉,王琼,严士海,符蕊

(南京中医药大学附属医院江苏省中医院,南京　 210029)

　 　 【摘要】 　 目的　 为了更好地建立自身型卵巢早衰模型,采用不同的造模时间和佐剂观察 ZP3 诱导的免疫型

卵巢早衰模型建立的相关因素。 方法　 将动情周期正常的 B6AF1 小鼠,随机分为正常组、模型 A 组、模型 B 组、模
型 C 组、模型 D 组。 造模结束后取小鼠血清检测性激素,取卵巢观察病理改变、透明带的变化、颗粒细胞的凋亡。
结果　 除模型 A 组外,其余 3 组均表现出动情周期紊乱、高促性腺激素低雌激素、闭锁卵泡增多、透明带明显、卵巢

凋亡细胞增多的现象,与各组相比模型 C 组和 D 组在闭锁卵泡数量、卵巢凋亡细胞和透明带的变化上更加明显。
结论　 ZP3 诱导可造成免疫型卵巢早衰,其中 3 次免疫的两组成模效果更好,成模率在 80%,可作为今后建模的

参考。
【关键词】 　 免疫型卵巢早衰;模型建立;透明带抗原;B6AF1 小鼠
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Study of a model of autoimmune premature ovarian failure

WANG Haidan∗, GUO Hongyu, MA Weirong, WANG Qiong, YAN Shihai, FU Rui

(Affiliated Hospital of Nanjing University of Chinese Medicine Jiangsu Province Hospital of Chinese Medicine,
Nanjing 210029, China)

Corresponding author: WANG Haidan. E-mail: danielwhd1984@ sina.com

【Abstract】　 Objective　 To improve a mouse model of autoimmune premature ovarian failure, different modeling
times and adjuvant were used to determine factors related to induction of premature ovarian failure by zona pellucida
glycoprotein 3 (ZP3). Methods　 B6AF1 mice with regular estrous cycles were randomly divided into five groups: normal,
model A, model B, model C and model D groups. At the end of the experiment, serum was collected to detect sex
hormones, and ovaries were collected to observe pathological changes, including effects on the zona pellucida and apoptosis
of ovarian cells. Results　 Compared with the normal group, the model B, C and D groups showed estrous cycle disorders,
including high gonadotropin and low estrogen levels, increased follicle atresia, obvious zona pellucida and increased
apoptosis of ovarian apoptotic cells. The model C and model D groups had more obvious changes in the number of atretic
follicles, ovarian apoptotic cells and zona pellucida. Conclusions　 In ZP3 induced autoimmune premature ovarian failure,
the two-component model with three times immunization produced a stronger effect, and the modeling rate was 80%, which
can be used as a reference for future modeling.

【Keywords】　 autoimmune premature ovarian failure; model; zona pellucida antigen; B6AF1 mice
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.
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　 　 卵巢早衰(premature ovarian failure,POF)是一

种常见的妇科疾病,其特征是 40 岁以前出现卵巢功

能衰退,伴随着闭经、血清高促性腺激素和低雌激

素的症状[1]。 它是早发性卵巢功能不全(premature
ovarian insufficiency,POI)的终末阶段[2],对育龄妇

女来说从身体和精神上都是伤害,不仅有围绝经期

带来的痛苦,还会导致生育力下降或丧失,认知力

下降,缺血性心脏病、骨质疏松、自身免疫性等疾

病[3-4],身体和精神上的改变严重影响妇女及其家

人的身心健康和生活质量。 卵巢功能不全的原因

很多,比如:自身免疫因素、遗传基因、环境和生活

方式、心理压力、药物化学因素等[5-6]。 自身免疫异

常是比较重要的因素之一,约 5% ~ 30%的 POF 病

例有自身免疫病因[7-8]。 40 多年前,卵巢组织就被

证实是免疫系统的一个靶向器官[9]。 但目前免疫

性卵巢早衰的发病机制、有效的检测及治疗方法还

在进一步探索之中。 本文通过比较采用不同的造

模时间和不同佐剂观察小鼠透明带多肽抗原诱导

的免疫性卵巢早衰模型建立的相关因素,为高效高

质量地建立免疫性卵巢早衰模型提供了一定的参

考,为研究药物对免疫性卵巢早衰的作用机制提供

一定的基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

24 只 8 周龄 SPF 级健康雄性 A / J 小鼠,体重 18
~ 22 g,购于江苏集萃药康生物科技有限公司

【SCXK(苏)2019-0009】。 24 只 8 周龄 SPF 级健康

雌性 C57BL / 6 小鼠,体重 18 ~ 22 g,购于斯贝福生

物技术有限公司【SCXK(京)2019-0010】。 将A / J雄
鼠和 C57BL / 6 雌鼠进行交配,繁育出 B6AF1 小鼠,
7 周龄时将所繁育的雌性小鼠查 1 周动情周期变

化,筛选出具有正常动情周期的 B6AF1 小鼠 50 只,
体重 18 ~ 22 g。 饲养于江苏省中医院实验动物中

心【SYXK(苏)2017-0069】。 实验小鼠在 SPF 级环

境分笼饲养,温度为(20 ± 2)℃,相对湿度维持在

45% ~ 65%,照明 12 h 更替,自由饮水饮食。 所有

操作均符合南京中医药大学附属医院实验动物伦

理要求(审批号:2019DW-09-02)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

小鼠透明带多肽粉末:小鼠透明带 3(ZP 3)的第

330 ~ 342 个氨基酸序列(NSSSSQFQIHGPR),分析

纯度 96. 91% (由上海吉尔生化有限公司生产,

Catalog:271036);弗氏完全佐剂 a(每毫升含有 1 mg
结核分枝杆菌 TB)(sigma 公司,Lot#SLBT1714);弗
氏不完全佐剂 a(sigma 公司,批号:SLBT0114);弗氏

完全佐剂 b(每毫升含有 5 mg 结核分枝杆菌 TB)
(美国 Chondrex 公司,LOT:200010);弗氏不完全佐

剂 b(美国 Chondrex 公司,LOT:200079);E2 试剂盒

(北京华英生物技术研究所,批号:20201015);FSH
试剂 盒 ( 北 京 华 英 生 物 技 术 研 究 所, 批 号:
20201016); Tunel 试剂盒 ( Servicebio 公司,批号:
G1501); Donkel 试 剂 盒 ( Servicebio 公 司, 批 号:
SA00013-5);DAPI(Servicebio 公司,批号:G1012);
全自动放免计数仪 ( 西 安 核 仪 器 厂 ); NIKON
ECLIPSE C1 正置荧光显微镜(日本 Nikon 公司);
Nikon DS-U3 成像系统(日本 Nikon 公司);离心机

(德国 Eppendorf 公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组及模型建立

将动情周期正常的 B6AF1 小鼠随机分为 5 组:
正常组、模型 A 组、模型 B 组、模型 C 组、模型 D 组。
将浓度为 1 mmol / L 的 ZP 3 溶液与弗氏完全佐剂 a
和弗氏不完全佐剂 a 分别按 1 ∶1体积比例配制成免

疫试剂 a 和免疫强化试剂 a,与弗氏完全佐剂 b 和

弗氏不完全佐剂 b 分别按 1 ∶1体积比例配制成免疫

试剂 b 和免疫强化试剂 b。 造模均为尾根部皮下多

点注射。 正常组小鼠每次免疫时每只给予 0. 15 mL
生理盐水。 模型 A 组和模型 B 组分别单次注射

0. 15 mL 免疫试剂 a 和免疫试剂 b,2 周后取材。 模

型 C 组和模型 D 组小鼠首次免疫时每只分别给予

0. 15 mL 免疫试剂 a 和免疫试剂 b,14 d 后每只鼠分

别给予 0. 15 mL 免疫强化试剂 a 和免疫强化试剂 b
进行第 2 次免疫,28 d 后进行第 3 次免疫,操作同第

2 次。 第 3 次免疫后 1 周取材[10]。
1. 2. 2　 取材及检测

每天定时用预吸有生理盐水的吸管轻轻插入

小鼠阴道,取分泌物细胞,将有阴道分泌物细胞的

液体滴入细胞板,在显微镜下观察细胞形态,记录

小鼠动情周期变化[11]。 实验末各组小鼠取血清,按
试剂盒说明采用全自动放免计数仪检测小鼠血清

E2、FSH 水平。 取单侧卵巢组织,HE 染色观察卵巢

各级卵泡、闭锁卵泡、黄体的变化。 荧光 tunel 法检

测卵巢细胞凋亡情况,按照以下步骤进行:石蜡切

片脱蜡至水、蛋白酶 K 修复、破膜、室温平衡、加反

应液 TDT 酶,dUTP、DAPI 复染细胞核、封片、镜检拍

照。 荧光显微镜下观察 DAPI 染出来的细胞核在紫

外的激发下为蓝色,试剂盒为 FITC 荧光素标记,阳性
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凋亡细胞核为绿色。 免疫荧光法检测卵巢透明带的

变化,按照以下步骤进行:石蜡切片脱蜡至水、抗原修

复、画圈血清封闭、加一抗 Donkel、DAPI 复染细胞核、
淬灭组织自发荧光、封片、镜检拍照。 荧光显微镜下

观察 DAPI 染出来的细胞核在紫外的激发下为蓝色,
阳性表达为 Donkel 荧光素标记的绿光。

注:a:动情前期:大部分是有核上皮细胞,也有少许角化上皮细胞,无白细胞;b:动情期:全部是角化细胞或偶有少许上皮细胞;
c:动情后期:有核上皮细胞、白细胞、角化细胞均有;d:动情间期:大部分是白细胞及少许上皮细胞和粘液。

图 1　 小鼠动情周期细胞变化

Note. a. Pre-estrus. Most of them are nucleated epithelial cells, but there are a few keratinized epithelial cells, no white blood cells. b.
Estrous phase. All keratinocytes or a few epithelial cells occasionally. c. Late estrus. Nucleated epithelial cells, white blood cells and
keratinocytes. d. Interestrous phase. Mostly white blood cells and a few epithelial cells and mucus.

Figure 1　 Changes of estrous cycle cells in mice

1. 2. 3　 造模成功判定指标和鉴定方法

从动情周期变化、性激素水平、卵巢组织病理

变化、卵巢颗粒细胞凋亡以及透明带变化来判定造

模成功与否。 如果同时出现动情周期紊乱;低雌激

素高促卵泡刺激素水平;卵巢病理呈现初级、次级、
成熟卵泡率变少,闭锁卵泡率上升;卵巢颗粒细胞

凋亡率上升;透明带呈现亮色荧光圈;并且以上各

项指标与正常组比较差异具有显著性的组别就判

定为造模成功。
1. 3　 统计学分析

所有统计计算均用 SPSS 22. 0 统计学软件进行

数据分析,所有数据皆以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表
示,组间比较采用单因素方差分析,组间两两比较

采用 SNK-q 检验,P < 0. 05 为差异具有统计学意

义。 凋亡率统计采用 Image J 软件分析。

2　 结果

2. 1　 小鼠动情周期变化

正常组和模型 A 组小鼠以动情前期、动情期、
动情后期、动情间期的规律呈现 5 ~ 6 d 的 1 个循

环。 模型 B 组小鼠造模 1 周后呈现动情周期紊乱,
但是各期还是呈现 5 ~ 6 d 的规律,只是动情后期

和动情间期延长。 模型 C 组和模型 D 组均在第 3
次免疫后呈现出明显的动情周期紊乱,80%的小鼠

一直处于动情后期和动情间期,模型 C 组和模型 D
组比较差异无显著性(P> 0. 05)(见图 1)。
2. 2　 血清 E2、FSH 水平变化

与正常组相比,模型 B 组小鼠 E2 水平明显降低,
FSH 水平明显增加,与正常组比,差异具有显著性(P
< 0. 05)。 模型 C 组和模型 D 组小鼠 E2 水平显著降

低,FSH 水平显著增加,与正常组比,差异具有显著性

(P< 0. 01)。 模型 A 组小鼠血清 E2、FSH 水平与正常

组比较差异无显著性(P> 0. 05),模型 C 组和模型 D
组小鼠血清差异无显著性(P> 0. 05)(见表 1)。
2. 3　 小鼠卵巢组织形态学的变化

正常组卵巢皮质区各级卵泡、黄体相间分布,
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比例正常。 模型 A 组和 B 组初级卵泡、次级卵泡、
成熟卵泡的比例有所下降,闭锁卵泡有上升趋势,
但与正常组比较,初次级卵泡率、成熟卵泡率、闭锁

卵泡率差异无显著性(P> 0. 05)。 模型 C 组和 D 组

卵巢皮质多见黄体和闭锁卵泡,少见初级和次级卵

泡,成熟卵泡基本未见或个别偶见,与正常组比较,
模型 C 组和 D 组初次级卵泡率、成熟卵泡率、闭锁

卵泡率差异有显著性(P< 0. 01,P< 0. 05),模型 C
组和 D 组之间比较差异无显著性(P> 0. 05) (见图

2,表 2)。

2. 4　 小鼠卵巢颗粒细胞凋亡的变化

正常组、模型 A、B、C、D 组卵巢颗粒细胞凋亡

率 分 别 为 8. 15%、 10. 21%、 11. 18%、 35. 49%、
36. 89%。 模型组 C 组、D 组颗粒细胞凋亡率明显高

于正常组,差异具有显著性(P< 0. 05)。 模型 A 组、
B 组颗粒细胞凋亡率有升高趋势,但是与正常组比

较,差异无显著性(P> 0. 05)(见图 3,表 3)。
2. 5　 小鼠卵巢透明带的变化

正常组卵巢未见透明带呈现很亮的绿光圈,模
型各组卵巢可见明显的透明带绿色荧光,其中模型

C 组、D 组透明带荧光更明显,颜色更亮(见图 4)。

表 1　 ZP3 致卵巢早衰小鼠血清 E2、FSH 水平变化(􀭰x ± s,n= 8)
Table 1　 Changes of serum E2 and FSH levels in mice with premature ovarian failure induced by ZP3(􀭰x ± s,n= 8)
组别
Groups

造模方式
Modeling method

E2(pg / mL) FSH(mIU / mL)

正常组
Normal group

等量生理盐水
NS 33. 31 ± 5. 21 8. 80 ± 1. 48

模型 A 组
Model A group

1 次免疫 + 1 mg / mL TB
Primary immunization + 1 mg / mL TB 31. 45 ± 10. 95 10. 27 ± 2. 10

模型 B 组
Model B group

1 次免疫 + 5 mg / mL TB
Primary immunization + 5 mg / mL TB 27. 63 ± 4. 17∗ 13. 29 ± 4. 51∗

模型 C 组
Model C group

3 次免疫 + 1 mg / mL TB
Tertiary immunization + 1 mg / mL TB 23. 88 ± 3. 68∗∗ 15. 31 ± 4. 28∗∗

模型 D 组
Model D group

3 次免疫 + 5 mg / mL TB
Tertiary immunization + 5 mg / mL TB 23. 43 ± 5. 36∗∗ 12. 68 ± 2. 13∗∗

注:与正常组比,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。 (下表同)
Note. Compared with normal group,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01. (The same in the following tables)

注:卵巢完整组织学结构;卵巢局部组织学结构。

图 2　 小鼠卵巢组织形态学的变化

Note. Complete histological structure of ovary. Local histological structure of ovary.

Figure 2　 Morphological changes of ovarian tissue in mice
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表 2　 ZP3 致卵巢早衰小鼠卵巢组织形态学变化(􀭰x ± s,n= 8)
Table 2　 Morphological changes of ovarian tissue in mice with premature ovarian failure induced by ZP3(􀭰x ± s,n= 8)

组别
Groups

造模方式
Modeling method

初次级卵泡率(%)
Primary and secondary

follicles rate(%)

成熟卵泡率(%)
Mature follicles rate(%)

闭锁卵泡率(%)
Occluded follicles

rate(%)

正常组
Normal group

等量生理盐水
NS 56. 24 ± 20. 91 5. 17 ± 2. 95 38. 59 ± 18. 94

模型 A 组
Model A group

1 次免疫 + 1 mg / mL TB
Primary immunization + 1 mg / mL TB 40. 10 ± 19. 26 3. 48 ± 6. 48 56. 42 ± 21. 99

模型 B 组
Model B group

1 次免疫 + 5 mg / mL TB
Primary immunization + 5 mg / mL TB 36. 36 ± 14. 28 4. 53 ± 4. 52 59. 11 ± 16. 64

模型 C 组
Model C group

3 次免疫 + 1 mg / mL TB
Tertiary immunization + 1 mg / mL TB 28. 42 ± 16. 10∗ 1. 39 ± 2. 50∗ 70. 20 ± 15. 25∗∗

模型 D 组
Model D group

3 次免疫 + 5 mg / mL TB
Tertiary immunization + 5 mg / mL TB 32. 20 ± 10. 11∗ 1. 39 ± 2. 38∗ 66. 40 ± 10. 58∗∗

表 3　 ZP3 致卵巢早衰小鼠卵巢颗粒细胞凋亡的变化(􀭰x ± s,n= 3)
Table 3　 Changes of apoptosis of ovarian granulosa cells in mice with premature ovarian failure induced by ZP3(􀭰x ± s,n= 3)

组别 Groups 造模方式 Modeling method 凋亡率(%) Apoptosis rate(%)
正常组 Normal group 等量生理盐水 NS 8.15 ± 0.99

模型 A 组 Model A group 1 次免疫 + 1mg / mL TB Primary immunization + 1mg / mL TB 10.21 ± 1.08
模型 B 组 Model B group 1 次免疫 + 5mg / mL TB Primary immunization + 5mg / mL TB 11.18 ± 2.15
模型 C 组 Model C group 3 次免疫 + 1mg / mL TB Tertiary immunization + 1mg / mL TB 35.49 ± 1.93∗∗

模型 D 组 Model D group 3 次免疫 + 5mg / mL TB Tertiary immunization + 5mg / mL TB 36.89 ± 2.71∗∗

注:与正常组比,∗∗P < 0.01。
Note. Compared with normal group, ∗∗P < 0.01.

注:荧光 Tunel 检测卵巢颗粒细胞凋亡;DAPI 染出来的细胞核在紫外的激发下为蓝色,阳性凋亡细胞核为绿色。

图 3　 小鼠卵巢颗粒细胞凋亡的变化

Note. Apoptosis of ovarian granulosa cells was detected by fluorescence TUNEL. Under UV excitation, the DAPI-stained nuclei were blue, while
the apoptotic nuclei were green.

Figure 3　 Changes in apoptosis of mouse ovarian granulosa cells
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注:免疫荧光法检测小鼠卵巢组织透明带变化;DAPI 染出来的细胞核在紫外的激发下为蓝色,阳性表达为 Donkel 荧光素标记的绿光。

图 4　 小鼠卵巢组织透明带的变化

Note. The zona pellucida of mice ovary was detected by immunofluorescence assay. The DAPI-stained nuclei were blue under UV excitation and the
positive expression was green light labeled with Donkel luciferin.

Figure 4　 Changes of zona pellucida in mouse ovarian tissue

3　 讨论

随着 POF 临床发病率的上升,寻求有效的 POF
治疗方案,尤其是针对其发病机制的靶向治疗,最
终改善其卵巢功能,已成为亟待解决的难题[12-13]。
而对于 POF 基础研究来说,建立一个有效的 POF
动物模型尤为重要。 POF 动物模型根据不同的因

素有几种不同的造模方式[14-15],比如直接基因敲

除,但是这类动物成本和饲养标准较高。 胸腺切除

也可导致卵巢早衰,但是手术复杂,在上个世纪有

报道,但是近年来不常采用[16]。 半乳糖造模周期很

长[17],雷公藤和环磷酰胺等其他化疗药物造模虽耗

时较短[18],造模药物易获,费用低但同时会带来早

衰外的不良反应。
透明带蛋白 ZP 3 被称作是初级精子受体,它是

哺乳动物环绕在卵母细胞的外衣,能够影响卵泡各

个发育阶段的透明带的合成,与卵母细胞成熟有直

线相关的关系。 用 ZP 3 蛋白建立的 POF 动物模型

与人类卵巢早衰具有相似的生殖内分泌和组织学

变化,因此已成为近年来 POF 造模最重要及可靠的

方法[19-20]。 通过给予透明带多肽抗原,使动物体内

产生抗透明带的抗体,从而建立免疫性卵巢早衰的

模型。 在建立的过程中,为了加强抗原的免疫效果

会用弗氏完全佐剂进行免疫,采用 ZP 3 多肽抗原作

为造模剂是学者的共识,但在弗氏完全佐剂(结核

分枝杆菌浓度不同)的选择和免疫干预时间上还不

明确,所以本研究组针对不同的造模时间和不同佐

剂进行了深入研究。 研究发现单次以低浓度结核

分枝杆菌的弗氏完全佐剂免疫动物,从血清性激素

水平,卵巢病理改变、颗粒细胞的凋亡和透明带抗

体变化这几个方面分析,检测结果不符合 POF 模型

动物的特点。 单次免疫高浓度弗氏完全佐剂后动物

血清呈现低雌激素和高促性腺激素的变化,透明带抗

体荧光也有出现,但是在卵巢组织病理学和颗粒细胞
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凋亡方面与正常组相比变化不明显。 高浓度的佐剂

虽然增强了免疫的反应,但是免疫细胞并未继续浸润

和破坏颗粒细胞,使颗粒细胞层并未继续逐渐减少,
所以未见组织病理学和颗粒细胞的改变。 因此表明

单次免疫不能完全达到 POF 动物模型的要求。 由结

果可见,在第 1 次 ZP3 免疫后继续加强免疫 2 次后,
小鼠出现动情周期紊乱、高促性腺激素低雌激素、闭
锁卵泡增多、透明带荧光显著、卵巢凋亡细胞增多的

现象,这些结果完全符合 POF 模型动物的特征。 在

同样 3 次免疫的情况下,弗氏完全佐剂里结核分枝杆

菌浓度的高低未见显著性的差异。
综上所述,ZP 3 诱导可以成功建立免疫型卵巢

早衰模型,其中以 3 次免疫的成模效果更佳,为今后

的研究者构建卵巢早衰模型提供一定的基础。
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贻贝粘蛋白粘附性及抗氧化作用对大鼠溃疡性
结肠炎的实验研究

刘朝阳1,吴琳琳1,田茂生1,张明全1,赵娜1,高记华1,2∗

(1. 河北中医学院,石家庄　 050091; 2. 河北中医学院第一附属医院,石家庄　 050011)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察贻贝粘蛋白(MAP)对大鼠溃疡性结肠炎肠黏膜的影响,从粘附性及抗氧化角度探讨其

作用机制。 方法　 将 32 只 SPF 级 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、美沙拉嗪组、贻贝粘蛋白组(0. 6 mg / kg),每组

8 只。 正常组予普通饮用水,其余各组以 5%葡聚糖硫酸钠(DSS)自由饮水 7 d 制备溃疡性结肠炎模型,造模后 24 h
分别每日给药,观察记录各组大鼠每日疾病活动指数(DAI)、体重变化,给药 7 d 后解剖取材,记录各组大鼠结直肠

长度、重量、肠重比,行结直肠黏膜大体形态(CMDI)与病理组织学观察。 取大鼠肠黏膜行体外试验,采取氯化硝基

四氮唑蓝(NBT)染色法观察 MAP 对大鼠肠黏膜粘附性及抗氧化作用的影响。 结果　 与正常组相比,模型组从实

验第 5 天开始 DAI 评分明显升高(P< 0. 05),体重下降(P< 0. 05),可见肠黏膜充血、水肿和溃疡形成,以及结肠隐

窝肿胀变形,黏膜下组织大量炎细胞浸润;与模型组相比,美沙拉嗪组和贻贝粘蛋白组大鼠体重、结直肠长度均增

加(P< 0. 05),DAI 评分、肠重比、CMDI 评分及病理组织学评分均降低(P< 0. 05)。 NBT 实验中可见大鼠直肠黏膜

出现染蓝现象,且随时间延长,染蓝程度进一步加深。 结论　 MAP 通过对肠黏膜良好的粘附及抗氧化作用,能明显

改善溃疡性结肠炎模型大鼠症状,修护肠黏膜屏障损伤,可为 MAP 治疗溃疡性结肠炎提供可靠的实验依据。
【关键词】 　 贻贝粘蛋白;溃疡性结肠炎;大鼠;粘附性;抗氧化
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Experimental study on the adhesion and antioxidant effect of MAP on
ulcerative colitis in rats

LIU Zhaoyang1, WU Linlin1, TIAN Maosheng1, ZHANG Mingquan1, ZHAO Na1, GAO Jihua1,2∗

(1. Hebei University of Chinese Medicine, Shijiazhuang 050091, China.
2. the First Affiliated Hospital of Hebei University of Chinese Medicine, Shijiazhuang 050011)

Corresponding author: GAO Jihua. E-mail: gaojihua2005@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To observe the effect of mussel adhesive protein(MAP) on the intestinal mucosa of rats
with ulcerative colitis, and to explore potential mechanisms from the perspectives of adhesion and antioxidant actions.
Methods　 A total of 32 specific pathogen-free grade SD rats were randomly divided into four groups: a normal group,
model group, mesalazine group and MAP group (0. 6 mg / kg body weight), with eight rats in each group. The normal group
was provided ordinary drinking water, whereas the other groups were given 5% dextran sodium sulfate (DSS) for 7 days to
induce ulcerative colitis, and daily dosing was started during the 24 h after molding. The disease activity index (DAI)
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scores and body weights of the rats in each group were observed and recorded. After 7 days of DSS administration, samples
were collected to determine the colorectal length and intestine:body weight ratio for each group, and the histology and gross
morphology of the colorectal mucosa were examined. The adhesion and antioxidant effects of MAP on the intestinal mucosa
of rats was investigated in vitro by nitro blue tetrazolium chloride (NBT) staining. Results 　 Compared with the normal
group, the model group showed significantly higher DAI scores (P< 0. 05) and a decreased body weight (P< 0. 05) from
day 5 onwards, and shorter colorectal length and lower intestinal weight ratio (P< 0. 05), as well as higher colon mucosal
damage index (CMDI) (P< 0. 05) and pathohistological (P< 0. 05) scores. Congestion, edema, and ulceration were
observed in the colorectal mucosa, as well as swelling and distortion of the colonic crypts and extensive infiltration of
inflammatory cells in submucosal tissue. These findings showed that the ulcerative colitis model was successfully established
in rats. Compared with the model group, the body weight and colorectal length of rats in the mesalazine and MAP groups
were increased (P< 0. 05), whereas DAI scores, intestinal weight ratio, and CMDI and histopathological scores were
decreased (P< 0. 05). In comparison with the mesalazine group, rats in the MAP group showed similar body weight growth
trends and DAI scores, as well as similar levels of intestinal mucosal edema, congestion and inflammatory cell infiltration,
indicating that MAP had potentially similar therapeutic effects to those of mesalazine in ulcerative colitis. The NBT staining
produced blue histology in the rectal mucosa of rats, and the degree of blue staining increased with time. Conclusions
Through adhesion and antioxidant effects on intestinal mucosa, MAP can significantly improve the symptoms of dilute stool,
blood in stool and weight loss in rats with ulcerative colitis, and repair a damaged intestinal mucosal barrier. Additionally,
MAP reduced the congestion and edema of rat rectal mucosa, as well as effectively reduced the infiltration of inflammatory
cells, suggesting therapeutic potential for the treatment of ulcerative colitis by MAP.

【Keywords】　 MAP; ulcerative colitis; rat; adhesion; antioxidant
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 溃疡性结肠炎(ulcerative colitis,UC)是一种慢

性炎症性肠病,临床表现为持续或反复发作的腹

泻、黏液脓血便等症状,具有病程长、易反复发作的

特点[1-4]。 UC 的黏膜炎症从直肠开始,并以连续的

方式向结肠近端延伸,且炎症通常局限于黏膜

层[1]。 研究显示,UC 是一种肠道屏障疾病,其肠道

屏障的功能障碍主要体现在紧密连接的表达变化,
以及在炎症状态下,黏膜的黏附性下降[5]。 且高浓

度自由基水平和抗氧化能力低下为 UC 的主要病因

之一,所以清除氧自由基、抑制过氧化可以预防并

治疗溃疡性结肠炎[6]。 目前临床多采用口服药物

治疗 UC,由于 UC 直肠炎症反应致大量肠液分泌及

腹泻,一般外用药难以维持直肠给药的药物治疗浓

度,且以局部治疗为主的直肠给药制剂匮乏,所以

寻找一种粘附性高、具有良好抗氧化作用的直肠给

药制剂是解决问题的有效途径。
贻贝粘蛋白(mussel adhesive protein,MAP)是

海洋贻贝的足丝腺分泌并纯化的大分子蛋白,该蛋

白与高等植物细胞壁中的伸展蛋白相似,是一种属

于糖蛋白类型的粘液蛋白,具有超强的黏着性

能[7]。 MAP 具有搭载高载量正电荷、多巴基团可氧

化成膜以及良好疏水性等结构特点,可形成具有抗

氧化能力的纳米级网状微观支架,从而抑制炎症,

并促进多种细胞贴壁和爬行替代[8-9]。 贻贝足丝蛋

白中含有大量的 L-3,4-二羟基苯丙氨酸(DOPA),
该基团在碱性和过量甘氨酸作为还原剂的条件下,
可参与发生氧化还原反应。 研究显示,活性氧的代

谢产物在 UC 的炎症发生发展过程中具有重要的作

用[10],超氧阴离子自由基(O2
-)是分子氧的单电子

还原产物,具有较高的反应活性,极易衰变成活性

氧单元[11]。 氯化硝基四氮唑蓝 ( nitrotretrazolium
blue chloride,NBT)还原反应常被用于清除 O2

-能力

大小的检测,故 NBT 染色法可提示抗氧化作用。 本

研究旨在探讨 MAP 对溃疡性结肠炎模型大鼠肠黏

膜的作用效果,从粘附性和抗氧化抗炎角度探究其

相关的作用机制,从而为临床治疗 UC 提供科学依

据和治疗新思路。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

32 只 8 周龄健康 SPF 级雄性 SD 大鼠,体重

180 ~ 190 g,来自浙江维通利华实验动物技术有限

公司 【 SCXK (浙) 2020 - 0002】, 质量合格证号:
20200730Aazz06190009。 动物饲养于菲诺克生物科

技(上海)有限公司实验动物中心 SPF 级屏障环境

175



中国实验动物学报 2021 年 10 月第 29 卷第 5 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,October 2021,Vol. 29, No. 5

【SYXK(沪) 2018 - 0023】,单笼饲养。 饲养室温度

(22 ± 3)℃,湿度 40% ~ 70%,灯光 12 h 明暗交替。
所有大鼠标准鼠食饲养,自由饮水。 所有操作均符

合菲诺克生物科技(上海)有限公司实验动物伦理

学要求(伦理审批号:phenotek-sh012)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

葡聚糖硫酸钠(MP Biomedicals,SR01606);美
沙拉秦栓(Dr. Falk Pharma GmbH,190329A);天然

贻贝黏蛋白高聚物肛肠敷料(江阴贝瑞森制药有限

公司,20200707-5);空白凝胶基质(江阴贝瑞森制

药有限司,20200707-1);硝酸纤维素转印膜( Pall
Corporation,T70720);固体氢氧化钾(上海麦克林生

化科 技 有 限 公 司, C10285994 ); 甘 氨 酸 ( Sigma-
Aldrich,SLBR4281V);贻贝粘蛋白(江阴贝瑞森生

化技术有限公司,20012001-R);氯化硝基四氮唑蓝

(上海前进试剂厂,190327);10%福尔马林中性固定

液(南昌雨露实验器材有限公司,190803)
5% DSS 溶液: 称取葡聚 糖 硫 酸 钠 ( 纯 度:

100%)80 g,加入 1600 mL 饮用水,搅拌至溶液澄

清,常温贮存,每日配置。 美沙拉嗪:美沙拉秦栓

45℃水浴溶化,现用现配;甘氨酸-钾缓冲液(pH =
10):称取 75 g 甘氨酸溶解于 400 mL 水中,用固体

氢氧化钾(KOH)调节 pH= 10,加水定容至 500 mL,
配好后 4℃保存;NBT 染色液:称取 9 mg NBT 加 15
mL 甘氨酸-钾缓冲液溶解,混匀,临用现配;贻贝粘

蛋白溶液:称取 10 mg 贻贝粘蛋白加 10 mL 生理盐

水溶解,现用现配。
LeicaASP200 型全自动脱水机(LEICA 公司,德

国);Leica RM2245 型半自动切片机(LEICA 公司,
德国);Leica ST4040 型全自动染色机(LEICA 公司,
德国);Olympus BX53 型光学显微镜(Olympus,日
本);SC180 型图像分析系统(Olympus,日本);分析

天平(常州奥豪斯仪器制造有限公司,中国);HH-1
型数显恒温水浴锅(常州智博瑞仪器制造有限公

司,中国);烘箱(上海跃进医疗器械有限公司,中
国);D610 型数码相机(尼康映像仪器销售有限公

司,日本);培养皿;灌胃针;外科手术器械;1 mL 注

射器、2 mL 注射器;比例尺;滤纸。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验分组

根据体重将 32 只清洁级雄性 SD 大鼠随机分

为 4 组分别为正常组、模型组、美沙拉嗪组、贻贝粘

蛋白组,每组 8 只。 单笼饲养,每只动物在尾部标记

单独的动物号,且每只笼具有笼具标签。
1. 2. 2　 造模

模型组、美沙拉嗪组、贻贝粘蛋白组的动物连

续 7 d 自由饮用 5%(w / v)DSS 溶液,制备 UC 模型。
正常组动物同时予以普通饮用水作为对照。 每日

通过观测各组大鼠 DAI 评分、体重,监测模型进展

情况。
1. 2. 3　 给药

造模 24 h 大鼠经直肠途径局部治疗给药,模型

组给予空白凝胶基质,美沙拉嗪组予美沙拉嗪,贻
贝粘蛋白组给予天然贻贝黏蛋白高聚物肛肠敷料,
正常组不做任何操作。 给药前所有动物麻醉成功

后,挤出直肠末端内大便,取仰卧位,以 1 mL 注射器

连接灌胃针吸药物,每只大鼠给药 300 μL,缓慢注

入直肠肠腔,灌胃针插入深度约 8 cm,给药时左手

捏紧肛门,给药完毕采取头低臀高位放回饲养笼,
保持尾部朝上避免药物流出,早晚各 1 次,连续 7 d。
1. 2. 4　 取材

于实验第 8 天各组动物行 CO2 安乐处死后,沿
大鼠肛周皮毛边缘起 0. 5 cm 环形分离肛门,剥离肠

管至盲肠根部,测量自然伸展状态下盲肠根部到肛

门的结直肠长度,剥离多余的肌肉、脂肪、肠系膜等

组织,纵剖全段结直肠,平铺肠管进行结直肠黏膜

大体观察评分并拍照记录,生理盐水冲洗干净并用

吸水纸拭干,分析天平称重,结肠组织以肛门为中

心卷成“瑞士卷”形状,然后浸泡在 10%福尔马林中

性固定液中,以供病理组织学观察。
1. 2. 5　 观察指标

(1)体重:实验期间每日同一时间称量所有动

物体重并记录。
(2)疾病活动指数(DAI)评分:计算公式:DAI =

(体重下降分数 + 大便性状分数 + 便血分数) / 3,将
每只动物置于无垫料的干净笼内自由排便,待粪便

数目 ≥ 5,按照表 1 中标准[12-13],根据所有粪便颗

粒硬度和颜色,综合评价大便性状和便血情况。
(3)结直肠长度:测量各组大鼠取材后自然伸

展状态下结直肠的长度。
(4)结直肠黏膜大体形态(CMDI)评分:将所有

标本进行纵剖,平铺肠管,按表 2 标准[14-15] 进行

CMDI 评分并拍照记录。
(5)结直肠重量与肠重比:所有标本称量湿重,

计算肠重比:肠重比=肠重量 /肠长度

(6)病理组织学观察:各组标本固定后,逐级乙
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醇脱水、透明、浸腊、包埋、切片,常规 HE 染色,光镜

下观察组织病理学改变并按表 3 标准[16] 进行评分

记录。

表 1　 DAI 评分表

Table 1　 DAI Scores
体重下降

Loss of weight
大便性状

Stool consistency
大便隐血 / 肉眼血便

Bleeding
评分
Score

≤ 1% 正常
Normal

正常(-)
Normal 0

5% 非常软但成形
Soft but still formed

隐血(+)
Negative hemocult 1

5% ~ 10% 半稀便
Soft

肉眼血便(++)
Positive hemocult 2

10% ~ 15% 稀便
Very soft and wet

肉眼血便(+++)
Blood traces in stool visible 3

>15% 较重稀便
Watery diarrhea

肉眼血便(>+++)
Gross bleeding 4

表 2　 CMDI 评分表

Table 2　 CMDI scores
结直肠黏膜大体形态表现

Gross morphological manifestations of the colorectal mucosa
评分
Score

正常,无损伤
Normal, no damage 0

轻度充血,水肿,表面光滑,无糜烂损伤
Mild hyperemia, edema, smooth surface, no erosion damage 1

中度充血,水肿,黏膜粗糙呈颗粒状,有糜烂或肠黏连
Moderate hyperemia, oedema, coarse granular mucosa, erosion or intestinal adhesions 2

高度充血水肿,黏膜表面有坏死、溃疡形成,溃疡最大纵径< 1 cm,肠壁增厚或表面有坏死及炎症
Highly congested and edematous, with necrosis and ulcer formation on the mucosal surface, maximum longitudinal

diameter of ulcer < 1 cm, thickening of the intestinal wall or necrosis and inflammation on the surface
3

在 3 分基础上溃疡最大纵径> 1 cm 或全肠壁坏死
Maximum longitudinal diameter of ulcer >1 cm on a 3-point basis or total bowel wall necrosis 4

表 3　 病理组织学评分标准

Table 3　 Pathological histology scoring criteria
结直肠组织病理表现

Histopathological manifestations of the colorectum
评分
Score

正常且无炎症细胞浸润
The tissue is normal and not infiltrated by inflammatory cells 0

轻微炎症细胞浸润,黏膜下组织无损伤
Slight inflammatory cell infiltration, no damage to submucosal tissue 1

中度炎症细胞浸润和黏膜下组织被破坏(损伤范围在 10% ~ 25%)
Moderate inflammatory cell infiltration and destruction of submucosal tissue(damage ranges from 10% to 25%) 2

明显的炎性细胞浸润,黏膜下组织被破坏,结肠壁增厚(损伤范围在 25% ~ 50%)
Significant inflammatory cell infiltration, destruction of submucosal tissue and thickening of the

colonic wall(damage ranges from 25% to 50%)
3

严重的炎性细胞浸润,大规模结肠组织损伤(损伤范围 > 50%)和结肠壁增厚
Severe inflammatory cell infiltration, massive colonic tissue damage (>50% damage) with

thickening of the colonic wall
4

　 　 (7)体外实验:NBT 法检测 MAP 粘附性及抗氧

化作用

取长度 1 cm 的大鼠直肠组织 4 段,纵剖铺平,

黏膜面朝上用大头钉固定于滤纸片上,其中 1 段作

为空白对照,其余 3 段分别浸泡于贻贝粘蛋白溶液

(1 mg / mL)不同时间(10 s,1 min,10 min),取出后

使用生理盐水冲洗表面 3 次,置于生理盐水湿盒,生
理盐水湿润滤纸,将湿盒盖好后置于 37℃烘箱中烘

干 15 h。 取出后将滤纸更换成醋酸纤维素膜,将肠
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黏膜面朝下置于培养皿中,加入 NBT 染色液 15 mL,
使组织被 NBT 染色液均匀浸没,避光染色 15 min 观

察各段组织染色情况并拍照记录。 同法,空白组织

浸泡生理盐水 15 min。
1. 3　 统计学分析

各组数据采用 SPSS 25. 0 与 GraphPad Prism
8. 0 进行数据统计,所有数值采用平均值 ± 标准差

( 􀭰x ± s )表示,符合正态分布采用单因素方差分析,
非正态分布采用秩和检验,以 P< 0. 05 为差异具有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 体重与 DAI 评分

正常组大鼠体重呈平稳上升趋势,模型组与正

常组相比,于实验第 5 天出现体重明显下降,差异具

有显著性(P< 0. 05);与模型组相比,美沙拉嗪组和

贻贝粘蛋白组自第 5 天起可见体重呈上升趋势,且
差异具有显著性(P< 0. 05,图 1A)。

模型组第 3 天可见 5 只大鼠出现稀便;第 4 天

所有动物均有稀便且活动减少;部分动物肉眼血

便于第 5 天出现,个别反应迟钝;第 6 天部分大鼠

出现皮毛不洁,体重下降;第 7 天模型组所有动物

出现肉眼血便,个别出现精神萎靡、体重明显下

降,模型组与正常组 DAI 评分差异具有显著性(P
< 0. 05);与模型组相比,美沙拉嗪组和贻贝粘蛋

白组各项体征均减轻,DAI 评分明显下降,差异具

有显著性(P < 0. 05);正常组大鼠无明显变化(图
1B)。

注:A:体重比较;B:DAI 评分比较,与模型组相比,∗P< 0. 05。 (下图同)

图 1　 体重与 DAI 评分

Note. A. Comparison of body weight. B. Comparison of DAI scores. Compared with the model group,∗P < 0. 05. (The same in the following figure)

Figure 1　 Body weight and DAI scores

2. 2　 结直肠解剖数据与黏膜大体形态观察

与正常组相比,模型组结直肠长度缩短、肠重

比增加,差异具有显著性(P < 0. 05);与模型组相比

较,美沙拉嗪组和贻贝粘蛋白组结直肠长度增加、
肠重比降低,差异具有显著性(P < 0. 05,见图 2A,
2B)。

模型组结直肠黏膜形态观察见肠黏膜高度水

肿、充血,部分黏膜粗糙、糜烂,可见多个大小不等

溃疡形成,肠壁增厚(图 2D),CMDI 评分高于正常

组(P < 0. 05,图 2C);与模型组相比,美沙拉嗪组和

贻贝粘蛋白组可见结直肠黏膜水肿、充血减轻,偶
见黏膜粗糙(图 2D),CMDI 评分均低于模型组,差
异具有显著性(P < 0. 05,图 2C)。
2. 3　 病理组织学观察

正常组大鼠结直肠黏膜上皮完整,隐窝结构清

晰,腺体排列规则,未见炎症细胞浸润,病理组织学评

分为(0. 13 ± 0. 35)分;模型组大鼠可见结直肠黏膜

腺体结构被破坏,结肠隐窝肿胀变形,黏膜下组织大

量炎细胞浸润,病理组织学评分为(3. 38 ± 0. 74)分
高于正常组,差异具有显著性(P< 0. 05);美沙拉嗪

组、贻贝粘蛋白组可见与模型组相似的病理变化,但
病变程度较模型组减轻,病理组织学评分为美沙拉嗪

组(2. 38 ± 0. 74)分、贻贝粘蛋白组(2. 13 ± 0. 64)分,
均低于模型组(P< 0. 05),且贻贝粘蛋白组可见黏膜

上皮轻微至轻度再生(见图 3)。
2. 4　 体外实验:NBT 法检测MAP 粘附性及抗氧化

作用结果

实验可见空白对照组织无染色;与空白对照组

织相比,浸泡 10 s 组织出现染蓝;与浸泡 10 s 组织

相比,浸泡 1 min 组织可见染蓝加深;浸泡 10 min 组

织可见较浸泡 1 min 组织更加明显的深蓝色

(见图 4)。
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注:A:结直肠长度比较;B:肠重比比较;C:CMDI 评分比较;D:结直肠黏膜大体形态观察。

图 2　 结直肠解剖数据与黏膜大体形态观察

Note. A. Comparison of length of colorectum. B. Comparison of intestinal weight ratio. C. Comparison of CMDI scores. D. Observation of gross morphology
of colorectal mucosa.

Figure 2　 Colorectal anatomical datas and observation of gross morphology of colorectal mucosa

图 3　 病理组织学观察

Figure 3　 Observation of pathological histological

图 4　 MAP 对直肠黏膜粘附及抗氧化作用观察

Figure 4　 Observations on the adhesion and antioxidant effects of MAP on rectal mucosa
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3　 讨论

据统计,我国 UC 的发病率呈逐年上升趋势,且
多发于青壮年,并存在一定癌变的危险性[17-18]。 在

UC 的发病过程中,氧化应激可导致肠道黏膜生物

屏障被损坏,造成机体炎症性损伤[1,19]。 MAP 良好

的粘附性可利于肠黏膜黏液层的重建、修护黏膜屏

障,还能减少持续的炎性刺激黏膜上皮细胞、使屏

障功能得以恢复[6,20-22],故在本研究中与模型组相

比,贻贝粘蛋白组大鼠可见体重明显增加、稀便和

便血症状明显改善,肠黏膜水肿及充血明显减轻。
生物体系中具有抗氧化能力的物质能有效抵

御氧化应激的有害损伤,从而发挥抗炎作用[23]。 在

前期评价 MAP 抗氧化及清除自由基能力的研究显

示[24],MAP 对于 DPPH·自由基的清除范围为

4. 59% ~ 91. 06%;MAP 对 ABTS·+的清除率为

13. 26% ~ 93. 77%;FRAP 法中随着 MAP 浓度的变

化 其 还 原 能 力 值 范 围 为 0. 153FRAP 值 到

1. 825FRAP 值。 贻贝足丝蛋白中 DOPA 基团在碱

性和过量甘氨酸作为还原剂的条件下,与 NBT 可氧

化还原生成不溶性的蓝紫色结晶甲臜,于本研究体

外实验中可见肠黏膜染色为不同程度蓝紫色,表明

MAP 粘附于大鼠肠黏膜可发生氧化还原反应,且呈

现一定的时间相关性,由此可见,MAP 能够有效清

除超氧阴离子、抑制过氧化,具有良好的抗炎作用,
故本研究病理组织学观察中可见贻贝粘蛋白组大

鼠炎细胞浸润程度较模型组明显减轻,与前期研究

所得 MAP 具有良好抗氧化活性能力的结论相符。
美沙拉嗪属氨基水杨酸类药物,作为一种非甾

体类抗炎药,可通过抑制前列腺素的合成以及炎症

介质白三烯的形成,产生抑制肠黏膜炎性反应的作

用[25]。 与美沙拉嗪组相比,贻贝粘蛋白组大鼠可见

与其相似的体重增长趋势和 DAI 评分,且肠黏膜水

肿、充血及炎细胞浸润程度均十分相近,可见 MAP
具有与美沙拉嗪对 UC 所相近的治疗作用。 MAP
良好的粘附性使其在直肠可维持药物的治疗浓度,
且直肠黏膜为相当稳定的物理化学和酶环境,可避

免部分肝首过效应,以直肠给药方式还可避免口服

治疗的不良反应[26]。 MAP 具有粘附范围广、对粘

附面的要求低等特点,临床中对促进慢性溃疡愈合

及促进细胞的粘附等均具有良好效果[27-29],已被广

泛应用于医学领域。
本研究通过建立 UC 大鼠模型,观察 MAP 对溃

疡性结肠炎模型大鼠症状的改善作用,并取得了确

切疗效,其作用机制为 MAP 具有良好粘附性和抗氧

化能力,在直肠局部可维持药物的治疗浓度,不仅

能修护肠黏膜屏障功能,还可以清除自由基减轻炎

症,从而减轻肠黏膜屏障损伤,发挥修复肠黏膜的

作用,为临床开发局部治疗的直肠给药制剂治疗 UC
提供新思路。
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脊髓 A1 型星形胶质细胞在外周炎性痛中的动态变化
李倩,李玲玲,李爽,黄楚天,周君梅∗

(上海市儿童医院,上海交通大学附属儿童医院中心实验室,上海　 200040)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究外周炎性痛小鼠痛行为以及脊髓 A1 型星形胶质细胞的动态变化,为阐明炎性痛的病理

机制提供实验基础及理论依据。 方法　 雄性 C57BL / 6 小鼠 16 只,分为对照组 8 只和炎性痛组 8 只。 小鼠右侧足

底注射完全弗氏佐剂(CFA)建立外周炎性痛模型,对照组右侧足底注射相同体积生理盐水。 在造模前以及造模后

第 1、3、5、7 天检测小鼠机械刺激缩足阈值(MWT)和辐射热刺激缩爪潜伏期(PWL)的变化。 以逆转录聚合酶链反

应检测 A1、A2 型星形胶质细胞标志物在炎性痛不同时程脊髓内的动态表达变化。 用免疫荧光法检测小鼠脊髓背

角 GFAP 形态以明确星形胶质细胞激活,同时统计脊髓背角 A1 型星形胶质细胞标志物 C3 与 GFAP 共定位水平。
结果　 炎性痛小鼠造模后患侧 MWT、PWL 均明显下降,小鼠出现机械性痛觉超敏与热痛觉过敏;且在造模后第 3
天,脊髓背角 GFAP 表达开始升高,表达量为 1. 84 ± 0. 10 vs 1. 08 ± 0. 22(P< 0. 05);炎性痛第 7 天,A1 型星形胶质

细胞标志物 Serping1、H2-T23 的 mRNA 水平均显著升高(P< 0. 05),A2 型星形胶质细胞标志物 S100a10、Ptx3 的

mRNA 水平降低(P< 0. 05);炎性痛组小鼠脊髓背角星形胶质细胞内 C3 的表达增加(P< 0. 05)。 结论　 炎性痛小

鼠脊髓反应性星形胶质细胞向 A1 型极化增加,提示 A1 型星形胶质细胞可能参与了炎性痛的发生发展。
【关键词】 　 炎性痛;A1 型星形胶质细胞;反应性星形胶质细胞;脊髓;小鼠
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Changes in spinal A1 astrocyte polarization during peripheral
inflammatory pain

LI Qian, LI Lingling, LI Shuang, HUANG Chutian, ZHOU Junmei∗

(Department of Central Laboratory, Shanghai Children’s Hospital, Shanghai Jiaotong University, Shanghai 200040, China)
Corresponding author: ZHOU Junmei. E-mail:zhoujm@ shchildren.com.cn

【Abstract】　 Objective　 Chronic inflammatory pain is a common disease that severely disrupts the quality of life of
patients. The latest research shows that reactive astrocytes can be polarized to two different phenotypes, A1 and A2
astrocytes. Type A1 astrocytes can secrete pro-inflammatory cytokines and promote neuroinflammation, and type A2
astrocytes can secrete neurotrophic factors and promote tissue repair. This paper aimed to study pain behavior and changes
to A1 astrocytes in the spinal cord of mice with peripheral inflammatory pain, to elucidate the pathological mechanisms of
peripheral inflammatory pain. Methods 　 A total of 16 male C57BL / 6 mice were divided into the control group and
inflammatory pain group (eight mice per group). The inflammatory pain model was established by injection of complete
Freund′s adjuvant (CFA) into the plantar surface of the right hind paw. The control group were injected with an equivalent
volume of saline. The mechanical withdrawal threshold (MWT) and the radiant heat stimulating paw withdrawal latency
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(PWL) of mice were measured before and 1, 3, 5 and 7 days after the CFA injection. Reverse transcription polymerase
chain reaction was used to detect the expression of A1 and A2 astrocyte markers. Immunohistochemistry was used to detect
the expression of glial fibrillary acidic protein ( GFAP) in the spinal dorsal horn to identify the process of astrocyte
activation. Finally, the co-localization of A1 astrocyte marker C3 and GFAP in the spinal dorsal horn was detected. Results
The ipsilateral MWT and PWL had both significantly decreased after CFA injection, indicating that the mice developed
mechanical hyperalgesia and thermal hyperalgesia. At the third day after CFA injection, the expression levels of spinal
GFAP were significantly increased compared to the day 0 (D0) group (1. 84 ± 0. 10 vs. 1. 08 ± 0. 22, respectively, P<
0. 05). On the 7th day after CFA injection, the mRNA levels of A1 astrocyte markers Serping1 and Lcn2 were increased vs.
the D0 group (P<0. 05), and mRNA levels of A2 astrocyte markers S100a10 and Ptx3 were decreased vs. the D0 group (P
<0. 05). The co-expression of C3 and GFAP in the spinal dorsal horn was increased in the CFA vs. D0 group (P<0. 05).
Conclusions　 The reactive astrocytes in the spinal dorsal horn of mice with inflammatory pain were polarized to type A1,
suggesting that A1 astrocytes may be involved in the development of inflammatory pain.

【Keywords】　 inflammatory pain; A1 astrocyte; reactive astrocyte; spinal cord; mice
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　 　 外周炎性痛是外周局部组织炎性病变或损伤

时引起的疼痛不适[1]。 长期的炎性痛限制肢体活

动、干扰患者情绪,严重影响患者生活质量。
炎性痛的神经机制复杂,外周伤害性信号沿感

觉传入神经持续传入中枢,可使脊髓内产生以胶质

细胞激活、促炎性细胞因子升高为特征的神经炎症

反应,引起神经元敏化,疼痛信号级联放大,导致感

觉超敏与痛觉过敏等异常[2]。 星形胶质细胞作为

中枢神经系统内数量最多的一类细胞,对神经炎症

的发生发展至关重要。 当外周受到伤害性刺激时,
脊髓星形胶质细胞可被激活,数量增生、形态肥大,
称为反应性星形胶质细胞[3]。 最新研究表明反应

性星形胶质细胞可向 A1 和 A2 两种不同的表型极

化,A1 型星形胶质细胞可分泌促炎性细胞因子,诱
导神经炎症以及神经元功能损害,具有神经毒性;
A2 星形胶质细胞可分泌神经营养因子,促进神经元

和组织修复,具有神经保护性[4]。 但在外周炎症导

致的炎性痛过程中,脊髓 A1、A2 两种反应性星形胶

质细胞的动态变化,尚不清楚。 本研究旨在探讨脊

髓 A1、A2 型星形胶质细胞在炎性痛小鼠脊髓中的

动态变化,为进一步阐明外周炎性痛的机制提供可

能线索。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

34 只 6 ~ 8 周龄成年雄性清洁级 C57BL / 6 小

鼠,体重 25 ~ 30 g,由上海灵畅生物科技有限公司提

供【SCXK(沪)2018-0003】。 实验动物由上海交通大

学实验动物科学部饲养【SCXK(沪)2018-0021】,昼
夜各半循环照明,湿度恒定,温度控制在 22 ~ 25℃。

所有操作均符合上海交通大学附属儿童医院实验动

物管理及伦理委员会要求(审批号:LLSC2020074)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

CFA ( F5881-10 mL, Sigma ); GFAP 抗 体

(MAB360,MERCK);C3 抗体( ab200999,Abcam);
FITC-donkey anti mouse 抗 体 ( 715-095-150,
Jackson);Cy3-donkey anti rabbit 抗体(711-165-152,
Jackson)。 von Frey 弗莱毛(Stoelting,美国);IITC 热

辐射痛觉测量仪( Life Science Instruments,美国);
ND2000 自动分光光度计(Thermo,美国);荧光实时

定量 PCR 仪 ( Roche,瑞士) 激光共聚焦显微镜

(Leica,德国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 模型建立

外周炎性痛小鼠模型制备:抓取小鼠右后爪,
足底注射完全弗氏佐剂 20 μL。 对照组小鼠足底注

射相同体积的生理盐水。
1. 2. 2　 动物分组与给药方法

将 16 只小鼠随机分为足底炎性痛组(CFA 组)
和对照组(Saline 组),每组 8 只。
1. 2. 3　 行为学实验

分别在造模前 1 d、造模后第 1、3、5、7 天测定小

鼠的 机 械 刺 激 缩 足 阈 值 ( mechanical withdraw
threshold,MWT) 和辐射热刺激缩爪潜伏期 ( paw
withdrawal latency,PWL)。 MWT 具体方法如下:将
动物放在铺有铁丝网的塑料笼中,并在测试前连续

2 ~ 3 d 使其适应。 在测试日,将小鼠置于笼中适应

至少 30 min。 然后,在测试过程中使用 von Frey 弗

莱毛(0. 02、0. 04、0. 07、0. 16、0. 4、0. 6、1. 0 和 1. 4
g)垂直刺激后爪的足底正中。 采用 Dixon 介绍的

Up-and-Down 法计算小鼠的 50% MWT[5]。 PWL 具
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体方法如下:将小鼠分别放置在铺有玻璃板的透明

塑料笼中,连续 2 ~ 3 d 的适应期。 在测试前 1 d 禁

水,测试当天适应至少 30 min 后,将辐射热隔玻璃

板施加到后爪足底表面,直到小鼠将其爪子从玻璃

板上抬起。 缩爪潜伏期为从施加辐射热开始到小

鼠缩爪的时间,截止时间设置为 20 s[6]。
1. 2. 4　 用免疫荧光法测定脊髓 GFAP、C3 表达

分别在造模前以及造模后第 7 天各取材 3 只小

鼠,采用 1%戊巴比妥钠 50 mg / kg 腹腔注射麻醉后

灌流固定取材,取脊髓腰膨大段组织,经 20%及

30%蔗糖梯度脱水沉底后,进行冰冻切片。 脊髓切

片采用漂片法进行免疫荧光染色,依次进行封闭、
一抗孵育 4℃过夜(抗 GFAP 一抗 1 ∶ 800,抗 C3 一

抗 1 ∶ 200)、漂洗、荧光二抗 37℃孵育 1 h(FITC 或

Cy3 标记的二抗 1 ∶ 300)、封片,激光共聚焦显微镜

观察采集结果。
1. 2. 5　 用 RT-PCR 法检测星形胶质细胞标志物

表达

分别在造模前以及造模后第 1、3、7 天,每个时

间点取材 3 只小鼠,采用 1%戊巴比妥钠 50 mg / kg
腹腔注射麻醉后新鲜取材脊髓腰膨大段组织,采用

RNA 提取试剂盒提取脊髓组织的总 RNA。 用分光

光度计检测 RNA 浓度,取 RNA 1 μg采用逆转录实

验将 RNA 逆转录成 cDNA。
PCR 引 物: GFAP 上 游 引 物 5′-

CACCTACAGGAAATTGCTGGAGG-3′,下游引物 5′-
CCACGATGTTCCTCTTGAGGTG-3′; Lcn2 上游引物

5′-ATGTCACCTCCATCCTGGTCAG-3′,下游引物 5′-
GCCACTTGCACATTGTAGCTCTG-3′; Serping1 上 游

引物 5′-TTGCCTGTGTCCACCAAGCACT-3′,下游引

物 5′-GCTGCTTCCATACAGGCTCTGA-3′;H2-T23 上

游引物 5′-GTGGCTCCATAGATACCTACGG-3′,下游

引物 5′-GGTGATGTCAGCAGGGTAGAAG-3′; S100a10
上游引物 5′-GACAAAGGAGGACCTGAGAGTG-3′,下
游引物 5′-CTCTGGAAGCCCACTTTGCCAT-3′; Ptx3
上游引物 5′-CGAAATAGACAATGGACTTCATCC-3′,
下游引物 5′-CATCTGCGAGTTCTCCAGCATG-3′。 按

照说明书,PCR 反应体系中加入上下游引物,逆转

录产物 cDNA,以 SYBR Green 作为荧光标记物,进
行实时定量 PCR 反应。 结果以 2-△△Ct表示靶基因

的表达水平。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 12. 0 统计软件进行分析,计量资料

以平均值 ± 标准误(􀭰x ± s􀭰x)表示,行为学数据分析

采用双因素方差分析,分子实验数据采用 t 检验或

单因素方差分析,组间多重比较采用 Bonferroni 检
验,P < 0. 05 为差异显著,具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 CFA 炎性痛小鼠行为学变化

使用雄性 C57BL / 6 小鼠成功建立了 CFA 炎性痛

小鼠模型。 造模前 CFA 组与对照组小鼠 MWT 分别

为(0. 78 ± 0. 06),(0. 76 ± 0. 04),二者无统计学差异

(P> 0. 05)。 造模后第 7 天,CFA 组与对照组小鼠

MWT 分别为(0. 24 ± 0. 06),(0. 74 ± 0. 07)。 与对照

组相比,CFA 组 MWT 在造模后第 1、3、5、7 天均具有

显著性差异(P < 0. 05)。 而对照组造模前以及造模

后各时间点均无显著性差异(P > 0. 05)(见图 1A)。
造模前 CFA 组与对照组 PWL 分别为(10. 16 ±

0. 58),(10. 33 ± 1. 01),二者无统计学差异(P >
0. 05)。 造模后第 1 天 CFA 组小鼠造模侧 PWL 显

著下降,造模后第 7 天,CFA 组与对照组 PWL 分别

为(3. 59 ± 0. 58),(10. 36 ± 0. 81)。 与对照组相

比,CFA 组 PWL 在造模后第 1、3、5、7 天均具有显著

性差异(P < 0. 05)。 而对照组各时间点均无显著性

差异(P > 0. 05)(见图 1B)。
2. 2　 CFA 炎性痛小鼠脊髓星形胶质细胞激活过程

RT-PCR 实验发现,与造模前相比,CFA 炎性痛

造模后第 3 天脊髓内反应性星形胶质细胞标志物

GFAP、Lcn2 的 mRNA 相对表达水平分别为(1. 84 ±
0. 10),(4. 64 ± 0. 61),较造模前升高(P < 0. 05),
造模后第 7 天,GFAP、Lcn2 的 mRNA 相对表达水平

分别为(2. 05 ± 0. 20),(5. 43 ± 0. 34),与造模前相

比具有显著性差异(P < 0. 05)(见图 2)。 表明 CFA
炎性痛小鼠脊髓星形胶质细胞激活。

免疫荧光实验发现,与造模前相比,CFA 组造

模后第 7 天脊髓背角 GFAP 信号水平显著升高,可
以看到星形胶质细胞数量增多、形态肥大(见图 3)。
2. 3　 CFA 炎性痛小鼠脊髓 A1、A2 型星形胶质细

胞标志物表达变化

RT-PCR 实验发现,CFA 组造模后第 7 天脊髓

内 A1 型星形胶质细胞标志物 Serping1、H2-T23 的

mRNA 相对表达水平分别为(2. 54 ± 0. 12),(2. 31
± 0. 12),与造模前 D0 相比有显著升高(P < 0. 05,
见图 4A,4B)。 A2 型星形胶质细胞极化标志物

S100a10、Ptx3 的 mRNA 相对表达水平明显下降,且
在造模后第 7 天分别为(0. 57 ± 0. 15),(0. 40 ±
0. 04),较造模前均有显著差异(P < 0. 05,见图 4C,
4D),提示 CFA 炎性痛小鼠脊髓反应性星形胶质细

胞向 A1 亚型极化。
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注:与对照组相比,∗P < 0. 05。
图 1　 CFA 炎性痛小鼠机械刺激缩足阈值(MWT)和辐射热刺激缩爪潜伏期(PWL)变化(􀭰x ± s 􀭰x, n= 8)

Note. Compared with Saline group,∗P < 0. 05.
Figure 1　 Time course of the mechanical withdraw threshold(MWT)and the paw withdrawal latency(PWL)in mice treated with CFA

or saline(􀭰x ± s 􀭰x, n= 8)

注:与造模前相比,∗P < 0. 05。 (下图同)
图 2　 CFA 炎性痛小鼠脊髓反应性星形胶质细胞标志物 GFAP、Lcn2 表达变化(􀭰x ± s 􀭰x, n= 3)

Note. Compared with D0,∗P < 0. 05. (The same in the following figures)

Figure 2　 RT-PCR analysis showing the time courses in expression changes of the GFAP and Lcn2 in the spinal cord of
CFA-treated mice(􀭰x ± s 􀭰x, n= 3)

注:A’,B’:A、B 框内局部放大图片。
图 3　 CFA 炎性痛小鼠造模前及造模后第 7 天脊髓背角 GFAP 表达(n= 3)

Note. A’, B’. Partially enlarged picture of A and B.
Figure 3　 Confocal images show the GFAP immunoreactivity in the ipsilateral spinal dorsal horn of CFA-treated mice before and

7 days after CFA injection(n= 3)
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2. 4　 A1 型星形胶质细胞标志物 C3 的表达

免疫荧光实验发现,CFA 组在造模后第 7 天脊

髓背角内 A1 型星形胶质细胞标志物 C3 相对荧光

强度为(1. 74 ± 0. 08),C3 与 GFAP 的共定位信号

相对荧光强度为(4. 46 ± 0. 38),水平较造模前显著

升高(P < 0. 05,见图 5)。

图 4　 CFA 炎性痛小鼠脊髓 A1 型星形胶质细胞标志物 Serping1、H2-T23 以及 A2 型星形胶质

细胞标志物 S100a10、Ptx3 表达变化(􀭰x ± s 􀭰x, n= 3)
Figure 4　 RT-PCR analysis showing the time courses in expression changes of the A1 astrocyte maker Serping1,

H2-T23 and the A2 astrocyte maker S100a10, Ptx3 in the spinal cord of CFA-treated mice(􀭰x ± s 􀭰x, n= 3)

注:C’,D’:C,D 框内局部放大 C3 信号;C’,D’:C,D 框内局部放大图片。
图 5　 CFA 炎性痛小鼠造模前与造模后第 7 天脊髓背角 A1 型星形胶质细胞标志物 C3 表达

以及与 GFAP 共标变化(􀭰x ± s 􀭰x, n= 3)
Note. C’, D’. Locally amplified C3 signal in frame C and D. C’, D’. Locally enlarged picture in frame C and D.

Figure 5　 Confocal images show the GFAP immunoreactivity(green)and C3(red)in the ipsilateral
spinal cord dorsal horn of CFA-treated mice at D0 and D7 after injection(􀭰x ± s 􀭰x, n= 3)
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3　 讨论

外周炎性痛是最常见的临床症状之一,常伴发

于局部损伤以及关节肌肉炎症等病理过程,持续存

在的炎性痛,可干扰患者情绪,继发新的精神疾

病[7]。 CFA 诱导的足底炎性痛具有造模简单、行为

学稳定等优点,且疼痛持续时间可长达 2 月,是被广

泛使用的炎性痛模型[8]。 本研究发现,小鼠 CFA 注

射后 1 d,注射区域即出现明显充血、肿胀,在造模后

第 1、3、5、7 天,造模侧 PWL 及 MWT 均显著降低,
与对照组相比具有统计学差异,此结果与以往研究

结果相一致[9]。
在慢性痛的发生发展中,脊髓内神经炎症是公

认的病理机制之一[10]。 星形胶质细胞与小胶质细

胞激活生成的细胞因子、趋化因子可作用于神经元

表面受体,使神经元兴奋性增高,促进痛行为维

持[11]。 有研究表明,炎性痛患者脑脊液中促炎性细

胞因子水平升高,关节炎模型小鼠脊髓内胶质细胞

激活[12-13]。 在本研究中,CFA 炎性痛小鼠在造模后

第 3 天,脊髓内反应性星形胶质细胞标志物表达升

高,而形态学结果显示背角星形胶质细胞增生肥

大,进一步证实脊髓内存在星形胶质细胞激活。
在炎症等刺激下,反应性星形胶质细胞可向 A1

和 A2 两种不同的表型极化。 A1 型星形胶质细胞

可释放伤害性信号分子,同时因其正常的吞噬、营
养等 功 能 降 低, 进 而 加 剧 了 神 经 元 的 功 能 损

害[14-15]。 目前,关于 A1 型星形胶质细胞在神经退

行性疾病中的报道最多,如阿尔茨海默病、帕金森

病[16-17],而其在慢性痛中的相关报道比较有限。 有

研究发现,神经病理性疼痛模型大鼠脊髓背角中,
A1 型反应性星形胶质细胞明显增加[18]。 本研究通

过 RT-PCR、免疫荧光等方法发现 CFA 小鼠脊髓内

A1 型星形胶质细胞标志物表达升高,表明炎性痛小

鼠脊髓存在 A1 型星形胶质细胞极化。
关于诱导 A1 型星形胶质细胞极化的分子机

制,目前有研究证实小胶质细胞激活后释放的 IL-
1α、TNF 和 C1q 可在直接体外诱导星形胶质细胞激

活并向 A1 表型极化[19]。 除此以外,有研究在术后

痛大 鼠 模 型 上 证 实, 小 胶 质 细 胞 可 通 过 下 调

CXCR7 / PI3K / Akt 信号通路诱导脊髓反应性星形胶

质细胞向 A1 表型极化[20]。 而在本研究中所使用的

CFA 炎性痛小鼠模型,大量文献证实其在造模后早

期即存在脊髓小胶质细胞激活[21]。 炎性痛早期脊

髓背角小胶质细胞被激活,促使星形胶质细胞激活

并向 A1 型反应性星形胶质细胞极化,进而参与脊

髓神经炎症反应,促进炎性痛的发生发展。 提示,
A1 型星形胶质细胞可能成为外周炎性痛治疗的干

预靶点。
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奥替普拉改善急性痛风性关节炎小鼠模型疼痛和
炎症的效应及机制研究

曾丹怡1,2,尹诚语1,刘伯宇1,聂慧敏1,李晓洁1,陈瑞香1,王洁1,李园园1,
徐若瑶1,位会娜1,台燕3,邵晓梅1,王萍2∗,刘伯一1∗

(1. 浙江中医药大学第三临床医学院,浙江省针灸神经病学研究重点实验室,杭州　 310053; 2. 浙江中医药大学

基础医学院,杭州　 310053; 3. 浙江中医药大学中医药科学研究院,杭州　 310053)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立急性痛风性关节炎(AGA)小鼠模型,观察并研究奥替普拉(Oltipraz)能否改善模型小鼠

出现的关节炎症和疼痛。 方法　 把健康 C57 / BL6 雄性小鼠随机分为对照组(Control)、模型+溶剂组(MSU+Veh)、
模型+奥替普拉高剂量组(MSU+100 mg / kg Oltipraz)、模型+奥替普拉低剂量组(MSU+30 mg / kg Oltipraz)以及模型+
吲哚美辛组(MSU+ 10 mg / kg Indo)。 除对照组注射磷酸盐缓冲液以外,其余各组小鼠右踝关节注射尿酸钠

(MSU),制备 AGA 小鼠模型。 模型制备成功前后,模型+奥替普拉组小鼠腹腔注射奥替普拉,模型+吲哚美辛组同

一时间点腹腔注射吲哚美辛,其余组腹腔注射等量溶剂。 采用游标卡尺对五组小鼠造模前后踝关节肿胀程度进行

测量;用 von Frey 丝检测小鼠 50%机械缩足反应阈值(50% PWT);病理学分析踝关节滑膜组织切片;DigiGait 成像

系统检测小鼠步态,并分析造模前后步态行为学变化;氧化分子检测试剂盒检测小鼠踝关节氧化应激反应;qPCR
技术检测踝关节组织炎症因子表达。 结果　 与对照组相比,模型组小鼠踝关节明显肿胀,50% PWT 显著降低(P <
0. 01)。 病理学显示模型组小鼠踝关节滑膜组织相较于对照组出现明显炎性细胞浸润(P < 0. 05)。 步态分析显示

模型组小鼠相较对照组小鼠步幅长度显著缩短,脚爪触地面积显著减小(P < 0. 01)。 与模型+溶剂组相比,模型+
100 mg / kg 奥替普拉组小鼠患侧 50% PWT 显著上升(P < 0. 01);踝关节肿胀程度显著减轻;步态相关参数出现显

著改善(P < 0. 05);踝关节组织中氧化应激水平出现显著下降(P < 0. 05);炎性因子 IL-1β、TNF-α 表达水平也显

著下降(P < 0. 01),其效果和吲哚美辛类似,而 30 mg / kg 无明显效果。 结论　 奥替普拉可缓解 AGA 模型小鼠踝关

节肿胀和关节疼痛,这一治疗作用很可能与其降低 AGA 小鼠踝关节组织中氧化应激水平,增加抗氧化物质表达并

减少炎症因子表达有关。
【关键词】 　 急性痛风性关节炎;氧化应激;疼痛;奥替普拉;步态
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【Abstract】　 Objective　 To establish a mouse model of acute gouty arthritis (AGA), and to study whether oltipraz
can improve the joint inflammation and pain in this model. Methods　 Healthy male C57 / BL6 mice were randomly divided
into control, MSU+Vehicle (MSU+Veh), MSU+Oltipraz high-dose (MSU+100 mg / kg oltipraz), MSU+Oltipraz low-dose
(MSU+30 mg / kg oltipraz), and MSU+Indomethacin (MSU+Indo) groups. Mice of the control group were injected with
phosphate buffered saline, whereas the other groups were injected with monosodium urate (MSU) in the right ankle to
establish AGA. After the establishment of AGA, the MSU+Oltipraz group was intraperitoneally injected with oltipraz, the
MSU+Indo group was intraperitoneally injected with indomethacin at the same time point, and mice in the other groups were
intraperitoneally injected with the same volume of vehicle. Calipers were used to measure ankle joint swelling before and
after model establishment and treatments. The 50% mechanical paw withdrawal threshold ( 50% PWT) of mice was
measured by the von Frey method . Pathological changes of ankle synovial tissues were evaluated. The DigiGait imaging
system was used to measure the gait of mice and changes of gait behavior before and after model establishment. An oxidative
molecular detection kit was used to detect the oxidative stress-related molecules in mouse ankle joints. The expression levels
of inflammatory factors in ankle joints were examined by qPCR. Results　 Compared with the control group, the MSU group
had obvious ankle joint swelling and the 50% PWT was significantly reduced (P<0. 01). Pathological analysis indicated
that the synovial tissues of the ankle joint showed extensive inflammatory cell infiltration in the MSU group compared with
the control group (P<0. 05). Gait analysis showed that the stride length of hind limb was significantly shortened, and the
paw area was significantly reduced (P<0. 01) in the MSU group compared with the control group. Compared with the MSU
+Veh group, the 50% PWT of the ipsilateral side of mice in the MSU+100 mg / kg oltipraz group was significantly increased
(P<0. 01), the ankle joint swelling was greatly reduced and gait parameters were markedly improved (P<0. 05), the level
of oxidative stress in ankle joints was significantly decreased (P<0. 05), and the expression levels of inflammatory cytokine
IL-1β and TNF-α mRNAs were dramatically decreased in the MSU+100 mg / kg oltipraz group compared with the MSU+Veh
group ( P < 0. 01), an effect similar to that of indomethacin, whereas 30 mg / kg oltipraz had no significant effect.
Conclusions 　 Oltipraz can alleviate ankle joint swelling and mechanical hyperalgesia in the AGA mouse model. This
therapeutic effect is probably related to reduced oxidative stress and inflammatory cytokine levels, and the increased
expression of antioxidant substances in the ankle tissue of AGA mice by oltipraz treatment.

【Keywords】　 acute gouty arthritis; oxidative stress; pain; oltipraz; gait
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 急性痛风性关节炎(AGA)是一种由单钠尿酸

盐结晶(MSU)在关节组织处沉积而造成的急性炎

症性关节疾病,其与体内嘌呤代谢系统紊乱相

关[1]。 AGA 作为老年人最常见的炎症性关节病之

一[2],同时也是全球公认的最能影响人类的急性痛

症之一[3],可使患者生活质量显著下降。 AGA 属于

全球性疾病,目前全球范围患病率约为 1% ~ 4%,
其中以老年男性多见,但近年来逐步趋于年轻

化[4]。 我国 AGA 患病率为 1% ~ 3%,并呈逐年上

升趋势。 AGA 起病急骤,可导致关节红、肿、热、痛
和运动功能障碍,历时数天或数周缓解。 患者关节

部位出现刀割、咬噬样剧痛,严重影响生活质量[5]。

目前临床针对 AGA 治疗主要为秋水仙碱、非甾体抗

炎药和糖皮质激素,而长期使用这些药物往往导致

诸多不良反应,包括胃肠道不适、溃疡、肝肾损害、
神经毒性和免疫抑制等[6]。 近期临床新推出的选

择性环氧酶-2 抑制剂,如依托考昔等,虽深受痛风

患者喜爱,然而有研究表明,长期服用此类药物可

能对心脏产生严重毒副作用,从而使得此类药物应

用受限[7]。 因此针对 AGA 治疗药物的研究具有重

要临床意义。
氧化应激反应广泛参与了炎症和疼痛的发生

机制。 AGA 发病时局部关节组织中巨噬细胞对

MSU 晶体的识别与反应是其中的主要环节。 在此
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过程中,巨噬细胞被募集到炎症部位,吞噬 MSU,并
释放大量氧化应激产物(ROS)。 这些 ROS 物质的

释放可进一步加剧脂质过氧化反应,导致一系列脂

质过氧化产物生成,激活痛敏感 TRPA1 通道,产生

关节疼痛,并诱发关节炎症反应[8-9]。 此外,关节炎

症过程中所释放的一些炎症因子,如 IL-1β、TNF-α
等,也参与了痛觉敏化的发生机制[10-12]。

奥替普拉最初是一种临床用于治疗血吸虫的

药物,它是一种 Nrf2 特异性激动剂。 前期研究已经

发现 AGA 模型小鼠患侧踝关节组织中 Nrf2 表达含

量显著减少,而某些抗氧化剂和镇痛剂能提高其在

踝关节组织中的表达含量。 且有研究发现,在不同

动物模型和临床试验中,奥替普拉可发挥抗氧化、
抗癌、镇痛和抗炎等功效[13]。 它可通过激活抗氧化

信号通路,抑制高糖诱导的细胞氧化应激和凋

亡[14]。 它还可以上调 Nrf2 内源性抗氧化机制,防
止小鼠高脂饮食引起的胰岛素抵抗和肥胖[15]。 近

期还有研究显示,奥替普拉能通过激活脊髓 Nrf2 /
HO-1 信号通路改善化疗药物紫杉醇诱发的外周神

经病理痛[16]。 然而目前关于奥替普拉能否对 AGA
发挥治疗作用还未见报道。 因此在本研究中,拟制

备 MSU 诱发的 AGA 小鼠模型,观察并研究 Nrf2 特

异性激动剂奥替普拉对 AGA 模型小鼠踝关节炎症

和疼痛的治疗作用及可能机制,从而为研究有效治

疗 AGA 的药物提供方向。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

选用 100 余只 8 周龄 SPF 级健康雄性 C57 / BL6
小鼠,体重 22 ~ 28 g,购自中国上海斯莱克实验动

物有限公司【SCXK(沪)2019-0016】,并在浙江中医

药大学实验动物中心【SYXK(沪)2019-0008】饲养。
室温维持在 22 ~ 25℃,湿度 40% ~ 60%,小鼠自由

饮食和饮水,灯光 12 h 循环。 本实验所有操作已通

过浙江中医药大学动物伦理委员会的批准(审批

号:ZSLL-2017-183)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

von Frey 纤维丝(Stoelting 公司);全能台式高速

冷冻离心机(Thermo Scientific 公司);M4 多功能酶

标仪(SoftMax 公司);奈特数码游标卡尺(上海美奈

特实业有限公司);奥替普拉(B5958,APExBIO);二
甲基亚砜(DMSO,Sigma 公司);磷酸盐缓冲液(凯基

生物公司);尿酸钠(Sigma 公司);微量还原型谷胱

甘肽(GSH)检测试剂盒(南京建成,货号:A006-2-
1);SOD 检测试剂盒(南京建成,货号:A001-3-2);
MDA 测定试剂盒(南京建成,货号:A003-1-2);过
氧化氢(H2O2)检测试剂盒(碧云天,货号:S0038);
其余试剂均为国产分析纯。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组与造模

C57 / BL6 小鼠,随机分为 5 组,即对照组,模型

+溶剂组,模型+奥替普拉高剂量组(MSU+100 mg /
kg Oltipraz)、模型 +奥替普拉低剂量组 (MSU + 30
mg / kg Oltipraz)以及模型+吲哚美辛组(MSU+ 10
mg / kg Indo)。 除对照组注射磷酸盐缓冲液外,其余

各组小鼠右踝关节注射 1 mg / 20 μL 尿酸钠,制备急

性痛风性关节炎小鼠模型。 模型+奥替普拉组:在
造模前及模后 5、23、47 h 腹腔注射奥替普拉。 模型

+吲哚美辛组:在同一时间点腹腔注射吲哚美辛。
其余组腹腔注射相应溶剂或药物。
1. 2. 2　 踝关节肿胀程度测定

采用数码游标卡尺检测造模前后不同时间点

小鼠内踝和外踝之间的距离,连续测 3 次后取均值。
踝关节肿胀程度 = 当前测量关节直径-初始测量

直径。
1. 2. 3　 行为学检测与 50%机械缩足反应阈值(50%
PWT)测定

在造模前和造模后的 2、6、8、24、48 h,用 von-
Frey 纤维丝(力量分别是 0. 02、0. 04、0. 07、0. 16、
0. 40、0. 60、1. 00、1. 40、2. 00 g),采用经典 Up-Down
方法检测小鼠机械痛阈[17]。 检测时,把小鼠放在高

架铁丝网上的透明塑料盒内,盖上透明有机玻璃

罩,让小鼠适应 30 min,等其完全安静(停止整理毛

发和探索走动),用 von-Frey 纤维丝刺激小鼠右后肢

足底中部,刺激时避开足垫,直到 von-Frey 丝弯成 S
形,接着持续进行刺激 5 s,观察小鼠是否出现缩足

反应。 假如小鼠在刺激时间段内出现缩足或舔足

反应,就记为阳性反应(记为 X),不能出现缩足或

添足反应,就记为阴性反应(记为 0)。 测定首先从

0. 4 g 开始,假如该力度 von-Frey 丝刺激不能引起阳

性反应(小鼠足爪出现躲避)时,就用相邻大一级力

度纤维丝刺激;当出现阳性反应,就给予相邻小一

级力度纤维丝刺激,参照此法连续检测,直到出现

第 1 次阳性和阴性(或阴性和阳性)反应的骑跨,继
续检测 4 次。 当第 1 次 OX 或 XO 出现时,再检测 4
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次即得到一串序列。 两次检测之间至少间隔 1 min,
从而消除上一次刺激的影响。 把第 1 次出现“X”的
前一次“O”作为起点,把该起点连续 6 次检测结果

作为计算 50% PWT 的关键序列。 计算公式为 50%
PWT(g)= 10^(xf+k∗δ-4)。 δ 在此约为 0. 231,Xf
是序列中最后一根 von-Frey 丝的对数值,k 为根据

检测所得“X”“O”序列查表所得。
1. 2. 4　 踝关节滑膜组织切片病理学观察

模后 24 h,异氟烷麻醉处理,快速取下患侧踝关

节,无菌磷酸盐缓冲液冲洗后,固定于 4%多聚甲醛

中。 室温下固定 1 d,随后 PBS 冲洗 3 次,蒸馏水冲

洗 3 次。 组织转移至 20 倍体积 EDTA 脱钙液中,室
温下行脱钙处理 2 周。 石蜡包埋,沿矢状面进行切

片,再用苏木素-伊红(HE)染色。 光学显微镜下观

察各组小鼠踝关节滑膜组织病变及炎性细胞浸润。
1. 2. 5　 小鼠步态分析

模后 24 h 用 DigiGait 成像系统对小鼠进行步态

行为学检测,包括多种步态力学和姿势指数,如脚

爪面积(paw area)、步幅长度(stride length)等。
1. 2. 6　 抗氧化能力与氧化应激相关分子检测组织

提取

模后 24 h,小鼠异氟烷麻醉处理,快速取下患侧

踝关节,用于生化分析,按照试剂商制定的标准进

行测定。 准确称取组织重量,按照重量 ∶体积 = 1 ∶9
的比例加入生理盐水及 2 mm 直径钢珠,放入组织

破碎仪中,在 4℃环境下,匀浆粉碎制备组织匀浆。
4℃,3000 rpm,15 min 离心,吸取上清液,分装部分

上清进行 BCA 法蛋白浓度测定,剩余上清用于下列

试剂盒检验。
(1)超氧化物歧化酶(SOD)活性检测:根据试

剂盒说明书,每孔加入 20 μL 待测样本及 20 μL 酶

工作液,充分混匀,每孔加 200 μL 底物应用液,置于

37℃恒温箱孵育 20 min 后,450 nm 处酶标仪读数,
根据公式计算样本中 SOD 酶活性,报告结果是每毫

克蛋白质 SOD 的活力,单位为 U / mg protein。
(2)还原型谷胱甘肽(GSH)活性检测:配制不

同浓度标准品,每孔加 100 μL 标准品或待测样本及

125 μL 工作液, GSH 与二硫代二 硝 基 苯 甲 酸

(DTNB)反应,生成黄色化合物,在 405 nm 波长下

读取数值,绘制标准曲线,计算每样本中 GSH 酶活

性,单位为 μmol / mg protein。
(3)丙二醛(MDA)含量检测:配制不同浓度

标准品,每管加 100 μL 标准品或待测样本及

200 μL工作液,混匀 100℃ 加热 15 min,水浴冷却

至室温,室温 1000 rpm 离心 10 min。 移取 200 μL
上清液加入 96 孔板中,MDA 与硫代巴比妥酸反应

产生红色化合物,在 562 nm 波长下酶标仪读数,
绘制标准曲线,计算各样本中 MDA 含量。 报告的

结果是每毫克蛋白质的 MDA 含量,单位为 μmol /
mg protein。
1. 3　 统计学分析

实验数据均采用平均值 ± 标准误( 􀭰x ± s􀭰x)展

示,采用 Graphpad Prism 8. 0 进行数据绘图及统计

分析。 两组间数据分析用 Student’ s t test,多组间

(≧ 3) 用 One-或 Two-way ANOVA, 事后分析用

Tukey 法检验,P < 0. 05 为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 AGA 小鼠模型建立及踝关节滑膜组织病理学

观察

注射 MSU 后,模型小鼠右踝关节部位明显肿

胀,且一直持续到 48 h(图 1A,1B)。 模型小鼠患侧

踝关节 50% PWT 明显降低,提示有机械痛超敏发

生(P < 0. 01)。 机械痛超敏反应在造模后 24 h 达

到高峰,且一直持续到 48 h(图 1C)。 上述现象与以

往报道一致,提示造模成功[18-19]。 对造模后24 h小
鼠踝关节进行病理学切片和 HE 染色。 HE 染色结

果显示模后 24 h(图 1D),AGA 模型组小鼠患侧踝

关节滑膜组织出现广泛炎性细胞浸润和增生(P <
0. 01)。
2. 2　 奥替普拉对 AGA 小鼠踝关节肿胀和疼痛的

疗效观察

分别设立对照组、模型+溶剂组(MSU+Veh)和
模型+奥替普拉组(MSU+Oltipraz)。 模型+奥替普拉

组:在造模前及模后 5、23、47 h 腹腔注射奥替普拉

(30 mg / kg 或 100 mg / kg,40 μL 注射体积)。 模型+
溶剂组:同一时间点腹腔注射相应溶剂。 模型+吲
哚美辛组:同一时间点腹腔注射吲哚美辛(10 mg /
kg)。 图 2A 为奥替普拉给药及机械痛测定时间点

示意图。 用 von-Frey 丝检测 0、2、6、8、24、48 h 时间

点各组小鼠患侧机械痛阈。 腹腔注射奥替普拉后,
相较于模型+溶剂组小鼠,模型+奥替普拉组小鼠

50% PWT 在各个时间点均出现显著上升,且踝关节

肿胀程度出现显著降低(图 2B)(P < 0. 01)。 上述

结果提示,奥替普拉对 AGA 模型小鼠踝关节肿胀和

疼痛具有明显治疗作用。
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注:A:造模前后各时间点小鼠患侧踝关节肿胀情况的代表图;B:对照组和模型组小鼠患侧踝关节肿胀程度时程变化图;C:对照组和模型组小鼠

患侧踝关节机械痛阈变化时程图;D:造模后 24 h 小鼠患侧踝关节滑膜组织病理学观察。 与对照组相比,∗∗P < 0. 01。

图 1　 小鼠造模后踝关节肿胀及机械缩足反应阈值变化情况(n= 6)
Note. A. Representative pictures showing the swelling of the affected ankle joint at each time point before and after AGA model establishment. B. Time
course indicating the changes of ankle joint swelling of control and MSU group. C. Time course showing the changes of 50% PWT of control and MSU group.

D. Histopathological analysis of synovium of ankle joint 24 h after AGA model establishment. Compared with control group,∗∗P < 0. 01.

Figure 1　 Changes of paw withdrawal threshold and ankle joint swelling before and after AGA model establishment in mice(n= 6)

2. 3　 奥替普拉对 AGA 模型小鼠步态行为学治疗

作用

利用步态仪对模后 24 h 小鼠步态行为学进行

研究。 如图 3A 所示,发现与对照组相比,模型组小

鼠步态行为学出现显著改变,即患侧足底相较于健

侧足爪面积( paw area)显著减少。 进一步分析发

现,模型组小鼠步幅长度(stride length)也显著减少

(P < 0. 01)。 这一结果提示,AGA 模型小鼠表现出

明显的步态行为学改变。 但相较于模型+溶剂组小

鼠,模型+100 mg / kg 奥替普拉组小鼠在步态仪上所

表现的脚爪触地面积以及步幅长度指标均出现显

著改善(P < 0. 05)。 图 3B 显示的是上述参数的统

计结果。 这一结果提示,奥替普拉可显著改善 AGA
模型小鼠步态行为学的改变。
2. 4　 奥替普拉对 AGA 模型小鼠踝关节氧化应激

反应的干预作用

氧化应激反应在介导 AGA 炎症与疼痛中具有

重要作用[9,18-19]。 因此,为了探讨奥替普拉对 AGA
模型小鼠患侧踝关节疼痛和炎症作用的治疗机制,
我们进一步研究了奥替普拉对模型小鼠患侧踝关

节氧化应激反应的干预作用。 提取模后 24 h 小鼠

患侧踝关节组织进行氧化应激分子检测。 如表 1 所

示,与对照组相比,模型+溶剂组小鼠踝关节组织中

SOD 和 GSH 含量均显著下降 ( P < 0. 05, P <
0. 01),而氧化应激产物 MDA 的含量明显上升(P <
0. 05,P < 0. 01)。 提示模型+溶剂组小鼠患侧踝关

节组织中出现明显氧化应激反应。 与模型+溶剂组

相比,模型+100 mg / kg 奥替普拉组小鼠患侧踝关节

组织中 SOD 和 GSH 含量出现显著恢复 ( P <
0. 01),且 MDA 水平显著下降(P < 0. 05)。 以上结

果表明奥替普拉可有效降低 AGA 模型小鼠患侧踝

关节组织中氧化应激反应水平。
2. 5　 奥替普拉对 AGA 模型小鼠踝关节组织中炎

症因子表达的干预作用

如图 4A,4B 所示,模后 24 h,相比对照组,模型

+溶剂组小鼠患侧踝关节组织中炎症因子 IL-1β 和

TNF-α mRNA 表达出现显著升高(P < 0. 05)。 经奥

替普拉治疗后,相较模型+溶剂组,模型+100 mg / kg
奥替普拉组小鼠患侧踝关节组织中 IL-1β 和 TNF-α
mRNA 表达显著下降(P < 0. 05)。 上述结果提示奥

替普拉可有效减少 AGA 模型小鼠患侧踝关节组织

中炎症因子过表达。
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注:A:奥替普拉给药方案示意图;B:对照组、模型+溶剂组、模型+30 / 100 mg / kg 奥替普拉组、模型+10 mg / kg 吲哚美辛组小鼠不同时间

点患侧踝关节机械痛阈和踝关节肿胀变化情况;与对照组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与模型+溶剂组相比,#P< 0. 05。 (下图 / 表同)

图 2　 奥替普拉对 AGA 模型小鼠踝关节肿胀和机械痛痛阈的治疗作用(n= 6)
Note. A. Experimental scheme of the administration of oltipraz. B. Time course showing the effect of oltipraz on 50% PWT and ankle joint swelling

of control、MSU+Veh、MSU+30 / 100 mg / kg Oltipraz and MSU+10 mg / kg Indo group. Compared with control group,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01.

Compared with MSU+Veh group,#P< 0. 05. (The same in the following figures and table)

Figure 2　 Therapeutic effects of oltipraz on ankle joint swelling and mechanical pain threshold of AGA model mice(n= 6)

注:A:造模 24 h 后,对照组、模型+溶剂组、模型+100 mg / kg 奥替普拉组小鼠足底步态成像图;B:3 组小鼠步态参数变化统计图。

图 3　 奥替普拉对痛风小鼠步态行为学的干预作用(n= 6)
Note. A. Gait imaging of control, MSU+Veh and MSU+100 mg / kg Oltipraz group mice 24 h after the model. B. Summary of the gait parameters.

Figure 3　 Therapeutic effects of oltipraz on gait behavior of AGA model mice(n= 6)
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表 1　 各组小鼠患侧踝关节组织中氧化应激相关分子水平的变化(n= 6)
Table 1　 Changes of the levels of oxidative stress-related molecules in ipsilateral ankle joint tissues of mice in each group(n= 6)

组别 Groups SOD(U / mg protein) GSH(μmol / mg protein) MDA(μmol / mg protein)

对照组 Control group 4. 71 ± 0. 92 27. 53 ± 1. 48 17. 31 ± 0. 42

模型+溶剂组 MSU+Veh group 1. 96 ± 0. 09∗ 14. 64 ± 0. 38∗∗ 33. 42 ± 1. 24∗

模型+奥替普拉组 MSU+Oltipraz group 3. 92 ± 0. 23## 22. 31 ± 1. 86## 25. 05 ± 1. 96#

注:显示 3 组小鼠患侧踝关节组织中炎症因子 mRNA 表达情况。

图 4　 奥替普拉对 AGA 模型小鼠患侧踝关节组织中炎症因子表达的干预作用(n= 6)
Note. Indicated the expression of inflammatory cytokines in ankle joint tissues of 3 groups of mice.

Figure 4　 Therapeutic effects of oltipraz on the expression of inflammatory cytokines in ankle joint tissues of AGA model mice(n= 6)

3　 讨论

AGA 起病急骤,可导致患者关节部位出现红、
肿、热、痛和运动功能障碍,往往历时数天或数周才

逐渐缓解。 患者关节部位往往出现似刀割、咬噬样

剧痛,严重影响生活质量。 目前临床针对 AGA 治疗

的主要药物为秋水仙碱、非甾体抗炎药和糖皮质激

素。 但长期服用这些药物往往导致诸多不良反应,
包括胃肠道不适、溃疡、肝肾损害、神经毒性和免疫

抑制等。 因此,寻找对 AGA 有效的治疗药物具有十

分重要的临床意义。
在本研究中,首先利用向踝关节注射 MSU 的方

法制备了小鼠 AGA 模型。 发现 AGA 模型小鼠患侧

肢体表现出明显且持续的机械痛超敏症状及踝关

节肿胀。 这些现象与以往报道及我们近期的研究

结果相一致[12,20-21],提示造模成功。 众所周知,
AGA 患者由于关节肿胀和疼痛,往往表现出步态行

为改变。 因此,继续利用 DigiGait 步态观测系统对

模型小鼠进行步态检测。 通过在透明跑步带下方

对动物步态行为进行实时录像,并进行量化和分析

后[22],发现,相较对照组小鼠,AGA 模型组小鼠在

步态行为学上表现出明显的步态摆动时间延长,脚
爪触地面积和步幅长度减小的现象[23]。 这一结果

提示 AGA 模型小鼠表现出显著的步态行为学变化。
接下来,研究了 Nrf2 特异性激动剂奥替普拉对

AGA 模型小鼠踝关节抗炎和镇痛效应。 近年来有

研究显示,奥替普拉可通过激活体内 Nrf2 / HO-1 抗

氧化 系 统, 缓 解 动 物 模 型 炎 性 痛 和 神 经 病 理

痛[16,24]。 但奥替普拉能否对 AGA 发挥治疗作用还

有待探索。 在本实验中,发现 100 mg / kg 奥替普拉

能有效缓解 AGA 模型小鼠踝关节疼痛症状且减少

患侧踝关节肿胀程度,并显著改善模型小鼠步态行

为学相关参数改变。
近期研究结果发现氧化应激反应在介导 AGA

炎症与疼痛中具有重要作用[18-19]。 因此,继续探讨

了奥替普拉对 AGA 模型小鼠踝关节氧化应激反应

是否发挥干预作用。 发现 AGA 模型小鼠患侧踝关

节组织中抗氧化物质 SOD 和 GSH 水平下降,而氧

化应激反应产物 MDA 的含量显著升高,提示 AGA
模型小鼠踝关节局部出现显著氧化应激反应。 而

给予奥替普拉后,可显著提高 AGA 模型小鼠患侧踝

关节组织中 SOD 和 GSH 水平,并减少 MDA 含量,
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从而降低氧化应激反应水平。 此外,还进一步发现

奥替普拉可显著降低 AGA 模型小鼠患侧踝关节组

织中炎症因子 IL-1β 和 TNF-α 过表达。 因此推断,
奥替普拉改善 AGA 模型小鼠踝关节炎症和疼痛症

状的效应,很可能是通过抑制踝关节部位氧化应激

反应水平和炎症因子过表达来实现的。
综上所述,本研究发现奥替普拉对 AGA 模型小

鼠踝关节炎症和疼痛症状有治疗效果。 奥替普拉

的治疗效果很可能与其抑制踝关节部位氧化应激

反应水平和炎症因子的过表达有关。 但奥替普拉

在 AGA 情况下所发挥的抗氧化应激活性和抗炎活

性的详细机制还有待进一步研究。 奥替普拉作为

治疗 AGA 的崭新药物值得进一步进行相关的基础

和临床研究。
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背根神经节 P2X3 受体表达上调在糖尿病神经痛中的
作用

陈卢杭1,2,3,费雪瑜1,2,3,康玉蓉1,2,3,王涵芝1,2,3,瞿思颖1,2,3,李想1,2,3,
何晓芬1,2,3,方剑乔1,2,3∗,蒋永亮1,2,3∗

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

　 　 【摘要】 　 目的 　 本研究拟观察注射链脲佐菌素( streptozotocin,STZ)后大鼠不同时期背根神经节( dorsal
root ganglion,DRG)上嘌呤受体(purinergic receptor subtype,P2X3)的表达情况及 P2X3 受体拮抗剂 TNP-ATP 对糖

尿病神经痛(diabetic neuropathic pain,DNP)大鼠的干预作用。 方法 　 (1)20 只健康雄性 SD 大鼠随机选取 6 只

选取作为正常组,其余 14 只大鼠予以腹腔注射 STZ,剔除未成模的 2 只大鼠,分别观察造模前(Base),造模后7、
14、21 d 的机械缩爪阈值(paw withdrawal threshold,PWT)变化情况;并在上述各时间点取大鼠 L4-L6 DRG,采用

免疫荧光法检测 L4-L6 DRG 上 P2X3 阳性细胞表达情况。 (2)将 25 只健康雄性 SD 大鼠随机选取 6 只作为正常

+ 生理盐水(Control + NS)组,其余 19 只予以 STZ 注射,剔除未成模大鼠 1 只,成功建立 DNP 的大鼠随机分为模

型 + 生理盐水(DNP + NS)组,模型 + 50 nmol P2X3 抑制剂 TNP-ATP 组(DNP + 50 nmol TNP-ATP),模型 + 100
nmol P2X3 抑制剂 TNP-ATP 组(DNP + 100 nmol TNP-ATP),每组 6 只;STZ 注射 14 d 后,DNP + TNP-ATP 组分别

按照上述剂量予以足背注射 TNP-ATP 溶液,其余两组分别予以注射等量 NS,观察注射后 0. 5、1、1. 5 h 大鼠 PWT
变化。 同时观察连续注射 7 d 药物对大鼠 PWT 的影响。 结果　 (1)与正常组比较,模型组大鼠第 7 天、第 14 天

及第 21 天空腹血糖显著升高;与正常组比较,模型组大鼠 Day 7 PWT 无明显改变,第 14 天、第 21 天 PWT 显著降

低。 免疫荧光结果显示,与正常组相比,STZ 注射 7、14、21 d后,DNP 大鼠 L4、L5 DRG 上 P2X3 的阳性细胞的表

达显著升高,STZ 注射 14、21 d 后,DNP 大鼠 L6 DRG 上 P2X3 的阳性细胞的表达显著升高。 (2) TNP-ATP 干预

前,DNP + NS 组与 DNP + 50 nmol TNP-ATP 组、DNP + 100 nmol TNP-ATP 组 PWT 无显著差异;干预 0. 5 h 后,与
DNP + NS 组、DNP + 50 nmol TNP-ATP 组相比,DNP + 100 nmol TNP-ATP 组 PWT 明显升高,效果持续至1 h。
(3)连续注射 7 d TNP-ATP 后,DNP + 100 nmol TNP-ATP 组 PWT 较 DNP + NS 组与 DNP + 50 nmol TNP-ATP 组

明显升高。 结论　 腹腔注射 STZ 可成功建立 DNP 大鼠模型,背根神经节 P2X3 表达上调参与糖尿病神经痛的

调节。
【关键词】 　 糖尿病神经痛;背根神经节;P2X3 受体
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Role of upregulated P2X3 expression in dorsal root ganglia during
diabetic neuropathic pain
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【Abstract】　 Objective 　 To observe the expression of purinergic receptor subtype P2X3 (P2X3) in dorsal root
ganglion (DRG) of rats at different stages after injection of streptozotocin ( STZ), and the intervention effect of P2X3
receptor antagonist TNP-ATP in diabetic neuralgia (DNP) rats. Methods 　 ( 1) Six of 20 healthy male SD rats were
randomly selected as the normal group, and the other 14 rats were intraperitoneally injected with STZ. Two STZ treated rats
without modeling were excluded. The paw withdrawal threshold (PWT) was observed before and 7, 14 and 21 days after
modeling. The L4-L6 DRG of rats were collected at the above time points, and the expression of P2X3 positive cells was
detected by immunofluorescence. (2) Six of 25 healthy male SD rats were randomly selected as the normal + normal saline
(Control + NS) group, and the remaining 19 rats were injected with STZ. One STZ injected rat was excluded. The rats with
successfully established DNP were randomly divided into a model + normal saline (DNP + NS) group, model + 50 nmol
P2X3 inhibitor TNP-ATP (DNP + 50 nmol TNP-ATP) group, and model + 100 nmol P2X3 inhibitor TNP-ATP (DNP +
100 nmol TNP-ATP) group, with six rats in each group. Fourteen days after STZ injection, the DNP + TNP-ATP group
was injected with 100 nmol TNP-ATP solution in the dorsum of the foot, whereas the other two groups were injected with
the same volume of NS, and the PWT was observed at 0. 5, 1 and 1. 5 h after injection. The effect of drug injection on PWT
was also observed after 7 days. Results 　 (1) Compared with the normal group, fasting blood glucose was significantly
increased in rats of the model group on Day 7, Day 14 and Day 21. Compared with the normal group, there was no
significant change in the PWT of the model group at Day 7, but there was a significant decrease in PWT at Day 14 and Day
21. Immunofluorescence showed that the expression of P2X3 positive cells on L4 and L5 DRG from the DNP group was
significantly increased 7, 14 and 21 days after STZ injection compared with the normal group. ( 2) Before TNP-ATP
intervention, there were no significant differences in the PWT between the DNP + NS, DNP + 50 nmol TNP-ATP and DNP
+ 100 nmol TNP-ATP groups. Compared with DNP + NS and DNP + 50 nmol TNP-ATP groups, the PWT in the DNP +
100 nmol TNP-ATP group was significantly increased after 0. 5 h intervention, and the effect lasted for 1 h. (3) After
continuous injection of TNP-ATP for 7 days, the PWT in the DNP + 100 nmol TNP-ATP group was significantly higher
than that in DNP + NS and DNP + 50 nmol TNP-ATP groups. Conclusions 　 The DNP rat model was successfully
established by intraperitoneal injection of STZ, and up-regulation of P2X3 expression in the DRG may be involved in the
regulation of diabetic neuralgia.

【Keywords】　 diabetic neuropathic pain; dorsal root ganglion; P2X3
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 糖尿病神经痛(diabetic neuropathic pain,DNP)
是糖尿病患者最常见的慢性并发症之一,以刺激诱

发性疼痛和自发性疼痛为主要表现,发作时疼痛剧

烈,严重影响患者生存质量[1]。 DNP 临床多见于糖

尿病发展晚期,约 10% ~ 26%的糖尿病患者深受该

并发症的困扰[2]。 DNP 患者的临床治疗往往采用

普瑞巴林、杜洛西汀和阿片类药物等,但此类药物

作用有限,且长期服用往往伴随着严重的副作

用[3],因此更好地阐明 DNP 的基本机制是目前亟待

解决的问题。
P2X3 属于嘌呤信号受体家族成员之一,在最

近几年的报道中,炎症及神经损伤后体内 P2X3 表

达上调[4],阻断 P2X3 或敲低 P2X3 可逆转异常性

疼痛[5]。 P2X3 在 外 周 背 根 神 经 节 ( dorsal root
ganglion,DRG)神经元中往往表达于中小直径神经

元上[6]。 已有研究表明,糖尿病神经痛敏化的发生
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和维持与 DRG 神经元兴奋性增强密切相关[7]。
P2X3 可能是神经性疼痛新型的潜在治疗靶标,但
在糖尿病神经痛中的作用还鲜见报道。

链脲佐菌素(STZ)是一种可以选择性破坏胰岛

β 细胞的抗生素。 STZ 被广泛用于建立 I 型糖尿病

动物模型[8]。 相对于通过其他方式,如遗传诱导 1
的自发性糖尿病或高脂饮食(HFD)结合低剂量 STZ
创建的糖尿病动物模型,STZ 诱导的糖尿病动物模

型由于其便利性和较低的成本,得到了广泛的应

用[9-11]。 因此,为了进一步探究背根神经节 P2X3
在 DNP 模型中的作用,本实验通过单次大剂量腹腔

注射 STZ(65 mg / kg)建立糖尿病神经痛大鼠模型,
在 STZ 注射后 7、14、21 d 采用免疫荧光技术检测

P2X3 的表达,并观察其拮抗剂 TNP-ATP 对糖尿病

神经痛大鼠的干预效应,以期为临床 DNP 患者的治

疗提供新的思路与靶标。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

45 只 6 周龄清洁级雄性 SD 大鼠,体重(190 ±
15)g,购买于上海斯莱克实验动物有限责任公司

【SCXK(沪)2017-0005】,由浙江中医药大学实验动

物中心【SYXK(浙)2018-0012】饲养。 饲养环境:昼
夜周期 12 h / 12 h,温度恒定,湿度恒定。 所有实验

均符合浙江中医药大学实验动物伦理学要求(伦理

审批号:IACUC-20180723-08)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

链脲佐菌素 STZ(S0130,美国 Sigma);P2X3 抑

制剂 TNP-ATP(2464,美国 Tocris);兔抗 P2X3(APR
-002,以色列 Alomone);Alexa Fluor 488 驴抗兔 IgG
H&L(ab150065,美国 Abcam);动态足底测痛仪(意
大利 UGO BASILE,37450);冷冻切片机(NX50,德
国 Thermo); 罗氏卓越型血糖仪 ( Roche ACCU-
CHEK Performa);A1R 共聚焦显微镜 ( A1R,日本

Nikon)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 糖尿病模型大鼠造模

禁食 16 h 后,对模型组大鼠予以一次性腹腔注

射 STZ 溶液,按照 65 mg / kg 的剂量进行注射,于
0. 1 mmol / L 的柠檬酸 /柠檬酸钠缓冲液中溶解 STZ,
并将溶液的 PH 值调整为 4. 5,所有溶液当天使用。
在 STZ 注射后第 7 天,禁食 8 h,对大鼠进行尾静脉

采血从而测定其血糖水平,糖尿病模型建立成功的

纳入标准为空腹血糖水平大于 16. 7 mmol / L。
1. 2. 2　 实验分组与实验干预

本实验主要分两部分进行:(1)在 20 只实验大

鼠中选取 14 只作为实验组,对其进行禁食 16 h 后

腹腔注射 STZ,剩余大鼠注射柠檬酸钠 /柠檬酸缓冲

液进行对照。 观察大鼠 STZ 注射前(Base)、注射后

7、14、21 d PWT 情况,并取大鼠 L4-L6 DRG 进行免

疫荧光法测试,检测其各时间点 P2X3 受体阳性细

胞表达率。 (2)取 25 只健康雄性 SD 大鼠,随机分

为正常 + 生理盐水(Control + NS,n= 6)组和 STZ 腹

腔注射组(n= 19),剔除 1 只未成模大鼠后,将 18 只

造模成功的 DNP 大鼠随机分为模型 + 生理盐水

(DNP + NS,n= 6)组、模型 + 50 nmol P2X3 抑制剂

TNP-ATP 组(DNP + 50 nmol TNP-ATP,n = 6)和模

型 + 100 nmol P2X3 抑制剂 TNP-ATP 组(DNP +
100 nmol TNP-ATP, n = 6)。 观察 50 nmol 与 100
nmol TNP-ATP 或 NS 干预前和干预后 0. 5、1、1. 5 h
PWT,同时观察 50 nmol 与 100 nmol TNP-ATP 连续

注射 7 d 后 PWT 变化情况。
1. 2. 3　 机械痛阈检测

检测方法:将大鼠于测量前置于塑料盒进行适

应,待到大鼠安静后进行测量。 取大鼠左侧后足进

行机械痛觉刺激。 对准大鼠左后足中央启动仪器,
金属针以恒定速度上行,刺激力度逐渐递增直至大

鼠缩足。 检测每隔 5 min 进行 1 次,每只大鼠进行 5
次测试,去掉最大值与最小值后计算平均数。
1. 2. 4　 免疫荧光法检测 DRG 神经元上 P2X3 受体

阳性细胞表达

使用戊巴比妥(80 mg / kg)麻醉大鼠,使用生理

盐水对大鼠主动脉进行灌注至肝变白,再使用 4%
多聚甲醛进行灌注,取出 L4-L6 DRG 后使用蔗糖溶

液梯度脱水,液氮冷冻后置于-80℃冰箱保存。 使

用 OCT 包埋,行 10 μm 厚度的冰冻切片。 使用

TBST 漂洗 3 次,将样本放置于含兔抗 P2X3(1 ∶
800)的 TBST 溶液中进行孵育,次日复温。 加入驴

抗兔 IgG H&L(1 ∶ 800)进行孵育后漂洗,后转移至

载玻片封片。 每组选择 3 只大鼠,每只大鼠 L4-L6
DRG 每个节段取 3 ~ 5 张切片,使用激光共聚焦显

微镜取得图像,使用 Image J 图像软件进行分析,并
计算阳性细胞个数。
1. 2. 5　 药物干预

将 TNP-ATP 溶于生理盐水中,干预方式参照文
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献的方法[11-12],在大鼠左后足足背行药物注射,
DNP + 50 nmol TNP-ATP 大鼠注射量为 50 nmol,
DNP + 100 nmol TNP-ATP 大鼠注射量为 100 nmol,
注射体积为 50 μL;连续 7 d 注射药物量同上。
Control + NS 组和 DNP+NS 组大鼠注射等体积生理

盐水。

图 3　 模型组大鼠 L4-L6 DRG 上 P2X3 表达情况和阳性细胞数统计结果(n= 3)
Figure 3　 P2X3 expression on L4-L6 DRG and statistical results of positive cells in model group rats(n= 3)

1. 3　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准误(􀭰x ± s􀭰x)表示。 所有数

据均用 GraphPad Prism 5 和 SPSS 19. 0 软件处理,
多组间使用单因素 ANOVA 分析,两组间使用独立

样本 t 检验。 以 P< 0. 05 表示具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 糖尿病模型的建立

使用 STZ 腹腔注射建立糖尿病大鼠模型,模型

组大鼠在 STZ 注射 7 d 后较正常组空腹血糖显著升

高(P< 0. 01),并维持到第 21 天(见图 1)。
2. 2　 各时间点机械痛阈变化情况

模型组与正常组比较,PWT 在 STZ 注射前无显

著性差异(P> 0. 05);同时,两组在 STZ 注射后第 7
天 PWT 仍无明显差异(P< 0. 05);STZ 注射后第 14
天和第 21 天模型组 PWT 较正常组大鼠降低(P<
0. 01)(见图 2)。
2. 3　 各时间点不同大鼠 P2X3 阳性细胞表达情况

与正常组比,STZ 注射第 7、14、21 天后大鼠 L4、
L5 DRG 上 P2X3 阳性细胞数明显增多(P< 0. 01),
STZ 注射第 14、21 天后大鼠 L6 DRG 上 P2X3 阳性

神经元数目明显增多(P< 0. 01)(见图 3)。

注:与正常组相比,∗∗P< 0. 01。 (下图同)

图 1　 模型组与正常组大鼠不同时间点空腹血糖(n= 6)
Note. Compared with the control group,∗∗ P < 0. 01.
(The same in the following figures)

Figure 1　 Fasting blood glucose at different
time points in model and control rats(n= 6)

图 2　 模型组与正常组大鼠不同时间点

机械痛阈变化情况(n= 6)
Figure 2　 Changes of PWT in model group and
control group rats at different time points(n= 6)
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2. 4　 单次注射 TNP-ATP 对 DNP 大鼠模型的镇痛

作用

为了探究 TNP-ATP 是否可以有效缓解糖尿病

神经痛,在第 15 天给予单次 TNP-ATP ( 50、 100
nmol)。 在 TNP-ATP 注射前(0 h)、注射后 0. 5、1、
1. 5 h 进行机械缩爪阈值测试(见图 4)。 与溶剂对

照组相比,以 50 nmol 的剂量注射 TNP-ATP 对 PWT
无明显改善。 但是,以 100 nmol 的剂量注射 TNP-
ATP 可以显著增加大鼠 PWT,表明了 TNP-ATP 对

DNP 大鼠糖尿病神经痛有作用。 PWT 的上调在

0. 5 h 开始且达到峰值,并持续至少 1 h。
2. 5　 多次注射 TNP-ATP 对 DNP 大鼠模型的镇痛

作用

为了确定 TNP-ATP 重复治疗是否对 DNP 大鼠

具有镇痛作用,从第 14 天到第 21 天每天给予 TNP-
ATP(50、100 nmol),连续 7 d。 如图 5 所示,每日 1
次,重复注射 7 次 TNP-ATP(100 nmol)可明显提高

DNP 大鼠的 PWT。 同时,与溶剂对照组处理的 DNP
大鼠相比,重复给予低剂量的 TNP-ATP (50 nmol)
的 DNP 大鼠 PWT 无明显变化。

注:与正常+生理盐水组相比,∗∗P< 0. 01;与模型+生理盐水组相比,##P< 0. 01。 (下图同)

图 4　 单次注射 TNP-ATP 对 DNP 大鼠机械痛阈的影响(n= 6)
Note. Compared with the control + NS group,∗∗P< 0. 01. Compared with the DNP + NS group,##P< 0. 01. (The same in the following figure)

Figure 4　 Effect of TNP-ATP Single injection on PWT in DNP rats(n= 6)

图 5　 单次注射 TNP-ATP 对 DNP 大鼠机械痛阈的影响(n= 6)
Figure 5　 Effect of TNP-ATP Multiple injection on PWT in DNP rats(n= 6)
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3　 讨论

高血糖所引发的糖尿病周围神经病变发病中

的细胞和分子机制仍未完全阐明,但大量文献证

实,高血糖会导致周围神经末梢受损,导致糖尿病

患者的长期疼痛。 在这项研究中,以大鼠作为模型

动物研究了 P2X3 的表达对糖尿病神经病理痛各个

阶段的影响。 结果显示,单次大剂量的 STZ 注射可

诱导大鼠出现 1 型糖尿病症状。 大鼠在 STZ 注射后

14 d,出现明显的 DNP 症状,即疼痛的超敏行为,如
机械性异常性疼痛[13-15],同时伴有 DRG 中 P2X3 表

达升高。 我们发现 P2X3 非特异性拮抗剂 TNP-ATP
可抑制 DNP 机械痛觉超敏反应。 综上所述,这些发

现表明 DNP 可能是由背根神经节 P2X3 表达升高

所介导的。
目前人们已使用了多种不同的方法建立 DNP

动物模型。 例如,自发性糖尿病动物,如 WBN / Kob
大鼠和 Ins2 Akita 小鼠[16-17];或遗传缺陷导致的糖

尿病模型,如 C57BL / Ks(db / db)小鼠模型[18];以及

高脂高糖饮食或药物(四氧嘧啶或 STZ)诱导的糖尿

病动物[19-21]。 然而,STZ 诱发的糖尿病操作简单,
价格低廉,所以被广泛用于糖尿病模型建立。 小

鼠,大鼠和猴子等动物体内胰腺 β 细胞对 STZ 刺激

相当敏感,无论是腹膜内( I.P.)或静脉内( I.V.)注

射 STZ 均可对胰腺 β 细胞具有直接的细胞毒性,因
此它们是诱导 1 型糖尿病的首选[22-23]。 因此,通过

单次腹腔注射大剂量 STZ(65 mg / kg)建立了 1 型糖

尿病大鼠模型。 STZ 注射后,大鼠空腹血糖升高和

PWT 降低表明成功建立了 DNP 大鼠模型。
之前已有多项研究表明 P2X3 活化参与了神经

病理痛[24-25],P2X3 受体高选择性大量地表达于处

理痛觉信息的 DRG 中小直径神经元上,激活后可使

Ca2+、Na+内流,K+外流,广泛参与痛信号产生、传导

和痛敏化调制,在多种神经痛敏化中起着重要作

用[26]。 由于 P2X3 对极低浓度的 ATP 敏感,因此可

以使用不同的 ATP 浓度来调节嘌呤能信号转

导[27]。 ATP 通过改变感觉神经元电压门控离子通

道活 性 ( 包 括 CaV 和 NaV) 来 调 节 疼 痛 敏 感

性[28-29],TNP-ATP 是 ATP 的结构类似物,其重要作

用位点广泛分布于 P2X1 ~ P2X4 受体[30],可竞争

性结合于 P2X3 受体细胞外 ATP 结合位点,其抑制

作用起效快、可逆,且不表现出使用依赖性,是理想

的 P2X3 受体抑制剂[31]。

在本研究中,发现模后 7 d 时,DRG 中 P2X3 表

达有一定程度增多,而此时大鼠痛阈并未出现明显

变化;而模后 14 ~ 21 d,随着 P2X3 表达逐渐增加,
外周敏化逐渐形成,大鼠 PWT 明显下降。 同时,发
现较低剂量的 TNP-ATP 无法缓解 STZ 诱导的糖尿

病大鼠的机械痛觉超敏反应,而当施用高剂量 TNP-
ATP 时,却可有效的缓解疼痛,说明 P2X3 可能参与

了大鼠糖尿病神经病理痛。
综上所述,腹腔注射 STZ 可成功诱导 DNP 大鼠

模型,背根神经节 P2X3 表达上调可能参与糖尿病

神经痛形成,为 DNP 的临床治疗提供了崭新的策略

与思路。
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壳聚糖对 PM2. 5 所致小鼠急性肺损伤的干预作用

熊程,赵英政,陶映君,徐光翠∗

(新乡医学院公共卫生学院,河南 新乡　 453003)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨壳聚糖对 PM2. 5所致小鼠急性肺损伤的干预作用。 方法　 将 44 只雄性 C57BL / 6J 小鼠

随机分为 4 组,即对照组、PM2. 5组、壳聚糖组及壳聚糖+PM2. 5组。 壳聚糖+PM2. 5、壳聚糖组提前 2 周灌胃壳聚糖,对
照组和 PM2. 5组灌胃蒸馏水,每天 1 次。 2 周后 PM2. 5暴露组气管滴注 PM2. 5,对照组和壳聚糖组滴注生理盐水,每天

1 次,连续 7 d。 末次染毒 24 h 后处死动物。 HE 染色形态学观察,分光光度法测定肝丙二醛(MDA)、肺泡灌洗液

(BALF)中总蛋白(TP)和乳酸脱氢酶(LDH)水平;ELISA 法测定 BALF 和血清中白介素-1β(IL-1β)、白介素-8(IL-
8)及肿瘤坏死因子-α(TNF-α)表达。 结果　 PM2. 5组肺泡间隔显著增宽,其内有明显的淋巴、浆细胞浸润;相对于

PM2. 5组,壳聚糖+PM2. 5组肺间隔明显变窄,其内淋巴、浆细胞浸润明显减少。 与对照组比较,PM2. 5 组 MDA、TP、
LDH、TNF-α、IL-1β 和 IL-8 明显升高(P< 0. 05);与 PM2. 5组比较,提前补充壳聚糖,MDA、TP、LDH、TNF-α、IL-1β 和

IL-8 明显降低(P< 0. 05)。 结论　 提前摄入一定剂量的壳聚糖,对 PM2. 5所致肺损伤有一定的干预作用。
【关键词】 　 PM2. 5;壳聚糖;肺损伤;氧化应激;炎症反应;干预作用
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Intervention effect of chitosan on acute lung injury induced by PM2. 5 in mice

XIONG Cheng, ZHAO Yingzheng, TAO Yingjun, XU Guangcui∗

(Department of Public Health Xinxiang Medical University, Xinxiang 453003, China)
Corresponding author: XU Guangcui. E-mail:xugc166@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To explore the intervention effect of chitosan on acute lung injury induced by particulate
matter with a diameter ≤ 2. 5 μm (PM2. 5) in mice. Methods 　 Forty-four specific pathogen-free male C57BL / 6J mice
were randomly divided into four groups: control, PM2. 5, chitosan and chitosan+PM2. 5 groups. Animals from the chitosan+
PM2. 5 and chitosan groups were intragastrically administered chitosan daily for 2 weeks, and animals from the control and
PM2. 5 exposure groups were intragastrically administered distilled water once a day. After 2 weeks, the PM2. 5 group was
exposed to PM2. 5(4 mg / kg BW) via intratracheal instillation, whereas the control and chitosan groups were exposed to
tracheal inhalation of normal saline, daily for 1 week. Animals were examined 24 h after the last exposure. Hematoxylin-
eosin (HE) staining was used for morphological observation. The levels of malondialdehyde (MDA), total protein (TP)
and lactate dehydrogenase ( LDH ) in alveolar lavage fluid ( BALF ) and liver samples were determined by
spectrophotometry. The expression of interleukin-1β (IL-1β), interleukin-8 (IL-8) and tumor necrosis factor-α (TNF-α)
in BALF and serum were determined by ELISA. Results　 HE staining showed that the alveolar septum was significantly
widened in PM2. 5group, and there was obvious infiltration of lymphoid and plasma cells. The lung septum was markedly
narrowed in the chitosan+PM2. 5 group compared with the PM2. 5 group, and infiltration of lymph and plasma cells was
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significantly decreased in the chitosan+PM2. 5 group versus the PM2. 5 group. Compared with the control group, LDH, MDA,
TP, TNF-α, IL-1β and IL-8 were significantly increased in the PM2. 5 group (P < 0. 05). Compared with the PM2. 5 group,
the levels of LDH, MDA, TP, TNF-α, IL-1β and IL-8 were significantly decreased in the chitosan+PM2. 5 group (P<
0. 05). Conclusions 　 The intake of a certain dose of chitosan had a positive intervention effect on lung injury caused
by PM2. 5 .

【Keywords】　 PM2. 5; chitosan; lung injury; oxidative stress; inflammatory response; intervention effect
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 近年来,以 PM2. 5浓度严重超标为特征的雾霾

污染仍是空气污染的主要原因。 PM2. 5是空气动力

学直径 ≤ 2. 5 μm 的悬浮细颗粒物,高浓度 PM2. 5是

雾霾的主要成因。 我国 PM2. 5的高排放与我国经济

的快速发展、产业和能源结构的不合理、城市化进

程的加速以及汽车保有量的快速上升等因素有关。
因此,治理 PM2. 5污染将是一项长期而又困难的工

作,这就意味着我国大多数城市居民在未来相当长

的时间内都将生活在 PM2. 5 超标的环境中。 据估

计,在全世界范围内,每年空气污染暴露造成约 700
万人过早死亡, 3% 的伤残调整生命年减少[1]。
PM2. 5由于其形状不规则、粒径小,可以直接进入肺

泡,并在大气中悬浮时间较长,能够吸附大量毒性

化合物等诸多特点,会对人体造成严重危害。 空气

中 PM2. 5的浓度与呼吸系统疾病、哮喘等的发病率、
死亡率有紧密的联系[2-3]。 PM2. 5 容易滞留在终末

细支气管和肺泡中,从而刺激机体肺部或全身发生

炎症和氧化应激,造成肺部损伤[4]。
虽然我国颁布了一系列控制空气污染的法规,

这势必会导致 PM2. 5水平在今后会急剧减少。 但目

前人们仍然暴露于较高的空气污染水平,而且比目

前环保部门规定的标准要高许多倍。 如果膳食补

充剂或药物制剂可以减轻空气污染对健康的不利

影响,那么居住生活在空气高污染地区的民众其健

康可能会得到一定程度的保护。 壳聚糖( chitosan,
CTS)是甲壳素脱乙酰基后的降解产物,是自然界中

唯一大量存在的碱性氨基多糖。 研究表明,壳聚糖

具有清除自由基、保护机体免受过氧化损伤、调节

血脂、保护肝、进行免疫调节等功能[5-6]。 本研究采

用动物试验,小鼠提前 2 周摄入一定剂量壳聚糖,之
后气管滴注 PM2. 5,评估短期 PM2. 5重复暴露对成年

小鼠的肺健康效应,探讨小鼠补充壳聚糖后是否可

以减轻 PM2. 5暴露所致急性肺损伤的影响。 这一研

究结果将为减轻空气污染对大众健康的一种保护

机制提供科学依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

44 只 8 周龄健康 SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠,
体重 19 ~ 26 g,从北京维通利华有限公司购买

【SCXK(京)2016-0002】,饲养于新乡医学院公共卫

生学院具有独立通风笼盒 ( IVC) 的实验动物房

【SYXK(豫)2016-0006】。 1 周适应期后,随机分为

4 组,即对照组、PM2. 5组、壳聚糖组及壳聚糖+PM2. 5

组,每组 11 只。 壳聚糖组及壳聚糖+PM2. 5组动物提

前 2 周灌胃壳聚糖,剂量为 200 mg / kg,采用等容量

灌胃法(0. 2 mL / 10 g BW),对照组和 PM2. 5组灌胃

相同剂量蒸馏水,每天 1 次,持续 2 周。 PM2. 5 后,
PM2. 5组、壳聚糖 +PM2. 5 组小鼠气管滴注 PM2. 5 ( 4
mg / kg),对照组和壳聚糖组气管滴注 0. 9%生理盐

水(saline),每天 1 次,连续 7 d。 动物自由摄食(上
海斯莱康 SPF 级小鼠专用饲料)、饮水,室温 20℃ ~
25℃,相对湿度 60% ~ 70%,昼夜明暗交替时间 12
h / 12 h。 所有操作均符合新乡医学院伦理委员会伦

理学要求(审批号:XYLL-2017086)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

水溶性壳聚糖购自上海源叶生物科技有限公

司;总蛋白 ( total protein, TP)、乳酸脱氢酶 ( lactic
dehydrogenase, LDH )、 丙 二 醛 ( malondialdehyde,
MDA)等检测试剂购自南京建成生物技术有限公司

(批号分别为 A045-3-2、A020-1-2、A003-1-2);白介

素-1β(interleukin-1β,IL-1β)、白介素-8( interleukin-
8,IL-8)及肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等试剂盒均由

北京索莱宝科技有限公司提供(批号分别为 SEKM-
0002、SEKM-0046、SEKM-0034);TE-6070 PM2. 5大流

量采样器(美国 TISCH 公司),酶标仪(美国 Thermo
公司),电子精密天平(赛多利斯科学仪器(北京)有
限公司),超声波清洗机(郑州生元仪器有限公司),
冷冻干燥器(北京亚星仪科有限公司)。

106



中国实验动物学报 2021 年 10 月第 29 卷第 5 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,October 2021,Vol. 29, No. 5

1. 2　 方法

1. 2. 1　 PM2. 5采样

选取新乡医学院科技楼七楼楼顶(北纬 N35°
17′11. 17″、东经 E113°55′59. 12″)作为采样点。 将

石英膜置于 TISCH 大流量颗粒物采样器进行采样。
将采样膜剪成约 4 cm × 4 cm 的正方形置于培养

皿,加入适量的超纯水。 利用 KQ-500E 型超声波震

荡仪 震 荡 培 养 皿, 冷 冻 干 燥 法 采 集 培 养 皿 内

的 PM2. 5。

表 1　 壳聚糖对 PM2. 5暴露小鼠体重、脏器质量及其脏器系数的影响(􀭰x ± s,n = 11)

Table 1　 Effects of chitosan on body weight, organ mass and organ coefficient of mice exposed to PM2. 5(􀭰x ± s,n = 11)
组别
Groups

体重(g)
Weight(g)

肝重(g)
Liver weight(g)

肝系数(g / 100 g)
Liver coefficient(g / 100 g)

肾重(g)
Kidney weight(g)

肾系数
Kidney coefficient(g / 100 g)

对照组
Control group 22. 88 ± 2. 24 1. 20 ± 0. 18 5. 88 ± 0. 85 0. 27 ± 0. 04 1. 28 ± 0. 11

PM2. 5组

PM2. 5 group 19. 07 ± 1. 58# 0. 83 ± 0. 11# 4. 33 ± 0. 31# 0. 23 ± 0. 03# 1. 12 ± 0. 07#

壳聚糖组
Chitosan group 22. 85 ± 2. 05 1. 17 ± 0. 14 5. 89 ± 0. 93 0. 27 ± 0. 02 1. 24 ± 0. 06

壳聚糖+PM2. 5组

Chitosan+PM2. 5 group 21. 18 ± 1. 28∗ 1. 06 ± 0. 12∗△ 5. 03 ± 0. 67∗ 0. 25 ± 0. 02 1. 18 ± 0. 07

注:与对照组比较,#P< 0. 05;与 PM2. 5组比较,∗P< 0. 05;与壳聚糖组比较,△P< 0. 05。
Note. Compared with the control group,#P< 0. 05. Compared with PM2. 5 group,∗P< 0. 05. Compared with chitosan group,△P< 0. 05.

1. 2. 2　 动物处理与样本采集

末次染毒 24 h 后,称重,用 4%异氟烷麻醉动

物,股动脉取血。 处死动物,分离肾及肝并称重,计
算脏器系数:脏器质量( g) /体重(100 g),分离血

清。 结扎右肺,取右肺下叶,多聚甲醛固定,苏木精

-伊红(HE)染色。 用预冷的 PBS 灌洗左肺,收集

BALF。 采用 Bradford 法测定 TP 和 MDA 含量;利用

分光光度法测定 LDH 活性;ELISA 法测定 TNF-α、
IL-1β 和 IL-8 等炎性因子水平。
1. 3　 统计学分析

计量资料以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示。 采

用 SPSS 21. 0 统计软件分析,对正态分布资料,多组

间均数比较采用单因素方差分析;若方差齐,两两

比较采用 LSD 检验;若方差不齐,采用 Dunnet T3 检

验。 对非正态分布资料,多组间均数比较采用非参

数检验———秩和检验。 P< 0. 05 为差异具有统计学

意义。 用 GraghPad Prism 8. 0 绘制统计分析图。

2　 结果

2. 1　 壳聚糖对 PM2. 5暴露小鼠体重、脏器质量及其

脏器系数的影响

以体重、肝重、肾重及其脏器系数作为测量

指标进行单因素方差分析。 与对照组比,PM2. 5

组小鼠体重、肝重、肾重及其脏器系数明显降低,
具有统计学意义( P< 0. 05) ;壳聚糖组体重、肝
重、肾重及其脏器系数与对照组比无明显差异(P
> 0. 05) 。 当小鼠提前摄入一定剂量的壳聚糖,
2 周后暴露 PM2. 5,与不摄入壳聚糖的 PM2. 5 组

比,壳聚糖+PM2. 5 组小鼠体重、肝重和肝脏器系

数均有所升高,具有统计学意义( P< 0. 05) ,但
肾及其脏器系数无明显差异( P> 0. 05) ;与壳聚

糖组比,壳聚糖+PM2. 5 组肝重降低,具有统计学

意义(P< 0. 05) (见表 1) 。
2. 2　 壳聚糖对 PM2. 5 暴露小鼠肺 HE 染色结果

比较

对照组和壳聚糖组小鼠肺组织未见明显异常。
与对照组比较,PM2. 5组肺泡间隔显著增宽,出现炎

症,其内有明显的淋巴细胞、浆细胞浸润;与 PM2. 5

组比较,壳聚糖+PM2. 5组肺间隔明显变窄,其内淋巴

细胞、浆细胞浸润明显减少(见图 1)。
2. 3　 壳聚糖对 PM2. 5 暴露小鼠 BALF 中 TP 和

LDH 的影响

以 TP 和 LDH 作为测量指标进行单因素方差分

析。 与对照组比较, PM2. 5 组小鼠 BALF 中 TP 和

LDH 的含量明显升高,差异具有统计学意义(P <
0. 05);壳聚糖组小鼠 BALF 中 TP 和 LDH 含量与对

照组比较均无显著性差异(P> 0. 05)。 当小鼠提前

摄入一定剂量的壳聚糖,2 周后暴露 PM2. 5,与没有

摄入壳聚糖的 PM2. 5组小鼠比较,壳聚糖+PM2. 5组小

鼠 BALF 中 TP 和 LDH 的含量明显下降,具有统计

学意义(P< 0. 05);与壳聚糖组比较,壳聚糖+PM2. 5

组小鼠 BALF 中 TP 和 LDH 的含量有所升高,具有

统计学意义(P< 0. 05)(见图 2)。
2. 4　 壳聚糖对 PM2. 5暴露小鼠肝 MDA 的影响

以 MDA 作为测量指标进行单因素方差分析。
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图 1　 壳聚糖对 PM2. 5暴露小鼠肺 HE 染色比较

Figure 1　 Comparison of HE staining of PM2. 5

exposed mice lung with chitosan

图 2　 壳聚糖对 PM2. 5暴露小鼠 BALF 中

TP 和 LDH 的影响

Figure 2　 Effect of chitosan on TP and LDH in
BALF of mice exposed to PM2. 5

图 4　 壳聚糖对 PM2. 5暴露小鼠 BALF 和血清炎性因子的影响

Figure 4　 Effects of chitosan on BALF and serum inflammatory factors in mice exposed to PM2. 5

与对照组比较,PM2. 5组小鼠肝中 MDA 含量明显升

高,差异具有统计学意义(P< 0. 05);壳聚糖组小鼠

肝中 MDA 含量与对照组比较无显著性差异(P >
0. 05)。 与 PM2. 5 组比较,壳聚糖 +PM2. 5 组小鼠肝

MDA 含量明显下降,具有统计学意义(P< 0. 05);
与壳聚糖组比较,壳聚糖+PM2. 5组肝中 MDA 含量有

所升高(P< 0. 05)(见图 3)。

图 3　 壳聚糖对 PM2. 5暴露小鼠肝 MDA 的影响

Figure 3　 Effect of chitosan on MDA in liver of
mice exposed to PM2. 5

2. 5　 壳聚糖对 PM2. 5暴露小鼠 BALF 及血清中炎

性因子的影响

以 IL-1β、IL-8 和 TNF-α 作为测量指标进行单

因素方差分析。 从图 4 可见知,与对照组比较,
PM2. 5组小鼠 BALF(图 4A,4B,4C) 和血清中 (图

4D,4E,4F)炎性因子 IL-1β、IL-8 和 TNF-α 水平明

显升高,具有统计学意义(P< 0. 05);壳聚糖组小鼠

BALF 和血清中 IL-1β、IL-8 和 TNF-α 表达水平与对

照组比较无显著性差异(P> 0. 05)。 与 PM2. 5组比

较,壳聚糖+PM2. 5组小鼠 BALF 和血清中 IL-1β、IL-8
和 TNF-α 明显减少,具有统计学意义(P< 0. 05);与
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壳聚糖组比较,壳聚糖+PM2. 5组 BALF 及血清中 IL-
1β 水平有所升高(P< 0. 05),但 IL-8 和 TNF-α 均无

显著性差异(P> 0. 05)。

3　 讨论

PM2. 5暴露对小鼠有肺损伤,影响小鼠 BALF 中

TP 和 LDH,肝 MDA,BALF 及血清 TNF-α、IL-1β 和

IL-8 水平。 提前摄入一定剂量的壳聚糖对 PM2. 5所

致肺损伤有一定的干预作用,主要从抑制氧化应激

和改善肺部炎症反应等方面促进损伤修复。
本研究采用动物实验,通过气管滴注法使小鼠

暴露 PM2. 5,评估 PM2. 5短期重复剂量暴露是否对小

鼠造成急性肺损伤,并给动物提前补充壳聚糖,观
察壳聚糖是否可以减轻 PM2. 5暴露所致的毒效应。
结果显示,与对照组比较,小鼠暴露 PM2. 5 后,小鼠

体重、肝重、肾重以及脏器系数明显下降,这与李星

辉等[7]研究结果一致。 提示短期重复剂量 PM2. 5暴

露对机体有一定的毒效应。 当小鼠提前摄入一定

剂量的壳聚糖,2 周后暴露 PM2. 5,与没有摄入壳聚

糖的 PM2. 5组小鼠比较,壳聚糖+PM2. 5组小鼠体重、
肝重和肝脏器系数均有所升高。 提示动物提前补

充壳聚糖对 PM2. 5所致的损伤有一定的缓解作用。
可能与 PM2. 5激发的氧化应激有关,壳聚糖具有清

除自由基、保护机体免受过氧化损伤等作用[5],动
物提前摄入壳聚糖可能保护线粒体免受氧化应激,
从而维系了相对正常三羧酸循环和代谢水平。

小鼠肺切片显示,PM2. 5染毒后肺泡间隔显著增

宽,出现明显的炎症改变,而壳聚糖在一定程度上

能抑制肺部的炎性作用;与 PM2. 5组比较,壳聚糖+
PM2. 5组肺间隔明显变窄,其内淋巴细胞、浆细胞浸

润明显减少。 上述结果与文献报道的其它抗氧化

剂的干预效果一致[8-9]。
PM2. 5诱导的氧化应激在颗粒污染物所致呼吸

系统急性效应中发挥重要作用[10-11]。 MDA 是脂质

过氧化作用的最终产物,也是机体氧化损伤的主要

标志物。 MDA 含量的测定可以直接反映机体受到

氧化损伤的程度[12-13],其容易引起细胞膜发生脂质

过氧化损伤,导致膜的功能损伤或丧失,进而使得

细胞内 LDH 和 TP 漏出[14]。 LDH 是反映细胞膜损

伤的早期敏感指标,是细胞毒性的标志物;TP 是反

应肺部血管通透性的指标,TP 水平可反映肺泡上皮

-毛细血管屏障损伤程度[15]。 本研究发现,染毒后

肺泡灌洗液中的 LDH、TP 和肝中 MDA 明显升高,

而提前摄入一定剂量的壳聚糖后,以上指标不同程

度降低,由此可推测 PM2. 5可使机体产生氧化应激,
导致细胞膜的完整性发生改变,影响肺部血管通透

性;而壳聚糖具有的抗氧化功效可减轻由 PM2. 5造

成的氧化损伤,这与其它文献的研究结果基本

一致[5]。
PM2. 5能够诱发肺部炎症,促进呼吸道细胞释放

炎症介质如 IL-8 及 TNF-α 等[16-17]。 TNF-α 是生物

体内主要的促炎因子和免疫调节因子,主要由单核

巨噬细胞产生,参与机体的急、慢性炎症过程[18]。
研究发现壳聚糖能增强静息中性粒细胞的活性,抑
制中性粒细胞的过度活化、细胞中 IL-8 和 TNF-α 的

分泌[19-21]。 本研究发现小鼠暴露 PM2. 5,其 BALF
及血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-8 水平明显升高,提前

摄入一定剂量的壳聚糖能降低其表达,对 TNF-α 和

IL-8 的抑制作用尤为明显,因此提示壳聚糖通过对

促炎因子表达的抑制作用可缓解 PM2. 5诱发的肺部

炎症反应,改善炎症反应所致肺损伤[22-23]。
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环境空气暴露对猪粪悬液中菌群及代谢物的影响
孙静1,2,3,4,陈奕龄1,2,3,4,丁玉春1,2,3,4,葛良鹏1,2,3,4∗

(1. 重庆市畜牧科学院,重庆　 402460; 2. 农业部养猪科学重点实验室,重庆　 402460;
3. 重庆市养猪科学重点实验室,重庆　 402460; 4. 重庆市医用动物资源开发与利用工程技术研究中心,重庆　 402460)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究环境空气暴露对制备的粪悬液中微生物及代谢物的影响。 方法　 收集无特定病原体级

巴马小型猪粪便:(1)未处理组(C 组);(2)有氧暴露处理组(T1 组);(3)厌氧暴露处理组(T2 组)。 利用扩增子测

序技术和非靶向代谢组比较各组粪样的微生物群落组成及代谢产物。 结果　 (1)T1 和 T2 组粪悬液制备操作均保

存了新鲜粪便中(C 组)的全部细菌门,仍以厚壁菌门和拟杆菌门细菌为主,但显著降低了密螺旋体属细菌的丰度;
(2)猪粪便中以子囊菌门、担子菌门真菌为主,粪悬液制备显著提高了猪粪便中子囊菌门真菌的丰度;有氧暴露处

理去除了猪粪便中节单菌属真菌。 (3)LC-MS 结果显示:正负离子模式下各识别出 402、195 种代谢物,其中 T1 ∶C
代谢集、T2:C 代谢集的差异代谢物分别为 155 和 201 个。 结论　 猪粪悬液制备时间虽然不长,但有氧暴露对样本

中真菌群落丰度的影响高于厌氧暴露,都显著地降低 Treponema 和 Spirochaetes 等有害菌群和相关代谢产物的丰度,
提高了 FMT 的安全性。

【关键词】 　 有氧暴露;厌氧暴露;粪悬液制备;SPF 猪;粪便菌群;代谢物图谱
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Effects of aerobic and anaerobic FMT preparation on fecal
microbiota and metabolite profiles in swine

SUN Jing1,2,3,4, CHEN Yiling1,2,3,4, DING Yuchun1,2,3,4, GE Liangpeng1,2,3,4 ∗

(1. Chongqing Academy of Animal Sciences, Chongqing 402460, China. 2. Key Laboratory of Pig Industry Science, Ministry of
Agriculture, Chongqing 402460. 3. Chongqing Key Laboratory of Pig Industry Sciences, Chongqing 402460.

4. Technical Engineering Center for the Development and Utilization of Medical Animal Resources, Chongqing 402460)
Corresponding author: GE Liangpeng. E-mail: geliangpeng1982@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 Fecal microbiota transplantation (FMT) is a promising, but immature intervention in the
current pig production. The aim of this study was to investigate the effects of aerobic and anaerobic FMT preparation (T1
group and T2 group, respectively) on fecal microbiota and metabolite profiles of SPF Bama mini pigs. Methods　 Amplicon
sequencing and untargeted metabolomics method were used to reveal the effects of aerobic and anaerobic FMT preparation
(T1 group and T2 group, respectively) on fecal microbiota and metabolite profiles of SPF Bama mini pigs. Results　 (1)
The two FMT preparation method preserved all the bacterial phyla in untreated pig slurries ( C group). Firmicutes and
Bacteroidetes constituted the top two phyla in the gut microbiota in all groups, and FMT preparation result ed in a significant
decrease of Treponema bacteria. (2) In untreated pig slurries, the two most abundant fungal phyla were Ascomycota and
Basidionmycota. FMT preparation significantly increased the relative abundance of Ascomycota, and aerobic FMT
preparation removed the Wallemia genus. These changes in microbial community did not affect the functional contributions.
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(3) A total of 402 and 195 characteristic metabolites were respectively detected by positive and negative mode liquid
chromatograohy-mass spectrometry, including Lipids and lipid molecules, and Organoheterocyclic compounds. Disturbance
of amino acid metabolism, and lipid metabolism were the most significant in T1 versus C comparison, and T2 versus C
comparison, 155 and 201 confirmed differential metabolites using reference compounds were identified, respectively. Highly
positive correlated metabolites with Spearman correlation coefficient r > 0. 6 are connected with Trepronema_2 in T1 versus
C and T2 versus C comparisons, and highly negative correlated metabolites with r < - 0. 4 are connected with
Ruminococcaceae_ NK4A214 group in T1 versus C and T2 versus C comparisons. Conclusions 　 Although the FMT
preparation time is short, the effect of short aerobic exposure on the abundance of fungal communities in the samples was
higher than that of short anaerobic exposure, and the relative abundance of harmful bacteria such as Treponema and
Spirochaetes and related metabolites were effectively reduced, which could improve the safety of FMT.

【Keywords 】 　 aerobic exposure; anaerobic exposure; FMT preparation; SPF pigs; fecal microbiota;
metabolite profile
Conflicts of Interest: The authors cleclare no confict of interest

　 　 目前,粪菌移植(fecal microbiota transplantation,
FMT)已成为干预微生物组的主要手段之一。 微生

物组的可变性为 FMT 等治疗性干预措施提供了希

望,但也可能引起了严重的安全隐患。 由于肠道微

生态系统的复杂性高,无目的地干预措施可能会将

微生物组转移为不期望的状态,反而给健康带来更

意想不到的后果。 比如,抗性基因的传播[1-2]、产气

荚膜梭菌感染[3]等不良事件的发生。 供体的选择、
供体粪便的处理方式、受试者的准备、移植方式和

次数等都可能影响 FMT 的疗效。 目前,用于复发性

CDI 治疗的 FMT 并无统一的标准和监管,不同国家

的政策差别较大[4]。 在丹麦,Jørgensen 等[5] 采取了

比较严格的供体筛选方法,包括病史、体格检查、血
液、粪便以及尿液检查,仅约 20%的参与者符合捐

赠粪便资格。 Ramai 等[6] 根据 PubMed、MEDLINE、
Google Scholar 和 Cochrane 数据库上 FMT 相关研

究,推论证实 FMT 的成功并不取决于供体-患者的

关系;Allegretti 等[7] 对 1924 例 FMT 治疗艰难梭菌

感染(Clostridioides difficile infection,CDI)的数据进

行分析,发现粪便运输时间和粪便冻存时间对 FMT
疗效的影响差异不明显:粪便处理时长超过 150
min,并未显著降低 FMT 的疗效;当粪便冻存时长超

过 1 年甚至 3 年时,FMT 的疗效与冻存 30 d 内的效

果相似。
同样是杂食动物,猪与人在消化道解剖学和生

理学特征方面具有相似性。 最近多项研究还利用

无菌猪模型实现了动物肠道菌群“拟人化”的能力。
比如,Zhang 等[8] 对无菌仔猪接种成人和婴儿的粪

便悬液,成功模拟了成人和婴儿的肠道微生物群落

结构;接种患有严重急性营养不良和中度急性营养

不良的儿童的粪悬液构建悉生猪模型,揭示了共生

肠道菌群与宿主健康生长存在因果关系,阐明了治

疗儿童营养不良的方法[9]。 此外,肠道微生物组与

宿主动物的共同进化,它在营养消化与利用、抵御

病原体、调节免疫和内分泌等方面发挥的微生物作

用,促使养猪生产对 FMT 这一策略的应用也产生了

兴趣。 比如,通过比较常规饲养猪和悉生猪或无菌

猪的生理和代谢参数等来研究肠道微生物的作

用[10];或使用 FMT 作为提高生猪饲料利用率的可

能策略等[11]。 Hu 等[12] 以金华猪为例,尝试利用

FMT 方式调节杂种新生仔猪肠道菌群结构,来改善

肠道屏障和免疫功能。 这些研究提示 FMT 在构建

悉生猪模型上的应用广泛,那么,对影响 FMT 的相

关因素开展研究就十分必要。 供体选择、粪便样本

的处理、粪菌移植方式、粪菌库建立以及安全性保

障等是影响 FMT 实施和效果的几个关键因素。 本

研究以 SPF 猪作为供体,在有氧或厌氧下处理并制

备得到粪便悬液,比较环境空气暴露对粪便悬液中

微生物组和代谢产物的影响。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

供体猪由重庆市畜牧科学院双河实验猪基地自

繁获得【SCXK(渝)2018-0002】。 在符合现行国标

(GB 14925-2010)规定的屏障环境内饲养,自由采食

和饮水【SCXK(渝)2018-0002】。 参考 GB / T22914-
2008《SPF 猪病原的控制与监测》标准,选择健康的 5
头成年雌性无特定病原级别(specific pathogen free,
SPF)巴马小型猪(耳号分别为 13,14,69,77,78),体
重约 50 kg,包括非洲猪瘟病毒、猪瘟病毒、口蹄疫病

毒、猪繁殖与呼吸综合征病毒、乙型脑炎病毒、猪圆环
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病毒 2 型、猪细小病毒、布鲁氏菌、猪肺炎支原体、猪
流感病毒、猪弓形虫、猪流行性腹泻病毒、猪传染性胃

肠炎病毒、轮状病毒在内的 13 种病原均为阴性。 经

重庆市畜牧科学院伦理委员会的许可 ( XKY -
20150113),所有实验均在重庆市畜牧科学院重庆国

家现代畜牧业示范区实验用猪工程中心完成(重庆荣

昌)【SYXK(渝)2018-0002】。
1. 1. 2　 供体猪粪便的收集

供体猪选定后,单栏饲养。 采样当天清晨,打
扫其圈舍至无明显残留粪污。 采用无菌密封采样

袋分别收集上述 5 头供体猪的新鲜粪便,每头各收

集 3 份。 其中 1 份直接放入液氮保存(未处理对照

组,或称 C 组),1 份直接保存在低温运输箱(4℃)
(有氧暴露组,或称 T1 组),剩余 1 份转入厌氧采样

盒(由密封培养罐和厌氧培养应用袋制造厌氧环

境,广东环凯微生物科技有限公司,中国),再保存

于低温运输箱(4℃)(厌氧暴露组,或称 T2 组),在
30 min 内运回实验室进一步处理。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

QIAamp DNA stool Mini Kit ( QIAGEN 公司);
AxyPreDNA 凝胶回收试剂盒 ( AXYGEN 公司);
TruSeqTM DNA Sample Prep Kit;色谱柱为 BEH C18
柱( 100mm × 2. 1mm i. d., 1. 7μm;Waters, Milford,
USA)。 厌 氧 工 作 站 ( 英 国 DWS 公 司, 型 号

DG250);洁净工作台(北京东联哈尔仪器制造有限

公司,型号 DL-CJ-2ND1);QuantiFlourTM-ST 蓝色

荧光定量系统(美国 Promega 公司);PCR 仪(美国

ABI,GeneAmp9700 型);高分辨液质联用仪 UHPLC
-Q Exactive HF-X 系统(赛默飞公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 供体猪粪悬液的制备

猪供体粪便的处理上参考 Pang 等[13]描述的方

法。 T1 组在超净台内(氮气约占 78%,氧气约为

21%)完成粪悬液的制备,T2 组在厌氧工作站内(纯
氮气和无氧混合气体供应,氮气 > 80%,其余气体

为氢气和二氧化碳)完成粪悬液的制备。 制备过程

在样品采集后 2 h 内完成。 粪悬液的制备操作为:
无菌密封匀浆袋内,新鲜粪便和灭菌水按照 1 ∶ 5 的

比例混合均匀,再通过 4 层灭菌医用纱布过滤,收集

获得粪悬液。 每头供体猪的新鲜粪便样品(约2 g),
各个粪悬液样品抽取 4 mL,用于细菌基因组的提取

和非靶向代谢组分析;剩余粪悬液和灭菌甘油按照

体积比 9 ∶ 1 混合,分装成每管 1 mL,-80℃保存。
1. 2. 2　 测序与分析

(1)扩增子测序:采用 CTAB / SDS 方法提取各

粪便样品的总基因组 DNA,然后用 338F / 806R 引物

扩增 16S rRNA 的 V3-V4 区域,ITS1F / ITS2R 引物对

扩增真菌 ITS 区域。 利用 Illumina Miseq 测序平台

完成扩增子测序,微生物多样性和组成的确定参考

之前的分析方法[14]。
(2)非靶向代谢组:采用 LC-MS 分析平台(赛默

飞公司,超高效液相色谱串联傅里叶变换质谱

UHPLC-Q Exactive HF-X 系统)对 15 个猪粪便样品

进行代谢组学分析。 样品经过前处理去除杂质、提
取代谢物,然后 LC-MS 正、负模式下分别上级检测

采集信息,得到代谢物的 MS 和 MS / MS 信息,采用

Progenesis QI(Waters Corporation,Milford,USA)软件

进行搜库鉴定,将 MS 和 MS / MS 质谱信息与代谢数

据库 ( http: / / www. hmdb. ca / ; http: / / metlin. scripps.
edu / )进行匹配,最终得到代谢物列表及数据矩阵。
1. 2. 3　 数据分析

细菌和真菌功能预测分析:利用 Tax4Fun 对

16S RNA 基因序列进行 COG 和 KEGG 功能注释,获
得 OTU 在 COG 和 KEGG 各功能水平的注释信息及

各功能在不同样本中的丰度信息。 FUNGuild 用于

真菌功能分类分析。
1. 3　 统计学分析

Student’s t 检验用于比较 α 多样性( Shannon
指数和 Chao 指数)的组间差异;单因素方差分析用

于比较组间微生物丰度差异;Heatmap 分析展示不

同分组 /样品在各分类学水平上的群落组成的相似

性和差异性;组间差异检验采用 ANOSIM 分析方法;
基于 Bray-Curtis 距离的 PCoA 分析展示各组样品之

间的微生物总体分布和离散程度;PCA 用于观察各

组样品之间的代谢物的总体分布和离散程度;PLS-
DA 用 于 区 分 组 间 差 异, 变 量 重 要 性 ( variable
importance,VIP)> 1 用于筛选出对模型贡献较大的

变量。 本研究以 VIP > 1 的变量作为差异代谢物或

潜在标志物。 采用 Student’ s t 检验结合 OPLS-DA
方法,筛选出组间差异代谢物(同时满足 VIP > 1,
P < 0. 05)。 Spearman 相关系数 r 展示菌群组成与

差异代谢物丰度上的相关关系。

2　 结果

2. 1　 细菌组成与丰度比较

利用 338F / 806R 引物对,对 C、T1 和 T2 这三组

共 15 个样品中微生物群落测序,共获得 raw reads
645275∗2,总碱基数目为 388 455 550;优化后有效

序列数目为 645 275,有效碱基数目为266 910 646;
序列平均长度为 413. 64 bp(见表 1)。
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　 　 对 97%相似水平下的细菌 OTUs 进行统计分

析,15 个样品中共检出 1020 个 OTUs。 C 组、T1 组

和 T2 组检出的 OTUs 数目分别为 915、982 以及

968,其中 856 个 OTUs 在三组间共享。 此外,FMT
制备操作(T1 或 T2 组)与 C 组在 Shannon 指数和

Chao 指数上组间差异显著(P < 0. 05,图 1A,1B),
提示需氧或厌氧下供体猪粪便的 FMT 制备操作均

提高了样品中菌群多样性。 相似性分析(ANOSIM
检验)显示 R 值为 0. 314(P= 0. 005),表明组间差异

大于组内差异,提示实验分组成立。 PCoA 分析显

示 T1 与 T2 组在猪粪便菌群结构上组间差异小,而
与 C 组间差异明显(图 1C)。

表 1　 基于 Illumina Miseq 测序平台的 16S rRNA V3-V4 测序结果

Table 1　 Illumina Miseq sequencing of the V3-V4 region of the bacterial 16S rRNA gene
分组
Groups

样品号
Sample No.

序列数
Sequences

碱基数(bp)
Bases(bp)

平均长度(bp)
Average length(bp)

未处理对照组(C 组)
Untreated group(Group C)

B13 45 602 18 874 989 413. 91
B14 41 847 17 268 438 412. 66
B69 41 204 16 999 023 412. 56
B77 35 100 14 567 778 415. 04
B78 50 429 20 791 028 412. 28

有氧暴露组(T1 组)
Aerobic FMT preparation(Group T1)

B13_X 43 238 17 857 477 413. 00
B14_X 35 740 14 829 723 414. 93
B69_X 47 934 19 896 852 415. 09
B77_X 47 291 19 421 394 410. 68
B78_X 38 284 15 884 911 414. 92

厌氧暴露组(T2 组)
Anaerobic FMT preparation(Group T2)

B13_Y 41 589 17 189 225 413. 31
B14_Y 44 156 18 303 192 414. 51
B69_Y 39 474 16 367 520 414. 64
B77_Y 46 067 19 066 976 413. 90
B78_Y 47 320 19 592 120 414. 03

注:A:基于 OTU 水平的 Shannon 指数组间差异检验结果;B:基于 OTU 水平的 Chao 指数组间差异检验结果;C:基于细菌属的 PCoA 分析结

果;∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

图 1　 FMT 制备处理对 SPF 级猪粪便样品中细菌群落多样性的影响

Note. A. Student’s t test for Shannon index of OTU level. B. Student’s t test for Chao index of OTU level. C. PCoA analysis.∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01.

Figure 1　 Influence of FMT preparation on bacterial community diversity in SPF pigs’ fecal samples

FMT 制备操作保存了新鲜供体粪样中的全部细

菌门,组间共享 18 种细菌门(图 2A)。 其中,厚壁菌

门(Firmicutes)的相对平均丰度在 C、T1 和 T2 组中分

别为 65. 07%、62. 39%和 61. 90%,其次为拟杆菌门

(Bacteroidetes),它在 C、T1 和 T2 组中相对平均丰度

分别为 23. 98%、32. 72%和 33. 06%。 FMT 制备操作

后,大部分细菌门的丰度组间差异不明显 (P >
0. 05),仅显著改变了黏胶球形菌门(Lentisphaerae)和
互养 菌 门 ( Synergistetes) 丰 度 ( P = 0. 035 和 P =
0. 002)。 两者在 C 组中的相对丰度极低,在 T1 组的

相对平均丰度分别为 0. 109%和 0. 037%,T2 组中分

别为 0. 019%和 0. 040%。 值得注意的是,尽管螺旋体

门( Spriochaetes) 的丰度在组间差异不显著 (P >
0. 05),但需氧下 FMT 制备操作后丰度从 8. 34%降低

到 1. 28%,厌氧下降低为 1. 13%。 该菌在 C 组各样本

中丰度变化较大,从 2. 18% ~ 13. 28%。 这提示,FMT
制备操作对猪粪便中的 Spirochaetes 丰度影响较大。
Heatmap 分析显示 T1 和 T2 组菌落先聚类,再和 C 组

聚类(图 2B)。
T1 和 T2 组间细菌属组成上无明显差异,但丰
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度上差异明显。 相对丰度较高的细菌属主要集中

在 Firmicutes 和 Bacteroidetes,比如 Lchnospiraceae _
XPB1014 group, Prevotellaceae _ NK3B31 group,
Ruminococcaceae UCG_005。 和 C 组相比,T1 和 T2
组的 Terrisporobacter,Treponema_2 的丰度显著低于

C 组 ( P < 0. 05),而 Ruminococcaceae _ UGC _ 005,
Rikenellaceae_RC9_gut group 以及 Ruminococcaceae_

NK4A214 group 的丰度显著高于 C 组(P< 0. 05)(图
2C,2D)。
2. 2　 真菌组成和丰度比较

利用 ITS1F-ITS2R 引物对,对各样品中真菌群

落组成情况进行测序。 结果显示 raw reads 数为

898449∗2,总碱基数目为 540 866 298,有效碱基数

目为 245 604 522,具体测序信息见表 2。

注:A:细菌门的丰度柱状图;B:细菌属上的聚类热图;C:未处理组(C 组)与有氧暴露组(T1 组)在细菌属的丰度差异条形图;D:未处

理组(C 组)与厌氧暴露组(T2 组)在细菌属分类上的丰度差异条形图;Student’s t 检验,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。

图 2　 FMT 制备处理对供体猪粪便细菌群落组成的影响

Note. A. Barplot results of community abundance on bacterial phylum level. B. Heatmap results on bacterial genus level. C. Student’ s t-test

barplot on bacterial genus level between C and T1 groups. D. Student’ s t-test barplot on bacterial genus level between group C and T2.∗P<

0. 05,∗∗P< 0. 01.

Figure 2　 Influence of FMT preparation on bacterial community of SPF pigs’ feces

表 2　 基于 Illumina Miseq sequencing 平台的真菌 ITS1-ITS2 区域的测序结果

Table 2　 Illumina Miseq sequencing of ribosomal RNA ITS1-ITS2 genomic region in fecal mycobiota
分组
Groups

样本编号
Sample No.

序列数
Sequences

碱基数(bp)
Bases(bp)

平均长度(bp)
Average length(bp)

未处理对照组(C 组)
Untreated group(Group C)

B13 38 056 10 755 161 282. 61
B14 53 456 13 858 394 259. 25
B69 58 798 15 600 278 265. 32
B77 70 776 19 348 726 273. 38
B78 74 110 17 371 675 234. 40

需氧暴露组(T1 组)
Aerobic FMT preparation(Group T1)

B13_X 55 139 15 055 302 273. 04
B14_X 47 996 17 422 611 363. 00
B69_X 72 876 19 364 345 265. 72
B77_X 70 514 19 198 171 272. 26
B78_X 69 328 17 552 576 253. 18

厌氧暴露组(T2 组)
Anaerobic FMT preparation(Group T2)

B13_Y 31 017 9 553 379 308. 00
B14_Y 43 031 12 351 827 287. 04
B69_Y 71 811 23 539 325 327. 80
B77_Y 70 761 15 173 799 214. 44
B78_Y 70 780 19 458 953 274. 92
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　 　 对 97%相似水平下的真菌 OTUs 进行统计分

析,15 个样品中共检出 158 个 OTUs。 C 组、T1 组和

T2 组各检出的 OTUs 数目分别为 128、85 和 77 个,
其中 3 组间共享 48 个 OTUs。 Shannon 指数组间差

异不显著(P > 0. 05);C 组与 T1 组、T2 组之间在

Chao 指数上差异显著(P< 0. 01)。 ANOSIM 检验显

示 R=-0. 068,P> 0. 05,提示猪粪便中真菌组成,组
间差异不明显,与 PLS-DA 分析结果相同(见图 3)。

C 组共识别出 128 个真菌 OTU,T1 组识别出 85
个,T2 组识别出 77 个 OTU。 群落组成分析结果显

示,C 组以子囊菌门(Ascomycota)为主,相对平均丰

度为 63. 26%;其次为担子菌门(Basidionmycota)和

Neocallimastigomycota,分别占 27. 13%和 9. 17%。 当

粪便经过 FMT 制备操作处理后,无论是在需氧或厌

氧条件下 Ascomycota 相对丰度大幅度提升,在 T1 组

平均丰度达到 87. 65%,在 T2 组达到 85. 15%;而
Neocallimastigomycota 丰度降低到 1%以下(T1 组为

0. 25%,T2 组为 0. 44%)。 基于样本中群落丰度数

据,结果显示在真菌门上组间差异均不显著(P >
0. 05);节担菌科(Wallemiaceae)、Sporidiobolaceae 和

Bulleribasidiaceae 组间存在显著差异(P< 0. 05),这
三种 真 菌 科 在 C 组 的 丰 度 很 低, 少 于 1%。
Wallemiaceae 在 C 组 的 平 均 丰 度 为 0. 999% ±
1. 049%,在 T2 组中丰度为 0. 476% ± 1. 065%,但在

T1 组未检出。 在真菌属上,节单菌属(Wallemia)的
丰度在组间存在差异,但它在 C 组和 T2 组中丰度

也低于 1%,在 T1 组中未检出(图 4)。 这提示这类

真菌在需氧下 FMT 制备操作时,可能因为其含量过

低而未被保存下来,而厌氧暴露似乎部分保存了这

类真菌。

注:A:基于 OTU 水平的 Shannon 指数;B:基于 OTU 水平的 Chao 指数;C:基于 OTU 水平的 PLS-DA 分析。∗∗P < 0. 01。

图 3　 FMT 制备操作对供体猪粪便样品中真菌群落多样性的影响

Note. A. Student’s t-test for Shannon index of OTU level. B. Student’s t-test for Chao index of OTU level. C. PLS-DA analysis.∗∗P < 0. 01.

Figure 3　 Influence of FMT preparation on the fungal community diversity in SPF pigs’ fecal samples

注:A:真菌门水平的组成柱状图;B:真菌科水平上的组间丰度差异比较条形图;C:真菌属水平上的组间丰度差异比较条形图。∗P< 0. 05。

图 4　 FMT 制备处理对供体猪粪便真菌群落组成的影响

Note. A. Barplot results of community abundance on fungal phylum level. B. One-way ANOVA barplot results of community abundance on fungal family

level. C. One-way ANOVA barplot results of community abundance on fungal genus level.∗P < 0. 05.

Figure 4　 Influence of FMT preparation on fungal community of SPF pigs’ fecal samples
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注:A:供体猪粪样中细菌 COG 功能注释结果;B:FUNGuild 对供体猪粪便中真菌功能注释结果。
图 5　 T1、T2 和 C 组中粪菌功能预测结果

Note. A. The result of COG function classification of fecal bacterial community from donor pigs. B. The result of fungal functional annotation from donor
pigs inferred by FUNGuild.

Figure 5　 Bacterial and fungal function classification in groups C, T1 and T2

2. 3　 菌群功能预测

利用 Tax4Fun 对 样 品 中 细 菌 进 行 COG 和

KEGG pathway 功能注释和丰度比较,结果显示共注

释到 24 个 COG 功能分类,组间丰度相似。 其中,
Carbohydrate transport and metabolism 和 Amino acid
transport and metabolism 丰度最高,相对丰度均超过

8. 0%(P > 0. 05,图 5A)。 KEGG pathway level1 水

平 上 共 注 释 到 cellular processes, environmental
information processing,genetic information processing,
human diseases,metabolism 以及 Organismal systems
这 6 个 KEGG 通路,组间差异小(P> 0. 05)。 其中,
注释到 metabolism 的通路达到 137 个,但各相对丰

度在组间差异不明显(P> 0. 05)。
FUNGuild 通过微生态 guild 对真菌群落进行分

类分析。 由图 5B 发现,粪便中真菌的主要功能为

腐生 营 养 型, 其 中 未 定 义 腐 生 真 菌 ( undefined
Saprotroph)平均相对丰度在 C 组高达 77. 56%,T1
组为 87. 92%, T2 组为 83. 53%。 C 组中, Animal
Endosymbiont-Plant Saprotroph 平均相对丰度达到

9. 89%,略高于 Animal Pathogen 的平均相对丰度

(7. 35%)。 相比之下,粪便经过过滤处理后,Animal
Endosymbiont-Plant Saprotroph 丰度急剧减少,在 T1
组仅为 0. 34%,T2 组为 0. 85%;其他功能分类,如
Animal Pathogen,组间丰度差异不明显(P> 0. 05)。
2. 4　 代谢组分析

2. 4. 1　 数据质控

利用 LC-MS 分析平台测定 15 个猪粪便样品

中代谢物组成和丰度情况,并采用 PCA 对数据结
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果进行质控分析。 质控样本(Quality Control,QC)
用于评价在上级过程中分析系统的稳定性。 QC
样本相关性越高(越接近于 1)表明测试方法稳定

性越好,数据质量越高。 在正负离子 2 个模式下,
QC 样本相关性最小值为 0. 994,表明此次检测方

法稳定,数据可信(见图 6)。 通过 PLS-DA 得到模

型评价参数(R2,Q2),R2 和 Q2 值越接近 1,表明

模型越稳定可靠;如果 R2 和 Q2 < 0. 5,则模型可

靠性较差。 相关评价参数结果:C 组与 T2 组比较

时(即 T2:C 代谢集):R2X = 0. 513,R2Y = 0. 935,
Q2 = 0. 897;C 组与 T1 组比较时 (即 T1:C 代谢

集):R2X = 0. 521,R2Y = 0. 614,Q2 = 0. 451;说明

模型构建稳定,数据可靠;T1 与 T2 比较时(即 T2:
T1 代 谢 集 ): R2X = 0. 326, R2Y = 0. 41, Q2 = -
0. 709,提示 T1 和 T2 模型效果不好,这两组间得

到的差异物质不可信。

注:A:阳离子模式;B:阴离子模式。

图 6　 QC 样本相关性分析结果

Note. A. Positive ion mode. B. Negative ion mode.

Figure 6　 Results of QC sample correlation analysis

2. 4. 2　 代谢物分类统计

利用代谢组数据库(HMDB,www.hmdb.ca)对猪

粪便中代谢物进行注释。 正、负离子模式下,402 和

195 种代谢物被分类为 14 个超类别( superclass)和
21 个子类别( subclass)。 其中,有 243 种代谢物注

释到 “ 脂 类 和 类 脂 分 子 ” ( lipids and lipid-like
molecules),有 54 种代谢物注释到“有机杂环化合

物”( organoheterocyclic compounds),50 种代谢物注

释到 “有机酸和杂环化合物” ( organic acid and
derivatives)。 子类别中,注释到“氨基酸、肽和类似

物” ( amino acids,peptides and analogues),“脂肪酸

和偶联物”(fatty acids and conjugates)以及“胆汁酸、
醇类和衍生物” (bile acids,alcohols and derivatives)
的代谢物数量分别为 41、26 和 25 个。
2. 4. 3　 差异代谢产物的筛选与鉴定

采用 Student’s t 检验结合 OPLS-DA,筛选出组

间差异代谢物。 同时满足变量重要性 VIP > 1,P<
0. 05,差异倍数 FC > 1 或 FC < 1。 阳离子模式下

T1-C 代谢集筛选出差异代谢物数量为 90 个,T2-C
代谢集筛选出差异代谢物数量 122 个,T2-T1 代谢

集筛选出差异代谢物 3 个。 阴离子模式下 T1-C 代

谢集筛选出差异代谢物 65 个,T2-C 代谢集筛选出

差异代谢物 79 个,T2-T1 代谢集筛选出差异代谢物

1 个(见表 3)。 因此,T1:C 代谢集筛选出的差异代

谢物共有 155 个,T2:C 代谢集筛选出的差异代谢物

共有 201 个,它们之间共享的差异代谢物达 142 种。

表 3　 差异代谢物分析结果

Table 3　 Results of metabolite differential analysis

代谢集
Metabolite comparison

阳离子模式
Positive ion mode

阴离子模式
Negative ion mode

上调
Up

下调
Down

上调
Up

下调
Down

T1:C 代谢集
T1:C metabolite comparison 9 81 0 65

T2:C 代谢集
T2:C metabolite comparison 5 117 0 79

T2:T1 代谢集
T2:T1 metabolite comparison 1 2 0 1
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　 　 由于 T2:T1 代谢集模型拟合不可信,因此,本
研究仅对 T1:C 和 T2:C 两代谢集进行 KEGG 功能

注释与富集分析。 T2: C 代谢集注释到 “代谢”

注:A:T1:C 代谢集;B:T2:C 代谢集;C:T1:C 代谢集拓扑学分析结果;D:T2:C 代谢集拓扑学分析结果。

图 7　 KEGG 代谢通路富集和注释结果

Note. A. T1:C metabolite comparison. B. T2:C metabolite comparison. C. KEGG Topology analysis for T1:C metabolite comparison. D. KEGG

Topology analysis for T2:C metabolite comparison.

Figure 7　 KEGG pathway classification.

(metabolism)一级分类的代谢物最多。 其中,“氨基

酸代谢”(amino acid metabolism)二级分类通路下的

代谢物个数达到为 15 个;其次为“脂质代谢”( lipid
metabolism)有 10 个。 类似的,T1:C 代谢集注释到

“代谢”一级分类下代谢物最多。 其中,amino acid
metabolism 二级分类下代谢物为 10 个, 和 lipid
metabolism 分类下数目相同(图 7A,7B)。 此外,对
代谢集内各代谢物在 KEGG 通路中进行通路富集

和通路拓扑学分析。 其中,代谢途径 D-Glutamine
and D-glutamate metabolism(pathway ID:map00471;P
< 0. 01)的相对重要性最大,其次为 Cutin,suberine

and wax biosynthesis ( pathway ID: map00073, P <
0. 01),它们在 T1:C 和 T2:C 代谢集中的重要性得

分均高于 3. 0(图 7C,7D)。
2. 4. 4　 样本中代谢物组成与微生物群落组成相关

性分析

图 8A,8B 可知,T1:C 代谢集丰度前 10 的差异

代 谢 物 为 2-Amino-2-methylbutanoate,
(-)-Stercobilin、2,4-Dimethylpimelic acid、L-Proline、
3’-Deaminofusarochromanone、 Gingerglycolipid B、
Prednisolone、 Spirolide D、 Polysorbate 20 以 及 PS
(16 ∶0 / 18 ∶02(9Z,12Z)),它们与 Spirochaetes 的相

对丰度均呈正相关。 除(-)-Stercobilin 外,其余差异

代谢物与 Spirochaetes 呈显著正相关( r> 0. 60,P<
0. 05);T2:C 代谢集丰度前 10 的差异代谢物为 PE
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(14 ∶ 0 / 0 ∶ 0 )、 Spirolide D、 Gingerglycolipid B、
Prednisolone、PE(14 ∶ 1(9Z) / 18 ∶ 4(6Z,9Z,12Z,
15Z )、 2-Amino-2-methylbutanoate、 2,4-
Dimethylpimelic acid、 3 ’-Deaminofusarochromanone、
4-[ 5-( 3-hydroxypropyl )-1-benzofuran-2-yl ] benzene-
1,2-diol 和 Americanol,它们也与 Spirochaetes 的相对

丰度呈正相关( r > 0. 60,P< 0. 05)。

Note:A:T1:C 代谢集与菌门;B:T2:C 代谢集与菌门;C:T1:C 代谢集与菌属;D:T2:C 代谢集与菌属。∗代表相关性显著;红色:正相

关;蓝色:负相关。

图 8　 粪便细菌和真菌群落组成与代谢物水平的相关性分析

Note. A. Correlation between metabolite and phylum-level microbial composition in T1: C metabolite comparison. B. Correlation between

metabolite and phylum-level microbial composition in T2:C metabolite comparison. C. Correlation between metabolite and genus-level microbial

composition in T1:C metabolite comparison. D. Correlation between metabolite and genus-level microbial composition in T2:C metabolite

comparison.∗ Significant correlation. Red color. Positive correlation. Blue color. Negative correlation.

Figure 8　 Correlation analysis between microbial composition and metabolites in SPF pigs’ fecal samples

将样品中丰度前 10 的菌属与上述差异代谢物

进行相关性分析(图 8C,8D)。 结果显示,T1:C 和

T2: C 代 谢 集 中 丰 度 前 10 的 差 异 代 谢 物 与

Treponema_2 呈正相关( r > 0. 6,P < 0. 05),而与

Ruminococcaceae NK4A214 group 和 [ Eubacterium ]
coprostanoligenes group 呈负相关 ( r < - 0. 4, P <
0. 05)。 提示粪便中这些特定菌属的丰度与差异代

谢物的产生密切相关。 Spirochaetes 在 C 组平均相对

丰度为 8. 34%。 有氧暴露下 FMT 制备操作后丰度

降低为 1. 28%,厌氧下丰度降低到 1. 13%,降低倍

数超过 6. 5 倍。 Treponema_2 属于 Spirochaetes 细菌,
在 C,T2 和 T1 组中的相对丰度分别为(7. 31% ±
4. 90%),(0. 69% ± 0. 37%)和(0. 81% ± 0. 51%)。
Ruminococcaceae NK4A214 group 属于 Firmicutes 细

菌,在 C,T1 和 T2 组中的相对丰度分别为(2. 16% ±
0. 25%)、(3. 36% ± 0. 91%)和(3. 42% ± 0. 62%)。
[Eubacterium] coprostanoligenes group 属于 Firmicutes
细菌,在 C、T1 和 T2 组的相对丰度分别为(2. 58% ±
0. 37%)、(5. 37% ± 2. 33%)和(4. 69% ± 1. 01%)。
这些菌群丰度受 FMT 制备操作而改变,并显著影响

包括 2-Amino-2-methylbutanoate、2,4-Dimethylpimelic
acid、Prednisolone、Spirolide D等在内的多种代谢物

的产生。
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3　 讨论

在以前的研究中,供体的作用已被证明是重要

的[15]。 SPF 猪是在屏障或隔离环境下饲养,排除了

特定的病原微生物和寄生虫的猪群,是优良的动物实

验、生物制剂及生命科学研究用猪。 因此,选择 SPF
猪的粪便作为 FMT 的供体具备合理性。 此外,多捐

赠者方法已被证实可以提高供体微生物群落多样性,
有助于 FMT 后取得一个良好的结果[16]。 因此,参照

现行国家标准 GB / T22914-2008,本研究最终选择了

5 头 SPF 巴马小型猪作为 FMT 供体动物。
供体猪粪悬液的制备方法影响了样品中菌群

组成结构,这是影响 FMT 效果的又一重要因素。 过

去研究发现益生菌的活力对其发挥重用具有重要

影响。 然而,Andresen 等[17]研究发现死菌也能对肠

易激综合征发挥益处;冷冻和新鲜粪便制剂对 CDI
具有相似的治疗功效[18-20],提示粪便制剂中活菌数

可能并不制约 FMT 的使用。 制备 FMT 用的粪悬液

时,短暂的有氧暴露和厌氧暴露均未显著改变样品

中细菌和真菌组成,但影响了菌群的丰度。 和未处

理粪便样品相比,有氧和厌氧操作都完整地保留了

全部的细菌门分类,猪 FMT 用粪悬液中仍然是以

Firmicutes 和 Bacteroidetes 为主,和健康猪群的直肠

微生物研究结果一致[21]。 然而,有氧和厌氧下 FMT
制备操作导致了 Spirochaetes 细菌的丰度减少约 8
倍,Terrisporobacter 的丰度减少 3 倍,Treponema_2 丰

度减少 9 倍以上。 此外,结果显示 SPF 巴马小型猪

粪便中真菌群落以 Ascomycota, Basidionmycota 和

Neocallimastigomycota 为主,FMT 制备操作导致了粪

便中真菌群落丰度的降低。 比如,有氧处理组降低

了粪便中 Neocallimastigomycota 的丰度超过 36 倍,
厌氧处理组降低该菌的丰度也达到 20 倍。 值得注

意的, 有 氧 或 厌 氧 下 FMT 制 备 操 作 也 造 成

Wallemina 等低丰度菌群丰度的降低,甚至无法通过

扩增子测序手段检出。 当然,FMT 制备操作也提高

了某些菌群的丰度,包括 Ruminococcaceae UGC -
005, Rikenellaceae RC9 gut group 以 及

Ruminococcaceae NK4A214 group 的丰度都显著高于

未处 理 的 粪 样 ( P < 0. 05 )。 值 得 注 意 的 是,
Spirochaetes 含有猪肠道内与猪痢疾有关的主要病

原,尤其是密螺旋体属(Treponema)细菌[22]。 本研

究中,5 头供体猪粪便样本按照 NY / T545 的方法完

成了猪痢疾密螺旋体病病原检测,结果为阴性。

Treponema_2 在 15 个样本中均被检出,并随 FMT 制

备操作丰度显著降低(P< 0. 05)。 其中,它在未处

理组的平均丰度为(7. 31% ± 4. 90%),在有氧暴露

组为(0. 81% ± 0. 51%),在厌氧暴露组为(0. 69% ±
0. 37%)。 此外,研究显示对供体猪粪便样品实施处

理后,样品中代谢物含量也发生改变,且厌氧下处

理对供体猪粪便悬液中的代谢产物更具影响,毕竟

与未处理组相比,厌氧暴露组中检出了 201 种差异

代谢物,而有氧暴露组中检出 155 种差异代谢物。
相关性分析结果揭示粪便中 Treponema_2 与多种代

谢物的产生密切相关。 值得注意的是,经 FMT 制备

操作后 Spirochaetes 丰度降低,更导致了 Prednisolone
和 Spirolide D 两种代谢产物的减少。 Spirolide D 是

一种脂溶性贝毒素,Prednisolone (中文名:波尼松

龙)是常用的抗炎肾上腺皮质激素类药物,具有抗

炎作用,这些结果提示本研究采用的粪便 FMT 制备

操作 方 法 可 有 效 降 低 猪 粪 便 中 Treponema 和

Spirochaetes 菌群的丰度,一定程度上提高了 FMT 的

安全性。
目前,FMT 不仅作为治疗复发性 CDI,恢复患者

肠道多样性的一种技术[23-24],还广泛用于悉生动物

模型的构建,在宿主代谢、营养、免疫力以及药物发

现中肠道生态学的研究上发挥着重要作用。 仅从

这一出发点而言,没有必要采用标准化的制备方

法,但应尽可能地保证移植的粪悬液反映的是供体

原始的粪便微生物组。 除制备时环境空气暴露的

差异外,研究使用的供体猪数量、动物个体差异以

及新鲜粪便采集量、实验操作时间、以及每份测序

样本中所含细菌、真菌以及代谢物含量的差异等都

可能成为潜在影响因素。 当然,在今后实际使用上

可通过扩大供体猪数量和粪便采集量、自动化粪悬

液制备、增加测序样本重复数等操作来降低这些潜

在问题。

4　 结论

SPF 巴马小型猪粪便样品中主要的细菌群落为

Firmicutes 和 Bacteroidetes, 主 要 的 真 菌 群 落 为

Ascomycota、Basidionmycota 和 Neocallimastigomycota。
尽管处理时间短暂,粪悬液的制备操作仍强烈地降

低了包括 Spirochaetes、Terrisporobacter 和 Treponema_
2 在内的细菌群落以及 Neocallimastigomycota 真菌

群落的丰度,提高了 Ascomycota 的相对平均丰度,并
显著影响猪粪悬液中包括 Prednisolone、Spirolide D
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等在内的多种代谢物的产生。 值得注意的是,有氧

暴露对猪粪悬液中真菌群落丰度的影响高于厌氧

暴露处理。 结果提示,粪悬液的 FMT 制备操作有效

地降低 Treponema 和 Spirochaetes 等有害菌群和相关

代谢产物的丰度,提高了 FMT 的安全性。
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规律性有氧运动对脑缺血大鼠的脑保护作用及
机制探讨

汪君民1,陆海林2∗,龚腾云3

(1. 淮安市淮阴师范学院体育学院理论教研室, 江苏 淮安　 223300; 2. 南通大学体育科学学院

体操教研室,江苏 南通　 226019; 3. 江苏省淮安市淮阴师范学院科研部,江苏 淮安　 223300)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究规律性的有氧运动对脑缺血大鼠的脑组织的保护机制。 方法　 按照随机数字表法将 40
只 SPF 级 SD 雄性大鼠随机分为假手术组、模型组、实验组、对照组,模型组、实验组、对照组大鼠采用线栓法制备大

鼠脑中动脉脑缺血(middle cerebral artery occlusion,MCAO)动物模型,假手术组大鼠只进行穿线,不结扎;实验组大

鼠每日进行有规律的有氧运动(跑台跑步):运动强度为 20 m / min,每日 3 次,每次 20 min,每次间隔 2 h,对照组大

鼠每日给以 1. 08 mg / mL 的尼莫地平灌胃给药。 激光散斑成像观察大鼠大脑皮层血流变化;脑电图检测大鼠大脑

皮层总功率的变化;2,3,5-三苯基氯化四氮唑(2,3,5-triphenyltetrazolium chloride,TTC)染色检测大鼠的脑梗死面

积;蛋白免疫印迹检测各组大鼠脑组织中脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor,BDNF)、生长相关

蛋白(growth-associated protein 43,GAP43)的表达。 结果　 与假手术组相比,模型组、实验组、对照组大鼠大脑皮层

血流灌注量、大脑皮层总功率、BDNF、GAP43 的表达明显下降(P < 0. 05),梗死面积明显升高(P < 0. 05),与模型

组相比,实验组、对照组大鼠大脑皮层血流灌注量、大脑皮层总功率、BDNF、GAP43 的表达明显升高(P < 0. 05),梗
死面积明显下降(P < 0. 05)。 结论　 规律性的有氧运动明显改善脑缺血大鼠的血流灌注和脑部微血管循环障碍,
降低其脑组织的梗死面积,抑制炎性的级联放大,可能与激活 BDNF / GAP43 通路有关。

【关键词】 　 有氧运动;脑缺血;保护机制
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Protective effect and mechanism of regular aerobic exercise on cerebral
ischemia in rats
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the protective effect and mechanism of regular aerobic exercise on cerebral
ischemia in rats. Methods　 According to the random number table method , 40 specific pathogen-free male SD rats were
randomly divided into sham operation, model, experimental, and control groups. The middle cerebral artery occlusion
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(MCAO) rat model was constructed by the thread plug method . Rats in the sham operation group were threaded without
ligation. Rats in the experimental group performed regular aerobic exercise ( running on a treadmill) every day with an
exercise intensity of 20 m / min, three times a day, 20 min each time, and 2 h apart each time. Rats in the control group
were given 1. 08 mg / mL nimodipine by gavage daily. Laser speckle imaging was used to observe changes in blood flow in
the cerebral cortex. Electroencephalograms were used to detect changes in total power in the cerebral cortex. 2, 3,5-
triphenyltetrazolium chloride staining was used to detect cerebral infarct areas. Western Blot was used to detect the
expression of brain-derived neurotrophic factor ( BDNF) and growth-associated protein 43 ( GAP43) in brain tissue.
Results　 Compared with the sham group, the cerebral cortex blood perfusion, total cerebral cortex power, and expression
of BDNF and GAP43 in the model, experimental, and control groups were significantly decreased (P<0. 05), and infarct
area was significantly increased (P< 0. 05). Compared with the model group, the cerebral cortex blood perfusion, total
cerebral cortex power, and expression of BDNF and GAP43 in the experimental and control groups were significantly
increased (P<0. 05), and the infarct area was significantly decreased (P<0. 05). Conclusions　 Regular aerobic exercise
can significantly improve blood perfusion and cerebral microvascular circulatory disorders in cerebral ischemic rats, reduce
infarct size in brain tissue, and inhibit the inflammatory cascade, which may be related to activation of the BDNF / GAP43
pathway.

【Keywords】　 aerobic exercise; cerebral ischemia; protective mechanism
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 缺血性脑血管疾病严重威胁人类的健康,该病

具有发病率高、致残率高及死亡率高等特点,给患

者的家庭带来沉重的精神和经济负担。 作为新陈

代谢最为旺盛的器官,人体的大脑的最为关键的能

量来源即是血糖中的葡萄糖进行有氧分解,因而脑

组织对缺血、缺氧最为敏感。 研究显示[1] 脑缺血发

生后,脑部神经元细胞处于缺血、缺氧的病理状态,
会诱导一系列的神经炎症、氧化应激反应、细胞凋

亡、离子泵功能失衡、神经生物电信号传导受阻等

相关病理过程的发生,致使患者出现脑部灌流不

足,缺血区域微血管以及大血管在神经变性过程中

随之发生改变,脑组织结构损伤进一步恶化,使患

者出现相应的神经功能障碍。 因此在脑缺血发生

后,尽快恢复脑部血灌流,增强神经生物电信号传

导,有助于改善患者对肢体协调控制、语言感知等

的自主性。 大量的临床事实显示[2] 康复性的运动

有助于改善患者的肢体运动和神经功能障碍。 研

究显示[3]有氧运动可明显增强缺血性动物模型大

脑 皮 质、 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 ( brain-derived
neurotrophic factor,BDNF)、生长相关蛋白 ( growth-
associated protein 43,GAP43)和纹状体的表达,改善

动物的运动功能。 国内外的研究大多集中在有氧

运动作为一种辅助方式,对脑栓塞患者的运动功能

的探讨上,而有关运动对神经功能和脑血流、脑微

血管的影响的报道较少[4]。 本研究将规律性的有

氧运动作为一种治疗干预方式,从 BDNF / GAP43 信

号角度入手,探讨有氧运动对脑中动脉脑缺血

(middle cerebral artery occlusion,MCAO)动物模型脑

组织的保护作用,希望为疾病的临床治疗提供新的

角度。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

40 只 6 ~ 9 周雄性 SD 大鼠 SPF 级,250 ~ 320
g,采购自中国医学科学院医学实验动物研究所

【SCXK(京)2019-0013】,在南通大学的基础动物实

验室完成实验【SYXK(苏)2020-0029】。 本研究已

获得医院实验动物伦理委员会的批准(伦理审批

号:IACUC-202012035),并在实验过程中遵循相关

规定,尽最大努力减少动物的疼痛与伤亡。 所有大

鼠在本院 SPF 级动物房中(22 ± 3)℃,湿度(45 ±
5)%,12 h 光暗交替,自由摄食与饮水等条件下进

行适应性喂养 7 d 后开始实验。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

尼莫地平(20 mg × 50 片,广东华南药业集团有

限公 司, 国 药 准 字: H44025019 )。 戊 巴 比 妥 钠

(2019-5V40)、组织裂解液(2020-72B3)、化学增强

显色剂 (2020-90M1) (南京建成生物科技有限公

司),蛋白浓度检测试剂(HJ4F73)、Western Blot 试
剂盒(HJ6VD3)、2,3,5-三苯基氯化四氮唑(2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride,TTC,HJ43NR)染色试剂

盒、髓过氧化物酶(myeloperoxidase,MPO,HJ2C4L)
免疫试剂盒、尼式染色试剂盒(HJ3C5G)购自上海
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碧云天生物科技有限公司, 兔抗 GAPDH 抗体

(ab8245)购自美国 abcam 公司。
光学显微镜(型号:X71,日本 Olympus 公司),

凝胶成像处理系统(型号:Universal Hood Ⅱ,美国

Bio-rad 公司),激光散斑成像仪(型号:PeriScan PSI
System,瑞典 PERIMED 公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 MCAO 模型的构建和分组处理

(1)MCAO 大鼠模型的构建:参照 Franke 等[5]

介绍的方法,将大鼠诱导麻醉后,消毒,备皮,切开

颈部皮肤,充分暴露大鼠的左侧颈总动脉、颈外动

脉,使用动脉夹夹闭颈内动脉远心端,采用 6 号尼龙

线结扎大鼠的颈内动脉的近心端,形成脑缺血状

态,2 h 后,拔出线栓,实现脑部血流再灌注。 术中

需要维持大鼠肛温在 37℃,为减少操作的误差,所
有动物手术均有同一研究人员完成。 术后 2 h,进行

神经功能评价:无神经功能缺失症状,能够正常活

动记为 0 分;大鼠出现左侧前爪不能完全伸展的情

况记为 1 分;大鼠爬行时出现转圈走的现象记为 2
分;大鼠行走时身体向一侧侧倾倒的现象记为 3 分;
大鼠出现意识丧失,不能自主行走的现象记为 4 分,
其中获得 1 ~ 3 分的大鼠表示造模成功。

(2)实验的分组处理:实验中同批次造模成功

30 只大鼠,按照随机数字表法分为模型组,实验组,
对照组,每组 10 只,另取 10 只大鼠作为假手术组,
假手术组大鼠在造模术中只进行穿线,不结扎。 造

模成功后,实验组大鼠每日进行有规律的有氧运动

(跑台跑步):运动强度为 20 m / min,每日 3 次,每次

20 min,每次间隔 2 h;对照组大鼠每日给以 1. 08
mg / mL 的尼莫地平灌胃给药,模型组和假手术组大

鼠以等剂量的生理盐水进行灌胃处理,所有大鼠均

以单笼,基础饲料喂养。
1. 2. 2　 激光散斑成像观察各组大鼠大脑皮层血流

变化

连续处理 14 d 后,再次对动物进行神经功能评

价后,以 35 mg / kg 的巴比妥钠将大鼠麻醉,背卧位

固定在手术台上,头顶纵切,分离鼓膜,以暴露大鼠

的大脑皮层,激光散斑成像仪检测各组大鼠大脑皮

层的血流变化情况。
1. 2. 3　 脑电图检测各组大鼠大脑皮层总功率的

变化

激光散斑成像检测后,按照脑立体定位仪仪器

要求进行操作,植入记录电极、参比电极,连接引导

线,开启 LQWY-N 脑电生物信号系统检测各组大鼠

大脑皮层生物电信号的变化,同时 LQWY-N 脑电信

号系统分析各组大鼠大脑皮层的总功率。
1. 2. 4　 各组大鼠脑梗死面积的比较

大鼠处死后,取出各组大鼠的脑组织,注意保

持动物脑组织的完整性,取大鼠的脑组织标本,制
成厚度约为 2 mm 的冠状切片,TTC 工作液避光染

色,正常脑组织中因含与 TTC 发生特异性反应的酶

而呈红色,缺血区域因酶活下降不能与 TTC 发生特

异性的结合而呈现苍白色[6],图像分析测量系统统

计分析大鼠脑组织的脑梗死面积比例大小。
1. 2. 5　 各组大鼠脑组织内微血管形态的比较

取大鼠的脑组织,按要求制成约 150 μm 的冠

状切片,激光扫描共聚焦显微镜进行检测,并将所

得图像进行三维重建,观察大鼠脑组织中血管直径

< 8 μm 的血管的形态。
1. 2. 6　 尼式染色

取大鼠的脑组织,按照尼式染色试剂盒要求进

行脱蜡,水化,切片,染色,脱水,透明,封片后,上镜

检测,观察各组大鼠脑组织中的尼式小体的变化

情况。
1. 2. 7　 各组大鼠脑组织中 MPO 的表达情况

取大鼠的脑组织,石蜡切片,抗原修复后,加入

一抗(1 ∶100),维持 4℃避光过夜,次日加入二抗,孵
育后,显色,苏木素复染,脱水,透明,封片,显微镜

下观察,以胞质或胞浆中出现棕黄色颗粒为阳性染

色[7],Image-Pro Plus 6. 0 图像处理软件统计分析阳

性细胞率。
1. 2. 8 　 蛋白免疫印迹检测各组大鼠脑组织中

BDNF、GAP43 蛋白的表达

取各组大鼠的脑组织,在 4℃裂解液中放置 30
min,离心,并将上清液稀释,常规方法提取样本中的

总蛋白,以 50 μg 样品进行上样,电泳后,转模,封
闭,加入一抗(BDNF、GAP43、GAPDH) (1 ∶1 500),
孕育 1 h,以(1 ∶10 000)的二抗稀释,二氨基联苯胺

(diaminobenzidine,DAB)显色,以 GAPDH 作为内参

分析各条带的灰度值。
1. 3　 统计学分析

数据分析采用软件 SPSS 16. 0,脑梗死面积、
MPO 阳性表达情况等符合正态分布的计量资料采

用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)进行表示,多组间比较采

用单因素方差分析,两两间比较采用独立 t 检验,P<
0. 05 表示具有统计学意义。
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2　 结果

2. 1　 各组大鼠的一般状态以及神经功能评分的

比较

假手术组大鼠的反应敏捷,活泼好动,皮毛光

亮,饮食与进水未见明显异常,体重增加较为明显;
模型组大鼠皮毛杂乱,暗淡无光,活动量明显减少,
反应迟钝,大鼠经常以鼠尾为中心转圈,四肢协调

性不高,弓背明显,食欲不良,体重增加不明显;与
模型组相比,实验组以及对照组大鼠的症状明显改

善,大鼠的四肢协调趋于正常,饮水与进食量明显

增加,体重较模型组增加较为明显。 大鼠的神经功

能评价结果显示,与假手术组相比,模型组、实验

组、对照组大鼠的神经功能评分明显升高 ( P <
0. 05),与模型组相比,实验组、对照组大鼠的神经

功能评分明显下降(P < 0. 05),对照组和实验组大

鼠的神经功能差异不明显,不具有统计意义(P >
0. 05)(见图 1)。

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 2　 各组大鼠大脑皮层血流灌注量

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

Figure 2　 Cerebral cortex blood flow perfusion of rats in each group

2. 2　 激光散斑成像检测各组大鼠大脑皮层血流

变化

激光散斑成像结果显示,与假手术组相比,模
型组、实验组、对照组大鼠大脑皮层血流灌注量明

显减少(P < 0. 05),与模型组相比,实验组、对照组

大鼠大脑皮层血流灌注量明显减少(P < 0. 05),对
照组和实验组大鼠的神经功能差异不明显,不具有

统计意义(P > 0. 05)(见图 2)。
2. 3　 脑电图检测各组大鼠大脑皮层总功率的变化

脑电图检测结果显示,与假手术组相比,模型

组、实验组、对照组大鼠大脑皮层总功率明显下降

(P < 0. 05),与模型组相比,实验组、对照组大鼠大

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 1　 各组大鼠的神经功能

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

with the model group,#P < 0. 05.

Figure 1　 Neural function of rats in each group

脑皮层总功率明显增强(P < 0. 05)。 对照组和实验

组大鼠的大脑皮层总功率相差不明显,无统计学意

义(P > 0. 05)(见图 3)。
2. 4　 TTC 检测各组大鼠脑梗死体积

TTC 染色结果显示,假手术组大鼠基本无脑梗

死现象,与假手术组相比,模型组、实验组、对照组

大鼠脑梗死面积明显增大(P < 0. 05),与模型组相

比,实验组、对照组大鼠大鼠脑梗死面积明显减小

(P < 0. 05),对照组和实验组大鼠的脑梗死体积相

差不明显,无统计学意义(P > 0. 05)(见图 4)。
2. 5　 各组大鼠脑组织内微血管的形态

激光扫描共聚焦显微镜下,假手术组大鼠的大

脑皮层的微血管排列规则,血流灌注量正常,与假

手术组相比,模型组动物的大脑皮层微血管排列紊

乱,走形不规则,微血管之间彼此相连的较少;与模

型组相比,实验组和对照组大鼠的大脑皮层的微血
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管分支数量明显增多,微血管虽然排列迂曲,但血

管之间靠拢趋势明显,形成连接(见图 5)。
2. 6　 尼式染色

尼式染色结果显示,假手术组大鼠的神经元细

胞结构清晰、完整,胞体以及突起结构未见异常,尼
式小体数量丰富,呈现深蓝色,胞核染色均匀,呈现

淡蓝色;模型组大鼠的大脑皮层中神经元细胞胞体

皱缩严重,细胞排列失去规则,胞浆中空泡样变性

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 3　 各组大鼠的大脑皮层生物电

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

Figure 3　 Bioelectricity of cerebral cortex of rats in each group

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 4　 TTC 染色

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

Figure 4　 TTC staining

图 5　 大鼠的大脑皮层的微血管形态

Figure 5　 Microvascular morphology of cerebral cortex in rats
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明显,尼式小体数量锐减,着色变浅;实验组和对照

组大鼠的大脑皮层中神经元细胞尼式小体数量明

显回升,染色较重(见图 6)。
2. 7　 各组大鼠脑组织中 MPO 的表达情况

免疫组化结果显所示,与假手术组相比,模型

组、实验组、对照组大鼠脑组织中 MPO 阳性细胞的

比例明显增大(P < 0. 05),与模型组相比,实验组、
对照组大鼠脑组织中 MPO 阳性细胞的比例明显降

低(P < 0. 05),对照组和实验组大鼠的脑组织中

MPO 阳性细胞的比例相差不明显,不具有统计意义

(P > 0. 05)(见图 7)。
2. 8　 各组大鼠脑组织中 BDNF、GAP43 蛋白的

表达

Western Blot 结果显示,与假手术组相比,模型

组、实验组、对照组大鼠脑组织中 BDNF、GAP43 的

表达明显下降(P < 0. 05),与模型组相比,实验组、
对照组大鼠脑组织中 BDNF、GAP43 的表达明显增

强(P < 0. 05),对照组和实验组大鼠的脑组织中

BDNF、GAP43 的表达相差不明显,不具有统计意义

(P > 0. 05)(见图 8)。

图 6　 尼式染色

Figure 6　 Nissl staining

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 7　 大鼠脑组织中 MPO 的表达

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

Figure 7　 Expression of MPO in rat brain

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与模型组相比,#P < 0. 05。

图 8　 脑组织中 BDNF、GAP43 的表达

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

Figure 8　 Expression of BDNF and GAP43 in brain tissue
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3　 讨论

缺血性脑血管疾病或缺血性中风是世界范围

内中老年人致残的主要原因之一,该病是一种脑部

血管闭塞导致的血液循环障碍引发的患者脑部组

织呈现局灶性坏死的现象进而导致患者的神经功

能缺失的危重病。 患者出现脑缺血后会出现不同

程度的心理、感知、言语、运动以及吞咽等日常生活

障碍,给患者的家庭以及社会带来沉重的负担。 目

前该病的病理机制尚在实验研究阶段,临床上主要

采用早期溶栓,辅以神经保护和康复训练来帮助患

者改善生活质量,尚无根治性的治疗方案使所有脑

缺血患者摆脱疾病困扰[8]。 因此,减轻患者脑缺血

后的血流循环障碍,减小患者的脑梗死比例,缓解

患者的脑损伤程度,有助于改善患者预后,提高患

者的生命质量,这些成为脑卒中治疗领域的研究热

点和急需解决的问题。
国内外的大量临床数据显示[9] 有氧运动在脑

卒中的康复治疗中能明显改善患者的机能,提高患

者的运动功能、认知能力和自主性的生活质量,但
是其分子机制尚未完全阐明。 昝兴淳等[10] 研究显

示有氧运动能明显增强血管内皮生长因子的表达,
促进急性脑缺血大鼠脑组织的血管新生,从而降低

实验动物的脑梗死的比例,改善其四肢机能。 Jing
等[11]研究显示有氧运动能明显增强神经突触素等

相关蛋白的表达,缓解脑缺血大鼠脑组织的神经损

伤。 Wang 等[12]研究报道规律性的有氧运动能明显

减轻短暂性大脑中动脉闭塞大鼠的脑水肿状态,将
造模术对实验动物血脑屏障的损伤降低,下调实验

动物脑组织的神经元的异常凋亡,改善动物的神经

功能障碍。 本研究中,结果显示与模型组相比,实
验组大鼠的神经功能评分明显升高,动物脑血流的

灌注量明显回升,神经元传导生物电的功率明显升

高,脑部微血管形态明显转好,脑组织梗死面积明

显下降,脑组织神经元细胞中的尼式小体损伤明显

缓解,这些结果均证实了规律性的有氧运动,作为

治疗手段对疾病的有效干预。
BDNF 是机体脑组织神经营养素家族的重要成

员之一。 GAP43 是神经特异性的轴突蛋白。 研究

显示[13]BDNF 能增强神经突触的可塑性,参与调控

中枢神经系统中神经院细胞的生长、发育、再生、分
化、凋亡等生理过程;GAP43 可抑制脑损伤后炎症

的级联放大,增强脑缺血后神经元相关受体的转

运,阻止损伤加剧。 Hu 等[14] 研究表明为期两周的

日常跑台训练,能明显增强脑中风大鼠脑组织的

BDNF / GAP43 通路的表达,改善缺血区域的神经突

触传递,促进实验动物运动功能的恢复。 本研究中

结果显示,实验组大鼠脑组织中炎性代表因子 MPO
的表达明显降低,BDNF、GAP43 的表达明显升高,
证实了干预措施对信号通路的激活作用。

综上所述,规律性的有氧运动能明显改善脑缺

血大鼠的血流灌注和脑部微血管循环障碍,降低其

脑组织的梗死面积,抑制炎性的级联放大,这可能

与激活 BDNF / GAP43 通路有关。 但是就能否将该

治疗方式在脑缺血的临床治疗进行全面的推广,仍
需结合患者的疾病的进展以及体质的特异性进行

综合判断。
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顺铂连续和间隔造模诱发的药源性虚证小鼠
类固醇激素合成能力的比较研究

农淄心1,邓琳2,张超峰2,贺健祥2,谢海纳1,潘志强1∗

(1. 上海中医药大学基础医学院,上海　 201203; 2. 上海中医药大学附属曙光医院,上海　 201203)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究顺铂不同给药方案对小鼠类固醇激素合成及储备功能的影响。 方法　 40 只雌性 ICR 小

鼠分为 4 组,顺铂连续和间隔造模组以及两个对照组。 顺铂连续造模组给药 7 d,每天注射 3 mg / kg 顺铂;间隔造模

组每周注射 1 次 10 mg / kg 顺铂,共 4 次。 末次造模前进行旷场实验、转棒疲劳实验、抓力测试;次日处死前称体重,
摘取小鼠心脏、脾、胸腺和双侧肾并称重;RT-qPCR 检测下丘脑 GnRH 和 CRH、垂体 Pomc、Fshb、Lhb、Pou1f1 基因表

达,以及肾上腺和卵巢类固醇合成酶(StAR、Cyp11a1、Cyp21a1、Cyp17a1、Cyp11b1、Hsd3b2、Cyp19a1、Hsd17b1)及受体

(Esr1、Esr2 和 Gper1)基因表达;Western Blot 检测肾上腺和卵巢 StAR、CYP11A1、CYP21A2 和 CYP11B1 蛋白表达。
结果 与对照组比较:(1)不同频次顺铂造模均可抑制小鼠体重增长,顺铂累积后可以诱导小鼠气虚证表现,并抑制

脏器质量。 (2)不同频次顺铂造模均能加速激活原始卵泡分化,产生大量闭锁卵泡,诱导膜细胞及颗粒细胞凋亡,
健康的成熟卵泡减少;但对肾上腺组织和细胞形态影响不大。 (3)连续造模后肾上腺 StAR 蛋白表达下调;间隔造

模后 StAR 升高,但下调 CYP11B1 蛋白表达。 (4)连续造模后,卵巢 Cyp11a1、Hsd3b2、Esr1 和 Gper1 基因表达上调,
Star 和 Cyp17a1 基因表达下调;间隔造模后 StAR 蛋白表达和 Hsd3b2 基因表达下调。 (5)顺铂连续造模后下丘脑

GnRH 和 CRH 基因表达明显下调。 (6)顺铂连续造模后垂体 Pomc、Fshb、Pou1f1 基因表达升高,而间隔造模组 Lhb
表达下降。 结论　 顺铂能够诱发小鼠气虚、精气不足证的相关表现;合成类固醇激素的卵巢受到选择性损伤大于

肾上腺,短期连续给药也进一步抑制 HPA 轴和 HPG 轴的高级中枢下丘脑和垂体功能。
【关键词】 　 顺铂;证候;药源性证候;卵巢;肾上腺;类固醇激素
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Comparative study of steroid hormone synthesis in a drug-induced deficiency
syndrome by continuous and interval administration of cisplatin in mice

NONG Zixin1, DENG Lin2, ZHANG Chaofeng2, HE Jianxiang2, XIE Haina1, PAN Zhiqiang1∗

(1. School of Basic Medical Sciences, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China.
2. Shuguang Hospital Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203)

Corresponding author: PAN Zhiqiang. Email: pzq527@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To research the effect of different administration protocols of cisplatin on the biosynthesis
and reserve of steroids in mice. Methods 　 Forty female ICR mice were randomly divided into four groups: a cisplatin
continuous administration group (CA-group), a cisplatin interval administration group (IA-group), and two corresponding
control groups. The CA-group was injected with 3 mg / kg cisplatin for 7 consecutive days. The IA-group was injected with 10
mg / kg cisplatin once per week, for 4 weeks. Rotating-stick, holding power, movements and axillary temperature were
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examined before the last injection, also the end of laboratory animal model making. The day after, the mice were killed, the
visceral organs were separated weighed, included the kidney, heart, thymus and spleen. Relative mRNA expression levels
in the hypothalamus (GnRH and CRH), pituitary (Pomc, Fshb, Lhb, and Pou1f1), adrenal and ovary (StAR, Cyp11a1,
Cyp21a1, Cyp17a1, Cyp11b1, Hsd3b2, Cyp19a1, Hsd17b1, Esr1, Esr2, and Gper1) tissue were examined by RT-qPCR.
Protein expression levels ( StAR, CYP11A1, CYP21A2 and CYP11B1) in adrenal and ovary tissues were examined.
Results　 Compared with the control group, body weight was reduced by cisplatin in two different mouse models. Visceral
organs were inhibited and the Qi deficiency syndrome was induced by cisplatin administration. In two different cisplatin
models, murine primordial follicles showed accelerated activation and differentiation, and many atretic follicles were
produced containing apoptotic granulosa and theca cells. Healthy mature follicle numbers were reduced significantly. There
were no detectable changes in adrenal histology. In adrenal tissue, StAR expression was inhibited in the CA-group and
upregulated in the IA-group, which also exhibited reduced CYP11B1 protein expression. In the ovary, the expression levels
of Cyp11a1, Hsd3b2, Esr1, and Gper1 mRNAs were upregulated and Star and Cyp17a1 mRNA expression was reduced in
the CA-group. The expression levels of StAR protein and Hsd3b2 mRNA were decreased in the IA-group. In the
hypothalamus, the expression levels of GnRH and CRH mRNAs were reduced in the CA-group. In the pituitary, the
expression levels of Pomc, Fshb and Pou1f1 mRNAs were increased in the CA-group, and level of Lhb mRNA was reduced
in the IA-group. Conclusions　 Qi deficiency syndrome and vital essence deficiency syndrome in mice can be induced by
cisplatin. The ovary was damaged more significantly and selectivity than the adrenal gland. The functions of the
hypothalamus and pituitary were further inhibited by continuous cisplatin injection in the short-term.

【Keywords】　 cisplatin; syndrome; drug-induced syndromes; ovary; adrenal cortex; steroid hormone
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 顺铂(Cisplatin,CDDP)是临床常用的抗肿瘤药

物,针对女性常见恶性肿瘤诸如乳腺癌、卵巢癌、宫
颈癌,顺铂是常选的化疗药物之一。 由于卵巢对化

疗极为敏感,常导致卵巢早衰,可能与顺铂促使原

始卵泡死亡、减少原始卵泡储备、导致卵泡闭锁、降
低雌二醇等有关,因此,基础研究常将顺铂作为动

物卵巢早衰模型的药物[1]。 卵巢是女性重要的类

固醇激素合成组织,受下丘脑、垂体高级中枢的调

控,同时与肾上腺皮质轴存在相互影响。 而发育和

生殖的功能在中医学属“肾藏精”的功能,肾精不足

的虚证常与生殖系统损伤相联系。 在顺铂治疗过

程中,类固醇激素合成相关的的下丘脑-垂体-肾上

腺轴(HPA 轴)和下丘脑-垂体-性腺轴(HPG 轴)
受顺铂影响是否与虚证发生有关[2-4]。 对此,本文

采用雌性小鼠为对象,同步比较顺铂短时间连续给

药与长时程间断给药的方案,发现两种造模方式均

可以导致小鼠药源性虚证,对性腺轴的损害较严

重,而肾上腺皮质轴呈现较强的代偿性,短期连续

给药对下丘脑、垂体功能的损害更明显。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

40 只 SPF 级 4 ~ 5 周龄 ICR 雌性小鼠,体重 20

~ 25 g,购自上海斯莱克实验动物有限责任公司

【SCSK(沪)2017-0005】。 动物饲养于上海中医药

大学实验动物中心 SPF 级饲养室【SYXK(沪)2020-
0009】,室温 22 ~ 25°C,湿度 50% ~ 60%,12 h 明暗

交替,自由饮水,予以普通饲料喂养。 本实验方案

符合上海中医药大学实验动物伦理委员会要求

(PZSHUTCM200904017)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

注射用顺铂(冻干型) (齐鲁制药有限公司);
RIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、辣根过氧化

物酶(HRP)标记的山羊抗兔 /小鼠 IgG(H+L)、封闭

液、一抗稀释液(上海碧云天生物技术有限公司);
RNAiso Plus、PrimeScript 􀳏 RT reagent Kit、SYBR􀳏
Premix Ex TaqTM(TliRNaseH Plus) II (宝生物工程

(大连)有限公司);A5441 抗体 β-actin 抗体(Sigma-
Aldrich, 美 国 ); ab96637-StAR 抗 体、 ab175408-
Cyp11A1 抗体、 ab232701-Cyp21A2 抗体、 ab2298821-
Cyp11B1 抗体(Abcam,美国)。 CP225D 型电子天平

(赛多利斯,德国),7500 Fast 型实时荧光定量 PCR 仪

(ABI,美国),Elx800 型酶标仪(Biotek,美国),alpha
化学发光型凝胶成像系统(Protein-Simple,美国),
YLS-4C 型转棒式疲劳仪、YLS-13A 小鼠抓力测试仪

(山东省医学科学院设备站),Tissuelyser-64L 多样品

组织研磨仪(上海净信实业发展有限公司)。
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1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组与药物干预

小鼠适应性饲养 1 周后开始实验,随机分为连

续对照组、连续造模组、间隔对照组和间隔造模组,
每组 10 只。 连续造模组将顺铂用生理盐水稀释到

0. 3 mg / mL,按照 3 mg / kg 顺铂腹腔注射,每天 1 次,
连续 7 d[5]。 间隔造模组将顺铂用生理盐水稀释至

浓度为 1 mg / mL,按照 10 mg / kg 顺铂腹腔注射,每
周 1 次,共 4 次(D1、D7、D14、D21) [6]。 对照组注射等

量生理盐水。
1. 2. 2　 小鼠体重检测

每日上午 8:30 记录连续造模组小鼠体重,每周

2 次记录间隔造模组小鼠体重。
1. 2. 3　 小鼠气虚疲乏指标检测

(1)旷场实验:将小鼠分别置于铺设有 4 cm ×
4 cm 方块的透明塑料板的旷场笼中,录像并统计小

鼠 1 min 内水平和垂直运动的次数。 其后肢移动的

格子数记为水平运动,前肢离地的次数记为垂直运

动,以分析小鼠自主活动度。
(2)抓力测试:同一人使用小鼠抓力仪进行测试,

每只小鼠记录 3 次,取平均值分析小鼠气力。
(3)转棒疲劳试验:设定转速为 30 r / min,每次

实验前将每只小鼠在机器上进行 3 次适应训练。 最

大转棒时间设置为 10 min,超过记为 10 min,以分析

小鼠疲劳度。
(4)小鼠脏器:处死小鼠前记录小鼠体重,称取

小鼠脾、心脏、双侧肾和胸腺质量。
1. 2. 4　 小鼠肾上腺与卵巢组织切片及 HE 染色

将肾上腺与卵巢组织用 10%甲醛溶液固定后,
常规石蜡包埋与切片;HE 染色,将切片浸泡于苏木

素溶液中染色,取出冲洗后放入伊红染液复染并冲

洗;进行脱水,透明,封片,晾干。 并置于 10 × 10、10
× 20 和 10 × 40 显微镜下,观察分析肾上腺和卵巢

的组织结构和细胞形态并采集图像[7]。
1. 2. 5　 RT-qPCR 检测相关基因表达

取小鼠肾上腺、卵巢、下丘脑和垂体组织,分别

加入 TRIzol 试剂抽提总 RNA。 采用 Primer3 ( v.
0. 4. 0)在线软件设计引物并委托 Life Technologies
公司合成(见表 1)。 应用 PrimeScript RT 试剂盒进

行逆转录反应制备 cDNA,反应体系为 40 μL,反应

条件为 37℃ 15 min,85℃ 5 s,4℃终止;PCR 扩增反

应体系为 20 μL,反应程序为 95°C 变性 3 min,95°C
退火30 s,60℃ 延伸 30 s,40 个循环。 每组 3 个复

孔,采用 2-ΔΔCt法计算各目的基因的相对表达量。
表 1　 引物序列

Table 1　 Primers
基因名称
Gene name

引物序列
Primers

引物长度(bp)
Length(bp)

β-actin
Forward:5’-TGTTACCAACTGGGACGACA-3’
Reverse:5’-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3’

165

Star
Forward:5’-TTGGGCATACTCAACAACCA-3’
Reverse:5’-GAAACACCTTGCCCACATCT-3’

103

Cyp11a1
Forward:5’-ACTTCCGGTACTTGGGCTTT-3’
Reverse:5’-GCTTGAGAGGCTGGAAGTTG-3’

201

Cyp11b1
Forward:5’-GTATCGAGAGCTGGCAGAGG-3’
Reverse:5’-GGGTTGATGTCGTGTCAGTG-3’

140

Cyp21a1
Forward:5’-CTCCGGCTATGACATCCCTA-3’
Reverse:5’-ACAGCCAAAGGATGGTGTTC-3’

151

Cyp17a1
Forward:5’-TGGTCATATGCATGCCAACT-3’
Reverse:5’-CCCTTCTTCACGAGCACTTC-3’

132

Hsd3b2
Forward:5’-TCCAGCTCAGTTGATGTTGC-3’
Reverse:5’-TGCCTTCTCAGCCATCTTTT-3’

129

Cyp19a1
Forward:5’-CTTTCAGCCTTTTGGCTTTG-3’
Reverse:5’-ATTTCCACAAGGTGCCTGTC-3’

192

Hsd17b1
Forward:5’-GTTATGAGCAAGCCCTGAGC-3’
Reverse:5’-AAGCGGTTCGTGGAGAAGTA-3’

112

Esr1
Forward:5’-TTACGAAGTGGGCATGATGA-3’
Reverse:5’-CCTGAAGCACCCATTTCATT-3’

117

Esr2
Forward:5’-GAAGCTGGCTGACAAGGAAC-3’
Reverse:5’-AACGAGGTCTGGAGCAAAGA-3’

187

Gper1
Forward:5’-GTCAACCTTGCAGCCTTCTC-3’
Reverse:5’-AGCACTGCTGAACCTGACCT-3’

198

Pomc
Forward:5’-CATTAGGCTTGGAGCAGGTC-3’
Reverse:5’-CTTCTCGGAGGTCATGAAGC-3’

128

Fshb
Forward:5’-TCAGCTTTCCCCAGAAGAGA-3’
Reverse:5’-CCGAGCTGGGTCCTTATACA-3’

249

Lhb
Forward:5’-CTCAGCCAGTGTGCACCTAC-3’
Reverse:5’-GACCCCCACAGTCAGAGCTA-3’

150

Pou1f1
Forward:5’-CACGGCTCAGAATTCAGTCA-3’
Reverse:5’-CTGATGGTTGTCCTCCGTTT-3’

185

GnRH
Forward:5’-AGCACTGGTCCTATGGGTTG-3’
Reverse:5’-GGGCCAGTGCATCTACATCT-3’

221

CRH
Forward:5’-TCTCACCTTCCACCTTCTGC-3’
Reverse:5’-AAGCGCAACATTTCATTTCC-3’

118

1. 2. 6　 Western Blot 检测相关蛋白表达

取小鼠肾上腺、卵巢分别置于含有 0. 5 mL 或

1 mL RIPA 裂解液的 EP 管中,研磨后,4°C 条件下

14 000 r / min 离心 15 min,取上清液。 BCA 法测定

总蛋白浓度。 各孔取 20 μg 蛋白上样,于 10% SDS-
PAGE 凝胶进蛋白分离(浓缩胶电压 80 V,30 min;
分离胶电压 120 V,90 min)。 将分离后的蛋白电转

移(恒流 250 mA,150 min),加入封闭液封闭 1. 5 h。
加入 TBST 溶液,置于摇床上振荡洗膜,清洗 3 次,
每次 10 min,分别加入一抗抗体(β-actin 抗体的体

积稀释比例为 1 ∶50 000,其他抗体的体积稀释比例
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均为 1 ∶ 2000),4℃孵育过夜。 次日洗膜(同上),加
入 HRP 标记的山羊抗兔 /小鼠 IgG(体积稀释比例

为 1 ∶ 2000),室温孵育 1. 5 h。 洗膜后依据说明书

滴加显色剂进行显影,采用 Image J 图像分析管理系

统对蛋白条带灰度值进行分析。
1. 3　 统计学分析

采用 GraphPad Prism 9. 0 软件进行统计学分析

和作图。 采用非配对 t 检验或 Mann-Whitney test 分
析。 P< 0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 顺铂对小鼠体质量的影响

与对照组比较,顺铂连续腹腔注射造模后,小

鼠体重下降(P < 0. 01);顺铂间隔造模组小鼠体重

增长速度显著低于对照组(P < 0. 05)(见图 1)。 提

示不同频次顺铂造模均可抑制小鼠体重增长。
2. 2　 顺铂对小鼠气虚疲乏指标的影响

与对照组比较,顺铂连续造模或间隔造模对小

鼠转棒运动与小鼠四肢抓力均无明显影响;然而,
顺铂连续造模后小鼠水平移动跨格子数明显下降

(P < 0. 01),顺铂间隔造模组第 20 天后小鼠水平移

动跨格子数及垂直运动的自主活动度均显著降低

(P < 0. 05)(见图 2)。 由于疲劳转棒运动与四肢抓

力反映了小鼠被动行为,旷场活动度反映了小鼠自

主行为,综合这三项指标,提示连续造模或间隔造

模致顺铂累积后可以诱导小鼠气虚证特征。

注:与对照组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。 (下图同)

图 1　 顺铂对小鼠体重的影响

Note. Compared with the control group,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01. (The same in the following figures)

Figure 1　 Influence of mice body weight by the cisplatin

图 2　 顺铂对小鼠气虚疲乏指标的影响

Figure 2　 Influence of mice index of deficiency of vital energy and fatigue by the cisplatin
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图 3　 顺铂对小鼠脏器的影响

Figure 3　 Influence of mice visceral organ weight influence by the cisplatin

2. 3　 顺铂对小鼠脏器的影响

与对照组比较,顺铂连续造模后显著抑制小鼠

心脏与胸腺(P < 0. 01);顺铂间隔造模后小鼠脾、双
肾和胸腺质量下降(P < 0. 05)(见图 3)。 提示顺铂

累积效应对小鼠免疫器官影响更显著。
2. 4　 顺铂对小鼠类固醇激素合成组织形态的影响

2. 4. 1　 顺铂对小鼠肾上腺皮质形态的影响

与对照组比较,顺铂连续造模和间隔造模后均

无明显改变(见图 4),提示顺铂对雌性小鼠肾上腺

损伤不明显。
2. 4. 2　 顺铂对小鼠卵巢形态的影响

与对照组比较,顺铂连续造模和间隔造模后均

出现小鼠卵巢大量原始卵泡被激活,分化出大量初

级和次级卵泡,闭锁卵泡增多,原始卵泡和成熟卵

泡减少,卵泡膜变薄,卵泡膜细胞减少,卵泡颗粒细

胞减少,黄体和白体增多,卵泡膜细胞分布紊乱。
其中顺铂连续造模后出现大量闭锁卵泡,卵泡膜变

薄明显;顺铂间隔造模后则出现更多的黄体和白

体,卵泡上的膜细胞和颗粒细胞分布紊乱明显(见
图 4)。 提示顺铂能加速激活原始卵泡分化,产生大

量闭锁卵泡,诱导膜细胞及颗粒细胞凋亡,健康的

成熟卵泡减少。

2. 5　 顺铂对小鼠肾上腺皮质类固醇激素合成酶的

影响

与对照组比较,顺铂连续造模后 Cyp21a1 明显

下降(P < 0. 05),但顺铂对雌性小鼠肾上腺 Star、
Cyp11a1 与 Cyp11b1 的 mRNA 表达无明显影响(见
图 5)。 StAR 蛋白表达量在顺铂连续造模后明显下

降(P < 0. 05),在顺铂间隔造模后明显上升(P <
0. 05),但顺铂间隔造模后抑制 CYP11B1 的蛋白表

达,雌性小鼠肾上腺 CYP11A1 和 CYP21A2 蛋白表

达变化不明显(见图 6)。
提示顺铂短期连续造模会抑制肾上腺 StAR 蛋

白表达,对雌性小鼠肾上腺类固醇合成酶的表达以

抑制效应为主。 长期间隔给药则导致 StAR 代偿性

升高,与肾上腺皮质激素应激过程有关,而长期间

隔造模可能会抑制肾上腺皮质酮合成能力,但总体

上对雌性小鼠肾上腺类固醇合成酶影响较小,可能

与肾上腺皮质参与应激的自我代偿性反应有关。
2. 6　 顺铂对小鼠卵巢雌二醇合成的影响

2. 6. 1　 顺铂对小鼠卵巢类固醇合成酶的影响

与对照组比较,顺铂连续造模后,小鼠卵巢

Cyp11a1 的 mRNA 表达量明显上调 (P < 0. 05),
Cyp17a1 表达明显下调,而 Hsd3b2 明显上调(P <

036
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注:■:肾上腺皮质;×:肾上腺髓质;★:球状带;♦:束状带;▼:网状带;○:卵泡腔;□:黄体;▲:闭锁卵泡;●:白体;←:原始卵泡;→:初级

卵泡;↑:次级卵泡;↓:成熟卵泡;↘:卵泡膜;↖:颗粒细胞。

图 4　 顺铂对小鼠肾上腺皮质与卵巢形态的改变

Note. ■. Adrenal cortex. ×. Adrenal medulla. ★. Globular zone. ♦. Fascicular zone. ▼. Reticular zone. ○. Follicular cavity. □. Corpus luteum.
▲. Atresic follicle. ●. Corpus albicans. ←. Primordial follicle. →. Primary follicle. ↑. Secondary follicle. ↓. Mature follicle. ↘. Theca follicularis.
↖. Granulosa cells.

Figure 4　 Histological changes of adrenal and ovary by the cisplatin of the mice

图 5　 顺铂对小鼠肾上腺皮质类固醇激素合成酶的影响

Figure 5　 Influence of the steroid hormone synthetase mRNA expression in adrenal cortex by the cisplatin of the mice
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图 6　 顺铂对小鼠肾上腺和卵巢类固醇激素合成酶蛋白表达的影响

Figure 6　 Influence of the steroid hormone synthetase protein expression in adrenal cortex and ovary by the cisplatin of the mice

0. 01);而间隔造模后小鼠小鼠卵巢 StAR 蛋白表达

量明显下调(P < 0. 01),Hsd3b2 的 mRNA 表达量明

显下调(P < 0. 01)(见图 6)。 由于 P450c17 酶催化

17α 羟基孕烯醇酮合成 DHEA,而 DHEA 是雄激素

合成的前体物质;3βHSD2 酶是催化雄烯二酮和睾

酮合成酶,结果 Cyp17a1 和 Hsd3b2 表达相反模式,
提示顺铂对卵巢雄激素的合成存在替代途径。

与对照组比较,顺铂连续造模后,小鼠卵巢

Cyp19a1 和Hsd17b1 的mRNA 表达量无明显影响(见图

7)。 由于 Cyp19a1 和 Hsd17b1 是合成雌二醇 2 条途径

的重要酶,结果 Cyp19a1 和 Hsd17b1 表达相反模式,提
示顺铂对卵巢雌二醇的合成也存在替代途径。
2. 6. 2　 顺铂对小鼠卵巢雌激素受体 Esr1(ERα)、
Esr2(ERβ)和 Gper1 的影响

与对照组比较,顺铂连续造模后,小鼠卵巢 Esr1
和 Gper1 的 mRNA 表达量明显上调(P < 0. 01),见

图 8,提示顺铂连续造模后,小鼠卵巢内雌激素受体

表达增强。
综上,短期顺铂连续造模后,小鼠卵巢类固醇

激素合成酶可能受应激部分上调,雌激素受体表达

也增强,但间隔造模后类固醇激素合成酶以表达下

调为主。 雄激素的合成会受 Cyp17a1 和 Hsd3b2 的

下调而明显减少,虽然顺铂对雌激素合成必要的

Cyp19a1 和 Hsd17b1 无明显影响,对雄激素向雌激

素的转化功能可能影响较小,但雄激素作为雌激素

的前体,其产量减少也可能影响雌激素的总量。
2. 7　 顺铂对小鼠下丘脑的影响

与对照组比较,顺铂连续造模后下丘脑 GnRH
和 CRH 的表达明显下调(P < 0. 05);而间隔造模组

无明显差异,见图 9,提示短期顺铂连续造模抑制下

丘脑功能,促性腺激素释放素(GnRH)和促肾上腺

素释放激素(CRH)水平下降。
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图 7　 顺铂对小鼠卵巢类固醇激素合成酶 mRNA 表达的影响

Figure 7　 Influence of the steroid hormone synthetase mRNA expression in ovary by the cisplatin of the mice

图 8　 顺铂对小鼠卵巢雌激素受体的影响 Esr1、Esr2 和 Gper1
Figure 8　 Influence of the estrogen receptor Esr1、Esr2 and Gper1 by the cisplatin

图 9　 顺铂对小鼠下丘脑的影响

Figure 9　 Influence of the hypothalamus by the cisplatin

2. 8　 顺铂对小鼠垂体的影响

与对照组比较,顺铂连续造模垂体 Pomc、Fshb、
Pou1f1 表达明显升高(P < 0. 01);而间隔造模组

Lhb 表达显著下降(P < 0. 01),见图 10,提示短期顺

铂连续造模抑制下丘脑功能后导致垂体功能代偿

性升高;而长期间断给药对垂体功能影响较弱。
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图 10　 顺铂对小鼠垂体的影响

Figure 10　 Influence of the pituitary by the cisplatin of the mice

3　 讨论

顺铂抗肿瘤药效是确切的,但是其毒性作用限

制了其药效的最大化,寻找降低顺铂毒性作用又能

确保其药理作用的用药方案是临床与基础研究不

断探索的课题。 由于顺铂存在生殖毒性[8] 以及卵

巢对顺铂的敏感性,顺铂连续给药造模的卵巢早衰

模型[9]已被学术界广泛采用。 但临床治疗中,短期

的连续给药会使顺铂大量沉积,产生较多强烈的毒

副作用[10],而长期的间隔给药可能更为贴近临床上

顺铂的实际使用情况,间隔期间有助于机体细胞对

顺铂毒性的修复,能减少其他器官受顺铂沉积的影

响。 此外卵巢早衰在中医治疗上多以补益气血、温
肾填精为主,肾虚是主要病因之一[11]。 因此,本研

究主要从肾虚相关的 HPA 轴和 HPG 轴改变[3-4],
采用顺铂短期连续给药与长期间断给药的方案,比
较评价两种造模对雌性小鼠卵巢、肾上腺类固醇激

素合成能力的影响。
采用顺铂短时间连续给药与长时程间断给药

的方案,比较 2 种造模对雌性小鼠卵巢、肾上腺类固

醇激素合成的影响,结果发现,顺铂连续造模和间

隔造模完成后小鼠的体重、自主活动度均明显下

降,顺铂连续造模显著抑制小鼠心脏与胸腺,顺铂

间隔造模小鼠脾、双肾和胸腺质量均下降。 提示顺

铂即使间隔给药,因药物在体内的累计效应,仍然

对小鼠自主活动能力及体重与脏器有明显的抑制

作用,呈现类似中医气虚证、精气不足的特征。 进

一步从类固醇激素合成组织的形态学变化看,发现

顺铂连续造模和间隔造模后,两组小鼠卵巢均可见

大量的闭锁卵泡形成,健康的成熟卵泡减少,卵泡

膜细胞和颗粒细胞明显减少,两种造模后卵巢损伤

均很明显。 而肾上腺皮质球状带、束状带与网状带

细胞未见明显的变化,可能与雌激素对于 HPA 轴的

增益作用[12]以及肾上腺皮质参与体内应激过程的

代偿性自我保护有关。 因此,同为类固醇激素合成

的组织,卵巢更容易受到顺铂的损伤。
在此基础上,检测顺铂对类固醇激素合成与储

备功能的影响。 由于肾上腺皮质激素与卵巢雌激

素合成的起始过程相同,均以胆固醇为原料,通过

细胞内类固醇急性调节蛋白(StAR)与胆固醇侧链

裂解酶(P450scc,由 CYP11A1 基因编码)合成孕烯

醇酮作为重要的前体物质。 结果发现,StAR 蛋白在

肾上腺组织连续造模后明显下降、间隔造模后明显

上升,推测顺铂短时间大量沉积后对肾上腺皮质线

436



中国实验动物学报 2021 年 10 月第 29 卷第 5 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,October 2021,Vol. 29, No. 5

粒体上与胆固醇转运相关的 StAR 受氧化应激损伤

有关[1,13],而间隔造模受这种氧化应激的损伤相对

较弱。 而卵巢 StAR 蛋白表达在间隔造模后显著下

降,提示顺铂累积性损伤卵巢雌激素合成过程。 而

线粒体内 Cyp11a1 作为类固醇激素合成的限速酶,
肾上腺组织 Cyp11a1 基因与蛋白表达均未出现明显

的变化,顺铂连续造模后,小鼠卵巢 Cyp11a1 基因表

达明显上调,但是其蛋白表达也无明显变化。 在 LH
峰出现,卵泡膜细胞和颗粒细胞黄体化的过程中,
StAR、P450scc 和 3β-HSD 的酶活性及表达量会随着

黄体的发育以及卵巢孕酮合成量的增加,在顺铂诱

发小鼠卵巢早衰的过程中,黄体化也会影响这些酶

的表达[14]。 出现卵巢和肾上腺同种类固醇合成酶

表达趋势的不同。
进一步检测肾上腺皮质激素合成的重要酶,发

现仅在连续给药后抑制肾上腺 Cyp21a1 基因表达,
对 Cyp11b1 表达无明显的影响。 提示顺铂连续给药

可能抑制孕烯醇酮向皮质激素转化过程,但是最终

不影响皮质酮的合成,提示肾上腺具有较强的自我

代偿性保护生理作用。 然而,顺铂对卵巢的作用不

同,发现卵巢雄激素合成过程的重要酶 Cyp17a1 与

Hsd3b2 基因表达显著被顺铂抑制。 由于卵巢的雄

激素主要在卵泡膜细胞合成分泌,而雌激素的芳香

化酶主要存在于颗粒细胞,雄激素在膜细胞形成后

在颗粒细胞催化成雌激素,顺铂造模后卵巢形态学

上的改变是卵巢早衰的主要原因。 卵巢膜细胞是

卵巢内雄激素合成的主要场所[1],本研究中卵巢膜

细胞的改变明显,卵巢膜变薄、膜细胞数量减少可

能是雄激素合成酶表达量降低的原因之一。 此外,
雄激素合成的关键步骤,即主要存在于内质网的细

胞色素 P450c17a(CYP17A1)编码的 17α-羟化酶将

孕烯醇酮催化为孕酮或 17α-羟基孕烯醇酮,再由

CYP17A1 同步编码的 17,20-裂解酶转化为脱氢表

雄酮或雄烯二酮,其中 HSD3B2 在催化生成雄烯二

酮的过程中也发挥了作用[15-16]。 顺铂造成的内质

网应激可能是连续造模后 Cyp17a1 表达下调和间隔

造模后 Hsd3b2 表达下调的主要原因[15]。 本研究中

卵巢的形态学改变明显,卵泡的颗粒细胞明显减

少,但卵巢的雌激素合成需要的芳香化酶和羟类固

醇脱氢酶并没有明显改变,考虑与卵巢内卵泡活化

过度,致黄体的形成增多有关。
针对类固醇激素分泌调节的上级中枢功能,检

测发现顺铂连续造模后下丘脑促性腺激素释放素

(GnRH)和促肾上腺素释放激素(CRH)的表达明显

下调,垂体 Pomc、Fshb、Pou1f1 表达明显升高;而间

隔造模垂体 Lhb 表达显著下降。 提示顺铂连续造模

抑制下丘脑功能后导致垂体功能代偿性升高;而长

期间断给药对垂体功能影响较弱。 雌二醇下调和

FSH 的升高是卵巢早衰的两大指标,但间隔造模组

垂体促性腺激素 Fshb 和 Lhb 的表达未见上调,因此

顺铂间隔造模可能并不能形成典型的卵巢早衰模

型。 而连续造模后 HPG 轴的顶端激素 GnRH 抑制

明显,而垂体促性腺激素的 mRNA 水平上调显著,
呈现出典型的卵巢早衰特点。

有研究表明,性腺类固醇激素能影响 HPA 轴应

激。 与雄性相比,雌性能表现出更强的 HPA 轴反

馈,血液雌二醇升高能能通过雌激素受体调节 CRH
神经元影响上调应激相关激素的水平[17],LH 通过

作用于卵泡膜细胞和颗粒细胞来控制类固醇生成。
LH 作用于皮层细胞以增加参与雄激素,雄烯二酮

生产的酶的合成。 雄烯二酮从卵泡膜细胞中释放

出来,并被邻近的颗粒细胞吸收,通过芳香酶的作

用转化为雌酮,再通过 HSD17B1 的作用转化为雌二

醇。 Lhb 的 mRNA 表达未见升高甚至在间隔造模组

下调,可能是卵巢类固醇激素合成酶,尤其是催化

雄激素转化为雌激素的两种酶未见下调的另一个

原因。
下丘脑及边缘系统的雌激素受体对 HPA 活性

可能具有相反的影响,即 ERβ(Esr2)抑制,而 ERα
(Esr1)促进 HPA 轴[14]。 此外,雌激素受体在卵巢

对于卵泡和各细胞分化有重要的调节作用,雌二醇

能通过 ERα 和 GPER1 刺激卵巢的细胞增殖[18],本
研究发现顺铂连续造模后卵巢内的 Esr1 表达显著

升高,Gper1 表达的同步升高,与卵巢内卵泡的过度

活化和和雌激素对于 HPA 轴的增益有关。 提示顺

铂对类固醇激素合成组织卵巢的选择性更强。
综上所述,本研究发现,顺铂能够诱发小鼠气

虚、精气不足相关证候表现;顺铂对于类固醇激素

合成组织的卵巢选择性损伤大于肾上腺,顺铂对卵

巢雄激素与雌激素合成存在替代途径的活跃方式,
短期连续给药也进一步抑制 HPA 轴和 HPG 轴的高

级中枢下丘脑和垂体功能。
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8 周有氧运动对肥胖小鼠骨骼肌炎症及运动能力的
影响

罗勇1∗,黄金玲2

(1. 南京信息职业技术学院,南京　 210023; 2. 南京工业大学浦江学院,南京　 211134)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探索 8 周有氧运动对高脂膳食诱导的小鼠肥胖的改善作用及可能的作用途径。 方法

C57BL / 6 雄性小鼠 46 只,随机分为正常膳食组和高脂膳食组制备肥胖小鼠模型后,再组内随机分为对照安静组

(CS 组)、对照运动组(CE 组)、肥胖安静组(OS 组)和肥胖运动组(OE 组)。 运动组进行 8 周最大运动强度 60%的

中等强度有氧运动。 运动干预前后均对各组小鼠进行最大运动能力测试,干预期间检测小鼠能量摄入水平及体重

变化。 末次运动 48 h 后取小鼠双侧后肢背侧腓肠肌,制作骨骼肌冰冻切片,免疫荧光染色检测小鼠骨骼肌骨架蛋

白 Desmin 分布;HE 染色检测小鼠骨骼肌横截面积和炎症细胞浸润。 Western Blot 方法检测小鼠骨骼肌萎缩和炎症

相关蛋白表达。 结果　 与 CS 组相比,OS 组小鼠能量摄入、体重、Atrogin-1 蛋白、MuRF1 蛋白和 TNF-α 蛋白表达均

显著增加(P< 0. 05),运动能力、骨骼肌纤维横截面积、IL-10 蛋白表达均显著下降(P< 0. 05),Desmin 蛋白排列紊

乱;有氧运动干预后,与 OS 组相比,OE 组小鼠能量摄入无显著性差异(P> 0. 05),体重、Atrogin-1 蛋白、MuRF1 蛋

白、TNF-α 蛋白和 IL-1β 蛋白表达均显著下降(P< 0. 05),运动能力、骨骼肌纤维横截面积、IL-10 蛋白表达均显著增

加(P< 0. 05);另外,与 CS 组相比,CE 组 Atrogin-1 蛋白、MuRF1 蛋白、TNF-α 蛋白和 IL-1β 蛋白表达均显著下降(P
< 0. 01),IL-10 蛋白表达显著增加(P< 0. 05)。 结论　 高脂膳食相关肥胖诱发骨骼肌慢性炎症反应,导致骨骼肌萎

缩和运动能力下降;而有氧运动有效改善肥胖诱导的骨骼肌萎缩,进而发挥提高运动能力并改善肥胖的作用,骨骼

肌组织中炎症调节可能是其中的重要原因之一。
【关键词】 　 有氧运动;肥胖;骨骼肌炎症;肌萎缩;运动能力
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Effects of 8 weeks’ aerobic exercise on the skeletal muscle inflammation
and exercise ability of obese mice

LUO Yong1∗, HUANG Jinling2

(1. Department of Sports, Nanjing Vocational College of Information Technology, Nanjing 210023, China.
2. Pujiang Institute, Nanjing Tech University, Nanjing 211134)
Corresponding author: LUO Yong. E-mail: 330390155@ qq.com

【Abstract】　 We aimed to determine the effects of 8 weeks of aerobic exercise on obesity in mice induced by high-fat
diet-feeding and the mechanisms involved. Forty-six male C57BL / 6 mice were randomly allocated to a normal diet group
and high-fat diet group, then to a Control Sedentary group (CS group), a Control Exercise group (CE group), an Obese
Sedentary group (OS group), and an Obese Exercise group (OE group). The exercise groups underwent moderate-intensity
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aerobic exercise at 60% of maximum exercise intensity for 8 weeks. Before and after this exercise intervention, the
maximum exercise ability of each group was determined, and the dietary energy intake and body mass of the mice were
measured regularly during the intervention. The mice were euthanized and both gastrocnemius muscles were removed 48
hours after the last exercise bout. The desmin distribution in the muscles was assessed following immunofluorescence
staining, and the cross-sectional area and inflammatory cell infiltration in skeletal muscle were assessed following
hematoxylin and eosin staining. Western Blot was used to measure the expression of proteins related to atrophy and
inflammation in skeletal muscle. The energy intake, body mass, and expression of atrogin-1, muscle ring finger (MuRF1),
and tumor necrosis factor (TNF) -α protein was significantly higher in the OS group than in the CS group (P< 0. 05);
whereas the exercise ability, cross-sectional area of muscle fibers, and interleukin ( IL) - 10 protein expression were
significantly lower (P< 0. 05). In addition, desmin protein expression was disordered. After aerobic exercise, there was no
significant difference in energy intake between the OS and OE groups. However, the body mass and protein expression of
atrogin-1, MuRF1, TNF-α, and IL-1β were significantly lower in the OS group (P< 0. 05) and the exercise ability, cross-
sectional area of muscle fibers, and IL-10 protein expression were significantly higher (P< 0. 05). In addition, the protein
expression of atrogin-1, MuRF1, TNF-α, and IL-1β in the CE group was significantly lower than in the CS group (P<
0. 01), whereas the IL-10 protein expression was significantly higher (P< 0. 05). In conclusion, high-fat diet-induced
obesity is associated with chronic inflammation in skeletal muscle, which leads to skeletal muscle atrophy and a decline in
exercise capacity. Conversely, aerobic exercise ameliorates this skeletal muscle atrophy, which improves exercise ability,
and a reduction in local inflammation may play a key role in this effect.

【Keywords】　 aerobic exercise; obesity; skeletal muscle inflammation; muscle atrophy; exercise ability
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 诸多研究证实高脂膳食诱导的肥胖与机体慢

性炎症的出现息息相关[1],同时机体慢性炎症也是

肥胖诱发胰岛素抵抗的重要因素[2-3],与 2 型糖尿

病、心血管疾病、非酒精性脂肪肝等多种慢性代谢

性疾病的发生发展关系密切[4-5]。
众所周知,运动干预是防治肥胖等多种慢性代

谢性疾病的有效手段,而探索运动改善慢性代谢性

疾病的途径对于更好的理解其在防治慢性代谢性

疾病中的作用具有重要意义[6-7]。 因此,本文对高

脂膳食诱导的肥胖小鼠进行为期 8 周的有氧运动干

预,检测有氧运动对肥胖小鼠运动能力、骨骼肌骨

架蛋白分布、肌萎缩相关蛋白表达、骨骼肌炎症细

胞浸润以及炎症因子蛋白表达的影响,并提出假

设:高脂膳食相关肥胖诱发骨骼肌慢性炎症反应,
导致骨骼肌萎缩和运动能力下降,而有氧运动可能

通过降低骨骼肌中慢性炎症水平,改善肥胖诱导的

骨骼肌萎缩,进而发挥提高运动能力并改善肥胖的

作用。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

46 只 SPF 级 5 周龄 C57BL / 6 健康雄性小鼠购

于北京维通利华实验动物技术有限公司 【 SCXK

(京)2016-0006】,体重约为(17. 54 ± 1. 46)g,饲养

于 SPF 级动物实验室【SYXK(京)2016-0033】。 大

鼠自由饮水进食,温度 22 ~ 24℃,相对湿度 40% ~
60%,12 h 昼 / 12 h 夜循环照明,饲喂普通维持饲料

和高脂膳食均由北京华阜康生物科技有限公司

【SCXK(京)2020-0004】提供。 所有实验方案均获

得运动科学伦理委员会批准(IACUC 2019025A)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

Desmin、Atrogin-1、MuRF1、TNF-α、IL-1β 和 IL-
10 抗体均购自美国 Abcam 公司,β-tubulin 抗体购自

北京中衫金桥公司,苏木精-伊红染色试剂购自北

京碧云天生物公司。
实验 动 物 气 体 代 谢 监 测 系 统 购 自 美 国

Columbus 公司,酶标仪、垂直电泳仪及凝胶成像仪

均购自美国 BIO-RAD 公司,病理切片机、激光共聚

焦显微镜均购自德国 Leica 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 肥胖小鼠模型制备

小鼠平均体重为(17. 54 ± 1. 46)g,适应性喂养

1 周后,将小鼠随机分为对照组(16 只,正常饲料,
3. 85 kcal / g,脂肪供能比为 12%)和高脂膳食组(30
只,高脂饲料,5. 24 kcal / g,脂肪供能比为 60%),喂
养 12 周制备肥胖小鼠模型。 以空腹条件下高脂膳

食组体重超过对照组平均体重 20%作为判断肥胖
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小鼠模型建模成功的标准[8],本研究通过 12 周高脂

膳食制备肥胖模型小鼠 20 只,用于后续干预研究。
1. 2. 2　 运动干预及实验分组

采用实验动物气体代谢监测系统进行小鼠最

大运动能力测试,计算最大运动强度作为设定运动

干预强度的参考。 最大运动能力测试后,对照组和

肥胖组均组内随机分为对照安静组(CS 组,8 只)、
对照运动组(CE 组,8 只)、肥胖安静组(OS 组,10
只)和肥胖运动组(OE 组,10 只)。 CS 组和 OS 组

维持原有饲养条件,CE 组和 OE 组维持原有膳食不

变,进行最大运动强度 60%的中等强度跑台有氧运

动,坡度 0°,每周 6 d,每天 1 h,持续 8 周。 干预结

束后再次对各组小鼠进行最大运动能力测试。
1. 2. 3　 实验样本采集与制备

末次运动 48 h 后对小鼠进行称重取材,取材前

禁食 12 h。 腹腔注射 3%戊巴比妥钠(3 mL / kg)麻
醉小鼠后取双侧后肢背侧腓肠肌,用手术刀剔除肌

腱等结缔组织,一侧标本经 PBS 漂洗,滤纸吸干水

分后迅速置于液氮中用于提取蛋白进行后续检测;
另一侧标本置于包埋剂中包埋,用于后续制作冰冻

切片进行免疫化学染色和 HE 染色。
1. 2. 4　 免疫荧光染色检测小鼠骨骼肌骨架蛋白

分布

制备小鼠骨骼肌组织冰冻切片,PBS 清洗后以

组化笔在组织周围画圈。 5%羊血清室温封闭 30
min,一抗 Desmin(1 ∶ 500)在湿盒内 4℃孵育过夜,
次日清洗后以一抗相同种属的荧光二抗避光孵育

2 h(1 ∶ 500),清洗后 DAPI 孵育 10 min 并以抗荧光

淬灭封片剂封片。 处理完毕后激光共聚焦显微镜

观察并采集图像,以 Image Pro Plus 6. 0 软件处理

图像。
1. 2. 5　 HE 染色检测小鼠骨骼肌横截面积和炎症

细胞浸润

制备小鼠骨骼肌组织冰冻切片,切片入苏木素

染液浸染 5 min,自来水洗后切片入乙醇脱水,然后

入伊红染液中染色。 之后切片依次放入无水乙醇

和二甲苯逐步脱水,最后中性树胶封片后以显微镜

镜检并采集图像进行分析。 图像中细胞质呈红色,
细胞核呈蓝色。
1. 2. 6　 Western Blot 检测小鼠骨骼肌萎缩和炎症相

关蛋白表达

称取小鼠骨骼肌组织约 200 mg,加入 RIPA 试

剂匀浆,4℃离心后以 BCA 方法进行蛋白定量,电泳

时上样量为每孔 30 μg。 一抗 Atrogin-1(1 ∶ 2000)、
MuRF1(1 ∶ 1000)、 TNF-α (1 ∶ 2000)、 IL-1β (1 ∶
3000)、IL-10(1 ∶ 3000)和 β-tubulin(1 ∶ 5000)4℃孵

育过夜。 次日洗膜并加入一抗相同种属的二抗

(1 ∶ 3000)孵育 2 h。 充分洗二抗后使用试剂盒进

行化学发光,于凝胶成像仪中显像。 β-tubulin 为内

参,Image Pro Plus 6. 0 软件处理图像。
1. 3　 统计学分析

实验数据均以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,采
用 SPSS 19. 0 统计软件进行数据统计分析。 采用

Levene 检验进行方差齐性检验,双因素方差分析

(Two-way ANOVA)方法处理数据。 P< 0. 05 为差异

具有显著性。 Graphpad prism 7 绘制图表。

2　 结果

2. 1　 8 周有氧运动对肥胖小鼠体重的影响

图 1 显示,8 周运动干预期间 OS 组和 OE 组能

量摄入均分别显著高于 CS 组和 CE 组(P < 0. 01),
且 CE 组和 OE 组能量摄入均分别与 CS 组和 OS 组

无显著差异(P > 0. 05)。 通过检测小鼠体重,发现

有氧运动干预前 OS 组和 OE 组体重均分别显著高

于 CS 组和 CE 组(P < 0. 01),干预期间 OS 组体重

均显著高于 CS 组(P < 0. 01);尽管 OE 组体重同样

显著高于 CE 组(P < 0. 05),但有氧运动干预至第 3
周,OE 组体重即显著低于 OS 组(P < 0. 05),至第 5
周以后差异非常显著(P < 0. 01)。 另外,有氧运动

干预第 6 周起,CE 组小鼠体重显著低于 CS 组(P <
0. 05)。
2. 2　 8 周有氧运动对肥胖小鼠运动能力的影响

图 2 显示,OS 组小鼠的运动时长、跑动距离和

峰值跑速均显著低于 CS 组(P < 0. 01)。 尽管有氧

运动干预 8 周后,OE 组小鼠的运动时长、跑动距离

和峰值跑速同样显著低于 CE 组(P < 0. 01),但相

较于 OS 组,以上指标均显著提高(P < 0. 05)。 另

外,有氧运动干预期间 CE 组与 CS 组小鼠运动至力

竭的运动时长、跑动距离和峰值跑速未见明显差异

(P > 0. 05)。
2. 3　 8 周有氧运动对肥胖小鼠骨骼肌骨架蛋白和

肌萎缩相关蛋白表达的影响

图 3 显示,CS 组和 CE 组小鼠骨骼肌中 Desmin
蛋白排列整齐且分布均匀,而高脂膳食干预的 OS
组小鼠骨骼肌中 Desmin 蛋白排列紊乱、模糊甚至缺

失,提示 OS 组小鼠骨骼肌存在一定程度损伤。 有
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注:CS:安静对照组;CE:运动组;OS:肥胖组;OE:肥胖运动组;与对应的 C 组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与对应的 S 组相比,#P < 0. 05,
##P < 0. 01。(下图同)

图 1　 8 周有氧运动下肥胖小鼠能量摄入和体重变化

Note. CS. Control-sedentary group. CE. Control-exercise group. OS. Obesity-sedentary group. OE. Obesity-exercise group. Compared with matched

control group,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01. Compared with matched sedentary group,#P < 0. 05,##P < 0. 01. (The same in the following figures)

Figure 1　 Changes of food intake and body weight in obese mice during 8-week aerobic exercise

注:逐级递增负荷试验检测小鼠运动至力竭的运动时长,运动距离和峰值跑速。

图 2　 8 周有氧运动对肥胖小鼠运动至力竭的运动时长、运动距离和峰值跑速的影响

Note. Time, distance and peak speed exercising to exhaustion were detected by a graded exercise testing with animal metabolism detection system.

Figure 2　 Effects of 8-week aerobic exercise on the time, distance and peak speed in obese mice exercising to exhaustion

注:免疫荧光染色检测 Desmin 蛋白分布情况。

图 3　 8 周有氧运动对肥胖小鼠骨骼肌 Desmin
蛋白分布的影响

Note. Distribution of Desmin protein was detected by Immunofluorescent
staining.

Figure 3　 Effect of 8-week aerobic exercise on the
distribution of Desmin protein in skeletal muscle of obese mice

氧运动干预 8 周后,OE 组小鼠骨骼肌中 Desmin 蛋

白相比 OS 组更趋于整齐排列并均匀分布。
图 4 显示,OS 组小鼠骨骼肌中 Atrogin-1 和

MuRF1 蛋白表达均显著高于 CS 组(P < 0. 01) 。
有氧 运 动 干 预 8 周 后, OE 组 小 鼠 骨 骼 肌 中

Atrogin-1 和 MuRF1 蛋白表达则均显著低于 OS
组( P < 0. 01 ) 。 另 外, CE 组 小 鼠 骨 骼 肌 中

Atrogin-1 和 MuRF1 蛋白表达同样显著低于 CS
组(P < 0. 01) 。
2. 4　 8 周有氧运动对肥胖小鼠骨骼肌炎症细胞浸

润的影响

图 5 显示,OS 组小鼠骨骼肌纤维横截面积显著

低于 CS 组(P < 0. 01),而有氧运动干预 8 周后 OE
组小鼠骨骼肌纤维横截面积则均显著高于 OS 组(P
< 0. 01),这一结果与图 4 中骨骼肌萎缩相关蛋白表

达结果一致。 通过观察小鼠骨骼肌切片中炎症细

胞浸润情况,发现 OS 组小鼠骨骼肌出现萎缩同时

炎症细胞浸润明显增加(黑色箭头标识),而有氧运

动干预 8 周后 OE 组小鼠骨骼肌中炎症细胞浸润明
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显减少,提示骨骼肌炎症可能参与有氧运动对肥胖

小鼠骨骼肌萎缩的改善作用。
2. 5　 8 周有氧运动对肥胖小鼠骨骼肌炎症因子蛋

白表达的影响

图 6 显示,相较于 CS 组,OS 组小鼠骨骼肌中

TNFα 蛋白表达显著增加(P < 0. 01),IL-10 蛋白表

达显著下降(P < 0. 05)。 有氧运动干预 8 周后,相
较于 OS 组,OE 组小鼠骨骼肌中 TNF-α 和 IL-1β 蛋

白表达显著下降(P < 0. 05),IL-10 蛋白表达则显著

增加(P < 0. 01)。 另外,CE 组小鼠骨骼肌中 TNF-α
和 IL-1β 蛋白表达均显著下降(P < 0. 01),IL-10 蛋

白表达则显著增加(P < 0. 05)。

注:Western Blot 检测 Atrogin-1 和 MuRF1 蛋白表达水平。

图 4　 8 周有氧运动对肥胖小鼠骨骼肌 Atrogin-1 和 MuRF1 蛋白表达的影响

Note. Expression of Atrogin-1 and MuRF1 were detected by Western Blot.

Figure 4　 Effect of 8-week aerobic exercise on the expression of Atrogin-1 and MuRF1 protein in skeletal muscle of obese mice

注:对骨骼肌切片进行 HE 染色。

图 5　 8 周有氧运动对肥胖小鼠骨骼肌纤维横截面积和炎症浸润的影响

Note. Slides of skeletal muscle tissue were performed with HE staining.

Figure 5　 Effects of 8-week aerobic exercise on skeletal muscle fiber cross-sectional area and inflammatory infiltration in obese mice

注:Western Blot 检测 TNF-α, IL-1β 和 IL-10 蛋白表达。

图 6　 8 周有氧运动对肥胖小鼠骨骼肌 TNF-α, IL-1β and IL-10 蛋白表达的影响

Note. Expression of TNF-α, IL-1β and IL-10 were detected by Western Blot.

Figure 6　 Effect of 8 weeks aerobic exercise on the expression of TNF-α, IL-1β and IL-10 protein in skeletal muscle of obese mice

3　 讨论

肥胖是一种严重危害人类健康的慢性疾病,而

肥胖相关的慢性炎症是胰岛素抵抗等慢性代谢性

疾病发生发展的关键因素,已成为近年来人们关注

和研究的重点[9-10]。 众所周知,有氧运动干预是防

146



中国实验动物学报 2021 年 10 月第 29 卷第 5 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,October 2021,Vol. 29, No. 5

治慢性代谢性疾病的有效手段,已被纳入治病处方

中[11];而运动对于慢性代谢性疾病的防治作用是全

身性的整合过程,探索运动改善慢性代谢性疾病的

途径对于更好的理解其在防治慢性代谢性疾病中

的作用具有重要意义[12]。 本研究通过 12 周高脂膳

食干预制备肥胖小鼠模型,然后以最大运动强度

60%的中等强度有氧运动干预 8 周,检测运动干预

后小鼠体重、运动能力、骨骼肌骨架蛋白分布、肌萎

缩相关蛋白表达、骨骼肌炎症细胞浸润以及炎症因

子蛋白表达的变化,旨在一方面为理解有氧运动改

善肥胖的作用提供重要新证据,另一方面有助于进

一步阐明运动改善肥胖等慢性代谢性疾病的可能

途径及慢性炎症的调节作用。
肥胖患者普遍存在运动能力降低,这不仅影响

其日常生活活动,更造成其生命质量低下和社会功

能下降[13]。 本研究中 12 周高脂膳食诱导的肥胖小

鼠运动至力竭的运动时长、跑动距离和峰值跑速均

明显低于正常小鼠,这与大部分相关研究结果一

致[7,9]。 在不改变小鼠膳食构成前提下,8 周有氧运

动干预有效降低肥胖小鼠体重的同时使得肥胖小

鼠运动能力得到明显提高,说明有氧运动是独立于

饮食方式的改善肥胖等慢性代谢性疾病的有效

手段[14-15]。
运动能力受多种因素制约,其中骨骼肌质量是

影响运动能力的关键因素[16]。 同时,肥胖期间内脏

脂肪组织的肥大导致肌肉功能障碍,抑制肌管中收

缩蛋白表达,进而导致骨骼肌萎缩[17-18]。 因此,本
研究接下来以骨骼肌萎缩为切入点,研究有氧运动

改善肥胖并提高运动能力的可能途径。 Atrogin-1 和

MuRF1 是在骨骼肌中表达的 E3 泛素连接酶,是骨

骼肌萎缩发生的标志蛋白[19]。 王继等[20] 研究发

现,高脂膳食诱导的糖尿病小鼠骨骼肌中 MuRF1 和

Atrogin-1 表达均显著降低,而 4 周运动干预可有效

降低骨骼肌中 MuRF1 和 Atrogin-1 表达。 本研究同

样发现肥胖小鼠骨骼肌中 Atrogin-1 和 MuRF1 蛋白

表达明显增加且骨骼肌纤维横截面积明显下降,说
明肥胖小鼠体内存在骨骼肌萎缩现象。 8 周有氧运

动干预后,肥胖小鼠 Atrogin-1 和 MuRF1 蛋白表达

明显减少且骨骼肌纤维横截面面积明显增加。
Desmin 是骨骼肌肌节外骨架蛋白,连接相邻肌原纤

维 Z 线和肌纤维膜,是维持骨骼肌 Z 线稳定的重要

蛋白[21]。 本研究还发现高脂膳食诱导的肥胖小鼠

骨骼肌中 Desmin 排列紊乱、模糊甚至缺失,8 周离

心运动干预后肥胖小鼠骨骼肌中 Desmin 蛋白排列

明显趋于整齐并均匀分布。 以上提示有氧运动干

预可能通过抑制骨骼肌萎缩、促进修复来发挥提高

肥胖小鼠运动能力并降低体重的作用。
炎症是机体固有的保护性免疫机制,但慢性炎

症导致骨骼肌萎缩,被认为是糖尿病、非酒精性脂

肪肝、心血管疾病等常见疾病的发病基础[22]。 同

时,诸多研究证实高脂膳食诱导的肥胖与机体慢性

炎症的出现息息相关[23-24]。 本研究接下来从骨骼

肌炎症角度探索有氧运动改善骨骼肌损伤并抑制

骨骼肌萎缩,进而提高运动能力、降低体重的可能

途径。 研究表明,TNF-α 和 IL-1β 是典型的促炎性

细胞因子,参与机体慢性炎症的发生与发展[25];IL-
10 是典型的抗炎性细胞因子,抑制机体炎症反应并

促进组织修复[26]。 本研究中高脂膳食诱导的肥胖

小鼠骨骼肌中出现明显的炎症浸润,同时促炎因子

TNF-α 表达明显增加、抗炎因子 IL-10 表达明显减

少,说明肥胖小鼠骨骼肌中存在慢性炎症现象。 8
周有氧运动干预后,肥胖小鼠骨骼肌中炎症浸润现

象明显减轻,促炎因子 TNF-α 和 IL-1β 表达明显减

少、抗炎因子 IL-10 表达明显增加,提示有氧运动干

预可能通过降低骨骼肌中慢性炎症反应来改善肥

胖诱导的骨骼肌萎缩和运动能力下降,继而发挥改

善肥胖等慢性代谢性疾病的作用。
综上所述,本研究从运动能力、骨骼肌骨架蛋

白分布、骨骼肌纤维横截面积及其萎缩标志蛋白表

达、骨骼肌炎症细胞浸润及其炎症因子蛋白表达 4
个方面证实高脂膳食相关肥胖诱发骨骼肌慢性炎

症反应,导致骨骼肌萎缩和运动能力下降;而有氧

运动有效改善肥胖诱导的骨骼肌萎缩,进而发挥提

高运动能力并改善肥胖的作用,骨骼肌组织中炎症

调节可能是其中的重要原因之一。
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两种肥胖型多囊卵巢综合征伴胰岛素抵抗
大鼠模型的构建及评价

徐海燕,杜青∗,徐琳本,黄建华,王红梅,丁正香
(湖南省中医药研究院,长沙　 410006)

　 　 【摘要】 　 目的　 采用两种不同方式联合高脂饮食建立肥胖型多囊卵巢综合征伴胰岛素抵抗(PCOS-IR)大鼠动

物模型,比较其内分泌及代谢特征变化。 方法　 将大鼠随机分为 3 组:对照组,给予普通饲料和纯净水;Letrozole 组,
采用来曲唑(1 mg / kg)灌胃,HCG+INS 组,皮下注射绒促性素和胰岛素(HCG+INS),两组均采用高脂饲料和 5%葡糖

糖液饲养。 革兰氏染色观察两个动情周期变化;在第 23 天和第 30 天,测量子宫和卵巢湿重;苏木素-伊红(HE)染色

观察卵巢组织病理学改变;血液生化仪测定空腹血糖(FBG)、血脂(甘油三酯(TG)和总胆固醇(TC)变化;酶联免疫吸

附(ELISA)法测定性激素(卵泡刺激素 FSH、促黄体生成素(LH)、雌二醇(E2)、总睾酮(T)、血清炎症因子肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)和白细胞介素-1β(IL-1β))水平变化;计算胰岛素抵抗指数 HOMA-IR;实时荧光定量 PCR 测定卵巢

TNF-α 和 IL-1β mRNA 变化。 结果　 与对照组比,Letrozole 组和 HCG+INS 组两个动情周期皆紊乱,但 HCG+INS 组存

在偶发排卵现象;在第 23 天,Letrozole 组子宫湿重和 E2 水平显著减少,卵巢湿重、INS、HOMA-IR、TG、TC 水平显著增

加,HCG+INS 组 INS、HOMA-IR、TC、TG、LH 水平显著增加,E2 水平显著减少(P< 0. 05,P< 0. 01)。 第 30 天,两组

FBG、INS、HOMA-IR、TG、FSH、LH 水平及血清 TNF-α 和 IL-1β 水平和卵巢 mRNA 均明显升高,同时 Letrozole 组肥胖、
无排卵、高雄激素血症、卵巢多囊样改变等特征更明显。 结论　 两种造模方式均可成功诱导 PCOS-IR 动物模型,第 30
天时来曲唑造模法在体重、内分泌及代谢指标的改变更符合肥胖型PCOS-IR病理特征。

【关键词】 　 多囊卵巢综合征;肥胖;胰岛素抵抗;来曲唑;绒促性素
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Construction and evaluation of two obese rat models of polycystic ovary
syndrome with insulin resistance

XU Haiyan, DU Qing∗, XU Linben, HUANG Jianhua, WANG Hongmei, DING Zhengxiang

(Hunan Academy of Chinese Medicine, Changsha 410006, China)
Corresponding author: DU Qing. E-mail: 791166938@ qq.com

【Abstract】　 Objective　 To establish an animal model of obese polycystic ovary syndrome combined with insulin
resistance ( PCOS-IR) using two different method with a high-fat diet, and to compare the changes in endocrine and
metabolic characteristics. Methods　 Rats were randomly divided into a control group (ordinary feed and purified water), a
letrozole group (intragastric administration of 1 mg / kg), and a human chorionic gonadotropin + insulin (HCG+INS) group
(subcutaneous injections). The latter two groups were fed a high-fat diet and 5% glucose solution. Gram staining was used
to observe two estrous cycles. On the 23rd and 30th day, ovarian and uterine wet weights were measured. Hematoxylin-eosin
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staining was used to observe ovarian histopathology. Fasting blood glucose (FBG), and blood levels of triglyceride (TG)
and total cholesterol (TC) were measured by a biochemical analyzer. Serum levels of follicle stimulating hormone (FSH),
luteinizing hormone ( LH), estradiol ( E2), total testosterone ( T), and inflammatory factors tumor necrosis factor-α
(TNF-α) and interleukin-1β ( IL-1β) were measured by enzyme-linked immunosorbent assays. The homeostatic model
assessment of insulin resistance (HOMA-IR) was calculated. Real-time fluorescence quantitative PCR was used to detect
ovarian TNF-α and IL-1β mRNA levels. Results　 The letrozole and HCG+INS groups both had disordered estrous cycles
compared with the control group, but the HCG+INS group had occasional ovulation. On the 23rd day, uterine weight and
E2 levels were significantly reduced, and ovarian weight, INS, HOMA-IR, TG, and T levels were significantly increased
in the letrozole group compared with controls. In the HCG+INS group, INS, HOMA-IR, TC, TG, and LH levels were
significantly increased, and E2 levels were significantly reduced compared with controls. On the 30th day, the levels of
FBG, INS, HOMA-IR, TG, FSH, LH, serum TNF-α and IL-1β, and ovarian TNF-α and IL-1β mRNA levels were
significantly increased in the letrozole and HCG + INS groups versus the control group. The letrozole group exhibited
anovulation, hyperandrogenism, and obesity, as well as more obvious pathological changes consistent with polycystic
ovaries. Conclusions　 Both approaches successfully induced the PCOS-IR animal model. The changes in body weight, and
endocrine and metabolic indexes of the letrozole model on the 30th day were more consistent with the pathological
characteristics of obese PCOS-IR.

【Keywords】　 polycystic ovary syndrome; obesity; insulin resistance; letrozole; chorionic gonadotropin
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 多囊卵巢综合征 ( polycystic ovary syndrome,
PCOS)是一种以慢性无排卵、高雄激素血症(多毛、
痤疮、雄激素性脱发)以及卵巢多囊样改变为主要

特征的内分泌代谢紊乱疾病,影响着 12% ~ 18%的

女性[1]。 长期的内分泌紊乱可导致不孕、肥胖、糖
脂代谢异常,并带来一系列远期并发症,严重影响

患者的生存质量[2]。 其中,肥胖是促进 PCOS 病情

发生发展的重要因素之一,肥胖型 PCOS 约占总发

病率的一半,体内还存在明显的胰岛素抵抗( insulin
resistance,IR) [3]。 胰岛素抵抗和高胰岛素血症是

PCOS 病理生理的主要特征,约 50% ~ 65% PCOS
患者存在胰岛素抵抗[4]。 IR 不仅是导致 PCOS 患

者生殖障碍和代谢异常的主要原因,还可增加 2 型

糖尿病、心脑血管疾病、代谢综合征等风险,严重影

响患者身心健康[5]。
PCOS-IR 由于发病机制复杂,临床组织样本获

取困难,已成为目前研究的热点和难点,现有可供

研究的实验动物模型众多,但与临床 PCOS-IR 特征

的符合程度仍存在一定的差异[6-7],建立理想的

PCOS-IR 动物模型在实验研究中显得尤为重要。
PCOS 的动物造模方法主要包括经典 Poresky 法、雄
激素联合 HCG 法、孕激素联合 HCG 法、雌激素法、
芳香花酶抑制剂法等[8-10]。 尽管造模方法多样,但
仍有不尽完美之处,如雄激素大多属于油剂,长期

皮下注射,药物不易吸收,容易导致造模不理想;孕
激素法可能会影响促排卵药物的疗效,不适合促排

卵药物研究;雌激素法对模型下丘脑-垂体轴有一

定的损害,不适合后期治疗研究[4]。 筛选并建立一

种更贴近临床病理生理特征的 PCOS-IR 的实验动

物模型对于临床防治具有重要意义。 本实验采用

两种不同方式分别联合高糖高脂饮食建立肥胖型

PCOS-IR 动物模型,通过比较两种模型不同时间节

点生殖、内分泌和代谢指标差异,以期筛选出更符

合临床特征的动物模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

36 只 6 周龄 SPF 级雌性 SD 大鼠,体重 180 ~
220 g,购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【SCXK(湘)2019-0004】,在湖南省中医药研究院实

验动物中心【SYXK(湘)2020-0008】饲养,允许大鼠

在恒定温度、湿度和光暗循环((22 ± 2)℃;55% ±
10%;7:00 ~ 19:00 光照循环)下自由饮用水和食

物。 本研究经湖南省中医药研究院动物伦理委员

会批准(伦理审批号 IACUC2019-0029),按照与湖

南省中医药研究院实验动物中心的有关协议进行,
所有程序均按照中国科学技术部制定的“实验动物

护理和使用指导意见”进行。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

来曲唑片(规格:每片 2. 5 mg,批号:190426KF,
江苏恒瑞医药股份有限公司);胰岛素注射液(规
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格:每支 400 IU,批号:21801204,江苏万邦生化医药

集团有限责任公司);注射用绒促性素 HCG(每支

1000 U,批号:190303,丽珠集团丽珠制药厂);快速

革兰氏染色液(批号 MA0391-Jun-20E),购于大连美

仑生物;卵泡刺激素(FSH,批号 JM-01972R1)、促黄

体生成素(LH,批号 JM-02030R1)、雌二醇(E2,批号

JM-01475R1)、总睾酮(T,批号 JM-10537R1)、白细

胞介素-1β( IL-1β,批号 JM-01454R1)和肿瘤坏死

因子-α(TNF-α,批号 JM-10494R1)、胰岛素( INS,
批号 JM-01993R1)酶联免疫吸附试剂盒(ELISA),
购于江苏晶美生物技术有限公司。 IL-1β 和 TNF-α
RT-PCR 上下游引物(上海生物工程技术服务有限

公司);逆转录反应试剂盒(TaKaRa)。 血糖仪及血

糖试 纸 ( 艾 科, 美 国 ); Olympus 生 物 显 微 镜

(OLYMPUS 公司,日本); TrilogyII 型生化分析仪

(Drew Scientific, 美 国 ); envision2105 型 酶 标 仪

(PerkinElmer, 美国); 生物组织切片机 ( Thermo
Scientific,美国);水平琼脂糖电泳槽(北京六一,中
国);实时荧光定量 PCR 仪 ( Thermo Scientific,美
国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组与造模

将 36 只 SD 大鼠按体重随机分为 3 组:对照组,
每日灌胃 0. 5%羧甲纤维素钠溶液;Letrozole 组,每
日灌胃来曲唑溶液(1 mg / kg),HCG+INS 组,颈背部

皮下注射逐渐增量的胰岛素注射液,第 1 天(每天 1
次、每次 0. 5 U),第 2、3 天(每天 1 次、每次 1. 5 U),
第 4 天(每天 1 次、每次 2 U),第 5 天(每天 1 次、每
次 2. 5 U),第 6 天(每天 1 次、每次 3 U),第 7、8 天

(每天 1 次、每次 4 U),第 9、10 天(每天 1 次、每次 5
U),第 11~30 天(每天 1 次、每次 6 U),并加用 HCG
每天 1 次、每次 3. 0 U。 其中对照组给予普通饲料

和纯净水,Letrozole 组和 HCG+INS 组皆给予高脂饲

料(基础维持饲料 61. 5%、猪油 12%、蔗糖 5%、奶粉

5%、花生 5%、鸡蛋 10%、麻油 1%、食盐 0. 5%)和

5%葡萄糖溶液饲养,连续 30 d。
1. 2. 2　 一般状态观察

每天观察记录各组动物活动、进食、粪便等,每
周进行体质量监测。 在造模第 18 天开始进行阴道

涂片,连续 10 d,判断大鼠动情周期变化。 每天固定

时间,抓住大鼠腰背部皮肤,腹部朝上,露出阴道

口,将沾有生理盐水的无菌棉棒轻置于阴道内,转
动 4 ~ 5 圈,将粘液均匀涂在载玻片上、风干、采用

快速革兰氏染色法进行染色,风干后显微镜下观察

排卵情况。 分别在第 23、30 天挑选各组动物的一半

进行以下处理。
1. 2. 3　 样本采集

动物禁食不禁水 12 h,腹腔麻醉后,腹主动脉取

血,离心(3000 r / min,15 min),收集上清,-80℃ 保

存待用。 实施安死术后取子宫、卵巢,称取重量。
将左侧卵巢保存在 4%多聚甲醛固定液中,右侧卵

巢液氮速冻,-80℃保存待用。
1. 2. 4　 代谢指标和性激素检测

取上述保存的血清,采用生化仪检测空腹血糖

(FBG)、血清总胆固醇(TC)和甘油三酯(TG)水平;
采用酶联免疫吸附法,按照试剂盒说明操作,检测

血清胰岛素(INS)、卵泡刺激素(FSH)、促黄体生成

素(LH)、雌二醇(E2)、总睾酮(T)水平变化。 并计

算胰岛素抵抗指数(HOMA-IR =FBG(mmol / L) ×INS
(mIU / L) / 22. 5)。
1. 2. 5　 卵巢病理形态学检测

取固定的各组大鼠卵巢组织,使用 70%、90%、
95%乙醇,二甲苯进行常规脱水,石蜡包埋、切 4 μm
薄片,以及苏木素-伊红(HE)染色,脱水,封片,显
微镜下观察卵巢病理形态学变化。
1. 2. 6　 血清和卵巢炎症因子检测

按照 ELISA 试剂盒说明操作,检测血清肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)和白细胞介素-1β(IL-1β)水平

变化。 采用实时荧光定量 PCR 法,检测冻存的卵巢

组织中 TNF-α 和 IL-1β mRNA 表达水平,取约 20
mg 卵巢组织,加入 1 mL TRIzol,充分研磨,裂解 5
min,提取样本总 RNA,核酸蛋白测定仪测定 260 /
280 nm 处 A 值,进行定量。 按照逆转录反应试剂盒

说明书将定量的 RNA 逆转录合成 cDNA,反应体系

为 2X SYBGREEN PCR Master Mix 15 μL,ddH2O 11
μL,上下游引物(10 μmol / L)各 1 μL,cDNA 1 μL。
扩增条件为 95℃预变性 15 min,95℃变性 15 s,60℃
退火 30 s,共 40 个循环。 以 β-actin 为内参,反应结

束后以 2-ΔΔCt法计算分析目的基因 TNF-α 和 IL-1β
相对表达水平,以基因 /内参吸光度比值的(􀭰x ± s)
表示。 引物序列见表 1。
1. 3　 统计学分析

数据分析采用统计软件 SPSS 17. 0,所有计量

资料以平均值±标准差(􀭰x ± s)表示,组间采用单因

素方差分析(One-way-ANOVA),不服从正态分布用

非参数检验,P< 0. 05 为差异具有统计学意义。
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表 1　 TNF-α 和 IL-1β 引物序列

Table 1　 TNF-α and IL-1β primer sequences
引物名称

Primer name
上游引物(5′-3′)

Upstream primer(5′-3′)
下游引物(5′-3′)

Downstream primer(5′-3′)
TNF-α GTCCCAACAAGGAGGAGAAGT CTGGTATGAAATGGCAAATCG
IL-1β CCCTTGTCGAGAATGGGCAG GACCAGAATGTGCCACGGTT
β-actin ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

2　 结果

2. 1　 体重变化

每周体重监测发现,各组大鼠体重逐渐增长,
与对照组比,Letrozole 组大鼠在第 4 周,体重显著增

加(P< 0. 05),HCG+INS 组无显著性差异(见图 1)。

注:与对照组比较,∗P< 0. 05.

图 1　 各组大鼠体重增长曲线

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

Figure 1　 Growth curve of rat body mass in each group

图 2　 各组大鼠阴道脱落细胞涂片观察

Figure 2　 Smears observation of vaginal exfoliated cell of rats in each group

2. 2　 阴道涂片观察

于造模第 18 天,开始进行阴道涂片,共 10 d,每
5 d 为一个动情周期,一共两个动情周期,观察大鼠

动情周期的变化。 对照组大鼠的阴道涂片显微镜

下观察可见规律的排卵周期,在动情期可见大量的

角质化鳞状上皮细胞(见图 2);Letrozole 组大鼠阴

道涂片未观察到规律性周期,在第二个动情周期多

数表现为大量的白细胞和有核上皮细胞,未见角化

细胞;HCG+INS 组偶见大片不规则角质化鳞状上皮

细胞,大部分表现为白细胞和有核上皮细胞共存,
提示有偶发排卵的情况存在(见图 2)。
2. 3　 脏器湿重比较

称量各组大鼠子宫和双侧卵巢重量,与对照组

大鼠比较,在第 23 天和第 30 天,Letrozole 组来曲唑

给药大鼠子宫湿重皆显著性降低,卵巢湿重明显增

加(P< 0. 05 或 P< 0. 01);第 30 天,HCG+INS 组注

射给药大鼠在卵巢湿重明显增加(P< 0. 05),子宫

湿重增加但无显著性差异(见图 3)。
2. 4　 卵巢形态学变化

光镜下观察发现,对照组大鼠卵巢皮质区卵泡

数目较多,处于不同发育阶段,黄体清晰,可见卵丘

和卵母细胞,颗粒细胞层大多呈现 8 ~ 9 层,紧密排

列,成熟卵泡结构完整, 无充血、 水肿等现象;
Letrozole 组大鼠卵巢囊性改变,卵泡囊性扩张明显,
闭锁较多,颗粒细胞层数量减少,黄体数量减少;
HCG+ INS 组大鼠各级未发育成熟的小卵泡数较

Letrozole 组稍少,黄体较大,颗粒细胞层减少,排列

疏松(见图 4)。 其中,在实验第 23 天和第 30 天各

组大鼠卵巢形态学差异不明显。
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注:与对照组比较,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。 (下图同)

图 3　 各组大鼠子宫和卵巢的湿重比较

Note. Compared with control group,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01.
(The same in the following figures)

Figure 3　 Comparison of wet weight of uterus and
ovary of rats in each group

图 4　 各组大鼠不同时间节点卵巢 HE 染色

Figure 4　 Hematoxylin-eosin staining of the ovary of rats at different time points in each group

图 5　 各组大鼠空腹血糖、胰岛素含量、胰岛素抵抗、血清总胆固醇、甘油三酯比较

Figure 5　 Comparison of fasting blood glucose, insulin content, insulin resistanceserum total cholesterol and triglyceride of rats in each group

2. 5　 空腹血糖、胰岛素和血清总胆固醇、甘油三酯

变化

与对照组比较,第 23 天,Letrozole 组和 HCG+
INS 组空腹胰岛素和胰岛素抵抗指数升高,TG 水平

明显增加(P< 0. 05 或 P< 0. 01);第 30 天,两组空

腹血糖、空腹胰岛素和胰岛素抵抗指数皆明显高于

对照组,TC、TG 水平皆显著升高(P < 0. 05 或 P <
0. 01)(见图 5)。
2. 6　 血清性激素浓度变化

在第 23 天,与对照组比较,Letrozole 组 T 水平

升高,E2 水平降低(P< 0. 05),HCG+INS 组 LH 增

加,E2 降低(P< 0. 05);在第 30 d,两组 FSH、LH 水

平均显著上调,E2 水平下调,且 Letrozole 组 T 水平

最高,具有统计学意义(P< 0. 05)(见图 6)。
2. 7　 各组大鼠血清 TNF-α 和 IL-1β 水平和卵巢

TNF-α和 IL-1β mRNA 比较

在第 23 天,与对照组比,Letrozole 组血清TNF-α
水平和卵巢 TNF-α 和 IL-1β mRNA 表达显著上调(P
< 0. 05 或 P< 0. 01),HCG+INS 组血清TNF-α、IL-1β
水平和卵巢 IL-1β mRNA 表达显著增加(P< 0. 05 或

P< 0. 01);在第 30 天,两组血清TNF-α和 IL-1β 水平

皆显著增加(P<0. 05 或 P<0. 01)(见图 7)。
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图 6　 各组大鼠血清性激素水平比较

Figure 6　 Comparison of serum sex hormone levels in rats in each group

图 7　 各组大鼠血清 TNF-α、IL-1β 水平和卵巢 TNF-α、IL-1β mRNA 表达变化

Figure 7　 Changes of serum TNF-α and IL-1β levels and ovarian TNF-α and IL-1β mRNA expression in rats in each group

3　 讨论

PCOS 是育龄期女性最常见的内分泌疾病之

一,也是累及全身多系统的疾病。 其诊断通常基于

临床指标月经失调、Ferriman-Gallwey 得分、超声检

查、肥胖症(BMI)及生化相关指标,如性激素六项、
空腹血糖、空腹胰岛素等[11]。 目前,可以用来制备

PCOS 的动物模型主要有大鼠、小鼠、家兔和猴,根
据模型的经济性、稳定性、标准性以及重复性原则,
大鼠被选为常用动物[4]。 PCOS 模型建立以无排卵

或偶发性排卵、性激素分泌紊乱、糖脂代谢异常、胰
岛素抵抗、卵巢多囊性病理改变等为主要评价指

标。 本研究以近年来研究发现的胰岛素抵抗致

PCOS 代谢异常特征为主要关注点,并比较众多

PCOS 造模方法的实施难易程度、可复制性及与临

床症状的吻合程度,从中优选了比较常用和适合的

PCOS-IR 造模方法:来曲唑法和经典的 Poresky 法。
来曲唑是一种新型芳香化酶抑制剂,其通过抑

制体内雄激素向雌激素转化,导致体内雄激素增

加,高雄激素血症不仅可以导致 IR,更是形成 PCOS
的基础[12]。 经典的 Poresky 法是胰岛素联合 HCG
法,利用外源性胰岛素刺激卵泡膜细胞和间质细胞

合成雄激素,造成高雄激素血症;同时 HCG 是一种

LH 的类似物,能促使 LH 水平增加,阻碍卵泡颗粒

细胞的正常有丝分裂,并且与胰岛素有协同作用,

共同加重高雄激素血症,导致排卵障碍,卵巢多囊

样改变[13]。 因 PCOS-IR 患者大多表现为肥胖,相较

非肥胖型 PCOS 患者,肥胖型 PCOS 患者胰岛素抵

抗表现更为严重[14]。 但是,单纯的来曲唑灌胃给药

和胰岛素联合 HCG 注射给药难以造成动物肥胖,因
此,本研究采用 5%葡萄糖液和高脂饲料饲养,促使

动物肥胖,形成了更符合临床肥胖型 PCOS 特征的

动物模型。 文献调研发现,PCOS-IR 动物模型造模

时长难以选择,蔡云等[12] 发现,30 d 来曲唑联合高

脂饲料喂养可成功诱导出 PCOS-IR 大鼠模型;魏巍

等[15]研究表明,21 d 胰岛素联合 HCG 法和来曲唑

法均可成功诱导大鼠 PCOS-IR 模型,且大鼠模型其

生殖及代谢指标的变化前者更具优势;王丽珍等[13]

发现,8 周胰岛素联合 HCG 法联合高脂饲料才可成

功诱导大鼠 PCOS-IR 模型。 因造模时间长短不一,
PCOS-IR 动物模型与临床特征吻合程度也存在差

异,故本实验对两种不同方法和不同时间 PCOS-IR
动物模型各主要评价指标进行比较探讨。

研究结果显示,在造模第 23 天,来曲唑联合高

脂饮食法和经典 Poresky 法联合高脂饮食基本能够

诱导出 PCOS-IR 动物模型。 在造模第 30 天,两种

综合评价指标诱导 PCOS-IR 动物模型更接近 PCOS
临床特征,出现排卵障碍、LH、FSH 升高。 与经典

Poresky 法相比,虽然来曲唑组大鼠血脂 TC 水平无

显著变化,但体重明显增加,并出现显著的排卵障
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碍,无偶发排卵现象,卵巢多囊性改变明显,性激素

分泌更加紊乱,伴高雄激素血症。 因此,来曲唑造

模联合高脂饲料法在第 30 天更加符合临床肥胖型

PCOS-IR 特征。 相比前人的研究,进一步丰富了肥

胖型 PCOS-IR 动物造模方法的评价及选择,为后续

药物研究模型的选择上提供更加有效的参考。
由于 PCOS 患者处于长期的慢性低度炎症状

态,炎症反应目前被认为是 PCOS 性激素失衡和胰

岛素抵抗的关键环节,体内升高的促炎性因子

(TNF-α 和 IL-1β 等)可进一步加剧胰岛素抵抗,加
重代谢紊乱和卵巢功能障碍,形成恶性循环[16-17]。
临床研究显示,相比非肥胖型 PCOS-IR 患者,肥胖

型 PCOS-IR 患者体内炎性因子 TNF-α 和 IL-1β 等

显著升高[18-19]。 因此,本实验对各组大鼠血清中

TNF-α 和 IL-1β 的含量和卵巢中 TNF-α 和 IL-1β
mRNA 表达进行了检测,发现这些炎症因子水平均

明显升高,这与临床报道一致。 该实验通过对不同

PCOS-IR 动物模型的筛选与炎症机制的初探,为后

续临床诊断和药物开发奠定良好的实验基础。
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人脑胶质瘤小型猪原位移植模型的建立及评估
赵勇1#,武文卿2#,谭邓旭1,丁桂荣3,师长宏1∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 利用免疫抑制剂处理小型猪,建立人脑胶质瘤小型猪原位移植模型,为胶质瘤药物筛选和影

像学研究提供与人体相近的实验工具。 方法　 人胶质瘤细胞 U87-MG 移植于裸鼠皮下,待形成肉眼可见肿瘤后备

用。 选择小型猪联合口服免疫抑制剂环孢素软胶囊(20 mg / kg)和他克莫司胶囊(0. 01 mg / kg)进行免疫干预。 3 d
后,取裸鼠皮下新鲜的 U87-MG 肿瘤组织,将其修剪为 1 mm3 组织块,通过立体定向仪和套管针将肿瘤组织移植于

经免疫抑制剂处理的小型猪大脑纹状体,持续使用免疫抑制剂 21 d,进行核磁共振成像,确认肿瘤的位置。 必要时

处死动物并解剖,取肿瘤组织固定,进行 HE 和 IHC 染色以确定肿瘤的组织形态。 结果　 12 头猪进行了原位移植,
3 周后,核磁检测确认 11 头猪成像,肿瘤发生率达到 90%以上,胶质瘤猪原位移植模型肿瘤组织 HE 染色结果、生
长特征均符合肿瘤特征;人线粒体抗体染色显示其为人源性组织,胶质瘤特异性标志物 GFAP 表达阳性。 结论

联合环孢素软胶囊和他克莫司免疫抑制处理,通过移植肿瘤组织成功建立人脑胶质瘤小型猪原位移植模型。
【关键词】 　 人脑胶质瘤;异种移植;猪;免疫抑制
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Establishment and evaluation of orthotopic transplantation model of human
glioma in miniature pigs
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【Abstract】　 Objective　 To establish an orthotopic xenograft model of human glioma miniature pigs by treatment
with immunosuppressive agents, and provide ideal experimental tools for screening glioma drug and imaging studies.
Methods　 Human glioma cells U87-MG were transplanted into nude mice subcutaneously, and tumors were visible after
two weeks. Then, we choose miniature pigs to be treated with oral immunosuppressant both cyclosporine soft capsules (20
mg / kg) and tacrolimus capsules (0. 01 mg / kg). Three days later, the fresh tumor tissue derived from nude mice were
collected and trim them into 1 mm3 tissue pieces. The tumor tissue were transplanted into cerebral striatum of the miniature
pigs treated with immunosuppressive agents through a stereotactic instrument. After 21 days of continuous use of
immunosuppressive agents, the animals displayed obviously thin, and space-occupying lesions in the brain were detected by
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Magnetic Resonance Imaging(MRI)to confirm tumors formation. These miniature pigs were sacrificed and dissected, then
the tumor tissues were fixed. The histomorphological characteristics of tumor were confirmed by H&E and IHC staining.
Results　 Three weeks after orthotopic transplantation of the glioma tissue into the brain striatum of miniature pigs, 12 pigs
have been implanted with U87-MG, 11 have presented a macroscopic significant tumor, with radiological and pathological
characteristics of high-grade glioma. we found that the tumor incidence reached more than 90% by MRI scan. Both the HE
staining result and growth characteristics of the tissue were consistent with tumor characteristics. The staining of human
mitochondrial antibody demonstrated that this tumor was human-derived tissue and the glioma-specific marker GFAP was
expressed positively. Conclusions　 Combined with cyclosporine soft capsule and tacrolimus immunosuppressive treatment,
an orthotopic xenograft miniature pig model of human glioma was successfully established by transplanting tumor tissue.

【Keywords】　 glioma; xenograft; pig; immunosuppression
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 恶性脑胶质瘤是成人最常见的侵袭性、原发性恶

性脑肿瘤[1],目前还没有确切的治疗方法,因其高度

侵袭性和脑实质浸润导致多数患者死亡[2]。 其通常

局限于中枢神经系统,不向外转移。 恶性脑胶质瘤占

所有原发性中枢神经系统肿瘤的近 25%,占所有神经

胶质瘤的 55%[3-4]。 恶性脑胶质瘤的治疗是一个世

界性难题,其治疗效果差的关键问题在于恶性的胶质

细胞瘤细胞分化不全且深入神经细胞深处,导致手术

不可能全部切除,复发率极高[1]。 预后最差的是多形

性胶质母细胞瘤[5],其中位生存时间为 14. 6 个月,迫
切需要更有效的肿瘤特异性疗法[6-7]。 建立有效、稳
定的脑胶质瘤动物模型对其治疗研究具有重要意

义[8-9]。 通常建立肿瘤移植模型的方法是采用小鼠

或者大鼠来源的细胞系进行原位移植或者选取裸鼠

移植人的肿瘤细胞[10]。 前者的鼠源性细胞系与人体

存在很大差别,后者裸鼠体型较小并且生存期短,在
建立模型之后进行肿瘤干预性治疗窗口期短,动物实

验操作和饲养要求严格[11]。
既往的研究成果是以大、小鼠为实验对象获得

的,而人体脑组织结构和颅骨厚度与小动物相比差异

较大,故不能将其效应及参数推及到人[12-13]。 小型

猪体型适中,与人体较为接近,猪在解剖、组织和生理

生化等许多生物学指标上与人类非常相似,被认为是

研究人类疾病最合适的实验动物模型,特别在肿瘤相

关的代谢、影像和治疗研究的理想动物模型。 本研究

将人脑胶质瘤细胞移植裸鼠后成瘤,进一步将该肿瘤

组织原位移植免疫抑制剂处理的小型猪大脑形成胶

质瘤,建立猪胶质瘤异种原位移植模型。 核磁检测确

认肿瘤的发生,处死动物解剖后能够观察到脑部肿瘤

的形成,进一步进行 HE 染色和组化分析确认肿瘤的

组织形态,从而为人胶质瘤药物筛选和影像学研究提

供与人体接近的实验工具。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

3 只 6 ~ 7 周龄 SPF 级雄性 BALB / c 裸鼠,20 ~
22 g,购自北京维通利华【SCXK(京)2016-0011】,
饲养在空军军医大学实验动物中心屏障设施内

【SYXK(陕)2019-001】。。 环境温度 23 ~ 25℃,相
对湿度 40%,12 h / 12 h 昼夜交替,饮用水经高压灭

菌处理,动物自由摄食和饮水。 12 头 4 ~ 5 月龄普

通巴马小型猪,雌性,体重 15 ~ 20 kg。 购自北京创

世纪小型猪养殖基地【SCXK(京)2018-0011】,饲养

在空军军医大学实验动物中心普通设施内【 SYXK
(陕)2019-001】。 本研究通过空军军医大学实验动

物福利伦理委员会审核(IACUC-20200602)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

环孢霉素软胶囊(新赛斯平)和他克莫司(普乐

可复)(空军军医大学第一附属医院);胎牛血清(浙
江天杭生物科技股份有限公司);苏木精和伊红

(H&E)染色液(北京雷根生物技术有限公司);人线

粒体抗体和胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic
protein, GFAP ) 抗 体 ( 美 国 abcam 公 司, 货 号:
ab92824,ab7260),前者是小鼠单克隆抗体仅与人源

化组织标本反应,不与大小鼠反应,工作液 1 ∶ 1000
稀释;二抗为生物素标记山羊抗小鼠 IgG(北京中杉

金桥生物科技有限公司);DAB 显色试剂盒、小鼠

SP 试剂盒(北京中杉金桥生物科技有限公司);人
胶质瘤细胞 U87-MG(ATCC HTB-14)。

大动物脑立体定位仪(瑞沃德 68868 N),颅转

(瑞沃德 78067)和核磁共振(西门子 skyra 3. 0 T)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 人胶质瘤 U87-MG 细胞培养及移植

人胶质瘤细胞系 U87-MG 由本实验室保存,培
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养在 37℃,5% CO2 的加湿培养箱中,培养基为含

10%胎牛血清的 RPMI-1640 加入青霉素(100 IU /
mL) /链霉素(100 μg / mL),收集对数期 U87-MG 肿

瘤细胞,胰酶 / EDTA 联合消化后用 PBS 重选至 2 ×
107 备用。 收集的 U87-MG 肿瘤细胞接种于裸鼠右

侧背部皮下。 待肿瘤体积长至 500 ~ 600 mm3 时,
CO2 安乐死处死裸鼠,分离 U87-MG 肿瘤组织并修

剪成 1 mm3 组织块备用。
1. 2. 2　 小型猪免疫抑制剂处理

术前 3 d 选用两种免疫抑制剂对小型猪进行预

处理,分别为环孢素软胶囊(新赛斯平) [14] 和他克

莫司胶囊(普乐可复) [15]。 联合使用剂量分别为环

孢素 20 mg / kg;他克莫司 0. 01 mg / kg。 免疫抑制剂

给药方式为口服,将两种胶囊拌在液体饲料中进

食。 给药后动物出现消瘦等免疫抑制症状,但并未

出现死亡和并发症的发生。 术后持续上述药物剂

量连续用药 21 d。 当动物出现偏头、颤抖、体重下降

大于 20%时,提前终止实验,对动物实施安乐死。
1. 2. 3　 小型猪的麻醉和手术

麻醉剂选择丙泊酚注射液,麻醉剂量4 mg / kg,
麻醉方式为耳静脉注射。 实验前适应性饲养1 周。
头部皮肤去毛消毒,在枕骨嵴前颅骨中线上,纵向

切开 4 ~ 5 cm 的颅骨皮肤。 在枕骨嵴前 3 cm,距中

线 1 cm 处用 1. 2 mm 颅钻开颅骨孔,硬脑膜用注射

器穿透。 将修剪备用的裸鼠皮下 U87-MG 肿瘤组织

用套管针将其移入深度为硬脑膜下 9 ~ 10. 5 mm 的

纹状体位置。 颅骨钻孔用骨蜡填充,创口消毒后缝

合,关闭皮肤层(手术过程如图 1)。 术后持续观察

动物的生存状况。

图 1　 人脑胶质瘤组织小型猪原位移植手术过程

Figure 1　 Operative procedure of human glioma
orthotopic xenograft in miniature pigs

1. 2. 4　 核磁影像学检测

丙泊酚麻醉实验猪,西门子 skyra 3. 0 T 磁共振

检测,分别执行横断面 T2W1 加权、矢状面 T2W1 加

权、横断面 T1 加权、弥散序列等成像序列检测肿瘤

的大小和位置。
1. 2. 5　 HE 染色和免疫组织化学分析

核磁检测后,200 mg / mL 戊巴比妥心内注射处

死动物并解剖。 解剖后分离出小型猪的大脑,依据

影像结果,肉眼观察,初步确认肿瘤发生的部位,取
该部位组织 4%多聚甲醛固定,石蜡包埋制作切片,
脱蜡和水化后,HE 染色确认其胶质瘤组织形态。
同时用非特异性蛋白封闭并消除内源性过氧化物

酶活性,一抗分别选择人线粒体抗体和 GFAP 在

4℃孵育过夜,加入二抗(羊抗鼠)室温孵育 20 min,
DAB 显色后苏木素复染,酒精脱水,甲醛透明并中

性树脂封片,光学显微镜下观察。

2　 结果

2. 1　 建立人胶质瘤裸鼠皮下移植模型

收集对数生长期的人胶质瘤细胞 U87-MG,皮
下接种裸鼠,3 周后肿瘤体积达到 500 ~ 600 mm3。
裸鼠实施安乐死,一部分肿瘤组织用于小型猪原位

较重,另一部分肿瘤组织 4%多聚甲醛固定后,石蜡

包埋切片 HE 染色确认其胶质瘤组织形态。 GFAP
染色后肿瘤组织强阳性表达确认其胶质瘤特征,人
线粒体特异性抗体强阳性表达确认其人源性特征,
而正常鼠脑组织表达为阴性(图 2)。 病理组织学观

察,正常裸鼠脑组织皮质结构清晰,细胞结构完整,
无炎症细胞浸润;而小鼠脑胶质瘤细胞呈多边形或

纺锤形,存在少量的纤维血管间质。 胞浆嗜酸性,
细胞核圆形或不规则,有 1 或 2 个核仁。 确认裸鼠

皮下瘤为人源性胶质细胞瘤。
2. 2　 免疫抑制剂处理效果

环孢素软胶囊临床上使用剂量为 10 ~ 15 mg /
(kg·d),两次给药,该剂量维持至术后 1 ~ 2 周。 在

本研究中,结合临床用药剂量和实验动物的表观,
进行多个浓度批次的摸索。 在使用高剂量时,先后

出现部分动物死亡,或表现出腹泻、体格消瘦、皮肤

炎症等不良反应,最后确定环孢素的每次使用浓度

为 20 mg / kg。 环孢素和他克莫司联合使用可以进

一步限制 T 细胞功能,因此联合使用环孢素 ( 20
mg / kg)和他克莫司(0. 01 mg / kg),动物出现消瘦等

症状,但并未出现死亡和并发症,说明该剂量的控

制是有效的。 基于术前和术后免疫干预,免疫抑制

方案从术前 3 d 开始一直持续到术后 3 周,并伴随

体重的变化及时调整用药量。
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2. 3　 核磁扫描结果

术后 3 周,麻醉小型猪进行核磁检测。 西门子

skyra 3. 0 T 磁共振成像序列检测肿瘤的大小和位置

(图 3)。 累计共完成 12 例小型猪脑胶质瘤模型手

术制备,有 11 例通过核磁检测发现脑部肿瘤形成,
肿瘤大小约 15 mm × 20 mm。
2. 4　 肿瘤组织形态和特异性标志物的表达

持续观察小型猪神经行为症状,必要时使用

200 mg / mL 戊巴比妥心内注射处死动物并解剖。 分

离颅内肿瘤组织,4%多聚甲醛固定后切片,HE 染色

结果显示为胶质瘤特征(图 4)。 免疫组织化学染色

结果如图 5 和图 6 所示,人线粒体抗体和 GFAP 在

胶质瘤发生部位均表达阳性,而正常的猪脑组织表

达为阴性。

图 2　 U87-MG 脑胶质瘤裸鼠移植瘤组织形态特征

Figure 2　 Morphological changes of transplanted tumor of U87-MG glioma in nude mice

图 3　 U87 肿瘤组织移植小型猪 3 周后脑部核磁扫描结果(箭头所指部位为肿瘤病灶)
Figure 3　 MRI result for 3 weeks transplanted tumor of U87 glioma in miniature pigs (Arrow shows tumor)

图 4　 U87 肿瘤组织移植小型猪 3 周后脑部肿瘤组织形态

Figure 4　 Histomorphology of 3 weeks brain tumor of U87 glioma in miniature pigs
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图 5　 U87 肿瘤组织移植小型猪 3 周后脑部肿瘤组织中 GFAP 表达阳性

Figure 5　 IHC result shows GFAP express positive in 3 weeks brain tumor of U87 glioma in miniature pigs

图 6　 U87 肿瘤组织移植小型猪 3 周后脑部肿瘤组织中人线粒体表达阳性

Figure 6　 IHC result shows human mitochondria express positive in 3 weeks brain tumor of U87 glioma in miniature pigs

3　 讨论

利用小型猪建立肿瘤模型的报道相对较少,主
要集中在自发性皮肤黑色素瘤模型[16],不同来源和

遗传背景的小型猪可自发皮肤黑色素瘤。 但该类

模型发生比率不宜控制、时间长、个体差异大、短期

内很难获取大量肿瘤学资料[17]。 在胶质瘤研究方

面,已报道的脑胶质瘤动物模型多以啮齿类动物为

主。 但啮齿类动物大脑皮层光滑,无脑沟和脑回,
与人脑解剖结构差异较大,导致大多成功用于小动

物模型的肿瘤疗法在人类身上无法复制。 猪脑因

其解剖学、组织学和血管分布于人脑相似,制备小

型猪脑胶质瘤模型对开展脑胶质瘤临床前应用研

究具有重要的价值和意义。 建立小型猪异种移植

模型,最重要的问题是解决猪本身对人体组织细胞

的免疫排斥反应,即必须选择合适的免疫抑制剂确

定相应的剂量。 环孢霉素软胶囊和他克莫司均是

临床常用的免疫抑制剂,多用于器官移植和自身免

疫疾病[14,18]。 环孢素软胶囊主要是通过选择性抑

制 T 淋巴细胞活化而发挥免疫抑制作用[19]。 他克

莫司主要通过抑制 IL-2 的释放,全面抑制 T 淋巴细

胞的作用,从而达到免疫水平的抑制[20]。 结合实验

探索,本实验设计他克莫司和环孢素软胶囊联合用

药进行免疫抑制,确定的联合剂量用于小型猪并未

出现死亡和并发症的发生。 体重变化一定程度上

反应了免疫抑制剂的药效,联合用药组体重增长最

慢,同时说明该剂量的控制是有效的。
相比于肿瘤细胞系移植模型,本实验将人脑胶

质瘤细胞 U87-MG 接种裸鼠,将获取的荷瘤鼠肿瘤

组织原位移植到小型猪脑部纹状体,不仅可以较好

地保留瘤组织的结构和微环境,而且有利于肿瘤的

生长,有效提高异种移植的成功率。 同时,直接移

植分散的人体肿瘤细胞,很容易被猪(免疫抑制剂

处理)体内残存的免疫系统-排斥,前期直接移植人

U87-MG 肿瘤细胞均未在免疫抑制剂处理的猪建立

起肿瘤模型;而移植的肿瘤组织,已经形成完整的

组织结构且细胞成分复杂,猪体内的免疫体统很难

排斥完整肿瘤组织,从而会有利于肿瘤的形成,提
高肿瘤异种移植的成功率。 因此,本研究通过将人

胶质瘤细胞移植裸鼠,获得肿瘤组织,进一步通过

移植肿瘤组织建立小型猪脑胶质瘤原位移植模型,
建模成功率达到 90%。

本实验成功建立了小型猪脑胶质瘤模型,能确

保术后小型猪的存活。 胶质瘤组织块原位移植到
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猪脑纹状体 3 周时,核磁检测确认肿瘤发生率达到

90%以上,处死动物解剖后能够观察到脑部肿瘤的

形成,进一步进行 H&E 染色确认肿瘤的组织形态;
人特异性线粒体表达强阳性确定该移植瘤来源于

人;星形胶质细胞活化的标志物 GFAP 表达呈阳性,
确认了其胶质瘤特性。 总之,本实验获得的人脑胶

质瘤小型猪移植模型可为人胶质瘤药物筛选和影

像学研究提供与人体接近的实验工具。
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新西兰兔全膝关节置换术后假体周围
感染模型的建立

王勇平1,张怀斌1,谢瑞敏1,陶贵彦1,侯卫华1,刘小荣2∗

(1. 兰州大学第一医院骨科,兰州　 730000; 2. 西北民族大学,兰州　 730000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨建立新西兰兔全膝关节置换术后假体周围感染模型的方法及可行性。 方法　 选取健康

新西兰兔 48 只,随机分成 3 组:实验组(假体周围感染组)、对照组(假体未感染组)及空白对照组(假手术组),每
组各 16 只;实验组左膝关节全膝关节置换术后 7 d 于新西兰兔关节腔内注射 0. 5 mL 金黄色葡萄球菌悬液(1 × 107

CFU / mL),对照组左膝关节全膝关节置换术后 7 d 于新西兰兔关节腔内注射 0. 5 mL 生理盐水,空白对照组左膝关

节囊切开缝合术后未进行任何处理。 各组分别于术前和术后 7、21 d 进行血液学检查,术后 21 d 进行 X 线检查、细
菌学及病理学检查。 结果　 术后 21 d 实验组成活率 87. 5%(14 / 16),对照组及空白对照组成活率 100%。 术后21 d
X 线检查显示实验组及对照组均显示关节假体在位,未见假体周围松动,实验组关节周围软组织肿胀,对照组及空

白对照组关节周围软组织肿胀不明显;血液学检查结果显示实验组白细胞总数(WBC)、ESR 和 CRP 较对照组及空

白对照组高,有统计学意义(P < 0. 05);细菌学检查显示实验组细菌培养结果均为阳性,感染率 100%(14 / 14),对
照组细菌培养阳性 1 例,感染率 6. 3%(1 / 16);空白对照组细菌培养均为阴性,感染率 0%(0 / 16);病理学检查显示

实验组假体周围及周围组织有大量炎性细胞浸润;对照组及空白对照组假体周围及周围组织无炎性细胞浸润。 结

论　 新西兰兔行全膝关节置换术后 7 d,关节腔内注射 0. 5 mL 金黄色葡萄球菌悬液,可成功建立人工关节置换术

后感染模型。
【关键词】 　 关节置换;假体周围感染;细菌;新西兰兔
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Establishment of a peri-prosthetic infection model after total knee
arthroplasty in New Zealand rabbits

WANG Yongping1, ZHANG Huaibin1, XIE Ruimin1, TAO Guiyan1, HOU Weihua1, LIU Xiaorong2∗

(1. Department of Orthopaedics, the First Hospital of Lanzhou University, Lanzhou 730000, China. 2. Department of Laboratory,
College of Clinical Medicine of Northwest University for Nationalities, Lanzhou 730000)

Corresponding author: LIU Xiaorong. E-mail:Liuxr610@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To explore the method and feasibility of establishing a peri-prosthetic infection model after
total knee arthroplasty in New Zealand rabbits. Methods　 Forty-eight healthy New Zealand rabbits were randomly divided
into three groups: an experimental group (peri-prosthetic infection group), a control group (non-peri-prosthetic infection
group), and a blank control group (sham surgery group). A bacterial suspension of Staphylococcus aureus (0. 5 mL, 1 ×
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107 CFU / mL) was injected into the joint cavity of New Zealand rabbits 7 d after total knee arthroplasty in the experimental
group, while 0. 5 mL saline was injected into the joint cavity of New Zealand rabbits 7 d after the total knee arthroplasty in
the control group, and no treatment was undertaken after the capsule incision and suture of the knee joint in the blank
control group. Hematology examination was performed 1 day before surgery and 7, 14, and 21 d after surgery in each group.
X-ray examination, bacteriology, and pathology examination were performed 21 d after surgery. Results　 The survival rate
of the experimental group was 87. 5% (14 / 16), and that of the control group and the blank control group was 100%.
Twenty-one days after surgery, X-ray examination showed that the prosthesis was good in the experimental group and the
control group, and there was no loosening around the prosthesis. The soft tissue around the joint was swollen in the
experimental group, but not in the control group and the blank control group. Hematology examination showed that WBC,
ESR, and CRP were significantly higher in the experimental group than in the control and blank control groups (P <
0. 05). The bacteriological examination showed that the bacterial culture was positive in the experimental group, and the
infection rate was 100% (14 / 14), while the infection rate was 6. 3% (1 / 16) in one case in the control group, and the
bacterial culture was negative in the blank control group, with an infection rate of 0% (0 / 16). Pathological examination
showed that there was a large amount of inflammatory cell infiltration around the prosthesis in the experimental group.
Conversely, there was no inflammatory cell infiltration around the prosthesis in the control group and blank control group.
Conclusions　 Injection of 0. 5 mL Staphylococcus aureus into the joint cavity 7 days after total knee arthroplasty in New
Zealand rabbits was successfully established as a peri-prosthetic infection model after total knee arthroplasty.

【Keywords】　 joint replacement; peri-prosthetic infection; bacteria; New Zealand rabbit
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 人工关节置换术(joint replacement)是治疗终末

期关节疾病(疼痛、畸形及功能障碍)最有效的手

段,可显著改善患者生活质量。 然而,关节假体周

围感染(peri-prosthetic joint infection,PJI)是关节置

换术常见的并发症,也是导致关节置换手术失败的

常见原因之一[1-4]。 目前,关节假体周围感染的诊

断和治疗仍然是骨科的一大难题,其主要原因是关

节假体周围感染的病原菌会形成细菌生物膜,建立

合适的动物模型是深入研究人工关节置换术后感

染的基础[5-6]。 PJI 动物模型最初是由 Schurman
等[7]在 1975 年提出和设计的,将不锈钢颗粒和金黄

色葡萄球菌植入兔髌骨上囊,而不是植入骨中,此
方法无法模拟骨-水泥-假体界面。 1985 年 Petty
等[8]把不同种类的细菌(金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌)注射到狗的股骨远端髓腔,分别用不锈钢合金、
钴铬合金、高密度聚乙烯、聚甲基丙烯酸甲酯聚合

等材料假体进行实验。 尽管像狗这样的大型动物

拥有与人类相似的肌肉骨骼和免疫系统,可以很好

地模拟人类膝关节的环境,但由于伦理、经济成本

等条件限制,在以后的 PJI 模型中,研究人员更倾向

于选择兔子、大鼠和小鼠等。 2010 年 Bernthal 等[9]

采用了同样的方法,将不锈钢克氏针逆行插入小鼠

股骨远端建立 PJI 模型。 髓腔内植入物最初是为了

模仿 TKA 术后的 PJI,但实际上混淆了骨髓炎模型

和 PJI 模型。 然而由于其操作的简单性和可重复

性,许多研究人员仍然使用该方法进行 PJI 建模。
但是与目前 TKA 中常用的钛合金材料相比,不锈钢

承重能力有限,而且没有使用骨水泥固定假体;虽
然最小感染剂量很低,但它不能完全复制假体周围

的环境,这些因素都影响了假体表面生物膜的形

成。 Bernthal 等[9]也认为术中未切除的股骨和胫骨

软骨可能与致病菌相互作用。 在 2005 年 Craig
等[10]在兔膝关节外侧副韧带前侧股骨髁钻孔,依次

植入 0. 1 mL 骨水泥、全螺纹不锈钢空心钉和超高分

子量聚乙烯(UHMWPE)垫圈,材料位于膝关节外

侧,只能承受垂直方向的压应力,不能承受旋转应

力;此外该实验没有分离髓腔和关节腔,术中没有

移除关节软骨,这些都限制了其在未来的进一步应

用。 2017 年 Carli 等[11]首次将钛合金 3D 打印胫骨

假体应用于 PJI 小鼠模型,描述了一种基于由关节

底板和髓内茎组成的压贴合钛胫骨种植体的小鼠

模型,在手术时使用金黄色葡萄球菌关节内接种。
虽然该模型具有植入物负重表面的优点,但可能不

能准确代表延迟发病、低水平 PJI 的临床特征,血液

培养仍为阴性,全身炎症标志物通常在正常范

围内[12]。
利用钛合金假体行新西兰兔全膝关节置换术,

更类似于目前在 TKA 中使用的材料和技术,更利于

手术膝关节局部低水平 PJI 的建立和持续,为诊治

人工关节置换术后假体周围感染提供实验基础。

856



中国实验动物学报 2021 年 10 月第 29 卷第 5 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,October 2021,Vol. 29, No. 5

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

48 只健康清洁级成年新西兰兔,体重 3. 0 ~
3. 5 kg,购于中国农业科学院兰州兽医研究所,实验

动物设施许可证【SYXK(甘)2020-0009】,动物生产

许可证【SCXK(甘)2020-0001】,动物饲养条件:温
度 20 ~ 26℃,湿度 40% ~ 70%,光照周期 12 h / 12
h,动物自由采食和饮水。 本研究符合兰州大学第

一附属医院实验动物伦理委员会所制定的伦理学

标准(伦理审批号:LDYYLL2020-40);实验过程中

按照 2006 年中华人民共和国科学技术部《关于善

待实验动物的指导性意见》进行[13]。
1. 1. 2　 分组

将 48 只新西兰兔随机分成 3 组,实验组(假

体周围感染组) 、对照组(假体未感染组)及空白

对照组(假手术组) ,每组各 16 只。 实验组行左

膝关节全膝关节置换术后 7 d 于新西兰兔关节腔

内注射 0. 5 mL 金黄色葡萄球菌液;对照组行左

膝关节全膝关节置换术后 7 d 于新西兰兔关节腔

内注射 0. 5 mL 生理盐水;空白对照组只进行左

膝关节囊切开缝合术,未植入假体,术后 7 d 未进

行任何处理。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

3%胰蛋白胨大豆肉汤琼脂培养皿(北京路桥公

司),3%胰蛋白胨大豆肉汤培养基 (北京路桥公

司),0. 4%结晶紫染料(武汉 Servicebio 公司),盐酸

氯胺酮注射液(福建古田药业有限公司),盐酸塞拉

嗪(吉林省华牧动物保健品有限公司),注射用青霉

素钠(每支 800 000 U,山东鲁抗医药股份有限公

司),DR 成像系统(荷兰 Philips 数字化 X 线成像系

统)。
1. 1. 4　 细菌及菌液配置

实验用菌株为金黄色葡萄球菌 ATCC25923,由
甘肃省第二人民医院检验科提供。 将细菌接种于

血琼脂培养皿中,放于 37℃温箱培养 24 h 后,挑取

单个菌落用无菌 0. 8% Nacl 溶液配置浓度为 1 ×
107 CFU / mL 的菌悬液,用此浊仪确定其浓度。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 全膝关节置换术

术前 1 d 10%硫化钠溶液脱毛备皮,术前 4 h 禁

食、禁水,术中用盐酸塞拉嗪(4 mg / kg)和氯胺酮(8

mg / kg)肌肉注射麻醉[14]。
麻醉平稳后常规消毒铺巾,取左膝正中纵切口

长约 3 cm,逐层切开皮肤及皮下组织,髌旁内侧纵

行切开髌旁组织及关节囊,显露关节腔,外翻髌骨

并屈曲膝关节,切除内外侧半月板、前交叉韧带,依
次对胫骨、股骨进行截骨和适度扩髓后植入关节假

体,最后冲洗切口逐层缝合,包扎固定患肢,l 周后

随意活动。 空白对照组在相同的条件下行左膝关

节囊切开,不植入假体,缝合关节囊(图 1)。
术后预防性使用 40 万单位青霉素,肌肉注射,

每天 1 次共 3 d,术后每 3 d 换药 1 次,14 d 拆除伤

口缝线。

图 1　 假体植入

Figure 1　 Prosthesis implantation

1. 2. 2　 细菌接种

术后 7 d,实验组于手术侧膝关节经髌韧带外侧

缘,紧贴髌骨下极向内、后进针,触及假体后向腔内

注射 0. 5 mL 金黄色葡萄球菌液(1 × 107 CFU / mL),
对照组以相同的方法于手术侧膝关节腔内注射 0. 5
mL 生理盐水,空白对照组未做任何处理。
1. 2. 3　 观察指标

(1)一般情况观察:术后每天观察新西兰兔体

温、体重、精神状态、步态及伤口愈合。
(2)影像学检查:3 组新西兰兔于术后 14、21 d,

用盐酸塞拉嗪(4 mg / kg)和氯胺酮(8 mg / kg)肌肉

注射麻醉后进行左侧膝关节 X 线检查。
(3)血液学检查:分别于手术当天及术后 1、7、

21 d,经耳缘静脉取血 5 mL,行白细胞计数(WBC)、
C 反应蛋白(CRP)及血沉(ESR)检测。

(4)细菌学检查:术后 21 d 处死新西兰兔,多处

取样(取样过程严格无菌):①关节液、脓液;②部分

关节囊;③假体,假体周围组织。 将样本分别置于
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营养肉汤中,放入 37℃恒温箱孵育 24 h 后接种于血

琼脂培养皿,继续于 37℃恒温箱培养 24 ~ 48 h,若
有菌落形成,观察其形态特征进行触酶试验、血浆

凝固酶试验和 ATB-New 鉴定仪鉴定,结果鉴定为金

黄色葡萄球菌,即为阳性,至少两份取样阳性时定

为感染[15-16]。
(5)病理学检查:术后 21 d 处新西兰兔,取左侧

膝关节,通过肉眼、光镜观察膝关节局部病理变化。
1. 3　 统计学分析

各组数据采用平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示,利
用 SPSS 13. 0 软件对各组实验结果进行统计分析。
同组内不同时间点比较采用单因素方差,组间两两

比较采用 t 检验,P < 0. 05 为差异具有统计学意义。

注:A:各组术前及术后不同时期血液白细胞结果;B:各组术前及术后不同时期血沉结果;C:各组术前及术后不同时期 C 反应蛋白结

果;与对照组相比,aP < 0. 05。

图 4　 不同时期血液学指标测定结果

Note. A. Results of white blood cells at different stages before and after operation in each group. B. Results of erythrocyte sedimentation rate before
and after operation in each group. C. C-reactive protein results of each group at different stages before and after operation. Compared with control

group,aP < 0. 05.

Figure 4　 Results of hematological indexes in different periods

2　 结果

2. 1　 一般情况观察

实验组新西兰兔术后 21 d 存活 14 只,1 只于术

后 14 d 死亡, 1 只于术后 16 d 死亡,存活率为

87. 5%;对照组及空白对照组新西兰兔均无死亡。
术后 3 d 3 组新西兰兔精神状态差;术后 14 d 实验

组新西兰兔精神状态差、体重稍降低,对照组及空

白对照组新西兰兔精神状态可、无体重降低;术后

21 d 实验组新西兰兔术侧膝关节红肿、皮温较高,
对照组及空白对照组新西兰兔术侧膝关节无红肿、
皮温正常(见图 2)。
2. 2　 影像学检查

实验组及对照组新西兰兔术后 14、21 d X 线片

均显示关节假体稳定在位,未见假体松动,术后 21 d

实验组可见关节周围软组织肿胀,对照组及空白对

照组关节周围软组织无明显肿胀(见图 3)。

图 2　 关节腔注射细菌后 2 周

Figure 2　 2 weeks after injecting bacteria into the joint cavity

图 3　 假体植入后 3 周 X 线

Figure 3　 X ray 3 weeks after prosthesis implantation

2. 3　 血液学检查

各组新西兰兔手术当天及术后 1、7、21 d WBC、
ESR、CRP 结果进行比较,结果显示术后 21 d 实验

组 WBC 较对照组及空白对照组高(图 4A),具有显

著性差异(P < 0. 05);实验组 ESR 较对照组及空白

对照组高(图 4B),具有显著性差异(P < 0. 05);实
验组 CRP 较对照组及空白对照组高(图 4C),具有

显著性差异(P < 0. 05)。
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2. 4　 细菌学检查

术后 21 d 实验组培养结果均为阳性;对照组细

菌培养阳性 1 例,阴性 15 例;空白对照组细菌培养

均为阴性(图 5)。

图 5　 关节腔注射细菌后 2 周细菌

培养菌落及细菌培养革兰染色(×100)
Figure 5　 2 weeks after intracavitary injection of bacteria,

bacterial culture colonies and Gram staining were observed(×100)

2. 5　 病理学检查

术后 21 d 实验组新西兰兔术侧膝关节滑膜肿

胀,关节腔内及假体周围可见大量脓液,行 HE 染

色:关节假体周围组织见大量炎性细胞浸润,假体

周围纤维组织增生较明显,可见扩张、充血的小血

管;对照组及空白对照组新西兰兔术侧膝关节腔内

及假体周围可见少许透明液体,行 HE 染色:假体周

围可见轻度纤维组织增生,未见炎性细胞浸润。

3　 讨论

关节假体周围感染是关节置换术常见的并发

症,也是关节置换手术失败的常见原因之一[1-4]。
目前,关节假体周围感染的诊断和治疗仍然是骨科

的一大难题,其主要原因是关节假体周围感染的病

原菌会形成细菌生物膜[5-6]。
细菌生物膜是以细菌为生态群落,被包裹在其

自身分泌的多聚物中所形成的一种膜状菌落结

构[17],其形成过程主要包括 4 个阶段,即:定植阶

段、聚集阶段、成熟阶段、脱落与再定植阶段,其中

细菌生物膜形成最关键的阶段是定植阶段,在此阶

段多糖蛋白复合物首先将细菌包裹形成膜状物,然
后牢固附着在假体表面[18];当细菌以固着形定植在

假体表面时,生物膜便进入聚集与成熟阶段,此时

细菌生长繁殖的同时分泌大量胞外聚合物聚集细

菌,成熟的细菌生物膜表面存在一些通道,表层细

菌通过这些通道容易获得营养物质和排除代谢废

物,对抗菌药敏感,拥有活跃的代谢状态,而里层细

菌与外层细菌相反,不易获得营养物质和排除代谢

废物,代谢缓慢,处于“休眠状态”,对抗菌药不敏

感[19];成熟的细菌生物膜在内在机制或外部冲刷力

等的作用下部分脱落或者释放成为浮游状态,在新

的部位定植形成新的细菌生物膜,导致感染的扩散

与复发。 由于细菌生物膜形成过程的周而复始,使
关节假体周围感染的病原学诊断及治疗面临极大

的困难。
目前认为导致关节假体周围感染的病原菌可

通过 2 种途径入侵,即直接浸润或血源传播,其中经

血源性传播导致假体周围感染者约占 20%,而手术

中细菌直接进入伤口导致假体周围感染者高达

63%[20]。 尽管人工关节置换术后假体周围感染动

物模型细菌接种方法包括静脉接种、即刻局部接种

和延期局部接种,但本研究根据上述研究结果后选

取术后 7 d 于关节腔内直接注射适量致病菌模拟病

原菌直接进入关节腔导致关节置换术后假体周围

感染。
几乎所有的细菌都可引起假体周围感染。 人

工关节假体植入后,可发生单一细菌感染,也可发

生复合细菌感染。 Fulkerson 等[21]对 146 例 THA 和

TKA 翻修术后(共 194 个关节,其中髋关节 110 个,
膝关节 84 个)的临床样本进行细菌培养,其中金黄

色葡萄球菌最常见(35%),其次是表皮葡萄球菌

(31%)和链球菌(11%),故本实验使用金黄色葡萄

球菌作为致病菌,建立人工关节置换术后早期感染

细菌模型。
由于关节腔注射的细菌浓度过高会引起模型

动物脓毒血症,死亡率较高,若关节腔注射的细菌

浓度过低则达不到假体周围感染的目的,因此,研
究者有不同的探索,Southwood 等[22] 在股骨的髓质

部分注入 l × 103 CFU 的金黄色葡萄球菌,THA 术后

所有兔的假体周围感染;王子明等[23] 利用 1 × l06

CFU 和 1 × l08 CFU 两种剂量的 MRSE 进行关节腔

注射,1 × l06 CFU 的细菌可造成兔股骨头置换术后

75%感染,而 1 × l08 CFU 的细菌可造成兔股骨头置

换术后 100%感染;吴宇黎等[24]在关节腔内接种 1 ×
104 CFU 的 MRSE SL-76,导致 TKA 术后全部大鼠假

体周围感染;王志酬等[16] 在关节腔内接种 5 × 105

CFU 的 MRSA,TKA 术后全部兔发生假体周围感染;
丛锐军等[25]在关节腔内接种 1 × 105 CFU 的金黄色

葡萄球菌,成功构建稳定的兔 TKA 术后假体周围感

染模型。
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影像学检查、血液学检查、细菌学检查及病理

学检都是诊断假体周围感染的方法,其中细菌培养

是判断感染是否存在的金标准。 X 线检查是骨科最

常用的检查手段之一,然而在假体周围感染早期缺

乏典型的 X 线改变,不能准确反映感染的病理过

程,因此 X 线对早期假体周围感染诊断意义不大。
血液学检查简单、快速,是目前临床上最常用的检

测方法[26]。 假体周围感染最常用的血液学实验室

检查是 WBC、ESR、CRP 和白细胞介素 6( IL-6)等,
其中 WBC、CRP 及 ESR 对感染诊断虽然有帮助,但
都是非特异性的指标,WBC 一般只对急性感染和引

起全身症状时比较敏感,而在亚急性感染、慢性感

染和低毒性感染时无意义;CRP 和 ESR 常在关节置

换术后即快速升高,ESR 一般迟于 CRP 达到其峰

值,其可能持续数个月,而在术后 2 个月内 CRP 则

可降到正常[27];如果术前 CRP 正常,术后 3 个月

CRP 仍高于正常或者下降后又上升,表明该患者存

在关节假体周围感染的可能,一般情况下 CRP 正常

提示不存在感染,但也可能是由于抗菌药物的应用

或低毒性细菌感染导致的假阴性;IL-6 峰值出现在

关节置换术后 6 ~ 12 h,在术后 48 ~ 72 h 恢复正

常[28],由于血液学指标的非特异性,因此本研究采

用多项血液学指标测定,旨在探讨利用血液学指标

检测新西兰兔全膝关节置换术后感染模型的效

果[12]。 本研究中将细菌培养作为判断感染的唯一

标准,在实验中,将不同组织样本放置于营养肉汤

中,放入 37℃恒温箱孵育 24 h 后接种于血琼脂培养

皿,继续于 37℃恒温箱培养 24 ~ 48 h,这样大大降

低了培养结果的假阴性率。
总之,细菌生物膜影响假体周围感染的诊断和

治疗,往往存在临床提示感染但是细菌培养阴性的

情况,使临床医生无法早期诊断并及时使用敏感抗

生素治疗[29]。 因此,正确诊断引起假体周围感染的

病原菌是假体周围感染治疗成功与否的关键步骤

之一。 本研究结果表明新西兰兔全膝关节置换术

后 7 d 接种 0.5 mL 1 × 107 CFU 的金黄色葡萄球菌

可成功构建假体周围感染模型,为人工关节置换术

后感染的诊断及治疗提供了实验依据,并为进一步

研究人工关节置换术后感染以及生物膜形成的机

制提供理论依据和基础。
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姜黄素对非酒精性脂肪肝大鼠肝 11β-HSD1 表达
及胰岛素抵抗的影响

孙红爽,李鹏霖,刘永双,乜春城∗,高玲娜

(哈励逊国际和平医院药学部,河北 衡水　 053000)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察姜黄素对非酒精性脂肪肝(NAFLD)大鼠肝 11β-羟基类固醇脱氢酶 1(11β-HSD1)表达

及胰岛素抵抗的影响。 方法　 大鼠随机分为 4 组:对照组、模型组、姜黄素低剂量组(C1 组)、姜黄素高剂量组(C2
组),高热量饲料喂养 8 周建立大鼠 NAFLD 模型,C1、C2 组(姜黄素 200、400 mg / (kg·d))治疗 8 周。 实验结束后进

行相关指标检测。 结果　 姜黄素治疗可以降低肝指数,改善肝功能,降低血脂及肝脂质沉积,减轻肝组织病理改

变,同时显著改善胰岛素抵抗状态且以上治疗作用呈剂量依赖性。 肝组织 11β-HSD1 mRNA 及蛋白表达显示,C1
组(0. 157 ± 0. 013、0. 264 ± 0. 062)和 C2 组(0. 091 ± 0. 009、0. 191 ± 0. 021)较模型组(0. 264 ± 0. 015、0. 477 ±
0. 074)均显著降低(P< 0. 05,P< 0. 01),且 C2 组更明显。 结论　 姜黄素对高热量饲料所致大鼠 NAFLD 有较好治

疗作用,可能与其抑制 11β-HSD1 表达,进而改善胰岛素抵抗有关。
【关键词】 　 姜黄素;非酒精性脂肪肝;高热量饲料;11β-羟基类固醇脱氢酶 1;胰岛素抵抗
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Effect of curcumin on hepatic 11β-HSD1 expression and insulin resistance
in rats with nonalcoholic fatty liver disease

SUN Hongshuang, LI Penglin, LIU Yongshuang, NIE Chuncheng∗, GAO Lingna

(Harrison International Peace Hospital, Hengshui 053000, China)
Corresponding author: NIE Chuncheng. E-mail: hyshs1239@ 163.com

【Abstract】 　 Objective 　 To observe the effect of curcumin on hepatic 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1
(11β-HSD1) expression and insulin resistance in rats with nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). Methods　 Thirty-
two male Wistar rats were randomly divided into four groups: control, NAFLD model, low-dosage curcumin treatment (C1)
and high-dosage curcumin treatment (C2) groups. The NAFLD model was established by a high-fat / high-sugar diet. After 8
weeks of the diet, the C1 and C2 groups were given 200 and 400 mg / ( kg·d) curcumin, respectively, by intragastric
administration for 8 weeks. Results　 Compared with the model group, the NAFLD was significantly improved in the C1 and
C2 groups, expressed as the reduction of the fatty liver index, serum lipids, liver lipid deposition, improvement of liver
function and pathological changes. Insulin resistance was also significantly improved. The relative expression levels of 11β-
HSD1 mRNA and protein in liver tissue were significantly lower in the C1 ( 0. 157 ± 0. 013 and 0. 264 ± 0. 062,
respectively) and C2 groups (0. 091 ± 0. 009 and 0. 191 ± 0. 021, respectively) than those in the model group (0. 264 ±
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0. 015 and 0. 477 ± 0. 074, respectively) (P < 0. 05, P < 0. 01). All curcumin treatment effects were dose-dependent.
Conclusions　 Curcumin significantly improved NAFLD in rats, and this effect may be related to the inhibition of 11β-
HSD1 expression and the improvement of insulin resistance.

【 Keywords 】 　 curcumin; nonalcoholic fatty liver disease; high-fat / high-sugar diet; 11β-hydroxysteroid
dehydrogenase type 1; insulin resistance
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 非 酒 精 性 脂 肪 肝 ( nonalcoholic fatty liver
disease,NAFLD)是临床上常见的慢性肝病之一,与
2 型糖尿病、肥胖、高血压、高脂血症等疾病密切相

关[1]。 NAFLD 的发病机制尚不完全明确,但“二次

打击”理论已被普遍认同,胰岛素抵抗、氧化应激、
炎症反应和脂质代谢紊乱在其疾病进展过程中发

挥了重要作用[2]。 姜黄素(curcumin)是中药材姜黄

的主要有效单体组分,具有抗炎、抗氧化、调节血

脂、保护肝细胞、抗肿瘤等多种药理作用[3]。 本研

究自 2019 年 3 月至 2020 年 3 月,通过高热量饲料

喂养建立非酒精性脂肪肝大鼠模型,观察姜黄素对

非酒精性脂肪肝大鼠肝 11β-羟基类固醇脱氢酶 1
(11β-hydroxysteroid dehydrogenase,11β-HSD1)表达

及胰岛素抵抗的影响,为姜黄素治疗 NAFLD 提供理

论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

36 只 8 周龄清洁级雄性 Wistar 大鼠,体重 180
~ 220 g,由河南实验动物中心提供【SCXK(豫)2017
-0001】,饲养于中国药科大学药理教研室【 SYXK
(苏)2018-0018】。 饲养条件:温度 21 ~ 25℃,湿度

50% ~ 60%,光照控制保证 12 h 明、暗条件,自由饮

水摄食。 适应性喂养 1 周后开始实验。 本研究经哈

励逊国际和平医院伦理委员会审核批准(批件号:
2018-3-015)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

姜黄素(Sigma 公司,美国);全自动生化分析仪

(7600-020,日立公司,日本);两步法 RT-PCR 试剂

盒(TaKaRa 公司,日本);11β-HSD1 抗体(Santa Cruz
公司,美国);实时定量 PCR 仪(MJ Research 公司,
美国);Mini-Protean 3 电泳槽、半干式转膜槽、Power
PacTM Basic 电源(Bio-Rad 公司,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组与给药

36 只大鼠随机分为 4 组:对照组 8 只、模型

组 12 只、姜黄素低剂量组( C1 组) 8 只姜黄素高

剂量组( C2 组) 8 只。 对照组喂给普通饲料,其
他 3 组喂给自制高热量饲料 (配方:22%猪油 +
8%糖+2%胆固醇+2%食盐+66%基础饲料) ,饮
用自来水。 8 周后,模型组处死 4 只,确定造模是

否成功。 造模成功后,C1 组、C2 组分别灌胃给以

姜黄素 200 mg / ( kg·d)和 400 mg / ( kg·d) 。 连续

给药 8 周。
1. 2. 2　 胰岛素耐量试验

末次给药后,进行胰岛素耐量试验,试验方法

参照文献[4]。
1. 2. 3　 样本采集及处理

实验结束时,大鼠禁食 12 h,称体重,麻醉后颈

动脉插管取血,3500 r / min 离心 10 min,分离血清,
于-20℃ 保存待测。 取大鼠肝,称重,计算肝指数

(hepatic index,HI):HI(mg / g) = 肝重量( g) /体重

(g)×1000。 制作肝石蜡切片,苏木精-伊红染色法

(HE)染色,光学显微镜下观察,参照非酒精性脂肪

性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis,NASH)临床研究

评分系统[5]评分,评分标准参照文献[6]。
1. 2. 4　 血液指标测定

采用全自动生化分析仪检测各组血清丙氨酸

转氨酶( alaninne aminotransferase,ALT)、天冬氨酸

转氨酶( aspartate aminotransferase,AST)、总胆固醇

(Totalcholesterol,TC)、甘油三酯( triglycerides,TG)、
高密度脂蛋白(high density lipoprotein,HDL)、游离

脂肪酸(free fatty acid,FFA)及血糖。 采用 DFM-96
型 16 管放射 γ 免疫计数器检测血清肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor α,TNF-α)和胰岛素。 并计

算胰岛素抵抗指数 ( homeostasis model assessment-
insulin resistance,HOMA-IR):HOMA-IR = (空腹胰

岛素×空腹血糖) / 22. 5。
1. 2. 5　 肝组织生化指标测定

取新鲜肝组织 200 mg,制成 10%的组织匀

浆,3000 r / min 离心 15 min,取上清液,测定肝组

织 TC、TG、FFA 及 TNF-α 含量,检测方法同血液

指标测定。
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1. 2. 6　 肝组织 11β-HSD1 基因表达

11β-HSD1 引 物 上 游 5 ’-GCAGAGCGATTTG
TTGTT-3’,引物下游 5’-TGTCTATGAAGCCGAGGA-
3’;β-actin 上游 5’-CATCACCATGGCAATGAGCGG-
3’, 下 游 5 ’-TGCGGTCCACGATGGAGGGGCC-3’。
PCR 反应条件为 94℃预变性 30 s,然后 94℃变性 4
min,48℃退火 1. 5 min,72℃延伸 2 min,运行 30 个

循环,最后 72℃延伸 10 min。 PCR 产物于 2%琼脂

糖凝胶电泳,全自动凝胶成像分析系统进行灰度扫

描,计算各组相对灰度。
1. 2. 7　 肝组织 11β- HSD1 蛋白表达

提取 肝 组 织 蛋 白 进 行 Western Blot 检 测。
14. 7%分离胶、5%浓缩胶,60 V 电泳后转膜 2 h,室
温封闭 2 h,以兔抗小鼠 11β-HSD1 多克隆抗体为一

抗(1 ∶ 200 稀释)4℃过夜,以羊抗兔 IgG-HRP 抗体

为二抗 ( 1 ∶ 800 稀释) 室温作用 2 h,ECL 检测。
Bandscan 软件对结果进行定量分析, 并用自身

β-actin灰度值校正。

注:与对照组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与模型组比较,##P < 0. 01。

图 1　 胰岛素耐量试验中不同时间点的血糖值和 AUC 值(􀭰x ± s, n= 8)
Note. Compared with the control group,∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. Compared with the model group,##P < 0. 01.

Figure 1　 Blood glucose values at different time points and AUC values in Wistar rats(􀭰x ± s, n= 8)

1. 3　 统计学分析

结果以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,统计学处

理采用 SPSS 13. 0 软件。 多重组间比较采用单因素

方差分析(Oneway ANOVA)及 LSD 检验,P < 0. 05
表示具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 胰岛素耐量试验

与对照组(4. 28 ± 0. 28)mmol / L 比较,模型组

基础血糖值(5. 18 ± 0. 39)mmol / L 显著升高。 腹腔

注射胰岛素 30 min 后,对照组、模型组、C1 组和 C2
组血 糖 分 别 下 降 了 44. 15%、 13. 53%、 28. 14%、
32. 58%。 与对照组(11. 76 ± 0. 70) mmol∗h / L 比

较,模型组 AUC 值(16. 89 ± 1. 36)mmol∗h / L 显著

升高 (P < 0. 01);与模型组比较,C1 组 (14. 98 ±
0. 88)mmol∗h / L 和 C2 组(12. 96 ± 0. 51)mmol∗
h / L AUC 值均显著下降(P< 0. 01),且 C2 组下降更

明显(见图 1)。
2. 2　 血液生化指标

与对照组比较,模型组大鼠 AST、ALT、血糖、血
脂、胰岛素及炎症因子 TNF-α 水平均显著性升高(P
< 0. 05);与模型组比较,C1 组和 C2 组以上各项指

标均有不同程度的好转,且 C2 组变化更为明显;其
中 TG 只有下降趋势,无显著性差异(P > 0. 05),其
余各项指标均有显著性差异(P < 0. 05)(见表 1)。
2. 3　 肝指数和肝生化指标

与对照组比较,模型组大鼠肝指数明显增大,
出现明显的肝脂质沉积,且肝 TNF-α 含量明显升高

(P < 0. 01);与模型组比较,C1 组和 C2 组以上各项

指标均显著下降(P < 0. 05),且 C2 组下降更为明

显(见表 2)。
2. 4　 肝组织 11β-HSD1 基因及蛋白表达

与对照组 0. 052 ± 0. 008、0. 102 ± 0. 024 比较,
模型组 0. 264 ± 0. 015、0. 477 ± 0. 074 肝组织 11β-
HSD1 mRNA 及蛋白表达明显升高(P < 0. 01);与
模型组比较,C1 组 0. 157 ± 0. 013、0. 264 ± 0. 062
和 C2 组 0. 091 ± 0. 009、0. 191 ± 0. 021 肝组织 11β-
HSD1 mRNA 及蛋白表达均显著降低(P < 0. 05,P <
0. 01),且 C2 组变化更为明显(见图 2)。
2. 5　 肝组织病理学观察与评分

对照组大鼠肝细胞结构完整,肝小叶清晰,所
有动物均未显示有肝组织病变迹象;模型组 8 只动

物均存不同程度的脂肪变性,7 只存在汇管区炎症,
6 只存在轻度或中度肝细胞气球样变,4 只出现肝纤
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维化;C1 组 6 只存在轻度脂肪变性,4 只出现汇管

区炎症,5 只存在轻度肝细胞气球样变,2 只出现肝

纤维化;C2 组 3 只存在轻度脂变,2 只出现汇管区

炎症,2 只存在轻度肝细胞气球样变(图 3,表 3)。
表 1　 各组大鼠血液生化指标(􀭰x ± s, n= 8)

Table 1　 Serum parameters of Wistar rats(􀭰x ± s, n= 8)
血液指标

Serum parameters
对照组

Control group
模型组

Model group
C1 组

C1 group
C2 组

C2 group

血糖(mmol / L)
Blood glucose(mmol / L) 4. 60 ± 0. 21 5. 70 ± 0. 23∗∗ 5. 09 ± 0. 19∗∗## 4. 91 ± 0. 26∗∗##

胰岛素(mIU / L)
Insulin(mIU / L) 14. 30 ± 1. 38 37. 93 ± 3. 58∗∗ 28. 17 ± 3. 50∗∗## 20. 35 ± 2. 52∗∗##

HOMA-IR 2. 92 ± 0. 32 9. 63 ± 1. 16∗∗ 6. 37 ± 0. 84∗∗## 4. 43 ± 0. 51∗∗##

ALT(U / L) 41. 38 ± 9. 33 70. 25 ± 13. 04∗∗ 63. 00 ± 5. 71∗∗ 48. 38 ± 13. 32##

AST(U / L) 99. 88 ± 14. 27 189. 63 ± 20. 50∗∗ 167. 00 ± 17. 07∗∗# 140. 38 ± 16. 24∗∗##

TC(mmol / L) 1. 53 ± 0. 18 2. 10 ± 0. 15∗∗ 1. 87 ± 0. 20∗∗# 1. 66 ± 0. 24##

TG(mmol / L) 0. 59 ± 0. 06 0. 68 ± 0. 07∗ 0. 65 ± 0. 06 0. 63 ± 0. 05
HDL(mmol / L) 1. 04 ± 0. 11 0. 81 ± 0. 11∗∗ 0. 87 ± 0. 07∗∗ 0. 92 ± 0. 10∗#

FFA(μmol / L) 649. 34 ± 57. 24 1082. 96 ± 55. 51∗∗ 879. 42 ± 62. 67∗∗## 767. 15 ± 77. 98∗∗##

TNF-α(fmol / ml) 5. 63 ± 1. 48 13. 16 ± 1. 12∗∗ 10. 92 ± 0. 96∗∗## 9. 54 ± 1. 18∗∗##

注:与对照组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与模型组比较,#P < 0. 05,##P < 0. 01。 (下表同)
Note. Compared with the control group,∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. Compared with the model group,#P < 0. 05,##P < 0. 01. (The same in the following table)

表 2　 各组大鼠肝生化指标(􀭰x ± s, n= 8)
Table 2　 Hepatic tissue biochemical parameters of Wistar rats(􀭰x ± s, n= 8)

肝组织指标
Hepatic tissue biochemical parameters

对照组
Control group

模型组
Model group

C1 组
C1 group

C2 组
C2 group

HI(mg / g) 23. 12 ± 1. 13 25. 71 ± 1. 08∗∗ 24. 87 ± 1. 26∗ 23. 83 ± 1. 95#

TC(mmol / gprot) 1. 43 ± 0. 12 2. 11 ± 0. 27∗∗ 1. 89 ± 0. 25∗∗ 1. 56 ± 0. 21##

TG(mmol / gprot) 4. 47 ± 0. 31 5. 70 ± 0. 40∗∗ 5. 22 ± 0. 69∗∗ 4. 89 ± 0. 34∗##

FFA(umol / gprot) 586. 68 ± 52. 18 1485. 68 ± 141. 57∗∗ 1047. 63 ± 115. 82∗∗## 785. 53 ± 157. 38∗∗##

TNF-α(fmol / mgprot) 9. 34 ± 1. 78 22. 54 ± 1. 80∗∗ 19. 13 ± 2. 34∗∗# 16. 79 ± 2. 01∗∗##

注:A:肝组织 11β-HSD1 基因表达;B:肝组织 11β-HSD1 蛋白表达。

图 2　 各组大鼠肝组织 11β-HSD1 基因及蛋白表达

Note. A. The expression of 11β-HSD1 mRNA in liver. B. Western Blot analysis of 11β-HSD1 in liver.

Figure 2　 Expression of 11β-HSD1 mRNA and protein in liver of Wistar rats

图 3　 大鼠肝病理切片

Figure 3　 Representative histopathological findings in the liver of Wistar rats
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表 3　 肝组织切片评分结果

Table 3　 Histopathological assessment of steatosis, lobular inflammation, hepatocyte ballooning, portal inflammation and fibrosis
组别
Groups

编号
No.

脂肪变性
Steatosis

脂肪变性类型
Type of steatosis

炎症 Inflammation
小叶 Lobular 汇管区 Portal

气球样变
Hepatocyteballooning

纤维化
Fibrosis

对照组
Control group

1 0 ― 0 0 0 0
2 0 ― 0 0 0 0
3 0 ― 0 0 0 0
4 0 ― 0 0 0 0
5 0 ― 0 0 0 0
6 0 ― 0 0 0 0
7 0 ― 0 0 0 0
8 0 ― 0 0 0 0

模型组
Model group

9 2 m 0 1 1 1
10 3 m=M 0 1 2 0
11 2 m 0 1 2 0
12 2 m 0 1 2 1
13 3 m > M 0 1 1 0
14 1 m 0 1 0 0
15 1 — 0 0 0 1
16 2 m 0 1 1 1

C1 组
C1 group

17 1 m 0 0 1 0
18 2 m=M 0 1 1 1
19 1 m 0 0 2 0
20 2 m > M 0 1 0 0
21 0 ― 0 0 0 0
22 1 m 0 1 2 0
23 0 ― 0 0 0 0
24 1 m 0 1 1 1

C2 组
C2 group

25 1 m 0 1 1 0
26 0 ― 0 0 0 0
27 1 m 0 0 0 0
28 0 ― 0 0 0 0
29 0 ― 0 0 0 0
30 0 ― 0 0 0 0
31 1 m 0 1 1 0
32 0 ― 0 0 0 0

注:m:微泡脂肪变性;m=M:微泡性脂肪变性与大泡性脂肪变性同时存在;m>M:微泡性脂肪变性较多。
Note. m. Microvesicular steatosis. m=M. Macro-and microvesucular steatosis. m>M. Microvesucular rather than macrovesucular steatosis.

3　 讨论

NAFLD 是代谢综合征疾病谱中的重要一员,其
发病机制尚未完全阐明,但现已证实其发病过程与胰

岛素抵抗密切相关[5]。 本研究通过高热量饲料喂养

的方式成功复制了大鼠 NAFLD 模型,表现为:肝指数

增大、肝功能损伤、血脂紊乱、肝脂质沉积等病理改

变,同时胰岛素耐量试验结果及 HOMA-IR 显示大鼠

处于胰岛素抵抗状态,这也进一步证实了胰岛素抵抗

在 NAFLD 发病机制中的重要作用。 截至目前,并没

有针对 NAFLD 的特效治疗药物,多采用改善饮食结

构、运动等行为方式改变,结合降脂药物、胰岛素增敏

剂、抗氧化剂、保肝药物等对症治疗[7-8]。
姜黄素是从中药姜黄根茎中提取的活性成分,

具有广泛的药理活性,可用于治疗炎症、糖尿病、心

血管疾病、代谢综合征、肿瘤等[9]。 近年来,文献报

道了关于姜黄素治疗非酒精性脂肪肝的实验研究,
但治疗效果及作用机制尚不明确。 舒泳翔等[10] 研

究发现,姜黄素干预可改善氧化应激水平,抑制炎

症因子释放,同时降低肝细胞凋亡水平,从而有效

治疗高脂饮食所致的大鼠 NAFLD。 吴鹏波等[11] 认

为姜黄素可通过上调自噬相关蛋白表达水平,减轻

NAFLD 大鼠肝组织脂质沉积和炎症反应。 另外,也
有学者认为姜黄素是一种天然的 11β-HSD1 抑制

剂,可通过选择性的抑制 11β-HSDl 活性,从而有效

改善胰岛素抵抗和肝脂肪性病变[12-13]。 11β-HSD1
是一种低亲和力、NADPH 依赖的微粒体酶,主要在

肝、脂肪、骨骼肌和胰腺中表达,在体内可以催化无

活性的 17-羟-11 脱氢皮质酮转化为有活性的皮质

醇,从而调节内循环中糖皮质激素水平来发挥生理
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效应[14]。 11β-HSDl 与代谢综合征、2 型糖尿病等密

切相关,11β-HSDl 基因敲除后可改善动物胰岛素抵

抗,11β-HSDl 抑制剂有类似效果[15-16]。 本次研究

结果显示,姜黄素治疗对高热量饲料引起的大鼠

NAFLD 有显著改善作用,可以降低肝指数,改善肝

功能,降低血脂及肝脂质沉积,减少炎症因子的释

放,肝组织切片观察结果与指标检测结果吻合。 模

型组大鼠肝组织 11β-HSD1 基因及蛋白表达量均显

著升高,姜黄素治疗可有效抑制肝组织内的 11β-
HSD1 基因和蛋白表达,改善胰岛素抵抗,且姜黄素

高剂量组以上改善作用更为明显。
综上所述,推测姜黄素作为一种选择性 11β-

HSD1 抑制剂,可有效抑制肝组织内的 11β-HSD1 基

因和蛋白表达,增加胰岛素敏感性,进而发挥对

NAFLD 的治疗作用。
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传染性海绵状脑病果蝇模型研究进展
王冬冬,杨利峰∗,赵德明,周向梅

(中国农业大学动物医学院,北京　 100193)

　 　 【摘要】 　 传染性海绵状脑病又称朊病毒疾病,是一组能感染人类和动物的致死性传染病,目前普遍认为是由

于细胞型朊蛋白(PrPC)发生错误折叠后形成的致病型朊蛋白(PrPSc)所引起。 PrPSc的生物检测通常是将试验材料

接种到哺乳类实验动物的脑组织或腹腔,在动物表现明显症状时实施安乐死,整个过程繁琐且耗时,也越来越容易

引起伦理争论。 果蝇是低等无脊椎动物,具有易饲养、生命周期短及繁殖能力强等诸多优点,通过基因改造等技术

可表现哺乳动物海绵状脑病的一些病理学特征。 本文综述已发表的文献,概述了传染性海绵状脑病果蝇模型的构

建方法,以促进果蝇模型的应用,减少和替代部分高等实验动物使用。
【关键词】 　 传染性海绵状脑病;朊病毒;果蝇;动物模型
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Progress in research into transmissible spongiform encephalopathies using
Drosophila models

WANG Dongdong, YANG Lifeng∗, ZHAO Deming, ZHOU Xiangmei

(College of Veterinary Medicine, China Agricultural University, Beijing 100193, China)
Corresponding author: YANG Lifeng. E-mail: yanglf@ cau.edu.cn

【Abstract】 　 Transmissible spongiform encephalopathies, or prion diseases, are a group of fatal neurodegenerative
illnesses that affect humans and other mammalian species. All forms of prion disease are associated with misfolding of the
host-encoded prion protein, PrPC, into one of several pathogenic isoforms, collectively termed PrPSc . The current bioassays
for prions typically involve intracerebral or peripheral inoculation of test material into an experimental host and subsequent
euthanasia when clinical signs of terminal prion disease become evident. Consequently, bioassays of prion infectivity
invertebrate species are cumbersome, time-consuming, expensive, and increasingly open to ethical dispute because the test
animals are subjected to terminal neurodegenerative disease. Here, we discuss the development of a Drosophila-based prion
bioassay, a highly sensitive and rapid invertebrate in vivo assay that efficiently identifies mammalian prions and permits the
reduction and replacement of sentient experimental animals. This article provides an overview of the method ology involved
in the model and discusses the experimental data that describe its viability and usefulness in place of more sentient species.

【Keywords】　 transmissible spongiform encephalopathy(TSE); prion; Drosophila; animal model
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　 　 传染性海绵状脑病 ( transmissible spongiform
encephalopathies,TSEs),又称朊蛋白 /朊病毒疾病

(prion diseases,PrD)是一组能够感染人和动物的慢

性、致死性、神经退行性传染病[1-2]。 致病型朊蛋白

(scrapie prion protein,PrP Sc)是 TSEs 的致病因子,俗
称朊病毒,由细胞型朊蛋白( cellular prion protein,
PrPC)错误折叠形成[3]。 在哺乳动物中,PrPC 是高

度保守的朊蛋白基因(PRNP)编码的一种糖蛋白,
可能在神经系统、T 细胞信号转导及核酸代谢等方

面发挥一定作用;PrP Sc富含 β 折叠,可抵抗蛋白酶

水解,有很强的聚合倾向,最终聚合成淀粉样斑块

造成大脑海绵状退化变性。 目前 PrPC 转化为 PrP Sc

的机制并不明确,成核 -多聚化模型 ( nucleation-
polymerization modle ) 和 再 折 叠 模 型 ( refolding
model)是描述转化机制的两种假说[1]。

果蝇(Drosophila)属于果蝇科果蝇属,是一类无

脊椎动物。 黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)是果

蝇的一种,其遗传背景清晰、生命周期短、繁殖速度

快且饲养成本低,已广泛用于生命科学研究[4]。 果

蝇基因组不含 PRNP,是 TSEs 疾病研究的理想模

型[5]。 本文综述前人利用转基因果蝇对 TSEs 疾病

的研究,以引起研究者的兴趣,促进果蝇模型的应

用,减少和部分替代哺乳类实验动物的使用。

1　 PrP 转基因果蝇构建技术的发展

PrP Sc与病毒和细菌等传统病原体不同,因其缺

乏核酸为基础的基因组,不能利用 PCR 等核酸检测

方法确定病原。 蛋白质错误折叠循环扩增技术

(PMCA)和实时振动诱导转换技术(RT-QuIC)可以

在体外灵敏检测 PrP Sc,但无法检测其感染性[6-8]。
通过接种哺乳类实验动物进行生物测定是目前检

测 PrP Sc感染性的可靠方法,但整个测定过程繁琐、
耗时、昂贵,并因动物生命晚期患有神经退行性疾

病而越来越容易引起伦理争论[9-10]。 果蝇遗传背景

清晰简单,易于遗传修饰,利用分子生物学等技术

可产生具有组织特异性的转基因表达,其神经系统

相对简单,但具有一定的完整性和复杂性,可以完

成多种复杂行为,常用于学习记忆、神经退行性疾

病等神经科学研究[11-12]。 通过不断探索和发展果

蝇转基因技术,PrP 转基因果蝇已初步应用于 TSEs
的研究,见表 1。
1. 1　 基于 P 转座子构建 PrP 转基因果蝇

P 转座子(P-element)是果蝇中诱发杂种不育

的转座子,研究者根据其特性已设计不同载体,用
于基因中断、染色体工程、基因标签和基因表达 /抑
制等方面的研究[13]。 Raeber 等[14]利用 P 转座子介

导法将叙利亚仓鼠朊蛋白(SHaPrP)基因导入果蝇

胚系,在热休克启动子 Hsp70 控制下诱导表达

SHaPrP,开启了应用果蝇进行 TSEs 疾病研究的先

河,遗憾的是没有产成具有 TSEs 疾病表型的果蝇。
后来 Fernandezd 等针对上述果蝇未形成 TSTEs 疾病

表型开展研究,详见 2. 3。
1. 2　 基于 UAS / GAL4 系统构建转基因果蝇

UAS / GAL4 系统原是存在于酵母中的基因表达

调控系统,Brand 等[15] 最先将 UAS / GAL4 系统应用

于果蝇。 Deleault 等[16] 利用 UAS / GAL 系统将野生

型或携带致病突变体 PG14(14 个八重复序列)的小

鼠朊蛋白(MoPrP)基因导入果蝇胚系,获得了具有

PrP Sc的高转化率的转基因果蝇,但没有神经退化表

现。 Gavin 等[17] 利用 UAS / GAL4 系统获得了在胆

碱能神经元特异性表达野生型和突变型( P101L)
MoPrP 的转基因果蝇,也是第一个具有神经退行性

表型和构象变化的成功模型。
1. 3　 基于 φC31 整合酶系统构建转基因果蝇

Groth 等[18]将噬菌体 φC31 整合酶系统应用于

转基因果蝇的构建,该系统可介导其 attB 和 attP 识

别位点之间的单向位点特异性重组。 Murali 等[19]

利用 φC31 整合酶系统将野生型和突变体(P101L)
MoPrP 基因插入同一个 attP 位点,排除了插入于不

同基因区域的影响。 野生型 MoPrP 与突变体

(P101L)转基因的表达水平相当,但 P101L 在胆碱

能神经元的表达能导致细胞表面形成更大的点状

沉积物,P101L 转基因果蝇的运动和电生理缺陷都

比野生型 MoPrP 转基因果蝇严重。

2　 PrP 转基因果蝇应用进展

果蝇已广泛应用于阿尔兹海默症、帕金森病等

神经退行性疾病研究,并获得了相当多的专业知

识。 因此,应用 PrP 转基因果蝇研究哺乳动物 TSEs
疾病无明显障碍。
2. 1　 SHaPrP 转基因果蝇中 PrP 的构象变化

Fernandez 等[20]构建了 SHaPrP 转基因果蝇,分
析了野生型 PrP 在其体内的动态变化:在幼龄果蝇

中,PrP 表现出正常 PrPC 的特性;在老年果蝇中,
PrP 错误折叠,获得 PrP Sc的生化和结构特性,并诱

导脑神经元海绵状变性。 由于这种 PrP 构象对蛋白
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酶仍然敏感,果蝇不会自发产生朊蛋白 /朊病毒

(prion),因此,Fernandez-Funez 认为在果蝇中研究

PrP 是相对安全的[5]。
2. 2　 MoPrP / SHaPrP / RaPrP 在转基因果蝇中的

构象动力学差异

Fernandez 等[21] 构建了第一个表达兔朊蛋白

(RaPrP)的转基因果蝇模型,并比较了与 MoPrP 和

ShaPrP 在构象动力学和诱导神经毒性等方面的差

异:HaPrP 可以诱导产生海绵状神经退行性变化,并
形成高度聚集似羊痒病(scrapie)的错误折叠蛋白;
RaPrP 不诱导产生海绵状病理变化,也不会聚集形

成错误折叠蛋白;MoPrP 介于上述两者之间,诱导了

轻微的神经退行性变化,并积累了少量的似羊痒病

的错误折叠蛋白。

表 1　 果蝇转基因方法比较

Table 1　 Comparison of transgenic methods for Drosophila
转基因方法

Transgenic method
方法原理

Principle of the method
方法特点

Characteristics of the method
应用于 TSEs 研究示例

Example of application in TSE research

P 转座子
P-element

通过转座酶,基因片段能在果蝇染色
体中进行转移
Through transposase, gene fragments
can be transferred in
Drosophila chromosomes

果蝇本身的一种转座子,整合进入基因组
的基因片段大小受限制,基因插入位置具
有随机性
As a transposon of Drosophila, the size of
gene fragment integrated into the genome is
limited, and the insertion position of gene
is random

将 SHaPrP 基因导入果蝇胚系并表
达,但未产生 TSEs 疾病表型[14]

SHaPrP gene was introduced into
Drosophila embryos and expressed,
but did not produce TSE
disease phenotype

UAS / GAL4 系统
UAS / GAL4 system

Gal4 蛋白可特异性连接到 UAS 序列
上,进而引起连接在 UAS 下游的基
因被激活表达
Gal4 protein can be specifically linked
to the UAS sequence, resulting in the
activation and expression of genes
linked downstream of UAS

源于酵母中的基因表达调控系统,选用不
同的 Gal4 启动子可实现目的基因在不用
组织的特异表达
Derived from the gene expression regulation
system in yeast, the specific expression of the
target gene in tissues can be achieved by
selecting different Gal4 promoters.

将 MoPrP 基因导入果蝇胚系,基因
在胆碱能神经元中特异表达,产生
了具有渐进性退化表型和 PrP 构
象变化[17]

MoPrP gene was introduced into
Drosophila embryos, and the gene
was specifically expressed in
cholinergic neurons, resulting in
progressive degeneration phenotype
and PrP conformation change

φC31 整合酶系统
φC31
integrase system

介导 attB 和 attP 识别位点之间的单
向位点特异性重组
Integrase can catalysis the homologous
recombination between the site attB and
the site attP

源于噬菌体,可将转基因结构整合到特定
位点,其介导的基因片段大于 P 转座子
Derived from bacteriophage, the transgenic
structure can be integrated into a specific site,
and the gene fragment mediated is larger than
P-element

建立了两种 MoPrP 基因果蝇模型,
两种基因在同一位点表达,排除插
入于不同基因区域的影响[19]

Two Drosophila models of MoPrP
gene were established which genes
were expressed at the same site,
excluding the effect of insertion in
different gene regions

CRISPR / Cas9 基因
编辑技术
CRISPR / Cas9
genome
editing system

在 sgRNA 的引导下,Cas9 蛋白到达
靶标区域进行基因编辑
Under the guidance of sgRNA, Cas9
protein reaches the target region for
gene editing

源于细菌和古细菌免疫系统,可实现基因
的敲入和敲除
Derived from the immune system of bacteria
and archaea, gene knock-in and knock-out
can be realized.

暂无
None for the time being

2. 3　 Hsp70 与 PrP 的构象调控

Fernandez 等[20]在 SHaPrP 转基因果蝇的脑神

经元中过表达 PrP 和 Hsp70,发现 Hsp70 直接与膜

结构域中的 PrP 相互作用,可以防止异常蛋白积累

和神经元丢失,解释了 Raeber 等[14] 在 1995 年的研

究中没能产生 TSEs 表型果蝇的原因。
2. 4　 PrP 位点突变与致病性的影响

Park 等[22] 通过构建含有人 /仓鼠 3F4 表位的

MoPrP 3F4转基因果蝇,发现 MoPrP 3F4 可能是通过引

起的氧化和自噬信号改变,增强了多聚谷氨酰胺毒

性,造成了果蝇眼部病变。
Thackray 等[23] 构建了绵羊朊蛋白(OvPrP)转

基因果蝇,幼虫暴露于羊痒病脑匀浆可加速 OvPrP
的表达,在成年果蝇中表现为运动能力显著降低。
通过比较,A136R154Q171(ARQ) PrP 转基因果蝇的寿

命不受 OvPrP 的影响,而 V136R154Q171(VRQ)PrP 转

基因果蝇的运动活性不受 OvPrP 的影响,这些表型

的 差 异 可 能 是 OvPrP 基 因 型 差 异 造 成[24]。
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Thackray 等[25] 还 通 过 RNA-Seq 转 录 组 测 序 对

OvPrP 转基因果蝇进行分析,发现细胞周期活动异

常、蛋白质合成抑制和线粒体功能改变,这与哺乳

动物感染 TSEs 疾病相类似。
PrP 的第 159 位天冬氨酸位点(D159)是在犬

类动物中发现的特殊氨基酸位点,能保护犬类动物

免受 TSEs 感染[26]。 Sandez 等[27] 在 MoPrP 转基因

果蝇上进行了 N159D 突变,证实了单一位点 D159
的替换足以防止 PrP 构象变化和致病性产生。
2. 5　 OvPrP 转基因果蝇的传染性

Thackray 等[28]证明,OvPrP 转基因果蝇可以表

现出哺乳动物 PrP Sc抗蛋白酶 K(PK)的显著特征。
小鼠接种了成年转基因果蝇脑匀浆后,最终可表现

TSEs 症状;转基因果蝇幼虫暴露于成年转基因果蝇

脑匀浆,该幼虫在成年时也表现出等同于暴露于羊

痒病脑匀浆的症状[29]。

3　 结语

果蝇具有易饲养、生命周期短、繁殖能力强等

诸多优点,已成为生命科学领域重要的模式生物,
与之相关的研究也多次获得诺贝尔奖。 基于 P 转

座子、UAS / GAL4 系统以及 φC31 整合酶系统等技

术的优化、联合和改进,PrP 转基因果蝇构建的效率

和准确性得到巨大提升。 表达哺乳动物 PrP 的转基

因果蝇模型在揭示 PrP 生理学功能方面得到初步应

用,推 动 了 TSEs 疾 病 的 研 究 进 程。 近 些 年,
CRISPR / Cas9 基因编辑技术快速发展,已在果蝇上

得到利用,可实现简便、特异、高效、经济的基因编

辑,但未见文献报道用于 TSEs 疾病研究。 展望未

来,将果蝇 CRISPR / Cas9 基因编辑技术应用于 PrP
转基因模型构建,将积极推进 TSEs 疾病的致病机制

及防控探究,并减少或替代部分哺乳类实验动物的

使用,符合实验动物福利伦理及 3R 原则。
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窖蛋白-1 在衰老中的作用和信号通路
侯丽雅,李欣悦,白琳∗

(国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室,中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较

医学中心,北京市人类重大疾病实验动物模型工程技术研究中心,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 衰老是生物随着时间的推移而自发的必然过程,并会导致与衰老相关的疾病发展,老年疾病的增加

使得社会医疗负担加重,因此寻找衰老相关疾病的治疗靶点是衰老生物学重要的研究方向。 窖蛋白-1(Caveolin-
1,Cav-1)是胞膜窖的重要结构蛋白,参与细胞信号转导、胆固醇平衡、迁移和衰老等许多过程。 众多研究表明,
Cav-1在介导和调节衰老中发挥重要的功能,本文总结分析了 Cav-1 在细胞衰老、机体衰老和不同物种衰老中的作

用,同时对 Cav-1 调节衰老的 p53 / p21、生长因子受体、ROS、K-RAS 等上下游分子作了综述,可能为衰老及衰老相关

疾病提供潜在的治疗靶点。
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Role and signaling pathway of Caveolin-1 in aging
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(NHC Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine; Institute of Laboratory Animal Science, CAMS&PUMC;
Beijing Engineering Research Center for Experimental Animal Models of Human Critical Diseases, Beijing 100021, China)
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【Abstract】 　 Aging is an inevitable process in organisms that proceeds spontaneously over time and leads to the
development of aging-related diseases. The increase of senile diseases adds to the medical burden of society. Therefore, an
important research direction in aging biology is to find therapeutic targets for aging-related diseases. Caveolin-1 (Cav-1) is
an important structural protein of caveolin, which is involved in many cellular processes, such as signaling transduction,
cholesterol balance, migration and aging. Numerous studies have shown that Cav-1 plays an important role in mediating and
regulating aging. This article reviews the role and signaling pathways of Cav-1 in aging and potential therapeutic targets for
aging and aging-related diseases.
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　 　 衰老是一个复杂的多因素过程,其特征是退化

过程的积累,涉及分子途径内的多种变化和破坏,
衰老产生机制包括 DNA 损伤、活性氧(ROS)累积、
分泌表型的变化等,这些过程不仅发生在细胞和分

子水平,也发生在组织和器官系统[1]。 衰老的本质

是一种细胞反应,表现为细胞周期停滞、炎性介质

的分泌以及其他表型改变[1-2]。 衰老细胞随着年龄

的增长在组织中逐渐积累,并导致衰老和相关的疾
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病发展, 例如癌症、 II 型糖尿病及动脉粥样硬

化等[3]。
胞膜窖作为细胞膜的重要成分,对于衰老信号

的应激、转导都有重要的作用。 研究表明窖蛋白-1
在调节衰老的过程中发挥重要作用[4]。 目前已有

众多研究表明窖蛋白-1 在不同组织器官、不同细胞

系中影响衰老并调节相关信号通路,然而其对调节

衰老的作用和信号通路各不相同。 因此,本文概述

了窖蛋白-1 的结构和功能,从细胞、组织、器官和整

体水平综述了窖蛋白-1 在衰老中的作用和调节机

制,可能为治疗衰老及相关疾病提供潜在的靶点。

1　 窖蛋白-1 的结构及功能

胞膜窖( caveolae)又称小窝,是存在于许多哺

乳动物细胞膜表面上的瓶颈状内陷,具有特殊的脂

筏结构,含有丰富的胆固醇、鞘磷脂以及许多跨膜

蛋白,与细胞信号转导、脂质调节以及内吞作用等

许多功能有关[5]。 目前已鉴定出 3 种哺乳动物的

窖蛋白,分别是窖蛋白-1、窖蛋白-2 及窖蛋白-3,
它们在不同的组织细胞中表达[6]。 其中对窖蛋

白-1的结构和功能研究最为广泛,众多研究表明其

在衰老中发挥重要作用[7]。
窖蛋白-1(Caveolin-1,Cav-1)是胞膜窖的标志

性支架蛋白,分子量为 22 × 103,在许多细胞类型中

表达,包括脂肪细胞、内皮细胞和成纤维细胞等[8]。
Cav-1 在细胞膜上形成发夹结构,其蛋白序列包含

四个结构域:(1)NH2 末端结构域;(2)能够识别胆

固醇并与之相互作用的共有序列(CRAC),以及泛

素化位点的支架结构域(CSD;第 82-101 位残基);
(3)与膜脂质相互作用的膜结构域;(4)具有三个棕

榈酰化位点的 COOH-末端结构域[4]。 其 N 端和 C
端两个末端结构域都保留在细胞质中,支架结构域

(CSD)序列可结合许多不同的信号分子并影响细胞

信号转导,例如与 Src 家族蛋白、表皮生长因子

(EGF)受体、异源三聚体 G 蛋白,内皮型一氧化氮

合酶( eNOS)、蛋白激酶 A、蛋白激酶 C 等相互作

用[9]。 除此以外,Cav-1 在维持胞膜窖的形成和稳

定性、胞吐和胞吞、平衡胆固醇、脂质代谢、线粒体

功能、 增 殖、 迁 移 和 衰 老 等 方 面 也 具 有 重 要

作用[4,9]。

2　 Cav-1在衰老中的作用

Cav-1 在调控衰老的过程中发挥重要作用。 对

Cav-1 在动物方面的研究包括在小鼠、大鼠、线虫、
蠕虫等多种动物上。 动物研究表明,老年大鼠的

脑、脾、肺[10]、老年小鼠骨骼肌[11] 中均显示出 Cav-1
的大量增加,表明 Cav-1 与衰老相关。 Head 等[12]还

发现 Cav-1 敲除(KO)的年轻小鼠表现出神经元过

早衰老和退化的迹象。 Razani 等[13] 观察到 Cav-1
KO 小鼠在进入老年后体重显著降低,这表明缺乏

Cav-1 的小鼠可能在神经发育、脂质代谢或脂肪细

胞功能方面存在问题;小鼠缺乏 Cav-1 与多种表型

有关,如肺和心脏缺陷、血管异常、动脉粥样硬化、
代谢障碍和癌症[14-15]。 与此结果相反的是,Cav-1
表达减少会延长秀丽隐杆线虫的寿命[16]。 用 Cav-1
RNAi 细菌处理无菌的 CF512 蠕虫,发现 Cav-1 的敲

除导致寿命延长[16],这种相反的结论还没有找到科

学的解释。
在细胞水平,Cav-1 在不同细胞系、衰老细胞以

及过表达、敲除、敲降细胞系等方面均有研究。
Hayflick 等[17]观察到人类二倍体成纤维细胞在有限

数量的细胞分裂后永久停止分裂,在细胞周期的 G1
期变得不可逆性停滞。 因此对细胞衰老的定义为

体细胞不可逆的细胞周期停滞(大多数肿瘤细胞和

某些干细胞除外),并能分泌过多的炎症介质和生

长因子, 从而改变衰老细胞的微环境[4]。 Park
等[10]发现衰老的人二倍体成纤维细胞中 Cav-1 表

达上调,并与 EGFR 共定位。 虽然衰老细胞中的

Cav-1 水平较高,但通过降低 Cav-1 的水平可以逆转

衰老表型,在衰老细胞中敲除 Cav-1 可导致细胞呈

年轻状态的形态变化,导致它们变小和呈纺锤

形[18]。 Yu 等[19]针对不同细胞系中 Cav-1 的表达进

行了研究,在 A549 人肺癌细胞、H460 人肺癌细胞

中、HCT116 人结直肠癌细胞以及人二倍体成纤维

细胞(HDFs)中敲降 Cav-1 后,发现这些细胞系均表

现衰老,其细胞增殖能力和集落形成能力均显著降

低。 Cav-1 敲降不仅阻止了 G1 期的细胞周期,还显

著升高了另外两个 G1 期阻滞标记 p53 和 p21 的表

达。 Yang 等[20]同样表明 Cav-1 敲降会诱导人大肠

癌细胞的衰老样形态变化,并阻止其在体外和体内

的细胞生长。 此外,早有研究表明 Cav-1 的过表达

在小鼠成纤维细胞的原代培养物中会诱导细胞早

衰[21]。 因此,Cav-1 的过度表达和强烈抑制都会导

致细胞过早衰老,而正常的细胞功能可通过Cav-1表
达的正常化来恢复。 严重的 Cav-1 缺乏在某些细胞

类型中会导致早衰,这种效应与线粒体功能障碍有
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关[19]。 Cav-1 的过度表达抑制了包括血管平滑肌细

胞在内的各种细胞的生长,这是进入衰老终末状态

的前奏[20,22]。
在人的大脑皮层中[23]、前列腺平滑肌以及上

皮[24]中发现 Cav-1 的表达随着年龄的增长而升高。
Kruglikov 等[25]发现 Cav-1 的表达随着皮肤的老化

逐渐上升,并且伴随着皮肤中透明质酸含量下降以

及胶原蛋白表达的减少。 Powter 等[26] 发现 Cav-1
还参与血管的衰老表型和炎症反应。 这些结果表

明,Cav-1 在老年人的多种器官、组织中表达上调,
表明其在衰老中的关键调控作用。 阿尔茨海默病

是衰老相关疾病,阿尔茨海默病患者海马的 Cav-1
蛋白水平和额叶皮质 Cav-1 基因水平增加[27]。 此

外,在 Cav-1 对早衰的研究中,Xin 等[28] 发现 Cav-1
通过 p53 途径介导高糖诱导的人肾小球系膜细胞衰

老,阻断 Cav-1 能够显著降低细胞衰老,为治疗肾功

能衰竭提供了新的靶点。

3　 Cav-1衰老相关通路

细胞衰老可能由多种因素引起,氧化应激是造

成细胞衰老的一个主要原因。 氧化应激造成的

DNA 损伤导致细胞周期停滞,加速衰老的开始,即
为早衰。 氧化应激与衰老理论表明,衰老细胞的积

累导致衰老相关的功能丧失。 氧化应激诱导衰老

的确切机制仍不清楚,但可能通过增加活性氧

(ROS)的水平导致细胞衰老,可以阻止细胞增殖以

响应复制过程中发生的损坏[29]。 衰老细胞获得不

可逆的衰老相关分泌表型,例如导致衰老的 p53 /
p21 途径的调节、 NF-κB 活性增加、叉头蛋白 O
(FoxO)蛋白活性的抑制、胰岛素 /胰岛素样生长因

子 1(IGF1)介导的对氧化应激的保护、分泌大量炎

性因子等[30]。
3. 1　 Cav-1与 p53 / p21 途径

p53 / p21 通路的激活是 Cav-1 促进衰老的关键

信号。 在小鼠胚胎成纤维细胞中,Cav-1缺乏通过

p53 / p21 途径诱导细胞衰老[19];在髓核细胞中,
Cav-1同样通过体外 p53 / p21 信号通路调节氧化应

激诱导的细胞衰老[30]。
Cav-1 过表达诱导早衰并激活 p53 途径,Cav-1

通过支架结构域直接与信号中间体结合,从而激活

p53 肿瘤抑制蛋白,p53 负调控子 Mdm2 具有 Cav-1
结合基序,并被 Cav-1 隔离胞膜窖中,限制其与 p53
的相互作用,从而稳定 p53 并使得下游蛋白 p21 表

达上调,导致细胞周期停滞和早衰[31]。 因此,Cav-1
表达通过 p53 / p21Waf1 / Cip1依赖机制诱导 G0 / G1 期阻

滞而负调节细胞周期进程[32]。
共济失调毛细血管扩张症突变激酶(ATM)是

应激诱导的 p53 和 p53 信号通路的关键调节因

子[33]。 Cav-1 在氧化应激后通过将蛋白磷酸酶 2A
(PP2A)的催化亚单元———ATM 隔绝到胞膜窖中来

激活 ATM,ATM 磷酸化并激活 p53。 PP2A 属于丝

氨酸 /苏氨酸蛋白磷酸酶的保守磷酸蛋白磷酸酶家

族,调节多种细胞过程[34]。 PP2A 是由催化性 C 亚

基(PP2A-C)、支架 A 亚基(PP2A-A)和调节性 B 亚

基(PP2A-B)组成的全酶。 Volonte 等[35] 的研究表

明,吸烟可导致 Cav-1 的表达增加,进而激活 ATM,
激活 p53,上调 p21Waf1 / Cip1,从而诱导肺成纤维细胞

的细胞衰老,发展成肺气肿,较为清晰地阐明了

Cav-1 / p53 / p21 诱导衰老的途径(图 1a)。
此外,研究表明聚合酶 I 和转录释放因子

(PTRF)通过 Cav-1 / p53 / p21 途径诱导造血干细胞

衰老[36]。 PTRF 可作为胞膜窖的外壳蛋白。 PTRF
通过 p53 / p21 和 Cav-1 途径调节细胞衰老(图 1a),
PTRF 过表达诱导了细胞衰老,PTRF 表达减少则延

长了细胞的复制寿命,Cav-1 似乎受 PTRF 磷酸化的

调节[37],然而其内在确切机制仍需要进一步探究。
Cav-1 激活 p53 / p21 途径并诱导早衰,这是由

于其能够直接与 Mdm2、PP2A-C、Sirt1 等相互作用,
并在氧化应激后将其隔离到胞膜窖中[4]。 Mdm2 是

p53 的负调节因子,促进 p53 降解。 Mdm2 在胞膜窖

中的隔离导致 Mdm2 活性的抑制,p53 表达的稳定

和早衰[31]。 PP2A 是体内自动磷酸化和活性的负调

节因子。 氧化应激后,Cav-1 介导的 PP2A-C 在胞膜

窖中的定位抑制了 PP2A,促进 p53 的 ATM 依赖性

磷酸化 /活化,从而诱导细胞衰老[35]。 Sirt1 是一种Ⅲ
类组蛋白去乙酰化酶,调节多种细胞过程,包括细胞

衰老。 氧化应激促进 Sirt1 与 Cav-1 相互作用,使
Sirt1 失活,进而导致 p53 乙酰化 /活化和诱导早

衰[38]。 因此,p53 / p21 途径被激活导致细胞衰老[39]。
p53 / p21 途径的激活还可以通过多种机制发

生。 除上述之外还有很多,例如致癌相关蛋白

K-Ras、氧化低密度脂蛋白( oxLDL)、博莱霉素、高
糖、高迁移率族蛋白 B1(HMGB1)、胰岛素 / IGF-1 途

径通过 Cav-1 介导的信号转导诱导衰老(图 1b)。
最近的研究还表明胰岛素 / IGF-1 信号调节窖蛋白

可调节秀丽隐杆线虫的衰老[40]。 最后,由 Cav-1 激
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活的黏附斑激酶(FAK)和 GTPases 促进衰老细胞典

型的形态学改变。 氧化低密度脂蛋白(oxLDL)上调

Cav-1 的 表 达, 并 促 进 NADPH 氧 化 酶 亚 单 位

p47phox 向巨噬细胞胞膜窖的移位 /激活,导致 ROS
依赖性衰老表型的发展[41]。

图 1　 Cav-1 介导细胞衰老的相关通路

Figure 1　 Cav-1 related pathways that mediate cell senescence

3. 2　 Cav-1与生长因子受体

Cav-1 与生长因子受体(如表皮生长因子和胰

岛素受体)以及其他信号分子(如蛋白激酶 A、Src
激酶等)相互作用,导致这些蛋白质的活性大多受

到负调节[20,40]。 胰岛素 / PI3K(磷酸肌醇 3-激酶) /
PKB(蛋白激酶 B)(又称 Akt)途径是调节多种细胞

功能和过程的主要信号途径[42]。 FoxO 转录因子是

线虫转录因子 DAF-16(衰变加速因子 16)的人类同

源物,含有翼螺旋结构域的蛋白质,受胰岛素 /
PI3K / PKB 信号级联的直接控制。 研究表明 FoxO
通过与 Cav-1 启动子区域的直接结合介导 Cav-1 对

生长因子信号的内源性调节,并且这种调节方式与

细胞周期无关[43]。 蛋白激酶 B(PKB)磷酸化使得

FoxO 家族转录因子失活。 当激活时,FoxO 因子可

与 Cav-1 启动子序列中的 DNA 结合,随后调节基因

表达;在基因和蛋白质水平上过度表达 FoxO 因子,
Cav-1 的表达增加;激活的 Cav-1 介导表皮生长因子

(EGF)诱导的信号减弱,FoxO 对 Cav-1 的上调部分

导致 EGF 诱导的 MAPK(丝裂原活化蛋白激酶)磷
酸化,从而使得 MAPK 活性明显下调(图 1c)。 然

而,这种衰老表型可以通过降低 Cav-1 的表达水平

来逆转[43-44],这表明这种衰老状态是可逆的表型。

此外,Cav-1 的过表达可能通过抑制 EGF 诱导

的 EGFR 介导的 Raf / MAP 激酶 ERK 激酶(MEK) /
ERK(Raf-MEK-ERK)通路的信号转导[20] (图 1c)。
Cav-1 表达的下调激活体内 MEK 和 ERK 的信号,可
能是通过提前释放激活的 ERK-1 / 2 和 p42 / 44 MAP
激酶的其他成分级联到胞质溶胶中[20]。 Cav-1 过表

达抑制 EGF 的表达,从而抑制下游 EGFR 介导的

Raf-MEK-ERK 信号通路[14,20]。
3. 3　 Cav-1与其他信号分子

Cav-1 参与衰老和细胞周期停滞的基因转录中

存在许多细胞类型依赖性控制,其调控机制较为复

杂。 最近有文献表明衰老相关基因 PAI - 1 调控

Cav-1 介导的衰老相关信号通路(TGF-β1 / Src 激酶 /
p53)的分子机制,进一步阐明 Cav-1 相关的衰老通

路[22]。 除此之外,氧化应激可通过 p38 / MAPK / Sp1
介导的两个富含 GC 的启动子元件的激活来刺激

Cav-1 基因转录,从而诱导早衰(图 1d),该途径在表

达 Cav-1 的正常上皮细胞中有活性,但在不表达

Cav-1 并在氧化应激后发生凋亡的 MCF-7 乳腺癌细

胞中没有活性,因此 Cav-1 可能作为控制氧化应激

的乳腺癌细胞中衰老和凋亡细胞程序的转换者[45]。
衰老细胞通常会伴随着不可逆的衰老相关分

泌表型,例如炎症因子的释放。 NF-κB 是一种驱动

衰老的重要转录因子,在对炎症、遗传毒性和氧化

应激的反应中被激活。 高浓度 ROS 促进 NF-κB 的

激活,而 NF-κB 可以通过上调 Cav-1 的表达介导衰

老的信号通路[46](图 1d)。
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4　 讨论

综上,Cav-1 在调控衰老的过程中发挥重要作

用。 对 Cav-1 在动物水平研究中,大部分研究表明

在老年动物中 Cav-1 表达上调,Cav1 过表达会诱导

早衰,Cav-1 缺乏将导致衰老相关的多种疾病,然而

也有部分研究结果与之相反,主要集中在线虫,
Cav-1表达减少会延长线虫的寿命,推测这可能是由

于不同物种间基因表达差异导致的相反结论。 在

人类的多种器官及组织中,Cav-1 表达上调,并伴随

着年龄相关疾病的发展,提示 Cav-1 的研究对于延

缓衰老、治疗衰老相关疾病发挥潜在作用。 研究表

明 Cav-1 是细胞衰老的主要调节因子[4]。 其过表达

或抑制均会产生衰老的相关表型。 关于 Cav-1 在细

胞衰老过程中的作用,同样会出现一些自相矛盾的

观察,例如,尽管线粒体功能障碍会导致衰老,然而

Cav-1 缺乏能够防止活性氧诱导的细胞衰老[19]。 这

种悖论出现已久,可能是 Cav-1 在不同细胞类型或

者不同应激或衰老诱导剂中发挥的作用不同所导

致,Yu 等[19]的研究与此推测一致,虽然 Cav-1 的减

少和增加都与早衰有关,大部分研究表明这与氧化

应激诱导有关,但 Cav-1 缺乏是通过一种活性氧非

依赖性途径诱导细胞衰老,Cav-1 缺乏通过激活

p53-p21 途径诱导细胞衰老,并损害线粒体呼吸,导
致 SIRT1 失活。

Cav-1 介导的细胞衰老通路较为复杂,目前仅

现冰山一角。 本文主要介绍了 Cav-1 调控衰老的几

条关键通路,如 p53 / p21 途径、胰岛素 / PI3K / PKB /
FoxO 途径、p38MAPK 途径、NF-κB 途径等。 Cav-1
介导的细胞衰老通路仍没有确切的全部机制,有一

些通路之间的关联及分子机制尚不明确,因此,对
于 Cav-1 介导的细胞衰老相关通路仍需要进一步

探究。
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　 　 【摘要】 　 糖尿病视网膜病变是成年人低视力和致盲的主要原因,其发病机制复杂,动物模型能使我们更加全

面地了解疾病的病因病机,一个合理的动物模型成为人们探索其发病机制的关键。 该文根据糖尿病视网膜病变的

临床表现,对药物诱导型、高脂高糖饮食型和遗传性动物模型进行介绍,并将不同方法诱导的糖尿病视网膜病变动

物模型的病理特点简要总结,以期为糖尿病视网膜病变机制研究及相应的药物研发提供参考。
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Research progress of animal model of diabetic retinopathy
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【Abstract】　 Diabetic retinopathy is the main cause of low vision and blindness in adults, and its pathogenesis is
complex. Animal models can help us to understand the pathogenesis of diseases more comprehensively. A reasonable animal
model is the key to explore the pathogenesis of diseases. According to the clinical manifestations of diabetic retinopathy,
drug-induced, high-fat and high-sugar diet and genetic animal models were introduced in this paper. In addition, the
pathological characteristics of animal models of diabetic retinopathy induced by different method were briefly summarized in
order to provide reference for the research on the mechanism of diabetic retinopathy and the corresponding drug
development.

【Keywords】　 diabetic retinopathy; animal model; research progress
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　 　 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是
糖尿病(diabetes mellitus,DM)最常见的微血管并发

症之一,是成年人低视力和致盲的主要原因[1-3]。
我国是世界上 II 型糖尿病患者最多的国家,成年人

糖尿病患病率约为 10. 9% ~ 11. 6%[3-4],其中约

27. 9%发展成 DR[5]。 DR 的发病机制复杂,具体机

制尚不明确[6],研究表明 DR 病理改变涉及视网膜

缺血,异常新生血管,视网膜炎症,血管渗透性增

加[7],神经元和神经胶质异常等诸多表现[8],给 DR
的临床诊治及研究带来不便。 受临床标本来源及

伦理学限制,围绕 DR 发病机制的临床研究极难开

展。 DR 动物模型不仅能帮助人们更加全面地了解

DR 的病因病机,同时也能更好地进行新型药物和

干预手段的筛选,更重要的是动物模型具有可控
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性、易得性及预知性等特点,具备了优于人体研究

的优势。 因此,选择可靠、可行和适当的动物模型

是探索 DR 病因病机的关键。 近年来随着 DR 发病

率及危害性的持续升高,诸多 DR 动物模型被学者

筛选并建立。 其中啮齿类动物以其成本较低,造模

时间短,取材方便,重复性好等优势成为建立 DR 模

型的首选。 目前,国际上围绕 DR 的动物模型主要

有药物诱导型、高脂高糖饮食型和遗传型动物模

型。 为全面了解 DR 动物模型的优劣势,为实验研

究提供参考,特将当前主流 DR 动物模型综述如下,
以资参考。

1　 药物诱导型

DR 根据眼底血管损伤程度分为非增生型糖尿

病视网膜病变( nonproliferative diabetic retinopathy,
NPDR)和增生型糖尿病视网膜病变 ( proliferative
diabetic retinopathy, PDR) 两类。 NPDR 以血管迂

曲、视网膜出血、微血管瘤和脂质渗出为特点,当出

现异常新生血管增殖时发展为 PDR。 DR 另一个重

要病理特征为糖尿病黄斑水肿,主要由液体积聚在

神经视网膜中导致视网膜增厚和黄斑囊样改变引

起[9]。 能否较好模拟 DR 临床病理特征,是判断模

型成功与否的重要标志。 药物诱导模型因建模便

捷,病理改变模拟性强等特点是当前 DR 常用动物

模型。 药 物 诱 导 型 主 要 包 括 链 脲 佐 菌 素

(streptozocin,STZ)及四氧嘧啶诱导( alloxan,AXL)
模型。

STZ 是诱发糖尿病最常用的药物,其药效机制

主要通过破坏胰岛 β 细胞导致高血糖[10-13]。 STZ
诱导的糖尿病大鼠,2 ~ 4 周出现血-视网膜屏障

(blood-retinal barrier,BRB)破坏,4 ~ 6 周时神经胶

质细胞的凋亡增加,同时伴随视网膜外核层厚度的

变薄和神经细胞的减少,紧接着出现感光细胞的死

亡[14]。 基底膜的增厚、周细胞的丢失是 DR 的基本

病理改变,且周细胞和内皮细胞结构和功能的完整

性对维持视网膜毛细血管的稳定性具有十分重要

的作用,STZ 诱导的糖尿病可出现上述一系列病理

改变,成为 DR 早期病理改变的理想动物模型。 研

究显示,STZ 可诱导兔出现视网膜出血、血管病变、
静脉血栓形成和增殖性视网膜病变,并可诱导猴子

出现带有棉絮斑和高荧光斑的缺血性视网膜病变,
STZ 可诱导猪的视网膜 BRB 通透性增加,INL 和神

经节细胞层(GCL)变薄,毛细血管基底膜增厚[15]。

STZ 诱导动物模型所致 DR 在病理改变上能够较好

模拟临床常见 DR 病理特征,能够为 DR 发病机制

研究及治疗提供预测性,在 DR 研究中应用广泛。
此外,在 STZ 诱导 DR 模型中,由于胰岛 β 细胞

的损伤程度取决于 STZ 的剂量,因此 STZ 诱导的糖

尿病可能因剂量的不同,成模效果有所差别[16]。 唐

东红等[17]使用单次大剂量(60 mg / kg,45 mg / kg)和
多次小剂量(30 mg / kg)的 STZ 静脉注射恒河猴,结
果发现实验猴均出现不同程度的视网膜病,分别显

示早期眼底微血管动脉扩张、视网膜出血瘤、微血

管瘤、新生血管及晚期白内障等。 但是,单次大剂

量注射倾向于造成胰岛素依赖性糖尿病,而多次小

剂量注射倾向于造成慢性持续性高血糖症,后者诱

发的 DR 模型与人类极为相似,表现为胰岛 β 细胞

受到损害导致的糖代谢紊乱,损伤视网膜上的微血

管,发生纤曲、变形,甚至破裂,进而形成微血管瘤。
有文献表明单次大剂量注射 STZ 可快速导致大量

的胰岛 β 细胞坏死,而多次小剂量注射可造成部分

胰岛 β 细胞损伤,激发炎症反应,从而导致胰岛 β
细胞迅速失活[18]。 因此,在实验研究中需要选择合

适的剂量,既要保证 DR 的发生,又要避免胰岛素合

成和分泌功能的衰竭,且尽量减少 STZ 对其它组织

的损害。 基于当前 DR 模型的病理结果研究,STZ
诱导 DR 模型以采取小剂量多次诱导方法更为

适宜。
AXL 和 STZ 机理类似,目前 AXL 广泛用于小

鼠、大鼠、狗、兔子、猪等多种动物中诱导 DR。 大鼠

给药 AXL 一周内出现糖尿病[19],2 个月时出现光感

受器的破坏和间质水肿,且视网膜的厚度减小,伴
随脉络膜血管数量减少,内皮细胞和血管壁紊

乱[20]。 另外,四氧嘧啶可诱发幼犬糖尿病,每周给

药 1 次,持续 5 周,诱导的视网膜病变与人类的 DR
非常相似。 综合而论,药物诱导 DR 动物模型能够

不同程度上模拟 DR 临床病理改变特征,其中以

STZ 诱导模型与临床符合度最高。 在实验研究中,
学者可以根据对 DR 病理改变的研究侧重选择相应

动物模型。

2　 高脂高糖饮食型

高脂高糖饮食诱发的啮齿类视觉疾病动物模

型已经有 50 年的历史[21-22]。 小鼠在高脂高糖饮食

6 周时出现高血糖,15 个月后,观察到视网膜内皮细

胞减少,21 个月后,可观察到微动脉瘤和视网膜增
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厚的病变[15]。 而使用高脂高糖饲料喂养大鼠 4 周

后,大鼠的视锥细胞感光器对光的敏感度下降[23]。
然而,此种模型的缺点是视网膜病变的发展需要更

长的时间,发病较慢,但其优点是比其他模型的小

鼠活得更久,可以观察更长时间。 因此,目前比较

常用的是高脂高糖饮食联合 STZ 注射来诱导的 DR
模型,通过高脂高糖饮食诱导胰岛素抵抗之后,再
注射低剂量 STZ 损伤胰岛功能,引起血糖的升高,
模拟 II 型糖尿病的发病过程[24]。 研究表明此种方

法可导致视网膜变薄和结构的紊乱,和血管内皮生

长因子( vascular endothelial growth factor,VEGF)的

表达升高[25-26]。 因此,单纯使用高脂高糖饮食诱导

DR 动物模型常见于对 DR 的长期研究观察及药物

筛选中,常规实验研究中应用较少。

3　 遗传性动物模型

DR 成因复杂,主要观点认为糖尿病病程和血

糖控制情况是 DR 出现的核心诱因,但临床研究发

现部分患者即使血糖控制良好,糖尿病病程持续时

间短,也可能短期内出现 DR。 而部分患者血糖控

制较差,糖尿病病程持续时间较长,但也可能不会

发展为 DR,表明 DR 的发生发展存在异质性[26]。
且基于人群研究显示,DR 呈现一定的种族发病特

征,表明遗传因素是 DR 发病的重要诱因[27]。 为探

索 DR 遗传病因及机制,遗传性 DR 动物模型被大

量建立。 I 型和 II 型糖尿病诱发的 DR 都存在遗传

性动物模型,常用的实验动物模型包括小鼠、大鼠

和斑马鱼等。 由于啮齿类动物具有简便易得、操纵

性强、经济高效等的特点,因此啮齿类动物常被用

作 DR 的遗传模型。
3. 1　 小鼠遗传模型

DR 的遗传小鼠模型主要包括 Ins2Akita、非肥

胖 糖 尿 病 ( non-obese diabetic, NOD )、 db / db
(Leprdb)、Kimba 和 Akimba 共 5 种,它们在遗传模

式、疾病病因学、病理学和疾病进展方面各不相同。
Ins2Akita 小鼠是 I 型糖尿病的模型,主要是由于胰

岛素基因 Ins2 突变,导致胰岛素蛋白的构象变化,
引起的细胞死亡[28-29]。 该模型可表现为血管通透

性增加,周细胞丢失和新生血管的形成[30]。 因此,
Ins2Akita 小鼠较适合于研究 DR 的早期进展和神经

保护作用类药物药效评价[31]。 NOD 小鼠 I 型糖尿

病的动物模型,小鼠在 12 周龄发生自发型高血糖,
血糖升高 4 周后就开始出现周细胞、内皮细胞和

RGCs 凋亡,视网膜毛细血管基底膜增厚[32],约 4 个

月可检测到大血管收缩和退行性变,微血管异

常[33]。 db / db(Leprdb)小鼠是美国 Jackson 实验室

发现的自发型基因突变小鼠,为 II 型糖尿病的成熟

模型,其瘦素受体发生突变,在 4 ~ 8 周大时,出现

肥胖和高血糖,持续 6 周后,可观察到 RGCs 数量减

少,中央视网膜厚度增加,15 个月后,这些小鼠表现

出 BRB 的严重破坏、周细胞丢失、RGCs 细胞凋亡、
胶质细胞激活[34]。 Kimba 小鼠是一种增殖性视网

膜病变的非糖尿病模型,用纯合子 Kimba 小鼠和

Ins2Akita 小鼠交配培育出 Akimba 小鼠,Akimba 小

鼠的表现兼有 Kimba 小鼠和 Ins2Akita 小鼠的特

征[35]。 主要包括是周细胞和血管缺失,视网膜新生

血管和弥漫性血管渗漏,随着疾病的进展可以观察

到视网膜厚度的减少及视网膜持续水肿甚至视网

膜脱离[36-37]。
3. 2　 大鼠遗传模型

DR 的遗传大鼠模型主要包括 Zucker 大鼠

(zucker diabetic fatty,ZDF)、Long-Evans 大鼠(otsuka
long-evans tokushima fatty, OLETF )、 BB 大 鼠

(biobreeding,BB)、WBN / Kob 大鼠、GK 大鼠 ( goto
kakizaki,GK) 和 Torii 大鼠 ( spontaneously diabetic
torii,SDT)。 ZDF 大鼠是一种自发性 II 型糖尿病模

型大鼠,该模型在 3 个月时出现稳定的高血糖,高血

糖 8 个月后,表现出类似 DR 的毛细血管基底膜增

厚,毛细血管核密度增加等病理改变[38]。 OLETF 大

鼠亦是一种自发性 II 型糖尿病和肥胖的模型,由于

G 蛋白偶联受体 GPR10 的起始密码子发生突变,导
致肥胖[39-40],约在 12 周可表现为轻度肥胖,直到 18
周时才出现高血糖,27 周时可观察到视网膜神经纤

维层变薄[41]。 据报道 OLETF 大鼠的视网膜毛细血

管超微结构的形态学变化以及视网膜电图的变化

与 DR 患者相似。 因此,不同于 I 型糖尿病小鼠模

型和 STZ 诱导的动物模型,OLETF 大鼠表现为高血

糖、胰岛素抵抗和病理特征类似于人类的 II 型糖尿

病[42]。 BB 大鼠模型被广泛应用于 I 型糖尿病所致

DR 的研究,该模型在 8 ~ 11 个月时出现视网膜病

变、周细胞丢失、毛细血管变性和微动脉瘤,以及由

于自身免疫反应导致的胰腺小细胞凋亡[43]。 WBN /
Kob 大鼠模型的特点是具有新生血管形成和腔内血

管透明化的病变,这使其成为了解 DR 新生血管的

理想模型[44]。 GK 大鼠和 SDT 大鼠均属于非肥胖 II
型糖尿病大鼠模型。 52 周龄的 GK 大鼠可表现为
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脉络膜厚度增加,内层脉络膜血管密度降低,视网

膜内 VEGFR2 免疫反应性增强等[45]。 SDT 大鼠的

一个显著特征是在视盘周围出现巨大的视网膜皱

襞,并有广泛的渗漏,类似于在人类中观察到的视

网膜脱离[46]。
3. 3　 斑马鱼遗传模型

除了啮齿类动物,最新研究表明斑马鱼也是

DR 的常用模型。 Vhl 斑马鱼的 von Hippel-Lindau

肿瘤抑制基因发生突变,导致血管形成增加,同
时,缺氧诱导因子上调,触发 VEGF 的 mRNA 高表

达,该模型的特点是玻璃样血管增多并伴有血管

渗漏、黄斑水肿、视网膜脱离和严重的新生血管

形成[47] 。
为系统了解各种 DR 动物模型在模拟病理改变

上的特征,特将当前主要动物模型所表现的病理改

变总结如下,见表 1。
表 1　 研究 DR 的动物模型

Figure 1　 　 Animal model of DR
动物模型
Animal model

形成机制
Formation mechanism

病理改变
Pathological changes

模型评价
Model evaluation

STZ 诱导
STZ induced

破坏胰岛 β 细胞
Destroy islet β cells

BRB 破坏,神经胶质细胞凋亡,外核层变薄,
感光细胞死亡等
BRB breakdown, glial cell apoptosis, outer
nuclear layer becomes thinner, photoreceptor
cells death

优点:类似于人非增殖期 DR 表现
Advantages: Similar to non-proliferative DR in
humans
缺点:持续时间较长,增加实验成本,注射剂
量需合适选择
Disadvantages: Long duration, increase the cost
of the experiment, the injection dose needs to be
appropriately selected

AXL 诱导
AXL induced

破坏胰岛 β 细胞
Destroy islet β cells

光感受器的破坏和间质水肿,视网膜的厚度
减小,脉络膜血管数量减少,内皮细胞和血管
壁紊乱
Damage of photoreceptors and interstitial edema,
decreased retinal thickness, decreased choroid
vessels, and endothelial cells and vascular walls
are disturbed

临床表现和发病机制类似 STZ 诱导,但造模
时间长于 STZ 诱导
The clinical manifestations and pathogenesis are
similar to that of STZ induction model, but the
modeling time is longer than that of STZ
induction model

高脂高糖饮食
High-fat / high-sugar
diet

胰岛素抵抗、糖脂代
谢紊乱
Insulin resistance、
metabolism disorder

内皮细胞减少,微动脉瘤和视网膜增厚,视锥
细胞感光器对光的敏感度下降
Endothelial cells decrease, microaneurysms and
retina thickens, and the sensitivity of cone
photoreceptors to light decreases

优点:动物活的更久,可观察更长时间
Advantages: Animals live longer and can be
observed for longer
缺点:造模较慢,持续时间久
Disadvantages: Modeling is slow and takes a
long time

Ins2Akita 小鼠模型
Ins2Akita mice
model

胰岛素基因突变
Mutation of insulin
gene

血管通透性增加,周细胞丢失和新生血管的
形成
Increased vascular permeability, pericyte loss,
and neovascularization

优点:具有新生血管形成的 PDR 表现
Advantages: PDR features of
neovascularization
缺点:造模成本较高
Disadvantages: Modeling costs are high

NOD 小鼠模型
NOD mice model

自发性 I 型糖尿病
模型
Spontaneous type I
diabetes model

周细胞、内皮细胞和 RGCs 凋亡,视网膜毛细
血管基底膜增厚,大血管收缩和退行性变,微
血管异常
Apoptosis of pericytes, endothelial cells and
RGCs, thickened capillary basement membrane,
vasoconstriction and degeneration, and
microvascular anomaly

优点:DR 成模较快
Advantages: The model is built quickly
缺点:造模成本较高
Disadvantages: Modeling costs are high

db / db 小鼠模型
db / db mice model

II 型糖尿病模型,
瘦素受体发生突变
Type II diabetes
model,
the leptin receptor
mutates

RGCs 数量减少,中央视网膜厚度增加,BRB
的破坏、周细胞丢失、RGCs 细胞凋亡、胶质细
胞激活
Decreased RGCs, increased central retinal
thickness, damaged BRB, pericyte loss,
apoptosis of RGCs, glial cell activation

优点:模型成熟,应用较多
Advantages: The model is mature and widely
used
缺点:造模成本较高
Disadvantages: Modeling costs are high

Akimba 小鼠模型
Akimba mice model

Kimba 小鼠与
Ins2Akita 小鼠杂交
Kimba mice were
hybridized with
Ins2Akita mice

周细胞和血管缺失,视网膜新生血管和弥漫
性血管渗漏
Pericyte and vascular loss, retinal
neovascularization and diffuse vascular leakage

优点:具有新生血管和视网膜脱离等严重的
PDR 表现
Advantages: Severe PDR manifestations such as
neovascularization and retinal detachment
缺点:造模成本高
Disadvantages: Modeling costs are high
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续表 1
动物模型
Animal model

形成机制
Formation mechanism

病理改变
Pathological changes

模型评价
Model evaluation

ZDF 大鼠模型
ZDF rat model

自发性 II 型
糖尿病模型(肥胖)
Spontaneous type II
diabetes model
(obesity)

毛细血管基底膜增厚,毛细血管核密度增加
Thickened capillary basement membrane,
increased capillary density

优点:肥胖 II 型糖尿病模型,无化学药物器官
损害
Advantages: It is obesity type 2 diabetes model
and there is no chemical organ damage
缺点:造模成本高
Disadvantages: Modeling costs are high

OLETF 大鼠模型
OLETF rat model

自发性 II
型糖尿病模型 ( 肥
胖)
Spontaneous type II
diabetes model
(obesity)

脉络膜厚度增加,内层脉络膜血管密度降低,
视网膜内 VEGFR2 免疫反应性增强
Thickened choroid, decreased inner choroid
vessels density, enhanced immune reactivity of
VEGFR2 in the retina

优点:肥胖 II 型糖尿病模型,无化学药物器官
损害
Advantages: It is obesity type 2 diabetes model
and there is no chemical organ damage
缺点:造模成本高
Disadvantages: Modeling costs are high

BB 大鼠模型
BB rat model

I 型糖尿病模型
Type I diabetes
model

周细胞丢失、毛细血管变性和微动脉瘤
Pericyte loss, capillary degeneration and
microaneurysm

优点:I 型糖尿病模型,无化学药物器官损害
Advantages: It is type 1 diabetes model and
there is no chemical organ damage
缺点:造模成本高
Disadvantages: Modeling costs are high

WBN / Kob 大鼠
模型
WBN / Kob rat
model

I 型糖尿病模型
Type I diabetes
model

新生血管形成和腔内血管透明化
Neovascularization and vascular
transparency

优点:有新生血管形成,I 型糖尿病模型,无化
学药物器官损害
Advantages: neovascularization, type 1 diabetes
model, no chemical organ damage
缺点:造模成本高
Disadvantages: Modeling costs are high

GK 大鼠模型
GK rat model

自发性 II 型
糖尿病(非肥胖)
Spontaneous type II
diabetes model ( non-
obesity)

脉络膜厚度增加,内层脉络膜血管密度降低,
视网膜内 VEGFR2 免疫反应性增强
Thickened choroid, decreased inner choroid
vessels density, enhanced immune reactivity of
VEGFR2 in the retina

优点:非肥胖 II 型糖尿病模型,无化学药物器
官损害
Advantages: It is non-obesity type 2 diabetes
model and there is no chemical organ damage
缺点:造模成本高
Disadvantages: Modeling costs are high

SDT 大鼠模型
SDT rat model

自发性 II 型
糖尿病(非肥胖)
Spontaneous type II
diabetes model ( non-
obesity)

视盘周围出现巨大的视网膜皱襞,并有广泛
的渗漏
Large retinal folds surround the optic disk and
extensive leakage

优点:非肥胖 II 型糖尿病模型,无化学药物器
官损害
Advantages: It is non-obesity type 2 diabetes
model and there is no chemical organ damage
缺点:造模成本高
Disadvantages: Modeling costs are high

Vhl 斑马鱼
Vhl zebrafish

基因突变
Genetic mutations

血管渗漏、黄斑水肿、视网膜脱离和严重的新
生血管形成
Vascular leakage, macular edema, retinal
detachment and severe neovascularization

优点:繁殖率高,后代数量大。 有新生血管形
成,无化学药物器官损害
Advantages: High reproductive rate and large
number of offspring and there is
neovascularization and no chemical organ damage
缺点:体积较小,实验操作较难
Disadvantages: Small volume and experimental
operation is difficult

4　 展望

动物模型是实验研究的基础,高度还原 DR 的

临床特征和发病状态的动物模型是研究 DR 的理想

对象。 目前围绕 DR 的病因及发病机制而研发的动

物模型不断增多,一方面显示了学术界对本病的不

断重视,同时模型的多样化也体现了对 DR 病因及

发病机制的研究缺乏明确的结论,表现出一定的局

限性。 目前针对动物模型优劣的评价,国际上多从

表面效度、结构效度及预测效度三个维度进行评价。
表面效度,即模型能够模拟疾病的典型特征;结构效

度,即模型要符合一定的理论假说且病理生理改变

应与假说或理论相一致;预测效度,即模型的药理学

反映及非药理学反应与临床治疗表现相一致,并能

够为远期的治疗及发病机制研究提供预测性[48]。
基于评价三维度,结合模型制备的难易程度及经济

效应进行评价,当前 DR 主要动物模型中,STZ 诱导

模型能够较好模拟 DR 临床病理表现及临床特征,
且 STZ 诱导模型在细胞因子、胶质细胞增生等发病

机制上能够为 DR 发病机制研究提供一定的方向预

测,具有一定的预测效度,故 STZ 诱导 DR 模型为目

前较理想动物模型,且建模成本低,操作方便。 对于
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其他药物诱导 DR 模型,均能够模拟 DR 临床症状

及对疾病发病机制进行一定的模拟,均有较好的表

面效度及预测效度,而在模拟 DR 临床病例特征是

不能够较全面与临床相吻合,结构效度不足。 高脂

高糖诱导动物模型结构效度、预测效度较差,且建模

时间长,经济效益一般,元气淘汰可能性较大,除非

进行长期药理观察,目前选择性较低。 对于基因遗

传模型,其建模目的围绕模拟疾病遗传发病机制而

设立,本身具有较药物诱导模型更好的预测效度,但
在模拟 DR 病理改变及临床症状时,遗传模型具有

特定针对性,其结构效度及表面效度弱于药物诱导

DR 模型。 遗传型动物模型的优点是能够自发形成

I 型或 II 型糖尿病,减少化学诱导方法可能带来的

器官损害,但是该类模型造模成本高,繁殖力低,某
些模型只有纯合子或者单一性别的鼠才能自发形成

糖尿病,因此增加了动物的饲养数量[49]。
此外,尽管 STZ 诱导模型具有较好的表面效

度、结构效度及预测效度,STZ 诱导大鼠或小鼠糖尿

病是目前比较公认的经典模型。 但有一点需要指

出,PDR 是以新生血管的形成为主要标志的糖尿病

微血管并发症,如果研究 PDR 必然涉及到新生血

管,而 STZ 诱导模型出视网膜新生血管非常困难,
有研究表明糖尿病大鼠成模 3 个月后 HE 染色显示

视网膜组织出现水肿,成模 6 个月时视网膜各层结

构不清晰,周围水肿更加明显,毛细血管明显扩张,
但是并未看到明显的 PDR 表现[50]。 因此,对于

PDR 的研究,STZ 诱导模型的应用受限,在造模剂

量、方法上需要继续探索。 目前,由于糖尿病性新生

血管模型建立困难,目前,非糖尿病性氧诱导视网膜

病变( oxygen-induced retinopathy,OIR)模型已经成

为研究视网膜新生血管的经典模型,被广泛使用。
OIR 模型利用了小鼠出生时只有部分发育的血管系

统和后天对氧气浓度的控制可以影响血管行为这一

特点,用于评估视网膜新生血管和中央血管闭塞。
另外,往兔玻璃体腔内注射 DL-α-氨基己二酸(DL-
AAA),可造成持续性视网膜新生血管,可导致长达

48 周的持续性血管渗漏[51]。 但是这些模型终究不

是高血糖引起的视网膜新生血管模型,结合 DR 疾

病本身的复杂性,难以开发出一种和人类具有相同

的所有的表型和基因型特征的“完美”模型,还没有

一个单一的模型能够显示出在人类身上看到的 DR
的所有临床特征。

目前,已经建立的各种动物模型各具优点及缺

点,都只能模拟人类 DR 的早期特征,并没有一种动

物模型可以代表人 DR 的所有特征。 因此,在选取

DR 的动物模型时,应认识到模型的优势和劣势,结
合自己的实验设计和目的选择合适的动物模型。 未

来仍然需要大量的实验研究结合先进的检测技术开

发出更加合适的 DR 模型,探索一种完美模拟 DR
的动物模型已成为本研究领域最大的挑战。
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裸鼹鼠脑形态研究进展及应用展望
杨文静,崔淑芳∗

(海军军医大学基础医学院实验动物学教研室,上海　 200433)

　 　 【摘要】 　 裸鼹鼠具有抗肿瘤、耐低氧、耐疼痛、寿命长等优势特性,近年来逐渐成为科研界的新星,但是其在

神经科学领域的应用尚待进一步深入推广。 本文通过对裸鼹鼠脑形态,及大脑结构中控制视觉、听觉、嗅觉、感觉

等功能的中枢结构进行系统的描述,系统阐述裸鼹鼠在长期演化过程中对低氧、黑暗等地下环境所做出的的适应

性改变。 裸鼹鼠这一结构与功能相适应的特征性改变,有望使其成为研究神经系统疾病包括神经退行性病变等方

面的优势动物模型,从而进一步推动人类健康医学的发展。
【关键词】 　 裸鼹鼠;脑;视觉;听觉;神经退行性病变
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Research progress of brain morphology and function in naked
mole-rats and application prospects
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(Department of Laboratory Animal Science, School of Basic Medical Sciences, Naval Medical University,
Shanghai 200433, China)
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【Abstract】 　 Recently, naked mole-rats have become increasingly used in scientific research because of their
advantages in anti-tumor, anti-hypoxia, anti-pain and long life-span studies. In this article, we summarize the brain
morphology of naked mole-rats, and systematically describe the central structures of the brain that control the functions of
vision, hearing, olfactory sense and sensation, and the adaptation of naked mole-rats to low oxygen, darkness and other
underground environments. The naked mole rat is expected to become a dominant animal model for the study of
neurodegenerative diseases and other aspects of neurological disorders, and may promote the development of medicines for
human neurological health in the future.
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　 　 裸鼹鼠是一种分布于非洲东部地区、营真社会

性生活的啮齿类动物,体格大小与小鼠相近。 裸鼹

鼠基因组有 93%的区域与人类、小鼠、大鼠保持较

好的共线性关系[1]。 裸鼹鼠长期生活在地下 2 m

左右的的黑暗环境中[2],潮湿黑暗的环境,势必会

影响其视觉功能的发育,而代偿性引起听觉及感觉

功能的增强,以满足地下生活的需求。 由于穴居密

度高,与外界气体交换不顺畅,洞穴中空气的 CO2



中国实验动物学报 2021 年 10 月第 29 卷第 5 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,October 2021,Vol. 29, No. 5

含量很高,而氧含量极低(10% ~ 15%) [2],需要其

大脑在整体结构的分布及功能的分配上进行最优

的调整,以满足低氧条件下低能耗的生理过程[2]。
因此,与适应地表生活的啮齿类动物相比,裸鼹鼠

脑结构需要作出多方面的生物学改变,以适应特殊

的地下环境。 本文将从裸鼹鼠视觉、听觉、嗅觉、感
觉等结构及功能方面的改变进行系统的阐述,揭示

裸鼹鼠独特的脑形态及结构功能特点,为裸鼹鼠在

生物医学领域的应用推广奠定一定的基础。

1　 裸鼹鼠脑形态

裸鼹鼠脑由内皮、表皮、脑膜以及较厚的颅骨

逐层包被,从上面观呈两侧半球略宽的扁球形,脑-
体重比为 1. 00 ∶91. 74,由嘴侧至尾侧,腹侧至背侧

的顺序,脑部结构依次为嗅球、新皮质、梨状皮质、
小脑、脑干[3]。

2　 视觉系统

完整视觉功能的是通过眼球、视神经以及大脑

中枢三个部分有机协作以实现视觉信号输入及信

息的整合,并最终为机体做出相应的行为学反应,
这显然是一个非常消耗能量的过程[4-6]。 野外自然

环境中裸鼹鼠在终年不见阳光的地下穴居生活,在
漫长的演化过程中裸鼹鼠的视觉功能逐渐退化,包
括其眼部结构、视神经以及视觉中枢均出现了不同

程度的结构和功能上的削弱。 这对于裸鼹鼠来说,
无论从功能上和能量消耗方面来看都是其不断演

化的必然结果[4,6]。 目前,裸鼹鼠视觉功能也得到

了广泛和深入的研究[7-12]。 总体来说,裸鼹鼠大脑

中视丘和外侧膝状体显著萎缩[10],橄榄状顶盖前区

虽然存在但退化明显。 此外,视交叉上核功能与其

他啮齿类动物相似并在结构上得到了完好的保存。
2. 1　 裸鼹鼠眼球结构功能

裸鼹鼠眼球与其他哺乳动物结构组成相同:包
括角质层、晶状体、虹膜以及视网膜等结构,区别在

于以下几个方面。 首先,裸鼹鼠的眼球冠状面外围

直径大约是 1. 6 mm,而同体积小鼠为 3. 4 mm[3-4]。
其次,相对于小鼠或者其他哺乳动物的球状眼球而

言,裸鼹鼠眼球更类似于块茎状,并且在其基部有

脂肪组织,位于视网膜后方[6]。 再次,裸鼹鼠眼窝

大小与同体积小鼠无区别,被大量软组织所占据,
其中也包含有副泪腺结构[13]。 另外,裸鼹鼠的眼球

附着的位置和深度与其他哺乳动物存在一定的差

异。 成年裸鼹鼠视网膜与典型的哺乳动物视网膜

类似,由巩膜向玻璃体侧,依次为光感受器、外核

层、外网层、内核层、内网层以及神经节细胞层[9],
裸鼹鼠视神经节细胞数目远低于其他哺乳动物[14]。
裸鼹鼠眼部晶状体厚度在 0. 85 ~ 0. 9 mm 范围

内[7],其视网膜厚度会随着年龄增长而逐渐降

低[6],视网膜结构紊乱也严重限制了其视觉成像

功能[4]。
2. 2　 裸鼹鼠视觉神经系统特点

裸鼹鼠视觉神经系统组成与其他啮齿动物类

似,主要由视神经及位于外侧膝状体、上丘和顶盖

前区等区域的核团组成,但是裸鼹鼠视神经在显微

及超微结构上与其他动物存在一定的差异。
裸鼹鼠视神经髓鞘包裹层数与沙鼠几乎一致,

但透射电镜下可见裸鼹鼠视神经横截面积远远小

于沙鼠,其视神经髓鞘化比例仅有沙鼠的1 / 2[6],单
层髓鞘的厚度远远小于沙鼠。 这样的结果便是裸

鼹鼠神经轴突外围髓鞘厚度远远低于沙鼠。
外侧膝状体是位于丘脑的一个小小的神经核

团,直径只有几个毫米,是视觉信号在大脑中的第

一站。 外侧膝状体可以初步检测视觉图形的方位

信息、运动方向和运动速度信息。 裸鼹鼠外侧膝状

体与同体积小鼠相比,发生了高度退化:体积大幅

萎缩,仅有小鼠的 10%(裸鼹鼠为 0. 05 mm3,小鼠为

0. 46 mm3) [6];厚度被压缩至 80 ~ 250 μm 的单层

或数层,而同体积小鼠厚度为 350 ~ 450 μm[6];背
侧膝状体比腹侧膝状体退化更为严重,仅占小鼠的

5%,而腹侧则占 18%[6]。
上丘是中脑背侧四叠体的上一对小丘,是视觉

反射中枢,即接受视束及枕叶皮质来的纤维,又发

出纤维参与构成顶盖延髓束和顶盖脊髓束,交叉后

下行,止于脑神经运动核及脊髓前角细胞,完成视

觉反射。 裸鼹鼠中脑大部分结构与小鼠相似,唯有

其上丘严重退化[6],上丘中的视网膜投影主要投射

向对侧而少量投射至同侧。 这一投射区厚度仅有

30 ~ 100 μm,远远小于同体积小鼠的 300 μm 平均

水平,视网膜投影区大约只有同体积小鼠的 15%
(裸鼹鼠 0. 08 mm3,小鼠 0. 53 mm3),整个上丘体积

也只有小鼠的 42%左右(裸鼹鼠 1. 41 mm3,小鼠

3. 34 mm3) [6]。 与鼹形鼠属和 Ansell′s 鼹鼠,裸鼹鼠

的投射区密度较低,并且几乎没有视神经投射至对

侧视交叉上核或者终纹床核以及其他边缘结构

中[6],这也是导致其视觉辨认能力受到极大程度削
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弱的重要原因之一。
顶盖前区作为裸鼹鼠视觉中枢中一个非常重

要的结构,位于上丘嘴侧位置,同其他鼹鼠相似,保
持着典型的橄榄状,但其体远小于同体积小鼠,只
有小鼠体积的 15% ~ 25%(裸鼹鼠为 0. 01 mm3;小
鼠为 0. 03 mm3) [6],这就导致裸鼹鼠顶盖前区发挥

视觉功能的数量显著降低。 虽然尚能接受视网膜

投影,但是却丧失实现清晰的图像成像能力[15]。
针对上述视觉神经系统的功能学检测证实,裸

鼹鼠选择性的丧失了控制视觉成像功能的中枢结

构而仅仅保留了已经高度退化的橄榄状顶盖前区

用于处理分析光线信号,以保证机体必需的昼夜

节律[6]。

3　 听觉系统

听觉传导通路主要由三级神经元组成,听感受

器为螺旋器,声波的震动通过外耳道使骨膜振动,
骨膜带动鼓室内的听小骨,把声波的振动经卵圆窗

传至内尔耳蜗的外淋巴,进一步影响到蜗管内的淋

巴振动,最后传到螺旋器,刺激 Corti 器上的毛细胞,
使其发生极化而产生听觉冲动,经听觉传导通路传

向听觉中枢,期间需要经过多次中继和反复交叉才

能传至丘脑和听皮质,而重要的中继站有上橄榄

核、 斜 方 体 核、 外 侧 丘 脑、 下 丘 和 内 侧 膝 状

体等[16-17]。
穴居动物的听觉功能最近几年才开始得到研

究人员的关注[18-20]。 穴居物种的听觉功能显著区

别于适应地面、高空以及水中环境的物种,出现了

一定程度的退化,可能是洞穴中的特殊环境(狭长、
封闭)限制了其听力的发展,这也是其它穴居生活

动物的共同特点:比如分布于北美的独居动物衣囊

鼠[19],以及分布在地中海东部的独居动物盲鼹鼠都

具有明显的听力退化[17-18,21]。
裸鼹鼠虽然是穴居动物,但是并非独居而是营

大型群居生活,群落中可多达 300 个以上个体,它们

可以至少产生 17 种不同的声音与特定的行为动作

相对应[22],但是它们却与营独居生活的穴居动物一

样,听力退化,不依靠声音传播来完成群落内个体

间的信息交流,这也是进行群居生活的物种中的一

个特例。
3. 1　 裸鼹鼠听觉灵敏度及声源定位功能

近年来,研究人员在裸鼹鼠听觉灵敏度和声源

定位功能方面也取得了一定的进展。

首先从外观来看,裸鼹鼠没有外耳廓,只有皮

肤构成的环状结构位于外耳道开口处。 与生活在

地表的啮齿类动物相比,裸鼹鼠听力的独特之处在

于其极低的听觉灵敏度和高频波段听力[7]。 裸鼹

鼠能接收的声音信号范围非常局限,接收声音阈值

只有 35 dB(出现在声波为 4 KHz 时) [7];能接收的

高频率声音波段范围只有(60 dB 声压级时)65 Hz
~ 12. 8 Hz,甚至低于擅长识别低频波段声音的啮齿

类动物能感知的高频波段声波。 噪声阈值测试显

示,裸鼹鼠只有在声音持续相当长的时间直至逼近

渐进阈值时才能感知到声音信号[7]。
在声源定位方面,由于裸鼹鼠听力精准度极低

并且无法区分噪音和所需声音导致其声源定位能

力几乎丧失。 持续时间低于 40 ms 或者持续时间较

长的声音无法被裸鼹鼠利用双耳的定位功能辨别

出其声源地[7]。
3. 2　 裸鼹鼠听觉中枢的功能特点

虽然裸鼹鼠听觉灵敏度和听力定位功能在演

化过程中出现了严重的退化,但是这并不妨碍裸鼹

鼠听觉神经中枢结构的保留,这一现象与听力退化

的衣囊鼠和盲鼹鼠相似[17,19]。 裸鼹鼠的听觉中

枢———前庭蜗神经核得到了保留,这些核团结构正

常,只是体积较小,尤其是负责双耳定位功能的核

团体积萎缩更为明显。 这些结构主要包括蜗腹侧

后核、蜗神经后核(其中的颗粒细胞散在分布在其

中)、蜗腹侧前核、橄榄核复合体以及斜方体等[7]。
这也从一定程度上可以推断,裸鼹鼠听觉灵敏度功

能退化可能只是适应其生活习惯而出现的适应性

改变,而并非负责听力的相关结构出现改变所致。
但是与其他穴居地下的动物类似,裸鼹鼠脑干中控

制高频波段上橄榄核、外侧上橄榄核、斜方体内侧

核以及斜方体[23-25] 等结构小于其他啮齿类动物。
这些核团体积上的萎缩可能一定程度上与整体听

觉灵敏度降低以及声源定位功能退化有关[17]。

4　 躯体感觉系统

哺乳动物的躯体感觉系统包括触觉、痛觉及温

度觉等系统。 Henry 等[11] 研究人员发现裸鼹鼠躯

体感觉皮质主要包括三个区域:初级躯体感觉皮

质、次级躯体感觉皮质及壁腹侧区。
4. 1　 初级躯体感觉皮质

初级躯体感觉皮层位于中央后回,是躯体感觉

系统的一部分。 在初级躯体感觉皮层,触觉表现从
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脚趾(大脑半球顶部)到嘴部(底部)有序排列(以倒

置方式) [11]。
裸鼹鼠脑部结构中一个最显著的特点就是其

接收体感信号输入的新皮质区。 躯体感觉皮质几

乎占据了裸鼹鼠新皮质尾侧所有区域,这是以牺牲

皮层其他功能区域为代价实现的。 裸鼹鼠的初级

躯体感觉皮质具有其诸多独特之处。 与其他啮齿

类动物相比,裸鼹鼠初级躯体感觉皮质区域显著大

于现已研究过的其他啮齿类动物(初级躯体感觉皮

质区域体积 /整个皮层体积比增加了大约 50%) [8],
这一增加的比例显著高于已经报道的盲鼹鼠[26],并
且裸鼹鼠初级躯体感觉皮质区缺少无应答区。 其

次,与盲鼹鼠类似,本应为初级视觉皮质区域的皮

层中央及尾侧部位已经被裸鼹鼠初级躯体感觉皮

质大量占据[8,26],这可能是鼹鼠属的一个共性。 裸

鼹鼠初级躯体感觉皮质最为重要的特点在于其外

侧皮质主要用于控制牙齿的功能,其中控制上下切

牙功能的皮质区域大于超过了初级躯体感觉皮质

区域的 30%[8],远远超过了同体积小鼠中控制上下

切牙功能的皮质区域[27]。 这一现象与裸鼹鼠行为

学表型一致,裸鼹鼠在其自然生存的环境中主要依

赖其切牙进行觅食、挖掘以及搬运物体等重要的活

动。 较大的牙齿功能皮层控制区域得裸鼹鼠有望

成为研究控制牙齿功能的初级躯体感觉皮质可塑

性首选的实验动物[28]。
4. 2　 次级躯体感觉皮质

在初级躯体感觉皮质后侧及外侧边缘相邻的

区域为次级躯体感觉皮质,这一区域主要用于控制

对侧躯体感觉。 次级躯体感觉皮质在形态上是初

级躯体感觉皮质的缩小版并且以面部和鼻部中线

为界与后者呈镜像对称状。 次级躯体感觉皮质从

垂直方向来看,其中控制面部功能的区域位于中

间,而控制四肢和躯干的区域位于侧面。 同初级躯

体感觉皮质区域相比,裸鼹鼠次级躯体感觉皮质中

控制躯体和面部功能的区域较前者大[8,11]。
4. 3　 壁腹侧区皮质

壁腹侧区皮质只存在于少数哺乳动物中[29],位
于次级躯体感觉皮质侧面[30-31]。 此区域主要参与

控制面部和嘴部躯干的活动。 裸鼹鼠中的三级皮

质感觉区的位置目前还存在一些争议。

5　 展望

裸鼹鼠作为一种新兴的实验动物资源,其寿命

长、肿瘤耐受性高、耐疼痛、耐低氧等生物学特性使

其逐渐成为生物医学的研究热点。 近年来,随着人

口老龄化的到来,越来越多的神经退行性疾病也成

为影响人类生活质量的重要医学难题。 而裸鼹鼠

大脑在长期演化过程中产生的一些改变,是其适应

环境的演化结果,这也使其成为研究神经退行性变

的最具潜力型动物模型之一。
长期黑暗的环境,使得裸鼹鼠视觉功能严重退

化,其眼部结构几乎可以用“迷你”来描述,视网膜

以及其他附属结构简化,远不及其他视力正常的啮

齿类动物[4-5]。 其视力只能感受到无定形的光线信

号,但无法接收清晰的图像信号[6]。 它对图形图像

识别能力降低,是相应神经核团退化的结果[4,6],可
能与人类大脑在受到创伤、炎症及缺血缺氧性损伤

时发生病变的核团定位相似,可成为研究神经源性

视觉功能退变的天然动物模型。 继发性视神经损

伤是由各种原因所致的脑损伤,如脑外伤、脑血管

意外、脑炎或脑膜炎后遗症、缺血缺氧性脑病。 视

神经损伤后可出现视力下降甚至失明,直接光反射

消失,间接光反射有时正常[32]。 另外,裸鼹鼠视网

膜功能退化,也可以使其成为视觉病变的优势动物

模型,进行相应的分子机制及药物研发的研究[33]。
裸鼹鼠听觉系统及听力也到了一定程度的削

弱。 首先外耳廓在演化过程中消失,在耳开口处只

有由皮肤组成的环状结构[7]。 在听觉方面,其声源

定位能力障碍,只能辨识以泥土为传播介质的低频

声音[7]。 在临床患者当中,经常有一些听觉中枢处

理障碍的患者,如自闭症、听神经病、部分老年性聋

等[34],严重影响患者的生活质量。 近十多年来,人
工听觉(人工耳蜗和人工中耳等)已成为治疗耳聋

的重要方法之一。 然而这些装置还有待于通过研

究来发展和改善,这就需要可靠的耳聋模型。 而裸

鼹鼠恰可以成为研究听觉系统障碍的天然动物模

型,尤其是用于研究神经中枢发育异常或者病变导

致的听力受损的生物学机制研究。
但是,裸鼹鼠其他功能则代偿性增强:在与其

身体直径相当的洞穴中,裸鼹鼠主要依赖其体表数

根触须发挥的触觉功能代偿其严重退化的视力和

听力[8-9]。 这些生理功能的变化可能主要是其脑内

对应脑区的形态结构和功能出现适应性的变化造

成的[8-11]。 那么,调控裸鼹鼠感觉系统功能的基因

可进行深入挖掘,包括触觉、痛觉等方面的功能基

因,使其成为研究感觉功能异常的天然动物模型。
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6　 结语

综上,深入揭示裸鼹鼠神经系统结构和功能的

特征,一方面能够使这一动物的生物学信息更加清

晰,另一方面可以使其在神经科学领域得到更为广

泛的应用,从而进一步推动生物医学的发展,为解

决相应的生物医学难题提供有效的技术支持。
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将大鼠子宫内膜移植到小鼠模拟人类子宫内膜异位症的新动物模型

子宫内膜异位症是子宫内膜细胞在子宫外腹腔或盆腔生长的一种病理状态,其并发症可导致女性不

孕。 虽然小鼠模型在不孕和生殖领域的研究应用广泛,但因啮齿类动物没有月经周期和子宫内膜脱落,所
以小鼠不可能自然出现子宫内膜异位症。 如何诱导建立小鼠子宫内膜异位症的动物模型是十分必要的。

伊朗克尔曼沙医科大学解剖系的研究人员,通过对比了三种制作啮齿类动物子宫内膜异位症模型的方

式,制作了一种新的用于模拟人类子宫内膜异位的动物模型。
研究将小鼠分为了手术组对照组、同种异体小鼠子宫内膜移植组,以及大鼠子宫内膜移植至小鼠手术

组,其中手术组又分为子宫内膜移植至前腹壁和子宫内膜移植至肠系膜组。 为了增加子宫内膜厚度便于移

植及解剖操作,本实验中选用有妊娠经历的大 /小鼠并放置于雄性鼠周围,诱导雌激素分泌,同时将受体小

鼠暴露于雄性小鼠周围促进雌激素分泌以保证子宫内膜的激素依赖性,最终通过病理学及相关分子标志物

的测定,判断模型是否构建成功。
研究发现,与对照组相比,同种及异种子宫内膜移植到小鼠腹壁的 HOXA10 和 HOXA11 的基因表达显

著降低,且呈现子宫内膜细胞的高速率增殖后产生的氧化应激;对血管生成率的评价中,同种及异种小鼠子

宫内膜移植组的血管生成数量高于手术对照组;且发现了巨噬细胞中含铁血黄素的沉积。 提示模型中出现

了血管生成及巨噬细胞的过度活化;但是只有大鼠子宫内膜移植到小鼠前腹壁模型组,可出现 VEGF-A、
TNF-α、NO、MDA、血清 CA-125 和 IL-37 浓度升高,动物总体重降低,子宫内膜病变的重量和大小显著增加。

综上所述,本文通过构建并对比了几种不同的子宫内膜异位症动物模型,发现将大鼠子宫内膜移植到

小鼠前腹壁的异种移植,在形态学、组织学和遗传学上可模拟人类子宫内膜异位症,可作为一种新的子宫内

膜异位症动物模型。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal Models and Experimental Medicine, 2021,

4(3): 268-277;https: / / doi.org / 10.1002 / ame2.12181)。
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中国小型猪在生物医药领域的研究进展
陈雨荣1,安星兰1,张胜1,翟岩辉1,于浩2,代相鹏1∗,李子义1∗

(1. 吉林大学第一医院人类疾病动物模型国家地方联合工程实验室,长春　 130021;
2. 吉林大学动物科学学院,长春　 130062)

　 　 【摘要】 　 小型猪在生理、解剖结构、营养代谢、药物代谢以及疾病发生发展上与人类相似,被广泛应用于人类

疾病研究中。 我国小型猪资源丰富,不同种群遗传性状稳定并各具特色。 但如何结合中国小型猪的特点,建立符

合生物医药研究需要的人类疾病小型猪模型仍处于探索阶段。 本文对不同品种中国小型猪在人类疾病模型研究

中的应用现状进行概述,以期为进一步利用中国小型猪研究人类疾病提供参考和指导。
【关键词】 　 中国小型猪;生物医药;疾病模型
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Progress in the use of Chinese miniature pigs in biomedical research
CHEN Yurong1, AN Xinglan1, ZHANG Sheng1, ZHAI Yanhui1, YU Hao2, DAI Xiangpeng1∗, LI Ziyi1∗

(1. National & Local Joint Engineering Laboratory for Animal Models of Human Diseases, First Hospital, Jilin University,
Changchun 130021, China. 2. College of Animal Science, Jilin University, Changchun 130062)
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【Abstract】　 Miniature pigs are similar to humans in terms of their physiology, anatomy, nutrition, metabolism, drug
metabolism, and disease development and are therefore widely used in the study of human disease. Chinese miniature pigs
have stable genetics but are also outbred. However, the harnessing of the characteristics of Chinese miniature pigs in the
establishment of mini-pig models of human disease that meet the needs of biomedical research is still in the exploratory
stage. In this article, we summarize the status of the breeds of Chinese miniature pig with respect to research into human
diseases in order to provide a reference and guidance for the further use of this species in the study of human diseases.

【Keywords】　 Chinese miniature pig; biomedicine; human disease model
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　 　 人类疾病动物模型是为阐明人类疾病的发生

发展机制或建立预防、诊断和治疗方法而制作的具

有人类疾病模拟表现的实验动物[1]。 小型猪在生

理生化指标、解剖结构、营养代谢、药物代谢和疾

病发展等方面与人类相似,是理想的研究人类疾

病的动物模型[2] 。 我国小型猪实验动物化研究开

展于上世纪 80 年代,与欧美国家相比落后 40 多

年。 但我国小型猪资源丰富,一些地方小型猪种

长期在封闭环境中进行繁育,形成了体型小、性成

熟早、遗传性状稳定等优良特性,具有广阔的应用

前景。 我国实验动物化培育的小型猪品系包括:
巴马小型猪、贵州小型猪、中国实验用小型猪、五
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指山小型猪、西藏小型猪、版纳微型猪、蕨麻小型

猪等[3-4] 。 目前研究人员已建立了多种基于中国

小型猪的人类疾病模型,但不同品系的小型猪在

模拟不同的人类疾病上具有差异。 为方便科研人

员依照研究目的选择合适的小型猪进行疾病研

究,本文将对中国小型猪资源现状及近年来建立

的人类疾病模型进行综述,为利用中国小型猪研

究人类疾病提供参考和指导。

1　 中国小型猪的资源现状

在国家畜禽遗传资源委员会办公室近期公布

的《国家畜禽遗传资源品种名录-猪志》中总共提及

83 个猪地方品种,其中属于小型猪有香猪、五指山

猪、藏猪、滇南小耳猪等。 中国小型猪具有体重小、
抗逆性强、性成熟早、肉质好等特点,是发展生猪产

业、培育新品种、保护遗传多样性、研究人类疾病的

重要资源。 由于中国小型猪种类较多,品种形成历

史复杂,为了进一步明确中国小型猪的起源和进化

关系,选择了 12 个代表性的各个地域的小型猪品

种,以西南野猪、东北野猪、欧洲野猪为种的外类

群,非洲疣猪为属的外类群。 利用 MEGA X 软件,
采用最小进化法基于线粒体 DNA 全基因组序列进

行系统发生树的构建(见图 1) [5-10]。 结果表明:中
国小型猪主要起源于西南野猪,而与东北野猪、欧
洲野猪的进化距离较远。 首先从西南野猪分化出

来的是江浙地区的金华猪,另外一个是由两个亚类

群组成的大类群,其中一支由云贵地区的版纳微型

猪、从江香猪与滇南小耳猪组成的亚类群,另一支

则是由巴马香猪、五指山猪、陆川猪、藏猪、碧湖猪、
隆林猪、莱芜猪和荷包猪构成的最大类群。 在最大

的子类群中,云贵地区的小型猪无论从地理上还是

遗传距离上都更接近西南野猪。 推测中国的小型

猪品种最初是从西南地区,尤其是云贵地区开始品

种形成并逐渐向外扩散,可能由于人类迁移的不确

定性等因素的影响,后期形成的小型猪种并没有形

成地理依赖性聚类。

图 1　 基于线粒体全基因组构建的中国小型猪分子发生树

Figure 1　 Molecular phylogenetic trees of Chinese miniature pigs based on complete mitochondrial genome

2　 中国小型猪在生物医药领域的研究

2. 1　 香猪

香猪包括从江香猪、环江香猪、剑白香猪、久仰

香猪以及巴马香猪[11]。
2. 1. 1　 巴马香猪(Bama xiang pig)

巴马香猪原产于广西巴马瑶族自治县,因其肉

味鲜香得名“香猪”。 巴马香猪体型较小,具有臀头

黑、其余白的“两头乌”的毛色。 成年母猪体重为

(40. 88 ± 1. 14)kg,公猪(27. 13 ± 2. 06)kg,母猪 72
日龄,公猪 110 日龄性成熟,母猪多产,平均窝产仔

数 10. 07 头。 巴马县巴马镇设有一巴马香猪国家级

保种厂[11]。
广西巴马小型猪是 1987 年广西大学王爱德教

授等[12-13]以巴马香猪为原始基础群,采用闭锁纯繁

近交方式培育而成的小型猪封闭群品系。 1994 年

定名为“广西巴马小型猪”,简称“巴马小型猪”。 该

品系成年母猪体重为 40 kg 左右, 公猪 35 kg
左右[12-13]。

(1)在心血管系统疾病中的研究

巴马小型猪的部分血液生理指标、心脏解剖结

构以及冠脉系统的分布与人类相似,目前已被广泛

应用于心血管疾病的研究中[14]。
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采用球囊封堵冠状动脉法可制备巴马小型猪

急性心肌梗死模型,该方法对实验动物的创伤小,
但容易引起心室颤动以及血栓[15]。 开胸结扎冠状

动脉可建立良好的巴马小型猪心肌缺血模型,该方

法操作简单,但创伤大且死亡率较高[16]。
李艳君等[17] 采用高脂高胆固醇饲料持续饲喂

诱导巴马小型猪发生动脉粥样硬化(atherosclerosis,
AS),动脉粥样硬化指数可达 3. 8 以上,且 AS 特征

可稳定持续 3 个月以上。 Fang 等[18] 采用 CRISPR
技术使载脂蛋白 E 基因(apolipoprotein E,ApoE)发
生移码突变,获得 ApoE- / -巴马小型猪,经高脂高糖

饲料喂养 6 个月后模型猪出现严重的高胆固醇血症

和动脉粥样硬化。 研究人员认为该模型对 AS 的转

化研究具有重要意义。
采用高脂高盐饲料连续诱导 8 周可建立巴马小

型猪高血压模型,模型猪的收缩压和舒张压显著上

升。 该模型模拟了人类自然状态下高血压发生进

程,对 人 类 高 血 压 病 的 预 防 和 干 预 具 有 重 要

意义[19]。
Hai 等[20]利用 CRISPR 技术敲除猪血管性血友

病因子基因,建立了血管性血友病巴马小型猪模

型,模型猪出现严重凝血功能障碍,与临床血友病

患者症状较为相似。
(2)在内分泌系统疾病中的研究

此外,巴马小型猪可用于糖、脂代谢紊乱等相

关代谢疾病的研究。 研究人员也建立了巴马小型

猪Ⅱ型糖尿病(type 2 diabetes mellitus,T2DM)模型。
Li 等[21]、相磊等[22] 利用高脂高糖饲料诱导建立了

巴马小型猪 T2DM 模型,实验组小型猪出现高胰岛

素血症以及肥胖症状。 而采用饮食诱导联合链脲

佐菌素(streptozotocin,STZ)的方法可成功建立疾病

特征更为稳定的 T2DM 模型[23-24]。
(3)在消化系统疾病中的研究

巴马小型猪的肝质量、肝内血管及胆管分布、
肝轮廓等方面与人类相似,是研究肝疾病的理想动

物模型[25]。 周忠信等[26] 及廖锦元等[27] 采用四氯

化碳(CCl4)复合因素造模法成功制备出小型猪肝

硬化模型,实验组小型猪丙氨酸转氨酶、天冬氨酸

转氨酶及总胆红素等水平逐渐升高,而球蛋白水平

下降。 并且,随造模时间的延长,模型猪由肝纤维

化逐步发展为不可逆转的肝硬化,可用于研究肝

炎、肝硬化的病理及生化指标的变化。
(4)在神经系统疾病中的研究

为建 立 巴 马 小 型 猪 帕 金 森 病 ( Parkinson
disease,PD)模型,2015 年赖良学团队利用 CRISPR
技术成功敲除巴马小型猪的磷酸酶及张力蛋白同

源物诱导的蛋白激酶 1 ( PTEN-induced putative
kinase 1,PINK1)和帕金森蛋白 2 基因( parkin 2,
PARK2)基因,但 7 月龄小型猪未表现出如震颤、运
动迟缓等帕金森病的典型症状[28]。 随后,该团队以

相同方法敲除巴马小型猪 parkin、PINK1 和 DJ-1 基

因,但 10 月龄时小型猪表现正常[29]。 Zhu 等[30] 采

用 CRISPR 技术使 α 突触核蛋白(α-synuclein)基因

发生错义突变,但 3 月龄小型猪未出现帕金森症状,
仍需定期检查是否会出现疾病表型。

(5)在免疫系统疾病中的研究

α-1, 3-半 乳 糖 基 转 移 酶 ( α-1, 3-
galactosyltransferase,GGTA1)、胞苷磷酸-N-乙酰神经

氨 酸 羟 化 酶 ( cytidine monophosphate-N-
acetylneuraminic acid hydroxylase,CMAH)和 β-1, 4
N-乙 酸 氨 基 半 乳 糖 转 移 酶 ( β-1, 4 N-
acetylgalactosaminyltransferase 2,β4GalNT2) 是 3 种

引起异种移植排斥的主要抗原。 潘登科团队利用

CRISPR 等技术分别建立了 GTTAl / β4GalNT2 双基

因敲除[31],CAMH / GTTA1 双基因敲除[32] 以及表达

hCD47 的 GTTA1 / hCD47[33]巴马小型猪模型。 模型

猪的健康状况和繁殖能力正常,可为进一步降低异

种器官移植急性排斥反应提供低免疫原性供体,并
可用于探究 hCD47 基因在减弱受体巨噬细胞对异

种移植各器官的排斥反应。 2017 年,杨璐菡团队利

用 CRISPR 技术培育出了世界上首批不携带内源性

逆转录病毒(porcine endogenous retroviruses,PERV)
的巴马猪,解决了 PERV 可能感染人的问题,大大提

高了一种移植的安全性[34]。 2020 年,该团队在

PERV 灭活巴马猪的基础上利用 CRISPR 技术敲除

GGTA1,CMAH 和 β4GalNT2 基因,并通过转座子敲

入了 9 个降低异种排斥反应的人源基因( hCD46、
hCD55、 hCD59、 hB2M、 HLA-E、 hCD47、 hTHBD、
hTFPI 和 hCD39),实现了异种移植的又一重大突

破。 体外实验中,模型猪细胞对人体体液免疫、细
胞介导的损伤以及凝血功能失调相关的发病机制

具有抵抗性[35]。
白介素受体 γ 链基因 ( interleukin-2 receptor

gamma gene, IL2RG ) 和 重 组 活 化 基 因 1 / 2
(recombination activating gene 1 / 2,RAG1 / 2)与淋巴

细胞发育相关。 RAG1 / 2 敲除纯合猪表现出 T、B 细
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胞缺乏、脾发育不良等明显的严重联合免疫缺陷

(severe combined immune deficiency,SCID)症状[36]。
2014 年,Huang 等[37]利用类转录激活效应因子核酸

酶 ( transcription activator-like effector nuclease,
TALEN)技术成功敲除巴马小型猪 RAG1 / 2 基因,模
型猪表现出免疫器官发育不全、无法进行 V(D)J 重

组、缺乏成熟的 B、T 细胞等典型的 SCID 症状。 吉

林大学第一医院人类疾病动物模型国家地方联合

工程实验室李子义、杨永广团队联合中科院动物所

周琪团队,在国家重点研发项目和中科院先导项目

等支持下,目前已获得 RAG1 和 IL2RG 双基因突变

的(RAG1- / - / IL2Rγ- / Y)SCID 猪,仔猪表现出明显的

SCID 症状。 这些免疫缺陷模型对研究人类 SCID 相

关疾病、评价干细胞移植的效率和安全性以及生产

人源化动物模型具有重要意义(未发表)。
(6)在其他疾病中的研究

Zhang 等[38] 利 用 乙 酰 基 亚 硝 基 脲

(ethylnitrosourea,ENU)诱导双氧化酶 2(dual oxidase
2,DUOX2)基因发生纯合错义突变,建立了甲状腺

功能减退巴马小型猪模型。 模型猪出现严重的甲

状腺功能减退、贫血和免疫缺陷。
敲 除 4-羟 基 苯 丙 酮 酸 氧 化 酶 ( 4-OH

phenylpyruvate dioxygenase, 4HPPD / HPD) 可建立

III 型酪氨酸血症巴马小型猪模型。 模型猪血液中

酪氨酸含量以及尿液中 4-羟基苯乳酸和 4-羟基苯

乙酸水平显著上升,符合人类 III 型酪氨酸血症的临

床特征, 可作为人类 III 型酪氨酸血症的理想

模型[39]。
2. 1. 2　 从江香猪(Congjiang xiang pig)

从江香猪(贵州香猪)主要分布在贵州从江、苗
族自治区及广西环江县等地。 该品系猪被毛全黑,
成年体重(母猪)为(55. 88 ± 2. 91)kg,性成熟较早,
公猪 30 日龄即有精液排出,窝产仔数为(7. 11 ±
2. 35)头[11]。

贵州小型猪是 1985 年贵州中医学院甘世祥教

授等以贵州小型香猪为基础群,通过封闭培育、适
度近交培育而成小型猪品系。 1987 年经专家鉴定

后正式命名为“贵州小型猪”。 该品系小型猪 12 月

龄不超过 25 kg[40]。
中国实验用小型猪是 1985 年中国农业大学的

裴德智等以川黔交界山区小香猪为基础群,采用全

同胞近交、负向选择方法培育而成的小型猪品系。
该品系小型猪成年体重为 35 ~ 40 kg[41]。

(1)在心血管系统疾病中的研究

采用开胸结扎法[42]、球囊封堵法[43] 以及导丝

介入栓塞法[44]均可建立贵州小型猪急性心肌梗死

模型,研究人员认为相比开胸结扎法,球囊封堵法

以及介入栓塞法对实验结果干扰小,与临床条件更

为相近。
刘录山等[45] 采用高脂高胆固醇饲喂法成功建

立了贵州小型猪动脉粥样硬化模型。 模型猪冠脉

和腹主动脉管腔内出现明显与人类成熟斑块特点

相似的凸起斑块,具有脂质坏死核心、大量泡沫细

胞及炎性细胞等。
(2)在内分泌系统疾病中的研究

采用高脂高糖饲料诱导法[46-47] 或 STZ 连续诱

导法[48]可成功建立贵州小型猪 T2DM 模型,模型猪

血糖升高,可用于 T2DM 的研究。 另外,陈华等[49]

研究发现与巴马小型猪和五指山小型猪相比,中国

实验用小型猪对高脂饲料诱发 T2DM 相对不敏感,
建模需要较长时间诱导,可作为糖尿病抗性品系。

(3)在消化系统疾病中的研究

Wang 等[50]采用肝动脉灌注 80%乙醇方法建立

了贵州小型猪肝硬化和门脉高压模型。 模型猪的

疾病病理生理发展过程与人类相似,出现肝细胞变

性坏死,肝发生明显的纤维化,可用于研究肝硬化

的诊断及治疗方法。
采用外科手术方法可建立人工不完全性腭裂

动物模型[51] 以及牙槽嵴裂动物模型[52],这类唇腭

裂模型效果稳定,对临床唇腭裂治疗研究具有重要

意义。
(4)在运动系统疾病中的研究

猪膝关节解剖结构与人类相似,并且猪在运动

过程中膝关节也存在大量屈曲动作。 贵州小型猪

还被用于建立双膝关节软骨缺损模型,研究人员分

别采取移植骨髓有核细胞( bone marrow nucleated
cells,BNCs) [53]或自体骨髓间充质干细胞[54]治疗软

骨缺损,并发现两种方法对软骨缺损修复效果均良

好,但 BNCs 的移植较为经济方便。
(5)在其他疾病中的研究

多囊蛋白 1(polycystin-1,PDK1)和多囊蛋白 2
(polycystin-2,PDK2)基因突变可能导致常染色体显

性遗传性多囊肾病。 2013 年, He 等[55] 建立了

PDK2 过表达转基因多囊肾病模型,但肾功能无明

显变化。 2015 年,该团队利用锌指核酸酶 ( zinc
finger nuclease,ZFN)技术敲除 PDK1 基因,建立了
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多囊性肾病中国实验用小型猪模型。 模型猪发生

肝、肾囊肿,可用于研究多囊性肾病的发病机制[56]。
2. 2　 五指山猪(Wuzhishan pig)

五指山猪原产于海南中部黎族、苗族聚居的五

指山地区,因体型矮小又得名“老鼠猪”。 该猪被毛

多为黑色或棕色,腹部和四肢内侧为白色,成年体

重为 30 ~ 35 kg,公猪 5 ~ 6 月龄,母猪 6 ~ 7 月龄

初配,母猪初产 ( 4. 37 ± 0. 22) 头,经产 ( 6. 58 ±
0. 31)头。 1998 年,海南省农业科学院畜牧兽医研

究所对五指山猪进行了保种工作,并成立了五指山

猪原猪场[11]。
五指山小型猪近交系是 1989 年中国农业科学

院北京畜牧研究所冯书堂教授等以同窝的 1 公 1 母

五指山猪通过“母配子”、“全同胞”的近交繁育方式

培育而成的高度近交小型猪品系。 该品系小型猪

基因纯合度较高,毛色为上黑下白,成年猪体重为

35 kg 左右[57-58]。
实验用五指山小型猪封闭群是 2007 年由广东

省实验动物检测所王希龙等从五指山地区引种 108
头五指山猪建立而成,该品系小型猪可分为花色系

和白色系,12 月龄体重为(27. 72 ± 6. 56)kg[4]。
2. 2. 1　 在心血管系统疾病中的研究

全基因组测序结果显示五指山小型猪与人类

在冠心病相关基因上存在很多相似之处,在已检测

的 247 个冠心病相关基因中仅缺失年龄相关性黄斑

变 性 易 感 基 因 2 ( age-related maculopathy
susceptibility 2,ARMS2)基因和胆固醇酯转移蛋白

(cholesteryl ester transfer protein,CETP)基因,并且

五指山小型猪有 1618 个药物靶点与人类同源[59]。
采用微球分次灌注法或球囊封堵联合微球栓

塞法可建立五指山小型猪心力衰竭模型,两种造模

方法 均 具 有 闭 胸、 高 成 功 率 和 重 复 性 好 等

优点[60-61]。
采用高脂饮食诱导法可建立五指山小型猪高

脂血症模型,连续诱导 3 ~ 4 月后小型猪血清中

TC、HDL 水平显著提高。 该模型模拟了人类高脂血

症发病过程,可用于研究血脂异常诱发心血管疾病

的机制及预防治疗办法[62-63]。
延长高脂饮食诱导时间可建立五指山小型猪

AS 模型[64-65]。 研究发现模型猪血浆和 AS 斑块中

脂 蛋 白 相 关 磷 脂 酶 A2 ( 1ipoprotein-associated
phospholipaseA2,Lp-PLA2) 的表达明显升高,并且

Lp-PLA2 在血管炎症发生和 AS 斑块形成中发挥了

关键作用[65]。
2. 2. 2　 在内分泌系统疾病中的研究

Kong 等[66]建立了肝特异性表达 11β-羟类固醇

脱氢酶 1(11β-hydroxysteroid dehydrogenase 1,11β-
HSD1)基因,胰岛 β 细胞特异性表达人胰岛淀粉多

肽( human islet amyloid polypeptide,hIAPP)基因和

DNA 损伤诱导转录物 3(C / EBP homologous protein,
CHOP)基因的三基因共转五指山小型猪。 转基因

猪肝脏脂肪含量增加以及 β 细胞的凋亡,血糖并未

升高。 研究人员认为该模型具有 T2DM 发展潜力,
可用于开发治疗糖尿病的新型药物。 Li 等[67] 建立

了过表达显性负性突变生长激素受体 ( growth
hormone receptor,GHR)的转基因猪模型,转基因猪

身材矮小,体重显著降低,血糖轻度升高,胰岛素 /
胰岛素样生长因子 1 通路紊乱。 该模型可用于研究

生长激素与癌症、糖尿病和寿命的关系方面。
2. 2. 3　 在消化系统疾病中的研究

2008 年,丁鳌等[68] 通过牙周翻瓣、丝线结扎和

接种牙龈卟啉单胞菌造成小型猪牙周感染,再结合

高脂诱导,建立了五指山小型猪牙周感染与 AS 复

合模型。 模型猪牙周袋加深,牙龈出血指数增加,
并且主动脉出现早期 AS 病变,可用于研究牙周炎

与冠心病的关系。
2. 2. 4　 在免疫系统疾病中的研究

潘登科团队先后采用免疫磁珠吸附[69] 和

TALEN 技术[70]敲除 α-1,3-半乳糖基转移酶(α-1,3-
galactosyltransferase, GGTA1 ) 基 因, 成 功 制 备 了

GGTA1 基因缺失的五指山小型猪。 GGTA1 基因敲

除后可降低免疫排斥反应,为异种器官移植研究的

可靠供体。 随后该团队建立了遗传稳定的胰岛特

异表 达 LEA29Y 转 基 因 五 指 山 小 型 猪 模 型。
LEA29Y 是一种能够高效抑制 T 细胞活性的新型人

工融合蛋白。 该转基因猪用于胰岛移植可以阻断 T
细胞激活的共刺激通路,降低胰岛移植术后人体内

T 细胞介导的免疫排斥反应,是胰岛异种移植的可

靠供体[71]。 戴一凡团队采用 CRISPR 技术分别建

立 了 GGTA1 / CMAH 双 基 因 敲 除[72]、 GGTA1 /
β4GalNT2 双基因敲除[73] 以及 GGTA1 / β4GalNT2 /
CMAH 三基因敲除[74]五指山小型猪,模型猪表现较

低的免疫原性。 这些模型为异种器官移植的研究

与利用提供了良好的研究材料。
2. 2. 5　 在运动系统疾病中的研究

杨程等 [75] 通过外科手术方法建立了五指山
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小型猪膝关节软骨缺损模型,并发现骨髓间充质

干 细 胞 ( bone marrow mesenchymal stem cells,
BMSCs)和肋软骨细胞( costal chondrocytes,CCs)
共培养构建组织工程软骨及共培养细胞修复五

指山小型猪膝关节软骨缺损均具有较好的修复

作用,为临床修复关节软骨缺损提供了理论依据

和实验基础。
2. 3　 滇南小耳猪(Diannan small-ear pig)

滇南小耳猪主要分布于云南省,中心产区为西

双版纳州一市两县境内,由长期近亲繁殖、选育形

成。 该猪被毛黑色,少数有六白特征,成年母猪体

重为(49. 69 ± 0. 27)kg,公猪(48. 81 ± 0. 61)kg,母
猪 4 月龄、公猪 3 月龄即可配种,初产母猪产仔数为

8 头,经产为 9 头左右。 西双版纳州种猪场承担滇

南小耳猪的保种工作[11]。
版纳微型猪属于滇南小耳猪。 因其生长缓慢

体型矮小等独特形状,1987 年经盛志廉教授定名为

版纳微型猪。 该品系成年母猪体重为(43. 3 ± 1. 0)
kg,公猪(36. 1 ± 1. 1)kg[76-77]。

版纳微型猪近交系是 1980 年由云南农业大学

曾养志教授等以云南版纳拉祜族寨子中的滇南小

耳猪为基础群,通过全同胞或亲子交两种高度近交

方法培育而成。 该品系近交程度高,成年猪体重平

均为 36kg[78-80]。
2. 3. 1　 在代谢系统疾病中的研究

肖国华等[81]采用高脂高糖联合低剂量 STZ 诱

导法建立了版纳微型猪 T2DM 模型。 喂养 12 个月

后,实验组小型猪空腹血糖值明显升高。 随后实验

发现,模型猪骨骼肌纤维普遍萎缩、肌纤维排列紊

乱、糖原合成减少,肌肉素(Musclin)蛋白表达水平

升高,因此推测肌肉素可能在 T2DM 的发生发展过

程中发挥重要作用[82]。。
2. 3. 2　 在免疫系统疾病中的研究

2013 年,Xin 等[83]选用版纳微型猪近交系小型

猪,采用 TALEN 技术成功敲除小型猪 GGTA1 基因。
该模型猪可用于异种器官移植研究。
2. 3. 3　 在其他疾病中的研究

Zhou 等[28]采用 CRISPR 技术成功敲除版纳微

型猪的酪氨酸酶(tyrosinase,TRY)双等位基因,建立

了白化病版纳微型猪模型。 该猪皮肤、毛发以及眼

睛中的黑色素全部消失,表现出典型的白化病特

性,是研究人类白化病的发病机制以及治疗办法的

良好模型。

2. 4　 西藏藏猪(Xizang Tibetan pig)
西藏藏猪主要分布于西藏的农区和半农牧区,

是典型的高原猪种。 全身被毛为黑灰色或淡黑色,
少数为棕色,12 月龄母猪体重为(22. 98 ± 0. 65)kg,
成年公猪(24. 52 ± 0. 92) kg,4 ~ 6 月龄性成熟,经
产母猪产仔数为 5. 75 头。 西藏农牧学院目前建立

了藏猪保种厂[4,11]。
西藏小型猪是 2004 年由南方医科大学顾为望

教授等从西藏自治区林芝市工布江达县引进的 42
头藏猪为基础,进行封闭群管理建立而成,目前已

完成风土驯化以及实验动物化研究。 西藏小型猪

全身黑色,体型矮小,是目前我国已知小型猪品系

中体重最轻的品种。 成年母猪体重为 ( 28. 06 ±
3. 92)kg,公猪(33. 31 ± 4. 40)kg[84-85]。
2. 4. 1　 在心血管系统疾病中的研究

与其他常见小型猪相比,西藏小型猪冠状动脉

分支较少,是建立心梗模型的理想实验动物[86]。 采

用开胸结扎法[86]及球囊封堵法[87] 均可建立西藏小

型猪心肌梗死模型,病理切片结果显示梗死区域心

肌结构失去完整性并且形成大量瘢痕组织。
陈民利团队采用高脂诱导和高脂高胆固醇诱

导方法建立了藏猪胰岛素抵抗 AS 模型,模型猪主

动脉脂质沉积和粥样硬化程度明显,并伴有胰岛素

抵抗,可用于研究人类胰岛素抵抗和心血管疾病的

疾病发生发展机制[88-90]。 与五指山小型猪相比,在
高脂环境下西藏小型猪的炎症反应程度较高而血

脂较低,易形成向心性肥胖,脂肪多沉积在心脏、肾
脏组织。 研究人员认为西藏小型猪可能适合于研

究中心肥胖型胰岛素抵抗的心血管疾病[91-92]。
赖良学团队先后利用 ZFN 技术和转基因克隆

技术成功建立糖尿病和心血管病相关的重要靶点

基因 PPARγ 基因敲除的杂合西藏小型猪模型[93],
以及 PPARγ 过表达转基因西藏小型猪模型[94],该
类模型可用于研究 PPARγ 基因在心血管系统中的

功能及其对糖尿病和心血管病的影响,以及开发靶

向 PPARγ 的新型胰岛素激动剂药物。
2. 4. 2　 在神经系统疾病中的研究

赖良学团队利用转基因克隆技术成功培育出

世界 上 首 个 转 httN208-105Q 的 亨 廷 顿 舞 蹈 症

(Huntington’s disease,HD)西藏小型猪模型,模型

猪脑神经元发生凋亡,出现运动障碍及舞蹈样运

动[95]。 随后该团队利用相同方法建立了铜 /锌超氧

化物歧化酶 ( copper / zinc superoxide dismutase 1,
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SOD1)基因突变[96]以及反式激活反应-DNA 结合蛋

白(TAR DNA-binding protein 43,TDP-43)基因突变

的西藏小型猪,模型猪表现出人肌萎缩侧索硬化症

(amyotrophic lateral sclerosis,ALS)类似症状,如运动

神经受损和肌肉萎缩等。
2. 4. 3　 在运动系统疾病中的研究

手术切除西藏小型猪的左膝关节外侧半月板

并离断其前交叉韧带可建立早期膝骨性关节炎

(knee osteoarthritis,KOA)动物模型。 模型猪术后四

周的组织学检查结果最符合 KOA 软骨变化,可用于

KOA 早期 MRI 诊断以及早期治疗研究[97]。
2. 4. 4　 在其他疾病中的研究

2017 年,顾为望团队采用体细胞核移植技术成

功建立了 DKK1 转基因西藏小型猪,pDKK1 转基因

在皮肤特异性表达,但并未出现无毛表型[98]。 研究

人员认为结果可能与转基因表达量不足以诱导无

毛表型或 DKK1 在猪和小鼠中发挥不同作用有关

(见表 1)。
表 1　 中国小型猪在多种疾病研究中的应用

Table 1　 Application of Chinese miniature pigs in various diseases
品系
Strain

来源
Source

疾病模型
Disease model

巴马香猪
Bama xiang pig

广西
Guangxi

心血管疾病[15-20] 、糖尿病[21-24] 、肝病[26-27] 、PD[28-30] 、
Cardiovascular disease[15-20] , diabetes[21-24] , liver disease[26-27] , PD[28-30] ,

异种移植[31-35] 、 SCID[37] 、甲减[38] 、酪氨酸血症[39]

Xenotransplantation[31-35] , SCID[37] , hypothyroidism[38] , tyrosinemia[39]

从江香猪
Congjiang xiang pig

贵州及广西
Guizhou and Guangxi

心血管疾病[42-45] 、糖尿病[46-49] 、肝病[50] 、
Cardiovascular disease[42-45] 、diabetes[46-49] 、liver disease[50] 、

口腔 / 骨骼疾病[51-54] 、多囊肾病[55-56]

Oral / skeletal diseases[51-54] 、polycystic kidney disease[55-56]

五指山猪
Wuzhishan pig

海南
Hainan

心血管疾病[59-65] 、糖尿病[49,66-67] 、
Cardiovascular disease[59-65] 、diabetes[49,66-67] 、

异种移植[69-74] 、口腔 / 骨骼疾病[68,75]

Xenotransplantation[69-74] 、oral / skeletal diseases[68,75]

滇南小耳猪
Diannan small-ear pig

云南
Yunnan

糖尿病[81-82] 、异种移植[83] 、白化病[28]

Diabetes[81-82] 、xenotransplantation[83] 、albinism[28]

西藏藏猪
Xizang Tibetan pig

西藏
Xizang

心血管疾病[86-94] 、HD[95-96] 、ALS[97] 、无毛症[98]

Cardiovascular disease[86-94] 、HD[95-96] 、ALS[97] 、ahairy[98]

3　 展望

中国小型猪资源丰富,不同种群各具特色,可
被广泛应用于人类疾病的研究中。 目前已建立了

涉及心血管疾病、糖尿病、肝病、神经退行性疾病、
异种移植及免疫缺陷、口腔及骨骼疾病等多个系统

的疾病模型,其中心血管疾病及糖尿病模型占较大

比例。 在已有的中国小型猪品系中,巴马小型猪的

应用最为广泛。 但中国小型猪的开发与实验动物

化及其推广仍处于初级阶段,存在育成品系较少、
保护力度不足和发展阻力较大等问题。 并且由于

用小型猪建立疾病模型的时间较短,一些模型虽具

有表面效度及结构效度但缺乏预测效度,限制了小

型猪疾病模型的推广应用及成果转化。
为进一步推动我国在以猪为模式动物的表型

和遗传领域的研究,推动研究成果的转化应用,
《国家重大科技基础设施建设中长期规划(2012-
2030)》中明确指出“模式动物表型与遗传研究国

家重大科技基础设施”为“十二五”期间优先安排

内容。 据报道,中国农业大学负责猪表型与遗传

研究设施建设。 该项目总投资 7. 5914 亿元,于
2019 年动工,预计将在 2023 实现开放共享。 该设

施计划对猪的培育、表型和遗传分析进行一体化

研究,建成世界上首个以猪为模式动物的大型综

合研究设施,确立我国以猪为模式动物开展生命

研究的国际领先地位。 由中国农业大学主导的国

际模式猪计划( Pig Model Project,PMP)是该项目

的重要内容,计划对猪所有基因进行敲除,建立完

整的基因敲除猪表型品系,促进国内外合作,实现

猪的模式动物化。
总之,通过加大科技投资力度,建立多种技术

平台,利用基因编辑、体细胞核移植等新兴技术并

结合我国小型猪品系的特点和优势,建立更多符

合生物医药研究要求的小型猪新品系及疾病模

型,促进资源开放共享与交流合作,将有助于提高

小型猪资源的利用价值,为基因功能、人类疾病、
异种器官移植研究以及动物遗传育种提供良好的

实验材料。
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