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小肠类器官的构建及传代培养

郭正昌ꎬ赵泽玉ꎬ张宗耀ꎬ周　 翔ꎬ周　 波∗

(安徽医科大学第一附属医院普外科ꎬ合肥　 ２３００３２)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索小肠隐窝分离ꎬ小肠类器官培养、传代、冻存、复苏和蛋白提取的方法ꎬ研究 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１
的浓度对小肠类器官成熟的影响ꎮ 方法　 分离小鼠小肠隐窝ꎬ在模拟体内肠道干细胞生长、增殖的体外 ３Ｄ 培养体

系中培养ꎬ倒置显微镜观察小肠类器官的形成过程ꎮ 用 １ ｍＬ 注射器切割小肠类器官进行传代ꎮ 设置 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１
浓度梯度ꎬ在不同时间点比较小肠类器官形态ꎮ 结果　 成功的完成了小肠类器官的分离培养、传代、冻存、复苏及

蛋白提取工作ꎮ 确定了隐窝与单细胞可以进行培养的比例标准且发现在 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度低于 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ 的培养

基中ꎬ小肠隐窝不能成长为成熟的小肠类器官ꎮ 结论　 小肠类器官体外培养体系的建立ꎬ尤其传代培养的成功将

为在体外长期研究小肠上皮提供新的、更符合生理的实验模型ꎮ 隐窝与单细胞比例标准的确定将大幅提高小肠类

器官培养的成功率ꎬ蛋白质的提取将有利于蛋白组学的研究ꎮ
【关键词】 　 肠上皮细胞ꎻ类器官ꎻ三维细胞培养ꎻ干细胞ꎻ小鼠
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　 　 小肠类器官是小肠干细胞在体外进行 ３Ｄ 培养

时ꎬ以连续分化的方式形成的一种多细胞类型的三

维结构ꎬ其与体内小肠上皮的生理结构和功能有很

大的相似性ꎮ 作为一个新的小肠上皮研究模型ꎬ由
Ｃｌｅｖｅｒ 教授及其团队[１] 于 ２００９ 年通过体外三维培

养富含亮氨酸重复序列的 Ｇ 蛋白偶联受体(Ｌｇｒ５)
基因表达的肠道干细胞率先完成体外的构建ꎮ

研究表明ꎬ许多肠道疾病的病变起始于肠道上

皮ꎬ在炎症性肠病中肠道上皮中的杯状细胞水平降

低导致粘蛋白的分泌减少ꎬ这也被认为是炎症性肠

病的一个特征性标志[２]ꎮ 另外ꎬ许多肠道感染性疾

病也被证实与病原体和肠道上皮细胞之间的相互

作用有关ꎮ 现已有研究者开始利用小肠类器官模

型来开展病原体与宿主之间的相互作用关系及其

致病机制的研究[３－５]ꎮ 此外ꎬ小肠作为人重要的器

官之一ꎬ执行着消化、吸收、分泌、免疫屏障等多方

面的功能ꎬ肠道疾病的发生也与肠道屏障的破坏有

关[６－９]ꎮ 小肠类器官作为模拟体内小肠上皮的模

型ꎬ自成功构建以来ꎬ已在肠道感染性疾病[１０]、再生

医学[１１]、肿瘤学[１２]、药理学[１３] 和营养学[１４] 的研究

中得以应用ꎬ然而ꎬ现在国内关于小肠类器官的研

究鲜有开展ꎮ
由于小肠类器官的构建步骤复杂ꎬ模型构建尚

未成熟ꎬ本研究着重探索及优化小肠隐窝的分离、
培养、小肠类器官传代、冻存及复苏的方法ꎬ在此基

础上研究 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１(Ｒ 脊椎蛋白 １)浓度对小肠类

器官形成的影响及小肠类器官的蛋白提取方法ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 ３ 只ꎬ体重 ２０~２５ ｇꎬ６~８
周龄ꎬ雌雄不限ꎬ由安徽医科大学实验动物中心

[ＳＣＸＫ(皖)２０１７－００１]提供ꎬ安徽医科大学实验伦

理委员会审批号(ＬＬＳＣ２０１８０４１６)ꎮ 无菌手术在安

徽医科大学实验动物中心屏障设施中进行[ ＳＹＸＫ
(皖) ２０１７－０１２４]ꎮ 并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则

给予人道的关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

类器官基础培养基:Ａｄｖａｎｃｅｄ ＤＭＥＭ / Ｆ１２(美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号:１２６３４－０１０)ꎻ类器官完全

培养基:基础培养基添加 １％ Ｌ￣ｇｌｕｔａｍｉｎｅ (美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号:２５０３０)ꎻ１％ ｐｅｎ / ｓｔｒｅｐ (美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号: １５１４０ － １４８)ꎻ １％ Ｈｅｐｅｓ １０

ｍｍｏｌ / ｌ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号:１５６３００８０)ꎻ Ｎ２
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ １ ∶１００(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ货号:１７５０２
－０４８)ꎻＢ２７ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ １:５０(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ
货号:１７５０４ － ０４４)ꎻ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｍｏｕｓｅ
Ｎｏｇｇｉｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ(美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎬ货号:１９６７￣
ＮＧ￣０２５ )ꎻ ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｍｏｕｓｅ Ｒ￣
Ｓｐｏｎｄｉｎ１ Ｐｒｏｔｅｉｎ (美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎬ货号:
３４７４￣ＲＳ￣０５０)ꎻ０􀆰 ０５ μｇ / ｍＬ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｍｏｕｓｅ ＥＧＦ
Ｐｒｏｔｅｉｎ (美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎬ货号: ２０２８￣ＥＧ￣
２００)ꎻＭａｔｒｉｇｅｌ Ｍａｔｒｉｘ 基质胶(美国 ＢＤ 公司ꎬ货号:
３５６２３１)ꎻＥＤＴＡ (美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ货号:４３１７８８ －
２５Ｇ )ꎻ ＤＰＢＳ ( 美 国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司ꎬ 货 号:
ＳＨ３００２８０２􀆰 ０２)ꎻ肠类器官冻存液:８０％ Ａｄｖａｎｃｅｄ
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ (美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ 货号: １２６３４ －
０１０)ꎻ１０％ＤＭＳＯ(美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ货号:Ｄ２６５０ －
１００ＭＬ)ꎻ１０％ＦＢＳ(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ货号:１０２７０ －
１０６)ꎮ 倒置荧光显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ电泳

仪(北京六一)ꎻ电热恒温培养箱(上海三发科学)ꎻ
脱色摇床(金坛市泰纳仪器)ꎻ曝光仪(上海勤翔)ꎮ
ＲＩＰＡ 裂解液(碧云天公司ꎬ货号:Ｐ００１３Ｂ)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小肠类器官的分离

将小鼠腹腔麻醉后脱颈椎处死ꎬ放于 ７５％乙醇

中浸泡 １０ ｍｉｎꎮ 在生物安全柜中ꎬ于小鼠会阴处开

一小口ꎬ沿着腹正中线切开皮肤至剑突下ꎬ用 Ａｌｉｃｅ
钳将皮肤向两边拉开ꎬ逐层进腹ꎮ 找到胃的幽门ꎬ
在幽门下 ５ ｃｍ 处及距回盲部 ５ ｃｍ 处分别离断小

肠ꎮ 将小肠放入冰 ＤＰＢＳ 中ꎬ小心的去除残留的肠

系膜及血管ꎬ然后用 １０ ｍＬ 注射器吸取冰 ＤＰＢＳ 从

靠近幽门端轻柔的冲洗肠腔ꎬ使肠内容物排出ꎮ 用

眼科剪小心的纵向切开小肠ꎬ用细胞计数板轻轻地

刮去小肠绒毛ꎬ将刮去绒毛的小肠切成 ２ ~ ３ ｍｍ 的

小段收集到 ５０ ｍＬ 的离心管中ꎮ 用移液枪吸取 １５
ｍＬ 的冰 ＤＰＢＳꎬ轻柔地反复吹打几次ꎬ重复上述步

骤ꎬ至上清液变澄清ꎮ 弃上清ꎬ并取 ２０ ｍＬ ２􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＥＤＴＡ(乙二胺四乙酸)溶液于离心管中ꎬ
将离心管放于冰上置于 ２０ ｒ / ｍｉｎ 的摇床上摇晃 ３０
ｍｉｎꎮ 然后用润湿的移液器轻柔的吹打 ３ 次ꎬ将吹打

后的溶液过 ７０ μｍ 的滤网到 ５０ ｍＬ 锥形管中ꎬ标记

为第 １ 管ꎬ重复上述步骤依次标记 ２、３、４、５ 管ꎮ 分

别取 １０ μＬ 滤液于载玻片上观察ꎬ保留小肠隐窝较

多且杂细胞较少的管ꎮ 将目标管放于离心机中ꎬ
４℃、１２００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ沉淀在１０ ｍＬ

２ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



５％ ＢＳＡ / ＤＰＢＳ 溶液中重悬ꎬ再以相同的离心参数

离心ꎬ重复 ３ 次ꎬ最后 １ 次重悬后取 １０ μＬ 悬液计

数ꎬ并计算离心管中的隐窝总数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 小肠类器官的培养

尽可能多的弃去上清液ꎬ以 １ μＬ 基质胶 １２􀆰 ５
个隐窝计算应加入的基质胶体积ꎬ在离心管中用移

液器重悬肠隐窝ꎬ注意不要吹出气泡ꎬ基质胶易凝ꎬ
此步骤冰上操作ꎮ 用移液器吸取 ５０ μＬ 悬液ꎬ一次

性打入到在培养箱中孵育过的 ２４ 孔板中ꎬ种板后将

２４ 孔板放于培养箱中孵育 ３０ ｍｉｎ 至基质胶完全聚

合ꎮ 待基质胶完全聚合后沿孔壁添加 ５００ μＬ 类器

官生长培养基ꎮ ２４ 孔板放于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱

中培养ꎬ每 ２~３ ｄ(培养基变黄)更换培养液ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 小肠类器官的传代

培养 ７ ~ １０ ｄ 或类器官中央变黑时可以传代ꎬ
提前将 ２４ 孔板放于培养箱中预孵育至少 ３０ ｍｉｎꎮ
吸走待传代孔的培养液ꎬ每孔中加 １ ｍＬ 冰 ＤＰＢＳꎬ１
ｍｉｎ 后挑起基质胶ꎬ用 １ ｍＬ 枪头将基质胶轻轻吹

散ꎬ用配备 ２７⅟􀄟Ｇ 针头的 １ ｍＬ 注射器一次性吸走

悬液ꎬ重复操作 １ 次ꎬ将悬液加入 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ
１２００ ｒ / ｍｉｎꎬ４℃、离心 ５ ｍｉｎꎬ离心ꎬ弃上清ꎬ按每孔 １
∶３传代ꎮ 铺板及培养同类器官的培养步骤ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 小肠类器官的冻存

选择生长状态良好的类器官(一般传代后 ３ ~ ４
ｄ)ꎬ进行冻存ꎬ每两孔冻存一管ꎮ 吸去培养液ꎬ加入

１ ｍＬ 细胞冻存培养液ꎬ用 １０００ μＬ 的枪头将基质胶

吹散ꎬ后将悬液加到细胞冻存管中ꎬ放于程序性降

温冻存盒中ꎬ于－８０℃冰箱放置 １ ｄꎬ后转入液氮长

期保存ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 小肠类器官的复苏

预先将 ２４ 孔板放于培养箱预孵 ３０ ｍｉｎꎮ 取出

液氮中的冻存管ꎬ放于 ３７℃水浴锅中ꎬ当冻存液刚

好溶解时取出ꎬ用配备 ２７⅟􀄟Ｇ 针头的 １ ｍＬ 注射器

抽吸一次ꎬ然后将细胞悬液转移到 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ
于 １２００ ｒ / ｍｉｎ、４℃的离心机中离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ
加入 ５ ｍＬ 冰 ＤＰＢＳ 重悬ꎬ重复上述离心步骤ꎬ弃上

清ꎮ 按照之前类器官培养的步骤铺板和培养ꎬ每冻

存管小肠类器官传 ４ 孔ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 小肠类器官的蛋白提取

小肠类器官在基质胶中 ３Ｄ 培养与传统的贴壁

和悬浮培养不同ꎬ蛋白提取时操作也有所区别ꎬ本
研究探索了小肠类器官蛋白提取的方法ꎮ 首先吸

除 ２４ 孔板中的培养基ꎬ加入 １ ｍＬ 冰 ＤＰＢＳꎬ将 ２４ 孔

板放于冰上 ３０ ｍｉｎ 溶解基质胶ꎬ用 １０００ μＬ 枪头的

移液枪重悬ꎬ然后将悬液转移至 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ另
外加入 ５ ｍＬ 冰 ＤＰＢＳꎬ８００ ｒ / ｍｉｎ、４℃离心 ５ ｍｉｎꎬ小
心的去除上清ꎬ再次用 ５ ｍＬ ＤＰＢＳ 重悬肠类器官ꎬ
在同样条件下再次离心ꎬ去除上清液ꎬ保留沉淀ꎮ
然后按照每 ２ 孔类器官加入 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ
冰上充分裂解后离心收集上清ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度对小肠类器官生长的影响

Ｗｎｔ 激动剂 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 与 Ｌｇｒ５ 结合ꎬ是单个

ｌｇｒ５＋ 小肠干细胞构建小肠类器官的重要因素之

一[１]ꎬ然而ꎬ在肠类器官体外培养过程中 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１
的浓度使用仍有争议[１５－１６]ꎮ 在此我们通过在培养

基中设置 ０􀆰 ２５ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ７５ μｇ / ｍＬ 这

３ 个浓度梯度ꎬ通过在不同时间点对肠类器官的形

态观察ꎬ来探索 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 的浓度对肠类器官形成

的影响ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 合理的肠隐窝比例更有利于肠类器官的形成

小肠隐窝分离后ꎬ将悬液置于倒置显微镜下观

察ꎬ刚分离出的小肠隐窝在形态学呈短棒状结构

(图 １Ａ)ꎮ 短棒状结构较多ꎬ游离的细胞单较少ꎬ以
图 １Ａ 的标准分离出来的小肠隐窝与单细胞的比例

关系培养后更易形成类器官ꎮ
２􀆰 ２　 小肠类器官的建立及传代培养

刚分离出的小肠隐窝呈短棒状(图 １Ａ)ꎬ分离

培养后 ６ ｈ 开始出现圆圈状结构(图 １Ｂ)ꎻ培养第 ２
天ꎬ圆圈状结构开始出现出芽趋势ꎬ中间可见管腔

(图 １Ｃ)ꎻ培养第 ３ 天小肠类器官变大ꎬ出芽更加明

显(图 １Ｄ)ꎻ培养后第 ４ 天ꎬ小肠类器官体积变大且

管腔壁明显增厚ꎬ出芽数增多(图 １Ｅ)ꎻ培养后第 ５
天ꎬ出芽数继续增多(图 １Ｆ)ꎻ培养后第 ６􀆰 ５ 天形成

围绕中央管腔的花环状结构ꎬ管腔中央脱落的细胞

开始凋亡ꎬ颜色变深(图 １Ｇ)ꎬ此时可进行传代ꎻ切
割传代后观察小肠类器官被切割成小肠类器官碎

片(图 １Ｈ)ꎻ在与原代培养细胞相同的条件下ꎬ小肠

类器官碎片在第 ４ 天重新长成成熟的类器官结构

(图 １Ｉ)ꎬ此时的小肠类器官可用于后续实验ꎮ
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证蛋白提取方法有效

对提取的蛋白进行蛋白电泳ꎬ管家基因 ＧＡＰＤＨ
表达如图 ２ 所示ꎬ这证实了上述蛋白提取方法是有

效的ꎬ此模型作为疾病的模型ꎬ某种干预因素施加

后ꎬ用上述方法提取蛋白可以在蛋白水平验证干预

３中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:Ａ:小肠隐窝刚分离ꎻＢ:小肠隐窝培养 ６ ｈꎬ已形成圆圈结构ꎻＣ:培养第 ２ 天的小肠类器官开始萌芽ꎻＤ:培养第 ３ 天的小肠类器官ꎻＥ:
培养第 ４ 天的小肠类器官出芽数增多ꎻＦ:培养第 ５ 天的小肠类器官ꎻＧ:培养第 ６􀆰 ５ 天的小肠类器官呈现特征性的花环状结构ꎻＨ:传代

后被切割的小肠类器官ꎻＩ:传代后第四天重新形成成熟的小肠类器官结构ꎮ

图 １　 小肠类器官的形成及传代过程中的形态改变

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｒｙｐｔｓ ｊｕｓｔ ｓｅｐａｒａｔｅｄ. Ｂꎬ Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｒｙｐｔｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ６ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ｈａｖｅ ｆｏｒｍｅｄ ａ ｃｉｒｃｌｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ. Ｃꎬ
Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｓｔａｒｔｅｄ ｔｏ ｂｕｄ ａｆｔｅｒ ２ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｄꎬ Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｏｎ ｄａｙ ３ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｅꎬ Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｂｕｄｄｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ４ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｆꎬ Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｏｎ ｄａｙ ５ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｇꎬ Ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｏｎ ｔｈｅ
６􀆰 ５ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ａ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｆｌｏｒａｌ ｒｉｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ. Ｈꎬ Ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｐｉｅｃｅｓ ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ. Ｉꎬ Ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｏｒｇａｎｏｉｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｓ ｒｅｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｒｇａｎｏｉｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐａｓｓａｇｅ

注:收集蛋白进行免疫印迹实验分析ꎬ可见管家基因

ＧＡＰＤＨ 表达ꎬ证实蛋白提取有效ꎮ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证蛋白提取有效

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ ＧＡＰＤＨ ｗａｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

因素对肠道上皮的影响ꎮ
２􀆰 ４　 低 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度小肠类器官的成熟受限

如图 ３ 所示ꎬ小肠隐窝分离后在含有低浓度的

Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 培养基中小肠隐窝的成圈时间无明显差

别ꎬ在后续的培养过程中低浓度的肠类器官大部分

成为类球体ꎬ出芽数明显减少ꎬ大部分不出芽ꎮ 在

较高浓度的 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 培养基中培养小肠类器官

能顺利出芽ꎬ且最终可以形成成熟的肠类器官ꎬ低
于 ０􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ 的 Ｒ￣ｓｐｏｎｄｉｎ１ 会影响肠类器官的成

熟ꎮ 本研究还发现在低浓度 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 培养基中

培养的类球体在移入较高浓度的 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 小肠

类器官培养基中能重新成长为成熟的肠类器官ꎮ

３　 讨论

小肠上皮是单个细胞层ꎬ由增殖的隐窝和分化

的绒毛组成ꎬ包括分泌细胞(如杯状细胞和肠内分

泌细胞)、吸收细胞(如肠细胞)、潘氏细胞和干细胞

等小肠细胞类型[１７－１８]ꎮ 小肠上皮的更新依赖于位

于肠隐窝底部附近的肠道干细胞ꎬ它们快速分裂、
运输扩增的子细胞至隐窝的其余部分ꎬ并逐渐转移

至肠绒毛的侧翼ꎬ在那里子细胞分化ꎬ吸收营养ꎬ最
终在绒毛顶端凋亡ꎮ 肠道内稳态的维持主要依靠

四条典型的信号通路控制:ＷＮＴ[１９]、Ｎｏｔｃｈ[２０]、ＥＧＦ、

４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:小肠类器官在 ０􀆰 ２５ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ７５ μｇ / ｍＬ Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度梯度下培养ꎬ在第 １ 天、第 ３ 天、第 ６ 天观察肠类器官的形态改变ꎮ

图 ３　 不同浓度 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 小肠类器官形态比较

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｏｆ Ｒ－ｓｐｏｎｄｉｎ１ ａｔ ０.２５ μｇ / ｍＬꎬ ０.５０ μｇ / ｍＬꎬ ａｎｄ ０.７５ μｇ / ｍＬꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｎ ｄａｙ １ꎬ ｄａｙ ３ꎬ ａｎｄ ｄａｙ ６.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１

ＢＭＰ [２１] ꎮ Ｃｌｅｖｅｒ 教授[１] 通过在添加有 ＥＧＦ(表皮

生长因子)、Ｎｏｇｇｉｎ(头蛋白)、Ｒ￣ｓｐｏｎｄｉｎ１ 这些细胞

因子的培养基中ꎬ３Ｄ 培养 Ｌｇｒ５ 基因表达的肠道干

细胞成功的完成了小肠类器官的构建ꎮ 作为一种

新兴的模型ꎬ小肠类器官已经获得了广泛的关注ꎬ
因为小肠类器官的结构包括大部分小肠上皮细胞

类型[２２] ꎬ此外ꎬ单细胞测序显示小肠类器官含有先

前未鉴定的细胞亚型[２３－２４] ꎮ 因此ꎬ小肠类器官概

括了自然组织的主要特征ꎬ这对于研究细胞类型

的动态平衡和疾病状态之间相互作用的复杂性具

有很高的价值[２５] ꎮ 小肠类器官相关病理检测技术

的发展也将推动小肠类器官体外培养体系的

应用[２６] ꎮ
然而国内外关于小肠类器官的构建现仍无统

一标准ꎬ类器官构建的难点在于细节的把控ꎬ小肠

绒毛的处理不当、培养密度的大小以及污染等问题

都会很大程度上的影响小肠类器官构建的成功率ꎮ
肠道上皮分离物中隐窝和游离单细胞的比例是后

期培养成败的关键ꎬ本文通过用细胞计数板刮去小

肠绒毛ꎬ多次吹打ꎬ过滤选定小肠隐窝数量较多而

游离的单细胞较少的目标管进行培养ꎮ 通过取样

观察在培养前建立了可以进行后续培养的肠隐窝

与单细胞比例的标准(图 １Ａ)ꎬ这很大程度上提高

了小肠类器官培养的成功率ꎬ避免了盲目培养带来

的实验成本的增加ꎮ 在传代过程中综合使用了机

械法和消化法两种方法处理成熟的类器官ꎬ我们发

现机械法在传代过程中能更好的保持隐窝的数量

及活性ꎮ 蛋白组学是基础性研究的重要组成部分ꎬ
小肠类器官由于其在三维条件下培养ꎬ其蛋白提取

过程与传统的贴壁及悬浮培养大有不同ꎬ本研究中

我们通过在低温条件下溶解基质胶成功的收集了

小肠类器官ꎬ蛋白质的成功提取将有助于研究干扰

因素在蛋白层面对小肠道上皮的影响ꎮ Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１
作为小肠培养过程中重要的细胞因子ꎬ在此研究中

我们发现当其浓度低于 ０􀆰 ５０ μｇ / ｍＬ 不利于肠类器

官的成熟ꎬ因此使用合理的 Ｒ￣Ｓｐｏｎｄｉｎ１ 浓度也决定

着小肠类器官培养的成功ꎮ
目前以类器官作为疾病的模型及前临床模型

已开始用于科学研究ꎮ 由于类器官作为疾病的前

临床模型在药物开发、基因及细胞疗法等方面有良

好的应用前景ꎬ而国内关于类器官的研究正处于起

步阶段ꎮ 本文继续完善了小肠类器官的分离、培
养、传代、冻存和复苏及蛋白提取工作ꎬ可以为小肠

类器官的构建及应用提供新的参考ꎮ
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[１８] 　 Ｓａｔｏ Ｔꎬ Ｃｌｅｖｅｒｓ Ｈ. Ｇｒｏｗｉｎｇ ｓｅｌｆ￣ｏｒｇａｎｉｚｉｎｇ ｍｉｎｉ￣ｇｕｔｓ ｆｒｏｍ ａ
ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ: ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ [ Ｊ] .
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１３ꎬ ３４０(６１３７): １１９０－１１９４.

[１９] 　 Ｋｏｒｉｎｅｋ Ｖꎬ Ｂａｒｋｅｒ Ｎꎬ Ｍｏｅｒｅｒ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｓｔｅｍ￣ｃｅｌｌ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｌａｃｋｉｎｇ Ｔｃｆ
－４ [Ｊ] . Ｎａｔ Ｇｅｎｅｔꎬ １９９８ꎬ １９(４): ３７９－３８３.

[２０] 　 ｖａｎ Ｅｓ ＪＨꎬ ｖａｎ Ｇｉｊｎ ＭＥꎬ Ｒｉｃｃｉｏ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｔｃｈ / ｇａｍｍａ￣
ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｕｒｎｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｒｙｐｔｓ
ａｎｄ ａｄｅｎｏｍａｓ ｉｎｔｏ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００５ꎬ ４３５(７０４４):
９５９－９６３.

[２１] 　 Ｈａｒａｍｉｓ ＡＰＧꎬ Ｂｅｇｔｈｅｌ Ｈꎬ ｖａｎ ｄｅｎ Ｂｏｒｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅ ｎｏｖｏ ｃｒｙｐｔ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｐｏｌｙｐｏｓｉｓ ｏｎ ＢＭＰ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ [Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００４ꎬ ３０３(５５６４): １６８４－１６８６.

[２２] 　 Ｏｎｏｚａｔｏ Ｄꎬ Ｙａｍａｓｈｉｔａ Ｍꎬ Ｎａｋａｎｉｓｈｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ ｆｒｏｍ
ｈｕｍａｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂ Ｄｉｓｐｏｓꎬ
２０１８ꎬ ４６(１１): １５７２－１５８０.

[２３] 　 Ｈａｂｅｒ ＡＬꎬ Ｂｉｔｏｎ Ｍꎬ Ｒｏｇｅｌ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｅｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１７ꎬ ５５１(７６９０): ３３３
－３３９.

[２４] 　 Ｇｒｕｎ Ｄꎬ Ｌｙｕｂｉｍｏｖａ Ａꎬ Ｋｅｓｔｅｒ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ
ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ ｒａｒｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ [ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ
２０１５ꎬ ５２５(７５６８): ２５１－２５５.

[２５] 　 Ｆａｉｒ ＫＬꎬ Ｃｏｌｑｕｈｏｕｎ Ｊꎬ Ｈａｎｎａｎ ＮＲＦ. Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｆｏｒ
ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ [Ｊ] . Ｐｈｉｌｏｓ Ｔｒａｎｓ Ｒ
Ｓｏｃ Ｂ￣Ｂｉｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ３７３(１７５０): ２０１７０２１７.

[２６] 　 万光升ꎬ 张新艳. 小鼠小肠类器官体外培养体系的建立与应

用 [Ｊ] . 中国实验动物学报ꎬ ２０１７ꎬ ２５(５): ５１３－５１８.

〔收稿日期〕２０２０－０５－２２
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王雨晴ꎬ陈志刚ꎬ张斯佳ꎬ等. 神经干细胞在缺氧后的分化情况及相关信号通路初探 [Ｊ]. 中国比较医学杂志ꎬ ２０２１ꎬ ３１(１): ７
－１５.
Ｗａｎｇ ＹＱꎬ Ｃｈｅｎ ＺＧꎬ Ｚｈａｎｇ ＳＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ３１(１): ７－１５.
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神经干细胞在缺氧后的分化情况及相关信号
通路初探

王雨晴１ꎬ２ꎬ陈志刚２ꎬ张斯佳１ꎬ王荣亮１ꎬ罗玉敏１ꎬ赵海苹１∗

(１.首都医科大学宣武医院ꎬ脑血管病研究室ꎬ北京　 １０００５３ꎻ
２.北京中医药大学东方医院ꎬ脑病一科ꎬ北京　 １０００７８)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察缺氧缺糖后神经干细胞在不同时间点的分化趋势ꎬ以及与信号通路促红细胞生成素受

体(ＥＰＯＲ 和 βＣＲ)和 ＰＤＺ 连接激酶(ＰＢＫ)的相关性ꎮ 方法　 分离小鼠原代神经干细胞ꎬ制备氧糖剥夺(ＯＧＤ)模
型ꎬ缺氧 ３ ｈꎬ复氧 １ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈꎬ观察神经干细胞 ＯＧＤ 的分化趋势ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测少突胶质细胞标

志物 ＣＮＰ 和 ＭＢＰ、星型胶质细胞标志物 ＧＦＡＰ 和 Ｓ１００Ｂ、神经元标志物 ＲＢＦＯＸ３、ＭＡＰ２ 和 ＴＵＢＢ３ 以及信号分子

ＥＰＯＲ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＰＢＫ 的基因表达ꎬ并进行了 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析ꎮ 结果　 (１)ＯＧＤ 处理促进神经干细胞向少突胶

质细胞方向分化ꎬＣｎｐ 和 Ｍｂｐ 表达呈升高趋势ꎬ复氧 ４ ｈ Ｃｎｐ 显著升高ꎮ (２)ＯＧＤ 处理促进神经干细胞向星形胶质

细胞方向分化ꎬ复氧 ２~８ ｈ Ｓ１００ｂ 显著升高ꎬ复氧 ２ ｈ 和 ６ ｈ Ｇｆａｐ 表达显著降低ꎬ复氧 ８ ｈ 表达显著增加ꎮ (３)ＯＧＤ
处理减少神经干细胞向神经元方向分化ꎬＲｂｆｏｘ３ 以及 Ｔｕｂｂ３ 表达显著降低ꎬ复氧 ２ ｈ 和 ６ ｈ 最为显著ꎮ (４)Ｐｂｋ 在复

氧 １ ｈ 和 ８ ｈ 显著降低ꎬＥｐｏｒ、Ｐｂｋ 与 Ｃｎｐ 的表达呈正相关ꎬＰｂｋ 与 Ｍｂｐ 的表达呈正相关ꎮ 结论　 缺氧缺糖损伤显著

促进神经干细胞向少突胶质细胞和星形胶质细胞新生ꎬ同时抑制向神经元方向的分化ꎮ ＥＰＯＲ 以及 ＰＢＫ 可能参与

到脑缺血后神经干细胞向少突胶质细胞分化的调控过程ꎬ为进一步研究相关信号通路在缺血后神经再生中的调控

机制提供了基础ꎮ
【关键词】 　 神经干细胞分化ꎻ缺氧ꎻ促红细胞生成素受体ꎻＴ￣ＬＡＫ 细胞源蛋白激酶
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ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ
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(１. Ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｘｕａｎｗｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００５３ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙꎬ Ｄｏｎｇｆａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００７８)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＮＳＣＳ) ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
ａｆｔｅｒ ｏｘｙｇｅｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ (ＯＧＤ / Ｒ) ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ( ＥＰＯＲ)ꎬ β￣
Ｃｏｍｍｏｎ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ (βＣＲ) ａｎｄ ＰＤＺ￣ｂｉｎｄｉｎｇ￣ｋｉｎａｓｅ (ＰＢＫ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ａｎｄ ｔｈｅ ＯＧＤ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｍａｄｅ. Ｔｈｅ ＯＧＤ ｗａｓ ｈｙｐｏｘｉａ ｆｏｒ ３ ｈｏｕｒｓꎬ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ １ ｈｏｕｒꎬ ２ ｈｏｕｒｓꎬ ４ ｈｏｕｒｓꎬ ６ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ



８ ｈｏｕｒｓ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. ＣＮＰ ａｎｄ ＭＢＰꎬ ＧＦＡＰ ａｎｄ Ｓ１００Ｂꎬ ＲＢＦＯＸ３ꎬ ＭＡＰ２
ａｎｄ ＴＵＢＢ３ꎬ ＥＰＯＲꎬ ＣＳＦ２ＲＢ ａｎｄ ＰＢＫ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 １ꎬ ＯＧＤ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
Ｃｎｐ ａｎｄ Ｍｂｐ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ａｔ ４ ｈ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ. ２ꎬ ＯＧＤ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ｔｏ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｆａｐ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ２~６ ｈ ａｆｔｅｒ ＯＧＤꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｆａｐ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ
１ ｈ ａｎｄ ８ ｈ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓ１００ｂ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ２~８ ｈ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ. ３ꎬ ＯＧＤ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｂｆｏｘ３ ａｎｄ Ｔｕｂｂ３ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ａｔ ２ ｈ ａｎｄ ６ ｈ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ. ４ꎬ Ｐｂｋ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｔ １ ｈ ａｎｄ ８ ｈ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ. Ｅｐｏｒ ａｎｄ Ｐｂｋ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｎｐꎬ ａｎｄ Ｐｂｋ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍｂｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｊｕｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ.
ＥＰＯＲ ａｎｄ ＰＢＫ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔ ｍａｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ
ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ ｈｙｐｏｘｉａꎻ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻ Ｔ￣Ｌａｋ ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ

　 　 神经干细胞( ｎｅｕａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＮＳＣｓ)是存在

于神经系统中ꎬ具有分化为神经元、星形胶质细

胞和少突胶质细胞的潜能以及自我更新能力的

细胞群ꎮ 上世纪 ６０ 年代科学家发现成体哺乳动

物脑内一些区域分布着神经干细胞ꎬ即神经再生

区域ꎮ 目前成体大脑内公认的神经再生区域主

要为侧脑室室管膜下区( ｓｕｂｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｚｏｎｅꎬＳＶＺ)以及海马齿状回颗粒下区( ｓｕｂｇｒａｎｕｌａｒ
ｚｏｎｅꎬ ＳＧＺ) ꎮ 其中 ＳＶＺ 区的神经干细胞在增殖

分化为不同的子代后可迁移至脑内其他区域ꎬ在
损伤后的神经功能恢复中具有重要意义ꎮ 影响

ＮＳＣｓ 增殖及分化的方式包括调节胞内转录因

子、改变神经发生微环境以及激活胞 外 Ｅｐｈ /
ｅｐｈｒｉｎ、Ｎｏｔｃｈ、Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 多种信号

通 路 等 [１－４] ꎮ 研 究 表 明ꎬ 促 红 细 胞 生 成 素

( ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎꎬＥＰＯ) 对脑缺血具有神经保护作

用ꎬ体内体外实验均证明 ＥＰＯ 具有促进神经干细

胞 分 化 的 作 用ꎬ ＥＰＯ 主 要 通 过 ＥＰＯＲ
( ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ) 和 βＣＲ ( β￣ｃｏｍｍｏｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ)组成同二聚体和异二聚体的受体发挥作

用ꎬ但是具体介导神经干细胞分化的受体类型还

不清楚ꎮ 众所周知ꎬＭＡＰＫ 级联反应几乎控制着

所有细胞功能ꎬ包括适应、增殖、分化、存活、凋亡

等ꎮ ＰＢＫ( ＰＤＺ￣ｂｉｎｄｉｎｇ￣ｋｉｎａｓｅ) 是丝裂原活化蛋

白激酶 ＭＡＰＫＫ 家族的新成员ꎬ有研究表明 ＰＢＫ
对脑缺血具有一定的保护作用 [５－６] ꎮ 然而 ＰＢＫ
是否参与缺血性损伤后神经再生即神经干细胞

的分化目前尚不清楚ꎮ 在本实验中我们通过原

代神经干细胞氧糖剥夺模型( ｏｘｙｇｅｎ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎꎬＯＧＤ)初步分析了神经干细胞向不同

成熟神经细胞方向分化的趋势以及 ＥＰＯ 受体和

ＰＢＫ 与神经细胞标志物表达的相关性ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 孕鼠 １ 只ꎬ孕龄为 １２~１４ ｄꎬ体
重 ２３ ｇ 左右ꎬ购于北京维通利华实验动物技术有限

公司[ＳＣＸＫ(京) ２０１６－０００６]ꎬ实验于首都医科大

学宣武医院脑血管病实验室动物实验屏障设施中

进行[ＳＹＸＫ(京)２０１５－００１６]ꎮ 动物实验中涉及的

动物所有操作程序已经得到首都医科大学宣武医

院 实 验 动 物 管 理 和 使 用 委 员 会 的 批 准

(ＸＷＨ２０１９０６０３)ꎬ并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给

予人道主义关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ / Ｆ１２、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培养基ꎬ购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂、无 ＲＮＡ 酶的水、无 ＲＮＡ 酶的糖

原购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎻ三羟甲基氨基甲

烷( Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ)、乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)、３￣( Ｎ￣吗啉

基)丙磺酸(ＭＯＰＳ)、溴化乙锭( ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬ
ＥＢ)购于华美生物工程公司ꎻ乙酸钠、甲醛、氯仿、异
丙醇、１００％乙醇购于上海化学试剂有限公司ꎻ甲醛

上样染液购于 Ａｍｂｉｏｎꎻ琼脂糖购于生工生物工程有

限公司ꎻＲＮＡ 酶抑制剂购于 ＥｐｉｃｅｎｔｒｅꎻＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＩＩＩ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、 ５ × ＲＴ 缓 冲 液 购 于

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎻ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ 混合液购于 ＨｙＴｅｓｔ
Ｌｔｄꎻ２×ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 购于 Ａｒｒａｙｓｔａｒꎮ

洁净工作台(上海博迅实业有限公司医疗设备

厂)ꎻＤＫ￣８Ｄ 型电热恒温水槽(上海森信实验仪器有

限公 司 )ꎻ Ｇｅｎｅ Ａｍｐ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ ９７００ ( Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)ꎻＶｉｉＡ ７ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ (Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)ꎮ

８ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 神经干细胞的培养和分组

参照文献[７－１０]选择孕龄为 １２~１４ ｄ 的 Ｃ５７ＢＬ / ６
孕鼠ꎬ断颈处死后取出胚胎置于清洁的 ＰＢＳ 中ꎬ分
离胚胎脑的皮层神经干细胞ꎬ用 ０􀆰 ２５％胰酶消化 ５
ｍｉｎ 后离心除去胰酶ꎬ加入含 ＤＮａｓｅ 的培养基轻柔

吹打细胞团块至单细胞状态ꎬ９００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ４ ｍｉｎ
后用完全培养基(ＤＭＥＭ / Ｆ１２＋Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ＋Ｂ２７＋ＰＳ＋
ＧｌｕｔａＭａｘ＋ＥＧＦ＋ＦＧＦ)重悬ꎬ后接种于低吸附六孔培

养板ꎮ ２ ~ ３ ｄ 后传代ꎬ用 Ａｃｃｕｔａｓｅ 消化神经球至单

细胞ꎬ后离心除去 Ａｃｃｕｔａｓｅꎬ完全培养基重悬细胞并

继续置于低吸附六孔培养板ꎮ 连续传代两次后收

集细胞ꎬ消化至单细胞后接种至 ＰＤＬ 包被过的细胞

板ꎬ使细胞在单层贴壁状态下生长ꎮ 将细胞分为 ６
组ꎬ即对照( ｃｏｎｔｒｏｌ)组ꎬＯＧＤ / Ｒ 处理后 １ ｈ 组ꎬ２ ｈ
组ꎬ４ ｈ 组ꎬ６ ｈ 组以及 ８ ｈ 组ꎮ 每组 ３ 孔细胞ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 神经干细胞氧糖剥夺 /复氧(ＯＧＤ / Ｒ)模型

将单层贴壁原代神经干细胞换至无糖培养基

中并置于密闭缺氧盒中ꎬ向盒内持续通入 ９５％Ｎ２ ＋
５％ＣＯ２ 的混合气体 ５ ｍｉｎꎬ使盒内的空气被完全置

换成不含氧气的混合气体ꎮ 将缺氧盒置于 ３７℃培

养箱ꎬ３ ｈ 后将细胞板从缺氧盒中取出并将培养基

置换成完全培养基(ＤＭＥＭ / Ｆ１２＋Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ ＋Ｂ２７＋
ＰＳ＋ＧｌｕｔａＭａｘ＋ＥＧＦ＋ＦＧＦ)ꎬ放入培养箱继续培养ꎬ后
分别于不同时间点(ＯＧＤ / Ｒ 后 １ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８
ｈ)收集细胞ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测转录水平

分别于 ＯＧＤ ３ ｈ 复氧后不同时间点收集神经干

细胞ꎬ采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取 ＲＮＡꎬ使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 􀳏
ＮＤ￣１０００ 测定 ＲＮＡ 浓度和纯度ꎮ 根据 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＩＩＩ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 试剂盒进行 ｃＤＮＡ 合成ꎮ 使

用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０(英骏生物技术有限公司)设计引物ꎬ
β￣ａｃｔｉｎ( Ａｃｔｂ) 做为内参 (见表 １)ꎮ 使用 ２ × ＰＣＲ
ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 试剂盒及 ＶｉｉＡ ７ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 进

行实时定量 ＰＣＲ 检测 ２’ꎬ３’－环核苷酸 ３’－磷酸二

酯酶(Ｃｎｐ)、髓鞘碱性蛋白(Ｍｂｐ)、胶质纤维酸性蛋

白(Ｇｆａｐ)、中枢神经特异性蛋白(Ｓ１００ｂ)、神经元核

抗原(Ｒｂｆｏｘ３)、微管相关蛋白 ２(Ｍａｐ２)、微管蛋白

(Ｔｕｂｂ３)、促红细胞生成素受体(Ｅｐｏｒ)、共 β 亚基异

源受体(Ｃｓｆ２ｒｂ)以及 ＰＤＺ 连接激酶(Ｐｂｋ)的转录水

平ꎮ 技术重复 ３ 次ꎮ

表 １　 引物列表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因名
Ｇｅｎｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度(ｂｐ)
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

Ｃｎｐ Ｆ:５’ＧＣＣＴＴＣＡＡＧＡＡＡＧＡＧＣＴＴＣＧ ３’
Ｒ:５’ＣＡＧＡＴＣＡＣＴＧＧＧＣＣＡＣＡＡＣＴ ３’ ２９１

Ｍｂｐ Ｆ:５’ＴＣＣＧＡＣＧＡＧＣＴＴＣＡＧＡＣＣＡ ３’
Ｒ:５’ＡＣＣＣＣＴＧＴＣＡＣＣＧＣＴＡＡＡＧＡ ３’ ２０７

Ｇｆａｐ Ｆ:５’ＡＡＣＡＡＣＣＴＧＧＣＴＧＣＧＴＡＴ ３’
Ｒ:５’ＣＴＧＣＣＴＣＧＴＡＴＴＧＡＧＴＧＣ ３’ ２３５

Ｓ１００ｂ Ｆ:５’ＣＣＣＴＣＡＴＴＧＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡＣＣ３’
Ｒ:５’ＴＴＣＣＴＧＣＴＣＣＴＴＧＡＴＴＴＣＣＴＣ ３’ １２８

Ｒｂｆｏｘ３ Ｆ:５’ＴＧＧＡＴＴＴＴＡＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＡＴＴ ３’
Ｒ:５’ＣＡＴＡＡＣＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＧＧＣＴＧＣＴ ３’ ９５

Ｍａｐ２ Ｆ:５’ＴＣＴＣＴＡＡＡＧＡＡＣＡＴＣＣＧＴＣＡＣ ３’
Ｒ:５’ＡＴＣＴＴＣＡＣＡＴＴＡＣＣＡＣＣＴＣＣ ３’ １４３

Ｔｕｂｂ３ Ｆ:５’ＧＣＧＣＣＴＴＴＧＧＡＣＡＣＣＴＡＴＴ ３’
Ｒ:５’ＣＣＡＧＣＡＣＣＡＣＴＣＴＧＡＣＣＡＡ ３’ ５８

Ｅｐｏｒ Ｆ:５’ＴＣＣＴＧＧＡＧＣＡＣＣＴＡＴＧＡＣＣ ３’
Ｒ:５’ＣＧＡＧＡＴＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡＡＴＧＡ ３’ ２８３

Ｃｓｆ２ｒｂ Ｆ:５’ＴＧＧＡＧＣＡＡＧＴＧＧＡＧＣＧＡＡ ３’
Ｒ:５’ＣＡＣＡＧＣＣＡＡＡＧＣＧＡＡＧＧＡＴ ３’ １２１

Ｐｂｋ Ｆ:５’ＡＧＡＧＧＧＴＴＧＴＣＴＣＡＴＴＣＴＣＣ ３’
Ｒ:５’ＣＴＴＴＧＴＴＣＣＧＣＴＣＴＴＣＴＡＴＴ ３’ ２３８

Ａｃｔｂ Ｆ:５’ＧＴＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＡＧＧＣ ３’
Ｒ:５’ＡＡＣＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣ ３’ ２４７
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１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 以及 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件

分析数据及作图ꎮ 组间比较采用单因素方差分析

(Ｏｎｅ Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ结果以平均数±标准误差(􀭰ｘ±
ｓ􀭰ｘ)表示ꎮ 相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关检验ꎮ 以 Ｐ
<０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＯＧＤ 处理促进神经干细胞向少突胶质细胞方

向分化

神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈꎬ分别于复氧后 １ ｈ、２ ｈ、４
ｈ、６ ｈ、８ ｈ 收集细胞ꎬ用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测少突胶质细胞

标志物 ＣＮＰ 及 ＭＢＰ 的基因表达ꎮ 结果提示在 ＯＧＤ
复氧后各时间点ꎬＣｎｐ 及 Ｍｂｐ 的表达水平较 ｃｏｎｔｒｏｌ
组均有升高的趋势ꎬ在 ＯＧＤ 复氧后 ４ ｈ 时 Ｃｎｐ 升高

最为显著ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比差异具有统计学意义

(Ｐ<０􀆰 ０５)(见图 １)ꎮ 综上ꎬ缺氧缺糖损伤增加了神

经干细胞向少突胶质细胞方向的分化ꎮ
２􀆰 ２　 ＯＧＤ 促进神经干细胞向星形胶质细胞方向

分化

神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈꎬ分别于复氧后 １ ｈ、２ ｈ、４
ｈ、６ ｈ、８ ｈ 收集细胞ꎬ用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测星形胶质细胞

标志物 ＧＦＡＰ 及 Ｓ１００Ｂ 的基因表达ꎮ 神经干细胞

ＯＧＤ 复氧后 ２ ｈ 和 ６ ｈ Ｇｆａｐ 的表达水平显著降低ꎬ
８ ｈ表达水平显著升高ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比差异具有统

计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ各时间点 Ｓ１００ｂ 的表达水平均

有升高ꎬ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比差异具有

统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)(见图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 ＯＧＤ 处理减少了神经干细胞向神经元方向的

分化

神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈꎬ分别于复氧后 １ ｈ、２ ｈ、４
ｈ、６ ｈ、８ ｈ 收集细胞ꎬ用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测神经元标志物

ＲＢＦＯＸ３、ＭＡＰ２ 以及 ＴＵＢＢ３ 的基因表达ꎮ ＯＧＤ 复

氧后 ２~８ ｈ 三者的 ｍＲＮＡ 表达水平均有降低ꎬ其中

Ｒｂｆｏｘ３ 及 Ｔｕｂｂ３ 在 ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ 时降低最为显著且

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比差异均具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)
(见图 ３)ꎮ 综上ꎬＯＧＤ 损伤减少了神经干细胞向神

经元方向分化从而损伤神经元再生ꎮ
２􀆰 ４　 Ｅｐｏｒ 及 Ｐｂｋ 的转录水平与少突胶质细胞分化

呈正相关

神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈꎬ分别于复氧后 １ ｈ、２ ｈ、４
ｈ、６ ｈ、８ ｈ 收集细胞ꎬ用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测信号分子

ＥＰＯＲ、ＣＳＦ２ＲＢ(βＣＲ)以及 ＰＢＫ 的基因表达情况ꎮ

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＥｐｏｒ 和 Ｃｓｆ２ｒｂ 在神经干细胞 ＯＧＤ
复氧后 １ ｈ 有降低趋势ꎬ４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ 时有升高趋势ꎻ
Ｐｂｋ 在神经干细胞 ＯＧＤ 复氧后各时间点表达均降

低ꎬ其中 １ ｈ 及 ８ ｈ 较为显著ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比差异

具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)(见图 ４)ꎮ
通过分析比较三类神经细胞分化标志物与三

种信号分子的转录水平相关性ꎬ我们发现 ＥＰＯＲ 与

少突胶质细胞标志物 ＣＮＰ 的基因表达呈正相关( ｒ
＝ ０􀆰 ５２ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎻ蛋白激酶 ＰＢＫ 与少突胶质细胞标

志物 ＣＮＰ、ＭＢＰ 的基因表达也呈正相关( ｒ ＝ ０􀆰 ５１ 和

ｒ＝ ０􀆰 ５ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 三种信号分子的基因表达与星

形胶质细胞标志物、神经元标志物均无明显的相关

性(图 ５、图 ６)ꎮ 以上结果表明 ＥＰＯＲ 及 ＰＢＫ 可能

参与神经干细胞向少突胶质细胞分化的过程ꎮ

３　 讨论

本实验结果显示缺氧缺糖损伤促进神经干细

胞向少突胶质细胞以及星形胶质细胞方向的分化ꎬ
同时抑制其向神经元方向的分化ꎮ 另外ꎬ本研究发

现 Ｅｐｏｒ 以及 Ｐｂｋ 的表达与少突胶质细胞的分化呈

正相关ꎬ提示 ＥＰＯＲ 与 ＰＢＫ 可能参与少突胶质细胞

新生ꎮ
少突胶质细胞是中枢神经系统的主要胶质细

胞之一ꎬ其主要功能是在中枢神经系统中包绕轴

突、形成绝缘的髓鞘结构、协助生物电信号的跳跃

式高效传递并维持和保护神经元的正常功能ꎮ 少

突胶质细胞对氧化损伤、兴奋性毒性和其他类型的

缺血诱导损伤具有独特的敏感性ꎮ 已有研究证实

在缺血性中风急性期和亚急性期轴突均会发生快

速和显著的损伤[１１－１３]ꎮ 而卒中也会在一定程度上

诱导轴突再生[１４]ꎮ 在本实验中少突胶质细胞分子

标志物 ＣＮＰ 的 ｍＲＮＡ 水平在 ＯＧＤ / Ｒ 处理后 ４ ｈ 明

显上升ꎬ证实了卒中后的轴突再生作用可能是由少

突胶质细胞新生的增强所引发ꎮ 轴突再生是损伤

后神经功能恢复的重要基础ꎬ因此促进轴突再生被

视为缺血性卒中的治疗策略之一ꎮ
本研究通过检测 ＯＧＤ / Ｒ 后不同时间点各种细

胞分化标志物与 Ｅｐｏｒ、Ｃｓｆ２ｒ(βＣＲ)以及 Ｐｂｋ 的转录

水平并分析数据发现ꎬ少突胶质细胞的标志物之一

Ｃｎｐ 与受体 Ｅｐｏｒ 以及蛋白激酶 Ｐｂｋ 的转录水平均

呈正相关ꎬ另一标志物 Ｍｂｐ 与蛋白激酶 Ｐｂｋ 的转录

水平呈正相关ꎮ ＰＢＫ 被证实在多个系统的恶性肿

瘤组织中高表达ꎬ通过激活下游 ＭＡＰＫ(ｐ３８、ＥＲＫ、
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ＪＮＫ)信号通路ꎬ对恶性肿瘤的发生发展、治疗预后

起到重要作用[１５－１６]ꎮ 在脑缺血相关的研究中也同

样发现 ＭＡＰＫ 及上游 ＭＡＰ２Ｋ、ＭＡＰ３Ｋ 具有新的潜

在药物靶点[１７]ꎮ 研究证明大鼠缺血 ２４ ｈ 脑组织芯

片中ꎬＰＢＫ 的 ｍＲＮＡ 水平变化较其上游 ＭＡＰ３Ｋｓ、

其他 ＭＡＰ２Ｋｓ、下游 ＭＡＰＫ 家族成员更为显著[１８]ꎮ
在脑缺血－再灌注早期ꎬＴＯＰＫ(ＰＢＫ)在大鼠脑缺血

皮层神经元中活化ꎬ可以起到抗氧化及神经保护作

用[５]ꎮ 以上研究证实 ＰＢＫ 能够减轻缺血性神经损

伤ꎮ ＥＰＯＲ 是一种广泛表达的细胞表面受体ꎬ既往

注:Ａ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比较神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间点少突胶质细胞标志物 ＣＮＰ 的基因表达情况ꎻＢ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比较神

经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间点少突胶质细胞标志物 ＭＢＰ 的基因表达情况ꎮ Ｃｎｐ:２’ꎬ３’－环核苷酸 ３’－磷酸二酯酶基因ꎮ Ｍｂｐ:髓磷

脂碱性蛋白基因ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 Ｃｎｐ、Ｍｂｐ 在神经干细胞 ＯＧＤ / Ｒ 后不同时间点的表达水平

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅ ｍａｒｋｅｒ ＣＮＰ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｂꎬ Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅ ｍａｒｋｅｒ ＭＢＰ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ

ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｃｎｐꎬ ２’ꎬ ３’￣ｃｙｃｌｉｃ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ３’￣ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ ｇｅｎｅ. Ｍｂｐꎬ Ｍｏｎｏｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｇｅｎｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｎｐ ａｎｄ Ｍｂｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ / Ｒ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

注:Ａ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比较神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间点星形胶质细胞标志物 ＧＦＡＰ 的基因表达情况ꎻＢ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比较神

经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间点星形胶质细胞标志物 Ｓ１００Ｂ 的基因表达情况ꎮ Ｇｆａｐ:胶质纤维酸性蛋基因ꎮ Ｓ１００ｂ:Ｓ１００β 蛋白基因ꎮ

与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与对照组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 Ｇｆａｐ、Ｓ１００ｂ 在神经干细胞 ＯＧＤ / Ｒ 后不同时间点的表达水平

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｍａｒｋｅｒ ＧＦＡＰ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｂꎬ
Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｍａｒｋｅｒ Ｓ１００Ｂ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｇｆａｐꎬ Ｇｌｉａｌ

ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ. Ｓ１００ｂꎬ Ｓ１００ ｂｅｔａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｇｆａｐ ａｎｄ Ｓ１００ｂ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ / Ｒ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
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其形成的异源二聚体被认为主要参与介导 ＥＰＯ 促

进红系祖细胞生成成熟红细胞ꎬ最近的研究表明

ＥＰＯ 除了具有造血活性外ꎬ 还具有广泛的组织保护

活性ꎮ 它可作用于机体除造血细胞外的多种组织

和细胞ꎬ 包括神经系统、心脏、肾等ꎬ 通过减少细胞

凋亡、抑制炎症反应、促进血管生长、促进功能恢复

等发挥其保护作用[１９－２０]ꎮ ＣＳＦ２ＲＢ 通过与 ＥＰＯＲ 相

关联形成 ＥＰＯ 敏感的组织保护性异质二聚体受体

注:Ａ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比较神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间后神经元标志物 ＲＢＦＯＸ３ 的基因表达情况ꎻＢ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比

较神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间点神经元标志物 ＭＡＰ２ 的基因表达情况ꎻＣ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比较神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复
氧后不同时间点神经元标志物 ＴＵＢＢ３ 的基因表达情况ꎮ Ｒｂｆｏｘ３:神经元核蛋白基因ꎻＭａｐ２:微管相关蛋白－２ 基因ꎻＴｕｂｂ３:βＩＩＩ 微管

蛋白基因ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 Ｒｂｆｏｘ３、Ｍａｐ２ 以及 Ｔｕｂｂ３ 在神经干细胞 ＯＧＤ / Ｒ 后不同时间点的表达水平

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎ ｍａｒｋｅｒ ＲＢＦＯＸ３ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｂꎬ Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎ ｍａｒｋｅｒ ＭＡＰ２ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｃꎬ Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎ ｍａｒｋｅｒ ＴＵＢＢ３ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｒｂｆｏｘ３ꎬ Ｎｅｕｒｏｎａｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ. Ｍａｐ２ꎬ Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣２ ｇｅｎｅ. Ｔｕｂｂ３ꎬ Ｂｅｔａ ＩＩＩ￣ｔｕｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒｂｆｏｘ３ꎬ Ｍａｐ２ ａｎｄ Ｔｕｂｂ３ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ / Ｒ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

注:Ａ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比较神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间点信号分子 ＥＰＯＲ 的基因表达情况ꎻＢ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比较神经

干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间点信号分子 ＣＳＦ２ＲＢ 的基因表达情况ꎻＣ:采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法比较神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时

间点信号分子 ＰＢＫ 的基因表达情况ꎮ Ｅｐｏｒ:促红细胞生成素受体基因ꎻＣｓｆ２ｒｂ:共 β 亚基异源受体基因ꎻＰｂｋ:ＰＤＺ 连接激酶基因ꎮ 与

对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 Ｅｐｏｒ、Ｃｓｆ２ｒｂ 以及 Ｐｂｋ 在神经干细胞 ＯＧＤ / Ｒ 后不同时间点的表达水平

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ＥＰＯＲ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ.
Ｂꎬ Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ＣＳＦ２ＲＢ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｃꎬ
Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ＰＢＫ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ ３ ｈ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｅｐｏｒꎬ
Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅ. Ｃｓｆ２ｒｂꎬ Ｃｏｍｍｏｎ ｂｅｔａ￣ｓｕｂｕｎｉｔ ｈｅｔｅｒｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅ. Ｐｂｋꎬ ＰＤＺ￣ｂｉｎｄｉｎｇ￣ｋｉｎａｓｅ ｇｅｎｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅｐｏｒ、Ｃｓｆ２ｒｂ ａｎｄ Ｐｂｋ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ / Ｒ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
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注:Ａ:Ｅｐｏｒ 在神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间点的表达水平ꎻＢ:信号分子 Ｅｐｏｒ 和少突胶质细胞标志物 Ｃｎｐ 的相关性ꎻＣ:信号

分子 Ｅｐｏｒ 和少突胶质细胞标志物 Ｍｂｐ 的相关性ꎻＤ:信号分子 Ｅｐｏｒ 和星形胶质细胞标志物 Ｇｆａｐ 的相关性ꎻＥ:信号分子 Ｅｐｏｒ 和星形

胶质细胞标志物 Ｓ１００ｂ 的相关性ꎻＦ:信号分子 Ｅｐｏｒ 和神经元标志物 Ｒｂｆｏｘ３ 的相关性ꎻＧ:信号分子 Ｅｐｏｒ 和神经元标志物 Ｍａｐ２ 的相

关性ꎻＨ:信号分子 Ｅｐｏｒ 和神经元标志物 Ｔｕｂｂ３ 的相关性ꎮ

图 ５　 各类细胞标志蛋白与信号分子 ＥＰＯＲ 的相关性分析

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅｐｏｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ / Ｒ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ. Ｂꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｅｐｏｒ ａｎｄ Ｃｎｐ. Ｃꎬ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｅｐｏｒ ａｎｄ Ｍｂｐ. Ｄꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｅｐｏｒ ａｎｄ Ｇｆａｐ. Ｅꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｅｐｏｒ ａｎｄ Ｓ１００ｂ. Ｆꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ｅｐｏｒ ａｎｄ Ｒｂｆｏｘ３. Ｇꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｅｐｏｒ ａｎｄ Ｍａｐ２. Ｈꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｅｐｏｒ ａｎｄ Ｔｕｂｂ３.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ＥＰＯＲ

进行信号传导ꎬ起到神经保护作用[２１－２２]ꎮ 我们的实

验结果进一步提示 ＰＢＫ、ＥＰＯＲ 可能参与缺血性损

伤后神经干细胞向少突胶质细胞方向的分化ꎬ即少

突胶质细胞新生的过程ꎬ从而促进了卒中后轴突再

生以及神经功能恢复ꎮ 两个分子之间是否存在作

用关系尚需进一步的研究探讨ꎮ
星形胶质细胞起支持和分隔神经细胞的作用ꎮ

ＧＦＡＰ 是一种Ⅲ型中间丝状蛋白ꎬ参与细胞骨架的

构成并维持其张力强度ꎬ是星形胶质细胞活化的标

志物[２３]ꎮ Ｓ１００Ｂ 蛋白主要在星形胶质细胞中表达ꎬ
其过量释放可促进脑损伤后神经炎症反应的激活

和进展[２４]ꎮ 本实验结果提示神经干细胞缺氧缺糖

后 ２ ｈ 和 ６ ｈ Ｇｆａｐ 的表达减少ꎬ８ ｈ 时表达升高ꎻ
Ｓ１００ｂ 的表达水平则于神经干细胞损伤后逐渐增

加ꎬ６ ｈ 时达到最高ꎬ８ ｈ 时较前稍有下降ꎮ 既往学

者研究发现ꎬ体外培养星形胶质细胞损伤后 Ｓ１００Ｂ
的总体表达呈单峰变化趋势ꎬ损伤后 ６ ｈ 达到高峰ꎬ
具有时序性变化的规律[２５]ꎮ 大鼠脑缺血再灌注后

Ｓ１００Ｂ 和 ＧＦＡＰ 的表达时间变化关系研究也有说

明ꎬ缺血再灌注早期 Ｓ１００Ｂ 可因星形胶质细胞受损

而渗漏到外周微环境ꎬ进而刺激其合成水平上升ꎬ
表达增加且呈双峰趋势ꎻ而 ＧＦＡＰ 则于 Ｓ１００Ｂ 达高

峰后ꎬ反应性星形胶质细胞开始参与损伤后修复和

胶质瘢痕形成时表达增加[２６]ꎮ 结合本研究实验结
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注:Ａ:Ｐｂｋ 在神经干细胞 ＯＧＤ ３ ｈ / 复氧后不同时间点的表达水平ꎻＢ:信号分子 Ｐｂｋ 和少突胶质细胞标志物 Ｃｎｐ 的相关性ꎻＣ:信号分

子 Ｐｂｋ 和少突胶质细胞标志物 Ｍｂｐ 的相关性ꎻＤ:信号分子 Ｐｂｋ 和星形胶质细胞标志物 Ｇｆａｐ 的相关性ꎻＥ:信号分子 Ｐｂｋ 和星形胶质

细胞标志物 Ｓ１００ｂ 的相关性ꎻＦ:信号分子 Ｐｂｋ 和神经元标志物 Ｒｂｆｏｘ３ 的相关性ꎻＧ:信号分子 Ｐｂｋ 和神经元标志物 Ｍａｐ２ 的相关性ꎻ
Ｈ:信号分子 Ｐｂｋ 和神经元标志物 Ｔｕｂｂ３ 的相关性ꎮ

图 ６　 各类细胞标志蛋白与信号分子 ＰＢＫ 的相关性分析

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐｂｋ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ＯＧＤ / Ｒ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ. Ｂꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｂｋ ａｎｄ Ｃｎｐ. Ｃꎬ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｂｋ ａｎｄ Ｍｂｐ. Ｄꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｂｋ ａｎｄ Ｇｆａｐ. Ｅꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｂｋ ａｎｄ Ｓ１００ｂ. Ｆꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｂｋ
ａｎｄ Ｒｂｆｏｘ３. Ｇꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｂｋ ａｎｄ Ｍａｐ２. Ｈꎬ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐｂｋ ａｎｄ Ｔｕｂｂ３.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｐｂｋ

果考虑缺血性损伤后神经干细胞可向星形胶质细

胞分化ꎬ参与炎症反应ꎬ继而发生凋亡、坏死ꎮ ８ ｈ
后更多的星形胶质细胞生成、激活ꎬ成为反应性星

形胶质细胞参与到胶质瘢痕的形成ꎮ 后续我们可

以进一步探究神经干细胞氧糖剥夺 /复氧 ８ ｈ 以后

的星形胶质细胞标志物变化情况ꎮ
大量研究结果已表明缺血性脑损伤后成体神

经再生作用增强ꎬ对神经功能的恢复具有促进作

用[２７－２８]ꎮ 然而其机制目前尚不清楚ꎮ 在本实验中ꎬ
利用体外神经干细胞氧糖剥夺模型模拟缺血性脑

损伤后神经干细胞的变化ꎮ 结果显示 ＯＧＤ / Ｒ 后 ２
~６ ｈ 神经元的再生被抑制ꎬ表明脑缺血会直接抑制

成体神经再生ꎬ即缺血后成体神经再生的增强并不

是由缺血刺激直接引发的ꎬ可能是由周围微环境的

变化引起ꎮ 具体的作用机制还需要进一步探究ꎮ
综上所述ꎬ本实验结果提示缺氧缺糖损伤显著

促进了少突胶质细胞和星形胶质细胞新生ꎬ同时抑

制了神经干细胞向神经元方向的分化ꎮ 转录分析

结果提示 ＥＰＯＲ 以及 ＰＢＫ 可能参与神经干细胞向

少突胶质细胞方向的分化ꎬ为进一步研究缺血后神

经再生机制提供了基础ꎮ 未来的研究应继续探讨

ＥＰＯＲ 以及 ＰＢＫ 参与缺血后少突胶质细胞再生的

机制以及其他的调节通路ꎬ为临床转化提供更多可

干预的分子靶点ꎮ
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(上海交通大学附属第六人民医院骨科ꎬ上海　 ２００２３３)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察阿托伐他汀对 ＡｐｏＥ－ / －小鼠关节损伤的保护作用ꎮ 方法　 将 ４０ 只 ＡｐｏＥ－ / －小鼠随机分

为模型组和药物组ꎬ高脂饲料喂养ꎬ药物组给予阿托伐他汀 １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)灌胃ꎬ模型组给予等量生理盐水灌胃ꎮ ２０
只对照组 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠普通饲料喂养ꎮ 全自动生化分析仪检测血脂变化ꎬＥＬＩＳＡ 方法检测血清 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平ꎬ
取膝关节组织标本做 ＨＥ 染色、番红 Ｏ￣固绿染色观察组织形态学变化ꎬ透射电镜观察软骨细胞超微结构变化ꎮ 结

果　 与模型组相比ꎬ阿托伐他汀干预药物组血清 ＴＣ、ＴＧ 和 ＬＤＬ￣Ｃ 均明显下降(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而 ＨＤＬ￣Ｃ 水平升高(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ血清炎症因子 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 明显下降(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ软骨细胞超微结构的损伤明显改善ꎬ膝关节滑膜炎症细胞

浸润减少ꎬ软骨组织结构损伤和骨化程度明显减轻ꎬ显著延缓疾病进程ꎮ 结论　 阿托伐他汀可通过调节血脂和下

调炎症因子对 ＡｐｏＥ－ / －小鼠关节损伤产生保护作用ꎮ
【关键词】 　 阿托伐他汀ꎻ血脂ꎻ炎症因子ꎻ关节损伤
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Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｏｎ ｊｏｉｎｔ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ
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(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊｉａｏ Ｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｓｉｘｔｈ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２００２３３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｏｎ ｊｏｉｎｔ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｆｏｒｔｙ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ. Ａｌｌ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ａ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｄｉｅｔ. Ｔｈｅ ｄｒｕｇ
ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ. Ｔｗｅｎｔｙ ｎｏｒｍａｌ
Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ (ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ) ｗｅｒｅ ｆｅｄ ａ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔ. Ｗｅ ｕｓｅｄ ａｎ ａｕｔｏｍａｔｉｃ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｚｅｒ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓꎬ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ
ｆｏｒ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ￣ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓꎬ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｃｈｏｎｄｒａｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｅｒｕｍ ＴＣꎬ
ＴＧꎬ ａｎｄ ＬＤＬ￣Ｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ (ｄｒｕｇ) ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ ｗｈｉｌｅ ＨＤＬ￣Ｃ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ＩＬ￣６ Ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<
０􀆰 ０１). Ｃｈｏｎｄｒａｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｗｉｔｈ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ. Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｓ ｄｉｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｌａｙｅｄ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ｃａｎ ｐｒｏｔｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ｊｏｉｎｔ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎꎻ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓꎻ ｊｏｉｎｔ ｉｎｊｕｒｙ



　 　 骨关节炎(ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬ ＯＡ)是一种常见的关

节退行性疾病ꎬ肥胖的中老年人发病率比较高[１－２]ꎮ
ＯＡ 发病机制复杂ꎬ而且发病后随着疾病进展病理

改变难以逆转ꎬ因此 ＯＡ 的早期有效预防和治疗ꎬ延
缓疾病进程尤其重要ꎮ 流行病学资料调查显示 ＯＡ
与肥胖、脂质代谢紊乱及炎症因素密切相关ꎬ脂代

谢异常会促进骨关节炎的发展[３]ꎬ因此通过改善血

脂水平、减少炎症发生可能是预防和治疗 ＯＡ 的一

种重要措施ꎮ 研究发现阿托伐他汀除降低血脂外ꎬ
还具有抗炎、抗氧化、改善血管内皮细胞的功能ꎬ发
挥重要的抗动脉粥样硬化 ( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡＳ) 作

用[４]ꎬ但其在 ＯＡ 发生发展的作用研究较少ꎮ 载脂

蛋白 Ｅ(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅꎬ ＡｐｏＥ)参与脂蛋白代谢和

转化过程ꎬＡｐｏＥ 基因突变或缺失ꎬ会导致人和动物

血脂代谢紊乱ꎬ血脂水平升高ꎮ ＡｐｏＥ 基因敲除

(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ￣ｋｎｏｃｋｏｕｔꎬＡｐｏＥ－ / －)小鼠模型已被

广泛应用于高血脂及相关疾病的研究ꎮ 本实验选

择 ＡｐｏＥ－ / －小鼠加喂养高脂饲料诱导构建高脂血症

动物模型ꎬ以血脂、血清炎症因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 及膝

关节组织病理学变化为指标ꎬ观察阿托伐他汀干预

治疗对 ＡｐｏＥ－ / －小鼠关节损伤的保护作用ꎬ为他汀类

药物的作用应用于 ＯＡ 的预防治疗奠定良好基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠 ４０ 只ꎬ６ 周龄

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 ２０ 只ꎬ两批小鼠体重均

为 １８~２２ ｇꎬ均购自上海西普尔－必凯实验动物有限

公司[ＳＣＸＫ(沪)２０１８－０００６]ꎬ动物饲养于上海市第

六人民医院动物实验室[ＳＹＸＫ(沪)２０１６－００２０]ꎬ动
物实验通过上海市第六人民医院动物福利伦理委

员会批准(ＮＯ:２０１９－００５８)ꎮ 实验研究过程中遵循

替代、减少、优化的 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

阿托伐他汀片(每片 ２０ ｍｇꎬ辉瑞制药有限公

司ꎬ批号 ＤＧ４７０９)ꎻ小鼠白介素－６( ＩＬ－６)ＥＬＩＳＡ 试

剂盒(Ｄ７２１０２２－００４８)、小鼠肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣
α)ＥＬＩＳＡ 试剂盒(Ｄ７２１０２６－００４８)均购自生工生物

工程 (上海) 股份有限公司ꎻ 番红 Ｏ￣固绿染液

(ＧＩ３７４)购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎮ
全 自 动 生 化 分 析 仪 ( ｒｏｃｈｅ ｃｏｂａｓ ８０００ )ꎻ

Ｏｌｙｍｐｕｓ￣ＢＸ５１ 光学显微镜 (日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ
ＨＴ７５００ 电镜(日本 ＨＩＴＡＣＨＩ 公司)ꎮ

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验分组、给药和模型建立

选取 ６ 周龄 ＡｐｏＥ－ / －雄性小鼠 ４０ 只ꎬ随机分为

模型组和药物组ꎬ高脂饲料喂养(脂肪 ２１％＋胆固醇

０􀆰 １５％＋基础饲料 ７８􀆰 ８５％)ꎬ药物组阿托伐他汀 １０
ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)(生理盐水溶解)灌胃ꎬ模型组等量生理

盐水灌胃ꎮ 对照组选取 ２０ 只同龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性

小鼠ꎬ普通饲料喂养ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 标本取材及处理

每组小鼠分别喂养至 １８ 周和 ３０ 周各取 １０ 只ꎬ
腹腔麻醉ꎬ左心室取血检测血清指标ꎻ剪取膝关节

部位组织标本用于 ＨＥ 染色、番红 Ｏ￣固绿染色ꎻ打开

膝关节腔ꎬ取胫骨平台软骨做电镜检测ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 血清指标检测

取动物全血室温下静置 ２ ｈꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ收集血清ꎮ 全自动生化分析仪检测总胆固

醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＣ)、甘油三酯 ( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬ
ＴＧ)、高密度脂蛋白胆固醇(ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＨＤＬ￣Ｃ) 和低密度脂蛋白胆固醇 ( ｌｏｗ￣
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＬＤＬ￣Ｃ) 含量ꎮ 按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作步骤ꎬ酶标仪检测样本 ＯＤ
值ꎬ计算血清 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 的浓度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＨＥ 和番红 Ｏ￣固绿染色

各组小鼠膝关节标本ꎬ室温条件下 ４％多聚甲

醛固定 ３ ｄꎬ然后 １０％ ＥＤＴＡ 溶液中浸泡脱钙ꎬ每５ ｄ
换液一次ꎬ室温下脱钙 ４ 周ꎮ 用流水冲洗ꎬ石蜡包

埋ꎬ组织连续切片厚度 ５ μｍꎮ
(１)ＨＥ 染色

膝关节组织切片二甲苯常规脱蜡处理ꎻ苏木素

染色 １０ ｍｉｎꎬ伊红染色 ３０ ｍｉｎꎬ梯度乙醇脱水各 １０
ｓꎻ二甲苯 Ｉ 溶液、二甲苯 ＩＩ 溶液、二甲苯 ＩＩＩ 溶液各

１０ ｍｉｎꎻ中性树胶封片ꎬ显微镜下观察膝关节组织学

变化ꎮ
(２)番红 Ｏ￣固绿染色

膝关节组织切片常规二甲苯脱蜡、乙醇梯度脱

水ꎻ１％固绿染色 １􀆰 ５ ｍｉｎꎬ０􀆰 １％乙酸分化 １０ ｓꎬ 再入

０􀆰 ５％番红 Ｏ 染色 １ ｍｉｎꎻ９５％乙醇溶液分色 ３０ ｓꎬ蒸
馏水冲洗 ３ ｍｉｎꎬ常规乙醇梯度脱水、二甲苯透明、中
性树胶封片ꎬ显微镜下观察膝关节软骨内蛋白多糖

(染色下呈红色)的丢失情况以及膝关节软骨组织

结构破坏的程度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 电镜

切取膝关节胫骨平台全层软骨组织ꎬ组织修块
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约 １ ｍｍ３ꎬ先置于 ３％戊二醛前固定 ２ ｈ(４℃)ꎻ再后

固定于 １％锇酸 ２ ｈ(４℃)ꎬ梯度乙醇及丙酮脱水ꎬ
Ｅｐｏｎ８１２ 包埋ꎬ 半薄切片定位ꎬ超薄切片 ７０ ｎｍꎬ 醋

酸双氧铀－枸橼酸铅双染色ꎬ透射电镜观察软骨组

织超微结构ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件ꎬ计量资料用平均数±标准

差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ组间均数比较采用单因素方差分

析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠血脂水平

１８ 周龄和 ３０ 周龄小鼠ꎬ与对照组比较ꎬ模型组

血清 ＴＣ、ＴＧ 和 ＬＤＬ￣Ｃ 均升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ ＨＤＬ￣Ｃ 降

低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与模型组比较ꎬ药物组给予阿托伐他

汀干预治疗后血清 ＴＣ、ＴＧ 和 ＬＤＬ￣Ｃ 均明显下降(Ｐ
<０􀆰 ０１)ꎬ而 ＨＤＬ￣Ｃ 水平升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ３０ 周和 １８
周小鼠相同组内血脂水平比较无统计学意义ꎮ 见

表 １ꎮ
２􀆰 ２　 各组小鼠血清炎症因子水平

１８ 周龄和 ３０ 周龄小鼠ꎬ与对照组比较ꎬ模型组

血清 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 均升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与模型组比

较ꎬ药物组给予阿托伐他汀干预治疗后血清 ＩＬ￣６ 和

ＴＮＦ￣α 均下降(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ３０ 周模型组和药物组小

鼠血清 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 水平均高于 １８ 周相同组水平

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见表 ２ꎮ
２􀆰 ３　 ＨＥ 染色

１８ 周龄小鼠ꎬ对照组膝关节软骨结构完整ꎬ表面

光滑ꎬ滑膜无炎症细胞浸润ꎻ模型组关节软骨面粗糙ꎬ
软骨细胞排列紊乱、数量减少ꎬ滑膜有炎症细胞浸润ꎬ
关节腔内有赘生物形成ꎻ药物组较模型组关节损伤明

显减轻ꎬ关节软骨表面光滑ꎬ结构完整ꎬ软骨细胞数量

减少ꎬ滑膜未见明显病理学改变ꎮ 见图 １ꎮ
２􀆰 ４　 电镜

１８ 周龄小鼠ꎬ对照组膝关节软骨细胞呈椭圆

形ꎬ细胞表面有丰富的微绒毛样突起ꎬ细胞核完整ꎬ
染色质均匀ꎬ胞质内有丰富的粗面内质网ꎬ线粒体

结构正常ꎮ 模型组软骨细胞表面微绒毛突起明显

减少ꎬ核膜不完整ꎬ染色质聚集、分布不均匀ꎬ粗面

内质网减少ꎬ线粒体呈髓样变性ꎬ自噬小体增多ꎮ
药物组较模型组软骨细胞损伤减轻ꎬ细胞表面微绒

毛突起略有增加ꎬ染色质聚集程度减轻ꎬ粗面内质

网增多ꎬ部分线粒体呈空泡状ꎬ仍可见自噬小体ꎮ
见图 ２ꎮ

表 １　 各组小鼠血脂水平( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

鼠龄
Ｍｉｃｅ ａｇｅ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＴＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ＴＧ (ｍｍｏｌ / Ｌ) ＨＤＬ￣Ｃ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ＬＤＬ￣Ｃ(ｍｍｏｌ / Ｌ)

１８ 周
１８ Ｗｅｅｋｓ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ３４±０􀆰 ６２ １􀆰 １４±０􀆰 １０ １􀆰 ９４±０􀆰 １３ １􀆰 ６９±０􀆰 １３
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １６􀆰 ８８±２􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ８３±０􀆰 １６∗∗ ０􀆰 ６１±０􀆰 １６∗∗ １４􀆰 ６６±０􀆰 ８７∗∗

药物组 Ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ００±１􀆰 ３６△△ １􀆰 ３５±０􀆰 ２７△△ ０􀆰 ８３±０􀆰 ０９△△ ９􀆰 ３７±０􀆰 ９３△△

３０ 周
３０ Ｗｅｅｋｓ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ８５±０􀆰 ６９ １􀆰 １２±０􀆰 ２３ １􀆰 ９４±０􀆰 ３０ １􀆰 ６３±０.４１
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２１􀆰 ５６±１􀆰 ４１∗∗ ３􀆰 ７６ ±０􀆰 ２５∗∗ ０􀆰 ５７±０􀆰 １３∗∗ １９􀆰 ０２±０.９７∗∗

药物组 Ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ １２􀆰 ０６±０􀆰 ６６△△ １􀆰 ２５±０􀆰 ２９△△ ０􀆰 ９３±０􀆰 ６２△△ １０􀆰 ３８±３.１９△△

注:与对照组比较ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组比较ꎬ△△Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ △△Ｐ<０􀆰 ０１.

表 ２　 各组小鼠血清 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 水平( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

鼠龄
Ｍｉｃｅ ａｇｅ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＩＬ￣６(ｐｇ / ｍＬ) ＴＮＦ￣α(ｐｇ / ｍＬ)

１８ 周
１８ Ｗｅｅｋｓ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３０􀆰 １１±０􀆰 ３６ ９６􀆰 ８４±３􀆰 ９９
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３１５􀆰 ８０±１􀆰 ２１∗∗ ２９５􀆰 １０±６􀆰 ２９∗∗

药物组 Ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ８９􀆰 ５２±０􀆰 ５９△△ １０２􀆰 ３１±５􀆰 ６７△△

３０ 周
３０ Ｗｅｅｋｓ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３３􀆰 ９６±４􀆰 ９９ ９９􀆰 ９８± ３􀆰 ８９
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３７４􀆰 ４６±２３􀆰 ３０∗∗＃＃ ３４２􀆰 ６９±１６􀆰 ７３∗∗＃＃

药物组 Ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ １０３􀆰 ２１±４􀆰 ８４△△＃ １１７􀆰 ４３±４􀆰 ９４△△＃＃

注:与对照组比较ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组比较ꎬ△△Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ同组比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ △△Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.
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２􀆰 ５　 番红 Ｏ￣固绿染色

３０ 周龄小鼠ꎬ正常对照组关节软骨表面光滑ꎬ
软骨基质呈均匀紫红色ꎬ软骨下骨呈绿色ꎮ 模型组

关节软骨表面结构明显破坏ꎬ关节软骨剥脱ꎬ软骨

基质番红 Ｏ 染色严重丢失ꎬ骨化严重ꎬ关节腔内赘

生物形成明显增多ꎻ与模型组比较ꎬ药物组关节软

骨结构损伤减轻ꎬ关节软骨表面粗糙不平ꎬ软骨基

质番红 Ｏ 染色增多ꎮ 见图 ３ꎮ

注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:药物组ꎮ

图 １　 各组小鼠膝关节 ＨＥ 染色组织学观察

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

注:Ａ１￣Ａ２:对照组ꎻＢ１￣Ｂ２:模型组ꎻＣ１￣Ｃ２:药物组ꎮ

图 ２　 各组小鼠关节软骨细胞超微结构透射电镜观察

Ｎｏｔｅ. Ａ１￣Ａ２ꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂ１￣Ｂ２ꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃ１￣Ｃ２ꎬ Ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｏｎｄｒａｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:药物组ꎮ

图 ３　 各组小鼠膝关节番红 Ｏ￣固绿染色组织学观察

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ｂｙ Ｓａｆｒａｎｉｎｅ Ｏ￣Ｆａｓｔ Ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

９１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



３　 讨论

ＯＡ 是一种以关节滑膜炎症、关节软骨的变性、
破坏及骨质增生为特征的慢性关节病ꎬ膝关节是疾

病好发部位ꎮ 近年来随生活水平提高及人们膳食

结构的改变ꎬ大量高脂、高糖膳食摄入及运动减少ꎬ
以肥胖、高血脂及高血糖为主要表现的代谢综合征

呈增长趋势[５]ꎬ脂代谢的紊乱导致骨代谢异常ꎬ致
使 ＯＡ 患病率不断增加ꎮ 越来越多的证据[６－７] 表明

ＯＡ 不单是生物学应力改变或与衰老相关的疾病ꎬ
脂质代谢紊乱、体液炎性介质参与疾病的发生进

展ꎬ血清胆固醇是 ＯＡ 进展的危险因素ꎮ 载脂蛋白

Ａｐｏｅ 是低密度脂蛋白和肝细胞乳糜微粒残粒受体

的配体ꎬ与脂蛋白的代谢密切相关ꎮ ＡｐｏＥ－ / －小鼠可

以自发产生高脂血症、伴随炎症因子产生增多促进

形成 ＡＳꎬ是研究 ＡＳ 发病机制以及治疗等方面经典

的动物模型之一ꎬ喂养高脂饮食能加速疾病进

程[８－１０]ꎮ 本实验观察到 ＡｐｏＥ－ / －小鼠喂饲高脂饲料

动物血脂、炎症因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 升高ꎬ膝关节有滑

膜炎症细胞浸润、软骨面损伤、关节腔内有赘生物

形成等 ＯＡ 表现ꎬ而且随小鼠周龄增加ꎬ膝关节软骨

表面结构破坏程度加重ꎬ骨化严重ꎬ关节腔内赘生

物形成明显增多ꎬ进一步证实 ＯＡ 的发生发展与高

血脂及炎症因子密切相关ꎮ
研究发现 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１β 等细胞因子在

ＯＡ 疾病进展中起重要作用ꎬ引起关节软骨基质降

解、骨质的破坏及滑膜细胞凋亡[１１－１２]ꎬ脂肪组织也

能合成 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 等细胞因子ꎬ特别是髌下脂

肪垫可释放多种炎性及脂肪因子参与 ＯＡ 进展[１３]ꎮ
因此降低血脂、抑制炎症因子的产生可能是治疗

ＯＡ 的一种重要策略ꎮ 阿托伐他汀是临床治疗高脂

血症的首选他汀类药物ꎬ主要作用部位在肝ꎬ能够

竞争性抑制 ＨＭＧ￣ＣｏＡ 还原酶ꎬ接受阿托伐他汀治

疗的患者在 ＴＣ、ＴＧ 和 ＨＤＬ￣Ｃ 方面有明显改善ꎬ阿
托伐他汀能阻断或者逆转 ＡＳ 的发生和发展ꎬ是最

常用的治疗和预防心血管疾病的药物[１４－１５]ꎮ 临床

研究证实冠心病和高血压患者服用阿托伐他汀可

下调血清促炎因子 ＩＬ￣６ 和上调 ＴＧＦ￣β 水平ꎬ减少并

发症的发生[１６]ꎮ 阿托伐他汀显著降低 ＡＳ 模型动物

血脂及炎症因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦα 水平ꎬ动脉粥样斑块变

小、抑制 ＡＳ 疾病的发展[８ꎬ １７]ꎮ 研究发现 ＯＡ 及 ＡＳ
的发生发展存在共同的危险因素ꎬ如高龄、肥胖、血
脂代谢紊乱、慢性炎症等[１８－１９]ꎮ 转基因高脂动物模

型证实ꎬ饲用阿托伐他汀能明显降低血清胆固醇水

平ꎬ有效缓解 ＯＡ 进程[２０]ꎮ 本实验观察到阿托伐他

汀干预治疗的 ＡｐｏＥ－ / －小鼠ꎬ膝关节损伤程度减轻ꎬ
明显延缓病程进展ꎬ与上述结果一致ꎬ推测他汀类

药物类通过改善血脂水平、减少炎症因子 ＩＬ￣６、
ＴＮＦα 的产生可能为 ＯＡ 提供一定的防治作用ꎮ

他汀类药物在 ＯＡ 中作用的研究已引起人们的

关注ꎬ临床观察发现ꎬ心血管疾病患者服用他汀类

类药物能减少 ＯＡ 发生[２１]ꎬ体外实验[２２]发现阿托伐

他汀在白介素－１ 诱导的大鼠骨关节炎软骨移植培

养模型中ꎬ具有抗炎和软骨保护作用ꎮ 动物实验[２３]

证明阿托伐他汀减轻谷氨酸钠碘乙酸(ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ
ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅꎬ ＭＩＡ))诱导的大鼠 ＯＡ 疼痛ꎬ并通过抑

制氧化应激反应保护软骨降解损伤ꎮ 以上结果进

一步证明了阿托伐他汀在 ＯＡ 防治中潜在的价值ꎮ
综上所述ꎬ阿托伐他汀通过调节血脂代谢、减

少炎症因子产生等机制发挥 ＯＡ 保护作用ꎬ明显延

缓疾病进程ꎬ本实验为阿托伐他汀应用于 ＯＡ 的预

防治疗提供了更充实的实验依据ꎬ阿托伐他汀在临

床用途广泛ꎬ但确切的机制目前尚不完全清楚ꎬ有
待进一步深入研究和探讨ꎮ
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孙晓峰ꎬ刘涛ꎬ曾贵荣ꎬ等. 左归丸对磷酰胺氮芥体外诱导损伤颗粒细胞自噬与凋亡的影响 [Ｊ]. 中国比较医学杂志ꎬ ２０２１ꎬ ３１
(１): ２２－２６.
Ｓｕｎ ＸＦꎬ Ｌｉｕ Ｔꎬ Ｚｅｎｇ ＧＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ ｐｉｌｌ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｉｎｊｕｒｅｄ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ
ｍｕｓｔａｒｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ３１(１): ２２－２６.
ｄｏｉ: １０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１－７８５６􀆰 ２０２１􀆰 ０１􀆰 ００４
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左归丸对磷酰胺氮芥体外诱导损伤颗粒细胞
自噬与凋亡的影响

孙晓峰１ꎬ刘　 涛２ꎬ曾贵荣３ꎬ陈勇超２ꎬ伍参荣４∗ꎬ乔　 江５

(１.湖南中医药大学医学院组织学与胚胎学教研室ꎬ长沙　 ４１０２０８ꎻ ２.湖南中医药大学医学院临床医学专业ꎬ
长沙　 ４１０２０８ꎻ ３.湖南省药物安全评价研究中心 ＆ 新药药效与安全性评价湖南省重点实验室ꎬ长沙　 ４１０３３１ꎻ

４.湖南中医药大学医学院免疫学教研室ꎬ长沙　 ４１０２０８ꎻ ５.湖南中医药大学附属第一医院妇产科ꎬ长沙　 ４１０００７)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨磷酰胺氮芥(ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ ｍｕｓｔａｒｄꎬＰＭ)诱导卵巢颗粒细胞损伤的机制及左归丸含药血

清对受损颗粒细胞自噬与凋亡的影响ꎮ 方法　 制备左归丸含药血清ꎬ体外培养原代大鼠卵巢颗粒细胞ꎬ待细胞生

长至底壁的 ７５％~８０％时随机分为 ４ 组:①对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎻ②模型组(Ｍ)ꎻ③左归丸含药血清组(１０％ＺＧＷ)ꎻ④模

型＋左归丸含药血清组(Ｍ＋１０％ＺＧＷ)、以 ＰＭ 处理②④组 ２４ ｈ 建立化疗源性颗粒细胞损伤模型后ꎬ①②组中加入

１０％正常大鼠血清ꎬ③④组中加入 １０％左归丸含药血清ꎬ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈꎮ 流式细胞术检测各组颗

粒细胞凋亡率ꎬ蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测卵巢自噬启动因子 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、微管结合蛋白轻链 ３(ＬＣ３Ｂ)、自噬

受体蛋白 Ｐ６２、凋亡蛋白 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达ꎮ 结果 　 与对照组相比:模型组细胞凋亡率明显上升ꎬＢｅｃｌｉｎ￣１、
ＬＣ３Ｂ、Ｂａｘ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达量增高ꎬＰ６２ 蛋白表达量下降ꎬ差异均具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ １０％左归丸含药

血清可显著降低模型组颗粒细胞凋亡率ꎬ下调受损颗粒细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３Ｂ、Ｂａｘ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白的表达ꎬ上调受

损颗粒细胞中 Ｐ６２ 蛋白的表达ꎬ差异均具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 ＰＭ 诱导了卵巢颗粒细胞损伤ꎬ促进了

颗粒细胞凋亡ꎬ激活了颗粒细胞自噬 /溶酶体降解途径ꎻ１０％左归丸含药血清可降低化疗损伤性颗粒细胞凋亡率ꎬ
与自噬相关蛋白的表达相关ꎮ

【关键词】 　 左归丸含药血清ꎻ磷酰胺氮芥ꎻ颗粒细胞ꎻ自噬ꎻ凋亡
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ꎬ ＬＣ３Ｂꎬ Ｂａｘꎬ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄａｍａｇｅｄ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄａｍａｇｅｄ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＰＭ ｄａｍａｇｅｓ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎬ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ / ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ １０％ ｓｅｒｕｍ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｚｕｏｇｕｉ ｐｉｌｌ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｚｕｏｇｕｉ ｐｉｌｌꎻ ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ ｍｕｓｔａｒｄꎻ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓꎻ ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 卵巢早衰(Ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅꎬＰＯＦ)是指

各种因素导致的女性卵巢储备功能下降ꎬ由此引发

提前绝经(４０ 岁之前)以及低雌激素、高促性腺激素

症状ꎮ 近年来医源性因素逐渐发展为 ＰＯＦ 的重要

因素[１－２]ꎬ化疗为其中之一ꎬ常见药物有环磷酰胺

(ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅꎬＣＴＸ)、顺铂等ꎮ 化疗所造成的

ＰＯＦ 给女性患者带来严重的生理问题和心理困

扰[３]ꎮ 因此ꎬ如何恢复化疗后女性卵巢功能ꎬ从而

提高患者生存质量显得尤为重要ꎮ 颗粒细胞围绕

在卵母细胞周围ꎬ不仅为卵母细胞提供营养支持ꎬ
而且对卵泡的发育和成熟起重要作用[４－５]ꎮ 大量研

究证实:ＣＴＸ 在体内被激活成具有活性的细胞毒性

代谢物丙烯醛和 ＰＭꎬ通过形成共价 ＤＮＡ 加合物造

成 ＤＮＡ 结构破坏ꎬ从而阻断 ＤＮＡ 复制ꎬ抑制细胞的

增殖ꎬ甚至诱导其凋亡ꎮ 左归丸是中医妇科临床治

疗 ＰＯＦ 的常用方药ꎬ临床多以其为基本方加减ꎮ 本

课题组前期药效学研究的卵巢组织免疫组化检测

结果显示:在体内动物实验中ꎬ左归丸降低了化疗

源性 ＰＯＦ 小鼠颗粒细胞凋亡[６]ꎮ 自噬与凋亡能通

过多种通路相互协调转化ꎬ共同促进细胞死亡ꎬ而
目前关于 ＣＴＸ 损伤颗粒细胞以及左归丸保护颗粒

细胞的机制中是否存在自噬过程的研究甚少ꎮ 本

实验以 ＰＭ(ＣＴＸ 的体外活性成分)建立化疗源性体

外颗粒细胞损伤模型ꎬ通过流式细胞术和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测各实验组颗粒细胞凋亡率及自噬与凋亡相

关蛋白如卵巢自噬启动因子 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、微管结合蛋

白轻链 ３(ＬＣ３ＢＩ / ＬＣ３ＢＩＩ)、自噬受体蛋白 Ｐ６２、凋亡

蛋白 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达ꎬ进一步探讨 ＣＴＸ 的活性

成分———ＰＭ 建立体外诱导颗粒细胞损伤模型以及

左归丸含药血清对颗粒细胞损伤的保护作用及相

关机制ꎬ为进一步揭示此过程中是否存在自噬与凋

亡的交叉对话关系奠定基础ꎬ以期为临床靶向治疗

提供参考ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

雌性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只ꎬＳＰＦ 级ꎬ体重 ２５０~ ２７０ ｇꎬ８
周龄ꎬ购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司

[ＳＣＸＫ(湘)２０１９－０００４]ꎬ在湖南省药物安全评价研

究中心 ＆ 新药药效与安全性评价湖南省重点实验

室 ＳＰＦ 级实验室饲养[ＳＹＸＫ(湘)２０１５－００１６]ꎮ 动

物实验经湖南省药物安全评价研究中心伦理委员

会批准(２０１９０２４)ꎬ过程中遵循实验动物学的 ３Ｒ
原则ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 实验细胞

原代大鼠卵巢颗粒细胞ꎬ批号:ｉＣｅｌｌ２０１９１００２７ꎬ
赛百慷上海生物技术股份有限公司产品ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

左归丸方剂由熟地、山药、枸杞、山茱萸、川牛

膝、菟丝子、鹿角胶、龟板胶组成ꎬ购自湖南中医药

大学附属一医院ꎬ按照 ８ ∶４ ∶４ ∶３ ∶４ ∶４ ∶４ ∶４比例制成

３２中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



生药 １ ｇ / ｍＬ 的中药浸膏备用ꎻＰＭ(江苏倍达医药科

技有限公司合成ꎬ批号 ２０１８０９０８)ꎻ电泳仪ꎬ北京六

一公司产品ꎻ化学发光仪ꎬ博路腾公司产品ꎻ流式细

胞仪ꎬＣｙｔｏＦｌｅｘ 公司产品ꎻ倒置显微镜ꎬＯＬＹＭＰＵＳ
ＩＸ７１ 产品ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染细胞凋亡检测

试剂盒ꎬ批号:６４０９１４ꎬＢｉｏｌｅｇｅｎｄ 产品ꎻＢＣＡ 蛋白定

量试剂盒ꎬ批号:Ｐ００１２Ｓꎬ碧云天产品ꎻＲＩＰＡ 蛋白裂

解液ꎬ批号:Ｐ００１３Ｂꎬ碧云天产品ꎻ二抗:Ａｎｔｉ Ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ / ＨＲＰꎬ批号:ＡＳ０１４Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司产品ꎮ 一抗:兔
抗 Ｐ６２ꎬ批号:Ａ１９７００、兔抗 ＢＥＣＬＩＮꎬ批号:Ａ７３５３、
兔抗 ＣＡＳＰ３ꎬ 批 号: Ａ１９６５４、 兔 抗 ＢＡＸꎬ 批 号:
Ａ１９６８４、兔抗 ＬＣ３Ｂꎬ批号:Ａ１９６６５ꎬ均为 Ａｂｃｌｏｎａｌ 公
司产品ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 内参ꎬ批号:ＡＣ０２６ꎬ Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司

产品ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 造模与分组

将原代大鼠卵巢颗粒细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ待
细胞生长至底壁的 ７５％~８０％时ꎬ将细胞分为 ４ 组:
①对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎻ②模型组(Ｍ)ꎻ③左归丸含药

血清组(１０％ＺＧＷ)ꎻ④模型＋左归丸含药血清组(Ｍ
＋１０％ＺＧＷ)ꎮ 除对照组及左归丸含药血清组外ꎬ其
余 ２ 组每孔加入 ２００ μＬ 终浓度为 ３０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＭ
进行处理ꎬ３７℃ꎬ５％ＣＯ２ 细胞培养箱ꎬ培养 ２４ ｈꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 左归丸含药血清制备与给药

ＳＤ 大鼠 ６０ 只随机分为 ２ 组:即正常血清组和

ＺＧ 血清组各 ３０ 只ꎮ １ ｇ / ｍＬ 的 ＺＧ 浸膏ꎬ根据成人

与大鼠体表面积ꎬ换算成大鼠的用量ꎬ相当于临床

等效剂量的 ９ 倍ꎬ即按照 ２４５􀆰 ７ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ每天分两

次给 ＺＧ 血清组大鼠灌服ꎬ连续 ３ ｄꎬ正常血清组给

予等量纯净水ꎬ于末次灌胃后 ２ ~ ２􀆰 ５ ｈ 麻醉后腹主

动脉采血ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ离心后ꎬ无菌分离血清ꎬ
－２０℃保存ꎬ实验前 ５６℃ ３０ ｍｉｎ 灭活ꎬ０􀆰 ２２ μｍ 滤器

过滤后使用ꎮ ＰＭ 处理相应组 ２４ ｈ 后ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组及

Ｍ 组加入 １０％正常大鼠血清ꎻ１０％ ＺＧＷ 组及 Ｍ＋
１０％ＺＧＷ 组加入 １０％左归丸含药血清ꎬ３７℃ꎬ５％
ＣＯ２ 细胞培养箱ꎬ培养 ２４ ｈꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 流式细胞术测定细胞凋亡情况

各组细胞离心收集ꎬ用 ４℃预冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ
然后用 ５００ μＬ 结合缓冲液重悬细胞ꎬ调节其浓度为

１０６ / ｍＬꎬ取 １００ μＬ 细胞悬浮于 ５ ｍＬ 流式管中ꎬ加
入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＡＰＣ 混 匀 后ꎬ 再 加 入 ５ μＬ
Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ Ｉｏｄｉｄｅ 混匀ꎬ于室温避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ随
后重悬于 ４００ μＬ ＰＢＳꎬ４００ 目筛网过滤ꎬ加样于流式

细胞仪(ＦＡＣＳ)检测细胞凋亡ꎮ 获得细胞凋亡数据

后用 ＭｏｄＦｉｔＬＴ 软件进行细胞凋亡相对定量分析ꎮ
实验重复 ３ 次ꎬ结果取 ３ 次平均值ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组目标蛋白的表达

用胰酶消化好各组细胞后加入新鲜培养基ꎬ反
复吹打使其脱壁并分散ꎬ制成细胞悬液ꎬ取各组适

量细胞悬液置于已编号的 ＥＰ 管内经 １０００ ｒ / ｍｉｎ 的

速度离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ弃去上清液ꎬ加入适量生理盐水

再次离心ꎬ弃去生理盐水ꎮ 在 ＥＰ 管内加入一定量

ＲＩＰＡ 蛋白裂解液提取蛋白后ꎬ以 １４０００ ｒ / ｍｉｎ 的速

度离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎮ 按照相应的稀释倍数将

上样缓冲液加入上清液中ꎬ在 １０５℃环境中变性蛋

白 １０ ｍｉｎꎬ备用ꎮ 变性后的各组蛋白经 ＳＤＳ 凝胶电

泳(１~２ ｈ)、转膜(６０~８０ ｍｉｎ)、封闭(３０~６０ ｍｉｎ)、
孵一抗(４℃过夜)、洗膜(１０ ｍｉｎ×３ 次)、孵二抗(６０
ｍｉｎ)、再次洗膜(１０ ｍｉｎ×３ 次)等步骤后ꎬ使用 ＥＣＬ
显影液进行显影ꎬ处理图像ꎬ定性和定量分析各组

条带 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３Ｂ、Ｂａｘ 及 Ｐ６２ 的表达ꎮ 实验重复

３ 次ꎬ结果取 ３ 次平均值ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

计量资料以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )的形式表

示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 进行统计分析ꎬ统计学意义的水

平设定为 Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ用 Ｌｅｖｅｎ’ｓ ｔｅｓｔ 方法检验正态性

和方差齐性ꎬ如果符合正态性和方差齐性ꎬ用单因

素方差分析(ＡＮＯＶＡ)和 ＬＳＤ￣ｔ 进行统计分析ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 左归丸含药血清对颗粒细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测凋亡结果见表 １、图 １ꎮ 可知:
模型组较对照组颗粒细胞早期和晚期凋亡率上升ꎬ
差异具有统计学意义ꎮ 而 １０％左归丸含药血清不

仅能降低正常颗粒细胞的凋亡率ꎬ还可以降低 ＰＭ
诱发的卵巢颗粒细胞凋亡ꎬ且早期凋亡率有近 ４ 倍

差异ꎬ晚期凋亡率也有超过 ２ 倍的差异ꎬ差异具有统

计学意义ꎮ
２􀆰 ２　 左归丸含药血清对 Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ￣１、Ｐ６２
及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达的影响

如图 ２、表 ２ 所示ꎬ模型组较对照组 Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、
Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达上升ꎬＰ６２ 蛋白表达

下降ꎬ差异具有统计学意义ꎻ而 １０％左归丸含药血

清可降低正常和受损颗粒细胞 Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ￣１
及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达ꎬ升高正常和受损颗粒细胞

Ｐ６２ 蛋白表达ꎬ差异具有统计学意义ꎮ

４２ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 １　 左归丸含药血清对颗粒细胞凋亡的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｅ ｃｅｌｌｓ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

左归丸含药血清组
１０％ＺＧＷ

模型组
Ｍ

模型组＋左归丸含药血清组
Ｍ＋１０％ＺＧＷ

早期凋亡率(％)Ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ３􀆰 ２１±０􀆰 ２９ １􀆰 ４３±０􀆰 ０７∗ ９􀆰 １２±０􀆰 ８４∗ ２􀆰 ４１±０􀆰 １３＃

晚期凋亡率(％)Ｌａｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ３１􀆰 ８６±２􀆰 １７ ９􀆰 ５１±０􀆰 ４９∗ ４８􀆰 ９２±０􀆰 ６５∗ ２２􀆰 ４４±０􀆰 ５０＃

总凋亡率(％)Ｔｏｔａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ３５􀆰 ０７±２􀆰 １９ １０􀆰 ９５±０􀆰 ５６∗ ５８􀆰 ０４±０􀆰 ９０∗ ２４􀆰 ８５±０􀆰 ４７＃

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

图 １　 各组细胞周期分布

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 左归丸含药血清对 Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ￣１、
Ｐ６２ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘꎬ ＬＣ３Ｂꎬ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ꎬ Ｐ６２ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ３

表 ２　 各组目标蛋白灰度分析数值统计( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒａｙ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｖａｌｕｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

左归丸含药血清组
１０％ＺＧＷ

模型组
Ｍ

模型组＋左归丸含药血清组
Ｍ＋１０％ＺＧＷ

Ｐ６２ / β￣ａｃｔｉｎ １􀆰 １３ ± ０􀆰 ２２ １􀆰 ７０ ± ０􀆰 ２９∗ ０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０６＃

ＢＥＣＬＩＮ￣１ / β￣ａｃｔｉｎ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 １１ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 １２∗ １􀆰 ８３ ± ０􀆰 １８∗ １􀆰 ３０ ± ０􀆰 １６＃

ＣＡＳＰ３ / β￣ａｃｔｉｎ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 １６∗ １􀆰 ９８ ± ０􀆰 ２９∗ １􀆰 ０９ ± ０􀆰 ０６＃

ＢＡＸ / β￣ａｃｔｉｎ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 ２９ ０􀆰 ７１ ± ０􀆰 １４∗ ２􀆰 ５５ ± ０􀆰 ７２∗ １􀆰 ３４ ± ０􀆰 ５３＃

ＬＣ３Ｂ / β￣ａｃｔｉｎ ０􀆰 ９７ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０８∗ １􀆰 ９５ ± ０􀆰 ２４∗ １􀆰 ４０ ± ０􀆰 ２１＃

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

３　 讨论

随着肿瘤发病的年轻化以及自身免疫性疾病

发病率的升高ꎬ化疗药物的使用也随之上升ꎬ由此

对女性患者所带来的 ＰＯＦ 问题引起许多学者的关

注ꎮ 化疗药物对卵巢的影响主要与其对颗粒细胞

和卵母细胞的损害有关ꎬ且呈剂量依赖性[７]ꎮ ＣＴＸ
是基础的化疗药物ꎬ其可影响卵巢血供[８]、诱导颗

粒细胞凋亡[９]以及形成卵巢氧化应激损伤[１０]ꎬ大多

数研究集中在 ＣＴＸ 诱导颗粒细胞凋亡这一机制上ꎮ

细胞自噬和凋亡被认为是代表细胞死亡机制

的连续部分:自噬为凋亡所必需ꎬ自噬先于凋亡ꎬ进
而促进凋亡ꎻ或自噬抑制凋亡ꎻ或者自噬与凋亡共

同促进细胞死亡ꎬ抑制其中之一都会转变为另一种

细胞死亡途径ꎮ 自噬作为真核细胞内广泛存在的

降解和再循环系统ꎬ在废物清除、结构重建、细胞生

长发育、蛋白代谢平衡维持和细胞内环境稳定中起

重要作用[１１]ꎮ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 是自噬启动关键因子ꎻＬＣ３Ｂ
是自噬体的标记蛋白ꎬ新合成的 ＬＣ３Ｂ 蛋白经加工

后成为 ＬＣ３Ｂ￣Ｉꎬ位于细胞质中ꎬ随后 ＬＣ３Ｂ￣Ｉ 与磷脂

５２中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



酰乙醇胺连接ꎬ通过泛素化样酶促反应成为 ＬＣ３Ｂ￣
ＩＩꎬ与自噬体的内膜和外膜均结合ꎬ自噬体内膜的

ＬＣ３Ｂ￣ＩＩ 在自噬溶酶体中被降解而进入再循环ꎬ
ＬＣ３Ｂ 的合成、ＬＣ３Ｂ￣Ｉ 到 ＬＣ３Ｂ￣ＩＩ 的转化率是检测

自噬的通用指标ꎻ自噬底物的降解通过标记细胞内

部受体蛋白 Ｐ６２ 的降解来佐证自噬的完成ꎬＰ６２ 蛋

白水平高低与自噬活性成反比ꎬ其增加提示自噬 /
溶酶体降解途径被抑制ꎬ其表达量变化可用于监测

自噬流[１２]ꎮ 研究发现自噬与凋亡存在着分子联系ꎬ
在死亡受体和线粒体介导的细胞凋亡通路中ꎬ自噬

的调控蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１ 是 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、－７、－８ 的剪切对

象[１３]ꎬ而 Ｂａｘ 属于 Ｂｃｌ￣２ 家族成员之一ꎬ可作为

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的上游调控蛋白ꎬ启动 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反

应[１４]ꎮ 目前尚未有研究揭示 ＰＭ 损伤颗粒细胞的

机制中是否同时存在自噬与凋亡现象? 二者是否

存在交叉对话?
中医临床上治疗 ＰＯＦ 时针对不同病因并无特

定的治疗方法ꎬ而是从辩证论治出发ꎬ以补肾填精

为主、活血理气为辅ꎬ左归丸是补肾填精的主要方

剂ꎮ 课题组前期研究及其他相关研究证实:以 ＣＴＸ
为代表的一些化疗药物可通过上调 Ｂａｘ 蛋白的表

达、下调 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的表达、促进卵巢颗粒细胞凋亡

从而造成卵巢损伤ꎮ 而左归丸可降低化疗源性

ＰＯＦ 小鼠颗粒细胞凋亡率ꎬ保护卵巢功能[６ꎬ１５－１６]ꎮ
本实验建立 ＰＭ 体外诱导原代卵巢颗粒细胞损伤模

型ꎬ使用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率并通过蛋

白表达角度观察颗粒细胞中自噬相关蛋白如

Ｂｅｃｌｉｎ￣１、 ＬＣ３ＢＩ / ＬＣ３ＢＩＩ 及 凋 亡 相 关 蛋 白 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达情况ꎮ 结果显示:①模型组颗粒细

胞凋亡率较对照组而言显著升高ꎬ１０％左归丸含药

血清可降低颗粒细胞凋亡率ꎻ②自噬相关蛋白如

Ｂｅｃｌｉｎ￣１、 ＬＣ３ＢＩ / ＬＣ３ＢＩＩ 及 凋 亡 相 关 蛋 白 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３ 在 ＰＭ 作用的颗粒细胞中ꎬ相对于对照组

而言有高表达ꎬ１０％左归丸含药血清可下调上述蛋

白在模型组中的表达ꎻ然而受体蛋白 Ｐ６２ 的表达较

对照组降低ꎬ１０％左归丸含药血清可上调模型组

Ｐ６２ 蛋白的表达ꎮ 以上结果说明 ＰＭ 可通过促进凋

亡、激活自噬 /溶酶体降解途径的机制损伤颗粒细

胞ꎻ１０％左归丸含药血清能缓解由此带来的损伤ꎬ同
时影响了颗粒细胞自噬和凋亡过程ꎬ二者同时存

在ꎬ且可能存在交叉对话ꎮ
综上所述ꎬＰＭ 促进了颗粒细胞的凋亡过程ꎬ与

自噬相关ꎬ二者可能存在交叉对话ꎮ 左归丸含药血

清抑制了化疗损伤源性卵巢颗粒细胞凋亡ꎬ降低此

过程中自噬与凋亡的活性ꎬ为下一步深入探讨自噬

与凋亡间交叉对话点奠定了实验基础ꎬ同时为左归

丸的药效学研究提供了新的理论及实验基础ꎬ也为

ＰＯＦ 的防治提供新理论ꎮ 如能选择性地抑制卵巢

细胞的自噬与凋亡过程ꎬ保护卵巢逃避化疗药物的

作用或化疗后帮助恢复卵巢功能ꎬ则能极大地造福

于化疗后 ＰＯＦ 患者ꎬ对于临床具有重要意义ꎮ
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醋酸脱氧皮质酮(ＤＯＣＡ)加高盐诱导动脉瘤
发生发展的作用及潜在机制

吴献贤１ꎬ２ꎬ刘　 星１ꎬ２ꎬ张　 娜３ꎬ李雨涵３ꎬ杜星辰３ꎬ杨志伟１ꎬ２∗
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３.宁夏医科大学ꎬ银川　 ７５０００４)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨醋酸脱氧皮质酮(ＤＯＣＡ)加高盐在不同时间点对腹主动脉瘤的诱导作用ꎬ及潜在分子机

制ꎮ 方法　 将 １０ 月龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠分为两组: 高盐组(ＨＳ)ꎬＤＯＣＡ 加高盐组 (ＤＯＣＡ＋ＨＳ)ꎮ 两组小鼠在接受不

同的处理一周ꎬ两周ꎬ三周时分别超声并取材ꎬ观察腹主动脉的扩张情况和动脉瘤的形成情况ꎻＨＥ 染色ꎬＭａｓｓｏｎ 染

色和弹力纤维染色检测腹主动脉病理状态、胶原沉积和弹力纤维断裂情况ꎻ免疫组织化学法检测平滑肌细胞降解ꎬ
腹主动脉炎症细胞浸润ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 检测炎症因子、抗炎因子的表达ꎻ转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑｕｅｎｃｅ)分析比较两组小鼠

处理三周时动脉组织差异性表达基因及差异表达基因富集的信号通路ꎮ 结果　 与单纯高盐饮水组相比ꎬＤＯＣＡ 加

高盐处理一周无法诱导小鼠腹主动脉瘤的形成ꎬ处理两周能显著诱导动脉瘤的发生ꎬ动脉瘤发生率为 ４４％ꎬ处理三

周时动脉瘤发生率为 ６５％ꎻＤＯＣＡ 加高盐处理两周和三周后ꎬ腹主动脉处胶原沉积增多ꎬ出现弹力纤维断裂ꎬ平滑

肌细胞降解ꎻ炎症细胞浸润明显增多ꎬ浸润的炎症细胞以巨噬细胞和 Ｔ 细胞为主ꎻ炎症因子表达明显增加ꎬ抗炎因

子表达下降ꎻ进一步的转录组测序结果表明两组小鼠在处理三周后差异表达的基因主要富集在免疫系统和代谢通

路中ꎬ并且发现介导白细胞粘附的关键分子 ＰＳＧＬ￣１ 在 ＤＯＣＡ 加高盐处理三周后表达明显升高ꎮ 结论　 ＤＯＣＡ 加

高盐处理两周即可诱导小鼠腹主动脉瘤的发生ꎬＰＳＧＬ￣１ 及其介导的炎症反应可能在其中发挥着重要作用ꎮ
【关键词】 　 动脉瘤ꎻ醋酸脱氧皮质酮ꎻ高盐ꎻ炎症反应
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ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ３ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｅｒｅ
ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｍａｉｎｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ ａｎｄ ｔｈａｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｋｅｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ＰＳＧＬ￣１ꎬ ｗｈｉｃｈ
ｍｅｄｉａｔｅｓ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｄｈｅｓｉｏｎꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ ３ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ＤＯＣＡ＋ＨＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＤＯＣＡ＋ＨＳ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔｉｃ ａｎｅｕｒｙｓｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ２ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｔｈｅｒａｐｙ. ＰＳＧＬ￣１ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｍａｙ ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｅｕｒｙｓｍꎻ ｄｅｏｘｙｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ａｃｅｔａｔｅꎻ ｈｉｇｈ ｓａｌｔꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　 　 动脉瘤为主动脉的病理性扩张ꎬ扩张的主动脉

直径超过正常动脉直径的 ５０％即可被定义为动脉

瘤ꎮ 根据动脉瘤出现的解剖位置不同ꎬ可分为胸主

动脉瘤(ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔｉｃ ａｎｅｕｒｙｓｍꎬ ＴＡＡ)和腹主动脉

瘤(ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔｉｃ ａｎｅｕｒｙｓｍ)ꎬ其中腹主动脉瘤最

为常见[１]ꎮ ＡＡＡ 的发生与衰老ꎬ性别ꎬ动脉粥样硬

化和吸烟有关ꎬ但与遗传关联较弱ꎮ 动脉瘤破裂是

动脉瘤最危险的并发症ꎬ是引发致死的主要原

因[２]ꎮ 当前ꎬ开放手术修复和血管内修复是唯一被

广泛使用的治疗主动脉瘤的方法ꎬ尚无用于治疗这

种破坏性疾病的有效药物[３－４]ꎮ 尽管对于 ＡＡＡ 的

研究已长达数十年ꎬ但 ＡＡＡ 的发病机制并不十分清

楚ꎮ 因此ꎬ阐明这种疾病的分子基础ꎬ找到新的治

疗靶点ꎬ开发有效抑制动脉瘤发生发展的有效药物

仍是动脉瘤研究的重点问题ꎮ
实验动物模型是研究动脉瘤发病机制、开发有

效治疗药物的重要工具ꎮ 通过遗传操作或化学试

剂诱导的多种主动脉瘤小鼠模型广泛应用于动脉

瘤相关研究中ꎮ 这些动物模型和人类动脉瘤相比ꎬ
都有其相应的缺点ꎬ比如常用的血管紧张素 ＩＩ 诱导

的小鼠动脉瘤模型就需要在 ＡｐｏＥ 或者是 ＬＤＬＲ 敲

除的背景下实现[５]ꎮ 近年来有研究报道给予醋酸

脱氧皮质酮(ＤＯＣＡ)或醛固酮加高盐处理三周能诱

导 １０ 月龄小鼠动脉瘤的形成ꎬ并且该方法诱导的动

脉瘤和人类动脉瘤有很多相似之处[６]ꎮ 尽管该模

型强调了盐皮质激素受体激动剂及高盐在动脉瘤

中的作用[７]ꎬ但是关于其内在机制有待探究ꎬ并且

ＤＯＣＡ 加高盐诱导动脉瘤的形成是否和诱导时间有

关也许进一步验证ꎮ
因此ꎬ本研究采用 １０ 月龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ并

通过 ＤＯＣＡ 加高盐分别处理一周ꎬ两周ꎬ三周ꎬ观察

ＤＯＣＡ 加高盐处理不同时间对动脉瘤形成的影响ꎬ
并检测不同时间点动脉病理结构变化ꎬ炎症细胞浸

润情况ꎬ炎症因子的表达ꎬ并通过 ＲＮＡ 测序找到差

异表达的基因及相关信号通路ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ１２０ 只ꎬ１０ 月龄ꎬ体
重(３０± ５) ｇꎬ由北京维通利华实验动物中心提供

[ＳＣＸＫ(京)２０１６－０００９]ꎮ 实验动物在中国医学科

学院医学实验动物研究所屏障环境动物设施中开

展[ＳＹＸＫ(京)２０１５－００３５]ꎮ 与实验动物相关的操

作已获得中国医学科学院医学实验动物研究所实

８２ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



验 动 物 使 用 与 管 理 委 员 会 的 批 准 ( ＩＬＡＳ￣
ＹＺＷ２０１７００７)ꎮ 实验过程中严格遵循使用实验动

物的 ３Ｒ 原则ꎬ给予人道主义关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＯＣＡ 缓释药片(５０ ｍｇꎬ２１ ｄ 释放)购自美国

Ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ＡｍｅｒｉｃａꎻＣＤ３ 单克隆抗体( ｓｃ
－ ２００４７ ) 购 自 美 国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公 司ꎻ ＣＤ６８
(ａｂ２０１３４０) 单克隆抗体购自英国 ａｂｃａｍꎬ ｌｙ６Ｂ. ２
(ＭＣＡ７７１ＧＡ)单克隆抗体购自美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤꎻ荧光

二抗 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ (Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ􀳏 ４８８)
(ａｂ１５０１１３)、 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣Ｒａｔ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ (Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ􀳏
４８８) ( ａｂ１５０１５７) ａｎｄ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ
(Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀳏 ５６８ ) ( ａｂ１７５４７１ ) 均 购 自 英 国

ａｂｃａｍꎻＭａｓｓｏｎ 染色试剂盒及弹力纤维试剂盒均购

自中国北京索莱宝ꎻ兔超敏二步法试剂盒购自中国

中杉金桥(ＰＶ９００１)ꎻＤＡＢ 显色试剂盒购自中国中

杉金桥(ＺＬＩ－９０１９)ꎻＰＣＲ 引物及 ＴＲＩｚｏｌ 购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＤＥＰＣ 水购自美国 ＱＩＡＧＥＮ 公司ꎻ
ＰＣＲ 仪购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻＲＮＡ 反转录试剂盒

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( ＲＲ０３６Ａ) 购自日本

ＴａＫａＲａ 公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

将 １０ 月龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠随机分为两组:高盐

组 (ＨＳ)ꎬＤＯＣＡ 加高盐组 (ＤＯＣＡ＋ＨＳ)ꎮ ＤＯＣＡ 给

药方式为背部皮下植入 ＤＯＣＡ 缓释药片(５０ ｍｇꎬ２１
ｄ 释放)ꎬ高盐给予方式为盐水喂养(含 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ
和 ０􀆰 ２％ ＫＣｌ 的水)ꎮ 各组在经过不同处理 １ 周ꎬ２
周ꎬ３ 周时分别取 ２０ 只小鼠采用异氟烷麻醉后进行

小动物超声并取材ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 小动物超声

给药结束后ꎬ小鼠采用 ２％异氟烷吸入麻醉ꎬ使
用脱毛膏将小鼠腹部毛发去除ꎮ 将小鼠仰卧位固

定ꎬ在其腹部涂抹超声透射凝胶ꎮ 将探头置于腹

部ꎬ轻微调整探头以找到腹主动脉肾上节段ꎬ获取

相同节段 Ｍ 型动脉超声图像ꎬ使用“门三联征”(肝
动脉ꎬ肝静脉和胆管)作为解剖标记ꎬ以评估每只小

鼠相同位置的横断面图像ꎮ 测定并统计各组小鼠

肾上腹主动脉处血管内径ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＨＥ 染色

染色前ꎬ将组织切片用二甲苯彻底脱蜡ꎬ经过

梯度乙醇(无水乙醇ꎬ９５％ꎬ８０％)水洗后ꎬ再用水洗ꎮ

然后用苏木精染液染 ３~ ５ ｍｉｎꎬ自来水洗 １ ｍｉｎ 后ꎬ
用 ７５％盐酸乙醇液分化数秒钟ꎬ后使用蓝化液返

蓝ꎬ然后用 ０􀆰 ５％伊红水溶液染色 １ ｍｉｎꎬ经乙醇脱

水ꎬ二甲苯透明后ꎬ中性树胶封片ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

染色前ꎬ将石蜡切片常规脱蜡至水ꎮ 采用改良

Ｍａｓｓｏｎ 三色染色液试剂盒对动脉组织中的胶原纤

维进行染色ꎬ染色后胶原纤维呈蓝色ꎬ肌纤维和细

胞质呈红色ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＥＶＧ 染色

染色前ꎬ 将石蜡切片常规脱蜡至水ꎮ 采用

Ｗｅｉｇｅｒｔ 弹力纤维染色液试剂盒对主动脉壁的弹力

纤维进行染色ꎬ观察各组弹力纤维的断裂情况ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫组织化学法

将小鼠腹主动脉组织用 １０％福尔马林固定ꎬ固
定后用石蜡包埋ꎮ 包埋后的组织块进行切片 ( ４
μｍ)ꎬ之后将组织切片用二甲苯脱蜡后在不同浓度

梯度乙醇溶液中由高向低浸泡浸水ꎬ并使用 ０􀆰 ３％
Ｈ２Ｏ２ 阻断内源性过氧化物酶活性ꎮ 然后用 ０􀆰 ５％
ｔｒｉｔｏｎ 敷育 １５ ｍｉｎ 进行破膜ꎬ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ 的柠檬酸

缓冲液(ｐＨ ６􀆰 ０)修复抗原ꎮ 用羊血清封闭非特异

性结合位点ꎬ然后用目标单克隆抗体( α￣ＳＭＡ)杂

交ꎬ４℃ 温育过夜ꎮ 用超敏二步法试剂盒孵育后

ＤＡＢ 显色试剂盒镜下显色ꎬ苏木素染色ꎬ镜下观察ꎮ
对于检测炎症细胞浸润的免疫荧光实验ꎬ无需采用

Ｈ２Ｏ２ 阻断内源性过氧化物酶ꎬ并且和相应的目标抗

体杂交之后ꎬ采用荧光二抗进行敷育ꎬＤＡＰＩ 染核后

封片ꎬ镜检ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＲＴ￣ＰＣＲ

取少量动脉组织放入 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ加入

１００ μＬ ＴＲＩｚｏｌꎬ 用电动研磨棒研磨均匀后加入 ９００
μＬ ＴＲＩｚｏｌ 混匀ꎬ之后加入 ２００ μＬ 氯仿ꎬ充分上下颠

倒混匀后ꎬ冰上静止 ３~５ ｍｉｎꎬ１３５００ ｒ / ｍｉｎꎬ４℃离心

１５ ｍｉｎꎬ取上清ꎮ 加入 ５００ μＬ 异丙醇混匀后ꎬ冰上

静置 １０ ｍｉｎꎬ１３５００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ 弃上清ꎮ 加入

１ ｍＬ ＤＥＰＣ 水稀释的 ７５％的乙醇ꎬ４℃ꎬ １２ ０００ ｒ /
ｍｉｎꎬ 离心 ５ ｍｉｎꎬ 弃上清ꎬ得 ＲＮＡ 沉淀ꎮ 将 ＲＮＡ 沉

淀充分晾干后ꎬ加入适量的 ＤＥＰＣ 水稀释ꎮ 使用

ＲＮＡ 反转录试剂盒将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎬ并用

Ｏｎｅ￣ｓｔｏｐ ＰＣＲ 仪检测相应基因的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ
采用 ２－△△ＣＴ方法检测各个基因的相对表达水平ꎮ 本

研究所用引物见表 １ꎮ

９２中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＴＮＦ￣α Ｆ: ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ
Ｒ: ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ

ＩＬ￣１β Ｆ: ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ
Ｒ: ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ

ＩＬ￣６ Ｆ: ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ
Ｒ: ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ

ＣＣＬ￣２ Ｆ: ＴＴＡＡＡＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＧＧＡＡＣＣＡＡ
Ｒ: ＧＣＡＴＴＡＧＣＴＴＣＡＧＡＴＴＴＡＣＧＧＧＴ

ＩＬ￣１０ Ｆ: ＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＡＣＴＧＧＣＡＴＧＡＧ
Ｒ: ＣＧＣＡＧＣＴＣＴＡＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧ

ＩＬ￣１３ Ｆ: ＣＧＣＡＧＣＴＣＴＡＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧ
Ｒ: ＧＧＴＣＴＴＧＴＧＴＧＡＴＧＴＴＧＣＴＣＡ

ＧＡＰＤＨ Ｆ: ＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧＣ
Ｒ: ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＡＧＴＴＧＣＴＧＴＡ

１􀆰 ３􀆰 ８　 转录组测序

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取小鼠(ＨＳ 和 ＤＯＣＡ＋ＨＳ 处理

３ 周的小鼠)腹主动脉节段总 ＲＮＡꎬ利用 Ｑｕｂｉｔ ３􀆰 ０
进行 ＲＮＡ 定量ꎬＡｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪评估 ＲＮＡ
提取质量ꎮ 之后进行普通转录组建库ꎬ文库质检合

格后ꎬ对文库进行 ｐｏｏｌｉｎｇꎬ选择 Ｎｏｖａｓｅｑ６０００ 上机测

序ꎮ 测序实验及初步分析由北京基石生命科技有

限公司进行ꎮ 以 ｜ ｌｏｇＦＣ ｜ ≥２ 和 Ｐａｄｊ<０􀆰 ００５ 为阈值

筛选差异表达的基因ꎬ并对差异表达的基因进行功

能注释ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 软件对数据进行统计

分析ꎬ数据表示为平均数±标准误差( 􀭰ｘ ±ｓ􀭰ｘ )ꎮ 两组

间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验ꎬ两个因素的多重比较

采用双因素方差分析ꎮ 每组小鼠的存活率和成瘤

率采用卡方检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 认为差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＤＯＣＡ 加高盐处理不同时间对动脉瘤的诱导

作用

小鼠腹主动脉超声结果显示ꎬＤＯＣＡ 加高盐处

理一周并未引起腹主动脉内径的扩张ꎬ处理两周时

可见腹主动脉扩张ꎬ处理三周时腹主动脉扩张更为

明显(图 １Ａ)ꎬ对主动脉进行拍照ꎬ并测量其外径ꎬ
统计动脉瘤发生率ꎬ发现 ＤＯＣＡ 加高盐处理一周未

引起小鼠动脉主动脉外径的扩张和瘤的形成ꎬ而处

理两周时主动脉明显扩张ꎬ此时动脉瘤成瘤率为

４４％ꎻ处理三周后主动脉外径增加更为明显ꎬ此时动

脉瘤成瘤率为 ６５％(图 １Ｂ~１Ｄ)ꎮ

２􀆰 ２　 ＤＯＣＡ 加高盐处理不同时间对胶原沉积、弹
力纤维断裂和平滑肌细胞降解的影响

本研究进一步对小鼠主动脉病理表型进行分

析ꎬＨＥ 染色结果显示 ＤＯＣＡ 加高盐处理两周的小

鼠出现了明显的夹层动脉瘤ꎬ并且动脉外壁可见少

量炎症细胞ꎬ处理三周后夹层动脉瘤进一步扩大ꎬ
动脉外壁见大量炎症细胞(图 ２Ａ)ꎮ Ｍａｓｓｏｎ 染色结

果显示 ＤＯＣＡ 加高盐处理一周和两周并没有影响

动脉外壁胶原沉积量ꎬ而处理三周后胶原沉积量有

少量增多趋势(图 ２Ｂ)ꎮ 弹力纤维染色结果显示ꎬ
ＤＯＣＡ 加高盐处理一周和两周时均未引起弹力纤维

的断裂ꎬ而处理三周时可见弹力纤维断裂现象(图
２Ｃ)ꎮ 免疫组化结果显示ꎬＤＯＣＡ 加高盐处理一周

时ꎬ平滑肌细胞结构完整ꎬ而处理两周后 α￣ＳＭＡ 出

现大 量 降 解ꎬ 三 周 后 降 解 丢 失 现 象 更 为 明

显(图 ２Ｄ)ꎮ
２􀆰 ３　 ＤＯＣＡ 加高盐处理不同时间促进动脉组织炎

症细胞浸润和炎症因子的表达

之后检测了动脉组织中浸润的炎症细胞类型ꎬ
图 ３Ａ~Ｃ显示 ＤＯＣＡ 加高盐处理一周时动脉组织中

未见 ＣＤ３＋ Ｔ 细胞ꎬＣＤ６８＋ 巨噬细胞和ＬＹ６Ｂ.２＋ 中性

粒细胞的浸润ꎬ处理两周时可见这三种类型细胞的

浸润ꎬ处理三种时浸润的细胞进一步增多ꎬ其以

ＣＤ３＋Ｔ 细胞核 ＣＤ６８＋ 的巨噬细胞为主ꎬＬＹ６Ｂ.２＋ 中

性粒细胞的浸润较少ꎮ 进一步检测动脉组织中炎

症因子的表达发现ꎬＤＯＣＡ 加高盐处理能促进炎症

因子(ＴＮＦ￣αꎬＩＬ￣１βꎬＩＬ￣６ 和 ＣＣＬ￣２)的表达ꎬ而抑制

抗炎性因子(ＩＬ￣１０ 和 ＩＬ￣１３)的表达ꎬ且这种促进或

抑制作用与处理时间高度相关(图 ３Ｄ)ꎮ
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注: ＨＳ:高盐ꎻＤＯＣＡ:醋酸脱氧皮质酮ꎻＡ:腹主动脉超声图ꎻＢ:各组主动脉大体代表图片ꎻＣ:主动脉外径统计结果ꎬ与 ＨＳ 组同时间

点比较ꎬｔｗｏ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻＤ:各组成瘤率ꎬ卡方检验ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 １　 ＤＯＣＡ 加盐处理不同时间对动脉瘤形成的影响

Ｎｏｔｅ. ＨＳꎬ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ. ＤＯＣＡꎬ Ｄｅｏｘｙｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ａｃｅｔａｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔａ. Ｂꎬ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ
ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ａｏｒｔａｓ. Ｃꎬ Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔａ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＳ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔꎬ ｔｗｏ￣ｗａｙ

ＡＮＯＶＡꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｄꎬ Ｔｈｅ ａｏｒｔｉｃ ａｎｅｕｒｙｓｍ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅꎬ ｃｈｉ￣ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＯＣＡ ｐｌｕｓ ｓａｌｔ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ａｎｅｕｒｙｓｍ ｉｎ ａｇｅｄ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

注:α￣ＳＭＡꎬ平滑肌肌动蛋白ꎻＡ:ＨＥ 染色代表图ꎻＢ:Ｍａｓｓｏｎ 染色代表图ꎻＣ:弹力纤维染色代表图ꎻＤ:α￣ＳＭＡ 免疫组化代表图ꎮ

图 ２　 ＤＯＣＡ 加高盐处理不同时间对主动脉病理结构的影响

Ｎｏｔｅ. α￣ＳＭＡꎬ α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ. Ａꎬ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅ. Ｂꎬ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅ. Ｃꎬ Ｅｌａｓｔｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅ. Ｄꎬ α￣ＳＭＡ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＯＣＡ ｐｌｕｓ ｓａｌｔ ｏｎ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｇｅｄ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

１３中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



２􀆰 ４　 ＲＮＡ 测序分析 ＤＯＣＡ 加高盐处理三周小鼠

动脉组织中差异表达基因的变化

为了进一步探究 ＤＯＣＡ 加高盐诱导小鼠动脉

瘤发生的分子机制ꎬ我们对 ＤＯＣＡ 加高盐处理三周

小鼠的腹主动脉组织 ＲＮＡ 进行测序分析ꎬ并和 ＨＳ
组进行比较ꎮ 图 ４Ａ 为差异表达基因的热图结果ꎬ
图 ４Ｂ 为差异表达基因的通路富集结果ꎬ可见上调

基因主要富集在免疫、代谢、止血和中性粒细胞降

解等途径中ꎬ而下调基因则主要富集在信号传导、
脂质代谢、蛋白质代谢和免疫系统ꎮ 图 ４Ｃ 为止血、
免疫、细胞外基质重构通路中的一些差异表达基因

的热图ꎮ 从中我们发现和炎症反应密切相关的ꎬ介
导白细胞与内皮粘附的关键分子 Ｐ￣选择素糖蛋白

配体－１(ＰＳＧＬ￣１)的表达明显升高ꎮ

３　 讨论

主动脉瘤根据发病位置可分为胸主动脉瘤

(ＴＡＡ)和腹主动脉瘤(ＡＡＡ)ꎮ ＴＡＡ 发生在所有年

龄段的人ꎬ男女发病率相似ꎬ并且与遗传因素高度

相关ꎮ 相反ꎬＡＡＡ 的发生与衰老ꎬ男性ꎬ动脉粥样硬

化和吸烟有关ꎬ但与遗传关联较弱[８]ꎮ 小鼠腹主动

脉瘤动物模型是研究腹主动脉瘤的重要工具ꎬ对阐

释腹主动脉瘤的病理生理学机制ꎬ研发和评价主动

脉瘤的治疗药物都具有重要意义[９]ꎮ 本研究采用

ＤＯＣＡ 加高盐诱导腹主动脉瘤ꎬ结果发现 ＤＯＣＡ 加

高盐处理不同时间对动脉瘤的形成有不同的效果ꎬ
ＤＯＣＡ 加高盐处理一周并不能诱导动脉瘤的生成ꎬ
处理两周时有小鼠开始形成动脉瘤ꎬ并且形成的动

脉瘤不止局限于腹主动脉节段ꎬ胸主动脉也可见明

显的动脉瘤夹层ꎮ ＤＯＣＡ 加高盐处理三周时动脉瘤

的发病率进一步升高ꎬ但是我们并没有进一步延长

处理时间观察更长时间处理对动脉瘤发病率的影

响ꎮ 因为三周时ꎬ开始有小鼠因为动脉瘤破裂死

亡ꎬ死亡率高达 ３５％ꎮ 进一步延长处理时间在增加

小鼠成瘤率的同时ꎬ也必然加剧动脉瘤破裂的风险ꎮ
在病理学上ꎬＡＡＡ 的特征是动脉壁各层扩张ꎬ

这可归因于弹性蛋白的断裂ꎬ平滑肌细胞凋亡ꎬ胶
原蛋白的代偿性沉积ꎬ炎症细胞的浸润ꎬ氧化应激

等[１０－１１]ꎮ 我们的研究发现ꎬＤＯＣＡ 加高盐处理两周

时虽然有小鼠开始形成动脉瘤ꎬ但此时胶原纤维沉

积并没有变多ꎬ弹性纤维也未出现断裂ꎬ直到处理

三周时才可见大量平滑肌细胞降解ꎬ胶原纤维沉积

和弹性纤维断裂现象ꎬ此结果提示弹力纤维断裂和

动脉瘤形成可能并不是因果关系ꎬ有可能是动脉瘤

形成后才出现弹力纤维的断裂ꎬ从而促进动脉管壁

的进一步扩张ꎮ 而胶原纤维的沉积也是一种代偿

性沉积ꎬ当 ＤＯＣＡ 处理两周时虽然已经有胶原纤维

的产生ꎬ但此时机体产生的蛋白水解酶可以降解这

些胶原纤维ꎬ所以并未见大量胶原纤维沉积现象ꎮ
而处理三周时ꎬ机体产生的蛋白水解酶不足以降解

产生的胶原纤维ꎬ导致胶原纤维沉积增多ꎮ
以往研究表明炎症在动脉瘤的发生发展中具

有重要意义ꎬ慢性主动脉炎症所导致的一系列蛋白

水解酶(例如基质金属蛋白酶和半胱氨酸蛋白酶)
的释放ꎬ以及氧化性自由基ꎬ炎症因子的生成是引

起主动脉中膜破坏以及血管平滑肌细胞凋亡和功

能障碍的原因[１２－１３]ꎮ 炎症反应的发生离不开炎症

细胞的浸润ꎬ浸润的炎症细胞包括 Ｔ 细胞ꎬＢ 细胞ꎬ
巨噬细胞ꎬ粒细胞[１４－１５]ꎮ 我们的 ＨＥ 染色结果初步

显示 ＤＯＣＡ 加高盐处理三周后动脉外壁有大量炎

症细胞浸润ꎮ 进一步的研究发现浸润的炎症细胞

以 Ｔ 细胞和巨噬细胞为主ꎬ也有少量的粒细胞ꎮ
ＤＯＣＡ 加高盐处理一周、两周和三周均能够增加动

脉组织炎症因子表达水平ꎬ降低抗炎因子表达水

平ꎬ但是只有在处理三周时这种变化才有显著意

义ꎮ 值得注意的是ꎬ虽然 ＤＯＣＡ 加高盐处理一周并

没有诱导动脉瘤的形成ꎬ但此时动脉组织中炎症因

子的表达已出现增加趋势ꎬ抗炎因子的表达出现降

低趋势ꎬ提示 ＤＯＣＡ 加高盐诱导的炎症反应在其诱

导的动脉瘤发生中起着重要的作用ꎮ
本研究进一步的 ＲＮＡ 测序分析结果表明

ＤＯＣＡ 加高盐处理三周组和高盐处理三周组相比ꎬ
其差异表达的基因主要富集在免疫系统、信号传

导、代谢、止血等信号通路中ꎬ其中我们发现止血通

路中的一个基因 Ｐ￣选择素糖蛋白配体－１(ＰＳＧＬ￣１)
在 ＤＯＣＡ 加高盐处理三周后表达明显增加ꎬＰＳＧＬ￣１
和炎症的发生密切相关ꎬ在各种白细胞表面广泛表

达ꎬ是介导炎症反应的起始步骤[１６－１８]ꎬ我们以往的

研究发现 ＰＳＧＬ￣１ 和盐敏感性高血压的发生发展密

切相关[１９－２０]ꎬ但是关于 ＰＳＧＬ￣１ 在动脉瘤中的作用

还未见报道ꎬ探究 ＰＳＧＬ￣１ 和动脉瘤发生发展的关

系是我们今后研究的方向ꎮ
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注:Ａ:ＣＤ３＋Ｔ 细胞在动脉组织中的浸润ꎻＢ:ＣＤ６８＋巨噬细胞在动脉组织中的浸润ꎻＣ:ＬＹ６Ｂ.２＋粒细胞在动脉组织中的浸润ꎻ Ｄ:炎症因子

和抗炎因子的表达情况ꎮ 与 ＨＳ 组同时间点比较ꎬｔｗｏ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ３　 ＤＯＣＡ 加盐处理不同时间对炎症细胞浸润和炎症因子表达的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ＣＤ３＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａｒｔｅｒｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ. Ｂꎬ ＣＤ６８＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａｒｔｅｒｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ. Ｃꎬ ＬＹ６Ｂ. ２＋ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ａｒｔｅｒｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ. Ｄꎬ Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＳ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ

ｐｏｉｎｔꎬ ｔｗｏ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.
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图 ４　 ＲＮＡ 测序分析结果

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｈｅａｔ ｍａｐ. Ｂꎬ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ. ｜ ｌｏｇＦＣ ｜ ≥２ ａｎｄ Ｐａｄｊ<０􀆰 ００５. Ｃꎬ Ｈｅａｔｍａｐ ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ ｓｏｍｅ ｋｅｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｈｅｍｏｓｔａｓｉｓꎬ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ
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敏感性高血压中的作用机制研究 [ Ｊ] .中国比较医学杂志ꎬ
２０１８ꎬ ２８(５): ５４－５９.
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缬沙坦对高糖诱导大鼠肾小球系膜细胞活性
损伤的干预作用

蔡承敏∗ꎬ何玉茂ꎬ余亚东

(九江市中医医院ꎬ 江西 九江　 ３３２０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨缬沙坦对高糖诱导的大鼠肾细胞增殖和凋亡的影响与机制ꎮ 方法　 利用高糖诱导大鼠

肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 损伤ꎬ并给予不同浓度的缬沙坦ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增殖凋亡相关蛋白细胞周期蛋白 Ｄ１
(ＣｙｃｌｉｎＤ１)、活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 ３(Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３)、Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)、Ｂ 细胞淋巴

瘤 /白血病－２(Ｂｃｌ￣２)和 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路蛋白 ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１ 的表达ꎬ噻唑蓝(ＭＴＴ)比色法测定细胞增殖活力ꎬ
流式细胞仪评估细胞周期与凋亡ꎮ 采用 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂 Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 融合蛋白和缬沙坦处理高糖诱导的

ＨＢＺＹ￣１ꎬ观察其对细胞的增殖、周期和凋亡的影响ꎮ 结果　 高糖诱导的 ＨＢＺＹ￣１ 中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平、
２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的细胞增殖活力、Ｓ 期细胞比例显著降低ꎬＧ０~ Ｇ１ 期细胞比例、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ、ｊａｇｇｅｄ１ 和

ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达水平、细胞凋亡率明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ０􀆰 ０１、０􀆰 １、１ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦显著提高 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 蛋

白表达水平、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 的细胞增殖活力和 Ｓ 期细胞比例ꎬ明显降低 Ｇ０~ Ｇ１ 期细胞比例、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、
Ｂａｘ、ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达水平与细胞凋亡率ꎬ且均呈浓度依赖性(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂

Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 融合蛋白部分逆转缬沙坦对高糖处理的 ＨＢＺＹ￣１ 增殖、周期和凋亡的影响ꎮ 结论　 缬沙坦通过抑制

ＮＯＴＣＨ１ 信号通路ꎬ促进高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞增殖与周期ꎬ并减轻细胞凋亡ꎮ
【关键词】 　 缬沙坦ꎻＮＯＴＣＨ１ 信号通路ꎻ高糖ꎻ大鼠肾小球系膜细胞ꎻ增殖ꎻ凋亡
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１ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＮＯＴＣＨ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｖａｌｓａｒｔａｎꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣｙｃｌｉｎＤ１ꎬ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｃｅｌｌ
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ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ Ｇ０￣Ｇ１￣ｐｈａｓｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏꎬ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ Ｂａｘꎬ ｊａｇｇｅｄ１ ａｎｄ ＮＯＴＣＨ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｇｒｅａｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ <０􀆰 ０５). ０􀆰 ０１ꎬ ０􀆰 １ꎬ １ μｍｏｌ / Ｌ ｖａｌｓａｒｔａｎ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＣｙｃｌｉｎＤ１ꎬ Ｂｃｌ￣２ꎬ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ２４ ｈꎬ ４８ ｈ ａｎｄ ７２ ｈꎬ ａｎｄ Ｓ￣ｐｈａｓｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏꎬ ｗｈｉｌｅ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ
Ｇ０￣Ｇ１￣ｐｈａｓｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ Ｂａｘꎬ ｊａｇｇｅｄ１ꎬ ＮＯＴＣＨ１ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ ａｌｌ ｉｎ
ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ (Ｐ <０􀆰 ０５). ＮＯＴＣＨ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｏｒ Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｒｔｉａｌｌｙ
ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｌｓａｒｔａｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＢＺＹ￣１ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｖａｌｓａｒｔａｎ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｒａｔ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＮＯＴＣＨ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｖａｌｓａｒｔａｎꎻ ＮＯＴＣＨ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｒａｔ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 糖尿病肾病是糖尿病最严重的微血管并发症

之一ꎮ 它已经成为终末期肾病发展的主要危险因

素[１] ꎮ 但是ꎬ糖尿病肾病的发病机理尚未完全确

定ꎬ并且尚无用于预防和治疗糖尿病肾病发生的

药物ꎬ这已成为世界范围内公共卫生的负担ꎮ 最

近ꎬ肾小球系膜细胞功能障碍已被证明在糖尿病

肾病的发病机制中起着至关重要的作用[２] ꎮ 缬沙

坦(ｖａｌｓａｒｔａｎꎬ Ｖａｌ)是血管紧张素 ＩＩ 受体拮抗剂抗

高血压类药物ꎬ对糖尿病大鼠足细胞损伤具有显

著的保护作用[３] ꎬ通过上调骨形态发生蛋白 － ７
(ＢＭＰ￣７)的表达发挥保护糖尿病肾病的功能[４] ꎮ
在糖尿病小鼠肾小球组织中ꎬ缬沙坦影响 ＮＯＴＣＨ１
信号通路表达[５] ꎮ 尽管缬沙坦的临床使用有所增

加ꎬ但其对糖尿病肾病治疗作用的潜在机制仍不

清楚ꎬ需要进一步研究ꎮ 作为高度保守的信号调

节剂ꎬＮＯＴＣＨ 信号通路在诸如细胞增殖ꎬ分化ꎬ凋
亡和 成 熟 等 生 理 过 程 中 起 着 重 要 作 用[６] ꎮ
ＮＯＴＣＨ１ 蛋白是 ＮＯＴＣＨ１ 蛋白家族中具有代表性

的受体ꎬ其下游细胞内结构域被认为是治疗各种

肾疾病的关键靶标[７] ꎮ 根据上述研究结果ꎬ推测

缬沙坦对糖尿病肾病治疗作用与 ＮＯＴＣＨ１ 信号传

导途径有关ꎮ 因此ꎬ当前的研究建立了高葡萄糖

(ＨＧ)诱导的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 损伤模

型ꎬ模拟糖尿病肾病来对细胞增殖、周期和凋亡进

行评估ꎬ采用不同浓度缬沙坦干预细胞ꎬ并结合

ＮＯＴＣＨ１ 信号通路ꎬ以确定缬沙坦对糖尿病肾病

治疗作用的潜在机制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验细胞

大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 购自美国模式培

养物保存中心(ＡＴＣＣ)ꎮ

１􀆰 ２　 主要试剂

缬沙坦购自北京诺华制药公司ꎬ Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ ( ＤＭＥＭ 培养基) 购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂 Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ
融合蛋白购自于美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍ 公司ꎻ磷酸盐缓冲

液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)购自上海君瑞生

物公司ꎻ噻唑蓝(ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬＭＴＴ)购
自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ二喹啉甲酸(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＢＣＡ)蛋白质分析试剂盒、细胞周期检测试剂盒、
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ /碘化丙啶(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ)细

胞凋亡试剂盒购自南京凯基生物公司ꎻ兔抗细胞周

期蛋白 Ｄ１(ＣｙｃｌｉｎＤ１)抗体、兔抗活化的天冬氨酸特

异性半胱氨酸蛋白酶 ３(Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３)抗体、兔
抗 Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白 ( Ｂｃｌ￣２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
Ｂａｘ)抗体、兔抗 Ｂ 细胞淋巴瘤 /白血病 － ２( Ｂ ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｗｋｍｉａ－ ２ꎬＢｃｌ￣２)抗体、兔抗 ｊａｇｇｅｄ１ 抗

体、兔抗 ＮＯＴＣＨ１ 抗体、辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标

记的Ⅱ抗购自上海艾博抗公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 在含 １０％胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基中培养ꎬ并置于饱和湿润、３７℃、
５％ ＣＯ２ 的培养箱中生长ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞分组与处理

将 ＨＢＺＹ￣１ 分为 ＮＣ 组(即对照组ꎬ未处理的细

胞)ꎬＨＧ 组(即模型组ꎬ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理细胞

４８ ｈ)ꎬＶａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组(１ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦处理细胞

４８ ｈ)ꎬＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖

和 ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦处理细胞 ４８ ｈ[８] )ꎬＨＧ＋Ｖａｌ
０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖和 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 缬

沙坦处理细胞 ４８ ｈ)ꎬ ＨＧ ＋ Ｖａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组 ( ３０
ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖和 １ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦处理细胞 ４８ ｈ)ꎬ
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ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ 组(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖、０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ
缬沙坦和与激活剂等量的 ＰＢＳ 处理细胞 ４８ ｈ)ꎬＨＧ
＋Ｖａｌ ＋ Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 组 ( ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖、 ０􀆰 ０１
μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦和终浓度为 ２ μｇ / ｍＬ ＮＯＴＣＨ１ 信号

通路激活剂 Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 融合蛋白处理细胞 ４８
ｈ[９])ꎮ 其中ꎬ缬沙坦使用培养基配制出 ０􀆰 ０１、０􀆰 １、１
μｍｏｌ / Ｌ 的浓度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣
３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２、ｊａｇｇｅｄ１ 和 ＮＯＴＣＨ１ 的表达

收集不同处理的 ＨＢＺＹ￣１ꎬ在 ＲＩＰＡ 缓冲液中进

行蛋白的抽提ꎮ 使用 ＢＣＡ 蛋白质分析试剂盒对蛋

白定量ꎮ 然后取 ５０ μｇ 蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ
蛋白分离后ꎬ转至聚偏二氟乙烯膜ꎬ然后用 ５％脱脂

奶粉封闭膜 ２ ｈꎮ 随后将膜与Ⅰ抗在 ４℃孵育过夜ꎬ
并与 ＨＲＰ 标记的Ⅱ抗(１ ∶５０００)室温孵育 ２ ｈꎮ Ⅰ
抗包括抗 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ￣２、
ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１(均为 １ ∶１０００ 稀释)和抗 β 肌动蛋

白(β￣ａｃｔｉｎ)(１ ∶２０００ 稀释)ꎮ 通过增强的化学发光

系统显影、曝光ꎮ 以 β￣ａｃｔｉｎ 为对照ꎬ采用凝胶成像

分析各蛋白的表达水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＭＴＴ 比色法检测细胞增殖活力

各组 ＨＢＺＹ￣１ 经不同的处理后ꎬ分别在 ９６ 孔板

中接种 ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈꎮ 接下来ꎬ每孔细胞中加入

２０ μＬ ５ ｍｇ / ｍＬ 的 ＭＴＴ 溶液ꎬ并继续孵育ꎮ ４ ｈ 后ꎬ
加入 ２００ μＬ 的二甲基亚砜充分溶解反应结晶ꎮ 在

Ｂｉｏ Ｔｅｋ 酶标仪读取 ４５０ ｎｍ 的吸光度ꎬ以实验组与

对照组吸光度的比值表示细胞的增殖活力ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞周期与凋亡

各组 ＨＢＺＹ￣１ 经不同的处理后ꎬ根据细胞周期

检测试剂盒的指示ꎬ收集 １×１０５ 个细胞ꎬ经 ７０％冷

乙醇固定后ꎬ加入 ５００ μＬ ＰＩ / ＲＮａｓｅ Ａ 染色工作液ꎬ
避光孵育 ３０ ~ ６０ ｍｉｎꎬ于流式细胞仪检测波长 ４８８
ｎｍ 处的红色荧光ꎬ分析细胞周期ꎮ 遵循 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣
ＦＩＴＣ / ＰＩ 试剂盒的规程ꎬＨＢＺＹ￣１ 使用 ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ
重悬ꎬ收集 １ × １０５ 个细胞ꎬ加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣
ＦＩＴＣ 混匀和 ５ μＬ ＰＩ 工作液混匀ꎬ之后遮光反应 １５
ｍｉｎꎬ通过 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪评估细胞凋亡ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

数据采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计与分析ꎬ计
量资料表示为平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)ꎮ 两组间数据

比较采用 ｔ 检验ꎬ多组间数据比较用单因素方差分

析ꎬ组间多重比较用 ＳＮＫ￣ｑ 检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示差异

显著ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 缬沙坦促进高糖处理大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１增殖

注:与 ＮＣ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＨＧ 组相比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 缬沙坦促进高糖处理大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 增殖

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ

ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｖａｌｓａｒｔａｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ
ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＭＴＴ 检测结果见图 １ꎮ 与 ＮＣ 组相比较ꎬＶａｌ １
μｍｏｌ / Ｌ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ ２４ ｈ、４８ ｈ
和 ７２ ｈ 的增殖活力无显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ而 ＨＧ 组

大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的

增殖活力明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＨＧ 组相比较ꎬ
ＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组、ＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组和

ＨＧ＋Ｖａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组 ＨＢＺＹ￣１ ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的

细胞增殖活力显著升高ꎬ且呈浓度依赖性 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 缬沙坦促进高糖处理大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１细胞周期

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和流式细胞术检测结果见图 ２ꎮ 与

ＮＣ 组相比较ꎬＨＧ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１
中 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达显著降低ꎬＧ０￣Ｇ１ 期细胞比例

明显增加ꎬＳ 期细胞比例显著减少(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＧ２￣Ｍ
期细胞比例无明显变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＨＧ 组相比

较ꎬＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组、ＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ
组和 ＨＧ＋Ｖａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组 ＨＢＺＹ￣１ 的 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白

表达和 Ｓ 期细胞比例显著升高ꎬＧ０￣Ｇ１ 期细胞比例

明显降低ꎬ且呈浓度依赖性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ同时ꎬＧ２￣Ｍ

７３中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:Ａ:流式细胞术检测大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 细胞周期ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白的表达ꎮ 与 ＮＣ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与

ＨＧ 组相比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ２　 缬沙坦促进高糖处理大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１(４８ ｈ)细胞周期和 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｙｃｌｉｎＤ１

ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｖａｌｓａｒｔａｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ (４８ ｈ) ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

期细胞比例无显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３　 缬沙坦抑制高糖处理大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１凋亡

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测和流式细胞术检测结果见图

３ꎮ 与 ＮＣ 组相比较ꎬＨＧ 组大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１ 的 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 蛋白表达水平明

显增加ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白表达水平显著减少ꎬ细胞凋亡率

明显升高 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＨＧ 组相比较ꎬＨＧ ＋Ｖａｌ
０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组、ＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组和 ＨＧ＋Ｖａｌ
１ μｍｏｌ / Ｌ 组 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 蛋白表达水平显

著降低ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白表达水平明显升高ꎬ细胞凋亡率

显著减少ꎬ均呈浓度依赖性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ４　 缬沙坦抑制高糖处理大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１ ＮＯＴＣＨ１ 信号通路

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果见图 ４ꎮ 与 ＮＣ 组相比

较ꎬＨＧ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 中 ｊａｇｇｅｄ１
和 ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达水平显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与

ＨＧ 组相比较ꎬＨＧ ＋Ｖａｌ ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组、ＨＧ ＋Ｖａｌ
０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组和 ＨＧ＋Ｖａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组 ｊａｇｇｅｄ１ 和

ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达水平明显降低ꎬ且呈浓度依赖性

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

８３ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测缬沙坦抑制高糖处理 ４８ ｈ 大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的表达ꎻＢ:流式

细胞术检测大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡ꎮ 与 ＮＣ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＨＧ 组相比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 缬沙坦抑制高糖处理大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｌｓａｒｔａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＢＺＹ￣１ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ

ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｏｒ ４８ ｈ. Ｂꎬ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ ＨＢＺＹ￣１ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｖａｌｓａｒｔａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＢＺＹ￣１ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

２􀆰 ５　 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂部分逆转缬沙坦对

高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的增殖

和细胞周期的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测、ＭＴＴ 检测和流式细胞术检测

结果见图 ５ꎮ 与 ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ 组相比较ꎬＨＧ＋Ｖａｌ＋
Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的

ＮＯＴＣＨ１、ｊａｇｇｅｄ１ 蛋白表达水平明显升高ꎬＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白表达水平降低ꎬ且 ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的细胞增

殖活力明显降低ꎬＧ０￣Ｇ１ 期细胞比例显著增加ꎬＳ 期

细胞比例明显减少(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＧ２￣Ｍ 期细胞比例无

显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ６　 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂部分逆转缬沙坦对

高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡的

影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测和流式细胞术检测结果见

图 ６ꎮ 与 ＨＧ ＋ Ｖａｌ ＋ ＰＢＳ 组 相 比 较ꎬ ＨＧ ＋ Ｖａｌ ＋
Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的

Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 蛋白表达水平升高ꎬＢｃｌ￣２
蛋白 表 达 水 平 降 低ꎬ 且 细 胞 凋 亡 率 显 著 增

加(Ｐ<０􀆰 ０５) ꎮ

３　 讨论

临床上ꎬ糖尿病肾病具有多种症状特征ꎬ例如

蛋白尿ꎮ 作为肾小球的固有细胞之一ꎬ肾小球系膜

细胞在糖尿病肾病的发病机理中发挥着重要的作

用[９]ꎮ 越来越多的证据已经确认ꎬ肾小球系膜细胞

凋亡有助于蛋白尿的加重和糖尿病性肾小球硬化

的发展[１０]ꎮ 因此ꎬ确定导致肾小球系膜细胞凋亡的

９３中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:与 ＮＣ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＨＧ 组相比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ ｊａｇｇｅｄ１ 和 ＮＯＴＣＨ１ 蛋白的表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＢＺＹ￣１ ｊａｇｇｅｄ１ ａｎｄ ＮＯＴＣＨ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ

可能机制对于深入了解糖尿病肾病的发病机理是

十分必要的ꎮ 本研究实验结果表明ꎬ大鼠肾小球系

膜细胞暴露于高糖条件下可导致细胞增殖减少ꎬ阻
滞细胞周期ꎬ且细胞凋亡增加[１１]ꎮ 而缬沙坦的处理

可以减轻高糖诱导的大鼠肾小球系膜细胞损伤ꎬ并
且ꎬ可以抑制高糖诱导的大鼠肾小球系膜细胞中

ＮＯＴＣＨ１ 信号通路活性ꎬ证明了缬沙坦在预防或治

疗糖尿病肾病方面的潜力ꎮ
缬沙坦是临床常用的降血压药物ꎬ此外ꎬ其在

糖尿病肾病中的功能得到了广泛关注ꎮ 各种研究

已经证明ꎬ缬沙坦可以保护高糖刺激的肾小球足细

胞或系膜细胞损伤ꎬ产生治疗糖尿病肾病的功

效[１２－１３]ꎮ 目前的研究评估了缬沙坦在高糖损伤大

鼠肾小球系膜细胞中的作用ꎮ 与 ＨＧ 模型组相比ꎬ
０􀆰 ０１、０􀆰 １、１ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦干预细胞 ４８ ｈ 后ꎬ细胞

的增殖活力、 Ｓ 期细胞比例、细胞增殖相关蛋白

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达明显增强ꎬＧ０￣Ｇ１ 期细胞比例、细
胞的凋亡率、促凋亡蛋白 Ｂａｘ、凋亡执行蛋白酶

Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达显著降低ꎬ抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ￣２ 表达显著提高ꎮ 当前研究的结果表明ꎬ缬沙坦

对高糖诱导大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 损伤表现

出治疗作用ꎮ 值得注意的是ꎬ缬沙坦的浓度越高ꎬ
其治疗效果越显著ꎮ

ＮＯＴＣＨ 信号通路在维持进化过程中起着高度

保守的信号调节系统的作用ꎬ并在细胞的正常增殖

和分化中发挥重要作用ꎮ 在脊椎动物中ꎬ配体

(Ｄｅｌｔａ￣ｌｉｋｅ 或 Ｊａｇｇｅｄ 蛋白)激活跨膜受体 ＮＯＴＣＨ１－
４ꎮ 激活后ꎬＮＯＴＣＨ 细胞内结构域(ＮＩＣＤ)的切割允

许其易位至细胞核ꎬ从而通过途径核效应子 ＲＢＰＪ
激活目标基因ꎬ例如 ＨＥＳ ｂＨＬＨ 转录因子[１４]ꎮ 该通

路的失调与多种疾病有关ꎬ包括糖尿病肾病ꎮ 越来

越多的研究检测到ꎬ糖尿病肾病中 ＮＯＴＣＨ１ 信号传

０４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:Ａ:ＭＴＴ 检测细胞增殖活性ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠肾小球系膜 ＨＢＺＹ￣１ ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白的表达ꎻＣ:流式细胞术检测大鼠肾

小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的细胞周期ꎮ 与 ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
图 ５　 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂部分逆转缬沙坦对高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的增殖和周期的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ＭＴＴ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ＨＢＺＹ￣１ ｊａｇｇｅｄ１ꎬ ＮＯＴＣＨ１ꎬ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.
Ｃꎬ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｈｅ ＮＯＴＣＨ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｖａｌｓａｒｔａｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

注:Ａ:流式细胞术检测大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠肾小球系膜 ＨＢＺＹ￣１ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的表

达ꎮ 与 ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
图 ６　 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂部分逆转缬沙坦对高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１
Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｔｈｅ ＮＯＴＣＨ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｖａｌｓａｒｔａｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

１４中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



导途径转导的异常激活[１５]ꎮ 在糖尿病肾病的病理

过程中ꎬ高血糖和血液动力学改变会诱导 ＮＯＴＣＨ
信号通路的 ｊａｇｇｅｄ１ 配体和 ＮＯＴＣＨ１ 受体表达增

加ꎬ从而导致受体结构发生改变[１６]ꎮ 一些研究已证

明ꎬ阻断 ＮＯＴＣＨ１ 信号传导途径对糖尿病肾病是一

种有效的治疗策略[１７]ꎮ 本研究表明ꎬ不同浓度的缬

沙坦均可抑制高糖诱导的 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路活性ꎬ
降低 ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达ꎬ并呈浓度依赖性ꎬ
与文献[５]报道的缬沙坦降低糖尿病小鼠肾小球组

织中 ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１ 表达的结果相同ꎮ 进一步的研

究发现ꎬＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂 Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 融合

蛋白处理细胞后ꎬ缬沙坦对高糖诱导的大鼠肾小球

系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 增殖、周期的促进作用被部分逆

转ꎬ其对细胞凋亡的抑制作用也被部分逆转ꎮ 由此

可见ꎬ缬沙坦可以保护大鼠肾小球系膜细胞免受高

糖诱导的损伤ꎬ其潜在机制是通过抑制 ＮＯＴＣＨ１ 传

导途径来实现的ꎮ
综上所述ꎬ０􀆰 ０１、０􀆰 １、１ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的缬沙坦

可以浓度依赖性的促进高糖诱导的大鼠肾小球系

膜细胞增殖和周期ꎬ并抑制期凋亡ꎬ其发挥保护作

用的机制与抑制 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路活性有关ꎬ这为

糖尿病肾病治疗药物的开发提供了新的途径和

依据ꎮ
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Ｔｉａｎ Ｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｆｕｚｈｅｎｇ Ｋａｎｇ￣Ａｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ３１(１): ４３－４９.
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[基金项目]辽宁省教育厅科学技术研究项目(Ｎｏ. Ｌ２０１９０９)ꎮ
[作者简介]田璐(１９８２—)女ꎬ博士ꎬ研究方向:妇科肿瘤、多囊卵巢综合征ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｉｎｇｒｉｄ＿１１４＠ １６３.ｃｏｍ

扶正抗癌汤含药血清调节 ＥＭＴ 进程抑制人卵巢癌
ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞转移及侵袭作用的研究

田　 璐∗

(辽宁中医药大学附属医院妇产科ꎬ沈阳　 １１００３２)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究扶正抗癌汤含药血清抑制 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞转移及侵袭的作用及潜在机制ꎮ 方法　 将

４８ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常组及扶正抗癌汤低(４􀆰 ７２５ ｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ))、中(９􀆰 ４５ ｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ))、高(１８􀆰 ９ ｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ))剂量

组ꎬ灌胃给药ꎬ每天 １ 次ꎬ共持续 ７ ｄꎻ分离含药血清ꎬ用于孵育 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞ꎮ 通过划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验、
ＥＬＩＳＡ 实验、实时定量 ＰＣＲ 实验及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测相关指标变化情况ꎮ 结果　 与正常组比较ꎬ低、中、高剂量

扶正抗癌汤组含药血清处理 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬ迁移率及穿膜细胞数均明显降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与正常组比较ꎬ
低、中、高剂量扶正抗癌汤组含药血清处理 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 １２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬＦＮ 蛋白表达明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５
或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与正常组比较ꎬ低、中、高剂量扶正抗癌汤组含药血清处理 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ
表达增加(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而 ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达及 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达显著减少(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 结论　
扶正抗癌汤具有抑制人卵巢癌 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞转移及侵袭的作用ꎬ该作用与阻碍 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 通路活化ꎬ进而

调节 ＥＭＴ 进程有关ꎮ
【关键词】 　 扶正抗癌汤含药血清ꎻ卵巢癌ꎻ转移ꎻ侵袭ꎻＥＭＴ 进程
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００３２ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｆｕｚｈｅｎｇ Ｋａｎｇ￣Ａｉ (ＦＺＫＡ) ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｒｃｉｎｏｍａ (ＨＯ￣８９１０ＰＭ) ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ￣ｅｉｇｈｔ ＳＤ ｒａｔｓ
ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ＦＺＫＡ ｇｒｏｕｐ (４􀆰 ７２５ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))ꎬ ｍｅｄｉｕｍ￣ｄｏｓｅ ＦＺＫＡ ｇｒｏｕｐ (９􀆰 ４５ ｇ /
(ｋｇ􀅰ｄ))ꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ＦＺＫＡ ｇｒｏｕｐ (１８􀆰 ９ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)). Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｂｙ ｇａｖａｇｅ ｏｎｃｅ ｐｅｒ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ. Ｔｈｅ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｃｕｂａｔｅ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔꎬ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡꎬ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ



ｇｒｏｕｐꎬ ａｆｔｅｒ ２４ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｌｏｗ －ꎬ ｍｅｄｉｕｍ－ꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ＦＺＫＡ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ (Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｆｔｅｒ １２ －ꎬ ２４ －ꎬ ａｎｄ ４８ ｈ ｏｆ ｌｏｗ －ꎬ
ｍｅｄｉｕｍ－ꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ＦＺＫＡ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓꎬ ＦＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ
<０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｌｏｗ －ꎬ ｍｅｄｉｕｍ￣ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ＦＺＫＡ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓꎬ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｖｉｍｅｎｔｉｎꎬ Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡꎬ
ＴＧＦ￣β１ꎬ ａｎｄ ｐ￣Ｓｍａｄ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＦＺＫＡ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓꎬ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＥＭＴ ｐｒｏｃｅｓｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｆｕｚｈｅｎｇ Ｋａｎｇ￣Ａｉ(ＦＺＫＡ) ｄｅｃｏｃｔｉｏｎꎻ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ ｉｎｖａｓｉｏｎꎻ ＥＭＴ ｐｒｏｃｅｓｓ

　 　 卵巢癌为女性生殖器官常见恶性肿瘤ꎬ发病率

排在女性各类肿瘤的第 ３ 位ꎬ而致死率高居第 １ 位ꎬ
严重威胁女性生命健康[１－２]ꎮ 由于卵巢癌缺少有效

准确的早期诊断方法ꎬ加之发病隐匿ꎬ导致确诊患

者中约 ７０％ ~ ８０％已为晚期ꎬ失去了手术治疗的最

佳时期[３]ꎮ 化疗为晚期卵巢癌的主要治疗手段ꎬ虽
然可暂时缓解病情ꎬ但存在严重的毒副作用、耐药

及高复发率等缺点[４]ꎮ 卵巢癌的转移及侵袭是导

致治疗失败和死亡的首要原因ꎬ如何抑制卵巢癌的

转移及侵袭对提高患者的治愈率和生存率至关

重要[５]ꎮ
传统中药由于具有多靶点、多途径、疗效确切

及低毒副作用等优势ꎬ在卵巢癌的治疗领域逐渐引

起了人们的关注[６－７]ꎮ 扶正抗癌汤为辽宁中医药大

学附属医院院内制剂ꎬ已广泛应用于非小细胞肺癌

等多种肿瘤的治疗ꎬ取得了很好的临床疗效[８]ꎮ 然

而关于扶正抗癌汤对肿瘤细胞转移及侵袭作用的

研究报道较少ꎮ 因此ꎬ本研究以人卵巢癌 ＨＯ￣
８９１０ＰＭ 细胞为研究对象ꎬ主要观察扶正抗癌汤含

药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞转移及侵袭的作用ꎬ并
进一步探讨其能否通过调节 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 通路及

影响上皮间质转化(ＥＭＴ)进程起到抗卵巢癌转移

及侵袭的作用ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠ꎬ雄性 ４８ 只ꎬ体重 ２００~ ２２０ ｇꎬ６
~８ 周龄ꎬ购于沈阳茂华生物科技有限公司[ ＳＣＸＫ
(辽)２０１７－０００１]ꎮ ＳＤ 大鼠饲养于辽宁中医药大学

实验动物中心[ＳＹＸＫ(辽)２０１９－０００４]ꎻ本实验获我

校实验动物伦理委员会审批(２１００００９２０１８０６９)ꎬ按
照实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 实验细胞

人卵巢癌 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞ꎬ购于上海美轩生

物科技公司ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

扶正抗癌汤由红人参 ２５ ｇ、白术 １０ ｇ、甘草 １０
ｇ、半夏 １５ ｇ、浙贝母 １５ ｇ、枳壳 １５ ｇ、陈皮 １５ ｇ、半枝

莲 １０ ｇ、白花舌草 ５０ ｇ、竹茹 ２０ ｇ、茯苓 ２０ ｇ 及生姜

５ ｇ 组成ꎻ经 ２ 次水煎后ꎬ合并药液ꎬ并浓缩至含生药

２ ｇ / ｍＬ 药液ꎬ过滤ꎬ分装灭菌ꎮ 胎牛血清、ＤＭＥＭ、
胰蛋白酶ꎬ美国 Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ 公司ꎻＭａｔｒｉｇｅｌ 胶ꎬ美国 ＢＤ
公司ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室ꎬ美国康宁公司ꎻ纤维连接蛋白

(ＦＮ)酶联免疫吸附法(ＥＬＩＳＡ)检测试剂盒ꎬ上海酶

联生物公司ꎻＴＲＩｚｏｌ、逆转录试剂盒及实时定量 ＰＣＲ
检测试剂盒ꎬ日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ转移生长因子－β１
(ＴＧＦ￣β１)、磷酸化 Ｓｍａｄ 同源物蛋白 ３(ｐ￣Ｓｍａｄ３)多
克隆抗体ꎬ美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司ꎻ甘油醛－３－磷酸

脱氢酶(ＧＡＰＤＨ)多克隆抗体ꎬ北京金杉中桥生物公

司ꎮ 超净工作台(型号:ＳＷ￣ＣＪ１ＦＤꎬ苏州净化设备

公司)ꎻ ＣＯ２ 培养箱 (型号: ３１１１ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司)ꎻ倒置相差显微镜(型号:ＤＦＣ２５９ꎬ德国 Ｌｅｉｃａ 公

司)ꎻ多功能酶标仪(型号:ＥＬＸ８０８ꎬ美国 ＢｉｏＴｅｋ 公

司)ꎻ实时定量 ＰＣＲ 系统(型号:７５００ꎬ美国 ＡＢＩ 公

司)ꎻ蛋白电泳仪(型号:ＤＹＣＺ－２４ＥＮꎬ北京六一仪

器厂)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 制备含药血清　
将 ４８ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常组及扶正抗癌

汤低、中、高剂量组ꎬ１２ 只 /组ꎻ依据人与大鼠剂量换

算方法ꎬ以标准质量 /人的体重×６􀆰 ３ 为高剂量(１８􀆰 ９
ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))组ꎬ在此基础上稀释 １ 倍(９􀆰 ４５ ｇ / (ｋｇ􀅰
ｄ))为中剂量组ꎬ稀释 ２ 倍为低剂量(４􀆰 ７２５ ｇ / (ｋｇ􀅰
ｄ))组ꎬ灌胃给药ꎬ每天 １ 次ꎻ正常组灌胃等体积蒸

馏水ꎬ给药体积为 １ ｍＬ / １００ ｇꎬ共持续 ７ ｄꎮ 末次灌

胃给药后 ２ ｈꎬ经后股动脉采血ꎬ分离血清ꎻ在 ５６℃
条件下将补体灭活ꎬ用 ０􀆰 ２２ μｍ 无菌滤膜过滤ꎬ分
装于离心管中在低温冰箱中保存备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞培养

４４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基对 ＨＯ￣
８９１０ＰＭ 细胞进行培养ꎬ培养条件为 ５％ ＣＯ２、３７℃ꎻ
使用胰蛋白酶(０􀆰 ２５％)消化细胞及传代ꎬ至对数生

长期时用于后续实验研究ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 划痕实验检测 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞转移能力

在 ６ 孔 培 养 板 中 接 种 对 数 生 长 期 的 ＨＯ￣
８９１０ＰＭ 细胞ꎬ用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基

进行培养ꎬ待 ２４ ｈ 细胞贴壁后ꎬ倒掉培养基ꎻＰＢＳ 漂

洗后ꎬ用无菌的移液器枪头沿中轴轻轻划线ꎮ ＰＢＳ
漂洗ꎬ加入 ＤＭＥＭ 培养基(分别含 １０％正常组大鼠

血清及 １０％低、中、高剂量扶正抗癌汤组大鼠含药

血清)ꎬ继续培养 ２４ ｈꎬ拍照ꎮ 通过给药前与给药后

的划痕宽度ꎬ计算细胞相对迁移率ꎬ细胞相对迁移

率(％)＝ (１~２４ ｈ 划痕宽度 / ０ ｈ 划痕宽度)× １００％
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞侵袭能

力　
将稀释好的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶加入到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

中ꎬ３７℃下于 ＣＯ２ 培养箱中放置 １ ｈꎬ将多余培养基

弃掉ꎮ ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞培养至对数生长期ꎬ离心后

用无血清培养基重悬ꎬ并调整密度为每毫升 １×１０６

个ꎬ取 ２００ μＬ 细胞悬液加入到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室中ꎻ下
室加入 ７００ μＬ ＤＭＥＭ 培养基(分别含 １０％正常组

大鼠血清及 １０％低、中、高剂量扶正抗癌汤组大鼠

含药血清)ꎬ继续培养 ２４ ｈꎮ 将多余培养液弃掉ꎬ经
４％多聚甲醛固定ꎬ并用结晶紫染色 ０􀆰 ５ ｈꎮ 显微镜

下拍照ꎬ并计数细胞穿膜个数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 实验检测 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞上清液

ＦＮ 蛋白表达

ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞在 ＤＭＥＭ 培养基 (分别含

１０％正常组大鼠血清及 １０％低、中、高剂量扶正抗癌

汤组大鼠含药血清)培养 １２ ｈ、２４ ｈ 及 ４８ ｈ 后ꎬ离
心ꎬ收集各组细胞上清液ꎮ 参考 ＦＮ 检测试剂盒中

的操作步骤ꎬ通过 ＥＬＩＳＡ 实验检测细胞上清液 ＦＮ
蛋白表达ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 实时定量 ＰＣＲ 实验检测 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞

Ｅ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 Ｎ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达　
ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞用 ＤＭＥＭ 培养基 (分别含

１０％正常组大鼠血清及 １０％低、中、高剂量扶正抗癌

汤组大鼠含药血清)培养 ２４ ｈ 后ꎬ离心ꎬ收集各组细

胞ꎮ ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎬ逆转录试剂盒逆转录为

ｃＤＮＡꎬ实时定量 ＰＣＲ 引物由大连宝生物公司合成ꎮ
Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 引物:上游 ５ ’￣ＧＡＣＡＣＴＧＧＴＧＣＣＡＴＴＴＣＣ
ＡＣ￣３’ꎬ下游 ５’￣ＡＧＴＴＣＧＡＧＧＴＴＣＴＧＧＴＡＴＧＧＧ￣３’ꎻ

ｖｉｍｅｎｔｉｎ 引物:上游 ５’￣ＡＧＧＣＡＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＣＣＡ
ＣＴ￣３’ꎬ下游 ５’￣ＣＧＴＴＣＣＡＧＧＧＡＣＴＣＡＴＴＧＧＴ￣３’ꎻＮ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ 引 物: 上 游 ５ ’￣ＧＣＡＡＣＧＡＣＧＧＧＴＴＡＧＴＣ
ＡＣＣ￣３’ꎬ下游 ５’￣ＧＡＣＡＣＧＧＴＴＧＣＡＧＴＴＧＡＣＴＧＡＧ￣
３’ꎻ ＧＡＰＤＨ 引物: 上游 ５’￣ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧ
ＡＧＡＡＴＧ￣３ ’ꎬ 下 游 ５ ’￣ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣ
ＡＧＴＡ￣３’ꎮ 实时定量 ＰＣＲ 反应体系为:上、下游引

物各 １ μＬꎬ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ蒸馏水 ６ μＬꎬ
ｃＤＮＡ ２ μＬꎬ总反应体积 ２０ μＬꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 作为内

参基因ꎬ通过 ２－△△Ｃｔ法ꎬ检测各组 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞

Ｅ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 Ｎ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞

ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达　
ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞处理方法同“１􀆰 ３􀆰 ６”ꎮ 细胞总

蛋白使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取ꎬ按照 ＢＣＡ 试剂说明书

检测细胞蛋白含量ꎮ 每个上样孔加 ２０ μｇ 蛋白样

品ꎬ１０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离ꎬ湿法转膜ꎬ５％脱脂奶粉封

闭ꎮ 分别加入 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 抗体ꎬ稀释比例为 １
∶２５００ꎬ４℃孵育过夜ꎻＴＢＳＴ 溶液漂洗 ３ 次后ꎬ加入稀

释好的二抗(１ ∶ ５０００)ꎬ４℃ 孵育 １ ｈꎮ ＴＢＳＴ 溶液漂

洗ꎬ加入 ＥＣＬ 发光液显色ꎬ拍照ꎬ各组细胞光密度值

用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件分析ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法　

各组数据均以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ通
过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎮ 若方差不齐ꎬ两
两比较采用单因素方差分析 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 进行ꎻ若
方差齐ꎬ两两比较采用单因素方差分析 ＬＳＤ￣ｔ 检验

进行ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ 或 Ｐ < ０􀆰 ０１ 提示差异具有统计学

意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 扶正抗癌汤含药血清抑制 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞

转移　
本研究通过细胞划痕实验检测了扶正抗癌汤

含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞迁移率的影响ꎬ结果

见图 １ 及表 １ꎮ 与正常组比较ꎬ低、中、高剂量扶正

抗癌汤组含药血清处理 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬ
ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞迁移率明显降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ且随

着药物剂量的增加ꎬ细胞迁移率逐渐越低ꎮ
２􀆰 ２　 扶正抗癌汤含药血清抑制 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞

侵袭　
本研究通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测了扶正抗癌汤

含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞侵袭能力的影响ꎬ结

５４中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



果见表 ２ 及图 ２ꎮ 与正常组比较ꎬ低、中、高剂量扶

正抗癌汤组含药血清处理 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ２４ ｈ
后ꎬＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞穿膜细胞数明显降低 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ且该作用具有剂量依赖性ꎮ
２􀆰 ３　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ＦＮ
蛋白表达的影响　

ＦＮ 蛋白参与 ＥＭＴ 进程ꎬ在肿瘤细胞间的黏附、

转移及侵袭中发挥重要作用ꎬ本研究采用 ＥＬＩＳＡ 法

检测了扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ＦＮ
蛋白表达的影响ꎬ结果见表 ３ꎮ 与正常组比较ꎬ低、
中、高剂量扶正抗癌汤组含药血清处理 ＨＯ￣８９１０ＰＭ
细胞 １２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞在三个

时间点的 ＦＮ 蛋白表达均明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ且该作用具有时间依赖性及剂量依赖性ꎮ

注:Ａ:正常组ꎻＢ~Ｄ:４􀆰 ７２５、９􀆰 ４５、１８􀆰 ９ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)扶正抗癌汤组ꎮ

图 １　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞迁移率的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂ~Ｄꎬ ４􀆰 ７２５ꎬ ９􀆰 ４５ꎬ １８􀆰 ９ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ) ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓ

表 １　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞迁移率的影响( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))
Ｄｏｓｅ

迁移率(％)
Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ０ ８２􀆰 ０３±１０􀆰 １２

扶正抗癌汤低剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７２５ ６７􀆰 ２４±７􀆰 ２０∗∗

扶正抗癌汤中剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ４５０ ５４􀆰 １７±５􀆰 １３∗∗

扶正抗癌汤高剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １８􀆰 ９００ ４１􀆰 ７９±４􀆰 ５８∗∗

注:与正常组比较ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

表 ２　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞侵袭能力的影响( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))
Ｄｏｓｅ

穿膜细胞数(个)
Ｗｅａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ (ｎｕｍｂｅｒ)

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ０ １５４􀆰 ５５±１８􀆰 ０２

扶正抗癌汤低剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７２５ １０５􀆰 ４８±１２􀆰 ６７∗∗

扶正抗癌汤中剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ４５０ ６７􀆰 ９２±８􀆰 ４６∗∗

扶正抗癌汤高剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １８􀆰 ９００ ４８􀆰 ３７±５􀆰 １３∗∗

注:与正常组比较ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.
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注:Ａ:正常组ꎻＢ~Ｄ:４􀆰 ７２５、９􀆰 ４５、１８􀆰 ９ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)扶正抗癌汤组ꎮ

图 ２　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ
细胞侵袭能力的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂ ~ Ｄꎬ ４􀆰 ７２５ꎬ ９􀆰 ４５ꎬ １８􀆰 ９ ｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ))
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ
ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ４　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 Ｅ￣
Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 Ｎ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达的

影响

ＥＭＴ 进程在细胞水平上以间质特性增强ꎬ上皮

特性 丧 失 为 主 要 特 征ꎬ 在 分 子 水 平 上 表 现 为

ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增加ꎬ而 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达

减少ꎮ 本研究采用实时定量 ＰＣＲ 法检测了扶正抗

癌汤 含 药 血 清 对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细 胞 Ｅ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 Ｎ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达的影响ꎬ结果见

表 ４ꎮ 与正常组比较ꎬ低、中、高剂量扶正抗癌汤组

含药 血 清 处 理 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细 胞 ２４ ｈ 后ꎬ ＨＯ￣
８９１０ＰＭ 细 胞 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表 达 增 加 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ而 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达减少(Ｐ
<０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ５　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞

ＴＧＦ －β１ / Ｓｍａｄ３ 通路的影响　
ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 通路在 ＥＭＴ 发生和肿瘤细胞转

移、侵袭过程起着重要调控作用ꎬ 本研究采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验检测了扶正抗癌汤含药血对ＨＯ￣

表 ３　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ＦＮ 蛋白表达的影响( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ＦＮ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))
Ｄｏｓｅ

纤维连接蛋白(ｎｇ / ｍＬ)
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ

１２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ
正常组

Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ０ ７２􀆰 ３６±８􀆰 ６４ ７３􀆰 １２±８􀆰 ４６ ７１􀆰 ８２±７􀆰 ２３

扶正抗癌汤低剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７２５ ６３􀆰 ９４±７􀆰 ２０∗ ５９􀆰 ６９±６􀆰 ８７∗∗ ５４􀆰 ８７±６􀆰 ７６∗∗

扶正抗癌汤中剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ４５０ ６１􀆰 ３８±７􀆰 ７９∗∗ ５２􀆰 ５１±５􀆰 ０４∗∗ ４０􀆰 ２３±５􀆰 ３７∗∗

扶正抗癌汤高剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １８􀆰 ９００ ５５􀆰 ５３±６􀆰 ０５∗∗ ４１􀆰 ４０±６􀆰 ３８∗∗ ３３􀆰 ４１±５􀆰 ２２∗∗

注:与正常组比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

表 ４　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 Ｅ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 Ｎ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达的影响( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ Ｅ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ａｎｄ Ｎ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))
Ｄｏｓｅ

Ｅ－钙黏蛋白
Ｅ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ

波形蛋白
Ｖｉｍｅｎｔｉ

Ｎ￣钙黏蛋白
Ｎ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ０ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０４ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０６ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０８

扶正抗癌汤低剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７２５ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０５∗∗

扶正抗癌汤中剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ４５０ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗∗

扶正抗癌汤高剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １８􀆰 ９００ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０５∗∗

注:与正常组比较ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

７４中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 ５　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达的影响( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ ｐ￣Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ))
Ｄｏｓｅ

转移生长因子￣β１ / 甘油醛￣３￣
磷酸脱氢酶 ＴＧＦ￣β１ / ＧＡＰＤＨ

磷酸化 Ｓｍａｄ 同源物蛋白 ３ / 甘油醛￣３￣
磷酸脱氢酶 ｐ￣Ｓｍａｄ３ / ＧＡＰＤＨ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ０ １􀆰 ４３±０􀆰 １７ ０􀆰 ９５±０􀆰 １１

扶正抗癌汤低剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７２５ １􀆰 １４±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０４∗∗

扶正抗癌汤中剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ４５０ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３∗∗

扶正抗癌汤高剂量组
ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １８􀆰 ９００ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 １９±０􀆰 ０２∗∗

注:与正常组比较ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

８９１０ＰＭ 细胞 ＴＧＦ￣β１ 及 ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达的影响ꎬ
结果见图 ３ 及表 ５ꎮ 与正常组比较ꎬ低、中、高剂量

扶正抗癌汤组含药血清处理 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ２４ ｈ
后ꎬＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达显

著减少ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

３　 讨论

ＥＭＴ 是指由上皮细胞向间质细胞转化的现象ꎬ
其在卵巢癌、骨肉瘤、胰腺癌、结肠癌、肺癌及乳腺

癌等多种肿瘤的转移及侵袭中起着关键性作

用[９－１０]ꎮ ＦＮ 蛋白广泛存在于细胞外液、细胞表面及

结缔组织中ꎬ是细胞外基质的重要组成成分ꎬ参与

细胞的粘附、迁移及分化ꎻ在 ＥＭＴ 进程中 ＦＮ 表达

升高ꎬ进而促进肿瘤细胞的转移及侵袭[１１]ꎮ Ｅ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达减少ꎬｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增加

是肿瘤细胞发生 ＥＭＴ 的重要证据ꎮ Ｅ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 参

与维持上皮组织完整性和细胞极性ꎬ广泛存在于上

皮组织中ꎬ当肿瘤细胞 Ｅ￣Ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下调时ꎬ可引

起侵袭性生长ꎬ 导致肿瘤细胞的远端转移[１２]ꎮ
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 主要负责维持细胞骨架的完整性ꎬ为间充

质来源细胞中的一种中间纤丝蛋白ꎬｖｉｍｅｎｔｉｎ 高表

达标志着 ＥＭＴ 进程及肿瘤细胞转移、侵袭的发

生[１３]ꎮ Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 参与细胞黏附、细胞的信号转

导、细胞识别及细胞运动等生物学过程ꎬ其表达量

与肿瘤的转移及侵袭程度呈正相关性[１４]ꎮ
ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 通路在肿瘤细胞的增殖、凋亡、

ＥＭＴ 进程及转移、 侵袭中发挥着重要作用[１５]ꎮ
ＴＧＦ￣β１ 存在于多种细胞中ꎬ具有抑制免疫监视、刺
激细胞增殖、分化、迁移及促进炎症因子表达等作

用[１６]ꎮ 研究发现[１７]ꎬ在恶性肿瘤细胞中 ＴＧＦ￣β１ 表

达量增加ꎬ进而与 ｐ￣Ｓｍａｄ３ 形成复合物并一同进入

细胞核内ꎬ介导 ＥＭＴ 进程ꎬ引发肿瘤细胞的转移、侵
袭过程ꎮ 阻碍 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 通路活化ꎬ影响 ＥＭＴ
进程是抑制肿瘤细胞转移、侵袭的关键[１８]ꎮ 研究发

现[１９]ꎬ白藜芦醇可以阻断 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 信号通路

转导ꎬ抑制人肺癌 Ａ５４９ 细胞的增殖及 ＥＭＴ 进程ꎬ减
少 Ａ５４９ 细胞的转移及侵袭ꎮ 血根碱也可以干预

ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路ꎬ抑制卵巢癌 Ａ２７８０ / Ｔａｘｏｌ
细胞的生长及转移[２０]ꎮ

本研究结果发现ꎬ与正常组比较ꎬ低、中、高剂

量扶正抗癌汤组含药血清处理 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞

后ꎬ迁移率及穿膜细胞数均明显降低ꎬ提示扶正抗

癌汤具有抑制人卵巢癌 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞转移及侵

袭的作用ꎻ同时ꎬｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达及

ＦＮ、ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ３ 蛋白表达也明显降低ꎬ而 Ｅ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达增加ꎬ表明扶正抗癌汤抑制人

卵巢癌 ＨＯ￣８９１０ＰＭ 细胞转移及侵袭的作用与阻碍

ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 通路活化ꎬ进而调节 ＥＭＴ 进程有关ꎮ

注:Ａ:正常组ꎻＢ~ Ｄ:４􀆰 ７２５、９􀆰 ４５、１８􀆰 ９ ｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ))扶
正抗癌汤组ꎮ

图 ３　 扶正抗癌汤含药血清对 ＨＯ￣８９１０ＰＭ
细胞 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 通路的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂ ~ Ｄꎬ ４􀆰 ７２５ꎬ ９􀆰 ４５ꎬ １８􀆰 ９ ｇ /
(ｋｇ􀅰ｄ)) ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｇｒｏｕｐｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＺＫＡＴ ｄｒｕｇ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ＴＧＦ￣β１ ａｎｄ
ｐ￣Ｓｍａｄ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯ￣８９１０ＰＭ ｃｅｌｌｓ

８４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １
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ｍＴＯＲ 通路减缓上皮－间质转化进程抑制人肺癌 Ａ５４９ 细胞

侵袭及迁移的研究 [Ｊ] . 中草药ꎬ ２０１９ꎬ ５０(６): １３８２－１３８７.
[１４] 　 薛德冬ꎬ 李锐. 乙酰紫草素对人结肠癌 ＨＣＴ１１６ 细胞增殖、凋

亡及上皮间充质转化的影响 [ Ｊ] . 中成药ꎬ ２０１７ꎬ ３９( ２):
４０１－４０４.

[１５] 　 Ｍｏ Ｃꎬ Ｌｉｕ Ｔꎬ Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｄｕｃｅｄ Ｎ￣
ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＩＩＩ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ Ｓｍａｄ３ ａｎｄ Ｅｒｋ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ＴＧＦ￣β１￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＣＣ ＥＭＴ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ ] . Ｄｉｓｃｏｖ
Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ２３(１２４): ７－１７.

[１６] 　 Ｌｉａｎｇ Ｍꎬ Ｌｉｕ ＸＣꎬ Ｌｉｕ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＬＩ － １ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｔｈｅ ＥＭＴ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ￣β１ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ ] . Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ２２(２０): ６８０９－６８１５.

[１７] 　 Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ Ｇꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ￣
ＸＩＳＴ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ＴＧＦ￣β１￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＥＭＴ ｉｎ
ＮＳＣＬＣ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ－ １ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１３７
[Ｊ] . Ｇｅｎｅｔ Ｔｅｓｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓꎬ ２０１８ꎬ ２２(６): ３３３－３４２.

[１８] 　 瞿晓媛ꎬ 邰文琳ꎬ 徐益恒ꎬ 等. 桂皮醛通过 ＴＧＦ￣β 信号通路

调控结直肠癌细胞侵袭和转移研究 [Ｊ] . 现代消化及介入诊

疗ꎬ ２０２０ꎬ ２５(３): ３４０－３４４ꎬ ３４９.
[１９] 　 张云珍ꎬ 方海燕ꎬ 余红ꎬ 等. 白藜芦醇抑制 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ３ 信

号通路对人肺上皮细胞 Ａ５４９ ＥＭＴ 调控的影响及机制 [ Ｊ] .
广东医学ꎬ ２０１９ꎬ ４０(１５): ２１３０－２１３４.

[２０] 　 张素仙ꎬ 王妍妍ꎬ 张琴ꎬ 等. 血根碱对紫杉醇耐药卵巢癌

Ａ２７８０ / Ｔａｘｏｌ 细胞生长及 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 通路抑制的影响

[Ｊ] . 中国中西医结合杂志ꎬ ２０１８ꎬ ３８(６): ７１７－７２０.

〔收稿日期〕２０２０－０６－１０

９４中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙꎬ ２０２１
Ｖｏｌ. ３１　 Ｎｏ. １

董琳琳ꎬ闫慧敏ꎬ丰晨然ꎬ等. 痰喘宁合剂平喘、镇咳、祛痰作用研究 [Ｊ]. 中国比较医学杂志ꎬ ２０２１ꎬ ３１(１): ５０－５８.
Ｄｏｎｇ ＬＬꎬ Ｙａｎ ＨＭꎬ Ｆｅｎｇ ＣＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣ａｓｔｈｍａｔｉｃꎬ ａｎｔｉｔｕｓｓｉｖｅ ａｎｄ ｅｘｐｅｃｔｏｒａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ [ Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ３１(１): ５０－５８.
ｄｏｉ: １０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１－７８５６􀆰 ２０２１􀆰 ０１􀆰 ００８

[基金项目]闫慧敏全国名老中医药专家传承工作室(国中医药人教发〔２０１６〕４２ 号)ꎮ
[作者简介]董琳琳(１９９３—)ꎬ女ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向:中药抗炎与免疫药理研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: １７２６３７６７２８＠ ｑｑ.ｃｏｍ

闫慧敏(１９５４—)ꎬ女ꎬ本科ꎬ主任医师ꎬ教授ꎬ博士研究生导师ꎬ研究方向:小儿疾病的中西医结合诊治ꎮ
Ｅ￣ｍａｉｌ:ｈｕｉｍｉｎｙａｎ＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ
＃共同第一作者

[通信作者]孙文燕(１９７０—)ꎬ男ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ硕士生导师ꎬ研究方向:中药防治免疫性疾病的药理学研究及中药毒理学研究ꎮ
Ｅ￣ｍａｉｌ: ｓｕｎｗｙ＠ ｂｕｃｍ.ｅｄｕ.ｃｎ
郝静(１９７２—)ꎬ女ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ研究方向:小儿疾病的中西医结合诊治ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｈａｏｊｉｎｇ１１５＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ
∗共同通信作者

痰喘宁合剂平喘、镇咳、祛痰作用研究

董琳琳１＃ꎬ闫慧敏２＃ꎬ丰晨然１ꎬ石　 璐１ꎬ苗　 丰１ꎬ赵一颖１ꎬ陈　 芳２ꎬ
孙文燕１∗ꎬ郝　 静２∗

(１.北京中医药大学中药学院中药药理系ꎬ北京　 １０２４８８ꎻ
２.国家儿童医学中心 首都医科大学附属北京儿童医院中医科ꎬ北京　 １０００４５)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究痰喘宁合剂平喘、镇咳、祛痰作用ꎮ 方法　 采用卵蛋白所致大鼠哮喘模型ꎬ观察大鼠气

道阻力(ＲＬ)的变化ꎬ运用 ＥＬＩＳＡ 法检测分析各组大鼠血清中 ＩｇＥ、ＩＬ￣４、ＩＬ￣１７ 和 ＴＮＦ￣α 水平ꎬ并在镜下进行实验大

鼠肺泡灌洗液(ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄꎬ ＢＡＬＦ)ＷＢＣ 及 ＥＯＳ 计数ꎬＨＥ 染色观察肺组织病理变化并对其评分ꎮ 采

用氯化乙酰甲胆碱及磷酸组胺引喘豚鼠ꎬ观察痰喘宁合剂的平喘作用ꎮ 采用氨水引咳小鼠、枸橼酸引咳豚鼠ꎬ观察

痰喘宁合剂的镇咳作用ꎮ 采用小鼠气管段酚红排泌量实验ꎬ观察痰喘宁合剂的祛痰作用ꎮ 结果　 痰喘宁合剂可降

低哮喘大鼠气道阻力ꎬ降低血清 ＩＬ￣４、ＩＬ￣１７ 和 ＴＮＦ￣α 水平ꎬ减少 ＢＡＬＦ 中 ＷＢＣ 及 ＥＯＳ 数量ꎬ改善肺组织损伤情况ꎬ
延长豚鼠引喘潜伏期(Ｐ <０.０５ 或 Ｐ <０.０１)ꎻ延长豚鼠及小鼠咳嗽潜伏期ꎬ减少咳嗽次数(Ｐ <０.０５ 或 Ｐ <０.０１)ꎻ增
加酚红排泌量(Ｐ <０.０５ 或 Ｐ <０.０１)ꎮ 结论　 痰喘宁合剂具有平喘、镇咳、祛痰作用ꎮ

【关键词】 　 痰喘宁合剂ꎻ平喘ꎻ镇咳ꎻ祛痰

【中图分类号】 Ｒ￣３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１￣７８５６(２０２１) ０１￣００５０￣０９

Ａｎｔｉ￣ａｓｔｈｍａｔｉｃꎬ ａｎｔｉｔｕｓｓｉｖｅ ａｎｄ ｅｘｐｅｃｔｏｒａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ

ＤＯＮＧ Ｌｉｎｌｉｎ１＃ꎬ ＹＡＮ Ｈｕｉｍｉｎ２＃ꎬ ＦＥＮＧ Ｃｈｅｎｒａｎ１ꎬ ＳＨＩ Ｌｕ１ꎬ ＭＩＡＯ ｆｅｎｇ１ꎬ ＺＨＡＯ Ｙｉ ｙｉｎｇ１ꎬ
ＣＨＥＮ Ｆａｎｇ２ꎬ ＳＵＮ Ｗｅｎｙａｎ１∗ꎬ ＨＡＯ Ｊｉｎｇ２∗

(１. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍａｔｅｒｉａ Ｍｅｄｉｃａꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０２４８８ꎬ Ｃｈｉｎａ
２. Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓ Ｈｅａｌｔｈꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４５)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ａｓｔｈｍａｔｉｃꎬ ａｎｔｉ￣ｔｕｓｓｉｖｅꎬ ａｎｄ ｅｘｐｅｃｔｏｒａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ
ｍｉｘｔｕｒｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａｎ Ａｓｔｈｍａ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｗｉｔｈ ｏｖａｌｂｕｍｉｎ (ＯＶＡ) ａｎｄ
ｔｈｅｎ ａｉｒｗａｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ (ＲＬ) ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩｇＥꎬ ＩＬ￣４ꎬ ＩＬ￣１７ꎬ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡｓ. Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＷＢＣｓ ａｎｄ ＥＯＳｓ ｉｎ ＢＡＬＦ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｕｎｔｅｄ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ



ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ. Ｍｅｔｈａｃｈｏｌｉｎｅ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ａｎｄ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａｓｔｈｍａ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ
ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ. Ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｔｕｓｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ａ ｃｏｕｇｈ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｍｍｏｎｉａ ａｎｄ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ. Ａ ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｄ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａｓ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｅｃｔｏｒａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ
ａｉｒｗａｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＩｇＥꎬ ＩＬ￣４ꎬ ＩＬ￣１７ꎬ ＴＮＦ￣α ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＷＢＣｓ ａｎｄ ＥＯＳｓ ｉｎ ＢＡＬＦꎬ ａｎｄ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｒａｔｓ (Ｐ<０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ <０􀆰 ０１). Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ａｓｔｈｍａ ａｎｄ ｃｏｕｇｈ
ｌａｔｅｎｃｉｅｓ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ａｎｄ ｍｉｃｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｃｏｕｇｈ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｄ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ
ｍｉｃｅ ( Ｐ < ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ < ０􀆰 ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ ｈａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｎｔｉ￣ａｓｔｈｍａｔｉｃꎬ ａｎｔｉ￣ｔｕｓｓｉｖｅꎬ ａｎｄ
ｅｘｐｅｃｔｏｒａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅꎻ ａｎｔｉ￣ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔꎻ ａｎｔｉ￣ｔｕｓｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔꎻ ｅｘｐｅｃｔｏｒａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ

　 　 咳嗽是儿童常见多发病ꎬ多伴有咳痰、喘息等

表现ꎬ往往反复发作ꎬ难以根治ꎮ 该病病理表现多

以慢性气道炎症、气道高阻力为主ꎬ易受吸烟及环

境中的过敏原或生活污染物影响[１]ꎮ 痰湿蕴肺型

咳嗽在临床中较为常见ꎬ中医理论认为其主要病因

是阴虚肺热ꎬ脾肾亏虚[２]ꎮ 痰喘宁合剂为北京儿童

医院的院内制剂ꎬ用于痰湿蕴肺型患儿有确切临床

疗效[３]ꎬ而对其药效尚缺乏系统研究ꎮ 本研究分别

采用卵蛋白所致过敏性哮喘大鼠模型、氯化乙酰甲

胆碱及磷酸组胺引喘豚鼠模型、氨水引咳小鼠模

型、枸橼酸引咳豚鼠模型、小鼠气管段酚红排泌量

实验ꎬ观察痰喘宁合剂的平喘、镇咳、祛痰作用ꎬ以
期为其临床合理应用提供实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ５ 周龄(体重 １３０ ~ １５０ ｇ) ８４
只ꎬＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠 ４ 周龄(体重 １４ ~ １６ ｇ)１４４ 只ꎬ
均雌雄各半ꎬ购自北京维通利华实验动物技术有限

公司[ＳＣＸＫ(京)２０１６－０００６]ꎮ ＳＰＦ 级豚鼠 ４ 周龄

１３２ 只ꎬ体重 ２００~２３０ ｇꎬ雌雄各半ꎬ购自于北京科宇

动物养殖中心[ＳＣＸＫ(京)２０１８－００１０]ꎮ 实验前适

应性饲养 ７ ｄꎬ实验期间ꎬ保持动物房室温在(２１±
５)℃ꎬ相对湿度为 ４０％ ~ ７０％ꎬ光照条件设置为 １２
ｈ / １２ ｈ 明暗交替ꎮ 实验大鼠自由进食ꎬ自由饮水ꎮ
所有涉及动物的相关实验程序均已经过北京中医

药大学学术委员会实验动物伦理小组委员会批准

(ｂｕｃｍ－４－２０１９０６１１－２０４５)ꎬ大鼠、小鼠饲养于北京

中医药大学 ＳＰＦ 级动物实验室[ＳＹＸＫ(京) ２０１６－
００３８]ꎬ豚鼠饲养于中国中医科学院中药安全评价

实验室[ＳＹＸＫ(京)２０１６－００１３]ꎬ并经过中国中医科

学院中药研究所动物实验福利伦理审查通过

(２０１９３００４)ꎮ 实验过程中所有操作均符合 ３Ｒ
原则ꎮ

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

痰喘宁合剂(北京儿童医院)ꎻ卵蛋白( Ｓｉｇｍａꎬ
批号:ＳＬＢＶ７４９３)ꎻ注射用氢氧化铝凝胶(Ｐｉｅｒｃｅꎬ批
号: ＳＨ２５５２６０ )ꎻ 磷 酸 组 胺ꎬ 氯 化 乙 酰 甲 胆 碱

(Ｂｉｏｒｕｌｅｒꎬ批号分别为:３４１０ꎬｒ６２１７１２)ꎻ醋酸地塞米

松(天津力生制药股份有限公司ꎬ批号:２０１７０４０１)ꎻ
氨溴 特 罗 ( 北 京 韩 美 药 品 有 限 公 司ꎬ 批 号:
Ｈ２００４０３１７)ꎻ小青龙合剂(西安天一秦昆制药有限

责任公司ꎬ批号:１８０３０６)ꎻ １０％中性缓冲福尔马林

固定液ꎬＨａｒｒｉｓ 苏木素ꎬ０.５％伊红ꎬ中性树胶封片剂

(北京益利精细化学品有限公司)ꎻＲａｔ ＩｇＥ、ＩＬ－４、ＩＬ
－１７、ＴＮＦ－α ＥＬＩＳＡ 试剂盒(瑞格博ꎬ批号分别为:
２０２００１２９. ６０１３９Ｒ、 ２０２００１２９. ６００２１Ｒ、 ２０２００１２９.
６００３２Ｒ、２０２００１２９.６００８０Ｒ)ꎻ瑞氏吉姆萨染色液(南
京建成)ꎻ 枸橼酸ꎬ 酚红 ( Ｓａｌａｒｂｉｏꎬ 批号分别为:
１２６Ｅ０４１ꎬ１２１１Ｃ０３１)ꎻ 氨水 (北京化工厂ꎬ 批号:
２０１４１００８)ꎮ

４０２Ａ、Ｂ 型超声雾化器(江苏鱼跃医疗设备有

限公司)ꎻＢｕｘｃｏ 实验动物气道阻力和肺顺应性有创

检测 仪 器 ( 美 国 Ｂｕｘｃｏ 公 司 )ꎻ 移 液 器 ( 美 国

Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ 公司)ꎻ台式离心机ꎬ低温水平高速离心机

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻＴｉｓｓｕｅ－ＴＥＫ ＶＩＰ６ 生

物组织脱水仪、Ｔｉｓｓｕｅ －ＴＥＫ ＴＥＣ 生物组织包埋仪

(日本樱花公司)ꎻＬｅｉｃａ ＲＭ２２３５ 组织切片仪、Ｌｅｉｃａ
ＨＩ１２１０ 捞片机、Ｌｅｉｃａ ＨＩ１２２０ 烤片机、Ｌｅｉｃａ ＳＴ５０２０
自动染色仪、Ｌｅｉｃａ ＣＶ５０３０ 自动封片机(德国莱卡

公司)ꎻＯｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５３ 显微镜(美国奥林帕斯公司)
Ｐａｔｈ ＱＣ 病理质控和资料管理系统 (中国朗珈公

司)ꎻ酶标仪(美国 Ｅｐｏｃｈꎬ ＢｉｏＴｅｋ 公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 痰喘宁合剂平喘作用研究

(１)卵蛋白(ＯＶＡ)所致哮喘大鼠实验

将 ＳＤ 大鼠随机分为 ７ 组[４]:正常组、模型组、
痰喘宁合剂低剂量组(７􀆰 ５ ｍＬ / ｋｇ)、痰喘宁合剂中
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剂量组(１５ ｍＬ / ｋｇ)、痰喘宁合剂高剂量组(３０ ｍＬ /
ｋｇ)、醋酸地塞米松组(０􀆰 ５５ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ小青龙合剂组

(４ ｍＬ / ｋｇ)ꎮ 每组 １２ 只ꎬ雌雄各半ꎮ 除正常组外ꎬ
其余动物建立哮喘大鼠模型:于实验第 １ 日、第 ８ 日

在大鼠的腹腔、两腹股沟注射每 ｍＬ 含 １０ ｍｇ ＯＶＡ、
１００ ｍｇ ＡＬ(ＯＨ) ３ 的混悬液ꎬ注射剂量为(腹腔 ０.５
ｍＬꎬ两腹股沟各 ０.２５ ｍＬ)ꎬ正常组注射相同体积的

生理盐水ꎮ 实验第 １５ 天ꎬ各组按剂量灌胃ꎬ正常组

及模型组给予生理盐水ꎮ 模型组和各给药组在给

生理盐水或相应药物 １ ｈ 后用 １％ ＯＶＡ 雾化激发 ３０
ｍｉｎꎬ正常组则用生理盐水代替ꎬ连续 ７ ｄꎮ 于末次激

发 ２４ ｈ 后ꎬ大鼠麻醉ꎬ仰面固定ꎬ气管插管ꎬ置于密

闭体描箱内ꎬ肺功能仪系统辅助呼吸ꎮ 等待大鼠气

道阻力基线稳定ꎬ滴加不同浓度的氯化乙酰甲胆碱

２０ μＬ(０、６.２５、１２.５ 和 ５０ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ雾化 ３０ ｓꎬ记录 ３
ｍｉｎꎬ检测气道阻力(ＲＬ)ꎮ 将大鼠从密闭体描箱取

出ꎬ腹主动脉取血ꎬ室温静置 ２ ｈ 后ꎬ４℃ꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎꎬＥＬＩＳＡ 法检测血清中 ＩｇＥ、ＩＬ￣４、ＩＬ￣１７
和 ＴＮＦ￣α 的含量ꎮ 分别将 ２ ｍＬ、２ ｍＬ、１ｍＬ 生理盐

水于气管插管处缓慢注入ꎬ停留约 １０ ｓ 后ꎬ缓慢抽

回ꎬ 收 集 灌 洗 液 ( ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄꎬ
ＢＡＬＦ)ꎬ４℃ꎬ１５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取沉淀用 ０.２
ｍＬ ＰＢＳ 混悬ꎬ瑞氏染色ꎬ用于 ＷＢＣ 及 ＥＯＳ 计数ꎮ
取出大鼠右肺下叶组织ꎬ将其置于 １０％福尔马林固

定液中ꎬ进行常规石蜡包埋并切片ꎬＨＥ 染色ꎬ光学

显微镜下观察右肺下叶组织病理变化ꎬ并进行支气

管及周围炎症评分ꎮ 根据其病变的严重程度半定

量为:无病变ꎬ记 ０ 级ꎬ为 ０ 分ꎻ轻度ꎬ记Ⅰ级ꎬ为 １
分ꎻ中度ꎬ记 ＩＩ 级ꎬ为 ２ 分ꎮ

ＨＥ 染色步骤如下:二甲苯溶液 Ｉ、ＩＩ 浸泡各 １５
ｍｉｎ 脱蜡ꎻ１００％ 乙醇溶液 Ｉ、 ＩＩ 浸泡 ５ ｍｉｎꎻ９５％、
８５％、７５％梯度乙醇溶液浸泡ꎬ各 ５ ｍｉｎꎻ苏木素染液

染色 ５ ｍｉｎꎬ水洗ꎻ盐酸乙醇溶液分化 ２ ~ ３ ｓꎬ水洗ꎻ
氨水溶液浸泡返蓝 １ ｍｉｎꎬ水洗ꎻ伊红染液染色 ５
ｍｉｎꎻ７５％、８５％、９５％梯度乙醇溶液浸泡ꎬ各 ５ ｍｉｎꎻ
１００％乙醇溶液 Ｉ、ＩＩ 浸泡ꎬ各 ５ ｍｉｎꎻ二甲苯溶液 Ｉ、ＩＩ
浸泡ꎬ各 ５ ｍｉｎꎻ中性树胶封片ꎮ

(２)氯化乙酰甲胆碱及磷酸组胺引喘豚鼠实验

将豚鼠置于雾化器内[５]ꎬ以 ２％氯化乙酰甲胆

碱与 ０􀆰 １％磷酸组胺等体积混合液定量恒压喷雾 １０
ｓꎬ记录 ２ ｍｉｎ 内豚鼠从接受喷雾开始到出现喘息性

抽搐ꎬ直至跌倒的潜伏期ꎮ 引喘潜伏期超过 １２０ ｓ
者舍弃不用ꎮ 将筛选出的豚鼠随机分为模型组、痰
喘宁合剂低剂量组(８􀆰 ４ ｍＬ / ｋｇ)、痰喘宁合剂中剂

量组( １６􀆰 ８ ｍＬ / ｋｇ)、痰喘宁合剂高剂量组 ( ３３􀆰 ６

ｍＬ / ｋｇ)、氨溴特罗组(４􀆰 ５ ｍＬ / ｋｇ)、小青龙合剂组

(４􀆰 ５ ｍＬ / ｋｇ)ꎬ每组 １０ 只ꎬ雌雄各半ꎮ 各组按剂量

灌胃ꎬ模型组灌胃等量生理盐水ꎬ连续 ７ ｄꎮ 末次给

药 １ ｈ 后ꎬ用上述方法测定各组豚鼠引喘潜伏期ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 痰喘宁合剂镇咳作用研究

(１)枸橼酸引咳豚鼠实验

将豚鼠置于雾化器内[６]ꎬ以 １７􀆰 ５％的枸橼酸雾

化 １ ｍｉｎꎬ并持续刺激 ４ ｍｉｎꎬ测定 ５ ｍｉｎ 内豚鼠的咳

嗽次数ꎬ小于 １０ 次者舍去ꎮ 将筛选合格的豚鼠随机

分为模型组、痰喘宁合剂低剂量组(８􀆰 ４ ｍＬ / ｋｇ)、痰
喘宁合剂中剂量组(１６􀆰 ８ ｍＬ / ｋｇ)、痰喘宁合剂高剂

量组(３３􀆰 ６ ｍＬ / ｋｇ)、氨溴特罗组(４􀆰 ５ ｍＬ / ｋｇ)、小青

龙合剂组(４􀆰 ５ ｍＬ / ｋｇ)ꎬ每组 １０ 只ꎬ雌雄各半ꎮ 各

组按剂量灌胃ꎬ模型组灌胃等量生理盐水ꎬ连续 ３ ｄꎮ
末次给药 １ ｈ 后ꎬ用上述方法测定各组豚鼠咳嗽潜

伏期及咳嗽次数ꎮ
(２)氨水引咳小鼠实验

将小鼠随机分为模型组、痰喘宁合剂低剂量组

(５􀆰 ７２ ｍＬ / ｋｇ)、痰喘宁合剂中剂量组(１１􀆰 ４３ ｍＬ /
ｋｇ)、痰喘宁合剂高剂量组(２２􀆰 ８５ ｍＬ / ｋｇ)、氨溴特

罗组(５􀆰 ７０ ｍＬ / ｋｇ)、小青龙合剂组(６􀆰 ５０ ｍＬ / ｋｇ)ꎬ
每组 １２ 只ꎬ雌雄各半ꎮ 各组小鼠按剂量灌胃ꎬ模型

组灌胃等量的生理盐水ꎬ连续 ３ ｄꎮ 末次给药 １ ｈ
后ꎬ将小鼠置于倒置的 ５００ ｍＬ 烧杯中ꎬ放入注有

０􀆰 ２ ｍＬ 氨水的棉球ꎮ １ ｍｉｎ 后将棉球取出ꎬ观察 ２
ｍｉｎꎮ 小鼠第一次咳嗽(小鼠张大嘴ꎬ同时腹部收

缩ꎬ偶有咳嗽声)时间即为咳嗽潜伏期ꎬ并记录 ３
ｍｉｎ 内咳嗽次数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 痰喘宁合剂祛痰作用研究

将小鼠随机分为模型组[６]、痰喘宁合剂低剂量

组(５􀆰 ７２ ｍＬ / ｋｇ)、痰喘宁合剂中剂量组(１１􀆰 ４３ ｍＬ /
ｋｇ)、痰喘宁合剂高剂量组(２２􀆰 ８５ ｍＬ / ｋｇ)、氨溴特

罗组(５􀆰 ７０ ｍＬ / ｋｇ)、小青龙合剂组(６􀆰 ５０ ｍＬ / ｋｇ)ꎬ
每组 １２ 只ꎬ雌雄各半ꎮ 各组小鼠按剂量灌胃ꎬ模型

组灌胃等量的生理盐水ꎬ连续 ３ ｄꎮ 末次给药 ３０ ｍｉｎ
后ꎬ腹腔注射 ２􀆰 ５％的酚红溶液(０􀆰 ２ ｍＬ / １０ ｇ)ꎮ ３０
ｍｉｎ 后处死ꎬ剪开颈部ꎬ暴露气管ꎬ剪下自甲状软骨

至气管分叉处的一段气管ꎬ放入 ２ ｍＬ 碳酸氢钠与生

理盐水的混合液中(比例为 １ ∶１５)ꎬ酶标仪检测 ５４６
ｎｍ 处的吸光度(ＯＤ)值ꎬ利用标准曲线计算酚红排

泌量ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

所有实验数据均以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表
示ꎬ采用 ＳＡＳ ９􀆰 ２ 统计软件处理ꎮ 气道阻力检测结

果进行多因素重复测量方差分析ꎬ病理炎症评分用
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Ｒｉｄｉｔ 评级方法进行分析ꎮ 其余指标ꎬ若各组数据服

从正态分布且方差齐ꎬ则采用单因素方差分析ꎬ两
组比较采用 ｑ 检验ꎻ若各组数据不服从正态分布或

方差不齐ꎬ则采用非参数检验ꎮ 以 Ｐ <０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义ꎮ

２　 结 果

２􀆰 １　 痰喘宁合剂平喘作用研究

２􀆰 １􀆰 １　 痰喘宁合剂对 ＯＶＡ 所致哮喘大鼠气道阻力

的影响

表 １　 痰喘宁合剂对 ＯＶＡ 所致哮喘大鼠 ＲＬ 的影响( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬ ｃｍＨ２Ｏ / (ｍＬ / ｓ)ꎬ ｎ＝ １２)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ａｉｒｗａｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＯＶＡ

Ｍｃｈ(ｍｇ / ｍＬ) 剂量(ｍＬ / ｋｇ)Ｄｏｓｅ ０ ６􀆰 ２５ １２􀆰 ５ ５０
正常组

Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ
－ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０９ ０􀆰 ４６±０􀆰 １１ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６０±０􀆰 １３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ ０􀆰 ４５±０􀆰 １２ａ ０􀆰 ５０±０􀆰 ２１ ０􀆰 ７２±０􀆰 ３０ａ １􀆰 ０１±０􀆰 ４７ａ

醋酸地塞米松组
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ
ａｃｅｔａｔｅ ｇｒｏｕｐ

０􀆰 ５５(ｍｇ / ｋｇ) ０􀆰 ４４±０􀆰 ３０ ０􀆰 ５９±０􀆰 ２９ ０􀆰 ６６±０􀆰 ２１ ０􀆰 ７１±０􀆰 ２３ｃ

小青龙合剂组
Ｘｉａｏｑｉｎｇｌｏｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ００ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０８ｃ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５０±０􀆰 １５ｃ ０􀆰 ４９±０􀆰 １６ｄ

痰喘宁合剂低剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ５０ ０􀆰 ３１±０􀆰 １１ｄ ０􀆰 ４６±０􀆰 １２ ０􀆰 ４６±０􀆰 １４ｄ ０􀆰 ６１±０􀆰 ２６ｃ

痰喘宁合剂中剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 ００ ０􀆰 ３７±０􀆰 １０ ０􀆰 ５８±０􀆰 １３ｃ ０􀆰 ６６±０􀆰 １０ ０􀆰 ７７±０􀆰 ２５

痰喘宁合剂高剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ３０􀆰 ００ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５２±０􀆰 １６ ０􀆰 ６４±０􀆰 ３１ ０􀆰 ７４±０􀆰 ３１

注:与正常组相比ꎬａＰ <０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬｃＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｄＰ <０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ <０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｄＰ <０􀆰 ０１.

相较于正常组ꎬ模型组大鼠 ＲＬ 在乙酰甲胆碱

浓度为 ０、１２􀆰 ５、５０ ｍｇ / ｍＬ 时均升高(Ｐ <０􀆰 ０５)ꎮ 相

较于模型组ꎬ痰喘宁合剂低剂量组与小青龙合剂组

在乙酰甲胆碱浓度为 ０、１２􀆰 ５、５０ ｍｇ / ｍＬ 时 ＲＬ 降低

(Ｐ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ痰喘宁合剂中剂量组在乙酰

甲胆碱浓度为 ６􀆰 ２５ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ相对于模型组ꎬＲＬ 有

所升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ醋酸地塞米松组在乙酰甲胆碱浓

度为 ５０ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ ＲＬ 降低 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 结果见

表 １ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 痰喘宁合剂对 ＯＶＡ 所致哮喘大鼠血清 ＩｇＥ、
ＩＬ￣４、ＩＬ￣１７ 和 ＴＮＦ￣α 水平的影响

相较于正常组ꎬ模型组大鼠血清中 ＩｇＥ、ＩＬ￣４、
ＩＬ￣１７ 和 ＴＮＦ￣α 水平升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ相较于模型

组ꎬ醋酸地塞米松组 ＩｇＥ 水平降低ꎬ痰喘宁合剂各剂

量组 ＩｇＥ 水平均有降低趋势(Ｐ >０􀆰 ０５)ꎻ相较于模

型组ꎬ痰喘宁合剂中剂量组及醋酸地塞米松组 ＩＬ￣４、
ＩＬ￣１７ 及 ＴＮＦ￣α 水平降低(Ｐ <０􀆰 ０５ 或 Ｐ <０􀆰 ０１)ꎻ小

青龙合剂组 ＩＬ￣１７ 水平降低 (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 结果见

表 ２ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 痰喘宁合剂对 ＯＶＡ 所致哮喘大鼠肺泡灌洗

液 ＷＢＣ 及 ＥＯＳ 的影响

相较于正常组ꎬ模型组大鼠 ＢＡＬＦ 中 ＷＢＣ 数量

和 ＥＯＳ 百分比升高(Ｐ <０􀆰 ０１)ꎮ 相较于模型组ꎬ痰
喘宁合剂各剂量组、醋酸地塞米松组及小青龙合剂

组均可降低 ＢＡＬＦ 中 ＷＢＣ 数量和 ＥＯＳ 百分比(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 结果见表 ３ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４　 痰喘宁合剂对 ＯＶＡ 所致哮喘大鼠肺组织病

理影响

正常组大鼠支气管管腔未见扩张ꎬ管腔内无分

泌物ꎬ皱襞如常ꎬ上皮细胞未见变性、坏死及脱落ꎬ
平滑肌层未见增生ꎬ管壁未见增厚ꎻ周围血管未见

增生及扩张ꎬ间质及肺泡腔未见明显炎症ꎮ 模型组

大鼠支气管管腔局部见代偿性扩张ꎬ管腔内见分泌

物ꎬ皱襞或增生或平坦ꎬ上皮细胞变性ꎬ局部可见脱

落ꎬ管壁增厚ꎬ平滑肌层增生明显ꎻ周围血管增生、
扩张ꎬ间质及肺泡腔见中等量炎症ꎬ肺组织炎症评

分升高(与正常组相比ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 痰喘宁合剂低剂

量组支气管管腔轻度扩张ꎬ管腔内罕见分泌物ꎬ皱
襞较为平坦ꎬ上皮细胞轻度变性ꎬ未见坏死及脱落ꎬ
管壁轻度增厚ꎬ平滑肌层增生较少量ꎻ周围血管增

生、扩张ꎬ间质及肺泡腔见中等量炎症ꎬ肺组织炎症

评分有降低趋势(与模型组相比ꎬＰ>０􀆰 ０５)ꎮ 痰喘宁

合剂中剂量组支气管管腔轻度扩张ꎬ支气管管腔内

未见分泌物ꎬ皱襞较为明显ꎬ上皮细胞变性不明显ꎬ

３５中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



未见坏死及脱落ꎬ管壁轻度增厚ꎬ平滑肌层增生不

明显ꎻ周围少量血管增生、扩张ꎬ间质及肺泡腔见少

量炎症ꎬ肺组织炎症评分降低(与模型组相比ꎬＰ<
０􀆰 ０５)ꎮ 痰喘宁合剂高剂量组支气管管壁轻度扩

张ꎬ管腔内未见分泌物ꎬ皱襞较为明显ꎬ上皮细胞变

性不明显ꎬ未见坏死及脱落ꎬ管壁增厚及平滑肌层

增生均不明显ꎻ周围极少量血管增生、扩张ꎬ间质及

肺泡腔见少量炎症ꎬ肺组织炎症评分降低(与模型

组相比ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 醋酸地塞米松组支气管管腔扩

张不明显ꎬ管腔内可见分泌物ꎬ皱襞代偿性增生ꎬ上
皮细胞轻度变性ꎬ未见坏死及脱落ꎬ支气管管壁轻

度增厚ꎬ平滑肌层增生不明显ꎻ周围血管增生、扩

张ꎬ间质及肺泡腔见中等量炎症ꎬ肺组织炎症评分

降低(与模型组相比ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 小青龙合剂组支气

管管腔扩张不明显ꎬ支气管管腔内偶见分泌物ꎬ皱
襞代偿性增生ꎬ管腔上皮细胞轻度变性ꎬ未见坏死

及脱落ꎬ管壁轻度增厚ꎬ平滑肌层增生不明显ꎻ周围

血管增生、扩张ꎬ间质及肺泡腔见中等量炎症(与模

型组相比ꎬＰ>０􀆰 ０５)ꎮ 结果见表 ４ 及图 １ꎮ
２􀆰 １􀆰 ５　 痰喘宁合剂对氯化乙酰甲胆碱及磷酸组胺

引喘豚鼠的影响

相较于模型组ꎬ痰喘宁合剂各剂量组、氨溴特

罗组、小青龙合剂组引喘潜伏期均延长(Ｐ <０􀆰 ０１)ꎮ
结果见表 ５ꎮ

表 ２　 痰喘宁合剂对 ＯＶＡ 所致哮喘大鼠血清 ＩｇＥ、ＩＬ￣４、ＩＬ￣１７ 及 ＴＮＦ￣α 水平的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １２)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＩｇＥꎬ ＩＬ￣４ꎬ ＩＬ￣１７ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｉｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＯＶＡ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍＬ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ ＩｇＥ (Ｕ / ｍＬ) ＩＬ￣４ (ｎｇ / Ｌ) ＩＬ￣１７ (ｎｇ / Ｌ) ＴＮＦ￣α (ｎｇ / Ｌ)

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ

－ ６􀆰 ４０±１􀆰 ３８ ３４􀆰 ２５±４􀆰 ２５ ４５􀆰 ６５±１０􀆰 ９４ ６０􀆰 １９±１６􀆰 ６２

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ １１􀆰 ４４±５􀆰 ３６ｂ ４７􀆰 ２７±１６􀆰 ０７ｂ ８６􀆰 ３５±４１􀆰 ５１ｂ １１０􀆰 ７３±６５􀆰 ３１ｂ

醋酸地塞米松组
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ａｃｅｔａｔｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５５(ｍｇ / ｋｇ) ６􀆰 １４±３􀆰 ４７ｄ ２８􀆰 ５５±１０􀆰 ６０ｄ ４１􀆰 ７３±２４􀆰 ３３ｄ ４６􀆰 ８１±３０􀆰 ９４ｄ

小青龙合剂组
Ｘｉａｏｑｉｎｇｌｏｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ００ ８􀆰 ５９±１􀆰 １９ ３８􀆰 ４３±５􀆰 ２８ ５６􀆰 ９０±９􀆰 ５１ｄ ７５􀆰 ３０±１９􀆰 ４９

痰喘宁合剂低剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ５０ ９􀆰 ０６±４􀆰 １２ ４０􀆰 ２０±８􀆰 ９５ ６４􀆰 ３１±２４􀆰 ０１ ８１􀆰 １７±３２􀆰 ６３

痰喘宁合剂中剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 ００ ７􀆰 ９８±２􀆰 ７９ ３５􀆰 １±９􀆰 ６７ｃ ５３􀆰 ２６±１６􀆰 １７ｄ ６４􀆰 ５６±３５􀆰 １０ｃ

痰喘宁合剂高剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ３０􀆰 ００ １０􀆰 ２０±３􀆰 ９７ ４３􀆰 ９２±１２􀆰 ９４ ６９􀆰 ０１±３２􀆰 ５９ ９７􀆰 ４６±５１􀆰 １６

注:与正常组相比ꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬｃＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｄＰ <０􀆰 ０１.
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｄＰ <０􀆰 ０１.

表 ３　 痰喘宁合剂对 ＯＶＡ 所致哮喘大鼠 ＢＡＬＦ 中 ＷＢＣ 及 ＥＯＳ 的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １２)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ＷＢＣ ａｎｄ ＥＯＳ ｉｎ ＢＡＬＦ ｏｆ ＯＶＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｔｈｍａ ｒａｔｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍＬ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ ＷＢＣ(１０７ / Ｌ) ＥＯＳ(％)

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ

－ １５􀆰 ０８±２􀆰 ９１ １􀆰 ６７±１􀆰 １５

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ ４６􀆰 ０８±８􀆰 ３５ｂ ５􀆰 ９２±１􀆰 ８８ｂ

醋酸地塞米松组
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ
ａｃｅｔａｔｅ ｇｒｏｕｐ

０􀆰 ５５(ｍｇ / ｋｇ) ３１􀆰 １７±６􀆰 ５１ｄ ３􀆰 ５０±１􀆰 ３１ｄ

小青龙合剂组
Ｘｉａｏｑｉｎｇｌｏｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ００ ３３􀆰 ２５±６􀆰 ８４ｄ ３􀆰 ５８±１􀆰 ４４ｄ

痰喘宁合剂低剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ５０ ３５􀆰 ５８±６􀆰 ８９ｄ ３􀆰 ７５±１􀆰 ３６ｄ

痰喘宁合剂中剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 ００ ３３􀆰 ４２±６􀆰 ６４ｄ ３􀆰 ４２±１􀆰 ２４ｄ

痰喘宁合剂高剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ３０􀆰 ００ ３３􀆰 ６７±５􀆰 ５３ｄ ３􀆰 ２５±１􀆰 ５４ｄ

注:与正常组相比ꎬｂＰ <０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ ｄＰ <０􀆰 ０１.
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ <０􀆰 ０１.

４５ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 ４　 痰喘宁合剂对 ＯＶＡ 所致支气管哮喘大鼠肺组织病变程度的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １２)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｌｅｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＯＶＡ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍＬ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

病变程度
Ｇｒａｄｅ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ

０ 级
Ｇｒａｄｅ ０

Ｉ 级
Ｇｒａｄｅ Ｉ

ＩＩ 级
Ｇｒａｄｅ ＩＩ

评分
Ｓｃｏｒｅ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ

－ ８ ４ ０ ０􀆰 ３３±０􀆰 ４９

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ ０ ６ ６ １􀆰 ５０±０􀆰 ５２ｂ

醋酸地塞米松组
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ
ａｃｅｔａｔｅ ｇｒｏｕｐ

０􀆰 ５５(ｍｇ / ｋｇ) ２ ８ ２ １􀆰 ００±０􀆰 ６０ｃ

小青龙合剂组
Ｘｉａｏｑｉｎｇｌｏｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ００ ０ ３ ９ １􀆰 ７５±０􀆰 ４５

痰喘宁合剂低剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ５０ １ ８ ３ １􀆰 １６±０􀆰 ５７

痰喘宁合剂中剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 ００ ２ ８ ２ １􀆰 ００±０􀆰 ６０ｃ

痰喘宁合剂高剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ３０􀆰 ００ ３ ９ ０ ０􀆰 ７５±０􀆰 ４５ｄ

注:与正常组相比ꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬｃＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｄＰ <０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｄＰ <０􀆰 ０１.

注:Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:醋酸地塞米松组ꎻＤ:小青龙合剂组ꎻＥ:低剂量组ꎻＦ:中剂量组ꎻＧ:高剂量组ꎮ

图 １　 痰喘宁合剂对 ＯＶＡ 所致哮喘大鼠肺组织病理的影响(ＨＥ 染色)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ａｃｅｔａｔｅ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ Ｘｉａｏｑｉｎｇｌｏｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ. Ｅꎬ Ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ. Ｆꎬ
Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ. ＧꎬＨｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ
ａｓｔｈｍａ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＯＶＡ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ)

２􀆰 ２　 痰喘宁合剂镇咳作用研究

２􀆰 ２􀆰 １　 痰喘宁合剂对枸橼酸引咳豚鼠的影响

相较于模型组ꎬ痰喘宁合剂中、高剂量组ꎬ氨溴

特罗组ꎬ小青龙合剂组咳嗽潜伏期均延长 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ低剂量组咳嗽潜伏期有延长趋势 ( Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎮ 相较于模型组ꎬ痰喘宁合剂各剂量组、氨溴

特罗组、小青龙合剂组咳嗽次数减少(Ｐ <０􀆰 ０１ 或 Ｐ
<０􀆰 ０５)ꎮ 结果见表 ６ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 痰喘宁合剂对氨水引咳小鼠的影响

相较于模型组ꎬ痰喘宁合剂各剂量组ꎬ氨溴特

罗组ꎬ小青龙合剂组咳嗽潜伏期均延长(Ｐ <０􀆰 ０１)ꎻ
相较于模型组ꎬ痰喘宁合剂各剂量组、氨溴特罗组、
小青龙合剂组咳嗽次数均减少(Ｐ <０􀆰 ０１)ꎮ 结果见

表 ７ꎮ
２􀆰 ３　 痰喘宁合剂祛痰作用研究

相较于模型组ꎬ痰喘宁合剂低、高剂量组ꎬ氨溴

特罗组ꎬ小青龙合剂组气管段酚红排泌量均升高(Ｐ
<０􀆰 ０１ 或 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结果见表 ８ꎮ 酚红标准曲线见

图 ２ꎮ

５５中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 ５　 痰喘宁合剂对豚鼠引喘作用的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ’ｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｔｈｍａ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍＬ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

引喘潜伏期(ｓ)
Ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｔｈｍａ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ ３４􀆰 １±６􀆰 ６６

氨溴特罗组
Ａｍｂｒｏｘｏｌ Ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ５ ９４􀆰 ３±２８􀆰 ９９ｂ

小青龙合剂组
Ｘｉａｏｑｉｎｇｌｏｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ５ ５９􀆰 ７±１３􀆰 ３７ｂ

痰喘宁合剂低剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ４ ６２􀆰 ９±１９􀆰 ４６ｂ

痰喘宁合剂中剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ １６􀆰 ８ ６７􀆰 ４±１４􀆰 ５７ｂ

痰喘宁合剂高剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ３３􀆰 ６ ６９􀆰 ８±８􀆰 ３３ｂ

注:与模型组相比ꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１.

表 ６　 痰喘宁合剂对枸橼酸引咳豚鼠的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｃｉｔｒａｔｅ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍＬ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

咳嗽潜伏期(ｓ)
Ｃｏｕｇｈ ｌａｔｅｎｃｙ

咳嗽次数(次)
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｕｇｈｓ ( ｔｉｍｅｓ)

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ １０８􀆰 ７±４４􀆰 ０７ ２４􀆰 １±９􀆰 ４９

氨溴特罗组
Ａｍｂｒｏｘｏｌ Ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ５ １７０􀆰 ９±３８􀆰 ９５ｂ ６􀆰 ３±４􀆰 ０８ｂ

小青龙合剂组
Ｘｉａｏｑｉｎｇｌｏｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ５ ２１１􀆰 １±６２􀆰 ６４ｂ ４􀆰 ８±２􀆰 ０９ｂ

痰喘宁合剂低剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ４ １１５􀆰 ２±６３􀆰 ９７ １４􀆰 ９±６􀆰 ４７ａ

痰喘宁合剂中剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ １６􀆰 ８ １６８􀆰 ９±３８􀆰 ２２ｂ ５􀆰 ８±３􀆰 ５５ｂ

痰喘宁合剂高剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ３３􀆰 ６ １９７􀆰 ９±５７􀆰 ０２ｂ ４􀆰 １±２􀆰 ２８ｂ

注:与模型组相比ꎬａＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１.
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１.

表 ７　 痰喘宁合剂对氨水引咳小鼠的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １２)
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏｕｇｈ ｗｉｔｈ ａｍｍｏｎｉａ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍＬ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

咳嗽潜伏期(ｓ)
Ｃｏｕｇｈ ｌａｔｅｎｃｙ

咳嗽次数(次)
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｕｇｈｓ ( ｔｉｍｅｓ)

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ ５１􀆰 ９２±１３􀆰 ９１ ４５􀆰 ４２±９􀆰 ３７

氨溴特罗组
Ａｍｂｒｏｘｏｌ Ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ７０ １０８􀆰 ２５±３１􀆰 ８３ｂ １１􀆰 ３３±４􀆰 ５０ｂ

小青龙合剂组
Ｘｉａｏｑｉｎｇｌｏｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ５０ １１５􀆰 ９２±２０􀆰 ８７ｂ １１􀆰 ４２±４􀆰 １９ｂ

痰喘宁合剂低剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ７２ ６９􀆰 ０８±２６􀆰 ４２ｂ ３０􀆰 ３３±１１􀆰 ８３ｂ

痰喘宁合剂中剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ４３ ８７􀆰 ７５±２３􀆰 １３ｂ ２４􀆰 ０８±１４􀆰 ５２ｂ

痰喘宁合剂高剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ８５ ９２􀆰 ６７±１９􀆰 ８０ｂ ２２􀆰 ２５±１２􀆰 ０６ｂ

注:与模型组相比ꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１.

６５ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 ８　 痰喘宁合剂对小鼠气管段酚红排泌量的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ １２)
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｄ ｉｎ ｔｒａｃｈｅａｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍＬ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

酚红浓度(μｇ / ｍＬ)
Ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ ０􀆰 ０７５±０􀆰 ００４８

氨溴特罗组
Ａｍｂｒｏｘｏｌ Ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ７０ ０􀆰 ０８８±０􀆰 ０１３ｂ

小青龙合剂组
Ｘｉａｏｑｉｎｇｌｏｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ５０ ０􀆰 ０９４±０􀆰 ０１８ｂ

痰喘宁合剂低剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ７２ ０􀆰 ０９０±０􀆰 ０１３ｂ

痰喘宁合剂中剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ４３ ０􀆰 ０８２±０􀆰 ０１２

痰喘宁合剂高剂量组
Ｔａｎｃｈｕａｎｎｉｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ８５ ０􀆰 ０８７±０􀆰 ０１８ａ

注:与模型组相比ꎬａＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ <０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ <０􀆰 ０１.

图 ２　 酚红的标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｄ

３　 讨论

儿童咳嗽、咳喘易反复发作ꎬ最终可引发哮喘ꎮ
痰喘宁合剂组方是闫慧敏教授在老专家刘韵远先

生治疗咳喘经验方的基础上ꎬ根据当代儿童咳喘特

点进行加减化裁而成[３]ꎬ全方由炙麻黄、白果、醋五

味子、干姜、炒紫苏子、白前、蜜百部、川芎、青黛等

１２ 味中药组成ꎬ有宣肺化痰、止咳平喘功效ꎬ作为北

京儿童医院的协定处方及院内制剂在临床用于儿

童咳喘的治疗已有二十余年ꎬ尤其在治疗痰湿蕴肺

型患儿方面ꎬ疗效确切ꎮ 本实验对痰喘宁合剂平

喘、镇咳和祛痰作用进行了研究ꎮ
哮喘患者因炎症导致气道狭窄造成气道阻力

增大ꎬ最终表现出咳喘ꎬ呼吸急促等表现[７]ꎮ 气道

高反应性是评判哮喘模型是否成功的重要客观性

指标之一ꎮ 动物实验中多采用有创或无创方法进

行气道阻力测定来反映气道顺应性情况[８]ꎮ 本实

验结果显示ꎬ相比于正常组ꎬ模型组气道阻力随乙

酰甲胆碱浓度升高而显著升高ꎬ提示本研究大鼠哮

喘模型复制成功ꎻ相比于模型组ꎬ痰喘宁合剂低剂

量组气道阻力显著降低ꎬ中、高剂量组有一定降低

趋势ꎬ提示痰喘宁合剂对气道高反应性具有一定的

降低作用ꎮ
哮喘是 ＩｇＥ 介导的以炎性细胞浸润ꎬ炎性因子

分泌增多为主要特征的呼吸系统疾病ꎮ ＩｇＥ 与肥大

细胞和嗜碱性粒细胞的 ＩｇＥ 受体结合并激活细胞ꎬ
释放组胺及炎症介质ꎬ引发炎症反应[９]ꎮ Ｔｈ１ / Ｔｈ２
细胞失衡学说是哮喘发病机制之一[１０]ꎮ Ｔｈ２ 细胞

介导嗜酸性细胞炎症反应ꎮ 炎性因子 ＩＬ￣４ 由 Ｔｈ２
细胞分泌ꎬ而 ＩＬ￣４ 分泌增多可导致嗜酸性粒细胞的

蓄积ꎬ加重炎症反应ꎮ ＩＬ￣４ 还可促进 ＩｇＥ 的合成ꎬ从
而加重气道炎症[１１]ꎮ 本研究中ꎬ模型组血清 ＩｇＥ、
ＩＬ￣４ 水平显著升高ꎬ痰喘宁合剂中剂量组 ＩＬ￣４ 水平

明显降低ꎬ痰喘宁合剂各剂量组 ＩｇＥ 均呈下降趋势ꎮ
研究表明ꎬＴｈ２ 细胞优势在揭示哮喘发作机制方面

稍显不足ꎬＴｈ１７ 细胞也参与了哮喘的发生发展[１２]ꎮ
ＩＬ￣１７ 由 Ｔｈ１７ 细胞分泌ꎬ不仅参与 Ｔｈ１７ 细胞介导的

嗜中性细胞气道炎症ꎬ还可加重 Ｔｈ２ 细胞诱导的嗜

酸性细胞炎症[１３]ꎮ ＴＮＦ￣α 是常见的内源性炎性因

子ꎬ通过募集炎性细胞ꎬ促进其他炎性因子的释放

使炎症加重ꎬ还可引起气道高反应性[１４]ꎬ增加氧化

应激参与哮喘的发生发展[１５]ꎮ 临床研究表明ꎬ在哮

喘患者的肺组织及痰液中检测到高水平的 ＴＮＦ￣αꎮ
本研究显示ꎬ痰喘宁合剂可降低 ＩＬ￣１７、ＴＮＦ￣α 水平ꎬ
减少 ＢＡＬＦ 中 ＷＢＣ 及 ＥＯＳ 数量ꎬ减轻大鼠肺组织

病理损害和气道炎症ꎮ
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乙酰胆碱作为一种神经递质ꎬ可促进肺泡巨噬

细胞释放趋化因子ꎬ使大量炎性细胞及炎性因子聚

集在气道平滑肌ꎬ增强其收缩能力ꎬ加重哮喘病

情[１６]ꎮ 组胺由肥大细胞释放ꎬ当机体受到过敏原刺

激时ꎬ组胺释放增多ꎬ造成气道狭窄ꎬ呼吸困难ꎮ 在

豚鼠实验中ꎬ磷酸组胺可通过其受体ꎬ使气道平滑

肌收缩增强ꎬ加重气道炎症ꎮ 因此ꎬ本研究采用二

者结合的方式ꎬ研究痰喘宁合剂的平喘作用ꎮ 结果

显示ꎬ豚鼠出现明显的呼吸困难ꎬ喘息甚至跌倒症

状ꎬ而痰喘宁合剂各剂量组可明显延长豚鼠的引喘

潜伏期ꎬ提示痰喘宁合剂可显著改善气道平滑肌痉

挛等症状ꎬ具有一定的平喘作用ꎮ
咳嗽是咳嗽中枢受到外界刺激的一种生理反

应ꎬ咳嗽反复发作极大地影响了患者的生活质

量[１７]ꎮ 咳嗽反射弧包括感受器、传入神经、神经中

枢、效应器、传出神经ꎬ对反射弧中的感受器和传出

神经进行刺激最易引发咳嗽反应ꎮ 本研究采用氨

水及枸橼酸引咳小鼠及豚鼠ꎬ结果表明痰喘宁合剂

各剂量组均能明显延长咳嗽潜伏期及减少咳嗽次

数ꎬ镇咳作用明显ꎮ
痰液由气管及支气管黏膜分泌ꎮ 正常状态下ꎬ

痰液分泌较少ꎬ可湿润呼吸道ꎮ 疾病状态下ꎬ痰液

过于黏稠ꎬ不易排出ꎬ可引起气道狭窄ꎬ从而加重病

情[１８]ꎮ 祛痰药物多为降低痰液黏稠度ꎬ促进痰液排

出ꎮ 祛痰作用实验中ꎬ酚红作为指示剂ꎬ可通过其

排泌量的多少间接评价药物的祛痰效果ꎮ 结果表

明ꎬ痰喘宁合剂可增加小鼠气管段的酚红排泌量ꎬ
提示痰喘宁合剂对痰液的排出有一定的促进作用ꎮ

以上研究结果表明ꎬ痰喘宁合剂具有一定的平

喘、镇咳、祛痰作用ꎬ但其作用机制尚需进一步研究ꎮ
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ＤＯＸ 调控 ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株的
构建与研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 构建 ＤＯＸ 调控 ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株ꎬ并研究 ＨＮＲＮＰＫ 下调对细胞增殖与凋

亡的影响ꎮ 方法　 用包装好的慢病毒感染 Ｈ１２９９ 细胞ꎬ感染 ７２ ｈ 后利用嘌呤霉素筛选阳性细胞并扩大培养获得

稳转株ꎬ通过定量 ＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＮＲＮＰＫ 表达效率ꎬ并研究 ＨＮＲＮＰＫ 下调对细胞增殖与凋亡的影响ꎮ
结果　 成功构建了 ＤＯＸ 调控 ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株ꎬＨＮＲＮＰＫ 的下调抑制了 Ｈ１２９９ 细胞的增殖ꎬ但
对其凋亡没有明显影响ꎮ 结论　 ＨＮＲＮＰＫ 下调抑制了 Ｈ１２９９ 细胞的增殖ꎮ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＤＯＸ ａｎｄ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ
ｐａｃｋａｇｅｄ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ. Ａｆｔｅｒ ７２ ｈꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｔｏ ａ ｓｔａｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＤＯＸ ｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ. Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｂｕｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＨＮＲＮＰＫꎻ ＤＯＸꎻ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ



　 　 核 不 均 一 核 糖 核 蛋 白 Ｋ ( ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ
ｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ ＫꎬＨＮＲＮＰＫ)是 ｈｎＲＮＰｓ 家

族成员之一ꎬ其基因位于人第 ９ 号染色体 ｑ２１􀆰 ３２ ~
ｑ２１􀆰 ３３ꎬ序列高度保守ꎬ含有 ３ 个 Ｋ 同源区 ( Ｋ
ｈｏｍｏｌｏｇｕｅꎬ ＫＨ)ꎬ每个 Ｋ 同源区由 ６５~７０ 个氨基酸

组成ꎬ该区域能够与 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 结合并相互作

用[１－２]ꎮ ＨＮＲＮＰＫ 还含有一个核定位信号( ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌｓꎬ ＮＬＳ) 以及一个核穿梭结构域

( ｎｕｃｌｅａｒ ｓｈｕｔｔｌｉｎｇ ｄｏｍａｉｎꎬ ＫＮＳ ) [３]ꎻ ＮＬＳ 调 节

ＨＮＲＮＰＫ 从胞浆到核的转运ꎬＫＮＳ 则通过核孔复合

物调节双向穿梭[４]ꎮ ＨＮＲＮＰＫ 特殊的分子结构使

其能够参与转录调控、ＲＮＡ 加工与翻译以及转录后

修饰等多种细胞进程[５]ꎮ 大量研究显示 ＨＮＲＮＰＫ
与目前威胁人类生命的肿瘤疾病密切相关ꎬ多种肿

瘤的形成和发展都与该家族蛋白有关[１]ꎮ
ＨＮＲＮＰＫ 在原发性和转移性肺癌中高表达[６]ꎬ

而其在多种肿瘤中的高表达通常与不良预后相

关[７－８]ꎮ 然而 ＨＮＰＮＰＫ 在肺癌中的具体作用机制

仍然未知ꎬ需要进一步研究ꎮ 本实验构建了荧光素

酶标记的由强力霉素 ( ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅꎬ ＤＯＸ) 调控

ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株ꎬ旨在为进一步

研究 ＨＮＲＮＰＫ 在肺癌发生发展中的作用机制提供

实验基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验细胞

Ｈ１２９９ 细胞购自中国医学科学院基础医学研

究所ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＰＢＳ、ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、０.２５％胰蛋白酶、胎牛

血清等购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＤ￣Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ 购自北京

泛博生物化学有限公司ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎻ反转录试剂盒、购蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ 自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ 荧光染料购自日本 Ｔｏｙｏｂｏ
公司ꎻ 定量 ＰＣＲ 专用 ９６ 孔 板 购 自 ＡＢＩ 公 司ꎻ
ＨＮＲＮＰＫ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻｐ５３、ｐ２１、ＣＣＮＤ１
抗体购自 ＣＳＴ 公司ꎻＲｂ、磷酸化 Ｒｂ、ＣＤＫ４、Ｃｙｃｌｉｎ￣
Ｄ１ 等抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻＨＲＰ 标记的山羊抗

兔 ＩｇＧ 购自中杉金桥生物公司ꎻＣＣＫ－８ 细胞活性检

测试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ(６３３)凋亡检测试剂盒购自东

仁化学科技(上海)有限公司ꎻ嘌呤霉素购自 Ｍｅｒｋ
公司ꎻＤＯＸ 由上海吉凯基因科技有限公司提供ꎮ

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪为 ＢＩＯ￣ＲＡＤＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ

Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍꎻ 酶 标 仪 为 ＢＩＯ￣
ＲＡＤｉＭａｒｋＭｉｃｒｏｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒꎻ 流 式 细 胞 仪 为 ＢＤ
ＦＡＣＳＡｒｉａ ＩＩ Ｃｅｌｌ Ｓｏｒｔｅｒꎻ活体光学成像系统为 ＩＶＩＳ￣
Ｌｕｍｉｎａ ＩＩꎮ

引物合成与 ＤＮＡ 测序服务由英潍捷基(上海)
公司提供ꎮ ＨＮＲＮＰＫ 的 ｓｉＲＮＡ 由本实验室设计ꎬ序
列如表 １ 所示ꎬ带有 ＤＯＸ 识别位点的干扰慢病毒载

体由上海吉凯基因科技有限公司构建ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 病毒感染与稳转株的筛选

慢病毒的转染严格按照吉凯基因慢病毒使用

操作手册进行ꎮ 复苏并培养 Ｈ１２９９ 细胞ꎬ调整细胞

状态ꎮ 将其制备成每毫升 ５×１０４ 个细胞浓度的悬

液ꎬ接种于 ６ 孔细胞培养板ꎮ ３７℃培养 １８ ｈ 后ꎬ稀
释病毒至 ＭＯＩ＝ １０ꎬ感染细胞ꎬ继续培养 ８ ｈꎬ观察细

胞状态并更换培养基ꎮ 感染病毒 ７２ ｈ 后ꎬ用 ６ μｇ /
ｍＬ 嘌呤霉素筛选细胞 ４８ ｈꎬ在显微镜下观察细胞生

长状态ꎬ将阳性细胞进行扩大培养ꎬ并用 ３ μｇ / ｍＬ
嘌呤霉素维持培养ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＤＯＸ 诱导后 Ｈ１２９９ 细胞的生长状态

将筛选后的细胞制备成每毫升 ５×１０４ 个细胞浓

度的悬液ꎬ每孔 １００ μＬ 接种于 ９６ 孔细胞培养板ꎮ
继续培养 ６~８ ｈꎬ待细胞贴壁后用工作浓度为 ５ μｇ /
ｍＬ 的 ＤＯＸ 诱导细胞ꎬ３７℃继续培养 ４８ ｈꎮ 在显微

镜下观察 ＤＯＸ 诱导前后细胞的生长状态ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 稳转株荧光素酶活性的检测

慢病毒载体带有荧光素酶表达序列ꎬ检测稳转

株中荧光素酶的活性ꎮ 用无菌 ｄｄＨ２Ｏ 溶解 Ｄ￣
Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ 干粉ꎬ并用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤除去杂质ꎬ储
备液浓度为 ３０ ｍｇ / ｍＬꎬ分装后于－２０℃ 冰箱保存ꎮ
用 ３７℃预热好的完全培养基按体积比 １ ∶２００ 稀释

Ｄ￣Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ 储备液ꎬ配制成终浓度为 １５０ μｇ / ｍＬ 的

工作液ꎮ 去除步骤 １􀆰 ３􀆰 ２ 中细胞的培养上清ꎬ按
１００ μＬ /孔加入 Ｄ￣Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ 工作液ꎬ避光孵育 １０ ｍｉｎ
后ꎬ进行图像分析ꎮ
１.３.４　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测稳转株 ＨＮＲＮＰＫ 的表达

效率

将细胞制备成每毫升 ５×１０４ 个细胞浓度的悬

液ꎬ每孔 １ ｍＬ 接种于 １２ 孔细胞培养板ꎬ继续培养 ６
~８ ｈꎬ待细胞贴壁后用 ０ ~ １０ μｇ / ｍＬ 不同浓度的

ＤＯＸ 诱导细胞ꎬ３７℃继续培养 ４８ ｈꎮ
依据 ＴＲＩｚｏｌ 试剂与反转录试剂盒说明书操作

步骤收集各孔细胞并提取获得细胞的总 ＲＮＡꎬ进行

０６ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



反转录得到 ｃＤＮＡꎮ 应用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 进行检测ꎬ
并通过阈值循环数计算各组细胞中 ＨＮＲＮＰＫ 的相

对表达量ꎮ 实验中ꎬＧＡＰＤＨ 与 ＨＮＲＮＰＫ 基因的上

下游引物序列如表 ２ 所示ꎬ反应体系的成分配制如

表 ３ 所示ꎬ设定反应程序:９５℃ ３ ｍｉｎꎻ９５℃ １０ ｓꎬ
６０℃ ３０ ｓꎬ扩增 ４０ 个循环ꎻ熔解曲线为 ６０℃ ~ ９５℃
升温ꎮ 实验结束后通过 ＨＮＲＮＰＫ 的相对表达量找

出 ＤＯＸ 诱导稳转细胞株稳定下调 ＨＮＲＮＰＫ 的最佳

浓度ꎮ
１.３. ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测稳转株 ＨＮＲＮＰＫ 的表达

水平

将细胞制备成每毫升 ５×１０４ 个细胞浓度的悬

液ꎬ每孔 １ ｍＬ 接种于 １２ 孔细胞培养板ꎬ继续培养 ６
~８ ｈꎬ待细胞贴壁后用工作浓度为 ５ μｇ / ｍＬ 的 ＤＯＸ
诱导细胞ꎬ３７℃继续培养 ４８ ｈꎮ

收集培养板中各孔的细胞ꎬ通过 ＲＩＰＡ 裂解液

裂解细胞提取蛋白ꎬ检测并调整各组细胞的蛋白浓

度ꎮ 配制浓度为 １２％的分离胶ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳ꎮ 然后ꎬ按 ３００ ｍＡ 电流强度进行转膜ꎬ将蛋白条

带转至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 用含 ５％脱脂奶粉的封闭液于

室温封闭 ＰＶＤＦ 膜 １ ｈꎬ以减少非特异性结合ꎮ 随后

按 １ ∶１０００ 的比例稀释 ＨＮＲＮＰＫ 抗体ꎬ于 ４℃ 孵育

ＰＶＤＦ 膜ꎮ 次日ꎬ用 ０.１％的 ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ加入稀

释比例为 １ ∶１００００ 的 ＨＲＰ 标记的 ＩｇＧꎬ于室温孵育

１ ｈꎮ 再次洗膜 ３ 次后加显影液ꎬ观测各组蛋白条带

的大小与位置ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖的影响

制备细胞悬液并计数ꎬ按 ３×１０３ 个 /孔将细胞接

种于 ９６ 孔细胞培养板ꎬ３７℃培养 ６ ~ ８ ｈꎬ待细胞贴

壁后用工作浓度为 ５ μｇ / ｍＬ 的 ＤＯＸ 溶液持续诱导

培养细胞ꎮ 接种当天待细胞贴壁后ꎬ取一组细胞培

养上清ꎬ按 ＣＣＫ￣８:培养上清体积比为 １ ∶１００ 的比例

加入 ＣＣＫ￣８ꎬ 在 ＣＯ２ 培养箱中继续培养 ２ ｈꎬ观察显

色程度ꎬ用酶标仪测定其在 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光

度ꎬ其后每隔 ２４ ｈ 检测一次培养上清的 ＯＤ４５０ꎬ直至

第 ９６ ｈꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞凋亡的影响

将细胞制备成每毫升 ５× １０４ 个细胞浓度的悬

液ꎬ每孔 ２ ｍＬ 接种于 ６ 孔细胞培养板ꎬ继续培养 ６~
８ ｈꎬ待细胞贴壁后用工作浓度为 ５ μｇ / ｍＬ 的 ＤＯＸ
诱导细胞ꎬ３７℃继续培养 ４８ ｈꎮ

细胞凋亡的检测严格按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶ(６３３)凋亡

检测试剂盒说明书进行ꎮ 收集 ６ 孔板中的细胞ꎬ用

适量的培养基将细胞悬液转移至离心管中ꎬ１０００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎꎬ弃去上清ꎮ 加入 ＰＢＳ 溶液离心洗涤

细胞两次ꎬ用 １００ μＬ 稀释好的 １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 重悬细胞ꎬ分别向细胞悬液中加入 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ(ＡＰＣ)结合物与 ５ μＬ ＰＩ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ(ＰＥ)ꎬ
室温下避光孵育 １５ ｍｉｎꎮ 加入 ４００ μＬ １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ通过流式细胞仪对细胞的凋亡情

况进行检测ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞周期的影响

培养、收集细胞步骤同 １􀆰 ３􀆰 ７ꎮ 用预冷的 ＰＢＳ
洗涤细胞两次ꎬ然后用 ７０％的乙醇固定细胞ꎮ 加入

ＰＢＳ 离心洗涤除去乙醇后ꎬ加入含 ０􀆰 １％ＲＮａｓｅＡ 的

ＰＩ 染液ꎬ室温避光染色 ３０ ｍｉｎꎬ通过流式细胞仪检

测细胞周期ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ９　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖相关的信

号通路的影响

步骤同 １􀆰 ３􀆰 ５ꎬ检测 ｐ５３、 ｐ２１、 ＣＣＮＤ１、 Ｒｂ、 ｐ￣
Ｒｂ、Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１、ＣＤＫ４ 等蛋白的表达水平ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

数据分析采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ.５.０ 软件ꎬ计量

资料以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ对数据进行 ｔ
检验以及统计学分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＤＯＸ 诱导 ＨＮＲＮＰＫ 下调后 Ｈ１２９９ 细胞的生

长状态

细胞状态如图 １ 所示ꎬ感染病毒的 Ｈ１２９９ 细胞

与对照组细胞在大小、形态上并无明显差异ꎮ 但

ＤＯＸ 诱导 ４８ ｈ 后二者的生长密度明显不同ꎬ可能在

ＨＮＲＮＰＫ 下调后ꎬＨ１２９９ 细胞的增殖速度受到了

影响ꎮ
２􀆰 ２　 稳转株荧光素酶活性的检测

实验结果如图 ２ 所示ꎬ与未感染慢病毒的

Ｈ１２９９ 细胞对比ꎬ空白对照病毒组与 ＨＮＲＮＰＫ 干扰

病毒组的细胞均具备荧光素酶活性ꎬ能够发出明显

的荧光ꎮ
２􀆰 ３　 Ｈ１２９９ 稳转株 ＨＮＲＮＰＫ 的表达效率

定量 ＰＣＲ 结果如图 ３Ａ 所示ꎬ经不同浓度的

ＤＯＸ 诱导 ４８ ｈ 后ꎬＨ１２９９ 稳转株中 ＨＮＲＮＰＫ 的

ｍＲＮＡ 表达水平明显下调ꎮ 在 ＤＯＸ 浓度为 ５ μｇ /
ｍＬ 与 １０ μｇ / ｍＬ 时ꎬＨＮＲＮＰＫ 的 ｍＲＮＡ 表达水平能

够下调约 ６５％ ~ ７０％ꎬ且在这两个浓度下 ＨＮＲＮＰＫ
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的相对表达量并无显著差异ꎬ表明 ＤＯＸ 诱导稳转细

胞株中 ＨＮＲＮＰＫ 下调的最佳浓度为 ５ μｇ / ｍＬꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ３Ｂ 所示ꎬ在 ５ μｇ / ｍＬ 的 ＤＯＸ
诱导 ４８ ｈ 后ꎬＨ１２９９ 稳转株中 ＨＮＲＮＰＫ 的蛋白表

达也被下调ꎮ
２􀆰 ４　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖的影响

通过 ＣＣＫ￣８ 细胞活性检测试剂盒检测细胞增

殖ꎬ结果如图 ４ 所示ꎬ在 ＤＯＸ 的诱导下ꎬＨＮＲＮＰＫ
稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞增殖速度明显减慢ꎬ与对照

组比较ꎬ二者有显著差异ꎬ表明 ＨＮＲＮＰＫ 下调能够

抑制 Ｈ１２９９ 细胞的增殖ꎮ

注:Ａ:对照病毒组ꎻＢ:ＨＮＲＮＰＫ 干扰病毒组ꎻＣ:ＤＯＸ 诱导 ４８ ｈ 后的对照病毒组ꎻＤ:ＤＯＸ 诱导 ４８ ｈ 后的 ＨＮＲＮＰＫ 干扰病毒组ꎮ

图 １　 ＤＯＸ 诱导后 Ｈ１２９９ 细胞的生长状态

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＮＣ￣ＲＮＡｉ. Ｂꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＨＮＲＮＰＫ￣ＲＮＡｉ. Ｃꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＮＣ￣ＲＮＡｉ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ. Ｄꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＨＮＲＮＰＫ￣ＲＮＡｉ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＤＯＸ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２􀆰 ５　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞凋亡的影响

经 ＤＯＸ 诱导细胞 ４８ ｈ 后ꎬ通过 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
(６３３)凋亡检测试剂盒检测凋亡细胞数量ꎮ 结果如

图 ５ 所示ꎬＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞的凋亡

数量与对照组比较ꎬ并无显著差异ꎬ表明 ＨＮＲＮＰＫ
下调对 Ｈ１２９９ 细胞的凋亡没有明显影响ꎮ
２􀆰 ６　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞周期的影响

通过 ＰＩ 染色检测细胞周期ꎬ结果如图 ６ 所示ꎬ
ＨＮＲＮＰＫ 下调后ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞的百分比明显高于

对照组ꎬＳ 期细胞的百分比则明显低于对照组ꎬ差异

有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＧ２ / Ｍ 期细胞的百分比差

异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 表明 ＨＮＲＮＰＫ 的下调

抑制了 Ｈ１２９９ 细胞从 Ｇ０ / Ｇ１ 期向 Ｓ 期发展的周期

进程ꎮ
２􀆰 ７　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖相关的信

号通路的影响

经 ＤＯＸ 诱导细胞 ４８ ｈ 后ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测细胞中 ｐ５３、ｐ２１ 等蛋白的表达水平ꎮ 结果如图 ７
所示ꎬＨ１２９９ 作为 ｐ５３ 缺失的细胞株ꎬ细胞中检测不

到 ｐ５３ 表达ꎻ而在 ＨＮＲＮＰＫ 表达下调后ꎬｐ２１ 的表

达水平上调ꎬＣＣＮＤ１ 与 Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 的表达水平下调ꎻ
ＣＤＫ４ 与 Ｒｂ 蛋白的表达水平没有明显变化ꎬ但 Ｒｂ
蛋白的磷酸化水平下调ꎮ

表 １　 ｓｉＲＮＡ
Ｔａｂｌｅ １　 ｓｉＲＮＡ

名称
Ｎａｍｅ

靶点序列(５′－３′)
Ｔａｒｇｅｔ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＨＮＲＮＰＫ ＧＡＧＣＴＴＣＧＡＴＣＡＡＡＡＴＴＧＡ

表 ２　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

引物名称
Ｎａｍｅｓ

引物序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｈｎＲＮＰＫ￣Ｆ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

ｈｎＲＮＰＫ￣Ｒ ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

ＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＡＧＡＣＣＴＧＧＡＧＡＣＣＧＴＴＡＣ

ＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＡＴＡＡＧＣＣＡＴＣＴＧＣＣＡＴＴＣ
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表 ３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

组分
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

体积(μＬ)
Ｖｏｌｕｍｅ

基因组 ＤＮＡ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ２􀆰 ０
上游引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ １􀆰 ０(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
下游引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ １􀆰 ０(１０ μｍｏｌ / Ｌ)

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ １０􀆰 ０
ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ０

总体积 Ｔｏｔａｌ ｖｏｌｕｍｅ ２０􀆰 ０

图 ２　 稳转株荧光素酶活性的检测

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｉｎ ｓｔａｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ

注:Ａ:定量 ＰＣＲꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻ与对照组比

较ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ３　 不同剂量 ＤＯＸ 诱导 ＨＮＲＮＰＫ 下调的表达效率(ｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｑＰＣＲ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＤＯＸ

３　 讨论

目前ꎬ大量研究已证实 ＨＮＲＮＰＫ 在各种肿瘤组

织中高表达ꎬ且与口腔鳞状细胞癌、前列腺癌、胃
癌、结直肠癌、膀胱癌、鼻咽癌及黑色素瘤等的预后

呈负相关ꎬ但其对于肺癌与肝癌的预后情况仍然未

注:与对照组比较ꎬｎ ＝ ３ꎬ∗∗ Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ∗∗∗ Ｐ
<０􀆰 ００１ꎮ

图 ４　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖的影响

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｎ ＝

３ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

知[９－１０]ꎮ ＨＮＲＮＰＫ 的异常表达在不同肿瘤中发挥

的功 能 也 各 不 相 同ꎮ Ｇａｌｌａｒｄｏ 等[１１] 通 过 构 建

ＨＮＲＮＰＫ 基因敲除杂合子(Ｈｎｒｎｐｋ＋ / － )小鼠ꎬ证实

ＨＮＲＮＰＫ 在血液系统恶性肿瘤中发挥抑癌基因的

作用ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[１２]发现过表达的 ＨＮＲＮＰＫ 能够通

过调节 ｐ５３ 相关信号通路抑制胃癌ꎮ Ｌｉ 等[１３] 研究

发现 ＨＮＲＮＰＫ 在神经母细胞瘤患者的肿瘤中高表

达并伴有不良预后ꎮ 非小细胞肺癌( ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ￣ｃｅｌｌ
ｌｕｎｇ ｃａｒｃｉｎｏｍꎬＮＳＣＬＣ)是最常见的肺癌类型ꎬ是我

国城市人口恶性肿瘤死亡的主要原因[１４]ꎮ 陈燕

等[６]发现 ＨＮＲＮＰＫ 在肺癌原发灶及支气管切缘组

肺癌组织中高表达ꎬ而在正常组织及炎性对照组中

的表达率则相对较低ꎮ 同时ꎬＨＮＲＮＰＫ 在肺癌转移

及浸润组织中高阳性表达ꎬ提示 ＨＮＲＮＰＫ 的高表达

可能与肺癌的转移有关ꎮ 然而ꎬＨＮＰＮＰＫ 在肺癌发

生发展中的具体作用机制尚不完全清楚ꎮ
ＨＮＲＮＰＫ 在多种肿瘤的发生发展中参与调控

癌基因与抑癌基因的表达ꎬ并参与调控肿瘤细胞的

增殖、凋亡、迁移与侵袭等多种生物学过程[９]ꎮ
Ｈｕａｎｇ 等[１２] 研究发现过表达的 ＨＮＲＮＰＫ 能够通过

调控细胞周期相关蛋白 ｐ５３ / ｐ２１ / Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 抑制胃

癌细胞增殖与肿瘤生长ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１５] 研究显示

ＨＮＲＮＰＫ 能够通过调控 Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 与细胞周期 Ｇ０ /
Ｇ１ 期开关蛋白 ２ 等促进膀胱癌细胞的增殖ꎮ
ＨＮＲＮＰＫ 作为转录因子能够与 ｅＩＦ４Ｅ 的启动子结

合ꎬ同时与 ｐ２１ ｍＲＮＡ 的 ３′端非翻译区域结合ꎬ以此

抑制 ｐ２１ 翻译ꎬ进而促进翻译起始、细胞分裂和肿瘤

形成[７ꎬ１６]ꎮ 此外ꎬ在多种肿瘤组织中ꎬＨＮＲＮＰＫ 的

高表达通常伴随着高水平的 ｃ￣ｍｙｃꎬＨＮＲＮＰＫ 能够

３６中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:Ａ:对照病毒组ꎻＢ:ＨＮＲＮＰＫ 干扰病毒组ꎻＣ:凋亡细胞的百分比ꎻ与对照组比较ꎬｎ＝ ３ꎮ

图 ５　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞凋亡的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＮＣ￣ＲＮＡｉ. Ｂꎬ Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＬＶ￣ＨＮＲＮＰＫ￣ＲＮＡｉ. Ｃꎬ Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬｎ＝ ３.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

注:与对照组比较ꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞周期的影响(ｎ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＨＮＲＮＰＫ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ

图 ７　 ＨＮＲＮＰＫ 下调对 Ｈ１２９９ 细胞增殖相关的

信号通路的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｏｆ
ＨＮＲＮＰＫ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ

通过与 ｃ￣ｍｙｃ 启动子的 ｐｏｌｙ(Ｃ)结合促进 ｃ￣ｍｙｃ 转

录ꎬ参与肿瘤细胞的增殖调控[５]ꎮ 因此ꎬＨＮＲＮＰＫ
能够通过多种途径参与肿瘤细胞的增殖调控ꎮ
ＨＮＲＮＰＫ 也能够通过多种途径参与肿瘤细胞的凋

亡调控ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１７] 的研究中发现 ＨＮＲＮＰＫ 能够

通过调节下游的抗凋亡基因发挥抗凋亡活性ꎬ
ＨＮＲＮＰＫ 在鼻咽癌细胞中能够与抗凋亡基因 ＦＬＩＰ
的启动子结合并导致其转录激活ꎮ Ｙａｎｇ 等[１８] 的研

究发现 ＨＮＲＮＰＫ 第 ２９６ 与 ２９９ 位精氨酸的甲基化

能够抑制促凋亡激酶 ＰＫＣδ 介导的第 ３０２ 位丝氨酸

磷酸化ꎬ进而抑制 ＤＮＡ 损伤诱导的凋亡ꎮ ＨＮＲＮＰＫ
作为 ｐ５３ 的共激活因子对调节 ＤＮＡ 损伤修复起重

要作用ꎬＤＮＡ 损伤促使 ＨＮＲＮＰＫ 被募集到 ｐ５３ 下

游基因的启动子ꎬ促使 ｐ２１、ＨＤＭ２、Ｃ / ＥＢＰα 和 Ｃ /
ＥＢＰβ 表达ꎻＨＮＲＮＰＫ 的下调减少 ｐ５３ 转录ꎬ从而导

致 ＤＮＡ 损伤诱导的细胞周期停滞[１９]ꎮ
本实验中成功构建了荧光素酶标记的由 ＤＯＸ

调控 ＨＮＲＮＰＫ 稳定下调的 Ｈ１２９９ 细胞株ꎬ能够通

过 ＤＯＸ 选择性地诱导细胞在特定时间点下调

ＨＮＲＮＰＫ 表达ꎮ 人非小细胞肺癌细胞 Ｈ１２９９ 来源

于淋巴结转移ꎬ其均一性地缺失 ｐ５３ 蛋白表达[２０]ꎮ
已有研究证实 ＨＮＲＮＰＫ 能够与 ｐ２１ ｍＲＮＡ 的 ３′端
非翻译区域结合ꎬ抑制 ｐ２１ 翻译ꎬ从而促进肿瘤发

生[７]ꎮ 癌基因 ＣＣＮＤ１ 能够编码 Ｇ１ / Ｓ￣特异性周期

蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ꎬ其能够通过与 ｐ２１ 相互作用使细胞

周期进程从 Ｇ１ 期向 Ｓ 期发展ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 的主要功

能是促进细胞增殖ꎬ其过度表达可能导致细胞失控

或癌变ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 能够结合并激活 Ｇ１ 期特有的周

期蛋白依赖性激酶 ＣＤＫ４ꎬＣＤＫ４ 能够磷酸化 Ｇ１ 期

４６ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



周期抑制蛋白 Ｒｂꎬ使其从所结合的 Ｅ２Ｆ１ 转录因子

上解离ꎬ释放 Ｅ２Ｆ１ꎬ推动细胞周期由 Ｇ１ 期进入 Ｓ
期ꎬ促进细胞增殖[２１]ꎮ 本实验中ꎬＨＮＲＮＰＫ 的下调

使得 ｐ２１ 的表达升高ꎬＣＣＮＤ１ 与 Ｃｙｃｌｉｎ￣Ｄ１ 的表达

降低ꎬ从而使 Ｒｂ 蛋白的磷酸化受到抑制ꎬ进一步抑

制细胞周期进程从 Ｇ１ 期向 Ｓ 期发展ꎮ 因此ꎬ通过

ＤＯＸ 诱导 ＨＮＲＮＰＫ 表达水平下调ꎬ可能通过调控

ｐ２１ 及其相关细胞周期调节蛋白的信号通路ꎬ从而

抑制了 Ｈ１２９９ 细胞的增殖ꎮ 本实验中ꎬＨＮＲＮＰＫ 的

下调对 Ｈ１２９９ 细胞的凋亡没有明显影响ꎬ可能是由

于 Ｈ１２９９ 细 胞 本 身 缺 失 ｐ５３ 蛋 白 表 达ꎬ 导 致

ＨＮＲＮＰＫ 表达下调后无法通过 ｐ５３ 及其下游信号

通路参与细胞周期调控ꎬ因而不能引发细胞凋亡ꎮ
综上所述ꎬ本实验中 ＨＮＲＮＰＫ 的下调抑制了肺癌细

胞的增殖ꎬ结合以往的研究[６ꎬ１１－１３]ꎬ证实 ＨＮＲＮＰＫ
在肺癌中的高表达可能发挥着促进肺癌发展的作

用ꎬ并进一步说明 ＨＮＲＮＰＫ 的异常表达可能有着双

重功能ꎬ其在不同种类的肿瘤中能够产生不同的影

响ꎮ 此外ꎬＨ１２９９ 细胞中插入了荧光素酶表达序列ꎬ
使其能够在生物体内标记并跟踪肿瘤细胞的成瘤

部位、肿瘤大小与转移情况ꎬ通过活体成像实时观

测肿瘤在生物体内的发展ꎬ一方面为研究 ＨＮＲＮＰＫ
在肺癌发生发展中的功能与机制提供了更便利的

条件ꎬ同时也为抗肿瘤相关的基础研究与临床研究

提供了理论基础和实验依据ꎮ
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进展 [Ｊ] . 医学综述ꎬ ２０１９ꎬ ２５ (１８): ３６０５－３６１０.
[１０] 　 黄昊ꎬ 杨星九ꎬ 李梦媛ꎬ 等. 异质性胞核核糖核蛋白 Ｋ 与

肿瘤研究的最新进展 [ Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０１７ꎬ ２７
(１１): １００－１０５.

[１１] 　 Ｇａｌｌａｒｄｏ Ｍꎬ Ｌｅｅ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. ｈｎＲＮＰＫｉｓ ａ
ｈａｐｌｏｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｉｎ ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃ ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ [ Ｊ] .
Ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌꎬ ２０１５ꎬ ２８ (４): ４８６－４９９.

[１２] 　 Ｈｕａｎｇ Ｈꎬ Ｈａｎ Ｙꎬ Ｙａｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. ＨＮＲＮＰＫ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐ５３ / ｐ２１ / ＣＣＮＤ１ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] .
Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔꎬ ２０１７ꎬ ８ (６１): １０３３６４－１０３３７４.

[１３] 　 Ｌｉ Ｄꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｍｅｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｐａｎｃＥｔｓ－１
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｎＲＮＰＫＭｅｄｉａｔｅｄ
ｂ￣Ｃａｔｅｎｉｎ ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ ７８ ( ５ ):
１１６９－１１８３.

[１４] 　 宋慧华ꎬ 付秀华. 非小细胞肺癌常见驱动基因及相应靶向

药物的研究进展 [ Ｊ] . 医学综述ꎬ ２０２０ꎬ ２６ ( ８): １５３１
－１５３６.

[１５] 　 Ｃｈｅｎ Ｘꎬ Ｇｕ Ｐꎬ Ｘｉｅ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｎｕｃｌｅａｒ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｋ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . Ｊ
Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ２１ (７): １２６６－１２７９.

[１６] 　 Ｂｏｍｓｚｔｙｋ Ｋꎬ ｖａｎ Ｓｅｕｎｉｎｇｅｎ Ｉꎬ Ｓｕｚｕｋｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｖｅｒｓｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｎＲＮＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ [ Ｊ] . ＦＥＢＳ ｌｅｔｔꎬ
１９９７ꎬ ４０３ (２): １１３－１１５.

[１７] 　 Ｃｈｅｎ ＬＣꎬ Ｃｈｕｎｇ ＩＣꎬ Ｈｓｕｅｈ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＦＬＩＰꎬ ｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｎｕｃｌｅａｒ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｋ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ [ Ｊ ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒꎬ
２０１０ꎬ １７ (９): １４６３－１４７３.

[１８] 　 ＹａｎｇＪＨꎬ Ｃｈｉｏｕ ＹＹꎬ Ｆｕ ＳＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｎＲＮＰＫ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｕｐｏｎ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｌｏｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ ４２ (１５): ９９０８－９９２４.

[１９] 　 Ｍｏｕｍｅｎ Ａꎬ Ｍａｓｔｅｒｓｏｎ Ｐꎬ Ｏ′Ｃｏｎｎｏｒ ＭＪꎬ ｅｔ ｅｌ. ｈｎＲＮＰＫ: ａｎ
ＨＤＭ２ ｔａｒｇｅｔ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｐ５３ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ [Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ ２００５ꎬ １２３ (６): １０６５－１０７８.

[２０] 　 卞春安ꎬ 蒋琰华ꎬ 陆世民ꎬ 等. ｐ５３ 和 ｐ１６ 基因过表达对人

肺腺癌细胞株 Ｈ１２９９ 生物学功能影响实验研究 [ Ｊ] . 中华

肿瘤防治杂志ꎬ ２０１８ꎬ ５ (５): ３０７－３１４.
[２１] 　 Ｊｏｈｎ ＲＲꎬ Ｍａｌａｔｈｉ Ｎꎬ Ｒａｖｉｎｄｒａｎ Ｃꎬ ｅｔ ｅｌ. Ｍｉｎｉ ｒｅｖｉｅｗ:

Ｍｕｌｔｉｆａｃｅｔｅｄ ｒｏｌｅ ｐｌａｙｅｄ ｂｙ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｂｅｈａｖｉｏｒ [ Ｊ] .
Ｉｎｄｉａｎ Ｊ Ｄｅｎｔ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ ２８: １８７－１９２.
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ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 靶向 ＩＧＦ１ 调控非酒精性脂肪肝脂质
代谢及肝纤维化

杨仁国ꎬ贺微微ꎬ罗婷婷∗

(四川省医学科学院四川省人民医院感染科ꎬ成都　 ６１００７２)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在非酒精性脂肪肝疾病(ＮＡＦＬＤ)模型中的表达情况ꎬ并确定 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在

脂质沉积和肝细胞纤维化中的潜在功能ꎮ 方法　 使用棕榈酸(ＰＡ)构建 Ｌ０２ 细胞 ＮＡＦＬＤ 模型ꎮ 通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 或

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 和胰岛素样生长因子－１(ＩＧＦ￣１)的表达水平ꎮ 将 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 模拟物 /抑制剂或

ＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ 转染到 ＮＡＦＬＤ 细胞模型中ꎬ通过油红 Ｏ 染色ꎬ甘油三酯和总胆固醇测定法测定脂质积累ꎮ 使用双重

荧光素酶实验确定 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 和 ＩＧＦ￣１ 之间的靶向关系ꎮ 结果　 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在 ＮＡＦＬＤ 体外细胞模型中上调ꎬ而
ＩＧＦ￣１ 则在下降ꎻｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 显著抑制了 Ｌ０２ 细胞模型中的脂质蓄积和纤维化程度ꎻ沉默 ＩＧＦ￣１ 增强了 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
过表达并对 Ｌ０２ 细胞模型的脂质积累和纤维化产生影响ꎮ 结论　 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 通过靶向 ＩＧＦ￣１ 对肝细胞 Ｌ０２ 细胞模

型中脂质蓄积和纤维化产生负调控作用ꎬ表明 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可能是 ＮＡＦＬＤ 的治疗靶标ꎮ
【关键词】 　 非酒精性脂肪肝疾病ꎻｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐꎻ胰岛素样生长因子－１ꎻ脂肪堆积ꎻ纤维化ꎻＬ０２ 细胞
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ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ

ＹＡＮＧ Ｒｅｎｇｕｏꎬ ＨＥ Ｗｅｉｗｅｉꎬ ＬＵＯ Ｔｉｎｇｔｉｎｇ∗

(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ＆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ
Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００７２ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２９ｂ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ
ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ (ＮＡＦＬＤ). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐＩ ｉｎ ＮＡＦＬＤ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｕｎｃｌｅａｒ. Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ
ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎ ＮＡＦＬＤ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎ ｌｉｐｉｄ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ (ＰＡ)￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＮＡＦＬＤ. ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－１ (ＩＧＦ￣１) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｏｒ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｍｉｍｉｃ / ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｒ ＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＰＡ. Ｌｉｐｉｄ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｓｓａｙｓ. Ｄｉｒｅｃｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ＩＧＦ￣１ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｏｕｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＮＡＦＬＤ ｗｈｉｌｅ ＩＧＦ￣１ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ



ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ＰＡ￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ. ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｔａｒｇｅｔｓ ＩＧＦ￣１ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｌｙꎬ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ＰＡ￣
ｔｒｅａｔｅｄ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂｙ ＩＧＦ￣１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｈａｓ ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＩＧＦ￣１. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｔｈａｔ
ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ＮＡＦＬＤ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＮＡＦＬＤꎻ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐꎻ ＩＧＦ￣１ꎻ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎꎻ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ

　 　 非酒精性脂肪性肝病(ＮＡＦＬＤ)是一个包含非

酒精性脂肪肝(ＮＡＦＬ)ꎬ非酒精性脂肪肝炎(ＮＡＳＨ)
及肝硬化等病变的病理综合征ꎬ是最常见的临床肝

病ꎬ病理学改变与酒精性肝病相似[１－３]ꎮ 其中肥胖ꎬ
２ 型糖尿病ꎬ高胰岛素血症和血脂异常等代谢综合

征被认为是 ＮＡＦＬＤ 发生的主要因素[４－５]ꎮ 啮齿动

物中的 ＮＡＦＬＤ 通常是由高脂饮食(ＨＦＤ)引起的ꎬ
会刺激肝脏中脂肪的过度积累并增强巨噬细胞的

活化ꎬ从而加剧胰岛素抵抗ꎬ肝炎症和纤维化[６]ꎮ
尽管基于 ＮＡＦＬＤ 发病机理的“两次打击”理论已被

广泛接受ꎬ但 ＮＡＦＬＤ 发展中涉及的机制仍在争

论中ꎮ
ｍｉＲＮＡ 是一类小非编码 ＲＮＡꎬ长度为 １９~２４ 个

核苷酸ꎬ主要通过与多种核苷酸的 ３′－非翻译区(３′￣
ＵＴＲ)结合ꎬ在转录后水平上负面调节基因表达ꎬ从而

发挥其生物学作用ꎮ 肝中 ｍｉＲ￣２９ｂ 的表达已为人所

知ꎬ但其功能尚不清楚ꎮ Ｓｅｎｄｉ 等[７] 报道 ｍｉＲ￣２９ｂ 和

ＣＬＤＮ 是慢性丙型肝炎中肝纤维化晚期和 ＨＣＶ￣ＲＮＡ
的新预测因子ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[８] 证明 ｍｉＲ￣２９ｂ 可以抑制

肝星状细胞中胶原的成熟ꎬ最近研究显示血清 ｍｉＲ￣
２９ｂ 与 ＮＡＦＬＤ 之间存在正相关[９]ꎮ 而 ＩＧＦ￣１ 是一种

重要的合成代谢生长因子ꎬ在生长过程中参与组织发

育ꎬ成熟组织和细胞的适应和再生[１０]ꎬ血清 ＩＧＦ￣１ 水

平低与 ＮＡＦＬＤ 的组织学严重程度升高相关[１１]ꎮ 尽

管研究表明 ｍｉＲ￣２９ｂ 可以通过靶向 ＩＧＦ￣１ 抑制结直

肠癌细胞的生长并调节成骨细胞分化[１２]ꎬ但尚不清

楚 ｍｉＲ￣２９ｂ 是否可以靶向 ＩＧＦ￣１ 来调节 ＮＡＦＬＤ 中的

脂质蓄积和肝纤维化ꎮ 因此ꎬ本研究旨在探讨 ｍｉＲ￣
２９ｂ 在 ＮＡＦＬＤ 中对 ＩＧＦ￣１ 的作用和潜在的调控机制ꎬ
为临床治疗作基础研究ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验细胞

Ｌ０２ 细胞系购于中国武汉普诺赛生命科技

公司ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＲＩＰＡ￣１６４０ 培养基(含双抗)、胎牛血清、减血清

培养基均购于 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ牛血清白蛋白、购于

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ油红 Ｏ 染色剂购于北京索莱宝公司ꎻ甘
油三酯(ＴＧ)与总胆固醇(ＴＣ)试剂盒购于南京建成

公司ꎻｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 模拟物、抑制剂与阴性对照模拟

物均购于广州日博生物有限公司ꎻＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ 与

阴性对照 ｓｉＲＮＡ 由上海基因制药科技有限公司合

成ꎻＲＮＡ 提取试剂盒购于赛默飞世尔公司ꎻＲＮＡ 逆

转录试剂盒购于宝日医生物技术(北京)有限公司ꎻ
ｐｓｉＣＨＥＣＫ￣２ 荧光素酶载体、双荧光素报告试剂盒购

于普洛麦格(北京)公司ꎻＩＧＦ￣１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ、α￣ＳＭＡ 和 β￣ａｃｔｉｎ 均购于 ａｂｃａｍ 公司ꎻ所有引物

及序列由上海生工股份有限公司提供ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ 系

统ꎻ酶标仪 ( Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ 倒置显微镜 ( 日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ全功能成像仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻ蛋白

质电泳仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的构建

将 Ｌ０２ 细胞在含有 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ －
１６４０ 培养基 (含 １％ 的青霉素与链霉素) 中ꎬ在

３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ 的培养箱中连续培养ꎬ中途更换培养

液进行传代备用ꎮ 使用含有 １％无脂肪酸的牛血清

白蛋白的培养基制备 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ 棕榈酸溶液ꎬ将培

养至生长对数期后的 Ｌ０２ 细胞重新培养至 ６ 孔板ꎬ
生长贴壁后用 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＡ 溶液在 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２

的培养箱中培养 ２４ ｈꎬ供后续实验使用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞转染

将培养好的细胞进行分组:空白组、模型组(５０
ｐｍｏｌ / ｍＬ 阴性对照 ｓｉ￣ＲＮＡ)、阴性对照组(５０ ｐｍｏｌ /
ｍＬ 阴性对照模拟物)、抑制组 ( ５０ ｐｍｏｌ / ｍＬ ｍｉＲ￣
２９ｂ￣３ｐ 抑制剂)、过表达组(５０ ｐｍｏｌ / ｍＬ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
模拟物)和 ＩＧＦ￣１ 沉默组(５０ ｐｍｏｌ / ｍＬ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
模拟物＋４０ ｐｍｏｌ / ｍＬ ＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ)ꎬ除空白组外ꎬ各
组按说明书进行转染 ２４~４８ ｈ 后进行后续实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 载体构建及双荧光素酶检测实验

使用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ Ｈｕｍａｎ ７􀆰 ２ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ. ｏｒｇ) 进行生物信息学预测ꎬ发现

ＩＧＦ￣１ 是 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的直接靶点ꎬ然后使用双荧光

７６中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



素酶报告进行验证:通过 ＰＣＲ 扩增包含 ｍｉＲ￣２９ｂ￣
３ｐ 结合位点的野生型(ＷＴ)或突变型(Ｍｕｔ)片段

的 ＩＧＦ￣１ ３’非翻译区ꎬ然后将其克隆到 ｐｓｉＣＨＥＣＫ￣
２ 荧光素酶载体中以形成报告子载体ꎬ分别命名为

ＩＧＦ￣１ ｗｔ 和 ＩＧＦ￣１ Ｍｕｔꎮ 将 Ｌ０２ 细胞接种到 ２４ 孔

板(５×１０４ 细胞 /孔－１)培养 ２４ ｈ 后ꎬ用 ２ μｇ / ｍＬ 的

ＩＧＦ１ ３′ＵＴＲ 载体(ＷＴ 和 Ｍｕｔ)、１００ ｎｇ / ｍＬ 的 ｐＲＬ￣
ＴＫ 荧光素酶质粒以及 ５０ ｐｍｏｌ / ｍＬ 的 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
模拟物、抑制剂和 ＮＣ 模拟物、抑制剂共同转染ꎮ
转染后 ４８ ｈꎬ使用双荧光素报告试剂盒测量萤光

素酶活性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 脂质沉积指标测定

各组细胞用 ＰＢＳ 清洗后加入无水乙醇 ５００ μＬꎬ
细胞刮收集细胞后 ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心收集上清液ꎬ按
试剂盒说明书测定 ＴＧ 与 ＴＣ 的含量ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 油红 Ｏ 染色

各组细胞培养 ２４ ｈ 后用 ４％多聚甲醇固定 １ ｈꎬ
０􀆰 ２％的油红 Ｏ 异丙醇染液染色 ２０ ｍｉｎꎬ清洗后烘

干ꎬ在倒置显微镜下观察ꎬ拍照ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ

各组按照 ＲＮＡ 提取与逆转录试剂盒说明书进

行操作ꎬ使用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 基因的

表达ꎬ使用软件分析检测样本的 ＣＴ 值ꎬ采用 ２－△△ＣＴ

值反映相对表达水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定细胞中检测 ＩＧＦ￣１、纤
维化标志蛋白 α￣ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ的蛋

白表达量ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

数据用平均数 ±标准差 ( ｘ－ ± ｓ ) 表示ꎮ 使用

ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 用于数据分析ꎬ进行方差齐性检测ꎬ统计

方法为单因素方差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ￣
ｔ 检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＡ 对 Ｌ０２ 细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与 ＩＧＦ￣１ 的

影响

检测发现ꎬ与对照组相比ꎬ模型组的 ＴＧ 和 ＴＣ
含量显着增加(Ｐ<０􀆰 ０５) (表 １)ꎻ同时ꎬ油红 Ｏ 染

色显示 Ｌ０２ 细胞在 ＰＡ 未做处理的 Ｌ０２ 细胞中未

出现脂质滴(图 １Ａ)ꎬ处理后显示出明显的脂质滴

(图 １Ｂ)ꎬ综合两项结果说明 ＮＡＦＬＤ 细胞模型构

建成功ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ
与对照组相比ꎬＰＡ 处理后ꎬＬ０２ 细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
显着增加ꎬ而 ＩＧＦ￣１ 表达降低(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 １ 和图

１Ｃ)ꎮ

表 １　 ＰＡ 对 Ｌ０２ 细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与 ＩＧＦ￣１ 的影响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＡ ｏｎ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ＩＧＦ￣１ ｉｎ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＴＧ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＣ
(μｍｏｌ / Ｌ)

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
(２－△△ＣＴ)

ＩＧＦ￣１ 蛋白
ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２２７±０􀆰 ０１５ ０􀆰 １６０±０􀆰 ０２６ １􀆰 ００７±０􀆰 １２９ １􀆰 ０３４±０􀆰 １３２

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８３７±０􀆰 ０４２∗∗ ０􀆰 ７４３±０􀆰 ０７１∗∗ １􀆰 ８２３±０􀆰 １１４∗∗ ０􀆰 ７８９±０􀆰 ０５６∗∗

注:与对照组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

注:Ａ、Ｂ:油红染色图ꎻＣ:蛋白质印迹图ꎮ

图 １　 ＮＡＦＬＤ 细胞模型中油红染色与 ＷＢ 结果图

Ｎｏｔｅ. Ａ / Ｂꎬ Ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍｓ. Ｃꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ
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２􀆰 ２　 ＩＧＦ￣１是 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的直接作用靶点

双重荧光素酶报告基因检测发现ꎬｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
的过表达明显降低了野生型 ＩＧＦ￣１ ３′￣ＵＴＲ 萤光素

酶的活性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的抑制作用显

著提高了野生型 ＩＧＦ￣１ ３′￣ＵＴＲ 的萤光素酶的活性

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而突变型 ＩＧＦ￣１ ３′￣ＵＴＲ 萤光素酶的活

性在用 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 模拟物或抑制剂转染后没有明

显变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ同时ꎬ在用 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 激动剂转

染后ꎬＩＧＦ￣１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达显著性降低ꎬ而
ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 抑制剂转染后 ＩＧＦ￣１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的

表达显著性升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 ２、表 ２ꎮ
２􀆰 ３　 抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响

进一步设计功能丧失实验以验证 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
在脂质代谢和肝细胞纤维化中的作用ꎮ 与模型组

相比ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 后ꎬ经 ＰＡ 诱导处理的 Ｌ０２ 细

胞中 ＴＧ 和 ＴＣ 含量显着降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ油红 Ｏ 染

色结果表明ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 后再经过 ＰＡ 处理可

以减少 Ｌ０２ 细胞中脂质滴的数量ꎮ 此外ꎬ我们发现

抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可以显著性降低 ＰＡ 处理后 Ｌ０２ 细

胞中 ＩＧＦ￣１ 与纤维化标记物(包括 α￣ＳＭＡꎬＩ 型胶原

和 ＩＩＩ 型胶原)的蛋白质表达水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见表

３、图 ３ꎮ

注:Ａ:预测的 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在 ＩＧＦ￣１ 上的结合

位点ꎻＢ:各组 ＩＧＦ￣１ 的蛋白质印迹图ꎮ

图 ２　 双重荧光素酶报告与 ＩＧＦ￣１ 蛋白和

ｍＲＮＡ 的表达结果图

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｎ
ＩＧＦ￣１. Ｂꎬ ＩＧＦ￣１ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ａｎｄ ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

表 ２　 双重荧光素酶报告与 ＩＧＦ￣１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达结果(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ａｎｄ ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

荧光素酶活性
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

野生型
ＷＴ

突变型
Ｍｕｔ

ＩＧＦ￣１
(２－△△ＣＴ)

ＩＧＦ￣１ 蛋白
ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ

阴性激动剂组
ＮＣ ｍｉｎｉｃ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０９ １􀆰 ００±０􀆰 ００

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 激动剂组
ＭｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｍｉｎｉｃ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０４∗∗ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０８∗∗

阴性抑制剂组
ＮＣ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １１±０􀆰 ０５ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ ０􀆰 ９１±０􀆰 １６ ０􀆰 ９８±０􀆰 １８

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 抑制剂组
ＭｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３０±０􀆰 ０６∗∗ １􀆰 ００±０􀆰 ０４ １􀆰 ２６±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ５１±０􀆰 ３３∗

注:与阴性激动剂组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｇｏｎｉｓｔ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

表 ３　 抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响结果(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＴＧ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＣ
(μｍｏｌ / Ｌ)

ＩＧＦ￣１ 蛋白
ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ α￣ＳＭＡ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３ ０􀆰 １６±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ７８±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０５∗∗ ２􀆰 ０３±０􀆰 ２３∗∗ １􀆰 ７９±０􀆰 ０６∗∗ ２􀆰 ７３±０􀆰 ３１∗∗

阴性对照组
ＮＣ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０２∗∗ ２􀆰 ０５±０􀆰 ２２∗∗ １􀆰 ８１±０􀆰 ３１∗∗ ２􀆰 ６６±０􀆰 ２４∗∗

抑制组
ＭｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０９∗＃＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０４∗∗＃ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０８＃ １􀆰 ３８±０􀆰 ２５＃ １􀆰 １７±０􀆰 ２４＃ １􀆰 ４９±０􀆰 ２１＃＃

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.
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注:Ａ:油红染色结果ꎻＢ:蛋白质印迹结果ꎮ

图 ３　 抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ

２􀆰 ４　 过表达 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与沉默 ＩＧＦ￣１ 对 ＮＡＦＬＤ
细胞模型的影响

功能修复实验显示ꎬ与模型组相比ꎬ过表达组

与沉默组的 ＴＧ 和 ＴＣ 含量显著性增加以及脂质积

累增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹结果显示ꎬ沉默组

中纤维化标记物(包括 α￣ＳＭＡꎬＩ 型胶原和 ＩＩＩ 型胶

原)的蛋白表达水平增加ꎬＩＧＦ￣１ 蛋白的表达降低(Ｐ
<０􀆰 ０５)ꎬ见表 ４、图 ４ꎬ说明沉默 ＩＧＦ￣１ 的表达可增加

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的效果ꎬ促进 ＮＡＦＬＤ 的形成ꎮ

３　 讨论

ＮＡＦＬＤ 是一种慢性进行性肝病ꎬ属于单纯性肝

脂肪变性ꎬ是一种可能发展为严重肝硬化的疾

病[１３]ꎮ 因此ꎬ了解 ＮＡＦＬＤ 的发病机理并开发有效

的治疗方法就变得越来越重要ꎮ ｍｉＲＮＡ 在各种生

理和病理学过程中起重要作用ꎬ包括细胞增殖、分
化、代谢和先天免疫[１４]ꎮ 目前研究已从高脂饮食或

遗传因素诱导的肥胖鼠类和重度 ＮＡＦＬＤ 患者的肝

中发现了 ｍｉＲＮＡ 失调ꎬ这提示 ｍｉＲＮＡ 在饮食调节

引起的肝功能障碍发展中的潜在作用[１５]ꎮ 最近的

研究表明ꎬ各种 ｍｉＲＮＡ 被确定为脂类代谢、胰腺细

胞发育、脂肪因子表达和脂肪形成中的重要调控因

子[１６]ꎮ 此外ꎬｍｉＲＮＡ 被认为是包括 ＮＡＦＬＤ 在内的

人类肝疾病的潜在治疗靶标和生物标记物[１７]ꎮ 因

此在本研究中ꎬ我们着眼于 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的异常表

达ꎬ并通过靶向 ＩＧＦ￣１ 研究了 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ
体外脂质代谢和纤维化的调节ꎮ

越来越多的研究强调了 ｍｉＲＮＡ 在肝功能和疾

病中基因调控的作用ꎮ 许多关于 ＮＡＦＬＤ 的肝脏病

理学ꎬ包括肝炎症反应、结构损伤和脂质沉积ꎬ均由

一种或多种 ｍｉＲＮＡ 调节[１８]ꎮ 例如ꎬｍｉＲ￣１９２－５ｐ 可

以通过直接 ＮＡＦＬＤ 中 ＳＣＤ￣１ 的蛋白表达来抑制脂

质合成[１９]ꎮ Ｈｅ 等[２０] 报告说ꎬｍｉＲ￣２６ａ 通过 ＮＡＦＬＤ
中 ｍｉＲ￣２６ａ / ＩＬ￣６ / Ｉ / Ｌ７ 信号通路发挥免疫调节作用ꎮ
ｍｉＲ￣２９ 家族包括三个同源基因ꎬ即 ｍｉＲ￣２９ａ、ｍｉＲ￣
２９ｂ 和 ｍｉＲ￣２９ｃꎬ它们由两个基因簇编码[２１]ꎮ Ｐｅｎｇ
等[２２]报道ꎬｍｉＲ￣２９ 在 ＳＣＡＰ / ＳＲＥＢＰ￣１ 信号传导中

介导新的负反馈回路ꎬ以控制脂质代谢ꎮ 最近的研

究表明ꎬｍｉＲ￣２９ｂ 与 ＮＡＦＬＤ 呈正相关关系[９]ꎮ 但

是ꎬ没有证据显示 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在调控 ＮＡＦＬＤ 细胞

模型的脂质蓄积和纤维化作用ꎮ ＰＡ 是高脂食物中

最常见的游离脂肪酸之一ꎬ也是体循环中第二丰富

的游离脂肪酸[２３]ꎮ 在本研究中ꎬ模型组细胞 ＴＧ 和

ＴＣ 的含量显著增加与油红 Ｏ 染色中出现明显的脂

质滴证明我们通过 ＰＡ 成功构建了 ＮＡＦＬＤ 体外细

胞模型ꎮ 同时ꎬｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在 ＮＡＦＬＤ 体外细胞模

型中高度表达ꎬ而 ＩＧＦ￣１ 表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
这些数据表明 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 和 ＩＧＦ￣１ 在 ＮＡＦＬＤ 过程

中起关键作用ꎮ
众所周知ꎬｍｉＲＮＡ 通过直接调控靶基因来产生

细胞生物学行为ꎮ 目前已经鉴定出许多 ｍｉＲ￣２９ｂ￣
３ｐ 的靶基因ꎬ其中就包括 ＩＧＦ￣１[１２]ꎮ 在本研究中ꎬ
为了进一步研究 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 调控 ＮＡＦＬＤ 细胞模型

中脂质蓄积和纤维化的分子机制ꎬ使用生物信息学

数据库预测 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的潜在靶标ꎮ 其结果揭示

了 ＩＧＦ￣１ 是 Ｌ０２ 细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的直接靶标ꎬ双
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　 　 　 表 ４　 过表达 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与沉默 ＩＧＦ￣１ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｔ ＩＧＦ￣１ ｏｎ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＴＧ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＣ
(μｍｏｌ / Ｌ)

ＩＧＦ￣１ 蛋白
ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ α￣ＳＭＡ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０３ ０􀆰 １４±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ８１±０􀆰 １６∗∗ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 １８±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ５５±０􀆰 ２４∗ １􀆰 １９±０􀆰 ０４∗

过表达组
ＭｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｍｉｎｉｃ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １９±０􀆰 １２∗∗＃＃ １􀆰 ０３±０􀆰 ０５∗∗＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０５∗∗＃ １􀆰 ３６±０􀆰 ０２∗∗＃ ２􀆰 ３４±０􀆰 １６∗∗＃＃ １􀆰 ４０±０􀆰 １０∗∗＃

ＩＧＦ￣１ 沉默组
ＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ １􀆰 ４０±０􀆰 ０７∗∗＃＃ １􀆰 ３２±０􀆰 １５∗∗＃＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０７∗∗＃＃ １􀆰 ９６±０􀆰 １２∗∗＃＃ ２􀆰 ８６±０􀆰 １３∗∗＃＃ １􀆰 ７２±０􀆰 １５∗∗＃＃

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

注:Ａ:油红染色结果ꎻＢ:蛋白质印迹结果ꎮ

图 ４　 过表达 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与沉默 ＩＧＦ￣１ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ＩＧＦ￣１ ｏｎ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ

重荧光素酶报告基因检测、ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
的结果也证明 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 靶向 ＩＧＦ￣１ 并在体外抑

制 ＩＧＦ￣１ 表达ꎮ
为了更深入地探讨 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与 ＩＧＦ￣１ 的调

节关系ꎬ我们设计了功能丧失实验ꎬ进一步探讨了

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型中 ＩＧＦ￣１ 表达的调

节作用ꎮ 结果表明ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 表达可减少

ＮＡＦＬＤ 体外细胞模型中 ＴＧ 和 ＴＣ 的生成ꎬ并减少

脂滴的数量和纤维化标记物的蛋白表达水平ꎬ表明

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可能在 ＮＡＦＬＤ 脂质积累和肝细胞纤维

化中起着负调节剂的作用ꎮ 同时 ＰＡ 处理后ꎬＩＧＦ￣１
的表达显著下降ꎬ并且被 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 抑制ꎬ提示抑

制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可以减少 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的脂质蓄

积和肝细胞纤维化ꎬ其机制与 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 调节 ＩＧＦ￣
１ 蛋白表达有关ꎮ

为了确定 ＩＧＦ￣１ 是否参与 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 调节的

肝细胞脂质积累和纤维化ꎬ我们设计功能修复实

验ꎮ 如预期的那样ꎬ在 ＩＧＦ￣１ 被 ｓｉＲＮＡ 沉默后ꎬｍｉＲ￣
２９ｂ￣３ｐ 模拟物在 ＮＡＦＬＤ 细胞模型中诱导 ＴＧ 和 ＴＣ
生成以及脂质积累增加ꎬ同时过表达的 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
诱导 Ｌ０２ 细胞大量聚集包括 α￣ＳＭＡ、Ｉ 型胶原和 ＩＩＩ
型胶原等纤维化标记物ꎬ并进一步降低 ＩＧＦ￣１ 蛋白

的表达水平ꎮ 综上所述ꎬ沉默 ＩＧＦ￣１ 增强了 ｍｉＲ￣
２９ｂ￣３ｐ 对脂质积累和纤维化标记蛋白表达水平的

促进作用ꎬ说明 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 通过直接靶向 ＩＧＦ￣１ 改

进了肝细胞的脂质蓄积和纤维化ꎬ发挥促 ＮＡＦＬＤ 的

功能ꎮ
总而言之ꎬ本研究证明了在 ＮＡＦＬＤ 体外模型中

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 表达升高ꎬ而 ＩＧＦ￣１ 表达则在下降ꎮ 我

们的研究进一步证明ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可靶向抑制

ＮＡＦＬＤ 中的 ＩＧＦ￣１ 减少肝细胞脂质蓄积和纤维化ꎮ
我们的数据丰富了 ｍｉＲＮＡ 在 ＮＡＦＬＤ 发育中的生物

学功能ꎮ 同时ꎬ我们的研究表明抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可

能是 ＮＡＦＬＤ 治疗的有前途的策略ꎮ

１７中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １
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ＴＬＲ４ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｉｎ ｌｉｐｉｄ ｒａｆｔｓ ｖｉａ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ [Ｊ] .
Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔ Ｌｉｖｅｒ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１６ꎬ ３１０(７): Ｇ５１０
－Ｇ５２５.

[１９] 　 Ｌｉｕ ＸＬꎬ Ｃａｏ ＨＸꎬ Ｗａｎｇ ＢＣꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ￣１９２－５ｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｉｐｉｄ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ＳＣＤ￣１ [Ｊ] .
Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ ２０１７ꎬ ２３(４６): ８１４０－８１５１.

[２０] 　 Ｈｅ Ｑꎬ Ｌｉ Ｆꎬ Ｌｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２６ａ￣ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ( ＩＬ) －６￣Ｉ /
Ｌ７ ａｘｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ａ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１７ꎬ １８７
(１): １７４－１８４.

[２１] 　 Ｍａｓｓａｒｔ Ｊꎬ Ｓｊöｇｒｅｎ ＲＪＯꎬ Ｌｕｎｄｅｌｌ ＬＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｔｅｒｅｄ ｍｉＲ￣２９
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ [ Ｊ] . Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２０１７ꎬ ６６ ( ７):
１８０７－１８１８.

[２２] 　 Ｒｕ Ｐꎬ Ｇｕｏ Ｄ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２９ ｍｅｄｉａｔｅｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｅｅｄｂａｃｋ
ｌｏｏｐ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ＳＣＡＰ / ＳＲＥＢＰ￣１ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ [Ｊ] . ＲＮＡ
Ｄｉｓꎬ ２０１７ꎬ ４(１): ｅ１５２５.

[２３] 　 Ｍａｎｃｉｎｉ Ａꎬ Ｉｍｐｅｒｌｉｎｉ Ｅꎬ Ｎｉｇｒｏ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐａｌｍ ｏｉｌ ａｎｄ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ: ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ
ｈｅａｌｔｈ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０１５ꎬ ２０(９): １７３３９－１７３６１.
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邓莉ꎬ赵延礼ꎬ何宗钊ꎬ等. 基于 Ｒｈｏ / Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 信号通路探讨丙泊酚减轻大鼠脑缺血再灌注损伤的效果 [Ｊ]. 中国比较医学

杂志ꎬ ２０２１ꎬ ３１(１): ７３－７８.
Ｄｅｎｇ Ｌꎬ Ｚｈａｏ ＹＬꎬ Ｈｅ ＺＺꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｏｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｒｈｏ / Ｒｈｏ ｋｉｎａｓｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ３１(１): ７３－７８.
ｄｏｉ: １０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１－７８５６􀆰 ２０２１􀆰 ０１􀆰 ０１１

[基金项目]青海省科技计划项目(２０１７￣ＺＪ－７５８)ꎮ
[作者简介]邓莉(１９８１—)ꎬ女ꎬ本科ꎬ主治医师ꎬ研究方向:麻醉及重症血流动力学研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ８６２３０２１３＠ ｑｑ.ｃｏｍ
[通信作者]何宗钊(１９８１—)ꎬ男ꎬ本科ꎬ副主任医师ꎬ研究方向:重症医学ꎬ休克与微循环ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ５４１２５１７７７＠ ｑｑ.ｃｏｍ

基于 Ｒｈｏ / Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 信号通路探讨丙泊酚减轻
大鼠脑缺血再灌注损伤的效果

邓　 莉１ꎬ赵延礼２ꎬ何宗钊３∗ꎬ司立宁４ꎬ吕志坚１

(１.青海大学附属医院麻醉科ꎬ 西宁　 ８１０００１ꎻ ２.青海大学医学院基础医学部ꎬ 西宁　 ８１０００１ꎻ
３.青海省人民医院重症医学科ꎬ 西宁　 ８１０００７ꎻ ４.青海大学附属医院重症医学科ꎬ 西宁　 ８１０００１)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于 Ｒｈｏ / Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 信号通路探讨丙泊酚减轻大鼠脑缺血再灌注损伤的效果ꎮ 方法 　 ＳＤ
大鼠 １００ 只分成:对照组、模型组、丙泊酚低、中、高剂量组(２０􀆰 ０、４０􀆰 ０、８０􀆰 ０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ模型组、丙泊酚低、中、高剂量

组建立脑缺血再灌注损伤模型ꎬ建模成功后ꎬ丙泊酚低、中、高剂量组给予相应剂量丙泊酚灌胃ꎬ对照组和模型组给

予等体积生理盐水ꎬ持续给予 ４ 周ꎬ实验结束后ꎬ对每只大鼠进行神经功能缺损评分ꎬ行贴纸去除及平衡木行走实

验ꎬ对大鼠海马区进行病理评分ꎬ同时测定大鼠脑组织中 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 和蛋白水平ꎮ 结果　 模型组神经

功能缺损评分、双侧贴纸去除时间、平衡木过杆时间、海马组织病理评分、脑组织海马区 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 和

蛋白表达水平明显高于对照组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ丙泊酚各剂量组神经功能缺损评分、双侧贴纸去除时间、平衡木过杆时

间、海马组织病理评分、脑组织海马区 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平明显低于模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ且随着丙

泊酚给药剂量的增加ꎬ神经功能缺损评分、双侧贴纸去除时间、平衡木过杆时间、海马组织病理评分、脑组织海马区

Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平逐渐降低ꎬ剂量－效应关系明显(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 对照组海马区神经元细胞完整ꎬ
排列紧密ꎻ模型组海马区神经元排列松散ꎬ细胞深染固缩ꎬ有片状坏死ꎬ神经细胞间质隔离ꎻ丙泊酚高剂组神经元细

胞趋于正常ꎻ丙泊酚中、低剂量组较模型组而言ꎬ神经细胞疏松、固缩程度轻ꎬ神经元细胞核仁清楚可见ꎮ 结论　 丙

泊酚能减轻大鼠脑缺血再灌注神经功能损伤ꎻ其机制与丙泊酚能抑制 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达进而抑

制 Ｒｈｏ / Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 信号通路的激活有关ꎮ
【关键词】 　 Ｒｈｏ / Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 信号通路ꎻ丙泊酚ꎻ脑缺血再灌注损伤
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｏｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ Ｒｈｏ / Ｒｈｏ ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｏｎｅ ｈｕｎｄｒｅｄ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｍｏｄｅｌꎬ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｆｏｌ
ｌｏｗꎬ ｍｅｄｉｕｍꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ (２０ꎬ ４０ꎬ ａｎｄ ８０ ｍｇ / ｋｇ) ｇｒｏｕｐｓ. Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｌｏｗꎬ ｍｅｄｉｕｍꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ. Ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｒａｔｓ ｉｎ ｐｒｏｐｏｆｏｌ
ｌｏｗꎬ ｍｅｄｉｕｍꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄｏｓｅ ｏｆ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ
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ｓｔｉｃｋｅｒｓ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄꎬ ａｎｄ ｂａｌａｎｃｅ ｂｅａｍ ｗａｌｋｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ
ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ. Ｒｈｏ ａｎｄ Ｒｈｏ ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｉｎ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ
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Ｒｈｏ ａｎｄ Ｒｈｏ ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔ ｓｃｏｒｅꎬ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｓｔｉｃｋｅｒ ｒｅｍｏｖａｌ ｔｉｍｅꎬ ｂａｌａｎｃｅ ｂｅａｍ ｔｉｍｅꎬ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓꎬ ａｎｄ Ｒｈｏ ａｎｄ Ｒｈｏ ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ａｌｌ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｄｏｓｅꎬ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔ
ｓｃｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｓｉｄｅ ｓｔｉｃｋｅｒ ｒｅｍｏｖａｌꎬ ｂａｌａｎｃｅ ｂｅａｍ ｔｉｍｅꎬ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓꎬ ａｎｄ Ｒｈｏ ａｎｄ Ｒｈｏ
ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ａｎｄ ｄｏｓｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ (Ｐ<
０􀆰 ０５). Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔａｃｔ ｗｉｔｈ ａ ｎｏｒｍａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｃｌｅａｒ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｏｖａｌ ｎｕｃｌｅｕｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｅｎｔｅｒ. Ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｓｅｅｎ ｗｉｔｈ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｅｌｌ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｙｋｎｏｓｉｓ. Ｉｎ ｔｈｅ
ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｓｍａｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｅｎꎬ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｍｐｌｅｔｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｉ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｖａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｎｅｃｒｏｔｉｃ
ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｍｉｄｄｌｅ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｍｅｒｉｄｉａｎｓ ｗｅｒｅ ｌｏｏｓｅ ａｎｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄꎬ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ
ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｐｙｋｎｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｌｏｓｓ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｒｅｄｕｃｅｓ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｈｏ ａｎｄ Ｒｈｏ ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
ｐｒｏｐｏｆｏｌ ａｎｄ ｔｈｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｒｈｏ / Ｒｈｏ ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｒｈｏ / Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ ｐｒｏｐｏｆｏｌꎻ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ

　 　 缺血性中风是导致全球成人死亡和获得性残

疾的主要因素之一ꎮ 目前ꎬ大约有 １５００ 万中风患

者ꎬ每年因此造成 ５００ 万人死亡[１－２]ꎮ 脑缺血 /再灌

注损伤的发生主要有如下几种机制ꎬ包括兴奋性毒

性ꎬ炎症ꎬ神经元凋亡和脑水肿ꎮ 此外ꎬ众所周知ꎬ
急性炎症反应和细胞凋亡在由脑再灌注损伤产生

的神经元细胞的继发性损伤中起关键作用[３]ꎮ Ｒｈｏ
是小分子 ＧＴＰａｓｅ 超家族的一部分ꎬ在多种细胞过程

中起关键作用ꎬ包括基因转录ꎬ细胞迁移ꎬ运动ꎬ凋
亡ꎬ神经再生和细胞形态ꎬ并能够通过磷酸化调节

细胞肌动蛋白的重组 Ｒｈｏ 激酶(Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ)ꎬＲｈｏ￣
ｋｉｎａｓｅ 是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎬＲｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
激活并调节多种细胞功能ꎬ包括形态ꎬ粘附ꎬ运动性

和增殖ꎮ 研究结果表明ꎬＲｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 被抑制后ꎬ可减

少神经元的炎症和细胞凋亡ꎬ并在脑缺血 /再灌注

中维持神经功能[４]ꎬ抑制 Ｒｈｏ 激酶可以保护神经细

胞免受内皮素 １ 诱导的缺血性损伤[５]ꎮ 丙泊酚为

烷基酸类的短效静脉麻醉药ꎮ 静脉注射后迅速分

布于全身ꎬ４０ ｓ 内可产生睡眠状态ꎬ进入麻醉迅速、
平稳ꎮ 丙泊酚的镇痛效应较弱ꎬ可使颅内压降低、
脑耗氧量及脑血流量减少ꎮ 对呼吸系统有抑制作

用ꎬ可出现暂时性呼吸停止ꎻ对循环系统也有抑制

作用ꎬ可出现血压降低ꎮ 先前的研究表明[６]ꎬ丙泊

酚在体内对大鼠心肌缺血再灌注损伤(ＭＩＲＩ)发挥

了有益的作用ꎻ丙泊酚对 ＭＩＲＩ 大鼠模型的保护作

用涉及抗氧化和抗炎症过程[７]ꎮ 本研究拟基于

Ｒｈｏ / Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 信号通路探讨丙泊酚减轻大鼠脑缺

血再灌注损伤的效果ꎬ为脑缺血再灌注损伤的治疗

提供理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

清洁级 ＳＤ(Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ)大鼠 １００ 只ꎬ年龄 ６
周ꎻ体重 ２２５ ~ ２４３ ｇꎬ雌雄各半ꎻ青海大学医学院动

物实验中心提供并饲养[ ＳＣＸＫ(青) ２０１８ － ００１３]
[ＳＹＸＫ(青) ２０１７－００１４]ꎬ本研究经青海大学附属

医院科研伦理委员会批准(２０１８０８１５)ꎬ大鼠饲养环

境为:２２℃ ~２４℃ꎻ５０％ ~５５％ꎻ１２ ｈ 黑暗 /光照循环ꎮ
实验研究过程中严格遵循 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

戊巴比妥钠(３０ ｍｇ / ｋｇꎻ Ｈ３１０２０２４０ꎬ上海新亚

洲制药有限公司ꎬ中国 上海)ꎻＴＲＩｚｏｌ( ｓｉｇｍａ 美国ꎬ

４７ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



５６２６２)ꎻ ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ ( ＴａＫａＲａꎬ 中国ꎬ ２５４４ )ꎻ
ＲＩＰＡ 缓冲液(Ｓａｎｔａ ＣｒｕｚꎬＵＳＡꎬ５２５４７)ꎻＢＣＡ 试剂盒

(赛默飞世ꎬ美国ꎬ２０１４７)ꎻ１２％十二烷基硫酸钠－聚
丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬｓｉｇｍａꎬ４５９５５)ꎻ聚偏

二氟乙烯 ( ＰＶＤＦꎬ ｓｉｇｍａꎬ ８５４１７５)ꎻ牛血清白蛋白

( ＢＳＡꎬ 碧 云 天 科 技ꎬ ４１０２５４ )ꎻ 兔 抗 大 鼠 Ｒｈｏ
(ａｂ５４８３５ꎻ１ ∶ １０００ꎻ ＡｂｃａｍꎬＣａｍｂｒｉｄｇｅꎬＭＡꎬＵＳＡ)ꎻ
Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ( ａｂ４５１７１ꎬ １ ∶ ２０００ꎻ Ａｂｃａｍꎬ Ｃａｍｂｒｉｄｇｅꎬ
ＭＡꎬＵＳＡ)ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗体( ａｂ１３４１８１ꎻ１ ∶１０００ꎻ
ＡｂｃａｍꎬＣａｍｂｒｉｄｇｅꎬＭＡꎬＵＳＡ)ꎻ山羊抗兔二抗( Ｃ８６
ＳＳＡ００４ꎻ１ ∶１０００ꎬ上海 Ｃａｎｓｐｅｃ 科技有限公司ꎬ中国

上海)ꎻＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ 分光光度计 (美国塞默飞

世)ꎻＡｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００(美国通用)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

根据体重随机分成 ５ 组:对照组、模型组、丙泊

酚低剂量组(２０􀆰 ０ ｍｇ / ｋｇ)、丙泊酚中剂量组(４０􀆰 ０
ｍｇ / ｋｇ)、丙泊酚高剂量组 ( ８０􀆰 ０ ｍｇ / ｋｇ)、每组 ２０
只ꎬ雌雄各半ꎮ 前期预实验求出丙泊酚对脑缺血再

灌注大鼠 ＬＣ５０为 １６０ ｍｇ / ｋｇꎬ以 １ / ２ ＬＣ５０为高剂量ꎬ２
倍间距求出中、低剂量ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 各实验组的制备及神经运动功能评分

模型组、丙泊酚各剂量组通过腹膜内注射用

３％戊巴比妥钠麻醉大鼠ꎬ并固定头和四肢放在不锈

钢手术台上ꎮ 刮毛和灭菌后进行宫颈正中切口ꎬ暴
露左颈内动脉(ＩＣＡ)后ꎬ将尼龙手术丝插入其中ꎬ当
远端遇到阻力时ꎬ停止插入ꎬ并用根据 Ｋｏｉｚｕｍｉ 方法

测量的插入深度结扎 ＩＣＡꎬ闭塞 ２ ｈ 后ꎬ取下线以允

许缺血区域的完全再灌注ꎬ然后建立大脑中动脉闭

塞(ＭＡＣＯ)的大鼠模型ꎮ 术后给予 ２０ 万 Ｕ 青霉素

肌肉注射ꎬ连续使用 ３ ｄꎮ 对照组除不阻断大鼠大脑

中动脉外ꎬ其余操作同上ꎮ 丙泊酚各剂量各剂量术

后第 １ 天开始腹腔给予相应药物ꎬ持续给予 ４ 周ꎬ对
照组和模型组给予等体积生理盐水ꎮ 试验结束后

(第 ２９ 天)ꎬ对每只大鼠的神经功能缺损评分ꎮ 包

括运动、感觉、反射和平衡能力测试等ꎮ 采用以下

评分制度:０ 级ꎬ无赤字ꎻ１ 级ꎬ右前爪未能伸展ꎻ ２
级ꎬ向右旋转ꎻ３ 级ꎬ从右到右ꎻ４ 级ꎬ无法自发行走ꎬ
意识水平降低ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 贴纸去除及平衡木行走实验

实验结束后(第 ２９ 天)ꎬ 依据相关文献对大鼠

行贴纸去除及平衡木行走实验[８－９]ꎮ 简而言之:边
长为 １０ ｍｍ 的正方形黏性纸粘住大鼠前肢掌面ꎬ记

录大鼠去除黏性纸的时间ꎻ大鼠于平衡木上行走ꎬ
平衡木长 ８０ ｃｍ、宽 ２􀆰 ５ ｃｍꎬ距离地面高 １０ ｃｍ 并ꎬ
记录大鼠穿越平衡木的时间ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 各组大鼠海马区病理结构观察

实验结束后(第 ２９ 天)处死大鼠ꎬ获取海马组

织ꎬ对海马组织常规脱水、脱腊ꎬＨＥ 染色观察病理

结构变化ꎮ 简而言之:(１)二甲苯(Ⅰ)１５ ｍｉｎ、二甲

苯(Ⅱ)１５ ｍｉｎ、二甲苯:无水乙醇＝ １ ∶１ ２ ｍｉｎ、１００％
乙醇(Ⅰ)５ ｍｉｎ、１００％乙醇(Ⅱ)５ ｍｉｎ、８０％乙醇 ５
ｍｉｎ、蒸馏水 ５ ｍｉｎ、苏木精液染色 ５ ｍｉｎ、水洗 １０ ｍｉｎ
或流水冲洗 ５ ｍｉｎ、１％盐酸乙醇 ３０ ｓ、水洗 ３０ ｓ、蒸
馏水过洗 ５ ｓ、０􀆰 ５％伊红液染色 １~ ３ ｍｉｎ、蒸馏水稍

洗 ３０ ｓ、８０％乙醇稍洗 ３０ ｓ、９５％乙醇(Ⅰ) １ ｍｉｎ、
９５％乙醇(Ⅱ)１ ｍｉｎ、无水乙醇(Ⅰ)３ ｍｉｎ、无水乙醇

(Ⅱ)３ ｍｉｎ、二甲苯(Ⅰ)３ ｍｉｎ、二甲苯(Ⅱ)３ ｍｉｎ、中
性树胶封固ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 各组大鼠海马区病理评分

在高倍视野下(×４０)ꎬ每 １ / １０ 病变面积计一个

单位ꎬ一个单位的变性评为 ０􀆰 ２ 分ꎬ一个单位的坏

死评为 ２ 分ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６ 　 大 鼠 脑 组 织 海 马 区 中 Ｒｈｏ、 Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
ｍＲＮＡ 水平的测定

试验结束后(第 ２９ 天)处死大鼠ꎬ获取脑组织

海马区ꎬＴＲＩｚｏｌ 提取脑组织海马区总 ＲＮＡꎮ 使用

ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ 分光光度计(Ａ２６０:Ａ２８０>１􀆰 ８)测量

ＲＮＡ 的纯度和浓度ꎬ通过琼脂糖凝胶电泳结合溴化

乙锭染色评估 ＲＮＡ 的完整性ꎮ 根据制造商提供的

说明使用 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 进行逆转录反应ꎮ 简而

言之ꎬ在 ４２℃下用 ＤＮＡ 酶从 １ μｇ 总 ＲＮＡ 中去除污

染的基因组 ＤＮＡ ２ꎮ 接下来ꎬ将 １ μＬ 包含寡核苷酸

(ｄＴ)和随机引物的逆转录引物混合物ꎬ１ μＬ 逆转录

酶ꎬ４ μＬ ５×逆转录缓冲液和 ４ μＬ ＤＥＰＣ 处理过的

水添加到上述 ＤＮａｓｅ 处理的 ＲＮＡ 中模板中的总反

应体积为 ２０ μＬꎮ 将反应液在 ３７℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ然
后在 ８５℃ 孵育 ５ ｓꎬ 然后保存在 ４℃ 下ꎮ 使用

Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００ 检测系统进行实时 ＰＣＲꎮ
实 时 ＰＣＲ 的 引 物 序 列 如 下: Ｒｈｏ: ５′￣
ＴＡＣＣＣＴＧＧＧＡＧＡＣＡＧＡＡＴＧＡＡＡＡＧＣ￣３′ ( 正 向 ) 和

５′￣ＣＡＣＣＴＧＴＧＴＴＴＣＴＣＡＧＣＣＣＴＴＣＴＣＴ￣３′ ( 反 向 )ꎻ
Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ:５′￣ＡＴＧＡＣＡＧＧＧＣＴＧＧＡＡＧＴＧＡＣＣ￣３′(正
向 ) 和 ５′￣ＡＣＴＡＴＧＴＣＣＣＡＧＴＣＡＧＧＧＣＴＣＴ￣３′ ( 反

向)ꎻ β 肌动蛋白: ５′￣ＣＴＴＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴ
ＴＣＴＴＧ￣３′ (正向) 和 ５′￣ＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ
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ＡＧＴＴＴ￣３’(反向)ꎮ 引物由生工科技合成(上海ꎬ中
国)ꎮ 对于反应ꎬ将 １ μＬ ｃＤＮＡꎬ１２􀆰 ５ μＬ ２× ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｉ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ１０ ｐｍｏｌ 特定正向引物ꎬ１０ ｐｍｏｌ
反向引物和 ０􀆰 ５ μＬ ＲＯＸ ＩＩ 合并ꎬ并用 ＤＥＰＣ 处理

过的水加入最终体积为 ２５ μＬꎮ 反应参数包括在

９５℃下孵育 ３０ ｓꎬ然后在 ９５℃下进行 ４０ 次循环ꎬ每
次 ５ ｓꎬ然后在 ６０℃下进行 ３４ 次循环ꎮ 使用 ２－ΔΔＣｔ方

法计算相对靶基因定量ꎬ其中 ΔΔＣｔ ＝ [Ｃｔ(治疗组)
靶基因－ Ｃｔ(治疗组)内部对照]－[Ｃｔ(对照组)靶基

因￣Ｃｔ(对照组)内部控制]ꎮ β￣肌动蛋白用作内部

对照ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 大鼠脑组织海马区中 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 蛋白

水平的测定

实验结束后(第 ２９ 天)处死大鼠ꎬ获取脑组织

海马区ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 洗涤ꎬ并在 ＲＩＰＡ 缓冲液中裂

解ꎬ然后使用 ＢＣＡ 试剂盒测量蛋白质浓度ꎮ 用 １２％
十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 ２５ μｇ
蛋白质样品ꎬ并通过半干电泳转移将其转移到聚偏

二氟乙烯膜上ꎮ 用 ５％牛血清白蛋白封闭过夜后ꎬ
将标本与兔抗大鼠 ＲｈｏꎬＲｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 和 β￣ａｃｔｉｎ 单克

隆抗体在摇床上于 ４℃放置 ２ ｈꎮ 然后将 ＰＶＤＦ 膜

与山羊抗兔二抗在摇床上孵育 ４ ｈꎮ 随后进行化学

发光ꎬ并使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件进行定量分析ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 对数据进行录入、统计学分析ꎮ
计量资料以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ采用单因

素方差分析比较ꎬ多重比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎬ检验水

准 α 为 ０􀆰 ０５ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠神经运动功能评分及海马组织病理

评分的比较

模型组神经功能缺损评分、双侧贴纸去除时

间、平衡木过杆时间、海马组织病理评分明显高于

对照组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ丙泊酚各剂量组神经功能缺损评

分、双侧贴纸去除时间、平衡木过杆时间、海马组织

病理评分明显低于模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ且随着丙泊酚

给药剂量的增加ꎬ神经功能缺损评分、双侧贴纸去

除时间、平衡木过杆时间、海马组织病理评分逐渐

降低ꎬ剂量－效应关系明显(Ｐ<０􀆰 ０５)(见表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 丙泊酚对各组大鼠海马结构的影响

图 １ 可见ꎬ对照组海马区神经元细胞完整ꎬ排列

紧密ꎻ模型组海马区神经元排列松散ꎬ细胞深染固

缩ꎬ有片状坏死ꎬ神经细胞间质隔离ꎻ丙泊酚高剂组

神经元细胞趋于正常ꎻ丙泊酚中、低剂量组较模型

组而言ꎬ神经细胞疏松、固缩程度轻ꎬ神经元细胞核

仁清楚可见ꎮ
２􀆰 ３　 各组大鼠脑组织海马区 Ｒｈｏ、 Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
ｍＲＮＡ 表达水平的比较

模型组 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 表达水平明显高

于对照组 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ丙泊酚各剂量组 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣
ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 表达水平明显低于模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ
且随着丙泊酚给药剂量的增加ꎬ Ｒｈｏ、 Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
ｍＲＮＡ 表达水平逐渐降低ꎬ剂量－效应关系明显(Ｐ<
０􀆰 ０５)(见表 ２)ꎮ
２􀆰 ４　 各组大鼠脑组织海马区 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 蛋白

表达水平的比较

模型组 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 蛋白表达水平明显高

于对照组 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ丙泊酚各剂量组 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣
ｋｉｎａｓｅ 蛋白表达水平明显低于模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ且
随着丙泊酚给药剂量的增加ꎬＲｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 蛋白

表达水平逐渐降低ꎬ剂量 － 效应关系明显 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ见表 ３ 及图 ２ꎮ

表 １　 各组大鼠神经运动功能评分及海马组织病理评分的比较( 􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ２０ )
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍｇ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

神经功能缺损评分(分)
Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

ｓｃｏｒｅ (ｐｏｉｎｔｓ)

双侧贴纸去除时间(ｓ)
Ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｉｄｅｄ ｓｔｉｃｋｅｒ

ｒｅｍｏｖａｌ ｔｉｍｅ

平衡木过杆时间(ｓ)
Ｂａｌａｎｃｅ ｂｅａｍ
ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｉｍｅ

海马组织病理评分(分)
Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ

ｓｃｏｒｅ(ｐｏｉｎｔｓ)
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ － ０􀆰 ００±０􀆰 ００ ２６􀆰 ３４±６􀆰 ８７ １􀆰 ９９±０􀆰 ３４ ０􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ － １０􀆰 ６６±０􀆰 ４７１１) １０３􀆰 ６３±２５􀆰 ６５１１) １６􀆰 ５４±６􀆰 ８７１１) ９􀆰 ９６±０􀆰 ５６１)

丙泊酚组
Ｐｒｏｐｏｆｏｌ Ｇｒｏｕｐ

２０ 　 　 ８􀆰 １４±０􀆰 ３４１１)２) 　 　 ８０􀆰 ７６±８􀆰 １２１１)２) 　 １２􀆰 ３０±０􀆰 ５１１１)２) 　 　 ８􀆰 ６５±０􀆰 ４４１)２)

４０ ６􀆰 ２３±０􀆰 ２３１１)２)３) ５１􀆰 ２８±９􀆰 ８８１１)２)３) ８􀆰 ６５±０􀆰 ５１１１)２)３) ５􀆰 ９８±０􀆰 ４８１)２)３)

８０ ５􀆰 ３５±０􀆰 １６１１)２)３)４) ５０􀆰 ３２±９􀆰 １６１１)２)３)４) ４􀆰 ７１±０􀆰 ５０１１)２)３)４) ３􀆰 ９９±０􀆰 ３９１)２)３)４)

注:与对照组比较ꎬ１)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ２)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与丙泊酚组低剂量比较ꎬ３)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与丙泊酚组中剂量比较ꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ１) Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ２)Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
３)Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ４)Ｐ<０􀆰 ０５.
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注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:丙泊酚组低剂量组ꎻＤ:丙泊酚组

中剂量组ꎻＥ:丙泊酚组高剂量组ꎮ

图 １　 丙泊酚对各组大鼠海马结构的影响(ＨＥ 染色)
Ａꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ ｍｅｄｉｕｍ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ. Ｅꎬ Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ(ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ)

表 ２　 各组大鼠脑组织海马区 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ
表达水平的比较(ｎ＝ ２０)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｒｈｏ ａｎｄ Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量
(ｍｇ / ｋｇ)

Ｄｏｓｅ

Ｒｈｏ
ｍＲＮＡ

Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
ｍＲＮＡ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

－ １􀆰 ４７±０􀆰 ５８０ １􀆰 ３６±０􀆰 ２５０

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ ６􀆰 ６５±０􀆰 ４９１１) ７􀆰 ５４±０􀆰 ５４１１)

２０ ６􀆰 ００±０􀆰 ２９１１)２) ６􀆰 ５４±０􀆰 ２３１１) ２)

丙泊酚组
Ｐｒｏｐｏｆｏｌ Ｇｒｏｕｐ ４０ ５􀆰 ２１±０􀆰 ３４１１)２) ３) ５􀆰 １１±０􀆰 ３７１１)２) ３)

８０ ４􀆰 ２１±０􀆰 ３２１１)２) ３)４) ３􀆰 ２５±０􀆰 ２８１１)２) ３)４)

注:与对照组比较ꎬ１)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ２) Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与丙泊酚组
低剂量比较ꎬ３)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与丙泊酚组中剂量比较ꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ１) Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ２)Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ３)Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
４)Ｐ<０􀆰 ０５.

表 ３　 各组大鼠脑组织海马区 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
蛋白表达水平的比较(ｎ＝ ２０)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｒｈｏ ａｎｄ Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量
(ｍｇ / ｋｇ)

Ｄｏｓｅ
Ｒｈｏ Ｒｈｏ￣

ｋｉｎａｓｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

－ ０􀆰 ９８±０􀆰 ３２ １􀆰 ４１±０􀆰 ３４

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ ５􀆰 ６５±０􀆰 ２４１１) ６􀆰 ３２±０􀆰 ２４１１)

２０ ４􀆰 ６５±０􀆰 ５４１１)２) ４􀆰 １２±０􀆰 ５４
丙泊酚组

Ｐｒｏｐｏｆｏｌ Ｇｒｏｕｐ ４０ ３􀆰 ２１±０􀆰 ３５１１)２) ３) ３􀆰 １１±０􀆰 ４３１１)２)３)

８０ １􀆰 ５４±０􀆰 ５４１１)２) ３)４) １􀆰 ８５±０􀆰 ３７１１)２) ３)４)

注:与对照组比较１)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ２) Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与丙泊酚组
低剂量比较ꎬ３)Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与丙泊酚组中剂量比较ꎬ４)Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ１) Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ２)Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ３)Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｆｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ４)Ｐ<０􀆰 ０５.

注:Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ 丙泊酚组低剂量组ꎻＤ:
丙泊酚组中剂量组ꎻＥ:丙泊酚组高剂量组ꎮ

图 ２　 各组大鼠脑组织海马区 Ｒｈｏ、
Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 蛋白表达水平的比较

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ Ｐｒｏｐｏｆｏｌ
ｇｒｏｕｐ ｌｏｗ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ ｍｅｄｉｕｍ￣ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ. Ｅꎬ Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｇｒｏｕｐ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｒｈｏ ａｎｄ Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

丙泊酚是一种短效的静脉催眠麻醉剂ꎬ可通过

多种机制为脑缺血再灌注提供保护ꎮ 丙泊酚(２ꎬ６－
二异丙基苯丙醇)是一种速效ꎬ持续时间短的静脉

内催眠麻醉剂ꎬ在脑手术期间和之后被广泛使用ꎮ
异丙酚的化学结构类似于具有抗氧化特性的 α－生
育酚(维生素 Ｅ)的活性核[１０]ꎮ 本研究结果显示ꎻ丙
泊酚各剂量组神经功能缺损评分、双侧贴纸去除时

间、平衡木过杆时间、海马组织病理评分明显低于

模型组ꎮ 这说明ꎬ丙泊酚能减轻大鼠脑缺血再灌注

神经功能损伤ꎮ 根据先前的研究ꎬ炎症ꎬ氧化应激

和细胞凋亡是脑缺血再灌注损伤有害过程的三个

主要机制ꎬ被证明是全球第二大常见致死因素ꎬ也
是成人神经系统残疾的主要原因ꎮ 此外ꎬ凋亡是脑

缺血再灌注损伤的主要原因之一ꎬ因此ꎬ抑制神经

元凋亡是治疗缺血性中风的关键目标ꎮ 证据表明

凋亡在缺血后神经细胞死亡中起重要作用ꎬ这表明

抑制凋亡性细胞死亡的治疗性干预措施可能会减

轻脑缺血再灌注损伤ꎮ 近期研究表明[１１－１２]ꎬ丙泊酚

可抑制神经细胞线粒体细胞色素 ｃ 的释放ꎬ进而抑

制神经细胞凋亡ꎮ 本次研究病理结果显示:对照组

海马区神经元细胞完整ꎬ排列紧密ꎻ模型组海马区

神经元排列松散ꎬ细胞深染固缩ꎬ有片状坏死ꎬ神经

细胞间质隔离ꎻ丙泊酚高剂组神经元细胞趋于正

常ꎻ丙泊酚中、低剂量组较模型组而言ꎬ神经细胞疏

松、固缩程度轻ꎬ神经元细胞核仁清楚可见ꎮ 这与

上述讨论一致ꎮ
本研 究 结 果 显 示: 模 型 组 Ｒｈｏ、 Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
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ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平明显高于对照组ꎻ丙泊酚各

剂量组 Ｒｈｏ、Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平明显

低于模型组ꎻ且随着丙泊酚给药剂量的增加ꎬＲｈｏ、
Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 表达水平逐渐降低ꎬ剂量－效应关

系明显ꎮ 这说明ꎬ丙泊酚能抑制 Ｒｈｏ、 Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平的表达进而抑制 Ｒｈｏ / Ｒｈｏ￣
ｋｉｎａｓｅ 信号通路的激活ꎮ 炎症反应ꎬ神经细胞内钙

超载和细胞凋亡已被证明是脑 Ｉ / Ｒ 损伤的主要原

因ꎮ 属于高度保守的先天免疫受体 ＧＴＰａｓｅ 超家族

的 Ｒｈｏ 可以识别从死亡 /垂死细胞释放的外源病原

体或与损伤相关的分子模式(ＤＡＭＰ)ꎮ Ｒｈｏ 是第一

个被表征的哺乳动物 ＧＴＰａｓｅꎬ主要在小胶质细胞ꎬ
星形胶质细胞ꎬ神经元和内皮细胞中表达ꎮ 许多研

究表明ꎬＲｈｏ 在脑缺血 /再灌注的病理过程中起关键

作用ꎬ并且在缺血后小鼠脑中 Ｒｈｏ 的 ｍＲＮＡ 上

调[１３－１４]ꎮ 免疫组织化学研究表明ꎬ在 ＭＣＡＯ 小鼠模

型中ꎬ缺血 /再灌注后 Ｒｈｏ 阳性细胞从 １ ｈ 逐渐增加

至 ２２ ｈꎮ 此外ꎬ在缺血 /再灌注后ꎬＲｈｏ￣ＫＯ 小鼠的梗

死面积和神经功能缺损均低于野生型小鼠[１５]ꎮ Ｒｈｏ
可以激活 Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 和有丝分裂原激活的蛋白激酶

(ＭＡＰＫ)信号传导途径ꎬ导致神经炎症反应ꎮ ｃ￣ｊｕｎ
氨基末端激酶( ＪＮＫ)是 Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 的主要组成部

分ꎬ已被证明在脑缺血 /灌注损伤后的神经元凋亡

中起关键作用[１６]ꎮ 大量证据表明ꎬＢｃｌ￣２ 充当 Ｒｈｏ￣
ｋｉｎａｓｅ 的非核底物ꎬ并通过调节线粒体膜的通透性

在细胞内凋亡信号转导中发挥关键作用ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣３
是凋亡执行过程中的关键分子ꎬ抑制其激活可能在

凋亡级联反应的最后一步起作用并阻止凋亡细胞

的死亡[１７－１８]ꎮ 结合本次研究结果ꎬ提示对 Ｒｈｏ /
Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ 信号通路的抑制可能是治疗脑缺血再灌

注损伤的新方向ꎮ
综上所述ꎬ丙泊酚能减轻大鼠脑缺血再灌注神

经功能损伤ꎻ其机制与丙泊酚能抑制 Ｒｈｏ、 Ｒｈｏ￣
ｋｉｎａｓｅ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达进而抑制 Ｒｈｏ / Ｒｈｏ￣
ｋｉｎａｓｅ 信号通路的激活有关ꎮ
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Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｏｎ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ [ Ｊ] .
ＢＭＣ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌꎬ ２０１８ꎬ １８(１): ３５.

[１３] 　 Ｗａｎｇ ＺＨꎬ Ｚｈｕ Ｄꎬ Ｘｉｅ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ
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ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ [Ｊ] . Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１７ꎬ
７０(２): １０２－１０９.

[１４] 　 Ｍｏｃｈａｌｏｖ ＳＶꎬ Ｔａｒａｓｏｖａ ＮＶꎬ Ｋｕｄｒｙａｓｈｏｖａ ＴＶꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈｅｒ Ｃａ
２＋ ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｒｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ １￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｒａｔｓ ｉｓ ｄｕｅ ｔｏ ａ
ｇｒｅａｔｅｒ Ｒｈｏ￣ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ [Ｊ] . Ａｃｔａ Ｐｈｙｓｉｏｌ (Ｏｘｆ)ꎬ ２０１８ꎬ ２２３
(３): ｅ１３０４４.

[１５] 　 Ｉｎａｂａ Ｈꎬ Ｙａｍａｋａｗａ Ｄꎬ Ｔｏｍｏｎｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｒａｔｉｎ
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ｋｉｎａｓｅ [Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１８ꎬ ４９８ ( ３):
５４４－５５０.

[１６] 　 Ｗｅｎ Ｎꎬ Ｈｕｉ Ｈꎬ Ｚｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｒｈｏ ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ａｓｉａｎ Ｐａｃ Ｊ Ｔｒｏｐ
Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ １１(６): ３９９－４０４.

[１７] 　 薛威ꎬ 唐虹ꎬ 孙雨倩ꎬ 等. 二苯乙烯苷抑制 ＮＡＤＰ Ｈ 氧化酶

对小鼠脑缺血 / 再灌注损伤的保护作用 [ Ｊ] . 中国实验动物

学报ꎬ ２０１９ꎬ ２７(２): ２０８－２１４.
[１８] 　 Ｓｒｉｎｉｖａｓａｎ Ｓꎬ Ａｓｈｏｋ Ｖꎬ Ｍｏｈａｎｔｙ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｌｏｃｋａｄｅ ｏｆ Ｒｈｏ￣
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２０１７ꎬ ８(１３): ２１４１８－２１４２８.

〔收稿日期〕２０２０－０５－２４

８７ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



２０２１ 年 １ 月

第 ３１ 卷　 第 １ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙꎬ ２０２１
Ｖｏｌ. ３１　 Ｎｏ. １

惠香香ꎬ白明ꎬ苗明三. 基于数据挖掘的 ２７４ 例类风湿关节炎动物模型应用分析 [ Ｊ]. 中国比较医学杂志ꎬ ２０２１ꎬ ３１(１): ７９
－８６.
Ｈｕｉ ＸＸꎬ Ｂａｉ Ｍꎬ Ｍｉａｏ ＭＳ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ２７４ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｂｙ ｄａｔａ ｍｉｎｉｎｇ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ３１(１):
７９－８６.
ｄｏｉ: １０􀆰 ３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１－７８５６􀆰 ２０２１􀆰 ０１􀆰 ０１２

[基金项目]河南省产学研合作(１８２１０７００００２９)ꎻ国家国际合作基地(２０１６－６５)ꎻ国家中医药管理局中医药标准化专项(２０１７－１４９－１１)ꎮ
[作者简介]惠香香(１９９７—)ꎬ女ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向:中药药理学ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｈｕｉｘｉａｎｇｘｉａｎｇ１６３＠ １６３.ｃｏｍ
[通信作者]苗明三(１９６５—)ꎬ男ꎬ教授ꎬ博士ꎬ主要从事中药药理教学与研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｍｉａｏｍｉｎｇｓａｎ ＠ １６３.ｃｏｍ

白明(１９６８—)ꎬ女ꎬ副教授ꎬ硕士ꎬ主要从事中药药理研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｂａｉｍｉｎｇ６６６＠ １２６.ｃｏｍ　 ∗共同通信作者

基于数据挖掘的 ２７４ 例类风湿关节炎动物模型
应用分析

惠香香ꎬ白　 明∗ꎬ苗明三∗

(河南中医药大学ꎬ郑州　 ４５００４６)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究类风湿关节炎(ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＲＡ)动物模型造模要素ꎬ 为提高造模成功率及评价

受试药物有效性提供方法学参考ꎮ 方法 　 以类风湿关节炎和动物模型为主题词ꎬ搜索中国期刊全文数据库

(ＣＮＫＩ)和万方数据库(２０１７ 年 １ 月－２０２０ 年 ６ 月)相关期刊文献ꎬ收集实验动物种类、激发方式、致炎方法、检测指

标等ꎬ建立数据库ꎬ使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３、ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９􀆰 ０ 统计软件对导入的检测指标进行关联规则分析和因子分

析ꎮ 结果　 纳入符合标准的期刊文献 ２７４ 篇ꎬ其中使用最多的实验动物种类为雄性 ＳＤ 大鼠(６９ 次ꎬ２５􀆰 １８％)和雄

性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠(５４ 次ꎬ１９􀆰 ７１％)ꎻ使用较多的致炎方法为 ＣＩＡ 法(１７２ 次ꎬ６２􀆰 ７７％)和 ＡＡ 法(８２ 次ꎬ２９􀆰 ９３％)等ꎻ使
用较多的激发方式为尾根部皮下注射(７１ 次ꎬ２５􀆰 ９１％)和右后足跖皮内注射等(５２ 次ꎬ１８􀆰 ９８％)等ꎻ检测最多的指

标为为足跖肿胀度(１３３ 次ꎬ１７􀆰 ４８％)、关节炎评分指数(８４ 次ꎬ１１􀆰 ０４％)、血清中 ＴＮＦ￣α 水平(７４ 次ꎬ９􀆰 ７２％)和关节

组织病理(６６ 次ꎬ８􀆰 ６７％)等ꎮ 结论　 类风湿关节炎动物模型造模时建议使用雄性 ＳＤ 大鼠或雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ采
用尾根部皮下注射的方式致炎ꎬ用牛Ⅱ型胶原蛋白与弗氏不完全或完全佐剂 １ ∶１混匀成的乳剂ꎬ每点 ０􀆰 １ ｍＬ 致炎ꎬ
可以提高模型的成功率ꎮ 经过查阅近三年文献ꎬ共筛选出符合要求的文献 ２７４ 篇ꎮ 该文分析已有动物模型ꎬ为类

风湿关节炎动物模型的进一步完善、模型评价的规范化提出建议ꎬ提高动物模型与临床的吻合度ꎬ从模型动物选

择、类风湿关节炎模型类型ꎬ造模用药以及检测指标等方面总结类风湿关节炎动物模型的研究进展ꎬ 促进类风湿

关节炎的深入研究ꎮ
【关键词】 　 类风湿关节炎ꎻ动物模型ꎻ因子分析ꎻ数据挖掘
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ (ＲＡ) ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ
ｍｅｔｈｏｄ ｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｄｒｕｇｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｓｕｂｊｅｃｔ ｈｅａｄｉｎｇｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｊｏｕｒｎａｌ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ｏｆ ＣＮＫＩ ａｎｄ



Ｗａｎｆａｎｇ ｄａｔａｂａｓｅｓ (Ｊａｎｕａｒｙ ２０１７ ｔｏ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１９) ｗｅｒｅ ｓｅａｒｃｈｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄꎬ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ａ ｄａｔａｂａｓｅ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｅｘｃｅｌ ２０１２ ａｎｄ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
１９􀆰 ０ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃａｒｒｙ ｏｕｔ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｒｕｌｅ ａｎｄ ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｉｍｐｏｒｔｅｄ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ.
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ａｌｓｏ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２５９ ｐｅｒｉｏｄｉｃａｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ (６９
ｔｉｍｅｓꎬ ２５􀆰 １８％) ａｎｄ ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ (５４ ｔｉｍｅｓꎬ １９􀆰 ７１％) ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｕｓｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ. Ｔｈｅ ｍｏｓｔ
ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ＣＩＡ (１７２ ｔｉｍｅｓꎬ ６２􀆰 ７７％) ａｎｄ ＡＡ (８２ ｔｉｍｅｓꎬ ２９􀆰 ９３％). Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ
ｕｓｅｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｒｏｏｔ (７１ ｔｉｍｅｓꎬ ２５􀆰 ９１％) ａｎｄ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｉｇｈｔ ｈｉｎｄ ｆｏｏｔ (５２ ｔｉｍｅｓꎬ １８􀆰 ９８％). Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｏｔ ｓｏｌｅ (１３３
ｔｉｍｅｓꎬ １７􀆰 ４８％)ꎬ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅ ｉｎｄｅｘ ( ８４ ｔｉｍｅｓꎬ １１􀆰 ０４％)ꎬ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ￣α ｌｅｖｅｌ ( ７４ ｔｉｍｅｓꎬ ９􀆰 ７２％)ꎬ ａｎｄ ｊｏｉｎｔ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ (６６ ｔｉｍｅｓꎬ ８􀆰 ６７％). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｍａｌｅ ＳＤ ｏｒ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｒｏｏｔ ｗｈｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ. Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ
ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ０􀆰 １ ｍｌ ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｖｉｎｅ ｔｙｐｅ ＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｄ Ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｏｒ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｔ １ ∶１. Ａｆｔｅｒ ｃｏｎｓｕｌｔｉｎｇ ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｓｔ ３ ｙｅａｒｓꎬ ２７４ ａｒｔｉｃｌｅｓ ｍｅｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｉｎｇ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓꎬ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｓｕｇｇｅｓｔｉｏｎｓ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅ ｍｏｄｅｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎꎬ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｄｅｇｒｅｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃꎬ
ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｙｐｅｓ
ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌｓꎬ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎻ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓꎻ ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｄａｔａ ｍｉｎｉｎｇ

　 　 类风湿关节炎是一种慢性的以累及关节为主

的多系统炎症的自身免疫疾病ꎮ 主要临床表现为

慢性ꎬ进行性ꎬ对称性ꎬ多滑膜关节炎和关节外表

现[１]ꎮ 主要以破坏关节为主ꎬ据调查ꎬ类风湿关节

炎发病人群年龄范围广ꎬ男性和女性均有可能患上

该病ꎬ女性的发病率更高ꎬ患者年龄大多在 ３０ ~ ５０
之间[２]ꎮ 如果患者未能及时就医ꎬ病情会逐渐加

重ꎬ产生如关节肿胀、疼痛加剧、行动能力受阻ꎬ甚
至终生残疾[３－５]ꎬ需要重点持续关注ꎮ

１　 资料和方法

１􀆰 １　 数据来源

以“类风湿关节炎”和“动物模型”为主题[６－１３]ꎬ
在中国知网数据库和万方数据库高级检索界面进

行搜索ꎬ时间范围是 ２０１７ 年 １ 月－２０２０ 年 ６ 月ꎬ共
检索到期刊文献 ５６５ 篇ꎮ
１􀆰 ２　 文献筛选标准

①剔除标准:会议、硕博论文等不作为纳入的

范畴ꎻ排除综述类和资料不全的文献ꎮ ②纳入标

准:研究类风湿关节炎的全部造模成功的动物实验

文献ꎬ最终从 ５６５ 篇文章中找到有效文献 ２７４ 篇ꎮ
１􀆰 ３　 数据处理

实验动物名称、种类等均参照«实验动物和动

物实验技术»进行规范ꎬ统一处理具有不同名称的

动物种类ꎮ 将收集的实验动物种类、激发方式、致
炎方法和剂量、检测指标等录入 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 归纳处

理ꎬ建立类风湿关节炎动物模型的数据库ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

筛选出符合纳入标准的文献 ２７４ 篇ꎬ将收集的

实验动物种类、激发方式、致炎方法和剂量、检测指

标等 输 入 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 表 格 中 统 计ꎬ 使 用 ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９􀆰 ０ 进行统计学分析ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 统计学结果

２􀆰 １􀆰 １　 实验动物种类　
将录入的 ２７４ 篇实验文献中的全部实验动物种

类进行分类排序[１４－２４]ꎬ统计得出共有 ３３ 种实验动

物模型选择ꎮ 在这些实验动物中ꎬ使用频数≥１５ 的

共有 ６ 种ꎬ累积出现 １９７ 次ꎬ使频数最高的前 ６ 位分

别是雄性 ＳＤ 大鼠(６９ 次ꎬ２５􀆰 １８％)、雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大
鼠(５４ 次ꎬ１９􀆰 ７１％)、 ＳＤ 大鼠ꎬ 雌雄各半 ( ２６ 次ꎬ
９􀆰 ４９％)和雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠(２３ 次ꎬ８􀆰 ３９％)、ＳＤ 大

鼠ꎬ雌雄皆可(２２ 次ꎬ８􀆰 ０３％)、雄性 ＤＢＡ / １ Ｊ 小鼠

(１８ 次ꎬ６􀆰 ５７％)ꎮ 在 ２７４ 篇实验文献中ꎬ实验动物

种类分布情况详情见表 １ꎮ

０８ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 １　 实验动物种类频数分布
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

动物种类
Ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

频数 / 次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ / Ｔｉｍｅｓ

动物种类
Ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

频数 / 次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ / Ｔｉｍｅｓ

雄性 ＳＤ 大鼠
Ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ６９ 雄性 Ｌｙｓｍ￣ＧＦＰ 小鼠

Ｍａｌｅ Ｌｙｓｍ￣ＧＦＰ ｍｉｃｅ ２

雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
Ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ５４ 雄性小鼠ꎬ未标明种类

Ｍａｌｅ ｍｉｃｅꎬ ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ２

ＳＤ 大鼠ꎬ 雌雄各半
ＳＤ ｒａｔｓꎬ ｈａｌｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｅｍａｌｅ ２６ 大耳白兔ꎬ雌雄各半

Ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔ ｗｉｔｈ ｂｉｇ ｅａｒｓꎬ ｈａｌｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｅｍａｌｅ ２

ＳＤ 大鼠 雌雄皆可
ＳＤ ｒａｔｓ ａｒｅ ｂｏｔｈ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ２２ Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠和 ＫｉｔＷ￣ｓｈ / Ｗ￣ｓｈ 小鼠

Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＫｉｔＷ￣ｓｈ / Ｗ￣ｓｈ ｍｉｃｅ １

雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
Ｆｅｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ２３ Ｃ５ＢＬ / ６ Ｊ 小鼠

Ｃ５ＢＬ / ６ Ｊ ｍｉｃｅ １

雄性 ＤＢＡ / １ Ｊ 小鼠
Ｍａｌｅ ＤＢＡ / １ Ｊ ｍｉｃｅ １８ ＩＣＯＳ 转基因小鼠

ＩＣＯＳ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ １

雌性 ＳＤ 大鼠
Ｆｅｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ １３ Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ 雌雄各半

Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓꎬ ｈａｌｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｅｍａｌｅ １

新西兰大白兔
Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ Ｗｈｉｔｅ Ｒａｂｂｉｔ ７ Ｗｉｓｔａｒ 大鼠、雌雄各半

Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓꎬ ｈａｌｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｅｍａｌｅ １

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ雌雄皆可
Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓꎬ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ５ 雌性 ＤＢＡ / １ Ｊ 小鼠

Ｆｅｍａｌｅ ＤＢＡ / １ Ｊ ｍｉｃｅ １

青紫蓝家兔ꎬ雌雄各半
Ｂｌｕｅ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ ｒａｂｂｉｔｓꎬ ｈａｌｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｅｍａｌｅ ５ 雌性恒河猴

Ｆｅｍａｌｅ ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙ １

日本大耳白兔
Ｊａｐａｎ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔ ５ 雌性健康大鼠

Ｆｅｍａｌｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｒａｔｓ １

雌性 Ｌｅｗｉｓ 大鼠
Ｆｅｍａｌｅ Ｌｅｗｉｓ ｒａｔｓ ３ 大鼠ꎬ雌雄不限

Ｒａｔｓ ａｒｅ ｏｆ ｅｉｔｈｅｒ ｓｅｘ １

雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠
Ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ３ 雄性 Ｌｅｗｉｓ 大鼠

Ｍａｌｅ Ｌｅｗｉｓ ｒａｔ １

Ｄ１Ｒ￣ / －和 Ｄ２Ｒ￣ / －小鼠
Ｄ１Ｒ￣ / － ａｎｄ Ｄ２Ｒ￣ / － ｍｉｃｅ ２ 雄性 Ｗｉｓｔａｒ 小鼠

Ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｍｉｃｅ １

成年雄性猕猴
Ａｄｕｌｔ ｍａｌｅ ｍａｃａｑｕｅ ２ 壹级 ＳＤ 大白鼠

Ｃｌａｓｓ Ｉ ＳＤ ｒａｔ １

２􀆰 １􀆰 ２　 造模激发方式

将 ２７４ 篇实验文献所涉及的造模激发方式进行

分类规范ꎮ 统计得出ꎬ２７４ 篇实验文章涵盖了 ３１ 种

激发方式ꎮ 其中ꎬ使用最多激发方式为尾根部皮下

注射(７１ 次ꎬ２５􀆰 ９１％)ꎮ 造模激发方式分类及使用

频次见表 ２ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 致敏方法

将 ２７４ 篇实验文献所涉及的致敏方法进行分类

规范ꎮ 统计得出ꎬ２７４ 篇实验文章涵盖了 １０ 种致敏

方法ꎮ 其中ꎬ使用较多的致炎方式为 ＣＩＡ 法(１７２
次ꎬ６２􀆰 ７７％)和 ＡＡ 法(８２ 次ꎬ２９􀆰 ９３％)ꎮ 致炎方法

分类、使用造模药物及使用频数见表 ３ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４　 检测指标

将录入的 ２７４ 篇实验文献中的全部检测指标进

行分类排序ꎮ ２７４ 篇实验文献涵盖 ６９ 种不同的指

标类型ꎬ累积频数 ７６１ 次ꎮ 其中检测较多的指标为

足跖肿胀度(１３３ 次ꎬ１７􀆰 ４８％)、关节炎评分指数(８４
次ꎬ１１􀆰 ０４％)、血清中 ＴＮＦ￣α 水平(７４ 次ꎬ９􀆰 ７２％)、
关节滑膜组织病理切片(６６ 次ꎬ８􀆰 ６７％)、测定血清

ＩＬ￣１β 水平(４６ 次ꎬ６􀆰 ０４％)等ꎮ 检测指标分类及使

用频数见表 ４ꎮ
２􀆰 １􀆰 ５　 高频检测指标因子分析

筛选使用频数≥９ 的高频检测指标ꎬ经统计检

验ꎬＫＭＯ 检验值为 ０􀆰 ５３３>０􀆰 ５ꎬＢａｒｔｌｅｔｔ 球形度检验

的 χ２ 值为 ５４７􀆰 ８８ꎬ自由度为 ２１０ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ提示数

据具有较好的线性关系ꎬ可进行因子分析ꎮ 选取最

大方差法旋转ꎬ提取得到 １０ 个公因子ꎬ累积方差贡

献率 ６５􀆰 ３１％ꎮ 其中血清 ＴＮＦ￣α 水平、血清 ＩＬ￣１β 水

平、血清 ＩＬ￣６ 水平的因子贡献率最高ꎬ表明在类风

湿关节炎研究中血清 ＴＮＦ￣α 水平、血清 ＩＬ￣１β 水平、
血清 ＩＬ￣６ 水平相关性最高ꎬ常常一同检测ꎬ详情见

表 ５ꎮ

１８中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 ２　 造模激发方式分类及使用频数统计
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

激发方式
Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅ

频数 / 次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ / Ｔｉｍｅｓ

激发方式
Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅ

频数 / 次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ / Ｔｉｍｅｓ

尾根部皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｕｄａｌ ｒｏｏｔ ７１

尾根部、后肢踝关节皮内注射ꎮ 腹腔注射
Ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｉｌ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ.

Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
１

右后足跖皮内注射
Ｉｎｔｒａｐｌａｎｔａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｆｏｏｔ ５２ 尾静脉注射ꎬ加腹腔注射

Ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｌｕｓ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ １

左后足趾皮内注射
Ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｆｔ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｔｏｅ ３３

颈、背部 ５ 个不同部位进行皮内注射
Ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ

ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ５ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｎｅｃｋ ａｎｄ ｂａｃｋ
１

尾根部、背部及足跖部皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｉｌ ｒｏｏｔꎬ ｂａｃｋ ａｎｄ ｆｏｏｔ ｐｌａｎｔａｒ ２８

两侧股骨头对应的外部皮肤ꎬ尾根部皮内注射
Ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｋｉｎ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄｓ ｏｎ

ｂｏｔｈ ｓｉｄｅｓꎬ ｔａｉｌ ｒｏｏｔ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
１

背部及尾根部多点皮下注射
Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ａｔ

ｂａｃｋ ａｎｄ ｔａｉｌ ｒｏｏｔ
２０ 皮肤、脚掌、尾部ꎬ 分点皮内注射

Ｓｋｉｎꎬ ｓｏｌｅ ａｎｄ ｔａｉｌꎬ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ １

在背部皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂａｃｋ １５ 腹腔注射

Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ １
背部及左或右足跖多点皮下注射

Ｍｕｌｔｉ￣ｐｏｉｎｔ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｒｓａｌ ａｎｄ
ｌｅｆｔ ｏｒ ｒｉｇｈｔ ｍｅｔａｔａｒｓａｌ

８ 兔肩胛间区分 ５ 个部位皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｉｎｔｅｒｓｃａｐｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ ５ ｐａｒｔｓ １

双侧膝关节腔内注射
Ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｉｎｔｒａｃａｖｉｔａｒｙ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ７ 背部肩胛骨之间对称选择 ３ 对

Ｃｈｏｏｓｅ ３ ｐａｉｒｓ ｓｙｍｍｅｔｒｉｃａｌｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｃｋ ｓｃａｐｕｌａ １

左右后足跖皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｆｔ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ ｈｉｎｄ ｆｅｅｔ ７ 右侧膝关节腔、足跖皮内、背部及尾部

Ｒｉｇｈｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｙꎬ ｆｏｏｔ ｐｌａｎｔａｒ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌꎬ ｂａｃｋ ａｎｄ ｔａｉｌ １

足趾部皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｅ ６ 左侧后足趾掌心处皮内注射

Ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｔ ｐａｌｍ ｏｆ ｌｅｆｔ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｔｏｅ １

尾根部、左或右后肢足趾多点皮内注射
Ｍｕｌｔｉ￣ｐｏｉｎｔ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｅ ｏｆ ｔａｉｌ ｒｏｏｔꎬ

ｌｅｆｔ ｏｒ ｒｉｇｈｔ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ
３

背部和双膝关节腔选择 ６ 点皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｔ ６ ｏ′ｃｌｏｃｋ ｗａｓ

ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｂａｃｋ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｉｅｓ
１

灌胃
Ｓｔｏｍａｃｈ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ３ 尾根部及臀部两侧皮下注射

Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｔ ｔａｉｌ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｈｉｐ １

左足踝关节皮下注射
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｆｔ ｆｏｏｔ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ２ 颈、背、尾部多点皮内注射

Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎｅｃｋꎬ ｂａｃｋ ａｎｄ ｔａｉｌ １

皮肤、脚掌、尾部ꎬ ５ 点皮内注射
Ｓｋｉｎꎬ ｓｏｌｅꎬ ｔａｉｌꎬ ５￣ｐｏｉｎｔ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ２ 左后肢踝关节骨缝处注射

Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｔ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｌｅｆｔ ｈｉｎｄｌｉｍｂ １

腹腔注射加静脉注射
Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｌｕｓ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ １ 套管针内注射

Ｉｎｔｒａｔｒｏｃａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ １

腹腔注射加皮下注射
Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｌｕｓ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ １

３　 讨论

ＲＡ 发病因素很多ꎬ与遗传、免疫细胞的突变等

具有一定的关系ꎮ 发病机制目前还尚未完全阐

明[２５]ꎬ中医认为 ＲＡ 的发病机制是机体在正气不足

的条件下ꎬ风、寒、湿等外感六淫所致ꎬ即“合而为

痹” [２６]ꎮ 现代医学研究认为ꎬ人体的免疫功能变强ꎬ
免疫细胞、细胞因子网络调节失衡是 ＲＡ 的发病机

制[２７]ꎮ 因此在临床治疗类风湿关节炎或建立类风

湿关节炎动物模型时要从这些方面入手ꎮ 建立类

２８ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 ３　 致敏方法分类及使用频数统计
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

模型类型
Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ

造模药物
Ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｄｒｕｇ

频数 / 次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ / Ｔｉｍｅｓ

胶原诱导性关节炎
ＣＩＡ

牛Ⅱ型胶原蛋白与弗氏不完全或完全佐剂 １ ∶１混匀成乳剂
Ｂｏｖｉｎｅ ｔｙｐｅ ＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｓ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｏｒ

ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔ １ ∶１ ｔｏ ｆｏｒｍ ｅｍｕｌｓｉｏｎ
１７２

佐剂性关节炎
ＡＡ

完全弗氏佐剂或不完全弗氏佐剂
Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ‘ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｏｒ
ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ

８２

卵蛋白诱导联合低温冷冻法
Ｅｇｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ

ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ

卵蛋白与完全弗氏佐剂
Ｅｇｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅ

Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ
９

口服牛Ⅱ型胶原蛋白诱发类风湿关节炎模型
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｒａｌ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｔｙｐｅ ｉｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ

阿司匹林和 ＣＣｌ４＋ＬＰＳ＋牛 ＩＩ 型胶原蛋白和脂多糖
Ａｓｐｉｒｉｎ ａｎｄ ＣＣｌ４＋ＬＰＳ＋ Ｂｏｖｉｎｅ Ｔｙｐｅ ＩＩ

Ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｄ Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
３

Ｋ / Ｂ×Ｎ 血清构建的转移性关节炎小鼠模型
Ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ Ｋ / Ｂ×Ｎ ｓｅｒｕｍ

Ｋ / Ｂ×Ｎ 小鼠血清
Ｋ / Ｂ×Ｎ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ２

佐剂诱导性关节炎
ＡＩＡ

完全弗氏佐剂和卡介苗冰浴下混和成乳剂
Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｎｄ ＢＣＧ ａｒｅ ｍｉｘｅｄ

ｉｎｔｏ ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｉｎ ｉｃｅ ｂａｔｈ
２

博来霉素诱导的类风湿性关节炎
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ

博来霉素
Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ １

胶原抗体诱导关节炎
ＣＡＩＡ

抗Ⅱ型胶原的 ５ 种单克隆抗体复合物和脂多糖
Ｆｉｖｅ Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ａｎｄ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｇａｉｎｓｔ ｔｙｐｅ ＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ

１

热杀死结核分枝杆菌诱导的类风湿性关节炎
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｅａｔ ｋｉｌｌｉｎｇ

ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ

热杀死结核分枝杆菌
Ｈｅａｔ ｋｉｌｌｓ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ １

合成环瓜氨酸蛋白短肽诱导
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｏｒｔ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｃｙｃｌｉｃ

ｃｉｔｒｕｌｌｉｎａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＣＣｉｔ￣Ｖｉｍ＋ＫＬＨ 溶液与等体积的完全弗氏佐剂或
不完全弗氏佐剂混匀乳化

ＣＣｉｔ￣Ｖｉｍ＋ＫＬＨ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｓ ｕｎｉｆｏｒｍｌｙ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｏｒ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｆｏｒ ｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１

表 ４　 检测指标分类及使用频数
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ

检测指标
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

频数 / 次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ / Ｔｉｍｅｓ

检测指标
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

频数 / 次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ / Ｔｉｍｅｓ

足跖肿胀度
Ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｏｏｔ ｓｏｌｅ １３３ 检测外周血

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ３

关节炎评分指数
Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅ ｉｎｄｅｘ ８４ ＴＧＦ￣β ｍＲＮＡ 的表达水平

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＧＦ￣β ｍＲＮＡ ３

血清中 ＴＮＦ￣α 水平
ＴＮＦ￣α ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ７４ 滑膜组织 ｍＰＤ￣Ｌ１ 的表达

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＰＤ￣Ｌ１ ｉｎ Ｓｙｎｏｖｉａｌ Ｔｉｓｓｕｅ ３

关节组织病理
Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｊｏｉｎｔｓ ６６ ｉ ＮＯＳ 蛋白

ｉ ＮＯＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ３

血清 ＩＬ￣１β
Ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣１β ４６ 血浆 ＩＬ￣１β

Ｐｌａｓｍａ ＩＬ￣１β ３

测定血清 ＩＬ￣６ 水平
Ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣６ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ４２ 血浆白细胞介素－６ 水平

Ｐｌａｓｍａ ＩＬ￣６ ｌｅｖｅｌ ３

血清中 ＩＬ￣１７ 水平
ＩＬ￣１７ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ２５ 血浆肿瘤坏死因子－ɑ 水平

Ｐｌａｓｍａ ＴＮＦ￣α ｌｅｖｅｌ ３

体重
Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ２３ 丙二醛水平

ＭＤＡ ２

血清中 ＩＬ￣１０ 水平
ＩＬ￣１０ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ １９ 超氧化物歧化酶水平

ＳＯＤ ２
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检测指标
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

频数 / 次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ / Ｔｉｍｅｓ

检测指标
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

频数 / 次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ / Ｔｉｍｅｓ

一般形态观察
Ｇｅｎｅｒａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ １６ 滑膜组织情况、检测白细胞介素－２３ 水平

Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ＩＬ￣２３ ｌｅｖｅｌ ２

影像学检查
Ｉｍａｇｉｎｇ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ １５ 血浆 ＩＦＮ￣γ 水平

Ｐｌａｓｍａ ＩＦＮ￣γ ｌｅｖｅｌ ２

痛阈值
Ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ １５ 谷胱甘肽过氧化物酶

ＧＳＨ￣Ｐｘ １

炎性因子水平测定
Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ １３ 血浆白细胞介素－８

Ｐｌａｓｍａ ＩＬ￣８ １

脏器病理观察
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｓｃｅｒａ １３ ＩＬ￣１０ ｍＲＮＡ 的表达水平

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ￣１０ ｍＲＮＡ １

血清中 ＩＦＮ￣γ 水平
ＩＦＮ￣γ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ １０ 白介素－２１ 核糖核酸表达表达

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ￣２１ｍＲＮＡ １

脾系数
Ｓｐｌｅｎｉｃ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ １０ 滑膜组织情况、检测 ＩＬ￣１ 水平

Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ＩＬ￣１ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ １

血清 ＣＲＰ
Ｓｅｒｕｍ ＣＲＰ ９ 滑膜组织 ｈｓ ＣＲＰ 水平

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｓ ＣＲＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ １

血清 ＲＦ
Ｓｅｒｕｍ ＲＦ ９ 滑膜组织 ＩＬ￣１β 水平

ＩＬ￣１β ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ １

踝关节 ＶＥＧＦ 的表达
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ７ 关节滑膜组织 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 检测

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｊｏｉｎｔ １

ＭＭＰ￣３ ｍＲＮＡ 相对表达量
ＭＭＰ￣３ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ７ 关节软骨 Ｓｍａｄ５ ｍＲＮＡ 表达

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ５ ｍＲＮＡ ｉｎ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ １

滑膜组织中 ＩＬ￣４ 表达
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣４ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ６ Ｑ￣ｍａｒｋｅｒ 的预测

Ｑ￣ｍａｒｋｅｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ １

ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ 相对表达量
ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ６ 滑膜液中 ＯＰＮ 的含量

ＯＰＮ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ １

踝关节组织 ＴＮＦ￣α 表达水平
ＴＮＦ￣α Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ６ 滑膜液中 ＩＬ￣１７ 的含量

Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＬ￣１７ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ １

血清中 ＴＧＦ￣β 水平
ＴＧＦ￣β ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ６ 滑膜组织中 ＦＯＳ 蛋白表达水平

ＦＯＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ １

血清 ＨＩＦ￣１α 的含量检测
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ￣１α ｉｎ ｓｅｒｕｍ ５ 血浆 ＩＬ￣２、ＩＬ￣４、ＩＬ￣１７ 表达

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＩＬ￣２ꎬ ＩＬ￣４ ａｎｄ ＩＬ￣１７ １

血清 ＰＧＥ２ 含量
Ｓｅｒｕｍ ＰＧＥ２ ｃｏｎｔｅｎｔ ５ 血浆 ＣＲＰ 水平

Ｐｌａｓｍａ ＣＲＰ ｌｅｖｅｌ １

血浆 ＩＬ￣１８ 水平
Ｐｌａｓｍａ ＩＬ￣１８ ｌｅｖｅｌ ５ 血清 ＩＬ￣２３ 水平

Ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣２３ ｌｅｖｅｌ １

血清中 ＶＥＧＦ 水平
ＶＥＧＦ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ５ 基质金属蛋白酶－１

ＭＭＰ￣１ ｍＲＮＡ １

测定血清 ＩＬ￣２ 水平
Ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣２ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ５ 基质金属蛋白酶－１３ ＲＮＡ

ＭＭＰ￣１３ ｍＲＮＡ １

踝关节 ＮＦ￣κＢ 表达
ＮＦ￣κＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ４ ＥＳＲ 血沉

ＥＳＲ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ １

踝关节组织 ＩＬ￣１０ 表达水平
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１０ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ４ 转录因子 Ｔ￣ｂｅｔ

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｔ￣ｂｅｔ Ｔ￣ｂｅｔ １

踝关节组织 ＩＬ￣１７ 表达水平
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１７ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ４ 血清 ＩＬ￣１３

Ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣１３ １

踝关节组织 ＴＧＦ￣β 表达水平
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ￣β ｉｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ４ 血清中 ＩＬ￣１２

ＩＬ￣１２ ｉｎ ｓｅｒｕｍ １

踝关节组织 ＩＦＮ￣γ 表达水平
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ￣γ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ４ 血清中 ＩＬ￣１８

ＩＬ￣１８ ｉｎ ｓｅｒｕｍ １

滑膜液中 ＩＬ￣１０ 的含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＬ￣１０ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ ４
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表 ５　 高频检测指标因子分析(频数≥９)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ (Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ≥９)

公因子
Ｃｏｍｍｏｎ ｆａｃｔｏｒ

因子贡献率(％)
Ｆａｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅ

因子分析检测指标组合
Ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｆ１ １０􀆰 ７４ 血清 ＴＮＦ￣α 水平、血清 ＩＬ￣１β 水平、血清 ＩＬ￣６ 水平
Ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ￣α ｌｅｖｅｌꎬ ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣１β ｌｅｖｅｌꎬ ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣６ ｌｅｖｅｌ

Ｆ２ ９􀆰 ０９
血清 ＲＦ、血清 ＣＲＰ、足跖肿胀度、一般形态观察

Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ＲＦꎬ ｓｅｒｕｍ ＣＲＰꎬ ｆｏｏｔ￣ｓｏｌｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ
ａｎｄ ｇｅｎｅｒａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇ

Ｆ３ ６􀆰 ９６ 脾系数、炎性因子水平测定
Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ

Ｆ４ ６􀆰 ５１ 关节滑膜炎评分指数
Ｊｏｉｎｔ ｓｙｎｏｖｉｔｉｓ ｓｃｏｒｉｎｇ ｉｎｄｅｘ

Ｆ５ ６􀆰 ３０ 影像学检查、痛阈值
Ｉｍａｇｉｎｇ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎꎬ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

Ｆ６ ５􀆰 ８５ 关节组织病理、体重
Ｊｏｉｎｔ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ

Ｆ７ ５􀆰 ６６ 血清 ＩＬ￣１０ 水平、血清 ＩＬ￣１７ 水平
Ｓｅｒｕｍ ＩＬ￣１０ ａｎｄ ＩＬ￣１７ ｌｅｖｅｌｓ

Ｆ８ ５􀆰 ２２ 脏器病理观察
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｓｃｅｒａ

Ｆ９ ５􀆰 ０９ 血清 ＶＥＧＦ 水平
Ｓｅｒｕｍ ＶＥＧＦ ｌｅｖｅｌ

Ｆ１０ ５􀆰 ０２ 血清 ＩＦＮ￣γ 水平
Ｓｅｒｕｍ ＩＦＮ￣γ ｌｅｖｅｌ

风湿关节炎动物模型ꎬ是利用所选品系的物种更好

地模仿类风湿关节炎的过程与特征ꎮ 类风湿关节

炎动物模型的造模方法可供选择的有很多ꎬ在建立

动物模型时要综合考虑到方法、种类、用途及实际

条件等ꎮ 目前常用于建立 ＲＡ 模型的动物有大鼠、
小鼠、兔子、猴等ꎮ 通过对类风湿关节炎造模实验

文献中的数据进行挖掘整理可知ꎬ建立类风湿关节

炎动物模型选择多使用雄性 ＳＤ 大鼠、雄性 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠、ＳＤ 大鼠ꎬ 雌雄各半、雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎮ 造模

方法使用较多的分别为 ＣＩＡ 法和 ＡＡ 法ꎬＡＡ 类风湿

关节炎模型和 ＣＩＡ 类风湿关节炎模型因为造模周

期短、费用消耗少、以及指标监测较为简单而脱颖

而出成为最常用的两个复制 ＲＡ 的模型ꎬ但是 ＡＡ
模型病变有自限性ꎬ有与人类不符的缺点ꎮ ＣＩＡ 模

型无 ＲＦ 因子ꎬ而且没有复发情况和病情波动ꎬ与临

床上类风湿关节炎的诊断标准仍存在一定差异ꎮ
Ｋ / Ｂ×Ｎ 血清诱导的关节炎模型可以在多种品系的

小鼠中导致可再生关节炎ꎬ是一种可再生 ＲＡ 模型ꎬ
与人 ＲＡ 特征非常相似ꎬ是研究 ＲＡ 的理想小鼠模

型ꎮ 但是其具有造价高以及违背伦理的缺点ꎬ所以

应用较少ꎮ 在未来进行类风湿关节炎研究时可根

据实验条件、所侧重的研究因素ꎬ建立类风湿关节

炎模型[２８]ꎮ 在动物性别选择上ꎬ大多实验文章选择

雄性动物ꎬ造模方法采用尾根部皮内注射 ０􀆰 １ ｍＬ 的

方式ꎬ用牛Ⅱ型胶原蛋白与弗氏不完全或完全佐剂

１ ∶１混匀成乳剂致敏ꎬ同时在 ７ ｄ 或 ２１ ｄ 后以同样方

式加强免疫可以提高模型的成功率ꎬ指标选取建议

表观指标选择足跖肿胀度和关节炎评分指数ꎬ造模

成功表观指标为动物毛发逐渐失去光泽ꎬ 前肢、后
肢陆续出现红肿现象ꎬ 功能障碍ꎬ 活动减少ꎬ 体重

下降等ꎮ 在进行实验期间ꎬ需要每隔一周对其关节

炎指数以及体重进行评价[２９]ꎮ 病理指标选择关节

滑膜组织病理切片观察、生化指标选择检测血清中

和滑膜液 ＴＮＦ￣α 水平、测定血清 ＩＬ￣６ 水平和血清

ＩＬ￣１β 表达水平ꎬ测试是否模型组比空白组在疾病

活动期表达增加ꎮ 与给药组进行比对ꎬ测试受试药

物是否对治疗类风湿关节炎起效ꎮ 其中 ＩＬ￣６ 是导

致关节滑膜炎症的重要因子ꎬ主要功能是促进 Ｂ 淋

巴细胞的增殖并使其产生免疫球蛋白ꎬ 刺激滑膜组

织产生类风湿因子ꎮ ＴＮＦ￣α 在炎症反应和免疫反应

中发挥着重要作用ꎬ 是维持体内免疫平衡的重要介

质ꎬ低浓度时对机体起防御保护作用ꎬ 但高浓度却

会导致炎症发生和组织损伤ꎮ ＩＬ￣１β 在类风湿关节

炎软骨破坏中以及在传递信息和调节免疫细胞激

活、增殖和炎症反应中发挥着重要作用[３０－３１]ꎮ
通过对近三年的实验 ＲＡ 模型数据整理挖掘ꎬ

可总结到以上信息ꎬ期望能为提高造模成功率及为

评价受试药物有效性提供方法学参考ꎮ 但是目前
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类风湿关节炎发病机制还未完全研究清楚ꎬ选用的

模型动物与人存在种属差异ꎬ而且大部分只能从一

个方面或一些方面复刻人类 ＲＡꎬ所以寻找一个接

近人的种属ꎬ方便经济的动物模型是我们今后进行

ＲＡ 研究的共同目标ꎮ
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慢性肾病大鼠血管钙化与骨代谢标志物的
相关性研究

熊　 琳１ꎬ２ꎬ朱婷婷１ꎬ２ꎬ张丽玲１ꎬ２ꎬ陈　 跃３ꎬ杨建波３ꎬ欧三桃１ꎬ２∗

(１.西南医科大学附属医院肾病内科ꎬ四川 泸州　 ６４６０００ꎻ ２.四川省肾脏疾病临床医学研究中心ꎬ四川

泸州　 ６４６０００ꎻ ３.西南医科大学附属医院核医学科ꎬ 四川 泸州　 ６４６０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究慢性肾病(ＣＫＤ)大鼠血管钙化与血清骨代谢标志物的相关性ꎮ 方法　 将 ３６ 只雄性 ＳＤ
大鼠随机分为对照组(１８ 只)和 ＣＫＤ 血管钙化组(１８ 只)ꎮ 钙化组予以腺嘌呤联合高磷饲料ꎬ对照组予以生理盐水

和普通饲料ꎮ 实验第 ２、４、６ 周末处死大鼠ꎬ留取主动脉行 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色和钙含量检测钙化程度ꎬ留取血、尿检测

尿素氮(ＢＵＮ)、血肌酐(Ｓｃｒ)和骨代谢标志物:钙(Ｃａ)、磷(Ｐ)、１ꎬ２５－二羟基维生素 Ｄ３(１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３)、甲状旁腺

素(ＰＴＨ)、骨源性碱性磷酸酶(ＢＡＬＰ)、骨钙素(ＯＣ)、总 Ｉ 型前胶原氨基末端肽( ｔＰＩＮＰ)、β￣Ｉ 型胶原交联羧基末端

肽(β￣ＣＴＸ)、抗酒石酸酸性磷酸酶－５ｂ(ＴＲＡＣＰ￣５ｂ)及 ２４ ｈ 尿蛋白定量(２４ ｈ￣Ｕｐｒｏ)ꎮ 结果　 对照组各时间点主动

脉 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色均未见黑色物质沉积ꎬＣＫＤ 血管钙化组随时间进展黑色物质沉积逐渐增多ꎮ 与对照组相比ꎬＣＫＤ
血管钙化组 ＢＵＮ、Ｓｃｒ、２４ ｈ￣Ｕｐｒｏ、主动脉钙含量升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＣａ、１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３、ＰＴＨ、ｔＰＩＮＰ、β￣ＣＴＸ、ＴＲＡＣＰ￣５ｂ
降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＰ、Ｃａ∗Ｐ 升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＢＡＬＰ、ＯＣ 升高(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ经二元 ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归发现血清 Ｃａ∗Ｐ 升高、ＰＴＨ
和 ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 降低是血管钙化的独立危险因素ꎮ 根据主动脉钙化程度ꎬ将 ＣＫＤ 血管钙化组进一步分为轻中度钙化

(２ Ｗ 和 ４Ｗ)和重度钙化(６ Ｗ)两个亚组ꎮ 与轻中度钙化组相比ꎬ重度钙化组 ＢＵＮ、Ｓｃｒ、主动脉钙含量升高(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ２４ ｈ￣Ｕｐｒｏ 升高(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻＣａ、Ｐ、１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３、ｔＰＩＮＰ、ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 升高(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬＣａ∗Ｐ、ＰＴＨ、ＢＡＬＰ、β￣ＣＴＸ
升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＯＣ 降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ进行血管钙化严重程度的危险因素分析发现血清 Ｃａ∗Ｐ 升高和 ＯＣ 降低是血

管钙化严重程度的独立危险因素ꎮ 相关性分析显示血清 Ｃａ∗Ｐ、ＰＴＨ、ＢＡＬＰ、β￣ＣＴＸ 水平与血管钙化程度呈正相

关ꎬＯＣ 与血管钙化程度呈负相关ꎮ 结论　 ＣＫＤ 大鼠血管钙化与骨代谢密切相关ꎬ检测血清骨代谢标志物有助于评

估血管钙化的发生和判断血管钙化的严重程度及进展ꎮ
【关键词】 　 慢性肾病ꎻ血管钙化ꎻ骨代谢标志物
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｒｋｅｒｓ
ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｉｒｔｙ ｓｉｘ ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (１８
ｒａｔｓ) ａｎｄ ＣＫＤ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (１８ ｒａｔｓ) . Ｔｈｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ａｄｅｎｉｎｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｆｅｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ａｎｄ ｃｏｍｍｏｎ ｆｅｅｄ. Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ａｆｔｅｒ ２ꎬ
４ꎬ ａｎｄ ６ ｗｅｅｋｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｏｒｔａ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ (ＢＵＮ)ꎬ ｂｌｏｏｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ (Ｓｃｒ)ꎬ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｍａｒｋｅｒｓ ｃａｌｃｉｕｍ (Ｃａ)ꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ (Ｐ)ꎬ １ꎬ２５￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ [１ꎬ２５ (ＯＨ) ２Ｄ３]ꎬ ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ (ＰＴＨ)ꎬ
ｂｏｎｅ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ (ＢＡＬＰ)ꎬ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ ( ＯＣ)ꎬ ｔｏｔａｌ ｔｙｐｅ Ｉ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ ａｍｉｎｏ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ( ｔＰＩＮＰ)ꎬ β￣
ｃａｒｂｏｘｙ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ (β￣ＣＴＸ)ꎬ ｔａｒｔｒａｔｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ￣５ｂ (ＴＲＡＣＰ￣５ｂ)ꎬ ａｎｄ ２４￣ｈｏｕｒ
ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ (２４ ｈ￣Ｕｐｒｏ). Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｏｒｔｉｃ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｂｌａｃｋ ｍａｔｔｅｒ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｂｌａｃｋ ｍａｔｔｅｒ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＣＫＤ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｏｖｅｒ
ｔｉｍｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＢＵＮꎬ Ｓｃｒꎬ ２４ ｈ￣ｕｐｒｏꎬ ａｎｄ ａｏｒｔｉｃ ｃａｌｃｉｕｍ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ＣＫＤ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃａꎬ １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ꎬ ＰＴＨꎬ ｔＰＩＮＰꎬ β￣ＣＴＸꎬ ａｎｄ ＴＲＡＣＰ￣５ｂ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ Ｐ ａｎｄ Ｃａ∗Ｐ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ＢＡＬＰ ａｎｄ ＯＣ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ>０􀆰 ０５). Ｂｉｎａｒｙ ｌｏｇｉｓｔｉｃ
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ Ｃａ∗Ｐ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＰＴＨ ａｎｄ ＴＲＡＣＰ￣５ｂ ｗｅｒｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｉｎ ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ＣＫＤ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ: ｍｉｌｄ－ｍｏｄｅｒａｔｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ (２ ａｎｄ ４ ｗｅｅｋｓ) ａｎｄ ｓｅｖｅｒｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ (６ ｗｅｅｋｓ). Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｌｄ－ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＢＵＮꎬ Ｓｃｒ ａｎｄꎬ ａｏｒｔａ ｃａｌｃｉｕｍ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｅ
ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ２４ ｈ￣ｕｐｒｏ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ>０􀆰 ０５). Ｃａꎬ Ｐꎬ １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ꎬ ｔＰＩＮＰꎬ ａｎｄ ＴＲＡＣＰ￣
５ｂ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ Ｃａ∗Ｐꎬ ＰＴＨꎬ ＢＡＬＰꎬ ａｎｄ β￣ＣＴＸ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ＯＣ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ Ｃａ∗Ｐ
ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＯＣ ｗｅｒｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｓｅｒｕｍ Ｃａ∗ Ｐꎬ ＰＴＨꎬ ＢＡＬＰꎬ ａｎｄ β￣ＣＴＸ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ＯＣ ｗａｓ
ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ＣＫＤ ｒａｔｓ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｏｎｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｓ ｈｅｌｐｆｕｌ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｊｕｄｇｅ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｒｋｅｒｓ

　 　 慢 性 肾 病 矿 物 质 骨 异 常 ( ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅ￣ｍｉｎｅｒａｌ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒꎬ ＣＫＤ￣ＭＢＤ ) 是

ＣＫＤ 患者的常见并发症ꎬ与其心血管事件及死亡

率密切相关[１] ꎮ 肾性骨病特指 ＣＫＤ￣ＭＢＤ 的骨异

常ꎬ骨活检是其诊断的金标准[２] ꎬ但由于操作有

创、费用昂贵、技术难度高、可重复性差等ꎬ临床上

骨活检的实施受到很大限制ꎬ而检测骨代谢标志

物成为临床实践中诊断肾性骨病的重要手段ꎮ 血

管钙化( ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＶＣ) 作为 ＣＫＤ￣ＭＢＤ
的另一重要组成部分ꎬ也是导致 ＣＫＤ 患者发生心

血管事件及死亡率增加的重要危险因素[３－４] ꎮ 近

年来ꎬ“骨－血管轴”理论的提出表明肾性骨病和

ＶＣ 之间可能有着密切的联系[５] ꎮ 目前关于二者

的关系的研究较少ꎬ因此本研究旨在探讨 ＣＫＤ 大

鼠血管钙化及其严重程度与血清骨代谢标志物变

化之间的关系ꎬ为临床上制定和改善 ＣＫＤ￣ＭＢＤ 的

诊疗方案提供理论依据ꎬ进而有效降低 ＣＫＤ 患者

心血管疾病的发生率及死亡率ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物　
ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ３６ 只ꎬ体重 １８０~２６０ ｇꎬ６~

８ 周龄ꎬ购自西南医科大学实验动物中心 [ ＳＣＸＫ
(川)２０１８－１７]ꎬ在西南医科大学城北校区动物房饲

养[ＳＹＸＫ(川)２０１８－０６５]ꎬ相对湿度 ６０％ ~ ７０％ꎬ室
温 ２４℃ ~２６℃ꎬ１２ ｈ 交替照明ꎬ每笼 ３ 只ꎬ遵循“３Ｒ”
原则给予人道的关怀ꎮ 经由西南医科大学实验动物

伦理委员会审批通过(２０１９０４１５８)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　

腺嘌呤(Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ美国)ꎻ１􀆰 ８％高磷饲料(北
京科澳协力饲料有限公司ꎬ中国)ꎻＶｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

试剂盒(上海杰美基因医药科技有限公司ꎬ中国)ꎻ
钙含量测定试剂盒(南京建成生物工程研究所ꎬ中
国)ꎻ大鼠 １ꎬ２５－二羟基维生素 Ｄ３(１ꎬ２５ ￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ
ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ꎬ１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３)ＥＬＩＳＡ 试剂盒、大鼠甲状

旁腺素(ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅꎬ ＰＴＨ) ＥＬＩＳＡ 试剂盒、
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大鼠骨源性碱性磷酸酶(ｂｏｎｅ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ
ＢＡＬＰ)ＥＬＩＳＡ 试剂盒、大鼠骨钙素(ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎꎬ ＯＣ)
ＥＬＩＳＡ 试剂盒、大鼠总 Ｉ 型前胶原氨基末端肽( ｔｙｐｅ
Ｉ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ ａｍｉｎｏ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ ｔＰＩＮＰ ) ＥＬＩＳＡ
试剂盒、 大鼠 β￣Ｉ 型胶原交联羧基末端肽 ( β￣
ｃａｒｂｏｘｙ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎꎬ β￣ＣＴＸ)
ＥＬＩＳＡ 试剂盒、大鼠抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂ( ｔａｒｔｒａ￣
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ５ｂꎬ ＴＲＡＣＰ￣５ｂ) ＥＬＩＳＡ 试

剂盒(上海泛柯实业有限公司ꎬ中国)ꎻ全自动生化

分析仪(西门子ꎬ德国)ꎻ标准酶标仪(Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司ꎬ
美国)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验分组和模型制备

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ３６ 只ꎬ适应性喂养 ２ 周后ꎬ
随机分为正常对照组(ｎ ＝ １８ 只)和 ＣＫＤ 血管钙化

组(ｎ＝ １８ 只)ꎮ ＣＫＤ 血管钙化组给予 １􀆰 ８％高磷饲

料喂养ꎬ第 １~４ 周每日给予 ２􀆰 ５％腺嘌呤混悬液 ２５０
ｍｇ / ｋｇ 灌胃 １ 次ꎬ第 ５ ~ ６ 周隔日灌胃 １ 次ꎮ 正常对

照组给予普通饲料喂养ꎬ生理盐水 １０ ｍＬ / ｋｇ 灌胃ꎮ
所有大鼠自由进食及饮水ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 组织取材和指标检测

实验第 ２、４、６ 周末ꎬ分别于两组中随机选取大

鼠 ６ 只ꎬ收集 ２４ ｈ 尿液测定 ２４ ｈ 尿蛋白定量(２４
ｈｏｕｒ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ２４ ｈ￣Ｕｐｒｏ)ꎮ 腹主动脉采血测定

尿素氮( ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬＢＵＮ)、血肌酐 ( ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅꎬ Ｓｃｒ ) 及 血 钙 ( ｃａｌｃｉｕｍꎬ Ｃａ )、 血 磷

(ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎬＰ )、１ꎬ２５ ( ＯＨ) ２Ｄ３、 ＰＴＨ、ＢＡＬＰ、ＯＣ、
ｔＰＩＮＰ、 β￣ＣＴＸ、ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 含量ꎮ 留取腹主动脉行

Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及钙含量测定ꎮ
(１)血、尿相关指标检测

全自动生化分析仪测定血 ＢＵＮ、Ｓｃｒ、２４ ｈ￣Ｕｐｒｏ
及 Ｃａ、 Ｐꎮ 酶 联 免 疫 吸 附 法 ( Ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡ ) 测 定 血 清 １ꎬ ２５
(ＯＨ) ２Ｄ３、ＰＴＨ、ＢＡＬＰ、ＯＣ、 ｔＰＩＮＰ、β￣ＣＴＸ、ＴＲＡＣＰ￣
５ｂ 含量ꎮ 所有试剂盒均购自上海泛柯实业有限公

司ꎬ严格按照试剂盒说明书进行操作ꎮ
(２)全段主动脉 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

主动脉置于细胞培养板中ꎬＧＥＮＭＥＤ 清理液清

洗主动脉ꎬ吸去清理液ꎻ加入 ＧＥＮＭＥＤ 固定液ꎬ室温

下孵育 １ ｈꎬ吸去固定液ꎻ再次用 ＧＥＮＭＥＤ 清理液清

洗主动脉 ２ 次ꎻ加入 ＧＥＮＭＥＤ 染色液ꎬ６０ Ｗ 灯下直

射室温孵育 １ ｈꎬ吸去染色液ꎻＧＥＮＭＥＤ 清理液清洗

主动脉ꎻ加入 ＧＥＮＭＥＤ 平衡液ꎬ室温下孵育 ５ ｍｉｎꎬ
吸去平衡液ꎻＧＥＮＭＥＤ 清理液清洗主动脉ꎻ观察染

色情况ꎮ

(３)主动脉钙含量测定

取各组主动脉进行匀浆ꎬ留取上清液备用ꎬ按
照试剂盒说明书进行相关操作步骤ꎮ 主动脉钙含

量(ｍｍｏｌ / ｇｐｒｏｔ) ＝ (测定 ＯＤ 值－空白 ＯＤ 值) / (标
准 ＯＤ 值－空白 ＯＤ 值) ×标准品浓度(１ ｍｍｏｌ / Ｌ) ÷
待测样本蛋白浓度(ｍｍｏｌ / ｇｐｒｏｔ)ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎮ 正态分布

的计量资料用平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ两组间

比较采用两独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因

素方差分析ꎬ多重比较采用 ＬＳＤ 法ꎻ非正态分布的

计量资料用中位数(四分位数间距)表示ꎬ两组间比

较采用 Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验ꎮ 点二列相关分析血

清骨代谢标志物和钙化程度的相关性ꎮ 二元 ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归分析血管钙化及钙化程度的独立危险因素ꎬ以
Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 对照组和 ＣＫＤ 血管钙化组肾功能和主动脉

钙含量的比较

与对照组比较ꎬ钙化组各时间点 ＢＵＮ、Ｓｃｒ、２４
ｈ￣Ｕｐｒｏ 及主动脉钙含量均明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ钙化

组中ꎬ６ 周组大鼠主动脉钙含量较 ２ 周ꎬ４ 周组明显

升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见表 １ꎮ
２􀆰 ２　 全段主动脉 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色和肾形态

对照组各时间点全段主动脉 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色未

见黑色物质沉积ꎻ钙化组各时间点全段主动脉 Ｖｏｎ
Ｋｏｓｓａ 染色均可见黑色物质沉积ꎬ随时间进展黑色

物质沉积逐渐增多ꎮ 对照组各时间点肾大小正常ꎬ
颜色暗红ꎮ ＣＫＤ 血管钙化组各时间点肾体积增大ꎬ
颜色灰白ꎬ呈“大白肾”样改变ꎮ 见图 １ꎮ
２􀆰 ３　 两组大鼠骨代谢标志物

与对照组相比ꎬ血管钙化组 Ｃａ、１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３、
ＰＴＨ 明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＰ、Ｃａ∗Ｐ 明显升高(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻＢＡＬＰ、ＯＣ 升高但差异无统计学意义 (Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎻ ｔＰＩＮＰ、 β￣ＣＴＸ、 ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 明显降低 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ２ꎮ
２􀆰 ４　 血管钙化的危险因素分析

将 ＶＣ 单因素分析显示骨代谢标志物差异有统

计学意义的指标纳入二元 ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归模型ꎬ以是否

发生 ＶＣ 为因变量ꎬ以 Ｃａ、Ｐ、Ｃａ∗Ｐ、１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３、
ＰＴＨ、ｔＰＩＮＰ、β￣ＣＴＸ、ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 为自变量ꎬ结果显示

Ｃａ∗Ｐ 升高、ＰＴＨ 和 ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 降低是 ＶＣ 的独立

危险因素ꎮ 见表 ３ꎮ
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表 １　 两组大鼠肾功能、尿蛋白和主动脉钙含量比较(ｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ａｏｒｔｉｃ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

２ 周 ２ Ｗｅｅｋｓ ４ 周 ４ Ｗｅｅｋｓ ６ 周 ６ Ｗｅｅｋｓ
对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ

钙化组
Ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ

钙化组
Ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ

钙化组
Ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ

尿素氮(ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ

５􀆰 １９±０􀆰 ４２ ２４􀆰 ８９±４􀆰 ８４∗ ５􀆰 ８８±０􀆰 ９５ ３１􀆰 ８９±４􀆰 ９１∗ △ ５􀆰 ６６±０􀆰 ７７ ３９􀆰 ０１±５􀆰 ９１∗ △□

血肌酐(μｍｏｌ / Ｌ)
Ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ３１􀆰 ７３±２􀆰 ５１ ９７􀆰 １２±２１􀆰 ３１∗ ３４􀆰 ０７±１􀆰 ７３ １２９􀆰 ３２±７􀆰 ７２∗△ ３２􀆰 ９０±２􀆰 ４１ １７８􀆰 １８±３１􀆰 ９７∗ △□

２４ ｈ 尿蛋白定量
(ｇ / ２４ ｈ)

２４ ｈｏｕｒ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
０􀆰 ００６±０􀆰 ００４ ０􀆰 ０２２±０􀆰 ０１３∗ ０􀆰 ００８±０􀆰 ００２ ０􀆰 ０２４±０􀆰 ００５∗ ０􀆰 ００７±０􀆰 ００２ ０􀆰 ０２５±０􀆰 ００５∗

主动脉钙含量
(ｍｍｏｌ / ｇｐｒｏｔ)

Ａｏｒｔｉｃ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ
０􀆰 ０２１±０􀆰 ０９６ ０􀆰 ２３１±０􀆰 ０３９∗ ０􀆰 ０２９±０􀆰 ０１１ ０􀆰 ２５２±０􀆰 １３３∗ ０􀆰 ０３０５±０􀆰 ０１２２ ０􀆰 ４７８±０􀆰 １９７∗ △□

注:与对照组相比ꎬ对照组∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ２ 周钙化组相比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ４ 周钙化组相比ꎬ□Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ２ ｗｅｅｌｅｓ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ △Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ４ ｗｅｅｌｅｓ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐꎬ □Ｐ<０􀆰 ０５.

图 １　 各时间点全段主动脉 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色和肾形态

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ａｏｒｔａ ａｎｄ
ｋｉｄｎｅｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ

２􀆰 ５　 不同程度血管钙化组相关指标的比较

根据主动脉 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及钙含量的检测结

果ꎬ将其进一步分为轻中度钙化组(即 ２ 周和 ４ 周

ＣＫＤ 钙化组)和重度钙化组(即 ６ 周钙化组)ꎮ 与轻

中度钙化组相比ꎬ重度钙化组 ＢＵＮ、Ｓｃｒ 及主动脉钙

含量明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ２４ ｈ￣Ｕｐｒｏ 升高但差异无

统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 骨代谢标志物:与轻中度钙

化组相比ꎬ重度钙化组 Ｃａ∗Ｐ、ＰＴＨ、ＢＡＬＰ、β￣ＣＴＸ
明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＯＣ 明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＣａ、
Ｐ、１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３、ｔＰＩＮＰ、ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 升高但差异无

统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ４ꎮ
２􀆰 ６　 血管钙化严重程度的危险因素分析

将 ＶＣ 严重程度单因素分析显示骨代谢标志物

差异有统计学意义的指标纳入二元 ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归模

型ꎬ以是否发生严重钙化为因变量ꎬ以 Ｃａ∗Ｐ、ＰＴＨ、
ＢＡＬＰ、β￣ＣＴＸ、ＯＣ 为自变量ꎬ结果显示 Ｃａ∗Ｐ 升高

和 ＯＣ 降低是 ＶＣ 严重程度的独立危险因素ꎮ 见

表 ５ꎮ
２􀆰 ７　 骨代谢标志物和血管钙化程度的相关性分析

Ｃａ∗Ｐ、ＰＴＨ、ＢＡＬＰ、β￣ＣＴＸ 与钙化程度正相关ꎬ
ＯＣ 与钙化程度负相关ꎮ 见表 ６ꎮ

３　 讨论

目前ꎬ常用于建立 ＣＫＤ 大鼠模型的方法包括肾

大部分切除法(约 ５ / ６)ꎬ肾动脉部分分支结扎法ꎬ冷
冻加切除法ꎬ阿霉素诱导法ꎬ腺嘌呤灌胃法等ꎬ上述

方法各存在优缺点[６]ꎮ 其中ꎬ腺嘌呤灌胃法诱导

ＣＫＤ 大鼠模型历史悠久ꎬ进入体内后的腺嘌呤在黄

嘌呤氧化酶的作用下形成难溶于水的 ２ꎬ８—二羟基

腺嘌呤ꎬ该物质经肾小球滤过后沉积在肾小管导致

肾小管上皮细胞受损ꎬ同时可堵塞肾小管引起梗阻

性肾病使肾单位大量丧失ꎬ导致急性肾损伤并进一

步发展为慢性肾衰竭[６]ꎮ 本课题组的前期研究表

明ꎬ在腺嘌呤灌胃的基础上联合高磷饮食能建立可

靠的 ＣＫＤ 大鼠血管钙化模型[７]ꎮ 本研究继续沿用

该方法复制 ＣＫＤ 大鼠血管钙化模型ꎬ结果显示与对

照组相比ꎬ各时间点 ＣＫＤ 血管钙化组 ＢＵＮ、Ｓｃｒ、２４
ｈ￣Ｕｐｒｏ 明显升高ꎬ肾形态呈现“大白肾”样改变ꎬ提
示肾功能严重受损ꎮ 此外ꎬ各时间点 ＣＫＤ 血管钙化

组主动脉钙含量均明显高于对照组ꎬ全段主动脉

Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色可见不同程度的黑色物质沉积ꎮ
Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色作为检测 ＶＣ 的方法之一ꎬ康婷等[８]

研究证实 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色呈黑色时表明血管中膜大

量钙化结节形成ꎮ 因此ꎬ本研究的上述结果提示ꎬ
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表 ２　 两组大鼠骨代谢标志物的比较(ｎ＝ １８)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｒｋｅｒｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

血管钙化组
Ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ

ｔ / Ｚ 值
Ｖａｌｕｅ ｏｆ

ｔ / Ｚ

Ｐ 值
Ｐ Ｖａｌｕｅ

钙(ｍｍｏｌ / Ｌ)Ｃａ ２.０６±０.１８ １.３８±０.２８ ８.４２７ａ ０.０００
磷(ｍｍｏｌ / Ｌ)Ｐ ３.１３±０.６６ ６.３９±０.９０ －１２.３４４ａ ０.０００

钙磷乘积 Ｃａ∗Ｐ ６.５０±１.６５ ８.７６±１.９４ －３.７６７ａ ０.００１
１ꎬ２５－二羟基维生素 Ｄ３ (ｎｇ / ｍＬ)１ꎬ２５(ＯＨ)２Ｄ３ ３８.３３±１.８０ ２５.４５±３.９３ １２.６６１ａ ０.０００

甲状旁腺素(ｐｇ / ｍＬ)ＰＴＨ ４０.５３±７.０２ ２６.５６(１４.４０) －３.４０２ｂ ０.００１
骨源性碱性磷酸酶(ｐｇ / ｍＬ)ＢＡＬＰ ５９１.２３±１１７.３１ ７４８.０７(６２８.４７) －１.４７１ｂ ０.１４１

骨钙素(ｎｇ / ｍＬ)ＯＣ ６.１５±０.５２ ６.３１±０.９５ －０.６３１ａ ０.５３３
总 Ｉ 型前胶原氨基末端肽(ｎｇ / ｍＬ)ｔＰＩＮＰ １７.７０±１.３１ １５.９１±３.３５ ２.１１３ａ ０.０４６

β－Ｉ 型胶原交联羧基末端肽(ｐｇ / ｍＬ)β－ＣＴＸ １２１５.８５±１６５.６０ ７６９.６８±１７５.７９ ７.８３８ａ ０.０００
抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂ(ｐｇ / ｍＬ)ＴＲＡＣＰ－５ｂ ４６.６２±８.８１ ３６.４３±２.７２ ４.６８２ａ ０.０００

注:ａ:ｔ 值ꎻｂ:Ｚ 值ꎮ
Ｎｏｔｅ. ａꎬ ｔ ｖａｌｕｅ. ｂꎬ Ｚ ｖａｌｕｅ.

表 ３　 血管钙化的危险因素分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

指标 Ｉｎｄｉｃｅｓ Ｂ Ｗａｌｄ Ｐ ＯＲ(９５％ ＣＩ)
钙磷乘积 Ｃａ∗Ｐ ０􀆰 ７６１ ７􀆰 ６０９ ０􀆰 ００６ ２􀆰 １４０(１􀆰 ２４６ꎬ３􀆰 ６７３)
甲状旁腺素 ＰＴＨ －０􀆰 １９７ ９􀆰 ２６６ ０􀆰 ００２ ０􀆰 ８２１(０􀆰 ７２４ꎬ０􀆰 ９３２)

抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂ ＴＲＡＣＰ￣５ｂ －０􀆰 ２２５ ９􀆰 ４７１ ０􀆰 ００２ ０􀆰 ７９９(０􀆰 ６９２ꎬ０􀆰 ９２２)

表 ４　 轻中度和重度血管钙化组相关指标的比较
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｍｉｌｄ ｔｏ ｍｏｄｅｒａｔｅ ａｎｄ ｓｅｖｅｒｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

分组

Ｇｒｏｕｐｓ

轻中度钙化组(ｎ＝ １２)
Ｍｉｌｄ ｔｏ ｍｏｄｅｒａｔｅ
ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

重度钙化组
(ｎ＝ ６)

Ｓｅｖｅｒｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ

ｔ / Ｚ 值
ｔ / Ｚ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

尿素氮(ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ２８􀆰 ３９±５􀆰 ９２ ３９􀆰 ０１±５􀆰 ９１ －３􀆰 ５８９ ａ ０􀆰 ００２

血肌酐(μｍｏｌ / Ｌ)
Ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ １１３􀆰 ６２±２２􀆰 ４１ １７８􀆰 １８±３１􀆰 ９７ －５􀆰 ００８ ａ ０􀆰 ０００

２４ ｈ 尿蛋白定量(ｇ / ２４ ｈ)
２４ ｈｏｕｒ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ０􀆰 ０２３±０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０２５±０􀆰 ００５ －０􀆰 ３７１ ａ ０􀆰 ７１５

主动脉钙含量
Ａｏｒｔｉｃ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ(ｍｍｏｌ / ｇｐｒｏｔ) ０􀆰 ２４１±０􀆰 ０２８ ０􀆰 ４７８±０􀆰 １９７ －３􀆰 ０５９ ａ ０􀆰 ０２７

钙(ｍｍｏｌ / Ｌ) Ｃａ １􀆰 ３１±０􀆰 ２９ １􀆰 ５４±０􀆰 １９ －１􀆰 ７３４ ａ ０􀆰 １０２
磷(ｍｍｏｌ / Ｌ) Ｐ ６􀆰 １５±０􀆰 ７８ ６􀆰 ８７±１􀆰 ００ －１􀆰 ６７１ ａ ０􀆰 １１４
钙磷乘积 Ｃａ∗Ｐ ７􀆰 ８７±１􀆰 ４５ １０􀆰 ５３±１􀆰 ０１ －３􀆰 ５３４ ａ ０􀆰 ００３

１ꎬ２５－二羟基维生素 Ｄ３(ｎｇ / ｍＬ)
１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３

２４􀆰 ２６±３􀆰 ７７ ２７􀆰 ８４±３􀆰 ３０ －１􀆰 ９７６ ａ ０􀆰 ０６６

甲状旁腺素(ｐｇ / ｍＬ)
ＰＴＨ ２３􀆰 ７２±２􀆰 ８０ ３９􀆰 ３７±２􀆰 ７８ －１１􀆰 ２２９ ａ ０􀆰 ０００

骨源性碱性磷酸酶
ＢＡＬＰ(ｐｇ / ｍＬ) ５６５􀆰 ７８(４１９􀆰 ５６) １０２１􀆰 ８３±４０􀆰 １１ －３􀆰 ３７２ ｂ ０􀆰 ００１

骨钙素(ｎｇ / ｍＬ)
ＯＣ ６􀆰 ７３±０􀆰 ８６ ５􀆰 ４９±０􀆰 ４８ ３􀆰 ２３９ ａ ０􀆰 ００５

总 Ｉ 型前胶原氨基末端肽(ｎｇ / ｍＬ)
ｔＰＩＮＰ １４􀆰 ８６±３􀆰 ４８ １８􀆰 ０２±１􀆰 ８６ －２􀆰 ０６７ ａ ０􀆰 ０５５

β￣Ｉ 型胶原交联羧基末端肽(ｐｇ / ｍＬ)
β￣ＣＴＸ ６６５􀆰 ８８±１１０􀆰 ３３ ９７７􀆰 ３０±２６􀆰 ５６ －９􀆰 ２５６ ａ ０􀆰 ０００

抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂ(ｐｇ / ｍＬ)
ＴＲＡＣＰ￣５ｂ ３５􀆰 ８２±２􀆰 ６３ ３７􀆰 ６７±２􀆰 ６９ －１􀆰 ３９９ ａ ０􀆰 １８１

注:ａ:ｔ 值ꎻｂ:Ｚ 值ꎮ
Ｎｏｔｅ.ａꎬ ｔ ｖａｌｕｅ. ｂꎬ Ｚ ｖａｌｕｅ.
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表 ５　 血管钙化严重程度的危险因素分析
Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

变量 Ｖａｒｉａｂｌｅｓ Ｂ Ｗａｌｄ Ｐ ＯＲ(９５％ ＣＩ)
钙磷乘积 Ｃａ∗Ｐ １􀆰 ０８８ ５􀆰 ０２６ ０􀆰 ０２５ ２􀆰 ９６８(１􀆰 １４７ꎬ７􀆰 ６８２)

骨钙素 ＯＣ －２􀆰 ８１６ ４􀆰 ２５１ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 ０６０(０􀆰 ００４ꎬ０􀆰 ８７０)

表 ６　 骨代谢标志物和钙化严重程度的相关性
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｅｖｅｒｉｔｙ

变量
Ｖａｒｉａｂｌｅｓ

点二列相关系数
Ｐｏｉｎｔ ｔｗｏ ｃｏｌｕｍｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

钙磷乘积 Ｃａ∗Ｐ ０􀆰 ６６２ ０􀆰 ００３
甲状旁腺素 ＰＴＨ ０􀆰 ９４２ ０􀆰 ０００

骨源性碱性磷酸酶 ＢＡＬＰ ０􀆰 ７８７ ０􀆰 ０００
骨钙素 ＯＣ －０􀆰 ６２９ ０􀆰 ００５

抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂβ￣ＣＴＸ ０􀆰 ８５９ ０􀆰 ０００

随着时间进展ꎬ肾功能不断下降ꎬ主动脉钙含量进

一步升高ꎬ血管钙化更加明显ꎬ并出现 ＣＫＤ 典型的

低钙高磷血症ꎬ表明 ＣＫＤ 大鼠血管钙化模型建立

成功ꎮ
　 　 骨骼是一个活跃的组织ꎬ在破骨细胞去除旧骨

和成骨细胞产生骨基质并通过基质矿化形成新骨

的骨重塑过程中ꎬ释放出破骨细胞和成骨细胞分泌

的酶和激素ꎬ以及骨基质的胶原蛋白代谢产物或非

胶原蛋白ꎬ这些物质被称为骨代谢标志物ꎬ可及时

反映骨代谢状态ꎬ包括一般骨代谢指标和骨转换标

志物两类ꎮ 前者包含 ＣａꎬＰꎬＰＴＨꎬ１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 等ꎬ
后者可进一步分为骨形成标志物和骨吸收标志物ꎬ
如反映骨形成的 ＢＡＬＰꎬｔＰＩＮＰꎬＯＣ 等ꎬ反映骨吸收

的 β￣ＣＴＸ、ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 等[９]ꎮ
既往认为 ＶＣ 是细胞和组织间钙磷结晶被动沉

积于血管壁的过程ꎬ钙化血管壁的主要成分为羟基

磷灰石(ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅꎬＨＡ)ꎬ近年来大量研究表明

ＶＣ 是血管平滑肌细 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬ
ＶＳＭＣ)向成骨细胞转分化的复杂生物学过程ꎬ钙化

过程与骨骼形成类似[１０]ꎬ矿物质骨异常有助于 ＶＣ
的发生[１１]ꎮ 本研究发现ꎬ在一般的骨代谢指标中ꎬ
与对照组相比ꎬＣＫＤ 血管钙化组 Ｃａ、１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３

和 ＰＴＨ 明显降低ꎬＰ 和 Ｃａ∗Ｐ 升高ꎬ血清 ＰＴＨ 降低

和 Ｃａ∗Ｐ 升高是 ＶＣ 的独立危险因素ꎮ 肾功能衰竭

后ꎬ肾小球滤过率下降ꎬ故尿磷排出减少ꎬ血磷逐渐

升高ꎮ ＰＴＨ 具有升钙降磷的生理作用ꎬ血清 ＰＴＨ 降

低势必导致血钙降低ꎬ血磷进一步升高ꎮ 高磷血症

可抑制合成 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 所必须的 １α－羟化酶的

活性ꎬ导致 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 缺乏合成受阻ꎮ 此外ꎬ肾
小管受损本身可直接导致 １α－羟化酶缺乏ꎬ进一步

加重 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 缺乏ꎬ导致血钙进一步降低ꎮ 因

此ꎬＣＫＤ 典型的矿物质代谢紊乱表现为低血钙、高
血磷和 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 缺乏ꎮ 大量研究表明ꎬ高磷血

症和 Ｃａ∗Ｐ 升高是促进 ＶＣ 发生和进展的主要原

因ꎬ推测与高血磷上调成骨细胞转录因子 Ｒｕｎｘ２ 和

ｏｓｔｅｒｉｘ 从而刺激 ＶＳＭＣ 向成骨细胞转分化ꎬ并促进

ＶＳＭＣ 基体矿化和 ＶＳＭＣ 凋亡细胞等相关[１１－１３]ꎮ
维生素 Ｄ 对骨骼矿化有重要作用ꎬ骨矿化受损与缺

乏 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 有关ꎮ 目前ꎬ１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 缺乏

促进 ＶＣ 的确切机制尚不清楚ꎬ推测与骨矿化受阻

致血清无机磷升高、促进成骨细胞分化因子 ＭＳＸ２、
ＢＭＰ２ 和 Ｒｕｎｘ２ 的表达、诱导炎症和氧化应激致内

皮间质转化等相关[１３－１５]ꎮ
由于 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 缺乏致骨形成和矿化过程

受损ꎬ缺氧诱导因子－１α 和抗氧化剂 Ｎｒｆ２ 减少致骨

髓细胞表达血管内皮生长因子￣Ａ 降低[１６]ꎬ尿毒症

毒素硫酸吲哚酚抑制成骨细胞转录因子 ｏｓｔｅｒｉｘꎬＯＣ
和 ＢＭＰ２ 的 ｍＲＮＡ 表达进而抑制骨形成ꎬ同时抑制

ＲＡＮＫＬ 的表达进而抑制 ＲＡＮＫＬ 依赖的破骨细胞

分化和成熟等[１７]ꎬＣＫＤ 骨转换异常可表现为低骨

转换[１８－１９]ꎮ 本研究发现ꎬ与对照组相比ꎬＣＫＤ 血管

钙化组 ｔＰＩＮＰ、β￣ＣＴＸ、ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 明显降低ꎬ低 ＰＴＨ
和 ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 是 ＶＣ 的独立危险因素ꎮ ｔＰＩＮＰ 和 β￣
ＣＴＸ 分别是反映骨形成和骨吸收的骨代谢标志

物[９]ꎬ而 ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 主要来源于破骨细胞ꎬ是 ＣＫＤ
患者良好的骨吸收标志物ꎮ 此外ꎬＰＴＨ 被认为是评

估 ＣＫＤ 患 者 骨 转 换 最 有 价 值 的 骨 代 谢 标 志

物[２０－２１]ꎬ低 ＰＴＨ 预示着低骨转换的可能性较大ꎮ
因此ꎬ本研究结果表明 ＣＫＤ 血管钙化大鼠呈低骨转

换ꎬ且与 ＶＣ 密切相关ꎬ这是由于低骨转换使骨骼缓

冲细胞外钙和磷酸盐的能力降低ꎬ循环中升高的钙

和无机磷难以进入骨骼ꎬ进而促进 ＶＣ 的发生[１９]ꎮ

２９ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



本研究还发现ꎬ低 ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 是 ＶＣ 的独立危险因

素ꎮ 磷酸化的骨桥蛋白(ＯＰＮ)可抑制 ＨＡ 的形成和

生长ꎬＴＲＡＣＰ 能使 ＯＰＮ 去磷酸化从而消除 ＯＰＮ 对

ＨＡ 的抑制作用[２２]ꎬ提示 ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 降低导致 ＶＣ
的发生可能与促进 ＨＡ 沉积于血管平滑肌相关ꎮ 目

前ꎬＴＲＡＣＰ￣５ｂ 导致 ＶＣ 发生的机制研究甚少ꎬ未来

需要进一步研究ꎮ
本研究进一步探讨了骨代谢标志物与钙化严

重程度的相关性ꎬ发现与轻中度钙化组相比ꎬ重度

钙化组血清 Ｃａ∗Ｐ、ＰＴＨ、ＢＡＬＰ、β￣ＣＴＸ 明显升高并

与钙化程度正相关ꎬ而 ＯＣ 明显降低并与钙化程度

负相关ꎬｔＰＩＮＰ 和 ＴＲＡＣＰ￣５ｂ 随钙化程度的增加呈

上升趋势ꎬ血清 Ｃａ∗Ｐ 升高和 ＯＣ 降低是钙化严重

程度的独立危险因素ꎮ ＢＡＬＰ 由成骨细胞分泌ꎬ可
通过去磷酸化使 ＯＰＮ 失活ꎬ从而抑制 ＯＰＮ 对体外

矿化的抑制作用ꎬ在很大程度上促进 ＶＣ 的发

生[２２]ꎮ 此外ꎬＢＡＬＰ 可通过降解 ＶＣ 的重要抑制剂

焦磷酸盐ꎬ促进血管中羟基磷灰石沉积导致 ＶＣ[２３]ꎬ
血清 ＢＡＬＰ 升高与主动脉钙化正相关[２４－２５]ꎮ ＯＣ 是

骨矿化基质中最丰富的非胶原蛋白ꎬ主要由成熟的

成骨细胞分泌ꎮ 完全羧化的 ＯＣ 对 ＨＡ 的亲和力

高ꎬ血管壁 ＯＣ 表达上调可促进血管中膜钙化[２６]ꎮ
与之相反ꎬ未完全羧化的 ＯＣ 与 ＨＡ 的亲和力低ꎬ更
容易被释放到血液循环中ꎬ并通过调节血管内皮功

能和糖脂代谢及减轻炎症等途径对血管起保护作

用[２７－２８]ꎬ故血清 ＯＣ 降低可能通过破坏血管内皮功

能和糖脂代谢平衡间接导致血管钙化ꎮ 在亚洲进

行的研究中ꎬ有 ３７％的报告表明血清 ＯＣ 与 ＶＣ 或

动脉粥样硬化负相关[２８]ꎬ低血清 ＯＣ 会增加心血管

疾病发生的风险[２９－３０]ꎮ 另外ꎬ尽管 ＢＡＬＰ 和 ＯＣ 均

为反映骨形成的指标ꎬ但本次研究发现随着肾功能

下降ꎬ血清 ＢＡＬＰ 升高而 ＯＣ 降低ꎬ这可能是由于首

先ꎬＢＡＬＰ 合成与骨基质矿化密切相关ꎬ当骨骼矿化

受阻时成骨细胞分泌大量的 ＢＡＬＰꎬ使血清 ＢＡＬＰ 明

显升高[９]ꎮ 其次ꎬＶＳＭＣ 转分化为成骨样细胞后可

分泌 ＢＡＬＰ [２３]ꎬ故循环中 ＢＡＬＰ 水平的增加可能部

分来自钙化的动脉[３１]ꎮ 最后ꎬＯＣ 是在骨基质矿化

之后才能表达[９]ꎬ故骨骼矿化受阻时血清 ＢＡＬＰ 升

高而 ＯＣ 降低ꎮ 由此可见ꎬ本研究发现尽管 ＣＫＤ 血

管钙化大鼠处于低骨转换状态ꎬ但随着低钙血症、
高磷血症、１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 缺乏和骨骼对 ＰＴＨ 抵抗

的发生ꎬ骨代谢的关键调节因子 ＰＴＨ 分泌逐渐增

多ꎮ 升高的血清 ＰＴＨ 直接作用于成骨细胞和骨细

胞促进骨形成ꎬ间接作用于破骨细胞促进骨吸收ꎬ
加速骨重塑和骨转换ꎮ 在这种情况下ꎬ成骨细胞和

破骨细胞的活性增加ꎬ大量的钙和磷酸盐从骨骼中

释放出来ꎮ 此外ꎬ由于快速的骨重塑阻止了新形成

骨的充分矿化ꎬ循环中钙和无机磷的水平进一步增

加ꎬ从而促进血管钙化的发生和进展[５ꎬ１９]ꎮ 因此ꎬ本
研究的上述结果表明ꎬ随着血清 ＰＴＨ、ＢＡＬＰ 和 β￣
ＣＴＸ 的升高和 ＯＣ 降低ꎬ血管钙化程度增加ꎬ表明骨

转换速率加快和骨骼矿化受损均可加剧血管钙化ꎬ
这与骨代谢加快致骨骼释放钙和磷增加以及骨骼

矿化受阻共同导致血清钙磷水平升高有关ꎬ同时这

也是 Ｃａ∗Ｐ 升高作为血管钙化严重程度独立危险

因素的原因之一ꎮ
综上所述ꎬ本次研究表明 ＣＫＤ 大鼠血管钙化与

矿物质骨代谢紊乱紧密相关ꎬ钙磷乘积升高和骨转

换异常会促进血管钙化的发生及进展ꎮ ＣＫＤ 大鼠

血管钙化与血清骨代谢标志物的关系密切ꎬ通过检

测血清骨代谢标志物ꎬ有利于评估血管钙化的发

生、判断其严重程度并预测其进展ꎬ对临床上制定

和改善 ＣＫＤ￣ＭＢＤ 的诊疗方案有重要意义ꎬ进而有

助于降低 ＣＫＤ 患者心血管疾病的发生率及死亡率ꎬ
未来有必要进行更多的研究以进一步探讨相关骨

代谢标志物导致血管钙化的具体机制ꎮ
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玉屏苍耳散对实验性 ＡＲ 大鼠维甲酸相关孤儿
核受体 γｔ 及相关因子表达的影响
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(贵州医科大学附属医院　 耳鼻咽喉科ꎬ贵阳　 ５５０００４)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究玉屏苍耳散对实验性变应性鼻炎(ＡＲ)大鼠维甲酸相关孤儿核受体 γｔ(ＲＯＲγｔ)及相关

因子表达的影响ꎮ 方法　 将 ４０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常组ꎬ模型组ꎬ玉屏苍耳散组ꎬ西替利嗪组ꎬ每组各 １０ 只ꎮ 采

用卵清蛋白致敏法构建 ＡＲ 大鼠模型ꎮ 灌胃给药ꎬ给药剂量按照大鼠体重计算:玉屏苍耳散组(１０ ｇ / ｋｇ)ꎬ西替利嗪

(２ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ正常组以及模型组灌胃给予等量的生理盐ꎬ酶联免疫法检测各组大鼠鼻粘膜组织细胞因子 ＩＬ￣１７、
ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣２３ 以及 ＩＬ￣６ 的分泌水平ꎻＨＥ 染色检测各组大鼠鼻黏膜组织损伤程度ꎻ采用免疫组化法检测各组大鼠鼻

黏膜组织中 ＲＯＲγｔ 蛋白的表达ꎻ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测各组大鼠鼻黏膜组织中 ＲＯＲγｔ、ＩＬ￣１７ 以及 ＩＬ￣２３ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ
结果　 与正常组比较ꎬ模型组大鼠鼻部症状评分、鼻粘膜厚度、细胞因子 ＩＬ￣１７、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣２３、ＩＬ￣６ 表达及 ＲＯＲγｔ、
ＩＬ￣１７ 以及 ＩＬ￣２３ ｍＲＮＡ 表达明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ玉屏苍耳散组与西替利嗪组上述指标均明显降低

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 玉屏苍耳散可调控 ＲＯＲγｔ 以及相关因子 ＩＬ￣１７、ＩＬ￣２３ 的表达ꎬ发挥对 ＡＲ 具有免疫调节作用ꎮ
【关键词】 　 玉屏苍耳散ꎻＡＲꎻ大鼠ꎻ维甲酸相关孤儿受体ꎻ白细胞介素 １７
【中图分类号】 Ｒ￣３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１￣７８５６(２０２１) ０１￣００９５￣０６

Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ
ａｃｉｄ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｏｒｐｈａｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γｔ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ

ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ

ＺＨＡＮＧ Ｔｉａｎꎬ ＹＵ Ｇｕｏｄｏｎｇ∗ꎬ ＧＵ Ｐｉｎｇꎬ ＪＩＮ Ｙｉｎｇ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕｉｙａｎｇ ５５０００４)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｏｒｐｈａｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γｔ (ＲＯＲγｔ) ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ (ＡＲ) ｒａｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ ＳＤ
ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｉｔｈ １０ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ＡＲ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｇｇ ａｌｂｕｍｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ . Ｔｈｅ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ
ｐｏｗｄｅｒ ｄｏｓｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒａｔｓ’ ｗｅｉｇｈｔｓ ａｓ ｔｈｅ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｇｒｏｕｐꎬ １０ ｇ / ｋｇ ａｎｄ ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅ ｇｒｏｕｐꎬ ２ ｍｇ /
ｋｇ. Ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｔ ｂｙ ｇａｖａｇｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＬ￣１７ꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣２３ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣６ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ’ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｈ＆Ｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲ Ｔ



ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒａｔ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＲＯＲγｔꎬ ＩＬ￣１７ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣２３ ｉｎ
ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｎａｓａｌ
ｓｙｍｐｔｏｍ ｓｃｏｒｅｓꎬ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＬ￣１７ꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣２３ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣６ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＯＲγｔꎬ ＩＬ￣１７ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣２３ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ (Ｐ < ０􀆰 ０５).
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｐｏｗｄｅｒ ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲ Ｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ＩＬ￣１７ ａｎｄ ＩＬ￣２３ꎬ ａｎｄ ｐｌａｙ
ａｎ ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ＡＲ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｙｕｐｉｎｇ Ｃａｎｇ’ｅｒ ｐｏｗｄｅｒꎻ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓꎻ ｒａｔｓꎻ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｏｒｐｈａｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７

　 　 变应性鼻炎(ＡＲ)是耳鼻喉科常见疾病ꎬ发病

率达 ３０％左右[１－２]ꎬ且发病人数逐年增加[３]ꎮ ＡＲ 的

主要临床症状为鼻痒、鼻塞、喷嚏、流涕、头疼等ꎬ严
重影响患者的身心健康以及日常生活[４]ꎮ 然而常

规的西药或者手术治疗效果不佳ꎬ且病情反复ꎬ治
疗瓶颈长期存在[５]ꎮ 中医认为 ＡＲ 属“鼻鼽”范畴ꎬ
中药治疗以益气固表、宣肺通窍、补益脾肾为主ꎮ
相关研究[６]表明:玉屏苍耳散对于 ＡＲ 具有显著的

治疗效果ꎬ可以明显改善甚至消除 ＡＲ 的相关临床

症状ꎮ 但是关于玉屏苍耳散对于 ＡＲ 的治疗作用机

制尚未明确ꎬ因此本研究建立实验性 ＡＲ 大鼠模型ꎬ
进一步验证了玉屏苍耳散对实验性 ＡＲ 大鼠的治疗

效果并对其相关机制进行研究ꎬ为该药的应用提供

科学的理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

１１ 周龄的 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠ꎬ体重(２６６±１５)
ｇꎬ共计 ４０ 只ꎬ由贵州医科大学实验动物中心提供

[ＳＣＸＫ(黔)２０１８－０００１]ꎻ依照贵州医科大学实验动

物中心实验动物管理办法ꎬ室温下标准饲料、自由

饮水ꎮ 饲养环境:昼夜明暗各半循环照明ꎬ在 ２２℃ ~
２６℃下维持恒定湿度ꎬ适应性饲养一周后用于实验ꎮ
所有动物均在本实验室 ＳＰＦ 级动物房饲养[ＳＹＸＫ
(黔)２０１８－０００１ ]ꎬ动物的使用及操作按照本院动

物管理委员会(ＩＡＣＵＣ２０１８－０３５)的规定执行ꎬ并在

不影响实验要求和结果基础上ꎬ按照 ３Ｒ 原则给予

人道主义关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

玉屏苍耳散由我院中药制剂室提供ꎻ西替利嗪

(国药准字 Ｈ２００３０１９１)购买于成都恒瑞制药有限

公司ꎻ氢氧化铝购自天津江天化工试剂有限公司ꎻ
卵清蛋白(ＯＶＡ)购买于美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ ｃＤＮＡ 逆

转录试剂盒购买于北京索莱宝科技有限公司ꎻ戊巴

比妥购买于成都嘉叶生物科技有限公司ꎻ白细胞介

素(ＩＬ￣１７)、维甲酸相关孤儿核受体 γｔ(ＲＯＲγｔ)以及

白细胞介素(ＩＬ￣２３)引物由上海生工生物工程股份

有限公司设计合成ꎻ ＩＬ￣１７、 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 以及 ＩＬ￣２３
酶联免疫试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司ꎻＲＯＲγｔ 免疫组化试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒购于美国

ｓｉｇｍａ 公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液 Ｉ 购于英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ紫
外分 光 光 度 计 ( Ｔｈｅｒｍｏꎬ 美 国 )ꎻ 倒 置 显 微 镜

(ＯＬＹＭＰＵＳꎬ日本)ꎻ超低温冰箱(Ｓｉｅｍｅｎｓꎬ德国)ꎻ高
速离心机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ德国)ꎻ切片机(Ｌｅｉｃａꎬ德国)ꎻ
ＡＢＩ ７５００ 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 ( Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ美国)ꎻ多功能酶标仪(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒꎬ美
国)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组及建模

本研究设置正常组ꎬ模型组ꎬ治疗组ꎬ西替利嗪

组ꎬ每组 １０ 只大鼠ꎮ 除正常组外ꎬ其余各组在第 ０、
２、４、６、８、０、１２ 天以及第 １４ 天对于 ＳＤ 大鼠进行腹

腔注射 １ ｍＬ 由 ２０ ｍｇ 卵清蛋白与 ３０ ｍｇ 氢氧化铝

配置的 ＰＢＳ 混悬液构建 ＡＲ 大鼠模型ꎮ 正常组注射

等量无菌 ＰＢＳ 溶液ꎮ 在第 １５ ~ ３０ 天时间段ꎬ正常

组、模型组以 ５％ ＯＶＡ 生理盐水 １００ μＬ 双侧滴鼻激

发ꎬ治疗组、西替利嗪组分别以 １０ ｇ / ｋｇ 及西替利嗪

２ ｍｇ / ｋｇ 灌胃给药ꎬ３０ ｍｉｎ 后以 ５％ ＯＶＡ 生理盐水

共 １００ μＬ 双侧滴鼻激发ꎬ正常组大鼠给予等量的不

含 ＯＶＡ 的 ＰＢＳ 溶液ꎬ每天 １ 次ꎮ 模型的建立通过

大鼠鼻部症状评分进行检测:于第一次药前以及末

次给药后观察 ３０ ｍｉｎ 内大鼠鼻窦炎症状ꎬ评分规

则[７]如表 １ꎮ 病理评分由 ２ 名经过训练的人员分别

进行评定ꎬ若意见不一致ꎬ则由第 ３ 名人员进行

评判ꎮ

６９ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 １　 大鼠鼻部症状评分表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒａｔｉｎｇ ｓｃａｌｅ ｏｆ ｎａｓａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ ｒａｔｓ

症状
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ

评分标准
Ｓｃｏｒｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉａ

轻度(１ 分)
Ｍｉｌｄ (１ ｐｏｉｎｔ)

中度(２ 分)
Ｍｅｄｉｕｍ (２ ｐｏｉｎｔｓ)

重度(３ 分)
Ｈｅａｖｙ (３ ｐｏｉｎｔｓ)

轻擦鼻
Ｄａｂ ｔｈｅ ｎａｓａｌ

３０ ｍｉｎ 内 １~４ 次
１~４ ｔｉｍｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ

３０ ｍｉｎ 内 ５~９ 次
５~９ ｔｉｍｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ

３０ ｍｉｎ 内>１０ 次
Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １０ ｔｉｍｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ３０ ｍｉｎ

喷嚏
Ｓｎｅｅｚｉｎｇ

３０ ｍｉｎ 内 １~３ 个
１~３ ｗｉｔｈｉｎ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ

３０ ｍｉｎ 内 ４~１０ 个
４~１０ ｗｉｔｈｉｎ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ

３０ ｍｉｎ 内>１０ 个
Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １０ ｗｉｔｈｉｎ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ

清涕
Ｑｉｎｇ ｓｔｕｆｆ

少量流涕
Ａ ｌｉｔｔｌｅ ｒｕｎｎｙ ｎｏｓｅ

流涕到鼻孔
Ｒｕｎｎｙ ｎｏｓｅ ｔｏ ｎｏｓｔｒｉｌｓ

鼻腔周围附带分泌物
Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ

１􀆰 ３􀆰 ２　 大鼠鼻腔黏膜细胞因子检测

将各组大鼠处死后分离鼻腔黏膜ꎬ加入 ＲＩＰＡ
裂解 １０ ｍｉｎꎬ离心 ５ ｍｉｎꎬ收集上清ꎬ采用酶联免疫吸

附试剂盒测定各组大鼠鼻粘膜组织中 ＩＬ￣１７、ＩＬ￣２３、
ＴＮＦ￣α 以及 ＩＬ￣６ 的浓度ꎮ 根据试剂盒说明书通过

多功能酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处吸光度ꎬ根据标准曲线

计算各组样本中 ＩＬ￣１７、ＩＬ￣２３、ＴＮＦ￣α 以及 ＩＬ￣６ 的

浓度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠鼻黏膜组织 ＨＥ 检测

腹腔麻醉后ꎬ固定ꎬ开胸ꎬ用注射器吸取生理盐

水 １００ ｍＬ 进行心脏灌注ꎬ然后灌注 １００ ｍＬ ４％多聚

甲醛固定液ꎬ待大鼠肝、脾变色后表示灌注完成ꎬ剔
除大鼠鼻面部皮肤以及周边软组织ꎬ取包含鼻黏膜

的鼻腔组织ꎬ４％甲醛溶液固定ꎬ常规石蜡切片ꎬ苏木

精－伊红染色ꎬ显微镜下进行病理学观察ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫组化法检测各组大鼠鼻黏膜中 ＲＯＲγｔ
的表达

采用免疫组织化学染色法(ＳＡＢＣ)检测大鼠鼻

黏膜组织中 ＲＯＲγｔ 的表达:首先ꎬ将标本按常规方

法制成石蜡切片ꎬ厚度为 ４ μｍꎬ常规脱蜡ꎬ血清封

闭ꎬ抗原修复后根据 ＲＯＲγｔ 免疫组化试剂盒说明书

进行操作ꎮ 待染色完成后ꎬ于显微镜下观测并拍照

记录ꎬ以棕褐色或者棕黄色反应产物为阳性ꎬ采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行光密度分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测

收集各组大鼠鼻黏膜ꎬ根据 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒说明

书操作ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ采用紫外分光光度计对 ＲＮＡ
浓度进行检测ꎮ 使用 ｃＤＮＡ 逆转录试剂盒将 ＲＮＡ
逆转录为 ｃＤＮＡꎬ反应条件:９５℃ 预变性 １０ ｓꎻ ９５℃
变性 ５５ ｓꎻ ５９℃退火 ４５ ｓꎻ ７０℃延伸 ６０ ｓꎬ共 ４０ 个

循环ꎮ 以 β￣ａｃｔｉｎ 做为扩增内参ꎬ采用 ＡＢＩ ７５００ 实

时荧光定量 ＰＣＲ 仪对扩增结果进行数据分析ꎮ 引

物 序 列 为ꎬ ＲＯＲγｔ ( 正 向: ５ ’ －
ＣＡＴＣＴＣＣＡＧＣＣＴＣＡＧＣＴＴＴＧＡ￣３ ’ꎬ 反 向: ５ ’ －
ＴＣＣＣＣＣＡＧＡＡＧＴＣＣＴＴＡＡＡＴＣＣ￣３’)ꎻ ＩＬ￣２３ ( 正向:
５’ － ＡＣＡＣＡＣＡＣＣＡＧＴＧＧＧＡＣＡＡＡ －３’ꎬ反向:５’ －
ＡＣＡＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＣＡＣＴＧＧＡ￣３’)ꎻＩＬ￣１７(正向:５’￣
ＴＣＴＣＴＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴ￣３ ’ꎬ 反 向: ５ ’ －
ＣＧＴＧＧＡＡＣＧＧＴＴＧＡＧＧＴＡＧＴ￣３’)ꎻ β￣ａｃｔｉｎ ( 正 向:
５ ’￣ＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧ￣３ ’ꎬ 反 向: ５ ’￣
ＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣ￣３’)ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据采用软件 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
５ 进行分析ꎬ数据以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )来表示ꎬ
组间采用单因素方差分析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 代表数据间具有

统计学差异ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠鼻部症状评分检测

首次给药前模型组和玉屏苍耳散组以及西替

利嗪组鼻部症状评分大于 ５ 分ꎬ相比于正常组ꎬ鼻部

评分显著升高 (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 末次给药后ꎬ模型组评

分显著高于正常组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ玉屏苍耳散组以及西

替利嗪组显著低于模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ玉屏苍耳散组

与西替利嗪组在评分上无统计学差异(Ｐ>０􀆰 ０５)见
表 ２ꎮ
２􀆰 ２　 大鼠鼻黏膜组织炎性细胞因子检测

与正常组比较ꎬ模型组大鼠鼻黏膜组织中细胞

因子 ＩＬ￣１７、ＩＬ￣２３、ＴＮＦ￣α 以及 ＩＬ￣６ 明显增加(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ玉屏苍耳散组与模型组相比鼻黏膜组织中

ＩＬ￣１７、ＩＬ￣２３、ＴＮＦ￣α 以及 ＩＬ￣６ 表达明显显著降低(Ｐ
<０􀆰 ０５)ꎻ玉屏苍耳散组与西替利嗪组相比ꎬ细胞因

子表达无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ见图 １ꎮ
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表 ２　 各组大鼠鼻部症状检测(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎａｓａｌ ｓｙｍｐｔｏｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

鼻部症状评分
Ｎｏｓｅ ｓｙｍｐｔｏｍ ｓｃｏｒｅ

首次给药前
Ｂｅｆｏｒｅ ｆｉｒｓｔ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

末次给药后
Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ５３±０􀆰 ６２ １􀆰 ６２±０􀆰 ４５

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ８８±０􀆰 ４９＃ ８􀆰 ０３±０􀆰 ４２＃

玉屏苍耳散组
Ｙｕ Ｐｉｎｇｃａｎｇｅｒ Ｐｏｗｄｅｒ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ０５±０􀆰 ５６ ２􀆰 ６９±０􀆰 ５３∗

西替利嗪组
Ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ２２±０􀆰 ４４ ２􀆰 ４２±０􀆰 ３０∗

注:与模型组比ꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ 与正常组比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

注:Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:玉屏苍耳散组ꎻＤ:西替利嗪组ꎻ与正常组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ 下同ꎮ

图 １　 各组大鼠鼻黏膜组织细胞因子分泌情况

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｙｕ Ｐｉｎｇｃａｎｇｅｒ Ｐｏｗｄｅｒ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ Ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ
∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 大鼠鼻黏膜组织 ＨＥ 染色

相比于正常组ꎬ模型组大鼠鼻黏膜组织中显著

增厚(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ玉屏苍耳散组与西替利嗪组大鼠相

比于模型组ꎬ鼻粘膜增厚程度显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
玉屏苍耳散组与西替利嗪组相比无显著性差异(Ｐ>
０􀆰 ０５)见图 ２ꎮ
２􀆰 ４　 各组大鼠鼻粘膜组织 ＲＯＲγｔ 的表达

与正常组比较ꎬ模型组大鼠鼻粘膜组织 ＲＯＲγｔ
表达明显增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ玉屏苍耳

散组与西替利嗪组大鼠鼻粘膜组织 ＲＯＲγｔ 表达显

著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ玉屏苍耳散组与西替利嗪组相比

ＲＯＲγｔ 表达无明显差异(Ｐ>０􀆰 ０５)见图 ３ꎮ
２􀆰 ５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测大鼠鼻黏膜组织 ＲＯＲγｔ、ＩＬ￣
２３、ＩＬ￣１７ ｍＲＮＡ 的表达

与正常组比较ꎬ模型组大鼠鼻黏膜组织 ＲＯＲγｔ、
ＩＬ￣２３ 以及 ＩＬ￣１７ ｍＲＮＡ 的表达明显增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ
与模型组比较ꎬ玉屏苍耳散组与西替利嗪组大鼠鼻

黏膜组织中 ＲＯＲγｔ、ＩＬ￣２３ 以及 ＩＬ￣１７ ｍＲＮＡ 的表达

显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ玉屏苍耳散组与西替利嗪组相

比无明显差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ见图 ４ꎮ
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图 ２　 各组大鼠鼻黏膜组织 ＨＥ 染色情况

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 各组大鼠鼻黏膜组织 ＲＯＲγｔ 的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＲ Ｔ ｉｎ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 各组大鼠 ＲＯＲγｔ 以及相关因子的表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＯＲ Ｔ ａｎｄ
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

随着中医药理论的完善ꎬ中药应用于 ＡＲ 的研

究受到众多研究者的重视与关注[６－１１]ꎮ 据报道[１２]ꎬ
玉屏苍耳散对于 ＡＲ 具有一定的治疗效果ꎬ可明显

改善 ＡＲ 的临床症状ꎮ 但是ꎬ玉屏苍耳散对 ＡＲ 治

疗的作用机制仍不清楚ꎮ 在本研究中ꎬ建立 ＡＲ 大

鼠模型ꎬ结果显示模型组大鼠鼻部症状检测评分以

及炎性因子水平分泌显著高于正常组ꎬ证明模型建

立成功ꎮ 给予玉屏苍耳散治疗后ꎬ相比于模型组大

鼠ꎬ玉屏苍耳散组大鼠的评分以及炎性因子分泌水

平显著降低ꎬ表明玉屏苍耳散对于 ＡＲ 大鼠具有明

显的治疗作用ꎮ

近年来ꎬＴｈ１７ 细胞被发现并被广泛研究报道ꎬ
相关研究[１３－１５]表明 Ｔｈ１７ 细胞参与某些过敏性疾病

的发生与发展ꎮ 有研究[１６] 发现在 ＡＲ 鼻粘膜中

Ｔｈ１７ 明显升高ꎮ Ｔｈ１７ 主要分泌细胞因子 ＩＬ￣１７ꎬＩＬ￣
１７ 具有促炎作用ꎬ可诱导促炎细胞因子如 ＩＬ￣６、
ＴＮＦ￣α 等的分泌ꎬ引发组织细胞的炎性浸润ꎬ造成组

织损伤[１７]ꎮ 本研究中ꎬ模型组大鼠炎症因子 ＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣６ 表达显著升高ꎬ玉屏苍耳散显著降低鼻黏膜

部位的炎症因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 的水平ꎬ证明玉屏苍耳

散可改善 ＡＲ 大鼠鼻部组织的炎性浸润ꎬ发挥治疗

作用ꎮ ＩＬ￣２３ 作为 ＩＬ￣１２ 家族的一员ꎬ可促进 Ｔｈ１７
细胞分泌 ＩＬ￣１７ 等细胞因子发挥生物学功能ꎬＩＬ￣２３
参与 Ｔｈ１７ 的扩增与存活ꎬ是维持 Ｔｈ１７ 存活的重要

因子[１８－１９]ꎮ 模型组大鼠鼻粘膜部位的 ＩＬ￣２３ 以及

ＩＬ￣１７ 表达水平显著高于正常大鼠ꎬ玉屏苍耳散组表

达水平明显降低ꎮ
ＲＯＲγｔ 是 Ｔｈ１７ 细胞的特异性转录因子ꎬＲＯＲγｔ

在预防免疫激活和抑制炎性病变中至关重要[２０]ꎬ在
过敏性疾病、感染以及自身免疫病的发生发展中起

到重要作用[２１ － ２２]ꎮ 在本研究中ꎬ模型组大鼠鼻黏膜

ＲＯＲγｔ 以及相关因子 ＩＬ￣２３ 和 ＩＬ￣１７ 的 ｍＲＮＡ 表达

显著高于正常组ꎬ说明 ＲＯＲγｔ、ＩＬ￣２３ 和 ＩＬ￣１７ 参与

过敏性鼻炎的发展ꎮ 玉屏苍耳散中的中药成分对

于机体的免疫调节已有报道ꎬ刘慧等[２３] 在研究治疗

胶原诱导性关节炎小鼠的机制中发现ꎬ黄芪糖蛋白

能够降低 ＲＯＲγｔ 的表达水平ꎬ恢复 Ｔｈ１７ 与 Ｔｒｅｇ 细

９９中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



胞之间的平衡ꎮ 另有报道称[２４]ꎬ金银花可通过下调

鼻黏膜 ＲＯＲγｔ 表达水平ꎬ纠正其失衡ꎬ并抑制 ＩＬ￣１７
产生ꎬ从而缓解鼻部炎性反应ꎮ 本研究中玉屏苍耳

散组大鼠 ＲＯＲγｔ 以及相关因子表达明显降低ꎬ揭示

了玉屏苍耳散可以通过抑制 ＲＯＲγｔ、ＩＬ￣２３ 的表达ꎬ
从而抑制 ＴＨ１７ 细胞扩增与存活ꎬ进而降低 ＩＬ￣１７ 的

分泌ꎬ抑制炎性的浸润ꎬ从而发挥对 ＡＲ 的治疗

作用ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过建立 ＡＲ 大鼠模型验证

了玉屏苍耳散抑制 ＲＯＲγｔ 以及相关因子 ＩＬ￣１７、ＩＬ￣
２３ 的表达ꎬ从而发挥对 ＡＲ 的治疗作用ꎮ 由于 ＡＲ
发病因素复杂ꎬ病情发展过程受众多因素调控ꎮ 因

此玉屏苍耳散对于 ＡＲ 的作用机制有待深入研究ꎮ
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鼠痘病毒 ＦＱ￣ＰＣＲ 检测方法的建立及初步应用

王莎莎＃ꎬ付　 瑞＃ꎬ王　 吉∗ꎬ岳秉飞∗

(中国食品药品检定研究院ꎬ北京　 １０２６２９)

　 　 【摘要】　 目的　 建立鼠痘病毒(ＥＣＴＶ)的 ＴａｑＭａｎ 探针法荧光定量 ＰＣＲ 检测方法ꎬ并对实验室保存的裸鼹鼠组织样

本、小鼠组织样本以及黄鼠组织样本进行检测ꎮ 方法　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中鼠痘病毒的 ｃｒｍＤ 基因序列设计引物探针ꎬ建立

ＥＣＴＶ 的 ＦＱ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ对保存的样本进行筛查ꎬ并对部分阳性样本进行测序鉴定ꎮ 结果　 建立的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检

测方法灵敏度高、特异性强ꎬ最低能检测到 ＥＣＴＶ 核酸浓度为 １０ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的样本ꎬ方法的标准曲线相关参数符合标准ꎮ
使用该方法检测实验室 ６３份裸鼹鼠脾组织样本和 ２２份小鼠脾组织样本ꎬ结果全为阴性ꎬ检测 ４ 只黄鼠组织样本ꎬ结果阳

性率为 ５０％ꎮ 阳性样本进行 ＰＣＲ 检测后测序比对为 ＥＣＴＶ 核酸序列ꎮ 结论　 经验证ꎬ建立的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检测方法能

够灵敏特异的对样本中的 ＥＣＴＶ 进行筛查ꎬ实验室小鼠的日常监测不应忽视 ＥＣＴＶ 污染的潜在风险ꎮ
【关键词】 　 鼠痘病毒ꎻＴａｑＭａｎ 探针法荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎻ裸鼹鼠ꎻ黄鼠
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ＥＣＴＶ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＦＱ￣ＰＣＲ
ａｓｓａｙ ｆｏｒ ＥＣＴＶ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｅ ＥＣＴＶ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｒｍＤ ｇｅｎｅ ｉｎ ＥＣＴＶ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａ ｍｉｎｉｍｕｍ ｏｆ １０ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ＤＮＡ. Ｔｈｅ ａｓｓａｙ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ６３
ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔ ｓｐｌｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ２２ ｍｏｕｓｅ ｓｐｌｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｒａｉｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ . Ｉｎ
ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｎｄ ｓｑｕｉｒｒｅｌｓ ｒａｉｓｅｄ ｉｎ ｏｕｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ５０％. Ｓｏｍｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｒｍＤ ｇｅｎｅ ｈａｄ ９９％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｔｏ ＥＣＴＶ ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｒｏｕｔｉｎｅ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｏｆ ＥＣＴＶ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｉｇｎｏｒｅｄ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｃｔｒｏｍｅｌｉａ ｖｉｒｕｓꎻ ＴａｑＭａｎ ＦＱ￣ＰＣＲꎻ ｎａｋｅｄ ｍｏｌｅ ｒａｔｓꎻ ｇｒｏｕｎｄ ｓｑｕｉｒｒｅｌ

　 　 鼠痘病毒(ｅｃｔｒｏｍｅｌｉａ ｖｉｒｕｓꎬＥＣＴＶ)是一类有囊
膜ꎬ基因组为 １８０ ~ ２００ ｋｂ 大小的线性双股 ＤＮＡ 病
毒ꎬ是动物病毒中体积大、结构最复杂的 ＤＮＡ 病毒ꎬ

病毒粒子呈卵圆形或砖形ꎬ大小为 ２３０ ｎｍ×１７０ ｎｍꎬ
在分类上属于痘病毒科ꎬ脊索动物痘病毒亚科ꎬ正痘
病毒属ꎮ ＥＣＴＶ 的自然宿主为小鼠ꎬ１９３０ 年首次在英



国的实验小鼠种群中分离ꎬ随后在墨西哥、日本、美
国、中国均有发现[１]ꎮ ＥＣＴＶ 多呈爆发性流行ꎬ致死
率较高ꎬ常造成全群淘汰ꎬ危害极大ꎮ 不同宿主的易
感性不同ꎬ临床上急性感染小鼠以四肢、尾和头部肿
胀、溃烂、坏死甚至脚趾脱落为特征ꎬ故又称脱脚病ꎬ
而隐性带毒鼠通常没有明显症状ꎬ为实验小鼠种群的
重大安全隐患ꎮ 实验室常用酶联免疫吸附试验检测
ＥＣＴＶ 抗体进行日常监测ꎬ而隐性带毒鼠的血清抗体
水平较低ꎬ血清学检测方法有可能造成假阴性[２]ꎬ且
感染动物的病毒抗体的产生存在空窗期ꎬ因此ꎬ对实
验小鼠的 ＥＣＴＶ 核酸筛查在感染初期非常重要ꎮ 本
研究建立了 ＥＣＴＶ 特异灵敏的 ＴａｑＭａｎ 探针法实时荧
光定量 ＰＣＲ(ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬＦＱ￣ＰＣＲ)
检测方法ꎬ能够实现快速批量检测ꎬ且首次在黄鼠组
织中检测到 ＥＣＴＶ 核酸ꎬ提示在使用实验用动物时还
需重视 ＥＣＴＶ 的感染情况ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验动物
２２ 只 ６ 周龄雄性(１８~２２ ｇ)清洁级小鼠来自中

国食品药品检定研究院动物生产供应室 [ ＳＣＸＫ
(京)２０１７－０００５]ꎬ[ＳＹＸＫ(京) ２０１７－００１３]ꎬ６３ 只
１４~３４ 月龄屏障环境饲养裸鼹鼠ꎬ重 ２２ｇ ~ ４２ｇꎬ 其
中雌性 ３１ 只ꎬ雄性 ３２ 只ꎬ由海军军医大学提供
[ＳＣＸＫ(沪) ２０１７ － ０００２]ꎮ 动物饲养于屏障设施
[ＳＹＸＫ(沪)２０１７－０００４]ꎮ 由中国食品药品检定研
究院审批通过(中检动(福)第 ２０１９(Ａ)００１ 号)ꎬ所
有动物均按 ３Ｒ 原则给予人道的关怀ꎮ
１.１.２　 实验样品与毒种

鼠痘病毒 ( ｅｃｔｒｏｍｅｌｉａ ｖｉｒｕｓꎬＥＣＴＶ)、牛痘病毒
( ｖａｃｃｉｎｉａ ｖｉｒｕｓꎬ ＶＡＣＶ )、 鼠 腺 病 毒 ( ｍｕｒｉｎｅ
ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓꎬ ＭＡｄＶ )、 小 鼠 多 瘤 病 毒 ( ｍｕｒｉｎｅ
ｐｏｌｙｏｍａｖｉｒｕｓ ꎬＰｏｌｙ)、小鼠微小病毒(ｍｉｎｕｔｅ ｖｉｒｕｓ ｏｆ
ｍｉｃｅꎬＭＶＭ)为本室保存ꎻ６３ 份裸鼹鼠脾组织样本
(编号为 ＮＰ１~ＮＰ６３ 号)来自中国人民解放军第二
军医大学ꎻ２２ 只清洁级小鼠脾组织(编号为 ＭＳ１ ~
ＭＳ２２)和 ４ 只黄鼠的 ２０ 份组织样本为本实验室送
检样品ꎬ来自于国内 ４ 个实验动物使用单位ꎬ其中黄
鼠的组织包括肝组织(编号为 ＳＱＬｉ１ ~ ＳＱＬｉ４)、脾组
织(编号为 ＳＱＳ１ ~ ＳＱＳ４)、肾组织(编号为 ＳＱＫ１ ~

ＳＱＫ４)、肺组织(编号为 ＳＱＬｕ１ ~ ＳＱＬｕ４)、淋巴组织
(编号为 ＳＱＬｙ１~ ＳＱＬｙ４)ꎮ
１.２　 主要试剂与仪器

ＤＮＡ 快速提取试剂盒品牌为 ＱＩＡＧＥＮꎻ普通
ＰＣＲ 系列试剂及标准阳性质粒均购自宝生物工程
(大连) 有限公司ꎻＴａｑＭａｎ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 品牌为 ＡＢＩꎮ ＰＣＲ 仪和核酸琼脂糖凝胶电泳仪
品牌为为美国 Ｂｉｏ－ＲＡＤꎻ凝胶成像分析仪品牌为为
美国 Ｋｏｄａｋꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪 ７５００ｆａｓｔ Ｒｅａｌ －Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 品牌为美国 ＡＢＩꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 引物设计
比对 ＮＣＢＩ 上现有的 ＥＣＴＶ 基因序列ꎬ选择同

源性最高的 ｃｒｍＤ 基因(ＮＣＢＩ ＩＤ:ＫＪ５６３２９５)保守区
域ꎬ设计 ＦＱ￣ＰＣＲ 的引物探针ꎬ序列如表 １ 示ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 质粒标准品的制备

合成 ＥＣＴＶ 基因 ｃｒｍＤ 序列包含引物探针的部
分ꎬ转入 ｐＭＤ１９￣Ｔ 质粒中ꎬ作为 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 的标
准质粒 ｐＭＤ１９￣ＥＣＴＶꎬ浓度为 １􀆰 ０×１０９ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 病毒 ＤＮＡ 的获取

对正常 ＢＨＫ２１ 细胞、ＢＨＫ２１ 细胞培养的 ＥＣＴＶ
毒株和 ＶＡＣＶ、ＭＡｄＶ、Ｐｏｌｙ、ＭＶＭ 病毒培养液ꎬ以及
６３ 份裸鼹鼠脾组织样本和 ２２ 份小鼠脾组织样本、４
只黄鼠的肝、脾、肾、肺、淋巴结等 ２０ 份组织样本按
照 ＤＮＡ 快速提取试剂盒操作方法进行 ＤＮＡ 提取ꎮ
提取的 ＤＮＡ 冻存于－３０℃备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 扩增体系及标准曲线的建立

经条件优化ꎬ ＦＱ￣ＰＣＲ 的最佳反应体系为引物
探针混合物 ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) １ μＬꎬ模板 １ μＬꎬ加入
ＴａｑＭａｎ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 以及无 ＲＮａｓｅ 水
使总反应体积达到 ２０ μＬꎮ 使用荧光定量 ＰＣＲ 仪
７５００ｆａｓｔ Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 设定程序 ５０℃预热 ２
ｍｉｎꎻ９５℃ 预变性 １０ ｍｉｎꎻ扩增循环为 ９５℃ １５ ｓꎬ
６０℃ １ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环ꎬ在每个循环的延伸结束时
进行荧光信号检测ꎮ

将 ｐＭＤ１９￣ＥＣＴＶ 作为标准品ꎬ进行 １０ 倍系列
稀释为 １􀆰 ０×１０９ ~１􀆰 ０×１００ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ作为模板进行
实时荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎬ选取线性较好 ６ 个稀释度
建立标准曲线ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检测方法的特异性、灵敏性、
准确性和稳定性检测

表 １　 用于扩增 ｃｒｍＤ 基因的引物与 ＴａｑＭａｎ 探针序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｉｍｅｒｓ ａｎｄ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｒｍＤ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

序列位置
Ｐｒｉｍｅｒ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ

扩增子大小(ｂｐ)
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

ＥｃｔＶ－１Ｆ ＧＴＧＴＴＡＧＴＴＧＴＣＴＡＧＡＴＴＣＴＣＴＴＣＣＡＧＡＡ ５７７１~５７７９
ＥｃｔＶ－１Ｒ ＡＡＡＣＧＡＴＡＡＡＧＴＡＣＡＴＣＡＡＧＡＣＣＴＣＡＣＡ ５８３５~５８６２

９２

探针 Ｐｒｏｐｅ (ＦＡＭ)ＡＣＧＣＡＧＴＧＣＡＡＧＡＴＴＡ(ＮＦＱ) ５８１９~５８３４ /
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　 　 使用建立的 ＦＱ￣ＰＣＲ 方法检测 ＥＣＴＶ、ＶＡＣＶ、
ＭＡｄＶ、Ｐｏｌｙ、ＭＶＭ 病毒核酸ꎬ并设立 ＢＨＫ２１ 细胞核

酸和无 ＲＮａｓｅ 水作为阴性对照(Ｎ / Ｃ)检测 ＥＣＴＶ
ＦＱ￣ＰＣＲ 方法的特异性ꎮ 检测 １􀆰 ０ × １０９ ~ １􀆰 ０ × １００

ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准质粒ꎬ每个稀释度做三个平行ꎬ检
测方法的灵敏性ꎮ 使用建立的 ＦＱ￣ＰＣＲ 方法对 ３ 份

阳性样品进行多次重复实验ꎬ评价方法的准确性和

稳定性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 在不同样品中的应用

使用建立的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 方法对 １􀆰 ３􀆰 ３ 中获

取的不同的样本 ＤＮＡ 进行 ＥＣＴＶ 筛查ꎬ并对阳性样

本使用普通 ＰＣＲ 引物 ｃｒｍＤ１ ∶ ５ '￣ＣＴＧＣＧＡＡＴＴＴ
ＧＡＡＧＧＡＴＣ￣３ 'ꎻ ｃｒｍＤ２: ５ '￣ＣＧＴＣＧＴＧＧＧＴＧＴＴＡＧ
ＴＴＧ －３'进行扩增[３]ꎬ扩增产物测序鉴定ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 扩增体系及标准曲线的建立

选取标准质粒 ｐＭＤ１９￣ＥＣＴＶ 稀释度为 １􀆰 ０×１０８

~１􀆰 ０×１０３ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的检测结果制定标准曲线ꎬ标
准曲线如图 １ 所示ꎬ其相关系数 Ｓｌｏｐｅ 为－３􀆰 ４８７、相
关系数 Ｒ２ 值为 ０􀆰 ９９８ꎬ扩增效率 Ｅｆｆ％为 ９３􀆰 ５４４％
(９０％~１１０％之间)ꎮ
２􀆰 ２　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 特异性检测

如图 ２ 所 示ꎬ 建 立 的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检 测

ＶＡＣＶ、ＭＡｄＶ、Ｐｏｌｙ、ＭＶＭ 病毒核酸以及 ＢＨＫ２１ 细

胞核酸和无 ＲＮａｓｅ 水均无明显扩增曲线ꎬ而对

ＥＣＴＶ 病毒 ＤＮＡ 有 Ｓ 型扩增曲线ꎬＣＴ 值为 １２􀆰 ２９ꎬ
说明建立的方法有很好的特异性ꎮ
２􀆰 ３　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 灵敏性检测

对 １􀆰 ０×１０９ ~ １􀆰 ０×１００ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 稀释度的标准

质粒 ｐＭＤ１９￣ＥＣＴＶ 进行检测ꎬ每个稀释度三个平

行ꎬ所能检测的最小浓度梯度的循环阈值(ＣＴ)≤
３５ꎬ拷贝数(Ｃｏｐｉｅｓ)≥１０ 时 ＦＱ￣ＰＣＲ 结果可信ꎬ结果

如图 ３ꎬ显示标准质粒浓度为 １０ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 时 ＣＴ 值

为 ３３􀆰 ０９ꎬ三个平行实验均有扩增曲线ꎬ测得拷贝数

为 ３０􀆰 ９０ ｃｏｐｉｅｓꎬ 在可信范围之内ꎬ 而浓度为 １
ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 时 ＣＴ 值为 ３６􀆰 ０１ꎬ测得的拷贝数为 ４􀆰 ５
ｃｏｐｉｅｓꎬ但在三个平行实验中ꎬ仅有一个实验有数据ꎬ
说明已超出检测限ꎮ 因此确定该方法的灵敏度为

１０ ｃｏｐｉｅｓꎮ
２􀆰 ４　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 准确性和稳定性检测

使用浓度分别为 １ × １０６ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ、 １ × １０５

ｃｏｐｉｅｓ / μＬ、１×１０４ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准品进行荧光定量

ＰＣＲ 检测ꎬ且进行三个平行实验ꎬ最终实测值的均

注:目标:目标 １ 斜率:－３.４８７ꎻ Ｙ 轴截距:３８.２９１ꎻ 相关系

数:０􀆰 ９９８ꎻ 扩增效率:９３.５４４％ꎮ

图 １　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 标准曲线

Ｎｏｔｅ. Ｔａｒｇｅｔꎬ Ｔａｒｇｅｔ １ Ｓｌｏｐｅꎬ －３.４８７. Ｙ－ｌｎｔｅｒꎬ３８.２９１. Ｒ２ꎬ
０.９９８. Ｅｆｆ％ꎬ９３.５４４％.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

注:１:ＥＣＴＶꎻ２－ ７:ＶＡＣＶ、ＭＡｄＶ、Ｐｏｌｙ、ＭＶＭ、ＢＨＫ２１ 细

胞、无 ＲＮａｓｅ 水ꎮ
图 ２　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 特异性检测结果

Ｎｏｔｅ. １ꎬ ＥＣＴＶ. ２ － ７ꎬ ＶＡＣＶ / ＭＡｄＶ / Ｐｏｌｙ / ＭＶＭ / ＢＨＫ２１
ｃｅｌｌ / ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

图 ３　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 灵敏度检测扩增曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ

３０１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



值分别为 １.２×１０６ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ、１.０７８×１０５ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ、
１.３３×１０４ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ计算 ＣＴＳＤ 值及 ＣＶ 值如表 ２ꎮ
３ 个浓度梯度 ３ 次重复实验 Ｃｔ 值的变异系数(ＣＶ)
均小于 ５％ꎬ表明方法重复性、稳定性良好ꎮ
２􀆰 ５　 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 在鼠组织样品中的应用

对收集到的动物组织样本进行 ＥＣＴＶ 筛查ꎬ结
果如表 ３、图 ４ 所示ꎬ显示在黄鼠的肝、脾、肾、肺、淋
巴组织中均检测到 ＥＣＴＶ 阳性ꎬ阳性样品中 ＥＣＴＶ
的核酸拷贝量均较低ꎬ其中浓度最高的是黄鼠淋巴

组织 ＳＱＬｙ１ꎬ达 １０６􀆰 ９６７ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ且淋巴组织的检

测结果均为阳性ꎮ 对阳性样本进行 ＰＣＲ 后测序ꎬ显
示其与 ＥＣＴＶ 核酸的同源性为 ９９％ꎬ进一步验证了

检测的黄鼠感染了 ＥＣＴＶꎮ 而在实验室裸鼹鼠组织

和小鼠组织 ＥＣＴＶ 筛查结果显示均为阴性ꎮ

３　 讨论

鼠痘病毒作为我国现行国标«实验动物微生物

等级及检测» (ＧＢ１４９２２􀆰 ２－２０１１)中规定的清洁级

及以上级别小鼠的必检项目[４]ꎬ我国实验室已经建

立了较为严格的饲养管理及卫生防疫制度ꎬ对国内

实验室中的鼠痘病毒的流行情况进行了很好的控

制ꎮ 现行国家标准中实验动物鼠痘病毒的检测方

法为血清学方法ꎬ包括酶联免疫吸附实验、免疫酶

试验、免疫荧光试验、免疫酶组织化学法ꎬ通常情况

下ꎬ实验室的标准检测方法为酶联免疫吸附试验ꎮ
据不完全统计ꎬ我国 １９８３ 年至 ２０１１ 年间的 ７ 篇关

于 ＥＣＴＶ 的报道ꎬ仅有两篇报道检出 ＥＣＴＶ 阳性ꎬ且
阳性率很低[５]ꎮ 近些年已经很少有关于 ＥＣＴＶ 阳性

的报道ꎬ本实验室 ２０１７ 至 ２０１９ 年间使用酶联免疫

吸附试验方法检测小鼠血清中的 ＥＣＴＶ 抗体ꎬ未检

出阳性ꎬ本实验使用的小鼠、裸鼹鼠、黄鼠分别使用

小鼠、裸鼹鼠、大鼠的鼠痘病毒酶联免疫吸附试验

方法检测为鼠痘抗体阴性ꎮ 由于分子学方法直接

检测抗原ꎬ且弥补了血清学检测方法在感染空窗期

检测造成的假阴性ꎬ具有很好的应用前景ꎮ
为了全面的评价 ＥＣＴＶ 对实验室小鼠的感染威

胁ꎬ本研究拟建立 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 对裸鼹鼠、黄鼠、
小鼠组织进行筛查ꎮ 选取了位于 ＥＣＴＶ 核酸两端的

重复序列中的 ＣｒｍＤ 基因的保守区域设计引物探

针ꎬ建立的 ＥＣＴＶ Ｑ￣ＰＣＲ 能够灵敏特异的检测

ＥＣＴＶ 核酸ꎬ标准曲线的相关系数 Ｓｌｏｐｅ 为－３􀆰 ４８７、
相关 系 数 Ｒ２ 值 为 ０􀆰 ９９８ꎬ 扩 增 效 率 Ｅｆｆ％ 为

９３􀆰 ５４４％ꎬ最低能检测到浓度为 １０ｃｏｐｉｅｓ 的样品ꎮ

　 　 　 　表 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的重复性和稳定性实验结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｑ￣ＰＣＲ

标准品
(ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)

Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｓａｍｐｌｅ

实验次数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

每次检测
ＣＴ 均值
Ｍｅａｎ ＣＴ
ｖａｌｕｅ

ｐｅｒ ｔｅｓｔ

３ 次检测
ＣＴ 均值
Ｍｅａｎ ＣＴ
ｖａｌｕｅ ｆｏｒ

ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ
ｔｅｓｔｓ

标准差
ＣＴＳ

变异系数
ＣＶ(％)
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

１０６

１ １６􀆰 ５５９
２ １７􀆰 ６４７
３ １７􀆰 ０９３

１７􀆰 １０ ０􀆰 ５４４ ３􀆰 １８

１０５

１ １９􀆰 ３７７
２ ２１􀆰 ００２
３ ２０􀆰 ８３５

２０􀆰 ４０５ ０􀆰 ８９４ ４􀆰 ３８

１０４

１ ２３􀆰 ８０６
２ ２４􀆰 ６７６
３ ２３􀆰 ２４５

２３􀆰 ９０９ ０􀆰 ７２１ ３􀆰 ０２

表 ３　 黄鼠组织样本 ＥＣＴＶ 检测结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＣＴＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｇｒｏｕｎｄ ｓｑｕｉｒｒｅｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

Ｑ￣ＰＣＲ
ＣＴ 值

ＣＴ ｖａｌｕｅ
拷贝数
Ｃｏｐｉｅｓ

结果∗

Ｒｅｓｕｌｔ

肝
Ｌｉｖｅｒ

ＳＱＬｉ１ / / －
ＳＱＬｉ２ / / －
ＳＱＬｉ３ ３６􀆰 ４５６ ３􀆰 ３５７ －
ＳＱＬｉ４ ３２􀆰 ２７６ ５３􀆰 ０５１ ＋

脾
Ｓｐｌｅｅｎ

ＳＱＳ１ ３６􀆰 １８４ ４􀆰 ０１８ －
ＳＱＳ２ / / －
ＳＱＳ３ ３４􀆰 ０１３ １６􀆰 ８４８ ＋
ＳＱＳ４ / / －

肾
Ｋｉｄｎｅｙ

ＳＱＫ１ ３２􀆰 １５７ ５７􀆰 ３８８ ＋
ＳＱＫ２ ３５􀆰 ４０１ ６􀆰 ７３８ －
ＳＱＫ３ ３４􀆰 ３７５ １３􀆰 ２６６ ＋
ＳＱＫ４ ３２􀆰 １５５ ５７􀆰 ４６３ ＋

肺
Ｌｕｎｇ

ＳＱＬｕ１ ３４􀆰 ３０２ １３􀆰 ９２１ ＋
ＳＱＬｕ２ ３５􀆰 ６４８ ５􀆰 ７２４ －
ＳＱＬｕ３ ３７􀆰 ０００ ２􀆰 ３４４ －
ＳＱＬｕ４ ３４􀆰 ９６５ ８􀆰 ９８５ －

淋巴组织
Ｌｙｍｐｈａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ

ＳＱＬｙ１ ３１􀆰 ２１４ １０６􀆰 ９６７ ＋
ＳＱＬｙ２ ３４􀆰 ７２９ １０􀆰 ５０１ ＋
ＳＱＬｙ３ ３４􀆰 ６６６ １０􀆰 ９４７ ＋
ＳＱＬｙ４ ３３􀆰 ３７４ ２５􀆰 ６９３ ＋

阳性率
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｒａｔｅ / / / ５０％(１０ / ２０)

注:“结果∗”中“－”表示结果为阴性ꎻ“＋”指结果为阳性ꎮ
Ｎｏｔｅ. “－”ｉｎ “Ｒｅｓｕｌｔ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ. “＋” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ.

图 ４　 黄鼠组织 ＥＣＴＶ ＦＱ－ＰＣＲ 检测的扩增曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｇｒｏｕｎｄ ｓｑｕｉｒｒｅｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ ｔｅｓｔ
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　 　 近些年关于 ＥＣＴＶ 的分子学诊断方法得到了广

泛关注ꎬ分别针对 ＥＲＰＶ＿０２７ 基因[６]、核心蛋白 Ｐ４ｂ
基因[７]设计了荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ针对 ＣｒｍＤ 基因

建立了环介导等温扩增可视化检测方法[２]ꎮ 本研

究针对 ＣｒｍＤ 基因建立 ＦＱ￣ＰＣＲ 方法ꎬＣｒｍＤ 基因位

于 ＥＣＴＶ 的两端重复序列中ꎬ相当于一个病毒粒子

中含有 ２ 个拷贝的基因ꎬ且 ＣｒｍＤ 基因与病毒繁殖

方式有关[８]ꎬ在感染组织中核酸峰度较高ꎬ进一步

提高了检测的灵敏度ꎮ ＴａｑＭａｎ 荧光定量 ＰＣＲ 方法

具有灵敏度高、特异性强、操作简便易于高通量检

测等优点ꎬ具有较高的适用性ꎮ
使用建立的 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 检测实验室 ２２ 份小

鼠组织ꎬ未检测出阳性ꎬ说明国内屏障系统小鼠

ＥＣＴＶ 的感染得到了很好的监测和控制ꎮ 检测 ６３
份裸鼹鼠组织 ＥＣＴＶ 结果为阴性ꎬ说明裸鼹鼠对

ＥＣＴＶ 敏感性较低ꎬ但裸鼹鼠对 ＥＣＴＶ 是否具有抗

病毒作用还需要进一步的研究分析ꎮ ２０ 份黄鼠组

织检测出 ＥＣＴＶ 阳性ꎬ说明黄鼠为 ＥＣＴＶ 的易感宿

主ꎮ 小鼠感染 ＥＣＴＶ 时ꎬ首先通过皮下感染位点扩

散至淋巴结ꎬ侵入血液后引发一级病毒血症使病毒

进入脾和肝[８]ꎮ 本研究在 ４ 只黄鼠的淋巴结均检

测到 ＥＣＴＶꎬ而在肝、脾、肾、肺组织仅有部分检测出

病毒ꎬ说明 ＥＣＴＶ 在黄鼠体内有与小鼠相似的感染

途径ꎮ 使用 ＥＣＴＶ ＦＱ￣ＰＣＲ 黄鼠组织的检出率为

５０％ꎬ但病毒的拷贝数都比较低ꎬ而使用血清学方法

未检出黄鼠鼠痘抗体阳性可能是由于此时正处于

感染初期ꎬ为鼠痘抗体产生的空窗期ꎬ因此造成假

阴性ꎬ也可能是由于使用大鼠的酶联免疫吸附实验

与黄鼠中鼠痘抗体没有交叉反应ꎬ造成阴性结果ꎮ
黄鼠主要分布于我国北部和西部地区ꎬ由于其特有

的生物学特性ꎬ已被大量用于医学实验和冬眠生理

学的实验材料ꎬ神经生物学工作者也开始使用黄鼠

作为研究对象[９－１０]ꎬ也应用于病毒性肝炎的实验动

物模型[１１]ꎮ 但是黄鼠的实验动物化研究还存在很

多空白ꎬ微生物携带情况及致病性研究为黄鼠饲养

规范提供技术支持ꎬ有效促进黄鼠的实验动物化进

程ꎮ 同时ꎬ黄鼠感染 ＥＣＴＶ 提示其作为新兴实验用

动物使用时ꎬ需要避免其对实验动物饲养环境的污

染ꎬ以免引起 ＥＣＴＶ 在实验室小鼠的爆发ꎮ
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　 　 【摘要】 　 目的　 评价单盘圆柱型及双盘分体型两种不同左心耳封堵器进行动物左心耳封堵的可行性及安全

性ꎮ 方法　 １４ 只健康实验犬使用单盘圆柱型或双盘分体型左心耳封堵器经股静脉途径进行左心耳封堵ꎬ术中左房

造影评价封堵后效果ꎻ对非预期死亡的实验犬立即进行大体标本检查分析死因ꎬ存活的实验犬分别于术后第 ４５
天、８０ 天、１１０ 天、１５ 月处死ꎬ对封堵器表面组织行 ＨＥ 染色及 ＤＡＰＩ、ＣＤ３１ 免疫荧光评价内皮化程度ꎮ 结果　 ６ 只

实验犬使用单盘圆柱型封堵器进行左心耳封堵ꎬ５ 条实验犬于术后 ３０ ｍｉｎ~ ８ ｈ 死亡ꎬ１ 条实验犬存活至 １５ 月后处

死ꎻ大体心脏解剖发现 ４ 条实验犬封堵器表面均存在大量血栓ꎬ存活的 １ 条实验犬封堵器表面约 １ / ５ 未见新生组织

覆盖ꎻ８ 只实验犬使用双盘分体型封堵器进行左心耳封堵ꎬ７ 例实验犬完全封堵ꎻ术后 １１０ ｄ 新生组织完全覆盖封堵

器表面ꎬＨＥ 及免疫荧光染色呈现完整内膜形成ꎬ并可见新生血管ꎮ 结论　 单盘圆柱型封堵器植入左心耳后急性血

栓发生率及即时死亡率高ꎻ双盘分体型左心耳封堵器用于封堵左心耳ꎬ器械相关并发症低ꎬ左心耳封堵术后 ４ 月覆

盖盘完全完整内膜化ꎮ
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Ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ ＬＡＡＣ ｗｉｔｈ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｄｉｓｃ ｄｅｖｉｃｅ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈ. ＬＡＡＣ ｗｉｔｈ ｄｏｕｂｌｅ
ｄｉｓｃ ｄｅｖｉｃｅｓ ｈａｄ ｌｅｓｓ ｄｅｖｉｃｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｎｅｏｉｎｔｉｍａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅｄ ｂｙ ４ ｍｏｎｔｈｓ ｐｏｓｔ￣ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎꎻ ｌｅｆｔ ａｔｒｉａｌ ａｐｐｅｎｄａｇｅ ｃｌｏｓｕｒｅꎻ ｌｅｆｔ ａｔｒｉａｌ ａｐｐｅｎｄａｇｅ ｏｃｃｌｕｄｅｒꎻ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　 　 自 ２００１ 年首个左心耳专用封堵器 ＰＬＡＡＴＯ 完

成动 物 实 验 并 应 用 于 人 体 后ꎬ 国 外 先 后 有

ＷＡＴＣＨＭＡＮ 封堵器、ＡＣＰ 封堵器、Ｏｃｃｌｕｔｅｃｈ 等封堵

器完成动物实验ꎬ其中 ＡＣＰ 封堵器及 ＷＡＴＣＨＭＡＮ
封堵器先后获得欧洲 ＣＥ 及美国 ＦＤＡ 双认证ꎬ并均

较为广泛的用于临床ꎬ且越来越多的学者认为对于

存在抗凝禁忌的非瓣膜性患者ꎬ应用 ＷＡＴＣＨＭＡＮ
左心耳封堵器进行左心耳封堵甚至可以成为预防

栓塞并发症的一线方案[１－２]ꎮ 国内也有 ＬＡｍｂｒｅ(深
圳先健)封堵器和 Ｌｅｆｏｒｔ 封堵器完成动物实验及临

床实验ꎬ其中 ＬＡｍｂｒｅ 已经于 ２０１７ 年通过中国

ＣＦＤＡ 的审核ꎬ开始在国内销售应用[３－４]ꎮ 如果按照

封堵器结构类型分类ꎬ左心耳封堵器可以分为一体

化的封堵器(如 ＷＡＴＣＨＭＡＮ 封堵器及 Ｏｃｃｌｕｔｅｃｈ 封

堵器等)及分体型的左心耳封堵器(如 ＡＣＰ 封堵器

及 ＬＡｍｂｒｅ 封堵器等)ꎮ 目前国内外还有许多机构

及公司正在研发左心耳封堵器ꎬ其结构类型无非也

是上述的两种结构[５]ꎮ 长海医院心内科自 ２００４ 年

就开始了左心耳封堵器的研发ꎬ历经单盘草帽、双
盘分体等不同形态ꎬ最终与上海普实医疗器械科技

有限公司共同研发出两种新型左心耳封堵器ꎬ分别

为双盘分体型左心耳封堵器及单盘圆柱型左心耳

封堵器ꎮ 为进一步探讨两种不同封堵器的安全性

及有效性ꎬ为下一步封堵器的研发提供参考ꎬ特进

行动物实验研究ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

健康普通级比格实验犬 １４ 只ꎬ其中雄性 ８ 只ꎬ
雌性 ３ 只ꎬ月龄 １５ ~ ２２ 月ꎬ体重 ９ ~ １２ ｋｇꎬ平均

(１０􀆰 ３２±０􀆰 ９５) ｋｇꎬ由上海甲干生物科技有限公司

[ＳＣＸＫ(沪)２０１５－０００５]提供ꎬ实验完成后过渡室观

察 ３ ｄ 后送回公司ꎬ室温下标准饲养[ ＳＹＸＫ(沪)
２０１９－０００２]ꎮ 该研究经海军军医大学动物管理委

员会批准实验ꎮ 实验动物处置均符合国家科委

２０１１ 年修订的«实验动物管理条例»ꎬ并遵循“减少、
替代和优化”３Ｒ 原则给予人道的关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

速眠新Ⅱ注射液(吉林敦化圣达动物药品有限

公司生产)ꎻ１％丙泊酚注射液(意大利阿斯利康公

司生产)ꎻ依诺肝素钠注射液(法国赛诺菲公司生

产)ꎻ双盘分体型左心耳封堵器(上海普实医疗器械

有限公司)ꎻ单盘圆柱型左心耳封堵器(上海普实医

疗器械有限公司)ꎻ左心耳输送系统(上海普实医疗

器械有限公司)等ꎮ 本实验其它药品及器材均为实

验室及导管室常规器材ꎮ
双盘分体型封堵器由镍钛合金网编织的固定

盘及覆盖盘组成ꎬ中间由一个不锈钢环连接ꎬ心房

侧有一个连接铆可用于与输送钢丝连接ꎮ 固定盘

高度为 ５ ｍｍꎬ封堵器整体高度为 ８ ｍｍꎮ 固定盘周

围有 ６~８ 个一体化雕刻 Ｊ 型微刺ꎬ内覆 ２ 层无纺聚

酯纤维ꎻ覆盖盘的直径较固定盘直径大于 ２ ｍｍꎬ盘
面内凹ꎬ内覆无纺聚酯纤维膜(图 １)ꎮ 以固定盘直

径命名封堵器规格ꎬ设置了 １６ ｍｍ、１８ ｍｍ、２０ ｍｍ
三种规格ꎮ

单盘圆柱型左心耳封堵器的高度为 ６ ｍｍꎬ靠近

心房侧的盘面直径大于心耳侧盘面直径 ２ ｍｍꎬ盘内

缝合两层无纺聚酯纤维膜ꎬ封堵器周围有 ６~８ 个一

体化雕刻形成的微刺ꎬ心房侧及有一个连接铆(图
２)ꎮ 以靠近心房侧的盘片直径命名封堵器规格ꎬ设
置了 １６ ｍｍ、１８ ｍｍ 及 ２０ ｍｍ 三种规格ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 术前一般处理及麻醉

实验犬实验前 １２ ｈ 禁食水ꎮ 术前使用速眠新

Ⅱ ０􀆰 ０５ ｍＬ / ｋｇ＋阿托品 ０􀆰 ０２ ｍｇ / ｋｇ 肌肉注射诱导

麻醉ꎬ待动物麻醉后将实验犬固定在 ＤＳＡ 床上ꎬ前
胸及双侧腹股沟区去毛后ꎬ常规消毒铺无菌洞巾ꎬ
穿刺股动脉后给予 １％丙泊酚注射液 １ ｍｇ / ｋｇ􀅰２０
ｍｉｎ 维持麻醉ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 左心耳封堵术
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图 １　 双盘分体型左心耳封堵器(１８ ｍｍ 规格)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｅｆｔ ａｔｒｉａｌ ａｐｐｅｎｄａｇｅ ｏｃｃｌｕｄｅｒ ｗｉｔｈ ｄｏｕｂｌｅ￣ｄｉｓｃ(ｓｉｚｅ １８ ｍｍ)

图 ２　 单盘圆柱型左心耳封堵器(１６ ｍｍ 规格)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｅｆｔ ａｔｒｉａｌ ａｐｐｅｎｄａｇｅ ｏｃｃｌｕｄｅｒ ｗｉｔｈ ｓｉｎｇｅ ｄｉｓｃ ｃｙｌｉｎｄｅｒ(ｓｉｚｅ １６ ｍｍ)

图 ３　 双盘分体型左心耳封堵器封堵左心耳

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＬＡＡＣ ｗｉｔｈ ｄｏｕｂｌｅ￣ｄｉｓｃ ｏｃｃｌｕｄｅｒ

实验犬全身麻醉后平躺固定在 ＤＳＡ 手术床上ꎬ
术中给予持续心电监护ꎮ 穿刺右侧股静脉及左侧

股动脉ꎬ分别置入 ６ Ｆ 防漏血管鞘ꎮ 经股动脉鞘管

连接有创动脉压持续监测血压ꎮ 房间隔穿刺成功

后ꎬ给予普通肝素 １００ ＩＵ / ｋｇ 全身肝素化ꎬ然后经内

鞘送入两圈半左房钢丝至左房ꎮ 沿左房钢丝将

Ｓｗａｒｔｚ 鞘送入左房后保留左房钢丝ꎬ退出房间隔穿

刺鞘ꎮ 沿左房钢丝送入 １０ Ｆ 左心耳输送鞘管ꎬ退出

内鞘ꎮ 沿左房钢丝将 ６ Ｆ 猪尾导管送至左心耳ꎬ退
出左房钢丝ꎮ 在 ＲＡＯ２５ｏ＋ＣＡＵ１５ｏ 投影角度下行左

心耳造影ꎬ确定左心耳形态及外口内径、着陆区内

径ꎮ 逆时针旋转猪尾导管并沿猪尾导管将输送鞘

管送至左心耳颈部ꎮ 根据体外测试结果ꎬ和实验犬

左心耳相对较小的情况ꎬ选择比开口最大内径或着

陆区最大内径＋２ ｍｍ 规格的封堵器ꎬ使用装载器充

分排气后将其送入输送鞘管ꎮ
(１)双盘分体型封堵器的释放方法　
将封堵器送至输送鞘管头端ꎬ固定推送杆ꎬ缓

慢回撤输送鞘ꎬ使封堵器固定盘释放约 １ / ２ꎮ 整体

前送推送杆、输送鞘及部分释放的固定盘使固定盘

送至左心耳颈部或更深处ꎬ调整位置合适后继续回

撤输送鞘ꎬ使固定盘完全释放并固定在左心耳着陆
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区ꎻ继续回撤输送鞘使覆盖盘释放并将左心耳口部

覆盖ꎻ牵拉实验证实封堵器位置是否固定牢靠ꎻ复
查造影显示左心耳是否存在残余分流ꎮ 确定封堵

器位置合适、无残余分流后ꎬ释放封堵器(图 ３)ꎮ
(２)单盘圆柱型封堵器的释放方法　

将封堵器送至输送鞘管前端ꎬ固定推送杆ꎬ缓
慢回撤输送鞘ꎬ使封堵器释放约 １ / ２ꎮ 整体前送推

送杆、输送鞘及部分释放的封堵器送至左心耳颈部

或更深处ꎬ调整位置合适后继续回撤输送鞘ꎬ使封

堵器完全释放并固定在左心耳着陆区ꎮ 牵拉实验

证实封堵器位置是否固定牢靠ꎻ复查造影显示左心

耳是否存在残余分流ꎮ 确定封堵器位置合适、无残

余分流后ꎬ释放封堵器(图 ４)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 术后动物处理

封堵器释放后监测生命体征 １５ ｍｉｎꎬ生命体征

稳定后退出鞘管ꎮ 术后右侧股静脉穿刺部位 ８ 字缝

合包扎ꎬ左侧股动脉穿刺结扎止血ꎮ 实验犬静脉穿

刺成功后给予青霉素钠 Ｇ８０ 万单位静脉注射ꎮ 术

后 ２~３ ｄ 给予低分子肝素 １０００ ＩＵ / １２ ｈ 皮下注射ꎬ
青霉素 Ｇ８０ 万单位 / １２ ｈ 肌肉注射ꎻ阿司匹林肠溶

片 ５ ｍｇ / ｋｇ 口服直至动物处死ꎮ 术后实验犬于实验

室观察饲养 ３ ｄꎬ观察精神状态、进食、行为及活动能

力、大小便情况ꎬ实验犬恢复至术前状态后集中

饲养ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 大体标本检查

非预期死亡的实验犬立即进行大体标本检查ꎬ
重点观察有无心包积液、封堵器表面血栓情况及封

堵器对左上肺静脉及二尖瓣环的影响ꎻ存活的试验

犬术后分别于第 ４５ 天、８０ 天、１１０ 天、１５ 月分别处

死实验犬ꎬ将左心房剖开观察封堵器表面组织覆盖

情况及封堵器与二尖瓣环、左上肺静脉的关系ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 组织病理学检查

封堵器表面组织行 ＨＥ 染色及 ＤＡＰＩ、ＣＤ３１ 免

疫荧光检查评价内皮化程度ꎮ ＨＥ 染色及荧光染色

依托武汉赛维尔生物科技有限公司进行处理ꎮ 普

通组织病理学检查常规经过取材固定、脱水、石蜡

包埋、切片、脱蜡、苏木素染细胞核、伊红染细胞质、
脱水封片、显微镜镜检、图像采集分析过程ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 实验犬左心耳封堵术情况

６ 只实验犬使用单盘圆柱型封堵器ꎬ其中 ２ 只

实验犬使用 １６ ｍｍ 规格封堵器ꎬ３ 只实验犬使用 １８

ｍｍ 规格封堵器ꎬ１ 只实验犬使用 ２０ ｍｍ 规格封堵

器ꎮ 所有封堵器植入后左房造影均显示造影剂可

充盈至阻隔膜处ꎬ但无残余分流至左心耳ꎮ
８ 只实验犬使用双盘分体型封堵器进行左心耳

封堵ꎬ其中使用 １６ ｍｍ 及 １８ ｍｍ 规格分别为 ５ 只及

３ 只ꎻ术中除 １ 例实验犬经左房造影证实存在少量

残余分流外ꎬ其余 ７ 例均无明显残余分流ꎮ １ 条实

验犬于术后 ９ ｈ 死亡ꎬ另外 １ 条实验犬术后 ３６ ｈ 死

亡ꎬ其余 ６ 条实验犬存活至随访期结束ꎮ
２􀆰 ２　 大体标本检查情况

使用单盘圆柱型封堵器进行的左心耳封堵的 ６
条实验犬ꎬ５ 条实验犬于术后 ３０ ｍｉｎ~８ ｈ 死亡ꎻ１ 条

实验犬存活至 １５ 月后处死ꎮ 通过对死亡实验犬进

行解剖ꎬ５ 条实验犬术后均未发现心包积液ꎬ排除心

包填塞导致的死亡ꎮ １ 例实验犬术后 ３０ ｍｉｎ 死亡ꎬ
解剖发现左上肺静脉可见肿胀、充血ꎬ封堵器完全

封堵左心耳ꎬ表面无血栓ꎬ盘面边缘与二尖瓣环相

距 ３ ｍｍꎬ与肺静脉开口相距 ４ ｍｍꎮ 死亡原因考虑

封堵器压迫肺静脉导致急性肺水肿ꎮ 其余 ４ 条实验

犬封堵器表面均存在大量血栓(图 ５)ꎮ 存活的 １ 条

实验犬 １５ 月后处死ꎬ未见心包积液及心包粘连ꎬ左
房内观察封堵器表面只见薄层半透明新生组织ꎬ且
大约 １ / ５ 的表面未见新生组织覆盖(图 ６)ꎮ 使用双

盘分体型进行封堵的 ８ 例实验犬ꎬ１ 例术后约 ２０
ｍｉｎ 后透视发现封堵器移位ꎬ虽然实验犬 ３０ ｍｉｎ 苏

醒ꎬ但术后 ９ ｈ 实验犬死亡ꎮ 尸检发现封堵器平躺

在左心耳内ꎬ心耳内及封堵器周围可见血栓形成ꎬ
并与封堵器粘连在一起ꎻ还有 １ 例术后 ３６ ｈ 突发股

动脉穿刺部位血肿死亡ꎮ 其余 ６ 例实验犬均存活至

随访结束ꎬ随访时间为 １~１５ 月ꎮ
分别在术后 ４５ ｄ、８０ ｄ、１１０ ｄ 及 １５ 月处死实验

犬ꎬ打开胸腔后观察心包ꎬ均未发现心包积液ꎻ剖开

左心室及左心房ꎬ暴露覆盖盘ꎬ见覆盖盘未影响二

尖瓣及左上肺静脉ꎬ覆盖盘表面光滑ꎬ无血栓附着ꎮ
术后第 ４５ 天表面组织为半透明组织ꎬ封堵器周围可

见肉芽组织形成ꎻ术后 ８０ ｄ 覆盖盘表面可见半透明

新生组织ꎬ但是未能将连接铆覆盖ꎬ周边与心房壁

接触部位存在一定的摩擦与溃疡ꎬ也有少量肉芽组

织形成ꎻ术后 １１０ ｄ、及 １５ 月覆盖盘表面新生组织明

显增厚ꎬ连接铆亦被一层薄组织覆盖(图 ７)ꎮ
２􀆰 ３　 组织病理学及免疫荧光检查

术后 １１０ ｄ 封堵器表面组织 ＨＥ 染色ꎬ见细胞

排列按照内皮、内皮下层及内膜下层排列ꎬ并可见
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图 ４　 单盘圆柱型左心耳封堵器封堵左心耳(１６ ｍｍ)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＬＡＡＣ ｗｉｔｈ ｓｉｎｇｅ ｄｉｓｃ ｏｃｃｌｕｄｅｒ

注:封堵器表面血栓形成ꎮ

图 ５　 应用单盘圆柱型左心耳封堵器之死亡犬

Ｎｏｔｅ. Ｃｌｏｔｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｄｉｓｃ ｏｃｃｌｕｄｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｕｎｅｘｐｅｃｔｅｄ ｄｉｅｄ ｃａｎｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｎｇｌｅ ｄｉｓｃ
ｏｃｃｌｕｄｅｒ ｆｏｒ ＬＡＡＣ

注:应用单盘圆柱型左心耳封堵器术后 １５ 月封堵器表面 １ / ５
未被新生组织覆盖ꎮ

图 ６　 应用单盘圆柱型左心耳封堵器之存活犬

Ｎｏｔｅ. Ｏｎｅ ｆｉｆｔｈ ｏｆ ｄｉｓｃ ｗａｓ ｎｏｔ ｃｏｖｅｒｅｄ ｂｙ ｎｅｗ ｂｏｒｎ ｔｉｓｓｕｅ ｐｏｓｔ
ＬＡＡＣ ｗｉｔｈ ｓｉｎｇｅ ｄｉｓｃ ｏｃｃｌｕｄｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｕｒｖｉｖｅｄ ｃａｎｉｎｅ ｗｉｔｈ ｓｉｎｇｌｅ ｄｉｓｃ ｏｃｃｌｕｄｅｒ ｆｏｒ ＬＡＡＣ

许多新生血管形成ꎬ覆盖盘表面组织形成完整的内

膜结构ꎮ 新生组织无明显炎症等异物反应ꎮ ＤＡＰＩ
(Ｂｌｕｅ)及 ＣＤ３１(Ｒｅｄ)免疫荧光染色ꎬ术后 ４５ ｄ、８０
ｄ 可见 ＤＡＰＩ 及 ＣＤ３１ 阳性的新生内皮细胞ꎻ术后

１１０ ｄＤＡＰＩ 及 ＣＤ３１ 阳性细胞数目明显增加(图 ８)ꎮ

３　 讨论

本实验分别对自主设计的两种不同结构的左

心耳封堵器进行了安全性的评价ꎬ并对封堵系统的

可操作性进行了评估ꎮ 研究结果显示这种单盘圆

柱型封堵器结构不合理ꎬ需要进一步改进ꎻ而双盘

分体型封堵器生物相容性好ꎬ安全性高ꎮ
动物实验早期ꎬ我们多采用单盘圆柱型封堵器

注:Ａ:术后 ４５ ｄ 封堵器表面有半透明组织生成ꎬ封堵器周围可

见肉芽组织形成ꎻＢ:术后 ８０ ｄ 覆盖盘表面半透明新生组织未

能将连接铆覆盖ꎬ周边与心房壁接触部位存在溃疡面ꎬ少量肉

芽组织形成ꎻＣ、Ｄ:术后 １１０ ｄ 新生组织完全覆盖封堵器表面ꎮ

图 ７　 应用双盘分体型左心耳封堵器之存活犬

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｓｅｍｉｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｆｏｒｍａｔｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ
ｏｃｃｌｕｄｅｒ ａｎｄ ｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｏｒｍａｔｔｅｄ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｏｃｃｌｕｄｅｒ ４５
ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ. Ｂꎬ Ｔｈｅ ｓｅｍｉｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｎｅｗ ｔｉｓｓｕｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｄｉｓｃ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ｃｏｖｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｕｌｃｅｒ
ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔａｃｔ ｐａｒｔ ｗｉｔｈ ａｔｒｉａｌ ｗａｌｌ ａｎｄ ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｏｒｍａｔｔｅｄ ８０ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ. Ｃ / Ｄꎬ Ｔｈｅ ｎｅｗ
ｂｏｒｎ ｔｉｓｓｕｅ ｃｏｖｅｒｅｄ ｔｈｅ ｓｅａｌｉｎｇ ｄｉｓｃ ａｎｄ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ １１０
ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｓｕｒｖｉｖｅｄ ｃａｎｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｄｏｕｂｌｅ￣ｄｉｓｃ
ｏｃｃｌｕｄｅｒ ｆｏｒ ＬＡＡＣ

进行实验犬左心耳封堵ꎬ令人遗憾的是ꎬ使用单盘

圆柱型封堵器进行的左心耳封堵的 ６ 例实验犬ꎬ５
例均在术后 ８ ｈ 内死亡ꎮ 通过对死亡实验犬进行心

脏解剖ꎬ发现 １ 条实验犬因为选择了偏大的封堵器ꎬ
导致对封堵器的左上肺静脉的压迫、急性左心衰竭

死亡ꎻ其余 ４ 例实验犬的封堵器表面存在大量血栓ꎬ
而在解剖心脏过程中均未发现明显心包积液ꎬ考虑

血栓栓塞导致死亡的可能性较大ꎮ 另外ꎬ存活的 １
条实验犬即使在术后 １５ 月进行处死ꎬ仍然发现内皮

化不完整ꎮ
单盘圆柱型封堵器及目前临床应用较为广泛

ＷＡＴＣＨＭＡＮ 封堵器同为一体化设计的左心耳封堵

器ꎬ但是它术后急性血栓发生率如此高ꎬ内皮化缓

慢ꎬ考虑与其结构缺陷有关ꎮ 本单盘圆柱型封堵器

为镍钛合金编织的圆柱状ꎬ其聚酯纤维阻隔膜内

置ꎬ当植入左心耳内时编织网与阻隔膜之间存在一
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注:Ａ:术后 ４５ ｄ 可见少许 ＤＡＰＩ 及 ＣＤ３１ 阳性细胞ꎻＢ:术后 ８０ 天 ＤＡＰＩ 及 ＣＤ３１ 阳性细胞增加ꎻＣ:术后 １１０ ｄ 可见

新生血管形成(红色荧光为 ＣＤ３１ 阳性、蓝色荧光为 ＤＡＰＩ 阳性)ꎮ

图 ８　 不同时期免疫荧光染色

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ＨＥ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ＤＡＰＩ ａｎｄ ＣＤ３１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ４５ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ. Ｂꎬ ＤＡＰＩ
ａｎｄ ＣＤ３１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ８０ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ. Ｃꎬ Ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒｍａｔｔｅｄ １１０ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ.(ＣＤ３１
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ＤＡＰＩ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ｂｌｕｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

定的间隙ꎬ血流存在于这个间隙内ꎬ因此容易造成

血栓形成ꎻ而使用聚四氟乙烯外覆的 ＷＡＴＣＨＭＡＮ
封堵器ꎬ其表面为光滑的阻隔膜直接面对血流ꎬ因
此不易形成血栓ꎮ 因此ꎬ从单盘圆柱型封堵器的动

物实验ꎬ我们得到的经验教训是ꎬ对于一体化的左

心耳封堵器ꎬ不管采取何种阻隔膜、何种形态ꎬ其面

向心房侧的结构需采取紧密结合的方式ꎬ阻隔膜与

编织网内不能存在间隙ꎬ这样可能会减少血栓的形

成ꎬ加快内皮化ꎮ
采用双盘分体型左心耳封堵器进行动物实验ꎬ

结果则令人欣慰ꎮ ８ 例实验犬均成功进行了左心耳

封堵ꎬ虽然发生 ２ 例非预期死亡ꎬ但是根据尸检结果

考虑封堵器移位及股动脉血肿ꎬ均为操作相关死

亡ꎮ 其余 ６ 例使用双盘分体型封堵器进行左心耳封

堵的实验犬未再发生非预期的死亡ꎮ 对术后存活

的实验犬定期处死后ꎬ观察封堵器的微刺对左心耳

壁损伤均较小ꎬ未发现心包积液、心脏穿孔及肺动

脉穿孔的情况ꎮ
应用双盘分体型封堵术后第 ４５ 天及第 ８０ 天覆

盖盘表面就有光滑的新生组织形成ꎬ但是未能将覆

盖盘的连接铆完全覆盖ꎻ术后 １１０ ｄ 封堵器覆盖盘

表面新生组织完全覆盖连接铆ꎮ 对术后 １１０ ｄ 的覆

盖盘表面新生组织进行 ＨＥ 染色、免疫荧光检查ꎬ证
实新生组织为完整的内膜ꎬ包括内皮、内皮下层及

内膜下层ꎮ 这种完全及完整内膜化既可以达到隔

离心耳血栓的作用ꎬ而且还可以避免覆盖盘盘面血

栓形成ꎬ理论上在内膜化完成后可无需使用抗栓药

物预防器械相关血栓形成ꎮ 覆盖盘完全完整内膜

化得益于这种紧密内覆式覆盖盘的处理ꎬ这为我们

以后进行左心耳封堵器的研发中具有一定的意义ꎮ
从对不同时间段封堵器表面内皮化及封堵器与周

围组织的炎症及排异现象进行分析ꎬ我们认为双盘

分体型封堵器的生物相容性好ꎬ植入体内安全ꎮ
由于实验犬的数量有限ꎬ因此未能对封堵术后

覆盖盘面的内膜化过程进行详细的跟踪ꎬ但是曾经

有学者作了相关的研究并进行了详细的阐述ꎮ
Ｓｃｈｗａｒｔｚ 等[６] 观 察 了 ９ 条 实 验 犬 及 ４ 例 人 体

ＷＡＴＣＨＭＡＮ 封堵器植入左心耳后组织愈合过程ꎬ
通过对实验犬植入封堵器 ３ ｄ、４５ ｄ、９０ ｄ 三个不同

时间段及人左心耳封堵器植入 １３９ ｄ、２００ ｄ、４８０ ｄ、
８５２ ｄ 后非器械相关死亡后心脏组织检查分析认

为:１.封堵器表面组织覆盖遵循以下过程ꎬ首先富含

纤维蛋白的血栓形成ꎬ继而发生含有巨噬细胞及淋

巴细胞的肉芽肿炎症反应使血栓机化ꎬ然后在蛋白

多糖￣胶原纤维基质中形成由平滑肌细胞组成的血

管翳ꎬ表面内皮化进程伴随有持续血栓吸收ꎬ最后

类似于心内膜的内膜化完成ꎻ２.这种组织愈合与冠

脉支架植入后内皮形成、ＡＳＤ、ＰＦＯ 等封堵器植入后

的内皮修复一致ꎻ３.实验犬可以在 ４５ 天内完成ꎬ但
人体的修复要比实验犬的修复慢ꎮ 根据 Ｓｃｈｗａｒｔｚ
等[６]的研究结果ꎬ可以推断封堵器表面的内膜化时

间可能与封堵器的覆盖盘面积大小关系不大ꎬ而与

连接铆的长度相关ꎮ 张志钢等[７]、储国俊等[８] 曾对

双盘状封堵器先后进行动物实验ꎬ证实覆盖盘能在

１ 月形成一层透明的内皮ꎬ３ 月内皮明显增厚ꎬ但是

它们的连接铆均较长ꎬ连接铆较难完全内皮化ꎻ第
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一代 ＡＣＰ 左心耳封堵器同样存在连接铆较长的问

题ꎬ因此器械表面血栓发生率较高[９]ꎮ
双盘分体型左心耳封堵器特殊的设计理念使

得该封堵器既可以实现盖口封堵ꎬ也可以实现堵口

封堵ꎬ因为覆盖盘的内凹钝化ꎬ使得即使封堵器拽

向心耳颈部ꎬ其盘片边缘对心耳壁的切割作用也被

内凹的盘片所化解ꎮ 虽然双盘分体型既可以堵口ꎬ
也可以封口ꎬ但是何种封堵方式有力于内皮化ꎬ对
周围结构影响较小ꎬ封堵方式对临床预后又有什么

区别ꎬ目前尚无头对头对照研究ꎬ只有少数学者对

ＷＡＴＣＨＭＡＮ 及 ＡＣＰ 封堵器所发表的数据进行荟

萃分析及文献分析ꎬ结果显示两者安全性及有效性

相似ꎬ但是需要进一步的动物实验研究及临床对照

研究[１０－１２]ꎮ 从双盘分体型封堵器的动物实验结果

发现ꎬ只有 １ 条实验犬实行的是盖口封堵ꎬ８０ ｄ 后解

剖虽然未发现明显的血栓ꎬ但是覆盖盘与心房组织

并未能融合ꎬ心房壁被磨损的痕迹明显ꎬ因此这些

地方可能比较容易形成血栓ꎮ 此外张志钢等[７] 的

研究也存在盖口封堵时心房壁被磨损的痕迹ꎮ 而

双盘分体型动物实验的其余 ６ 条实验犬植入的封堵

器覆盖盘盘面均为堵塞心耳颈部ꎬ术后不同时间段

均发现其与周围组织结构融合较好ꎮ 我们的动物

实验也证实了这种情况ꎬ因此从这些结果分析ꎬ双
盘分体型封堵器堵口封堵策略可能利于覆盖盘与

周围组织的融合ꎬ减少封堵器表面血栓形成ꎬ但需

要更多的动物实验及临床实验来验证ꎮ
存活的实验犬封堵术后短期使用低分子肝素

抗凝ꎬ然后使用阿司匹林单联抗血小板聚集治疗ꎬ
随访中未发现血栓事件发生ꎮ 围术期的这种抗栓

策略ꎬ在以后进一步的临床应用中具有一定的参考

价值ꎬ为应用双盘分体型进行 ＬＡＡＣ 术后的预防血

栓方案提供了动物实验依据ꎮ
在应用双盘分体型封堵器进行左心耳封堵的

动物实验过程中ꎬ即使在无食道超声引导下ꎬ都可

以取得很好的封堵效果ꎬ即时手术成功率高ꎬ同时

还不会影响二尖瓣及左上肺静脉ꎮ 因此双盘分体

型封堵器封堵实验犬的左心耳ꎬ操作容易ꎬ成功封

堵率高ꎻ对不同时间段封堵器表面组织新生组织的

检查ꎬ认为完全完整内膜化可在 ４ 月内完成ꎬ生物相

容性好ꎮ 因此双盘分体型封堵器封堵左心耳可行ꎬ
有希望在临床进一步应用ꎮ 而单盘圆柱型左心耳

封堵器由于存在设计的缺陷ꎬ围术期试验犬死亡率

高ꎬ因此需要进一步的改进ꎬ不适合在临床应用ꎮ

本实验的主要不足:实验动物偏少ꎬ所选实验

犬偏小ꎬ实验犬左心耳的大小相近ꎬ只使用了 １６ ｍｍ
~２０ ｍｍ 规格的封堵器ꎬ缺乏较大规格封堵器的可

行性及封堵效果的评价ꎬ以及完全内膜化时间的评

价ꎻ本研究使用的实验犬均为健康实验犬ꎬ其心脏

结构及心房、左心耳大小及左心耳壁的厚度与房颤

犬存在一定的差异ꎮ
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竞争性内源 ＲＮＡ 在支气管哮喘中的研究进展

何山川ꎬ钱粉红∗

(江苏大学附属医院呼吸与危重症医学科ꎬ江苏 镇江　 ２１２０００)

　 　 【摘要】 　 支气管哮喘是一种以气道炎症、气道高反应性和气道重塑为特征的慢性气道疾病ꎬ常表现为反复的

喘息、咳嗽和胸闷ꎮ 近期许多研究表明ꎬｌｎｃＲＮＡ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ 可通过与 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 应答元件与靶 ｍｉＲＮＡ 分子发生相

互作用ꎬ形成竞争性内源 ＲＮＡ 调控网络ꎬ参与转录后水平基因表达的调控ꎬ影响哮喘发生发展过程ꎮ 本文就

ｃｅＲＮＡ 调控机制及其对哮喘的影响进行综述ꎮ
【关键词】 　 哮喘ꎻ竞争性内源 ＲＮＡꎻ长链非编码 ＲＮＡꎻ微小 ＲＮＡꎻ环状 ＲＮＡ
【中图分类号】 Ｒ￣３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１￣７８５６(２０２１) ０１￣０１１３￣０７

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ ｉｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ

ＨＥ Ｓｈａｎｃｈｕａｎꎬ ＱＩＡＮ Ｆｅｎｈｏｎｇ∗

(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ ２１２０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ ｉｓ ａ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎬ ｈｙｐｅｒ￣
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓꎬ ａｎｄ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｍａｎｉｆｅｓｔｅｄ ａｓ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｗｈｅｅｚｉｎｇ ｏｒ ｃｏｕｇｈｉｎｇ ａｎｄ ｃｈｅｓｔ ｄｉｓｔｒｅｓｓ. Ｒｅｃｅｎｔ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｌｎｃＲＮＡｓ ａｎｄ ｃｉｒｃＲＮＡｓ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｌｙ ｓｐｏｎｇｅ ｍｉＲＮＡｓ ｖｉａ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬ ｆｏｒｍ ａ ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｌａｙ ａ ｍａｊｏｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｈｍａ. Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｃｅＲＮＡ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ａｓｔｈｍａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｓｔｈｍａꎻ ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡꎻ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎻ ｍｉｃｒｏＲＮＡꎻ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ

　 　 支气管哮喘(简称哮喘)是一种遗传因素与环

境因素共同参与的免疫学疾病ꎬ是最常见的慢性气

道炎症性疾病之一ꎬ临床表现为反复发作的喘息、
气急、胸闷或咳嗽等症状ꎬ常在夜间及凌晨发作或

加重ꎬ多数患者可自行缓解或经治疗后缓解ꎮ 哮喘

涉及平滑肌细胞、气道上皮细胞、Ｔ 淋巴细胞、嗜酸

性粒细胞、中性粒细胞、肥大细胞等多种细胞及细

胞组分ꎬ其特征是气道炎症、气道高反应性和气道

重塑[１]ꎮ 据统计ꎬ中国 ２０ 岁以上成人哮喘总体患病

率为 ４􀆰 ２％ꎬ其中 ７１􀆰 ２％的哮喘患者从未得到明确

诊断ꎬ只有 ５􀆰 ６％的哮喘患者接受了吸入糖皮质激

素治疗[２]ꎮ 因此ꎬ深入研究探索哮喘的发病机制ꎬ
寻找辅助诊断标志物和治疗靶标ꎬ是目前研究的重

要方向ꎮ 竞争性内源 ＲＮＡ ( ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ＲＮＡꎬｃｅＲＮＡ)假说由 Ｓａｌｍｅｎａ 等[３] 提出ꎬ目前认为ꎬ
参与 ｃｅＲＮＡ 调 控 网 络 的 ＲＮＡ 包 括 信 使 ＲＮＡ
(ｍｅｓｓａｇｅ ＲＮＡꎬ ｍＲＮＡ )、 微 小 ＲＮＡ ( ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ
ｍｉＲＮＡ)、假基因( ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ)、环状 ＲＮＡ( ｃｉｒｃｕｌａｒ
ＲＮＡꎬｃｉｒｃＲＮＡ)和长链非编码 ＲＮＡ( ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡꎬｌｎｃＲＮＡ)等ꎬ其中 ｍｉＲＮＡ 是该网络的核心[４]ꎮ



研究表明ꎬｍＲＮＡ、假基因、ｌｎｃＲＮＡ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ 可作

为内源性 ｍｉＲＮＡ 分子海绵ꎬ通过 ｍｉＲＮＡ 结合位点

竞争性结合相同的 ｍｉＲＮＡꎬ从而调控基因表达[５]ꎬ
并在癌症、心血管疾病和糖尿病等多种疾病中发挥

重要作用ꎮ 本文现就 ｃｅＲＮＡ 调控机制及其在哮喘

中的研究进展进行综述ꎮ

１　 ｃｅＲＮＡ 调控机制概述

ｍｉＲＮＡ 是一类长度大约在 ２０ ~ ２２ 个核苷酸且

具有在转录后水平调控基因表达功能的非编码

ＲＮＡꎮ ｍｉＲＮＡ 可与其靶 ｍＲＮＡ 的 ３’ 端非翻译区

(ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬＵＴＲ) 结合ꎬ导致翻译抑制和

(或) ｍＲＮＡ 降解[６]ꎮ ｍｉＲＮＡ 应答元件 ( ｍｉＲＮＡ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ＭＲＥ ) 是 指 ｍＲＮＡ、 ｌｎｃＲＮＡ、
ｃｉｒｃＲＮＡ 等其他类型的 ＲＮＡ 转录本上与 ｍｉＲＮＡ 互

补性结合的一段序列ꎬ这种结合通常会抑制目标基

因的表达[５]ꎮ 在 ｃｅＲＮＡ 调控机制中ꎬＭＲＥ 是各种

ＲＮＡ 转录本交流的媒介ꎬｍＲＮＡ、 ｌｎｃＲＮＡ、ｃｉｒｃＲＮＡ
等转录本均通过由 ＭＲＥ 介导的“语言”进行通讯ꎬ
即具有相同 ＭＲＥ 的 ＲＮＡ 分子通过竞争性结合相同

的 ｍｉＲＮＡ 来调控 ｍｉＲＮＡ 靶 ｍＲＮＡ 的表达水平ꎬ从
而构成庞大的调控网络ꎮ Ｅｂｅｒｔ 等[７] 报道人工合成

含有多个相同的 ＭＲＥ 的 ｍｉＲＮＡ“海绵”能够特异且

有效地抑制 ｍｉＲＮＡ 功能ꎮ 而 ｃｅＲＮＡ 作用机制与人

工合成的 ｍｉＲＮＡ “海绵” 大致相同ꎬ可靶向结合

ｍｉＲＮＡ 并抑制 ｍｉＲＮＡ 的活性ꎬ所以也被称为内源

性 ｍｉＲＮＡ 海绵ꎮ
理论上ꎬ任何包含ＭＲＥ 序列的 ＲＮＡ 转录本(包

括 ｍＲＮＡ)均可作为 ｃｅＲＮＡꎬ并通过竞争性结合同

一种 ｍｉＲＮＡ 影响各自的表达水平[５]ꎬ其中 ｌｎｃＲＮＡ
和 ｃｉｒｃＲＮＡ 作为 ｃｅＲＮＡ 已被实验证实ꎮ ｌｎｃＲＮＡ 是

一类长度大于 ２００ 个核苷酸、不具备编码蛋白质功

能的 ＲＮＡ 分子ꎬ相当多的研究表明ꎬｌｎｃＲＮＡ 在炎症

反应、细胞恶性转化和肿瘤转移等病理生理过程中

发挥调控基因表达的关键作用[８－１０]ꎮ 在呼吸系统疾

病研究领域ꎬ有研究报道 ｌｎｃＲＮＡ 在哮喘、非小细胞

肺癌、特发性肺纤维化等疾病中作为 ｃｅＲＮＡ 发挥调

控作用ꎬ导致疾病进展[１１－１３]ꎮ ｃｉｒｃＲＮＡ 是一类闭合

环状非编码 ＲＮＡꎬ大量存在于真核细胞转录组中ꎬ
参与转录和转录后基因的表达调控[１４]ꎮ 由于

ｃｉｒｃＲＮＡ 不易被核酸外切酶降解ꎬ且单个分子可包

含多个 ＭＲＥ 序列ꎬ故较线性 ＲＮＡ 分子更高效、更持

久地发挥 ｃｅＲＮＡ 功能[１５]ꎮ Ｈａｎｓｅｎ 等[１６] 鉴定了一

种称为 ＣＤＲ１ａｓ(小脑变性相关蛋白 １ 反义转录物ꎬ
或称 ｃｉＲＳ￣７)的 ｃｉｒｃＲＮＡꎬ在其序列上有超过 ６０ 个

ｍｉＲ￣７ 结合位点ꎬ可吸附 ｍｉＲ￣７ 发挥其“内源性海

绵” 作用ꎬ抑制 ｍｉＲ￣７ 的活性ꎬ在斑马鱼实验中

ＣＤＲ１ａｓ 以类似于“敲除 ｍｉＲ￣７”的方式阻碍了中脑

发育[１５]ꎮ 还有研究发现ꎬ转录自 Ｙ 染色体性别决定

区基因的 ｃｉｒｃＲＮＡꎬ包含 １６ 个可结合 ｍｉＲ￣１３８ 的

ＭＲＥꎬ 能 够 负 调 控 ｍｉＲ￣１３８ 的 表 达[１６]ꎮ 目 前

ｃｉｒｃＲＮＡ 已被证实在心肌纤维化[１７]、糖尿病[１８] 和类

风湿性关节炎[１９]等疾病中具有 ｍｉＲＮＡ 分子海绵的

功能ꎮ

２　 ｃｅＲＮＡ 调控支气管哮喘的发生发展

２􀆰 １　 ｃｅＲＮＡ 调控气道平滑肌细胞增殖

气道平滑肌细胞 ( ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬ
ＡＳＭＣ)是呼吸道的重要组成部分ꎬＡＳＭＣ 过度增生

和肥大ꎬ会导致气道增厚和变窄甚至气道阻塞ꎬ故
ＡＳＭＣ 在 哮 喘、 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( ｃｈｒｏｎｉｃ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＯＰＤ)等慢性呼吸道

疾病的气道重塑形成过程中的起关键作用ꎮ 在病

理状态下ꎬＡＳＭＣ 由于受到各类细胞因子的刺激ꎬ处
于细胞活性和增殖能力增加的状态[２０]ꎬ同时 ＡＳＭＣ
可以通过释放多种蛋白酶、各型炎症因子和趋化因

子参与气道炎症反应[２１]ꎮ
目前已有多项研究揭示了相关 ｌｎｃＲＮＡ 参与

ＡＭＳＣ 的增殖ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２２] 发现 ｌｎｃＲＮＡ ＢＣＹＲＮ１
可通过上调瞬时感受器电位通道 １ 的表达来促进哮

喘模型大鼠 ＡＳＭＣ 的增殖和迁移ꎮ 进一步研究发现

卵清蛋白致敏大鼠的 ＡＭＳＣ 中 ｌｎｃＲＮＡ ＢＣＹＲＮ１ 表

达增加ꎬｍｉＲ￣１５０ 表达降低ꎬ且 ｌｎｃＲＮＡ ＢＣＹＲＮ１ 水

平与 ｍｉＲ￣１５０ 负相关ꎬ ＲＮＡ ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 实验证实

ｌｎｃＲＮＡ ＢＣＹＲＮ１ 可与 ｍｉＲ￣１５０ 特异性结合ꎬ促进

ＡＳＭＣ 的增殖和迁移ꎬ而五味子乙素(Ｓｃｈｉｓａｎｄｒｉｎ Ｂ)
可逆转这一过程[２３]ꎮ Ｌｉｎ 等[２４] 发现 ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１
在哮喘模型大鼠 ＡＳＭＣ 中的表达增加ꎬ同时伴有

ｍｉＲ￣５９０￣５ｐ 表达降低ꎬ经过表达及敲减实验证实ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ 表达与 ｍｉＲ￣５９０￣５ｐ 呈负相关ꎬｌｎｃＲＮＡ
ＴＵＧ１ 可作为 ｃｅＲＮＡ 吸附 ｍｉＲ￣５９０￣５ｐꎬ调节 ｍｉＲ￣
５９０￣５ｐ 的靶基因成纤维细胞生长因子 １( ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １ꎬ ＦＧＦ１ ) 的 表 达 水 平ꎮ 过 表 达 的

ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ 通 过 ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ / ｍｉＲ￣５９０￣５ｐ /
ＦＧＦ１ 轴促进 ＡＳＭＣ 的增殖和迁移ꎬ并抑制 ＡＳＭＣ 凋

亡ꎮ 另一项研究显示[２５]ꎬｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 在哮喘模型
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大鼠 ＡＳＭＣ 中表达水平升高并可促进 ＡＳＭＣ 增殖ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 能作为 ｍｉＲＮＡ 海绵吸附 ｍｉＲ￣１０ａꎬ调
节脑源性神经营养因子( ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)的表达ꎮ ｍｉＲ￣１０ａ 能直接结合 ＢＤＮＦ
的 ３′端 ＵＴＲ 区ꎬ抑制 ＢＤＮＦ 表达ꎮ 过度表达的 ｍｉＲ￣
１０ａ 可使有丝裂原诱导的 ＡＳＭＣ 增殖减少 ５０％ꎬ而
抑制 ｍｉＲ￣１０ａ 使 ＡＳＭＣ 增殖能力增加 ４０％ꎮ 敲低

ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 能提高 ｍｉＲ￣１０ａ 的表达水平并显著降

低其靶基因 ＢＤＮＦ 的表达ꎬ抑制 ＡＳＭＣ 的增殖ꎬ敲低

ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ 基因的哮喘小鼠气道反应性明显

降低[２６]ꎮ
在人来源的 ＡＳＭＣ 中同样存在 ｃｅＲＮＡ 调控机

制ꎮ Ｐｅｒｒｙ 等[２７]报道在体外用地塞米松和胎牛血清

培养人 ＡＳＭＣ 后ꎬ其 ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 的表

达谱发生改变ꎬ有 ４ 种 ｌｎｃＲＮＡ ( ＲＰ１１￣４６Ａ１０􀆰 ４、
ＬＩＮＣ００８８３、ＢＣＹＲＮ１ 和 ＬＩＮＣ００８８２)表达上调ꎬ推测

这些 ｌｎｃＲＮＡ 可作为目标 ｍｉＲＮＡ 分子 (ｍｉＲ￣１５０、
ｍｉＲ￣３７１￣５ｐ、ｍｉＲ￣９４０ 和 ｍｉＲ￣１２０７￣５ｐ) 的分子海绵

发挥调控作用ꎬ其中 ｌｎｃＲＮＡ ＢＣＹＲＮ１ 和 ｍｉＲ￣１５０ 的

相互作用关系已在动物模型中被证实ꎮ 血小板源

性生长因子(ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＰＤＧＦ)等
有丝分裂原通过诱导 ＡＳＭＣ 过度增殖ꎬ促进哮喘气

道重塑[２８]ꎮ Ｌｉｎ 等[２９] 用 ＰＤＧＦ￣ＢＢ 处理人 ＡＳＭＣ
后ꎬ发现 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 表达量增加ꎬ 并促使

ＡＳＭＣ 发生增殖和迁移ꎮ 荧光素酶报告实验证实

ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 与 ｍｉＲ￣１５０ 存在靶向结合作用ꎬ而
ｍｉＲ￣１５０ 则 靶 向 翻 译 起 始 因 子 ４Ｅ ( ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４ＥꎬｅＩＦ４Ｅ)调节信号蛋白

Ａｋｔ 的磷酸化水平ꎮ 敲低 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 可通过

ｍｉＲ￣１５０ / ｅＩＦ４Ｅ 通路抑制 ＡＳＭＣ 增殖和迁移ꎮ Ｌｉｕ
等[３０]发现 ｌｎｃＲＮＡ ＬＩＮＣ００８８２ 在 ＰＤＧＦ 处理的人

ＡＳＭＣ 中呈高表达ꎬ ｌｎｃＲＮＡ ＬＩＮＣ００８８２ 可与 ｍｉＲ￣
３６１９￣５ｐ 结合并负性调节 ｍｉＲ￣３６１９￣５ｐ 的表达ꎮ
ｍｉＲ￣３６１９￣５ｐ 靶 向 β￣连 环 蛋 白 ( β￣ｃａｔｅｎｉｎ ) 调 节

ＡＳＭＣ 的增殖ꎮ 敲减 ｌｎｃＲＮＡ ＬＩＮＣ００８８２ 则显著地

抑制了 ＡＳＭＣ 的增殖ꎮ 这表明 ｌｎｃＲＮＡ ＬＩＮＣ００８８２
通过吸附 ｍｉＲ￣３６１９￣５ｐ 促进 ＡＳＭＣ 增殖ꎮ
２􀆰 ２　 ｃｅＲＮＡ 调控 ＣＤ４＋Ｔ 细胞免疫反应

目前认为 ＣＤ４＋Ｔ 细胞是哮喘气道炎症的重要

参与者[３１]ꎮ 根据表型和功能的不同可将 ＣＤ４＋Ｔ 细

胞分为辅助性 Ｔ 细胞(Ｔｈ 细胞)和调节性 Ｔ 细胞

(Ｔｒｅｇ 细胞)等ꎮ Ｔｈ 细胞可进一步细分为 Ｔｈ１ 细胞、
Ｔｈ２ 细胞和 Ｔｈ１７ 细胞等亚群ꎬ可分泌各型细胞因子

参与哮喘发病ꎮ
Ｔｈ２ 型细胞因子(如 ＩＬ￣４、ＩＬ￣５、ＩＬ￣１３ 等)在哮

喘气道炎症中的重要性已被广泛接受ꎮ 研究显

示[３２]ꎬＴｈ 细胞向 Ｔｈ２ 细胞的转化导致 Ｔｈ１ 型和 Ｔｈ２
型细胞因子失衡ꎬＴｈ２ 细胞过度激活ꎬ从而促进哮喘

的发生和发展ꎬ抑制 Ｔｈ２ 型细胞因子释放或提高

Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 比值可能有助于缓解哮喘相关炎症ꎮ 一项

来自 Ｌｉａｎｇ 等[３３] 的研究纳入了 ７７２ 例哮喘患者和

４４１ 例健康对照者ꎮ 在哮喘组患者外周血 ＣＤ４＋Ｔ 细

胞中检测到高表达的 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 和低表达的

ｍｉＲ￣１５５ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 表达水平与 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 比

值及转录因子 Ｔ￣ｂｅｔ / ＧＡＴＡ３ 比值呈负相关关系ꎬ而
ｍｉＲ￣１５５ 表达水平与 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 比值和 Ｔ￣ｂｅｔ / ＧＡＴＡ３
比值呈正相关ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 与 ｍｉＲ￣１５５ 互补

结合ꎬ负向调控 Ｔｈ２ 炎性因子的表达ꎬ参与调节

Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 平衡ꎮ
亦有研究报道 ｃｉｒｃＲＮＡ 可作为 ｃｅＲＮＡ 参与哮

喘 Ｔｈ２ 型炎症ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[３４] 发现哮喘患者外周血

ＣＤ４＋Ｔ 细胞中的 ｃｉｒｃＲＮＡ ｈａｓ＿ｃｉｒｃ＿０００５５１９ 较健康

人表达增加ꎬ且 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５５１９ 表达水平与 ｈｓａ￣
ｌｅｔ－７ａ － ５ｐ 表达水平负相关ꎬ实验证实 ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿
０００５５１９ 竞争性结合 ｈｓａ￣ｌｅｔ－７ａ－５ｐ 并促进 ＩＬ￣１３ 和

ＩＬ￣６ 表达ꎬ从而影响哮喘发展ꎮ 另外ꎬ在哮喘患者的

外周血单个核细胞中也检测到 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５５１９ 表

达升高ꎮ
Ｔｈ１７ 细胞是 Ｔｈ０ 细胞在 ＴＧＦ￣β、ＩＬ￣６、ＩＬ￣２３ 作

用下分化产生的表达孤核受体 γｔ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｏｒｐｈａｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ γｔꎬＲＯＲγｔ)的 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞亚群ꎬＴｈ１７ 细胞

可通过分泌 ＩＬ￣１７ 等细胞因子发挥强大的促炎作

用ꎮ Ｔｒｅｇ 细胞是具有免疫抑制功能的 Ｔ 细胞亚群ꎬ
具有限制 Ｔ 细胞免疫反应的功能ꎮ 在正常机体状

态下ꎬＴｒｅｇ 和 Ｔｈ１７ 细胞相互拮抗ꎬ处于平衡状态ꎬ而
Ｔｒｅｇ / Ｔｈ１７ 的失衡在哮喘的发展中起着重要作

用[３５]ꎮ Ｑｉｕ 等[３６]报道ꎬ在人外周血 ＣＤ４＋Ｔ 细胞中ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 可作为 ｃｅＲＮＡ 吸附 ｈａｓ￣ｍｉＲ￣１７ 调节

ＲＯＲγｔ 表达ꎬ从而影响哮喘患者的 Ｔｒｅｇ / Ｔｈ１７ 平衡ꎮ
其研究发现ꎬ严重哮喘患者 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中 ｌｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３ 水平较正常人显著升高ꎬ而 ｍｉＲ￣１７ 水平较正

常人降低ꎮ ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水平与 Ｔｈ１７ 占

ＣＤ４＋Ｔ 细胞百分比、ＩＬ￣１７ 水平、ＩＬ￣２２ 水平及 ＲＯＲγｔ
的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平正相关ꎮ ｍｉＲ￣１７ 通过靶向

ＲＯＲγｔ 调节 Ｔｒｅｇ / Ｔｈ１７ 比值ꎮ 敲低 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３
可增加 ｍｉＲ￣１７ 的表达水平ꎬ并相应地降低 ＲＯＲγｔ
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表达水平ꎬ从而调控 Ｔｈ１７ 细胞功能ꎮ
２􀆰 ３　 ｃｅＲＮＡ 调控巨噬细胞极化

肺巨噬细胞存在于肺泡腔和肺间质中ꎬ发挥吞

噬呈递抗原、分泌炎症介质及参与免疫应答的功

能ꎮ 巨噬细胞有 ３ 种表型ꎬＭ１ 型巨噬细胞具有促炎

作用ꎬＭ２ 型巨噬细胞具有抗炎和免疫调节作用ꎬ调
节性巨噬细胞(也称为 Ｍ２ 样巨噬细胞)可在免疫反

应后期限制炎症进展ꎮ 巨噬细胞极化可能与哮喘

关系密切ꎬ研究发现巨噬细胞的活化以及向 Ｍ１ 表

型转化在哮喘的发展过程中起着重要作用[３７]ꎮ
Ｚｈｏｎｇ 等[３８]报告 ＰＭ２􀆰 ５ 能诱导巨噬细胞向 Ｍ１

表型转化ꎬ并释放 ＩＬ￣６、肿瘤坏死因子 － α ( ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－αꎬＴＮＦ￣α)等多种促炎因子[３９]ꎬ在暴

露于 ＰＭ２􀆰 ５ 的小鼠肺组织中ꎬ８８５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 分子

和 １４２ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 分子的表达水平发生改变ꎮ 其中

ｌｎｃＲＮＡ ＮＯＮＭＭＵＴ０６５８６７ꎬ ｌｎｃＲＮＡ
ＮＯＮＭＭＵＴ０６４３１２ꎬｌｎｃＲＮＡ ＮＯＮＭＭＵＴ０１８１２３ 的表

达显著上调ꎬｃｉｒｃＲＮＡ ＣＢＴ１５＿ｃｉｒｃＲ＿１０１１ꎬｃｉｒｃＲＮＡ
ｍｍ９＿ｃｉｒｃ＿００５９１５ 的表达显著下调ꎬ进一步分析显

示这些非编码 ＲＮＡ 与 ＴＮＦ￣α、诱导型一氧化氮合酶

(ｉＮＯＳ)、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 等促炎细胞因子和 ＮＬＲＰ３ 炎性

小体相关ꎮ
Ｓｈａｎｇ 等[４０] 对小鼠哮喘模型的研究发现ꎬ

ｃｉｒｃＲＮＡ ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００１３５９ 作为 ｍｉＲ￣１８３－５ｐ 的内

源性 ｍｉＲＮＡ 海绵ꎬ增强了转录因子 ＦｏｘＯ１ 信号介导

的 Ｍ２ 样巨噬细胞活化作用ꎮ 体外实验和在体实验

中均发现富含 ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ ＿０００１３５９ 的外泌体通过

ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ ＿０００１３５ / ｍｉＲ￣１８３ － ５ｐ / ＦｏｘＯ１ 轴减少 Ｍ１
表型相关的细胞因子(ｉＮＯＳ、ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣γ)表达ꎬ降
低炎症水平并减缓气道重塑ꎮ 这项研究提示ꎬ可以

利用 ｌｎｃＲＮＡ 或 ｃｉｒｃＲＮＡ 修饰的外泌体以 ｃｅＲＮＡ 调

控网络为靶点开发哮喘新型疗法ꎮ
２􀆰 ４　 ｃｅＲＮＡ 调控气道上皮细胞炎症反应

气道上皮细胞作为肺与外界环境接触的第一

道屏障ꎬ在维持气道结构和功能完整性及参与气道

免疫反应中起到重要作用ꎮ 应激状态下的气道上

皮细胞分泌的炎性介质作用于自身、抗原提呈细胞

和其他气道支持细胞等ꎬ 参与气道炎症的发生ꎮ
Ｄａｉ 等[４１]发现气管内滴注脂多糖诱导的炎症模型大

鼠肺组织 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 表达量升高ꎬｍｉＲ￣１４６ａ
表达量下降ꎬ在用脂多糖诱导大鼠发生肺部炎症前

注射小干扰 ＲＮＡ 敲减 ＭＡＬＡＴ１ 可降低大鼠肺损伤

评分和 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 的表达ꎬ同时 ｍｉＲ￣１４６ａ

表达量增加ꎻ体外实验证实ꎬ在鼠肺上皮细胞和鼠

肺泡巨噬细胞中ꎬｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 通过吸附 ｍｉＲ￣
１４６ａ 调控炎性细胞因子分泌ꎮ 另一项涉及 ＣＯＰＤ
发病机制的研究指出ꎬ在经香烟烟气提取物处理的

人支气管上皮细胞中ꎬ ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ 表达升高ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ 通过特异性结合 ｍｉＲ￣１４５－５ｐ 促进双

特异 性 磷 酸 酶 ６ ( ｄｕａｌ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ６ꎬ
ＤＵＳＰ６)的表达ꎬ促进气道炎症和气道重塑[４２]ꎮ 考

虑到气道上皮细胞在 Ｔｈ２ 型免疫反应和气道黏液细

胞化生中的重要作用ꎬ推测 ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ 在哮喘气

道上皮细胞中也可作为 ｃｅＲＮＡ 发挥调控作用ꎮ
２􀆰 ５　 ｃｅＲＮＡ 与糖皮质激素抵抗

临床上部分哮喘患者给予大剂量糖皮质激素

后仍不能得到理想的治疗效果ꎬ此类哮喘被定义为

激素抵抗型哮喘ꎮ ＡＳＭＣ 中的 ｃｅＲＮＡ 调控机制可

能与糖皮质激素抵抗相关ꎮ 既往研究发现 ｌｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１ 在非重症哮喘患者 ＡＳＭＣ 中表达降低ꎬ在糖

皮质激素抵抗的严重哮喘患者中表达升高ꎬ且

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 与 ＡＳＭＣ 的增殖和 ＩＬ￣６ 合成释放相

关[４３]ꎮ Ｙｕ 等[４４] 利用大鼠哮喘模型证实 ｌｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１ 可作为 ｍｉＲ￣２０３ａ 的分子海绵发挥作用ꎬ负向

调节 ｍｉＲ￣２０３ａ 表达水平并正向调节其下游转录因

子 Ｅ２Ｆ３ 的表达ꎬ从而促进 ＡＳＭＣ 的增殖和迁移ꎬ而
α－细辛脑则通过 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ / ｍｉＲ￣２０３ａ / Ｅ２Ｆ３ 轴

抑制 ＡＳＭＣ 的增殖ꎮ 另有研究发现 ｌｎｃＲＮＡ ＣＡＳＣ７
可能是与糖皮质激素敏感性相关的转录本ꎮ Ｌｉｕ
等[４５]在严重哮喘患者的 ＡＳＭＣ 中检测到低表达的

ｌｎｃＲＮＡ ＣＡＳＣ７ꎬ而 ｍｉＲ￣２１ 表达水平升高、Ａｋｔ 活性

上调ꎮ 过表达 ｌｎｃＲＮＡ ＣＡＳＣ７ 通过靶向结合 ｍｉＲ￣２１
抑制了 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路ꎬ促进糖皮质激素受体磷

酸化ꎬ从而增加了糖皮质激素的敏感性ꎮ
２􀆰 ６　 生物信息学预测哮喘相关的 ｃｅＲＮＡ

Ｃｈｅｎ 等[４６]通过高通量测序技术获得了来自非

重症哮喘患者、严重哮喘患者和健康人群的 ｍＲＮＡ、
ｍｉＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 表达谱数据ꎬ初步确定 ｈａｓ￣ｍｉＲ￣
１３３ａ－３ｐ、ｈａｓ￣ｍｉＲ￣３６１３－３ｐ 和 ｈａｓ￣ｍｉＲ￣９３－５ｐ 是哮

喘病情进展相关的 ｍｉＲＮＡ￣ｍＲＮＡ￣ｌｎｃＲＮＡ 网络的关

键 ｍｉＲＮＡꎮ 在另一项研究中ꎬＬｉａｏ 等[４７] 利用 Ｇｅｎｅ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｏｍｎｉｂｕｓ、ＳｔａｒＢａｓｅ、ＤｒｕｇＢａｎｋ 等在线数据

库及生物信息学工具构建哮喘相关的 ｃｅＲＮＡ 网络ꎬ
确定 了 ５ 个 关 键 ｌｎｃＲＮＡ ( ＭＡＬＡＴ１ꎬ ＭＩＲ１７ＨＧꎬ
ＣＡＳＣ２ꎬＭＡＧＩ２￣ＡＳ３ꎬ ＤＡＰＫ１￣ＩＴ１)ꎬ并针对对应的

ｃｅＲＮＡ 靶点预测了 ８ 种潜在靶向药(他莫昔芬ꎬ鲁

６１１ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



索替尼ꎬ维甲酸ꎬ槲皮素ꎬ达沙替尼ꎬ左卡尼汀ꎬ尼氟

酸ꎬ格列本脲)ꎮ 目前利用一些非编码 ＲＮＡ 数据库

可以预测与哮喘相关的 ｃｅＲＮＡ 网络ꎬ但是不同的预

测算法得到的结果不尽相同ꎬ且有关研究涉及的样

本量普遍较少ꎬ故这种相关关系仍需要实验验证和

临床大样本的检验ꎮ

表 １　 参与支气管哮喘病理机制的竞争性内源性 ＲＮＡ
Ｔａｂｌｅ １　 ｃｅＲＮＡｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ

竞争性内源性
ＲＮＡ ｃｅＲＮＡｓ

吸附的 ｍｉＲＮＡ
ｍｉＲＮＡ ｓｐｏｎｇｅ

目标基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

物种 / 细胞
Ｓｐｅｃｉｅｓ / Ｃｅｌｌｓ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｌｎｃＲＮＡ

ｌｎｃＲＮＡ ＢＣＹＲＮ１ ｍｉＲ￣１５０ ? 大鼠 / 气道平滑肌细胞
Ｒａｔ / ＡＳＭＣ

ＡＳＭＣ 增殖和迁移
Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＭＣ

[２３]

ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ ｍｉＲ￣５９０－５ｐ ＦＧＦ１ 大鼠 / 平滑肌细胞
Ｒａｔ / ＡＳＭＣ

ＡＳＭＣ 增殖和迁移
Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＭＣ

[２４]

ｌｎｃＲＮＡ ＧＡＳ５ ｍｉＲ￣１０ａ ＢＤＮＦ 大鼠 / 气道平滑肌细胞
Ｒａｔ / ＡＳＭＣ

ＡＳＭＣ 增殖
Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＭＣ

[２６]

ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ ｍｉＲ￣１５０ ｅＩＦ４Ｅ 人 / 气道平滑肌细胞
Ｈｕｍａｎ / ＡＳＭＣ

ＡＳＭＣ 增殖和迁移
Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＭＣ

[２９]

ｌｎｃＲＮＡ００８８２ ｍｉＲ￣３６１９－５ｐ β￣ｃａｔｅｎｉｎ 人 / 胚胎气道平滑肌细胞
Ｈｕｍａｎ / ｆｅｔａｌ ＡＳＭＣ

ＡＳＭＣ 细胞增殖
Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＭＣ

[３０]

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ｍｉＲ￣２０３ａ Ｅ２Ｆ３ 大鼠 / 气道平滑肌细胞
Ｒａｔ / ＡＳＭＣ

ＡＳＭＣ 增殖和迁移
Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＭＣ

[４４]

ｌｎｃＲＮＡ ＣＡＳＣ７ ｍｉＲ￣２１ ＰＴＥＮ 人 / 气道平滑肌细胞
Ｈｕｍａｎ / ＡＳＭＣ

调控 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号传导通路、
糖皮质激素抵抗相关

Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ
ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

[４５]

ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ ｍｉＲ￣１５５ Ｔ￣ｂｅｔꎬ ＧＡＴＡ￣３ 人 / ＣＤ４＋Ｔ 细胞

Ｈｕｍａｎ / ＣＤ４＋Ｔ ｃｅｌｌ
Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 平衡

Ｔｈ１ / Ｔｈ２ ｂａｌａｎｃｅ
[３３]

ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ ｍｉＲ￣１７ ＲＯＲγｔ 人 / ＣＤ４＋Ｔ 细胞

Ｈｕｍａｎ / ＣＤ４＋Ｔ ｃｅｌｌ
ＩＬ￣１７ 分泌、Ｔｒｅｇ / Ｔｈ１７ 平衡

ＩＬ￣１７ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎꎻ Ｔｒｅｇ / Ｔｈ１７ ｂａｌａｎｃｅ
[３６]

ｃｉｒｃＲＮＡ

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５５１９ ｈａｓ￣ｌｅｔ－７ａ－５ｐ ＩＬ￣１３ꎬ ＩＬ￣６ 人 / ＣＤ４＋Ｔ 细胞

Ｈｕｍａｎ / ＣＤ４＋Ｔ ｃｅｌｌ
ＩＬ￣１３ 和 ＩＬ￣６ 表达

ＩＬ￣１３ ａｎｄ ＩＬ￣６ ｅｘｐｒｓｓｉｏｎ
[３４]

ｍｍｕ＿ｃｉｒｃ＿０００１３５９ ｍｉＲ￣１８３－５ｐ ＦｏｘＯ１ 小鼠 / 巨噬细胞
Ｍｉｃｅ / ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

Ｍ２ 巨噬细胞活化
Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

[４０]

注:“?”:参考文献未明确报道ꎮ
Ｎｏｔｅ. ‘?’ꎬ Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｏ ｎｏｔ ｐｏｉｎｔ ｏｕｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔａｒｇｅｔ.

３　 ｃｅＲＮＡ 与哮喘临床诊疗

Ｌｉ 等[４８] 利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测哮喘急性发作患

者、缓解期哮喘患者、健康人血浆中 ｌｎｃＲＮＡ ＮＥＡＴ１
和 ｍｉＲＮＡ￣１２４ 的表达ꎬ发现哮喘急性发作患者的

ｌｎｃＲＮＡ ＮＥＡＴ１ 表达量高于另外两组ꎬ且与 ＴＮＦ￣α、
ＩＬ￣１ 和 ＩＬ￣１７ 水平及病情严重程度呈正相关ꎬ与 ＩＬ￣
１０ 水平及肺功能负相关ꎻ而 ｍｉＲ￣１２４ 表达量与致炎

因子水平及严重程度负相关ꎬ与肺功能呈正相关ꎬ
尤其是在哮喘急性发作患者中ꎮ 依据 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＥＡＴ１ 与 ｍｉＲ￣１２４ 的负相关关系ꎬ 推测 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＥＡＴ１ 可能是通过吸附 ｍｉＲ￣１２４ 来调节基因表达ꎬ

导致哮喘病情加重ꎮ 同样地ꎬＹｅ 等[４９] 发现血浆中

ｌｎｃＲＮＡ ＡＮＲＩＬ 表达水平与 ｍｉＲ￣１２５ａ 表达水平负相

关ꎬｌｎｃＲＮＡ ＡＮＲＩＬ 与 ｍｉＲ￣１２５ａ 比值与炎症因子

(ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１７)水平、肺功能及病情严

重程度相关ꎬ且哮喘发作患者的 ｌｎｃＲＮＡ ＡＮＲＩＬ /
ｍｉＲ￣１２５ａ 比值高于缓解期患者ꎮ 可以设想的是ꎬ在
未来的研究中如能确定哮喘中具有特异性的

ｃｅＲＮＡ 调控网络ꎬ那么只需检测其中的非编码 ＲＮＡ
表达水平就可将哮喘患者和其他症状类似的非哮

喘患者区分开来ꎬ这将有助于哮喘早期诊断和干

预ꎬ以及哮喘疑似病人的明确诊断ꎮ

４　 总结与展望

目前哮喘中已知的 ｃｅＲＮＡ 见表 １ꎮ 随着核酸功

能研究和检测技术的不断发展ꎬｌｎｃＲＮＡ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ
已经成为国内外研究的热点ꎬ但是不可忽视的是ꎬ
目前在 ｃｅＲＮＡ 研究领域仍存在一些问题和难点ꎬ比
如生理条件下单个转录本的表达变化不足以抑制
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ｍｉＲＮＡ 的活性ꎬ只有当 ｃｅＲＮＡ 的丰度接近于靶

ｍｉＲＮＡ 的丰度时才能抑制 ｍｉＲＮＡ 靶标ꎻ实验中人

为操控基因表达容易过量ꎬ并不能真实反应体内常

态下的 ｃｅＲＮＡ 作用ꎻ由于实验设计的可行性和实验

条件的限制ꎬｃｅＲＮＡ 直接互作的研究往往局限于单

个基因ꎻ目前多数研究仍停留在细胞功能研究水

平ꎬ需要在动物模型和临床实践中得到验证ꎮ 此外

ｍＲＮＡ 可通过 ｃｅＲＮＡ 机制隔离 ｍｉＲＮＡ 发挥调控作

用ꎬ但在哮喘研究领域尚无涉及ꎮ
综上所述ꎬｃｅＲＮＡ 假说的提出拓展了转录后水

平基因表达调控的机制ꎬ对于 ｃｅＲＮＡ 调控网络的研

究揭示了其在疾病的发生、发展重要作用ꎮ 目前的

研究已经提示以 ｌｎｃＲＮＡ ＢＣＹＲＮ１、ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１
等为代表的非编码 ＲＮＡ 在哮喘中的重要作用ꎬ但相

较于癌症研究领域ꎬ在支气管哮喘机制研究中涉及

ｃｅＲＮＡ 的研究相对较少ꎮ 随着对非编码 ＲＮＡ 相关

研究的深入ꎬ越来越多的 ｍｉＲＮＡ、ｌｎｃＲＮＡ、ｃｉｒｃＲＮＡ
将被发现可作为评判哮喘病情预后的指标或者治

疗的靶点ꎮ 以 ｃｅＲＮＡ 调控网络为靶标的治疗策略

有望成为治疗哮喘的新途径、新方法ꎮ
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５０(６): ｅ１２３８２.

[２４] 　 Ｌｉｎ Ｊꎬ Ｆｅｎｇ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＴＵＧ１
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｖｉａ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ￣５９０ － ５ｐ / ＦＧＦ１ ｉｎ ａｓｔｈｍａ [ Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｔｒａｎｓｌ

８１１ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ １１(５): ３１５９－３１６６.
[２５] 　 Ｈｕ Ｒꎬ Ｐａｎ Ｗꎬ Ｆｅｄｕｌｏｖ ＡＶꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１０ａ ｃｏｎｔｒｏｌｓ

ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａ ｄｉｒｅｃｔ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
ＰＩ３ ｋｉｎａｓｅ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] . ＦＡＳＥＢ Ｊꎬ ２０１４ꎬ ２８(５): ２３４７－２３５７.

[２６] 　 Ｚｈａｎｇ ＸＹꎬ Ｔａｎｇ ＸＹꎬ Ｌｉ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＡＳ５ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａｓｔｈｍａ ｖｉａ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｍｉＲ￣１０ａ /
ＢＤＮＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] . Ｌｉｆｅ Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ２１２: ９３－１０１.

[２７] 　 Ｐｅｒｒｙ ＭＭꎬ Ｔｓｉｔｓｉｏｕ Ｅꎬ Ａｕｓｔｉｎ ＰＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡｓ ｉｎ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｉｍａｒｙ ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] .
Ｒｅｓｐｉｒ Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ １５(１): ５８.

[２８] 　 Ｉｎｇｒａｍ ＪＬꎬ Ｂｏｎｎｅｒ ＪＣ. ＥＧＦ ａｎｄ ＰＤＧＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅｓ
ａｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅｓ [ Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｍｏｌ
Ｍｅｄꎬ ２００６ꎬ ６(４): ４０９－４２１.

[２９] 　 Ｌｉｎ Ｌꎬ Ｌｉ Ｑꎬ Ｈａｏ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ｍａｌａｔ１
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ
ｖｉａ ｍｉＲ￣１５０￣ｅＩＦ４Ｅ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１９ꎬ
１０: １３３７.

[３０] 　 Ｌｉｕ Ｚꎬ Ｍｅｉ Ｌꎬ Ｈｅ Ｚ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ００８８２ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ
ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｆｅｔａｌ
ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｖｉａ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ￣３６１９－５ｐ [Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１９ꎬ ５１４(１): ９－１５.

[３１] 　 Ｍｕｅｈｌｉｎｇ ＬＭꎬ Ｌａｗｒｅｎｃｅ ＭＧꎬ Ｗｏｏｄｆｏｌｋ ＪＡ. Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ＣＤ４＋ Ｔ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｓｔｈｍａ [Ｊ] . Ｊ Ａｌｌｅｒｇｙ Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１７ꎬ
１４０(６): １５２３－１５４０.

[３２] 　 Ｌａｍｂｒｅｃｈｔ ＢＮꎬ Ｈａｍｍａｄ Ｈꎬ Ｆａｈｙ ＪＶ. Ｔｈｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｏｆ ａｓｔｈｍａ
[Ｊ] . Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ ２０１９ꎬ ５０(４): ９７５－９９１.

[３３] 　 Ｌｉａｎｇ Ｚꎬ Ｔａｎｇ Ｆ. Ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｃｙ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ / ｍｉＲ￣１５５ /
ＣＴＬＡ４ ａｘｉｓ ｉｎ ａｌｔｅｒｉｎｇ Ｔｈ１ / Ｔｈ２ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ａｓｔｈｍａ [ Ｊ] . Ｂｉｏｓｃｉ
Ｒｅｐꎬ ２０２０ꎬ ４０(２): ＢＳＲ２０１９０３９７.

[３４] 　 Ｈｕａｎｇ Ｚꎬ Ｃａｏ Ｙꎬ Ｚｈｏｕ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５５１９ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ＩＬ￣１３ / ＩＬ￣６ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｈｓａ￣ｌｅｔ－７ａ－５ｐ ｉｎ ＣＤ４＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ａｆｆｅｃｔ
ａｓｔｈｍａ [Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ａｌｌｅｒｇｙꎬ ２０１９ꎬ ４９(８): １１１６－１１２７.

[３５] 　 Ｄｉｎｇ Ｆꎬ Ｆｕ Ｚꎬ Ｌｉｕ Ｂ. Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ａｓｔｈｍａ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｔｈ１ / Ｔｈ２ ａｎｄ Ｔｒｅｇ / Ｔｈ１７ ｂａｌａｎｃｅ
[Ｊ] . Ｍｅｄ Ｓｃｉ Ｍｏｎｉｔꎬ ２０１８ꎬ ２４: ３２２０－３２２９.

[３６] 　 Ｑｉｕ ＹＹꎬ Ｗｕ Ｙꎬ Ｌｉｎ ＭＪꎬ ｅｔ ａｌ. ＬｎｃＲＮＡ￣ＭＥＧ３ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｓ ａ
ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ Ｔｒｅｇ / Ｔｈ１７ ｂａｌａｎｃｅ ｉｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｓｔｈｍａ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１７ / ＲＯＲγｔ [ Ｊ] .
Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒꎬ ２０１９ꎬ １１１: ３８６－３９４.

[３７] 　 Ｋｏｒｆ ＪＥꎬ Ｐｙｎａｅｒｔ Ｇꎬ Ｔｏｕｒｎｏｙ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｂｙ ｍｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａ ｔｏｌｅｒｏｇｅｎｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｓｔｈｍａ [ Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄꎬ ２００６ꎬ
１７４(２): １５２－１６０.

[３８] 　 Ｚｈｏｎｇ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ａｎｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａ￣ｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｆｉｎｅ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍａｔｔｅｒ [Ｊ] . Ｃｈｅｍｏｓｐｈｅｒｅꎬ ２０１９ꎬ
２３５: ５１９－５２６.

[３９] 　 Ｚｈｏｎｇ Ｙꎬ Ｌｉａｏ Ｊꎬ Ｈｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＭ２􀆰 ５ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣
１４６ａ－ ３ｐ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍ１ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｒｔｕｉｎ１ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉꎬ ２０１９ꎬ １６(３): ３８４－３９３.

[４０] 　 Ｓｈａｎｇ Ｙꎬ Ｓｕｎ Ｙꎬ Ｘｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｍｍｕ ＿ ｃｉｒｃ ＿
０００１３５９￣Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＡＤＳＣｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ａｉｒｗａｙ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｂｙ
ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ＦｏｘＯ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｍ２￣ｌｉｋｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓꎬ ２０２０ꎬ １９: ９５１－９６０.

[４１] 　 Ｄａｉ Ｌꎬ Ｚｈａｎｇ Ｇꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ
ＭＡＬＡＴ１ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
ｂｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣１４６ａ ｉｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ
[Ｊ] . Ｃｏｎｎｅｃｔ Ｔｉｓｓｕｅ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ ５９(６): ５８１－５９２.

[４２] 　 Ｇｕ Ｗꎬ Ｙｕａｎ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＴＵＧ１
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｉｒｗａｙ ｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉＲ￣１４５ － ５ｐ /
ＤＵＳＰ６ ａｘｉｓ ｉｎ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＯＰＤ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ
Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ ２３(１１): ７２００－７２０９.

[４３] 　 Ａｕｓｔｉｎ ＰＪꎬ Ｔｓｉｔｓｉｏｕ Ｅꎬ Ｂｏａｒｄｍａｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｔｈｅ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｍａ ｖａｒｉａｎｔ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ( ＰＶＴ１ ) ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ａｓｔｈｍａｔｉｃ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｉｒｗａｙ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ [ Ｊ] . Ｊ Ａｌｌｅｒｇｙ Ｃｌｉｎ
Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１７ꎬ １３９(３): ７８０－７８９.

[４４] 　 Ｙｕ Ｘꎬ Ｚｈｅ Ｚꎬ Ｔａｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. α￣Ａｓａｒｏｎｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＭＣｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｌｎｃＲＮＡ￣ＰＶＴ１ / ｍｉＲ￣２０３ａ / Ｅ２Ｆ３ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＲＳＶ￣ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｒａｔｓ [Ｊ] . Ａｃｔａ Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｓｉｎ (Ｓｈａｎｇｈａｉ)ꎬ ２０１７ꎬ ４９(７):
５９８－６０８.

[４５] 　 Ｌｉｕ ＪＨꎬ Ｌｉ Ｃꎬ Ｚｈａｎｇ ＣＨꎬ ｅｔ ａｌ. ＬｎｃＲＮＡ￣ＣＡＳＣ７ ｅｎｈａｎｃｅｓ
ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２１ ｉｎ ｓｅｖｅｒｅ ａｓｔｈｍａ [ Ｊ ] .
Ｐｕｌｍｏｎｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ ２６(１): １８－２６.
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情在世界上各个国家和地区暴发且迅速流行ꎮ ＣＯＶＩＤ￣１９ 的传染性强、病死率高ꎬ为有效控制疫情的发展ꎬ新冠病

毒的检测至关重要ꎬ国内外各研究团队及机构已研发出各种检测新冠病毒的有效手段和仪器设备ꎬ本文从背景原

理、应用范围以及优缺点等方面对当前已有的针对新冠病毒的主要检测手段、仪器设备等相关知识进行综述ꎮ
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　 　 新冠病毒以其极强的传染性和高致死率引发

了全球范围内的大规模疫情ꎮ 截至 ２０２１ 年 １ 月 １２
日 １２ 时ꎬ全国累计报告确诊病例 ９７７５４ 例ꎬ现有确

诊病例 １４５４ 例ꎬ境外输入 ４４４３ 例ꎬ海外现有确诊病

例 ２５４８４８９５ 例ꎮ 为了控制疫情的进一步发展ꎬ急需

快速有效针对新冠病毒的检测手段ꎮ 针对这一问

题ꎬ国内外各研究团队和机构开发出了不同的检测

手段ꎬ当前市面上已有的新冠病毒的检测手段主要



有核酸检测方法、免疫学检测方法、病毒分离鉴定

等ꎬ本文就各种检测手段的背景原理、适用范围以

及优缺点等方面作一综述ꎮ

１　 核酸检测方法

目前ꎬ新冠病毒的实验室检测主要依赖核酸检

测ꎮ 核酸检测在感染早期即可呈现阳性ꎬ但对于样

品保存、核酸提取的实验条件、操作人员的熟练程

度以及操作环境等都有较高要求ꎬ给大面积早期筛

查和诊断带来一定的困难ꎮ
１􀆰 １　 全基因组测序

目前使用最为广泛的一种基因测序技术为高

通量测序(ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＨＴＳ)ꎬ也叫

做新一代测序( ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＮＧＳ)ꎮ
其中ꎬ病原体宏基因组测序(ｍＮＧＳ)是目前临床实

践中最常用的病原体基因测序方法ꎮ 它是一种基于

新一代测序技术的无偏好性的技术ꎬ可以一次性完

成细菌、真菌、病毒以及各种病原体(例如寄生虫)
的检测ꎮ ｍＮＧＳ 技术首先需要将病毒 ＲＮＡ 制备成

测序仪可以识别和分析的 ＤＮＡ 文库ꎬ然后使用测序

仪同时对数以百万计的核酸序列进行检测ꎮ 检测

结果经生物信息学软件处理ꎬ最终展现出与病毒序

列相关的信息ꎮ ２００３ 年鉴定 ＳＡＲＳ 耗时 ５ 月余、
２０１３ 年鉴定 Ｈ７Ｎ９ 耗时 １ 月余ꎬ而在此次武汉的疫

情爆发后短短 ２~３ 周内ꎬ中国科学家就通过基因测

序的方法鉴定出新型冠状病毒ꎬ并成功绘制出其全

基因组序列信息ꎮ 但因 ｍＮＧＳ 技术操作较为复杂、
检测时间相对较长(２４ ~ ７２ ｈ)、检测灵敏度相对较

低等原因ꎬ在检测新型冠状病毒上不易实现大范围

推广和快速诊断[１]ꎮ 而 Ｐａｒａｂｒｉｃｋｓ 软件可辅助

ｍＮＧＳ 技术检测新冠病毒以应对疫情ꎬ通过利用

ＮＶＩＤＩＡ Ｐａｒａｂｒｉｃｋｓ 软件的 Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｔｏｏｌｋｉｔ
工具包以及 ＧＰＵ 加速计算ꎬ可以大幅度提高序列数

据分析的速度[２]ꎮ Ｐａｒａｂｒｉｃｋｓ 团队的软件可以在一

台服务器上快速分析一个人的全部基因组变异ꎬ并
且将分析时间缩短至 １ ｈ 以内ꎮ 此次疫情的传播速

度是历史上前所未有的ꎬ如此的效率提升将极大地

促进人们对病毒进化和疫苗开发的了解ꎮ
１􀆰 ２　 ＲＴ￣ＰＣＲ

实时荧光 ＲＴ￣ＰＣＲꎬ即实时荧光反转录聚合酶

链式反应ꎮ 它首先将提取的病毒基因组 ＲＮＡ 通过

反转录变成互补 ＤＮＡ(ｃＤＮＡ)ꎬ然后再用病原体特

异性的引物ꎬ以 ｃＤＮＡ 作为模板扩增病原体核酸序

列ꎬ扩增的过程中荧光染料能同步整合在产物上ꎬ
研究者可以通过荧光信号的强弱ꎬ进行实时检测ꎮ
ＲＴ￣ＰＣＲ 诊断耗时短ꎬ检测样本多ꎬ结果判定简单快

速ꎬ检测成本低ꎬ特别适合本次大面积流行的新冠

肺炎疫情ꎮ 但是该检测方法需要分子检测实验室

和专业的仪器以及操作人员ꎬ操作不当或者实验室

条件不足都可能会因气溶胶污染而造成假阳性ꎮ
新冠病毒的检测可以通过基于 ＲＴ－ＰＣＲ 的试

剂盒进行ꎮ 由华西医院应斌武教授团队与柯博文

教授、耿佳教授团队合作自主研发的多重荧光 ＲＴ－
ＰＣＲ 检测试剂盒以新型冠状病毒 ＯＲＦＩａｂ 基因和 Ｎ
基因中的保守序列为靶点ꎬ设计特异性引物和寡核

苷酸荧光探针ꎬ以高特异性的操作对病毒核酸进行

检测[３]ꎮ 该产品创新性构建了防污染系统ꎬ有效降

低了产物气溶胶的污染ꎮ 但是该试剂盒使用时不

仅需要试剂本身ꎬ还需要运作 ＲＴ－ＰＣＲ 的精密仪器

和经过训练的操作人员ꎮ 而且ꎬ现有试剂盒中的试

剂和测试条件可能没有得到进一步的优化ꎬ这将会

影响检测本身的灵敏度和特异性ꎬ出现“假阳性”和
“假阴性”结果ꎮ 所谓假阳性指的是体内没有病毒ꎬ
却检测出了新冠病毒 ＲＮＡꎬ一般是系统污染造成

的ꎮ 所谓假阴性指的是一个新冠肺炎患者应该被

确诊为阳性ꎬ但却未检测到新型冠状病毒 ＲＮＡꎮ 产

生假阴性的原因可能包括:①因病毒变异ꎬ引物和

探针不能识别变异后的序列ꎮ ②采样部位不含病

毒或病毒含量较低ꎬ不能真实反映疾病情况ꎮ ③提

取核酸质量差ꎬ或提取效率低ꎬ病毒核酸有损失ꎮ
④试剂检测下限不够ꎬ或试剂性能、仪器设备稳定

性欠佳⑤实验操作不当ꎮ 为规避假阴性ꎬ可以从以

下几个方面做出改进:①采集达到一定数量的病毒

ＲＮＡ:要求采样部位含有病毒并且病毒含量要达到

检测的试剂下限ꎮ 可通过对疑似病人多个部位同

时采样或同一部位反复检测来增加采集到病毒

ＲＮＡ 的几率ꎮ ②辅助 ＣＴ 影像:ＣＴ 检测只需几分

钟ꎬ比较快捷ꎮ 但新冠肺炎是一种病毒性肺炎ꎬ其
影像学表现与许多其他病毒性肺炎的影像学发现

相似ꎬ因此难以做出鉴别诊断ꎮ 因此 ＣＴ 影像诊断

只能作为辅助手段检测新冠病毒ꎬ在一定程度上规

避假阴性ꎮ 以往使用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测盒检测新冠病毒

必须在中心实验室进行ꎬ检测效率较低ꎮ 欧洲的

Ｎｏｖａｃｙｔ 公司开发的便携式 ＲＴ￣ＰＣＲ 仪器ꎬ能够在

２ ｈ内获得检测结果ꎮ Ｑｉａｇｅｎ 和 Ｂｉｏｍｅｍｅ 公司也开

发了将样本处理和 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测整合在一起的可移
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动检测仪ꎬ让对样本的检测更为自动化ꎬ并且可以

在疫情一线进行ꎮ
１􀆰 ３　 ＣＲＩＳＰＲ

ＣＲＩＳＰＲ 系统由向导 ＲＮＡ(ｇＲＮＡ)和 Ｃａｓ 蛋白

组成ꎬｇＲＮＡ 能够指导 Ｃａｓ 蛋白识别并切割带有特

异序列的 ＲＮＡ 或者 ＤＮＡ 分子ꎮ Ｃａｓ１３ａ 蛋白在特异

性切割靶标 ＲＮＡ 时ꎬ会继续切割非靶标 ＲＮＡꎬ利用

这一特点ꎬ在整个体系中加入带有荧光标记的 ＲＮＡ
信号分子ꎬ当带有荧光的 ＲＮＡ 被切开时就会发出荧

光信号ꎮ 该技术检测时间相较于 ＲＴ￣ＰＣＲ 更短ꎬ但
是 ＣＲＩＳＰＲ 系统出现时间尚短ꎬ仍存在有脱靶的可

能ꎬ其灵敏度和特异性还有待考证ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ 技术的先驱张峰教授的团队[４] 使用基

于 ＣＲＩＳＰＲ 的技术开发了一种检测新型冠状病毒

ＲＮＡ 的方法ꎮ 该方法仅需纯化的核酸分子样品ꎬ并
且只需简单的三个步骤即可在 １ ｈ 内完成检测ꎮ 它

的优势在于不需要复杂的仪器ꎬ且最后的检测在试

纸上 即 可 进 行ꎮ 此 外ꎬ 新 开 发 的 工 具 利 用 了

ＳＨＥＲＬＯＣＫ 技术ꎬ这套系统无论对 ＲＮＡ 还是 ＤＮＡꎬ
灵敏度都达到了单分子级ꎮ

总体来看ꎬ 仅通过从患者体内分离和纯化

ＲＮＡꎬ然后使用上述步骤ꎬ就预期能够在 １ ｈ 内进行

诊断ꎬ而无需各种复杂的设备ꎮ 但目前这一手段尚

未用于检测患者样本ꎬ还不能直接用于临床诊断ꎮ
１.４　 逆转录环介导等温扩增法(ＲＴ￣ＬＡＭＰ)

环介导的等温扩增(ＬＡＭＰ)技术的特点是为目

标基因的特定区域设计特异性引物ꎬ并使用链置换

ＤＮＡ 聚合酶在恒温条件下保温数十分钟以实现核

酸扩增ꎮ ＲＴ￣ＬＡＭＰ 法具有扩增快、操作简便、检测

简便、检测结果可直观判断等优点ꎬ有助于 ＣＯＶＩＤ￣
１９ 的快速、可靠的临床诊断ꎮ

沈阳化工大学尹秀山团队[５] 开发了一种基于

ＲＴ￣ＬＡＭＰ 技术的新冠病毒检测方法 ｉＬＡＣＯꎬ可在 １５
~４０ ｍｉｎ 内快速检测新冠病毒ꎮ 由于当新冠病毒

ＲＮＡ 与反应混合物中的 ｐＨ 指示剂耦合时ꎬ可以通

过观察颜色的变化获得检测结果ꎮ 阳性反应可导

致 ｐＨ 指示剂从粉红色变为黄色ꎬ阴性反应时 ｐＨ 指

示剂仍保持粉红色ꎮ
从方法学上来看ꎬ核酸检测技术是最直接最

本质的病原学证据ꎬ优于其他临床表现、临床体征

及 ＣＴ 检测等经验判读ꎮ 这就是我们说病毒核酸

检测是确诊感染的“金标准”的原因ꎮ 但核酸检测

法的缺点在于:检测程序较复杂ꎬ需要花费数小

时ꎬ且检测结果需要经过复核ꎬ重复实验则需要花

费更多的时间ꎬ导致在确诊之前ꎬ很多患者得不到

及时的隔离和治疗ꎻ此外ꎬ由于口咽拭子病毒含量

较低、病毒 ＲＮＡ 易降解等原因ꎬ核酸检测常出现

假阴性结果ꎮ

２　 免疫学检测方法

２􀆰 １　 间接免疫荧光法

间接免疫荧光法以荧光素标记抗球蛋白抗体ꎬ
抗体与相应抗原结合后ꎬ荧光标记的抗球蛋白抗体

与已结合的抗体发生作用ꎬ从而推知抗原或抗体的

存在ꎮ 间接免疫荧光法因其方法简便、特异性强、
阳性与阴性样品的信号强度对比明显、能够精确地

判断组织或细胞内荧光的分布等优点ꎬ成为各类呼

吸道病原体的有效检测工具ꎮ 其缺点是敏感性偏

低、不能量化指标、周期长ꎮ
呼吸疾病国家重点实验室从一例新冠病毒感

染重症患者的粪便中成功分离出活的新冠病毒[６]ꎮ
目前已利用间接免疫荧光实验结果显示患者血浆

可识别该分离株感染细胞ꎮ
２􀆰 ２　 荧光免疫层析法

荧光免疫层析法是将免疫层析法与荧光标记

技术结合起来研究特异蛋白抗原在细胞内分布的

方法ꎬ通过荧光素所发的荧光即可在荧光显微镜下

对抗原进行细胞定位ꎮ
目前ꎬ万孚生物公司已成功研发出 ２０１９￣ｎＣｏＶ

新型冠状病毒 ＩｇＭ 抗体检测试剂(荧光免疫层析

法)ꎮ 该试剂的优点是全自动穿刺进样ꎬ封闭独立

操作ꎬ可最大程度避免产生气溶胶ꎬ降低了对操作

者和环境污染的风险ꎬ可在 １０ ｍｉｎ 内完成检测ꎬ可
广泛用于发热门诊、急诊、门诊检验、中心实验室以

及基层医疗等各级医疗卫生机构ꎬ能快速分流病人

和缓解临床诊疗压力[７]ꎮ
此外ꎬ由河南省生物工程技术研究中心王云龙

教授团队成功研制出的全场景新冠病毒免疫荧光

层析快检试剂盒ꎬ只需患者一滴血就可在 １０ ｍｉｎ 内

完成新冠病毒的快速筛查[８]ꎮ 该试剂盒可以无需

设备ꎬ多种应用场景快速、方便的筛查新冠病毒疑

似感染人群ꎮ 与核酸检测方式联合应用ꎬ可缩短检

测窗口期ꎬ提高阳性检出率ꎬ在新冠肺炎的辅助诊

断方面ꎬ具有十分重要的作用ꎮ
２􀆰 ３　 免疫胶体金层析技术

氯金酸在还原剂如白磷、抗坏血酸等作用下ꎬ
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可聚合成一定大小的金颗粒ꎬ并由于静电形成带负

电的疏水胶溶液ꎬ故称胶体金ꎮ 胶体金在弱碱环境

下带负电荷ꎬ可与蛋白质分子的正电荷基团形成牢

固的结合ꎮ
目前ꎬ由华西医院应斌武教授团队与柯博文教

授、耿佳教授团队合作ꎬ自主研发了"新型冠状病毒

２０１９￣ｎＣｏＶ ＩｇＧ / ＩｇＭ 抗体联合检测试剂盒(胶体金

法)"诊断产品[９]ꎮ 该试剂盒采用肉眼观察的方法ꎬ
只需一滴血清、血浆或全血即可在 １０ ｍｉｎ 内完成所

有测试ꎬ无需任何设备ꎬ操作简单ꎬ可快速筛查可疑

患者ꎬ从而提供了有效的排除手段ꎮ 但是此方法敏

感性较低ꎬ如果材料等质量有误差ꎬ会影响检测结

果ꎬ也会因病人感染时间较短或者采样部位导致病

毒含量较低ꎬ导致出现假阴性ꎮ
２􀆰 ４　 ＩｇＧ 及 ＩｇＭ 抗体免疫检测

研究表明ꎬ新型冠状病毒入侵人体 ３ ~ ５ ｄ 后ꎬ
其特异性 ＩｇＭ 抗体多会呈现阳性ꎬ随后特异性 ＩｇＧ
抗体开始由阴转阳ꎬ且恢复期其滴度较急性期大幅

增高ꎮ 因此ꎬ以检测病人 ＩｇＭ 抗体和 ＩｇＧ 抗体为主

的免疫检测方法是核酸检测方法的重要补充ꎮ
目前ꎬ南开大学科研团队成功研制出新冠病毒

ＩｇＭ / ＩｇＧ 抗体联合检测试剂盒ꎮ 其中的快速测试卡

可在 １５ ｍｉｎ 左右完成检测ꎬ具有操作简便、容易判

读、灵敏度高等优势[１０]ꎮ 但在感染早期ꎬ人体内可

能还没有产生抗体ꎬ抗体检测存在窗口期ꎮ 因此ꎬ
抗体检测可用于对核酸检测阴性的病例进行辅助

诊断ꎬ也可以对病例进行排查筛查ꎬ但不能代替核

酸检测方法ꎮ
２􀆰 ５　 酶联免疫吸附测定(ＥＬＩＳＡ)

酶联免疫吸附剂测定法是利用抗原与抗体特

异性结合进行免疫反应的定性和定量检测方法ꎮ
冠状病毒有四种主要的结构蛋白:Ｓ 蛋白、Ｍ 蛋白、Ｅ
蛋白、Ｎ 蛋白ꎮ 针对 ＳＡＲＳ 冠状病毒的质谱分析发

现 Ｎ 蛋白是引起 ＳＡＲＳ 患者产生抗体的主要抗原ꎮ
由于新冠病毒与 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 的 Ｎ 蛋白具有高度的序

列相似性ꎬ据此推测ꎬＮ 蛋白也可作为抗原用于新冠

病毒的 ＥＬＩＳＡ 法检测[１１]ꎮ 对新冠病毒的 Ｎ 蛋白基

因进行扩增与克隆ꎬ构建 Ｎ 蛋白基因的重组表达质

粒ꎬ利用大肠杆菌得到大量重组质粒的表达产物 Ｎ
蛋白ꎬ纯化后的 Ｎ 蛋白就可以作为抗原进行 ＥＬＩＳＡ
检测ꎮ

ＥＬＩＳＡ 检测法的优点是其临床标本容易采集ꎬ
而且患者血清中一般不含冠状病毒或者含量低ꎬ大

大降低检测人员感染风险ꎻ有较高的特异性和灵敏

度ꎻ仪器操作简单[１２]ꎮ 其缺点是血清中的 ＩｇＧ、ＩｇＭ
一般在感染后 ７ ~ １４ ｄ 才会出现ꎬ尚不能达到早期

诊断的目的ꎮ

３　 病毒分离培养

病毒培养是诊断流感病毒感染的传统方法之

一ꎮ 病毒分离培养可以在前期确定侵害性病原物

起到关键作用ꎬ但是传统的分离鉴定方法需要连续

培养多天ꎬ敏感性和特异性都会低于核酸检测方

法ꎬ且较为耗时ꎬ不能满足大量疑似患者筛查需求ꎮ
上海市疾病预防控制中心和复旦大学上海医

学院基础医学院医学分子病毒学重点实验室新型

冠状病毒攻关团队ꎬ利用病毒分离培养技术成功分

离并鉴定出新冠病毒毒株[１３]ꎮ 经进一步纯化、扩增

和鉴定后ꎬ该毒株将为新型冠状病毒疫苗、抗病毒

药物研制和致病机理研究等提供重要的毒种资源ꎬ
并可实时进行药物筛选及抗体中和试验和对病毒

变异的监测ꎮ

４　 其他方法

４􀆰 １　 基因芯片技术

４􀆰 １􀆰 １　 呼吸道疾病多病原体测序芯片

生捷科技公司和浙江清华长三角研究院共同

研制了呼吸道疾病多病原体测序芯片ꎬ该芯片基于

新一代原位合成超高密度基因芯片技术ꎬ可以同时

对包括新冠病毒在内的 １００ 多种病毒进行高通量测

序ꎬ实现精确检测新冠病毒和其他常见呼吸道病原

体[１４]ꎮ 该测序芯片具备成本低、数据分析简单的特

点ꎬ非常适合作为临床精准诊断的辅助检测工具ꎮ
４􀆰 １􀆰 ２　 全新微流控生物芯片

博奥生物研发成功的快速检测呼吸道多病毒

的全新微流控生物芯片ꎬ通过采集患者咽拭子、痰
液等分泌物样本ꎬ１􀆰 ５ ｈ 内便可一次性检测包括新

冠病毒在内的 １９ 种呼吸道常见病毒[１５]ꎮ 该芯片系

统能达到快速确认新冠病毒、同时排查其他引起相

似症状病毒的目的ꎬ可以对大量就诊人群实现快速

及分类鉴别ꎬ从而大幅降低疑似病例数量ꎮ
４􀆰 ２　 快速检测方法

ＩＤ ＮＯＷ 是美国使用最广泛的分子即时检测技

术之一ꎬ由于其易用性、便携性和快速的结果ꎬ ＩＤ
ＮＯＷ 在 ＣＯＶＩＤ￣１９ 大流行中为一线医护人员提供

了重 要 工 具ꎮ ＩＤ ＮＯＷ 应 用 ＲＰＡ ( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ
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ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ)技术ꎬ利用专有酶和恒温控

制来实现快速的 ＲＮＡ 扩增ꎮ 这种成熟的分子系统

将 ＲＮＡ 放大了数亿倍ꎬ从而使病毒可在 １３ ｍｉｎ 或

更短的时间内被检测到ꎮ 目 前 ＩＤ ＮＯＷ 检 测

ＣＯＶＩＤ￣１９ 仅获得 ＦＤＡ 在紧急使用下的授权ꎬ可用

于实验室和患者护理场所[１６]ꎮ
除此之外ꎬ以色列希伯来大学研究人员研发出

一种比传统方法更快速、材料更易得的新冠病毒检

测新方法ꎮ 该方法使用磁性纳米粒子材料ꎬ可以更

快从拭子样本中提取核糖核酸分子ꎬ检测速度是原

有方法的 ４ 至 １０ 倍ꎬ且这种材料在以色列市场供应

充足ꎬ价格低廉[１７]ꎮ

５　 小结

在本次疫情中ꎬ可通过流行病学史、临床表现、
核酸检测、基因测序以及抗体检测等手段来综合判

断患者是否感染新冠病毒ꎬ但在检测过程中要特别

注意“假阳性”和“假阴性”的问题ꎮ 从目前来看ꎬ不
同检测方法均存在着各自的优势和弊端ꎬ只有综合

运用各种检测工具ꎬ才能实现快速高效的检测ꎬ缩
短新冠患者的诊断周期ꎮ 目前新冠病毒的检测方

法追求的是检测时间缩短、检测步骤简化、检测成

本降低、检测环境安全、检测结果精确ꎬ因此检测方

法的改进依然值得进一步地探索ꎮ
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运用基因调控技术探析膜联蛋白 Ａ２ 的病理作用

贾梦真１ꎬ黄岩杰１ꎬ２∗ꎬ杨晓青２ꎬ韩红艳３ꎬ张建江４
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　 　 【摘要】 　 膜联蛋白 Ａ２(Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ꎬＡＮＸＡ２)是一种多功能的钙依赖性磷脂结合蛋白ꎬ既往报道 ＡＮＸＡ２ 与多

种肿瘤疾病的发生发展密切相关ꎮ 近年来利用基因调控技术敲低、敲除和过表达 ＡＮＸＡ２ 的实验研究发现:ＡＮＸＡ２
功能复杂ꎬ参与了细胞增殖、肿瘤细胞侵袭、新血管生成、纤溶酶系统、炎症反应、上皮－间充质转化和抗癌药物的耐

药性及副作用等病理过程ꎬ因此涉及多种肿瘤和非肿瘤疾病的发生发展ꎮ 本文根据国内外最新进展在基因层面对

ＡＮＸＡ２ 上述病理作用及其机制进行综述ꎬ精准揭示 ＡＮＸＡ２ 能否作为相关疾病早期筛查和治疗的靶点ꎮ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ (ＡＮＸＡ２) ｉｓ ａ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃａｌｃｉｕｍ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｐｒｅｖｉｏｕｓ
ｒｅｐｏｒｔｓ ｈａｖｅ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ＡＮＸＡ２ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｕｍｏｒｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎꎬ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＮＸＡ２ ｕｓｉｎｇ ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｈａｖｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＡＮＸＡ２ ｉｓ
ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ
ｎｅｏａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｎ ｓｙｓｔｅｍꎬ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ － ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ ａｎｔｉ￣ｃａｎｃｅｒ ｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ａｎｄ ｓｉｄｅ ｅｆｆｅｃｔｓ. Ｉｔ ａｌｓｏ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｔｕｍｏｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｔｈｅｓｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ＡＮＸＡ２ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ａｎｄ
ｗｅ ａｌｓｏ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｗｈｅｔｈｅｒ ＡＮＸＡ２ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＡＮＸＡ２ꎻ ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎻ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ



　 　 膜联蛋白 Ａ２(Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ꎬＡＮＸＡ２)分子量为

３６×１０３ꎬ含有三个不同的功能区域:Ｎ 端区域ꎬＣ 端

区域和核心区域[１]ꎮ 核心区域由四个重复的氨基

酸序列组成ꎬ它们紧密堆积形成一个具有凹面和凸

面的弯曲结构ꎬ凸面含有膜结合必需的钙和磷脂结

合位点ꎬＮ 端结构域位于核心结构的凹面ꎬ含有组织

型纤溶酶原激活剂( ｔＰＡ)和 ｐ１１(Ｓ１００Ａ１０ 的片段)
结合位点ꎬＣ 端区域包含 Ｆ￣肌动蛋白ꎬ肝素和纤溶酶

原结合位点[１－２]ꎮ ＡＮＸＡ２ 广泛分布于各种真核细

胞的细胞膜、细胞质和细胞核ꎬ参与膜转运及膜表

面一系列与钙调蛋白相关的活动ꎬ包括增殖、分化、
凋亡、迁移、膜修复和炎症反应等多种细胞进程[３]ꎮ
人 ＡＮＸＡ２ 是最早实现克隆的 ＡＮＸ 家族成员之一ꎬ
在人类疾病 学 方 面 研 究 最 广 泛[４]ꎮ 既 往 报 道

ＡＮＸＡ２ 在多种肿瘤中过表达ꎬ参与癌症的发生发

展ꎬ涉及多种机制ꎬ并与预后不良密切相关[５]ꎮ 我

们先前研究显示 ＡＮＸＡ２ 在参与肾小球细胞性新月

体形成的上皮细胞中高表达ꎬ在伴有新月体病变的

紫癜性肾炎患儿尿中的浓度也明显增高ꎬ拓展了对

ＡＮＸＡ２ 病理作用的认识[６]ꎮ 本文通过综述运用基

因调控技术敲低、敲除和过表达 ＡＮＸＡ２ 的相关研

究ꎬ以期更全面地总结 ＡＮＸＡ２ 的病理作用及其相

关作用机制ꎬ并精准探寻可能的临床诊疗靶点ꎮ 　

１　 基因调控技术在研究 ＡＮＸＡ２ 功能中的应用

近年来ꎬ基因调控技术广泛应用于 ＡＮＸＡ２ 功

能研究ꎮ 基因敲除或敲低的技术包括 ｓｉＲＮＡ(ｓｍａｌｌ￣
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ)技术、ｓｈＲＮＡ(ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ)技
术和成簇规律间隔短回文重复序列相关蛋白 ９
( Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ
ｒｅｐｅａｔｓ ( ＣＲＩＳＰＲ ) / ＣＲＩＳＰＲ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ( Ｃａｓ ) ９ꎬ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９)技术ꎮ 因 ＡＮＸＡ２ 在多种疾病中过表

达ꎬ有关探究 ＡＮＸＡ２ 功能的细胞及动物实验多采

用 ｓｉＲＮＡ 干扰技术降低 ＡＮＸＡ２ 表达水平ꎮ 靶向

ＡＮＸＡ２ 的 ｓｉＲＮＡ 进入细胞质后ꎬ通过 ＲＮＡ 诱导的

沉默复合物(ＲＮＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ ＲＩＳＣ)
机制与 ＡＮＸＡ２ ｍＲＮＡ 互补结合ꎬ从而引起目标

ｍＲＮＡ 降解ꎬ实现细胞或生物体 ＡＮＸＡ２ 基因沉

默[７－８]ꎮ 但 ｓｉＲＮＡ 技术存在脱靶率问题ꎬ在基因敲

除实验中不能完全敲除目标基因ꎮ 在细胞核内合

成的 ｓｈＲＮＡ 可由 Ｄｒｏｓｈａ 酶处理后转运至细胞质ꎬ并
经 Ｄｉｃｅｒ 酶将 ｓｈＲＮＡ 加工成 ｓｉＲＮＡꎬｓｈＲＮＡ 诱导的

基因沉默较 ｓｉＲＮＡ 更持久[７]ꎮ 通过将敲除 ＡＮＸＡ２
基因的胚胎干细胞注射至胚泡ꎬ并植入假孕小鼠的

子宫中ꎬ经嵌合体杂交育种可产生稳定敲除 ＡＮＸＡ２
的小鼠[９]ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统是新兴的基因编辑

技术ꎬ通过 ｓｇＲＮＡｓ 序列特异性互补并切割靶 ＤＮＡꎬ
导致基因部分序列缺失ꎬ精准实现基因敲除[１０]ꎮ 但

应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术靶向 ＡＮＸＡ２ 的研

究较少ꎮ 目前多采用构建靶向 ＡＮＸＡ２ 基因的 ＤＮＡ
质粒转染细胞实现基因的过表达[１１]ꎮ

２　 敲低或敲除 ＡＮＸＡ２

２􀆰 １　 敲低 ＡＮＸＡ２ 可抑制细胞上皮－间充质转化及

肿瘤细胞侵袭、迁移和增生　
细胞上皮－间充质转化( ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬＥＭＴ)是指具有上皮表型的细胞失去极性

和粘附性等上皮特征ꎬ转化为具有间充质表型的细

胞[１２]ꎮ 目前ꎬ与 ＡＮＸＡ２ 相关的 ＥＭＴ 报道主要涉及

肿瘤 增 殖、 侵 袭、 迁 移 方 面ꎮ 胰 腺 导 管 腺 癌

(ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＰＤＡ)是一种破

坏性恶性疾病ꎬＡＮＸＡ２ 属于 ＰＤＡ 相关抗原ꎬ细胞表

面 ＡＮＸＡ２ 的表达随着 ＰＤＡ 的进展而增加ꎮ Ｚｈｅｎｇ
等[１３]通过建立小鼠 ＰＤＡ 模型证实了 ＡＮＸＡ２ 在细

胞表面的定位依赖于酪氨酸 ２３(Ｔｙｒ－２３)位点磷酸

化ꎬ并可通过 Ｒｈｏ 介导 ＰＤＡ 细胞中转化生长因子 β
(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ － βꎬ ＴＧＦ￣β) 诱导 ＥＭＴꎮ
敲低 ＡＮＸＡ２ 或使用抗 ＡＮＸＡ２ 抗体可有效抑制 ＰＤＡ
转移并提高模型小鼠存活率ꎬ为开发靶向 ＡＮＸＡ２
抑制剂治疗人 ＰＤＡ 提供了理论依据[１３]ꎮ 在鼻咽癌

中ꎬＣｈｅｎ 等[１４] 通过将靶向 ＡＮＸＡ２ 的 ｓｈＲＮＡ 导入

ＴＷ０１ 和 ＢＭ１ 鼻咽癌细胞系ꎬ 建立特异性敲低

ＡＮＸＡ２ 细胞系ꎬ发现敲低 ＡＮＸＡ２ 可抑制 ＴＧＦ￣β 诱

导的 Ｓｎａｉｌ / Ｔｗｉｓｔ 癌症相关转录因子的表达ꎬ抑制鼻

咽癌细胞 ＥＭＴ 进程ꎬ从而减少细胞侵袭、迁移ꎬ同时

可提高放射治疗和化学治疗敏感性ꎮ ２０１８ 年ꎬ
Ｒｏｃｈａ 等[１５] 基于对敲低 ＡＮＸＡ２ 的结肠直肠癌细胞

研究ꎬ提出 ＴＧＦ￣β 可通过其受体激活 Ｓｒｃ 介导

ＡＮＸＡ２ 磷酸化ꎬ磷酸化的 ＡＮＸＡ２ 一方面促进 Ｅ－钙
粘蛋白内化ꎬ下调 Ｅ－钙粘蛋白转录ꎬ另一方面结合

并激活 ＳＴＡＴ３ꎬ同时诱导 ＳＴＡＴ３ 磷酸化ꎬ磷酸化的

ＳＴＡＴ３ 从细胞质转移至细胞核ꎬ上调 ＥＭＴ 相关转录

因子 Ｓｌｕｇ 的表达ꎬ进而上调波形蛋白和金属蛋白酶

ＭＭＰ２ / ９ 的表达[１６]ꎮ
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ＡＮＸＡ２ 可在细胞膜、细胞质等不同的细胞结构

部位介导表皮生长因子受体(ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＥＧＦＲ)功能ꎮ 细胞质中的 ＡＮＸＡ２ 在蛋白

激酶 Ｃ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＣꎬＰＫＣ)和 Ｓｒｃ 激酶介导下实

现 Ｎ 端丝氨酸 ２５( ｓｅｒ－２５)和 Ｔｙｒ－２３ 位点磷酸化

后ꎬ经钙离子载体或钙诱导剂移至细胞表面[１７]ꎮ
２０１９ 年ꎬＦａｎ 等[１８]研究表明ꎬ活化的蛋白激酶 Ｃ 受

体 １(ＲＡＣＫ１)是 ＡＮＸＡ２ 和 Ｓｒｃ 激酶的共受体ꎬ可介

导两者结合ꎬ促进 ＡＮＸＡ２ 磷酸化ꎮ ＥＧＦＲ 由细胞外

配体结合结构域和胞质 Ｃ 端酪氨酸激酶结构域组

成ꎬＣｈａｕｄｈａｒｙ 等[１９]发现在三阴性和赫赛汀耐药的

乳腺癌细胞中ꎬ大量易位至细胞膜表面的 ＡＮＸＡ２
与 ＥＧＦＲ 的细胞外结构域结合ꎬ在表皮生长因子

(ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＥＧＦ)诱导下导致 ＥＧＦＲ 同

源二聚化和酪氨酸激酶区域自磷酸化后脱离细胞

膜内化进入细胞质ꎮ 内化过程依赖于脂质筏对

ＥＧＦＲ 的内吞作用ꎬ而 ＡＮＸＡ２ 作为 Ｃａ２＋依赖性膜结

合蛋白ꎬ在富含胆固醇和 /或磷脂酰肌醇 ４ꎬ５－双磷

酸酯域中与肌动蛋白细胞骨架相互作用ꎬ可调节脂

质筏形成[２０]ꎮ 研究者利用抗 ＡＮＸＡ２ 抗体阻断细胞

表面 ＡＮＸＡ２ 功能可抑制 ＥＧＦ 诱导的 ＥＧＦＲ 同源二

聚化、酪氨酸磷酸化、内化和 ＥＧＦＲ 介导的下游 ＡＫＴ
和 ＥＲＫ 信号通路ꎬ从而抑制三阴性和赫赛汀耐药乳

腺癌细胞的细胞增殖和迁移[１９]ꎮ Ｗａｎｇ 等[２１] 提出

磷酸化的 ＥＧＦＲ 可引起细胞质 ＡＮＸＡ２ Ｔｙｒ－２３ 位点

磷酸化ꎬ触发 ＳＴＡＴ３ 途径ꎮ 使用 ｓｈＲＮＡ 在表达

ＥＧＦＲ 的上皮样乳腺癌细胞系 Ｔ４７Ｄ 细胞中稳定敲

低 ＡＮＸＡ２ꎬ可抑制 ＡＮＸＡ２ 介导的 ＳＴＡＴ３ Ｔｙｒ－７０５ 磷

酸化ꎬ降低 ＳＴＡＴ３ 活化和核转位ꎬ阻断 ＥＭＴ 的发生

发展ꎬ表明 ＡＮＸＡ２ 可通过 ＳＴＡＴ３ 依赖性方式促进

ＥＧＦ 诱导的乳腺癌细胞 ＥＭＴꎮ 在宫颈癌细胞中ꎬ敲
低 ＡＮＸＡ２ 可部分逆转 ＥＧＦ 诱导的 ＣａＳｋｉ 宫颈癌细

胞 ＥＭＴ 进程ꎬ并抑制 ＣａＳｋｉ 细胞活力和迁移[２２]ꎮ 上

述结果表明 ＡＮＸＡ２ 在 ＥＭＴ 进程中发挥重要作用ꎬ
可能成为潜在的治疗靶点ꎮ 同时也证明了 ＡＮＸＡ２
可在 ＥＧＦＲ 信号通路的上游和下游发挥不同的作

用ꎬ在 ＥＧＦ 诱导的 ＥＭＴ 信号通路中具有上通下联

的关键功能ꎮ
２􀆰 ２　 敲低 ＡＮＸＡ２ 抑制细胞增殖ꎬ促进细胞凋亡ꎬ
恢复顺铂耐药细胞的药物敏感性

ＡＮＸＡ２ 作为引物识别蛋白参与 ＤＮＡ 复制[２]ꎬ
并通过不同的途径参与细胞周期进程ꎮ Ｗａｎｇ 等[２３]

发现经皮下注射 ＡＮＸＡ２ 缺陷型人肺腺癌 Ａ５４９ 细

胞(ｓｈＡＮＸＡ２￣Ａ５４９)悬浮液的 ＢＡＬＢ / ｃ 裸鼠的背侧

肿瘤结节明显小于对照组ꎬ用 ｓｉＲＮＡ 敲低体外培养

的 Ａ５４９ 细胞的 ＡＮＸＡ２ꎬ同样细胞增殖明显受到抑

制ꎮ 进一步证明敲低 ＡＮＸＡ２ 可抑制 ＪＮＫ / ｃ￣Ｊｕｎ 通

路ꎬ并诱导 ｐ５３ 及其下游凋亡基因如 ｐ２１ 表达ꎬ引起

细胞周期 Ｇ２ 期停滞ꎬ从而抑制细胞增殖[２３]ꎮ Ｚｈａｎｇ
等[２４] 用 ｓｈＡＮＸＡ２ 慢病毒转染人乳腺癌细胞系

Ｔ４７Ｄ 和 ＭＤＡ￣ＭＢ－２３１ꎬ获得稳定敲低 ＡＮＸＡ２ 的细

胞ꎬ发现敲低 ＡＮＸＡ２ 抑制 ＥＧＦ 诱导的 ＳＴＡＴ３ 磷酸

化ꎬ进而降低细胞周期蛋白 Ｄ１(Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１)水平ꎮ
ＡＮＸＡ２ 也是一种 ＲＮＡ 结合蛋白ꎬ可与原癌基因 ｃ￣
ｍｙｃ ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 结合ꎬ从而导致其核周定位及

与细胞骨架结合ꎬ并促进 ｃ￣ｍｙｃ 蛋白的合成[５]ꎮ Ｃ￣
ｍｙｃ 在促进细胞增殖和凋亡中发挥重要作用ꎬＣｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 是 ｃ￣ｍｙｃ 的下游因子ꎬ也是细胞增殖的关键促进

因子ꎬ可延迟细胞 Ｇ１ 到 Ｓ 期转变ꎬ抑制癌细胞

增殖[５]ꎮ
顺铂是非小细胞肺癌患者的常用药ꎬ主要通过

与相关 ＤＮＡ 上的嘌呤相互作用ꎬ激活数个信号转导

途径造成 ＤＮＡ 损伤和线粒体凋亡并最终导致细胞

凋亡ꎬ然而治疗过程中伴随的细胞凋亡作用减弱可

能是肿瘤细胞获得顺铂耐药性的关键特征[２５－２６]ꎮ
Ｆｅｎｇ 等[２７] 通过体内外细胞实验证明ꎬ非小细胞肺

癌细胞的顺铂耐药性与 ＡＮＸＡ２ 调控的 ＪＮＫ / ｃ￣Ｊｕｎ /
ｐ５３ 途径中 ｐ２１ 等凋亡基因的异常表达密切相关ꎬ
敲低 ＡＮＸＡ２ 增加了凋亡细胞数量ꎬ可部分恢复已耐

药细胞的药物敏感性ꎮ ＡＮＸＡ２ 也可作为凋亡细胞

表面 Ｃ１ｑ 的配体诱导自身裂解ꎬ抑制细胞周期促进

凋亡[２７]ꎮ 因此ꎬＡＮＸＡ２ 基因可能用作耐药性非小细

胞肺癌的重要治疗靶标ꎮ
２􀆰 ３　 敲低 ＡＮＸＡ２ 降低博来霉素诱导的肺纤维

化　
博来霉素是一种临床应用广泛的抗癌药物ꎬ然

而其诱导肺纤维化的发生率高达 ４６％ꎬ严重限制了

博来霉素的临床使用和治疗效果ꎮ 博来霉素诱导

的肺毒性涉及氧化应激和其引起的 ＤＮＡ 损伤ꎬ从而

引起炎症反应ꎮ ２０１８ 年一项研究发现ꎬ生理状态下

ＡＮＸＡ２ 可通过肌动蛋白促进噬菌体装配参与自噬

过程[２８]ꎮ 在小鼠肺部感染模型中ꎬＡＮＸＡ２ 可通过

肺泡巨噬细胞中的 ＡＫＴ￣雷帕霉素(ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ
ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬｍＴＯＲ) 途径调节自噬[２９]ꎮ ２０１８ 年ꎬ
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Ｗａｎｇ 等[２８]利用 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 基因编辑技术和蛋白

质组学方法证明了在 Ａ５４９ 细胞中 ＡＮＸＡ２ 的 Ｇｌｕ１３９
位点可直接与博莱霉素二糖片段的酰胺基结合ꎬ二
者的结合可抑制 ＴＦＥＢ(转录因子 ＥＢ)诱导的自噬

通量ꎬ进而导致肺纤维化ꎮ ２０１９ 年 Ｌｅｉ 等[３０]证明博

来霉素可诱导肺上皮细胞中 ＡＮＸＡ２ 向细胞表面易

位ꎬ并激活整合素连接激酶 /核因子￣κＢ ( ＩＬＫ / ＮＦ￣
κＢ)途径介导炎症反应ꎮ 同时将博来霉素经气管注

射至缺失 ＡＮＸＡ２ 小鼠中 １４ ｄ 后ꎬ通过 Ｍａｓｓｏｎ 染色

和羟脯氨酸(胶原蛋白的标志物)定量分析证明ꎬ低
表达 ＡＮＸＡ２ 小鼠肺间质厚度及胸膜下胶原沉积明

显小于对照组ꎬＮＦ￣κＢ 磷酸化以及 ｐ６５、ＩＬ￣６ 和肿瘤

坏死因子(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒꎬ ＴＮＦ￣α)等炎性因子

表达水平降低[３０]ꎮ 因此ꎬＡＮＸＡ２ 可通过与博来霉

素结合抑制自噬ꎬ促进炎症反应诱导肺纤维化ꎬ下
调 ＡＮＸＡ２ 的表达可能是降低博来霉素所致肺部毒

副作用的有效方案ꎮ 　 　
２􀆰 ４　 敲低 ＡＮＸＡ２ 抑制炎症

ＴＮＦ￣α 是 ＴＮＦ 超家族成员ꎬ介导一系列免疫反

应ꎬ在炎症性肠病的发展中起关键作用ꎮ 去整合素

金属蛋白酶 ( ａ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓꎬ
ＡＤＡＭ)１７ 是裂解 ＴＮＦ￣α 前体的关键酶ꎬ参与多种

炎症性疾病的发生发展[３１]ꎮ 为了明确 ＡＮＸＡ２ 是否

参与 ＴＮＦ￣α 裂解脱落ꎬＴｓｕｋａｍｏｔｏ 等[３２] 在单核细胞

和结肠上皮细胞系中运用 ｓｉＲＮＡ 分别敲低 ＡＮＸＡ２
或 ＡＤＡＭꎬ均显著地抑制了细胞中 ＴＮＦ￣α 的裂解脱

落ꎮ Ｔｓｕｋａｍｏｔｏ 等[３２]又运用免疫沉淀蛋白印迹法证

实 ＡＮＸＡ２ 可直接结合并激活 ＡＤＡＭ１７ꎬ被激活的

ＡＤＡＭ１７ 裂解 ＴＮＦ￣α 的前体ꎬ使 ＴＮＦ￣α 的释放增

加ꎬ从而加重炎症反应ꎮ 因此ꎬ抑制 ＡＮＸＡ２ 可能是

减少 ＴＮＦ￣α 脱落ꎬ防治炎症性肠病炎症的新治疗

策略ꎮ
２􀆰 ５　 敲低 ＡＮＸＡ２ 减少细胞表面的低密度脂蛋白

受体水平ꎬ增加高胆固醇血症发生率

文献显示ꎬ前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶 /
ｋｅｘｉｎ９ 型( ｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｖｅｒｔａｓｅ ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ / ｋｅｘｉｎ￣ｔｙｐｅ
９ꎬＰＣＳＫ９)的催化结构域可与低密度脂蛋白受体

(ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＬＤＬＲ)的 ＥＧＦ￣Ａ 结

构域结合ꎬ在酸性条件下经由内体 /溶酶体能有效

诱导肝 ＬＤＬＲ 降解ꎬ较低水平的肝 ＬＤＬＲ 降低了血

浆中低密度脂蛋白－胆固醇( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＬＤＬ￣Ｃ) 的清除率ꎬ 导致高胆固醇血

症[３３－３４]ꎮ ＡＮＸＡ２ 基因位于染色体 １５ｑ２２􀆰 ２ 上ꎬ由
１３ 个外显子组成ꎬＡＮＸＡ２ 的 Ｒ１ 结构域由外显子

４ｅ６ 编码ꎬ外显子 ４ｅ６ 具有 ８ 个报告的单核苷酸多

态 性 ( ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ ＳＮＰ )ꎬ
ｒｓ１１６３３０３２ 和 ｒｓ１７１９１３４４ 为 ＳＮＰ 的功能性突变体ꎬ
与 ＬＤＬ￣Ｃ 水平正相关ꎬ其次要等位基因可产生转录

因子阻遏蛋白结合位点ꎬ抑制 ＡＮＸＡ２ 基因表达[３５]ꎮ
ＡＮＸＡ２ 通过其 Ｒ１ 域与 ＰＣＳＫ９ 富含半胱氨酸－组氨

酸的结构域结合发挥 ＰＣＳＫ９ 功能的内源性抑制剂

作用ꎬＡＮＸＡ２ 单体和四聚体均可抑制 ＰＣＳＫ９ 对细

胞表面 ＬＤＬＲ 的降解活性ꎬ降低高胆固醇血症发生

率[３５]ꎮ Ｌｙ 等[３４]发现用 ｓｈＡＮＸＡ２ 转染人肝细胞癌

细胞系 Ｈｕｈ７ 敲低 ＡＮＸＡ２ 细胞ꎬ可减轻 ＡＮＸＡ２ 对

ＰＣＳＫ９ Ｃ 末端结构域 Ｍ１ 和 /或 Ｍ２ 的抑制作用ꎬ使
ＰＣＳＫ９ ｍＲＮＡ 在该细胞中翻译增加ꎬ加速对 ＬＤＬＲ
降解ꎬ升高循环 ＬＤＬ￣Ｃ 水平ꎬ证实敲低 ＡＮＸＡ２ 解除

了对 ＰＣＳＫ９ 活性的抑制作用ꎬ提高了高胆固醇血症

风险ꎮ 　

３　 过表达 ＡＮＸＡ２

３􀆰 １　 过表达 ＡＮＸＡ２ 加速纤溶酶产生导致肿瘤新

血管生成及出血性疾病

ｐ１１ 是钙结合蛋白 Ｓ１００Ａ１０ 的片段ꎬ在细胞内

钙浓度变化的驱动下ꎬ两个 ｐ１１ 的 Ｃ 末端结构域可

与两个 ＡＮＸＡ２ 单体的 Ｎ 末端氨基酸结合形成异源

四聚体[３６]ꎮ 锚定于内皮细胞膜表面的 ＡＮＸＡ２ 四聚

体是纤溶酶原和 ｔＰＡ 的共同受体ꎬ当 ＡＮＸＡ２ 过表

达时可加速纤溶酶产生ꎬ并激活多种 ＭＭＰ (如

ＭＭＰ２ꎬＭＭＰ９)参与下游蛋白水解级联反应ꎬ促进细

胞外基质、基底膜溶解ꎬ释放内皮细胞以及基质中

的血管生成调节剂(如血管内皮生长因子)ꎬ启动血

管生成系统[５ꎬ３７]ꎮ 胶质母细胞瘤是最常见和致命的

脑肿瘤ꎬＭａｒｕｏ 等[３８] 将犬神经胶质瘤细胞系 Ｊ３Ｔ 经

皮下植入无胸腺小鼠中ꎬ６ 周后分别在肿瘤中收集

到 Ｊ３Ｔ￣１ 和 Ｊ３Ｔ￣２ 细胞系ꎬ经检测 Ｊ３Ｔ￣１ 细胞系中

ＡＮＸＡ２ 表达水平高于 Ｊ３Ｔ￣２ 细胞系ꎬ并且 Ｊ３Ｔ￣１ 细

胞主要聚集在肿瘤边界处的扩张血管周围ꎬ而 Ｊ３Ｔ￣２
细胞则表现出弥散的单细胞浸润到周围正常的脑

实质中ꎬ没有新血管生成ꎮ Ｏｎｉｓｈｉ 等[３９]用 ＡＮＸＡ２ 编

码质粒载体(ｐＩＲＥＳ￣ＥＧＦＰ)转染 Ｊ３Ｔ￣２ 细胞建立过

表达 ＡＮＸＡ２ 的 Ｊ３Ｔ￣２ 细胞系ꎬ并将其接种在无胸腺

大鼠中 ２８ ｄ 出现脑肿瘤ꎬ在肿瘤中心观察到新血管
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生成而致血管扩张ꎬ同时血管内皮生长因子和血小

板衍生生长因子的表达明显升高ꎮ ２０２０ 年一项最

新的研究表明ꎬ在三阴性乳腺癌细胞中外泌体

ＡＮＸＡ２ 也可促进新血管生成[４０]ꎮ 总之ꎬ以上结果

表明过表达 ＡＮＸＡ２ 可通过促进血管生成因子表达

诱导血管生成ꎮ
ＡＮＸＡ２ 过表达时ꎬ纤溶酶合成量过高可致周围

组织受损ꎬ甚至引发出血ꎬ其中以急性早幼粒细胞

白血病最具代表性ꎮ 其细胞具有特征性染色体易

位 ｔ(１５ꎻ １７)ꎬ也称为早幼粒细胞白血病 /视黄酸受

体 α(ＰＭＬ / ＲＡＲα)融合基因[４１]ꎮ ＰＭＬ / ＲＡＲα 融合

蛋白激活 ＡＮＸＡ２ 启动子上调 ＡＮＸＡ２ ｍＲＮＡꎬ过表

达的 ＡＮＸＡ２ 可通过翻译后调控导致 ｐ１１ 表达的增

加ꎬ加速合成的 ＡＮＸＡ２ 四聚体促进纤溶酶以异常

高的速率产生ꎬ大量活性纤溶酶在血浆中累积ꎬ最
终导致急性早幼粒细胞白血病出血性并发症[４１]ꎮ
然而ꎬＨｅ 等[４２]提出纤溶酶可特异性激活 Ｔｏｌｌ 样受

体 ４ 信号途径诱导 ＰＫＣ 活化ꎬ启动 ＡＮＸＡ２ 的 ｓｅｒ－
１１ 和 ｓｅｒ － ２５ 位点磷酸化ꎬ使四聚体解离ꎬ游离的

ｐ１１ 受到蛋白酶体依赖性多泛素化和降解ꎬ可阻止

ＡＮＸＡ２ 向细胞表面转移ꎬ从而保持 ＡＮＸＡ２ 单体和

四聚体的精确划分ꎮ 纤溶酶的这种“反馈”机制可

以限制自身的生成ꎬ从而维持血管纤溶系统平衡ꎮ
３􀆰 ２　 过表达 ＡＮＸＡ２ 促进上皮细胞增殖

据报道 Ｇ 蛋白偶联受体 ( Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＧＰＣＲ) 可感知氨基酸的刺激ꎬ也可激活

ＰＫＣ 和蛋白激酶 Ａ(ＰＫＡ)ꎬ同时两个蛋白激酶参与

介导 ＡＮＸＡ２ 磷酸化ꎬ而激素是刺激牛乳合成和牛

乳腺上皮细胞 ( ｂｏｖｉｎｅ ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ＢＭＥＣ)增殖的最重要因素[４３]ꎮ 因此ꎬ激素刺激下

ＡＮＸＡ２ 与乳蛋白合成和 ＢＭＥＣ 增殖密切相关ꎮ
Ｏｓｏｒｉｏ 等[４４]认为氨基酸如甲硫氨酸可诱导 ｍＴＯＲ
途径相关蛋白磷酸化ꎬ对牛乳蛋白合成有积极作

用ꎮ ２０１８ 年ꎬ Ｚｈａｎｇ 等[４３] 为 了 研 究 ＡＮＸＡ２ 与

ＢＭＥＣ 增殖和牛乳合成的分子机制ꎬ利用 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １
－ＡＮＸＡ２ 构建体转染 ＢＭＥＣ 过表达 ＡＮＸＡ２ꎮ 结果显

示ꎬ在氨基酸及雌激素刺激下ꎬＢＭＥＣ 中过表达的

ＡＮＸＡ２ 正 向 调 节 磷 脂 酰 肌 醇 ３ － 激 酶

(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ￣３￣ｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ)产生 ＰＩＰ３ꎬ进而

刺激 ｍＴＯＲ 磷酸化ꎬ并增加固醇调节元件结合蛋白

１ｃ ( ｓｔｅｒｏｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ｃꎬ
ＳＲＥＢＰ￣１ｃ) 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表 达 水 平ꎬ 经 由 ＰＩ３Ｋ￣

ｍＴＯＲ￣ＳＲＥＢＰ￣１ｃ / Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 信号通路促进 ＢＭＥＣ 增

殖ꎬ合成乳蛋白、脂肪和乳糖等乳汁原料ꎬ加速乳汁

合成[４３]ꎮ 正如前所述ꎬＡＮＸＡ２ 可能通过影响细胞

周期因子促进增殖过程ꎮ
３􀆰 ３　 过表达 ＡＮＸＡ２ 参与多种病毒生命周期

文献显示ꎬＡＮＸＡ２ 单体和四聚体可通过病毒－
膜融合的内吞机制参与人乳头瘤病毒、肠道病毒

７１、呼吸道合胞病毒、巨细胞病毒的附着和渗入细胞

内ꎬ参与多种靶向上皮细胞的病毒装配、复制和释

放等过程ꎬ也是促进体外流感病毒复制的前病毒宿

主因子ꎬ在加速高致病性禽流感病毒 Ｈ５Ｎ１ 的复制

中起着重要作用[４５－４６]ꎮ ２０１９ 年一篇文献显示ꎬ非结

构蛋白 １(Ｎｏｎ￣ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＮＳ１)是一种多功

能蛋白ꎬ包含两个不同的功能域:Ｎ 端 ＲＮＡ 结合域

和 Ｃ 末端效应域ꎬ效应域与宿主蛋白相互作用ꎬ抑
制宿主免疫反应ꎬ调节病毒感染过程[４７]ꎮ 为了研究

ＡＮＸＡ２ 与 ＮＳ１ 在禽流感病毒 Ｈ５Ｎ１ 复制中的具体

作用机制ꎬＭａ 等[４６]利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增 Ａ５４９ 细胞的

ＡＮＸＡ２ 基因ꎬ然后将其克隆到 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ 载体中ꎬ
构建重组质粒 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ＡＮＸＡ２ꎬ再用质粒及

ＧＤ１３２２(Ｈ５Ｎ１ 菌株)转染 Ａ５４９ 细胞 ２４ ｈꎬ检测到

子代病毒滴度显著增加ꎮ 免疫共沉淀实验表明

ＡＮＸＡ２ 可作为 ＮＳ１ 的靶分子ꎬ并与 ＮＳ１ Ｃ 末端效应

域相互作用ꎬ加速病毒复制ꎮ 细胞凋亡是抵抗病毒

感染的宿主防御机制ꎬＮＳ１ 与 ｐ５３ 结合可抑制细胞

凋亡ꎬ基于 ＡＮＸＡ２ 和 ＮＳ１ 之间的相互作用以及 ｐ５３
的潜在拮抗作用ꎬ ＮＳ１ 可能作为桥接分子促进

ＡＮＸＡ２ 和 ｐ５３ 结合以抑制细胞凋亡[４６]ꎮ

４　 总结

ＡＮＸＡ２ 可作用于 ＥＭＴ 进程的不同位点ꎬ在

ＥＧＦＲ 介导的 ＥＭＴ 信号通路中具有上通下联的作

用ꎮ ＡＮＸＡ２ 具有博来霉素的结合靶点ꎬ两者的结合

可抑制自噬通量ꎬ进而导致肺纤维化ꎮ 作为支架蛋

白ꎬＴｙｒ－２３ 位点磷酸化是 ＡＮＸＡ２ 由细胞质向细胞

表面移位的关键环节ꎬＡＮＸＡ２ 四聚体可促进纤溶酶

生成ꎬ裂解细胞外基质、基底膜ꎬ释放血管生成调节

剂促进新血管生成ꎮ 此外ꎬＡＮＸＡ２ 还可调节细胞增

生、炎症和胆固醇代谢ꎬ参与病毒生命周期复制、凋
亡等过程ꎮ 综上所述ꎬ运用基因调控技术精准揭示

了 ＡＮＸＡ２ 的病理作用ꎬ拓展了对 ＡＮＸＡ２ 作用机制

的认识ꎬ有助于探索针对 ＡＮＸＡ２ 的肿瘤早期诊断

９２１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



和靶向治疗ꎬ也有助于建立其他非肿瘤疾病的治疗
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２０１４ꎬ １１１(１２): ２３２８－２３４１.

[２０] 　 Ｇｒｅｗａｌ Ｔꎬ Ｅｎｒｉｃｈ Ｃ. Ａｎｎｅｘｉｎｓ － Ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ＥＧＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ [Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌꎬ ２００９ꎬ ２１(６): ８４７
－８５８.

[２１] 　 Ｗａｎｇ Ｔꎬ Ｙｕａｎ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｘａ２ ｂｉｎｄｓ ｔｏ ＳＴＡＴ３ ａｎｄ

ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓ [Ｊ] . Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔꎬ ２０１５ꎬ ６(３１): ３０９７５－３０９９２.

[２２] 　 Ｃｕｉ Ｌꎬ Ｓｏｎｇ Ｊꎬ Ｗｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｉｎ ｔｈｅ ＥＧＦ￣

ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ＣａＳｋｉ ｃｅｌｌｓ

[Ｊ] . Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔꎬ ２０１７ꎬ １３(１): ３７７－３８３.

[２３] 　 Ｗａｎｇ ＣＹꎬ Ｃｈｅｎ ＣＬꎬ Ｔｓｅｎｇ ＹＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

ｉｎｄｕｃｅｓ Ｇ２ ａｒｒｅｓｔ ｏｆ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐ５３￣

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ

２０１２ꎬ ２８７(３９): ３２５１２－３２５２４.

[２４] 　 Ｚｈａｎｇ Ｆꎬ Ｗａｎｇ Ｚꎬ Ｙｕａｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ＲＮＡｉ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ

Ａｎｘａ２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ ＳＴＡＴ３￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] . Ｂｒｅａｓｔ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ

Ｔｒｅａｔꎬ ２０１５ꎬ １５３(２): ２６３－２７５.

[２５] 　 Ｇｈｏｓｈ Ｓ. Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ: Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｍｅｔａｌ ｂａｓｅｄ ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｄｒｕｇ [ Ｊ] .

Ｂｉｏｏｒｇ Ｃｈｅｍꎬ ２０１９ꎬ ８８: １０２９２５.

[２６] 　 Ｌｅｔａｉ ＡＧ. Ｄｉａｇｎｏｓｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｉｔｉｎｇ ｃａｎｃｅｒ’ｓ ａｄｄｉｃｔｉｏｎ ｔｏ ｂｌｏｃｋｓ

ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ [Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２００８ꎬ ８(２): １２１－１３２.

[２７] 　 Ｆｅｎｇ Ｘꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ

ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＪＮＫ￣ｐ５３ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｎｏｎ￣

ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ [Ｊ] . Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ

３６(１): １２３.

[２８] 　 Ｗａｎｇ Ｋꎬ Ｚｈａｎｇ Ｔꎬ Ｌｅｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＮＸＡ２

(ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２) ａｓ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｔａｒｇｅｔ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｉｍｐｅｄｉｎｇ ＴＦＥＢ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｌｕｘ [ Ｊ ] .

Ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ２０１８ꎬ １４(２): ２６９－２８２.

[２９] 　 Ｌｉ Ｒꎬ Ｔａｎ Ｓꎬ Ｙｕ Ｍ. Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ Ａｋｔ１￣ｍＴＯＲ￣ＵＬＫ１ / ２

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] . Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１５ꎬ １９５(８): ３９０１－３９１１.

０３１ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



[３０]　 Ｌｅｉ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｋꎬ Ｌｉ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｌｌ￣ｓｕｒｆａｃｅ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

ｂｙ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｍｉｃｅ [ Ｊ ] . Ｃｌｉｎ Ｓｃｉ

(Ｌｏｎｄ)ꎬ ２０１９ꎬ １３３(７): ７８９－８０４.

[３１] 　 Ｎｉｓｈｉｍｉ Ａꎬ Ｉｓｏｚａｋｉ Ｔꎬ Ｎｉｓｈｉｍｉ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＤＡＭ－１７ ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｙｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｌｕｎｇ

ｄｉｓｅａｓｅ[ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ａｐｐｅａｒｓ ｉｎ Ｃｌｉｎ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ] [ Ｊ] .

Ｃｌｉｎ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌꎬ ２０１８ꎬ ３７(４): １０１７－１０２４.

[３２] 　 Ｔｓｕｋａｍｏｔｏ Ｈꎬ Ｔａｎｉｄａ Ｓꎬ Ｏｚｅｋｉ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａ

ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １７ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｃｔｏｄｏｍａｉｎ

ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏ－ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－α ｉｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｉｎｆｌａｍｍ Ｂｏｗｅｌ Ｄｉｓꎬ ２０１３ꎬ １９( ７): １３６５
－１３７３.

[３３] 　 Ｍａｙｅｒ Ｇꎬ Ｐｏｉｒｉｅｒ Ｓꎬ Ｓｅｉｄａｈ ＮＧ. Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｉｓ ａ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ

ＰＣＳＫ９￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ

ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ [Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２００８ꎬ ２８３(４６):

３１７９１－３１８０１.

[３４] 　 Ｌｙ Ｋꎬ Ｓａａｖｅｄｒａ ＹＧꎬ Ｃａｎｕｅｌ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｒｅｄｕｃｅｓ

ＰＣＳＫ９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｖｉａ ａ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍ１ ａｎｄ Ｍ２ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＰＣＳＫ９ [ Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ

２０１４ꎬ ２８９(２５): １７７３２－１７７４６.

[３５] 　 Ｆａｉｒｏｏｚｙ ＲＨꎬ Ｃｏｏｐｅｒ Ｊꎬ Ｗｈｉｔｅ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ

ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２

(ＡＮＸＡ２) ｇｅｎｅ [Ｊ] . Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ ２０１７ꎬ ２６１: ６０－６８.

[３６] 　 Ｈｅ ＫＬꎬ Ｄｅｏｒａ ＡＢꎬ Ｘｉｏｎｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２

ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐａｒｔｎｅｒ

Ｓ１００Ａ１０ / ｐ１１ [ Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２００８ꎬ ２８３ ( ２８): １９１９２
－１９２００.

[３７] 　 Ｌｉｕ Ｗꎬ Ｈａｊｊａｒ ＫＡ. Ｔｈｅ ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

[Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１６ꎬ ３９７(１０): １００５－１０１６.

[３８] 　 Ｍａｒｕｏ Ｔꎬ Ｉｃｈｉｋａｗａ Ｔꎬ Ｋａｎｚａｋｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ￣ｂａｓｅｄ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｇｌｉｏｍａｓ [ Ｊ] .

Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ３３(３): ２６４－２７５.

[３９] 　 Ｏｎｉｓｈｉ Ｍꎬ Ｉｃｈｉｋａｗａ Ｔꎬ Ｋｕｒｏｚｕｍｉ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ

ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｇｌｉｏｍａ [ Ｊ] .

Ｂｒａｉｎ Ｔｕｍｏｒ Ｐａｔｈｏｌꎬ ２０１５ꎬ ３２(３): １８４－１９４.

[４０] 　 Ｃｈａｕｄｈａｒｙ Ｐꎬ Ｇｉｂｂｓ ＬＤꎬ Ｍａｊｉ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍａｌ￣ａｎｎｅｘｉｎ

Ａ２ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｆｒｉｃａｎ￣Ａｍｅｒｉｃａｎ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ [ Ｊ ] . Ｂｒｅａｓｔ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ

２０２０ꎬ ２２(１): １１.

[４１] 　 Ｈｕａｎｇ Ｄꎬ Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｓｕｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２￣Ｓ１００Ａ１０

ｈｅｔｅｒｏｔｅｔｒａｍｅｒ ｉｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＰＭＬ / ＲＡＲα ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ

ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｉｎｖａｓｉｏｎ

ｉｎ ａｃｕｔｅ ｐｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ [Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ １１(３):

４１０－４２２.

[４２] 　 Ｈｅ ＫＬꎬ Ｓｕｉ Ｇꎬ Ｘｉｏｎｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｅｅｄｂａｃｋ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｉｎ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ＰＫＣ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２ [ Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１１ꎬ ２８６
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阴虚证动物模型诊断指标及分析
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　 　 【摘要】 　 通过查阅现有关于阴虚证动物实验的文章ꎬ认为以往研究涉及肾阴虚、肺阴虚、脾阴虚、胃阴虚、肝
阴虚ꎬ总结出阴虚动物模型的造模方法、一般观察状态、检测指标、药物反证ꎮ 为评价阴虚动物模型提供参考ꎬ为建

立更统一的评价体系提供思路ꎮ
【关键词】 　 阴虚ꎻ动物模型ꎻ检测指标
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　 　 阴虚证即阴液不足ꎬ不能制阳的证ꎮ 阴液不

足ꎬ则机体失去濡养ꎬ临床表现为口咽干燥ꎬ形体消

瘦ꎻ阴虚不能制阳ꎬ阳亢而虚热内生ꎬ临床则表现为

潮热盗汗ꎬ烦躁ꎬ两颧潮红ꎻ阴虚火旺ꎬ膀胱化源不

足ꎬ则见小便短赤且黄ꎬ大肠失去濡润ꎬ则见便干ꎬ
阴虚火旺ꎬ则见舌红少苔ꎬ脉细数[１]ꎮ 具体症候涉

及到肾阴虚、肺阴虚、脾阴虚、胃阴虚、肝阴虚、心阴

虚ꎬ涉及阴虚证的西医疾病有糖尿病、高血压、冠心

病、中风、乙型肝炎、围绝经期综合征、肺癌、骨质疏

松等[２]ꎮ 现有的阴虚证造模方法既有涉及到西医

学的给大白鼠采取口服或注射西药、手术和感染的

方法ꎬ也有中医从证的病因、病机和证候特点出发ꎬ

采取如破气温燥中药等中医病因理论来造模[３]ꎬ造
模方法较多但评价指标却不尽相同ꎬ本文通过总结

所有公开报道的阴虚证动物模型的一般观察状态、
检测指标、药物反证进行总结ꎬ为评价阴虚证动物

模型提供参考ꎬ为建立更统一的评价体系提供思路ꎮ

１　 肾阴虚

１􀆰 １　 造模方法

梁汝圣等[４]通过用甲状腺素片 １５０ ｍｇ / ｋｇ 配制

成 １０ ｍｇ / ｍＬ 悬混液灌胃成功制备肾阴虚大鼠ꎬ也
可以用甲状腺素加利血平[５] 这两种方法都是通过

提高基础代谢率ꎬ从而引发类似肾阴虚的症状属于



病理模型ꎮ 戴冰等[６]通过灌胃氢化可的松ꎬ段晓红

等[７]通过腹腔注射氢化可的松均可成功复制肾阴

虚动物模型ꎮ
１􀆰 ２　 一般状态观察

体重下降ꎬ体温上升ꎬ毛发枯槁、无光泽、易脱

落ꎬ多饮ꎬ多食ꎬ多尿且黄ꎬ大便干结色黑ꎬ易怒躁

动ꎬ拱背ꎬ不易抓取ꎮ
１􀆰 ３　 检测指标

现代研究表明肾阴虚与下丘脑－垂体－靶腺轴

(肾上腺、甲状腺) 的功能亢进有关ꎬ患者表现为下

丘脑 ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、ＴＳＨ 增加ꎬ 促进肾上腺皮质释放

糖皮质激素和甲状腺合成甲状腺激素ꎬ血中糖皮质

激素和甲状腺激素含量增加[１４]ꎬ又因为 ＣＲＨ 及糖

皮质激素的大量释放在下丘脑、垂体、性腺多水平

对性腺轴产生抑制作用ꎬ从而导致生殖内分泌的紊

乱ꎬ性激素等相关指标也发生改变[１５]ꎻ环磷酸腺苷、
环磷酸鸟苷的双向调节作用作为阴阳学说的基础ꎬ
阴虚病人也会表现出环磷酸腺苷水平显著升高的

现象[１６]ꎮ 动物实验检测指标见表 １ꎮ
１􀆰 ４　 药物反证

六味地黄是滋阴补肾之首方ꎬ用于治疗肾阴亏

损ꎬ用该药可使血清中 ｃＡＭＰ、ＡＣＴＨ、Ｃｏｒ.含量降低ꎬ
ｃＧＭＰ、Ｔ 含量升高[１７]ꎮ

２　 肺阴虚

２􀆰 １　 造模方法

肺阴虚造模主要以烟熏＋灌服甲状腺素或者灌

服甲状腺＋利血平＋ＳＯ２ 熏蒸[１８] 等复合方法ꎬ其原理

是先利用甲状腺素造成阴虚ꎬ再以烟熏的方式造成

咳嗽ꎬ久咳不愈则伤及肺阴ꎮ
２􀆰 ２　 一般状态观察

体重减轻、皮毛(光泽差、毛发凌乱脱落)、行动

(烦躁易怒)、呼吸(咳嗽、少痰、哮鸣音、鼻部干燥)、
肛温显著升高、面温显著升高、抓力显著降低[１９]ꎮ
２􀆰 ３　 检测指标

肺阴不足ꎬ虚热内生ꎬ虚热上炎而潮热颧红ꎬ会
出现颧红耳赤等症状ꎬ故动物面温、肛温升高ꎮ 肺

热为肺阴虚的基础ꎬ而热则为炎症反应的表现[２０]ꎬ
故炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１ 含量显著升高ꎮ 阴虚证表

现为交感神经－β 受体￣ｃ ＡＭＰ 系统功能亢奋ꎬ患者

血浆中 ｃＡＭＰ 含量增多ꎬ 甲状腺激素分泌增加ꎬ则
甲状腺激素 Ｔ３、Ｔ４ 表达水平升高ꎮ ｃＡＭＰ 能激活细

胞内的蛋白激酶ꎬ使细胞内多种蛋白磷酸化ꎬ增强

脂肪分解ꎬ使 ＴＣ、ＴＧ 水平升高[２０－２３](见表 ２)ꎮ
２􀆰 ４　 药物反证

肺阴虚证是津液消耗ꎬ肺失濡养而出现的阴

津不足ꎬ以致肺失清润ꎬ宣肃失职ꎬ虚热内生等临

床表现的统称ꎮ 南沙参、玉竹、麦冬(同属甘凉归

肺经)通过甘凉入肺从而改善物质代谢异常ꎬ其作

用机制可能是通过下调肺阴虚模型动物体内过高

的甲状腺激素、环核苷酸的水平ꎬ从而调节肺阴证

引起 的 体 内 紊 乱ꎬ 改 善 肺 阴 虚 证 的 整 体 证 侯

表现[２３] ꎮ

表 １　 肾阴虚检测指标
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

结果(与正常组比较)
Ｒｅｓｕｌｔｓ(Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ)

血浆环磷酸腺苷 ｃＡＭＰ[６] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血浆环磷酸鸟苷 ｃＧＭＰ 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ
血浆 ｃＡＭＰ / ｃＧＭＰ 比值 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清三碘甲状腺原氨酸 Ｔ３[８] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清甲状腺素 Ｔ４[９] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清腺皮质激素 ＡＣＴＨ[１０] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清皮质醇 ＣｏＲ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清促甲状腺激素 ＴＳＨ[１１] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清促卵泡素 ＦＳＨ[１２] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清雌二醇 Ｅ２ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清睾酮 Ｔ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

糖皮质激素受体 α ＧＲα[１３] 在下丘脑显著下降ꎬ在胸腺显著升高
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｙｍｕｓ

甲状腺激素受体 α / β ＴＲα / β 在下丘脑显著下降
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ

雄激素受体 ＡＲ 在胸腺显著下降
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｙｍｕｓ

肾上腺皮质激素释放激素 ＣＲＨ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
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３　 脾阴虚

３􀆰 １　 造模方法

脾阴虚常采用复合因素造模法ꎬ前 １４ ｄ 通过饥

饱不匀ꎬ例如:间隔进食或单日喂甘蓝ꎬ双日喂猪油

(大鼠每只 ３ ｍＬ)ꎬ加上单日游泳至耐力极限使其疲

劳过度造成脾气虚ꎬ后 １６ ｄ 在脾气虚基础上使用耗

伤阴液药ꎬ 例如: 附子、 吴茱萸等ꎬ 制成脾阴虚

模型[２４]ꎮ
３􀆰 ２　 一般状态观察

食量减少、体重减轻、便溏、神态萎靡、毛色干

枯、蜷缩聚堆ꎮ
３􀆰 ３　 检测指标:

脾阴不足ꎬ脾主运化功能失司ꎬ体内的蛋白质

等精微物质不能正常转输ꎬ大量的蛋白质积于内

质网内[２７] ꎬ则相关转运蛋白和蛋白激酶含量发生

改变ꎮ 脾阴虚常与糖尿病、痴呆和消化系统疾病

(胃炎、消化不良、厌食、便秘等)ꎬ根据不同病症ꎬ
针对性检测血糖、脑源性因子和 ＭＭＣ 含量(见表

３)ꎮ

３􀆰 ４　 药物反证

四君子汤为补益剂ꎬ具有补气ꎬ益气健脾之功

效ꎮ 主治脾胃气虚证ꎬꎬ脾虚动物模型病理学观察

到脾、空肠、回肠粘膜破损、脱落ꎬ等现象ꎬ经四君子

颗粒治疗后ꎬ 肠组织病理形态恢复正常ꎬ对脾虚证

的蛋白质代谢系统有复健作用[２８]ꎬ可使“脾虚证”
模型复健ꎬ对其有反证效果ꎮ

４　 胃阴虚

４􀆰 １　 造模方法

选择燥热耗阴中药草乌连续灌胃复制胃阴虚

症ꎬ每天用燥热耗阴中药草乌水煎浓缩煎剂灌胃 １
次ꎬ 连续至 ７ ｄ[３６]ꎮ
４􀆰 ２　 一般状态观察

躁动不安、小便黄、饥不欲食、大便干燥ꎮ
４􀆰 ３　 检测指标

胃阴虚在临床上常表现为胃炎相关疾病ꎬ胃部

有炎症反应ꎬ产生溃疡ꎬ故炎症相关因子水平升高ꎬ
出现出血症状ꎬ红细胞数量减少体积增大ꎬ又因为

炎症细胞侵蚀胃黏膜则粘膜层变薄(见表 ４)ꎮ
表 ２　 肺阴虚检测指标

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｌｕｎｇ ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
指标

Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
结果(与正常组比较)

Ｒｅｓｕｌｔｓ(Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ)
血浆环磷酸腺苷 ｃＡＭＰ[２０] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清三碘甲腺原氨酸 Ｔ３[２１] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清四碘甲腺原氨酸 Ｔ４ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清肿瘤坏死因子－α ＴＮＦ￣α[２２] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清白介素－１ ＩＬ￣１ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清甘油三酯 ＴＧ[２３] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清总胆固醇 ＴＣ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清白蛋白 ＡＬＢ[２５] 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ
血清总蛋白 ＴＰ 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ
血清尿素 ＵＲ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

肺系数、心系数、肝系数、脾系数、肾系数 Ｌｕｎｇꎬｈｅａｒｔꎬｌｉｖｅｒꎬｓｐｌｅｅｎꎬｋｉｄｎｅｙ[２６] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

表 ３　 脾阴虚检测指标
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

结果(与正常组比较)
Ｒｅｓｕｌｔｓ(Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ)

海马脑源性神经营养因子 ＢＤＮＦ[２９] 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ
海马脑源性神经生长因子 ＮＧＦ[３０] 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ

大鼠空肠肥大细胞 ＭＭＣ 值 ＭＭＣ Ｖａｌｕｅ[３１] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
ＭＭＣ 释放的介质 ＭＭＣ Ｒｅｌｅａｓｅｄ ｍｅｄｉａ[３２] 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ

回肠 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 及蛋白表达量

ＡＱＰ４ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ[３３] 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ

回肠蛋白激酶 ＣＰＫＣ 活性

ＰＫＣ Ａｃｔｉｖｉｔｙ[３４] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

空肠空肠葡萄糖转运蛋白 １(ＧＬＵＴ１) 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ
空肠葡萄糖转运蛋白 ５(ＧＬＵＴ５)ｍＲＮＡ[３５] 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ
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４􀆰 ４　 药物反证

胃阴虚者ꎬ养阴生津降逆ꎬ宜清补ꎬ如麦冬、
沙参、杏仁、白芍、石斛、茯神、粳米、麻仁、白扁豆

等ꎮ 已有研究证明沙参麦冬汤可改善患者血气

指标(对照检测指标中的红细胞计数与红细胞体

积) [３６] ꎮ

５　 肝阴虚

５􀆰 １　 造模方法

在四氯化碳诱导大鼠慢性肝损伤的基础上ꎬ结
合温热中药灌胃制作大鼠肝阴虚证动物模型ꎬ也有

研究结合长期激怒法制造肝肾阴虚动物模型[３２]ꎬ所
造模型更接近临床人为影响因素较少ꎮ

５􀆰 ２　 一般状态观察

形体消瘦、身热、饮水增多、饮食减少、大便干

硬、小便黄(反应精液损伤情况)、毛发干枯、烦躁易

怒、行动迟缓、反应迟钝、舌红少津ꎮ
５􀆰 ３　 检测指标:

肝阴虚患者肾素－血管紧张素系统功能增强ꎬ
故醛固酮含量升高[３７]ꎬ李莉等[３６] 研究结果表明肝

阴虚患者存在 ＴＸＢ２ 水平显著增高ꎬ６￣Ｋｅｔｏ￣ＰＧＦ１α
水平显著降低ꎬ在动物实验中仍有体现(见表 ５)ꎮ
５􀆰 ４　 药物反证

采用滋补肝肾中药ꎬ能减轻肝组织的炎症程度

(ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０、ＴＮＦ￣α 水平降低)和纤维化程度ꎬ对于

阴虚证相关的表征有一定的改善作用[４４]ꎮ

表 ４　 胃阴虚检测指标
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｔｏｍａｃｈ ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

结果(与正常组比较)
Ｒｅｓｕｌｔｓ(Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ)

红细胞计数[３８]

Ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ
降低 Ｄｅｃｌｉｎｅ

平均红细胞体积
Ａｖｅｒａｇｅ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ｖｏｌｕｍｅ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

胃出血溃疡数[３９]

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｂｌｅｅｄｉｎｇ ｕｌｃｅｒｓ
升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

胃粘膜层均数
Ｍｅａｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ 降低 Ｄｅｃｌｉｎｅ

胃液分泌量
Ｇａｓｔｒｉｃ ｆｌｕｉｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ 降低 Ｄｅｃｌｉｎｅ

小肠推进率[４０]

Ｓｍａｌｌ ｂｏｗｅｌ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ
降低 Ｄｅｃｌｉｎｅ

血清胃泌素 ＧＡＳ[４１] 降低 Ｄｅｃｌｉｎｅ
血清白介素－６ ＩＬ￣６[４２] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清肿瘤坏死因子－α ＴＮＦ￣α 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

表 ５　 肝阴虚检测指标
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

结果(与正常组比较)
Ｒｅｓｕｌｔｓ(Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ)

血清中丙氨酸氨基转移酶 ＡＬＴ[４３] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清睾酮含量 Ｔ Ｃｏｎｔｅｎｔ[４４] 下降 Ｄｅｃｌｉｎｅ

血清 Ｅ２ / Ｔ 的百分值 Ｅ２ / Ｔ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清醛固酮 ＡＬＤ[４５] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

肝组织中羟脯氨酸 ＨＹＰ[４６] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

肝组织中丙二醛 ＭＤＡ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清 ６ －酮 －前列腺素

６ ￣Ｋｅｔｏ ￣ＰＧＦ１α[４７] 降低 Ｄｅｃｌｉｎｅ

血浆血栓素 Ｂ２ ＴＸＢ２ 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
血清白介素－６ ＩＬ￣６[４８] 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ

血清肿瘤坏死因子－α ＴＮＦ￣α 升高 Ｉｎｃｒｅａｓｅ
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６　 讨论

动物模型是动物实验的基础ꎬ随着中医药研究

的发展ꎬ中医症候动物模型的制备越来越受关注ꎬ
如何判定造模成功与否也成为了大家思考的问题ꎬ
通过查阅现有阴虚证动物实验的文献发现:阴虚证

动物模型的一般状态主要包括体征和状态ꎬ这在模

型评价中是很重要的一部分ꎬ动物的表现往往与中

医临床所对应ꎬ例如:动物体重减轻相当于患者形

体消瘦ꎬ爪和尾的颜色(红色程度)相当于患者五心

烦热ꎬ饮水量与大小便情况反映出津液损伤等ꎮ 动

物的表观指征与人的中医症的表现相对应ꎬ为判断

造模是否成功提供重要依据ꎮ 但也存在各脏腑的

表现区别不大ꎬ特异性不明显的缺点ꎬ应根据不同

病症部位再深入挖掘研究[４９]ꎮ
在检测指标中ꎬ环核苷酸参与调节不同的生化

代谢和生理功能ꎬ且在病理反应过程中也起介导作

用ꎬ对细胞功能处于稳定状态具有双向控制调节作

用[５０]ꎬ有研究证明阴虚时血浆 ｃＡＭＰ 升高ꎬｃＡＭＰ /
ｃＧＭＰ 比值无明显变化ꎬ临床上患者也出现这种现

象[５１]ꎬ这一指标常用来作为判定是否阴虚的依据ꎬ
但也有实验证明脾阴虚、肝阴虚时血浆 ｃＡＭＰ 含量

下降ꎬ故单用这一指标证明脾阴虚、肝阴虚是否造

模成功是存在争议的ꎬ而肾阴虚和肺阴虚相关研究

血浆 ｃＡＭＰ 均为升高ꎬ除此之外ꎬ肾阴虚、肺阴虚模

型血清 Ｔ３、Ｔ４ 也均为升高与两种疾病都能引起甲

状腺功能亢奋相一致ꎮ 肺阴虚、脾阴虚、肝阴虚都

检测了炎症因子的含量ꎬ结果均为升高ꎬ与临床三

种疾病都伴有炎症反应相一致ꎮ 检测指标应根据

不同的脏腑或其相联系部位检测相关指标的变化

从而反应病理变化ꎬ例如临床上肾阴虚与下丘脑－
垂体－靶腺轴的功能亢进有关ꎬ反应在动物实验中

也会出现甲状腺、肾上腺指标的改变ꎻ肺阴虚常伴

随炎症反应ꎬ肺阴虚动物模型中炎症因子表达水平

也会出现升高ꎻ中医上脾主运化ꎬ临床上脾阴虚患

者体内的蛋白质等物质不能正常转运ꎬ大量的蛋白

质积于内质网内ꎬ实验中脾阴虚动物也会伴随相关

转运蛋白和蛋白激酶含量发生改变ꎻ胃阴虚患者在

西医临床上常表现为胃炎、胃溃疡等ꎬ在胃阴虚实

验中ꎬ动物胃部也会出现溃疡和炎症反应与临床相

对应ꎻ肝阴虚患者肾素－血管紧张素系统功能增强ꎬ
醛固酮增多ꎬ肝阴虚动物模型也会出现这种症状ꎮ
心阴虚的研究较少本文并没有进行总结ꎬ日后有待

加强相关研究ꎮ 本文针对每种虚证总结有效治疗

药物ꎬ通过药物反证ꎬ观察表征是否得到改善ꎬ检测

指标是否回归正常ꎬ也可以在一定程度上判断造模

成功与否ꎬ为评价动物模型提供新的思路ꎮ
由于造模后疾病会自然演化和环境因素的影

响ꎬ可能出现两种或者两种以上证候交叠或前后出

现的情况ꎬ导致症候区分不明确ꎬ在指标检测中ꎬ不
同脏腑的虚症没有明确的某一指标作为依据来判

断造模成功ꎬ所以建立各个证型的动物宏观表现和

客观的理化指标公认评价标准是迫切之需[５２]ꎮ
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　 　 阳气的生长、充盛至衰竭的过程贯穿着人体的

整个生命历程ꎬ阳气对维持人体各项生理机能发挥

着不可或缺的重要作用ꎮ 阳虚证是指人体阳气亏

损ꎬ其温养、推动等功能减退ꎬ以畏寒肢冷为主要表

现得虚寒证[１]ꎮ 为了更好的认识和了解阳虚本质ꎬ
研究阳虚的病理生理机制、诊断、治疗等ꎬ复制稳定

并与临床症状或机制相似的阳虚动物模型尤为重

要ꎮ 随着研究的不断进展ꎬ国内外学者尝试了多种

有效的造模方法并制定了相应的检测指标ꎮ 本文

对当前阳虚动物模型的多种造模方法及检测指标

进行归纳及综述ꎬ从不同角度揭示阳虚的发病机

制ꎬ为今后寻求有效诊断方法ꎬ提高阳虚及阳虚相

关疾病的诊治率ꎬ发展有效的临床治疗方案提供

思路ꎮ

１　 阳虚动物模型的建立

目前ꎬ建立阳虚实验动物模型的思路分别从模

拟中医病因、西医病理、病证结合三个方面造模(见
表 １)ꎮ
１􀆰 １　 模拟中医病因

此类模型按照中医病因学说ꎬ使动物在人为制

造的特定致病环境中出现相应的疾病ꎬ建立与临床

上某种证型表现相似的模型[２]ꎮ 模拟中医病因建

立阳虚模型的方法目前包括劳倦过度ꎬ房事不节ꎻ
惊恐伤肾ꎻ苦寒泻下ꎻ寒湿困脾等ꎮ

模拟中医病因建立的阳虚动物模型多以脾肾

两脏为主ꎬ并且多为复合因素建模ꎮ 李震等[３] 将雄

雌鼠同笼喂养ꎬ雄鼠每天游泳至无力下沉时捞出ꎬ
用 ４ 周时间建立以“劳倦过度、房室不节”为病因的

肾阳虚动物模型ꎮ 杜维祥等[４] 通过猫吓鼠的方式

建立肾阳虚模型ꎬ此法虽然遵循中医“恐伤肾”理

论ꎬ但不符合实验动物伦理ꎬ且一般实验室猫、鼠共

同饲养也较难实现ꎬ对实验资源有很大的浪费ꎮ 对

于这一局限性ꎬ有一项研究通过避水应激建立阳虚型

肠易激综合征(ＩＢＳ)动物模型ꎬ利用大鼠对水的天生

恐惧感模拟“恐伤肾”病因ꎬ又可诱导 ＩＢＳ 内脏高敏

感[５]ꎮ 自然衰老也是造模的方法之一ꎬ但是此法虽然

和人类阳虚发展过程最相似ꎬ但是造模时间至少 １ 年

以上ꎬ成本大ꎬ可操作性不高[６]ꎮ 苦寒泻下法多用于

建立脾阳虚ꎬ或苦寒泻下和氢化可的松结合建立脾肾

阳虚模型ꎬ大黄或番泻叶为常用药物ꎮ 滕培颍等[７]就

是通过此方法每天按照０􀆰 ２５ ｍＬ / １００ ｇ肌注氢化可的

松注射液ꎬ同时以１ ｍＬ / １００ ｇ灌胃大黄水煎液ꎬ连续

１７ ｄ 建立了脾肾阳虚动物模型ꎮ 寒易伤阳ꎬ湿为阴

邪ꎬ阻遏气机ꎬ损伤阳气ꎬ根据这一理论ꎬ章敏等[８]

的研究将大鼠放在温度区间(６ ± ２)℃ꎬ湿度区间

(９０±４)％的寒湿环境中ꎬ每天放置 ８ ｈꎬ持续 ３０ ｄꎬ
大鼠出现脾阳虚症状ꎮ
１􀆰 ２　 模拟西医病理

病理模型是运用现代实验技术在动物身上造

成特定病理过程以模拟人的病理过程的一种模型ꎮ
模拟西医病理建立阳虚模型的方法包括糖皮质激

素如氢化可的松ꎻ抗甲状腺素药物如他巴唑、丙硫

氧嘧啶ꎻ 甲状腺切除ꎻ 肩胛骨间棕色脂肪组织

(ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬ ＢＡＴ) 切除术ꎻ其他药物如腺

嘌呤ꎬ羟基脲等以及衰老ꎮ
首先ꎬ下丘脑－垂体－靶腺轴功能紊乱是肾阳虚

的病理机制之一ꎬ现代研究多通过干扰该轴的功能

而建立肾阳虚动物模型ꎮ 氢化可的松是糖皮质激

素ꎬ可以使下丘脑－垂体－肾上腺功能减退ꎬ抑制促

肾上腺皮质激素(ＡＣＴＨ)的释放ꎬ邝安堃等[９] 在 ２０
世纪 ６０ 年代通过“氢化可的松”首次建立了肾阳虚

动物模型ꎬ动物出现畏寒肢冷ꎬ腰膝酸软ꎬ精神不

振ꎬ性功能低下ꎬ被毛疏松、失去光泽等“耗竭”现

象ꎬ是最常用的肾阳虚动物模型ꎮ 但有报道表明ꎬ
糖皮质激素不同种类、剂量、制剂、给药方式所引起

的造模结果是不同的ꎬ秦文艳等[１０] 的研究采用灌

胃、腹腔注射及皮下注射的方式给予小鼠不同剂量

(１２􀆰 ５、２５、５０ ｍｇ / ｋｇ 体重) 氢化可的松注射液 ９ ｄꎬ
结果表明灌胃给药 ２５ ｍｇ / ｋｇ 剂量组成模率较其他

组高ꎬ且各项指标均可呈现出肾阳虚的症状和体

征ꎬ 是比较可靠的肾阳虚造模方法ꎮ 也有研究认为

所谓的“耗竭现象”有可能是外源性糖皮质激素在

体内蓄积造成机体代谢紊乱的毒性作用ꎬ所以氢化

可的松等糖皮质激素具体的造模方法值得商榷ꎮ
范景等[１１]利用使性腺轴功能紊乱的方法制造肾阳

虚模型ꎬ对雄性小鼠按 ０􀆰 １ ｍＬ / １０ ｇ 腹腔注射苯甲

酸雌二醇(Ｅ２)大豆油稀释液ꎬ１ ｄ１ 次ꎬ连续 １５ ｄꎮ
裴妙荣等[１２]和欧阳轶强等[１３] 分别使用抗甲状腺药

丙硫氧嘧啶和他巴唑制造甲状腺功能降低的大鼠

肾阳虚模型ꎮ
通过手术方式也是建立阳虚模型的方法之一ꎬ

如甲状腺切除术、ＢＡＴ 切除术等ꎮ 徐敏等[１４]通过手

术切除甲状腺的方法复制“甲低”病理模型ꎬ发现实

验大鼠存在与临床相同的病理改变及常见的证候

表现ꎬ并且文章中首次报导阳虚主症畏寒喜暖的定
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量检测装置ꎬ认为此检测方法比现在已有的耐冻实

验和冰水游泳实验更能鉴别阳虚证型ꎮ ＢＡＴ 通过

产热维持体温ꎬ而动物切除肩胛间 ＢＡＴ 后产热减

少ꎬ利用这一原理韦祎等[１５] 通过 ＢＡＴ 切除术建立

阳虚动物模型ꎬ结果显示动物模型效能产热温度峰

值下降和产热体温曲线下面积减小ꎬ体重增长率降

低ꎬ有能量代谢衰减的表现ꎮ
此外ꎬ还有通过破坏肾组织、影响肾组织能量

代谢ꎬ抑制 ＤＮＡ 合成以及诱导衰老达到造模目的

的ꎮ 有研究表明高浓度的腺嘌呤代谢产物沉积于

肾小管ꎬ会因机械性阻塞肾小管和毒性作用ꎬ抑制

肾组织中与物质代谢有关的酶活性ꎬ从而影响肾组

织能量的代谢ꎬ造成肾功能衰竭[１６]ꎮ 林海雄等[１７]

选用雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ皮下注射未提纯腺嘌呤ꎬ大鼠出

现疲倦ꎬ饮食量减少ꎬ体重减轻等症状ꎬ以此建立大

鼠阳虚模型ꎮ 邵命海等[１８] 比较腺嘌呤与氢化可的

松两种造模方法ꎬ结果表明模型组睾酮(Ｔ)水平偏

低ꎬＥ２ 水平偏高ꎬ前列腺腺体萎缩与精囊萎缩状态

都更加明显ꎬ在体征与性激素指标方面更符合肾阳

虚表现ꎮ 且有研究表明ꎬ腺嘌呤模型较氢化可的松

模型阳虚症状持续时间更长ꎬ且有肾损伤ꎬ更符合

理想的阳虚动物模型ꎬ腺嘌呤浓度的控制是成功构

建该模型的关键[１９]ꎮ 羟基脲是核苷酸还原酶抑制

剂ꎬ可以抑制 ＤＮＡ 合成ꎬ刘福春等[２０]运用不同剂量

的羟基脲喂雄性小鼠ꎬ通过观察出现“阳虚”症状及

死亡率ꎬ得出每只 ７􀆰 ５ ｍｇ 的剂量最为合适ꎮ 肖凌

等[２１]建立 Ｄ￣半乳糖诱导衰老动物模ꎬ结果表明其

热休克蛋白 ＨＳＰ７０ 表达下降ꎬ超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)活性下降ꎬ且与阳虚证的表现相符ꎮ
１􀆰 ３　 病证结合

病证结合动物模型以中医理论为指导ꎬ以西医

复制疾病模型为基础ꎬ与某些致病因素相结合ꎬ建
立具备西医疾病和中医证候的动物模型ꎮ 西医疾

病多采用阳虚证型为主的疾病ꎬ如肾病ꎬ慢性心衰ꎬ
哮喘ꎬ骨质疏松(ＯＰ)ꎬ便秘ꎬ腹泻型肠易激综合征

(ＩＢＳ￣Ｄ)等ꎮ
中医认为脾肾阳虚是微小病变肾病之本ꎬ而阿

霉素(ＡＤＲ)肾病模型是此病典型的动物模型ꎬ鲁艳

芳等[２２]仿照 Ｂｅｒｔａｎｉ 等[２３] 方法ꎬ大鼠尾静脉一次性

注射 ＡＤＲ ５􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇꎬ结果表明模型组的病理改变

与临床微小病变肾病相似ꎬ症状及微观指标也与阳

虚表现相符ꎮ

ＡＤＲ 不仅用于建立肾病模型ꎬ有研究表明 ＡＤＲ
由于对心肌组织的亲和力高故其心脏毒性高于其

他组织[２４]ꎬ童妍等[２５] 采用大鼠腹腔注射 ＡＤＲ ４
ｍｇ / ｋｇ 的方法建立心阳虚型慢性心力衰竭模型ꎬ每
周 １ 次ꎬ共 ６ 周ꎬ此模型符合心阳虚的症候群ꎬ可能

与 ＡＤＲ 诱导氧化应激有关ꎮ 除了通过药物建立阳

虚型慢性心衰模型ꎬ还有通过手术结扎动脉的方

式ꎬ如侯衍豹等[２６]利用冠脉结扎结合一氧化氮合酶

抑制剂建模ꎬ杨喆等[２７]利用腹主动脉结扎结合寒冷

刺激建模ꎮ
子病及母ꎬ肺肾为母子关系ꎬ故肾虚日久可累

及于肺ꎮ 陈博武等[２８] 在已有哮喘大鼠肾阳虚病证

结合模型基础上进行了改进[２９]ꎬ以 １􀆰 ５ ｍＬ / １００ ｇ
灌胃地塞米松混悬液联合 ２％卵蛋白雾化吸入建立

哮喘肾阳虚模型ꎬ并通过大鼠四诊信息评价建模是

否成功ꎮ
陈剑磨等[３０]等选用雌性 ＫＭ 小鼠ꎬ应用去卵巢

法构建 ＯＰ 模型ꎬ按 ２５ ｍｇ / ｋｇ 的剂量皮下注射氢化

可的松诱导肾阳虚模型ꎬ该研究耗时 ８ 周成功构建

ＯＰ 肾阳虚病证结合模型ꎬ但该法只模拟了绝经后

女性人群ꎬ因而研究范围比较局限ꎮ
肾主一身阴阳ꎬ开窍于二阴ꎬ主司二便ꎬ肾中元

阳对脾的运化及大肠的传导功能起着推动、温煦作

用ꎬ胃肠疾病与阳虚关系密切ꎬ临床研究也表明阳

虚患者易患消化系统疾病[３１]ꎮ 岳奇等[３２] 利用中医

“味过于酸ꎬ脾气乃绝”理论ꎬ在以往建立阳虚便秘

模型(食用白醋加活性炭冰水)文献的基础上进行

了改进ꎬ即 ４℃食用白醋加活性炭冰水再加止泻药

物复方地芬诺酯ꎬ比未改进前病理变化更明显ꎮ 韩

博宇等[３３]在建立脾肾阳虚型 ＩＢＳ￣Ｄ 动物模型时ꎬ比
较了三种 ＩＢＳ￣Ｄ 造模方法(母子分离、直肠扩张、避
水应激[３４])联合番泻叶灌胃以及番泻叶灌胃剂量和

观察周期的不同对造模结果的影响ꎬ实验结果显

示ꎬ高剂量(１０ ｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ))组番泻叶灌胃 ６ 周联合

直肠扩张组复制的病证结合模型最好ꎬ体现在体

重、进食、握力、负重游泳时间、肛温ꎻ血清和尿液激

素水平ꎻ代谢水平和粪便菌群的指标ꎮ

２　 生理生化指标检测

目前关于阳虚的研究主要从内分泌、免疫、血
液流变学、能量代谢、自由基、微量元素等方面着

手ꎬ为阳虚的深入研究提供一定的参考依据ꎮ
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表 １　 常用肾阳虚动物模型建立方法
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ￣ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

模型种类
Ｔｙｐｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌ

造模方法
Ｍｏｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

造模时间
Ｍｏｌｄｉｎｇ ｔｉｍｅ

劳倦过度、房室不节型
Ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｆａｔｉｇｕｅꎬ ａｔｒｉｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ｄｉｓｊｕｎｃｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

采用雄雌鼠比例 ｌ:６ 同笼喂养和
雄鼠每日游泳至无力下沉时捞出

Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍａｌｅ ｔｏ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ １ ∶６ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｃａｇｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｆｉｓｈｅｄ ｏｕｔ ａｆｔｅｒ

ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｕｎｔｉｌ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｕｎａｂｌｅ ｔｏ ｓｉｎｋ

２８ ｄ

自然衰老型
Ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ ｔｙｐｅ

大鼠自然饲养
Ｎａｔｕｒａｌ ｒｅａｒｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ

１ 年以上
Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １ ｙｅａｒ

惊恐伤肾型
Ｐａｎｉｃ ａｔｔａｃｋｓ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ｔｙｐｅ

将鼠均置于猫笼之下ꎬ 与猫仅隔笼网ꎬ 使得猫与鼠 ２４ ｈ 共处而进行恐吓ꎬ
此外ꎬ 每天早晚各拿一只活鼠喂猫示众

Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｐｌａｃｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃａｔ ｃａｇｅ ａｎｄ ｓｅｐａｒａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃａｔ ｏｎｌｙ ｂｙ ｔｈｅ ｃａｇｅ ｎｅｔꎬ ｓｏ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃａｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔ

ｌｉｖｅｄ ２４ ｈｏｕｒｓ ａ ｄａｙ ｔｏ ｉｎｔｉｍｉｄａｔｅꎬ ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｅｖｅｒｙ ｍｏｒｎｉｎｇ ａｎｄ
ｅｖｅｎｉｎｇ ａ ｌｉｖｅ ｒａｔ ｔｏ ｆｅｅｄ ｔｈｅ ｃａｔ ｔｏ ｔｈｅ ｐｕｂｌｉｃ

７ ｄ

氢化可的松型
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｔｙｐｅ

以 ２５ ｍｇ / ｋｇ 体重灌胃给药
Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ ｗｉｔｈ ａ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ２５ ｍｇ / ｋｇ ９ ｄ

以 ２５ ｍｇ / ｋｇ 体重肌注给药
Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒｌｙ ｗｉｔｈ ２５ ｍｇ / ｋｇ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ７ ｄ、１０ ｄ、１２ ｄ

以 ３０ ｍｇ / ｋｇ 体重肌注给药
Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒｌｙ ｗｉｔｈ ３０ ｍｇ / ｋｇ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ９ ｄ、１４ ｄ

以 １０ ｍｇ / ｋｇ 体重腹腔注射给药
Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｗｉｔｈ ａ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ １０ ｍｇ / ｋｇ ２０ ｄ

以 ２５ ｍｇ / ｋｇ 体重皮下注射给药
Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｗｉｔｈ ａ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ２５ ｍｇ / ｋｇ ７ ｄ

腺嘌呤型
Ａｄｅｎｉｎｅ ｔｙｐｅ

２％腺嘌呤混悬液 ２ ｍＬ 灌胃给药
２ ｍｌ ２％ ａｄｅｎｉｎｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ ２８ ｄ

性激素型
Ｓｅｘ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｔｙｐｅ

苯甲酸雌二醇大豆油稀释液腹腔注射给药
Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｂｅｎｚｏａｔｅ ｓｏｙｂｅａｎ ｏｉｌ ｄｉｌｕｅｎｔ １５ ｄ

抗甲状腺素型
Ａｎｔｉｔｈｙｒｏｉｄｉｎ ｔｙｐｅ

以 １ ｍｌ / １００ ｇ 体重 ０􀆰 １％灌胃给药丙基硫氧嘧啶
０􀆰 １％ Ｐｒｏｐｙｌｔｈｉｏｕｒａｃｉｌ ｗａｓ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ ｗｉｔｈ ａ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ １ ｍｌ / １００ ｇ ４２ ｄ

灌胃他巴唑 ３０ ｍｇ / ｋｇ / 周
Ｍｅｔｈｉｍａｚｏｌｅ ｗａｓ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙ ｗｉｔｈ ａ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ３０ ｍｇ / １ｋｇ / １ｗｅｅｋ ２１ ｄ

羟基脲型
Ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ ｔｙｐｅ

７􀆰 ５ ｍｇ 羟基脲腹腔注射给药
Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ７􀆰 ５ ｍｇ ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ

７~１５ ｄ 不等ꎬ
以出现“阳虚”症状为度
Ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ７ ｔｏ １５ ｄａｙｓꎬ

ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ａｐｐｅａｒ
“Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ”

ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｆｏｒ ｄｅｇｒｅｅｓ

手术法
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

甲状腺切除、卵巢切除、睾丸切除、肾上腺切除
Ｔｈｙｒｏｉｄｅｃｔｏｍｙꎬｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙꎬｏｒｃｈｉｅｃｔｏｍｙꎬａｄｒｅｎａｌｅｃｔｏｍｙ ２０ ｄ 左右
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２􀆰 １　 阳虚与内分泌

上文中已经提到过ꎬ邝安堃通过实验研究说明

阳虚与内分泌功能密切相关ꎮ 沈自尹[３５] 在此基础

上进行了临床验证ꎬ结果表明肾阳虚患者 ２４ ｈ 尿 １７
羟皮质类固醇含量普遍低于正常值ꎬ４８ 例肾阳虚患

者中有 ２０ 例丘脑－垂体－肾上腺皮质功能异常ꎬ而
３０ 例正常人中仅 １ 例ꎮ 沈自尹[３５] 认为肾阳虚患者

存在垂体－肾上腺、甲状腺、性腺功能紊乱ꎮ 这一结

论得到了很多研究者的验证ꎮ 戴冰等[３６] 的研究结

果显示ꎬ“氢化可的松”肾阳虚模型小鼠与对照组相

比ꎬ血清 ＡＣＴＨ、血清皮质醇(Ｃｏｒ.)、促甲状腺激素、
三碘甲腺原氨酸(Ｔ３)、甲状腺素(Ｔ４)水平降低ꎬ血
清促卵泡素(ＦＳＨ)、Ｅ２、Ｔ 水平升高ꎬ并认为 Ｃｏｒ.的
水平高低作为反映肾上腺皮质功能的重要指标ꎬ可
用于评价肾虚模型建立的成功与否ꎬ 尤其是对于采

用糖皮质激素法建立的肾虚模型ꎮ 杨宏杰等[３７] 和

凌昌全等[３８]的研究均认为ꎬ阳虚患者肾上腺皮质功

能低下是由于糖皮质激素受体数量或活性的下降ꎮ
刘旭光等[３９]通过比较正常和“氢化可的松”阳虚大

鼠血中 ＡＣＴＨ 与 Ｃｏｒ.含量的昼夜变动情况ꎬ发现正

常大鼠血中 ＡＣＴＨ、Ｃｏｒ.均有明显昼夜节律变化ꎬ而
阳虚大鼠此昼夜节律变化消失ꎬ且振幅、中值减小ꎮ

以上研究以从现象到原因、从静态到动态的角

度说明了阳虚患者内分泌功能低下ꎮ
２􀆰 ２　 阳虚与免疫系统

脾阳虚时免疫功能低下可体现在免疫细胞因

子的变化ꎬ韦祎等[１５] 在比较通过 ＢＡＴ 切除术及术

后给予高脂饲料建立的脾阳虚动物模型组与对照

组免疫功能的研究中ꎬ发现模型组胸腺指数ꎬ脾指

数ꎬ白细胞介素－２(ＩＬ￣２)、白细胞介素－６( ＩＬ￣６)、肿
瘤坏死因子－α(ＴＮＦ￣α)均显著降低ꎬ表明模型组大

鼠免疫功能低下ꎮ
２􀆰 ３　 阳虚与血液流变学

阳虚证可由气虚发展而来ꎬ故有“气虚者阳虚

之渐ꎬ阳虚者气虚之甚”的说法ꎮ 气能生血ꎬ又能行

血ꎬ气虚不仅能引起血液虚少ꎬ虚者无不滞者ꎬ还能

因为气虚推动乏力导致血瘀ꎬ“阳虚则寒”ꎬ寒则气

血凝滞ꎬ血流缓慢ꎬ是造成血液流变异常的主要原

因ꎮ 李学玉等[４０] 的研究表明ꎬ阳虚患者全血粘度、
血浆粘度、红细胞压积、纤维蛋白原明显高于对照

组ꎮ 也有研究表明ꎬ阴虚、阳虚都存在血液流变学

的异常ꎮ 刘素蓉等[４１] 的研究对比了阴虚、阳虚、正

常人血流变学方面的差异ꎬ实验结果显示阴虚、阳
虚两证与正常人相比均有血液粘度增高ꎬ红细胞电

泳时间延长ꎬ血小板聚集率高的表现ꎬ说明两证均

表现出血液在血管内失去了“如水之流”的生理状

态ꎬ形成血瘀ꎮ
２􀆰 ４　 阳虚与能量代谢

阳虚与机体能量代谢关系密切ꎬ阳虚的症状表

现与基础代谢率低、能量代谢水平下降、产热不足

的表现相似ꎮ 唐汉庆[４２] 的研究探讨了 ＢＡＴ 切除

术、(高脂饮食)和隔日寒冷环境刺激制备的脾阳虚

大鼠与正常大鼠能量代谢的差异ꎬ实验表明ꎬ脾阳

虚证大鼠能量代谢水平下降ꎬ血糖和甘油三酯减

少ꎬ三磷酸腺苷减少ꎬ体温下降ꎮ
Ｎａ＋ ￣Ｋ＋ ￣ＡＴＰ 酶在人体正常代谢中具有非常重

要的作用ꎬ是存在于细胞膜上的一种特殊蛋白质ꎬ
通过分解 ＡＴＰ 维持细胞内外液的渗透压ꎬ酶活性升

高ꎬＡＴＰ 消耗也增加ꎬ体内能量消耗和产热也增强ꎬ
反之则越低[４３]ꎮ 滕培颍等[７] 对比了“氢化可的松”
阳虚动物模型与正常动物多个脏器组织能量代谢

水平ꎬ结果表明模型组肝、心、肾、小肠组织的 Ｎａ＋ ￣
Ｋ＋ ￣ＡＴＰ 酶活性均较正常组显著降低ꎬ表明阳虚动

物模型以上组织的能量代谢水平均降低ꎮ
２􀆰 ５　 阳虚与自由基

ＳＯＤ 是存在于生物体内的一种抗氧化金属酶ꎬ
可延缓由于过量的自由基对细胞结构和功能产生

的损害ꎬ修复受损细胞ꎮ 何晓红等[４４] 观察“氢化可

的松”大鼠模型组与对照组氧化相关指标含量的变

化ꎬ结果表明ꎬ模型组红细胞 ＳＯＤ 及血浆中谷胱甘

肽过氧化物酶明显低于对照组ꎬ而组织中的单胺氧

化酶与过氧化脂质 ( ＬＰＯ) 高于对照组ꎮ 王钰霞

等[４５]在观察“氢化可的松”阳虚小鼠自由基代谢情

况的研究中发现ꎬ阳虚小鼠血中 ＳＯＤ 活力下降ꎬ丙
二醛(ＭＤＡ)含量升高ꎮ 以上研究表明机体在阳虚

时自由基产生与清除失衡ꎬ过剩的自由基引起细胞

膜的脂类过氧化ꎬ膜脂过氧化的产物如 ＬＰＯ、ＭＤＡ
等明显升高ꎬ导致组织细胞损伤ꎮ
２􀆰 ６　 阳虚与微量元素

锌、镁、铜等微量元素对于机体很多酶活性的

发挥具有重要作用ꎬ锌是核酸蛋白合成所必需的微

量元素[４６]ꎬ阳虚症状与微量元素的代谢紊乱具有相

关性ꎮ
吴瑞艳等[４７]研究表明ꎬ３０~６０ 岁肾阳虚伴夜尿
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频多、尿急、尿失禁等排尿异常的患者体中的锌、
镁、铜含量水平较正常人偏低ꎬ且补充锌、镁、铜后

可改善患者排尿异常的症状ꎮ 马威等[４８] 对比了使

用右归丸治疗“羟基脲”肾阳虚动物模型前后家兔

血中微量元素的代谢情况ꎬ发现家兔模型全血铜、
锌、铁含量与造模前相比显著降低ꎬ治疗后全血铜、
锌、铁元素含量比治疗前显著升高ꎬ表明右归丸可

以使“羟基脲”肾阳虚动物模型微量元素的含量恢

复正常水平ꎮ 以上研究说明ꎬ阳虚患者存在锌、铜、
铁、镁等微量元素代谢紊乱ꎮ

３　 分子生物学指标

从整体角度探析生物体内的动态变化的组学

技术有蛋白组学、代谢组学、基因组学ꎬ与中医理论

体系的“整体观”“动态关”相似ꎬ更深入地探讨阳虚

证候的本质ꎮ
梁华等[６]的研究以“自然衰老”的雄性小鼠为

肾阳虚研究对象ꎬ比较与青年小鼠的相关差异蛋白

的表达ꎬ并对比金匮肾气丸给药前后差异蛋白的表

达ꎬ结果显示青年组与肾阳虚组、肾阳虚组与给药

组分别鉴定出 ９９５、６７４ 个差异蛋白ꎬ７９ 个差异蛋白

在金匮肾气丸给药后回调ꎬ研究表明金匮肾气丸可

调整阳虚证相关的多个代谢通路中差异蛋白的变

化ꎬ这些差异蛋白主要参与破骨细胞分化、糖脂代

谢、细胞凋亡与自噬、氧化还原等生物功能ꎬ可初步

推测肾阳虚证物质基础与此相关ꎮ 詹正烜等[４９] 的

研究对比“甲状腺片混悬液”肾阴虚、“氢化可的松”
肾阳虚模型大鼠股骨皮质骨差异蛋白的表达ꎬ结果

表明ꎬ两证蛋白表达趋势相反的是 ＣｏｌｌａⅠꎬ肾阳虚

组中主要与能量代谢有关的 Ｌｔｋ、Ｐｋｍ２、Ａｔｐ５ａ 等蛋

白表达下调ꎬ这可能是不同肾虚状态骨量下降程度

差异的原因之一ꎮ
罗向霞等[５０]研究发现ꎬ代谢组指纹图谱的差异

性在糖尿病视网膜病变(ＤＲ)阳虚患者与正常组之

间显现ꎬ有机酸类和氨基酸类为两者潜在生物标记

物ꎬ推断阳虚型 ＤＲ 病情进展与机体能量代谢相关ꎮ
大量证据表明肾阳虚证与肠道菌群代谢紊乱有关ꎬ
Ｃｈｅｎ 等[５１] 的研究通过采用粪便代谢组学结合

１６ＳｒＲＮＡ 基因测序ꎬ分析正常组与“氢化可的松”肾
阳虚组肠道菌群的差异ꎬ结果显示ꎬ肾阳虚证与三

种肠道菌群和十一种相关代谢产物有关ꎬ这些代谢

产物会介导代谢紊乱如氨基酸代谢、能量代谢、甲

胺代谢、胆汁酸代谢和尿素循环、短链脂肪酸代谢、
神经、内分泌、免疫和消化系统、脂质代谢和碳水化

合物代谢ꎮ
葛继荣等[５２] 研究绝经后骨质疏松症肾阳虚证

患者的基因表达谱ꎬ实验结果表明ꎬ与细胞信号转

导 有 关 的 基 因 ＴＲＰＣ６、 ＰＲＫＧ１、 ＳＤＰＲ、 ＣＮＫＳＲ、
ＤＯＫ６ꎬ与免疫功能有关的基因 ＪＡＭ３、ＴＡＬ１、ＨＰＧＤ、
Ｉｌ５ｒａꎬ与钙离子活性有关的基因 ＳＬＣ２４Ａ３、ＡＢＬＩＭ３、
ＬＴＢＰ１、 ＰＣＳＫ６ꎬ 与 神 经 内 分 泌 有 关 的 基 因

ＳＥＲＰＩＮＥ２、ＰＴＰＲＮꎬ这些基因均呈下调趋势ꎮ 李震

等[３]对比了“劳倦过度、房室不节”型肾阳虚小鼠模

型与对照组的差异表达基因ꎬ结果显示ꎬ差异表达

基因主要与生长激素、泌乳素、促性腺激素、炎症 /
免疫、促细胞凋亡以及影响多巴胺生成的限速酶、
影响凝血纤溶机制和精子发育代谢的相关基因

有关ꎮ

４　 问题与展望

目前ꎬ学者们已经从动物模型、生理生化指标

检测、分子生物学指标检测等多方面对阳虚开展了

大量研究ꎬ取得了很多进展ꎮ
关于阳虚动物模型的研究通过多方面、多手

段、多技术不断发展ꎬ比较常用的是糖皮质激素造

模法ꎬ但此法多偏重肾阳虚ꎬ且有些文献存在不同

脏腑阳虚症状相互混淆的现象ꎬ用同一种药物或造

模方式建立的阳虚模型所属脏腑却不同ꎬ且外观和

行为表现并没有客观量化的检测方法ꎬ判断方法较

为主观ꎮ 目前对于阳虚模型建立是否成功ꎬ尚没有

规范的统一判断标准ꎬ验证模型是否成功主要从以

下三个方面入手:外观及行为表现ꎻ实验室指标ꎻ药
物反证ꎮ 且由于证在疾病过程中是逐步演变的ꎬ甚
至会从单一的证型向复合证型演变ꎬ因此ꎬ 阳虚造

模要密切观察时间、剂量可能引起的证的变化ꎬ以
及造模成功比较明确的剂量和时间ꎬ根据不同的实

验目的选择接近实验要求的动物模型进行研究ꎮ
不管哪种造模方式都只是在某个方面模拟阳

虚临床证候ꎬ并不能与临床阳虚症状全部吻合ꎮ 关

于阳虚本质及物质基础的研究虽然包括很多指标ꎬ
不同的方面ꎬ但特异性不高ꎬ且多为实验研究ꎬ与临

床的诊断与治疗仍存在距离ꎮ 因此ꎬ未来的研究需

要更多的关注临床与基础的结合ꎬ以临床为切入

点ꎬ进行大量关于阳虚患者具有特异性的检测指
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标ꎬ将阳虚这一基础证型通过脏腑辨证更细化和全

面ꎬ完善和规范不同脏腑阳虚证的诊断标准ꎬ更有

利于动物模型制作方法的统一ꎬ也更有利于对阳虚

本质的深入理解ꎬ为更具体的辨证论治及临床治疗

提供相应的依据和参考价值ꎮ
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　 　 【摘要】 　 在我国ꎬ胃癌发病率随着人口老龄化的越来越严重将成上升趋势ꎬ而它又是死亡率较高的恶性肿

瘤ꎮ 现如今ꎬ缺乏有效的抗肿瘤药物是关键因素ꎬ故临床前研究至关重要ꎬ动物模型与其密切相关ꎮ 现代研究强调

肿瘤的精准治疗ꎬ于是人源性异种移植模型(ｐａｔｉｅｎｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｘｅｎｏｇｒａｆｔꎬＰＤＸ)应运而生ꎬ它与病人原始肿瘤的生物特

征有很高的一致性ꎬ弥补了传统细胞系模型的不足ꎬ为肿瘤研究提供了新的平台选择ꎮ 本文综述了胃癌 ＰＤＸ 模型

的建立方法ꎬ归纳了近几年来的研究应用ꎬ提出了建立胃癌 ＰＤＸ 模型的挑战ꎮ
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ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｃａｎｃｅｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ. Ｃｕｒｒｅｎｔｌｙꎬ ｔｈｅ ｌａｃｋ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｔｉ￣ｔｕｍｏｒ ｄｒｕｇｓ ｉｓ ａ ｋｅｙ ｃｏｎｃｅｒｎꎻ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ
ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｓ ｃｒｕｃｉａｌꎬ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ. Ｍｏｄｅｒｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｅｍｐｈａｓｉｚｅｓ ｐｒｅｃｉｓｅ ｔｕｍｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｎｄ
ｐａｔｉｅｎｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ ( ＰＤＸ) ｈａｖｅ ｅｍｅｒｇｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ. ＰＤＸ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｔｕｍｏｒꎬ ｗｈｉｃｈ ａｄｄｒｅｓｓｅｓ ｔｈｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ
ｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒꎬ ｗｅ ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ＰＤＸ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｆｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ. Ｗｅ ａｌｓｏ
ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒꎻ ＰＤＸ ｍｏｄｅｌꎻ ｒｅｖｉｅｗ

　 　 在我国ꎬ胃癌(ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒꎬＧＣ)发病率随着人

口老龄化的越来越严重将成上升趋势ꎬ而它又是死

亡率较高的恶性肿瘤[１－２]ꎮ 现如今ꎬ缺乏有效的抗

肿瘤药物是关键因素ꎬ故临床前研究至关重要ꎬ动
物模型与其密切相关[３]ꎮ

现代研究表明ꎬ癌症是一种高度异质性疾病ꎬ

是由细胞中基因组、表观基因和转录组改变的结合

引起ꎬ即使源于同一器官的肿瘤也存在着很大的差

异性ꎬ所以肿瘤的精准治疗尤为重要[４]ꎮ 精准肿瘤

学是一种癌症治疗的策略ꎬ使用癌症的分子谱分析

来对患者进行分层ꎬ寻找到疾病的原因和治疗的靶

点ꎬ最终实现对于疾病和特定患者进行个性化精准



治疗的目的[５]ꎮ
传统 的 细 胞 系 肿 瘤 模 型 ( ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ

ｘｅｎｏｇｒａｆｔꎬＣＤＸ)是将人体肿瘤细胞体外培养、传代ꎬ
建立稳定的细胞系后再注入免疫缺陷小鼠体内ꎬ然
而该模型不能很好地保留原肿瘤的生物学特性[６]ꎬ
故实验数据缺乏真实性与可靠性ꎬ无法提供肿瘤的

精准化治疗策略ꎮ 于是ꎬ人源性异种移植模型

(ｐａｔｉｅｎｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌꎬＰＤＸ)应运而生ꎬ它
与病人原始肿瘤的生物特征有很高的一致性的ꎬ比
如ꎬ方天等[７]建立的肺癌 ＰＤＸ 模型与患者原代肿瘤

有相同的组织学特点和排列结构ꎬ验证了在组织与

基因水平上ꎬＰＤＸｓ 的患者肿瘤中有相当程度的肿

瘤特征可以被保留ꎻ再者ꎬ有研究表明在人群水平

上ꎬＰＤＸｓ 与人类癌症的基因组图谱非常相似ꎬ更广

泛地代表了患者间的多样性[８－９]ꎮ 总之ꎬ它弥补了

传统细胞系模型的不足ꎬ为肿瘤研究提供了新的平

台选择ꎮ 本文总结了胃癌 ＰＤＸ 模型的建立方法ꎬ归
纳了近几年来的研究应用ꎬ提出了建立胃癌 ＰＤＸ 模

型的挑战ꎬ现综述如下ꎮ

１　 胃癌 ＰＤＸ 模型的建立方法

建立一个完整的 ＰＤＸ 模型主要取决于三个关

键要素它们分别是移植样本ꎬ工具小鼠以及移植部

位的选择ꎮ
１􀆰 １　 移植样本的获取及保存

本文主要讨论的是胃癌 ＰＤＸ 模型的建立ꎬ所以

移植样本自然是患者来源的胃肿瘤组织ꎬ可以在手

术过程中获得ꎬ也可以直接在胃镜下活检取得ꎮ 通

常ꎬ从切除到植入的最佳时限是 ３０ ｍｉｎ~１ ｈ[１０]ꎮ 手

术和活检样本应立即放入预先装有冷无菌培养基

的收集管中ꎬ或者盐水(０􀆰 ９％氯化钠)和标准组织

培养基(例如 ＲＰＭＩ 或 ＤＭＥＭ)都是可以短期保存样

本的培养基ꎮ 但是ꎬ如果无法在最佳时限内植入样

本ꎬ则应将其保存在已证明可长时间支持细胞生存

能力的培养基中ꎮ 有研究表明ꎬＨｙｐｏｔｈｅｒｍｏｓｏｌＴＭ 有

助于维护肿瘤细胞活力长达 ４８ ｈ[１１]ꎮ 值得一提的

是ꎬ在采集样本及处理样本时ꎬ必须严格执行无菌

操作ꎬ以防止污染ꎬ降低植入的失败率ꎮ
１􀆰 ２　 工具小鼠的选择

大量实验研究表明ꎬ具有免疫缺陷的小鼠更易

接收样本ꎬ然而市面上有四种免疫缺陷小鼠系ꎬ它
们分别是裸鼠(ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ)、重度联合免疫缺陷小鼠

(ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉ￣ｃｉｅｎｃｙ ｍｉｃｅꎬ ＳＣＩＤ)、非

肥胖糖尿病 /重度联合免疫缺陷小鼠 ( ｎｏｎ￣ｏｂｅｓｅ
ｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ / Ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｍｉｃｅꎬ ＮＯＤ / ＳＣＩＤ)以及 ＮＯＧ 小鼠ꎮ 有研究者开发

了一种通过肿瘤植入指数( ｔｕｍｏｒ ｅｎｇｒａｆｔｍｅｎｔ ｉｎｄｅｘꎬ
ＴＥＩ)定量评估各种小鼠免疫缺陷的方法ꎬ用于帮助

实验者们选择合适的研究模型ꎬ其中ꎬＮＯＤ￣ｓｃｉｄ￣
ＩＬ２Ｒｇ－ / －(ＮＳＧ)的 ＴＥｌ 得分最高ꎬ即免疫缺陷程度最

大ꎬ适合作为多种人源肿瘤组织的移植宿主[１２]ꎬ而
ＮＯＤ. Ｃｇ￣Ｐｒｋｄｃ￣ｓｃｉｄＩＬ２ｒｇｔｍ１Ｓｕｇ / ＪｉｃＣｒ１ ( ＮＯＧ) 小鼠

的异种移植成功率高、生存时间长等特点也是异种

移植良好的模型[１３]ꎮ
１􀆰 ３　 移植部位和方式的选择

距离成功的最后一步便是选择恰当的移植方

式ꎬ较常见的有皮下移植、肾包膜移植以及原位移

植ꎮ 皮下移植操作简便ꎬ且易于观察和检测移植瘤

的大小ꎬ但移植失败率较高ꎬ也无法适用于肿瘤转

移的研究ꎻ肾包膜移植操作难度较大但成瘤率较

高ꎬ现有研究表明七 甲 川 菁 染 料 ( ｈｅｐｔａｍｅｔｈｉｎｅ
ｃｙａｎｉｎｅ ｄｙｅｓ)具有肿瘤成像和靶分子的双重功能ꎬ
已经可以用于筛选多个不同类型的移植于肾包膜

内的 ＰＤＸ 模型ꎬ包括胃癌、肝细胞癌(ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒꎬ
ＨＣＣ)和肾癌(ｒｅｎａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＲＣＣ)等[１４]ꎮ 原位移

植因其容易发生转移的特性ꎬ所以常常用于建立胃

癌转移模型ꎮ 王洁等[１５] 利用临床肿瘤标本成功建

立胃癌转移模型并验证了移植瘤组织结构与患者

基本保持一致ꎮ

２　 胃癌 ＰＤＸ 模型的研究应用

２􀆰 １　 个体化治疗

胃癌 ＰＤＸ 模型已被证实其肿瘤在病理学特点、
遗传表征及对药物反应方面均与原发瘤保持高度

一致[１６]ꎬ于是ꎬ“小鼠替身”的概念便被引入ꎬ它们

代替病人去测试不同药物方案的治疗效果ꎬ从中筛

选出最有效的治疗方案ꎬ大大减少了患者因无效治

疗而损失的时间及经济成本ꎮ 众所周知ꎬ曲妥珠单

抗在改善 ＨＥＲ￣２ 阳性胃癌患者的治疗效果中发挥

了重要作用ꎮ 但是ꎬ一旦疾病进展ꎬ就缺乏二线治

疗的证据ꎮ 受此启发ꎬＡｇｕｉｌａｒ￣Ｍａｈｅｃｈａ 等[１７] 将一例

ＨＥＲ￣２ 阳性胃癌伴有肺肝转移的患者进行“阿凡

达”试验ꎬ以测试 Ｔ￣ＤＭ１ 能否作为该患者的二线治

疗药物ꎮ 其中治疗决策由 ＰＤＸ 数据指导ꎬ并用连续

血液标本 ｃｔＤＮＡ 标记监测治疗反应ꎮ 研究结果表

明ꎬ在治疗选择有限的患者中ꎬ使用 ＰＤＸ 模型识别

７４１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



个性化有效疗法是十分可行的ꎬ并且 ｃｔＤＮＡ 的水平

是反应和疾病进展的敏感预测指标ꎬ并且优于 ＣＥＡ
测试ꎮ
２􀆰 ２　 潜在靶点的验证与靶向药物的研究

到目前为止ꎬ适用于胃癌患者的靶向治疗药物

品种并不多ꎬ所以ꎬ潜在靶点的探索和新型靶向药

物的研究至关重要ꎮ 近几年来ꎬＰＤＸ 模型为潜在靶

点方面做出了不少的贡献ꎮ 例如ꎬＷａｎｇ 等[１８] 建立

了 ９ 个 ＰＤＸ 模型ꎬ验证了一些关键分子如 ＥＧＦＲ、
ＨＥＲ￣３、ＭＥＴ 和 ＰＤＬ￣１ꎬ并在其中的一个 ＰＤＸ 模型

中发现携带 ｃ￣Ｍｅｔ 或 ＦＧＦＲ￣２ 基因扩增的大部分胃

癌患者可以受益于 ｃ￣Ｍｅｔ 或 ＦＧＦＲ￣２ 靶向治疗或联

合靶向治疗ꎮ Ｚｈｕ 等[１９] 研究发现了抗 ＣＬＤＮ１８􀆰 ２
ＡＤＣ 和抗 ＣＬＤＮ１８􀆰 ２ ＣＤ３ 双特异性分子对已建立

的胃和胰腺腺癌患者来源的肿瘤具有疗效ꎬ证实了

ＣＬＤＮ１８􀆰 ２ 是治疗胃和胰腺腺癌的潜在药物靶标ꎮ
Ｓｅｏ 等[２０]首次报告 ＧＰＲ１７７ 在胃癌患者中高表达ꎬ
建立胃癌 ＰＤＸ 模型表明 ＧＰＲ１７７ 可作为预后标志

物的新型候选药物ꎬ也是胃癌患者有治疗希望的靶

标ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２１] 通过 ＰＤＸ 模型验证了环状 ＲＮＡ
ｃｉｒｃＮＲＩＰ１ 的肿瘤促进剂作用ꎬ发现 ｃｉｒｃＮＲＩＰ１ 抑制

剂可通过 ＡＫＴ１ / ｍＴＯＲ 信号传导途径阻断胃癌细胞

的恶性行为ꎬ为 ｃｉｒｃＮＲＩＰ１ 抑制剂用于胃癌治疗提

供了依据ꎮ Ｃｏｒｓｏ 等[２２]建立了一个包括 １００ 位患者

来源的异种移植、原代细胞系和细胞质的广泛、多
层次的胃癌模型平台ꎮ 根据组织学、微卫星稳定

性、Ｅｐｓｔｅｉｎ￣Ｂａｒｒ 病毒(ＥＢＶ)状态和分子结构对样本

进行 分 类ꎬ 从 中 鉴 定 了 ｍｉｃｒｏ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ
(ＭＳＩ)信号通路ꎬ并有助于进展期胃癌的精准治疗ꎮ

与此同时ꎬ一些新的生物标志物也在 ＰＤＸ 模型

中得到验证ꎮ 例如ꎬＬｉ 等[２３] 发现患者血浆 ｃｆＤＮＡ
中羟甲基胞嘧啶(５￣Ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ ５ｈｍＣ)水
平升高的基因富含 ＰＤＸ 模型血浆 ｃｆＤＮＡ 中 ５ｈｍＣ
水平较高的基因ꎬ验证了癌症患者血浆 ｃｆＤＮＡ 与原

发肿瘤的相关性ꎬ表明循环 ｃｆＤＮＡ 的 ５ｈｍＣ 生物标

志物对结直肠癌和胃癌的预测能力很强ꎬ优于传统

生物标志物ꎮ 近期的一项研究建立胃癌 ＰＤＸ 模型

验证了 ＴｆＲ１ 是胃癌的潜在识别生物标志物ꎬ并发现

负载阿霉素的 ＨＦｎ 纳米载体 ( ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ＨＦｎ
ｎａｎｏｃａｒｒｉｅｒꎬ ＨＦｎ￣Ｄｏｘ)对 ＧＣ￣ＰＤＸ 肿瘤具有优异的

抗肿瘤作用ꎬ为疾病的诊断和治疗提供了新的

方法[２４]ꎮ
ＰＤＸ 模型在靶向药物研究方面也发挥了自身

的价值ꎬ例如ꎬＣｈｅｎ 等[２５] 采用分子谱清晰的 ５ 株人

ＧＣ 细胞系和 ８ 个患者源性异种移植瘤(ＰＤＸ)模型

评价阿法替尼的抗肿瘤活性和机制ꎬ发现阿法替尼

对 ＥＧＦＲ / ＨＥＲ２ 高扩增 (拷贝数 ２６ ) 或过表达

(ＨＣ３４)的 ＰＤＸ 模型具有很强的抗肿瘤作用ꎬ为未

来的临床开发阿法替尼作为单一疗法或联合治疗

胃癌提供了强有力的证据ꎮ
２􀆰 ３　 人－鼠共临床试验

“共同临床试验”结合了 ＰＤＸ 模型临床前实验

和患者Ⅰ/Ⅱ期临床试验的一种研究ꎬ旨在开发个

性化抗癌治疗的精密医学[２６]ꎮ 一项奥拉帕利

(ｏｌａｐａｒｉｂ)和替莫唑胺(ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ)联合治疗方案

在复发性小细胞肺癌(ｓｍａｌｌ￣ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒꎬＳＣＬＣ)
患者中的 Ｉ / ＩＩ 期研究以及在患者源性异种移植物

(ＰＤＸｓ)中进行生物标志物发现的联合临床试验研

究中发现此方案在来自 ４ 名患者的 ＰＤＸ 模型中的

疗效与在现实中看到的情况相同ꎬ并且在 ＰＤＸ 模型

中对“ＯＴ”的敏感性和耐药性的候选生物标志物ꎬ也
在患者样品中得到了验证[２７]ꎮ 然而遗憾的是ꎬ关于

胃癌的相关研究寥寥无几ꎬ可能与现在胃癌 ＰＤＸ 库

的 ＰＤＸ 数量较少有关ꎬ所以ꎬ胃癌 ＰＤＸ 模型还有很

大的前景ꎬ等待更多的研究者们去探索和挖掘ꎮ

３　 建立胃癌 ＰＤＸ 模型的挑战

３􀆰 １　 淋巴瘤的转化

与其他肿瘤 ＰＤＸ 模型不同的是ꎬ胃癌 ＰＤＸ 模

型有着较高的淋巴瘤( ｌｙｍｐｈ￣ｇｌａｎｄꎬ ＬＴ)发生率[２８]ꎮ
对于形成这些 ＬＴ 的原因ꎬ不同的人有着不同的观

点ꎬ一些人认为是来源于患者的肿瘤浸润淋巴细胞

的被激活和过度生长[２９]ꎮ 一些人认为ꎬ在人体内处

于潜伏状态的 ＥＢＶ 感染的 Ｂ 细胞ꎬ在被移植到缺乏

功能性免疫细胞的小鼠后ꎬ活化形成了淋巴瘤[２２]ꎮ
还有一些人认为ꎬ慢性炎症引起淋巴细胞浸润增

加ꎬ而胃癌病例中的基底炎症发生率高ꎬ于是增加

了胃癌 ＰＤＸ ＬＴ 的形成率[２８－３１]ꎮ 目前ꎬ有研究表

明ꎬ常 规 利 妥 昔 单 抗 给 药 对 减 少 肝 内 胆 管 癌

(ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＩＣＣ)和肝细胞癌

ＰＤＸ 模型中淋巴瘤的产生效果显著ꎬ但尚无有效的

方法来预防 ＥＢＶ 相关的 Ｂ 细胞淋巴瘤[３２]ꎮ
３􀆰 ２　 建模时间长

肿瘤异种移植通常需要漫长的 ４ ~ ８ 个月的等

待ꎬ还需要产生足够的组织来试验药物疗效ꎮ 而晚

期患者并没有足够的时间也没有足够的金钱ꎬ所
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以ꎬ缩短建模时间以及加快药物敏感性测试显得尤

为重要ꎮ 对于前者ꎬ有学者提出以斑马鱼胚胎作为

受体构建胃癌 ＰＤＸ 模型可相对节约时间成本[３３]ꎻ
对于后者ꎬ有研究者开发了一种 ｍｉｎｉＰＤＸ 模型ꎬ将
患者来源的肿瘤细胞注入中空纤维胶囊内ꎬ快速有

效地检测药物敏感性的方法[３４]ꎮ 此方法在一例

Ｍｉｎｉ￣ＰＤＸ 模型结合 ＤＮＡ￣ＷＥＳ / ＲＮＡ 分析指导转移

性十二指肠腺癌患者个体化治疗的研究中得到

验证[３５]ꎮ
３􀆰 ３　 传代不稳定性

在连续传代过程中ꎬ人类基质逐渐被小鼠基质

而取代ꎬ导致肿瘤的特殊调节机制以及诸如间质液

压力等物理特性的改变ꎬ从而扰乱肿瘤微环境ꎬ使
得相关药物的研究存在较大的误差[３６]ꎮ 一项针对

２４ 种癌症的 １１１０ 个 ＰＤＸ 样本的研究发现ꎬ在 ＰＤＸ
传 代 期 间 获 得 的 拷 贝 数 改 变 ( ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ
ａｌｔｅｒａｔｉｏｎꎬ ＣＮＡ)与患者肿瘤进展期间获得的拷贝数

改变有所不同ꎬ于是基因组改变是否会对模型产生

负面影响的问题也随之而来[３７]ꎮ
３􀆰 ４　 无法评估免疫疗法

如前所述ꎬ建立 ＰＤＸ 模型的关键之一是使用免

疫缺陷宿主菌株进行肿瘤植入和繁殖ꎮ 因此无法

准确评估免疫疗法ꎬ例如疫苗和免疫调节剂以及激

活抗肿瘤免疫系统的药物疗效[３８]ꎮ Ｌｉｎ 等[３９] 将人

类 ＣＤ３４ ＋ ＨＳＰＣ 或 ＰＢＭＣ 移植到 ＣＤＸ 或 ＰＤＸ 小

鼠模型中ꎬ成功建立了 ＰＢＭＣｓ￣ＣＤＸｓꎬＰＢＭＣｓ￣ＰＤＸ
和 ａｕｔｏ￣ＰＢＭＣｓ￣ＰＤＸ 人源化免疫重建小鼠系统模

型ꎬ为药物开发ꎬ评估免疫疗法以及指导临床决策

提供有希望的平台ꎮ
３􀆰 ５　 保存困难ꎬ耗费较大

为了 ＰＤＸ 模型后续再移植效率的提高ꎬ实验室

需要有长期的低温有效冷冻保存的条件ꎮ 并且ꎬ以
该类模型为基础的肿瘤精准医学研究需要研究者

投入大量的人力物力财力ꎮ 目前ꎬ全球已建成的

ＰＤＸ 库包括美国国家癌症研究所(ＮＣＩ)的患者模型

存储库、 异种移植公共存储 库 ( ＰＲｏＸｅ )、 欧 洲

ＥｕｒｏＰＤＸ 资源等大规模 ＰＤＸ 模型平台[４０]ꎬ都是国

家级多机构平台通过一系列复杂而困难的程序以

确保实验方案的实施ꎮ 而人源性类器官( ｐａｔｉｅｎｔ￣
ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｒｇａｎｏｉｄｓꎬ ＰＤＯｓ)是经过体外三维培养构建

的多细胞团ꎬ不仅能够无限增值ꎬ还可以通过基因

改造技术ꎬ实现疾病模型的建立ꎬ相对 ＰＤＸ 模型来

说可以节省大量的时间与资源[４１－４２]ꎮ

４　 总结

现如今ꎬ癌症的研究朝着精准医学发展ꎬ强调

个体化治疗ꎬ但是在个性之中也别忽视了共性ꎮ 目

前已有多个胃癌 ＰＤＸ 模型库ꎬ涵盖了常见的病理类

型、甲胎蛋白 ＡＦＰ 分泌型及 ＨＥＲ２ 阳性型[４３]ꎬ为精

准医学提供了良好的研究平台ꎬ但是ꎬ库中模型数

量还远远达不到临床试验的需求ꎬ因此ꎬ更大样本

量的胃癌 ＰＤＸ 库的建立需要后继者们共同来完成ꎮ
与此同时ꎬ胃类器官及胃癌类器官与 ＰＤＸ 互相补

充ꎬ联合使用ꎬ进一步完善了肿瘤体外及体内的研

究设计ꎮ 相信在不久的将来ꎬ治疗手段的丰富应

用ꎬ抗胃癌药物的大量研发会使胃癌病人对疾病不

再恐惧ꎮ
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类风湿性关节炎大小鼠动物模型的研究进展
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　 　 【摘要】 　 类风湿性关节炎(ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＲＡ)是一种常见的自身免疫性疾病ꎬ致残率高ꎬ其病理机制尚

不明确ꎮ 构建合适的尤其是与人 ＲＡ 发病相似的动物模型在研究 ＲＡ 的发病机制和临床治疗方面具有十分重要的

意义ꎮ 而所构建类风湿性关节炎模型所选择的大小鼠品系和方法很多ꎬ各种动物模型都有其各自的侧重点ꎮ 现针

对所报道的 ＲＡ 有关的趋于成熟与稳定的大小鼠动物模型进行综述ꎮ
【关键词】 　 类风湿性关节炎ꎻ自身免疫性疾病ꎻ动物模型
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

ＬＩ Ａｉｍｉｎ１＃ꎬ ＬＩ Ｘｉａｏｊｕａｎ２＃ꎬ ＬＩ Ｒｕｉｓｈｅｎｇ２∗

(１.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ Ｆｉｆｔｈ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｎｇｄａｏ Ｃｉｔｙꎬ Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６００２ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｆｉｆｔｈ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ

Ｃｈｉｎｅｓｅ ＰＬＡꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００３９)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ (ＲＡ) ｉｓ ａ ｃｏｍｍｏｎ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｓｔｉｌｌ ｕｎｃｌｅａｒ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｉｔ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓꎬ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｏｓｅ
ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｈｕｍａｎ ＲＡꎬ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＲＡ. Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｍａｎｙ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ
ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒꎬ ｗｅ ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｍａｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｒａｔ ａｎｄ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＲＡ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎻ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅꎻ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

　 　 类风湿性关节炎(ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＲＡ)是一

种慢性自身免疫性疾病ꎬ主要以炎性滑膜炎为主ꎬ
多见于多关节性和对称性地侵袭手足小关节ꎬ可造

成关节结构的破坏ꎬ出现关节畸形及功能丧失[１]ꎮ
同时 ＲＡ 还常累及关节外其他器官ꎬ血清中类风湿

因子呈阳性及各种细胞因子和抗体均会发生变化ꎬ
还会出现滑膜细胞增生及纤维化、血翳形成、骨和

软骨损害等一系列病理损伤过程[２]ꎮ 国内 ＲＡ 其成

人的患病率为 ０􀆰 ３２％ ~ ０􀆰 ３６％ꎬ女性患者为男性患

者的 ２~４ 倍[３]ꎮ 该病程较长ꎬ如不及时治疗ꎬ致残

率也较高ꎬ将会严重影响患者的生活质量ꎮ 目前ꎬ
对于 ＲＡ 的发病原因和发病机制尚未完全明确ꎬ还
没有十分有效地靶向治疗药物ꎮ 为了能够更好地

了解 ＲＡ 的发病机制ꎬ来建立与人类相似的 ＲＡ 动



物模型进行药物筛选研究是非常关键的ꎮ 因此许

多学者对 ＲＡ 的动物模型进行了不断地探讨和研

究ꎬ本文就目前比较成熟和稳定的 ＲＡ 大小鼠动物

模型作以简介ꎬ为今后进一步研究 ＲＡ 疾病提供新

的思路ꎮ

１　 小鼠

１􀆰 １　 诱导型小鼠模型

１􀆰 １􀆰 １ 　 胶 原 诱 导 性 关 节 炎 ( ｃｏｌｌａｇｅｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＣＩＡ)

ＣＩＡ 模型是最广泛使用的 ＲＡ 小鼠模型之一ꎮ
胶原蛋白是一类具有活跃生物功能的细胞外间质

成分ꎬ其中Ⅱ型胶原(ＣⅡ)可诱导体内产生关节炎

性质的自身免疫性反应[４]ꎮ 建模方法是将牛 ＣⅡ和

完全弗氏佐剂(ＣＦＡ)乳化后ꎬ在小鼠尾根部进行免

疫注射后会出现关节肿胀现象ꎬ一个多月后会达到

高峰ꎮ 最常用的小鼠为 ＤＢＡ / １ꎬ张引红等[５] 采用

ＤＢＡ / １Ｊ 小鼠ꎬ利用牛 ＣⅡ诱导构建 ＲＡ 模型ꎬ发现

补骨脂素通过调节 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 细胞平衡及抑制 ＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１β 起到免疫调节作用ꎬ从而缓解 ＲＡ
进程ꎮ 而 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠对牛 ＣⅡ诱导的关节炎具

有抵抗性ꎬ如果改用鸡的胶原蛋白即可ꎮ 王宁等[６]

利用鸡 ＣⅡ诱导构建 ＲＡ 模型ꎬ便证实了滤泡辅助 Ｔ
细胞(Ｔｆｈ 细胞)与 ＲＡ 的发生和病情进展有密切关

系ꎮ 但此类模型与 ＲＡ 之间最显著的差异是不存在

类风湿因子ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２ 　 抗 原 诱 导 的 关 节 炎 ( ａｎｔｉｇｅｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＡＩＡ)

ＡＩＡ 模型首次在 １９７７ 年构建ꎬ以研究诱导和持

续性疾病中的体液和细胞免疫应答[７]ꎮ 目前基本

是在此基础上进行了适当的改良ꎮ 其造模方法是

在股骨头对应的外部皮肤皮内注射 １００ μｇ 甲基化

牛血清白蛋白(ｍＢＳＡ)和 ＣＦＡ 混合液ꎬ并注入小鼠

尾部和膝关节腔内ꎬ从第 １ 天开始就会出现严重的

关节炎症状ꎬ但持续 ３ ｄ 后症状会逐渐减轻ꎮ 范凯

健等[８]利用 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠将 ＣＩＡ 和 ＡＩＡ 造模情况

进行了比较ꎬ发现 ＣＩＡ 造模成功率不高且严重程度

差异较大ꎬＡＩＡ 造模成功率高但维持时间较短ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 胶原抗体诱导的关节炎( ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＣＡＩＡ)

ＣＡＩＡ 模型是给予内毒素(ＬＰＳ)和单克隆抗体

混合物诱导而成ꎬ广泛用于研究自身免疫性关节炎

的发病机制和评估治疗[９]ꎮ 采用的单克隆抗体混

合物主要是由 ３ 个 ＩｇＧ２ａ(Ａ２－１０、Ｆ１０－２１、Ｄ８－６)和
ＩｇＧ２ｂ(Ｄ１－２Ｇ)组成ꎬ通过识别位于 ＣⅡ的 ＣＢ１１ 片

段(ＣⅡ１２４－４０２)来诱导 ＣＡＩＡ 的产生[１０]ꎮ 研究表

明 ＣＡＩＡ 的易感性与 ＭＨＣ 不相关ꎬ但其发病率和严

重程度均较低[１１]ꎮ 此模型易感品系为 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小

鼠ꎬ需用浓度为 １０ ｍｇ / ｍＬ 的小鼠抗 ＣⅡ诱导ꎬ可以

在几天内诱导持续严重的关节炎[１２]ꎮ Ｈｕｔａｍｅｋａｌｉｎ
等[１３]发现ꎬＬＰＳ 剂量降低ꎬ既能引发关节炎ꎬ又能降

低 ＬＰＳ 的毒性作用ꎮ 该模型成模时间短且发病率

高而被研究者广泛应用ꎮ
１􀆰 １􀆰 ４ 　 蛋 白 聚 糖 诱 导 的 关 节 炎 ( ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＰＧＩＡ)

ＰＧＩＡ 模型是将蛋白聚糖(ＰＧ)腹腔注射于遗传

易感性小鼠诱导产生严重的慢性关节炎[１４]ꎮ 造模

方法:采用佐剂将软骨蛋白多糖乳化后ꎬ分别在 ０ ｄꎬ
２１ ｄꎬ４２ ｄ 对小鼠进行腹腔注射ꎬ４ 周以后可诱导糜

烂性关节炎[１４]ꎮ 对于人 ＰＧ 易感的小鼠有 ＢＡＬＢ /
ｃ、Ｃ３Ｈ 和 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ雌性更敏感ꎮ 虽然首选

人 ＰＧꎬ但其提取和纯化过程比较复杂ꎬ还涉及伦理

问题ꎮ 因此 Ｉｓｈｉｋａｗａ 等[１５]采用牛 ＰＧ 评估发现在雌

性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠中的关节炎发生率最高ꎬ但其发生

率仍然低于人 ＰＧ 诱导的 ＲＡ 模型ꎮ
１􀆰 １􀆰 ５ 　 迟 发 性 过 敏 性 关 节 炎 ( ｄｅｌａｙｅｄ￣ｔｙｐｅ
ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＤＴＨＡ)

ＤＴＨＡ 为近年来发展的关节炎模型ꎬ在 Ｃ５７ＢＬ /
６ 小 鼠 中 其 发 病 率 为 １００％ꎮ Ａｔｋｉｎｓｏｎ 等[１６] 将

ｍＢＳＡ 与 ＣＦＡ 的混合物和 ＣⅡ抗体注射 Ｃ５７ＢＬ / ６
小鼠尾部ꎬ在第 ４ 天静脉注射 ＣⅡ抗体和第 ７ 天皮

下注射含有 ｍＢＳＡ 的 ＰＢＳ 于右脚底部ꎬ再过 ３~７ ｄꎬ
小鼠足爪迅速出现严重关节炎症状ꎬ约 １４ ｄ 后炎症

消退ꎮ Ｔａｎａｋａ 等[１７] 将 ｍＢＳＡ 与低剂量的 ＣⅡ联合

皮下注射于 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠尾部ꎬ再用 ｍＢＳＡ 在足爪

局部加强ꎮ 具有发病率高和差异性小等优点ꎬ但
ＤＴＨＡ 模型属于自限性ꎬ与 ＲＡ 的慢性进展性特点

不相符ꎮ
１􀆰 １􀆰 ６　 葡萄糖￣６－磷酸异构酶( ｇｌｕｃｏｓｅ￣６￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅꎬＧＰＩ)诱导关节炎

２００１ 年 ＳｃｈａＨｅｒ 等[１８] 首次报道了 ＧＰＩ 与 ＲＡ
有关ꎮ 韩晓芳等[１９]在 ＤＢＡ / １ 小鼠体内使用 ＧＰＩ 诱
导 ＲＡ 模型ꎬ从第 ３５ 天开始ꎬ足趾出现轻微的肿胀ꎬ
关节红肿、畸形ꎬ并伴有活动障碍ꎬ为深入研究 ＧＰＩ
在 ＲＡ 发生发展中的作用机制提供了实验平台ꎮ
１􀆰 １􀆰 ７　 莱姆病螺旋体诱导的关节炎

２５１ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



研究者从莱姆病螺旋体中分离出来的细菌经

背部皮下注射于敏感的 Ｃ３Ｈ、Ｃ５７ＢＬ / ６ 和 ＢＡＬＢ / ｃ
小鼠背部给予免疫ꎬ也可以建立 ＲＡ 小鼠动物模型ꎮ
１􀆰 １􀆰 ８　 链球菌细胞壁诱导的关节炎( ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｌ
ｃｅｌｌ ｗａｌｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＳＣＷＡ)

ＳＣＷ 可诱导急性的小鼠关节炎模型ꎬ一般注射

几小时后ꎬ炎性因子就会出现高表达ꎮ 在此基础

上ꎬ研究者通过改进在小鼠关节腔进行一次或多次

注射 ＳＣＷ 片段(ｎ≥３)ꎬ可诱导出慢性小鼠的关节

炎[２０]ꎮ 易感品系有:ＢＡＬＢ / ｃ、ＤＢＡ / １ 和 Ｃ３Ｈ 小鼠ꎮ
而 Ｃ５７ＢＬ / ６ 是抵抗品系ꎮ
１􀆰 ２　 转基因型小鼠

研究报道白介素和 ＴＮＦ(肿瘤坏死因子)家族

中的部分成员在 ＲＡ 炎症因子中发挥着重要的作

用ꎮ 因此除了诱导型小鼠 ＲＡ 模型ꎬ转基因型小鼠

ＲＡ 模型也多有报道ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １　 Ｋ / ＢｘＮ 小鼠(Ｋ / ＢｘＮ ＴＣＲ￣ｔｇ)模型

Ｋ / ＢｘＮ 小鼠是一种自发性关节炎ꎬ该小鼠在出

生后 ３~５ 周即能自发产生关节炎[２０]ꎮ 由于该小鼠

具有与人类 ＲＡ 相似性高、发病率高和重复性好的

特点ꎬ有望成为研究 ＲＡ 发病机制很好的动物模

型[２１]ꎮ 近年来研究者利用 Ｋ / ＢｘＮ 小鼠诱导出 Ｋ /
ＢｘＮ ＳＴＡ 模型以研究 ＲＡ 发生的免疫机制ꎮ 建模方

法:在正常小鼠体内可注射 Ｋ / ＢｘＮ 小鼠血清ꎬ就会

出现一过性的关节炎临床症状ꎬ一般在 １０ ~ １４ ｄ 后

会达到峰值ꎬ随后在几周内逐渐减退ꎬ可重复注射

血清来维持模型的持久性和稳定性[２１]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＴＮＦ￣α 转基因小鼠模型

ＴＮＦ￣α 转基因小鼠是植入人的 ＴＮＦ￣α 的动物

模型ꎬ在正常小鼠体内如植入从转基因小鼠提取的

成纤维样滑膜ꎬ可高表达出人的 ＴＮＦ￣αꎬ呈现关节炎

的临床特征ꎮ 该小鼠模型开始先用 Ｃ５７ＢＬ / ６×ＣＢＡ
杂交ꎬ再与 ＤＢＡ / １ 回交ꎬ呈现出更明显的临床特征ꎬ
说明 ＤＢＡ / １ 与 ＴＮＦ￣α 联合作用可加重 ＲＡ[２２－２３]ꎮ
该模型从 ３ ~ ４ 周龄开始便伴有踝关节肿胀ꎬ９ 周左

右出现关节破坏ꎮ 该小鼠优点:具有遗传因素、病
程进展呈慢性炎症、病情稳定ꎮ 研究者利用本小鼠

开展了中医药对关节炎的治疗以及比较本小鼠与

ＣＩＡ 模型之间的差异等研究[２４－２５]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＫＧ 小鼠模型

ＳＫＧ 小鼠依赖于 ＢＡＬＢ / ｃ 背景ꎬ其 ＺＡＰ￣７０ 基因

位点发生突变而培育出来的ꎬ是高度依赖 ＩＬ￣１７ 及

其它细胞因子的表达、具有隐形突变基因的自发性

关节炎模型[２６]ꎮ 模型特点:与人类的 ＲＡ 相似、小
关节对称性炎症、类风湿性因子升高和进行性关节

破坏等特点ꎮ 该模型还呈现关节外病变如肺炎、皮
炎等ꎬ而被广泛用来评估药物对 ＲＡ 中骨骼变化的

作用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＩＬ￣１ 受体拮抗剂敲除小鼠模型

该小鼠一般在出生后 ５ ~ ８ 周会自发发展为关

节炎ꎮ 临床上常出现炎性浸润和生成血管翳等特

点ꎮ 该模型动物必须选用 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ对于其他

品系的小鼠复制不出来ꎮ

２　 大鼠

ＲＡ 大鼠动物模型分为西医大鼠疾病动物模型

和中医病证结合模型两大类ꎮ
２􀆰 １　 ＲＡ 西医大鼠疾病动物模型

２􀆰 １􀆰 １　 胶原诱导性关节炎(ＣＩＡ)
ＣＩＡ 是构建大鼠 ＲＡ 模型中最常用的方法之

一ꎮ 造模方法:先用异种或同种 ＣⅡ与 ＩＦＡ 多部位

皮内注射ꎬ１ 周后腹腔注射加强免疫[２７]ꎮ 在致敏 ７
ｄ 后ꎬ踝关节会轻度肿胀和皮肤发红ꎬ３ 周后症状加

重ꎬ甚至皮肤发生溃疡ꎻ５ ~ ６ 周后病理改变进一步

加重ꎬ关节软骨及软骨下骨质均受血管翳的侵蚀和

破坏[２８]ꎮ 易感动物有 ＢＢ、ＤＡ、ＤＲ 和 ＬＥＷ 大鼠ꎮ
关丽等[２９]通过不同剂量阿司匹林预处理后再使用

牛 ＣⅡ诱导 ＲＡꎬ发现高剂量阿司匹林处理后的大鼠

肠道通透性比低剂量的高ꎬ且高剂量处理后更能诱

发形成 ＲＡꎮ 吴菁等[３０] 同样使用牛 ＣⅡ建立的 ＣＩＡ
模型ꎬ验证了无论在体内还是体外 ＤＭＹ 均对脾脏

中免疫相关 Ｔ 淋巴细胞具有免疫调节作用ꎬ进而对

全身性炎症反应起到抑制作用ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 佐剂诱导的关节炎(ａｄｊｕｖａｎｔ ＡｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＡＡ)

ＡＡ 模型是最广泛使用的大鼠 ＲＡ 模型ꎬ有 ＩＦＡ
和 ＣＦＡ 两种类型ꎮ 首先对液体石蜡与无水羊毛脂

按一定比例混合成的混合液进行高压灭菌ꎬ如果不

加卡介苗的即为 ＩＦＡꎬ加卡介苗的为 ＣＦＡ[３１]ꎮ 模型

特点:造模方法简单易行ꎬ模型一般于致炎后 １０~２０
ｄ 出现续发炎性症状ꎬ约在 ２０ ｄ 达到高峰ꎮ 炎症表

现以踝关节为重ꎬ可侵及足垫和全足ꎮ 该模型的关

节肿胀症状与临床 ＲＡ 患者具有相似性ꎬ但会出现

免疫功能紊乱现象ꎮ ＡＡ 大鼠模型在我国被广泛用

于 ＲＡ 的临床药物和治疗研究ꎮ 田时志等[３２] 用

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠构建 ＡＡ 模型ꎬ验证了温针灸可有效减

轻炎性反应ꎬ缓解大鼠后肢肿胀ꎬ可能与 ＩＬ￣１、

３５１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



ＴＮＦ￣α和血清免疫球蛋白水平下降有关ꎮ 王建

等[３３]建立 ＳＤ 大鼠 ＡＡ 模型ꎬ验证了蓍草总倍半萜

内酯具有较好的治疗大鼠 ＲＡ 作用ꎬ这可能与下调

炎症因子 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 水平有关ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 二甲基双十八烷基铵(ＤＤＡ)诱导的关节炎

(ＤＤＡ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＤＩＡ)
该模型多采用 Ｌｅｗｉｓ 和 ＤＡ 大鼠ꎬ皮下注射 ２

ｍｇ 溶于磷酸缓冲液的 ＤＤＡ 溴化物时ꎬ可诱导轻度

多关节炎ꎻ如混合 ＩＦＡ 后注射ꎬ可复制重症关节炎ꎮ
主要表现为发病关节滑膜充血、细胞浸润和软骨破

坏等症状[２８]ꎮ 此模型具有发病率低和炎症较轻的

特点ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４　 链球菌细胞壁诱导的关节炎(ＳＣＷＡ)

ＳＣＷＡ 是将 Ａ 群链球菌与其他细菌的肽聚糖￣
多聚糖混合液ꎬ注射于大鼠腹腔内ꎬ２４ ｈ 后即可出

现明显的急性关节炎症状[３４]ꎮ 常用雌性的 Ｌｅｗｉｓ
(ＬＥＷ / Ｎ) 大鼠ꎬ诱导后期可演变成长期慢性关

节炎[３４]ꎮ
２􀆰 １􀆰 ５　 矿物油诱导的关节炎( ｏｉｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬ
ＯＩＡ)

ＯＩＡ 是一种基因限制性、独特的大鼠关节炎ꎮ
选择较敏感的 ＤＡ 大鼠于尾部皮下注射 ＩＦＡ 形成的

动物模型ꎮ 一般于注射后 １４ ｄ 出现关节炎症状ꎬ关
节肿胀较其他类型的关节炎轻[３５]ꎮ ＯＩＡ 与 ＣＩＡ 表

现几乎相同ꎬ但不产生 ＣＩＩ 的抗体ꎮ 同时还出现 ＩＬ￣
２、ＩＦＮ￣γ 及 ＴＮＦ￣α 高表达[３６]ꎮ
２􀆰 １􀆰 ６　 辅剂诱导的关节炎

诱导方法:将 ＩＦＡ 结合灭活 Ｍｔｂ 进行敏感大鼠

尾部皮下注射ꎬ连续 １４ ｄꎬ一般在免疫后 ８ ~ １２ ｄ 出

现关节炎症状ꎬ几周后疾病进展迅速ꎬ可发展为破

坏性关节炎ꎮ 最易感大鼠品系为 ＤＡ 或 ＬＥＷ 大鼠ꎮ
该模型与人类的 ＲＡ 比较相似ꎮ
２􀆰 １􀆰 ７　 Ａｖｒｉｄｉｎｅ 诱导的关节炎

研究者是将 Ａｖｒｉｄｉｎｅ 注射于 ＬＥＷ 大鼠尾部所

建立的大鼠关节炎模型ꎮ 雌性大鼠较雄性的症状

更明显更严重ꎮ 研究表明裸鼠对 Ａｖｒｉｄｉｎｅ 诱导的关

节炎有所抵抗[３７]ꎮ 该模型主要用于辅剂或先天免

疫方面的研究ꎮ
２􀆰 １􀆰 ８　 软骨低聚体基质蛋白 ( ＣＯＭＰ) 诱导的关

节炎

ＣＯＭＰ 可诱导严重的关节炎并出现对称性外周

关节受累ꎮ 造模方式:主要将等体积的 ＣＯＭＰ 溶液

与完全佐剂混合乳化后ꎬ皮内注射于敏感大鼠尾巴

根部ꎮ 易感品系有 ＤＡ 和 ＬＥＷ 大鼠ꎮ 但该模型缺

点是稳定性差[３８]ꎮ
２􀆰 １􀆰 ９　 朴日斯烷诱导的关节炎( ｐｒｉｓｔａｎｔｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＰＩＡ)

该模型是将朴日斯烷(ｐｒｉｓｔａｎｅ)３００ μＬ 皮下单

独注射于敏感大鼠尾部ꎬ注射 ２ ~ ３ 周后ꎬ产生关节

炎症状ꎬ该模型可持续数个月ꎮ 易感大鼠为 ＤＡ 和

ＬＥＷ 大鼠ꎮ 疾病的发展可通过大体观察每个关节

的肿胀程度来监测分析[３９]ꎮ
２􀆰 ２　 中医病证结合 ＲＡ 动物模型

中医称 ＲＡ 为“痹证” “历节”或“鹤膝风” [４０]ꎮ
随着国内中医中药研究的不断发展ꎬ单纯西医疾病

动物模型不能很好地模拟 ＲＡ 与中医证候间的关

系ꎬ因此研究者在 ＣＩＡ 和 ＡＡ 模型的基础上ꎬ加入中

医致病因素ꎬ模拟 ＲＡ 的中医证候进行模型复

制[４１]ꎮ 这样可以弥补单纯西医疾病动物模型不能

模拟中医证候与 ＲＡ 之间关系的缺点ꎮ
２􀆰 ２􀆰 １　 风湿热郁和风寒湿痹 ＲＡ 动物模型

中医认为 ＲＡ 发病的主要原因是外邪(风热与

风寒)ꎬ而易侵袭人体ꎮ 熊艳杰等[４２] 通过冷水冷风

外加注射 ＣＦＡ 建立风湿寒症型 ＲＡ 动物模型ꎬ发现

滑膜区域有 Ｔ 淋巴细胞和巨噬细胞浸润ꎬ其中 Ｔ 淋

巴细胞是主要免疫细胞ꎬ淋巴细胞与 ＲＡ 局部滑膜

组织的损伤无关ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 瘀血痹阻 ＲＡ 动物模型

瘀血痹阻是临床上 ＲＡ 患者的常见中医证型之

一ꎬ血瘀常贯穿于 ＲＡ 发生发展的整个过程ꎬ患者常

因血脉瘀阻、血行不畅而表现出疼痛位置固定、疼
痛如针刺状、皮下见瘀点瘀斑ꎬ舌下络脉曲张等特

点ꎮ 研究者通过改变外在环境因素构建出血瘀证

动物模型ꎮ 李茜等[４３] 选取 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠经 ５℃ ~ ７℃
水中游泳处理ꎬ同时在大鼠不同部位皮下注射 ＣⅡ
醋酸和弗氏完全佐剂混合液ꎬ可建立血瘀证大鼠

ＲＡ 模型ꎮ 李征等[４４]的大鼠模型实验证实了加 ＣＰＰ
的佐剂混合组比不加 ＣＰＰ 单纯组其自身抗体的含

量会更高ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 肾虚 ＲＡ 大鼠模型

该大鼠模型在临床上主要表现为骨骼和关节

的损伤ꎬ该模型主要应用于以中医为主方式来探讨

ＲＡ 疾病的药物评价ꎮ 王燕等[４５] 通过实验证实了

ＳＤ 大鼠是最适合来制作肾虚型 ＲＡ 大鼠模型的动

物ꎮ 陶黎等[４６] 采用去卵巢和 ＣＩＩ 免疫诱导的方法

也建立了肾虚关节炎模型ꎬ证明了肾虚可加重关节
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炎从而引起骨质疏松ꎬ使用中药益肾蠲痹丸可相应

减轻关节炎及骨质破坏程度ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 脾虚 ＲＡ 大鼠模型

脾是人体中非常重要的器官之一ꎬ脾虚则会出

现气血不足ꎬ加重体内湿气ꎬ建立脾虚 ＲＡ 大鼠模型

模拟人的脾虚症侯来研究探讨其发病机制ꎮ 杜中

平等[４７]利用利血平和 ＣＩＩ 混合物所复制的脾虚 ＲＡ
大鼠模型ꎬ结果证实该模型可反映出脾虚证 ＲＡ 病

人的发病特点ꎬ具有一定的可行性ꎮ
以上不同证型的 ＲＡ 中医动物模型是病证结合

动物模型的探索和进步ꎬ既考虑了西医病因又具有

中医症候和临床表现ꎬ在 ＲＡ 中西医结合研究和治

疗过程中发挥着重要的作用[４８]ꎮ

３　 总结与展望

近年来所建立的各种大小鼠 ＲＡ 动物模型ꎬ通
过不断地优化和筛选也趋于稳定ꎬ其中以 ＣＩＡ 小鼠

模型和 ＡＡ 大鼠模型应用最为广泛ꎮ ＣＩＡ 小鼠模型

主要应用于 ＲＡ 治疗机制及免疫反应方面的研究ꎬ
但纵观上述介绍的 ＲＡ 动物模型ꎬ均存在一定局限

性ꎬ不能完全模拟人类的临床症状ꎮ 中医病证结合

动物模型也仅仅实现了“病”与“证”的简单叠加ꎬ无
法复制出中医证候的复杂程度和具体特点ꎬ模型的

可靠性和成功率极其不稳定[４９]ꎮ 因此到目前为止

还未有一种动物模型可以囊括人类 ＲＡ 发病的所有

特征ꎮ
理想的 ＲＡ 模型应具有易操作性、稳定性、创伤

性小、病死率低、模型成功率高以及术后不影响动

物的运动功能等优点[５０]ꎮ 研究者在探究 ＲＡ 发病

相关机制和临床症状的同时ꎬ更需对 ＲＡ 模型从病

理和免疫学方面进行全方位的评估ꎬ同时还应借助

现代医学影像技术ꎬ提高观察的准确性和可靠性ꎬ
为今后的 ＲＡ 动物模型的进一步探讨以及 ＲＡ 的临

床治疗药物研究提供坚实的理论依据ꎮ
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