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肿瘤坏死因子受体超家族成员 4(TNFRSF4)敲除
和人源化小鼠模型的建立

黄艺滢,白琳,雷雪裴,李珂雅,李欣悦,侯丽雅,石桂英∗

(国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室,中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较

医学中心,北京市人类重大疾病实验动物模型工程技术研究中心,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立肿瘤坏死因子受体超家族成员 4(TNFRSF4)基因人源化小鼠模型,同时建立 TNFRSF4
基因敲除小鼠模型,为针对 TNFRSF4 靶点的肿瘤治疗性抗体研发和筛选提供有效的小鼠模型,并为研究 TNFRSF4
在免疫过程中的作用机制提供小鼠模型。 方法　 利用 CRISPR / Cas9 技术,建立 TNFRSF4 基因人源化和敲除小鼠

模型,利用 PCR、RT-PCR、免疫组织化学、流式细胞术等方法鉴定及比较分析人源化小鼠、敲除小鼠和野生型小鼠

的差异。 结果　 获得表达人源 TNFRSF4 基因小鼠和 TNFRSF4 基因敲除小鼠。 在 TNFRSF4 人源化小鼠中稳定表

达人源 TNFRSF4,未检测到小鼠 TNFRSF4 表达。 在 TNFRSF4 敲除小鼠中未检测到 TNFRSF4 表达。 TNFRSF4 人源

化及敲除小鼠出生后 6 个月内均正常存活,组织病理学表型及免疫系统未见明显异常。 结论　 利用 CRISPR / Cas9
技术构建 TNFRSF4 人源化小鼠及敲除小鼠,可用于筛选及评估与 TNFRSF4 基因相关的治疗性抗体及药物或研究

TNFRSF4 在免疫过程中作用机制。
【关键词】 　 肿瘤坏死因子受体超家族成员 4;人源化;基因敲除;小鼠
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Establishment of TNFRSF4 knockout and humanized mice
HUANG Yiying, BAI Lin, LEI Xuepei, LI Keya, LI Xinyue, HOU Liya, SHI Guiying∗

(NHC Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine; Institute of Laboratory Animal Sciences, CAMS&PUMC;
Beijing Engineering Research Center for Experimental Animal Models of Human Critical Diseases, Beijing 100021, China)

Corresponding author: SHI Guiying. E-amil:guiying_shi77@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To establish tumor necrosis factor receptor superfamily member 4 (TNFRSF4) knockout
and humanized mice for TNFRSF4-targeted cancer therapeutic antibodies development, and to study the function of
TNFRSF4 in the immune response. Methods 　 The TNFRSF4 knockout and humanized mice were established with the
CRISPR / Cas9 method. The mice were characterized by PCR, RT-PCR, HE staining and fluorescence-activated cell
sorting. Results 　 We successfully generated mice expressing the human TNFRSF4 gene, as well as TNFRSF4 gene
knockout mice. TNFRSF4 humanized mice expressed human TNFRSF4, but not murine TNFRSF4. No TNFRSF4 expression
was detected in TNFRSF4 knockout mice. TNFRSF4 humanized mice and knockout mice survived normally within 6 months
after birth, and there were no obvious abnormalities in histopathology and immune system. Conclusions 　 TNFRSF4
humanized mice and knockout mice produced using CRISPR / Cas9 technology can be used as animal models for screening
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and evaluating of TNFRSF4-targeted cancer therapeutic antibodies or for studying the role of TNFRSF4 in immune
processes.

【Keywords】　 TNFRSF4; humanization; gene knockout; mouse
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 目前免疫检查点阻滞剂在肿瘤免疫治疗中受

到 很 大 关 注, 靶 向 程 序 性 细 胞 死 亡 蛋 白 1
(programmed cell death,PDCD1)和细胞毒 T 淋巴细

胞相 关 蛋 白 4 ( cytotoxic T-lymphocyte associated
protein 4,CTLA4)的治疗剂的成功为癌症治疗策略

提供了更多的选择[1-2]。 然而,尽管此疗法在一些

患者中能够消除肿瘤并实现患者的长期生存,但并

非对所有患者都有效果[3],许多患者对基于免疫检

查点阻断的单一药物治疗有抗药性[4]。 因此,具有

不同作用机制或不同靶点的新型免疫调节药物亟

待开发[5-6]。 肿瘤坏死因子受体超家族成员 4
(tumor necrosis factor receptor superfamily member 4,
TNFRSF4)(也称为 OX40 或 CD134)是 TNF 受体超

家族的一员,在活化的 T 细胞上高度表达,有一个

已知配体 TNFSF4(也称为 OX40 L 或 CD252),主要

在活化的抗原呈递细胞上表达[7-8]。 TNFRSF4 与配

体结合并激活后,T 细胞中的下游细胞内信号通路

激活,导致核因子 κB ( nuclear factor-kappa B,NF-
κB)的转录激活[9]。 目前,在早期癌症临床试验中

测试了几种 anti-TNFRSF4 激动性单克隆抗体,越来

越多的临床前证据支持其临床发展[4]。 人类和小

鼠的 TNFRSF4 只具有 69. 17%的同源性,为进一步

研究 TNFRSF4 相关药物,使用 TNFRSF4 人源化小

鼠是更好的选择。
采用 CRISPR / Cas9 的方法将人源 TNFRSF4 基

因导入到小鼠的受精卵中,同时敲除小鼠内源

TNFRSF4 基 因 的 表 达。 TNFRSF4 人 源 化 小 鼠

(TNFRSF4h / h)及 TNFRSF4 敲除小鼠(TNFRSF4- / -)
表型正常。 通过建立基因结构和调节方式与人类

相似的模型,改善 TNFRSF4 在人与小鼠中种属差异

导致的在临床测试与动物实验结果差异,从而使药

物评价的结果更加客观。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 C57BL / 6 J(雌性,3 ~ 4 周龄,30 只,7
~ 12 g;雄性,8 周龄,30 只,19 ~ 25 g)及 ICR 小鼠

(雌性,8 ~ 10 周龄,8 只,25 ~ 33 g),购自北京华

阜康生物科技股份有限公司 【 SCXK (京) 2020 -
0004】并在本所 SPF 级动物屏障环境动物房【SYXK
(京)2019-0014】中长期饲养繁殖。 实验中繁殖产

生 TNFRSF4h / h和 TNFRSF4- / -及其野生型小鼠,其中

各 10 只用于实验。 饲养环境:温度 20 ~ 26℃,湿度

40% ~ 70%,光照周期明暗比 12 h:12 h。 饲养期间

小鼠自由进食饮水,垫料、鼠盒、水瓶、均经过高温

高压灭菌处理。 涉及动物操作程序和动物实验经

本所动物使用与管理委员会( IACUC)批准(批准

号:BL18003)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

载 体 构 建: 试 剂 盒 MEGAshortscriptTM T7
Transcription Kit ( Ambion, Am1354 ); 试 剂 盒

mMESSAGE mMACHINETM T7 ULTRA Transcription
Kit ( Ambion, Am1345); 基 因 型 鉴 定: EasyPure 􀳏
Genomic DNA Kit (Transgen,EE101- 12);鼠尾直接

PCR 试剂盒(Bimake,B45012);细胞培养:MEM 培养

基(Gibco,12571063)、胎牛血清(Gibco,10099141C)、
青链霉素 (Gibco,15140122)、CD3 抗体 ( Santa, sc-
20047);RT-PCR:TRIzol ( Invitrogen,15596018);反转

录试剂盒(Thermo,K1682);流式细胞术:红细胞裂解

液 ( BD, 555899); 抗 体: CD4、 B220、 CD8、 CD11b、
NK1. 1、CD3、TNFRSF4(Invitrogen)。

多样品研磨珠均质仪(OMNI,Bead Ruptor 24
Elite);电泳仪(Bio-Rad);PCR 仪(Hema);细胞培

养箱(Thermo);流式细胞仪(BD FACSAria);组织脱

水机、石蜡包埋机、石蜡切片机(德国 Leica)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 载体构建

小鼠 TNFRSF4 基因位于第四号染色体的 4E2
区段(Chromosome 4: 156,013,843-156,016,612,
ENSMUSG00000029075)。 针对该基因,设计并合成

一对向导 RNA(single-guide RNA,sgRNA)作用靶点

(上海 英 潍 捷 基 ), 分 别 为 靶 点 1 ∶ 5 ’-CCTGTC
CGCCTACTCTTCTTG-3’ ( 寡 核 苷 酸 序 列 为: m-
TNFRSF4-gRNA UP1 ∶ 5 ’-TAGGCAAGAAGAGTAG
GCGGAC-3’ 和 m-TNFRSF4-gRNA DOWN1 ∶ 5 ’-
AAACGTCCGCCTACTCTTCTTG-3’) 和靶点 2 ∶ 5’-
CTTTGAGATGTAGTGGCCGGG-3’ (寡核苷酸序列

831
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为:m-TNFRSF4-gRNA UP2 ∶ 5’-TAGGCTTTGAGAT
GTAGTGGCC-3’和 m-TNFRSF4-gRNA DOWN2 ∶ 5’-
AAACGGCCACTACATCTCAAAG-3’)。 克隆测序结

果正 确 的 用 于 后 续 实 验。 将 合 成 的 TNFRSF4
sgRNA 单链通过退火复性结合成小片段。 用 Bsa I
酶切 pUC57-sgRNA 表达载体使其线性化,然后与

TNFRSF4 sgRNA 双链进行连接。
构建完成的 sgRNA 载体和 pST1374-NLS-flag-

linker-Cas9 载体分别利用试剂盒 T7 Transcription
Kit 或 T7 ULTRA Transcription Kit 通过体外转录成

为可注射的 sgRNA 和 Cas9-RNA。
1. 2. 2　 显微注射

将 sgRNA 与 Cas9-RNA 混合,用显微注射法注

射于 C57 小鼠受精卵中,用 ICR 雌鼠作为假孕受

体,将注射后的受精卵移植到受体鼠输卵管壶腹

部,等待小鼠出生。
1. 2. 3　 基因型鉴定

小鼠出生后进行编号,并取尾尖进行鉴定。 使

用 EasyPure􀳏 Genomic DNA Kit 提取基因组 DNA,
根据人源化小鼠序列信息分别设计 2 对人源化及 1
对野生检测引物(上海英潍捷基),2 对人源化检测

引物分别为:M-TNFRSF4-UP-S: 5’-CAACACCATG
CAGCTCACAACTGCC-3 ’, M-TNFRSF4-UP-A: 5 ’-
TGTCCTCACAGATTGCGTCC-3’ (产物 1451 bp) 和

M-TNFRSF4-DOWN-S: 5’-CAGAAGTGGGAGTGAGC
GG-3’, M-TNFRSF4-DOWN-A: 5’-TCTGCTTGAGTT
CACTTCCACTTC-3’(产物 1696 bp),可以分别检测

转入人源 TNFRSF4 基因的上游和下游;1 对野生引

物 为 M-TNFRSF4-WT-S: 5 ’-GTTCACCACTGCCTA
TAACTCTAGCTC-3 ’ 和 M-TNFRSF4-WT-A: 5 ’-
CTTCATTGTAGAAGCCAGTCTCACAC-3’,检测鼠源

TNFRSF4 基因。 使用 2 对人源化检测引物时,人源

化小鼠子代 PCR 产物中 TNFRSF4 人源基因上下游

表达,且大小正确,则小鼠含有该人源基因且插入

位置正确,为杂合或纯合小鼠,若同时使用野生引

物检测未表达鼠源 TNFRSF4 基因(产物 886 bp),
则为人源化纯合小鼠。

根据敲除小鼠序列信息设计 1 对敲除引物为

M-TNFRSF4-KO-F: 5’-TGCCTGTCCGCCTACTCTTC-
3’ 和 M-TNFRSF4-KO-R:5’-CTTTCAAACCCCTACC
CTATACTTCTG-3’,检测敲除小鼠基因型。 使用敲

除引物时,小鼠子代 PCR 产物中若含有 1964 pb 的

片段,则小鼠含有正常鼠源 TNFRSF4 基因,若含有

503 bp 的片段,则小鼠含有敲除后的 TNFRSF4 基

因,敲除小鼠子代若只含有敲除后的 TNFRSF4 基因

而无正常鼠源基因,则为纯合敲除小鼠。
使用鼠尾直接 PCR 试剂盒进行 PCR,扩增程序

为 95℃ 15 min;(95℃ 30 s,62℃ 30 s,72℃ 2 min)×
30 循环;72℃ 10 min。 使用 1. 5%的琼脂糖凝胶进

行电泳。 随后,选取包含突变的 PCR 产物进行 TA
克隆,并进行测序分析,确定 DNA 缺失片段信息。
1. 2. 4　 逆转录 PCR(reverse transcription-polymerase
chain reaction,RT-PCR)检测 TNFRSF4 mRNA 在小

鼠各组织中的表达

取后续繁育的雌性 TNFRSF4 人源化小鼠纯合

(TNFRSF4h/ h)(3 月龄)及其同窝野生(TNFRSF4m/ m)各
1 只,取心、肝、脾、肺、肾、胸腺、脑、骨髓,用 TRIzol
分离总 RNA,并使用反转录试剂盒获得 cDNA。 根

据序列信息分别设计 1 对人源及 1 对小鼠源

TNFRSF4 mRNA 检测引物(上海英潍捷基),分别为

hTNFRSF4-F: 5’-TGGGCCTGGGGCTGAGC-3’, hTN
FRSF4-R:5’-TTGTAGCTGTCCAG GGGCTGG-3’,TM
为 65℃,产物 304 个碱基对;和 mTNFRSF4-F:5’-
CATCCGTGTGAGACTGGCTT-3’,mTNFRSF4-R:5’-
AGCTGTTTCCCCAACAAGGT-3’,TM 为 60℃,产物

580 个碱基对。 并设计一对内参检测引物 β-actin-
F:5’-TGCTGTCCCTGTATGCCTCT-3’,β-actin-R:5’-
TTGATGTCACGCACGATTTC-3’, TM 为 60℃,产物

223 个碱基对。
1. 2. 5　 HE 染色检测淋巴细胞在各组织中的分布

选用 3 月龄的 TNFRSF4h / h 雄性小鼠和同窝

TNFRSF4m/ m小鼠、2 月龄 TNFRSF4- / -雄性小鼠和同

窝 TNFRSF4+ / +小鼠各 2 只,福尔马林固定 24 h 以

上,取心、肝、脾、肺、肾、胸腺、脑、骨髓脱水、包埋、
切片,最后进行 HE 染色。
1. 2. 6　 流式细胞术检测小鼠外周血中各类细胞的

比例

TNFRSF4h / h小鼠 7 只和同窝 TNFRSF4m/ m小鼠 5
只,取外周血 100 μL(EDTA 抗凝),使用红细胞裂

解液去除红细胞。 每管血中加入 40 μL PBS + CD4
(FITC)、 NK1. 1 ( PE)、 CD3 ( PerCP-Cy5. 5 )、 B220
(PE-Cy7)、CD8(APC)、CD11b(APC-Cy7)小鼠单克

隆抗体各 0. 5 μL。 避光 4℃孵育 30 min,PBS 洗 3
次,1500 r / min 离心 5 min,200 μL PBS 重悬,使用流

式细胞仪分析染色细胞,FlowJo 软件计算细胞表面

抗原阳性表达率。
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1. 2. 7　 流式细胞术检测 TNFRSF4 在基因敲除小鼠

脾中的表达

取 TNFRSF4 敲除小鼠纯合(TNFRSF4- / -)及其

同窝野生型(TNFRSF4+ / + )小鼠各 2 只(2 月龄,雌
雄各半),获取脾细胞后用 MEM 培养基加入 10%胎

牛血清和 1%青链霉素,在 37℃及 5% CO2 环境中培

养,并用 CD3 抗体(0. 1 μg / mL)刺激培养 4 d。 每

管血中加入 40 μL PBS、CD4(FITC)、CD3(PerCP-
Cy5. 5)、TNFRSF4(PE-Cy7)、CD8(APC)小鼠单克

隆抗体各 0. 5 μL。 避光 4℃孵育 30 min,PBS 洗 3
次,1500 r / min 离心 5 min,200 μL PBS 重悬,使用流

式细胞仪分析染色细胞,FlowJo 软件计算细胞表面

抗原阳性表达率。

注:在 sgRNA 和 Cas9 mRNA 的参与下,小鼠 TNFRSF4 第一外显子被剪切;a:使用人 TNFRSF4 的 CDS 区及 BGH Poly A 组成的 1083 bp 阅读

框,成功替换了小鼠 TNFRSF4 第一外显子的编码区,建立 TNFRSF4 人源化小鼠;b:阅读框未能替换小鼠 TNFRSF4 第一外显子的编码区,
建立 TNFRSF4 敲除小鼠。

图 1　 TNFRSF4 人源化及敲除小鼠建立方案

Note. With the participation of sgRNA and Cas9 mRNA, the first exon of mouse TNFRSF4 was cut. a. The 1083 bp reading frame composed of the
CDS region of human TNFRSF4 and BGH Poly A was used to replace the coding region of the first exon of mouse TNFRSF4 to establish a humanized
TNFRSF4 mouse. b. The reading frame did not replace the coding region of the first exon of mice TNFRSF4 and a TNFRSF4 knockout mice was
established.

Figure 1　 Establishment of TNFRSF4 humanization and knockout mice

2　 结果

2. 1　 表达载体的构建

pUC57-sgRNA 表达载体经 Bsa I 酶切线性化,
合成的 TNFRSF4 sgRNA 双链的粘性末端与表达载

体 Bsa I 酶切后的粘性末端相匹配,两者连接,成功

构建 TNFRSF4 sgRNA 表达载体,经测序验证序列

正确。
2. 2　 TNFRSF4 敲除及人源化小鼠的构建

按照实验方案(图 1),将转录后的 sgRNA 和

Cas9 mRNA 混合后通过显微注射技术注射到 C57
小鼠受精卵中,移植到 ICR 假孕鼠子宫内,第 1 批出

生 23 只幼仔,第 2 批出生 22 只幼仔,使用 PCR 进

行基因型鉴定。 根据 PCR 结果,选取分子量不同于

野生型条带的 PCR 产物测序并与野生型小鼠

TNFRSF4 基因序列比较。 结果显示,第 1 批小鼠

中,2#,7#小鼠发生基因敲入,第 2 批小鼠中,7#小鼠

发生基因敲除。 将 F0 代小鼠与 C57 小鼠进行杂

交,获得杂合子 TNFRSF4h / m或 TNFRSF4+ / -,将杂合

子互交并将子代进行基因型鉴定(图 2),得到纯合

敲入或敲除小鼠 TNFRSF4h / h或 TNFRSF4- / -。
2. 3 　 TNFRSF4 敲 除 及 人 源 化 小 鼠 组 织 中

TNFRSF4 的表达

为了鉴定人源化小鼠是否在蛋白水平发生

TNFRSF4 敲除或人源化转入,取 3 月龄小鼠外周血

进行流式细胞鉴定,使用种属反应性为小鼠的

TNFRSF4 抗体检测 TNFRSF4 表达(图 3a)。 结果显
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示,在 TNFRSF4- / -小鼠的外周血中,TNFRSF4 表达

被敲除。

注:使用 PCR 鉴定子代小鼠基因型,突变可传代;M:Marker(TaKaRa,DL2000);H: 水;h / h:TNFRSF4 人源化纯合子小鼠;h / m:TNFRSF4 人

源化杂合子小鼠;m / m:同窝野生型小鼠;a:鉴定使用引物 M-TNFRSF4-UP,M-TNFRSF4-DOWN; b:鉴定使用引物 M-TNFRSF4-WT;c:- / -:
TNFRSF4 基因敲除纯合子小鼠;+ / -:TNFRSF4 基因敲除杂合子小鼠;+ / +:野生型小鼠;使用鉴定引物 M-TNFRSF4-KO。

图 2　 PCR 鉴定子代小鼠基因型

Note. Offspring mice were identified by PCR, the mutation can be transmitted. M.Marker(TaKaRa,DL2000). H. H2O. h / h. Humanized TNFRSF4

homozygous mouse. h / m. Humanized TNFRSF4 heterogeneous mouse. m / m. Wild-type mice. a. Identification used primers M-TNFRSF4-UP and M-
TNFRSF4-DOWN. b. Identification used primers M-TNFRSF4-WT. c. - / -. TNFRSF4 knock-out mice. + / -. TNFRSF4 heterogeneous mice. + / +.
Wild-type mice. Identification used primers M-TNFRSF4-KO.

Figure 2　 Identify the genotype of the offspring mice by PCR

注:a:流式细胞术统计 TNFRSF4+ / + 和 TNFRSF4- / - 小鼠培养的脾细胞中 CD3+CD4+T 细胞中 TNFRSF4+细胞的直方图;b:TNFRSF4 在

TNFRSF4m/ m(1~8)和 TNFRSF4h / h小鼠(9 ~ 16)心(1,9)、肝(2,10)、脾(3,11)、肺(4,12)、肾(5,13)、胸腺(6,14)、脑(7,15)、骨髓(8,16)
中的表达; hTNFRSF4:人特异性 TNFRSF4 引物;mTNFRSF4:小鼠特异性 TNFRSF4 引物; β-actin:小鼠特异性 β-actin 引物;M:Marker
(TaKaRa,DL2000)。

图 3　 TNFRSF4- / -及 TNFRSF4h / h小鼠中 TNFRSF4 表达

Note. a. Proportion of TNFRSF4+ cells in CD3+CD4+T cells of splenocytes by flow cytometry. b. Expression of TNFRSF4 in heart (1,9), liver (2,

10), spleen (3,11), lung (4,12), kidney (5,13), thymus (6,14), brain ( 7,15) and bone marrow (8,16) of TNFRSF4m/ m(1 ~ 8) and

TNFRSF4h / h mice (9 ~ 16). hTNFRSF4. Human-specific TNFRSF4 primer. mTNFRSF4. Mouse-specific TNFRSF4 primer. β-actin. Mouse-specific
β-actin primer. M. Marker (TaKaRa, DL2000).

Figure 3　 TNFRSF4 expression in TNFRSF4- / - and TNFRSF4h / h mice

由于市售蛋白抗体无法区分人源与小鼠源

TNFRSF4 蛋白,使用 RT-PCR 鉴定 TNFRSF4h / h 和

TNFRSF4m/ m小鼠各组织中 mRNA 表达(图 3b)。 结

果可见人特异性引物只能扩增 TNFRSF4h / h小鼠的

cDNA,而小鼠特异性引物也只能扩增 TNFRSF4m/ m

的 cDNA, 结果可见在 TNFRSF4h / h 小鼠中, 鼠源
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TNFRSF4 被人源替代。

注:m / m:野生型小鼠;h / h:TNFRSF4 人源化纯合子小鼠;+ / +:野生型小鼠;- / -:TNFRSF4 基因敲除纯合子小鼠。

图 4　 组织 HE 染色

Note. m / m. Wild-type mice. h / h. Humanized TNFRSF4 mice. + / +. Wild-type mice. - / -. TNFRSF4 knockout mice.

Figure 4　 Tissue HE staining

注:a:流式细胞术统计不同免疫细胞在外周血中的比例;b ~ e:流式细胞术检测外周血中 B220(b),CD3( c),CD11b(d),NK1. 1( e)
表达。

图 5　 在 TNFRSF4h / h小鼠外周血中不同免疫细胞的比例

Note. a. Proportion of different immune cells in peripheral blood by flow cytometry. b~ e. Expression of B220(b), CD3(c), CD11b(d), NK1. 1
(e) in peripheral blood by flow cytometry.

Figure 5　 Proportion of different immune cells in peripheral blood of TNFRSF4h / h mice

2. 4 　 人 源 TNFRSF4 基 因 可 正 常 替 代 小 鼠

TNFRSF4 基因

HE 染 色 结 果 显 示, 在 TNFRSF4- / - 小 鼠 及

TNFRSF4h / h小鼠的各组织中,没有观察到淋巴细胞的

浸润(图 4),且全身病理检查未发现异常。 结果表

明,TNFRSF4h / h及 TNFRSF4- / -小鼠发育正常,在 6 个

月内没有观察到自身免疫性疾病发展的迹象。 利用

流式细胞术检测了 TNFRSF4h / h小鼠外周血中各类细

胞的比例,发现其外周血中 B 细胞(B220+)、T 细胞

( CD3+、 CD4+、 CD8+ )、 粒 细 胞 ( CD11b+ ) 和 NK
(NK1. 1+)细胞的比例都没有明显差异(图 5)。 结果

说明人源化 TNFRSF4 基因后没有改变正常生理状态

下小鼠免疫系统的组成。 因此,在 TNFRSF4h / h小鼠

中,人源 TNFRSF4 等位基因可以替代小鼠 TNFRSF4
基因。
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3　 讨论

TNFRSF4 最 初 被 鉴 定 为 T 细 胞 活 化 标 志

物[10],在之后的研究中发现它是具有共刺激功能的

NGFR / TNFR 超家族成员[11-14]。 TNFRSF4 可以在

活化的 CD4+和 CD8+ T 细胞上表达,但是在静止的

初始 T 细胞或大多数静止的记忆 T 细胞上都没有

发现[10-12]。 尽管长期以来人们一直认为 TNFRSF4
表达仅限于活化的常规 T 细胞,但现在已经在活化

的调节性 T 细胞[15],NK 细胞[16-17],NKT 细胞[18-19]

和嗜中性粒细胞[20]上发现了它。
TNFRSF4 敲除小鼠在正常情况下无明显病理

反应,研究表明,TNFRSF4 敲除小鼠免疫后产生的

初始效应 CD4+ T 细胞要更少,并且对 TNFRSF4 基

因敲除动物或缺乏 TNFRSF4 的 CD4+ T 细胞的研究

进一步阐明了,TNFRSF4-TNFSF4 的相互作用在初

始 T 细胞的有效克隆扩增和产生有效的初始 CD4+

T 细胞应答中起了重要作用[21-24]。
抗 CTLA4 抗体 ipilimumab(Yervoy􀳏)在 2011 年

获得批准,通过显著提高转移性黑色素瘤患者的长

期生存率,改变了免疫肿瘤学领域。 从那时起,许
多其他免疫肿瘤学药物已进入临床开发。 除了检

查点抑制剂外, 这些还包括共刺激分子, 例如

TNFRSF4 和糖皮质激素诱导的 TNFR 相关蛋白

等[2,25-26]。 然而,由于 T 细胞的系统性活化,CTLA4
阻断抗体与严重的免疫相关不良事件有关,这限制

了它们的使用[27-28]。 与 CTLA4 相似,在肿瘤微环

境中, TNFRSF4 在活化的 T 细胞上表达高度上

调[29-31]。 目前,几种抗 TNFRSF4 单克隆抗体正在

作为单一疗法或与检查点抑制剂联用进行临床开

发[32-34]。 有文献表明,将检查点抑制剂与 T 细胞共

刺激性激动抗体组合可以通过增强 T 细胞扩增和

效应子功能,同时控制 Tregs 的抑制功能,将冷肿瘤

转变为热肿瘤[35-36]。 与单特异性抗体相比,通过靶

向在肿瘤中过度表达的两个受体,有可能增加对肿

瘤区域的定位,并且降低全身性 T 细胞活化的风险

并提高疗效。 由于人类和小鼠的 TNFRSF4 只具有

约 70%的同源性,为进一步研究 TNFRSF4 相关药

物,使用 TNFRSF4 人源化小鼠可以更好的与临床接

轨。 TNFRSF4 基因人源化小鼠的免疫应答是在自

然环境中产生的,可以用于评估与潜在人类治疗性

抗体相关的自身免疫副作用的能力。
因此,本研究建立的 TNFRSF4 人源化小鼠模型

可以改善 TNFRSF4 在人与小鼠中种属差异导致的

实验结果差异,从而使药物评价的结果更加客观,
为治疗性抗体的验证提供了更有价值的实验动物

模型。 同时,建立的 TNFRSF4 敲除小鼠为 TNFRSF4
在免疫过程中的作用机制研究提供了小鼠模型。
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基底前脑催产素受体基因沉默对大鼠认知行为
和胆碱能通路的影响

荣翠平1,宋双双2,侯雪芹2∗

(1. 广州中医药大学,第二临床医学院,广州　 510006; 2. 山东第一医科大学,药学院药理学研究所,山东 泰安　 271016)

　 　 【摘要】 　 目的　 胆碱能系统损伤是阿尔兹海默病(Alzheimer’ s disease,AD)的重要发病机制,但单纯应用拟

胆碱药物治疗 AD 效果不理想,这可能与其复杂的网络通路有关。 本研究旨在建立一种基底前脑 Meynert 基底核

(nucleus basalis of Meynert,NBM)催产素受体(oxytocin receptor,OXTR)基因沉默的大鼠模型,评价 OXTR 敲低对认

知行为和胆碱能通路的影响,为研究 AD 的复合治疗靶点提供基础。 方法　 (1)利用重组腺相关病毒( recombinant
adeno-associated virus,rAAV)和短发夹 RNA(short hairpin RNA,shRNA)介导的基因干扰技术,将不同稀释倍数的

rAAV9-EGFP-Oxtr-shRNA(OXTR-shRNA)病毒注射至大鼠基底前脑 NBM 区,分别于注射后 2、3、4、5 周,观察各组

脑组织 NBM 区 EGFP 荧光表达,比较病毒感染效果,确定最佳的病毒感染剂量与感染时间进行下一步实验。 (2)
将大鼠随机分为假手术(Sham)组、阴性对照病毒(Con-shRNA)组、OXTR 沉默(OXTR-shRNA)组,Morris 水迷宫和

避暗实验检测大鼠的空间学习记忆和恐惧记忆;免疫荧光染色检测 NBM 区 OXTR 蛋白表达水平,评估 OXTR 沉默

效果;ELISA 法检测大鼠皮质区乙酰胆碱(acetylcholine,Ach)水平变化;免疫荧光染色检测皮质区乙酰胆碱转移酶

(choline acetyltransferase,ChAT)的表达。 结果 　 (1) OXTR-shRNA 的感染效果呈剂量和时间依赖性;(2) OXTR-
shRNA 组大鼠在水迷宫实验中的逃避潜伏期高于假手术组和 Con-shRNA 组;在避暗实验的巩固阶段,OXTR-
shRNA 组大鼠进入暗箱的潜伏期低于假手术组和 Con-shRNA 组;免疫荧光染色结果显示 OXTR-shRNA 组 NBM 区

OXTR 表达减少;OXTR-shRNA 组皮质中 Ach 水平以及 ChAT 表达低于另外两组。 结论　 成功建立了一种基底前

脑 OXTR 敲减动物模型,该模型具有学习记忆障碍、胆碱能系统损伤的表型,将为认知功能障碍相关疾病的研究提

供依据。
【关键词】 　 重组腺相关病毒;催产素受体;基底前脑;学习记忆;胆碱能系统
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Effects of silencing the oxytocin receptor in the basal forebrain on
cognitive behaviors and the cholinergic pathway in rats
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【Abstract】　 Objective　 Dysfunction of the cholinergic system is an important pathogenetic feature of Alzheimer’s
disease (AD). However, the efficacy of cholinomimetic agents in treating AD is low, which may be related to the
complexity of the affected pathways. In this study, we established an animal model of oxytocin receptor (OXTR) gene
silencing in the nucleus basalis of Meynert (NBM) in the basal forebrain, and we investigated the effects of silencing on
learning and memory behaviors and on the cholinergic pathway. Methods　 Recombinant adeno-associated virus ( rAAV)
containing short hairpin RNA (shRNA) to the OXTR gene (rAAV9-EGFP-Oxtr-shRNA (OXTR-shRNA)) was injected at
different dosages into the NBM region of the basal forebrain. Then, 2, 3, 4 and 5 weeks later, EGFP expression was
measured to assess the rate of infection. An optimal dose of OXTR-shRNA and infection duration were selected for
subsequent experiments. Rats were randomly divided into Sham, negative control shRNA (Con-shRNA) and OXTR-shRNA
groups. Morris water maze and light-dark box were used to assess spatial learning and fear memory, respectively. To
evaluate the effect of silencing on OXTR protein expression, immunofluorescence staining was used to detect the protein in
the NBM region. Acetylcholine (Ach) level and the expression of choline acetyltransferase (ChAT) protein in the cortex
were assessed by ELISA and immunofluorescence staining, respectively. Results 　 The effects of OXTR-shRNA infection
showed dose-dependency and time-dependency. In the water maze test, escape latency was longer in the OXTR-shRNA
group than in the Sham and Con-shRNA groups. During the consolidation stage of the light-dark box test, the latency to
enter the dark chamber was shorter in the OXTR-shRNA group than in the Sham and Con-shRNA groups.
Immunofluorescence staining showed that OXTR expression was decreased in the NBM in the OXTR-shRNA group. Ach
levels and ChAT expression in the cortex were reduced in the OXTR-shRNA group compared with the two other groups.
Conclusions　 An animal model of OXTR gene silencing in the basal forebrain was successfully established in this study.
This animal model has phenotypes of learning and memory impairment and cholinergic system damage, and therefore can be
used to study diseases associated with cognitive dysfunction.

【Keywords】 　 recombinant adeno-associated virus; oxytocin receptor; basal forebrain; learning and memory;
cholinergic system
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 中枢胆碱能神经系统损伤是阿尔兹海默病

(Alzheimer’ s disease,AD)关系最密切的信号通路

之一,乙酰胆碱( acetylcholine,Ach)减少时可导致

认知功能障碍[1] 。 与 Ach 相似,催产素能神经元

纤维末梢释放的催产素可作为神经递质,释放到

大脑的不同脑区[2] ,并且催产素信号系统可能与

毒蕈碱乙酰胆碱信号相互作用,调节认知状态过

程[3] 。 催产素通过其受体发挥作用[4] 。 以胆碱能

神经元为主的基底前脑 Meynert 基底核( nucleus
basalis of Meynert,NBM)中表达催产素受体[5] ,而
且在与学习记忆密切相关的胆碱能投射靶区海马

和皮质中也有催产素能神经纤维的传入[2,6] 。 因

此,催产素受体信号通路可能与胆碱能通路存在

关联。 本文利用重组腺相关病毒 ( recombinant
adeno-associated virus,rAAV)和短发夹 RNA( short
hairpin RNA,shRNA)技术干扰大鼠基底前脑催产

素受体(oxytocin receptor,OXTR),研究 OXTR 对学

习记忆的影响,探讨 OXTR 对胆碱能通路的调控

作用,为认知行为中催产素相关机制的研究提供

基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

65 只 SPF 级 3 月龄雌性 SD 大鼠,体重(240 ±
10)g,购于济南朋悦实验动物繁殖有限公司【SCXK
(鲁)20190003】。 饲养在山东第一医科大学动物房

【SYXK(鲁)20190022】,12 h 昼夜明暗交替,相对湿

度(50 ± 5)%,室温(23 ± 2)℃,动物自由饮水和进

食。 动物实验经过山东第一医科大学实验动物伦

理审查(审批号:2017047),动物管理和使用符合法

规要求。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

rAAV9-EGFP-Oxtr-shRNA ( 以 下 简 称 OXTR-
shRNA ) 腺 相 关 病 毒 ( 靶 点 序 列;
CGGGTCAGTAGTGTCAAGCTT)由上海吉凯基因化

学技术有限公司提供;抗荧光淬灭封片剂(谷歌生

物, 货 号: G1401 ), 乙 酰 胆 碱 转 移 酶 ( choline
acetyltransferase,ChAT)抗体( Servicebio 公司,货号

GB11070,兔源);OXTR 抗体(Bioss 公司,货号 bs-
1314R,兔源),Cy3 标记山羊抗兔 IgG(Servicebio 公
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司, 货 号 GB21303 ), Cy5 标 记 山 羊 抗 兔 IgG
(Servicebio 公司,货号 GB27303),Ach 酶联免疫吸

附测定试剂盒(上海酶联生物科技有限公司,批号

m1003048-C)。
台式 低 温 离 心 机 ( Eppendorf, 德 国 ); Tecan

infinite200 酶 标 仪 ( TECAN, 瑞 士 ); 电 子 天 平

(Sartorius,德国);制冰机(上海安亭科学仪器厂,中
国);涡旋混匀机(海门市其林贝尔仪器制造有限公

司,中国);超净工作台(上海海新前医疗器械制造

有限公司,中国);Morris 水述宫、明暗箱、TopScan 行

为分析系统(CSI,美国);37℃恒温箱(Thermo 科技

有限公司);荧光显微镜(Olympus,日本)。

注:大鼠脑组织矢状切面所示的注射点(左,红圈内)与脑矢状面图谱的 NBM 脑区(右,红框内)相符。

图 1　 注射位点 NBM 区示意图

Note. Injection site ( left, in the red circle) shown on the sagittal section of the rat brain is consistent with the NBM region
(right, in the red box) on the sagittal plane of the brain map.

Figure 1　 Schematic diagram of the injection site NBM region

1. 2　 方法

1. 2. 1　 OXTR 基因沉默大鼠模型的制备和病毒感

染效率鉴定

参照作者前期方法[7],大鼠充分麻醉后,固定

在脑立体定位仪上,剪掉颅顶毛发,常规消毒头皮,
暴露前囟,根据 Paxinos 和 Watson 的《大鼠脑立体定

位图谱》 确定的 NBM 坐标点 ( AP: - 1. 0 mm,L:
± 2. 7 mm,V:7. 8 mm)调整好钻孔位置(图 1),用
颅骨钻在进针处钻孔,微量进样器抽取病毒质粒

OXTR-shRNA 或空病 毒 载 体 rAAV9-EGFP ( Con-
shRNA)以 5 nL / s 的速度注入基底前脑,单侧注射

体积 0. 2 μL(低、中、高剂量分别为 0. 558、1. 116、
2. 232 v.g / mL,用无菌生理盐水稀释),注射完后留

针 5 min。 以同样方法向对侧操作。
分别于注射病毒后的第 2、3、4、5 周,麻醉动物,

取脑组织,福尔马林固定组织 4 ~ 6 h,30%蔗糖脱

水直至脑组织完全下沉,制备冰冻切片,显微镜下

观察荧光表达,比较不同剂量和感染时间的病毒感

染效率。
1. 2. 2　 OXTR 基因沉默对大鼠学习记忆和胆碱能

通路的影响

(1)动物分组:根据随机对照表分组,33 只 SD
大鼠随机分为 3 组:假手术组(Sham)、阴性病毒对

照组(Con-shRNA)、OXTR 沉默组(OXTR-shRNA)。
其中,假手术组注射生理盐水;Con-shRNA 组注射空

病毒载体 rAAV9-EGFP;OXTR-shRNA 组选取中剂

量病毒注射(1. 116 v.g / mL),感染周期 3 周(选择依

据见结果部分)。 手术方法参考模型制备部分。
(2)Morris 水迷宫:实验大鼠进行 Morris 水迷宫

的装置包括记录系统、黑色圆形水池(直径 180 cm,
高 50 cm)以及平台(直径 12 cm,高 30 cm)。 水池

平均分为四象限,平台放入其中 1 个象限,没于水面

下方 1 ~ 2 cm。 测试的前1 d为适应期,先将大鼠放

在平台上 60 s,然后从不同象限入水,自由游泳

120 s,找不到平台的大鼠,人为引导其至平台停留

20 s。 测试期共连续 5 d,每只大鼠每天测试 4 次,
每次从不同象限入水,记录大鼠找到平台的时间

(逃避潜伏期),若大鼠 120 s 未找到平台,逃避潜伏

期记为 120 s,并使其在平台停留 20 s。
(3)避暗实验:避暗箱由两个大小完全相同的

白色明箱和黑色暗箱组成,底部为可控制电流的电

栏栅,两箱中间由电动门连接。 实验分为适应、获
得和巩固三个阶段。 第 1 天为适应阶段,电动门打

开,电栏栅不通电,将大鼠从明箱放入(每次放入均

背朝电动门),让其自由活动 90 s,记录第 1 次进入

暗箱的时间(潜伏期)。 第 2 天为获得阶段,电动门

打开,从明箱放入大鼠,当动物四肢进入暗箱中,关
闭电动门,暗箱通电 0. 2 mA 持续 3 s,停留 10 s 再
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次通电 0. 2 mA 持续 2 s,停留 10 s 后将大鼠取出。
第 3 天为巩固阶段,电动门打开,电栏栅不通电,从
明箱放入大鼠,让其自由活动 90 s,记录第 1 次进入

暗箱的时间,90 s 未进入则记为 90 s。 每次实验、每
只大鼠完成之后,需用酒精喷洒擦拭干净,再进行

下 1 只。

图 2　 NBM 区注射病毒后的感染效率
Figure 2　 Efficiency of virus infection in the NBM region after injection

(4)脑组织样品处理:行为学测试结束后,禁食

12 h,麻醉大鼠,打开胸腔,经心脏灌注 0. 9%生理盐

水,每组随机抽 3 ~ 4 只大鼠用于制备脑组织切片

标本,在流出液体变澄清后用福尔马林冲洗,断头

分离脑,福尔马林固定,用于制备冰冻切片。 其余

动物经心脏灌注生理盐水后,分离脑组织,-80℃保

存备用。
(5)ELISA 法检测皮质区 Ach 含量:操作步骤

参照上海酶联生物公司的大鼠 Ach ELISA 试剂盒说

明书。
(6)免疫荧光法检测 NBM 区 OXTR 和皮质区

ChAT 蛋白表达: 将冰冻切片于磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer solution,PBS)中室温平衡 15 min,
弃 PBS,加封闭用血清室温孵育 1 h;去封闭液,加一

抗 ( OXTR 稀 释 比 例 1 ∶ 100, ChAT 稀 释 比 例

1 ∶ 3000),4℃孵育过夜;吸出一抗,PBS 漂洗,加荧

光标记的二抗(OXTR 对应使用 Cy3 标记山羊抗兔

IgG,稀释比例 1 ∶ 300;ChAT 对应使用 Cy5 标记山

羊抗兔 IgG,稀释比例 1 ∶ 300),37℃恒温摇床上避

光孵育 1 h;PBS 漂洗,DAPI 复染细胞核;PBS 漂洗,
将切片贴在载玻片上,滴加防荧光淬灭封片剂,盖
玻片封片,荧光显微镜观察荧光表达。
1. 3　 统计学分析

使用 IBM SPSS Statistics 20 软件分析数据,所
有数据均平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示。 水迷宫逃

避潜伏期采用一般线性模型中重复测量的方差分

析(Repeated Measures ANOVA)进行处理,分析 1 ~
5 d 各组间逃避潜伏期是否具有统计学差异,在差

异具有统计学意义的前提下,采用 LSD ( Least-
significant Difference)法进行组间两两比较(post hoc
multiple comparison)。 避暗实验中的潜伏期和皮质

Ach 数据分析采用单因素方差分析,P < 0. 05 为差

异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 OXTR-shRNA 感染大鼠 NBM 区的效率呈剂

量和时间依赖性

基底前脑 NBM 区注射不同量 OXTR-shRNA
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后,低剂量组在第 2、3、4 周时未观察到明显 EGFP
荧光表达,在第 5 周时见少量 EGFP 阳性细胞;中、
高剂量组在第 2 周时可见少量 EGFP 阳性细胞,第 3
周时 EGFP 阳性细胞增多,第 4、5 周时 EGFP 表达

量均明显增多(图 2)。

注:红色荧光表示 OXTR 阳性,蓝色荧光为 DAPI 表示细胞核。

图 3　 大鼠基底前脑 NBM 区 OXTR 表达

Note. Red fluorescence indicates OXTR-positive, blue fluorescence indicates DAPI (nucleus) .

Figure 3　 Expression of OXTR in the NBM region of basal forebrain in rats

注:假手术组 n= 10;阴性对照组 n= 9;OXTR 沉默组 n= 12;与假手术组、阴性对照组相比,#P< 0. 05。 (下图同)

图 4　 水迷宫实验中各组大鼠逃避潜伏期变化

Note. Sham group n= 10. Con-shRNA group n= 9. OXTR-shRNA group n = 12. Compared with sham group and con-shRNA group, #P< 0. 05. (The
same in the following figures)

Figure 4　 Escape latency in the water maze test

2. 2　 中剂量 OXTR-shRNA 感染大鼠 NBM 区 3 周
后对 OXTR 的沉默效果

通过对不同剂量 OXTR-shRNA 感染大鼠 NBM
区的观察,选择中剂量 OXTR-shRNA 感染 3 周作进

一步研究。 免疫荧光染色结果显示,OXTR-shRNA
组 OXTR 阳性表达比假手术组和 Con-shRNA 组减

少(图 3)。
2. 3　 沉默大鼠 NBM 区 OXTR 可影响学习记忆

各组大鼠的逃避潜伏期随着训练天数的增加

呈现缩短趋势。 OXTR-shRNA 组第 5 天逃避潜伏期

比假手术组和阴性对照病毒组延长,差异具有统计

学意义(P< 0. 05)(图 4)。

在避暗实验中,各组大鼠在适应阶段进入暗

箱的潜伏期之间的差异无显著性(P> 0. 05);在巩

固阶段,假手术组和阴性对照病毒组大鼠进入暗

箱的潜伏期延长,OXTR-shRNA 组大鼠进入暗箱

的潜伏期与适应阶段无明显差异,并且低于假手

术组和阴性对照病毒组,具有显著性差异 ( P <
0. 01)(图 5)。
2. 4　 沉默大鼠 NBM 区 OXTR 可降低皮质区 Ach
水平

OXTR-shRNA 组皮质中 Ach 浓度比假手术组和

阴性对照病毒组减少,且差异具有统计学意义(P<
0. 05)(图 6)。
2. 5　 沉默大鼠 NBM 区 OXTR 可下调皮质区

ChAT 蛋白表达

图 7 为各组大鼠皮质区 ChAT 免疫荧光染色结

果,OXTR-shRNA 组 ChAT 阳性表达量比假手术组

和 Con-shRNA 组少,荧光强度弱。
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注:假手术组 n= 10;阴性对照组 n = 9;OXTR 沉默组 n =

12;与假手术组、阴性对照组相比,##P< 0. 01。

图 5　 避暗实验中各组大鼠进入暗箱潜伏期

Note. Sham group n = 10. Con-shRNA group n = 9. OXTR-
shRNA group n = 12. Compared with sham group and con-

shRNA group, ##P< 0. 01.

Figure 5　 Latency to enter the dark chamber
in the ligth-dark box test

图 6　 各组大鼠皮质区 Ach 水平(n= 6)
Figure 6　 Ach levels in the cortex of rats(n= 6)

注:粉色荧光表示 ChAT 阳性,蓝色荧光为 DAPI 表示细胞核。

图 7　 大鼠皮质区 ChAT 表达

Note. Pink fluorescence indicates ChAT-positive, blue fluorescence indicates DAPI (nucleus) .

Figure 7　 Expression of ChAT in the cortex of rats

3　 讨论

AD 是一种慢性进行性神经系统变性疾病,为
常见的痴呆类型,其发病率逐年增加。 胆碱能系统

损伤是 AD 发病机制的核心,可表现为乙酰胆碱大

量降解等,进而引起和促进一系列病理变化,最终

导致 AD 复杂多样的病理特征和临床表现。 因此,
临床上用于治疗 AD 的一线药物主要是拟胆碱药

物,但其治疗效果并不理想。 由于 AD 发病机制较

为复杂,单独采用拟胆碱药物治疗不能达到理想的

效果,多靶点治疗可能更有利于改善 AD[8]。 胆碱

能通路并不是单独运作的,因此阐明胆碱能通路与

其他通路之间的关联将有助于发现协同治疗 AD 的

靶点。 Freeman 等[5] 发现,在胆碱能神经元分布的

脑区(包括基底前脑 NBM 区和脚桥被盖核),OXTR
特异性表达。 另外,胆碱能投射靶区海马和皮质也

有催产素能神经纤维的传入[2,6],提示胆碱能通路

可能与催产素受体通路具有潜在关联。 因此,本实

验建立了 NBM 区 OXTR 基因沉默的大鼠模型,阐明

OXTR 对胆碱能通路和认知行为的影响。

rAAV 载体可在体内外有效介导外源基因长期

稳定表达,不同血清型的组织的特异性不同,其中

rAAV9 具有较好的脑组织靶向性[9]。 因此,选取

rAAV9 提高其转导效率。 通过对 NBM 区注射不同

量 OXTR-shRNA 后不同感染周期的观察发现,中剂

量 OXTR-shRNA 感染 3 周后 EGFP 阳性细胞表达明

显,提示该条件下已经可以达到较好的感染效果。
第 4、5 周时中、高剂量组的 EGFP 阳性表达增多,说
明病毒的感染效果较为稳定且可维持较长时间,为
开展成模后的进一步研究提供了时间上的保障。
当采用中剂量 OXTR-shRNA 感染 NBM 区 3 周后,
感染部位 OXTR 表达下降,提示 OXTR 被敲低。 而

且,沉默 NBM 区 OXTR 对大鼠的空间学习记忆和恐

惧记忆均产生了损害,表明该模型大鼠表现出类似

于 AD 的行为表型。
皮质是基底前脑 NBM 区胆碱能神经元投射的

靶区。 通过检测皮质区 Ach 水平和 Ach 的合成酶

ChAT 的表达情况,发现沉默 NBM 区 OXTR 使皮质

中 Ach 水平和 ChAT 表达均减少,提示 OXTR 可能
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影响了 NBM-皮质环路的胆碱能神经元,进而对动

物的学习记忆产生损伤,进一步证实沉默基底前脑

NBM 区 OXTR 基因可模拟 AD 的典型病理变化,提
示其作为 AD 动物模型的可行性。

AD 患者常伴有不同程度的神经精神症状,如
淡漠、抑郁、睡眠障碍等[10-11]。 针对神经精神症状

的治疗在一定程度上有利于改善 AD 患者的认知功

能[12],或者延缓 AD 的进程[13]。 可见,综合治疗可

能更有利于改善 AD。 基底前脑-皮质胆碱能神经

环路不仅与学习记忆密切相关,也与焦虑、睡眠等

行为相关[14]。 由于 OXTR 在胆碱能神经元分布的

脑区有较高的特异性表达[5],OXTR 也参与调节恐

惧记忆、抑郁等精神行为[15-16]。 因此,综合解剖学

和功能学,通过调控 OXTR 介导的精神行为可能会

进一步影响认知功能。 综上,催产素受体-胆碱能

通路可能是治疗 AD 的潜在复合靶点,但其深入机

制有待后续研究。
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羊骨胶原肽钙螯合物对去卵巢大鼠肾组织病变的
改善作用

冀霞#,段小超#,马林峰,韩克光,霍乃蕊∗

(山西农业大学动物医学学院,山西 晋中　 030801)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究羊骨胶原肽钙螯合物(collagen peptide chelated calcium,CPCC)对雌激素缺乏大鼠肾的保

护作用及相关机制。 方法 　 摘除大鼠双侧卵巢,CPCC 高(CPCC-H)和低(CPCC-L)剂量组的灌胃剂量分别为

5 g / (kg·d)和 1 g / (kg·d),假手术组和模型组灌胃等体积蒸馏水。 8 周后测定肾抗氧化指标并观察肾组织形态学

变化;qRT-PCR 测定 JAK / STAT 通路相关基因 mRNA 表达量。 结果 　 与假手术组相比,去卵巢模型组大鼠肾 T-
SOD、GSH-Px 和 T-AOC 水平极显著下降、MDA 含量极显著增加(P < 0. 01),肾组织结构紊乱、淋巴细胞浸润;血清

中炎性因子 IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 水平极显著增加(P < 0. 01),JAK2、STAT1 和 STAT3 基因 mRNA 的相对表达量极

显著增加(P < 0. 01)。 与模型组相比,CPCC 剂量组的 T-SOD、GSH-Px 和 T-AOC 水平极显著增加,MDA 含量极显

著下降(P < 0. 01);肾组织病变明显减轻,淋巴细胞数量减少;血清中各炎性因子水平极显著下降(P < 0. 01);
JAK2、STAT1 和 STAT3 基因 mRNA 表达量均极显著下降(P < 0. 01)。 结论　 CPCC 可抑制去卵巢大鼠的氧化应激

水平,可能通过 JAK / STAT 通路改善肾组织病变。
【关键词】 　 肽钙螯合物;氧化应激;炎性细胞因子;JAK / STAT 信号通路
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Sheep bone collagen peptide calcium chelate ameliorates renal tissue
lesions in ovariectomized rats

JI Xia#, DUAN Xiaochao#, MA Linfeng, HAN Keguang, HUO Nairui∗

(College of Veterinary Medicine, Shanxi Agricultural University, Jinzhong 030801, China)
Corresponding author: HUO Nairui. E-mail: tgnrhuo@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To investigate the protective effect and the underlying mechanisms of action of sheep bone
collagen peptide chelated calcium (CPCC) on the kidney of estrogen-deficient rats. Methods 　 Rats were subjected to
bilateral ovariectomy. The CPCC dosages for the high-dose (CPCC-H) and low-dose (CPCC-L) groups were 5 g / (kg·d)
and 1 g / ( kg·d), respectively. In the model and sham groups, the same volume of distilled water was intragastrically
administered every day. After 8 weeks, the kidney antioxidant indexes were measured, and the morphological changes in
kidney tissues were observed. qRT-PCR was used to measure the mRNA expression of JAK / STAT signaling pathway-related
genes. Results　 Compared with the sham group, the kidney T-SOD, GSH-Px and T-AOC activities in the model group
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were decreased significantly, and the MDA content was increased significantly (P< 0. 01). Furthermore, normal renal
tissue structure was perturbed and lymphocyte infiltration was observed. Levels of the serum inflammatory factors IL-2,
TNF-α and IFN-γ were increased significantly (P< 0. 01). qRT-PCR analysis showed that the mRNA expression levels of
the JAK2, STAT1 and STAT3 genes were increased significantly (P< 0. 01). After CPCC treatment, compared with the
model group, T-SOD, GSH-Px and T-AOC levels increased significantly ( P < 0. 01), and MDA content decreased
significantly (P< 0. 01). Renal tissue lesions were significantly reduced, and the number of lymphocytes was decreased.
Furthermore, serum levels of various inflammatory factors were decreased significantly (P< 0. 01), and mRNA expression
levels of JAK2, STAT1 and STAT3 genes were decreased significantly (P< 0. 01). Conclusions　 CPCC inhibits oxidative
stress in ovariectomized rats and may ameliorate renal tissue pathology through the JAK / STAT signaling pathway.

【Keywords】　 peptide calcium chelate; oxidative stress; inflammatory cytokines; JAK / STAT signaling pathway
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　 　 雌激素是维持雌性动物内环境稳态必不可少

的信号分子[1]。 雌激素缺乏易引起机体氧化应

激[2],导致机体氧化与抗氧化作用失衡,从而诱导

炎症和脂质过氧化,造成细胞毒性,危害机体健

康[3]。 传统的雌激素替代疗法由于致癌风险,已逐

渐被临床治疗所摒弃[2],因此,如何有效改善雌激

素缺乏引起的氧化应激已成为当前研究的热点。
我国羊骨资源丰富,可通过酶解获得大量生物

活性肽[4-5],但目前羊骨副产品多限于制作低值的

动物饲料或骨胶,大部分被填埋浪费[6]。 前期研究

证实羊骨胶原肽钙螯合物(collagen peptide chelated
calcium,CPCC)比雌激素更安全[7],可有效抑制去

卵巢大鼠骨质疏松的发生[8]。 雌激素替代疗法容

易诱发子宫内膜癌和乳腺癌[2],相比之下,CPCC 具

有稳定性好、 生物效价高、 安全无毒副作用等

优点[9]。
通过观察去卵巢大鼠肾形态学变化、测定肾

GSH-Px、T-SOD、T-AOC 和 MDA 氧化应激指标以及

血清炎性因子 IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 的含量,探讨雌

激素缺乏与肾组织损伤的关系; qRT-PCR 检测

CPCC 对去卵巢大鼠 JAK / STAT 信号通路相关基因

mRNA 的表达量,揭示 CPCC 改善雌激素缺乏所致

肾氧化应激和炎性病变的相关作用机制,为雌激素

缺乏相关疾病的防治提供新的思路。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

32 只 8 周龄体重为(203 ± 20)g 的 SPF 级雌性

SD 大鼠,购自中国食品药品检定研究院 (大兴)
【SCXK (京) 2017 - 0005】,24 只行双侧卵巢切除

术[10],8 只切除卵巢周围等量脂肪,各组大鼠分笼

饲养于山西农业大学动物实验室【SYXK(晋)2020-
0003】。 实验期间给予大鼠充足的维持型饲料,购
自山西医科大学动物实验中心,自由饮水,温度为

(22 ± 2)℃,相对湿度 60% ~ 65%。 所有操作均符

合山西农业大学实验动物伦理委员会要求( IACUC
审查号:SXAU-EAW-2020SD0201)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

CPCC 按照实验室前期方法制备[11],丙二醛

(malondialdehyde,MDA)、总超氧化物歧化酶( total
superoxide dismutase,T-SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione peroxidase,GSH-Px) 和总抗氧化能力

(total antioxidant capacity,T-AOC)试剂盒均购自南

京建成生物工程研究所。 IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 试

剂盒 购 自 北 京 华 英 生 物 研 究 所。 qRT-RCR 及

SYBRTM Premix Ex TapTM II 试剂购自大连宝生物工

程有限公司。
CFX Maestro 实时荧光定量 PCR 仪购自上海伯

乐生命医学产品有限公司,高级智能全封闭组织脱

水机(ASP 200S)购自上海博讯医疗生物仪器股份

有限公司,生物组织包埋机(KD-BM)购自浙江科迪

仪器设备有限公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

去卵巢大鼠手术 2 周后随机分为模型组

(model)、CPCC 高(CPCC-H)和低( CPCC-L) 剂量

组,CPCC-H 和 CPCC-L 组灌胃剂量分别为 5 g / (kg·
d)和 1 g / (kg·d),模型组和假手术组灌胃等体积蒸

馏水,连续 8 周。
1. 2. 2　 肾组织形态学观察及取材

最后一次给药结束后禁食 12 h,眼眶后静脉采
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血,脱颈处死大鼠,收集肾组织,部分用 10%甲醛溶

液固定,24 h 后修剪为约 3 mm3 的组织块,二甲苯

浸渍透明,石蜡包埋,切片厚度 5 μm,蒸馏水展片,
44℃ 烤 片, 常 规 苏 木 精 伊 红 ( hematoxylin-eosin,
H&E)染色[12],中性树胶封片,10 × 40 倍镜下拍照,
光学显微镜观察肾组织形态学变化并对肾组织切

片行病理组织学评分,评分标准如下:肾小球萎缩

(0 ~ 5 分);红细胞浸润(0 ~ 5 分);淋巴细胞浸润

(0 ~ 5 分);肾小管内形成管型(0 ~ 5 分);肾小管

上皮细胞脱落、坏死(0 ~ 5 分)。
1. 2. 3　 抗氧化指标的测定

肾组织(g)和生理盐水(v)以 1 ∶9的比例冰浴混

合,充分研磨,瞬时离心收集上清,制备 10%肾组织

匀浆,-20℃保存备用。 采用比色法检测 T-AOC 和

GSH-Px 活力,硫代巴比妥酸法测定 MDA 含量,羟
胺法测定 T-SOD 活性,均按照试剂盒说明操作。
1. 2. 4　 炎性因子水平测定

采用酶联免疫竞争法检测血清中 IL-2、TNF-α
和 IFN-γ 的含量。 参照说明书梯度稀释标准品并测

定 OD450 nm值,建立标准曲线拟合方程。 检测大鼠血

清样本 OD450 nm值,代入拟合方程得出各组大鼠血清

中 IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 的含量。
1. 2. 5　 qRT-PCR 检测 JAK / STAT 信号通路相关基

因 mRNA 表达

设计引物序列,并在 NCBI 数据库中比对大鼠

JAK2、STAT1、STAT3 基因及内参基因 GAPDH 的目

标序列(见表 1)。 将 PCR 产物进行 2%琼脂糖凝胶

电泳,并送交上海生物工程股份有限公司测序。
表 1　 qRT-PCR 引物序列及产物大小

Table 1　 qRT-PCR primer sequences and product sizes
基因
Genes

引物序列
Primer sequences

登录号
Accession NO.

产物大小(bp)
Product size(bp)

JAK2 F:GTGGAGATGTGCCGCTATG
R:CCTTGTACTTCACGATGTTGTC XM_032891777. 1 157

STAT1 F:TTGGTGGAGTACAGACTGAAGA
R:ATCAGAGTGGGAAGGAAACAGT NM_032612. 3 182

STAT3 F:CACCCATAGTGAGCCCTTGGA
R:TTTTTTGAGTGCAGTGACCAGGACAG XM_006247259. 3 139

GAPDH F:TCAAGAAGGTGGTGAAGCAG
R:AGTGGGAGTTGCTGTTGAAGT XM_017592435. 1 233

　 　 提取大鼠肾总 RNA[13],紫外分光光度计测定

总 RNA 纯度及浓度,选择 OD260 / 280比值在 1. 8 ~ 2. 0

间的总 RNA 进行反转录[14]。 建立 qRT-PCR 扩增

体系:SYBR􀳏 Premix Ex TaqTM II(2 ×) 5 μL、ROX
Reference Dye II(50 ×)0. 2 μL、PCR 上游序列(10
μmol / L) 0. 3 μL、PCR 下游序列 ( 10 μmol / L) 0. 3
μL、cDNA 1 μL、ddH2O 补充至 10 μL。 反应条件

为:95℃预变性 10 min;95℃变性 15 s,60℃退火 30
s,72℃延伸 10 s,40 个循环;插入熔解曲线,95℃ 15
s;60℃ 1 min;95℃ 15 s。
1. 3　 统计学分析

利用统计学软件 SPSS 26. 0 对实验数据进行单

因素方差分析,LSD 进行多重比较,实验数据以平均

值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示。 抗氧化指标所有结果均

以牛血清白蛋白为标准[15]归一化为蛋白质含量,各
项指标独立检测。 qRT-PCR 结果以相对表达定量

(relative quantity,RQ)表示。 计算方式如下:RQ =
2-△△CT;△CT = 目的基因 CT 值-内参基因 CT 值;

△△CT=实验组△CT-对照组△CT。

2　 结果

2. 1　 肾组织形态学变化

模型组较假手术组肾小球稍有萎缩,肾小囊壁

层上皮细胞崩解。 肾小管管腔形成管型,上皮细胞

脱落、坏死,间质毛细血管散在大量红细胞和淋巴

细胞(图 1A、B)。 CPCC 干预可以显著减轻肾病变

(图 1C、D)。 总体来说,假手术组得分极显著低于

模型组(P< 0. 01),CPCC 各剂量组得分极显著低于

模型组(P< 0. 01)(图 1E)。
2. 2　 CPCC 对去卵巢大鼠抗氧化能力的影响

按照试剂盒说明,酶的百分抑制率在 45% ~
55%间,T-SOD 和 GSH-Px 的活力最强。 由图 2 知,
当肾组织匀浆液浓度为 0. 2%和 0. 8%时,T-SOD 和

GSH-Px 的百分抑制率在 45% ~ 55%之间。 因此,
0. 2%和 0. 8%为测定相应酶活性的最佳取样浓度。

由图 3 可知,与假手术组相比,模型组 T-SOD、
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GSH-Px 和 T-AOC 水平极显著降低,MDA 含量极显

著增加(P< 0. 01);与模型组相比,CPCC 各剂量组

T-SOD、GSH-Px 和 T-AOC 水平均极显著增加,MDA
含量极显著下降(P< 0. 01)。
2. 3　 CPCC 对血清炎性因子的影响

注:A:假手术组;B:模型组组;C:CPCC 高组;D:CPCC 低组;E:病理组织学评分;箭头表示淋巴细胞浸润;与假手术

组相比,∗∗P < 0. 01;与模型组相比,##P < 0. 01。 (下图同)

图 1　 大鼠肾组织病理学切片及评分

Note. A. Sham group. B. Model group. C. CPCC-H group. D. CPCC-L group. E. Histopathological score of kidney. Arrow

indicating lymphocyte infiltration. Compared with sham group, ∗∗P < 0. 01. Compared with model group, ##P < 0. 01.
(The same in the following figures)

Figure 1　 Pathologiclal sections and scores of rats kidney tissue

图 2　 肾组织匀浆液中 T-SOD 和 GSH-Px 的百分抑制率

Figure 2　 Inhibition rate of T-SOD and GSH-Px in kindey tissue homogenates

按照试剂盒说明书操作,建立标准曲线拟合方

程。 IL-2 标准曲线拟合方程为:y = (A-D) / [1+(x /
C) ^ B] + D, 其中 A = 1. 25373、 B = 1. 79750、 C =

354. 53007、D = 0. 19753,r2 = 0. 99685。 TNF-α 标准

曲线拟合方程为:y=(A-D) / [1+(x / C)^B]+D,其中

A = 1. 62753、 B = 1. 46026、 C = 45. 24075、 D =
0. 50353,r2 = 0. 99840。 IFN-γ 标准曲线拟合方程

为:y=(A-D) / [1+(x / C) ^B] +D,其中 A = 1. 56921、
B = 1. 13601、 C = 75. 14627、 D = 0. 11419, r2 =
0. 99865。 测定样本 IL-2、 TNF-α 和 IFN-γ 的 OD
值,代入标准拟合曲线得到其血清含量,如图 4。 与
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假手术组比,模型组 IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 水平极显

著增加(P< 0. 01)。 与模型组相比,CPCC 各剂量组

IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 水平极显著下降(P< 0. 01)。

图 3　 各组大鼠肾组织抗氧化指标

Figure 3　 Antioxidant index of renal tissue in each group

图 4　 各组 IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 水平

Figure 4　 IL-2, TNF-α and IFN-γ levels in each group

2. 4 　 CPCC 对 JAK / STAT 信号通路相关基因

mRNA 表达的影响

由图 5A 可知,JAK2、STAT1 和 STAT3 基因的

PCR 产物条带单一、明亮且无非特异性扩增,产物

大小依次为 157、182 和 139 bp,与预期一致。 测序

结果表明各基因序列与基因标准序列同源性≥
98%。 由图 5B-5D 可知,与假手术组相比,模型组

JAK2、STAT1 和 STAT3 基因 mRNA 表达量均极显著

增加(P< 0. 01)。 CPCC 各剂量组均能极显著抑制

JAK2、 STAT1 和 STAT3 基 因 mRNA 表 达 ( P <

0. 01)。 其中 CPCC 低组 JAK2 基因 mRNA 表达量

极显著低于假手术组(P< 0. 01);CPCC 高组 STAT1
基因 mRNA 表达量与假手术组无显著性差异(P>
0. 05);CPCC 高组 STAT3 基因 mRNA 表达量极显

著低于假手术组(P< 0. 01)。

3　 讨论

肾是全身毒性和氧化应激的靶点[16]。 肾组织

损伤后生成大量活性氧自由基,损伤肾小球基底膜

和毛细血管、破坏细胞结构、造成脂质过氧化并产

生 MDA[17]。 MDA 能破坏细胞膜和细胞酶系统,使
抗氧化水平降低,导致对活性氧自由基的清除能力

减弱,最终造成氧化应激[18-20]。 本研究模型组大鼠
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注:M:DL600 DNA marker。

图 5　 JAK2、STAT1、STAT3 基因 2%琼脂糖凝胶电泳及 qRT-PCR 结果

Note. M. DL600 DNA marker.

Figure 5　 JAK2, STAT1, STAT3 genes 2% agarose gel electrophoresis and qRT-PCR results

肾抗氧化能力极显著下降,而 MDA 含量极显著增

加,肾组织淋巴细胞浸润,结构改变,血清中炎性细

胞因子 IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 水平极显著升高,与王

海敏等[21]、钱珺等[22]、靳贝芳等[23] 研究结果一致,
说明雌激素缺乏可引起肾发生氧化应激和炎症

反应。
JAK / STAT 通路通过 STAT 蛋白介导从质膜到

细胞核的应激信号传导[24],主要由 JAKs 蛋白家族

和 STATs 蛋白家族组成,磷酸化的 JAKs 激活受体,
形成 STATs 停靠位点,STATs 与停靠位点结合并磷

酸化,形成异源二聚体,进入细胞核参与基因转录,
调节氧化应激、炎症反应等的发生发展[25]。 Rai
等[26]发现通过抑制 JAK / STAT 信号通路相关基因

的表达可以抑制大肠癌中的氧化 /代谢应激。 本研

究模型组大鼠肾组织 JAK2、STAT1 和 STAT3 基因

mRNA 相对表达量均极显著高于假手术组,说明雌

激素缺乏致肾氧化应激可导致 JAK / STAT 信号通路

激活,与他人研究结果一致[27-28]。 去卵巢大鼠灌胃

CPCC,各剂量组 JAK2、 STAT1 和 STAT3 基因的

mRNA 表达水平均极显著低于模型组,同时肾的抗

氧化能力极显著增加,MDA 含量极显著下降,肾组

织病变减轻,淋巴细胞浸润减少,说明 CPCC 可通过

下调 JAK / STAT 信号通路相关基因的表达抑制雌激

素缺乏引起的肾氧化应激和炎症反应。
卵巢切除常用于建立骨质疏松模型[29-30],本研

究模型组大鼠经血清学指标和骨 micro-CT 扫描证

实发生了骨质疏松[9],说明雌激素缺乏不仅可引发

骨质疏松,还可引起肾病变,CPCC 对松质骨[31] 和

肾病变都有改善效果。 本研究发现 CPCC 可能通过

激活 JAK / STAT 信号通路提高去卵巢大鼠肾的抗氧

化能力,减轻肾病变,是比雌激素替代疗法更为安

全的选择。
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蜂王浆对雌性未孕大鼠乳腺组织的影响
刘一冰1,陈恒1,徐浩1,周桂华2,蔺哲广1,吉挺1∗

(1. 扬州大学动物科学与技术学院,江苏 扬州　 225009; 2. 广西蜜博士蜂业有限责任公司,南宁　 530000)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在探讨蜂王浆(Royal Jelly, RJ)对雌性未孕大鼠(青春期末到性成熟初期)血清激

素水平和乳腺组织的影响。 方法　 将 50 只 Wistar 大鼠随机分为 5 组,每组 10 只。 处理组大鼠每只灌服不同浓度

(100、200、400、800 mg / (kg·d))RJ,对照组(CK 组)大鼠每只灌服无菌水(每天 2 mL)。 35 d 后,测定大鼠生长指标

和乳头直径;运用酶联免疫吸附测定法测定大鼠血清雌激素(E2)、孕激素(P)、催乳素(PRL)水平;对乳腺组织进

行苏木精-伊红染色后,观察其组织学形态变化。 结果　 RJ200 组和 RJ400 组大鼠血清 E2、PRL 水平显著高于 CK
组(P < 0. 05),而 RJ200、RJ400 和 RJ800 组血清 P 水平显著低于 CK 组(P < 0. 05),RJ100 组与 CK 组血清 E2、P、
PRL 水平均不显著(P < 0. 05)。 乳腺导管直径结果显示,与 CK 组相比,各处理组导管直径均显著升高(P <
0. 05),其中 RJ100 组 < RJ200、RJ400 和 RJ800 组,乳腺组织学变化与导管直径结果相一致。 另外,RJ200 和 RJ800
组大鼠乳头直径较 CK 组略有增加(P < 0. 05)。 结论　 每日摄入低剂量(100 mg / kg)RJ 不会对雌性未孕大鼠血清

激素水平和乳腺发育造成影响。 但当摄入量达到 200 mg / (kg·d)或 400 mg / (kg·d)时,可能对雌性未孕大鼠乳腺

组织的发育和血清激素水平的稳定带来不利影响。
【关键词】 　 蜂王浆;大鼠;雌性;乳腺;血清激素

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2021) 02-0160-08

Effects of royal jelly on mammary gland tissue of non-pregnant female rats
LIU Yibing1, CHEN Heng1, XU Hao1, ZHOU Guihua2, LIN Zheguang1, JI Ting1∗

(1. College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou 225009, China.
2. Guangxi Honey Bee Industry Co. LTD, Nanning 530000)

Corresponding author: JI Ting. E-mail: tji@ yzu.edu.cn

【Abstract】 　 Objective 　 The purpose of this study was to investigate the effect of royal jelly ( RJ) on serum
hormone levels and mammary gland tissues of female non-pregnant rats (late puberty to early sexual maturity) . Methods　
Fifty Wistar rats were randomly divided into 5 groups with 10 rats in each group. Rats in the treatment group were given RJ
at different doses (100, 200, 400, 800 mg / (kg·d)), while rats in the control group (CK group) were given sterile water
(2 mL). After 35 d, the growth index and nipple diameter were measured. The serum levels of estrogen ( E2),
progesterone ( P) and prolactin ( PRL) were measured by ELISA. After hematoxylin-eosin staining of breast tissue,
histological morphological changes were observed. Results　 The result showed that serum E2 and PRL levels in the RJ200
group and RJ400 group were significantly higher than those in the CK group (P < 0. 05), while serum P levels in the
RJ200, RJ400 and RJ800 groups were significantly lower than those in the CK group (P < 0. 05). Serum E2, P and PRL
levels in the RJ100 and CK groups were not significantly different (P< 0. 05). Breast duct diameter measurements showed
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that compared with the CK group, duct diameter in each of the treatment groups was significantly increased (P < 0. 05).
The histological changes in the breast were consistent with duct diameter in the RJ100 group being lower than that in the
RJ200, RJ400 and RJ800 groups. In addition, the diameter of the nipple in the RJ200 and RJ800 groups was slightly
increased compared with the CK group (P< 0. 05). Conclusions　 Daily intake of low-dose (100 mg / kg) RJ did not affect
serum hormone levels or breast development in female non-pregnant rats. However, at higher doses of 200 and 400 mg / (kg
·d), it may adversely affect the development of breast tissue and the stability of serum hormone levels in female non-
pregnant rats.

【Keywords】　 royal jelly; rats; female; mammary gland; serum hormone
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 蜂王浆(Royal Jelly,RJ)是青年工蜂头部上颚

腺和咽下腺共同分泌的乳白色或淡黄色的浆状天

然产物,因其特有的化学组分及丰富的生物学活性

而被广泛应用于保健品、医药、日化等领域[1]。 RJ
具有抗菌[2]、抗炎[3]、抗氧化[4]、抗肿瘤[5]、抗衰

老[6]、降血压[7]、增强免疫力[8] 等生物学活性,并在

癌症[5]、高血压[7]、高胆固醇血症[9]、阿尔茨海默

症[10]和帕金森[11]等疾病的治疗和预防中得到了广

泛的研究。
近年来,RJ 对生殖系统、繁殖性能、激素水平等

的影响引起了众多学者的关注。 Suzuki 等[12] 研究

表明,RJ 中含有的脂肪酸类物质 10-羟基-2-癸烯酸

(10-HDA)、10-羟基-反式-2-癸烯酸(10-H2DA)、反
式-2-癸烯酸(2-DEA)及甾醇 24-亚甲基胆固醇(24-
MET)在未成年大鼠中表现出雌激素活性,但相比

己烯雌酚或植物雌激素弱。 在动物实验中,连续灌

服 45 d 蜂王浆主蛋白 ( major royal jelly proteins,
MRJPs)可加速雌性未成年大鼠青春期的开始,促进

卵泡发育[13]。 另外,RJ 中的 57 × 103 蛋白可诱导

蜜蜂幼虫发育为蜂王,增加蜜蜂的体型和卵巢发

育,缩短蜜蜂的发育时间[14]。 在果蝇的研究中也发

现,补充 MRJPs 可以延长其寿命、增强繁殖能力和

采食量[15]。 因此,RJ 可能通过改变激素分泌或通

过其中的激素样化合物来发挥生殖功能[13]。
目前,RJ 关于生殖、激素成分的研究大多集中

于卵巢、子宫、睾丸等生殖器官[12-13,16-17]。 然而,RJ
对与生殖、激素、内分泌系统息息相关的乳腺组织

的影响及机制尚不清楚。 在其它雌激素样化合物

的研究中发现,乙烯基雌二醇能改变雌性啮齿类动

物的乳腺发育[18]。 E2 能促进青春期前女性的乳腺

生长,增加生物标志物基质金属蛋白酶-3 的 mRNA
水平[19]。 此外,Boberg 等[20] 的研究表明,围产期暴

露于植物 E2 中的成年女性发生乳腺增生的患病率

增加。 因此,探究 RJ 对乳腺组织及生殖激素水平的

影响尤为重要。
本研究评估了 RJ 对雌性未孕青年大鼠生长指

标、乳头直径变化、血清激素水平、乳腺组织学形态

变化的影响,以确定 RJ 是否会促进乳腺发育或促使

乳腺过度发育(增生),了解 RJ 对乳腺组织的剂量

反应关系,为 RJ 的安全生产和制定正确食用方法提

供理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

50 只清洁级雌性未孕 Wistar 大鼠,7 周龄,体重

为( 200 ± 20) g,购自扬州大学比较医学中心

【SCXK(苏)2017-0007】。 以上动物均饲养于扬州

大学比较医学中心实验室【SYXK(苏)2017-0044】。
本实验已通过扬州大学实验动物福利伦理委员会

批准(201911-001)。 饲养环境:温度 22 ~ 25℃,湿
度 40% ~ 60%,光照周期明暗均为 12 h。 实验期间

动物自由采食、饮水,在实验前及之后的每周进行

称重。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

苏木素染液套装(武汉谷歌生物科技有限公

司,G1005),大鼠 E2、P 和 PRL 酶联免疫吸附测定

法(ELISA)检测试剂盒(上海酶联生物科技有限公

司,ml002871、ml002894、ml002881)。
病理 切 片 机 ( 上 海 徕 卡 仪 器 有 限 公 司,

RM2016);组织摊片机(浙江省金华市科迪仪器设

备有限公司,KD-P);正置光学显微镜(尼康,Nikon
Eclipse E100,日本);酶标仪(Rayto,RT-6100)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 蜂王浆用量

RJ 生产于江苏省扬州大学实验蜂场【生产许可

证编号: SC12632100300076】, - 20℃ 条件下储存。
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根据体表面积(body surface area,BSA)标准化方法

得出,大鼠 RJ 摄食量为 100 mg / kg 时可与人类传统

上消耗的 RJ(1 g / kg,体重)相关[21-22]。 因此,本研

究将 RJ 的剂量梯度设置为 100 mg / kg(低剂量)、
200 mg / kg(中等剂量)、400 mg / kg(高剂量)和 800
mg / kg(超高剂量)。
1. 2. 2　 动物分组

适应性饲养 1 周后,将 50 只 7 周龄雌性未孕

Wistar 大鼠随机分为 5 组,每组 10 只。 正常对照组

(CK 组) 大鼠, 每天灌服 2 mL 蒸馏水; RJ100、
RJ200、RJ400、RJ800 组大鼠每天灌服 2 mL RJ,剂量

分别为 100、200、400、800 mg / kg。 所用 RJ 事先用无

菌水稀释成不同倍数,现备现用。 实验为期 35 d,结
束后,大鼠禁食过夜。 采样当天用 2%戊巴比妥钠

45 mg / kg 腹腔注射麻醉大鼠后开始采样工作。
1. 2. 3　 乳头直径及生长指标测定

(1)体重测定(灌服前):实验开始当天进行第

1 次称重,记录初始体重。 之后每周称重 1 次,总计

6 次。
(2)乳头直径测定:大鼠麻醉后,用酒精棉球将

第 2 对乳头周围被毛浸湿,使乳头裸露,再用精密游

标卡尺测量第 2 对乳头直径,左右乳头各测量 3 次,
读数记录后取平均值。

(3)器官指数:大鼠肝、子宫、卵巢组织的分离

在采血处死后进行,用 PBS 溶液洗去表面残留血液

后称取湿重,计算相应的器官指数,器官指数(%)=
器官湿重 /大鼠体重。
1. 2. 4　 血清激素水平测定

乳头直径测量完毕,进行腹主动脉采血,血液

收集到促凝管中静置 1 ~ 2 h 后离心(4000 rpm,10
min),取上层血清至 1. 5 mL 离心管内,酶联免疫吸

附测定法测定血清 E2、P、PRL 水平。
1. 2. 5　 乳腺组织学观察

采集第 2 对乳头及周围乳腺组织于 4%多聚甲

醛组织固定液中固定,制作石蜡切片,HE 染色,显
微镜下观察乳腺组织形态,拍照测量乳腺导管直

径,结合病理检查结果对乳腺组织进行综合评价。
1. 3　 统计学分析

实验数据处理使用软件 IBM SPSS Statistics 25
完成,采用 ANOVA 中的 LSD 多重比较进行分析,所
有数据均为平均值 ± 标准误差( 􀭰x ± s􀭰x ),P < 0. 05

表示为差异具有显著性。 乳腺组织切片在软件

MShot Image Analysis System 中进行测量分析。

2　 结果

2. 1　 蜂王浆对大鼠乳头直径的影响

从图 1 可以看出, 与 CK 组相比, RJ200 和

RJ800 组的乳头直径显著增宽。 RJ100 和 RJ400 组

的乳头直径明显低于 RJ200 组,且与 CK 组无明显

差异。

注:CK:正常对照组;RJ100、RJ200、RJ400、RJ800 组:每只

大鼠每天灌服 2 mL RJ 100、200、400、800 mg / kg。 与 CK 组

相比,aP < 0. 05;与 RJ100 组相比,bP < 0. 05;与 RJ200 组

相比,cP < 0. 05。(下图 / 表同)。

图 1　 蜂王浆对大鼠乳头直径的影响

Note. CK. Normal control group. RJ100, RJ200, RJ400 and

RJ800 groups. Each rat was given 2 mL of RJ100, 200, 400,

800 mg / kg every day. Compared with the CK group, aP <

0. 05. Compared with the RJ100 group, bP < 0. 05. Compared

with the RJ200 group, cP < 0. 05. (The same in the following

figures and tables)

Figure 1　 Effect of royal jelly on nipple diameter of rats

2. 2　 蜂王浆对大鼠体重及器官指数的影响

由表 1 知,第 1 次称重时 RJ100 和 RJ800 组大

鼠体重相对较高,但经过 1 周的饲养,各组大鼠间体

重无差异。 实验进行到第 3 周时,与 CK 组比 RJ100
组大鼠体重显著升高,之后的第 4、5 周各组间无差

异。 实验第 35 天称重发现,与 CK 组比高剂量

RJ400 组和超高剂量 RJ800 组大鼠体重显著降低。
对大鼠卵巢、子宫、肝称重后计算器官指数,结

果如图 2 所示。 与 CK 组相比,各组大鼠卵巢指数、
子宫指数、肝指数差异均不显著,表明灌服蜂王浆

不会影响大鼠卵巢、子宫和肝的重量。
2. 3　 蜂王浆对大鼠血清 E2、P、PRL 的影响

RJ 对大鼠血清 E2 水平影响如图 3A 所示。
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与 CK 组比,RJ200 和 RJ400 组血清 E2 水平显著

升高,且 RJ200 组显著高于 RJ400 组。 RJ100 组

血清 E2 水平显著低于 RJ200 和 RJ400 组,且与

CK 组几乎相同。 CK 组、RJ100 和 RJ800 组之间

无明显差异。

表 1　 蜂王浆对大鼠体重的影响

Table 1　 Effects of royal jelly on body weight of rats

组别
Groups

第 1 次称重(g)
First weighing(g)

第 2 次称重(g)
Second weighing(g)

第 3 次称重(g)
Third weighing(g)

第 4 次称重(g)
Fourth weighing(g)

第 5 次称重(g)
Fifth weighing(g)

第 6 次称重(g)
Sixth weighing(g)

CK 211. 50 ± 1. 86 216. 30 ± 2. 45 215. 30 ± 2. 08 218. 90 ± 2. 58 220. 70 ± 2. 45 229. 00 ± 3. 47

RJ100 216. 10 ± 1. 28a 220. 30 ± 1. 17 223. 90 ± 1. 62a 224. 30 ± 1. 38 226. 40 ± 1. 64 226. 95 ± 1. 61

RJ200 214. 40 ± 2. 56 215. 80 ± 3. 51 217. 20 ± 2. 44 220. 20 ± 2. 56 225. 00 ± 3. 15 222. 82 ± 2. 28

RJ400 212. 70 ± 1. 10 215. 90 ± 2. 01 218. 20 ± 2. 11 218. 60 ± 2. 16 222. 20 ± 2. 29 221. 19 ± 2. 28a

RJ800 216. 80 ± 1. 82a 217. 70 ± 1. 84 218. 70 ± 1. 95 218. 80 ± 2. 20 222. 40 ± 1. 94 221. 49 ± 2. 22a

图 2　 蜂王浆对大鼠器官指数的影响

Figure 2　 Effect of royal jelly on organ index of rats

图 3B 为 RJ 对大鼠血清 P 水平的影响,从图中

可以发现 RJ200、RJ400 和 RJ800 组血清 P 水平显

著低于 CK 组,尤以 RJ200 和 RJ400 组最为明显。
RJ100 组与 CK 组血清 P 水平显著高于 RJ200 和

RJ400,且两组间血清 P 水平几乎相同。
与 CK 组相比,RJ200 和 RJ400 组大鼠血清 PRL

水平显著升高。 其中,CK 组、RJ100 和 RJ800 组血

清 PRL 水平显著低于 RJ200 和 RJ400 组。 另外

RJ100、RJ800 组血清 PRL 水平与 CK 组无明显差异

(图 3C)。
由上述结果可以看出, RJ100 组大鼠血清

E2、P 和 PRL 水平均与 CK 组保持一致,而 RJ200
组大鼠三种血清激素水平均与 CK 组激素水平差

异具有显著性。 其中,与 CK 组相比, RJ200 组

E2 和 PRL 显著升高,P 水平显著减低。 RJ400 组

P 和 PRL 水平与 RJ200 组保持一致,但 RJ400 组

E2 水平显著低于 RJ200 组。 RJ800 组 E2 和 PRL
水平与 RJ100 组保持一致,而 P 水平显著低于

RJ100 组。
2. 4　 蜂王浆对大鼠乳腺组织及乳腺导管直径的

影响

大鼠乳腺组织由乳腺小叶、腺泡、导管和结缔

组织等组成,乳腺组织切片病理检查结果显示:CK
组(图 4a、b)乳腺组织可见个别导管结构和少量腺

泡结构,上皮为排列整齐的单层立方上皮,未见明

显增生和导管扩张,乳腺组织处于静息状态;
RJ100 组(图 4c、d) 乳腺组织中导管较 CK 组增

多,但导管结构完整,无明显增生和扩张;与 CK 组

和 RJ100 组相比,RJ200(图 4e、f)、RJ400(图 4g、
h)、RJ800(图 4i、 j)组可见到数量较多的导管结

构,乳腺小叶数量增多,部分小叶内腺泡分界不清

(无扩张)。 另外在这三组中还发现乳头管上皮增

厚、总导管轻微扩张的现象,尤以 RJ800 组较为

明显。
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图 3　 蜂王浆对大鼠血清激素的影响

Figure 3　 Effect of royal jelly on serum hormones of rats

图 4　 大鼠乳腺组织切片

Figure 4　 Mammary gland sections of ovariectomized virgin rats

由各组大鼠乳腺导管直径结果知,与 CK 组相

比,RJ100、RJ200、RJ400 和 RJ800 组大鼠导管直径

显著增大,其中 RJ100 组显著低于 RJ200、RJ400 和

RJ800 组,且后 3 组之间无显著性差异(图 5)。

图 5　 蜂王浆对大鼠乳腺导管直径的影响

Figure 5　 Effect of royal jelly on the diameter of
mammary duct in rats

3　 讨论

3. 1　 蜂王浆对雌性未孕大鼠生长指标的影响

灌服 RJ 35 d 后,各组大鼠的体重都随着生长

而增加,CK、RJ100、RJ200、RJ400、RJ800 组大鼠体

重分 别 比 实 验 第 1 天 增 加 了 8. 27%、 5. 02%、
3. 93%、3. 99%、2. 16%。 有研究表明,RJ 能促进小

鼠褐色脂肪组织代谢产热,增加能量消耗,对肥胖、
脂肪肝、代谢紊乱等疾病具有改善作用[23-24]。 因

此,口服高剂量 RJ 可能对减轻肥胖有辅助作用。
MRJPs 可加速雌性大鼠青春期的发生,促进卵泡发

育[13],但在本实验结果中未发现 RJ 对大鼠卵巢指

数有明显的影响。 而在 RJ 类雌激素样活性物质的

研究中得出,摄入 RJ 后使子宫上皮细胞高度略有增

加,而对子宫重量没有影响[12],本研究中未探究子

宫上皮细胞高度,但子宫重量不变是与之前研究结

果保持一致的。 RJ 的弱雌激素作用可能对卵巢和

子宫结构都有有益影响[17]。
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3. 2　 蜂王浆对雌性未孕大鼠血清激素水平的调控

乳腺组织的发育受多种性腺激素和生长因子

的调控,如 E2、P、PRL、生长素(GH)等[25]。 其中 E2
能够刺激乳腺导管生长和性成熟阶段乳腺导管的

生成,血清 E2 浓度还可作为评价下丘脑-垂体-生殖

腺轴功能的指标之一[26-27]。
本实验的研究结果显示,当 RJ 摄入量为 100

mg / (kg·d)(RJ100 组,低剂量)时大鼠血清 E2 水平

与 CK 组无显著性差异,且该剂量与人体正常消耗

的 RJ 的量 ( 1 g / kg) 相关[22]。 然而, RJ200 组和

RJ400 组大鼠血清 E2 的水平较 CK 组(CK:37. 03
pmL / L)E2 水平升高 41. 29%和 22. 48%,表明补充

中、高剂量 RJ 后,机体内血清 E2 水平显著上升,表
现出雌激素活性,这与之前的研究结果相一致[17]。
提示当 RJ 摄入量达到 200 mg / ( kg·d) (RJ200 组,
中等剂量)和 400 mg / ( kg·d) (RJ400 组,高剂量)
时,可提高大鼠血清中 E2 水平,因此,过多的摄入

RJ 可能会提高处于能量储备高度敏感期的青春期

女性的 E2 水平[28],进而促进生殖器官发育。
大鼠血清 P 也是一种非常重要的性腺激素,可

促进乳腺小叶的形成和腺泡的发育[27]。 实验结果

显示,除 RJ100 组外,RJ200、RJ400、RJ800 组大鼠血

清 P 水平较 CK 组(CK:16. 45 ng / mL)显著降低,分
别为:50. 19%、41. 53%、27. 44%。 乳腺是内分泌激

素的靶器官,当体内 E2 和 P 水平发生周期性分泌

失调,即 E2 水平绝对或相对升高、P 水平不足时,容
易导致乳腺增生的发生[29]。 那么长期摄入中、高剂

量 RJ 有可能会促进乳腺组织过度发育,甚至发生乳

腺增生。 研究人员发现,机体内 PRL 水平升高会对

乳腺组织造成一定的刺激,还可通过抑制黄体期黄

体酮的分泌,导致雌孕激素比例失调[30]。 结果显

示,当雌性大鼠摄入 RJ 的量为 200 mg / ( kg·d)和

400 mg / ( kg·d) 时,大鼠血清 PRL 水平较 CK 组

(CK:688. 87 mlU / L)分别升高 27. 48%和 27. 32%,
而摄入 100 mg / (kg·d)时,对血清 PRL 无影响。 因

此,当 RJ 摄入量超过低剂量 2 倍甚至更高时,可能

会对性成熟初期大鼠乳腺组织发育及内分泌系统

造成不利影响。
3. 3　 蜂王浆对雌性未孕大鼠乳腺发育及乳腺组织

形态的影响

青春期后,机体内激素水平逐渐提高,乳腺导

管系统迅速生长扩张,乳腺开始发育[31]。 本研究中

乳腺组织切片病理检查结果显示,与 CK 组(CK:

57. 87 μm)相比,四个剂量组大鼠的乳腺导管直径

分别增加了 16. 43%、 47. 49%、 45. 34%、 55. 04%。
乳腺组织切片显示,CK 组存在极少量腺导管组织,
且导管上皮细胞排列整齐,表明性成熟初期雌性大

鼠乳腺组织发育正常。 补充 RJ 后,RJ100 组乳腺组

织中可见零星导管,并出现乳导管上皮轻微增厚的

变化;RJ200、RJ400、RJ800 组乳腺组织中导管明显

增多,并可见散在的乳腺小叶存在,其中 RJ800 组最

为明显,可发现该组乳腺组织中总导管的数量及管

腔明显扩张。 大鼠乳头直径结果中,与 CK 组(CK:
1. 13 mm)相比,RJ100、RJ200、RJ400、RJ800 组乳头

直径分别增加 1. 89%、7. 22%、1. 98%、4. 8%,与乳

腺组织切片结果基本保持一致。 表明摄入高剂量

RJ 可能会促进雌性未孕大鼠的乳腺发育并促使乳

腺导管数量增多。
RJ 通过与雌激素受体(ERs)相互介导而表现

出雌激素活性,可导致细胞增殖和基因表达的改

变[32]。 Suzuki 等[12] 研究表明 RJ 中四种活性物质

10-HDA、 10-H2DA、 2-DEA、 24-MET 可 优 先 结 合

ERβ 来发挥雌激素作用。 因此,当 RJ 摄入过多时,
四种活性物质含量增多,这可能是导致大鼠血清 E2
水平和导管数量增多的原因[12]。 超高剂量组(800
mg / (kg·d))的血清 E2 水平与对照组无明显差异,
可能是因为 RJ 本身的剂量依赖效应导致的。

4　 结论

本文是首次研究 RJ 对雌性未孕大鼠乳腺组织

发育的影响。 研究发现,每天摄入 100 mg / kg 的 RJ
对雌性未孕大鼠血清 E2、P、PRL 水平,乳腺组织形

态及生长指标无影响,能够有效发挥 RJ 的多种生物

学活性功能,提示 100 mg / (kg·d)可能是雌性未孕

大鼠摄入 RJ 的最佳剂量;但每天摄入 RJ 达到 200、
400、800 mg / kg 时,可不同程度上提升雌性未孕大

鼠血清 E2、PRL 水平,降低血清 P 水平,促进乳腺组

织发育,且呈剂量依赖效应[33]。 这些影响可能部分

归因于 RJ 所具有的雌激素活性和提高繁殖性能的

功能[12-13],但其中确切的作用机制还有待进一步

研究。
综上,由于内分泌功能失调(E2 升高、P 下降以

及 PRL 升高)可能会导致多种内分泌功能紊乱性疾

病的发生,特别是乳腺增生的发生与发展。 因此,
处于青春期的女性或本身内分泌功能紊乱的患者

应在医生的指导下正确食用 RJ,以免过量摄入对机
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体造成不利影响。
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iTRAQ 法分析增龄雌性小鼠肝蛋白组学变化
朱明雪1,2,匡海学1,兰辛键3,梁华1∗

(1. 黑龙江中医药大学,哈尔滨　 150040; 2. 大连大学,辽宁 大连　 116622; 3. 长春中医药大学,长春　 130117)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究增龄雌性小鼠肝蛋白组学变化,寻找增龄相关核心差异蛋白,基于蛋白质组学探讨增龄

机理,为衰老机制的研究提供分子靶位。 方法　 使用同位素标记的相对与绝对定量( iTRAQ 法)、LC-MS 及生物信

息学分析 12 月龄、3 月龄雌性小鼠间差异蛋白。 结果　 两组对比鉴定到差异蛋白数 369 个,其中 182 个表现为上

调,187 个表现为下调。 筛选后得到核心 DEP 中与增龄相关的差异蛋白共 7 个。 结论　 差异蛋白的挖掘与深入研

究,将有助于阐明衰老机制及发现潜在的标志物,为衰老的预防及增龄性疾病的诊断和治疗提供新的分子靶位。
【关键词】 　 增龄;蛋白质组学;同位素标记相对和绝对定量技术(iTRAQ)
【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2021) 02-0168-08

Proteomic changes analyzed by iTRAQ in liver of aging female mice
ZHU Mingxue1,2, KUANG Haixue1, LAN Xinjian3, LIANG Hua1∗

(1. Heilongjiang University of Chinese Medicine, Harbin 150040, China. 2. Dalian University, Dalian 116622.
3. Chanchun University of Chinese Medicine, Changchun 130117)

Corresponding author: LIANG Hua. E-mail: hljucm_lianghua@ 126.com

【Abstract】　 Objective　 To study the proteomic changes in the liver of aging female mice, to find the core age-
related differential proteins, and to explore the aging mechanism based on proteomics, with the aim of providing molecular
targets for the study of the mechanisms of aging. Methods　 In this study, differential proteins between 12- and 3-month-old
female mice were analyzed using relative and absolute quantitative isotopic labeling (iTRAQ), LC-MS and bioinformatics.
Results　 A total of 369 different proteins were identified by comparing the two groups, among which 182 were upregulated
and 187 were downregulated. After screening, 13 age-related differential proteins in the core DEP were obtained.
Conclusions　 The exploration and in-depth study of differential proteins will help elucidate the mechanisms of aging and
identify potential markers, providing new molecular targets for the prevention of aging and the diagnosis and treatment of
aging-related diseases.

【Keywords】　 aging; proteomics; iTRAQ
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　 　 增龄是指机体在成熟期以后,随着年龄增加所

致的衰老表现。 人口老龄化的急剧增加和低出生

率迅速推动了社会老龄化,并增加了与老龄化相关

的神经退行性疾病[1],但人类对衰老机制的研究从

未间断。 蛋白质组的研究不仅能为生命活动规律

提供物质基础[2],也能为众多种疾病机理的阐明及
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攻克提供理论根据和解决途径[3],亦可为中医学证

候的客观化研究及病证结合研究提供新的方法和

手段[4-5]。 基于蛋白质组学筛选不同月龄小鼠的差

异蛋白,有助于阐明衰老机制及发现潜在的标志

物,为衰老的预防及增龄性疾病的诊断和治疗具有

重要意义。 因此,本研究使用同位素标记的相对与

绝对定量(iTRAQ 法)、LC-MS 及生物信息学分析 12
月龄、3 月龄雌性小鼠间差异蛋白,并深入挖掘、研
究,为衰老的预防及增龄性疾病的诊断和治疗提供

新的分子靶位。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

无特定病原体 SPF 级 ICR 小鼠,3 月龄(20 ±
2)g、12 月龄(35 ± 2)g 雌性小鼠各 10 只,购自辽宁

长生生物技术有限公司,实验动物生产许可证号

【SCXK(辽)2020-0002】。 饲养期间小鼠自由摄食、
饮水,饲喂普通固体饲料,由哈尔滨市南岗区玉英

养殖厂提供。 实验地点黑龙江中医药大学研究楼

负一层屏障环境,使用许可证号【SYXK(黑)2016-
004】,饲养环境:室内昼夜自然明暗交替照明,室温

(22 ± 2)℃,湿度(55% ± 20%),空气新鲜。 所有操

作均符合黑龙江中医药大学实验伦理要求(审批

号:2014120101)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

胞质和线粒体蛋白质提取试剂盒(生工生物工

程,中国),BCA 蛋白浓度测定试剂盒(碧云天生物

技术,中国), iTRAQ 标记试剂盒 ( AB SCIEX,美

国), 小 鼠 抗 细 胞 色 素 c 单 克 隆 抗 体 ( BD
Pharmingen,556433,美国),鼠源性抗 GAPDH 单克

隆抗体(Sigma 技术有限公司,G8795-100UL,美国),
β-Actin ( 8H10D10 ) Mouse mAb ( Cell signaling,
3700S,美国),DTT( Sigma 技术有限公司,美国),
SDS(Sigma 技术有限公司,美国),Tris(上海双向西

巴斯科技发展有限公司,中国),30% Acrylamide / Bis
Solution 29 ∶1(Bio-Rad,美国),TEMED(Bio-Rad,美
国),过硫酸铵( Sigma 技术有限公司,美国),COX
IV ( 3E11) Rabbit mAb ( Cell signaling, 4850S, 美

国),IAA(Sigma 技术有限公司,美国),TEAB(Sigma
技术有限公司,美国),ACN(Merck KguA Darmstadt,
德国),氨水(Acros Organics,美国),甘油、乙醇、乙
腈、乙酸、甘氨酸、溴酚蓝(国药试剂,中国),生理盐

水(哈尔滨三联药业有限公司,中国)。
Mili-Q 超纯水系统(Millipore,美国),蛋白电泳

仪(Bio-Rad,美国),安捷伦液相色谱仪 1290 Infinity
(Agilent Technologies,美国),Waters Xbridge BEH
C18 2. 5 μm 3. 0 × 100 mm Column XP ( Waters
Corporation,美国),Easy-nLC 1000 纳升级液相色谱

仪(Thermo scientific,美国),Obritrap Elite 组合式质

谱仪(Thermo scientific,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 样品处理

将各组小鼠劲椎脱位法处死后迅速摘取其肝,
称其湿重,用胞质和线粒体蛋白质提取试剂盒提取

肝微粒体,基于色氨酸浓度的荧光分光光度法检测

蛋白质浓度,聚丙烯酰胺凝胶电泳进行样品完整性

检测,具体步骤均参照说明书。
1. 2. 2　 蛋白质酶解

采用蛋白滤膜辅助酶解(FASP)方法[6],制取

肽段。
1. 2. 3　 iTRAQ 标记

按照 AB SCIEX 公司 iTRAQ 标记试剂盒使用说

明书操作,每组样品各取 20 μg,用于 iTRAQ 标记。
1. 2. 4　 肽段分级

选用 Easy-nLC 1000 纳升级液相色谱仪,Waters
Xbridge BEH C18 2. 5 μm 3. 0 × 100 mm Column XP
的分离柱对样品进行分离,得到 22 个组分。 将样品

冻干后用 0. 1%的甲酸复溶合并为若干份。
1. 2. 5　 LC-MS 分析

采用 Easy nLC1000 和 orbitrap Elite 液质联用平

台对 iTRAQ 标记样品进行数据采集。 运用 Obritrap
Elite 进行质谱分析,所有数据采集均基于 Xcalibur
软件平台进行。
1. 2. 6　 生物信息学分析

将质谱检测的原始数据通过 Maxquant 网站中

的 Uniprot release 2016_07(www.uniprot.org)数据库

进行检索,将数据归一化处理后,利用 gene ontology
数据库、KEGG 数据库、STRING 数据库、经 R studio
软件对鉴定到的蛋白进行功能注释、生物通路信息

分析, 以及蛋白质-蛋白质相互作 用 网 络 构 建

(PPI)。

2　 结果

2. 1　 蛋白质定量分析结果

蛋白质含量与色氨酸的含量成正线性相关
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关系,通过测定蛋白质样品中的色氨酸含量,计
算蛋白质的浓度。 色氨酸定量标准曲线见图 1,
根据样品测得的吸光度计算出 3 月雌鼠蛋白质

含量为 16. 02 μg / μL,12 月雌鼠蛋白质含量为

14. 94 μg / μL。
2. 2　 样品完整性检测结果

经 SDS-PAGE 凝胶电泳分析得出蛋白质抽提定

量后的跑胶质量控制结果。 由图 2 可见,蛋白质电

泳结果条带清晰,定量较为整齐,降解较少。
2. 3　 蛋白质鉴定结果

经数据库检索后,筛选出 12 月与 3 月雌鼠对比

鉴定到蛋白数 3079 个。 使用 Significant B 算法利用

余补误差函数,筛选 Significant B 值的分层( sign.
level)≥ 2,即 P < 0. 05 者为差异蛋白,差异蛋白数

369 个,其中 182 个表现为上调,187 个表现为下调。
部分差异蛋白见表 1(P < 0. 01,蛋白信号质谱检测

强度分层(int.level)≥ 9)。
2. 4　 差异蛋白 GO 注释富集分析

通过对差异表达蛋白(DEP)进行 GO 功能注释

(见图 3),从分子功能(MF)、生物过程(BP)、细胞

组成(CC)三方面进行分析,发现 DEP 主要涉及氧

化还原、脂类生物合成、类固醇生物合成及代谢、大
分子复合亚基组织、辅因子代谢过程、脂肪酸代谢

过程等分子功能,细胞定位主要在线粒体、内质网

等部位。
2. 5　 KEGG 信号通路分析

通过对差异蛋白进行 KEGG 通路富集分析,发
现差异蛋白参与的通路包括类固醇生物合成、药物

代谢、P450 细胞色素 P450 对外源性药物代谢的影

响、氧化磷酸化、视黄醇代谢、丙酸酯代谢、柠檬酸

循环等(见图 4)。
2. 6　 核心 DEP 的 PPI 网络构建

特异蛋白相互作用关系采用 STRING 数据库进

行构建差异表达蛋白的子网络。 筛选出 241 个 DEP
节点(Significant B < 0. 05),本项目将 Significant B
< 0. 01 定义为核心 DEP,共计 55 个 DEP 节点,其可

交互式网络图(见图 5)。 经筛查,核心 DEP 中与增

龄相关的差异蛋白共 13 个(见表 2)。

图 1　 色氨酸定量标准曲线

Figure 1　 Standard curve for tryptophan quantification

图 2　 肝微粒体蛋白完整性检测结果

Figure 2　 Detection results of liver microsomal protein integrity
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表 1　 部分差异蛋白信息

Table 1　 Some information about the different proteins
蛋白编号

Protein number
蛋白信息描述

Protein information description
编码基因
Coding gene

变化趋势
Changing trend

P01872 免疫球蛋白重恒定亩
Immunoglobulin heavy constant mu Ighm ↑

Q8CGP2 组蛋白 H2B 类型 1-P
Histone H2B type 1-P Hist1h2bp ↑

Q9DBE0 半胱氨酸亚磺酸脱羧酶
Cysteine sulfinic acid decarboxylase Csad ↑

P84244 组蛋白 H3. 3
Histone H3. 3 H3-3a ↑

Q9EQK5 体蛋白
Major vault protein Mvp ↑

Q9CQT1 甲基硫代核糖-1-磷酸异构酶
Methylthioribose-1-phosphate isomerase Mri1 ↑

P0DN34 NADH 脱氢酶[泛醌] 1β 亚复合物亚基 1
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 β subcomplex subunit 1 Ndufb1 ↑

Q61425 羟酰基辅酶 A 脱氢酶,线粒体
Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial Hadh ↑

Q99LC5 电子转移黄素蛋白亚基,线粒体
Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial Etfa ↑

Q9CR21 酰基载体蛋白,线粒体
Acyl carrier protein, mitochondrial Ndufab1 ↑

P62806 组蛋白 H4
Histone H4 H4c1 ↑

Q9D823 60 核糖体蛋白
60S Ribosomal protein L37 Rpl37 ↓

Q9CW42 线粒体 a 胺肟减少成分 1
Mitochondrial amidoxime-reducing component 1 Mtarc1 ↓

P33267 细胞色素 P450 2F2
Cytochrome P450 2F2 CYP2F2 ↓

P29416 β-己糖胺酶亚基 α
β-hexosaminidase subunit α Hexa ↓

Q6XVG2 细胞色素 P450 2C54
Cytochrome P450 2C54 CYP2C54 ↓

P02088 血红蛋白亚基 β-1
Hemoglobin subunit β-1 Hbb-b1 ↓

P56135 ATP 合酶亚基 f,线粒体
ATP synthase subunit f, mitochondrial Atp5mf ↓

P11589 主要尿蛋白 2
Major urinary protein 2 Mup2 ↓

Q63880 羧基酯酶 3 A
Carboxylesterase 3 A Ces3a ↓

注:蛋白编号:蛋白质数据库 www.uniprot.org 中的蛋白质编号;蛋白信息描述:基于蛋白质序列的数据库中蛋白质功能描述。
Note. Protein number. Protein number in the Protein database named ‘www.uniprot.org’ . Protein information description. Protein function description in a
biomolecular structure based database.
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表 2　 核心 DEP 中与增龄相关的差异蛋白

Table 2　 Differential age-related proteins in core DEP
蛋白编号
Protein
number

蛋白名称
Protein name

变化趋势
Changing
trend

分子功能
Molecular function

生物过程
Biological process

O88736
3-酮甾体还原酶 / 17-羟基甾体脱氢酶

3-keto-steroid reductase / 17-beta-
hydroxysteroid dehydrogenase

↑ 氧化还原酶
Oxidoreductase

脂质生物合成,脂质代谢,类固醇生物合成
Lipid biosynthesis, lipid metabolism,

steroid biosynthesis

Q64481 细胞色素 P450 3A16
Cytochrome P450 3A16 ↓ 单加氧酶,氧化还原酶

Monooxygenase,oxidoreductase

氧化脱甲基,类固醇代谢过程
Oxidative demethylation,
a steroid metabolic process

Q6XVG2 细胞色素 P450 2C54
Cytochrome P450 2C54 ↓

单加氧酶,氧化还原酶
Monooxygenase,
oxidoreductase

氧化还原过程,花生四烯酸代谢
过程,亚油酸代谢过程

Redox processes, arachidonic acid
metabolism, linoleic acid metabolism

P12791 细胞色素 P450 2B10
Cytochrome P450 2B10 ↓ 单加氧酶,氧化还原酶

Monooxygenase,oxidoreductase

氧化还原过程,细胞酮代谢过程,
环氧酶 P450途径,有机酸代谢过程

Redox process, keto metabolism, cyclooxygenase
P450 pathway, organic acid metabolism

P63028 翻译控制的肿瘤蛋白
Translationally-controlled tumor protein ↑

钙离子结合,转录因子结合
Calcium binding,transcription

factor binding

外胚层发育的负调控,DNA 损伤反应中
固有凋亡信号通路的负调控

Negative regulation of ECTODERMAL development,
the negative regulation of Intrinsic apoptotic
signal pathway in DNA damage response

Q8K0C4 羊毛甾醇 14-α 脱甲基酶
Lanosterol 14-α demethylase ↑ 单加氧酶,氧化还原酶

Monooxygenase,oxidoreductase

胆固醇生物合成,胆固醇代谢,
脂质生物合成,脂质代谢,甾类生物合成,

甾类代谢,甾醇生物合成,甾醇代谢
Cholesterol biosynthesis, cholesterol metabolism,

lipid biosynthesis, Lipid metabolism,
steroid biosynthesis, steroid metabolism,
sterol biosynthesis, sterol metabolism

Q62433 NDRG1蛋白质
Protein NDRG1 ↓ 肿瘤抑制因子

Tumor suppressor

细胞对缺氧的反应,DNA 损伤反应,
通过 p53类介体进行信号转导
Cellular responses to Hypoxia,

DNA damage, signal transduction through p53

图 3　 GO 分析 DEP 在 BP、CC、MF3 个方面的分布

Figure 3　 Go Analysis of the distribution of DEP in BP, CC and MF3
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图 4　 差异蛋白 KEGG 通路分析

Figure 4　 Analysis of differential protein KEGG pathway

注:红色节点表示上调表达,蓝色节点表示下调表达,节点大小表示该节点再改组对比中的差异显著程度;边长度表示综合打分,成反比关系。

图 5　 核心 DEP 可交互式网络图

Note. The red node indicates up expression, the blue node indicates down expression, the size of the node indicates the significant difference in the

comparison of the node reorganization, and the side length indicates the comprehensive score, which is inversely proportional.

Figure 5　 Core DEP interactive network diagram

3　 讨论

3-keto-steroid reductase / 17-beta-hydroxysteroid
dehydrogenase 7 蛋 白 编 号 O88736, 编 码 基 因

Hsd17b7,涉及类固醇激素代谢和胆固醇生物合成

的双功能[7]。 Hsd17b7 参与角鲨烯后胆固醇的生物

合成,从而完成了该中央代谢途径的所有基因的分

子克隆,它作为胆固醇生物合成的 3-酮类固醇还原

酶, 是 胆 固 醇 代 谢 先 天 缺 陷 的 新 候 选 者[8]。
Matsuoka 等[9]人研究发现,Hsd17b7 蛋白水平、活性
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程度可影响卒中型自发性高血压模型大鼠胆固醇

的含量。 与 3 月龄雌鼠相比,12 月龄雌鼠 O88736
呈升高趋势,说明小鼠体内的胆固醇水平与其月龄

呈正相关。
蛋白编号为 Q64481、Q6XVG2、P12791、Q8K0C4

的蛋白,均属于细胞色素 P450 氧化还原酶,是一组

血红素硫醇单加氧酶,在许多组织中存在,在激素

合成和分解,胆固醇代谢、维生素 D 代谢中有重要

作用[10]。 同时,细胞色素 P450 酶类在体内毒素包

括药物、内源代谢产物,主要是肝中胆红素的代谢

中起作用。 在肝微粒体中,该酶参与 NADPH 依赖

性电子转运途径。 细胞色素 P450 2E1(CYP2E1)被
认为是氧化应激相关代谢性疾病的分子靶点[11]。
与 3 月龄雌鼠相比,12 月龄雌鼠 Q64481、Q6XVG2、
P12791 呈下降趋势,胆固醇代谢降低;Q8K0C4 呈

上升趋势,胆固醇生物合成加快,导致体内的胆固

醇数量增多。
实验表明,以人类年龄计算实验动物年龄,小

鼠的整个生命周期约为 730 d,生殖衰退期节点为其

出生后的 450 d,老年期持续时长为 280 d[12],故 12
月雌鼠处于生殖衰退阶段,即卵巢功能衰退阶段,
此阶段是心血管疾病的独立危险因素[13]。 以上 5
个核心差异蛋白的发掘,说明增龄小鼠患动脉粥样

硬化或血管变窄,诱发心脏病发作或中风等严重疾

病的几率升高,其可能为衰老导致的血管病变性疾

病的分子靶位。
蛋 白 编 号 P63028, 编 码 基 因 Tpt1,

Translationally-controlled tumor protein,翻译控制肿

瘤蛋白(TCTP),在调节细胞生长和体内平衡中发挥

多种作用。 研究表明,TCTP 在肝癌组织中显著高

表达,对 AKT 和 ERK 通路的磷酸化激活有重大作

用[14],且通过激活 mTORC2 / AKT 信号通路促进肝

再生[15]。 TCTP 具有抗凋亡活性和调控肿瘤转移的

作用,已成为肿瘤治疗的一个有前景的靶点[16]。 蛋

白编号 Q62433, Protein NDRG1,肿瘤转移抑制因

子,编码基因 NDRG1,参与上皮细胞分化,受雄激素

调控表达[17],并与 p53 蛋白的积累和活动引起细胞

凋亡有关。 衰老是肿瘤发生的一个重要风险因素,
肿瘤发生一定程度上是衰老的自然结果[18]。 本实

验中与 3 月龄小鼠相比,12 月龄小鼠 P63028 升高、
Q62433 降低,说明随着小鼠月龄的增长,小鼠患有

肿瘤的概率升高,其可能为衰老导致的肿瘤性疾病

的分子靶位。
　 　 研究发现,衰老、神经退行性疾病和代谢疾病

都与线粒体相关联[19],且内质网与线粒体的接触决

定着线粒体的复制、分裂和分布[20]。 而本实验的差

异蛋白细胞定位主要在线粒体、内质网等部位,亦
验证了以上结论。

综上所述,本研究基于 iTRAQ 法对 3 月、12 月

雌性小鼠肝微粒体蛋白进行检测分析,发现不同月

龄小鼠与增龄性改变相关的关键蛋白和主要信号

通路,与胆固醇合成升高、代谢降低及 TCTP 升高、
肿瘤转移抑制因子降低有关。 该研究有助于阐明

衰老机制及发现潜在的标志物,为衰老的预防及增

龄性疾病的诊断和治疗提供新的分子靶位。
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羊骨胶原肽对大鼠腹腔巨噬细胞免疫能力的影响
张慧琴#,霍乃蕊#,冀霞,段卓,马林峰,古少鹏∗

(山西农业大学动物医学学院,山西 晋中　 030801)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究羊骨胶原肽(sheep bone collagen peptide,SBCP)对正常状态及脂多糖(lipopolysaccharide,
LPS)活化状态巨噬细胞免疫能力的影响。 方法　 以不同剂量的 SBCP 作用于未经 LPS 活化和 LPS 活化的大鼠腹

腔巨噬细胞,分别以 MTT 法和中性红法测定巨噬细胞代谢活力和吞噬活性,Griess 法测定 NO 分泌量,ELISA 检测

TNF-α、IL-6 含量,qRT-PCR 测定 Toll 样受体(Toll-like receptors,TLRs)通路相关基因及负性调控因子单 Ig 区 IL-1
相关受体(Single Ig IL-1-related receptor,SIGIRR)的 mRNA 表达量。 结果　 SBCP 作用于正常状态的巨噬细胞,可提

高其代谢活力,吞噬活性及 NO、TNF-α、IL-6 分泌量,上调 TLRs 通路相关基因表达量,下调 SIGIRR mRNA 表达量,
均呈剂量依赖性,SBCP 剂量为 105 μg / mL 时,与 LPS 空白组无显著性差异。 SBCP 作用于 LPS 活化的巨噬细胞时,
可抑制其代谢活力,以 102 μg / mL 效果最佳;对吞噬活性及 NO、TNF-α、IL-6 分泌量的抑制均以 103 μg / mL 最佳;并
下调 TLRs 相关基因表达量且上调 SIGIRR mRNA 的表达量。 结论　 SBCP 通过 TLRs 信号通路对炎症反应发挥双

向调节作用,剂量为 10 ~ 104 μg / mL 时可增强巨噬细胞的免疫能力,105 μg / mL 时可诱导巨噬细胞释放大量炎症

介质。 而对 LPS 诱导的炎症反应,SBCP 各剂量组均具有抑制作用。
【关键词】 　 羊骨胶原肽;巨噬细胞;免疫功能;Toll 样受体(TLRs);炎症因子
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Effect of sheep bone collagen peptide on immune function in rat
peritoneal macrophages

ZHANG Huiqin#, HUO Nairui#, JI Xia, DUAN Zhuo, MA Linfeng, GU Shaopeng∗

(College of Veterinary Medicine, Shanxi Agricultural University, Jinzhong 030801, China)
Corresponding author: GU Shaopeng. E-mail:shpgu@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect of sheep bone collagen peptide (SBCP) on the immune function
of macrophages with or without stimulation with lipopolysaccharide (LPS). Methods 　 Rat peritoneal macrophages were
treated with different doses of SBCP, with or without stimulation with LPS. The metabolic activity and phagocytic ability of
macrophages were measured by MTT assay and the neutral red method , respectively. The production of NO was measured
with the Griess reaction, and TNF-α and IL-6 were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The mRNA
expression levels of key genes in the Toll-like receptor pathway and the negative regulatory factor Single Ig IL-1-related
receptor were measured by qRT-PCR. Results　 SBCP treatment of normal macrophages increased their metabolic activity,
phagocytosis, NO, TNF-α and IL-6 production, and upregulated mRNA expression of key genes in the TLR pathway and
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downregulated SIGIRR mRNA expression in a dose-dependent manner. At a concentration of 105 μg / mL, there was no
significant difference between the SBCP and LPS group. SBCP treatment of LPS-stimulated macrophages inhibited their
metabolic activity, with 102 μg / mL having the greatest effect, while 103 μg / mL most strongly inhibited phagocytosis and
the secretion of NO, TNF-α and IL-6. This concentration also downregulated the mRNA expression of TLR-related genes
and upregulated the mRNA expression of SIGIRR. Conclusions　 SBCP has a dual regulatory effect on the inflammatory
response through the TLR signaling pathway. At a concentration of 10 ~ 104 μg / mL, it enhances the immune activity of
macrophages, while at 105 μg / mL, it induces macrophages to release various inflammatory mediators. However, SBCP
inhibits the inflammatory reaction induced by LPS.

【Keywords】　 sheep bone collagen peptide; macrophages; immunity; Toll-like receptors(TLRs); inflammatory factors
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 我国为畜牧大国[1],羊骨资源十分丰富,但其

生物利用率极低,多用于动物饲料的添加[2]。 羊骨

营养丰富,蛋白含量约为 15. 4%,但 90%以上的羊

骨蛋白为生物利用度很低的胶原蛋白[2-3]。 通过酶

解制成羊骨胶原多肽(sheep bone collagen peptide,
SBCP),不仅可提高生物利用度[4-5],而且赋予了其

独特的生理功能,如抗氧化[6]、免疫调节[7]、改善松

质骨[8]等。
巨噬细胞是一种多功能细胞[9],几乎存在于所

有组织,构成机体免疫的第一道防线,是炎症反应

的 核 心 细 胞[10]。 巨 噬 细 胞 受 到 细 菌 脂 多 糖

(lipopolysaccharide,LPS)刺激后,释放炎症因子如

TNF-α、IL-6、IL-1 和 IFN-γ 等,产生 NO、活性氧等一

系列炎症介质,激活 TLRs、NF-κB、MAPK 等信号通

路[11],参与机体的炎症级联反应[12]。
前期研究表明, SBCP 可增强大鼠的免疫功

能[7]。 本研究旨在探究 SBCP 对大鼠腹腔巨噬细胞

体外吞噬活性、代谢活力、炎症因子释放能力等免

疫功能的影响;同时以 LPS 刺激大鼠腹腔巨噬细

胞,建立炎症免疫调节的细胞模型,探究 SBCP 对炎

症的免疫调节作用,为 SBCP 开发为免疫调节剂提

供理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

30 只 2 ~ 3 月龄 SPF 级 SD 大鼠,体重(203 ±
20)g,雌雄兼用购自中国食品药品检定研究院(大
兴)【SCXK(京)2017-0005】。 饲养于山西农业大学

动物实验室【SYXK(晋)2020-0003】,维持饲料购自

山西医科大学动物实验中心。 自由饮水,控制环境

温度为(22 ± 2)℃,相对湿度 40% ~ 60%,昼夜交

替各 12 h,其它环境条件符合 GB14923-2001 的要

求。 本试验方案符合山西农业大学动物护理与使

用委员会的要求(SXAU-EAW-2020SD0201)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

羊骨胶原肽购自内蒙古锡盟肽好,蛋白含量为

98. 78%,其中含 90. 78%分子量 ≤ 1000 Da 的肽,
6. 89% 羟 脯 氨 酸。 RPMI-1640 基 础 培 养 液

(Hyclone)、 脂多糖 (索莱宝, 北京)、 胎牛血清

(ScienCell,美国)、肿瘤坏死因子 ( Tumor necrosis
factor-α,TNF-α) 和白介素 6 ( Interleukin-6, IL-6)
ELISA 试剂盒购自江苏酶免;RT-PCR 及 SYBRTM

Premix Ex TapTMⅡ试剂为 TaKaRa 产品等。
311 型 CO2 培养箱(Thermo,美国);SpectraMax

M5 酶标仪 (Molecular Devices,美国); StepOnePlus
实时荧光定量 PCR 仪(ABI,美国)等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 大鼠腹腔巨噬细胞的制备及分组处理

大鼠腹腔巨噬细胞的提取参照 Petinatti 等[13]

的方法,离心(1500 r / min,5 min)所得沉淀即腹腔

巨噬细胞,加入 RPMI-1640 完全培养基(含 10%胎

牛血清和 1%青霉素-链霉素-庆大霉素混合溶液)重
悬细胞,调节细胞浓度至每毫升 2 × 106 个。 37℃、
5% CO2 培养至细胞贴壁,弃掉培养液,无血清培养

基洗去未贴壁细胞即得纯化的巨噬细胞。
96 孔板,每孔接种 2 × 105 个巨噬细胞,培养至

贴壁,更换 RPMI-1640 完全培养基、加入 SBCP(PBS
溶解)和 /或 LPS 后,用完全培养基补充至 200 μL。
SBCP 组分别加入终浓度为 10、102、103、104、105

μg / mL的 SBCP;LPS + SBCP 组在加入上述浓度

SBCP 的同时加入 10 μg / mL 的 LPS。 所有处理组每

个浓度设置 3 个复孔,并设置阴性对照孔(只含巨

噬细胞)、炎症模型孔 (巨噬细胞 + 10 μg / mL 的

LPS)和调零孔(只含培养基)。
1. 2. 2　 巨噬细胞代谢活力及吞噬活性的测定
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各组细胞培养 12 h 后,弃去培养液,每孔加入

10 μL MTT(5 mg / mL)和 90 μL 完全培养基,孵育

4 h,加入 100 μL DMSO,缓慢震荡 10 min,酶标仪

490 nm处测定吸光度值(OD490 nm)。 巨噬细胞吞噬

中性红的测定参照左爱玲[7]的方法进行。
1. 2. 3　 巨噬细胞炎性介质和炎性因子分泌量的

测定

收集各组细胞上清液,参考 Kim 等[14]的方法测

定其中炎性介质 NO 的含量,按试剂盒说明测定其

中炎性因子 TNF-α、IL-6 的含量。

表 1　 TLRs 通路各基因的 qRT-PCR 引物序列及预期产物大小

Table 1　 Primer sequences and the expected size of qRT-PCR product of genes in TLRs pathway
基因
Gene

引物序列
Primer sequences

产物大小(bp)
Product size(bp)

TLR4 F:GACTTTAACTACCAACAGAGAGGAT
R:AAATCAGAATAAGAACAGCAACC 120

SIGIRR F:GTGGCTGAAAGATGGTCTGGCATTG
R:CAGGTGAAGGTTCCATAGTCCTCTGC 123

Nf-κBp65 F:AGAGAAGCACAGATACCACTAAGA
R:GTTCAGCCTCATAGAAGCCATC 165

MyD88 F:ATTGAGAAAAGGTGTCGTCGCAT
R:TCGCAGATAGTGATGAACCGTAGG 191

TRAF6 F:GAGAGATTCTTTCCCTGACGGTA
R:TTGGGGACAAATCACTAGAGCG 119

TNF-α F:TCGTCTACTCCTCAGAGCCC
R:ACTTCAGCGTCTCGTGTGTT 128

GAPDH F:TCAAGAAGGTGGTGAAGCAG
R:AGTGGGAGTTGCTGTTGAAGT 233

1. 2. 4　 巨噬细胞总 RNA 的提取及 qRT-PCR
6 孔板,每孔接种 2 × 106 个巨噬细胞,培养至贴

壁,更换 RPMI-1640 完全培养基,加入 SBCP 和 /或
LPS 后,用完全培养基补充至 3 mL。 参照田胜男

等[15]的方法提取巨噬细胞 RNA,微量紫外分光光度

计测定浓度。 RT-PCR 参照李杰等[16] 的方法进行。
qRT-PCR 按照 TaKaRa 试剂盒说明建立总体积为 10
μL 的反应体系,程序:95℃ 10 min;95℃ 15 s,60℃ 30
s,72℃ 10 s,40 个循环;插入熔解曲线,60℃ 1 min,
95℃ 15 s。 反应结束后,以 GAPDH 为内参基因,
2-△△Ct计算 TLRs 通路相关基因在巨噬细胞中 mRNA
的表达量。 巨噬细胞 TLR4 等引物序列(上海生工合

成)及预期产物大小见表 1。 将 qRT-PCR 产物送至

生工(上海)进行测序,确保其为目的基因片段。
1. 3　 统计学分析

SPSS 26. 0 对试验数据进行单因素方差分析,

多重比较使用 LSD,以平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表

示,GraphPad Prism 8. 0 绘制柱状图,P< 0. 05 为差

异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 SBCP 对巨噬细胞代谢活力和吞噬活性的

影响

MTT 法中,巨噬细胞的代谢活力与 OD490 nm值呈

正相关,SBCP 各剂量组除 10 μg / mL 外均极显著增

强巨噬细胞代谢活力(P< 0. 01),且呈剂量依赖性。
经 LPS 诱导后,巨噬细胞代谢活力极显著增强(P<
0. 01),SBCP 各剂量组均可抑制其代谢活力,以 102

μg / mL 效果最佳(图 1A)。 在中性红吞噬试验中,
OD540 nm值越大,巨噬细胞的吞噬活性越强,不经 LPS
刺激的正常巨噬细胞,SBCP 浓度越大,巨噬细胞的

吞噬功能越强;经 LPS 刺激后,其吞噬活性极显著

增强,SBCP(102 ~ 104 μg / mL)的加入则起到极显著

的抑制作用(P< 0. 01),以 103 μg / mL 效果最佳(图
1B)。
2. 2　 SBCP 对巨噬细胞炎性介质和炎性因子分泌

量的影响

SBCP 各剂量组均可促进巨噬细胞炎性介质

NO(图 2A)和炎性因子 TNF-α(图 2B)、IL-6(图

2C)的分泌,且呈剂量依赖性,浓度为 105 μg / mL
时,上述物质的分泌量与 LPS 组无显著性差异

(P > 0. 05)。
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经 LPS 诱导,巨噬细胞的 NO,TNF-α 和 IL-6 分

泌量极显著升高(P< 0. 01),不同剂量的 SBCP 均可

抑制上述炎性介质和炎性因子的分泌,均以 103 μg /
mL 效果最佳。

注:“-”代表不加 LPS,“+”代表加 LPS;与阴性对照组比,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01;与炎症模型组相比,#P< 0. 05,##P< 0. 01。 (下图同)。

图 1　 SBCP 对巨噬细胞代谢活性及吞噬活性的影响

Note. “-” means no LPS. “+” means adding LPS. Compared to the nagative control group, ∗P< 0. 05, ∗∗P< 0. 01. Compared to the inflammatory

model group, #P< 0. 05, ##P< 0. 01. (The same in the following figures)

Figure 1　 Effects of SBCP on metabolic activity and phagocytic function of macrophages with or without the stimulation by LPS

图 2　 　 SBCP 对巨噬细胞 NO、TNF-α 及 IL-6 分泌量的影响

Figure 2　 Effects of SBCP on NO, TNF-α and IL-6 production by macrophages

2. 3　 SBCP 对巨噬细胞内 TLRs 通路相关基因

mRNA 表达量的影响

不同剂量的 SBCP 均可上调巨噬细胞中 TLR4
(图 3A)、Nf-κBp65(图 3C)、MyD88(图 3D)、TRAF6
(图 3E)和 TNF-α(图 3F)mRNA 的表达量,并下调

其负性调控因子 SIGIRR(图 3B)mRNA 的表达量,
且均呈剂量依赖性。

经 LPS 诱 导, 巨 噬 细 胞 TLR4、 Nf-κBp65、

MyD88、TRAF6 和 TNF-α mRNA 的表达量极显著升

高(P< 0. 01),SIGIRR mRNA 的表达量极显著降低

(P< 0. 01)。 LPS+SBCP 组中,不同剂量的 SBCP 对

TLRs 通路上述相关基因表达则呈反向调节,103

μg / mL 的 SBCP 极 显 著 下 调 Nf-κBp65、 TRAF6、
TNF-α mRNA 的表达量 (P < 0. 01),102 μg / mL的

SBCP 极显著下调 MyD88 mRNA 的表达量 ( P <
0. 01),104 μg / mL的 SBCP 使 TLR4 的表达极显著下

降,使 SIGIRR mRNA 表达极显著上升(P< 0. 01)。

3　 讨论

炎症反应过程中,机体组织中的巨噬细胞首先

971



中国实验动物学报 2021 年 4 月第 29 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2021,Vol. 29, No. 2

图 3　 SBCP 对巨噬细胞 TLRs 通路关键基因 mRNA 表达量的影响

Figure 3　 Effects of SBCP on mRNA expression of key genes in TLRs signaling pathway in macrophages

与异物接触而活化,分泌并释放各种炎性介质和炎

性细胞因子,招募单核细胞、嗜中性粒细胞等到达

炎灶,吞噬降解细菌、递呈抗原,激活 Th、Tc 以及 B
淋巴细胞,辅助激活特异性免疫应答,在抗感染、抗
肿瘤免疫中发挥作用[17]。 炎症是一种保护性的生

理反应,反应初期,炎性介质和炎性因子的适量释

放有助于机体对抗炎症反应,过量释放则加重炎症

反应,造成机体组织损伤。 本研究 10 ~ 104 μg / mL
SBCP 可增强巨噬细胞的吞噬活性和代谢活性,促
进 TNF-α、IL-6 等炎性因子和炎症介质 NO 的释放,
但 105 μg / mL 的 SBCP 刺激巨噬细胞时上述指标变

化与 LPS 差异都不显著,所以在实际应用中应当控

制 SBCP 的用量,适当浓度可发挥免疫增强作用,浓

度过高则可能诱发炎症反应。
炎症反应初期 NO、TNF-α、IL-6 的分泌量是判

断炎症模型是否建立成功的标志[18-19]。 经 LPS 活

化的巨噬细胞,炎症介质 NO 及炎性因子 TNF-α、IL-
6 等的分泌量极显著增加,与姜文清等[20]、庞逸敏

等[21]的研究结果一致,说明 LPS 诱导的巨噬细胞炎

症模型建立成功。 LPS + SBCP 组中,不同剂量的

SBCP 对巨噬细胞的代谢活力和吞噬活性均起到抑

制作用,同时可降低炎性因子 TNF-α、IL-6 和炎症介

质 NO 的释放,说明 SBCP 可通过抑制巨噬细胞的

代谢和吞噬活性,降低炎症因子和炎症介质的分泌

发挥抗炎作用。
TLRs 是介导炎症反应的主要信号通路[22]。
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LPS 与巨噬细胞表面的 Toll 样受体相互作用,进一

步激活 NF-κB 通路[23],NF-κB 转移至细胞核内,启
动炎性因子 TNF-α 等基因的转录和翻译,引发炎症

反应[24]。 LPS 刺激下,负性调控因子 SIGIRR 与

TLR4 受体复合物结合,抑制 TLRs 信号通路的转

导,从而抑制炎症的发生[25]。 qPCR 结果表明,不同

剂量的 SBCP 均可上调巨噬细胞 TLRs 通路相关基

因 mRNA 的表达量,下调 SIGIRR mRNA 的表达量,
说明 SBCP 可通过激活 TLRs 通路增强机体免疫功

能。 LPS 诱导的炎症模型中,巨噬细胞 TLRs 通路相

关基因 mRNA 的表达量极显著升高,SIGIRR mRNA
的表达量极显著降低,与 Brady 等[26] 的研究结果一

致。 LPS 诱导,加入不同剂量的 SBCP 对 TLRs 通路

相关基因及 SIGIRR 表达呈反向调节,说明 SBCP 可

通过抑制 TLRs 通路相关基因的表达,促进负性调

控因子的表达从而发挥抗炎作用。
综上可知,SBCP 可通过 TLRs 信号通路对炎症

反应发挥双向调节作用,剂量为 10 ~ 104 μg / mL 可

增强巨噬细胞的免疫能力,105 μg / mL 时诱导巨噬

细胞释放大量炎性介质,引起炎症反应。 而对 LPS
诱导的炎症反应,SBCP 各剂量组均发挥抑制作用,
具有一定的抗炎效果。
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SRC 激酶和磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 的相互作用对
小鼠附睾精子成熟及运动的调控
吴文静#,张昕#,谭霞,解道豪,杨明华∗,李亚辉∗

(云南农业大学动物科学技术学院,昆明　 650201)

　 　 【摘要】 　 目的　 哺乳动物附睾精子成熟、运动能力的获得与维持是保证精子执行正常功能、完成受精的前提

和基础,但调控此过程的机制仍未完全阐明。 SRC 激酶参与小鼠精子获能的调控,Ser / Thr 磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 是

调控小鼠精子成熟、运动性获得的关键酶,但二者是否具有相互作用且这种相互作用是否调控着精子运动并不清

楚。 为此,本研究探究了小鼠精子中 SRC 激酶与磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 的关联性及其对精子运动的调控作用,旨在

阐明其调控精子运动的作用机制。 方法　 通过 Western Blot 技术、酶活性分析技术以及免疫共沉淀技术分析昆明

小鼠附睾头和附睾尾精子苏氨酸磷酸化水平、SRC 激酶活性、附睾头和附睾尾精子酶活性和 SRC 激酶与 Ser / Thr 磷
酸酶相互关系,探讨 SRC 激酶抑制剂(SU6656)和激活剂(sc-3052)分别对附睾尾、附睾头精子磷酸酶活性和运动度

的影响。 结果　 附睾尾精子苏氨酸磷酸化水平高于附睾头精子;附睾头精子中的 SRC 激酶活性低于小鼠附睾尾精

子;附睾头精子磷酸酶活性显著高于附睾尾精子磷酸酶活性(P< 0. 05);附睾尾精子中 SRC 激酶与 PP1γ2 / PP2A
具有关联性作用,进而调控精子活力;在 SRC 激酶活性较高的附睾尾精子中,添加 SU6656,磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 活

性随之增加,精子活力下降;在 SRC 激酶活性较低的附睾头精子中,添加 sc-3052,磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 活性随之下

降,而精子活力增加。 结论　 小鼠附睾头与附睾尾精子中 SRC 激酶和磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 的活性具有显著差异;
小鼠精子中 SRC 激酶与 PP1γ2 / PP2A 具有相互作用,呈负相关性,即 SRC 激酶通过抑制精子中磷酸酶 PP1γ2 /
PP2A 活性以调控精子运动。
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【Abstract】　 Objective　 The maturation of mammalian epididymal sperm and the acquisition and maintenance of
motility are prerequisites for normal sperm function and complete fertilization; however, the mechanism that regulates this
process is still unclear. SRC kinase is involved in the regulation of mouse sperm capacitation, and the serine / threonine
phosphatase PP1γ2 / PP2A is the key enzyme that regulates epididymal sperm maturation and motility. However, it is
unclear whether these molecules interact with each other and whether this interaction regulates sperm motility ( including
motility acquisition). In this study, we investigated the role of SRC kinase and phosphatase PP1γ2 / PP2A in Kunming
mouse sperm and their regulation of sperm functions. Methods 　 Using western blot, enzyme activity assay and co-
immunoprecipitation assay, we examined threonine phosphorylation level as well as enzyme activity of SRC kinase and
phosphatase PP1γ2 / PP2A in Kunming mouse sperm from caput and cauda epididymis. In addition, we investigated the
interaction of SRC kinase and phosphatase PP1γ2 / PP2A.We also investigated the effects of a SRC inhibitor (SU6656) and
an activator (sc-3052) on phosphatase activity and motility of sperm from cauda and caput epididymis. The phosphorylation
level of threonine in sperm of cauda epididymis was higher than that in caput epididymis. SRC kinase activity in sperm from
caput epididymis was lower than that in epididymal cauda sperm. The phosphatase activity of sperm from caput epididymis
was significantly higher than that from cauda epididymis (P< 0. 05). SRC kinase in mouse epididymal sperm modulates
phosphatase PP1γ2 or PP2A, which in turn influences sperm motility. Results　 In epididymal cauda sperm, where SRC is
more active, when SRC activity is inhibited by SU6656, the activity of phosphatase PP1γ2 / PP2A is increased, while
sperm motility is decreased. In epididymal caput sperm where SRC is less active, when SRC activity is enhanced by sc-
3052, the PP1γ2 / PP2A phosphatase activity is reduced, while sperm motility is increased. Conclusions　 The activity of
SRC and phosphatase PP1γ2 / PP2A in caput sperm from mouse epididymis is significantly different from that in cauda
sperm. SRC kinase interacts with phosphatase PP1γ2 or PP2A in mouse sperm. SRC kinase modulates sperm motility
(including motility acquisition) by inhibiting the activity of phosphatase PP1γ2 / PP2A.
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　 　 蛋白激酶和磷酸酶调控细胞内蛋白的磷酸化

水平,已有的研究更多的是蛋白激酶对精子功能的

调控,而磷酸酶对精子功能的调控研究报道较少,
且在精子功能(如精子运动)调控中蛋白激酶与磷

酸酶是否存在相互作用,其作用机制如何等均未被

阐明。
在 SRC 家族激酶 ( SRC family kinases, SFKs)

中,最早发现的 SFKs 成员是 SRC 激酶[1-2]。 Stival
等[3]建立了 Src 基因敲除的小鼠模型,发现 Src 基因

敲除的小鼠精子活力显著降低。 进一步研究发现

抑制 SRC 激酶会抑制小鼠获能相关的酪氨酸磷酸

化增加、改变精子运动性以及小鼠精子的顶体

反应[4]。
Ser / Thr 磷酸酶在由未成熟精子变成成熟精子

过程中发生磷酸化,并且与精子运动性有密切联

系[5]。 刘芳等[6] 的研究表明小鼠精子中磷酸酶

PP1γ2 和 PP2A 对小鼠附睾精子成熟、运动性及精

子获能具有重要的调控作用,表现出负调控的作用

方式:即 PP1γ2 和 PP2A 活性高,精子运动性低,
PP1γ2 和 PP2A 活性低,则精子运动性高,但这种负

调控机制至今不清楚。 Signorelli 等[7] 研究发现人

精子中的 PP1γ2 被抑制时,获能精子数显著增加。

Ser / Thr 磷酸酶在获能过程中酶活性呈下降趋势,但
其蛋白表达量不发生改变,这种磷酸酶活性的下降

和随后苏氨酸磷酸化的增加可能是精子获能成功

的重要条件。 Krapf 等[8]研究发现 SRC 激酶抑制剂

SU6656 或 SKI606 能够抑制小鼠精子获能及获能时

发生的蛋白酪氨酸磷酸化,但 Ser / Thr 磷酸酶抑制

剂如 Okadaic acid 和 Calyculin-A 能够消除 SU6656
或 SKI606 对小鼠精子获能的抑制作用。 表明 Ser /
Thr 磷酸酶抑制剂克服了 SFKs 抑制剂对获能相关

信号转导的阻碍,这些信号转导包括与精子获能相

关的超激活运动[8]。 鉴于精子运动性是保证精子

获能的前提条件,且精子在获能过程中伴随着超激

活运动,说明获能中的一些分子及事件可能对精子

运动产生影响,因此认为:Ser / Thr 磷酸酶可能对精

子的运动具有调控作用,且其作用可能与 SRC 分

子相关,这一观点在此之前并未得到证明。 而且,
磷酸酶对精子运动性的调控大多来自牛、犬、灵长

类、仓鼠等物种的实验,在小鼠上仅报道过其对精

子超激活运动的调节[9-13] 。 SRC 激酶参与小鼠精

子获能的调控,Ser / Thr 磷酸酶是调控小鼠精子成

熟、运动性获得的关键酶,但目前都是从单个分子

角度研究对小鼠精子获能的调控,目前对 Ser / Thr
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磷酸酶与 SRC 激酶的关联性研究仅限于 Krapf
等[8]这篇关于精子获能的报道,Krapf 等[8] 从精子

获能相关的参数研究了这两者之间对小鼠精子获

能的调控作用,而精子获能伴随着精子超激活运

动的发生,所以 SRC 激酶与 Ser / Thr 磷酸酶可能会

共同调控小鼠精子运动,为了获得其精子运动性

的调控以及精子成熟机理,为此,本研究探索了

SRC 激酶与 Ser / Thr 磷酸酶之间的联系对小鼠精

子运动的调控作用。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

本试验选用 60 只 8 ~ 12 周龄体重至少 36 g 性

成熟雄性清洁级昆明小鼠,由昆明医科大学【SCXK
(滇)2020-0004】提供。 所有小鼠饲养在昆明医科

大学实验动物楼【SYXK(滇)K2020-0006】,饲养环

境:室温(22 ± 3)℃,相对湿度 40% ~ 70%,12 h 循

环灯光,自由取食饮水。 按照云南农业大学生命科

学伦理委员会批准的实验方案进行 (审批号:
202005011)。
1. 1. 2　 主要试剂

洗精液: NaCl、 KCl、 KH2PO4、 MgSO4、 Glucose、
Pyruvic acid、lactic acid、Hepes(获能液包含 CaCl2、
NaHCO3、BSA)除 BSA 购自 Solarbio 公司,其它试剂

均 购 自 Sigma 公 司; SRC 抗 体 ( Cell Signaling
Technology,2108 s); phos-SRC 抗体 ( Cell Signaling
Technology, 59548 s ); phos-Threonine 抗 体 ( Cell
Signaling Technology,#9386);PP1γ2 抗体(Abcam,
ab134947);PP2A 抗体 ( Abcam, ab32104); sc-3052
(Santa Cruz Biotechnology, sc-3052); SU6656 ( Med
Chem Express,HY-B0789);洗精液参照文献 Tateno
等[14]的方法配制。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 不同获能时间对小鼠附睾头和附睾尾精子

中苏氨酸磷酸化的影响

小鼠附睾精子在洗精液中游离出来后观察精

子活力并计数,附睾头精子悬液不孵育直接提取蛋

白,附睾尾精子悬液按照 0、10、30、60、90 min 时间

梯度孵育然后进行 Western Blot 分析。
1. 2. 2　 SRC 激酶在小鼠附睾头和附睾尾精子中的

存在形式

将小鼠附睾头和附睾尾精子直接提取蛋白,然

后进行 Western Blot 分析。
1. 2. 3　 SRC 激酶与 PP1γ2 和 PP2A 的免疫共沉淀

分析

SRC 激酶与 PP1γ2 和 PP2A 的相互作用通过

免疫共沉淀分析,具体的实验操作步骤采用 Stival
等[3]的方法。
1. 2. 4　 小鼠附睾头和附睾尾精子磷酸酶活性分析

采用 Jin 等[15]的方法对小鼠精子中磷酸酶活性

进行分析。
1. 2. 5　 SRC 抑制剂及激活剂分别对小鼠附睾尾和

附睾头精子磷酸酶活性和运动度影响

向小鼠附睾头和附睾尾精子悬液分别加入

50 μmol / L sc-3052 和 50 μmol / L SU6656,具体的实

验操作步骤采用 Jin 等[15]的方法。
1. 2. 6　 小鼠附睾头和附睾尾精子中 SRC 激酶活性

的分析

小鼠附睾精子在洗精液中游离出来后观察精

子活力并计数,具体的实验操作步骤采用 Leclerc
等[16]的方法。

2　 结果

2. 1　 不同获能时间对小鼠附睾头和附睾尾精子中

苏氨酸磷酸化的影响

小鼠附睾尾精子中苏氨酸的磷酸化水平高于

附睾头精子,并且小鼠附睾尾精子在 0 min 就开始

磷酸化(见图 1)。 结果表明,参与 Ser / Thr 去磷酸化

的 Ser / Thr 磷酸酶在附睾头精子中比在附睾尾精子

中更活跃。
2. 2　 SRC 在小鼠附睾头和附睾尾精子中的存在

形式

附睾头精子中 SRC 激酶的非磷酸化水平明显

高于附睾尾精子。 相反,在附睾头精子中磷酸化的

SRC 激酶(Y416 位点)的水平明显低于附睾尾精子

(见图 2)。 一般来说,非磷酸化的 SRC 激酶代表没

有或很少催化活性,而磷酸化的 SRC(Y416 位点)
具有较高的酶活性。 因此,结果表明,SRC 激酶在

附睾头精子中的活性低于附睾尾精子。
2. 3　 SRC 激酶与 PP1γ2 和 PP2A 的免疫共沉淀

分析

当 SRC 激酶抗体与精子悬液孵育时,可以沉淀

SRC 激酶,并通过 Western Blot 检测到 PP1γ2(图

3Aa)。 相反,阴性对照组不加 SRC 激酶抗体,通过

Western Blot 没有检测到蛋白沉淀(图 3Ab)。 结果
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表明 SRC 激酶与 PP1γ2 相互作用。 当 SRC 激酶抗

体与精子悬液孵育时,可以沉淀 SRC 激酶,并通过

Western Blot 检测到 PP2A(图 3Ba)。 相反,阴性对

照组不加 SRC 激酶抗体,通过 Western Blot 没有检

测到蛋白沉淀(图 3Bb)。 这些结果表明 SRC 激酶

与 PP2A 相互作用。
2. 4　 小鼠附睾头和附睾尾精子磷酸酶活性分析

为了确保准确的结果,分别用 0. 5 × 106 和 1. 0
× 106 细胞检测了附睾头和附睾尾精子的磷酸酶活

性。 对比结果如图 4 所示,表明无论精子细胞数量

多少,附睾头精子的磷酸酶活性都明显高于附睾尾

精子,差异具有显著性(P< 0. 05)。

图 1　 不同获能时间对小鼠附睾头和附睾尾精子中

苏氨酸磷酸化的影响

Figure 1　 Threonine phosphorylation in mouse sperm from the
caput and cauda of epididymis

图 2　 SRC 与 phos-SRC 在小鼠附睾头和附睾尾

精子中的存在形式

Figure 2　 Present form of SRC in mouse sperm
from the caput and cauda of epididymis

图 3　 SRC 与 PP1γ2 和 PP2A 的免疫共沉淀分析

Figure 3　 Co-immunoprecipitation analysis of
SRC with PP1γ2 and PP2A

注:图中相同精子数条件下,与附睾尾比,bP< 0. 05。

图 4　 昆明小鼠附睾头和附睾尾精子磷酸酶活性分析

Note. This is the same sperm count compared to caudal

epididymis,bP< 0. 05.

Figure 4　 Analysis of phosphatase activity in caput and
cauda sperm of mouse epididymis

2. 5　 SRC 抑制剂对小鼠附睾尾精子磷酸酶活性和

运动度的影响

对照组是成熟的附睾尾精子,当磷酸酶受到抑

制或活性降低时,精子表现出较高的活力。 然而,
当 SRC 激酶抑制剂 SU6656 添加到附睾尾精子中孵

育 30 min,磷酸酶活性增加,而精子的运动度与对照

组相比显著降低(P< 0. 05) (见图 5),表明 SRC 激

酶对磷酸酶有抑制作用,SRC 激酶通过抑制附睾尾

精子的磷酸酶活性来调控精子运动度。 这也表明,
即使在精子成熟且运动活跃的附睾尾中,精子的运

动度也是通过 SRC 激酶、磷酸酶等某些酶活性的改

变而可逆的。 同时表明 SRC 激酶、磷酸酶及其相互
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作用在调节精子运动中起着关键作用。
2. 6　 SRC 激活剂对小鼠附睾头精子磷酸酶活性和

运动度的影响

对照组是运动度较低的附睾头精子,但磷酸酶

活性较高。 然而,将 SRC 激酶的激活剂 sc-3052 添

加到附睾头精子中孵育 30 min,磷酸酶活性降低,而
精子运动度与对照组相比显著增加(P< 0. 05) (见
图 6),说明与附睾尾精子不同,SRC 激酶在附睾头

精子中不活跃或活性较低,并释放磷酸酶活性,导
致精子不运动或运动度降低。 在附睾头精子中添

加 sc-3052 可以提高 SRC 激酶活性,随后降低磷酸

酶活性,从而证实了这一推断。

注:与对照组比,bP< 0. 05。 (下图同)

图 5　 SRC 激酶抑制剂对小鼠附睾尾精子磷酸酶活性和运动度影响

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

Figure 5　 Effects of SRC inhibitor on sperm phosphatase activity and motility in cauda sperm of mouse epididymis

图 6　 SRC 激酶激活剂对小鼠附睾头精子磷酸酶活性和运动度影响

Figure 6　 Effects of SRC activator on phosphatase activity and motility in caput sperm of mouse epididymis

2. 7　 sc-3052 对小鼠附睾头精子中 SRC 激酶活性

的影响

当 SRC 激酶的底物 enolase 与附睾头精子孵育

时,enolase 组 SRC 激酶活性明显高于非 enolase 组。
此外,在精子悬液中添加 SRC 激酶激活剂 sc-3052,
SRC 激酶活性明显升高(见图 7),说明 SRC 激酶在

附睾头精子中是不活跃或活性很低,被 sc-3052 激

活活性升高。
2. 8　 SU6656 对小鼠附睾尾精子中 SRC 激酶活性

的影响

当 SRC 激酶的底物 enolase 与附睾尾精子孵育

时,enolase 组 SRC 激酶活性明显高于非 enolase 组。
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相反,在精子悬液中添加 SRC 激酶抑制剂 SU6656,
SRC 激酶活性明显下降(见图 8)。 SRC 激酶在附睾

尾精子中的活性高于附睾头精子(与图 7 相比)。

图 7　 sc-3052 对小鼠附睾头精子中 SRC 激酶活性的影响

Figure 7　 Effect of sc-3052 on SRC kinase activity in epididymal caput sperm

图 8　 SU6656 对小鼠附睾尾精子中 SRC 激酶活性的影响

Figure 8　 Effect of SU6656 on SRC kinase activity in epididymal cauda sperm

3　 讨论

研究显示 Ser / Thr 磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 在不运

动的小鼠附睾头精子中的催化活性远高于具有运

动能力的附睾尾精子,且通过化学药物干预抑制或

激活这两种磷酸酶可以使精子运动度发生显著变

化,表明 Ser / Thr 磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 在精子运动

的启动和调节中发挥作用,这与其他物种上(如牛,
灵长类等)的研究结果“磷酸酶对附睾精子成熟具

有调控作用”一致[5,17]。 此外本研究结果首次表明

了 Ser / Thr 磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 的活性受 SRC 激酶

的调节控制。
本研究发现小鼠附睾头精子中 SRC 激酶活性

低于附睾尾精子,且精子运动度低于附睾尾精子,
而 Ser / Thr 磷酸酶活性高于附睾尾精子,在运动度

较低的附睾头精子中加入 SRC 激酶激活剂sc-3052,
能显著降低 Ser / Thr 磷酸酶活性但显著提高精子运

动度,在运动度较高的附睾尾精子中加入 SRC 激酶

抑制剂 SU6656,能显著增加 Ser / Thr 磷酸酶活性但

显著降低精子运动度,表明 SRC 激酶与 Ser / Thr 磷

酸酶之间可能具有某种相互作用从而调控小鼠精

子运动,且通过免疫共沉淀分析得到 SRC 激酶与

Ser / Thr 磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 具有关联性作用,其可

能是这二者都参与调控精子运动性,结合其 Ser / Thr

磷酸酶活性以及运动度分析,表明 SRC 激酶通过抑

制小鼠精子 Ser / Thr 磷酸酶活性从而调控小鼠精子

运动度,其作用机制可能是小鼠精子在从附睾头转

移至附睾尾的过程中,SRC 激酶活性增强,抑制了

其 Ser / Thr 磷酸酶活性,通过其 Ser / Thr 磷酸酶活性

变化而实现对精子运动的调控作用。 未成熟精子

从附睾头到附睾尾最终成为成熟精子,这个过程精

子活力逐渐增强,而 Ser / Thr 磷酸酶活性逐渐下降,
因此 Ser / Thr 磷酸酶活性变化与精子运动性有

关[7]。 从 Krapf 等[8] 的研究表明,SRC 激酶抑制剂

可以阻断小鼠精子获能相关的蛋白酪氨酸磷酸化,
但 Ser / Thr 磷酸酶抑制剂能够消除 SRC 激酶抑制剂

对获能的影响,包括体外受精。 这似乎暗示了 SRC
激酶与 Ser / Thr 磷酸酶具有某种关联性。 本研究证

明小鼠精子中 Ser / Thr 磷酸酶 PP1γ2 / PP2A 与 SRC
激酶确实存在相互作用,且 SRC 激酶通过调控 Ser /
Thr 磷酸酶的活性而对小鼠精子运动作出调控,即
SRC 激酶通过抑制 Ser / Thr 磷酸酶而提高小鼠精子

的运动能力。 本研究首次为精子中 SRC 激酶和磷

酸酶间存在互作关系之推测提供了直接的证据。
研究所发现的小鼠精子中 SRC 激酶对 Ser / Thr 磷酸

酶具有抑制作用这一现象与 SRC 激酶在其它细胞

中的作用结果相一致,此前,有研究证明 SRC 激酶

可以下调其它细胞的 Ser / Thr 磷酸酶[18-19]。 SRC 激

酶在不同种类细胞中对 Ser / Thr 磷酸酶具有相似的

调控作用,说明 SRC 激酶作用机制的通用性。
探明 SRC 激酶与 Ser / Thr 磷酸酶之间的联系对
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小鼠精子运动性的调控作用,有助于获得小鼠附睾

尾精子成熟和运动的机理,还能丰富 SRC 激酶与

Ser / Thr 磷酸酶对小鼠精子运动性调控的研究内容

以及作用机制,为相关男性不育症的理解和诊治提

供科学依据。
本研究虽然阐明了 SRC 激酶和 Ser / Thr 磷酸酶

PP1γ2 / PP2A 的相互作用及其对精子运动的调控作

用,但其中仍有一些问题并不清楚,如 SRC 激酶活

性的调节受控于何种分子、SRC 激酶和 Ser / Thr 磷

酸酶之间是直接作用还是通过其他分子起作用、是
何分子、何种磷酸酶(PP1γ2 还是 PP2A 或 PP2B)
起作用、磷酸酶失活(被抑制)后又是如何引发精子

运动的,其下游的信号通路是什么等,这些重要问

题的解答将有助于深入理解 Ser / Thr 磷酸酶对精子

运动精细调控作用机制及较为完整的相关信号转

导途径,它们可作为磷酸酶与精子功能关系领域中

未来的重点研究内容,其中一些内容正在本实验室

中进行。

4　 结论

研究发现小鼠附睾头精子中 SRC 激酶活性低

于附睾尾精子而 Ser / Thr 磷酸酶活性显著高于附睾

尾精子,研究表明小鼠附睾精子中 SRC 激酶与

PP1γ2 / PP2A 具有相互作用,呈负相关性,即 SRC
激酶通过抑制精子中 Ser / Thr 磷酸酶活性以调控精

子运动。
参　 考　 文　 献(References)

[ 1 ]　 Signorelli JR, Diaz ES, Morales P. Kinases, phosphatases and
proteases during sperm capacitation [J] . Cell Tissue Res, 2012,
349(3): 765-782.

[ 2 ] 　 Chakrabarti R, Cheng L, Puri P, et al. Protein phosphatase PP1
gamma 2 in sperm morphogenesis and epididymal initiation of
sperm motility [J] . Asian J Androl, 2007, 9(4): 445-452.

[ 3 ] 　 Stival C, La Spina FA, Baró GC, et al. Src is the connecting
player between PKA activation and hyperpolarization through
SLO3 regulation in mouse sperm [ J] . J Biol Chem, 2015, 290
(30): 18855-18864.

[ 4 ] 　 Mitchell LA, Nixon B, Baker MA, et al. Investigation of the role
of SRC in capacitation-associated tyrosine phosphorylation of
human spermatozoa [ J]. Mol Hum Reprod, 2008, 14(4): 235
-243.

[ 5 ] 　 Smith GD, Wolf DP, Trautman KC, et al. Primate sperm contain
protein phosphatase 1, a biochemical mediator of motility [ J] .
Biol Reprod, 1996, 54(3): 719-727.

[ 6 ] 　 刘芳, 杨明华, 朱方方, 等. PP1γ2 对昆明小鼠精子成熟和

运动性的调控作用 [J] . 云南农业大学学报, 2018, 33(6):

1054-1059.
Liu F, Yang MH, Zhu FF, et al. Sperm maturation and motility
in kunming mice regulated by protein phosphatase PP1γ2 [J] . J
Yunnan Agr Univ (Nat Sci), 2018, 33(6): 1054-1059.

[ 7 ] 　 Signorelli JR, Díaz ES, Fara K, et al. Protein phosphatases
decrease their activity during capacitation: a new requirement for
this event [J] . PLoS One, 2013, 8(12): e81286.

[ 8 ] 　 Krapf D, Arcelay E, Wertheimer EV, et al. Inhibition of Ser / Thr
phosphatases induces capacitation-associated signaling in the
presence of src kinase inhibitors [ J] . J Biol Chem, 2010, 285
(11): 7977-7985.

[ 9 ] 　 Boatman DE, Robbins RS. Bicarbonate: carbon-dioxide
regulation of sperm capacitation, hyperactivated motility, and
acrosome reactions [J] . Biol Reprod, 1991, 44(5): 806-813.

[10] 　 Iqbal N, Hunter AG. Effect of various capacitation systems on bovine
sperm motion characteristics, acrosome integrity, and induction of
hyperactivation [J]. J Dairy Sci, 1995, 78(1): 91-102.

[11] 　 Uhler ML, Leung A, Chan SY, et al. Direct effects of
progesterone and antiprogesterone on human sperm hyperactivated
motility and acrosome reaction [J] . Fertil Steril, 1992, 58(6):
1191-1198.

[12] 　 Stauss CR, Votta TJ, Suarez SS. Sperm motility hyperactivation
facilitates penetration of the hamster zona pellucida [ J] . Biol
Reprod, 1995, 53(6): 1280-1285.

[13] 　 Nichol R, Hunter RH, de Lamirande E, et al. Motility of
spermatozoa in hydrosalpingeal and follicular fluid of pigs [J] . J
Reprod Fertil, 1997, 110(1): 79-86.

[14] 　 Tateno H, Kamiguchi Y. Evaluation of chromosomal risk
following intracytoplasmic sperm injection in the mouse [J] . Biol
Reprod, 2007, 77(2): 336-342.

[15] 　 Jin C, He J, Zou J, et al. Phosphorylated lipid-conjugated
oligonucleotide selectively anchors on cell membranes with high
alkaline phosphatase expression [ J] . Nat Commun, 2019, 10
(1): 2704.

[16] 　 Leclerc P, Goupil S. Regulation of the human sperm tyrosine
kinase c-yes. Activation by cyclic adenosine 3′, 5′-
monophosphate and inhibition by Ca2+ [ J] . Biol Reprod, 2002,
67(1): 301-307.

[17] 　 Vijayaraghavan S, Stephens DT, Trautman K, et al. Sperm
motility development in the epididymis is associated with
decreased glycogen synthase kinase-3 and protein phosphatase 1
activity [J] . Biol Reprod, 1996, 54(3): 709-718.

[18] 　 Chen J, Parsons S, Brautigan DL. Tyrosine phosphorylation of
protein phosphatase 2A in response to growth stim-ulation and v-
src transformation of fibroblasts [ J] . J Biol Chem, 1994, 269
(11): 7957-7962.

[19] 　 Srinivasan M, Begum N. Regulation of protein phosphatase 1 and
2A activities by insulin during myogenesis in rat skeletal muscle
cells in culture [ J] . J Biol Chem, 1994, 269 ( 17): 12514
-12520.

[收稿日期] 　 2021-02-11

981



2021 年 4 月

第 29 卷　 第 2 期
中国实验动物学报

ACTA LABORATORIUM ANIMALIS SCIENTIA SINICA
April 2021

Vol. 29　 No. 2

王燕鸽,高子涵,李宗霖,等. 注射突变 p53 基因 CRISPR / Cas9 质粒和肝癌细胞建立肝癌小鼠模型 [ J]. 中国实验动物学报,
2021, 29(2): 190-196.
Wang YG, Gao ZH, Li ZL, et al. Construction of a hepatocellular carcinoma mouse model by injection of a mutant p53 gene CRISPR /
Cas9 plasmid and hepatoma cells [J]. Acta Lab Anim Sci Sin, 2021, 29(2): 190-196.
Doi:10. 3969 / j.issn.1005-4847. 2021. 02. 008

[基金项目]河南省科技攻关项目(202102310486)。
Funded by Henan Province Science and Technology Project(202102310486) .
[作者简介]王燕鸽,硕士研究生,研究方向:肿瘤药理学研究。 Email:wang666333@ qq.com
[通信作者]李瑞芳,副教授,硕士生导师。 Email:ylliruifang@ 163.com

注射突变 p53 基因 CRISPR / Cas9 质粒和肝癌细胞
建立肝癌小鼠模型

王燕鸽,高子涵,李宗霖,王康龙,白雪,李瑞芳∗,有曼,王红伟

(河南科技大学基础医学院药学系,河南省肝病防治工程技术中心,河南 洛阳　 471023)

　 　 【摘要】 　 目的　 采用尾静脉注射突变 p53 基因 CRISPR / Cas9 质粒和 H22 细胞建立肝癌模型。 方法　 将健康

雄性 BALB / c 小鼠随机空白组(生理盐水)、质粒组(质粒)、对照组(H22 细胞+盐水)、实验组(H22 细胞+质粒),每
组 25 只。 尾静脉注射建立肝癌模型。 分别在注射后的 2、3、4、5 周中取材,眼眶采血检测小鼠血清转氨酶(ALT /
AST)水平。 观察肝、肺表面变化及结节数目,计算各组小鼠的成模率、死亡率以及脏器指数。 HE 染色观察小鼠肝

的组织病理形态学改变。 免疫组化、Western Blot 等方法检测小鼠肝中 p53 及 PCNA 蛋白的表达情况。 结果　 实验

组和对照组均能成功构建转移性肝癌小鼠模型,其中实验组和对照组小鼠的成模率分别为 60. 87%和 45. 83%,死
亡率为 4. 35%和 29. 17%。 两组小鼠血清 ALT、AST 水平均有显著增加,肝表面按时间顺序也出现大小不等的囊肿

和白色颗粒状结节。 HE 结果显示 5 周后实验组和对照组小鼠肝小叶结构均有不同程度的破坏,呈明显肿瘤病理

学改变。 质粒组与实验组小鼠肝中 p53 蛋白的表达量明显降低(P < 0. 05);实验组和对照组的肝组织中 PCNA 蛋

白表达显著增加,且实验组表达量明显高于对照组(P < 0. 05)。 结论 　 通过尾静脉注射突变 p53 基因 CRISPR /
Cas9 质粒和 H22 细胞的方法能够成功快速构建转移性肝癌小鼠模型。

【关键词】 　 尾静脉注射;基因编辑;突变 p53 基因;H22 细胞;转移性肝癌模型
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Construction of a hepatocellular carcinoma mouse model by injection of a
mutant p53 gene CRISPR / Cas9 plasmid and hepatoma cells

WANG Yange, GAO Zihan, LI Zonglin, WANG Kanglong, BAI Xue, LI Ruifang∗, YOU Man, WANG Hongwei

(Department of Pharmacy, School of Basic Medicine, Henan University of Science and Technology,
Henan Engineering Technology Center of Liver Disease Prevention and Control, Luoyang 471023, China)

Corresponding author: LI Ruifang. E-mail: ylliruifang@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To establish a mouse model of liver cancer by injecting mutant p53 gene CRISPR / Cas9
plasmid and H22 cells into the tail vein. Methods　 Healthy male BALB / c mice were randomly divided into blank group
(normal saline), plasmid group (Plasmid), control group (H22 cells + saline) and experimental group (H22 cells +
Plasmid), each with 25 mice. Tail vein injection was used to establish the liver cancer model. Samples were taken at 2, 3,
4 and 5 weeks after the injection, and blood was collected from the orbit to detect serum aminotransferase (ALT / AST).
Liver and lung surface changes and the number of nodules were observed, and successful modeling rate, mortality and organ
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index in each group were assessed. HE staining was used to observe the pathological and morphological changes in the liver.
Immunohistochemistry, western blot and other method were used to evaluate the expression of p53 and PCNA protein in the
liver. Results 　 Both the experimental group and the control group showed successful generation of a mouse model of
metastatic liver cancer. The rates of successful modeling in the experimental and control groups were 60. 87% and 45. 83%,
respectively, and the mortality rate was 4. 35% and 29. 17%, respectively. The serum ALT and AST levels in the two
groups of mice increased significantly, and cysts and white granular nodules of varying sizes appeared on the liver surface
over time. The HE result showed that the liver lobules in the experimental and control groups were damaged to varying
degrees after 5 weeks, showing obvious tumor-related pathological changes. The expression of p53 protein in the liver of the
plasmid and experimental groups was significantly reduced (P< 0. 05). The expression of PCNA protein in the liver tissue
of the experimental and control groups was increased significantly, and expression was significantly higher in the
experimental group compared with the control group (P< 0. 05). Conclusions　 The method of injecting mutant p53 gene
CRISPR / Cas9 plasmid and H22 cells through the tail vein can successfully and rapidly construct a mouse model of
metastatic liver cancer.

【 Keywords 】 　 tail vein injection; gene editing; mutant p53 gene; H22 cell; metastatic hepatocellular
carcinoma model
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　 　 肝癌是我国常见的恶性肿瘤,近年来发病率逐

渐升高[1]。 建立一种良好的循环肝癌细胞肝转移

动物模型是研究和治疗肝癌的前提[2]。 目前常见

的肝癌建模方法有:化学诱导法、原位移植法、基因

修饰法,化学诱导法会消耗大量的人力物力和时

间;移植性肝癌模型不适用于所要研究的方向;所
以,目前缺乏模拟人类循环肝癌细胞导致的肝内复

发转移的动物模型[3]。 研究发现,采用尾静脉注射

的方法形成肝转移,从而成功构建出循环肝癌细胞

肝转移动物模型[4]。 肿瘤抑制基因 p53 作为基因

组的守卫者,在细胞应激反应中对细胞发挥多种

作用,目前研究 p53 基因治疗肝癌是一个突破

点[5] 。 另有研究证明,p53 基因的突变与肝癌的病

理密切相关,突变率与肝癌分化呈负相关。 所以

人工注射靶向突变人 p53 基因,借此来调节小鼠

的正常 p53 基因的表达[6] 。 CRISPR / Cas9 基因编

辑技术可以进行基因敲除,可编程性以及可同时

编辑多个基因[7] 。 通过 CRISPR / Cas9 基因编辑技

术,敲除正常的 p53 基因下调小鼠 p53 基因的表

达,构建出符合人类肝癌患病机制的动物模型[8] 。
本研究拟采用尾静脉注射突变 p53 基因 CRISPR /
Cas9 质粒和 H22 细胞的方法建立一种转移性肝癌

小鼠模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

100 只 8 周龄 SPF 级雄性 BALB / c 小鼠,体重

(20 ± 2)g,购自于华中科技大学同济医院实验动物

中心【SCXK(苏)2017-0001】。 饲养期间各组小鼠

自由饮水,饲喂普通维持饲料由河南省正骨研究院

动物实验室【SYXK(豫)2015-0001】提供。 饲养环

境:维持 12 h:12 h 昼夜循环(7:00 ~ 19:00),湿度

恒定 50%,温度控制在 22 ~ 25℃。 按实验动物使

用的 3R 原则给予人道的关怀。 H22 肝细胞株,购
自于中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心,由本研究室保存传代。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

质粒 DNA 大量抽提试剂盒、免疫组化试剂盒、
BCA 蛋白定量试剂盒均购自于北京索莱宝;AST、
ALT 检测试剂盒(南京建成);Western Blot 实验系

统(北京六一),抗体(武汉三鹰);荧光及化学发光

成像系统(美国 Bio-Rad 公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物模型制备

100 只 BALB / c 小鼠,随机分为四组,空白组和

质粒组,实验组和对照组。 每组 25 只,实验组注射

每毫升 1 × 106 个的 H22 肝癌细胞+ 60 μg 的质粒,
对照组小鼠只进行注射每毫升 1 × 106 个的 H22 肝

癌细胞,空白组尾静脉注射同等体积的生理盐水,
质粒组注射质粒。 注射后的小鼠,正常进行喂食喂

水,记录第 1 ~ 5 周生活状态、生理情况及体重。 观

察是否形成腹水。
1. 2. 2　 血清学检测

注射 2、3、4、5 周随机抽取小鼠数只,眼眶取血,
3000 rpm 4℃离心,取上清液,按照试剂盒说明书检
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测血清转氨酶(ALT、AST)水平,评估各组小鼠的肝

损伤程度,进行比较。
1. 2. 3　 脏器大体观察

解剖处死的小鼠,取其肝,进行称重。 观察脏

器颜色、外观,记录脏器是否有转移结节或病变。
计算各组小鼠的脏器指数、成模率、死亡率。
1. 2. 4　 组织学检测

(1)HE 染色:取肝组织在 4%甲醛中固定 12 h,
流水冲洗,梯度乙醇脱水,二甲苯透明,石蜡包埋切

片,进行 HE 常规染色,在显微镜下观察、拍照记录。
(2)免疫组织化学:切片进行常规脱蜡水化,抗

原修复,3%过氧化氢阻断内源性过氧化物酶,血清

封闭。 用 p53、PCNA 抗体将切片在 4℃条件下孵育

过夜。 按照说明书 Masson 染色,进行中性树胶封

片,显微镜下观察,拍照记录。
1. 2. 5　 Western Blot 检测肝组织中 p53 和 PCNA 蛋

白的表达情况

提取肝组织总蛋白,定量,取蛋白样品 100 μg,
经 SDS-PAGE 电泳后,转膜,5%脱脂奶粉室温封闭

1 h,PBST 洗 2 次,一抗 p53 (1 ∶2000)和 PCNA(1 ∶
2000)于杂交膜内,37℃孵育 1 h。 PBST 洗 3 次,加
入二抗(1 ∶6000)37℃孵育 1 h,ECL 发光法显色,得
出结果。
1. 3　 统计学分析

本次实验的数据采用 SPSS 17. 0 软件进行数

据的统计学分析,实验所用数据均以平均值 ± 标

准差( 􀭰x ± s)表示,多组间的数据比较将采用单

因素方差分析法进行。 组间的两两比较将采用

Tukey’ s test 方法进行。 P < 0. 05 为差异具有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 小鼠成模率及死亡率

在建模过程中,由于注射原因导致 3 只小鼠死

亡。 实验组仅在第 2 周有 1 只小鼠死亡,经计算成

模率为 60. 87%,死亡率为 4. 35%。 而对照组小鼠

则在第 2 周时有 5 只死亡,第 3 周时有 2 只死亡,通
过计算成模率为 45. 83%,死亡率为 29. 17%。
2. 2　 小鼠血清转氨酶水平变化

经检测,实验组小鼠血清 ALT、AST 水平分别增

加至(28. 2 ± 2. 4)和(47. 1 ± 4. 7);对照组小鼠血

清 ALT、AST 水平分别增加至(19. 6 ± 1. 6)和(38. 6
± 2. 3)(P < 0. 01)(见图 1)。

注:与空白组比较,∗∗ P < 0. 01;与对照组比较,## P < 0. 01。
(下图同)

图 1　 血清检测各组小鼠 ALT、AST 水平

Note. Compared with the blank group, ∗∗P < 0. 01. Compared

with the control group, ##P < 0. 01. ( The same in the following
figures)

Figure 1　 Serum levels of ALT and AST in mice of each group

2. 3　 脏器大体观察

实验组与对照组小鼠的肝部发生不同程度的

病变,在肝部表面均出现明显的灰白色结节,质地

较硬,并随着周数的增加肝部结节数明显增多,体
积增大(P < 0. 05)(见图 2,3)。

注:与空白组对比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

图 2　 肝移植模型对小鼠肝指数的影响

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

Figure 2　 Effect of liver transplantation model
on liver indexes of mice

2. 4　 HE 染色观察组织病理学变化

空白组与质粒组小鼠的肝组织结构较为正常,
无病灶和癌巢结构。 第 2 周实验组小鼠的肝小叶结

构遭到破坏,肝索较为紊乱。 第 3 周时,实验组与对

照组肝小叶结构均有不同程度的破坏,实验组的肝

组织中出现点灶样坏死和癌巢结构。 第 4 周时,对
照组与实验组中病灶部位与正常结构有着明显的

分界线,实验组的病灶部位相对较大且数目较多。
在第 5 周时,实验组与对照组小鼠肝的肝小叶可见
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大面积癌变部位。 病灶部位胞核密集且深染,胞质

较少且色浅,可见分裂相细胞核,部分病变细胞排

列成条索状,呈明显肿瘤病理学改变(见图 4,5)。
2. 5　 免疫组织化学法检测小鼠肝内 p53 和 PCNA
的表达

免疫组化结果表明,空白组小鼠的肝组织内

有 p53 阳性表达较高,对照组的癌巢内 p53 表达下

降,质粒组与实验组 p53 阳性表达率明显降低,低
于对照组。 (P < 0. 05)。 实验组与对照组的小鼠

肝组织癌巢中,均出现了不同程度的 PCNA 阳性

表达,并且实 验 组 表 达 明 显 高 于 对 照 组 ( P <
0. 05)(见图 6,7)。

图 3　 实验组与对照组 1 ~ 5 周肝比较

Figure 3　 Comparison of liver in test group and control group at 1 ~ 5 weeks

图 4　 第 5 周时各小组肝组织病理学比较

Figure 4　 Histopathological comparison of liver in each group at the 5 week

图 5　 实验组与对照组 1 ~ 5 周肝组织病理学比较

Figure 5　 Histopathological comparison of liver between test group and control group at 1 ~ 5 weeks
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2. 6 　 Western Blot 检测小鼠肝组织内 p53 和

PCNA 蛋白表达

质粒组与实验组小鼠肝组织中的 p53 蛋白的表

达量明显的低于空白组,而对照组小鼠肝组织中

p53 蛋白表达与正常组相比稍降,差异无统计学意

义(P < 0. 01)。 对于小鼠肝组织中 PCNA 蛋白表达

与空白组或质粒组相比,对照组和实验组小鼠肝组

织内 PCNA 的表达量有着明显的增高;并且实验组

PCNA 的表达量要显著高于对照组(P < 0. 05)(见
图 8)。

图 6　 免疫组织化学法检测小鼠肝组织内 p53 和 PCNA 表达

Figure 6　 Detection of p53 and PCNA expression in mouse liver tissue by immunohistochemistry

图 7　 免疫组织化学法检测小鼠肝组织内 p53 和 PCNA 表达

Figure 7　 Detection of p53 and PCNA expression in
mouse liver tissue by immunohistochemistry

491



中国实验动物学报 2021 年 4 月第 29 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2021,Vol. 29, No. 2

图 8　 Western Blot 检测小鼠肝组织内 p53 和 PCNA 蛋白表达

Figure 8　 Western Blot detection of p53 and PCNA protein expression in mouse liver tissue

3　 讨论

在 2 周后,发现空白组质粒组小鼠精神状态

较好,无明显病态,对照组和实验组的小鼠精神

状态较差,进食量减少。 对照组与实验组小鼠可

能因体 内 肺 或 肝 出 现 病 变, 导 致 精 神 状 态 的

下降。
根据 结 果 得 出, 实 验 组 小 鼠 的 成 模 率 为

60. 87%,死亡率为 4. 35%;对照组小鼠的成模率为

45. 83%,死亡率为 29. 17%。 与仅注射 H22 细胞的

小鼠的对照组比较,实验组小鼠的建模成功的概率

更高,存活率有了一定的提高。 本研究在 5 周较短

的时间成功构建出肝癌肿瘤的转移模型。 与对照

组比较,实验组结节与囊肿出现的时间早,病变程

度高,肝癌形成更加快速和严重。
HE 染色结果显示,实验组与对照组肝能够观

察到细胞肿瘤样改变和癌巢存在,这表明构建的模

型产生癌变,建模成功。 与空白和质粒组相比,实
验组小鼠血清转氨酶 ALT、AST 水平显著增加,表明

实验组与对照组的肝功能明显受损。 与对照组比

较,实验组的转氨酶 ALT、AST 水平要明显高于对照

组。 结合成模率和死亡率、肝大体和病理形态学结

果,可以得出以下结论:本文利用基因编辑技术构

建肝癌模型的方法要显著高于常规尾静脉注射 H22
细胞的建模方法。

第 5 周质粒组与实验组的 p53 蛋白低于正常值

是因为,通过尾静脉将突变人 p53 基因之 CRISPR /
Cas9 三合一工具质粒注射入小鼠体内,此质粒可定

点突变 p53 抑癌基因,导致小鼠肝组织正常 p53 基

因的表达下调[9]。 PCNA 是评价细胞增殖状态的指

标之一[10]。 第 5 周时实验组和对照组小鼠肝组织

内 PCNA 的表达高于空白组和质粒组,大多位于癌

巢及与正常肝组织交界处,说明肝癌细胞处于高增

殖状态并将进一步恶化。 并且实验组的 PCNA 表达

程度明显高于对照组。 说明实验组细胞增殖程度

要高于对照组。 对于 PCNA 来说,因为对照组与实

验组发生了肝转移,所以这两组的 PCNA 表达量要

高于空白组与质粒组。
通过尾 静 脉 注 射 靶 向 突 变 人 p53 基 因 之

CRISPR / Cas9 三合一工具质粒和肝癌细胞的方法

快速建立肝癌小鼠模型的增加两个关键点,突变人

p53 基因和 CRISPR / Cas9 基因编辑技术。 该方法模

型构建周期短,成功率高,节约成本,可用于肝癌转

移和复发的防治研究。
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阿里红多糖体内抗肿瘤作用及其机制研究
沙依拜·沙比提,丛媛媛,古丽尼歌尔·阿布都米吉提,帕丽达·阿不力孜∗

(新疆医科大学药学院,乌鲁木齐　 830011)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究阿里红多糖(Fomes Officinals polysaccharide,FOPS)抗肿瘤作用及其抑瘤机制。 方法　
通过腋部皮下接种 S180 小鼠腹水制备荷瘤小鼠模型。 造模后随机分为空白组、模型组、阳性对照组、FOPS 低中高

剂量组,每组 10 只。 空白组与模型组灌胃生理盐水,阳性对照组腹腔注射 50 mg / kg 环磷酰胺,低、中、高剂量小鼠

分别灌胃不同浓度(50、100、200 mg / kg)FOPS 混悬液。 给药 15 d 后,检测各组小鼠抑瘤率及脏器指数;检测外周血

白细胞、淋巴细胞数目;ELISA 法检测荷瘤小鼠血清 TNF-α、IFN-γ、IL-2、IL-1β、IL-6 等细胞因子含量;qRT-PCR 法检

测肿瘤组织 p38MAPK、p-c-junmRNA 表达;Western Blot 法检测 p38MAPK、p-c-jun、NF-κB、p-NF-κB 蛋白表达量。 结

果　 (1)阳性对照组及 FOPS 低、中、高剂量组小鼠平均瘤重均显著低于模型组(P< 0. 05),四组小鼠抑瘤率分别为

84. 87%、54. 29%、40. 57%、30. 84%。 (2)与模型组比较,FOPS 低剂量组小鼠脾指数、胸腺指数显著提高,白细胞数

目、淋巴细胞数目显著升高(P< 0. 05)。 (3)与模型组比较,FOPS 低剂量组小鼠血清 TNF-α、IFN-γ、IL-2 含量显著

升高(P< 0. 05),FOPS 低、中、高剂量组小鼠血清 IL-1β、IL-6 含量显著降低(P< 0. 01)。 (4) FOPS 低剂量组

p38MAPK、p-c-junmRNA 表达水平高于模型组(P< 0. 05),p38MAPK、p-c-jun 和 p-NF-κB 蛋白表达水平高于模型组

(P< 0. 05)。 结论　 FOPS 具有显著抗肿瘤活性,其机制与上调 MAPK / NF-κB 信号通路中 p38MAPK、p-c-jun 和 p-
NF-κB 等相关基因及蛋白的表达有关。

【关键词】 　 阿里红多糖;抗肿瘤活性;细胞因子;MAPK / NF-κB 信号通路
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In vivo anti-tumor activities of Fomes Officinalis polysaccharide and
the underlying mechanisms

SHAYIBAI·Shabiti, CONG Yuanyuan, GULINIGEER·Abudumijiti, PALIDA Abulizi∗

(College of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, China)
Corresponding author: PALIDA Abulizi. E-mail: palida3345@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To investigate the antitumor activity of Fomes Officinalis polysaccharide (FOPS) and the
underlying mechanisms. Methods 　 The mice tumor-bearing model was established by subcutaneous injection of S180
ascites tumor cells into the axilla. Mice were randomly divided into control group, model group, CTX group, FOPS-L
group, FOPS-M group and FOPS-H group, with 10 mice in each group. The mice were treated with NS, cyclophosphamide
or FOPS for 15 d. Tumor inhibition rate and organ index were assessed, and white blood cell (WBC) and lymphocyte
(LYM) were measured. Serum TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL-1β and IL-6 were detected by ELISA. The mRNA expression
levels of p38MAPK and p-c-jun in tumor tissues were detected by qRT-PCR. The protein expression levels of p38MAPK, p-
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c-jun, NF-κB and p-NF-κB were detected by Western Blot. Results　 (1) The mean tumor weights in the CTX and three
FOPS groups were significantly decreased compared with the model group (P< 0. 05). The tumor inhibition rate in the CTX
and three FOPS groups (-L, -M, -H) were 84. 87%, 54. 29%, 40. 57% and 30. 84%, respectively. (2) Compared with
the model group, the spleen index, thymus index, WBC and LYM were increased significantly in the FOPS-L groups (P<
0. 05). (3) Compared with the model group, the levels of TNF-α, IFN-γ, IL-2 in the FOPS-L group were significantly
increased (P< 0. 05), while the levels of IL-1β and IL-6 in the CTX and three FOPS groups were significantly decreased
(P< 0. 01). (4) The mRNA expression levels of p38MAPK and p-c-jun, and the protein expression levels of p38MAPK,
p-c-jun and p-NF-κB in tumor tissue were significantly increased compared with the model group (P< 0. 05). Conclusions
FOPS has significant anti-tumor activities, and the mechanism of action is related to activation of the MAPK / NF-κB
signaling pathway.

【Keywords】　 Fomes Officinalis polysaccharide; anti-tumor activity; cytokine; MAPK / NF-κB signaling pathway
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　 　 恶性肿瘤是严重威胁人类健康的一类常见疾

病,寻找有效的抗癌药物和方法是世界医学面临的

重要课题。 研究发现中药治疗恶性肿瘤,无论是在

减轻临床症状,提高生存质量,防止复发转移,延长

生存期,还是在与放化疗配合,增效减毒等方面都

有很好的效果。
阿里红(Fomes Officinals (Vill.ex.Fr.) Ames)是

一种药用菌,隶属多孔菌科、层孔菌属[1]。 研究发

现,阿里红中所含多糖(FOPS)为阿里红药材的活性

成分之一,具有免疫调节、抗肿瘤、抗氧化等药理作

用[2-4]。 课题组前期研究表明阿里红多糖在体外具

有抗肿瘤活性[5],但鲜有阿里红多糖体内抗肿瘤作

用的报道。 因此,本研究使用 S180 荷瘤小鼠,研究

阿里红多糖体内抗肿瘤作用效果和机制,旨在为后

续阿里红药效学研究提供试验依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

60 只 6 周龄 SPF 级雄性昆明小鼠,体重 18 ~
20 g,购买于新疆医科大学动物实验中心 【 SCXK
(新)2018-0002】。 饲养于新疆医科大学动物实验

中心【SYXK(新)2018-0003】。 饲养期间各组小鼠

自由饮水,饲喂普通维持饲料由新疆医科大学动物

实验中心提供。 饲养环境:昼夜各半循环照明,恒
温 22 ~ 25℃、恒湿 40% ~ 70%。 鼠源 S180 腹水瘤

细胞,购自上海中乔新舟公司,由新疆医科大学动

物实验中心传代保种。 所有操作均符合新疆医科

大 学 伦 理 委 员 会 要 求 ( 批 准 文 号: IACUC-
20170222046)。
1. 1. 2　 试药

阿里红药材购于新疆维吾尔医院,由新疆医科

大学天药 /生药教研室帕丽达·阿不力孜教授鉴定

为阿里红 Fomes Officinals Ames。 按文献[6] 制备

FOPS,得率为 3. 06%,通过苯酚硫酸法测得含量为

57. 4%,用生理盐水制备 5、10、20 mg / mL 药液待用。
注射 用 环 磷 酰 胺 ( CTX, 盛 迪 医 药 有 限 公 司,
18102525),生理盐水制备成 5 mg / mL 药液待用。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

TNF-α、IFN-γ、 IL-2、 IL-1β、 IL-6 ELISA 试剂盒

(安徽巧伊生物公司);引物 β-actin、p38MAPK、p-c-
jun(上海生工生物有限公司);抗体 β-actin(CST 公

司);p38MAPK、p-NF-κB(Abcam 公司);p-c-jun、NF-
κB(Bioswamp 公司);BCA 蛋白定量试剂盒、蛋白分

子量标准 Marker、特超敏 ECL 化学发光试剂盒(索
莱宝公司);实时荧光定量 PCR 试剂盒(TaKaRa 公

司)。
Multiskan Go 全波长酶标仪 (美国 Thermo 公

司);AB304-S 电子分析天平(德国梅特勒公司);
UV2700 紫外-可见分光光度计(日本岛津公司);3-
30 K 台式低温离心机(德国 Sartorius 公司);BC-
5000VET 血细胞分析仪(中国 Mindray 公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 荷瘤模型制备

常规方法复苏 S180 小鼠腹水瘤细胞,取 0. 2
mL 细胞悬液注射于健康小鼠腹腔,连续传代两次

得到 S180 腹水瘤小鼠。 无菌条件下抽取腹水,调整

浓度至每毫升 1 × 107 个,注射细胞悬液于适应饲

养 7 d 后的小鼠腋部皮下制备 S180 荷瘤模型。
1. 2. 2　 动物分组及给药

将 50 只建模成功小鼠随机分为模型组、阳性对

照组、FOPS 低、中、高剂量组,健康小鼠作为空白

组,每组 10 只。 空白组与模型组给予生理盐水灌

胃,阳性对照组腹腔注射 50 mg / kg 环磷酰胺,低、
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中、高剂量组给予不同浓度(50、100、200 mg / kg)
FOPS 灌胃,连续给药 15 d。 每日记录小鼠体重,观
察小鼠饮食饮水、活动状态等一般表现。
1. 2. 3　 抑瘤率及脏器指数检测

末次给药 24 h 后,颈椎脱臼处死小鼠,剥离瘤

块、脏器称重,计算抑瘤率、脏器指数。 抑制率(%)
= (模型组平均瘤重-给药组平均瘤重) /模型组平

均瘤重×100%,脏器指数=脏器质量 /体重。
1. 2. 4　 外周血血常规检测

小鼠取血,BC-5000Vet 血细胞分析仪检测白细

胞、淋巴细胞数目。
1. 2. 5　 血清细胞因子含量检测

小鼠取血,静置 2 h,4℃ 条件下 3000 r / min 离

心 10 min 分离血清。 按照 ELISA 试剂盒说明书检

测血清 TNF-α、IFN-γ、IL-2、IL-1β、IL-6 含量。
1. 2. 6　 小鼠脏器病理学观察

剥离心、肝、脾、肺、肾等组织用 4%甲醛固定,
经石蜡包埋、切片、HE 染色观察病理学变化。
1. 2. 7　 肿瘤组织 p38MAPK 和 p-c-jun mRNA 表达

量检测

液氮研磨适量肿瘤组织,使用 TRIzol 试剂提取

总 RNA,测定 RNA 总浓度,使用 PCR 循环仪进行逆

转录。 用 qRT-PCR 定量检测 p38MAPK 和 p-c-jun
mRNA 表达量,用 2-△△Ct分析法计算结果,引物序列

见表 1。
表 1　 引物序列

Table 1　 Primer sequence
引物

Primers
引物序列

Primer sequence
长度(bp)
Length(bp)

p38MAPK
F:5’-CCGAGAGTTGCGTCTGCTGAAG-3’ 22

P:5’-TTGAATTCCTCCAGTGACCTTGCG-3’ 24

p-c-jun
F:5’-TACGCCAACCTCAGCAACTTCAAC-3’ 24

P:5’-ACGGTCTGCGGCTCTTCCTTC-3’ 21

β-actin
F:5’-GTGCTATGTTGCTCTAGACTTCG-3’ 23
P:5’-ATGCCACAGGATTCCATACC-3’ 20

1. 2. 8　 肿瘤组织 p38MAPK、 p-c-jun、NF-κB 和 p-
NF-κB 蛋白表达量检测

液氮研磨适量肿瘤组织,加入 RIPA 裂解液提

取蛋白。 在 4℃条件下,12 000 r / min 离心 10 min,
取上清液,使用 BCA 蛋白定量试剂盒检测蛋白浓

度。 适宜条件下,进行电泳、转膜、封闭、一抗孵育,
二抗孵育等步骤。 ECL 化学发光试剂曝光显影,
Image J 图像分析法进行灰度值分析。
1. 3　 统计学分析

通过 SPSS 21. 0 软件进行统计学分析,采用单

因素方差分析,数据结果以平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)
表示,P< 0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 FOPS 对荷瘤小鼠体重的影响

第 1 ~ 3 天各组小鼠一般表现正常。 第 4 ~ 7
天小鼠腋部皮下出现明显瘤组织;模型组与阳性对

照组小鼠皮毛粗糙、精神萎靡,与模型组比较,FOPS
低、中、高剂量组小鼠精神状态、饮食状态良好。 第

8 ~ 15 天模型组小鼠瘤组织较大、右肢失去功能、
皮毛稀松,阳性对照组食欲差、呼吸急促,由图 1 可

见,体重下降,差异有显著性(P< 0. 01)。 与模型组

比较,FOPS 低、中、高剂量组皮毛光滑、体重变化

小,差异无显著性。

注:与模型组比较,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。 (下图 / 表同)

图 1　 FOPS 对荷瘤小鼠体重的影响(n= 10)
Note. Compared with model group,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01. (The
same in the following figures and tables)

Figure 1　 Effect of FOPS on body weight of
tumor-bearing mice(n= 10)

2. 2　 FOPS 对荷瘤小鼠瘤重、抑瘤率的影响

由表 2 可见,与模型组比较,阳性对照组、FOPS
低、中、高剂量组小鼠平均瘤重均明显减小,差异有

显著性(P< 0. 05),FOPS 低剂量组小鼠平均瘤重小

于 FOPS 中、高剂量组。 阳性对照组、FOPS 低、中、
高剂量组抑瘤率分别为 84. 87%、54. 29%、40. 57%、
30. 84%。 结果提示,FOPS 对 S180 荷瘤小鼠肿瘤生

长有抑制作用。
表 2　 FOPS 对荷瘤小鼠瘤重、抑瘤率的影响(n= 10)
Table 2　 Effect of FOPS on tumor weight and tumor

inhibition rate of tumor-bearing mice(n= 10)

组别
Groups

瘤重(g)
Tumor

weight(g)

抑瘤率(%)
Tumor inhibition

rate(%)

模型组 Model group 6. 21 ± 0. 75 /
阳性对照组 CTX group 0. 94 ± 0. 32∗∗ 84. 87%

FOPS 低剂量组 FOPS-L group 2. 83 ± 0. 48∗∗ 54. 29%
FOPS 中剂量组 FOPS-M group 3. 69 ± 0. 51∗ 40. 57%
FOPS 高剂量组 FOPS-H group 4. 29 ± 0. 51∗ 30. 84%
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2. 3　 FOPS 对荷瘤小鼠脏器指数、白细胞、淋巴细

胞数目的影响

由表 3 可见,与模型组比较,FOPS 低、中剂

量组小鼠脾指数、胸腺指数、白细胞数目均显著

升高(P< 0. 05) ,FOPS 低剂量组淋巴细胞数目

显著升高( P< 0. 05) 。 结果提示,FOPS 可提高

荷瘤小鼠脾指数、胸腺指数,升高白细胞、淋巴细

胞数目。
2. 4　 FOPS 对荷瘤小鼠血清细胞因子的影响

由表 4 可见,与模型组比较,FOPS 低、中剂量组

TNF-α 含量均显著升高(P< 0. 05),FOPS 低剂量组

IFN-γ 含量显著升高(P< 0. 05),FOPS 低、中、高剂

量组 IL-2 含量显著升高(P< 0. 05),FOPS 低、中、高
剂量组 IL-1β、IL-6 含量显著降低(P< 0. 01)。 该结

果提示 FOPS 可升高荷瘤小鼠血清 TNF-α、IFN-γ、
IL-2 含量,降低 IL-1β、IL-6 含量。
2. 5　 FOPS 对荷瘤小鼠脏器病理学的影响

由图 2 知,各组小鼠心脏组织切片心肌纤维排

列整齐,形态正常。 空白组肝细胞结构完整,排列

整齐,胞质丰富,核仁清晰;模型组与阳性对照组

肝细胞排列分散无序,与模型组比,FOPS 低、中、
高剂量组小鼠肝细胞排列规则,形态基本正常。
空白组小鼠脾组织细胞排列整齐紧密,红髓与白

髓分界清晰;模型组与阳性对照组小鼠脾组织红

髓与白髓分界不清,不易观察;与模型组比,FOPS
低、中、高剂量组小鼠脾组织细胞排列相对整齐,
红髓和白髓分界可见。 各组小鼠肺组织切片组织

结构疏松呈蜂窝状,未见炎细胞浸润现象。 空白

组肾组织细胞形态正常,结构完整;模型组肾组织

细胞排列紊乱,肾小球体积减小;与模型组比较,
FOPS 低、中、高剂量组肾小球结构相对完整,细胞

排列相对整齐。
2. 6　 FOPS 对荷瘤小鼠肿瘤组织 p38MAPK 和 p-
c-jun mRNA 表达的影响

由表 5 可见,与模型组比较,FOPS 低、中剂量组

小鼠 p38MAPK mRNA 表达量升高,差异具有显著

性(P< 0. 05),FOPS 低剂量组小鼠 p-c-jun mRNA 表

达量升高,差异具有显著性(P< 0. 01)。
表 3　 FOPS 对荷瘤小鼠脏器指数、白细胞、淋巴细胞数目的影响(n= 10)

Table 3　 Effect of FOPS on organ index, WBC and LYM of tumor-bearing mice(n= 10)
组别
Groups

脾指数
Spleen index

胸腺指数
Thymus index

白细胞数目(10-9 L)
WBC(10-9 L)

淋巴细胞数(10-9 L)
LYM(10-9L)

空白组 Control group 5. 17 ± 0. 71∗∗ 1. 79 ± 0. 24∗∗ 7. 99 ± 1. 61 3. 73 ± 1. 75∗

模型组 Model group 3. 35 ± 0. 23 0. 62 ± 0. 18 5. 06 ± 1. 06 1. 00 ± 0. 28
FOPS 低剂量组 FOPS-L group 5. 16 ± 0. 33∗∗ 1. 32 ± 0. 22∗∗ 9. 82 ± 1. 23∗∗ 3. 94 ± 0. 48∗

FOPS 中剂量组 FOPS-M group 4. 83 ± 0. 40∗ 1. 17 ± 0. 08∗ 8. 83 ± 1. 87∗ 2. 64 ± 0. 11
FOPS 高剂量组 FOPS-H group 3. 28 ± 0. 16 1. 07 ± 0. 06 7. 53 ± 0. 76 2. 52 ± 0. 15

表 4　 FOPS 对荷瘤小鼠血清细胞因子的影响(n= 10)
Table 4　 Effect of FOPS on serum cytokines of tumor-bearing mice(n= 10)

组别 Groups TNF-α(pg / mL) IFN-γ(pg / mL) IL-2(pg / mL) IL-1β(pg / mL) IL-6(pg / mL)

空白组 Control group 85. 20 ± 16. 53∗ 52. 57 ± 4. 34∗ 19. 20 ± 2. 53∗ 44. 67 ± 2. 42∗∗ 23. 31 ± 6. 93∗∗

模型组 Model group 45. 69 ± 4. 65 28. 20 ± 6. 84 7. 40 ± 0. 75 87. 14 ± 7. 90 92. 52 ± 16. 47

FOPS 低剂量组 FOPS-L group 91. 22 ± 9. 50∗∗ 53. 29 ± 10. 97∗ 15. 67 ± 2. 63∗ 51. 70 ± 1. 11∗∗ 30. 55 ± 4. 72∗∗

FOPS 中剂量组 FOPS-M group 78. 33 ± 6. 83∗ 30. 49 ± 10. 73 14. 40 ± 2. 67∗ 59. 46 ± 1. 53∗∗ 35. 63 ± 7. 69∗∗

FOPS 高剂量组 FOPS-H group 71. 14 ± 16. 16 22. 40 ± 2. 62 13. 33 ± 0. 34∗ 66. 12 ± 1. 95∗∗ 38. 19 ± 6. 74∗∗

2. 7　 FOPS 对荷瘤小鼠肿瘤组织 p38MAPK、p-c-
jun、NF-κB 和 p-NF-κB 蛋白表达的影响

由表 6、图 3 可见,与模型组比较,FOPS 低剂

量组 p38MAPK 表达量升高,差异具有显著性(P<
0. 05),FOPS 低、中剂量组 p-c-jun 表达量均升高,
差异具有显著性(P< 0. 05),FOPS 低、中、高剂量

组 p-NF-κB 表达量均升高,差异具有显著性(P<
0. 01)。

表 5　 FOPS 对荷瘤小鼠肿瘤组织 p38MAPK 和

p-c-jun mRNA 表达的影响(n= 6)
Table 5　 Effect of FOPS on p38MAPK and p-c-jun mRNA
expression in tumor tissues of tumor-bearing mice(n= 6)

组别 Groups p38MAPK p-c-jun

模型组 Model group 0. 51 ± 0. 23 0. 12 ± 0. 01
FOPS 低剂量组 FOPS-L group 1. 51 ± 0. 04∗ 0. 71 ± 0. 16∗∗

FOPS 中剂量组 FOPS-M group 1. 30 ± 0. 15∗ 0. 38 ± 0. 11
FOPS 高剂量组 FOPS-H group 0. 20 ± 0. 18 0. 09 ± 0. 01
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图 2　 FOPS 对荷瘤小鼠脏器病理学变化的影响

Figure 2　 Effect of FOPS on histopathological changes in tissues of tumor-bearing mice

表 6　 FOPS 对荷瘤小鼠肿瘤组织 p38MAPK、p-c-jun、NF-κB 和 p-NF-κB 蛋白表达的影响(n= 6)
Table 6　 Effect of FOPS on p38MAPK, p-c-jun, NF-κB and p-NF-κB protein expression in tumor tissues of tumor-bearing mice(n=6)

组别 Groups p38MAPK / β-actin p-c-jun / β-actin NF-κB / β-actin p-NF-κB / β-actin
模型组 Model group 0. 56 ± 0. 07 0. 70 ± 0. 81 1. 13 ± 0. 19 0. 53 ± 0. 05

FOPS 低剂量组 FOPS-L group 0. 95 ± 0. 16∗ 1. 15 ± 0. 19∗ 0. 94 ± 0. 14 0. 99 ± 0. 14∗∗

FOPS 中剂量组 FOPS-M group 0. 82 ± 0. 11 1. 16 ± 0. 13∗ 0. 96 ± 0. 15 1. 20 ± 0. 14∗∗

FOPS 高剂量组 FOPS-H group 0. 91 ± 0. 08 0. 97 ± 0. 08 1. 05 ± 0. 15 0. 99 ± 0. 09∗∗

图 3　 FOPS 对荷瘤小鼠肿瘤组织 p38MAPK、
p-c-jun、NF-κB 和 p-NF-κB 蛋白表达的影响

Figure 3　 Effect of FOPS on p38MAPK, p-c-jun, NF-κB and
p-NF-κB protein expression in tumor tissues of tumor-bearing mice

3　 讨论

3. 1　 FOPS 对荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作用

恶性肿瘤治愈率低、致死率高,是严重危害人

类健康的疾病之一[7]。 环磷酰胺等抗肿瘤药物对

多种实体瘤有良好的抑制作用,在小鼠 S180 移植瘤

模型中常被用作阳性对照药。 但其消化道反应、生
殖毒性、骨髓抑制及免疫抑制等严重毒副作用及不

良反应[8],对人体产生较大损害。 天然来源的植物

多糖具有调节机体免疫、增强抗肿瘤活性、抗病毒、
抗氧化等众多功效,且毒性反应及副作用小[9-11]。
本研究结果显示,与模型组比较,FOPS 低、中、高剂

量组小鼠瘤重均减小,差异具有显著性(P< 0. 05),
FOPS 低剂量组抑瘤效果优于 FOPS 中、高剂量组。

102



中国实验动物学报 2021 年 4 月第 29 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2021,Vol. 29, No. 2

通常,药物在一定范围内具有优良效果,超过范围

药效降低、消失甚至产生毒副作用。 该结果表明,
FOPS 对荷瘤小鼠肿瘤生长具有抑制作用,从量效

关系来看不同浓度的 FOPS 对荷瘤小鼠肿瘤生长的

抑制作用不同,并不是剂量越大药效越好。 造成这

种剂量与药效关系不成正比的原因可能是,FOPS
是粗多糖,其中不同的多糖组分可能具有各自的作

用途径或有效浓度范围,对不同的组织、细胞和细

胞因子表达产生的影响可能不同。 并且,中药存在

多成分、多靶点的特性,FOPS 剂量升高可能抑制或

激活了其他作用靶点或受体,使其抗肿瘤活性降低。
3. 2　 FOPS 对荷瘤小鼠免疫功能的影响

脾和胸腺是哺乳动物最主要的免疫器官。 脾

和胸腺发生功能或器质性改变,表现为淋巴细胞、
白细胞减少和细胞因子的改变,极大增加细菌和病

毒感染的机会[12-14]。 本研究结果显示,FOPS 可提

高荷瘤小鼠脾指数、胸腺指数,升高小鼠外周血白

细胞、淋巴细胞数目,差异具有显著性(P< 0. 05),
该结果提示 FOPS 改善机体免疫功能。
3. 3　 FOPS 对荷瘤小鼠细胞因子的影响

TNF-α 是由单核细胞与巨噬细胞产生的多肽类

细胞因子,对肿瘤具有直接溶解和抑制增殖的作

用。 IFN-γ 由淋巴细胞与 NK 细胞产生,可通过增加

TNF-α 的释放来达到杀伤肿瘤细胞的作用。 IL-2 可

促进 IFN-γ 分泌,也可促进 T、B 细胞活化和增殖,
并最终提高细胞和体液反应[15-16]。 IL-6、IL-1β 的

大量产生则会引起广泛的炎症反应,促进肿瘤侵袭

转移[17-18]。 研究表明, FOPS 升高 TNF-α、 IL-2、
IFN-γ等细胞因子含量(P< 0. 05),降低IL-6、IL-1β
含量(P< 0. 01),从而发挥抗肿瘤作用。
3. 4　 FOPS 对荷瘤小鼠脏器病理学的影响

本研究通过对心、肝、脾、肺、肾等脏器进行病

理学观察考察 FOPS 的安全性,结果显示 FOPS 能减

轻荷瘤小鼠脏器损伤,并且安全性较高。
3. 5　 FOPS 对 MAPK / NF-κB 信号通路的影响

MAPK / NF-κB 信号通路在多种肿瘤组织及细

胞内活化表达,已成为研究抗肿瘤药物的热门靶点

之一。 MAPK 是细胞内广泛存在的丝 /苏氨酸蛋白

激酶,与细胞周期调节、细胞存活、细胞因子分泌等

过程有关[19-20]。 NF-κB 在细胞受到刺激时发生磷

酸化,从细胞质进入细胞核内,与核内 DNA 特异序

列结合,启动或增强相关基因转录。 在癌症早期,
NF-kB 可以抑制肿瘤生长,但突变的积累可能导致

肿瘤抑制功能丧失。 NF-κB 被视为应激反应因素,
在炎症过程中同时产生促炎和抗炎介质,发挥何种

作用抑制肿瘤取决于时间和组织[21]。 本研究结果

表明,FOPS 能够上调肿瘤组织 p38MAPK 和 p-c-
junmRNA 表达及 p38MAPK、p-c-jun 和 p-NF-κB 蛋白

表达,差异具有显著性(P< 0. 05),激活 MAPK / NF-
κB 信号通路发挥抗肿瘤作用。

综上所述,体内给予 FOPS 可抑制 S180 荷瘤小

鼠肿瘤生长,调节荷瘤小鼠血清细胞因子含量,其
机制与激活 MAPK / NF-κB 信号通路有关。
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病毒性皮肤疣小鼠模型的建立
李丹,蔡方舟,李哲,王卫∗

(北京协和医学院比较医学中心,中国医学科学院医学实验动物研究所,新发再发传染病动物模型研究北京市重点

实验室,国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 疣是因人乳头瘤病毒(HPV)感染导致的皮肤科疾病之一,常表现为寻常疣、尖锐湿疣等症

状,治疗后易复发,目前尚无有效的小鼠模型。 为研究皮肤疣的防治策略及产品,本研究拟建立病毒性皮肤疣小鼠

模型。 方法　 免疫缺陷小鼠麻醉后,利用刀片轻轻刮擦小鼠尾部皮肤制造轻微创口,接种 1. 5 × 108 copies 小鼠乳

头瘤病毒,定期观察尾部皮肤变化,使用不同方法检测病毒 DNA、病毒载量及病理分析。 结果　 MmuPV1 感染小鼠

尾部皮肤 16 周后,肉眼可见乳头瘤状增生,伴有过度角化以及表面粗糙;HE 染色分析为皮肤表面鳞状上皮增生,
棘层和颗粒层有空泡变性,可原位检测 MmuPV1 E4 RNA 转录本。 增生部位也可检测到 MmuPV1 DNA 以及病毒载

量。 结论　 本研究利用小鼠乳头瘤病毒 MmuPV1 感染免疫缺陷小鼠尾部皮肤,成功建立病毒性皮肤疣小鼠模型,
支撑皮肤型 HPV 感染、致病机制等研究。

【关键词】 　 皮肤疣;人乳头瘤病毒(HPV);小鼠;动物模型;小鼠乳头瘤病毒
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Development of a mouse model of papillomavirus-mediated skin wart
LI Dan, CAI Fangzhou, LI Zhe, WANG Wei∗

(Institute of Laboratory Animal Sciences, Chinese Academy of Medical Sciences (CAMS).
Comparative Medicine Center, Peking Union Medical College (PUMC). Beijing Key Laboratory for
Animal Models of Emerging and Reemerging Infectious Diseases. NHC Key Laboratory of Human

Disease Comparative Medicine, Beijing 100021, China)
Corresponding author: WANG Wei. E-mail:wangw@ cnilas.org

【Abstract】 　 Objective 　 Verruca is a dermatological disease caused by human papillomavirus ( HPV), and
includes conditions such as verruca vulgaris and condyloma acuminatum. Although treatments are available to remove skin
warts, effective therapies are still lacking. Because of species specificity, the development of animal models of HPV
infection has been limited. In this study, mouse papillomavirus (MmuPV1) was used to infect immunodeficient mice to
establish a murine model of skin papillomatous hyperplasia. Methods　 After anesthesia, the tail skin was gently scraped
with a blade to produce a slight wound, which was then inoculated with 1. 5 × 108 copies of viral DNA. Changes in the tail
skin were observed, viral DNA and load were examined, and pathological analysis was performed. Results　 Sixteen weeks
post-infection with MmuPV1, papillomatous hyperplasia with hyperkeratosis had developed at the infection sites. HE
staining showed hyperplasia of squamous epithelium and vacuolar degeneration in the spinous and granular layers. MmuPV1
E4 transcript was detected by RNAscope in situ hybridization. MmuPV1 DNA in the samples was detected by PCR
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amplification of the E2 gene. Viral DNA was tested in all MmuPV1-infected NU / NU mice samples by qRT-PCR.
Conclusions　 Our result suggest that MmuPV1 skin infection in mice mimics HPV disease, and can therefore serve as a
useful model for studying the pathogenesis and natural history of HPV infection.

【Keywords】　 skin wart; HPV; mouse; animal model; MmuPV1
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 人乳头瘤病毒(human papillomavirs,HPV)可引

起多种常见皮肤疾病,包括良性疣、光化性角化病

及鳞状细胞癌等[1-2],其中免疫抑制患者感染发病

并进展为癌症比免疫健全的人高 100 倍[3]。 由于乳

头瘤病毒具有严格种属特异性,HPV 无法感染实验

动物建立动物模型。 科学家们通过犬口腔乳头瘤

病毒(canine oral papillomavirus,COPV / CPV1)、棉尾

兔 乳 头 瘤 病 毒 ( cottontail rabbit papillomavirus,
CRPV)、 及 兔 口 腔 乳 头 瘤 病 毒 ( rabbit oral
papillomavirus,ROPV) 以及牛乳头瘤病毒 ( bovine
papillomavirus,BPV)等感染动物模型来理解乳头瘤

病毒感染过程及发病机制[4-5],然而这些感染模型

个体差异大及有限的技术等问题,使得更为理想的

感染实验室小鼠模型尚待建立。 2011 年,印度科学

家从 NMRI-Foxn1(Nu) / Foxn1(Nu)裸鼠上分离得到

小鼠乳头瘤病毒(mouse papillomavirus,MmuPV1),
其可感染实验室小鼠品系,首次提供利用小鼠研究

乳头瘤状病毒的机会[6-9]。 本研究利用 MmuPV1 感

染 T 细胞缺陷的 Crl:NU-Foxn1nu小鼠尾部并进展为

病毒性皮肤疣模型,为进一步研究 HPV 持续感染、
致病机制研究等提供研究平台,有望助力于 HPV 致

病机制和治疗方法研究。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

15 只 6 ~ 8 周龄 SPF 级雌性 NU / NU(Crl:NU-
Foxn1nu,编号 403)小鼠,体重 18 ~ 25 g,购自北京

维通利华实验动物技术有限公司【 SCXK(京)2016
-006】。 动物饲养于中国医学科学院医学实验动

物研究所 ABSL-2 级实验室 【 SYXK (京) 2019 -
0014】,饲养条件:温度 20 ~ 26℃,湿度 40% ~
70%,光照周期 12 h / 12 h,动物自由采食和饮水。
本动物实验已通过中国医学科学院医学实验动物

研究所实验动物使用与管理委员会审批(批准号:
WW19001)。
1. 1. 2　 病毒毒株

小鼠乳头瘤病毒(MmuPV1)及质粒 pMusPV 由

宾夕法尼亚州立大学 Jiafen Hu 教授惠赠。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

三溴 乙 醇 ( Sigma-Aldrich, T48402 ), DNeasy
Blood &Tissue Kit(Qiagen,69506),QuantiTect Probe
PCR Kits ( Qiagen, 204343), RNAscope 􀳏 Probe-V-
MusPV-E4 ( Advanced Cell Diagnostic, 473281 ),
RNAscope􀳏 2. 5 HD reagent kit-Brown(Advanced Cell
Diagnostic,322300);PlatinumTM Taq DNA Polymerase
High Fidelity( Invitrogen,11304029),Trans2K􀳏 Plus
DNA Marker(全式金,中国)。

Bead Ruptor Elite 多 功 能 生 物 样 品 均 质 器

(OMNI International,美国),PCR 仪(Bio-Rad T100
Thermal Cycler,美国),实时定量 PCR 仪 ( Applied
Biosystems Quantudio 3,美国),NanoZoomer S60 数字

切片扫描仪(HAMAMATSU,日本)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 病毒制备

MmuPV1 是从小鼠尾部病变部位分离[9]。 具

体步骤为利用手术刀片将增生组织置于匀浆管中,
加入 PBS,电动匀浆器 5. 65 m / s 45 s,间隔 30 s 后

再次匀浆,将匀浆后的产物以 10 000 rpm 离心

2 min,上清液置于 EP 管中-80℃ 储存。 MmuPV1
病毒液与 PBS 按1 ∶5进行稀释(即 40 μL 病毒液加

入 200 μL PBS),混合后置于 0. 22 μm 醋酸纤维素

无菌离心过滤管,过滤管中再加入 200 μL PBS,因
过滤过程的损失,最终可得到250 μL病毒液。
1. 2. 2　 小鼠感染

NU / NU 小鼠经三溴乙醇麻醉,按每公斤体重腹

腔注射 240 mg。 待小鼠麻醉后,利用刀片在小鼠尾

部反复轻轻刮擦 20 次左右,取 10 μL 病毒液(1. 5 ×
108copies vrial DNA)滴加到刮擦过的尾部,待病毒

液体自然干燥后,将感染后的小鼠放回鼠笼。 感染

后 16 周安乐小鼠并收集增生组织。
1. 2. 3　 MmuPV1 DNA 及载量检测

利用 Dneasy Blood&Tissue Kit(Qiagen)提取病

毒或动物组织 DNA。 使用 MmuPV1 E2 上下游引

物, MmuPV1 _ E2 _ 1 ( 5 ’-GCCCGAAGACAACACC
GCCACG-3’)和 MmuPV1_E2_2(5’-CCTCCGCCTCG

502
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TCCCCAAAAAATGG-3’)扩增[10],PCR 反应体系为

25 μL, 具 体 为: 10 × High Fidelity PCR Buffer
2. 5 μL、10 mmol / L dNTP Mix 0. 5 μL、50 mmol / L
MgSO4 1 μL、MmuPV1_E2_1 primer 1 μL、MmuPV1_
E2_2 primer 1 μL、MmuPV1 DNA 3 μL、Platinum􀳏
Taq DNA polymerase High Fidelity 0. 1 μL、去离子水

15. 9 μL。 反应条件:94℃ 10 min;94℃ 15 s、60℃
30 s,68℃ 45 s,35 个循环;68℃ 10 min,琼脂糖凝胶

电泳鉴定。
qRT-PCR 法检测病毒载量, 利用已知浓度

pMusPV 质粒绘制标准曲线,同样靶向 MmuPV1_E2
基因进行检测,上下游引物同 PCR 扩增引物,探针

序 列 为 FAM-TGCCCTTTCAGTGGGTTGAGGACAG-
MGB[10]。 反应体系为 20 μL,具体为:2 × QuantiTect
Probe PCR Master Mix 10 μL、MmuPV1_E2_1 primer
1 μL、MmuPV1_E2_2 primer 1 μL、MmuPV1 _E2 _
probe 0. 5 μL、Template DNA 1 μL、Rnase-free water
6. 5 μL。 反应条件:50℃ 2 min;95℃ 10 min;95℃
15 s;60℃ 1 min,40 个循环。
1. 2. 4　 免疫组化

感染 16 周后,将 MmuPV1 感染 NU / NU 小鼠进

行安乐,采集尾部增生部位皮肤,制备成石蜡块进

行苏木精-伊红(HE 染色)。 方法简述:增生组织经

10%的多聚甲醛固定、脱水透明后,石蜡包埋后切

片;切片脱蜡后进行 HE 染色,显微镜下观察。
1. 2. 5　 RNA 原位杂交

制备的石蜡切片,利用 RNAscope 检测[11]。 具

体为:(1) 切片脱蜡:60℃ 烤片 1 h,二甲苯脱蜡,
100%酒精,室温静置干燥 5 min;(2)双氧水靶标修

复:滴加 5 ~ 8 滴 RNAscope􀳏 双氧水后孵育10 min,
蒸馏水清洗,浸没于煮沸的 1 × RNAscope􀳏 靶标修

复液中放置 15 min,蒸馏水清洗,100%乙醇中清洗,
室温 静 置 干 燥 10 min; ( 3 ) 画 疏 水 圈: 利 用

ImmedgeTM疏水笔在检测样本周围画疏水圈 2 ~ 4
次;(4)切片滴加 5 滴 RNAscope􀳏 蛋白酶 plus 的切

片放入 HybEZTM湿盒,再放入 40℃杂交炉 30 min,蒸
馏水清洗;(5)探针杂交:切片滴加 4 滴 MmuPV1 E4
探针,再放入湿盒,杂交炉 40℃孵育 2 h,1 × 清洗缓

冲液清洗;(6) Amp 杂交反应:依次加入 Amp1 ~
Amp6 杂交反应液 4 滴,分别放回湿盒,杂交炉 40℃
孵育,结束后用 1 ×清洗缓冲液清洗,再依次进行下

次杂交;(7)信号检测:切片上滴加 120 μL DAB 工

作液,静置 10 min,,蒸馏水洗 3 ~ 5 次;(8)切片复

染:放入苏木精染色液中,室温静置 2 min,蒸馏水洗

3 ~ 5 次,0. 02%氨水洗 1 次,蒸馏水再洗 3 ~ 5 次;
(9)切片分别置于 70%乙醇,100%乙醇孵育2 min,
以及二甲苯溶液,静置 5 min;(10)切片风干后,滴
加 1 滴 Cytoseal 封片剂,盖上盖玻片,风干载玻片

1 min;(11)结果判读:观察 MmuPV1E4 转录本在感

染增生组织中的表达,棕色斑点判定为阳性信号。

2　 结果

2. 1　 MmuPV1 感染尾部皮肤后外观性状

MmuPV1 病毒感染 NU / NU 小鼠 4 周左右,其中

5 只小鼠即可见尾部皮肤出现小米粒大小增生;16
周后可观察到,小鼠尾部出现高于皮面,圆形或不

规则形状的乳头瘤样增生,并且伴有角化过度,表
面粗糙(图 1)。 收集增生组织,HE 染色进行病理分

析,组织学观察可见感染小鼠尾部皮肤表面鳞状上

皮增生(图 2A),棘层肥厚,在棘层和颗粒层出现空

泡化细胞(图 2B)。

图 1　 MmuPV1 感染 16 周后的 NU / NU 小鼠尾部

Figure 1　 Tail skin of MmuPV1 infected NU / NU
mouse after 16 weeks

2. 2　 PCR 检测增生组织 MmuPV1 DNA
MmuPV1 感 染 增 生 部 位 提 取 DNA, 利 用

MmuPV1 E2 基因特异性引物扩增鉴定 MmuPV1 表

达 97 bp 片段。 利用感染 MmuPV1 的小鼠尾部提取

DNA 进行鉴定,结果表明均可检测到 MmuPV1 DNA
(图 3)。
2. 3　 qRT-PCR 法检测增生组织病毒载量

制备MmuPV1 病毒液按 1 ∶5与 PBS 稀释后进行

过滤,又追加 200 μL PBS。 取 5 μL 过滤后的病毒

液提取 DNA,利用实时定量 PCR 方法检测感染病变

组织中 MmuPV1 的病毒载量,同样利用 MmuPV1 E2
基因进行定量。 结果表明,感染小鼠尾部增生部位

均可检测到病毒载量,该病毒提取物中每微升含有

大于 1. 3 × 108 viral DNA copies,RNase-Free 水作为

阴性对照(NC)(图 4)。
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图 2　 MmuPV1 感染小鼠尾部病变组织学分析

Figure 2　 Immunohistochemical analysis of mouse tail hyperplasia by MmuPV1 infection

注:1 ~ 15:MmuPV1 感染小鼠尾部 DNA 样本;16:pMusPV 质粒(阳性对照);17:未感染小鼠尾部 DNA(阴性

对照);18:水(空白对照);M:Trans 2 k Plus DNA Marker。

图 3　 感染小鼠尾部 MmuPV1 E2 基因 PCR 鉴定

Note. 1 ~ 15. Samples DNA from MmuPV1 tail infection. 16. pMusPV plasmid (Positive control) . 17. DNA from the
mock mice (Negative control) . 18. Water (Blank control) . M. Trans 2 k Plus DNA Marker.

Figure 3　 MmuPV1 DNA was analyzed by PCR on E2 gene from virus-induced mouse tails

图 4　 qPCR 法检测感染小鼠尾部病毒载量

Figure 4　 Vrial load in the MmuPV1-induced mouse tails by qPCR

2. 4　 RNA 原位杂交检测 MmuPV1 E4 转录本

RNAscope 原位 RNA 杂交技术可呈现单个细胞

中 RNA 分子原位的可视化及量化。 因此本研究利用

RNAscope 原位杂交检测 MmuPV1 E4 转录本表达,因
MmuPV1 E4 转录本存在于大多数乳头瘤病毒早期和

晚期转录过程。 用 MmuPV1 E4 目的探针、阴性探针

进行检测,出现棕色信号为探针结合 RNA 分子,蓝色

信号为细胞核。 结果表明,目的探针 MmuPV1 E4 杂

交后可见明显的棕色斑点信号(图 5A,B),而阴性对

照则只有蓝色信号(图 5C,D)。
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注:A,B:RNAscope 原位杂交 E4 转录本检测;C,D:RNAscope 原位杂交阴性探针对照。

图 5　 原位杂交检测感染小鼠尾部病变 MmuPV1 E4 转录本

Note. A, B. MmuPV1 E4 transcript probe. C, D. Negative probe.

Figure 5　 In situ hybridization probe for detection of MmuPV1 E4 transcript in the infected mouse tails

3　 讨论

乳头瘤病毒感染导致的相关疾病已成为世界

范围内的主要问题。 大多数 HPV 型感染是良性的,
但如 HPV16、HPV18 等高危型 HPV 可导致宫颈癌、
皮肤癌、头颈鳞癌以及肛门生殖器癌症等恶性肿

瘤。 皮肤疣是因感染 HPV 而导致的一种良性增生,
儿童及青少年发病率较高,多发于手、面和足部,表
现为圆形乳头状角化增生。 目前的治疗方法主要

以物理方法破坏疣体和手术切除,或者局部用药、
免疫增强剂等治疗[12],但这些方法易复发、易感染,
治疗时间久且治疗过程疼痛不适,使患者增加精神

及经济负担,配合程度较差。 HPV 属于自限性病

毒,在 HPV 感染、病变到致癌过程需经历数十年,而
目前对于治疗中的给药途径及剂量无法系统评价,
使得因 HPV 感染而引起良性或恶性病变的患者尚

无有效治疗方案[13]。 因为 HPV 感染具有严格物种

特异性,前期科学家建立了棉尾兔乳头瘤病毒

(CRPV)、多乳鼠乳头瘤病毒(MnPV1)等感染动物

皮肤致病模型[14-15],但这些 HPV 参比模型存在个

体差异大,成本高和技术有限等问题,理想的感染

动物模型的缺乏很大程度阻碍了 HPV 感染致病机

制及治疗手段的研究,因此,建立适合的动物模型

进行该疾病的研究一直具有挑战性。
MmuPV1 最初是从 NMRI-Foxn1nu / Foxn1nu裸鼠

中分离鉴定中分离得到,与皮肤型 β-HPV 基因组更

为相似,如 HPV5 和 HPV8 等皮肤型人乳头瘤病毒,
与疣状表皮发育不良及免疫抑制患者的鳞状细胞

癌有关。 前期多个科研团队已利用 MmuPV1 建立

了尾巴,口腔周围、背部以及耳朵的多个小鼠品系

感染模型[6,8,16-17]。 因为免疫抑制患者更易感染而

发展成疣或更高级病变,前期也有研究表明,T 细胞

缺陷对病毒感染及进展至关重要。 因此,建立了

MmuPV1 感染裸鼠皮肤模型,显示其在尾部皮肤以

及口腔周围皮肤(未发表)引起肉眼可见高出皮面

的圆形丘疹,乳头瘤状外生性增生,角化过度,组织

病理学分析发现空泡细胞,并可进展为高度鳞状上

皮不典型增生,与人类感染 HPV 引起的疣状病变相

似。 通过 PCR 可检测到 MmuPV1 DNA 以及利用

qRT-PCR 检测到病毒载量, RNAscope 技术是在

RNA 水平利用靶向特异性双 Z 设计探针检测单链

RNA 的原位杂交,解决了尚无 MmuPV1 相应抗体检

测及定量的问题,本模型利用 RNA 原位杂交技术,
在 MmuPV1 感染小鼠尾部皮肤检测到明显的 E4 转

录本信号,即在增生部位可原位检测到乳头瘤病毒

的存在。
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多个科学家团队已证明,MmuPV1 具有广泛的

组织嗜性[18],不仅可感染皮肤上皮细胞,也可感染

HPV 性传播有关的部位,如女性与男性生殖器粘

膜、肛门和口咽部位,头颈鳞癌等[11,17,19-22],这些结

果与高危型 HPV 非常相似。 综上所述,MmuPV1 的

发现为乳头瘤病毒多个领域的研究提供关键平台,
其感染是模拟 HPV 病毒潜伏期、病变形成以及控制

感染等方面更为充分的临床前动物模型,有望改变

我们对 HPV 相关疾病的理解,并且帮助对 HPV 相

关疾病治疗方法的建立。
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EV71、CA16、CA10 三价 VP1 蛋白疫苗的有效性和
安全性研究

牛栋,赵彬彬,武婧,彭婉君,张丽红,刘江宁∗

(北京协和医学院比较医学中心,中国医学科学院医学实验动物研究所,
卫健委人类疾病比较医学重点实验室,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 手足口病(HFMD)流行于 5 岁以下婴幼儿,由多种肠道病毒引发。 由于该疾病具有多病原

的特点,单纯针对某一种病原的疫苗具有很大的局限性,开发多价疫苗非常必要。 本文制作了 EV71、CA16 和

CA10 病毒的三价 VP1 蛋白疫苗,在小鼠中检测其免疫活性和安全性,以证明多价蛋白疫苗的可行性。 方法　 三价

VP1 蛋白疫苗免疫小鼠后,定期测定血清中特异性抗体情况、确定抗体的中和活性,检测特异性 T 细胞免疫反应和

细胞因子的变化情况,并通过体内感染实验评价免疫母鼠对乳鼠的被动免疫保护效果。 结果　 三价 VP1 蛋白疫苗

免疫小鼠后,血清中能持续检测到特异性的 IgG、IgM 抗体,且免疫血清具有中和活性;除诱导病毒特异的体液免

疫,三价 VP1 蛋白疫苗还活化了病毒特异的 T 细胞反应;三价 VP1 蛋白疫苗则只对乳鼠在感染 EV71 病毒时具有

被动免疫保护作用。 而在免疫过程中炎性细胞因子保持比较稳定的水平,表明疫苗具有良好的安全性。 结论　 三

价 VP1 蛋白疫苗对 EV71、CA16 和 CA10 病毒具有一定的免疫保护活性,可用于手足口多价疫苗的进一步开发。
【关键词】 　 蛋白疫苗;肠道病毒;免疫保护

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2021) 02-0210-09

Study of the efficacy and safety of a trivalent EV71, CA16, CA10 VP1
protein vaccine

NIU Dong, ZHAO Binbin, WU Jing, PENG Wanjun, ZHANG Lihong, LIU Jiangning∗

(Comparative Medicine Center,Peking Union Medical College(PUMC); Institute of Laboratory Animal
Sciences, Chinese Academy of Medical Sciences(CAMS); Key Laboratory of Human Diseases

Comparative Medicine, National Health Commission, Beijing 100021, China)
Corresponding author: LIU Jiangning. E-mail:ljn_zb03038@ 126.com

【Abstract】 　 Objective 　 Hand, foot and mouth disease (HFMD) mainly affects children under the age of 5.
Because HFMD is caused by a group of enteroviruses, a vaccine targeting only one pathogen would be greatly limited, and a
multivalent vaccine would be more effective. In this study, we prepared a trivalent VP1 protein vaccine against EV71,
CA16 and CA10 viruses. This vaccine was then injected into mice to examine immune activities and to evaluate safety.
Methods　 After immunization with the trivalent VP1 protein vaccine, virus-specific antibodies and their neutralizing
activities were analyzed, and virus-specific T cell immune responses and changes in cytokines were assessed. Furthermore,
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passive immunoprotective effects passed from immunized mothers to their neonatal offspring were evaluated with in vivo
infection experiments. Results 　 The trivalent VP1 protein vaccine continuously induced virus-specific IgGs and IgMs,
which had the ability to neutralize the viruses. In addition to inducing virus-specific humoral immunity, the trivalent VP1
protein vaccine activated the virus-specific T cell response as well. The vaccine also provided passive immunity to neonatal
mice against EV71 virus infection. Additionally, the stable levels of inflammatory cytokines during the immune response
indicated that the vaccine was safe. Conclusions　 The trivalent VP1 protein vaccine was effective against EV71, CA16 and
CA10 viral challenge, and could therefore be useful for the development of multivalent HFMD vaccines.

【Keywords】　 protein vaccine; enterovirus; immune protection
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　 　 手足口病(hand,foot,and mouth disease,HFMD)
是由多种肠道病毒引发的常见病毒性传染病,其主

要传播途径为粪口传播,多发于婴幼儿及 5 岁以下

儿童[1-5]。 手足口病传染性强,通常是自限性的,但
少数患儿可迅速发展为重症的神经系统并发症,如
急性弛缓性麻痹、脑脊髓炎、无菌性脑炎、暴发性神

经性肺水肿等,病死率较高[6-7]。 2008 年手足口病

在我国开始暴发流行,此后发病病例呈逐年上升趋

势,到 2014 年至 2016 年累计已达 730 万例病

例[8-11]。 人类肠道病毒( human enteroviruses)是手

足口 病 的 主 要 病 原, 属 于 小 RNA 病 毒 科

(Picornaviridae)肠道病毒属(Enterovirus),为单股正

链 RNA 病毒,由蛋白外壳和核酸组成。 人类肠道病

毒 EV71 ( enterovirus 71 ) 和 CA16 ( coxsackievirus
A16)是手足口病的主要流行病原;近年来,由 CA10
(coxsackievirus A10)、CA6( coxsackievirus A6)等病

毒引起的手足口病病例有所增加[7-12]。 其中,EV71
和 CA10 感染都可引起严重的神经系统疾病,如无

菌性脑膜炎和病毒性脑膜炎,以及神经源性肺水肿

和心肺功能障碍等,最终可能导致死亡。 CA16 感

染症状虽多为轻症或无症状病例,但有研究表明

EV71 与 CA16 混合型感染更易导致中枢神经系统

并发症[13]。
目前在我国已上市了针对 EV71 的灭活疫苗,

然而 EV71 疫苗并不能预防手足口病的其他病原,
如 CA16 和 CA10[14-18] 。 因此,开发一种多价手足

口病疫苗是更为有效的策略。 由于肠道病毒感染

可能与自身免疫性疾病有关[19-21] ,灭活病毒免疫

有引起自身免疫性疾病的潜在风险[22] ;而重组蛋

白疫苗可以去掉有害抗原表位,自由编辑、重组抗

原蛋白,具有更好的灵活性。 肠道病毒结构蛋白

VP1 含有主要的抗原决定簇,在 EV71 和 CA16 研

究中 都 得 到 了 证 实。 本 文 根 据 这 一 特 性, 将

EV71、CA16 和 CA10 病毒的 VP1 蛋白制成三价蛋

白疫苗,每隔 2 周对 ICR 小鼠进行 1 次免疫,并定

期检测小鼠血清中特异性抗体的组成及中和活

性,鉴定 T 细胞的特异性免疫反应,并评估对乳鼠

的免疫保护效果。 结果表明:三价 VP1 蛋白疫苗

能够有效地诱导出病毒特异的体液免疫和细胞免

疫,能够保护乳鼠抵御 EV71 病毒感染,同时具有

良好的安全性;从而说明该蛋白疫苗具有进一步

开发的可能性。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

110 只 6 周龄 SPF 级 ICR 小鼠,其中雌性 90
只,雄性 20 只,体重约为 25 g,购于北京华阜康生物

科技股份有限公司【SCXK(京)2019-0008】。 于中

国医学科学院医学实验动物研究所动物生物安全

二级实验室(ABSL-2)中进行实验【SYXK(京)2019
-0014】。 饲养环境:室内温度 22 ~ 25℃,湿度 40%
~ 70%,12 h 光照 /黑暗循环。 动物在笼内自由摄食

饮水。 本实验得到中国医学科学院医学实验动物

研究所实验动物使用和管理委员会的批准(批准

号: LJN20013 )。 本 实 验 所 用 的 EV71 病 毒 为

FY0805 毒株经小鼠传代所获得的适应株 MP10
(GenBank accession number:HQ712020),CA16 病毒

为 shzh05-1 毒 株 ( GenBank accession number:
262658 ), CA10 病 毒 毒 株 ( GenBank accession
number:MF688814. 1)。 EV71 VP1 蛋白、CA10 VP1
蛋白经设计由北京义翘神州科技有限公司合成,蛋
白浓度分别为 0. 57 mg / mL 和 0. 21 mg / mL。 CA16
VP1 蛋白购自北京义翘神州科技有限公司,纯度大

于 85%。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

弗氏完全佐剂 ( Sigma-Aldrich, F5881-10ML),
弗氏不完全佐剂 ( Sigma-Aldrich,F5506-10ML),山
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羊抗小鼠 IgG H&L(HRP)(Abcam,ab6789),山羊抗

小鼠 IgM mu chain(HRP) (Abcam,ab97230),单组

分 TMB 显色液(Solarbio,PR1200),PMA+Ionomycin
淋巴细胞刺激物 (达优, 20304210), Mouse IFN-
gamma ELISpot PLUS(ALP),strips(MabTech,3321-
4AST-2), PROCARTAPLEX 11 PLEX ( Invitrogen,
PPX-11 ), TRIzolTM Reagent ( Ambion, 15596018 )
QuantiTect Probe RT-PCR Kit ( Qiagen, 204443 ),
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit ( Thermo
ScientificTM,K1622),TB Green􀳏 Premix Ex TaqTM II
(Takara,RR820A)。

多功能发光分析仪(FLUOstar Omega,德国),
Mabtech IRIS ELISPOT 读板仪 ( Mabtech, 瑞典),
T100TM Thermal Cycler(Bio-rad,美国),QuantStudioTM

3 Real-Time PCR System,96-well, 0. 2 mL ( Applied
BiosystemsTM,美国)
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及免疫

6 周龄 ICR 母鼠随机分为 5 组,每组 16 只。 三

价 VP1 蛋白疫苗组按照不同剂量分为 3 组,CV-2. 5
组、CV-5 组和 CV-10 组:经腹腔免疫 EV71、CA16、
CA10 三种 VP1 蛋白等比混合的三价 VP1 蛋白疫苗

(每种 VP1 蛋白 2. 5、5、10 μg)。 阴性对照组:腹腔

免疫生理盐水。 阳性对照组: 腹腔免疫 EV71、
CA16、CA10 三种等比混合的阳性疫苗。 各组在免

疫后的 14、28 d 时加强免疫,初次免疫用弗氏完全

佐剂,加强免疫时用弗氏不完全佐剂。 在每次免疫

前采血分离血清,免疫后的 35 d 无菌取脾。 血清用

于细胞因子、病毒特异性抗体、中和抗体效价检测,
脾用于细胞免疫反应检测。 每组的部分小鼠在 14 d
免疫后与雄鼠按 2 ∶1进行合笼。
1. 2. 2　 细胞因子检测

采用 Luminex 法检测血清中细胞因子的水平。
收集小鼠血液于 EP 管中,分离血清,按照试剂盒说

明进行 IFN-γ、TNF-α、 IL-1β、 IL-2、 IL-4、 IL-5、 IL-6、
IL-10、IL-12、IL-13 细胞因子的检测。
1. 2. 3　 抗体阳性检测

采用间接 ELISA 的方法进行检测,用包被液

(0. 05 mol / L,PH= 9. 6 的碳酸盐缓冲液)稀释抗原,
并加入到酶标板中(每孔 100 μL),4℃过夜;弃去包

被液,洗涤后加入含有 1% BSA 的 PBST 封闭 1 h;
之后加入稀释好(1 ∶100 / 1 ∶1000)的血清 37℃孵育

2 h;弃去孔内液体,洗涤后加入 100 μL HRP 标记

的羊抗鼠抗体,37℃孵育 1. 5 h;洗涤后加入 100 μL
TMB 显色液 37℃显色 5 min,加入 50 μL 2 mmol / L
的 H2SO4 终止显色,酶标仪测定 A450。 根据 P / N 的

值来判断抗体是否为阳性,P / N 值(阳性孔 /阴性孔

OD 值)大于或等于 2. 1 为阳性;P / N 值小于 2. 1,但
大于 1. 5 为可疑;P / N 值小于 1. 5 为阴性。
1. 2. 4　 中和抗体水平检测

采用体外微量中和试验进行检测。 将血清放

入 56℃的金属浴加热 30 min,灭活补体后的血清从

23 开始进行 2 倍系列稀释,分别与 100 TCID50的病

毒进行等体积混合,37℃中和 80 min,将孵育好的混

合液加入到长有 80% RD 细胞的培养板中,正常 RD
细胞作为空白对照组,病毒感染对照组加入 100 μL
的 100 TCID50病毒液;将细胞培养板置于 CO2 培养

箱中 37℃ 培养 3 d,在显微镜下观察细胞病变

(cytopathic effect,CPE),并按照 Reed-Muench 法计

算中和抗体的滴度。
1. 2. 5　 脾中特异性分泌 IFN-γ 的淋巴细胞检测

第 3 次免疫后 7 d,每组随机抽取 6 只小鼠,无
菌取脾并制备细胞悬液,按照每孔 3 × 105 个细胞

放入 96 孔板中,并加入 PMA + Ionomycin 淋巴细胞

刺激剂、灭活的 EV71 病毒、灭活的 CA16 病毒、灭活

的 CA10 病毒刺激 24 h,按照 ELISpot 试剂盒说明书

检测细胞分泌 IFN-γ 时生成的斑点数。
1. 2. 6　 新生乳鼠的病毒感染实验

经免疫的雌鼠产生的 1 日龄 ICR 小鼠 30 窝,每
窝 8 ~ 10 只,分别经腹腔注射 LD50 剂量的 EV71、
CA16 或 CA10 病毒,观察组共观察 14 d,期间记录

临床评分、生存率、体重;解剖组在 3 ~ 5 d 时取小

鼠血液和后肢肌肉用于病毒载量的检测。
1. 2. 7　 RNA 的提取以及 qPCR 检测病毒载量

血液与后肢肌肉采用 TRIzol 法进行总 RNA 的

提取,经 CA16 感染的小鼠样本需在提取 RNA 后利

用反转录试剂盒进行反转,并利用染料法 qPCR 制

备的标准曲线测定样本中 CA16 病毒核酸的拷贝

数。 经 EV71 或 CA10 感染的组织样本利用探针法

qPCR 制备的标准曲线测定其 EV71 或 CA16 病毒

核酸的拷贝数。
1. 3　 统计学分析

所有数据均使用 IBM SPSS 23 和 GraphPad
Prism 8 软件处理,两组间的比较采用独立样本 t 检
验,实验数据以平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示,以
P < 0. 05表示差异具有显著性。
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2　 结果

2. 1　 三价 VP1 蛋白疫苗能够诱导产生病毒特异性

的中和抗体

本实验采用 6 周龄 ICR 雌鼠对三价 VP1 蛋白

疫苗(EV71、CA16 和 CA10 三种病毒的 VP1 蛋白混

合疫苗)进行评价,蛋白疫苗按照剂量分为 2. 5 μg
(CV-2. 5)、5 μg(CV-5)和 10 μg(CV-10)3 个实验

组,并以 EV71、CA16 和 CA10 三种灭活病毒混合形

成的疫苗作为阳性对照(PC)、以生理盐水作为阴性

对照(NC)。 初次免疫后,分别在 14、28 d 进行第 2
次和第 3 次加强免疫。 一免后 14、28、35 d 分别检

测血清中 IgG、IgM 抗体水平。
三价 VP1 蛋白疫苗初次免疫后,在 14 ~ 35 d

的检测期内 VP1 蛋白特异的 IgG 和 IgM 抗体均为

阳性,同时抗体能与灭活病毒进行特异性的结合

(表 1)。 选取免疫后 35 d 的血清来检测抗体的中

和滴度 ( neutralization titer,NT)。 从结果可见 (图

1A):三价 VP1 蛋白疫苗的免疫血清对 CA10 病毒

的中和活性最高,3 种剂量都超过了 26;对 EV71 病

毒中和活性次之,NT 在 25 ~ 26 之间;对 CA16 病毒

的中和能力较差,均不到 25。 与 PC 组相比,蛋白疫

苗免疫血清中和活性均下降约 4 倍。 以上结果证

明,三价 VP1 蛋白疫苗诱导产生的抗体具有中和活

性,对 EV71 和 CA10 病毒的中和作用尤为明显;同
时,三价 VP1 蛋白疫苗的不同剂量并未使疫苗血清

的中和活性发生显著性的差异。

表 1　 三价 VP1 蛋白疫苗三次免疫血清中抗体持续阳性情况检测结果

Table 1　 Test results of continuous positive antibodies in the three immunized serums of the trivalent VP1 protein vaccine

组别
Groups

特异性 IgG 抗体
Specific IgG antibody

特异性 IgM 抗体
Specific IgM antibody

EV71
VP1 蛋白
EV71 VP1
protein

EV71
病毒
EV71
virus

CA16
VP1 蛋白
CA16 VP1
protein

CA16
病毒
CA16
virus

CA10
VP1 蛋白
CA10 VP1
protein

CA10
病毒
CA10
virus

EV71
VP1 蛋白
EV71 VP1
protein

EV71
病毒
EV71
virus

CA16
VP1 蛋白
CA16 VP1
protein

CA16
病毒
CA16
virus

CA10
VP1 蛋白
CA10 VP1
protein

CA10
病毒
CA10
virus

NC - - - - - - - - - - - -
CV-2. 5 + + + + + + + + + + + +
CV-5 + + + + + + + + + + + +
CV-10 + + + + + + + + + + + +
PC + + + + + + + + + + + +

注:-表示 3 次免疫抗体持续阴性;+ 表示 3 次免疫抗体持续阳性;阳性判断标准:以 P / N 值(阳性孔 / 阴性孔 OD 值)大于或等于 2. 1 为阳性;P /
N 值小于 2. 1,但大于 1. 5 为可疑;P / N 值小于 1. 5 为阴性。
Note. -. Indicates that the third immunization antibody continues to be negative. +. Indicates that the third immunization antibody continues to be positive.
Positive judgment standard. P / N value (positive hole / negative hole OD value) is greater than or equal to 2. 1 as positive, P / N value is less than 2. 1, but
greater than 1. 5 is suspicious, P / N value is less than 1. 5 as negative.

2. 2　 三价 VP1 蛋白疫苗能够诱导病毒特异的 T 细

胞反应

根据动物实验和临床数据,EV71、CA16 的灭活

病毒疫苗能够有效的激活细胞免疫反应[23-24];在本

研究中 PC 组也得到了相似的结果,三种病毒特异

的 T 细胞反应都得到了有效的诱导(图 1B、C)。 同

时,发现三价 VP1 蛋白疫苗对 T 细胞也具有活化作

用:相对于阴性对照,接种过蛋白疫苗的小鼠有更

多的脾细胞产生 IFN-γ;其中 EV71 VP1 蛋白的诱导

作用最为突出,检测到的 IFN-γ 阳性点均超过 130;
三种蛋白剂量中 CV-5 剂量组相对于 NC 组,在不同

病毒刺激下其表达的 IFN-γ 均具有显著性差异,说
明其激活病毒特异的 T 细胞反应更为稳定(图 1B、
C)。 研究表明,重组蛋白疫苗可通过被抗原递呈细

胞(巨噬细胞、DC 细胞)吞噬、加工,再递呈给 T 细

胞,产生特异的 T 细胞反应。 本实验中的中剂量三

价 VP1 蛋白疫苗能诱导出有效的、病毒特异的 T 细

胞反应,其中 5 μg 的蛋白剂量表现更好;以 EV71
VP1 蛋白效果最佳,CA16 VP1 蛋白次之;但是蛋白

疫苗均未达到灭活病毒疫苗的诱导活性。
2. 3　 三价 VP1 蛋白疫苗免疫未引发炎症反应

疫苗的安全性是疫苗研究的重要部分,由于在

EV71 感染引起的脑干脑炎、肺水肿并发症的患者

体内,炎症细胞因子水平明显升高[25-26],因此在疫

苗的开发使用中有必要考虑细胞因子的变化情况。
基于以上考虑,灭活 EV71 疫苗的研究中增加了对

免疫前后的炎性细胞因子的检测[27],结果表明接种

疫苗引起的免疫应答中未产生炎症反应,从而支持

了疫苗的安全性。 同理,检查了三价 VP1 蛋白疫苗

免疫后小鼠血清中 10 种炎症相关细胞因子的变化

情况(图 2)。 蛋白疫苗组血清中大部分炎症相关细

胞因子(IFN-γ、TNF-α、IL-1β、IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、
IL-12p70)的水平与同期采集的阴性对照组无显著
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注:A:免疫 35 d 后小鼠血清的中和抗体滴度变化情况,n = 3;B:免疫 35 d 后小鼠脾细胞中病毒特异性 T 细胞免疫反应分泌 IFN-γ 结果,n =

4;C:免疫 35 d 后小鼠脾细胞中病毒特异性 T 细胞免疫反应分泌 IFN-γ 结果;与 PC 组相比,∗P< 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001;与 NC 组

相比,#P< 0. 05,##P < 0. 01,###P < 0. 001。

图 1　 三价 VP1 蛋白疫苗免疫血清中中和抗体滴度变化情况及病毒特异性 T 免疫细胞反应检测结果

Note. A. Changes of neutralizing antibody titers in mouse serum after 35 d of immunization, n = 3. B. IFN-γ secreted by virus-specific T cell immune
response in mouse spleen cells after 35 d of immunization, n= 4. C. The results of IFN-γ secreted by virus-specific T cell immune response in mouse

spleen cells after 35 d of immunization, n= 4. Compared with the PC group, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01, ∗∗∗P < 0. 001. Compared with the NC group,
#P < 0. 05, ##P < 0. 01, ###P < 0. 001.

Figure 1　 Changes of neutralizing antibody titers in the immune serum of the trivalent VP1
protein vaccine and the detection results of virus-specific T immune cell responses

性差异;CV-2. 5 组的 IL-2 在 14 d 时有短暂的升高,
而到 35 d 时又恢复到免疫前水平;IL-13 作为抑制

炎症的细胞因子,在蛋白免疫组(CV-2. 5 组、CV-10

组)检测到了高水平的表达。 PC 组免疫后 IFN-γ 和

TNF-α 的水平有短暂的升高,但最终降回至阴性对

照水平。 此外,在免疫后的小鼠日常观察中未发现
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疫苗组小鼠与 NC 组存在明显差异。 以上数据表

明,三价 VP1 蛋白疫苗以及灭活病毒疫苗均不会使

机体产生强烈的炎症反应,也未影响小鼠的正常生

长,这些数据提示该疫苗具有良好的安全性。

图 2　 三价 VP1 蛋白疫苗免疫血清中细胞因子变化情况(n= 4)
Figure 2　 Changes of cytokines in the immune serum of trivalent VP1 protein vaccine(n= 4)

2. 4　 三价 VP1 蛋白疫苗对新生乳鼠的免疫保护

作用

由于免疫母鼠的母源抗体可以通过乳汁转移

到新生乳鼠中,从而使乳鼠具有抵抗病毒侵染的能

力[28-29]。 实验证实灭活病毒疫苗(PC 组)对母鼠的

免疫使其后代免受病毒的感染,且对三种病毒均有

效(图 3)。 与之相比,三价 VP1 蛋白疫苗只在

EV71 病毒感染时表现出明显的保护作用:5 μg 的

VP1 蛋白剂量(CV-5)的保护效果最为显著,其乳鼠

的死亡率为 0;临床评分在感染后 3 ~ 10 d 之间有

短期的上升,而到第 11 天即恢复正常;乳鼠的体重

也接近于 PC 组;在抑制病毒复制方面,CV-5 组的

乳鼠血液和肌肉组织中的病毒载量也显著降低。
三价 VP1 蛋白疫苗虽然激活了母鼠体内对 CA16 和

CA10 的病毒特异性体液免疫和细胞免疫,但这些

免疫反应并未给乳鼠提供免疫保护作用,从生存

率、临床评分到病毒载量都没有显著改善。 对三种

病毒的不同反应,说明三价 VP1 蛋白疫苗提供的免

疫保护作用存在病毒差异,这可能是不同病毒 VP1
蛋白免疫原特性存在差异。
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注:A:1 日龄小鼠感染 LD50病毒生存率变化结果,每种病毒感染乳鼠数量 n= 10;B:1 日龄小鼠感染 LD50病毒体重变化结果,每种病毒

感染乳鼠数量 n= 10;C:1 日龄小鼠感染 LD50病毒临床评分结果,每种病毒感染乳鼠数量 n= 10;D:1 日龄小鼠感染 LD50病毒濒临死亡

时血液病毒载量结果,每种病毒感染乳鼠数量 n= 5;E:1 日龄小鼠感染 LD50病毒濒临死亡时肌肉病毒载量结果,每种病毒感染乳鼠数

量 n= 5;与 CV-5 组相比,△P< 0. 05,△△P < 0. 01;与 PC 组相比,∗P< 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001;与 NC 组相比,#P< 0. 05,##P
< 0. 01。

图 3　 三 P 价 VP1 蛋白疫苗对新生乳鼠的免疫保护作用

Note. A. Results of the survival rate of 1-day-old mice infected with LD50 virus, the number of neonatal mice infected by each virus was n= 10.

B. Results of the body weight changes of 1 d mice infected with LD50 virus, the number of neonatal mice infected by each virus was n= 10. C.

Results of clinical scoring of 1 d mice infected with LD50, the number of neonatal mice infected by each virus was n = 10. D. Results of blood

viral load when 1 d old mice were infected with LD50 virus and were dying, the number of neonatal mice infected by each virus was n = 5. E.

Results of muscle viral load when 1 d old mice were infected with LD50virus and were dying, the number of neonatal mice infected by each virus

was n= 5. Compared with the CV-5 group, △P < 0. 05, △△P < 0. 01. Compared with the PC group, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01, ∗∗∗P <

0. 001. Compared with the NC group, #P <0. 05, ##P <0. 01.

Figure 3　 Immunoprotective effect of trivalent VP1 protein vaccine on neonatal mice

3　 讨论

预防性疫苗一直是防止传染性疾病流行的重

要手段,手足口病疫苗的研发也一向是我国疫苗研

究的重要方向。 目前,我国已上市了三种针对 EV71
病毒 C4 亚型的灭活疫苗,分别由中国医学科学院

医学生物研究所、北京科兴生物制品有限公司和武

汉生物制品研究所研发和生产,临床数据也证实了

这些疫苗的有效性和安全性[14-18]。 但是 EV71 疫苗

只针对 EV71 感染有中和活性,对其他肠道病毒并

无显著的交叉反应,而作为多病原的手足口病还需

要多价疫苗来实现更广泛的保护作用。 因此,近些

年对于二价、三价、四价的手足口疫苗的研究越来

越多,涉及的病毒包括流行最为广泛且具有高重症

率的 EV71、CA16、CA10 和 CA6 病毒;疫苗类型常采

用灭 活 病 毒 疫 苗、 重 组 病 毒 样 颗 粒 ( virus-like
particle,VLP)疫苗、多肽疫苗等[19-20,23-24,28-29]。 根

据文献报道并结合前期工作,发现肠道病毒的 VP1

蛋白含有病毒重要的抗原决定簇[21-22,30-31],因此合

成了 EV71、CA16 和 CA10 病毒的 VP1 蛋白作为疫

苗的候选蛋白,按照低剂量(2. 5 μg,CV-2. 5)、中剂

量(5 μg,CV-5)和高剂量(10 μg,CV-10)对 ICR 小

鼠进行 3 次免疫,并以灭活病毒疫苗作为阳性对照

(PC)、以生理盐水作为阴性对照(NC)。
从疫苗免疫后血清的抗体检测结果看来,三价

VP1 蛋白疫苗能够持续性的诱导机体产生 VP1 蛋

白特异的 IgG、IgM 抗体和病毒特异的 IgG、IgM 抗

体,并且这些抗体对病毒具有中和活性,其中对

EV71 和 CA10 病毒的中和能力较强;不过蛋白疫苗

抗体的中和活性仍弱于灭活病毒疫苗,两者中和抗

体滴度相差约 4 倍。 除了诱导病毒特异性体液免疫

反应,三价 VP1 蛋白疫苗也能激活病毒特异的 T 细

胞反应,其中对 EV71 病毒的反应最为明显。 通过

检测免疫小鼠脾细胞中病毒特异的 IFN-γ 分泌 T 细

胞,我们发现 CV-5 蛋白疫苗组具有有效、稳定的 T
细胞免疫反应,对三种病毒的刺激都能产生显著反
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应。 从这些体外实验的结果可见,三价 VP1 蛋白疫

苗既能诱导机体产生病毒特异的抗体,又能活化病

毒特异的 T 细胞反应,其中中剂量的 VP1 蛋白效果

最佳。
除了疫苗的有效性,安全性也是疫苗关注的另

一个重要方面。 在临床上,手足口患儿、尤其是重

症病人血液和脑脊液中能检测到高水平的促炎细

胞因子,例如 IFN-γ、IL-6 和 TNF-α;因此经常将促

炎因子与病程重症性联系在一起[25-26]。 通过检测

10 种主要的、与炎症反应相关的细胞因子在免疫血

清中的水平,发现除了 IL-2 和 IL-13 其他细胞因子

( IFN-γ、 TNF-α、 IL-1β、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-10、 IL-
12p70)在蛋白疫苗免疫后并未发生显著变化。 而

IL-2 只有短暂的上升,35 d 时已恢复到免疫前的水

平;IL-13 是唯一在 35 d 时表达水平仍处于高位的

细胞因子,其作用常与 IL-4 联系在一起,具有抑制

炎性反应的作用[32]。 另外,在小鼠免疫后的日常观

察中也未发现蛋白疫苗组小鼠的异常,这些结果提

示三价 VP1 蛋白疫苗具有良好的安全性。
与已上市的三家 EV71 灭活疫苗相比[33],在动

物实验中三价 VP1 蛋白疫苗对 EV71 保护有效性方

面略低于灭活疫苗,但在中和抗体滴度方面三价

VP1 蛋白疫苗表现出了对 CA16、CA10 的保护作用,
体现出了三价 VP1 蛋白疫苗的优势。

对于三价 VP1 蛋白疫苗的体内功能,本文利用

了乳鼠感染模型。 免疫后母鼠的母源抗体通过乳

汁转移到新生乳鼠中,观察乳鼠对病毒感染的抵抗

能力可以判断蛋白抗体的免疫保护作用[28-29],灭活

疫苗的这种被动免疫保护作用非常显著。 根据存

活率、临床评分、乳鼠体重、以及血液和肌肉组织中

病毒载量的数据,发现三价 VP1 蛋白疫苗对乳鼠的

被动免疫保护作用只针对 EV71 感染有效,VP1 蛋

白免疫剂量为 5 μg 时不仅能使乳鼠全部存活,而且

能够有效抑制 EV71 病毒的复制。 但是,VP1 蛋白

疫苗对 CA16 和 CA10 并未表现出足够的免疫活性,
未能使乳鼠对这两种病毒的感染产生抵抗能力。
综上所述,三价 VP1 蛋白疫苗能够诱导产生病毒特

异的中和性 IgG、IgM 抗体,同时能激活病毒特异的

T 细胞免疫反应;中剂量的 VP1 蛋白可达到稳定的

免疫效果;此外,蛋白疫苗免疫并未造成炎性细胞

因子的剧烈变化,其安全性也得到了证实;从而表

明三价 VP1 蛋白疫苗对开发手足口多价疫苗具有

一定的启示性。 但是,蛋白疫苗的免疫活性仍低于

灭活病毒疫苗,尤其对乳鼠的免疫保护作用只发生

在 EV71 感染时,对其它两种病毒保护作用较低。
这些缺陷说明:对于 CA16 和 CA10 病毒,简单的

VP1 蛋白并不能提供有效的免疫原性,有必要结合

其他免疫决定簇,以形成更为完善的蛋白疫苗。
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2 型糖尿病气阴两虚病证结合动物模型的制备及
评价指标的建立

张译心1,2,王鑫1,刘博1,纪凤兰1,温富春1,丁涛1,徐惠波1∗

(1. 吉林省中医药科学院,长春　 130012; 2. 长春中医药大学,长春　 130117)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立 2 型糖尿病气阴两虚型病证结合动物模型及评价指标。 方法　 SD 大鼠 48 只随机分为

空白组、病证模型组和高糖高脂组,空白组喂饲普通饲料,其余两组喂饲高脂饲料。 饲养 4 周后,病证模型组大鼠

禁食 12 h 腹腔注射链脲佐菌素(STZ)40 mg / kg,1 周后测定大鼠空腹血糖值大于 11. 1 mmol / L 视为糖尿病造模成

功,继续饲养至 14 周试验结束。 监测大鼠体征变化及各项实验室指标。 结果　 与空白组比较,病证模型组大鼠第

8 ~ 14 周精神、运动评分均显著升高(P< 0. 01),体重从第 4 周开始显著降低(P< 0. 05 或 P< 0. 01),进食量和饮

水量均从第 8 周开始显著增加(P< 0. 05 或 P< 0. 01),抓力从第 12 周开始显著降低(P< 0. 01),第 6 ~ 14 周的随

机血糖、空腹血糖均显著升高(P< 0. 01),尿糖检测结果均显著升高(P< 0. 01),呼吸频率、脉搏幅度、舌象值、PT、
APTT、胸腺指数、CD4、CD4 / CD8 值均显著降低(P< 0. 05 或 P< 0. 01),TC、TG、LDL-C、cAMP、cAMP / cGMP 值均显

著升高(P< 0. 05 或 P< 0. 01),病理结果显示胰岛组织损伤严重,功能明显下降。 结论　 采用高糖高脂喂养大鼠 4
周后腹腔注射 STZ 40 mg / kg,继续饲养至 14 周可制备 2 型糖尿病气阴两虚病证结合动物模型,通过对大鼠进食量、
饮水量的测定,运动、精神状态的评分,抓力、呼吸、脉搏、舌象等体征信息的采集,PT、APTT、TC、TG、LDL-C、cAMP、
cAMP / cGMP、CD4、CD4 / CD8 及胸腺指数等指标的检测,结合胰腺组织的病理改变等可较好的反映该模型的证候

特点。
【关键词】 　 糖尿病;气阴两虚;病证结合;体征;模型
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syndrome and establishment of evaluation index
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【Abstract】　 Objective　 To establish an animal model of type 2 diabetes with deficiency of Qi and Yin, and its
evaluation index. Methods 　 Forty-eight Sprague Dawley rats were randomly divided into blank, disease and syndrome
model, and high sugar and fat groups. The blank group was fed an ordinary diet, whereas the other two groups were fed a
high fat diet. After 4 weeks of feeding, rats in the disease model group were fasted for 12 h and then injected with 40 mg / kg
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streptozotocin intraperitoneally. After 1 week, the fasting blood glucose level of the rats was measured, and a fasting blood
glucose level of >11. 1 mmol / L was considered to be successful modeling of diabetes. The rats were continued to be fed
until the end of the experiment at 14 weeks. Changes in rat physical signs and various laboratory indexes were monitored.
Results　 Compared with those of rats in the blank group, the mental and motor scores of rats in the disease and syndrome
model group were increased significantly at weeks 8~ 14 (P< 0. 01). The weight of rats was decreased significantly from
week 4 (P< 0. 05 or P< 0. 01), food intake and water intake were increased significantly from week 8 (P< 0. 05 or P<
0. 01), and grip strength was significantly decreased from week 12 (P< 0. 01). At weeks 6~14, both random and fasting
blood glucose were increased significantly, and urine sugar was increased significantly (P< 0. 01). The respiratory rate,
pulse amplitude, and tongue values, PT, APTT, thymus index, and CD4 and CD4 / CD8 values were reduced significantly
(P< 0. 05 or P< 0. 01). TC, TG, LDL-C, cAMP, and cAMP / cGMP values were increased significantly (P< 0. 05 or P<
0. 01). Pathological result showed that islet tissue was seriously damaged, and its function was reduced significantly.
Conclusions　 Rats fed with high glucose and fat for 4 weeks were intraperitoneally injected with 40 mg / kg streptozotocin
and further fed with high glucose and fat for 14 weeks to prepare an animal model of type 2 diabetes combined with Qi and
Yin deficiency. Food intake, water intake, movement score, mental state score, grasping ability, respiration, pulse,
tongue image and other information were collected. PT, APTT, TC, TG, LDL-C, cAMP, cAMP / cGMP, CD4, CD4 / CD8
and thymus index were detected. Combined with pathological changes of pancreatic tissue, the syndrome characteristics of
this model could be well reflected.

【Keywords】　 diabetes; Qi and Yin deficiency; combination of disease and syndrome; characterization; model
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 糖尿病(diabetes mellitus,DM)是一种以糖脂代

谢紊乱为特征的慢性代谢病,属于中医“消渴”范

畴,临床上可将 2 型糖尿病分为气阴两虚证、阴阳两

虚证、血瘀气滞证和阴虚热盛证 4 个证型[1-2]。 为

了在基础研究中实现对糖尿病的不同证型进行对

证治疗,以更好地了解并诠释中药治疗的机制,采
用“拟临床研究”的原则制备病证结合动物模型不

失为一种较好的研究方法之一。 病证结合动物模

型的建立,一方面可为临床治疗提供可靠有效的实

验依据,从而进一步了解临床疾病的发生发展规

律;另一方面,它既能反映中医证候特点,又能体现

疾病的病理变化,与单一疾病模型比较,在研究中

药作用时能更充分地突显传统医学对疾病治疗的

优势[3-4]。 本文通过高糖高脂喂养结合腹腔注射链

脲佐菌素(steptozocin,STZ)制备 2 型糖尿病气阴两

虚证大鼠模型,通过采集大鼠体征变化和实验室指

标,对气阴两虚证大鼠模型进行评价,为 2 型糖尿病

气阴两虚证模型的评价标准的建立提供实验依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

48 只健康 6 周龄雄性 SPF 级 SD 大鼠,体重

(160 ± 10)g,购自辽宁长生生物技术股份有限公司

【SCXK(辽)-2020-0001】,饲养于吉林省中医药科

学研究院屏蔽环境动物室【SYXK(吉)2020-0009】,
室温 18 ~ 25℃,相对湿度 50% ~ 60%,每天 12 h
光照,12 h 黑暗循环,大鼠适应性饲养 1 周,用于实

验。 本实验经过吉林省中医药科学院动物伦理委

员会批准实施 (伦理审批号: JLSZKYDWLL2019 -
001)。
1. 1. 2　 饲料

高糖高脂 KK 饲料购自北京华阜康生物科技股

份有限公司,维持饲料购自辽宁长生生物技术股份

有限公司。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

链脲佐菌素(Sigma 公司,WXBC7268 V),柠檬

酸(北京化工厂,20150925),柠檬酸钠(北京化工

厂,20180103),肝素钠(北京鼎国昌盛生物技术有

限责任公司,151809086A),甲醛(天津市北联精细

化学品开发有限公司,20170305)葡萄糖试剂盒(中
生北控生物科技股份有限公司,193691), cAMP、
cGMP 试剂盒(美国 RD 公司,201912),CD4、CD8 试

剂盒(美国 RD 公司,202006)。
BGM506 型血糖仪(深圳市家康科技有限公司,

中国 ), HS11 型 数 码 相 机 ( 富 士 公 司, 日 本 ),
PowerLab / 8S 型多导生物记录仪(AD Instruments,日
本),ELx800 型酶标仪 ( BioTek Instruments Inc,美
国),GF-D800 型半自动生化分析仪(山东高密彩虹

分析仪器有限公司,中国),CS-600B 型全自动生化
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分析仪(长春迪瑞实业有限公司,中国),YLS-13 A
型大鼠抓力测定仪(山东省医学科学院济南益延科

技发展有限公司,中国),DT5-3 型低速台式自动平

衡离心机(北京时代北利离心机有限公司,中国),
Leica RM2255 型石蜡切片机 ( Leica,德国), Leica
EG1140 型石蜡包埋机(Leica,德国),OlympusBX51
型光学显微镜(Olympus,日本),NIS-ELEMNT BR 型

图像分析系统(NIKON,日本)。

表 1　 大鼠体征采集表

Table 1　 Evaluation criteria for collecting rat signs
临床表现

Clinical manifestations
大鼠体征
Rat signs

评价指标
Evaluation index

咽干口燥、口渴喜饮
Pharynx dry mouth dry, thirsty like drink

饮水情况
Drinking state

饮水量
Amount of drinking water

倦怠乏力
Tired and weak

精神状态、抓力
Mental state, grip

精神状态评分、抓力强度
Mental state score, grip strength

多食易饥
Eat a lot and get hungry easily

进食情况
Eating state

进食量
Food intake

气短懒言
Short of breath, not very talkative

呼吸、运动情况
Respiratory and exercise conditions

呼吸频率、运动状态评分
Respiratory rate and exercise status score

舌红脉细
Red tongue、thin veins

舌象、脉象
Tongue and pulse

舌体颜色、脉搏幅度
Tongue color, pulse amplitude

表 2　 运动、精神状态评分表

Table 2　 A rating scale for state of motion and state of mind
评分
Score

运动状态
Motion state

精神状态
Mental state

0 分
0 points

活跃,轻微声响即抬头
Activity, even the slightest sound, caused the rats to raise their heads

正常
Normal

1 分
1 point

行动迟缓,声响加重才抬头
Rats were slow to move, and the sound made the rats louder before they raised their heads

呆滞
Dull

2 分
2 points

对声响无反应,抓起再放下后无行动
No response to sound, pick up and then put down after no action

萎靡
Listlessness

1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组、造模

SD 大鼠 48 只随机分为空白组(A 组 12 只)、病
证模型组(B 组 20 只)和高糖高脂组(C 组 16 只),
A 组喂饲普通饲料,其余两组喂饲高脂饲料。 饲养

4 周后,B 组大鼠禁食 12 h 以 40 mg / kg 剂量腹腔注

射 STZ(在 4℃冰浴中,以 0. 1 mol / L 浓度 pH = 4. 4
柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液新鲜配制),A 组和 C 组腹

腔注射同体积柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液。 注射 1 周

后测定 B 组大鼠空腹血糖,空腹血糖值大于 11. 1
mmol / L 即视为糖尿病造模成功,继续饲养至 14 周

试验结束。
1. 2. 2　 模型评估标准

《中药新药临床研究指导原则》中 2 型糖尿病

气阴两虚证候表现如下:咽干口燥、倦怠乏力、多食

易饥、口渴喜饮、气短懒言、舌红少津液、脉细数无

力[5]。 以气阴两虚证候的临床表现为依据,设计

“大鼠体征采集表”,采集相关指标作为模型评价标

准(见表 1,2)。
1. 2. 3　 大鼠一般状态

每周观察大鼠体征变化,对照评分表记录每只

大鼠的运动、精神状态的分值,分值越高,运动、精
神状态越差,表明大鼠体征越符合气阴两虚证候

表现。
1. 2. 4　 体重、进食量、饮水量测定

每周称量大鼠体重,记录大鼠 24 h 进食量和饮

水量 1 次,进食量=(每笼饲料添加量-24 h 后饲料

剩余量) /每笼动物只数,饮水量=(每笼饮水添加量

-24 h 后饮水剩余量) /每笼动物只数。
1. 2. 5　 抓力测定

每 4 周测定 1 次:先用右手将大鼠按放在抓力

板上,左手向前推抓力板,然后右手滑至鼠尾部,左
手松开抓力板,待大鼠用力抓住抓力板时,及时加

力后拉,以得到最大抓力,各组每只大鼠连续测量 3
次,取平均值。
1. 2. 6　 呼吸、脉搏测定

于实验第 14 周测定大鼠呼吸、脉搏:大鼠麻醉

状态下背部朝上放在置于桌面上(自然俯卧状态),
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将呼吸传感器的压力带自然平铺在于大鼠背腹部

上;将脉搏传感器对准大鼠尾根处的静脉血管,缠
绕压力带时注意力度适中,连接多导生理记录仪,
使用 Lab Chart7 软件记录各组大鼠的呼吸频率及脉

搏幅度。
1. 2. 7　 舌象分析

于实验第 14 周采集大鼠舌象信息:大鼠麻醉状

态下,轻背位固定,皮筋牵拉大鼠口腔,使舌体自动

暴露,数码相机关闭闪光灯,近景拍摄模式下,将大

鼠舌面与标准色卡对照拍摄。 分析采用 Photoshop
7. 0 软件,设定色阶:黑色:L:22,a:0,b:0;灰色:L:
58,a:0,b:0;白色:L:93,a:0,b:0。 使用套圈工具,
选定舌面(从舌尖到舌面中部),利用 Photoshop 7. 0
软件中 “直方图” 工具,计算该区域的红色值 (R
值)、绿色值(G 值)、蓝色值(B 值)。 R、G、B 值均

为 0 时为纯黑色,均为 255 时为纯白色,提示舌象

R、G、B 值减小,表明舌体颜色越暗,越接近纯黑色,
血瘀证时舌体颜色呈暗紫色[6]。
1. 2. 8　 血糖测定

从第 4 周开始,每隔 1 周测定 1 次大鼠的随机

血糖、空腹血糖(禁食 12 h),尾静脉采血,采用血糖

仪测定血糖值。
1. 2. 9　 尿糖检测

于实验第 8、12、14 周,每组随机选取 10 只大

鼠,收集尿液,进行尿糖检测。
1. 2. 10　 糖耐量测定

实验第 14 周最后 1 d,每组随机选取 8 只大鼠禁

食 12 h,灌胃葡萄糖溶液(2 g / kg),尾静脉取血,测定

大鼠服糖后 0、30、60、120 min 的血糖值,绘制糖耐量

曲线。 采用近似梯形法计算口服糖耐量试验过程中

血糖曲线下面积(area under curve,AUC)。
1. 2. 11　 凝血功能检测

实验结束,大鼠腹腔麻醉,每组随机选取 8 只大

鼠,腹主动脉取血 0. 5 mL,3. 8%柠檬酸钠抗凝,全
自动生化分析仪进行活化部分凝血活酶时间

(APTT)、凝血酶原时间(PT)检测。
1. 2. 12　 血清 TC、TG、LDL-C 指标检测

每组随机选取 8 只大鼠,腹主动脉取血,全自动

生化分析仪分析胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密

度脂蛋白(LDL-C)。
1. 2. 13　 血清 cAMP、 cGMP 含量测定及 cAMP /
cGMP 计算

每组随机选取 8 只大鼠,腹主动脉取血,分离血

清, - 80℃ 保存备用。 用酶联免疫吸附测定法

(ELISA)检测血清中环腺苷酸( cAMP)、环鸟甘酸

(cGMP)的含量,并计算 cAMP / cGMP 值。
1. 2. 14　 血清 CD4、CD8 含量测定及 CD4 / CD8 计算

每组随机选取 8 只大鼠,腹主动脉取血,分离血

清, - 80℃ 保存备用。 用酶联免疫吸附测定法

(ELISA)检测血清中环腺苷酸( cAMP)、环鸟甘酸

(cGMP)的含量,并计算 cAMP / cGMP 值。
1. 2. 15　 胸腺指数测定

每组随机选取 8 只大鼠,称量大鼠麻醉前体重,
腹主动脉取血,称取胸腺重量,计算胸腺指数,胸腺

指数=胸腺重量 /体重×100%。
1. 2. 16　 胰腺组织 HE 染色观察

每组随机选取 8 只大鼠,摘取胰腺,将其固定于

10%福尔马林溶液中,HE 染色,做光镜下胰腺组织

形态学观察。
1. 3　 统计学分析

运用 SPSS 22. 0 软件统计,数据以平均值 ± 标

准差( 􀭰x ± s)表示,统计学处理方法采用 SPSS 22. 0
One-way ANOVA 最小显著性差异法(LSD)作两两

比较,以 P< 0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 大鼠一般状态的观察

结果显示,第 0 ~ 14 周时 A 组大鼠精神状态良

好、活跃好动、反应灵敏迅速;与 A 组比较,第 8 ~
14 周 B 组大鼠精神、运动评分均显著升高 ( P <
0. 01),从第 8 周开始精神、运动评分均逐渐升高,
说明 B 组大鼠精神状态逐渐由正常转为呆滞,行动

逐渐变得迟缓,14 周时大鼠对外界刺激无反应或反

应迟钝;C 组大鼠精神、运动评分与 A 组比较始终

无显著性差异,表明大鼠精神状态良好,行动活跃

(图 1)。
2. 2　 大鼠不同时间体重、进食量、饮水量测定结果

结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠体重从第 4 周

开始显著降低(P< 0. 05 或 P< 0. 01),进食量和饮水

量均从第 8 周开始显著增加(P< 0. 05 或 P< 0. 01);C
组大鼠体重在第 14 周时显著增加,进食量在第 12 周

时显著降低,饮水量在第 4、12 周时显著降低,均具有

显著性差异(P< 0. 05 或 P< 0. 01)(图 2)。
2. 3　 大鼠不同时间抓力测定结果

结果显示,B 组大鼠第 0 周、4 周、8 周的抓力值

与 A 组比较无显著性差异,从第 8 周开始抓力呈降
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低趋势,第 12、14 周时大鼠抓力显著低于 A 组(P<
0. 01);C 组大鼠第 0、4、14 周的抓力与 A 组比较无

显著性差异,第 8、12 周的抓力显著低于与 A 组(P<
0. 01)(图 3)。
2. 4　 大鼠呼吸频率和脉搏幅度测定结果

结果显示,从第 0 周开始至第 14 周,B 组大鼠呼

吸频率逐渐减弱,第 14 周时呼吸频率显著低于 A 组

(P< 0. 01);与 A 组比较,B 组大鼠脉搏幅度在第 8
周、14 周时显著降低(P< 0. 01)。 C 组大鼠第 0 ~ 12
周时呼吸频率逐渐降低,第 14 周时升高,与 A 组比较

始终无显著性差异;第 4 周时大鼠脉搏幅度降低,第 8
~ 14 周保持不变,与 A 组比较,第 14 周时 C 组大鼠

脉搏幅度显著高于 A 组(P< 0. 05)(图 4)。

2. 5　 大鼠舌象分析结果

结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠舌象的 R、G、B
值均显著降低(P< 0. 05 或 P< 0. 01);C 组大鼠舌象

的 R 值显著低于A 组(P< 0. 05),G、B 值与A 组比较

无显著性差异(图 5)。
2. 6　 大鼠血糖测定结果

结果显示,第 4 周时(STZ 注射前),B 组大鼠的

随机血糖、空腹血糖与 A 组比均无显著性差异;第 6
~ 14 周,B 组大鼠的随机血糖、空腹血糖均显著高于

A 组(P< 0. 01)。 与 A 组比,第 6 ~ 12 周时,C 组大

鼠随机血糖显著升高(P< 0. 05 或 P< 0. 01);第 10 周

时空腹血糖显著升高(P< 0. 05),其余时间与 A 组大

鼠空腹血糖比较均无显著性差异(图 6)。

注:与 A 组比较,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。 (下图同)

图 1　 大鼠一般状态评分观察

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

Figure 1　 Observation of general status score of rats

图 2　 大鼠不同时间体重、进食量和饮水量测定结果

Figure 2　 Measurement results of weight, food intake and water intake of rats at different times
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图 3　 大鼠不同时间抓力测定结果

Figure 3　 Grasping force measurement results of rats at different times

图 4　 大鼠呼吸频率和脉搏幅度测定结果

Figure 4　 Measurement results of respiratory rate and pulse amplitude in rats

图 5　 大鼠舌象分析结果

Figure 5　 Analysis results of tongue image of rats

图 6　 大鼠血糖测定结果

Figure 6　 Measurement results of blood glucose in rats
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2. 7　 大鼠尿糖检测结果

结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠 3 次尿糖检测

结果均显著升高(P<0. 01);C 组大鼠 3 次尿糖检测

结果与 A 组比较均无显著性差异(图 7)。
2. 8　 大鼠糖耐量测定结果

结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠灌胃葡萄糖

后各时间点血糖值均显著升高 (P < 0. 01),B 组

AUC 显著高于 A 组(P< 0. 01);C 组大鼠灌胃后

120 min 血糖值显著高于 A 组(P< 0. 01),其余时间

点的血糖值及 AUC 与 A 组比较均无显著性差异

(图 8)。
2. 9　 大鼠凝血功能指标测定结果

结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠 PT、APTT 均

显著减少 (P < 0. 05 或 P < 0. 01),C 组大鼠 PT、
APTT 均无显著性差异(图 9)。
2. 10　 大鼠血清 TC、TG、LDL-C 指标测定结果

结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠血清 TC、TG、
LDL-C 含量均显著升高(P< 0. 01);C 组大鼠 TG 含

量显著升高(P< 0. 01),TC、LDL-C 含量无显著性差

异(图 10)。

图 7　 大鼠尿糖检测结果(n= 8)
Figure 7　 Urine glucose detection results of rats(n= 8)

图 8　 大鼠糖耐量测定结果(n= 8)
Figure 8　 Measurement results of glucose tolerance in rats(n= 8)

图 9　 大鼠凝血功能指标测定结果(n= 8)
Figure 9　 Measurement results of coagulation function indexes in rats(n= 8)
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图 10　 血清 TC、TG 和 LDL-C 指标测定结果(n= 8)
Figure 10　 Measurement results of serum TC, TG and LDL-C indexes(n= 8)

2. 11 　 大鼠血清 cAMP、 cGMP 含量及 cAMP /
cGMP 测定结果

结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠血清中 cAMP
含量和 cAMP / cGMP 比值均显著升高(P< 0. 05 或

P< 0. 01);C 组大鼠血清中 cGMP 含量显著低于 A
组,cAMP / cGMP 比值显著高于 A 组,均有显著性差

异(P< 0. 01)(图 11)。

图 11　 血清 cAMP、cGMP 含量测定结果(n= 8)
Figure 11　 Determination of cAMP and cGMP in serum(n= 8)

2. 12　 大鼠血清 CD4、CD8 含量及 CD4 / CD8 测定

结果

结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠血清中 CD4
含量和 CD4 / CD8 比值均显著降低(P< 0. 05 或 P<
0. 01);C 组大鼠血清中 CD4 含量显著降低 (P <
0. 05)(图 12)。

图 12　 大鼠血清 CD4、CD8 含量测定结果(n= 8)
Figure 12　 Determination of CD4 and CD8 in serum of rats(n= 8)

2. 13　 大鼠胸腺指数测定结果

结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠胸腺指数显

著降低(P< 0. 01),C 组大鼠胸腺指数无显著性差

异(图 13)。

图 13　 大鼠胸腺指数测定结果(n= 8)
Figure 13　 Measurement results of thymus

index in rats(n= 8)

2. 14　 大鼠胰腺组织 HE 染色结果

结果显示,A 组大鼠的胰腺组织内可见体积较

大的胰岛组织,形态圆,分布数量较多,间质疏松;
细胞胞浆充盈正常,未见细胞空泡变性,未见细胞

固缩现象。
与 A 组比较,B 组大鼠胰腺组织内极少见到胰

岛组织分布,胰岛数量显著减少;残存胰岛组织体

积较小,其内细胞数量显著减少,细胞胞浆含量显

著减少,可见细胞固缩现象,表明 STZ 导致动物胰

腺内胰岛组织损伤,胰岛形态明显改变,功能明显

下降。
与 A 组比较,C 组大鼠胰腺组织内胰岛数量显

著增多,体积较大,形态圆,细胞胞浆丰富,胞浆量

增多;少数胰岛细胞出现空泡变性,提示动物需要

增强胰岛功能,增加胰岛细胞分泌量,以满足机体

对胰岛所产内分泌激素的需求(图 14)。
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图 14　 大鼠胰腺组织病理结果

Figure 14　 Histopathological results of pancreas in rats

3　 讨论

辨证施治是传统医学治病的精髓,如何在基础

研究中突出中药的治疗特点一直是中药药效研究

亟待解决的问题,病证结合动物模型及其评价方法

的建立可以较好地解决这一问题。 本文通过高糖

高脂饲养结合腹腔注射链脲佐菌素制备 2 型糖尿病

大鼠模型,根据《中药新药临床研究指导原则》中 2
型糖尿病气阴两虚证候的临床表现,我们尝试设计

了相应的动物体征采集表,对动物在糖尿病发展过

程中的症状、体征表现尽量做到定量客观化描述,
以此建立一个可操作的 2 型糖尿病气阴两虚病证结

合动物模型及其评价标准。
中医临床通过“望闻问切”的方法对病证进行

判断,本实验以模拟中医临床表现为原则,尝试将

四诊法转换为大鼠体征的采集方法,并着重于望诊

信息的采集。 气阴两虚是糖尿病的核心病机,贯穿

糖尿病病程发展的始末[7]。 糖尿病患者饮食多肥

厚油腻,易积食气滞,脾胃郁结,脾胃受损则无以消

化精微,致体内运化失常,阴虚阳盛,阳气升而体内

热,内热久积而伤阴,阴精亏虚而耗气,消渴日久,
循环往复,耗气伤阴,致气阴两虚[8]。 临床认为气

阴两虚型 2 型糖尿病表现为咽干口燥,倦怠乏力,多
食易饥,口渴喜饮,气短懒言,舌红少津液,脉细数

无力;将临床表现与大鼠体征、评价指标及实验室

指标相对应,通过记录客观指标,观察体征变化,对
模型进行评价。

首先通过对动物一般状态进行评分反映大鼠

运动、精神状态的变化特点,分值越高,动物一般状

态越差,以此说明大鼠倦怠懒言的体征特点越明

显;通过对抓力、呼吸、脉搏等进行测定,抓力值降

低,说明大鼠出现乏力状态,呼吸、脉搏减弱,表明

大鼠出现气短、脉细无力等体征改变。

舌象的观察。 血液在脉络中的正常运行取决

于体内气的充盈和推动,气虚不足则推力弱,致血

流不畅;作为血液的载体,脉络还需要阴液的滋养,
阴液缺乏会导致脉络阻滞,血液瘀阻,故气阴两虚

日久生瘀。 试验结果显示,与 A 组比较,B 组大鼠

舌象的 R、G、B 值均显著降低,R、G、B 值减小,表明

舌体颜色变暗;舌体颜色呈暗紫色,表现为瘀证。
说明在模型制备过程中,B 组大鼠可能表现为气阴

两虚夹瘀[9-11]。
进食量和饮水量的观察。 中医临床气阴两虚

具有咽干口燥、多食易饥、口渴喜饮的证候表现,我
们通过监测进食饮水量来反映这种体征。 试验显

示,B 组的进食量、饮水量较 A 组显著增加,结合血

糖、尿糖、糖耐量等糖尿病基础检测指标的测定,也
可综合评价 2 型糖尿病气阴两虚证动物模型的证候

表现。
内源性和外源性凝血功能 APTT、PT 的观察。

传统医学认为气为血之帅,血为气之母,气不足无

以摄血;阴虚则血脉不充,血流运行不畅。 气阴两

虚则致瘀血阻滞,血凝速度加快。 结果显示,B 组

APTT、PT 较 A 组明显缩短,说明可能出现瘀血阻

滞,间接反映机体处于气阴两虚状态[12-13]。
血脂的观察。 气阴两虚时脾胃损伤不能升清

降浊,可诱发“痰浊”,痰饮内阻致血液粘稠而瘀血

内生,血流不畅致气化失常而留滞成痰,故 TC、TG
和 LDL-C 是中医痰浊评价的重要生化指标[14-15]。
试验结果显示,B 组 TC、TG 和 LDL-C 值均升高;即
在血糖代谢异常同时出现了血脂代谢异常;既反映

了 2 型糖尿病的特点,又符合气阴两虚,痰浊内生的

机体状态。
免疫功能的观察。 气虚由于机体元气不足,气

的推动、固摄、运化、温煦等功能减退,或脏腑机能

减退,在现代医学中表现为免疫功能紊乱[16]。 胸腺
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是机体重要的中枢免疫器官,CD4、CD8 细胞属于机

体免疫细胞—T 淋巴细胞的亚群,二者数量及比例

平衡是保持体内免疫功能稳定的关键因素。 上述

指标都是评价机体免疫力的重要指标[17-18]。 结果

显示,与 A 组比较,B 组大鼠胸腺指数、CD4、CD4 /
CD8 值均明显降低,从而反映机体可能处于气阴两

虚状态。
cAMP 和 cGMP 的观察。 cAMP、cGMP 是反映

体液免疫功能的重要指标,其含量可影响机体神经

内分泌功能[19-20]。 研究表明,阴虚时机体交感神

经-肾上腺系统功能偏高,表现为第二信使 cAMP 活

性升高,而 cAMP / cGMP 比值升高较单一 cAMP 升

高更具特异性[21]。 结果显示,B 组 cAMP、cAMP /
cGMP 值均显著高于 A 组,说明机体阴虚状态显现。

总结本实验结果,病证模型动物的体征表现可

概括为:精神萎靡,行动迟缓,进食量、饮水量增加,
抓力降低,呼吸、脉搏减弱,舌体颜色呈暗紫色等;
反映了临床 2 型糖尿病气阴两虚证中咽干口燥、多
食易饥、口渴喜饮、倦怠乏力、气短懒言、脉细无力、
舌色暗紫等证候特点;同时实验室指标也出现了血

糖、尿糖、糖耐量及 TC、TG、LDL-C 值均显著升高,
PT、APTT、胸腺指数显著下降, cAMP 和 cAMP /
cGMP 值显著升高,CD4、CD4 / CD8 值显著降低,胰
腺内胰岛组织损伤、功能显著下降等变化,也辅助

证明了 B 组大鼠出现 2 型糖尿病气阴两虚证临床

表现。 而单纯高糖高脂喂养 14 周的大鼠各项指标

与 A 组比较,随机血糖、TG、cGMP、CD4 及舌象的 R
值等指标有显著性差异,其余各项指标检测结果无

显著性差异,因此,认为该模型还不能全面地反映

出 2 型糖尿病气阴两虚证的证候特点。
综上,大鼠高糖高脂喂养 4 周后腹腔注射 STZ

40 mg / kg,继续高糖高脂饲养至 14 周制备的动物模

型可较好地反映 2 型糖尿病气阴两虚证的特点。 由

此说明,通过对动物体征指标进行监测可反映中医

证候的发展过程,结合实验室指标进行定量化描述

可进一步辅助验证病证结合动物模型的成立及证

候特点的表达,二者结合有助于模型的评价,同时

也使模型评价更为直观、客观、可操作,标准更易于

统一。
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去势抵抗性前列腺癌 PDX 模型研究进展
税雪1,2,许荣2,赵菊梅1∗,师长宏2∗

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

　 　 【摘要】 　 去势抵抗性前列腺癌(castration-resistant prostate cancer,CRPC)具有较高的发病率和死亡率,是前列

腺癌的主要临床特征,且预后较差。 建立具有 CRPC 特征的肿瘤病人临床手术标本异种移植( patient-derived
xenograft,PDX)模型对于前列腺癌研究具有重要的意义。 本文重点综述了多种 CRPC PDX 模型的主要表型特征,
包括激素非依赖表型、雄激素受体相关表型和神经内分泌表型,以及病理生理学特征,以期为 CRPC 的发生机制和

靶向药物筛选研究提供良好的实验工具。
【关键词】 　 去势抵抗性前列腺癌;PDX 模型;雄激素受体;神经内分泌分化
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Research progress in PDX models of castration-resistant prostate cancer
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【Abstract】 　 Castration-resistant prostate cancer (CRPC) has high morbidity and mortality, and the prognosis for
patients is poor. Establishing patient-derived xenograft models with CRPC characteristics using clinical surgical specimens is
critical for CRPC research. In this article, we review the main phenotypic characteristics of a variety of CRPC patient-
derived xenograft models, including hormone-independent phenotypes, androgen receptor-related phenotypes and
neuroendocrine phenotypes, as well as pathophysiological characteristics, and we discuss potential experimental tools for
studying the mechanisms of CRPC and for targeted drug screening for the disease.

【Keywords】 　 castration-resistant prostate cancer( CRPC); patient-derived xenograft ( PDX); androgen receptor;
neuroendocrine differentiation
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　 　 前列腺癌( prostate cancer,Pca)的发病率与死

亡率呈现逐年攀升趋势,已成为我国泌尿生殖系统

常见的恶性肿瘤之一,严重威胁老年男性健康[1]。
通过药物或手术等手段进行雄激素剥夺( androgen
deprivation therapy,ADT)是目前治疗 Pca 的主要方

法,但随着医治时间延长,大多数患者都将会复发,
发展为去势抵抗性前列腺癌 ( castration-resistant
prostate cancer,CRPC),而 CRPC 患者预后较差,平
均中位生存期不满 2 年[2]。 已证实,大多数 CRPC
仍依赖于 AR 信号通路[3],因此,一些新型的雄激素
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合成抑制剂和雄激素受体( androgen receptor,AR)
通路抑制剂如:阿比特龙和恩杂鲁胺等在临床广泛

使用[4-5]。 但患者最终也会对这些药物产生耐药

性。 因此,迫切需要开发有效的模拟临床特征的动

物模型,开展 CRPC 的发病机制和新型药物的研究。
目前常应用于 CRPC 研究的动物模型主要包括

细胞系异种移植模型( cell line-derived xenografts,
CDX),遗传工程小鼠模型 ( genetically-engineered
mouse models, GEMM) 和人源化异 种 移 植 模 型

(patient-derived xenograft,PDX)。 常用的 CRPC 细

胞系 22RV1,C4-2 和 DU145 等经过长期体外培养,
其基因谱表达水平和异质性较原发瘤会发生明显

的变化[6];GEMM 模型也由于成本较高且与临床差

异较大等限制了其应用[7]。 PDX 模型的出现,很好

的弥补了上述模型的不足。 该类模型是通过将患

者新鲜的肿瘤组织经皮下、肾包膜等不同方法移植

到免疫缺陷小鼠体内建立。 因其较好的保留了原

发瘤的生物学特征和异质性,在临床药物筛选方面

体现出良好的应用前景[8]。 本文重点介绍利用临

床肿瘤标本建立的不同类型的 CRPC PDX 模型,阐
述该类模型的主要表型特征和病理生理学特征,以
期为 CRPC 的发生机制和靶向药物筛选研究提供良

好的实验工具。

1　 CRPC PDX 模型的表型特征

1. 1　 PDX 模型的激素非依赖表型特征

前列腺癌初期呈激素依赖性生长,在经 ADT 治

疗以后,体内雄激素水平下降使肿瘤体积逐渐缩

小,但 CRPC 的激素非依赖特性使肿瘤能在雄激素

剥夺的情况下复发和远处转移[9]。 近年来已有多

个研究小组直接将复发后患者的肿瘤组织移植到

免疫缺陷小鼠中构建了多例 CRPC 的 PDX 模

型[10-12]。 然而,也有研究发现通过这种途径构建的

PDX 模型并非总表现为激素非依赖特性。 Corey
等[13]在 LuCaP 35 模型中分析发现,CRPC 肿瘤组织

中的激素非依赖性细胞在雄激素存在的条件下,又
恢复为激素依赖性表型。 因此,这种方法构建的模

型结果不稳定,人们开始探索其它方法。 有研究小

组尝试通过对激素依赖性的腺癌 PDX 模型进行

ADT 干预诱导 CRPC 的发生,该模型可以更好的展

现临床 CRPC 患者向激素非依赖特性转变的动态发

展过程。 LAPC-9[14]、PC-310[15] 和 KuCaP-2[16] 就是

激素依赖性的 PDX 模型通过去势诱导获得的

CRPC PDX 模型。 该类模型保持了与原发肿瘤相似

的遗传特征,其生长不依赖于雄激素,表达 AR 和前

列腺癌特异抗原(prostate specific antigen,PSA),很
好地模拟了临床 CRPC 的进展过程,即激素依赖向

非依赖性的转变[15-16]。 更为重要的是,通过比对前

列腺癌 PDX 模型 CRPC 发生前后的基因表达水平

变化,可以深入研究 CRPC 形成的分子机制。 比如,
有研究者通过该动态转化模型,发现前列腺素 E 受

体蛋白 4(EP4)水平在 CRPC 后显著升高,且与 PSA
水平呈正相关,这提示 EP4 可能是治疗 CRPC 的潜

在靶点[16]。 综上所述,使用去势诱导的 CRPC PDX
研究前列腺癌由激素依赖表型向激素非依赖性表

型的转化过程,将有助于探索 CRPC 的发生发展,从
而为临床患者的治疗提供新策略。
1. 2　 PDX 模型的雄激素受体相关表型特征

阻断雄激素-雄激素受体信号通路的转导可以

抑制前列腺癌 PDX 模型肿瘤的进展和转移。 但外

源诱导使 AR 发生基因突变与变异,或表达上调时,
该信号通路可再次被激活从而发挥促瘤作用[17]。
有研究者比对 PDX 模型在去势和给予外源性雄激

素的不同条件下肿瘤的生长情况,发现 AR 突变和

剪接变异的 CRPC PDX 模型在补充外源性雄激素

的情况下生长速度增快,而 AR 缺失的模型生长速

度没有变化[10],这提示 CRPC PDX 模型的发展与

AR 有关。 因此,越来越多的研究者在建立 CRPC
PDX 模型的同时,将模型中 AR 的表达作为一个重

要的监测指标。 利用 PDX 模型研究发现,一方面

AR 基因变异可能是去势抵抗发生的潜在机制[11]。
例如,雄激素受体剪接变体 7(AR splice variant 7,
AR-V7)作为 CRPC 中检出频率最高的剪切变异体

之一,可以促进 LuCaP 96CR 模型肿瘤的发展[18];
另一方面,AR 基因变异与新型内分泌治疗药物的

耐药性产生也有关[19-21]。 Lawrence 等[10] 在 CRPC
PDX 模型中发现了表达缺失的雄激素受体剪接变

异体 AR-s567es,并证实 AR 缺失和 AR 突变可能是

原发肿瘤患者对阿比特龙和恩杂鲁胺耐药的重要

分子机制。 也有人使用 LuCaP 35CR 模型发现 AR-
V7 的变异与 CRPC 耐药性相联系,进而揭示 AR-V7
可作为指导 CRPC 患者药物选择的分子标志物[12],
同样的结果也在 CWR22 模型中得到印证[22]。
1. 3 　 PDX 模型的神经内分泌 ( neuroendocrine,
NE)表型特性

神经内分泌前列腺癌 ( neuroendocrine prostate
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cancer,NEPC)是一种 CRPC 亚型,恶性度极高,不
表达 PSA 和 AR,而突触素( SYP)、嗜铬粒蛋白 A
(CgA)、CD56 和神经元特异性烯醇化酶(NSE)等神

经内分泌标志物为阳性。 研究表明,NEPC 多发生

于 AR 抑制剂治疗之后,且与临床不良预后明确相

关[23]。 目前对于 NEPC 的起源尚未形成共识,Lin
等[24] 对前列腺腺癌 PDX 模型 LTL331 和 NEPC
PDX 模型 LTL331R 进行了比对研究,相应的 DNA
和 RNA 测序结果支持 NEPC 可以通过适应性反应

直接从腺癌转分化而来的假说,并且在这过程中可

能 产 生 了 一 组 参 与 神 经 内 分 泌 转 分 化

(neuroendocrine differentiation,NED)的基因。 该结

果引起了众多学者的关注,研究者陆续发起了多个

NED 分子机制的研究。 基于相关 CRPC PDX 模型

和 NEPC PDX 模型的实验证实,异染色质蛋白 1α
(HP1α) [25]、SRRM4[26] 及 PEG10[27] 的异常表达可

能是介导 NEPC 发生的新机制。 此外,也有一部分

人支持另一种假说,即 NEPC 来源于前列腺腺体正

常的神经内分泌细胞癌变及前列腺肿瘤干细胞转

化。 van Haaften-Day 等[28] 对其所建立的 NEPC 模

型 UCRU-PR-2 的综合分析结果,支持该假说。
截至目前,NEPC 的起源仍在探索中,研究的热

点主要集中于激素依赖性前列腺癌(hormone-naïve
prostate cancer,HNPC) / CRPC 模型向 NEPC 模型动

态演化过程。 有人直接利用 NEPC 患者肿瘤组织建

立了静态 NEPC PDX 模型。 这类模型的制备主要

是通过将患者新鲜肿瘤组织剪碎后植入 6 ~ 8 周免

疫缺陷的雄性小鼠体内,待瘤体长至适当体积时行

去势手术,去势后小鼠瘤体继续生长并能稳定传代

视为建模成功。 如 LuCaP 49 模型[29]。 这类静态模

型虽然较好地展现出与原发瘤相似的病理学结构

和遗传特征,但对于模拟前列腺癌临床动态进展过

程具有一定的局限性。 在将去势后肿瘤再复发的

激素依赖性前列腺癌 PDX 模型诱导为 CRPC PDX
模型的基础上,取该模型的小鼠瘤体接种至已提前

去势的雄性小鼠皮下并给予药物等处理因素进而

诱导为 NEPC PDX 模型。 这种体现疾病动态过程

的模型制备方法,能够完整地再现临床病人的特

征,是理想的动物模型。 Jongsma 等[30] 建立的 NE
分化模型 PC-310,为 HNPC PDX 模型转变为 NEPC
表型奠定了良好基础。 Wu 等[31]使用多西紫杉醇诱

导 B45354 模型出现 NE 特征,为研究 NE 细胞在

Pca 进展过程中的作用提供了优良的动物模型。 但

由于缺乏大量的 PDX 模型进行支撑和考证,上述实

验结果有待进一步确认,因此,建立 NEPC 动态研究

模型仍然需要不断地努力。

2　 CRPC PDX 模型的肿瘤病理生理
学特征
　 　 为了更好的了解临床患者肿瘤的病理生理学

特征,在 CRPC PDX 模型上进行扩散,转移和耐药

等病理研究,能够为转移相关信号通路识别和靶向

药物测试提供重要参考。
2. 1　 PDX 模型的扩散和转移特性

扩散和转移是前列腺癌重要的生物特征。 据

调 查 显 示, 转 移 性 CRPC ( metastatic castration
resistant prostate cancer,mCRPC)肿瘤细胞最常定植

于骨 骼 ( 55%), 其 次 是 淋 巴 结 ( 52%) 和 肝

(48%) [32]。 CRPC 患者一旦发生骨转移,其死亡风

险将显著升高。 因此,mCRPC 的扩散和转移机制已

成为前列腺癌防治研究的重要环节,成功建立真实

模拟人 CRPC 组织细胞扩散和转移生物学行为及特

征的 PDX 模型已成为研究的重点。 目前,制备

mCRPC PDX 的方法多是通过将 CRPC PDX 模型的

瘤体制成单细胞悬液,再经原位注射到免疫缺陷小

鼠体内,观察注射部位肿瘤生长情况[32]。 这种制备

方法的优势在于能在较短的时间内成模,并且人为

决定肿瘤生长部位,从而提高 mCRPC PDX 模型的

成功率。 该模型主要应用于转移机制和新药开发

研究。 多项实验证实,成骨细胞表型 CRPC PDX 模

型在前列腺癌转移研究中具有独特优势。 例如,
Kiefer 等[33]使用骨保护素 Fc-OPG( osteoprotegerin,
Fc-OPG)作用于骨转移 PDX 模型 LuCaP 23. 1,明确

了 Fc-OPG 的使用可减慢骨骼瘤的生长速度并降低

血清 PSA 水平。 Chiang 等[34] 利用前列腺癌转移性

LTL-313H 和非转移性 LTL-313B 模型的基因表达谱

差异,筛选出与转移相关的驱动基因 GATA2。 同

样,这两种模型也被用于 TMEM45B 基因的筛

选[35],并确认上述基因的过表达与前列腺癌的进展

和转移密切相关,从而为预测转移提供了新的生物

标志物。
2. 2　 PDX 模型的耐药特性

CRPC 的临床治疗方法以激素治疗和化疗居

多,此外还包括免疫治疗和放射核素治疗。 目前已

有研究将 CRPC PDX 模型应用于以上不同治疗方

案的临床前研究。 由于 PDX 模型缺乏免疫细胞,无
法准确模拟机体免疫系统与肿瘤之间的相互作用
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关系,因此该模型在肿瘤免疫治疗研究中具有一定

的局限性。 但免疫系统人源化小鼠模型的成功建

立为该类研究提供了良好的实验工具[36]。 在激素

治疗药物的相关研究中,PDX 模型也体现出良好的

优势,如阿比特龙( abiraterone)能阻断肿瘤内外雄

激素的合成,适用于联合治疗等,从而显著提高进

展期 mCRPC 患者的生存期, 但也可能导致耐

药[12,37]。 最近有研究将阿比特龙作用于不同系列

LuCaP 模型以评估肿瘤对药物敏感性程度,结果发

现 LuCaP 35CR 作为耐阿比特龙的 PDX 模型,表达

了一系列与持续低水平 AR 信号转导相关的生物遗

传标志物[38]。 因此,开发这类耐药表型的 CRPC
PDX 具有巨大的潜在应用价值,具有代表性的一个

例子是 Lee 等[39] 应用 MDA PCa 118b PDX 模型发

现了 CRPC 骨转移的耐药机制,结果显示骨转移灶

中也存在对卡博替尼耐药的肿瘤细胞,其耐药原因

是因为表达了整联蛋白配体。 另外,这类耐药模型

还可用于新治疗方案的开发。 Suominen 等[40] 通过

耐阿比特龙的 LuCaP 58 模型成功测定出放射性药

物镭 223 的作用方式和抗肿瘤功效,结果显示镭

223 能够在短时间内诱导癌细胞的 DNA 双链发生

断裂以及 PSA 水平下降,从而成功抑制肿瘤诱导的

成骨细胞生长。 Low 等[41]利用耐恩杂鲁胺的 CRPC
PDX 模型证实 RNA 聚合酶 I 抑制剂 BMH-21 可以

显著抑制肿瘤的生长并降低 Ki67 的增殖指数。 并

有研究者将 RNA 聚合酶 I 抑制剂与 PIM 激酶抑制

剂联合作用于 PDX 模型,从而开发出一种新型的

CRPC 治疗方法[42]。 同样,Lawrence 等[10]也发现核

糖体靶向剂能对耐恩杂鲁胺和阿比特龙的 CRPC
PDX 模型重新敏感。 此外,随着近年来对 CRPC 耐

药机制的深入探索,相关通路的治疗靶标也在不断

被开发。 如针对 CRPC 对 mTOR 途径的依赖性,La
等[43]将 mTOR 途径抑制剂 Rapalink-1 作用于 CRPC
PDX 和体外肿瘤类器官发现,Rapalink-1 可以导致

小鼠肿瘤消退,具有明显的抗肿瘤效力。

3　 展望

成功建立模拟临床特征的高保真 CRPC PDX
模型已成为 CRPC 病理机制研究和靶向药物筛选的

重要前提。 理想的 CRPC PDX 模型不仅需要准确

模拟原发肿瘤的生物学特征及其异质性,而且其疾

病的进展过程及特定基因的表达情况也应与临床

结果高度相似。 但目前 CRPC PDX 模型的构建仍

存在诸多问题,如模型的总体成功率较低,成本较

高,建模周期长等,这些因素限制了 CRPC PDX 模

型的发展与应用。 为此,研究者们正尝试采取补充

外源性雄激素[44],从激素依赖的前列腺癌模型逐步

诱导等不同策略,改进现阶段模型存在的不足,以
增加动物模型和人类疾病之间的相似性,更好的促

进临床前研究成果向临床的转化。
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中国医学科学院首次建立新冠肺炎恒河猴模型,当选“中国生命科学十大进展”

SARS-CoV-2 引起的 COVID-19 暴发,对全球构成了重大公共卫生威胁。 动物模型对于阐明病毒感染与

发病机制、传播途径以及药物和疫苗评价十分关键,是国务院联防联控机制科研攻关组部署的五大主攻方

向之一。 中国医学科学院医学实验动物研究所秦川团队率先建立了 COVID-19 的转基因小鼠模型和恒河猴

模型,并于 2020 年 2 月 18 日通过科技部组织的新冠动物模型鉴定。 这两种动物模型首次阐明了 SARS-
CoV-2 感染的致病性,加深了对 COVID-19 病因学和病理学的认知,促进了抗病毒药物和疫苗研发。

该项研究作为知识创新类项目“新冠肺炎动物模型的构建”,于 2021 年 1 月 13 日当选中国科协生命科

学学会联合体评选的 2020 年度中国生命科学十大进展,对防控当前全球面临的新冠肺炎疫情有重大意义。
其中,恒河猴新冠肺炎模型研究,由秦川团队联合中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所、中国医学科学

院病原生物学研究所、首都医科大学的研究团队进行,研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊

(Animal Model & Experimental Medicine, 2020, 3: 93-97)。
该模型是国际上第一个构建的新冠病毒恒河猴模型,其研制方法和标准已提供给世界卫生组织

(WHO),供国际研究使用。
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肺动脉高压动物模型研究进展
刘云,孙增先∗

(连云港市第一人民医院药学部,江苏 连云港　 222061)

　 　 【摘要】 　 肺动脉高压(pulmonary arterial hypertension,PAH)是一种预后不良的严重疾病,其发病机制仍不清

楚。 现有的治疗手段不能治愈,只能减缓疾病的进程。 动物模型是研究 PAH 的重要工具,在 PAH 病理生理机制研

究和防治策略评估中发挥极其重要的作用。 本文对经典 PAH 动物模型(缺氧和野百合碱模型)和 PAH 双击动物

模型的血液动力学改变和肺动脉组织学重构特征进行综述,旨在为 PAH 新机制和新靶点研究的动物模型选择提

供参考。
【关键词】 　 肺动脉高压;动物模型;缺氧;野百合碱

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2021) 02-0236-06

Research progress in animal models of pulmonary arterial hypertension
LIU Yun, SUN Zengxian∗

(Department of Pharmacy, the First People’s Hospital of Lianyungang, Lianyungang 222061, China)
Corresponding author: SUN Zengxian. E-mail: sunzx715@ 163.com

【Abstract】　 Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a serious disease with poor prognosis, and its pathogenesis is
still unclear. Current treatment method cannot cure the disease, and can only slow down its progression. Animal models are
important tools for the study of PAH, and they play an extremely important role in the study of the pathophysiological
mechanisms of the disease and in the evaluation of prevention and treatment strategies. In this review, we discuss the
hemodynamic changes and pulmonary artery histological remodeling characteristics of classic PAH animal models (hypoxia
and monocrotaline models) and PAH double-clip animal models, with the aim of providing a reference for the selection of
animal models for the study of novel mechanisms and new targets for the disease.

【Keywords】　 pulmonary arterial hypertension; animal model; hypoxia; monocrotaline
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　 　 肺动脉高压 ( pulmonary arterial hypertension,
PAH)是一种致命性心肺疾病,其病理特征是持续

性肺血管收缩、血管重构、原位血栓形成和血管周

炎性浸润等,导致血管腔狭窄或闭塞,引起肺血管

阻力(pulmonary vascular resistance,PVR)和肺动脉

压力(pulmonary artery pressure,PAP)进行性增加,

最终导致右心衰竭和死亡[1-3]。 按病因不同将 PAH
分为几个亚组,包括特发性、遗传性、药物和毒素诱

导的 PAH 及系统性硬化症等相关形式的 PAH,无
论其病因如何,所有形式的 PAH 都表现出相似的肺

血管病变,具有共同的病理机制[4]。 最新流行病学

数据显示特发性和遗传性 PAH 发病率为每百万居
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民 5 例,患病率为每百万居民 25 例,并且逐年增加

趋势明显[5]。 PAH 发病机制非常复杂,涉及炎症、
氧化应激和代谢转换等机制[1,6],尽管对 PAH 及其

发生机制研究取得了很大进展,但目前最先进的治

疗方法仍然不能靶向正在进行的重构过程,而是通

过调控涉及维持血管张力的信号通路来治疗 PAH,
5 年生存率只有 57%[7-9]。 精确阐明 PAH 发病机

制,寻找新的有效治疗策略一直是临床的迫切需求

和研究热点,而动物模型是实现这一目标的基

础[10]。 然而,目前还没有一种 PAH 动物模型能够

复制 PAH 的所有特征,包括血液动力学改变和组织

学重构[11-12]。 本文对 PAH 动物模型进行回顾性总

结,旨在为 PAH 病理机制及防治研究提供理论基础

和实验载体。

1　 缺氧 PAH 大鼠模型

在多种动物物种中,常采用常压和低压缺氧诱

导 PAH[13]。 这个模型在选定的动物品系中具有非

常好的可预测性和可重复性[13]。 但物种间对慢性

缺氧的反应存在差异,反应也受到年龄等因素的影

响,年轻个体更容易受到这一诱因的影响。 最常用

的缺氧动物是大鼠和小鼠[12-13]。 几乎所有研究过

的哺乳动物中,缺氧诱导的 PAH 有非常相似的结构

改变[13]。 肺泡壁中正常非肌化末梢小动脉迅速肌

化,非肌化的小动脉壁中表达 α-SMA 的细胞迅速增

加[13]。 除 了 周 细 胞 的 分 化 和 /或 平 滑 肌 细 胞

(smooth muscle cells,SMC) “迁移”外,局部成纤维

细胞募集和分化、单核细胞 /祖细胞募集、内皮细胞

(endothelial cell, EC)向间充质样细胞的转分化也

可以解释这些变化[13]。 中膜 SMC 显著增殖、肥大,
前毛细血管肺动脉增厚[13]。 炎症在缺氧诱导的重

构过程中起着重要作用,缺氧诱导早期和持续期肺

动脉特异性血管炎症反应,某些趋化因子 /趋化因

子受体早于炎性细胞出现,此过程的炎性细胞主要

为单核细胞。 血管壁内粘附分子和细胞因子持续

存在,并伴有持续的炎症浸润[13]。 此外,大的近端

肺动脉显著增厚和纤维化,这些血管明显硬化[13]。
在缺氧 2 周后,大鼠发生中度 PAH,平均 PAH 增加

一倍,这似乎与结构改变的进展有关[13]。 右心室肥

大,但没有右心衰竭的证据[13]。 大鼠和小鼠对缺氧

反应存在明确的差异,小鼠的缺氧反应有种系特异

性[12-13]。 恢复常氧环境可以逆转所有动物模型缺

氧诱导的 PAH[14-15]。 在这些慢性缺氧模型中,没有

类似于人类 PAH 的不可逆的内膜纤维化或丛状病

变发生[12-13]。 缺氧肺结构改变的严重程度还受其

他因素的影响,而不仅仅是缺氧。 因此,啮齿动物

中 PAH 的慢性缺氧模型可以被认为是不太严重的

PAH 模型,并被视为与缺氧相关的人类 PAH 相关,
如发生在肺实质疾病、睡眠呼吸紊乱、严重慢性阻

塞性肺病和高海拔居住[13,16]。 炎症、氧化应激、线
粒体功能改变等参与了缺氧 PAH 模型机制调控,涉
及 Hif-1α、 p38 MAPKα、 NF-κB、 Rho / Rho 等信号

路径[15,17-18]。

2　 野百合碱 PAH 大鼠模型

野百合碱(monocrotaline,MCT)是一种吡咯里

西啶生物碱,存在于植物紫花野百合中[13]。 MCT
必须在体内经肝脏细胞色素 P450 3A4 代谢成毒性

代谢物 MCT 吡咯(monocrotaline pyrrole,MCTP),进
而导致血管内皮细胞损伤和炎症反应[10,13]。 不同

物种和种系对 MCT 反应不同,MCT 诱导 PAH 的首

选物种是大鼠,即使给予小鼠 MCTP 也不能获得预

期的结果[11,13,19]。 MCTP 在血浆等水溶液中快速降

解(半衰期为 3 ~ 4 s),但它可以在红细胞中积累和

转运,保留了与肺组织相互作用的能力,这种作用

导致内皮细胞损伤,并于数周后进展为 PAH[11,20]。
MCT 与其肺毒性存在关系[11],为了提高模型的成

功率,通常采用 60 mg / kg 单次腹腔内或皮下注射,
3 ~ 4 周后发展为 PAH[11]。 肺 EC 被认为是 MCTP
的特异性靶点,MCTP 能与 EC 膜发生特异性交联,
直接导致 EC 功能受损[21]。 因此,EC 是最早发生

病变的细胞。 在 MCT 给药后 9 ~ 24 h EC 发生改

变,病变以 EC 肿胀、胞质囊化、胞浆不规则增厚、溶
解为特征,并随时间推进而进展,最终扩展到肺血

管的各级血管,其中毛细血管和小动脉更为严

重[22]。 毛细血管膜的通透性增加,此时出现血小板

和纤维蛋白血栓栓塞,大量的小血管管腔被部分或

完全阻塞[22]。 中膜改变发生在内膜改变之后,其特

征是平滑肌肥大、增生,平滑肌延伸至正常非肌化

的末梢小动脉[22]。 细胞外基质(胶原蛋白、弹力蛋

白)含量增加,并与增殖的 SMC 共定位[22]。 外膜水

肿和炎症细胞浸润,晚期见成纤维细胞增殖、胶原

沉积、出血等[22]。 在血管重构过程中伴随 SMC 迁

移、新内膜形成、SMC 肥大和结缔组织过度形成[22]。

732



中国实验动物学报 2021 年 4 月第 29 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2021,Vol. 29, No. 2

小动脉重构发生在中、大动脉之前,且小动脉中膜

增厚程度要大于大动脉[22]。 此过程伴随着 PVR 和

PAP 持续增加,其严重程度随时间推移和 MCT 剂量

增加而进展。 炎症、氧化应激、代谢重编程等参与

了 MCT PAH 模型机制调控,涉及 p38 MAPKα、NF-
κB、PI3K / Akt / mTOR、NO 等信号路径[11,15,23]。

MCT 诱导的 PAH 大鼠模型能够模拟人类 PAH
的几个关键方面,包括血管重构、内皮功能障碍、
SMC 增殖、炎性细胞浸润和右心室衰竭[11]。 该模型

只需要单次药物注射,且成本低廉,易于重复。 其

不足之处是不能模拟严重 PAH 病理学的关键特

征———新内膜和丛状病变[12-13],以及随时间推移而

PAH 可逆(4 周后),易用药物预防或治愈[15,19]。 目

前临床正在使用的三类药物(内皮素受体拮抗剂、
磷酸二酯酶抑制剂、前列环素类似物)均是通过该

模型进行评估[11]。

3　 基因工程 PAH 动物模型

随着生物技术的进展,出现各类基因工程 PAH
小鼠模型,如 Egln1 敲除小鼠模型[12,24]、IL-6 过表达

小鼠模型[12-13]、S100A4 / Mts1 过表达小鼠模型[13]、
BMPR2 突变小鼠模型[13-14]、5-HT 转运体过表达小

鼠模型[14]等,以及这些基因工程小鼠模型与慢性缺

氧的双击试验[12,14]。 这些基因工程小鼠模型为

PAH 特定基因途径的机制研究和验证提供了证据

支持,但其整体 PAH 表型与人类 PAH 疾病表型还

有很大差距,还不能作为 PAH 疾病研究的替代

模型。

4　 PAH 双击大鼠模型

经典 PAH 动物模型(缺氧诱导 PAH 模型和

MCT 诱导 PAH 模型)为 PAH 病理基础研究和当前

临床治疗做出了卓越的贡献,尤其是 MCT 诱导

PAH 大鼠模型。 随着 PAH 病理机制认识的深入,
发现经典动物模型不能重现人类严重疾病的关键

病理特征[12-13]。 目前,普遍认为 PAH 的发病机制

存在两个关键阶段,第一阶段为肺动脉非特异性中

膜和外膜增厚,平滑肌向正常非肌化的小肺动脉末

梢延伸,以及异常的炎症细胞反应;第二阶段为进

行性重构过程,导致中小肺动脉新内膜形成、丛状

动脉病变和血管闭塞性病变,血液流动受限。 这两

个阶段中的每一个阶段均可导致严重的 PAH、右心

室肥大、失代偿性右心衰竭和死亡。 PAH 经典模型

的第一阶段特征很明显,然而,缺氧诱导的 PAH 在

这个阶段趋于停止,并且没有进展到第二阶段,即
肺动脉的非特异性、小动脉明显肌化,但是不会出

现复杂的重构过程。 此外,延长缺氧引起单核细胞

和树突状炎症细胞浸润,但不会引起人类疾病中观

察到的 T 细胞浸润。 相反,MCT 诱导的 PAH 模型

引起的肺血管重构似乎要比缺氧诱导的 PAH 模型

严重些,但它仍然不能真正形成类似于在人类观察

到的严重丛状动脉病变[12-13,25]。 MCT 模型诱导肺

动脉末梢肌化,除了复杂的炎症反应外,可能归因

于其广泛的肺毒性。 由此可见,经典模型似乎只是

引起 PAH 的第一阶段,而不是第二阶段[12-13]。 因

此,对经典动物模型进行修改已成为 PAH 研究的一

项重要工作,已开发了多种 “双击” 动物模型,如
MCT /缺氧 大 鼠 模 型、 MCT /肺 切 除 大 鼠 模 型、
SU5416 /缺氧大鼠模型,以及基因操纵 /缺氧小鼠模

型等等,以解决 PAH 病理机制第二阶段的关键病理

特征,使之更接近于人类 PAH 的病理过程。
4. 1　 MCT /缺氧大鼠模型

将两个经典模型(慢性缺氧模型和 MCT 模型)
组合即为 MCT /缺氧大鼠模型,采用 60 mg / kg 野百

合碱单次注射加 4 周慢性缺氧暴露诱导,可以产生

严重 PAH 大鼠模型。 该模型显示血流动力学和肺

动脉组织结构的严重改变,类似于在人类严重 PAH
中所观察,特别是中膜严重肥大、新内膜增厚、内皮

异常增殖到的病理特征、丛状病变和血管腔闭塞与

纤维蛋白血栓、血管周炎性浸润。 这些结构性改变

导致 PVR 和 PAP 显著增加,引起更严重的右心室

肥大和右心室收缩压增加[16,26-27]。
4. 2　 MCT /肺切除术大鼠模型

MCT 另一个双击模型就是 MCT /肺切除术大鼠

模型,该模型是对大鼠实施左肺切除手术一周后,
单次腹腔内或皮下注射 MCT 60 mg / kg,4 周后,引
起严重 PAH 和进行性右心衰竭。 这个模型重现了

人类 PAH 病理学的许多关键特征,如中、小肺血管

闭塞性新内膜形成、中膜肥大增厚、复杂丛状病变、
血管闭塞、血管周炎性增生等表型,最终导致严重

PAH,右心室肥大、功能严重受损[13,28-29]。 左肺切

除导致肺血流量增加和紊乱,剪切应力的剧烈改变

触发严重的肺血管重构,导致新内膜形成和复杂丛

状病变,PAH 进行性恶化[13,28]。 在 MCT /肺切除术
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早期(3 周),显示非特异性组织学改变,如中膜肥

大、外膜增厚和小动脉的肌化,但这些变化可能是

可逆的。 后期(6 ~ 8 周),产生新内膜和丛状血管

病变[28]。 该模型需要特殊的手术技巧,使用受到一

定的限制。
4. 3　 SU5416 /缺氧大鼠模型

Taraseviciene-Stewart 于 2001 年推出一种简练

的 SU5416 /慢性缺氧大鼠模型,将慢性缺氧暴露与

血管内皮生长因子受体(vascular endothelial growth
factor receptor,VEGFR)酪氨酸激酶抑制剂 SU5416
联合应用,即单次注射 20 mg / kg SU5416 后慢性缺

氧暴露 3 周,导致新内膜改变的严重血管增生性

PAH,与人类 PAH 丛状动脉病变类似[13,30-32]。 表

现为血管 EC、SMC 过度增殖导致前毛细血管动脉

管腔闭合、内皮丛状病变形成,肺血管重构进行性

加重,进而导致右心衰竭,即使恢复常氧也不可

逆[13,31,32]。 而 SU5416 /常氧暴露大鼠仅引起轻度的

PAH 和肺血管重构[13]。 该模型导致严重 PAH 的机

制可能有以下几个方面:一是存活信号丧失致使 EC
大量凋亡,导致凋亡抗性且表型改变的 EC 出现,这
些 EC 的过度增殖产生类似人类 PAH 的丛状动脉

病变[12,31-33]。 二是通过 VEGFR 非依赖性途径上调

并 激 活 芳 香 烃 受 体 ( aryl hydrocarbon receptor,
AhR),导致雌激素代谢产物增加,促进肺动脉 EC
和 SMC 增殖[33]。 此外,AhR 通路和缺氧诱导因子

(hypoxia-inducible factor,Hif) 信号传导存在串扰,
SU5416 增强 AhR 核转位蛋白 ( aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator,ARNT)表达,ARNT(也
称为 Hif1β)参与缺氧信号传导,进而增强慢性缺氧

的促增殖作用[33]。
SU5416 /慢性缺氧仅影响肺血管系统,而不影

响其他器官的脉管系统[31-32]。 SU5416 半衰期仅为

30 min,在体内被快速清除,在主要器官及肺中没有

积累。 但 SU5416 却具有长效抑制活性,这是由于

SU5416 与 EC 膜具有特异的亲合力,优先在 EC 膜

浓缩富集,然后再将 SU5416 缓慢释放进入细胞质,
并长时间保持 SU5416 对 VEGFR 的抑制作用[31]。
内皮 细 胞 生 存 信 号 丧 失、 氧 化 应 激 等 参 与 了

SU5416 /缺氧 PAH 模型机制调控,涉及 VEGFR、
TGF-β / BMP / Smad、 Hif-1α、 MAPK、 AhR 等 信 号

路径[30,32-33]。
在 SU5416 /缺 氧 大 鼠 模 型 基 础 上 发 展 的

SU5416 /缺氧 /常氧大鼠模型,即单次注射 20 mg / kg
SU5416 和 3 周慢性缺氧后,恢复常氧 10 ~ 11
周[12,28,31]。 该模型除了由 SU5416 /缺氧驱动的严重

PAH 表型外,复氧 10 周导致严重丛状动脉病变形

成,不仅重现了人类 PAH 疾病中所见的第一阶段,
而且重现了第二阶段。 在这个大鼠模型中,三种类

型的丛状动脉病变都被重建,即同心层状新内膜、
茎样和动脉瘤样复杂病变,这三种类型的复杂病变

与人类晚期 PAH 发展的严重丛状动脉病变极为相

似,同时 PAH 和右心室肥大显著增加[12]。 这种大

鼠模型成为 PAH 动物模型开发的标杆之作。
4. 4　 其他 PAH 双击模型

其他 PAH 双击模型,如 MCT /主动脉分流大鼠

模型[34]、左肺切除 / SU5416 大鼠模型[28]、SU5416 /
缺氧小鼠模型[30,32,35]、IL-6Tg+ /缺氧小鼠模型[12] 以

及其他基因操纵 /缺氧小鼠模型等,成模效果不如

上面介绍的双击模型,实践中应用不多,不代表

PAH 研究的主流实验动物模型。

5　 结语

PAH 是一种多病因、进行性、机制复杂的人类

疾病,血管重构是其关键病理特征,开发能够重现

人类 PAH 所有特征的动物模型将为 PAH 病理生理

机制研究和新的防治策略评价提供重要支撑。 目

前已开发的 PAH 动物模型均有一定的局限性,如经

典 PAH 动物模型(缺氧模型和 MCT 模型)不能再现

人类疾病的严重病理学特征(新内膜和丛状病变),
而双击模型可以概括人类 PAH 更多的病理特

征———进行性、不可逆的肺血管重构,重述严重的

PAH 病理特征。 SU5416 /缺氧模型可重现 PAH 晚

期复杂的丛状病变,但不能重现血栓性病变。 其他

双击模型只重现 PAH 早期的丛状病变,MCT 双击

模型还可呈现血栓性病变和炎症病变。 因此,开发

简便易行,能够重现人类 PAH 病理生理特征的动物

模型仍是努力方向。 在实际应用中,应当根据研究

目的选择最合适的动物模型,推荐使用一种以上的

PAH 动物模型。
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　 　 【摘要】 　 异质性是前列腺癌的主要临床特征,也是影响其治疗效果的主要因素。 建立基于临床肿瘤标本的

异种移植转化模型,对于前列腺癌的研究具有重要意义。 本文就前列腺癌的临床异质性进行总结,综述模拟临床

特征的 PDX 模型研究进展,重点关注急需的异质性转化模型,以期为前列腺癌的临床转化机制研究和靶向药物筛

选提供理想的动物模型。
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Research progress in patient-derived tumor xenograft models of
heterogeneous transformation of prostate cancer
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【Abstract】　 Heterogeneous transformation is not only the major clinical feature of prostate cancer, but also the main
factor affecting therapeutic outcome. It is of great importance for the study of prostate cancer to establish patient-derived
tumor xenograft ( PDX) transformation models. In this paper, we discuss the clinical heterogeneity of prostate cancer,
review research progress in PDX models simulating clinical features, and focus on the urgently needed heterogeneous
transformation model. We describe the ideal animal model needed for the study of prostate cancer transformation
mechanisms and targeted drug screening.

【Keywords】　 heterogeneous transformation; prostate cancer; patient-derived xenograft model
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　 　 前列腺癌(PCa)是全球男性第二大恶性肿瘤,
异质性是其主要临床特征[1]。 虽然雄激素剥夺可

有效控制肿瘤生长,但最终会形成去势抵抗性前列

腺癌( castration-resistant prostate cancer,CRPC),进
一步雄激素受体(AR)靶向治疗在延长患者生存期

的同时会诱导神经内分泌( neuroendocrine prostate
cancer,NEPC) 和侵袭变异性 ( aggressive variant,

AVPC)前列腺癌,出现特征性骨转移,导致难以治

愈[2]。 驱动 Pca 发生系列转化的分子机制并不是

很清楚,主要是缺乏模拟临床特征的异质性转化模

型。 本文就前列腺癌的临床异质性进行总结,综述

基于 临 床 肿 瘤 病 人 异 种 移 植 ( patient derived
xenograft,PDX)模型的研究进展,重点关注急需的

Pca 异质性转化模型,以期为 Pca 的转化机制研究
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和靶向药物筛选提供理想的动物模型。

1　 前列腺癌具有独特的异质性,需要
体内模型展示其进展转化特征
　 　 前列腺癌发生和发展的重要因素是雄激素传

导信号。 手术或药物去势是进展性 PCa 患者标准

治疗方式,然而,大多数 PCa 患者最初对雄激素剥

夺治疗有积极反应,但在去势 2 ~ 3 年后病情复发,
进展为去势抵抗性前列腺癌(CRPC) [2]。 此时肿瘤

细胞为了生长和存活由对雄激素具有不同程度依

赖性的混合细胞组成,具有较强的异质性[3](图 1)。
在 CRPC 中,疾病进展最常见的是雄激素受体

(androgen receptor,AR)信号的再激活,此时,多西

紫杉醇或新一代雄激素受体抑制剂,如恩杂鲁胺

(ENZ)和阿比特龙(ABI)被用于 CRPC 的治疗,在
显著提高生存率和生活质量的同时,大多数患者最

终会对这些药物也产生耐药性,诱导出现 NEPC 的

转化和 AVPC[4],导致临床难以治愈。 因此,雄激素

剥夺治疗在诱导 Pca 异质性转化中发挥了最重要

作用。

图 1　 前列腺癌临床异质性特征

Figure 1　 Clinical heterogeneity character of prostate cancer

NEPC 是 PCa 的一种恶性突变,保留了早期

PCa 基因组特征并获得新的分子变化,此时 AR 信

号减弱,具有高进展风险,包括促使转移的发生。
雄激素阻断是导致患者 NEPC 发生的重要原因,已
证实 CRPC 病人治疗后发生的 NEPC 克隆来自

CRPC-腺癌前体,而不是预先存在的 NEPC 克隆,可
以基于不同的分子改变将 CRPC-NEPC 从 CRPC-腺
癌中区分出来[5]。 Beltran 等[6] 对患者进行了前列

腺切除术,发现伴有局部淋巴结受累,最初采用雄

激素剥夺(androgen deprivation therapy,ADT)治疗,
然后在发生转移和去势抵抗时进行化疗,数月后,
骨盆软组织活检发现已进展为 NEPC。

AVPC 又称间变性前列腺癌,在临床上被定义

为具有转移特征的 CRPC(mCRPC),包括内脏转

移、骨转移或骨盆中淋巴结转移等[7],其中骨转移

最常见。 临床证实具有侵袭性特征的 CRPC 更适合

铂治疗,如果在 CRPC 进展期间能够及早检测到

NEPC 改变,则可选择这些个体用于 NEPC 治疗(铂
化疗)而不是 AR 靶向治疗[6]。 因此,迫切需要与临

床相似的体内模型来充分展示前列腺癌 CRPC、
NEPC 和 AVPC 的进展转化特征,了解其异质性,开
发具有针对性的治疗策略。

2　 细胞系移植(CDX)模型的特征局
限,缺乏异质性
　 　 PCa 的研究由于缺乏模拟临床特征的系统性模

型一直受到影响。 目前常用的细胞系移植 ( Cell
derived xenograft,CDX)模型在 ATCC 已报道 1000
个癌细胞系中仅有 7 种 Pca 细胞系[7-8],但这些细

胞系和模型已应用多年,在前列腺癌发病机制和药

物筛选研究方面发挥了重要作用。 比如,AR 对于

雄激素依赖性 Pca 病情的发展至关重要,它激活雄

激素后, 调节前列腺特异抗原 ( prostate specific
antigen,PSA)表达并诱导 PCa 细胞的增殖,因此,
Pca 细胞系应关注完整 AR 的表达和雄激素依赖特

性。 LNCaP 是雄激素依赖的代表性细胞系,可以进

一步形成 AR 非依赖性的亚系 LNCaP C4-2,该细胞

具有突变的雄激素受体,对雄激素有反应性,分泌

PSA,更具临床相关性,主要用于 PCa 发病机制研

究,但该细胞系在体内致瘤性差,由于雄激素受体

的配体结合域中的点突变导致其对抗雄激素的反

应异常,使其具有局限性[9]。 “经典”模型是雄激素

非依赖性的 PC3 和 DU145 细胞系,前者源于人 PCa
的骨转移瘤,后者具有较低的转移潜能,来源于人
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PCa 的脑转移瘤,这两种细胞裸鼠移植成瘤性较好,
主要用于体内筛选实验研究,但二者均缺乏 AR 和

PSA 的表达[10]。 22Rv1 细胞源于原发性 PCa 骨转

移瘤,属于雄激素非依赖性但具有雄激素反应性,
表达 AR,但 PSA 低表达,可在裸鼠体内形成肿瘤。
NCI-H660 源于前列腺癌淋巴结转移灶,属于雄激素

非依赖性,半悬浮生长,形态为上皮神经内分泌样,
AR 和 PSA 表达均为阴性。 上述细胞系均只体现了

前列腺癌某个阶段特征,许多临床表型未在细胞系

中出现,代表性有限,作为临床前研究模型不甚理

想[7]。 在临床多见的 CRPC 病人中,治疗的巨大选

择压力可导致前列腺癌异质性显著增加,比如 AR
和 PSA 表达水平的变化,雄激素受体的突变,NEPC
表型的出现等。 因此,需要大量不同的 CRPC 系列

模型来代表不同的抗性机制[9],尤其是动态模型来

体现其转化特征。 而 CDX 模型仅体现出临床病人

某一阶段的静态特征,在模拟前列腺癌多样性和疾

病进展过程方面明显不足,因此,发展一种基于同

一标本能够诱导反映前列腺癌转化全部过程的模

型就成为当前研究的必然趋势。

3　 PDX 模型具有原发瘤的主要特征,
但未能有效体现其临床异质性转化
　 　 将 Pca 病人新鲜的肿瘤组织移植到免疫缺陷小

鼠建立的原发性 PDX(patient derived xenograft)模

型较好地保持了原发瘤的异质性[11]。 由于植入免

疫缺陷小鼠的 Pca 瘤组织是对雄激素具有不同程度

依赖性的混合细胞组成,在未处理的雄性小鼠中,
雄激素依赖性细胞有生长优势并最终发展成雄激

素敏感的移植模型;雄激素非依赖的肿瘤细胞在去

势小鼠体内生长,显示去势抗性,最终表现为激素

依赖(hormone naïve primary prostate cancer,HNPC)
或 CRPC 特征。 该类模型可用于基因组和转录组的

分析,评估人 PCa 中异常遗传变化和基因谱,研究

模型对雄激素剥夺和多西他赛等药物治疗的反

应[12-13]。 基因组表征显示,在 PCa 患者中检测到的

特定基因组异常,例如 PTEN 抑制基因的突变和特

定基因的遗传改变在 PDX 移植瘤中很普遍,因此该

类模型适合于阐明 Pca 的发生机制[14]。 目前,前列

腺癌 PDX 模型总体成功率较低(10% ~ 30%),首
代成瘤时间最长为 12 个月,再次传代需要 4 ~ 16
周[15]。 大多数前列腺癌 PDX 模型为原发性激素依

赖型,缺乏模拟临床特征的 CRPC 转化模型。

4　 雄激素剥夺可诱导前列腺癌 PDX
模型发生 CRPC 和 NEPC
　 　 2016 年 ~ 2017 年 Prostate 连续发文报道了前

列腺癌 KuCaP 系列[16]和 LuCaP 系列[17] PDX 模型,
去势后可发生 CRPC 和 NEPC 的转化,提示诱导

PDX 模型发生转化的可行性。 KuCaP 系列 PDX 模

型来自不同类型的 Pca 临床标本,移植于 SCID 小鼠

形成肿瘤模型[16]。 KuCaP1 来自雄激素抵抗的 PCa
患者肝转移标本,AR 突变为 W742C,移植小鼠去势

后肿瘤快速消失,长时间不再复发,AR 和 PSA 阳

性,为雄激素依赖性 PDX 模型。 KuCaP2 来自于经

根治性前列腺切除术后的局部复发肿瘤,雄激素依

赖,携带野生型 AR,产生 PSA,去势后肿瘤快速消

退,1 ~ 2 月后重新生长,发展为 CRPC。 KUCaP3 来

自 CRPC 患者,移植小鼠去势后快速消退,多月后重

新生长,模拟临床 CRPC 症状,AR 和 PSA 表达阳

性,神经内分泌标志物 CGA 阳性,具有人类 NEPC
特征。 LuCaP 系列来自转移灶的外科手术标本,包
括了 21 种 PCa PDX 模型,初始生长时间从 4 个月

到 12 个月[17]。 一些 PDX 模型肿瘤在去势后消退,
还有一些去势后重新生长的肿瘤植入去势小鼠,建
立去势抗性模型。 该系列模型重现了肿瘤患者组

织学特征,包括分化良好的腺癌,低分化腺癌和神

经内分泌癌[18]。 代表了人类 Pca 的主要基因组和

表型特征,包括雄激素受体的扩增, PTEN 缺失,
TP53 缺失和突变,RB1 缺失,反映了 CRPC 的多样

化分子组成。
模拟临床手术去势是诱导前列腺癌 PDX 模型

发生 CRPC 的重要手段。 Hao 等[19] 将 10 例雄激素

依赖性 PDX 模型进行去势手术,肿瘤体积急剧减

小,血清 PSA 水平降低。 12 周后,7 例重新生长,血
清中 PSA 水平增加,形成与临床 ADT 手术病人相

似的 CRPC,同时发现生长因子受体结合蛋白 10
(GRB10)驱动了 CRPC 的发生。 KuCaP2 移植瘤小

鼠去势后肿瘤快速消退,1 ~ 2 月后重新生长,发展

为 CRPC,Array 分析发现前列腺素 E 受体 EP4 亚型

表达显著上调,特异性 EP4 拮抗剂可用于 CRPC 治

疗[20]。 提示诱导发生 CRPC 的 PDX 模型可为临床

CRPC 的治疗提供新靶点。
Lin 等[21] 成功建立了可以由 ADT 诱导的前列

腺癌向 NEPC 转化的前列腺癌 PDX 模型 LTL331,
原发模型是典型的腺癌,在雄激素刺激下表达 AR
和 PSA,去势后可出现抗性生长并转化为 NEPC 特
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征的 LTL331R,表达一系列神经内分泌标志物,包括

SYP ( Synaptophysin ), CGA ( ChromograninA ) 和

CD56。 当移植到未去势和去势的小鼠,LTL331R 保

留其 NEPC 表型和雄激素非依赖性生长,这表明

NEPC 转化的稳定和不可逆性[14]。 该研究进一步

发现胎盘基因 PEG10( growth factor receptor bound
protein 10)在转化过程中表达显著升高,NEPC 分化

过程中 PEG10 受 AR 和 E2F / RB 信号分子动态调

控,并且 PEG10 促进 NEPC 细胞的增殖和侵袭[22]。
同样,Jongsma 等[23] 将雄激素依赖性前列腺癌异种

移植物 PC-310,经过长时间的雄激素剥夺处理后,
也可分化出现 NEPC 表型。

5　 PDX 转化模型少有临床常见骨转
移特征
　 　 AVPC 的主要特征是形成转移性前列腺癌,目
前尚无有效的治疗方法,缺乏对疾病进展机制的了

解[7]。 转移的发生受肿瘤内在因素和移植微环境

的共同影响,在 mCRPC 阶段出现特征性成骨细胞

骨转移是造成 PCa 发病和死亡的主要原因。 现有

的前列腺癌 PDX 模型少有骨转移的发生,主要是因

为 Pca 骨转移的发生不仅受肿瘤内在因素的影响

(具有骨转移潜能),而且受促进肿瘤细胞亚群转移

的微环境控制[12]。 MDA-PCa-118a 和 MDA-PCa-
118b 均来自 PCa 骨转移标本,移植于去势的雄性裸

鼠皮下可以生长,组织病理学分析显示移植瘤周围

被成骨细胞组成的骨基质包围,骨与肿瘤交界处存

在成骨细胞、钙化基质和破骨细胞[24]。 注射到

SCID 小鼠的股骨表现出强烈的成骨细胞反应,诱导

新生骨形成,但没有观察到与临床相似的骨转移发

生。 将来自 LuCaP 的 PDX 肿瘤细胞直接注射到小

鼠胫骨中,发现只有部分能在骨中增殖,同样,该模

型也不能自发地从皮下转移到骨[25]。 目前所有可

用的成骨细胞骨转移模型都是雄激素响应,但是,
是否需要雄激素受体用于 PCa 细胞诱导新骨形成,
以及诱导的新骨如何影响 PCa 细胞在骨的生长和

存活,相应机制尚不完全清楚,主要是因为很少有

模型重现 PCa 与骨的相互作用[15]。

6　 展望

6. 1　 AR 抑制剂可能诱导 PDX 模型发生 NEPC 和

AVPC 的转化

目前针对 NEPC 的治疗效果不佳,由于缺乏相

应的转化模型,无法深入研究 NEPC 表观遗传特性,

使得 NEPC 临床诊断变得困难[6]。 如果能够利用

PDX 模型复制 Pca 从腺癌到 NEPC 的演变则可以

深入揭示 NEPC 的发生机制,评估肿瘤对 NEPC 靶

向药物的反应,阐明 Pca 进展和治疗抵抗的机制。
KuCaP 和 LuCaP 两种系列 PDX 模型虽然具有前列

腺癌主要临床特征,但未能有效体现 NEPC 复杂的

转化过程。 由于临床 Pca 病人大部分通过治疗存在

雄激素依赖向非依赖的转化,因此,理想的前列腺

癌 PDX 模型应该是通过控制雄激素,模仿临床的主

要特征,即 CRPC 和 NEPC 复杂的转换过程[23]。
AR 信号是前列腺发育过程中上皮细胞分化所必需

的因素,其抑制剂可促发前列腺癌细胞重编程,通
过转分化机制发展为 NEPC。 所以,AR 靶向药物用

于 CRPC 的治疗,在提高病人存活期的同时,大多数

患者会产生耐药,诱导 NEPC 和 AVPC 的发生。 新

型的 AR 靶向药物阿比特龙(或是恩杂鲁胺)被批准

用于临床 CRPC 的治疗,但大多数患者会诱导

NEPC 和 AVPC 前列腺癌的发生,产生耐药性[7]。
因此,AR 靶向抑制剂可诱导前列腺癌 PDX 模型发

生 NEPC 和 AVPC 转化。
6. 2　 筛查骨转移潜能标本,进行原位移植促进前列

腺癌骨转移的发生

根据基因型特征筛选具有转移潜能的前列腺

癌标本可能促发骨转移。 Y 染色体特有的去甲基酶

JARIDID 具有抑制前列腺癌侵袭的作用,其机制为

JARIDID 可特异性结合侵袭转移相关基因的启动

子,抑制转移的发生,实验证实在转移性 Pca 中

JARID1D 的表达通常是缺失的[26-27]。 单胺氧化酶

A(monoamine oxidase A,MAOA) 是线粒体膜结合

酶。 已证实 MAOA 是通过激活肿瘤基质中的旁分

泌 Shh 信号,成为临床上 PCa 骨和内脏转移的重要

介质[28]。 MAOA 通过刺激 IL-6 从成骨细胞释放,利
于骨微环境中的肿瘤细胞生长,并通过成骨细胞产

生核因子 κ B 受体活化因子配体 RANKL( receptor
activator of nuclear factor-κ B ligand)和 IL-6 活化破

骨细胞,触发骨骼定植[29]。 已证实 MAOA 高表达

的前列腺癌标本具有强的骨转移潜能。 成纤维细

胞生长因子 9 ( fibroblast growth factor 9,FGF9) 是

FGF 家族的成员之一,在前列腺癌细胞中表达[30]。
骨转移标本 MDA PCa 118a 和 118b 植入后 SCID 小

鼠股骨后诱导了强烈的成骨反应,基因表达谱显示

FGF9 是上调最多的基因,诱导成骨细胞增殖[22]。
联合进行上述三个基因的筛查可能获得高转移潜
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能的 PDX 模型

前列腺癌转移的发生与移植微环境密切相关。
无论是小鼠肾包膜移植还是皮下移植,都少有骨转

移的发生。 Wang 等[31]报道将 Pca 患者的肿瘤组织

移植到补充有睾酮的雄性 NOD-SCID 小鼠肾包膜。
连续移植 5 次后,将瘤组织移植到小鼠前列腺中,将
淋巴结转移灶(Pca-met-1)再次移植小鼠前列腺中,
可发生多个器官转移,包括肺、肝、淋巴结和骨,出
现溶骨现象,AR 和 PSA 的表达与原发瘤一致,提示

前列腺原位移植是促发 Pca 骨转移的重要条件。
6. 3　 理想的 PDX 模型应完整反映前列腺癌进展各

阶段的生物学特征

与其他肿瘤相比,前列腺癌 PDX 模型数量较

少,能够形成一系列模拟疾病进展的模型更有限,
且关于前列腺癌 PDX 模型的数据库尚不完善。 虽

然 AR 信号是调控 Pca 异质性转化的重要因素,但
缺乏其调控骨转移的直接证据,主要是缺乏与临床

相近的 Pca 模型来动态展示雄激素依赖到非依赖直

至骨转移的发生。
已报道的 KuCaP 系列和 LuCaP 系列 PDX 模型

也具有部分临床转化特征,但均为各个阶段的孤立

模型,形成不同的系列组合,不能完整反映 Pca 临床

转化进程,且未发生骨转移;上述模型的标本来自

进展性或转移病人,仅代表一小部分癌症表型,不
能完全概括其异质性[27];一些模型缺乏 Pca 细胞的

标志,如 AR 和 PSA 的表达[6]。 因此,完整的模拟

临床特征的动物模型应反映 PCa 进展的早期阶段

至晚期直至转移期的生物学特性,包括 CRPC 的发

生、从腺癌到 NEPC 的转化以及转移的发生,特别是

同一标本能够诱导转化反应的全部过程,获得配对

比较模型,用于基因型和表型的比较研究,探索其

异质性发生的机制。
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非人灵长类动物在病毒感染模型中的研究进展
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　 　 【摘要】 　 动物疾病模型作为研究人类疾病的中介,在医学研究中发挥着巨大的作用。 非人灵长类动物与人

类的免疫学和生理学相似性,使非人类灵长类动物模型在研究病毒发病机理、免疫力、疫苗和药物抗感染功效等方

面具有重要价值,对研究人类病毒感染性疾病以及新型病毒如 SARS-CoV-2 的治疗和预防发挥着不可或缺的作用。
本文主要介绍了非人灵长类动物作为实验动物模型在人类几种常见的病毒感染性疾病中的研究进展,以及在研究

新型冠状病毒 SARS-CoV-2 中发挥的重要作用。
【关键词】 　 动物模型;非人灵长类动物;病毒感染模型

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2021) 02-0248-08

Research progress in non-human primate virus infection models
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【Abstract】 　 In the study of human diseases, animal models play a critical role in medical research. The
immunological and physiological similarities between non-human primates and humans have prompted non-human primate
models to be used to study virus pathogenesis, immunity, and the efficacy of vaccines and drugs. They play an
indispensable role in the study of human viral infectious diseases, including emerging new viruses, such as SARS-CoV-2.
In this article, we focus on the research progress in non-human primates as experimental animal models of several important
human viral infectious diseases, including the important role of non-human primates in the study of SARS-CoV-2.

【Keywords】　 animal models; non-human primates; virus infection model
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　 　 非人灵长类动物(non-human primates,NHP)在
生理、认知能力、神经解剖学、社会复杂性、繁殖和发

育等方面与人类具有高度相似性[1]。 与人类的遗传

物质有 75% ~ 98. 5%的同源性[2],这种同源性在基

础和转化生物医学研究中发挥着重要的作用。 啮齿

类动物虽用途广泛,对回答许多基础研究问题非常有
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帮助,但由于缺乏灵巧的大脑结构,免疫系统和运动

技能欠佳以及新陈代谢功能的差异等,限制了它们的

用途。 许多病原体(如流感、HIV 或登革热)对各自的

宿主呈高度嗜性,用小鼠不能复制这种人类疾病,因
此也限制了将小鼠用作某些传染病的模型[3-4]。 由

于 NHP 与人类在生理和解剖学上的相似性,在某些

方面的研究具有独特的优势和价值(表 1),尤其对病

原体的易感性,在病毒感染性疾病动物模型上更具有

优势[5],是研究人类传染病最广泛使用的动物模

型[6]。 NHP 已经用于研究人类感染已有数十年的历

史,在控制疾病参数和不受限制的组织获取能力的辅

助下,在疫苗、药物疗法和其他免疫治疗方式的开发

中发挥了重要作用。 本文着重介绍 NHP 在病毒感染

性疾病动物模型中的研究进展。
表 1　 非人灵长类动物模型在生物医学研究领域的主要优势

Table 1　 Major advantages of non-human primate models for the areas of biomedical research
研究领域

Area of research
非人灵长类动物模型优势

Advantages of non-human primates models

传染性疾病
Infectious disease

在传染性疾病感染具有极易感性
Very susceptible to infectious diseases

生殖学
Reproductive

生殖生理学方面的内分泌调节与人类具有相同的关键性特征,包括下丘脑反馈、卵巢功能、子宫和阴道的生理、妊娠以
及绝经的建立与控制等方面
Endocrine regulation in reproductive physiology has the same key characteristics as humans, including hypothalamic feedback,
ovarian function, physiology of the uterus and vagina, pregnancy, and the establishment and control of menopause

免疫学
Immunology

在免疫系统的发育成熟方面与人类最为相似
Most similar to humans in terms of the development and maturity of the immune system

神经科学
Neuroscience

NHP 大脑在几个方面与人的大脑非常相似,包括脑电生理、皮质神经元的数量和密度、额叶前额皮质大和髓鞘形成
NHP brain is very similar to the human brain in several aspects, including electrophysiology, the number and density of cortical
neurons, the size of the frontal prefrontal cortex, and myelination

药理学
Pharmacology

具有与人相似的药物敏感性,并用于研究药物的个体差异等
Has drug sensitivity similar to humans, and is used to study individual differences in drugs

遗传学
Genetics

与人类具有相同的特定疾病相关的基本遗传过程,例如产生前列腺特异性抗原基因 KLK3 等
Have the same basic genetic process related to specific diseases as humans, such as the production of the prostate specific
antigen gene KLK3

认知
Cognition

与其他哺乳动物相比,NHP 的大脑相对较大,对于测试人类认知进化模型具有无限的价值
Compared with other mammals, NHP has a relatively large brain, which is of infinite value for testing human cognitive
evolution models

衰老
Senescence

与人类在衰老相关的脑功能专业化方面的相似性更高,例如核团、海马体的投射途径和神经支配方式
It is more similar to the specialization of human brain functions related to aging, such as the nucleus, the projection pathways of
the hippocampus, and the innervation method

行为学
Behavior

与人类社会和环境复杂性的相似能够在行为学上进行社会学和心理学相关研究
Similar to the complexity of human society and environment, enabling sociological and psychological research in
behavioral sciences

1　 HIV 病毒感染模型

人类艾滋病(AIDS)是由 HIV 病毒引起,该病毒

被细分为 HIV-1 型(M、N、O 和 P 亚型)和 HIV-2 型

(A 至 I 亚型),其中 HIV-1 型中 M 亚型在世界上最

普遍存在[7]。 通过猿猴 /人类免疫缺陷病毒(SHIV)
感染 NHP,能够模拟人类 HIV 感染的大多数病毒

学、免疫学和临床标志,现已用来研究 HIV / AIDS 的

传播、生理病理机制、免疫学和治疗干预措施的最

合适模型[8],促进了有关 cART(联合抗逆转录病毒

疗法)治疗、免疫细胞耗竭效应、中和抗体的给药或

产生、 疫 苗 疗 法 和 潜 伏 期 逆 转 剂 等 的 更 深 入

研究[9]。

病毒感染诱导产生的抗体(Abs)可被直接用作

预防或治疗,并且间接地用于帮助指导抗 HIV 疫苗

的设计[10]。 HIV 病毒通过快速突变表面抗原蛋白

位点从而避免被体内免疫系统反应产生的抗体而

消灭,而广义中和抗体(bnAbs)能够靶向这些病毒

带有高度保守的功能相关暴露位点而发挥作用[11]。
通过 SHIV 感染的恒河猴,刺激宿主免疫反应产生

的中和 HIV-1 特异性单克隆抗体具有强效的治疗效

果[12]。 在非人灵长类动物中感染猿猴 /人类免疫缺

陷病毒( SHIV)能够像人类一样产生 bnAbs,这类

SHIV / NHP 感染的恒河猴模型可作为研究 bnAbs 的

理想动物模型[13],为 HIV-1 的单克隆抗体疗法提供

研究思路。 研究者从 HIV 感染者体内分离出单独
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抗体,通过三元特异性中和抗体组合,从中找出了

最佳 的 组 合 方 式: VRC01 搭 配 PGDM1400 和

10E8v4,(三种抗体分别与病毒的 CD4+ 结合位点,
近膜外缘区域(MPER)和 V1V2 多糖位点结合),在
SHIV 非 灵 长 类 动 物 模 型 中 具 有 完 全 的 免

疫力[14-15]。
HIV 病毒的感染有时会导致各种神经系统症

状,统称为神经艾滋病(Neuro AIDS)。 艾滋病感染

早期,Neuro AIDS 最明显的表现形式为 HIV 痴呆,
在晚期表现为认知、运动和行为症状[16]。 建立

AIDS 和 Neuro AIDS 的非人类灵长类动物模型对于

研究 HIV 感染中枢神经系统、神经病理学中发生的

单核细胞和巨噬细胞蓄积至关重要。 巨噬细胞的

转移在神经系统发病中具有重要的作用[17],通过单

克隆抗体实验性耗竭 CD8 淋巴细胞后感染的

SIVmac251 恒河猴得到 CD8 淋巴细胞耗竭模型,能
够快速引起艾滋病感染和持续的高病毒血症[18],并
加速巨噬细胞在中枢神经系统中的聚集[19]。 同样

使用重组抗 CD4 抗体(CD4R1)在 SIVmac251 感染

前消耗 RM CD4+T 细胞建立的恒河猴模型,显示病

毒复制大量增加并发展为艾滋病,巨噬细胞占淋巴

结和粘膜组织中所有 SIV vRNA+细胞的 80%,促炎

性单核细胞发生大量扩增,小胶质细胞也导致感染

并异常激活[20]。 通过分子克隆得到 SIVsm804E-
CL757(CL757)衍生病毒进一步开发了 Neuro AIDS
模型,诱导神经系统疾病过程中没有快速进展,因
此更能反映出 HIV 感染中 Neuro AIDS 的进程,为研

究中枢神经系统疾病进展和研究中枢神经系统病

毒库提供有效模型[21]。

2　 HBV 感染模型

乙型肝炎病毒(HBV)感染是全球慢性肝病的

主要原因之一。 病毒感染与细胞炎症、氧化应激和

DNA 损伤相关,可能导致肝损伤,例如慢性肝炎、纤
维化、肝硬化,最后引起肝细胞癌[22]。

黑猩猩是第一个被报道用于急性 HBV 感染的

动物模型,并在 HBV 疫苗的研发上做出了巨大贡

献[23],但是黑猩猩由于伦理的问题使用受到限制。
一些大型猿猴如长臂猿猴和狒狒也被证明具有易

感性,但是不及黑猩猩更接近于人类,在新的抗

HBV 疗法研究中尤其是免疫治疗的发展受到了限

制,而小型灵长类动物(新、旧世界猴) (图 1)模型

因此得到发展。 由于种属特异性因素,导致其他灵

长类动物难以感染,为了模拟 HBV,通过离体杆状

病毒介导 HBV 基因组转移得到重组杆状病毒(Bac-
HBV),在转导至原代恒河猴肝细胞第 9 天后,检测

到乙肝表面抗原分泌,以及病毒 DNA、RNA 和共价

闭合的环状 DNA,因此显示了杆状病毒具有介导穿

越物种屏障的作用[24],这种跨物种作用成功地建立

了 HBV 新世界猴模型。 HBV 通过 preS1 多肽与牛

磺胆酸钠共转运多肽(NTCP,由 SLC10A1 编码)结
合侵入肝细胞[25-26],NTCP 是恒河猴肝细胞中乙型

肝炎病毒感染的限制性宿主因子[27]。 通过病毒载

体介导 NTCP 在恒河猴肝细胞中表达,能够使其易

于感染 HBV,并能够在血清中检测 HBV 的 DNA 以

及肝细胞中检测 HBV 的 DNA、RNA 和 HBV 核心抗

原(HBcAg),成功建立了与 HBV 感染相关的生理学

模型[28]。 基于人与松鼠猴之间 NTCP 的高度同源

性,用嵌入 WMHBV(绒毛猴乙肝病毒)传染性基因

组的相关腺病毒(AAV-WMHBV)感染松鼠猴,在肝

中能够检测到共价闭合环状 DNA,在新生和成年的

松鼠猴感染模型中达到病毒血症持续时间比其他

NHP 的长两倍多,持续维持 6 ~ 8 个月的病毒血

症,这可能作为测试 HBV 治疗药物的合适模型,用
于替代其他 HBV-NHP 动物模型[29]。

图 1　 非人灵长类动物病毒感染模型

Figure 1　 Non-human Primate virus infection model

3　 流感病毒感染模型

流感病毒分为甲型、乙型和丙型三类。 乙型和

丙型流感病毒能够分别导致季节性流感和小儿高

热伴上呼吸道疾病[30]。 甲型流感病毒能引起人类

大流行和季节性流感,其表面包含血凝素(HA)和

神经氨酸酶(NA)两种糖蛋白,并有多种亚型,HA
在病毒结合和内化中执行关键功能,而 NA 则促进

病毒从细胞表面释放。 人类甲型流感病毒亚型主

要包括 1918 年和 2009 年的 H1N1 病毒,1957 年的
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H2N2 病毒和 1968 年的 H3N2 病毒,甲型流感病毒

还包括新兴高致病流感病毒 H5N1(1997 年香港爆

发)和 H7N9(2013 年在我国报道人类感染)等。 由

于大流行流感病毒人畜共患病死亡率较高,且比季

节性流感病毒的感染性还要强,目前已成为重要的

公共卫生问题。
3. 1　 H1N1 流感病毒模型

研究表明,用 1918 年流感病毒感染食蟹猴能够

引起高致病性呼吸道感染,最终导致急性呼吸窘迫

和死亡[31]。 此外,受感染的动物出现了以抗病毒应

答失调为特征的免疫应答,但是不足以提供机体保

护,这表明非典型的宿主固有免疫反应可能导致致

死性。 流感病毒调节宿主免疫反应的能力可能是

高致病流感病毒的一个共同特征。 Skinner 等[32] 用

2009 年大流行 H1N1(pH1N1)流感病毒感染初生恒

河猴,在感染的第 1 天至第 6 天未观察到临床症状,
而是出现亚临床双相热。 用带有血凝素(HA)或核

蛋白(NP)的候选疫苗进行免疫,在亚临床恒河猴模

型中,发现血液干扰素的活性是一个显著的标志

物,并可作为评价流感病毒疫苗效力的指标。
Safronetz 等[33]在建立食蟹猴模型的基础上,用大流

行 初 期 ( A / Mexico / 4108 / 2009 和 A / Mexico /
InDRE4487 / 2009)两种遗传相似但临床上不同的

SOIV( swine-origin influenza virus ( SOIV) (H1N1))
分离株感染食蟹猴,在临床疾病、病毒学、宿主反应

以及组织病理学参数与季节性 H1N1 病毒进行比

较,显示出了更严重的感染,并观察到两种 SOIV 分

离株在病毒复制、宿主转录和细胞因子反应以及疾

病进展方面的异质性。 用猪源性大流行 H1N1 菌株

A / Mexico / InDRE4487 / 2009 对食蟹猴、恒河猴和普

通绒猴进行比较研究发现,三种猴都容易受到感

染,并发展为上下呼吸道感染[34]。 食蟹猴和恒河猴

疾病易感性进行比较,食蟹猴在上呼吸道和肺中的

病毒复制水平显著更高,涉及病毒生产的峰值水平

和持续时间,以及体温都较高,而在恒河猴中更容

易观察到呼吸窘迫等临床症状。 引起病毒的差异

复制的原因可能是食蟹猴的气管和支气管中唾液

酸-α-2,6-Gal 糖(人类甲型流感病毒的受体)的表达

水平显著比恒河猴高(50 ~ 73 倍),结果显示出食

蟹猴具有更均匀、更高水平的病毒复制以及体温的

升高,这可作为大流行 H1N1 流感病毒研究的模

型[34-35]。 在进行流行性病毒传播研究中,用 2009
年大流行性病毒 A / California / 07 / 2009(H1N1pdm)

证明了人类流感病毒分离株可以有效地感染并在

新世界猴种普通绒猴(Callithrix Jacchus)之间传播,
被感染的动物经血清转化,表现出类似人的症状,
这可能是研究流感病毒传播的可行模型[36],并且普

通绒猴可作为季节性或高致病性禽流感病毒感染

的动物模型[37]。
3. 2　 H5N1 流感病毒模型

1997 年高致病性禽流感病毒(HPAIV)H5N1 在

我国香港爆发,在禽类鸡中的感染死亡率高达

75%,并在人类中引发严重疾病, 死亡率 高 于

50%[38]。 较高的死亡率迫使需要 NHP 感染模型来

研究人类 HPAIV 的发病机理以及开发针对 HPAIV
的新疫苗或药物。 Kuiken 等[39]用甲型流感病毒 A /
Hong Kong / 156 / 97(H5N1)感染四只食蟹猴,感染病

变中坏死性支气管间质性肺炎在病理上与人类原

发性流感病毒性肺炎相似,表明食蟹猴是用于研究

人类 H5N1 病毒感染的发病机制的合适动物模型。
Muramoto 等[40]为了了解 H5N1 病毒诱发人类严重

疾病的机制,用 6 种 H5N1 病毒感染食蟹猴,比较了

它们的致病性和对病毒感染的整体宿主反应,确定

了由这些 H5N1 病毒引起的病毒复制能力和疾病严

重程度的差异,为哺乳动物中 H5N1 病毒的发病机

理提供了新的认识。 Chen 等[41] 用流感病毒 A /
Tiger / Harbin / 01 / 2002(H5N1)感染恒河猴,产生了

急性间质性肺炎和弥漫性肺泡损伤,表明肺是

H5N1 病毒感染的主要目标器官,证实恒河猴适合

作为 H5N1 病毒研究的新灵长类动物模型尤其是

H5N1 病毒传播的研究。
建立更接近自然传播途径的动物感染模型对

研究病毒传播以及发病机制具有重要意义。 在研

究一种冷适应的减毒疫苗(AH / AAca)时,鼻内免疫

两次的恒河猴能够诱导产生强大的中和抗体反应

以及 HA 特异性 CD4+ T 细胞免疫反应,引发针对高

致病性 H5N1 病毒感染的保护性免疫[42]。 在前期

NHP 感染模型中,是在气管内将含有流感病毒的悬

浮液倒入肺中[43],而这在自然传播中并不会发生。
Fujiyuki 等[44] 使用日本分离株 ( A / whooper swan /
Hokkaido / 1 / 2008, H5N1 clade 2. 3. 2. 1)对恒河猴

和食蟹猴以小液滴接触方式在气管内进行接种,两
种猴均观察到上下呼吸道感染及病毒脱落,较高剂

量下接种恒河猴引起更严重的流感症状。 通过气

溶胶途径(吸入雾化)对高致病性 H5N1 流感病毒

进行了 NHP 的实验性感染,食蟹猴吸入雾化的
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H5N1 流感病毒会导致暴发性肺炎,迅速发展为急

性呼吸窘迫综合征,在整个肺叶引起更广泛的感

染[45-46]。 这种新方式感染的非人类灵长类动物模

型将推进疫苗的研发和新的治疗方法,以预防和治

疗由高致病性禽流感病毒引起的人类疾病。
3. 3　 N7N9 流感病毒模型

低致病性 N7N9 流感病毒(LPAIV)于 2013 年

在中国报道,2017 年突变为高致病性菌株,导致人

类严重感染并在中国八省家禽中爆发疫情[47]。 用

A / Anhui / 1 / 2013(H7N9)病毒株感染食蟹猴,可发

展为短暂、轻度至重度疾病,肺的组织病理学变化

与人类相似,虽然程度较轻,但有弥漫性肺泡损伤、
多形核细胞浸润、透明膜形成、肺细胞增生和纤维

增生变化,在呼吸组织上的附着模式与在人的附着

模式更为相似[48-49]。 与其他流感病毒相比,H7N9
菌株 NA 中容易出现 R289 K、E119 V、A246T 或

H274Y 突变,降低了神经氨酸酶抑制剂(NAI)的敏

感性。 食蟹猴模型可以预测体内出现抗 NAI 钠抑

制剂的 H7N9 病毒的几率,这对新的 NAI 的开发具

有重要作用[50-51]。

4　 登革热病毒(DENV)感染模型

登革热是伊蚊在人与人之间传播的全身性病

毒感染性疾病,严重威胁着人的生命。 目前已有

128 个国家发现登革热病毒,影响全球一半以上人

口,随着气候变化和城市化,登革热的传播范围也

将进一步扩大[52]。 由于可能缺乏反映登革热临床

症状的动物模型,目前的预防和治疗策略还远远不

足。 有研究开发了小鼠登革热模型,用于研究

DENV 发病机理和免疫应答[53]。 但是小鼠模型在

病理和病毒学分析方面具有一定局限性[54]。 用新

世界猴普通狨猴接种 DENV,能够表现出高水平的

病毒血症,并在淋巴结、脾和胸腺在内的淋巴器官

及非淋巴器官检测到 DENV 基因组,可作为研究继

发性和原发性 DENV 感染的动物模型,用于疫苗开

发[55-56]。 但是新世界猴在免疫反应方面与旧世界

猴有所不同,主要包括在组织相容性复杂等位基因

和抗体交叉反应性的差异[57]。 用旧世界恒河猴接

种 DENV,出现较低水平的病毒滴度和较轻的症

状[58],由于缺乏与 DENV 相关的临床体征,登革热

恒河猴模型可能不够完善,但通过改良的登革热恒

河猴模型可能在早期评估登革热疫苗的效力和安

全性可能存在作用[59]。 通过接种 DENV-409-48 株

的旧世界猴冠毛猕猴(Macaca radiata),实验检测到

DENV 非结构蛋白 1 抗原,并观察到高病毒血症,表
明用 DV-409-48 感染的冠毛猕猴可以用作研究

DENV 的可靠灵长类动物模型[60]。 尽管非人类灵

长类动物模型存在固有局限性,但通过一些模型改

进,以及新的模型发现,这些模型结果仍然对研究

致病机理,测试 DENV 药物和评估登革热疫苗效力

方面有重要价值。

5　 SARS-CoV-2感染模型

由新型 β 冠状病毒(SARS-CoV-2)引起的新型

冠状病毒肺炎(COVID-19) [61] 已扩散全球,病例数

迅速增加,截止 2020 年 9 月 6 日,累计感染人数达

2676 万,死亡人数达 87 万,全球疫情异常严峻。 动

物模型对于研究病毒感染发病机制以及特异的治

疗药物或疫苗不可或缺,因此开发针对 SARS-CoV-2
的动物模型用于研究病毒发病机制,评估和筛选针

对于新冠肺炎的候选药物或疫苗迫在眉睫。 秦川

团队利用 ACE2 转基因小鼠率先制备了新冠病毒模

型,研究病毒在小鼠模型中的组织病理学,阐明了

hACE2 小鼠中 SARS-CoV-2 的致病性[62]。 并建立

了年轻和老年恒河猴感染模型,揭示了 SARS-CoV-2
引起的老年猴间质性肺炎比幼猴严重[63],提供了深

入了解其致病机制的信息,并促进了针对预防

SARS-CoV-2 的疫苗和 COVID-19 治疗药物的开发。
通过对恒河猴气管接种,组织病理学观察表明,
SARS-CoV-2 感染可引起间质性肺炎,其特征在于充

血和水肿,以及肺泡中单核细胞和淋巴细胞的浸

润。 在呼吸道组织(包括气管、支气管和肺)中鉴定

出 SARS-CoV-2 RNA。 并且还分别从口咽拭子、支
气管和肺中分离出病毒[64-66]。 并有研究小组建立

了年轻和老年食蟹猴 SARS-CoV-2 感染模型,与

MERS-CoV 和 SARS-CoV 发病机制进行了比较,显
示出不同的临床特征,为疾病的预防和治疗提供了

依据[67]。 研究显示原发性 SARS-CoV-2 感染可以激

发免疫保护机制,并能够避免再次感染[68-69]。 非人

灵长类动物在此次 SARS-CoV-2 的研究中提供了一

个有价值的动物模型平台,为疾病的预防提供了重

要依据,并为该疾病机制的研究,药物的研发疫苗

的评价提供有用模型,大大加快了人们攻克新冠肺

炎的速度。

6　 其他病毒感染模型

除以上 NHP 病毒感染模型外,NHP 还用于寨
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卡病毒(ZIKV) [70] 和巨细胞病毒(CMV) [71] 等病毒

感染模型(图 1)。 NHP 在阐明 ZIKV 发病机理和评

价候选疫苗方面已经发挥了巨大作用[72],并在新旧

世界猴中恒河猴[73]、食蟹猴[74]、普通狨猴[75]、松鼠

猴和枭猴[76]等中制造出早期怀孕期间感染模型,证
实了胎儿神经病理学,以及小儿畸形和其他先天性

寨卡综合征[77]。 CMV 非人灵长类动物模型已被用

于研究 CMV 发病机制、原发感染的免疫应答以及后

遗症,这种非人类灵长类动物模型为研发 HCMV 疫

苗带来进一步的可能[78-80]。 NHP 还用于 EBOV、
GBV-B 等病毒感染研究,并必将为今后可能出现的

新型病毒继续做出重要贡献。

7　 小结与展望

NHP 对人类致病性病毒具有极度易感性,能够

有效模拟人类病毒感染性疾病,并随着 NHP 实验动

物模型制备的不断完善,对疾病的发病机制研究,
以及药物的开发和疫苗评价具有不可估量的作用。
但是非人灵长类动物作为国家保护动物,资源比较

稀缺,所以进一步发展并扩大 NHP 种质资源具有重

要意义,尤其是 SPF 级(无特定病原体)非人灵长类

实验动物。 NHP 不仅在病毒感染性疾病中的具有

重要应用,还在脑科学、生殖生育、器官移植、干细

胞研究等领域也具有重要应用,相信在未来的医学

发展与进步上,NHP 将会发挥出更加不可估量的

价值。
参　 考　 文　 献(References)

[ 1 ]　 Capitanio JP, Emborg ME. Contributions of non-human primates
to neuroscience research [J] . Lancet, 2008, 371(9618): 1126
-1135.

[ 2 ] 　 Yan G, Zhang G, Fang X, et al. Genome sequencing and
comparison of two nonhuman primate animal models, the
cynomolgus and Chinese rhesus macaques [ J] . Nat Biotechnol,
2011, 29(11): 1019-1023.

[ 3 ] 　 Coers J, Starnbach MN, Howard JC. Modeling infectious disease
in mice: co-adaptation and the role of host-specific IFN-γ
responses [J] . PLoS Pathog, 2009, 5(5): e1000333.

[ 4 ] 　 McGonigle P, Ruggeri B. Animal models of human disease:
challenges in enabling translation [J] . Bio Pharmacol, 2014, 87
(1): 162-171.

[ 5 ] 　 Friedman H, Ator N, Haigwood N, et al. The critical role of
nonhuman primates in medical research [ J] . Pathog Immun,
2017, 2(3): 352-365.

[ 6 ] 　 Manickam C, Shah SV, Lucar O, et al. Cytokine-mediated
tissueinjury in non-human primate models of viral infections [J] .
Front Immunol, 2018, 9: 2862.

[ 7 ] 　 Peeters M, Jung M, Ayouba A. The origin and molecular
epidemiology of HIV [ J] . Expert Rev Anti Infect Ther, 2013,
11(9): 885-896.

[ 8 ] 　 Garcia T T, Huot N, Ploquin MJ, et al. Non-human primates in
HIV research: achievements, limits and alternatives [ J] . Infect
Genet Evol, 2016, 46: 324-332.

[ 9 ] 　 Policicchio BB, Pandrea I, Apetrei C. Animal models for HIV
cure research [J] . Front Immunol, 2016, 7: 12.

[10] 　 Burton DR, Hangartner L. Broadly neutralizing antibodies to HIV
and their role in vaccine design [J] . Annu Rev Immunol, 2016,
34: 635-659.

[11] 　 Burton DR, Poignard P, Stanfield RL, et al. Broadly neutralizing
antibodies present new prospects to counter highly antigenically
diverse viruses [J] . Science, 2012, 337(6091): 183-186.

[12] 　 Barouch DH, Whitney JB, Moldt B, et al. Therapeutic efficacy
of potent neutralizing HIV-1-specific monoclonal antibodies in
SHIV-infected rhesus monkeys [J] . Nature, 2013, 503(7475):
224-228.

[13] 　 Gao N, Wang W, Wang C, et al. Development of broad
neutralization activity in simian / human immunodeficiency virus-
infected rhesus macaques after long-term infection [ J] . AIDS,
2018, 32(5): 555-563.

[14] 　 Xu L, Pegu A, Rao E, et al. Trispecific broadly neutralizing
HIV antibodies mediate potent SHIV protection in macaques [J] .
Science, 2017, 358(6359): 85-90.

[15] 　 Crunkhorn S. HIV: Trispecific antibodies block infection [ J] .
Nat Rev Drug Discov, 2017, 16(11): 754.

[16] 　 Albarillo F, O’ Keefe P. Opportunistic Neurologic infections in
patients with acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) [J] .
Curr Neurol Neurosci Rep, 2016, 16(1): 10.

[17] 　 Burdo TH, Lackner A, Williams KC. Monocyte / macrophages
and their role in HIV neuropathogenesis [ J] . Immunol Rev,
2013, 254(1): 102-113.

[18] 　 Williams K, Westmoreland S, Greco J, et al. Magnetic resonance
spectroscopy reveals that activated monocytes contribute to
neuronal injury in SIV neuroAIDS [J] . J Clin Invest, 2005, 115
(9): 2534-2545.

[19] 　 Nowlin BT, Burdo TH, Midkiff CC, et al. SIV encephalitis
lesions are composed of CD163( +) macrophages present in the
central nervous system during early SIV infection and SIV-
positive macrophages recruited terminally with AIDS [ J] . Am J
Pathol, 2015, 185(6): 1649-1665.

[20] 　 Micci L, Alvarez X, Iriele RI, et al. CD4 depletion in SIV-
infected macaques results in macrophage and microglia infection
with rapid turnover of infected cells [J] . PLoS Pathog, 2014, 10
(10): e1004467.

[21] 　 Matsuda K, Riddick NE, Lee CA, et al. A SIV molecular clone
that targets the CNS and induces neuroAIDS in rhesus macaques
[J] . PLoS Pathog, 2017, 13(8): e1006538.

[22] 　 Sukowati CH. Significance of hepatitis virus infection in the
oncogenic initiation of hepatocellular carcinoma [ J] . World J
Gastroenterol, 2016, 22(4): 1497-1512.

352



中国实验动物学报 2021 年 4 月第 29 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2021,Vol. 29, No. 2

[23] 　 Lanford RE, Walker CM, Lemon SM, et al. The chimpanzee
model of viral hepatitis: advances in understanding the immune
response and treatment of viral hepatitis [J] . ILAR J, 2017, 58
(2): 172-189.

[24] 　 Lucifora J, Vincent IE, Berthillon P, et al. Hepatitis B virus
replication in primary macaque hepatocytes: crossing the species
barrier toward a new small primate model [ J ] . Hepatology,
2010, 51(6): 1954-1960.

[25] 　 Urban S, Bartenschlager R, Kubitz R, et al. Strategies to inhibit
entry of HBV and HDV into hepatocytes [ J] . Gastroenterology,
2014, 147(1): 48-64.

[26] 　 Müller SF, König A, Döring B, et al. Characterisation of the
hepatitis B virus cross-species transmission pattern via Na+ /
taurocholate co-transporting polypeptides from 11 New World and
Old World primate species [ J ] . PLoS One, 2018, 13
(6): e0199200.

[27] 　 Lempp FA, Wiedtke E, Qu B, et al. Sodium taurocholate
cotransporting polypeptide is the limiting host factor of hepatitis B
virus infection in macaque and pig hepatocytes [J] . Hepatology,
2017, 66(3): 703-716.

[28] 　 Burwitz BJ, Wettengel JM, Mück-Häusl MA, et al. Hepatocytic
expression of human sodium-taurocholate cotransporting
polypeptide enables hepatitis B virus infection of macaques [ J] .
Nat Commun, 2017, 8(1): 2146.

[29] 　 Chen CY, Wine BY, Chavez D, et al. Woolly monkey – HBV
infection in squirrel monkeys as a surrogate nonhuman primate
model of HBV infection [ J] . Hepatol Commun, 2020, 4(3):
371-386.

[30] 　 Matsuzaki Y, Abiko C, Mizuta K, et al. A nationwide epidemic
of iInfluenza C virus infection in Japan in 2004 [ J] . J Clin
Microbiol, 2007, 45(3): 783-788.

[31] 　 Kobasa D, Jones SM, Shinya K, et al. Aberrant innate immune
response in lethal infection of macaques with the 1918 influenza
virus [J] . Nature, 2007, 445(7125): 319-323.

[32] 　 Skinner JA, Zurawski SM, Sugimoto C, et al. Immunologic
characterization of a rhesus macaque H1N1 challenge model for
candidate influenza virus vaccine assessment [ J] . Clin Vaccine
Immunol, 2014, 21(12): 1668-1680.

[33] 　 Safronetz D, Rockx B, Feldmann F, et al. Pandemic swine-
origin H1N1 influenza a virus isolates show heterogeneous
virulence in macaques [J] . J virol, 2011, 85(3): 1214-1223.

[34] 　 Mooij P, Koopman G, Mortier D, et al. Pandemic swine-origin
H1N1 influenza virus replicates to higher levels and induces more
fever and acute inflammatory cytokines in cynomolgus versus
rhesus monkeys and can replicate in common marmosets [ J] .
PLoS One, 2015, 10(5): e0126132.

[35] 　 Safronetz D, Rockx B, Feldmann F, et al. Pandemic swine-
origin H1N1 influenza A virus isolates show heterogeneous
virulence in macaques [J] . J Virol, 2011, 85(3): 1214-1223.

[36] 　 Moncla LH, Ross TM, Dinis JM, et al. A novel nonhuman
primate model for influenza transmission [J] . PLoS One, 2013,
8(11): e78750.

[37] 　 Kiyoko IH, Noriko N, Maki K, et al. The marmoset as an animal
model of influenza: infection with A(H1N1) pdm09 and highly
pathogenic A ( H5N1) viruses via the conventional or tracheal
spray route [J] . Front Microbiol, 2018, 9: 844.

[38] 　 Neumann G, Chen H, Gao GF, et al. H5N1 influenza viruses:
outbreaks and biological properties [ J] . Cell Res, 2009, 20
(1): 51-61.

[39] 　 Kuiken T, Rimmelzwaan GF, Van Amerongen G, et al.
Pathology of human influenza A ( H5N1 ) virus infection in
cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) [ J] . Vet Pathol,
2003, 40(3): 304-310.

[40] 　 Muramoto Y, Shoemaker JE, Le MQ, et al. Disease severity is
associated with differential gene expression at the early and late
phases of infection in non-human primates infected with different
H5N1 highly pathogenic avian influenza viruses [ J] . J Virol,
2014, 88(16): 8981-8997.

[41] 　 Chen Y, Deng W, Jia C, et al. Pathological lesions and viral
localization of influenza a ( H5N1 ) virus in experimentally
infected Chinese rhesus macaques: implications for pathogenesis
and viral transmission [ J] . Arch Virol, 2009, 154 ( 2): 227
-233.

[42] 　 Fan S, Gao Y, Shinya K, et al. Immunogenicity and protective
efficacy of a live attenuated H5N1 vaccine in nonhuman primates
[J] . PLoS Pathog, 2009, 5(5): e1000409.

[43] 　 Muramoto Y, Shoemaker JE, Le MQ, et al. Disease severity is
associated with differential gene expression at the early and late
phases of infection in nonhuman primates infected with different
H5N1 highly pathogenic avian influenza viruses [ J] . J Virol,
2014, 88(16): 8981-8997.

[44] 　 Fujiyuki T, Yoneda M, Yasui F, et al. Experimental infection of
macaques with a wild water bird-derived highly pathogenic avian
influenza virus ( H5N1 ) [ J ] . PLoS One, 2013, 8
(12): e83551.

[45] 　 Wonderlich ER, Swan ZD, Bissel SJ, et al. Widespread virus
replication in alveoli drives acute respiratory distress syndrome in
aerosolized H5N1 influenza infection of macaques [ J ] . J
Immunol, 2017, 198(4): 1616-1626.

[46] 　 Watanabe T, Iwatsuki HK, Kiso M, et al. Experimental infection
of Cynomolgus Macaques with highly pathogenic H5N1 influenza
virus through the aerosol route [ J ] . Sci Rep, 2018, 8
(1): 4801.

[47] 　 Qi W, Jia W, Liu D, et al. Emergence and adaptation of a novel
highly pathogenic H7N9 influenza virus in birds and humans from
a 2013 human-infecting low-pathogenic ancestor [ J] . J Virol,
2018, 92(2): e00921.

[48] 　 de Wit E, Rasmussen AL, Feldmann F, et al. Influenza virus A /
Anhui / 1 / 2013 (H7N9) replicates efficiently in the upper and
lower respiratory tracts of cynomolgus macaques [ J] . Mbio,
2014, 5(4): e01331-01314.

[49] 　 Siegers JY, Short KR, Leijten LM, et al. Novel avian-origin
influenza a (H7N9) virus attachment to the respiratory tract of
five animal models [J] . J Virol, 2014, 88(8): 4595-4599.

452



中国实验动物学报 2021 年 4 月第 29 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2021,Vol. 29, No. 2

[50] 　 Itoh Y, Shichinohe S, Nakayama M, et al. Emergence of H7N9
influenza a virus resistant to neuraminidase inhibitors in
nonhuman primates [ J] . Antimicrob Agents Chemother, 2015,
59(8): 4962-4973.

[51] 　 Tang J, Zhang J, Zhou J, et al. Highly pathogenic avian
influenza H7N9 viruses with reduced susceptibility to
neuraminidase inhibitors showed comparable replication capacity
to their sensitive counterparts [J] . Virol J, 2019, 16(1): 87.

[52] 　 Messina JP, Brady OJ, Golding N, et al. The current and future
global distribution and population at risk of dengue [ J] . Nat
Microbiol, 2019, 4(9): 1508-1515.

[53] 　 Coronel RC, Gutiérrez BH, Medina MS, et al. Humanized mice
in dengue research: a comparison with other mouse models [ J] .
Vaccines (Basel), 2020, 8(1): 39.

[54] 　 Zompi S, Harris E. Animal models of dengue virus infection [J] .
Viruses, 2012, 4(1): 62-82.

[55] 　 Moi ML, Ami Y, Muhammad Azami NA, et al. Marmosets
( Callithrix jacchus ) as a non-human primate model for
evaluation of candidate dengue vaccines: induction and
maintenance of specific protective immunity against challenges
with clinical isolates [ J] . J Gen Virol, 2017, 98(12): 2955
-2967.

[56] 　 Azami NAM, Moi ML, Ami Y, et al. Genotype-specific and
cross-reactive neutralizing antibodies induced by dengue virus
infection: detection of antibodies with different levels of
neutralizing activities against homologous and heterologous
genotypes of dengue virus type 2 in common marmosets
(Callithrix jacchus) [J] . Virol J, 2018, 15(1): 51.

[57] 　 Asada Y, Kawamoto Y, Shotake T, et al. Molecular evolution of
IgG subclass among nonhuman primates: implication of
differences in antigenic determinants among Apes [J] . Primates,
2002, 43(4): 343-349.

[58] 　 Clark KB, Onlamoon N, Hsiao HM, et al. Can non-human
primates serve as models for investigating dengue disease
pathogenesis? [J] . Front Microbiol, 2013, 4: 305.

[59] 　 Borges MB, Marchevsky RS, Carvalho PR, et al. Detection of
post-vaccination enhanced dengue virus infection in macaques:
An improved model for early assessment of dengue vaccines [J] .
PLoS Pathog, 2019, 15(4): e1007721.

[60] 　 Kato F, Ishida Y, Kawakami A, et al. Evaluation of Macaca
radiata as a non-human primate model of Dengue virus infection
[J] . Sci Rep, 2018, 8(1): 3421.

[61] 　 Huang C, Wang Y, Li X, et al. Clinical features of patients
infected with 2019 novel coronavirus in Wuhan, China [ J] .
Lancet, 2020, 395(10223): 497-506.

[62] 　 Bao L, Deng W, Huang B, et al. The pathogenicity of SARS-
CoV-2 in hACE2 transgenic mice [ J ] . Nature, 2020, 583
(7818): 830-833.

[63] 　 Yu P, Qi F, Xu Y, et al. Age-related rhesus macaque models of
COVID-19 [J] . Animal Model Exp Med, 2020, 3(1): 93-97.

[64] 　 Shan C, Yao YF, Yang XL, et al. Infection with novel
coronavirus ( SARS-CoV-2 ) causes pneumonia in Rhesus

macaques [J] . Cell Res, 2020, 30(8): 670-677.
[65] 　 Munster VJ, Feldmann F, Williamson BN, et al. Respiratory

disease in rhesus macaques inoculated with SARS-CoV-2 [ J] .
Nature, 2020, 585(7824): 268-272.

[66] 　 Gao Q, Bao L, Mao H, et al. Rapid development of an
inactivated vaccine candidate for SARS-CoV-2 [ J] . Science,
2020, eabc1932.

[67] 　 Rockx B, Kuiken T, Herfst S, et al. Comparative pathogenesis of
COVID- 19, MERS, and SARS in a nonhuman primate model
[J] . Science, 2020, 368(6494): 1012-1015.

[68] 　 Bao L, Deng W, Gao H, et al. Reinfection could not occur in
SARS-CoV-2 infected rhesus macaques [ J] . BioRxiv, 2020,
3: 13.

[69] 　 Chandrashekar A, Liu J, Martinot AJ, et al. SARS-CoV-2
infection protects against rechallenge in rhesus macaques [ J] .
Science, 2020, 369(6505): 812-817.

[70] 　 Chang C, Ortiz K, Ansari A, et al. The Zika outbreak of the 21st
century [J] . J Autoimmun, 2016, 68: 1-13.

[71] 　 Itell HL, Kaur A, Deere JD, et al. Rhesus monkeys for a
nonhuman primate model of cytomegalovirus infections [J] . Curr
Opin Virol, 2017, 25: 126-133.

[72] 　 Peter A, Larocca RA, Wanwisa D, et al. Therapeutic and
protective efficacy of a dengue antibody against Zika infection in
rhesus monkeys [J] . Nat Med, 2018, 24(6): 721-723.

[73] 　 Martinot AJ, Abbink P, Afacan O, et al. Fetal neuropathology in
Zika virus-infected pregnant female rhesus monkeys [ J] . Cell,
2018, 173(5): 1111-1122.

[74] 　 Dudley DM, Van Rompay KK, Coffey LL, et al. Miscarriage and
stillbirth following maternal Zika virus infection in nonhuman
primates [J] . Nat Med, 2018, 24(8): 1104-1107.

[75] 　 Seferovic M, Sánchez-San MC, Tardif SD, et al. Experimental
Zika virus infection in the pregnant common marmoset induces
spontaneous fetal loss and neurodevelopmental abnormalities [J] .
Sci Rep, 2018, 8(1): 16131.

[76] 　 Vanchiere JA, Ruiz JC, Brady AG, et al. Experimental Zika
virus infection of neotropical primates [J] . Am J Trop Med Hyg,
2018, 98(1): 173-177.

[77] 　 Alves DSE, Fink K. Animal models for dengue and Zika vaccine
development [J] . Adv Exp Med Biol, 2018, 1062: 215-239.

[78] 　 Yue Y, Barry PA. Rhesus cytomegalovirus a nonhuman primate
model for the study of human cytomegalovirus [ J] . Adv Virus
Res, 2008, 72: 207-226.

[79] 　 Fan Q, Nelson CS, Bialas KM, et al. Plasmablast response to
primary rhesus cytomegalovirus ( CMV) infection in a monkey
model of congenital CMV transmission [ J ] . Clin Vaccine
Immunol, 2017, 24(5): e00510.

[80] 　 Kolb P, Sijmons S, McArdle MR, et al. Identification and
functional characterization of a novel Fc gamma-Binding
glycoprotein in rhesus cytomegalovirus [ J] . J Virol, 2019, 93
(4): e02077.

[收稿日期] 　 2020-09-08

552



2021 年 4 月

第 29 卷　 第 2 期
中国实验动物学报

ACTA LABORATORIUM ANIMALIS SCIENTIA SINICA
April 2021

Vol. 29　 No. 2

奎秀莹,代解杰. 寨卡病毒母婴传播及动物模型的研究进展[J]. 中国实验动物学报, 2021, 29(2): 256-261.
Kui XY, Dai JJ. Research progress in mother-to-child transmission of Zika virus and animal models [ J]. Acta Lab Anim Sci Sin,
2021, 29(2): 256-261.
Doi:10. 3969 / j.issn.1005-4847. 2021. 02. 017

[基金项目]NSFC-云南联合基金重点支持项目(U1702282),云南省科技人才和平台计划项目(2017HC019)。
Funded by NSFC-Joint Foundation of Yunnan Province(U1702282),Yunnan Province Science and Technology Talent and Platform Plan Project
(2017HC019).
[作者简介]奎秀莹(1995—),女,硕士,研究方向:人类疾病动物模型的建立及疾病机理。 Email: 2659634944@ qq.com
[通信作者]代解杰(1961—),男,研究员,博士生导师,研究方向:人类疾病动物模型的建立与应用。 Email: djj@ imbcams.com.cn

寨卡病毒母婴传播及动物模型的研究进展
奎秀莹,代解杰∗

(北京协和医学院 /中国医学科学院医学生物学研究所, 昆明　 650118)

　 　 【摘要】 　 寨卡病毒(Zika virus)是属于黄病毒科黄病毒属的一种虫媒病毒,可经过埃及伊蚊和白纹伊蚊叮咬

传播,也可通过血液、泪液传播,以及性传播和母婴垂直传播。 寨卡病毒一旦感染孕妇,就会有导致胎儿感染的可

能。 成人多出现一些较轻的临床症状,但胎儿更容易受到中枢神经系统的伤害,继而诱发小头畸形,重症脑部发育

缺陷以及一些神经系统性炎症,因此,阻断寨卡病毒的传播及感染迫在眉睫。 为了能够对寨卡病毒母婴传播途径

有更全面的认识,研究其致病机理,并且找到有效的预防、检测和治疗方法,建立成功的动物模型极为关键。 文章

将对目前已有的寨卡病毒母婴传播在各种动物模型上的研究进展进行综合整理。
【关键词】 　 寨卡病毒;垂直传播;动物模型
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Research progress in mother-to-child transmission of Zika virus and
animal models
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【Abstract】　 Zika virus is an arbovirus of the Flaviviridae family that is transmitted by the bites of Aedes aegypti and
Aedes albopictus, by blood and tears, as well as by sexual and vertical mother-to-child transmission. Once a pregnant woman
is infected, there is a risk of infection to the fetus. Adults may have some mild clinical symptoms, but fetuses are more
vulnerable to central nervous system involvement, which can lead to microcephaly, severe brain defects, and
neuroinflammation. Therefore, it is extremely urgent to block the spread and infection of Zika virus. To better understand
the mother-to-child transmission route of Zika virus, to study the pathogenic mechanisms, and to discover effective
prevention, detection and treatment method , the establishment of reliable animal models is crucial. In this paper, we
review the recent progress in mother-to-child transmission of Zika virus in various animal models.
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　 　 寨卡病毒(Zika virus,ZIKV)是一种单股正链

RNA 病毒,属于黄病毒科黄病毒属,与其他黄病毒

类似,寨卡病毒基因组长约 1. 1 × 104 bp,只有一个

开放阅读框(open reading frame,ORF),编码 3 个结

构蛋白和 7 个非结构蛋白,包括 5′端的结构蛋白 C、
prM 和 E,以及 3′端的 NS1、NS2a、NS2、NS3、NS4a、
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NS4b 和 NS5[1-2]。 寨卡病毒引起的疾病是一种虫媒

传染性疾病,在人群中的传染率极高,一旦感染该

病毒,一部分人即出现头痛、发热、关节疼痛等多种

病症[3],有的还会引起神经系统性疾病,其可经白

纹伊蚊和埃及伊蚊叮咬传播,因而这一病毒的传播

更加迅速[4-5]。 寨卡病毒早在 1947 年就已被发现,
但直到 2015 年美洲大爆发后其对胎儿健康发育的

破坏性影响才被公认[6]。 到 2016 年,南美洲和中美

洲已有 31 个国家和地区报道了这一虫媒病毒的传

播[7]。 同年 2 月,中国、日本和韩国也陆续报道了

寨卡病毒的感染病例,这标志着寨卡病毒已蔓延至

全球[8]。 经过对感染病毒者的追踪调查以及多项

研究,发现寨卡病毒还可通过血液、泪液传播、性传

播以及母婴传播[9-11],研究者对被感染的埃及伊蚊

后代进行实验室检测后,发现其后代的多个内脏器

官以及唾液腺中都有寨卡病毒 RNA 的存在,同样证

实了寨卡病毒可经母婴垂直传播[12]。 一旦孕妇感

染上该病毒也就意味着新生婴儿有极大概率会携

带这一病毒,并且婴儿的神经系统、身体发育也会

受到严重阻碍,即寨卡病毒的垂直传播会导致神经

前体细胞感染和脑实质破坏[13]。
目前已有大量的研究发现寨卡病毒的感染可

导致机体出现从轻度发热到重度神经系统紊乱甚

至婴儿死亡等症状[14-15]。 早前人们得出结论,寨卡

病毒感染孕妇,胎儿比较突出的先天性寨卡综合症

(congenital Zika syndrome,CZS)症状为小头畸形、脑
部发育不全、眼部异常以及关节挛缩等[16-18],而顺

利出生的婴儿则常伴有癫痫、发育迟缓和视力障

碍[19]。 近期有文献报道,有些出现先天性寨卡综合

征的婴儿在影像学上未观察到脑成像异常,因而,
在判定婴儿是否有先天性寨卡综合征时,还需关注

除影像学外的其他症状[20]。 从各个地区的不同病

例身上也发现孕妇感染寨卡病毒后,母体和胎儿均

会表现出发烧、结膜炎、皮疹等症状[21],多个病例均

证实寨卡病毒可以通过母婴垂直传播感染胎儿,并
且能够导致胎儿出现比成年人更严重的病症,实验

观察到胎儿多表现出中枢神经系统紊乱,生长受

限,头部发生小头畸形等[22-23],以及一些眼部疾病,
常见的包括视网膜局灶性色素斑点和脉络膜视网

膜萎缩[24],严重者甚至会导致孕妇流产和胎儿

死亡[25-26]。
为了能够更细致地研究寨卡病毒垂直传播的

全过程,探究病毒在母婴之间的传播路径,寻找阻

断寨卡病毒母婴传播的突破口,很多研究人员都在

致力于妊娠期间寨卡病毒动物模型的建立,希望能

够较大程度地模拟寨卡病毒在人类身上的垂直传

播过程,以便开展病毒侵染胎儿的相关研究。 一个

成功的动物模型能够在研究病毒感染分子机制、药
物治疗以及疫苗研发等多个方面起到不可替代的

作用。 在已有的研究中,很多研究者发现不同的动

物感染寨卡病毒后,动物的表现有很多相似之处,
同时也存在一定的差异。

1　 寨卡病毒感染孕期小鼠

有研究显示,寨卡病毒感染未怀孕小鼠,或一

些妊娠期间免疫能力强的雌鼠时,会出现病毒无法

复制或没有临床症状的现象,说明小鼠的天然免疫

系统可以阻挡部分病毒的侵入[27]。 但对于大多妊

娠期间的雌鼠,其免疫功能都会受到一定影响,这
也就减弱它们身体抵抗病毒入侵的能力,以致于雌

鼠在妊娠期间易出现各种疾病。 Miner 等[28]的实验

表明,在怀孕雌鼠胚胎期第 6. 5 天和第 7. 5 天进行

皮下注射寨卡病毒,胚胎期第 13. 5 天有胎儿死亡,
并被母体吸收,剩下部分胎盘残留,未死亡的将雌

鼠施以安乐死后,取出的胎盘可见到明显的胎盘颜

色发白,组织坏死,胎儿的冠臀长度相比对照而言

也有缩小。 为确定母体中的寨卡病毒是否侵入到

胎儿体内,研究者们还对胎儿进行了病毒检测,结
果显示,在胎儿头部及体内有高水平的寨卡病毒核

酸并且其核酸有复制能力。 在 Cugola 等人[29] 的研

究中发现,接种过寨卡病毒的雌鼠产下的小鼠有显

著的全身生长迟缓和宫内生长受限的现象,大脑皮

层出现畸形,细胞数目减少且皮层厚度也下降,
qPCR 检测结果证实,小鼠大脑内的病毒核酸量远

高于身体的其它组织。 此外,他们还观察到小鼠眼

部与正常小鼠相比存在一些异常,这与人类感染寨

卡病毒后新生儿的眼部畸形症状较为相似[24]。 野

生型 C57BL / 6 小鼠是个能够稳定传代的品系,目前

有较多研究者利用该品系小鼠进行实验。 在

Yockey 等[30]的实验中,他们用寨卡病毒感染怀孕

的野生型 C57BL / 6 雌鼠,利用电子显微镜可观察到

胎儿的大脑皮层和小脑中存在寨卡病毒,尽管在

RT-PCR 的检测中未检测到病毒颗粒。 通过腹腔注

射的方式接种病毒,可在脑室区的胶质细胞中检测

到病毒[31]。 而通过直接接种病毒至母体羊水或子

宫中的方法感染时,能够看到自然流产、脊髓缺损、
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运动神经元和眼部畸形,或是存活的小鼠颅内钙化

的显著临床症状[32-33]。
Yockey 等[30]的实验则证实了寨卡病毒感染怀

孕雌鼠的阴道后,病毒能够经黏膜感染小鼠,并导

致胎儿的感染,野生型小鼠和缺乏 I 型干扰素的小

鼠感染后均会出现胎儿生长受限以及脑内病毒水

平较高的现象,缺乏 I 型干扰素的小鼠胎儿症状尤

为显著,有的雌鼠甚至会流产。 有研究表明,寨卡

病毒对小鼠体内 I 型干扰素信号通路中的关键中心

体小鼠 STAT2 的拮抗能力较弱,导致病毒的外周感

染受阻[34-35]。 因而研究人员利用 C57BL / 6 小鼠进

行了两组实验,一组是 I 型干扰素受体基因敲除的

小鼠和野生小鼠杂交,之后采用皮下注射的方式进

行病毒感染,另一组是在病毒感染之前对受精的小

鼠加入 I 型干扰素受体抗体,感染结果显示,两组实

验小鼠均出现垂直传播现象,胎儿都有宫内生长受

限的症状[36],基因敲除后的小鼠表现更为明显,还
有胎盘损伤、胎儿发白及头部感染等现象[28]。 在近

期研究中,研究人员还发现利用 RT-PCR 进行病毒

核酸检测时,I 型干扰素缺陷的雌鼠体内胎盘中的

病毒含量要远高于胎儿体内,然而胎儿已出现较显

著的生长受限以及头部畸形的临床症状了[37],这一

结果表明寨卡病毒在怀孕雌鼠体内通过胎盘传播

感染的概率极高,并且对胎儿有较强的致病性。 利

用寨卡病毒感染小鼠进行体内成像,追踪病毒在小

鼠体内的感染路径,也能清晰地看到寨卡病毒垂直

传播的动态效果[38]。
在小鼠 I 型干扰素会使寨卡病毒感染受阻的研

究基础上,Gorman 等[39] 用同源重组的方式将人

STAT2 等位基因插入到 C57BL / 6 小鼠的 STAT2 位

点,再对其进行皮下注射寨卡病毒,结果显示,母体

血清和脾中含有高浓度的寨卡病毒,胎儿的头部、
胎盘以及胎盘与子宫内膜的连接层也可以检测到

较高的病毒 RNA。

2　 寨卡病毒感染孕期非人灵长类动物

在灵长类动物中,有不少研究者对恒河猴进行

了实验。 Dudley 等[40] 对妊娠期分别为 31、38 d(孕
中期)的恒河猴接种寨卡病毒后,追踪观察,发现感

染后第 2 天就能在血浆、尿液甚至唾液中检测到 105

左右的病毒含量,之后的 4 ~ 6 d 逐步增加,母体中

的 CD8+ T 细胞数量显著高于未怀孕的恒河猴,妊娠

31 d 的恒河猴表现尤为明显,NK 细胞的活性也有

所升高,但这一表现与未怀孕的感染猴体内水平相

当,未见突出异常。 此外,在胎儿的脑内能够检测

到较高水平的寨卡病毒。 在 Nguyen 等[41] 的研究

中,怀孕恒河猴的血液、尿液中均可检测出寨卡病

毒的存在,4 只实验猴中,有 2 只可在唾液中检测到

病毒存在,有 1 只可在羊水中检测到,此外,4 只实

验猴均表现出明显的血浆病毒血症。 超声成像显

示,在妊娠最后 1 个月时,胎儿的头围相较于正常胎

儿小了一个标准差。 进行 qRT-PCR 后,胎儿身体的

多个组织中检测出寨卡病毒核酸,包括淋巴、肺、
脾、肝等。 经组织病理学分析,发现胎儿均表现出

轻微至中度严重性不等的化脓性中耳炎,4 只胎儿

中有 3 只出现化脓性羊膜炎,另 1 只则出现轻度至

中度化脓性脾炎。 此外,还有的胎儿出现化脓性肺

炎、化脓性淋巴结炎和化脓性肝炎等。 眼部组织病

理分析还发现有视网膜、脉络膜和视神经的炎症,
但未发现胎儿脑内的异常表现。

在更近的妊娠期恒河猴感染实验[42] 中,4 只怀

孕恒河猴分别在妊娠 41、50、64 和 90 d 时静脉接种

寨卡病毒。 其中妊娠 41 d 时接种的实验猴胎儿在

接种 7 d 后即死亡,且能在胎儿体内和胎盘中检测

到较高的病毒载量。 其余 3 只均未见胎儿死亡,根
据实验需要安乐死后对婴儿和母体进行进一步的

分析。 妊娠 64 d 接种的母体会出现间歇性胎盘出

血的现象,生产的婴儿生长受限,导致个体相对较

小。 妊娠 50、90 d 接种的婴儿个体没有明显的小头

畸形症状,体型在恒河猴平均范围内,只是生长有

所迟缓。 在婴儿的多个器官中都检测到寨卡病毒,
尤其是脑部存在大量病毒,还观察到脑内出现钙化

和神经前体细胞明显减少的现象。 这一结论与人

类胎儿感染后大脑脑室周围白质钙化相吻合[43-44]。
近期,另一项用恒河猴建立新生儿寨卡病毒感

染模型的研究[45]表明,在母体和胎儿体内利用 RT-
PCR 技术都能检测到较高水平的寨卡病毒 RNA,胎
儿头部与正常动物相比虽没有出现畸形,但头围明

显缩小,并且胎盘出现异于常见双胎盘的单盘状结

构。 此外,研究人员还进行了心脏病理学、功能性

神经病理学、感觉以及安乐死后的后期神经病理学

观察,发现听觉和视觉未见明显异常,但心脏收缩

时出现杂音,且胸片也显示心脏肿大,神经方面出

现抽搐、运动迟缓和脑内出现不同程度的损伤,包
括钙化,炎症,不同神经细胞增加或丢失等情况。

除恒河猴外,用豚尾猴进行寨卡病毒感染实验
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也有相似的症状出现。 皮下接种人工高剂量寨卡

病毒后(每只接种量为 7 log10PFU,蚊子叮咬传播一

般为 1 log10PFU ~ 5 log10PFU[46-47] ),显微镜观察,
可见胎儿也出现严重的神经系统损伤,包括脑发育

不全、脑室周围白质胶质增生、轴突细胞损伤,神经

前体细胞减少等。 此外,还有豚尾猴的室管膜细胞

也显示有损伤现象[48]。
此外,狨猴在感染寨卡病毒后也会出现一些类

似于人的症状。 Seferovic 等[49] 在用寨卡病毒对怀

孕 68、79 d 的狨猴进行肌肉注射感染后,两组狨猴

都出现胎儿死亡,流产的明显表征,尸检时也能够

检测到胎盘和胎儿中存在极高的病毒 RNA 含量,明
显高于母体肾、淋巴中的载量水平。

因此,通过开发模拟自然经胎盘传播的非灵长

类动物模型[50],可以对进一步开发和优化直接胎儿

接种模型有较大的启发和帮助,为解决寨卡病毒发

病机制研究中还未解决的关键问题提供研究平台,
并从中寻找阻断寨卡病毒感染相关的方法,以便更

好的指导临床试验[43]。

3　 寨卡病毒感染鸡胚

在人们发现寨卡病毒可导致胎儿出现严重临

床症状后,有研究者采用可有效扩增多种病毒的鸡

胚进行了羊膜卵穿刺接种感染试验。 他们发现,鸡
胚在接种后的临床症状对寨卡病毒有较强的剂量

依赖性,高剂量的病毒接种可直接导致胚胎死亡,
而相对低剂量的病毒可导致鸡胚生长受限,脑组织

发育受到抑制,大脑皮层区域脑心室出现较空的状

况[51],出生的小鸡伴有小头样症状表现,在中枢神

经系统以及身体各个器官中也能够检测到有效的

寨卡病毒复制[52]。 鸡胚对寨卡病毒的易感性,病毒

感染后的致死情况以及与人类较类似的神经系统

变化等优势提示我们,可利用鸡胚作为模式动物进

行寨卡病毒的胚胎感染机理研究[53]。 然而由于鸡

胚在进化关系上与人类稍有距离,并且其孵育时间

过短,往往在还未见胚胎有明显变化时,就出现胚

胎死亡或者出生的现象,实验者难以进行某一时段

具体研究,因而可以将鸡胚和其他物种动物模型相

互补充,实现寨卡病毒致病机理从整体到局部的一

系列研究。

4　 总结与展望

目前全球已有多个实验室建立了各自的寨卡

病毒动物模型,其中应用较为广泛的就是啮齿类和

非人灵长类,其中,小鼠和恒河猴还被建立了妊娠

期的感染模型。 小鼠的研究相对全面且多样化,包
括免疫健全小鼠、I 类 / II 类干扰素受体缺乏小鼠以

及各类免疫缺陷型小鼠等寨卡病毒感染模型。 从

实验结果总体来看,免疫健全的小鼠普遍对寨卡病

毒有一定程度的耐受能力,若建立动物模型将不利

于后续对病毒传播能力和致病机制的评价[54-55]。
而缺乏干扰素受体和免疫缺陷型小鼠感染后会出

现一些与人类感染后相似的症状,可以根据不同的

研究需求来利用具有相应缺陷型的小鼠模型进行

寨卡病毒的分子机制研究,病毒疫苗和治疗药物的

前期评价等。 此外,小鼠的生殖周期相对较短,利
用妊娠期间的小鼠来建立模型可以在较短时间内

得到实验所需数据,由于其体型小的优势,进行体

内病毒感染追踪成像时也较容易操作。
从非人灵长类动物的实验结果可以看出,妊娠

期恒河猴感染寨卡病毒后胎儿所表现出的生长迟

缓,脑部神经细胞损伤、减少,神经系统损伤,多个

器官和胎盘病毒水平极高,以及部分育龄较小胎儿

死亡等现象,从临床表现来看,恒河猴是对病毒入

侵胎儿感染机制研究最恰当的材料,也是病毒疫苗

和药物有效性评价不可替代的实验模型。 然而,它
们繁殖周期较长,实验成本高等问题也是很多实验

室所面临的实际难题。 因此,在对寨卡病毒的各项

研究中,可以将非灵长类动物用于后期实验,不仅

能够达到实验验证和评价的效果,还能很大程度上

节约时间成本和经济成本。
目前由寨卡病毒给人们带来了不小的影响,尤

其是病毒经胎盘垂直传播对新生儿造成的感染,影
响其一生,对社会造成了较大的负担,而只有合适

的动物模型才能够更清楚地研究病毒如何从母体

子宫经胎盘侵入胎儿体内,从根本上阻断这一方式

的传播,减小病毒对下一代造成的影响。 现有的动

物模型,都只能分别从其中一些方面模拟出人类的

感染症状,要想对其垂直传播进行更进一步的研

究,目前仍缺乏一个较合适的动物模型,这对寨卡

病毒的深入研究也是一个较大的阻碍。 在未来的

研究中,需要寻找更合适的动物来建立寨卡病毒垂

直传播的感染模型,为探究其垂直传播感染路径及

其分子机制,开发预防性疫苗,寻找有效的检测办

法及治疗方法提供更佳的平台。
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间充质干细胞对骨关节炎修复机制的研究进展
及应用
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　 　 【摘要】 　 骨关节炎是一种以软骨退化和软骨下骨改变为特征的慢性退行性疾病,其患病率随着人口老龄化

的加剧而迅速增长。 目前仍没有合适的药物和手术可以完全治疗骨关节炎。 随着细胞疗法的出现,间充质干细胞

的独特优势被不断发现,其治疗骨关节炎的研究也越来越多。 本文就间充质干细胞对骨关节炎的修复机制进行综

述。 本文描述了间充质干细胞的特性和功能,以及它们在骨关节炎动物模型和临床中的治疗机制。
【关键词】 　 骨关节炎;间充质干细胞;修复机制;动物模型
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Research progress and application of stem cells in the repair of
osteoarthritis
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【Abstract】　 Osteoarthritis is a chronic degenerative disease characterized by cartilage degeneration and subchondral
bone changes, and its prevalence has increased rapidly along with the aging of the population. There is still no drug or
surgical treatment that completely resolves osteoarthritis. With the advent of cell therapy, the unique advantages of stem
cells have been gradually uncovered, and their use in the treatment of osteoarthritis is increasingly studied. In this article,
we review the mechanisms by which stem cells repair osteoarthritis. We describe the properties and function of mesenchymal
stem cells and their therapeutic mechanisms of action in osteoarthritis in animal models and in the clinic setting.
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　 　 骨关节炎( osteoarthritis,OA)是一种以软骨下

骨改变和软骨退化为特征的慢性退行性疾病。 据

世界卫生组织(World Health Organization,WHO)统

计,60 岁及以上的患者中,男性大约占 10%,女性大

约占 18%,在患病的人群中大约有 80%的患者会伴

有关节活动障碍[1]。 作为常见的慢性退行性疾病,
OA 不仅因功能障碍导致关节疼痛,还会影响睡眠

进而影响着患者的生活质量[2]。 目前的常规治疗
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主要是药物控制,包括非甾体抗炎药(NSAIDs)、透
明质酸(HA)、简单止痛药和皮质类固醇,但这些治

疗虽然起到了缓解症状的作用,减轻了因活动障碍

引发的疼痛,并能控制炎症,但并不能减缓关节的

进行性退化[3]。 当常规治疗无法缓解症状时,则需

要进行关节清创术等外科手术治疗,这些治疗虽然

有一定疗效,但并不会产生长期效果[4]。 终末期患

者最常用的治疗手段就是关节置换术,虽然能使关

节恢复活动能力,但置换的关节存在使用年限的问

题,并且由于手术创伤会造成感染甚至形成血栓。
伴随着研究的逐渐深入,将新的细胞移植到组织损

伤部位进行修复的细胞疗法越来越受到人们的重

视[5]。 近代组织工程发展的自体软骨细胞移植

(autologous chondrocyte implantation,ACI)和基质诱

导的关节软骨细胞移植 ( matrix-induced articular
chondrocytes implantation,MACI)已被证实对 OA 有

一定的疗效[6]。 但是软骨细胞的培养以及移植细

胞时的手术创伤仍是难以避免的难题。 该方法的

局限性促进了细胞疗法的进展,因此多项潜能的间

充质干细胞(mesenchymal stem cells,MSCs)成为了

研究者的选择。 在这里,将进一步描述关于 MSCs
的特性和功能,以及它们在 OA 动物模型和临床中

的治疗机制。
1960 年末,Friedenstein 等[7]首次发现了 MSCs。

它是中胚层来源的成体干细胞,可以从如骨髓、脂
肪等多种组织中分离出来,同时也具有分化为如软

骨细胞、成骨细胞等多种细胞的能力[8]。 国际细胞

治疗学会( International Society for Cellular Therapy,
ISCT)对 MSCs 的定义有三个标准:(1)能贴壁生长;
(2)表达 CD105、CD73、CD90,不表达 CD45、CD34、
CD14 或 CD11b、CD79a 或 CD19 和 HLA-DR;(3)能
多向分化[9]。 目前 MCSs 修复 OA 的机制主要包

括:分化为软骨细胞、分泌抗炎因子、调节免疫系

统、降低炎症因子释放[10]。 但越来越多的研究证实

MSCs 来源的外泌体(MSC-Exos)也对延缓 OA 进展

起到一定的作用[11]。 这些观察激起了人们对 MSCs
修复关节软骨的浓厚兴趣。

1　 MSCs 对 OA 的修复机制

1. 1　 MSCs 的成软骨特性

有研究显示,在特定的诱导条件下,在体外培

养的 MSCs 可向软骨细胞分化,且软骨的形成模拟

了胚胎软骨的发育和生长[12]。 不同的细胞因子或

生长因子,如胰岛素样生长因子(IGF),骨形态蛋白

(BMP),转移生长因子 β(TGF-β),均已被证明对软

骨组织的修复起着促进作用[13]。 最近有研究发现

维生素 D 可以促进骨髓间充质干细胞(bone marrow
mesenchymal stem cells,BMSCs)的增殖和迁移,并在

BMSCs 的定向软骨分化中发挥潜在的作用。 TGF-
β1 通过调控 ERK / JNK 信号通路参与维生素 D 的

功能作用[14]。 Sox9 是软骨发育的关键转录因子,卓
群豪等[15]通过向小鼠膝关节内注射 Sox9 基因转染

的 BMSCs,观察到转染后的细胞可促进小鼠膝关节

的软骨修复。 以上研究显示 MSCs 的成软骨特性是

修复 OA 软骨损伤的一种重要机制。
1. 2　 MSCs 的抗炎和免疫调节作用

OA 患者的关节因炎性因子的浸润呈现一种低

度炎症的状态,软骨基质分解代谢产物可引发巨噬

细胞和免疫细胞释放炎性因子,进而通过改变软骨

细胞功能加速软骨损伤[16]。 有研究报道 MSCs 通

过分泌多种生长因子促进血管生成,例如血管内皮

生长因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)、
成纤维细胞生长因子 2 ( fibroblast growth factor 2,
bFGF)、胰岛素样生长因子-1 ( insulin-like growth
factor-1,IGF-1)、肝细胞生长因子(hepatocyte growth
factor,HGF) 等。 VEGF、 bFGF、HGF、 IGF-1、 TGF-β
还可防止细胞凋亡,HGF、bFGF 也有抵抗纤维化的

能力[17]。 其次 MSCs 在免疫调节方面通过抑制树

突细胞(dendritic cells,DCs)、自然杀伤细胞(natural
killer cells,NKs)、T 细胞、B 细胞的增殖发挥作用,
还能分泌可溶性因子如 吲 哚 胺 2,3-二 氧 合 酶

(indoleamine2,3-dioxigenase,IDO)、TNF 刺激基因 6
( TNF-stimulated gene 6, TSG6)、 一氧化氮 ( nitric
oxide,NO)、白介素 10( interleukin-10,IL-10)、CC-趋
化因子配体 2(CC-chemokine ligand 2,CCL2)、前列

腺素 E2(prostaglandin E2,PGE2)进而对调节免疫系

统起着关键作用[18-20]。 综上所述,MSCs 分泌的抗

炎因子以及抑制免疫细胞的增殖对 OA 炎症修复起

着重大作用。
1. 3　 MSCs 的细胞外囊泡的作用

MSCs 衍生的细胞外囊泡(EVs),已被证明在介

导组织再生和免疫调节方面发挥作用[21]。 EVs 可

由多种类型的细胞产生,如免疫细胞、内皮细胞、
MSCs 等,并且存在于各种生物液体中,包括血液、
尿液、滑液等[22]。 EVs 根据其大小、组成和来源分

为外泌体(Exosomes),微囊泡(microvesicles)和凋亡
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小体(apoptotic bodies),其中 Exosomes 研究最为广

泛[23]。 所有的 EVs 都富含蛋白质、脂质和核酸

(DNA、mRNA、miRNA、tRNA),可以传递给受体细

胞,从而有助于细胞间的交流[24]。
最近有证据表明,MSC-Exos 可促进软骨再生。

2016 年,Zhang 等[25] 首次证明关节内注射 EMSC-
Exos 可使缺损处软骨和软骨下骨恢复。 随后在

2017 年,Cosenza 等[26] 发现 Exos 或 MPs 均能再现

MSCs 的治疗作用。 且通过基因载体或化学合成修

饰的 MSC-Exos 也可改变某些 miRNA 或 LncRNA 的

表达,从而影响 OA 的治疗[27-29]。 与 MSCs 的细胞

治疗相比,MSC-Exos 代表了一种更安全、更有效的

治疗方式。

2　 MSCs 在动物模型研究和人类临床
研究中的疗效
2. 1　 MSCs 在 OA 中的应用

MSCs 无论在大型动物还是小型动物 OA 模型

中的应用表明单独或协同其他因素关节内注射自

体或同种异体 MSCs 均可改善 OA 症状(见表 1)。
动物模型的成功极大地促进了临床研究,并为今后

的临床研究提供了一定的科学依据[30-31]。 根据表 2
可知无论是 MSCs 移植或是关节内注射都可修复

OA 损伤,但 MSCs 注射的剂量仍没有一个固定的标

准,所以仍需要我们进行大量的临床研究加以确定

和完善。

表 1　 MSCs 在 OA 动物模型中的应用

Table 1　 Application of MSCs in animal models of OA
细胞类型
Cell type

动物类型
Animal type

治疗效果
Treatment effect

骨髓间充质干细胞
BMSCs

山羊
Goat

受损关节显示内侧半月板明显再生、关节软骨退变、骨赘重塑和软骨下硬化均减轻[32]

Damaged joints showedmarked regeneration of the medial meniscus, degeneration of the
articular cartilage, osteophytic remodeling, and subchondral sclerosis were reduced[32]

富血小板血浆+
脂肪间充质干细胞

PRP+ADSCs

比格犬
Beagle dog

PRP+ADSCs 通过促进细胞外基质合成和软骨细胞增殖,进而抑制炎症,延缓 OA
进展[33]

PRP and MSCs treatments have a beneficial effect on OA via the stimulation of ECM synthesis
and chondrocyte proliferation and via the inhibition of inflammatory reaction[33]

脂肪间充质干细胞
ADSCs

小鼠
Mice

单次注射 ADSCs 可以抑制滑膜增厚和软骨破坏[34]

A single injection inhibits synovial thickening and cartilage destruction[34]

骨髓间充质干细胞
BMSCs

兔
Rabbit

关节表面受损软骨丢失和磨损减少,组织学评分和软骨含量明显改善[35]

Joint surface showed less cartilage loss and surface abrasion, and significantly better in
histological scores and cartilage content[35]

表 2　 MSCs 在 OA 中的临床研究

Table 2　 Clinical studies of MSCs in OA
细胞类型
Cell type

治疗方式
Treatment mode

治疗效果
Treatment effect

骨髓间充质干细胞
BMSCs

MSCs 移植
Transplantation

证明了 MSCs 移植用于软骨修复的长期安全性和有效性[36-37]

Demonstrated the long-term safety and efficacy of MSCs transplantation for
cartilage repair[36-37]

骨髓间充质干细胞
BMSCs

关节腔内注射
Intra-articular injection

4 名患者注射 8 ~ 9 × 106 个自体 BMSCs 后患者的疼痛和功能均有所改善,其 5 年
随访表明 4 名患者的临床参数虽有所下降,但仍好于基线[38-39]

Four patients showed improvement in pain and function after injection of 8 ~ 9 × 106

autologous BMSCs, and their subsequent 5-year follow-up indicated that the clinical
parameters of the four patients, although decreased, were still better than those
at baseline[38-39]

脂肪间充质干细胞
ADSCs

关节腔内注射
Intra-articular injection

关节腔内注射 1. 0 × 108 个 ADSCs 可改善膝关节功能和疼痛,且无不良反应,并可通
过透明样关节软骨的再生减少软骨缺损[40]

Intra-articular injection of 1. 0 × 108ADSCs into the osteoarthritic knee improved function
and pain of the knee joint without causing adverse events, and reduced cartilage defects by
regeneration of hyaline-like articular cartilage[40]
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2. 2 　 MSCs 在 血 友 病 性 关 节 病 ( hemophilic
arthropathy,HA)中的应用

MSCs 在治疗 OA 中发挥了极大的作用,因此也

为治疗其他疾病提供了思路。 目前 HA 仍没有较好

的治疗办法,终末期患者接受手术的风险也很大,
因此 MSCs 对 HA 动物模型的治疗的有效性吸引了

研究者的目光,通过对动物进行干预,针刺基因缺

陷动物或通过自体血输注的方式构建 HA 动物模

型,随后进行关节内注射 MSCs,观察疗效,结果证明

MSCs 的治疗是有一定的作用的[41-42]。 动物模型的

成功刺激了其在临床上的应用, 2013 年 Ebihara
等[43]研究证明了自体血清培养自体 BMSCs 治疗

HA 的可行性。 随后 Buda 的报告也指出,BMSCs 移

植联合滑膜切除术和踝关节镜清创术,并使用自体

富血小板纤维蛋白治疗血友病踝关节软骨病变。
平均随访 2 年后, 软骨修复、 关节功能均得到

改善[44]。
2. 3 　 MSCs 在 类 风 湿 性 关 节 炎 ( rheumatoid
arthritis,RA)中的应用

MSCs 不仅在 OA、HA 的治疗上有一定的作用,
在治疗 RA 上也有一定体现,通过输注Ⅱ型胶原构

建小鼠胶原性关节炎 ( collagen-induced arthritis,
CIA)。 进而使用该动物模型进行一系列的实验研

究表明 MSCs 对治疗 CIA 小鼠有一定的疗效[45-46],
最近一项实验也证明 ADSCs 关节内注射可使 RA
小鼠滑膜炎症和关节软骨明显改善,这进一步为开

发 RA 患者的局部治疗提供了新的途径[47]。 但目

前在临床研究中 MSCs 治疗 RA 的结果仍存在分歧,
Jun 等[48]的研究证明 MSCT 是治疗难治性 RA 的一

种安全方法,但其有效性需要进一步研究。 而在

2019 年一项 I / II 期临床实验中也提示 BMSCs 治疗

的 RA 可明显改善症状但疗效不能维持 12 个月,此
外,BMSCs 还有助于减少甲氨蝶呤和泼尼松龙的

使用[49]。

3　 展望与不足

众所周知,OA 是一种慢性退行性的骨关节病,
给中老年人及社会带来了巨大的经济负担。 目前

的治疗方法仍有很多限制与不足,MSCs 疗法提供

了一种新的治疗途径。 以上研究证明 MSCs 在治疗

OA、HA、RA 都显示出了极好的治疗效果。 它主要

通过分泌营养因子,调节免疫应答,以及其外泌体

的作用来修复受损的软骨。 在多项动物实验中已

经展现了其治疗效果,并且在临床实验中也有一定

的体现。 因此该技术对软骨修复的效果是令人鼓

舞的。 但也仍然存在一些问题,如 MSCs 的治疗剂

量、更优化的治疗方式、理想细胞的来源以及定向

分化的各种潜在分子机制仍不明确。 因此,仍需要

大量的实验来研究 MSCs 治疗 OA 的诸多问题。 随

着交叉学科的开展与成熟,相信 MSCs 能够为 OA 提

供更多的选择和帮助。
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神经退行性疾病动物模型嗅觉障碍的研究进展
林丽珍1,范杰诚2,郭培武2,朱宗景2,丁晨英2,张淑云2∗

(1. 潍坊医学院康复医学院,山东 潍坊　 261053; 2. 潍坊市人民医院,山东 潍坊　 261000)

　 　 【摘要】 　 神经退行性疾病是由神经元结构或功能逐渐丧失导致认知及运动障碍的一类不可逆损伤性疾病。
其病理改变主要表现为中枢神经的老年斑、神经元纤维缠结、神经元减少等。 在神经退行性疾病中,嗅觉障碍通常

比经典的运动和认知障碍发生的更早,故将嗅觉障碍作为神经退行性疾病的临床标志有助于此类疾病的早期发

现,而其病理过程、发病机制的研究以及治疗药物的筛选和评价都需要合适的动物模型。 因此,本文就不同神经退

行性疾病嗅觉功能障碍的主要动物模型作一综述。
【关键词】 　 神经退行性疾病;嗅觉障碍;动物模型
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【Abstract】　 Neurodegenerative diseases are irreversible diseases caused by the gradual loss of neuronal structure or
function, leading to cognitive or motor disorders. The pathological changes mainly include senile plaques in the central
nervous system, neurofibrillary tangles and neuronal loss. In neurodegenerative diseases, olfactory dysfunction usually
occurs earlier than classic motor and cognitive disorders. Using olfactory dysfunction as a clinical sign of neurodegenerative
disease can help us to detect such diseases in the early stage. Investigation of the neuropathogenesis of the disease as well as
screening and evaluation of therapeutic drugs require appropriate animal models. Therefore, in this paper, we review the
main animal models of olfactory dysfunction in different neurodegenerative diseases.
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　 　 神经退行性疾病是一类以特异性神经元大量

丢失为主要特征的慢性进展性疾病,它包括一大类

常见的慢性病, 如阿尔茨海默病 ( Alzheimer ’ s
disease,AD)、帕金森(Parkinson’ s disease,PD)、运
动神经元病、多系统萎缩和亨廷顿病 (Huntington

disease,HD)等。 在临床上,神经退行性疾病的症状

呈多样化,几个系统损害的临床症状常互相叠加,
从而缺乏特异性的临床特征和生物学标记。 多项

研究表明,在神经退行性疾病中,嗅觉功能障碍的

发生通常早于经典的运动和认知障碍症状[1],而动
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物模型是研究此类疾病嗅觉减退病因和神经基础

的有用工具。 因此,本文就阿尔茨海默病、帕金森

病、亨廷顿病嗅觉障碍的主要动物模型作简要综

述,以期为神经退行性疾病的早期诊断和治疗提供

支持。

1　 阿尔茨海默病

阿尔茨海默病(Alzheimer’ s disease,AD)的典

型表现为进行性记忆力下降和逐渐加重的认知障

碍,其病理特征主要为 β-淀粉样蛋白 ( amyloid-β
protein,Aβ)在大脑皮层和海马区沉积形成老年斑、
神经元细胞内神经纤维缠结及脑皮层和海马区神

经细胞减少。 Aβ 蛋白是一种含有 39 ~ 43 个氨基

酸残基的多肽片段[2]。 多数学者认为 Aβ 蛋白的沉

积可作为 AD 患者嗅觉受累的标志。
研究表明,AD 患者早期可能存在嗅觉、听觉、

视觉障碍,相关动物实验已经证明 AD 早期视觉、听
觉减退[3],但嗅觉障碍比听觉或视觉下降更加具备

作为 AD 预警信号的能力[4],动物以及临床研究表

明,嗅觉障碍出现于 AD 患者早期,且出现时间早于

记忆力下降等典型表现。 Braak 病理分期显示,经
内嗅区皮质和内嗅区皮质在 AD 的Ⅰ-Ⅱ期就已出

现神经元纤维缠结,典型的认知损害出现在Ⅴ-
Ⅵ期[5]。
1. 1　 β-淀粉样前体蛋白转基因模型

β-淀 粉 样 前 体 蛋 白 ( amyloid-β precursor
protein,APP)转基因小鼠模型多用于 AD 嗅觉障碍

机制的研究。 APP 是一种广泛存在于全身组织细

胞上的单次跨膜蛋白,经蛋白酶裂解后会产生具有

毒性作用的 Aβ 蛋白。
将包含双重突变 Lys670-> Asn,Met671-> Leu

的人类 APP695 插入到小鼠 ion 蛋白粘粒载体,所得

APP 转基因小鼠与年龄匹配的 B6SJLF1 / J 非转基

因(野生型)小鼠作对照,选取 3 ~ 4 个月、6 ~ 7 个

月、16 个月大、21 ~ 29 个月的 Tg2576 突变型和野

生型小鼠。 采用氨基甲酸乙酯麻醉后进行组织学

采集。 Wesson 等[6] 采用此模型首次将嗅觉系统中

淀粉样蛋白与嗅觉感知损伤联系起来,发现过度表

达人类 APP 的小鼠在 3 个月时嗅觉系统中有较多

淀粉样蛋白和 Aβ 沉积,表现出进行性嗅觉缺陷,气
味辨别能力下降。 同时,小鼠嗅球中的肾小球层比

其他任何脑区更早地观察到了非纤维性 Aβ 的沉

积,即人的嗅球比其他脑区受损更早且更严重。
Saar 等[7] 在实验中发现,与对照组相比,嗅球体积

显著减少,这与先前报道的小鼠嗅球结构改变一

致。 气味信息处理的第一步发生在嗅球肾小球层

中,根据嗅球中有无 Aβ 沉积,该模型可预测嗅觉筛

查在 AD 中的指标作用,且在提供针对 APP 或 Aβ
对 AD 的治疗效果方面有很大优势。
1. 2　 APP / PS1 双转基因模型

APP / PS1 双转基因模型在症状和体征方面能

较好地模拟 AD 的特点。 采用两种质粒将小鼠 /人
淀粉样前体蛋白 ( mouse / human amyloid precursor
protein,Mo / HuAPP695swe) 和突变的人早老素 1
(presenilin 1,PS1-dΔ9)基因分别转入小鼠细胞,分
别由各自的小鼠朊蛋白启动子元件控制其表达。
选取 4 个不同年龄组(2、4、6、8 个月),每组有 4 个

野生型(WT)和 4 个双转基因纯合(2xTG)雌性小鼠

(N532)。 该小鼠模型最早是由 David Borcheh 建立

的,特征是随着月龄的增长,Aβ 水平增多,并且有

报道指出,此模型中 Aβ 的表达是性别依赖的,且雌

性小鼠 Aβ 水平高于雄性小鼠[8]。 Kurt 等[9] 发现 2
月龄的 APP / PS1 双转基因小鼠开始出现 Aβ 沉积,
6 月龄后 Aβ 沉积逐渐增加。 Gengler 等[10] 发现

APP / PS1 转基因小鼠在 2 月龄时脑皮质区出现脑

淀粉样物质沉积,4 月龄时皮质和海马区域的细胞

外 Aβ 沉积都显著增多,Aβ 斑块被小胶质细胞、星
形胶质细胞包绕。 Saiz 等[8] 采用此模型对嗅球、嗅
前核和嗅结节内的生长抑素(omatostatin,SOM)、小
白 蛋 白 ( parvalbumin, PV ) 和 钙 调 蛋 白

(calretininexpressing,CR)细胞进行定量分析,发现

SOM 和 CR 的表达提前下降,而 PV 在疾病进展后

期下降,表明嗅觉结构中 SOM 和 CR 细胞早期就已

坏死。 Li 等[11]发现 3 ~ 4 月龄的小鼠开始出现嗅

觉障碍,6 ~ 7 月龄的小鼠开始出现记忆、学习障碍

且嗅觉障碍严重。 该模型多用于研究 AD 嗅觉障碍

中 Aβ 沉积随时间的变化,可为 AD 干预的时间段提

供有效依据,但此模型外源基因表达不稳定、繁殖

力差,费用高。
1. 3　 P301 L-tau 转基因模型

在正常的神经元中,tau 蛋白主要富集于神经元

轴突内,与微管结合,维持微管的稳定性,异常情况
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下,tau 蛋白过度磷酸化。
将质粒 pR5 显微注射到 F1 雄性小鼠原核中,

产生表达人类 tau 亚型 htau40 和致病性突变 P301 L
的 P301 L-tau 转基因小鼠( tau 小鼠)。 该模型可用

于研究小鼠嗅觉功能障碍与脑内一氧化氮含量的

关系。 免疫细胞化学实验证明,小鼠嗅球富含 NO
生成细胞[12]。 而 NO 与气味信息处理密切相关[13]。
AD 患者血液或鞘内 NO 水平均低于正常对照

组[14-15]。 Hu 等[16] 采用此模型发现嗅觉功能障碍

与 tau 小鼠大脑中 NO 生成减少有关,尤其是嗅球中

NO 的减少,NO 代谢产物硝酸盐 /亚硝酸盐浓度降

低,使得 tau 蛋白异常磷酸化增加,导致嗅觉受损。
此外,在另一项研究中发现,6 个月大的 tau 小鼠嗅

觉辨别能力受损,对其进行病理分析显示过度磷酸

化的 tau 蛋白是 AD 成对螺旋丝的主要成分,tau 病

变发生在内嗅区的早期[17]。 Liu 等[18] 研究发现,转
基因 tau 蛋白在小鼠内侧内嗅皮层的表达可诱导内

源性 tau 蛋白过度磷酸化,并在海马积聚,抑制神经

元活性,从而导致海马依赖的非空间嗅觉记忆受

损。 此模型虽缺乏 AD 典型病理变化 Aβ 的沉积,但
在嗅觉功能障碍原因方面的研究具有重要意义。
1. 4　 APP / PS1 / tau 三转基因小鼠模型

三转基 因 小 鼠 模 型 ( triple-transgenic murine
model of Alzheimer’s diaesae,3xTg-AD)先由 PSIMl46 V

单转基因雌雄小鼠交配得到纯合子小鼠,然后分别

把两种突变基因 APPswe 和 TauP301 L 显微注射入

纯合子的胚胎干细胞,得到的小鼠经筛选得到 3xTg-
AD 小鼠,该模型表现出严重的气味记忆缺陷,在梨

状核、眶额皮质以及海马中存在明显的免疫染色,
而在气味主要加工区域嗅球中没有明显的 Aβ 和

tau 蛋白免疫反应性,但有严重的嗅觉缺陷[19]。 其

中一种解释是 Aβ 在嗅觉系统的其他部位比在嗅球

中出现得更早,这种解释也在后来的研究中证明是

正确的[20]。 Zhang 等[21] 发现 4 月龄 3xTg-AD 小鼠

饮用 6 μg / mL 硒代蛋氨酸 12 周,嗅球层 Aβ 的表达

和 Aβ 沉积有所下降,即硒代蛋氨酸对 AD 嗅觉功能

障碍有潜在治疗作用。 这种转基因小鼠更多模仿

了人 AD 脑中区域性的病理改变,能较全面地复制

AD 病理症状与运动特征。

2　 帕金森病动物模型

帕金森病(Parkinson’s disease,PD)是一种常见

于中老年的神经系统变性疾病,其病理改变表现为

中脑黑质纹状体内多巴胺能神经元的变性死亡,异
常突触核蛋白聚集物在神经元内沉积。 研究表明,
PD 早期的非运动症状主要是嗅觉障碍和便秘,便
秘在 PD 男性患者运动症状前 10 ~ 20 年出现,在女

性患者出现的时间还有待研究[22],28% ~ 80%的

PD 患者早期存在便秘现象[23],相关动物模型也已

证明 PD 患者早期便秘的存在。 PD 患者嗅觉障碍

在运动症状数年之前出现,约 90%的患者在 PD 早

期即出现嗅觉障碍[24],其灵敏度为 88%,特异度为

83%[25]。 PD 的 Braak 病理分期显示嗅球与嗅前核

在Ⅰ 期就已受累, 典型的运动症状出现在 Ⅲ、
Ⅳ期[26]。
2. 1　 6-OHDA 模型

6-羟基多巴胺(6-hydroxidopamine,6-OHDA)是

一种儿茶酚胺类似物,亲水性,不能穿过血脑屏障,
须通过特定的定位程序,将其直接注射到黑质、纹
状体、内侧前脑束[27]。 6-OHDA 进入细胞就立即被

氧化,导致活性氧物质和多巴胺醌形成,这些活性

氧物质和多巴胺醌能抑制线粒体呼吸链复合体 I,
从而诱导与氧化应激相关的细胞毒性。 向不同部

位注射 6-OHDA, 会产生不同的嗅觉障 碍。 将

6-OHDA直接注入大鼠嗅球,几天后发现大鼠黑质

内多巴胺能神经元变性,且存在从黑质到嗅球的多

巴胺能投射,使嗅球肾小球层的中间神经元多巴胺

数量增加,进而抑制嗅觉感受器以产生嗅觉减

退[28-29]。 向大鼠黑质双侧注入 6-OHDA,注射7 d后
嗅球肾小球层周围神经元丢失,嗅觉识别能力下

降[29]。 单侧和双侧向背侧纹状体注射 6-OHDA,很
快伏隔核和嗅结节多巴胺能变性,小鼠表现出嗅觉

辨别障碍[30]。 该模型小鼠经多巴胺替代疗法治疗

后可明显改善其嗅觉,这为 PD 患者多巴胺调节嗅

觉途径的治疗提供参考方向。
2. 2　 MPTP 模型

1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine,MPTP)是一种亲

脂性的毒素,易穿过血脑屏障。 在大脑中,MPTP 被

单胺氧化酶 B 转化为有毒物质 1-甲基-4-苯基吡啶

(1-methyl-4-phenylpyridinium,MPP + ),MPP + 被多巴

胺转运蛋白摄取并在多巴胺能神经元内积累,通过

抑制线粒体呼吸链复合体Ⅰ引起线粒体损伤和氧
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化应激[31]。
MPTP 有三种模型:(1)急性模型,1 ~ 2 d 内单

次或分次向动物腹腔或皮下每千克体重注射 10 ~
96 mg MPTP。 该类模型在小剂量时引起的神经损

伤较轻,属于症状前模型,常用于代偿机制研究;大
剂量时引起急性神经元变性坏死,常用于晚期 PD
的神经解剖、生化等研究。 (2)亚急性模型,1 至数

周内分次按每千克体重给予 100 ~ 200 mg 或更高

剂量 MPTP,神经损伤呈进行性加重,常用于一些反

应较慢的代偿机制研究,如受体表达等。 (3)慢性

模型,多见于猴模型制备。 数月内给予一定剂量

MPTP 使猴子产生稳定的 PD 症状,一般每周静脉注

射 MPTP 每千克体重 0. 3 ~ 0. 5 mg,直至产生典型

PD 运动障碍,历时半年至 2 年,总量约 20 ~ 40 mg。
嗅觉研究应用较多的是亚急性模型。 Prediger 等[25]

表明,鼻腔注射 MPTP 能显著降低大鼠嗅球和黑质

酪氨酸羟化酶的表达,致嗅球、纹状体的多巴胺浓

度在注射 7 ~ 14 d 后降低,大鼠出现嗅觉辨别障

碍,相比之下,大鼠腹腔注射 MPTP 14 ~ 21 d 后出

现嗅球和纹状体多巴胺浓度降低,继而显现嗅觉障

碍,这可能是与大鼠在 MPTP 全身给药时相对不敏

感有关。 该模型的嗅觉、认知、运动能力损伤的时

间进程与 PD 临床症状最为吻合,是研究 PD 发病机

制常用模型。
2. 3　 鱼藤酮模型

鱼藤酮是一种除草剂、杀虫剂,天然存在于某

些植物的根茎中,高亲脂性,很容易通过血脑屏障

和细胞膜。 鱼藤酮会阻断线粒体呼吸链复合体Ⅰ,
增加活性氧物质并降低谷胱甘肽水平,导致氧化应

激,加剧细胞氧化损伤[32]。
皮下注射方法为:将 45 只健康大鼠随机分为 3

组,每组 15 只。 正常组大鼠正常喂养,不予处理,假
手术组大鼠颈背部注射葵花油溶剂(2 mg / kg,不含

鱼藤酮),模型组大鼠注射同等体积鱼藤酮葵花油

溶剂(2 mg / kg,鱼藤酮试剂与葵花油融合,两溶液配

比为 2 mg / mL)。 每日上午 9:00 注射,连续 28 d。
李亚楠等[33]在建模结束 1 d 后,对各组大鼠分别进

行行为学评分,假手术组和正常组均未出现异常行

为表现,模型组大鼠出现明显的异常行为。 鱼藤酮

所致的 PD 动物模型还有腹腔注射、口服给药、立体

定位注射、静脉注射、吸入给药,环境接触给药。 口

服给药 7 d 后,小鼠嗅球中 α-突触核蛋白聚集并开

始出现嗅觉辨别障碍[34]。 鼻腔注射鱼藤酮还会引

起嗅球的线粒体应激和电生理改变,并增强 α-突触

核蛋白磷酸化和聚集[34-35]。 小鼠每天在鱼藤酮环

境中暴露 2 h,连续 2 周,在埋藏食物试验中 α-突触

核蛋白在嗅前核积聚,显示嗅觉缺陷[36]。 该模型几

乎复制了啮齿类动物的所有帕金森病特征,使用广

泛,操作简单,成本低,但该物质引发的死亡率高,
PD 典型症状不明显。
2. 4　 转基因模型

用于研究 PD 的转基因动物模型主要有 α-突
触核蛋白模型、Parkin 模型、PINK1 模型、DJ-1 模

型。 其中,嗅觉障碍研究较多的是 α-突触核蛋白

模型。 将人类 α-突触核蛋白 A53T 突变基因插入

到神经特异性启动子 PDGF 的下游,构建 α-突触

核蛋白 A53T 表达载体。 用显微注射法将载体注

射到小鼠中,制备转基因小鼠。 Taguchi 等 [37] 发

现 9 月龄小鼠出现的嗅觉减退与嗅球中磷酸化

突触核蛋白的显著积聚一致。 过度表达 α-突触

核蛋白 A53T 的转基因小鼠气味辨别缺陷 [38] 。
Taguchi 等 [39] 在另一项研究中指出,磷酸化的

α-突触核蛋白首先出现在嗅球,3 个月后扩散到

海马和杏仁核,12 个月后传递到黑质和蓝斑。 此

模型与以上模型相比操作复杂,技术要求高,在
AD 的嗅觉障碍研究中应用较少。

3　 亨廷顿病动物模型

亨廷顿病(Huntington disease,HD)是一种常染

色体显性遗传性神经退行性疾病。 病理改变特点

是纹状体和大脑皮质的神经细胞脱失。 临床证据

表明,嗅觉功能障碍可能在明显的运动或认知障碍

之前出现。 除嗅觉障碍外,HD 是否还有其它早期

表现还有待进一步研究。
3. 1　 N-端 R6 / 2 转基因模型

R6 / 2 模型表达突变的人类亨廷顿基因的外显

子 1,含有约 150 个 CAG 重复序列含有约 150 个

CAG 重复序列[40]。 将大小为 1 × 103 的人类 5′端
HTT 基因作为启动子,插入小鼠基因组中,获得 R6 /
2 转基因雄性小鼠,将携带 R6 / 2 的转基因雄性小鼠

与野生雌性小鼠杂交。 5 ~ 6 周显示 HD 病理症状,
通常 13 周以上不能存活[41]。 Kohl 等[42] 通过上述
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方法,发现 R6 / 2 转基因小鼠纹状体受到严重损害

时不能为神经元的成熟提供足够的信号,且嗅球内

的相关微环境干扰了新成熟神经元的存活和整合,
使神经母细胞发育受到影响。 Kandasamy 等[43] 在

得出以上结论的同时,转基因小鼠嗅球细胞增值减

少,出现嗅觉障碍。 该模型是目前用于研究 HD 使

用最广泛的,小鼠发病早,病情进展快,其大量 CAG
重复序列符合青少年 HD 的发病特征,适用于研究

表型剧烈的青少年 HD。
3. 2　 N-端 R6 / 1 转基因模型

R6 / 1 模型表达突变的人类亨廷顿基因的外显

子 1,具有 115 个 CAG 重复序列[44]。 将携带 R6 / 1
转基因的雄性小鼠与野生雌性小鼠杂交,所生小鼠

每天光照 12 h,食物和水自由获取。 饲养 4 周后,取
小鼠尾部组织进行 PCR 基因分型。 在催眠诱导全

身麻醉下皮下植入芯片进行鉴定。 在 R6 / 1 转基因

小鼠模型中,神经元可塑性降低。 Mo 等[45] 认为梨

状皮质神经元和可塑性标记物的减少可能是导致

R6 / 1 小鼠嗅觉功能障碍的原因,与野生型小鼠相

比,在运动障碍开始之前,R6 / 1 小鼠 8 周龄时已出

现嗅觉功能障碍。 梨状皮质通过外侧嗅束接受嗅

球的直接投射,并投射到大脑区域,在气味辨别和

气味记忆中起着重要作用。 Lazic 等[46] 等在研究中

表明,梨状皮质可塑性降低与气味辨别选择性损害

有关,在 HD 早期阶段,气味辨别和气味识别能力均

受损,且气味辨别受损更严重。 该模型小鼠发病年

龄较晚,病情进展缓慢,更有利于观察 HD 典型症状

前的表现。

4　 总结

神经退行性疾病作为不可逆损伤性疾病,典型

表现出现时大多处于疾病中晚期,已错过最佳治疗

时间,因此,嗅觉障碍对此类疾病的早期诊断具有

重大意义。 综上所述,在神经退行性疾病中,目前

已成功构建的动物模型主要有转基因模型和神经

毒素模型两大类。 AD 嗅觉障碍动物模型多采用转

基因模型,虽技术要求高,花费较大,但其能较好地

模拟 AD 临床行为和病理特征。 PD 嗅觉障碍动物

模型以神经毒素类模型使用最多,其操作简单,重
复性好。 HD 嗅觉障碍的动物模型相对较少,可重

复性差,还需进一步研究。

嗅觉障碍动物模型有助于研究神经退行性疾

病的病理过程、发病机制以及对治疗药物进行筛选

和评价,对疾病的早期诊断和治疗有重大意义,有
可能成为人类攻克此类疾病的重要手段。 但在

AD、PD、HD 动物模型中观察到的嗅觉障碍因自身

选择性不足,因此,未来的研究应着眼于探讨三大

类神经退行性疾病早期嗅觉障碍间的差异,从而为

疾病早期诊断、鉴别诊断以及治疗提供有力证据。
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