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家兔颈总动脉血管内膜增生模型的探讨

曹　 旺,李　 霞,刘彩霞,邓常清∗

(湖南中医药大学中西医结合心脑疾病防治湖南省重点实验室,长沙　 410208)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨家兔颈总动脉血管内膜增生模型的建立方法及影响因素。 方法　 30 只新西兰大白兔,
雌雄各半,随机分为假手术组、高脂+单侧套管组(按造模时间分为 2 周、3 周亚组)、高脂+双侧套管组(按造模时间

分为 2 周、3 周亚组)。 单侧套管组在左侧颈总动脉外侧置一硅橡胶管(长度 20 mm,内径 1. 0 mm)包裹血管并固

定, 双侧套管组在双侧颈总动脉外侧分别置一硅橡胶管包裹血管并固定。 两组均于术后次日给予 2%胆固醇饲料

连续喂养 2~3 周。 假手术组只行手术分离颈总动脉,不进行血管套管术,并饲喂普通饲料。 分别于手术后第 2 周、
第 3 周取损伤段颈总动脉观察病理形态学改变,采用形态计量学方法测定血管内膜增生指标,免疫组化法测定增

生内膜中 α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin,α-SMA)、骨桥蛋白(osteopontin, OPN)、Ⅰ型胶原(Col-Ⅰ)、炎
性反应因子白细胞介素-1β(IL-1β)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的表达。 结果　 高脂+颈总动脉硅橡胶管套管干预 2
周、3 周后,颈总动脉出现明显的血管内膜增生,内膜面积(IA)、内膜厚度(IT)、内膜面积增生率(HRIA)、内膜厚度

增生率(HRIT)均显著增加,其中双侧套管的内膜增生较单侧明显,干预 3 周内膜增生较 2 周严重。 在双侧套管 3
周,血管内膜 α-SMA 表达显著降低、OPN、Col-Ⅰ、IL-1β、TNF-α 表达显著增高。 结论　 应用高脂+颈总动脉硅橡胶

管套管法可成功建立血管内膜增生模型,以双侧颈总动脉套管干预 3 周以上为宜。
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A model of vascular intimal hyperplasia of the common carotid
artery in rabbits

CAO Wang, LI Xia, LIU Caixia, DENG Changqing∗

(Key Laboratory of Hunan Province for Prevention and Treatment of Integrated Traditional Chinese and
Western Medicine on Cardiocerebral Diseases, Hunan University of Chinese Medicine, Changsha 410208, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To explore an establishment method and influencing factors of an intimal hyperplasia model
of common carotid artery in rabbits. Methods 　 Thirty New Zealand white rabbits, half male and half female, were
randomly divided into a sham operation group, high fat + unilateral cannula group (divided into 2- and 3-week subgroups
in accordance with the modeling time), and hyperlipidemia + bilateral cannula group ( divided into 2 - and 3-week
subgroups in accordance with the modeling time). In the unilateral cannula group, a silicone tube (20 mm in length and
inner diameter of 1 mm) was placed on the lateral side of the left common carotid artery and fixed, whereas in the bilateral
cannula group, a silicone tube was placed on the lateral side of the bilateral common carotid artery and fixed. Both groups
were fed a 2% cholesterol diet for 2-3 weeks starting from the day after the operation. In the sham operation group, the



common carotid artery was separated, no vascular cannula was performed, and the rabbits were fed a regular diet. At 2 and
3 weeks after the operation, pathomorphological changes of the injured common carotid artery were observed, the index of
intimal hyperplasia was measured by morphometry, and expression of α-smooth muscle actin ( α-SMA), osteopontin
(OPN), type I collagen (Col-Ⅰ), inflammatory response factor interleukiN-1β ( IL-1β), and tumor necrosis factor-α
(TNF-α) in intimal hyperplasia was determined by immunohistochemistry. Results　 After treatment with high fat and the
silicone tube for 2 or 3 weeks, intimal hyperplasia was found in the common carotid artery. The intimal area, intimal
thickness, intimal area proliferation rate, and intimal thickness were increased significantly. Intimal hyperplasia in the
bilateral cannula was more obvious than that in the unilateral side, and intimal hyperplasia at 3 weeks was more serious
than that at 2 weeks. After 3 weeks of the bilateral cannula, expression of α-SMA in the vascular intima was reduced
significantly and expression of OPN, Col-Ⅰ, IL-1β, and TNF-α was increased significantly. Conclusions 　 A model of
intimal hyperplasia can be successfully established using high fat and a common carotid artery silicone cannula, and the
bilateral common carotid artery cannula should be applied for more than 3 weeks.

【Keywords】　 intimal hyperplasia; vascular stenosis; rabbit; animal model; hyperlipidemia

　 　 冠状动脉粥样硬化性心脏病 ( coronary heart
disease, CHD)是严重危害人类健康的心血管疾病。
经 皮 冠 状 动 脉 介 入 术 ( percutaneous coronary
intervention, PCI)治疗可以很好地实现冠脉血运重

建,改善患者的生存质量,明显降低患者的死亡率,
但术后由于血管内膜损伤后引起的血管再狭窄是

困扰介入治疗的难题,也是影响患者预后和再发缺

血性心脏病的重要原因。 众所周知,血管再狭窄的

基本病理特征是血管内膜增生,在 PCI 术后,由于血

管内膜损伤,导致内膜下血管平滑肌细胞( vascular
smooth muscle cell,VSMC)迁移至内膜并发生增殖,
使血管内膜增厚而致血管再狭窄的发生[1-3]。 因

此,防治 PCI 术后血管内膜增生引起的血管再狭窄

是当前迫切需要解决的问题。 而建立动物血管内

膜增生模型是其防治研究的前提。 目前,血管内膜

增生模型的建立方法主要有球囊导管损伤血管内

膜引起内膜增生和高脂喂养引起动脉粥样硬化血

管内膜增生等方法[4-6]。 球囊导管可损伤血管内

皮,引起内膜增生,可用于大鼠、家兔等内膜增生模

型的建立,但手术操作复杂,动物存活率较低,引起

病变的程度变异较大,不利于防治方法的评价。 动

脉粥样硬化模型主要用于小鼠和家兔,可在一定程

度上引起血管内膜增生,但实验周期长,病变部位

难以控制[7-10]。 家兔是动脉粥样硬化的易感动物,
高脂高胆固醇饲料喂养可以形成类似人动脉粥样

硬化的病变,而单纯用高脂高胆固醇喂养虽然可诱

发动脉粥样硬化病变,但血管内膜增生病变不典

型,实验周期长。 因此,建立一种病变明确、操作简

单的血管内膜增生模型是研究其病理生理和防治

的重要前提。 本实验采用家兔高胆固醇饲料喂养

联合硅橡胶管颈总动脉套管术使颈总动脉狭窄的

方法,建立了一种颈总动脉血管内膜增生模型,为
血管内膜增生病理生理和防治方法的研究提供了

有效手段。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

普通级新西兰种大白兔雌雄各 15 只,10 周龄

体重 1. 8~2. 0 kg,均购于湖南太平生物科技有限公

司[SCXK(湘)2015-0004]。 实验在湖南省中医药

研究院动物中心进行[SYXK(湘)2015-0008],动物

实验得到湖南中医药大学医学动物实验伦理委员

会批准(2019-0027),并按实验动物使用的 3R 原则

给予人道的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

改良 Masson 三色染色试剂盒(北京索莱宝科技

有限公司,批号 20190613);二步法免疫组化法检测

试剂盒(北京中杉金桥,批号 2015G0115);DAB 显

色试剂盒(北京中杉金桥,批号 K196721D);小鼠抗

α-smooth muscle actin(α-SMA)单克隆抗体(abcam,
批号 GR3257713-3);小鼠抗 Osteopontin(OPN)单

克隆抗体(NOVUS,批号 NB110-89062);兔抗 TNFα
多克隆抗体(Bioss,批号 bs-2150R);兔抗 1 L-1β 多

克隆抗体(Bioss,批号 bs-0812R);兔抗 Collagen 1
(Col-1)多克隆抗体(Bioss,批号 bs-0578R)。 石蜡

切片机(英国 Shado 公司,HM325);光学显微镜(日
本 Olympus 公司,BA410E)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及处理

实验前适应性饲养 1 周,饲养于普通级动物实

验室,室温 25℃、湿度 45%~65%,喂食标准饲料,自
由摄食和水。 将家兔随机分为假手术组(A 组),高
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脂+单侧套管组(B 组,按造模时间分为 B1、B2 亚

组),高脂+双侧套管组(C 组,按造模时间分为 C1、
C2 亚组),每组 6 只,雌雄各 3 只排除性别干扰。 按

颈总动脉套管法改良制作颈总动脉血管内膜增生

模型[11]:动物术前 12 h 禁食不禁水,耳缘静脉注射

2. 5%戊巴比妥钠(1 mL / kg)麻醉后仰卧固定,颈部

正中切口,分离两侧颈总动脉。 高脂+单侧套管组

将一个无活性的柔软的硅橡胶管(长度 20 mm,内径

1. 0 mm)沿长轴剪开后,套在分离的左侧颈总动脉

外面,用丝线结扎固定。 高脂+双侧套管组将两个

硅橡胶管分别套在分离的左右侧颈总动脉外面,用
丝线结扎固定。 术后第 1 天起连续喂养高脂饲料

(2%胆固醇+3%橄榄油+95%普通饲料)。 假手术

组只进行手术操作分离颈总动脉,不进行血管套

管,从术后第 1 天起连续喂养普通饲料。 术中 A
组、B1 组、C1 组麻醉意外死亡 1 只,各组术后肌注

青霉素 7 d 抗感染,术后未有动物死亡。 分别于术

后 2 周、3 周处死动物检测,取材时硅橡胶管脱落者

即为造模不成功,其中 B2 组 1 只,C1 组 1 只,C2 组

2 只。
1. 3. 2　 检测指标

血管内膜增生形态学计量分析:取损伤段颈总

动脉,在 PBS 缓冲液中将血管剥离干净,放入 4%多

聚甲醛固定 7 d,乙醇梯度脱水,石蜡垂直定向包埋,
每段血管间断均匀切取 8 片后按试剂盒说明行

Masson 染色,以病理图像分析系统测定中膜面积

(media area,MA),内膜面积(intimal area,IA)、内膜

中线周长、中膜中线周长,计算中膜厚度 ( media
thickness,MT)、内膜厚度( intimal thickness,IT)、内
膜面积增生比率 ( hyperplasia ratio of intimal area,
HRIA)、 内膜厚度增生比率 ( hyperplasia ratio of
intimal thickness,HRIT),以评价血管内膜增生程度。
计算公式如下:

MA=(外弹力膜内面积-内弹力膜内面积)
IA=(内弹力膜内面积-管腔面积)

MT= 外弹力膜内面积
π

- 内弹力膜内面积
π

IT= 外弹力膜内面积
π

- 管腔面积
π

HRIA=[(内膜面积) / (内膜面积+中膜面积)
×100%]

HRIT=[(内膜厚度) / (内膜厚度+中膜厚度)
×100%]

免疫组化法测定损伤段颈总动脉增生内膜中

α-SMA、OPN、TNF-α、1L-1β、Col-1 蛋白表达:按照免

疫组化试剂盒说明书操作:将损伤段血管组织置

4%多聚甲醛固定 7 d,乙醇梯度脱水,石蜡垂直定向

包埋,石蜡切片机均匀切片,每厚约 4 μm;60℃烤片

过夜;脱蜡水化;微波抗原修复;冷却至室温后每张

切片滴加一抗 50 μL(小鼠抗 α-SMA 单克隆抗体,
稀释浓度 1 ∶2000,小鼠抗 OPN 单克隆抗体,稀释浓

度 1 ∶200,兔抗 TNF-α 多克隆抗体,稀释浓度 1 ∶200,
兔抗 1L-1β 多克隆抗体,稀释浓度 1 ∶200,兔抗 Col-
Ⅰ多克隆抗体,稀释浓度 1 ∶200),4℃孵育过夜;然
后按 PV-9000 二步法检测试剂盒滴加二抗,37℃温

育 30 min;DAB 显色,苏木素复染,脱水与透明后封

片。 光镜下可见阳性表达呈棕黄色点状或纤维状

染色,每张切片选择 5 个不同视野进行拍照,用
Image-Pro Plus6. 0 图像分析软件测量阳性染色积分

光密度( integrated optical density,IOD)值以及阳性

染色面积,并计算出平均 IOD 值以反映目的蛋白的

表达强度。 平均积分光密度值= IOD Sum / Area Sum
(μm2)。
1. 4　 统计学方法

实验数据采用平均数±标准误差( 􀭰x ±s􀭰x )表示,
运用 SPSS 23. 0 统计软件进行统计分析。 先将各组

数据进行方差齐性检验,多组间比较采用单因素方

差分析, 方差齐者用 LSD 检验; 方差不齐者用

Dunnett,s T3 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 血管内膜病理形态学改变

Masson 染色显示,假手术组血管内膜内弹力膜

完整,呈单层,未见明显增生。 各实验组血管内膜

呈均一或不均一增生,大量 VSMC 增生,细胞排列紊

乱,内膜增生明显,向血管管腔呈向心性或偏心性

增厚。 其中单侧套管组术后 2 周和 3 周内膜均呈局

限性增生,术后 3 周的增生程度大于 2 周。 双侧套

管组内膜多呈向心性增厚,术后 2 周增生程度较轻,
术后 3 周见明显的内膜增生,血管管腔狭窄明显

(图 1)。
2. 2　 各组增生内膜形态计量学指标的比较

假手术组血管内膜无明显增生。 与假手术组

比较,单侧套管 2 周组 HRIA、HRIT 显著增加(P<
0. 05),单侧套管 3 周组 IA、IT、HRIA、HRIT 均显著

增加(P<0. 05);单侧套管 3 周组与 2 周组比较,IA、
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IT、HRIA、HRIT 差异无统计学意义(P>0. 05)。 双

侧套管 2 周组、3 周组 IA、IT、HRIA、HRIT 均较假手

术组显著升高(P<0. 01);双侧套管 3 周组与 2 周组

比较, IA、 IT、HRIA、HRIT 均显著升高 (P < 0. 05 -
0. 01)。 双侧套管 2 周组与单侧套管 2 周组比较,
IA、IT、HRIA、HRIT 均显著升高(P<0. 05),双侧套

管 3 周组与单侧套管 3 周组比 IA、IT、HRIA、HRIT
均显著增加(P<0. 01)。 (表 1)

注:A:假手术组;B1:单侧套管 2 周;B2:单侧套管 3 周;C1:双侧套管 2 周;C2:双侧套管 3 周。

图 1　 颈总动脉 Masson 染色

Note. A, Sham operation group. B1, Unilateral cannula for 2 weeks. B2, Unilateral cannula for 3 weeks. C1, Bilateral cannula
for 2 weeks. C2, Bilateral cannula for 3 weeks.

Figure 1　 Masson staining of common carotid artery

表 1　 各组血管形态学计量指标的比较( 􀭰x ±s 􀭰x )
Table 1　 Comparison of blood vessel morphology measurement indexes in each group

组别
Groups

样本数
Number of
samples

MT
(μm)

MT
(μm)

IA
(μm2)

IT
(μm)

HRIA
(%)

HRIT
(%)

A 5 126188. 50±8359. 12 53. 37±3. 87 17330. 00±1302. 05 8. 83±0. 60 12. 15±0. 91 14. 26±0. 74
B1 5 98511. 40±8249. 99 46. 56±4. 12 28397. 20±8183. 88 15. 49±3. 89 22. 00±5. 40∗ 24. 74±5. 37∗

B2 5 132937. 40±9779. 20 49. 92±2. 34 39637. 40±5450. 12∗ 16. 96±0. 52∗ 22. 71±1. 47∗ 25. 51±1. 43∗

C1 4 106725. 40±11931. 04 42. 04±2. 51 62069. 60±8655. 39∗∗△△ 27. 98±2. 95∗∗△△ 36. 57±3. 13∗∗△△ 39. 73±3. 19∗∗△△

C2 4 108896. 00±7438. 70 42. 78±1. 79 100494. 00±5161. 38∗∗▼▼△△ 44. 86±2. 25∗∗▼▼△△ 48. 08±1. 67∗∗▼△△ 51. 14±1. 67∗∗▼△△

注:A:假手术组;B1:单侧套管 2 周;B2:单侧套管 3 周;C1:双侧套管 2 周;C2:双侧套管 3 周。 与假手术组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 2 周比较,▼P<0. 05,
▼▼P<0. 01;与同时间单侧比较,△P<0. 05,△△P<0. 01。
Note. A, Sham operation group. B1, Unilateral cannula for 2 weeks. B2, Unilateral cannula for 3 weeks. C1, Bilateral cannula for 2 weeks. C2, Bilateral cannula for 3 weeks.
Compared with sham operation group, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. Compared with 2 weeks, ▼P < 0. 05, ▼▼P < 0. 01. Compared with the same time, △P <
0. 05, △△P< 0. 01.

2. 3　 各组增生血管内膜中 α-SMA、OPN、TNFα、
1L-1β、Col-1表达的比较

与假手术组比较,单侧套管 2 周组、3 周组和双

侧套管 2 周组增生内膜中血管平滑肌细胞收缩表型

标志蛋白 α-SMA 表达差异无统计学意义 ( P >
0. 05),双侧套管 3 周组增生血管内膜中 α-SMA 表

达显著降低(P<0. 05)。 (图 2)与假手术组比较,单
侧套管 2 周组、3 周组和双侧套管 2 周组、3 周组增

生内膜中血管平滑肌细胞合成表型(去分化型)标

志物蛋白 OPN、细胞外基质成分 Col-Ⅰ、炎性反应因

子 IL-1β、TNF-α 表达显著增高(P<0. 05)。 (图 3、

图 4、图 5、图 6)

3　 讨论

目前采用套管制作血管狭窄模型有两种方法,
一种是在血管外包裏硅橡胶圈,血管套管可使颈总

动脉狭窄,造成局部血流动力学变化,同时动脉套

管的机械刺激可诱导血管局部特别是血管外膜的

炎症反应,从而促进动脉内膜增生[12]。 但单纯的血

管套管法造成血管狭窄的时间较长,且病变不稳

定。 另一种方法是在血管套管的基础上加高脂饲

养[13-14]。 家兔属于动脉粥样硬化易感动物,与啮齿

类动物相比,由于啮齿类动物缺乏胆固醇酯转移

酶,仅给予高脂饲料无法引起明显的动脉粥样硬化

斑块,因此,啮齿类动物不容易发生动脉粥样硬化

性病变,而兔体内存在胆固醇酯转移酶,给予高脂

饲料可引起脂质在内膜沉积,因此高脂饲料可诱发

家兔动脉粥样硬化[15]。 但单纯高脂饮食饲养往往

实验周期较长,且病变部位难以控制,故可在高脂

基础上施以损伤血管及其他干预手段,诱导内膜出

4 中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



注:A:假手术组;B1:单侧套管 2 周;B2:单侧套管 3 周;C1:双侧套管 2 周;C2:双侧套管 3 周。 与假手术组比较:∗ P< 0. 05,∗∗P<0. 01,
∗∗∗P<0. 001。下图同。

图 2　 α-SMA 免疫组化染色

Note. A, Sham operation group. B1, Unilateral cannula for 2 weeks. B2, Unilateral cannula for 3 weeks. C1, Bilateral cannula for 2 weeks. C2,

Bilateral cannula for 3 weeks. Compared with sham operation group, ∗P< 0. 05, ∗∗P< 0. 01,∗∗∗P<0. 001. The same as below.

Figure 2　 Immunohistochemical staining of α-SMA

图 3　 OPN 免疫组化染色

Figure 3　 Immunohistochemical staining of OPN

现动脉粥样硬化性改变而出现血管内膜增生。 因

此,本实验采用血管套管法加高脂饲料喂养,目的

是促进动脉粥样硬化和血管狭窄,使病变固定在某

个部位,便于对血管狭窄病理生理机制和防治方法

的研究。 实验证明,无论是单侧还是双侧颈总动脉

套管加高脂喂养,均可诱导血管内膜增生,且随着

时间的延长,病变逐渐加重,并且双侧血管套管诱

导的病变较单侧套管法更重。 说明采用硅橡胶圈

血管套管加高脂喂养法能诱导明显的血管狭窄,可

缩短血管狭窄形成时间,并使血管狭窄局限发生在

颈总动脉,从而为特定目的的研究提供合适的动物

模型。 这种方法引起的血管狭窄与人类动脉粥样

硬化引起的血管狭窄近似,由于套管和高脂刺激,
使血管内皮细胞损伤,产生血管炎症反应,诱导血

管平滑肌细胞迁移、增殖,导致内膜增生而产生血

管狭窄。 该方法保存了血管内膜的完整性,对血管

的损伤小,具有成模时间短、病变固定等优点。
血管内膜增生发生机制十分复杂,目前认为与
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图 4　 TNF-α 免疫组化染色

Figure 4　 Immunohistochemical staining of TNF-α

图 5　 1L-1β 免疫组化染色

Figure 5　 Immunohistochemical staining of 1L-1β

图 6　 Col-1 免疫组化染色

Figure 6　 Immunohistochemical staining of Col-1
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内皮功能障碍与损伤、血小板聚集与血栓形成、血
管平滑肌细胞向内膜迁移、增殖、炎症反应及合成

大量细胞外基质等多种因素有关[16-17]。 正常情况

下,血管壁自内向外依次分为内膜、中膜、外膜。 内

膜主要由内皮细胞和内皮下成分组成;中膜主要由

血管平滑肌细胞与胶原纤维构成;外膜由疏松结缔

组织组成,细胞成分以外膜成纤维细胞为主。 本研

究表明,在血管套管后不同时间,出现明显的内膜

增生,新生内膜中血管平滑肌细胞数量明显增多,
排列紊乱,增生内膜中细胞外基质沉积明显增多,
局部增生的内膜中炎性反应显著增强,表明在炎性

反应下中膜 VSMC 向内膜迁移、增生并合成大量细

胞外基质诱导了血管内膜增生。
VSMC 增 殖 是 血 管 内 膜 增 生 的 中 心 环 节。

VSMC 增生的前提是其发生了表型转化。 在成熟的

血管中,VSMC 呈现“收缩”或分化的表型,其特征是

可见到 VSMC 特异性收缩标志物如 α-SMA、平滑肌

22α( smooth muscle22α,SM22α)的表达,它们在收

缩调节中起重要作用[18-19]。 当血管损伤后,VSMC
去分化并重新进入细胞周期,发生细胞增殖,表达

OPN 等特异性合成表型(去分化型)标志物。 这种

去分化表型在动脉粥样硬化、PCI 术后再狭窄以及

高血压血管重构的发生发展中具有重要的病理生

理意义[20]。 有研究发现,在大鼠血管损伤模型,增
生内膜中 α-SMA 表达下调,表明血管受损后 VSMC
发生了由分化型向去分化型的表型转化。 血管损

伤后局部炎性反应可以诱发全身的慢性炎性反应,
进而促进 VSMC 迁移与增殖引起内膜增生。 血管中

膜的 VSMC 增殖并迁移至内膜后合成大量细胞外基

质并在血管壁沉积,从而进一步促进内膜的增生。
我们的研究也发现,在双侧套管 3 周,增生血管内膜

中 VSMC 收缩型标志物 α-SMA 表达显著降低,合成

表型标志物 OPN 表达显著增高,细胞外基质成分

Col-Ⅰ表达显著增高,炎性反应因子 IL-1β、TNF-α
表达显著增高,提示在这种模型的血管内膜增生

中,VSMC 由收缩表型转化成合成表型,使 VSMC 自

血管中膜向内膜迁徙,发生过度增殖,并合成和分

泌多种生物活性物质和细胞外基质,导致血管内膜

增生。
此外,我们在实验中还发现,在血管套管后,如

果硅橡胶管套管与血管贴合不紧密,可能导致套管

脱落,导致造模失败。 因此,在血管套管时,可以采

用多重丝线结扎的方法,使血管套管能紧密地贴合

血管,这样可保证血管狭的形成并且可以保证模型

的一致性。
总之,本文采用颈总动脉血管套管加高脂喂养

的方法,可以造成明显的颈总动脉局部血管内膜增

生,使血管腔狭窄。 而且,在使用这种方法时,双侧

颈总动脉套管比单侧的成模效果好,套管后 3 周血

管狭窄的程度更明显。 因此,在应用这种方法造模

时,建议采用双侧血管套管加高脂喂养,造模时间

以 3 周以上为宜。
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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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PM2. 5 通过增加海马神经炎症引起小鼠的认知障碍

付信靖,张　 钰,郭建国,张　 玲∗,秦　 川

(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,国家卫生健康委员会人类疾病比较医学

重点实验室,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　 空气细颗粒物 PM2. 5 是空气污染物的重要组成部分,能通过多种途径引起呼吸系统及各个

器官系统疾病。 值得注意的是,PM2. 5 可引起认知减退,其具体机制尚不明确。 本研究旨在探索空气污染物

PM2. 5 的环境暴露影响动物认知功能的机制。 方法　 本研究采用狭缝分离式 PM2. 5 在线浓缩富集系统进行小鼠

的 PM2. 5 富集与暴露造模,选用 C57BL / 6 小鼠,进行每天 4 h、每周 5 d、共 15 周的 PM2. 5 暴露,建立小鼠的 PM2. 5
呼吸暴露模型。 造模成功后,分别检测动物的行为学症状、病理学变化、以及相关分子机制。 结果 　 实验结果表

明,PM2. 5 暴露可造成小鼠肺组织的病理改变,引起小鼠的认知障碍症状,免疫组织化学染色检测到小鼠中枢神经

系统海马脑区出现小胶质细胞的激活,小鼠中枢神经系统 IL-6 含量增加。 另外,PM2. 5 暴露未造成小鼠其他主要

脏器损伤。 结论　 本研究表明,空气细颗粒物 PM2. 5 可导致中枢神经系统炎症,促进小胶质细胞激活,从而引起

C57BL / 6 小鼠的认知障碍。
【关键词】 　 空气细颗粒物;认知障碍;神经炎症;小胶质细胞;IL-6
【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】1671-7856(2021) 04-0009-06

Particulate matter 2. 5 aggravates cognitive impairment in mice via
hippocampal neuroinflammation

FU Xinjing, ZHANG Yu, GUO Jianguo, ZHANG Ling∗, QIN Chuan
(Institute of Laboratory Animal Sciences, Chinese Academy of Medical Sciences (CAMS),

Comparative Medicine Center, Peking Union Medical College (PUMC), NHC Key Laboratory of
Human Disease Comparative Medicine, Beijing Engineering Research Center for Experimental

Animal Models of Human Critical Diseases, Beijing 100021, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 Particulate matter 2. 5 (PM2. 5) is an important source of air pollution and can cause
respiratory and other systemic diseases. Additionally, PM2. 5 can cause cognitive decline, though the exact mechanism is
not clear. This study aimed to explore the mechanism by which exposure to environmental PM2. 5 via air pollution induces
cognitive impairment. Methods　 This study used the PM2. 5 online collection and exposure system on C57BL / 6 mice to
make a PM2. 5 exposure mouse model. Mice were exposed for 4 h per day, 5 days per week, for 15 weeks. After the model
was established, mouse behavioral symptoms, pathological features and related molecular mechanisms were examined in
each group. Results 　 PM2. 5 exposure result ed in pathological changes in lung tissue in mice and exacerbated their
cognitive impairment. Immunohistochemical staining of the central nervous system detected microglial cell activation. The



level of IL-6 also increased in the central nervous system of exposed mice compared with control mice. PM2. 5 exposure did
not cause damage to other major organs in the mice. Conclusions 　 The result suggest that PM2. 5 induced
neuroinflammation and promoted the activation of microglial cells in the hippocampus, thus aggravating cognitive
impairment in mice.

【Keywords】　 PM2. 5; cognitive impairment; neuroinflammation; microglia; IL-6

　 　 伴随着现代社会的工业化进程的加速,空气污

染日益严重,已成为当代的一个全球化问题[1]。 空

气污染物由若干种组分组成,其中包括细颗粒物

(PM 2. 5)、超细颗粒物(UFPM)、毒性气体、有机化

合物和金属颗粒等,其重要来源是与交通相关的空

气污染物,主要是柴油机废气(DE) [2]。 细颗粒物

又称细粒、细颗粒、 PM2. 5 ( particulate matter 2. 5,
PM 2. 5),指环境空气中空气动力学当量直径小于

等于 2. 5 μm 的颗粒物。 它能较长时间悬浮于空气

中,其在空气中含量浓度越高,就代表空气污染越

严重。 随着研究进展,细颗粒物 PM2. 5 对人体健康

的影响也日益凸显[3]。
PM2. 5 对人体的危害首先表现在呼吸系统。

除呼吸系统外,空气中的细颗粒物 PM2. 5 吸入后对

其他器官和系统产生负面作用,如心血管系统、生
殖系统、神经系统和免疫系统等[4]。 大规模的流行

病学研究发现,空气污染组分细颗粒物(PM)对人

类认知功能产生负面影响。 近来公认的一种机制

是 PM2. 5 可以直接损伤中枢神经系统,同时污染物

引起呼吸系统和免疫系统产生有害因子,通过外周

循环到达大脑,导致大脑的神经炎症和氧化应激等

反应,损伤神经细胞的结构和功能。
本项目对 PM2. 5 呼吸暴露的病理生理机制理

论进行更深层次的探索,探究空气中细颗粒物

PM2. 5 对小鼠认知功能的影响,及发生病理改变的

分子机制。 有研究提示,PM2. 5 暴露可导致小鼠产

生认知症状,而具体机制尚不明确[5]。 本研究是宏

观环境因素与微观分子机制相结合的机制探索研

究,有助于加深环境因素、空气污染影响人体健康

的具体分子机制的理解,为环境与健康的相关研究

提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

本研究选用 8 周龄雌性 C57BL / 6 小鼠 12 只,
购于南京模式生物研究所[SCXK(苏)2018-0008],
体重(21±2)g。 所有小鼠均为 SPF 级,饲养于中国

医学科学院医学实验动物研究所、北京协和医学院

比较医学中心南院屏障环境中[SYXK(京) -2018-
009]。 环境温度 24℃ ~26℃,光照 14 h,黑暗 10 h,
小鼠均自由饮水取食。 本实验中动物的使用已获

得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( IACUC)批准( ILAS-QC-2017-
002)。 本次实验所有的动物实验操作过程严格按

照实验动物使用的 3R 原则和伦理的相关规定

进行。
1. 2　 主要试剂与仪器

狭缝分离式 PM2. 5 在线浓缩富集系统购自北

京慧荣和科技有限公司;行为学设备为 Ethovision
XT 软件监测系统,购自荷兰 Noldus 公司;HE 以及

免疫组化染色试剂盒,购自北京中杉金桥生物技术

有限公司;Bio-Plex Pro Mouse Cytokine Grp I Panel
23-plex 试剂盒购自美国 Bio-Rad 公司;磷酸缓冲盐

(PBS)购自美国 Gibco 公司;Iba-1(货号 ab178847)
购自美国 Abcam 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 小鼠的空气细颗粒物 PM2. 5 暴露模型的

建立

本实验选取 8 周龄 C57BL / 6 雌性小鼠共 12
只,随机分为 2 组,每组 6 只,分别进行含有高浓度

的细颗粒物 PM2. 5 的空气暴露或对照组屏障环境

内的清洁空气的暴露。 暴露时间为 2018 年北京冬

春季, 于 PM2. 5 污染较严重时, 将室外空气经

PM2. 5 在线浓缩富集系统进行实时收集、浓缩富

集,细颗粒物富集至浓度 100 ~ 800 μg / m3。 小鼠置

于 PM2. 5 在线浓缩富集系统内自由活动,每日固定

暴露 4 h,每周暴露 5 d,共持续 15 周。
1. 3. 2　 小鼠新物体识别实验

新物体识别实验(novel object recognition test)
是一种评价认知功能的实验方法,主要被用于评价

认知和短期记忆功能等。 实验箱为长 50 cm、宽 50
cm、高 30 cm 的区域,四周均不透明。 实验室保持

安静,室内温度保持恒定,光线保持均匀。 每次每

只小鼠实验前后均用 75%乙醇喷洒、擦拭实验箱和

实验用积木,防止每只动物之间气味干扰。
新物体识别实验过程共 2 d,分为第 1 天适应期
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(blank):动物对行为箱适应 5 min,第 2 天熟悉期

(sample)和测试期(test),熟悉期将两块相同的红色

圆柱体积木(直径 3 cm)分别放在盒子内左右两侧,
距离箱体侧壁 8 cm,小鼠自由嗅探积木 5 min。 1 h
后为测试期:将箱内一个物体换成蓝色正方体积木

(边长 3 cm),位置不变,将小鼠放入箱内同一位置,
记录小鼠在 5 min 内对新旧两个不同实验积木的探

索时间,即 TN ( time of new object) 和 TF ( time of
familiar object )。 实 验 结 果 以 识 别 指 数

(discrimination index, DI)表示,计算公式为:DI =
(TN-TF / TN+TF)×100%[6-7]。
1. 3. 3　 病理学检测

将小鼠进行病理取材,各器官于福尔马林溶液

中固定,石蜡包埋,切取厚度为 5 μm 的石蜡切片,
常温保存并用于病理学检测,分别进行 HE 染色或

DAB 染色等。 随后用 NanoZoomer Digital Pathology
Image 软件获取图像,Image J 分析阳性区域面积和

阳性斑块数目。
1. 3. 4　 炎性多因子检测

炎性多因子检测是利用 Luminex 悬浮芯片技术

进行多个细胞炎性因子检测的方法,也称为液相芯

片技术。 它是一种基于 xMAP( flexible multi analyte
profiling)技术的新型生物芯片技术平台,它在不同

荧光编码的微球上进行抗原抗体、酶底物、配体受

体的结合反应及核酸杂交反应,通过红、绿两束激

光分别检测微球编码和报告荧光来达到定性和定

量的目的。 一个反应孔内可以完成多种不同的生

物学反应。 本实验使用脑组织裂解液上清制备样

品, 经 过 样 品 孵 育、 抗 体 显 色 等 步 骤, 通 过

Luminex200 检测取得数值。
1. 4　 统计学方法

所有数据若无说明均采用平均数±标准误差( 􀭰x
±s􀭰x )表示。 采用统计软件 SPSS 20. 0 进行统计分

析。 结果采用双因素方差分析(Two-way ANOVA)、
T 检验分析组间差异是否显著,P<0. 05 认为差异有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 小鼠的空气细颗粒物 PM2. 5 暴露模型验证

实验动物随机为 2 组,各组 n = 6,分别命名为

C57BL / 6+PM2. 5 ( eC57,后文简称为 “暴露组”),
C57BL / 6+CONTROL(C57,后文简称为“对照组”)。
各组小鼠造模成功后,检测行为学症状、病理学表

征、以及相关分子机制研究(图 1)。
为了验证 PM2. 5 暴露或清洁空气暴露是否

可以引起小鼠肺的病理变化,我们对各组小鼠进

行了肺取材和病理检测。 小鼠肺 HE 染色发现,
吸入 PM2. 5 空气后,暴露组小鼠与清洁空气对

照组相比,肺可见明显的病理结构改变,肺泡结

构破坏,肺泡间隔增宽,大量炎性细胞局部浸润

(图 2) 。 结果提示,PM2. 5 的暴露浓度和时长适

量,成功建立了小鼠的 PM2. 5 暴露模型,引起了

肺部病变。
2. 2　 小鼠空气细颗粒物 PM2. 5 暴露后工作记忆能

力下降

为了检测小鼠进行 PM2. 5 空气暴露后,是否出

现认知行为改变,我们进行了小鼠的认知能力检

测,以新物体识别实验检测小鼠的认知能力和工作

记忆能力,暴露后进行行为学实验时小鼠大约为 6
月龄。 结果表明,C57 小鼠 PM2. 5 暴露后出现明显

的工作记忆能力下降(图 3)。 新物体识别实验利用

小 鼠 对 新 物 体 的 天 然 偏 好, 以 鉴 别 指 数

(dscrimination index)为指标,检测小鼠的工作记忆,
若认知和短期记忆能力受损,则无法区分实验中哪

个物块为新物体,结果表现为暴露组小鼠出现新物

体识别能力降低、鉴别指数降低。 对照组(37. 93±
3. 143),暴露组(20. 57±5. 098),P= 0. 0159。
2. 3　 小鼠中枢神经系统出现小胶质细胞激活

为了进一步研究 PM2. 5 暴露导致小鼠认知受

损的机制,我们对各组小鼠中枢神经系统小胶质细

胞的激活状态进行了 Iba-1 免疫组织化学染色。 结

果显示 C57BL / 6 小鼠在 PM2. 5 暴露后出现了海马

部位 Iba-1 的表达增加,提示 PM2. 5 暴露后小鼠中

枢神经系统小胶质细胞的激活(图 4)。 对各组小鼠

海马的 Iba-1 表达进行统计分析,C57BL / 6 小鼠在

PM2. 5 暴露后均出现 Iba-1 表达的显著增加 (图

5),对照组 (0. 1533 ± 0. 01856),暴露组 ( 0. 5033 ±
0. 04096),P = 0. 0015。 这一结果提示,C57BL / 6 小

鼠暴露 PM2. 5 后的认知受损可能由神经系统局部

炎症增加造成。
2. 4　 小鼠中枢系统海马炎症因子含量增加

为进一步确认各组小鼠进行空气暴露后是否

出现炎症反应,我们对小鼠中枢神经系统取材进行

炎症因子检测,采用炎性多因子检测芯片,测定脑

组织样品的炎症因子浓度。 结果表明,暴露 PM2. 5
后,小鼠中枢神经系统出现炎症因子 IL-6 的增加
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注:小鼠分组进行空气暴露后依次进行行为学检测、病理取

材,分别进行病理学检测、分子生物学检测等。

图 1　 实验流程示意图

Note. After air exposure, the mice in each group were subjected to
behavioral tests, pathological sampling, pathological tests and
molecular biological tests, respectively.

Figure 1　 Schematic diagram of experimental design

注:在新物体识别实验中,暴露组较对照组小鼠的新物体识

别指数显著降低,即暴露组小鼠探索新物体的时间显著缩

短。 对照组与暴露组相比,∗P<0. 05。

图 3　 新物体识别实验各组小鼠暴露后认知能力下降(n= 6)
Note. In the new object recognition experiment, the discrimination
index of PM2. 5 group was significantly lower than that in the
Control group. The time of mice ’ s exploring new object in
exposure group was significantly shortened. Control group

compared with PM2. 5 group, ∗P<0. 05.

Figure 3　 Cognitive decline in new object recognition
experiment after PM2. 5 exposure

(图 6)。 对照组 0. 9467 ± 0. 08950,暴露组 1. 263 ±
0. 04807,P = 0. 0356。 这一结果与小胶质细胞结果

一致,提示 C57BL / 6 小鼠暴露 PM2. 5 后的认知受

损可能由神经系统局部炎症增加造成。
2. 5　 PM2. 5 暴露未造成小鼠其他主要脏器损伤

为了排除 PM2. 5 暴露模型对小鼠认知功能产

生影响不是由其他组织器官的病理损伤引起,我们

对各组动物主要脏器进行病理学切片检测。 结果

表明,PM2. 5 暴露对小鼠肝、心脏、肾和大脑的组织

结构均未造成明显病理损伤。 提示 PM2. 5 对认知

的调控作用并非由其他组织器官损伤造成(图 7)。

注:小鼠肺 HE 染色结果表明,PM2. 5 暴露组小鼠与对照组相

比可见肺泡隔增宽,炎性细胞浸润,提示肺部病理改变,PM2. 5
暴露小鼠造模成功。

图 2　 造模后小鼠出现肺部的病理改变

Note. The results of lung HE staining in mice showed that compared
with the control group, alveolar septal were broaden and
inflammatory cells were infiltrated in the PM2. 5 group, suggesting
significant pathological changes in lung. Model of PM2. 5 exposure
mice was successfully built up.

Figure 2　 Pulmonary pathological changes in mice after modeling

注:各组小鼠海马 Iba-1 免疫组化染色可见 PM2. 5 暴露组小

鼠的中枢神经系统海马脑区出现 Iba1 表达增加,小胶质细

胞激活。

图 4　 PM2. 5 暴露增加小鼠海马小胶质细胞激活(n= 3)
Note. Immunohistochemical staining in the hippocampus of mice
in each group showed increased Iba-1 expression ( microglia
activation) in the hippocampus of the central nervous system
after PM2. 5 exposure.

Figure 4　 PM2. 5 exposure increased the activation of
hippocampal microglia cells in mice

3　 讨论

目前已有多项研究证实,空气污染与多种类型的

认知功能呈负相关关系[8]。 已有报道 PM2. 5 暴露

后,PM2. 5 颗粒上附着的金属颗粒可对机体造成持续

性伤害,在包括脑组织的众多组织中均发现了金属颗

粒沉积[9]。 越来越多证据提示暴露在金属颗粒中,可
对生长期的动物产生神经毒害作用,并可导致神经炎

症[10]。 我们采用的 PM2. 5 浓缩富集系统可保留大气

中 PM2. 5 颗粒上附着的有害物质,真实地模拟动物

在高浓度 PM2. 5 天气下暴露状态。 通过高浓度

PM2. 5 暴露小鼠 15 周,实验结束后我们发现暴露后
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的小鼠肺泡隔增宽、炎性细胞浸润,表明小鼠 PM2. 5
暴露模型建立成功,为后续研究创造了基础。

PM2. 5 影响中枢神经系统的机制可能是由于

PM2. 5 活化小胶质细胞,产生神经炎症,从而损伤

神经元和突触功能[11]。 PM2. 5 通过鼻部嗅球粘膜

迁移或经摄取后进入循环系统的迁移,已通过工业

纳米颗粒在啮齿类实验动物的实验研究中得以证

实[12]。 啮齿类动物暴露于高浓度 PM2. 5 和柴油发

注:对各组小鼠海马区域 Iba-1 表达进行统计分析,结果表明,暴露组

与对照组相比出现海马脑区明显的 Iba-1 表达增加。 对照组与暴露组

相比,∗∗P<0. 005。

图 5　 PM2. 5 暴露导致小鼠海马 Iba-1 表达增加(n= 3)
Note. Statistical analysis of Iba-1 expression in the hippocampal region of
mice in each group showed that the PM2. 5 group had significantly
increased Iba-1 expression in the hippocampal region compared with the

control group. Control group compared with PM2. 5 group, ∗∗P<0. 005.

Figure 5　 Increased expression of Iba-1 in hippocampus of
mice caused by PM2. 5 exposure

注:对各组小鼠中枢神经系统样品的 IL-6 含量进行统计分析,结
果表明,暴露组与对照组相比出现中枢神经系统明显的 IL-6 含量

增加。 对照组与暴露组相比,P<0. 05。

图 6　 PM2. 5 暴露导致脑内炎症因子 IL-6 含量增加(n= 3)
Note. Statistical analysis of IL-6 expression in mice brain in each group
showed that the PM2. 5 group had significantly increased IL-6
expression in mice brain. Control group compared with PM2. 5 group,
∗P<0. 05.

Figure 6　 Increased expression of IL-6 in mice
brain caused by PM2. 5 exposure

注:对小鼠除肺外的其他主要脏器进行 HE 染色和病理学分析,结果表明各组小鼠肝、心脏、肾以及大脑组织,细胞形态和结构规

则、完整,提示各个重要组织器官病理学未见明显异常。

图 7　 各组小鼠 PM2. 5 暴露后肝、心脏、肾及大脑组织未见异常(n= 3)
Note. HE staining and pathological analysis were carried out on other major organs of mice. The results showed that the morphology and
structure of liver, heart, kidney and brain tissues of mice in each group were regular and complete, suggesting no obvious pathological
abnormalities in each important tissue and organ.

Figure 7　 No pathological abnormalities were observed in the liver, heart, kidney and brain tissues of mice exposed to PM2. 5
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动机尾气中,大脑中观察到了严重的炎症反应[13]。
小胶质细胞暴露于 PM2. 5 后出现形态变化,表明小

胶质可能参与 PM2. 5 诱导的神经元损伤[14]。 体外

实验表明,PM2. 5 以剂量依赖方式的降低神经元细

胞生存率,导致小胶质细胞活化和神经元损伤[15]。
此外,经 PM2. 5 刺激的小胶质细胞可释放更多的促

炎性细胞因子,如 IL-1β 和 TNF-α[16]。 而 TNF-α 作

为一种关键的促炎性细胞因子,已被认为可导致轴

突变性,影响神经突触的形成[17]。 也有研究证明,
PM2. 5 暴露诱导的小胶质细胞激活可被吡格列酮

等抗炎药抑制[18]。 这表示小胶质细胞在作为

PM2. 5 诱导神经炎症的中介上起到了关键作用。
在我们的实验中,对中枢神经系统海马的小胶质细

胞进行免疫组织化学染色和分析,也发现小鼠可出

现中枢神经系统的小胶质细胞激活,诱发了神经炎

症状态。
综上所述,本研究对小鼠成功建立了 PM2. 5 暴

露模型,结合动物行为学、病理学、分子生物学等方

法,初步探究了空气细颗粒物 PM2. 5 引起小鼠的认

知症状的神经炎症机制,为后续的 PM2. 5 对健康的

危害研究提供参考。
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扶肾方对尿毒症腹膜透析大鼠腹膜功能及
VEGF、TNF-α、IL-12、IFN-γ 的影响

杨　 波1,王孟孟2,孙　 林1,李　 洁1,乔延恒1,杨洪涛1∗

(1.天津中医药大学第一附属医院肾病科,天津　 300381; 2.安徽省阜阳市第四人民医院内分泌科,
安徽 阜阳　 236021)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察扶肾方对尿毒症腹膜透析大鼠的腹膜功能及腹膜组织 VEGF、TNF-α、IL-12、IFN-γ 的影

响。 方法　 50 只雄性 SD 大鼠,按随机数字表法分为 5 组:正常对照组,模型组(尿毒症腹膜透析),模型+扶肾方低

剂量干预组,模型+扶肾方高剂量干预组,模型+塞来昔布干预组。 采用 5 / 6 肾切除法建立尿毒症模型,腹腔注射腹

膜透析液建立腹膜透析模型。 连续给药 4 周后留取各组大鼠腹膜组织。 HE 染色观察腹膜组织形态学变化,腹膜

平衡试验检测腹膜转运功能,液相芯片法检测腹膜组织 VEGF、TNF-α、IL-12 和 IFN-γ 的含量。 结果　 与正常对照

组比较,模型组大鼠腹膜组织 VEGF、TNF-α 表达上调,IL-12、IFN-γ 的表达下调,差异有统计学意义(P<0. 05,P<
0. 01)。 与模型组比较,扶肾方低剂量组 VEGF、TNF-α 表达下调,IL-12、IFN-γ 表达上调,差异有统计学意义(P<
0. 05,P<0. 01);扶肾方高剂量组和塞来昔布组 VEGF 表达下调,IL-12、IFN-γ 表达上调,差异具有统计学意义(P<
0. 01)。 结论　 扶肾方可减轻尿毒症腹膜透析大鼠腹膜损伤、改善腹膜超滤功能,该作用可能与下调腹膜组织血管

生成促进因子 VEGF、TNF-α 的表达,上调血管生成抑制因子 IL-12、IFN-γ 的表达有关。
【关键词】 　 腹膜透析;尿毒症;扶肾方;VEGF;TNF-α;IL-12;IFN-γ;大鼠
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Effect of Fushen recipe on peritoneal function and VEGF, TNF-α,
IL-12, IFN-γ in uremic peritoneal dialysis rats

YANG Bo1, WANG Mengmeng2, SUN Lin1, LI Jie1, QIAO Yanheng1, YANG Hongtao1∗

(1. Department of Nephrology, First Teaching Hospital of Tianjin University of Traditional Chinese Medicine,
Tianjin 300381, China. 2. Department of Endocrinology, the Fourth People’s Hospital, Fuyang 236021)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To observe the effect of Fushen recipe on peritoneal function and on peritoneal levels of
VEGF, TNF-α, IL-12, and IFN-γ in uremic peritoneal dialysis rats. Methods 　 Fifty male Sprague Dawley rats were
divided into 5 groups according to random number table method: normal control, model ( uremic peritoneal dialysis),
model + low-dose Fushen recipe intervention, model + high-dose Fushen recipe intervention, and model + celecoxib



intervention. A model of uremia was established by 5 / 6 nephrectomy and a peritoneal dialysis model was established by
intraperitoneal injection of peritoneal dialysis solution. Peritoneal tissues of rats in each group were collected after
continuous administration for 4 weeks. Hematoxylin and eosin staining was used to observe morphological changes of
peritoneal tissues, a peritoneal balance test was used to detect peritoneal transport function, and a liquid chip method was
used to detect the levels of VEGF, TNF-α, IL-12 and IFN-γ in peritoneal tissues. Results　 Compared to normal controls,
the expression of VEGF and TNF-α in peritoneal tissue of model group rats was up-regulated, and the expression of IL-12
and IFN-γ was down-regulated (P<0.05, P<0.01, respectively). Compared to normal controls, the expression of VEGF
and TNF-α was down-regulated and the expression of IL-12 and IFN-γ was up-regulated in the low-dose Fushen recipe
group (P<0.05, P<0.01, respectively). The expression of VEGF, IL-12, and IFN-γ in the high-dose group and the
celecoxib group was down-regulated (P<0.01). Conclusions　 Fushen recipe can alleviate peritoneal injury and improve
peritoneal ultrafiltration function in uremic peritoneal dialysis rats, which may be related to down-regulation of VEGF and
TNF-α, and up-regulation of IL-12 and IFN-γ, which are angiogenesis promoting factors in peritoneal tissue.

【Keywords】　 peritoneal dialysis; uremia; Fushen recipe; VEGF; TNF-α; IL-12; IFN-γ; rat

　 　 腹膜透析(peritoneal dialysis,PD)作为主要的

肾替代治疗方法之一,极大的提高了终末期肾病

(end stage renal disease,ESRD) 患者的生存质量。
但是由于患者长期使用生物不相容性的腹膜透析

液,腹膜的超滤功能逐渐减退,终致超滤衰竭,将迫

使患者退出腹膜透析治疗[1]。 研究表明,腹膜血管

新生是导致超滤衰竭的主要原因之一[2]。 因此,采
取有效策略抑制腹膜血管新生,维持腹膜有效超滤

是保证 PD 患者长期存活的关键。 中药复方因其多

靶点调节的特点,在抑制腹膜血管新生方面面具有

较好 前 景[3], 扶 肾 方 ( 院 内 制 剂: 津 药 制 字

Z20130941)由生黄芪、当归、陈皮、半夏、丹参、鬼箭

羽、熟军、仙灵脾组方,具有健脾益肾、通腑降浊的

功效。 本研究利用 5 / 6 肾切除尿毒症大鼠 PD 模

型,模拟人体内 PD 过程,观察扶肾方对尿毒症大鼠

腹膜形态、腹膜功能及腹膜组织血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor,VEGF)、肿瘤坏死

因子-α( tumor necrosis factor-α,TNF-α)、白介素-12
(interleukin-12, IL-12 -) 及干扰素-γ ( interferon-γ,
IFN-γ)的影响,为扶肾方防治 PD 超滤衰竭提供新

的思路与方法。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

雄性 SPF 级 SD 大鼠 50 只,鼠龄 6 ~ 8 周,体重

200~250 g,购自北京维通利华实验技术有限公司

[SCXK(京)2016-0006]。 饲养于天津中医药大学

动物房内[SYXK(津)2018-0002]。 本研究经天津

中医药 大 学 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 批 准 ( TCM-
LAEC2019067),在整个实验过程中依照“3R”原则

给予实验动物人道主义关怀。

1. 2　 主要试剂与仪器

1. 5%及 4. 25%双联腹膜透析液,广州百特医疗

用品有限公司;扶肾方饮片购于天津中医药大学第

一附属医院;塞来昔布(批号:J20140072),美国辉

瑞制药有限公司;尿素氮(BUN) (C013-2)和肌酐

(Cr)(C011-2)测定试剂盒购自南京建成生物工程

研究所;HE 染色试剂盒(G1120)购自北京索莱宝科

技有限公司;葡萄糖检测试剂盒购自上海荣盛生物

医药有限公司;液相芯片试剂盒 ( RECYTMAG-56
K)购自美国 MILLIPORE 公司。 Luminex 200 液相

芯片分析仪(美国 Luminex 公司);紫外可见分光光

度计(T6 新世纪),北京普析通用仪器有限责任公

司;-80℃超低温冰箱(BCD-215KS),青岛海尔股份

有限公司;7100 型日立全自动生化分析仪购自日本

日立公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组　
50 只 SD 大鼠常规饲养,适应环境 1 周后,按随

机数字表法随机分为正常对照组(Control)、模型组

(Model)、扶肾方低剂量组(FSF-L)、扶肾方高剂量

组(FSF-H)、塞来昔布组(Cel),每组 10 只。
1. 3. 2　 扶肾方制备　

扶肾方组成:陈皮 10 g、半夏 15 g、黄芪 15 g、当
归 10 g、仙灵脾 15 g、丹参 30 g、熟军 10 g、鬼箭羽 30
g。 扶肾方以中药饮片为原料,经过提取、分离、浓
缩、干燥、制粒而成。 按照药物人和大鼠体表面积

计算方法,折算系数为 0. 018。 扶肾方颗粒成人服

用剂量为每次 18 g,按照折算系数计算出大鼠等效

剂量为 0. 324 g,每日 2 次。
1. 3. 3　 动物造模与给药　

正常对照组大鼠不进行任何处理,其余各组大
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鼠行 5 / 6 肾切除术,术后 1 周检测肾功能。 各组肾

功能达标后,腹腔注射 1. 5%腹膜透析液,按每日

100 mL / kg,以大鼠右下腹靠近腹股沟中点为穿刺注

射部位,各组所注射液体均腹腔内保留,不抽出。
模型组在规律腹腔注射腹膜透析液同时每日生理

盐水 2 mL 灌胃,连续 4 周;扶肾方低剂量组在规律

腹腔注射腹膜透析液同时每日扶肾方 324 mg / mL,2
mL / d 灌胃,连续 4 周;扶肾方高剂量组在规律腹腔

注射腹膜透析液同时每日扶肾方 648 mg / mL,2 mL /
d 灌胃,连续 4 周;塞来昔布组在规律腹腔注射腹膜

透析液同时每日塞来昔布溶液 1. 8 mg / mL,每天灌

胃 2 mL,连续 4 周;正常对照组予每日生理盐水 2
mL 灌胃,连续 4 周。
1. 3. 4　 大鼠血清肌酐和尿素氮水平的检测　

在右肾切除术后第 4 周从大鼠眶后静脉丛取

血,低温高速离心机 3500 r / min 离心 10 min,留取上

清液,应用全自动生化分析仪检测各组大鼠血清肌

酐和尿素氮的水平。
1. 3. 5　 各组大鼠腹膜组织 HE 染色　

取大鼠壁层腹膜组织,常规固定、脱水、石蜡包

埋、切片后,行苏木精-伊红(HE)染色,光镜下观察

大鼠腹膜形态学变化。
1. 3. 6　 各组大鼠腹膜功能检测　

行腹膜平衡实验,检测大鼠腹膜转运功能,方
法:各组大鼠杀检前,每只大鼠腹腔注射 4. 25%腹

膜透析液 25 mL,4 h 后麻醉大鼠,抽取腹腔液体量,
打开腹腔,将干纱布消毒,称重后置入腹腔,以吸取

未抽净的腹透液,后再称取纱布质量。 同时分别留

取腹透液标本,1500 r / min 离心 5 min,留取上清液,
紫外分光光度计检测每组腹膜透析液的葡萄糖浓

度,根据检测结果计算超滤量和葡萄糖转运量。 超

滤量=(纱布吸水后的质量-纱布的质量) × 1 mL / g
+引流量-腹腔注射量;葡萄糖转运量(mmol / kg) =
(透析液初始葡萄糖浓度×注入透析液体积)-(透析

末葡萄糖浓度×终末透析液出量)。
1. 3. 7　 大鼠腹膜组织 VEGF、TNF-α、IL-12 和 IFN-γ
含量检测

适量腹膜组织进行匀浆后,取上清液,采用

Luminex200 液相芯片分析仪进行 VEGF、TNF-α、IL-
12、IFN-γ 检测。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 22. 0 软件进行统计学分析。 符合正

态分布的计量资料用平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,

不符合正态分布的资料用中位数(四分位数间距)
表示,多组比较采用单因素方差分析,以 Levene 法

进行方差齐性检验,若方差齐,采用 LSD-t 法,若方

差不齐,采用 Games-Howell 法。 P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 建立大鼠尿毒症模型

尿毒症组大鼠血清肌酐和尿素氮浓度为正常

对照组的 2 ~ 3 倍,表明大鼠尿毒症模型造模成

功[4-5]。 见表 1。

表 1　 正常对照组与尿毒症组大鼠肾功能比较
Table 1　 Comparison of renal function between normal

control group and uremic group rats
分组
Groups

例数
Number

血肌酐 Scr
(μmol / L)

尿素氮 BUN
(mmol / L)

正常对照组
Control group 10 37. 90±3. 15 2. 99±0. 55

尿毒症组
Uremia group 40 95. 72±8. 78# 7. 49±0. 96#

注:与正常对照组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with the normal group, #P<0. 05.

2. 2　 各组大鼠腹膜组织 HE 染色

正常对照组大鼠腹膜组织较连续和完整,腹膜

间皮细胞呈扁平状态,模型组腹膜组织明显增厚,
部分呈柱形,还可见到间皮细胞的脱落,炎细胞浸

润等病理变化。 扶肾方及塞来昔布干预后,炎性细

胞浸润、腹膜增厚较模型组减轻。 见图 1。
2. 3　 各组大鼠腹膜功能

腹膜平衡实验结果,与正常对照组比较,模型

组、扶肾方低剂量组、扶肾方高剂量组及塞来昔布

组超滤量均明显下降,模型组、扶肾方低剂量组葡

萄糖转运量均增加,差异有统计学意义(P<0. 05)。
与模型组比较,扶肾方高剂量组超滤量明显增加,
扶肾方高剂量组及塞来昔布组葡萄糖转运量明显

下降,差异有统计学意义(P<0. 05)。 见表 2。
2. 4　 扶肾方对各组大鼠腹膜组织 VEGF、TNF-α、
IL-12 和 IFN-γ含量的影响

与正常对照组比较, 模型组大鼠腹膜组织

VEGF、TNF-α 表达上调,IL-12、IFN-γ 的表达下调,
差异有统计学意义(P<0. 05,P<0. 01)。 与模型组

比较,扶肾方低剂量组 VEGF、TNF-α 表达下调,IL-
12、IFN-γ 表达上调,差异有统计学意义(P<0. 05,P
<0. 01);扶肾方高剂量组和塞来昔布组 VEGF 表达

下调,IL-12、IFN-γ 表达上调,差异具有统计学意义

(P<0. 01)。 见表 3。

71中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



注:A:正常对照组;B:模型组;C:扶肾方低剂量组;D:扶肾方
高剂量组;E:塞来昔布组。

图 1　 各组大鼠腹膜组织 HE 染色
Note. A, Control group. B, Model group. C, FSF-L group. D,
FSF-H group. E, Cel group.

Figure 1　 HE staining of peritoneal tissues of rats in each group

表 2　 各组大鼠超滤量、葡萄糖转运量的变化
Table 2　 Changes in ultrafiltration volume and

glucose transport of rats in each group
分组
Groups

超滤量(mL)
Ultrafiltration

葡萄糖转运量(mmol / kg)
Glucose transport

正常对照组
Control group 3. 37±0. 62 14. 60±0. 47

模型组
Model group -19. 36 ±0. 92# 18. 20±0. 62#

扶肾方低剂量组
FSF-L group -18. 46 ±0. 69# 17. 21±0. 52#

扶肾方高剂量组
FSF-H group -15. 92 ±1. 69#∗ 15. 45±0. 91∗

塞来昔布组
Cel group -16. 90 ±1. 34# 15. 61±0. 74∗

注:与正常对照组比较,#P<0. 05;与模型组相比,∗P<0. 05。
Note. Compared with the normal group, #P < 0. 05. Compared with the
model group, ∗P<0. 05.

3　 讨论

腹膜透析是终末期肾病患者肾替代治疗的主

要方式之一,但 PD 相关的腹膜超滤衰竭是长程 PD
患者面临的严峻问题。 其中腹膜血管新生是引起

超滤衰竭的重要原因,新生的腹膜血管增加了腹膜

毛细血管交换面积,造成小分子溶质高转运,葡萄

糖快速被腹膜吸收,腹腔的渗透浓度梯度快速消

失,从而出现腹膜超滤减少,患者体内水分和尿毒

素不能有效清除,极易出现心脏超负荷,终致患者

退出 PD,甚则危及生命。 有研究表明[6],抑制腹膜

血管新生,有助于减少腹膜粘连、延缓腹膜纤维化

进程,其保护腹膜功能的作用比抑制腹膜纤维化更

强。 腹膜血管新生发生的原因和机制复杂,受非生

物相容性腹透液和炎症状态等因素影响。 现代医

学主要采用改善腹透液生物相容性、预防腹膜炎等

手段抑制腹膜血管新生,防治腹膜超滤衰竭。 部分

单味及复方中药中药具有抑制腹膜血管新生、抗腹

膜纤维化的作用,中医药减轻腹膜血管新生,防治

腹膜超滤衰竭备受研究者的关注。 研究表明,黄芪

甲苷、丹参酮、大黄素、肾康注射液等可改善由高糖

腹透液诱导的大鼠腹膜功能减退,防治腹膜纤

维化[7]。
Hanahan 等[8]在上世纪九十年代提出了血管生

成与血管生成促进因子和血管生成抑制因子的表

达有关,也就是有关血管生成的开关平衡假说,即
血管稳态的维持,需要血管生成促进因子和抑制因

子的共同调控,若两种因子的表达失衡,就可能诱

发血管新生化,引起病理性的血管新生。 VEGF 是

内皮细胞最具特异性的生长因子,主要功能是诱导

内皮细胞增殖、分化和迁移,是血管新生的标志性

指标[9]。 有研究表明[10],在尿毒症和高糖腹透液的

刺激下,腹膜组织高表达血管生成促进因子 VEGF,
并和腹膜血管新生程度呈正相关;应用血管生成抑

制剂可使 VEGF 表达下调,减轻腹膜血管新生。
TNF-α 是由一种活化的单核细胞、巨噬细胞合成和

分泌的、最重要的炎症因子之一。 研究发现 TNF-α
可以促进血管内皮细胞的增殖,与 VEGF 同样都具

有促进血管生成的作用[11-12],IL-12 是由抗原提呈

细胞和 B 细胞产生,是一种异源二聚体形式的前炎

症细胞因子,并以这种形式分泌到细胞外。 IL-12 能

诱导 IFN-γ 产生,在体内免疫应答中它也是 IFN-γ
产生所必需。 研究表明,IL-12 与 IFN-γ 都具有抑制
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表 3　 扶肾方对各组大鼠腹膜组织 VEGF、TNF-α、IL-12 和 IFN-γ 含量的影响
Table 3　 Effect of FSF on VEGF, TNF-α, IL-12 and IFN-γ contents in peritoneal tissue of rats in each group

分组
Groups VEGF(pg / mL) TNF-α(pg / mL) IL-12(pg / mL) IFN-γ(pg / mL)

正常对照组
Control group 40. 01±14. 19 1. 40±0. 26 217. 46±63. 66 9. 26±3. 29

模型组
Model group 70. 62±12. 58## 2. 70±1. 37# 126. 31±19. 09## 2. 23±1. 06##

扶肾方低剂量组
FSF-L group 44. 09±14. 40∗∗ 1. 28±0. 45∗ 214. 86±90. 98∗ 6. 65±2. 28∗∗

扶肾方高剂量组
FSF-H group 48. 92±7. 72∗∗ 1. 51±0. 54 172. 63±31. 55∗∗ 12. 58±1. 85∗∗

塞来昔布组
Cel group 49. 29±6. 10∗∗ 1. 95±0. 74 264. 72±94. 27∗∗ 7. 19±2. 69∗∗

注:与正常对照组比较,#P<0. 05,##P<0. 01;与模型组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the normal group, #P<0. 05, ##P<0. 01. Compared with the model group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01.

血管生成的作用,IL-12 与 IFN-γ 表达上调,能够减

少 VEGF 的生成,发挥抑制血管新生的作用[13-14]。
塞来昔布是一种环氧化酶-2 抑制剂,可特异性抑制

环氧化酶-2,减少 VEGF 的生成,从而抑制腹膜血

管新生,目前在实验研究中得到广泛应用[15-16]。 笔

者课题组前期研究发现,扶肾方可通过调节尿毒症

腹膜透析大鼠腹膜组织 TGF-βRⅠ、TGF-βRⅡ的表

达抑制腹膜间皮细胞 EMT,改善腹膜纤维化及腹膜

超滤功能[17]。
本研究采用大鼠 5 / 6 肾切除建立尿毒症模型

后,进行腹腔注射腹膜透析液,成功复制尿毒症腹

膜透析大鼠模型,并观察了扶肾方对尿毒症腹膜透

析大鼠腹膜组织的形态学、腹膜的超滤功能及葡萄

糖转运功能,以及腹膜组织血管生成促进因子和血

管生成抑制因子 VEGF、TNF-α、IL-12、INF-γ 表达的

影响。 研究显示,模型组腹膜组织明显增厚,部分

呈柱形,还可见到间皮细胞的脱落,炎细胞浸润等

病理变化。 扶肾方及塞来昔布干预后,炎性细胞浸

润、腹膜增厚较模型组减轻。 腹膜平衡实验结果表

明,与模型组比较,扶肾方高剂量组超滤量明显增

加,扶肾方高剂量组及塞来昔布组葡萄糖转运量明

显下降,差异有统计学意义。 与正常对照组比较,
尿毒症腹膜透析模型组大鼠腹膜组织中 VEGF、
TNF-α 的表达明显上调,IL-12、IFN-γ 的表达明显下

调;与模型组比较,扶肾方低剂量组、扶肾方高剂量

组和塞来昔布组均能下调 VEGF、TNF-α 表达,上调

IL-12、IFN-γ 的表达。 扶肾方的作用与塞来昔布类

似。 笔者推测在 5 / 6 肾切除大鼠尿毒症腹膜透析模

型中,扶肾方可改善腹膜组织形态学变化,并通过

下调腹膜组织中血管生成促进因子 VEGF、TNF-α
的表达,上调血管生成抑制因子 IL-12、IFN-γ 的表

达,达到改善腹膜功能,防治超滤衰竭的作用。
中医学认为,本虚标实为尿毒症的基本病机,

本虚主要为脾肾亏虚,标实表现为湿浊、瘀血,浊、
瘀主要由脾肾亏虚导致。 患者行 PD 治疗后,仍不

失尿毒症病机关键,故脾肾亏虚、湿浊瘀血内蕴为

PD 相关腹膜超滤衰竭的主要病机。 扶肾方是根据

以上病机关键而组成的临床效方,由黄芪、当归、陈
皮、半夏、淫羊藿、熟军、丹参、鬼箭羽组成,主要功

效为“健脾益肾,化瘀降浊”,组方融中医“补、和、
消”三法于一体,前期临床及基础研究表明,该方能

显著改善尿毒症 PD 大鼠肾功能,延缓 PD 腹膜纤维

化,改善腹膜超滤衰竭[17-18],但其具体作用机制尚

不明确。
综上所述,本研究从动物实验初步证实,扶肾

方具有减轻尿毒症腹膜透析大鼠腹膜损伤、改善腹

膜超滤衰竭的作用,该作用可能与下调腹膜组织血

管生成促进因子 VEGF、TNF-α 的表达,上调血管生

成抑制因子 IL-12、IFN-γ 的表达有关,但扶肾方调

控腹膜血管新生的具体作用机制还需进一步深入

探索。
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Prpf40b 基因缺失诱发大鼠心脏结构异常

刘梦迪1,董　 伟2,张　 旭1,陈　 炜1,高　 翔2,高　 珊2,张连峰2,吕　 丹1∗

(1.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; 2.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,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　 构建 Prpf40b 基因敲除大鼠,为该基因的生物学研究建立工具动物,同时初步探究该基因缺

失后对心脏发育的影响。 方法　 利用 CRISPR / Cas9 技术构建 Prpf40b 基因敲除大鼠,测序及 PCR 技术鉴定敲除大

鼠构建成功及仔代大鼠基因型。 通过超声影像技术分析敲除大鼠心脏结构形态和功能改变,随后通过病理组织学

观察分析该基因敲除后对大鼠心肌显微形态的组织学影响。 结果　 经 PCR 鉴定和测序比对,确认 Prpf40b 基因敲

除大鼠构建成功。 经超声影像学分析,与同窝阴性大鼠相比 2 月龄敲除大鼠心脏结构形态未见明显异常,而 12 月

龄敲除大鼠收缩期及舒张期时心室腔内径及容积显著减小,同时射血分数显著减小。 经病理组织学分析,与同窝

阴性大鼠相比 12 月龄敲除大鼠心肌出现排列不齐,心肌纤维粗细不均及肌浆网扩张等现象。 结论　 Prpf40b 基因

缺失可诱发大鼠心脏整体结构形态改变及心肌组织学异常。
【关键词】 　 Prpf40b;敲除;心脏;大鼠
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Prpf40b deletion causes cardiac structural abnormalities in rats

LIU Mengdi1, DONG Wei2, ZHANG Xu1, CHEN Wei1, GAO Xiang2, GAO Shan2, ZHANG Lianfeng2, LYU Dan1∗

(1. Beijing Engineering Research Center for Experimental Animal Models of Human Diseases, Institute of
Laboratory Animal Science, Peking Union Medical College, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing 100021, China.

2. Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine, National Health Commission of China (NHC),
Institute of Laboratory Animal Science, Peking Union Medical College, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing 100021)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To establish Prpf40b knockout rats for biological research of the gene and explore the
effect of gene deletion on development of the heart. Methods　 Prpf40b knockout rats were established by CRISPR / Cas9
technology. The genotypes of the founder rats and offspring were identified by sequencing and PCR. The cardiac structure
and function of knockout rats were analyzed by ultrasound imaging technology. The microscopic morphology of the rat
myocardium was analyzed by histopathological observation. Results 　 PCR and sequencing confirmed successful
establishment of Prpf40b gene knockout rats. Compared with the wt rats, ultrasound imaging analysis showed that the
cardiac structure and morphology of 2-month-old knockout rats were not significantly abnormal; whereas the ventricular
cavity diameter and volume of 12-month-old knockout rats decreased significantly in the systole and diastole, and the
ejection fraction decreased significantly. Histopathological analysis showed that the myocardium of 12-month-old knockout



rats was arranged irregularly, the thickness of myocardial fibers was uneven, and the sarcoplasmic reticulum was dilated.
Conclusions　 Deletion of the Prpf40b gene induces changes in the overall structure and morphology of the rat heart and
abnormal myocardial histology.

【Keywords】　 Prpf40b; knockout; heart; rat

　 　 剪接体在真核细胞新生 RNA 转录物的加工中

起重要作用。 剪接体是小核 RNA 和蛋白质的复合

物,可从初级转录本(pre-mRNA)中去除(剪接)内

含子和非常规外显子,从而将识别的外显子组装

(剪接)成成熟的 mRNA。 它主要是基因特异性的,
并且是由于顺式调控序列中的突变指导了外显子

的剪接识别[1]。 但是,已知有越来越多的突变靶向

剪接体的组分,因此潜在地产生了全局而非基因特

异性的 RNA 剪接变化。 剪接位点的识别可以通过

跨越内含子以及跨越外显子两种机制进行,该方式

可极大的增加蛋白质的多样性和基因表达的复杂

程度[2-3]。
近十年来,已有多篇研究报道剪接复合体相关

基因突变与多种临床疾病相关[4-5]。 而 PRPF40B
是已发现的编码剪接体化合物的基因之一,该类基

因还 包 括, SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2, SF1,
SF3A1 及 U2AF2。 前 mRNA 加工因子( Pre-mRNA
processing factor,PRPF)是研究发现的一种参与前

mRNA 剪接的蛋白质。 人 PRPF 基因编码一个 1007
个氨基酸的蛋白质,包含一个 N-末端 340 个氨基酸

的富含 Arg / Ser 的结构域,该结构域通常存在于前

mRNA 剪接因子中。 PRPF 的催化结构域与细胞周

期蛋白依赖性激酶和丝裂原活化蛋白激酶具有同

源性[6]。
PRPF40B 属于 U2 核糖核蛋白体依赖型剪接复

合体相关基因,目前,已有研究表明 PRPF40B 基因

突变, 与 骨 髓 增 生 异 常 综 合 征 ( myelodysplastic
syndromes,MDS),慢性淋巴细胞白血病 ( chronic
lymphocytic leukemia, CLL) 和急性粒细胞白血病

(acute myeloid leukemia,AML)有关[7-10]。 在患有骨

髓恶性肿瘤的患者中,已经描述了八个核心剪接体

基 因 中 的 体 细 胞 突 变-SF3B1, SRSF2, U2AF35
( U2AF1 ), ZRSR2, SF3A1, PRPF40B, U2AF65
(U2AF2),其中 PRPF40B 的突变发生频率为 1%左

右[1,11-12]。 此外,有研究表明 PRPF40B 基因突变还

与多种实体肿瘤发生相关,包括乳腺癌,肝癌,胰腺

癌和黑色素瘤等[2,13]。
所以, 为 深 入 研 究 剪 接 复 合 体 相 关 基 因

PRPF40B 的生物学作用,动物模型是重要的工具,

本实验室依托研究所和基因工程技术平台,利用

CRISPR / Cas9 技术首次构建了 PRPF40B 基因敲除

大鼠模型,为开展该基因的生物学功能研究,以及

其在多种疾病病理进程中所扮演角色的深入研究,
提供了体内动物模型工具。 并且在初步的研究分

析中,发现该基因敲除可诱发心脏结构形态异常

改变。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

12 月龄雄性 SPF 级 Prpf40b 基因敲除 SD 大鼠

及同窝对照大鼠各 6 只,体重 550~720 g,由中国医

学科学院医学实验动物研究所实验动物资源研究

中心建立及培育,同时敲除大鼠培育过程中使用的

SD 大鼠,均购自北京维通利华实验动物技术有限公

司[SCXK(京)2019-0011]。 大鼠饲养于中国医学

科学院医学实验动物研究所屏障环境动物房

[SYXK(京)2019-0014],同时动物饲养间采用 12 h
交替明暗照明,动物自由饮水摄食。 同时,动物实

验中涉及的动物操作程序已得到中国医学科学院

医学实验动物研究所实验动物使用及管理委员会

(IACUC)的批准( ZLF18003),实验过程中遵循了

3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

PCR 引物由北京天一辉远生物科技有限公司

合成;4%甲醛溶液购自北京益利精细化学品有限公

司;DNA 提取试剂盒购自北京全式金生物技术有限

公司;琼脂糖购自西班牙 Biowest Agarose 公司;凝胶

电泳仪购自美国伯乐公司;组织脱水机、石蜡包埋

机、石蜡切片机购自德国徕卡公司;PCR 仪购自美

国伯乐公司;气体麻醉机购自英国斯特普科技有限

公司;病理切片扫描机购自德国徕卡公司;小动物

成像系统 Vevo3100 购自加拿大 VisualSonics 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 载体构建及基因型鉴定( vector construction
and genotyping)

利用本实验室已经建立的成熟的 CRISPR / Cas9
技术操作平台[14],构建 Prpf40b 基因敲除大鼠。 首

先研究人员依据 Prpf40b 基因第二外显子,设计
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sgRNA,并利用 MEGAshortscript T7 转 录 试 剂 盒

(AM1354, Ambion,美国)。 将 Cas9 蛋白 ( 30 ng /
μL)和 sgRNA(皆 10 ng / μL)混合后,经显微注射到

受精卵、移植至假孕母子子宫内,手术完成后常规

饲养。

注:A:利用 CRISPR / Cas9 技术,Prpf40b 基因敲除大鼠构建示意图,site1、site2:靶点设计位置。 B:Prpf40b 基因敲

除大鼠基因型 PCR 鉴定电泳凝胶图像,P1~ P3 分别是敲除纯合子,杂合子及同窝野生型对照孔;1、2、4、5:敲除杂

合子大鼠基因型条带;3:同窝野生型基因型条带;6:敲除纯合子大鼠基因型条带。

图 1　 Prpf40b 基因敲除大鼠构建及鉴定

Note. A, Schematic diagram of Prpf40b knockout rat with CRISPR / Cas9 technology. site1 / site2,target design sites.B,
Genotyping identification of Prpf40b knockout rat through PCR. P1 ~ P3, Sample for reference of homozygosis,
heterozygosis and wild-type. 1,2,4 and 5, Heterozygosis band. 3, Wild-type band. 6, Homozygosis band.

Figure 1　 Establishment and genotyping of Prpf40b knockout rat

对出生后仔鼠,制备组织基因组,经 PCR 鉴定

其 基 因 型, PCR 引 物: 5 ’ TCCTCGACAGCCACA
TACTCAG3’ 及 5 ’ GTCTTCACTTCGACCTGGTTCA
G3’。 PCR 条件:94℃预变性 4 min,94℃变性 20 s,
60℃退火 1 min,72℃延伸 1. 5 min,35 个循环。 野

生条带和敲除条带分别是 1890 bp 和 809 bp。
1. 3. 2 　 超 声 影 像 分 析 技 术 ( echocardiography
analysis)

大鼠经异氟烷(1. 5% ~ 2. 5%)麻醉,胸前区脱

毛,仰卧位固定于加热板上,保持体温恒定,同时四

肢固 定, 待 呼 吸 平 稳 后, 利 用 16 兆 赫 兹 探 头

(Vevo3100, 加拿大),经胸前区长轴和短轴两个切

面,采集 B-mode 和 M-mode 信号,经 3100 信号及数

据分析系统,导出超声参数,包括左室收缩末期内

径 ( LVESD, left ventricular ( LV ) end-systole
diameter); 左 室 舒 张 末 期 内 径 ( LVEDD, left
ventricular(LV) end-diastole diameter);左室收缩末

期容 积 ( LVESV, left ventricular ( LV) end-systole

volume); 左 室 舒 张 末 期 容 积 ( LVEDV, left
ventricular( LV) end-diastole volume);每搏输出量

(SV, stroke volume)等。
1. 3. 3　 病理组织学分析(histological analysis)

大鼠经安乐死后,摘取心脏,经生理盐水清洗

后,固定于 4%甲醛中固定 48 h。 随后经脱水后的

心脏组织经智能石蜡包埋机包埋制备成蜡块,推拉

式切片机进行切片(切片厚度 4 μm),恒温烤箱将

切片烤干后,经全自动染色机完成 HE(hematoxylin-
eosin stain)染色,自动封片机完成封片。 切片扫描

(徕 卡 TCS SP2, 德 国 ) 后 经 Aperio ImageScope
v8. 2. 5 软件分析并导出病理图片。
1. 4　 统计学方法

数据采用 GraphPad Prism 7 统计软件处理,数
据以平均数±标准误差( 􀭰x ±s􀭰x )来表示,均数间采用

Student’s t-tests 分析,P<0. 05 为有显著性差异。

2　 结果

2. 1　 Prpf40b 基因敲除大鼠的建立及繁育

利用 CRISPR / Cas9 技术,建立 Prpf40b 基因敲

除大鼠,经测序及 PCR 技术鉴定,敲除大鼠第 5、6、
7、8 以及部分第 9 外显子已敲除,构建示意图见

图 1A。
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将首建鼠与野生型 SD 大鼠进行杂交,PCR 技

术鉴定仔代鼠基因型,仔代敲除杂合子大鼠间再进

行第二轮杂交,仔代大鼠即可获得敲除纯合子,PCR
鉴定示意图见图 1B。

观察至 12 月龄时,Prpf40b 基因敲除杂合子和

纯合子大鼠外观形态及体重等,未见明显异常。 随

后的心脏超声影像学及病理组织学实验,皆选取

Prpf40b 基因敲除纯合子大鼠及同窝阴性大鼠进行

观察及分析。
2. 2　 Prpf40b 基因敲除大鼠心脏结构及功能分析

经基因型鉴定后,选用 2 月龄 Prpf40b 基因敲

除大鼠和同窝阴性对照大鼠,进行心脏超声影像分

析,结果显示,与同窝阴性大鼠相比,敲除大鼠心脏

结构及形态各参数未见明显异常(数据未列出)。
随后选用 12 月龄敲除大鼠和同窝阴性对照大

鼠,进行心脏超声影像分析,同时采集 B-mode 和 M-
mode 影像。 通过 M-mode 影像观察,12 月龄敲除大

鼠,左室内径明显减小(图 2)。

图 2　 Prpf40b 基因敲除大鼠超声影像分析 M-mode 截图

Figure 2　 M-mode screenshot from echographic analysis in
Prpf40b knockout rat

随后通过 Veov3100 分析系统分析并导出各超

声参数,结果显示,左室舒张末期内径(LVEDD, left
ventricular(LV) end-diastole diameter)显著变小,减
少了 15. 6%(图 3A, P = 0. 0069);左室收缩末期内

径 ( LVESD, left ventricular ( LV ) end-systole
diameter)显著变小,减少了 22. 2% (图 3B, P =
0. 0134); 左 室 舒 张 末 期 容 积 ( LVEDV, left
ventricular(LV)end-diastole volume)显著降低,降低

了 31. 5%(图 3C, P = 0. 0068);左室收缩末期容积

(LVESV, left ventricular(LV) end-systole volume)显
著降低,降低了 44. 1%(图 3D, P = 0. 0057);同时,

每搏输出量(SV, stroke volume)和心输出量(CO,
cardiac output) 显著降低,分别降低了 26. 1% (图

3E, P = 0. 0229) 和 25. 9% (图 3F, P = 0. 0306)。
2. 3　 Prpf40b 基因敲除大鼠心肌组织学观察

通过超声影像分析,12 月龄 Prpf40b 基因敲除

大鼠心脏结构形态出现异常,随后我们选取 12 月龄

敲除大鼠,经摘取心脏,常规固定并制备心肌组织

石蜡切片,随后进行 HE 染色,切片扫描后经 Aperio
分析心肌组织学改变。

与同窝阴性对照大鼠相比,敲除大鼠心脏整体

变小,心室腔变小(图 4A),这与敲除大鼠通过超声

影像学观察到的结果一致。 在显微水平,与同窝阴

性对照大鼠相比,敲除大鼠心肌纤维出现排列不

齐,心肌纤维粗细不均一,同时,心肌纤维间肌浆网

明显扩张,以及心肌纤维染色着色不均一等现象

(图 4B)。

注:A:LVEDD,左室舒张末期内径;B:LVESD,左室收缩末期

内径;C:LVEDV,左室舒张末期容积;D:LVESV,左室收缩末

期容积;E:SV,每搏输出量;F:CO,心输出量。 与野生对照组

比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 3　 Prpf40b 基因敲除大鼠超声影像参数分析

Note. A, LVEDD, left ventricular (LV) end-diastole diameter. B,
LVESD, left ventricular(LV)end-systole diameter. C, LVEDV, left
ventricular( LV) end-diastole volume. D, LVESV, left ventricular
(LV)end-systole volume. E, SV, stroke volume. F, CO, Cardiac

output. Compared with wild type rats, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01.

Figure 3　 Echography parameter analysis in
Prpf40b knockout rat

同时,我们通过统计 12 月龄敲除大鼠心脏湿重

与体重比值,即心重体重比(HW / BW, heart weight /
body weight),进一步确认心脏形态学改变。 结果我

们发现,敲除大鼠心重体重比显著下降,下降了

15. 6%(图 4C, P = 0. 0348),与超声影像学及病理

组织学观察结果一致。
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注:A:12 月龄 Prpf40b 敲除大鼠心脏长轴整体切片 HE 染

色;B:敲除大鼠心脏长轴整体切片 HE 染色高倍截图;C:敲

除大鼠心重体重比。 与野生对照组比较,∗P<0. 05。

图 4　 Prpf40b 基因敲除大鼠病理组织学分析

Note. A, The whole-heart longitudinal sections with HE staining
from Prpf40b knockout rat at 12 months old. B, Magnification of
the whole-heart longitudinal sections with HE staining from
Prpf40b knockout rat. C, Ratio of heart weight / body weight.

Compared with wild type rats, ∗P<0. 05.

Figure 4　 Histological analysis in myocardial of
Prpf40b knockout rat

3　 讨论

酵母剪接因子 Prp40 是一种必需的 U1-snRNP
相关蛋白,作为支架参与剪接体复合物形成的早期

步骤。 Prp40 的 两 种 哺 乳 动 物 同 源 基 因 包 括

PRPF40A,也被称为 HYPA(亨廷顿相互作用蛋白

A ) 或 FBP11 ( formin-binding protein 11 ) 和

PRPF40B,即已知的 HYPC(亨廷顿相互作用蛋白

C) [15]。
研究表明 PRPF40A 和 PRPF40B 参与剪接体的

早期组装,但功能尚不清楚。 PRPF40B 与神经系统

疾病的发病机制有关,包括亨廷顿病和 Rett 综合

征。 此 外, 近 几 年 骨 髓 增 生 异 常 综 合 征

(myelodysplastic syndromes,MDS)中检测到参与剪

接位点识别的剪接体成分的突变[16]。 PRPF40B 是

剪接体突变检测到的靶点之一,在整个开放阅读框

架中,PRPF40B 的变化以错义突变的形式出现,提
示这些突变可能导致功能丧失。 PRPF40B 定位于

富含剪接因子的核斑点,结合 SF1 和 U2AF65,并在

体内调节多种剪接事件。 研究显示 PRPF40B 缺失

增加了 Fas / CD95 受体数量和细胞凋亡, 表 明

PRPF40B 能够改变关键凋亡基因的选择性剪接来

调节细胞存活。 这些结果支持了 PRPF40B 在导致

外显子选择性剪接的早期事件中的作用,并可能为

PRPF40B 相关疾病的分子机制提供重要参考[17]。
以往的研究表明,PRPF 的突变导致细胞周期

中前 mRNA 的积累和 G1 / S 转换受损。 PRPF 对激

酶、转录因子、染色质重塑因子、纺锤体检查点蛋白

和癌细胞生长具有不同的作用。 PRPF 被证明是

U5 snRNP 相关激酶,PRPF 与 BRG1 和 N-CoR 相互

作用,这是核激素共激活和共抑制复合物的两个组

成部分。 PRPF 与 U5-snRNP 和 N-CoR 脱乙酰酶复

合物相关,被认为可以协调转录调控中的前 mRNA
剪接和染色质重塑事件[18-20]。 PRPF 可触发上皮间

质转化( epithelial-mesenchymal transition, EMT),降
低 HCT116、PC3、B16-F10 黑色素瘤细胞的侵袭性。
PRPF 可通过激活细胞生存信号通路、重新排列肌

动蛋白骨架和诱导 EMT 来阻断白藜芦醇的凋亡

作用。
PRPF40B 可抑制髓系细胞缺氧,其低表达可能

导致白血病的发生[21]。 目前已有报道 PRP6、
SWAP 和 PNN 与 PRPF 相互作用,并且 PRPF 被证

明是 U5 snRNP 相关激酶。 特别是,小核糖核蛋白

复合物的成员 PRPF6 被证明能促进结肠癌的增殖。
最近的研究表明,各种选择性剪接事件模式的改变

在结肠癌的发生和发展中起着重要的作用[6]。
Prp40 蛋白结构与人类中相对少量的蛋白(包

括 PRPF40A,PRPF40B 和 hTCERG1)共有,它们均

参与剪接和转录延伸的偶联。 最接近的人类直系

同源 物 PRPF40A 的 功 能 与 酵 母 Prp40 类 似。
PRPF40A 的 WW 域对于其定位到核斑点至关重

要。 PRPF40A 与 SF1 和 U2AF 相互作用,它存在于

剪接体复合体 A 和 B 中,但不存在于 C 中,这与

Prp40 在早期剪接体组装中的作用一致。 PRPF40A
与 U2-snRNP 和参与转录延伸的蛋白质可发生免疫

共沉淀。
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PRPF40A 和 PRPF40B 都通过 Pol II CTD 与延

伸复合物相互作用调节共转录剪接,并且都与亨廷

顿氏病大脑中扩展的亨廷顿多谷氨酰胺束结合,并
参与其他神经退行性综合征。 即使 PRPF40B 不具

有任何 RNA 识别基序(RRM),它也可能通过桥接

5′s 的 U1 和与 BPS 结合的 SF1 来调节 AS。 此外,
PRPF40B 控制重要凋亡基因(例如 Fas)的其他剪

接位点的选择。 PRPF40B KO 上调了低氧信号,再
加上其在 AML 中的低表达,提示该 SF 在髓样白血

病中 的 作 用。 在 Akt / MAPK 通 路 中 发 现 了

PRPF40B 调控的酶的 PPI 聚集,这是已知的相互调

节缺氧的途径[21]。
在本研究中我们发现 PRPF40B 基因敲除可诱

发模型大鼠心脏结构形态的改变,包括整体结构形

态及显微形态的改变,其机制可能与该基因控制重

要凋亡基因相关,但具体的诱导机制,还需要后续

深入的分子机制研究。 同时本文建立的 PRPF40B
基因敲除大鼠为该基因参与多种疾病病理进程调

控的作用研究,提供了体内工具动物,为剪接复合

体相关基因的功能研究提供了实验基础。
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丁苯酞通过调节海马突触相关蛋白表达和线粒体
结构改善 db / db 小鼠认知功能障碍

左旺盛,张　 钰,张　 玲,秦　 川∗

(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　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的 　 观察不同剂量丁苯酞(N-butylphthalide,NBP)对 db / db 小鼠认知功能及海马区突触素

(synaptophysin,SYN)、突触后致密物 95(postsynaptic density-95 protein,PSD-95)的表达以及线粒体结构的影响。 方

法　 实验共分 5 组,将 20 只 db / db 小鼠随机分 4 组,模型组、低、中、高剂量治疗组,每组 5 只,同窝正常 db / m 小鼠

5 只作为对照组。 在 6 周龄时,分别给予 db / db 小鼠腹腔注射低、中、高剂量(20、40、60 mg / kg)的丁苯酞注射液,对
照组和模型组均给予等体积的生理盐水腹腔注射,每日 1 次,连续 6 周。 每周监测体重与空腹血糖水平,运用

Morris 水迷宫实验检测小鼠的空间学习记忆能力,Western blot 技术检测小鼠海马区 SYN、PSD-95 表达,电镜观察海

马区线粒体的结构。 结果　 与模型组相比,各治疗组对小鼠的体重及血糖影响无显著差异,但水迷宫探索期逃避

潜伏时间减少(P<0. 05),测试期跨越平台次数增加(P<0. 01),海马区 SYN、PSD-95 蛋白表达量均升高(P<0. 05),
且认知改善和蛋白表达增加呈剂量依赖关系;电镜下正常组的线粒体结构正常,嵴结构清晰并且排列紧密,膜结构

完整;模型组线粒体受损,嵴结构稀疏,融合,逐渐空泡化;各剂量治疗组海马区线粒体大部分结构完整,嵴结构有

少量破坏,膜结构也相对完整。 结论　 丁苯酞可能通过调节海马突触相关蛋白 SYN、PSD-95 的表达和线粒体结构

改善 db / db 小鼠的认知功能障碍,高剂量治疗效果优于低剂量与中剂量组。
【关键词】 　 丁苯酞;糖尿病;突触素;突触后致密蛋白 95;认知;线粒体
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N-butylphthalide ameliorates cognitive dysfunction in db / db mice by
regulating hippocampal synapse-associated protein expression and

mitochondrial structure

ZUO Wangsheng, ZHANG Yu, ZHANG Ling, QIN Chuan∗

(Institute of Laboratory Animal Science, Chinese Academy of Medical Sciences;
Comparative Medical Center, Peking Union Medical College, Beijing 100021, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 In this study, we aimed to investigate the effects of different doses of n-butylphthalide
(NBP) on cognitive function in db / db mice, the expression of synaptophysin (SYN) and post-synaptic density-95 (PSD-
95) proteins in the hippocampus, as well as mitochondrial structure in the hippocampus. Methods　 A total of 20 db / db
mice were randomly divided into four groups: model group, and low, medium and high-dose treatment groups (five mice in



each group). In addition, five normal db / m mice from the same litter were used as the control group. At the age of 6
weeks, db / db mice in the low, medium and high-dose groups were intraperitoneally injected with NBP at a concentration of
20, 40 and 60 mg / kg, respectively, while the control group and the model group were given the same volume of normal
saline. Injections were given once a day for 6 weeks. Body weight and fasting blood glucose level were monitored weekly.
Morris water maze was used to assess spatial learning and memory abilities. Western blot was used to detect the expression
of SYN and PSD-95 in the hippocampus, and the structure of hippocampal mitochondria was observed by electron
microscopy. Results　 Compared with the model group, there was no significant difference in body weight or blood glucose
in any treatment group. However, during the water maze exploration period, escape latency was reduced (P< 0. 05), the
number of platform crossings was increased (P< 0. 01), protein expression levels of SYN and PSD-95 in the hippocampus
were increased (P< 0. 05), and there was a positive relationship between cognitive improvement and protein expression.
Under the electron microscope, mitochondrial structure in the control group was normal, the ridge structure was clear and
tightly arranged, and the membrane structure was intact. In the model group, mitochondria were damaged, and cristae were
sparse, fused and vacuolated. In the treatment groups, most of the mitochondria in the hippocampus were intact, while
cristae structure was slightly perturbed, and membrane structure was relatively intact. Conclusions 　 NBP alleviates
cognitive dysfunction in db / db mice by regulating the expression of the hippocampal synaptic proteins SYN and PSD-95,
and by improving mitochondrial structure. The therapeutic effect in the high dose group was better than that in the low and
medium-dose groups.

【Keywords】　 3-n-butylphthalide; diabetes; synaptophysin; postsynaptic density 95; cognitive; mitochondria

　 　 糖尿病作为一种慢性疾病可以引起多器官的

损伤,主要是影响肾、视网膜以及周围神经系统[1]。
如果对糖尿病不进行干预,长久以往可能会导致神

经系统损伤,出现认知功能损害,临床主要表现为

学习、记忆功能下降,最终导致痴呆。 有研究显示

糖尿病的认知障碍原因是由于脑海马区的线粒体

功能失调导致脑部能量供应障碍[2],也有研究显示

是由于突触相关的信号传导障碍,导致认知问题的

出现[3]。 目前对于糖尿病认知障碍没有理想的治

疗方法。 丁苯酞(N-butylphthalide,NBP)具有多靶

点的保护作用,如线粒体保护作用、抗神经细胞凋

亡等,目前是神经内科的一线用药,主要用于中风

脑梗的临床治疗[4]。 突触素( synaptophysin,SYN)
是一种特异性钙结合蛋白,通过调节突触的分化和

生长影响突触结构,是影响突触功能的重要指

标[5]。 突触后致密物 95 ( postsynaptic density 95,
PSD-95)是突触后膜致密区上一种支架蛋白,能激

发突触的活性,参与突触的连接和维持,增强突触

重塑[6];研究显示,抑制小鼠 PSD-95 的表达会出现

学习障碍,突触缺失[7]。 线粒体是人体能量的生产

工厂,海马线粒体结构的大量损坏会影响大脑的能

量供应,对认知功能有着一定的影响,认知障碍的

小鼠线粒体内容物以及嵴结构不清,线粒体形态改

变以及裂变增多[8]。 本研究采用 db / db 小鼠作为

糖尿病模型,旨在探讨 NBP 对糖尿病小鼠海马线粒

体结构,SYN、PSD-95 表达量以及认知功能的影响。

我们在 13 周龄时检测到糖尿病小鼠认知障碍,从上

述各指标的检测结果显示,NBP 通过缓解了海马突

触相关蛋白 SYN、PSD-95 的表达下降和改善线粒体

结构从而达到治疗 db / db 小鼠的认知功能障碍的

效果。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

db / db 小鼠(C57BL / KsJ)是 Leptin 受体点突变

的 II 型糖尿病小鼠,出生后 6 周即可出现明显的肥

胖和高血糖等糖尿病症状,8 ~ 12 周时最明显,并可

出现糖尿病肾病等并发症。 本研究采用了 20 只 5
周龄 SPF 级雄性糖尿病模型 db / db 小鼠体重 40 ~
43 g,以及 5 只同窝出生 db / m 雄性小鼠 23 ~ 25 g,
均购自江苏集萃药康生物科技有限公司 [ SCXK
(苏)2018-0008],饲养于中国医学科学院医学实验

动物研究所动物房[SYXK(京)2019-0014]。 饲养

期间自由饮水饮食,温度(24±1)℃,(12 / 12) h(光
照 /黑暗)常规饲养。 所有动物实验均经中国医学

科学院医学实验动物研究所动物实验伦理委员会

审核并批准(IACUC-QC19024)遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

NBP 注射液浓度 5 mg / mL(石药集团恩必普药

业有限公司);兔单克隆抗体 SYN、兔多克隆抗体

PSD-95、β-actin (美国 abcam 公司, 货号分别为

ab32127、ab18258、ab21058);二抗羊抗兔(中国中杉
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金桥公司,ZB-2301)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组及给药处理

将 20 只 db / db 小鼠采用随机数字表法分为模

型组,低、中、高剂量 NBP 治疗组,以上每组数量均

为 5 只。 适应性喂养一周后,NBP 注射液按照 20、
40、60 mg / ( kg·d)分别注射给低、中、高剂量治疗

组;同窝对照组 5 只(正常组)和模型组给予同等体

积的生理盐水腹腔注射,以上各组处理均为 6 周。
每周进行一次体重测量以及空腹尾静脉血糖测量。

注:与正常组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,各治疗组,P>0. 05。

图 1　 各组小鼠体重(a)、血糖(b)比较( 􀭰x ± s )
Note. Compared to the normal group, ∗∗P<0. 01. Compared with model group, each treatment group, P>0. 05.

Figure 1　 Comparison of body weight (a) and blood glucose (b) in each group

1. 3. 2　 小鼠学习和空间记忆能力检测　
Morris 水迷宫实验测试期:将小鼠分别从三个

象限头朝池壁放入水迷宫,自由游行,计时 60 s,期
间找到平台时追踪器自动停止计时,记录时间为逃

逸潜伏期,超过 60 s 的记录为 60 s,将小鼠引导至平

台停留 15 s;每个象限实验间隔 20 min 后再进行下

一个象限,共训练 5 d;探索期:第 6 天撤除平台,将
四小鼠从第二象限放入池中,记录 60 s 小鼠穿越平

台区的次数[9]。
1. 3. 3　 实验取材　

水迷宫实验结束后解剖取材,每组选取 3 只小

鼠迅速剪下头颅,迅速取出海马置于冻存管于液氮

中,置于-80℃冰箱中冻存。 两只小鼠用磷酸缓冲

盐溶液(phosphate buffer saline, PBS)灌注,多聚甲

醛灌注后取出海马置于 4%多聚甲醛,用于电镜

观察。
1. 3. 4　 Western blot 检测小鼠海马组织 SYN、PSD-
95 蛋白表达量

取出冻存海马称量,提取总蛋白;BCA 试剂盒

测量蛋白浓度,配平后在沸水中煮 5 min;取 20 μg
的蛋白进行凝胶电泳,湿转法将分离的蛋白转至

PVDF 膜上;配 5%的奶粉封闭 1 h 后,分别加 SYN、

PSD-95,β-tubulin 一抗 4℃过夜;羊抗兔二抗孵育 1
h;加 ECL 发光液后于凝胶成像,检测条带灰度值并

分析。
1. 3. 5　 透射电镜观察海马区线粒体结构变化

将剥离出的海马组织置于 4%多聚甲醛,其后

标本采用不同浓度梯度乙醇进行脱水处理,经环氧

树脂包埋后修块,采用柠檬酸铅染色制片后于透射

电镜下观察[10]。
1. 4　 统计学方法

所有数据采用 SPSS 26. 0 软件进行统计学分

析,计量数据均采用平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,
多组间比较行双因素方差分析,两两比较应用 t 检
验。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 NBP 对 db / db 小鼠体重和血糖变化无显著

差异

各组与正常组相比,模型组和各个治疗组小鼠

血糖及体重明显升高,差异有统计学意义 ( P <
0. 01);模型组与各个治疗组以及组间体重跟血糖

比较差异无统计学意义 (P>0. 05)。 (图 1)
2. 2　 NBP 改善了 db / db 小鼠空间学习与记忆能力

的障碍

模型组与正常组相比,水迷宫逃逸潜伏时间显

著增加,穿越平台次数显著减少,P<0. 01,说明 13
周龄时 db / db 小鼠相对于正常组小鼠已经出现严重

认知障碍,糖尿病认知障碍模型造模成功;各剂量

NBP 治疗组与模型组相比,低剂量治疗组逃逸潜伏

时间下降,穿越平台的次数提高,P<0. 05;中剂量治

疗组小鼠逃逸潜伏期相对与模型组有改善,P <
0. 05,且改善效果比低剂量要好;高剂量治疗组相

对于模型组小鼠逃逸潜伏期下降,P<0. 05,且效果
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优于低剂量和中剂量治疗组。 (图 2)
2. 3　 NBP 缓解了 db / db 小鼠海马组织中 SYN、
PSD-95 蛋白表达量的下降

模型组与正常组相比,海马中 SYN 与 PSD-95
蛋白相对表达含量显著降低(P<0. 01);各治疗组与

模型组相比,海马中 SYN 与 PSD-95 蛋白相对表达

含量均有所提高(P<0. 05),且高剂量 NBP 治疗组

效果较低剂量组、中剂量组好。 (图 3)

注:a:逃逸潜伏期。 与模型组相比,低剂量组∗ P < 0. 05,∗∗ P < 0. 01;中剂量组,# P < 0. 05,## P < 0. 01;高剂量组,
$ $ P<0. 01, $ $ $ P<0. 001。 b:穿台次数。 与正常组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,##P<0. 01。

图 2　 各组小鼠水迷宫实验学习记忆成绩比较( 􀭰x ± s )
Note. a, Escape lantency. Compared with Model group, Low group ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. Medium group, #P < 0. 05,
##P<0. 01. High group, $ $ P < 0. 01, $ $ $ P < 0. 001. b, The number of crossing-platform. Compared with normal group,
∗∗P<0. 01. Compared with the model group, ##P<0. 01.

Figure 2　 Results of learning and memory in water maze experiment were compared among all groups

注:与正常组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,各治疗组,#P<0. 05。

图 3　 各组小鼠海马 PSD-95、SYN 表达量比较( 􀭰x ± s )
Note. Compared with normal group ∗∗P<0. 01. Compared with model group, each treatment group, #P<0. 05.

Figure 3　 Comparison of the expressions of PSD-95 and SYN in the hippocampus of mice in each group

2. 4　 NBP 降低了 db / db 小鼠海马区线粒体结构的

损伤

正常组的线粒体结构正常,多呈椭圆形,嵴结

构清晰并且排列紧密,膜结构完整;模型组线粒体

受损,嵴结构稀疏,融合,膜结构损坏,逐渐空泡化,

且体积在同样倍数下显著增大;各剂量治疗组海马

线粒体大部分结构完整,嵴结构有少量破坏,但相

对与模型组要正常,膜结构也相对组完整。 (图 4)

3　 讨论

2017 年我国糖尿病患者已达到 1. 14 亿,成为

全球患病人数最多的国家[11]。 糖尿病并发症影响

肾、视网膜、神经和心血管系统,是糖尿病发病和死

亡的主要原因[12]。 然而糖尿病发展到后期,患者不

只是会出现以上并发症,也会产生认知功能的损

伤,主要表现在学习记忆能力的下降[13]。 目前临床

治疗糖尿病措施主要是胰岛素注射和口服降糖药,
不能解决糖尿病患者后期出现的认知功能损伤。
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注:红色箭头表示线粒体结构。

图 4　 各组小鼠海马线粒体结构电镜图

Note. The red arrows indicate the mitochondrial structure.

Figure 4　 Electron micrograph of mitochondrial structure in hippocampus of mice of each group

NBP 是我国已批准用于治疗缺血性脑卒中的合成

化合物,主要从芹菜籽中提取。 它具有多种生物学

作用,最主要是临床上用于改善脑梗死的预后[14],
有研究表明 NBP 能抑制神经元凋亡,具有神经保护

作用[15],具有抗氧化和减轻线粒体功能障碍的神经

保护作用[16]。 本研究发现 db / db 小鼠在第 13 周检

测时认知功能已经严重受损,表现为 db / db 小鼠与

对照组相比,水迷宫潜伏明显延长,测试期穿越平

台次数显著下降。
SYN、PSD-95 能影响突触的结构和功能,是研

究突触的重要指标[17],PSD-95 作为重要的骨架蛋

白,是突触敏感的结构指标[18],PSD-95 的表达减少

说明突出后致密物质变薄,突触活性降低,最终导

致突触传导发生障碍[19]。 SYN 是突触小泡上的膜

蛋白,与神经递质的释放,突触形成及突触小泡上

离子通道密切相关,是突触功能的标志蛋白[20]。
SYN 可以通过调节轴突和树突的分化和生长,影响

突触结构[13],SYN 常用来检测突触的密度和分布,
其数量减少表明突触数量减少,囊泡减少,从而影

响神经递质的释放,影响信号传导[21]。 突触承担了

传递信号的重要作用,认知障碍可能是由突触功能

障碍引起的,神经退行性变的认知障碍会发生明显

的广泛突触丢失[22],SYN、PSD-95 能显著影响突触

的结构和功能,故本研究检测 SYN、PSD-95 的表达

情况来观察糖尿病认知障碍是否与突触相关蛋白

有联系。 实验检测发现模型组 SYN、PSD-95 的表达

量相对于正常组严重降低,而 NBP 治疗组相对于模

型组蛋白表达量的下降有所改善。
线粒体是体内最重要的能源中心,90%的三磷

酸腺苷(ATP)由线粒体提供[23]。 线粒体结构和功

能的改变,是细胞程序化死亡的关键性环节。 糖尿

病小鼠体内由于长期的高血糖而产生氧化损伤,导
致线粒体结构的氧化损伤,膜结构破坏,线粒体

DNA 破坏,进而造成线粒体功能异常,ATP 含量降

低[24]。 有研究表明线粒体内产生的 ROS 增多可将

自身作为首要靶目标导致线粒体损伤,包括对呼吸

链及内外膜及基质蛋白的影响,导致 ROS 产生更

多,ATP 合成减少,进而线粒体膜通透性改变启动

线粒体凋亡途径诱导细胞凋亡的发生[25]。 动物实
验发现,NBP 能显著提高 Na+ / K+ -ATP 酶和 Ca2+ -
ATP 酶活性,保证正常的线粒体膜电位,从而维持

线粒体的结构和功能[26],NBP 通过增强线粒体膜电

位和增加线粒体呼吸链复合体 I-IV 和 ATPase 的活

性来减轻线粒体功能障碍,NBP 改变了调节线粒体

融合和分裂的蛋白质平衡[16]。
本研究发现模型组以及给药组 db / db 小鼠的体

重和血糖一直保持很高的水平,符合糖尿病的指

标。 三个剂量的 NBP 治疗组对于 db / db 小鼠的血

糖和体重无改善作用,原因可能是由于 NBP 不参与

小鼠体内的糖代谢和脂代谢的过程。 NBP 对于海

马线粒体结构损伤有着很大的改善,对于海马

SYN、PSD-95 的表达降低有提高作用,NBP 可能通

过改善线粒体结构损伤,从而改善脑部的能量供

应,减少神经细胞的凋亡方面起作用,改善海马突

触的神经递质释放以及传导功能等方面改善 db / db
小鼠的认知障碍,且不同剂量的 NBP 对 db / db 小鼠

的认知改善效果不同,本研究区间内高剂量治疗组

的改善效果优于低剂量跟中剂量组。
综上所述,我们的结果提示丁苯酞可能通过提

高糖尿病小鼠海马内 SYN、PSD-95 的表达,改善海

马突触的功能以及线粒体功能,从而改善了 db / db
小鼠的认知功能障碍。 因此,本研究为丁苯酞改善

糖尿病相关的认知功能损害提供了参考,可作为潜

在治疗策略。
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保存条件对恒河猴 CD8+ T 细胞活性的影响

罗嘉慧,卢秋翰,李国萃,张京京,丛　 喆∗,魏　 强∗

(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,国家卫生健康委员会人类疾病比较医学

重点实验室,国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室,新发再发传染病动物模型研究北京市重点实验室,
北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过细胞内细胞因子染色(intracellular cytokine staining, ICS)检测 CD8+ T 细胞反应强度,探
究不同保存条件对 CD8+ T 细胞活性影响。 方法　 采集 9 只恒河猴外周血,分离外周血单个核细胞(PBMC),一部

分新鲜细胞直接用于检测,剩余细胞冻存至-80℃和液氮,冻存 1 周和 1 年再用于检测,检测时用阳性刺激物进行

刺激,流式分析活细胞比例,MIP-1β、TNF-α、IL-2、IFN-γ 四种细胞因子分泌情况和细胞脱粒标志物 CD107a 的表达

情况。 结果　 随着冻存时间的增加,细胞存活率降低,且液氮冻存比-80℃冻存有更高的存活率。 在细胞因子分泌

和细胞脱粒标志物 CD107a 的表达情况中,冻存一年的细胞 MIP-1β、TNF-α 分泌量显著高于正常细胞,细胞状态发

生了改变,冻存一周的细胞与新鲜细胞状态更为相近。 结论　 想要保持低的细胞死亡率和正常的 CD8+ T 细胞反

应,应使用新鲜细胞或短期冻存的细胞进行测量 CD8+ T 细胞反应水平的实验。
【关键词】 　 细胞内细胞因子染色;CD8+T 细胞;细胞活性;恒河猴

【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】1671-7856(2021) 04-0033-05

Effects of storage conditions on the activity of CD8+ T cells in
rhesus monkeys

LUO Jiahui, LU Qiuhan, LI Guocui, ZHANG Jingjing, CONG Zhe∗, WEI Qiang∗

(Comparative Medicine Center, Peking Union College (PUMC) & Institute of Laboratory Animal Science, Chinese
Academy of Medical Sciences (CAMS); NHC Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine; Key
Laboratory of Human Diseases Animal Models, State Administration of Traditional Chinese Medicine; Beijing
Key Laboratory for Animal Models of Emerging and Remerging Infectious Diseases, Beijing 100021, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To use intracellular cytokine staining to detect the intensity of the CD8+ T cell response
and explore the effects of different storage conditions on CD8+ T cell activity. Methods　 Rhesus macaque peripheral blood
was collected and peripheral blood mononuclear cells were separated. Some fresh cells were used directly for analysis and
the remaining cells were frozen at - 80℃ or in liquid nitrogen and used for analysis after 1 week or 1 year. A positive
stimulus was applied and flow cytometry was used to analyze the proportion of living cells, secretion of MIP-1β, TNF-α,
IL-2, and IFN-γ, and expression of cell degranulation marker CD107a. Results　 As the storage time was increased, the



cell survival rate decreased, and liquid nitrogen freezing had a higher survival rate than freezing at -80°C. Secretion of
MIP-1β and TNF-α from cells cryopreserved for 1 year was significantly higher than that from normal cells and the cell
status had changed. The status of cells frozen for 1 week was more similar to fresh cells. Conclusions　 To maintain low cell
death and a normal CD8+ T cell response, fresh cells or short-term frozen cells should be used for experiments to measure
the level of the CD8+ T cell response.

【Keywords】　 CD8+ T cells; intracellular cytokine staining; cell viability; rhesus monkeys

　 　 CD8+ T 细胞在多种病毒感染性疾病的免疫控

制中起着至关重要的作用,一般认为对病毒复制有

更好控制能力的患者拥有更强的特异性 T 细胞应

答,其 CD8+ T 细胞也具有更高的细胞因子生产能

力[1-4],但仍需要更多的相关研究来支持。 CD8+ T
细胞活性测定对细胞功能评定直接相关。 由于实

验条 件 限 定, 通 常 情 况 下 细 胞 及 组 织 常 冷 冻

(-80℃、液氮等)保存[5-6],冻存会对细胞的部分理

化状态造成影响[7],但在多大程度上影响细胞活

性,缺乏实验依据。 因此,通过实际样本测定,了解

冻存对其活性的影响,有重要的实际应用意义,也
为今后的细胞内细胞因子染色实验提供借鉴。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

9 只 SPF 级中国恒河猴,4 只雌性,5 只雄性,年
龄为 3~6 岁,体重约 4 ~ 5 kg,均购自北京协尔鑫生

物资源研究所[SCXK(京)2015-0011]。 实验前通

过免疫荧光法筛查,排除猴疱疹病毒,猴逆转录 D
型病毒,猴免疫缺陷病毒及猴 T 淋巴细胞性 I 型病

毒。 实验动物的饲养及实验操作在中国医学科学

院医学实验动物研究所生物安全三级实验室进行

[SYXK(京)2017-0027],实验进程遵循 3R 原则。
本实验使用的实验动物程序通过了中国医学科学

院医学实验动物研究所实验动物使用与管理委员

会(IACUC)的批准(XJ19006)。
1. 2　 主要试剂与仪器

Cell Stimulation Cocktail(500×) (Cat.00-4975)
购自 eBioscience 公司;BD HorizonTM BV605 Mouse
Anti-Human CD3 ( Cat. 562994)、 BD PharmingenTM

FITC Mouse Anti-Human CD8 ( Cat. 557085 )、 BD
HorizonTM BV421 Mouse Anti-Human MIP-1β ( Cat.
562900)、BD HorizonTM PE-CF594 Mouse Anti-Human
CD107a( Cat. 562628)、 BD Cytofix / CytopermTM BD
Cytofix / Cytoperm Plus Kit(with BD GolgiStop) (Cat.
554715) 购自 BD Pharmingen 公司; Brilliant Violet
421TM anti-human IL-2 Antibody ( Cat. 500328)、 PE

anti-human TNF-α Antibody ( Cat. 502909)、 Zombie
NIRTM Fixable Viability Kit(Cat.423106)、Brefeldin A
( Cat. 420601 )、 Brilliant Violet 510TM anti-human
IFN-γ Antibody(Cat. 502544)购自 BioLegend 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 样本采集和外周血单个核细胞制备

使用乙二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)采血管采

集猴抗凝全血,使用 Ficoll 淋巴细胞分离液分离外

周血单核淋巴细胞,一部分新鲜细胞直接用于检

测。 一部分使用加入了 10% DMSO 的胎牛血清作

为冻存液冻存于-80℃和液氮中。
1. 3. 2　 细胞内细胞因子染色

淋巴细胞悬液加入 48 孔板中,每孔 1 mL,设阳

性刺激组和阴性对照组。 阳性刺激组加入 1×阳性

刺激物,阴性对照组只加培养基。 1 h 后加入布雷

菲德菌素 A(Brefeldin A),GolgiStop 和 CD107a 抗

体,于 37℃ 5% CO2 培养箱中继续培养 5 h,收细胞

进行流式数据分析[8-12]。
收取细胞,使用细胞死活染料(Zombie NIRTM

Fixable Viability Kit)将细胞在室温下染色 20 min。
然后洗涤细胞并在 4℃下用表面染色混合物染色 30
min。 随后将 PBMC 洗涤 2 次,然后用固定 /透化溶液

Fixation / Permeabilization solution 在 4℃下固定并透化

20 min。 随后将细胞在用 1 ∶10 稀释的 Perm / WashTM

Buffer 中洗涤两次。 然后在 4℃下用胞内染色混合物

染色 30 min。 洗涤后将细胞重悬于 1%多聚甲醛中,
并在 4℃下在黑暗中储存不超过 24 h 直至分析。
1. 4　 统计学方法

数据由 BD ArialⅡ流式细胞仪收集,从每个样

品收集 30000 个淋巴细胞。 采用 FlowJo 10 对多色

流式细胞仪上机结果进行分析,使用 Graphpad 8 软

件进行作图和统计分析,不同组数据间进行 t 检验

分析,以 P<0. 05 为具有统计学差异界限。

2　 结果

2. 1　 不同保存条件下细胞存活率

保存条件对细胞状态影响较大。 新鲜分离的
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PBMC 中活细胞占(95. 19±3. 37)%,而经液氮冻存

1 周后,活细胞比例为(84. 23±4. 35)%,冻存 1 年

后,活细胞占(54. 43±6. 79)%,显著低于经液氮冻

存 1 周后的细胞(P<0. 0001)。 -80℃冻存 1 周后活

细胞比例为(75. 46±4. 50)%,冻存 1 年后活细胞只

占(40. 63±5. 26)%,显著低于-80℃冻存 1 周后的

细胞(P<0. 0001)(图 1)。

2. 2　 阳性刺激物刺激淋巴细胞分泌细胞因子流式

结果

以 CD8+ T 淋巴细胞群做为目的细胞,以同型对

照为 基 准 划 十 字 门。 使 用 PMA 和 离 子 霉 素

Inomycin 做为阳性刺激物刺激培养新鲜细胞 6 h
后,细 胞 高 表 达 MIP-1β、 IL-2、 IFN-γ、 TNF-α 和

CD107a。 见图 2。

注:与新鲜细胞比较,∗∗∗∗P<0.0001;与细胞液氮冻存一周比较,∗∗∗ P<0.001,∗∗∗∗ P<0.0001;与细胞-80℃ 冻存一周比较,∗∗∗ P<0.001,
∗∗∗∗P<0.0001;与细胞液氮冻存一年比较,∗∗∗P<0.001。

图 1　 不同保存条件下 PBMC 的存活率

Note. Comparing to fresh cells, ∗∗∗∗P<0.0001. Comparing to cell frozen for a week in liquid nitrogen, ∗∗∗P<0.001,∗∗∗∗P<0.0001. Comparing to

cell frozen for a week in -80℃, ∗∗∗P<0.001,∗∗∗∗P<0.0001. Comparing to cell frozen for a year in liquid nitrogen, ∗∗∗P<0.001.

Figure 1　 Survival rate of PBMC under different storage conditions

图 2　 流式分析 CD8+ T 淋巴细胞胞内细胞因子表达情况

Figure 2　 Flow cytometric analysis of intracellular cytokine expression in CD8+ T lymphocytes
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2. 3　 不同保存条件下胞内细胞因子及细胞脱粒标

志物表达结果

PMA 和离子霉素 Inomycin 做为阳性刺激物培

养 PBMC 6 h 后,不同保存条件下胞内细胞因子及

细胞脱粒标志物表达量如表 1 所示,在 MIP-1β 的

表达中,新鲜细胞与冻存一周的细胞没有显著差

异,但液氮冻存超过一年的细胞的表达量显著高于

新鲜细胞(P<0. 001),液氮冻存一周的细胞与 80℃
冻存一周的细胞没有显著差异,液氮冻存超过一年

的细胞与 80℃冻存超过一年的细胞没有显著差异。
在 IL-2 的表达中,各组别均无显著差异。 在 IFN-γ
的表达中,新鲜细胞的表达量显著高于液氮冻存一

周的细胞(P<0. 0001),新鲜细胞与液氮冻存超过一

年的细胞没有显著差异,液氮冻存一周的细胞与

80℃冻存一周的细胞没有显著差异,液氮冻存超过

一年的细胞与 80℃冻存超过一年的细胞没有显著

差异。 在 TNF-α 的表达中,新鲜细胞与冻存一周的

细胞没有显著差异,但液氮冻存超过一年的细胞的

表达量显著高于新鲜细胞(P<0. 0001),液氮冻存一

周的细胞与 80℃冻存一周的细胞没有显著差异,液
氮冻存超过一年的细胞与 80℃冻存超过一年的细

胞没有显著差异。 在 CD107a 的表达中,各组别均

无显著差异。 (图 3)

表 1　 不同保存条件下胞内细胞因子及细胞脱粒标志物表达量
Table 1　 Expression of intracellular cytokines and cell degranulation markers under different storage conditions

细胞保存条件
Cell storage conditions

MIP-1β 表达量(%)
Expression of

MIP-1β

IL-2 表达量(%)
Expression of IL-2

IFN-γ 表达量(%)
Expression of

IFN-γ

TNF-α 表达量(%)
Expression of

TNF-α

CD107a 表达量(%)
Expression of

CD107a

新鲜细胞
Fresh cell 32. 08±10. 82 20. 81±2. 34 32. 27±6. 15 50. 21±9. 48 5. 66±4. 28

细胞液氮冻存 1 周
Cell frozen for a week in liquid nitrogen 27. 00±4. 15 24. 96±6. 37 22. 13±1. 57 46. 89±5. 30 4. 30±2. 09

细胞-80℃冻存 1 周
Cell frozen for a week in -80℃ 35. 31±10. 64 24. 34±6. 52 24. 07±2. 88 50. 89±13. 00 4. 34±1. 15

细胞液氮冻存 1 年
Cell frozen for a year in Liquid nitrogen 60. 24±14. 72 21. 90±8. 31 30. 72±8. 71 76. 01±9. 26 3. 33±1. 49

细胞-80℃冻存 1 年
Cell frozen for a year in -80℃ 60. 20±15. 93 18. 98±7. 88 25. 87±6. 33 79. 61±8. 98 2. 47±0. 70

图 3　 不同保存条件下胞内细胞因子及细胞脱粒标志物表达情况分析

Figure 3　 Analysis of the expression of intracellular cytokines and cell degranulation markers under different storage conditions
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3　 讨论

近年来,越来越多的研究支持血液 CD8+ T 细胞

反应与多种病毒感染性疾病控制有着密切的关系,
CD8+ T 细胞主要通过分泌细胞毒性颗粒和细胞因

子来发挥其效应功能,因此同时选取 CD8+ T 细胞的

细胞脱粒标志物及 4 种细胞因子(CD107a,IFN-γ,
MIP-1β,TNF-α 和 IL-2)的分泌量来评估 CD8+ T 细

胞反应的水平,是现在较多采用的一种方法[2-13]。
现今部分测量 CD8+ T 细胞反应水平的实验使用新

鲜的细胞[14-15],但是由于实验安排的不同,大部分

测量 CD8+ T 细胞反应水平的实验都需要用到冻存

细胞[11],但是,在不同条件下,冻存会多大程度上影

响细胞活性,缺乏确切的实验依据,实验样本的冻

存条件对实验结果的影响尚未得到评估。
本实验在保证冻存液的成分,血细胞的分离条

件、细胞复苏的过程等变量条件一致的情况下,探
究冻存条件对恒河猴 CD8+ T 细胞活性的影响。 结

果发现不同冻存条件对细胞存活率影响较大,细胞

存活率因冻存而衰减,冻存时间越长,冻存温度越

高,细胞死亡率越高。 不同冻存条件的细胞因子及

细胞脱粒标志物的表达量也不同,总体来说,短时

间冻存的细胞反应水平与新鲜细胞最为接近,而长

时间冻存的细胞,在 MIP-1β 和 TNF-α 的表达量上

与新鲜细胞有显著的差异。 由于本实验采集自恒

河猴实验样本,数量受限,未做样本差异分析,条件

充许时,尽量采集足量样本,并排除因样本差异造

成可能的影响。 因此为了保持正常的 CD8+ T 细胞

反应和高的细胞存活率,应使用新鲜细胞或短期冻

存的细胞进行测量 CD8+ T 细胞反应水平的实验,而
在测定长期保存标本中,也应充分了解活性因冻存

而有所变化。
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FTY720 对卒中后抑郁大鼠单胺类神经递质影响的
实验研究

王奕丹1,张　 磊2,王建楠1,伍慧茹1,张　 玲1,杨　 洋1,隋汝波1∗

(1.锦州医科大学附属第一医院神经内科,辽宁 锦州　 121000; 2.锦州医科大学护理学院,辽宁 锦州　 121000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究芬戈莫德(Fingolimod, FTY720)对卒中后抑郁(post-stroke depression, PSD)大鼠行为学

及单胺类神经递质的干预作用。 方法　 50 只雄性 SD 大鼠随机分为假手术组、卒中组、PSD 组、氟西汀(Fluoxetine,
FLU)组及 FLU 联合 FTY720 治疗组。 采取大脑中动脉线栓法建立局灶性脑缺血大鼠模型,联合慢性不可预见的温

和性应激(chronic unpredictable mild stress, CUMS)及孤养法制备 PSD 大鼠模型。 在应激第 1、8、15、22、29 天评估

各组大鼠行为学指标,第 29 天处死大鼠,测定各组大鼠海马中单胺类神经递质的含量及单胺类神经递质合成限速

酶的表达。 结果　 与假手术组及卒中组比较,PSD 组大鼠同一时间点旷野实验得分、蔗糖水消耗比例显著减少(P<
0. 05);海马中 5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)、去甲肾上腺素(norepinephrine, NE)、多巴胺(dopamine, DA)
含量显著降低 ( P < 0. 05);色氨酸羟化酶 2 ( tryptophan hydroxylase2, TPH2) mRNA、酪氨酸羟化酶 ( tyrosine
hydroxylase, TH)mRNA 的表达下降(P<0. 05)。 与 PSD 组比较,氟西汀组及联合治疗组大鼠同一时间点旷野实验

得分、蔗糖水消耗比例升高(P<0. 05);海马中 5-HT、NE、DA 含量升高(P<0. 05);TPH2 mRNA、TH mRNA 的表达上

调(P<0. 05)。 两组间进一步比较发现联合治疗组治疗效果更为显著,差异具有统计学意义(P<0. 05)。 结论 　
FTY720 对 PSD 大鼠的抑郁样行为具有改善作用,而这种作用与提高单胺类神经递质的水平有关。

【关键词】 　 卒中后抑郁;芬戈莫德;单胺类神经递质;海马

【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】1671-7856(2021) 04-0038-06

Effects of FTY720 on monoamine neurotransmitters in rats with
post-stroke depression

WANG Yidan1, ZHANG Lei2, WANG Jiannan1, WU Huiru1, ZHANG Ling1, YANG Yang1, SUI Rubo1∗

(1. Department of Neurology, the First Affiliated Hospital of Jinzhou Medical University, Jinzhou 121000, China.
2. Department of Nursing, Jinzhou Medical University, Jinzhou 121000)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To explore the effect of FTY720 on the behavior and monoamine neurotransmitters of post-
stroke depression rats. Methods　 Fifty male SD rats were randomly divided into sham operation, stroke, PSD, FLU, and
FLU+FTY720 groups(n = 10 each). The middle cerebral artery thread embolization method was used to establish a focal



cerebral ischemia rat model. The PSD rat model was established by combining chronic unpredictable mild stress and
isolation method . At 1, 8, 15, 22, and 29 days of stimulation, the behavioral indexes of rats in each group were evaluated.
The rats were sacrificed on day 29 and the content of monoamine neurotransmitters and expression of the rate-limiting
enzyme of monoamine neurotransmitter synthesis in the hippocampus of rats in each group were analyzed. Results 　
Compared with sham operation and stroke groups, the open field test score and volume ratio of sucrose water consumption of
the PSD group were significantly reduced at the same time points ( P < 0. 05). Levels of 5-HT, NE, and DA were
significantly reduced in the hippocampus ( P < 0. 05). Expression of TPH2 and TH mRNAs was decreased in the
hippocampus(P< 0. 05). Compared with the PSD group, the open field test score and volume ratio of sucrose water
consumption of FLU and FLU+FTY720 groups were increased at the same time points(P<0. 05). Levels of 5-HT, NE, and
DA were increased in the hippocampus(P<0. 05). Expression of TPH2 and TH mRNAs was upregulated in hippocampus(P
<0. 05). Conclusions　 FTY720 improves the depression-like behavior of PSD rats and its effect is related to increasing the
levels of monoamine neurotransmitters.

【Keywords】　 post-stroke depression; fingolimod; monoamine neurotransmitters; hippocampus

　 　 PSD 是脑卒中后出现的一类情感障碍性疾病,
增加了患者的致残率及死亡率[1-2]。 然而,其发病

机制尚不明,有多种学说并存[3],其中单胺类神经

递质学说最具代表性。 然而,目前单纯补充单胺类

神经递质的药物(如选择性 5-HT 再摄取抑制剂,
SSRIs)对 PSD 患者疗效欠佳,且存在起效慢、毒副

作用大、复发率高等问题[4],因此为 PSD 寻找新的

治疗药物势在必行。
经临床观察发现,患有风湿类疾病的 PSD 患者

在应用免疫抑制剂后可改善 PSD 样表现。 并且有

研究显示,卒中后激活的免疫炎症反应使吲哚胺 2,
3-双加氧酶( indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO)和

下丘脑 - 垂体 - 肾上腺轴 ( hypothalamo-pituitary-
adrenal axis, HPA)过度表达[5],最终导致单胺类神

经递质的耗竭[6]。 因此可以猜测,抗炎可能会提高

单胺类神经递质的水平,进而改善 PSD 样表现。 为

此本实验选用免疫抑制剂 FTY720 进行干预,采用

行为学、分子学及基因学等实验方法证实 FTY720
可改善 PSD 大鼠的抑郁行为,提高单胺类神经递质

的水平。 本研究将为 PSD 的治疗提供新思路。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级 SD 大鼠 60 只,雄性,6 ~ 7 周龄,体重

(200 ± 20) g,购自锦州医科大学动物实验中心

[SCXK(辽) 2017 - 0006]。 饲养于锦州医科大学

SPF 动物实验中心[SYXK(辽)2019-0007]。 动物

实验研究由锦州医科大学审批( IACUC 2019007),
按照实验动物使用的 3R 原则予以人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

FTY720 源自美国 Sigma 公司,CAS:162359-56

-0;盐酸氟西汀胶囊,礼来(苏州)制药有限公司,国
药准字 J20170022;ELISA 检测试剂盒(美国 R&D 公

司,5-HT 批号:L190408615,NE 批号:L190501419,
DA 批号:L190402208);酶标仪(批号:ELX-800,美
国 BIOTEK 公 司 ); 荧 光 定 量 PCR 仪 ( 批 号:
Exicycler 96,韩国 BIONEER 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及模型建立

大鼠适应性饲养 1 周后行旷野实验,选取评分

相近的 60 只大鼠随机分为假手术组(n= 10)和模型

组(n= 50)。 假手术组除颈总动脉不插入栓线外,
余操作相同。 模型组大鼠参照 Zealonga 线栓法[7]

制备 大 脑 中 动 脉 闭 塞 ( middle cerebral artery
occlusion,MCAO)模型。 术后 24 h 行 Zealonga 神经

行为学评分,选取评分 1 ~ 3 分的大鼠入组[7-8]。 将

MCAO 模型制备成功的大鼠再随机分为卒中组(n =
10)、PSD 组(n= 10)、FLU 组(n = 10)及联合治疗组

(n= 10)。 其中 PSD 组、FLU 组及联合治疗组大鼠

在 MCAO 术后第 3 天单笼饲养并加以 Willner 等[9]

和 Katz 等[10]方法改良的慢性不可预知的温和性刺

激(CUMS),包括:①禁食禁水 20 h;②禁水 17 h;③
潮湿垫料 21 h;④45°倾斜鼠笼 17 h;⑤行为限制 2
h;⑥持续照明 17 h;⑦4℃冰浴游泳 5 min;⑧水平震

荡鼠笼 5 min;⑨夹尾 1 min,每日随机采取一种刺激

方式,持续 28 d。
1. 3. 2　 给药剂量及方法

治疗组于慢性应激刺激第 1 天时腹腔注射给

药。 FLU 组:盐酸氟西汀溶液(5 mg / kg),联合治疗

组:盐酸氟西汀溶液(5 mg / kg)+FTY720(1 mg / kg)。
假手术组、卒中组、PSD 组予等体积去离子水。
1. 3. 3　 行为学指标测定
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(1)旷野实验:参照 Papp 等方法[11] 制黑壁白

底 80 cm×80 cm×50 cm 无盖纸箱,底部分为 25 个等

格,将大鼠置于中央格内,待大鼠从中央格启动后

记录,以穿越底面格数为水平运动得分,1 格计 1
分,以直立次数为垂直运动得分,动物双足离开底

面,无论站立多长时间直至双足放下计 1 分,每次记

录 5 min。
(2)蔗糖水消耗实验:参照 Willner 等方法[9],

实验前训练大鼠饮用 1%蔗糖水。 大鼠禁食水 20 h
后,给予 1 瓶 1%蔗糖水和 1 瓶蒸馏水,1 h 后取出,
测定大鼠蔗糖水消耗量与总液体消耗量比值。
1. 3. 4　 ELISA 法检测大鼠海马中 5-HT、NE、DA
含量

大鼠于末次行为学指标测定后断头取脑,冰上

分离海马组织,放入匀浆器中,加入生理盐水在冰

浴中磨成匀浆液,离心 20 min 后取上清。 按 ELISA
试剂盒说明书操作,测定 5-HT、NE、DA 含量。

表 2　 各组大鼠水平运动得分比较( 􀭰x ±s, n= 10)
Table 2　 Comparisons of horizontal movement scores of rats in each group

组别
Groups

水平运动得分(分)
Horizontal movement score(score)

1 天
1 d

8 天
8 d

15 天
15 d

22 天
22 d

29 天
29 d

假手术组 Sham operation group 45±4. 4 50. 3±5. 79 63. 2±6. 09 68±4. 67 72. 1±6. 01
卒中组 Stroke group 39. 1±4. 77∗ 48±5. 46 60. 3±3. 77 65. 8±5. 61 70±5. 25
PSD 组 PSD group 38±4. 32∗ 35. 1±4. 82∗# 31. 8±5. 81∗# 28. 2±5. 27∗# 25±4. 85∗#

氟西汀组 Fluoxetine group 38. 2±3. 82∗ 44. 8±2. 53● 51. 9±4. 48● 57. 7±5. 93● 60. 9±4. 7●

联合治疗组 FLU+FTY720 group 38. 1±4. 51∗ 45. 1±2. 47● 56. 5±3. 14●△ 65±5. 08●△ 67. 1±4. 86●△

注:与假手术组比较,∗P<0. 05;与卒中组比较,#P<0. 05;与 PSD 组比较,●P<0. 05;与 FLU 组比较,△P<0. 05。
Note. Compared with the sham operation group, ∗P<0. 05. Compared with the stroke group, #P< 0. 05. Compared with the PSD group, ●P< 0. 05.
Compared with the FLU group, △P<0. 05.

1. 3. 5　 Real-time PCR 法检测大鼠海马中 TPH2
mRNA、TH mRNA 的表达

取适量海马组织根据试剂盒说明书提取样本

RNA,进行逆转录得到 cDNA 样本后用 TPH、TH 的

特异性引物进行荧光定量 PCR 扩增,采用 2 - △△ CT

方法进行荧光定量分析。 引物序列见表 1。
1. 4　 统计学方法

所有数据采用 SPSS 20. 0 进行分析。 计量资料

符合正态性分布和方差齐性,不同组别间对比采用

方差分析,同时分析时间和组别关系时采用重复测

量方差分析,两两对比采用 LSD-t 检验,结果以平均

数±标准差( 􀭰x ± s )表示,以 P<0. 05 为差异具有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 旷野实验

(1)水平运动得分

第 1 天时,造模的四组大鼠与假手术组大鼠相比

水平运动次数减少(P<0. 05)。 第 15、22、29 天时,与
假手术组、卒中组比,PSD 组大鼠水平运动次数逐渐

减少(P<0. 05);与 PSD 组比,FLU 组与联合治疗组大

鼠水平运动次数显著增加(P<0. 05);二者组间比较

差异具有统计学意义(P<0. 05)(见表 2)。
(2)垂直运动得分

第 1 天时,造模的四组大鼠与假手术组大鼠相

比垂直运动次数减少(P<0. 05)。 第 15、22、29 天

时,与假手术组、卒中组比较,PSD 组大鼠垂直运动

次数明显减少(P<0. 05);与 PSD 组比较,FLU 组与

联合治疗组大鼠垂直运动次数增加(P<0. 05);二者

组间比较差异显著(P<0. 05)(见表 3)。
(3)中央格停留时间

第 1 天时,各组大鼠中央格停留时间无统计学

差异(P>0. 05)。 第 8、15、22、29 天时,与假手术组、
卒中组比较,PSD 组大鼠中央格停留时间逐渐延长

(P<0. 05);与 PSD 组比较,FLU 组与联合治疗组大

鼠中央格停留时间缩短(P<0. 05);二者组间比较差

异显著(P<0. 05)(见表 4)。
2. 2　 蔗糖水消耗实验

第 1 天时,造模的四组大鼠与假手术组大鼠相

比蔗糖水消耗比例降低(P<0. 05)。 第 8、15、22、29
天时,与假手术组、卒中组比较,PSD 组大鼠蔗糖水

　 　 　 表 1　 PCR 引物序列
Table 1　 PCR primer sequence

基因
Genes

上游引物(5′-3′)
Upstream primers

下游引物(5′-3′)
Downstream primers

TPH2 GGAGCAGGGTTACTTTCC AGGTGGTGATTAGGCATT
TH CAGTTCTCCCAGGACATTG GCACCATAAGCCTTCAGC
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消耗比例明显下降(P<0. 05);与 PSD 组比较,FLU
组与联合治疗组大鼠蔗糖水消耗比例升高 (P <
0. 05);二者组间比较差异具有统计学意义 ( P <
0. 05)(见表 5)。
2. 3　 海马中 5-HT、NE、DA 含量

与假手术组、卒中组比较,PSD 组大鼠海马中

5-HT、NE、DA 的含量显著降低(P<0. 05);与 PSD
组比较,FLU 组与联合治疗组大鼠海马中 5-HT、
NE、DA 的含量升高(P<0. 05);二者组间比较差异

显著(P<0. 05)(见图 1)。
2. 4　 海马中 TPH2 mRNA、TH mRNA 表达

与假手术组、卒中组比较,PSD 组大鼠海马中

TPH2 mRNA、TH mRNA 的表达水平显著降低(P <
0. 05);与 PSD 组比较,FLU 组与联合治疗组大鼠海马

中 TPH mRNA、TH mRNA的表达量均升高(P<0. 05);二
者组间比较差异具有统计学意义(P<0. 05)(见图 2)。

3　 讨论

PSD 是脑卒中后最常见的情绪障碍,是危害社

会和公共卫生的严重问题。 然而目前针对 PSD 的

治疗药物较少且具有局限性,因此为 PSD 探索新的

治疗途径至关重要。
表 3　 各组大鼠垂直运动得分比较( 􀭰x ± s, n= 10)

Table 3　 Comparisons of vertical movement scores of rats in each group

组别
Groups

垂直运动得分(分)
Vertical movement score(score)

1 天
1 d

8 天
8 d

15 天
15 d

22 天
22 d

29 天
29 d

假手术组 Sham operation group 12. 1±3. 73 14. 1±3. 64 16. 1±2. 92 17±2. 79 18. 1±3. 84
卒中组 Stroke group 8. 5±2. 84∗ 13±3. 3 14. 9±3. 25 15. 6±3. 1 16. 1±2. 69
PSD 组 PSD group 8±1. 94∗ 7. 6±2. 55∗# 7±2. 31∗# 6±2. 36∗# 5. 2±1. 87∗#

氟西汀组 Fluoxetine group 8. 2±1. 93∗ 11. 1±1. 91● 12±2. 58● 12. 5±2. 59● 13. 5±2. 64●

联合治疗组 FLU+FTY720 group 8. 1±2. 03∗ 11. 3±2. 21● 14. 5±1. 43●△ 15. 0±2. 31●△ 16. 4±3. 72●△

注:与假手术组比较,∗P<0. 05;与卒中组比较,#P<0. 05;与 PSD 组比较,●P<0. 05;与 FLU 组比较,△P<0. 05。
Note. Compared with the sham operation group, ∗P< 0. 05. Compared with the stroke group,# P< 0. 05. Compared with the PSD group, ●P< 0. 05.
Compared with the FLU group, △P<0. 05.

表 4　 各组大鼠中央格停留时间比较( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 4　 Comparisons of central grid stay time of rats in each group

组别
Groups

中央格停留时间(s)
Central grid stay time

1 天
1 d

8 天
8 d

15 天
15 d

22 天
22 d

29 天
29 d

假手术组 Sham operation group 0. 81±0. 47 1. 02±0. 36 1. 81±0. 4 4. 52±0. 56 5. 5±0. 77
卒中组 Stroke group 0. 81±0. 42 0. 93±0. 38 1. 93±0. 65 5. 2±0. 58 7±1. 06
PSD 组 PSD group 0. 9±0. 37 4. 02±0. 8∗# 7. 07±0. 89∗# 12. 18±0. 93∗# 14. 03±1. 17∗#

氟西汀组 Fluoxetine group 0. 89±0. 37 2. 4±0. 65● 4. 5±0. 78● 8. 82±0. 91● 11. 05±1. 11●

联合治疗组 FLU+FTY720 group 0. 81±0. 43 0. 95±0. 38●△ 2±0. 65●△ 5. 71±0. 82●△ 8. 5±0. 97●△

注:与假手术组比较,∗P<0. 05;与卒中组比较,#P<0. 05;与 PSD 组比较,●P<0. 05;与 FLU 组比较,△P<0. 05。
Note. Compared with the sham operation group, ∗P< 0. 05. Compared with the stroke group,# P< 0. 05. Compared with the PSD group, ●P< 0. 05.
Compared with the FLU group, △P<0. 05.

表 5　 各组大鼠蔗糖水消耗比例比较( 􀭰x ± s, n= 10)
Table 5　 Comparisons of volume ratio of sucrose water consumption of rats in each group

组别
Groups

蔗糖水消耗比例(%)
Volume ratio of sucrose water consumption

1 天
1 d

8 天
8 d

15 天
15 d

22 天
22 d

29 天
29 d

假手术组 Sham operation group 66±13. 78 69. 6±10. 56 75. 3±12. 53 84. 3±15. 71 89. 7±15. 9
卒中组 Stroke group 53. 7±10. 14∗ 63. 3±13. 38 69. 6±12. 15 79. 5±14. 85 83. 7±14. 24
PSD 组 PSD group 52. 5±11. 94∗ 46. 5±12. 43∗# 42. 6±8. 46∗# 36. 9±8. 95∗# 31. 2±8. 85∗#

氟西汀组 Fluoxetine group 51±12. 33∗ 57±10. 77● 61. 5±11. 94● 65. 4±14. 82● 69±17. 49●

联合治疗组 FLU+FTY720 group 54±13. 42∗ 67. 5±5. 52●△ 72. 3±11. 53●△ 78±10. 95●△ 82. 5±13. 87●△

注:与假手术组比较,∗P<0. 05;与卒中组比较,#P<0. 05;与 PSD 组比较,●P<0. 05;与 FLU 组比较,△P<0. 05。
Note. Compared with the sham operation group, ∗P<0. 05. Compared with the stroke group, #P< 0. 05. Compared with the PSD group, ●P< 0. 05.
Compared with the FLU group, △P<0. 05.
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注:与假手术组比较,∗P<0. 05;与卒中组比较,#P<0. 05;与 PSD 组比较,●P<0. 05;与 FLU 组比较,△P<0. 05。

图 1　 大鼠海马中单胺类神经递质含量比较

Note. Compared with the sham operation group, ∗P<0. 05. Compared with the stroke group, #P<0. 05. Compared with the PSD group, ●P<0. 05.

Compared with the FLU group, △P<0. 05.

Figure 1　 Comparison of the content of monoamine neurotransmitters in the hippocampus of rats

注:与假手术组比较,∗P<0. 05;与卒中组比较,#P<0. 05;与 PSD 组比较,●P<0. 05;与 FLU 组比较,△P<0. 05。

图 2　 大鼠海马中单胺类神经递质合成限速酶表达量比较

Note. Compared with the sham operation group, ∗P < 0. 05. Compared with the stroke group, #P < 0. 05. Compared with the PSD group, ●P < 0. 05.

Compared with the FLU group, △P<0. 05.

Figure 2　 Comparison of the expression levels of rate-limiting
enzymes in the synthesis of monoamine neurotransmitters in the hippocampus of rats

　 　 本实验在应用线栓法制备 MCAO 模型的基础上

加用 CUMS 法结合孤养法制备 PSD 大鼠模型。 该模

型的制备原理是锯齿类动物经过 CUMS 应激之后出

现活动能力下降、兴趣丧失、缺乏探索等一系列抑郁

样表现[12-13],较好的模拟了临床上 PSD 的核心症状。
同时孤养法也模拟了病人患病后住院时的孤独状态,
因此该模型在 PSD 的相关研究中广泛应用[14]。

实验大鼠模型的成功制备是相关行为学指标

测定的前提。 旷野实验水平运动反映大鼠的运动

活动性水平;垂直运动反映大鼠对新鲜环境的好奇

程度[15];中央格停留时间反映大鼠启动活动的潜伏

期[16];蔗糖水消耗实验反映了大鼠对奖赏后的快感

反应[17]。 本实验结果显示,与假手术组、卒中组比

较,PSD 组大鼠旷野实验得分及蔗糖水消耗比例明

显下降,提示 PSD 模型造模成功。 与 PSD 组比较,
FLU 组及联合治疗组大鼠行为学得分升高,二者进

一步比较发现联合治疗组疗效更显著,证实 FTY720
可明显改善 PSD 大鼠的抑郁样行为。 目前免疫抑

制剂在治疗 PSD 方面的研究较少,有少量报道显示

FTY720 可以改善单纯抑郁样行为[18],PSD 作为一

种特殊的抑郁类型,本实验已证实 FTY720 对 PSD
同样具有确切的疗效,为 PSD 的治疗提供新思路。

前文已证实 FTY720 对 PSD 大鼠的抑郁样行为

具有改善作用,本研究的另一核心是进一步观察这

种改善作用是否与单胺类神经递质有关。 结果发

现,PSD 组大鼠海马中 5-HT、NE、DA 含量明显降

低,FLU 组与联合治疗组大鼠海马中 5-HT、NE、DA
的含量升高,进一步比较发现,联合治疗组大鼠海

马中 5-HT、 NE、 DA 的 含 量 升 高 更 显 著, 证 实

FTY720 对 PSD 大鼠行为学的改善作用是通过提高

单胺类神经递质水平实现的。 单胺类神经递质是

一类具有广泛生物学活性的物质,其中 5-HT、NE、
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DA 与抑郁症关系最为密切。 目前有理论研究表

明,卒中后中枢及外周发生的炎症反应将继发一系

列改变[19-20],不仅过度激活 IDO 酶,导致色氨酸(5-
HT 的前体)被降解,分解成的喹啉酸及犬尿酸抑制

DA 的释放[21],而且会过度激活 HPA 轴,使皮质醇

过量分泌[5,22],进一步诱导降解酪氨酸(NE 的前

体) [23]。 由此可见单胺类神经递质减少的根源在于

炎症反应的激活,本次研究也通过动物实验证实抗

炎后可以提高单胺类神经递质的含量,为上述理论

研究提供了可行性。
为了进一步探究 FTY720 提高单胺类神经递质

含量的机制,本次实验还发现 FTY720 可以调控单

胺类神经递质合成限速酶的表达。 结果提示,PSD
组大鼠海马中 THP2 及 TH mRNA 表达量显著下降,
与 PSD 组比较,FLU 组及联合治疗组大鼠海马中

THP2 及 TH mRNA 表达量升高,二者进一步比较发

现,联合治疗组大鼠海马中 THP2 及 TH mRNA 表达

升高更显著。 TPH2 与 TH 属芳香族氨基酸羟化酶

家族,分别负责 5-HT 及儿茶酚胺类神经递质(NE、
DA)合成的最初步骤[24],是催化 5-HT、NE、DA 合成

的限速酶。 目前国内在 FTY720 对单胺类神经递质

合成限速酶表达方面的作用尚无报道,本实验证实

了 FTY720 在调控单胺类神经递质合成限速酶表达

方面的有效性,进而也证实了 FTY720 可通过此途

径来提升单胺类神经递质的水平。
综上所述,FTY720 对 PSD 大鼠的抑郁样行为

具有明显改善作用,其作用机制为通过调控海马组

织中单胺类神经递质合成限速酶的表达来提高单

胺类神经递质的水平,进而改达到治疗效果。 本次

研究不仅为 PSD 的治疗提供了新的方向,也为单胺

类神经递质学说提供了重要的补充。
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基于网络药理学和分子对接技术研究柴胡-黄芩药
对治疗鼻窦炎的作用机制

李清韵1,谢　 慧2∗,李宇思1,王　 露1

(1.成都中医药大学,成都　 610072; 2.成都中医药大学附属医院,成都　 610075)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于网络药理学和分子对接技术研究柴胡-黄芩药对治疗鼻窦炎的作用机制。 方法　 通过

TCMSP 数据库筛选出柴胡-黄芩药对中的化学成分及其对应靶点,将 UniProt 数据库筛选的相关药物靶点和

Genecards 数据库筛选的鼻窦炎疾病靶点相交集;运用 STRING 平台构建靶蛋白相互作用 ( PPI) 网络;采用

Metascape 平台对靶点进行 GO 富集分析,并借助 DAVID 数据库对靶点进行 KEGG 富集分析。 利用 Cytoscape 3. 8. 0
软件构建成分-靶点-通路网络图,最后使用 Autodock 软件对关键靶点及化合物进行分子对接,选择最佳的结合靶

点。 结果　 筛选出相关化合物 39 个,成分靶点与疾病靶点相交得出 92 个靶标。 其主要活性成分为槲皮素、山奈

酚、汉黄芩素、黄芩素、刺槐素、β-谷甾醇这六种。 其核心基因为 TP53,AKT1,MAPK1,PIK3CG,PTGS2,HSP90AA1
等六个。 在分子对接中,其主要活性成分与关键靶点对接结果能量均低于-5 kJ / mol。 结论　 通过网络药理学和分

子对接系统研究了柴胡-黄芩药对治疗鼻窦炎的潜在有效成分和作用机制,为今后进行深入机制研究提供了依据。
【关键词】 　 网络药理学;柴胡;黄芩;鼻窦炎;作用机制
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Mechanism of bupleurum-scutellaria baicalensis in the treatment of
sinusitis based on network pharmacology and molecular docking technology

LI Qingyun1, XIE hui2∗, LI Yunsi1, WANG Lu1

(1. Chengdu University of TCM, Chengdu 610072, China. 2. the Affiliated Hospital of Chengdu University of TCM, Chengdu 610075)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To explore the mechanism of bupleurum and scutellaria herb pairs and their effective active
compounds and targets in the treatment of sinusitis. Methods　 The chemical components and their corresponding targets in
the bupleurum-scutellaria drug pair were screened through the TCMSP database, and the relevant drug targets screened in
the UniProt database and sinusitis disease targets screened in the Genecards database were intersected. The STRING
platform was used to construct a target protein interaction action network. The Metascape platform was used to perform GO
enrichment analysis and DAVID was used to perform KEGG enrichment analysis. Cytoscape 3. 8. 0 software was used to
construct a component-target pathway network diagram and Autodock software was used for molecular docking of key targets
and compounds to select the best binding target. Results 　 Thirty-nine related compounds were screened out and the
component and disease targets were intersected to obtain 92 targets. The main active components were quercetin,



kaempferol, wogonin, baicalein, acacetin, and sitosterol. The core genes were TP53, AKT1, MAPK1, PIK3CG, PTGS2,
HSP90AA1, and six others. In molecular docking, the energy of the main active components and major targets was lower
than -5 kcal / mol. Conclusions　 Through network pharmacology and the molecular docking system, the potential effective
components and mechanism of bupleurum-scutellaria baicalensis for treatment of sinusitis were identified, which provides a
basis for future in-depth research of the mechanism.

【Keywords】　 network pharmacology; bupleurum; scutellaria; sinusitis; mechanism of action

　 　 鼻窦炎是由于多种因素导致的鼻腔及鼻粘膜

的炎症性疾病[1]。 临床以鼻塞、流脓涕、头痛及嗅

觉减退为主要症状,分为急性和慢性,前者病程短,
起病急,头痛或面痛为甚,伴有发热,涕中带血等不

适,后者病程长,易复发、缠绵难愈,鼻涕色白粘而

量多,同时可伴有精神不振、倦怠乏力、记忆力下降

等全身症状[2]。 属于中医学的 “鼻渊”、 “头风”、
“脑漏”等范畴。 “鼻渊”最早的记载见于黄帝内经

的《素问·气厥论》,曰:“胆移热于脑,则辛頞鼻渊。
鼻渊者,浊涕下不止也” [3]。 鼻窦炎在各个年龄阶

段均有产生,在中年及青少年较为多见,儿童也是

主要群体[4-5]。 鼻窦炎在我国的患病率约为 8%[6],
在欧美等其他国家的发病率约为 12%[7-8]。 其病因

可能包括病原体感染、过敏反应,免疫功能障碍、环
境因素、遗传因素等多种因素[9-12],鼻窦炎严重影响

了人民的生活质量和工作效率,在国内外都引起了

很大的重视与关注。
在东汉张仲景所著的《伤寒论》小柴胡汤中首

次记载了柴胡黄芩药对的配伍[13],小柴胡汤为和解

剂,主治伤寒少阳病证,具有和解少阳之功效。 柴

胡苦凉而气轻清,性主升散,善于疏散少阳之邪,开
气分之结,解表而和里;黄芩苦寒,善清气分之热,
清泄少阳郁火。 二药配伍,疏散与清泄并施,则少

阳之邪,内外分消,枢机因而和畅[14]。 两者配伍是

和解少阳的基本结构。
中医药经过几千年的发展,积累了丰富的临床

经验,形成了一个完整而独特的医学体系。 尽管由

于历史原因,中医药的科学基础有待进一步巩固,
但新的证据已经开始表明中医药是医学再发现的

一个重要领域[15]。 中医网络药理学就是建立网络

分子靶点与中医证候疾病模式之间的联系[16]。 因

此,建立中药成分-靶向药物网络方法,研究中药、
成分、靶点与药物之间的关系,具有十分重要的意

义[17]。 本研究借助网络药理学对柴胡-黄芩药对治

疗鼻窦炎的作用机制进行了整体研究,为其进一步

药理作用研究和临床应用提供参考依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

通 过 TCMSP 数 据 库 ( https: / / tcmspw. com /
tcmsp.php)获取柴胡-黄芩药对的成分与靶点,根据

uniprot(https: / / www.uniprot.org)数据库中的靶点信

息作为统一标准,从 genecard 数据库(https: / / www.
genecards. org) 获取鼻窦炎疾病靶点,运用 string
(https: / / string-db. org / ) 平台制作蛋白相互作用

(PPI)网络;使用 Metascape 平台(http: / / metascape.
org / )对靶点进行 GO 富集分析, DAVID 数据库

(https: / / david.ncifcrf.gov / )对靶点进行 KEGG 富集

分析。 利用 Cytoscape(版本号:3. 8. 0)软件构建网

络图,从 PDB(http: / / www. rcsb. org)网站获取分子

对接蛋白构象。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 筛选柴胡-黄芩药对的有效成分及靶点

通过 中 药 系 统 药 理 数 据 库 和 分 析 平 台

(TCMSP)(http: / / tcmspw.com / tcmsp.php)收集柴胡

和黄芩的所有化学成分,选取口服生物利用度(OB)
≥30%和类药性(DL)≥0. 18 为条件筛选活性成分,
并收集活性成分的作用靶点。 并用 UniProt 数据库

(http: / / www.uniprot.org / )提取相关靶点基因。
1. 2. 2　 筛选疾病靶点

在 Genecards 数据库 ( https: / / www. genecards.
org / )中查找,以“Sinusitis”为检索词,检索鼻窦炎相

关靶点,建立疾病靶点数据集。 本研究筛选 Score≥
3 分的基因。
1. 2. 3　 “药物-成分-靶点”网络构建

将柴胡-黄芩药对的靶点基因与疾病的基因取

交集,利用在线工具 Draw Venn Diagram 绘制韦恩

图。 再将药物和疾病映射的共同靶点与药物的有

效活性成分运用 Cytoscape3. 8. 0 软件绘制“药物-
成分-靶点”网络图。
1. 2. 4　 构建 PPI 及其核心网络

利用 String 平台( https: / / string-db. org / ) 构建

PPI 网络图。 并利用 Cytoscape v3. 8. 0 软件的在线

54中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



工具 Network Analyzer 进行参数设置,构建核心

网络。
1. 2. 5　 GO 富集分析与 KEGG 通路分析

分别使用 DAVID 和 metascape 在线平台对上述

获得的相关核心靶点进行 GO 及 KEGG 富集分析。
运用在线绘图平台绘制 GO 及 KEGG 富集分析的气

泡图、柱状图,再利用 Cytoscape 软件构建“成分-靶
点-通路”网络图。
1. 2. 6　 分子对接验证

通过 TCMSP 数据库获得活性成分 mol2 格式化

学结构,利用 PDB 数据库(http: / / www.rcsb.org / )获
取相应的靶点蛋白,然后利用 Auto Dock 软件进行

分子对接。

2　 结果

2. 1　 柴胡-黄芩药对的主要活性化合物及鼻窦炎

作用靶点

柴胡-黄芩活性成分靶点通过 TCMSP 筛选得

到,柴胡化合物 13 个,靶点目标 348 个,黄芩化合物

32 个,靶点目标 507 个,筛选出相关化合物 44 个

(一个重合)、对应的作用靶点 225 个(删除重复),
应用 Uniprot 数据库查询与靶点蛋白相对应的人类

基因名称。 柴胡-黄芩药对的活性化合物如表 1。
2. 2　 疾病靶点的筛选

通过 Genecards 数据库筛选出鼻窦炎相关靶蛋

白 2510 个,筛选 score≥3 的基因,共有 1246 个疾病

靶点,将柴胡-黄芪靶点与疾病靶点信息输入在线工

具 Draw Venn Diagram 进行 Venn 分析,其中两组靶

标重叠部分共有 92 个靶标,如图 1。
2. 3　 药物—成分—靶点网络

柴胡-黄芩药对中与鼻窦炎相关的活性成分有

39 个,交集靶点有 92 个,运用 Cytoscape 3. 8. 0 绘制

“药物-成分-靶点”网络图。 该图共有 133 个节点,
376 条边。 计算图中每个节点的连接度( degree)。
其程度越高,成分或靶点在网络中发挥的作用就越

关键。 排名前六的活性成分为 quercetin(槲皮素)、
kaempferol(山奈酚)、wogonin(汉黄芩素)、baicalein
(黄芩素)、acacetin(刺槐素)、beta-sitosterol(β-谷甾

醇)。 如图 2。
2. 4　 构建 PPI 网络关键靶点基因

通过 STRING 数据库分析 92 个药物-疾病交集

靶点的相互作用,设置置信度(≥0. 4)并隐藏孤立

靶点,共得到 92 个靶点 1797 条相互作用连线的

PPI 网络(图 3A)。 使用 Network Analyzer 筛选核心

靶点,通过 cetiscape 2. 2 插件设置连接度、介度、紧
密度,通过分析筛选出柴胡-黄芩治疗鼻窦炎的关键

靶点基因为 TP53、AKT1、CASP3、JUN、IL6,VEGFA、
MAPK1、MYC、 TNF、 CXCL8、 EGF、 PTGS2、 CCND1、
EGFR、MMP9 等 15 个。 (图 3B)
2. 5　 GO 富集分析

为阐明柴胡-黄芩药对治疗鼻窦炎靶点参与的

生命过程,该研究使用 metascape 在线工具对 92 个

靶点进行 GO 富集分析,GO 富集分析由细胞组成

( cellular component, CC )、 分 子 功 能 ( molecular
function, MF)、生物过程(biological process, BP)三
部分组成,以 P<0. 05 为筛选条件获得 BP,MF,CC
富集条目分别为 269,87,111 条,将排名前十的生物

过程、细胞组成和分子功能利用微生信在线平台绘

制成柱状图及气泡图,见图 4、图 5。
2. 6　 KEGG 富集分析

利用 DAVID 在线工具对 92 个靶点进行 KEGG
富集分析分析结果显示共富集在 104 条通路上以 P
<0. 05 为阈值筛选排名前 20 的 KEGG 分析结果(P-
value < 0. 01、 基因频率 > 0. 05%,), 其结果涉及

Pathways in cancer (癌症的途径)、 TNF signaling
pathway(TNF 信号通路)、Apoptosis(细胞凋亡)、p53
signaling pathway ( p53 信 号 通 路 )、 NF-kappa B
signaling pathway ( NF-κB 信 号 通 路 )、 PI3K-Akt
signaling pathway ( PI3K-Akt 信 号 通 路 ) HIF-1
signaling pathway(HIF-1 信号通路)、MAPK signaling
pathway(MAPK 信号通路)Toll-like receptor signaling
pathway(Toll 样受体信号通路)等通路。 根据 P 值

选取排名 Top10 的通路,利用 Omicshare 在线平台

绘制气泡图(图 5)。
运用 CytoScape3. 8. 0 构建成分-靶点-通路网络

图, 见 图 6。 通 过 CytoScape3. 8. 0 内 置 的

NetworkAnalyzer 分析柴胡-黄芩药对治疗鼻窦炎疾

病网络拓扑学参数,根据拓扑学指标 Degree 值大

小,进行重要成分及重要作用靶点的筛选[18]。
Cytoscape 网络分析表明,槲皮素连接度(degree)为
61,介度( betueenness centrality)为 0. 2692,紧密度

(closeness centrality)为 0. 6243,预测槲皮素为柴胡-
黄芩药对治疗鼻窦炎的主要成分,其次为汉黄芩

素、山奈酚、黄芩素、刺槐素,见表 2。 PTGS2 在网络

中的连接度为 42,介度为 0. 1789,紧密度为 0. 5517,
预测 PTGS2 为柴胡-黄芩药对治疗鼻窦炎的主要靶

点。 HSP90AA1、 PIK3CG、 PRSS1、 NOS2、 RELA、
AKT1、TP53、MAPK1 亦为相对重要的靶点,见表 3。
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表 1　 柴胡-黄芩活性化合物的基本信息
Table 1　 Basic information of Bupleurum-Scutellaria active compound

成份 ID
Ingredient ID

化合物
Chemical compound

口服生物利用度
OB(%)

类药性
DL

药物名称
Medicine name

MOL001645 乙酸亚油醇酯 Linoleyl acetate 42. 1 0. 2 柴胡 Bupleurum
MOL002776 黄芩苷 Baicalin 40. 12 0. 75 柴胡 Bupleurum
MOL000354 异鼠李素 Isorhamnetin 49. 6 0. 31 柴胡 Bupleurum
MOL000422 山奈酚 Kaempferol 41. 88 0. 24 柴胡 Bupleurum

MOL004598 3,5,6,7-四甲氧基-2-(3,4,5-三甲氧基苯基)色酮
3,5,6,7-tetramethoxy-2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)chromone 31. 97 0. 59 柴胡 Bupleurum

MOL004609 茵陈黄酮 Areapillin 48. 96 0. 41 柴胡 Bupleurum
MOL013187 荜澄茄素 Cubebin 57. 13 0. 64 柴胡 Bupleurum
MOL004624 长栲利素 Longikaurin A 47. 72 0. 53 柴胡 Bupleurum
MOL004653 白芷灵 Anomalin 46. 06 0. 66 柴胡 Bupleurum
MOL004718 α-菠菜甾醇 α-spinasterol 42. 98 0. 76 柴胡 Bupleurum
MOL000490 矮牵牛素 Petunidin 30. 05 0. 31 柴胡 Bupleurum
MOL000098 槲皮素 Quercetin 46. 43 0. 28 柴胡 Bupleurum
MOL001689 刺槐素 Acacetin 34. 97 0. 24 黄芩 Scutellaria
MOL000173 汉黄芩素 Wogonin 30. 68 0. 23 黄芩 Scutellaria

MOL000228 (2R)-7-羟基-5-甲氧基-2-苯基苯并吡喃-4-酮
(2R)-7-hydroxy-5-methoxy-2-phenylchromaN-4-one 55. 23 0. 2 黄芩 Scutellaria

MOL002714 黄芩素 Baicalein 33. 52 0. 21 黄芩 Scutellaria

MOL002909 5,7,2,5-四羟基-8,6-二甲氧基黄酮
5,7,2,5-tetrahydroxy-8,6-dimethoxyflavone 33. 82 0. 45 黄芩 Scutellaria

MOL002910 红花素 Carthamidin 41. 15 0. 24 黄芩 Scutellaria
MOL002913 二氢黄芩苷 Dihydrobaicalin 40. 04 0. 21 黄芩 Scutellaria
MOL002914 黄烷酮 Eriodyctiol ( flavanone) 41. 35 0. 24 黄芩 Scutellaria
MOL002915 三裂尾草素 Salvigenin 49. 07 0. 33 黄芩 Scutellaria

MOL002917 5,2′,6′-三羟基-7,8-二甲氧基黄酮
5,2′,6′-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavone 45. 05 0. 33 黄芩 Scutellaria

MOL002925 5,7,2′,6′-四羟基黄酮
5,7,2′,6′-tetrahydroxyflavone 37. 01 0. 24 黄芩 Scutellaria

MOL002927 黄芩黄酮ⅡSkullcapflavone II 69. 51 0. 44 黄芩 Scutellaria
MOL002928 木蝴蝶素 Oroxylin a 41. 37 0. 23 黄芩 Scutellaria
MOL002932 二甲氧基黄酮 Panicolin 76. 26 0. 29 黄芩 Scutellaria

MOL002933 5,7,4′-三羟基-8-甲氧基黄酮
5,7,4′-trihydroxy-8-methoxyflavone 36. 56 0. 27 黄芩 Scutellaria

MOL002934 黄芩新素 Neobaicalein 104. 34 0. 44 黄芩 Scutellaria
MOL002937 二氢木蝴蝶素 Dihydrooroxylin 66. 06 0. 23 黄芩 Scutellaria
MOL000358 β-谷甾醇 Beta-sitosterol 36. 91 0. 75 黄芩 Scutellaria
MOL000359 谷甾醇 Sitosterol 36. 91 0. 75 黄芩 Scutellaria
MOL000525 去甲汉黄芩素 Norwogonin 39. 4 0. 21 黄芩 Scutellaria

MOL000552 5,2′-二羟基-6,7,8-三甲氧基黄酮
5,2′-dihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone 31. 71 0. 35 黄芩 Scutellaria

MOL000073 表儿茶素 Ent-Epicatechin 48. 96 0. 24 黄芩 Scutellaria
MOL001458 黄连碱 Coptisine 30. 67 0. 86 黄芩 Scutellaria

MOL001490 双[(2S)-2-乙基己基]苯-1,2-二甲酸酯
Bis[(2S)-2-ethylhexyl] benzene-1,2-dicarboxylate 43. 59 0. 35 黄芩 Scutellaria

MOL002879 邻苯二甲酸二异辛酯 Diisooctyl phthalate 43. 59 0. 39 黄芩 Scutellaria
MOL002897 表小檗碱 Epiberberine 43. 09 0. 78 黄芩 Scutellaria
MOL008206 荠苎黄酮 Moslosooflavone 44. 09 0. 25 黄芩 Scutellaria

MOL010415 11,13-二十二碳二烯酸甲酯
11,13-eicosadienoic acid, methyl ester 39. 28 0. 23 黄芩 Scutellaria

MOL012245 5,7,4′-三羟基-6-甲氧基黄酮
5,7,4′-trihydroxy-6-methoxyflavanone 36. 63 0. 27 黄芩 Scutellaria

MOL012246 5,7,4′-三羟基-8-甲氧基黄酮
5,7,4′-trihydroxy-8-methoxyflavanone 74. 24 0. 26 黄芩 Scutellaria

MOL012266 半枝莲种素 Rivularin 37. 94 0. 37 黄芩 Scutellaria
MOL000449 豆甾醇 Stigmasterol 43. 83 0. 76 柴胡、黄芩 Bupleurum, Scutellaria
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图 1　 鼻窦炎疾病靶点与柴胡-黄芩靶点的韦恩图

Figure 1　 Venn diagram of Sinusitis disease target and
Bupleurum-Scutellaria target 图 2　 柴胡-黄芩药对治疗鼻窦炎疾病的药物-成分-靶点网络

Figure 2　 Bupleurum-Scutellaria baicalensis’s drug for the
treatment of sinusitis disease-component-target network

图 3　 柴胡-黄芩治疗鼻窦炎疾病的靶点 PPI 网络及其关键靶点网络

Figure 3　 Target PPI network of Bupleurum-Scutellaria in the treatment of sinusitis and its key target network

图 4　 柴胡-黄芩治疗鼻窦炎疾病的靶点 GO 柱状图

Figure 4　 Target GO histogram of Bupleurum-Scutellaria in the treatment of sinusitis
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图 5　 柴胡-黄芩治疗鼻窦炎疾病潜在治疗靶点的富集分析

Figure 5　 Enrichment analysis of potential therapeutic targets of Bupleurum-Scutellaria in the treatment of sinusitis

图 6　 柴胡-黄芩药对治疗鼻窦炎疾病的

成分-靶点-通路网络图

Figure 6　 The composition-target-pathway network diagram of
Bupleurum-Scutellaria baicalensis for the treatment of sinusitis

2. 7　 分子对接结果

根据分析结果,结合 PPI 中的关键基因和“成
分-靶点-通路” 网络的主要基因为 TP53, AKT1,
MAPK1,PIK3CG,PTGS2,HSP90AA1 这六个核心靶

点基因,与活性成分中有效靶点个数最多的成分进

行分子对接,活性成分为为 quercetin (槲皮素)、
kaempferol(山奈酚)、wogonin(汉黄芩素)、baicalein
(黄芩素)、acacetin(刺槐素)、beta-sitosterol(β-谷甾

醇),结果显示这六种成分与 TP53,AKT1,MAPK1,
PTGS2,HSP90AA1, PIK3CG 对 接 能 量 均 小 于 -
5kcal / mol,beta-sitosterol 与 PTGS2 和 MAPK1 对接

结果 小 于 -10 kJ / mol, beta-sitosterol 与 AKT1 和

HSP90AA1 对接结果小于-9 kJ / mol,HSP90AA1 与

黄芩素和刺槐素对接结果小于-8. 5 kJ / mol。 分子

对接结果见表 4,关键靶点与活性成分的最佳复合

结构见图 7。
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3　 讨论

通过我们的研究发现,柴胡-黄芩药对的主要

核心成分为槲皮素、山奈酚、汉黄芩素、黄芩素、刺
槐素、β-谷甾醇这六种。 槲皮素具有抗肿瘤,抗病

毒,抗炎,降低血脂等多种药理作用[19],槲皮素可通

过对 TLR 的负调节而抑制脂多糖诱导膜表面黏附

分子和炎症因子的表达,达到抗炎作用,可降低的

炎症因子为 IL-1、IL-6、IL-10 等[20-21]。 山奈酚能明

显的抑制炎症及其炎性细胞浸润[22]。 研究表明,山
奈酚可显着抑制 LPS 诱导的 MDC、IP-10、IL-8 的产

生[23]。 谷甾醇具有抗氧化、降低胆固醇、抗炎、免疫

调节、抗肿瘤和中枢神经系统等作用[24]。 Choi
等[25]人研究发现 β-谷甾醇抗炎作用机制是通过减

少 NO 的合成,抑制巨噬细胞 IL-6 活性,减少 IL-1、
TNF-等炎性因子的分泌。 汉黄芩素、黄芩素和刺槐

素都可通过抑制相关促炎细胞因子的表达,来减轻

炎症的发生[26-29]。 由图 2 可知,槲皮素、山奈酚、汉
黄芩素、黄芩素、刺槐素、β-谷甾醇均存在于柴胡-黄
芩治疗鼻炎疾病的有效成份当中,由此提示柴胡-黄
芩药效的发挥可能是多种化学成分量的积累作用

的结果。

本次研究中,筛选出柴胡-黄芩治疗鼻窦炎的

关键靶点基因为 TP53、AKT1、MAPK1、PIK3CG、
PTGS2、HSP90AA1,这些靶点蛋白都与炎症反应

和免 疫 应 答 密 切 相 关。 Tp53 通 过 调 控 许 多

miRNAs 的表达,诱导细胞分化、凋亡和衰老,调节

细胞周期,抑制肿瘤发生等[30-31] 。 AKT1 是丝氨

酸 /苏氨酸激酶(AKT)中的其中一个亚型,通过磷

酸化其下游底物来促进细胞生长、代谢、凋亡等重

要的细胞生物学过程[32-33] 。 MAPK1 又称细胞外

信号调节激酶 2,是丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)
的 C 族亚族中的一个基因[34-35] 。 MAPK1 途径可

通过磷酸化转录因子改变基因表达,促进炎症因

子产生巨噬细胞,并参与鼻窦炎的产生与发展过

程[36-37] 。 PTGS2 即为环氧合酶 2 ( COX-2) 的别

称,有研究对 COX-2 表达上调,发现与 p38MAPK、
NF 一 KB 等信号转导通路在上皮细胞具有较强表

达,表明其炎性反应机制在鼻窦炎中的作用[38-39] 。
且本研究还发现,多个化学成分可作用到一个靶

点,如儿茶素、黄连素、汉黄芩素均可以作用到

ESR1 靶点;而一个化学成分也可以作用到多个靶

点,如槲皮素能够作用到 TP53、C-JUN、PPARG、
ST1AT1 等多个靶点。

表 2　 主要活性成分网络节点特征参数
Table 2　 Network node characteristic parameters of main active ingredients

成份 ID
Ingredient ID

化合物
Chemical compound

连接度
Degree

介度
Betweenness centrality

紧密度
Closeness centrality

MOL000098 槲皮素 Quercetin 61 0. 269251807 0. 624390244

MOL000173 汉黄芩素 Wogonin 24 0. 04133878 0. 458781362

MOL000422 山奈酚 Kaempferol 22 0. 036419779 0. 45229682

MOL002714 黄芩素 Baicalein 17 0. 026434036 0. 436860068

MOL001689 刺槐素 Acacetin 14 0. 011937919 0. 428093645

表 3　 主要靶点网络节点特征参数
Table 3　 Characteristic parameters of main target network nodes

靶点
Target

连接度
Degree

介度
Betweenness centrality

紧密度
Closeness centrality

PTGS2 42 0. 17894201 0. 551724138

HSP90AA1 34 0. 103307027 0. 520325203

PIK3CG 32 0. 069606752 0. 512

PRSS1 23 0. 054101493 0. 47761194

NOS2 22 0. 021106201 0. 474074074

RELA 21 0. 017293745 0. 470588235

AKT1 26 0. 046756307 0. 463768116

TP53 17 0. 012186774 0. 457142857

MAPK1 17 0. 011995655 0. 453900709
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表 4　 分子对接结果
Table 4　 Molecular docking results

受体
Receptor

配体
Ligand

化学式
Chemical formula

相对分子质量(g / mol)
Relative molecular mass

结合能(kJ / mol)
Binding energy

TP53 槲皮素 Quercetin C15H10O7 302. 25 -6. 38
TP53 山柰酚 Kaempferol C15H10O6 286. 25 -5. 83
TP53 汉黄芩素 Wogonin C16H12O5 284. 28 -5. 74
TP53 黄芩素 Baicalein C15H10O5 270. 25 -5. 55
TP53 刺槐素 Acacetin C16H12O5 284. 28 -5. 88
TP53 β-谷甾醇 Beta-sitosterol C29H50O 414. 79 -7. 24
AKT1 槲皮素 Quercetin C15H10O7 302. 25 -7. 12
AKT1 山柰酚 Kaempferol C15H10O6 286. 25 -6. 77
AKT1 汉黄芩素 Wogonin C16H12O5 284. 28 -7. 26
AKT1 黄芩素 Baicalein C15H10O5 270. 25 -7. 23
AKT1 刺槐素 Acacetin C16H12O5 284. 28 -6. 77
AKT1 β-谷甾醇 Beta-sitosterol C29H50O 414. 79 -9. 56
MAPK1 槲皮素 Quercetin C15H10O7 302. 25 -6. 63
MAPK1 山柰酚 Kaempferol C15H10O6 286. 25 -6. 85
MAPK1 汉黄芩素 Wogonin C16H12O5 284. 28 -6. 61
MAPK1 黄芩素 Baicalein C15H10O5 270. 25 -6. 9
MAPK1 刺槐素 Acacetin C16H12O5 284. 28 -6. 95
MAPK1 β-谷甾醇 Beta-sitosterol C29H50O 414. 79 -10. 2
PIK3CG 槲皮素 Quercetin C15H10O7 302. 25 -6. 11
PIK3CG 山柰酚 Kaempferol C15H10O6 286. 25 -5. 97
PIK3CG 汉黄芩素 Wogonin C16H12O5 284. 28 -7. 93
PIK3CG 黄芩素 Baicalein C15H10O5 270. 25 -7. 8
PIK3CG 刺槐素 Acacetin C16H12O5 284. 28 -8. 11
PIK3CG β-谷甾醇 Beta-sitosterol C29H50O 414. 79 -8. 37
PTGS2 槲皮素 Quercetin C15H10O7 302. 25 -6. 42
PTGS2 山柰酚 Kaempferol C15H10O6 286. 25 -7. 12
PTGS2 汉黄芩素 Wogonin C16H12O5 284. 28 -8. 15
PTGS2 黄芩素 Baicalein C15H10O5 270. 25 -8. 5
PTGS2 刺槐素 Acacetin C16H12O5 284. 28 -8. 44
PTGS2 β-谷甾醇 Beta-sitosterol C29H50O 414. 79 -10. 41

HSP90AA1 槲皮素 Quercetin C15H10O7 302. 25 -7. 37
HSP90AA1 山柰酚 Kaempferol C15H10O6 286. 25 -7. 71
HSP90AA1 汉黄芩素 Wogonin C16H12O5 284. 28 -7. 58
HSP90AA1 黄芩素 Baicalein C15H10O5 270. 25 -8. 7
HSP90AA1 刺槐素 Acacetin C16H12O5 284. 28 -8. 87
HSP90AA1 β-谷甾醇 Beta-sitosterol C29H50O 414. 79 -9. 58

　 　 通过 GO 富集分析可知,柴胡-黄芩治疗鼻窦炎

的基因功能主要体现在对调节细胞代谢、对氧化应

激的反应、生物调节和刺激反应循环系统过程等。
KEGG 通路富集分析显示了柴胡-黄芩治疗鼻窦炎

的主要信号通路。 在 TNF 信号通路中,TNF-α 上调

能促进粘附分子(ICAM-1、VCAM-1 等)和相关炎性

因子(IL-1、IL-6、IL-12 等)在鼻窦炎中的表达[40-42]。
NF-KB 信号通路可双向调控炎症和免疫相关的细

胞因子表达,在与鼻窦炎有关的炎症反应中有的重

要调节作用[43-45]。 国内外大量研究表明 Toll 样受

体通路(TLR 信号通路)可调节并影响 Th1 / Th2 细

胞因子的平衡[46],从而介入鼻窦炎的发病过程[47]。

PI3K / AKT 信号通路有效抑制嗜酸性粒细胞和中性

粒细胞的活化,是治疗相关鼻窦炎疾病的一种新途

径[48-49]。 MAPK 信号通路参与细胞了的增殖、分
化、调 亡 等 生 理 病 理 过 程。 有 研 究 通 过 抑 制

p38MAPK 信号通路的磷酸化可减少黏膜下炎细胞

浸润,减轻鼻黏膜炎症反应,以维持鼻窦免疫机制

平衡[50-51]。
分子对接分析主要用于研究分子间(如配体和

受体)的相互作用,配体与受体的结合构象越稳定,
则表示结合性越强,能量越低[52-54]。 本研究以原配

体作为分数对象,显示化学成分与靶点对接分数都

接近或小于原配体得分。 通过关键靶点与活性成
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图 7　 关键靶点与活性成分的最佳复合结构

Figure 7　 The optimal composite structure of key targets and active

分的最佳复合结构发现,β-谷甾醇和 PTGS2、β-谷甾

醇和 MAPK1、β-谷甾醇和 HSP90AA1、β-谷甾醇和

AKT1、刺槐素和 HSP90AA1、黄芩素和 HSP90AA1
均有较好的结合,因此提示柴胡-黄芩药对的关键化

学成分与关键蛋白具有较好的结合活性,也进一步

佐证了基于网络药理学辨识有效成分的可靠性。
本研究利用网络药理学和分子对接技术初步

分析了柴胡-黄芩药对治疗鼻窦炎的作用机制。 但
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研究仍存在一些不足之处:①本研究所用数据库的

准确性与可靠性仍有待进一步考证,不同的数据库

获得的数据与研究结果可能存在一定差异,后期还

需开展多数据的研究。 ②本研究所构建生物网络

数据均为定性数据,而中药复方内部成分复杂,相
互作用关系复杂,相对于定量数据而言,本研究结

论的准确性尚有待进一步提高。 ③本研究尚未涉

及柴胡-黄芩药对的剂量、煎煮方法、服用方法等对

鼻炎疾病治疗的实际效果,且目前临床上也未有柴

胡-黄芩药对的动物实验与人体实验,后期还应该结

合体内外实验进一步验证柴胡-黄芩药对治疗鼻窦

炎疾病的分子机制。
总而言之,中药具有多组分、多靶点、多通路、

协同作用的特点,本文利用网络药理学对柴胡-黄芩

构建网络模型,识别潜在和活性成分,构建药物靶

点网络和靶病网络,分析其中药理论研究和药理作

用。 本文的研究数据有一定的预测性和客观性,可
通过设计柴胡-黄芩药对治疗鼻窦炎的动物实验研

究进一步证实其作用机制。
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栀子苷对大鼠蛛网膜下腔出血后早期脑损伤
氧化应激的保护作用

黎劭学1,肖晓岚2,尹　 雷1,孟苗苗3,岑学程1,蔡　 军1,杭春华4∗

(1.广州中医药大学第二附属医院 脑病中心,广州　 510120; 2.广州中医药大学第二附属医院 儿科,
广州　 510120; 3.广州中医药大学第二临床医学院,广州　 510120; 4.南京大学医学院附属鼓楼医院 神经外科,

南京　 210008)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究探讨栀子苷(GNP)对大鼠蛛网膜下腔出血(SAH)后早期脑损伤(EBI)氧化应激的保

护作用。 方法　 采用视交叉前池注血法制备蛛网膜下腔出血大鼠模型,将雄性 Wistar 大鼠随机分为假手术组、模
型组、GNP 低、高剂量组,造模后一次腹腔内注射。 24 h 后进行蛛网膜下腔出血量评分及死亡率计算;免疫荧光染

色检测颞叶皮层脑组织核因子 2 相关因子 2(nuclear factor erythroiD-2-related factor 2,Nrf2)表达情况;Western blot
测定颞叶皮层血红素加氧酶-1(hemeoxygenase-1,HO-1)、醌氧化还原酶-1(NADPH quinineoxidoreductase-1,NQO-1)、
谷胱甘肽-S-转移酶(glutathione S-transferase,GST)蛋白含量;TBA 比色法检测颞叶皮层中丙二醛(malondialdehyde,
MDA)含量,TUNEL 染色法检测神经细胞凋亡情况。 结果　 与假手术组比较,模型组大鼠死亡率百分比增加;颞叶

皮层 Nrf2 阳性细胞数目、HO-1、NQO-1、GST 蛋白水平略有增加;MDA 水平显著升高、大量细胞发生凋亡(P<0. 05)。
与模型组比较,GNP 两剂量组大鼠颞叶皮层 Nrf2 阳性细胞数目、HO-1、NQO-1、GST 蛋白水平均显著增加(P<
0. 05),MDA 水平,细胞凋亡率明显下降(P<0. 05);其中高剂量组死亡率百分比并出现下降。 结论　 本研究发现

GNP 对大鼠 SAH 后 EBI 具有一定保护作用,其作用机制可能与通过激活内源性抗氧化系统 Nrf2 通路,上调下游抗

氧化酶发挥对神经细胞的保护作用密切相关。
【关键词】 　 栀子苷;蛛网膜下腔出血;早期脑损伤;抗氧化;Nrf2
【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】1671-7856(2021) 04-0055-08

Geniposide protects against oxidative stress in early brain injury after
subarachnoid hemorrhage

LI Shaoxue1, XIAO Xiaolan2, YIN Lei1, Meng Miaomiao3, CEN Xuecheng1, CAI Jun1, HANG Chunhua4∗

(1. Diagnosis and Treatment Center of Encephalopathy, the 2nd Affiliated Hospital of Guangzhou University of
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　 　 【Abstract】 　 Objective　 This study aimed to test the hypothesis that geniposide(GNP) protects against oxidative
stress in early brain injury(EBI)after experimental subarachnoid hemorrhage(SAH). Methods　 Male Wistar rats(n= 48)
were randomly allocated to four groups, including the sham+vehicle group, SAH+vehicle group, SAH+GNP low dose
group, and SAH + GNP high dose group. The experimental SAH model was established by injecting blood into the
prechiasmatic cistern and treatments were then administered. Outcomes were measured at 24 hours after treatment. The SAH
score and mortality rate were calculated. Nuclear factor erythroiD-2-related factor 2(Nrf2)expression in the temporal cortex
was detected by immunofluorescence staining. Heme oxygenase-1(HO-1), NADPH quinineoxidoreductase-1(NQO-1), and
glutathione S-transferase ( GST ) protein expression in the temporal cortex was determined by western blotting.
Malondialdehyde(MDA)levels in the temporal cortex were detected by the thiobarbituric acid method . Apoptosis of nerve
cells was determined using TUNEL staining. Results 　 In the SAH+vehicle group, MDA levels and the rate of cellular
apoptosis were significantly higher compared with those in the sham+vehicle group(both P<0. 05). The number of Nrf2-
positive cells and HO-1, NQO-1, and GST expression were significantly higher in the SAH+vehicle group compared with
the sham+vehicle group(all P<0. 05). Compared with the SAH+vehicle group, Ttreatment of either a high or low dose of
GNP result ed in a higher number of Nrf2-positive cells and higher HO-1, NQO-1, and GST expression, and lower MDA
levels and cellular apoptosis rate(all P<0. 05). In addition, Llower mortality was also observed in the SAH+GNP high dose
group. group treated with a high dose of GNP(100 mg / kg). Conclusions　 GNP exerts a protective effect against oxidative
stress in EBI after SAH. This effect is probably mediated by activating the Nrf2 pathway and upregulating the downstream of
pathway—antioxidants.

【Keywords】　 geniposide; subarachnoid hemorrhage; early brain injury; antioxidant; Nrf2

　 　 动 脉 瘤 性 蛛 网 膜 下 腔 出 血 ( subarachnoid
hemorrhage,SAH)是一种致死致残率甚高的脑血管

危急重症[1]。 SAH 后早期脑组织损伤( early brain
injury, EBI)覆盖了从初次出血到血管痉挛发生前

72 h 内,脑组织的一系列重要病理损伤改变,是导

致 SAH 高致残致死率的主要机制[2-4]。 而氧化损

伤导致的神经细胞凋亡是其中的一个重要环节。
核因子相关因子 2 ( nuclear factor erythroid 2-

related factor 2,Nrf2)是参与调节细胞抗氧化应激反

应的重要转录因子[5]。 在氧化应激状态下,Nrf2 会

激活并启动下游的基因转录,通过上调多种抗氧化

酶的表达,以提高细胞的抗氧化能力[6]。 栀子苷

(geniposide, GNP)属于环烯醚萜苷类化合物,是茜

草科植物山栀(Gardenia jasminoides Ellis)果实中的

其中一种主要活性成分。 GNP 的药理作用相当广

泛,具有抗炎、抗氧化应激、调节血糖、抗肿瘤等多

种功效[7-11]。 近年研究发现,GNP 在缺血及出血性

脑血管病细胞及动物实验模型中,均表现出一定的

神经保护作用,但其相关作用通路及分子机制尚不

完全明确,可能与抗氧化应激、抗炎、线粒体保护等

多个机制存在密切关系[12-13]。 有关 GNP 对 SAH
后 EBI 的作用鲜有研究,为了探讨相关机制,本研

究对大鼠蛛网膜下腔出血模型进行 GNP 后处理,通
过观察 Nrf2 通路相关抗氧化损伤蛋白表达的变化

及神经细胞凋亡情况探讨其可能的治疗效果。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

60 只 SPF 级雄性 Wistar 大鼠,12 ~ 13 周龄,重
量约 280 ~ 330 g,由扬州大学比较医学中心提供

[SCXK(苏)2017-0007],饲养于南京市鼓楼医院动

物实验中心[SYXK(苏)2018-0020]。 饲养环境温

度为(22±2)℃,具有 12 h 光照循环,动物自由饮

食。 本实验经南京市鼓楼医院实验动物伦理委员

会审批(IACUC 2018020003),并在实验过程中严格

遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

栀子苷 (购自上海源叶生物科技有限公司,
HPLC ≥ 9899. 3%,货号:24512 - 63 - 8);戊二醛

(MDA)试剂盒(购自南京建成生物工程研究所,
A003- 1);Nrf2 抗体 (批号 AF7603)、NQO-1 抗体

(批号 AF7614)、HO-1 抗体(批号 AF1333)、GST 抗

体(批号 AF2299)、GAPDH 抗体 (批号 AF5009)、
TUNEL 试剂盒(批号 C1089)购自碧云天生物科技

有限公司。
5024R 低温高速离心机(德国 eppendorf 公司);

FLX800 荧光酶标仪(美国 BioTek 公司);IX51 荧光

显微镜(日本 Olympus 公司);XO-400S 超声波细胞

破碎仪(中国南京先欧公司);Western blot 转印电泳

仪器(美国 Bio-Rad 公司);Tanon5200 化学发光成
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像分析系统(中国上海天能科技有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及给药方法

Wister 大鼠经适应性喂养 3 d 后,随机分为 4
组:假手术组、模型组,GNP 低剂量组(50 mg / kg),
GNP 高剂量组(100 mg / kg),每组 12 只。 药物处理

的两组大鼠在造模后 30 min 给予 GNP 不同剂量一

次腹腔内注射处理。 模型组和假手术组以等量生

理盐水代替药物注入。
1. 3. 2　 大鼠蛛网膜下腔出血模型制作

本研究选用视交叉前池注血模型,操作步骤与

在既往报道上进一步改进[14]:取俯卧位,将动物固

定颅顶水平位,于冠状缝前 8. 0 mm 处钻孔。 解剖

右侧股动脉并抽取自体动脉血 350 μL。 立即将注

射器以 30°方向,插入穿刺孔 10 mm,即达视交叉前

池,维持 20 s 将自体血注射完毕。 骨蜡封闭骨孔缝

合头皮,头低位 30 min,饲养同术前。 在建模过程

中,如大鼠造模失败或 24 h 内死亡,则取用备用大

鼠补齐每组存活 12 只。 假手术组接受相同的 SAH
造模流程,但视交叉前池仅注入相应等量的生理盐

水,其它步骤不变。
1. 3. 3　 脑组织取材及处理

在造模后第 24 h 处死大鼠,分别以冰冻生理盐

水灌注后取全脑并根据 Sugawara 评分标准[15] 进行

蛛网膜下腔出血评分(图 1)。 其后取颞叶皮层进行

MDA 含量测定及 Western blot 实验操作。 另用生理

盐水灌注后再使用多聚甲醛灌注固定并制石蜡切

片,备免疫荧光法检测 Nrf2 的细胞表达情况,以及

TUNEL 荧光染色观察细胞凋亡情况。
1. 3. 4　 免疫荧光标记染色检测颞叶皮层 Nrf2 表达

情况

石蜡切片脱蜡、热修复,加入 3% H2O2 抑制内

源性过氧化物酶。 加入兔抗 Nrf2(1 ∶ 200) 4℃ 孵育

过夜,加入荧光二抗 37℃孵育 90 min。 复染后在荧

光显微镜下观察阳性表达情况。
1. 3. 5　 颞叶皮层组织 MDA 含量测定

提取部分适量颞叶皮层组织,在冰浴中按照 1 ∶
9(W / V)加入生理盐水制成 10%脑组织匀浆,离心

后取上清液,按照试剂盒说明进行操作测定 MDA
含量。
1. 3. 6　 Western blot 检测 HO-1、NQO-1、GST 蛋白

表达

提取颞叶皮层脑组织,10%聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离蛋白,转膜后分别加稀释的一抗 NQO-1、HO-
1、GST 及 β-actin 4℃孵育过夜。 加二抗室温孵育 2
h,洗膜后显影成像。 采用 Quantity One 软件分别计

算各条带灰度值的百分比,以分析各组蛋白表达量。
1. 3. 7　 TUNEL 检测神经细胞凋亡情况

按照试剂盒说明步骤进行检测,室温下,PBS 溶

液清洗、TrixonX-100 处理后,滴加 TdT 酶荧光标记

液避光孵育, 4, 6 - 二脒基 - 2 - 苯基吲哚 ( 4, 6-
diamidino-2-phenylindole,DAPI)染液进行核染色,孵
育并再次 PBS 溶液清洗后,用抗荧光淬灭剂封片,
荧光显微镜观察并拍照。 随机选取切片 5 个区域,
通过计数总细胞数和凋亡细胞数,计算细胞凋亡率。
1. 4　 统计学方法

采用 SPSS 24. 0 统计学分析软件建立数据库,
数据均以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,对组间数据

的比 较 统 计 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ( Oneway
ANOVA),组间行 turkey 检验, 死亡率比较采用

Fisher’ s 精确概率检验, P < 0. 05 认为有统计学

差异。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠死亡率及蛛网膜下腔出血情况评分

在造模后至处死前 24 h 内,假手术组、模型组、
GNP 低剂量组、GNP 高剂量组的死亡率及存活情况

分别为 0%(n= 0 / 12)、20%(n = 3 / 15)、20%(n = 3 /
15)和 7. 7%(n = 1 / 13)。 虽然 GNP 高剂量组死亡

率百分比较模型组及低剂量组有所下降,但各组间

死亡率并无显著统计学差异(P>0. 05)。
对于大鼠而言,24 h 后蛛网膜下腔出血即被迅

速清除[16]。 本实验根据 Sugawara 评分标准[15],在
24 h 观察点对实验大鼠蛛网膜下腔出血量进行评

分,结果示假手术组的大鼠脑组织未见出血,评分

为 0 分。 而模型组、GNP 低剂量组、GNP 高剂量组

在 24 h 的脑组织腹侧可见蛛网膜下腔不同程度的

积血和血凝块,如图 2 所示。 四组的 SAH 出血量评

分分别为 0、(15. 17±0. 48)、(14. 26±0. 61)、(14. 35
±0. 77)。 虽然药物处理的两组大鼠术后 24 h SAH
出血量明显高于假手术组,但与模型组相比,评分

并无显著性差异(P>0. 05,n= 6)。
2. 2　 GNP 对 SAH 大鼠模型颞叶皮层 Nrf2 表达的

影响

免疫荧光标记染色结果显示,假手术组大鼠大

颞叶皮层组织偶见微弱荧光染色,Nrf2 阳性百分率
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注:(A):腹侧 6 分区,6 个部位分数相加得出总的评分以评估大鼠蛛网膜下腔出血情况,最低分 0 分,最高分 18
分。 0 分:未见出血;(B):中度蛛网膜下腔出血,1 分:极少量血凝块;2 分:中等量蛛网膜下腔出血,但仍可看清血

管;(C):重度蛛网膜下腔出血,3 分:大量出血,该部分血管难以辨认。

图 1　 蛛网膜下腔出血 Sugawara 评分

Note. (A), Six segments of the basal cistern. The subarachnoid blood clots are assessed in each of these segments to allot a
score from 0 to 18. 0, No blood. ( B), Moderate SAH. 1, Minimal subarachnoid blood. 2, Moderate blood clot with
recognizable arteries. (C), Severe SAH. 3, Blood clot obliterating all arteries within the segment.

Figure 1　 Subarachnoid hemorrhage grading

注:A:假手术组;B:模型组;C:GNP 低剂量组;D:GNP 高剂量组。

图 2　 造模后 24 h 实验大鼠全脑蛛网膜下腔出血情况

Note. A, Sham+vehicle group. B, SAH+vehicle group. C, SAH+GNP low dose group. D, SAH+GNP
high dose group.

Figure 2　 The whole brain of SAH rat model at 24 h
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为(0. 028 ± 0. 031)%。 与假手术组相比,模型组大

鼠颞叶皮层 Nrf2 阳性细胞数目略有增多,阳性百分

率为(21. 014 ± 1. 828)%,两者有统计学差异(P<
0. 05)。 与模型组相比,经 GNP 干预后 Nrf2 阳性细

胞数目进一步增加(P<0. 05),低剂量组为(47. 750
± 4. 176)%,高剂量组的增加更为显著,为(76. 733
± 2. 949)%。 提示 GNP 能促进 SAH 后 Nrf2 的激活

(图 3)。

2. 3　 GNP 对 SAH 大鼠模型颞叶皮层 MDA 含量

的影响

与假手术组相比,模型组大鼠颞叶皮层 MDA
含量显著增高。 药物干预组虽亦有升高,但较模型

组有所降低(P<0. 05),且高剂量组升高较少。 提示

GNP 能显著减轻 SAH 后由 MDA 的升高,抑制细胞

的氧化损伤(图 4)。

注:A:假手术组;B:模型组;C:GNP 低剂量组;D:GNP 高剂量组。

图 3　 GNP 对 SAH 大鼠模型颞叶皮层 Nrf2 表达的影响(n= 6)
Note. A, Sham+vehicle group. B, SAH+vehicle group. C, SAH+GNP low dose group. D, SAH+GNP
high dose group.

Figure 3　 Effects of GNP on Nrf2 expression in the temporal cortex of the SAH rat model

2. 4　 GNP 对 SAH 大鼠模型颞叶皮层 HO-1、NQO-
1、GST 蛋白表达的影响

与假手术组相比,模型组的 HO-1、NQO-1、GST
蛋白表达均有明显升高(P<0. 05)。 与模型组相比,
经 GNP 处理后 HO-1、NQO-1、GST 蛋白的表达进一

步增加(P<0. 05)。 提示 GNP 能显著增强 SAH 后

由 Nrf2 诱导的下游抗氧化酶 HO-1、NQO-1、GST 的

表达,提高细胞的抗氧化能力(图 5)。
2. 5　 GNP 对 SAH 大鼠模型颞叶皮层神经细胞凋

亡的影响

造模后 24 h,模型组 TUNEL 阳性细胞比例明显

上升,凋亡率为 ( 50. 88 ± 6. 22)%,较假手术组

(0. 00 ± 0. 02)%有显著性差异(P<0. 05)。 而 GNP
处理的两组 TUNEL 阳性细胞比例较模型组明显下

降,且 GNP 高剂量组细胞凋亡 率 为 ( 28. 76 ±
7. 37)%,低于 GNP 低剂量组(39. 86 ± 8. 57)%(P<
0. 05)。 提示高剂量 GNP 能够显著改善 SAH 造模

后 24 h 的神经细胞凋亡(图 6)。

注:A:假手术组; B:模型组; C:GNP 低剂量组; D:

GNP 高剂量组。 与模型组相比,∗P<0. 05。

图 4　 GNP 对 SAH 大鼠颞叶皮层丙二醛(MDA)
含量的影响(n= 6)

Note. A, Sham+vehicle group. B, SAH+vehicle group. C,
SAH+ GNP low dose group. D, SAH + GNP high dose

group. Compared with model group,∗P<0. 05.

Figure 4　 Effects of GNP on malondialdehyde (MDA) contents
in the temporal cortex of the SAH rat model
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注: A:假手术组; B:模型组; C:GNP 低剂量组; D:GNP 高剂量组。 与模型组相比,∗P<0. 05。

图 5　 SAH 大鼠模型颞叶皮层组织中 HO-1、NQO-1、GST 蛋白表达的相对强度(n= 6)
Note. A, Sham+vehicle group. B, SAH+vehicle group. C, SAH+GNP low dose group. D, SAH+GNP high dose group.

Compared with model group, ∗P<0. 05.

Figure 5　 Rrelative intensity of HO-1、NQO-1、GST protein expressions of temporal cortex of the SAH rat model

注: A:假手术组;B:模型组;C:GNP 低剂量组;D:GNP 高剂量组。 与模型组相比,∗P<0. 05。

图 6　 GNP 对 SAH 大鼠模型颞叶皮层神经细胞凋亡的影响(n= 6)
Note. A, Sham+vehicle group. B, SAH+vehicle group. C, SAH+GNP low dose group. D, SAH+GNP

high dose group. Compared with model group, ∗P<0. 05.

Figure 6　 Effects of GNP on TUNEL positive nerve cells in the temporal cortex of the SAH rat model

3　 讨论

在 EBI 的一系列病理改变中,氧化应激损伤是

其中一个重要环节[3]。 在这一阶段,高氧饱和度的

动脉血进入蛛网膜下腔刺激脑组织并产生大量活

性氧( reactive oxygen species,ROS),造成一系列细
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胞内容物的严重损伤。 除了造成出血部位邻近脑

组织损伤外,还可以引起远隔部位微循环障碍[17],
导致全脑细胞缺血缺氧及广泛的神经元去极化损

害[18-19]。 该过程中,神经细胞坏死及凋亡会造成血

脑屏障的破坏并形成恶性循环,最终导致不可逆的

脑组织坏死[20-21]。 另一方面,在各种损伤因素的作

用下,作为内源性抗氧化系统的核心调控枢纽,Nrf2
通路会被激活并启动下游基因转录,上调多种抗氧

化酶的表达,通过负反馈以减轻氧化应激导致的细

胞损伤和凋亡[22]。
GNP 是近年被筛选鉴定出来的一种新的胰高

血 糖 素 样 肽 - 1 受 体 ( glucagon-like peptide 1
receptor, GLP-1R)激动剂,具有与 GLP-1R 激动剂

类似的神经营养和神经保护功能[7]。 并在抗氧化

应激、抗内质网应激、抗炎、修复受损的神经细胞、
促进神经生长等多个方面表现出良好的疗效[23]。
其作用机制与 Nrf2 通路的激活及下游抗氧化物质

的表达上调密切相关[9]。 在本研究中,给药时间为

造模后 30 min 给药,目的是研究 GNP 对 SH 的早期

保护效果和机制。 在模型死亡率及神经细胞凋亡

情况方面,本研究证实了 GNP 虽然不能减少蛛网膜

下腔出血的吸收,但可有效减轻 SAH 后 EBI 情况。
研究并通过检测各组大鼠颞叶皮层组织中 MDA 水

平,Nrf2 及下游抗氧化酶 HO-1、NQO-1、GST 的蛋白

表达情况,进一步推测 GNP 对 SAH 后 EBI 的神经

保护作用是通过 Nrf2 通路来进行调节的。
MDA 是作为脂质过氧化后的重要产物,可以反

映体内脂质过氧化的程度,间接反映了细胞氧化损

伤程度[24]。 本研究中,模型组大鼠颞叶皮层中

MDA 含量明显增加,符合 SAH 后 EBI 改变;但 GNP
干预后 MDA 的含量均有所下降,且 GNP 高剂量组

下降更为明显,提示 GNP 能够减轻 SAH 造成的颞

叶皮层的氧化损伤。
正常情况下,Nrf2 定位于细胞质中,与胞质结

合蛋白(Keap1)相互结合;当机体处于各种应激状

态时,Nrf2 与 Keap1 解离,转移到细胞核,与 Maf 蛋
白形成异二聚体;然后该异二聚体再与抗氧化应答

元件(ARE)结合,调控Ⅱ相解毒酶和抗氧化酶基因

的转录活性,产生直接或间接抗氧化作用[5, 25-26]。
HO-1 是热休克蛋白中的一种,在正常组织中呈低表

达,但在氧化应激状态下会被大量诱导表达,以增

加机体抗氧化能力[6]。 NQO1 是一种调节细胞内物

质处于氧化还原状态的黄素酶,以 NAD(P)H 为受

体,对各种代谢引起的氧化应激反应均具有一定的

保护作用[27]。 GST 属于超级Ⅱ相解毒酶的基因家

族,其催化谷胱甘肽(glutathione hormone,GSH)与底

物之间的相互作用,清除有害化学物质并进行解

毒,在防治组织损伤方面作用显著[28]。 本研究中,
两种剂量的 GNP 虽然均不能减少蛛网膜下腔出血

的吸收,但都可激活颞叶皮层神经细胞的 Nrf2 通路

并明显上调下游抗氧化酶 HO-1、NQO-1、GST 的蛋

白表达,最终减轻神经细胞的凋亡,提示 GNP 对

SAH 后神经细胞的保护作用与 Nrf2 通路的激活存

在密切关系。 低剂量的 GNP 虽然能减轻细胞凋亡,
但并不能减少 SAH 对动物模型造成的死亡,仅高剂

量治疗能够降低其死亡率百分比,提示 GNP 对 SAH
的治疗作用存在一定的剂量依赖效应。

由于动物来源及条件限制,本研究未能扩展

GNP 剂量及时间分层并在 Nrf2 基因敲除动物模型

中验证 GNP 对 SAH 的神经保护作用,存在一定的

不足。 另外,本研究虽然观察到 GNP 高剂量组死亡

率百分比有所下降,但并未能得出统计学差异,考
虑与实验纳入样本量不足所致。

综上所述,本研究表明,GNP 50 mg / kg 及 100
mg / kg 两种治疗剂量在大鼠 SAH 造模后 24 h 可抑

制颞叶皮层的神经细胞凋亡,该效应存在一定的剂

量依赖,高剂量治疗并能进一步下降实验动物死亡

率,其作用机制可能与通过激活内源性抗氧化系统

Nrf2 通路,上调下游抗氧化酶发挥对神经细胞的保

护作用密切相关。
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松果菊苷对大鼠抑郁模型线粒体损伤的修复作用

岳凌峰1,马　 敬2∗,王　 宁3

(1.新乡医学院第二附属医院精神四科,河南 新乡　 453002; 2.新乡医学院第二附属医院心境障碍科,
河南 新乡　 453002; 3.新乡医学院第二附属医院精神三科,河南 新乡　 453002)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在探索松果菊苷(EA)对抑郁症模型大鼠线粒体损伤的影响。 方法　 斯普拉格-杜
勒鼠(SD)大鼠随机分为 5 组:对照组、单纯 EA 组、模型组、治疗组和氟西汀组。 采用实施慢性不可预知的轻度压

力(CUMS)构建大鼠抑郁症模型。 治疗组大鼠腹腔内注射 EA 30 mg / (kg·d),记录大鼠体重、检测大鼠糖水偏好指

数评估大鼠行为。 HE 染色检测脑组织损伤情况;TUNEL 检测脑组织细胞凋亡情况;JC-1 法检测线粒体膜电位;
ELISA 检测炎症因子血清中 IL-6、IL-1β、TNF-α 和 IL-10 水平;Western blot 检测胞质内磷酸化线粒体动力相关蛋白

(p-Drp1)蛋白的表达;试剂盒检测氧化应激标记物 SOD、MDA 和 LDH 的含量。 结果　 与对照组相比,单纯 EA 组

的各项检测指标差异无统计学意义。 而与对照组相比,模型组大鼠表现出体重降低(P<0. 01);糖水偏好降低(P<
0. 01);血清促炎症因子 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 水平增加;脑组织损伤加重;p-Drp1 表达减少(P<0. 01);脑组织氧化

应激水平增加(P<0. 01);而治疗组表现出治疗作用,能回救 CUMS 造成的上述病理损伤。 结论　 松果菊苷可减轻

CUMS 抑郁症模型大鼠线粒体损伤。
【关键词】 　 抑郁症;CUMS;松果菊苷;线粒体损伤;大鼠
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Effect of echinacoside on mitochondrial damage in a rat model of depression

YUE Lingfeng1, MA Jing2∗, WANG Ning3

(1. the Second Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University, 4th Department, Xinxiang 453002, China.
2. the Second Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University, Department of Mood Disorder, Xinxiang 453002.

3. the Second Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University, 3th Department, Xinxiang 453002)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effects of echinacoside ( EA) on mitochondrial injury in rats with
depression. Methods　 Sprague-Dawley rats were divided into five groups of control, EA, model, treatment, and fluoxetine
groups. A rat model of depression was constructed with chronic unpredictable mild stress (CUMS). Rats in the treatment
group were intraperitoneally injected with EA mg / ( kg·d). The weight of the rats was recorded, and the sugar water
preference index was detected to evaluate the behavior of the rats. Hematoxylin and eosin staining was used to detect damage
of brain tissue. Apoptosis of brain cells was detected by TUNEL assay. The mitochondrial membrane potential was detected
by JC-1 method . Serum interleukin (IL)-6, IL-1β, tumor necrosis factor-α, and IL-10 (inflammatory cytokines) levels
were detected by ELISA. Expression of phosphorylated mitochondrial dynamic associated protein (p-Drp1) in the cytoplasm
was detected by Western blot. The content of superoxide dismutase, malondialdehyde, and lactate dehydrogenase, which



are markers of oxidative stress, was detected by kits. Results　 There were no significant differences in the detection index
in the EA group compared with the control group. The model group showed weight loss compared with the control group (P<
0. 01). Sugar water preference was lower (P<0. 01), serum levels of the pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-1β, and
tumor necrosis factor-α were higher, and levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10 were lower in the EA group than in
the control group ( all P < 0. 01). Brain tissue injury was aggravated, p-Drp1 expression was lower (P < 0. 01), and
oxidative stress in brain tissue was higher in the EA group than in the control group (all P<0. 01). However, the treatment
group showed therapeutic effects and the above-mentioned pathological injuries caused by CUMS recovered. Conclusions　
EA can alleviate mitochondrial injury in rats with CUMS.

【Keywords】　 depression; chronic unpredictable mild stress(CUMS); echinacoside; mitochondrial damage; rat

　 　 目前,随着中国老年人口数量日益突出,人们

的健康问题已经从传染性疾病逐渐转变为慢性疾

病,如高血压、糖尿病和抑郁症等[1]。 抑郁症是一

个重要的公共卫生问题,它会增加其他疾病的发病

率、自杀风险增加、身体、认知和社会功能下降,最
后增加死亡率[2]。 目前抗抑郁药临床上已应用很

多,如抗惊厥药、神经阻滞剂、单胺氧化酶抑制剂

等,但这些药物容易对人体产生副作用[3]。 因此迫

切需要寻找疗效确切,毒副作用小的抗抑郁药物。
松果菊苷( echinacoside, EA),又名淫羊藿苷,从肉

苁蓉中分离出的一种活性物质,化学成分是苯乙烷

苷。 松果菊苷具有广泛的生物活性,如清除自由

基、抗氧化和抗炎作用[4]。 研究表明,松果菊苷可

改善 5-Fu 抑制的小鼠的骨髓造血功能[5];松果菊苷

可以改善心肌细胞缺氧 /复氧损伤[6];松果菊苷通

过抑制淀粉样蛋白沉积,改善淀粉样 β 肽引起的记

忆障碍和胆碱能缺陷[7];基于胃肠道代谢,松果菊

苷具有改善抑郁症症状的作用[8]。 但松果菊苷对

抑郁症的具体作用机制还未见报道。 本文旨在研

究松果菊苷对抑郁症模型大鼠的影响,以期为松果

菊苷临床应用治疗抑郁症提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

50 只 4 ~ 6 周龄清洁级雄性 Sprague Dawley
(SD)大鼠,140~150 g,购自中国科学院实验动物中

心[SCXK(沪)2015-0004]。 实验前一周,大鼠可以

自由获得食物和水来适应环境。 均饲养于新乡医

学院第二附属医院动物中心 SPF 环境[SYXK(豫)
2018-0014],饲养环境保持在温度 22℃左右,相对

湿度约 55% ~ 60%,12 h 昼夜交替。 本研究通过新

乡医学院第二附属医院动物伦理委员会动物伦理

审查( IACUC-20190205 - 03),实验过程中依照 3R
原则给予所有动物人道主义关怀。

1. 2　 主要试剂与仪器

EA(货号: S3783) 购自 Selleck chem,母液用

DMSO 配制,使用时用生理盐水稀释;聚丙烯酰胺凝

胶配制试剂盒 (货号: CUS531)、 PVDF 膜 (货号:
ISEQ00010) 和 ECL 化 学 发 光 试 剂 盒 ( 货 号:
WBKLS0500)购自美国 Millpore 公司;氟西汀购自美

国 Sigma-Aldrich;膜蛋白、核蛋白和胞质蛋白抽提试

剂盒(货号:NO.C510002)购自上海生工生物工程公

司;Drp1(货号:ab56788)、p-Drp1(货号:ab193216)
兔多克隆抗体购自英国 ABCAM 公司;辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔 IgG(货号: sc-2004) 购自美国

Santa Cruz 公司;大鼠 IL-6(货号:D6050)、IL-1β(货
号:201-LB-005)、TNF-α(货号:210-TA-005)和 IL-
10(货号:M1000B) ELISA 试剂盒购自美国 R&D
Systems 公司;丙二醛 (Malondialdehyde,MDA) (货

号:A003-1-2)、乳酸脱氢酶( lactate dehydrogenase,
LDH) (货号: A020 - 2 - 2) 和超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase,SOD) (货号:A001-3-2)试

剂盒购自南京建成生物技术研究所;TUNEL 细胞凋

亡检测试剂盒(货号:C1091)购自上海碧云天生物

技术公司;MultiskanTM FC 酶标仪(货号:1410101)购
自美国 Thermo Fisher 公司;BX43 显微镜购自日本

Olympus;ChemiDoc MP 化学发光成像系统(货号:
1708280)购自美国 Biorad 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及模型制备

50 只大鼠首先在笼子里饲养,(5 只大鼠 /笼)
可自由取食物和水 3 d,以适应昼夜节律。 将大鼠随

机平均分为对照组和抑郁模型组。 对照组大鼠正

常饲养,密度为 5 只 /笼。 抑郁模型组大鼠饲养密度

为 1 只 /笼,采用 Willner 报道的方法构建抑郁模

型[9]。 模型组的大鼠受到 14 类型的不同刺激,包括

颠倒白天 /黑夜(24 和 48 h),重复 45 度倾斜鼠笼

(每隔 4、12 和 24 h),断水(6 ~ 12 h),缺食物(12 ~
24 h),噪音(金属冲突 2 h 和大鼠大声叫嚷 2 h),湿
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垫,外来异物,无垫(6 h),尾巴夹紧(轻微),同笼,
水平振动,笼子交换和喂养环境变化。 每只大鼠每

天接受一种方法的刺激,且第 2 天不重复,并在笼子

里单独饲养 35 d。 从第 4 周开始,观察总指标(体
重、饮料量和食物量)和糖水摄入量百分比。 将 20
只对照组大鼠随机分成对照组和单纯 EA 组:腹腔

内注射 EA 30 mg / (kg·d),连续 35 d;将 30 只模型

组大鼠随机分成模型组、治疗组和氟西汀组:治疗

组腹腔内注射 EA 30 mg / (kg·d),氟西汀组灌胃氟

西汀 20 mg / (kg·d) [10],连续 35 d;对照组和模型组

注射等量的 DMSO。
1. 3. 2　 糖水偏好实验(Sucrose preference test,SPT)

让大鼠习惯于饮用两瓶 1%蔗糖溶液 24 h,第 2
天用清水更换其中 1 瓶蔗糖溶液。 经过 24 h 后禁

食、禁水后,允许大鼠饮用 1%的蔗糖溶液(100 mL)
和等量的水 3 h。 糖水偏好指数%=蔗糖水消耗量 /
(纯水消耗量+蔗糖水消耗量)×100%。
1. 3. 3　 ELISA

取各组大鼠血清,96 孔板布局,绘制标准曲线。
标准浓度是以 1 ∶3稀释的最高标准。 用标准曲线测

定样品浓度。 根据说明书操作步骤,反应孔加入样

品 50 μL,37℃孵育 40 min,洗涤液洗涤 3 次,每次 2
min,然后加入生物素标记的抗体 37℃避光孵育 30
min,洗涤 3 次后加入链霉亲和素混匀,37℃避光孵

育 30 min,最后加入显色剂避光显色 15 min,加入终

止液终止反应,终止反应后于酶标仪 450 nm 处检测

IL-6、IL-1β、TNF-α 和 IL-10 吸光值。
1. 3. 4　 HE 染色

将各组大鼠脑海马区组织进行石蜡切片,厚度

为 4 mm,用二甲苯脱蜡,梯度乙醇脱水,苏木素染

色,水洗,盐酸乙醇分化,水洗蓝化,伊红染色,梯度

乙醇脱水,二甲苯透明,中性树胶封片,在显微镜下

观察组织并拍照。
1. 3. 5　 TUNEL 染色

将各组大鼠脑海马区组织切片进行脱蜡、水
合、透明处理,在标本上分别加入 TUNEL 反应混合

液,加入盖玻片反应 1 h, 随后用 PBS 溶液漂洗 3
次,加入 DAB 底物反应 10 min 后漂洗 3 次后用荧

光显微镜观察凋亡细胞形态。 TUNEL 阳性细胞核

在镜下呈现棕色,正常细胞为蓝色。 于荧光显微镜

下随机选取 5 个视野统计 TUNEL 阳性细胞及细胞

总数,细胞凋亡率(%) = TUNEL 阳性细胞 /总细胞

数×100%。
1. 3. 6　 流式分选检测线粒体膜电位

将各组大鼠脑组织细胞接种于 6 孔板后用 PBS

清洗 3 次,孵育 24 h,加入 JC-1(5 μg / mL)室温避光

反应 30 min。 用流式分选仪检测,记录红色和绿色

荧光强度。
1. 3. 7　 Western blot

根据说明书,提取脑组织中细胞质蛋白;200 mg
脑组织剪切成小块,加入适量的冰冷 PBS 洗涤两次

后,4℃离心 3000 r / min,3 min,弃上清;收集的组织

中加入 1000 μL 预冷的溶液 A(使用前每 1 mL 溶液

A 加入 1 μL DTT,10 μL PMSF,1 μL 蛋白酶抑制剂

和 5 μL 磷酸酶抑制剂),研磨组织;涡旋震荡 10 s,
冰上放置 20 min,期间取出震荡 3 ~ 5 次,于 4℃ 下

12000 r / min 离心 10 min,上清为胞质蛋白部分。 取

等量胞质蛋白与适量 Loading buffer 混合,100℃ 水

浴 10 min;经 SDS-PAGE 分离、转膜、封闭后,采用一

抗 anti-P-Drp1 进行孵育,4℃过夜,TBST 溶液洗涤

3 次后采用标记 HRP 的二抗进行孵育,1.5 h 后加入

发光液,显色处理,并统计灰度值,计算相应蛋白表

达量,实验重复 3 次。
1. 3. 8　 氧化应激检测

取各组大鼠脑组织,用商业化试剂盒根据说明

书检测 MDA、LDH 和 SOD 的浓度。
1. 4　 统计学方法

本文所有对比实验数据用 SPSS 16. 0 软件进行

统计学分析。 计量数据以平均数±标准差( 􀭰x ± s )
表示,两两比较用独立的 t 检验,多组间比较采用单

因素方差分析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 松果菊苷增加抑郁症大鼠体重增长和糖水偏

嗜度

与对照组(179±19) g 相比,模型组(90±18) g
大鼠建模 2 个月后平均增加体重远低于对照组,大
约减少 89. 0 g;且模型组大鼠糖水偏嗜度减少,约减

少 33. 3%。 同时用松果菊苷处理治疗组表现出增

加模型大鼠增重和糖水偏嗜度(见图 1),与模型组

相比,治疗组(149±14)g 大鼠体重平均增加 59. 5 g,
糖水偏嗜度平均增加 24. 2%,氟西汀组大鼠平均体

重增加 70. 5 g,糖水偏嗜度平均增加 28. 1%。
2. 2　 松果菊苷降低抑郁症大鼠炎症细胞因子

单纯 EA 组与对照组细胞因子浓度差异无统

计学意义;与对照组相比,模型组促炎症因子 IL-
6、IL-1β 和 TNF-α 水平增加 ( F = 64. 51、 25. 87、
3. 989,P<0. 01),抗炎症因子 IL-10 水平差异无统

计学意义;与模型组相比较,治疗组和氟西汀组促

炎症 因 子 IL-6、 IL-1β 和 TNF-α 水 平 下 降 ( t =
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2. 526、2. 391、8. 283 和 1. 792、1. 943、7. 839,P <
0. 01),抗炎症因子 IL-10 水平增加 ( F = 3. 000、
3. 667,P<0. 01)。 见图 2。
2. 3　 松果菊苷改善抑郁症大鼠脑损伤,减少脑组织

细胞凋亡

单纯 EA 组与对照组脑损伤差异无统计学意

义,说明 EA 对正常大鼠无细胞毒性。 模型组相较

于对照组大鼠脑海马区组织出现大量空泡、染色质

浓缩、边缘化,细胞凋亡率升高 ( F = 92. 84, P <
0. 01);与模型组相比较治疗组和氟西汀组大鼠脑

海马区组织损伤程度减轻,空泡减少,细胞凋亡率

降低( t= 2. 034、1. 933,P<0. 01)。 见图 3。
2. 4　 松果菊苷降低抑郁症大鼠脑线粒体膜电位

通过流式分选检测细胞线粒体膜电位的变化,
与对照组相比,模型组线粒体膜电位升高 ( F =
202. 03,P<0. 01);与模型组相比,治疗组和氟西汀

组线粒体膜电位降低( t = 3. 486、2. 074,P<0. 01)。
见图 4。
2. 5　 松果菊苷改善抑郁症大鼠脑线粒体损伤

通过Western blot 检测线粒体损伤标志物表达情

况,与对照组相比,模型组胞质内磷酸化线粒体动力

相关蛋白(p-Drp1 蛋白)表达水平降低(F= 94. 82,P<
0. 01);与模型组相比,治疗组和氟西汀组 p-Drp1 蛋

白提高(t=1. 200、1. 188,P<0. 01)。 见图 5。
2. 6　 松果菊苷改善抑郁症大鼠脑氧化应激损伤

与对照组相比, 模型组胞质内乳酸脱氢酶

(LDH) 和丙二醛 ( MDA) 水平增加 ( F = 15. 93、
66. 01,P<0. 01),超氧化物歧化酶(SOD)水平降低

(F= 4. 503,P<0. 01);与模型组相比,治疗组和氟西

汀组 LDH 和 MDA 水平下降 ( t = 5. 154、3. 815 和

4. 778、3. 952,P<0. 01),SOD 水平提高( t = 6. 133、
6. 500,P<0. 01)。 见图 6。

3　 讨论

抑郁症是一种慢性情绪障碍疾病。 抑郁症的

形成原因多种多样,比如压力和创伤、吸烟、饮食不

规律、缺乏锻炼、睡眠状况、牙周疾病以及糖尿病

等[11]。 CUMS 是其中一种抑郁症动物模型,即低水

平的慢性和不可预测的应激源,类似于人类在日常

生活中可能经历的刺激,会在脆弱的个体中诱发抑

郁[9]。 CUMS 会导致一系列行为缺陷,包括蔗糖偏

好降低、奖励刺激动机减少、性行为以及攻击性增

加、焦虑样行为和睡眠模式改变。 研究表明,CUMS
在雄性和雌性大鼠中均诱导了类似抑郁的表型[12]。

注:A:各组大鼠体重增长直方图;B:各组大鼠糖水偏嗜度直方图。
1:对照组;2:单纯 EA 组;3:模型组;4:治疗组;5:氟西汀组。 与对照

组比较,∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 01。
图 1　 松果菊苷增加抑郁症大鼠体重增长和糖水偏嗜度

Note. A, Weight gain histogram of rats in each group. B, Histogram of sugar
water preference of rats in each group. 1, Control group. 2, Simple EA group.
3, Model group. 4, Treatment group. 5, Fluoxetine group. Compared with
Control group, ∗P<0. 01. Compared with Model group, #P<0. 01.

Figure 1　 EA increased weight gain and sugar water
preference in depressed rats

注:1:对照组;2:单纯 EA 组;3:模型组;4:治疗组;5:氟西汀组。

与对照组比较,∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 01。

图 2　 松果菊苷对抑郁症大鼠炎症细胞

因子 IL-6、IL-1β、TNF-α、IL-10 水平的影响

Note. 1, Control group. 2, Simple EA group. 3, Model group. 4,
Treatment group. 5, Fluoxetine group. Compared with Control

group, ∗P<0. 01. Compared with Model group, #P<0. 01.

Figure 2　 EA Effects of EA on levels of inflammatory
cytokines IL-6, IL-1β, TNF-α and IL-10 in depressed rats
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注:A:HE 染色检测各组大鼠脑组织损伤;B:TUNEL 染色检测各组大鼠脑组织细胞凋亡;C:各组大鼠脑组细胞凋亡率直方图。 1:对照组;

2:单纯 EA 组;3:模型组;4:治疗组;5:氟西汀组。 与对照组比较,∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 01。

图 3　 松果菊苷改善抑郁症大鼠脑损伤

Note. A, He staining was used to detect brain tissue damage in each group. B, TUNEL staining was used to detect the apoptosis of brain tissue cells in
each group. C, Histogram of apoptosis rate in brain groups of rats. 1, Control group. 2, Simple EA group. 3, Model group. 4, Treatment group. 5,

Fluoxetine group. Compared with Control group, ∗P<0. 01. Compared with Model group, #P<0. 01.

Figure 3　 EA improves brain damage in depressed rats

注:A:流式分选检测各组大鼠线粒体膜电位的变化;B:各组大鼠 JC-1 红 / 绿比值。 1:对照组;2:单纯 EA 组;3:模型组;4:治疗组;5:氟西
汀组。 与对照组比较,∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 01。

图 4　 松果菊苷降低抑郁症大鼠脑线粒体膜电位
Note. A, The changes of mitochondrial membrane potential in each group were detected by flow sorting. B, Red / green ratio of JC-1 in each group.
1, Control group. 2, Simple EA group. 3, Model group. 4, Treatment group. 5, Fluoxetine group. Compared with Control group, ∗P< 0. 01.
Compared with Model group, #P<0. 01.

Figure 4　 EA decreased mitochondrial membrane potential in depressed rats
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注:A:Western blot 检测线粒体损伤标志物表达;B:p-Drp1 蛋白表达直方图。 1:对照组;2:单纯 EA 组;3:模型组;4:治疗组;5:氟西汀组。

与对照组比较,∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 01。

图 5　 松果菊苷改善抑郁症大鼠脑线粒体损伤

Note. A, The expression of mitochondrial injury markers was detected by Western blot. B, Histogram of p-Drp1 protein expression. 1, Control

group. 2, Simple EA group. 3, Model group. 4, Treatment group. 5, Fluoxetine group. Compared with Control group, ∗P<0. 01. Compared with

Model group, #P<0. 01.

Figure 5　 EA reduced mitochondrial injury in depressed rats

注:A:各组大鼠 LDH 水平直方图;B:各组大鼠 SOD 水平直方图;C:各组大鼠 MDA 水平直方图。 1:对照组;2:单纯 EA 组;3:模型组;

4:治疗组;5:氟西汀组。 与对照组比较,∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 01。

图 6　 松果菊苷改善抑郁症大鼠脑氧化应激损伤

Note. A, Histogram of LDH level in each group. B, histogram of SOD level of rats in each group. C, Histogram of MDA level in each group. 1,

Control group. 2, Simple EA group. 3, Model group. 4, Treatment group. 5, Fluoxetine group. Compared with Control group, ∗P < 0. 01.

Compared with Model group, #P<0. 01.

Figure 6　 EA reduced oxidative stress injury in depressed rats

本研究采用了 14 种不同类型的轻度刺激,诱导了成

年雄性大鼠抑郁模型。 结果表明,模型大鼠体重减

少,蔗糖偏好降低。
松果菊苷已经被证明具有增强肾功能、治疗血

栓、阳痿、早泄和男性不育症,且有助于减轻老年人
便秘[13]。 炎症是抑郁症的重要病因之一,抑郁症患
者具有炎症反应的所有主要特征,包括促炎症细胞
因子及其受体的表达增加以及急性期反应物、趋化
因子和可溶性粘附分子在外周血和脑脊液中的水
平增加[14]。

冯磊等[15]研究发现抑郁症患者血浆 BDNF 降
低,IL-6、IL-1 抑上升,参与抑郁症的发生发展过程。
IL-10 是 Th2 细胞分泌的一种多功能性细胞因子,起

免疫抑制作用[16]。 本文研究表明,松果菊苷具有治
疗抑郁症的潜力。 研究表明松果菊苷可以减轻炎
症,从 而 减 轻 脂 多 糖 诱 导 的 急 性 肝 损 伤 和 肠
炎[17-18]。 与上述文献一致,本研究也证实了松果菊
苷抗炎的特性。 实验证明松果菊苷可以降低炎症
因子如 IL-6、IL-1 文水平,增加抗炎细胞因子 IL-10
水平,说明松果菊苷可能通过减少炎症反应缓解大
鼠抑郁症。

线粒体异常是抑郁症的常见发病机制,线粒体
在能量代谢中起着重要作用[19]。 众所周知,线粒体
氧化磷酸化系统产生自由基,电子传递链本身易受
到自由基的损伤[20]。 由于线粒体 DNA 不受组蛋白
的保护,线粒体在 ATP 合成过程中产生活性氧,因
而容易发生氧化损伤[21]。 线粒体损伤是由生化级
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联的改变引起的,电子传递链的损伤被认为是一系

列精 神 障 碍 的 重 要 因 素, 如 重 度 抑 郁 障 碍

(MDD) [22-23]。 LDH、MDA 和 SOD 是氧化应激的标

志物,含量高低可反映细胞氧化应激损伤程度[24]。
发动蛋白相关蛋白 1 ( dynamin-related protein 1,
Drp1)在细胞新陈代谢、凋亡和线粒体自噬中发挥

重要作用,当神经元线粒体功能异常,导致神经元

损伤和突触联系建立异常[25]。 研究表明,松果菊苷

可以减少 ROS 的产生来保护 PC12 细胞中由 6-羟
多巴胺引起的线粒体功能障碍和炎症反应[26]。 本

文研究表明,松果菊苷可以降低抑郁症大鼠线粒体

膜电位、氧化应激水平和线粒体损伤,体现在松果

菊苷抑制 MDA 和 LDH,增加 SOD 和 p-Drp1 蛋白。
综上所述,松果菊苷可以减少炎症反应、降低

抑郁症大鼠氧化应激水平和线粒体损伤,从而缓解

大鼠抑郁症。 本研究表明松果菊苷可能成为抗抑

郁的潜在药物。
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mmu-miR-672-5p 调控大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞
凋亡的机制

陈　 琳∗,周　 知,马　 宁,周　 璟

(海南省妇女儿童医学中心生殖医学中心,海口　 570206)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 mmu-miR-672-5p 调控大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞凋亡的分子机制。 方法　 过表达或

敲低 mmu-miR-672-5p 后,检测大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平。 过表达或敲低 mmu-miR-672-5p 后,通过

RNA-seq 检测 mmu-miR-672-5p 调控的基因。 设定阈值后,通过 siRNA 敲低相关基因后,检测大鼠胎盘绒毛膜滋养

层细胞的凋亡水平。 通过荧光素酶报告实验验证 mmu-miR-672-5p 是否靶向此基因。 过表达此基因后,通过免疫

印迹检测 CLEAVED-CAS3 的表达水平,以及大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平。 结果 　 过表达 mmu-miR-
672-5p 后,大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平下降(P<0. 05);敲低 mmu-miR-672-5p 后,大鼠胎盘绒毛膜滋养

层细胞的凋亡水平上升(P<0. 05)。 分别敲低和过表达 mmu-miR-672-5p 后,高通量测序发现大鼠胎盘绒毛膜滋养

层细胞中多种基因的表达被调节,包括 Zfp229、Zfp503、Slc4a5、Stk24、Tmem106b、Bax、Adgrb3、Tmem63b、Pmp22、
Mroh2a、Dsn1、Pramef25、Naaladl2、Clk2、Stx16、Usp28、Clint1、Jph4、Msl2、Krtap8-1、Pkp2、Mllt3、Rai14。 敲低上述基因

后,发现仅敲低 Bax 时,大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平下降(P<0. 05)。 过表达 Bax 后,CLEAVED-CAS3 的

表达水平上升,大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平上升(P<0. 05)。 过表达 mmu-miR-672-5p 后,Bax 的 mRNA
和蛋白水平均下降(P<0. 05);敲低 mmu-miR-672-5p 后,Bax 的 mRNA 和蛋白水平均上升(P<0. 05)。 此外,mmu-
miR-672-5p 靶向 Bax 的 3 端非编码区(P<0. 05)。 同时过表达 mmu-miR-672-5p 和 Bax 后,大鼠胎盘绒毛膜滋养层

细胞的凋亡水平无显著变化(P>0. 05);同时敲低 mmu-miR-672-5p 和 Bax 后,发现大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋

亡水平无显著变化(P>0. 05)。 结论　 mmu-miR-672-5p 通过靶向 Bax 的 3 端非编码区,降低了 Bax 的表达水平,随
后抑制了大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡。

【关键词】 　 mmu-miR-672-5p;Bax;大鼠;胎盘绒毛膜滋养层细胞;凋亡
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Mechanism of mmu-miR-672-5p in regulating apoptosis of placental
chorionic trophoblast cells in rat

CHEN Lin∗, ZHOU Zhi, MA Ning, ZHOU Jing
(Hainan Provincial Medical Center for Women and Children Reproductive Medicine, Haikou 570206, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the molecular mechanism of mmu-miR-672-5p in regulating apoptosis of
placental chorionic trophoblast cells in rat. Methods　 Apoptosis of placental chorionic trophoblast cells was detected after
overexpression or knockdown of mmu-miR-672-5p. After overexpression or knockdown of mmu-miR-672-5p, the expression



of genes regulated by mmu-miR-672-5p was detected by RNA-seq. After setting the threshold and knocking down relevant
genes by siRNA, the level of placental chorionic trophoblast cell apoptosis was determined. mmu-miR-672-5p targeting
particular genes was verified by luciferase reporter assays. After overexpression of the gene of interest, the expression level
of cleaved caspase 3 and the level of placental chorionic trophoblast cell apoptosis was determined by western blotting.
Results　 After overexpression of mmu-miR-672-5p, the level of placental chorionic trophoblast cell apoptosis decreased (P
< 0. 05). After mmu-miR-672-5p was knocked down, the level of placental chorionic trophoblast cell apoptosis was
increased (P< 0. 05). After knockdown or overexpression of mmu-miR-672-5p, high-throughput sequencing reveled the
differential regulation of multiple genes in placental chorionic trophoblast cells, including Zfp229、Zfp503、Slc4a5、Stk24、
Tmem106b、Bax、Adgrb3、Tmem63b、Pmp22、Mroh2a、Dsn1、Pramef25、Naaladl2、Clk2、Stx16、Usp28、Clint1、 Jph4、Msl2、
Krtap8-1、Pkp2、Mllt3、Rai14 After knocking down the above genes, only knockdown of Bax caused a decrease in the level
of placental chorionic trophoblast cell apoptosis (P<0. 05). After overexpression of Bax, the level of cleaved caspase 3 and
the level of the placental chorionic trophoblast cell apoptosis increased (P<0. 05). After overexpression of mmu-miR-672-
5p, both the mRNA and protein levels of Bax decreased (P<0. 05). After mmu-miR-672-5p was knocked down, both
mRNA and protein levels of Bax increased (P<0. 05). In addition, mmu-miR-672-5p targeted the 3′-non-coding region of
Bax (P<0. 05). After simultaneous overexpression of mmu-miR-672-5p and Bax, there was no significant change in the
level of placental chorionic trophoblast cell apoptosis (P>0. 05). After simultaneously knocking down mmu-miR-672-5p
and Bax, there was no significant change in the level of placental chorionic trophoblast cell apoptosis ( P > 0. 05).
Conclusions 　 mmu-miR-672-5p decreased Bax expression by targeting its 3′-non-coding region, and subsequently
inhibited the apoptosis of placental chorionic trophoblast cells.

【Keywords】　 mmu-miR-672-5p; Bax; rat; placental chorionic trophoblast cells in rat; apoptosis

　 　 胎盘的形成对于哺乳动物怀孕至关重要,其形

成需要对滋养细胞的精确调控[1]。 子宫内膜中的

滋养层细胞经历母体蜕膜和子宫螺旋动脉的增殖,
分化,凋亡和侵袭,从而参与血管重塑[2]。 滋养细

胞功能异常与不良妊娠并发症密切相关,包括先兆

子痫,其特征是出现高血压,蛋白尿和水肿,这将会

严重损害孕产妇的健康和胎儿的成长[3]。 因此,滋
养细胞功能的精确调节对于维持正常胎盘至关重

要。 有证据表明胎盘 miRNA 的异常表达与先兆子

痫相关[4]。 miRNA 是小的非编码 RNA,主要在转录

后水平上对靶基因的表达产生负调控[5]。 miRNA
在许多病理和生理过程(例如细胞生长和凋亡,器
官发生和发育)中起重要作用[6]。 Pineles 等[7] 发现

子痫前期患者胎盘中 miR-672-5p 表达异常。 但是

miR-672-5p 的生理学功能仍然未知,其是否与细胞

凋亡相关值得探索。 基于此,本研究使用大鼠胎盘

绒毛膜滋养层细胞作为研究对象,旨在探讨 mmu-
miR-672-5p 调控大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞凋亡

的分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞

大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞购自 procell(货号:
CP-R182;批号:OI2HO3)。

1. 2　 主要试剂与仪器

Lipofectamine 3000 购自北京科博晟创生物科技

有限公司(货号:L3000008;批号:367H-TCSE9P0);
大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞完全培养基购自 procell
(货号:CM-R182;批号:ZDJH23);pmir-glo utr1 质粒

购 自 广 州 基 旦 生 物 科 技 有 限 公 司 ( 货 号:
JD190929001M; 批 号: C6XHL7QALI ); mmu-miR-
672-5p inhibitor、mmu-miR-672-5p mimics 均购自北

京 擎 科 合 成; Zfp229、 Zfp503、 Slc4a5、 Stk24、
Tmem106b、Bax、 Adgrb3、 Tmem63b、Pmp22、Mroh2a、
Dsn1、Pramef25、Naaladl2、Clk2、Stx16、Usp28、Clint1、
Jph4、Msl2、Krtap8-1、Pkp2、Mllt3、Rai14 的 siRNA 均

由吉凯基因合成;Bax 过表达质粒通过大鼠胎盘绒

毛膜滋养层细胞的 cDNA 克隆至 pCDNA3. 1 表达载

体上。 逆转录试剂盒购自昆明皇宝商贸有限公司

(货号:218161;批号:3YR6CWE7);2×SDS 蛋白电

泳上样缓冲液购自武汉洁洋盛科技有限公司(货
号:M337-5ML;批号:NH4KPG2DH6);双荧光素酶

报告基因试剂盒购自武汉纯度生物科技有限公司

(货号:CDLG-4997;批号:UJV93S3Z27);荧光定量

PCR 试剂盒购自上海兢蔚生物科技有限公司(货
号:BL705A;批号:1VG4GA2N);TRIzol 试剂购自四

川爱奇生物科技有限公司(货号:15596-026;批号:
MA6-WP6CZCW8); Bax、 GAPDH、 CLEAVED-CAS3
的抗体购自 abcam(货号:ab32503、ab9482、ab2302;
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批号:PNCER6SXJ5T58BC8、YN1J21A4YKBMXTO7、
ODQ7K45DO3FMO7IC);二抗购自北京海科鸿创生

物科技有限公司(货号:Y2011);ECL 化学发光系统

ChemiDocTM XRS + 购 自 Bio-rad 公 司 ( 型 号:
1708265);CFX96 Touch 荧光定量 PCR 检测系统购

自 Bio-rad 公司(型号:1845096)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养与转染

使用大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞完全培养基

在 37°C,5% CO2 的培养箱中培养大鼠胎盘绒毛膜

滋养层细胞。 每 2 d 更换一次培养基。 将转染试剂

与 mmu-miR-672-5p inhibitor、 mmu-miR-672-5p
mimics、 Bax 质粒、 siRNA ( Zfp229、 Zfp503、 Slc4a5、
Stk24、 Tmem106b、 Bax、 Adgrb3、 Tmem63b、 Pmp22、
Mroh2a、 Dsn1、 Pramef25、 Naaladl2、 Clk2、 Stx16、
Usp28、 Clint1、 Jph4、 Msl2、 Krtap8 - 1、 Pkp2、 Mllt3、
Rai14)混合后在室温下孵育 15 min 后,缓缓滴入大

鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞中。
1. 3. 2　 免疫印迹

通过蛋白质印迹检测 BAX 和 CLEAVED-CAS3
的丰度。 使用放射免疫沉淀测定(RIPA)缓冲液裂

解细胞。 用 SDS-PAGE 分离总蛋白(30 μg),然后

转移到聚偏二氟乙烯膜上。 将膜与抗 BAX(1 ∶1000
稀释), 抗 CLEAVED-CAS3 ( 1 ∶ 1000 稀释) 或抗

GAPDH(1 ∶1000 稀释)在 4°C 孵育过夜。 然后将膜

用 TBST 洗涤 3 次,并与辣根过氧化物酶偶联的二

抗(1 ∶5000 稀释)孵育 1 h。 使用增强的化学发光

(ECL)试剂可视化蛋白质丰度。
1. 3. 3　 荧光素酶报告实验

将 Bax 的 3 端非编码区克隆至 pmir-glo utr1 载

体上,作为 pmir-glo utr1-Bax-WT。 将 Bax 的 3’端非

编码区做 G→C 突变后,克隆至 pmir-glo utr1 载体

上,作为 pmir-glo utr1-Bax-MT。 将大鼠胎盘绒毛膜

滋养层细胞与 pmir-glo utr1-Bax-MT(800 ng)、pmir-
glo utr1-Bax-WT(800 ng)、对照载体(800 ng)、TK
Renilla 报告基因 ( 8 ng) 根据试剂盒说明,使用

Lipofectamine 3000 进行转染。 转染 48 h 后,裂解了

总细胞蛋白,并使用双重荧光素酶测定系统检测了

荧光素酶活性(萤火虫和海肾)。
1. 3. 4　 Annexin-V 染色

经过不同处理后,收集在 6 孔板上生长的漂浮

大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞和胰蛋白酶分离的细

胞,并用 4℃预冷的 1×PBS 洗涤。 然后将细胞沉淀

物用 结 合 缓 冲 液 重 悬, 并 根 据 试 剂 盒 方 案 用

Annexin-V 染色。 荧光显微镜观察。 将实验组中凋

亡细胞的百分比与对照转染组进行比较。 所有样

品一式三份测量。
1. 3. 5　 RNA-Seq

分别敲低和过表达 mmu-miR-672-5p 后,抽取

大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的总 RNA。 RNA 样品

被送到北京基因组研究所(中国深圳)进行商业性

RNA-Seq 服 务 和 数 据 分 析。 使 用 SOAPaligner /
SOAP2 不匹配,将干净的读段映射到 mouse 数据

库。 计算每个基因的纯净读数数,然后将其标准化

为每百万分之一读数(kbKM),该读数将读数数与

基因表达水平相关。 利用 log2 比率来确定基因调

控。 选择 log2 比率为-1 或 log2 比率为 1 的免疫基

因进行进一步分析。
1. 3. 6　 RNA 抽取与实时荧光定量 PCR

使用逆转录定量 PCR 对 mmu-miR-672-5p 和

Bax 的 mRNA 丰度进行定量。 根据生产商的说明,
使用总 RNA 分离试剂从大鼠胎盘绒毛膜滋养层细

胞中分离总 RNA。 使用 Prime Script RT Master Mix
在 20 μL 反应中将 1 μg 总 RNA 反转录为 cDNA。
根据制造商的说明,使用 cDNA 作为模板和 StepOne
Plus 进行定量 PCR。 使用针对 mmu-miR-672-5p 和

Bax 设计的引物扩增 10 μL 反应体积中的 1 μL
cDNA。 所有 mRNA 反应的 PCR 条件是:在 95°C 初

始变性 30 s、在 95°C 进行 5 s、在 62°C 进行 30 s 和

40 个循环。 扩增方案后进行熔解曲线分析。 将每

个 mRNA 的丰度相对于每个样品中的 GAPDH 标

准化。
1. 4　 统计学方法

所有统计分析均使用 SPSS 软件 20. 0,数据以

平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示。 采用单因素组间比

较采用单因素方差分析,方差齐者采用 LSD 法比

较,方差不齐者采用 Tamhane′ T2 法比较,以 P <
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 mmu-miR-672-5p 抑制大鼠胎盘绒毛膜滋养

层细胞凋亡

如图 1 所示,转染 mmu-miR-672-5p mimics 过表

达 mmu-miR-672-5p 后,发现大鼠胎盘绒毛膜滋养

层细胞的凋亡水平下降(P<0. 05);转染 mmu-miR-
672-5p inhibitor 敲低 mmu-miR-672-5p 后,发现大鼠

胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平上升(P<0. 05)。
2. 2　 mmu-miR-672-5p 在大鼠胎盘绒毛膜滋养层

细胞调控多种基因表达

如图 2 所示,分别敲低和过表达 mmu-miR-672-
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5p 后,通过高通量测序发现大鼠胎盘绒毛膜滋养层

细胞中多种基因的表达被调节,以 mmu-miR-672-5p
inhibitor / mmu-miR-672-5p mimics Ratio 等于 2 为阈

值,大于阈 值 的 基 因 有 23 个, 分 别 为 Zfp229、
Zfp503、 Slc4a5、 Stk24、 Tmem106b、 Bax、 Adgrb3、
Tmem63b、 Pmp22、 Mroh2a、 Dsn1、 Pramef25、
Naaladl2、 Clk2、 Stx16、 Usp28、 Clint1、 Jph4、 Msl2、
Krtap8-1、Pkp2、Mllt3、Rai14。

注:绿色染料:Annexin-V 阳性细胞的凋亡细胞;蓝色染料:dsDNA 阳性的细胞;mmu-miR-672-5p mimics 组与 Control 组比较,#P<0. 05;

mmu-miR-672-5p inhibitor 组与 Control 组比较,∗P<0. 05。

图 1　 mmu-miR-672-5p 促进大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞凋亡

Note. Green dye, Annexin-V positive apoptotic cells. Blue dye, dsDNA cells. Comparison between the mmu-miR-672-5p Mimics group and the

control group, #P<0. 05. Comparison of mmu-miR-672-5p inhibitor group and control group, ∗P<0. 05.

Figure 1　 mmu-miR-672-5p promotes apoptosis of placental trophoblast cells in rats

2. 3　 Bax 促进大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞凋亡

通过 siRNA 敲低上述 23 个基因,发现当敲低

Zfp229、 Zfp503、 Slc4a5、 Stk24、 Tmem106b、 Bax、
Adgrb3、Tmem63b、 Pmp22、Mroh2a、Dsn1、 Pramef25、
Naaladl2、 Clk2、 Stx16、 Usp28、 Clint1、 Jph4、 Msl2、
Krtap8-1、Pkp2、Mllt3、Rai14 时,大鼠胎盘绒毛膜滋

养层细胞的凋亡水平差异无显著性(P>0. 05);当敲

低 Bax 时,大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平

下降(P<0. 05),见图 3。 通过转染 Bax 质粒过表达

Bax,发现 CLEAVED-CAS3 的表达水平上升(图 4),
大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平上升(P<
0. 05)(图 4)。
2. 4　 mmu-miR-672-5p 靶向 Bax 的 3 端非编码区

转染 mmu-miR-672-5p mimics 过表达 mmu-miR-
672-5p 后,发现 Bax 的 mRNA 和蛋白水平均下降(P
<0. 05);转染 mmu-miR-672-5p inhibitor 敲低 mmu-
miR-672-5p 后,发现 Bax 的 mRNA 和蛋白水平均上

升(P<0. 05),见图 5。 通过荧光素酶报告系统,发
现 mmu-miR-672-5p 靶向 Bax 的 3 端非编码区(P<
0. 05),见图 5。

2. 5　 mmu-miR-672-5p / Bax 回补实验

同时过表达 mmu-miR-672-5p 和 Bax 后,发现大

鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平无显著变化

(P> 0. 05),见图 6;同时敲低 mmu-miR-672-5p 和

Bax 后,发现大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水

平无显著变化(P>0. 05),见图 6。

3　 讨论

本研究通过过表达或敲低 mmu-miR-672-5p 体

外培养的大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞,发现 mmu-
miR-672-5p 抑制大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞凋亡。
并通过 RNA-seq 和 RNAi 的方法发现 mmu-miR-
672-5p 靶向 Bax 的 3’端非编码区后,抑制了大鼠胎

盘绒毛膜滋养层细胞凋亡。 本研究发现了大鼠胎

盘绒毛膜滋养层细胞凋亡的新机制,为治疗子痫前

期患者提供了理论基础。
子痫前期是一种主要针对孕妇的主要高血压

疾病,是全球孕产妇发病的主要原因[8]。 它的特征

是新发高血压,以及妊娠 20 周后的蛋白尿[9]。 该病

的原因可能与母亲、胎盘和 /或胎儿相关,并且可能

包括许多因素,例如免疫调节异常,内皮细胞损伤,
遗传因素和营养因素[10]。 然而,没有任何一个因素

可以令人满意地解释其原因和机制子痫前期。 一

些研究报道[11],滋养层细胞凋亡发生在子痫前期

中,并可能在疾病过程中起关键作用。 提示人体内

mmu-miR-672-5p 的同源 miR-672-5p 可能在子痫前

期中表达失调,并且在子痫前期的发生发展中起重

要作用,但这需要进一步的验证。 然而,miRNA 在
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子痫前期患者的滋养层细胞凋亡是否发挥主要的

作用仍然值得进一步探究。

注:siBax 组与 siGFP 比较,∗P<0. 05。

图 3　 敲低相关基因后,大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平

Note. Comparison between siBax group and siGFP group, ∗P<0. 05.

Figure 3　 apoptosis level of trophoblast cells in placenta of rats after knockdown of related genes

miRNA 是小的非编码 RNA 分子(19 ~ 22 nt),
参与靶标 mRNA 的转录后调控[12]。 先前的研究表

明[13],miRNA 与许多生物学和病理学过程密切相

关,包括细胞增殖,凋亡,肿瘤发生,以及多种疾病。
越来越多的证据表明[14],有许多 miRNA 参与了子

痫前期。 目前[15],已知至少有 500 种不同的 miRNA
在胎盘滋养细胞中表达。 越来越多的证据表明[16],
miRNA 在子痫前胎盘中表达异常,并与子痫前期密

切相关。 在这项研究中,过表达 mmu-miR-672-5p
后,大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平下降(P
<0. 05);敲低 mmu-miR-672-5p 后,大鼠胎盘绒毛膜

滋养层细胞的凋亡水平上升 (P < 0. 05)。 Pineles
等[7]发现子痫前期患者胎盘中 miR-672-5p 表达异

常。 因此,mmu-miR-672-5p 同源 miRNA miR-672-
5p 的异常表达可能是使子痫前期滋养层细胞凋亡

的关键分子。 分别敲低和过表达 mmu-miR-672-5p
后,高通量测序发现大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞中

多种基 因 的 表 达 被 调 节, 包 括 Zfp229、 Zfp503、
Slc4a5、 Stk24、 Tmem106b、 Bax、 Adgrb3、 Tmem63b、
Pmp22、 Mroh2a、 Dsn1、 Pramef25、 Naaladl2、 Clk2、
Stx16、Usp28、 Clint1、 Jph4、 Msl2、 Krtap8 - 1、 Pkp2、
Mllt3、Rai14。 敲低上述基因后,发现仅在敲低 Bax
时,大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平下降(P
<0. 05)。 但是,除了 Bax 基因,其他潜在受 mmu-
miR-672-5p 调控的基因是否在子痫前期发生进展

中发挥其他的作用仍值得进一步探究,包括细胞生

长、器官发生和发育。 同时,本研究只选取了 mmu-
miR-672-5p inhibitor / mmu-miR-672-5p mimics Ratio

大于 2 的基因来进行凋亡相关作用的研究,至于其

他被 Ratio 的基因是否在细胞凋亡中发挥作用值得

进一步探讨。 此外,mmu-miR-672-5p 靶向 Bax 的 3
端非编码区 (P < 0. 05)。 过表达 mmu-miR-672-5p
后,Bax 的 mRNA 和蛋白水平均下降(P<0. 05);敲
低 mmu-miR-672-5p 后,Bax 的 mRNA 和蛋白水平均

上升(P<0. 05)。 因此,mmu-miR-672-5p 通过与 Bax
的 mRNA 形成双链 RNA 后,Bax 的 mRNA 被降解,
随后 Bax 蛋白的表达水平下降。

图 2　 mmu-miR-672-5p 在大鼠胎盘绒毛

膜滋养层细胞调控多种基于表达

Figure 2　 Expression based regulation of mmu-miR-672-5p in
rat placental chorionic trophoblasts
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注:Bax 组与 Vector 组比较,∗P<0. 05。

图 4　 Bax 促进大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞凋亡

Note. Comparison between Bax group and Vector group, ∗P<0. 05.

Figure 4　 Bax promotes apoptosis of trophoblast cells in placenta of rats

注:mmu-miR-672-5p mimics 组与 control 组比较,#P<0. 05;mmu-miR-672-5p inhibitor 组与 control 组比较,∗P<0. 05;Bax-3’UTR-WT 组

与 control 组比较,∗P<0. 05。

图 5　 mmu-miR-672-5p 靶向 Bax 的 3 端非编码区

Note. Comparison between the mmu-miR-672-5p Mimics group and the control group, #P < 0. 05. Comparison between mmu-miR-672-5p

inhibitor group and control group, ∗P<0. 05. Comparison between Bax-3 ′UTR-WT group and control group, ∗P<0. 05.

Figure 5　 3-terminal noncoding region of mmu-miR-672-5p targeting Bax

注:mmu-miR-672-5p mimics 组与 control 组比较,∗P<0. 05;mmu-miR-672-5p inhibitor 组与 control 组比较,∗P<0. 05。

图 6　 同时过表达 Bax 和 mmu-miR-672-5p 后大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平

Note. Comparison between the mmu-miR-672-5p mimics group and the control group, ∗P<0. 05. Comparison between mmu-miR-

672-5p inhibitor group and control group, ∗P<0. 05.

Figure 6　 Apoptosis level of placental trophoblast cells in rats after simultaneous overexpression of Bax and mmu-miR-672-5p
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　 　 Bax 编码的蛋白质属于 BCL2 蛋白质家族[17]。
BCL2 家族成员形成异二聚体或同二聚体,并作为

抗凋亡或促凋亡调节剂,参与多种细胞活动[18]。
Bax 与 BCL2 形成异二聚体,并起凋亡激活剂的作

用[19]。 过表达 Bax 后,CLEAVED-CAS3 的表达水平

上升,大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡水平上升

(P<0. 05)。 BAX 与 BCL2 的关联和比例也决定了

细胞凋亡后细胞的存活或死亡[20]。 据报道[21],Bax
与线粒体电压依赖性阴离子通道(VDAC)相互作用

并增加其开放性,从而导致膜电位的丧失和细胞色

素 c 的释放。 同时,caspase3 被切割形成 CLEAVED-
CAS3,随后引起细胞的凋亡。 同时过表达 mmu-
miR-672-5p 和 Bax 后,大鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞

的凋亡水平无显著变化(P>0. 05);同时敲低 mmu-
miR-672-5p 和 Bax 后,发现大鼠胎盘绒毛膜滋养层

细胞的凋亡水平无显著变化 ( P > 0. 05)。 因此,
mmu-miR-672-5p 是 Bax 引起凋亡的上游,并且 Bax
是 miR-672-5p 下游中引起大鼠胎盘绒毛膜滋养层

细胞凋亡的关键分子。
综上所述,mmu-miR-672-5p 通过靶向 Bax 的 3

端非编码区,降低了 Bax 的表达水平,随后抑制了大

鼠胎盘绒毛膜滋养层细胞的凋亡。
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基于文献数据库的慢性不可预见性温和应激诱发
抑郁症动物模型研究

李杉杉1,2,刘新民1,2∗,王　 琼1,3∗
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协和医学院药用植物研究所,北京　 100193; 3.中国农业科学院农产品加工研究所,北京　 100193)

　 　 【摘要】 　 目的　 综述 CUMS 模型常用的刺激因子、造模时长以及主要的行为学评价方法,为 CUMS 模型在抑

郁症研究中的应用提供参考。 方法　 查阅 10 年来中国知网和 PubMed 中与 CUMS 相关的文献,并对其按一定标准

筛选后整理归纳 CUMS 造模动物、刺激因子、造模时长。 结果　 雄性大鼠的使用频率高;实验宜选择 7~9 种刺激因

子且 3~7 d 内不重复,刺激因子中推荐禁食禁水、潮湿垫料、冰水游泳、笼倾斜、光照节律改变;造模时长建议 3~ 4
周;最后行为学评价方法宜采用糖水偏好实验、旷场实验、强迫游泳实验。 结论　 本文通过综述 CUMS 模型中的造

模动物、刺激因子、造模时长等方面,为 CUMS 模型在抑郁症研究中的应用提供有益参考。
【关键词】 　 慢性不可预见性温和应激;抑郁症;大鼠;小鼠;刺激因子
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Research on animal model of depression induced by chronic unpredictable
mild stress based on literature database

LI Shanshan1,2, LIU Xinmin1,2∗, WANG Qiong1,3∗

(1. Affiliated TCM Hospital, Sino-Portugal TCM International Cooperation Center / School of Pharmacy,
Southwest Medical University, Luzhou 646000, China. 2. Institute of Medicinal Plant Development,

Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing 100193.
3. Institute of Food Science and Technology, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To summarize popular stimulation factors, model duration, and main behavioral tests used
in the chronic unpredicted mild stress (CUMS) model of depression, so as to provide a reference for the use of CUMS in
depression research. Methods 　 Literature related to CUMS models from the past 10 years was searched for in PubMed
databases and screened according to certain criteria. The animals, stressors, and duration of CUMS models were
summarized. Results　 Male rats are most often used in CUMS models. Seven to nine stressors should be chosen for an
experiment and should not be repeated within 3-7 days. Among the stimulation factors, deprivation of food or water, damp



bedding, cold water swimming, tilt cages, and changes in light rhythm are recommended. Three to four weeks are
recommended for the model duration. Behavioral tests included sucrose preference test, open field test and force swimming
test. Conclusions　 This study provides a useful reference for the use of CUMS in models of depression regarding the
animals, stimulation factors, and model duration.

【Keywords】　 chronic unpredicted mild stress; depression; rat; mice; stimulation factors

　 　 抑郁症是一种复杂的疾病,临床表现为多系统

损伤症状,涉及多种身心症状[1],严重影响患者的

健康。 而高达三分之一的抑郁症患者对传统抗抑

郁药[2]反应不良。 因此,迫切需要开发更安全、更
有效的抑郁症治疗方法,而动物模型是进行发病机

制研究及药物开发的基础手段。
慢性不可预见性温和应激( chronic unpredicted

mild stress, CUMS)模型是常见的研究抑郁症的模

型,其理论依据为动物处于不适宜生存的环境时会

出现紧张、焦虑和抑郁等症状,而长期、慢性、不可

预计的刺激可以加快抑郁症的发展。 最初的形式

是慢性不可预见性应激( chronic unpredicted stress,
CUS),由 Katz 等[ 3 ] 在 20 世纪 80 年代初对此模型

进行了一系列研究,后来 Willner 等[ 4 ] 在此基础上

发展了慢性不可预见性温和应激模型 ( CUMS)。
CUMS 抑郁模型具有高度的有效性,并可持续几个

月,基本符合抑郁模型的要求,是目前国内外文献

中广泛使用的模型[5-6]。 在临床前研究中也得到了

广泛的应用,有良好的表现、结果和预测效度,具有

模拟 病 因 的 有 效 性。 本 文 通 过 查 阅 CNKI 和

PubMed 两大常用数据库的相关文献资料,对 10 年

来慢性不可预见性温和应激进行了归纳和整理,从
造模动物、CUMS 模型刺激因子、造模时长等方面进

行总结,为 CUMS 模型在抑郁症研究中的使用提供

参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

使用 CNKI 和 PubMed 两大常用数据库进行文

献检索。
1. 2　 实验方法

CUMS 相关文章发表的研究调查利用 CNKI 的

中国学术文献网络出版总库进行文献检索。 点击

“高级搜索”,在“主题搜索”中输入“CUMS”,同时

应用“并含”输入“大鼠”,时间设定为 2010 年 1 月 1
日-2020 年 4 月 30 日,检索有关大鼠慢性不可预见

性温和应激方面的中文文献;同样的在“主题搜索”
中输入“CUMS”,同时应用“并含”输入“小鼠”,检

索有关小鼠慢性不可预见性温和应激方面的中文

文献。 用 PubMed 以“CUMS”为关键词进行文献检

索,检索同样时间段的慢性不可预见性温和应激相

关的英文文献。 当研究符合以下纳入标准时被计

为有效文献:(1)以原始文章的形式发表的期刊,会
议文章、综述剔除;(2)实验中有空白组和模型组,
并且模型组只使用了 CUMS 模型;(3)造模时长以

及刺激因子描述完整;(4)使用了行为学检测,并且

有行为学结果;(5)动物品系、雌雄描述清楚,使用

未转基因或未接受产前应激或绝育的啮齿动物。
1. 3　 统计学方法

通过汇总所有纳入研究的文献,全文阅读审查

所要研究的数据,统计相关的文献数并计算占比。
图形由 GraphPad Prism 5, GraphPad Software 提供。

2　 结果

2. 1　 CUMS 相关文献发表情况

获得 CUMS 相关的中英文文献共有 1755 篇,其
中有关慢性不可预见性温和应激方面的中文文献

共有 1076 篇(大鼠 788 篇,小鼠 288 篇),有关慢性

不可预见性温和应激相关的英文文献共有 679 篇。
对这 1755 篇论文进行全文评估后,发现有效文献共

有 679 篇,其中英文文献有 424 篇,中文文献有 255
篇。 有效文献中 CUMS 大鼠模型 492 篇,CUMS 小

鼠模型 187 篇。 有效文献中进行药效学研究的有

420 篇,其中 CUMS 大鼠模型 292 篇,CUMS 小鼠模

型 128 篇。 具体分布情况如图 1。 可见每年发表文

献逐年上升,其中 2018 年及 2019 年发表文献最多。
2. 2　 CUMS 模型建立的调查结果

2. 2. 1　 CUMS 模型动物的选择

从图 2A 可见,95. 3%的 CUMS 造模都选择雄性

鼠。 有文献报道雄性大鼠对慢性应激更敏感[7],但
也有文献认为慢性应激更易致雌性大鼠产生抑郁

样行为[8],同时还有文献报道慢性应激对不同性别

的大鼠所致的抑郁样行为没有差异[9]。
关于大小鼠的选择,84. 4%的研究选择了大鼠,

选择小鼠的只有 15. 6%。 对于大鼠,除了个别实验

使用到 Charles-Foster、Long-Evans 和 GK 大鼠,大部
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图 1　 CUMS 相关文献按年份的分布情况

Figure 1　 Distribution of CUMS related literature by year

分使用了 SD、Wistar 大鼠 (图 2B),而有文献称

Wistar 大鼠较 SD 大鼠更敏感[10]。 对于小鼠,除了

个别实验使用到 NMRI 和 CD-1 小鼠,大部分使用了

C57BL / 6、昆明、ICR、BALB / c、Swiss 小鼠(图 2C)。
其中,BALB / c 小鼠属于敏感小鼠,C57BL / 6 属于不

敏感小鼠[10]。
2. 2. 2　 CUMS 刺激因子的选择与使用情况

在 CUMS 造模过程中,刺激因子的多变性、不可

预见性是模型成功的关键,单独使用一种刺激不能

产生理想的效果,每种刺激因子应间隔 3 ~ 7 d[11]。
具体的 CUMS 造模中刺激因子及其使用情况如图 3
所示。

从图 3A 可见,68. 5%的 CUMS 造模过程都选择

了 7~9 种刺激因子,只有少数实验选择了≥12 或≤
6 种的刺激因子,最少的用了 5 种[12],最多的用了

15 种[13]。
从图 3B 可见,使用频率排前十的刺激因子依

次为禁水、禁食、潮湿垫料、冰水游泳、笼倾斜、夹
尾、束缚、昼夜颠倒、持续照明、水平振荡。 大小鼠

使用频率排前十的刺激因子是一样的,只是排序有

差异。 图 3B 罗列的是使用频率大于 10%的刺激因

子,图 3C 罗列的是使用频率小于 10%的刺激因子。
除此之外,还有部分少见的刺激因子,如腹腔注射

生理盐水、从高处落下、高台刺激、白光照射、交换

鼠笼、强光照射等。
(1)饮食和饮水供应的调整

禁食、禁水是最常见的刺激因子,因其操作简

单而刺激强度较大。 实验中的禁食有三种类型:单
独禁食(77. 6%)、禁食禁水同时进行(20. 7%)、禁
食后限制进食(1. 7%);禁水也有三种类型:单独禁

水(75. 4%)、禁食禁水同时进行(20. 5%)、禁水后

注:A:动物性别使用占比;B:大鼠品系使用占比;C:小鼠品系使用

占比。

图 2　 CUMS 模型中动物的性别、品系使用情况

Note. A, The usage proportion of animal sex, B, The usage proportion
of rat strain, C, The usage proportion of mouse strain.

Figure 2　 The usage of animal sex and strain in CUMS model

空瓶(4. 1%)。 禁食的刺激时长 85. 5%为 24 h[14],
8. 1%为 12 h[13],8. 1%为 48 h[15]。 禁水的刺激时长

80. 5%为 24 h[14],8. 2%为 12 h[15],值得注意的是禁

水与潮湿垫料一般不同时进行,因为潮湿垫料中有

水。 禁食禁水的刺激时长一般为 24 h[16],而禁食禁

水后控制饮食时长一般为禁食或禁水 23 h 后限制

进食或空瓶 1 h[17]。 空瓶刺激是一种将水倒掉只留

瓶子在鼠笼上的一种应激方式,在使动物体感饥渴

的同时,更能使动物焦虑,约 80%的刺激时长为

1 h[18]。
(2)居住环境的改变

居住环境改变常见的有配对、拥挤、鼠笼倾斜、
潮湿垫料,少见的有单笼饲养[17] 和空笼[14]。 在配

对或拥挤刺激中,常见的是将两只原本单笼饲养的

动物放置在同一个鼠笼中,也有实验者将多于 2 只

动物放置在一个笼子,刺激时长一般为 12 h[19] 或
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注:A:CUMS 模型中刺激因子使用量;B:常见的刺激因子(使用频率 10%~100%);C:常见的刺激因子(使用频率 1%~10%)。

图 3　 CUMS 模型中刺激因子的使用情况

Note. A, The number of stimulating factors in CUMS model. B, Popular stimulation factors ( frequency 10%~100%). C, Popular stimulation factors
( frequency 1%~10%).

Figure 3　 Usage of stimulating factors in CUMS model

24 h[13]。 鼠笼倾斜的角度一般为 45°,也有少数实

验中选择 30°[20] 或 60°[21]。 对于倾斜 45°而言,刺
激时长多数为 24 h[14],少数为 12 h[17]。 潮湿垫料

的一般操作方式为,将 200 mL 水倒入装有 100 g 垫

料的鼠笼中,约 60%的刺激时长为 24 h[13],少数为

12 h[19]。 另外,笼倾斜与潮湿垫料常被运用到同一

个实验内,有时甚至同时应用[22]。
(3)昼夜节律的重新调整及光照性质改变

常见的有昼夜颠倒、持续照明、频闪,少见的有

间歇光照、黑暗应激[20] 和白光照射[20]。 频闪频率

一般为 60 ~ 150 次 /分[17],时长一般为 12 h[23] 并且

在夜间进行。 昼夜颠倒操作即为白天关灯 12 h,夜
晚开灯 12 h[14]。 持续照明多数为通宵持续照

明[16]。 间歇照明较少见,一般持续 10 ~ 24 h,大部

分是以 2~3 h 为一个循环[23],少数是以 1 h 为一个

循环[13]。
(4)游泳

游泳一般有冷水游泳,热水游泳,强迫游泳三

种应激方式。 冷水游泳主要是使实验鼠接受冷的

刺激,大部分为在 4℃ ~ 6℃ 的水中游泳 5 min[13]。
热水游泳主要是使实验鼠接受热的刺激,大部分为

在 40℃ ~45℃的水中游泳 5 min[13]。 而单纯的强迫

游泳主要是使动物疲劳,一般为在 20℃ ~25℃ [24] 水

中游泳几分钟至 1 h 不等。 实验中常用的应激因子

是前两种。
(5)温度调整

温度变化一般分为高温刺激或低温刺激。 高

温环境刺激是将实验鼠移至温度比较高的房间或

烘箱中,温度一般为 42℃ ~50℃,刺激时长一般为 5
~15 min[19]。 值得注意的是高温环境刺激与热水游

泳一般不在实验中同时出现。 低温刺激即将房间

温度调至 0℃ ~5℃,刺激时间一般为 1~2 h[19]。
(6)其余应激方式

夹尾是将夹子夹在实验鼠尾巴上使其疼痛的

一种应激方式,多数实验选择夹在距离尾根 1 cm
处,应激时长一般为 1 ~ 3 min[16]。 束缚是限制动物

活动的一种应激方式。 应激时长一般为 1 ~ 6 h,
44. 2%的实验束缚 2 h[14]。 水平振荡是将动物放置

在鼠笼中,使用手动或机器的方式使其在水平面高

速振荡的一种应激方式。 刺激时间多为 5 ~ 15 min,
频率在 60~160 rpm 之间[14-15]。 噪音干扰一般有 4
种:捕食者声音,一般使用时间为 30 min[25];超

声[26]应激时长为 1~24 h 不等;白色噪音,分贝一般

在 60~120 dB[17],使用时间一般为 1 ~ 12 h;以及实

08 中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



验鼠尖叫声[20]。 前三者较常见,而最后一种刺激少

见。 电击常用短时间电击足底[26]、少数采用电击耳

朵[22]。 常用的强度为 1 ~ 15 mA,60 ~ 70 V,一般每

次电击 5~10 s,间隔 10~50 s,共 15~30 次。 陌生异

常物体如塑料杯、勺子、碎布片等在鼠笼中放置,会
使动物产生焦虑和恐惧,应激时长一般为 24 h[24]。
悬尾刺激是使动物处于倒悬位的一种刺激方式,应
激时长一般为 1 ~ 5 min[24]。 气味刺激的应激时长

一般为 1~3 h[16 , 27]。

注:A:CUMS 造模时长分布图;B:每日刺激数使用占比。

图 4　 CUMS 模型中造模强度使用情况

Note. A, Distribution of modeling duration in CUMS model, B, Usage proportion of daily stimulating factors.

Figure 4　 Usage of modeling strength in CUMS model

图 5　 CUMS 模型中行为学测试使用频率分布图

Figure 5　 Frequency distribution of behavioral tests in CUMS model

2. 2. 3　 CUMS 造模时长及每日刺激次数的使用

情况

如图 4A 所示,造模 3~4 周占大部分(58. 8%),
造模时间最短为 11 d,每天给予 2 种刺激因子[28],
造模时间最长为 14 周,每天给予一种刺激因子[29],
还有少数为分段造模[18]。 从图 4B 可见,95. 5%的

CUMS 造模过程,每天都只安排 1 ~ 2 种刺激因

子[23],少数实验者采用每天 3 ~ 4 种刺激因子[19]。
造模时长为 3 ~ 4 周的实验中,81. 8%每天给予 1 种

刺激因子,2. 6%每天给予 3 ~ 4 种刺激因子;造模时

长为 5~ 8 周的实验中,60. 5%每天给予 1 种刺激因

子,9. 2%每天给予 3~4 种刺激因子。
对于造模后,研究抑郁状态的持续时长的文

章,统计发现共有 66 篇。 其中研究造模 3 周后抑郁

持续时间的文章最多,共 31 篇,4 周的次之,有 20
篇。 给予刺激因子 3~4 周后,撤出刺激因子后抑郁

可以持续 3 ~ 4 周[14,30],有些甚至持续 5 周[31]。 可

见撤出刺激因子后抑郁状态持续时长可与刺激时

长持平,甚至长于刺激时长。
2. 3　 CUMS 行为学检测的研究调查

图 5 是大小鼠都会使用到的行为学检测的使用

频次排序。 我们可以看出,在实验中用到糖水偏好

实验(SPT)的频率最高,其次有旷场实验(OFT)、强
迫游泳实验(FST)、悬尾实验(TST)、水迷宫实验

(MWM)、高架十字迷宫实验(EPM)、新奇抑制摄食

实验(NSFT)等行为学检测。 除此之外,少数小鼠用

到辐射臂迷宫实验、嗅觉鉴别实验、嗅觉灵敏度实

验、巴恩斯迷宫、高架零迷宫测验、社会交互实验等

行为学测试。 少数大鼠用到机械痛觉过敏实验、热
痛觉过敏实验、被动回避实验、热板实验、跳台实验

等行为学测试。
CUMS 抑郁模型主要模拟了人类抑郁的核心症

状———快感缺失。 统计发现在大小鼠中最常用的

行为学检测都是糖水偏好实验,糖水偏爱指数作为

测量 CUMS 抑郁模型快感缺乏的有效客观指标。 强
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迫游泳实验和悬尾实验既是应激性抑郁动物模型

的造模方法,也是抑郁动物模型常用的检测方法;
而旷场实验可用于评价各类应激性抑郁动物模型

的自主运动行为、探究行为和紧张度,从而反映抑

郁程度。 此 4 种行为学检测使用频率都大于 10%。
值得注意的是悬尾实验共使用了 141 次,其中小鼠

108 次(在小鼠中使用频率为 57. 8%)、大鼠 33 次

(在大鼠中使用频率为 6. 7%)。 而运用到强迫游泳

实验的实验中,只有 3. 0%使用到了强迫游泳这种

刺激因素。 CUMS 不仅可以导致抑郁,也可导致认

知障碍与焦虑,所以部分实验也用到了水迷宫实验

与高架十字迷宫实验。
不同的行为学检测出现显著性差异的时间不

同。 糖水偏爱实验[32] 和旷场实验[32] 最早为 1 周,
强迫游泳实验[33]、悬尾实验[33] 与高架十字迷宫实

验[34]最早为 2 周,水迷宫实验[19] 与新奇抑制摄食

实验[25]最早为 3 周。

3　 讨论

长期不良事件刺激与抑郁症的发生有明确关

系,且不良事件越多,抑郁症的发生率越高[35]。
CUMS 模型可以模拟生活中的不同应激源,使得动

物产生抑郁症状,与人类患抑郁症的历程有相似

性。 本文综述了造模动物、CUMS 模型刺激因子、造
模时长,希望为今后 CUMS 造模提供一些参考:(1)
雄性大鼠的使用频率较高,若无特殊要求可以选择

雄性大鼠;(2)为了使动物不可预知刺激,刺激因子

选择 7 ~ 9 种比较合适,3 ~ 7 d 内不重复,但如果实

验条件允许,也可以选择更多的刺激因子;(3)几乎

实验中都会出现禁食禁水、冰水游泳、潮湿垫料、笼
倾斜、光照节律改变,再搭配一些其他刺激因子;
(4)建议每天选择 1 ~ 2 种刺激因子;(5)造模长度

选择 3~4 周比较合适,如果是先造模后给药,可以

采用造模与给药时间等同;(6)大小鼠都可以使用

糖水偏好实验、旷场实验、强迫游泳实验,如果是小

鼠也可以使用悬尾实验,而进行认知与焦虑方面的

研究可以考虑水迷宫实验、高架十字迷宫实验。
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瑞香素对脊髓损伤大鼠运动功能改善作用的
TRL4 / NF-κB 信号通路机制研究

吴　 军,关　 涛,田　 峰,刘学起,马　 剑,王庆峰,赵芬芬∗

(宁夏回族自治区人民医院骨科,银川　 750021)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨瑞香素激活 Toll 样受体 4 /核转录因子 kappa B(Toll like receptor 4 / NF-κB, TRL4 / NF-
κB)信号通路对大鼠脊髓损伤(spinal cord injury, SCI)后神经再生及功能恢复的影响,为促进 SCI 的分子机制研究

提供依据。 方法 　 建立脊髓损伤实验大鼠模型,并分别于术后 1 d、8 d、14 d、21 d 和 30 d,采用 Basso Beattie
Bresnahan(BBB)运动功能评分和联合行为评分法(combine behavioral score, CBS)评分测试评价各组 SCI 大鼠治疗

后的神经功能;采用相关试剂盒检测脊髓组织中超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶

(catalase, CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase, GSH-Px)活性及丙二醛(maleicdialdehyde, MDA)、肿
瘤坏死因子 α(tumor necrosis factor α,TNF-α)、白介素-1β(interleukiN-1β, IL-1β)、白介素-6(interleukin 6, IL-6)、白
介素-10(interleukin 10, IL-10)的表达量变化;并采用蛋白质印迹法(Western blot)检测术后各组脊髓组织中对实验

大鼠脊髓组织中 BCL2-Associated X 的蛋白质( BCL2-Associated X Protein, Bax)、B 淋巴细胞瘤 - 2 基因( B-cell
lymphoma-2, Bcl-2)、Caspase-3、细胞色素 C(cytochrome C, Cyt-c)、脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic
factor, BDNF)、酪氨酸激酶受体 B( tyrosine kinase receptor B, TrkB)、磷酸化酪氨酸激酶受体 B(phospho-tyrosine
kinase receptor B, p-TrkB)、TOLL 样受体 4 重组蛋白 ( recombinant toll like receptor 4, TRL4) 和核因子-κB p65
(nuclear factor-kappa b p65, NF-κB p65)水平的影响。 结果　 瑞香素能够显著性改善实验大鼠 BBB 评分和 CBS 评

分结果,且联合用药治疗组效果优于单一药物的疗效。 此外,瑞香素能够改善实验大鼠脊髓组织中 SOD、CAT、
GSH-Px 活性和 MDA 含量,能够降低脊髓组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6 和 IL-10 含量;Western blot 实验结果表明瑞香

素对脊髓损伤诱发的凋亡相关蛋白异常表达具有显著的调节作用,并能够显著性调节 BDNF / TrkB 信号通路和

TRL4 / NF-κB 信号通路。 结论　 瑞香素改善脊髓损伤的作用机制与是激活 TRL4 / NF-κB 信号密切相关。
【关键词】 　 脊髓损伤;瑞香素;TRL4 / NF-κB 信号通路;炎症
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Effects of daphnetin on motor function of spinal cord injury based on the
TRL4 / NF-κB signaling pathway in rats

WU Jun, Guan Tao, TIAN Feng, LIU Xueqi, MA Jian, WANG Qingfeng, ZHAO Fenfen∗

(Department of Orthopedics, People′s Hospital of Ningxia Hui Autonomous Region, Yinchuan 750021, China)



　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect of daphnetin on the TRL4 / NF-κB signaling pathway involved in
nerve regeneration and functional recovery after spinal cord injury (SCI) in rats. This study aimed to provide a basis for
study of the molecular mechanism of SCI. Methods　 A laminectomy was performed at the T9 level and the exposed dorsal
surface of the spinal cord was subjected to a contusion injury as established a spinal cord injury model. On the 1st, 8th,
14th, 21st, and 30th days after the operation, the Basso Beattie Bresnahan motor function score and combine behavioral
score were used to evaluate neurological function of rats with SCI in each group. The activity of SOD, CAT, and GSH PX
enzymes, and MDA, TNF-α, IL-1β, IL-6, and IL-10 expression were detected by kits. Western blotting was used to
determine protein levels of Bax, Bcl-2, caspase-3, Cyt-C, BDNF, TrkB, and p-TrkB in the spinal cord tissue of
experimental rats. Results　 The BBB and CBS scores were significantly improved by daphnetin (P<0. 05), and the effect
of the high daphnetin group was better than that in the low daphnetin group. Additionally, daphnetin improved the activity of
SOD, CAT, and GSH PX and MDA levels in the spinal cord of experimental rats (P<0. 05), and reduced TNF-α, IL-1β,
IL-6, and IL-10 levels in the spinal cord (P<0. 05). Western blot showed that daphnetin significantly regulated abnormal
expression of apoptosis-related proteins and the BDNF / TrkB signaling pathway. Conclusions　 Daphnetin may play a role in
spinal cord injury by activating TRL4 / NF-κB signaling.

【Keywords】　 spinal cord injury; daphnetin; TRL4 / NF-κB signaling pathway; inflammation

　 　 脊髓损伤( spinal cord injury,SCI)是由外力导

致的中枢神经系统疾病,会导致运动功能障碍与慢

性疼痛综合征等[1-2]。 近年来 WHO 数据表明脊髓

损伤呈现高发趋势,全世界每年大约有 25000 ~
50000 名脊髓损伤患者[3]。 依据脊髓损伤的发病原

因、病理变化过程和特征等特点,可将其分为原发

性脊髓损伤和继发性脊髓损伤。 研究认为,脊髓损

伤诱发的神经功能缺损不仅是由于初始的实质性

损伤,而是损伤后的一系列级联分子反应,导致神

经元受损。 继发性脊髓损伤是一种机体在细胞和

分子水平的主动调控过程,包括一系列的病理性生

理变化,如脊髓组织发生的自噬、炎症、氧化损伤、
凋亡、坏死和水肿等,都会严重影响神经功能、胶质

细胞活化与白质恢复等。 多种因素的联合作用进

而诱发永久的病理生理性改变,最终导致肢体运动

功能和感觉能力丧失等[4-7]。
TRL4 / NF-κB 信号通路广泛参与调控机体多种

生理和病理变化过程,与机体免疫调节和炎症反应

具有密切关系。 当机体脊髓组织受到损伤后诱发

机体炎症反应,诱导 TRL4 激活 NF-κB 信号通路,介
导下游炎症因子的释放和表达。 瑞香素(daphnetin,
DAP)是从瑞香科类中草药中提取的香豆素类活性

成分。 既往研究表明,瑞香素具有抗氧化、抗癌、抗
炎和神经保护等多种药理活性,能够通过抑制机体

炎症和氧化应激损伤进而改善机体损伤[8-9]。 因

此,本研究采用脊髓损伤大鼠模型,以探究瑞香素

对脊髓损伤模型大鼠的氧化应激损伤、炎症水平及

TRL4 / NF-κB 信号通路的调节作用,并探究其作用

机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

本研究选择 75 只 SPF 级雄性 Wistar 大鼠,8 周

龄,均购买自宁夏医科大学实验动物中心[ SCXK
(宁)2016-0003],动物饲养于宁夏回族自治区人民

医院动物实验室[SYXK(宁) 2016-0012],体重为

(180±20) g,均饲养恒温(25℃)、恒湿(50±5)%条

件下,并保持饲养间长期保持通风、干燥和安静的

环境,以 12 h 的昼夜循环。 本研究经宁夏回族自治

区人 民 医 院 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ( IACUC-
NY2018AC04)。 本实验的所有动物实验操作均遵

循 3R 原则,以最大程度保证实验福利。
1. 2　 主要试剂与仪器

瑞香素购买自上海吉至生化科技有限公司

(纯度≥97%,批号:SIG-D5564,上海,中国);SOD
(批号:A001-3-2)、CAT(批号:A007-1-1)、GSH-Px
(批号:A005-1-2)、MDA(批号:A003-1-2)均购买

自南京建成生物工程研究所(南京,中国);TNF-α
(批号: TNA-H82E3)、 IL-1β (批号: IL2-H4256)、
IL-6 ( 批 号: CD6-H82E8 )、 IL-10 ( 批 号: TRL-
H5259)均购买自 ACRO Biosystems 公司(美国);
Bax(批号:5023S)、Bcl-2(批号:3498S)、Caspase-3
(批号:14220S)、Cyt-c(批号:11940S)、BDNF(批

号:47808S)、TrkB(批号:4603S)和 p-TrkB(批号:
4619S)一抗、荧光二抗(批号:5366)均购买自 Cell
Signaling Technology(US);BCA 蛋白浓度测定试剂

盒(批号:A045-4-2)购买自南京建成生物工程研

究所(南京,中国)。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 给药及分组和实验大鼠模型的制备

各组实验用大鼠均需在适应一周后开始进行

以下试验。 脊髓损伤模型的建立:采用电磁力驱动

冲击器(10 g,12.5 mm)进行 T10 挫伤性脊髓损伤;
而空白组则只接受椎板切除术。 术后各实验鼠在

加热垫灯下维持体温在 36℃ ~ 37℃,直至其完全苏

醒[1-2,5]。 术后给予大鼠相应剂量的镇痛(50 mg / kg
Temgesic,皮下)和生理盐水(0.5 mL,皮下)以防止

疼痛和脱水,然后在饮用水中加入抗生素使其接受

抗生素 1 周。 创伤后 6 h 进行 BBB 运动功能评分和

CBS 评分测试,并将 75 只大鼠随机均分为 5 组(n =
15):空白组(Sham),模型组(Model),瑞香素低剂

量组(30 mg / kg)、中剂量组(60 mg / kg)和高剂量组

(90 mg / kg);术后第 4 天开始连续给予瑞香素,连
续给药 4 周。
1.3.2　 运动功能评价

采用 BBB 评分法和 CBS 评分法以评价各组试

验大鼠的脊髓功能的恢复情况。 在造模前 1 d、造模

后第 1、8、15、22 和 30 天对各组实验大鼠分别进行

BBB 评分和 CBS 评分,以评价各组实验大鼠后肢的

运动功能状况。 在 BBB 评分中分为 0~21 分:其中,
0 分表示后肢完全无运动能力,21 分为后肢能力完

全正常;若 BBB 评分在 5 分以下则表示脊髓损伤大

鼠造模成功。 在 CBS 评分中分为 0 ~ 100 分:其中,
正常为 0 分,全瘫为 100 分。
1.3.3　 各组实验大鼠脊髓组织中氧化应激相关酶

与细胞因子的测定

大鼠分组和处理同上。 各组大鼠连续给药 4 周

后,经腹腔注射戊巴比妥钠(40~60 mg / kg)麻醉后,
处死,快速抽取脊髓组织样本,然后采用冷生理盐

水进行冲洗,以后续实验。 在脊髓组织中加入适量

的 PNS 缓冲液,采用液氮进行研磨、匀浆,在 4℃、
3500 r / min 条件下离心 15 min 后取上清。 所有实

验操作均严格按照相应试剂盒说明书进行,检测

SOD、CAT、GSH-Px 酶活性及 MDA 含量,以及细胞

因子 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10 的表达量。
1.3.4　 Western blot 检测炎症相关蛋白的表达量

大鼠分组和处理同上。 将实验大鼠麻醉、处死后

迅速抽取各组实验大鼠的脊髓组织样本,采用液氮猝

灭并在液氮条件下进行研磨成粉末状,再加入适量的

RIPA 裂解液使得蛋白组织充分裂解后,在冰浴条件

下放置 1h,并且在此期间对样本溶液进行适当的震

荡、摇匀;然后在 4℃条件下,以 12000 r / min 离心 15
min 后取上清。 然后使用 BCA 试剂盒法测定其上清

液中的总蛋白浓度。 在 10% SDS-PAGE 上分离提取

的蛋白,并转移到 PVDF 膜上,37℃条件下封闭 1h。
然后加入相应的一抗在 4℃条件下孵育过夜,后将其

在 TBST 中洗涤 3 次。 然后加入二抗,在 37℃条件下

孵育 1h 后进行洗膜。 以 β-actin 为内参。 凝胶成像

系统成像,Image J 软件计算灰度值。
1. 4　 统计学方法

本实验中实验数据的统计分析采用 SPSS 26.0
软件,图表的制作采用 GraphPad 5.0 软件,计量数据

以平均数±标准差(􀭰x±s)表示;实验数据中多组间实

验数据的比较采用单因素方差分析,以 P<0.05 认

为具有显著性统计学差异;BBB 评分和 CBS 评分等

实验数据的分析则采用方差分析进行比较。

2　 结果

2. 1　 SCI 大鼠 BBB 评分

注:A:假手术组;B:模型组:C:脊髓损伤+瑞香素 30 mg / kg;D:
脊髓损伤+瑞香素 60 mg / kg;E:脊髓损伤+瑞香素 90 mg / kg;

与假手术(Sham)组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与模型( SCI)

组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 1　 给予治疗后 SCI 大鼠在造模前、造模后的 BBB 评分图

Note. A, Normal group. B, Model group. C, Spinal cord injury +

daphnetin 30 mg / kg. D, Spinal cord injury + daphnetin 60 mg /
kg. E, Spinal cord injury + daphnetin 90 mg / kg. Compared with

sham group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01. Compared with SCI group,
#P<0. 05,##P<0. 05.

Figure 1　 BBB score map of SCI rats before and after treatment

BBB 评分结果如图 1 所示;造模前各组实验大

鼠的 BBB 评分无统计学差异,表明各组实验大鼠的

运动功能均无障碍。 然而,当实验大鼠开始接受脊

髓损伤后,各模型大鼠的运动功能均明显降低,表
明造模成功。 假手术组中各实验大鼠的 BBB 评分

在术前、术后均无显著性差异(P>0.05),表明手术

对实验大鼠的活动并无明显影响。 当给予瑞香素
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30 d 后,实验大鼠的下肢运动功能得到了明显得到

提升,其 BBB 评分也得到显著性升高(P<0.05),呈
现剂量-时间依赖性关系。
2. 2　 Combine behavioral score (CBS)评分

CBS 评分结果如图 2 所示;造模前各组实验大

鼠的 CBS 评分无统计学差异,表明各组实验大鼠的

运动功能均无障碍。 然而,当实验大鼠开始接受脊

髓损伤后,各模型大鼠的运动功能均明显降低。 当

大鼠接受脊髓损伤后 1 d,模型组与空白组出现显著

性差异(P<0.05),表明模型建立成功,当模型大鼠

各给药组给予相应药物治疗后,各给药组实验大鼠

的 CBS 评分较模型组实验大鼠的 CBS 评分均明显

降低(P<0.05),表明瑞香素对于实验大鼠的脊髓损

伤均具有一定的改善作用,且高剂量治疗组效果优

于低剂量组的治疗效果。

注:A:假手术组;B:模型组:C:脊髓损伤+瑞香素 30 mg / kg;D:脊髓损伤+瑞香素 60 mg / kg;E:脊髓损伤+瑞香素 90
mg / kg;与假手术(Sham)组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。 与模型(SCI)组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 3　 瑞香素对 SCI 大鼠脊髓中 SOD(A)、GSH-Px(B)、CAT(C)活性和 MDA(D)含量的影响
Note. A, Normal group. B, Model group. C, Spinal cord injury + daphnetin 30 mg / kg. D, Spinal cord injury + daphnetin
60 mg / kg. E, Spinal cord injury + daphnetin 90 mg / kg. Compared with sham group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01. Compared
with SCI group,#P<0. 05, ##P<0. 05.

Figure 3　 Effect of daphnetin on the activity of SOD (A), GSH-Px (B), CAT (C) and
MDA (D) in spinal cord of rats were affected by treatment

注:A:假手术组;B:模型组:C:脊髓损伤+瑞香素 30 mg / kg;D:脊
髓损伤+瑞香素 60 mg / kg;E:脊髓损伤+瑞香素 90 mg / kg;与假手

术(Sham)组相比,∗ P < 0. 05,∗∗P<0. 01;与模型 ( SCI) 组相比,
#P<0. 05,##P<0. 01。
图 2　 给予治疗后 SCI 大鼠在造模前、造模后的 CBS 评分图
Note. A, Normal group. B, Model group. C, Spinal cord injury +
daphnetin 30 mg / kg. D, Spinal cord injury + daphnetin 60 mg / kg. E,
Spinal cord injury + daphnetin 90 mg / kg. Compared with sham group,
∗P < 0. 05, ∗∗P<0. 01. Compared with SCI group,# P < 0. 05,
##P<0. 05.
Figure 2　 CBS score map of SCI rats before and after treatment

2.3　 瑞香素对 SCI 大鼠脊髓组织氧化应激状态的

影响

机体氧化应激水平严重影响脊髓损伤后恢复。
本研究结果显示,与假手术组实验大鼠相比,模型

组实验大鼠脊髓组织中 SOD(图 3A)、GSH-Px(图
3B)与 CAT(图 3C)活性较空白实验大鼠显著性降

低(P<0.05),MDA(图 3D)含量显著性升高;然而,
当给予实验大鼠相应剂量的瑞香素治疗之后,其脊

髓组织中 SOD、CAT、GSH-Px 活性和 MDA 含量均有

显著性回调,表明给予药物治疗后脊髓损伤大鼠的

氧化应激状态具有显著的改善作用。 其中,高剂量

组的治疗效果优于低剂量组的疗效。
2.4　 瑞香素对 GM1 对 SCI 大鼠脊髓组织中 TNF-
α、IL-1β、IL-6和 IL-10 含量的影响

炎症在脊髓损伤的发生、发展过程中也具有重

要作用。 因此,本研究测定了各组实验大鼠脊髓组

织中 TNF-α、IL-1β、IL-6 和 IL-10 炎症因子水平的变

化,具体如下图所示。 与假手术组实验大鼠相比,
模型组实验大鼠脊髓组织中 TNF-α(图 4A)、IL-1β
(图 4B)、 IL-10(图 4C)和 IL-6(图 4D)含量均显著

性升高(P<0.05),表明机体处于过炎症状态。 当给

予药物治疗后,机体内细胞因子水平均有所回调(P
<0.05),表明瑞香素对脊髓损伤诱发的机体炎症具

有显著性的调节作用。
2. 5　 瑞香素对 SCI 大鼠脊髓组织中凋亡信号通路

的影响

如图 5 所示,与假手术组相比较,模型组的

Bax / Bcl-2(图 5A、5B)、Caspase-3(图 5C、5D)和 Cyt-
c(图 5E、5F)含量均显著性升高,表明脊髓损伤导

致了大鼠脊髓组织促凋亡相关蛋白显著性增加;当
给予瑞香素后,其 Bax / Bcl-2(图 5A、5B)、Caspase-3
(图 5C、5D)和 Cyt-c(图 5E、5F)含量的变化均发生
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显著性回调,表明瑞香素对脊髓损伤诱发的凋亡相

关蛋白异常表达具有显著的调节作用,且高剂量组

治疗效果优于低剂量组。

注:A:假手术组;B:模型组:C:脊髓损伤+瑞香素 30 mg / kg;D:脊髓损伤+瑞香素 60 mg / kg;E:脊髓损伤+瑞香素 90 mg / kg;与假手术(Sham)

组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。 与模型(SCI)组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 4　 瑞香素对 SCI 大鼠脊髓中 TNF-α(A)、IL-1β(B)、IL-10(C)和 IL-6(D)含量的影响

Note. A, Normal group. B, Model group. C, Spinal cord injury + daphnetin 30 mg / kg. D, Spinal cord injury + daphnetin 60 mg / kg. E, Spinal cord

injury + daphnetin 90 mg / kg. Compared with sham group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01. Compared with SCI group,#P<0. 05, ##P<0. 05.

Figure 4　 Effect of daphnetin on the contents of TNF-α (A), IL-1β (B), IL-10 (C) and IL-6 (D) in spinal cord of SCI rats

注:A:假手术组;B:模型组:C:脊髓损伤+瑞香素 30 mg / kg;D:脊髓损伤+瑞香素 60 mg / kg;E:脊髓损伤+瑞香素 90 mg / kg;与假手术(Sham)

组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。 与模型(SCI)组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 5　 瑞香素对实验大鼠脊髓组织中 Bax / Bcl-2(A / B)、Caspase-3(C / D)和 Cyt-c(E / F)水平的影响

Note. A, Normal group. B, Model group. C, Spinal cord injury + daphnetin 30 mg / kg. D, Spinal cord injury + daphnetin 60 mg / kg. E, Spinal cord

injury + daphnetin 90 mg / kg. Compared with sham group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01. Compared with SCI group,#P<0. 05, ##P<0. 05.

Figure 5　 Effect of daphnetin on Bax / Bcl-2 (A / B), Caspase-3 (C / D) and Cyt-C (E / F)
levels in spinal cord tissue of experimental rats

2. 6　 瑞香素对 SCI 大鼠脊髓组织中 BDNF / TrkB
和 TRL4 / NF-κB 信号通路的影响

如图 6 所示,与假手术组相比较,模型组的

BDNF(图 6A、6B)、 TrkB (图 6C、6D)、 p-TrkB (图

6E、6F)、TRL4(G / H)和 NF-κB p65( I / K)含量均显

著性升高,表明脊髓损伤导致了大鼠脊髓组织

BDNF / TrkB 信号通路和 TRL4 / NF-κB 信号通路相

关蛋白异常表达;当给予瑞香素后,其 BDNF(图 6
A、6B)、TrkB(图 6C、6D)、p-TrkB(图 6E、6F)、TRL4
(G / H)和 NF-κB p65(I / K)含量的变化均发生显著

性回调,且呈现剂量依赖性,表明瑞香素能够显著

性调节 BDNF / TrkB 信号通路和 TRL4 / NF-κB 信号

通路。

3　 讨论

脊髓损伤是由脊柱损伤后诱发的严重并发症

之一,包括原发性脊髓损伤与继发性脊髓损伤。 其

中继发性脊髓损伤是损伤后机体细胞和分子水平

的一种主动调节过程,具有可逆性和可控性;这也

是目前脊髓损伤治疗的主要阶段[10-11]。 目前,药物

治疗是降低脊髓损害程度最为快捷和有效的方法

之一。 然而,目前临床治疗中,尚无一种安全有效

的药物。 因此,寻找一种安全、有效、多靶点的抗脊

髓损伤药物,已成为脊髓损伤相关疾病及其药物研

发的新热点和难点。
大量研究表明,脊髓损伤过程中伴随着氧化应激

损伤[12-13]。 抗氧化剂能够有效降低损伤脊髓组织中

乳酸脱氢酶活性,减少超氧阴离子对机体的损害和继

发性水肿,继而达到治疗 SCI 的目的。 瑞香素是一种

天然抗氧化剂,能够激活并促进机体内抗氧化酶活
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注:A:假手术组;B:模型组:C:脊髓损伤+瑞香素 30 mg / kg;D:脊髓损伤+瑞香素 60 mg / kg;E:脊髓损伤+瑞香素 90 mg / kg;与假手术

(Sham)组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。 与模型(SCI)组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 6　 瑞香素对实验大鼠脊髓组织中 BDNF(A / B)、TrkB(C / D)、p-TrkB(E / F)、TRL4(G / H)和 NF-κB p65(I / K)水平的影响

Note. A, Normal group. B, Model group. C, Spinal cord injury + daphnetin 30 mg / kg. D, Spinal cord injury + daphnetin 60 mg / kg. E, Spinal

cord injury + daphnetin 90 mg / kg. Compared with sham group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01. Compared with SCI group,#P<0. 05, ##P<0. 05.

Figure 6　 Effect of daphnetin on the levels of BDNF (A / B), TrkB (C / D), p- TrkB (E / F),
TRL4 (G / H) and NF-κB p65 (I / K) in spinal cord tissue of experimental rats

性,对自由基有着高效的清除作用[14-16]。 此外,脊髓

损伤过程中伴随着炎症反应的发生。 TNF-α 是炎症

早期机体释放的促炎因子,其表达水平的变化与机体

的损伤程度密切相关。 IL-1β 参与机体脊髓损伤的过

程可能与其能够损伤血脑屏障的完整性密切相关。
脊髓损伤诱发大量炎症因子产生,最终导致机体组织

处于过度炎症反应和损伤状态[17-19]。 本研究结果显

示,瑞香素能够抑制 IL-1β 分泌,减少由 IL-1β 刺激成

骨细胞所产生的 NO、PGE2 含量,进而抑制 TNF-α 含

量,进而发挥抗炎作用。
神经元细胞凋亡程序的启动对继发性脊髓损

伤有直接的促进作用,Bax 蛋白具有促进细胞凋亡,
并拮抗 Bcl-2 的抑制凋亡作用,并能够激活 Caspase
蛋白酶家族,最终加速细胞凋亡。 Caspase-3 是评价

细胞凋亡的重要指标之一,可介导多种细胞凋亡途

径。 此外,TNF-α 又可激活凋亡相关蛋白 Caspase-3
的活化,进而促进机体细胞凋亡[20-23]。 为了进一步

探究瑞香素对脊髓损伤诱发的凋亡作用的改善作

用,本实验检测了瑞香素对脊髓组织的凋亡蛋白表

达的改善作用,结果显示,瑞香素能够降低脊髓组

织中 Bax、Caspase-3、Cyt-c 凋亡蛋白的表达,进而减

少或抑制脊髓神经元细胞凋亡,修复中枢神经系

统,并发挥神经保护作用。
研究表明,脑源性神经营养因子(brain derived

neurotrophic factor,BDNF)可诱导和促进多种神经元

的存活和分化,并能够改善受损神经元的修复作

用。 然而,当机体脊髓组织发生损伤后,可诱导

BDNF 活化,并促进其与高亲和力酪氨酸蛋白激酶

受体 B(tyrosine kinase B,TrkB)相互作用并发生结

合,促进机体受损神经细胞的生存和发育,进而发
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挥神经保护作用,有效促进机体脊髓组织损伤后的

轴突修复和肢体运动功能的恢复等作用[24],在调节

神经节生长和神经再生过程中起着至关重要的作

用。 TLR4 信号转导通路是目前发现的重要的炎性

通路之一,TLR4 高表达时,激活 NF-κB,进而启动细

胞因子 TNF-α、 IL-6 激活 TLR4,最终引起级联反

应[25-26]。 此外, NF-κB 的活化还可进一步激活

Caspase-3 信号通路介导细胞凋亡。 细胞异常凋亡

在继发性脊髓损伤过程中起着重要作用。 本研究

发现,瑞香素能够调节模型大鼠凋亡相关蛋白的异

常表达,这一作用可能与其能够抑制 TRL4 / NF-κB
信号通路的活化有关。 因此,TLR4 / NF-κB 信号通

路同脊髓损伤后的恢复具有密切关系。
综述所述,瑞香素能够改善 SCI 大鼠的运动功

能,减轻 SCI 大鼠的氧化应激损伤和炎症水平,并能

够抑制脊髓组织的凋亡,进而改善脊髓损伤,其作

用机制可能是通过调节 TLR4 / NF-κB 信号通路来发

挥作用的。
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新生乳鼠侧脑室注射 rAAV2 / 9 递送 SNCA 构建
全脑转基因鼠

李国祥1,潘　 玥1,胡　 鹏1,杜廷福1,2,马开利1,2∗

(1.中国医学科学院 & 北京协和医学院医学生物学研究所 药物安全性评价研究中心,昆明　 650118;
2.中国医学科学院 & 北京协和医学院 医学灵长类研究中心 & 神经科学中心,北京　 100005)

　 　 【摘要】 　 目的　 快速高效地构建一种人源 SNCA(hSNCA)的全脑转基因鼠,并初步探究 α-突触核蛋白过表达

对小鼠中枢神经系统的影响。 方法 　 对新生乳鼠进行双侧侧脑室( intracerebroventricular,ICV)注射携带人源

SNCA-EGFP 或 EGFP 的重组腺相关病毒 2 / 9( recombinant adeno-associated virus2 / 9,rAAV2 / 9) (1. 5 × 1013 genome
copies(GC) / mL),在 2 周和 3 个月龄用免疫荧光及 Western blot 检测 α-突触核蛋白的表达模式及亚细胞定位,并用

免疫荧光及免疫组化探究星形胶质细胞、小胶质细胞及病理性 α-突触核蛋白的变化。 结果　 用 rAAV2 / 9 侧脑室

注射的方式成功构建了 hSNCA 全脑转基因鼠,α-突触核蛋白在整个脑中广泛表达,且趋向于在嗅球、皮层、海马、间
脑及中脑中高表达。 进一步研究发现,在嗅球、皮层、海马的 CA2 / 3 区及小脑的浦肯野细胞中观测到 α-突触核蛋

白在神经元胞核中表达的现象,α-突触核蛋白过表达引起了胶质增生。 此外,在嗅球及大脑皮层检测到 α-突触核

蛋白 Ser129 磷酸化(pS129)及聚集。 结论　 快速成功地构建了一种 hSNCA 全脑转基因小鼠模型,其 α-突触核蛋白

持久地高表达,并出现胶质增生和病理性 α-突触核蛋白表达的现象,为研究 α-突触核蛋白的生理功能及其在帕金

森病(Parkinson’s disease,PD)中的作用奠定一定的基础。
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Neonatal rAAV2 / 9 delivery of SNCA to generate whole-brain transgenic
mice
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To establish a human SNCA whole-brain transgenic mouse model, and to obtain
preliminarily data on the role of α-synuclein in the central nervous system. Methods　 rAAV2 / 9 (1 × 1013 genome copies
(GC) / mL) carrying either human SNCA-EGFP or EGFP was bilateral injected intracerebroventricularly in mice at
postnatal day 0. The expression pattern and subcellular localization of α-synuclein was examined at 2 weeks and 3 months of



age by immunofluorescence and Western blot. Glial profile and pathological changes were analyzed by immunofluorescence
and immunohistochemical staining. Results　 hSNCA transgenic mice were successfully constructed, and α-synuclein was
widely expressed throughout the brain, with high expression in the olfactory bulb, cerebral cortex, hippocampus, interbrain
and midbrain. Furthermore, nuclear α-synuclein was detected in the olfactory bulb, cerebral cortex, CA2 / 3 of the
hippocampus and Purkinje cells of the cerebellum. Overexpression of α-synuclein caused the proliferation of astrocytes and
microglia. In addition, pS129 and aggregation of α-synuclein were observed in the olfactory bulb and cerebral cortex.
Conclusions　 hSNCA whole-brain transgenic mouse model was established successfully, with high long-term expression of
α-synuclein and enhanced gliosis and α-synuclein pathology. This model should be useful for studying the physiological
function of α-synuclein and its role in Parkinson’s disease.

【Keywords】　 alpha-synuclein; transgene; neonatal injection; gliosis

　 　 帕金森病(Parkinson,s disease,PD)是第二大常

见神经系统退行性疾病,其主要特征是中脑黑质多

巴胺能神经元的死亡及 α-突触核蛋白的聚集[1]。
然而,α-突触核蛋白在 PD 中确切的功能尚未完全

研究清楚。 动物模型无疑是研究蛋白质功能及 PD
发病机理的一个重要工具,目前迫切地需要一些动

物模型去探究 α-突触核蛋白确切的生理功能及进

行药物研发的评估。 尽管已经开发出许多模型,如
毒素模型和转基因动物模型,部分能表现出黑质及

纹状体多巴胺能神经元减少或多巴胺( dopamine,
DA)水平降低以及行为障碍[2-6],表明 α-突触核蛋

白的积累可以显著影响 DA 能神经元的功能,但在

大多数小鼠中都没有发现明显的黑质及纹状体变

性[7-9],不能完美地再现 PD 的病理特征[10],给 PD
的研究带来了困扰。

在最近的研究中,有学者尝试用 rAAV 在成年

鼠中以脑立体定位注射的方式构建 α-突触核蛋白

局部过表达动物模型,能初步重现 PD 的原发性运

动障碍及部分多巴胺能神经元损伤[11-14],表明

rAAV 可以作为一种快速靶向的动物模型建立的工

具,然而靶向和局部 α-突触核蛋白过表达有一定的

局限性,局部注射的 rAAV 只在部分脑区传导表达,
而 PD 的发生发展可能由多个脑区的共同参与。 最

近研究表明,可以通过向胎鼠或乳鼠脑室内注射

rAAV 来实现整个中枢神经系统的基因表达[15-18],
与成年鼠注射病毒相比,这种方法可实现更有效的

扩散和感染,且表达在注射后数天内开始,并持续

于动物的整个生命周期[19-21]。 且有报道称 rAAV2 /
9 能跨越血脑屏障,表现出在中枢神经系统广泛传

导的能力[22],并能感染新生神经元[21,23]。 此外,人
源 SNCA(hSNCA)转基因小鼠模型已经被广泛应用

和认可,人源 α-突触核蛋白在小鼠中并不会引起强

烈的 免 疫 排 斥 反 应 而 被 清 除, 可 长 期 表 达 存

在[5-6,24]。 因此,本文旨在通过对新生乳鼠 ICV 注

射携带人源的 SNCA-EGFP 基因或 EGFP 的 rAAV2 /
9,快速高效地构建脑中广泛表达 α-突触核蛋白的

转基因模型,并初步探究 α-突触核蛋白过表达对小

鼠脑的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级 C57BL / 6 小鼠 30 只,8 周龄,体重 20 ~
22 g,雌雄 2 ∶1,由中国医学科学院医学生物学研究

所小动物部提供[SCXK(滇) K2019-0002]。 动物

饲养在中国医学科学院医学生物学研究所药物安

全性评价研究中心 20℃ ~ 24℃ 的屏障环境中

[SYXK(滇) K2018-0006],自由进水和进食,采用

昼夜 12 h 间断照明。 在实验前以雌雄 2 ∶1的比例合

笼,见栓后把母鼠分离单独饲养。 给予充足的食物

和水源,在母鼠妊娠后第 1 天(postnatal day,P0)进
行病毒注射并标记后继续给予充足的食物和水源

饲养。 实 验 经 本 单 位 伦 理 委 员 会 审 核 批 准

(DWSP202012008),实验过程按实验动物使用的

3R 原则给予动物人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

无内 毒 素 质 粒 小 提 取 试 剂 盒 ( 货 号:
CW2106S)、BCA 蛋白定量试剂盒(货号:CW0014S)
购自康为科技有限公司;只与人源 α-突触核蛋白反

应的兔多克隆抗体 α-synuclein ( MJFR1) (货号:
ab138501)、NeuN 鼠单克隆抗体(货号:ab104224)、
DAPI(货号:ab104139)购自英国 abcam;GFAP 鼠单

克隆抗体(货号:Cat# G3893)及固绿(货号:F7252)
购自美国 Sigma;Iba 1 兔多克隆抗体(货号:016 -
20001)购自日本 wako;抗聚集性 α-synuclein(5G4)
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单克隆抗体(货号:MABN389)购自美国 Merck;鼠
α-synuclein 单克隆抗体 (货号:610786) 购自美国

BD;兔来源 TH 多克隆抗体(货号:PA5-85167)购

自美国 Invitrogen;GAPDH 单克隆抗体(货号:60004
-1)购自美国 Proteintech;594 波长免疫荧光兔二抗

(货号:A11012)及 488 波长鼠二抗(货号:A11001)
购自美国 Invitrogen;Western blot 兔源荧光二抗(货
号:926-32211)及鼠源荧光二抗(货号:926-32210)
购自 美 国 Li-cor; 免 疫 组 化 试 剂 盒 ( 货 号:
GK5000705)购自上海基因科技;微量注射器购自瑞

士 Hamilton。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 质粒构建及病毒包装

pAAV-hSyn-EGFP、 pAAV-hSyn-SNCA-PGK-EGFP
质粒由本实验室构建和保存。 两种质粒在大肠杆

菌中扩增后用质粒小提试剂盒提取质粒 DNA 并鉴

定。 携带人源 SNCA-EGFP 及 EGFP 的重组腺相关

病毒 rAAV2 / 9 由泰尔图公司包装并纯化,其病毒滴

度约为 1. 5×1013 GC / mL,冻存在-80℃冰箱中待用。
1. 3. 2　 新生乳鼠侧脑室注射

在注射前把注射针头、镊子和剪刀高压灭菌。
取 1. 5 μL 病毒与 0. 5 μL 的固绿混合,充分混匀并

置于冰上,固绿用于标记注射位点。 出生后第 1 天

(P0)的乳鼠与母鼠分离,置于冰上 2~3 min 充分麻

醉,用 5 μL Hamilton 微量注射器注射小鼠侧脑室,
进针深度为 3 mm,注射速度约为 1 μL / min,每侧注

射 1 μL,注射后留针 1 min。 注射结束时擦拭 75%
乙醇并标记后放入笼中继续饲养 2 周或 3 个月进行

解剖检测。
1. 3. 3　 Western blot

处死小鼠取脑并分离各个脑区置于冰冷的 EP
管中,加入适量的 RIPA 裂解后,取上清用 BCA 试

剂盒进行蛋白定量,之后加 5×上样缓冲液进行煮沸

5 min 待用。 配置 SDS-PAGE 胶,上样,85 V 电压跑

胶 120 min 后,用半干转仪进行转膜,5%脱脂牛奶

室温封闭 45 min 后,抗体孵育 4℃过夜,TBS 洗膜 5
min×3 次后,用羊抗鼠或抗兔的 Western blot 荧光二

抗室温孵育 1 h,TBST 洗膜 3 次后,Odyssey 红外激

光扫描系统进行显影拍照。
1. 3. 4　 免疫荧光

用多聚甲醛对 2 周或 3 个月的 rAAV2 / 9 ICV 注

射小鼠进行灌注,取脑后用多聚甲醛固定 24~36 h,

脱水机脱水处理,包埋后切片厚度为 4 μm。 切好的

片子 65℃ 孵箱烤片,常规脱蜡水化,蒸馏水冲洗,
PBS 浸泡 5 min,Tris-EDTA 缓冲液微波炉煮沸进行

抗原修复 15 min,蒸馏水浸泡 5 min,正常山羊血清

室温封闭 1 h 后,滴加相应稀释好的一抗 4℃过夜,
PBS 洗 5 min×3 次,后滴加鼠或者兔来源的荧光二

抗,DAPI 封片后用 Panoramic MIDI 获取图片。
1. 3. 5　 免疫组化

多聚甲醛对 2 周或 3 个月的 rAAV2 / 9 ICV 注射

小鼠进行灌注,取脑后用甲醛固定 24~36 h,脱水机

脱水处理,包埋后切片厚度为 4 μm。 切好的片子

65℃孵箱烤片,常规脱蜡水化,蒸馏水冲洗,PBS 浸

泡 5 min,用 Tris-EDTA 缓冲液微波炉煮沸进行抗原

修复 15 min,蒸馏水浸泡 5 min,3%过氧化氢孵育 30
min 去除内源性过氧化氢酶,正常山羊血清室温封

闭 1 h 后,滴加抗 α-synuclein(MJFR1)兔多克隆抗

体及 Iba 1 兔多克隆抗体,4℃过夜。 PBS 洗 5 min×
3 次,滴加辣根过氧化物酶标记的二抗,室温孵育

1. 5 h,PBS 洗 5 min×3 次,新鲜配置的 DAB 显色液。
苏木素复染 3 min,盐酸乙醇脱色,氨水返蓝,梯度乙

醇及二甲苯脱水,树胶封片,用 Panoramic MIDI 获取

图片。

2　 结果

2. 1　 新生乳鼠侧脑室 rAAV2 / 9 注射构建 hSNCA
转基因模型

为了高效构建一种 hSNCA 转基因鼠模型,我们

按照如图 1A 上所示方法对新生乳鼠侧脑室注射

rAAV2 / 9。 在注射后,病毒扩散到各个脑室中(图 1
A 下),表明注射位点是准确的。 两周后,用只与人

源 α-突触核蛋白反应的 Anti-α-synuclein(MJFR1)
抗体进行免疫荧光染色检测 α-突触核蛋白在整个

脑区的表达水平。 结果如图 1B 所示,在对照组

AAV-EGFP 中,未出现 α-突触核蛋白阳性染色,表
明抗体的特异性良好,不会与鼠源 α-突触核蛋白发

生交叉反应,而在实验组 AAV-SNCA 中,检测到 α-
突触核蛋白广泛表达在转基因鼠的各个脑区。 为

了验证这个结果,采用 Western blot 分别检测 2 周

(图 1C)及 3 个月(图 1D)年龄的鼠嗅球( olfactory
bulb, OB )、 皮 层 ( cerebral cortex, CTX )、 海 马

(hippocampus, hip )、 间 脑 ( interbrain, IB ), 中 脑

(middle brain,Mid),小脑 ( cerebellum,CB),后脑
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(hindbrain,HB)中 α-突触核蛋白的表达,结果显示

α-突触核蛋白在各个脑区中均表达,其中在小脑中

表达量稍低,与免疫荧光结果一致。 这些结果表明

转基因鼠构建成功,且 α-突触核蛋白广泛持久地表

达(2 周~3 个月),人源 α-突触核蛋白并未发生强

烈的免疫排斥反应而被清除。

注:A:新生乳鼠注射方式模式图;B:2 周龄鼠 α-突触核蛋白的免疫荧光染色;C:Western blot 检测 2 周龄鼠脑中人源及总的 α-突触核蛋白

(人+鼠)在对照及转基因小鼠各个脑区的表达;D:Western blot 检测 3 月龄鼠脑中人源及总的 α-突触核蛋白(人+鼠)在对照及转基因小鼠

各个脑区的表达。 GAPDH 作为内参。

图 1　 SNCA 转基因鼠的构建

Note. A, Cartoon describes the surgical approach for ICV injection in neonatal mouse brains. B, Immunofluorescence stain reveals the expression of α-

synuclein in the whole brain at 2 weeks. C, Level of human and total α-synuclein expression in the transgene was assessed by Western blot at 2 weeks.

D, Level of human and total α-synuclein expression in the transgene were assessed by Western blot at 3 months. GAPDH was used as an internal

control.

Figure 1　 Construction of SNCA transgenic mice

2. 2　 ICV 注射 rAAV2 / 9 后 α-突触核蛋白在全脑

广泛表达

为了进一步探究转基因鼠中 α-突触核蛋白的

表达模式,用 α-突触核蛋白特异性抗体的免疫组织

化学染色检测 2 周龄鼠嗅球(olfactory bulb,OB)、皮
层(cerebral cortex,CTX)、海马(hippocampus,Hip)、
间脑(interbrain,IB)、中脑(middle brain,Mid)和小

脑(cerebellum,CB)中 α-突触核蛋白的表达。 结果

显示,α-突触核蛋白在嗅球中高表达(图 2A),少部

分分布在胞核中。 在大脑皮层处(图 2B),α-突触核

蛋白高表达并主要分布在胞质中,而在海马的 CA2 /
3 区(图 2C),α-突触核蛋白广泛分布在颗粒细胞层

的胞质及胞核中。 在间脑中(图 2D),α-突触核蛋

白广泛分布在丘脑及下丘脑中。 在中脑(图 2E)
中,α-突触核蛋白亦高表达,并主要在胞质中。 有趣

的是,α-突触核蛋白特异性地表达在小脑的浦肯野

细胞中(图 2F)。
2. 3　 ICV 注射 rAAV2 / 9 后 α-突触核蛋白的表达

定位

蛋白质的表达定位往往与其特定的功能相关,
我们通过免疫荧光检测 2 周龄鼠中人源 α-突触核

蛋白的亚细胞定位。 结果显示,在多巴胺能神经元

(TH+神经元)中,α-突触核蛋白高表达,且其主要表

达于神经元胞质中(图 3A)。 在其它脑区,如图 3B
所示,嗅球及皮层中有少部分 α-突触核蛋白表达在

胞核中,而在海马的 CA2 / 3 区,少数颗粒细胞的胞

核中出现 α-突触核蛋白核定位的现象,在小脑处,
α-突触核蛋白在浦肯野细胞核中高表达,其结果与

图 2F 一致。
2. 4　 ICV 注射 rAAV2 / 9 后诱导胶质细胞增生

大量的研究表明 PD 的发生可能与神经炎症密

切相关。 于是,通过免疫荧光检测 3 月龄转基因鼠

脑中星形胶质细胞的数量(GFAP +细胞),如图 4A
所示,在黑质(Substantia nigra,SN)中,α-突触核蛋

白广泛表达的区域出现星形胶质增生的现象,而在

海马中(图 4B)得到了同样的结果,GFAP +胶质细
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注:免疫组化分析 2 周龄鼠人源 α-突触核蛋白在各个脑区中的表达。 A:嗅球(OB);B:皮层(CTX);C:海马(Hip);D:间脑( IB);E:中脑

(Mid);F:小脑(CB)。 后图为局部放大图。

图 2　 转基因鼠中 α-突触核蛋白在各个脑区中广泛表达

Note. Level and distribution of human α-synuclein expression were evaluated histologically. A, Olfactory bulb(OB). B, Cerebral cortex(CTX). C,

Hippocampus(Hip) . D, Interbrain(IB). E, Middle brain(Mid) . F, CB Cerebellum(CB). A partial enlarged view is attached after the figure.

Figure 2　 Widespread α-synuclein expression of the transgene throughout the mice brain

胞也显著地增生。 此外,免疫组化染色检测的小胶

质细胞在海马(图 4C)及皮层(图 4D)也显著增生。
2. 5　 ICV 注射 rAAV2 / 9 后出现病理性 α-突触核

蛋白

在 PD 中,第 129 位丝氨酸磷酸化(pS129)及聚

集形式的 α-突触核蛋白常被检测到,被认为是 PD
的标志之一。 在转基因鼠中,我们通过免疫组化检

测表明,pS129 在 3 月龄小鼠嗅球及皮层中(图 5A)
均出现,且在嗅球的神经元中强阳性染色。 进一步

用抗聚集形式的 α-突触核蛋白单克隆抗体 ( α-
synuclein 5G4)检测其表达时(图 5B),发现其在嗅

球和皮层亦出现阳性染色,表达模式与 pS129 一致。

3　 讨论

rAAV 的研究及广泛应用,为我们高效地基因

传递提供了非常快速有效的工具,先前多项研究通

过靶向小鼠黑质、纹状体及嗅球构建 α-突触核蛋白

局部过表达小鼠模型,极大地促进人们对 PD 发病

机理的认识,然而由于靶向定点脑区注射后蛋白质

过表达的区域局限性, 所以在该研究中, 基于

rAAV2 / 9 在神经系统中的高效的传递效率[21-22],我

们通过新生乳鼠侧脑室注射携带人源 SNCA-EGFP
或 EGFP 的 rAAV2 / 9,构建了全脑人源 α-突触核蛋

白高表达的转基因鼠。 在注射 rAAV2 / 9 后立即解

剖乳鼠脑,发现固绿染色的病毒液在大脑各脑室之

间扩散,表明注射位点的准确性。 前期的研究表明

注射的时间点影响注射效率[15],于是在本实验中严

格控制注射时间在出生后 12 个小时之内。
在小鼠成长到 2 周或 3 个月后,用免疫荧光和

Western blot 实验检测到了 2 周及 3 个月龄 α-突触

核蛋白在全脑中广泛的表达(图 1 所示),这表明通

过乳鼠侧脑室注射的方式在注射后早期 α-突触核

蛋白便能高表达,提示可以用此模型探究 α-突触核

蛋白在小鼠出生后脑发育过程中的作用。 此外,
Western blot、免疫荧光及免疫组化实验表明,α-突触

核蛋白趋向于在小鼠嗅球、皮层、海马、间脑及中脑

中高表达,而在小脑中表达量稍低,这可能与病毒

感染的细胞偏好性或者 α-突触核蛋白表达的细胞

偏好性有关,其具体的机理仍然需要进一步研究。
此外,进一步通过免疫荧光探究 α-突触核蛋白的亚

细胞定位,发现在嗅球、皮层、海马及小脑中,α-突触

核蛋白有胞核定位的现象,而之前的研究结果表
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注:A:α-突触核蛋白在中脑黑质(SN)中表达,TH:多巴胺能神经元标志物;B:α-突触核蛋白在各脑区的表达及定位。

图 3　 α-突触核蛋白在转基因鼠中的表达及亚细胞定位

Note. A, α-synuclein is expression in the Substantia Nigra(SN). TH, The marker of dopaminergic neuron. B, Expression and subcellular

localization of α-synuclein in different brain regions.

Figure 3　 Expression and subcellular localization of α-synuclein throughout the whole mice brain

明,α-突触核蛋白核易位与细胞毒性相关[25-26],提
示这几个脑区的 α-突触核蛋白可能产生细胞毒性。
有趣的是,α-突触核蛋白在小脑浦肯野细胞中高表

达,这提示 α-突触核蛋白可能在小鼠的浦肯野细胞

中发挥特定未知的功能。 免疫荧光结果表明,α-突
触核蛋白在多巴胺能神经元中高表达,这为之后研

究 α-突触核蛋白参与 PD 发生的机理奠定基础。
之前的研究认为,星形胶质细胞及小胶质细胞

参与的神经炎症与 PD 的发生发展密切相关[27-28],
于是我们检测转基因小鼠中星形胶质细胞及小胶

质细胞的变化,有趣的是,在转基因小鼠中星形胶

质细胞及小胶质细胞严重增生,这进一步提示 α-突

触核蛋白诱导的神经炎症可能参与到 PD 的发生发

展中。 最重要的是,在 PD 患者的尸脑组织中,常检

测到 α-突触核蛋白 pS129 及聚集的现象[29-31],而在

通过 rAAV2 / 9 构建的转基因鼠的嗅球及皮层中均

检测到 pS129 及聚集的现象,且在嗅球处高表达,这
提示嗅球及皮层与 PD 的发生发展密切相关。

总之,我们成功用携带人源 SNCA 的 rAAV2 / 9
构建了 α-突触核蛋白的全脑转基因鼠,α-突触核蛋

白在整个脑中广泛表达,并出现了胶质增生及病理

性 α-突触核蛋白表达的现象。 该转基因模型的成

功建立,将为探究 α-突触核蛋白的生理作用及其在

PD 中的作用提供一定的基础。
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注:A:过表达 α-突触核蛋白引起黑质(SN)的星形胶质细胞增生;B:过表达 α-突触核蛋白引起海马(Hip)的星形胶质细胞增生;

C:过表达 α-突触核蛋白引起海马(Hip)的小胶质细胞增生;D:过表达 α-突触核蛋白引起皮层( CTX)的小胶质细胞增生。

GFAP:星形胶质细胞标志物;Iba 1:小胶质细胞标志物。

图 4　 α-突触核蛋白过表达引起胶质细胞增生

Note. A, Overexpression of α-synuclein incraese astrogliosis in Substantia nigra. B, Overexpression of α-synuclein incraese astrogliosis in

Hippocampus. C, Overexpression of α-synuclein incraese microgliosis in Hippocampus. D, Overexpression of α-synuclein incraese

microgliosis in Cerebral cortex. GFAP, The marker of astrocyte. Iba 1, The marker of microglia.

Figure 4　 Overexpression of α-synuclein associated with astrogliosis and microgliosis

注:A:免疫组化检测嗅球(OB)和皮层(CTX)中 α-突触核蛋白 pS129 的表达分布;B:免疫组化染色检测嗅球(OB)和皮层(CTX)

中聚集形式的 α-突触核蛋白的表达分布。

图 5　 病理性的 α-突触核蛋白的检测

Note. A, pS129 was detected within the neuronal soma in the olfactory bulb(OB)and cerebral cortex(CTX). B, Aggregated α-synuclein

was detected within the neuronal soma in the olfactory bulb(OB)and cerebral cortex(CTX).

Figure 5　 Detection of α-synuclein-associated pathology

79中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



参考文献:

[ 1 ]　 Du XY, Xie XX, Liu RT. The role of α-synuclein oligomers in
Parkinson′s disease [J] . Int J Mol Sci, 2020, 21(22): 8645.

[ 2 ] 　 Taguchi T, Ikuno M, Hondo M, et al. α-synuclein BAC
transgenic mice exhibit RBD-like behaviour and hyposmia: a
prodromal Parkinson′ s disease model [ J] . Brain, 2020, 143
(1): 249-265.

[ 3 ] 　 Rajsombath MM, Nam AY, Ericsson M, et al. Female sex and
brain-selective estrogen benefit α-synuclein tetramerization and
the PD-like motor syndrome in 3K transgenic mice [ J ] . J
Neurosci, 2019, 39(38): 7628-7640.

[ 4 ] 　 Butkovich LM, Houser MC, Chalermpalanupap T, et al.
Transgenic mice expressing human α-synuclein in noradrenergic
neurons develop locus ceruleus pathology and nonmotor features
of Parkinson′s disease [ J] . J Neurosci, 2020, 40( 39):7559
-7576.

[ 5 ] 　 高宁, 全雄志, 陈炜, 等. 帕金森病 α-synuclein 转基因小鼠

模型的建立 [J] . 中国比较医学杂志, 2008, 5(18): 28-31,
36, 83.

[ 6 ] 　 张丽, 陈炜, 张旭, 等. 携带 A53T 突变人 α 突触核蛋白转基

因帕金森病大鼠模型的建立 [J] . 中国比较医学杂志, 2013,
23(10): 1-6, 79-80.

[ 7 ] 　 Fernagut PO, Chesselet MF. Alpha-synuclein and transgenic
mouse models [J] . Neurobiol Dis, 2004, 17(2): 123-130.

[ 8 ] 　 Masliah E, Rockenstein E, Veinbergs I, et al. Dopaminergic loss
and inclusion body formation in alpha-synuclein mice:
implications for neurodegenerative disorders [J] . Science, 2000,
287(5456): 1265-1269.

[ 9 ] 　 Gómez-Benito M, Granado N, García-Sanz P, et al. Modeling
Parkinson′s disease with the α-synuclein protein [ J] . Front
Pharmacol, 2020, 11: 356.

[10] 　 Blesa J, Przedborski S. Parkinson′s disease: Animal models and
dopaminergic cell vulnerability [ J] . Front Neuroanat, 2014,
8: 155.

[11] 　 von Hövel FF, Rumpel R, Ratzka A, et al. AAV2 / DJ-mediated
alpha-synuclein overexpression in the rat substantia nigra as early
stage model of Parkinson′s disease [J] . Cell Tissue Res, 2019,
378(1): 1-14.

[12] 　 Faustini G, Longhena F, Varanita T, et al. Synapsin III
deficiency hampers α-synuclein aggregation, striatal synaptic
damage and nigral cell loss in an AAV-based mouse model of
Parkinson′s disease [J] . Acta Neuropathol, 2018, 136(4): 621
-639.

[13] 　 Recasens A, Ulusoy A, Kahle PJ, et al. In vivo models of α-
synuclein transmission and propagation [ J] . Cell Tissue Res,
2018, 373(1): 183-193.

[14] 　 Albert K, Voutilainen MH, Domanskyi A, et al. AAV vector-
mediated gene delivery to substantia nigra dopamine neurons:
implications for gene therapy and disease models [ J] . Genes
(Basel), 2017, 8(2): 63.

[15] 　 Chakrabarty P, Rosario A, Cruz P, et al. Capsid serotype and
timing of injection determines AAV transduction in the neonatal
mice brain [J] . PLoS One, 2013, 8(6): e67680.

[16] 　 Chansel-Debordeaux L, Bourdenx M, Dovero S, et al. In utero
delivery of rAAV2 / 9 induces neuronal expression of the transgene
in the brain: towards new models of Parkinson′ s disease [ J] .

Gene Ther, 2017, 24(12): 801-809.
[17] 　 Tenenbaum L, Chtarto A, Lehtonen E, et al. Recombinant AAV-

mediated gene delivery to the central nervous system [J] . J Gene
Med, 2004, 6(1): S212-S222.

[18] 　 Passini MA, Wolfe JH. Widespread gene delivery and structure-
specific patterns of expression in the brain after intraventricular
injections of neonatal mice with an adeno-associated virus vector
[J] . J Virol, 2001, 75(24): 12382-12392.

[19] 　 Kim JY, Ash RT, Ceballos-Diaz C, et al. Viral transduction of
the neonatal brain delivers controllable genetic mosaicism for
visualising and manipulating neuronal circuits in vivo [J] . Eur J
Neurosci, 2013, 37(8): 1203-1220.

[20] 　 Gholizadeh S, Tharmalingam S, Macaldaz ME, et al.
Transduction of the central nervous system after
intracerebroventricular injection of adeno-associated viral vectors
in neonatal and juvenile mice [ J] . Hum Gene Ther Methods,
2013, 24(4): 205-213.

[21] 　 Zhang H, Yang B, Mu X, et al. Several rAAV vectors efficiently
cross the blood-brain barrier and transduce neurons and astrocytes
in the neonatal mouse central nervous system [ J] . Mol Ther,
2011, 19(8): 1440-1448.

[22] 　 Zincarelli C, Soltys S, Rengo G, et al. Analysis of AAV
serotypes 1-9 mediated gene expression and tropism in mice after
systemic injection [J] . Mol Ther, 2008, 16(6): 1073-1080.

[23] 　 Foust KD, Nurre E, Montgomery CL, et al. Intravascular AAV9
preferentially targets neonatal neurons and adult astrocytes [ J] .
Nat Biotechnol, 2009, 27(1): 59-65.

[24] 　 Cannon JR, Geghman KD, Tapias V, et al. Expression of human
E46K-mutated α-synuclein in BAC-transgenic rats replicates
early-stage Parkinson′ s disease features and enhances
vulnerability to mitochondrial impairment [ J ] . Exp Neurol,
2013, 240: 44-56.

[25] 　 Ma KL, Song LK, Yuan YH, et al. The nuclear accumulation of
alpha-synuclein is mediated by importin alpha and promotes
neurotoxicity by accelerating the cell cycle [ J ] .
Neuropharmacology, 2014, 82: 132-142.

[26] 　 Pinho R, Paiva I, Jercic KG, et al. Nuclear localization and
phosphorylation modulate pathological effects of alpha-synuclein
[J] . Hum Mol Genet, 2019, 28(1): 31-50.

[27] 　 Bartels T, De Schepper S, Hong S. Microglia modulate
neurodegeneration in Alzheimer‘s and Parkinson’s diseases [J] .
Science, 2020, 370(6512): 66-69.

[28] 　 Booth HDE, Hirst WD, Wade-Martins R. The role of astrocyte
dysfunction in Parkinson′ s disease pathogenesis [ J ] . Trends
Neurosci, 2017, 40(6): 358-370.

[29] 　 Xu Y, Deng Y, Qing H. The phosphorylation of α-synuclein:
development and implication for the mechanism and therapy of
the Parkinson′s disease [ J] . J Neurochem, 2015, 135(1): 4
-18.

[30] 　 Ghosh D, Mehra S, Sahay S, et al. α-synuclein aggregation and
its modulation [J] . Int J Biol Macromol, 2017, 100: 37-54.

[31] 　 Burré J, Sharma M, Südhof TC. Cell biology and pathophysiology
of α-synuclein [ J] . Cold Spring Harb Perspect Med, 2018, 8
(3): a024091.

〔收稿日期〕2020-11-24

89 中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



2021 年 4 月

第 31 卷　 第 4 期
中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
April, 2021

Vol. 31　 No. 4

姬桂青,邱天,景瑾,等. B6-Co 小鼠眼睑成纤维细胞生长曲线及 HSP70 表达研究 [J]. 中国比较医学杂志, 2021, 31(4): 99
-106.
Ji GQ, Qiu T, Jing J, et al. Growth curve and HSP70 expression of eyelid fibroblasts in B6-Co mice [J]. Chin J Comp Med, 2021, 31
(4): 99-106.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2021. 04. 015

[作者简介]姬桂青(1994—),女,在读硕士研究生,研究方向:人类疾病动物模型。 E-mail:1337729738@ qq.com
[通信作者]邵义祥(1956—),男,博士,教授,研究方向:实验动物培育与应用,人类疾病动物模型。 E-mail:shaoyx@ ntu.edu.cn

B6-Co 小鼠眼睑成纤维细胞生长曲线及 HSP70
表达研究

姬桂青1,3,邱　 天2,景　 瑾3,朱顺星3,邵义祥3∗

(1.南通大学神经再生重点实验室,江苏 南通　 226001; 2.华东师范大学第二附属中学,上海　 201203;
3.南通大学比较医学研究所,江苏 南通　 226001)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索 B6-Co 小鼠与正常 C57BL / 6 小鼠眼睑成纤维细胞增殖能力与 HSP70 蛋白表达的差异。
方法　 C57BL / 6(B6)小鼠按雌雄小鼠 2 ∶1的比例配种获取孕鼠;B6-Co 小鼠按 B6(雄)×B6-Co(雌)= 1 ∶2或 B6(雌)
×B6-Co(雄)= 2 ∶1比例配种获得孕鼠,取 18. 5 d 的孕鼠腹中胚胎,再取胚胎眼睑组织培养小鼠眼睑成纤维细胞;用
免疫荧光、HE 染色鉴定原代细胞、观察成纤维细胞形态。 根据血球计数板直接计数法观察两种细胞生长曲线的差

异,用 Real-time PCR 和 Western blot 检测两种细胞中 HSP70 的表达量。 体外构建 HSP70 基因 siRNA 干扰载体,
Lipofectamin2000 转染 B6 小鼠眼睑成纤维细胞;Real-time PCR 和 Western blot 实验从 mRNA 和蛋白水平分别检测

HSP70 的相对表达量,测定其干扰效率;Transwell 实验检测 B6 小鼠眼睑成纤维细胞的迁移能力。 结果　 小鼠眼睑

成纤维细胞生长曲线结果表明,B6-Co 小鼠眼睑成纤维细胞增殖速度慢于 B6 小鼠眼睑成纤维细胞(P < 0. 01)。
B6-Co 小鼠成纤维细胞中 HSP70 表达量远远低于 B6 小鼠成纤维细胞,具有显著性差异。 B6 小鼠眼睑成纤维细胞

转染 HSP70 siRNA 干扰载体后,siRNA-HSP70-3 干扰效率最强,mRNA 和蛋白水平均被有效抑制,干扰效率高达

70%(P< 0. 05);siRNA-HSP70 组在迁移能力上亦显著低于对照组(P< 0. 05)。 结论　 HSP70 基因及蛋白表达下调

影响 B6-Co 的成纤维细胞生长曲线,构建的 siRNA-HSP70-3 干扰载体能够有效抑制 B6 小鼠眼睑成纤维细胞中

HSP70 基因的表达,并显著抑制细胞迁移。 HSP70 可能参与成纤维细胞胚胎期发育的调控,是造成其 EOB 表型的

重要原因之一。
【关键词】 　 眼睑成纤维细胞;HSP70;C57BL / 6;B6-Co;迁移
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Growth curve and HSP70 expression of eyelid fibroblasts in B6-Co mice

JI Guiqing1,3, QIU Tian2, JING Jin3, ZHU Shunxing3, SHAO Yixiang3∗

(1. Key Laboratory of Nerve Regeneration, Nantong University, Nantong 226001, China.
2. NO.2 High School of East China Normal University, Shanghai 201203.

3. Institute of Comparative Medicine, Nantong University, Nantong 226001)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To examine the mechanism of the eye-open at birth (EOB) phenotype in B6-Co mice at
birth. Methods　 C57BL / 6 (B6) mice were bred at a ratio of male to female mice of 2 ∶1 to obtain pregnant mice. B6-Co



mice were bred by B6 (male) mice with B6-Co (female) mice at a ratio of 1 ∶2 or B6 (female) mice with B6-Co (male)
mice at a ratio of 2 ∶ 1 hybridization to obtain pregnant mice. We selected 18. 5-day embryos of pregnant mice and then
collected embryonic eyelid tissue to culture mouse eyelid fibroblasts. We used immunofluorescence and hematoxylin and
eosin staining to identify primary cells and observe morphology of fibroblasts. The difference in growth curves between two
cell types was observed using the direct counting method with a hemocytometer. Real-time PCR and Western blot were used
to detect HSP70 expression in the two cell types. Lipofectamin2000 was used to transfect the fibroblasts.The HSP70 gene
mRNA and protein expression levels were detected by Real-Time PCR and Western blot to determine the interference
efficiency. The migration ability of fibroblasts was detected by Transwell experiment. Results　 The growth curve of eyelid
fibroblasts showed that B6-Co mouse eyelid fibroblasts proliferated more slowly than B6 mouse eyelid fibroblasts (P <
0. 01). However, HSP70 expression levels in B6-Co mouse fibroblasts were significantly lower than those in B6 mouse
fibroblasts. After the fibroblasts were transfected with HSP70 siRNA interference vector, the expression levels of HSP70
gene on mRNA and protein were effectively inhibited. Among them, siRNA-HSP70 - 3 has the strongest interference
efficiency, and the interference efficiency was up to 70% (P< 0. 05). The migration abilities of fibroblasts in the siRNA-
HSP70 group were significantly lower (P< 0. 05) than those in the siRNA -NC group. Conclusions 　 Downregulation of
HSP70 gene and protein expression affects the growth curve of fibroblasts in B6-Co mice and may be involved in regulation
of embryonic development of fibroblasts. The constructed siRNA-HSP70-3 interference vector can effectively inhibit the
expression of target gene HSP70 on fibroblasts, and can significantly inhibit the cell migration. This could be one of the
important reasons for the EOB phenotype of B6-Co mice.

【Keywords】　 eyelid fibroblasts; HSP70; C57BL / 6; B6-Co; migration

　 　 先天性的角膜混浊(congenital corneal opacities,
CCO)在新生儿中患病率只有 1. 4‰,虽然罕见但患

病严重易致盲,如不能得到诊治,将会导致弱视,影
响新生儿的视觉发育,或者波及其全身发育(引发

生长迟缓等) [1]。 因此能够及早发现并治疗 CCO,
具有重要意义。 一般研究认为常见的 CCO 病因主

要有两种:一是外胚叶发育障碍性的角膜混浊,由
于外胚叶的晶状体和囊泡不能正常地分离外胚叶;
二是炎症引起角膜混浊 (母体内血液或羊水感

染) [2]。 前一种发育障碍主要是常染色体显性遗传

因素导致,但深入机制尚不明确,这与先天性眼睑

闭合不全(eyelid open at birth,EOB)模型鼠[3] 的现

象极为相似。
EOB 小鼠在出生时眼睑开放,这种异常现象可

能是导致后代小鼠眼部疾患的重要原因[4]。 有研

究发现通过 ENU 诱变建立的 B6-Co 突变系小鼠即

具有 EOB 特征[5-7]。 两种小鼠角膜组织全蛋白二

维凝胶电泳结果显示,相比 C57BL / 6 小鼠(以下简

称:B6 小鼠),B6-Co 小鼠电泳结果发现蛋白质点显

著上调的有 6 个,显著下调的蛋白质点有 13 个,其
中 HSP70 下 调 最 为 显 著[8]。 热 休 克 蛋 白 70
(HSP70)是热休克蛋白家族中被研究最多的一种,
尤其是对 HSP70 家族的结构、功能以及表达调控机

理的研究较多[9-10],HSP70 在细胞的周期调控[11]、
胚胎发育[12-14]、衰老中具有重要的生物学功能[15]。

而前期实验[8] 检测两种老鼠眼睑组织内 HSP70 蛋

白表达差异性显著,所以 HSP70 与 B6-Co 小鼠 EOB
表型出现可能存在联系。

因此,本实验选取从突变系 B6-Co 小鼠和正常

B6 小鼠(取 18. 5 d 孕鼠腹中胚胎)中取材培养的成

纤维细胞[16-20],验证 HSP70 在两种细胞中的含量

是否存在差异,通过小干扰敲低 B6 成纤维细胞

HSP70 表达,检测其迁移能力变化。 为体外验证

HSP70 的表达能否调控两种细胞的生物学行为提

供前期基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 实验所用 SPF 级 C57BL / 6 小鼠雌鼠 20 只、
雄鼠 10 只(18~22 g,误差小于 10%)以及其突变系

B6-Co 小鼠(SPF 级,18 ~ 22 g 误差小于 10%)雌鼠

10 只、雄鼠 5 只,选用小鼠均为 8 周龄,均由南通大

学实验动物中心提供[SCXK(苏)2019-0001]。 前

期实验取材于南通大学实验动物中心[SYXK(苏)
2017-0045]完成。 实验鼠饲养于 SPF 级屏障动物

房内,室内温度(21 ± 1)℃,相对湿度(55 ± 5)%,
自由采食和自由饮水,昼夜明暗交替时间 12 h / 12
h,定期更换笼具、垫料,实验过程中所有操作符合

实验动物福利要求,获得南通大学实验动物伦理委

员会批准( IACUC:20180808-001)。 B6 雄性与 B6
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雌性小鼠以 1 ∶2比例配对,共 5 笼;B6-Co 雄性小鼠

与 B6 雌性或 B6 雄性与 B6-Co 雌性小鼠以 1 ∶2比例

配对,共 5 笼。 每天早上 8 点前检栓,见栓当日胚龄

记为 0. 5 d。
1. 2　 主要试剂与仪器

CO2 细胞培养箱 ( Thermo);倒置相差显微镜

(Leica);Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit
(Roche,REF:04897030001);0. 25% 胰蛋白酶(含
EDTA)(Hyclone)、总 RNA 提取试剂( TRIzol) (生

工,Lot:FB06KB3578);SDS - PAGE Preparation kit
凝胶试剂盒(生工,C631100 - 0200);GAPDH 一抗

(Abcam, ab9485);HSP70 一抗 ( Abcam, ab2787);
lysis buffer (生工, G301DB0009); 胎牛血清, FBS
(Gibico,美国);DMEM 高糖培养基(Gibico,美国)

表 1　 根据 HSP70 基因设计 siRNA 序列
Table 1　 Design siRNA sequence based on HSP70 gene

基因 Gene 正义链 Sense 反义链 Antisense
阴性对照 Negative control 5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’ 5’- ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’

小干扰 RNA-HSP70-1 siRNA-HSP70-1 5’-GAAGACAUAUAGUCUAGCUTT-3’ 5’- AGCUAGACUAUAUGUCUUCTT-3’
小干扰 RNA-HSP70-2 siRNA-HSP70-2 5’-CGAUUACUGUCAAGGUUAUTT-3’ 5’-AUAACCUUGACAGUAAUCGTT-3’
小干扰 RNA-HSP70-3 siRNA-HSP70-3 5’-CCUUCCUGCAUACAUGUCUTT-3’ 5’-AGACAUGUAUGCAGGAAGGTT-3’

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分离和培养小鼠眼睑成纤维细胞

取妊娠期 18. 5 d 的孕鼠麻醉消毒,剖腹取胎鼠

(观察 B6-Co 胎鼠的眼睑部开闭,眼睑开启则为

EOB 表型小鼠,眼睑关闭则舍弃,B6 孕鼠腹中胎鼠

则全部可用)的眼睑组织剪碎,胰酶消化,100 目、40
目网筛梯度过滤,离心,完全培养基重悬,放于

37℃、5% CO2 培养箱中培养;24 h 后换新鲜完全培

养基。 细胞按照 1 ∶3传代,传代 3 次以上待用。
1. 3. 2　 小鼠眼睑成纤维细胞的观察　

将细胞传代培养到第 3 代时,将细胞接种于圆

玻片上,进行细胞爬片;待细胞密度约 80%,弃去培

养基,PBS 洗涤,70%乙醇固定过夜,PBS 轻洗细胞;
苏木素染色 20 min,自来水清洗。 伊红染色 2 s,自
来水清洗。 乙醇梯度脱水透明,滴加中性树胶盖玻

片,拍照。
1. 3. 3　 小鼠眼睑成纤维细胞的鉴定　

将细胞传代培养到第 3 代时,将细胞接种于圆

玻片上,进行细胞爬片;待细胞密度约 80%,弃去培

养基,PBS 洗涤细胞,进行固定、通透、封闭等常规细

胞免疫荧光染色步骤,在荧光显微镜下观察拍照。
1. 3. 4　 检测小鼠眼睑成纤维细胞的生长曲线　

取对数生长期细胞,每孔种 2×104 个细胞。 将

接种好的细胞培养板放入培养箱中培养过夜,每组

设 3 个复孔取均值,实验重复 3 次。 在培养 1 d、2
d、3 d、4 d、5 d、6 d 和 7 d 后直接血球计数板进行细

胞计数。
1. 3. 5　 两种成纤维细胞内 HSP70 mRNA 含量检测

从 18. 5 d 的孕鼠体内获取 B6-Co 和 B6 胎鼠,从
其眼睑部位取材培养成纤维细胞待其传代 3 次之后

种六孔板,重复 3 次。 通过常规方法提取 RNA、逆转

录和 Real-time PCR(目的基因以内参基因的 GAPDH
进行校正,每个样本 3 次重复。 根据 HSP70 基因

mRNA 设计 RT-PCR 反应引物:GAPDH:Primer-F:5’-
GGAGCGAGACCCCACTAAC-3 ’; Primer-R: 5 ’-
GGCGGAGATGATGACCCT-3’. HSP70:Primer-F:5’-
CCAAGGTGCAGGTGAAC TACAAGG-3’; Primer-R:
5’-GCCGCTGAGAGTCGTTGAAGTAG-3’.)使用 2-ΔΔCT

法进行相对定量分析。
1. 3. 6　 Western blot 检测眼睑成纤维细胞内 HSP70
蛋白相对表达量　

在两种细胞培养至第 3 代后,接种细胞,收集 3
次样本,提取两种细胞的全蛋白、电泳(80 V,120
V)、转膜(300 mA,90 min),室温封闭 2 h。 一抗

4℃孵育过夜(1 / 1000),PBST 洗 3 × 10 min。 二抗

室温孵育 2 h(1 / 1000),PBS 洗 3 × 20 min,显影。
1. 3. 7　 siRNA-HSP70 的设计与合成

在 NCBI 数据库查询小鼠 HSP70 基因序列

(Accession Number:NM_010478. 2),最终设计 3 条

siRNA 序列、1 条 NC 序列进行合成,见表 1。 siRNA-
HSP70 的合成委托上海吉玛制药技术有限公司。
1. 3. 8 　 siRNA-HSP70 转染 B6 小鼠眼睑成纤维

细胞

B6 小鼠眼睑成纤维细胞种于 12 孔板中,待密

度达到 50% ~ 60%时,取 2 μL siRNA-HSP70 溶于

100 μL Opti-MEM 基 培 中, 再 取 2 μL
Lipofectamin2000 溶于 100 μL Opti-MEM 基培中,混
匀后,室温各孵育 5 min;再将两者混匀,室温孵育
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20 min;成纤维细胞换液,更换成基础培养液 800
μL;混合液加入 12 孔板中,混匀,细胞 37℃,5%
CO2 培养箱中培养 6 h 后更换成完全培养液。 细胞

转染后 48 h 提取总 RNA、72 h 提取总蛋白。
1. 3. 9　 Transwell 检测眼睑成纤维细胞迁移能力的

变化

本实 验 选 用 直 径 6. 5 mm, 孔 径 8 μm 的

Transwell 小室;0. 25%胰酶将转染的细胞消化,以
DMEM 基础培养基重悬并调整细胞浓度至每毫升 5
×105 个细胞;加 100 μL 细胞悬液至 Transwell 上室,
加入 500 μL DMEM 培养基(含 5%胎牛血清) 至

Transwell 下室,于 CO2 培养箱中培养 24 h;取出

Transwell 小室,吸尽培养基,PBS 清洗 3 次;放入 4%
多聚甲醛中固定 20 min;弃固定液,PBS 摇床洗 10
min;放入结晶紫中室温染色 10 min;PBS 轻洗 2 次,
每次 5 min;用脱脂棉擦去小室上表面细胞,显微镜

下取 5 个视野拍照计数,以备后续统计、分析。
1. 4　 统计学方法

采用 STATA V16. 1 统计学软件进行数据处理,
用 GraphPad Prism 8 软件进行统计作图。 数据结果

用平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,获得数据分析为正

态性分布,采用配对 t 检验,当 P< 0. 05 视为差异有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 成纤维细胞形态

使用倒置相差显微镜观察从 B6 和 B6-Co 小鼠

眼睑取出的成纤维细胞,在 400 倍镜下可以看出两

种成纤维细胞都呈现梭形、星型、多角型。 但是 B6
小鼠的成纤维细胞更为舒展,且胞体较大;而 B6-Co
小鼠的眼睑成纤维细胞在 400 倍镜下发现其边缘较

为粗糙,形态与 B6 相比更为狭小,见图 1。
2. 2　 通过免疫荧光法鉴定 B6 和 B6-Co 小鼠成纤

维细胞

使用免疫荧光技术鉴定原代取材的细胞,根据

文献查阅发现:使用眼睑部位皮肤进行原代取材一

般存在两种细胞:成纤维细胞与角质形成细胞。 因

此使用 Vimentin (波形蛋白)和 Cytokeratin (细胞角

蛋白)进行免疫荧光染色(图 2、图 3),因为波形蛋

白是成纤维细胞的标志性蛋白,而细胞角蛋白是角

质形成细胞的标志性蛋白。 所以从图 2、图 3 中发

现,在 B6 与 B6-Co 两种成纤维细胞中的细胞质里,
发现被染色的波形蛋白,而没有出现细胞角蛋白,

说明成纤维细胞纯度达到 100%。 因此,可以证明

原代取材 B6 和 B6-Co 小鼠眼睑部位成纤维细胞

成功。
2. 3　 通过 HE 染色观察 B6 和 B6-Co 小鼠成纤维

细胞

HE 染色方法主要是用苏木素染核呈蓝色,而
伊红染色主要是染细胞胞浆。 从图 4 可以发现,绝
大多数细胞呈长梭形,胞浆为红色,细胞核被染成

蓝色,符合成纤维细胞特征。 B6 和 B6-Co 小鼠成纤

维细胞在 HE 染色上没有显著性差别。
2. 4　 通过血球计数板法检测 B6 和 B6-Co 小鼠成

纤维细胞生长

通过血球计数板计数法,原代取材培养三代以

后,胰酶消化后离心弃上清,重悬沉淀,人工计数,
种板———每孔约 2×104 个。 之后 7 d 定时通过数值

统计,得出图 5 的两种细胞生长曲线。 可以发现两

种细胞都呈现增殖趋势,但在第 7 天略微下降,细胞

长满进入平台期。 而 B6 小鼠成纤维细胞数量统计

每天都略高于 B6-Co 小鼠成纤维细胞数量,B6 小鼠

成纤维细胞第 1 天后即进入指数增长期,B6-Co 则

在第 2 天进入指数增长期,因此由图 5 可以判定,
B6-Co 小鼠成纤维细胞增殖速度显著低于 B6 正常

成纤维细胞增殖速度(P< 0. 01)。
2. 5　 通过 Real-time PCR 法检测 B6-Co 和 B6 小

鼠成纤维细胞内 HSP70 mRNA 的表达

通过常规方法提取 RNA 进行 Real-time PCR 实

验,从图中发现,B6-Co 小鼠眼睑部位成纤维细胞

HSP70 mRNA 表达量低于 B6 小鼠眼睑成纤维细

胞,且二者具有显著性差异(图 6)。
2. 6　 通过 Western blot 检测 B6-Co 和 B6 小鼠成

纤维细胞内 HSP70 蛋白表达量

通过 Western blot 实验发现,B6-Co 小鼠眼睑部

位成纤维细胞的 HSP70 蛋白表达量低于 B6 小鼠成

纤维细胞,且二者具有显著性差异(图 7)。
2. 7　 siRNA-HSP70 对 HSP70 基因的干扰效率

在转 染 48 h 后, 通 过 Real-time PCR 验 证

HSP70 基因 mRNA 水平的干扰效率;在转染 72 h
后,通过 Western blot 验证 HSP70 基因蛋白水平的

干扰效率。 结果表明(图 8):各组均能对靶基因的

mRNA 及蛋白表达产生抑制作用,siRNA-HSP70-3
组较其他组抑制作用最强,B6 小鼠眼睑成纤维细胞

HSP70 基因的表达量下降最为显著,干扰效率高达

70%以上(P< 0. 01),以上结果表明 siRNA-HSP70-
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注:A、B、C:B6 小鼠眼睑成纤维细胞;D、E、F:B6-Co 小鼠眼睑成纤维细胞。

图 1　 B6、B6-Co 小鼠眼睑成纤维细胞形态图

Note. A / B / C, B6 mouse orbital fibroblasts. D / E / F, B6-Co mouse orbital fibroblasts.

Figure 1　 Morphology of orbital fibroblasts in B6 and B6-Co mice

注:A:波形蛋白;D:细胞角蛋白;B、E:DAPI 染色;C、F:合成图。

图 2　 免疫荧光鉴定 B6 小鼠的眼睑成纤维细胞

Note. A, Vimentin. D, Cytokeratin. B / E, DAPI staining. C / F, Merge.

Figure 2　 Immunofluorescence identification of orbital fibroblasts from B6 mice

注:A:波形蛋白;D:细胞角蛋白;B、E:DAPI 染色;C、F:合成图。
图 3　 免疫荧光鉴定 B6-Co 小鼠的眼睑成纤维细胞

Note. A, Vimentin. D, Cytokeratin. B / E, DAPI staining. C / F, Merge.
Figure 3　 Immunofluorescence identification of orbital fibroblasts from B6-Co mice
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注:A / B / C:B6 小鼠眼睑成纤维细胞;D / E / F:B6-Co 小鼠眼睑成纤维细胞。
图 4　 HE 染色鉴定 B6 与 B6-Co 小鼠眼睑成纤维细胞

Note. A / B / C, B6 mouse orbital fibroblasts. D / E / F, B6-Co mouse orbital fibroblasts.
Figure 4　 HE staining of B6 and B6-Co mouse orbital fibroblasts

注:血球计数板计数 B6 和 B6-Co 小鼠成纤维细胞个数,
与 B6 组相比,∗∗P < 0. 01。
图 5　 B6 和 B6-Co 小鼠成纤维细胞生长曲线

Note. The number of fibroblasts in B6 and B6-Co mice was
counted by blood cell counting plate. Compared with the B6
group, ∗∗P < 0. 01.

Figure 5　 Growth curve of fibroblasts in B6 and B6-Co mice

注:Real-time PCR 检测 B6-Co 和 B6 小鼠成纤维细胞

内 HSP70 mRNA 表达量。 与 B6 组相比,∗∗P < 0. 01。
图 6　 B6-Co 和 B6 小鼠成纤维细胞内

HSP70 mRNA 表达量对比
Note. The expression of HSP70 mRNA in B6-Co and B6
mouse fibroblasts was detected by Real-time PCR.
Compared with the B6 group, ∗∗P< 0. 01.

Figure 6　 Comparison of HSP70 mRNA expression in
fibroblasts of B6-Co and B6 mice

3 能够有效靶向抑制 HSP70 基因的表达,保证后续

实验的有效开展。
2. 8　 siRNA-HSP70 对 B6 成纤维细胞迁移能力的

影响

通过 Transwell 迁移实验检测 HSP70 基因下调后

成纤维细胞的体外迁移能力,由实验结果(图 9)可知,
siRNA -HSP70 组的成纤维细胞,在 Transwell 小室接种

培养 24 h 后,其穿过小室的细胞数量极显著低于

siRNA -NC 组(P< 0. 01),这表明敲低 HSP70 基因能够

显著降低 B6 成纤维细胞的体外迁移能力。

3　 讨论

先天性角膜混浊( congenital corneal opacities,
CCO) 是一种较为罕见的遗传性疾病,目前对于

CCO 的诊断治疗仍在不断探索之中,而对发育障碍

引发的角膜混浊一直广受眼科学研究者关注。
发育障碍引发角膜混浊主要由遗传因素导致,

这与 EOB 模型鼠的现象类似。 人类胚胎时期眼睛

的发育过程一般有以下几个过程:眼睑生长———覆

盖眼球———全部融合———重新打开(出生后) [16]。
在小鼠胚胎期眼睛发育过程中,同样经历上下眼睑

生长———覆盖眼球———全部融合———重新打开的

过程[4],与人类不同的是正常小鼠出生时闭眼,至
出生后 12 ~ 14 d 才睁眼。 而 EOB 表型的小鼠在出

生时即睁眼,这种异常现象是导致后代小鼠眼部患

病的重要原因之一。 B6-Co 突变系小鼠出生时眼睑

即张开,使得幼年期眼部易受病原体感染[5],不能

保护小鼠眼睛的正常发育,从而易患角膜炎,进而

逐步发展为角膜混浊,与人类角膜混浊的发病机制

极为相似,是研究人类 CCO 的良好疾病动物模型。

401 中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



注:Western blot 检测 B6-Co 和 B6 小鼠眼睑成纤维细胞内 HSP70 蛋白表达及其统计图。 与 B6 组相比,∗P < 0. 05。
图 7　 B6-Co 和 B6 小鼠眼睑成纤维细胞内 HSP70 蛋白表达量对比

Note. Western blot was used to detect the expression of HSP70 protein in B6-Co and B6 mouse eyelid fibroblasts and its statistical diagram. Compared
with the B6 group, ∗P < 0. 05.

Figure 7　 Comparison of HSP70 protein expression in fibroblasts of B6-Co and B6 mice

注:A:Real-time PCR 检测成纤维细胞在转染 siRNA-HSP70 后 HSP70 mRNA 的相对表达量;B:Western blot 检测 HSP70 蛋白的表达

量;C:B 的统计结果。 与 siRNA-NC 组相比,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。
图 8　 siRNA-HSP70 对 HSP70 基因的干扰效率

Note. A, Real-time PCR was used to detect the relative expression of HSP70 mRNA in fibroblasts after transfection with siRNA-HSP70. B,
Western blot to detect HSP70 protein expression. C, B statistical results. Compared with the siRNA-NC group, ∗P< 0. 05, ∗∗P< 0. 01.

Figure 8　 The interference efficiency of siRNA-HSP70 on HSP70 gene

注:A:siRNA-NC 组穿过 Transwell 小室的成纤维细胞;B:siRNA-HSP70 组穿过 Transwell 小室的成纤维细胞;C:A、B 的统计图。 与

siRNA-NC 组相比,∗P< 0. 05。
图 9　 siRNA-HSP70 对成纤维细胞迁移能力的影响

Note. A, Fibroblasts passing through Transwell chamber in siRNA-NC group. B, Fibroblasts passing through Transwell chamber in siRNA-
HSP70 group. C, Statistical charts for A and B. Compared with the siRNA-NC group, ∗P < 0. 05.

Figure 9　 Effect of siRNA-HSP70 on migration ability of fibroblasts

HSP70 蛋白是热休克蛋白家族中被研究较多

的一种蛋白,大多数研究者关注在 HSP70 家族的结

构、功能以及表达调控机理方面的研究[11-14]。 在前

期实验中通过比较两种小鼠角膜组织蛋白分析发

现突变系 B6-Co 小鼠中 HSP70 基因的表达量显著

下调[8],所以 B6-Co 小鼠体内 HSP70 表达量的进一

步降低可能影响了眼睑成纤维细胞增殖迁移[16] 能

力,导致其胚胎期上下缘眼睑无法正常生长融合,

导致该小鼠出生时的 EOB 表型。 有研究表明,
HSP70 在细胞内的含量可能与胚胎发育中保护与

被保护有关[21],细胞内 HSP70 的表达量的高低可

能影响成纤维细胞在胚胎期发育[22-27]。 眼睑边缘

部位细胞迁移障碍是引发 B6-Co 出现 EOB 表型的

重要原因,因而成纤维细胞的迁移运动能力强弱是

小鼠出生前眼睑愈合重要因素。 而实验(图 9)通过

小干扰实验敲低 B6 小鼠成纤维细胞 HSP70 的表
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达,使用 Transwell 检测细胞迁移能力,发现成纤维

细胞的迁移能力被显著性降低(P < 0. 05)。
本实验结果表明,B6 和 B6-Co 小鼠胚胎期眼睑

成纤维细胞内 HSP70 的 mRNA 表达量和蛋白表达

量存在显著差异,与两种小鼠角膜组织蛋白二维凝

胶电泳的结果一致。 说明 HSP70 基因及蛋白表达

下调影响了 B6-Co 的成纤维细胞生长曲线,同时下

调 HSP70 表达降低了成 B6 纤维细胞迁移能力。 因

此 HSP70 基因可能参与成纤维细胞胚胎期发育的

调控,最终造成 B6-Co 小鼠 EOB 表型。 HSP70 基因

如何调控成纤维细胞的增殖、迁移和凋亡? 其他相

关基因又是如何影响成纤维细胞的生长发育? 眼

睑、眼附属器以及眼角膜等胚胎发育过程中的协调

机制又是如何实现的? 这一系列问题均有待于持

续深入研究才能阐明,而 B6-Co 小鼠将来能否作为

眼病研究的动物模型还需进一步探讨。
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小鼠生殖细胞特异性转录因子 NOBOX 调控初级
卵泡发育机制的研究

张　 雪1,2,金美玉1,2,于　 洋1,2,郑志红1,2∗

(1.中国医科大学实验动物部,沈阳　 110000; 2.辽宁省转基因动物研究重点实验室,沈阳　 110000)

　 　 【摘要】 　 目的　 NOBOX 是在原始卵泡激活过程中起关键作用的转录因子,可直接调控 Gdf9 转录,并参与

GDF9 / SMAD 通路影响颗粒细胞增殖分化,但其在初级卵泡及之后的具体调控机制并不清楚。 Kit 作为影响卵泡发

育的重要基因,其启动子存在多个 NOBOX 结合位点。 本研究拟探索在初级卵泡发育阶段,转录因子 NOBOX 对 Kit
的转录调控作用,以及通过 GDF9 / SMAD 通路对卵泡发育的影响。 方法　 体外培养初级卵泡统计发育时间;qRT-
PCR 检测显微注射 Nobox-siRNA 的初级卵泡中 Nobox、Kit、Kitl、Gdf9 的 mRNA 表达变化;Western blot 检测显微注射

Nobox-siRNA 的初级卵泡中 NOBOX、KIT、P-SMAD的蛋白表达变化;ChIP 实验验证转录因子 NOBOX 在 Kit 基因启

动子上的结合位点。 结果　 初级卵泡在体外培养第 5 天可发育为次级卵泡,注射 Nobox-siRNA 的初级卵泡延缓 2 d
发育至次级;初级卵泡中注射 Nobox-siRNA 后,卵泡中 Nobox、Kit、Kitl、Gdf9 mRNA 表达显著下调,NOBOX、KIT、P-
SMAD2 / 3 蛋白表达量降低;转录因子 NOBOX 可以结合于 Kit 基因启动子。 结论　 NOBOX 是小鼠初级卵泡发育至

次级卵泡的关键基因,NOBOX 可直接结合 Kit 基因启动子,且影响初级卵泡中 KITL / KIT 和 GDF9 / SMAD 通路。
【关键词】 　 初级卵泡;NOBOX;ChIP;Kit
【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】1671-7856(2021) 04-0107-08

Study of the mechanism by which the mouse germ cell-specific transcription
factor NOBOX regulates primary follicle development

ZHANG Xue1,2, JIN Meiyu1,2, YU Yang1,2, ZHENG Zhihong1,2∗

(1. Department of Laboratory Animal Science, China Medical University, Shenyang 110000, China.
2.Key Laboratory of Transgenetic Animal Research, Liaoning Province, Shenyang 110000)

　 　 【Abstract】　 Objective　 NOBOX is a transcription factor that plays a key role in the activation of primary follicles.
It directly regulates the transcription of Gdf9 and participates in the GDF9 / SMAD pathway to affect the proliferation and
differentiation of granulosa cells. Kit, an important gene affecting follicular development, has multiple NOBOX binding sites
in its promoter. In this study, we aimed to investigate the transcriptional regulation of Kit by the transcription factor NOBOX
in the primary follicular development stage as well as the influence of the GDF9 / SMAD pathway on follicular development.
Methods　 The development time of primary follicles in vitro was measured. qRT-PCR was used to detect the mRNA
expression changes of Nobox, Kit, Kitl and Gdf9 in primary follicles injected with Nobox-siRNA. Western blot was used to



measure protein expression changes for NOBOX, KIT and P-SMAD in primary follicles injected with Nobox-siRNA. ChIP
assay was used to identify the binding site of NOBOX on the Kit gene promoter. Results　 Primary follicles developed into
secondary follicles on the 5th day in vitro. Injection of Nobox-siRNA into primary follicles delayed their development into
secondary follicles by 2 days. After Nobox-siRNA injection into primary follicles, the expression of Nobox, Kit, Kitl and
Gdf9 mRNAs in follicles was significantly downregulated, and the expression levels of NOBOX, KIT and P-SMAD2 / 3
proteins were decreased. NOBOX showed binding to the Kit gene promoter. Conclusions 　 NOBOX is a key gene in the
development of primary follicles to secondary follicles in mice. NOBOX directly binds to the Kit gene promoter and affects
the KITL / KIT and GDF9 / SMAD pathways in primary follicles.

【Keywords】　 primary follicle; NOBOX; ChIP; Kit

　 　 卵泡发育是一个复杂而又精密的调控过程[1],
从原始生殖细胞分化为卵原细胞,再到原始卵泡发

育为成熟卵泡,经历了一系列特定基因的程序性表

达[2]。 Nobox 是小鼠生殖细胞特异性表达基因,编
码一个转录因子,主要表达于卵巢组织,其基因敲

除小鼠显示卵巢早衰[3-5],雌鼠无生育能力[6-7]。
Nobox 在整个卵泡发育阶段均有表达,参与原始卵

泡的形成及激活。 由于卵泡发育是连续动态的过

程,生殖细胞特异性基因具有阶段性特征,有必要

分阶段对转录因子的作用进行研究。 目前广泛性

敲除 Nobox 只能探究其在原始卵泡中的作用机制,
其在初级卵泡及之后的作用尚未有人研究。 Kit 作
为广泛性表达基因,在生殖细胞中也发挥着重要的

作用。 Kit 表达于卵泡发育的所有阶段,贯穿整个卵

子发生过程,影响 PGCs 的增殖和分化,可参与

PI3K / AKT 和 KITL / KIT 通路影响卵泡发育[8-9]。 在

原始卵泡激活过程中,生殖细胞特异性转录因子

SOHLH1 可直接转录激活 Kit 表达,并通过 PI3K /
AKT 通路参与原始卵泡激活[8, 10-11]。 与 NOBOX 表

达模式不同,SOHLH1 只表达于卵原细胞、原始卵

泡,在初级卵泡中表达逐渐消失,而在次级卵泡和

其之后的阶段不再表达[12-13]。 当原始卵泡发育为

初级卵泡后,SOHLH1 表达逐渐消失,Kit 仍持续大

量表达,此时 Kit 还应受到其他转录因子调控。 作

为生殖细胞特异性转录因子,NOBOX 在卵泡整个发

育阶段均有表达,通过软件分析发现 Kit 启动子存

在多个 NOBOX 结合位点(NBE),存在转录调控的

可能性。 此外,在初级卵泡发育至次级卵泡过程

中,TGF-β / SMADs 信号通路作为卵母细胞与颗粒细

胞沟通的标志性通路开始调控卵泡发育[14-17]。 生

长因子 GDF9 作为 TGF-β 超级家族的成员,在初级

卵泡中开始表达,已有研究表明 NOBOX 可直接转

录调控 Gdf9[18],并参与 GDF9 / SMAD 通路影响颗粒

细胞增殖分化。 本研究拟探索在初级卵泡发育阶

段,转录因子 NOBOX 对 Kit 的转录调控作用,以及

通过 GDF9 / SMAD 通路对卵泡发育的影响,完善转

录因子 NOBOX 在卵泡发育过程中的作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

本实验中共使用 20 只 20 d 日龄及 9 只 6 周龄

的 SPF 级 C57BL / 6J 雌性小鼠(三次重复实验),体
重分别约 9~12 g 及 16~18 g(误差不大于 10%),来
源于中国医科大学实验动物部[SCXK(辽) 2018-
0004],取材在中国医科大学实验动物科学部屏障

动物实验设施进行[SYXK(辽)2018-0008],取材过

程按实验动物使用的 3R 原则给予人道关怀。 本实

验经过中国医科大学实验动物福利与伦理委员会

及实验动物管理和使用委员会( Institutional Animal
Care and Use Committee, IACUC ) 审 查 通 过

(2019260)。
1. 2　 主要试剂与仪器

M2 培养基(Cat#M7167,Sigma);α-MEM(Cat#
32571036,Gibco);FBS(Cat#FB15011,CLARK);ITS
(Cat# I3146, Sigma);谷氨酸盐 ( Cat #25030 - 801,
Gibco);矿物油 ( Cat #M8410, Sigma);Nobox-siRNA
(上 海 吉 玛 制 药 技 术 有 限 公 司, 中 国 );
LipofectamineTM 3000 ( Cat # L3000015, Invitrogen );
MinuteTM 蛋 白 提 取 试 剂 盒 ( Cat # SD001 / SN-002,
Invent);Anti-NOBOX(Cat # sc-514178,Santa);Anti-
KIT ( Cat # 3074 s, Cell Signal Technology ); Anti-
Phospho-SMAD2 / SMAD3 ( Cat # 8828 s, Cell Signal
Technology ); Anti-GAPDH ( Cat # YM3029,
Immunoway);mirVana TM miRNA Isolation Kit ( Cat #
AM1561, Invitrogen ); EZ-ChIP TM - Chromatin
Immunoprecipitation Kit( Cat#17-371,Millipore);体
式显微镜(麦克奥迪电器股份有限公司,中国);显
微 操 纵 器 ( Eppendorf, 德 国 ); 微 量 注 射 仪
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(Eppendorf,德国);拉针仪(Sutter,美国);显微镜热

台(东海,日本);Western blot 电泳仪及转膜仪(Bio-
Rad,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 初级卵泡分离、体外培养及显微注射

培养基准备:(1)体外分离 M2 培养基(2)卵泡

培养基:α-MEM+20%FBS+1×ITS+1×谷氨酸盐+1%
青链霉素,分别将两种培养基于 6 cm 培养皿中滴好

若干 5 μL 微滴,覆盖矿物油,提前 2 h 置于培养箱

平衡。
无菌条件下取 5 只 20 d 日龄 C57BL / 6J 雌鼠卵

巢置于 4℃预冷的 PBS 中,剥去周围脂肪及结缔组

织后,转移至 M2 液滴中,刺破卵巢释放卵泡并通过

自制卵泡口吸管收集初级卵泡。 通过卵泡直径及

形态区分各级卵泡:原始卵泡直径小于 40 μm,卵母

细胞周围由单层扁平颗粒细胞包裹;初级卵泡直径

约 40~100 μm,卵母细胞由单层立方状颗粒细胞包

裹;次级卵泡直径约 100~ 200 μm,由两层以上颗粒

细胞包裹。 第一组吸取 100 个初级卵泡直接转移至

卵泡培养基液滴中作为空白对照,即不加任何处理

因素(每个液滴中培养 1 个初级卵泡);第二组吸取

100 个初级卵泡转移至 M2 液滴中,注射 10 pL 缓冲

液(DEPC 水)至卵母细胞后,再将卵泡转移至卵泡

培养基作为阴性对照;第三组吸取 100 个初级卵泡

转移至 M2 液滴中,注射 10 pL Nobox-siRNA 至卵母

细胞后,再将卵泡转移至卵泡培养基作为注射

siRNA 组,三组卵泡均置于 37℃,5% CO2 条件下培

养数日,隔天换液,每 24 h 观察并记录三组初级卵

泡发育情况及发育至次级卵泡时间。
1. 3. 2　 qRT-PCR 检测注射 Nobox-siRNA 后相关基

因 mRNA 表达变化

37℃,5% CO2 条件下分别培养①空白对照组

(未注射组,不加任何处理因素)②阴性对照组(注
射 DEPC 水)③实验组(注射 Nobox-siRNA)三组初

级卵泡,每组 200 个初级卵泡,24 h 后收集,采用

mirVana TM miRNA Isolation Kit 试剂盒分别提取三组

的初级卵泡 RNA 并反转录为 cDNA,qRT-PCR 检测

相关基因表达变化,引物序列如下:Nobox F:5’-
GGCACTAGTATCGCCTCACC-3 ’, Nobox R: 5 ’-
CATTGAGCTTGGGATGGGGT-3 ’; Kit F: 5 ’-
GATGGTGGGAATGGGTCAGA-3 ’, Kit R: 5 ’-
TCCATGTCGTCCCAGTTGGT-3 ’; Gdf9 F: 5 ’-
GTCACCTCTACAATACCGTCCG-3 ’, Gdf9 R: 5 ’-

CACCCGGTCCAGGTTAAACA-3 ’; Kitl F: 5 ’-
TCTGCGGGAATCCTGTGACT-3 ’, Kitl R: 5 ’-
CGGCGACATAGTTGAGGGTTAT-3’; β-actin F: 5 ’-
GATGGTGGGAATGGGTCAGA-3 ’, β-actin R: 5 ’-
TCCATGTCGTCCCAGTTGGT-3’。
1. 3. 3　 Western blot 检测注射 Nobox-siRNA 后相关

基因蛋白表达变化

37℃,5% CO2 条件下分别培养①阴性对照组

(注射 DEPC 水)②实验组(注射 Nobox-siRNA)的两

组初级卵泡,每组 100 个初级卵泡,24 h 后收集,采
用 MinuteTM蛋白提取试剂盒分别提取各组初级卵泡

蛋白(检测 Phospho-SMAD2 / 3 提取核蛋白),100℃
煮沸 5 min 变性。 SDS-PAGE 电泳,转膜,封闭。
Anti-NOBOX 抗体以 1 ∶100 比例稀释;Anti-KIT 抗体

以 1 ∶1000 比例稀释;Anti-Phospho-SMAD2 / 3 抗体以

1 ∶1000 比例稀释;Anti-GAPDH 抗体以 1 ∶5000 比例

稀释,4℃ 摇床孵育过夜。 次日去除一抗孵育二抗

(1 ∶5000)滴加 ECL 发光液使用化学发光分析仪采

集信息,并拍照记录。
1. 3. 4　 染色质免疫沉淀(ChIP)验证 NOBOX 与 Kit
基因启动子的结合情况

取 6 对 6 周龄 C57BL / 6J 小鼠卵巢,按照 EZ-
ChIP TM- Chromatin Immunoprecipitation Kit 试剂盒

说明书提取 NOBOX 抗体结合的 DNA 片段。 针

对 Kit 转录起始位点上游-6177 bp ~ -5218 bp、-
4092 bp ~ -2228 bp 序列(此区域为 Kit 启动子有

效启动区域 [19] ) 使用 JASPAR 软件预测转录因

子 NOBOX 特异性结合位点 NBE,在 Kit 基因启动

子中查找转录因子 NOBOX 评分较高的 5 个结合

位点 NBE(图 1) ,并设计 ChIP-PCR 引物验证。
ChIP 引 物 序 列 如 下: Chip-Kit-960-1F: 5 ’ -
ATGAGGTGCCCTTGTGAG-3’, Chip-Kit-960-1R: 5’-
TCCAGACCGGAAGTGTTC-3’; Chip-Kit-960-2F: 5’-
CTCCGTTGAGCAGGGTTA-3’, Chip-Kit-960-2R: 5’-
CCTGGGAAGGAAAAGTCC-3 ’; Chip-Kit-1865-1F:
5’-GGTTCATTCCCATAGCCC-3’,Chip-Kit-1865-1R:
5 ’-ACCCACCTCACATCTCCTTA-3 ’; Chip-Kit-1865-
2F:5’-TGTCTCAGGAGTGGGTTG-3’,Chip-Kit-1865-
2R: 5 ’-CGTTCTGATAAGAGGCAAT-3 ’; Chip-Kit-
1865-3F:5’-TGCCTCTTATCAGAACGG-3’,Chip-Kit-
1865-3R: 5 ’-CCCAGGACTTGCCAGTAG-3 ’。 PCR
扩增转录因子 NOBOX 结合区域,验证在 Kit 基因启

动子上的结合位点。
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1. 4　 统计学方法

三组初级卵泡培养过程中发育为次级卵泡所

占比例及卵泡存活率通过 ANOVA 检验组间差异是

否具有统计学意义。

图 1　 Kit 转录起始位点上游评分较高 NBE
Figure 1　 NBE with higher score upstream of Kit transcription initiation site

注:A:图中均为体外成功分离的单个初级卵泡,如箭头所示。

图 2　 预实验分离出单个初级卵泡及卵泡发育时间统计

Note. A, These are all single primary follicles successfully isolated in vitro, as shown by the arrows.

Figure 2　 Statistics of single primary follicle and follicle development time isolated in the preliminary experiment

检测目的基因 mRNA 表达变化时,每个目的基

因重复 3 次 qRT-PCR 实验,内参基因为 β-actin,
△Ct 值为目的基因 Ct 值-内参基因 Ct 值,△△Ct
值为注射 Nobox-siRNA 组目的基因的△Ct 值-阴性

对照组目的基因的△Ct 值。 将阴性对照组的基因

表达量设为 1,计算注射 Nobox-siRNA 组目的基因表

达量相对对照组目的基因表达量的比值(2-△△Ct),
实验数据均使用 GraphPad 软件进行数据处理,以平

均数±标准误差( 􀭰x ± s􀭰x )表示,采用 t 检验,以 P<
0. 05 为差异显著有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 初级卵泡体外培养及显微注射

由于无法保证分离的单个初级卵泡处于统一

发育状态,因此已通过预实验分离出 480 个初级卵

泡(图 2A),转移至 96 孔板每孔单独培养,观察并记

录 480 个初级卵泡发育至次级卵泡所需时间及所占

比例。 结果显示,体外培养初级卵泡发育至次级卵

泡的最短时间为 2 d,最长为 7 d,第 5 天时,初级卵

泡发育至次级的比例最高(图 2B),因此体外培养
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初级卵泡发育至次级卵泡的时间为 5 d。
37℃,5% CO2 条件下分别培养①空白对照组

(未注射组,不加任何处理因素)②阴性对照组(注
射 DEPC 水)③实验组(注射 Nobox-siRNA)三组初

级卵泡,每 24 h 拍照记录卵泡发育情况并进行比

较。 三组初级卵泡培养过程中的存活及死亡情况

见图 3,比较三组卵泡存活率,统计学分析均显示无

统计学差异(P>0. 05),结果表明体外分离及显微注

射等操作未对初级卵泡存活造成影响。

注:B:显微镜下观察三组初级卵泡体外培养 7 d 的发育情况。

图 4　 体外培养三组初级卵泡发育至次级卵泡的发育时间及存活率

Note. B, The development of primary follicles in three groups cultured for 7 d in vitro was observed under microscope.

Figure 4　 Development time and survival rate of primary follicles to secondary follicles in three groups cultured in vitro

观察并记录三组初级卵泡发育至次级卵泡所

需时间及所占比例,结果显示,空白对照组与阴性

对照组均第 2 天开始逐渐发生形态学变化,第 5 天

发育至次级卵泡(卵泡直径大于 100 μm) (图 4A、

图 3　 三组初级卵泡体外培养不同天数存活率(n= 100)
Figure 3　 The survival rate of three groups of

primary follicles was different in vitro
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注:A:误差线代表三次重复实验的平均数±标准误差;1:阴
性对照组(注射 DEPC 水);2:空白对照组(未注射组);3:实
验组 (注射 Nobox-siRNA)。 与阴性对照组比较, ns: P >

0. 05,∗∗∗P< 0. 001。 B:1:阴性对照组(注射 DEPC 水);2:
实验组(注射 Nobox-siRNA)。

图 5　 Nobox-siRNA 干扰后初级卵泡中

Nobox mRNA 及蛋白表达情况

Note. A, Error bars represent the mean ± standard error of three
replicate experiments. 1, Negative control group ( injected
DEPC water); 2, No-treatment control group ( no injection
group); 3, Experimental group ( Nobox-siRNA injection ) .

Compared with the negative control group, ns, P> 0. 05,∗∗∗P<
0. 001. B, 1, Negative control group ( injected DEPC water);
2, Experimental group (injection of Nobox-siRNA).

Figure 5　 Expression of Nobox mRNA and protein in
primary follicles after Nobox-siRNA interference

4B);注射 Nobox-siRNA 组与阴性对照组相比:阴性

对照组的初级卵泡从第 2 天开始逐渐发生形态学变

化,第 5 天可发育至次级;而注射 Nobox-siRNA 组的

初级卵泡 1~4 d 无明显形态学变化,卵泡直径无明

显增长,第 5 天开始逐渐发育,颗粒细胞增厚,卵泡

体积增大,第 7 天可发育为次级卵泡。 结果表明,
Nobox-siRNA 干扰初级卵泡后,卵泡暂时停止发育,
颗粒细胞增殖停滞,初级卵泡延缓 2 d 发育至次级

(图 4A、4B)。
2. 2 　 初级卵泡中注射 Nobox-siRNA 后 Nobox
mRNA 及蛋白表达情况

37℃,5% CO2 条件下分别培养①空白对照组

(未注射组,No-treatment Control)②阴性对照组(注
射 DEPC 水, Negative Control ) ③ 实 验 组 ( 注 射

Nobox-siRNA)的三组初级卵泡,每组 300 个,24 h 后

提取其中 200 个初级卵泡 RNA,反转为 cDNA,经
qRT-PCR 发现,空白对照组与阴性对照组相比数据

无显著性差异,P>0. 05,显微注射操作不影响初级

卵泡中 Nobox 表达;注射 Nobox-siRNA 组与阴性对

照组相比,Nobox mRNA 表达水平显著下调,差异极

显著,P<0. 001(图 5A)。 分别提取阴性对照组与注

射 Nobox-siRNA 组 的 100 个 初 级 卵 泡 蛋 白, 经

Western blot 发现,注射 Nobox-siRNA 组与阴性对照

组相比,NOBOX 蛋白表达明显减少(图 5B)。 结果

表明,在初级卵泡卵母细胞中显微注射 Nobox-
siRNA 可有效导致初级卵泡中 Nobox 基因沉默。
2. 3　 初级卵泡中 Nobox 干扰后相关基因 mRNA
及蛋白表达变化

37℃,5% CO2 条件下分别培养①空白对照组

(未注射组,No-treatment Control)②阴性对照组(注
射 DEPC 水, Negative Control ) ③ 实 验 组 ( 注 射

Nobox-siRNA)的三组初级卵泡,cDNA 模板与结果

2. 2 为同一批反转录产物;24 h 后提取阴性对照组

与注射 Nobox-siRNA 组的 100 个初级卵泡蛋白。 通

过 qRT-PCR 实验发现,空白对照组与阴性对照组相

比数据无显著性差异,P>0. 05,显微注射操作不影

响初级卵泡中 Kit、 Kitl、 Gdf9 mRNA 表达; 注射

Nobox-siRNA 组与阴性对照组相比,初级卵泡卵母

细胞中的 Kit、Kitl、Gdf9 基因 mRNA 表达水平显著

下调,P<0. 001(图 6A-6C),经 Western blot 发现,注
射 Nobox-siRNA 后初级卵泡中 KIT、 P-SMAD2 /
SMAD3 蛋白表达量明显降低(图 6D)。 结果表明,
NOBOX 在初级卵泡发育至次级卵泡阶段可能经

KITL / KIT 及 GDF9 / SMAD 通路影响卵泡发育。
2. 4　 染色质免疫沉淀(ChIP)验证 NOBOX 与 Kit
启动子结合区域

ChIP 实验中与 NOBOX 抗体结合的 DNA 片段

洗脱纯化后进行 PCR 检测。 将产物于 2%琼酯糖凝

胶电泳,结果显示为单一目的条带,未见其他杂带,
转录因子 NOBOX 在 Kit 启动子( -2933 bp ~ -2926
bp)、(-2874 bp ~ -2867 bp)和( -2676 bp ~ -2669
bp)位点能够结合(图 7A,a-c),在 Kit 启动子( -
5638 bp~ -5634 bp)及(-5432 bp ~ -5425 bp)位点

无法结合(图 7A,d-e),表明转录因子 NOBOX 在雌

性小鼠卵巢中可直接结合 Kit 基因启动子。

3　 讨论

卵巢中 SOHLH1、SOHLH2、NOBOX 等多种生殖

细胞特异性转录因子,在卵泡发育不同阶段发挥着

不同的作用。 SOHLH1 / 2、NOBOX 均参与原始卵泡

形成及激活过程,不同的是,转录因子 SOHLH1 / 2

211 中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



注:A-C:误差线代表三次重复实验的平均数±标准误差;1:阴性对照组(注射 DEPC 水);2:空白对照组(未注射组);3:实验组(注射 Nobox-

siRNA)。 与阴性对照组比较,ns:P> 0. 05,∗P< 0. 05,∗∗∗P< 0. 001。 D:M:蛋白 Marker;1:实验组(注射 Nobox-siRNA);2:阴性对照组(注射

DEPC 水)。

图 6　 Nobox-siRNA 干扰后初级卵泡中相关基因 mRNA 及蛋白表达情况

Note. A-C, Error bars represent the mean ± standard error of three replicate experiments. Compared with the no-treatment control group, 1, Negative
control group ( injected DEPC water); 2, No-treatment control group ( no injection group); 3, Experimental group (Nobox-siRNA injection) .

Compared with the negative control group, ns:P> 0. 05,∗ P< 0. 05,∗∗∗ P< 0. 001. D, M, Protein Marker; 1, Experimental group ( injection of
Nobox-siRNA); 2, Negative control group (injected DEPC water) .

Figure 6　 mRNA and protein expressions of related genes in primary follicles after Nobox-siRNA interference

注:A 图中,a-c 代表 NOBOX 可与 Kit 启动子( -2933 bp ~ -2926 bp)、( -2874 bp ~ -2867 bp)和( -2676 bp ~ -2669 bp)位点结合;d-e 表示

NOBOX 在 Kit 启动子(-5638 bp~ -5634 bp)和(-5432 bp~ -5425 bp)位点无结合作用;M:TaKaRa DL2000 Marker;1:NOBOX-Kit;2:Input;
3:阴性对照。 B:转录因子 NOBOX 与 Kit 启动子-6177 bp~ -5218 bp 区域和-4092 bp~ -2228 bp 区域结合位点示意图。

图 7　 转录因子 NOBOX 与 Kit 启动子结合情况

Note. In Figure A, a~ c means that NOBOX can bind to Kit promoter (-2933 bp~ -2926 bp), ( -2874 bp~ -2867 bp) and ( -2676 bp~ -2669
bp) sites; d~ e shows that NOBOX has no binding effect at the Kit promoter sites ( - 5638 bp ~ - 5634 bp) and ( - 5432 bp ~ - 5425 bp); M:
TAKARA DL2000 Marker; 1: NOBOX-Kit; 2: Input; 3: Negative control. B: Schematic diagram of binding sites between transcription factor
NOBOX and Kit promoter -6177 bp~ -5218 bp region and -4092 bp ~ -2228 bp region.

Figure 7　 Binding of transcription factor NOBOX to Kit promoter

只在卵原细胞和原始卵泡中表达,初级卵泡表达较

少,次级卵泡及之后无表达,而 NOBOX 的表达贯穿

整个卵泡发育阶段。 当原始卵泡激活为初级卵泡

后,SOHLH1 / 2 的表达逐渐消失,对于 SOHLH1 / 2 直

接调控的 Kit 等基因来说,还应受到其他转录因子

的调控,有必要分阶段对转录因子的作用进行研

究。 本研究选择卵泡发育过程中初级卵泡发育至

次级卵泡的阶段,在小鼠初级卵泡中显微注射

Nobox-siRNA,通过体外培养初级卵泡,观察到注射

Nobox-siRNA 的初级卵泡颗粒细胞增殖停滞,延迟 2
d 发育至次级,说明 Nobox 是初级卵泡发育至次级

卵泡的关键基因;通过检测 Kit、Gdf9、Kitl、P-SMAD
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的表达变化,说明初级卵泡中 Nobox 基因沉默对卵

母细胞与颗粒细胞间的 KITL / KIT 及 TGF-β / SMAD
通路有抑制作用;通过 ChIP 实验发现转录因子

NOBOX 可直接结合于 Kit 基因转录起始位点上游

(-2933 bp ~ -2926 bp)、( -2874 bp ~ -2867 bp)和
(-2676 bp ~ -2669 bp)的 NBE 位点,推测 NOBOX
可直接转录调控 Kit 基因的表达。

表达于卵泡颗粒细胞中的 KITL,包含可溶性蛋

白 KITL1 和膜结合蛋白 KITL2 两种转录产物,两者

虽功能相近,但是稍有不同,KITL1 主要促进早期卵

泡发育,而 KITL2 对卵泡生长发育起调控作用[20]。
除实验验证的 KITL / KIT 和 GDF9 / SMAD 通路外,本
研究检测到注射 Nobox-siRNA 的初级卵泡中 Kitl2
显著下调,提示转录因子 NOBOX 在初级卵泡发育

至次级卵泡阶段,也可能通过 TGF-β / SMAD / KITL
通路且主要通过 KITL2 影响卵泡发育,其具体机制

尚待深入开展。
综上所述,本研究证明 NOBOX 是小鼠初级卵

泡发育至次级卵泡的关键基因,首次发现转录因子

NOBOX 在小鼠卵巢中可直接结合 Kit 基因启动子,
且影响初级卵泡中 KITL / KIT 和 GDF9 / SMAD 通路,
完善转录因子 NOBOX 在卵泡发育过程中的作用

机制。
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沙库巴曲缬沙坦通过调控心力衰竭大鼠
TGF-β1 / Smad3 和 NF-κB 信号通路抑制心肌损伤

宋建敏1,陈　 灿2∗,宋　 波1

(1.湖北医药学院附属随州医院心血管内科,湖北 随州　 441300; 2.湖北医药学院附属随州医院心胸血管外科,
湖北 随州　 441300)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究沙库巴曲缬沙坦对心力衰竭大鼠心肌损伤和心脏重构的影响,并探讨其对 TGF-β1 /
Smad3 和 NF-κB 信号通路的调控作用。 方法　 通过结扎大鼠左前降支冠状动脉(LAD)诱发心力衰竭动物模型。
建模后每天用 10 mg / kg 的沙库巴曲缬沙坦治疗大鼠(沙库巴曲缬沙坦组,n = 15)。 假手术组(n = 15)和模型组

(n= 15)大鼠用等体积的生理盐水处理。 共治疗 4 周。 通过超声心动图和组织学检查分别评估大鼠心脏功能和

纤维化。 转化生长因子-β1(TGF-β1)、磷酸化 Smad3( p-Smad3)、磷酸化 Smad7( p-Smad7)、胶原蛋白 I( Collagen
I)、α 平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白介素-6( IL-6)、核因子 κB(NF-κB)和磷酸化的 κBα
(p-IκBα)的蛋白水平用 Western blot 分析法测定。 结果　 与模型组相比,沙库巴曲缬沙坦组的左心室射血分数

(EF)和左心室缩短分数(FS)显著升高,而 LVIDs 和 LVIDd 显著降低(P<0. 05)。 与模型组相比,沙库巴曲缬沙

坦组 Collagen I 的表达显著降低(P<0. 05)。 与模型组相比,沙库巴曲缬沙坦组 TGF-β1 的蛋白表达以及 Smad3
的磷酸化水平显著降低,而 Smad7 的磷酸化水平显著升高(P<0. 05)。 与模型组相比,沙库巴曲缬沙坦组 TNF-α
和 IL-6 的蛋白表达显著降低(P<0. 05)。 与模型组相比,沙库巴曲缬沙坦组 NF-κBp65 和 p-IκBα 的蛋白表达显

著降低(P<0. 05)。 结论 沙库巴曲缬沙坦通过抑制心力衰竭大鼠 TGF-β1 / smad3 和 NF-κB 信号通路来抑制心肌

纤维化和炎症反应。
【关键词】 　 沙库巴曲缬沙;心力衰竭;心肌纤维化;炎症
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Sacubitril / valsartan inhibits myocardial injury by regulating
TGF-β1 / Smad3 and NF-κB signaling pathways in rats with heart failure

SONG Jianmin1, CHEN Can2∗, SONG Bo1

(1. Department of Cardiovascular Medicine, Suizhou Hospital Affiliated to Hubei Medical College, Suizhou 441300, China.
2. Department of Cardiothoracic and Vascular Surgery, Suizhou Hospital Affiliated to Hubei Medical College, Suizhou 441300)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effect of sacubitril / valsartan on myocardial injury and cardiac
remodeling in rats with heart failure, and to investigate its regulatory effect on transforming growth factor-β1 (TGF-β1) /
Smad3 and nuclear factor-κB (NF-κB) signaling pathways. Methods　 An animal model of heart failure was induced by



ligation of the left anterior descending coronary artery in rats. After modelling, rats were treated daily with sacubitril /
valsartan at 10 mg / kg (sacubitril / valsartan group, n= 15). Rats in the sham group (n= 15) and the model group (n= 15)
were treated with an equal volume of normal saline. Rats were treated for 4 weeks. Echocardiography and histology were
used to assess heart function and fibrosis, respectively. Protein levels of TGF-β1, phosphorylated Smad3, phosphorylated
Smad7, collagen I, alpha smooth muscle actin, tumor necrosis factor-α, interleukiN-6, NF-κB, and phosphorylated κBα
were determined by western blot analysis. Results 　 Left ventricular ejection fraction (EF) and left ventricular fraction
shortening (FS) in the sacubitril / valsartan group were significantly higher, while LVIDs and LVIDd in the sacubitril /
valsartan group were significantly lower compared with those in the model group (P<0. 05). Collagen I expression was
significantly reduced in the sacubitril / valsartan group compared with the model group ( P < 0. 05). TGF-β1 protein
expression and Smad3 phosphorylation levels in the sacubitril / valsartan group were significantly lower, while Smad7
phosphorylation levels were significantly higher compared with the model group (all P<0. 05). Tumor necrosis factor-α and
interleukiN-6 protein expression was significantly reduced in the sacubitril / valsartan group compared with the model group
( both P<0. 05). NF-κBp65 and phosphorylated κBα protein expression was significantly reduced in the sacubitril / valsartan
group compared with the model group (both P<0. 05). Conclusions　 Sacubitril / valsartan inhibits myocardial fibrosis and
the inflammatory response by inhibiting TGF-β1 / Smad3 and NF-κB signaling pathways in rats with heart failure.

【Keywords】　 sacubitril / valsartan; heart failure; myocardial fibrosis; inflammation

　 　 心肌梗死在全世界范围内具有较高的致残率

和死亡率。 尽管由于早期溶栓、经皮冠状动脉介入

治疗或冠状动脉搭桥术明显降低了急性心肌梗死

的死亡率,但幸存患者中仍会发生左心室(LV)重

塑[1]。 心肌梗死后这种不良的心脏重塑可导致心

室功能障碍和心力衰竭,从而导致预后不良和死亡

率升高[2]。 心力衰竭是心肌梗死的主要并发症,其
在心肌梗死患者死亡原因中位于第二位[3]。 因此,
抑制心脏重塑是治疗心肌梗死后心力衰竭的主要

策略。
心肌梗死后左心室间质纤维化和炎性细胞浸

润是心脏重塑的常见病理特征。 转化生长因子-β1
(TGF-β1)已被确认为心脏纤维化的关键调节剂,其
可影响细胞生长、凋亡和分化、增加胶原蛋白和基

质蛋白的产生、保持成纤维细胞的活力。 心肌梗死

动物模型的结果表明,心肌梗死中 TGF-β1 的高表

达以及使用 TGF-β 受体抑制剂阻断 TGF-β 途径可

以减轻心肌梗死动物模型中的心脏纤维化[4]。 此

外,核因子 κB(NF-κB)是心肌梗死后心脏重塑和心

力衰竭发展的关键因素,并且在炎症和先天免疫中

起着至关重要的作用[5]。 NF-κB 家族成员 p65 形成

同二聚体或异二聚体,这些同二聚体或异二聚体与

细胞质中的 κB(IκB)蛋白抑制剂结合。 IκB 的降解

会释放 NF-κB 二聚体,并使 NF-κB 易位进入细胞

核,从而可以启动靶基因的转录。 NF-κB 的激活可

诱导趋化因子(MCP-1)、细胞因子(TNF-α、IL-6)和
基质金属蛋白酶(MMPs)的转录,并进一步促进炎

症和纤维化[6]。 多项研究表明抑制 NF-κB 可抑制

炎症反应和心脏纤维化[6]。 因此,研究 TGF-β1 和

NF-κB 信号通路对于抑制心肌梗死后心力衰竭患者

的心脏重塑具有巨大的潜在治疗价值。
沙库巴曲缬沙坦(sacubitril / valsartan)的商品名

叫诺欣妥(entresto),是一种血管紧张素 II 受体及脑

啡肽酶的双重抑制剂类药物,由血管紧张素 II 受体

拮抗剂的缬沙坦及脑啡肽酶抑制剂前体 AHU377 组

成[7]。 沙库巴曲缬沙坦于 2015 年获美国 FDA 批准

上市,2016 年被推荐为心力衰竭指南的 I 类药物,
并且取得了较好的疗效。 然而,沙库巴曲缬沙坦对

心脏重塑的作用机制尚不明确。 因此,本研究建立

了心肌梗死后心力衰竭模型,评估了沙库巴曲缬沙

坦对心脏功能、心脏纤维化以及 TGF-β1、p-Smads、
collagen I、TNF-α 和 IL-6 的影响。 并进一步探讨

TGF-β1 和 NF-κB 通路是否参与心脏重塑过程中沙

库巴曲缬沙坦的保护作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

60 只 SPF 级雄性 Sprague-Dawley 大鼠(7 周龄,
体重 220 ~ 250 g) 由湖北省实验动物中心提供

[SCXK(鄂)2019-0008],饲养于湖北医药学院屏障

环境中[SYXK(鄂)2019-0031]。 给动物饲喂标准

饲料和水,并饲养在 12 h 光照和 12 h 黑暗、(20±
2)℃温度和(50±2)%湿度的环境中。 所有动物实

验方案均已获得湖北医药学院附属随州医院伦理

审查委员会的批准(20180211),并符合实验室动物

管理和使用规定,实验设计符合 3R 原则。
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1. 2　 主要试剂与仪器

沙库 巴 曲 缬 沙 坦 ( 诺 新 妥, 国 药 准 字

J20171054,Novatis Pharma Stein AG);Masson 三色

染色剂染色(货号:G1340,北京索莱宝科技有限公

司);α-SMA 一 抗 ( 免 疫 组 化 ) ( ab119952, 英 国

Abcam 公司);HRP-聚合物标记的抗兔 IgG 二抗

(ab6721,英国 Abcam 公司);RIPA 裂解缓冲液(产
品编号:P0013 K,碧云天生物技术研究所);TGF-β1
一抗 ( ab215715, 英国 Abcam 公司); p-Smad3 和

Smad3 一抗 ( ab52903 和 ab40854,英国 Abcam 公

司 ); p-Smad7 和 Smad7 一 抗 ( ab227309 和

ab226872, 英 国 Abcam 公 司 ); TNF-α 一 抗

(ab215188,英国 Abcam 公司);IL-6 一抗(1 ∶ 1000,
ab233706, 英 国 Abcam 公 司 ); Collagen I 一 抗

( ab138492, 英 国 Abcam 公 司 ); α-SMA 一 抗

( ab265588, 英 国 Abcam 公 司 ); NF-κBp65 一 抗

(ab183559,英国 Abcam 公司); p-IκBα 一抗 ( sc-
8404,美国 Santa Cruz Biotechnology 公司);GAPDH
一抗(ab8245,英国 Abcam 公司);辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔 IgG(ab205718,英国 Abcam 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 心肌梗死后心力衰竭动物模型

结扎左前降支冠状动脉(LAD)后由心肌梗死

诱发心力衰竭。 腹膜内注射 1%戊巴比妥钠( 50
mg / kg)麻醉大鼠,然后进行气管插管并连接呼吸

机正压通气,术前记录 12 导联心电图。 皮肤消毒

后于胸腔开口,于左心耳根部下方 2 mm 结扎

LAD。 假手术组的大鼠在不结扎 LAD 的情况下进

行相同的手术操作。 实验后记录十二导联心电

图。 将大鼠正常喂养 1 周。 根据经胸超声心动图

检查结果,当 LVEF 降低 45%时表示心力衰竭模型

建模成功。
1. 3. 2　 动物分组及给药

将存活大鼠随机分为以下组:假手术组 ( n =
15)、模型组(n= 15)和沙库巴曲缬沙坦组(n = 15)。
沙库巴曲缬沙坦组大鼠每天一次通过管饲法给予

沙库巴曲缬沙坦 10 mg / kg。 共治疗 4 周。 模型组

和假手术组给予等体积的生理盐水。
1. 3. 3　 经胸超声心动图检查

采用无创经胸超声心动图方法评估左心室的

形态和功能。 在麻醉动物中进行超声心动图检查。
记录左心室收缩末期内径(LVIDs)和左心室舒张末

期内径(LVIDd)以及左心室射血分数(EF)和左心

室缩短分数(FS)。
1. 3. 4　 心肌纤维化的测量

给药 4 周后,收集大鼠心脏,并在磷酸盐缓冲液

中洗涤,在 4%多聚甲醛中固定过夜,然后包埋在石

蜡中。 将每个石蜡包埋的心脏切成 4 μm 厚的切

片,并用 MASSON 三色染色剂染色。 每个切片在尼

康显微镜下成像,通过 Image J 软件计算纤维化

程度。
1. 3. 5　 免疫组织化学染色

通过免疫组织化学染色检测 α-SMA 蛋白的表

达。 将心脏组织切片放在烤箱中烤片 20 min,然后

二甲苯脱蜡,梯度乙醇水化。 使用 PH 9. 0 的 Tris /
EDTA 缓冲液进行抗原修复。 在 3% H2O2 中孵育

10 min 来封闭内源性过氧化物酶。 将切片在 1%
PBS 中洗涤 3 次,每次 6 min,并在 4℃下与 1%牛血

清白蛋白中的一抗(1 ∶500 稀释)一起孵育过夜。 将

切片用 1% PBS 洗涤 3 次,每次 6 min。 然后将切片

与 HRP-聚合物标记的抗兔 IgG 二抗(1 ∶500 稀释)
室温孵育 1 h。 将切片再次用 1%PBS 洗涤 3 次,每
次 6 min,然后用苏木精复染 30 s。 使用 OLYMPUS
BX 50 数字显微镜。 在×400 放大倍数下观察图像。
随机选择 5 个视野进行阳性染色评分,阳性染色评

分=阳性细胞计数评分×染色强度评分。 阳性细胞

计数评分如下:<5%为 0 分,5~25%为 1 分,5 ~ 25%
为 1 分,26~50%为 2 分,51~75%为 3 分,>75%为 4
分。 染色强度评分如下:未染色为 0 分,浅黄色为 1
分,棕黄色为 2 分,深棕色为 3 分。
1. 3. 6　 蛋白质印迹分析

给药 4 周后,对所有动物实施安乐死,立即收获

心脏并保存在液氮中。 使用 RIPA 裂解缓冲液裂解

组织。 通过 BCA 法测定蛋白质浓度。 蛋白质通过

10% SDS-PAGE 分离并转移到硝酸纤维素膜上,然
后与以下一抗在 4℃下过夜孵育:TGF-β1(1 ∶500)、
p-Smad3 和 Smad3(1 ∶ 500)、p-Smad7 和 Smad7(1 ∶
500)、TNF-α(1 ∶1000)、IL-6(1 ∶1000)、Collagen I(1 ∶
1000)、αSMA(1 ∶500)、NF-κBp65(1 ∶1000)、p-IκBα
(1 ∶1000)和 GAPDH(1 ∶1000)。 将膜与辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔 IgG(1 ∶2000)在室温下孵育 2
h。 GAPDH 作为内部对照。 通过 ECL 法显影并使

用 Gene Gnome 凝胶成像系统捕获生成的图像。
1. 4　 统计学方法

所有实验数据均表示为平均数±标准差( 􀭰x ±
s )。 使用统计软件 SPSS 17. 0 进行单因素方差分析
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(ANOVA),并通过 LSD 事后检验进行多重比较,P<
0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 沙库巴曲缬沙坦改善心力衰竭大鼠心脏结构

和功能

注:A-D:依次为 EF、FS、LVIDs 和 LVIDd;与假手术组比较,∗P<0. 05;与模型组比较,#P<0. 05。

图 1　 各组大鼠的 EF、FS、LVIDs 和 LVIDd
Note. A-D, EF, FS, LVIDs and LVIDd in sequence. Compared with sham group, ∗P<0. 05. Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 1　 EF, FS, LVIDs and LVIDd of each group of rats

通过超声心动图评估心力衰竭大鼠治疗后的

心脏功能。 研究显示(图 1),与假手术组相比,模型

组大鼠的 EF 和 FS 显著降低,而 LVIDs 和 LVIDd 显

著升高(P<0. 05)。 此外,与模型组相比,沙库巴曲

缬沙坦组的 EF 和 FS 显著升高,而 LVIDs 和 LVIDd
显著降低(P<0. 05)。
2. 2　 沙库巴曲缬沙坦减轻心力衰竭大鼠心肌纤

维化

间质纤维化是心梗后心脏重塑的主要特征。
通过 Masson 对间质纤维化进行的三色染色显示(图
2),与假手术组相比,心肌梗死组的左室壁结扎部

分梗死区域边界出现明显的间质纤维化,胶原蛋白

染色区域显著增加(P<0. 05)。 此外,与模型组相

比,沙库巴曲缬沙坦组的胶原蛋白染色区域显著降

低(P<0. 05)。
图 3 和图 4 显示,与假手术组相比,模型组大鼠

心脏组织中肌成纤维细胞标志物 α-SMA 的表达显

著升高(P<0. 05)。 与模型组相比,沙库巴曲缬沙坦

组 α-SMA 的表达显著降低(P<0. 05)。 α-SMA 阳性

的肌成纤维细胞可促进细胞外基质(ECM)的合成。
本研究检测了 Collagen I 的表达,这是心脏成纤维细

胞产生的主要胶原蛋白亚型。 研究显示(图 3),与
假手术组相比,模型组的 Collagen I 表达显著升高

(P< 0. 05)。 与模型组相比,沙库巴曲缬沙坦组

Collagen I 的表达显著降低(P<0. 05)。

2. 3 　 沙库巴曲缬沙坦抑制心力衰竭大鼠心肌

TGF-β1 / Smad3 信号通路

TGF-β1 / Smad3 信号通过参与调控心肌梗死后

心肌纤维化的原因,本研究显示(图 5),与假手术组

相比,模型组大鼠心脏组织中 TGF-β1 的蛋白表达

以及 Smad3 的磷酸化水平显著升高,而 Smad7 的磷

酸化水平显著降低(P<0. 05)。 与模型组相比,沙库

巴曲缬沙坦组 TGF-β1 的蛋白表达以及 Smad3 的磷

酸化水平显著降低,而 Smad7 的磷酸化水平显著升

高(P<0. 05)。
2. 4　 沙库巴曲缬沙坦抑制心力衰竭大鼠细胞因子

的表达

细胞因子(TNF-α 和 IL-6)的表达在心脏重塑

和心力衰竭中起着关键作用。 本研究显示(图 6),
与假手术组相比,模型组 TNF-α 和 IL-6 的蛋白表达

显著升高(P<0. 05)。 与模型组相比,沙库巴曲缬沙

坦组 TNF-α 和 IL-6 的蛋白表达显著降低 ( P <
0. 05)。
2. 5　 沙库巴曲缬沙坦抑制心力衰竭大鼠心肌 NF-
κB 信号通路

先前的研究表明,促炎细胞因子诱导 IκB 的磷

酸化和降解,然后诱导 NF-κB 从抑制性信号小体中

释放出来,转移到细胞核并诱导许多基因的转录,
从而导致炎性因子如 TNF-α 和 IL-6 的表达。 本研

究显示(图 7),与假手术组相比,模型组 NF-κBp65
和 p-IκBα 的蛋白表达显著升高(P<0. 05)。 与模型

组相比,沙库巴曲缬沙坦组 NF-κBp65 和 p-IκBα 的

蛋白表达显著降低(P<0. 05)。

3　 讨论

心脏重塑是一个复杂的过程,有许多连续和重
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注:A:Masson 三色染色图像;B:胶原染色区域百分比;与假手术组比较,∗P<0. 05;与模型组比较,#P<0. 05。

图 2　 大鼠心脏组织的 Masson 三色染色

Note, A, Masson three-color staining image. B, Percentage of collagen staining area. Compared with sham group, ∗P<0. 05.

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

Figure 2　 Masson trichrome staining of rat heart tissue

注:A:Collagen I 的蛋白相对表达量;B:α-SMA 的蛋白相对表达量;C:Western blot 代表性条带;与假手术组比较,
∗P<0. 05;与模型组比较,#P<0. 05。

图 3　 Western blot 检测大鼠心脏组织 Collagen I 和 α-SMA 的蛋白表达

Note. A, Relative protein expression of Collagen I. B, Relative protein expression of α-SMA. C, Representative Western

blot bands. Compared with sham group, ∗P<0. 05. Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 3　 Western blot detection of collagen I and α-SMA protein expression in rat heart tissues

叠的生物过程[8]。 在早期阶段,心脏重塑是坏死区

域纤维化修复并形成疤痕的结果。 接下来,重塑过

程由存活心肌的结构重排所驱动,包括心肌细胞肥

大、心肌纤维化以及进行性左心室扩张。 心肌梗死

后的心室扩张是心脏衰竭的代偿反应之一。 但是,
过度扩张会引起心室收缩和舒张功能障碍,从而导

致心力衰竭。 预防不良的心室重塑对于降低心肌

梗死后心力衰竭的发病率和死亡率非常重要。 已

经证实,间质纤维化是心力衰竭后心脏重塑的典型

特征,其特征在于细胞外基质 ( ECM) 的过度积

累[9]。 Collagen I 和 Collagen III 是最丰富的 ECM 成

分。 在心脏纤维化模型中,Collagen I 比 Collagen III
表现出更强烈和更长时间的上调。 活化的成纤维

细胞是纤维化心脏中胶原蛋白的主要细胞来源。 α-
SMA 表达已被广泛用作成纤维细胞分化成活化状

态的肌成纤维细胞的标记物[10]。 在本研究中,我们

观察到心肌梗死后心力衰竭大鼠心脏中 Collagen I
和 α-SMA 蛋白被上调,这两者均通过沙库巴曲缬沙

坦治疗得以抑制,这表明沙库巴曲缬沙坦可能通过

抑制成纤维细胞活化和胶原生成而具有抗纤维化

作用。
TGF-β1 是一种局部产生的细胞因子,也是组织
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注:A:α-SMA 的免疫组化染色图像;B:α-SMA 的阳性染色评分;与假手术组比较,∗ P < 0. 05;与模型组比

较,#P<0. 05。

图 4　 大鼠心脏组织 α-SMA 的免疫组化染色

Note. A, immunohistochemical staining image of α-SMA. B, positive staining score of α-SMA. Compared with sham

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

Figure 4　 Immunohistochemical staining of α-SMA in rat heart tissue

注:A:TGF-β1 的蛋白相对表达量;B:Smad3 的磷酸化水平; C:Smad7 的磷酸化水平;D:Western blot 代表性条带;

与假手术组比较,∗P<0. 05;与模型组比较,#P<0. 05。

图 5　 Western blot 检测大鼠心脏组织 TGF-β1 的蛋白表达以及 Smad3 和 Smad7 的磷酸化

Note. A, Relative protein expression of TGF-β1. B, hosphorylation levels of Smad3. C, Phosphorylation levels of Smad7.

D, Representative Western blot bands. Compared with sham group, ∗P<0. 05. Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 5　 Western blot detection of TGF-β1 protein expression and phosphorylation of Smad3 and Smad7 in rat heart tissues

注:A:TNF-α 的蛋白相对表达量;B: IL-6 的蛋白相对表达量;C:Western blot 代表性条带;与假手术组比较,
∗P<0. 05;与模型组比较,#P<0. 05。

图 6　 Western blot 检测大鼠心脏组织 TNF-α 和 IL-6 的蛋白表达

Note. A, Relative protein expression of TNF-α. B, Relative protein expression of IL-6. C, Representative Western blot

bands. Compared with sham group, ∗P<0. 05. Compared with model group, #P<0. 05.

Figure 6　 Western blot detection of TNF-α and IL-6 protein expression in rat heart tissues
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注:A:NF-κBp65 的蛋白相对表达量;B:p-IκBα 的蛋白相对表达量;C:Western blot 代表性条带;与假手术组比较,
∗P<0. 05;与模型组比较,#P<0. 05。

图 7　 Western blot 检测大鼠心脏组织 NF-κBp65 和 p-IκBα 的蛋白表达

Note. A, Relative protein expression of NF-κBp65. B, Relative protein expression of p-IκBα. C, Representative Western

blot bands. Compared with sham group, ∗P<0. 05. Compared with model group,#P<0. 05.

Figure 7　 Western blot detection of NF-κBp65 and p-IκBα protein expression in rat heart tissues

纤维炎性变化的主要刺激因子。 在心肌梗死后的

大鼠心脏中观察到 TGF-β1 明显高表达,它与成纤

维细胞向成肌纤维细胞的转化以及典型的 Smad 信

号通路的激活有关[11]。 作为 TGF-β1 的主要下游信

号转导子,Smad3 可被激活的 TGF-β1 的 I 型受体磷

酸化,然后与 Smad4 形成复合物并易位进入细胞

核,在其中它作为转录因子并促进靶基因的表达,
包括 Collagen I 和 Collagen III。 有研究表明,TGF-β
的大多数促纤维化活性是由 Smad3 介导的[12-13]。
Smad7 是一种抑制性 Smad 蛋白,能够与 Smad3 和

TGF-β 受体复合物 TGF-βRI 结合竞争,从而阻止随

后的信号传导过程。 外源性 Smad7 的高表达可以

抑制 Smad3 的磷酸化[14]。 在本研究中,沙库巴曲缬

沙坦均抑制了心力衰竭大鼠心脏中的 TGF-β1 / p-
smad3 信号通路和下游 Collagen I 的表达。 同时,在
经沙库巴曲缬沙坦治疗的心力衰竭大鼠中,α-SMA
表达水平受到抑制。 而 p-smad7 表达上调。 这些结

果表明,沙库巴曲缬沙坦通过上调 Smad7 的蛋白表

达来抑制 TGF-β1 / Smad3 的信号通路,并进一步抑

制成肌纤维细胞的增殖和 Collagen I 的上调。
尽管促炎性细胞因子的表达可能与心肌梗死

后的伤口愈合有关,但即使在非梗死的心肌中,细
胞因子的过表达也会损害心脏组织并引起纤维化

成分的过量沉积。 NF-κB 信号通路是炎症的“主要

调控者”。 它主要存在于与其抑制剂 IκB 蛋白结合

的胞质溶胶中。 受细胞因子或其他诱导物刺激后,
IκB 蛋白被 IκB 激酶降解。 IκB 降解后,NF-κB 易位

至细胞核,并与促炎基因调控区域 κB 位点的 DNA

结合并促进其转录[15-16]。 活化的 NF-κB 会增加

TGF-β1、TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的表达,从而激活胶

原蛋白沉积和心肌纤维化,导致心肌重塑[17-20]。
NF-κB 在细胞因子和纤维化因子的协同反式激活中

起着关键作用,这些因子与心力衰竭后法心肌损伤

有关。 在本研究中,沙库巴曲缬沙坦抑制了心力衰

竭大鼠心脏中的 NF-κBp65、p-IκB 和下游 TGF-β1、
TNF-α 和 IL-6 的表达。 这些结果表明,沙库巴曲缬

沙坦至少部分通过抑制 IκB 磷酸化来抑制 NF-κB
的信号通路并进一步抑制促炎细胞因子的表达。

总之,本研究发现沙库巴曲缬沙坦可预防心力

衰竭过程总的心脏重塑。 潜在的机制可能与沙库

巴曲缬沙坦对心肌的抗纤维化和抗炎作用有关。
沙库巴曲缬沙坦通过抑制胶原蛋白的产生、心脏成

纤维细胞的活化和成纤维细胞的形成有效地减轻

了心肌纤维化。 沙库巴曲缬沙坦主要通过抑制

TGF-β1 / Smad3 信号传导途径来发挥其抗纤维化作

用。 另外,沙库巴曲缬沙坦可通过抑制 NF-κB 信号

传导从而抑制促炎性细胞因子的过度表达。
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黄芪抗糖尿病并发症的研究进展

刁元元,李玉梅∗,李晓文,王楚盈∗

(长春中医药大学 药学院,长春　 130117)

　 　 【摘要】 　 糖尿病(diabetes mellitus,DM)是以高血糖为特征的代谢性疾病。 糖尿病时长期存在的高血糖,导致

各种组织,特别是眼、肾、心脏、血管、神经的慢性损害、功能障碍,这些并发症的发生常威胁着患者的生命。 因此,
迫切需要安全有效的药物来干预糖尿病并发症。 黄芪是常见的补益中药,是众多抗糖尿病中药复方的关键组成之

一,黄芪富含多糖(APS)、皂苷(ASS)、黄酮(ASF)等抗糖尿病成分,对糖尿病并发症有较好的作用。 本文就近些年

黄芪干预糖尿病并发症及作用机制进行文献进行综述,为黄芪干预糖尿病并发症研究提供参考。
【关键词】 　 黄芪;糖尿病神经病变;糖尿病心肌病;糖尿病肾病;糖尿病视网膜病变;糖尿病足
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Review of Astragali radix for treating diabetic complications

DIAO Yuanyuan, LI Yumei∗, LI Xiaowen, WANG Chuying∗

(Changchun University of Traditional Chinese Medicine, Pharmacy College, Changchun 130117, China)

　 　 【Abstract】 　 Diabetes mellitus is a metabolic disease that is characterized by high blood sugar levels. Chronic
hyperglycemia in diabetes leads to chronic damage and dysfunction of various tissues, especially the eyes, kidneys, heart,
blood vessels, and nerves. These complications often threaten the life of patients. Therefore, there is an urgent requirement
for safe and effective drugs to intervene in diabetic complications. Astragali radix is a common tonic in Chinese medicine
and one of the main components of many anti-diabetes treatments using Chinese herbal compounds. Astragali radix is rich in
polysaccharides (APS), saponins (ASS), flavones (ASF), and other anti-diabetes components, which have a good effect
on the complications of diabetes. In this article, literature on the complications and mechanism of Astragali radix for
intervention in diabetes in recent years is reviewed to provide a reference for future studies on complications of intervention
by Astragali radix in diabetes.

【Keywords】　 Astragali radix; diabetic neuropathy(DPN); diabetic cardiomyopathy(DCM); diabetic nephropathy
(DN); diabetic retinopathy(DR); diabetic foot



　 　 糖尿病是继心血管疾病和癌症之后第三大主

要的非传染性疾病,其伴随着心肌病变、糖尿病肾

病、视网膜病变、神经病变、糖尿病足等并发症,严
重危害患者的身心健康[1]。 根据卫计委统计,目前

中国患有糖尿病的病人人数高达 1. 164 亿;预估计

至 2045 年中国糖尿病患者人数有可能增长到

1. 472 亿,位居世界首位[2-4]。 中医认为,糖尿病是

由于饮食不节,素体阴虚,劳倦伤气所致,而中药黄

芪具有补气升阳,固表止汗,利水消肿的功效,不仅

可以调节免疫功能,还具有抗氧化应激损伤、抗炎、
促进血液循环、改善肾功能等作用[5],黄芪和不同

药物配伍对多种并发症均具有疗效。 现本文对黄

芪拮抗糖尿病并发症的作用及机制进行综述,希望

有助于黄芪的研究探索与开发。

1　 黄芪的化学研究

黄芪主要含的抗糖尿病化学成分为多糖,皂苷

和黄酮。 黄芪多糖(APS)分为葡聚糖和杂多糖,据
报道,有 24 种多糖从黄芪的根中分离出来[6]。 最新

报道,黄芪多糖能够改善糖尿病大鼠的肝损伤,
APS 可能通过增加 Nrf2 表达并促进其活化而上调

了糖尿病大鼠肝 HO-1 的表达,激活 Nrf2 / HO-1 信

号通路而发挥了肝保护作用[7]。
黄芪皂苷(AMS)在黄芪中的种类较多,多达 40

多种的三萜皂苷类化合物已从黄芪分离得到[8-9]。
大量的实验研究和专业的分析检测可以去说明,黄
芪中的三萜皂苷类化合物对人体健康具有生物活

性。 特别是黄芪甲苷 IV(AGS-IV)是一种 3-O-b-D-
木吡喃糖基-6-O-b-D-吡喃葡萄糖基-环黄芪酮,属
于三萜皂苷类,具有广泛的药理作用。 黄春玲等[10]

研究表明,AGS-IV 作为黄芪药材质量的化学指标,
在临床上可用于治疗糖尿病、血脂异常、动脉粥样

硬化等心血管疾病。
黄芪黄酮类化合物(AFS)是一种重要的心血管

活性成分,具有很好的清除自由基的能力,减少血

浆脂质过氧化物酶的产物和总胆固醇[11]。 另外,黄
芪黄酮类化合物还能维持细胞正常代谢,提高细胞

SOD 活性,调节免疫等药理作用。 据报道,到目前

为止,已分离出 6 大类化合物:12 种异黄酮,5 种黄

酮类,4 种紫檀烷、檀 香烯和二氢异黄酮。 李瑞

芬[12]首次从蒙古黄芪中分离出 4,2′,4′-三羟基查

尔酮和 5,7,4′-三羟基异黄酮。 Qi 等[13] 应用液质

联用法对黄芪及其提取物进行分析和质量控制,结

果得到毛蕊异黄酮-7-O-β-D-葡萄糖苷、刺芒柄花

苷、毛蕊异黄酮和芒柄花黄素,这些化合物具有类

似的结构。

2　 黄芪抗糖尿病并发症的药理作用

2. 1　 黄芪与糖尿病周围神经病变

糖尿病神周围经病变(DPN)是糖尿病中常见

的慢性并发症之一,疼痛的肢体和感觉的异常是它

的表现形式,通常身体下肢较容易发生病变[14]。 现

如今认为高血糖可通过激活多种生化途径导致糖

尿病神经病变[15],如神经元的氧化应激,刺激炎症

因子和神经肽受体缺乏,作为周围神经系统的主要

组成细胞,雪旺细胞在神经损伤后被激活[16-17],黄
芪多糖在一定程度上可以抑制高糖诱导雪旺细胞

凋亡从而能抑制周围神经损伤[18]。 另外,不同剂量

黄芪多糖灌胃 2 型糖尿病( T2DM)大鼠的研究发

现,黄芪多糖灌胃后,大鼠某些脑神经生长因子

mRNA 水平下降,结果表明,黄芪多糖可使大鼠脑缺

血再灌注损伤程度减轻,改善这些神经生长因子基

因的表达[19]。
黄芪甲苷 IV(AGS-IV)是从黄芪根中分离得到

的一种新的环烷类三萜苷。 具有强大的免疫刺激、
抗炎和抗氧化作用。 研究表明 AGS-IV 是自由基清

除剂和醛糖还原酶抑制剂,AGS-IV 对甩尾阈值温

度、生化指标、运动神经传导速度(MNCV)具有显著

影响。 AGS-IV 能抑制糖尿病大鼠有髓纤维面积的

减少、有髓纤维直径的增加和节段性脱髓鞘的增

加。 AGS-IV 的保护机制是降低糖化血红蛋白水平,
血糖浓度,血浆胰岛素水平升高。 AGS-IV 可抑制红

细胞醛糖还原酶活性,提高神经组织谷胱甘肽过氧

化物酶活性,抑制红细胞醛糖还原酶活性,减少神

经和红细胞糖基化终产物的积累。 此外,AGS-IV 提

高了糖尿病大鼠神经和红细胞 Na+ -K+ -ATP 酶活

性。 上述研究说明,AGS-IV 对链脲佐菌素(STZ)诱
导的糖尿病大鼠周围神经病变的进展具有保护作

用,其作用原理和方法可能与多种因素有关[20]。
2. 2　 黄芪与糖尿病心肌病

糖尿病心肌病(DCM)是一种糖尿病引发的特

异性心肌病,和其他心脏病不同的是,它的心肌结

构和功能的变化是比较明显的特征。 研究表明显

示炎症,心肌纤维化、糖和脂代谢紊乱,氧化应激,
以及细胞凋亡在此类疾病中的发病机制中起重要

作用[21]。 最近研究发现[22],AGS-IV 能改善 T2DM
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大鼠的心脏收缩和舒张功能,改善心脏组织病理学

改变。 此外,AGS-IV 显著改善了 T2DM 大鼠和高脂

饮食(HFD)大鼠的循环 TC、TG、HDL 水平和心脏脂

质积累。 AGS-IV 能显著抑制 T2DM 大鼠 TNF-ɑ、IL-
6、IL-1β 的表达及心肌纤维化,其机制可能与改善

心肌脂质代谢,最终改善心功能有关。 该研究表

明,AS-IV 对 T2DM 大鼠心肌损伤具有保护作用,其
机制可能与改善脂质代谢有关。

杨靖宇等[23] 对糖尿病心肌病大鼠体内氧化应

激的各项指标的测定,认为黄芪能降低糖尿病患者

心肌氧化应激与纤维化,进一步恢复心肌功能。 黄

芪对心肌细胞的作用通过降低血清 IL-6 和 AngII 水
平抑制细胞凋亡及 BNP 表达,增加 PGC-1ɑ 蛋白或

调节 NRG-1 / ErbB 信号通路[24-26]。 Chen 等[27] 认为

黄芪多糖能改善心肌糖脂含量一定程度的代谢紊

乱。 陈添华等[28]认为局部糜蛋白酶-血管紧张素Ⅱ
系统的过度激活在糖尿病心肌病中起主导作用,而
APS 能部分抑制心肌糜蛋白酶和血管紧张素的活

性Ⅱ糖尿病诱导的系统,对心肌细胞产生保护作

用。 黄芪多糖可抑制大鼠糖尿病性心肌病,通过抑

制局部心肌凝乳酶 Ang II 系统,可降低心力衰竭等

并发症的风险[29]。
2. 3　 黄芪与糖尿病肾病

近年来,糖尿病肾病(DN)发病率逐年递增,这
种疾病已经导致了许多糖尿病患者的死亡,其发病

机制及病因复杂,包括血流动力学、糖代谢、遗传、
肾功能等氧应激及其他因素[30-31]。

黄芪可促进肝细胞合成白蛋白,升高血浆胶体

渗透压,减少尿蛋白,减轻肾病浮肿等症状,其机制

可能与抑制肿瘤坏死因子-β / Smad 信号通路有

关[32]。 研究表明,肾脏是高耗能器官,线粒体作为

主要供能细胞器发挥着重要的作用,APS 可使肾小

管上皮细胞的生存率提高、维持线粒体功能并抑制

线粒体途径介导的细胞凋亡,其机制可能为通过

AMPK / SIRT1 / PGC-1α 途径发挥对线粒体的保护作

用[33]。 氧化应激在 DN 发病机制中起到重要作用。
氧化应激主要是通过损伤胰岛细胞与诱导胰岛素

抵抗从而去诱发糖尿病。 黄芪甲苷可以抑制高糖

或者 H2O2 诱导下人肾小球系膜细胞内活性氧

(ROS)生成,提高细胞内 TRPC6 蛋白的表达, 发挥

对人肾小球系膜细胞(HMC)的保护作用[34]。
有学者采用 ADME 评价法对 AGS-IV 进行评

价,通过蛋白质相互作用(PPI)、疾病和通路网络分

析、基因本体(GO)富集分析,获得 AS-IV 治疗 DN
的特异性分子生物学过程和药理活性。 同时,体内

外实验均证实 AGS-IV 具有抗氧化、抗炎、抗上皮间

质转化(EMT)作用,并能抑制 Wnt / β-catenin 信号

通路,最终改善高糖所致的肾损伤[35]。 Lu 等[36] 认

为黄芪多糖可能是治疗 2 型糖尿病及其肌营养不良

并发症的潜伏着的胰岛素增敏剂和治疗剂。 Li
等[37]从黄芪根部分离得到了一个水溶性多糖,是一

个 ɑ-(1-4) - D-葡聚糖。 24 h 尿蛋白定量及形态

学观察显示黄芪多糖可显著降低阳离子牛血清白

蛋白(C-BSA)诱导的肾小球肾炎大鼠蛋白尿及形态

学改变,提示黄芪多糖可能具有治疗肾小球肾炎的

潜力。 王雅宁等[38] 认为 ASI 可减轻高糖诱导的肾

小管上皮细胞损伤, 其机制可能与减少细胞凋亡及

抑制 TGF-β / Smad 信号通路活性有关。 黄芪多糖可

以调节胰岛素抵抗性骨骼肌中的部分胰岛素信号,
黄芪多糖的抗萎缩和抗凋亡活性主要体现在 C2C12

骨骼肌肌管和成肌细胞中[39]。
2. 4　 黄芪与糖尿病视网膜病变

糖尿病性视网膜病变(DR)是一种常见由糖尿

病引起的疾病,会使患者的双眼视力下降。 糖尿病

病人在眼底的微血管病变被发现之前,通常会在暗

适应、对比敏感度和颜色感知方面出现功能缺陷。
黄芪可以降低糖尿病大鼠视网膜病变的发生率,具
有明显的抗氧化和自由基清除活性,可以降低 MDA
含量 / SOD 活力,从而缓解了高糖环境对细胞膜完

整性的破坏和微血管的损伤[40]。 黄芪还可通过抗

炎影响 Akt-VEGF 信号通路,减少白细胞在糖尿病

性视网膜病变的粘附,同时抑制视网膜外膜细胞凋

亡和基底膜增厚[41]。
另有研究探讨了黄芪多糖对代谢记忆诱导的

视网膜色素上皮(RPE)细胞死亡的预防作用及其

机制[42],结果表明高糖暴露可诱导代谢记忆,并伴

有 miR-204 / SIRT1 轴持续失调,内质网络应激水平

高,即使在正常葡萄糖替代后也可激活凋亡通路。
黄芪多糖可逆转 miR-204 的表达, 导致去抑制

SIRT1 和减轻内质网络应激诱导的凋亡,表现为降

低 p-PERK、 p-IRE-1、 Bax、 Caspase-12、 Caspase-9、
Caspase-3 水平,以及升高 Bcl-2 和未释放 PARP 水

平。 表明黄芪多糖通过调控 miR-204 / SIRT1 轴来抑

制内质网络应激和随后的细胞凋亡。
2. 5　 黄芪与糖尿病足

糖尿病足是由糖尿病血管病变、神经病变和感
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染引起的疾病,其特征是感觉疼痛、麻木和异常以

及溃疡和坏疽等,导致糖尿病患者足部或下肢组织

的破坏,约 15%的糖尿病患者在某一阶段出现了糖

尿病足[43]。 近年研究提示黄芪可促进糖尿病足溃

疡源性成纤维细胞增殖,延缓细胞衰老和促进效

应,黄芪也可以促进胶原蛋白的合成,然而高浓度

图 1　 黄芪抗糖尿病并发症效应及机制

Figure 1　 Anti-diabetic complications effect and mechanism of Astragalus

(> 640 μg / mL)的 APS 可产生抑制作用[44-45]。 黄

芪多糖能有效降低糖尿病足溃疡源性成纤维细胞

的晚期糖基化终产物(AGEs)浓度和随机激活基因

表达(RAGE)m-RNA 表达,显著缩短糖尿病足溃疡

患者肉芽组织出现和溃疡愈合的时间[46]。 近年来,
APS 的联合使用成为一个热点研究课题。 黄芪多

糖与组织工程化皮肤(TES)的结合可以模拟细胞外

基质的超微结构,恢复皮肤微循环,促进创面愈

合[47]。 发现 APS 与内皮祖细胞(EPCs)联合可促进

血管生成,其机制可能与 VEGF / VEGFR 及 Ang1 /
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TIe-2 信号通路的调控有关。
综上所述,黄芪抗糖尿病并发症的相关机制与

效应,见图 1。

3　 小结与展望

糖尿病肾病、糖尿病心肌病等并发症多为糖脂

代谢紊乱、血液流变性改变、免疫介导微炎症状态

等诸多因素共同作用的结果,近些年许多研究人员

已经确信,免疫介导微炎症状态在糖尿病并发症的

发展过程中起着核心作用。 微炎症状态是一种局

部的、非显性的慢性低度炎症,此反应可引发一系

列并发症,炎性因子可刺激血管活性物质释放,内
皮细胞通透性增加;还可引发机体的氧化应激,损
伤血管内皮,增加单核细胞对血管内皮的黏附和浸

润,并进一步诱导单核细胞趋化和激活释放各种细

胞因子,从而加重脏器损伤。 迄今为止,研究已证

实抗炎药物可以治疗糖尿病并发症,但还没有一种

既定的药物能通过调节微炎状态来改善糖尿病并

发症[48]。 传统中医药表明黄芪可以补气固表,提高

免疫力,针对糖尿病并发症气虚血瘀对因调节。 现

代研究表明黄芪中的活性成分黄芪多糖,黄芪皂苷

和黄芪黄酮类化合物,可改善高糖状态下损伤的细

胞以及基因的表达,调节氧化应激,抗炎,改善血管

内皮功能,调节能力代谢等,针对糖尿病神经病变、
糖尿病心肌病、糖尿病肾病、糖尿病足以及糖尿病

视网膜病病症对症调节。 中医基于“行气化瘀”理

论治疗气滞血瘀之症,现代医学表明糖尿病并发症

的核心为血管微炎症病变。 然“行气化瘀”理论是

否与调控血管微炎症状态相关?
值得关注的是,虽然我国使用黄芪治疗糖尿病

并发症研究的发展态势良好,但是研究多以动物实

验、有效成分为主,将黄芪用于临床治疗糖尿病的

试验相对较少,分子机制探讨不足,建议在后期的

研究中,要深入开展黄芪分子基础研究,并积极开

展黄芪及相关复方治疗糖尿病并发症的新药研究。
可以传统理论为指导,以现代研究为主线,从调控

血管微炎症,血管内皮功能切入,进行糖尿病并发

症的研究与治疗,以期为黄芪抗糖尿病并发症提供

新的思路。
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肠道菌群对色氨酸代谢的影响研究进展

王丽群1,庞日朝2,胡晓敏1,叶佳美1,张安仁3∗
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　 　 【摘要】 　 肠道菌群作为一个复杂的微生态系统,与宿主建立了密切联系,在调节与营养、免疫系统激活和宿

主防御相关的生理功能中起着核心作用。 肠道菌群与宿主之间相互作用的主要方式之一是通过代谢产物。 色氨

酸(tryptophan,TRP)作为一种必需氨基酸,参与体内多种生理功能,影响人体的生长和健康。 TRP 代谢的异常与许

多疾病有关。 肠道菌群产生的 TRP 分解代谢物是微生物群落以及宿主-微生物之间相互作用的重要信号分子,在
维持健康和疾病发病机理中具有重要作用。 通过系统阐述肠道菌群的分类和功能,肠道菌群对 TRP 代谢途径及其

相关疾病影响的研究,以及肠道菌群影响 TRP 代谢的潜在机制,为疾病发病机制和治疗等临床研究提供新的视角。
【关键词】 　 肠道菌群;色氨酸代谢;犬尿氨酸;5-羟色胺
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Research progress on the effect of gut microbiota on tryptophan metabolism

WANG Liqun1, PANG Rizhao2, HU Xiaomin1, YE Jiamei1, ZHANG Anren3∗

(1.School of Health and Rehabilitation, Chengdu University of Traditional Chinese Medicine, Chengdu 610075, China.
2. Department of Rehabilitation Medicine, the General Hospital of Western Theater Command, Chengdu 610083.

3. Department of Rehabilitation Medicine, Shanghai Fourth People′s Hospital Affiliated to Tongji University
School of Medicine, Shanghai 200434)

　 　 【Abstract】　 As a complex microecosystem, the gut microbiota has a close relationship with the host and plays a
central role in regulating physiological functions related to nutrition, immune system activation and host defense. Tryptophan
(TRP), an essential amino acid, must be obtained from the diet. TRP participates in a variety of physiological functions
and affects the growth and health of the human body. Abnormal TRP metabolism has been associated with many diseases.
One of the main ways in which the gut microbiota interacts with the host is through metabolites. Tryptophan catabolites
produced by gut microbiota are important signaling molecules in the microbial community and in host-microbe crosstalk, and
play an important role in physiological and pathological processes. This study describes research progress on the
classification and function of gut microbiota, the influence of gut microbiota on TRP metabolic pathways and related
diseases, and the potential mechanism of these effects, and discusses new clinical research for disease pathogenesis and
treatments.

【Keywords】　 gut microbiota; tryptophan metabolism; kynurenine; serotonin



　 　 肠道是一个复杂的微生态系统,拥有一个密集

而多样的微生物群落,称为肠道菌群,该菌群与宿

主共同进化以建立相互关系。 肠道菌群被认为是

一种虚拟内分泌器官,产生的分子能够与宿主生理

相互作用并触发局部和全身反应,宿主-微生物群

的生物串扰是疾病发病机理的主要因素[1-2]。 研究

表明,大量的代谢物能够驱动宿主与其微生物组之

间的串扰。 色氨酸( tryptophan,TRP)是一种必需氨

基酸,必须从饮食中获取。 饮食中缺乏 TRP 会损害

肠道免疫力并改变肠道微生物群落[3],TRP 代谢对

肠道菌群起着重要的调节作用,因此 TRP 作为宿主

微生物串扰中的关键必需氨基酸,受到越来越多的

关注。 同时,肠道菌群也会对 TRP 的代谢产生重要

影响,表明肠道菌群与 TRP 代谢之间的相互作用影

响宿主的全身稳态。 本文主要阐述了肠道菌群的

分类和功能,肠道菌群对 TRP 代谢影响及相关疾病

的研究,为疾病发病机制和治疗等临床研究提供新

的视角。

1　 肠道菌群的分类和功能

肠道菌群是个庞大复杂的群体,种类达 500 种,
细菌总数达 100 万亿。 肠道菌群主要是由厌氧兼性

厌氧菌和需氧菌组成,其中厌氧菌占 99%以上[4]。
在人体肠道微生物群落中,目前已发现的细菌有 9
个门, 包 括 厚 壁 菌 门 ( Firmicutes )、 拟 杆 菌 门

(Bacteroidetes)、变形菌门(Proteobacteria)、放线菌

门(Actinobacteria)、梭杆菌门(Fusobacteria)、疣微菌

门(Verrucomicrobia)、蓝细菌(Cyanobacteria)、螺旋

体门( Spirochaeates)和 VadinBE97 菌门,其中最主

要的是厚壁菌门和拟杆菌门。 肠道是细菌最佳的

营养环境,正常情况下,肠道菌群、宿主与外部环境

建立起一个动态平衡,肠道菌群的种类和数量是相

对稳定的,但会受到年龄、性别、药物、饮食等多种

因素的影响而发生改变,引起肠道菌群失调。 肠道

微生物群在免疫发育和活动、代谢和营养稳态、大
脑功能和行为等多个方面对宿主具有重要意义[5]。
其中对胃肠道代谢物的合成、消化、发酵和次级代

谢的调节是肠道微生物群的基本功能之一。 大量

与肠道微生物相关的胃肠道代谢物具有生物活性

并影响宿主细胞的分化、迁移、增殖和凋亡过程,从
而对宿主产生多种生理或病理作用,表明代谢物能

够驱动宿主与其微生物组之间的串扰[6]。 目前研

究主要涉及宿主-微生物群相互作用的代谢物有:

一,短链脂肪酸,由纤维发酵产生的细菌产生;二,
胆汁酸,在影响宿主之前被肠道微生物转化;三,色
氨酸代谢。 其中色氨酸代谢是本文阐述的重点,色
氨酸代谢产物胃肠道和外周中都发挥着重要作用,
而肠道菌群影响着色氨酸代谢。

2　 色氨酸的代谢途径

TRP 除了在体内被用于合成蛋白质之外,在胃

肠道中主要遵循三种代谢途径:犬尿氨酸途径、5-羟
色胺途径和微生物代谢途径。
2. 1　 犬尿氨酸途径

机体内约有 95%的 TRP 通过犬尿氨酸途径被

代谢为犬尿氨酸( kynurenine,KYN) [7]。 KYN 的产

生依 赖 于 肝 细 胞 中 的 色 氨 酸 2, 3-双 加 氧 酶

(tryptophan 2,3-dioxygenase,TDO)和存在于其他细

胞中的引哚胺 2, 3-双加氧酶 ( indoleamine 2, 3-
dioxygenase,IDO) [8]。 TDO 可以由糖皮质激素或

TRP 本身诱导,而 IDO 受某些炎症因子刺激的影

响,如肿瘤坏死因子 ( tumor necrosis factor-alpha,
TNF-α)、干扰素 g ( interferon-g, IFN-g)、干扰素 γ
(interferon gamma,IFN-γ),其中 IFN-γ 是最有效的

诱导剂[9]。 KYN 一旦产生,便会通过两种不同的途

径进一步代谢:犬尿酸途径和喹啉酸途径。 KYN 在

犬尿酸途径中被犬尿氨酸氨基转移酶催化转氨生

成犬尿酸并随尿排出。 在喹啉酸途径中,KYN 首先

被犬尿氨酸羟化酶羟化生成 3-羟基犬尿氨酸,进而

被 3-羟基邻氨基苯甲酸 3,4-双氧化酶催化形成喹

啉酸或吡啶甲酸等代谢物[10]。 喹啉酸被认为是一

种兴奋性 N-甲基 D-天冬氨酸(N-Methyl-D-aspartic
acid,NMDA)受体激动剂,具有神经毒性,而犬尿酸

则是一种神经保护性 NMDA 拮抗剂和 a7 烟碱胆碱

能激动剂[11]。
2. 2　 5-羟色胺途径

5-羟色胺 ( serotonin,5-HT) 又名血清素,因此

TRP 代谢的 5-羟色胺途径又被称为血清素途径。
大约 1% ~ 2%的 TRP 在色氨酸羟化酶( tryptophan
hydroxylase,TPH)的作用下被羟化生成 5-羟色氨酸

(5-Hydroxytryptophan,5-HTP) [12],TPH 主要以两种

亚型存在:色氨酸羟化酶 1( tryptophan hydroxylase
1,TPH1)和色氨酸羟化酶 2( tryptophan hydroxylase
2,TPH2),TPH1 主要存在于肠道肠嗜铬细胞、脾
脏、松果体和胸腺中,TPH2 完全存在于神经元细胞

中[13]。 5-HTP 进而在芳香羧酸脱羧酶的作用下脱
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羧后形成 5-HT,5-HT 通过单胺氧化酶和醛脱氢酶

转化为最终产物 5-羟吲哚乙酸(5-hydroxyindolacetic
acid,5-HIAA),可在尿液中迅速排出[14]。 5-HT 主

要由胃肠道中的肠嗜铬细胞产生,是一种重要的胃

肠道信号分子,它将信号从肠道传递到内在或外在

的神经元,并影响肠道蠕动和运动、分泌、血管扩张

和营养物质的吸收[15]。
2. 3　 微生物代谢途径

虽然大多数 TRP 都在小肠中被消化吸收,但是

部分 TRP 仍可以到达结肠,并被结肠中的多种共生

菌群降解。 吲哚是 TRP 的主要细菌分解产物,在色

氨酸酶的分解下形成。 色氨酸酶在大肠杆菌、梭状

芽孢杆菌、霍乱弧菌、变形杆菌、志贺氏菌和粪肠球

菌等多种肠道微生物中均有表达[16]。 吲哚吸收后

被氧化成吲哚基,与硫酸盐偶联形成吲哚酚硫酸

盐,并以尿的形式排出体外[17]。 肠道微生物通过其

他各 种 途 径 将 TRP 转 化 色 胺、 吲 哚-3-丙 酸

( indolepropionic-3- acid, IPA )、 吲 哚 乳 酸

(indolelactic acid,ILA)、吲哚-3-乙酸( indoleacetic-
3- acid, IAA)、吲哚-3-醛( indole-3-aldehyde, IAld)、
吲哚丙烯酸(indoleacrylic acid,IA)和粪臭素等。

3　 肠道菌群对色氨酸代谢及其相关疾病的影响

3. 1　 犬尿氨酸途径

越来越多的研究报告了肠道菌群对色氨酸犬

尿氨酸代谢途径及其相关疾病的影响。 在没有肠

道菌群或菌群失调的情况下,血浆中 TRP 的浓度会

增加,犬尿氨酸途径代谢减少,从而导致犬尿氨酸 /
色氨酸含量(KYN / TRP)比值降低,但在菌群移植后

会使血浆中的 TRP 和犬尿氨酸途径的代谢正常化,
从而对各种疾病产生重要影响。

研究发现抑郁症患者的肠道菌群会发生改变,
血浆中 TRP 浓度降低,这与 IDO 活性增强有关,神
经毒性喹啉酸增加和神经保护性犬尿酸减少,KYN /
TRP 比值的增加,而益生菌可重塑抑郁症患者的肠

道菌群并影响犬尿氨酸代谢途径。 Desbonnet 等[18]

使用婴儿双歧杆菌治疗抑郁症大鼠 14 d 后,显著增

加了血浆 TRP 浓度和犬尿酸 /犬尿氨酸比值,降低

了 KYN / TRP 比值和 IDO 活性,同时还导致额叶皮

层中 5-HIAA 浓度的降低,表明双歧杆菌使犬尿氨

酸途径中 IDO 活性降低,血浆 TRP 的可用性增加,
在该途径下游进一步产生神经保护性犬尿酸的趋

势增加。 最近,Rudzki 等[19] 将 60 名重度抑郁症患

者随机分配到一项干预 8 周的安慰剂对照试验中,
30 名患者接受益生菌植物乳杆菌 229v(LP299v)治
疗,另外 30 名患者接受安慰剂治疗,结果显示益生

菌 LP299v 降低了重度抑郁症患者血浆中的 KYN 浓

度和增加了 3-羟基犬尿氨酸 /犬尿氨酸比值,并且

益生菌 LP299v 改善了患者的认知能力。 Kazemi
等[20]对抑郁症患者进行益生菌(瑞士乳杆菌和长双

歧杆菌)和安慰剂干预 8 周后也得到类似结果,与
安慰剂组相比,益生菌组的 KYN / TRP 比值显著降

低,并且抑郁症状得到缓解。
神经退行性疾病中犬尿氨酸代谢途径的激活

导致犬尿氨酸失衡,进而产生神经毒性代谢产物,
神经毒性和神经变性的升高,而肠道菌群会影响犬

尿氨酸代谢途径。 多发性硬化症(MS)是中枢神经

系统的自身免疫性疾病,与脱髓鞘和神经元丢失有

关,犬尿氨酸途径产生神经保护性和神经毒性代谢

产物(如喹啉酸)可影响 MS。 在 MS 研究进展中,犬
尿氨酸途径的激活很可能是由于促炎细胞因子(如
TNF-α 和 IFN-g)从而促进 IDO-1 表达。 在 MS 的实

验性变态反应性脑脊髓炎(EAE)模型中,观察到大

鼠血清中喹啉酸和 KYN / TRP 比值的水平显着升

高,并且这些水平与疾病严重程度的增加相关[21]。
阿尔茨海默氏病(AD)也与犬尿氨酸途径有关,特
别是与喹啉酸相关的炎症因子导致 IDO-1 和 TDO
的表达增加,进而导致犬尿氨酸代谢途径激活和喹

啉酸的积累[22]。 研究发现,肠道微生物群可以影响

神经细胞小胶质细胞以调节喹啉酸产生[23],喹啉酸

是兴奋毒性 NMDA 受体激动剂,而 NMDA 受体的表

达也受肠道微生物群的调节,表明肠道微生物群可

能潜在地影响犬尿氨酸代谢途径并影响相关神经

退行性疾病。
3. 2　 肠道菌群对 5-HT 途径的影响

肠道菌群对 5-HT 的 TRP 代谢也具有重要影

响。 很多细菌菌株都能在体外从 TRP 中产生 5-
HT,这些菌株包括大肠杆菌、植物乳杆菌(FI8595)、
嗜热链球菌、摩根杆菌、肺炎克雷伯氏菌和哈夫尼

亚菌等[24-25]。 5-HT 主要在肠道中合成,肠道微生

物群是肠道 5-HT 产生的主要参与者,这已在 GF 小

鼠中得到证实,与常规 SPF 小鼠相比,GF 小鼠的结

肠和血清中的 5-HT 含量显着降低,并且在整个远

端结肠和近端结肠中均可观察到,而在小肠中则没

有,这表明微生物群在调节结肠 5-HT 中具有特殊

作用[26]。 同时,5-HT 参与情绪、行为和认知功能的
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调节。
肠易激综合征(irritable bowel syndrome,IBS)是

一种慢性反复发作的肠道疾病,5-HT 在调节肠胃蠕

动、分泌和感觉中起着关键作用,有证据表明,IBS
与肠 道 5-羟 色 胺 能 神 经 元 信 号 不 足 有 关[27]。
Jalanka-Tuovinen 等[28] 研究表明 IBS 患者的肠道菌

群多样性发生了改变,并显示出健康对照者和 IBS
患者之间以及 IBS 患者亚组之间的微生物群组成差

异。 尽管 IBS 的病因学尚不清楚,但至少在某些亚

组患者中,怀疑致病菌肠道菌群在 IBS 发病机理中

的作用。 在中枢神经系统中,5-HT 参与情绪、行为

和认知功能和精神疾病。 使用急性色氨酸耗竭技

术研究 5-HT 对情绪的影响,其中降低饮食中色氨

酸的水平会导致脑部 5-HT 水平的降低,从而可以

分析 5-HT 依赖性行为[29]。 同时,肠道菌群影响焦

虑和抑郁相关的行为。 Bravo 等[30] 研究发现,与对

照喂养的小鼠相比,鼠李糖乳杆菌的慢性治疗诱导

了皮质海马和杏仁核中 GABA 受体的改变,同时还

降低了应激诱导的皮质酮水平以及与焦虑和抑郁

相关的行为。 肠道菌群对焦虑和抑郁相关行为的

影响越来越明显,对 TRP 和 5-HT 代谢影响的也越

来越重要,提示肠道菌群可能通过调节 TRP 和 5-
HT 对焦虑和抑郁产生影响。
3. 3　 微生物代谢途径

肠道菌群能够直接代谢色氨酸并改变其宿主

中色氨酸的可用性。 肠道菌群可以将 TRP 直接代

谢为色胺、粪臭素、IPA、IAA、IAd 和 ILA 等代谢产

物,这些细菌色氨酸分解代谢物是芳香烃受体

(AHR)的配体,AHR 与 AHR 配体结合可以刺激下

游靶基因的表达,促使肠道菌群中的有益菌胜过致

病菌,从而调节宿主肠内和全身稳态,进而对 MS 和

炎性肠病等疾病产生影响。
Rothhammer 等[31]在 MS 患者的中枢神经系统

(central nervous system,CNS)病变中检测到了星形

胶质细胞对 I 型干扰素( type I interferons,IFN-I)的
转录反应,AHR 激动剂的循环水平降低。 他们发现

通过补充色氨酸代谢产物吲哚、硫酸吲哚酚、IPA 和

IAld,可减轻经抗生素治疗的 EAE 模型小鼠的 CNS
炎症。 进一步研究发现星形胶质细胞中的 IFN-I 信
号传导通过配体激活的转录因子 AHR 和细胞因子

信号传导抑制因子减少炎症和 EAE 评分。 这些发

现表明,CNS 中产生的 IFN-I 与来自色氨酸的肠道

菌群代谢产物结合,可以激活星形胶质细胞中的

AHR 信号传导并抑制 CNS 炎症。 Lamas 等[32] 在患

有炎性肠病的小鼠的微生物群中也观察到 AHR 配

体数量降低,尤其是在缺乏炎性肠病易感基因

CARD9 的小鼠中。 CARD9 通过增加炎症因子 IL-22
的产生来促进结肠炎的恢复,而 Card9 - / -小鼠更易

患结肠炎。 Card9 - / -小鼠中的微生物群发生了改

变,并且微生物群从 Card9 - / -小鼠转移至野生型小

鼠,Card9 - / -小鼠无法将色氨酸代谢为可充当 AHR
配体的代谢物。 用能够代谢色氨酸的乳杆菌菌株

或用 AHR 激动剂治疗小鼠后,肠道炎症减弱。

4　 肠道菌群调节色氨酸代谢的潜在作用机制

4. 1　 肠道菌群通过影响 IDO 调节犬尿氨酸途径

虽然肠道菌群对色氨酸犬尿氨酸代谢途径机

制尚不清楚,但肠微生物群主要是通过多种途径调

节犬尿氨酸代谢中 IDO 的表达和活性。 肠道菌群

可以影响犬尿氨酸途径中酶的活性。 相比于具有

正常肠道菌群的小鼠,无菌( germ-free,GF)小鼠肠

道的 IDO 表达不足[33]。 Harrington 等[34] 对 IFN-γ
基因敲除小鼠和 GF 小鼠的实验表明,IFN-γ 基因上

调依赖于正常的共生菌群,由于 IFN-γ 是 IDO 最有

效的诱导剂,因此在小鼠肠道菌群的定植后 IDO 表

达的增加。 Clarke 等[35] 发现 GF 小鼠的血浆中

KYN / TRP 比值降低,但是将断奶(3 周龄)后的 GF
小鼠从 GF 设施中移出,然后在饲养常规小鼠的笼

子中生长至 8 ~ 9 周龄,以达到定植正常菌群的目

的,结果发现菌群定植小鼠的 KYN / TRP 比值可恢

复至正常水平。 其他学者报道了小鼠菌群定植后

的第 4 天和第 30 天血浆[36] KYN 浓度和 KYN / TRP
比值都有相似程度的增加。 然而,并非所有细菌均

能促进 IDO 活性的活性。 有研究团队对自发性自

身免 疫 性 糖 尿 病 ( BioBreeding diabetes-prone,
BBDP)大鼠喂养约翰逊氏乳杆菌后发现,约翰逊氏

乳杆菌抑制了 IDO 的活性,同时 BBDP 大鼠的血清

KYN 浓度降低,该研究团队认为约翰逊氏乳杆菌让

回肠中过氧化氢(H2O2)浓度升高可能是抑制 IDO
活性的原因[37]。 这与 Gao 等人[38] 的报告一致,约
翰逊氏菌定植后 IDO 活性降低的主要机制是回肠

腔内 H2O2 的产生增多,H2O2 充当信号分子,并通

过影响宿主-菌群共生相互作用来抑制 IDO 的活性。
另一项研究[39]发现 H2O2 可以通过激活过氧化物酶

以诱导蛋白质氧化并抑制 IDO 活性。 Moloney 等[40]

通过比较常规小鼠、GF 小鼠和菌群移植小鼠海马体
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中的 miRNA,显示微生物群调节与犬尿氨酸途径代

谢相关的 miRNA 的表达,并证明肠道菌群调节海马

体中犬尿氨酸途径基因的表达。 REGA3 是胃肠道

内的一种抗菌蛋白,它能够影响肠道菌群的组成,
从而增加乳酸杆菌的数量。 最近,有研究报道[41],
由 REGA3 增加的乳酸杆菌可能通过产生鸟氨酸上

调肠道上皮细胞中的 IDO1 以产生 KYN。
4. 2　 肠道菌群通过影响 TPH 调节 5-HT 途径

研究报告了肠道微生物群调节 5-HT 的潜在机

制,肠道菌群可能通过 TPH 影响 5-羟色胺途径。 研

究发现,相比于无特定病原体 ( specific pathogen
free,SPF)小鼠,GF 小鼠的肠道肠嗜铬细胞在形态

上更大,提示肠道微生物可能会影响肠嗜铬细胞的

发育和功能[42],而肠嗜铬细胞主要表达 TPH1,因此

肠道菌群可能通过调节肠嗜铬细胞中 TPH1 的表达

来响应细菌起源的各种生化物质,从而影响 5-HT
的合成。 Sjögren 等[43] 发现,尽管结肠和血清中 5-
HT 水平不足,但 GF 小鼠粪便和血清中的 TRP
(TPH1 的底物)水平显著增加,这表明宿主 TPH1
表达的中断导致了 TRP 的积累。 Yano 等[26]进一步

研究发现,口服 TPH1 的产物 5-羟色氨酸(5-HTP)
可充分缓解 GF 小鼠结肠和血清 5-HT 表达的不足,
而补充 TPH1 的底物 TRP 则无恢复 5-HT 的表达,
表明微生物群通过提高结肠肠嗜铬细胞中 TPH1 的

表达来促进 5-HT 的合成。 为进一步研究肠道菌群

影响 5-HT 产生的机制,研究者将 GF 小鼠结肠中脱

氧胆酸的腔内浓度提高到 SPF 小鼠的水平,发现可

以增加结肠和血清中的 5-HT,因此他们认为肠道微

生物通过将肝脏分泌的胆酸转化为脱氧胆酸进而

促进 5-HT 的产生。 此外,有研究报道[44],TPH1 缺

陷型(TPH1- / -)小鼠肠道中的 5-HT 含量显著降低。
Kwon 等人[45]观察到同窝 TPH1- / -和 TPH1+ / -小鼠之

间的肠道微生物组成有显着差异,他们利用离体共

生的体外系统评估发现,5-HT 在体外以浓度依赖性

和物种特异性的方式直接调节共生细菌的生长。
另一项研究[46]通过实时荧光定量 PCR 和蛋白质免

疫印迹比较 GF 小鼠、常规饲养小鼠和定植了人类

肠道菌群 ( HM) 小鼠的近端结肠节段中 TPH1
mRNA 和蛋白的表达,发现 HM 小鼠的 TPH1 mRNA
和蛋白表达均明显高于 GF 小鼠,同时 GF 小鼠结肠

中 5-HT 的含量显著低于 HM 小鼠。 为了确定

TPH1 mRNA 和蛋白的表达是否对人类肠道肠道菌

群具有特异性, 还评估了常规饲养小鼠 TPH1

mRNA 和蛋白的表达,发现其 TPH1 mRNA 表达的

增加与 HM 小鼠类似。 这些研究结果表明,微生物

群的缺乏与结肠 TPH1 表达的降低有关,人体和小

鼠肠道微生物群都可以影响 5-HT 的生物合成途

径。 该研究还在体外人肠嗜铬细胞模型中发现,由
远端肠道微生物产生的短链脂肪酸(丁酸和乙酸)
能显著提高 TPH1 mRNA 表达,提示肠道微生物通

过短链脂肪酸影响肠嗜铬细胞和 TPH1,进而促进

结肠中 5-HT 的产生。
肠道菌群还可能通过 5-羟色胺转运蛋白

(serotonin transporter,SERT)影响 TRP 代谢产生 5-
HT。 SERT 可以促进 5-HT 被细胞内的单胺氧化酶

降解,并维持在体内的正常水平,而在 SERT- / -小鼠

的血浆中缺乏 5-HT[47]。 最近,Singhal 等[48] 评估了

SERT+ / +和 SERT- / - 小鼠的粪便和盲肠微生物的组

成,发现与 SERT+ / +小鼠相比,SERT- / -小鼠的微生物

组群落结构发生了显着变化。 SERT+ / +小鼠具有更

多的肠道微生物共存菌群网络,而 SERT- / - 小鼠的

微生 物 组 则 由 不 连 续 的 子 网 络 组 成, 这 表 明

SERT- / -小鼠的肠道细菌之间的相互作用丧失,
SERT 缺乏改变了细菌群落结构。 Golubeva 等[49] 评

估了孤独症谱系障碍的 BTBR 小鼠模型和 C57BL / 6
小鼠的结肠和回肠组织中 5-HT 的可用性,相比于

C57BL / 6 小鼠,BTBR 小鼠结肠和回肠组织中的 5-
HT 水平降低了 50%,且 BTBR 小鼠的 TPH1 表达下

调和 SERT 基因表达上调。 由于 TPH 的活性决定

了 TRP 产生的 5-HT 的量,而 SERT 基因控制着 5-
HT 的摄取和分解,因此研究结果表明 5-HT 合成的

减少和分解的增加,导致 BTBR 小鼠结肠和回肠中

5-HT 的生物利用度降低。 同时,他们发现 5-HT 在

结肠和回肠组织中浓度和可用性与梭状芽孢杆菌

属的相对丰度密切相关,而且芽孢杆菌属与 TPH1
和 SERT 基因表达水平之间也存在很强的相关性,
这证实了梭状芽胞杆菌细菌在 TRP 产生 5-HT 中的

重要性。
此外,Hata 等[50] 发现,在 GF 小鼠的盲肠和结

肠腔内的 5-HT 水平显著低于 SPF 小鼠,而且在 SPF
小鼠中,大多数 5-HT 是非结合的游离形式,而在 GF
小鼠中,大约有 50%的 5-HT 以葡萄糖醛酸结合形

式存在,说明肠道菌群对葡萄糖醛酸结合的 5-HT
的去共轭过程可能有助于促进肠腔内游离 5-HT 的

产生。 另外有研究报道[51],肠道菌群可以通过调节

肌间神经丛中的神经元释放 5-HT 和激活 5-HT4
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受体。
4. 3　 肠道菌群直接代谢 TRP 并改变其宿主中

TRP 的可用性

研究表明,肠道菌群能够直接代谢 TRP 并改变

其宿主中 TRP 的可用性。 肠道菌群可以将 TRP 直

接代谢为色胺、粪臭素、IPA、IAA、IAd 和 ILA 等代谢

产物。 研究发现,萎缩芽孢杆菌 C89 中非核糖体肽

合成酶基因簇之后最下游的芳族 L-氨基酸脱羧酶

与 TRP 脱羧形成色胺有关[52]。 同时,嗜线虫致病

杆菌也能代谢 TRP 产生色胺[53]。 值得注意的是,
Williams 等[54]研究发现生孢梭菌能够通过特定的

色氨酸脱羧酶将 TRP 脱羧成色胺。 Wikoff 等[55] 研

究发现生孢梭菌在培养物中可以产生 IPA,于是用

生孢梭菌 ATCC15579 菌株对 GF 小鼠进行定植,并
在定植后每隔一段时间采集血样。 结果发现在引

入微生物后不久的样品中未检测到 IPA,在定植后

第 5 天首次在血清中观察到 IPA,在第 10 天达到与

正常养殖小鼠相当的水平,这表明将体内能够产生

IPA 的生孢梭菌定植于胃肠道可以将 IPA 引入宿主

的血液中。 有学者进一步研究发现[56],通过基因工

程阻断生孢梭菌降解 TRP 的功能后,小鼠血液中的

IPA 水平降低。 罗伊氏乳杆菌可以将 TRP 转化为

IAA[57]。 Wilck 等[58] 通过 16SrDNA 基因测序分析

了来自正常盐饮食和高盐饮食喂养的小鼠的粪便,
发现高盐饮食会改变小鼠的粪便微生物组并消耗

乳酸杆菌,同时显著降低粪便中 IAA 和 ILA 的含

量,而 IAld 的含量没有发生变化。 他们进一步分离

小鼠粪便发现上述乳酸杆菌为鼠李糖乳杆菌,并且

在用鼠李糖乳杆菌分离物单克隆的小鼠粪便中检

测到 ILA、IAA 和 IAld,而在 GF 小鼠粪便中则没有,
表明鼠李糖乳杆菌具有产生 ILA,IAA 和 IAld 的能

力。 最初研究表明,肠道微生物(乳杆菌属、普雷沃

菌属,梭菌属,放线菌属和巨球藻属等)能通过最接

近粪臭素的前体 IAA 的脱羧作用进行合成粪臭

素[59]。 随着研究的进一步深入,发现肠道微生物能

够直接代谢 TRP 合成粪臭素。 Whitehead 等[60] 在

培养德雷克氏梭菌和粪味梭菌的常规培养基中补

充 TRP,到 48 h 观察到粪臭素和 IAA 的产生,表明

这两种细菌均可降解色氨酸形成 IAA 和粪臭素。

5　 总结

肠道微生物群对 TRP 的犬尿氨酸、5-HT 和微

生物代谢途径具有重要影响。 越来越多的研究表

明的 TRP 代谢许多疾病有关,例如炎症性肠病、肠
易激综合征、神经退行性疾病和精神障碍(焦虑、抑
郁、孤独症等) [61-62]。 色氨酸代谢物是疾病病理的,
因此可进一步开发相关药物,如使用抑制剂来阻止

某些途径中的酶,降低神经毒性代谢物水平,同时

提高神经保护性代谢产物,进而达到治疗相关疾病

的作用。 同时,肠道菌群在这些疾病中也具有重要

作用,表明肠道微生物的作用可能部分地由 TRP 代

谢介导。 TRP 代谢物直接或间接地被肠道菌群控

制,表明可以通过多种研究方法来帮助确定肠道菌

群对各种疾病的影响,包括使用缺乏菌群的无菌动

物、益生菌补充剂、抗生素管理和粪便移植研究。
通过益生菌影响肠道菌群的组成来调节 TRP 代谢

可能是一种潜在和有效的治疗方法。 因此,本文通

过系统阐述肠道菌群对 TRP 代谢途径及其相关疾

病的影响,可以对疾病发病机制和治疗等临床提供

新的视角。 然而,由于肠道微生物群-宿主之间相互

作用的复杂性以及疾病和模型的复杂性,而且目前

大多数研究都是基础研究,因此对肠道菌群通过

TRP 代谢影响宿主健康的研究仍需进一步深入。
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　 　 【摘要】 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis, AS)是一种以脂质沉积血管为主的慢性疾病,越来越多研究认为免

疫介导的炎症反应在 AS 的发病机制中有着重要的作用。 Toll 样受体 4( toll-like receptor4, TLR4)作为天然免疫模

式识别受体家族中的一员,参与 AS 的发病各个阶段,因此成为了治疗 AS 的一个重要靶点。 本文就 TLR4 与 AS 相

关研究进展作一综述。
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　 　 【Abstract】　 Atherosclerosis (AS) is a chronic disease characterized by lipid deposits in blood vessels. An increasing
number of studies suggest that immune-mediated inflammatory responses play an important role in the pathogenesis of AS.
Toll-like receptor 4 (TLR4) participates in various stages of AS as a member of the natural immune pattern recognition
receptor family, and thus has become an important target for the treatment of AS. This article reviews the progress in
research regarding TLR4 and AS.
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　 　 心血管疾病(cardiovascular diseases, CVD)是世

界范围内死亡的主要原因。 据世界卫生组织(world
health organization, WHO)统计,每年约有 1790 万的

人死于 CVD,占全球死亡人数的 31%,超过 75%的

CVD 发生在中低收入水平国家。 致 CVD 的病因有

多种,大多数 CVD 的根本原因是动脉粥样硬化



(atherosclerosis, AS)的发生[1]。
AS 的发病机制尚不清楚,然而某些因素能够增

加 AS 的发病概率,包括遗传、环境和个体习惯,如
吸烟、肥胖、糖尿病、高血压等等[2]。

血脂升高是 AS 发展的核心,近年来,越来越多

的研究发现,慢性炎症在 AS 发病机制中起着重要

的作用[3-4]。 这种炎症信号与天然免疫和适应性免

疫均有联系[5]。 固有免疫作为机体抵抗外来病原

菌的第一道防线,近年来较多的研究其在 AS 发病

中的影响。 Toll 样受体 ( Toll-like receptor, TLR),
TLR4 作为 TLR 家族中的一员,通过激活下游炎性

因子的分泌参与 AS 从内膜脂质积聚到斑块破裂的

各个阶段,因而被认为是影响 AS 发生发展的重要

靶点之一。

1　 TLR4 的概述

1. 1　 TLR4 分布及分子结构

TLR 是一种重要的模式识别受体,通过识别各

种病原相关分子模式( pathogen-associated molecule
pattern,PAMP)在天然免疫中发挥重要的作用[6]。
TLR4 是第一个发现的受体,分布于 B 细胞、单核 /
巨噬细胞、平滑肌细胞、树突状细胞等细胞表面,能
够识别广泛的危险信号分子,包括微生物成分,如
脂多糖(LPS)和经过内源性修饰的分子,如氧化低

密度脂蛋白(oxLDL) [7]。
TLR4 是一型跨膜蛋白,由胞外域、胞浆区和跨

膜区三部分组成。 胞外域由亮氨酸富集的重复序

列组成,参与对 PAMP 的识别,通过跨膜区将信号

转导入细胞内。 胞浆区因与 IL-1R 家族成员的胞浆

区高度同源,因此称为 Toll / IL-1 受体 ( Toll / IL-1
receptor, TIR)结构域,用于募集含有 TIR 结构域的

衔接蛋白,进行下游的信号转导[8]。 Toll 样受体识

别 PAMP 在固有免疫中发挥作用,激活树突状细胞

表达共刺激分子,将主要组织相容性复合体(major
histocompatibility complex, MHC)二类分子携带的抗

原表达于树突状细胞表面,T 细胞识别发挥适应性

免疫应答,因此 Toll 样受体在固有免疫和适应性免

疫应答中发挥桥梁作用[9-10]。
1. 2　 TLR4 的两条信号传导通路

TLR4 识别配体发生在细胞表面,受体内化进行

信号的传导。 TLR4 是唯一可以激活两条信号通路

的 TLR 受体:MyD88 依赖型信号通路和 MyD88 非

依赖型信号通路[11]。 分别由 MyD88 和 TRIF 两种

衔接蛋白与受体结合激活下游信号,分别产生促炎

细胞因子和干扰素,进而激活 T、B 淋巴细胞介导的

适应 性 免 疫 应 答, 进 一 步 杀 伤 入 侵 的 病 原 微

生物[12]。
1. 2. 1　 MyD88 依赖性信号通路

MyD88 依赖型信号通路是在质膜上介导除

TLR3 以外所有 TLR 的共同信号转导通路[13]。 髓

样分 化 蛋 白 88 ( myeloid differential proteiN-88,
MyD88)是一种衔接蛋白,有两个特殊的结构域 N
端和 C 端。 C 端含有 TLR 结构域,其作用是募集受

体激活信号通路。 N 端又称为死亡结构域,其与 IL-
1R 相关激酶 4(IL-1R related kinases-4, IRAK-4)相
互作用,IRAK-4 磷酸化 IRAK-1,IRAK-1 进一步

激活肿瘤坏死因子受体相关因子 6( tumor necrosis
factor-associated factor 6, TRAF6) [14]。 TRAF6 是一

种 E3 泛素连接酶,TRAF-6 与转化生长因子 β 活化

激酶-1(TAK1)相互作用,TAK1 与 TAK1 结合蛋白

1 和 2(TAB1 和 TAB2)结合后。 活化的 TAK1 进一

步激活 NF-κB 抑制蛋白激酶复合物( IKK α、β、ε)
和丝裂原活化蛋白激酶 ( mitogen-activated protein
kinase, MAPK),进而激活 NF-κB 和 AP-1 蛋白,激
活后的转录因子进入细胞核,产生各种细胞因子和

趋化因子,如白介素-6( interleukiN-6, IL-6)、白介

素-1β ( interleukiN-1β, IL-1β)、 肿瘤坏死因子-α
(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、单核细胞趋化蛋

白 - 1 ( monocyte chemoattractant proteiN-1, MCP-
1)等[15-17]。
1. 2. 2　 MyD88 非依赖性信号通路

MyD88 非依赖性信号通路是内体发生的另一

条信号转导通路。 TLR4 通过衔接蛋白 TRAM 与

TRIF 结合后,激活 TRIF,TRIF 与 TRAF3、TRAF6 以

及受体相互作用蛋白 1 和 3(RIP1、RIP3)结合后,
TRAF3 和 TRAF6 活化,分别行使不同的激活通

路[18-19]:TRAF3 与 IKKε 结合,活化干扰素调节因子

3( interferon regulatory factor3, IRF3),一型干扰素

(interferon, IFN)产生[20];TRAF6 在 RIP1 的作用下

与 TAK1 结合,激活 NF-κB 和 MAPK 诱导细胞因子

的产生[12]。

2　 TLR4 / NF-κB 在动脉粥样硬化发展中的作用

TLR4 作为天然免疫 TLR 家族中一员,它的上

调及其下游通路的激活在 AS 的发生中有着一定的

地位。 TLR4 在人和小鼠的 AS 过程中均有过表达,
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主要在病变的巨噬细胞和内皮细胞内,参与 AS 的

各个阶段[21]。 有研究发现,与 C57BL / 6 小鼠相比,
C3H / HeJ 小鼠在高胆固醇和饮食中具有抗 AS 的能

力。 这是由于 C3H / HeJ 小鼠在 TLR4 细胞质区存

在点突变,导致 TLR4 无功能,因此 TLR4 可能是小

鼠体内发生 AS 的一种重要因素[22]。 Michelsen
等[23]人通过抑制 TLR4 和 MyD88 基因表达,显著降

低 Apo-e- / -小鼠主动脉粥样硬化病变面积、斑块脂

质含量、巨噬细胞浸润、内皮细胞对白细胞的黏附

及循环促炎细胞因子,如 MCP-1、IL-12 等的循环水

平。 Edfeldt 等[24] 研究发现,TLR4 在人 AS 的内皮

细胞、动脉粥样斑块上表达高度上调,因此 TLR4 在

人 AS 的形成过程中有着重要的作用。
2. 1　 TLR4 在脂肪条纹形成中的作用

AS 是由于脂肪、血栓等在血管内皮沉积的一种

慢性血管疾病。 血管内皮具有抗炎、抗凝血的功

能,在维持血管完整性方面有着重要的作用。 脂质

代谢障碍是 AS 的病变基础,它触发了由慢性炎症

介导的免疫反应,导致血管内皮功能异常[25]。
血脂中的低密度脂蛋白与内皮细胞相互作用

是 AS 发生的开始。 美国心脏协会将血脂中的 LDL
增加到 1. 81~4. 89 mmol / L 定义为高脂血症[26]。 由

于血脂负荷,血脂中 LDL 增加后,LDL 被摄入内膜

修饰为 ox-LDL。 oxLDL 可激活 T 细胞,分泌细胞因

子和黏附分子,使得单核细胞阻滞,与内皮细胞接

触后形成巨噬细胞[27]。 oxLDL 的激活可促进巨噬

细胞表面的 TLR4 表达上调,促炎巨噬细胞吞噬脂

质形成泡沫细胞,泡沫细胞的积累形成了脂肪条

纹,是 AS 的第一个标志。 Howell 等[28] 人对 TLR4
活性和 TLR4 缺陷的 C3H / HeN 小鼠巨噬细胞体外

进行 oxLDL 诱导后,TLR4 活性的小鼠巨噬细胞分

化为泡沫细胞的比例出现上调,此外,研究者在给

予 oxLDL 诱导前,用 TLR4 单克隆抗体预处理 C3H /
HeN 小鼠巨噬细胞,巨噬细胞向泡沫细胞分化的比

例从 29%降到 13%,因此他们认为 TLR4 是 oxLDL
诱导巨噬细胞向泡沫细胞分化所必须的。 然而

oxLDL 激活巨噬细胞表面 TLR4 和引发的炎症反应

的确切机制尚不清楚。 最新的一项研究表明髓样

分化 蛋 白 - 2 ( myeloid differentiation protein 2,
MD2),巨噬细胞表面的一种受体,在 oxLDL 激活

TLR4 中发挥着重要的作用,oxLDL 可直接与 MD2
结合,诱导巨噬细胞 MD2 / TLR4 复合物的形成和

TLR4 / MyD88 / NF-κB 促炎级联而引起 TLR4 激活触

发炎症反应,并发现 MD2 缺乏或抑制可以阻止 AS
的发生[29]。 因此 MD2 的作用为 oxLDL 诱导炎症反

应提供了机制基础。
单核细胞衍生的巨噬细胞是脂质斑块形成的

主要细胞。 Xu 等[30] 研究表明 TLR4 在人类和小鼠

富含脂质的 AS 病变中优先在巨噬细胞表达。
Stoletor 等[31]给予斑马鱼高胆固醇饮食诱导血管脂

质积累形成中,研究发现巨噬细胞摄取 LDL 需要

TLR4 参与。 平滑肌细胞在 AS 形成的每一个阶段

也起着重要的作用。 Kiyan 等[32]研究发现 oxLDL 通

过与 TLR4 结合诱导平滑肌细胞 ( smooth muscle
cell, SMC)释放粒细胞集落刺激因子( granulocyte
colony stimulating factor, G-CSF)与粒-巨噬细胞集

落 刺 激 因 子 ( granulocyte macrophage colony
stimulating factor, GM-CSF),提示 SMC 参与巨噬细

胞的主动调节。 Aviram 等[33]研究发现 SMC 通过摄

取 oxLDL,使其表面的 TLR4 上调,激活下游 NF-κB
通路,并释放 IL-1β、TNF-α 等炎性细胞因子,促炎

的 SMC 转化为泡沫细胞,加速脂肪条纹的形成。
2. 2　 TLR4 在动脉斑块形成中的作用

随着病变的发展,SMC 由静息状态迁移至内膜

活化参与动脉斑块的形成,血管内膜发生增厚,SMC
是内膜增厚的主要类型细胞[34]。 有研究发现在 AS
脂质核心区 SMC 的 TLR4 表达上调,因此 TLR4 在

动脉粥样斑块形成中起着重要的作用[35]。
Michelsen 等[23]用 Apo-E- / -小鼠模型研究表明,

TLR4 及其 MyD88 的缺失使得主动脉斑块的面积显

著减小,降低了 AS 的严重程度。 Björkbacka 等[36]

用 MyD88 缺失小鼠证明,TLR4 缺乏与冠状动脉斑

块组成的改变有关,这种改变降低了促炎因子和趋

化因子的表达。
2. 3　 TLR4 在 AS 病变后期的作用

在 AS 的病变后期,炎性细胞分泌的蛋白酶降

解弹性蛋白、纤维蛋白、基质蛋白,斑块不稳定甚至

发 生 破 裂。 基 质 金 属 蛋 白 酶 - 9 ( matrix
metalloproteinase-9, MMP-9)在动脉粥样斑块不稳定

和破裂过程中发挥重要的作用。 oxLDL 通过 TLR4 /
NF-κB 依赖途径促进巨噬细胞释放 IL-8、 IL-1β、
TNF-α,上调 MMP-9,加速斑块的破裂[3]。

临床研究表明,急性心肌梗塞(acute myocardial
infarction, AMI)患者的破裂和易损斑块的巨噬细胞

和淋巴细胞比稳定型心绞痛(stable angina pectoris,
SA)患者的细胞高,提示免疫反应的激活与斑块破
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裂和易损斑块进展有关。 组织学研究表明 TLR4 在

尸检获得的巨噬细胞浸润的冠状动脉斑块中高表

达,表明 TLR4 参与动脉斑块的破裂过程[37]。 Yu
等[38]通过抽取 AMI 患者破裂斑块局部标本,分离

单核细胞,患者斑块周围浸润单核细胞的 TLR4 高

于全身水平。 说明 TLR4 在冠状动脉浸润性巨噬细

胞中的表达可能是冠状动脉斑块失稳和破裂的重

要因素。 Montecucco 等[39] 给予 ApoE- / - 小鼠抗-
apoA-1 抗体,研究发现该抗体通过 TLR4 途径导致

中性粒细胞和 MMP-9 含量增加,胶原含量降低,进
而增加动脉斑块的易损性,致小鼠的死亡率增加

23%。 纤维连接蛋白含有的额外结构域 A ( FN-
EDA)作为 TLR4 的内源性配体,可激活 TLR4 通路。
Doddapattar 等[40] 对 Apo- / - 小鼠的研究结果表明,
FN-EDA 富集的微环境是通过 TLR4 途径诱导的动

脉粥样斑块的不稳定。
2. 4　 NF-κB 在 AS 发病过程中的作用

炎症最重要的调节因子之一是转录因子 NF-
κB。 NF-κB 被认为是一种促 AS 的因子,它参与了

AS 形成过程中的多个病理过程[41]。
人和动物模型的研究均表明了 NF-κB 参与了

AS 的病变过程。 Methe 等[42] 发现急性冠脉综合征

和不稳定型心绞痛患者的外周血单核细胞和巨噬

细胞的 NF-κB 被激活,提示 NF-κB 的激活是免疫介

导的 AS 进展的一种信号机制。 Tang 等[43]用 siRNA
敲低 Apo-E KO 小鼠的 TLR4 后,NF-κB 表达随之被

抑制,同时血浆中 IL-1β、TNF-α 和 MCP-1 水平也显

著降低。 Wolfrum 等[44]用 NF-κB 抑制剂后,降低了

Apo-E- / -小鼠主动脉根部动脉粥样硬化病变面积。
在 AS 病变的初期,oxLDL 激活内皮细胞发生炎

症反应,NF-κB 参与激活内皮细胞粘附分子如 e-选
择素、血管细胞粘附分子-1 ( vascular cell adhesion
molecules-1, VCAM - 1 )、 细 胞 间 粘 附 分 子-1
(intercellular adhesion molecule-1, ICAM- 1),内皮

细胞粘附分子通过与单核细胞的粘附作用,促进了

AS 的发生[45]。 Plotkin 等[46] 人给 Apo-E- / - 小鼠应

用 NF-κB 抑制剂后,减少了泡沫细胞的形成。
炎症介导的 VSMC 功能障碍导致动脉内膜增生

是 AS 发生的关键一步。 血管内皮损伤后,VSMC 由

静息状态变为活化的过程中,NF-κB 家族成员 p50、
p65、p52、c-rel 和 RelB 出现上调,抑制蛋白发生下

调。 并且在 VSMC 激活后,巨噬细胞浸润与 VCAM-
1、MCP-1 表达平行,血管经过长时间的受损,腔面

SMC 继续高表达 VCAM-1 和 MCP-1,巨噬细胞持续

增多,逐渐形成动脉斑块[47]。 在对颈动脉狭窄患者

的动脉粥样斑块研究中,NF-κB 过度激活,FasL 表

达,NF-κB 参与促凋亡蛋白 Fas 配体 ( Fas ligand,
FasL)的转录调控,因此 NF-κB / FasL 参与斑块不稳

定的机制[48]。

3　 TLR4 作为靶点治疗 AS

AS 是作为一种其他心血管疾病的主要诱因,预
防和治疗 AS 成为我们重点关注的问题。 TLR4 因

在 AS 的发生过程中有重要的作用,因此 TLR4 及其

下游通路可作为潜在的治疗靶点。 Shen 等[49] 研究

发现,给予高脂饮食诱导的 AS 模型兔子相比于阿

托伐他汀治疗组的 TLR4 / NF-κB 表达明显升高,因
此阿托伐他汀可能是通过抑制 TLR4 / NF-κB 途径治

疗 AS。 Boekholdt 等[50]对有冠状动脉粥样硬化的病

人研究发现 TLR4Asp299Gly 多态性与疾病的发生

有关。 在使用普伐他汀治疗后,病人动脉内膜中膜

厚度 变 薄, 斑 块 减 小; 并 且 研 究 发 现 携 带

TLR4Asp299Gly 基因的心血管事件风险低于非携带

者,使携带该变异等位基因从普伐他汀的获益更

多。 有研究表明,联合使用阿托伐他汀和普罗布考

对高脂饮食喂养的 Apo-E- / -缺乏的小鼠 AS 作用比

单独使用阿托伐他汀对 AS 的作用强,通过增加抑

制 NF-κB 调节的 TLR4,对 AS 的恢复具有一定的

意义[51]。

4　 讨论

TLR4 / NF-κB 是固有免疫的一条重要通路,其
介导的炎症反应在 AS 的形成、发展等各个阶段发

挥重要的作用。 近年来,越来越多的研究通过基因

诱导、敲除等方法,证实了 TLR4 及其下游信号通路

与 AS 发病的相关性,并且作为治疗 AS 的一个重要

靶点。 但目前还存在一些问题需要更深入研究:
oxLDL / TLR4 通过上调巨噬细胞表面的 CD36 引起

巨噬细胞的泡沫化,进而引起细胞因子的释放诱导

炎症反应,但是并未有研究证实 TLR4 与细胞因子

释放的直接作用机制,也未有研究表明 TLR4 在巨

噬细胞脂质代谢中胆固醇蓄积中的作用;其次 TLR4
基因多态性与 AS 等心血管事件风险的发生关系存

在着争议。 有研究表明携带 TLR4Asp299Gly 患者

给 予 他 汀 类 药 物 治 疗 获 益 更 多, 因 此

TLR4Asp299Gly 基因多态性对 AS 的发生有保护作
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用,而也有研究发现 Asp299Gly 携带者男性患者心

肌梗死风险是增加的,而女性无关联。 因此需要更

多的临床样本进一步阐明 TLR4 基因多态性与 AS
发生的关系。 因此我们期望在今后的研究中,通过

新发现为防治 AS 及 AS 的发生机制提供新见解。

参考文献:

[ 1 ]　 Benziger CP, Roth GA, Moran AE. The global burden of disease
study and the preventable burden of NCD [ J] . Glob Heart,
2016, 11(4): 393-397.

[ 2 ] 　 Tang YP, Liu Y, Fan YJ, et al. To develop a novel animal
model of myocardial infarction: A research imperative [ J ] .
Animal Model Exp Med, 2018, 1(1): 36-39.

[ 3 ] 　 Taleb S. Inflammation in atherosclerosis [ J] . Arch Cardiovasc
Dis, 2016, 109(12): 708-715.

[ 4 ] 　 Wu MY, Li CJ, Hou MF, et al. New insights into the role of
inflammation in the pathogenesis of atherosclerosis [J] . Int J Mol
Sci, 2017, 18(10): 2034.

[ 5 ] 　 Nasonov EL, Popkova TV. Atherosclerosis: perspectives of anti-
inflammatory therapy [J] . Ter Arkh, 2018, 90(5): 4-12.

[ 6 ] 　 张红利, 贾春新, 李海鸥, 等. 参芍口服液调控 TLR4 / MyD88
通路改善糖尿病大鼠心肌炎症损伤 [ J] . 中国比较医学杂

志, 2017, 27(8): 28-33.
[ 7 ] 　 Kawai T, Akira S. The roles of TLRs, RLRs and NLRs in

pathogen recognition [ J] . Int Immunol, 2009, 21 ( 4): 317
-337.

[ 8 ] 　 Crowley T, Fitzpatrick JM, Kuijper T, et al. Modulation of
TLR3 / TLR4 inflammatory signaling by the GABAB receptor
agonist baclofen in glia and immune cells: relevance to
therapeutic effects in multiple sclerosis [J] . Front Cell Neurosci,
2015, 9: 284.

[ 9 ] 　 Michaeli A, Mezan S, Kühbacher A, et al. Computationally
designed bispecific MD2 / CD14 binding peptides show TLR4
agonist activity [J] . J Immunol, 2018, 201(11): 3383-3391.

[10] 　 Li H, Wang X, Xu A. Effect of paclitaxel+hirudin on the TLR4-
MyD88 signaling pathway during inflammatory activation of
human coronary artery smooth muscle cells and mechanistic
analysis [J] . Cell Physiol Biochem, 2018, 50(4): 1301-1317.

[11] 　 Li X, Li H, Dong X, et al. Expression of NF-κB and TLR-4 is
associated with the occurrence, progression and prognosis of
esophageal squamous cell carcinoma [J] . Int J Clin Exp Pathol,
2018, 11(12): 5850-5859.

[12] 　 P łóciennikowska A, Hromada-Judycka A, Borzęcka K, et al.
Co-operation of TLR4 and raft proteins in LPS-induced pro-
inflammatory signaling [ J] . Cell Mol Life Sci, 2015, 72(3):
557-581.

[13] 　 Zhu M, Yu K, Wang L, et al. Contribution of drugs acting on the
TLRs / MyD88 signaling pathway on colitis-associated cancer [J] .
Pharmazie, 2018, 73(7): 363-368.

[14] 　 Guven-Maiorov E, Keskin O, Gursoy A, et al. The architecture

of the TIR domain Signalosome in the Toll-like receptor-4
signaling pathway [J] . Sci Rep, 2015, 5: 13128.

[15] 　 Daniele SG, Béraud D, Davenport C, et al. Activation of
MyD88-dependent TLR1 / 2 signaling by misfolded α-synuclein, a
protein linked to neurodegenerative disorders [ J] . Sci Signal,
2015, 8(376): 45.

[16] 　 Campolo M, Paterniti I, Siracusa R, et al. TLR4 absence
reduces neuroinflammation and inflammasome activation in
Parkinson′s diseases in vivo model [ J] . Brain Behav Immun,
2019, 76: 236-247.

[17] 　 Zhang H, Shan Y, Wu Y, et al. Berberine suppresses LPS-
induced inflammation through modulating Sirt1 / NF-kappaB
signaling pathway in RAW264. 7 cells [ J ] . Int
Immunopharmacol, 2017, 52: 93-100.

[18] 　 Shim DW, Heo KH, Kim YK, et al. Anti-inflammatory action of
an antimicrobial model peptide that suppresses the TRIF-
dependent signaling pathway via inhibition of Toll-like receptor 4
endocytosis in lipopolysaccharide-stimulated macrophages [ J] .
PLoS One, 2015, 10(5): e0126871.

[19] 　 Ewald SE, Lee BL, Lau L, et al. The ectodomain of toll-like
receptor 9 is cleaved to generate a functional receptor [ J ] .
Nature, 2008, 456(7222): 658-662.

[20] 　 Kuzmich NN, Sivak KV, Chubarev VN, et al. TLR4 signaling
pathway modulators as potential therapeutics in inflammation and
sepsis [J] . Vaccines (Basel), 2017, 5(4): 34.

[21] 　 Yang L, Gao C. MiR-590 inhibits endothelial cell apoptosis by
inactivating the TLR4 / NF-κB pathway in atherosclerosis [ J] .
Yonsei Med J, 2019, 60(3): 298-307.

[22] 　 Poggi M, Bastelica D, Gual P, et al. C3H / HeJ mice carrying a
toll-like receptor 4 mutation are protected against the development
of insulin resistance in white adipose tissue in response to a high-
fat diei [J] . Diabetologia, 2007, 50(6): 1267-1276.

[23] 　 Michelsen KS, Wong MH, Shah PK, et al. Lack of Toll-like
receptor 4 or myeloid differentiation factor 88 reduces
atherosclerosis and alters plaque phenotype in mice deficient in
apolipoprotein E [ J] . Proc Natl Acad Sci U S A, 2004, 101
(29): 10679-10684.

[24] 　 Edfeldt K, Swedenborg J, Hansson GK,et al. Expression of toll-
like receptors in human atherosclerotic lesions: a possible
pathway for plaque activation [J] . Circulation, 2002, 105(10):
1158-1161.

[25] 　 Kanai H, Tsuchida A, Yano S, et al. Intraplatelet and urinary
serotonin concentrations in systemic lupus erythematosus with
reference to its clinical manifestations [J] . J Med, 1989, 20(5-

6): 371-390.
[26] 　 Stone NJ, Robinson JG, Lichtenstein AH, et al. 2013 ACC /

AHA guideline on the treatment of blood cholesterol to reduce
atherosclerotic cardiovascular risk in adults: a report of the
American college of Cardiology / American heart association task
force on practice guidelines [ J] . J Am Coll Cardiol, 2014, 63
(25): 3024-3025.

[27] 　 张良, 韩丹, 赵诗萌, 等. ox-LDL 与单核巨噬细胞相互作用

141中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



促进动脉粥样硬化形成 [ J] . 中国比较医学杂志, 2013, 23
(4): 31-36.

[28] 　 Howell KW, Meng XZ, Fullerton DA, et al. Toll-like receptor 4
mediates oxidized LDL-induced macrophage differentiation to
foam cells [J] . J Surg Res, 2011, 171(1): e27-e31.

[29] 　 Chen T, Huang W, Qian J, et al. Macrophage-derived myeloid
differentiation protein 2 plays an essential role in ox-LDL-induced
inflammation and atherosclerosis [ J ] . EBioMedicine, 2020,
53: 102706.

[30] 　 Xu XH, Shah PK, Faure E, et al. Toll-like receptor-4 is
expressed by macrophages in murine and human lipid-rich
atherosclerotic plaques and upregulated by oxidized LDL [ J] .
Circulation, 2001, 104(25): 3103-3108.

[31] 　 Stoletov K, Fang LH, Choi SH, et al. Vascular lipid
accumulation, lipoprotein oxidation, and macrophage lipid
uptake in hypercholesterolemic zebrafish [ J] . Circ Res, 2009,
104(8): 952-960.

[32] 　 Kiyan Y, Tkachuk S, Hilfiker-Kleiner D,et al. oxLDL induces
inflammatory responses in vascular smooth muscle cells via
urokinase receptor association with CD36 and TLR4 [ J] . J Mol
Cell Cardiol, 2014, 66: 72-82.

[33] 　 Aviram M, Fuhrman B. LDL oxidation by arterial wall
macrophages depends on the oxidative status in the lipoprotein
and in the cells: role of prooxidants vs. antioxidants [ J] . Mol
Cell Biochem, 1998, 188(1-2): 149-159.

[34] 　 Gimbrone MA, García-Cardeña G. Endothelial cell dysfunction
and the pathobiology of atherosclerosis [J] . Circ Res, 2016, 118
(4): 620-636.

[35] 　 Rice JB, Stoll LL, Li WG, et al. Low-level endotoxin induces
potent inflammatory activation of human blood vessels: inhibition
by statins [J] . Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2003, 23(9):
1576-1582.

[36] 　 Björkbacka H, Kunjathoor VV, Moore KJ, et al. Reduced
atherosclerosis in MyD88-null mice links elevated serum
cholesterol levels to activation of innate immunity signaling
pathways [J] . Nat Med, 2004, 10(4): 416-421.

[37] 　 Mauriello A, Sangiorgi G, Fratoni S, et al. Diffuse and active
inflammation occurs in both vulnerable and stable plaques of the
entire coronary tree: a histopathologic study of patients dying of
acute myocardial infarction [ J] . J Am Coll Cardiol, 2005, 45
(10): 1585-1593.

[38] 　 Yu XH, Zheng XL, Tang CK. Nuclear factor-kappaB activation
as a pathological mechanism of lipid metabolism and
atherosclerosis [J] . Adv Clin Chem, 2015, 70: 1-30.

[39] 　 Montecucco F, Braunersreuther V,Burger F, et al. Anti-apoA-1
auto-antibodies increase mouse atherosclerotic plaque
vulnerability, myocardial necrosis and mortality triggering TLR2
and TLR4 [J] . Thromb Haemost, 2015, 114(2): 410-422.

[40] 　 Doddapattar P, Jain M, Dhanesha N, et al. Fibronectin
containing extra domain a induces plaque destabilization in the
innominate artery of aged apolipoprotein E-deficient mice [ J] .
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2018, 38(3): 500-508.

[41] 　 Bowman JD, Surani S, Horseman MA. Endotoxin, Toll-like
receptor-4, and atherosclerotic heart disease [ J] . Curr Cardiol
Rev, 2017, 13(2): 86-93.

[42] 　 Methe H, Kim JO, Kofler S, et al. Expansion of circulating Toll-
like receptor 4-positive monocytes in patients with acute coronary
syndrome [J] . Circulation, 2005, 111(20): 2654-2661.

[43] 　 Tang YL, Jiang JH, Wang S, et al. TLR4 / NF-κB signaling
contributes to chronic unpredictable mild stress-induced
atherosclerosis in ApoE- / - mice [ J ] . PLoS One, 2015, 10
(4): e0123685.

[44] 　 Wolfrum S, Teupser D, Tan M, et al. The protective effect of
A20 on atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice is
associated with reduced expression of NF-κB target genes [ J] .
Proc Natl Acad Sci U S A, 2007, 104(47): 18601-18606.

[45] 　 Dimitriadis GK, Kaur J, Adya R, et al. Chemerin induces
endothelial cell inflammation: activation of nuclear factor-kappa
beta and monocyte-endothelial adhesion [ J] . Oncotarget, 2018,
9(24): 16678-16690.

[46] 　 Plotkin JD, Elias MG, Dellinger AL, et al. NF-κB inhibitors that
prevent foam cell formation and atherosclerotic plaque
accumulation [J] . Nanomedicine, 2017, 13(6): 2037-2048.

[47] 　 Landry DB, Couper LL, Bryant SR, et al. Activation of the NF-
kappa B and I kappa B system in smooth muscle cells after rat
arterial injury. Induction of vascular cell adhesion molecule-1 and
monocyte chemoattractant proteiN-1 [ J] . Am J Pathol, 1997,
151(4): 1085-1095.

[48] 　 Mart ín-Ventura JL, Blanco-Colio LM, Muñoz-García B, et al.
NF-kappaB activation and Fas ligand overexpression in blood and
plaques of patients with carotid atherosclerosis: potential
implication in plaque instability [J] . Stroke, 2004, 35(2): 458
-463.

[49] 　 Shen DZ, Xin SL, Chen C, et al. Effect of atorvastatin on
expression of TLR4 and NF-κB p65 in atherosclerotic rabbits
[J] . Asian Pac J Trop Med, 2013, 6(6): 493-496.

[50] 　 Boekholdt SM, Agema W, Peters RJ, et al. Variants of toll-like
receptor 4 modify the efficacy of statin therapy and the risk of
cardiovascular events [ J] . Circulation, 2003, 107(19): 2416
-2421.

[51] 　 Guo X, Wang L, Xia X, et al. Effects of atorvastatin and / or
probucol on recovery of atherosclerosis in high-fat-diet-fed
apolipoprotein E-deficient mice [ J ] . Biomed Pharmacother,
2019, 109(26): 1445-1453.

〔收稿日期〕2020-11-09

241 中国比较医学杂志 2021 年 4 月第 31 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2021,Vol. 31,No. 4



2021 年 4 月

第 31 卷　 第 4 期
中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
April, 2021

Vol. 31　 No. 4

王利然,杨丽红,宁文华,等. 长链非编码 RNA 调控血管新生的研究进展 [J]. 中国比较医学杂志, 2021, 31(4): 143-149.
Wang LR, Yang LH, Ning WH, et al. Research progress of long non-coding RNA involvement in angiogenesis [ J]. Chin J Comp
Med, 2021, 31(4): 143-149.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2021. 04. 021

[基金项目]国家自然基金青年科学基金项目(81904292)。
[作者简介]王利然(1990—),女,博士生,研究方向:针灸病谱,针灸治疗脑血管疾病的机制研究。 E-mail:964716367@ qq.com
[通信作者]杜元灏(1964—),男,主任医师,教授,博士研究生导师,研究方向:针灸病谱,针灸治疗脑血管疾病的机制研究。

E-mail:jpjs_cn@ sina.com

长链非编码 RNA 调控血管新生的研究进展
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3.国家中医针灸临床医学研究中心,天津　 300381)

　 　 【摘要】 　 血管新生与许多疾病密切相关,对疾病的发展及预后起到至关重要的作用。 lncRNA 是血管新生重

要的调控分子,通过调控血管内皮细胞表型转变、血管内皮生长因子及 miRNA 的表达,参与缺血性脑卒中、肿瘤、
动脉粥样硬化等疾病的病理恢复过程。 文中综述了 lncRNA 的生物学功能及其在血管生成和血管疾病中的表达变

化、调控作用的相关研究,以期为后续血管新生的机制研究及临床应用提供参考。
【关键词】 　 长链非编码 RNA;血管新生;血管内皮细胞;血管内皮生长因子;miRNA;信号通路
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Research progress of long non-coding RNA involvement in angiogenesis

WANG Liran1, YANG Lihong1,3, NING Wenhua1, QIN Yinan1, LI Jing2,3, DU Yuanhao1,3∗

(1. First Teaching Hospital of Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 300381, China.
2. Institute of Acupuncture and Moxibustion, the First Teaching Hospital of Tianjin University of TCM, Tianjin 300381.

3. National Clinical Research Center for Chinese Medicine Acupuncture and Moxibustion, Tianjin 300381)

　 　 【Abstract】 　 Angiogenesis is closely related to many diseases and plays an important role in the development and
prognosis of diseases. Long non-coding RNAs ( lncRNAs) are important regulatory molecules of angiogenesis that are
involved in the pathological recovery process of ischemic stroke, tumor, atherosclerosis and other diseases by regulating the
phenotypic transformation of vascular endothelial cells, angiogenic factors and miRNA expression. Here, we review the
biological functions of lncRNAs, and describe their expression and regulatory effects in angiogenesis and vascular diseases
to provide reference for ongoing research into lncRNA mechanisms of action and their clinical application in angiogenesis.

【Keywords】　 lncRNA; angiogenesis; EC; VEGF; miRNA; signaling pathways

　 　 血管新生指在原有血管基础上通过内皮细胞

增殖和迁移,以芽生或肠套叠的形式生成血管。 血

管新生与许多血管疾病密切相关,如肿瘤、心血管

疾病、缺血性脑血管疾病和血管视网膜病变,对疾

病的发展及预后起到至关重要的作用。
随着遗传学与基因学的发展,对基因的研究越

来越深入,非编码 RNA(non-coding RNA,ncRNA)在
血管生成中的作用被逐渐验证。 长链非编码

RNA[1]( long non-coding RNAs, lncRNA)是一类由

RNA 聚合酶 II 转录的转录本长度大于 200 个核苷

酸的 RNA,缺乏明显的开放阅读框 ( open reading
frames, ORFs),不编码蛋白,是一种调控性分子。



lncRNA 发挥作用的功能广泛,涉及了基因表达调控

的方方面面。 国内外研究发现,lncRNA 是血管新生

重要的调控分子,参与缺血性脑卒中、肿瘤、动脉粥

样硬化等疾病的病理恢复过程,是近几年备受关注

的潜在调控分子。 本文综述了 lncRNA 的生物学功

能及其在血管生成和血管疾病中的表达变化和调

控作用的相关研究,以期为后续血管新生的机制研

究及临床应用提供参考。

1　 lncRNA 的生物学功能

lncRNA 主要分布在细胞核内,然而,有些也局

限在细胞质中,或只在细胞质中发现。 根据其亚细

胞定位,lncRNA 具有调节基因转录(例如,表观遗

传水平调控、转录水平调控、转录后水平调控)、调
节蛋白翻译、染色质修饰及 miRNA 等生物学功能。
1. 1　 lncRNA 在细胞核中的功能机制

(1)lncRNA 作为诱饵调控蛋白与 DNA 或其他

蛋白的结合。 lncRNA-生长停滞特异性转录物 5
(growth arrest-specific transcript 5, GAS5) [2] 通过充

当诱骗物,使糖皮质激素应答元件 ( glucocorticoid
response element, GRE ) 与 糖 皮 质 激 素 受 体

(glucocorticoid receptor, GR)的 DNA 结构域结合,
从而与 DNA GREs 竞争与 GR 的结合。 饥饿状态

下,GAS5 作为 GR 的“核抑制因子”,通过调节 GR
的转录活性, 影响细胞存活和代谢活动。 ( 2)
lncRNA 作为支架招募 RNA 结合蛋白,将不同的蛋

白捆绑在一起形成大的复合物,调控染色质结构和

基因表达。 lncRNA-DKK1 的激活调节器( lncRNA-
activating regulator of DKK1, LNCAROD) [3] 主要分

布在细胞核内,与 Y-盒结合蛋白 1(Y-box-binding
proteiN-1, YBX1) 和热休克蛋白 70 ( heat shock
protein, HSPA1A ) 蛋 白 结 合。 沉 默 YBX1 或

HSPA1A 均 不 影 响 LNCAROD 水 平。 然 而,
LNCAROD 的缺失导致 YBX1 蛋白半衰期缩短。 过

表达的细胞中 HSPA1A 的缺失导致 YBX1 蛋白的蛋

白酶 体 降 解 加 速。 LNCAROD 作 为 YBX1 和

HSPA1A 相互作用的支架,防止了 YBX1 在 HNSCC
细胞中的蛋白酶体降解,促进 HNSCC 细胞增殖和

迁移。 (3) lncRNA 调节选择性剪接。 lncRNA 肺腺

癌转 移 相 关 转 录 本 1 ( metastasis-associated lung
adenocarcinoma transcript 1, MALAT1) [4] 与精氨酸

和丝氨酸富集蛋白( serine / arginine-rich protein,SR
proteins)剪接因子相互作用,改变其在核斑点区域

的磷酸化状态和分布, 进而调节选择性剪接。
MALAT1 还可以通过调节 SRPK1 等剪切因子激酶

的定位和活性,或通过修改 SR 蛋白,调节 SR 蛋白

磷酸化,影响选择性剪接的磷酸酶(PP1 或 PP2A)。
(4)lncRNA 通过双向启动子或增强子转录,募集中

介蛋白和 /或染色质重塑酶来影响基因转录。 基因

组 DNA 的逆序和易位,可以改变基因组的三维构

象,并导致致病的增强启动子接触重新布线。
lncRNA-浆细 胞 瘤 多 样 异 位 基 因 ( plasmacytoma-
variant translocation 1, PVT1) [5] 基因座含有几个基

因内增强子,能通过染色体环化调控靶启动子的转

录。 PVT1 基因中的启动子是抑制 MYC 癌基因表

达的肿瘤抑制 DNA 元件,顺式中的启动子竞争使

PVT1 启动子具有 DNA 边界元件的功能,阻止 MYC
癌基因接近细胞类型特异性增强子。
1. 2　 lncRNA 在细胞质中的功能机制

(1)lncRNA 同与 3’ -端非翻译区(UTR)结合

的蛋白相互作用,调控 mRNA 的稳定性。 有机阴离

子 转 运 肽 1b1 ( organic anion transporting
polypeptide1B1, OATP1B1)是一种主要表达于人肝

细胞基底外侧膜上的阴离子摄取转运体。 lncRNA-
HOX 转录反义 RNA ( HOX transcription antisense
intergenic RNA, HOTAIR) [6] 可以海绵化 miR-206 /
miR-613, 打 破 miR-206 / miR-613 与 OATP1B1
mRNA 3’-UTR 的结合位点,消除 lncRNA HOTAIR
对 OATP1B1 的促进作用。 miRNA 通过与目标

mRNA 的 3’-UTR 中完全或部分互补的碱基序列相

互作用,下调目标基因的表达,并诱导其降解。 (2)
反义 lncRNA 通过与 mRNA 形成双链来调控 mRNA
的稳定性。 lncRNA-β 分泌酶 - 1 的反义转录本

(antisense transcript for βsecretase1,BACE1AS) [7] 形

成了 RNA 双链,提高了 β 分泌酶-1(β-site amyloid
precursor protein-cleaving enzyme 1, BACe-1) mRNA
的稳定性。 siRNA 介导的 lncRNA BACE1-AS 下调

沉默,降低了抗衰老细胞模型( SH-SY5Y)细胞中

BACE1 对 淀 粉 样 前 体 蛋 白 ( amyloid precursor
protein, APP)的切割能力,表明 BACE1 在 SH-SY5Y
细胞中的稳定性与 lncRNA BACE1-AS 的表达密切

相关。 ( 3 ) lncRNA 作 为 竞 争 性 内 源 性 RNA
(ceRNAs),可以隔离 miRNA,从而阻止其靶 mRNA
的抑制。 lncRNA-瓢虫特异表达的影响同源框 2 反

义 RNA 1(dysregulated ladybird homeobox 2 antisense
RNA 1, LBX2-AS1) [8] 通过 ceRNA 机制抑制 miR-
4685-5p 释放 LBX2 表达。 此外,LBX2 可以作为

LBX2-AS1 的转录激活因子。 LBX2-AS1、miR-4685-
5p 和 LBX2 形成正反馈环,调控疾病发展。 ( 4)
lncRNA 可以正向或负向调节蛋白翻译。 Igf2r 反义
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非蛋 白 编 码 RNA ( antisense of Igf2r non-protein
coding RNA,Airn) [9]是从父系染色体转录而来的印

迹基因。 它是反义方向的印迹,Airn 能直接与胰岛

素样生长因子 2 mRNA 结合蛋白 2 ( insulin-like
growth factor 2 mRNA binding protein 2, Igf2bp2)结
合,通过 Igf2bp2 控制 mRNA 的翻译。 Airn 的沉默

导致 Igf2bp2 与其他 mRNA 的结合减少, 导致

Igf2bp2 蛋白的翻译减少。 (5)某些 lncRNA 编码具

有调控功能的微肽。 已发现许多 lncRNA 包含短开

放阅读框(sORF),sORF 编码的小功能肽称为微肽。
这些微肽可以协助多种过程,包括细胞分裂,转录

调节和细胞信号传导。 lncRNA-HOXB 簇反义 RNA
3(HOXB cluster antisense RNA 3,HOXB-AS3) [10] 编

码一个影响克隆细胞代谢的 53 个氨基酸的微肽,通
过竞争性结合 RNA 结合异质性胞核核糖核蛋白 A1
(hnRNP A1)抑制丙酮酸激酶 M(PK-M)的剪接来

抑制癌症进展。 (6) lncRNA 还可以调控细胞质中

的信号通路。 Ras 同源基因家族成员 A(RhoA) /
Rho 相关卷曲螺旋蛋白激酶(ROCK)信号的激活通

常与肺动脉高压有关。 沉默的 lncRNA-平滑肌细胞

诱导性复制强化 ( smooth muscle-induced lncRNA
enhances replication, SMILR) [11]有效地提高了 miR-
141 的表达,进而抑制 RhoA / ROCK 通路来调节血管

重塑和降低血压。

2　 LncRNA 对血管新生的调控作用

2. 1　 lncRNA 调控血管新生相关蛋白的表达

lncRNA 参与调控内皮细胞、血管内皮生成因

子、miRNA 等生物分子的表达。 在疾病中,lncRNA
表达与内皮细胞、血管生成因子的生成密切相关,
对治疗性血管生成(如缺血性脑卒中、心肌梗死)和
病理性血管生成(如肿瘤、内膜异位增生)均有调控

作用。 并且作为 miRNA 竞争内源性 RNA,负向调

控 miRNA 的 表 达 及 下 游 靶 点 基 因, 从 而 根 据

miRNA 的生物学作用调控血管生成。
2. 1. 1　 调控血管内皮细胞

血管生成需要多种血管生长因子及细胞信号

调节,其中血管内皮细胞(endothelial cells, ECs)的
增殖作用对新生血管的形成至关重要。 一个

lncRNA 基因芯片检测在人脐静脉内皮细胞(human
umbilical vein endothelial cells, HUVECs)和人真皮

微血 管 内 皮 细 胞 ( human dermal microvascular
endothelial cells, HDMECs) [12]中鉴定了 116 个 ECs
富集的 lncRNA。 目前已有多个 lncRNA 验证了在调

控内皮细胞中的作用。

大量 lncRNA 在缺血性脑卒中后表达异常[13],
介导缺血级联过程,如兴奋性中毒,氧化应激,血管

生成,神经炎症等。 在缺血性脑卒中后 lncRNA -G
蛋白偶联受体 137b - 假基因 ( G protein-coupled
receptor 137b-pseudogene, Gpr137b-ps) [14] 表达显著

上调,促进 ECs 增殖、迁移、成管,增加微血管密度

(microvascular density, MVD),改善脑卒中后血流

供应。 低氧诱导因子 1α 反义 RNA 2 ( hypoxia-
inducible factor 1α-antisense RNA 2, HIF1A-AS2) [15]

是一种反义 lncRNA,来源于 HIF-1a 的自然反义转

录,缺氧时 HIF1A-AS2 表达上调,促进 HUVECs 的

生存能力、迁移能力和管形成能力,助于脑缺血后

血管生成。 在缺氧以及血管内皮生长因子的刺激

下,MALAT1[16]沉默能抑制 ECs 增殖,并促成迁移

表型,这种现象可能是通过调节细胞周期蛋白而实

现的。
在病理性血管生成中,lncRNA 也起到显著的调

节作 用。 lncRNA-泛 素 结 合 酶 E2C 假 基 因 3
(ubiquitin conjugating enzyme E2C pseu dogene 3,
UBE2CP3) [17]在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma,
HCC)组织高表达,能增强 ECs 的增殖、迁移和成管

能力,促进了肿瘤细胞诱导的血管生成,敲除或沉

默 UBE2CP3 的表达后则能抑制血管生成,延缓肿

瘤进展。 长基因间非编码 RNA(LINC00)284( long
intergenic noncoding RNA ( LINC000 ) 284,
LINC00284) [18]在卵巢癌( ovarian cancer, OC)组织

和细胞中表达上调,沉默 LINC00284 通过上调中胚

层 特 异 性 转 录 本 ( mesoderm-specific transcript,
MEST)和下调细胞核因子-κB1(Nuclear factor kappa
B, NF-κB1)能抑制内皮细胞的增殖、迁移、侵袭和

血管生成。 因此,沉默 LINC00284 的表达可能是

OC 潜在的治疗靶点。
此外,lncRNA 在与高血糖相关的内皮功能障碍

和糖尿病血管并发症中被发现。 通过微阵列分

析[19],高糖暴露 24 h 后,100 个 lncRNA 显著上调,
186 个显著下调。 高糖条件下,lncRNA MALAT1[20]

表达水平升高,抑制或敲除 MALAT1 可能通过激活

PI3K / Akt 信号通路,促进内皮细胞增殖、迁移和成

管,抑制内皮细胞凋亡。 并且,沉默 MALAT1[21] 通

过调控 mir-203-3p 的表达抑制高糖诱导的人视网膜

微 血 管 内 皮 细 胞 ( human retinal microvascular
endothelial cells, HRMECs)迁移和成管,视网膜血管

化降低,为糖尿病视网膜病变的治疗提供了一种可

能的 治 疗 方 法。 MALAT1[22] 基 因 缺 陷 可 抑 制

VEGFR2 的表达,减弱小鼠缺血后肢的血管生成、灌
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注和功能恢复,抑制腓肠肌组织缺血后的血流恢复

和毛细血管密度,表明 MALAT1 可以通过多条机制

影响血管生成。 lncRNA FENDRR[23] 下调后同样抑

制的 HRMECs 增殖、迁移、毛细血管形态发生和

VEGF 的表达,提示了 lncRNA 在高糖疾病中异常表

达,且参与调控内皮细胞功能,影响血管新生。
内皮功能障碍是血管疾病的初始阶段,并且是

动脉粥样硬化性血管疾病的重要预后指标。 Yin
等[24] 发现 lncRNA - 肝癌高表达转录本 ( highly
upregulated in liver cancer, HULC)促进人微血管内

皮( human microvascular endothelial cells, HMECs)
细胞的迁移和成管,抑制细胞凋亡。 心肌特异性的

lncRNA-AZIN2 剪 接 变 体 ( AZIN2 splice variant,
AZIN2-sv) [25]富含心脏内皮细胞,是内皮功能的负

调控因子,抑制 HUVECs 迁移,机制上可能通过阻

断 Akt 磷酸化以抑制血管生成。
2. 1. 2　 调控血管内皮生成因子及其受体系统

血管内皮生长因子( vascular endothelial growth
factor, VEGF)是内皮细胞特异性的促有丝分裂源,
它通 过 与 内 皮 细 胞 表 面 相 应 受 体 VEGFR-1、
VEGFR-2 结合,激活细胞内酪氨酸激酶,引发一系

列的信号通路,调控血管生成过程。 VEGF 在多种

在体模型中强烈地促血管生成作用己经被多个实

验证实,且 VEGF 的表达程度与组织中微血管的密

度及新生血管数量密切相关。
氧 - 葡 萄 糖 剥 夺 /复 氧 ( oxygen-glucose

deprivation / reoxygenation,OGD / R)后,脑微血管内

皮 细 胞 ( brain microvascular endothelial cells,
BMECs)中的 lncRNA-小核仁 RNA 宿主基因( small
nucleolar RNA host gene 1, SNHG1) [26] 及脑微血管

内皮 细 胞 ( brain microvascular endothelial cells,
bEnd3)中的 lncRNA SNHG12[27] 水平均升高,通过

调控 miR-199a 及 miR-150 的表达,增加缺氧诱导因

子-1a(hypoxia inducible factor, HIF-1a)和 VEGF 的

表达,促进 OGD / R 处理后的血管生成。 lncRNA-X-
inactive 特异性转录体(X-inactive specific transcript,
XIST) [28]的表达水平同样随着缺氧暴露时间的增加

而升高,沉默 XIST 可显著降低缺氧时 VEGFR2 和

VEGF 水平,以及 ERK1 / 2 和 Akt 磷酸化水平,抑制

血管生成。 而 lncRNA-母系表达基因 3(maternally
expressed gene 3, Meg3)是血管新生的负调控因子,
敲除 lncRNA Meg3[29] 促 使 血 管 生 成 相 关 基 因

VEGFRA 和 VEGFR2 上调,增强内皮细胞迁移和管

形成,增加缺血脑的毛细血管密度。

Qiu 等[30] 发现反义低氧诱导因子 ( antisense
hypoxia inducible factor, aHIF)在异位子宫内膜间质

组织中高表达,lncRNA aHIF 能促进血管生成相关

基因(VEGFA、VEGFD)和碱性成纤维细胞生长因子

(basic fabric growth factor, bFGF)的表达,诱导血管

生成。
在卵巢癌组织中,lncRNA-分化拮抗非蛋白编

码 RNA(differentiation antagonizing non-protein coding
RNA, DANCR ) [31] 表 达 上 调。 DANCR 能 促 进

VEGF 表达,促进肿瘤血管生成。 敲除 DANCR 基因

通过 抑 制 血 管 生 成 来 抑 制 卵 巢 肿 瘤 的 生 长。
lncRNA-嗅觉受体家族 3 亚家族 A 成员 4( olfactory
receptor family 3 subfamily A member 4, OR3A4) [32]

在肝癌(HCC)组织中上调,调控 VEGF、血管紧张素

(angiotensin, Ang1 ) 和 纤 维 细 胞 生 长 因 子 2
(fibroblast growth factors 2, FGF2)蛋白水平,高表达

导致微血管密度 ( microvascular density, MVD) 增

高,表明 OR3A4 可能是 HCC 不良预后的新标志物,
并与血管生成有关。 lncRNA-酪氨酸激酶非受体 2
反义 RNA 1( tyrosine kinase non receptor 2 antisense
RNA 1, TNK2-AS1) [33] 在非小细胞肺癌中上调,能
减少转导和转录激活因子 3(STAT3)介导的泛素化

而增强其稳定性,从而增强 VEGFA 表达,形成

STAT3 / VEGFA 信号通路,诱导血管生成。 lncRNA-
小泛素样修饰因子 1 假基因 ( small ubiquitin-like
modifier 1 pseudogene 3, SUMO1P3) [34] 在结肠癌组

织中高表达,SUMO1P3 的下调抑制促血管生成生长

因子 VEGFA 的分泌,减少血管生成。 Yuan 等[35] 发

现 lncRNA-印记基因( imprinting gene, H19)调控血

管生长因子的表达,并且抑制内皮细胞凋亡,是人

羊膜间充质干细胞 ( human amniotic mesenchymal
stem cells, hAMSCs) 中促进血管生成的重要调控

因子。
2. 1. 3　 调控 miRNA

miRNA 与生物体的物质代谢、细胞周期、细胞

分化、凋亡、个体形态形成和发育等一系列重要生

命活动的调节息息相关,在机体多种生理过程发挥

重要作用。 研究发现,miRNA 形成的关键酶———
Dicer 酶的缺失将导致严重的血管新生缺陷[36],因
此认为 miRNA 与血管新生关系密切,多个 miRNA
在促进及抑制血管新生调节中发挥重要作用。
lncRNA 与 miRNA 结合,竞争性影响 miRNA 与靶基

因的结合, 调控靶基因的水平; 也可通过调控

miRNA 的表达水平、 成熟水平或稳定性, 调控

miRNA 的水平,从而间接影响靶基因的表达。
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TGF-b 家族信号转导(DIGIT)诱导 GSC 分化的

lncRNA(lncRNA divergent to GSC induced by TGF-b
family signaling, DIGIT) [37] 作为 miR-134 的分子海

绵,负调控 miR-134,DIGIT 沉默通过调控 miR-134
及其下游靶点 B 细胞特异性莫罗尼鼠科白血病病

毒集成位点(Bmi-1)的表达,减少 VEGF 等血管生

长因子的表达,抑制动脉粥样硬化后血管生成。
lncRNA-尿 路 上 皮 癌 相 关 基 因 1 ( urothelial
carcinoma-associated 1, UCA1) [38] 的沉默导致 miR-
195 表达上调,抑制丝裂原活化细胞外信号调节蛋

白 激 酶 ( mitogen-activated extracellular signal
regulated kinase, MEK) /细 胞 外 信 号 调 节 激 酶

(extracellular signal-regulated kinase, ERK) 和哺乳

动物 雷 帕 霉 素 靶 体 蛋 白 ( mammalian target of
rapamycin,mTOR)信号通路激活,影响 HMEC-1 细

胞的 生 长 和 成 管。 Qin 等[39] 发 现 沉 默 或 下 调

lncRNA-重编程调节物( regulator of reprogramming)
可增强 miR-26 的表达,从而抑制 NF-κB 和 JAK1 /
STAT3 信号通路,同样抑制了 HMEC-1 细胞的生长、
迁移及毛细血管形成,为动脉粥样硬化血管生成的

靶 向 治 疗 提 供 新 的 思 路。 lncRNA TCONS _
00024652[40]作为 miR-21 的竞争性内源 RNA,降低

其表达,诱导 HUVECs 增殖和血管生成,刺激动脉

粥样硬化斑块的形成,表明 TCONS_00024652 可能

是一个重要的分子标记,稳定动脉粥样硬化斑块和

减缓动脉粥样硬化的进展。
在肝癌(HCC) [41]及人乳腺癌(BC) [42] 组织中,

均可发现 lncRNA MALAT1 表达上调,作为 miR-140
及 miR-145 的竞争性内源 RNA, 调控下游靶点

VEGF 及其受体的表达,参与血管新生机制。 Gao
等[43] 发 现 敲 除 或 沉 默 长 基 因 间 非 编 码 RNA
( LINC00 ) 488 ( long intergenic noncoding RNA
(LINC000)488, LINC00488)表达后,通过竞争性内

源作用调控 miRNA-330-5p 及其靶基因 TLN1 的表

达,导致体外增殖和体内肿瘤血管生成受到抑制,
延缓肝癌进展。
2. 2　 lncRNA 调控血管新生相关信号通路

血管生成依赖于促进和抑制信号通路之间的

平 衡。 研 究 表 明, 磷 脂 酰 肌 醇 - 3 激 酶

( phosphatidylinositol-3 kinase, PI3K) /蛋白激酶 B
(protein kinase B, Akt)、MEK / ERK,Delta 样配体 4
( delta-like ligand, DLL4) / Notch、 HIF-VEGF-Notch
等信号传导对于确保内皮细胞对促血管生成刺激

的适当反应至关重要。 lncRNA 通过调控相关信号

通路的激活,介导疾病后的血管新生。

lncRNA GAS5[44] 能与 HUVECs 中的蛋白酪氨

酸磷酸酶基因 ( protein tyrosine phosphatase gene,
PTEN)竞争性结合 miRNA-29-3p,继而上调 PTEN
的表达,抑制 PI3K / AKT 的磷酸化,阻碍 PI3K / AKT
通路的激活,减少血管生成。 此外,过表达 GAS5[45]

同样能抑制 Wnt / β 连环蛋白信号通路的激活。 表

明 GAS5 参与调控多条信号通路介导血管新生。
lncRNA PVT1[46]能促进肿瘤生长,诱导肿瘤内血管

生成。 机制上,PVT1 与 STAT3 信号通路相互作用,
激活 STAT3 信号通路,增加 VEGFA 表达,诱导血管

生成。 此外,STAT3 反过来又刺激 PVT1 转录,从而

持续维持致癌效应。
在动脉粥样硬化疾病中, lncRNA-Alu 介导的

p21 转录调节因子(Alu-mediated p21 transcriptional
regulator, APTR) [47] 可通过负调控 miR-126 激活

PI3K / AKT 和 MEK / ERK 信号通路,从而促进细胞

增殖、 迁 移 和 管 道 形 成。 Zhu 等[48] 研 究 发 现

lncRNA H19 过表达能通过下调 miR-181a 激活腺苷

酸活化蛋白激酶( adenosine monophosphate-activated
protein kinase, AMPK) / c-Jun 氨基末端激酶( c-Jun
N-terminal kinase, JNK)信号通路,发挥促血管生成

作用。 lncRNA-转化生长因子 β( transforming growth
factor-β, ATB) [49]通过调控 miR-195 来激活 PI3K /
AKT 和 MEK / ERK 通路,调节内皮细胞的迁移和血

管生成,影响四肢动脉粥样硬化的进程。
在周围血管疾病中,lncRNA-Wilms 肿瘤 1 相关

蛋白假基因 1 (Wilms Tumor 1 Associated Protein
Pseudogene 1, WTAPP1) [50] 作为 miRNA-3120 - 5p
的竞争性内源 RNA,通过 PI3K / Akt 信号通路调控

下 游 靶 点 基 质 金 属 蛋 白 酶 - 1 ( Matrix
metalloproteinase-1, MMP-1)的表达,从而介导 EPCs
的细胞迁移和血管生成,在外周血管疾病的发病机

制中发挥重要作用。

3　 小结与展望

近年来关于 lncRNA 调控基因表达、基因组印

记、蛋白翻译以及染色质修饰、转录激活、转录干扰

和核内运输等作用机制的研究取得较大进展。 血

管新生是许多疾病病理生理的关键环节,不过关于

lncRNAs 调控血管新生的研究报道较少。 现有的文

献研究表明,lncRNA 通过直接调控相关蛋白或者

miRNA 的功能,间接影响靶基因的水平,从而影响

血管内皮生长因子的表达、内皮细胞的表型转换、
miRNA 的表达,调控血管新生。 表明 lncRNA 参与

调控血管新生,并在血管的发育过程中起重要作用。
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但是,lncRNA 在血管新生过程中具体作用机制

仍不完善,lncRNA 调控的下游基因及信号通路的分

子机制尚不清晰。 应尽快构建 lncRNA-mRNA-信号

通 路 网 及 lncRNA-miRNA-mRNA 调 控 网, 明 确

lncRNA 调控血管新生的机制,为血管新生相关疾病

提供 明 确 的 诊 疗 方 法。 并 且, 后 续 如 何 干 预

lncRNAs 的表达,调节疾病发展过程,应用于临床治

疗,也是研究的重点所在。
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兔动脉粥样硬化模型建立方法的研究进展
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　 　 【摘要】 　 兔与灵长类动物具有相似的进化历史,具有与人类相似的血管形态特征。 另外,兔是对胆固醇超载

十分敏感的动物物种,进食含高胆固醇饲料后,短时间内可形成高胆固醇血症,所以在快速、简洁地建立动脉粥样

硬化(AS)模型方面,兔具有着独特的优势。 至今已有多种建立兔 AS 动物模型的方法,除传统的高脂饲料喂养方

法外,还包括股动脉球囊拉伤联合高脂饲料喂养以及 CRISPR / Cas9 基因编辑技术等新兴建模方法的出现。 本文对

近些年常用及新兴兔 AS 模型的建立方法及其优缺点进行综述。
【关键词】 　 兔;动脉粥样硬化;高脂血症;动物模型

【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】1671-7856(2021) 04-0150-05

Research progress of establishing atherosclerosis model in rabbits

LIU Peng, WANG Guangxin, SU Guohai∗

(Department of Cardiovascular Medicine, Shandong First Medical University Central Hospital, Jinan 250013, China)

　 　 【Abstract】　 Rabbits and primates have similar evolutionary history and vascular morphological characteristics similar
to humans. In addition, rabbits are very sensitive to cholesterol overload. After eating a high cholesterol diet,
hypercholesterolemia can be formed in a short time. Therefore, rabbits have unique advantages to establish atherosclerosis
models rapidly and concisely. Many method establish rabbit as animal models, including the traditional high-fat diet feeding
method , the femoral artery balloon injury combined with high-fat diet feeding, CRISPR / Cas9 gene editing technology and
other emerging modeling method .　 In this paper, we review the establishment method and advantages and disadvantages of
rabbit as models commonly used and emerging in recent years

【Keywords】　 rabbit; atherosclerosis; hyperlipidemia; animal model

　 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis,AS)是一种慢性

炎症性疾病,是大多数心血管疾病的病理基础。 而

冠状动脉粥样硬化斑块的不稳定和破裂是发生急

性冠状动脉事件和猝死的最重要原因,所以心血管

疾病早已成为威胁人类健康的头号杀手[1]。 目前,
AS 的发生机制尚未完全阐明,为了更好地研究 AS,
需借助与临床相似的 AS 动物模型,以此来研究其

病理发生机制及诊疗等。 以兔建立的 AS 模型,有
助于进一步研究 AS 发病机制,也有助于研发治疗

AS 的新方法和新药物。

1　 选择兔建立 AS 模型的优势及评价标准

利用动物模型来研究人类 AS 的机制已经有很

长的历史。 1908 年,俄罗斯医生 Ignatowski 和实验



病理学家 Anitschkow 用牛奶、肉和蛋等高胆固醇食

物喂养兔子后,观察到主动脉内存在大量透明细胞

(现在称为泡沫细胞)积聚的内膜损伤,这是最先建

立的兔 AS 模型[2]。 历经一个多世纪的发展,越来

越多的学者认为,建立一种与人类相似的实验性 AS
动物模型对 AS 的研究具有十分重要的作用。 常用

于构建 AS 模型的动物有小型猪、大鼠、小鼠、兔、非
人灵长类动物等。 兔有独特的脂质代谢系统,这有

助于研究人的脂质代谢。 其次,兔 AS 的病理演化,
从早期病变到晚期病变与人类相似[3]。 与大鼠相

比,兔具有与人类相似的脂肪蛋白特征,并表达血

浆胆固醇酯转移蛋白(cholesterolestertransferprotein,
CETP) [3]。 可以增加 AS 易感性和循环游离脂肪

酸,这也是兔是对胆固醇最敏感的原因[4]。 除此之

外,成年兔的体重比成年大鼠重约 10 倍,因此兔子

的脉管系统使得外科实验的研究成为可能。 例如

支架和导管等介入治疗研究[5] 中的冠状动脉插管

以及结扎兔前降支结扎制备心肌梗死模型等。 与

猪相比,兔 AS 造模周期较短且花费较低,可选择性

明显优于小型猪 AS 模型[6]。
目前,一般选择血脂水平测定作为 AS 模型是

否建立成功的指标,这些指标主要包括总胆固醇

(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白(LDL)、高密

度脂蛋白(HDL)、低密度脂蛋白-胆固醇(LDL-C)、
高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、极低密度脂蛋白

(VLDL)等[7]。 病理形态学检查主要观察是否有内

膜增厚及斑块表面纤维帽改变等。 除此之外,多种

成像系统(包括超声波、磁共振成像和正电子发射

断层扫描)已被用于量化实验性 AS 的大小或表征

病变成分。

2　 用于建立 AS 模型的兔品种

目前用于建立兔 AS 模型的有日本大耳白兔、
新西兰白兔、青紫蓝兔、中国本兔四个品种,均属于

封闭群动物,其中,前两者常用于建立兔 AS 模型,
后两者在文献中少有涉及[8]。 日本大耳兔的优点

在于兔耳大,耳缘静脉血管清晰,便于重复取血及

注射,如果采用小牛血清白蛋白或脂多糖等静脉注

射法来建立兔 AS 模型,日本大耳兔是一种理想的

实验用兔。 新西兰白兔是目前用于心血管研究最

常用的兔模型,与其它品系的兔相比,选育后的新

西兰白兔具有生长速度快、饲料报酬高、繁殖性能

优良、适应性能好、抗病力强、遗传性能稳定等特

点。 而青紫蓝兔和中国本兔因体型偏小、生长速度

缓慢,可选择性较差。

3　 兔 AS 模型的建立方法

3. 1　 喂养法建立兔 AS 模型

兔在脂肪代谢方面与人类有相似之处,且血浆

中富含的 CETP 在 AS 发生和发展中起重要作用。
兔可以在肝中只合成对外源性胆固醇加快转运的

载脂蛋白 B,这就是兔可以短时间内仅通过单纯喂

养高脂饲料就形成高胆固醇血症的最大优点,从而

有利于兔 AS 模型的制备。
3. 1. 1　 单纯高脂饲料喂养法兔　

张梦云等[9] 选择高脂兔饲料(含 1%胆固醇,
7. 5%蛋黄粉,8%猪油,0. 5%胆酸钠,0. 1%丙硫氧嘧

啶和 81%普通兔饲料)喂养 4 周后发现兔高脂喂养

组 TC、LDL-C、HDL-C、VLDL 分别为对照组的 17. 7、
29. 2、4. 2、25. 8 倍,病理显示 83%的兔模型存在早

期 AS,证明造模成功。 因为该方法造模操作过程简

单,人工及外界因素干预少,而且成本相对低。 近

年来,　 有学者研究相关的非编码 RNA,均采用了

单纯高脂饲养的办法进行兔 AS 造模。 缺点:造模

时间相对较长,一些不稳定因素容易干扰造模的结

果[10-12]。 例如,兔的个体差异会影响到高脂的实际

摄入量。 另外,腹泻、食欲下降等个体因素可能会

导致造模失败。
3. 1. 2　 静脉注射脂多糖联合高脂饲料法

脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)是革兰氏阴性

细菌细胞壁外壁的组成成分,也是内毒素的一种,
是可以引起严重全身炎症反应的外源性物质之一,
内皮细胞的损伤和 LPS 有着密切关系。 而 AS 形成

过程中的始动环节就是内皮细胞的损伤和功能的

改变[13]。 王县委等[14]采用静脉注射脂多糖联合高

脂饲料的方法,在相同实验条件下,通过兔耳缘静

脉注射不同剂量(100、200、1 000、2 000 ng / kg)的高

纯级脂多糖引起发热性炎症反应,同时联合高脂饲

料喂养建立兔 AS 模型。 在造模的第 5 周时,血脂

检测已达到高血脂水平,病理形态学显示有粥样坏

死斑块形成,说明静脉注射 LPS 配合高脂饲料成功

建立兔 AS 模型。 Yang 等[15] 在研究药物抗动脉粥

样硬化作用与降血脂、减少泡沫细胞数量和内皮细

胞损伤中选择了该建模方法。 这种利用炎症反应

建立兔 AS 的优点在于:可以在较短时间内成功建

立与人类 AS 病理形态学特点相似的兔 AS 模型,用
于今后 AS 中炎症信号通路的研究。 这种方法建立

兔 AS 模型的缺点:容易在注射后引起兔的感染性

休克,甚至导致死亡。
3. 1. 3　 皮下注射 L-蛋氨酸法　
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由于高同型半胱氨酸血症(HHcy)是 AS 形成

的一个独立危险因素,因此高同型半胱氨酸所致的

AS 越来越受到重视[16]。 王晓萍等[17] 采用 L-蛋氨

酸皮下注射法建立 HHcy 兔 AS 模型, 结果发现 L-
蛋氨酸皮下注射 80 mg / (kg·d)4 周可建立 HHcy 模

型,12 周时动脉粥样硬化表现明显。 本方法建立兔

AS 模型的最大优点:克服了单纯高脂喂养法建立

AS 动物模型的不稳定性及周期长的缺点,另外,相
对于注射脂肪乳和 LPS,这种建立方法大大降低了

因人工干预而导致的兔死亡率。 整个操作过程简

单,且 L-蛋氨酸相对容易获取,易于推广。 皮下注

射 L-蛋氨酸能建立特殊的兔 Hhcy-AS 模型,对进一

步探索 HHcy 与 AS 之间的联系,以及今后诊疗 AS
患者伴 HHcy 都能起到十分关键的作用。
3. 1. 4　 静脉注射小牛血清白蛋白法　

李琳等[18]在喂养高脂饲料的基础上,喂养第 1
周初兔耳缘静脉一次性注射 250 mg / kg 的牛血清白

蛋白,10 周后进行血脂水平的测定和标本的采集。
结果发现模型兔 TC、TG、LDL 和 HDL 水平均明显升

高,病理检查发现内膜增厚,纤维帽薄在斑块表面

形成,斑块坏死,视野内平滑肌细胞稀少,呈现典型

的动脉粥样硬化斑块,证明兔 AS 模型建立成功。
近年来,唐云等[19]在中医药在 AS 中的研究中均采

用了此种建模方法,时间短、成活率高、模型稳定、
可控性好是该方法建立 AS 模型的优点。
3. 2　 机械损伤建立兔 AS 模型

3. 2. 1　 动脉球囊拉伤联合高脂喂养法

球囊拉伤加高脂饲料喂养建立颈、腹主、髂 AS
模型广泛应用于 AS 的研究,模型建立方法也日趋

成熟。 球囊拉伤建立过程:实验兔术前 12 h 禁食,
不禁水。 以 3%戊巴比妥钠 30 mg / kg 静脉麻醉,从
耳缘静脉给予肝素 200 U / kg,仰面固定[20]。 颈动脉

球囊拉伤在正中切开皮肤 5. 0 cm 左右,暴露右侧颈

总动脉后,远心端结扎,近心端用线提起,距颈内外

动脉分叉点 0. 5 cm 约 45 度角 V 形剪开颈外动脉,
逆行插入球囊(直径为 2. 5 mm×1. 0 mm)约 5 cm,
再连接压力泵,注入肝素生理盐水,加压 2 个大气

压,自近心端缓慢回拉,反复 3 次后撤出导管即可。
股动脉拉伤是经右侧股动脉远端置入 2. 5 mm×20. 0
mm 球囊至股动脉近端,加压 8 ~ 10 个大气压,然后

拉动球囊由近端向远端剥脱血管内皮,最后抽出球

囊即可。 球囊拉伤联合高脂饮食建立 AS 模型的优

点:内皮细胞经外力损伤诱发的 AS 病变损伤接近

于人 AS 病变的发生发展过程,易于确定损伤病变

部位,方便取材,成为目前建立兔 AS 模型最常选用

的方法。 缺点:血管内径与球囊内径较难匹配,兔
血管直径相对较小,如多次穿刺失败容易导致血管

痉挛或闭塞。
3. 2. 2　 动脉球囊拉伤联合免疫注射法

兔的 AS 病变可以通过单独喂食高胆固醇饮食

或结合动脉球囊损伤而容易诱发。 与其他动物相

比,兔对高胆固醇饮食敏感,可迅速发展为高胆固

醇血症。 张晓奇等[21]通过超声结合病理,来评价斑

块数量、大小、回声情况,以及制备病理切片,在 HE
染色及油红 O 染色下观察其组织形态学变化及脂

肪浸润情况。 发现高脂喂养加腹主动脉球囊拉伤

术加注射小牛血清白蛋白比传统的高脂喂养加腹

主动脉球囊拉伤所建立的 AS 模型,更稳定、更高

效。 这种方法最明显的优势在于:可以在相对短的

时间内建立 AS 模型,形成腹主动脉的动脉粥样

斑块。
3. 2. 3　 机械损伤联合维生素 D 法　

维生素 D 可通过损伤动脉壁来诱发 AS 形成,
如平滑肌细胞增殖形成增生性纤维斑块。 李跃华

等[22]运用球囊拉丝损伤腹主动脉内膜后,除每日的

基础饲料外,再给实验兔每日每只加 1. 5 g 胆固醇,
到术后的第 11、12 周给实验兔皮下注射维生素 D50
万 IU / kg,术后 13 周取材,结果显示,皮下注射维生

素 D 的实验兔 AS 病变脂质条纹面积和纤维斑块面

积的百分比分别为 9. 64%和 1. 56%,证明可成功建

立 AS 斑块模型。 机械损伤联合维生素 D 注射建立

AS 模型的优点:可以模拟人体病理状态下血管内钙

化的病理生理改变,对于进一步研究药物治疗血管

内钙化起到独特的优势。 弊端是操作过程中,注射

维生素 D 可能导致斑块内大范围、不均匀钙化,容
易导致实验兔的死亡。
3. 2. 4　 温控气体损伤与液氮冷冻损伤法　

动脉粥样硬化易损斑块研究对急性心肌梗死、
急性脑梗死等急性心脑血管疾病的治疗与预防都

具有重要临床意义,但现今缺乏供研究的优质动物

模型,但现在研究易损斑块的实验中,通常选用温

控气体损伤法和液氮冷冻损伤两种办法。 路怀志

等[23]利用恒定低温气体损伤兔颈动脉内膜,再结合

高脂饮食 12 周后发现,温控气体损伤组取材后病理

下可见薄的纤维帽,内膜有巨噬细胞及泡沫细胞浸

润,斑块出现裂隙,局部小血栓形成,形成典型的易

损斑块,说明利用温控气体造模可以形成 AS 模型。
程卫平[24]通过实施液氮冷冻损伤,然后饲养高脂饲

料 8 周,再行液氮冻伤诱发斑块破裂试验后,病理下
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发现兔子均有斑块或闭塞性血栓形成。 李枚娟

等[25]等人进一步确定了兔 AS 易损斑块模型的建立

方法,其优点在于:损伤血管可控,方法快速、廉价、
可重复,而且大大降低了实验兔的死亡率,未来在

AS 易损斑块研究中必然起到十分重要的作用。
3. 3　 其它方法建立兔 AS 模型

3. 3. 1　 空气干燥法

王琮等[26]采用颈总动脉内膜空气干燥法建立

AS 模型,暴露右侧颈总动脉后,动脉夹夹闭血管近

心端及远心端后,用 4 号头皮针沿血管长轴刺穿,生
理盐水冲管后通气(120 mL / min)5 min,随后再次往

管腔内注入生理盐水,松开动脉夹,按压止血。 待

出血停止后,缝合皮肤。 4 周后实验病理结果显示

颈动脉可见内膜不规则增厚,证明建模成功。 上述

方法建立兔 AS 模型的优点在于:可以在最短时间

内、在指定部位明确预定的斑块,但是最大的缺点

是:操作过程中,大大增加了实验兔的死亡率。
3. 3. 2　 基因敲除法

兔的脂质代谢特点十分接近于人体,因兔体内

低密度脂蛋白含量高,且兔的肝不能编码载脂蛋白

B48mRNA,只能合成载脂蛋白 B100,这些都成为选

择建立兔 AS 基因模型的优势所在。 因此选兔作为

制作 ApoE- / -动物 AS 模型的研究对象,也能更好地

研究 Apo E 在 AS 中的作用[27]。 而利用基因编辑技

术,敲除载脂蛋白 E(ApoE)后,就可以建立稳定遗

传的动物模型[28]。 现国内,袁婷婷等[29] 借助近几

年新兴的 CRISPR / Cas9 基因编辑技术,编辑新西兰

兔的 ApoE 基因,并经 PCR、TA 克隆、Sanger 测序、
Western blot 和血脂检测鉴定 ApoE 靶向敲除验证,
已经成功建立 F0 代 ApoE- / -模型兔,且可稳定遗传。
相对于传统的 ZENS、 TALEN 等基因编辑技术,
CRISPR / Cas9 基因编辑技术具有操作简单、敲除效

率高、多位点同时进行等优点[30]。 Yuan 等[31] 人利

用多 sgRNAs 引导的 CRISPR / Cas9 系统对兔胚胎

LDLR 和 ApoE 基因进行编辑,成功建立了低密度脂

蛋白受体(LDLR)和 /或载脂蛋白(ApoE)基因大片

段缺 失 的 兔 敲 除 ( KO ) 模 型。 Lu 等[32] 利 用

CRISPR / Cas9 系统编辑低密度脂蛋白受体(LDLR)
外显子 7,成功建立了在正常饮食下自发地引起高

胆固醇血症和动脉粥样硬化的 LDLR-KO 模型兔,
这在未来研究 AS 以及家族性高脂血症都起到了十

分重要的作用。
除了上述的基因编辑技术,渡边遗传性高胆固

醇血症(WHHL)兔,现也常用于 AS 研究。 WHHL
兔是 1973 年发现的一个突变体,现已证明,WHHL

兔体内 VLDL 残留物和 LDL 不会被肝中 LDLR 缺陷

的肝细胞摄取,因此 WHHL 兔体内保持 LDL 等脂蛋

白形式存在的高水平血浆胆固醇血症,且该品系相

比日本大白兔的血清胆固醇和甘油三酯水平,升高

约 8~14 倍,除此之外,通过近亲交配可以持续传代

高脂血症性状的品系。 随着科学的进步,通过

CRISPR / Cas9 基 因 编 辑 建 立 的 LDLR-KO 以 及

WHHL 兔会越来越多的应用到 AS 疾病研究中,将
会在心脑血管疾病研究中大放光彩。

4　 展望

目前可用于建立 AS 模型的动物主要有兔、鼠、
猪和猴等,但没有任何一种动物模型是完美的。 兔

是草食性动物,因此通过高脂饲养形成的 AS 斑块

纤维帽、脂质坏死核心等典型病理变化与人体存在

一定的差异。 但是凭借着对外源性胆固醇较高的

吸收率,以及对高脂血症的较低清除力,学者们依

旧偏向于选兔来建立 AS 模型。 多年来,国内外报

道了很多兔 AS 模型的建立方法,但大多数都是建

立在高脂喂养和机械损伤的基础上。 除此之外,还
有静脉注射维生素 D、小牛血清白蛋白等方法。 机

械损伤联合高脂喂养建立 AS 模型虽然应用广泛,
但可能会出现黄瘤病样斑块等问题。

随着基因编辑技术的崛起,相比鼠更接近与人

类亲缘关系(基于 DNA 序列分析)的兔,相信也会

越来越多的应用生物医学领域中。 像 CRISPR / Cas9
等基因编辑技术的慢慢兴起,可以对兔基因组进行

更有效和精确的编辑,以复制人类疾病建立模型,
加快心脑血管等疾病的研究,应用前景也更加广阔。

AS 的发病机制和病理生理尚未完全阐明,将动

物模型的研究应用推广到人类自身仍有许多困难。
人体 AS 斑块形成绝非炎症刺激、自身免疫反应等

任何一种单一因素所导致。 未来精准医学的道路

上,应将遗传、饮食、外界刺激等影响因素结合起

来,建立最接近人体病理生理演变的兔 AS 模型,并
将兔 AS 模型建立与临床药物试验和治疗有机结

合,才能对人类 AS 研究奠定坚实的基础。
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