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REST / NRSF 对皮质酮应激模型小鼠抑郁与
焦虑样行为影响

余煊,李祥磊,孙秀萍,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,国家人类疾病动物模型资源库,卫健委

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　 研究 REST 在皮质酮模型小鼠中的表达情况及 REST 表达上调时对小鼠抑郁与焦虑行为影

响,探索其在小鼠抑郁模型中的作用。 方法　 重复皮下注射皮质酮建立小鼠慢性应激模型,利用 AAV 病毒载体过

表达小鼠脑内 REST,行为学检测小鼠抑郁与焦虑表型变化,并用实时荧光定量 PCR 探索 REST 对相关基因的影

响。 结果　 重复皮下注射皮质酮 4 周能够显著降低小鼠体重(P < 0. 01),诱导小鼠抑郁样行为。 海马区过表达

REST 影响模型小鼠在抑郁和焦虑行为学测试中的表现,缓解抑郁样表型,降低模型小鼠在悬尾实验和强迫游泳实

验中的不动时间;诱导焦虑症状,进入旷场中央区的次数减少,对高架十字迷宫封闭臂的探索次数和停留时间增

加;同时能够调节 Bndf、Nt3、Ngf、Fgf2 的 RNA 转录水平。 结论　 REST 在皮质酮应激抑郁模型中起着双向调控作

用,并不是单一缓解抑郁行为,其机制可能与其参与调节表达的多种基因及信号通路综合作用相关。
【关键词】 　 抑郁症;动物模型;行为学测试;腺相关病毒;转录调控因子

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2021) 06-0707-08

Effect of REST / NRSF on depression- and anxiety-like behavior in
repeated corticosterone injected mice

YU Xuan, LI Xianglei, SUN Xiuping, QIN Chuan∗

(Institute of Medical Laboratory Animal Sciences, Chinese Academy of Medical Sciences(CAMS), Comparative
Medicine Center, Peking Union Medical College(PUMC), National Human Disease Animal Model Resource Center,
NHC Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine, Beijing Engineering Research Center for Experimental

Animal Models of Human Critical Diseases, Beijing 100021, China)
Corresponding author: QIN Chuan. E-mail:qinchuan@ pumc.edu.cn

【Abstract】　 Objective　 This research investigated the expression of REST in repeated corticosterone injected mice
and the effects of REST on depression- and anxiety-like behaviors in model mice. Methods　 A chronic stress mouse model
was established by repeated subcutaneous injections of corticosterone. An AAV virus vector overexpressing REST was
injected into the hippocampus of the mouse brain. Then, the depression- and anxiety-like behaviors of mice were assessed
by several behavioral tests. Finally, we detected the expression of REST-related genes by real-time RT-PCR. Results
Repeated subcutaneous injections of corticosterone for 4 weeks successfully induced depression-like behavior and reduced
body weight in mice (P < 0. 01). REST overexpression in the hippocampus influenced the performance of model mice in
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the depression and anxiety behavioral tests. Specifically, it reduced the immobility time of model mice in the tail suspension
test and forced swimming test and the number of entries into the central area in the open field test. In addition, REST
overexpression increased the exploration frequency and residence time in the enclosed arms of the elevated cross maze. The
RNA transcription levels of Bndf, Nt3, Ngf and Fgf2 were also affected in model mice after REST overexpression.
Conclusions　 REST plays a bidirectional role in the corticosterone-induced depression mouse model. Its mechanism may
be related to its participation in the regulation of multiple target genes and the comprehensive effect of different signaling
pathways.

【Keywords】　 depressive disorder; animal model; behavior test; adeno-associated virus; transcription regulator
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 抑郁症又名重度抑郁障碍 ( major depressive
disorder,MDD),是一种严重的情绪障碍和精神疾

病。 有证据表明,抑郁症同时受到环境和遗传因素

的影响,其中应激引起的下丘脑垂体肾上腺轴

(HPA 轴)功能异常活跃与抑郁症发病有着密切的

联系[1-3]。 抑郁患者检测发现皮质醇水平异常升

高,皮质醇节律紊乱[4];同时地塞米松抑制实验发

现,HPA 轴功能异常与急性抑郁状态存在相关

性[5]。 多个研究表明,长期反复皮下注射皮质酮可

以诱导小鼠表现抑郁样行为,并且小鼠抑郁样行为

随着注射时间增加而加重[6-9],可以用作研究慢性

应激的抑郁模型[10-11]。
抑制 元 件 1 沉 默 转 录 因 子 ( RE-1-silencing

transcription factor,REST)也称为神经元限制性沉默

因子(neuron restrictive silencer factor,NRSF)是通过

与目标基因 RE-1 / NRSE 序列结合,从而抑制其表

达的重要转录调控因子[12-13];它可以与其他蛋白协

同作用,在神经元的分化和发育中发挥多种广泛的

调 节 作 用[14-15]。 REST 参 与 了 神 经 发 生

(neurogenesis)和神经元表型的精细形成( neuronal
phenotype elaboration) [16];能够调控各种编码和非

编码神经元特异性基因,包括发育过程中编码突触

可塑性和结构重塑的关键蛋白,如神经递质受体,
离子通道,突触囊泡和 miRNA 等[17-20];通过表观遗

传修饰参与染色质可塑性、神经应激反应[21-23];可
以抑制凋亡、神经保护[24-25] 等。 REST 主要在小鼠

胚胎的四肢和 CNS 中,成年小鼠肾上腺胸腺中高表

达;而成年小鼠大脑皮层、前额叶、小脑中低水平表

达,主要位于未分化的神经祖细胞和非神经元细

胞[14,26]。 REST 在神经系统的功能中有着重要作

用,REST 与其靶基因的相互作用也涉及到精神和

神经系统疾病,包括阿尔兹海默症、帕金森症、亨廷

顿病、唐氏综合征、C1 型尼曼氏病等[14,18,25,27]。 此

外,临床研究脑成像结果和死后大脑解剖显示,抑

郁症患者脑中神经元丢失和凋亡增加[28-29]。 而且

有一部分治疗抑郁症的抗抑郁药和情绪稳定剂,是
通过增强神经营养和神经保护细胞机制产生作用,
而 REST 抑制细胞死亡相关基因表达有着神经保护

作用[27,30]。 在一些抑郁动物模型和临床研究数据

中,人们也发现应激压力能够使 REST 在转录和表

达水平发生变化,例如幼年时期暴露于社会应激的

大鼠脑内海马和内侧前额叶皮层 REST 水平下降,
但是成年小鼠暴露于社会应激时海马 REST 表达量

上升[27]。
转录调控因子 REST 在抑郁症的发病和治疗过

程中发挥作用的具体功能和机制尚不明确。 因此,
本研究希望通过建立皮质酮小鼠模型,检测 REST
在该抑郁模型中的表达情况,并通过注射 AAV 上调

小鼠海马内 REST 表达水平检测小鼠抑郁与焦虑行

为变化,探索 REST 在小鼠应激模型中的生物学

功能。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

48 只 6 ~ 7 周龄 SPF 级 BALB / c 小鼠,体重 22
~ 24 g, 购买自华阜康公司 【 SCXK (京) 2019 -
0008】,饲养于中国医学科学院医学实验动物研究

所啮齿类行为学 SPF 屏障设施【SYXK(京) 2018-
0019】,相对湿度约为 50%,温度控制 22 ~ 25℃,给
予充足食物和饮水,12 h / 12 h 固定灯光周期。 动物

实验方案通过中国医学科学院医学实验动物研究

所实 验 动 物 管 理 和 使 用 委 员 会 审 批 ( IACUC
QC18001)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

动物组织总 RNA 提取试剂(DP431,天根生化

有限公司),FastKing 一步法反转录-荧光定量试剂

盒(SYBR Green)(FP313,天根生化有限公司)。 动

807
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物运 动 轨 迹 跟 踪 系 统 ( Noldus, 荷 兰 ), CFX
ConnectTM荧光定量 PCR 检测系统(Bio-rad,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 Rest-AAV 注射

Rest 组与 Rest 模型组 24 只小鼠被双侧注射

1 μL的 Rest 过表达载体病毒。 在 0. 4 L / min 的异氟

烷深度麻醉下通过脑立体定位手术,使用 30 Ga 规

格的微量注射器(Hamilton)和微量注射泵(WPI)向
小鼠双侧海马注射 AAV 病毒(相对前囟坐标:-2. 8
mm AP,± 2. 5 mm ML,-3. 2 mm DV),速度为 400
nL / min。 注射完成 5 min 后,缓慢抽出注射针。
1. 2. 2　 皮质酮模型

48 只小鼠随机分为对照组、模型组、REST-AAV
注射组(Rest 组)与 REST-AAV 注射并造模组(Rest
模型组),对照组和模型组小鼠进行假手术注射

(sham)以去除手术损伤对小鼠行为学的影响。 模

型组与 Rest 模型组小鼠每天皮下注射皮质酮 20
mg / kg(1% DMSO,0. 1% Tween-80)建立内分泌干

扰的慢性抑郁模型,皮质酮溶液浓度为 4 mg / mL;对
照组与 Rest 组每天注射相同体积溶剂作为对照。
连续注射 4 周后进行行为学测试,然后灌流取材进

行后续检测。
1. 2. 3　 行为学测试

(1)旷场实验:测试小鼠被依次单独放在新颖

的空旷方形盒子(50 × 50 × 30 cm)中央,记录并统

计 5 min 内小鼠的总运动时间、运动路程以及在中

心区域和边缘区域停留的时间。
(2)高架十字迷宫实验:十字迷宫包括一个中

心平台(5 × 5 cm)、两个开放的手臂和两个封闭的

手臂(30 × 5 cm),架于地板上方 55 cm。 封闭臂有

一个高10 cm的围墙,末端封闭,允许 5 勒克斯的光

强度,而开放臂则完全打开。 将小鼠放置在中心平

台上,头部朝向开放臂,让其自由进入四臂探索

5 min。 测量小鼠进入开放臂和封闭臂的次数以及

在这些臂上停留的时间。
(3)悬尾实验:用胶带将小鼠尾巴粘在离底 20

cm 高的检测铁片上,使用 Noldus 系统实时记录受

力变化判断小鼠处于运动或者不动状态,每组实验

共 6 min,统计小鼠在此期间的不动时间。
(4)强迫游泳实验:将小鼠放置于盛有 15 cm

深温水(25 ± 1)℃的透明圆筒(高 25 cm,直径 10
cm)中,每组实验共 6 min,记录后 4 min 内小鼠的不

动时间。 每组实验结束后将小鼠擦干放在装有干

燥垫料置于加热垫上的鼠盒中,直至小鼠毛发完全

干燥。
1. 3　 统计学分析

使用 GraphPad Prism 8. 0 软件对所有数据进行

统计分析。 使用 Shapiro-Wilk 法检验数据正态性。
两组数据比较使用独立样本 t 检验或配对样本 t 检
验;多组数据满足正态分布且方差齐,使用方差分

析(ANOVA),并选择 Tukey HSD 法进行两两比较;
多组数据满足正态分布但方差不齐,使用 Brown-
Forsythe 检验,并选择 Games-Howell 法进行两两比

较。 双因素数据使用 Greenhouse-Geisser 校正的双

因素重复测量方差分析( repeated measures two-way
ANOVA),选择 Tukey 法进行组间变量的多重比较。
数据表示为平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)。 P< 0. 05 为

差异具有统计学意义,P < 0. 01 为差异具有显著统

计学意义,P < 0. 001 为差异具有极显著统计学

意义。

2　 结果

2. 1 　 AAV 载体病毒注射提高小鼠脑海马中

REST / NRSF 的表达

根据 Rest mRNA 编码序列(NM_011263. 2)设

计 AAV 载体,由和元生物公司完成载体构建和

AAV 病毒合成,血清型 AAV2 / 9,质粒表达载体如图

1A 所示。 所得的 REST-AAV 病毒及对照通过立体

定位注射至小鼠脑两侧海马。 2 周后,用实时荧光

定量 PCR 检测病毒在小鼠脑内的表达效率,小鼠脑

内 Rest 的 mRNA 表达水平较对照病毒注射小鼠有

显著升高(P < 0. 001),如图 1B 所示。 检测结果表

明,合成的 REST-AAV 病毒能够有效达到脑局部区

域过表达 REST 的作用,可以用于后续实验调控

REST 水平。
2. 2　 REST / NRSF 过表达影响模型小鼠行为学

变化

小鼠重复皮质酮注射建立抑郁模型后(实验流

程第 15 天),每周对各组小鼠称量体重,并在注射

结束后进行相关行为学测试,实验流程如图 2 所示。
皮质酮对模型小鼠体重的影响如图 3 所示,双因素

重复测量方差分析,时间主效应显著 F ( 3. 005,
132. 2)= 39. 48,P < 0. 0001;模型分组主效应显著

F(3,44)= 28. 88,P < 0. 0001;交互作用显著 F(12,
176)= 15. 00,P < 0. 0001。 对照组小鼠体重随小鼠

年龄增加逐步增长至 ( 27. 2 ± 1. 5) g;模型组和
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Rest 模型组小鼠体重从第 2 周开始出现显著下降,
分别为(24. 3 ± 0. 6) g 和(23. 9 ± 0. 9) g,两两比较

均与对照组具有显著差异,这与前人研究报道结果

相似[9]。 而模型组与 Rest 模型组小鼠体重之间并

无显著差异,这说明脑内过表达 REST 不能影响重

复注射皮质酮引起的小鼠体重变化。

注:与对照组比较,∗∗P < 0. 01。

图 1　 REST-AAV 病毒表达载体质粒及病毒小鼠体内

表达效率

Note. Compared with control group, ∗∗P < 0. 01.

Figure 1　 Expression vector plasmid of REST-AAV and
expression efficiency in mice

图 2　 实验流程

Figure 2　 Experimental procedure

注:与对照组比较,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001。 时间主效应 F(3. 005,
132. 2)= 39. 48,P < 0. 0001;模型分组主效应 F(3,44) = 28. 88,P <
0. 0001;交互作用 F(12,176)= 15. 00,P < 0. 0001;受试者 F(44,176)
= 5. 068,P < 0. 0001。

图 3　 小鼠体重变化

Note. Compared with control group, ∗∗P < 0. 01, ∗∗∗P < 0. 001. Factor
time F(3. 005, 132. 2)= 39. 48, P < 0. 0001. Factor groups F(3, 44)=

28. 88, P < 0. 0001. Interactions F( 12, 176) = 15. 00, P < 0. 0001.
Subjects F(44, 176)= 5. 068, P < 0. 0001.

Figure 3　 Body weight of mice

重复注射皮质酮造模结束后,首先进行旷场

实验和高架迷宫实验。 旷场实验中,Rest 模型组

小鼠总运动时间有所减少,但与其他各组均无显

著性差异(图 4A);各组小鼠总运动距离也无显著

性差异(图 4B)。 小鼠在旷场中央区所处的时间

和进入中央区探索的次数是反应小鼠焦虑状态的

重要指标。 实验结果表明,各组小鼠在中央区停

留的时间并没有差异(图 4C),但是 Rest 模型组小

鼠进入中央区的次数较对照组减少,表现出一定

的焦虑倾向,如图 4D 所示, F ( 3. 000,28. 05) =
3. 879,P = 0. 0194。 高架迷宫实验中,对照组和模

型组小鼠在开放臂的探索次数和停留时间比例都

略大于封闭臂的,但没有显著性差异,Rest 组小鼠

在不同臂的探索次数和停留时间没有区别;但是

Rest 模型组小鼠对封闭臂的探索次数和停留时间

都显著大于在开放臂的(P < 0. 01),表现出较为

明显的焦虑行为(图 5A,5B)。
随后,进一步使用悬尾实验和强迫游泳实验

检测各组小鼠的抑郁样行为。 在悬尾实验中,模
型组小鼠的不动时间相对对照组增加,Rest 模型

组小鼠的不动时间则有所下降,与对照组和 Rest
组小鼠没有显著性差异,如图 6A 所示。 相似的在

强迫游泳实验中(图 6B),实验记录后 4 min 内模

型组小鼠的不动时间较对照组显著性上升,而过

表达 REST 能减少皮质酮诱导模型引起的不动时

间增加 ( Rest 模 型 组), F ( 3, 44 ) = 4. 932, P =
0. 0049。 单独过表达 REST,未重复注射皮质酮诱
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导应激模型,对小鼠的悬尾和游泳不动时间均无

显著影响。

注:与对照组比较,∗P < 0. 05。 中央区进入次数:F (3. 000, 28. 05)= 3. 879,P= 0. 0194。

图 4　 小鼠旷场实验自发活动

Note. Compared with control group, ∗P < 0. 05. Center square entries. F (3. 000, 28. 05)= 3. 879, P= 0. 0194.

Figure 4　 Locomotor activity of mice in open field

注:与 Rest 模型组比较,∗∗∗P < 0. 001。

图 5　 小鼠高架十字迷宫各臂探索次数及时间

Note. Compared with rest model group, ∗∗∗P < 0. 001.

Figure 5　 Frequency and time of exploring each arm of elevated cross maze in mice

2. 3　 REST / NRSF 过表达调控相关基因变化

行为学实验结束后,将各组小鼠快速安乐死

取材,分离小鼠海马区域脑组织提取总 RNA,并
进行实时荧光定量 PCR 检测。 Rest 基因的表达

与之前相似,注射有 AAV 的 Rest 组和 Rest 模型

组小鼠脑内海马 Rest 水平较对照组和模型组显

著提高。 有趣的是皮质酮注射应激模型也能引

起小鼠海马 Rest 水平上调,但是在注射 AAV 的

小鼠上建立该抑郁应激模型反而导致 Rest 水平

下降。 此 外, 还 检 测 了 Grin2b、 Bndf、 Nt3、 Ngf、
Fgf2 等抑郁应激相关的基因表达。 检测结果发

现,皮质酮注射应激模型,对除 Grin2b 外基因表
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达水平都有着显著影响,如图 7 所示。 模型组小

鼠 Bndf、Nt3、Ngf 的表达水平下降,Fgf2 表达水

平升高;过表达 Rest 则直接下调了 Bndf、Nt3、Ngf
的表达,但在此基础上建立皮质酮模型,这些基

因表达再无进一步变化;但 Fgf2 在小鼠过表达

Rest 后,模型引起的表达上升转为下降,这表明

过表达 REST 影响了多种相关基因表达,可能引

起下游众多信号通路发生变化。

注:与对照组相比,∗P < 0. 05;与 Rest 模型组比较,#P < 0. 05;强迫游泳实验:F (3, 44)= 4. 932,P= 0. 0049。

图 6　 小鼠悬尾实验和强迫游泳实验的不动时间

Note. Compared with control group,∗P < 0. 05. Compared with rest model group,#P < 0. 05. Forced swimming test F,(3, 44)= 4. 932,
P= 0. 0049.

Figure 6　 Immobility time of mice in tail suspension test and forced swimming test

注:与对照组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与 Rest 模型组比较,##P < 0. 01。

图 7　 小鼠相关基因 RNA 表达水平

Note. Compared with control group, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. Compared with rest model group, ##P < 0. 01.

Figure 7　 Expression of relative genes in mice
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3　 讨论

REST 是神经发育中的重要转录调控因子,同
时也被证实在神经退行性疾病中起着神经保护功

能[18,25,27],并有可能作为抑郁症的生物标志物和治

疗对策[27]。 在这项研究中,实验结果首次表明

REST 确实在皮质酮抑郁应激模型中起着重要的作

用,海马区过表达 Rest 能够直接影响小鼠在抑郁和

焦虑行为学测试中的表现,同时能够调节 Grin2b、
Bndf、Nt3、Ngf、Fgf2 等多种相关基因的 RNA 转录

水平。
研究报道称 REST 具有一定的神经保护功能,

并可能与抑郁症发病过程中的细胞死亡 /存活信号

通路及脑神经元损伤机制相关[14,27],而皮质酮反复

注射可能诱导模型小鼠海马内神经元发生退行性

改变,因此,REST 的神经保护功能可能在此发挥作

用。 同时,实验结果表明 REST 过表达可能不是起

单纯的神经保护作用:在悬尾实验和强迫游泳实验

中,皮质酮模型小鼠表现出显著的抑郁样行为,而
REST 过表达能够减少这两组测试中小鼠的不同时

间,表现出一定的抑郁缓解作用;但是在同时过表

达 REST 和注射皮质酮诱导应激模型时,小鼠在高

架十字迷宫中也表现出强烈的焦虑行为。 mRNA 的

检测结果从另一方面印证相关的猜测,Bndf、Nt3、
Ngf 等神经营养因子在抑郁模型组小鼠中表达水平

下降;但是在 Rest 模型组中,REST 过表达并没有上

调相关的神经营养因子表达,反而进一步抑制了部

分基因的表达。 这些结果表明,单纯调控 REST 的

表达水平可能并不能作为治疗抑郁症的良好靶点。
由于 REST 调控众多重要基因,直接上调 REST 的

表达水平可能引起下游众多信号通路发生变化,进
一步引起相关神经元和神经环路功能的改变。

此外,构建 AAV 病毒载体过表达 REST 后,发
现在实验中使用病毒浓度引起的小鼠海马内其转

录水平浓度大幅升高,远超出其生理正常水平和应

激模型诱导后表达水平。 这可能导致 REST 调控的

下游基因产生一系列不可预测的变化,会影响到小

鼠抑郁和焦虑样行为。 大量临床医学与动物实验

科学研究认为应激通常是抑郁和焦虑的重要诱因,
且在抑郁患者和抑郁动物模型的相关检测中焦虑

反应与应激反应也常常伴随或交替出现,例如大鼠

母子分离模型能导致类似焦虑和抑郁的行为增加,
以及 HPA 反应变化[31]。 关于 REST 过表达后的实

验结果提示,其可能在焦虑和抑郁的行为变化中有

一定功能。
综上所述,首次证实了调节 REST 在小鼠海马

的表达,能够改善小鼠的抑郁样行为,但同时可能

引起焦虑样行为;神经营养因子基因和神经递质相

关基因表达在这一过程中发生了显著变化。 由于

神经元损伤是抑郁症的重要特征之一,具有神经保

护功能的 REST 基因可以作为抑郁症机制和抑郁症

治疗研究策略的新方向,实验结果为这一猜想提供

了初步的理论依据,同时也提示抑郁症中 REST 的

神经保护机制还需要进一步深入的探索。
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反复冷-热刺激对大鼠鼻黏膜免疫屏障功能的影响
及中医解表方的作用研究

杨居崩,赵显芳,聂发龙,肖纯,代蓉,李秀芳∗

(云南中医药大学,昆明　 650500)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨反复冷-热刺激对大鼠鼻黏膜免疫屏障功能的影响,考察中医常用解表方麻黄汤和银翘

散的作用。 方法　 将 SD 大鼠置于-15℃ 1 h,再转入 25℃ 30 min,冷-热交替刺激 4 次,末次刺激后检测不同时间点

鼻黏膜中 IgA 蛋白表达水平,检测 1 d 后鼻腔灌洗液中溶菌酶、sIgA 及 PGE2 含量,血清中的炎症因子含量;冷-热刺

激后第 9 天,再次给予相同条件刺激,分别于末次刺激后 1 ~ 11 d 检测鼻黏膜中 IgA 蛋白动态变化,鼻腔灌洗液中

溶菌酶、PGE2 动态变化,血清中炎症因子动态变化,再次刺激 1 d 后鼻腔灌洗液中 sIgA 含量;解表方麻黄汤 2. 43 g
生药 / kg BW 水煎液、银翘散 33. 48 g 生药 / kg BW 水煎液对两轮冷-热刺激的大鼠进行干预,经第二轮冷-热刺激

24 h后检测相应指标。 结果　 反复冷-热刺激后,大鼠鼻黏膜 IgA 蛋白表达在刺激后 1、3 d 明显降低,随后逐渐上

升,刺激后 7 d 恢复正常;刺激后 1 d sIgA 明显降低,溶菌酶及炎症因子无明显变化。 当大鼠再次受到冷-热刺激

后,鼻黏膜 IgA 蛋白表达显著下降,鼻腔灌洗液中溶菌酶及 PGE2 的含量明显降低;血清中 TNF-α、PGE2、IL-1β 及

IL-6 的含量显著升高。 麻黄汤和银翘散干预后,两方均可升高大鼠鼻黏膜中 IgA 蛋白表达及鼻腔灌洗液中 sIgA 的

含量,银翘散还可升高溶菌酶含量,降低血清的 TNF-α、IL-1β 含量。 结论　 反复冷-热刺激可导致大鼠鼻黏膜免疫

屏障功能下降,血清中多种炎症因子或炎症介质释放增加,麻黄汤和银翘散均可提高大鼠鼻黏膜免疫屏障功能,麻
黄汤增加 IgA 含量的作用较明显,银翘散减少炎症因子的作用更明显。

【关键词】 　 冷-热刺激;鼻黏膜免疫;炎症;解表方
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Effect of the superficies-resolving formula of traditional Chinese
medicine on cold-warm cycle stimulation and nasal mucosal

immune barrier function in rats
YANG Jubeng, ZHAO Xianfang, NIE Falong, XIAO Chun, DAI Rong, LI Xiufang∗

(Yunnan University of Chinese Medicine, Kunming 650500, China)
Corresponding author: LI Xiufang. E-mail:sofinelxf@ 163.com

【Abstract】　 Objective 　 To explore the effect of cold-warm cycle stimulation on nasal mucosal immune barrier
function in rats and determine the difference between Mahuang decoction and Yinqiao powder, which are commonly used in
traditional Chinese medicine. Methods　 For cold-warm cycle stimulation, SD rats were exposed to four cycles of -15°C for
1 hour and then 25°C for 30 minutes. At different time points after the last stimulation, the protein expression of IgA in the
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nasal mucosa was detected by Western blot. Seven days after the first cold-warm cycle stimulation, the rats were re-
subjected to cold-warm cycle stimulation under the same conditions. The dynamic changes in IgA protein expression in the
nasal mucosa, lysozyme and prostaglandin E2 (PGE2) levels in nasal lavage fluid and PGE2, TNF-α, IL-6 and IL-1β
serum contents were detected on days 1 ~ 11 after the last stimulation. The rats were randomly divided into negative
control, model, Mahuang decoction and Yinqiao powder groups. After repeated cold-warm stimulation for 6 hours, the rats
in the negative control group and model group were given distilled water, the Mahuang decoction group was given 2. 43 g
crude drug / kg body weight Mahuang decoction, and the Yinqiao powder group was given 16. 74 g crude drug / kg body
weight Yinqiao powder once a day for 7 days 30 minutes after the last stimulation. Except for the negative control group, the
other groups were re-subjected to repeated cold-warm stimulation, and the medicines were given twice at 6 and 22 hours
after stimulation. Nasal lavage fluid was prepared, nasal mucosal tissue was extracted, and blood was obtained for detecting
the corresponding indexes at 24 hours. Results　 After repeated cold-warm cycle stimulation, IgA protein expression in the
nasal mucosa was significantly decreased at days 1 and 3 and then gradually increased and returned to normal on day 7.
When rats were re-stimulated by cold-warm cycles, IgA protein expression in the nasal mucosa was significantly decreased,
and the amounts of lysozyme and PGE2 in nasal lavage fluid were significantly decreased on days 1 and 3. The serum level
of TNF-α remained high, and the contents of PGE2 and IL-1β were significantly increased on days 1 and 3. In contrast, the
IL-6 content only increased on day 1 after stimulation. Both Mahuang decoction and Yinqiao powder interventions increased
IgA protein expression in the nasal mucosa and sIgA content in nasal lavage fluid. Yinqiao powder also increased the amount
of lysozyme in nasal lavage fluid and decreased the serum contents of TNF-α and IL-1β. Conclusions 　 Repeated cold-
warm stimulation decreases the function of the nasal mucosal immune barrier and increases the release of several types of
inflammatory factors in rats. Mahuang decoction and Yinqiao powder improve the function of the nasal mucosal immune
barrier. Mahuang decoction increases the IgA content, and Yinqiao powder reduces inflammatory factors to a greater extent.

【Keywords】　 cold-warm cycles stimulation; nasal mucosal immunity; inflammation; superficies-resolving formula
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 近年来,随着 SARS 病毒[1-2]、MERS 病毒[3-4]、
H1N1 流感病毒[5-6]、H7N9 禽流感病毒[7-8] 的相继

肆虐,目前,新型冠状病毒肺炎在全球流行[9-13],呼
吸系统感染性疾病的防治引起了全世界广泛的关

注,这些高致病性病毒的共同特点是均可由呼吸道

进入机体进而引发疾病,并且它们的传播途径也主

要是呼吸道,其中肺炎等严重的下呼吸道感染

( lower respiratory tract infection,LRTI)往往始于上呼

吸道感染( upper respiratory tract infection,URTI)研

究证实[12],冠状病毒及流感病毒引起的严重感染均

与呼吸道黏膜屏障结构破坏或功能低下密切相关,
提高呼吸道黏膜屏障的防御能力是防治呼吸系统

感染性疾病的重要途径之一。 上呼吸道覆盖于除

鼻前庭外鼻腔结构的鼻黏膜,直接与外界接触,是
机体与吸入抗原及病原体接触的第一个部位,也是

机体天然免疫系统的重要组成部分,其不仅具有一

般性的机械屏障作用,还参与体液免疫和细胞免疫

过程,是执行局部非特异性免疫功能的主要场所。
鼻黏膜免疫屏障的功能易受多种因素的影响,其
中,温度变化的刺激尤其重要。 研究表明[14-15],暴
露在寒冷的气候环境中会增加机体对普通感冒的

易感性,其原因与寒冷刺激引起机体免疫功能抑

制,病毒在低温环境下更容易复制等因素有关[16]。
为进一步考察温度变化的刺激对 SD 大鼠鼻黏膜局

部免疫功能及机体炎症反应的影响,本实验采用冷-
热循环刺激的方式干预 SD 大鼠,检测其鼻黏膜免

疫屏障相关效应分子的变化,并同时考察了循环系

统中炎症因子的变化。
解表方是中医临床治疗表证的常用方剂,由于

中医表证症状的描述与现代医学的 URTI 症状非常

相似,故中医常用解表方治疗上呼吸道感染,并取

得了较好的效果。 课题组前期研究发现解表方麻

黄汤和银翘散均可提高寒冷所致上呼吸道黏膜屏

障功能低下模型小鼠唾液中 sIgA 的含量,对鼻腔接

种乙型溶血性链球菌感染小鼠有生存保护作用[17],
提示,两个解表方治疗上呼吸道感染的机制与其提

高上呼吸道黏膜免疫功能有关。 因此在本实验中

同时对这两个解表方的作用进行了考察。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

120 只 SPF 级雄性 SD 大鼠,8 周龄,体重 180 ~
200 g,购于成都达硕实验动物有限公司【SCXK(川)

617
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2020-030】,饲养于云南中医药大学动物实验室

【SYXK(滇)K2017-0005】,饲养期间各组大鼠自由

饮水,饲喂普通维持饲料由成都达硕实验动物有限

公司提供。 饲养环境:昼夜各半循环照明,湿度恒

定,温度控制在 22 ~ 25℃。 所有操作均符合云南

中医药大学实验动物伦理学要求 (审批号: R -
082018034)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

BCA 蛋白浓度检测试剂盒(Beyotime,P0010),
RIPA 裂解液 (强) ( Beyotime, P0013B),吐温 - 20
(Biofroxx,1247ML100),过硫酰胺( Sangon Biotech,
A600072 - 0025 ), 10% SDS ( Sangon Biotech,
B548118),Tris(Genview,BT350- 500G),四甲基乙

二胺(Cellcook,A100761 - 0100),甘氨酸(Biofroxx,
1275GR5009 ), DTT ( Sangon Biotech, A620058 -
0025),1 mol / L Tris-HCL 缓冲液(Solarbio,T1020),
1. 5 mol / L Tris-HCL 缓冲液( Solarbio,T1010),30%
丙烯酰胺缓冲液(Solarbio,A1010),Anti-IgA(Novus
Biologicals, NB7501 ); Anti-Goat ( Proteintech,
SA00001 - 4), Anti-Rabbit ( Proteintech, SA00001 -
2),Anti-beta Actin(Proteintech,20536-1-AP),溶菌

酶(南京建成生物工程研究所,A050-1-1),PGE2
(南京建成生物工程研究所,H099-1),TNF-α(南京

建成生物工程研究所,H052-1),IL-1β(南京建成生

物工程研究所,H002),IL-6(南京建成生物工程研

究所,H007-1-2),sIgA(南京建成生物工程研究所,
H108-2)。

酶标仪(Tecan,Infinite M200 PRO,瑞士),垂直

电泳仪 ( Bio-Rad, EPS - 301,美国),湿转仪 ( Bio-
Rad,18113002,美国),UVP 凝胶成像分析系统(Bio
Spectrum,美国), 分析天平 ( Precisa, XS125A, 瑞

士),冰箱(青岛海尔,BCD-392MNE,中国)。
1. 1. 3　 实验药物

银翘散:按 《方剂学》 [18] 配伍比例,称取银翘

散,全方除薄荷、荆芥外,12 倍水浸泡 30 min,煎煮

15 min,在 10 min 时加入薄荷、荆芥。 纱布滤过,再
经真空抽滤后液体在 40°旋蒸至所需浓度相应体

积。 大鼠的给药剂量为临床等效量(16. 74 g 生药 /
kg 体重)的 2 倍(33. 48 g 生药 / kg 体重)。

麻黄汤:按 《方剂学》 [18] 配伍比例,称取麻黄

汤,10 倍水浸泡全方 30 min,先煎麻黄 20 min,再与

余药共煎 30 min,纱布滤过,再经真空抽滤后液体在

55°旋蒸至所需浓度相应体积。 大鼠的给药剂量为

换算成人临床等效量 2. 43 g 生药 / kg 体重。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 单轮冷-热刺激对大鼠鼻黏膜免疫功能及血

清炎症指标的影响

参考文献[19]稍作修改,取雄性 SD 大鼠 54 只,
随机分为阴性对照组、模型组。 造模前禁食不禁水

12 h,正常组不予任何刺激;模型组将动物先置于

-15℃环境中 1 h,再转移入 25℃环境 30 min,循环 4
次,造模结束后恢复进食。 模型组于寒冷刺激后 0、
6 h、1、3、5、7、9、11 d 每个时间点取 6 只动物,常规

方法制备鼻黏膜组织、血清、鼻腔灌洗液,用 Western
Blot 法检测鼻黏膜组织中 IgA 的蛋白表达,以 IgA
蛋白表达最低的时间点,ELISA 试剂盒检测大鼠鼻

腔灌洗液中溶菌酶、sIgA 及 PEG2 含量,及血清中的

PGE2、TNF-α、IL-6、IL-1β 的含量。
1. 2. 2　 两轮冷-热刺激对大鼠鼻黏膜免疫功能及血

清炎症指标的影响

取雄性 SD 大鼠 42 只,随机分为阴性对照组、
模型组。 造模前禁食不禁水 12 h,正常组不予任何

刺激;各模型组将动物先置于-15℃环境中 1 h,再
转移入 25℃环境 30 min,循环 4 次,造模结束后恢

复进食,各组动物在刺激结束后第 9 天,再次采用相

同的冷-热刺激条件刺激大鼠,各组动物于再次刺激

后 1、3、5、7、9、11 d 每个时间点取 6 只动物,常规方

法制备鼻黏膜组织、血清及鼻腔灌洗液,Western
Blot 法检测鼻黏膜组织 IgA 的蛋白表达,ELISA 试

剂盒检测鼻腔灌洗液中溶菌酶、sIgA 及 PEG2 的含

量,以及血清中 PGE2、TNF-α、IL-6、IL-1β 的含量。
1. 2. 3　 解表方对两轮冷-热刺激致大鼠鼻黏膜免疫

屏障功能下降的影响

取雄性 SD 大鼠 24 只,随机分为阴性对照组、
模型组、银翘散组和麻黄汤组。 造模前禁食不禁水

12 h,正常组不予任何刺激;其余各组进行首次寒冷

刺激,在造模 6 h 后,正常组和模型组灌胃给予蒸馏

水(1 mL / 100 g),银翘散组和麻黄汤组给予相应的

药物(1 mL / 100 g),连续给予 7 d,每天 1 次,在第 9
天时进行第 2 次寒冷刺激,阴性对照组和模型组在

第 2 次寒冷刺激后 6 h 后灌胃给予蒸馏水,银翘散

组和麻黄汤组给予相应的药物,22 h 时再灌胃给予

受试物 1 次,24 h 时按常规方法制备血清、鼻腔灌洗

液和鼻黏膜组织。 鼻黏膜组织用于检测 IgA 的蛋白

表达,大鼠鼻腔灌洗液用于检测溶菌酶、 sIgA 及

717
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PGE2 的含量,血清用于检测血清中 PGE2、TNF-α、
IL-6、IL-1β 的含量。
1. 3　 统计学分析

实验数据均以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,组
间比较采用单因素方差分析法(One-way analysis of
variance ANOVA),方差齐者采用 LSD 法检验,方差

不齐者采用 Tamhane′s 法检验,以 P< 0. 05 表示差

异具有显著性。 数据统计用 SPSS 26. 0,作图用

GraphPad Prism 9 软件。

2　 结果

2. 1　 单轮冷-热刺激对大鼠鼻黏膜免疫功能及血清

炎症指标的影响

结果显示,SD 大鼠在-15℃环境中 1 h,再转移

入 25℃环境 30 min,循环 4 次刺激后,随着时间的

延长,鼻黏膜中 IgA(图 1a)蛋白表达持续下降(P<
0. 05);单轮冷-热刺激后 1 d,与阴性对照组相比,模
型组大鼠鼻腔灌洗液中 sIgA(图 1b)的含量降低(P
< 0. 05),而溶菌酶、PGE2、TNF-α、 IL-6、 IL-1β(图

1c,1d,1e,1f,1g,1h)无明显差异(P< 0. 05)。
2. 2　 两轮冷-热刺激对大鼠鼻黏膜免疫功能及血清

炎症指标的影响

结果显示,大鼠在单轮冷-热刺激后第 9 天,对

大鼠进行再次刺激后,随着时间的延长,大鼠鼻黏

膜中 IgA(图 2a)蛋白表达持续下降(P< 0. 05),刺
激后 1、3、11 d 时鼻腔灌洗液中溶菌酶(图 2b)的

含量明显低于对照组动物(P< 0. 05);刺激后 1 d
时鼻腔灌洗液中 sIgA(图 2c)含量明显高低于对照

组动物(P< 0. 05);与阴性对照组相比,1、3 d 时模

型组血清中 PGE2(图 2d)的含量明显高于对照组

动物( P < 0. 05);而鼻腔灌洗液中的 PGE2 (图

2e),1、3 d 时含量明显低于对照组(P< 0. 05);血
清中的 TNF-α(图 2f)含量持续上升,1、3、5、7、11
d 时血清中 TNF-α 的含量明显高于对照组 (P <
0. 05);刺激后 1、11 d 时血清中 IL-6(图 2g)的含

量明显对照组动物(P< 0. 05);1、3、11 d 时血清中

IL-1β(图 2h)的含量明显高于对照组(P< 0. 05)
(见图 2)。
2. 3　 单轮刺激与两轮刺激大鼠鼻黏膜组织 IgA 蛋

白含量的动态变化结果对比

为了比较 SD 大鼠受到单轮冷-热刺激与两轮

冷-热刺激后,鼻黏膜中 IgA 蛋白表达的差异,结果

显示,SD 大鼠再次受到刺激后,随着时间的延长,鼻
黏膜中 IgA 蛋白表达持续下降,恢复速率更慢,1、3、
9 d 鼻黏膜中 IgA 蛋白明显低于单轮刺激动物(P<
0. 05)(见图 3)。

注:与对照组相比,∗P< 0. 05,∗∗P< 0. 01。 (下图同)

图 1　 单轮冷-热刺激对大鼠鼻黏膜免疫功能及血清炎症指标的影响

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

Figure 1　 Effects of single-cycle cold-warm stimulation on immune function of nasal mucosa and serum inflammatory indexes in rats
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图 2　 两轮冷-热刺激对大鼠鼻黏膜免疫功能及血清炎症指标的影响

Figure 2　 Effects of two rounds of cold-warm stimulation on immune function of nasal mucosa and serum inflammatory indexes in rats

注:与单次寒冷刺激相比,★P < 0. 05,★★P < 0. 01。

图 3　 单轮刺激与两轮刺激大鼠鼻黏膜组织 IgA
蛋白含量的动态变化结果对比

Note. Compared with cold-warm stimulation, ★P < 0. 05,★★P < 0. 01.

Figure 3　 Comparison of dynamic changes of IgA protein
content in nasal mucosa between single-round
stimulation and two-round stimulation in rats

2. 4　 解表方对两轮冷-热刺激致大鼠鼻黏膜免疫屏

障功能下降的影响

结果显示,与阴性对照组比较,模型组大鼠鼻

黏膜中 IgA 蛋白表达、鼻腔灌洗液中溶菌酶和 sIgA
明显降低(P< 0. 05),而血清中的炎症因子 PGE2、
TNF-α、IL-6、IL-1β 均明显升高(P< 0. 05);与模型

组比较,银翘散组大鼠鼻黏膜 IgA 蛋白表达、鼻腔灌

洗液中溶菌酶含量和 sIgA 含量均明显升高,血清中

的炎症因子 PGE2、TNF-α、IL-6、IL-1β 的含量均明

显下降(P< 0. 05);与模型组比较,麻黄汤组大鼠鼻

黏膜 IgA 蛋白表达、鼻腔灌洗液中的 sIgA 含量均明

显升高,而血清中仅 IL-1β 含量下降,PGE2、TNF-α、
IL-6 含量无明显差异(P> 0. 05)(见图 4)。

3　 讨论

URTI 常发生于季节交替之时[20-22],其症状为
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注:与模型组相比,★P < 0. 05,★★P < 0. 01。

图 4　 解表方对两轮冷-热刺激致大鼠鼻黏膜免疫屏障功能下降的影响

Note. Compared with Model group,★P < 0. 05,★★P < 0. 01.

Figure 4　 Effect of superficies-resolving formulas on the decline of nasal mucosal immune barrier function induced by
two rounds of cold-warm stimulation in rats

鼻塞、流涕、喉咙痛、咳嗽以及打喷嚏等[23-24],为自

限性疾病,但可发展为肺炎、支气管炎等严重的

LRTI,特别是老人、婴幼儿以及具有潜在疾病的人

可能造成致命后果[25-27],研究表明,大多数呼吸道

病毒感染具有季节性。 在温带地区,URTI 在秋季和

春季 出 现 的 频 率 增 加, 并 在 整 个 冬 季 高 度 流

行[22,28]。 冬季寒冷、干燥的气候特点是呼吸道感染

增加的主要驱动因素,可促使病毒稳定性增加并加

快传播,削弱宿主的免疫系统[29-31],如 2002 ~ 2003
年重症急性呼吸综合征(SARS-CoV)和最近出现的

新型冠状病毒肺炎(SARS-CoV-2)等[32-35]进一步表

明了冬季环境容易促进各种呼吸道病毒感染的传

播,并在健康人群中高度流行,研究表明[36-37] 人体

暴露于寒冷环境中会增加呼吸道感染的风险及其

严重程度,每年冬季都会因气温的下降而导致死亡

率和发病率的大幅上升,其死亡率比其他季节平均

高出 26%,其中 24%的人死于呼吸系统疾病[38]。 另

外平均气温每降低 1℃,冬季死亡人数就增加 8000
人[39]。 根据英国 230 名全科医生在 1970 年 8 月至

1991 年 7 月期间统计的每万名登记病人的发病率

数据显示[40],随着气温的下降,流感样疾病的发病

率增加,发病高峰出现在 2 月份平均温度最低的时

期,其最大的因素是呼吸冷空气会导致气道降温,
从而导致呼吸道上皮温度下降,并降低局部呼吸防

御功能,如降低粘液纤毛清除率和抑制白细胞吞

噬,最终导致呼吸道感染[41-42]。 呼吸道黏膜免疫系

统是机体抵御经口鼻入侵病原体的第一道防线,鼻
黏膜作为 RMIS 的重要组成部分,也是病原体入侵

的首个接触部位,鼻黏膜免疫功能低下是 URTI 发

生的重要原因,也与 URTI 反复发作密切相关,故维

持鼻黏膜屏障功能的完整性对于 URTI 防治具有重

要意义。 结合临床的这些研究报道,本实验探讨了

反复冷-热刺激对大鼠鼻黏膜免疫屏障功能的影响,
并考察了中医常用解表方麻黄汤和银翘散的作用。
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sIgA 作为黏膜免疫系统的主要效应分子,可通

过限制病原体的上皮定植,防止病原体进入黏膜上

皮,保护黏膜表面免受环境病原体和抗原的侵

害[43-45]。 溶菌酶是体液中的非特异性杀菌物质,可
反映机体非特异性免疫机能的水平,溶菌酶含量下

降,则机体局部抗菌、抗感染能力下降[46-47]。 当受

到反复的冷-热刺激后,SD 大鼠鼻黏膜 IgA 蛋白表

达明显下降,在刺激后的第 1 天表达最低,此时鼻腔

灌洗中分泌型的 sIgA 显著下降,但溶菌酶含量无明

显变化,血清中炎症介质 PGE2 及炎症因子 TNF-α、
IL-6、IL-1β 也都无明显变化,在刺激后的 3 d 内,SD
大鼠鼻黏膜 IgA 蛋白均呈低表达,但第 3 天后开始

呈上升趋势,至第 7 天则完全恢复至正常水平,提
示,在短暂的反复冷-热刺激后,会使得鼻黏膜的免

疫屏障功能暂时低下,但此时机体的炎症反应不

明显。
研究显示,小鼠在初次感染细菌或病毒性肺炎

后即使被治愈,再次感染肺炎的机率也会明显升

高,会出现免疫系统对相同致病因素的反应性下降

的现象[48]。 在本实验研究中,大鼠受到单轮冷-热
刺激后 7 d 鼻黏膜中 IgA 蛋白表达就能恢复正常,
那如果大鼠再次受到相同条件的冷-热刺激时,大鼠

鼻黏膜免疫效应分子 IgA 是否能够再次在短时间内

恢复正常呢? 为了回答这个问题,大鼠在单轮冷-热
刺激后的第 9 天,对大鼠进行相同条件的再次冷-热
刺激,结果发现,再次刺激后,随着时间的延长,大
鼠鼻黏膜中 IgA 蛋白表达持续下降,刺激后 1、3、9 d
鼻黏膜中 IgA 蛋白表达明显低于单轮冷-热刺激,虽
然鼻黏膜中 IgA 蛋白表达在 3 d 后也呈上升趋势,
但较单轮冷-热刺激后上升速率更慢,至第 11 天时,
鼻黏膜中 IgA 蛋白表达也未恢复正常,同时,再次的

冷-热刺激后,模型大鼠鼻腔灌洗液中 sIgA 和溶菌

酶的含量均显著下降,血清中 PGE2、TNF-α、IL-6、
IL-1β 均显著升高,提示,大鼠在受到冷-热刺激后,
即使鼻黏膜中 IgA 蛋白表达恢复正常,再次受到冷-
热刺激后,鼻黏膜免疫系统功能下降会更明显,机
体的防御能力下降,这可能与机体受到反复的冷-热
刺激后会造成上呼吸道感染的易感性提高的原因

相关。
银翘散源于《温病条例》,由清代温病学家吴鞠

通创制,是中医用于治疗风热表证的代表方,使用

至今已有两百多年历史,具有辛凉透表、清热解毒

的功效,主要用于温病初起,微恶风寒,头痛口渴,
咳嗽咽痛,舌尖红,苔薄白或薄黄,脉浮数等。 麻黄

汤源于张仲景所著《伤寒论》,是中医用于治疗风寒

表证的代表方,具有发汗解表、宣肺平喘、利水消肿

的功效,主治外感风寒表实证,恶寒发热,头身疼

痛,无汗而喘,舌苔薄白,脉浮紧等。 由于两个解表

方的主治病症与现代医学中 URTI 的临床症状非常

相似,因此,两个解表方被广泛用于 URTI 的治疗,
在临床上显示了较好的疗效。 本研究的结果显示,
反复冷-热刺激后,SD 大鼠鼻黏膜 IgA 蛋白表达明

显下降,鼻腔灌洗中分泌型的 sIgA 显著下降,提示

鼻黏膜的免疫屏障功能下降,分别给予麻黄汤和银

翘散后,均能升高鼻黏膜 IgA 的蛋白表达和鼻腔灌

洗中 sIgA 的含量,并且以麻黄汤提高鼻黏膜 IgA 的

蛋白表达的作用更加明显。 提示,麻黄汤侧重于促

进鼻黏膜 IgA 的蛋白表达来发挥提高鼻黏膜免疫功

能的作用。 银翘散组溶菌酶的含量升高,麻黄汤组

无明显变化,提示银翘散可通过提高 sIgA、溶菌酶

的含量而发挥增强鼻腔局部非特异性免疫功能的

作用。 再次冷-热刺激导致 SD 大鼠多种炎症因子明

显升高,银翘散和麻黄汤对大鼠鼻腔灌洗液中和血

清中 PGE2 均无明显影响,但银翘散可显著降低模

型大鼠血清中 TNF-α、IL-1β 的含量,提示其具有减

轻炎症反应的作用,麻黄汤仅能降低 IL-1β 的含量,
提示,银翘散在缓解炎症反应方面作用更为突出。
本研究显示,不同药性的麻黄汤与银翘散对寒冷刺

激致大鼠鼻黏膜免疫功能低下模型具有相同的作

用也有不同的作用,但其具体的作用机制尚不清

楚,因此在后续的研究中将对两种解表方的作用机

制进行深入研究。 为临床治疗 URTI 提供科学的理

论依据。
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自发性高血压大鼠心肌纤维化时序动态变化
赵健清1#,丁露2#,曾俊义1,2∗,应国秋1,文渊1,聂俊刚1,易达松1

(1. 南昌大学第一附属医院心血管内科,南昌　 330006; 2. 南昌大学第一附属医院高血压病研究所,
南昌　 330006)

　 　 【摘要】 　 目的　 观测自发性高血压大鼠心肌纤维化时序动态变化。 方法　 纳入 4 周龄 SPF 级雄性自发性高

血压大鼠(spontaneously hypertensive rats,SHR)45 只、京都种 Wistar 大鼠(Wistar Kyoto rats,WKY)35 只,随机分笼

饲养至 42 周,分别于预设时点尾套法监测收缩压,超声心动图监测心脏结构与功能;解剖大鼠心脏标本并计算左

室质量指数(left ventricular mass index,LVMI),Masson 染色观测左室组织纤维化,qRT-PCR 检测左室组织纤维化相

关基因 TGF-β1、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原。 结果　 6 ~ 12 周 SHR 收缩压快速上升,12 周时明显高于 WKY(P< 0. 05),
此后 SHR 血压趋于平稳并维持高位。 伴随血压及鼠龄变化,SHR 左室结构相关指标室间隔厚度( interventricular
septal thickness,IVST)、左室后壁厚度( left ventricular posterior wall thickness,LVPWT)、LVMI 均呈现特征性动态变

化。 SHR 胶原容积分数( collagen volume fraction,CVF)随鼠龄增长逐渐增加,12 周开始即显著高于 WKY(P<
0. 05)。 SHR 左室心肌纤维化相关基因 TGF-β1、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达均呈现随鼠龄增长先降后升变化,且 32
周后大幅上调。 结论　 SHR 心肌纤维化伴随鼠龄及血压变化不断发展演变,并从结构到功能,宏观入微观均呈现

出时序动态特征性改变。
【关键词】 　 自发性高血压大鼠;心肌纤维化;时序;动态变化
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Chronological changes in myocardial fibrosis in spontaneously
hypertensive rats

ZHAO Jianqing1#, DING Lu2#, ZENG Junyi1,2∗, YING Guoqiu1, WEN Yuan1, NIE Jungang1, YI Dasong1

(1. Department of Cardiology,the First Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 330006, China.
2. Jiangxi Hypertension Research Institute,the First Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 330006)

Corresponding author: ZENG Junyi. E-mail:zjy1312@ 163.com

【Abstract】 　 Objective 　 To study the chronological changes in myocardial fibrosis in spontaneously hypertensive
rats. Methods　 Forty-five male spontaneously hypertensive rats (SHR) and 35 male Wistar Kyoto rats (WKY) that were
four weeks old and specific-pathogen-free were randomly selected and fed in cages until 42 weeks. Systolic blood pressure
was measured by the tail-cuff method , and cardiac structure and function were detected by echocardiography at pre-set time
points. At the same time points, heart specimens were dissected, and the left ventricular mass index ( LVMI) was
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calculated. Myocardial fibrosis of the left ventricle was detected by Masson staining, and TGF-β1, collagen I and collagen
III were detected by qRT-PCR. Results　 The blood pressure of SHR increased rapidly from 6 weeks to 12 weeks and was
significantly higher than that of WKY rats at 12 weeks (P < 0. 05) and then stabilized and remained high. With age and
blood pressure changes, the structure-related indexes of the left ventricle, including interventricular septal thickness
(IVST), left ventricular posterior wall thickness (LVPWT) and LVMI, all showed dynamic characteristic alterations. The
collagen volume fraction (CVF) gradually increased with the age of SHR and was significantly higher than that of WKY rats
at 12 weeks and later (P< 0. 05). The expression of the fibrosis-related factors TGF-β1, type I collagen and type III
collagen in the left ventricle myocardium of SHR all decreased at first and then increased with age to statistically significant
levels after 32 weeks. Conclusions 　 With increasing age and blood pressure, myocardial fibrosis in SHR continuously
develops and presents with the typical characteristics of chronological changes, including structure, function, macro and
micro alterations.

【Keywords】　 spontaneously hypertensive rats; myocardia fibrosis; chronological; dynamic changes
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 高血压是当前临床患病率最高的心血管疾病

之一,我国成人高血压患者已达 2. 45 亿,且随着年

龄的增加患病率逐渐升高[1]。 高血压患者可出现

左心室肥厚、心肌纤维化、心肌细胞凋亡等病理性

改变,继而导致心室重构、心律失常和心力衰竭,其
中心肌纤维化是高血压导致心肌损伤和结构重塑

的重 要 病 理 特 征[2]。 心 肌 纤 维 化 ( myocardial
fibrosis,MF)是指心肌成纤维细胞在高血压等因素

影响下出现过度增殖,引起Ⅰ型和Ⅲ型胶原为主的

细胞外基质比例失调、过度沉积和排列紊乱,从而

导致心肌纤维化、心脏顺应性降低、心脏功能障碍,
最终引发恶性心律失常及心力衰竭的一系列病理

性改变过程[3]。 因此,积极探索高血压心肌纤维化

发生机制,寻找延缓甚或逆转纤维化进展的治疗方

法对于高血压防治具有重要意义。 SHR 是最接近

人类原发性高血压病理生理的遗传性动物模型,是
高血压心肌纤维化研究较为理想的实验动物。 本

研究以 SHR 为对象,通过多时点观测 4 ~ 42 周

SHR 血压水平、心脏结构与功能、心肌纤维化组织

病理及纤维化相关基因表达的动态变化,多时点多

维度呈现 SHR 心肌纤维化伴随鼠龄及血压改变的

特征性时序动态变化,可为高血压心肌纤维化相关

研究提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

4 周龄 SPF 级雄性 SHR 大鼠 45 只,体重(62. 8
± 5. 7)g、WKY 大鼠 35 只,体重(68. 5 ± 6. 2) g,购
于北京维通利华实验动物技术有限公司 【 SCXK
(京)2016-0006】,饲养于南昌大学第一附属医院动

物实验室【SYXK(赣)2021-0003】,随机分笼饲养,
24 h 自由饮水和进食,饲养至 42 周,分别于预设时

点检测大鼠各项指标。 饲养环境:昼夜各半循环照

明,湿度恒定,温度控制在 22 ~ 25℃。 所有操作均

符合南昌大学第一附属医院科学实验伦理学要求

(审批号:(2021)医研伦审第(5-075))。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

大小鼠智能无创血压计 BP-2010A(北京软隆生

物技术有限公司);Vevo 2100 超高分辨率小动物超

声成像系统(加拿大 VisualSonics 公司);荧光定量

PCR 仪(美国 Applied Biosystems 公司);正置荧光显

微镜 BX51(日本 Olympus 公司)。 Masson 染色试剂

盒(北京索莱宝科技有限公司);TRNzol Universal
Reagent ( 天 根 生 化 科 技 ( 北 京 ) 有 限 公 司 );
FastQuant RT Kit(with gDNase) (天根生化科技(北
京) 有 限 公 司 ); SuperReal PreMix Plus ( SYBR
Green) (天根生化科技 (北京) 有限公司);大鼠

TGF-β1、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、GAPDH 引物(深圳华

大基因股份有限公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 鼠尾无创血压监测大鼠血压

分别于 6、8、12、18、24、32、42 周测量 SHR 及

WKY 收缩压,血压测量釆用大小鼠智能无创血压计

以间接测量法(尾套法)进行,每次血压测量时段相

对固定(14:00 ~ 18:00)。 间隔 1 min,重复测量 5
次,舍去最高和最低值,取其他 3 个数值均数作为血

压测量值。 每次血压测量保持可重复的实验环境,
确保血压测量数据的可对照性。
1. 2. 2　 超声心动图监测大鼠心脏结构及功能

采用超高分辨率小动物超声成像系统,分别于

6、8、12、18、24、32、42 周进行大鼠心脏超声心动图检
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测。 测 量 如 下 参 数: 舒 张 期 室 间 隔 厚 度

(interventricular septal thickness at diastole,IVST)、左
心室舒张期末后壁厚度(left ventricular posterior wall
thickness at end diastole,LVPWT),左心室射血分数

(left ventricular ejection fraction,LVEF)由超声系统软

件自动测算。 各参数检测值取 5 个心动周期平均值。
1. 2. 3　 大鼠左室心肌组织病理形态检测

分别于 6、8、12、18、24、32、42 周进行腹腔注射

麻醉,迅速剖胸取出心脏,沿房室环剪去心房及右

心室游离壁,保留室间隔和左心室游离壁,测量左

室质量,计算左室质量指数 ( left ventricular mass
index,LVMI);大鼠左心室组织进行 Masson 染色,计
算胶原容积分数(Collagen Volume Fraction,CVF)。
正置显微镜下观察心肌组织形态并拍照,采用

Image J 软件进行图片分析,高倍视野下计算出心肌

组织胶原纤维面积占整个组织面积的百分比,即胶

原容积分数=胶原面积 /总面积,每个标本均随机取

3 个视野测量,计算其均值。
1. 2. 4　 qRT-PCR 检测大鼠心肌纤维化基因 TGF-
β1、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原

分别于 6、8、12、18、24、32、42 周获取大鼠左心

室组织,依次进行总 RNA 提取、cDNA 合成及 qPCR
反应,分别按试剂说明书进行。 TGF-β1:上游引物

5’-GGCTACCATGCCAACTTCTG-3’,下游引物 5’-
CGTAGTAGACGATGGGCAGT-3’; Collagen Ⅰ:上游

引物 5’-CCCTGCTGGAGAAGAAGGAA-3’,下游引

物 5 ’-AGGAGAACCTTTGGGACCAG-3 ’; Collagen
Ⅲ:上游引物 5’-ACTGGTGAACGTGGCTCTAA-3’,
下 游 引 物 5 ’-GGACCTGGATGTCCACTTGA-3 ’;
GAPDH: 上 游 引 物 5 ’-CAAGTTCAACGGCACA
GTCAAG-3’, 下 游 引 物 5 ’-ACATACTCAGCAC
CAGCATCAC-3’。 以 GAPDH 为内参,2-△△CT 计算

TGF-β1、CollagenⅠ及 Collagen Ⅲ基因相对表达量。

1. 3　 统计学分析

数据用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示。 分别用

Shapiro-Wilk 检验及 Levene 检验分析样本数据分布

特点及方差齐性。 两组间计量资料比较,符合正态

分布资料采用 Students’ t 检验,反之则用 Mann-
Whitney U 检验。 P< 0. 05 为统计学差异具有显著

性。 使用 SPSS 22. 0 统计软件分析。

2　 结果

2. 1　 鼠尾无创血压监测大鼠血压

两组间相比,6 周时 WKY 与 SHR 血压处于同

一水平,8 周时 SHR 血压较 WKY 显著升高,8 周至

18 周 SHR 与 WKY 血压差距持续扩大,此后随周龄

增长,SHR 与 WKY 血压差距持续存在(见表 1)。
2. 2　 超声心动图监测大鼠心脏结构及功能

6 周时两组大鼠 IVST、LVPWT 均相近;12 周时

SHR 组 IVST 较 WKY 显著增加,此后 IVST 差异在

同周龄两组大鼠间持续扩大,并于 32 周时达到最

大,32 周后两组间 IVST 差异有所回落;8 周时 SHR
组 LVPWT 即较 WKY 显著增加,此后 LVPWT 差异

同样在同周龄两组大鼠间持续扩大,于 32 周时达到

最大,32 周后两组间 LVPWT 差异有所减小。 LVEF
在不同周龄 SHR 或 WKY 间无显著变化,同周龄两

组大鼠间亦无明显差异(见表 2)。
2. 3　 大鼠心肌组织病理形态改变

除 8 周时两组大鼠 LVMI 相接近,余同周龄

SHR 组 LVMI 均显著高于 WKY(见表 3)。 Masson
染色显示,相较于 WKY,SHR 心肌肌束间隙随鼠龄

增加不同程度增大,心肌细胞间质和血管周围可见

明显的纤维化改变,并伴有胶原沉积(见图 1);6 周

时两组大鼠 CVF 相近,12 周 SHR 组 CVF 较 WKY
显著增加,此后 CVF 差异在同周龄两组大鼠间持续

扩大(见表 3)。
表 1　 大鼠鼠尾无创血压动态变化

Table 1　 Dynamic changes of systolic blood pressure(SBP)in rats
周龄 Age WKY 血压(mmHg)SBP of WKY(mmHg) SHR 血压(mmHg)SBP of SHR(mmHg)

6 周 6 weeks 84. 83 ± 3. 82△▽ 85. 39 ± 4. 47△▽

8 周 8 weeks 108. 49 ± 6. 12#▽ 126. 97 ± 13. 35∗#▽

12 周 12 weeks 133. 63 ± 10. 33#△ 174. 15 ± 4. 09∗#△

18 周 18 weeks 134. 52 ± 5. 31#△ 184. 90 ± 5. 23∗#△

24 周 24 weeks 128. 40 ± 16. 43#△ 179. 13 ± 5. 45∗#△

32 周 32 weeks 129. 04 ± 7. 99#△ 187. 32 ± 13. 46∗#△

42 周 42 weeks 115. 05 ± 8. 95#▽ 184. 61 ± 5. 29∗#△

注:同周龄 SHR 与 WKY 相比,∗P < 0. 05;SHR 或 WKY 与 6 周相比,#P < 0. 05;SHR 或 WKY 与 8 周相比,△P < 0. 05;SHR 与 12 周相比,▽P <
0. 05。 (下表 / 图同)
Note. Compared with WKY of the same age, ∗P < 0. 05. Compared with SHR or WKY at 6 weeks, #P < 0. 05. Compared with SHR or WKY at 8 weeks,
△P < 0. 05. Compared with SHR at 12 weeks, ▽P < 0. 05. (The same in the following tables and figures)
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表 2　 大鼠心脏结构和功能的动态变化

Table 2　 Dynamic changes of cardiac structure and function in rats
周龄 Age 分组 Groups IVST(mm) LVPWT(mm) LVEF(%)

6 周 6 weeks WKY 1. 29 ± 0. 13 1. 35 ± 0. 10 81. 86 ± 2. 10
SHR 1. 31 ± 0. 09 1. 38 ± 0. 12 80. 07 ± 2. 73

8 周 8 weeks WKY 1. 45 ± 0. 12 1. 54 ± 0. 18 83. 47 ± 5. 27
SHR 1. 62 ± 0. 33 1. 84 ± 0. 25∗# 83. 58 ± 4. 30

12 周 12 weeks WKY 1. 78 ± 0. 32#△ 2. 18 ± 0. 28#△ 77. 58 ± 5. 62
SHR 2. 14 ± 0. 15∗#△ 2. 35 ± 0. 24#△ 80. 73 ± 5. 05

18 周 18 weeks WKY 2. 17 ± 0. 35#△▽ 2. 34 ± 0. 34#△ 79. 63 ± 4. 39
SHR 2. 88 ± 0. 25∗#△▽ 2. 95 ± 0. 14∗#△▽ 78. 34 ± 3. 80

24 周 24 weeks WKY 2. 37 ± 0. 28#△▽ 2. 59 ± 0. 20#△▽ 77. 53 ± 8. 92
SHR 2. 97 ± 0. 22∗#△▽ 3. 05 ± 0. 10∗#△▽ 77. 36 ± 8. 03

32 周 32 weeks WKY 2. 26 ± 0. 27#△▽ 2. 56 ± 0. 19#△ 81. 23 ± 3. 75
SHR 3. 05 ± 0. 29∗#△▽ 3. 19 ± 0. 52∗#△▽ 82. 95 ± 4. 01

42 周 42 weeks WKY 2. 36 ± 0. 13#△▽ 2. 55 ± 0. 41#△ 78. 54 ± 2. 80
SHR 2. 87 ± 0. 19∗#△▽ 3. 04 ± 0. 14∗#△▽ 77. 17 ± 7. 04

表 3　 大鼠左室纤维化指标动态变化

Table 3　 Dynamic changes of left ventricular hypertrophy in rats
周龄 Age 分组 Groups CVF(%) LVMI(mg / g)

6 周 6 weeks WKY 0. 40 ± 0. 03 2. 71 ± 0. 11
SHR 0. 47 ± 0. 04 3. 38 ± 0. 30∗

8 周 8 weeks WKY 0. 55 ± 0. 09 2. 46 ± 0. 16
SHR 0. 87 ± 0. 12# 2. 58 ± 0. 17#

12 周 12 weeks WKY 0. 52 ± 0. 21 2. 41 ± 0. 11
SHR 1. 16 ± 0. 13∗#△ 2. 86 ± 0. 16∗#△

18 周 18 weeks WKY 0. 51 ± 0. 16 2. 36 ± 0. 08
SHR 1. 28 ± 0. 10∗#△▽ 2. 75 ± 0. 07∗#△▽

24 周 24 weeks WKY 0. 61 ± 0. 14 2. 48 ± 0. 07
SHR 1. 71 ± 0. 17∗#△▽※ 2. 96 ± 0. 07∗#△▽※

32 周 32 weeks WKY 0. 68 ± 0. 15 2. 57 ± 0. 19
SHR 1. 92 ± 0. 26∗#△▽※ 3. 16 ± 0. 02∗△▽※

42 周 42 weeks WKY 0. 75 ± 0. 22 2. 56 ± 0. 32
SHR 2. 43 ± 0. 24∗#△▽※ 3. 25 ± 0. 13∗△▽※

注:SHR 或 WKY 与 18 周相比,※P < 0. 05。
Note. Compared with HR or WKY at 18 weeks, ※P < 0. 05.

图 1　 不同周龄大鼠左室心肌 masson 染色

Figure 1　 Masson staining of left ventricular myocardium in rats at different ages

2. 4　 大鼠心肌纤维化基因 TGF-β1、Ⅰ型胶原、Ⅲ
型胶原表达变化

6 周时 SHR 较 WKY 左室心肌 TGF-β1 表达明

显上调,此后两组间表达差异逐渐缩小,到 32 周时

表达接近,随后 SHR 表达再次上升,42 周时 SHR 较

WKY 表达显著上调(见图 2)。
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图 2　 不同周龄大鼠左室心肌 TGF-β1 动态表达

Figure 2　 Dynamic expression of TGF-β1 in left ventricular

myocardium of rats at different ages

6 周至 24 周两组大鼠Ⅰ型胶原表达相近,24 周

后 SHR 左室心肌Ⅰ型胶原表达明显上升,42 周时

SHR 较 WKY 表达显著上调(见图 3)。

图 3　 不同周龄大鼠左室心肌Ⅰ型胶原基因动态表达

Figure 3　 Dynamic expression of Collagen I in left ventricular
myocardium of rats at different ages

6 周至 24 周两组大鼠Ⅲ型胶原表达相近,32 周

时 SHR 较 WKY 表达明显上调,至 42 周时表达差异

进一步扩大(见图 4)。

图 4　 不同周龄大鼠左室心肌Ⅲ型胶原基因动态表达

Figure 4　 Dynamic expression of Collagen Ⅲ in left ventricular
myocardium of rats at different ages

3　 讨论

高血压心肌纤维化是一个众多体液因子参与

调节的病理过程,可引起心力衰竭、心律失常和心

源性猝死等严重并发症,对公众健康构成严重危

害[4-5]。 因此,积极探索高血压心肌纤维化相关发

生机制,对于预防或者逆转心肌纤维化的发生具有

重要意义。 相较于遗传性高血压大鼠 ( GHR) 和

Dahl 盐敏感性大鼠(DSR),SHR 是国际上公认的、
应用最广泛的、最接近人类原发性高血压的动物模

型。 SHR 模型在自然培育条件下产生高血压以及

心肌纤维化,避免了人工干预造成的创伤,可以作

为高血压致心肌纤维化的理想动物模型[6]。 有别

于既往相关研究,本研究选择 4 ~ 42 周 SHR 为观

测对象,共设 7 个观测时点,从血压水平、心脏结构

功能、心肌组织病理、纤维化相关基因表达等多个

维度评估 SHR 心肌纤维化的动态演变,评价体系更

为连续多元,可为高血压心肌纤维化的相关研究提

供坚实有益的参考。
本研究结果显示,6 ~ 12 周 SHR 血压持续快速

升高,之后趋于平稳并维持高位波动,呈现了 SHR
血压时序变化特征[7-8]。 伴随血压升高并高位维

持,心脏后负荷逐渐增大,SHR 心脏出现时序性肥

厚改变。 Iliev 等[9] 研究发现,伴随 SHR 鼠龄增加,
心肌细胞逐渐肥大,心肌纤维化增加。 CVF 作为一

个可量化弥散性心肌纤维化指标,随 SHR 鼠龄增长

逐渐增加,提示 SHR 心肌纤维化呈鼠龄依赖性动态

改变。 值得关注的是,LVEF 在不同周龄 SHR 或

WKY 间无显著变化,同周龄两组大鼠间亦无明显差

异,与陈建桥等[10] 的研究一致, 心肌纤维化在

HFpEF 患者临床症状出现之前即已存在,病程早期

LVEF 不会随着心肌纤维化而发生显著改变。 纵观

SHR 血压与心脏重构相关指标动态变化,SHR 心肌

纤维化相较血压存在一定的迟滞性,符合高血压心

肌纤维化大体宏观演变过程。
相关研究表明,TGF-β1、Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原

等指标可以从不同层面反映心肌纤维化的演变,可
作为心肌纤维化的动态观测指标[11-13]。 本研究显

示,32 周前 SHR 和 WKY 左室心肌 TGF-β1 表达均

随鼠龄增加呈下调趋势,32 周后 SHR 左室心肌

TGF-β1 表达逐渐上升,42 周时较 WKY 表达显著上

调,与 SHR 心肌纤维化前期处于较低水平而后期迅

速发展相符。 TGF-β1 介导的信号通路是多种疾病

导致心肌纤维化的共同途径,可通过促进心肌成纤

维细胞向成肌纤维细胞表型转化以及上调结缔组

织生长因子等细胞因子表达,诱导纤维细胞增殖,
进而促进心肌纤维化[14]。 高血压相关临床研究表
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明,高血压患者血浆中总 TGF-β1 及活化 TGF-β1 水

平均较正常血压者显著升高,与高血压引发的心、
肾纤维化等靶器官损害有关[15]。 在心肌组织的胶

原网络中,Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达水平及比例变化决

定了心肌纤维化的发生发展[16-17]。 本研究中Ⅰ型

胶原与Ⅲ型胶原表达均呈现先降后升的趋势,与
TGF-β1 表达呈现时空一致性,再次印证 SHR 心肌

纤维化的时序动态变化特征。 有报道显示,TGF-β1

作为胶原合成的驱动因子,可通过旁分泌和自分泌

方式刺激成纤维细胞增生,促使合成胶原增加,表
明 TGF-β1、Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原可指示心肌纤维化

的发生发展[18]。
通过对 SHR 中长期的持续观测,证实伴随 SHR

的鼠龄及血压改变,其心肌纤维化不断演变发展,
并从宏观入微观呈现出时序改变的特征,充分展现

SHR 作为高血压心肌纤维化动物模型的独特价值,
有助于高血压心肌纤维化的相关研究的开展。
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NOD2 促进二乙基亚硝胺诱导小鼠肝组织炎症的
机制研究

许智玲1,张斌1∗,张顺财2∗

(1. 复旦大学附属中山医院青浦分院感染科,上海　 201700; 2. 复旦大学附属中山医院消化科,上海　 200032)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨肝细胞中的模式识别受体 NOD2(nucleotide-binding oligomerization domain 2,NOD2)在肝

炎症反应过程中的作用及机制。 方法 　 以二乙基亚硝胺(diethylnitrosamine,DEN)注射的 NOD2 基因敲除小鼠为

Nod2△hep模型组,DEN 注射的 B6 / JNju-Nod2em1Cflox / Gpt(Nod2f / f)小鼠为 Nod2f / f模型组,未注射 DEN 的 NOD2 基因敲

除小鼠为 Nod2△hep组,未注射 DEN 的 Nod2f / f小鼠为 Nod2f / f组。 使用 HE 染色检测肝病理损伤,使用 ALT 和 AST 试

剂盒检测血清中 ALT 和 AST 水平变化;对小鼠的肝组织进行 F4 / 80 免疫组化染色检测肝炎细胞的数量以及 qPCR
法检测肝细胞炎症因子的基因表达水平及肝细胞 NOD2 的表达水平;Ki67 免疫组化染色和 TUNEL 染色检测 DEN
对肝细胞增殖及凋亡的的影响;Western Blot 检测肝组织中 NF-κB、MAPK 和 STAT3 信号通路相关蛋白分子的表达。
结果　 与 Nod2f / f模型组相比,Nod2△hep模型组小鼠肝损伤情况明显减轻,表现为细胞坏死及空泡形成明显减少,血
清 ALT 和 AST 水平均明显下降(P< 0. 01);另外与 Nod2f / f模型组相比,Nod2△hep模型组中肝组织炎症因子 TNF-α、
IL-6、IFN-γ 和 IL-1β 的基因表达水平、肝组织 F4 / 80 染色阳性细胞数及肝细胞的增殖及凋亡水平均明显下降(P<
0. 01);Western Blot 表达结果表明,Nod2△hep模型组小鼠肝组织中的 P38、ERK、JNK、p65 以及 JAK2 / STAT3 蛋白磷

酸化水平较 Nod2f / f模型组明显下降(P< 0. 05),而用于对照的 Nod2△hep组小鼠与 Nod2f / f组小鼠上述各项指标均无

明显异常。 结论　 肝 NOD2 缺失有减轻小鼠肝细胞炎症及坏死的作用,其机制可能与其下调肝组织 NF-κB、MAPK
和 STAT3 信号通路相关因子的表达有关。

【关键词】 　 核苷酸结合寡聚化结构域蛋白 2;肝炎症;信号通路;机制
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Mechanism of NOD2 on the inflammation of mouse liver induced by
diethylnitrosamine
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【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the role and mechanism of NOD2 ( nucleotide-binding oligomerization
domain 2, NOD2), a pattern recognition receptor in liver cells, in the process of liver inflammation. Methods 　 NOD2
liver-specific knockout mice were used, and diethylnitrosamine (DEN) was used to construct an acute liver injury model.
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NOD2 knockout mice injected with DEN were used as the Nod2△hep model group, and injected with DEN B6 / JNju-
Nod2em1Cflox / Gpt (Nod2f / f) mice are Nod2f / f model group, NOD2 knockout mice without DEN injection are Nod2△hep

group, Nod2f / fmice without DEN injection are Nod2f / f group. He staining was used to detect the effect of DEN on liver
pathological damage, ALT and AST kits were used to detect the changes of serum ALT and AST levels; F4 / 80
immunohistochemical staining was used to detect the number of hepatitis cells and real-time quantitative qPCR was used to
detect the gene expression level of inflammatory factors in liver cells; Ki67 immunohistochemical staining and TUNEL
staining were used to detect the effects of den on liver cell proliferation and apoptosis Western blot was used to detect the
expression of NF-κB, MAPK and STAT3 signaling pathway related proteins Result　 Compared with Nod2f / fmodel group,
Nod2△hep model group mice liver tissue pathological damage was significantly reduced, manifested as cell necrosis and
vacuolization, and Nod2△hepmodel group mice serum ALT and AST levels Significantly decreased (P<0. 01). In addition,
compared with Nod2f / f model group, the inflammatory factors TNF-α, IL-6, IFN-γ and IL-1β expression levels、the number
of F4 / 80 staining positive cells in liver tissue、the proliferation and apoptosis levels of the hepatocytes in Nod2△hep model
group were significantly reduced ( P<0. 01); Western blot expression result showed that the P38, ERK, JNK, p65 and
JAK2 / STAT3 protein phosphorylation levels in the liver tissue of the Nod2△hep model group were significantly lower than
those of the Nod2f / f model group. However, the Nod2△hep group mice and Nod2f / fgroup mice used for control had no obvious
abnormalities in the above indicators. Conclusions　 Loss of NOD2 in the liver can significantly inhibit the inflammation
and necrosis of hepatocytes in mice, its mechanism maybe related to the down-regulation of expression of NF-κB, MAPK
and STAT3 signaling pathways related factors in liver tissue.

【Keywords】　 nucleotide-binding oligomerization domain 2; liver inflammation; signal pathway; mechanism
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 肝做为人体最大的消化器官,受各种有害因素

的影响可造成肝损伤。 肝损伤早期多表现为肝组

织的炎症,若早期肝细胞炎症得不到及时诊治,会
逐步发展为肝纤维化,严重会进展为肝硬化,甚至

肝癌[1-2]。 因而在肝病防治方面,积极探索肝早期

炎症反应的机制具有非常重要的临床意义。 有研

究发现,机体天然免疫系统主要通过各种模式识别

受体( pattern recognition receptors,PRRs)识别病原

成分,进一步启动宿主应答免疫防御反应。 其中,
NOD2 是 PRRs 家族的重要成员,它主要识别细胞内

细菌肽聚糖的降解产物胞壁 酰 二 肽 ( muramyl
dipeptide,MDP),是一种存在于所有革兰阳性菌和

阴性菌细胞壁的成分,可以介导宿主抵抗入侵细菌

的免疫和炎症反应[3],因此,NOD2 与炎症反应关系

密切。 既往有学者发现,NOD2 表达除了与克罗恩

病的炎症发生密切相关外,肠源性 MDP 的刺激可激

活肝细胞 NOD2 受体并增加其表达,与肝病发生自

发性细菌性腹膜炎密切有关[4-6],但 NOD2 在肝炎

症性疾病中的具体作用及机制仍不明确。 为进一

步探索其机制,本研究应用 NOD2 肝特异性敲除小

鼠,使用 DEN 构建急性肝损伤模型[7],以探讨肝细

胞 NOD2 受体在肝炎症反应中的作用及可能机制,
为肝炎症的诊治提供重要的作用靶点。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

20 只 6 周 龄 的 SPF 级 雄 性 B6 / JNju-
Nod2em1Cflox / Gpt(Nod2f / f)小鼠,体重 19 ~ 21 g,由南

京大学模式动物公司提供【SCXK(苏)2018-0008】,
随机选择其中 10 只与 Albumin-Cre 小鼠杂交,获得

NOD2 肝特异性敲除小鼠(Nod2△hep):基因敲除的过

程按照文献的方法操作[8],由南京大学模式动物公

司执行)。 饲养于复旦大学实验动物部【SYXK(沪)
2020-0032】,饲养及实验过程遵守动物的 3R 原则,
小鼠均分笼饲养,每笼 5 只,采用标准饲料喂养,自
由饮水,光照与黑暗各 12 h 交替处理,湿度为 50%
~ 60%,温度为 20 ~ 22℃,适应性喂养 1 周。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

DEN 和三辛酸甘油酯由美国 Sigma 公司提供。
总 RNA 提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公

司。 PCR 试剂购自上海生工,ALT、AST 测定试剂盒

及病理染色试剂购自南京建成公司。 P38 / p-P38、
ERK / p-ERK、 JNK / p-JNK、 p65 / p-p65、 JAK2 / p-
JAK2、 STAT3 / p-STAT3 等 抗 体 购 自 美 国 Abcam
公司。

超低温冰箱(Thermo 公司,美国);荧光显微镜
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(Nikon 公司,日本);高速低温离心机(Sigma 公司,
美国);实时荧光 PCR 仪(Eppendorf 公司,德国);凝
胶扫描成像系统(Bio-Bod 公司,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组

使用 DEN 构建急性肝损伤模型,以 DEN 注射

的 NOD2 基因敲除小鼠为 Nod2△hep模型组,DEN 注

射 的 B6 / JNju-Nod2em1Cflox / Gpt ( Nod2f / f ) 小 鼠 为

Nod2f / f模型组,未注射 DEN 的 NOD2 基因敲除小鼠

为 Nod2△hep组,未注射 DEN 的 Nod2f / f小鼠为 Nod2f / f

组,每组 5 只。 DEN 具体使用方法如下:75%乙醇消

毒小鼠腹部后,单次腹腔注射 DEN(100 mg / kg,三
辛酸甘油酯溶解)后 1 周处死小鼠,取材进行后续

实验。 全部实验过程未出现小鼠死亡。

表 1　 相关引物序列

Table 1　 Related primer sequence
基因名称 Gene name Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’

GAPDH TGTGTCCGTCGTGGATCTGA TTCGTGTTGAAGTCGCAGGAG
IL-6 TCCATCCAGTTGCCTTCTTG TTCCACGATTTCCCAGAGAAC

TNF-α TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC GGTCTGGGCCATAGAACTGA
IL-1β TCGCTCAGGGTCACAAGAAA CATCAGAGGCAAGGAGGAAAAC
IFN-γ ATGAACGCTACACACTGCATC CCATCCTTTTGCCAGTTCCTC
NOD2 TGGTTCAGCCTCTCACGATGA AGGACACTCTCGAAGCCTT

1. 2. 2　 组织病理学观察

新鲜肝组织用 4%多聚甲醛固定后石蜡包埋。
石蜡切片厚 5 μm,苏木精-伊红(HE)以及 TUNEL
染色。 为进行免疫组织化学染色,石蜡切片在进行

脱腊、抗原修复及封闭后,分别孵育 Ki67(1 ∶ 500,
Abcam,英国)、F4 / 80(1 ∶100,CST,美国)抗体,显微

镜下拍照并应用 ImageJ 软件 ( NIH,美国) 统计

分析。
1. 2. 3　 血清 ALT 和 AST 水平检测

小鼠麻醉后取静脉血至 1. 5 mL 离心管中,室温

静置离心收集血清,根据 ALT 和 AST 试剂盒说明书

检测血清中 ALT 和 AST 水平变化。
1. 2. 4　 实时荧光定量聚合酶链式反应(qPCR)

NCBI 网站搜索 GenBank 中已有的大鼠 IL-6、
TNF-α、IL-1β、IFN-γ 及 NOD2 基因序列设计相应引

物,以 GAPDH 为内参基因,由上海捷瑞生物设计合

成,序列见表 1。 应用 TRIzol 试剂盒裂解提取小鼠

肝组织中的总 RNA,应用 PrimeScriptTM RT reagent
Kit 试剂盒 (日本 TaKaRa) 进行逆转录反应合成

cDNA。 根据 SYBR Green 实时荧光定量 PCR 试剂

盒说明书(日本 TaKaRa),冰上配制 20 μL 反应体

系,随后使用 ABI7500 仪器进行扩增反应。

1. 2. 5　 免疫蛋白印迹实验(Western Blot)
肝组织使用含有蛋白酶抑制剂 PMSF(碧云天,

上海)和磷酸酶抑制剂(Roche 公司)的 RIPA 裂解

液进行裂解提取总蛋白。 配置 SDS-PAGE 凝胶进行

电泳分离蛋白、转膜、封闭随后一抗孵育过夜:P38 /
p-P38(1 ∶ 1000,CST)、ERK / p-ERK(1 ∶ 1000,CST)、
JNK / p-JNK ( 1 ∶ 1000, CST)、 p65 / p-p65 ( 1 ∶ 1000,
CST)、 JAK2 / p-JAK2 ( 1 ∶ 1000, CST )、 STAT3 /
p-STAT3(1 ∶ 1000,CST) 和 GAPDH(1 ∶ 1000,碧云

天),对应二抗室温孵育 1 h 后 ECL 发光检测结果。
1. 3　 统计学分析

应用 SPSS 20. 0 进行统计学分析,计量资料以

平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,采用单因素方差分

析,两组间均数比较采用 t 检验,P< 0. 05 为差异具

有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 NOD2 肝特异性敲除小鼠模型的鉴定

通过对 Nod2f / f组和 Nod2△hep组 NOD2 的 mRNA
及蛋白质的表达水平比较,发现 Nod2△hep 组 NOD2
的 mRNA 及蛋白质的表达水平均显著下调(n = 5,P
< 0. 05,图 1)。 表明 NOD2 肝特异性敲除小鼠的模

型建立成功。
2. 2　 肝特异性敲除 NOD2 对 DEN 诱导的小鼠急

性肝损伤的影响

HE 染色结果显示,作为对照的 Nod2f / f 组和

Nod2△hep组均无明显肝炎症坏死等表现,而经过

DEN 处理的 Nod2f / f模型组和 Nod2△hep模型组均有显

著的肝炎症、坏死表现,进一步对两个模型组比较,
发现 Nod2△hep模型组小鼠肝组织损伤情况显著减

轻,表现为细胞坏死及空泡形成显著减少(图 2A)。
对小鼠血清中 ALT 和 AST 的水平检测结果显示,
Nod2f / f组和 Nod2△hep组无显著性异常,而 Nod2f / f模型

组和 Nod2△hep模型组均高于 Nod2f / f组和 Nod2△hep组

(P < 0. 01),同时,通过对模型组的比较发现,
Nod2△hep模型组血清 ALT 及 AST 均低于 Nod2f / f模型

组(P<0. 01)(图 2B)。
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图 1　 NOD2 基因敲除小鼠的基因表达及 NOD2 蛋白表达

Figure 1　 Gene expression and NOD2 protein expression in NOD2 knockout mice

注:A:各组小鼠肝 HE 染色代表性图片;B:各组小鼠血清 ALT 和 AST 水平变化;与 Nod2f / f模型组相比,∗P< 0. 01。 (下图同)

图 2　 肝 NOD2 缺失对 DEN 诱导的小鼠肝损伤的影响(n= 5)
Note. A. Representative pictures of HE staining of mouse liver in each group. B. Changes in serum ALT and AST levels of mice in each group.

Compared with Nod2f / f model group, ∗P < 0. 01. (The same in the following figures)

Figure 2　 Effect of loss of NOD2 on DEN induced liver injury in mice(n= 5)

2. 3　 肝特异性敲除 NOD2 对 DEN 诱导的小鼠肝

炎症的影响

对小鼠肝组织炎症因子表达水平比较,发现

Nod2△hep模型组肝组织中 TNF-α、IL-6、IFN-γ 和 IL-
1β 的 mRNA 相对表达量均低于 Nod2f / f模型组(P <
0. 01)(图 3A)。 进一步对小鼠肝组织进行 F4 / 80
免疫组化染色进行研究,发现 Nod2△hep模型组 F4 / 80
染色阳性细胞数也显著低于 Nod2f / f 模型组 (P <
0. 01)(图 3B)。 而作为对照的 Nod2f / f组和 Nod2△hep

组肝组织均无显著性异常。
2. 4　 肝特异性敲除 NOD2 对 DEN 诱导的小鼠肝

细胞增殖和凋亡的影响

研究发现, 与 Nod2f / f 组和 Nod2△hep 组比较,
Nod2△hep模型组及 Nod2f / f模型组肝组织中 Ki67 染色

阳性细胞数及肝细胞凋亡细胞数显著增多 (P <
0. 01),同时对两个模型组比较发现,Nod2△hep模型

组肝组织 Ki67 染色阳性细胞数及肝细胞凋亡细胞

数明显少于 Nod2f / f模型组(P < 0. 01)(图 4,5)。
2. 5　 肝特异性敲除 NOD2 对 DEN 诱导后炎症相

关信号通路的影响

通过对肝组织中 P38、ERK、JNK、p65 以及 JAK2 /
STAT3 蛋白磷酸化水平的比较,发现 Nod2f / f模型组和

Nod2△hep模型组均显著高于 Nod2f / f组和 Nod2△hep组,
进一步对两个模型组进行比较,发现 Nod2△hep模型组

肝组织中 P38、ERK、JNK、p65 以及 JAK2 / STAT3 蛋白

磷酸化水平显著低于 Nod2f / f模型组(P< 0. 05)。 表

明肝 NOD2 缺失可下调 NF-κB、MAPK 和 STAT3 信号

通路相关蛋白的表达(见图 6)。
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注:A:qPCR 检测各组小鼠肝组织中炎症因子 IL-6、TNF-α、IFN-γ 和 IL-1β 的 mRNA 表达水平;B:各组小鼠肝组织中 F4 / 80 的表达变化。

图 3　 肝 NOD2 缺失对 DEN 诱导的小鼠肝炎症的影响(n= 5)
Note. A. qPCR detects the mRNA expression levels of inflammatory factors IL-6, TNF-α, IFN-γ and IL-1β in the liver tissues of mice in each
group. B. Changes in the expression of F4 / 80 in the liver tissues of mice in each group.

Figure 3　 Effect of loss of NOD2 on DEN induced liver inflammation in mice(n= 5)

注:免疫组化检测各组小鼠肝组织中 Ki67 表达变化。

图 4　 肝 NOD2 缺失对 DEN 诱导的小鼠肝细胞增殖的影响(n= 5)
Note. The expression of Ki67 in the liver tissue of mice in each group was detected by immunohistochemistry.

Figure 4　 Effects of NOD2 deficiency on DEN induced hepatocyte proliferation and apoptosis in mice(n= 5)
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注:TUNEL 实验检测各组小鼠肝细胞凋亡。

图 5　 肝 NOD2 缺失对 DEN 诱导的小鼠肝细胞凋亡的影响(n= 5)
Note. Immunohistochemical detection of TUNEL expression in the liver tissues of mice in each group.

Figure 5　 Effects of NOD2 deficiency on DEN induced hepatocyte apoptosis in mice(n= 5)

图 6　 肝 NOD2 缺失对 DEN 诱导后小鼠肝 NF-κ B、MAPK 和 STAT3 信号通路的影响(n= 5)
Figure 6　 Effects of NOD2 deficiency on NF-κ B, MAPK and STAT3 signaling pathways in the liver of DEN induced mic(n= 5)

3　 讨论

肝病是常见的疾病,许多肝病因为得不到及时

诊治,会从早期的肝炎,逐步进展到肝硬化,甚至肝

癌,是造成患者死亡的主要原因。 肝作为最大的消

化腺,容易受到代谢物、毒性物质及微生物等多种

因素的损伤,造成肝细胞的炎症,严重的可以发生

肝细胞坏死。 同时肝具有强大的再生修复能力,研
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究发现肝切除手术或毒物造成肝损伤后,残肝细胞

能迅速由静止状态进入细胞周期,通过 DNA 合成和

有丝分裂补偿丢失的肝组织,恢复肝功能。 在肝细

胞的坏死-再生循环中,炎症是诱发肝疾病的常见

原因,是机体快速响应感染或损伤的一种固有免

疫,适度的炎症反应能够保护机体免受进一步的损

伤。 但是,慢性炎症和过度的炎症反应通常是有害

的,不仅对机体形成二次打击,也会损伤机体的正

常功能[9],如得不到及时诊治,会进一步形成肝硬

化,甚至肝癌。 正常情况下,肝可通过各种免疫细

胞清除由肠道经门静脉系统到达感知各种细菌成

分,但是肝出现损伤后,可以引起肠道菌群失调和

肠道通透性增加,肠源性细菌成分通过门静脉系统

到达肝增多而清除减少,逐渐累积的细菌成分可持

续激活肝免疫反应,加重肝炎症反应和 DNA 损伤,
促进肝疾病发展[10]。 肝通过调控促炎和抗炎细胞

因子间的平衡,发挥炎症调节作用,在肝再生和肝

坏死中也发挥重要的调节作用。 因而积极探索肝

炎症的免疫机制,有重要的理论意义和临床应用

价值。
许多研究证实,有 20% ~ 75%的慢性肝病患者

发生肠道菌群失调[11],特别是小肠细菌过度生长,
使得门脉中内毒素(LPS)水平明显升高的情况下更

易发生;另有学者发现,肝硬化患者肠道上皮紧密

连接蛋白 ZO-1 表达水平下降,黏膜屏障功能受损,
渗透性增加,移位到肝的细菌或其代谢成分增多,
容易发现肝炎症,进一步可以加重肝损伤,他们应

用抗生素利福昔明抑制肠道细菌过度生长可一定

程度缓解肝性脑病和肝硬化失代偿期患者的病

情[12]。 学者研究发现,在不同肝炎症模型中,肠源

性细菌产物可以诱导肝 NOD2 表达增加,促进机体

TNF-α 和 IFN-γ 的表达,有促进肝炎症反应的作

用[13-14]。 NOD2 作为 PRRs 家族的重要成员,可以

通过识别肠源性细菌产物 MDP 而被激活,从而启动

宿主免疫和炎症反应。 学者研究发现,在不同肝炎

症模型中,肠源性细菌产物可以诱导肝 NOD2 表达

增加,促进机体 TNF-α 和 IFN-γ 的表达,有促进肝

炎症反应的作用[15-16]。 NOD2 作为 PRRs 家族的重

要成员,可以通过识别肠源性细菌产物 MDP 而被激

活,从而启动宿主免疫和炎症反应,但是对 NOD2 在

肝炎症中的机制还不完全清楚。 因而积极探索

NOD2 与肝炎症发生中的作用及机制具有非常重要

的意义。 为探索 NOD2 在肝炎症发病中的作用,我

们借助动物研究所的平台,构建了 NOD2 肝特异性

敲除小鼠(Nod2△hep),并采用 PCR 和 Western Blot
技术对 NOD2 基因敲除小鼠进行鉴定,通过对

Nod2f / f组和 Nod2△hep组肝组织 NOD2 mRNA 及蛋白

质相对表达量的比较,发现 Nod2△hep 组 NOD2 的

mRNA 及蛋白质的表达水平均显著下调, 表明

NOD2 肝特异性敲除小鼠的模型建立成功。 为了使

小鼠形成肝炎,选择 DEN 对其干预,当一次性注射

DEN 后可以造成小鼠急性肝损伤,能较好满足小鼠

肝炎研究的需要。 进一步对其机制进行了探索,发
现与 Nod2f / f模型组比较,Nod2△hep模型组小鼠肝组

织细胞坏死及空泡形成明显减少,Nod2△hep模型组

小鼠血清 ALT 和 AST 水平明显下降(P< 0. 01),而
Nod2△hep组小鼠与 Nod2f / f组小鼠肝组织病理及肝功

能均无明显异常。 另外通过对各组肝组织炎症因

子表达情况进行比较,发现与 Nod2f / f模型组相比,
Nod2△hep模型组中炎症因子 TNF-α、 IL-6、 IFN-γ 和

IL-1β 的基因表达水平及肝组织 F4 / 80 染色阳性细

胞数明显减少 (P < 0. 01),而 Nod2△hep 组小鼠与

Nod2f / f组小鼠炎症因子表达水平无明显改变;进一

步对各组肝细胞增殖凋亡情况进行了比较,发现与

Nod2f / f模型组相比,Nod2△hep模型组中肝细胞的增殖

及凋亡水平下降,而 Nod2△hep组小鼠与 Nod2f / f组小

鼠增殖及凋亡水平无明显改变;Western Blot 表达结

果表明,Nod2△hep模型组小鼠肝组织中的 P38、ERK、
JNK、p65 以及 JAK2 / STAT3 蛋白磷酸化水平较

Nod2f / f 模 型 组 明 显 下 降, 而 Nod2△hep 组 小 鼠 与

Nod2f / f组小鼠肝组织中相关蛋白磷酸化水平均低于

模型组。 表明肝 NOD2 缺失可显著抑制 DEN 诱导

的小鼠肝炎症因子生成和巨噬细胞聚集,减少了肝

细胞死亡,有助于减轻肝损伤程度,其机制可能与

其下调肝组织 NF-κB、MAPK 和 STAT3 信号通路相

关因子的表达有关,值得进一步深入研究。
参　 考　 文　 献(References)

[ 1 ] 　 Tonya MH, Michael AP, Lilia GR, et al. Evaluation of
performance characteristics of hepatitis B e antigen serologic
assays [J] . J Clin Virol, 2018, 109: 22-28.

[ 2 ] 　 Boege Y, Malehmir M, Healy ME, et al. A dual role of Caspase-
8 in triggering andsensing proliferation-associated DNA damage,
a key determinant of liver cancer development [J] . Cancer cell,
2017, 32(3): 342-359.

[ 3 ] 　 Feerick CL, Mckernan DP. Understanding the regulation of
pattern recognition receptors in inflammatory diseases-a ‘Nod’ in
the right direction [J] . Immunology, 2017, 150(3): 237-247.

[ 4 ] 　 Scott MJ, Chen C, Sun Q, et al. Hepatocytes express functional

637



中国实验动物学报 2021 年 12 月第 29 卷第 6 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,December 2021,Vol. 29, No. 6

NOD1 and NOD2 receptors: a role for NOD1 in hepatocyte CC
and CXC chemokine production [J] . J Hepatol, 2010, 53(4):
693-701.

[ 5 ] 　 Wang L, Hartmann P, Haimerl M, et al. Nod2 deficiency
protects mice from cholestatic liver disease by increasing renal
excretion of bile acids [ J] . J Hepatol, 2014, 60 ( 6): 1259
-1267.

[ 6 ] 　 Appenrodt B, Grünhage F, Gentemann MG, et al. Nucleotide-
binding oligomerization domain containing 2 ( NOD2) variants
are genetic risk factors for death and spontaneous bacterial
peritonitis in liver cirrhosis [ J] . Hepatology, 2010, 51 ( 4):
1327-1333.

[ 7 ] 　 吕超, 石清兰, 覃倩, 等. 小鼠实验性肝损伤模型的研究进

展 [J] . 中国比较医学杂志, 2019, 29(1): 107-113.
Lyu C, Shi QL, Qin Q, et al. A review of experimental liver
injury models in mice [ J] . Chin J Comp Med, 2019, 29(1):
107-113.

[ 8 ] 　 Zhou Y, Hu L, Tang W, et al. Hepatic NOD2 promotes
hepatocarcinogenesis via a RIP2-mediated proinflammatory
response and a novel nuclear autophagy-mediated DNA damage
mechanism [J] . J Hematol Oncol, 2021, 14(1): 9.

[ 9 ] 　 Medzhitov R. Origin and physiological roles of inflammation [J] .
Nature, 2008, 454(7203): 428-435.

[10] 　 Tripathi A, Debelius J, Brenner DA, et al. The gut-liver axis

and the intersection with the microbiome [ J ] . Nat Rev
Gastroenterol Hepatol, 2018, 15(7): 397-411.

[11] 　 易宏淦, 臧梦雅, 吴志远, 等. 慢性肠道炎症促进肝癌的发

展 [J] . 中国比较医学杂志, 2015, 25(5): 1-4.
Yi HG, Zang MY, Wu ZY, et al. Chronic colitis induced by
irritant dextran sodium sulphate promote hepatoma development in
mice [J] . Chin J Comp Med, 2015, 25(5): 1-4.

[12] 　 Vlachogiannakos J, Viazis N, Vasianopoulou P, et al. Long-term
administration of rifaximin improves the prognosis of patients with
decompensated alcoholic cirrhosis [ J] . J Gastroenterol Hepatol,
2013, 28(3): 450-455.

[13] 　 Liaskou E, Wilson DV, Oo YH. Innate immune cells in liver
inflammation [J] . Mediators Inflamm, 2012, 2012: 949157.

[14] 　 Chaudhry S, Emond J, Griesemer A. Immune cell trafficking to
the liver [J] . Transplantation, 2019, 103(7): 1323-1337.

[15] 　 Rex J, Lutz A, Faletti LE, et al. IL-1β and TNF-α differentially
influence NF-κB activity and FasL-induced apoptosis in primary
murine hepatocytes during LPS-induced inflammation [J] . Front
Physiol, 2019, 10: 117.

[16] 　 Motta V, Soares F, Sun T, et al. NOD-like receptors: versatile
cytosolic sentinels [J] . Physiol Rev, 2015, 95(1): 149-178.

[收稿日期] 　 2020-09-12

737



2021 年 12 月

第 29 卷　 第 6 期

中国实验动物学报

ACTA LABORATORIUM ANIMALIS SCIENTIA SINICA
December 2021
Vol. 29　 No. 6

陈月蓉,徐赟赟,倪雯沁,等. 电针干预慢性炎性痛的杏仁核潜在蛋白筛选 [J]. 中国实验动物学报, 2021, 29(6): 738-748.
Chen YR, Xu YY, Ni WQ, et al. Screening of potential amygdala proteins during the intervention of chronic inflammatory pain with
electroacupuncture [J]. Acta Lab Anim Sci Sin, 2021, 29(6): 738-748.
Doi:10. 3969 / j.issn.1005-4847. 2021. 06. 005

[基金项目]浙江省自然科学基金项目(LY19H270007), 国家自然科学基金面上项目(82074514,81873360),浙江中医药大学校级科研项

目(2021YKJ08,2021YKJ09)。
Funded by the Zhejiang Provincial Natural Science Foundation Project ( LY19H270007), the National Natural Science Foundation of China
(82074514,81873360), School-Level Scientific Research Project of Zhejiang Chinese Medicine University(2021YKJ08,2021YKJ09).
[作者简介]陈月蓉(1996—),女,在读硕士研究生,研究方向:针灸镇痛机制研究。 Email:202011111211181@ zcmu.edu.cn
[通信作者]吴媛媛(1981—),女,副主任中医师,博士,研究方向:针灸镇痛的中枢机制研究。 Email:runnaway@ 126.com;

方剑乔(1961—),男,教授,博士,研究方向:针灸镇痛与免疫调节效应的基础与临床研究。 Email:fangjianqiao7532@ 163.com。
∗共同通信作者

电针干预慢性炎性痛的杏仁核潜在蛋白筛选

陈月蓉1,2,徐赟赟1,2,倪雯沁1,丁棋柯3,戴玮3,许颖龄1,2,朱希潇1,2,
方剑乔1,2∗,吴媛媛1,2∗

(1. 浙江中医药大学第三临床医学院康复医学院,杭州　 310053; 2. 浙江省针灸神经病学研究重点实验室,
杭州　 310053; 3. 浙江中医药大学第二临床医学院,杭州　 310053)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在对完全弗氏佐剂(complete Freund’s adjuvant,CFA)诱导的慢性疼痛大鼠的杏仁

核进行同位素标记的相对和绝对定量(isobaric tags for relative and absolute quantitation,iTRAQ)蛋白质组学分析,并
对蛋白质表达进行综合分析,以探讨电针影响慢性疼痛的杏仁核潜在机制。 方法　 将 27 只雄性 SD 大鼠随机分为

对照组(control 组)、模型组(model 组)和电针组(EA 组),每组 9 只。 左后足跖掌面皮下注射 100 μL CFA 以诱发

慢性炎性痛模型。 电针刺激双侧足三里、三阴交穴位共 14 d。 基于 iTRAQ 的蛋白质组学分析,研究杏仁核中的蛋

白表达。 结果　 电针可提高伤害性刺激所致炎性痛的缩足阈值(paw withdrawal thresholds,PWTs)。 杏仁核中共有

6319 种蛋白质被定量。 在这些蛋白质中,模型组相对于对照组鉴定出 58 种差异有显著性的蛋白质,电针组相对于

对照组鉴定出 37 种差异有显著性的蛋白质。 共有 3 种蛋白质在模型组和电针组的大鼠杏仁核中有显著性差异表

达。 结论　 本研究初步探讨了电针干预慢性痛的杏仁核可能机制。
【关键词】 　 慢性痛;杏仁核;蛋白组学;完全弗氏佐剂;电针
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Screening of potential amygdala proteins during the intervention of
chronic inflammatory pain with electroacupuncture

CHEN Yuerong1,2, XU Yunyun1,2, NI Wenqin1, DING Qike3, DAI Wei3, XU Yingling1,2, ZHU Xixiao1,2,
FANG Jianqiao1,2∗, WU Yuanyuan1,2∗

(1. the Third School of Clinical Medicine, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, China.
2. Key Laboratory of Acupuncture and Neurology of Zhejiang Province, Hangzhou 310053. 3. the Second

School of Clinical Medicine, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053)
Corresponding author: WU Yuanyuan. E-mail:runnaway@ 126.com;FANG Jianqiao. E-mail:fangjianqiao7532@ 163.com

【Abstract】　 Objective 　 The current study was performed to investigate isobaric tags for relative and absolute
quantitation ( iTRAQ)-based quantitative proteomic analysis of the amygdala in rats with complete Freund’ s adjuvant
(CFA)-induced chronic pain. A comprehensive analysis of protein expression was performed to explore the underlying
mechanism by which electroacupuncture (EA) affects chronic pain. Methods　 Twenty-seven male Sprague-Dawley (SD)
rats were randomly divided into a control group (control group), model group and EA-treated group (EA group), with 9
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rats in each group. Inflammatory pain was induced with an intraplantar injection of 100 μL CFA into the plantar surface of
the left hind paw of the male SD rats. EA stimulation of the bilateral Zusanli and Sanyinjiao acupoints was performed for 14
days. Based on iTRAQ-based proteomics analysis, we investigated protein expression in the amygdala. Results 　 EA
increased the paw withdrawal thresholds (PWTs) in rats with inflammatory pain induced by noxious stimulation. A total of
6319 proteins were quantified in the amygdala. Of these identified proteins, 58 significantly altered proteins were identified
in the model group compared with the con group, and 37 were identified in the EA group compared with the con group.
Three proteins were found to be differentially expressed in the amygdala of model rats and EA-treated rats. Conclusions
Our study confirms the possible mechanism underlying the effects of EA on the amygdala in rats with chronic pain.

【Keywords】　 chronic pain; amygdala; proteomics; complete Freund adjuvant; electroacupuncture
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 疼痛是一种多维的有意识体验,包括感官成分

(对疼痛的严重程度和位置的感知)和消极的情感-
动机成分[1]。 慢性疼痛是一个常见且复杂的问题,
对个人和社会都有深远的影响[2]。 全球疾病负担

研究中,疼痛和疼痛相关疾病是全球残疾和疾病负

担的主要原因[3]。 研究表明杏仁核中多种细胞因

子、受体和活性变化参与了疼痛的调节[4-14]。 研究

发现,电针可缓解痛抑郁和痛记忆动物模型的痛觉

异常和情绪障碍,中枢边缘系统中与杏仁核有密切

联系的前扣带回皮层参与电针对痛感觉与痛情绪

的调节过程[15-16];但其具体的分子生物学机制仍不

明确。 本 部 分 实 验 以 完 全 弗 氏 佐 剂 ( complete
Freund’s adjuvant,CFA)诱导的慢性疼痛大鼠模型

为载体,对慢性炎性痛大鼠进行电针干预,观察模

型大鼠的痛觉异常;筛选并探讨杏仁核中参与电针

干预慢性疼痛的差异蛋白;本研究将更深层次地说

明慢性痛的发生以及电针干预的新机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

6 ~ 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠共 27 只,体重

为(250 ± 20)g,购于中国科学院上海实验动物中心

【SCXK(沪)2018-0006】。 于浙江中医药大学实验

动物中心【SYXK(浙)2018-0012】饲养。 饲养于 40
cm × 5 cm × 25 cm(长 × 宽 × 高)的独立送回风净

化笼具内,每笼 4 ~ 5 只大鼠。 饲养期间给予啮齿

类动物标准颗粒饲料,均由浙江中医药大学实验动

物中心提供及饲养,12 h 循环灯光,室温为(25 ±
1)℃,相对湿度为(50 ± 5)%。 本实验操作均遵循

中华人民共和国《实验动物管理条例》的相关规定

及人道主义精神。 本实验操作均遵循浙江中医药

大学实验动物管理与伦理委员会实验伦理学要求

(伦理审批号:IACUC-20210118-07)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

CFA(F5881,美国 Sigma);甘油、BSA(G0854、
A0332-25G,中国上海生工);尿素、碘乙酰胺、十二

烷基磺酸钠、银染试剂盒(161-0731、163-2109、161
-0302、161-0450,美国 Bio-Rad);KH2PO4、KCl、HCl
( 10017618、 10016318、 10011018, 中 国 国 药 );
NH4HCO3、三氟乙酸(A6141、T6508,美国 Sigma);
Trypsin(317107,美国 Promega);甲酸(064450,美国

Fluka);Tris(T8060-1 kg,中国索莱宝)。
von Frey 丝(Aesthesio,美国 Danmic);电子天平

(AB135-S,美国 METTLER TOLEDO);色谱系统、质
谱仪、酶标仪、C18 上样柱、C18 分析柱(Easy nLC、Q
Exactive、 Multiskcan FC、 C18 μm, 100 Å、 10 cm,
μmC18-A2,美国 Thermo Scientific ); 超声破碎仪

( JY92-Ⅱ, 中 国 宁 波 新 芝 ); SCX 色 谱 柱

(Polysulfoethyl,美国 PolyLCInc)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验方案

实验大鼠随机分为对照组、模型组、电针组,每
组 9 只。 对照组大鼠于左后足跖掌面皮下注射 100
μL 的生理盐水。 模型组和电针组大鼠于左后足跖

掌面皮下注射 100 μL CFA 以诱发慢性炎性痛模

型。 电针组电针治疗时间为造模后第 1 ~ 14 天,每
日治疗 1 次。 其余两组不进行电针干预。 取材后对

各组大鼠的右侧杏仁核进行同位素标记的相对和

绝对 定 量 ( isobaric tags for relative and absolute
quantitation,iTRAQ)蛋白质组学检测,对差异蛋白

进行生物信息学分析,以探讨电针影响慢性疼痛的

杏仁核潜在机制。 实验流程图如图 1 所示。
1. 2. 2　 造模

SD 大鼠适应性喂养 7 d,称重后用 3%戊巴比妥

钠注射液腹腔注射(1 mL / Kg)麻醉,对照组大鼠左
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后足跖掌面皮下注射生理盐水 0. 1 mL,模型组和电

针组大鼠左后足跖掌面皮下注射 0. 1 mL CFA。 造

模成功后,模型组和电针组大鼠左足可见明显肿

胀,对照组大鼠左足无明显改变。 对照组、模型组

和电针组大鼠造模后 24 h 左足形态如图 2 所示。

注:蓝色方框表示电针治疗。

图 1　 实验流程图

Note. Blue box indicates electroacupuncture treatment.

Figure 1　 Experimental flowchart

图 2　 对照组(左)和模型组、电针组(右)左足形态

Figure 2　 Hind paw photographs revealed an obvious swelling in the guarding posture of CFA rats

1. 2. 3　 机械痛阈检测

将大鼠放置于金属网上,再盖以透明的有机玻

璃罩,玻璃罩规格为 20 cm × 10 cm × 15 cm,室温为

(25 ± 1)℃,相对湿度为(50 ± 5)%,首先让大鼠进

行 15min 左右的环境适应,当大鼠状态为相对安静

后进行检测。 用 von Frey 纤维丝对大鼠足底中部进

行刺激,使纤维丝弯曲成 S 形,刺激时长为 6 ~ 8 s
(包括 6、8 s),若在刺激期间,大鼠出现明显的缩足

或舔足反应,则记为阳性。 von Frey 纤维丝的力度

值共分为 1.4、2、4、6、8、10、15 和 26 g。 测试时从 8
g 力度值的纤维丝开始测试,若使用该力度值的纤

维丝不能引起大鼠的缩足或者舔足反应时,记为阴

性“O”,并使用力度值大一级的纤维丝继续检测;若
使用 8 g 力度值的纤维丝能引起大鼠的缩足或舔足

反应时,记为阳性“×”,并用小一级力度值的纤维丝

继续检测,直至出现阴性和阳性(阳性和阴性)反应

的骑跨。 按相同标准连续测定 4 次。 为消除每一次

检测带来的影响,两次检测之间应间隔 30 s,若使用

力度值为 26 g 的纤维丝仍不能引起大鼠的阳性反

应,则将 50%缩足阈值记作 26 g。 50%缩足阈值计

算公式为 50% g PWT = (10[xf+kδ] ) / 10 000,Xf 为最

后应用的 von Frey 纤维的力度 log 值,δ 为相邻 von
Frey 纤维力度 log 值之间差值的平均值(即 0.184),
k 为阳性和阴性反应类型的查表值[17]。 测试分别

在第 0 天(基线)、第 1、7、11 和 14 天进行。
1. 2. 4　 电针方法　

电针组选取双侧足三里( ST36,胫骨前结节外

侧 5 mm)和三阴交(SP6,内踝隆起近 10 mm)穴位

将直径 0. 25 mm、长 13 mm 的不锈钢针直刺入穴

位,深度为 5 mm。 采用平补平泄法。 同侧的足三里

和三阴交连接电针。 电针参数设置如下:方波电流

输出(脉宽:0. 2 ms),电针强度从 1 mA 开始,每隔

10 min 增加 0. 5 mA,治疗时间为 30 min。 刺激频率

为 2 Hz。 所有的大鼠都被布罩松散地固定,没有任

何身体上的约束。 电针时间为造模后第 1 ~ 14 天。
每日治疗 1 次,共治疗 14 d。 对照组与模型组不予

电针干预。
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1. 2. 5　 取材和蛋白提取

大鼠称重后用 3%戊巴比妥钠注射液腹腔注射

(1 mL / kg)麻醉,经左心室、升主动脉用生理盐水快

速灌注 200 mL,置于冰袋上断头,开颅,取脑。 根据

Paxinnos & Watson 脑立体定位图谱,切取杏仁核

(前囟向后 0. 36 mm 至前囟向后 5. 04 mm;顶部向

下 7. 4 mm 至 10. 2 mm;正中线向右 3 mm 至 5. 4
mm,见图 3),置于-80℃冻存。

图 4　 iTRAQ 实验流程

Figure 4　 Work flow of iTRAQ

注:尼氏染色法;冰冻切片厚度为 30 μm。

图 3　 杏仁核示意图

Note. Nissl staining. Thickness of frozen section is 30 μm.

Figure 3　 Schematic diagram of amygadala nucleus

蛋白提取:每组 9 个样本,每 3 个样本混为 1
管,加入适量 SDT 裂解液 ( 4%十二烷基磺酸钠,
100 mmol / L Tris-HCl,pH= 7. 6),转移至预先装有适

量石英砂(组织样品另外加入 1 颗 1 / 4 英寸陶瓷珠)
的 2 mL 离心管中,进行匀浆破碎,超声(80 W,工作

10 s,间歇 15 s,循环 10 次),沸水 15 min。 17 500 rpm
离心 40 min,取上清及滤液通过 0. 22 μm 滤纸完成

过滤收集。 进行蛋白质定量 ( BCA, bicinchoninic
acid)。 分装样品,-80℃保存。
1. 2. 6　 iTRAQ 技术绘制蛋白质谱

用 iTRAQ 试剂(应用生物系统)标记每个样品

的 100 μg 多肽混合物。 然后使用 AKTA 净化器系

统通过 SCX 层析对 iTRAQ 标记的肽进行分级。 以

1 mL / min 的流速以 0% ~ 8%缓冲液 B(10 mmol / L
KH2PO4,pH= 3. 0,25%乙腈,500 mmol / L KCl)的梯

度洗脱 22 min,然后在 22 ~ 47 min 内洗脱 8% ~
52%缓冲液 B,在 47 ~ 50 min 内洗脱 52% ~ 100%
缓冲液 B,在 50 ~ 58 min 内洗脱 100%缓冲液 B,以
及在 58 min 后洗脱 0%缓冲液 B。 洗脱用 214 nm
处的吸光度监测,每 1 min 收集 1 次。 收集的馏分
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在 C18 小柱上脱盐,真空离心浓缩。 流程图见图 4。
1. 2. 7　 质谱分析

高效液相色谱:样品的分离通过纳升流速的高

效液相色谱(high-performance liquid chromatography,
HPLC)液相系统 Easy nLC 完成。 质谱鉴定:经液相

系统分离后的样本通过 Q-Exactive 质谱仪完成质谱

分析。 采集多肽和多肽碎片的质量电荷比的方式

如下:每次全扫描后采集 10 个碎片图谱, MS2
Activation Type 为 HCD,Isolation window 为 2 m / z,二
级质谱分辨率 17 500 at 200 m / z,Microscans 为 1,二
级 Maximum IT 为 60 ms,Normalized Collision Energy
为 30 eV,Underfill 为 0.1%。 数据分析:查库鉴定与

定量分析通过 Mascot 2.2 和 Proteome Discoverer 1.4
完成。
1. 2. 8　 生物信息学分析

进行聚类分析时,首先对目标蛋白质集合的定

量信息进行归一化处理(归一化到( -1,1)区间)。
样本的分类及蛋白量的分析通过软件 Graphpad
Prism 8. 0 完成,并将分析结果展示为层次聚类

热图。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS 20. 0 软件进行统计分析,Graphpad
Prism 8. 0 软件整理生成统计图;所有数据均以平均

值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,组间比较采用单因素重复

测量方差分析(ANOVA);多重比较中,方差齐时采

用最低显著性差异(LSD),方差不齐时采用 Dunnett
检验。 以 P< 0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 电针对 CFA 诱导的慢性炎性痛大鼠机械痛阈

的影响

如图 5 所示,CFA 注射前,各组大鼠左后足机

械缩痛阈差异无显著性(P> 0. 05)。 CFA 注射后,
模型组与电针组大鼠的机械缩痛阈显著下调(P<
0. 01);电针治疗后,电针组大鼠痛阈上调,与模型

组相比差异具有显著性。
2. 2　 对照组大鼠和模型组大鼠杏仁核差异蛋白

表达

每组 9 只大鼠,每 3 只大鼠的杏仁核蛋白作为

一个蛋白质组学检测样本,每个样本做 3 次方法学

重复。 iTRAQ 鉴定到的蛋白中符合表达差异倍数

大于 1. 2 倍(上下调)且 P 值小于 0. 05 筛选标准的

蛋白质视为差异表达蛋白质,其数量如表 1 所示。

注:与模型组相比,##P< 0. 01;与对照组相比,∗∗P< 0. 01。

图 5　 各组大鼠不同时间点 PWTs 变化

Note. Compared with model group, ##P < 0. 01. Compared with Con

group, ∗∗P< 0. 01.

Figure 5　 Comparisons of PWTs among groups of
rats at different timepoints

其中,对照组与模型组相比,共检测到 58 个差异蛋

白,其差异倍数和差异显著性如图 6A 所示。 对照

组与模型组相比表现出有显著性差异的蛋白质层

次聚类分析图见图 6B。
表 1　 两组间的差异蛋白数量

Table 1　 Number of differential proteins between two groups
组别
Groups

标记定量蛋白质组学
iTRAQ 上升 Up 下降

Down

模型组 vs 对照组
Model group vs Con group 58 17 41

电针组 vs 对照组
Model group vs Con group 37 17 20

对照组与电针组相比,共检测到 37 个差异蛋

白,其差异倍数和差异显著性如图 7A 所示。 对照

组与电针组相比表现出显著性差异的蛋白质层次

聚类分析图见图 7B。
通过进一步的统计学分析,发现模型组相较于

对照组变化有显著性差异且电针组相较于模型组

有显著性差异且有意义的有 F 盒蛋白 6(F-box only
protein 6, FBXO6)、组蛋白甲基转移酶 ( SET and
MYND domain-containing protein,Smyd5)、突触黏附

蛋白(extracellular leucine-rich repeat fibronectin type
III domain containing 1,Elfn1)共 3 个蛋白(见图 8)。
　 　 在本研究中,蛋白质组学揭示了电针治疗慢性

痛时影响杏仁核 FBXO6、Smyd5、Elfn1 表达的作用。
其中 3 个蛋白的作用见表 2。
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注:A:绿点为模型组相比对照组下降且差异有显著性;红点为模型组相比对照组上升且差异有显著性;B:与对照组相比的差异倍数,取其以

10 为底的对数值。

图 6　 对照组与模型组相比差异有显著性的蛋白分布火山图和层次聚类分析图

Note. A. The green dot is the decrease in the model group compared to the control group and there is a significant difference. The red dot is the increase
in the model group than the control group and there is a significant difference. B. The multiple of the difference compared with the control group, which is
the logarithmic value with the base 10 as the value.

Figure 6　 Volcano plot and heat map of differential proteins between Con group and model group
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注:A:绿点为电针组比对照组下降且差异有显著性;红点为电针组比对照组上升且差异有显著性;B:与对照组相比的差异倍数,取其以

10 为底的对数值。

图 7　 电针组与对照组相比差异有显著性的蛋白分布火山图和层次聚类分析图

Note. A. The green dot is the decrease in the EA group compared to the control group and there is a significant difference. The red dot is the
increase in the EA group than the control group and there is a significant difference. B. The multiple of the difference compared with the control
group, which is the logarithmic value with the base 10 as the value.

Figure 7　 Volcano plot and heat map of differential proteins between EA group and Con group
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表 2　 差异蛋白功能

Table 2　 Differential protein function
描述

Description
蛋白名称

Protein name
分子质量(×103)

Molecular weight(×103)
功能

Function

Q923V4 F 盒蛋白 6
FBXO6 32. 77

维持基因组稳定性[18]

与糖蛋白相互作用[19]

Maintaining genomic stability[18]

Interaction with glycoprotein[19]

D3ZII8 组蛋白甲基转移酶
Smyd5 47. 04

调节基因组稳定性[20]

ES 细胞自我更新和识别[21]

Regulation of genomic stability[20]

Self-renewal and identification of ES cells[21]

D3ZZ44 突触黏附蛋白
Elfn1 90. 81

突触形成和分化[22-25]

突触释放的速率[26]

改变突触前释放的受体[27]

与代谢性谷氨酸受体交互[28]

参与 GABA 突触形成[29]

Synaptic formation and differentiation[22-25]

Rate of synaptic release[26]

Receptors that change presynaptic release[27]

Interaction with mGluR[28]

GABA synaptic formation[29]

注:与对照组相比,1)P< 0. 01;与模型组相比,2)P< 0. 05;与对照组相比,3)P< 0. 05;与模型组相比,4)P< 0. 05。

图 8　 电针诱导大鼠杏仁核 FBXO6、Smyd5 和 Elfn1 的表达变化

Note. Compared with Con group, 1)P < 0. 01. Compared with model group, 2)P< 0. 05. Compared with Con group, 3)P< 0. 05. Compared with

model group, 4)P< 0. 05.

Figure 8　 Electroacupuncture induces changes in the expression of FBXO6, Smyd5 and Elfn1 in the amygdala of rats

3　 讨论

在本研究中,电针对慢性炎性痛模型大鼠的痛

阈有明显的上调作用。 疼痛和情绪的调控涉及到

中枢与外周的多个环节、多种因子,针灸的调节同

样涉及多靶点。 在针灸和疼痛研究中,基因组学、
蛋白质组学到代谢组学的研究方法的应用开始逐

渐增多[30-31]。 因此,研究了电针对杏仁核蛋白表达

的影响。 基于 iTRAQ 的蛋白质组学分析,模型组与

对照组相比共发现 58 个显著改变的蛋白质,其中

17 个在杏仁核中表达上调,41 个表达下调。 同时,
电针组与对照组相比杏仁核中共有 37 个蛋白发生

显著变化,其中 17 个蛋白在杏仁核中表达上调,20
个表达下调。 最后,对照组对比模型组且电针组对

比模型组差异有显著性且有意义的蛋白为 FBXO6、
Smyd5、Elfn1。

FBXO6 是一种参与内质网相关蛋白降解(ER-
associated protein degradation,ERAD)的泛素连接酶

系统,负责 N-糖蛋白的泛素化[32]。 FBXO6 能够调

节细胞对复制应激的敏感性[33]。 此外有研究发现
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FBXO6 对 I 型干扰素( interferon-I,IFN-I)介导的抗

病毒免疫反应的普遍作用[34]。 FBXO6 还能通过抑

制内质网应激和抑制 cJun 氨基末端激酶(c-Jun N-
terminal kinase,JNK)的活性以减轻镉对人胚肾 293
细胞( human embryonic kidney cells,HEK293)细胞

的毒性[35]。 但在疼痛领域中还没有关于 FBXO6 的

文献报道。
Smyd5 在维持染色体完整性方面发挥着重要作

用[36]。 Smyd5 参与调节了巨噬细胞中的组蛋白甲

基化,Smyd5 使赖氨酸 20 上的组蛋白 H4 三甲基化,
从而抑制炎症反应基因包括肿瘤坏死因子( tumor
necrosis factor, TNF )、 巨 噬 细 胞 炎 性 蛋 白 1β
(macrophage inflammatory protein-1β,MIP-1β)和白

介素 1( interleukin 1,IL-1)的表达[37]。 这可能与电

针缓解 CFA 诱发的慢性炎性痛相关。
Elfn1 是一种突触黏附蛋白,也是一种假定的 I

型跨膜蛋白,含有一个富含亮氨酸重复型受体激酶

(leucine-rich repeat receptor kinase,LRR)结构域、一
个纤维连接蛋白 III 型结构域和一个跨膜域[38]。
Elfn1 是 III 组代谢性谷氨酸受体的变构调节器,也
是一种跨突触支架蛋白,它是招募突触前谷氨酸受

体 7( glutamate metabotropic receptor 7,GRM7)和离

子型谷氨酸海人藻酸受体 ( glutamate ionotropic
receptor kainate,GRIK2)以形成突触所必需的[28,39]。
代谢性谷氨酸受体(metabotropic glutamate receptors,
MGluRs)构成一个内源性调节系统,它沿整个痛神

经轴表达并调节痛觉[40]。 有研究表明第七亚型代

谢型谷氨酸受体(metabotropic glutamate receptor 7,
mGluR7)对疼痛有易化作用[41]。 因此,电针可能通

过 Elfn1 对 mGluR7 的相关作用从而起到镇痛效应。
杏仁核是疼痛情绪-情感维度和疼痛调节的重

要大脑中心[42]。 有研究指出中央杏仁核 ( central
amygdala nucleus,CeA)中的谷氨酸( glutamic acid,
Glu)传递与疼痛有关[43-44] 炎性痛大鼠 CeA 中过度

表达的 mGluR8 可抑制伤害性行为,而这种效应的

产生与 Glu 释放的增加、GABA 的减少等因素相

关[45]。 Glu 是中枢神经系统传递疼痛相关信号的

主要神经递质。 兴奋性谷氨酸能和抑制性 γ-氨基

丁酸能传递的失衡被认为是中枢敏感化发展的基

础,而中枢敏感化能引起慢性疼痛患者的临床症

状[46]。 Elfn1 在杏仁核中、Glu 能神经元上表达[27]。
因此,电针对慢性炎性痛大鼠的镇痛效应可能是通

过 Elfn1 对杏仁核上的 Glu 能神经元的相关作用产

生的,但确切机制仍不清楚。
综上所述,数据表明,CFA 诱导的慢性炎性疼

痛会导致杏仁核的蛋白变化,共有 3 个蛋白质在模

型组和电针组的大鼠杏仁核中差异表达。 由此可

见,电针“足三里” “三阴交”可明显改善 CFA 诱发

的慢性炎性痛。 其机制可能与改变杏仁核中

FBXO6、Smyd5、Elfn1 表达相关。 后期,将对 3 个差

异蛋白中重要蛋白进行进一步的验证。 我们的研

究为进一步探讨电针影响慢性疼痛的杏仁核机制

铺平了道路。
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多发性线粒体功能障碍综合征(MMDS)并发心肌病的新型大鼠模型

多发性线粒体功能障碍综合征(MMDS)是一类与线粒体铁硫簇合成相关核基因(nDNA)突变引发的线

粒体疾病。 MMDS 可造成线粒体结构和功能的严重破坏,从而损害多种代谢途径。 近年来已有 MMDS 患者

累及心脏的报道,但具体的临床症状和发病机制尚不清楚,同时缺乏相关的动物模型工具。
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基因工程技术课题组的研究人员,选择了

一个已报道的 MMDS 致病基因 Isca1,利用 Isca1 条件敲除(Isca1-cKO)大鼠与 α-MHC-Cre 工具大鼠杂交培

育建立心肌组织特异性 Isca1 敲除杂合子(Isca1-HET)大鼠。 通过透射电镜分析、呼吸链复合物活性及能量

生成分析来观察线粒体形态及功能改变,通过超声影像和组织病理学等技术观察模型大鼠成体后心脏发育

特征,此外,通过阿霉素处理观察大鼠心脏对病理刺激的反应性。
结果显示 Isca1-HET 大鼠心肌组织表现出典型的 MMDS 特征,包括线粒体形态的破坏,线粒体呼吸链

复合物Ⅰ、Ⅱ和Ⅳ酶活性受损以及 ATP 代谢异常。 同时模型大鼠表现为典型的扩张型心肌病特征,包括心

室壁变薄、心室扩张、心功能障碍和心肌纤维化等。
综上,本研究建立了一种 MMDS 并发心肌病的大鼠模型,该模型同时也可作为心肌能量代谢障碍及线

粒体心肌病的模型工具。

该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal Models and Experimental Medicine, 2021,
4(4):381-390; https: / / doi.org / 10.1002 / ame2.12193)。
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复方地黄颗粒对帕金森病模型大鼠小胶质细胞
激活及神经行为的干预研究
毕殿勇,王利,何竹青,杨玉芳,何建成∗

(上海中医药大学基础医学院,上海　 201203)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨复方地黄颗粒对不同模型大鼠黑质纹状体小胶质细胞激活、炎症因子表达及神经行为

学的干预作用。 方法 　 采用黑质两点立体定位注射术结合阿扑吗啡腹腔注射法分别构建 6-羟基多巴胺(6-
OHDA)、脂多糖(LPS)模型大鼠。 实验大鼠被分为假手术组、模型组、复方地黄颗粒干预组。 药物干预组大鼠给予

7 g / (kg·d)的复方地黄颗粒混悬液灌胃,假手术组及模型组大鼠以等量体积生理盐水灌胃(每只 2 mL),每日 1 次,
连续 6 周。 分别在造模成功后(简称 0 周)及灌胃干预第 2、4、6 周观察、记录阿扑吗啡诱导的自发旋转行为。
ELISA 法检测黑质纹状体 TNF-α 等炎症因子表达水平。 Western Blot 法检测黑质纹状体 Iba1 等蛋白表达水平。 结

果　 (1)神经行为学:与模型组(6-OHDA 组;LPS 组)比较,复方地黄颗粒干预组大鼠在第 4、6 周自发旋转行为显

著减少(P< 0. 05 或 P< 0. 001)。 (2)ELISA 结果:与模型组比较,复方地黄颗粒干预组大鼠黑质纹状体 TNF-α 等促

炎因子含量表达显著降低(P< 0. 01 或 P< 0. 001)。 (3)Western Blot 结果:与模型组比较,复方地黄颗粒干预组大

鼠黑质纹状体 Iba1 等促炎相关蛋白含量表达显著降低(P < 0. 05 或 P < 0. 001)。 结论　 复方地黄颗粒通过抑制

模型大鼠黑质纹状体小胶质细胞激活,下调 TNF-α 等炎症因子表达等机制抑制模型大鼠自发旋转行为。
【关键词】 　 复方地黄颗粒;帕金森病;小胶质细胞;炎症因子
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Effects of compound Rehmannia Granule on microglia activation and
neurobehavior in Parkinson’s disease model rats

BI Dianyong, WANG Li, HE Zhuqing, YANG Yufang, HE Jiancheng∗

(Basic Medical College of Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China)
Corresponding author: HE Jiancheng. E-mail: hejc8163@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To study the effect of compound Rehmannia granule on the activation of microglia in the
substantia nigra and striatum, the expression of inflammatory factors, and neurobehavior in different rat models. Methods
We established a 6-hydroxydopamine (6-ODHA) and a lipopolysaccharide (LPS) animal model by administering a two-
point stereotactic injection into the substantia nigra, combined with an intraperitoneal injection of apomorphine. Rats were
divided into sham, model (6-ODHA and LPS model groups), and compound Rehmannia granule intervention groups (DH
+ 6-OHDA and DH + LPS groups). Rats in the drug intervention group were given 7 g / ( kg·d) compound Rehmannia
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granule suspension by gavage, whereas rats in the sham and model groups were given 2 mL saline by gavage once a day for
6 weeks. Spontaneous rotation behavior induced by apomorphine was observed and recorded after the model was established
(abbreviation for 0 weeks) as well as at 2, 4, and 6 weeks after intragastric administration. Tumor necrosis factor-α (TNF-
α) and other inflammatory factors in the substantia nigra and striatum were detected using enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Western Blot was used to detect the expression of ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (Iba1) and
other proteins in the substantia nigra and striatum. Results　 (1) For neuroethology, compared with the model groups ( i.
e., 6-OHDA and LPS groups), the spontaneous rotation behavior of rats in the compound Rehmannia granule intervention
group was significantly lower at 4 and 6 weeks (P< 0. 05 and P< 0. 001, respectively). (2) The ELISA result showed that
compared with the model group, TNF-α and other pro-inflammatory factors in the substantia nigra and striatum of rats in the
compound Rehmannia granule intervention group were significantly lower (P < 0. 01 and P < 0. 001, respectively). (3)
Western Blot result showed that compared with the model group, the expression of Iba1 and other pro-inflammatory proteins
in the substantia nigra and striatum in the compound Rehmannia granule group were significantly lower (P < 0. 05 and P <
0. 001, respectively). Conclusions　 Compound Rehmannia granule intervention inhibits the activation of microglia in the
substantia nigra and striatum, downregulates the expression of TNF-α and proinflammatory factors, and attenuates the
spontaneous rotation behavior of model rats.

【Keywords】　 compound Rehmannia granule; Parkinson’s disease; microglia; inflammatory factors
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 帕金森病(Parkinson’s disease,PD)属中老年常

见慢性、神经退行性疾病,其主要病理特征为黑质

致密部多巴胺能神经元进行性丢失、大脑皮层神经

元内 α-突触核蛋白(α-synuclein,α-syn)聚集及路易

小体( lewy bodies,LBs)形成,伴有黑质致密部酪氨

酸羟化酶(tyrosine hydroxylase,TH)阳性神经元及神

经纤维大量丢失[1-2]。
PD 病因及发病机理尚不十分明确。 相关研究

发现,氧化应激、线粒体功能障碍及小胶质细胞过

度激活所致的黑质致密部多巴胺能神经元内游离

型铁离子过度沉积与 PD 发病密切相关[3-4]。 本课

题组长期临床实践证实,复方地黄颗粒在改善 PD
患者的抑郁、焦虑、睡眠障碍及开-关现象等方面疗

效确切[5-6]。 前期研究表明,复方地黄颗粒可通过

抑制糖原合成酶激酶-3β( glycogen synthase kinase-
3β, GSK-3β ) 基 因、 蛋 白 表 达, 促 进 p-GSK-3β
(phospho S9)蛋白表达等作用抑制因 α-syn 错误聚

集所致的黑质多巴胺能神经元凋亡[7]。 有研究证

实,模型小鼠黑质致密部小胶质细胞可被脂多糖

(lipopolysaccharide,LPS)大量激活,其激活标志物

离子化钙结合适配分子 1( ionized calcium binding
adapter molecule 1, Iba1) 及相关炎症因子 IL-1β、
TNF-α 表达水平显著升高[8-9]。 本研究分别制备

LPS 和 6-羟基多巴胺(6-hydroxydopamine,6-OHDA)
实验模型大鼠,探讨复方地黄颗粒对两种实验模型

大鼠黑质纹状体小胶质细胞激活及神经行为学的

干预作用。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

100 只 8 周龄雄性 SPF 级 SD 大鼠,体重(180 ±
20)g,购自上海中医药大学实验动物中心【 SCXK
(沪)2018-0006】。 以上动物均饲养于上海中医药

大学实验动物中心实验室【SYXK(沪)2018-0008】。
本实验研究已通过上海中医药大学实验动物伦理

审查委员会批准(PZSHUTCM200911001)。 饲养条

件:湿度 60% ~ 65%,温度 23 ~ 25℃,自动光-暗控

制(LD12:12,即 7:00 ~ 19:00),自由采食、饮水。
实验操作地点:上海中医药大学实验动物中心。
1. 1. 2　 药物

复方地黄颗粒由熟地黄、丹参、钩藤、石菖蒲、
全蝎、杭白芍、珍珠母 7 味药物组方,委托国家中药

工程技术研究中心制作,按照既定的工艺流程制备

浸膏粉,置于阴冷通风处,药物避光包装。 动物给

药剂量折算标准参照孙瑞元《定量药理学》所述计

算每只大鼠每日用药剂量,即每只标准体重大鼠每

日灌胃剂量公式 DB =DA × KB / KA。 DA 为标准体

重常人用药剂量,KB 为大鼠剂量折算系数(7),KA
为标准体重成人剂量折算系数(388),即大鼠每日

灌胃药量 DB=DA × 7 / 388。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

大鼠脑立体定位仪(型号 SN-3N,成茂公司,日
本);10 μL 微量上样器(上海高鸽);微型颅骨钻
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(上海奥尔科特生物科技有限公司);多功能酶标仪

(型号 DENLEY DRAGON Wellscan MK3,Thermo 公

司,美国);Western Blot 电泳仪(型号 043BR41664,
Bio-Rad 公司,美国)。

ELISA 试剂盒 IL-1β(Lot:JL20884,上海将来实

业股 份 有 限 公 司); ELISA 试 剂 盒 IL-10 ( Lot:
ER0135,上海威奥生物科技有限公司);ELISA 试剂

盒 TNF-α(Lot:JL13202,上海将来实业股份有限公

司);NF-κ Bp65 antibody Rabit(Lot:D14E12,CST 公

司,美国);phospho-NF-κ Bp65 antibody Rabit ( Lot:
GR3204852-19,Abcam 公司,英国);酪氨酸羟化酶

( Tyrosine hydroxylase, TH ) antibody Rabit ( Lot:
58844S,CST 公司,美国); GAPDH Antibody ( Lot:
10011065,Proteintech 公司);β-actin antibody(Lot:#
0078629,Proteintech 公司);辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔 IgG(H+L)(Lot:D110058-0100,上海生工);
辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG(H+L) (Lot:
D110087-0100,上海生工);离子钙接头蛋白抗体 1
(ionized calcium binding adapter molecule antibody 1
Rabit,Iba1 antibody Rabit)(Lot:PTE0556,WAKQ 公

司,日本);BCA Reagent A(Lot:#A4801 A,碧云天公

司);BCA Reagent B(Lot:#A1101B,碧云天公司);
SDS-PAGE 凝胶配备试剂盒( Lot:#102919191106,
碧云 天 公 司 ); PVDF Transfer Membranes ( 0. 22
μmol / L&0. 45 μmol / L, Immobilon-p Millipore,
Bedford, MA, 美 国 ); ECL 化 学 发 光 液 ( Lot: #
1907702,Immobilon-p Millipore,Bedford,MA,美国);
戊巴比妥钠(Lot:WS20130112,上海中西药业股份

有限公司); 6 - 羟 基 多 巴 胺 ( 6-OHDA) ( Lot: #
MKCD0817, Sigma 公 司, 美 国 ); LPS ( Lot: #
068M4067 V,Sigma 公司,美国);阿扑吗啡(APO)
(Lot: WKQ4315, WKQ 公 司, 日 本 ); 抗 坏 血 酸

(Vitamin C)(Lot:#311403,Selleck 公司,美国)。
1. 2　 方法

所有实验大鼠术前适应性喂养 1 周,取无自发

旋转行为的健康大鼠纳入研究范围。
1. 2. 1　 LPS 模型大鼠构建

采用黑质两点立体定位术将 LPS(体积为每只

2 μL,浓度为 2. 5 μg / μL,生理盐水配制,现配现用)
注射于右侧黑质致密部制备 LPS 大鼠模型。
1. 2. 2　 6-OHDA 模型大鼠构建

采用黑质两点立体定位术将 3 μL 6-OHDA 溶

液(浓度为 2 μg / μL,0. 2%的 Vitamin C 现配)注射

于右侧黑质致密部,制备 6-OHDA 大鼠模型。
1. 2. 3　 手术步骤

大鼠麻醉(1%戊巴比妥钠,40 mg / kg,腹腔注

射),头部去毛备皮。 将其头部牢固固定于脑立体

定位仪,使颅骨前后位于同一水平面,碘伏常规消

毒术野皮肤。 切开皮肤,暴露前囟至两耳之间位

置,仔细止血,剥离骨膜。
参照包新民主编《脑立体定位图谱》寻找、标记

前囟中线位置。 标记右侧黑质注射位点:(1)第一

点坐标在前囟后 5. 2 mm,颅顶中线右侧 1 mm,硬膜

下 9 mm;(2)第二点坐标在前囟后 5. 2 mm,颅顶中

线右侧 1. 2 mm,硬膜下 8. 5 mm。
用颅骨钻轻轻钻透颅骨直至硬脑膜,微量上样

器吸取适量造模药物,将其垂直固定于脑立体定位

仪,缓慢匀速进针。 当针头到达预定位置后以 1
μL / min 的速度匀速推注药物,注射完毕留针 5 min,
缓慢退针。 假手术组大鼠按体重标准注射同体积

生理盐水,术毕消毒并缝合皮肤切口,将大鼠放回

笼具。
1. 2. 4　 分组及药物干预

术后第 2 周,腹腔注射 APO(0. 5 mg / kg,0. 1
mL / 100 g)诱导、记录大鼠自发旋转行为,将旋转圈

数大于每分钟 7 圈者视为为模型成功标志。
(1)LPS 实验模型动物分组:随机数字表法将

LPS 实验模型大鼠分为 2 组:LPS 模型组(简称 LPS
组),复方地黄颗粒干预组(简称 DH+LPS 组)。 另

纳入假手术组(简称 sham 组),每组大鼠 8 只。
(2)6-OHDA 实验模型动物分组:随机数字表法

将 6-OHDA 实验模型大鼠分为 2 组:6-OHDA 模型

组(简称 6-OHDA 组)、复方地黄颗粒干预组(简称

DH+6-OHDA 组),另纳入假手术组(sham 组),每组

大鼠 8 只。
(3)药物干预:假手术组、LPS、6-OHDA 组模型

大鼠用等量体积生理盐水灌胃,其余各组大鼠以复

方地黄颗粒灌胃(浓度 1 g / mL,剂量 7 g / kg),每日 1
次,共计 6 周。
1. 2. 5　 神经行为学检测及取材

分别于造模成功时(简称 0 周)和灌胃干预的

第 2、4、6 周观察、记录 APO 诱导的大鼠自发旋转

行为。 取材前 24 h 大鼠禁食,不禁水,1%戊巴比

妥钠麻醉并脱臼处死大鼠,在冰上迅速断头取脑,
分离其黑质-纹状体,液氮保存,迅速移至- 80℃
冰箱。
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1. 2. 6　 ELISA 法检测大鼠黑质纹状体组织匀浆液

TNF-α、IL-1β、IL-10 的含量表达

组织匀浆液制备:取 100 mg 黑质纹状体组织加

入 1 mL 生理盐水内,低温超声震荡,4℃条件下以低

温高速离心机(12 000 r / min)离心,取其上清液-
80℃冰箱保存。 ELISA 具体实验操作步骤参照生产

商说明书。
1. 2. 7　 Western Blot 技术检测各组大鼠黑质纹状体

TH、NF-κ Bp65、p-NF-κ Bp65、Iba1 的蛋白表达水平

RIPA 法提取黑质纹状体组织蛋白,BCA 法蛋

白定量。 根据分子量不同配置 8%及 10%的 SDS-
PAGE 凝胶。 电泳、蛋白转膜及抗体孵育:电泳,80
V 30 min,110 V 90 min;转膜,200 mA,1 h;5% BSA
封闭,室温,摇床 2 h;一抗孵育:GAPDH Antibody(1
∶1000);NF-κ Bp65 Antibody 溶液配制(1 ∶1000);p-
NF-κ Bp65 Antibody 溶液配制 ( 1 ∶ 1000); tyrosine
hydroxylase Antibody ( 1 ∶ 1000 ); ionized calcium
bindingadaptor molecule-1 Antibody(1 ∶500);β-actin
Antibody(1 ∶2000);抗体孵育:4℃摇床过夜,1×TBST
洗涤 3 次,每次 5 min;二抗孵育:HRP∗Goat anti-
Rabbit IgG(H+L)溶液配制(1 ∶ 5000):HRP∗Goat
anti-Mouse IgG(H+L)(1 ∶5000);室温,摇床 2 h,1×
TBST 洗涤 3 次,每次 5 min。

使用 ECL 化学发光剂于暗室内曝光显影,
Imagej 图像分析软件分析目的蛋白条带灰度值,取
样本组织蛋白灰度值与 GAPDH、β-actin 灰度值比

值作对比,求得样本组织蛋白相对含量。
1. 3　 统计学分析

GraphPad Prism 8 软件处理所有实验数据,所
有数据服均从正态分布,计量资料以平均值±标准

差(􀭰x ± s)表示。 多组间实验数据比较采用单因素

方差分析(One-Way ANOVA),组间两两比较采用

LSD / Dunett / SNK 法,统计结果以 P 值表示, P <
0. 05 表示组间存在统计学差异,P < 0. 01 表示组间

存在显著性差异。

2　 结果

2. 1　 神经行为学

2. 1. 1　 复方地黄颗粒对 LPS 模型大鼠神经行为学

的影响

由图 1 可见,与 sham 组比较,LPS 模型大鼠造模

后成功后(图 1 所示 0 周)出现 APO 诱导的首尾衔接

自发旋转行为,组间有显著性差异(P < 0. 001);与

LPS 组比较,DH+LPS 组大鼠在 2、4、6 周时的自发旋

转圈数明显减少,组间有显著性差异(P < 0. 001)。

注:与 假 手 术 组 比 较,ΔP < 0. 001; 与 LPS 模 型 组 比

较,#P < 0. 001。

图 1　 复方地黄颗粒对脂多糖模型大鼠神经行为学的影响

Note. Compared with sham group, ΔP < 0. 001. Compared with

LPS model group, #P < 0. 001.

Figure 1　 Effect of compound Rehmannia granules on
neurobehavior of lipopolysaccharide model rats

2. 1. 2　 复方地黄颗粒对 6-OHDA 模型大鼠神经行

为学的影响

由图 2 可见,与 sham 组比较,6-OHDA 模型大

鼠造模成功后(图 2 所示 0 周)出现 APO 诱导的首

尾衔接自发旋转行为,组间有显著性差异 ( P <
0. 001);与 6-OHDA 组比较,DH+6-OHDA 组在 2、
4、6 周时的自发旋转圈数明显减少,组间有显著性

差异(P < 0. 05 或 P < 0. 001)。

注:与 假 手 术 组 相 比,ΔP < 0. 001; 与 6-OHDA 模 型 组 相

比,▲P < 0. 05,#P < 0. 001。

图 2　 复方地黄颗粒对 6-羟基多巴胺模型大鼠神经行为学的影响

Note. Compared with sham group, ΔP < 0. 001. Compared with 6-

OHDA model group, ▲P < 0. 05,#P < 0. 001.

Figure 2　 Effect of compound Rehmannia granules on
neurobehavior of 6-hydroxydopamine model rats

2. 2　 复方地黄颗粒对各组大鼠黑质纹状体炎症因

子 TNF-α、IL-1β、IL-10 含量表达的影响

2. 2. 1　 复方地黄颗粒对 LPS 模型大鼠黑质纹状体

炎症因子含量表达的影响
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由表 1 可见,与 sham 组比较, LPS 组 IL-1β、
TNF-α 表达水平显著升高,IL-10 表达水平显著降

低,组间有显著性差异(P < 0. 001);与 LPS 组比

较,DH+LPS 组 IL-1β、TNF-α 表达水平显著降低,
IL-10 的表达水平显著升高,组间有显著性差异(P
< 0. 01 或 P < 0. 001)。
2. 2. 2　 复方地黄颗粒对 6-OHDA 模型大鼠黑质纹

状体炎症因子含量表达的影响

由表 2 可见,与 sham 组比较,6-OHDA 组 IL-
1β、TNF-α 表达量显著升高,IL-10 表达水平显著降

低,组间有显著性差异(P < 0. 001);与 6-OHDA 组

比,DH+6-OHDA 组 IL-1β、TNF-α 显著降低,IL-10
表达水平显著升高, 组间有显著性差异 ( P <
0. 001)。
2. 3　 复方地黄颗粒对模型大鼠黑质纹状 NF-κ

Bp65、p-NF-κ Bp65 蛋白表达的影响

由表 3、图 3 见,与 sham 组比较,6-OHDA 组及

LPS 组大鼠 NF-κ Bp65、p-NF-κ Bp65 表达水平显著

升高,组间有显著性差异(P < 0. 05,P < 0. 001);与
6-OHDA 组及 LPS 组相比较,DH+6-OHDA 及 DH+
LPS 组 NF-κ Bp65、p-NF-κ Bp65 表达水平显著降

低,组间有显著性差异(P < 0. 05,P < 0. 001)。
2. 4　 复方地黄颗粒对模型大鼠黑质纹状体 TH、
Iba1 蛋白表达的影响

由表 4、图 4 可见,与 sham 组比较,LPS 组及 6-
OHDA 组 Iba1 表达水平显著升高,TH 表达水平显著

降低,组间有显著性差异(P < 0. 05,P < 0. 001);与 6-
OHDA 组及 LPS 组相比较,DH+6-OHDA 组及 DH+
LPS 组 Iba1 表达水平显著降低,TH 表达水平显著升

高,组间有显著性差异(P < 0. 05,P < 0. 001)。

表 1　 复方地黄颗粒对 LPS 模型大鼠黑质纹状体炎症因子含量表达的影响(􀭰x ± s,n= 8)
Table 1　 Effect of compound Rehmannia granule on expression of inflammatory factors in substantia

nigra and striatum of LPS model rats(􀭰x ± s,n= 8)
组别 Groups IL-1β(pg / mL) TNF-α(pg / mL) IL-10(pg / mL)

假手术组 Sham group 177. 48 ± 7. 38 845. 58 ± 7. 12 467. 33 ± 6. 57

脂多糖模型组 LPS model group 212. 06 ± 4. 58Δ 893. 34 ± 5. 02Δ 374. 31 ± 9. 17Δ

复方地黄颗粒+脂多糖组 DH+LPS group 197. 79 ± 10. 11▲ 858. 02 ± 8. 80▲▲ 453. 87 ± 13. 45▲▲

注:与假手术组相比,ΔP < 0. 001;与 LPS 模型组相比,▲P < 0. 01,▲▲P < 0. 001。 (下表同)
Note. Compared with sham group, ΔP < 0. 001. Compared with LPS model group, ▲P < 0. 01, ▲▲P < 0. 001. (The same in the following tables)

表 2　 复方地黄颗粒对 6-OHDA 模型大鼠黑质纹状体炎症因子含量表达的影响(􀭰x ± s,n = 8)
Table 2　 Effect of compound Rehmannia granule on the expression of inflammatory factors in

substantia nigra and striatum of 6-OHDA model rats(􀭰x ± s,n = 8)
组别 Groups IL-1β(pg / mL) TNF-α(pg / mL) IL-10(pg / mL)

假手术组 Sham group 187. 80 ± 7. 74 793. 40 ± 11. 62 438. 32 ± 13. 56

6-羟基多巴胺模型组 6-OHDA model group 223. 21 ± 8. 62Δ 981. 80 ± 6. 33Δ 375. 94 ± 10. 76Δ

复方地黄颗粒+6-羟基多巴胺组 DH+6-OHDA group 203. 02 ± 1. 55▲▲ 862. 35 ± 12. 74▲▲ 403. 13 ± 7. 78▲▲

表 3　 复方地黄颗粒大鼠黑质纹状体 NF-κ Bp65、p-NF-κ Bp65 蛋白表达的影响(􀭰x ± s,n = 8)
Table 3　 Effect of compound Rehmannia granule on NF-κ Bp65 and p-NF-κ Bp65 protein

expression in substantia nigra and striatum of model rats(􀭰x ± s,n = 8)
组别 Groups NF-κ Bp65 p-NF-κ Bp65

假手术组 Sham group 0. 53 ± 0. 16 0. 29 ± 0. 11

6-羟基多巴胺模型组 6-OHDA model group 1. 44 ± 0. 15▲▲ 0. 54 ± 0. 04▲

复方地黄颗粒+6-羟基多巴胺组 DH+6-OHDA group 0. 64 ± 0. 13■■ 0. 30 ± 0. 10■

脂多糖模型组 LPS model group 1. 21 ± 0. 14▲▲ 0. 74 ± 0. 25▲▲

复方地黄颗粒+脂多糖组 DH+LPS group 0. 69 ± 0. 13ΔΔ 0. 28 ± 0. 02ΔΔ

注:与假手术组比较,▲P< 0. 05,▲▲P< 0. 001;与 LPS 模型组比较,ΔΔP< 0. 001;与 6-OHDA 模型组比较,■P< 0. 05,■■P< 0. 001。 (下表同)
Note. Compared with sham group, ▲P< 0. 05, ▲▲P< 0. 001. Compared with LPS model group, ΔΔP< 0. 001. Compared with 6-OHDA model group,
■P< 0. 05, ■■P< 0. 001. (The same in the following tables)
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图 3　 复方地黄颗粒对模型大鼠黑质纹状体 NF-κ Bp65 和 p-NF-κ Bp65 蛋白表达的影响

Figure 3　 Effect of compound Rehmannia granule on NF-κ Bp65 and p-NF-κ Bp65 protein
expression in substantia nigra and striatum of model rats

表 4　 复方地黄颗粒对模型大鼠黑质纹状体 TH、Iba1 蛋白表达的影响(􀭰x ± s,n = 8)
Table 4　 Effect of compound Rehmannia granule on TH and Iba1 protein expression in substantia

nigra and striatum of model rats(􀭰x ± s,n = 8)
组别 Groups Iba1 TH

假手术组 Sham group 0. 64 ± 0. 09 0. 85 ± 0. 06
6-羟基多巴胺模型组 6-OHDA model group 0. 96 ± 0. 10▲ 0. 50 ± 0. 06▲▲

复方地黄颗粒+6-羟基多巴胺组 DH+6-OHDA group 0. 42 ± 0. 28■■ 0. 64 ± 0. 05■

脂多糖模型组 LPS model group 0. 86 ± 0. 06▲▲ 0. 61 ± 0. 08▲▲

复方地黄颗粒+脂多糖组 DH+LPS group 0. 49 ± 0. 07ΔΔ 0. 89 ± 0. 13ΔΔ

图 4　 复方地黄颗粒对模型大鼠黑质纹状体 Iba1 和 TH 蛋白表达的影响

Figure 4　 Effect of compound Rehmanniagranule on Iba1 and TH protein expression in substantia nigra and striatum of model rats

3　 讨论

PD 属中医学“颤振”“振掉”范畴。 现代医学研
究表明[10-12],PD 发病是衰老、基因突变、环境神经毒

素(重金属及杀虫剂)及脑外伤等多重因素共同作用

的结果。 实验研究表明,复方地黄颗粒可通过抑制氧

化应激、调控黑质多巴胺能神经元凋亡等机制发挥神

经保护作用[13-14],但复方地黄颗粒的神经保护作用

是否与抗炎作用相关尚待进一步研究证实。
小胶质细胞属中枢神经系统固有免疫监视细胞,

参与神经元的发育及神经突触的重塑等多种病理、生
理过程[15]。 有研究表明,过度激活的小胶质细胞可

释放多种致炎因子或细胞毒性因子导致神经元损伤,
诱发或加速 PD、阿尔茨海默病(Alzheimer disease,
AD)等神经退行性疾病的病变进程[16]。

LPS 为革兰氏阴性菌胞壁的主要成分,广泛应用

于炎症相关 PD 动物模型的制备[17]。 LPS 用于制备

PD 模型动物多采用腹腔注射方式,其不足之处为不

能通过血脑屏障,且外周给药其刺激作用持续时间较

短,故不宜于长期实验动物模型的研究。 本研究采用
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黑质立体定位注射术将 LPS 直接注射于中脑黑质部,
药物直接透过血脑屏障被注入黑质致密部。 实验结

果显示,该造模方法具有造模成功率高、症状持续较

为持久的特征。
6-OHDA 为儿茶酚胺类神经递质多巴胺的羟基

化衍生物,采用脑立体定位注射术可透过血脑屏障直

接将 其 注 射 于 中 脑 黑 质 区, 在 多 巴 胺 转 运 体

(dopamine transporter,DAT)作用下进入多巴胺能神

经元,在神经元内被氧化产生过氧化氢、羟自由基等

神经毒性物质,诱导氧化应激及线粒体功能障碍,加
速黑质致密部多巴胺能神经元变性、丢失[18],该造模

方法多用于长期慢性 PD 实验动物模型的研究。 本

研究采用 LPS、6-OHDA 动物模型为研究对象,深入探

讨复方地黄颗粒对模型大鼠小胶质细胞激活、炎症因

子表达及神经行为学的干预作用。
NF-κ B 信号通路由 NF-κ B1 ( p50)、NF-κ B

(p52)、RelA(p65)、Rel B 和 Rel(c-Re1)5 种家族成

员构成[19]。 生理状态下,该蛋白家族成员以异二聚

体的形式(以 p65 / p50 异二聚体为主)与其抑制因子

Iκ B(inhibitors of NF-κB)结合呈稳态形式存在于胞

浆中。 病理状态下,激活的 NF-κ B 信号通路通过正

负反馈机制参与机体免疫炎症反应、细胞增殖及凋亡

等病理生理过程[20]。 Muhammad 等[21] 研究表明,
LPS 预处理的 C57BL / 6 小鼠海马区细胞及 BV2 模型

细胞其激活标志物 Iba1 及 p-NF-κ B 及 IL-1β 等炎性

因子表达水平显著升高,故抑制小胶质细胞 NF-κ B
信号通路激活及促炎因子过度表达将有助于 PD 的

临床治疗。
复方地黄颗粒由熟地黄、丹参、钩藤、石菖蒲、全

蝎、杭白芍、珍珠母 7 味药物组成。 熟地黄味甘微温,
入肝、肾经,长于滋阴养血、补肾填精。 《长沙药解》曰
其可“凉肝滋血,清风润木,……滋风木……,血脱甚

良”。 丹参味苦,微寒,归心、肝经,长于活血祛瘀,通
络止痛。 全蝎,味辛性平,入肝经,长于息风通络,解
毒散结,镇惊止痛。 《医宗必读卷十·痹》曰:“治风先

治血,血行风自灭”,临床实践证实,丹参、全蝎合用共

奏活血通络、养血息风之效,二药合用则息风之力倍

增[22]。 石菖蒲味辛苦,性温,归心、胃经,长于化湿开

胃、豁痰开窍、醒神益智。 《本草备要》曰其可主“补
肝益心,去湿逐风,……,风痹惊痫。”诸疾。 钩藤甘

苦,微寒,归肝、心包经,长于清热平肝,息风定惊。 白

芍味苦,性平,归肝、脾经,长于补血调经药,《神农本

草经》曰:“主邪气腹痛,除血痹,……,利小便,益
气”。 钩藤、合用白芍共奏养血柔肝、息风止颤之功。
珍珠母,咸、寒,归心,肝经,长于平肝潜阳,息风定惊。

临床实践表明,复方地黄颗粒功效以补益肝肾,祛瘀

通络、息风见长,该方对 PD 患者失眠、抑郁及便秘等

非运动症状有显著改善。
现代药理研究证实,熟地黄含有毛蕊花糖苷、

玉叶金花苷酸、海胆苷等 13 种抗氧化活性成分[23]。
周艳等[24]等研究表明,熟地黄多糖可提高亚急性衰

老模型大鼠血肝、脑、肾脏器指数,降低肝、脑、肾组

织丙二醛(MDA) 含量表达。 刘培建等[25] 研究表

明,中、高剂量熟地黄多糖能够促进气血亏虚模型

小鼠血清粒-巨噬细胞集落集落刺激因子含量,提
升小鼠红细胞及血红蛋白表达水平。 全蝎含有蝎

毒、多糖、氨基酸及三甲胺、甜菜碱等活性成分,相
关研究表明,全蝎对肿瘤、心脑血管疾病等临床各

科疾病疗效显著[26]。 现代医学研究表明,丹参所含

丹参酮、丹参酚酸等主要成分可通过多靶点、多途

径显著改善微循环功能障碍,调节由抗动脉粥样硬

化所致的心脑血管功能障碍,保护器官免受炎症

损[27-28]。 现代药理研究表明,石菖蒲含 α-细辛醚

( α-Asarone )、 β - 细 辛 醚 ( β-Asarone )、 丁 香 烯

(caryophyllene)等药理活性挥发油,通过抗炎、调节

免疫等药理作用对中枢神经系统功能发挥正、负双

向调节作用,调节血脑屏障通透功能,抑制大脑神

经元凋亡[29-30]。 现代药理研究证实,钩藤含黄酮、
萜类、皂苷异、去氢钩藤碱(isocorynoxeine)等药理成

分,具有抗炎、降压、神经保护及平喘等功效[31]。 白

芍含没食子酸、儿茶素、芍药苷、芍药内酯苷等药理

活性成分,现代药理研究证实,白芍具有抗炎、抗氧

化、养血保肝及神经保护等功效[32]。 王成龙[33] 研

究证实, 芍药苷、 芍药内酯苷通过调控脑组织

cAMP / PKA 信号通路环磷酸腺苷( cyclic adenosine
monophosphate,cAMP)、蛋白激酶 A(protein kinase
A,PKA)含量发挥养血柔肝作用。 珍珠母含大量碳

酸钙、碳酸镁及丝氨酸等有机或无机成分,现代研

究表明,其功效以镇静、抗炎、抗氧化应激等为

主[34]。 临床研究表明,珍珠母对心脑血管、胃肠消

化系统及精神类疾病均显示出较佳的疗效[35-37]。
实验研究结果表明,6-OHDA、LPS 模型大鼠在

造模后第 2 周经腹腔注射阿扑吗啡诱导出自患侧向

健侧发起的首尾衔接的持续的自发性旋转行为,其
证候表现与相关文献报道相符。 与 6-OHDA 及 LPS
组比较,复方地黄颗粒灌胃后 DH+ 6-OHDA 组及

DH+LPS 组大鼠黑质纹状体 IL-1β、TNF-α 含量表达

显著降低,IL-10 含量表达显著升高,复方地黄颗粒

对模型大鼠神经行为学的干预作用与其抑制模型

大鼠黑质纹状体促炎因子含量表达相关。
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实验结果显示,与 sham 组比较,6-OHDA、LPS
模型组大鼠黑质纹状体 Iba1、NF-κ Bp65、 p-NF-κ
Bp65 表达水平显著升高,TH 表达水平显著降低。
复方地黄颗粒灌胃后大鼠黑质纹状体 Iba1、NF-κ
Bp65、p-NF-κ Bp65 表达水平显著降低,TH 表达水

平显著升高。 复方地黄颗粒通过抑制黑质纹状体

小胶质细胞 NF-κ B 信号通路激活,下调 IL-1β、
TNF-α 等炎症因子表达,显著改善模型大鼠神经行

为学障碍。
综上所述,小胶质细胞激活及促炎因子高水平

表达与 PD 的发病密切相关。 复方地黄颗粒通过抑

制模型大鼠黑质纹状体小胶质细胞激活,下调炎症

因子 TNF-α、IL-1β 含量表达调节模型大鼠神经行

为学障碍。 复方地黄颗粒对 PD 模型大鼠神经行为

学异常的干预作用与其抗炎机制相关,本研究进一

步丰富了复方地黄颗粒治疗 PD 的理论基础。
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两种 UC 小鼠模型的病理损伤和肠道菌群对比研究
谌雪梅1,彭西2∗,叶俏波3,叶臻3,邓庆4,王娟1,温昌琳2,袁施彬1∗

(1. 西华师范大学生命科学学院,四川 南充　 637002; 2. 成都大学药学院,成都　 610106; 3. 成都中医药大学

基础医学院,成都　 611137; 4. 四川扬克斯特科技有限公司,成都　 611135)

　 　 【摘要】 　 目的　 用葡聚糖硫酸钠(DSS)和 2,4,6-三硝基苯磺酸(TNBS)构建小鼠溃疡性结肠炎模型,对比研

究临床症状、结肠组织病理损伤和结肠菌群构成。 方法 　 C57BL / 6 雄性小鼠 30 只,随机分为对照组、DSS 组和

TNBS 组。 造模期 7 d。 每日监测临床症状,包括体重和粪便隐血,造模结束时取结肠做组织病理诊断,使用 16S
rDNA 测序技术检测结肠内容物的菌群组成。 结果　 临床显示,DSS 组从第 3 天开始排软便,第 5 天粪便隐血阳性,
体重下降;TNBS 组第 2 天体重下降,造模前 4 d 排软便和稀便,且粪便隐血阳性。 剖检显示,两个模型组的结肠重

量均增加,仅 DSS 组结肠显著变短。 组织病理学上,DSS 组结肠溃疡灶部位固有结构破坏及临近隐窝扩张,TNBS
组溃疡灶中见隐窝结构存留及隐窝细胞增生。 两个模型组结肠菌群紊乱的特征存在差异。 与对照组比较,软壁菌

门和蓝藻菌门的丰度在 DSS 组无显著性变化而在 TNBS 组增加(P< 0. 05);酸杆菌门丰度在 DSS 组无显著性变化

而在 TNBS 组显著降低(P< 0. 05);放线菌门和乳杆菌属的丰度在 DSS 组降低(P< 0. 05)在 TNBS 组无显著性变

化;拟杆菌属在 DSS 组丰度上升而在 TNBS 组显著下降(P< 0. 05)。 结论　 DSS 和 TNBS 乙醇诱导的 UC 模型在临

床症状、结肠组织病理损伤特征和肠道菌群结构既有共性,也有其自身特点。 研究结果可为动物模型选择提供一

定的理论参考。
【关键词】 　 溃疡性结肠炎;肠道菌群;病理组织损伤;16S rDNA;DSS;TNBS
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Comparative study of intestinal flora and histopathological damage in mice
with ulcerative colitis induced by DSS and TNBS
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【Abstract】　 Objective 　 Mouse models of ulcerative colitis (UC) were established with sodium dextran sulfate
(DSS) and 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid ( TNBS) to compare the differences in clinical symptoms, pathological
lesions and colonic flora. Methods　 Thirty male C57BL / 6 mice were randomly divided into a control group, DSS group and
TNBS group. The modeling period was 7 days. Clinical symptoms, including body weight and fecal occult blood, were
monitored daily. The colon was harvested at the end of modeling for histopathological diagnosis, and 16S rDNA sequencing
technology was used to detect the bacterial composition of the colon contents. Results　 The clinical result showed that DSS
induced diarrhea three days after treatment, fecal occult blood was positive, and body weight was decreased on the fifth day.
TNBS treatment decreased body weight on the second day, soft and loose stools were observed from the first to the fourth
day, and fecal occult blood was positive. At necropsy, the colon weight in both model groups was increased, whereas the
colon in the DSS group was significantly shorter. Histopathologically, the ulcer foci in the colon exhibited a damaged
histological structure, and the nearby crypts were dilated in the DSS group, whereas residual crypts accompanied by obvious
cell proliferation were observed in the ulcer foci of the TNBS group. The characteristics of colon flora disturbances in the two
model groups were different. Compared with the control group, the abundances of Tenericutes and Cyanobacteria were not
significantly altered in the DSS group but were increased in the TNBS group (P<0. 05). The abundance of Acidobacteria
was unchanged in the DSS group but significantly decreased in the TNBS group ( P < 0. 05 ). The abundance of
Actinobacteria and Lactobacillus was significantly decreased in the DSS group but unchanged in the TNBS group (P<0. 05).
The abundance of Bacteroidetes was significantly increased in the DSS group but decreased in the TNBS group (P<0. 05).
Conclusions　 The UC models induced by DSS and TNBS / ethanol showed similar characteristics in clinical symptoms,
pathological changes in colon tissue and intestinal microflora structure, but the two models also exhibited distinct
characteristics. The result provide a theoretical reference for animal model selection.

【Keywords】　 ulcerative colitis; intestinal flora; histopathological damage; 16S rDNA; DSS; TNBS
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 溃疡性结肠炎(ulcerative colitis,UC)是炎症性

肠病( inflammatory bowel disease, IBD) 的一种,病
因与遗传、免疫和环境因素有关,主要引起结肠和

直肠黏膜及黏膜下层的非特异性慢性炎症,临床

症状包括腹泄、腹痛、便血、呕吐和体重减轻等[1] 。
UC 发病时,可见肠道菌群失衡、肠道免疫反应过

度,并兼有肠道黏膜损伤[2] 。 早在 1958 年,就有

将健康人的粪便功能菌移植进患者体内来治疗

UC 的报道[3] 。 临床应用显示,肠道粪菌移植治疗

能修复肠道菌群、缓解过度免疫、减轻症状[4] ,但
存在供体菌标准化和耐药菌传播等问题。 UC 动

物模型是研究发病学、筛选药物、评价药效的必要

手段,根据建模方法可分为化学性、免疫和基因修

饰性两大类[5] 。 其中,DSS(dextran sulfate sodium)
模型和 TNBS(2,4,6-trinitrobenzen sulfonic acid)乙
醇模型是最常用的化学性动物模型[6-7] 。 至今尚

未见有关于这两种模型肠道菌群改变的对比研

究。 因此,本实验分别用 DSS 自由饮法和 TNBS 乙

醇混合物灌肠法,建立 C57BL / 6 小鼠的 UC 模型,
对比研究 DSS 模型和 TNBS 模型的结肠病理损伤

和菌群构成特征的差异性,丰富了 UC 动物模型的

基础研究资料。 结果可为选择不同 UC 动物模型

提供科学依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

6 ~ 8 周龄的 SPF 级雄性 C57BL / 6 小鼠 30 只,
由四川大学提供【SCXK(川)2018-026】,体重 20 ~
22 g。 动物饲养于成都中医药大学【SYXK(川)2017
-179】。 造模前适应性喂养 1 周,室温控制 20 ~
23℃,湿度控制 50% ~ 60%,自然光暗周期。 所有

实验操作均通过西华师范大学伦理委员会的审查

(审准号:CWNU2021D031)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

DSS(0216011090,MP Bio 公司)、TNBS(P2297,
西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司)、注射用盐

酸替他明盐酸唑拉西泮(外兽药证字 43 号,法国维

克有限公司)、便隐血试剂(BA-2020B,珠海贝索生

物技术有限公司)、无水乙醇(64-17-5,成都金山化

学试剂有限公司)、苏木素(420699,赛默飞世尔科

技公司)、伊红(392155,赛默飞世尔科技公司)。
RM2235 石蜡切片机(莱卡,德国)、CX22 光学

显微镜(莱卡,日本)、DM1000 徕卡显微成像系统
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(莱卡,德国)、819 切片刀(莱卡,德国)、KD-98-Ⅱ
A 恒温水浴锅 (天津市泰斯特仪器有限公司,中
国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组和模型建立

将 30 只小鼠随机分为对照组、DSS 组和 TNBS
组,每组 10 只,5 只 /笼。 对照组正常饲喂。 DSS 组

小鼠自由饮用 4% DSS 药液,每只小鼠药液饮用量

为 0. 04 mL / (g·d)。 TNBS 组小鼠造模前 24 h 禁食

不禁水。 舒泰(注射用盐酸替他明盐酸唑拉西泮)
(0. 1 mL / 100 g)肌肉注射麻醉小鼠,用 8 号灌肠针

从肛门处插入约 3 ~ 4 cm,将 TNBS /乙醇 ( 5%
TNBS:50%乙醇 = 1 ∶1)混合液按 0. 1 mL / 20 g 体重

剂量缓慢注入肠腔内。 药液注射完后再注入约 0. 2
mL 空气,保持倒立 1 min 后拔出灌肠针。 小鼠苏醒

后正常饲喂。 造模期 7 d。
1. 2. 2　 临床观察

造模期间每日定时称重,观察精神状况和粪便

性状,并采用匹拉米洞半定量法测定便隐血。 隐

血 /血便分数评分标准:加显色剂后立即呈紫蓝色

(4 分);10 s 内呈紫蓝色(3 分);1 min 内呈紫红色

(2 分);1 ~ 2 min 内逐渐产生紫红色(1 min);判读

时间内无颜色反应(0 分)。
1. 2. 3　 样品采集

结肠内容物样品:造模 7 d 后,用舒泰麻醉处死

小鼠,取出结肠组织,置冰盒上,纵向剖开结肠,取
结肠内容物放入 2 mL 无菌防冻管中,液氮速冻后,
转移于-80℃冰箱,用于肠道菌群检测。 将同组的

每 3 只小鼠的粪便混合成 1 个样,取 3 个样进行菌

群检测。
结肠组织样品:观察结肠的大体病变并拍照记

录,测量结肠的长度和重量后,将结肠组织置 4%多

聚甲醛液中固定 24 h 以上,用于组织病理诊断。
1. 2. 4　 组织病理学观察

将固定好的结肠进行梯度乙醇脱水、透明、浸
蜡和包埋,制成 5 μm 厚的石蜡切片,并进行苏木精

-伊红 (HE) 染色,显微镜下观察组织病理损伤

情况。
1. 2. 5　 结肠内容物的 16S rDNA 测序

使用 MN NucleoSpin 96 Soi DNA 试剂盒提取结

肠内容物的细菌总 DNA,再用 1. 8%琼脂糖凝胶电

泳检验 DNA 的浓度和纯度;使用特异性引物(338F-
806R)进行 PCR 扩增;再使用 Monarch DNA 胶试剂

盒回收扩增产物。 引物序列为 F:5’-ACTCCTACG
GGAGGCAGCA-3’; R: 5 ’-GGACTACHVGGGTWTC
TAAT-3’。 PCR 产物经定量和文库构建后,利用

Illumina HiSeq 2500 平台进行 16S rDNA V3 + V4
测序。

使 用 Trimmomatic v0. 33、 cutadapt 1. 9. 1、
FLASH v1. 2. 7 和 UCHIME v4. 2 软件分析测序所得

Raw Reads, 经过滤与识别, 得到最终有效数据

(effective reads)。 将有效序列聚类为分类单元

(OTUs),对 OUTs 进行物种注释,在门和属水平绘

制物种分布柱状图和聚类树图。 使用 Mothur 软件

测算结肠微生物的 Alpha 多样性指数(包括 Ace 指

数和 Shannon 指数),进行菌群丰度和多样性评估。
用 QIIME 软 件 进 行 非 度 量 多 维 标 定 法 ( Non-
MetricMulti-Dimensional Scaling,NMDS)分析。 最后

通过 LefSe(Line Discriminant Analysis (LDA) Effect
Size)分析组间 Biomarker 的统计学差异。
1. 3　 统计学分析

用 SPSS 26. 0 软件分析实验数据,用平均值±标
准差(􀭰x ± s)表示数据结果,用单因素方差法分析组

间差异性。 P< 0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 临床观察、结肠长度和重量变化结果

对照组小鼠精神状况良好,无腹泻、软便和便

血。 DSS 组小鼠从造模第 3 天粪便松软,随后软便

现象日趋严重,至第 7 天排稀溏血便;小鼠精神逐渐

萎靡、活动能力下降、毛发失去光泽。 TNBS 组在造

模第 1 天即有部分小鼠排软便,至第 3 天,粪便稀软

不成形,随后渐趋正常(图 1A)。 DSS 组从造模后第

5 天体重逐渐下降,TNBS 组从第 2 天急剧下降,随
后逐渐上升(图 1C)。 对照组粪便隐血检测结果均

呈阴性;DSS 组第 5 天开始粪便隐血分数显著升高;
TNBS 组部分小鼠在造模第 1 天检出粪便隐血阳性,
第 4 天达最高,随后降低(图 1D)。

剖检观察:对照组结肠黏膜层的颜色和厚度正

常;DSS 组结肠明显缩短、肠壁增厚、黏膜层颜色暗

沉,局部见深褐色、隆起、点状或圆形或不规则形病

灶(三角形区域);TNBS 组结肠颜色变红,见少量浅

灰褐色,略高于黏膜表面的小病灶 (红圈内,图

1B)。
结肠重量:DSS 组和 TNBS 组的结肠重量较对
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照组显著增加(P < 0. 05),DSS 组和 TNBS 组间无

显著差异(P> 0. 05)(图 1E)。 结肠长度:DSS 组结

肠长度较对照组和 TNBS 组显著变短(P< 0. 05),对
照组和 TNBS 组之间无显著性差异(P> 0. 05) (图
1F)。
2. 2　 小鼠结肠组织病理诊断结果

如图 2 所示,对照组结肠的组织结构层次清晰,
黏膜层、黏膜下层和肌肉层清晰可见,隐窝和杯状

细胞排列整齐。 DSS 组结肠黏膜层形成溃疡灶,坏
死波及黏膜全层致固有结构消失,结缔组织增生,
其间见数量不等的炎症细胞浸润(三角形);溃疡灶

附近的隐窝扩张(星号)。 TNBS 组结肠黏膜层的隐

窝上皮细胞和杯状细胞增生,局部细胞层次增厚,
偶见分支结构形成(箭头);隐窝间结缔组织增生并

伴有数量不等的炎性细胞浸润(方框),致隐窝间隙

增宽。

注:A:粪便性状变化;B:剖检病变;C:体重变化;D:粪隐血分数变化;E:结肠重量变化;F:结肠长度变;与正常组比较,∗P< 0. 05;与 DSS 组

比较,#P< 0. 05。 (下图同)

图 1　 各实验组小鼠体重、隐血分数、结肠长度和重量比较

Note. A. Changes of fecal traits. B. Anatomic appearance. C. Weight change. D. Fecal occult blood fraction changes. E. Changes in colonic weight. F.

Changes in colonic length. Compared with the normal group, ∗P< 0. 05. Compared with the DSS group, #P< 0. 05. ( The same in the following
figures)

Figure 1　 Comparison of body weight, fecal occult blood fraction, colonic length and weight of mice in different experimental groups

图 2　 各组小鼠结肠的组织病理变化

Figure 2　 Histopathological changes of mice colon in each group
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2. 3　 小鼠肠道菌群测序结果

2. 3. 1　 结肠内容物测序结果评估

此次测序共获得 1 185 788 对 Reads,1 185 631
条 Clean Reads,每个样品平均有 79 042 条 Clean
Reads。 各组样品的 GC 含量均在 54%左右。

测序量与 OTUs 的相关曲线图 3A 显示,测序量

达一定数值后,OUT 数量值稳定,样本曲线趋于平

缓,表明此次实验的测序数据量能全面反映样本中

总的 OTUs 量。 用 OTU 数量绘制 Venn 图 3B:三组

共有 283 个 OTU,对照组和 DSS 组分别特有 OTU 为

1 个和 25 个。 DSS 组 ( 329 个) 显著高于对照组

(309 个)和 TNBS 组(311 个)(P< 0. 05)。

2. 3. 2　 结肠内容物的菌群多样性分析

用 Alpha 多样性分析来反映菌群的丰度和多样

性,其中 shannon 指数用来估算样品中微生物的多

样性,shannon 指数越大,菌群多样性越大。 本实验

中各组间的 shannon 指数无显著差异(P> 0. 05)。
Ace 指数代表菌群丰富度,Ace 指数越大,样品中菌

群的丰富度越高。 与 TNBS 组(293. 38)和对照组

(294. 79)相比,DSS 组(314. 95)小鼠菌群的 Ace 指

数最大(P< 0. 05)(图 3C)。 经 NMDS 分析:各组内

样品距离接近,菌群差异较小;反之,菌群差异较大

(图 3D)。 UPGMA 聚类树图表明,对照组和 TNBS
组菌群的亲缘关系更近(图 3E)。

注:A:样本稀释曲线;B:OTU 分析,数值代表 OTU 数量;C:Ace 指数箱型图;D:NMDS 分析图,同组样品使用同种颜色表示;E:聚类树图。

图 3　 结肠内容物的菌群丰度和多样性变化

Note. A. Sample dilution curve. B. The result of OTU analysis, the number represents the number of OTU. C. ACE index box chart. D. NMDS analysis
diagram, in which each point represents a sample, and the samples in same group is represented by the same color. E. UPGMA Cluster tree diagram.

Figure 3　 Changes in abundance and diversity of bacteria in colonic contents

2. 3. 3　 肠道菌群物种注释和差异性分析

对门水平丰度前 10 的菌群进行统计,其中拟杆

菌门(Bacteroidia)和厚壁菌门(Firmicutes)占比最大

(> 75%)。 与对照组相比,DSS 组拟杆菌门、变形菌

门 ( Proteobacteria )、 Patescibacteria、 放 线 菌 门

(Actinobacteria)和脱铁杆菌门(Deferribacteres)相对

丰富度降低 ( P < 0. 05 ); 厚壁菌门、 疣微菌门

(Verrucomicrobia)相对丰度增高(P< 0. 05)。 TNBS
组拟杆菌门、变形菌门、Patescibacteria、脱铁杆菌门

和酸杆菌门 ( Acidobacteria) 相对丰度降低 ( P <

0. 05),厚壁菌门、疣微菌门、软壁菌门(Tenericutes)
和蓝藻菌门 ( Cyanobacteria) 相对丰度升高 ( P <
0. 05)(见图 4A,4B,4C,4D,4E)。

对属水平丰度前 10 的菌群进行统计分析。 与对

照 组 相 比, DSS 组 uncultured _ bacterium _ f _
Muribaculaceae、乳杆菌属(Lactobacillus)、脱硫弧菌属

(Desulfovibrio)、Alistipes 和 Candidatus_Saccharimonas
相对丰度降低(P < 0. 05),uncultured _bacterium_ f _
Lachnospiraceae、Akkermansia 和拟杆菌属(Bacteroides)
相对 丰 度 上 升 ( P < 0. 05); TNBS 组 uncultured _
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bacterium_f_Muribaculaceae、脱硫弧菌属、Alistipes、拟
杆菌属和 Candidatus_Saccharimonas 相对丰度降低(P
< 0. 05),Lachnospiraceae_NK4A136_group、uncultured_
bacterium_f_Lachnospiraceae 和 Akkermansia 相对丰度

升高(P< 0. 05)(见图 4F,4G,4H,4I,4J)。
通过 LefSe 分析比较各组间显著性差异物种,3

组共有 28 个丰度靠前的显著性差异物种,以 LDA

值大于 3. 5 为筛选标准,确定各个组中丰度较高的

微生物。 通过 LefSe 分析显示,DSS 组显著性最高

的 是 Clostridium _ sensu _ stricto _ 1、 梭 菌 目

(Clostridiales)、梭菌科 (Clostridiaceae)、uncultured _
bacterium_ f_Lachnospiraceae 和梭菌属(Clostridia);
TNBS 组显著性最高的是 Eubacterium__xylanophilum
_group(见图 5A,5B)。

注:A:门水平丰度前 10 的物种丰度柱状图;B、C、D、E:各组门水平丰度前 10 的物种显著性;F:各组属水平丰度前 10 的物种丰度柱状图;G、H、
I、J:各组属水平丰度前 10 存在显著性差异物种。

图 4　 各组小鼠菌群组成和差异分析

Note. A. Bar chart of the top 10 species in horizontal abundance of each phyla. B, C, D, E. The top 10 species with significant differences in the level
abundance of phyla. F. Bar charts of the top 10 species in horizontal abundance of each genus. G, H, I, J. The first 10 species showed significant
differences in horizontal abundance among each group.

Figure 4　 Microflora composition and difference analysis of each group
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注:A:LDA 值分布柱状图;B:进化分支图。 由内至外辐射的圆圈代表了由门至种的分类级别;在不同分类级别上的每一个小圆圈代表该

水平下的一个分类,小圆圈直径大小与相对丰度大小呈正比;着色原则为将无显著差异的物种统一着色为黄色,红色、绿色和蓝色分别代

表对照组、DSS 组和 TNBS 组。

图 5　 LefSe 显著性分析

Note. A. Histogram of LDA value distribution. B. Evolutionary branching. The circles radiating from the inside to the outside represent classification
levels from phylum to species. Each small circle at different taxonomic levels represents a taxon at that level, and the diameter of the small circle is
proportional to the relative abundance. The coloring principle was that the species without significant differences were uniformly colored yellow, red,
green and blue represented the control group, DSS model group and TNBS model group, respectively.

Figure 5　 Significance analysis of LEFSE

3　 讨论

UC 动物模型是研究发病机制和药物筛选的重

要手段,其中 DSS 和 TNBS 诱导的 UC 模型最为常

用。 已有研究报道,这两种模型均表现为肠道粘膜

屏障功能降低、肠道免疫功能紊乱并触发炎症反

应、肠道菌群失衡、肠道形态结构受损,与人体患者

的损伤特征相似[8-9]。 但很少有文献资料系统研究
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两种模型的差异性。 本研究重点关注 DSS 和 TNBS
诱导的 UC 小鼠模型在临床症状、病理变化特征和

肠道菌群构成上的差异。
临床症状显示,DSS 组和 TNBS 组小鼠均表现

为稀便、血便和体重波动,但各有自身特征。 DSS 组

从造模第 3 天,稀便和血便症状逐渐加重;TNBS 组

造模当天血便,第 3 天时稀便和血便最严重,随后逐

渐恢复。 本实验 DSS 组临床症状与已有研究较一

致,仅粪便性状改变的时间存在差异,原因可能与

不同的药液浓度、实验动物种属、造模周期等因素

有关[10]。 也有研究报道 TNBS 小鼠血便症状先加

重再恢复[11-12]。 两种模型病程进展的差异性与成

模机制密切相关。 DSS 不直接腐蚀肠壁,而是缓慢

渐进性损伤肠上皮细胞,致细菌、肠内抗原等促炎

物质进入黏膜层而引发炎症[13];TNBS 造模时,乙醇

灼伤肠黏膜后,TNBS 与组织内赖氨酸的 ε 基团结

合形成完全抗原,引起免疫应答性炎症反应[14]。
剖检显示,两种模型的结肠均表现为重量增加

和溃疡灶形成。 病理组织变化的共同特征为结肠

黏膜上皮细胞和杯状细胞坏死、结缔组织增生和炎

性细胞浸润。 不同之处有二:一是结肠溃疡灶结构

不同,DSS 组溃疡灶部位固有层消失,而 TNBS 组溃

疡灶内残留隐窝结构;二是隐窝病变特征不同,DSS
组隐窝扩张更明显,胞核成分减少,而 TNBS 组隐窝

壁上的细胞核成分致密。 已有研究显示,DSS 模

型[15-16]和 TNBS 模型[17-18]的病理损伤特征相似,包
括结肠缩短、黏膜层结构受损、炎性水肿和炎性浸

润。 对人 UC 的研究显示,结肠的组织病理变化包

括上皮损伤、隐窝扩张、细胞增生和炎症反应[8]。
本实验中 TNBS 组发生明显的隐窝细胞增生,与人

UC 的病变特征更接近,提示 TNBS 模型可能更适用

于人 UC 的发病机理和药物筛选研究。
门水平丰度的菌群测序结果显示两种模型的

相同之处是:DSS 组和 TNBS 组拟杆菌门、变形菌

门、Patescibacteria 和脱铁杆菌门的相对丰度都降低,
厚壁菌门和疣微菌门的相对丰度均升高;不同之处

是:软壁菌门和蓝藻菌门的丰度在 TNBS 组增加而

在 DSS 组无显著性变化;放线菌门丰度仅在 DSS 组

显著降低,酸杆菌门丰度仅在 TNBS 组显著降低。
属水平丰度的测序结果显示,DSS 组和 TNBS 组

uncultured_bacterium_f_Muribaculaceae、脱硫弧菌属、
Alistipes 和 Candidatus_Saccharimonas 的相对丰度降

低, uncultured _ bacterium _ f _ Lachnospiraceae 和

Akkermansia 的相对丰度升高;区别在于乳杆菌属仅

在 DSS 组丰度降低,拟杆菌属在 DSS 组丰度上升而

在 TNBS 组显著下降。 结果表明,两种 UC 模型的肠

道菌群在门水平和属水平上均与对照组显著不同,
发生了明显的菌群结构紊乱。 已有研究表明,UC
患者或 UC 模型动物不同门和属细菌的相对丰度改

变,均反映出肠道菌群结构紊乱[19-22]。 肠道菌群是

肠道微生态系统的重要组成部分,参与营养和能量

供应、保护肠道粘膜屏障、调节宿主免疫[3,23-24]。 本

实验中,肠道菌群结构紊乱可能加重结肠的组织病

理损伤和功能紊乱。 在 DSS 和 TNBS 模型中菌群变

化,会对结肠上皮屏障和免疫功能产生特定的干扰

作用。 因此本实验进一步分析了 3 种常见菌群变化

对 UC 潜在的损伤机制。
在属水平上,与对照组相比,疣微菌门中的

Akkermansia 的相对丰度在两个模型组中都异常升

高,其中 DSS 组最高。 部分研究认为,Akkermansia
相对丰度与结肠炎小鼠的组织病理损伤和炎症呈

正相关[25-26]。 也有研究观察到它的丰度与肠道炎

症呈负相关,原因是 Akkermansia 中的艾克曼菌在人

体肠道中定植,有维持肠道菌群、保护肠粘膜、减轻

肠道炎症和调节糖脂代等作用[27-29]。 因此,艾克曼

菌异常增多对机体是否有益存在争议,还需进一步

探究。
拟杆菌属是与炎症性肠病高度有关的微生物

群[30]。 与对照组比较,DSS 组拟杆菌属相对丰度显

著升高;TNBS 组相对丰度降低,与已有研究结果一

致[31-32]。 拟杆菌是一种中性菌,若发生不稳定增殖

则为致病菌,吕志堂等[33]发现拟杆菌属中的脆弱拟

杆菌与结直肠癌和炎症性肠病密切相关。 脆弱拟

杆菌分为产肠毒素脆弱拟杆菌 ( enterotoxigenic
Bacterodies friagilis,ETBF)和非产肠毒素脆弱拟杆

菌 ( nontoxigenic Bacterodies friagilis, NTBF) [34-35]。
有研究发现[36-37] 结直肠癌患者肠道中的 ETBF 数

量明显升高,其可能的致癌机制包括干扰粘膜免疫

反应、诱导上皮细胞变化等[38];而 NTBF 通过产生

胞外多糖保护结肠黏膜免受致炎因子侵害[39],抑制

结肠炎和结直肠癌的发展[40]。 本实验 DSS 组中拟

杆菌属的丰度升高是否与致病性 ETBF 增多有关,
TNBS 组中拟杆菌属丰度降低是否与 NTBF 减少有

关,尚需进一步研究。
与对照组相比,DSS 组中乳杆菌属丰度显著降

低,TNBS 组无差异。 乳杆菌属中乳酸菌是厚壁菌
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门中的有益菌,具有抗致病菌、增强上皮屏障、调节

免疫等作用,主要通过分泌短链脂肪酸阻止致病菌

入侵和增殖,恢复肠道菌群平衡,减少肠道炎症的

产生[41-42]。 因此,本实验中,乳酸菌减少与 DSS 组

小鼠的结肠上皮损伤和炎症反应的活跃密切相关。
综上所述,DSS 和 TNBS 建立的 UC 小鼠模型在

临床症状、结肠组织病理损伤和肠道菌群组成上均

有异同,实验结果不仅为 UC 发病机理的研究提供

理论依据,也可为筛选 UC 治疗药物及药效研究时

选择不同动物模型提供参考。
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小型猪 2 型糖尿病模型肠道微生物分析
田威龙,綦文晶,刘笑笑,司景磊,陈奎蓉,程锋,李月月,吕冬玲,梁靓,

高九昱,奉玲丽,莫家远,兰干球,梁晶∗

(广西大学动物科学技术学院,南宁　 530004)

　 　 【摘要】 　 目的　 近期研究证据表明,肠道微生物与 2 型糖尿病(T2DM)等代谢性疾病有关,相关机制研究多

以啮齿类动物为模型,而在更适合研究人类疾病的猪模型上却鲜有报道。 方法　 为了探究小型猪 T2DM 模型中肠

道微生物的组成和结构的变化,本研究以广西巴马小型猪为动物模型,通过高脂高糖饮食诱导 T2DM,建模成功后

采集 T2DM 发病组(T2DM 组)和普通饮食饲喂的对照组(CN 组)个体的新鲜粪便样品,采用 16S rRNA 基因测序技

术进行肠道微生物组成与结构的比较分析。 结果　 结果发现,T2DM 组个体的肠道微生物的多样性发生了明显下

降;在门水平上,与 CN 组相比,T2DM 组厚壁菌门丰度显著增加(P< 0. 05),而拟杆菌门丰度下降;在属水平,PCoA
分析发现 CN 组和 T2DM 组组成显著差异,T2DM 组独有与产琥珀酸相关的光冈菌属,两组比较和 LEfSe 分析发现

两组间存在多个显著性差异的菌属:颤螺旋菌属、普氏菌属和消化球菌属等在 CN 组显著富集,g_Intestinibacter 在
T2DM 组中显著富集;功能预测未发现两组存在显著差异的代谢通路,两组均主要富集在氨基酸的生物合成、碳新

陈代谢、氨基糖和核苷酸糖代谢以及糖酵解和糖异生等方面。 结论　 本研究发现了 2 型糖尿病小型猪肠道微生物

的变化特征和与糖尿病发生密切关联的潜在微生物,为研究肠道微生物与 2 型糖尿病的关联及其作用机制提供了

理论依据。
【关键词】 　 小型猪;糖尿病;肠道微生物
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Analysis of intestinal microflora in mini-pigs with type 2 diabetes mellitus
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【Abstract】 　 Objective 　 Recent studies have shown that intestinal microorganisms are associated with metabolic
diseases, such as type 2 diabetes mellitus (T2DM), and the reported mechanisms are mostly based on rodent models, but
rarely reported in pig models, which are closer to human biology. Methods 　 To explore changes in composition and
structure of intestinal microorganisms in a mini-pig model of T2DM, the Guangxi Bama mini-pig was provided a high-fat /
high-sugar diet to induce T2DM. After successful induction of T2DM, fresh fecal samples were collected from individuals in
the T2DM and control (CN group, fed a normal diet) groups, and 16S rRNA gene sequencing technology was used to
analyze the composition and structure of intestinal microorganisms. Results 　 The sequencing result showed that the
diversity of intestinal microorganisms was decreased in T2DM group versus CN groups. At the phylum level, the abundance
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of Firmicutes and Bacteroides was significantly increased and decreased, respectively, in T2DM group compared with the
CN group. At the genus level, principal coordinates analysis showed that the composition of the CN group was significantly
different from that of T2DM group, and the T2DM group had a unique genus of Mitsuokella related to succinic acid
production. Comparison of the two groups and linear discriminant analysis effect size analysis showed that several bacteria
exhibited significant differences between the two groups, such as Oscillospira, Prevotella and Peptococcus, which were
significantly enriched in the CN group, and g__Intestinibacter, which was significantly enriched in the T2DM group. There
were no significant differences in metabolic pathways between the two groups. The two groups were mainly enriched in
pathways assigned the biosynthesis of amino acids, carbon metabolism, amino sugar and nucleotide sugar metabolism,
glycolysis and gluconeogenesis. Conclusions 　 In this study, we found the characteristics of intestinal microorganism
variation and the potential microorganisms closely associated with the occurrence of T2DM in mini-pigs. These findings
provide a theoretical basis for the study of the association and related mechanisms between intestinal microorganism
and T2DM.

【Keywords】　 mini-pig; diabetes mellitus; intestinal microflora
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　 　 糖尿病(DM)是当前威胁全球人类健康最重要

的慢性非传染性疾病之一,对公共卫生产生严重威

胁。 2 型糖尿病(T2DM)是胰岛素分泌不足或胰岛

素分泌受损引起的代谢综合征,是 DM 的主要类型。
据估计,T2DM 患者的数量将从 2016 年的 4. 5 亿增

加到 2040 年的 6. 42 亿[1]。 除了遗传因素外,全球

T2DM 患病率的快速增长与营养环境的快速变化密

切相关,环境风险因素可通过改变肠道细菌菌群增

加患糖尿病的风险[2]。
得益于测序技术的快速发展,在过去的几年

中,有关肠道微生物组的知识有了很大的发展。
16S rRNA 基因高通量测序发现,哺乳动物在门水平

的核心肠道微生物主要是拟杆菌门、厚壁菌门、放
线菌门、变形菌门和疣微菌门[3]。 肠道微生物组的

活动具有重要的代谢功能,这在肥胖症和糖尿病的

发生、发展中可能都很重要[4]。 将肠道微生物群与

宿主健康和代谢性疾病发展联系起来的因果证据

大多来自啮齿动物的研究[5-6]。 然而,重要的差异

仍然存在,人类和老鼠胃肠道的一个重要区别是,
老鼠的盲肠相对于整个胃肠道的大小比较大,相比

之下,人类的盲肠相对较小且没有明确的功能[6]。
此外,盲肠是小鼠体内重要的发酵部位,小鼠发酵

能力的增加可显著影响肠道微生物的多样性、组成

和功能[7]。 因此,必须谨慎地将小鼠研究和人类研

究进行直接的借鉴。
猪与人在生理结构和主要器官大小等方面都

较为相似,是理想的医学模型,然而其虽然肥胖却

不易患 T2DM[8]。 本研究选用广西巴马小型猪为动

物模型,是长期近交培育形成的可用于 T2DM 模型

研究的理想素材[9]。 通过高脂高糖饮食诱导产生

T2DM,采集新鲜粪便样品,采用 16S rRNA 基因测

序技术比较 T2DM 组和 CN 组小型猪肠道微生物组

成差异,补充了小型猪肠道微生物与 T2DM 发生的

关联证据,为利用小型猪研究人类 T2DM 的发病机

制提供基础。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

本研究使用的 10 头 6 月龄,体重约为 19 kg 的

雌性广西巴马小型猪(普通级)均来自广西大学巴

马小型猪繁育场封闭群【 SCXK(桂) 2018-0003】。
在最初 1 周的适应期中,对所有个体饲喂标准饮食

(表 1)。 随后,随机选择 5 只小型猪作为对照组

(CN 组),继续常规食物饮食,而其余 5 只小型猪改

为高脂高糖饮食诱导 6 个月直至其患病 ( T2DM
组)。 高脂高糖饮食配方为:标准饮食饲料+37%蔗

糖+10%油脂。 实验经广西大学伦理委员会审批

(GXLL2018-006)。
表 1　 CN 组标准饮食营养成分表

Table 1　 Nutrition composition of standard diet of CN group
营养成分 Nutrients 含量(%)Content(%)

粗蛋白 Crude protein 16. 00

粗纤维 Crude fiber 6. 00

粗灰质 Coarse gray matter 8. 00

钙 Calcium 0. 60

总磷 Total phosphorus 1. 00

赖氨酸 Lysine 0. 95

蛋氨酸 Methionine 0. 27

氯化钠 Common salt 0. 80
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1. 1. 2　 主要试剂与仪器

DNA 抽提试剂盒 E. Z. N. A. 􀳏 soil DNA kit
(Omega Bio-tek,Norcross,GA,U. S.),AxyPrep DNA
胶回收试剂盒(Axygen Biosciences,Axygen,U. S)。
小型离心机(ABSON MiFly-6,合肥艾本森科学仪器

有限公司,中国),电泳仪(DYY-6C,北京市六一仪

器厂,中国), PCR 仪 ( ABI GeneAmp 􀳏 9700 型,
ABI,美国), 测序仪 ( Illumina Miseq, Illumina, 美

国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 表型测定和样品采集

在实验进行的 0、2、4、6 月称量体重,并在空腹 16
h 后于前腔静脉采血测量血糖水平。 建模成功时收

集新鲜粪便样品于 1. 5 mL 无菌冻存管中,迅速放入

液氮速冻,后保存于-80 ℃冰箱保存,直至使用。
1. 2. 2　 DNA 提取和测序

为了进行 16S rRNA 测序,将粪便样品根据 E.
Z.N. A. 􀳏 soil DNA kit ( Omega Bio-tek, Norcross,
GA, U.S.)说明书进行总 DNA 抽提,使用 1%的琼脂

糖凝胶电泳检测 DNA 的提取质量。 以纯化的细菌

基因组 DNA 为模板,对 16S rRNA 基因的 V3-V4 区

进行扩增和 DNA 测序,使用的引物是 338F (5’-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3 ’) 和 806R ( 5 ’-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’)。 PCR 反应体系

20 μL:5×TransStart FastPfu 4 μL,2. 5 mmol / L dNTPs
2 μL,上下游引物各 0. 8 μL,TransStart FastPfu 0. 4
μL,模板 DNA 10 ng,补 ddH2O 至 20 μL。 扩增程序

如下:95℃预变性 3 min,27 个循环(95℃ 变性 30 s,

55℃ 退火 30 s,72℃ 延伸 30 s),然后 72℃稳定延

伸 10 min,最后在 4℃进行保存,扩增产物经凝胶电

泳检测后送上海美吉生物医药科技有限责任公司

使用 Illumina 公司的 Miseq PE300 平台进行测序。
1. 2. 3　 数据分析

使用 fastp 软件[10] 和 FLASH[11] 软件对原始测

序序列进行质控和拼接; 基于默认参数, 使用

QIIME2 流程中的 DADA2 插件[12] 对质控拼接之后

的优化序列进行降噪处理,获得 ASV ( Amplicon
Sequence Variant)代表序列和丰度信息。 基于 Sliva
16S rRNA 数据库(v 138),使用 QIIME2 中的 Naive
bayes 分类器对 ASVs 进行物种分类学分析。

2　 结果

2. 1　 体重与空腹血糖变化

本研究发现实验进行到 4 个月和 6 个月时,
T2DM 组的体重极显著高于 CN 组(P< 0. 01) (图
1A)。 CN 组空腹血糖在整个实验时期变化不明显,
而 T2DM 组的空腹血糖呈上升趋势,在实验进行到

6 个月(7. 7 ± 0. 164)mmol / L 时空腹血糖显著高于

CN 组(P< 0. 05)(图 1B)。 参考 2010 年 WHO 针对

人类颁布的糖尿病诊断标准:空腹血糖 ≥ 7. 0
mmol / L 或任意血糖 ≥ 11. 1 mmol / L 即判定为糖尿

病患者,结合国家实验动物专家委员会简报(2018
年第 47 期)中对巴马小型猪糖尿病诊断标准应大

于现有空腹血糖测定最高值 6. 77 mmol / L 的设定,
可以判定本研究广西巴马小型猪 T2DM 模型构建

成功。

注:与 CN 组相比,干预 4,6 月后,T2DM 组体重具有显著性差异,∗P< 0. 05。 与 CN 组相比,干预 6 月后,T2DM 组空腹血糖具有显著性差异,∗

P< 0. 05。

图 1　 体重和空腹血糖变化

Note. Compared with the CN group, the weight of T2DM group was significantly different at 4 and 6 months after intervention, ∗P < 0. 05. Compared

with CN group, fasting blood glucose in T2DM group was significantly different at 6 months after intervention, ∗P < 0. 05.

Figure 1　 Changes in body weight and fasting blood glucose
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2. 2　 样本序列信息

本研究对 CN 组和 HFD 组小型猪肠道微生物

16S rRNA 的 v3-v4 区进行高通量测序,对原始序列

进行质控拼接之后共获得 576 918 条优化序列,使
用 QIIME2 流程中的 DADA2 插件对获得的优化序

列进行降噪处理共获得 1587 个 ASV,分为 17 个门、
24 个纲、47 个目、82 个科、200 个属和 330 个种。
2. 3　 Alpha 多样性分析

为了评估微生物群落多样性,首先,对单个样

本进行归一化处理,通过 QIIME2 平台将每个样本

内的 ASVs 抽平为 29 202 条序列。 然后,利用抽平

后的序列计算计算了细菌物种的多样性指数

(Shannon、 Simpson) 和丰富度指数 ( Chao1、ACE、
Sobs),CN 组和 HFD 组 0、7、15、30 d 不同时期的

Shannon 指数、Simpson 指数、Chao 指数、ACE 指数

和 Sobs 指数之间均无显著性差异,但是 T2DM 组

的多样性指数和丰富度指数普遍低于 CN 组(表
2)。

表 2　 CN 组和 T2DM 组的 Alpha 多样性

Table 2　 Alpha diversity of the CN group and the T2DM group
组别 Groups Sobs ACE Chao Shannon Simpson

CN 组 CN group 439. 80 ± 24. 09 440. 70 ± 24. 46 440. 40 ± 24. 38 4. 34 ± 0. 19 0. 05 ± 0. 01
T2DM 组 T2DM group 329. 00 ± 41. 80 329. 50 ± 41. 96 329. 20 ± 41. 87 3. 80 ± 0. 24 0. 07 ± 0. 01

P 值 P value 0. 0508 0. 0512 0. 0508 0. 1105 0. 2564

2. 4　 物种组成及其变化

在门水平上,检测到 CN 组和 T2DM 组共 17 个

门,其中两组共有 16 个门,T2DM 组有 1 个特有的

门(图 2A)。 CN 组和 T2DM 组的优势门分别为厚

壁菌门和拟杆菌门,均占据了各组总数的 90%以上

(图 2B)。 厚壁菌门和拟杆菌门的在两组的比例不

同,其中厚壁菌门在 T2DM 组的比例显著高于 CN
组(P< 0. 05)(图 2C),拟杆菌门在两组中虽然无显

著性差异,但 T2DM 组中的比例要低于 CN 组(图
2D)。

注:A:Venn 展示的是 T2DM 组和 CN 组共有的门;B:条形图展示是两组物种组成;C:箱型图展示的是厚壁菌门在两组差异;D:箱型图展示

的是拟杆菌门在两组差异。

图 2　 T2DM 组和 CN 组肠道微生物在门水平的组成和差异

Note. A. Venn shows the common phyla of the T2DM group and the CN group. B. The bar chart shows the species composition of the two groups. C.
The box chart shows the differences between Firmicutes in the two groups. D. The box chart shows the differences between Bacteroidetes in the two
groups.

Figure 2　 Composition and difference of intestinal microflora at phylum level between T2DM group and CN group
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　 　 在属水平上,共鉴定到 200 个属水平菌,其中

CN 组和 T2DM 组共有的属有 146 个,CN 组有 25 个

特有的属,其中排名前 3 的属分别是 Agathobacter、
Eubacterium_brachy_group 和 Solibacillus(见图 3A);
T2DM 组有 29 个特有的属,其中排名前 3 的属分别

是光冈菌属、g _norank _ f_T 和 Intestinibacter(见图

3B)。 CN 组 和 HFD 组 的 优 势 均 属 主 要 为

Clostridium_sensu_stricto_1 和乳杆菌属(见图 3C)。
此外,发现两组存在显著差异的菌属:普氏菌属、颤
螺 旋 菌 属、 Eubacterium _ ruminantium _ group 和

Prevotellaceae_NK3B31_group 等 8 个菌属在 CN 组的

丰度显著高于 T2DM 组(P< 0. 05)(图 3D)。

注:A:CN 组特有菌属;B:T2DM 组特有菌属;C:T2DM 组和 CN 组在属水平的物种组成;D:T2DM 组和 CN 组在属水平的物种差异。

图 3　 T2DM 组和 CN 组肠道微生物在属水平的组成与差异

Note. A. CN group endemic bacteria. B. T2DM group endemic bacteria. C. The bar chart shows the species composition of T2DM group and CN
group at the genus level. D. The bar chart shows the differences of T2DM group and CN group at the genus level.

Figure 3　 Composition and difference of intestinal microflora at genus level between T2DM group and CN group
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2. 5　 微生物组成差异

为了探讨 CN 组和 T2DM 组的微生物组成是否

具 有 差 异, 利 用 主 坐 标 ( principal co-ordinates
analysis,PCoA)分析 CN 组和 T2DM 组微生物在门

和属水平上的组成。 我们发现,在门水平上有部分

样品略有交叉(见图 4A),但是在属水平上样品可

以按照不同分组完全分开(见图 4B)。

图 4　 T2DM 组和 CN 组肠道微生物在门和属水平的 PCoA 分析

Figure 4　 PCoA analysis of intestinal microorganisms in the T2DM group and CN group at phylum and genus levels

图 5　 CN 组和 T2DM 组分支图和柱形图

Figure 5　 Cladogram and column diagram of CN group and T2DM group

使用 LEfSe( Linear Discriminant Analysis Effect
Size)分析来识别在门、纲、目、科、属分类水平上负

责区分 CN 组和 T2DM 组的关键肠道微生物。 共发

现了 27 个差异项,其中 26 个在 CN 组中富集,1 个

在 T2DM 组中富集, CN 组中的差异项远远多于

T2DM 组。 LDA 分析结果(见图 5)显示 26 个在 CN
组中富集的菌群分别为:密螺旋体属、颤螺旋菌属、
普氏菌属、消化球菌属、螺旋体目、球菌科、普氏菌

科、螺旋体科、g__Lachnospiraceae_XPB1014_group、c
__ Spirochaetiap _ _ Spirochaetota、 g _ _ prevotellaceae _
NK3B31_group、g__norank_f__p_251_o5、f__p_251_
o5、g__norank_f__Ruminococcaceae、g__unclassified_f_

_prevotellaceae、g__UCG_009、g__Eubacterium_brachy
_ group、 g _ _ Solibacillus、 g _ _ unclassified _ o _ _
Oscillospirales、f__unclassified_o__Oscillospirales、f__
norank_o__Bradymonadales、g__norank_f__norank_o_
_ Bradymonadales、 c _ _ Desulfuromonadia、 o _ _
Bradymonadales;1 个在 T2DM 组中富集菌群是:g__
Intestinibacter。
2. 6　 肠道微生物组功能预测分析

由于肠道菌群可调节宿主的代谢途径,使用

PICRUSt2( Phylogenetic Investigation of Communities
by Reconstruction of Unobserved States)获得样本基

因家族的丰度,然后,将基因家族信息与对应的

KEGG 功能数据库(Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes,http: / / www. genome. jp / kegg / ) 进行比对,
获得每个样本中对应的功能信息和丰度信息。 本

研究发现 CN 组和 T2DM 组之间功能无显著性差

异,均主要富集在氨基酸的生物合成、碳新陈代谢、
氨基糖和核苷酸糖代谢以及糖酵解和糖异生等方

面(见图 6)。
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图 6　 CN 组和 T2DM 组 KEGG 三级代谢通路热图

Figure 6　 Heat map of KEGG level 3 metabolic pathway in CN and T2DM groups

3　 讨论

在过去的 10 余年中,肠道微生物群在代谢紊乱

(如人类肥胖和 2 型糖尿病)发展过程中所起的作

用备受关注。 这在一定程度上是由于新一代测序

技术的引入,加上粪便样本可获得性的增加。 肠道

微生物与 T2DM 发生有关的证据正在迅速积累。 本

研究以广西巴马小型猪为动物模型,通过高脂高糖

饮食构建 T2DM 模型,发现与正常饮食组相比,
T2DM 组肠道微生物的多样性下降并且菌群结构发

生改变。 此外,还通过 LEfSe 分析寻找可能与 T2DM
密切相关的肠道微生物,这些结果补充了猪肠道微

生物与 T2DM 相关的证据。
本研究发现 T2DM 小型猪肠道微生物的 Alpha

多样性降低,Li 等[13]通过对来自我国北方糖尿病患

者的肠道微生物进行分析,发现与健康个体相比,
糖尿病患者的肠道菌群多样性显著降低。 T2DM 患

者肠道微生物多样性的降低可引起一定程度的肠

道细菌营养不良,并干扰肠道菌群与宿主之间的相

互作用。 Le 等[14]发现肠道微生物组成多样性较低

的受试者显示出体重增加更多、胰岛素敏感性降

低、血脂异常和炎症标记物增加,而细菌丰度的增

加仅仅是反映了健康和多样化的饮食,还是直接有

助于抵抗 T2DM 仍有待确定。 此外,CN 组和 T2DM
组微生物 PCoA 分析发现,CN 组和 T2DM 在门水平

和属水平上的组成存在明显差异。 Larsen 等[15] 在

2010 年首次研究了 2 型糖尿病患者和对照组患者

肠道菌群的差异,结果表明,不同类群的微生物群

组成在门水平上存在显著差异。
在门水平,CN 组和 T2DM 组的优势门均为厚壁

菌门和拟杆菌门,饮食改变了其在两组中的比例,
其中厚壁菌门在 T2DM 组的比例显著高于 CN 组(P
< 0. 05),拟杆菌门在两组中虽然无显著性差异,但
在 T2DM 组中的比例低于 CN 组。 自 2005 年 Ley
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等[16]发现肥胖小鼠中拟杆菌门的丰度低于瘦小鼠,
而厚壁菌门比例增加以来,许多研究都发现了类似

的结果。 这主要是因为厚壁菌门的代谢多样性高

于拟杆菌门(分别为 348 条代谢途径和 76 条代谢途

径),可以从饮食中获取更多能量[17]。 拟杆菌门主

要通过产生丙酸向宿主提供能量,因此当拟杆菌门

比例下降时,不仅降低了微生物多样性,还可能影

响能量代谢[18]。 此外,拟杆菌门的减少还意味着乙

酸和丙酸的产量显著减少,而丙酸可以促进肠道糖

异生,影响能量和葡萄糖稳态,因此拟杆菌门的降

低可能与糖尿病的发生有关[19]。
在属水平,T2DM 组有 29 个特有的属,其中含

量最多的属是光冈菌属。 Serena 等[20] 发现光冈菌

属是产生琥珀酸的成员之一。 循环中的琥珀酸是

一种由微生物群和宿主共同产生的代谢物,体内琥

珀酸水平的升高与葡萄糖稳态的损害有关[21]。 事

实上,高琥珀酸水平与多种人类疾病有关,包括心

血管疾病[22] 和 T2DM[23] 相关。 还发现了 CN 组和

T2DM 组显著差异的菌属,比如:颤螺旋菌属、普氏

菌属和 norank_f__p-251-o5 等在 CN 组显著富集。
颤螺旋菌属是一种从未被培养过的神秘细菌属,人
们对其在肠道中的生态作用或生理特性知之甚少,
使用 16S rRNA 测序却发现其是人类粪便微生物群

的主要成分之一[24]。 Goodrich 等[25] 发现颤螺旋菌

属的成员是高度遗传的,在较瘦的受试者中富集,
这与本文的研究一致。 此外,颤螺旋菌属是鸟类、
鱼类哺乳动物(老鼠)在食期间盲肠中唯一增加的

属,因为颤螺旋菌属能够降解宿主聚糖(如唾液酸

和葡萄糖醛酸) [26],这在一定程度上解释了为什么

颤螺旋菌属常富集在较瘦个体中。
为了寻找与 T2DM 密切相关的肠道微生物,使

用 LEfSe 分析来识别在门、纲、目、科、属分类水平上

负责区分 CN 组和 T2DM 组的关键肠道微生物。 结

果发现密螺旋体属、g__norank_f__Ruminococcaceae、
普氏菌属和消化球菌属等 26 个菌群在 CN 组显著

富集,而仅有 1 个菌群 g__Intestinibacter 在 T2DM 组

中富集。 说明 T2DM 组与健康对照之间存在许多明

显不同的细菌种类,表明肥胖的 T2DM 患者中肠道

菌群营养不良。 尽管目前对于 2 型糖尿病患者中哪

些细菌发生了显着改变尚缺乏共识,但普遍的观察

是减少了 2 型糖尿病患者的细菌数量。 g__norank_f
__Ruminococcaceae 是瘤胃菌科的成员。 瘤胃菌科是

乙酸盐的重要来源。 肠道微生物代谢产物的变化

在代谢性疾病发展中比微生物组成本身发挥的作

用更大[27]。 肠道微生物群会产生大量代谢产物,短
链脂肪酸就是其中较为重要的一种代谢产物。 短

链脂肪酸是由大肠内不可消化膳食纤维细菌发酵

产生的,主要由乙酸、丙酸和丁酸组成。 对小鼠的

研究表明,补充 SFCA 可以改善胰岛素敏感性和血

脂异常,防止体重增加,并增加饮食导致的肥胖小

鼠的能量消耗[28]。 因此,短链脂肪酸的减少可能导

致肥胖和糖尿病患者的炎症性增高。
关于 T2DM 的病因,医学中已经阐明了许多因

素。 随着对肠道菌群的深入研究,人们对病因有了

新的认识和扩展,也为更好地预防肥胖和糖尿病提

供了公共指导。 然而种族、宿主遗传学、饮食习惯

和药物使用之间的复杂相互作用在塑造微生物群

落中都起着重要作用,使其成为一个有趣而又充满

挑战的研究领域。 此外,目前关于肠道菌群在人类

新陈代谢发挥因果作用的结论由于其他混杂因素

而变得模糊,例如测序和分析技术的差异以及用于

研究的饮食差异,因此,探讨建立的标准化技术准

则至关重要。

4　 结论

我们发现了 T2DM 组特有的肠道微生物特征和

其与 CN 组之间存在显著差异的肠道微生物。 这为

研究肠道微生物对 T2DM 发挥作用的潜在机制提供

了新的证据和理论依据,有利于建立开发基于微生

物群的个性化干预措施以应对人类代谢性疾病的

方法。
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常用小鼠、大鼠肠道菌群比较研究
黄树武,闵凡贵,王静,罗银珠,何丽芳,陈梅玲,潘金春∗

(广东省实验动物监测所,广东省实验动物重点实验室,广州　 510663)

　 　 【摘要】 　 目的　 对 6 种常用品系小鼠和大鼠肠道菌群进行比较研究。 方法 　 采集 3 家实验动物生产单位

150 只 SPF 级小鼠和大鼠的 210 份粪便或肠道内容物样本,依据细菌 16S rDNA V3-V4 区域通用引物对样本进行

PCR 扩增,并采用 Illumina Hiseq 2500 高通量测序平台进行测序。 基于动物来源、品种品系、性别、年龄和肠道分段

(十二指肠、空肠、回肠、盲肠、结肠、直肠)等因素,运用生物信息学分析方法对小鼠和大鼠肠道菌群结构组成多样

性及差异性进行聚类分析。 结果　 来源相同的实验小鼠或大鼠的肠道菌群间相似性最高,而实验小鼠与大鼠的肠

道菌群因品种不同存在差异性。 实验小鼠不同肠段的肠道菌群有一定差异性,其粪便样本与其结肠肠道菌群的相

似性较高。 相同饲养生存环境条件下,实验小鼠的年龄和肠道肠段是决定动物肠道菌群结构的主要内源性因素,
而品系、性别对其肠道菌群的影响作用较小。 结论　 本研究揭示了常用品系小鼠和大鼠肠道菌群的多样性与差异

性,探讨宿主肠道菌群的相关影响因素,为肠道菌群与疾病关系的相关研究提供更多基础数据。
【关键词】 　 小鼠;大鼠;肠道菌群

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2021) 06-0777-08

Comparative study of intestinal flora in common mice and rats
HUANG Shuwu, MIN Fangui, WANG Jing, LUO Yinzhu, HE Lifang, CHEN Meiling, PAN Jinchun∗

(Guangdong Laboratory Animals Monitoring Institute, Guangdong Provincial Key Laboratory of
Laboratory Animals, Guangzhou 510663, China)

Corresponding author: PAN Jinchun. E-mail: jcpan@ sina.com

【Abstract】　 Objective　 To conduct a comparative study of the intestinal flora in six common strains of mice and
rats. Methods　 In this study, 210 feces or intestinal content samples were collected from 150 SPF mice and rats from three
experimental animal production units. PCR amplification of the samples was carried out based on common primers of the
bacterial 16S rDNA V3-V4 region, and then the Illumina HiSeq 2500 high-throughput system was used for sequencing.
Based on the animal source, breed, gender, age and intestinal segmentation (duodenum, jejunum, ileum, cecum, colon
and rectum) factors, bioinformatics method and cluster analysis of differences were applied to analyze the diversity in the
structure of the intestinal flora in rats and mice. Results　 The intestinal flora of experimental mice or rats with the same
source had the highest similarity, whereas the intestinal flora of experimental mice and rats showed certain differences due
to the type of species. The intestinal flora from different intestinal segments of experimental mice exhibited certain
differences, and stool samples were more similar to the colonic intestinal flora. Under the same breeding and living
environment conditions, the species, age and intestinal segment of experimental mice and rats are the main endogenous
factors that determine the structure of the intestinal flora, and the effect of strain and gender on their intestinal flora is
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minimal. Conclusions　 This study revealed the diversity and differences in the intestinal flora of common mice, explored
the influencing factors of the host intestinal flora, and provided more basic data for the relationship between intestinal flora
and diseases.

【Keywords】　 mice; rats; intestinal flora
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　 　 近年来,随着新一代基因测序技术、生物信息

学分析工具和肠道微生物多组学的迅速发展,肠道

菌群成为当今科研领域的研究热点之一[1-4]。 目前

研究已证实,肠道菌群与人体的肥胖和糖尿病代谢

性疾病[5-6],炎症性肠病[7],胃肠道癌症[8],心脑血

管疾病[9-10]以及自身免疫性疾病[11] 等具有密切相

关性。 而实验小鼠和大鼠作为研究肠道菌群的重

要工具动物,因动物来源、品种品系、性别年龄以及

不同肠道肠段等多种因素的差异,导致其自身宿主

背景的肠道菌群有所区别,况且目前对肠道菌群的

影响因素分析不够全面,缺乏相关背景数据,导致

对相关肠道菌群研究的动物实验设计或实验结果

分析产生一定影响。 本研究通过对常用品系的 150
只大、小鼠肠道菌群的高通量测序分析,剖析其肠

道菌群的组成结构与丰度,揭示肠道菌群的多样性

与差异性,分析宿主肠道菌群的相关影响因素,为
肠道菌群研究提供数据参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

从广东省医学实验动物中心【SCXK(粤)2018-
0002】,北京维通利华实验动物技术有限公司

【SCXK(京)2016-0006】和南方医科大学实验动物

中心【SCXK(粤)2016-0041】三家实验动物生产单

位(分别用代号 SY、BWL、NFY 表示)购买 150 只

SPF 级实验小鼠和大鼠,包括小鼠品系 KM、C57BL /
6J、BALB / c、NIH 和大鼠品系 SD、Wistar,具体信息

见表 1。 所有实验操作都在实验动物使用设施

【SYXK(粤)2016-0122】中进行,设施环境指标满足

国家标准 GB14925-2010 要求,实验经广东省实验

动物监测所动物管理和使用委员会审查(编号:I-
IACUC2020105),遵循动物福利和相关伦理要求。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

QIAamp DNA Stool Mini Kit 试剂盒(QIAGEN 公

司,货号 51504),Phusion􀳏 Hot Start Flex 2X Master
Mix(NEB 公司,货号 M0536L),DL2000 DNA Marker
(TaKaRa 公司,货号 3427)等,各种试剂均在有限期

内使用。 生物安全柜(德国,Biometra 型),PCR 超

净工作台(浙江苏净净化设备有限公司,SW-CJ-1F
型),L96G 梯度型 PCR 仪(杭州朗基科学仪器有限

公司,L96G 型),电泳仪(北京六一仪器厂,DYY-6C
型)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 样本采集

在洁净生物安全柜里,对 110 只 6 ~ 8 周龄的

小鼠和大鼠无菌操作采集粪便样本于无菌无 DNA
酶 / RNA 酶的 1. 5 mL EP 管中,小鼠粪便重量为 50
~ 100 mg,大鼠粪便重量为 100 ~ 200 mg,并对其中

10 只 NIH 品系小鼠安乐死后解剖取十二指肠、空
肠、回肠、盲肠、结肠和直肠六段不同的肠段内容物

50 ~ 100 mg 于 EP 管中。 另外,对 40 只 1 周龄、2
周龄、3 周龄、5 周龄的 NIH 品系小鼠,同样采集粪

便样本于 EP 管中,采集完后立即将所有样本冻存

于-80℃冰箱里。 动物粪便样本编号以动物编号记

录,而动物十二指肠、空肠、回肠、盲肠、结肠和直肠

的肠道内容物样本分组编号以雌性 I1_a、I1_b、I1_
c、I1_d、I1_e、I1_f,雄性 I2_a、I2_b、I2_c、I2_d、I2_e、
I2_f 来记录。
1. 2. 2　 样本扩增

根据试剂盒说明书,使用 QIAamp DNA Stool
Mini Kit 对样本进行基因提取,提取的核酸作为

DNA 模板。 根据细菌 16S rDNA V3-V4 区域设计特

异引物序列 341F:5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’,
805R:5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’,扩增的

产物长度为 465 bp。 PCR 反应体系为样本 DNA 50
ng,Phusion􀳏 Hot Start Flex 2X Master Mixart Version
12. 5 μL,前后引物(1 μmol / L)各 2. 5 μL,后补加无

菌水到 25 μL。 反应程序为 98℃预变性 30 s,98℃
变性 10 s,54℃退火 30 s,72℃延伸 45 s,反应进行

35 个循环,后 72℃延伸 10 min,最后吸取扩增产物

电泳检查产物质量。
1. 2. 3　 高通量测序及生物信息学分析

通过构建 16S rRNA 全长文库,使用 Illumina
Hiseq 2500 高通量测序平台进行测序,获得测序数

据后利用 overlap 将双端数据进行拼接,并进行质
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　 　 　 表 1　 实验小鼠和大鼠的信息

Table 1　 Information of experimental mice and rats
品种
Breed

品系
Strains

性别
Sex

周龄
Week age

体重(克)
Weight(g)

数量
Numbers

来源单位
Source

分组
Groups

动物编号
Animal number

小鼠
Mouse

KM

C57BL / 6J

BALB / c

NIH

雌 Female

雄 Male

雌 Female

雄 Male

雌 Female

雄 Male

雌 Female

雄 Male

6 ~ 8 28 ~ 31 5 SY A1 A1_1 ~ A1_5
6 ~ 8 29 ~ 30 5 BWL B1 B1_1 ~ B1_5
6 ~ 8 32 ~ 35 5 SY A2 A2_1 ~ A2_5
6 ~ 8 31 ~ 34 5 BWL B2 B2_1 ~ B2_5
6 ~ 8 17 ~ 20 5 SY C1 C1_1 ~ C1_5
6 ~ 8 17 ~ 19 5 BWL D1 D1_1 ~ D1_5
6 ~ 8 19 ~ 22 5 SY C2 C2_1 ~ C2_5
6 ~ 8 20 ~ 21 5 BWL D2 D2_1 ~ D2_5
6 ~ 8 18 ~ 20 5 SY K1 K1_1 ~ K1_5
6 ~ 8 18 ~ 20 5 BWL J1 J1_1 ~ J1_5
6 ~ 8 20 ~ 23 5 SY K2 K2_1 ~ K2_5
6 ~ 8 21 ~ 23 5 BWL J2 J2_1 ~ J2_5

1 3 ~ 5 5 SY I3 I3_1 ~ I3_5
2 8 ~ 9 5 SY I5 I5_1 ~ I5_5
3 10 ~12 5 SY I7 I7_1 ~ I7_5
5 20 ~ 23 5 SY I9 I9_1 ~ I9_5

6 ~ 8 25 ~ 28 5 SY I1 I1_1 ~ I1_5
1 3 ~ 6 5 SY I4 I4_1 ~ I4_5
2 8 ~ 10 5 SY I6 I6_1 ~ I6_5
3 12 ~ 14 5 SY I8 I8_1 ~ I8_5
5 22 ~ 25 5 SY I10 I10_1 ~ I10_5

6 ~ 8 27 ~ 30 5 SY I2 I2_1 ~ I2_5

大鼠
Rat

SD

Wistar

雌 Female

雄 Male

雌 Female

雄 Male

6 ~ 8 170 ~ 200 5 SY E1 E1_1 ~ E1_5
6 ~ 8 180 ~ 200 5 BWL F1 F1_1 ~ F1_5
6 ~ 8 200 ~ 230 5 SY E2 E2_1 ~ E2_5
6 ~ 8 220 ~ 240 5 BWL F2 F2_1 ~ F2_5
6 ~ 8 150 ~ 180 5 BWL G1 G1_1 ~ G1_5
6 ~ 8 160 ~ 180 5 NFY H1 H1_1 ~ H1_5
6 ~ 8 170 ~ 200 5 BWL G2 G2_1 ~ G2_5
6 ~ 8 190 ~ 210 5 NFY H2 H2_1 ~ H2_5

控、嵌合体过滤,得到高质量的 cleandata,接着调用

DADA2( divisive amplicon denoising algorithm) 对序

列进行去噪,相当于以 100%相似度聚类,然后去冗

余,得到 Feature (特征),再与 16S 数据库 SILVA
(Release132)和 NT-16S 进行序列比对,得到样本中

物种注释信息,进而对样本肠道菌群的分类构成与

多样性及差异性分析,并生成相关图表。

2　 结果

2. 1　 样本内物种 Alpha 多样性分析

本研究获得 6 ~ 8 周龄的 KM、 C57BL / 6J、
BALB / c、NIH 四种品系小鼠 70 份粪便样本, SD、
Wistar 两种品系大鼠 40 份粪便样本,1 周龄、2 周

龄、3 周龄、5 周龄 NIH 品系小鼠 40 份粪便样本,以
及 6 ~ 8 周龄 NIH 小鼠十二指肠、空肠、回肠、盲肠、
结肠和直肠共 6 个肠段的 60 份肠道内容物样本。

通过对所有样本的 16S rDNA 高通量测序后,

相同组别内的 5 份动物样本的肠道菌群差异性很

小,按照分组原则进行聚类分析,且对样本内物种

的丰富度与均匀度进行 Alpha 多样性分析,绘制

Simpson 图与 Good’ s Coverage 图(见图 1),观察到

Simpson 图中所有样本曲线均趋于平缓,说明测序

深度已经基本覆盖到样本中所有的物种,样本的测

序深度充分,测序数据合理;而 Good’ s Coverage 图

中曲线都趋近于 1,说明样本内物种的丰富度和均

匀度足够,样本内物种具有多样性。
2. 2　 肠道菌群结构组成与影响因素分析

2. 2. 1　 不同来源单位、品种品系和性别的大小鼠肠

道菌群分析

在门分类上,四种品系小鼠与两种品系大鼠的

粪便样本肠道菌群主要为拟杆菌门(Bacteroidetes)、
厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌门 (Proteobacteria)、
Epsilonbacteraeota 门和疣微菌门( Verrucomicrobia),
前三者占据 90%以上(图 2A)。 在属分类上,肠道
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注:A:Simpson 图;B:Good’s Coverage 图。

图 1　 样本内物种 Alpha 多样性分析

Note. A. Simpson diagram. B. Good’s Coverage diagram.

Figure 1　 Alpha diversity analysis of sample species

菌群 物 种 多 样 性 程 度 高, 主 要 为 未 分 类 的

Muribaculaceae 属、 毛 螺 菌 属 NK4A136 组

( Lachnospiraceae _ NK4A136 _ group )、 另 枝 菌 属

(Alistipes)、拟普雷沃菌属(Alloprevotella)、拟杆菌属

( Bacteroides )、 Muribaculum 属、 乳 杆 菌 属

(Lactobacillus)7 种菌属(图 2B)。

图 2　 不同来源单位、品种品系和性别的大、小鼠肠道菌群在门与属分类水平上的丰度柱状图

Figure 2　 Histogram of the abundance of intestinal flora of rats and mice from different source units, breeds,
strains and genders at the level of phylum and genus classification

采用 Circos 圈图分析样本与物种共线性关系以

及优势物种的分布情况,并对各样本间的物种丰度

进行主坐标分析 ( principal co-ordinates analysis,
PCoA)(图 3),可见不同样本间有所交叉并形成四

个大类群,动物来源不同可造成肠道菌群物种组成

存在差异,如:BWL 单位的 F1 和 F2,G1 和 G2 组样

本代表的 SD、Wistar 大鼠肠道菌群相似性较高,而
与 SY 单位的 E2 和 E1,NFY 单位的 H2 和 H1 组样

本代表的 SD、Wistar 大鼠肠道菌群存在一定差异

性,后者未分类的 Muribaculaceae 属所占相对丰度比

例比前者的高;对于同一 SY 单位中 A1 和 A2、K1
和 K2、I1 和 I2、C1 和 C2 组所代表的 KM、BALB / c、
NIH 和 C57BL / 6 品系小鼠肠道菌群相似度较高,但
与 BWL 单位的同种品系小鼠存在差异性;BWL 单

位中 B1 和 B2、J2 和 J1、D1 和 D2 组所代表的 KM、
BALB / c 和 C57BL / 6 品系小鼠肠道菌群亦无明显差

异性;另外,通过对比小鼠与大鼠品种肠道菌群中

优势菌属,发现小鼠肠道菌群中存在较高丰度的

Alloprevotella 属,而 BWL 单位 F1 和 F2,G1 和 G2 的

大鼠肠道菌群中未分类的 Muribaculaceae 属相对丰

度较低,但 G1 和 F1 有更高丰度的 Bacteroides 属;
NFY 单 位 的 H2 和 H1 有 更 高 丰 度 的 未 分 类

Bacteroidetes 属。 最后,通过对所有同一来源单位、
同一品种品系、不同性别大小鼠样本间肠道菌群两

两比较,其布雷柯蒂斯相异度(bray-curtis diatance)
比较接近,未发现存在明显差异性。
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注:Circos 圈图左侧代表物种,右侧代表样本组,不同颜色代表不同的分类学门类和样本分组。

图 3　 样本与物种关系 Circos 圈图与样本间 PCoA 分析

Note. The left side of the Circos circle represents species, and the right side represents sample groups. Different colors represent different taxonomic
categories and sample groups.

Figure 3　 Sample-species relationship Circos circle diagram and PCoA analysis

2. 2. 2　 不同年龄小鼠肠道菌群分析

通过对 1 周龄、2 周龄、3 周龄和 5 周龄 NIH 小

鼠粪便样本分组聚类与 PCoA 分析(图 4),发现各

年龄段的雌、雄性小鼠肠道菌群优势菌属种类和相

对丰度存在差异性。 首先,可观察到 I3 和 I4,I5 和

I6,I7 和 I8,I9 和 I10 两两样本组间的布雷柯蒂斯相

异度(bray-curtis diatance)最近,其肠道菌群物种构

成和相对丰度无明显差异性,说明性别对 1 ~ 5 周

图 4　 不同周龄 NIH 小鼠肠道菌群丰度柱状图与 PCoA 分析

Figure 4　 Histogram of intestinal flora abundance in NIH mice of different ages and PCoA analysis

龄的雌雄小鼠肠道菌群影响较小。 而随着小鼠年

龄的增长,肠道菌群是一个动态发展变化的过程,
物种的种类数量逐渐增多,且相对丰度发生着不同

的变化。 小鼠从出生开始,1 周龄左右便有肠道菌

群的出现,种类最少,多样性较低,以 Lactobacillus
属,链球菌属(Streptococcus)占据主要地位,且此时

雌性小鼠相对雄性小鼠具有较高丰度的假单胞菌

属(Pseudomonas);到 2 周龄,物种的种类明显增多,

多样性丰富,Lactobacillus 属仍占绝对优势地位,但
其相对丰度减少,出现未分类的 Muribaculaceae 属,
Alloprevotella 属、Bacteroides 属和 Proteus 属等多种优

势菌属;3 周龄时,另外观察到出现明显增多的

Akkermansia 属、Eisenbergiella 属、Bilophila 属和瘤胃

梭菌属(Ruminiclostridium_9)等菌属;5 周龄时,则以

未 分 类 的 Muribaculaceae 属、 Lactobacillus 属、
Alloprevotella 属、 Bacteroides 属、 Muribaculum 属 和

Lachnospiraceae_NK4A136_group 为主,且发现此时

雌性小鼠相对雄性小鼠有较高丰度的未分类的

Muribaculaceae 属, 但只有较低丰度的未分类的

Clostridiales 属和 Alistipes 属。 进而把 5 周龄与 6 ~ 8
周龄的 NIH 小鼠肠道菌群比较分析,发现这两个周

龄段的小鼠肠道菌群相似度较高,主要优势菌属一

致,说明到 5 周龄后,肠道菌群已趋于相对稳定共生

的状态。
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2. 2. 3　 不同肠段和粪便样本的小鼠肠道菌群分析

通过对 NIH 小鼠十二指肠、空肠、回肠、盲肠、
结肠、直肠六个不同肠段内容物样本以及粪便样本

的菌群进行比较分析(图 5),发现小鼠十二指肠、空
肠和回肠的肠道菌群物种种类相对较少,主要为

Lactobacillus 属、 未 分 类 的 Muribaculaceae 属、
Candidatus_ arthromitus 属、Pseudomonas 属,且不同

性别的小鼠肠道菌群中 Candidatus_arthromitus 属所

占丰度存在一定差异性。 小鼠盲肠和结肠中肠道

菌群物种种类数量明显增多,多样性丰富且物种丰

度比较均衡,主要为未分类的 Muribaculaceae 属、
Lactobacillus 属、 螺 杆 菌 属 ( Helicobacter )、
Muribaculum 属、 Alloprevotella 属、 杜 氏 杆 菌 属

( Dubosiella )、 Lachnospiraceae _ NK4A136 _ group、
Alistipes 属八种菌属。 然而直肠中以螺杆菌属

(Helicobacter)为主,小部分是 Lactobacillus 属、未分

类的 Muribaculaceae 属和 Pseudomonas 属。
根据粪便样本与不同肠段肠道菌群比较分析

结果,发现分组中 I1 与 I1_e,I2 与 I2_e 样本的布雷

柯蒂斯相异度(bray-curtis diatance)最近,说明粪便

样本与结肠的肠道菌群构成相似性最高。
2. 2. 4　 肠道菌群内物种相关性分析

对属水平分类上的微生物丰度,比较样本中优势

菌群物种之间的相关性,绘制出热图以及网络图(图
6)。 由此可知,优势菌属 Muribaculum 属与未分类的

Muribaculaceae 属、Alistipes 属、Alloprevotella 属存在一

定的正相关关系。 Lactobacillus 属与 Streptococcus 属、
Proteus 属和葡萄球菌属(Staphylococcus)存在一定的

正相关关系,而与 Lachnospiraceae_NK4A136_group、
未分类的 Muribaculaceae 属存在负相关关系。 这提示

随着肠道内环境的变化,肠道菌群优势菌属存在互相

共生共存与竞争抑制的情况。

图 5　 不同肠段和粪便样本的 NIH 小鼠肠道菌群丰度柱状图与 PCoA 分析

Figure 5　 Histogram and PCoA analysis of intestinal flora abundance of NIH mice from different intestinal segments and stool samples

注:A:热图;B:网络图。

图 6　 肠道菌群内物种相关性分析

Note. A. Heat map. B. Network map.

Figure 6　 Species correlation analysis in the intestinal flora
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3　 讨论

肠道菌群作为人和动物肠道内最复杂多样化

的微生物群落,在维持宿主肠道结构和功能、促进

营养代谢、调节免疫系统和预防病原菌等方面发挥

着重要的作用[12-14]。 本研究通过对 4 种品系小鼠

和两种品系大鼠肠道菌群聚类分析,发现小鼠与大

鼠肠道菌群具有丰富的多样性,主要有未分类的

Muribaculaceae 属、毛螺菌属 NK4A136、另枝菌属、拟
普雷沃菌属、拟杆菌属、Muribaculum 属和乳杆菌属

7 种菌属。 相同来源的同个品种动物的肠道菌群相

似度较高,小鼠相对大鼠的肠道菌群具有较高丰度

的拟普雷沃菌属,两者优势菌属存在一定差异性,
而品系、性别对其影响作用较小。 究其原因,考虑

主要是小鼠或大鼠的基因型决定了其本身品种品

系的遗传基础,在不同饲养生存环境作用下,影响

着宿主不同的肠道菌群结构组成[15]。 随着小鼠年

龄的增长,肠道菌群是一个竞争选择动态发展变化

的过程。 小鼠从出生开始,物种的种类和数量逐渐

增多且慢慢趋于稳定,相对丰度发生着相应变化。
由早期主要的乳杆菌属和链球菌属慢慢演变为未

分类的 Muribaculaceae 属、乳杆菌属、拟普雷沃菌属、
拟杆菌属和 Muribaculum 属多种优势菌属共生共存

的状态。 肠道菌群的改变,其优势菌属间互利共存

与竞争抑制,又反作用着宿主肠道结构与功能,最
终形成一个肠道菌群稳态[15-16]。

本研究还发现,小鼠十二指肠、空肠、回肠、盲
肠、结肠和直肠不同肠段菌群分布是不均衡的。 随

着不同肠段内环境的变化,胃到结肠各肠段的微生

物数量快速递增,呈现一定的差异性变化,由十二

指肠、空肠和回肠种类较少的乳杆菌属、未分类的

Muribaculaceae 属、Candidatus_arthromitus 属和假单

胞菌属,演变为盲肠结肠中菌群种类和数量明显增

多的螺杆菌属、Muribaculum 属、拟普雷沃菌属、杜氏

杆菌属等,而直肠则以螺杆菌属为主。 另外,小鼠

粪便样本与其结肠的肠道菌群结构相似性最高,而
结肠微生物菌群在动物肠道肠段中发挥着重要的

生理学功能[17],提示可以通过粪便样来间接评价结

肠肠道菌群的变化。 此外,本研究对于动物运输过

程中应激状态对肠道菌群的影响也值得我们注意,
长期慢性应激会导致动物肠道菌群的变化[18]。 大

量研究也证实,肠道菌群的结构和功能还受到饮

食[19-20]、抗生素[21]、益生菌和益生元[22]等多种外源

因素的影响。
本研究揭示了动物来源相同的实验小鼠或大

鼠的肠道菌群间相似性最高,而实验小鼠与大鼠的

肠道菌群因品种不同存在一定差异性。 在一定的

饲养生存环境下,实验小鼠的年龄和肠段是决定其

肠道菌群多样性与差异性的主要内源性因素,而品

系、性别对其肠道菌群的影响作用较小。 鉴于多种

宿主本身因素影响肠道菌群的变化,实验者研究肠

道菌群时,须尽量选择同一饲养环境下,同一品种

品系的实验动物,且考虑不同肠段与粪便样本肠道

菌群的异同,以及样本采集方法的合理性、可重复

性和稳定性,优化实验设计,控制多因素变量来观

察单一因素的变化,以保证实验结果的准确性与可

靠性。
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参苓白术散对溃疡性结肠炎模型小鼠的疗效评价
马琪1,2#∗,翁与竞1#,李佳1,覃施媛1,何燕凤1,马旭东1

(1. 西南大学动物医学院,重庆　 402460; 2. 西南大学医学研究院免疫研究中心,重庆　 402460)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究参苓白术散对葡聚糖硫酸钠(DSS)诱导的溃疡性结肠炎(UC)模型小鼠的疗效。 方法　
选用雄性 BALB / c 小鼠(6 ~ 8 周龄,18 ~ 20 g)36 只,随机分成 6 组,每组 6 只。 A 组:参苓白术散高剂量组;B 组:
参苓白术散中剂量组;C 组:参苓白术散低剂量组;D 组:柳氮磺胺吡啶治疗组;E 组:空白对照组;F 组:模型组。 以

连续 7 d 自由饮用 3. 5%葡聚糖硫酸钠水溶液建立急性 UC 模型,造模同时分别灌胃给予不同药物治疗,观察记录

小鼠临床表现并结合疾病活动指数评分(DAI)以及处死后的结直肠长度、结肠黏膜损伤眼观评分、结肠组织病理

学评分等综合评价参苓白术散对 UC 模型小鼠的治疗效果。 结果　 与 E 组比较,F 组小鼠 DAI 评分显著升高,结肠

明显缩短,结肠黏膜损伤眼观评分及组织病理学评分显著升高。 B 组小鼠的病情改善优于 A、C、D 组。 结肠黏膜损

伤评分显示,F 组与 B 组比较差异有显著性(P< 0. 05)。 参苓白术散可以改善小鼠结肠组织局部损伤,缓解小鼠

UC 的症状。 结论　 参苓白术散对 UC 模型小鼠有良好的治疗效果,参苓白术散中剂量的疗效优于参苓白术散高剂

量和低剂量。
【关键词】 　 溃疡性结肠炎;参苓白术散;葡聚糖硫酸钠
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Therapeutic effect of Shenling Baizhu powder on ulcerative colitis in mice
MA Qi1,2#∗, WENG Yujing1#, LI Jia1, QIN Shiyuan1, HE Yanfeng1, MA Xudong1

(1.College of Veterinary Medicine, Southwest University, Chongqing 402460, China.
2. Immunology Research Center, Medical Research Institute, Southwest University, Chongqing 402460)

Corresponding author: MA Qi. E-mail: mq20183004@ swu.edu.cn

【Abstract】　 Objective　 To explore the curative effect of Shenling Baizhu powder on dextran sulfate sodium (DSS)-
induced ulcerative colitis (UC) model mice. Methods　 Thirty-six male BALB / c mice (6 ~ 8 weeks, 18 ~ 20 g) were
randomly divided into 6 groups with 6 mice in each group: group A, high-dose Shenling Baizhu powder; group B, middle-
dose Shenling Baizhu powder; group C, low-dose Shenling Baizhu powder; group D, sulfasalazine treatment; group E,
blank control; and group F, model. The acute UC model was established by administering 3. 5% dextran sulfate sodium
solution with drinking water for 7 days, and at the same time of modeling, different drugs were given by intragastric
administration. The therapeutic effect of Shenling Baizhu powder on UC mice was evaluated by assessing their clinical
manifestations, disease activity index (DAI), colon and rectum length, colon mucosa injury and colon histopathology.
Results　 Compared with group E, the DAI score was evidently higher, the colon was markedly shorter, and the visual
score and histopathology score of colonic mucosa injury were significantly higher in group F. The condition of group B was
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better than that of groups A, C and D. The score of colonic mucosal injury in group F was distinctly higher than that in
group B (P < 0. 05). Shenling Baizhu powder improved the local injury of colon tissue and relieved the symptoms of UC.
Conclusions　 Shenling Baizhu powder has a good therapeutic effect on UC model mice, and the curative effect of a middle
dose of Shenling Baizhu powder was better than that of the high and low doses of Shenling Baizhu powder.

【Keywords】　 ulcerative colitis; Shenling Baizhu powder; sodium dextran sulfate
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 溃疡性结肠炎(ulcerative colitis,UC)是一种慢

性炎症性肠道疾病,病变多侵袭结直肠的黏膜及黏

膜下层,其临床症状主要表现为腹痛、腹泻及便血

等[1],常反复发作,很难痊愈。 研究表明,该病可能

与环境因素,基因遗传等有关[2-3]。 目前普遍认为,
UC 机体存在肠黏膜炎症免疫耐受紊乱,肠黏膜免

疫反应异常激活是 UC 发生、发展的重要因素[4]。
近年来,UC 的发病率有持续升高的趋势,且致癌风

险增大[5]。 因此,寻找治疗 UC 更为安全有效的药

物显得尤为迫切。 由于传统中药具有整体施治、安
全可靠、毒副作用小等特点[6],中医药在治疗本病

方面已经具有明显的天然优势,并且已有大量研究

显示,中药可以通过调节肠道菌群[7],阻止肠道细

菌和内毒素发生移位,平衡有益菌与细菌病毒,能
明显提高黏膜细胞的再生能力,降低过高的黏膜通

透性,从而改善黏膜的屏障功能。
UC 证型实证中以大肠湿热为主,虚证中以脾

虚证为主,在虚实夹杂证型中,多以脾虚为基础,并
见湿热、寒湿、气滞、血瘀[8]。 而在临床上,大肠湿

热证、脾胃气虚证及脾虚夹湿热证三证型临床多

见,符合中医学理论的病初起多属于实证,发展日

久耗伤正气则形成虚证或虚实夹杂证的疾病发展

观[9]。 本研究探讨的脾虚泄泻型 UC 的病机关键为

脾虚湿盛,运化失健[10]。 中医认为,脾喜燥而恶湿,
外来湿邪,最易困阻脾土,以致升降失调,清浊不

分,水谷杂下而发生泄泻,即所谓“无湿不成泄”,故
《杂病源流犀烛·泄泻源流》说:“湿盛则飧泄,乃独

由于湿耳。”因此,健脾温肾、行气导滞是中药治疗

UC 的重要原则[11]。 参苓白术散出自《太平惠民和

剂局方》,是中医治疗脾虚夹湿证的经典方剂,由党

参、白术、茯苓、山药、白扁豆、薏苡仁、砂仁、桔梗、
莲子、炙甘草组成,诸药配伍,益气健脾,渗湿止

泻[12]。 常用于治疗脾胃虚弱,体倦乏力,饮食消化

不良,泄泻,食少便溏等的脾虚泄泻证。 本研究通

过葡聚糖硫酸钠( dextran sodium sulfate,DSS)诱导

小鼠 UC 模型,探究参苓白术散对其治疗效果。 本

研究采用 DSS 诱导的 UC 模型的方法,该造模方法

操作简单、方便重复、实用性强,成功率高[13]。 DSS
是一种水溶性硫酸多聚糖,其会增加肠道黏膜通透

性、导致上皮细胞坏死、扰乱肠道微菌群、影响机体

免疫应答,从而诱导 UC[14-16]。 本研究通过预实验

对比不同浓度 DSS(3%、3. 5%、4%)诱导的小鼠 UC
模型的差异,筛选出诱导小鼠 UC 最优浓度为 3. 5%
水溶液,该浓度下,UC 症状最典型,死亡率最低。
DSS 的给药方式选择为自由饮用。 最后根据体重、
大便性状、便潜血、结肠长度、结肠损伤评分、DAI 评
分、结肠组织病理学评分等指标,判断 UC 模型的建

立是否成功以及评价参苓白术散的治疗效果。 本

研究探讨了参苓白术散对 DSS 诱导的 UC 小鼠的治

疗效果,希望能为参苓白术散治疗 UC 提供科学依

据并为抗溃疡新药研制奠定基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

36 只 6 周龄 SPF 级雄性 BALB / c 小鼠,体重约

18 ~ 20 g,购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【SCXK(湘)2019-0004】。 饲养于西南大学动物实

验室【SYXK(渝)2019-0003】,饲养期间各组小鼠为

自由饮水、采食。 饲养环境:昼夜各半循环照明,湿
度恒定,温度控制在 25℃左右。 所有操作均符合西

南大学动物实验伦理学要求 (审批号: IACUC-
20190620-02)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

葡聚糖硫酸钠 ( DSS) ( S0948, MW: 36000 -
50000,MP Biomedicals),联邻甲苯胺(C10659221,
上海麦克林),无水乙醇 ( 20190818,成都金山化

学 ), 柳 氮 磺 胺 吡 啶 ( sulfasalazine, SASP )
(C10865372,上海麦克林生化),过氧化氢(200506,
四川省伊洁士),冰醋酸 ( 20170501,重庆川东化

工)。
参考《太平惠民和剂局方》中参苓白术散的配

方组成,药材莲子、薏苡仁、砂仁、桔梗、白扁豆、茯
苓、党参、甘草、白术、山药购自重庆荣昌布美大药
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房,经西南大学动物医学院刘娟教授鉴定,莲子为

睡莲科植物莲 Nelumbo nucifera Gaertn.的干燥成熟

种子,薏苡仁为禾本科植物薏苡 Coix. Lacryma-jobi
L.var.mayuen (Roman) Stapf 的干燥成熟种仁,砂仁

为为姜科植物阳春砂 Amomum villosum Lour.的干燥

成熟 果 实, 桔 梗 为 桔 梗 科 植 物 桔 梗 Platycodon
grandiflorum (Jacq.) A. DC.的干燥根,白扁豆为豆

科植物扁豆 Dolichos lablab L.的干燥成熟种子,茯苓

为多孔菌科真菌茯苓 Poria cocos (Schw.) Wolf 的干

燥菌核,党参为桔梗科植物党参 Codonopsis pilosula
(Franch.) Nannf.的干燥根,甘草为豆科植物甘草

Clycyrrhiza uralensis Fisch.的干燥根茎,白术为菊科

植物白术 Atractylodes macrocephala Koidz.的干燥根

茎,山药为薯蓣科植物薯蓣 Dioscorea oppasita Thunb.
的干燥根茎。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 药物及试剂的制备

参苓白术散浸膏制备:将药物按莲子肉、薏苡

仁、砂仁、桔梗(炒):扁豆(炒):茯苓、党参、甘草、白
术(炒)、山药 = 2 ∶3 ∶4的比例称取 50 g,先后以八倍

水、六倍水煎煮 1 h,纱布过滤,合并滤液,蒸发浓缩

至 1 g / mL,再分别以 65%、75%乙醇先后醇沉 24 h,
均取上清液,用旋转蒸发仪 75°C 106 r / min,蒸发至

1 g / mL,烘干,4℃保存。 灌胃时以纯净水溶解配置,
高剂量 12. 56 g / (kg·d),中剂量 6. 28 g / (kg·d),低
剂量 3. 14 g / (kg·d)。

柳氮磺胺吡啶溶液配制: 用纯净水配置成

0. 045 g / mL 的溶液,剂量为 0. 45 g / (mL·d)。
DSS 配制:称取葡聚糖硫酸钠溶解于水中,配成

3. 5%的浓度。
联邻甲苯胺冰醋酸溶液配制:取 0. 5 g 联邻甲

苯胺,加入等体积的无水乙醇和冰醋酸,定容至 50
mL,置于棕色瓶中,用锡纸包裹,避光 4℃保存。
1. 2. 2　 分组及动物的处理

采用随机数字表法把小鼠分为 6 只 /组。 A 组:
参苓白术散高剂量组;B 组:参苓白术散中剂量组;
C 组:参苓白术散低剂量组;D 组:柳氮磺胺吡啶治

疗组;E 组:空白对照组;F 组:模型组。 A、B、C、D、F
组饮用 3. 5% DSS 水溶液,E 组饮用纯净水。 每天

更换新鲜饮水,连续 1 周。 A、B、C、D、E、F 组分别以

高剂量参苓白术散、中剂量参苓白术散、低剂量参

苓白术散、柳氮磺胺吡啶、纯水、纯水按 10 mL / kg 灌

胃,共 1 周。
1. 2. 3　 观察指标

记录小鼠每日体重变化、死亡率、粪便性状和

隐血。 其中,采用邻甲苯胺法检测小鼠粪便隐血,
邻甲苯胺法为 1983 年中华医学会全国临床检验方

法学术讨论会推荐的方法,利用血红蛋白中的亚铁

血红素具有过氧化物酶活性,催化过氧化氢释放出

新生态氧,使其显色,此方法操作较为简单易行[17]。
检测方法如下[18]:取小鼠粪便,涂压于滤纸上,在粪

便上滴加 2 ~ 3 滴 15%邻甲苯胺冰醋酸溶液;再滴

加 2 ~ 3 滴 3% H2O2;立即观察结果,在 2 min 内显

蓝褐色为阳性。 参照表 1 的标准评分。
表 1　 隐血检测判断标准

Table 1　 Criteria for occult blood detection
大便隐血 / 肉眼血便

Bleeding
判定标准

Judging standard

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

加入试剂后立即呈现深蓝褐色
After adding the reagent, it immediately appears dark blue-brown

肉眼血便(++)
Positive hemocult

加入试剂后初现浅蓝色,逐渐明显蓝褐色
After adding the reagent, it initially appears light blue and gradually turns blue brown

隐血(+)
Negative hemocult

加入试剂 10 s 后初现浅蓝色渐变蓝色
After adding the reagent for 10 s, the initial light blue color gradually changes to blue

正常(-)
Normal

加入试剂 2 min 后仍不显色
After adding the reagent for 2 min, it still did not show color

1. 2. 4　 结直肠长度的测量

给药结束后,处死小鼠,剖腹,取盲肠末端至肛

门段的结直肠,测量其自然长度并记录。
1. 2. 5　 结肠组织黏膜损伤评分

沿肠系膜纵行剪开,平铺于玻璃板上,用冷生

理盐水漂洗干净,肉眼观察结肠黏膜损伤程度,依

Cooper 方法进行评分,标准参照表 2[19]。
1. 2. 6　 疾病活动指数(DAI)评分

参照表 3 的标准评估小鼠的疾病活动指数

(DAI)。 DAI = (体重下降分数+大便性状分数+大
便隐血分数) / 3。 依 Cooper 方法进行评分,标准如

表 3[19]。
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表 2　 结肠黏膜肉眼观察评分标准

Table 2　 Scoring criteria for eye observation of colonic mucosa
记分
Score

结肠黏膜溃疡指数评分
Score of colonic mucosa ulcer index

0 正常黏膜,未见损伤
Normal mucosa, no damage

1 充血,无溃疡
Hyperemia, no ulceration

2 小溃疡,无明显炎症
Small ulcer, no obvious inflammation

3 广泛的溃疡、坏死或黏连
Extensive ulceration, necrosis, or adhesions

4 巨结肠 / 狭窄 / 穿孔
Megacolon / stenosis / perforation

表 3　 DAI 评分标准

Table 3　 DAI scoring criteria
记分
Score

体重下降
Loss of weight

大便性状
Stool consistency

大便隐血 / 肉眼血便
Bleeding

0 ≤1% 正常
Normal

正常(-)
Normal

1 5% 非常软但成形
Soft but still formed

隐血(+)
Negative hemocult

2 5%~ 10% 半稀便
Soft

肉眼血便(++)
Positive hemocult

3 10% ~ 15% 稀便
Very soft and wet

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

4 >15% 较重稀便
Watery diarrhea

肉眼血便(>+++)
Gross bleeding

1. 2. 7　 脏器系数

依次称取小鼠心、肝、脾、肾的脏器重量,计算

各脏器与其体重之比值即为对应的脏器系数。
1. 2. 8　 结肠组织病理学评分

将小鼠整个结肠泡入 10%中性福尔马林固定

后,用石蜡包埋,制成切片(约 5 μm)后进行伊红-
美蓝(HE)染色制成病理切片。 采用 Leica DFC 显

微拍照系统对病理切片进行观察与拍照并进行组

织病理学评分,评分内容包括肠上皮细胞损伤程度

和炎症浸润程度,结果可以用于评价结肠组织损伤

程度。 评分标准如表 4[20]。
1. 3　 统计学分析

所有数据均以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)来表示,
多组间的比较采用单因素方差分析,当差异有统计

学意义时采用 LSD-t 法进行两两比较。 以 P < 0. 05
为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 小鼠的一般状况

各组小鼠在实验前精神状态、体重及大便性状等

各方面均正常。 造模期间,除 E 组小鼠外,其他各组小

鼠随着造模进程逐渐出现懒动、拱背,毛发无光泽,嗜
卧扎堆,且部分小鼠因腹泻便血严重表现出消瘦、站立

不稳,肛周粘附有干涸的血便。 给予治疗的 A、B、C 组

小鼠精神状况随治疗深入逐渐好转,其中参苓白术散

中剂量组小鼠的腹泻、便血情况显著减轻。
表 4　 组织病理学评分标准

Table 4　 Histopathological scoring criteria
记分
Score

组织病理学评分
Histopathological score

0 正常形态且无炎症
Normal shape without inflammation

1 小部分杯状细胞丢失及轻微炎症浸润
A small number of goblet cells were lost and there was a slight inflammatory infiltration

2 大面积的杯状细胞缺失及黏膜层中度炎症浸润
Large area of goblet cell loss and moderate inflammatory infiltration of mucosa

3 少量 / 部分隐窝缺失及黏膜肌层广泛的炎症浸润且伴有黏膜水肿增厚
A small / partial absence of crypts and extensive inflammatory infiltration of the muscularis mucosa with mucosal edema and thickening

4 大面积的隐窝缺失及黏膜下层广泛的炎症浸润
Large area of crypt loss and extensive inflammatory infiltration in submucosa

2. 2　 体重变化

在治疗期间,B、C、E 组小鼠体重先上升,后逐渐趋

于平稳,A、D、F 组的小鼠体重一直维持在低水平波动。
与 F 组相比较,E 组体重明显升高,差异极具显著性(P
< 0. 01),C 组次之,差异极具显著性(P< 0. 01),B 组小

鼠体重较 F 组高,差异具有显著性(P< 0. 05)(见图 1)。

2. 3　 小鼠结肠黏膜损伤眼观评分

F 组小鼠炎症病变主要靠近肛门段结肠,病变

黏膜充血、水肿、糜烂和溃疡形成。 B 组小鼠与 E 组

小鼠的结肠评分相近,表明 B 组恢复较好,与 F 组

比较,差异具有显著性(P< 0. 05)。 A、C、D 组无显

著性差异(见图 2)。
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注:与 F 组比较,∗ P< 0. 05,∗∗ P < 0. 01,与 E 组比较, #P<0. 05,
##P <0. 01。(下图同)

图 1　 小鼠每日体重变化折线图

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

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

Figure 1　 Daily weight change line chart of mice

注:A:结肠黏膜病变;B:结肠黏膜损伤眼观评分。

图 2　 结肠黏膜病变及结肠黏膜损伤眼观评分

Note. A. Mucosal lesion of colon. B. Score of colonic mucosal
injury by eye observation.

Figure 2　 Lesion and injury score by eye
observation of colonic mucosal

2. 4　 小鼠结直肠长度

小鼠结肠长度缩短是 UC 的重要特征[21] 。 与

E 组相比,F 组结肠长度明显缩短(P< 0. 05)。 与

F 组相比,A 组、B 组、C 组、D 组 DSS 所致小鼠结

肠缩短的现象均有不同程度的缓解。 尤其 B,C 组

(P< 0. 05)效果最为明显,治疗效果好于其他组

(见图 3)。

图 3　 小鼠结肠长度变化

Figure 3　 Changes of colonic length in mice

2. 5　 隐血及肉眼便血

粪便带血是 UC 的临床特征之一。 与 E 组相

比,F 组隐血及便血最严重(P< 0. 05)。 A 组、C 组

及 D 组隐血及便血情况逐日严重,与 F 组相比情况

较好。 B 组自第 3 天后,隐血及血便的情况逐渐好

转,直到第 6、7 天,隐血检测呈阴性。 说明 A 组、B
组、C 组及 D 组对 DSS 诱导的 UC 有所改善,但与 F
组相比,A 组、C 组及 D 组差异无统计学意义,只有

B 组差异极具显著性(P< 0. 01),治疗效果最明显

(见图 4)。
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图 4　 隐血及肉眼便血评分

Figure 4　 Occult blood and naked eye hematochezia score

2. 6　 DAI 评分

F 组的 DAI 评分基本呈上升趋势,显著高于 E
组。 最后 2 d,F 组的疾病活动指数比其他组都高,
说明各组的治疗有一定的效果。 B 组、E 组基本在

同一水平上波动,表明 B 组治疗效果最好(见图 5)。
2. 7　 脏器系数

结果显示,肝、脾、心、肾的脏器系数无显著性

差异,说明 UC 导致的病变不会影响肝、脾、心、肾的

脏器功能。 (见图 6)。

图 6　 小鼠脏器系数

Figure 6　 Organ coefficient of mice

图 5　 小鼠 DAI 评分

Figure 5　 DAI score in mice

2. 8　 结肠组织病理切片及病理学评分　
病理切片结果表明 UC 导致模型组小鼠结肠肠

黏膜上皮结构破坏,正常形态消失,上皮细胞及皱

襞变矮,整个肠壁变薄,黏膜下层有炎性细胞浸润,
组织病理学评分与空白组相比差异具显著性(P<
0. 01)。 同时,参苓白术散治疗组小鼠结肠黏膜比

较完整。 但 D 组结肠肠黏膜上皮破损严重,肠黏膜

有显著糜烂,黏膜层、黏膜下层有大量炎性细胞浸

润,肠壁显著增厚。 说明参苓白术散对 UC 的治疗

有一定效果,同时柳氮磺胺吡啶治疗 UC 未取得疗

效(见图 7)。
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注:A:小鼠结肠组织 HE 染色病理切片;B:组织病理学评分。
图 7　 小鼠结肠组织病理学检测(n= 3)

Note. A. Representative images of colon pathologic damages with hematoxylin and eosin (HE) staining. B. Histopathological score.
Figure 7　 Histopathological examination of colon tissues in mice(n= 3)

3　 讨论

UC 是一种黏膜和黏膜下层的慢性非特异性炎

症,病变主要在结肠和直肠,临诊主要表现为腹痛、
腹泻、排血便等。 《医学心悟》指出:“湿多成五泻,
泻之属湿明矣。 然有湿热,有寒湿,有积食,有脾

虚,有肾虚,皆能致泻,宜分而治之。”参苓白术散有

健脾渗湿之功,是用于治疗脾虚泄泻型 UC 的有效

方剂。 临床上已有报道用参苓白术散的加减方或

联合方治疗 UC,且有较好的疗效。 研究表明中医药

辨证治疗 UC,尤其是慢性阶段的 UC 治疗,有药物

副作用较小、疗效显著的优势[22]。
DSS 会破坏肠道上皮细胞的完整性,击破肠道

的机械屏障,诱发急性 UC,主要表现为腹泻、溃疡、
直肠出血和粒细胞浸润[14]。 同时,还能对肠道生物

屏障即肠道菌群产生影响,破坏有益菌的生存环

境,导致肠内细菌和病毒移位,使细菌病毒更容易

进入上皮细胞而造成上皮损伤[7]。 还因为 DSS 有

抗凝作用,所以能延缓血液凝固[15-16],造成肠道出

血。 此外,还与机体免疫应答失调有关。 因此,本
研究采用 DSS 自由饮水的方式建立 UC 小鼠模型,
给予不同剂量的参苓白术散治疗,通过对小鼠进行

临床表现及结肠相关指标量化评分,综合评价了参

苓白术散对 UC 小鼠的治疗效果。
因 DSS 引起小鼠结肠长度的缩短,结肠黏膜损

伤,粪便带血,粪便稠度改变是 UC 的重要特征[21],
故本实验观测小鼠的粪便性状,隐血及肉眼血便,
结肠长度,结肠黏膜损伤,组织病理学以及一些可

以参考的相关体征。 实验数据表明, B 组 ( P <
0. 05)、C 组(P< 0. 01)、E 组(P< 0. 01)体重均明显

较 F 组高,B 组结肠黏膜损伤眼观评分明显低于 F
组(P< 0. 05),F 组结肠长度与 E 组相比明显缩短

(P< 0. 05)且 B 组、C 组与 F 组相比小鼠结肠缩短

的现象得到缓解(P< 0. 05),F 组与 E 组相比隐血

及便血情况明显严重(P< 0. 05)且 B 组相较于 F 组

隐血及便血情况明显改善(P< 0. 01),F 组的 DAI
评分基本呈上升趋势且显著高于 E 组,同时 B 组与

E 组 DAI 评分波动相近,另外组织病理学结果显示

F 组与 E 组相比结肠病变严重(P< 0. 01),同时参

苓白术散治疗组病理切片与空白组较为相近。 以

上数据说明高中低剂量的参苓白术散均能改善 UC
小鼠临床症状,其中参苓白术散中剂量治疗组治疗

效果最佳。 另外,本实验中 D 组治疗效果不明显,
可能是由于柳氮磺胺吡啶几乎不溶于水,配成的溶

液极易发生沉淀,导致灌胃后小鼠极难吸收,且药

物沉积于胃肠致其运化失职、升降失调,以致伤食

泄泻,影响进食和给药,进一步加剧了结肠炎炎症,
因而 D 组体重一直处于较低的状态,且结肠粘膜损

伤眼观评分、粪便隐血、DAI 指数一直不见降低,病
理切片也显示结肠病变较为严重。 因此,D 组应用

羧甲基纤维素钠来配置柳氮磺胺吡啶以增强溶解

与吸收。

4　 结论

本研究通过采用量化的 UC 临床疾病活动指数

评分、结肠眼观评分、组织病理学评分及观察临床
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表现综合评价了参苓白术散对 DSS 诱导的小鼠急

性 UC 的治疗效果。 结果表明,参苓白术散浸膏可

以有效改善 UC 小鼠的症状,其中参苓白术散中剂

量组治疗效果最好。
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抗生素诱导的微生物组耗损后促进空肠弯曲菌
在小鼠肠道定植

陈浩浩1,张艳芳1,潘晓明1,高素华1,张辉2,楼宏强1∗

(1. 金华职业技术学院医学院分子生物学实验室,浙江 金华　 321007; 2. 金华市食品药品检验检测研究院动物

中心,浙江 金华　 321000)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过抗生素诱导肠道微生物组耗损建立一种空肠弯曲菌在 C57BL / 6 小鼠肠道定植的方法。
方法　 将 36 只 C57BL / 6 小鼠分为正常组、对照组及实验组,头孢哌酮钠舒巴坦钠(50 mg / mL)连续灌胃 2 d 后,灌
胃空肠弯曲菌 200 μL,在建模后第 1 ~ 3 天,收集肠道内容物进行 16S rDNA 法分析细菌多样性,收集建模后

1 ~ 7 d的动物粪便,探针法 qPCR 检测粪便空肠弯曲菌 HipO 基因,取建模后第 1 ~ 3 天及第 7 天小鼠肠道组织,免
疫荧光法检测肠弯曲菌定植,HE 染色观察病理学改变。 结果　 建模后实验组回肠的乳酸杆菌属、盲肠及结肠的拟

杆菌属被抑制,肠球菌属相对丰度较高,第 1 天实验组检测到较高丰度的弯曲菌属。 在建模后第 1 ~ 3 天,实验组

动物粪便中能检测到较高拷贝数的空肠弯曲菌,肠道管腔内可见明显的免疫荧光标记的空肠弯曲菌,而肠道黏膜

基本完整,未见明显的炎症细胞浸润。 结论　 经头孢哌酮钠舒巴坦钠诱导的微生物组耗损后能促进空肠弯曲菌在

小鼠肠道内的短期定植。
【关键词】 　 空肠弯曲菌;小鼠;定植;探针法 qPCR;16S rDNA 分析
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Antibiotic-induced microbiome depletion promotes the colonization of
Campylobacter jejuni in the intestines of mice

CHEN Haohao1, ZHANG Yanfang1, PAN Xiaoming1, GAO Suhua1, ZHANG Hui2, LOU Hongqiang1∗

(1. Medical Molecular Biology Laboratory, School of Medicine, Jinhua Polytechnic, Jinhua 321007, China.
2. Animal Center, Jinhua Food and Drug Inspection and Testing Research Institute, Jinhua 321000)

Corresponding author: LOU Hongqiang. Email: yxyjwk@ 163.com

【Abstract】 　 Objective 　 To establish a method of Campylobacter jejuni colonization in the intestine of C57BL / 6
mice through antibiotic-induced microbiome depletion. Methods 　 Thirty-six C57BL / 6 female mice were divided into
normal, control and experimental groups. After 2 days of cefoperazone sodium and sulbactam sodium intragastric
administration (50 mg / mL), 200 μL of Campylobacter jejuni were administered intragastrically. 16S rDNA analysis was
performed to detect intestinal contents on days 1 ~ 3 post modeling. Animal feces were collected, and the HipO gene of
Campylobacter jejuni was detected by TaqMan qPCR on days 1 ~ 7 post modeling. Immunofluorescence was used to detect
the colonization of Campylobacter jejuni in the intestinal tissues of mice at 1, 2, 3 and 7 days, and the pathological changes
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were observed by HE staining. Results　 In the experimental group, the Lactobacillus of the ileum and Bacteroides of the
cecum and colon were inhibited. Additionally, the relative abundance of Enterococcus was increased, and a higher
abundance of Campylobacter was detected on day 1. Higher Campylobacter jejuni copy numbers were detected in the feces of
the experimental group by TaqMan qPCR on days 1~3, and immunofluorescence-labeled Campylobacter jejuni were clearly
observed in the intestinal lumen. The intestinal mucosa was mainly intact and showed no obvious inflammatory cell
infiltration. Conclusions　 Microbiome depletion induced by cefoperazone sodium and sulbactam sodium promoted the short-
term colonization of Campylobacter jejuni in the intestine of mice.

【Keywords】　 Campylobacter jejuni; mice; colonization; TaqMan qPCR; 16S rDNA analysis
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 我国的李春岩院士团队在 20 世纪 90 年代时从

吉兰-巴雷综合征患者粪便里成功分离出了空肠弯

曲菌(Campylobacter jejuni,C. jejuni),并经口灌胃构

建了周围神经损伤的依沙巴布考克鸡模型[1]。 此

外研究人员用空肠弯曲菌菌株灌胃家兔[2]、小型

猪[3]以及豚鼠[4]等,也观察到了实验动物出现神经

病理损伤。 然而对于这些实验动物的使用是比较

有限的,不仅成本高、可重复性差,还缺乏足够的免

疫和遗传工具来深入研究这些动物[5]。 小鼠通常

作为首选的感染动物模型,却没有在空肠弯曲菌感

染相关模型中得到广泛应用[6-7]。 研究显示,小鼠

肠道菌群,尤其是拟杆菌属、梭状芽孢杆菌及乳酸

杆菌等,竞争性阻止了空肠弯曲菌在小鼠肠道内的

定植,从而使小鼠不易感空肠弯曲菌[8-9]。
抗生素诱导的微生物组耗损(antibiotic-induced

microbiome depletion)是近几年兴起的一种可替代

无菌小鼠用于研究肠道微生物群在某些病理条件

下作用的新方法[10-12]。 通常认为,动物肠道内的共

生菌群能阻止外源性病原体的侵入,是宿主防御的

重要组成部分[13]。 肠道菌群以多种方式抵抗病原

体,包括消耗病原体生存必需的营养、产生细菌素

和有机酸、改变肠腔内的 pH 值或者利用肠道内有

限的氧气等[14-15],而抗生素打破了肠道菌群的平

衡,还导致细菌裂解、碳源释放以及胆汁酸水平的

升高[16]。 本研究利用头孢哌酮钠舒巴坦钠诱导肠

道微生物组耗损,建立一种空肠弯曲菌在 C57BL / 6
小鼠肠道定植的方法,为后续空肠弯曲菌致病性相

关的研究提供基础条件。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

36 只 8 ~ 10 周龄 SPF 级 C57BL / 6 雌性小鼠,
体重 18 ~ 20 g,购自杭州医学院【SCXK(浙)2019-

0002】,饲养于金华市食品药品检验检测研究院动

物中心【SYXK(浙)2021-0009】,给予灭菌饮用水及

食物,昼夜各半循环照明,湿度恒定,温度控制在 22
~ 25℃。 所有的动物实验经金华职业技术学院实

验动物伦理委员会批准(审批号:JHCDW2021003),
在整个实验过程中,如果小鼠表现出极度痛苦或体

重下降超过 15%的迹象,就对其实施安乐死。 空肠

弯曲 菌 购 自 中 国 工 业 微 生 物 菌 种 保 藏 中 心

(CICC22936,ATCC33291),接种于哥伦比亚血琼脂

平板上,微需氧条件下 42℃培养 48 h。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠购自辉瑞制药,
QIAamp􀳏 FAST DNA Stool Mini Kit 购自 QIAGEN
公司,细菌基因组 DNA 提取试剂盒购自天根生化科

技(北京)有限公司,iTaq Universal Probes supermix
及兔抗空肠弯曲菌多克隆抗体购自 Bio-Rad 公司,
驴抗兔 IgG H&L 二抗购自 Abcam 公司,PCR 引物及

荧光探针由上海生工生物工程有限公司合成,16S
rDNA 法测序及分析委托上海天昊生物科技有限公

司完成。 荧光定量 PCR 仪(CFX96,Bio-Rad 公司,
美国),正置荧光显微镜(BX53,奥林巴斯,日本)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物模型构建及分组

将小鼠随机分为 3 组,分别为正常组(n= 6)、对
照组(n= 15)及实验组(n= 15),适应性喂养 7 d 后,
实验组灌胃 200 μL 的注射用头孢哌酮钠舒巴坦钠

(50 mg / mL),第 2 天重复灌胃 1 次,对照组使用 200
μL 生理盐水灌胃替代,正常组不做任何处理。 第 3
天实验组和对照组分别灌胃 200 μL 含空肠弯曲菌

(4. 0 麦氏浊度,约 1. 2 × 109 CFU / mL)生理盐水溶

液,建模完成[12,17]。
1. 2. 2　 小鼠肠道细菌多样性分析

在建模后第 1、2、3 天,麻醉小鼠(每组 3 只),
脱颈安乐死,立即解剖小鼠,取末端回肠、近端结肠
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及盲肠,收集内容物,参照 QIAamp 􀳏 FAST DNA
Stool Mini Kit 说明书步骤分离纯化 DNA,送生物技

术公司进行 16S rDNA 法鉴定细菌种属。
1. 2. 3　 探针法 qPCR 检测粪便空肠弯曲菌

建模后第 1 ~ 7 天,每日收集小鼠新鲜粪便,提
取粪便细菌 DNA。 另于第 7、14 天取末端回肠、近
端结肠及盲肠,收集内容物,微需氧条件下 42℃液

体培养液增菌培养 24 h,收集菌液,采用细菌基因组

DNA 提取试剂盒提取 DNA。 取 5 μL 作为模板,分
别 10 μmol / L HipO 上下游引物及探针各 0. 5 μL(序
列见表 1),2 × iTaq Universal Probes supermix 10
μL,ddH2O 3. 5 μL。 94℃ 3min;93℃ 30 s,55℃ 45
s,40 个循环;Bio-Rad CFX96 PCR 仪上进行扩增,同
时扩增已知梯度浓度的空肠弯曲菌 DNA,构建 Cq
值和拷贝数的对数拟合曲线方程,之后根据各样本

扩增产物 Cq 值进行拷贝数的绝对定量。
1. 2. 4　 组织学检测

分别在建模后第 1、2、3、7 天,取动物的回肠、结
肠及盲肠组织,4%多聚甲醛溶液固定,梯度乙醇脱

水,石蜡包埋、切片,经脱蜡,水化,柠檬酸钠缓冲液

抗原修复, TritonX-100 透膜,加封闭液后湿盒中

37℃孵育 30 min。 弃封闭液,加一抗(兔抗空肠弯

曲菌,1 ∶ 100) 4℃ 孵育过夜,加二抗 (Donkey Anti-
Rabbit IgG H&L Alexa Fluor􀳏 647,1 ∶200)37℃孵育

1 h,DAPI 染色,抗淬灭荧光封片剂封片,荧光显微

镜拍照计数。 对建模后第 3、7 天的回肠、盲肠及结

肠石蜡切片进行苏木精、伊红染色后拍照。
1. 3　 统计学分析

所有数据均采用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,
两组间数据分析采用独立样本 t 检验,P< 0. 05 表

示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 16S rDNA 法鉴定回肠、结肠及盲肠细菌种属

委托生物公司进行了肠道内容物 16S rDNA 测

序法分析了细菌群落组成(见图 1),结果显示,对照

组回肠内容物中乳酸杆菌属(Lactobacillus)相对丰

度 较 高, 盲 肠 及 结 肠 内 容 物 中 拟 杆 菌 属

(Bacteroides)相对丰度较高,实验组肠道内容物中

皆是肠球菌属(Enterococus)相对丰度较高。 另外,
在建模后第 1 天实验组肠道中检测到较高丰度的弯

曲菌属(Campylobacter)。
表 1　 空肠弯曲菌 HipO 基因特异性引物及探针序列

Table 1　 HipO gene-specific primers and probe sequences of C. jejuni
名称 Name 引物序列(5’-3’) Primers sequences(5’-3’)

HipO 上游引物 HipO sense primer GAATTTGATACCTTAAGTGCAGC
HipO 下游引物 HipO antisense primer AGGCACGCCTAAACTATAGCT

探针 Probe FAM-CTCCTTGCTCATCTTTAGGATAAATTCTTTCAC-TAMRA

图 1　 16S rDNA 测序分析 3 组肠道内容物细菌群落结构结果

Figure 1　 Bacterial community structure of the intestinal contents in 3 groups analyzed by 16S rDNA sequencing method
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2. 2　 小鼠粪便检出空肠弯曲菌

建模后收集小鼠粪便,持续 7 d,利用探针法

qPCR 检测空肠弯曲菌 HipO 基因,得出 Cq 值(见图

2)和拷贝数的对数拟合曲线方程 y = - 0. 303x +
13. 379(R2 = 0. 9995),将各样本的 Cq 值代入公式

后计算拷贝数。 结果显示,在建模后第 1 ~ 3 天的

实验组动物粪便中能检测到较高拷贝数的空肠弯

曲菌(P< 0. 01,见表 2),而对照组动物粪便仅在第

1 天检出较高拷贝数的空肠弯曲菌。 对实验组第 7、
14 天肠道内容物增菌培养后,在第 7 天的盲肠和结

肠内容物中检测到了较高拷贝数的空肠弯曲菌,分
别为(1850 ± 116)及(1238 ± 182),在第 14 天的结

肠内容物空肠弯曲菌拷贝数(2990 ± 195)。
2. 3　 空肠弯曲菌在小鼠肠道定植

我们对建模后第 1、2、3 及 7 天时小鼠的回肠、
结肠及盲肠组织进行了空肠弯曲菌(红色)的免疫

荧光染色。 结果显示,第 1、2 及 3 天实验组的回肠、
结肠、盲肠管腔内可见明显的红色荧光标记的空肠

弯曲菌,第 7 天时肠道内未见明显的红色标记(见

图 3);对照组在第 1 天结肠可见少量的红色标记,
其他时间段未见红色明显红色荧光标记。

图 2　 探针法 qPCR 检测 3 组空肠

弯曲菌 HipO 基因的 Cq 值

Figure 2　 Cq value of C. jejuni HipO gene in
3 groups detected by TaqMan qPCR

2. 4　 空肠弯曲菌短期定植未引起小鼠肠道炎症

反应

建模后第 3、7 天的回肠、盲肠及结肠 HE 染色

结果显示,实验组小鼠肠道黏膜基本完整,未见明

显的炎症细胞浸润(见图 4)。
表 2　 绝对定量 2 组空肠弯曲菌 HipO 基因拷贝数

Table 2　 Absolute quantification of C. jejuni HipO gene copy number in 2 groups
组别 Groups D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D14

对照组 Control 2236 ± 243 391 ± 222 1243 ± 815 594 ± 520 796 ± 369 461 ± 181 367 ± 233 381 ± 145

实验组 Experimental 2. 54 × 106± 2. 32 × 105∗ 4. 61 × 105± 1. 46 × 105∗ 8717 ± 1030∗ 912 ± 384 635 ± 185 632 ± 192 712 ± 172 615 ± 302

注:与对照组相比,∗P< 0. 01。
Note. Compared with control, ∗P< 0. 01.

注:其中红色荧光为空肠弯曲菌,蓝色为 DAPI 染色。

图 3　 建模后第 1、2、3 及 7 天小鼠肠道组织免疫荧光染色

Note. The red fluorescence is C. jejuni, the blue is DAPI staining.

Figure 3　 Immunofluorescence staining of mouse intestinal tissue at 1, 2, 3 d and 7 d post modeling
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图 4　 建模后第 3、7 天小鼠肠道组织 HE 染色

Figure 4　 HE staining of mouse intestinal tissue at 3, 7 d post modeling

3　 讨论

空肠弯曲菌的宿主较广泛,包括禽类和哺乳类

动物,也是弯曲杆菌属中最主要的引起全球范围内

人类胃肠炎的致病菌之一。 空肠弯曲菌不能在小

鼠的消化道内定植,小鼠肠道菌群被认为是阻止了

空肠弯曲菌定植的重要因素之一[16,18],动物的肠道

有大量微生物定居,每克结肠粪便中的细菌含量超

过 1011个[13]。 在本研究中,利用头孢哌酮钠舒巴坦

钠连续灌胃 2 d,诱导小鼠肠道微生物组耗损,引起

肠道菌群平衡失调[19],使空肠弯曲杆菌能够在小鼠

肠道中定植。 通过肠道内容物细菌群落组成分析

结果表明,回肠中的乳酸杆菌,盲肠及结肠中的拟

杆菌属,可能是对病原体提供定植抗性的重要

菌群[20-21]。
一般认为在新鲜粪便中出现或直接从动物肠

道中培养出空肠弯曲菌,即可认为空肠弯曲菌在消

化道内定植成功。 在本研究中,在建模后的前3 d的
小鼠粪便中都检出了较高拷贝数的空肠弯曲菌,此
外在肠道组织切片中,通过免疫荧光染色也证实了

空肠弯曲菌在小鼠肠道的定植。 在对建模后第 7、
14 天小鼠肠道内容物进行增菌培养后,仍能在结肠

内容物中检出了少量的空肠弯曲菌,但组织病理学

检测也未发现明显的炎性细胞浸润,提示空肠弯曲

菌可能没有进入肠道组织的深部。 空肠弯曲菌依

赖鞭毛的定向趋化运动,穿越黏膜表面黏液层到达

空肠 及 回 肠 黏 膜 细 胞 表 面 定 植。 趋 化 蛋 白

(chemotaxis protein,CheY)负责将感觉信号从空肠

弯曲菌的化学感受器传送到鞭毛,能调节鞭毛的顺

时针旋转,研究显示,空肠弯曲菌的 CheY 失活后,
其鞭毛的运动性和侵袭力没有改变,但丧失了化学

趋化 性, 造 成 它 不 能 在 动 物 的 肠 道 细 胞 内 定

植[22-23]。 刘硕[24] 采用经口灌胃攻毒昆明小鼠,收
集粪便分离培养空肠弯曲菌,之后用分离菌株继续

攻毒新一批小鼠,连续传代十八代,从而得到了毒

力增强且稳定遗传的分离株。 本研究采用建模的

菌株为空肠弯曲菌质控标准菌株 ATCC33291,如果

采用其他侵袭性及致病性更强的菌株,可能就会有

不同的实验结果。
消化道具有复杂的免疫系统,包括免疫细胞、

免疫组织和免疫作用因子等,它们之间通过持续有

效的相互作用消除侵入的致病菌[25-26]。 当小鼠体

内的免疫系统出现变化时,空肠弯曲菌就可以在其

肠道内定植,有研究者在空肠弯曲菌攻击免疫缺陷

的转基因小鼠前给予口服氨苄西林、万古霉素等广

谱抗生素,结果发现空肠弯曲菌在结肠、肠系膜淋

巴结及脾等部位定植[8,17,27]。 此外,空肠弯曲菌能

有效地在无菌小鼠的肠道内定植,并向其免疫组织

器官传播[28]。 可是不管是免疫基因缺陷小鼠还是

无菌小鼠,都极大地改变了小鼠的免疫系统,不能
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有效模拟空肠弯曲菌在健康人肠道的感染以及后

续诱发的相关疾病。 另外,近期高通量肠道宏基因

组测序分析提示性别因素是对肠道菌群影响最大

的[29],在本研究中,为了肠道菌群保持相对一致,同
组小鼠保持同笼饲养,另外饲养周期大于 2 周,所以

选取了雌性的小鼠。 那么性别或者激素是否会影

响空肠弯曲菌的定植,这是一个指得继续深入研究

的问题。
综上所述,本研究证实了经头孢哌酮钠舒巴坦

钠诱导的微生物组耗损后能促进空肠弯曲菌在小

鼠肠道内的短期定植,但如果要维持持续定植并产

生致病性仍需要更深入的研究,寻找更合适的方案。

参　 考　 文　 献(References)

[ 1 ]　 李春岩, 薛平, 刘瑞春, 等. 空肠弯曲菌致鸡格林─巴利综

合征动物模型的初步研究 [J] . 脑与神经疾病杂志, 1994, 2

(2): 68-69.

Li CY, Xue P, Liu RC, et al. A preliminary study on an animal

model of Guillain-Barre syndrome caused by Campylobacter jejuni

[J] . J Brain Nerv Dis, 1994, 2(2): 68-69.

[ 2 ] 　 刘怀军, 陈薇, 刘瑞春, 等. 构建空肠弯曲菌致兔中枢神经

系统病变的动物模型(英文) [ J] . 中国临床康复, 2006, 10

(16): 174-177, 197.

Liu HJ, Chen W, Liu RC, et al. Construction of rabbit animal

model of lesion of central nervous system induced by

Campylobacter jejuni [J] . Chin J Clin Rehabil, 2006, 10(16):

174-177, 197.

[ 3 ] 　 薛峰, 曾德新, 徐飞, 等. 空肠弯曲菌致 GBS 动物模型的建

立 [J] . 中国动物检疫, 2015, 32(2): 19-23.

Xue F, Zeng DX, Xu F, et al. Establishment of the animal

model for C. jejuni induced GBS [ J ] . Chin Anim Health

Inspection, 2015, 32(2): 19-23.

[ 4 ] 　 杜风萍. 吉兰—巴雷综合征源空肠弯曲菌致周围神经病

Hartley 豚鼠模型建立 [D]. 石家庄: 河北医科大学; 2013.

Du FP. Axonal degeneration followed by Campylobacter jejuni

lulei Hartley guinea pig model [ D ]. Shijiazhuang: Hebei

Medical University; 2013.

[ 5 ] 　 Dorrell N, Wren BW. The second century of Campylobacter

research: recent advances, new opportunities and old problems

[J] . Curr Opin Infect Dis, 2007, 20(5): 514-518.

[ 6 ] 　 程雪婷, 陈妍灵, 黄晓东. 空肠弯曲杆菌感染小鼠模型的研

究进展 [J] . 中国实验动物学报, 2021, 29(1): 122-127.

Cheng XT, Chen YL, Huang XD. Advances in mouse models of

Campylobacter jejuni infection [ J] . Acta Lab Anim Sci Sin,

2021, 29(1): 122-127.

[ 7 ] 　 商宇伟, 王楠, 黄金林, 等. 空肠弯曲菌感染动物模型的研

究进展 [J] . 中国实验动物学报, 2013, 21(4): 86-90.

Shang YW, Wang N, Huang JL, et al. Progress in animal models

of Campylobacter jejuni infection [ J] . Acta Lab Anim Sci Sin,

2013, 21(4): 86-90.

[ 8 ] 　 O’ Loughlin JL, Samuelson DR, Braundmeier-Fleming AG, et

al. The intestinal microbiota influences Campylobacter jejuni

colonization and extraintestinal dissemination in mice [ J] . Appl

Environ Microbiol, 2015, 81(14): 4642-4650.

[ 9 ] 　 Masanta WO, Heimesaat MM, Bereswill S, et al. Modification of

intestinal microbiota and its consequences for innate immune

response in the pathogenesis of campylobacteriosis [J] . Clin Dev

Immunol, 2013, 2013: 526860.

[10] 　 Hernández-Chirlaque C, Aranda CJ, Ocón B, et al. Germ-free

and antibiotic-treated mice are highly susceptible to epithelial

injury in DSS colitis [ J] . J Crohns Colitis, 2016, 10 ( 11):

1324-1335.

[11] 　 Wang S, Qu Y, Chang L, et al. Antibiotic-induced microbiome

depletion is associated with resilience in mice after chronic social

defeat stress [J] . J Affect Disord, 2020, 260: 448-457.

[12] 　 Zarrinpar A, Chaix A, Xu ZZ, et al. Antibiotic-induced

microbiome depletion alters metabolic homeostasis by affecting gut

signaling and colonic metabolism [ J] . Nat Commun, 2018, 9

(1): 2872.

[13] 　 Xu J, Gordon JI. Honor thy symbionts [J] . Proc Natl Acad Sci U

S A, 2003, 100(18): 10452-10459.

[14] 　 Kalliom äki MA, Walker WA. Physiologic and pathologic

interactions of bacteria with gastrointestinal epithelium [ J ] .

Gastroenterol Clin North Am, 2005, 34(3): 383-399.

[15] 　 Gantois I, Ducatelle R, Pasmans F, et al. Butyrate specifically

down-regulates salmonella pathogenicity island 1 gene expression

[J] . Appl Environ Microbiol, 2006, 72(1): 946-949.

[16] 　 Britton RA, Young VB. Role of the intestinal microbiota in

resistance to colonization by Clostridium difficile [ J ] .

Gastroenterology, 2014, 146(6): 1547-1553.

[17] 　 Brooks PT, Bell JA, Bejcek CE, et al. An antibiotic depleted

microbiome drives severe Campylobacter jejuni-mediated Type 1 /

17 colitis, Type 2 autoimmunity and neurologic sequelae in a

mouse model [J] . J Neuroimmunol, 2019, 337: 577048.

[18] 　 Lawley TD, Clare S, Walker AW, et al. Targeted restoration of

the intestinal microbiota with a simple, defined bacteriotherapy

resolves relapsing Clostridium difficile disease in mice [J] . PLoS

Pathog, 2012, 8(10): e1002995.

[19] 　 Robinson CJ, Bohannan BJ, Young VB. From structure to

function: the ecology of host-associated microbial communities

[J] . Microbiol Mol Biol Rev, 2010, 74(3): 453-476.

[20] 　 Antonopoulos DA, Huse SM, Morrison HG, et al. Reproducible

community dynamics of the gastrointestinal microbiota following

antibiotic perturbation [J] . Infect Immun, 2009, 77(6): 2367

897



中国实验动物学报 2021 年 12 月第 29 卷第 6 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,December 2021,Vol. 29, No. 6

-2375.

[21] 　 Dethlefsen L, Huse S, Sogin ML, et al. The pervasive effects of

an antibiotic on the human gut microbiota, as revealed by deep

16S rRNA sequencing [J] . PLoS Biol, 2008, 6(11): e280.

[22] 　 Reuter M, Ultee E, Toseafa Y, et al. Inactivation of the core

cheVAWY chemotaxis genes disrupts chemotactic motility and

organised biofilm formation in Campylobacter jejuni [ J] . FEMS

Microbiol Lett, 2020, 367(24): fnaa198.

[23] 　 Korolik V. The role of chemotaxis during Campylobacter jejuni

colonisation and pathogenesis [ J] . Curr Opin Microbiol, 2019,

47: 32-37.

[24] 　 刘硕. 空肠弯曲菌连续灌胃经小鼠消化道定植后分离及分离

株毒力变化的研究 [D]. 石家庄: 河北医科大学; 2016.

Liu S. Study planting Isolation and virulence of isolates after

Campylobacter jejuni gastrointestinal colonization of mice by

continuous gavage [ D ]. Shijiazhuang: Hebei Medical

University; 2016.

[25] 　 Diehl GE, Longman RS, Zhang JX, et al. Microbiota restricts

trafficking of bacteria to mesenteric lymph nodes by CX(3)CR1

(hi) cells [J] . Nature, 2013, 494(7435): 116-120.

[26] 　 Buffie CG, Pamer EG. Microbiota-mediated colonization

resistance against intestinal pathogens [ J] . Nat Rev Immunol,

2013, 13(11): 790-801.

[27] 　 Stahl M, Ries J, Vermeulen J, et al. A novel mouse model of

Campylobacter jejuni gastroenteritis reveals key pro-inflammatory

and tissue protective roles for Toll-like receptor signaling during

infection [J] . PLoS Pathog, 2014, 10(7): e1004264.

[28] 　 Chang C, Miller JF. Campylobacter jejuni colonization of mice

with limited enteric flora [ J] . Infect Immun, 2006, 74 ( 9):

5261-5271.

[29] 　 Zhang XY, Zhong HZ, Li Y, et al. Sex- and age-related

trajectories of the adult human gut microbiota shared across

populations of different ethnicities [J] . Nat Aging, 2021, 1: 87

-100.

[收稿日期] 　 2021-06-09

997



2021 年 12 月

第 29 卷　 第 6 期

中国实验动物学报

ACTA LABORATORIUM ANIMALIS SCIENTIA SINICA
December 2021
Vol. 29　 No. 6

彭冬冬,陈相池,夏伟,等. 大鼠混合细菌感染性肺炎模型的建立与评价 [J]. 中国实验动物学报, 2021, 29(6): 800-807.
Peng DD, Chen XC, Xia W, et al. Establishment and evaluation of a mixed bacterial pneumonia rat model [ J]. Acta Lab Anim Sci
Sin, 2021, 29(6): 800-807.
Doi:10. 3969 / j.issn.1005-4847. 2021. 06. 012

[基金项目]湖南省重点研发计划(2020DK2003)。
Funded by Hunan Key R & D Program(2020DK2003).
[作者简介]彭冬冬(1990—),男,助理研究员,在职硕士,研究方向:中药药理与毒理。 Email: pengdongdong@ hnse.org
[通信作者]王菲(1980—),男,主治医师,硕士,研究方向:中医内科呼吸系统。 Email:Wangfei2913@ 126.com

大鼠混合细菌感染性肺炎模型的建立与评价
彭冬冬1,2,陈相池1,2,夏伟1,2,刘学武1,2,王菲3∗

(1. 新药药效与安全性评价湖南省重点实验室,长沙　 410331; 2. 湖南普瑞玛药物研究中心有限公司,
长沙　 410331; 3. 上海市第十人民医院,上海　 200072)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、大肠埃希菌混合细菌感染性肺炎模型,为药效评价提供

动物模型支持。 方法　 SD 大鼠 36 只,雌雄各半,随机分为空白对照组、模型对照组、红霉素组,每组 12 只。 各组麻

醉后,模型对照组、红霉素组气管滴入 1×108CFU / mL 混合菌液,每只 0. 5 mL,空白对照组滴入等体积生理盐水。 造

模 2 h 后进行口鼻吸入给药,每天 3 次,每次 10 min,每次间隔 4 h,连续给药 7 d。 给药期间,观察各组大鼠一般状

态;造模第 3、7 天检查大鼠肺功能,测定肺泡灌洗液(bronchoalveolar lavage fluid,BALF)中白细胞数与中性粒细胞

百分比,ELISA 检测 BALF 中白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α),HE 染色观察肺组织病理学改变,并对

肺组织进行细菌培养计数。 结果　 与空白对照组比较,模型对照组体温、白细胞(White Blood Cell,WBC)、中性粒

细胞计数(Neu%)、TNF-α、IL-6 显著增大,用力肺活量( forced vital capacity,FVC)、用力呼气量占用力肺活量比值

(FEV200 / FVC)、潮气容积(VT)显著减小,大鼠肺泡结构被破坏,大量炎症细胞浸润、肺间质增厚;与模型对照组比

较,红霉素组体温、WBC、Neu%、TNF-α、IL-6 显著下降,FVC、FEV200 / FVC、VT 显著上升,大鼠肺组织病理学改变明

显减轻,肺组织中金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、大肠埃希菌数目明显减少。 结论　 本实验采用金黄色葡萄球菌、
肺炎链球菌、大肠埃希菌的混合细菌,经气管滴入大鼠肺建立细菌感染性肺炎模型成功,可用来进行药效作用的

评价。
【关键词】 　 细菌性肺炎;大鼠;混合感染;炎症因子;肺功能
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Establishment and evaluation of a mixed bacterial pneumonia rat model
PENG Dongdong1,2, CHEN Xiangchi1,2, XIA Wei1,2, LIU Xuewu1,2, WANG Fei3∗

(1. Hunan Key Laboratory of Pharmacodynamics and Safety Evaluation of New Drugs, Changsha 410331, China.
2. Hunan Prima Pharmaceutical Research Center Co. Ltd, Changsha 410331.

3. Shanghai Tenth People’s Hospital, Shanghai 200072)
Corresponding author: WANG Fei. E-mail: Wangfei2913@ 126.com

【Abstract】　 Objective　 To establish a susceptible pneumonia model of mixed bacteria, including Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae and Escherichia coli, and provide a useful animal model for drug efficacy evaluation.
Methods　 Thirty-six healthy adult SD rats (50% male and 50% female) were randomly divided into the blank group,
model group and erythromycin group, with twelve rats in each group. After the animals in each group were anesthetized with
diethyl ether, the model group and erythromycin group were instilled with 1×108 CFU / mL mixed bacterial solution (0. 5 mL
each rat), and the blank group was instilled with an equal volume of saline. After 2 h, the drug was administered three
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times for 10 min each time in 4 h intervals, followed by continuous administration for the next 7 days. During
administration, the general state of rats in each group was observed. On the 3rd and 7th day of modeling, the lung function
of rats was evaluated, and the number of white blood cells and percentage of neutrophils in bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) were determined. ELISA was used to detect interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in BALF.
HE staining was performed to observe the pathological changes and count the bacterial cultures in lung tissues. Results　
Compared with the blank group, the model group showed significantly increased body temperature, WBC, Neu%, TNF-α
and IL-6, significantly decreased FVC, FEV200 / FVC and VT, damaged alveolar structure, a large number of infiltrated
inflammatory cells and interstitial lung thickening. Compared with the model group, the erythromycin group exhibited
significantly decreased body temperature, WBC, Neu%, TNF-α and IL-6 and significantly increased FVC, FEV200 / FVC
and VT. Rat lung histopathological changes were significantly alleviated. The number of Staphylococcus aureus,Streptococcus
and Escherichia coli were significantly reduced. Conclusions 　 In this experiment, a mixture of Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae and Escherichia coli was instilled into the lungs of rats through the trachea to establish a model of
bacterial pneumonia, and this model can be used to evaluate the effect of drugs.

【Keywords】　 bacterial pneumonia; rats; mixed infection; inflammatory factors; lung function
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 肺炎是临床上常见的呼吸道疾病,发病率、死
亡率常年居高不下,对人们的健康危害极大,对老

人和儿童尤甚,在中国每年约有 2100 万儿童罹患肺

炎[1]。 肺炎按病因可分为细菌性肺炎、非典型病原

体所致肺炎、病毒性肺炎、肺真菌病、其他病原体所

致肺炎等,其中细菌性肺炎最为常见[2]。 近年来,
国内外学者多采用金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌,
大肠杆菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯杆菌等细菌

构建单一细菌感染肺炎模型[3-5],但多种细菌混合

后的肺炎感染建模鲜有报道。 最新的文献均指出

越来越多的社区获得性肺炎 ( community-acquired
pneumonia,CAP)病例中诊断出多种微生物混合感

染,它们包括细菌、病毒和真菌等多种组合,其中以

细菌合并感染最普遍。 常见的混合细菌包括肺炎

链球菌、金黄色葡萄球菌以及一些非典型病原体,
如肺炎支原体和肺炎衣原体等,它们之间的组合

是 CAP 常见的发病原因。 混合细菌性肺炎存在于

所有年龄段,除以肺炎链球菌为主要病原体的情

况外,约 10% ~ 35%的肺炎病例为多种细菌混合

感染。 由于细菌之间的相互作用,会影响混合细

菌感染性肺炎病情的诊断,并且使得病情更加严

重,治疗手段有限、治疗效果差[6-7] 。 然而目前对

于混合细菌感染性肺炎药物治疗效果评价的研究

却很少,因此有必要对其进行研究[8-9] 。 本研究拟

采用金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌以及大肠杆菌

等比例混后侵染大鼠,建立细菌性肺炎模型,旨在

建立稳定的混合细菌感染性肺炎模型,为细菌性

肺炎发病机制研究及抗细菌感染性肺炎药物的评

价提供新思路。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

36 只 5 ~ 6 周龄 SPF 级 SD 大鼠,雌雄各半,体
重(200 ± 20)g,由北京维通利华实验动物技术有限

公司提供【SCXK(京)2016-0006】,饲养于湖南省药

物安全评价研究中心病原微生物实验室(ABSL-Ⅱ)
(长卫计实备字 ( 2019) 第 B001 号) 【 SYXK (湘)
2020-0015】,期间给予鼠全价颗粒饲料,自由饮水,
室温(23 ± 2)℃,湿度 40% ~ 60%,光照明暗各 12
h,通风良好。 动物实验经湖南省药物安全评价研

究中心实验动物管理伦理委员会批准( IACUC2020
(3)038)。
1. 1. 2　 病原微生物

金黄色葡萄球菌,肺炎链球菌,大肠杆菌标准

株,由中国人民解放军第四军医大学检验科赠送,
在本中心病原微生物实验室培养和扩增。 实验前

1 d将 3 种菌株接种于羊血琼脂糖平板上,于 CO2 恒

温培养箱中 37℃培养 18 ~ 24 h 后,收集细菌。 将

上述 3 株细菌收集液用无菌 0. 9%氯化钠注射液稀

释至 1 × 108CFU / mL,再将 3 株细菌收集液按 1 ∶1 ∶1
混合后,备用。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

注射用乳糖酸红霉素(规格:以红霉素计 0. 25
g /瓶,批号:190602,由东易和天生物科技有限公司

生产)、丙泊酚乳状注射液(规格:20 mL:0. 2 g,批
号:21912183,由西安力邦制药有限公司生产)、大
鼠肿瘤坏死因子 α(TNF-α) (批号:09 / 2020)、大鼠
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白细胞介素 6( IL-6) (批号:09 / 2020),以上试剂盒

均由江苏酶免实业有限公司提供。 BCR-RI01-30-
C12-PPSU 型大鼠独立通气笼盒系统(山东新华医

疗器械股份有限公司)、BSC1300-II-A2 型生物安全

柜(山东新华医疗器械股份有限公司)、 HRH-
MNE3026 型小动物单浓度口鼻吸入染毒系统(北京

慧荣和科技有限公司)、BC-5000Vet 型兽用五分类

血液细胞分析仪(深圳迈瑞公司)、DFC 420C 型病

理成像系统(德国 Leica 公司)、Spectra Max i3x 型多

功能酶标仪(上海美谷光子公司)、小动物肺功能检

测系统(上海塔望智能科技有限公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 造模与给药

麻醉大鼠,将其仰卧解剖板上呈 30° ~ 45°角倾

斜位置,用 1 mL 的注射器吸取混合细菌液 0. 5 mL,
连接穿刺长针,耳镜下暴露大鼠气管,注入气管内,
抽出插管后,将实验动物保持头高脚低位,并轻轻

左右旋转体位,使菌液均匀分布于大鼠的两肺。 造

模后 2 h 进行口鼻吸入给药,红霉素组大鼠经口鼻

吸入给予 5 mg / mL 红霉素溶液,雾化时设置气溶胶

质量检测仪浓度范围为 14 000 ~ 16 000 mg / cm3,
空白对照组与模型对照组按相同方法给予 0. 9%氯

化钠注射液,每天 3 次,每次 10 min,每次间隔 4 h,
连续给药 7 d。
1. 2. 2　 观察指标

(1)一般观察:观察各组大鼠活动状况、背毛、
呼吸、自主活动等情况。

(2)体温测定:各组于造模第 3、7 天,采用 MC-
347 型电子体温计测量大鼠肛温。

(3)肺功能检查:各组于造模第 3、7 天,按性别

随机取 6 只大鼠,雌雄各半,采用尾静脉注射 10
mg / kg 丙泊酚乳状注射液(10 mg / mL)麻醉,麻醉后

分离气管进行插管,采用小动物肺功能检测仪检测

大鼠潮气量 ( VT)、 呼吸频率 ( f )、 每分通气量

(MV)、用力肺活量(FVC)、第 0. 2 秒量(FEV200),
并计算 FEV200 / FVC。

(4)肺泡灌洗液中白细胞(WBC)与中性粒细胞

(Neu)含量测定:各组于造模第 3、7 天,首先对大鼠

左侧主支气管结扎,采用 2 mL 的 0. 9%氯化钠注射

液对大鼠右侧肺部进行灌洗,抽取 3 次,收集肺泡灌

洗液(BALF),采用兽用五分类血液细胞分析仪检

测 WBC 数目及 Neu%。

(5) BALF 中 IL-6、TNF-α 含量测定:将收集到

的灌洗液转移至试管内,采用酶联免疫吸附法测

定,具体如下:将样品稀释液和待测样品加入各样

本孔,加入酶标试剂后 37℃温育 60 min。 使用配好

的洗涤液洗涤 5 次后加入显色剂,37℃避光反应 15
min 后加入终止液中止反应,终止反应后 15 min 内

应用酶标仪检测 450 nm 处吸光度(OD),计算样本

中浓度。
(6)肺组织病理学观察:收集肺泡灌洗液后腹

主动脉放血安乐死,解剖取左侧下叶肺组织置于

10%中性福尔马林溶液固定,经 HE 染色后,采用

DFC 420C 型病理成像系统观察肺组织病理学改变。
(7)肺组织细菌培养计数:除空白对照组外,其

余每组中随机抽取 6 只动物(首次及末次解剖各随

机挑选 6 只),雌雄各半,取左侧中叶肺组织,用
0. 9%氯化钠注射液清洗表面血迹。 称取肺组织

1. 0 g 于无菌的 Ep 管中,加入 1 mL 无菌生理盐水

研磨成匀浆,采用 10 倍梯度进行稀释 (即 10-1、
10-2、10-3、10-4、10-5……),选择适宜的 2 个梯度于

选择性培养基上,且每个梯度做 2 个平行,置(36 ±
1)℃培养 24 h 后进行细菌计数。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS 22. 0 软件进行统计学处理,各组数

据在分析前进行正态性检验和方差齐性检验,正态

分布数据以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,非正态分

布数据用中位数表示。 两组均数比较采用 t 检验,
多组均数比较采用单因素方差分析,以 P< 0. 05 为

差异具有统学意义。

2　 结果

2. 1　 一般状态

整个试验期间,空白对照组大鼠背毛光泽、活
动能力强、饮食无异常、呼吸状态平稳,无气促现

象、无其他异常;模型对照组给大鼠,给药期间背毛

无光泽、呼吸急促、活动减少;红霉素组大鼠给药前

期背毛无光泽,出现呼吸急促、活动减少现象,但随

着给药时间的延长,上述状况明显好转,给药结束

时,该组大鼠呼吸状态趋于正常,活动亦明显增多。
2. 2　 各组大鼠体温变化比较

如表 1 所示,与空白对照组比较,模型对照组造

模第 3 ~ 7 天体温显著升高(P< 0. 01);与模型对照

组比较,红霉素组造模第 4 ~ 6 天体温明显降低。
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表 1　 各组大鼠不同时间体温变化比较(􀭰x ± s,n= 6)
Table 1　 Comparison of body temperature changes of rats in different groups at different times(􀭰x ± s,n= 6)

组别
Groups

体温(℃)Body temperature(℃)
第 1 天

D1
第 2 天

D2
第 3 天

D3
第 4 天

D4
第 5 天

D5
第 6 天

D6
第 7 天

D7
空白对照组
Blank group 37. 0 ± 1. 2 36. 6 ± 0. 9 35. 9 ± 3. 9 36. 2 ± 1. 2 36. 4 ± 0. 8 36. 7 ± 0. 4 36. 8 ± 0. 4

模型对照组
Model group 37. 2 ± 0. 5 36. 6 ± 1. 1 37. 8 ± 0. 7++ 37. 5 ± 0. 6++ 37. 5 ± 1. 2++ 37. 1 ± 0. 5++ 37. 6 ± 0. 3++

红霉素组
Erythromycin group 36. 5 ± 0. 5 36. 6 ± 0. 7 37. 7 ± 0. 5 36. 8 ± 0. 3∗ 35. 7 ± 0. 5∗ 36. 3 ± 0. 7∗ 37. 2 ± 0. 5

注:与空白对照组相比,++P< 0. 01;与模型对照组相比,∗P < 0. 05。
Note. Compared with blank group, ++P< 0. 01. Compared with model group, ∗P < 0. 05.

2. 3　 各组大鼠肺功能指标比较

如图 1 所示,造模第 3、7 天,模型对照组大鼠最

大呼气及吸气流量较空白对照组均有明显降低,提示

混合菌感染大鼠后,肺通气功能下降;模型大鼠经过

雾化吸入红霉素溶液,发现大鼠最大呼气及吸气流量

有所增加,提示红霉素可改善肺通气功能;造模第 3
天后,与空白对照组比较,模型对照组用力肺活量

(FVC)显著减小(P < 0. 01)。 与模型对照组比较,红
霉素组潮气量(VT)呈增加趋势,呼吸频率(f)呈降低

趋势,但无显著性差异,每分通气量(MV)无显著变

化;红霉素组 FEV200 / FVC 显著增加(P < 0. 01)。 提

示,肺炎早期由于肺的通气功能受限,机体会通过增

加呼吸频率,进而维持通气量的恒定。 造模第 7 天

后,与空白对照组比较,模型对照组潮气量、FEV200 /
FVC 均显著减小(P < 0. 05,P < 0. 01);与模型对照

组比较,红霉素组呼吸频率、每分通气量、FCV、FEV200

呈上升趋势,但无统计学差异,潮气量、FEV200 / FVC
均显著增加(P < 0. 01)(见表 2,表 3)。

注:造模 D3、D7 空白对照组、模型对照组和红霉素组肺通气功能图谱(图中蓝线和红线箭头分别代表最大呼气流量和最大吸气流量)。

图 1　 不同时期各组大鼠肺通气功能图谱及肺功能指标

Note. Modeling D3, D7 lung ventilation function map of blank control group, model control group and erythromycin group(The blue and red arrows represent
the maximum expiratory and inspiratory flows respectively) .

Figure 1　 Lung ventilatory function map and lung function index of rats in different periods

表 2　 造模第 3 天各组大鼠肺功能指标比较(􀭰x ± s,n= 6)
Table 2　 Comparison of lung function indexes of rats in each group 3 days of modeling(􀭰x ± s,n= 6)

组别 Groups VT(mL) f(次 / min) MV(L / min) FVC(mL) FEV200(mL) FEV200 / FVC(%)
空白对照组 Blank group 1. 77 ± 0. 35 112 ± 26 0. 19 ± 0. 02 4. 02 ± 0. 35 3. 74 ± 0. 31 93. 31 ± 0. 77
模型对照组 Model group 1. 41 ± 0. 43 153 ± 31 0. 21 ± 0. 03 2. 77 ± 0. 26+ 2. 21 ± 0. 26 79. 96 ± 6. 16++

红霉素组 Erythromycin group 1. 59 ± 0. 39 132 ± 27 0. 20 ± 0. 02 3. 12 ± 0. 52 2. 84 ± 0. 54 90. 65 ± 4. 78∗∗

注:与空白对照组比较,+P < 0. 05,++P < 0. 01;与模型对照组比较,∗∗P < 0. 01。 (下图 / 表同)
Note. Compared with blank group,+P< 0. 05,++P< 0. 01. Compared with model control group,∗∗P< 0. 01.(The same in the following figures and tables)
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表 3　 造模第 7 天各组大鼠肺功能指标比较(􀭰x ± s,n= 6)
Table 3　 Comparison of lung function indexes of rats in each group 7 days of modeling(􀭰x ± s,n= 6)

组别 Groups VT(mL) f(次 / min) MV(L / min) FVC(mL) FEV200(mL) FEV200 / FVC(%)

空白对照组 Blank group 1. 78 ± 0. 23 116 ± 10 0. 21 ± 0. 03 4. 75 ± 1. 89 4. 43 ± 1. 70 93. 58 ± 1. 50

模型对照组 Model group 1. 22 ± 0. 22++ 125 ± 15 0. 15 ± 0. 01 3. 55 ± 0. 45 2. 93 ± 0. 63 81. 63 ± 7. 70++

红霉素组 Erythromycin group 1. 67 ± 0. 24∗∗ 130 ± 25 0. 21 ± 0. 01 3. 68 ± 0. 20 3. 40 ± 0. 12 92. 36 ± 2. 94∗∗

2. 4　 各组大鼠 BALF 中 WBC 与 Neu%比较

如表 4 所示,造模第 3 天,与空白对照组比较,
模型对照组白细胞数目显著增加(P< 0. 05);与模

型对照组比较,红霉素组白细胞数目显著减少(P <
0. 01),中性粒细胞百分比(Neu%)无显著性差异。
造模第 7 天,与空白对照组比较,模型对照组白细胞

数目、中性粒细胞百分比显著增加(P < 0. 05,P <
0. 01);与模型对照组比较,红霉素组白细胞数目均

显著减小(P < 0. 01)。 值得关注的是,模型大鼠在

造模后第 7 天白细胞数目较造模后第 3 天有一定的

降低,提示肺炎大鼠在造模后第 7 天可能有自愈

趋势。

表 4　 不同时期各组大鼠 BALF 中 WBC、Neu(%)比较(􀭰x ± s,n= 6)
Table 4　 Comparison of WBC and Neu(%) in BALF of different groups of rats in different periods(􀭰x ± s,n= 6)

组别 Groups
造模第 3 天 3 days of modeling 造模第 7 天 7 days of modeling

WBC(109 / L) Neu(%) WBC(109 / L) Neu(%)

空白对照组 Blank group 0. 34 ± 0. 06 44. 6 ± 18. 0 0. 14 ± 0. 11 38. 4 ± 11. 8

模型对照组 Model group 1. 71 ± 1. 21++ 55. 1 ± 7. 1 0. 64 ± 0. 17++ 55. 5 ± 11. 0+

红霉素组 Erythromycin group 0. 89 ± 0. 37∗∗ 57. 4 ± 5. 8 0. 33 ± 0. 18∗∗ 45. 7 ± 12. 2

2. 5　 各组大鼠 BALF 中 IL-6、TNF-α比较

如表 5 所示,造模第 3 天,与空白对照组比较,
模型对照组 IL-6、TNF-α 显著增加(P< 0. 01);与模

型对照组比较,红霉素组 IL-6 虽一定程度降低,但
无统计学差异,红霉素组 TNF-α 较模型对照组显著

减小(P< 0. 01)。 造模第 7 天,与空白对照组比较,
模型对照组 IL-6、TNF-α 显著增加(P< 0. 01);与模

型对照组比较,红霉素组 IL-6、TNF-α 均显著降低

(P< 0. 05,P< 0. 01)。
2. 6　 肺组织病理形态改变

如图 2 所示,空白对照组大鼠肺泡以及肺间质

的组织结构均为正常,首次解剖,模型对照组肺泡

结构被破坏,肺泡壁明显增厚,可见肺泡壁血管充

血,炎症细胞大量浸润,红霉素组均可见肺泡壁增

厚,肺泡壁血管有微量充血,炎症细胞浸润,肺泡结

构异常,但上述病理改变较模型对照组均有明显改

善。 末次解剖模型对照组肺泡壁增厚明显,可见肺

泡壁血管少量充血,炎症细胞大量浸润,值得注意

的是,末次解剖模型对照组肺组织在炎症细胞浸润

方面较首次解剖有所减轻,与肺炎大鼠肺泡灌洗液

白细胞结果基本一致,提示该肺炎模型在造模后7 d
有一定自愈趋势。

表 5　 不同时期各组大鼠 BALF 中 IL-6、TNF-α 比较(􀭰x ± s,n= 6)
Table 5　 Comparison of IL-6 and TNF-α in BALF of different groups of rats in different periods(􀭰x ± s,n= 6)

组别 Groups
造模第 3 天 3 days of modeling 造模第 7 天 7 days of modeling

IL-6(pg / mL) TNF-α(pg / mL) IL-6(pg / mL) TNF-α(pg / mL)

空白对照组 Blank group 129. 8 ± 1. 8 270. 4 ± 20. 2 121. 14 ± 4. 8 256. 7 ± 6. 3

模型对照组 Model group 152. 2 ± 6. 2++ 326. 6 ± 8. 1++ 152. 6 ± 8. 1++ 310. 6 ± 24. 7++

红霉素组 Erythromycin group 146. 3 ± 4. 4 298. 1 ± 4. 4∗∗ 141. 3 ± 3. 9∗∗ 258. 6 ± 11. 9∗∗

2. 7　 肺组织细菌培养计数

如表 6 所示,与模型对照组比较,造模第 3 天,
红霉素组动物肺组织中大肠埃希菌、金黄葡萄球

菌、肺炎链球菌数目大幅度的降低(P< 0. 01),造模

第 7 天,红霉素组动物肺组织中大肠埃希菌、金黄葡

萄球菌、肺炎链球菌数目大幅度的降低(P< 0. 01)。
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图 2　 不同时期各组大鼠肺组织苏木精和伊红染色法结果(n= 6)
Figure 2　 Results of hematoxylin and eosin staining in lung tissues of rats in different periods(n= 6)

表 6　 不同时期各组大鼠肺组织细菌培养计数比较(􀭰x ± s,n= 6)
Table 6　 Comparison of bacterial culture counts of lung tissue in different groups of rats in different periods(􀭰x ± s,n= 6)

组别
Groups

第 3 天(CFU / mL)
Number of bacteria D3(CFU / mL)

第 7 天(CFU / mL)
Number of bacteria D7(CFU / mL)

大肠埃希菌
Escherichia coli

金黄葡萄球菌
Staphylococcus

aureus

肺炎链球菌
Streptococcus
pneumoniae

大肠埃希菌
Escherichia

coli

金黄葡萄球菌
Staphylococcus

aureus

肺炎链球菌
Streptococcus
pneumoniae

模型对照组
Model group 3100 ± 544 5027 ± 1017 4730 ± 1062 3712 ± 1102 5389 ± 2012 5290 ± 1881

红霉素组
Erythromycin group 447 ± 146∗∗ 633 ± 146∗∗ 1223 ± 287∗∗ 243 ± 89∗∗ 245 ± 70∗∗ 301 ± 103∗∗

3　 讨论

近些年来,国内外先后建立多种细菌侵染性肺

炎动物模型,但多数研究均是以单一菌株进行动物

模型的建立,忽视了 CAP 多为混合感染,且以革兰

阴性菌(如肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希

菌、肺炎克雷伯菌等)感染多见,出现该现象可能与

广泛应用抗菌药物致细菌耐药有关[10]。 混合细菌

感染性肺炎患者除了会出现体温、肺功能、白细胞

及肺部 X 光线等指标异常外,容易并发电解质紊

乱、呼吸衰竭、心率失常等疾病,严重威胁患者的生

命安全,并给临床诊治带来很大的困难,故此类动

物模型建立对抗混合细菌感染性肺炎药物评价有

着重要意义。 因此本研究选用临床上较为普遍的

革兰阴性菌(肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃

希菌)感染大鼠,按 1 ∶1 ∶1的剂量混合后进行大鼠气

管注射,建立大鼠混合细菌感染性肺炎模型,通过

观察各组大鼠肛温、白细胞、肺功能及肺组织形态

学变化,并观察金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、大肠

埃希菌在大鼠肺组织定植情况,同时选用临床有效

的红霉素雾化后对大鼠混合细菌感染性肺炎模型

的作用。
本实验结果显示,给予每只 0. 5 mL 混合菌液感

染(1×108CFU / mL)大鼠,大鼠在注入菌液第 2 天就

出现了活动减少、呼吸急促、反应迟钝等现象,且第

3 天体温明显上升,这与已报道的动物肺炎感染模

型的症状相符[3]。 造模第 3 天,模型对照组动物肺

功能检测结果显示,该组动物肺潮气量下降,呼吸

频率上升,但每分通气量与空白对照组无明显差

异,提示肺炎早期由于肺的通气功能受限,机体会

通过增加呼吸频率,进而维持通气量的恒定;造模

第 7 天,肺炎模型组动物潮气量、FEV200 / FVC 明显

降低,呼吸频率趋于正常,提示随着病程的推进,模
型对照组动物肺通气功能受损。 给予红霉素雾化

吸入治疗后,潮气量下降,FEV200 / FVC 提高。 结果

表明红霉素雾化治疗可以缓解细菌感染性性肺炎

造成的肺通气功能受损。
金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、大肠埃希菌表

面复合物抗原能引起炎症反应、刺激细胞因子产

生[11-13]。 TNF-α 具有广泛的生物活性的前炎症细

胞因子,可由多种免疫细胞释放[14],在免疫应答中,
TNF-α 可诱导 IL-6、IL-10 等炎症因子的产生,肺炎
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发病期间呈升高趋势,并与病情的程度相关[15]。
IL-6 是一种多功能细胞因子,与炎症密切相关,研究

表明肺炎发病过程中 IL-6 显著升高[16]。 本实验结

果显示,造模第 3、7 天肺炎模型组大鼠 BALF 中

TNF-α、IL-6 含量均明显上升,提示金黄色葡萄球

菌、肺炎链球菌、大肠埃希菌刺激致大鼠 TNF-α、IL-
6 水平升高,介导炎性反应。 给予红霉素雾化治疗

后,肺炎动物肺泡灌洗液中的 TNF-α、IL-6 水平显著

降低,这表明红霉素雾化给药能明显下调肺炎大鼠

TNF-α、IL-6 的水平,缓解 TNF-α、IL-6 介导炎性反

应。 对模型对照组与红霉素组动物肺进行细菌培

养计数,实验结果显示,红霉素雾化治疗后的动物

肺中的金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、大肠埃希菌

数目均有明显的减少,提示红霉素雾化治疗能显著

抑制金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、大肠埃希菌在

肺中的复制。
对支气管肺泡灌洗液中成分的检测,是一种有

效研究肺组织局部免疫病理过程的方法[17],能直接

反映出感染肺炎的肺泡结构中细胞的类型和数

量[18]。 其中白细胞和中性粒细胞的数量与肺炎程

度紧密相关,可作为判断患者是否出现肺炎或判断

肺炎严重程度的标准[19]。 本实验结果显示,相较于

空白对照组,造模第 3、7 天模型对照组白细胞数目,
中性粒细胞百分比均明显增加,这表明模型对照组

动物肺部出现了炎症反应,肺组织病理学观察显示

肺泡结构被破坏,肺间质明显增厚,大量炎性细胞

浸润,亦表明该组动物肺部出现了严重的炎症。 给

予红霉素雾化治疗后,模型动物肺泡灌洗中白细胞

数目,中性粒细胞降低明显,表明模型动物肺中的

炎症反应得到了明显缓解,肺组织病理学观察结果

亦显示该组动物的病变程度明显好转。 令人意外

的是,与第 3 天相比,在第 7 天模型对照大鼠肺泡灌

洗液中白细胞数量出现下降的情况,并且肺组织病

理改变也存在一定的改善,说明其具有一定的自愈

趋势,与文献报道基本一致[20]。 考虑到传统的肺炎

模型通常为重症模型,大鼠病情较重,死亡率较高,
因此本实验采用混合细菌经气管单次给药的造模

方式,并且给药剂量与文献相比也较低。 在第 7 天,
发现与空白对照大鼠相比,模型大鼠仍有明显的肺

炎指征,因此我们认为本次实验结果仍具有一定参

考价值。 不过在后续研究中,我们还会对不同病原

菌动物模型建立方法进行不断优化,并探索不同病

原菌动物模型和菌株接种剂量以及菌株浓度的关

系,必要时辅以免疫抑制剂加强造模效果,为抗肺

炎药物有效性评价和作用机制研究建立稳定的肺

炎模型。

4　 结论

综上所述,肺炎模型大鼠体温、肺功能参数的

变化、肺泡灌洗液中炎症细胞与炎症因子以及肺组

织病理学变化和肺组织细菌培养计数等指标变化

的结果,认为采用金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、大
肠埃希菌混合后经气管滴入大鼠肺部,该方法能成

功建立细菌感染性肺炎大鼠模型,此外,发现红霉

素溶液雾化给药对肺炎大鼠治疗效果显著。
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运动经 FoxO1-脂噬通路缓解 ApoE- / - 小鼠高脂血症
的研究

花卫成1,2,付鹏宇3,张缨2,王林佳2,倪震1,龚丽景1∗

(1. 北京体育大学运动与体质健康教育部重点实验室,北京　 100084; 2. 北京体育大学运动人体科学学院,
北京　 100084; 3. 西北工业大学体育部,西安　 710072)

　 　 【摘要】 　 目的　 脂噬是一种针对脂肪的选择性自噬,受 FoxO1 调控。 运动作为调节脂代谢紊乱疾病的有效

手段,其在高脂血症的作用是否与 FoxO1-脂噬过程有关,目前尚无报道。 本研究通过两种运动方式干预高脂血症

模型小鼠,检测脂肪组织中脂噬相关指标的变化,以探究运动缓解高脂血症的可能作用机制。 方法　 选取 C57BL /
6J 小鼠作为野生对照组(WT 组);载脂蛋白 E 基因敲除(ApoE- / -)小鼠构建高脂血症模型,分为安静对照组(CON
组)、中强度持续运动组(MICT 组)和高强度间歇运动组(HIIT 组),干预 6 周,检测各组小鼠血脂水平,HE 染色观

察脂肪细胞形态,RT-qPCR 和 Western Blot 测试脂肪组织中 PI3K、Akt / p-Akt、FoxO1 / p-FoxO1 和自噬相关指标

(Beclin1、Atg7、LC3、p62、Rab7)的变化。 结果　 (1)CON 组血浆 TG、TC 和 LDL-C 水平较WT 组显著增加,运动各组

较 CON 组 TG、TC 水平显著降低(P< 0. 01)。 (2)HE 染色发现 CON 组较 WT 组同一视野下脂肪细胞数量增加(P<
0. 01)。 (3)CON 组较 WT 组 FoxO1、Beclin1、Atg7、LC3 和 Rab7 mRNA 表达增加,PI3K、p-Akt / Akt、p-FoxO1 / FoxO1
和 P62 表达量减少(P< 0. 01),Beclin1、Atg7、LC3、Rab7 蛋白含量增加(P< 0. 01);MICT 组和 HIIT 组较 CON 组

FoxO1、Beclin1、LC3、Atg7 和 Rab7 mRNA 表达降低,PI3K、p-Akt / Akt、p-FoxO1 / FoxO1 和 p62 蛋白含量增加(P<
0. 05)或(P< 0. 01),Beclin1、Atg7、LC3、Rab7 蛋白含量降低(P< 0. 05)或(P< 0. 01)。 结论　 上述结果表明 MICT
和 HIIT 均可通过抑制脂肪细胞 FoxO1-脂噬通路调节血脂水平、改善高脂血症。

【关键词】 　 ApoE- / -小鼠;脂噬;FoxO1;中强度持续运动;高强度间歇运动
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Exercise alleviates hyperlipidemia via the FoxO1-lipophagic signaling
pathway in ApoE- / - mice
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【Abstract】 　 Objective 　 Lipophagy is a type of selective autophagy that targets fat and is regulated by FoxO1.
Exercise is an effective method to regulate lipid metabolism disorders. Whether the regulation of hyperlipidemia is mediated
by the FoxO1-lipophagy pathway remains unreported. In this study, two types of exercise were used as interventions in
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hyperlipidemia model mice, and the changes in lipophagy-related indexes in adipose tissue were detected to explore the
possible mechanism by which exercise alleviates hyperlipidemia. Methods　 C57BL / 6J mice were selected as the wild-type
control group (WT group). The hyperlipidemia model was constructed by apolipoprotein E gene knockout (ApoE- / -), and
mice were divided into three groups: the silent control group (CON group), moderate-intensity continuous training group
(MICT group) and high-intensity intermittent training group (HIIT group). After 6 weeks of intervention, the blood lipid
levels in each group were detected, and the morphology of adipocytes was observed by HE staining. The changes in PI3K,
Akt / p-Akt, FoxO1 / p-FoxO1 and autophagy-related indexes (Beclin1, Atg7, LC3, p62 and Rab7) in adipose tissue were
measured by RT-qPCR and Western Blot. Results 　 ( 1) Plasma TG, TC and LDL-C levels in the CON group were
significantly increased compared with the WT group, and TG and TC levels in the exercise groups were significantly
decreased compared with the CON group (P< 0. 01). (2) HE staining showed that the number of adipocytes in the CON
group were increased, compared with the WT group in the same field (P< 0. 01). (3) Compared with the WT group, the
mRNA expression levels of FoxO1, Beclin1, Atg7, LC3 and Rab7 were increased in the CON group, and the expression
levels of PI3K, p-Akt / Akt, p-FoxO1 / FoxO1 and P62 were decreased (P< 0. 01). In addition, Beclin1, Atg7, LC3 and
Rab7 protein contents were increased (P< 0. 01). The mRNA levels of FoxO1, Beclin1, LC3, Atg7 and Rab7 in the MICT
group and HIIT group were lower than those in the CON group, whereas the protein contents of PI3K, p-Akt / Akt, p-
FoxO1 / FoxO1 and p62 were increased (P< 0. 05 or P< 0. 01). The protein contents of Beclin1, Atg7, LC3 and Rab7 were
decreased (P< 0. 05 or P< 0. 01). Conclusions　 These results suggest that both MICT and HIIT alleviate hyperlipidemia
by inhibiting of the FoxO1-lipophagic signaling pathway in adipocytes, thereby regulating lipid levels.

【Keywords】　 ApoE- / - mice; lipophagy; FoxO1; moderate-intensity continuous exercise; high-intensity intermittent exercise
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 高脂血症(hyperlipidemia,HL)是一种发病率逐

年升高的全球性慢性疾病,参与动脉粥样硬化、II 型
糖尿病和非酒精性脂肪肝等疾病的发生发展,临床

特征表现为血液中脂质和脂蛋白含量升高[1-2]。 富

甘油三酯的脂蛋白(TG-rich lipoproteins,TGRLs)负

责将血液中的甘油三酯和胆固醇转运到血浆和其

他组织,而载脂蛋白 E( apolipoprotein E,ApoE) 是

TGRLs 的重要组成部分[3]。 ApoE 与脂质形成脂蛋

白复合体来转运脂质,并且可以作为细胞表面脂蛋

白受体的配体,介导脂质转运至组织细胞,ApoE 缺

乏会导致血液中 TGRLs 转运受阻,是诱发 HL 的关

键因素[4]。 ApoE 基因缺陷(ApoE- / -)小鼠 3 月龄左

右自发产生高脂血症,而高脂饮食会进一步加重病

情,是构建高脂血症的常用模型[5]。
脂肪组织是调节能量代谢和糖脂代谢的中

心[6]。 发生在脂肪细胞中的选择性自噬———脂噬,
是一种新近发现的可以选择性识别脂质并将其降

解的调节脂代谢稳态的生理过程。 该过程能够选

择性地动员脂滴中的脂质,经历启动和成核、自噬

体的形成、自噬体与溶酶体融合和自噬溶酶体降解

的步骤调节脂质代谢[7]。 在自噬启动阶段,肌球蛋

白样 Bcl-2 结合蛋白( coiled-coil myosin-like BCL2-
interacting protein 1,Beclin1)发挥重要作用[8];选择

性自噬接头蛋白 1(sequestosome 1,SQSTM1 / p62)能

将微管相关蛋白 1 轻链 3 ( microtublue-associated
protein 1 light chain 3,LC3)招募到脂滴上,促进自噬

体形成[9];LC3 被自噬相关蛋白 7(autophagy related
protein 7,Atg7) 脂化,形成 LC3Ⅱ,从而闭合自噬

体[10];在晚期自噬体的物质运输以及溶酶体的生物

发生过程,Ras 相关蛋白 7( ras-related GTP-binding
protein 7,Rab7)参与其中,并促进溶酶体和自噬体

相互作用[7]。 自噬上游的磷酸肌醇 3 激酶 /蛋白激

酶 B /叉头样转录因子 O1(phospoinositide 3 kinase /
protein kinase B / forkhead box of transcription factors
O1,PI3K / Akt / FoxO1)信号通路是其重要调控通路。
在脂肪组织中大量表达的 FoxO1,属于 Fox 转录因

子家族成员之一,是许多自噬基因(如 Beclin1 和

LC3)的重要调控因子[11],能促进自噬相关基因的

转录,形成 FoxO1 -脂噬通路。 经磷酸化修饰的

FoxO1 会与细胞核中的 14-3-3 蛋白结合并移出细胞

核,降低其转录活性,使自噬水平下调[12]。 PI3K 的

激活会导致 Akt 磷酸化, 并使下游的 FoxO1 磷

酸化[13]。
规律的运动训练具有降低血脂的功效已得到

广泛 证 实[14]。 中 等 强 度 持 续 运 动 ( moderate
intensity continuous training,MICT)和高强度间歇运

动( high-intensity intermittent training,HIIT) 是目前

在大众体育中广泛采用的两种健身方式[15-16]。 脂
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代谢受到脂肪组织自噬水平的影响,FoxO1 又是调

控自噬的重要转录因子。 MICT 和 HIIT 发挥改善高

脂血症的作用是否与 FoxO1-脂噬途径有关,目前尚

未见报道。 因此,本研究拟通过对比 MICT 和 HIIT
对高脂饮食饲喂的 ApoE 敲除小鼠脂肪组织 FoxO1
-脂噬通路相关蛋白表达的影响,探讨运动预防高

脂血症的可能机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

10 只 9 周龄雄性 SPF 级 C57BL / 6J 小鼠,体重

(25. 17 ± 0. 35)g;35 只 9 周龄雄性 SPF 级 C57BL /
6J ApoE- / -小鼠,体重(25. 32 ± 0. 85)g;购自北京维

通利华实验动物技术有限公司【 SCXK(京) 2016 -
0006】。 所有 ApoE- / - 小鼠均饲喂含 21%(w / w)脂

肪和 1. 5%(w / w)胆固醇的高脂饲料(北京科澳协

力饲料有限公司,中国);野生型小鼠喂食含 4% ~
5%(w / w)脂肪的标准维持饲料(北京华阜康生物科

技有限公司,中国)。 所有小鼠饲养于北京体育大

学动物实验室【SYXK(京)2016-0033】,温度 22℃,
湿度 50% ~ 70%,昼夜 12 h / 12 h,可自由进食和饮

水,在实验室适应 1 周后开始正式训练干预。 本研

究经北京体育大学运动科学实验伦理委员会批准

(审批号 2019100A)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

脂肪固定液 ( G1119, Servicebio,中国), RNA
Store 样品保存液(DP408,TianGen,中国),血脂检测

试剂盒(A111-1-1,A110-1-1,A113-1-1,A112-1
- 1; 南 京 建 成, 中 国 ), 定 量 PCR 相 关 试 剂

( MiniBEST Universal RNA Extraction Kit 9767,
PrimeScriptTM Master Mix RR036A,SYBR Premix Ex
Taq II RR820A; TaKaRa, 日 本 ), RIPA 裂 解 液

(P0013B,碧云天,中国),蛋白酶 /磷酸酶抑制剂

(04693159001,04906837001,Roche,瑞士),BCA 试

剂盒(PierceTM BCA Protein Assay Kit 23227,Thermo
Fisher Scientific, 美 国 ), Bolt LDS Sample Buffer
(B0007,Novex,美国),Bolt Reducing Agent(B0009,
Novex, 美 国 ), MES Running Buffer ( B0002,
Invitrogen, 美 国 ), 4% ~ 12% Bis-Tris 梯 度 胶

(NW04125, Invitrogen,美国), iBlot 2 NC Regular
Stacks ( IB23001, Invitrogen, 美 国 ), PI3K 抗 体

( Proteintech, 21890-1-AP ), Akt 抗 体 ( Abcam,

ab8805), Phospho-Akt 抗 体 ( Cell Signaling Tech,
4060), FoxO1 抗 体 ( Abcam, ab52857 ), Phospho-
FoxO1 抗 体 ( Abcam, ab131339 ), Beclin1 抗 体

(Abcam,ab207612),Atg7 抗体(Abcam,ab133528),
LC3 抗 体 ( Proteintech, 14600-1-AP ), p62 抗 体

(Abcam,ab109012),Rab7 抗体(Abcam,ab137029),
α-Tubulin(Proteintech,66031-1-IG),Goat anti-Rabbit
抗体 ( LI-COR, 926-68071 ), Goat anti-Mouse 抗体

(LI-COR 926-32210)。
动物跑台(LF8710MAP,Panlab,美国),酶标仪

(BioTek Synergy H1,Bio Tek,美国),显微图象分析

系统(DMI4000B,Leica,德国),超微量分光光度计

(Nanodrop 2000c,Thermo Fisher Scientific,美国),实
时荧 光 定 量 PCR 仪 ( ABI 7500, Thermo Fisher
Scientific,美国),蛋白转印仪( iBlot 2,Thermo Fisher
Scientific,美国),双色红外荧光成像系统(Odyssey
CLX,LI-COR,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

10 只 C57BL / 6J 小鼠作为野生对照组 (WT
组)。 5 只 ApoE- / -小鼠用于最大速度测试以制定训

练方案,其余 30 只 ApoE- / - 小鼠随机分为 3 组:
ApoE- / -安静对照组(CON 组)、ApoE- / -中强度持续

运动组 (MICT 组) 和 ApoE- / - 高强度间歇运动组

(HIIT 组)。 每组 10 只。
训练开始前用 5 只 ApoE- / -小鼠进行最大速度

测试,根据测试结果制定训练方案。 测试方案为

8 cm / s速度热身 10 min,之后每 3 min 增加跑速

2 cm / s,直到力竭,力竭时的速度为最大速度,力竭

判断标准为连续在电网上停留 3 s 或者电击次数达

到 100 次[16]。 最大速度的测试结果为 ( 45 ± 4)
cm / s。

HIIT 组和 MICT 组在开始前 4 d 进行适应性训

练(每天在跑步机上跑 10 min,速度逐渐增加,分别

为 10、12、14 和 16 cm / s。 从 10 周龄开始训练 6 周,
WT 组和 CON 组不运动,MICT 组和 HIIT 组每周一、
三、五上午 10:00 训练。 如图 1,MICT 组在 10 min
热身(5 cm / s × 5 min + 10 cm / s × 5 min)后进行 40
min 匀速跑,速度为 40%最大跑速(18 cm / s);HIIT
组在 10 min 热身(8 cm / s × 5 min + 15 cm / s × 5
min)后进行四组 5 × 10 s 的短跑,间歇 20 s,组间休

息 5 min,速度为 100%最大跑速(45 cm / s) [17]。
1. 2. 2　 取材
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注:A:MICT 组训练方案;B:HIIT 组训练方案。

图 1　 MICT 组和 HIIT 组训练计划

Note. A. Training program of MICT group. B. Training program of HIIT group.

Figure 1　 Schematic diagram of training program for MICT group and HIIT group

在训练干预结束 48 h 后取材,称重,麻醉,心脏

穿刺取血,离心取血浆(4℃,3000 rpm,15 min),液
氮速 冻, - 80℃ 保 存。 取 附 睾 白 色 脂 肪 组 织

(epididymal WAT,eWAT),分成 3 份,一份存于固定

液中,用于制备石蜡切片;一份存于 RNA 保存液中,
4°C 放置1 d后-80°C 保存;一份液氮速冻,-80°C
保存,用于 Western Blot 测试。
1. 2. 3　 血液指标测试

按照试剂盒说明书检测血浆甘油三酯、总胆固

醇(total cholesterol,TC)、低密度脂蛋白胆固醇(low-
density lipoprotein cholesterol,LDL-C)、高密度脂蛋

白胆固醇( high-density lipoprotein cholesterol,HDL-
C)含量。
1. 2. 4　 脂肪组织形态学测试

脂肪组织经固定液固定后,常规石蜡包埋、切
片,HE 染色,显微图像分析系统观察,拍照,Image-
pro Plus 6. 0 软件统计组织细胞横截面积。
1. 2. 5　 脂肪组织 mRNA 相对含量测试

引物序列由 Primerbank(https:/ / pga.mgh.harvard.
edu / primerbank / index.html)网站查询获得,见表 1,引
物由 GENEWIZ 公司合成。 称取 80 mg 附睾白色脂肪

组织,按照试剂盒说明提取总 RNA,超微量分光光度计

检测总 RNA 浓度,逆转录操作获取 cDNA,进行实时荧

光定量 PCR 扩增。 以 β-actin 作为内参,采用 2-△△CT法

计算目的基因 /内参基因的相对表达量。
1. 2. 6　 脂肪组织蛋白相对含量测试

称取 80 mg 附睾白色脂肪组织,加入 500 μL
RIPA 裂解液,组织破碎机破碎细胞,分离出总蛋白,
BCA 法测定蛋白浓度后制备蛋白样品。 SDS-PAGE
电泳分离蛋白,用蛋白转印仪将蛋白转印到 NC 膜

上,室温封闭液封闭 1 h 后孵育一抗(4℃,12 h),
TBST 洗去未结合的一抗(3 × 10 min),室温孵育二

抗 1 h,TBST 洗去未结合的二抗(3 × 10 min),TBS
洗涤(2 × 5 min),滤纸吸干后双色红外荧光成像系

统曝光,Image Studio 软件进行相对定量分析。 抗体

信息见 1. 1. 2。
表 1　 引物信息

Table 1　 Information of primers
引物

Primers
序列

Sequences
长度(bp)
Size(bp)

Foxo1 F:5’-CCCAGGCCGGAGTTTAACC-3’
R:5’-GTTGCTCATAAAGTCGGTGCT-3’ 132

Beclin1 F:5’-ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC-3’
R:5’-TCCTCTCCTGAGTTAGCCTCT-3’ 197

Atg7 F:5’-GTTCGCCCCCTTTAATAGTGC-3’
R:5’-TGAACTCCAACGTCAAGCGG-3’ 161

LC3 F:5’-TTATAGAGCGATACAAGGGGGAG-3’
R:5’-CGCCGTCTGATTATCTTGATGAG-3’ 109

Rab7 F:5’-AAGCCACAATAGGAGCGGAC-3’
R:5’-AGACTGGAACCGTTCTTGACC-3’ 104

β-actin F:5’-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3’
R:5’-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3’ 154

1. 3　 统计学分析

实验数据采用 SPSS 25. 0 软件分析,所有数据

符合正态分布,结果用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表

示。 WT 组和 CON 组间采用独立样本 t 检验,CON
组、MICT 组和 HIIT 组间采用单因素方差分析,以 P
< 0. 05 和 P< 0. 01 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 运动降低 ApoE- / -小鼠血脂水平

6 周干预结束后,WT 组小鼠体重为(28. 55 ±
1. 44) g, CON 组 为 ( 30. 34 ± 1. 50 ) g, MICT 组
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(30. 53 ± 0. 36)g,HIIT 组为(29. 63 ± 0. 56)g,各组

间无显著性差异。 血液指标结果表明,CON 组 TG、
TC 和 LDL-C 均显著高于 WT 组(P < 0. 01),MICT

组和 HIIT 组 TG 和 TC 水平显著低于 CON 组(P <
0. 01),MICT 组 HDL-C 显著高于 CON 组和 HIIT 组

(P < 0. 05),见表 2。
表 2　 小鼠血浆 TC、TG、HDL-C 和 LDL-C 结果(􀭰x ± s)

Table 2　 Results of TC, TG, HDL-C and LDL-C in mice plasma(􀭰x ± s)
组别
Groups

甘油三酯(mmol / L)
TG(mmol / L)

胆固醇(mmol / L)
TC(mmol / L)

高密度脂蛋白胆固醇(mmol / L)
HDL-C(mmol / L)

低密度脂蛋白胆固醇(mmol / L)
LDL-C(mmol / L)

WT 组 WT group 0. 53 ± 0. 03 4. 95 ± 0. 16 2. 88 ± 0. 28 0. 46 ± 0. 16
CON 组 CON group 7. 52 ± 1. 48∗∗ 32. 48 ± 4. 14∗∗ 2. 93 ± 1. 11# 7. 98 ± 1. 57∗∗

MICT 组 MICT group 5. 32 ± 0. 45## 25. 00 ± 1. 36## 4. 76 ± 2. 01# 7. 30 ± 2. 25
HIIT 组 HIIT group 5. 83 ± 0. 68## 24. 15 ± 3. 07## 3. 01 ± 0. 97& 7. 33 ± 1. 30

注:与 WT 组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与 CON 相比,#P < 0. 05,##P < 0. 01;与 MICT 组相比,&P < 0. 05,&&P < 0. 01。 (下图同)
Note. Compared with WT group, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. Compared with CON group, #P < 0. 05, ##P < 0. 01. Compared with MICT group, &P <
0. 05, &&P < 0. 01. (The same in the following figures)

2. 2　 ApoE- / -小鼠脂肪细胞横截面积减小

图 2　 MICT 和 HIIT 对小鼠附睾脂肪组织细胞

横截面积的影响

Figure 2　 Effects of MICT and HIIT on
adipocyte cross-sectional area of eWAT in mice

6 周干预结束后,各组小鼠 eWAT 脂肪细胞 HE
染色图片如图 2A 所示。 野生型小鼠脂肪细胞横截面

积明显大于 ApoE- / - 小鼠。 CON 组脂肪细胞横截面

积(1631. 08 ± 375. 96) μm2 与 WT 组 ( 2847. 48 ±
556. 59)μm2 相比显著降低 (P < 0. 05),MICT 组

(1789. 69 ± 451. 40) μm2 和 HIIT 组 ( 1872. 79 ±
402. 86)μm2 与 CON 组相比无显著性差异,见图 2B。

2. 3　 运动下调 ApoE- / -小鼠脂肪组织 FoxO1-自噬

相关基因的 mRNA 表达

6 周干预结束后,各组小鼠 eWAT 实时荧光定

量 PCR 结果如图 3 所示。 CON 组较 WT 组 FoxO1、
Beclin1、LC3、Atg7 和 Rab7 mRNA 相对表达水平显

著升高 ( P < 0. 01)。 MICT 组和 HIIT 组 FoxO1、
Beclin1、LC3、Atg7 和 Rab7 mRNA 相对表达水平较

CON 组显著下降(P < 0. 05)或(P < 0. 01)。 HIIT
组 Beclin1 mRNA 相对表达水平较 MICT 组显著升

高(P < 0. 05)。

图 3　 MICT 和 HIIT 对小鼠附睾脂肪组织

FoxO1-自噬相关基因 mRNA 表达的影响

Figure 3　 Effects of MICT and HIIT on mRNA relative expression
levels of FoxO1-Autophagy-associated proteins

from eWAT in mice

2. 4　 运动激活 ApoE- / -小鼠脂肪组织 PI3K / Akt /
FoxO1 通路并促进自噬

6 周干预结束后,CON 组较 WT 组 PI3K、p-Akt
和 p-FoxO1 蛋白相对表达水平显著下降 ( P <
0. 01),p-Akt / Akt 和 p-FoxO1 / FoxO1 显著下降(P <
0. 01);MICT 组和 HIIT 组较 CON 组 PI3K、p-Akt 水
平以及 p-Akt / Akt 和 p-FoxO1 / FoxO1 显著上升(P <
0. 01),Foxo1 水平显著下降(P < 0. 01);HIIT 组较

CON 组 Akt 水平显著下降(P < 0. 01),较 MICT 组

PI3K、Akt、p-Akt、FoxO1 和 p-FoxO1 蛋白相对表达
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水平显著下降(P < 0. 01)或(P < 0. 05),p-Akt / Akt
比值显著上升(P < 0. 05),见图 4A,4B。

自噬相关蛋白表达情况如图 4C,4D 所示,CON
组较 WT 组 Beclin1、Atg7、LC3Ⅱ / Ⅰ和 Rab7 显著上

升(P < 0. 01),p62 水平显著下降(P < 0. 05);MICT

组和 HIIT 组较 CON 组 Beclin1、Atg7、LC3Ⅱ / Ⅰ和

Rab7 水平显著下降(P < 0. 01),MICT 组和 HIIT 组

较 CON 组 p62 水平显著上升(P < 0. 01)或(P <
0. 05);HIIT 组较 MICT 组 Beclin1、Atg7、LC3Ⅱ /Ⅰ
和 Rab7 水平显著下降(P < 0. 01)或(P < 0. 05)。

图 4　 MICT 和 HIIT 对小鼠附睾脂肪组织蛋白相对表达水平的影响

Figure 4　 Effects of MICT and HIIT on protein relative expression levels of eWAT in WT mice and ApoE- / - mice

3　 讨论

ApoE- / -小鼠会从 3 ~ 4 月龄开始自发产生高

脂血症和动脉粥样硬化,高脂肪饮食会进一步加剧

和加速病情[18]。 本研究中 10 周龄 ApoE- / - 小鼠在

饲喂高脂饲料 6 周后脂肪细胞横截面积变小,同时

血浆 TG、TC 和 LDL-C 水平升高,这是由于 ApoE- / -

小鼠血液中脂蛋白,如乳糜微粒(chylomicrons,CM)
和极低密度脂蛋白 ( very low density lipoproteins,
VLDL) 转 运 受 阻, 难 以 运 输 到 脂 肪 组 织 积 累

所致[19]。
此外脂肪组织分解增加也会使 ApoE- / -小鼠血

脂升高[20-21],而脂噬过程可通过自噬溶酶体途径对

脂肪组织中的脂滴进行选择性降解[22]。 ApoE- / -小

鼠脂肪组织处于炎症浸润状态,诱发机体慢性炎性

状态[23],白细胞介素-6( interleukin,IL-6)等炎症因

子的表达会激活信号传导与转录激活因子( signal

transducer and activator of transcription 3,STAT3),进
而上调 FoxO1 的表达[24],FoxO1 是介导自噬的关键

核转录因子[25]。 此外 ApoE 缺失时 PI3K / Akt 信号

通路受到抑制[26],进而降低 FoxO1 磷酸化水平。 本

研究 ApoE- / -小鼠脂肪组织中 p-FoxO1 / FoxO1 比值

下降,说明细胞核中 FoxO1 比例增加,发挥转录作

用,导致下游自噬相关基因表达上调,诱导 ApoE- / -

小鼠脂肪细胞面积减小,血脂水平显著上升,形成

高脂血症[27]。
MICT 是运动强度低、训练时间长的有氧运动,

其对有高脂血症和动脉粥样硬化倾向的 ApoE- / -小

鼠有预防作用。 研究发现,规律的跑台或游泳训练

能够降低 ApoE- / -小鼠血脂[28],减轻内质网应激介

导的内皮功能障碍[29],缓解肝细胞胰岛素抵抗和非

酒精性脂肪性肝病等症状[30]。 而 HIIT 的特点是在

短时间的高强度运动中穿插低强度运动或休息,以
减少训练时间并提供较大的生理刺激,已被证明有
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良好的减脂效果[31]。 但 HIIT 运动对 ApoE- / - 小鼠

的影响研究不多见。 本研究结果显示 HIIT 对

ApoE- / -小鼠血脂有改善作用,降低了血浆 TG 和 TC
含量,与 MICT 结果一致;此外,MICT 还提高血浆

HDL-C 含量。 两种运动使小鼠脂肪组织细胞横截

面积有所增大,提示运动可促使血脂进入脂肪组织

细胞储存,并降低 ApoE- / - 小鼠脂肪组织细胞脂解

作用[21]。
ApoE 基因缺失也是引起 II 型糖尿病的原因之

一,II 型糖尿病会导致脂肪组织 PI3K / Akt 信号通路

出现损伤,而运动可以上调 PI3K / Akt 信号通路,改
善糖尿病大鼠糖脂代谢[32-33]。 虽然运动对脂噬的

影响报道较少,但外源刺激如针刺可促进 PI3K 和

p-Akt 表达,降低海马自噬水平[34]。 Akt 磷酸化激

活后可进一步磷酸化 FoxO1 的丝氨酸 256 位点

(S256)并降低 FoxO1 结合目标 DNA 的能力[35]。 本

研究中,MICT 和 HIIT 均可上调 ApoE- / -小鼠脂肪组

织中 PI3K 的表达,促进 Akt 磷酸化,增加 FoxO1 磷

酸化水平和 p-FoxO1 / FoxO1 比值,以抑制自噬相关

基因和蛋白的表达[35]。 Beclin1 是Ⅲ类磷脂酰肌醇

3-激酶( class III phosphatidylinositol 3-kinase,PI3K
Ⅲ)复合物的组成部分,在自噬启动阶段调节自噬

相关蛋白如 LC3 的分布,而 Beclin1 和 LC3 又受到

FoxO1 的直接调控[36]。 本研究中,小鼠 MICT 和

HIIT 后脂肪组织中 Beclin1、Atg7 和 Rab7 mRNA 和

蛋白 表 达 水 平 下 降, LC3 mRNA 表 达 水 平 及

LC3Ⅱ / Ⅰ比值下降,说明本研究的运动方式抑制了

脂肪组织自噬。 随着自噬水平下调,包含 Atg7、LC3
以及其他自噬相关蛋白表达的减少,延缓了自噬体

膜的延伸;Rab7 随着自噬体形成附着在自噬体表

面,介导自噬体与溶酶体结合形成成熟的自噬溶酶

体,其含量的减少可能影响脂肪组织中自噬溶酶体

的成熟[37-38];接头蛋白 p62 在脂噬中负责将 LC3 招

募到脂滴上,并随着待降解物质进入自噬溶酶体,
随着自噬溶酶体的降解而降解[39],本研究两种运动

后脂肪组织 p62 蛋白表达水平上升,也说明了脂噬

水平的下调[40]。 上述结果提示两种运动方式皆可

通过促进 FoxO1 磷酸化以抑制 ApoE- / -小鼠脂肪组

织自噬,促进脂肪细胞代谢,降低血浆中 TG 和 TC
含量,改善高血脂症状。

综上所述,ApoE 基因缺失所致的高脂血症可激

活脂噬水平; 6 周 HIIT 和 MICT 均可通过激活

ApoE- / -小鼠脂肪组织 PI3K / Akt 通路,促进 FoxO1

磷酸化,抑制脂噬,降低血脂水平,缓解高脂血症。
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微囊藻毒素-LR 对小鼠原代肝细胞线粒体功能
的影响

贺云1,陈艺生2,任岚1,尹一杰1,胡桂玲1,吴云丽1∗

(1. 福建医科大学基础医学院,消化道恶性肿瘤教育部重点实验室,福建省肿瘤微生物学重点实验室,
福州　 350122; 2. 福建省立医院临床医学实验研究中心,福州　 350001)

　 　 【摘要】 　 目的　 蓝藻水华引起的微囊藻毒素污染是世界性关注话题之一,微囊藻毒素 LR(MC-LR)具有强特

异性肝毒性,但其引起肝损伤的确切机制尚未完全阐明。 为解决这一问题,本研究从细胞分子层面探讨 MC-LR 造

成肝细胞线粒体功能改变的分子机制。 方法　 提取小鼠原代肝细胞,加入梯度剂量的 MC-LR(2. 5 ~ 10 nmol / L)
作用 48 h,以未加毒素处理组为对照,检测 MC-LR 对线粒体功能的影响(包括 ATP 水平和线粒体膜电位检测),
DNA 损伤(包括彗星试验和 8-OHdG 水平检测),并分析 p53 抑制剂 pft-α 作用下线粒体功能损伤情况。 结果　 MC-
LR 造成肝细胞线粒体功能障碍,DNA 损伤且 p53 蛋白表达水平上调;p53 特异性抑制剂 pft-α 减轻 MC-LR 造成的

线粒体损伤。 结论　 在本试验条件下,MC-LR 造成小鼠肝细胞线粒体功能异常的机制与其造成 DNA 损伤诱导 p53
上调有关。

【关键词】 　 微囊藻毒素-LR;原代肝细胞;线粒体功能;DNA 损伤;p53
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Mitochondrial function in microcystin-LR-induced primary mice hepatocytes
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(1. Key Laboratory of Gastrointestinal Cancer(Fujian Medical University), Ministry of Education,
Fujian Key Laboratory of Tumor Microbiology, School of Basic Medical Sciences, Fujian Medical University,
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【Abstract】　 Objective　 Microcystin contamination caused by cyanobacteria blooms is a profound global concern.
Microcystin-LR (MC-LR) was documented to induce potent hepatotoxicity, but the exact mechanisms have not been fully
elucidated. To better understand the mechanisms, we conducted the following investigations. Methods 　 Primary mouse
hepatocytes were isolated, purified and exposed to a MC-LR concentration range of 2. 5 ~ 10 nmol / L for 48 h with DMEM
treatment as the negative control. Mitochondrial function ( ATP levels and mitochondrial membrane potential), DNA
damage (comet assay and 8-OHdG levels) and p53 expression were determined in MC-LR-treated cells and control cells. In
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addition, experiments were repeated to assess mitochondrial function after pft-α preconditioning. Results　 MC-LR led to a
progressive loss in ATP production and mitochondrial membrane potential in a dose-dependent manner. Furthermore, the
comprehensive DNA damage examination and upregulated p53 protein level indicated that MC-LR was associated with DNA
damage in primary mouse hepatocytes. However, when p53 was blocked by PFT-α, mitochondrial damage was attenuated
after MC-LR treatment. Conclusions 　 Together, these data indicate that MCLR-induced DNA damage promoted p53
production, which was associated with mitochondrial dysfunction.

【Keywords】　 microcystin-LR; primary mouse hepatocyte; mitochondrial function; DNA damage; p53 gene
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 随着水体富营养化的加剧,蓝藻水华给生态环

境造成极大压力。 微囊藻毒素(microcystins,MCs)
是蓝藻细菌的次级代谢产物,为单环七肽活性化合

物,具有多脏器毒性,如肝毒性、肾毒性、神经毒性、
心脏毒性以及肠道菌群改变等,可通过饮水、食物

链传递及水上活动等方式进入动物和人体内,对人

体及动物健康造成严重威胁[1-3]。 MCs 具百余种异

构体,其中分布最广,毒性最强的是微囊藻毒素 LR
(Microcystin-LR,MC-LR) [4],被国际癌症研究机构

(International Agency for Research in Cancer,IARC)
定义为可致人类癌症的风险因素(IIB 类)。 肝作为

MC-LR 累积与作用的靶器官,极易受到损害,研究

表明 MC-LR 可引起肝细胞病理学改变:肿胀、炎症,
产生活性氧自由基并引起不可逆转的 DNA 损伤,与
肝细胞坏死、肝癌发生具有密切联系[5-7]。 然而,
MC-LR 的肝毒性机制及致癌机制尚不明确,此前很

大一部分研究将细胞死亡归因于 MC-LR 引起的氧

化应激[5,8-10],线粒体功能改变在 MC-LR 诱导的氧

化应激中发挥关键作用,甚至在诱导肝细胞死亡以

及癌症发生发展过程中起重要作用[10]。 至于 MC-
LR 如何诱发线粒体功能障碍方面的研究比较欠缺,
具体机制尚不明朗。 基于以上分析,该课题以小鼠

原代肝细胞为模型,从分子水平上评估 MC-LR 造成

线粒体功能异常的机制,旨在为 MC-LR 相关肝疾病

的诊断和治疗策略提供新思路。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

9 只 28 日龄 SPF 雄性 C57BL / 6 小鼠,体重约为

10 g,购于上海斯莱克实验动物有限责任公司

【SCXK(沪)2017-0005】。 饲养于福建医科大学实

验动物中心【SYXK(闽)2016-007】,昼夜各半循环

照明,相对湿度 40% ~ 70%,温度在 20 ~ 25℃ 之

间。 采用无菌营养颗粒料饲料,饮用水为高压的纯

净水,自由采食。 动物实验通过福建医科大学动物

伦理委员会审查(FJMU IACUC 2020-0115)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

MC-LR( ENZO,ALX-350 - 012), IV 型胶原酶

(sigma,C5138),胎牛血清(PAN,P30-3302),青霉

素和链霉素双抗生素溶液 (Gibico,15140 - 122),
ATP 检测试剂盒 (碧云天生物技术有限公司,
S0026), MitoProbeTM JC-1 Assay Kit ( Invitrogen,
34152 ), Reagent Kit for Single Cell Gel
Electrophoresis Assay(Trevigen,4250-050-K),Mouse
8-Hydroxydeoxyguanosine(8-OHdG) ELISA Kit(华美

生物,CBS-E10527),GAPDH(Cell Signal,2118),p53
(Cell Signal,2524)。

冷光仪 ( Berthold,德国),激光共聚焦显微镜

(Leica,德国),荧光显微镜(Leica,德国),分子成像

仪(ImageQuant LAS 4000 mini,美国),多功能酶标

仪(Bio-Tek,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 小鼠原代肝细胞提取

采用改良二步灌注法分离提取原代肝细胞。 28
日龄雄性小鼠深度麻醉后,开腹,从下腔静脉进针,
剪断肝沿静脉,匀速灌注 20 mL 不含钙离子的 KRB
缓冲液,待血液冲洗干净后,换成 20 mL 含有 0. 5%
(w / v)IV 型胶原酶的灌注液同法操作。 灌注完成

后,摘下肝,释放细胞,通过 3 次低温低速离心去除

杂质和死细胞。
1. 2. 2　 细胞培养和毒素处理

纯化的原代细胞以合适的密度种植于鼠尾胶

原包被的孔板中,使用含有 10%胎牛血清、1%青霉

素和链霉素双抗生素溶液的 DMEM 培养基,放入含

5% CO2 的 37℃培养箱中培养。 贴壁后,加入 0 ~
10 nmol / L 不同浓度 MC-LR 毒素进行细胞染毒,以
未加 MC-LR 的细胞为对照,培养 48 h,进行后续试

验检测。 p53 抑制剂 pft-α(5 μmol / L)使用时间为

处理毒素前 1 h。
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1. 2. 3　 线粒体功能检测

该实验中细胞内的 ATP 水平是由基于生物发

光技术进行的,首先,冰上裂解细胞,4°C 12 000 rpm
离心 10 min,取上清备用。 使用 ATP 检测试剂盒中

ATP 检测工作液将检测板中作用 5 min,以降低本

底。 加入样品,迅速混匀,立即用冷光仪测定 CPM
值。 根据标准曲线计算样品 ATP 浓度。

该研究使用 MitoProbeTM JC-1 Assay Kit,进行线

粒体膜电位检测,具体步骤如下:用 PBS 缓冲液清

洗细胞,加入终浓度为 10 μg / mL JC-1 染料,置于

37°C 培养箱中,避光孵育 20 min,PBS 洗涤 2 次,使
用激光共聚焦显微镜在 488 nm 激发波长下观察,拍
照,并用 LAS AF LITE 软件计算各实验组的荧光

强度。

注:不同剂量(2. 5 ~ 10 nmol / L)MC-LR 处理小鼠原代肝细胞 48 h;A:ATP 水平与对照组比较,∗P < 0. 05;B:JC-1 染色激光共聚焦拍照;

与对照组相比, ∗P < 0. 05。

图 1　 MC-LR 引起肝细胞线粒体损伤

Note. Hepatocytes were treated with 2. 5 ~ 10 nmol / L MC-LR for 48 h. A. Comparison of ATP level in cells subjected to the indicated treatments,
∗P < 0. 05. B. Representative confocal imaging of cells treated with the indicated treatments. Compared with normal control group,∗P < 0. 05.

Figure 1　 Effect on mitochondrial function of hepatocytes induced by MC-LR

1. 2. 4　 DNA 损伤检测

彗星试验 ( comet 试验):使用 Reagent Kit for
Single Cell Gel Electrophoresis Assay 检测细胞 DNA
双链完整性。 细胞用胰酶消化后,离心收集细胞,
混合于低熔点琼脂糖中,转移至载玻片,低温冷却

凝固,于 4℃预冷的细胞裂解液中裂解过夜。 次日

取出,用 pH > 13 的碱性电泳液中避光电泳 30 min。
电泳结束后,清洗,染色,荧光显微镜观察,拍照。

使用 Mouse 8-Hydroxydeoxyguanosine(8-OHdG)
ELISA Kit 检测 8-OHdG 生成水平:裂解细胞,取细

胞上清,用样品稀释液稀释 20 倍。 使用 HRP 标记

待测样品,培养箱中孵育 30 min 后,洗板 3 次,显色

后,用多功能酶标仪测定 450 nm 处吸光度值。 根据

标准曲线计算相应 8-OHdG 浓度。
1. 2. 5　 Western Blot 检测

提取细胞蛋白后,采用 BCA 蛋白定量法进行定

量检测。 取 30 μg 总蛋白上样进行 SDS-PAGE 电

泳,蛋白低温转移至 PVDF 膜,GAPDH,p53 抗体孵

育过夜,HRP 标记的二抗处理后,洗膜 3 次,使用分

子成像仪进行曝光显影,拍照。
1. 3　 统计学分析

实验数据采用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s),所有实

验均重复 3 次,采用 t 检验或者方差分析统计实验

组与对照组之间的差异,并用 GraphPad Prism 7. 0
软件统计作图。 P < 0. 05 为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 MC-LR 造成线粒体功能障碍

为了检测线粒体功能,从线粒体膜电位(MMP,
Δψm)的变化和细胞能量代谢(ATP)变化两个方面

进行研究。 首先,检测了 ATP 生成水平,结果如图 1
A 所示,与对照组相比,低剂量 2. 5 nmol / L MC-LR
处理组就可以使 ATP 水平降低至 0. 78 ± 0. 05 倍

(P< 0. 05),随着毒素浓度的增加,ATP 生成量不断

减少(5 nmol / L 组为 0. 69 ± 0. 10 倍,10 nmol / L 组

为 0. 38 ± 0. 05 倍,P < 0. 05),这一作用迅速而又明

显。 接着,检测了线粒体膜电位。 敏感的 JC-1 染料

以电势依赖性的方式积聚在线粒体内,正常情况下

为聚合物状态,产生红色荧光,线粒体处于异常状

态,JC-1 则分解为单体,发绿色荧光,线粒体膜电位
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的去极化程度可以通过红 /绿荧光强度的比例来衡

量。 如图 1B 所示,MC-LR 作用 48 h 后,细胞内红色

荧光逐渐减弱,绿色荧光逐渐增强,聚合物逐渐解

离成单体。 通过计算,空白对照组的膜电位比较

高,红 /绿色平均荧光强度比值为 2. 93 ± 0. 53,而毒

素处理组比值逐渐降低,分别为:2. 48 ± 0. 29,1. 67
± 0. 43,1. 53 ± 0. 36(P< 0. 05),影像学图片和计算

的数据共同表明线粒体膜电位去极化。 综合以上

结果,说明 MC-LR 导致线粒体功能受到损害。

注:不同剂量(2. 5 ~ 10 nmol / L)MC-LR 处理小鼠原代肝细胞 48 h;A:彗星实验图;B:头 / 尾部 DNA 含量百分比;C:尾力矩;D:8-OHdG 浓

度;与对照组相比较,∗P < 0. 05。

图 2　 MC-LR 造成的 DNA 损伤情况

Note. Hepatocytes were treated with 2. 5~10 nmol / L MC-LR for 48 h. A. Effect of MC-LR on single cell subjected to the indicated treatments. B.
Percentage of tail DNA / head DNA. C. Olive tail moment. D. MC-LR treatment resulted in a increase in the 8-OHdG levels. Compared with normal

control group,∗P < 0. 05.

Figure 2　 Effect of MC-LR on DNA damage

2. 2　 MC-LR 造成肝细胞 DNA 损伤

采用彗星实验和 8-OHdG 水平检测评价 MC-LR
对肝细胞 DNA 的损伤作用。 通过彗星实验影像通

过观察 DNA 彗尾形状和迁移模式,可判断 DNA 双

链是否发生断裂,从单个细胞水平评估细胞的 DNA
损伤。 研究中,如图 2A 所示,对照组细胞核为圆

形,未出现拖尾,其头部的荧光强度高,MC-LR 处理

后,单个细胞核拖尾增大,头部与尾部所占比例发

生变化,且随着处理毒素浓度增加,拖尾明显变长,
体积变大。 分析 DNA 百分比含量(图 2B),MC-LR
处理后,细胞核尾部 DNA 百分比的显著增加,相反

的,头部 DNA 百分比逐步降低。 进而该研究检测了

另一个重要指标的尾力矩(olive tail moment,OTM),
如图 2C,从单个细胞水平上进行测量,发现对照组

的 OTM 为 5. 72 ± 3. 56,随着毒素浓度增加,OTM 最

高增加到 47. 96 ± 2. 92 ( 10 nmol / L, P < 0. 05)。
8-OHdG作为 DNA 损伤的生物学标记[11],当细胞发

生损伤其浓度急剧升高,为了检测 DNA 损伤的发生

情况,该研究检测肝细胞的生长培养基中 8-OHdG
的含量。 图 2D 实验结果表明,经过梯度浓度的

MC-LR 处理 48 h 后,培养基中 8-OHdG 水平变化范

围从 1. 02 ± 0. 03 倍(2. 5 nmol / L 组,P < 0. 05)增

加到 1. 51 ± 0. 07(10 nmol / L 组,P< 0. 05),均高于

对照组。 以上实验结果表明 MC-LR 促使细胞 DNA
双链断裂,并使 8-OHdG 高表达,导致 DNA 损伤。
2. 3　 MC-LR 通过 p53 调控线粒体功能损伤作用

DNA 损伤往往造成 p53 表达增加,为探索 p53
表达情况,通过Western Blot 对细胞内 p53 蛋白进行

检测,结果显示,5 nmol / L MC-LR 处理组的肝细胞

内 p53 蛋白表达量相较于对照组水平上调(图 3A),
而经过 p53 特异性抑制剂 pft-α 预处理组的 p53 表

达量有所恢复。 以上结果说明 MC-LR 可促进 p53
表达增加,这一作用可以被 pft-α 抑制。
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为了进一步验证 p53 对线粒体功能的影响,该
课题选取 p53 抑制剂 pft-α 对肝细胞进行预处理,然
后使用 5 nmol / L MC-LR 进行染毒处理,48 h 后检测

胞内 ATP 水平和 Δψm。 研究结果显示 (图 3B),
MC-LR 处理组胞内 ATP 水平为对照组细胞的 0. 62
± 0. 16 倍(P < 0. 05),显著性降低,而 pft-α 预处理

组 ATP 水平为对照组的 0. 95 ± 0. 09 倍(P > 0. 05)
相较于对照组未发生明显波动。 另外,通过观察激

光共聚焦实验结果图,如图 3D 所示,相较于 MC-LR
处理组,pft-α 预处理组的红色荧光强度增强,绿色

荧光减弱。 对聚合物呈现的红色荧光和单体呈现

的绿色荧光变化情况进行数据分析,发现 pft-α 预处

理组红色 /绿色平均荧光强度比值明显高于 MC-LR
处理组,但略低于对照组,说明 pft-α 预处理组 Δψm
去极化程度低(图 3C)。 以上结果表明,DNA 损伤

导致 p53 水平上调,从而诱发线粒体功能障碍。

注:pft-α 预处理小鼠原代肝细胞,加毒素 48 h 后;A:p53 蛋白表达;B:pft-α 处理前后的 ATP 水平;C: JC-1 染色,细胞内红 / 绿平均荧光强度

的比值; D:JC-1 染色激光共聚焦拍照;与 MC-LR 处理组相比,∗P < 0. 05。

图 3　 p53 表达及 pft-α 在线粒体功能损伤中的作用

Note. Primary mice hepatocytes were pre-treated with pft-α,and then treated with tox for 48 h. A. Comparison of p53 expression of cells with the
indicated treatments. B. ATP levels of either pft-α-preconditioning or without pft-α on mitochondrial function. C. JC-1 stain, the intracellular red /

green fluorescence intensity. D. Representative confocal imaging of cells treated with the indicated treatment. Compared with MC-LR group,∗ P
< 0. 05.

Figure 3　 p53 protein level and the role of pft-α in mitochondrial dysfunction

3　 讨论

小鼠原代肝细胞暴露于不同浓度的 MC-LR 毒

素中发生了线粒体功能障碍,可能与其诱导的 DNA
损伤,募集 p53 表达增加有关。

蓝藻水华向水体释放过量的次生 代 谢 产

物———生物毒素,强烈肝毒性的 MC-LR 毒素通过有

机阴离子和胆汁酸的多特异性运输系统进入肝细

胞[12],摄入过量的 MC-LR 造成肝损伤,肝衰竭,严
重可诱导肿瘤发生[13-15],受到广泛的毒理学研究。
肝实质性细胞是肝的功能型细胞,也是各种因素所

致肝损伤的主要靶细胞。 该研究在小鼠原代肝细

胞基础上进行的,因为原代肝细胞具有体内的肝细

胞相似活性,存在完整的转运载体系统[16],并且前

期研究中发现原代细胞比细胞株对毒素更加敏

感[5],可以更好地还原 MC-LR 的作用过程,是研究

MC-LR 对肝影响的理想模型。 根据前期的研究,
MC-LR(0 ~ 100 nmol / L)处理小鼠肝原代肝细胞 48
h 后,肝细胞存活率百分比曲线呈现明显的剂量-效
应依赖型,由曲线计算出 MC-LR 对小鼠原代肝细胞

的 IC50值为 26 nmol / L。 这些数据表明,小鼠原代肝

细胞对 MC-LR 的处理高度敏感,当 MC-LR 的浓度

达到一定水平时产生细胞毒性。 该研究实验采用

低剂量 2. 5 ~ 10 nmol / L 作为 MC-LR 的研究浓度。
线粒体作为产生 ATP 的主要基地,满足细胞生

长的能量需求,同时参与细胞凋亡、自噬过程,稳定

的线粒体膜电位有利于维持细胞正常生理功

能[17-18]。 一些蛋白组学的研究发现在 MC-LR 诱导

下,线粒体中 NADH 脱氢酶相关蛋白丰度发生变

化,进而影响氧化磷酸化进程[19-20]。 另外的报道证
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明 MC-LR 能够抑制 ATP 合酶的功能,导致细胞内

能量异常进而促使细胞死亡[21-22]。 Majsterek 等[23]

报道,线粒体的形态学改变是 MC-LR 导致细胞死亡

的主要原因。 肝是人体主要代谢器官,线粒体是物

质与能量代谢中心,线粒体功能障碍参与肝细胞癌

的发生发展过程[24-26],因此研究线粒体功能正常与

否具有重要意义。 MC-LR 进入肝细胞后,线粒体作

为易损靶点,迅速受到影响。 通过图 1 结果,发现

MC-LR 处理的肝细胞内,ATP 水平呈浓度依赖性快

速下降,膜电位检测探针 JC-1 染色结果为红色 /绿
色平均荧光强度比值下降,与激光共聚焦显微镜图

像结果一致,说明线粒体膜电位去极化,以此判断

MC-LR 导致线粒体功能发生障碍。 研究报道包括

动物体内和体外多种细胞株的试验中,发现 MC-LR
有确切的基因毒性,比如小鼠体内、人外周血淋巴

细胞和人正常肝细胞 HL7702 细胞株在内的 DNA
双链发生断裂造成 DNA 损伤[27-28]。 图 2 结果显

示,肝细胞经过 MC-LR 处理 48 h 后,损伤标记物

8-OHdG增多,影像学图片显示细胞核出现明显的拖

尾,作为评估 DNA 损伤程度的尾力矩也呈毒素浓度

依赖性增加,由此可见 DNA 损伤程度随 MC-LR 浓

度增加而增加。 这一结果与过去在动物体内以及

不同细胞株中的研究结果一致[29-30]。 在机制方面

的相关研究中,线粒体功能异常往往被认定为氧化

应激损伤造成[31],而越来越多的证据表明线粒体功

能障碍和 DNA 损伤后 p53 积聚亦有相关性[32-33]。
生理情况下,p53 维持低浓度稳定存在于细胞质中,
当 DNA 受损时,p53 基因迅速被激活,清除减少,高
浓度聚集在胞内,一部分 p53 进入线粒体引发线粒

体障碍,触发凋亡[32,34]。 为了揭示 MC-LR 造成线

粒体功能障碍的机制,该研究还检测了 p53 表达情

况,Western Blot 结果表明 MC-LR 促使肝细胞 DNA
损伤后,募集 p53,而特异性转录抑制剂 pft-α 可减

弱其敏感性,仍旧维持在低表达状态。 p53 是机体

应对 DNA 损伤的天然防护屏障,具有双向调节作

用,通过修复损伤的 DNA 使细胞存活,或诱导细胞

凋亡消除损伤的细胞维持细胞内稳态,这一选择主

要是基于其翻译后修饰调控[35]。 该研究为了探究

p53 在线粒体功能方面的作用,使用 pft-α 预先处理

肝细胞,然后用 5 nmol / L MC-LR 染毒,48 h 后检测

线粒体功能,结果发现线粒体中 ATP 水平回升,
Δψm 得以恢复到本底 70%水平,证明 p53 可调控线

粒体功能。

MC-LR 对肝毒性的研究颇多,但是具体的机制

仍处于探索阶段。 虽然目前发现 MC-LR 可造成

DNA 损伤,促进 p53 基因表达,但鲜有将 p53 与线

粒体功能联系起来。 该研究着眼于肝细胞线粒体

损伤方面,设计实验检测 p53 对线粒体功能的影响,
试图从线粒体方面揭示 MC-LR 的毒性作用机制。
通过以上实验提示积聚的 p53 参与线粒体功能调

控,但也存在一定的不足之处,比如 p53 如何影响线

粒体功能,是否与线粒体信号通路产生交集,这些

值得进一步深入探讨,也是该课题后续研究方向。
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泄泻中医证候动物模型研究进展
王楷1,侯雨君1,宋玮2,陈颖1,蒋慧灵1,谭玉1,周思远1∗

(1. 成都中医药大学针灸推拿学院 /第三附属医院,成都　 610075; 2. 成都中医药大学基础医学院,
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　 　 【摘要】 　 泄泻是中医常见疾病,中医辩证治疗常常取得较好疗效。 中医证候动物模型的建立对于中医研究

具有重大意义,科学简便的动物模型建立方法有利于中医的发展,目前不同的泄泻证型尚无各自统一公认的中医

证候模型建立标准。 对泄泻肠道湿热证、寒湿困脾证、食滞脾胃证、肝郁脾虚证、脾气亏虚证、脾肾阳虚证动物模型

制作方法进行综述,发现目前的泄泻动物模型具有造模方法混乱、造模因素选择随机、模型评价标准主观等问题,
并提出模型改进建议,以期建立行业认可、简便高效、科学稳定的泄泻中医症候模型。
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Research progress on animal model construction and evaluation of different
TCM syndromes of diarrhea

WANG Kai1, HOU Yujun1, SONG Wei2, CHEN Ying1, JIANG Huiling1, TAN Yu1, ZHOU Siyuan1∗

(1. College of Acupuncture and Massage, Chengdu University of Traditional Chinese Medicine, Chengdu 610075, China.
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【Abstract】　 Diarrhea is a common disease in traditional Chinese medicine (TCM), and dialectical treatment with
TCM often achieves better result. Establishing animal models of TCM syndromes is of great significance to TCM research.
Simple animal model establishment method are conducive to the development of TCM. At present, there is no uniformly
recognized standard for establishing TCM syndrome models of diarrhea. The author of this article reviewed the method for
generating animal models of diarrhea, including intestinal dampness-heat syndrome, cold-dampness trapping the spleen
syndrome, stagnation of spleen and stomach syndrome, liver depression and spleen deficiency syndrome, spleen-qi
deficiency syndrome and spleen-kidney yang deficiency syndrome, and found that the current approaches are unclear
because of the random selection of modeling factors, subjective model evaluation criteria and other issues. This review
provides suggestions for model improvement to establish industry-recognized, simple, efficient, scientific and stable
diarrhea TCM syndrome models.

【Keywords】　 diarrhea; TCM syndromes; animal models
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　 　 泄泻是排便频率增加,大便稀溏或排出未消化

食物,甚至泻出水样便为主症的病证[1]。 泄泻的病

机主要在于脾胃受损,运化失常,清浊不分,而成泄

泻。 西医病名如急慢性肠炎,腹泻型肠易激综合征

(diarrhea-predominant IBS,IBS-D),吸收不良综合征

等皆可按泄泻辩证治疗。
辨证论治是中医治病的基本准则,中医证候动

物模型的构建对中医研究的发展具有十分重要的

意义。 目前中医泄泻证候模型的制备尚无公认的

标准。 大多数研究从疾病的病因、病理方面切入进

行造模。 造模方法分为物理方法和化学方法,根据

造模因素的数量又可分为单因素造模法和复合因

素造模法[2]。 根据现有的病理表现和诊断标准,结
合中医基础理论,通过评估动物模型的症状表现,
肠道功能和病理变化以及方药反证,判断模型制备

是否成功。 本文通过归纳总结泄泻动物模型的研

究进展以及模型评价方法,以期为今后的模型研究

提供参考。

1　 模型建立

1. 1　 实证

1. 1. 1　 肠道湿热证泄泻模型

肠道湿热泻是指感受湿热疫毒或饮食不洁等

原因,出现如腹痛泻下,大便不爽,黏腻臭秽,肛门

灼热,口渴喜饮、小便黄,苔黄腻,脉滑数等。 阎翔

等[3]通过高糖高脂饮食以及高温高湿环境分别模

拟中医“内湿”、“外湿”形成过程造模。 李文龙等[4]

在前人基础上,通过改进模型,第一阶段以高糖高

脂饲料喂养大鼠,第二阶段将大鼠置于高温高湿造

模箱,同时以白酒灌服;第三阶段采用大肠杆菌灌

胃;以大鼠毛发蓬松、蜷缩懒动以及食欲不振、饮水

量和尿量减少,肛门红肿充血或肛门扩张以及腹泻

指数升高、肠道病理判断是否造模成功。 该模型通

过“外湿+内湿+疫毒”模拟湿热泄泻证的病程,较前

期单纯“内湿” “外湿”造模方法增加了产毒大肠杆

菌,更加符合中医湿热泄泻形成机理,因此在研究

中应用较广[5-6]。 王涛[7]将前述第三阶段造模方法

中的大肠杆菌替换为番泻叶进行造模,并将两种造

模方式进行对比,发现两种方法均能建立大鼠肠道

湿热证泄泻模型,其中大肠杆菌所造的大鼠模型表

现出严重的炎症反应和肠道粘膜损伤;而番泻叶所

造的模型则腹泻症状更突出。

1. 1. 2　 寒湿困脾证泄泻模型

寒湿困脾泻是指因外感风寒或寒湿中阻,出现

泄泻清稀,或如水样,腹痛,脘腹胀闷,舌苔白腻,脉
浮等症状。 薛晓倩等[8] 采用改进的环境加疲劳法

进行造模,在保持室温在(28 ± 2)℃条件下,将大鼠

置于水深约 25 cm、水温(26 ± 1)℃的水池中,游泳

15 min 后用取出立即吹干,并用冰水灌胃,然后将

动物饲养在灌有 4 mm 水深的笼子中。 持续 6 d 后

将大鼠移到正常环境中饲养。 李晟等[9] 采用两阶

段造寒湿困脾模型,第 1 ~ 7 天使用大黄灌胃、游
泳、低温高湿环境造模,第 8 ~ 9 天用大肠杆菌灌

胃,使用加味厚朴温中汤治疗有效。
1. 1. 3　 食滞胃肠证泄泻模型

食滞胃肠证泄泻是指摄入过多高蛋白、高热量

的食物而导致机体不能正常消化,出现泻下臭秽如

败卵、或伴有不消化食物,不思饮食,嗳腐吞酸,舌
苔腐腻,脉滑。 造模方法主要采用过食肥甘法造模

法,常使用甘兰、猪脂、牛乳、面粉等材料制作饲料。
根据 “饮食自倍, 脾胃乃伤” 中医理论, 孙理想

等[10]、麦楚填等[11]自制高脂高蛋白饲料喂养大鼠,
通过观察造模后大鼠的精神状态、进食量、体重、大
便性状验证模型。 唐小玲等[12] 选用大剂量熟地制

作模型,并用具有消食导滞作用的保和丸来作反证

验证模型。 熟地造模后的大鼠出现食量减少,大便

稀溏,抗疲劳和耐寒能力降低,经保和丸治疗后可

以抑制产生稀大便。 在动物研究中,因为高能量食

物造模法较为简便,比较契合中医食滞胃肠病机的

形成原理,因此普遍采用该法模拟临床食积证的

形成。
1. 2　 虚实夹杂证

肝郁脾虚证泄泻的主要症状为情绪紧张或沮

丧和激怒时,即出现腹痛泄泻,泻后痛减,胁肋胀

痛,嗳气食少,舌淡,脉弦。 该证是泄泻中最常见的

证型,其特点为泻前或泻时必有腹痛、泻后痛减。
对于该证型的动物模型研究较多,在模型建立时既

要考虑肝郁的“因”,同时又要建立脾虚的“果”。 该

模型的建立主要分为单因素、复合因素刺激造模。
单因素造模法包括单独使用慢性束缚法[13]、夹尾刺

激法、母婴分离[14] 等方法造模;复合因素造模法如

番泻叶联合束缚法[15]、 夹尾刺激联 合 大 黄 灌

胃[16-17]、CUMS 联合番泻叶溶液灌胃[18] 等;张庆业

等[19]采用母婴分离+束缚刺激+醋酸灌肠三种因素

联合造模,通过观察体重变化、直肠高敏、粪便
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Bristol 评分和含水量等指标验证模型是否成功。 赵

荣华等[20]采用慢性束缚+过度疲劳+饮食失节方法

建立模型。 王一程等[21]采用母婴分离联合冰水、束
缚、夹尾四种方法造模。 以多因素综合刺激作为应

激原,符合慢性病程的形成过程。 国内外众多学者

从肝郁脾虚泄泻临床症状特点出发建立了多种模

型,取得了一定的成果,但研究中还存在模型的建

立与中医发病机理不完全符合、评价指标未能量化

表示等问题。 泄泻肝气乘脾证的发生大多是建立

在慢性心理、生物和物理等综合因素中刺激人体应

激性的基础上演变而来的,故多因素复合造模方法

往往可取得更接近临床症状的形成过程。
1. 3　 虚证

1. 3. 1　 脾气亏虚证泄泻模型

脾虚泄泻是指因脾气亏虚出现食少纳呆、体倦

乏力、大便稀溏等表现。 脾虚泄泻的动物模型主要

造模方法可分为泻下法、饮食失节法、饮食偏嗜法、
综合法。 常用的泻下药物有番泻叶溶液、大黄溶液

等;饮食偏嗜法如采用食醋[22]、白酒[23] 灌胃法。 康

楠等[24]采用特制的方形水槽中放置小平台,平台周

边水深约 1. 5 cm,大鼠在平台上可自由活动,大鼠

进入睡眠就会因为肌肉舒张、松弛而落入水中,同
时予以高脂饮食建立脾虚泄泻模型。 赵荣华等[20]

采用过度疲劳联合饮食失节复制脾虚证泄泻模型,
观察大鼠的粪便性状、排便次数以及是否出现倦

怠、毛发稀疏等一般情况判断模型效应。
1. 3. 2　 脾肾阳虚证泄泻模型

脾肾阳虚证泄泻的主要由于久泻不止,由脾及

肾,或年老元阳虚衰,黎明前腹痛,腹泻,泻下清稀,
甚至完谷不化,小腹及四肢冷痛,腰膝酸软,舌淡苔

白,脉沉细。 脾肾阳虚泄泻多采用复合因素造模

法,如大黄[25-26]或番泻叶溶液灌胃联合肌注氢化可

的松法[27],番泻叶联合腺嘌呤灌胃造模法[28],丙基

硫氧嘧啶+游泳+饮食不节+番泻叶灌胃法[29]。 侯

理伟[30]采用高浓度番泻叶溶液(1 g / mL)以 10 mL /
kg 剂量灌胃 2 周联合避水应激 10 d 建立脾肾阳虚

IBS-D 大鼠模型;刘敏等[31] 在此基础上,采用母子

分离联合慢性束缚应激、番泻叶灌胃法制作模型,
使用四神丸治疗有效。 朱佳杰[32] 对比高、中、低 3
种浓度的番泻叶溶液造模,发现高浓度番泻叶(1. 0
g / L,10 mL / kg)灌胃 4 周可复制脾肾阳虚型泄泻大

鼠模型;另外作者还对比了母婴分离、避水应激、直
肠扩张三种方法分别联合番泻叶灌胃造模,以体重

下降、D-木糖排泄率评判脾虚证,并且以机体自主

活动能力以及肛温作为肾阳虚评价方法,发现 3 种

造模方式均能建立脾肾阳虚证泄泻模型;其中母婴

分离或避水应激联合番泻叶溶液能增加大鼠内脏

敏感性,而直肠扩张分别联合番泻叶溶液未能诱导

大鼠内脏高敏。

2　 模型评价

泄泻动物模型的评价方法主要可分为动物表

征、行为学测试法、微观指标检测法、方药反证法等。
2. 1　 肠道湿热证

肠道湿热证的动物模型表征为毛发蓬松、蜷缩

懒动以及食欲不振、饮水量和尿量减少、体重下降,
肛门红肿充血或肛门扩张,腹泻,粪便黄而恶臭,有
部分出现黏液脓血便;并且肛温升高[33]。 在现有的

研究中,肠道湿热证泄泻检测指标显示腹泻指数升

高[4];5-羟色胺(5-HT)含量升高[34];病理显示小肠

绒毛脱落显著,绒毛上皮细明显肿胀,部分坏死或

脱落,黏膜下层有轻微充血、严重水肿、轻度炎

症[35];肠组织肥大细胞数目增多等[34]。 可用于反

证肠道湿热证的方药主要有九香止泻片[34,36]、葛根

芩连汤[6]、秦香止泻方[35]、郁金散[5]等。
2. 2　 寒湿困脾证

寒湿困脾证泄泻的动物模型主要表现为倦怠、
自主活动减少、便溏、肛周污秽,毛色枯黄、拱毛、脱
毛、食量及饮水减少、体重下降或增长缓慢;指标检

测显示肠粘膜 AQP4[8]、回肠粘膜 ZO-1[37]、小肠 P
物质及 IL-2 的表达均降低[9];可用于该证的方药包

括藿香正气液[8,37]、加味厚朴温中汤[9]等。
2. 3　 食滞胃肠证

食滞胃肠证泄泻的动物模型的表征为大便次

数增多,大便臭秽、溏薄、不成形,食量减少,体重增

长缓慢;检测肠道 NF-kBp65 蛋白表达表达下降[38];
在方药反证模型时,通常采用保和丸[12,39]。
2. 4　 肝郁脾虚证

肝郁脾虚证动物模型的一般表现为体重减轻、
毛发枯黄、腹泻、活动减弱、反应迟钝、情绪由开始

的易怒烦躁转为低落[40];鼠粪便 Bristol 分型积分、
粪便含水量、腹泻指数、直肠敏感性测试、稀便率均

升高[19,41];腹壁撤退反射(AWR) [21]增高,行为学实

验包括旷场实验、糖水偏嗜实验、高架十字迷宫[42]

相关数值下降均提示大鼠肝郁模型的建立。 在微

观指标检测方面,肝郁脾虚证泄泻表现为 IL-2 上
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升,IL-10[41]、白细胞计数、胸腺系数、脾脏系数[43]、
皮质和下丘脑中 SE、RT 的含量[15] 则表现为下降。
该证型可以使用经典的中药方剂痛泻要方、柴胡四

君子汤进行方药反证。
2. 5　 脾气亏虚证

脾气亏虚证模型的表现为体重增长缓慢,体温

降低,食物摄取量和水的消耗量减少,毛变稀疏,缺
乏光泽,倦怠,喜扎堆,反应迟钝,大便稀溏[44];游泳

测试[45] 和大鼠抓力[46] 均下降;实验室微观检测显

示:肝细胞磷 /氧比值、呼吸控制率、肝糖原含量、血
浆皮质酮含量、红细胞总数、血红蛋白总数,肝、脾
重量[45]、血乳酸值、淀粉酶活性、D-木糖排泄率[47]

均表现为下降,肝线粒体嵴大部分或全部消失[45]。
此证型可通过经典的四君子汤进行方药佐证。
2. 6　 脾肾阳虚证

脾肾阳虚证模型建立的表现为体重下降、进食

量和饮水量下降、嗜卧懒动、行动迟缓、爪甲色淡、
尾巴变凉、弓背倦怠、喜扎堆、大便清稀,肛温下

降[32];握力试验和负重游泳实验[32] 均下降;腹泻指

数[26]升高;胸腺脏器指数降低,脾、肾、睾丸的脏器

指数升高[26];IL-β 升高[27];D-木糖、血清 ACTH、血
清 Cortisone[32]、尿-17 羟、IL-1β / IL-4 比值[27] 均降

低;此证型可以使用温补脾肾的四神丸进行方药

反证。

3　 小结

3. 1　 存在的问题

3. 1. 1　 造模方法混乱

泄泻中医证型较多,各种证型的模型建立方法

不统一。 各种证型的模型建立主要存在造模时给

药剂量不精确,复合造模方法种类繁多、选择随机、
重复性差,西药副作用造成动物损伤较大、混杂因

素不确定等问题。 例如,在番泻叶灌胃联合 CUMS
建立肝郁脾虚证泄泻模型的研究中,番泻叶浓度从

0. 25 ~ 1 g / mL[17,32],以及 CUMS 的选择范围较广,
无统一标准。 饮食不节法既是食滞胃肠泄泻的造

模方法,又是脾虚泄泻的造模方法之一,两者无明

确的模型鉴定标准。 再如,慢性应激联合番泻叶灌

胃是肝郁脾虚泄泻的常用造模方法,而有的研究者

使用该法建立脾肾阳虚模型[31]。
3. 1. 2　 复合因素选择随机

应用复合因素造模可以提高模型成功率、增加

模型稳定性,更加符合疾病形成过程。 然而各个研

究所选择的造模因素多变,缺乏各种造模因素之间

的对比研究,导致后续的研究者难以明确造模因素

的选择。
3. 1. 3　 模型评价主观性太强

在建立的动物模型中,大多数研究在判断模型

是否成功时简单以动物表现出来的症状为依据,中
医舌脉辩证在动物模型中仍难以实现。 例如,在脾

虚证和脾肾阳虚证中,动物模型均表现出泄泻、体
重下降、嗜卧懒动的表现;食滞胃肠证和脾虚证均

出现倦怠、稀便,毛色枯黄、拱毛、脱毛,食量及饮水

减少、体重下降或增长缓慢的表现。 这样导致建立

的模型认可度不高,并且各个实验间缺乏可比性,
这将不利于中医药研究的发展。
3. 2　 泄泻模型的改进建议

针对以上问题,一方面,应开展更多的模型对

比分析研究,确定最佳的造模方法,包括造模因素、
药物剂量、时间周期等的选择,推荐使用病与证相

结合的模型构建方式,例如肝郁脾虚证泄泻常对应

西医的肠易激综合征,可采用国际上最常用的母婴

分离法构建模型,从母鼠产后第 3 天开始,总共分离

12 d,每次持续 3 h[48]。 另一方面,应明确各种中医

证型之间的区分鉴定方法,探索更客观的模型评判

指标,推广方药反证法的应用。 通过对前期模型的

改进,以期建立更加标准统一、简便高效、科学稳定

的泄泻中医症候模型,推动疾病的研究以及中医药

的发展。
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大小鼠抑郁行为实验方法概述
姜宁,张亦文,姚彩虹,黄红,刘新民∗

(中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所,北京　 100193)

　 　 【摘要】 　 抑郁症是一种常见的高患病率、高致残率、高复发率的心理疾病,发病机制复杂。 实验动物(大小

鼠)是研究抑郁症的最常用载体。 由于动物的抑郁情绪难以用语言表达,行为实验是其主要的评价方法。 目前大

鼠和小鼠抑郁行为检测方法是基于兴趣缺失、心境低落、绝望和无价值感为主要特征而设计的,主要包括糖水偏

爱、新奇环境摄食抑制、强迫游泳、悬尾、获得性无助等实验。 在调研整理国内外关于大鼠和小鼠抑郁行为实验方

法的基础上,对其检测原理、实验模式、测试时间和指标评价体系进行了分析总结,总结出可以操作的实验规范,同
时对目前常见的抑郁症模型进行概述,有助于根据研究目的选择适当的行为学检测方法和动物模型,对抑郁症的

深入研究具有重要意义。
【关键词】 　 抑郁症;行为实验方法;动物模型;大、小鼠
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Overview of animal behavioral tests of depression
JIANG Ning, ZHANG Yiwen, YAO Caihong, HUANG Hong, LIU Xinmin∗

(Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical
College, Beijing 100193, China)

Corresponding author: LIU Xinmin. E-mail: liuxinmin@ hotmail.com

【Abstract】　 Depression is a common mental disease with a high prevalence, disability rate and recurrence rate. The
pathobiology of depression is multifactorial and not yet completely understood. Animal models and behavioral tests of
depression have become essential for developing antidepressant drugs. The core symptoms of depression in depressive rodent
models, including anhedonia and despair behaviors, are evaluated by different types of behavioral tests, such as the sucrose
preference test, novelty-suppressed feeding test, tail suspension test, forced swim test and others. In this review, the
principles and method of behavioral tests for depression that are currently used for antidepressant discovery are discussed
and assessed. Moreover, the commonly used animal models of depression are summarized. This review provides valuable
information for selecting the appropriate modeling method and behavioral tests according to the purpose of the study. This
review aims to serve as a reference for researchers to select common behavioral tests and animal depression models, which
may be of great significance for the in-depth study of depression.

【Keywords】　 depression; behavioral test; animal model; rats / mice
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　 　 抑郁症是一种情感性精神障碍,以显著而持久

的心境低落、快感缺失、绝望感和无价值感为主要

特征,并伴有植物神经功能紊乱的综合征[1]。 世界

卫生组织的统计数据表明抑郁症的全球发病率达

10% ~ 15%,抑郁症的高自杀和自残率严重危害患

者的身心健康、工作学习生活及社会交往,同时产

生极大的社会经济负担[2-3]。 抑郁症正成为继心脑

血管疾病之后导致人类死亡和致残的第二大类

疾病[4]。
抑郁的产生涉及到大脑最复杂的高级思维活

动。 从分子、组织和器官水平研究情绪的发生机制

无法反映数以百亿计的神经元以及神经突触组成

的神经系统对外界刺激后经过复杂的生理、生化加

工过程后产生的综合性整体效应。 鉴于动物与人

类在进化上的高度保守性,利用实验动物在不同层

次的行为响应特征与人类相比具有的相似性,建立

模型推演,实现动物与人之间生物效应的等效性分

析,是抑郁症发生机制研究及抗抑郁药物药效学评

价的主要有效途径。 而大鼠和小鼠等啮齿类动物

是生命科学、药学和军事医学研究领域常用的实验

动物[5]。 以 PubMed 和 CNKI 两种中英文文献库为

重点进行查阅,分析整理以综述为重点的文献,总
结各实验室有关大鼠和小鼠情绪行为实验技术和

方法对抑郁动物模型的评价方法及常用的抑郁动

物模型进行综述。

1　 大小鼠抑郁行为评价方法概述

大鼠和小鼠抑郁行为检测方法是基于兴趣缺

失、心境低落、绝望和无价值感为主要特征而设计

的。 科学家建立了多种行为实验方法用于检测动

物的情绪行为改变。 抑郁行为实验方法主要包括

糖水偏爱、新奇环境摄食抑制、新奇物体探索、旷
场、强迫游泳、悬尾、获得性无助等。
1. 1　 获得性无助实验( learned helplessness test)

获得性无助实验是指当大鼠接受连续无法控

制或预知的厌恶性刺激(电击)后,将其放在可以逃

避电击的环境中时,呈现出的逃避行为欠缺的现

象,同时还伴有体重减轻、运动性活动减少、攻击性

降低等行为改变[6-7]。 该实验是评价抑郁行为一种

比较理想的实验方法[8],可广泛应用于抑郁发病机

制研究,以及新药、保健产品研发,在军事医学中也

具有重要应用价值。

1. 1. 1　 实验方法

本实验主要分为模型的建立期和条件性回避

反应测试期[9-15]:
(1)模型建立期:a:实验当天动物应放入测试

箱(A 室或 B 室)中,适应 5 min。 b:动物应在电击

箱内接受 30 ~ 60 个运行周期的循环电击。 每个运

行周期应包括无信号不可逃避的双室足底电击期

和间歇期,电击时间应为 3 ~ 10 s,间歇期时间应为

3 ~ 10 s。 电刺激频率宜为 5 ~ 15 Hz,刺激电流强

度应为大鼠 0. 65 ~ 1. 80 mA,推荐 0. 8 mA;小鼠

0. 15 ~ 0. 6 mA,推荐 0. 25 mA。 如采用电压,大鼠

应为 65 ~ 70 V,小鼠 30 ~ 36 V。
(2)条件性回避反应测试期:a:模型建立结束

后第 2 天应进行条件性回避反应测试。 b:动物放入

测试箱(A 侧或 B 侧)中,适应 5 min 后,进行 15 ~
30 个运行周期的实验。 c:每个运行周期的总时间

应为 30 s,包括 3 ~ 10 s 的条件刺激(灯光 /声音)、3
~ 10 s 的条件刺激+非条件刺激(电击条件同前)和
5 ~ 25 s 间歇期(不给以任何刺激)。 d:重复上述步

骤连续 2 ~ 3 d。
1. 1. 2　 评价指标

(1)逃避失败次数(times of evasion failures):动
物在设定的非条件刺激持续时间内未完成回避反

应的总次数;逃避失败次数与动物的抑郁程度成正

比。 抑郁行为判断标准:30 次电击,动物逃避失败

次数大于 25 次或者与对照组相比具有显著性增加

(P < 0. 05)。
(2)逃避潜伏期(escape latency):实验开始后,

动物第 1 次穿梭至对侧测试箱的时间;逃避潜伏期

与动物的抑郁程度成正比。 抑郁行为判断标准:逃
避潜伏期大于 15 s 或者与对照组相比具有显著性

增加(P < 0. 05)。
(3)其他:主动回避次数、安全区时间(无电区

域)、运动总时间(实验期间动物处于运动状态的时

间)、运动总路程(实验期间动物物理位移的总和)
等实验指标亦作为抑郁行为辅助评价指标。 这些

指标值越少,表明动物抑郁程度越重。
1. 2　 强迫游泳实验( forced swim test)

Porsolt 等[16-17] 先后于 1977 年和 1978 年建立

强迫游泳实验的方法。 其原理主要是让动物被迫

在一个局限且无法逃脱的空间游泳,由于啮齿类动

物先天对水的厌恶,它们在水中会拼命挣扎游动,
并试图逃离水环境,一段时间后,发现逃离无望时
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动物停止挣扎表现出“行为绝望”状态(漂浮不动状

态)。 大、小鼠强迫游泳实验以游泳的不动时间为

主要指标检测动物的绝望行为,是抗抑郁药物初筛

以及检测模型动物是否出现“抑郁样”行为的常用

检测实验[18]。
1. 2. 1　 实验方法

(1)实验前调节测试箱内水温,水温应为 23 ~
25℃。 水深应根据动物体重进行调整,动物尾巴与

测试箱底面保持一定距离。
(2)如同时进行多只动物实验,每两只动物间

应用不透明挡板隔开。
(3)大鼠强迫游泳实验[19-21],应在实验前 1 d

预游,24 h 后进行强迫游泳实验。 记录 5 min 内动

物的不动时间、游泳时间及攀爬时间。
(4)小鼠强迫游泳实验[22-23],应在检测当天进

行,小鼠游泳时间应为 6 min,记录后 4 min 的游泳

时间、不动时间及攀爬时间。
1. 2. 2　 评价指标

评价指标应采用动物不动、攀爬、游泳三类动

作的时间及次数进行判定。
(1)不动( immobility):动物在水中停止挣扎,

呈漂浮状态,仅有轻微的肢体运动以保持头部浮在

水面。 不动时间越长表明抑郁程度越重。 正常小

鼠不动时间在检测时间的 40% ~ 80%内;正常大鼠

不动时间在检测时间的 30% ~ 70%内;抑郁行为判

断标准:不动时间与对照组相比显著性增加(P <
0. 05)。

(2)游泳(swimming):动物进行流畅、协调的运

动,动物四肢始终在水面以下。 游泳时间和游泳距

离越少,表明抑郁程度越重。
(3)攀爬( climbing):动物四肢强有力伸出水

面,并沿测试箱壁做剧烈的上下动作。 5 min 检测

期内,SD 大鼠攀爬时间 60 ~ 130 s。 攀爬时间越

少,表明动物抑郁程度越重。
1. 3　 悬尾实验( tail suspension test)

1985 年,Steru 等[24]建立悬尾实验方法,其原理

主要是:将小鼠尾巴悬挂,小鼠头部向下成倒悬体

位,刚开始小鼠会剧烈挣扎试图逃脱这一不适的状

态,但挣扎一段时间后发现逃跑无望会表现出不动

状态,也被认为是一种“绝望”状态。 悬尾实验以悬

尾小鼠的不动时间为指标检测动物的绝望行为,是
抗抑郁药物初筛以及检测模型动物是否出现“抑郁

样”行为的常用检测实验[25]。

1. 3. 1　 实验方法

悬尾实验多采用小鼠,其操作方法如下[26-29]:
(1)实验开始前,动物尾部悬吊使小鼠呈倒悬

体位,头部应与悬尾箱底面保持一定距离。
(2)如同时进行多只动物实验时,每两只动物

间应用不透明挡板隔开。
(3)记录检测期动物的不动时间。
(4)实验时间应为 6 min,记录后 4 min 内动物

的不动时间。
1. 3. 2　 评价指标

用不动、运动挣扎二类动作行为的时间进行

判定。
(1)不动:动物停止挣扎,身体保持垂直倒悬状

态,静止不动。 动物的在悬尾实验中的不动时间越

长表明抑郁程度越重。 空白对照组 c57 小鼠不动时

间较长,均值多大于 100 s;空白对照组 ICR 小鼠不

动时间均值多小于 100 s;抑郁行为判断标准:不动

时间与对照组相比有显著性增加(P < 0. 05)。
(2)运动挣扎:动物有明显可见的挣扎运动。

运动挣扎时间越短,表明抑郁程度越重。
1. 4　 糖水偏爱实验(sucrose preference test)

糖水偏爱实验是检测抑郁症的一个典型症状-
快感缺失的经典实验,是利用啮齿类动物对甜味的

偏好而设计一种检测方法。 动物禁食一段时间后,
同时给予白水和低浓度蔗糖水,以动物对蔗糖水的

偏嗜度(蔗糖偏嗜度)为指标检测动物是否出现快

感缺失这一抑郁症状[30]。 该实验在大鼠慢性应激

模型中应用最广泛,大鼠慢性不可预知性应激模型

的建立者 Katz 和大鼠慢性温和应激模型的建立者

Willner 分别于 1982 年和 1987 年首次采用糖水实

验检测抑郁模型动物是否出现快感缺失症状[31-32]。
此外,该实验为抗抑郁药物起效速率研究的最主要

的行为学检测方法之一。
1. 4. 1　 实验方法

大、小鼠糖水偏爱实验的操作方法上略有不

同,对其分别进行总结如下:
(1)大鼠糖水偏爱实验[33-34]:训练期:动物应单

笼饲养,进行 48 h 的蔗糖饮水训练。 前 24 h 给予两

瓶 1% ~ 2%蔗糖水,后 24 h,一瓶给予 1% ~ 2%蔗

糖水,另一瓶给予饮用纯水(中途交换两个水瓶位

置)。 大鼠禁食禁水 14 ~ 23 h 后,进行糖水偏爱指

数的测定:测定 1 h 内大鼠对两瓶水的饮用量(g)。
(2)小鼠糖水偏爱实验[35-37]:操作流程同大鼠。
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但在 48 h 饮水训练时,应全程给予 1% ~ 2%蔗糖

水和饮用水(中途交换两个水瓶位置)。 训练期结

束后,禁水(不禁食)9 ~ 16 h,测定 8 ~ 15 h 内(中
间宜交换两瓶位置 1 次)小鼠对两瓶水的饮用量

(g)。
1. 4. 2　 评价指标

应采用蔗糖偏嗜度( sucrose preference)作为评

价指标,蔗糖偏嗜度(%)= 蔗糖水饮用量 / (蔗糖水

饮用量+饮用水饮用量)×100%。
抑郁行为判断标准:蔗糖偏嗜度低于 0. 4 或者

与对照组相比有显著性减低(P < 0. 05)。
1. 5　 旷场实验(open field test)

旷场实验是经典的情绪相关行为学检测实验,
最早由 Hall 设计[38]。 是用于检测动物在陌生环境

中的行为表现,包括自发活动行为和探索行为,是
评价动物在新异环境中自主行为、探究行为与紧张

度的一种方法。 检测指标为动物首次进入中央区

的潜伏期、中央区停留时间和穿行次数;结合抑郁

模型可检测动物的“抑郁样”行为和药物的抗抑郁

作用,检测指标为动物的开场活动性,可人工计数

动物的水平爬格次数和垂直站立次数作为行为指

标,也可采用自动摄像记录动物运动轨迹,并采用

行为学分析软件进行分析运动距离、运动速度、休
息时间等行为指标。 该实验亦可用于评价抗抑郁

药物的起效速率。
1. 5. 1　 实验方法

旷场实验操作简单,在用于抑郁行为学评价

中,无适期阶段,操作步骤如下[39-42]:
(1)实验前,动物应适应检测环境 30 ~ 60 min;

(2)动物放入测试箱后,即开始检测,检测时间宜为

5 ~ 10 min;(3)每次实验时应从同一位置同一方向

将动物放入测试箱中央。
1. 5. 2　 评价指标

(1)总路程( total distance):动物在实验记录时

间内产生的物理位移累积;(2)速度( speed):动物

在单位时间产生的物理位移。 5 min 内正常动物总

路程多为 1000 ~ 2500 cm,速度为 3 ~ 8 cm / s。 动

物出现抑郁行为时,速度减少;(3)运动总时间( total
move time):动物在实验记录时间内的产生物理位

移时所需的时间累积。 正常动物运动时间多大于

检测时间的 30%;抑郁行为判断标准:与对照组相

比有显著性减低(P < 0. 05);(4)站立次数(number
of standing):动物在实验记录时间内的站立总次数。

10 min 检测时间,正常大鼠站立次数 20 ~ 50 次。
10 min 检测时间,空白对照组小鼠站立次数 60 ~
130 次;抑郁行为判断标准:与对照组相比显著减低

(P < 0. 05)。
1. 6　 新奇事物探索实验(novel objective test)

新奇事物探索实验是一种较新的评价抑郁症

的典型症状:兴趣缺失的行为学方法。 其主要是研

究动物对新奇事物的探索行为,是基于动物先天的

寻求新奇的行为,并用此来评价抑郁症模型是否存

在兴趣缺失症状的方法,一般情况下抑郁症模型动

物在新奇事物实验中的探索行为减少[43]。 1998 年

Harris 等[44] 通过对慢性不可预测性应激模型大鼠

研究第一次将动物对新奇物体的探索行为作为评

价抑郁症动物模型兴趣缺失的评价指标。
1. 6. 1　 实验方法

新奇事物探索实验分为适应期和测试期两个

阶段,操作步骤如下[45-48]:
(1)适应期:动物放入自发活动测试箱,适应 5

min 后,取出,放回原笼;
(2)测试期:在同一环境条件下引入一新物体

(应放入中心位置),再将待测动物面壁放入测试

箱,开始实验;
(3)检测时间应为 10 min。

1. 6. 2　 评价指标

潜伏期( latency period):实验开始至动物首次

主动探索(接触)物体的时间。 如规定检测时间内,
动物没有接触新物体,则潜伏期记录为检测时间。
正常大鼠潜伏期多在 130 s 以内。 抑郁行为判断标

准:与对照组相比有显著性增加(P < 0. 05)。 (注:
动物对新物体的探索标准:动物口鼻在新奇物体≤
2 cm 范围内,直指向新奇物体或直接接触物体。)

2　 常用的抑郁症动物模型

抑郁动物模型可以模拟人类抑郁症的临床

症状且这些症状可被有效的药物逆转,这对于抑

郁症发病机制的研究及抗抑郁药物研发、临床疗

效评价都有重要的应用价值。 抑郁症的发病机

制复杂,目前主要是单独或者复合利用化学、物
理、生物因子建立各种抑郁障碍动物模型。 一个

恰当的人类抑郁症的动物模型应尽可能满足以

下条件:强烈的现象学和病理生理学相似之处

(表面效度) ,类似的病因(建构效度) 和常见的

治疗(预测效度) [49] 。
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2. 1 　 慢 性 轻 度 不 可 预 测 应 激 ( chronic
unpredictable mild stress,CUMS)

Katz 等[31]在 20 世纪 80 年代早期开始慢性应

激模型的研究,连续三周给予动物一系列高强度刺

激因素如电击、冰水游泳等,动物呈现抑郁状态。
Willner 等[32] 在此基础上,降低了应激刺激的强度,
延长应激时间,并将快感缺失测试作为该模型的主

要评价方法,形成了慢性不可预测性温和应激模

型。 应激因子包括饲养笼倾斜、潮湿垫料、高温、噪
音、束缚、电击、游泳、昼夜节律颠倒等不同刺激因

子,且刺激因子安排为多变性和不可预测,可诱导

性是模型制造成功的关键。 该模型符合抑郁症的

诱发因素(长期、慢性、低强度的压力刺激)的特征,
具有良好的表观效度、构造效度和预测效度,是国

内外最为公认的抑郁动物模型,广泛用于研究抑郁

症神经生物学机制也是抗抑郁药物研发最常用的

抑郁症动物模型[50-52]。
2. 2　 睡眠干扰(sleep interruption,SI)

睡眠干扰包括物理和化学两种因素诱导的睡

眠干扰。 化学药物包括咖啡因、去氧麻黄碱、可乐

定口服或腹腔注射。 物理睡眠干扰方法包括小平

台水环境、滚筒、水平转盘、跑台、人工轻触刺激等

方法。 目前应用较多的睡眠干扰造模方法为滚筒

法、水平转盘法和跑台法[53-54]。 SI 是一种可靠的新

型抑郁模型,具有睡眠障碍和抑郁症的双向关系的

特点[55-56],对于研究抑郁症发生机制和抗抑郁药物

研发有着重要意义。
2. 3　 慢性束缚(chronic restraint stress,CRS)

慢性束缚应激是一种非损伤性刺激,是一种常

用的应激模型。 造模方法是将啮齿类动物重复地

置于束缚器内,限制其行动自由一段时间后,动物

会表现出快感缺失、体重减轻、饮食减少等抑郁样

症状,而这些抑郁样症状均可以被抗抑郁药所改

善[57-58]。 CRS 属于不可逃避性或强制性心理的应

激模型,能有效地引起典型的非特异性应激反应,
且与人类身心性疾病的致病过程有很大的相似性,
是目前应用最广泛的一种抑郁症动物模型,对于抑

郁症的病理生理研究有着重要意义[59-60]。
2. 4　 社会挫败应激(social defeat stress)

社会挫败应激模型是一种社会性心理应激的

抑郁模型,是以动物间的从属关系为基础的社会应

激方式,它通过同种动物相同或不同品系个体间的

挫败行为导致抑郁样及其他行为改变,能更好地模

拟人类社会活动中的社交困难,快感缺失等是人类

抑郁症的核心症状[61-62]。 将动物反复多次的暴露

于另一更强壮的有侵略性的同种动物之下从而导

致实验动物出现快感缺失、情绪低落等症状[63]。 社

会挫败应激模型具有准确的病因,预测,判别和面

部有效性,是目前应用广泛的一种抑郁症动物

模型[64-65]。
2. 5　 嗅球摘除(olfactory bulbectomy)

1978 年,Cairncross 等[66] 提出了大鼠嗅球切除

致抑郁的动物模型,是一种脑损伤模型,嗅球切除

模型大鼠的行为学表现和病理生理改变与抑郁症

患者吻合,抗抑郁药物在该模型中敏感,且一般需

要慢性给药才能发挥抗抑郁作用,与临床起效时程

一致[67]。 啮齿类动物嗅球摘除后行为学发生明显

改变,嗅球摘除抑郁大鼠模型在行为学、生理学、神
经化学和免疫系统的改变均和人类非常相似,很多

抗抑郁药物对该模型的行为表现有良好的纠正作

用[68-69],手术切除动物嗅球是一种经典的抑郁动物

模型。
2. 6　 药物诱导(drug introduce)

利血平模型是最早的药物诱导动物模型。 1963
年,Askew[70]发现首次发现三环类抗抑郁药(丙咪

嗪)能够拮抗利血平引起的相关症状,证实了利血

平拮抗实验是一种新型的抑郁模型。 利血平拮抗

模型的原理是通过耗竭脑组织中的单胺类神经递

质(如 5-羟色胺,多巴胺,去甲肾上腺素)来抑制中

枢神经系统。 动物腹腔注射利血平后,会表现出运

动不能、眼睑下垂、体温下降等症状[71]。 利血平模

型简单、可靠,应用广泛,还可以区分起效慢、作用

时间长的抗抑郁药和起效快、作用时间短的抗抑

郁药[72]。
此外还包括高剂量阿扑吗啡降温实验、5-羟基

色氨酸 ( 5-hydroxytryptophan, 5-HTP ) 诱导甩头实

验等。
2. 7 　 基 因 工 程 动 物 ( genetically engineered
animals)

基因工程动物模型多针对与抑郁病变相关的

基因外源性转入或敲除、或诱导所形成的动物模

型。 目前主要有 WKY(Wistar Kyoto)大鼠、5-羟色

胺 1A 受体 (5-HT1A Receptor,5-HT1A) 低敏感性

FSL( Flinder Resistant Line) 大鼠、 5 - 羟色胺 ( 5-
hydroxytryptamine,5-HT) 能突触突变性 FH ( Fawn
Hooded)大鼠、多巴胺神经功能低下大鼠 ( Swim
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Low-active Model,SwLo)。
WKY 大鼠是抑郁和焦虑共病遗传模型。 强迫

游泳时间长,习得性无助行为显著,对应激敏感,游
泳应激后,皮质酮水平显著升高。 在旷场实验和高

架十字迷宫中表现焦虑状态。 同时,WKY 大鼠对 5
-羟色胺重摄取抑制剂具有抗药性,因此可用于抗

抑郁药物的抗药性研究[73]。
FSL 大鼠对胆碱能受体激动剂敏感,5-HT1A 受

体敏感性降低[74]。 食欲减少,快动眼睡眠潜伏期缩

短,时间延长。 免疫系统异常,但糖水偏爱实验未

表现快感缺失。 FSL 大鼠对抗抑郁药物敏感,可用

于抗抑郁药物筛选。
FH 大鼠脑内 5-HT 能突触突变,喜好摄入大量

乙醇,基础皮质酮水平高,常用于抗抑郁药物的

筛选[75]。
SwLo 大鼠多巴胺神经功能减弱,强迫游泳时间

长,活动少[76]。 慢性而非急性抗抑郁治疗可以增加

其在强迫游泳中的活动时间。
2. 8　 其它

前面常用情绪行为实验方法中,获得性无助、
强迫游泳、悬尾等方法本身也可利用正常动物,模
拟抑郁症动物模型进行研究。

3　 小结与展望

大、小鼠与人类同源基因高达 85%,是最常使

用的实验动物,广泛用于抑郁症发生机制及药物防

护的研究,其结果可以类推到人,避免了直接以人

为对象进行研究的风险和伦理问题[77]。 抑郁症发

病机制复杂,临床症状多样,根据人类抑郁症的核

心症状:兴趣缺失、心境低落、绝望和无价值感为特

征,科学家设计并建立了多种用于检测动物的抑郁

样行为改变的大小鼠行为实验方法,主要包括糖水

偏爱实验(评价快感缺失)、新奇环境摄食抑制、新
奇物体探索(兴趣缺乏)、旷场(活动度减少)、强迫

游泳、悬尾和学习无助实验(绝望行为)等。 常用的

抑郁症动物模型包括应激模型、药物诱导模型、转
基因模型及其他模型等。 如何选择规范的行为学

检测方法及合适的动物模型,对于抑郁症的发生发

展机制研究,以及新药、保健食品功效评价具有十

分重要的作用。 结合本文的综述结果,一般来说,
研究抑郁行为改变时,应至少采取上述抑郁行为实

验方法中的 2 种,每种实验方法应重复 1 次,且全部

行为检测方法中,应都呈现同向性改变或至少 1 次

应表现出统计学上的显著性差异;选择动物模型

时,应选择两种或以上不同致病原理模拟的动物模

型,且至少两种模型显示出改善作用并出现统计学

意义。
目前的抑郁行为的评价方法主要是关注于动

物的单一行为活动对其评价,是以提取动物的整体

活动指标为主,如时间、次数、饮水量等指标,缺少

对复杂行为学变化的评价的多维、精细、敏感的指

标体系。 近年来,随着计算机的出现,计算机、成
像、传感、电子工程和信息等多种新兴学科的迅速

发展和各种新技术向动物行为实验领域的交叉渗

透融合[78],给行为学实验中提取动物的三维空间运

动情况、面部表情变化,声音辨识等指标提供了技

术基础,也为行为学评价方法从评价动物单一部

位、二维空间行为变化推进到多部位,三维精细活

动信息全方位采集提供了可能。 同时,随着一些能

同时捕获多种行为信息的设备不断问世,单一个体

的行为检测手段正向群体环境下交互行为研究方

法转变,可以同时获得多只动物在群体的抑郁行为

学数据动物抑郁行为特征。 可以预测将多学科的

技术融合于动物行为实验研究中,建立规范、稳定

的更接近人类抑郁症临床表现的动物模型,构建更

精准、系统的行为学评价方法,准确解读、全面诠释

模型动物的行为学表型内涵,并与临床症状相匹

配,提高动物模型的表观、预测、结构效度,是动物

行为实验方法的发展方向。
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肿瘤转移前微环境动物模型的构建与评价方法
研究进展

申明1,2,陈彦文1,李杨1,杨玲玲1,梁乾坤1,明海霞1,2∗

(1. 甘肃中医药大学,兰州　 730000; 2. 甘肃中医药大学中西医结合研究所,兰州　 730000)

　 　 【摘要】 　 肿瘤转移是一个庞杂的过程,转移前微环境(PMN)概念的提出,揭示了肿瘤转移的关键因素。 实验

动物模型在模拟人类的疾病进程、开发新型药物及疗法和临床试验等方面有着巨大的贡献,现已被广泛用于研究

肿瘤行为学相关研究,其中肿瘤的肺转移微环境模型具有操作性强、成功率高、实验效果良好等优点。 基于肿瘤转

移前微环境这一概念,本文围绕肿瘤的肺转移前微环境实验动物模型的构建方法及评价指标展开综述。
【关键词】 　 肿瘤转移前微环境;肺转移前微环境模型;小鼠;构建与评价方法
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Research progress on the construction and evaluation methods of
pre-metastatic niche animal models

SHEN Ming1,2, CHEN Yanwen1, LI Yang1, YANG Lingling1, LIANG Qiankun1, MING Haixia1,2∗

(1. Gansu University of Chinese Medicine, Lanzhou 730000, China. 2. Institute of Integrative Medicine with
Gansu University of Traditional Chinese Medicine, Lanzhou 730000)
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【Abstract】　 Tumor metastasis is a complicated process. The concept of the pre-metastatic niche (PMN) reveals the
essential factors of tumor metastasis. Experimental animal models have made significant contributions to simulating the
process of human diseases, developing new drugs and therapies and clinical trials. In particular, they have been widely
used in the study of tumor behavior. The pulmonary metastasis tumor models have the advantages of high reproducibility,
high success rates and promising experimental result . Based on the concept of PMN, this article summarizes the method
and evaluation indicators of pulmonary metastasis animal models.
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　 　 根 据 世 界 卫 生 组 织 国 际 癌 症 研 究 机 构

(International Agency for Research on Cancer,IARC)
全球最新癌症数据统计[1]:2020 年全球新发癌症病

例 1929 万例,死亡 996 万例。 尽管目前随着靶向治

疗及免疫治疗逐渐完善,但癌症死亡率仍居高不

下,导致肿瘤患者死亡的主要原因就是转移。 自

Paget[2]1889 年初次提出“种子和土壤”假说用于解

释肿瘤的转移,在此基础上,Kaplan 等[3] 提出了转

移前微环镜(pre-metastatic niche,PMN)这一概念,
认为原发肿瘤来源的分泌因子在转移前特异性的

到达待转移组织器官中,通过相互作用适应性的改

变其微环境,从而构建一个适合原发肿瘤转移的生

长环境,诱使循环中漂浮的原发肿瘤细胞在此处定

植、聚集、增殖,最终形成转移病灶。 目前,转移前

微环境的研究模型以肺为主[4]。 本文将围绕肿瘤

微环境形成机制及肺转移前微环境模型构建与评

价进行概述。

1　 肿瘤转移前微环境的形成

肿瘤转移前微环境的形成机制比较复杂,主
要与肿瘤细胞分泌因子 ( tumor-derived secreted
factors,TDSFs) 、抑制性免疫细胞的动员募集以及

该组织部位基质成分炎性极化三个因素的相互

作用有关。 而 TDSFs、髓源性抑制细胞( myeloid-
derived suppressor cells, MDSCs) 是 肿 瘤 转 移 的

关键 [3,5-6] 。
TDSFs 可通过直接动员和招募 MDSCs 来促进

转移前微环境形成,其中包括促炎因子,如肿瘤细

胞坏死因子 α(tumor necrosis factor-α,TNF-α)、转化

生长因子 β(transforming growth factor-β,TGF-β)、血
管内皮生长因子 A(vascular endothelial growth factor
A,VEGF-A),它们会特异性地诱导肺部钙结合炎性

蛋白 S100A8 / A9( S100 calcium binging protein A8 /
A9,S100A8 / A9)的高表达,形成肺转移前微环境。
目前作用明确的细胞主要有 VEGFR1+造血祖细胞、
CD11b+MDSCs。 CD11b+MDSCs 可以通过表达整合

素、多功能蛋白聚糖(Versican)、基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinases,MMPs)及在 TDSFs 作用

下分泌多种趋化、炎症因子来动态重塑、建立转移

前微环境,促进肿瘤干细胞特性和上皮间质转化

(epithelial-to-mesenchymal transition,EMT),从而促

进肿瘤发展[7]。
原位肿瘤细胞 产 生 趋 化 因 子-2 ( C-C motif

chemokine ligand 2,CCL2)可招募肿瘤相关巨噬细

胞和 Treg,同时,CCL2 通过与表面的 CCR2 相互作

用增加 MDSCs 向转移前微环境迁移[8]。 肿瘤细胞

还通过分泌巨噬细胞迁移抑制因子 ( macrophage
migration inhibitory factor, MIF )、 白 细 胞 介 素

(interleukin,IL)-8 以及纤溶酶原激活物抑制因子

1,激活星形胶质细胞进而分泌 IL-6、TNF-α,参与肿

瘤血管的构建。 在 CCL2 作用下,CD11b+Ly6C+单
个核细胞被招募到肺转移前微环境中对局部组织

微环境进行改造从而增加肺转移。 CD11b+Ly6G+
Ly6C+ 粒 细 胞 还 可 通 过 产 生 铃 蟾 多 样 性 肽 8
(bombina variegate peptide,Bv8)蛋白促进肺转移前

微环境形成,这些 MDSCs 是转移前微环境形成过程

中的关键细胞成分[7-8]。 由此可见,肿瘤细胞分泌

的多种细胞因子,如 TNF-α、TGF-β、VEGF-A 等,可
通过直接动员和招募骨髓中的 MDSCs,促进转移前

微环境的形成。

2　 肿瘤的肺转移微环境模型

根据临床数据显示,肺是肿瘤转移常见的器

官。 大约 30%的胃癌患者在中后期阶段会出现肺

转移,骨肉瘤患者在远处转移器官中发生在肺部的

概率高达 90%,乳腺癌、结肠癌、黑色素瘤等均可表

现出肺部高转移率[9-10],因此建立肺转移前微环境

模型符合临床环境。 该模型的建立能够更好的体

现在转移前微环境中,多种细胞因子对肿瘤转移过

程中不同的调控作用,有助于新型靶向抗肿瘤药物

的设计、开发。 此外,肺转移前微环境模型具有操

作简便、成功率高等优点,可便于观察原发肿瘤转

移的发生率及后续发展,为临床抗肿瘤治疗提供了

现实依据,有助于制定可行化方案。
肺转移前微环境模型主要包括自发性转移模

型和实验性转移模型。 目前,人类肿瘤异种移植模

型在临床前环境中帮助预测抗肿瘤功效最为常用,
通过利用哺乳动物体内微环境所培养的人源性肿

瘤细胞来模拟人类肿瘤的进展,动物的基质细胞、
血管网和生长因子为肿瘤细胞提供了天然的异质

微环境[11]。 自发性与诱发性动物模型通常是由人

工诱导的癌症动物组成,这些模型易于构建,但会

存在较大的不确定性。 通过移植人肿瘤组织或注

射肿瘤细胞系来产生移植的动物模型能够显示出

更高的可控性和致瘤效率,但不能反应肿瘤转移的

整个生物学进程。
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3　 动物的选择及方法

建立实验动物模型,以试图捕捉人类肿瘤发展

中复杂的病理过程为目的,长期以来,在临床前环

境中提供了评估新型抗肿瘤药物潜力。 动物模型

能够较好的阐明哺乳动物生物过程的基本原理,而
实验室小鼠通常是首选的模式生物,由于具有的高

度遗传同源性和特定的无病原体(specific pathogen-
free,SPF)维持条件,科学结果的再现性较高,现已

在肿瘤定植和转移模型中广泛的使用[12]。
3. 1　 裸鼠

1969 年,Rygaard 等[13] 首次成功地建立了裸鼠

-人肿瘤异种移植模型,此模型很大程度上保留了

人类肿瘤细胞在组织病理特征以及对抗肿瘤剂的

敏感性,降低了实验和临床研究之间的差距。 选择

裸鼠建立转移模型,一方面,该小鼠无毛发覆盖,能
够可视化观察肿瘤的发展,另一方面,由于存在先

天性无胸腺、T 淋巴细胞的功能缺乏等特点,裸鼠表

现出明显的免疫功能受损,有利于肿瘤细胞的生

长、定植和转移,建立肿瘤模型具有较高的成功

率[14]。 但其灵敏度较低,而 Naomoto 等[15] 基于这

一局限,将 BABL / c 裸鼠通过尾静脉注射人结肠癌

细胞系 RPM14788 建立肺转移前微环境模型,在注

射后的第 2 天,可在肺间质中观察到中性粒细胞浸

润形成的炎性微环境,21 d 的小鼠肺组织形成多发

性转移灶,提示造模成功。 该模型具有高度的肺转

移率和可重复性,有助于研究肺转移途径且能够更

加方便的评估药物疗效。 裸鼠作为标准受体现已

被广泛用于人源肿瘤异种移植模型(patient-derived
xenograft,PDX),尤其体现在胃肠癌的高移植率。
Wang 等[16]通过 BALB / c 裸鼠尾静脉注射含人胃腺

癌细胞系 MGC80 - 3 成功建立肺转移模型,指出

MMP-2、MMP-9 在胃癌细胞转移过程中过度活化,
转移前的微生境中诱发 EMT,其标记物 β-连环蛋

白、E-钙粘蛋白的基因水平降低,而纤连蛋白、波形

蛋白和 Snail 蛋白的表达水平增加。 王洁等[17]将临

床所获胃癌标本移植到 BALB / c 裸鼠中建立异种移

植模型,之后将荧光染剂 MHI-148 进行腹腔注射,
经检测,微环境中转移瘤趋化因子 CXCL12、MMP-2
和转移相关 IGF1R 信号通路等表达上调,最终在小

鼠肺组织中可观察到转移灶。 Li 等[18] 选择BALB / c
裸鼠,分别通过尾静脉注射和腹腔注射 COL10A1 敲

除的 MKN45 胃癌细胞建立了胃癌肺转移模型,证

明敲除 COL10A1 可降低 EMT,下调 MMP-2、MMP-9
的表达,从而抑制转移前微环境的形成,以上两种

方法均成功地建立了胃癌肺转移前微环境模型。
3. 2　 SCID 小鼠

Bosma 在 1993 年首次定义了同时缺乏功能性

T、B 淋 巴 细 胞 的 严 重 联 合 免 疫 缺 陷 ( Server
Combined Immune-deficiency, SCID ) 小 鼠。 Knips
等[19],首次采用动物模型来研究 Merkel 细胞多瘤

病毒感染对 MCC 皮肤癌发生、转移作用,选择 SCID
小鼠肩胛骨皮下注射 WaGa 和 MKL-1 皮肤癌细胞,
结果显示与 MKL-1 细胞相比,WaGa 肿瘤在转移前

微环境中参与炎症反应、生长因子活性及上调 Wnt
信号通路,更具有侵袭性,在肺中表现出了更高数

量的自发性转移。 Otani 等[20],通过选择 SCID 小鼠

分别原位注射 A549 人肺腺癌细胞、FT821 人大细胞

肺癌细胞和 PC-9 人肺腺癌细胞建立肺癌肺转移前

微环境模型,给予抗癌药物 CDDP 和埃罗替尼进行

干预。 结果仅检测到 A549 模型小鼠存在肺转移,
且经 CDDP 治疗后肺部转移情况并未改善,可能与

观察到的强烈的氟代脱氧葡萄糖( fludeoxyglucose,
FDG)摄取有关,此研究中的异种原位移植模型有潜

力成为开发抗癌新疗法的基本工具,可用于许多非

小细胞肺癌细胞系和抗癌药物。 大量研究表明与

裸鼠相比,选择 SCID 小鼠建立的肿瘤转移模型成

功率更高, 但存在着 T、 B 淋巴细胞渗露的局

限性[21]。
3. 3　 NOD-SCID 小鼠

NOD / SCID 小鼠是由 NOD 和 SCID 小鼠杂交而

成,该小鼠患有由 T 淋巴细胞浸润和胰岛破坏引起

的糖尿病,由于小鼠中成熟 T、B 淋巴细胞的缺失,
NK 细胞功能受损等先天和适应性免疫的多种缺

陷,使它们成为人类造血干细胞和实体瘤移植更好

的受体。 然而,在 NOD / SCID 小鼠中仍存在残留的

NK 细 胞 活 性[22]。 外 周 血 中 的 循 环 肿 瘤 细 胞

(circulating tumor-cell,CTC)在适合的局部微环境下

进入次级或远端器官组织形成转移灶,微环境中的

免疫细胞可经历表型变化变成促肿瘤表型,协助肿

瘤细胞免疫逃逸以及向远处的组织器官迁移。 阙

祖俊等[23],在前期实验中成功建立了非小细胞肺癌

循环肿瘤细胞系(CTC-TJH-01),通过尾静脉注射

法,将 GFP / Luc 双标的 CTC-TJH-01 细胞系在 NOD-
SCID 小鼠中成功地构建了肺癌肺转移前微环境模

型,尽可能模拟临床术后肿瘤转移过程,将转移前
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微环境免疫因素归入评估系统,可用于研究免疫疗

法对肿瘤转移的抑制作用。 Chiou 等[24] 将 A549 肺

癌细胞通过尾静脉注射植入 NOD-SCID 小鼠建立转

移模型,以评估卵泡刺激素在器官转移中的作用,
所有小鼠肺中均可检测到转移瘤的形成,发现卵泡

刺激素可能通过肿瘤细胞和器官微环境之间的相

互作用抑制转移前微环境中的血管生成。 NOD /
SCID 小鼠现常用于结直肠癌肺转移前微环境模型

构建。 Hite 等[25]选择 NOD-SCID 小鼠,通过将荧光

素酶标记的 HT-29 结肠癌细胞采用直肠注射、盲肠

壁注射、酸性灌肠等方法成功建立结肠肺转移模

型,结果相较其余两组,直肠注射组小鼠肺转移较

高且死亡率低,能较好的模拟患者结肠癌的转移进

程,是目前用于患者结肠癌转移评估最理想的原位

转移模型。 实验室在 NOD-SCID 小鼠的基础上,将
其与 IL-2 受体 γ 缺陷小鼠或 Jak3 缺陷小鼠杂交,建
立了 NK 细胞功能性缺失的 NOD-SCID-IL2rg- / -

(NOG / NSG)小鼠[22]。 该小鼠主要体现出对人源化

组织的高移植率,有研究显示,将 TMD231 人乳腺癌

细胞分别植入 NOD / SCID 和 NSG 小鼠的乳腺脂肪

垫中建立乳腺癌肺转移模型,结果显示 NSG 小鼠的

成瘤率更稳定,且更早发现肺转移[26]。 Armacki
等[27]将 Panc1 人胰腺癌细胞皮下注射至 NSG 小鼠

中建立胰腺癌肺转移模型,得出外泌体可调控 S100
A mRNA 向肺成纤维细胞中转移,肺转移灶纤维化

增强,粘连蛋白表达增加,从而促进肺转移前微环

境的形成。 为阐明肿瘤干细胞(CSCs)在转移中的

潜在作用,Matsuda 等[28] 选择 NOG 小鼠,将 PDAC
人胰腺癌细胞通过尾静脉注射建立了胰腺癌肺转

移模型,且发现肺中 CSC 标记物高表达,证实 PDAC
转移潜能与 CSC 和 EMT 相关。 但由于 NOG / NSG
小鼠饲养环境严格且价格相对高昂,故目前在肿瘤

转移前微环境的动物模型中鲜少使用。 而其他品

系在不同癌症类型中都存在各自的优势,因此仍是

建立肿瘤转移模型重要的资源。
3. 4　 BABL / c 小鼠

BABL / c 小鼠对小鼠乳腺肿瘤病毒诱发的乳腺

癌具有高度敏感性,是建立乳腺癌转移最常用的动

物模型。 骨肉瘤的胫内原位注射模型,在过去通常

被认为是自发转移的模型,Maloney 等[29] 对此提出

质疑,通过将 K7M2 骨肉瘤细胞系胫骨内注射至

BALB / c 小鼠中,注射后 1 周,通过肉眼观察及 HE
染色均发现全部小鼠肺部表面有明显转移灶,而在

第 4 周,93%的小鼠在骨髓内形成肿瘤组织。 并建

立了截肢组模型以确定转移细胞的来源,所得结果

均指向该模型应为实验型转移模型。 胫内注射模

型提供了一种可行的造模方法,但存在注射时肿瘤

细胞栓塞这一局限。 尽管如此,该模型可用于检查

转移后期阶段,如肿瘤细胞外渗及在肺转移前微环

境中的过度增殖。 Warren 等[30] 通过细胞转染技术

获得 ZsGreen / Luc 双标的 4T1 细胞和 YAP / TAZ 敲

除细胞分别经尾静脉注射至 BALB / c 小鼠中,以测

试转肿瘤移是否需要 Yes 相关蛋白(Yes-associated
protein,YAP)和具有 PDZ 结合序列的转录共活化

因子 TAZ(transcriptional coactivator with PDZ-binding
motif,TAZ)。 经用荧光显微镜观察到发光信号,提
示造模成功,结果显示对照细胞的小鼠的转移负荷

增加速度明显快于 YAP / TAZ 敲除小鼠。 为探讨乳

腺癌肺转移前微环境中免疫因子的动态变化,朱文

文等[31]通过尾静脉注射和皮下注射两种方法,分别

将 4T1 乳腺癌细胞接种到 BABL / c 小鼠中,两种方

法均成功建立了乳腺癌肺转移前微环境模型,相较

于皮下注射法,尾静脉注射法的转移过程较为迅

速,并测得肺组织中的 Th1 型细胞因子在尾静脉组

中表现出先升后降的趋势,在皮下注射组处于较低

水平,而 Th2 型细胞因子在两组中均表现出升高的

趋势,提示随着癌症发展,可形成免疫抑制微环境

促进肿瘤细胞的转移。 Rashid 等[32] 将表达荧光素

酶基因的 4T1-luc2 乳腺癌细胞系对 BABL / c 小鼠分

别进行原位移植法与尾静脉注射法来比较其中的

差异,两种造模方式均可达到理想的成瘤率,并对

转移瘤进行了基因组微阵列分析以评估不同方法

所致转移瘤的基因组图谱,结果提示尾静脉法与术

后转移瘤的基因表达没有显著差异。 这也是尾静

脉法的一大优势,值得一提的是,尾静脉注射法由

于不能实现从原发肿瘤到转移病灶的全过程,故此

造模方法仅适用于肿瘤发展的中后期阶段的临床

研究。
3. 5　 C57BL / 6 小鼠

C57BL / 6 小鼠是一种最常用的近交系小鼠,由
于其在遗传方面较为稳定,往往是转基因动物模型

构建的首选。 Hou 等[33] 将非靶向基因 LLC-sgNTC
和 Atrx 缺陷型 Lewis 细胞系(LLC-sgAtrx)通过尾静

脉注射到 C57BL / 6 小鼠中,结果显示小鼠肺中均产

生了转移灶。 并证明 Atrx 缺陷促进了转移前微环

境中 T 细胞的浸润,提高了细胞程序性死亡-配体 1
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(programmed cell death 1 ligand1,PD-L1)和抗原肽-
MHC 分 子 复 合 物 Ⅰ 类 ( peptide-major
histocompatibility complex class I,pMHCI)在 Lewis 细
胞表面的表达,并增强了 T 细胞的体外细胞毒性。
Zhang 等[34] 为探讨 RGDV-吉西他滨对肿瘤转移的

作用途径,同样选择 C57BL / 6 小鼠,将 Lewis 肺癌细

胞注入右腋下皮肤成功建立肺癌肺转移前微环境

模型。 经检测治疗组小鼠血清中肿瘤坏死因子

(tumor necrosis factor)TNF-α、IL-8、MMP-2 和 MMP-
9 的表达水平降低,提示 RGDV-吉西他滨对转移前

微环境有抑制作用。 该小鼠也是作为研究黑色素

瘤经常选择的动物模型[35]。 Fu 等[36] 尾静脉注射

B16F10-Fluc 黑色素瘤细胞与体外活化的 Pmel - 1
CD8+Teff 细胞至 C57BL / 6 小鼠中,对照组小鼠检测

到肺表面有大量转移结节,而由于免疫记忆,Teff 组
中 CD69、CD25 的高表达说明了 CD8+T 细胞被充分

激活。 王佳等[37]采用尾静脉注射将 B16F10 黑色素

瘤细胞分别注射到 C57BL / 6 和巨噬细胞 Act1 表达

被靶向抑制的小鼠(anti-Act1)中成功建立黑色素瘤

肺转移前微环境模型。 相较 C57BL / 6 模型组,anti-
Act1 小鼠肺组织中的 CD45 和 CD68 表达明显降

低,转移前微环境中炎症细胞的浸润能力被抑制。
孟星君等[38]分别采用腹腔注射、皮下注射及尾静脉

注射法将 C57BL / 6 小鼠接种 B16F10 黑色素瘤细

胞,结果显示尾静脉组肺部转移率最高,说明肿瘤

细胞主要通过血液循环途径实现转移,转移前微环

境中血管的生成是主要推动因素。 Sohn 等[39] 将

B16F10-shControl 细胞和 B16F10-shAhnak 细胞通过

尾静脉注射至 C57BL / 6 小鼠中,探讨桥粒联结蛋白

(recombinant desmoyokin,AHNAK)在肿瘤转移过程

中的作用,成功建立了黑色素瘤肺前微环境模型,
证明了 AHNAK 参与 TGF-β 诱导的 EMT,有助于肿

瘤细胞的迁徙。 关于肿瘤肺转移前微环境模型常

见的动物选择及方法如表 1 所示。

4　 肺转移前微环境模型的评价方法

模型构建是实验研究进行的前提,现如今随

着技术不断完善,多种方法可供选择作为评价模

型构建是否成功的指标。 当选择模型时,应当尽

可能地选择与人类癌症相似的模型为其设计干预

疗法。 例如,动物肿瘤模型发病机制、进展和分

期、病理因素、转移潜能、肿瘤负荷程度、激素反应

性和免疫抑制等与人类是否相似,能否适合针对

治疗术后环境中的转移性疾病的测试疗法。 在肺

转移前微环境模型构建中,HE 染色法( hematoxylin
and eosin stain)是常见的评价手段,所得成功率为

100% [40] 。 荧光素酶( luciferase)和绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein,GFP)现已被广泛用于细

胞生物学、肿瘤学等多种研究,其可作为一种细胞

标记物为研究人员提供了检测基因表达和细胞跟

踪的方法[41] 。 生物发光成像是一种高度敏感、高
通量的技术,其能够使实验动物的疾病进程呈现

可视化并对治疗效果进行纵向评估,检测到的光

信号作为肿瘤负荷的定量指标,已在许多肿瘤模

型中得到验证[42] 。 使用荧光作为检测和量化转移

的方法,能够更直观地分析候选基因如何影响肿

瘤细胞的转移、定植,可以给研究人员提供独立的

数据,提高结果的可信度,然而由 GFP 转染引起的

细胞损伤可能会导致对实验结果有一定的误差,
因此在实验过程中应仔细考虑 GFP 对细胞的毒性

作用。
正 电 子 发 射 断 层 显 像 ( positron emission

tomography,PET)是近几年发展迅速的诊断技术,现
已被用于评估肿瘤发生发展、转移过程中的代谢途

径,其原理为放射性标记的正电子发射断层扫描底

物在生理浓度下进行追踪,从而可以对肿瘤模型和

肿瘤异质性进行无创成像[43]。 另外,对肿瘤转移相

关的目标基因及特异性生物标记的定性分析也可

作为模型建立的评价指标,通常涉及免疫组化、蛋
白印迹分析、实时定量 PCR 等多种方法。

5　 总结和展望

癌症是目前危害人类健康的主要疾病,其转

移是导致死亡的主要原因之一,“肿瘤转移前微环

境”的提出无疑是一个突破点,抑制 PMNs 的形

成,对肿瘤的复发和转移会有一定的积极作用。
癌症发展到中后期,原发性肿瘤不断增值,器官和

组织发生病理性改变,形成以低氧、低 pH、组织高

压为特点的微环境,在适合的局部微环境下,存在

于外周血中的循环肿瘤细胞才能 “播散”、 “定

植”、进入次级或远端器官组织,从而发展为转移

灶。 因此能否对转移前微环境进行干预来达到抗

肿瘤作用,从而发现新型药物及疗法,现已成为热

门的研究问题。
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表 1　 肿瘤肺转移前微环境模型动物选择及造模方法

Table 1　 Selection of animals and modeling method of the pre-metastasis niche of lung model

小鼠
Mice

癌症类型
Types of cancer

方法
Method

细胞浓度
Cell concentration

成功率
Success
rate

成瘤时间
Tumor formation

time

评价方法
Evaluation method

裸鼠
Nude mice

RPM14788
人结肠癌

RPM14788 human
colon carcinoma

MGC80-3人胃腺癌
MGC80-3 human gastric

adenocarcinoma

MKN45胃癌
MKN45 gastric

cancer

临床胃癌标本
Clinical specimens of

gastric cancer

/

尾静脉注射
Tail-vein
injection

腹腔注射
Intraperitoneal

injection

原位移植
Orthotopic

transplantation

/

/

2×106 / 100 μL 100% 21 d HE 染色法
HE staining

2×106 / 200 μL 50% 45 d

HE 染色法、免疫组化分析、
显微镜观察

HE staining, immunohistochemistry
methods

5×106 / 100 μL / 21 d

HE 染色法、免疫组化分析、
实时荧光定量 PCR

HE staining, immunohistochemistry
methods, Quantitative Real-time PCR

1×107 / 200 μL / 28 d

HE 染色法、免疫组化分析、
实时荧光定量 PCR

HE staining, immunohistochemistry
methods, Quantitative Real-time PCR

/ 90% 30 d HE 染色法
HE staining

SCID 小鼠
SCID mice

MCC 皮肤癌
Skin neoplasms

皮下注射
Subcutaneous

injection
1×106 / 200 μL / /

HE 染色法、实时荧光定量 PCR
HE staining, immunohistochemistry

methods, Quantitative Real-time PCR

A549人肺腺癌
A549 human lung
adenocarcinoma

原位注射
Situ injectable 2×106 / mL 100% 50 d PET-CT系统

Integrated PET-CT system

NOD-SCID 小鼠
NOD-SCID mice

CTC-TJH-01
非小细胞肺癌

CTC-TJH-01 non-small
cell lung cancer

A549肺腺癌
A549 lung

adenocarcinoma

HT-29结肠癌
HT-29 colorectal

carcinoma

尾静脉注射
Tail-vein
injection

直肠注射
Rectal injection

/

1×107 / mL 100% 50 d 生物发光成像
Bioluminescent imaging

1×106 / μL 100% 10周
10 weeks

生物发光成像
Bioluminescent imaging

4×104 / 10 μL 56% 3 ~ 6周
3 ~ 6 weeks

生物发光成像、HE 染色
Bioluminescent imaging, HE staining

NSG 小鼠
NSG mice

TMD231人乳腺癌
TMD231 human breast

adenocarcinoma

原位移植
Situ injectable 1×106 / mL 100% 7 d HE 染色法

HE staining

Panc1人胰腺癌
Human pancreatic

carcinoma

皮下注射
Subcutaneous

injection
2×106 / mL / /

免疫组化分析、定量 PCR
Immunohistochemistry

methods, Quantitative PCR

NOG 小鼠
NOG mice

PDCA 人胰腺癌
Human pancreatic

carcinoma

尾静脉注射
Tail-vein
injection

1×105 / mL / 8周
8 weeks

定量 PCR
Quantitative PCR
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续表 1

小鼠
Mice

癌症类型
Types of cancer

方法
Method

细胞浓度
Cell concentration

成功率
Success
rate

成瘤时间
Tumor formation

time

评价方法
Evaluation method

BABL/ c 小鼠
BABL/ c mice

K7M2骨肉瘤
K7M2 osteosarcoma

4T1乳腺癌
4T1 breast cancer

/

/

/

骨髓注射
Intra-bone

marrow injection

尾静脉注射
Tail-vein injection

皮下注射
Subcutaneous

injection

原位移植
Situ injectable

/

1×106 / μL 100% 7 d HE 染色法
HE staining

2. 5×104 / μL / 3 ~ 6周
3 ~ 6 weeks

生物发光成像
Bioluminescent imaging

1×105 / 100 μL >70% / 生物发光成像、HE 染色法
Bioluminescent imaging, HE staining

1×106 / 100 μL / 7 d HE 染色法
HE staining

1×106 / 100 μL / 21 d HE 染色法
HE staining

1×105 / 100 μL >70% / 生物发光成像、HE 染色法
Bioluminescent imaging, HE staining

C57BL/ 6小鼠
C57BL/ 6 mice

Lewis 肺癌
Lewis lung cancer

B16F10黑色素瘤
B16F10 melanoma

/

/

/

/

尾静脉注射
Tail-vein
injection

皮下注射
Subcutaneous

injection

尾静脉注射
Tail-vein
injection

/

/

/

1×106 / μL 100% 30 d 生物发光成像
Bioluminescent imaging

2×107 / 200 μL 100% / 肺结节计数
Pulmonary nodules

2. 5×105 / 100 μL 100% 24 d 生物发光成像
Bioluminescent imaging

/ 100% 14 d
免疫组化分析、肺结节计数

Immunohistochemistry methods,
pulmonary nodules

3×106 / 100 μL 100% 2周
2 weeks

肺结节计数
Pulmonary nodules

1×105 / 200 μL / 20 d HE 染色
HE staining

　 　 尽管多数研究人员认为动物模型能够提供关

于新型免疫疗法和药物等有价值的临床前信息,但
部分肿瘤模型并不能很好地预测人类临床试验,存
在着因模型建立不充分而导致多种不可控因素的

存在,从而影响结果可行性,这也是为什么实验效

果不能在临床中得到体现。 因此,无论采用何种模

型来评估新疗法,理解每种方法的局限性都是至关

重要的。
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