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肠上皮细胞 Tlr4 特异性敲除基因鼠鉴定及免疫学
特征观察

白立鼎,陈银潇,李兆栋,李佳颖,樊亚东,张晓雨,张翟轶,边育红,王相玲,
刘建卫,赵舒武∗

(天津中医药大学,天津　 301617)

　 　 【摘要】 　 目的　 鉴定肠上皮 Tlr4 特异性敲除(Tlr4f / f
 

cre
 

T)鼠,评价其免疫学特征。 方法　 应用 CRISPR / Cas9
技术构建 Tlr4f / f

 

cre
 

T 基因鼠,PCR 和免疫荧光鉴定 Tlr4f / f
 

cre
 

T 基因鼠基因型,观察基因鼠的一般生物学特征、繁殖能

力和子代存活率。 HE 染色、流式细胞术及 ELISA 比较基因鼠和野生型小鼠免疫器官结构、肠黏膜免疫细胞比例及细

胞因子分泌水平差异。 结果　 从基因和蛋白水平验证 Tlr4f / f cre
 

T 基因鼠的建立。 与野生型鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

T 基因鼠

的一般生物学特征无明显差异、子代存活率
 

>
 

90%;胸腺、脾及肝生理结构无显著性差异;脾淋巴细胞增殖能力、血清

及肠黏膜细胞因子分泌水平无显著性差异;但 CD4+ T 和 γδT 细胞显著减少。 结论　 成功构建了肠上皮 Tlr4 特异性敲

除小鼠(Tlr4f / f
 

cre
 

T),为研究肠上皮 Tlr4 基因在肠道疾病、肿瘤及代谢性疾病中的作用提供实验手段。
【关键词】 　

 

Tlr4 基因;肠黏膜;CRISPR / Cas9;Cre / Loxp;基因敲除
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【Abstract】　 Objective　 To
 

study
 

the
 

role
 

of
 

intestinal
 

epithelial
 

Tlr4
 

in
 

systemic
 

immune
 

effects
 

by
 

establishing
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

conditional
 

Tlr4
 

knockout
 

in
 

intestinal
 

epithelia. Methods 　
 

Intestinal
 

epithelial
 

cell-specific
 

Tlr4
 

gene
 

knockout
 

mice
 

(Tlr4f / f
 

Cre
 

T)
 

were
 

established
 

by
 

CRISPR / Cas9
 

technology.
 

The
 

genotype
 

of
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice
 

was
 

identified
 

by
 

PCR
 

and
 

immunofluorescence.
 

The
 

general
 

biological
 

characteristics,
 

reproductive
 

capacity,
 

and
 

offspring
 

survival
 

rate
 

were
 

also
 

investigated.
 

Differences
 

in
 

immune
 

organ
 

structures,
 

the
 

intestinal
 

mucosal
 

immune
 

cell
 

ratio,
 

and
 

cytokine
 

secretion
 

levels
 

between
 

wildtype
 

and
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice
 

were
 

compared
 

by
 

HE
 

staining,
 

flow
 

cytometry,
 

and
 

ELISAs.
 

Results　 Establishment
 

of
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice
 

was
 

verified
 

at
 

gene
 

and
 

protein
 

levels.
 

Compared
 

with
 

wildtype
 

mice,
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice
 

had
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

general
 

biological
 

characteristics
 

and
  

offspring
 

survival
 

rate
 

of
 

>
90%.

 

No
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

physiological
 

structure
 

of
 

the
 

thymus,
 

spleen,
 

or
 

liver,
 

proliferation
 

of
 

splenic
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lymphocytes,
 

and
 

serum
 

cytokine
 

level,
 

and
 

intestinal
 

mucosa
 

were
 

found
 

between
 

the
 

two
 

groups.
 

However,
 

the
 

number
 

of
 

CD4+
 

T
 

and
 

γδT
 

cells
 

appeared
 

to
 

be
 

significantly
 

low
 

in
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice.
 

Conclusions　 The
 

intestinal
 

epithelial
 

cell-
specific

 

Tlr4
 

gene
 

knockout
 

mouse
 

model
 

was
 

successfully
 

established,
 

which
 

provides
 

the
 

experimental
 

means
 

to
 

study
 

the
 

regulatory
 

roles
 

of
 

Tlr4
 

expression
 

of
 

intestinal
 

epithelial
 

cells
 

in
 

diseases.
【Keywords】　 Tlr4

 

gene;
 

intestinal
 

mucosal;
 

CRISPR / Cas9;
 

Cre / Loxp;
 

gene
 

knockout
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　 　 Tlr4(toll-like
 

receptor
 

4,TLR4)基因位于 9 号染

色体(9q32-q33)上,是由 4 个外显子和 3 个内含子

组成的模式识别受体[1] 。 TLR4 既可被外源性脂多

糖激活,也可识别内源性配体,如高迁移率族蛋白

B1、热休克蛋白等,引起下游信号通路的激活,分泌

细胞因子,发挥免疫调节作用[2] 。 TLR4 广泛表达

于多种免疫细胞及上皮细胞中,其中肠上皮细胞的

TLR4 可“感受”肠道微生态变化,具有调节和维持

肠黏膜局部和机体的免疫稳态的重要作用[3] 。
肠上皮细胞持续暴露于肠道微生态,生理状态

下,肠上皮 TLR4 表达较低以耐受肠道菌群,避免过

度免疫反应引起肠道的损伤[4] 。 一旦菌群失调或

者其他因素导致肠上皮 TLR4 信号通路异常激活,
就会导致多种肠道疾病的发生, 如肠易激综合

征[5] 、克罗恩病[6] 、胃肠道肿瘤等[7] 。 肠上皮 TLR4
的异常表达甚至参与机体其他系统疾病的发生发

展,如心脑血管疾病等[8] 。 本研究利用 CRISP / Cas9
技术成功构建 Tlr4f / f

 

cre
 

T 基因鼠,同时评价该基因

鼠的一般生物学特征,进一步从大体形态-组织学

结构-细胞-细胞因子层面较全面评价 Tlr4f / fcre
 

T
基因鼠的免疫学特征。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 BALB / c 野生型小鼠,每组小鼠均为雌、
雄各 3 只,6 周龄,体重约为 20

 

g,购自北京维通利

华公司【 SCXK(京) 2021-0006】。 SPF 级 Tlr4f / f
 

cre
 

W 及 Tlr4f / f
 

cre
 

T 小鼠,遗传背景 BALB / cJGpt,每组

小鼠均为雌、雄各 3 只,6 周龄,体重约为 20
 

g。 购

自江苏集萃药康生物科技有限公司 【 SCXK ( 苏)
2018-0008】。 饲养环境:小鼠于屏障环境饲养,自
由饮水,环境温度 20

 

~
 

26℃ ,湿度 40%
 

~
 

70%,光
照 / 昼夜 12

 

h 交替。 实验动物饲养于天津中医药大

学实验动物中心【 SYXK(津) 2020-0005】。 所有操

作均符合天津中医药大学实验动物伦理学要求

(TCM-LAEC2020074)。

1. 1. 2　 主要试剂与仪器

PCR 扩增试剂(上海翌圣公司);TLR4 抗体(贝

茵莱生物科技有限公司);CK-18(博奥森生物技术

有 限 公 司 ); 异 硫 氰 酸 荧 光 素 ( fluorescein
 

isothiocyanate,FITC)标记山羊抗兔 IgG、Alexa
 

Fluor
 

647 标记山羊抗小鼠 IgG(上海翌圣生物科技股份有

限公司);琼脂糖、小鼠组织淋巴细胞分离液(北京

索莱宝科技有限公司);免疫细胞表型鉴定试剂:别
藻青蛋白( Allophycocyanin,APC) 标记的抗 CD8 抗

体(CD8-APC)、CD49-APC、CD11b-FITC、CD4-FITC、
TCRγδ-FITC、CD11c-FITC、Guava 流式细胞仪(Guava

 

flow
 

cytometry,Millipore 公司,美国);ELISA 检测试剂

盒(杭州联科生物有限公司)。 目的基因 loxP、Cre 上、
下游引物由江苏集萃药康公司设计,上海生工生物工

程技术服务有限公司,loxP 基因(扩增片段 294
 

bp):上
游 引 物 Tlr4-5wt-tF1

 

5 ’-CACAGTAAAGTTCGTAAC
 

CTTTGG-3’;下游引物 Tlr4-5wt-tR1
 

5’-AATTGCTGTG
 

CTATTGCTTGGG-3’,Cre 基因(扩增片段长度 567
 

bp):
上游 引 物: Vil1-ProF1

 

5’-GTGTTTGGTTTGGTTTCCT
 

CTGCATAAGA-3’;下游引物: Cre5R1
 

5 ’-GCAGGC
 

AAATTTTGGTGTACGGTCA-3’。 XR+型凝胶成像仪

(Molecular
 

Imager
 

Gel
 

Doc
 

XR+
 

system,BIO-RAD 公

司,美国); Varioskan
 

Flash 全波长多功能酶标仪

( Full
 

wavelength
 

multi-function
 

microplate
 

reader,
Thermo 公司,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠的构建及繁育

根据 CRISPR / Cas9 技术原理,将 sgRNA、Cas9
蛋白和打靶载体显微注射到小鼠受精卵,经胚胎

移植,获得阳性 F0 代小鼠,阳性 F0 代小鼠与野生

型小鼠配繁得到 F1 代(Tlr4 flox / - ) 杂合子小鼠。 将

Tlr4 flox / -小鼠自交获得 Tlr4 flox / flox 小鼠,将 Tlr4 flox / flox

小鼠与 Provilli-Cre
 

T 小鼠交配,筛选出子代基因型

Tlr4 flox / - / ProCre+ / -小鼠,将其与 Tlr4 flox / flox 配繁,获

得子代基因型 Tlr4 f / f
 

cre
 

T 和 Tlr4 f / f
 

cre
 

W 小鼠。
1. 2. 2　 PCR 技术鉴定小鼠的基因型

无菌剪取鼠耳 ( 1
 

×
 

1
 

mm2 ),采用酶裂解法
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55℃裂解 12
 

h(蛋白酶 K 终浓度 20
 

mg / mL),乙醇

沉淀法提取小鼠基因组 DNA,以所得 DNA 为模板

进行 PCR 扩增,50
 

μL 反应体系如下:2
 

×
 

Hieff
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

25
 

μL、上游引物(10
 

μmol / L)2
 

μL、下游

引物(10
 

μmol / L) 2
 

μL、模板 DNA
 

5
 

μL、去离子水

补足至 50
 

μL。 反应条件:94℃
 

3
 

min;94℃
 

30
 

s,
56℃

 

30
 

s,72℃
 

1
 

min,共 40 个循环;72℃
 

10
 

min。
使用 1%琼脂糖凝胶与核酸染料对 PCR 扩增产物进

行可视化,在凝胶成像仪中观察结果并拍照。
1. 2. 3　 免疫荧光鉴定肠上皮 TLR4 蛋白表达

取 5
 

μm 厚的小肠冰冻切片,室温 5%山羊血清

封闭 1
 

h,一抗 TLR4(1 ∶ 500)、CK-18(1 ∶ 500),4℃
孵育过夜。 次日切片复温,荧光二抗 FITC(1 ∶ 100)
Alexa

 

Fluor
 

647 ( 1 ∶ 400) 孵育 0. 5
 

h, PBS 冲洗,
DAPI 复染,荧光显微镜观察并拍照。
1. 2. 4　 免疫器官组织形态学观察

脱颈处死小鼠,立即切取脾、肝和胸腺(各 5
 

×
 

5
 

mm2)4%多聚甲醛中固定,24
 

h 换固定液 1 次,固定

48
 

h,脱水、透明、石蜡包埋,切片厚度 5
 

μm。 HE 染

色,光学显微镜下观察拍照。
1. 2. 5　 脾淋巴细胞增殖实验

脱颈处死小鼠,研磨脾,淋巴细胞分离试剂盒

分离脾淋巴细胞,每毫升 5
 

×
 

106 个淋巴细胞悬液

接种 96 孔培养板,加入 5
 

μg / mL 刀豆蛋白,培养

48
 

h 后,CCK-8 检测淋巴细胞的增殖。 刺激指数

(SI) 计算公式为:SI
 

= ( OD450 刺激-OD450 对照) /
(OD450 未刺激-OD450 对照) [9] 。
1. 2. 6　 流式细胞术检测肠黏膜免疫细胞

脱颈处死小鼠,分离小肠,纵向剖开冲洗,剪成

1
 

~
 

2
 

cm 小段,于含 EDTA 和 DTT 的裂解液充分裂

解(37℃ 、200
 

r / min 摇床 20
 

min,3 次),40
 

μm 滤网

过滤裂解液,Percoll 梯度离心法分离滤液,小心吸

取中间乳白色细胞层,PBS 清洗,每 1. 5
 

mL
 

EP 管中

1
 

×
 

106 个细胞,分别加入荧光基团标记的抗体,4℃
避光孵育 30

 

min,PBS 洗涤细胞,1
 

mL
 

PBS 重悬细

胞,避光,流式细胞仪进行检测[10] 。
1. 2. 7　 ELISA 技术检测血清和肠黏膜细胞因子

水平

目内 眦 采 血 并 收 集 血 液, 4℃ 静 置 4
 

h,
4000

 

r / min,离心 10
 

min,得到血清,分装并保存于

-80℃待测。 脱颈处死小鼠,分离小肠,纵向剖开,
生理盐水漂洗,吸水纸吸取多余水分,刮取黏膜、匀

浆,匀浆液分装保存于-80℃ 待测。 按照 ELISA 检

测试剂盒流程操作,测量酶标仪 450
 

nm 吸光度

(OD)值,按照公式计算细胞因子的含量。
1. 3　 统计学分析

所有数据均用 Graph
 

Pad
 

Prism
 

5 和 SPSS
 

17. 0
软件处理,两组间数据比较使用独立样本 t 检验,多
组间数据比较使用单因素 ANOVA 分析。 P

 

<
 

0. 05
表示具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠的构建及一般生物学特征观察

Tlr4 flox / flox 基因小鼠是在 Tlr4 基因 2 号外显子

(167
 

bp)两端插入 Loxp 位点(图 1A) ,1
 

~
 

7 号泳

道内检测的结果为 Tlr4 flox
 

/
 

flox 小鼠,8 号泳道检测

结果为野生型小鼠(图 1C) 。 与表达 Cre 的转基因

小鼠交配,从而获得 Cre 重组酶切除肠上皮 Tlr4
基因的条件敲除小鼠。 雄性 Tlr4 flox / - / Pro

 

Cre+小鼠

与雄性 Tlr4 flox / flox 小鼠杂交后代进行基因鉴定,2 ~
6,8 ~ 9 号泳道内检测的结果为 Tlr4 flox / flox

 

/ ProCre+

小鼠(图 1D) ,即肠上皮 Tlr4 特异性敲除( Tlr4 f / f
 

cre
 

T)鼠。 免疫荧光双染结果显示:与 BALB / c 组

相比,Tlr4 f / f
 

cre
 

W 鼠肠上皮 TLR4 荧光强度无减

弱,而 Tlr4 f / f
 

cre
 

T 鼠肠上皮 TLR4 荧光强度显著减

弱(图 1F) 。 Tlr4 f / f
 

cre
 

T 鼠生长发育良好,毛发柔

顺有光泽,身长及体重等未表现出区别于 BALB / c
野生型鼠的差异(图 1B,1E) 。 Tlr4 f / f

 

cre
 

T 母鼠每

胎产 8
 

~
 

10 只幼鼠,幼鼠成活率
 

>
 

90%。 6 周龄

Tlr4 f / f
 

cre
 

T 鼠与 BALB / c 鼠相比每日饮水、饮食和

体重无明显差异。 Tlr4 f / f
 

cre
 

T 鼠的构建策略及鉴

定结果合格,基因特异性敲除对一般生物学特征

无显著影响。
2. 2　 Tlr4f / f

 

cre
 

T 鼠主要免疫器官的组织学分析

与 BALB / c 鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

W 及 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠

的胸腺、脾及肝的大体形态均未见异常变化,各脏

器指数均无显著性差异 ( 图 2A, 2B, 2C)。 Tlr4f / f
 

creW 及 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠上述 3 个器官的 HE 染色光

镜下的形态结构未见异常改变:胸腺内有明确的皮

质和髓质、且皮质 / 髓质无异常改变(图 2D),脾的

切面可见白髓和红髓结构、且两者比例正常 ( 图

2E),肝的肝小叶呈多边形,其中央可见中央静脉,
围绕中央静脉是迷路样肝索以及肝血窦(图 2F),肝
小叶之间可见有门管区。
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注:A:Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠的构建策略与流程图;B:小鼠体重;C,D:小鼠耳组织 DNA 经 PCR 扩增后电泳条带;E:小鼠外形体征;F:小鼠肠上皮

TLR4 免疫荧光图。

图 1　 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠的构建策略及鉴定结果

Note.
 

A.
 

Strategy
 

and
 

flow
 

chart
 

of
 

Tlr4f / f
 

cre
 

T
 

mice.
 

B.
 

Mice
 

weight. C,
 

D.
 

Electrophoresis
 

band
 

of
 

PCR
 

amplification
 

of
 

mice
 

ear
 

tissue
 

DNA.
 

E.
 

Appearance
 

and
 

signs
 

of
 

mice.
 

F.
 

Intestinal
 

epithelium
 

TLR4
 

immunofluorescence.
 

Figure
 

1　 Strategy
 

and
 

identification
 

of
 

Tlr4f / f
 

cre
 

T
 

mice
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注:A,B,C:胸腺、脾、肝外形特征及指数;D,E,F:胸腺、脾、肝结构 HE 染色。

图 2　 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠主要免疫器官的形态学观察

Note.
 

A,
 

B,
 

C.
 

Thymus,
 

spleen,
 

liver
 

profile
 

and
 

index.
 

D,
 

E,
 

F.
 

Thymus,
 

spleen,
 

liver
 

tissuein
 

the
 

HE
 

stained
 

histopathological
 

images.

Figure
 

2　 Morphology
 

observation
 

of
 

the
 

main
 

organs
 

of
 

Tlr4f / f
 

cre
 

T
 

mice
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2. 3　 肠上皮 Tlr4 特异性敲除对脾淋巴细胞增殖及

血清细胞因子的影响

注:A:脾淋巴细胞刺激指数柱状图;B
 

~
 

I:血清细胞因子浓度 IFN-γ、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-10、IL-12。

图 3　 肠上皮 Tlr4 特异性敲除对脾淋巴细胞增殖及血清细胞因子的影响

Note.
 

A.
 

The
 

stimulation
 

index
 

of
 

splenic
 

lymphocyte
 

proliferation.
 

B
 

~
 

I.
 

Serum
 

cytokine
 

concentrations
 

IFN-γ,
 

IL-1β,
 

IL-2,
 

IL-4,
 

IL-6,
 

IL-7,
 

IL-10,
 

IL-12.

Figure
 

3　 Changes
 

of
 

effects
 

of
 

Tlr4
 

specific
 

knockout
 

of
 

intestinal
 

epithelium
 

on
 

splenic
 

lymphocyte
 

proliferation
 

and
 

serum
 

cytokines

与 BALB / c 鼠相比,Tlr4f / f
 

cre
 

W 和 Tlr4f / f
 

cre
 

T
鼠的脾淋巴细胞刺激指数均无明显差异,提示小鼠

肠上皮 Tlr4 特异性敲除对脾淋巴细胞增殖活性无

显著影响(图 3A)。 与 BALB / c 鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

W
和 Tlr4f / f

 

cre
 

T 鼠血清因子如 IFN-γ(图 3B)、IL-1β
(图 3C)、IL-2(图 3D)、IL-4(图 3E)、IL-6(图 3F)、
IL-7(图 3G)、IL-10(图 3H)、IL-12(图 3I),均无明显

差异,提示小鼠肠上皮 Tlr4 特异性敲除对上述血清

细胞因子无显著影响。

2. 4　 肠上皮 Tlr4 特异性敲除对肠黏膜免疫细胞及

细胞因子的影响

与 BALB / c 鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

W 鼠肠黏膜主要相
关免疫细胞包括 CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞、γδT 细

胞、巨噬细胞、NK 细胞及树突状细胞,数量和比例

无显著性差异(图 4A ~ 4F);与 BALB / c 鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠肠黏膜 CD4+ T 和 γδT 细胞数量和比例显著

降低,其余 4 种免疫细胞无差异性改变 ( 图 4A,
4C)。

肠黏膜细胞因子包括 IFN-γ、IL-1β、IL-2、IL-4、
IL-6、 IL-7、 IL-12、 IL-10, BALB / c、 Tlr4f / f

 

cre
 

W 及
Tlr4f / f

 

cre
 

T 三组间相比无显著性差异(图 4G ~ 4N)。
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注:A~
 

F:肠黏膜 CD4+ 、CD8+ 、γδT 淋巴细胞及肠黏膜巨噬细胞、NK 细胞、肠黏膜树突状细胞;G
 

~
 

N:肠黏膜细胞因子浓度如 IFN-γ、
IL-1β、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-10、IL-12。

图 4　 肠上皮 Tlr4 特异性敲除对肠黏膜免疫细胞及细胞因子的影响

Note.
 

A
 

~
 

F.
 

Intestinal
 

mucosa
 

CD4+ 、 CD8+ 、 γδT
 

lymphocytes
 

and
 

macrophages,
 

NK,
 

dendritic
 

cell
 

in
 

intestinal
 

mucos.
 

G
 

~
 

N.
 

The
 

concentrations
 

of
 

cytokines
 

in
 

the
 

intestinal
 

mucosa
 

such
 

as
 

IFN-γ,
 

IL-1β,
 

IL-2,
 

IL-4,
 

IL-6,
 

IL-7,
 

IL-10,
 

IL-12.
 

Figure
 

4　 Changes
 

of
 

effects
 

of
 

Tlr4
 

specific
 

knockout
 

of
 

intestinal
 

epithelium
 

on
 

intestinal
 

mucosal
 

immune
 

cells
 

and
 

cytokines

937



中国实验动物学报 2022 年 10 月第 30 卷第 6 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,October
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

6

3　 讨论

肠上皮 TLR4 的过度激活不仅引起肠道疾病,
同时与肿瘤、代谢综合征的发生密切相关[11] ,目前

大多数研究采用的都是小分子抑制剂或全身敲除

的方式来抑制 TLR4 的激活,具有器官靶向性差的

局限性[12-13] ,不能准确的阐述肠上皮 TLR4 在疾病

中的作用。 因此本研究利用 CRISP / Cas9 技术成功

构建了肠上皮 Tlr4 特异性敲除基因鼠( Tlr4f / f
 

cre
 

T),评估其免疫特征,为研究肠上皮 TLR4 在疾病中

的作用以及临床治疗提供新的手段。 实验结果显

示,除 Tlr4f / f
 

cre
 

T 基因鼠肠黏膜局部 CD4+ T 淋巴细

胞及 γδT 细胞比例明显下降以外,在一般生物学特

征、繁育能力、子代存活率以及免疫特征方面 Tlr4f / f
 

cre
 

T 相较于 BALB / c 均无显著性改变,因此我们猜

测 TLR4 的表达与 CD4+ T 及 γδT 细胞数量存在密切

联系,并进行了相关文献调研及实验研究。
文献表明:肠黏膜淋巴细胞的募集受肠上皮

TLR4 的调控,且 CD4+ T 细胞的数量与 TLR4 密切相

关,如在新生儿坏死性小肠结肠炎中,肠上皮 TLR4
激活导致同源趋化因子配体 25 大量分泌,进而募集

更多 CD4+ T 细胞到病变部位, 导致其病情的加

重[14] 。 肠上皮细胞 TLR4 信号通路的激活,释放单

核细胞趋化蛋白- 1 和人中性粒细胞趋化因子- 1,
显著上调肠黏膜 CD4+淋巴细胞比例,增强肠黏膜免

疫[15] 。 正常生理状态下,肠上皮 TLR4 感受肠道微

生态的动态变化,从而维持肠黏膜 CD4+ T 细胞动态

平衡[16] 。 通过实验,认为特异性敲除肠上皮 Tlr4 基

因,导致其无法感受肠道微生态信号,可能是导致

肠黏膜 CD4+ T 淋巴细胞显著减少的主要原因。 肠

上皮与 γδT 细胞的相互作用对于肠黏膜免疫的稳

态至关重要。 肠上皮 γδT 可调节和修复上皮屏障,
调控肠上皮细胞生长和分化都具有重要影响[17] 。
此外,肠黏膜局部细胞因子如 IL-1α、IL-15、IL-18、
IL-21、IL-7 等,对于肠上皮 γδT 细胞的增殖至关重

要[18-20] ,前期研究表明,肠上皮 TLR4 / MyD88 非依

赖通路的激活可以促进肠黏膜 IL-7 水平显著增

高[21] 。 本研究结果显示 Tlr4f / f
 

cre
 

T 小鼠的肠黏膜

γδT 显著减少,肠黏膜细胞因子的水平无显著性差

异。 考虑肠黏膜 γδT 细胞数量受到多种复杂因素

的影响,并非受肠黏膜细胞因子单因素造成肠黏膜

γδT 的数量减少。 因此在未来的研究中我们将继续

深入探索,明确其具体机制。

肠黏膜免疫系统是中药发挥免疫药效、调节人

体免疫功能的重要途径,同时中药大分子如蛋白

质、多肽、多糖等依赖于菌群的分解发挥效用,如甘

草多糖通过调节肠道菌群、激活肠黏膜免疫发挥抑

制荷瘤鼠移植瘤增长的作用[22] ,然而作为识别肠道

菌群和调节肠黏膜稳态的肠上皮 TLR4 在其中的作

用机制,尚不明了。 后续研究将利用 Tlr4f / f
 

cre
 

T 基

因鼠,探讨口服生物利用度极低的中药多糖抑制皮

下移植瘤的作用机制,并进一步明确肠上皮 TLR4
信号通路的角色作用。 鉴于肠上皮 TLR4 的激活在

肠道疾病、肿瘤、代谢性疾病等密切相关,通过构建

肠上皮 Tlr4 特异性敲除小鼠,为研究其机制、治疗

方法提供技术支持。
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贻贝粘蛋白对痔病大鼠模型治疗作用的实验研究
田茂生1,3,4,高记华2,3∗,戚文月1,3,刘朝阳1,3,吴琳琳1,3,高策2,3,顾铭5,

康瑞娟5,李利霞2,3

(1. 河北中医学院,石家庄　 050091;2. 河北中医学院第一附属医院,石家庄　 050011;3. 河北省中西医结合胃肠病

研究重点实验室,石家庄　 050011;4. 山西省人民医院,太原　 030002;5. 中国科学院过程工程研究所,北京　 100190)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究基于直肠局部用药要求建立巴豆油诱导的痔病大鼠模型,探究贻贝粘蛋白( MAP)的

抗痔疗效和黏附性,并探讨其作用机制。 方法　 以巴豆油为致炎剂建立痔病大鼠模型,将 40 只 SPF 级 SD 大鼠按

体重随机分为 4 组,造模后 1
 

h 各组大鼠予以相应治疗。 D4 取材,处死前 30
 

min 将 1%伊文思蓝( EBD)注入大鼠

尾静脉,计算肛肠系数,评价血管通透性,Western
 

Blot 法检测黏蛋白 Muc2、Muc4 的蛋白相对表达量,ELISA 法检测

大鼠血清 TNF-α、IL-6、MDA 表达量。 通过在体实验和离体实验比较异硫氰酸荧光素(FITC)标记的 MAP 在大鼠直

肠的荧光成像,观察比较 MAP 在直肠的黏附性。 结果　 MAP 可减少大鼠肛门直肠肿胀、分泌物和渗出情况,肛肠

系数结果提示 MAP 可降低肛门直肠肿胀程度 (P
 

<
 

0. 01), EBD 含量提示 MAP 可降低局部血管通透性

(P
 

<
 

0. 01),增加黏蛋白 Muc2、Muc4 的相对表达量(P
 

<
 

0. 05),降低血清 TNF-α、IL-6、MDA 表达量(P
 

<
 

0. 01),荧
光成像结果显示 MAP 在直肠环境内表现出良好的黏附性和稳定性。 结论　 海洋生物材料贻贝粘蛋白具有良好黏

附性,能够减轻大鼠肛门直肠黏膜肿胀、增加黏膜黏蛋白表达、抑制炎症、修复黏膜屏障、促进黏膜愈合、改善痔病

大鼠模型症状,可为痔病药物的临床前研究提供可靠依据。
【关键词】 　 痔病;巴豆油模型;贻贝粘蛋白;黏膜屏障;黏附性
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　 　 【Abstract】　 Objective　 The
 

anti-hemorrhoid
 

efficacy
 

and
 

adhesion
 

of
 

mussel
 

adhesive
 

protein
 

(MAP)
 

was
 

studied
 

and
 

its
 

mechanism
 

evaluated.
 

Methods 　 Croton
 

oil
 

was
 

used
 

to
 

stimulate
 

the
 

anorectal
 

mucosa
 

to
 

establish
 

the
 

model.
 

Forty
 

specific-pathogen-free
 

grade
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

experimental
 

groups.
 

One
 

hour
 

after
 

model
 

creation,
 

different
 

treatments
 

were
 

applied
 

to
 

each
 

group
 

by
 

rectal
 

administration
 

under
 

anesthesia.
 

General
 

observation
 

was
 

performed
 

on
 

the
 

fourth
 

day.
 

A
 

1%
 

solution
 

of
 

EBD
 

was
 

injected
 

into
 

the
 

tail
 

vein
 

30
 

min
 

before
 

rats
 

were
 

sacrificed.
 

Approximately
 

8
 

mm
 

of
 

rectum
 

was
 

cut
 

off
 

and
 

weighed
 

to
 

calculate
 

the
 

anorectal
 

coefficient.
 

Vascular
 

permeability
 

was
 

evaluated
 

by
 

measuring
 

EBD
 

concentrations.
 

Western
 

Blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Muc2
 

and
 

Muc4,
 

and
 

ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

expression
 

of
 

serum
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

( TNF-α),
 

interleukin
 

( IL-6),
 

and
 

malonaldehyde
 

(MDA)
 

in
 

rats.
 

Fluorescence
 

imaging
 

of
 

FITC-labeled
 

MAP
 

at
 

different
 

times
 

was
 

compared
 

and
 

observed
 

by
 

fluorescence
 

microscopy. Results　 General
 

observations
 

revealed
 

that
 

MAP
 

could
 

reduce
 

the
 

redness,
 

edema,
 

mucosal
 

secretion,
 

and
 

exudation
 

in
 

the
 

rectal
 

area
 

of
 

rats.
 

Anorectal
 

coefficient
 

result
  

suggested
 

that
 

MAP
 

could
 

reduce
 

the
 

degree
 

of
 

rectal
 

swelling
 

(P
 

<
 

0. 01),
 

and
 

EBD
 

contents
 

suggested
 

that
 

MAP
 

could
 

reduce
 

local
 

vascular
 

permeability
 

(P
 

<
 

0. 01).
 

Relative
 

expression
 

levels
 

of
 

mucins
 

Muc2
 

and
 

Muc4
 

were
 

increased
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

whereas
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

TNF-α,
 

IL-6,
 

and
 

MDA
 

were
 

decreased
 

(P
 

<
 

0. 01).
 

Fluorescence
 

imaging
 

indicated
 

that
 

FITC-MAP
 

could
 

maintain
 

good
 

adhesion
 

and
 

stability
 

in
 

the
 

rectum. Conclusions　 MAP
 

could
 

increase
 

the
 

expression
 

of
 

mucosal
 

mucin,
 

inhibit
 

inflammation,
 

repair
 

the
 

mucosal
 

barrier,
 

promote
 

mucosal
 

healing,
 

and
 

improve
 

the
 

symptoms
 

of
 

hemorrhoids
 

in
 

a
 

rat
 

model,
 

which
 

can
 

provide
 

a
 

reliable
 

basis
 

for
 

preclinical
 

research
 

of
 

hemorrhoids
 

drugs.
【Keywords】　 hemorrhoids

 

disease;
 

croton
 

oil
 

induced
 

model;
 

mussel
 

adhesive
 

protein;
 

mucosal
 

barrier;
 

adhesion
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　 　 痔病是一种常见的肛肠疾病,是直肠肛垫组织

的异常病理性肥大、移位[1-2] ,痔组织的肿胀脱垂、
出血、疼痛、炎性刺激、排便困难等是痔病常见的临

床症状,肛肠疾病患者中合并痔病症状的占比可达

98. 09%[3-5] 。 痔 病 治 疗 原 则 是 治 疗 有 症 状 的

痔[3-6] ,由于该病的特殊性和高病发率,直肠局部用

药成为 I、II 度痔病患者的最佳治疗方式,同时也给

直肠局部抗痔药物的药效学研究带来了更多的挑

战[7-12] 。 目前痔病仍然没有绝对有效的药物治法,
这是由于痔病症状是缓慢出现且是多因素的,涉及

到肛垫微循环调节障碍、肛垫悬吊组织退行性病变

等原因。
海洋生物贻贝的足丝腺分泌物提取的大分子

蛋白———贻贝粘蛋白(MAP),已在临床中证明具有

局部抗炎和促进愈合的作用[13-14] 。 一项针对体外

生物活性研究的双盲对照临床试验显示,MAP 能够

减少促炎因子 ( IL-1α, IL-6, COX-2) 表达, 保护

HaCaT 细胞免受 UVB 诱导的细胞死亡和凋亡[15] 。
随着生物材料技术的发展,海洋生物贻贝的足丝腺

经粉碎、提取、色谱纯化、浓缩等制备工艺,可得到

高纯度的生物大分子蛋白,进一步加工合成新型凝

胶制剂贻贝粘蛋白肛肠敷料[16] 。 本研究基于直肠

局部用药要求建立巴豆油诱导的痔病大鼠模型,探
究贻贝粘蛋白(MAP)的抗痔疗效和黏附性,并探讨

其作用机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

68 只 6
 

~
 

8 周龄的 SPF 级 SD 大鼠,体重 180
 

~
 

220
 

g,雌雄各半,由浙江维通利华实验动物技术有

限公司提供【 SCXK(浙) 2020-0002】。 进行实验期

间,大鼠被饲养于菲诺克生物科技(上海)有限公司

屏障设施实验室 【 SYXK ( 沪) 2018 - 0023】, 温度

(22
 

±
 

2)℃ ,湿度 40%
 

~
 

70%,12
 

h 交替昼夜灯光,
以标准的实验室饲料、正常饮用水喂养 1 周,实验前

12
 

h 禁食但不禁水。 所有实验方案均经菲诺克生

物科 技 实 验 动 物 福 利 伦 理 审 查 委 员 会 批 准

(phenotek-sh008)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

吡啶(C10376055,上海麦克林生化技术有限公

司),巴豆油 ( KD2HE-FH, 东京化工股份有限公

司),橄榄油( K1809057,上海阿拉丁生化技术有限

公司),甲酰胺(C10541284,上海麦克林生化技术有

限公司),伊文斯蓝染料( EBD,C10325619,上海麦

克林生化技术有限公司),异硫氰酸荧光素( FITC,
C11189816,上海麦克林生化技术有限公司),2%异

氟烷 ( 2017171101, 深圳瑞沃德生命技术有限公

司),复方醋酸地塞米松乳膏(1905001X,华润三九

制药有限公司),贻贝粘蛋白肛肠敷料( MAP,江阴
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贝 瑞 森 生 化 技 术 有 限 公 司 ), 蛋 白 提 取 液

( MDL91201, MDL ), 蛋白酶抑制剂 ( MD912893,
MDL ), 中 等 蛋 白 分 子 量 marker ( ThermoFisher

 

Scientific),重组
 

Anti-actin
 

抗体(MD6553,MDL),二
抗 ( MD912565, MDL ), 重 组

 

Anti-MUC2
 

抗 体

( ab133555, Abcam ), 重 组
 

Anti-MUC4 抗 体

(ab194363,Abcam)。
多通道动物麻醉系统(深圳瑞沃德生命技术

有限公司,中国) ,FA-N 电子天平(上海力辰邦西

仪器科技有限公司,中国) ,Q24 型组织破碎匀浆

仪(鼎昊源科技有限公司,中国) ,SH-1000Lab 全

波长 酶 标 仪 ( 株 式 会 社 日 立 制 造 所, 日 本 ) ,
D3024R 台式高速冷冻型离心机(大龙兴创实验仪

器有限公司,中国) ,LeicaASP300S 型全自动脱水

机( LEICA 公司,德国) ,Leica
 

RM2245 型半自动切

片机( LEICA 公司,中国) ,Leica
 

TS5015 型全自动

染色机( LEICA 公司,德国) , Olympus
 

BX45 型光

学显微镜( Olympus 公司,日本) ,DP72 型图像分

析系统( Olympus 公司,日本) ,MZX81 立体荧光

显微镜(广州明美光电技术有限公司,中国) ,超
低温冷冻存储箱 ( 长虹美菱有限公司, 中国) ,
PVDF 膜( ISEQ00010, Millipore,美国) ,3 MM 滤

纸( 3030861,Whatman,英国) , TS-100 脱色摇床

(海门其林贝尔仪器制造公司) , 电泳仪 ( BG-
subMIDI,北京百晶生物技术有限 公 司 ) , SDS-
PAGE 电泳系统( Bio-Rad,美国) ,凝胶成像系统

( GelDoc-It310,UVP,美国) ,化学发光成像系统

(ChemiScope6100,上海勤翔科学仪器有限公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 MAP 对痔病模型的药效学实验

(1)分组:将 40 只 SPF 级 SD 大鼠按体重随机

分为 4 组,每组 10 只,分别为对照组、模型组、地米

组和贻贝组。
(2)造模和给药:在前期研究基础上采用优化方

案造模[12] ,取直径合适的棉签浸泡于 6%巴豆油混合

液,缓慢置入大鼠肛门直肠至合适的深度后停留 10
 

s,抽出棉签均匀涂在肛周皮肤。 对照组用橄榄油替

代巴豆油。 造模后 1
 

h,每组大鼠经肛门直肠进行局

部治疗,疗程每天 1 次,连续 3
 

d,治疗时动物吸入 2%
异氟烷维持麻醉状态 2

 

h。 对照组未接受治疗,模型

组给予空白凝胶基质,DXM 组给予复方醋酸地塞米

松乳膏,MAP 组给予贻贝粘蛋白肛肠敷料。 给药时

采用 1
 

mL 去针头注射器,将注射器插入大鼠肛门直

肠至 10
 

mm,注射推注药物每只 200
 

μL。
(3)实验取材:造模后 D4 解剖取材,处死前 30

 

min 将 1%的 EBD(2
 

mL / kg)注入大鼠尾静脉。 按

优化方案取材,取材前动物吸入过量 CO2 安乐处

死,处死后由同一操作者截取 8
 

mm 直肠作为标本,
部分标本取材迅速置于液氮中保存 3

 

h,再移至

-80℃低温冰箱保存备用。 眼眶取血约 1. 5
 

mL,保
存至无菌采血管,室温血液自然凝固 30

 

mim,4℃ 条

件离心 10
 

min 左右(3000
 

r / min),仔细收集上清,置
于-80℃低温冰箱保存备用。

(4)大体观察:D4 各组大鼠称重,观察粪便情

况,肛周皮肤及肛门直肠黏膜有无水肿、黏液、分泌

物渗出情况。
(5)黏膜肿胀抑制率:采用 Image

 

J 软件分析各

组标本的照片,测算 EBD 染色肿胀范围的面积,分
析比较各组肿胀情况,肿胀抑制率(%)= (对照组肿

胀面积 - 实验组肿胀面积) / 对照组肿胀面积

×100%。
(6)肛肠系数:按标准取材后对每组动物标本

进行湿重称重,计算肛肠系数,肛肠系数(%)= 标本

湿重 / 动物体重×100%。
(7)血管通透性的定量检测:根据文献检测血

管通透性的方法[17-18] ,标本置于含有甲酰胺(1
 

mL /
100

 

mg)的试管中,在 55℃的水浴中孵育 24
 

h,在室

温下离心 15
 

min(5000
 

r / min),收集上清液。 酶标

仪测定 620
 

nm 处吸光度,计算组织中 EBD 渗出量,
定量评估血管通透性。

(8)Western
 

Blot 检测:蛋白提取,组织加液氮

进行匀浆,4℃ ,12
 

000
 

rpm,15
 

min 离心,收集上清;
BCA 蛋白定量法测定蛋白浓度,将各个标准品和待

测样品在 562
 

nm 处的吸光值减去空白标准品的平

均吸光值。 制备 SDS-PAGE 凝胶,配制 5%浓缩胶

4
 

mL,凝胶板重新垂直放置,插入样品梳,玻璃夹板

“凹”面贴紧电泳槽,两侧用夹子固定电泳槽。 加入

总蛋白样品与蛋白质凝胶电泳上样缓冲液混合,
95℃变性 10

 

min,电泳使染料至分离胶适当位置,将
蛋白条带通过转移电泳方式转印至 PVDF 膜。 转膜

时将样品胶与膜装入转膜夹板中,放入含有转膜缓

冲液的转移电泳槽中,恒压状态下转膜 2
 

h。 抗体孵

育:封闭:小心取出转移膜置于封闭液中,室温、摇
床上缓慢摇动状态下封闭 1

 

h;一抗反应:将一抗用

封闭液稀释;将封闭后的膜分别加入对应的一抗工

作液中,4℃反应过夜。 洗膜:将反应膜放入平皿中,
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用 1
 

×
 

TBST 洗涤 3 次,每次 10
 

min,洗净未结合的

一抗;二抗反应:将二抗用 1 菌素×
 

TBST 稀释 300
倍;将洗涤后的一抗反应膜放入二抗工作液中作用

60
 

min; 洗膜: 用 1 × TBST 洗膜, 洗去游离二抗。
按 1 ∶ 1(v / v)混合 ECL 试剂盒中两种液体,将混合

液均匀铺在 PVDF
 

膜表面,室温作用 4
 

min,抖掉膜

上液体,放入成像系统成像,软件分析蛋白条带灰

度值,计算样本组织蛋白相对含量。
(9)酶联免疫法检测:通过 ELISA 法检测血清

 

TNF-α、IL-6、MDA 的表达含量,严格按照 ELISA 试

剂盒说明书进行。

注:A:各组肛门直肠黏膜大体形态观察;B:各组体重比较;与对照组相比,∗P
 

<
 

0. 05;与模型组相比,□P
 

<
 

0. 05。 (下图同)

图 1　 大体形态观察结果

Note.
 

A.
 

Observation
 

of
 

the
 

grass
 

morphology
 

of
 

anorectal
 

mucosa
 

in
 

each
 

group.
 

B.
 

Weight
 

comparison
 

of
 

each
 

group.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 

∗P
 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 □P

 

<
 

0. 05.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Observation
 

on
 

gross
 

morphology

1. 2. 2　 MAP 肠道黏附性的实验

制备 FITC-MAP 溶液,MAP 与 FITC 按 100 ∶ 1
比例混合,4℃ 反应 24

 

h,避光保存待用。 取 28 只

SPF 级 SD 大鼠按体重随机分为 3 组,分别为在体组

12 只,离体组 12 只,对照组 4 只。 在体组大鼠以

2%异氟烷吸入诱导麻醉,每只大鼠灌肠予以 FITC-
MAP 溶液(1

 

mg / mL,每只 1
 

mL),燕尾夹关闭肛门,
分别于灌肠后 2、4、8、24

 

h 处死解剖取材,截取 4
 

cm
直肠作为标本,完成荧光成像观察。 离体组大鼠麻

醉后解剖,取直肠 8
 

cm,剥离周围脂肪及内容物,生
理盐水冲洗后置入加湿的培养皿,取 4

 

cm 肠段处作

标记,远端燕尾夹关闭肛门,近端灌注 FITC-MAP 溶

液(1
 

mg / mL,每只 1
 

mL),标记处结扎,分别于灌注

后 0、0. 5、1、2
 

h 取标记段直肠为标本,完成荧光成

像观察。 对照组大鼠未进行任何干预,方法同前,
取材后 0

 

h 对标本荧光成像观察。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS
 

25. 0 软件和 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软

件对实验数据进行统计分析。 测量数据均以平均

值
 

±
 

标准差( x-
 

±
 

s)表示,进行正态性检验,组间比

较采用单因素方差分析或非参数检验,P
 

<
 

0. 05 为

差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 MAP 对大鼠痔病模型的药效学实验结果

2. 1. 1　 大体形态观察结果

各组动物取材后拍照记录,如图 1A 所示,观察

肛肠黏膜可见痔病模型大鼠的肛周皮肤及直肠黏

膜呈现不同程度的肛周肿胀、黏膜水肿、黏液分泌

和血性渗出物。 地米组大鼠体重明显减少,较其他

实验组差异具有显著性(图 1B,P
 

<
 

0. 05),其他组

体重无统计学差异。 提示地米组和贻贝组病灶区

域的病变程度均低于模型组,说明 MAP 可减轻肛门
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直肠粘膜肿胀,促进损伤黏膜愈合,但 DXM 可引起

体重下降。
2. 1. 2　 黏膜肿胀抑制率结果

通过 Image
 

J 软件分析标本照片, 测算标本

EBD 染色肿胀范围的面积,结果可知地米组和贻贝

组黏膜肿胀范围较对照组明显减少,差异具有显著

性(图 2A,P
 

<
 

0. 01),地米组肿胀抑制率 53. 09%,
贻贝组肿胀抑制率 36. 08%,表明工具药 DXM 与

MAP 均能一定程度缓解巴豆油诱导的大鼠肛门直

肠黏膜肿胀。
2. 1. 3　 肛肠系数结果

各组肛肠系数的结果见图 2B 所示,与对照组

比,模型组的肛肠系数明显增大(P
 

<
 

0. 01),表明模

型组的肛门直肠黏膜的组织密度增加,黏膜水肿充

血程度增加。 与模型组比,地米组的肛肠系数显著

降低(P
 

<
 

0. 05),表明地米组的肛门直肠黏膜的组

织密度降低,黏膜水肿充血程度降低,即动物模型

差异具有显著性,模型建立成功。 贻贝组的肛肠系

数低于模型组,肛门直肠黏膜的水肿充血程度降

低,说明 MAP 可一定程度上缓解模型病变。
2. 1. 4　 血管通透性的定量检测结果

通过对各组 EBD 含量定量检测结果显示(图

2C),地米组和贻贝组的 EBD 含量均显著低于模型

组(P
 

<
 

0. 01),这说明经肛门直肠局部外用 DXM
和 MAP 能显著降低模型病灶组织局部的血管通透

性,且 MAP 的效力与 DXM 相当。
2. 1. 5　 Western

 

Blot 检测结果

Western
 

Blot 显示,与对照组相比,模型组蛋白

相对表达量差异具有显著性,与模型组相比,贻贝

组、地米组蛋白相对表达量差异具有显著性(图 3,
P

 

<
 

0. 05),表明痔病模型大鼠局部治疗后,增加了

黏蛋白 Muc2、Muc4 的相对表达量。

注:A:黏膜肿胀面积的比较;B:肛肠系数的比较;C:伊文思蓝含量的比较;与模型组相比,□□P
 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 2　 各组数据比较结果

Note.
 

A.
 

Comparison
 

of
 

mucosal
 

swelling
 

area.
 

B.
 

Comparison
 

of
 

anorectal
 

coefficient.
 

C.
 

Comparison
 

of
 

EBD
 

content.

Compared
 

with
 

model
 

group,□□P
 

<
 

0. 01. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

2　 Comparison
 

results
 

of
 

each
 

group
 

of
 

data

注:A:Muc2、Muc4 的表达;B:Muc2 的相对表达量;C:Muc4 的相对表达量。

图 3　 各组 Muc
 

2、Muc
 

4 蛋白相对表达量的比较

Note.
 

A.
 

The
 

expression
 

of
 

Muc2
 

and
 

Muc4.
 

B.
 

The
 

relative
 

expression
 

of
 

Muc2.
 

C.
 

The
 

relative
 

expression
 

of
 

Muc4.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Muc2
 

and
 

Muc4
 

proteins
 

in
 

each
 

group
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2. 1. 6　 酶联免疫法检测检测结果

ELISA 的检测结果显示,痔病模型模型组血清

TNF-α、IL-6、MDA 表达量与对照组比差异具有显著

性(图 4,P
 

<
 

0. 01),模型组高于对照组,局部药物干

预后与模型组相比,贻贝、地米组表达量下降,差异具

有显著性(图 4,P
 

<
 

0. 01),且与贻贝组相比,地米组

TNF-α 表达量差异具有显著性(图 4,P
 

<
 

0. 01)。
2. 2　 MAP 肠道黏附性的评价结果

通过荧光显微镜观察 FITC-MAP 溶液灌注于

大鼠直肠腔内的情况,并获取不同时间点在体和

离体大鼠直肠组织的荧光成像图像。 FITC-MAP
溶液在荧光显微镜下显示为绿色,可作为 MAP 在

直肠黏膜的黏附性和降解趋势的参考。 在体组可

见大鼠直肠的绿色荧光成像与时间呈正相关,提
示 MAP 在大鼠肠腔环境内能保持良好的黏附性,
且经肛门直肠用药后与直肠黏膜的作用时间可达

24
 

h(图 5) 。 离体组大鼠的直肠组织荧光成像结

果显示,MAP 在离体直肠中也具有良好的稳定性。
但是,对照组大鼠的直肠组织荧光成像几乎找不

到荧光颜色(图 6) 。

注:A:血清 TNF-α 表达量;B:血清 IL-6 表达量;C:血清 MDA 表达量;与对照组相比,∗∗P
 

<
 

0. 01;与贻贝组相比,##P
 

<
 

0. 01。

图 4　 各组血清 TNF-α、IL-6、MDA 表达量的比较

Note.
 

A.
 

The
 

expression
 

of
 

TNF-α.
 

B.
 

The
 

expression
 

of
 

IL-6.
 

C.
 

The
 

expression
 

of
 

MDA.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

MAP
 

group,
 ##P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

serum
 

TNF-α,
 

IL-6
 

and
 

MDA
 

expression
 

levels
 

in
 

each
 

group

图 5　 在体组荧光成像

Figure
 

5　 Fluorescence
 

imaging
 

in
 

the
 

in
 

vivo
 

group
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图 6　 离体组和对照组的荧光成像

Figure
 

6　 Fluorescence
 

imaging
 

in
 

the
 

in
 

vitro
 

group
 

and
 

control
 

group

3　 讨论

痔病的症状多表现为肛垫的充血、肿胀、糜烂、
出血、分泌物增多等现象,痔病发生部位即肛垫黏

膜区,黏膜上皮是包含多种功能的上皮细胞复合

体,黏膜表层有大量分泌功能的黏液分泌细胞,如
杯状细胞、柱状细胞等,可分泌黏蛋白、黏多糖、糖
原等防御功能物质,共同构成黏液屏障,黏附有害

物质,阻止微生物入侵。 肛垫黏膜的细胞结构决定

了其不仅有重要防御功能,当致痔因子突破肛垫黏

膜屏障时会引起局部组织的神经激素内分泌调节

障碍,痔血管出现扩张,毛细血管的通透性增加,肛
垫黏膜水肿、充血、损伤,局部感染出现炎症,导致

症状性痔出现。 因此,肛垫黏膜屏障功能的完整与

修护在痔病的防治中具有重要意义。
本研究采取巴豆油刺激大鼠肛门直肠黏膜产

生炎症反应诱导大鼠痔病模型[19] ,损伤局部毛细血

管壁,破坏血管内皮屏障,增加血管通透性,引起组

织损伤血浆渗出,这一过程降低了血浆胶体渗透

压,促进更多组织液滤出毛细血管,累积于间质间

隙,发生组织水肿、黏膜充血,由此模型大鼠的肛门

直肠黏膜组织呈明显肿胀[20] 。 因此,定量评估血管

通透性的变化是该实验模型的关键。 Azeemuddin
等[19]报道了一种利用 EBD 外渗技术定量检测血管

通透性的方法[21] ,于巴豆油造模前 30 min 尾静脉注

射 EBD,灌胃给药 5
 

d 后处死动物,再评价组织中

EBD 含量。 笔者对 EBD 的使用方法进行优化,选择

治疗 3
 

d 后动物处死前 30
 

min 尾静脉注射 EBD。
定量检测结果更直接反映不同疗法对动物血管通

透性变化的影响,同时规避造模及给药操作等人为

因素对 EBD 渗出的干扰,保障实验数据精准,为模

型评价提供精确定量指标。 局部给药时采取 2%异

氟烷吸入诱导麻醉,使动物维持一定时间麻醉静息

状态,确保药物制剂经肛门直肠用药后在体内的有

效及起效时间,降低排便频率差异对疗效评价的影

响。 目前还没有公认的阳性药物用于评价该模型

的建立,巴豆油诱导的大鼠痔病模型具有炎症性模

型特征,因此以经典抗炎药物 DXM 为工具药,用于

评价模型建立[22] 。 实验发现连续应用 DXM 可引发

大鼠体重明显下降,尽管其能够降低局部血管通透

性,抗炎疗效明显,但糖皮质激素药物存在一定安

全性问题,不适合长期应用。
脏器系数又称脏体比,是某器官的重量与体重

的重量之比,脏器系数的增加表明该器官可能发生

充血、水肿、增生肥大等病变[18] 。 在这项研究中,肛
门直肠组织不是一个完整的器官,而是直肠末端的

一部分,截取标本时操作误差可能对肛肠系数的精

度产生一定影响,半定量评价指标肛肠系数可从一

定程度反映疗效。 黏膜上皮细胞分泌的黏液主要

来自杯状细胞等分泌细胞,对维持黏膜屏障功能有

重 要 作 用, 形 成 黏 液 的 主 要 蛋 白 是 Muc2、
Muc4[23-24] ,属于分泌型黏蛋白,能够促进上皮细胞

的受损部位愈合,促进黏膜修复。 机体内自由基作

用于脂质发生过氧化反应,氧化终产物为 MDA,其
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含量反映的是机体抗氧化潜在能力的重要参数,可
以反映机体脂质过氧化速率和强度,间接反映组织

过氧化损伤程度。
MAP 是一种基于海洋生物贻贝足丝腺黏附机

制开发的仿生生物材料,已广泛应用外科、妇产科、
烧伤整形科、皮肤科、激光美容等多个领域[13-14] ,表
现出良好的局部抗炎和促进愈合功效[15,25] 。 本实
验评价了 MAP 对痔病大鼠模型的治疗效果及黏膜

的修复情况,经大体观察、肛肠系数、血管通透性比

较、Western
 

Blot、ELISA 法检测发现 MAP 在复杂的

直肠环境中可保持长期黏附,不受排便等因素影

响,保证了 MAP 与肛肠黏膜有效接触面积和起效时

间,局部外用可造成大鼠直肠黏膜中黏蛋白 Muc2
和 Muc4 蛋白相对表达量增加,炎性因子 TNF-α、
IL-6,黏膜修复相关因子 MDA 的表达量下降,MAP、
DXM 均可一定程度改善模型大鼠的病变,缓解肛周

肿胀、黏膜水肿充血,促进黏膜创面愈合。 MAP 具

有生物黏附剂给药系统的相似特性[26] ,在不稳定的
直肠环境中发挥优势。 MAP 含有 20%的赖氨酸,使
蛋白质具有较高的正电荷,并通过静电作用与细胞

紧密快速结合。 MAP 中含有的 3,4 二羟基苯丙氨

酸(DOPA)可被氧化生成邻二醌,与未氧化的多巴

交联形成网状生物支架,促进细胞黏附和爬行,促
进直肠黏膜组织再生和修复。 交联的 MAP 可通过

静电相互作用与覆盖在肠上皮细胞表面的黏蛋白

结合[27] ,黏蛋白、黏多糖是具有重要防御功能的物
质,形成直肠黏膜屏障功能,可有效阻止微生物、微
粒和大分子入侵。 黏蛋白由高分子量丝状糖蛋白

组成,与 MAP 的化学结构和功能上有相似之处,
MAP 可以取代受损黏蛋白修复结直肠上皮细胞,恢
复细胞间的紧密连接[28] ,恢复直肠黏膜屏障功能的
完整性,减少对黏膜上皮细胞的持续炎症刺激[29] 。
MAP 具有较强的抗氧化能力[30] ,可保护组织免受

内部氧化应激的损伤,通过与硫化氢反应,保护黏

蛋白的二硫键不被破坏,维持和恢复黏液层的完整

性,中和各种氧自由基,起到抗炎修复作用。
综上所述,本研究评价了 MAP 对大鼠痔病模型

肛门直肠黏膜肿胀的治疗效果,研究结果表明,
MAP 能够减轻大鼠肛门直肠黏膜肿胀、增加黏膜黏

蛋白表达、抑制炎症、修复黏膜屏障、促进黏膜愈

合、改善痔病大鼠模型症状,同时证实其在直肠复

杂环境中的良好黏附性,为痔病药物的临床前药理

药效研究提供可靠方法。
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抗 PD-1 单抗联合顺铂的新辅助治疗策略对
NSCLC 人源化小鼠模型肿瘤复发与转移的影响

李惠1,2,郭文文2,王荟荟2,3,秦靖2,张彩勤2,赵菊梅1∗,师长宏2∗

(1. 延安大学基础医学院,陕西　 延安　 716000;2. 空军军医大学实验动物中心,西安　 710032;3. 甘肃中医药大学

基础医学院,兰州　 730030)

　 　 【摘要】 　 目的　 利用人源化小鼠模型探讨抗 PD-1 单抗联合顺铂的新辅助治疗策略对人非小细胞肺癌( non-
small-cell

 

lung
 

cancer,NSCLC)术后复发与转移的影响。 方法　 选择重度联合免疫缺陷小鼠 NCG,通过序贯移植人

外周血单个核细胞(peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell,PBMC)和人非小细胞肺癌细胞的方法,构建免疫系统-肿瘤双

人源化 NSCLC 小鼠移植模型;评估不同新辅助治疗策略的疗效,包括顺铂治疗、抗 PD-1 单抗(帕博利珠单抗)治疗

以及联合治疗;通过小动物活体成像观察各治疗组小鼠术后肿瘤复发与转移情况;通过免疫组化分析肿瘤组织中

Ki67 的表达,观察肿瘤细胞增殖情况;利用免疫荧光分析肿瘤免疫微环境的变化。 结果　 成功构建了免疫系统-肿
瘤双人源化 NSCLC 小鼠模型,重建小鼠外周血、各脏器以及肿瘤组织中均有人免疫细胞的浸润;活体成像结果显

示新辅助抗 PD-1 单抗治疗能抑制肿瘤的复发及转移,联合治疗组效果最为显著;免疫组化结果显示联合治疗组中

小鼠肿瘤组织 Ki67 表达明显降低;免疫荧光结果表明帕博利珠单抗治疗可增加肿瘤组织中人 CD45+ 免疫细胞、
CD8+免疫细胞的浸润,联合治疗后 CD45+ 免疫细胞、CD8+ T 细胞的浸润更为明显;此外,颗粒酶 B( granzyme

 

B,
GzmB)在 CD8+ T 细胞杀伤肿瘤中发挥重要作用,免疫组织化学染色结果显示帕博利珠单抗治疗可增加肿瘤组织中

granzyme
 

B 的浸润,联合治疗后 granzyme
 

B 阳性细胞的浸润更为明显。 结论　 新辅助帕博利珠单抗联合顺铂有效

提高了人源化小鼠免疫系统杀伤 NSCLC 的能力,显著抑制了 NSCLC 的复发和转移。
【关键词】 　 人源化小鼠模型;非小细胞肺癌;新辅助治疗;帕博利珠单抗;顺铂
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【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

a
 

neoadjuvant
 

treatment
 

strategy
 

of
 

an
 

anti-PD-1
 

monoclonal
 

antibody
 

combined
 

with
 

cisplatin
 

on
 

postoperative
 

recurrence
 

and
 

metastasis
 

of
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

( NSCLC)
 

in
 

a
 

humanized
 

mouse
 

model.
 

Methods　 Human
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

and
 

human
 

NSCLC
 

cells
 

were
 

sequentially
 

transplanted
 

into
 

the
 

severe
 

combined
 

immunodeficiency
 

mouse
 

( NOD / ShiLtJGpt-Prkdcem26Cd52 Il2rgem26Cd22 / Gpt,
 

NCG)
 

to
 

establish
 

an
 

immune
 

system-tumor
 

double
 

humanized
 

NSCLC
 

model.
 

We
 

elevated
 

the
 

treatment
 

effect
 

of
 

various
 

neoadjuvant
 

strategies
 

in
 

the
 

double
 

humanized
 

NSCLC
 

model,
 

including
 

cisplatin,
 

anti-PD-1
 

( pembrolizumab),
 

and
 

combined
 

treatments.
 

Tumor
 

recurrence
 

and
 

metastasis
 

were
 

observed
 

by
 

optical
 

imaging.
 

Ki67
 

expression
 

in
 

tumor
 

tissue
 

was
 

analyzed
 

by
 

immunohistochemistry
 

to
 

assess
 

tumor
 

cell
 

proliferation.
 

Changes
 

in
 

the
 

tumor
 

immune
 

microenvironment
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence.
 

Results 　 The
 

double
 

humanized
 

NSCLC
 

model
 

was
 

successfully
 

established.
 

Immune
 

cells
 

had
 

infiltrated
 

into
 

peripheral
 

blood,
 

organs,
 

and
 

tumors.
 

Optical
 

imaging
 

showed
 

that
 

neoadjuvant
 

anti-PD-1
 

treatment
 

inhibited
 

tumor
 

recurrence
 

and
 

metastasis,
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

combined
 

treatment
 

was
 

more
 

obvious.
 

Moreover,
 

combination
 

treatment
 

significantly
 

decreased
 

Ki67
 

expression
 

in
 

tumor
 

tissues.
 

Large
 

numbers
 

of
 

CD8+
 

and
 

CD45+
  

cells
 

in
 

tumors
 

were
 

observed
 

after
 

anti-PD-1
 

treatment,
 

and
 

many
 

more
 

CD8+
 

and
 

CD45+
 

T
 

cells
 

were
 

found
 

in
 

the
 

combined
 

therapy
 

group.
 

Granzyme
 

B
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

tumor
 

killing
 

by
 

CD8+
 

T
 

cells.
 

Immunohistochemical
 

staining
 

showed
 

that
 

anti-PD-1
 

treatment
 

increased
 

granzyme
 

B
 

in
 

tumor
 

tissues,
 

which
 

was
 

more
 

obvious
 

after
 

combined
 

treatment.
 

Conclusions　 Neoadjuvant
 

pembrolizumab
 

combined
 

with
 

cisplatin
 

effectively
 

improves
 

the
 

anti-tumor
 

effect
 

in
 

humanized
 

mice
 

and
 

significantly
 

inhibits
 

tumor
 

recurrence
 

and
 

metastasis.
【Keywords】　 humanized

 

mouse
 

model;
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer;
 

neoadjuvant
 

therapy;
 

pembrolizumab;
 

cisplatin
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　 　 肺癌是目前世界范围内发病率和死亡率最高

的恶性肿瘤,2020 年全球新发肺癌患者约 220 万

例,死亡 180 万例, 其中 NSCLC 占比为 80%
 

~
 

85%[1] 。 早期和部分晚期 NSCLC 的治疗以根治性

手术为主,手术虽能带来一定的控制效果,但局部

复发和远处转移率高达 30%
 

~
 

55%[2-3] 。 因此,寻
找有效减少术后风险的围手术期治疗方案是当前

可切除 NSCLC 治疗亟待解决的问题之一。
新辅助化疗是指在实施局部治疗方法(如手

术)前所做的全身治疗[4] 。 手术前进行基于铂类的

新辅助化疗是早期 NSCLC 临床常用治疗策略,与单

纯手术相比,新辅助化疗能够改善患者的围手术期

状况,包括降低肿瘤分期,提高完全切除率和消除

微转移灶等。 但 Felip 等[5] 发现无论是术前新辅助

化疗还是术后辅助化疗,较单纯手术相比,NSCLC
的 5 年生存率仅能提高约 5%。 另一方面,以免疫

检查点抑制剂(immune
 

checkpoint
 

inhibitors,ICIs)为
代表的免疫治疗极大改善了包括 NSCLC 在内的多

种肿瘤的治疗效果[6] ,且 ICIs 与化疗的结合能够进

一步扩大晚期 NSCLC 的获益人群[7-8] 。 鉴于免疫

治疗与化疗联合治疗的成功应用,能否将这种联合

治疗方案应用于可切除 NSCLC 的新辅助治疗值得

关注。 目前,关于新辅助 ICIs 联合化疗的最优治疗

方案以及对术后复发转移的直接影响尚未有研究

报道,其对肿瘤免疫微环境的影响也未充分阐明。

且近年来新辅助免疫治疗研究使用的模型都是鼠

源性实验[9] ,缺乏说服力。 因此,采用能够模拟人

体肿瘤免疫微环境的临床前动物模型来进行新辅

助联合治疗的研究显得至关重要。
通过在重度联合免疫缺陷小鼠中移植人的外

周血单个核细胞( peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell,
PBMC),进而重建人的免疫系统,获得 Hu-PBMC
( Humanized-peripheral

 

blood
 

mononuclear
 

cells ) 模

型,在 ICIs 评估方面具有独特的应用前景[10] 。 本研

究在成功构建 Hu-PBMC 模型的基础上,进一步移

植人的 NSCLC 细胞,构建了免疫系统-肿瘤双人源

化非小细胞肺癌移植模型,然后进行了顺铂、帕博

利珠单抗以及二者联合的新辅助治疗研究,以期为

NSCLC 的临床新辅助治疗提供有效策略。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

40 只 4
 

~
 

7 周龄 SPF 级雌性重度联合免疫缺

陷小鼠(NOD / ShiLtJGpt-Prkdcem26Cd52Il2rgem26Cd22 / Gpt,
NCG),体重(22

 

±
 

2)g,购自成都药康生物科技有限

公司【SCXK(川) 2020-034】。 室温(22
 

±
 

2)℃ ,相
对湿度 40%

 

~
 

70%,明暗交替,光照 12
 

h / 12
 

h,饮
用水经过高压蒸汽灭菌,自由饮水、摄食,饲养于空

军军医大学实验动物中心 SPF 级屏障设施【 SYXK
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(陕)2019-001】。 相关动物实验获得了空军军医大

学实验动物福利伦理委员会批准(No. 19013)。
1. 1. 2　 细胞

人非小细胞肺癌细胞株 H1299 购买于 ATCC,
并通过慢病毒转染标记荧光素酶(H1299-luc),保存

于本实验室。 该细胞培养于 RPMI-1640 培养基

(10%胎牛血清
 

+
 

1%青链霉素),于 37℃ 、5%
 

CO2

孵育箱中培养。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

新鲜外周血取自空军军医大学第一附属医院

输血 科, 并 获 得 医 学 伦 理 委 员 会 批 准 ( KY20
193035);胎牛血清、RPMI-1640 培养基和 0. 05%胰

酶购自美国 Gibco 公司;人 Ficoll-PaqueTM
 

PREMIUM
 

1. 084
 

sterile
 

solution 试剂购自美国 GE
 

Healthcare;
小鼠淋巴细胞分离液试剂购自中国天津市灏洋生

物科技有限公司;抗人流式检测抗体:FITC-CD45 抗

体、PE-CD3e 抗体购自美国 BD
 

Biosciences 产品;
IHC 试剂盒购自康为世纪有限公司;抗人 CD45、
CD8、Ki67 和 GzmB 抗体购于美国 Abcam;顺铂购自

中国齐鲁制药有限公司;帕博利珠单抗购自美国默

沙东公司。 流式细胞分析仪 FC500 购自美国贝克

曼库尔特有限公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 人源化 NSCLC 小鼠模型的构建及鉴定

采用 Ficoll 密度梯度离心法提取不同供体的新

鲜 PBMC,通过尾静脉注射入小鼠体内,细胞量为每

只 1
 

×
 

107
 

PBMC。 PBMC 移植 2 周后,将对数生长

期的 H1299-luc 细胞系接种于小鼠皮下,细胞量为

每只 5
 

×
 

106 个 H1299-luc 细胞。 移植 3 周后采用

剪尾法取重建小鼠静脉血,并分离出 PBMC,加入抗

人 CD3+
 

T 细胞、CD45+ 免疫细胞荧光抗体进行标

记,采用流式分析评估重建小鼠外周血中人免疫细

胞的比例,FlowJo
 

10 软件进行数据分析。
1. 2. 2　 免疫组化染色检测小鼠肝、肺、脾以及肿瘤

中人免疫细胞的比例

CO2 安乐死重建小鼠和未重建小鼠,收集其

肝、肺、脾以及肿瘤组织,固定于 4%多聚甲醛溶

液中,制备组织切片,经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水

化、抗原修复后, 滴加一抗 ( 抗人 CD45 和抗人

GzmB) ,4℃ 孵育过夜。 次日滴加二抗,DAB 显色

后苏木精复染,经梯度乙醇与二甲苯脱水后封

片,光学显微镜采图,并用
 

Image-Pro
 

Pus
 

软件进

行定量分析。

1. 2. 3　 新辅助治疗策略

H1299-luc 皮下移植后,每周 2 次动态监测小鼠

肿瘤体积 ab2 / 2( a 为长径,b 为短径),在皮下肿瘤

达到 150
 

~
 

200
 

mm3 时,将小鼠随机分为 4 组,每组

10 只,并开始新辅助治疗:(1)对照组,PBS,静脉注

射,5
 

d
 

2 次;(2)新辅助帕博利珠单抗组,20
 

mg / kg,
静脉注射,5

 

d
 

2 次;(3)新辅助顺铂组,3
 

mg / kg,腹
腔注射,5

 

d
 

2 次;(4)新辅助帕博利珠单抗联合顺铂

组,同时给药,用药剂量及次数同上。
1. 2. 4　 免疫荧光观察肿瘤组织中 CD45+ T、CD8+ T
浸润情况

将肿瘤组织用多聚甲醛溶液固定,并进行石蜡

包埋切片,经脱蜡覆水、抗原修复、BSA 封闭后,孵
育一抗 Anti-CD45 抗体、Anti-CD8 抗体、DAPI 进行

细胞核染色,4℃孵育过夜后加入荧光二抗,避光孵

育 1 h,加抗荧光衰减剂封片后置 4℃ 保存,荧光显

微镜下观察拍片,并用 Image-Pro
 

Pus 软件进行定量

分析。
1. 2. 5　 小 动 物 活 体 成 像 系 统 ( in

 

vivo
 

imaging
 

system,
 

IVIS)
治疗结束后,通过切除小鼠的皮下原发肿瘤来

模拟临床手术以及观察术后肿瘤的复发与转移。
小鼠腹腔注射 200

 

μL
 

15
 

mg / mL 荧光素(luciferin),
经过异氟烷气麻后仰卧放入成像暗箱平台,采用

IVIS 系统(Perkin-Elmer,Waltham,MA,USA)进行光

学成像,其生物发光强度用光子 p / ( sec·cm2 ·sr)
表示。 待小鼠出现明显衰竭症状后处死小鼠,解剖

观察各脏器转移灶,并立即用 IVIS 检测离体组织中

的肿瘤转移灶信号。 使用了版本为 Living
 

Image
 

4. 7. 3 软件获取和分析数据。
1. 3　 统计学分析

实验数据采用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0. 2 软件进行

统计学分析,结果用平均值±标准差( 􀭰x
 

±
 

s) 表示。
两组间比较采用非配对 t 检验法进行差异分析,P

 

<
 

0. 05 为具有统计学意义;多组间比较采用单因素方

差分析,P
 

<
 

0. 05 为具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 成功构建人源化的非小细胞肺癌小鼠模型

本实验免疫系统-肿瘤双人源化模型的构建策

略如图 1A 所示。 人新鲜外周血中的 PBMCs 移植 3
周后检测小鼠外周血中人 CD45+ CD3+

 

T 细胞含量,
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如图 1B 所示,来自不同供体的不同小鼠外周血中

CD45+ CD3+
 

T 细胞比例不同,大于 25%时标志着免

疫系统人源化小鼠构建成功[10] 。 免疫组化结果如

图 1C,未重建小鼠脾、肝、肺以及肿瘤中没有免疫细

胞浸润,而免疫系统重建小鼠的脾,肝、肺以及肿瘤

中均有 hCD45+
 

免疫细胞浸润,其中脾中 hCD45+ 免

疫细胞浸润最为明显,说明人免疫细胞可以浸润小

鼠各脏器以及肿瘤中。

注:A:免疫系统-肿瘤双人源化模型的构建策略;B:不同小鼠外周血中 CD3+ CD45+
 

T 细胞重建水平;C:小鼠肝、肺、脾以及肿瘤中 hCD45+

免疫细胞染色。

图 1　 免疫系统人源化小鼠模型的构建及鉴定

Note.
 

A.
 

Construction
 

strategy
 

of
 

immune
 

system-tumor
 

dual-humanization
 

model.
 

B.
 

The
 

proportion
 

of
 

CD3+ CD45+ T
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

different
 

mice.
 

C.
 

IHC
 

of
 

hCD45+
 

cells
 

in
 

liver,
 

lung,
 

spleen
 

and
 

tumor
 

of
 

mice.

Figure
 

1　 Construction
 

and
 

identification
 

of
 

humanized
 

mouse
 

model
 

of
 

immune
 

system

2. 2　 新辅助联合治疗能够明显抑制术后肿瘤的复

发和转移

模型构建成功后,新辅助治疗策略如图 2A 所

示。 新辅助治疗结束后连续成像至术后第 12 天,顺
铂组较对照组无显著性差异(P

 

>
 

0. 05),帕博利珠

单抗单药组荧光信号弱与对照组、顺铂单药组;与
帕博利珠单抗单药组相比,联合治疗组信号更弱

(P
 

<
 

0. 05),如图 2B,2C。 IVIS 成像及肉眼观察术

后第 12 天的小鼠肝、肺,结果如图 2D,2E,联合治疗

组中小鼠的肝、肺转移灶的数量明显少于与对照组

中小鼠的肝、肺转移灶的数量,与上述的活体成像

结果一致。 说明新辅助联合治疗能够明显抑制术

后的脏器转移。
2. 3　 新辅助治疗对肿瘤 Ki67 的影响

免疫组化结果如图 3A,3B,四组小鼠肿瘤组织

中 Ki67 表达的比较,有统计学意义(P
 

<
 

0. 05)。 顺

铂单药组肿瘤组织 Ki67 表达与对照组小鼠无显著

性差异(P
 

>0. 05);帕博利珠单抗单药组小鼠肿瘤

组织 Ki67 表达低于对照组、顺铂组(P
 

<
 

0. 05),联
合治疗组肿瘤组织 Ki67 表达较帕博利珠单抗单药

组降低更加显著(P
 

<
 

0. 05),说明联合治疗能够显

著抑制肿瘤细胞的增殖。
2. 4　 新辅助治疗对肿瘤组织中 CD45+免疫细胞、
CD8+T 以及 Granzyme

 

B 的影响

肿瘤组织免疫荧光染色结果如图 4A,4B,4 组

小鼠肿瘤组织中 CD45+免疫细胞、CD8+ T 浸润数量

的比较,具有统计学意义(P
 

<
 

0. 05)。 顺铂组小鼠

肿瘤组织中 hCD45+免疫细胞、CD8+ T 细胞浸润与对

照组无显著性差异(P
 

>
 

0. 05);帕博利珠单抗单药

组小鼠肿瘤组织中 hCD45+免疫细胞、CD8+ T 细胞浸

润高于对照组(P
 

<
 

0. 05),与顺铂联合治疗后肿瘤

组织中 hCD45+免疫细胞、CD8+ T 细胞浸润更加明显

(P
 

<
 

0. 05)。 GzmB 是 CD8+ T 淋巴细胞杀伤靶肿瘤

细胞过程中最主要的效应分子,肿瘤组织免疫组化

457



中国实验动物学报 2022 年 10 月第 30 卷第 6 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,October
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

6

染色结果显示(如图 4C,4D),4 组小鼠肿瘤组织中

GzmB 表达的比较,具有统计学意义(P
 

<
 

0. 05)。
顺铂组小鼠肿瘤组织中 GzmB 与对照组无显著性差

异(P
 

>
 

0. 05);帕博利珠单抗单药组小鼠肿瘤组织

中 GzmB 高于对照组(P
 

<
 

0. 05),与顺铂联合治疗

后肿瘤组织中 GzmB 更加明显(P
 

<
 

0. 05)。 说明联

合治疗能够促进免疫细胞向肿瘤组织中浸润并杀

伤肿瘤细胞。

注:A:新辅助治疗策略;B:每 4
 

d
 

活体成像变化;C:小鼠 IVIS 荧光信号值量化;D:小鼠肝、肺 IVIS 成像;E:小鼠肝、肺
肉眼观,小圆圈为转移灶。

图 2　 新辅助治疗后复发与转移情(n
 

=
 

5)
Note.

 

A.
 

Neoadjuvant
 

treatment
 

strategy.
 

B.
 

IVIS
 

every
 

four
 

days.
 

C.
 

Quantification
 

of
 

mouse
 

IVIS
 

fluorescence
 

signal.
 

D.
 

IVIS
 

imaging
 

of
 

mouse
 

liver
 

and
 

lung.
 

E.
 

Gross
 

appearance
 

of
 

mouse
 

liver
 

and
 

lung,
 

small
 

circle
 

for
 

metastasis
 

foci.
Figure

 

2　 Recurrence
 

and
 

metastasis
 

after
 

neoadjuvant
 

treatments(n
 

=
 

5)
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图 3　 新辅助免疫治疗后肿瘤组织 Ki67 的变化(n
 

=
 

5)
Figure

 

3　 Changes
 

of
 

Ki67
 

in
 

tumor
 

tissue
 

after
 

neoadjuvant
 

immunotherapy(n
 

=
 

5)

图 4　 新辅助免疫治疗后肿瘤免疫微环境的变化(n
 

=
 

5)
Figure

 

4　 Analysis
 

of
 

tumor
 

immune
 

microenvironment
 

after
 

neoadjuvant
 

treatments(n
 

=
 

5)

657



中国实验动物学报 2022 年 10 月第 30 卷第 6 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,October
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

6

3　 讨论

本研究成功构建了人源化 NSCLC 小鼠模型,研
究了新辅助免疫联合化疗对手术后复发与转移的

影响,进一步分析了其潜在的免疫机制,这与 Liu
等[11]的研究结果一致,即新辅助疗法的应用对原发

性肿瘤切除后的远处转移具有显著的抑制作用。
与已报道的实验不同,本研究创新性的使用了人源

化小鼠作为新辅助免疫治疗的动物模型,因而能够

测试临床常用的免疫检查点抑制剂的治疗效果。
另一方面,目前正在进行的关于 NSCLC 新辅助治疗

的Ⅰ / Ⅱ期单臂临床试验的终点事件主要是手术标

本的完全病理缓解( CR)、部分病理缓解( PR)以及

主要病理缓解(MPR)等[12-13] ,缺乏对新辅助治疗术

后复发转移的直接观察。 同时,利用 IVIS 活体成像

动态观察了小鼠术后的复发转移情况,能够更加直

观准确地评价新辅助治疗的效果。 本研究获得的

新辅助免疫治疗小鼠模型不仅限于评估免疫治疗

的效果,还可进一步用于筛选预测新辅助效果的生

物标志物,优化术前的治疗方案,揭示新辅助免疫

治疗的机制以及评估不同免疫治疗的联合策略。
文献报道,免疫检查点抑制剂联合化疗的新辅

助治疗策略能够改善肿瘤免疫微环境[14] 。 本研究

发现帕博利珠单抗联合顺铂抗肿瘤效果的增强是

由于肿瘤组织中 CD8+ T 细胞的广泛浸润,并促进

CD8+ T 细胞分泌 GzmB 杀伤肿瘤细胞。 研究证实,
ICIs 在免疫抑制的“冷肿瘤”中无效,其特征在于缺

乏 T 细胞浸润;而 T 细胞浸润丰富的“热”肿瘤与良

好的 ICI 疗效密切相关[15] 。 本研究发现,构建的

NSCLC 人源化移植肿瘤属于免疫抑制的“冷”肿瘤,
基于免疫治疗联合化疗的关键策略是将其转化为

“热”肿瘤。 Correale 等[16]建立了 MC38 结肠肿瘤小

鼠模型,顺铂与抗 PD-1 抗体和抗 PD-L1 抗体联合

给药,发现联合治疗 CD8+ T 细胞的数量高于对照

组,机制是通过 CXCL9 / CXCL10 / CCL5)轴促进 T 细

胞浸润。 同时,研究报道,术前新辅助化疗增加了

CD8+ T 和 GzmB 浸润, 改善了卵巢癌的临床结

局[17] 。 本研究发现,帕博利珠单抗联合顺铂治疗组

肿瘤组织中出现了大量的 CD45+ 免疫细胞、CD8+ T
浸润,与对照组和单药治疗相比有显著差别,提示

“冷”肿瘤向“热”肿瘤转化,并且促进 CD8+ T 的效

应分子颗粒酶 B 的分泌,从而增强了抗肿瘤效果。
此外,化疗杀伤肿瘤细胞后能够释放大量肿瘤特异

性抗原( tumor-specific
 

antigen,TSA) [18] ;同时,化疗

进而促进 I 类主要组织相容性 复 合 体 ( major
 

histocompatibility
 

complex-I,MHC-I)上调,使 TSA 向

CD8+细胞毒性 T 细胞的呈递[19-20] 。 PD-1 / PD-L1 抑

制剂可以通过重新激活 T 细胞的功能发挥抗肿瘤

作用
 [21] 。 总之,新辅助免疫治疗联合化疗能够通过

上述机制共同发挥作用来增强抗肿瘤效果。
本实验采用移植人新鲜外周血中的 PBMCs 构

建 hu-PBMC 模型,其操作简单、免疫系统重建速度

快,是进行免疫检查点抑制剂评估常用的人源化动

物模型[10] 。 该类模型重建的免疫系统以人的 T 细

胞为主,适合各种 T 细胞相关的免疫疗法的评估。
但是 Hu-PBMC 模型缺乏重建的人 B 细胞和 NK 细

胞等免疫亚群。 因此在后续实验中,我们将利用人

CD34+造血干细胞构建的人源化小鼠模型[22] ,进一

步研究其他免疫亚群在联合治疗中的作用。
总之,本研究发现帕博利珠单抗联合顺铂新辅

助治疗可以显著增加肿瘤中 CD8+
 

T 细胞浸润以及

GzmB 的分泌,提示新辅助免疫治疗联合化疗可增

强免疫检查点抑制剂的治疗效果,有效抑制 NSCLC
的局部复发与远处转移。
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激素性股骨头坏死中 Hif-1α / VEGF 信号轴和
H 型血管改变的实验研究

于海洋1,2,卢增鹏1,2,汪海燕2,3,曹盼举4,姚川江1,2,曹林忠1,2,
田杰祥1,2,张晓刚1,2∗

(1.
 

甘肃中医药大学,兰州　 730000;2.
 

甘肃中医药大学附属医院,兰州　 730000;3.
 

成都中医药大学,
成都　 610000;4.

 

宝鸡市中医医院,陕西
 

宝鸡　 721000)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察 Hif-1α / VEGF 信号轴和骨中特异性 H 型血管在 SINFH 模型大鼠股骨头中的改变,探究

其在骨坏死发生中的改变及意义。 方法　 30 只 SPF 级雄性 SD 大鼠随机分为空白组( CG)、模型组( MG)、去铁胺

组(DFO),每组 10 只。 MG 组及 DFO 组采用甲强龙联合脂多糖法行 SINFH 造模,CG 组及 MG 组腹腔注射生理盐

水,DFO 组予腹腔注射 250
 

mg / (kg·d)甲磺酸去铁胺。 造模 6 周后,运用 Micro-CT 分析观察股骨头微观结构变

化,HE 染色观察股骨头组织病理变化,免疫荧光染色分析股骨头中 H 型血管改变,RT-PCR 分析股骨头中 Hif-1α /
VEGF 信号轴相关因子的表达。 结果　 Micro-CT 分析显示,MG 组、DFO 组股骨头均出现骨小梁稀疏,但 MG 组骨

小梁出现断裂情况,且股骨头软骨下囊性变形成。 HE 染色显示,与 CG 组比,MG 组和 DFO 组均出现明显的股骨头

坏死(P
 

<
 

0. 01)。 免疫荧光染色显示,与 CG 组比较,MG 组股骨头中 H 型血管量显著下降(P
 

<
 

0. 05),与 MG 组比

较 DFO 组股骨头中 H 型血管量显著增加(P
 

<
 

0. 01)。 与 CG 组比,MG 组 Osterix+ 成骨(祖)细胞量均出现下降

(P
 

<
 

0. 01),与 MG 组比,DFO 组 Osterix+成骨(祖)细胞量增加(P
 

<
 

0. 01)。 RT-PCR 分析显示,与 CG 比较 MG 组

大鼠股骨头 Hif-1α、VEGF、Osterix、Runx2(mRNA)表达下降(P
 

<
 

0. 01),与 MG 组比,DFO 组 Hif-1α、VEGF、Osterix、
Runx2(mRNA)表达升高(P

 

<
 

0. 01)。 结论　 在 SINFH 大鼠模型中,激素诱导 Hif-1α / VEGF 信号轴调控障碍,以及

特异性 H 型血管发生损害,提示骨特异的 H 型血管损害可能是激素性股骨头坏死的关键发病机制之一。
【关键词】 　 激素性股骨头坏死;H 型血管;Hif-1α / VEGF 信号轴;实验研究
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【Abstract】　 Objective　 To
 

observe
 

the
 

changes
 

in
 

the
 

hypoxia-inducible
 

factor
 

1α
 

( Hif-1α) / vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

signaling
 

axis
 

and
 

specific
 

type
 

H
 

vessels
 

in
 

the
 

femoral
 

head
 

of
 

steroid-induced
 

osteonecrosis
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

( SONFH)
 

model
 

rats
 

and
 

explore
 

the
 

role
 

of
 

these
 

changes
 

in
 

the
 

development
 

of
 

osteonecrosis. Methods
 

Thirty
 

specific
 

pathogen-free
 

grade
 

male
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group
 

( CG),
 

model
 

group
 

( MG)
 

and
 

deferoxamine
 

group
 

( DFOG),
 

with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

MG
 

and
 

DFOG
 

were
 

treated
 

with
 

methylprednisolone
 

combined
 

with
 

lipopolysaccharide
 

for
 

SONFH
 

modeling,
 

the
 

CG
 

and
 

MG
 

received
 

intraperitoneal
 

injections
 

of
 

normal
 

saline,
 

and
 

the
 

DFOG
 

received
 

intraperitoneal
 

injections
 

of
 

250
 

mg / kg
 

deferoxamine
 

mesylate.
 

Six
 

weeks
 

after
 

modeling,
 

micro-computed
 

tomography
 

was
 

performed
 

to
 

observe
 

the
 

microstructural
 

changes
 

of
 

the
 

femoral
 

head,
 

hematoxylin / eosin
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

histopathological
 

changes
 

of
 

the
 

femoral
 

head,
 

immunofluorescence
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

changes
 

of
 

type
 

H
 

vessels
 

in
 

the
 

femoral
 

head,
 

and
 

reverse-
transcription

 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

expression
 

of
 

HIF-1α / VEGF
 

signaling
 

axis-related
 

factors
 

in
 

the
 

femoral
 

head. Results 　 Micro-computed
 

tomography
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

femoral
 

head
 

in
 

the
 

MG
 

and
 

DFOG
 

had
 

sparse
 

bone
 

trabeculae,
 

but
 

the
 

bone
 

trabeculae
 

in
 

the
 

MG
 

exhibited
 

fractures
 

and
 

the
 

femoral
 

head
 

showed
 

subchondral
 

cystic
 

degeneration.
 

Hematoxylin / eosin
 

staining
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

CG,
 

both
 

the
 

MG
 

and
 

DFOG
 

had
 

obvious
 

femoral
 

head
 

necrosis
 

(P
 

<
 

0. 01).
 

Immunofluorescence
 

staining
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

CG,
 

the
 

amount
 

of
 

type
 

H
 

vessels
 

in
 

the
 

femoral
 

head
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

MG
 

(P
 

<
 

0. 05)
 

and
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

DFOG
 

(P
 

<
 

0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

CG,
 

the
 

amount
 

of
 

osterix+
 

osteoblast
 

(progenitor)
 

cells
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

MG
 

(P
 

<
 

0. 01)
 

and
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

DFOG
 

(P
 

<
 

0. 01).
 

RT-PCR
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

HIF-1α,
 

VEGF,
 

osterix,
 

and
 

Runx2
 

(mRNA)
 

in
 

the
 

femoral
 

head
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

MG
 

than
 

CG
 

(P
 

<
 

0. 01)
 

and
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

DFOG
 

than
 

MG
 

(P
 

<
 

0. 01). Conclusions 　 Steroid-induced
 

HIF-1α / VEGF
 

signaling
 

axis
 

dysregulation
 

and
 

specific
 

type
 

H
 

vessel
 

damage
 

were
 

observed
 

in
 

this
 

SONFH
 

rat
 

model,
 

suggesting
 

that
 

bone-specific
 

type
 

H
 

vessel
 

damage
 

may
 

be
 

a
 

key
 

pathogenetic
 

factor
 

of
 

SONFH.
【Keywords】　 SINFH;

 

type-H
 

vessels;
 

Hif-1α /
 

VEGF
 

signaling
 

axis;
 

experimental
 

study
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　 　 糖皮质激素诱导的股骨头坏死( steroid-induced
 

osteonecrosis
 

of
 

femoral
 

head,SINFH)是糖皮质激素

使用后最严重的副作用之一[1] 。 我国流行病学调

查显示,累计非创伤性骨坏死患者达 812 万例,主要

发病人群为青壮年,糖皮质激素是非创伤性骨坏死

的高危因素,糖皮质激素使用是股骨头坏死仅次于

创伤的第二大诱因[2-3] 。 当前国内外学者对 SINFH
展开了大量研究,虽然提出了多种发病机制假说,
如脂质代谢紊乱、炎症免疫因素、骨质疏松、骨髓间

充质干细胞分化障碍、骨内压增高、血管内凝血、细
胞凋亡、基因多态性和激素细胞毒性理论等[4-6] ,但
仍未能完全明确其病理机制。 研究发现人和动物

干骺端和骨膜内存在的骨内特殊微血管———H 型血

管(CD31hiEmcnhi)具有正向骨形成作用,对骨祖细

胞和成骨细胞的分布、生存、激活具有重要的意义,
在成血管成骨偶联中具有重要的地位,对骨量维持

和机械强度具有重要作用。 进一步研究发现在人

类的股骨头中同样分布着 H 型血管[7-8] ,但其在

SINFH 发病中的具体作用未见报道。
人体不同解剖部位的骨改建速度差异很大,基

础条件下股骨头的松质骨骨转率是股骨远端松质

骨骨转率的三倍多[9] 。 这一特点决定了股骨头对

营养和氧气分配的高需求,骨细胞的正常功能严重

依赖为成骨系统提供微环境的血液供应系统。 H 型

血管是新陈代谢专门化的骨微环境的关键组成部

分,具有获得营养和氧气的特权,从而具有促进血

管周围细胞(包括前骨祖细胞、骨祖细胞、成熟的和

超成熟的成骨细胞)生长的潜力[10] 。 糖皮质激素可

以直接损伤内皮细胞,导致内皮细胞凋亡,损害新

血管的形成, 最终对骨的血液供应系统造成损

害[11] 。 股骨头血供主要来源于纤细且易受损的支

持带血管[11] ,股骨头部位代谢活跃[9] ,血供脆弱,决
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定局部易出现缺氧情况。 缺氧诱导因子( Hypoxia-
inducible

 

factors,Hif)是氧稳态的主要调节者,负责

细胞应对低氧水平的能力。 VEGF 是 Hif-1α 下游基

因。 VEGF 作为一种特异的内皮细胞有丝分裂原和

血管生成启动子,以旁分泌和自分泌的方式发挥着

重要作用,可以促进 H 型血管生长[10] 。 Hif-1α 在常

氧条件下被脯氨酸-4-羟化酶结构域(PHD)羟基化,
然后被 Von

 

Hippel-Lindau 蛋白迅速降解。 在缺氧

或缺铁状态下,PHD 活性受到抑制,Hif-1α 会积聚

并移位到细胞核内,激活大量的缺氧诱导因子靶基

因,应用铁螯合剂除 PHD 抑制剂或基因沉默外,铁
螯合剂还可通过降低细胞内 Fe2+ 浓度和抑制 PHD
活性来抑制缺氧诱导因子-1α 的降解[12-13] 。

最新研究发现,缺氧反应主要调控因子 Hif-1α
及其下游基因 VEGF 在股骨头坏死中发挥着重要的

作用[9,14-15] 。 在本研究旨在分析 SINFH 大鼠模型

的 Hif-1α / VEGF 信号通路改变和 H 型血管损害情

况,为 SINFH 的防治提供一些新的方向和见解。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

实验选用 SPF 级 12 周龄 SD 雄性大鼠 30 只,
体重(300

 

±
 

30)g,由甘肃中医药大学实验动物中心

提供【SCXK(甘) 2020-0001】,常规充足饲料喂养,
自由饮水,日光灯 12

 

h 明暗交替,室温 20
 

~
 

25℃ ,
相对湿度 40%

 

~
 

52%,饲养于甘肃中医药大学实验

动物中心 SPF 级实验室【 SYXK(甘) 2020 - 0009】。
本实验通过甘肃中医药大学动物伦理审查批准实

施【2021-255】。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

小 型 动 物 Micro-CT ( vivaCT
 

80, SCANCO
 

Medical
 

AG 公司瑞士);冰冻切片机( Leica
 

2016,德
国);荧光显微镜( Leica

 

DM2500,德国);实时定量

PCR 仪(Iq5,Bio-Rad 美国);注射用甲泼尼龙琥珀

酸钠(H20030727,荣生制药有限公司);注射用甲磺

酸去铁胺(DFO)(H20140678,瑞士诺华公司);小鼠

抗大鼠 CD31 抗体(M1511-8,华安生物);兔抗大鼠

Osterix 抗体( ER1914-47,华安生物);山羊抗大鼠

Emcn 抗体( bs-5884R,Vioss);TRIeasyTM
 

Total
 

RNA
 

Extraction
 

Reagent ( 10606ES60, YESEN ); Hyper
 

ScriptTM
 

Ⅲ
 

RT
 

Super
 

Mix
 

for
 

qPCR
 

with
 

Gdna
 

Remover
(R202-02,新贝生物);2

 

×
 

S6
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Mix(Q204-01,新贝生物)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 激素性股骨头坏死动物分组与模型干预

大鼠适应性喂养 1 周后按随机数字法分为 3
组,空白组(CG),模型组( MG)和去铁胺组( DFO),
每组各 10 只。 MG 和 DFO 组大鼠腹腔内注射腹腔

注射脂多糖(LPS
 

20
 

μg / kg),每次间隔 24
 

h,连续 2
次;末次注射后 24

 

h 后,两侧臀肌交替注射甲强龙

(40
 

mg / kg)3 次,每次间隔 24
 

h;同时 DFO 组予腹

腔注射甲磺酸去铁胺(250
 

mg / kg),直至处死动物。
其余两组予等量生理盐水注射。 为预防感染,予臀

肌注射青霉素 4 万单位 / 鼠,每周 2 次。
1. 2. 2　 Micro-CT 分析

造模 6 周后,大鼠腹腔注射过量戊巴比妥钠

(100
 

mg / kg)麻醉后放血,取左侧股骨头,甲醛固定

24
 

h。 运用小型动物 Micro-CT 进行股骨头扫描(分

辨率 10. 5
 

μm,100
 

kV,98
 

μA),观察股骨头骨小梁

结构、股骨头形态以及软骨下囊性变形成情况。
1. 2. 3　 HE 染色

左侧股骨头 4%甲醛固定 48
 

h 后 10%
 

EDTA 脱

钙,之后修剪至适宜大小,置入包埋盒中,流水冲洗

30
 

min。 梯度乙醇脱水。 再将组织块置于二甲苯中

置换酒精,将股骨头石蜡包埋。 苏木精伊红( HE)
染色,中性树胶封片。 在 400 倍光学显微镜下观察

干燥后的封片,观察骨小梁结构和骨细胞陷窝。 参

照股骨头坏死诊断标准:股骨头中空骨陷窝形成或

成骨细胞、骨细胞核固缩,伴有骨髓中周围其余细

胞坏死[16] 。 出现大于 1 处坏死病灶认定为出现

SINFH。 计算 3 组激素性股骨头坏死的发生率。
1. 2. 4　 免疫荧光染色

左侧股骨头 4%甲醛固定 48
 

h 后 10%
 

EDTA 脱

钙,之后修剪至适宜大小,梯度乙醇脱水,二甲苯透

明。 石蜡包埋。 石蜡切片,将蜡块切为 5
 

μm 厚切

片。 石蜡切片脱蜡和水化,用柠檬酸钠热修复两

次,PBS 洗,3%的过氧化氢封闭,PBS 洗;滴加 5%的

Trition
 

X-100 室温 15
 

min,滴加正常山羊血清,室温

孵育 15
 

min。 用滤纸吸去组织上多余血清,直接滴

加血 清 稀 释 的 一 抗 至 没 过 切 片, 抗 体 浓 度 为

Endomucin(山羊抗大鼠,1 ∶ 200),CD31(小鼠抗大

鼠,1 ∶ 200),Osterix (兔抗大鼠,1 ∶ 200),湿盒中

4℃冰箱过夜。 37℃复苏;滴加荧光素标记的与一抗

来源相匹配的二抗,37℃ 孵育 60
 

min(从此步骤后

都需避光操作),PBS 洗 5
 

min
 

×
 

3 次,滴加 DAPI 室
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温染核 5
 

min,PBS 洗 5
 

min
 

×
 

3 次,封片:抗荧光催

灭剂 封 片。 于 激 光 扫 描 共 聚 焦 荧 光 显 微 镜

(FluoViewTM
 

FV1000) 下进行观察和照相。 取 5 张

切片,免疫荧光强度使用 Image
 

J 软件进行半定量

分析。
1. 2. 5　 RT-PCR 分析

取各组大鼠右侧股骨头,放入做好标记的已装

有 TRIzol 的 Ep 管内,放入- 80℃ 冰箱存用。 按照

TRIzol 试剂说明书提取股骨头总的 RNA。 计算样

品总 RNA 浓度,完成总 RNA 的制备;根据大鼠 Hif-
1α、VEGF、Osterix、Runx2 序列,使用 Premier

 

5. 0 设

计合成扩增 Hif-1α、VEGF、Osterix、Runx2 片段的特

异性引物(以 GAPDH 基因作为 PCR 的内参照),进
行引物序列设计(见表 1);根据反转录以及 PCR 反

应体系及条件,进行 RT-PCR 实验。 为减少误差,各

组 Hif-1α、VEGF、Osterix、Runx2 的表达水平均以相

对表达量来表示。
1. 3　 统计学分析

采用统计软件 SPSS
 

21 进行统计分析,坏死率

比较采用 fisher 精确概率检验,组间两两比较采用

t 检验,多组间比较采用方差分析,以 P
 

<
 

0. 05 为有

统计学意义。 采用 Origin
 

pro
 

8. 5 绘图软件进行

绘图。

2　 结果

2. 1　 Micro-CT 分析结果

CG 组股骨头骨小梁排列整齐,股骨头形态规

则;MG 组见股骨头骨小梁稀疏、变薄,部分骨小梁

断裂,软骨下囊性变形成;DFO 组骨小梁稀疏,但无

明显断裂情况,未见囊性变形成(见图 1)。

表 1　 各检测基因的引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequence
 

of
 

each
 

detection
 

gene
基因 Gene 上游

 

Forward 下游
 

Reverse
Hif-1α 5’-CCGCCACCACCACTGATGAATC-3’ 5’-GTGAGTACCGTAGTCTGATGCC-3’
VEGF 5’-CGGTGTGGTCTTTCGTCCTTCTTAG-3’ 5’-AGGGATGGGTTTGTCGTGTTTCTG-3’
Runx2 5’-CTTCGTCAGCGTCCTATVAGTTCC-3’ 5’-TCCATCAGCGTCAACACCATCATTC-3’
Osterix 5’-GCCTACTTACCCGTCTGACTTTGC-3’ 5’-CCCTCCAGTTGCCCACTATTGC-3’

GAPDH 5’-TGATGGGTGTGAACCACGAG-3’ 5’-AGTGATGGCATGGACTGTGG-3’

图 1　 各组大鼠股骨头 Micro-CT 扫描

Figure
 

1　 Results
 

of
 

Micro-CT
 

scanning
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

注:黑色箭头所指空骨陷窝;黄色箭头为变性坏死的骨组织。

图 2　 各组大鼠股骨头 HE 染色

Note.
 

The
 

black
 

arrow
 

refers
 

to
 

the
 

empty
 

bone
 

lacunae.
 

The
 

yellow
 

arrow
 

refers
 

to
 

denatured
 

and
 

necrotic
 

bone
 

tissue.

Figure
 

2　 HE
 

staining
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
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图 4　 各组大鼠股骨头免疫荧光染色

Figure
 

4　 Immunofluorescence
 

staining
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

2. 2　 组织形态计量学和免疫荧光染色分析

2. 2. 1　 HE 染色

HE 染色知 CG 组骨细胞及细胞核染色均匀,未
见空骨陷窝形成;MG 组股骨头有空骨陷窝形成,见
点状骨髓坏死出血,并出现纤维结构增生,炎性细

胞浸润;DFO 组仅少量标本出现空骨陷窝形成,有
点状骨髓坏死出血,且程度较模型组轻(图 2)。

参照股骨头坏死诊断标准[16] ,CG 组 0 / 10 只,
MG 组 8 / 10 只,DFO 组 3 / 10 只出现股骨头坏死,采
用 fisher 精确概率检验结果如下(图 3)。
2. 2. 2　 免疫荧光染色结果

股骨头切片免疫荧光染色可见 CG 组大鼠股骨

头中微血管 CD31、Emcn 染色强阳性( H 型血管),
Osterix+成骨(祖)细胞大量分布,主要分布于骨膜及

骨骺周围 H 型血管大量分布的区域;而在 MG 组股

骨头中 CD31、Emcn 染色弱阳性,伴随见 Osterix+ 成

注:与 CG 组相比,##P
 

<
 

0. 01;与 MG 组比较,∗∗P
 

<
 

0. 01。

图 3　 股骨头坏死 fisher 精确概率检验结果

Note.
 

Compared
 

with
 

CG
 

group,
 ##P

 

<
 

0.
 

01.
 

Compared
 

with
 

MG
 

group,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

3　 Fisher
 

test
 

for
 

osteonecrosis
 

of
 

the
 

femoral
 

head

骨(祖)细胞分布减少。 DFO 组可见 CD31、Emcn 染

色强阳性微血管,同时可见 Osterix+ 成骨(祖)细胞

相较与 MG 组分布数量增多,主要分布于骨膜及骨

骺周围 H 型血管大量分布的区域(图 4)。
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免疫荧光染色相对面积分析,与 CG 组比较,
MG 组大鼠股骨头中 H 型血管的量下降,具有统计

学意义(P
 

<
 

0. 01);与 MG 组比较,DFO 组大鼠股骨

头中 H 型血管的量增多,具有统计学意义 (P
 

<
 

0. 05);与 CG 组比较,MG 组 Osterix+ 成骨(祖)细胞

量下降,具有统计学意义(P
 

<
 

0. 01);与 MG 组比

较,DFO 组 Osterix+成骨(祖)细胞量增多,具有统计

学意义(P
 

<
 

0. 01)(见图 5)。
2. 3　 RT-PCR 分析

Hif-1α
 

mRNA 检测结果:与 CG 组比较,MG 组

大鼠股骨头中 Hif-1α 表达下降,具有统计学意义

(P
 

<
 

0. 01);与 MG 组比较,DFO 组 Hif-1α 表达升

高,具有统计学意义(P
 

<
 

0. 01)。

VEGF
 

mRNA 检测结果:与 CG 组比较,MG 组

大鼠股骨头中 VEGF 表达下降,具有统计学意义

(P
 

<
 

0. 01);与 MG 组比较,DFO 组 VEGF 表达升

高,具有统计学意义(P
 

<
 

0. 01)。
Osterix

 

mRNA 检测结果:与 CG 组比较,MG 组

大鼠股骨头中 Osterix 表达下降,具有统计学意义

(P
 

<
 

0. 01);与 MG 组比较,DFO 组 Osterix 表达升

高,具有统计学意义(P
 

<
 

0. 01)。
Runx2

 

mRNA 检测结果:与 CG 组比较,MG 组

大鼠股骨头中 Runx2 表达下降,具有统计学意义

(P
 

<
 

0. 01);与 MG 组比较,DFO 组 Run2 表达升

高,具有统计学意义(P
 

<
 

0. 01)(见图 6)。

注:与 CG 组相比,##P
 

<
 

0. 01;与 MG 组相比,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 5　 各组大鼠股骨头免疫荧光相对面积

Note.
 

Compared
 

with
 

CG
 

group,
 ##P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

MG
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

5　 Relative
 

area
 

of
 

immunofluorescence
 

of
 

femoral
 

head
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

图 6　 各组大鼠股骨头 RT-PCR 表达情况

Figure
 

6　 RT-PCR
 

examination
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

3　 讨论

股骨头坏死是一种发生于髋关节的灾难性骨

关节疾病,通常会导致髋关节的破坏[17] 。 该病高发

于 30
 

~
 

50 岁,影响患者后 30
 

~
 

50 年的工作和生

活,自然进程常进展为股骨头塌陷和严重的髋关节

炎,全髋关节置换术通常为其终末治疗手段[18] 。 尽

管髋关节置换手术日趋成熟,但是年轻髋关节置换

患者仍然需面对如假体松动、再次或多次翻修、活
动受限等诸多问题,放任病程进展消极等待关节置

换也不是应有的科学态度。 目前尚无公认有效的

保髋治疗方法。 有效地促进坏死骨骨修复,及早恢

复股骨头软骨下骨机械强度,避免关节塌陷是保髋

治疗成败的关键,多数专家认为血供恢复是股骨坏

467



中国实验动物学报 2022 年 10 月第 30 卷第 6 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,October
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

6

死骨修复的先决条件[19] 。
近期随着对其分布、形态、功能认识的加深,

H 型血管备受关注。 大量激素应用诱发股骨头血运

障碍,进而导致股骨头内细胞凋亡,诱发股骨头坏

死发生[9] ,可见血运与骨骼细胞在股骨头发生、发
展中的同样重要,而具有成血管成骨偶联作用的 H
型血管可能在股骨头坏死中发挥了重要作用。 骨

内特殊的微血管———H 型血管具有正向骨形成作

用,除了具有营养和氧气分配的优先权,而且分泌

活性物质为成骨系提供微环境,Osterix 阳性的成骨

祖细胞、胶原蛋白 1α 阳性的成骨细胞和 Runx2 阳

性的前成骨祖细胞选择性的分布在 H 型血管周

围[10] 。 前文提及,人类股骨头同样存在 H 型血管,
并且与骨量呈正相关,在干骺端及股骨头等骨高转

换的部位 H 型血管对骨量、骨强度具有明显相关

性[7-8] 。 在本研究中发现,激素诱导的股骨头坏死

中,股骨头中的 H 型血管受到明显损害, 提示

SINFH 中 H 型血管损害可能是该病发生发展的一

个重要因素。 去铁胺可有效降低细胞内的铁离子,
稳定 Hif-1α,调控缺氧反应。 研究发现应用 Hif-1α
稳定剂—去铁胺可以减轻甲强龙对大鼠股骨头

CD31hiEmcnhi 亚型血管的损害作用[20] 。 进一步观

察到重要的缺氧反应调控因子 Hif-1α 及其下游因

子 VEGF 在 SINFH 中表达下降,而运用去铁胺可以

改善这种情况,提示缺氧反应调控与 H 型血管两者

之间必然存在着密切的联系。
研究发现 SINFH 中存在缺氧反应调控异常,表

现为 Hif-1α、VEGF 下降[14] 。 Weinstein 等[9] 通过对

Hif-1α 和 VEGF 的基因表达检测,证明 Hif-1α、VEG
表达在 SINFH 早期就开始降低,且 Hif-1α、VEGF 的

表达异常、骨血管和骨强度的降低发生于骨量的丢

失和微结构的恶化之前。 胡亮等[21] 通过动物实验,
提示提高 Hif-1α 可以促进激素性股骨头缺血性坏

死的骨修复。 Hif-1α 激活可增加细胞耐缺氧能力应

对短暂的缺氧以避免细胞凋亡以,Hif-1α 可以促进

下游靶基因 VEGF 表达进而促进血管生成和血供改

善是机体应对慢性缺氧的机制之一。 VEGF 是调节

血管发育的最重要的生长因子之一,目前研究将其

视为骨修复的关键调节因子[22-24] 。 这与我们研究

中观察到的结果相似,在本研究中,SINFH 大鼠出现

缺氧反应调控障碍表现为 Hif-1α、VEGF 降低,进一

步可能抑制 H 型血管生成而出现 H 型血管损害,提
示 Hif-1α / VEGF 信号调控障碍导致 H 型血管异常

在 SINFH 发生发展过程中起到了关键作用。
骨骼是一种高度血管化的组织,骨血管系统在

骨骼的维持骨量和骨骼修复中发挥着重要的作

用[25] 。 血管系统不仅负责运输循环细胞、氧气、营
养物质和代谢废物,而且还提供钙和磷酸盐(它们

是基质矿化的基础),也提供血管分泌素信号因子,
调控骨骼生长和骨稳态[26] 。 H 型血管是在成血管

成骨偶联中具有重要的地位[10] 。 我们研究提示骨

特异的 H 型血管损害可能是激素性股骨头坏死的

关键发病机制之一,促生 H 型血管可能是激素性股

骨头坏死防治的关键靶点。 但本实验仅为动物实

验,在人体激素性骨头坏死中的具体情况,需要进

一步探索研究。
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小鼠 Spata3 蛋白结构和功能的生信分析及初鉴
李美宁1,马庆1,弓韬1,张引红2,闫萍1,翟翔1,郭睿1∗

(1. 山西医科大学生物化学与分子生物学教研室,出生缺陷与细胞再生山西省重点实验室,太原　 030001;2. 山西

医科大学实验动物中心,实验动物与人类疾病动物模型山西省重点实验室,太原　 030001)

　 　 【摘要】 　 目的　 对小鼠精子发生相关蛋白 3(spermatogenesis
 

associated
 

protein
 

3,Spata3)的序列进行分析,探
讨其结构和功能。 方法 　 利用 NCBI 数据库比对小鼠 Spata3 的同源性、ExPASy

 

ProtParam 软件分析理化特征、
SOPMA 及 GOR4 预测空间构象、NetPhos3. 1 及 STRING 数据库分析蛋白修饰位点及蛋白间相互作用关系等信息、
免疫组化和免疫荧光染色检测其组织细胞定位。 结果　 小鼠和人的 Spata3 基因 CDS 序列 64%相同,是碱性不稳定

亲水蛋白,无信号肽,属于非跨膜的胞内蛋白,主要定位于睾丸组织各级精子细胞核和胞质,以圆形精子细胞表达

量最高。 小鼠 Spata3 含 1 个内在无序区结构域,30 个潜在的磷酸化位点,11 个潜在的 O-型糖基化位点,可能与

Spata46、Spert 等蛋白相互作用。 结论　 小鼠 Spata3 是精子发生过程中的保守蛋白,可能调节精子发生变形过程。
【关键词】 　 Spata3;精子发生;生物信息学;蛋白质修饰位点;蛋白质相互作用
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【Abstract】　
 

Objective 　 To
 

analyze
 

the
 

sequence
 

of
 

mouse
 

spermatogenesis
 

associated
 

protein
 

3
 

( Spata3)
 

and
 

explore
 

its
 

structure
 

and
 

function.
 

Methods 　 The
 

NCBI
 

database
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

homology
 

of
 

mouse
 

Spata3.
 

ExPASy
 

ProtParam
 

software
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

its
 

physical
 

and
 

chemical
 

characteristics.
 

SOPMA
 

and
 

GOR4
 

predicted
 

the
 

spatial
 

conformation.
 

NetPhos3. 1
 

and
 

the
 

STRING
 

database
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

protein
 

modification
 

sites
 

and
 

protein-
protein

 

interactions.
 

Immunohistochemistry
 

and
 

immunofluorescence
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

localization
 

of
 

Spata3
 

protein.
 

Results　 Mouse
 

Spata3
 

had
 

64%
 

homology
 

with
 

humans
 

in
 

coding
 

sequence.
 

It
 

was
 

a
 

basic
 

unstable
 

hydrophilic
 

protein
 

without
 

a
 

signal
 

peptide.
 

It
 

was
 

a
 

non-transmembrane
 

intracellular
 

protein.
 

It
 

was
 

mainly
 

located
 

in
 

the
 

nucleus
 

and
 

cytoplasm
 

of
 

sperm
 

at
 

all
 

levels
 

of
 

testicular
 

tissue,
 

and
 

its
 

expression
 

in
 

round
 

sperm
 

cells
 

was
 

the
 

highest.
 

Spata3
 

contained
 

an
 

internal
 

disordered
 

domain,
 

30
 

potential
 

phosphorylation
 

sites,
 

and
 

11
 

potential
 

O-glycosylation
 

sites,
 

which
 

may
 

interact
 

with
 

proteins
 

such
 

as
 

Spata46
 

and
 

Spert.
 

Conclusion　 Spata3
 

is
 

a
 

conserved
 

protein
 

in
 

spermatogenesis
 

and
 

may
 

regulate
 

spermatogenesis.
【Keywords】　 Spata3;

 

spermatogenesis;
 

bioinformatics;
 

protein
 

modification
 

site;
 

protein-protein
 

interaction
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　 　 哺乳动物精子形成是一个非常复杂特异的过

程,包括精子细胞发生的分化与增殖分裂和精子细

胞变态成形。 精子细胞的特殊形成过程受到多种

因素的精细调控,尤其是睾丸组织特异性表达蛋

白,深入探究其内在形成过程及参与分子的功能将

有利于理解精子发生的分子机制,进而为揭示男性

不育的发病机制提供理论和实验支持。 精子发生

相关蛋白 3 ( spermatogenesis
 

associated
 

protein
 

3,
Spata3),亦称睾丸与生精细胞凋亡相关基因 1,是我

国学者傅俊江等[1] 于 2003 年应用小鼠隐睾模型和

抑制消减杂交筛选出的新 EST 片段,通过巢式 PCR
首次从小鼠克隆获得,并利用人类 cDNA 文库得到

人同源基因,因在小鼠隐睾模型的患侧组织中表达

较高,推测可能与生精细胞凋亡相关。 随后研究者

通过基因表达谱芯片分析发现非梗阻性无精症患

者 Spata3 表达水平比正常男子降低 5. 58 倍,提出

Spata3 可能是无精症的分子诊断标记[2] 。 近年来国

内外的研究表明 Spata3 主要位于睾丸组织,基因缺

失后精子形态改变,受精能力下降[3] ,因此 Spata3
可能与精子发生及变形过程紧密相关。 但目前对

该基因功能发挥的作用途径有凋亡[1] 与自噬[4] 两

个不同方面的报道,所以有必要利用生物信息学的

相关技术系统梳理分析 Spata3 基因和蛋白的特征,
进而为明确其发挥功能的分子作用机制和途径指

引方向。 因此,本文利用生物信息学的方法[5] ,分
析预测 Spata3 的理化特征、空间构象及相互作用蛋

白等,并借助免疫组织化学染色和荧光染色初步验

证 Spata3 的细胞定位,为下一步研究其在精子发生

变形中的作用机制提供线索。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

6 只 8 周龄 SPF 级 BALB / c 雄性小鼠,体重

20
 

~
 

25
 

g,由山西医科大学实验动物中心提供

【SCXK(晋)2019-0004】,给予灭菌饲料、蒸馏水自

由饮食,饲养室温度 22 ~ 25℃ 、湿度 50% ~ 70%、每
12

 

h 光照 / 黑暗循环。 颈椎脱臼处理后分离睾丸组

织,用于免疫组织染色,实验操作在山西医科大学

实验动物中心实验室完成【SYXK(晋)2019-0007】。
所有操作符合山西医科大学动物实验伦理学要求

(SYDL2020006)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

Anti-Spata3(ProSci,6551),即用型免疫组化试

剂盒(博士德,SA1028),Cy3 标记 donkey
 

anti-rabbit
 

荧光二抗( Jackson,711-175-152),Pro
 

Long 􀅺
 

Gold
 

Antifade
 

Reagent
 

with
 

DAPI( Invitrogen,P36931),正
置光学显微镜(尼康,Nikon

 

Eclipse
 

E100,日本),荧
光显微镜(尼康,Ni-U,日本)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 小鼠 Spata3 序列来源

基因在染色体定位信息、cDNA 及蛋白质序列

来源于美国国家生物技术信息中心数据库,基因登

录号 NC-000067. 7。
1. 2. 2　 小鼠 Spata3 一般特征分析

分子组成、分子质量、等电点、酸碱性及稳定性

等理化性质应用 ExPASy 系统的 ProtParam
 

tool 软件

分析。 亲疏水性通过 Protscale 软件计算。 有无信

号肽采用 SignalP
 

6. 0
 

Server 软件在线分析。 跨膜区

利用 TMHMM
 

Server
 

v. 2. 0 软件预测[6] 。
1. 2. 3　 小鼠 Spata3 高级结构预测

二级结构使用 SOPMA 和 GOR
 

4 软件在线分

析
 [7] 。 三级结构借助 Robetta 软件从头计算建模。

蛋白结构域应用 Uniprot 网站预测。
1. 2. 4　 小鼠 Spata3 蛋白潜在修饰位点分析

磷酸化位点使用 NetPhos3. 1 软件分析;N-型糖

基化位点应用 NetNGlyc1. 0 分析;O-型糖基化位点

采用 YinOYang1. 2
 

Server 分析。
1. 2. 5　 小鼠 Spata3 蛋白功能预测

基因表达谱和细胞表达模式通过 GEO 分析。
亚 细 胞 定 位 和 核 定 位 序 列 借 助 PSORT 和

NLStradamu 软件预测。 分子功能、细胞组分和生物

学通路利用 NetGO
 

3. 0 软件分析。 与小鼠 Spata3 互

作蛋白通过 STRING 数据库预测。
1. 2. 6　 免疫组织化学染色

免疫组织化学染色分析主要参考文献[4] 进行。
取 8 周龄 BALB / c 雄性小鼠睾丸组织,4%多聚甲醛

固定、常规石蜡包埋、连续切片(厚 5
 

μm)、铺片于

载玻片上,烤箱烘干。 使用通用型免疫组织化学试

剂盒经亲和素-生物素-过氧化物酶复合物( avidin
 

biotinylated
 

enzyme
 

complex,ABC) 法进行检测。 一

抗(兔抗
 

Spata3 多克隆抗体)1 ∶ 400,4℃孵育过夜;
次日加生物素标记的山羊抗兔二抗(1 ∶ 200)室温

孵育 1
 

h;ABC 液 37℃孵育 30
 

min,最后 DAB 显色、
苏木素复染、脱水、透明、封片。 光学显微镜观察结

果,结果判定以出现棕黄色颗粒为阳性染色。 所有

实验均重复 3 次。
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1. 2. 7　 免疫细胞荧光染色

睾丸组织曲精小管内细胞的间接免疫荧光染色

分析主要参照文献[8] 进行。 取 8 周龄 BALB / c 雄性
小鼠睾丸组织置于预冷的 PBS 中,快速分离曲精小

管,使用胶原酶消化成单细胞,取 50
 

μL 涂片,室温晾

干。 山羊血清封闭 1
 

h,一抗(兔抗 Spata3 多克隆抗

体)1 ∶ 200,4℃孵育过夜。 次日加 Cy3 标记的驴抗兔

二抗(1 ∶ 400),37℃ 孵育 1
 

h,漂洗后加 20
 

μL 含

4’,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI) 的抗淬灭封片剂。
荧光显微镜下观察拍照。 上述实验均重复 3 次。

图 1　 小鼠 Spata3 基因在染色体中的位置

Figure
 

1　 Chromosome
 

location
 

of
 

mouse
 

Spata3

2　 结果

2. 1　 小鼠 Spata3 基因及蛋白序列信息
2. 1. 1　 基因信息

小鼠 Spata3 基因位于 1 号染色体 C5 区,基因

全长 15
 

542
 

bp,含有 8 个外显子(见图 1)。
2. 1. 2　 cDNA 信息

小鼠 Spata3 的 cDNA 全长 1107
 

bp,碱基序列见

https: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / nuccore / NM _
027300. 4。 其碱基组成及百分比:269

 

A(24. 3%);
347

 

C ( 31. 3%);237
 

G ( 21. 4%);254
 

T ( 22. 9%)。
开放阅读框起始于第 105 位,止于第 686 位,共 582

 

bp,与人 SPATA3
 

CDS 序列 64%相同(见图 2)。
2. 1. 3　 蛋白质序列信息和理化性质

小鼠 Spata3 蛋白质含有 193 个氨基酸,分子式
为 C901H1449N277O269S15,相对分子质量为 20

 

947. 01,
含有 2911 个原子, 氨基酸序列见 https: / / www.
ncbi. nlm. nih. gov / protein / 170172533。 利 用

CLUSTALW
 

2. 1 和 ESPript
 

3. 0 分析小鼠 Spata3 的

氨基酸的同源性,结果显示分别与人 52. 8%、猕猴

53. 9%、大鼠 77. 4%、黑猩猩 44. 1%同源(图 3)。 采

用 ProtParam
 

tool 软件在线统计得到:其中脯氨酸占

比最大(17. 1%),丝氨酸次之(16. 1%),色氨酸比

例最小(1. 0%) (见表 1)。 其中带负电氨基酸残基

有 10 个,带正电氨基酸残基有 28 个。 其等电点预

测是 9. 83,呈碱性。 其不稳定系数 101. 98,表示小

鼠 Spata3 可能是不稳定蛋白。

表 1　 小鼠 Spata3 蛋白氨基酸组成

Table
 

1　 Amino
 

acids
 

components
 

of
 

mouse
 

Spata3

氨基酸
Amino

 

acid
个数
Count

含量(%)
Percentage

 

composition

丙氨酸
 

Ala 10 5. 2
精氨酸

 

Arg 15 7. 8
赖氨酸

 

Lys 13 6. 7
组氨酸

 

His 5 2. 6
甘氨酸

 

Gly 9 4. 7
亮氨酸

 

Leu 13 6. 7
缬氨酸

 

Val 7 3. 6
脯氨酸

 

Pro 33 17. 1
丝氨酸

 

Ser 31 16. 1
苏氨酸

 

Thr 7 3. 6
天冬酰胺

 

Asn 5 2. 6
天冬氨酸

 

Asp 4 2. 1
半胱氨酸

 

Cys 12 6. 2
谷氨酰胺

 

Gln 9 4. 7
谷氨酸

 

Glu 6 3. 1
异亮氨酸

 

Ile 3 1. 6
甲硫氨酸

 

Met 3 1. 6
苯丙氨酸

 

Phe 3 1. 6
酪氨酸

 

Tyr 3 1. 6
色氨酸

 

Trp 2 1. 0

2. 2　 小鼠 Spata3 蛋白的亲(疏)水性

小鼠 Spata3 平均亲水性经 ProtParam
 

tool 软件

计算为-0. 806,脂肪系数 48. 03。 采用 ProtScale 软

件梳理其氨基酸的亲疏水性,其中第
 

12 ~ 15
 

位的精

氨酸亲水性最强,亲水性- 3. 487;而第 104 位的亮

氨酸疏水性最强,亲水性 1. 609。 Spata3 蛋白氨基

酸亲疏水性分布(图 4)表明亲水性氨基酸多于疏水

性氨基酸,属于亲水性蛋白。
2. 3　 小鼠 Spata3 蛋白质的信号肽预测

运用 SignalP
 

6. 0
 

Server 软件进行信号肽预测,
结果显示 Signal

 

Peptide(Sec / SPI)的值为 0( o 线),
Other 值为 1. 001,表明小鼠 Spata3 蛋白无信号肽序

列,为非分泌型蛋白,不跨胞膜运输(图 5)。
2. 4　 小鼠 Spata3 蛋白质的跨膜区域分析

应用 TMHMM
 

Server
 

v. 2. 0 在线软件预测小鼠

Spata3 的跨膜区。 图 6 中蓝色细线所对应的纵轴数
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图 2　 小鼠与人 Spata3
 

CDS 比对结果

Figure
 

2　 Blast
 

result
 

of
 

Spata3
 

CDS
 

between
 

mouse
 

and
 

human

图 3　 小鼠与人、猕猴、黑猩猩 Spata3 蛋白同源性比对结果

Figure
 

3　 Homologous
 

comparison
 

of
 

Spata3
 

in
 

mouse,
 

human,
 

macaque
 

and
 

pan
 

troglodytes
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注:正值代表疏水区;负值代表亲水区。

图 4　 小鼠 Spata3 蛋白疏水性分析

Note.
 

Positive
 

value
 

represents
 

hydrophobic
 

area.
 

Negative
 

values
 

represent
 

hydrophilic
 

area.

Figure
 

4　 Hydrophobicity
 

analysis
 

of
 

mouse
 

Spata3

值说明该蛋白质位于胞内的概率约 0. 63041,粉色

细线相对应的纵坐标数值表示该蛋白质位于胞外

的可能性约 0. 36959,无跨膜螺旋存在,蓝色粗线表

示综合结果,位于胞内(总概率大于 1),预测结果显

示小鼠 Spata3 蛋白属于非跨膜的胞内蛋白(图 6)。
2. 5　 小鼠 Spata3 蛋白质的二级结构预测

相似度阈值设置为 8,通过 SOPMA 软件分析小

鼠 Spata3 蛋白可能含有 4 种二级结构:无规则卷曲

为 77. 72%、α 螺旋为 7. 77%、延伸链为 10. 88%和 β
折叠为 3. 63%(图 7)。 采用 GOR

 

4 预测其含有两

种二级结构:无规则卷曲为 87. 05% 和延伸链为

12. 95%(图 8)。 综上,小鼠 Spata3 蛋白的主要结构

为无规则卷曲和延伸链,无规卷曲结构可能与其功

能发挥密切相关。

图 5　 小鼠 Spata3 蛋白信号肽预测

Figure
 

5　 Signal
 

peptide
 

prediction
 

of
 

mouse
 

Spata3

图 6　 小鼠 Spata3 蛋白跨膜区预测

Figure
 

6　 Transmembrane
 

region
 

prediction
 

of
 

mouse
 

Spata3

2. 6　 小鼠 Spata3 蛋白的三级结构预测分析

通过 Rosetta 软件从头计算的方法进行三维空

间结构预测,从图 9A 可见小鼠 Spata3 蛋白存在大

量无规则卷曲结构,α 螺旋数量较少,符合二级结构

预测结果。 此三维结构模型的可信度是 0. 44,总误

差分析在 5
 

~
 

25 埃之间(图 9B)。
2. 7　 小鼠 Spata3 蛋白质结构域

利用 Uniprot 网站分析蛋白结构域。 数据库结

果显示小鼠 Spata3 蛋白 1
 

~
 

92 属于无序区域,与
Novopro 蛋白质固有无序区域预测结果相符 ( 图

10)。 组成特征表现为 16
 

~
 

33 为极性氨基酸残基

区、34
 

~
 

51、64
 

~
 

91 为富含脯氨酸残基区。 内在无

序区域与蛋白在细胞内的相变聚集及功能发挥密

切相关,另外脯氨酸富集区可能提供了 SH3 结构域

的识别位点。
2. 8　 小鼠 Spata3 蛋白磷酸化修饰位点

NetPhos
 

3. 1 软件在线分析蛋白潜在磷酸化位

点,阈值设定为 0. 5,小鼠 Spata3 蛋白含有 30 个潜

在磷酸化位点。 其中丝氨酸位点占大多数,有 25
个;苏氨酸位点仅 5 个;酪氨酸可能无磷酸化。 糖原

合成酶激酶 3β(glycogen
 

synthase
 

kinase
 

3,GSK3β)
等激酶能够催化相应位点磷酸化(图 11)。
2. 9　 小鼠 Spata3 蛋白 N / O-糖基化位点预测

N-型糖基化位点经 NetNGlyc1. 0 在线软件预测

显示没有 N-型糖基化位点(图 12A)。 YinOYang1. 2
在线软件分析得出小鼠 Spata3 蛋白有 11 个可能的

O-型糖基化位点(图 12B)。
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图 7　 小鼠 Spata3 蛋白 SOPMA 软件预测二级结构

Figure
 

7　 Secondary
 

structure
 

of
 

mouse
 

Spata3
 

by
 

SOPMA
 

software

图 8　 小鼠 Spata3 蛋白 GOR4 软件预测二级结构

Figure
 

8　 Secondary
 

structure
 

of
 

mouse
 

Spata3
 

by
 

GOR4
 

software

注:A:三级结构模型;B:可信度曲线。

图 9　 小鼠 Spata3 蛋白 Rosetta 软件三级结构建模分析

Note.
 

A.
 

The
 

model
 

of
 

tertiary
 

structure.
 

B.
 

The
 

curve
 

of
 

angstroms
 

error
 

estimate.

Figure
 

9　 Tertiary
 

structure
 

and
 

model
 

analysis
 

of
 

mouse
 

Spata3
 

by
 

Rosetta
 

software
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2. 10　 小鼠 Spata3 蛋白在组织中的表达分析

利用 NCBI 网站基因表达谱分析显示小鼠

Spata3 在睾丸组织中大量表达,附睾有少量表达,其
它组织中未发现表达(图 13)。
2. 11　 小鼠 Spata3 蛋白在睾丸细胞中的表达分析

通过 GEO 数据库分析显示小鼠 spata3 在精子

发育的各阶段细胞具有表达,并且圆形精子细胞表

达较高(图 14A)。 我们对 8 周雄性小鼠睾丸组织进

行免疫组织化学染色,结果显示小鼠 Spata3 蛋白染

色阳性呈棕黄色颗粒,主要出现在曲精小管的圆形

和长形精子细胞,精母细胞呈弱阳性,但精原细胞、
间质细胞及支持细胞未检测到阳性信号(图 14B)。

注:A:序列组成示意图;B:蛋白无序区预测。

图 10　 小鼠 Spata3 蛋白无序结构域预测

Note.
 

A.
 

The
 

schematic
 

diagram
 

of
 

sequence.
 

B.
 

The
 

prediction
 

of
 

protein
 

disorder
 

region.

Figure
 

10　 Disordered
 

domain
 

prediction
 

of
 

mouse
 

Spata3

图 11　 小鼠 Spata3 蛋白潜在磷酸化位点

Figure
 

11　 Phosphorylation
 

site
 

prediction
 

of
 

mouse
 

Spata3

注:A:N-糖基化可能位点;B:O-糖基化可能位点。

图 12　 小鼠 Spata3 蛋白 N- / O-糖基化位点分布

Note.
 

A.
 

N-glycosylation
 

potential
 

site.
 

B.
 

O-glycosylation
 

potential
 

site.

Figure
 

12　 N- / O-glycosylation
 

site
 

prediction
 

of
 

mouse
 

Spata3
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2. 12　 小鼠 Spata3 蛋白质的亚细胞定位及核定位

序列

利用 PSORT 软件,选择 PSORT
 

II
 

Prediction,预
测分析蛋白的亚细胞定位,结果显示小鼠 Spata3 定位

于细胞核、线粒体、细胞质和细胞骨架,概率分别为:
73. 9%、13. 0%、8. 7%和 4. 3%。 利用 NLStradamus 分

析 Spata3 蛋 白 的 核 定 位 序 列 为 2-KKVKKK
 

KSDSRRRRN-16(预测阈值标准 0. 6)。 The
 

Human
 

Protein
 

Atlas 数据库预测蛋白极可能存在于细胞核

内。 收集曲精小管消化细胞进行免疫荧光染色实验,
结果显示红色荧光标记的 Spata3 蛋白主要集中在圆

形精子和长形精子细胞胞核和胞质(图 15)。

图 13　 小鼠 Spata3 蛋白组织定位

Figure
 

13　 Tissue
 

localization
 

of
 

mouse
 

Spata3

注:A:GEO 细胞表达分析;B:免疫组化检测。

图 14　 小鼠 Spata3 蛋白在精子发育各阶段细胞表达

Note.
 

A.
 

The
 

GEO
 

analysis
 

of
 

cell
 

expression.
 

B.
 

Immunohistochemical
 

detection.

Figure
 

14　 Cell
 

expression
 

pattern
 

of
 

mouse
 

Spata3
 

in
 

spermatogenesis

注:A:圆形精子为主;B:长形精子为主;白色箭头指示胞核;
绿色箭头指示胞质。

图 15　 小鼠 Spata3 蛋白在精子细胞中的定位

Note.
 

A.
 

Round
 

spermatids.
 

B.
 

Elongate
 

spermatids.
 

White
 

arrow
 

indicates
 

nuclear.
 

Green
 

arrow
 

indicates
 

cytoplasm.

Figure
 

15　 Subcellular
 

localization
 

of
 

mouse
 

Spata3
 

in
 

spermatids

2. 13　 小鼠 Spata3 蛋白功能和相互作用预测

利用 NetGO
 

3. 0 对蛋白功能进行分析,小鼠

Spata3 分子功能是与蛋白和核酸的结合,分值大于

0. 7;细胞组分是位于胞质和核内,分值大于 0. 7;生
物学通路主要参与细胞分化、有性生殖等,相关性

大于 0. 6(图 16)。 进一步通过 STRING 数据库预测

可能与小鼠 Spata3 互作的蛋白质,交互数量阈值设

置为 10,建构互作蛋白质的网络图,结果显示小鼠

Spata3 与 Spata1、 Spata9、 Spata20、 Spata25、 Spata46、
Tmem225、Fam71f 等有相互作用(图 17),相关度均

高于 0. 6。
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注:颜色代表相关度:红色(1. 0
 

~
 

0. 9),
 

褐色(0. 9
 

~
 

0. 8),
 

蓝色(0. 8
 

~
 

0. 7),
 

绿色(0. 7
 

~
 

0. 6),
 

黑色(0. 6
 

~
 

0)。

图 16　 小鼠 Spata3 参与的生物学通路

Note.
 

The
 

color
 

represents
 

correlation.
 

Red
 

(1. 0
 

~
 

0. 9),
 

brown
 

(0. 9
 

~
 

0. 8),
 

blue
 

(0. 8
 

~
 

0. 7),
 

green
 

(0. 7
 

~
 

0. 6),
 

black
 

(0. 6
 

~
 

0) .

Figure
 

16　 Biological
 

process
 

predication
 

of
 

mouse
 

Spata3

图 17　 小鼠 Spata3 蛋白相互作用预测

Figure
 

17　 Interactional
 

proteins
 

predication
 

of
 

mouse
 

Spata3

3　 讨论

精子发生是由精原细胞通过有丝分裂、减数分

裂和精子变形等一系列高度有序的生理过程最后

形成成熟的精子[9-10] 。 精子发育障碍是引起男性不

育的主要原因,但目前对参与这一高度有序发育过

程的分子和相关调控机制仍认识不足。 Spata3 基因

是利用抑制消减杂交方法筛选的差异表达基因并

发现在小鼠隐睾组织表达较正常组织升高,推测其

可能与生精细胞凋亡有关[1] 。 随后在非梗阻性无

精症患者的睾丸组织检测发现 Spata3 表达较正常

组织显著降低[2] 。 近年有研究者利用全外显子突

变谱分析发现 Spata3 外显子突变位点与男性前列

腺癌[11] 的发生相关,采用 CRISPR / Cas 技术敲除

Spata3 基因后小鼠精子形态明显改变,体外受精能

力减弱[3] 。 综合上述文献,提示 Spata3 在精子的发

育过程中具有重要功能。 我们课题团队十余年来

亦致力于 Spata3 的研究工作,明确了小鼠 Spata3 的

睾丸组织表达,在细胞实验中发现 Spata3 对细胞凋

亡无影响,但能够促进自噬的发生[4] ,这与前述文

献报道的 Spata3 与凋亡相关存在偏差。 而且目前

对 Spata3 基因发挥生物学功能的分子机制研究未

见相关的文献报道,因此需要重新系统的梳理认识

Spata3 的特性。
目前一般先通过生物信息学技术对功能不详

的基因进行分析预测,以获得相关基因及其蛋白质

的基本情况,再结合实验研究来验证该基因的可能

作用机制。 本文利用生物信息学方法首先对 Spata3
的基因和氨基酸序列进行了比对分析,发现小鼠

Spata3 蛋白在人类有同源蛋白, 同源性较高, 约

64%,而且与猕猴、黑猩猩的也具有较高同源性,表
明 Spata3 是哺乳动物精子发生过程中的保守蛋白,
这为以小鼠作为模型研究其功能和机制奠定了基

础。 利用 ExPASy 系统的 ProtParam
 

tool 等软件分析

得出小鼠 Spata3 是碱性亲水蛋白质,稳定性较差、
无信号肽和跨膜区。 通过 SOPMA、GOR

 

4 等预测结

果显示 Spata3 二级结构主要为无规则卷曲,三级结

构特征是 N 端的内在无序区,染色实验结果显示其

亚细胞定位于胞核和胞质。 这种碱性蛋白在胞核

易于和染色体结合,有可能通过其内在无序区相变
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聚集而发挥功能[12] 。 生物学功能预测 Spata3 主要

参与细胞分化、有性生殖等,进一步利用 STRING 软

件蛋白质相互作用分析推测其可能与 Spata46、Spert
等蛋白质相互作用。 Spata46 是特异性表达定位于

顶体下区核膜中的跨膜蛋白,Chen 等[13] 研究显示

其参与精子头部重塑和精卵融合。 缺失 Spata46 引

起精子头部形状异常和精卵融合失败,
 

导致雄性不

育。 因此我们推测 Spata3 可能与互作蛋白结合参

与精子发生和变形的精细调控。
我们利用生物信息学方法对鼠 Spata3 的基因

和氨基酸序列进行了比对,预测了其理化特性和三

维空间构象等信息,初步验证了其细胞组织定位。
鼠 Spata3 蛋白质可能通过与 Spata46、Spert 等蛋白

质相互作用,从而参与精子发生过程。
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多囊卵巢综合征大鼠子宫内膜中 PI3K / AKT 通路
相关蛋白表达异常与胰岛素抵抗的关系

尹丽红1,焦琳2,陈裕2,陈嘉欣3,杜斯琪2,王翰林2,赵舜滢1,殷春霞2,
曹丽芬2,余万霖2,谢长才2∗

(1.
 

广州中医药大学第二临床医学院,广州　 510006;2.
 

广东省中医院,广州　 510120;
3.

 

广州医科大学附属中医医院,广州　 510130)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过脱氢表雄酮(DHEA)联合高脂饮食(HFDs)构建多囊卵巢综合征(PCOS)子宫内膜局部

胰岛素抵抗(IR)的大鼠模型,通过检测子宫内膜中胰岛素相关蛋白及 PI3K / AKT 通路相关蛋白的表达水平,观察

子宫内膜是否存在胰岛素抵抗并探究其可能机制。 方法　 选取 32 只 21 日龄 SD 雌性大鼠,随机分为模型组(n
 

=
 

24)与对照组(n
 

=
 

8)。 模型组每天于颈背部皮下注射 DHEA
 

6
 

mg / 100
 

g 并以高脂饲料喂养,对照组于颈背部皮下

注射同等体积的注射用玉米油并以正常饲料喂养,实验周期 30
 

d。 根据阴道涂片及卵巢组织染色结果筛选出

PCOS 大鼠,通过检测空腹血糖(FBG)、血清胰岛素水平(FINS)、胰岛素抵抗指数(HOMA-IR)筛选出 PCOS 伴 IR 的

大鼠(PCOS-IR 组),再通过检测其与对照组子宫内膜中 IR 相关蛋白( IRS1、GLUT-4)及 PI3K / AKT 通路相关蛋白

(PI3K、PI3K
 

p110α、p-AKT、AKT)的表达差异,探究其可能机制。 结果　 对照组大鼠涂片示规律动情、卵巢组织结

构正常,而模型组大鼠动情周期紊乱、卵巢符合多囊卵巢表现,且模型组大鼠与对照组比较,其 FBG(P
 

>
 

0. 05)、
FINS(P

 

>
 

0. 05)及 HOMA-IR 指数(P
 

<
 

0. 01)均升高,其中从模型组筛选出 PCOS 大鼠 11 只,PCOS-IR 大鼠 8 只,
其中 6 只子宫内膜组织 IRS1、GLUT-4 表达水平显著降低(P

 

<
 

0. 01),提示子宫内膜组织存在 IR。 此外,与对照组

相比,PCOS-IR 组子宫内膜组织中的 PI3K 表达水平上升(P
 

<
 

0. 05),PI3K
 

p110α(P
 

<
 

0. 01)、p-AKT(P
 

<
 

0. 01)及

AKT 表达水平(P
 

>
 

0. 05)降低,提示子宫内膜中 PI3K / AKT 通路相关蛋白表达下调。 结论　 PCOS 伴 IR 大鼠其表

现特征性的多囊卵巢组织、糖代谢异常,其子宫内膜可能存在胰岛素抵抗,且可能与 PI3K / AKT 通路相关蛋白表达

异常有关。
【关键词】 　 多囊卵巢综合征;胰岛素抵抗;脱氢表雄酮;高脂饮食;大鼠模型;子宫内膜
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【Abstract】 　 Objective 　 To
 

establish
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

polycystic
 

ovary
 

syndrome
 

( PCOS)
 

with
 

endometrial
 

insulin
 

resistance( IR)
 

by
 

combining
 

dehydroepiandrosterone
 

( DHEA)
 

with
 

a
 

high
 

fat
 

diet
 

( HFDs). And
 

by
 

detecting
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

insulin
 

resistance
 

related
 

proteins
 

and
 

PI3K / AKT
 

pathway-related
 

proteins
 

in
 

the
 

endometrium,
 

we
 

can
 

observe
 

whether
 

there
 

is
 

insulin
 

resistance
 

in
 

the
 

endometrium
 

and
 

explore
 

its
 

possible
 

mechanism. Methods　 Thirty-two
 

21-day-old
 

SD
 

female
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

Model
 

group
 

(Model
 

group,
 

n
 

=
 

24)
 

and
 

Control
 

group
 

(Control
 

group,
 

n
 

=
 

8).
 

The
 

Model
 

group
 

was
 

subcutaneously
 

injected
 

with
 

6
 

mg / 100
 

(g·d)
 

DHEA
 

on
 

the
 

back
 

of
 

the
 

neck
 

and
 

fed
 

the
 

high
 

fat
 

diet.
 

The
 

Control
 

group
 

was
 

subcutaneously
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

corn
 

oil
 

for
 

injection
 

on
 

the
 

back
 

of
 

the
 

neck
 

and
 

fed
 

a
 

normal
 

diet.
 

The
 

experimental
 

period
 

was
 

30
 

days.
 

In
 

accordance
 

with
 

the
 

result
  

of
 

vaginal
 

smear
 

and
 

ovarian
 

tissue
 

staining,
 

PCOS
 

rats
 

were
 

screened.
 

And
 

PCOS
 

with
 

IR
 

rats
 

( PCOS-IR)
 

were
 

screened
 

by
 

detecting
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

(FBG),
 

serum
 

insulin
 

level
 

(FINS),
 

and
 

insulin
 

resistance
 

index
 

(HOMA-IR).
 

Then
 

by
 

detecting
 

the
 

differences
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

IR-related
 

proteins
 

(IRS1,
 

GLUT-4)
 

and
 

PI3K / AKT
 

pathway-related
 

proteins
 

(PI3K,
 

PI3K
 

p110α,
 

p-AKT,
 

AKT)
 

in
 

the
 

endometrium
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

to
 

explore
 

the
 

possible
 

mechanism.
Results　 Smears

 

from
 

rats
 

in
 

the
 

Control
 

group
 

showed
 

regular
 

estrus
 

and
 

a
 

normal
 

ovarian
 

tissue
 

structure,
 

whereas
 

those
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

Model
 

group
 

had
 

disordered
 

estrous
 

cycles
 

and
 

the
 

ovaries
 

had
 

polycystic
 

ovary
 

manifestations.
 

Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,
 

FBG
 

(P
 

>
 

0. 05),
 

FINS
 

(P
 

>
 

0. 05),
 

and
 

HOMA-IR
 

(P
 

<
 

0. 01)
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

Model
 

group
 

were
 

all
 

increased,
 

among
 

which
 

11
 

PCOS
 

rats
 

and
 

eight
 

PCOS
 

with
 

IR
 

rats
 

were
 

screened
 

from
 

the
 

Model
 

group.
 

Additionally,
 

western
 

blotting
 

of
 

IR-related
 

proteins
 

in
 

endometrial
 

tissue
 

showed
 

that
 

IRS1
 

and
 

GLUT-4
 

expression
 

in
 

the
 

PCOS-IR
 

were
 

decreased
 

(P
 

<
 

0. 01),
 

suggesting
 

the
 

existence
 

of
 

IR
 

in
 

the
 

endometrial
 

tissue.
 

Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,
 

the
 

PI3K
 

expression
 

level
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

PCOS-IR
 

group
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

and
 

the
 

PI3K
 

p110α(P
 

<
 

0. 01),
 

p-AKT
 

(P
 

<
 

0. 01),
 

AKT
 

(P
 

>
 

0. 05)
 

expression
 

levels
 

were
  

decreased
 

in
 

the
 

endometrial
 

tissues,
 

suggesting
 

that
 

it
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

down-regulation
 

of
 

PI3K / AKT
 

pathway-related
 

protein
 

expression
 

in
 

the
 

endometrium. Conclusions　 Rats
 

with
 

PCOS
 

and
 

IR
 

have
 

characteristic
 

polycystic
 

ovary
 

tissue
 

and
 

abnormal
 

glucose
 

metabolism,
 

and
 

their
 

endometrium
 

is
 

mostly
 

insulin
 

resistant,
 

and
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

downregulation
 

of
 

PI3K / AKT
 

pathway-related
 

protein
 

expression.
【Keywords 】 　 polycystic

 

ovary
 

syndrome;
 

insulin
 

resistance;
 

dehydroepiandrosterone;
 

high-fat
 

diet;
 

rat
 

model;
 

endometrial
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　 　 多囊卵巢综合征( polycystic
 

ovarian
 

syndrome,
PCOS)是临床常见的妇科内分泌与生殖障碍并存的

疾病[1] 。 随着生活方式和环境因素的改变,PCOS
的发病率更是呈持续上升的趋势[2] 。 目前此病的

发病机制虽尚不明确, 但以胰岛素抵抗 ( insulin
 

resistance,IR)为中心的代谢紊乱是 PCOS 患者重要

的病理生理改变之一[3] 。 据报道,临床约 50%
 

~
 

70% 的 PCOS 患 者 存 在 胰 岛 素 抵 抗 ( insulin
 

resistance,IR) [4] 。 PCOS 伴 IR 引起外周组织对胰

岛素的敏感性下降,血清胰岛素水平升高,升高的

胰岛素导致高雄激素血症,过高的雄激素一方面可

以作用于卵巢抑制卵泡发育,另一方面又会进一步

加剧外周 IR,两者形成恶性循环,最终造成育龄期

PCOS 患者受孕困难,生育力低下[5] 。 随着研究的

深入,在 21 世纪初,Moran 等[6] 、McGee 等[7] 发现卵

巢局部存在 IR 现象,提出了卵巢 IR 的概念。 卵巢

IR 不仅会改变卵巢的糖代谢情况,更重要的是可以

使卵巢处于功能亢进的状态,对促性腺激素的反应

性显著增加,甾体激素分泌异常,造成卵泡发育障

碍。 然而,随着近年来辅助生殖技术的发展,PCOS
患者在体外受精-胚胎移植周期中仍然存在低种植

率、高流产率的现象[8] ,因此有学者认为子宫 IR 可

能是 PCOS 患者生育力低的重要原因[9] 。
IR 临床诊断指标是基于空腹血糖和空腹胰岛素

的 HOMA-IR 指数,此外,新兴的 IR 生物标记物也可

作为诊断的参考指标[10] ;其主要信号调控途径包括

胰岛素受体底物 1(insulin
 

receptor
 

substrate
 

1,IRS1 /
磷脂酰肌醇 3 激酶 ( phosphatidylinositol-3-kinase,

877
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PI3K)、丝氨酸-苏氨酸激酶(serine-threonine
 

kinase,
Akt)通路、丝裂原活化蛋白激酶( mitogen-activated

 

protein
 

kinase,MAPK)通路及 Smad3 通路等。 IR 的

机制主要为胰岛素与胰岛素受体结合缺陷及胰岛

素信号传导异常。 研究表明,胰岛素受体及 PI3K
表达降低,减少囊泡移位到细胞膜外,导致葡萄糖

进入细胞内数量减少。 胰岛素受体的丝氨酸磷酸

化作用,降低胰岛素受体对 PI3K 的激活作用,导致

葡萄糖吸收和利用减少[11-12] 。 本研究拟初步筛选

出 PCOS 伴 IR 大鼠,以动情周期紊乱、卵巢符合多

囊卵巢表现且 FBG、FINS、HOMA-IR 指数均高于对

照组为模型筛选标准,最终通过检测子宫内膜中胰

岛素抵抗相关蛋白及 PI3K / AKT 通路相关蛋白的表

达水平,观察子宫内膜是否存在胰岛素抵抗并探究

其可能机制。 拟深入 PCOS 潜在病理生理改变———
子宫内膜 IR,为寻找治疗 PCOS 的作用靶点提供新

思路,为临床解决 PCOS 患者妊娠率低、流产率高的

问题提供新的治疗方向。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

32 只 SPF 级 21 日龄 SD 雌性大鼠,体重 43
 

~
 

57
 

g,购于广州南方医大实验动物科技发展有限公

司【SCXK(粤) 2016-0041】。 饲养期间各组大鼠自

由饮水,高脂饲料由广东省医学实验动物中心【粤

饲证(2019) 05073】提供,其成分为蔗糖 20%,猪油

15%,胆固醇 1. 2%,胆酸钠 0. 2%,酪蛋白 10%,磷
酸氢钙 0. 6%,石粉 0. 4%,预混料 0. 4%及基础饲料

52. 2%。 饲养环境:昼夜各半循环照明,湿度恒定,
温度控制在 23

 

~
 

26℃ ,实验室通气良好,清洁,大
鼠可以自由饮水和进食,饲养于广东省中医院动物

实验室【SYXK(粤)2018-0094】。 所有操作均符合

广东省中医院实验动物伦理学要求 ( 审批号:
2020077)。
1. 1. 2　 实验药物

脱氢表雄酮( DHEA) ( Sigma,批号 252805),注
射用玉米油(产自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司,批号 C116025)。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

 

胰岛素 ELISA 检测试剂盒 ( Proteinch, 批号

KE20008),IRS1 抗体(Abclonal,批号 A0245),PI3K
抗体 ( Cell

 

signaling
 

technology,批号 3358S), PI3K
 

p110α 抗体( Cell
 

signaling
 

technology,批号 4249),
AKT 抗 体 ( Proteintech, 批 号 60203 ), p-AKT
( Ser473 ) 抗 体 ( Cell

 

signaling
 

technology, 批 号

4060), GLUT-4 抗体 ( Proteinch, 批号 66846 ), β-
actin 抗体(Cell

 

signaling
 

technology,批号 4970S),二
抗(Cell

 

signaling
 

technology,批号 7074S、7076S),瑞
氏染色液(碧云天,批号 C0135),苏木素-伊红染液

(碧云天,批号 C0105S)。 EonC 酶标仪(美国 BioTek
公司),血糖检测仪(德国拜耳公司),IX71 光学显

微镜(日本奥林巴斯株式会社)。
1. 2　 方法

 

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

将 SPF 雌性大鼠 32 只随机分为 2 组:模型组

(n
 

=
 

24)和对照组(n
 

=
 

8)。 模型组每天于颈背部

皮下注射 DHEA
 

6
 

mg / 100
 

g 并以高脂饲料喂养,对
照组于颈背部皮下注射同等体积的注射用玉米油

并以正常饲料喂养。 实验周期 30
 

d 结束后,根据阴

道涂片及卵巢组织染色结果从模型组中筛选出

PCOS 模型成功的大鼠 11 只,其次通过检测 PCOS
模型成功大鼠的 FBG、FINS、HOMA-IR 指数筛选出

PCOS-IR 组大鼠 8 只。 最后检测 PCOS-IR 组与对照

组 IR 相关蛋白(IRS1、GLUT-4)及 PI3K / AKT 通路相

关蛋白(PI3K、PI3K
 

p110α、p-AKT、AKT)表达结果。
大鼠子宫 IR 模型制备:照改良后的 PCOS 大鼠动物

模型造模方法[13] ,大鼠颈背部皮下注射 DHEA
 

6
 

mg /
100

 

g,并以高脂饲料喂养,每天 1 次,连续 30
 

d。
1. 2. 2　 形态指标测试及取材

实验期间每 3
 

d 记录 1 次大鼠体重,造模后第

30 天,大鼠 20:00 禁食,次日晨采用 2%戊巴比妥钠

(0. 2
 

mL / 100
 

g)腹腔注射麻醉后,于腹主动脉取血

5
 

~
 

8
 

mL,测定其空腹血糖( fasting
 

blood
 

glucose,
FBG)、空腹胰岛素( fasting

 

insulin,FINS) 及计算胰

岛素 抵 抗 指 数 ( insulin
 

resistance
 

index, HOMA-
IR) [14] ;小心剥离出大鼠子宫,记录重量。
1. 2. 3　 阴道涂片瑞氏染色和卵巢组织 HE 染色

 

(1)阴道涂片瑞氏染色:造模后第 24
 

~
 

30 天,
连续 7

 

d 取阴道上皮细胞涂片,进行瑞氏染色,干燥

后检验;(2)卵巢组织 HE 染色:空腹采血后摘取大

鼠双侧卵巢,固定包埋后以 3. 5
 

μm 的厚度切片,最
后进行 HE 染色分析,并在光学显微镜下观察组织

涂片。
1. 2. 4　 Western

 

Blot
大鼠子宫内膜组织加裂解液冷冻匀浆后,离心
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500
 

r / min,4℃ )20
 

min,上清液经 BCA 法检测

蛋白浓度。 上样量为 20
 

μL,电泳条件 110
 

V,100
 

~
 

120
 

min,湿法转膜,条件 200
 

mA、120
 

min,其他方法

步骤按常规 Western
 

Blot 进行,用 Bio-Rad 公司的

ECL 试剂盒在化学发光检测器中检测,用 Image
 

J
进行分析。
1. 3　 统计学分析

 

采用 SPSS
 

26. 0 软件进行统计分析。 正态数据

以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)标识,采用单因素方差分

析(ANOVA) 和 t 检验两两配对进行统计学分析。
P

 

<
 

0. 01 为差异具有统计学意义。

注:A:各组大鼠阴道涂片;B:卵巢组织 HE 染色。

图 2　 阴道涂片与卵巢组织 HE 染色

Note.
 

A.
 

Vaginal
 

smear
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats.
 

B.
 

HE
 

staining
 

of
 

ovarian
 

tissue
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats.

Figure
 

2　 Vaginal
 

smear
 

and
 

HE
 

staining
 

of
 

ovarian
 

tissue

2　 结果

2. 1　 大鼠体重和子宫质量比结果　
实验过程中,每 3

 

d 记录 1 次大鼠体重,如图

1A 所示,两组大鼠体重差异无统计学意义。 实验结

束后取各组大鼠子宫组织称重,结果表明两组子宫

重量亦差异无统计学意义(图 1B)。
2. 2　 阴道涂片及卵巢组织 HE 染色结果

 

连续 7
 

d 观察各组大鼠阴道上皮细胞形态,如
图 2A 所示,观察到对照组大鼠规律动情,前期涂片

图 1　 各组大鼠体重和子宫重量比较

Figure
 

1　 Comparison
 

of
 

body
 

weight
 

and
 

terine
 

weight
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats

以有核上皮细胞为主,发情期以角质化上皮细胞为

主,发情后期涂片均见核上皮细胞、角质化上皮细
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胞与白细胞,发情间期主要见白细胞。 而模型组大

鼠阴道涂片长期停滞在发情间期或后期,动情周期

紊乱。 此外,如图 2B 所示,对照组大鼠卵巢组织结

构正常,具体可见各个时期卵泡和黄体,颗粒细胞

排列整齐;相反模型组大鼠卵巢内偶见卵泡与黄

体,排列松散,闭锁卵泡数量较多,且多呈囊性扩

张,说明对照组大鼠卵巢基本正常,模型组大鼠卵

巢符合多囊卵巢表现。
2. 3　 各组大鼠 FBG、FINS 及 HOMA-IR 指数比较

 

结果如图 3 所示,对照组( n
 

=
 

8) 与模型组

(n
 

=
 

24) 大鼠 FBG 水平(图 3A) 分别为( 4. 12
 

±
 

0. 42) mmol / L、( 4. 98
 

±
 

0. 49) mmol / L;FINS 水平

(图 3B) 分别为( 44. 30
 

±
 

5. 29) mU / L、( 51. 28
 

±
 

6. 81) mU / L; HOMA-IR 指 数 ( 图 3C ) 分 别 为

(7. 78
 

±
 

0. 78) 、 ( 11. 29
 

±
 

1. 60) 。 与对照组比

较,模型组大鼠 FBG、FINS 及 HOMA-IR 指数均升

高。 其中,HOMA-IR 值差异具有统计学意义(P
 

<
 

0. 01) 。
2. 4　 对照组与 PCOS-IR 组蛋白相对表达水平

Western
 

Blot 检测子宫内膜组织 IR 及 PI3K /
AKT 通路相关蛋白结果中,与对照组蛋白表达条带

模型相比,PCOS-IR 组的 IRS1、GLUT-4 条带模型明

显变窄、颜色变浅,其蛋白表达水平显著降低(P
 

<
 

0. 01),提示子宫内膜存在 IR 状态。 且 PI3K / AKT
通路相关蛋白结果中,PCOS-IR 组的 AKT 条带模型

变化不明显,其表达水平降低(P
 

>
 

0. 05),PI3K 条

带模型变宽、颜色变深,其蛋白表达水平显著上升

(P
 

<
 

0. 05);PI3K
 

p110α、p-AKT 条带模型变窄、颜
色变浅, PI3K

 

p110α、 p-AKT 表达水平显著降低

(P
 

<
 

0. 01),提示 PI3K / AKT 胰岛素信号通路下调。
图 4 所示为对照组与 PCOS-IR 组蛋白相对表达

结果。

注:A:干预 30
 

d 后,两组大鼠 FBG 无显著性差异;B:干预 30
 

d 后,两组 FINS 无显著性差异;C:干预 30
 

d 后;与对照组相比,∗∗P
 

<
 

0. 01。

图 3　 各组大鼠 FBG、FINS 及 HOMA-IR 值比较

Note.
 

A.
 

After
 

30
 

days
 

of
 

intervention,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

FBG
 

between
 

the
 

two
 

groups.
 

B.
 

After
 

30
 

days
 

of
 

intervention,
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

FINS
 

between
 

the
 

two
 

groups.
 

C.
 

After
 

30
 

days
 

of
 

intervention.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

FBG,
 

FINS
 

and
 

HOMA-IR
 

indexs
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats

注:A:模型组中标红为 PCOS-IR 组,其余为 PCOS-非 IR 组;与对照组相比,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01。

图 4　 对照组与 PCOS-IR 组蛋白相对表达结果

Note.
 

A.
 

The
 

red
 

mark
 

in
 

the
 

model
 

group
 

is
 

the
 

PCOS-IR
 

group,
 

and
 

the
 

rest
 

are
 

the
 

PCOS-non-IR
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

∗P
 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

4　 Expression
 

results
 

of
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

PCOS-IR
 

group
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3　 讨论

研究显示 PCOS 患者,不管是自然怀孕或通过

辅助生殖技术怀孕后,流产率达到 33%
 

~
 

50%,是
正常孕妇的 3 倍[15] 。 且有研究表明,胰岛素抵抗可

以影响下丘脑-腺垂体-卵巢轴轴,增加雄激素的水

平,并影响卵子的质量,对 PCOS 患者的生殖功能障

碍有重要影响[16] 。 但是,到目前为止,胰岛素抵抗

如何影响多囊卵巢综合征患者的生殖功能,目前尚

缺乏研究。 本课题以 PCOS 大鼠子宫内膜是否存在

胰岛素抵抗的实验为切入点,通过构建可靠、简便、
符合临床特征的动物模型,观察多囊卵巢综合征大

鼠子宫内膜中 PI3K / AKT 通路相关蛋白表达异常与

胰岛素抵抗的关系,以期深入 PCOS 潜在病理生理

改变,为寻找治疗 PCOS 的作用靶点提供新思路。
PCOS 模型建立以无排卵或偶发性排卵、性激

素分泌紊乱、糖脂代谢异常、胰岛素抵抗、卵巢多囊

性病理改变等为主要评价指标[17] 。 经 DHEA 处理

的大鼠表现出包括高雄激素血症、月经紊乱和多囊

卵巢等 PCOS 表现[18-22] 。 然而,此种方法建立的模

型不全表现胰岛素抵抗。 研究表明,增加 HFDs 可

通过 PCOS 对胰岛素相关机制的反应加剧其内分泌

和代谢功能障碍从而获得 IR[23-24] 。 另外, Zhang
等[13]研究也指出,DHEA+HFDs 诱导的 PCOS 的不

同表型,可用于研究该综合征的生殖和代谢特征。
因此,本研究在 DHEA 的基础上联合 HFDs 构建大

鼠 PCOS-IR 模型。 本研究结果显示,模型组建立的

动物模型更接近 PCOS 临床特征,出现显著增加的

体重,紊乱的动情周期,明显的卵巢多囊样改变,伴
显著的糖代谢改变(FBG、FINS 及 HOMA-IR 指数均

升高),表现出了 IR 特征。 本实验对子宫内膜组织

IR 相关蛋白(IRS1、GLUT-4)的表达进行了检测,发
现 PCOS-IR 组 IRS1、GLUT-4 表达水平较对照组显

著降低,说明 PCOS-IR 组大鼠子宫内膜组织胰岛素

抵抗状态,这与吴峰等[25]用高脂饲料建立的胰岛素

抵抗大鼠模型特征基本一致,其机制可能为 IRS1 丝

氨酸磷酸化干扰邻近磷酸化酪氨酸结合区段,阻碍

正常的酪氨酸磷酸化,影响 IRS1 与胰岛素受体的相

互作用并削弱 IRS1 酪氨酸磷酸化作用。
在多囊卵巢综合征的研究当中,脂肪组织、卵

巢组织和肝组织中被发现存在胰岛素代谢通路异

常[26] ,而子宫内膜组织中的胰岛素代谢通路鲜有研

究。 因此,本实验进一步对子宫内膜组织 PI3K / Akt

通路相关蛋白( PI3K、PI3K
 

p110α、p-AKT、AKT)的

表达进行了检测,发现 PCOS-IR 组较对照组大鼠

AKT 表达水平降低,PI3K
 

p110α、p-AKT 表达水平

显著降低,说明 PCOS-IR 组大鼠子宫内膜组织出现

胰岛素信号通路环节异常———下调,这将揭示子宫

内膜组织局部的胰岛素抵抗发生机制的可能———
子宫内膜中 PI3K / AKT 通路相关蛋白表达异常。

综上所述,脱氢表雄酮联合高脂饮食构建了具

有特征性的多囊卵巢组织、糖代谢异常的 PCOS 伴

IR 大鼠,其大鼠可能存在子宫内膜局部胰岛素抵

抗,其可能与子宫内膜中 PI3K / AKT 通路相关蛋白

表达异常有关。 子宫内膜局部 IR 是 PCOS 潜在的

病理生理改变,这为寻找治疗 PCOS 的作用靶点提

供了新思路,即针对多囊卵巢综合征伴胰岛素抵抗

靶器官———子宫内膜,基于子宫内膜胰岛素信号调

控途径的中西医干预性研究将是今后的重要方向

之一。
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乳腺癌血行肺转移模型家兔血小板与凝血功能
变化研究

吴国泰1,2,马倩倩1,陈艳娥1,杜晓红1,王晓禹1,杜丽东1,2∗

(1. 甘肃中医药大学
 

药学院,兰州　 730000;2. 甘肃省中药药理与毒理学重点实验室,兰州　 730000)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究乳腺癌血行肺转移模型家兔血小板与凝血功能的变化规律。 方法　 取健康雌性新西兰

白兔 12 只,随机分为 2 组:正常组和模型组,模型组家兔左侧第 3 乳房乳垫注射 VX2 组织悬液,再经耳缘静脉注射

VX2 细胞悬液,构建乳腺癌血行肺转移家兔模型。 观察 42
 

d 内家兔精神状态、饮食情况,监测体重和肿瘤大小,检
测血小板相关参数 PLT、MPV、PDW、PCT 和凝血相关指标 PT、APTT、TT、FIB 及 D-二聚体;实验终点 ELISA 法检测

血清 CD63、CD62P、TXB2 及血浆 GMP-140 水平;取肿瘤组织和肺用 10%甲醛固定、石蜡包埋、切片、HE 染色,光学

显微镜下观察肿瘤和肺组织形态变化。 结果　 家兔乳垫注射 VX2 组织悬液附加静脉注射 VX2 细胞悬液,能成功

构建乳腺癌血行肺转移家兔模型,肺转移率 100%,模型家兔血液处于高凝状态,14
 

~
 

42
 

d 内,PLT、MPV、PCT 均明

显增加;10
 

~
 

30
 

d 内,PT、APTT、TT 均明显缩短,且 FIB、D-二聚体含量均明显增加;血清 CD63、CD62P、TXB2 及血

浆 GMP-140 水平明显增高;模型家兔乳腺中肿瘤细胞增多、排列疏松、炎性细胞浸润;肺组织可见肿瘤细胞团块伴

出血、坏死。 结论　 乳腺癌血行肺转移模型家兔血液环境异常,表现为血小板活化和血液高凝状态。
【关键词】 　 乳腺癌肺转移;家兔模型;血小板活化;血液凝固
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【Abstract】　 Objective　 To
 

study
 

the
 

changes
 

in
 

platelets
 

and
 

coagulation
 

function
 

in
 

a
 

rabbit
 

model
 

of
 

breast
 

cancer
 

lung
 

metastasis.
 

Methods　 Twelve
 

female
 

New
 

Zealand
 

white
 

rabbits
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

two
 

groups:
 

normal
 

group
 

and
 

model
 

group.
 

A
 

VX2
 

breast
 

cell
 

suspension
 

was
 

injected
 

into
 

the
 

third
 

breast
 

pad
 

and
 

injected
 

intravenously
 

through
 

the
 

ear
 

marginal
 

vein.
 

The
 

mental
 

state,
 

diet,
 

body
 

weight,
 

and
 

tumor
 

size
 

of
 

the
 

rabbits
 

were
 

observed
 

over
 

42
 

days.
 

Platelet-
related

 

parameters
 

(PLT,
 

MPV,
 

PDW,
 

and
 

PCT)
 

and
 

coagulation-related
 

indexes
 

(PT,
 

APTT,
 

TT,
 

FIB,
 

and
 

D-dimer)
 

were
 

detected
 

at
 

corresponding
 

time
 

points.
 

The
 

levels
 

of
 

CD63
 

and
 

CD62P
 

TXB2
 in

 

serum,
 

and
 

GMP-140
 

in
 

plasma,
 

were
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detected
 

by
 

ELISA.
 

The
 

tumor
 

tissue
 

and
 

lung
 

tissue
 

were
 

fixed
 

with
 

10%
 

formaldehyde,
 

embedded
 

in
 

paraffin,
 

sectioned,
 

and
 

stained
 

with
 

hematoxylin-eosin.
 

Morphological
 

changes
 

in
 

the
 

tumor
 

and
 

lung
 

tissue
 

were
 

observed
 

under
 

an
 

optical
 

microscope. Results　 The
 

rabbit
 

model
 

of
 

breast
 

cancer
 

lung
 

metastasis
 

was
 

successfully
 

established
 

by
 

injecting
 

a
 

VX2
 

tissue
 

suspension
 

into
 

the
 

breast
 

pad
 

and
 

a
 

VX2
 

cell
 

suspension
 

intravenously.
 

The
 

lung
 

metastasis
 

rate
 

was
 

100%.
 

The
 

blood
 

of
 

the
 

model
 

rabbits
 

was
 

in
 

a
 

hypercoagulable
 

state.
 

The
 

levels
 

of
 

PLT,
 

MPV,
 

and
 

PCT
 

increased
 

significantly
 

from
 

14
 

to
 

42
 

days,
 

the
 

PT,
 

APTT,
 

and
 

TT
 

indexes
 

were
 

significantly
 

shortened,
 

and
 

the
 

contents
 

of
 

FIB
 

and
 

D-dimer
 

were
 

significantly
 

increased
 

from
 

10
 

to
 

30
 

days.
 

The
 

levels
 

of
 

CD63,
 

CD62P
 

and
 

TXB2
 in

 

serum,
 

and
 

GMP-140
 

in
 

plasma,
 

increased
 

significantly.
 

Tumor
 

cells
 

increased
 

in
 

number,
 

appeared
 

loosely
 

arranged,
 

and
 

were
 

infiltrated
 

by
 

inflammatory
 

cells
 

in
 

the
 

mammary
 

gland
 

of
 

model
 

rabbits.
 

A
 

tumor
 

cell
 

mass
 

with
 

hemorrhage
 

and
 

necrosis
 

was
 

observed
 

in
 

the
 

lung
 

tissue,
 

which
 

contained
 

hemosiderin
 

deposition. Conclusions　 The
 

blood
 

circulation
 

in
 

the
 

rabbit
 

model
 

of
 

breast
 

cancer
 

lung
 

metastasis
 

was
 

abnormal,
 

and
 

this
 

manifested
 

as
 

platelet
 

activation
 

and
 

a
 

hypercoagulable
 

state
 

in
 

the
 

blood.
【Keywords】　 breast
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lung
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platelet
 

activation;
 

blood
 

coagulation
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　 　 2020 年全球最新癌症负担数据显示乳腺癌成

为全球第一大癌症,其全球新发病例占新发癌症总

数的 11. 7%,也是全球女性癌症死亡的首位原因,
占总数的 15. 5%[1] 。 目前,临床采用改良根治手术

的方法治疗乳腺癌,但术后复发转移仍是引起患者

死亡的最主要原因[2] ,乳腺癌转移患者中 21%
 

~
 

32%发生于肺[3] ,经血液肺转移是乳腺癌转移复发

的主要途径,乳腺癌患者的血液存在一定程度的高

凝状态,不仅血小板数量显著上升,同时血小板功

能也显著改变[4] 。 研究发现血小板能引起乳腺癌

肿瘤细胞侵袭、转移,帮助肿瘤细胞逃脱免疫系统

的攻击杀伤[5] 。 乳腺癌血行肺转移动物模型已有

研究,但模型动物血液血小板与凝血功能变化规律

研究鲜见报道,本文从血小板活化和凝血状态的角

度探讨乳腺癌血行肺转移模型家兔血液微环境的

变化规律,为乳腺癌血行肺转移相关研究提供依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级新西兰白兔,3 月龄,雄性 2 只,体重 2. 5
 

kg;雌性 12 只,未孕,体重 1. 5
 

~
 

2. 0
 

kg,均由中国

农业科学院兰州兽医研究所实验动物中心提供

【SCXK(甘)2020-0001】,生长兔配合饲料由临沂市

瑞泰饲料有限公司提供,实验操作均在甘肃中医药

大学科研实验中心 SPF 级动物实验室进行【 SYXK
(甘)2020-0003】,所有家兔均分笼饲养,每笼 1 只,
自由进食及饮水。 室温(25. 0

 

±
 

0. 5)℃ ,相对湿度

(55%
 

±
 

5%),明暗各 12
 

h,适应 7
 

d 开始实验,实验

方案经甘肃中医药大学实验动物伦理委员会批准

(2019-SY011)。

1. 1. 2　 瘤株

VX2 兔实体瘤组织,由广州吉妮欧生物科技有

限公司提供。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

阿司匹林肠溶片(由 Bayer
 

S. p. A. 生产,国药

准字 J20171021,批号 BJ52622)。 大鼠抗血浆 α 颗

粒膜蛋白 ( GMP-140) ELISA 试剂盒、大鼠血栓素

(TXB2 ) ELISA 试剂盒、大鼠血小板 α 颗粒膜蛋白

(CD62P) ELISA 试剂盒、大鼠 CD63 分子 ( CD63)
ELISA 试剂盒,均购自上海江莱实业股份有限公司,
批号分别为 JL10386、JL12324、JL50846 和 JL20774。

电子天平 ( 北京赛多利斯仪器系统有限公

司) ;电动组织匀浆器(宁波新芝生物科技股份有

限公司) ;低温高速离心机(德国 Kendro 公司) ;光
学显微镜(日本尼康公司) ;全自动血液细胞分析

仪(深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司) ;全自

动血凝仪 ( 郑州瑞郎光学光源医疗电子有限公

司) ;酶标仪(美国 Thermo 公司) ;生物组织包埋机

( JB-P5,武汉俊杰电子有限公司) ;病理切片机

( RM2016,德国徕卡) ;组织摊片机( KD-P,郑州博

邦仪器有限公司) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 VX2 兔实体瘤在体培养

参考文献[6-7]并改进,将液氮保存的 VX2 兔实

体瘤组织于 37℃ 水浴解冻、复苏后,按肿瘤组织与

生理盐水 1 ∶ 9(质量(g):体积( mL))比例,用组织

匀浆器制备悬液。 取雄性新西兰白兔 2 只,麻醉,取
1

 

mL 组织悬液注入兔右侧后腿外侧肌内,单笼饲

养。 每天观察各兔的活动、饮食状态,每 3
 

d 检视

1 次接种部位肿瘤生长情况,直至接种部位可见实

体瘤形成。
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1. 2. 2　 VX2 肿瘤组织悬液制备

家兔后腿外侧肌瘤体直径大于 1
 

cm 时进行瘤

体剥离,用 8%硫化钠对兔右侧后腿瘤体所在部位

脱毛,麻醉,常规消毒无菌条件下剥离实性瘤体,瘤
体用生理盐水冲洗后,切除边缘纤维结缔组织,置
于有生理盐水的无菌培养皿中将瘤块剪碎,按质

量 ∶体积比1 ∶9(肿瘤组织:生理盐水)用组织匀浆器

制备肿瘤组织悬液,备用。
1. 2. 3　 VX2 细胞悬液制备

参考文献[8-9] 并改进,取 20
 

mL
 

VX2 组织悬液

在低温条件下(4℃ )1500
 

r / min 离心 5
 

min,弃上清

液;用 200 目细胞滤网过滤,置于冰预冷的试管内,
1500

 

r / min 离心 5
 

min,弃上清液,试管内加入适量

PBS 液轻轻振荡混匀,用 300 目细胞滤网过滤,去细

胞团块,500
 

r / min 离心 5
 

min,弃上清液,再加 15
 

mL
 

PBS 液混匀,显微镜下细胞计数并调整浓度约

为 1
 

×
 

106 / mL。
1. 2. 4　 乳腺癌血行肺转移家兔模型建立

取雌性兔 12 只,体重 1. 5
 

~
 

2. 0
 

kg,随机抽取 6
只作为模型组,麻醉,仰位固定,用碘伏消毒,在左

侧第 3 乳房乳垫注射组织悬液每只 0. 3
 

mL,确认无

出血无渗出后,碘伏消毒;模型组家兔再经耳缘静

脉注入 VX2 细胞悬液每只 0. 3
 

mL;剩余 6 只作为正

常组,注射等容量生理盐水,所有家兔单笼饲养。
1. 2. 5　 检测指标

(1)一般状态:观察各组家兔精神状态、饮食情

况。 若有家兔死亡,记录死亡时间,并大体解剖。
每 7

 

d 称体重 1 次,并用卡尺测量家兔乳腺移植性

肿瘤的长、短径,计算肿瘤体积,肿瘤体积( mm3 ) =
0. 5×长径(mm) ×(短径(mm)) 2。

(2)血小板相关参数检测:各组家兔每 7
 

d 耳缘

静脉采血 20
 

μL,置于含有 40
 

μL
 

EDTA 的 EP 管中,
用 全 自 动 血 液 细 胞 分 析 仪 检 测 PLT、 MPV、
PDW、PCT。

(3)凝血指标检测:各组家兔每 10
 

d 麻醉后,用
含有柠檬酸钠的抗凝管心脏采血 2

 

mL,充分混匀,
4℃条件下 1500

 

r / min 离心 15
 

min,分离血浆,用全

自动血凝仪测定血浆 PT、APTT、TT、FIB 及 D-D 二

聚体。
(4)血小板活化因子检测:造模第 42 天,麻醉

家兔,心脏取血约 5
 

mL,室温静置 2
 

h,以 1500
 

r / min
离心 20

 

min, 分离血清; 心脏取血 2
 

mL 置于含

EDTA 的抗凝管中,充分混匀,4℃条件下 1500
 

r / min

离心 15
 

min,分离血浆;ELISA 法检测血清 CD62P、
CD63、TXB2 及血浆 GMP-140 含量。

(5)肿瘤组织、肺组织形态检测:造模第 42 天,
各家兔心脏取血后,静脉空气栓法处死,模型组在

移植瘤所在乳房局部脱毛、消毒、切口,摘取实体瘤

组织,正常组取部分乳垫;开胸,取出全部肺,用生

理盐水清洗表面血渍,检视大体形态。 取部分实体

瘤块和右肺组织,用 10% 甲醛固定,石蜡包埋、切

片,HE 染色,光镜下观察组织形态学变化。
1. 3　 统计学分析

所有数据采用 SPSS
 

19. 0 软件进行处理,符合

正态分布的数据采用平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s) 表

示,不符合正态分布则采用中位数表示,采用独立

样本 t 检验、重复测量方差分析(正态分布) 或秩

和检验(非正态分布)进行比较,P
 

<
 

0. 05 有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 一般状态

正常组家兔和模型组家兔造模前状态良好、
反应灵敏、活泼好动、毛色洁白有光泽、饮食正常、
体表未见肿块、乳房未见异常、大小便正常。 造模

后 1
 

~
 

21
 

d,模型组 6 只家兔精神状态较好,与造

模前无明显差异,体重增加。 第 28
 

~
 

42 天,模型

组家兔精神状态逐渐变差,反应迟钝,活动量减

少,毛色暗淡杂乱,局部脱落,饮食减少,体重逐渐

下降(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01) ,42
 

d 内无家兔死亡

(见图 1) 。

注:与正常组相比,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 1　 各组家兔体重变化情况(n
 

=
 

6)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Body
 

weight
 

change
 

of
 

rabbits(n
 

=
 

6)
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2. 2　 肿瘤生长情况

正常组家兔在实验期间乳房未见明显变化,躯
体各部位未见实体肿块。 模型组家兔造模 7

 

d 后,
左侧第 3 乳房部位肉眼可见小结节,质硬,瘤体边界

清楚,形状规则,触诊活动度较差,第 14 天肿瘤体积

明显增大,但均无统计学意义;第 21
 

~
 

42 天,移植

瘤体积迅速增大(P
 

<
 

0. 01),个别家兔移植部位皮

肤溃烂,渗血、结痂(见图 2)。

图 2　 各组家兔肿瘤体积变化情况(n
 

=
 

6)
Figure

 

2　 Changes
 

of
 

tumor
 

volume
 

in
 

rabbits(n
 

=
 

6)

图 3　 家兔外周血血小板相关参数变化(n
 

=
 

6)
Figure

 

3　 Changes
 

of
 

platelet
 

related
 

parameters
 

in
 

rabbit
 

peripheral
 

blood(n
 

=
 

6)

2. 3　 外周血血小板相关参数变化

造模前及造模第 7 天,各组家兔 PLT、MPV 无

显著性差异;与正常组相比,造模第 14
 

~
 

42 天,模
型组家兔 PLT 和 MPV 明显升高 (P

 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)。 造模前各组家兔外周血 PCT 无显著性差

异;与正常组相比,造模第 14
 

~
 

42 天,模型组家兔

外周血 PCT 均逐渐升高(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)。 实

验期间,各组家兔外周血 PDW 均无显著性差异。
结果提示模型家兔血小板的数量和功能发生了明

显改变,表现为血小板活化和数量增多(见图 3)。
2. 4　 外周血 PT、APTT、TT、FIB 和 D-二聚体含量

变化

造模前,各组家兔外周血 PT、APTT、TT、FIB 和

D-二聚体含量均无显著性差异;与正常组相比,造
模第 10、20、30 天,模型组家兔 PT、APTT、TT 均明显

缩短(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01),且随时间延长,缩短幅

度加大;第 10、20、30 天,模型组家兔 FIB、D-二聚体

含量均明显升高(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01),表明模型组

家兔外周血凝血速度加快,纤维蛋白降解程度较高

(见图 4)。
2. 5　 血清 CD62P 和 CD63 含量变化

造模第 42 天,与正常组比,模型组家兔血清

CD62P 和 CD63 含量显著升高(P
 

<
 

0. 01)(图 5)。
2. 6　 血清 TXB2 和血浆 GMP-140 含量变化

造模第 42 天,与正常组相比,模型组家兔血清

TXB2 和血浆 GMP-140 含量均显著升高(P
 

<
 

0. 01)
(见图 6)。
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图 4　 家兔外周血 PT、APTT、TT、FIB 和 D-二聚体变化(n
 

=
 

6)
Figure

 

4　 Changes
 

of
 

PT,
 

APTT,
 

TT,
 

FIB
 

and
 

D-dimer
 

in
 

rabbit
 

peripheral
 

blood(n
 

=
 

6)

图 6　 家兔血浆 TXB2 和 GMP-140 含量变化(n
 

=
 

6)

Figure
 

6　 Changes
 

of
 

plasma
 

TXB2
 and

 

GMP-140
 

in
 

rabbits(n
 

=
 

6)

图 5　 兔血清 CD62P 和 CD63 含量变化(n
 

=
 

6)
Figure

 

5　 Changes
 

of
 

CD62P
 

and
 

CD63
 

in
 

rabbit
 

serum(n
 

=
 

6)

2. 7　 肿瘤组织形态变化

正常组家兔各乳房部位及全身未见肿块,皮

肤及乳垫组织 HE 染色后光镜下可见腺体细胞完

整、排列整齐紧密,大小均一,未见炎性细胞;模

型组家兔可见移植部位的瘤体呈结节状,与周围

组织边界清晰,质韧,剥离切开后内见肿瘤血管

丰富、不同程度灶性坏死、出血;HE 染色后光镜

下可肿瘤细胞排列紧密,大小不等,呈不规则的

团块状或条索状,核大,染色较深,多见瘤巨细胞

和多倍体细胞,易见核分裂,大量炎性胞浸润(见

图 7) 。
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2. 8　 肺组织形态变化

正常组家兔肺组织柔软红润,表面光滑,形态

正常,HE 染色后光镜下可见肺泡腔呈空泡状、薄壁

结构,大小均匀;模型组家兔肺组织不同程度充血,

表面多处可见明显肿瘤转移灶,边界清晰,镜下可

见瘤细胞弥漫性分布,大小不一、质实、染色深,转
移瘤细胞排列紧密、核大深染、核膜清晰、核仁明

显,核分裂增多(见图 8)。

图 7　 家兔乳腺肿瘤组织形态的变化

Figure
 

7　 Histological
 

changes
 

of
 

breast
 

tumors
 

in
 

rabbits

图 8　 家兔肺组织形态的变化

Figure
 

8　 Morphological
 

changes
 

of
 

lung
 

tissue
 

in
 

rabbits

3　 讨论

恶性肿瘤的血行转移是一个复杂的过程,近年

来,肿瘤血行转移血液环境因素对肿瘤转移的影响

越来越受到人们的重视,尤其血小板的变化是研究

的热点。 有证据表明,在恶性间皮瘤、妇科恶性肿

瘤、肾、胃、结肠直肠癌和乳腺癌等多种恶性肿瘤中

都存在血小板活化现象[10-11] ,且血小板聚集和活化

现象越明显,血行转移也越多;相反,研究发现加入

抗血小板药物如肝素、阿司匹林等可明显减弱肿瘤

的转移[12-13] 。
乳腺癌动物模型包含自发型、诱发型、移植型、

转基因型等,每种模型都有各自的特点和应用条

件,其中移植性乳腺癌动物模型,造模周期短,成本

低,肿瘤生长速度和个体差异较小,成功率高[14] 。
乳腺癌是伴有远处转移最常见的恶性肿瘤之一,癌
细胞直接或经血行传播侵入血循环而至远处转移,
其中最常见的远处转移部位为肺[15] 。 有研究比较

了皮下接种、乳垫接种、尾静脉接种、心内接种 4 种

方法制备的小鼠乳腺癌移植瘤模型肿瘤进展与转

归情况。 结果显示,皮下接种无转移,乳垫接种出

现肺部转移,尾静脉接种瘤细胞主要集中于肺部,
心内接种组瘤细胞呈现全身播散,认为乳垫接种制

备的移植瘤模型,操作简便,与临床病理过程相近,
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适合乳腺癌的基础与药理研究;尾静脉接种适合进

行乳腺癌肺转移的研究[16] 。
综合前期研究报道,我们发现乳腺癌血行肺转

移动物模型通常采用 BALB / c 纯系小鼠尾静脉注

射[17] ,或第二乳头的脂肪垫注射[18] 4T1 乳腺癌细胞

株,均成功建立乳腺癌肺转移小鼠模型。 但家兔乳

腺癌肺转移模型报道较少,其实家兔比小鼠在该模

型复制中有更多的优势,如血液样本、组织标本载

量大,可以更好的进行动态检测等。 我们选用体型

较大的家兔做为模式生物,并改进了乳腺癌血行肺

转移家兔模型,技术要点包括乳腺癌家兔模型的复

制和乳腺癌家兔肿瘤肺转移模型的两部分,首先建

立移植性乳腺癌家兔模型尤为重要,用 VX2 组织悬

液乳垫注射法操作简便、成瘤率高,是理想的模型

制作方法,可在短期内提供生长迅速、性质稳定、容
易发生多组织脏器转移的移植性乳腺癌兔模型,动
物模型病程进展和人类转移性乳腺癌相似,且肿瘤

出现时间为 21
 

d,与文献报道一致[6,19] ,尤其在第

42 天未见家兔死亡,提示更适宜于长疗程药物的药

效学实验。
在成功复制移植性乳腺癌家兔模型的基础上,

经耳缘静脉给予 VX2 细胞悬液进行血行刺激建立

BCLM 家兔模型,所有模型组家兔肺部均存在转移

灶,成模率 100%。 两种因素复合刺激所建立的

BCLM 家兔模型既符合临床病理过程,又符合靶向

性较高的肺转移研究,为进一步研究乳腺癌的肺转

移的药效学实验提供了可靠的方法学基础。
本研究所建立的 BCLM 模型家兔血液系统环境

异常,血小板数量和活性明显增高,血液出现高凝

血状态,也存在纤维蛋白降解加速等,与临床乳腺

癌晚期患者凝血异常、血栓增多等并发症基本吻

合[20] 。 本研究对肿瘤细胞与血小板之间的相互作

用尚未进一步验证和阐述,理论上讲当肿瘤细胞在

肺泡间微血管中传输时,分泌的细胞因子刺激血小

板活化,导致血小板聚集和肿瘤细胞-血小板栓子

形成,形成癌栓,可以通过血栓弹力图进行表征;当
模型家兔肿瘤细胞游离入血时,体内血小板就会被

肿瘤细胞激活,从而处于过度活化状态。 这也是肿

瘤患者血液普遍存在高凝状态的原因之一,亦需要

在药效学研究过程中加以评估。
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自发矮小症突变大鼠家系的建立及其主要生物学
特性测定

包峰云,龙红,秦廷洋,霍春茂,唐克桐,张仕斌∗

(贵州遵义医科大学实验动物中心,贵州
 

遵义　 563006)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立自发常染色体显性突变矮小症 SD 大鼠模型家系,测定其主要生物学特性数据。
  

方法
 

将封闭群 SD 大鼠生产群中出现的矮小症突变个体扩群繁殖建立家系,统计后代中矮小症与正常个体的性状分离

比例,鉴定其遗传模式;测定家系个体的体重、体尺,主要脏器重量及指数,血液生理(18 项)生化(20 项)等指标以

及繁殖性能等数据,明确突变个体的表型特征及生物学特性。 结果　 建立了自发常染色体显性突变的矮小症 SD
大鼠封闭群家系,家系暂时命名为 SSR;成年(12 周龄) SSR 体重分别为野生型的 57%(􀳜)和 65%( ♀),差异极具

显著(P
 

<
 

0. 01);成年 SSR 体长、尾长、胫骨长、股骨长等体尺数据以及主要脏器(心、肝、脾、肺、肾、睾丸 / 卵巢)重

量均显著低于野生型大鼠(P
 

<
 

0. 01);成年 SSR 胫骨长、股骨长指数及主要脏器(心、肝、脾、肺、肾、睾丸 / 卵巢)指

数与野生型之间无显著性差异(P
 

>
 

0. 05);成年雌性 SSR 生殖器官发育正常,但不排卵。 结论　 建立了能稳定遗

传的自发常染色体显性突变的矮小症 SD 大鼠家系,可作为人类生长发育及生殖功能研究的动物模型。
【关键词】 　 矮小症;SD 大鼠;动物模型;表型鉴定　
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【Abstract】　 Objective　 The
 

aim
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

establish
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

spontaneous
 

short
 

stature
 

associated
 

with
 

female
 

infertility.
 

The
 

main
 

biological
 

characteristics
 

of
 

the
 

rat
 

model
 

were
 

then
 

identified. Methods　 The
 

pedigree
 

of
 

mutant
 

individuals
 

with
 

a
 

short
 

stature
 

in
 

the
 

production
 

group
 

of
 

SD
 

rats
 

was
 

established
 

by
 

expanding
 

the
 

population.
 

The
 

proportion
 

of
 

offspring
 

of
 

mutant
 

individuals
 

with
 

a
 

short
 

stature
 

and
 

that
 

of
 

the
 

normal
 

individuals
 

was
 

calculated
 

and
 

the
 

genetic
 

model
 

was
 

identified.
 

Weight,
 

body
 

size,
 

weight
 

and
 

index
 

of
 

main
 

organs,
 

blood
 

physiology
 

( 18
 

items),
 

biochemistry
 

( 20
 

items ),
 

and
 

reproductive
 

performance
 

of
 

the
 

mutant
 

individuals
 

were
 

determined
 

to
 

clarify
 

their
 

phenotypic
 

characteristics
 

and
 

biological
 

characteristics. Results　 A
 

family
 

of
 

SD
 

rats
 

with
 

idiopathic
 

autosomal
 

dominant
 

mutations
 

was
 

established,
 

which
 

was
 

named
 

SSR. Adult
 

(12
 

weeks
 

old)
 

SSR
 

rat
 

weights
 

were
 

57%
 

of
 

wildtype
 

( 􀳜) and
 

65%
 

(♀),Very
 

significant
 

difference
 

(P
 

<
 

0. 01)
 

. The
 

body
 

length,
 

tail
 

length,
 

tibia
 

length,
 

femur
 

length
 

and
 

other
 

body
 

size
 

data
 

of
 

adult
 

SSR
 

and
 

the
 

weight
 

of
 

main
 

organs
 

( heart,
 

liver,
 

spleen,
 

lungs,
 

kidneys,
 

testes / ovaries)
 

were
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significantly
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

wild
 

type
 

rats
 

(P
 

<
 

0. 01);
 

There
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

adult
 

SSR
 

rat
 

shinbone
 

length,
 

femoral
 

bone
 

length
 

index,
 

or
 

major
 

organ
 

indexes,
 

compared
 

with
 

the
 

wildtype
 

( P
 

>
 

0. 05 ).
 

Reproductive
 

organ
 

development
 

of
 

adult
 

female
 

rats
 

was
 

normal,
 

but
 

ovulation
 

was
 

not
 

observed. Conclusions
 

Spontaneous
 

autosomal
 

dominant
 

mutations
 

in
 

dwarfism
 

lines
 

that
 

can
 

be
 

stably
 

inherited
 

were
 

established,
 

which
 

can
 

be
 

used
 

as
 

an
 

applied
 

study
 

for
 

human
 

growth
 

and
 

infertility
 

models.
 

Female
 

individuals
 

were
 

found
 

to
 

be
 

infertile
 

during
 

the
 

study,
 

but
 

further
 

studies
 

are
 

needed
 

to
 

determine
 

whether
 

infertile
 

individuals
 

can
 

have
 

children.
【Keywords】　 short

 

stature;
 

SD
 

rat;
 

animal
 

model;
 

phenotypic
 

identification
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　 　 矮小症(short
 

stature,SS)是影响人口素质的重

要因素之一,我国儿童矮小症患病率约 3%[1] ,即约

有 800 万矮小症患儿,并且以 16. 1 万的年增速递

增。 因此,开展矮小症病因诊断、干预、预后、预防

研究对于提高人口素质具有非常重要的现实意义

和社会意义。 矮小症常见的病因包括:骨骼系统疾

病如软骨发育不良[2] ;先天性酶的代谢缺陷如粘多

糖病和肝糖原累积症[3] ;内分泌激素分泌不足[4] ,
甲状腺功能减退[5] (克汀病) 等等。 矮小症的病因

仅通过临床评估能发现的不超过 40%[6] ,大部分的

病因都与遗传有关,需要通过基因检测明确和诊断。
动物模型是开展人类矮小症研究必不可少的

工具。 有 4 种比较著名和常用的自发常染色体隐性

突变矮小症啮齿类模型:Snell 小鼠(dw)、Ames 小鼠

(df)、 spontaneous
 

dwarf 大鼠 ( SDR) 和 Little 小鼠

(lt)。 dw 小鼠是由编码脑垂体转录因子 Pit-1 基因

发生点突变引起的,突变后导致 3 种脑垂体细胞系

发育障碍[7] ;df 小鼠则是由于转录因子 Prop-1 基因

发生突变,通过 Pit-1 基因的激活因子发生作用

的[8] ;SDR 大鼠主要是生长激素( GH) 调控的基因

发生了突变[9] ;lt 小鼠则是由于编码生长激素释放

激素受体的基因发生了错义突变,导致生长激素释

放激素受体失去了与生长素释放激素特定结合的

能力[10] 。 矮小症动物模型除主要用于生长发育相

关研究外,也在睡眠[11-12] 、认知[13] 、应激[14] 、能量代

谢[15] 、抗肿瘤[16-18] 等方面开展了相关性及机制的

应用研究,凸显出越来越广泛的新的应用价值。 矮

小症动物模型更多的应用特性及其机理则需要开

展更广泛深入的研究。
国内陈芷沅教授[19] 最早于 1982 年在津白 3

(TA3)小鼠群体中发现矮小症小鼠,经过十多年的

繁殖与选种培育成近交系。 姚菊芳等[20] 于 2016 年

在 Wistar 大鼠繁育群中意外发现矮小突变个体,经
过 22 ~ 23 代全同胞兄妹交配培育成近交系,但未鉴

定到致病基因。 Cui 等[21] 于 2015 年利用锌指核酸

酶技术(ZFNs)制备了生长激素受体( GHR)基因突

变的矮小症小型猪模型。 Yu 等[22] 又于 2018 年利

用 dual-sgRNAs / Cas9system 制备了 GHR 基因修饰

的矮小症小型猪。 尽管如此,国内矮小症动物模型

资源仍显稀少。
遵义医科大学实验动物中心在封闭群 SD 大鼠

的繁育过程中偶然发现 2 只自发矮小症的雄性个

体,本研究通过将突变个体与野生型个体配种进行

扩群繁殖建立家系,初步对家系个体进行了表型特

征及遗传模式的鉴定。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

用于创建家系的 2 只 SPF 级雄性矮小症突变

SD 大鼠和 6 只雌性野生型 SD 大鼠,体重分别为

160~ 190 g 和 270 ~ 290 g,均 12 周龄,遗传背景为封

闭群,来源于遵义医科大学实验动物中心【 SCXK
(黔)2021-0002】,饲养于本中心 SPF 级大鼠饲养室

【SYXK(黔)2021-0004】。 实验大鼠饲养期间自由

饮水,饲喂由江苏省协同医药生物工程责任有限公

司【苏饲证(2019) 01008】提供的生长繁殖饲料,饲
养环境: 昼夜各半循环照明, 温度控制在 20

 

~
 

26℃ ,相对湿度控制在 40%
 

~
 

70%。 动物实验符合

遵义医科大学实验动物福利伦理管理相关要求

(ZMU22-2203-530)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

孕马血清促性腺激素( PMSG),人绒毛膜促性

腺激素(hCG)(宁波第二激素厂)。
FA2204 电子天平(上海浦春计量仪器有限公

司);不锈钢直尺;HF-400B 型宠物 DR(江苏康派医

疗科技有限公司);斯玛特 SMT-120VP 生化分析仪

(成都斯马特科技有限公司);迈瑞 BC-2800Vet 动

物专用血细胞分析仪(深圳迈瑞生物医疗电子股份

有限公司)。
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1. 2　 方法

1. 2. 1　 矮小症突变大鼠扩群繁殖建立家系及其遗

传模式鉴定

将 2 只 12 周龄矮小症雄性 SD 大鼠按 1 ∶ 3 与

野生型雌鼠合笼配种,在出生的 F1 代个体中,将体

重小于群体均值 2 倍标准差者判定为矮小症突变个

体,计算突变型与野生型分离比例,作遗传性卡方

检验以判定其遗传模式。 对建立的矮小症 SD 大鼠

家系按照国际标准命名法则进行命名。
1. 2. 2　 生长曲线及成年大鼠体重、体尺测量以及骨

发育情况检测

使用电子秤直接测定 3 周龄(离乳)至 12 周龄

(成年)各周龄大鼠体重,按性别及性状分组作生长

曲线,并以 12 周龄体重数据作差异显著性检验;使
用不锈钢直尺测定 12 周龄大鼠体长、尾长;使用

HF-400B 型宠物 DR 对成年大鼠进行 X 光拍摄,着
重观察长骨(胫骨及股骨)软骨发育情况及其之间

关节腔间隙大小,测量胫骨长及股骨长,同时分别

计算胫骨长指数及股骨长指数,按不同性别及不同

性状作差异显著性检验。 胫骨长指数和股骨长指

数可分别反映这 2 种长骨的发育情况,计算方法为:
胫骨长指数 = 胫骨长 / 体长

 

×
 

100%,股骨长指数 =
股骨长 / 体长

 

×
 

100%,数值偏小表明发育不良。
1. 2. 3　 成年脏器重量及指数

使用电子天平测定 12 周龄矮小症大鼠和野生

型大鼠主要脏器重量,计数脏器指数并进行差异显

著性检验。
1. 2. 4　 成年血液生理生化指标

采用眼眶静脉丛采血方法采集 12 周龄大鼠全

血用于测定 18 项血液生理指标及 20 项血液生化指

标。 18 项血液生理指标例如白细胞总数( WBC)、
淋巴细胞数目( Lymph)、单核细胞数目( Mon)等分

别按不同性别及不同性状作差异显著性检验;20 项

血液生化指标例如白蛋白( ALB)、总蛋白( TP)、球
蛋白(GLOB)等各项指标分别按不同性别及不同性

状作差异显著性检验。
1. 2. 5　 成年雌性矮小症大鼠发情周期及排卵检测

选择 6 只成年矮小症雌性大鼠,采用阴道涂片

方法连续 5
 

d 检测其发情情况。 采用超数排卵方法

检测成年矮小症雌性大鼠是否排卵:对 6 只成年矮

小症雌性大鼠于 16:00 开始每只注射 10
 

IU
 

PMSG,
间隔 48

 

h 后每只注射 10
 

IU
 

hCG,注射 hCG 后按

1 ∶ 1 与野生型雄鼠合笼,合笼后第 2 天 9:00 采用

麻醉呼吸机麻醉大鼠,然后采用颈椎脱位法处死大

鼠,接着解剖大鼠剪取输卵管,在体视显微镜下划

开输卵管膨大部采集受精卵并计数。
1. 3　 统计学分析

测定数值以平均值
 

±
 

标准差( x-
 

±
 

s)表示,采用

独立 t 检验作差异显著性分析,P
 

<
 

0. 05 为差异有

统计学意义。

2　 结果
 

2. 1　 矮小症大鼠命名及遗传模式鉴定

参照国际命名法则,暂时将矮小症大鼠命名为

SSR(short
 

stature
 

rat,SSR)。 将 2 只 SSR 雄鼠与野

生型雌鼠交配后,获得的 82 只 F1 代个体中突变型

个体 39 只(18􀳜21♀),野生型个体 43 只(20􀳜23
♀),性状分离比例符合 1 ︰ 1 的分配比例,性状在

不同性别间无差异分布,卡方适合性检验(表 1)表

明矮小症性状遗传模式符合常染色体单基因显性

遗传的孟德尔定律。

表 1　 矮小症 SD 大鼠家系 F1 代性状统计及卡方检验

Table
 

1　 Trait
 

statistics
 

and
 

chi
 

square
 

test
 

of
 

F1
 

generation
 

of
 

short
 

stature
 

SD
 

rats
性状类别
Traits

 

type
观察次数

O
理论次数

E O-E χ
c

2

突变型
MT 39 41 -2 0. 0548

野生型
WT 43 41 2 0. 0548

总和
Total 82 82 0 0. 1096

注:χ2
c = ∑ ( | O-E | - 0. 5) 2

E
= 0. 1096 < χ2

0. 05(1)

2. 2　 SSR 生长曲线及成年体重、体尺数据以及骨

发育情况

生长曲线(图 1A)显示,SSR 从 3 周龄至 12 周龄

各周龄体重均明显小于同年龄、同性别野生型大鼠。
两种性别成年 SSR 体重分别为野生型的 57%(􀳜)和
65%(♀),差异极具显著性(P

 

<
 

0. 01,图 1A)。 成年

SSR 大鼠与野生型个体外观比较见图 1B,成年 SSR
体长(图 1C)、尾长(图 1D)均低于同年龄、同性别野

生型大鼠,差异极具显著性(P
 

<
 

0. 01)。
成年 SSR 长骨关节间隙未见增大(图 2A),表

明长骨软骨发育未见异常,股骨长(图 2B)、胫骨长

(图 2C)均低于同年龄、同性别野生型大鼠,差异极

具显著性(P
 

<
 

0. 01),而胫骨长及股骨长占体长比

例在不同性别及性状间差异不显著 ( 表 2, P >
0. 05),表明 SSR 长骨发育相对正常,为匀称型身材

矮小症。
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注:与雌性野生型相比,∗∗∗P
 

<
 

0. 01;与雄性野生型相比,###P
 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 1　 SSR 生长曲线、成年体重及体尺比较

Note.
 

Compared
 

with
 

females
 

WT,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 01. Compared
 

with
 

males
 

WT,
 ###P

 

<
 

0. 01. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Growth
 

curves
 

of
 

SSR
 

and
 

macroscopic
 

findings
 

regarding
 

body
 

weight,
 

body
 

length
 

and
 

tail
 

length

图 2　 X 光显示 SSR 骨发育情况及胫骨、股骨长度比较

Figure
 

2　 Radio
 

graphic
 

findings
 

regarding
 

the
 

lengths
 

of
 

the
 

femur
 

and
 

tibia
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表 2　 成年 SSR 与野生型大鼠体尺(胫骨长、
股骨长)指数比较(n= 10)

Table
 

2　 Body
 

size
 

(tibia
 

lengths
 

and
 

femur
 

lengths)
 

indexs
 

of
 

adult
 

SSR
 

and
 

widetype
 

rats(n= 10)
性别
Sex

胫骨长指数
Tibia

 

length
 

index
股骨长指数

Femur
 

length
 

index

雄性(♂)
Males(♂)

SSR 10. 24
 

±
 

0. 66 8. 84
 

±
 

0. 43

WT 9. 92
 

±
 

0. 46 8. 76
 

±
 

0. 45

雌性(♀)
Female(♀)

SSR 9. 98
 

±
 

0. 46 8. 77
 

±
 

0. 48

WT 10. 23
 

±
 

0. 27 9. 09
 

±
 

0. 20

2. 3　 成年 SSR 脏器重量及指数

成年 SSR 与野生型大鼠主要脏器重量比较见

表 3,除卵巢外,SSR 的心、肝、脾、肺、肾及睾丸重量

均显著低于野生型大鼠(P
 

<
 

0. 01)。
脏器指数中(见表 4),成年雄性及雌性 SSR 的

肝指数均显著低于野生型大鼠,而成年雄性 SSR 睾

丸指数显著高于野生型大鼠。
2. 4　 成年 SSR 与野生型大鼠血液生理生化指标

比较

18 项血液生理指标测定结果中雄性 SSR 淋巴

细胞百分比、单核细胞百分比、中性粒细胞百分比,
较野生型差异极显著(P

 

<
 

0. 01),雌性 SSR 白细胞

总数、淋巴细胞数目,较野生型相比显著性差异

(P
 

<
 

0. 05)。 20 项血液生化指标测定结果中雌雄

SSR 较野生型各项指标无显著性差异(P
 

>
 

0. 05)
(见表 5,表 6)。
2. 5　 成年雌性 SSR 繁殖能力检测

阴道涂片检测见图 3,未发现成年雌性 SSR 发

情周期异常;超数排卵实验表明,成年雌性 SSR 未

发生排卵,但对卵巢组织进行病理切片 HE 染色,观
察到卵泡发育(见图 4)。 导致雌性 SSR 不孕的病理

原因还需进一步检测。

表 3　 成年 SSR 与野生型大鼠主要脏器重量比较

Table
 

3　 Main
 

organ
 

weights
 

of
 

adult
 

SSR
 

and
 

wide
 

type
 

rats

性别
Sex

心
Heart

肝
Liver

脾
Spleen

肺
Lung

肾
Kidney

睾丸
Testis

卵巢
Ovary

雄性(♂) SSR(n
 

=
 

11) 0. 73
 

±
 

0. 11∗∗ 6. 78
 

±
 

1. 36∗∗ 0. 31
 

±
 

0. 04∗∗ 1. 23
 

±
 

0. 28∗∗ 1. 33
 

±
 

0. 21∗∗ 2. 39
 

±
 

0. 27∗∗ -

Males(♂) WT(n
 

=
 

12) 1. 56
 

±
 

0. 36 20. 55
 

±
 

2. 99 0. 72
 

±
 

0. 09 3. 28
 

±
 

1. 25 3. 37
 

±
 

0. 43 3. 37
 

±
 

0. 48 -

雌性(♀) SSR(n
 

=
 

15) 0. 62
 

±
 

0. 08∗∗ 6. 32
 

±
 

1. 01∗∗ 0. 29
 

±
 

0. 06∗∗ 1. 18
 

±
 

0. 26∗∗ 1. 22
 

±
 

0. 17∗∗ - 0. 11
 

±
 

0. 06

Female(♀) WT(n
 

=
 

12) 1. 08
 

±
 

0. 20 14. 48
 

±
 

4. 41 0. 74
 

±
 

0. 32 2. 43
 

±
 

1. 38 2. 40
 

±
 

0. 26 - 0. 11
 

±
 

0. 02

注:与野生型比较,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01。 (下表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

WT,
 ∗P

 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

tables)

表 4　 成年 SSR 与野生型大鼠主要脏器指数比较

Table
 

4　 Organ
 

indexs
 

of
 

adult
 

SSR
 

and
 

wide
 

type
 

rats

性别
Sex

心
Heart

肝
Live

脾
Spleen

肺
Lung

肾
Kidney

睾丸
Testis

卵巢
Ovary

雄性(♂) SSR(n
 

=
 

10) 3. 43
 

±
 

0. 57 31. 84
 

±
 

4. 84∗∗ 1. 46
 

±
 

0. 28 5. 78
 

±
 

1. 14 6. 27
 

±
 

0. 87 11. 29
 

±
 

1. 28∗∗ -

Males(♂) WT(n
 

=
 

11) 3. 10
 

±
 

0. 57 40. 96
 

±
 

4. 81 1. 45
 

±
 

0. 16 6. 49
 

±
 

2. 26 6. 71
 

±
 

0. 68 6. 75
 

±
 

1. 02 -

雌性(♀) SSR(n
 

=
 

10) 3. 34
 

±
 

0. 40 33. 69
 

±
 

3. 85∗∗ 1. 55
 

±
 

0. 32∗∗ 6. 27
 

±
 

1. 04 6. 54
 

±
 

0. 66∗ - 0. 59
 

±
 

0. 32

Female(♀) WT(n
 

=
 

10) 3. 25
 

±
 

0. 30 43. 05
 

±
 

8. 68 1. 92
 

±
 

0. 44 7. 22
 

±
 

3. 73 7. 30
 

±
 

0. 88 - 0. 27
 

±
 

0. 14

3　 讨论

本实验对遵义医科大学实验动物中心封闭群

SD 大鼠生产群中自发突变的矮小症个体进行扩群

繁殖建立了家系,家系暂时命名为 SSR。 SSR 的遗

传学及生物学特性明显不同于已报道的几种矮小

症或侏儒症小鼠 / 大鼠模型。 已报道的 Snell 小

鼠[7] 、Ames 小鼠[8] 、SDR 大鼠[9] 、Little 小鼠[10] 、CCI
大鼠[2]均为常染色体隐性遗传,其中 CCI 大鼠隐性

纯合突变个体表现出完全不育的性状。 姚菊芳

等[20] 报道的 SWDR 大鼠的雌性突变个体具有繁殖

能力,只是繁殖性能低于野生型大鼠,但突变性状

的遗传机制尚不明确。 本实验创建的 SSR 家系其

遗传模式为常染色体显性遗传,性状表现为明显的

697



中国实验动物学报 2022 年 10 月第 30 卷第 6 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,October
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

6

表 5　 成年 SSR 与野生型大鼠血液生理指标比较
Table

 

5　 Blood
 

physiological
 

indexes
 

of
 

adult
 

SSR
 

and
 

wide
 

type
 

rats

项目
 

Project

白细胞总数
(109 / L)

WBC(109 / L)

淋巴细胞数目
(109 / L)

Lymph(109 / L)

单核细胞数目
(109 / L)

Mon(109 / L)

中性粒细胞数目
(109 / L)

Gran(109 / L)

淋巴细胞百分比
(%)

Lymph(%)
雄性(♂) SSR(n

 

=
 

4) 6. 23
 

±
 

1. 97 3. 50
 

±
 

1. 14 0. 43
 

±
 

0. 13 2. 30
 

±
 

0. 77 0. 56
 

±
 

0. 05∗∗

Males(♂) WT(n
 

=
 

6) 8. 25
 

±
 

3. 04 5. 92
 

±
 

2. 07 0. 32
 

±
 

0. 13 2. 02
 

±
 

0. 93 0. 72
 

±
 

0. 04
雌性(♀) SSR(n

 

=
 

8) 5. 18
 

±
 

3. 58∗ 3. 93
 

±
 

1. 87∗ 0. 29
 

±
 

0. 19 1. 67
 

±
 

1. 27 0. 68
 

±
 

0. 07
Female(♀) WT(n

 

=
 

5) 9. 52
 

±
 

2. 75 7. 20
 

±
 

2. 38 0. 34
 

±
 

0. 09 1. 98
 

±
 

0. 51 0. 75
 

±
 

0. 05

项目
Project

单核细胞百分比
(%)

Mon(%)

中性粒细胞
百分比(%)

Gran(%)

红细胞数目
(1012 / L)

RBC(1012 / L)

血红蛋白
(g / L)

HGB(g / L)

红细胞压积
(%)

HCT(%)
雄性(♂) SSR(n

 

=
 

4) 0. 07
 

±
 

0. 01∗∗ 0. 37
 

±
 

0. 04∗∗ 9. 95
 

±
 

0. 29 166. 25
 

±
 

6. 55 0. 53
 

±
 

0. 03
Males(♂) WT(n

 

=
 

6) 0. 04
 

±
 

0. 01 0. 24
 

±
 

0. 04 10. 24
 

±
 

0. 77 183. 50
 

±
 

13. 28 0. 58
 

±
 

0. 04
雌性(♀) SSR(n

 

=
 

8) 0. 05
 

±
 

0. 01 0. 27
 

±
 

0. 06 7. 14
 

±
 

3. 04 115. 63
 

±
 

60. 75 0. 40
 

±
 

0. 17
Female(♀) WT(n

 

=
 

5) 0. 04
 

±
 

0. 01 0. 21
 

±
 

0. 04 6. 87
 

±
 

4. 18 155. 80
 

±
 

35. 12 0. 50
 

±
 

0. 11

项目
Project

平均红细胞体积
(fL)

MCV(fL)

平均红细胞血红
蛋白含量(pg)

MCH(pg)

平均红细胞血红
蛋白浓度

MCHC

红细胞分布宽度
变异系数(g / L)

RDW(g / L)

血小板数目
(109 / L)

PLT(109 / L)
雄性(♂) SSR(n

 

=
 

4) 53. 38
 

±
 

2. 74 16. 70
 

±
 

0. 78 313. 25
 

±
 

6. 50 0. 12
 

±
 

0. 01 1119. 00
 

±
 

337. 92
Males(♂) WT(n

 

=
 

6) 56. 85
 

±
 

2. 07 17. 90
 

±
 

0. 62 315. 50
 

±
 

6. 16 0. 11
 

±
 

0. 01 1182. 33
 

±
 

867. 04
雌性(♀) SSR(n

 

=
 

8) 56. 94
 

±
 

3. 85 15. 24
 

±
 

4. 58 273. 38
 

±
 

86. 70 0. 12
 

±
 

0. 02 1042. 75
 

±
 

618. 23
Female(♀) WT(n

 

=
 

5) 57. 34
 

±
 

2. 11 17. 68
 

±
 

0. 54 309. 20
 

±
 

5. 26 2. 27
 

±
 

4. 82 1122. 00
 

±
 

343. 74

项目
Project

平均血小板
体积(fL)
MPV(fL)

血小板分布
宽度
PDW

血小板压积
(%)

PCT(%)
雄性(♂) SSR(n

 

=
 

4) 6. 30
 

±
 

0. 33 15. 85
 

±
 

0. 26 0. 0062
 

±
 

0. 0007
Males(♂) WT(n

 

=
 

6) 6. 37
 

±
 

0. 20 16. 33
 

±
 

0. 43 0. 0033
 

±
 

0. 0024
雌性(♀) SSR(n

 

=
 

8) 6. 40
 

±
 

0. 63 16. 26
 

±
 

0. 60 0. 0045
 

±
 

0. 0017
Female(♀) WT(n

 

=
 

5) 6. 18
 

±
 

0. 15 15. 92
 

±
 

0. 13 0. 0050
 

±
 

0. 0023

表 6　 成年 SSR 与野生型大鼠血液生化指标比较
Table

 

6　 Blood
 

biochemical
 

indices
 

of
 

adult
 

SSR
 

and
 

wide
 

type
 

rats

项目
Project

白蛋白(g / L)
ALB(g / L)

总蛋白(g / L)
TP(g / L)

球蛋白(g / L)
Glob(g / L)

白球比(%)
A / G(%)

丙氨酸氨基
转移酶(U / L)

ALT(U / L)
雄性(♂) SSR(n

 

=
 

4) 33. 68
 

±
 

1. 19 68. 69
 

±
 

2. 32 35. 03
 

±
 

1. 70 0. 96
 

±
 

0. 05 50. 25
 

±
 

11. 03
Males(♂) WT(n

 

=
 

5) 34. 44
 

±
 

1. 87 70. 32
 

±
 

4. 49 35. 88
 

±
 

2. 86 0. 96
 

±
 

0. 05 151. 40
 

±
 

221. 24
雌性(♀) SSR(n

 

=
 

8) 33. 68
 

±
 

1. 21 66. 79
 

±
 

2. 46 33. 13
 

±
 

1. 54 1. 02
 

±
 

0. 04 62. 25
 

±
 

51. 32
Female(♀) WT(n

 

=
 

5) 34. 18
 

±
 

6. 75 66. 46
 

±
 

14. 29 32. 26
 

±
 

7. 56 1. 07
 

±
 

0. 07 49. 60
 

±
 

14. 21
项目

Project
碱性磷酸酶(U / L)

ALP(U / L)
肌酐(μmol / L)
Cre(μmol / L)

尿素(mmol / L)
Urea(mmol / L)

尿酐比(%)
U / C(%)

葡萄糖(mmol / L)
GLU(mmol / L)

雄性(♂) SSR(n
 

=
 

4) 345. 00
 

±
 

129. 47 31. 58
 

±
 

7. 61 7. 05
 

±
 

0. 72 246. 37
 

±
 

52. 76 5. 13
 

±
 

0. 63
Males(♂) WT(n

 

=
 

5) 342. 00
 

±
 

68. 61 28. 68
 

±
 

11. 38 6. 68
 

±
 

0. 86 265. 66
 

±
 

109. 23 5. 15
 

±
 

1. 50
雌性(♀) SSR(n

 

=
 

8) 303. 00
 

±
 

88. 42 35. 13
 

±
 

12. 15 6. 79
 

±
 

0. 86 223. 16
 

±
 

129. 47 5. 65
 

±
 

0. 97
Female(♀) WT(n

 

=
 

5) 220. 20
 

±
 

72. 50 31. 40
 

±
 

17. 80 6. 32
 

±
 

1. 31 231. 25
 

±
 

78. 32 6. 29
 

±
 

2. 39

项目
Project

天门冬氨酸氨基
转移酶(U / L)

AST(U / L)

总胆汁酸
(μmol / L)

TBA(μmol / L)

淀粉酶
(U / L)

AMY(U / L)

脂肪酶
(U / L)

LPS(U / L)

乳酸脱氢酶
(U / L)

LDH(U / L)
雄性(♂) SSR(n

 

=
 

4) 165. 75
 

±
 

68. 65 19. 77
 

±
 

10. 25 1449. 16
 

±
 

59. 71 17. 00
 

±
 

2. 94 363. 50
 

±
 

84. 15
Males(♂) WT(n

 

=
 

5) 186. 50
 

±
 

26. 16 19. 00
 

±
 

2. 64 1846. 67
 

±
 

157. 80 17. 33
 

±
 

0. 58 1235. 33
 

±
 

631. 62
雌性(♀) SSR(n

 

=
 

8) 136. 17
 

±
 

28. 56 16. 44
 

±
 

11. 06 1211. 67
 

±
 

113. 03 21. 83
 

±
 

14. 32 539. 00
 

±
 

249. 38
Female(♀) WT(n

 

=
 

5) 129. 00
 

±
 

10. 68 14. 04
 

±
 

4. 82 1212. 25
 

±
 

337. 21 16. 75
 

±
 

0. 50 526. 50
 

±
 

97. 87

项目
Project

肌酸激酶(U / L)
CK(U / L)

尿酸(μmol / L)
UA(μmol / L)

总胆固醇(mmol / L)
TC(mmol / L)

甘油三酯(mmol / L)
TG(mmol / L)

总 CO2(mmol / L)
Toll

 

CO2(mmol / L)

雄性(♂) SSR(n
 

=
 

4) 1733. 00
 

±
 

1571. 86 39. 50
 

±
 

18. 28 2. 80
 

±
 

0. 98 1. 07
 

±
 

0. 57 25. 08
 

±
 

1. 84
Males(♂) WT(n

 

=
 

5) 1851. 33
 

±
 

464. 10 85. 33
 

±
 

39. 72 2. 97
 

±
 

0. 19 2. 90
 

±
 

0. 26 27. 90
 

±
 

1. 57
雌性(♀) SSR(n

 

=
 

8) 2312. 83
 

±
 

772. 26 60. 67
 

±
 

23. 41 2. 61
 

±
 

0. 48 1. 10
 

±
 

0. 47 25. 63
 

±
 

1. 77
Female(♀) WT(n

 

=
 

5) 2645. 00
 

±
 

657. 18 36. 00
 

±
 

20. 30 2. 49
 

±
 

0. 86 0. 95
 

±
 

0. 36 22. 83
 

±
 

6. 02
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图 3　 成年 SSR 阴道涂片

Figure
 

3　 Adult
 

SSR
 

vaginal
 

smear

图 4　 成年雌性 SSR 与野生型大鼠卵巢病理切片

Figure
 

4　 Adult
 

female
 

SSR
 

ovarian
 

pathology
 

section

匀称型身材缩小,软骨发育未见异常,但雌性突变

个体伴发排卵障碍性不孕,因此无法通过自然交配

得到隐性纯合突变个体,家系的创建只能利用杂合

子进行保种和传代。 SSR 可作为生长发育及生殖功

能研究的新的动物模型,但其确切的致病基因及分

子病理机制还需要进一步深入的研究。 同时,SSR
雌性突变个体的生殖功能表型特征也需要进一步

系统准确的鉴定。
矮小症通常可根据不同类型骨骼发育异常归

类为短肢型、短躯干型和匀称型 3 类[23] 。 软骨发育

不全、假性软骨发育不全、软骨外胚层发育不良以

及多发性骨骺发育不良均导致长骨发育不良,呈现

为短肢型矮小症;粘多糖病Ⅳ型为严重的短躯干型

矮小症;而许多病因不明的特发性矮小症则属于匀

称型。 这种分类方法有助于矮小症的病因诊断。
由于大小鼠本身个体体尺很小,不易直观判定其矮

小症类型。 本研究借鉴大型经济类动物牛的体长

指数(体长 / 体高
 

×
 

100) 和肢长指数(胸肢长 / 体
高

 

×
 

100)来鉴定 SSR 体型的匀称性和长骨发育情

况。 由于大鼠体高无法准确界定和测量,因此我们

以“胫骨长 / 体长
 

×
 

100%” 定义为胫骨长指数,将
“股骨长 / 体长

 

×
 

100%”定义为股骨长指数分别来

判定胫骨及股骨的发育情况,结果表明,同年龄段

SSR 与野生型大鼠相比,胫骨长指数与股骨长指数

无显著性差异,由此将 SSR 判定为匀称型矮小症。
是否能将胫骨长指数与股骨长指数作为大小鼠矮

小症表型分类的一个通用的科学指标,可能还需要

在更多类型矮小症动物模型中进行验证和进一步

探讨。
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黄芩-连翘配伍对脂多糖诱导小鼠急性肺炎模型的
保护作用

武振帅,纪鹏∗,魏彦明∗,徐誉彰,张晓松,武凡琳,任建明,李琛琛,华永丽,
姚万玲,袁子文

(甘肃农业大学动物医学院,兰州　 730070)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究黄芩-连翘不同比例配伍对脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)诱导小鼠急性肺炎模型的保

护作用差异。 方法　 首先采用加热回流法制备不同配伍比例黄芩-连翘组合物。 选取健康 KM 小鼠 144 只,随机

分为 12 组(正常对照组、模型组、地塞米松阳性药物组、9 个黄芩-连翘不同比例配伍组),每组 12 只,连续灌服相

应药物 7
 

d,正常对照组和模型组给予等量生理盐水;第 8 天,除正常对照组外,其余组小鼠均采用 LPS(10
 

mg / mL)
滴鼻法建立小鼠急性肺炎模型。 造模 6

 

h 后迅速采样。 通过小鼠临床体征、日均体重增长量、采食量、脏器指数、小
鼠血清 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 含量、血常规、肺组织形态学观察及肺损伤病理组织学评分,评估黄芩-连翘不同比例

配伍组对小鼠急性肺炎模型的保护作用差异。 结果　 建模后各组小鼠存活率为 100%。 正常对照组小鼠临床体征

正常,呼吸音正常,反应灵敏;模型组小鼠反应迟钝,蜷缩扎堆,听诊发现肺部有啰音。 不同给药组较模型组相比,
整体情况较好,尤其黄芩-连翘配伍组(1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)活动较多,反应较灵敏。 小鼠日均体重增长量、日均采食

量、肾指数、肝指数、脾指数和胸腺指数差异不显著(P
 

>
 

0. 05);与正常对照组比,模型组肺指数、血清中 TNF-α、IL-
1β 和 IL-6 含量、血常规指标、肺组织损伤病理组织学评分显著升高(P

 

<
 

0. 01 或 P
 

<
 

0. 05),小鼠肺出现大量炎性

细胞浸润,肺泡壁明显增厚、SFTPC 蛋白在肺组织肺泡与肺泡间隔区域表达量显著增加,大量阳性细胞表达 SFTPC
蛋白;与模型组相比,黄芩-连翘配伍组(3 ∶ 1,3 ∶ 2,2 ∶ 1,1 ∶ 3,3 ∶ 0,0 ∶ 3)的心指数、黄芩-连翘配伍组(1 ∶ 2)的

肺指数、黄芩-连翘配伍组( 1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2) 小鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 含量、黄芩-连翘配伍组( 1 ∶ 1,
2 ∶ 3,1 ∶ 2)血常规指标含量、黄芩-连翘配伍组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)肺组织损伤评分显著降低(P

 

<
 

0. 01 或

P
 

<
 

0. 05),4 个黄芩-连翘配伍组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)小鼠肺病理现象明显减轻,SFTPC 蛋白在肺组织肺泡与

肺泡间隔区域表达量显著减少,阳性细胞的表达量较少。 结论　 黄芩-连翘配伍(1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)对 LPS 诱导的

急性肺炎具有明显保护作用。
【关键词】 　 急性肺炎;脂多糖;黄芩;连翘;配伍
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【Abstract】　 Objective　 To
 

study
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

various
 

proportions
 

of
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

in
 

an
 

acute
 

pneumonia
 

mouse
 

model
 

induced
 

by
 

lipopolysaccharide
 

( LPS). Methods　 The
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

composition
 

with
 

various
 

compatibility
 

ratios
 

was
 

prepared
 

by
 

the
 

heating
 

reflux
 

method
 

.
 

In
 

total,
 

144
 

healthy
 

KM
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

12
 

groups
 

( normal
 

control,
 

model,
 

dexamethasone
 

positive
 

drug,
 

and
 

nine
 

groups
 

of
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

at
 

various
 

proportions)
 

with
 

12
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Normal
 

control
 

and
 

model
 

groups
 

were
 

administered
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

normal
 

saline
 

and
 

the
 

other
 

groups
 

were
 

administered
 

corresponding
 

drugs
 

for
 

7
 

continuous
 

days.
 

On
 

day
 

8,
 

except
 

for
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 

mice
 

in
 

other
 

groups
 

were
 

treated
 

with
 

LPS
 

(10
 

mg / mL)
 

by
 

dripping
 

a
 

solution
 

into
 

the
 

nasal
 

cavity
 

to
 

establish
 

the
 

acute
 

pneumonia
 

model.
 

Samples
 

were
 

collected
 

quickly
 

at
 

6
 

hours
 

after
 

modeling.
 

The
 

protective
 

effects
 

of
 

various
 

proportions
 

of
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

in
 

the
 

acute
 

pneumonia
 

mouse
 

model
 

were
 

evaluated
 

by
 

clinical
 

signs,
 

average
 

daily
 

weight
 

gain,
 

feed
 

intake,
 

the
 

viscera
 

index,
 

serum
 

TNF-α,
 

IL-1β
 

and
 

IL-6
 

contents,
 

blood
 

routine
 

index,
 

lung
 

histopathological
 

observation,
 

and
 

lung
 

injury
 

histopathological
 

score. Results　 After
 

modeling,
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

was
 

100%.
 

The
 

normal
 

control
 

group
 

had
 

normal
 

clinical
 

signs,
 

breath
 

sounds,
 

and
 

a
 

sensitive
 

reaction.
 

Mice
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

unresponsive
 

and
 

huddled
 

together
 

with
 

rales
 

in
 

the
 

lungs
 

detected
 

by
 

auscultation.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

overall
 

situation
 

of
 

the
 

various
 

administration
 

groups
 

was
 

better.
 

In
 

particular,
 

the
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

combination
 

groups
 

(1 ∶ 1,
 

2 ∶ 3,
  

1 ∶ 2)
 

showed
 

more
 

activity
 

and
 

sensitive
 

reactions.
 

No
 

significant
 

differences
 

were
 

observed
 

in
 

daily
 

body
 

weight
 

increase,
 

daily
 

feed
 

intake,
 

or
 

kidney,
 

liver,
 

spleen,
 

and
 

thymus
 

indexes
 

(P
 

>
 

0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 

the
 

lung
 

index,
 

serum
 

contents
 

of
 

TNF-α,
 

IL-1β
 

and
 

IL-6,
 

blood
 

biochemical
 

indexes,
 

and
 

histopathological
 

score
 

of
 

lung
 

tissue
 

injury
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

model
 

group
 

( P
 

<
 

0. 01
 

or
 

P
 

< 0. 05) .
 

The
 

alveolar
 

wall
 

had
 

significantly
 

thickened,
 

SFTPC
 

protein
 

expression
 

in
 

alveolar
 

and
 

interalveolar
 

regions
 

of
 

lung
 

tissue
 

was
 

significantly
 

increased,
 

and
 

a
 

large
 

number
 

of
 

cells
 

expressed
 

SFTPC
 

protein.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

heart
 

index
 

of
 

the
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

combination
 

groups
 

(3 ∶ 1,
 

3 ∶ 2,
 

2 ∶ 1,
 

1 ∶ 3,
 

3 ∶ 0,
 

0 ∶ 3) ,
 

the
 

lung
 

index
 

of
 

the
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

combination
 

group
 

( 1 ∶ 2) ,
 

and
 

the
 

serum
 

TNF-α,
 

IL-1β
 

And
 

IL-6
 

content,
 

blood
 

routine
 

index
 

content
 

of
 

the
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

combination
 

groups
 

(1 ∶ 1,
 

2 ∶ 3,
 

1 ∶ 2) ,
 

lung
 

tissue
 

injury
 

scores
 

of
 

the
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

combination
 

groups
 

( 3 ∶ 2,
 

1 ∶ 1,
 

2 ∶ 3,
 

1 ∶ 2)
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P
 

<
 

0. 01
 

or
 

P
 

<
 

0. 05) .
 

The
 

lung
 

pathology
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

four
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
  

groups
 

(3 ∶ 2,
 

1 ∶ 1,
 

2 ∶ 3,
 

1 ∶ 2)
 

was
 

reduced
 

significantly,
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

SFTPC
 

protein
 

in
 

the
 

alveolar
 

and
 

interalveolar
 

regions
 

of
 

lung
 

tissue
 

was
 

reduced
 

significantly,
 

and
 

the
 

number
 

of
 

positive
 

cells
 

was
 

low.
Conclusions

 

Combination
 

of
  

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus(1 ∶ 1,
 

2 ∶ 3,
  

1 ∶ 2)
 

has
 

a
 

significant
 

protective
 

effect
 

on
 

LPS-induced
 

acute
 

pneumonia.
【Keywords】　 acute

 

pneumonia;
 

lipopolysaccharide;
 

Scutellariae
 

Radix;
 

Forsythiae
 

Fructus;
 

compatibility
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　 　 畜禽肺炎发病率高、发病急且病死率高,严重

危害养殖效益。 如多杀性巴氏杆菌、溶血性巴氏杆

菌、肺炎链球菌、结核杆菌等常可引起犊牛肺炎[1] ;
链球菌、肺炎球菌、葡萄球菌等都可引起羊肺炎,对

羊只剖检发现其肺部有发炎及质变的迹象[2] 。 脂

多糖(LPS),又名内毒素,是革兰氏阴性菌细胞壁外

膜中的主要成分,当浓度升高时会引发强烈炎症反

应,其在动物体内可以诱发炎性细胞浸润,TNF-α、

108



中国实验动物学报 2022 年 10 月第 30 卷第 6 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,October
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

6

IL-1β、IL-6 等炎症因子的释放[3] ,引起的炎症机理

与革兰氏阴性菌感染相似,故采用 LPS 建立急性肺

炎动物模型属于经典方法之一[4] 。 可通过建立小

鼠急性肺炎模型来筛选防治药物。 急性肺炎所致

急性肺损伤( acute
 

lung
 

injury,ALI) 是心肺功能衰

竭、氧化应激、急性炎症性疾病等多种因素引起的

一种严重的呼吸系统疾病,可引起严重临床并发症

和高死亡率,并可导致呼吸窘迫综合征[5-7] 。 肺表

面活性物质
 

( pulmonary
 

surfactant,PS)是由Ⅱ型肺

泡上皮细胞( alveolar
 

epithelium
 

cell
 

Ⅱ,AECⅡ)分

泌的一种脂蛋白,主要含有 4 种蛋白,但只有表面

活性物质相关蛋白 C ( surfactant-associated
 

protein
 

C,SFTPC) 是Ⅱ型肺泡上皮细胞表达的活性蛋

白[8] 。 阮玲瑛等[9] 研究表明Ⅱ型肺泡上皮细胞与

许多肺部疾病的发生及病理过程有关。 中药黄

芩,是唇形科植物黄芩的干燥根[10] ,具有清热燥

湿、泻火解毒、止血安胎等功效,常用于治疗肺热

咳嗽、黄疸等[11] ,其主要活性成分为黄芩苷、汉黄

芩苷、黄芩素、汉黄芩素等。 连翘为木犀科植物,
具有清热解毒、散结消肿、疏散风热功效,常用于

治疗肺炎、痢疾和疮疡等[12-13] ,其主要活性成分为

连翘苷、连翘脂素、木犀草素与牛蒡子苷元等。 黄

芩和连翘配伍,遵循了中药药对相须为用的原则,
是中( 兽) 医临床上防治温热病的常用药对之

一[14] 。 因此,本研究主要分析了黄芩-连翘不同

配伍比例对小鼠急性肺炎的保护效果差异,旨在

筛选出防治急性肺炎效果确切的最佳配伍比例,
为后期开发畜禽肺炎防治药物奠定基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

144 只 4 周龄 SPF 级雄性 KM 小鼠,体重 18
 

~
 

22
 

g,购自兰州兽医研究所实验动物中心 【 SCXK
(甘)2020-0002】,饲养场地为甘肃省动物疾病防治

药物创制工程研究中心实验动物房 【 SYXK ( 甘)
2019-0002】,12

 

h 光照,12
 

h 黑暗周期循环,自由饮

食饮水,适应性喂养 3
 

d 后开始实验。 动物实验获

得甘肃农业大学伦理委员会批准( GSAU-Eth-VMC-
2021-013)。 在小鼠饲养和实验过程中已做到按实

验动物使用的 3R 原则给予人道主义的关怀。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

黄芩、连翘饮片购自甘肃省兰州市黄河药材市

场,经甘肃农业大学动物医学院中兽医教研室魏彦

明教授鉴定;地塞米松(广东华南药业集团有限公

司,国药准字 H44024469);LPS(索莱宝);TNF-α 试

剂盒(上海酶联,货号:ml002095)、IL-1β 试剂盒(上

海酶联,货号:ml063132)和 IL-6 试剂盒(上海酶联,
货 号: ml002293 )、 Rabbit

 

Anti-SFTPC
 

Polyclonal
 

Antibody
 

(bs-10067R)购自北京博奥森生物技术有

限公司、SFTPC
 

Polyclonal
 

Antibody 购自武汉三鹰生

物技术有限公司等。
YP502N 电子天平(上海天美天平仪器有限公

司); 血常规分析仪 ( Boule
 

Medical
 

AB 公司);
Olympus

 

DP-71 显微照相系统 ( 日本 Olympus 公

司);石蜡切片机(德国 Leica 公司,型号:RM2245);
KD-BM 组织包埋机(上海艾牧生物科技有限公司);
DZ5-WS 多管架自动平衡离心机(长沙湘仪离心机

仪器有限公司);BSA224S-CW 分析天平(赛多利斯

科学仪器有限公司);Spectra
 

Max
 

Plus384 酶标仪(美

谷分子仪器有限公司)等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验药物的制备

取黄芩、连翘饮片,粉碎后过 60 目筛,备用。 分

别按照 9 个黄芩-连翘不同比例(3 ∶ 2,3 ∶ 0,3 ∶ 1,
2 ∶ 1,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2,1 ∶ 3,0 ∶ 3)制备不同混合

物,各取 6. 00
 

g 于 500
 

mL 圆底烧瓶中,加入 120
 

mL
蒸馏水,加热回流 1

 

h,3500
 

r / min 离心 5
 

min,取上

清液。 余下药渣再加入 120
 

mL 蒸馏水,加热回流

30
 

min,3500
 

r / min 离心 5
 

min,合并 2 次取上清液,
真空浓缩至 48

 

mL。
1. 2. 2　 动物实验与采样

将 144 只健康 KM 小鼠随机分为正常对照组

(K)、模型组(M)、9 个黄芩-连翘不同比例(3 ∶ 2,
3 ∶ 0,3 ∶ 1,2 ∶ 1,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2,1 ∶ 3,0 ∶ 3)配伍

干预组、地塞米松阳性药物组( Y) 组,每组 12 只。
地塞米松阳性药物组给予地塞米松 2

 

mg / kg,9 个黄

芩-连翘不同比例(3 ∶ 2,3 ∶ 0,3 ∶ 1,2 ∶ 1,1 ∶ 1,
2 ∶ 3,1 ∶ 2,1 ∶ 3,0 ∶ 3)配伍干预组依次给予相应

药物的提取液 0. 1
 

mL / 10
 

g(相当于生药量 1. 2
 

mg /
10

 

g),灌服,1 次 / 日,连续 7
 

d,正常对照组和模型

组给予等量生理盐水。 参考 Ye 等[15] 的方法,在实

验第 8 天,灌药 1
 

h 后,除正常对照组外,其他组均

采用 LPS(10
 

mg / kg 体重)滴鼻造模,造模前 12
 

h 禁

食不禁水。 将小鼠腹腔注射 3%戊巴比妥钠溶液麻

醉;然后用移液器精确吸取浓度为 10
 

mg / mL 的 LPS

208
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溶液,左手控制住小鼠的头部,右手轻轻推移液器,
枪头可见吸取的小液滴,轻轻靠向小鼠右鼻孔,左
手立刻快速有力度的向上提 35

 

cm 左右,再缓慢轻

轻回到左手起始位置,进行来回 10 次,然后同样的

操作向小鼠左鼻孔滴加小液滴,左右鼻孔依次滴

加,直至液体滴注完成,最后松开小鼠,将小鼠置于

鼠板,腹部朝上、头部朝上倾斜的体位保持 30
 

min
以上,待小鼠复苏,放回原笼饲养观察。 实验过程

中记录小鼠采食量与体重。 观察各组小鼠精神状

态、活动状态等,并记录。 小鼠造模 6
 

h 后,采取血

液样本后,用 3%戊巴比妥钠溶液麻醉,然后将小鼠

固定在手术板上,采取心、肝、脾、肺、肾、胸腺。 计

算心、肝、脾、肺、肾、胸腺的器官指数。 计算公式如

下:脏器指数=器官质量 / 动物体质量。

图 1　 小鼠日均体重增长量及采食量变化( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

12)
Figure

 

1　 Changes
 

in
 

average
 

daily
 

weight
 

gain
 

and
 

food
 

intake
 

of
 

mice( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

12)

1. 2. 3　 血常规检测与血清制备

各组小鼠采集全血首先进行血常规检测,然后

将余下全血置于 1. 5
 

mL 离心管中,静置后经 3500
 

r / min 离心 15
 

min,取血清置于-80℃冰箱保存。
1. 2. 4　 肺病理组织学观察

将肺以 4%的甲醛固定 14
 

d 后,通过常规石蜡

包埋、切片、HE 及 IHC 染色并观察。
1. 2. 5　 小鼠血清炎性因子测定

按照 ELISA 试剂盒说明书进行操作,测定各组

小鼠血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS
 

26. 0 统计学软件进行统计学处理,
符合正态分布的定量资料以平均值

 

±
 

标准差( x-
 

±
 

s)来表示,多组资料之间比较采用单因素方差分析,
事后比较采用 LSD 法;非正态分布的定量资料采用

非参数检验。 P
 

<
 

0. 05 表示差异具有显著性,
P<0. 01 表示差异极具显著性。

2　 结果

2. 1　 一般情况

正常对照组小鼠表现正常,毛发顺滑、比较活

泼、呼吸均匀、反应灵敏;模型组小鼠精神状态差,
反应迟钝,毛发杂乱,蜷缩扎堆,听诊发现肺部有啰

音等。 不同给药组较模型组比,整体情况较好,尤
其黄芩-连翘配伍组(1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2) 活动较频

繁,反应较灵敏。
2. 2　 小鼠体重与采食量分析

如图 1 所示,各组小鼠的日均体重增长量及日

均采食量差异均无统计学意义(P
 

>
 

0. 05)。
2. 3　 脏器指数变化

如表 1 所示,各组小鼠肾指数、肝指数、脾指数

和胸腺指数差异均不显著(P
 

>
 

0. 05);与正常对照

组相比,模型组的心脏指数差异不显著(P
 

>
 

0. 05);
与模型组比,黄芩-连翘配伍组(3 ∶ 2)小鼠心脏指

数显著降低(P
 

<
 

0. 05),黄芩-连翘药对组(3 ∶ 1,
2 ∶ 1,1 ∶ 3,3 ∶ 0,0 ∶ 3) 的心脏指数极显著降低

(P
 

<
 

0. 01);与正常对照组相比,模型组小鼠肺指数

极显著升高(P
 

<
 

0. 01),表明急性肺炎造模成功,与
模型组相比,黄芩-连翘配伍组(1 ∶ 2)的肺指数显

著降低(P
 

<
 

0. 05),说明黄芩-连翘配伍组(1 ∶ 2)
对 LPS 诱导小鼠急性肺炎保护作用较好。
2. 4　 小鼠血常规指标变化分析

如表 2 所示,造模 6
 

h 后,与正常对照组比较,
模型组血液中白细胞总数和中性粒细胞总数显著

增加(P
 

<
 

0. 01);与模型组比较,黄芩-连翘配伍组

(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)能显著降低白细胞总数和

中性粒细胞总数(P
 

<
 

0. 01),结果与地塞米松组一

致;黄芩-连翘配伍组(2 ∶ 1,1 ∶ 3,3 ∶ 0)也能显著
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降低白细胞总数(P
 

<
 

0. 05);血液中血红蛋白总数

无统计学意义(P
 

>
 

0. 05);比较血液中平均红细胞

血红蛋白浓度,与正常对照组比较,模型组血液中

平均红细胞血红蛋白浓度显著升高(P
 

<
 

0. 01);与
模型组比较,黄芩-连翘配伍组都能显著降低血液

中平均红细胞血红蛋白浓度(P
 

<
 

0. 01);比较血液

中红细胞总数,与正常对照组比较,模型组血液中

红细胞总数显著升高(P
 

<
 

0. 01);与模型组比较,黄

芩-连翘配伍组(2 ∶ 3)能显著降低红细胞总数(P
 

<
 

0. 01),结果与地塞米松组一致;比较血液中血小板

总数,与对照组比较,模型组血液中血小板总数显

著降低(P
 

<
 

0. 01);与模型组比较,黄芩-连翘配伍

组(1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)血液中血小板总数显著升高

(P
 

<
 

0. 05),结果与地塞米松组一致;结果表明,黄
芩-连翘配伍组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)对 LPS 诱

导的小鼠急性肺炎有明显减轻作用。

表 1　 小鼠脏器指数的变化( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

12)
Table

 

1　 Changes
 

of
 

viscera
 

index
 

of
 

mice( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

12)
组别 心脏指数(%) 肝指数(%) 脾指数(%) 肺指数(%) 肾指数(%) 胸腺指数(%)

Groups Cardiac
 

index
 

(%) Liver
 

index
 

(%) Spleen
 

index
 

(%) Lung
 

index
 

(%) Kidney
 

index
 

(%) Thymus
 

index
 

(%)
K 0. 61

 

±
 

0. 02 4. 55
 

±
 

0. 21ns 0. 37
 

±
 

0. 07
 ns 0. 67

 

±
 

0. 04 1. 12
 

±
 

0. 09ns 0. 38
 

±
 

0. 04ns

M 0. 63
 

±
 

0. 02 4. 71
 

±
 

0. 17 0. 38
 

±
 

0. 06 0. 71
 

±
 

0. 06## 1. 15
 

±
 

0. 09 0. 38
 

±
 

0. 05
Y 0. 64

 

±
 

0. 03 4. 68
 

±
 

0. 21 0. 35
 

±
 

0. 06 0. 71
 

±
 

0. 05 1. 15
 

±
 

0. 09 0. 37
 

±
 

0. 05
3 ∶1 0. 60

 

±
 

0. 03※※ 4. 77
 

±
 

0. 18 0. 37
 

±
 

0. 04 0. 71
 

±
 

0. 04 1. 12
 

±
 

0. 04 0. 38
 

±
 

0. 05
2 ∶1 0. 60

 

±
 

0. 01※※ 4. 51
 

±
 

0. 18 0. 36
 

±
 

0. 03 0. 70
 

±
 

0. 05 1. 12
 

±
 

0. 05 0. 38
 

±
 

0. 03
3 ∶2 0. 61

 

±
 

0. 03※ 4. 51
 

±
 

0. 21 0. 38
 

±
 

0. 05 0. 70
 

±
 

0. 05 1. 12
 

±
 

0. 05 0. 40
 

±
 

0. 03
1 ∶1 0. 62

 

±
 

0. 03 4. 50
 

±
 

0. 24 0. 37
 

±
 

0. 05 0. 70
 

±
 

0. 04 1. 09
 

±
 

0. 07 0. 38
 

±
 

0. 06
2 ∶3 0. 63

 

±
 

0. 03 4. 54
 

±
 

0. 19 0. 39
 

±
 

0. 04 0. 69
 

±
 

0. 04 1. 13
 

±
 

0. 06 0. 40
 

±
 

0. 05
1 ∶2 0. 63

 

±
 

0. 01 4. 51
 

±
 

0. 20 0. 39
 

±
 

0. 05 0. 67
 

±
 

0. 02※ 1. 12
 

±
 

0. 05 0. 39
 

±
 

0. 04
1 ∶3 0. 60

 

±
 

0. 04※※ 4. 62
 

±
 

0. 23 0. 35
 

±
 

0. 05 0. 71
 

±
 

0. 02 1. 09
 

±
 

0. 09 0. 36
 

±
 

0. 06
3 ∶0 0. 59

 

±
 

0. 03※※ 4. 52
 

±
 

0. 18 0. 38
 

±
 

0. 05 0. 70
 

±
 

0. 04 1. 14
 

±
 

0. 09 0. 38
 

±
 

0. 05
0 ∶3 0. 59

 

±
 

0. 02※※ 4. 51
 

±
 

0. 20 0. 39
 

±
 

0. 05 0. 70
 

±
 

0. 04 1. 12
 

±
 

0. 07 0. 34
 

±
 

0. 04

注:与对照组比较,##P
 

<
 

0. 01;与模型组比较,※P
 

<
 

0. 05,※※P
 

<
 

0. 01。 (下图 / 表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

control
 

group,
 ##P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ※P

 

<
 

0. 05,
 ※※P

 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures
 

and
 

tables)

表 2　 黄芩-连翘配伍对小鼠血常规指标的影响( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

12)
Table

 

2　 Effect
 

of
 

compatibility
 

of
 

Scutellariae
 

Radix-Forsythiae
 

fructus
 

on
 

blood
 

routine
 

index
 

of
 

mice( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

12)

组别
Groups

白细胞总数
( ×109 / L)

WBC
 

( ×109 / L)

中性粒细胞总数
( ×109 / L)

GRA
 

( ×109 / L)

血红蛋白总数
(g / dL)

HGB
 

(g / dL)

平均红细胞血红
蛋白浓度(g / dL)

MCHC
 

(g / dL)

红细胞总数
( ×1012 / L)

RBC
 

( ×1012 / L)

血小板总数
( ×109 / L)

PLT
 

( ×109 / L)
K 2. 98

 

±
 

1. 28 1. 38
 

±
 

0. 80 14. 65
 

±
 

4. 22
 ns 35. 30

 

±
 

1. 79 9. 63
 

±
 

0. 41 1018. 33
 

±
 

402. 56
M 6. 02

 

±
 

1. 14## 2. 49
 

±
 

0. 51## 14. 54
 

±
 

1. 47 44. 13
 

±
 

2. 37## 8. 34
 

±
 

0. 30## 641. 58
 

±
 

300. 91##

Y 3. 82
 

±
 

0. 84※※ 1. 88
 

±
 

0. 64※ 14. 58
 

±
 

1. 96 36. 55
 

±
 

1. 75※※ 8. 94
 

±
 

0. 56※ 946. 75
 

±
 

317. 02※

3 ∶1 5. 33
 

±
 

1. 74 2. 32
 

±
 

0. 66 14. 67
 

±
 

2. 12 41. 68
 

±
 

2. 38※※ 8. 54
 

±
 

0. 54 748. 92
 

±
 

270. 66
2 ∶1 4. 55

 

±
 

1. 57※ 2. 23
 

±
 

0. 55 14. 68
 

±
 

0. 77 41. 83
 

±
 

1. 38※※ 8. 22
 

±
 

0. 50 804. 83
 

±
 

205. 32
3 ∶2 3. 07

 

±
 

2. 15※※ 1. 55
 

±
 

1. 01※※ 14. 61
 

±
 

0. 93 36. 49
 

±
 

2. 88※※ 8. 65
 

±
 

0. 52 735. 92
 

±
 

358. 73
1 ∶1 3. 70

 

±
 

1. 81※※ 1. 65
 

±
 

0. 84※※ 14. 36
 

±
 

2. 87 36. 09
 

±
 

2. 60※※ 8. 94
 

±
 

0. 61※ 952. 83
 

±
 

273. 92※

2 ∶3 3. 34
 

±
 

1. 78※※ 1. 53
 

±
 

0. 63※※ 14. 72
 

±
 

1. 03 35. 48
 

±
 

1. 77※※ 8. 98
 

±
 

0. 49※※ 959. 67
 

±
 

352. 88※

1 ∶2 3. 88
 

±
 

1. 68※※ 1. 52
 

±
 

0. 63※※ 14. 54
 

±
 

2. 00 35. 80
 

±
 

1. 56※※ 8. 87
 

±
 

1. 00※ 940. 75
 

±
 

303. 90※

1 ∶3 4. 68
 

±
 

1. 41※ 2. 13
 

±
 

0. 51 14. 88
 

±
 

1. 11 35. 88
 

±
 

1. 74※※ 8. 68
 

±
 

0. 53 736. 75
 

±
 

272. 20
3 ∶0 4. 78

 

±
 

1. 02※ 2. 12
 

±
 

0. 82 14. 76
 

±
 

0. 47 36. 55
 

±
 

1. 86※※ 8. 55
 

±
 

0. 69 748. 25
 

±
 

394. 68
0 ∶3 4. 95

 

±
 

1. 21 2. 23
 

±
 

0. 80 14. 54
 

±
 

1. 39 36. 68
 

±
 

1. 06※※ 8. 80
 

±
 

0. 69 795. 17
 

±
 

417. 46

2. 5　 各组小鼠肺组织切片病理学观察

用同一显微镜观察并拍照,对切片的肺损伤程

度进行评分。 每个切片随机选择 6 个视野。 将炎性

细胞浸润、肺泡壁厚度变化、肺泡充血损伤程度作

为肺组织损伤评分依据[16] ,具体见表 3。
如图 2,图 3 所示,通过 HE 染色后组织形态学

观察结果显示黄芩-连翘药对 LPS 诱导的小鼠急性

肺炎的保护作用。 正常对照组小鼠肺部结构正常,
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无渗出液,且没有炎性细胞浸润等病理现象;与正

常对照组比较,模型组肺组织结构松散,有大量炎

性细胞浸润,可观察到肺泡壁间质明显增厚及出血

等病理现象,并且其肺组织损伤评分均升高;与模

型组比较,黄芩-连翘配伍组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶
2)的肺组织有一定程度好转,肺组织充血减轻,出
血减少、炎性细胞浸润减少、肺泡壁间质增厚减轻,
黄芩-连翘配伍组(1 ∶ 3)也有一定的好转,并且黄

芩-连翘配伍组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2,1 ∶ 3)与地

塞米松组肺组织损伤评分均降低。

图 3　 各组小鼠肺组织病理形态变化

Figure
 

3　 Pathological
 

changes
 

of
 

lung
 

tissues
 

in
 

mice
 

of
 

each
 

group

如图 4,图 5 所示,免疫组织化学实验研究发

现,滴加过 Rabbit
 

Anti-SFTPC
 

Polyclonal
 

Antibody
 

(bs-10067R)工作液的小鼠肺组织切片均出现褐色

区域,而阴性对照组未出现,认为褐色区域为阳性

表达。 表明 SFTPC 蛋白在肺组织中均有表达。 与

正常对照组比较,模型组 SFTPC 蛋白在肺组织肺泡

与肺泡间隔区域表达量显著增加,大量阳性细胞表

达 SFTPC 蛋白;与模型组比较,黄芩-连翘配伍组

(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2) SFTPC 蛋白在肺组织肺泡

与肺泡间隔区域表达量显著减少,阳性细胞的表达

量较少。 结果表明,黄芩-连翘配伍组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,
2 ∶ 3,1 ∶ 2)对 LPS 诱导的小鼠急性肺炎有明显减

轻作用。

表 3　 小鼠肺病理组织学评分标准

Table
 

3　 Scoring
 

standard
 

of
 

lung
 

histopathology
 

in
 

mice
评分(分)

Score(points)
肺组织受损伤情况
Lung

 

tissue
 

injury
程度

Degree

0 肺组织正常
Normal

 

lung
 

tissue
无损伤或轻微

No
 

damage
 

or
 

minor

1 肺组织受损程度少于 25%
Lung

 

tissue
 

injury
 

less
 

than
 

25%
病灶轻微
Focal

 

mild

2 肺组织受损程度 25%
 

~
 

50%
Lung

 

tissue
 

injury
 

of
 

25%
 

~
 

50%
中度损伤

Moderate
 

damage

3 肺组织受损程度 50%
 

~
 

75%
Lung

 

tissue
 

injury
 

of
 

50%
 

~
 

75%
严重损伤

Serious
 

injury

4 肺组织受损程度大于 75%
Lung

 

tissue
 

injury
 

greater
 

than
 

75%
极严重病变

Very
 

severe
 

disease

图 2　 小鼠肺组织损伤评分( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)
Figure

 

2　 Lung
 

tissue
 

injury
 

score
 

of
 

mice( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)
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图 4　 SFTPC 蛋白在小鼠肺组织中的分布(IHC)
Figure

 

4　 Distribution
 

of
 

SFTPC
 

protein
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice(IHC)

图 5　 SFTPC 蛋白在小鼠肺组织中的分布(阴性对照,
 

IHC)
Figure

 

5　 Distribution
 

of
 

SFTPC
 

protein
 

in
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice
 

(Negative
 

control,
 

IHC)

2. 6　 小鼠血清中 TNF-α、IL-1β和 IL-6 的含量测

定的结果分析

如表 4 所示,与对照组比,模型组小鼠血清中

TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的含量显著升高(P
 

<
 

0. 01);
与模型组相比,黄芩-连翘配伍组(1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶
2)小鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的含量显著降

低(P
 

<
 

0. 01),黄芩-连翘配伍组(3 ∶ 2)小鼠血清

中 TNF-α 和 IL-1β 的含量显著降低(P
 

<
 

0. 05);与
模型组相比,黄芩-连翘配伍组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,
1 ∶ 2) 小鼠血清中 IL-6 的含量显著降低 ( P

 

<
 

0. 01),黄芩-连翘配伍组(2 ∶ 1) 小鼠血清中 IL-6
的含量显著降低(P

 

<
 

0. 05),说明黄芩-连翘配伍

组(1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)在一定程度上抑制 TNF-α、IL-
1β 和 IL-6 的分泌。
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表 4　 小鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的含量( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)
Table

 

4　 The
 

contents
 

of
 

TNF-α,
 

IL-1β
 

and
 

IL-6
 

in
 

serum
 

of
 

mice
 

( x-
 

±
 

s,
 

n
 

=
 

6)
组别

Groups TNF-α
 

(pg / mL) IL-1β
 

(pg / mL) IL-6
 

(pg / mL)

K 395. 70
 

±
 

12. 77 80. 85
 

±
 

3. 25 92. 06
 

±
 

2. 78
M 556. 87

 

±
 

75. 15## 92. 66
 

±
 

4. 47## 123. 20
 

±
 

17. 51##

Y 452. 84
 

±
 

14. 81※※ 87. 40
 

±
 

4. 02※ 95. 85
 

±
 

2. 75※※

3 ∶1 554. 44
 

±
 

82. 40 89. 04
 

±
 

2. 49 107. 16
 

±
 

18. 13
2 ∶1 544. 74

 

±
 

95. 03 89. 75
 

±
 

3. 59 102. 69
 

±
 

8. 75※

3 ∶2 469. 55
 

±
 

42. 42※ 87. 64
 

±
 

2. 87※ 100. 19
 

±
 

8. 06※※

1 ∶1 424. 54
 

±
 

20. 80※※ 84. 61
 

±
 

3. 68※※ 97. 41
 

±
 

3. 88※※

2 ∶3 436. 67
 

±
 

12. 30※※ 83. 17
 

±
 

2. 77※※ 92. 53
 

±
 

5. 91※※

1 ∶2 426. 15
 

±
 

22. 70※※ 83. 19
 

±
 

2. 01※※ 94. 09
 

±
 

11. 59※※

1 ∶3 516. 71
 

±
 

92. 86 89. 19
 

±
 

3. 25 117. 52
 

±
 

22. 11
3 ∶0 535. 58

 

±
 

104. 72 89. 94
 

±
 

4. 95 107. 09
 

±
 

13. 08
0 ∶3 544. 20

 

±
 

22. 06 90. 96
 

±
 

3. 26 112. 71
 

±
 

26. 74

3　 讨论

近年来,国内外的肺炎动物模型建立方法很

多,根据肺炎病原学可分为细菌性、真菌性、病毒

性、支原体、脂多糖( LPS)诱导性、化学诱导性等多

种类型[17] 。 其中脂多糖诱导的肺炎动物模型较为

常用,此模型常用的建立方法包括全身给药法、气
管内给药法、吸入法以及雾化法等。 全身给药法由

于诱发全身免疫反应较重,故用于建立急性呼吸窘

迫呼吸综合征模型;气管内给药法由于小鼠操作较

难及操作不当会导致实验失败;雾化法由于需要专

用的暴露塔,使用该方法的研究较少;本研究根据

各种给药方法优缺点及实验室的条件综合考虑选

择吸入法中的滴鼻法,此方法操作简单,能很好反

映出小鼠肺部的炎症状况,具体操作步骤是将小鼠

麻醉后,将配置好的一定浓度的 LPS 溶液滴入小鼠

鼻孔中使其全部吸入即可。
脂多糖诱导的小鼠急性肺炎模型,影响小鼠

心、肺组织,血液中的炎性细胞以及血清中 TNF-α、
IL-1β、IL-6 的水平,提前摄入一定剂量的黄芩-连翘

配伍组合物对脂多糖诱导的小鼠急性肺炎有较好

的保护作用,主要从改善心脏功能、肺部炎症反应

等方面促进炎症恢复。
急性肺炎所致急性肺损伤是由一些不可控制

的炎症反应引起的肺部功能障碍综合征,导致大量

炎症因子和效应细胞相互激活和相互作用[18] 。 脂

多糖称为内毒素( LPS),是比较常见的炎症激发因

素[19] ,可使小鼠肺出现炎性细胞浸润,产生大量炎

症因子,如 TNF-α、IL-1β、IL-6 等[3] ,继而从外周血

中招募大量中性粒细胞等炎性细胞进入肺中,诱导

炎性细胞在肺泡和肺间质内聚集,进一步释放炎症

因子,造成炎症级联式反应,引起细胞因子风暴产

生[20] 。 全血中的白细胞(中性粒细胞为主)是诱导

小鼠急性肺炎的重要细胞,在炎症反应早期可发现

其显著性升高。 LPS 进入小鼠肺部,诱发肺间质发

生水肿进而导致急性肺损伤,出现低氧血症、呼吸

困难等症状。 本研究利用 LPS 诱导小鼠急性肺炎

模型,分析黄芩-连翘不同配伍的抗炎作用差异。
通过给小鼠鼻腔滴入 LPS 建立急性肺炎模型,同时

使用生理盐水作为对照,不同比例黄芩-连翘配伍

作为给药组,地塞米松作为阳性对照组,以模拟治

疗急性肺炎的过程。 模型组小鼠精神状态差、反应

迟钝、活动减少、呼吸急促、听诊肺部有湿罗音等,
正常对照组小鼠表现正常、活泼、呼吸均匀、反应灵

敏,初步判断 LPS 诱导的小鼠急性肺炎模型复制成

功;与模型组相比,各给药组小鼠活动基本正常,整
体情况较好。 与正常对照组相比,模型组小鼠肺指

数极显著升高(P
 

<
 

0. 01),与模型组相比,黄芩-连
翘配伍组(1 ∶ 2)的肺指数显著降低(P

 

<
 

0. 05),说
明黄芩-连翘配伍能预防小鼠急性肺炎的发生。 与

正常对照组比较,模型组血液中白细胞总数和中性

粒细胞总数明显升高(P
 

<
 

0. 01),说明急性肺炎造

模成功;与模型组比较,黄芩-连翘不同配伍组(3 ∶
2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)能明显降低白细胞总数和中性

粒细胞总数(P
 

<
 

0. 01),说明黄芩-连翘不同配伍

组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)能降低炎性细胞浸润。
小鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 是常见炎症因子,
通过不同炎症通路诱导产生,进而介导急性肺炎的

发生。 研究结果显示,模型组小鼠血清中的炎症因

子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的含量明显高于正常对照

组,说明急性肺炎造模成功,LPS 引起了小鼠肺部的

炎症;黄芩-连翘不同配伍组(1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)可
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明显降低小鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的含量

(P
 

<
 

0. 01),说明黄芩-连翘配伍组(1 ∶ 1,2 ∶ 3,
1 ∶ 2)具有很好的抗炎作用。

在组织学方面,肺是动物体非常重要的器官之

一。 为研究肺组织的病理变化,本研究使用组织学

染色与肺组织病理评分方法。 肺上皮细胞包括肺

泡 I 型和肺泡 II 型细胞。 发生急性肺炎后,肺泡 I
型细胞可转为肺泡 II 型细胞,促进肺泡的再生,并
协调肺的稳态[21] ;肺泡上皮完整性恢复对肺内环境

的恢复至关重要[22] 。 为研究肺泡上皮细胞的恢复

情况,可以用典型标志物 SFTPC 来识别肺泡 II 型细

胞,通过免疫组织化学判断肺泡 II 型细胞在 SFTPC
蛋白上的表达量[23] 。 病理组织学结果显示,LPS 诱

导的小鼠急性肺炎模型肺组织的病理表现为肺泡

充血、炎性细胞浸润、肺泡壁增厚等急性肺炎特征,
说明通过鼻腔滴入 LPS 成功建立了急性肺炎模型。
而黄芩-连翘配伍组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)小鼠

肺组织肺泡充血、炎性细胞浸润、肺泡壁增厚症状

均较模型组减轻。 与正常对照组相比较,模型组病

理组织学评分均升高;与模型组相比,黄芩-连翘配

伍组(1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)和阳性给药组评分均降低。
免疫组化结果显示,与正常对照组相比较,模型组

SFTPC 蛋白在肺组织肺泡与肺泡间隔区域表达量

明显增加,有大量肺泡 II 型细胞表达 SFTPC 蛋白,
而阴性对照组未加 SFTPC 抗体,根据阴性对照组的

结果来看其未出现 SFTPC 蛋白阳性表达,进一步说

明了结果的可靠性;与模型组相比较,黄芩-连翘配

伍组(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2),SFTPC 蛋白在肺组

织肺泡与肺泡间隔区域表达量明显减少,推测肺泡

II 型细胞数量下降,说明黄芩 -连翘不同配伍组

(3 ∶ 2,1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)可改善 LPS 诱导的急性肺

炎的发生,为初步阐明黄芩-连翘配伍干预急性肺

炎模型机制的研究奠定基础,后续将围绕 TNF-α、
IL-1β 与 IL-6 相关的上下游关键信号通路做进一步

的实验验证。
综上所述,通过分析小鼠急性肺炎模型临床症

状、脏器指数、血清炎症因子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6
含量、血常规、HE 及 IHC 染色肺组织形态学观察及

肺组织损伤病理组织学评分等指标变化的结果,将
LPS 经过鼻腔进入小鼠肺部能成功建立小鼠急性肺

炎模型。 且综合研究发现黄芩-连翘不同配伍组

(1 ∶ 1,2 ∶ 3,1 ∶ 2)可显著预防 LPS 诱导的急性肺

炎,为临床畜禽急性肺炎的防治提供依据。
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雌性大鼠吸烟对仔鼠行为学影响的研究
韩雨1,陈晨1,王鑫峰1,张海阳4,陈俞4,许德玮4,姚铁翼4,邵晓云1,3∗,徐绍业2∗

(1. 桂林医学院基础医学院,广西
 

桂林　 541004;2. 桂林医学院科学实验中心,广西
 

桂林　 541004;3. 桂林医学院脑与认知神经

重点实验室,广西
 

桂林　 541004;4. 桂林医学院临床医学院,广西
 

桂林　 541004)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨亲代成年雌鼠香烟烟雾暴露对子代大鼠行为学及大脑皮层坍塌反应调节蛋白 1
(CRMP1)、死亡相关蛋白激酶 1(DAPK1)蛋白表达的影响。 方法　 将 18 只 8 周龄健康 SD 雌性大鼠随机分为烟熏

组(9 只)和对照组(9 只),烟熏组行香烟烟雾暴露构建烟熏模型,对照组正常饲养,烟熏 1 个月后将其与正常雄鼠

合笼并继续烟熏直至分娩。 将烟熏组和对照组分娩后的子代大鼠( F1 代) 分别进行旷场实验、转棒疲劳实验、
Morris 水迷宫实验等动物行为学检测,分析亲代雌鼠香烟烟雾暴露后对其子代的焦虑情况、运动耐受能力、以及空

间学习记忆能力的影响。 Western
 

Blot 检测不同发育阶段( 0、7、21
 

d 和 4 周) 各组子代大鼠的大脑皮层组织中

DAPK1 和 CRMP1 蛋白表达情况。 结果　 在旷场实验结果显示,烟熏组 F1 代子代大鼠在总区域中的运动总距离

和平均运动速度明显增加(P
 

<
 

0. 05),其中进入中央区的次数、在中央区的运动距离和停留时间均较对照组 F1 代

明显增加(P
 

<
 

0. 05);转棒疲劳实验结果发现,烟熏组 F1 代持续运动时间以及运动距离较对照组均显著减少(P
 

<
 

0. 05);Morris 水迷宫结果显示,烟熏组和对照组 F1 代的逃避潜伏期和到达平台的游泳路程无明显差异,但游泳速

度较对照组明显下降(P
 

<
 

0. 05);烟熏组 F1 代在目标象限停留时间占比和进入目标象限次数均较对照组明显减

少(P
 

<
 

0. 05),且平均游泳速度和总游泳路程也明显下降(P
 

<
 

0. 01);此外,Western
 

Blot 结果表明,烟熏组 F1 代大

鼠脑组织中 DAPK1 和 CRMP1 在发育早期(0、7、21
 

d)的蛋白表达均较对照组下降。 结论　 亲代雌鼠香烟烟雾暴

露可能会增加其子代大鼠的焦虑情绪,降低运动耐受能力,并使得其空间记忆能力减退,这可能与子代大鼠脑组织

中 CRMP1 和 DAPK1 分子的调控有关。
【关键词】 　 香烟烟雾暴露;子代大鼠;神经系统;行为学;CRMP1;DAPK1
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

passive
 

smoking
 

in
 

adult
 

female
 

rats
 

on
 

behavior
 

and
 

expression
 

of
 

collapsin
 

response
 

regulatory
 

protein
 

1
 

(CRMP1)
 

and
 

death-related
 

protein
 

kinase
 

1
 

(DAPK1)
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

of
 

offspring. Methods　 Eighteen
 

8-week-old
 

healthy
 

female
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

passive
 

smoking
 

group
 

(n
 

=
 

9)
 

and
 

control
 

group
 

(n
 

=
 

9).
 

The
 

passive
 

smoking
 

group
 

was
 

treated
 

with
 

smoke
 

to
 

establish
 

the
 

passive
 

smoking
 

model,
 

whereas
 

the
 

control
 

group
 

was
 

treated
 

normally.
 

After
 

1
 

month
 

of
 

smoking,
 

female
 

rats
 

were
 

mated
 

with
 

males
 

and
 

continued
 

smoking
 

until
 

delivery.
 

Offspring
 

(F1
 

generation)
 

of
 

passive
 

smoking
 

and
 

control
 

groups
 

were
 

evaluated
 

by
 

an
 

open
 

field
 

test,
 

rotary
 

rod
 

fatigue
 

test,
 

and
 

Morris
 

water
 

maze
 

test.
 

These
 

animal
 

behavior
 

tests
 

were
 

conducted
 

to
 

analyze
 

the
 

effects
 

of
 

passive
 

smoking
 

on
 

anxiety,
 

exercise
 

tolerance,
 

and
 

spatial
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

of
 

the
 

offspring.
 

Moreover,
 

CRMP1
 

and
 

DAPK1
 

protein
 

expression
 

in
 

cerebral
 

cortex
 

tissues
 

of
 

offspring
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot
 

at
 

various
 

developmental
 

stages
 

(0,
 

7,
 

and
 

21
 

days
 

and
 

4
 

weeks
 

( adult))
 

after
 

birth. Results　 The
 

open
 

field
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

total
 

movement
 

distance
 

and
 

average
 

movement
 

speed
 

of
 

the
 

F1
 

generation
 

in
 

the
 

passive
 

smoking
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

total
 

area
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

and
 

the
 

number
 

of
 

entering
 

the
 

central
 

area,
 

and
 

the
 

movement
 

distance
 

and
 

residence
 

time
 

in
 

the
 

central
 

area
 

were
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

those
 

of
 

the
 

control
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

The
 

rotary
 

rod
 

fatigue
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

sustained
 

movement
 

time
 

and
 

movement
 

distance
 

of
 

the
 

F1
 

generation
 

in
 

the
 

passive
 

smoking
 

group
 

were
 

significantly
 

reduced
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P
 

<
 

0. 001).
 

The
 

Morris
 

water
 

maze
 

showed
 

that
 

escape
 

latency
 

of
 

the
 

F1
 

generation
 

had
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

passive
 

smoking
 

group
 

and
 

control
 

groups,
 

but
 

swimming
 

speed
 

was
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

passive
 

smoking
 

group
 

(P
 

<
 

0. 001).
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

proportion
 

of
 

time
 

and
 

time
 

of
 

the
 

F1
 

generation
 

entering
 

the
 

target
 

quadrant
 

in
 

the
 

passive
 

smoking
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P
 

<
 

0. 05),
 

and
 

the
 

swimming
 

speed
 

and
 

total
 

swimming
 

distance
 

were
 

also
 

decreased
 

significantly
 

(P
 

<
 

0. 01).
 

Additionally,
 

Western
 

Blot
 

showed
 

that
 

CRMP1
 

and
 

DAPK1
 

protein
 

expression
 

in
 

offspring
 

of
 

the
 

passive
 

smoking
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

at
 

0,
 

7,
 

and
 

21
 

days.
Conclusions　 Passive

 

smoking
 

in
 

parental
 

female
 

rats
 

promoted
 

anxiety,
 

reduced
 

exercise
 

tolerance,
 

and
 

impaired
 

spatial
 

memory
 

of
 

offspring,
 

which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

regulation
 

of
 

CRMP1
 

and
 

DAPK1
 

expression
 

in
 

the
 

brain
 

tissue
 

of
 

offspring.
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smoke
 

exposure;
 

offspring
 

rats;
 

nervous
 

system;
 

animal
 

behavior;
 

CRMP1;
 

DAPK1
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 香烟烟雾中含有大量尼古丁等有害化合物,长
期处于此环境中的孕期哺乳类动物可导致胎儿流

产、死胎、畸形等现象,同时吸烟对神经系统的发育

和功能的影响也是其众多影响之一,其中烟草对神

经传递和认知功能的发育有显著的负面影响[1] 。
但香烟烟雾暴露对子代神经系统的影响及相关分

子机理尚不清楚。 坍塌反应调节蛋白( Collapsing
 

response
 

mediator
 

proteins, CRMPs ) 家 族 包 含

CRMP1、2、3、4、5 共 5 个成员,在神经系统发育过程

中高度表达,是神经系统发育中的主要磷酸化蛋白

之一[2] 。 研究显示 CRMP1 能够调节微管的组装和

微丝肌动蛋白的重组,介导神经营养因子诱导神经

元突起的延伸,而 CRMP1 表达的减少同时影响微

管的装配导致神经元轴突的稳定性下降和胞浆的

运输障碍,直接导致神经元功能异常和退化,并促

进神经元死亡。 另外 CRMP1 和 CRMP2 能通过不

同的信号通路调节树突棘成熟,促进 / 增加海马神

经元突起的生长、脊柱的形成和树突棘的密度[3] 。
CRMP1 和 CRMP4 是发育中的小鼠大脑锥体神经元

树突正确定向所必需的[4] 。 CRMP5 对视网膜神经

节细胞有着神经保护和神经再生作用[5] 。 死亡相

关蛋白激酶 1 ( Death-associated
 

protein
 

kinase
 

1,
DAPK1)是一种钙调蛋白调节的丝氨酸 / 苏氨酸蛋

白激酶[6] ,在机体中广泛参与由多种信号介导的细

胞死亡过程[7] ,同时在大脑中高度表达[8] 。 研究表

明,它与神经系统疾病相关的多种神经元损伤有

关[9] 。 DAPK1 作为细胞凋亡正调控因子,可通过上

调 p53 基因的表达而促使细胞进入Ⅰ型细胞凋亡程

序,也可与非 p53 依赖的经典凋亡途径发生关

联[10] 。 另有研究发现,DAPK1 亦可诱导一种不需

要半胱天冬酶参与的Ⅱ型细胞死亡或称自体吞噬

性细胞死亡[9] 。
实验前期研究初步证明了香烟烟雾暴露对胎

儿多器官发育均有一定影响[11] 。 本实验进一步研

究亲代雌鼠香烟烟雾暴露对子代大鼠行为学的影

响,通过旷场实验、转棒疲劳实验和 Morris 水迷宫实

验从整体水平检测大鼠的焦虑、运动耐受能力、以
及对空间位置和方向的学习记忆能力的影响。 同

时,在分子水平通过 Western
 

Blot 检测亲代雌鼠香

烟烟雾暴露对子代大鼠大脑皮层组织中 DAPK1 和
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CRMP1 蛋白表达的影响。 旨在阐明亲代雌鼠香烟

烟雾暴露对子代神经系统行为学的影响及其机制,
为预防和治疗香烟烟雾暴露引起的神经系统损伤

提供分子靶点。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

选用 18 只 7
 

~
 

8 周龄 SPF 级 SD 雌性大鼠,体
重 200

 

~
 

220
 

g,雄性 9 只,体重 220
 

~
 

240
 

g,均购于

湖南斯莱克景达实验动物有限公司 【 SCXK ( 湘)
2019-0004】。 大鼠饲养提供标准饲料,饮用高压灭

菌水,光照和黑暗各 12
 

h 轮流交替,湿度保持在

60%左右,温度控制在 22℃ 左右,饲养于桂林医学

院实验动物中心【 SYXK(桂) 2020-0005】。 动物实

验经桂林医学院实验动物伦理委员会审查,符合动

物福利伦理相关要求(GLMC-IACUC-2021006)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

广西某品牌香烟 ( 20 支 / 包); RIPA 裂解液

(Beyotime
 

Biotechnology,
 

上海,中国);PMSF 苯甲基

磺酰氟( Solarbio
 

Life
 

Sciences,北京,中国);磷酸酶

抑制剂( MCE,Monmouth
 

Junction, NJ,美国);兔源

CRMP1 多克隆抗体 ( Proteintech
 

Rosemont, IL, 美

国 ); 兔 源 DAPK1 多 克 隆 抗 体 ( Proteintech
 

Rosemont, IL, 美国); 鼠源 GAPDH 单克隆抗体

( Proteintech
 

Rosemont, IL, 美 国 ); Protein
 

marker
( Thermo

 

Waltham, MA, 美 国 ); BCA 试 剂 盒

(Beyotime
 

Biotechnology,上海,中国);ECL 发光试

剂盒(Thermo
 

Waltham,MA,美国)。
自制半封闭式烟熏染毒箱(150

 

cm
 

×
 

60
 

cm
 

×
 

60
 

cm);旷场装置(型号 XR-XZ301)、转棒疲劳仪

(型号 XR1514-RZPM)、 Morris 水迷宫 ( 型号 XR-
XM101),均由上海欣软信息科技有限公司生产。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 烟熏大鼠模型的建立及分组

参照徐绍业等[12] 使用的自制半封闭式烟熏染

毒箱(150
 

cm
 

×
 

60
 

cm
 

×
 

60
 

cm),以饲养箱为骨架,
分为上下两层,箱两边预留 1

 

cm
 

×
 

1
 

cm 通气孔各 3
个。 参照陈茜等[13]烟熏模型方法并改进,在箱内上

下层各设置一个燃烟点,每个燃烟点每次连续自燃

香烟 10 支,烟熏维持约 60
 

min,每天 2 次(9:00,15:
00)。 将亲代雌鼠随机分为烟熏组和对照组各 9
只,烟熏组雌鼠置于半封闭式烟熏染毒箱,对照组

雌鼠于同环境、同饲料喂养,但不给予烟雾吸入;用
于合笼交配的雄鼠 9 只不作处理,正常饲养。 烟熏

1 个月后,将烟熏组和对照组雌鼠分别以 2 ∶ 1 比例

与雄鼠合笼(每晚 19:00),次日晨分笼,反复数日,
直至确定雌鼠怀孕则停止合笼。 待孕鼠分娩出子

代大鼠后则停止烟熏处理,烟熏持续两个月左右。
随后在烟熏组和对照组中不同亲代大鼠繁育的后

代中筛选出体重相当的 3 窝仔鼠(每窝分别为 11
只、12 只、13 只),待成年(约 4 周龄) 进行旷场实

验、转棒疲劳实验、Morris 水迷宫实验。 同时,收集

不同发育阶段(0、7、21
 

d 和 4 周)烟熏组和对照组

子代大鼠的大脑皮层脑组织, Western
 

Blot 检测

CRMP1 和 DAPK1 蛋白的表达情况。 实验使用戊巴

比妥钠过量麻醉对大鼠进行安乐死处理。
1. 2. 2　 旷场实验

旷场实验检测大鼠自发探索能力、活动能力和

焦虑情绪。 SD 大鼠选用旷场装置(50
 

cm
 

×
 

50
 

cm
 

×
 

50
 

cm)为底部和侧壁均为黑色有机板的自发活动

箱,应用自发活动视频分析系统将自发活动箱平均

分为 25 格,设定周边 16 格为外周区,中间 9 格为中

央区。 实验前将待测大鼠置于旷场装置自由停留

5
 

min 进行环境适应,每天 1 次,连续 2
 

d。 正式实验

时间尽量与环境适应时间一致。 正式实验即将待

测大鼠放入旷场装置底板中心,随后使其自由活动

300
 

s,记录子代大鼠全程运动总距离、平均运动速

度,以及进入中央区和外周区的次数、在中央区和

外周区的运动距离和停留时间,子代大鼠运动路径

图见图 1A。
1. 2. 3　 转棒疲劳实验

转棒疲劳实验检测大鼠的运动耐受能力。 预

先将待测大鼠置于转棒疲劳仪(转棒直径 60
 

mm,跑
道宽度 80

 

mm)进行训练,每次以 40
 

r / min 转速持

续 5
 

min,每只大鼠每天训练 3 次,期间间隔 15
 

min,
共训练 2

 

d。 2
 

d 后进行正式测试,每只鼠测试 3 次,
方法与训练期相同,记录大鼠在转棒疲劳仪上的持

续运动时间及运动距离,取平均值。
1. 2. 4　 Morris 水迷宫实验

Morris 水迷宫实验检测大鼠对位置和方向的空

间学习记忆能力。 水迷宫水池直 160
 

cm,将水池均

分为 4 个象限,设置隐匿逃生平台(直径 8
 

cm)于其

中 1 个象限的中央,根据 4 个象限分别以 A、B、C、D
标记为大鼠 4 个入水点。 注水深度 50

 

cm,注水后

使平台没入水面以下 1
 

cm,实验时向水池内注入黑
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色墨水使之与池水混匀。 测试期间迷宫外部各参

照物保持不变,水温维持(25
 

±
 

2)℃ 。 首先进行获

得性训练(即定位航行实验),随机选择一个入水点

将大鼠面向池壁轻轻放入水中,若 2
 

min 内四肢登

上隐匿平台,则使其在平台上停留 15
 

s;若 2
 

min 内

尚未找到平台,则人为引导其寻找平台并停留 15
 

s,
每只大鼠每天训练 4 次,分别从 4 个不同的入水点

入水,每次训练间隔 15
 

~
 

20
 

min,连续 5
 

d,记录大

鼠的逃避潜伏期、到达平台的游泳路程、以及平均

游泳速度。 第 6 天进行空间探索实验,即在定位航

行实验基础上撤除逃生平台,将待测大鼠从原平台

象限(目标象限)的对侧入水,计时 2
 

min,记录大鼠

到达目标象限的时间、进入目标象限的次数、在目

标象限停留时间、平均游泳速度、总游泳路程。
1. 2. 5　 Western

 

Blot
取烟熏组和对照组子代大鼠不同生长阶段的

大脑皮层组织,用 RIPA 裂解液(临用时添加蛋白酶

抑制剂 PMSF 和磷酸酶抑制剂)完全裂解脑组织,提
取大脑皮层组织总蛋白,采用 BCA 试剂盒法测定蛋

白浓度。 将各组蛋白样品按一定顺序加入上样孔,
进行电泳、转膜、5%脱脂奶粉封闭 2

 

h 后,选择目的

抗体在 4℃冰箱旋转孵育过夜,次日用 1
 

×
 

TBST 洗

膜后进行室温二抗孵育 1
 

h,再次洗膜后应用 ECL
化学发光液对目的蛋白条带进行曝光显影。
1. 3　 统计学分析

结果用平均值
 

±
 

标准差( x-
 

±
 

s)表示。 所有数

据均用 SPSS
 

25 和 GraphPad
 

Prism
 

8 软件处理,若
两组独立样本符合正态分布且方差齐,则采用独立

样本 t 检验,反之则采用非参数检验(Wilcoxon 秩和

检验)。 以 P
 

<
 

0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 亲代雌鼠香烟烟雾暴露增强了子代大鼠的焦

虑感

旷场实验结果显示,烟熏组子代大鼠在总区域

较对照组的运动总距离(P
 

<
 

0. 05,图 1B)和平均运

动速度(P
 

<
 

0. 05,图 1C)明显增加;子代大鼠在中

央区的运动情况显示,烟熏组子代大鼠进入中央区

的次数(P
 

<
 

0. 05,图 1D)、在中央区的运动距离

(P
 

<
 

0. 05,图 1E)、以及在中央区的停留时间(P
 

<
 

0. 05,图 1F)明显增加。 同时,子代大鼠在外周区的

运动情况表现为,烟熏组较对照组子代大鼠进入外

周区的次数(P
 

<
 

0. 05,图 1G)和在外周区运动的距

离(P
 

<
 

0. 05,图 1H)明显增加,但烟熏组子代大鼠

在外周区停留时间有所减少(P
 

<
 

0. 05,图 1I)。 上

述结果推测,亲代雌鼠香烟烟雾暴露可能促使子代

大鼠运动亢奋激发其探索新知的能力,同时也增加

了子代大鼠的焦虑情绪(见图 1)。
2. 2　 亲代雌鼠香烟烟雾暴露降低子代大鼠的运动

耐受能力

转棒疲劳实验结果显示,烟熏组子代大鼠在转

棒疲劳仪上的持续运动时间(P
 

<
 

0. 001,图 2A)和

运动的距离(P
 

<
 

0. 001,图 2B)较对照组子代大鼠

显著减少。 表明亲代雌鼠香烟烟雾暴露会导致子

代大鼠运动耐受能力显著下降(见图 2)。
2. 3　 亲代雌鼠香烟烟雾暴露对子代大鼠空间学习

和记忆能力的影响

　 　 Morris 水迷宫实验结果显示,在获得性训练的

定位航行实验中,烟熏组子代大鼠的逃避潜伏期

(P
 

>
 

0. 05,图 3A) 和抵达平台的运动路程 (P
 

>
 

0. 05,图 3B)与对照组无显著性差异。 随着训练天

数的增加,子代大鼠逃避潜伏期和抵达平台的运动

路程均逐渐缩小,表明亲代雌鼠香烟烟雾暴露并没

有影响子代大鼠的学习能力,但烟熏组子代大鼠的

游泳速度较对照组明显下降(P
 

<
 

0. 001,图 3C)。
在撤除平台后进行的空间探索实验中,烟熏组

子代大鼠较对照组在目标象限停留的时间占比下

降(P
 

<
 

0. 05,图 3D),进入目标象限的次数明显减

少(P
 

<
 

0. 05,图 3E)。 整个游泳过程中烟熏组子代

大鼠的平均游泳速度明显降低(P
 

<
 

0. 01,图 3F),
总游泳路程也较对照组显著减少 (P

 

<
 

0. 01,图

1G)。 这表明亲代雌鼠香烟烟雾暴露会导致其子代

大鼠的空间记忆能力减退,且运动能力也明显减弱

(见图 3)。
2. 4　 不同发育阶段子代大鼠大脑皮层中 CRMP1、
DAPK1 的蛋白表达情况

Western
 

Blot 结果显示,烟熏组子代 CRMP1 蛋

白在 0
 

d(P
 

<
 

0. 001,图 4A,4B)、7
 

d(P
 

<
 

0. 05,图
4C,4D)、21

 

d(P
 

<
 

0. 05,图 4E,4F)的表达水平均

显著低于对照组。 而在 4 周(P
 

>
 

0. 05,图 4G,4H)
时,两组间 CRMP1 蛋白表达无明显差异。 DAPK1
蛋白的表达水平在各个检测阶段 0

 

d(P
 

<
 

0. 001,图
4A,4B)、7

 

d(P
 

<
 

0. 01,图 4C,4D)、21
 

d(P
 

<
 

0. 05,
图 4E、4F)、4 周(P

 

<
 

0. 001,图 4G,4H)均具有显著

性差异,尤其是在发育早期。 表明亲代雌鼠香烟烟

雾暴露可影响子代大鼠大脑皮层中 CRMP1 和

DAPK1 的表达(见图 4)。
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注:A:子代大鼠在旷场装置上的运动路径图;B:子代大鼠在总区域的运动总距离;C:子代大鼠在总区域的平均运动速度;D:子代大鼠进

入中央区的次数;E:子代大鼠在中央区的运动距离;F:子代大鼠在中央区的停留时间;G:子代大鼠进入外周区的次数;H:子代大鼠在外

周区的运动距离;I:子代大鼠在外周区的停留时间;与对照组相比,∗P
 

<
 

0. 05。

图 1　 烟熏组和对照组子代大鼠的旷场实验结果(n
 

=
 

11)
Note.

 

A.
 

Movement
 

path
 

map
 

of
 

offspring
 

rats
 

on
 

the
 

open
 

field
 

device.
 

B.
 

The
 

total
 

movement
 

distance
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

the
 

total
 

area.
 

C.
 

Average
 

movement
 

speed
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

the
 

total
 

area.
 

D.
 

The
 

number
 

of
 

offspring
 

rats
 

entering
 

the
 

central
 

region.
 

E.
 

Movement
 

distance
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

the
 

central
 

region.
 

F.
 

Residence
 

time
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

central
 

region.
 

G.
 

The
 

number
 

of
 

offspring
 

rats
 

entering
 

the
 

peripheral
 

area.
 

H.
 

Movement
 

distance
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

peripheral
 

area.
 

I.
 

Residence
 

time
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

peripheral
 

area.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.

Figure
 

1　 Open
 

field
 

test
 

results
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

the
 

smoked
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group(n
 

=
 

11)
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注:A:子代大鼠的运动时间;B:子代大鼠的运动距离;与对照相

比,∗∗∗P
 

<
 

0. 001。

图 2　 烟熏组和对照组子代大鼠转棒疲劳实验结果(n
 

=
 

12)
Note.

 

A.
 

Exercise
 

time
 

of
 

offspring
 

rats.
 

B.
 

Movement
 

distance
 

of
 

offspring
 

rats.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 001.

Figure
 

2　 Results
 

of
 

rod-rotating
 

fatigue
 

test
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

the
 

smoked
 

group
 

and
 

control
 

group(n
 

=
 

12)

注:定位航行实验:A:子代大鼠的逃避潜伏期,B:子代大鼠抵达平台的游泳路程,C:子代大鼠的平均游泳速度;空间探索实验:D:
子代大鼠在目标象限停留时间占比,E:子代大鼠进入目标象限的次数,F:子代大鼠的平均游泳速度,G:子代大鼠的总游泳路程;与

对照组相比,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01,∗∗∗P
 

<
 

0. 001。 (下图同)

图 3　 烟熏组和对照组子代大鼠 Morris 水迷宫实验结果(n
 

=
 

13)
Note.

 

The
 

positioning
 

navigation
 

experiment.
 

A.
 

Escape
 

latency
 

of
 

offspring
 

rats.
 

B.
 

The
 

swimming
 

distance
 

of
 

offspring
 

rats
 

reaching
 

the
 

platform.
 

C.
 

Average
 

swimming
 

speed
 

of
 

offspring
 

rats.
 

The
 

space
 

exploration
 

experiment.
 

D.
 

Proportion
 

of
 

residence
 

time
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

target
 

quadrant.
 

E.
 

The
 

number
 

of
 

offspring
 

rats
 

entering
 

the
 

target
 

quadrant.
 

F.
 

Average
 

swimming
 

speed
 

of
 

offspring
 

rats.
 

G.
 

Total
 

swimming
 

distance
 

of
 

offspring
 

rats.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01,
 ∗∗∗P

 

<
 

0. 001.
 

( The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

3　 Morris
 

water
 

maze
 

test
 

results
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

the
 

smoking
 

group
 

and
 

control
 

group(n
 

=
 

13)

3　 讨论

众所周知,中国是一个烟草生产和消费大国。
虽然中国女性有吸烟习惯者较欧美女性少,但是中

国男性吸烟者众多,由此导致的女性被动吸入二手

烟的几率亦随之增加。 香烟烟雾中含有的大量尼

古丁等有害化合物被母体吸收后将导致孕妇妊娠

期并发症[14] ,也可能通过胎盘屏障进入胎儿体内影

响胎儿大脑发育[15] ,怀孕期间长期处于此环境可导

致胎盘早剥、流产、死产、早产( <
 

37 周妊娠)和低出

生体重( <
 

2500
 

g) [16]等,并且会导致胎儿神经发育

不良及后代多指(趾)畸形等有害影响。
到目前为止,孕妇香烟烟雾暴露对后代大脑神

经系统发育的影响及相关分子机理尚不清楚。 为

了探究香烟烟雾暴露对其子代神经系统发育的影

响,本研究通过香烟烟雾暴露对亲代雌鼠进行烟熏
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注:A,B:子代大鼠出生 0
 

d;C,D:子代大鼠出生 7
 

d;E,F:子代大鼠出生 21
 

d;G,H:子代大鼠出生 4 周。

图 4　 Western
 

Blot 检测烟熏组和对照组子代大鼠不同发育阶段大脑皮层 CRMP1、DAPK1 蛋白表达情况

Note.
 

A,
 

B.
 

Progeny
 

rats
 

were
 

born
 

0
 

d.
 

C,
 

D.
 

Progeny
 

rats
 

were
 

born
 

for
 

7
 

d.
 

E,
 

F.
 

Progeny
 

rats
 

were
 

born
 

for
 

21
 

d.
 

G,
 

H.
 

The
 

progeny
 

rats
 

were
 

born
 

4
 

weeks.

Figure
 

4　 Western
 

Blot
 

analysis
 

of
 

CRMP1
 

and
 

DAPK1
 

protein
 

expression
 

in
 

cerebral
 

cortex
 

of
 

offspring
 

rats
 

at
 

different
 

developmental
 

stages
 

in
 

the
 

smoking
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group

处理,并通过动物行为学检测子代大鼠在情绪、运
动能力及学习记忆等方面的变化。 烟熏组和对照

组亲代雌鼠分别娩出 53 只和 72 只子代大鼠,其中

对部分成年期子代大鼠(4 周) 进行动物行为学检

测,部分发育期(0
 

d,7
 

d,21
 

d,4 周)子代大鼠进行

Western
 

Blot 检测。
旷场实验结果显示,烟熏组子代大鼠进入旷场

中央区的频率更高,且其在总区域的运动总路程和

平均运动速度均较对照组明显增加,这可能与亲代

雌鼠香烟烟雾暴露导致其子代大鼠过度活跃有关。
有研究比较了在亲代雄鼠和雌鼠中尼古丁暴露对

其子代大鼠的行为学影响,结果发现尼古丁暴露的

雌鼠其子代大鼠表现为过度活跃和冲动性行为增

加[17] 。 Liu 等[18] 曾报道亲代雌性接触尼古丁可能

会导致子代大鼠产生神经生物学障碍,如多动症、
学习和记忆问题等。 同时,本研究结果还显示,烟
熏组子代大鼠在外周区和中央区之间的穿越次数

亦较对照组明显增多,由此表明,亲代雌鼠香烟烟

雾暴露后将导致其子代更强烈的焦虑感,这与 Zhou
等[19]的研究结果一致,即母体尼古丁暴露的子代在

幼年期表现出身体和神经行为发育迟缓,增加焦虑

水平。
二手烟暴露将会引起哮喘、呼吸道感染、肺生

长和功能受损、运动耐受性下降、认知障碍、行为问

题等多种不良健康风险。 多项研究表明,香烟烟雾

暴露可减缓小鼠的生长发育,并使小鼠的运动能力

明显减弱[20-21] 。 但目前关于亲代香烟烟雾暴露后

对子代运动能力影响的报道甚少。 本研究转棒疲

劳实验结果显示,亲代烟熏组的子代大鼠运动耐受

能力显著下降,与对照组存在极显著性差异(P
 

<
 

0. 001)。 由此可见,亲代香烟烟雾暴露也可影响其

子代的运动耐受能力。
Morris 水迷宫主要用于检测实验动物的学习和

记忆能力。 本研究在 Morris 水迷宫前 5
 

d 的获得性

训练中表现为,子代大鼠的逃避潜伏期和寻找平台

的总路程在烟熏组和对照组之间无明显的差异;随
着训练天数的延长,二者潜伏时间和寻找路程均随

之缩短,且二者几乎趋于一致。 上述研究表明,亲
代大鼠香烟烟雾暴露并不影响子代大鼠的学习能

力。 这与 Alzoubi 等[22] 在水烟暴露对大鼠学习能力

影响的研究结果相一致。 但是,烟熏组子代大鼠的

平均游泳速度却较对照组明显降低,这进一步说明

亲代雌鼠香烟烟雾暴露会对子代大鼠的运动能力

产生不良影响,这与转棒疲劳实验结果一致。 在后

续的空间探索实验中,烟熏组子代大鼠在目标象限

停留的时间以及进入目标象限的次数都明显减少,
由此表明,亲代雌鼠香烟烟雾暴露后会影响子代大

鼠的空间记忆能力。 此前一项关于水烟环境对大
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鼠学习记忆影响的研究发现,接触水烟环境的大鼠

会导致短期和长期记忆受损[22] 。 而且,据报道,围
产期尼古丁暴露会导致子代小鼠的注意力和记忆

力的显著缺陷,有趣的是,这一缺陷具有性别依赖

性,雄性后代而非雌性后代更明显[23] 。 同时,在空

间探索实验中,亲代烟熏组雌鼠的子代大鼠的平均

游泳速度以及总游泳路程也明显减少,同样表明,
亲代雌鼠香烟烟雾暴露会减弱子代大鼠的运动

能力。
有研究表明,香烟烟雾暴露会诱发脑部炎症和

氧化应激[24] ,在子代小鼠大脑皮层产生炎症反应,
如坏死和细胞质空泡化,还观察到大量的凋亡细胞

和死亡的神经元,对大脑的功能产生负面影响,从
而导致子代小鼠记忆功能的异常[25] 。 为了探究亲

代香烟烟雾暴露对子代生长发育及凋亡的影响,本
研究分别收集子代大鼠出生后不同阶段(0

 

d、7
 

d、
21

 

d、4 周)的大脑皮层组织,并选择与发育和凋亡

相关的靶分子 CRMP1 和 DAPK1 进行蛋白水平检

测,从结果可以看出,烟熏组子代大鼠较正常组子

代大鼠脑组织中 CRMP1 和 DAPK1 蛋白表达水平

均显著降低。 由于 CRMP1 具有调节树突棘成熟、
促进 / 增加海马神经元突起的生长、脊柱的形成以

及增加树突棘密度的功能[3] ,推测亲代大鼠香烟烟

雾暴露导致 CRMP1 显著下降,可能造成树突棘的

成熟障碍,并导致神经元突起生长受限,从而影响

了脑细胞的正常生理功能;同时,DAPK1 作为细胞

凋亡正调控因子,促进细胞凋亡[6] ,广泛参与由多

种信号介导的细胞死亡过程[7] ,而亲代大鼠香烟烟

雾暴露致使子代大鼠脑组织中 DAPK1 的表达降

低,可能打破了脑组织中正常细胞凋亡和发育的平

衡。 但亲代雌鼠香烟烟雾暴露后导致其子代大鼠

产生的一系列行为学改变(焦虑、运动耐受能力减

退、空间记忆能力减退等) 是否与 CRMP1、DAPK1
相关联,该靶分子调节子代大鼠行为学改变的机制

如何则仍需进一步探讨。
本研究结果表明亲代雌鼠香烟烟雾暴露可增

强子代大鼠的焦虑感、降低其运动耐受能力,并导

致子代大鼠的记忆力减退,这可能与 CRMP1 和

DAPK1 的调节有关。 于此,我们认为有必要以多种

形式开展反吸烟宣传活动,提高公众对二手烟危害

的认识以及保护女性及儿童们免受其害,并从分子

生物学角度进一步探索香烟烟雾暴露导致神经系

统损害的治疗靶点。
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应用微卫星技术对 KM 小鼠种子群体遗传质量进行
比较分析

左琴,魏杰,付瑞,刘佐民,王洪∗,岳秉飞∗

(中国食品药品检定研究院,北京　 102629)

　 　 【摘要】 　 目的　 应用微卫星技术在 2013 年和 2020 年对同一个 KM 小鼠种子群体进行遗传质量检测和分析。
方法　 2013 年和 2020 年分别提取 30 只 KM 小鼠 DNA,应用 30 个微卫星标记进行 PCR 扩增,基因测序后计算等位

基因数、杂合度和多态信息含量等参数。 结果　 2013 年该群体有 95 个等位基因,平均杂合度为 0. 4864,平均多态

信息含量(PIC)为 0. 4418。 2020 年该群体有 122 个等位基因,平均杂合度分别为 0. 5150,平均多态信息含量(PIC)
分别为 0. 4818。 结论　 KM 小鼠种子群体具有良好的遗传稳定性和多样性,符合封闭群动物的群体遗传概貌特征。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

analyze
 

the
 

population
 

genetic
 

quality
 

of
 

the
 

same
 

closed
 

KM
 

mouse
 

colony
 

in
 

2013
 

and
 

2020
 

by
 

microsatellites. Methods　 DNA
 

was
 

extracted
 

from
 

30
 

KM
 

mice
 

in
 

2013
 

and
 

2020.
 

Thirty
 

pairs
 

of
 

microsatellites
 

primers
 

were
 

used
 

for
 

PCR
 

amplification
 

and
 

DNA
 

sequencing
 

to
 

evaluate
 

genetic
 

quality
 

by
 

the
 

number
 

of
 

alleles,
 

heterozygosity
 

and
 

polymorphism
 

content. Results 　 Ninety-five
 

alleles
 

were
 

found
 

in
 

2013,
 

average
 

heterozygosity
 

was
 

0. 4864
 

and
 

average
 

polymorphism
 

content
 

was
 

0. 4418.
 

There
 

were
 

122
 

alleles,
 

average
 

heterozygosity
 

was
 

0. 5150,
 

and
 

average
 

polymorphism
 

content
 

was
 

0. 4818. Conclusions 　 The
 

closed
 

KM
 

mice
 

colony
 

had
 

genetic
 

stability
 

and
 

genetic
 

diversity,
 

which
 

satisfied
 

the
 

genetic
 

characteristics
 

of
 

a
 

closed
 

colony
 

of
 

laboratory
 

animals.
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　 　 KM 小鼠是我国特有的应用最广泛的封闭群小

鼠,有抗病力和适应力强,繁殖率和成活率高等特

点。 追溯其历史,1926 年美国 Rockfeller 研究所从

瑞士引入白化小鼠培育成瑞士种小鼠。 1944 年从

印度 Haffkine 研究所引入我国云南昆明,1950 年由

昆明引入北京天坛(卫生部生物制品检定所现址),
1955 年由北京生物制品研究所扩种生产,推广到全

国使用的一种封闭群小鼠[1] 。 1961 年引入到卫生
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部药品生物制品检定所(中国食品药品检定研究院

实验动物资源研究所) [2] ,在中检院封闭饲养到至

今。 广泛用于药理、毒理、病毒和细菌引起的传染

病的研究,以及生物制品的检定工作中[3] 。 KM 小

鼠的遗传质量对种群维持及检定工作至关重要,有
必要定期对封闭群 KM 小鼠进行遗传质量检测和

分析。
封闭群实验动物的质量保证有赖于严谨的科

学繁育方式和完善的检测技术手段,二者相互影

响,促进实验动物繁育和检测的良性循环。 KM 小

鼠种群在中检院封闭饲养了 60 余年,中检院长期对

该种群遗传监测,并致力于封闭群实验动物遗传质

量检测方法的研究和相关标准的制定,应用国家标

准的生化标记检测法的 14 个位点分别在 1990 年和

2010 年对本单位的 KM 小鼠种群进行了遗传质量

检测,1990 年种群的平均杂合度是 0. 2625,多态性

信息含量是 0. 2065,2010 年群体的平均杂合度是

0. 1615,多态性信息含量是 0. 1307,此研究同时表

明有效位点为 7
 

~
 

9 个,在位点数量少的情况,不能

客观反映实验动物群体遗传结构特征[4] 。 由于生

化标记方法的有效位点较少的局限性,1990 年和

2010 年的检测结果未能准确描述中检院 KM 小鼠

种子群体的遗传结构信息。
2010 年国家标准“ GB14923-2010 哺乳类实验

动物的遗传质量控制” 更新发布,要求对封闭群的

动物进行遗传检测,推荐生化标记检测法、下颌骨

测量法、DNA 检测法等检测方法。 2017 年中国实验

动物行业协会颁布实施了行业团体标准《 T / CALAS
 

21-2017 实验动物小鼠、大鼠微卫星标记检测方

法》,弥补了生化标记检测法的局限性,微卫星方法

的位点数量多且多态性丰富,位点实现了全基因组

覆盖[5] 。
本研究应用团体标准的微卫星技术,对同一种

群的封闭群 KM 小鼠种子群体进行遗传质量检测,
比较 2013 年和 2020 年 KM 小鼠群体遗传结构变

化,监测种群遗传质量,完善种群遗传背景资料,探
讨封闭群种群维持的重要性。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

在 2013 年和 2020 年,分别从中国食品药品检

定研究院 KM 小鼠种子群体基础群中随机选择 30

只,10 周龄以上,雌雄各半,剪取尾尖组织 1 cm 冻

存,用于 DNA 提取。 所有动物均为 SPF 级【 SCXK
(京)2017-0008】。 动物饲养于温度 22 ~ 26℃ ,湿度

40% ~ 70%,光照 12
 

h 明 12
 

h 暗的屏障环境中,自由

采食、自由饮水,饲养于中国食品药品检定研究院

【SYXK(京)2017-0013】。 实验操作符合中国食品

药品检定研究院动物福利伦理要求(中检动(福)第

2019(A)001 号)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

PCR 扩 增 试 剂 ( TaKaKa, R007A ), 琼 脂 糖

(Sigma,V900510);PCR 仪(伯乐,Bio-rad
 

MyCycler,
美国),离心机(赛默飞,Thermo

 

MULTIFUGE
 

X1R,
美国),Bio-Rad 电泳仪(伯乐,Bio-Rad

 

PowerPar,美
国),微量分光光度计(赛默飞,Thermo

 

MULTIFUGE
 

X1R,美国)等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 样本 DNA 的提取制备

用氯仿 / 异戊醇法提取基因组 DNA,用琼脂糖

电泳和 NanoDrop 微量分光光度计对 DNA 完整性、
浓度和纯度进行测定。 所有样本的 A260 / 280 为

1. 8
 

~
 

2. 0,浓度调整为 40
 

~
 

80
 

ng / μL,-20℃ 保存

备用。
1. 2. 2　 引物及扩增程序

按照团体标准合成 30 对荧光引物,并按照标准

方法进行 PCR 扩增[5] 。 序列详见 T / CALAS
 

21 -
2017 表 1 ( http: / / www. lascn. com / uploadfiles / zlbz /
2018 / 6 / 201806081412336328. pdf)。
1. 2. 3　 扩增产物分型

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测特异性后进

行微卫星基因型分型。 微卫星基因型分型均由北

京擎科新业生物技术有限公司完成。 经实验条件

优化特异性差或不能进行有效测序分型的位点不

计入有效位点。
1. 3　 统计学分析

将有效测序分型结果导入 Popgen
 

1. 32 软件

中,计算两个代次 KM 小鼠在各微卫星位点上的基

因频率、平均有效等位基因数、观测杂合度、期望杂

合度、平均杂合度,同时利用和 Littleprogram
 

0. 6 软

件计算位点的多态性信息含量(PIC)。
参照团体标准,对两个代次群体的遗传构成进

行评价,比较分析不同代次的群体遗传概貌。 同时

也通过 PIC 等结果对标准位点的适用性进行分析。
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2　 结果

2. 1　 2013 年 KM 小鼠的遗传分型结果

2013 年该群体共检测到 98 个等位基因,平均

等位基因数是 3. 2667,平均观测杂合度为 0. 4445,
平均期望杂合度为 0. 4953,平均杂合度为 0. 4864,
30 个微卫星位点中,1 个位点( D12Nds11) 是单态

性,高度多态性位点有 13 个(PIC
 

>
 

0. 5),中度多态

性位点有 13 个(0. 25
 

<
 

PIC
 

<
 

0. 5),低度多态性位

点有 4 个( PIC
 

<
 

0. 25),平均多态信息含量( PIC)
为 0. 4418。 各遗传参数详见表 1。
2. 2　 2020 年 KM 小鼠的遗传分型结果

2020 年该群体共检测到 126 个等位基因,平均

等位基因数 4. 2,平均观测杂合度为 0. 4489,平均期

望杂合度为 0. 5239,平均杂合度为 0. 5150,30 个微

卫星位点中,单态性位点有 1 个(D15 Mit5),高度多

态性位点有 15 个( PIC
 

>
 

0. 5),中度多态性位点有

10 个(0. 25
 

<
 

PIC
 

<
 

0. 5),低度多态性位点有 5 个

(PIC
 

<
 

0. 25),平均多态信息含量(PIC)为 0. 4818。
各遗传参数详见表 2。
2. 3　 2013 年和 2020 年 KM 小鼠群体遗传结构参

数的比较

2013 年种群的遗传结构参数和 2020 年种群的

遗传结构参数经统计分析比较,7 个参数中除了有

效等位基因有显著性差异外,其余 6 个参数无显著

性差异,各参数及 P 值见表 3。

表 1　 2013 年 KM 小鼠 30 个微卫星位点的遗传参数

Table
 

1　 Genetic
 

parameters
 

of
 

30
 

STR
 

loci
 

of
 

KM
 

mice
 

in
 

2013
微卫星
位点

 

Loci

等位基
因数
Na

有效等位
基因数

Ne

观测
杂合度
Obs_Het

期望
杂合度
Exp_Het

平均
杂合度
Ave_Het

香隆指数
Shannon’s

 

information
 

index

多态性
信息含量

PIC

多态程度
Degree

 

of
 

polymorphism

遗传平衡 P 值
Hardy

 

Weinberg
P

 

value

D1Mit365 2 1. 3243 0. 2857 0. 2494 0. 2449 0. 4101 0. 2150 低 Low P>0. 05
D2Mit15 4 2. 9654 0. 4667 0. 6740 0. 6628 1. 2085 0. 6051 高 Hight P<0. 01
D3Mit29 2 1. 7610 0 0. 4438 0. 4321 0. 6237 0. 3388 中 Middle P<0. 01
D4Mit235 2 1. 0689 0. 0667 0. 0655 0. 0644 0. 1461 0. 0623 低 Low P>0. 05
D5Mit48 2 1. 7664 0. 6364 0. 4545 0. 4339 0. 6255 0. 3398 中 Middle P>0. 05
D6Mit102 6 4. 2755 0. 8000 0. 7791 0. 7661 1. 5989 0. 7320 高 Hight 0. 01<P<0. 05
D6Mit8 3 1. 2270 0. 2000 0. 1881 0. 1850 0. 3944 0. 1769 低 Low P>0. 05

D6Mit15 3 2. 6572 0. 1034 0. 6346 0. 6237 1. 0325 0. 5491 高 Hight P<0. 01
D7Mit281 2 1. 5139 0. 2333 0. 3452 0. 3394 0. 5227 0. 2818 中 Middle P>0. 05
D7Mit12 4 3. 4417 0. 5333 0. 7215 0. 7094 1. 2969 0. 6557 高 Hight P<0. 01
D8Mit33 3 1. 9311 0. 3793 0. 4906 0. 4822 0. 8213 0. 4219 中 Middle P>0. 05
D8Mit14 4 2. 9173 0. 7000 0. 6684 0. 6572 1. 1343 0. 5880 高 Hight P>0. 05
D9Mit23 6 3. 9207 0. 8621 0. 7580 0. 7449 1. 4893 0. 7027 高 Hight 0. 01<P<0. 05
D9Mit21 4 2. 2086 0. 6000 0. 5565 0. 5472 1. 0315 0. 5045 高 Hight P>0. 05
D10Mit12 2 1. 5139 0. 4333 0. 3452 0. 3394 0. 5227 0. 2819 中 Middle P>0. 05
D11Mit4 4 2. 3653 0. 6667 0. 5870 0. 5772 1. 0208 0. 5181 高 Hight P>0. 05
D12Mit7 2 1. 9968 0. 1600 0. 5094 0. 4992 0. 6923 0. 3746 中 Middle P<0. 01

D12Nds11 1 1. 0000 0 0 0 0 - - -
D13Mit3 4 2. 4310 0. 7500 0. 5994 0. 5886 1. 0358 0. 5151 高 Hight P>0. 05
D14Mit3 2 2. 0000 0. 5000 0. 5091 0. 5000 0. 6931 0. 3750 中 Middle P>0. 05
D15Mit5 2 1. 7630 0. 5000 0. 4401 0. 4328 0. 6243 0. 3391 中 Middle P>0. 05
D15Mit15 3 2. 6432 0. 5667 0. 6322 0. 6217 1. 0286 0. 5466 高 Hight P>0. 05
D16Mit9 2 1. 7241 0. 3333 0. 4271 0. 4200 0. 6109 0. 3318 中 Middle P>0. 05
D17Mit11 4 2. 3778 0. 5333 0. 5893 0. 5794 1. 0826 0. 5338 高 Hight P<0. 01
D17Nds3 6 4. 4554 0. 8333 0. 7887 0. 7756 1. 6298 0. 7439 高 Hight P>0. 05
D18Mit19 5 1. 5943 0. 2333 0. 3791 0. 3728 0. 8056 0. 3560 中 Middle P<0. 01
D18Mit9 6 3. 6645 0. 7586 0. 7399 0. 7271 1. 4488 0. 6815 高 Hight P<0. 01
D19Mit16 2 1. 5571 0. 2667 0. 3638 0. 3578 0. 5433 0. 2938 中 Middle P>0. 05
D19Mit3 3 1. 9088 0. 5667 0. 4842 0. 4761 0. 7250 0. 3776 中 Middle P>0. 05
DXMit16 3 1. 7527 0. 3667 0. 4367 0. 4294 0. 7281 0. 3707 中 Middle P>0. 05
均值 Mean 3. 2667 2. 2576 0. 4445 0. 4953 0. 4864 0. 8509 0. 4418 - -

标准差 St.
 

Dev 1. 4368 0. 9276 0. 2516 0. 1996 0. 1964 0. 4060 0. 1467 - -
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表 2　 2020 年 KM 小鼠 30 个微卫星位点的遗传参数

Table
 

2　 Genetic
 

parameters
 

of
 

30
 

STR
 

loci
 

of
 

KM
 

mice
 

in
 

2020
微卫星
位点
Loci

等位基
因数
Na

有效等位
基因数

Ne

观测
杂合度
Obs_Het

期望
杂合度
Exp_Het

平均
杂合度
Ave_Het

香隆指数
Shannon’s

 

information
 

index

多态性
信息含量

PIC

多态程度
Degree

 

of
 

polymorphism

遗传平衡 P 值
Hardy

 

Weinberg
P

 

value
D1Mit365 4 1. 3580 0. 2670 0. 2680 0. 2630 0. 5250 0. 2430 低 Low 0. 01<P<0. 05
D2Mit15 5 3. 2030 0. 6000 0. 6990 0. 6880 1. 3580 0. 6470 高 Hight 0. 01<P<0. 05
D3Mit29 5 4. 4230 0. 5330 0. 7870 0. 7740 1. 5490 0. 7390 高 Hight P<0. 01

D4Mit235 2 1. 9650 0 0. 4990 0. 4910 0. 6840 0. 3710 中 Middle P<0. 01
D5Mit48 5 2. 4420 0. 5670 0. 6010 0. 5910 1. 0490 0. 5060 高 Hight P<0. 01

D6Mit102 7 3. 4550 0. 3000 0. 7230 0. 7110 1. 5080 0. 6760 高 Hight P<0. 01
D6Mit8 4 2. 9080 0. 6330 0. 6670 0. 6560 1. 1590 0. 5900 高 Hight 0. 01<P<0. 05

D6Mit15 6 1. 5310 0. 2000 0. 3530 0. 3470 0. 7630 0. 3300 中 Middle P<0. 01
D7Mit281 2 1. 9650 0. 6000 0. 4990 0. 4910 0. 6840 0. 3710 中 Middle P>0. 05
D7Mit12 3 1. 6380 0. 3670 0. 3960 0. 3890 0. 6610 0. 3350 中 Middle P>0. 05
D8Mit33 4 2. 4100 0. 4330 0. 5950 0. 5850 1. 0610 0. 5310 高 Hight P<0. 01
D8Mit14 6 4. 4890 1. 0000 0. 7900 0. 7770 1. 6290 0. 7440 高 Hight P<0. 01
D9Mit23 5 2. 4830 0. 2000 0. 6070 0. 5970 1. 1000 0. 5280 高 Hight P<0. 01
D9Mit21 5 3. 9740 0. 7330 0. 7610 0. 7480 1. 4910 0. 7100 高 Hight P>0. 05

D10Mit12 2 1. 6420 0 0. 3980 0. 3910 0. 5800 0. 3150 中 Middle P<0. 01
D11Mit4 6 1. 9500 0. 6000 0. 4960 0. 4870 1. 0490 0. 4650 中 Middle P>0. 05
D12Mit7 3 2. 0480 0. 5000 0. 5200 0. 5120 0. 7950 0. 4110 中 Middle 0. 01<P<0. 05

D12Nds11 3 1. 3120 0 0. 2420 0. 2380 0. 4680 0. 2210 低 Low P<0. 01
D13Mit3 4 1. 6560 0. 3670 0. 4030 0. 3960 0. 7190 0. 3490 中 Middle 0. 01<P<0. 05
D14Mit3 5 3. 7900 0. 5000 0. 7490 0. 7360 1. 4160 0. 6890 高 Hight P<0. 01
D15Mit5 1 1. 0000 1. 0000 0 0 0 - - -

D15Mit15 5 2. 9800 0. 5000 0. 6760 0. 6640 1. 2600 0. 6040 高 Hight 0. 01<P<0. 05
D16Mit9 2 1. 0690 0. 0670 0. 0660 0. 0640 0. 1460 0. 0620 低 Low P>0. 05

D17Mit11 4 3. 1030 1. 0000 0. 6890 0. 6780 1. 2260 0. 6190 高 Hight P<0. 01
D17Nds3 12 6. 6180 0. 9670 0. 8630 0. 8490 2. 1420 0. 8340 高 Hight P>0. 05
D18Mit19 3 1. 4480 0. 3000 0. 3150 0. 3090 0. 5630 0. 2780 中 Middle 0. 01<P<0. 05
D18Mit9 3 2. 0200 0. 4000 0. 5140 0. 5050 0. 8570 0. 4420 中 Middle P>0. 05

D19Mit16 3 1. 3500 0. 2330 0. 2640 0. 2590 0. 4750 0. 2330 低 Low P>0. 05
D19Mit3 4 3. 1750 0. 5330 0. 6970 0. 6850 1. 2230 0. 6230 高 Hight P<0. 01
DXMit16 3 2. 3230 0. 0670 0. 5790 0. 5690 0. 9600 0. 5050 高 Hight P<0. 01

均值(Mean) 4. 2000 2. 5243 0. 4489 0. 5239 0. 5150 0. 9700 0. 4818 - -
标准差(St.

 

Dev) 2. 0580 1. 2450 0. 2970 0. 2175 0. 2141 0. 4691 0. 2391 - -

表 3　 2013 年种群和 2020 年种群遗传参数的比较

Table
 

3　 Comparison
 

of
 

genetic
 

parameters
 

of
 

colony
 

in
 

2013
 

and
 

colony
 

in
 

2020

遗传结构参数
Genetic

 

parameter

有效平均等位
基因数

Na

有效等位
基因数

Ne

观测杂合度
Obs_Het

期望杂合度
Exp_Het

平均杂合度
Ave_Het

香隆指数 I
Shannon’s

 

information
 

index

多态信息
含量 PIC

2013 年种群
Colony

 

in
 

2013 3. 27
 

±
 

1. 44∗ 2. 26
 

±
 

0. 93 0. 44
 

±
 

0. 25 0. 50
 

±
 

0. 20 0. 49
 

±
 

0. 20 0. 85
 

±
 

0. 40 0. 44
 

±
 

0. 85

2020 年种群
Colony

 

in
 

2020 4. 20
 

±
 

2. 06 2. 52
 

±
 

1. 25 0. 45
 

±
 

0. 30 0. 52
 

±
 

0. 22 0. 52
 

±
 

0. 21 0. 97
 

±
 

0. 47 0. 48
 

±
 

0. 24

P 值
 

P
 

value 0. 04 0. 30 0. 85 0. 45 0. 45 0. 23 0. 35
注:与 2020 年种群相比,∗P

 

<
 

0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

colony
 

in
 

2020,
 ∗P

 

<
 

0. 05.

3　 讨论

本研究应用微卫星 DNA 标记检测法的 30 个位

点对 2013 年和 2020 年的同一 KM 小鼠种群进行遗

传结构分析,对同一种群相隔 15 个世代进行遗传监

测。 2013 年种群的平均杂合度是 0. 4864,观测杂合

度和期望杂合度间检验无差异,2020 年种群的平均

杂合度是 0. 5150,观测杂合度和期望杂合度间检验

无差异。 按照团体标准 T / CALAS
 

21-2017,封闭群

平均杂合度在 0. 5
 

~
 

0. 7,期望杂合度和观测杂合度

经卡方检验无差异, 可认定为合格的封闭群群

体[5] ,2020 年的研究结果表明该种群是遗传质量合

格的封闭群。 比较 2013 年和 2020 年的遗传结构参

数,除在有效等位基因上有显著性差异,其余 6 项参
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数无显著性差异,与此同时,2020 的参数均高于

2013 的参数。 同一种群在没有引入外来血缘的影

响条件下,其原因可能是 2013 年的种群样本选择没

有避开同窝个体随机选取,2013 年之后,根据微卫

星检测结果的反馈,调整繁育方式,从而提升了实

验动物遗传质量。 研究结果表明对于群体遗传多

样性的评价,其可靠性主要取决于采用样本对与总

体的代表性和遗传标记对基因组的代表性[6] 。
实验动物作为一种特殊的实验材料,其标准化

一直受到行业内的高度重视。 实验动物的特殊性

在于,作为有生命的实验材料,其微生物质量和遗

传质量一直处于动态平衡之中。 而实验动物质量

控制的目的就是将动态平衡保持在可控范围内,进
而保证动物实验和科研结果的准确性和可重复性。
保持封闭群实验动物的遗传特征和遗传质量的稳

定性,科学的饲养管理是基础,遗传监测是有效手

段。 国家标准 GB14923-2010 哺乳类实验动物的遗

传质量控制附录 B 实验动物封闭群的繁殖方法中

说明,根据种群大小,建议了 3 种繁殖交配方式,分
别是最佳避免近亲法,循环交配法和随选交配法。
1994 年陈国强等[7]通过净化建立 KM 小鼠种群,通
过循环交配法和随选交配法交配繁殖维持,比较了

9 个生化标记位点,得到了循环交配法比随选交配

法更能保持封闭群实验动物的遗传特征。 中检院

在 2011 年以前,种群以随选交配法维持传代保种,
从 2011 年开始建立保种群和生产群,保种群采用循

环交配法维持传代保种,从 2013 年和 2020 年的遗

传监测结果显示,目前种群是合格种群。
理论上封闭群的种群数量无限,在种群内随选

交配,种群可以达到 Hardy-Weinberg 平衡,种群的基

因频率和基因型频率会保持不变,但实践中动物种

群的数量都是有限的,即使采用避免近亲交配的方

法维系种群,随着传代世代数的增加,种群的近交

系数上升,不可避免的发生遗传漂变,不符合 Hardy-
Weinberg 定律。 要想建立稳定的封闭群种群,必须

保持种群遗传多样性,防止近交系数的上升。 在

2009 年,商海涛等[8]提出建立标准化的 KM 小鼠种

群,是 KM 小鼠亟待解决的问题,尝试进行种群融

合,并提示种群融合的过程中要足够的杂交样本

数,并采取适当措施才能使小鼠的遗传多样性得到

保持。
本研究对 KM 小鼠种子群体的遗传结构进行分

析,提供了 KM 小鼠遗传背景数据,为封闭群实验小

鼠的研究应用提供借鉴,提升动物种子资源的质

量,为进行 KM 的种群融合研究打基础,以期建立标

准化种群。
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　 　 【摘要】 　
 

无特定病原体(specific
 

pathogen-free
 

pig,SPF)猪是专为预防特定猪病来计划性生产的猪,对生猪生

产、生命科学研究和生物制品研发等意义重大。 本文综述了 SPF 猪的质量控制及国内外病原控制现状、病原净化

方法,并简要介绍了 SPF 猪的应用和发展趋势。
【关键词】 　 SPF 猪;生产;质量控制;病原净化方法;应用
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【Abstract】 　
 

Specific-pathogen-free
 

( SPF)
 

pigs
 

have
 

been
 

developed
 

to
 

prevent
 

specific
 

pig
 

diseases
 

and
 

are
 

important
 

not
 

only
 

in
 

the
 

pig
 

production
 

industry,
 

but
 

also
 

in
 

life
 

science
 

research,
 

and
 

the
 

production
 

of
 

biological
 

products.
 

Here,
 

we
 

review
 

research
 

progress
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pathogen
 

control
 

and
 

the
 

quality
 

control
 

procedures
 

applied
 

to
 

the
 

production
 

of
 

SPF
 

pigs
 

throughout
 

the
 

world.
 

We
 

also
 

provide
 

an
 

overview
 

of
 

the
 

method
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the
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of
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from
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and
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discuss
 

the
 

current
 

applications
 

of
 

SPF
 

pigs
 

and
 

potential
 

future
 

developments.
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　 　 SPF 猪制备技术于上世纪 50 年代由美国内布

拉斯加州立大学 George
 

Young 博士创立,他运用剖

腹产手术方法替代自然分娩方式成功生产出 SPF
猪。 随后美国、加拿大、英国、丹麦、瑞士、德国、法
国、荷兰、原捷克斯洛伐克、南斯拉夫、澳大利亚、日
本等国家和地区先后在政府支持下,建立 SPF 猪审

定协会或认定委员会,制定 SPF 猪认定标准,严格

控制遗传学质量,建立饲养净化猪群的整套生产体

系和管理服务体系,推行 SPF 猪生产计划。 目前为

止,欧美多个国家成立了 SPF 猪认证机构。 比如,
美国国家 SPF 猪认证机构 ( National

 

SPF
 

Swine
 

Accrediting
 

Agency,NSSAA)通过制定 SPF 猪群评估

标准,定期对养殖场猪群健康检查、对上市猪只的

屠宰抽查来跟踪猪群中的特定疾病以及疾病预防

等手段来提高猪的生产效率。 丹麦培根和肉类理

事会 ( Danish
 

Bacon
 

and
 

Meat
 

Council, DBMC ) 自

1968 年以来组织了丹麦 SPF 猪计划[1] ,现有 300 多

个猪场拥有 SPF 核心群及种猪群[2-3]以及 SPF 哥廷

根小型猪种群(Ellegaard
 

Gottingen 小型猪公司) [4] ;
到 2015 年,挪威建立了两个 SPF 核心群和 40 多个

SPF 猪繁殖封闭群,还建立了 20 个生产猪群提供商

业化使用[5] 。 日本 SPF 猪协会成立于 1969 年,70
年代开始对外推广 SPF 猪。 目前为止,经认证的

SPF 猪养殖场超过 190 个,约占日本猪场数量的

5%,共生产了 9. 7%的 SPF 母猪和约 10%的 SPF 肉

猪(http: / / www. j-spf. com / )。 我国台湾地区由徐兴

镕博士于 1982 年建立 SPF 实验室,开展实验用 SPF
小型猪和 SPF 肉猪的培育;在大陆地区,北京 SPF
猪育种管理中心最早开展 SPF 猪的研究,该中心于

1988 年承担了国家科委七五重点科技攻关“SPF 猪

系统开发与研究”;之后江苏省农业科学院、重庆市

畜牧科学院和中国农业科学院哈尔滨兽医研究所

等单位先后建立 SPF 猪生产繁育系统,开展 SPF 猪

的培育和应用推广。

1　 SPF 猪的质量控制

对 SPF 猪群实施质量控制主要涉及遗传、病原

和环境 3 大方面。
1. 1　 遗传质量控制

生产过程中,封闭群的管理模式适用于 SPF 猪

种群的繁育,近交系的管理模式适用于特定实验用

SPF 猪群的选育。 “金字塔”生产管理模式可实现

SPF 猪种群保种、繁育和生产使用:核心群主要为本

品种选育工作,扩繁群主要是扩大繁育良种群体数

量,生产群主要是供给实验用 SPF 仔猪群。
目前,基于全基因组的单核苷酸多态性( SNP)

标记计算个体的基因组育种值,选择优秀个体已成

为了现代育种工作的常用手段之一,也适用于 SPF
核心群的建立。 采用个体选配法选留初代 SPF 猪

群,对所有个体进行亲缘关系分析,获得各自的亲

缘关系系数和所有样本的聚类结果,判断样本间血

缘的远近情况;通过逐头分析,选定与配公 / 母猪个

体。 选配计划执行后,在下次配种期来临之前,应
分析个体过去的交配结果,找出生产过优良后代的

杂交组合继续使用,并可增选具有相应品质的公母

猪与之交配。 生产性能是 SPF 猪选育的关键,公猪

个体对种群的影响大。 因此,建议按照公猪构建家

系,采取家系间相互交配,家系内不交配的方式,有
计划地制约 SPF 核心群的近交系数的增长。
1. 2　 病原微生物质量控制

对 SPF 猪群健康评估应基于各个疾病的临床

证据,而不仅仅是指标疾病。 对所有年龄阶段的猪

的临床症状进行评估,对猪群生产效率的评估、寄
生虫控制计划、疫苗接种计划和药物使用计划等,
对任何可疑疾病都要进行明确的诊断测试。 比如,
Safron

 

and
 

Gonder 建议在血清学检测中,伪狂犬病

和布鲁氏菌病必须为阴性[6] 。 另外,对猪繁殖与呼

吸综合征、胸膜肺炎放线杆菌、支原体病和传染性

胃肠炎等疫病进行常态化检查。
一般每 3 个月临诊 1 次,抽样(群体数的 5%左

右)并采集外周血分离血清样品、采集口鼻黏液、新
鲜粪便样品以及皮屑样品,按个体和样品类型标

注,由第三方资质公司检测病原。
1. 3　 环境质量控制

总体上,SPF 猪的生产应落实“外紧内松”的生

物安全防护原则,并做到制度化和常态化。 根据

GB14925- 2010《实验动物环境及设施》 的规定,正
压的屏障环境和隔离环境适用于 SPF 级及无菌级

动物的生产、实验和检疫,但在实际生产中原则上

只要与普通猪群隔开饲养,保持在传染病源不能侵

入的环境中饲养,对人员流、空气流、水流、动物流

和物流这“五流”制定详细而严谨的操作规程,防止

病原微生物通过空气、工作人员、饲料及用品、饮

水、蚊虫和鼠害等途径感染或污染猪群。 也可选择

一些节能环保的措施:比如,利用高温杀菌( >75℃
的自来水)并冷却后的水作为 SPF 猪的饮用水,替
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代纯水是可行的;利用微波干燥替代钴-60 辐照的

方式杀灭商品化饲料中微生物,可节约 SPF 猪的饲

喂成本。
总之,SPF 猪场的生物安全管理是 SPF 猪微生

物质量控制最有效的措施,也是猪场疫病防控的核

心防线。 可根据各猪场的具体情况和 SPF 猪的认

证或评价要求综合考虑生产中的关键危害控制点,
研究部署 SPF 猪生产的计划。

表 1　 各国对 SPF 猪的病原控制

Table
 

1　 Pathogen
 

control
 

of
 

SPF
 

pigs
 

in
 

different
 

countries
检测项目
Test

 

item
中国
China

丹麦
Denmark

美国
USA

日本
Japan

猪瘟
Swine

 

fever √ √ - -

口蹄疫
Foot

 

and
 

mouth
 

disease √ √ - -

传染性胃肠炎
Transmissible

 

gastroenteritis
 

of
 

swine √ √ - -

布鲁氏菌病
Brucella √ √ √ -

猪伪狂犬病
Pseudorabies √ √ √ √

猪血虱和疥螨
Haematopinus

 

suis
 

and
 

Sarcoptes
 

suis √ √ √ -

猪喘气病
Mycoplasmal

 

pneumonia
 

of
 

swine √ √ √ √

猪萎缩性鼻炎
Swine

 

infectious
 

atrophic
 

rhinitis
- √ √ √

传染性胸膜肺炎
Porcine

 

infectious
 

pleuropneumonia √ √ - -

猪痢疾
Swine

 

dysentery √ √ √ √

猪水泡病
Swine

 

vesicular
 

disease
- √ - -

弓形虫病
Toxoplasmosis

- - - √

钩端螺旋体病
Leptospirosis

- - √ -

猪繁殖与呼吸障碍综合症
Porcine

 

reproductive
 

and
 

respiratory
 

syndrome √ - - -

猪流行性腹泻
Porcine

 

epidemic
 

diarrhea √ - - -

猪巴氏杆菌病
Pasteurellosis √ - - -

猪链球菌病
Swine

 

streptococcsis √ - - -

流行性乙型脑炎
Japanese

 

encephalitis □ - - -

猪沙门氏菌病
Salmonellosis □ - - -

猪圆环病毒病
Porcine

 

circovirus □ - - -

猪流感
Swine

 

influenza □ - - -

猪皮肤真菌病
Swine

 

fungal
 

skin
 

disease □ - - -

注:√:各国 SPF 猪病原控制指标;□:新增的 SPF 猪病原控制指标[8] 。
Note. √.

 

Pathogen
 

control
 

indexes
 

of
 

SPF
 

swine
 

in
 

different
 

countries.
 

□.
 

The
 

added
 

pathogen
 

control
 

indexes
 

of
 

SPF
 

swine[8] .
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2　 国内外 SPF 猪的病原控制现状

病原微生物控制是 SPF 猪质量控制的核心之

一,各国(或地区) 对 SPF 猪的病原控制各不相同

(表 1)。 在参考了丹麦等畜牧业发达国家 SPF 猪病

原控制技术,并结合我国养猪生产的现状,起草了

GB / T
 

22914-2008《 SPF 猪病原的控制与监测》 [7] ,
推荐我国 SPF 猪群临床检查应没有口蹄疫、猪水泡

病、猪瘟、非洲猪瘟、布鲁氏杆菌、弓形体病、猪痢疾

密螺旋体病、流行性乙型脑炎、细小病毒病、猪丹

毒、猪肺疫、猪链球菌病、旋毛虫病、猪囊尾蚴病、猪
伪狂犬病等 15 种病原,实验室检测没有猪伪狂犬病

病毒、猪繁殖与呼吸综合征病毒、猪传染性胃肠炎

病毒、猪流行性腹泻病毒、猪瘟病毒、布鲁氏杆菌、
猪产毒素多杀性巴氏杆菌、猪肺炎支原体、猪胸膜

肺炎放线杆菌、猪痢疾密螺旋体、猪血虱、猪疥螨等

12 种病原。 十三五期间,在国家重点研发计划项目

《畜禽疫病防控专用实验动物开发》的实施期间,补
充了包括乙型脑炎病毒、猪圆环病毒 2 型、沙门氏

菌、猪流感病毒和猪皮肤病原真菌等 5 项作为 T /
CALAS

 

33-2017《实验动物 SPF 猪微生物学监测》
的 SPF 猪病原控制指标,并更新了 SPF 猪的定义,
即:经过人工培育,对其携带的微生物和寄生虫实

行控制,遗传背景明确或来源清楚的用于科学研究

的猪[8] 。

3　 SPF 猪的病原净化方法

SPF 猪的净化重点是进行病原微生物的净化,
排除其携带的相关原核生物(细菌、放线菌、螺旋体

和支原体)、真核生物(真菌)和非细胞类(病毒)以

及寄生虫病原。 SPF 猪的病原净化主要分为剖腹产

手术法、无菌接产法、逐级净化法和胚胎移植法,在
实际生产中还可使用菌(群)移植技术等手段促进

SPF 猪群的肠道健康。
3. 1　 剖腹产手术法

剖腹产手术法包括子宫切开术和子宫切除术,
两种手术方式都可阻断母体病原体通过胎盘进入

胎儿体内。 采用子宫切开术可保存优良母猪个体,
提高其繁殖利用率,但母猪术后护理难度和经费需

求大幅度增加;子宫切除术无需实施术后护理,但
母猪只能利用 1 次,术后无害化淘汰。 可根据实际

情况选择手术方式,常用于第 1 代(又称“初代”)
SPF 猪群的建立。

手术获得的新生仔猪通常在隔离环境或屏障

环境下饲养至断奶。 根据 GB14925 - 2010《实验动

物环境及设施》 的规定,屏障环境和隔离环境严格

控制了人员、物品和空气的进出,对温度、最大日温

差、相对湿度、换气次数、动物笼具处气流速度、静
压差、空气洁净度、沉降菌浓度、氨浓度、噪声和照

度等环境技术指标作出了规定。 正压下屏障环境

和隔离环境可最大程度地阻断病原经空气、饮水或

物品传递等途径污染舍内环境,适用于 SPF 动物的

生产、实验和检疫。 隔离环境对静压差、空气洁净

度和沉降菌浓度这 3 项环境技术指标的规定更为严

格,对隔离笼具、空气过滤设备的需求更高,程序更

复杂、费用更贵。 因此,隔离环境仅推荐用于哺乳

期仔猪的人工饲养,以提高 SPF 仔猪的存活率。
3. 2　 无菌接产法

为最大化保存和利用优良猪种和个体,或从其

他猪场或个体散户购买新生仔猪用于构建或扩大

第 1 代 SPF 猪种群时可采用无菌接产法。 该方法

涉及新生仔猪的无菌接产、转运、消毒和人工饲养。
随着实验动物运输隔离器的研制不断成熟,目前无

菌接产通常采用 SPF 动物运输隔离器或保温运输

箱等设备[9]进行新生仔猪的转运,有效地保障新生

仔猪不受外界病原微生物的污染。 此外,随着无菌

动物培育设施的研制成功,亦可利用无菌运输隔离

器[8]等实现新生仔猪的无菌转运。
3. 3　 逐级净化法

当母猪群体无烈性或垂直传播病原,如口蹄

疫、猪水泡病、蓝耳病、伪狂犬病、细小病毒病、猪瘟

等病原时,可通过优化饲养设施、加强饲养管理以

及药物治疗等方法清除、部分清除或根除场内的某

些特定猪病病原,建立 SPF 猪种群。 该方法既能大

量地保存优良母猪个体,提高仔猪存活率和生长性

能,也能有效阻断外环境的各类潜在病原的威胁。
3. 4　 胚胎移植法

猪胚胎移植法主要分为非手术法、腹腔镜微创

手术法和开腹手术法 3 种,其中开腹手术是应用最

多的猪胚胎移植方法[10] 。 开腹手术胚胎移植法难

度较低,易于学习,受体母猪术后也可再次用于配

种或作为受体,但应注意粘连风险。 在国内, 戴

琦[11] 利用胚胎移植培育出了 SPF 五指山近交系小

型猪群体,实现了对猪瘟、伪狂犬、蓝耳病、猪流感

病、弓形虫、布鲁氏菌病、衣原体等病原的净化效

果。 Niu 等[12] 通过基因编辑灭活猪内源性逆转录
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病毒(PERV)聚合酶基因,通过核移植和胚胎移植

手术生产出了具有灭活 PERV 的健康仔猪。 由此可

见,对重要的基因工程猪实施 SPF 疫病净化,不仅

能降低异种生物反应器的免疫排斥影响,也防止人

畜共患病和重要猪病等病原的传播,使猪这一物种

成为人类异种器官移植最有希望的器官来源[13] 。
3. 5　 菌(群)移植法

仔猪对其周围环境的微生物很敏感[14] ,胃肠道

微生物群是通过与母体及其环境接触而逐渐形成

的[15-16] 。 因此,对外科手术获得的新生仔猪尽早接

种健康的母源微生物群落来提高 SPF 仔猪肠道健

康是一个值得尝试的方向。 值得注意的,不少研究

揭示了抗生素抗性基因( antibiotic
 

resistance
 

gene,
ARG) 随 FMT 沉积 到 受 体 动 物 体 内 并 持 久 存

在[17-19] ,它们提示肠道微生物的早期接种是一种有

趣的可能性。 通过刺激肠道微生物群在仔猪生长

发育中尽快达到理想的状态,但是还需要做更多的

工作来预测应该使用哪些群落,或更加谨慎地选择

供体、提高对供体来源微生物群的筛选或加工处

理,防止潜在病原、ARGs 等从母体或环境中传播到

幼年动物体内,影响 SPF 猪群的健康。

4　 SPF 猪的应用

SPF 猪对饲养设施的要求低于无菌猪和悉生

猪,更倾向传统饲养。 因此,在生产中“SPF”这个定

义更具商业价值。
4. 1　 种猪健康的维持

对种猪进行临诊、病原学和血清学等检查,通
过检疫和药物处理等净化措施淘汰猪瘟、伪狂犬、
蓝耳病、口蹄疫等重要猪病病原阳性个体;对病原

检查阴性的健康个体保留并按 SPF 猪饲养管理策

略实施繁育,可有效控制病原的水平传播和垂直传

染。 此外,SPF 状态保障了从进口的种猪不会将国

家规定排除的病原体引入本地猪种,但 SPF 的状态

并不能从父母代遗传给后代,一旦 SPF 动物从高生

物安全设施中转出,SPF 状态将丧失。
4. 2　 生物安全管理理念的提高

“SPF”突出了猪场生物安全的含义,即通过对

病原感染、传播途径的控制,降低动物感染、动物产

品和环境的污染,保证养猪生产安全,提高经济效

益。 生产 SPF 猪的农场通过精细化管理[2] ,注重动

物福利和生物安全细节,对并借助先进理论和计算

机技术对繁育数据的分析,将保证 SPF 种猪的质

量。 因此,推广 SPF 猪生产管理理念可规范化养猪

生产环境,保护猪场免遭新发病原入侵以及防止病

原在场内不同区域间的传播,防止非洲猪瘟等烈性

传染病的再次爆发和蔓延。
4. 3　 兽用疫苗和药物研发

SPF 猪在疫苗研发和生产过程中承担重要作

用。 利用 SPF 猪模型进行临床药理学及安全性评

价实验,观察动物模型对新药的耐受程度和药代动

力学,可为制定给药方案提供可靠的且重复性好的

结果依据,为新药或疫苗的批准上市奠定基础。 此

外,由于已知的干扰病原体被排除,SPF 猪的血清是

猪病检测试剂盒研发的理想阴性对照品。
4. 4　 医用猪模型

猪的心血管、泌尿生殖、皮肤、骨骼和消化等系

统与人类的相似性促使在研究中更多地使用猪作

为研究模型。 此外,由于猩猩等灵长类动物在来

源、种群规模、伦理以及经费等方面的限制,猪在越

来越多的领域用于相关药品、医疗器械、化妆品等

临床前动物实验研究。 遗传、环境和微生物质量均

得到控制的 SPF 猪作为实验动物模型可提高相关

实验结果的准确性和稳定性,减少实验误差和异质

性问题。
值得注意的是,猪用于生物医学研究时可能还

要排除流感病毒、脑心肌炎病毒、钩端螺旋体病、丹
毒、旋毛虫病等其他临床和亚临床病原,尤其是作

为异种器官移植[20] 的医用供体猪需要排除的病原

微生物检测指标高达 42 种,涉及 13 项细菌类、3 项

真菌类、9 项寄生虫类和 17 项病毒类指标( BD43 /
T959. 2-2014)。
4. 5　 生物医药产品原材料

标准化生产的 SPF 猪可保证血清、细胞、组织、
器官和其他猪源材料的质量,具有广泛的应用价

值。 比如,SPF 猪的猪皮胶原蛋白提取物适用于生

产医美注射用胶原蛋白和人软骨修复产品,猪肺来

源的磷脂提取物是治疗和预防早产儿呼吸窘迫综

合征药物(商品名“固尔苏”)的主要成分;SPF 猪的

主动脉瓣是心脏瓣膜移植手术中人工生物瓣膜的

主要来源;猪骨也可用于制作人种植牙骨粉等。

5　 结语

SPF 猪的生产条件低于无菌猪和悉生猪,关键

是防止特定微生物病原的再感染。 但 SPF 猪不一

定没有体内寄生虫,可能会发现蛔虫、结节虫和球
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虫的轻度感染,在实验室使用前可通过粪便或血液

等样本的测试或诊断选择相关病原阴性 SPF 猪个

体。 未来制定规范化的 SPF 猪生物学特性描述标

准,建立规范而准确的生物学特性数据库,不仅能

为我国 SPF 猪的繁育和保种提供衡量尺度,更将能

提高国产大动物实验的质量水平,为猪源性生物制

品的研发和商品化利用提供基础性数据保障。
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啮齿类动物烟碱依赖相关的行为学评价方法
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　 　 【摘要】 　
 

吸烟人口众多对社会的影响广泛,其中烟碱是烟气中最为关注的药理学成分之一。 长期摄入烟碱

会导致烟碱依赖行为,烟碱依赖会影响依赖者的大脑高级功能,可能涉及焦虑、学习记忆障碍以及决策能力异常

等。 为方便研究烟碱依赖的分子机制,目前普遍通过构建啮齿类烟碱依赖动物模型,以更好的研究其各项生理变

化。 本综述对已有的动物行为学评价实验在烟碱依赖动物模型中的应用进行总结及评价,以期为研究者构建啮齿

类动物烟碱依赖评价模型提供可靠的参考依据。
【关键词】 　 烟碱依赖;成瘾动物模型;动物行为学;啮齿类动物;评价方法
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【Abstract】　
 

The
 

large
 

number
 

of
 

smokers
 

has
 

had
 

a
 

broad
 

effect
 

on
 

society.
 

Nicotine
 

is
 

one
 

of
 

the
 

most
 

widely
 

concerning
 

components
 

of
 

cigarette
 

smoke.
 

Long-term
 

intake
 

of
 

nicotine
 

can
 

lead
 

to
 

nicotine
 

dependence
 

that
 

affects
 

higher
 

brain
 

functions,
 

which
 

may
 

involve
 

anxiety,
 

learning
 

and
 

memory
 

impairments,
 

and
 

abnormal
 

decision-making.
 

To
 

facilitate
 

analyzing
 

the
 

molecular
 

mechanisms
 

of
 

nicotine
 

dependence,
 

it
 

is
 

common
 

to
 

establish
 

rodent
 

nicotinoid
 

dependence
 

models
 

to
 

better
 

understand
 

the
 

physiological
 

changes.
 

This
 

review
 

summarizes
 

and
 

evaluates
 

studies
 

of
 

the
 

behavior
 

in
 

nicotine-dependent
 

animal
 

models
 

to
 

provide
 

a
 

reliable
 

reference
 

for
 

researchers
 

to
 

establish
 

rodent
 

nicotine-
dependent

 

models
 

for
 

evaluation.
【Keywords】　 nicotine
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animal
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rodents;
 

evaluation
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　 　 药物依赖涉及社会科学、心理学、药理学、精神

病学、遗传学、行为学等多个学科[1] 。 烟碱依赖

(nicotine
 

dependence,ND) 是药物依赖中影响最广

泛的一类,《2020 年中国吸烟危害健康报告》显示,
全世界大约有 10 亿烟民,2018 年中国 15 岁以上吸

烟率为 26. 6%,人数超 3 亿[2] 。 烟气成分非常复
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杂,已经发现了 7000 多种物质,其产生的神经生物

效应目前主要利用烟碱或烟气冷凝物等进行动物

和细胞实验来揭示[3] 。 烟草具有双重效应,积极强

化作用主要发生在依赖的开始阶段,包括轻度欣快

感、记忆力增强和情绪放松,而吸烟的消极影响则

由戒断引起,包括情绪低落、焦虑和记忆受损,两者

结合最终导致烟草使用和依赖[4] 。
建立具有相应表型特征的动物模型是分子机

制研究的基础。 相较于其他模式生物,啮齿类动物

具有体型较小、性情温顺、易于饲养、繁殖周期短等

优点,且结构、功能、代谢及依赖特点也与人类高度

类似,其中烟碱依赖模型的啮齿类动物以小鼠和大

鼠为主。 通过模拟烟碱依赖环境构建动物模型,有
助于研究脑部组成结构的改变与行为变化的关系

和发生机制,包括相关脑区的激活、脑部神经递质

水平的变化、脑部高级功能的改变等。 本文针对各

类行为学测试在 ND 研究中的应用及优缺点进行了

详细分析,为 ND 动物模型的成瘾机制、脑部功能损

伤及行为障碍研究提供有益的参考。

1　 烟碱依赖行为的神经生物学基础

ND 的形成产生了心理障碍和行为障碍双重

影响。 而在烟碱成瘾的分子机制的研究中以人为

研究对象多有不便,因此动物模型凭借其饲养简

单、繁殖速度快与人类同源性高、可训练等优势成

为了较好可替代的研究对象,在烟碱依赖的研究

中发挥着重要作用。 在之前的研究中基于多种

ND 动物模型的建立,通过微透析、病毒示踪、光遗

传等技术发现烟碱可以引起中脑腹侧被盖区

( ventral
 

tegmental
 

area, VTA ) 、 前 额 叶 皮 层

( prefrontal
 

cortex, PFC) 、海马 ( hippocampus, HP )
等与学习记忆相关脑区神经递质的变化[5-6] 。 主

要涉及 3 大神经系统:多巴胺能系统、5-羟色胺系

统、谷氨酸系统,其投射通路如图 1 所示[7] 。 烟碱

作用于烟碱乙酰胆碱受体( nAChRs) ,引起脑中相

关神经递质的变化,激活细胞内信号传导通路,导
致神经元的形态结构及脑部高级功能改变,最终

导致 ND 形成[8] 。

图 1　 3 大神经系统在大脑相关脑区的部分投射

Figure
 

1　 Three
 

major
 

nervous
 

systems
 

project
 

to
 

related
 

areas
 

of
 

the
 

brain

1. 1　 烟碱依赖的奖赏效应

ND 引起的奖赏效应主要由多巴胺能系统中的

神经递质 DA 介导,其中 DA 主要由中脑基底核的

黑质(substantia
 

nigra,SN)和 VTA 区产生。 烟碱摄

入后通过引起 NAc 区 DA 的大量释放使得机体产生

愉悦感,是引起依赖性的主要原因[9] 。 多巴胺引起

奖赏效应的通路称为中脑边缘通路 ( mesolimbic
 

pathway)或奖赏通路( reward
 

way) [10] 。 此外,从黑

质投射到纹状体的黑质-纹状体通路,也与 ND 行为

有关[11] 。 因此烟碱导致多巴胺能系统中的 DA 释

放异常是形成 ND 生理上的主要诱因[12] 。 心理上

主要跟强化作用有关,会逐渐增加产生奖励感觉的

烟碱剂量,即精神依赖行为,是引发复吸行为的原

因[13-14] 。 大鼠 ND 动物模型微透析实验发现,急性

给予烟碱注射或慢性长期烟碱暴露均显著增加 NAc
中 DA 释放水平,表明 DA 在 ND 过程中起到重要作

用[15] 。 烟碱的奖励作用类似于多巴胺受体的激动

剂,可以激活 D1 受体来促进 ND[16] 。 在啮齿类动物

中烟碱引起的奖赏效应主要表现为对烟碱的自主

性使用偏好,也是 ND 行为的一个核心特征[17-18] 。
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1. 2　 烟碱依赖的戒断效应

烟碱戒断后引起的戒断效应主要与 5-羟色胺

(5-hydroxytryptamine,5-HT) 神经递质有关,在解剖

学上 5-羟色胺能神经元起源于脑干中缝核群,通常

与情感性疾病、自杀、冲动和药物滥用有关[19] 。 该

系统的神经递质为 5-羟色胺,是一种单胺类的抑制

性神经递质,其在维持突触的可塑性、增强学习记

忆、情绪等方面发挥了重要作用[8] 。 5-HT 还可以通

过调节多巴胺神经元上的 5-HT 受体来调节多巴胺

释放[20] ,NAc 的多巴胺神经元上的 5-HT1A 受体可

以促进 DA 释放[21] ,而其戒断效应的产生主要是纹

状体和中脑的多巴胺能神经元上的 5-HT2A
 

和

5-HT2C 受体可以抑制 DA 释放,从而增加焦虑症

状[22-23] 。 研究表明慢性烟碱暴露可以引起大脑

5-HT 水平升高,可能是易成瘾和复吸的另一个风险

因素[24] ,戒断后其水平下降,提高 5-HT 水平有助于

减弱复吸等 ND 行为[8] ,这也解释了戒烟后会引起

焦虑抑郁症状与 5-HT 神经元活动下降有关[25] 。
ND 导致的情绪不稳定、亢奋不安等现象都与 5-HT
受体在引起情绪行为异常有关[26] ,该效应在啮齿类

动物中主要表现为过度梳理、咀嚼、震颤、湿狗抖动

(wet-dog
 

shakes)和牙齿打颤,可通过这些行为特征

来评价动物模型产生地戒断行为[27] 。
1. 3　 烟碱依赖行为的形成

烟碱依赖行为的形成还依赖于谷氨酸能系统,
其主要参与大脑突触可塑性、认知、学习和记忆以

及发育过程[23] ,其中谷氨酸( glutamic
 

acid,Glu) 是

最重要的兴奋性神经递质,50%的 Glu 参与突触传

递,离子型 Glu 受体参与学习、记忆、药物依赖及神

经退行性疾病等多种病理生理过程[28] 。 啮齿类动

物模型在评价其烟碱成瘾后学习和记忆的能力上

也有很好的应用。 烟碱进入大脑后可以作用到 PFC
通过引起 Glu 释放兴奋多巴胺神经元,产生奖赏效

应[5] 。 另一方面,烟碱可以作用到兴奋性 Glu 神经

元,形成长时程增强(long-term
 

potentiation,LTP),大
脑由神经元细胞和神经胶质细胞构成并互相连接,
烟碱通过谷氨酸能系统增强这些连接,引起大脑的

结构的改变。 这也是烟碱依赖行为的另一大神经

基础。
1. 4　 烟碱依赖与其他神经递质的关系

烟碱在脑中还与其它神经递质系统有相互作

用。 研究发现,对啮齿类动物模型给予急性或慢性

烟 碱 处 理 后, 大 鼠 中 脑 的 去 甲 肾 上 腺 素

(norepinephrine,NE) 释放都会增多[29] 。 烟碱通过

两个途径来调控 NE 的分泌,一是直接作用到蓝斑

末梢的 nAChRs;二是间接作用通过 GABA 来调节

NE 的分泌[5] 。 另外,烟碱通过代谢性 GABAB 受体

(ABABRs)介导缓慢抑制,调节整个大脑的突触可

塑性[30] 。 GABA 受体激动剂会降低烟碱诱导的 NE
释放增加, 阻碍条件位置偏爱 ( conditioned

 

place
 

preference,CPP) 的形成和烟碱的自给药行为[31] 。
内源性大麻受体也与烟碱的成瘾有关[32] 。 内源大

麻受体拮抗剂会减弱中脑边缘系统多巴胺的活动,
从而减弱烟碱奖赏效应[33] 。 总的来说,多种神经递

质均参与调节了 ND 行为的形成。

2　 烟碱依赖模型行为学评价实验

根据烟碱成瘾的神经生物学基础,大脑结构和

功能的异常可以总结为精神依赖性、躯体依赖性以

及耐药性 3 个特征。 精神依赖性主要体现在初始阶

段,即动物情绪愉悦、自主活动增加、记忆力增强等

促使动物产生心理上渴求。 躯体依赖性和耐药性

主要表现为动物的精神活动刺激反应增强,停止烟

碱暴露会导致烟碱戒断症状,如躯体戒断体征、焦
虑和抑郁样行为、学习和记忆缺陷、烦躁不安等。
ND 动物模型的行为学测试包括行为偏好、学习与

记忆、认知和决策功能、情绪、运动协调能力等 5 大

方面,通过这些实验有助于建立及评估 ND 模型(见

图 2)。
2. 1　 行为偏好训练实验

行为偏好训练实验主要通过特定的仪器及模

拟成瘾过程的训练方式给予动物致瘾性药物或对

照物,使动物将致瘾性物质和环境建立联系,最终

产生偏好。 利用啮齿类动物建立与人类一致的 ND
行为,从而进一步研究该动物模型的依赖程度及分

子机制。 行为偏好训练主要分为自身给药模型、自
给光模型、条件性位置偏爱模型、行为敏化模型

等[34] 。 啮齿动物对烟碱的依赖可以通过反复注射

烟碱、通过渗透微泵长期输注烟碱、口服烟碱、卷烟

烟气暴露、烟碱雾化暴露和含烟碱电子烟气溶胶暴

露等不同的给药方式来获得。 行为偏好训练实验

的评价标准主要从可靠性、测试效度、实用性和敏

感性 4 个方面来进行评估。
2. 1. 1　 自给药实验

自给药实验(self-administration
 

test,SA)是通过

操作性条件反射测试箱 ( operant
 

conditioning
 

test
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图 2　 啮齿类动物烟碱依赖模型行为学评价

Figure
 

2　 Behavioral
 

evaluation
 

of
 

nicotine
 

dependence
 

models
 

in
 

rodents

box)对实验动物进行自我给药训练,其最显著的特

征是其获取烟碱的方式是完全自主行为(压杆或者

鼻触) [35] 。 大小鼠烟碱的静脉给药浓度范围为

0. 03
 

~
 

0. 1
 

mL / kg,过低不足以形成药物依赖,过高

会导致烟碱厌恶[36] 。 训练的程序设定有固定比率

和累进比率两种,比较动物在每个阶段的压杆或鼻

触次数在不同程序中的变化[37] ,成瘾后的戒断阶段

即断点可以评价其成瘾性的高低及动物觅药渴求

程度的高低[38] 。 静脉自给药模型中实验动物能够

很好的模拟用药者主动觅药过程和用药行为,可以

精准掌握药物的摄入剂量,是研究药物成瘾的经典

模型,但缺点是动物手术难度高、操作难度大,失败

率较高[39-40] 。 目前已经开发出了更能模拟烟气吸

入方式的烟碱自给药模型,如新型气溶胶吸入式的

烟碱自给药模型[41] ,通过动物自主鼻触释放含有不

同浓 度 烟 碱 的 电 子 烟 气 溶 胶 ( 20, 40, 80
 

mg /
mL) [42] 。 用于评价含烟碱或烟碱盐等不同类型的

烟碱产品,气溶胶自给药模型还可用于评价卷烟烟

气和电子烟气溶胶中其他复杂的化学成分和添加

剂等对烟碱依赖的增强特性,但气溶胶释放稳定性

的精准控制和动物实际摄入药物剂量的准确评价

仍是技术难点。
自身给药训练能够准确统计用药次数。 在结

构效度上与人类成瘾机制类似,充分反映了动物的

主观要求,可信度高,但是也有局限性,不能很好的

反映无药可用时的强烈渴求状态。
2. 1. 2　 条件位置偏爱实验

条 件 位 置 偏 好 实 验 ( conditional
 

position
 

preference,CPP)是根据巴普洛夫条件反射原理建

立起来的动物模型,主要通过给予动物奖赏或厌恶

刺激或者对照溶剂,使得动物对注射的物和环境之

间建立联系。 其通常由 3 个隔间构成,两个隔间的

环境必须具有差异性,在空间配置、颜色、地板甚至

其他感觉上都要形成对比,中间的隔间用于适应环

境。 烟碱训练时选择在白箱注射烟碱,黑箱注射生

理盐水,多次操作后可以让动物对环境和烟碱形成

条件性匹配[43] 。 目前已成功建立的烟碱 CPP 模

型,在 0. 1
 

~
 

1. 4
 

mg / kg 的剂量范围内均可诱发大

鼠 CPP [44] 。 此外利用 CPP 训练给予奖励性刺激来

研究奖赏系统的相关神经通路也是研究成瘾的重
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要手段[44] 。 啮齿类动物可以通过 CPP 训练来构建

ND 模型后进而评价其对学习记忆的影响[45] 以及对

性别差异造成的偏好差异进行评价[46-47] 。
CPP 动物模型的构建原理依托于低级神经系

统支配的低级反射活动,训练更为简易且廉价,实
验周期也较短,因此其在成瘾行为模型构建中也有

十分广泛的应用,比较适用于数据量较大的实验,
且数据较离散。
2. 1. 3　 行为敏化训练

行为敏化训练主要基于“神经激励敏化”理论,
即对成瘾药物从“喜欢”到“需要”的心理活动的一

种转变[8] ,行为敏化的建立过程包括 3 个阶段,即
形成期、转换期和表达激发期。 形成期每天对动物

进行烟碱注射,持续 5
 

~
 

7
 

d;转换期停止给药,戒断

4
 

~
 

7
 

d,在这一期间动物行为转变为敏化;表达激

发期动物接受烟碱注射后可激发动物行为敏化,其
自发性活动明显的增加。 通过 3 个时期的训练,动
物从对烟碱的高活动性转变为行为敏化。 动物行

为敏化训练后会产生运动行为增加等成瘾性运动

效应[48] ,烟碱通过直接或间接方式引起脑内 DA 水

平升高后,直接表现是动物活动性增加[49] 。 啮齿类

动物通常表现为在相对狭窄的空间内运动行为增

加和反复行为的增加(如咀嚼、摇头和挠痒),实验

中可以进一步用运动协调能力实验来评价成瘾性

高低。
目前成瘾致敏理论已经得到广泛认同,具有良

好的理论和结构基础,并且操作简单易行,实验周

期较短,评价方法直观,是一种良好的 ND 以及抗成

瘾药效评价。
2. 2　 决策与认知实验

长期烟碱暴露会导致大脑结构发生变化,影响

与决策有关的神经结构和大脑功能,可以利用风险

决策实验来检测动物的决策能力受损程度。 啮齿

类动物决策和认知评价实验包括大鼠博弈任务( rat
 

gambling
 

task, RGT )、 概 率 折 扣 任 务 ( probability
 

discounting
 

task,PDT)、延迟奖励任务以及大鼠气球

模拟风险决策任务( rat
 

balloon
 

analog
 

risk
 

task,R-
BART)等[50] 。 良好决策行为的基础包括了奖赏、情
绪、学习记忆、运动执行等多个神经系统[8] 。 大脑

功能损伤可能导致认知障碍、行为异常等现象,“从

认知改善到复发预防”已经被作为成瘾障碍辅助治

疗的思路[51] 。 神经递质如 DA、5-HT 等也参与调节

风险决策及多种认知功能[52] 。 通过 PDT 实验发现

研究发现,成瘾会导致眶额皮层和额叶皮质受损,
进而影响决策。 决策认知测试可以评价大小鼠烟

碱偏好训练中的决策行为及认知水平[53] ,延迟奖励

任务中的冲动选择可以预测烟碱戒断后的再次使

用情况[54] 。
2. 3　 动物情绪测试实验

由戒烟导致的身体、情感和认知症状组成的戒

断综合征,是复吸的危险因素[55] 。 这些戒断症状在

停止烟碱暴露后的第 1 周内最为明显,其中焦虑和

抑郁样的行为,以及学习和记忆缺陷甚至会持续数

月[56] 。 啮齿类动物的情感症状比躯体症状更微妙,
因此评估需要一系列行为分析来揭示与戒断相关

的情感变化(单一测试不行)。 情绪测试主要包括

高架迷宫( elevated
 

plus
 

maze,EPM)、零迷宫( zero
 

maze)或 O 型迷宫(O
 

Maze)、蔗糖偏好测试(sucrose
 

preference
 

test,SPT)、悬尾测试( tail
 

suspension
 

test,
TST)、强迫游泳测试(forced

 

swim
 

test,FST),颅内自

我刺激( intracranial
 

self-stimulation, ICSS) 等[57] ,通

过 ND 动物的情绪状态可以反映戒断症状的严重程

度。 EPM 用来测试动物烟碱暴露后的焦虑情

况[58] ,EPM 容易测试和记录,不需要预训练,但依

赖于啮齿动物的探索性[59] 。 小鼠在 O 迷宫开放臂

探索的时间减少反映了其在摄入烟碱后的焦虑行

为[60] 。 SPT 和 FST 用于烟碱戒断期间动物快感缺

乏和抑郁的测试[61-62] ,小鼠在烟碱戒断过程中,蔗
糖偏好程度下降[63] 。 FST 测试表明烟碱戒断模型

中其绝望行为增加表现为不运动,为了排除运动性

能不足,可以补充耐力游泳测试[62] 。 快感缺乏是戒

断的症状之一,ICSS 可用于评估戒断过程中的快感

缺乏[64] ,也作为评估烟碱暴露和急性、慢性戒断烟

碱给药的方法[65] 。
2. 4　 学习记忆能力实验

大脑中 α7 和 α4β2 的 nAChRs 在与学习和记忆

至关重要的脑区如海马和大脑皮层中大量表达[66] ,
小鼠接触电子烟气溶胶或戒烟后,其戒断症状如学

习和记忆缺陷会从第 1 天持续到第 90 天[67] 。 烟碱

长期作用于 nAChRs 会导致其脱敏,对动物的学习

和记忆能力有一定的影响。 迷宫类实验是研究啮

齿类动物学习、记忆和空间定向以及认知能力常用

的实验仪器,主要包括 T 迷宫、Y 迷宫、水迷宫、八壁

迷宫等类型[68] ,在评估 ND 动物模型的认知下降、
海马结构损伤和烟碱对空间记忆的影响时常使用

此迷宫进行测试,已发现烟碱暴露模型中雄性小鼠
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的注意力和工作记忆有显著缺陷[69] 。 运用八臂迷

宫评估发现小鼠烟碱暴露后存在空间记忆和参考

记忆缺陷[70] 。 此外还可以采用不同的学习记忆方

式,如改进的高架迷宫测试、情境恐惧条件反射测

试、被动回避测试和物体识别测试评价 ND 及戒断

过程中的学习记忆能力。
2. 5　 运动协调能力实验

低剂量的烟碱会增加小鼠和大鼠的运动活性

并引起运动敏化。 通过对啮齿类动物进行感觉测

试、运动测试、反射测试和梁平衡测试,来评估其神

经缺陷和神经损伤的级别[71] 。 其评价测试包括:旷
场实验 ( open-field

 

test, OFT)、 转棒测试 ( rotarod
 

test,RRT)、横梁行走、握力测试和网格行走测试

(grid
 

walk
 

test,GWT) 等。 OFT 用来评价实验动物

在空阔的环境中的各种行为发生情况[72] ,通过记录

分析发现烟碱戒断后动物存在颤抖、摇晃、跳跃、后
退、点头、咀嚼、站立、抓挠、梳理、打转、挖洞、腹部

收缩、舔舐等状态的异常[56] 。 RRT 和横梁行走可以

测量运动协调和平衡,用于测试摄入烟碱形成依赖

后对运动协调可能产生的副作用,评估其感觉运动

神经功能缺损[73] 。 通过横梁行走测试能够检测 ND
带来的精细运动缺陷[73] 。 抓力测试评价了烟碱对

动物肢体肌肉的影响,网格行走测试主要可以对运

动异常和行为缺陷进行评估[74] ;这些测试大多数都

需要自动化设备和软件来进行视频分析。
2. 6　 实验数据采集及分析方法

行为学实验需要对指标进行客观判断,观察过程

中不能影响动物的正常活动,尽量保证实验结果的正

确性。 目前对于动物行为学的测试可以借助仪器设

备进行数据采集,包括数据信息、视频信息、声音信息

等[75](见图 3)。 图像处理法能够对动物行为进行更

灵活、精细、全面的测量,目前已成为最受欢迎的行为

识别技术[76] 。 Peleh 等[77] 发明一种跟踪和分析工

具,用于小鼠组的行为观察。 现已开发了多种软件分

析系统及算法设计,基本流程如下图所示,可以在线

对运动轨迹、划分区域内啮齿类动物各种行为特征进

行分析,生成运动轨迹热图和各类图表,提高动物行

为学实验的准确性和实验效率。

图 3　 实验数据采集及分析流程

Figure
 

3　 Experimental
 

data
 

acquisition
 

and
 

analysis
 

process

3　 小结

烟碱成瘾机制非常复杂,如何评价动物模型的

依赖程度高低及其戒断症状是值得深入探讨的问

题。 开展 ND 的形成、维持和复吸等相关机制研究,
首要挑战是开发具有更高更有效性的依赖和戒断

的动物模型及行为学评价模型。 通过多种暴露方

法建立 ND 模型及烟碱戒断动物模型,可以从成瘾

程度的高低、戒断症状的轻重、药物治疗的效果等

多个方面进行评价。
在行为学测试中,除检测方法、技术参数外,还

有很多因素会对实验结果产生影响,应得到足够的

重视。 首先给药方式的选择上应更接近于烟草产

品的实际使用情况。 其次应不断开发更完善的测

试方法及行为学自动化记录分析仪器设备,以减少

外界影响,提升数据采集分析的客观性和准确性。
另外现有研究大部分只使用成年雄性啮齿类动物

来评估烟碱戒断及药物治疗的影响。 为了提高各

种 ND 模型的预测效度,可以开发更有效的动物依

赖和戒断模型研究 ND 及戒断后的症状。 此外探究

ND 与性别和年龄的差异将对人类 ND 的治疗有更

大的意义,可能会促进新的药物疗法的发展,减轻

ND 及戒断的症状。 将有望全面揭示相关脑区和神

经环路,神经递质等分子机制。
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大小鼠学习记忆行为实验方法分类概述

姜宁1,张亦文1,黄红1,陈善广3,李莹辉3,刘新民1,2∗

(1. 中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所,北京　 100193;2. 宁波大学新药技术研究院,浙江
 

宁波
 

315000;
3. 中国航天员科研训练中心人因工程重点实验室,北京　 100094)

　 　 【摘要】 　
 

学习记忆发生机制复杂,表现形式多样,产生过程涉及到信号的识别和辩认、信息的获得、巩固、再
现和再巩固等多个环节;记忆的信息又包括图象记忆、声音记忆、嗅觉记忆、空间位置记忆等;根据信息保存时间的

长短,分为短时记忆与长时记忆。 行为学实验是评价学习记忆的主要手段。 迄今为止,科学家建立了多种大、小鼠

行为实验方法用于学习记忆的评价。 本文首次对学习记忆行为学实验方法进行了分类和概述,针对不同类型列举

不同的评价方法,为基于行为实验的学习记忆研究、相关的产品研发提供参考。
【关键词】 　 学习记忆;行为实验方法;大、小鼠
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【Abstract】　
 

The
 

mechanisms
 

involved
 

in
 

learning
 

and
 

memory
 

are
 

complex
 

and
 

the
 

forms
 

of
 

expression
 

are
 

diverse.
 

The
 

process
 

of
 

learning
 

and
 

memory
 

involves
 

signal
 

recognition,
 

information
 

acquisition,
 

consolidation,
 

reproduction,
 

and
 

reconsolidation.
 

Memory
 

information
 

includes
 

image
 

memory,
 

sound
 

memory,
 

olfactory
 

memory,
 

and
 

spatial
 

location
 

memory.
 

Information
 

can
 

be
 

divided
 

into
 

short-term
 

memory
 

and
 

long-term
 

memory
 

according
 

to
 

how
 

long
 

it
 

is
 

stored.
 

Behavioral
 

experiments
 

are
 

the
 

main
 

method
  

to
 

evaluate
 

learning
 

and
 

memory.
 

To
 

date,
 

scientists
 

have
 

established
 

a
 

variety
 

of
 

behavioral
 

experimental
 

method
  

in
 

rats
 

and
 

mice
 

to
 

evaluate
 

learning
 

and
 

memory.
 

In
 

this
 

paper,
 

the
 

experimental
 

method
  

of
 

behavioral
 

learning
 

and
 

memory
 

are
 

classified
 

and
 

summarized
 

for
 

the
 

first
 

time,
 

and
 

different
 

evaluation
 

method
  

are
 

listed
 

for
 

the
 

different
 

experimental
 

types.
 

Our
 

review
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

behavioral
 

experiment-based
 

learning
 

and
 

memory
 

research,
 

and
 

related
 

product
 

development.
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　 　 学习记忆是生物体基本的认知功能,是指大脑

接受外界信息,经过加工处理,转换成内在的心理

活动,从而获取知识或应用知识的过程,是生物生

存与进化中的一种复杂的高级神经活动行为[1] 。
学习记忆的产生与注意、兴趣、判断、决策等因素密

切相关,是一种复杂的生理生化反应涉及到众多的

神经递质包括胆碱能、兴奋性氨基酸、神经肽等[2] 。
国际科学界已经认识到细胞、分子和组织器官水平

的研究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整体效应[3] 。 从整体

和综合的角度开展认知科学研究成为世界各国科

学家关注的重点,基于动物行为实验的学习记忆能

力评价方法已成为研究其发生机制和寻找有效防

治措施的最可靠的手段,广泛用于认知功能障碍疾

病(阿尔茨海默病、血管性痴呆等相关疾病)、改善

学习记忆药物和保健品功效评价,以及航天等特因

环境所致认知损伤及防护措施等研究[4-5] 。
由于学习记忆发生机制复杂,产生过程涉及多

个环节,记忆的信息多样,刺激因素也不同,科学家

们设计了多种学习记忆行为实验方法用于学习记

忆的评价。 自 1930 年 Tolman 和 Honziks 首次建立

14 个单元的 T 型迷宫学习记忆行为实验方法以来,
斯金纳箱、巴恩斯迷宫、Morris 水迷宫实验、新物体

识别实验、跳台实验、避暗实验、奖励性操作式条件

反射实验等相继出现[2] 。 本文首次对大小鼠学习

记忆行为实验方法的分类进行概述,在介绍相关定

义、原理的同时,列举相对应的行为学实验进行说

明,为研究者选择合适的行为学检测方法提供一些

建议,以期为基于行为实验的学习记忆研究、相关

的产品研发提供参考。

1　 基于学习记忆发生的过程的行为实
验方法
　 　 学习(learning)是神经系统接受外界环境变化

获得新行为和经验的过程(获得新知识),而记忆

(memory)是对获得的经验或行为保持的过程(对新

知识的保留)。 学习和记忆的过程包括获得、巩固、
再现及再巩固 4 个环节[2,6] 。 获得是指感知的内容

在大脑皮层留下记忆痕迹的过程,巩固是指记忆痕

迹由短时不稳定状态逐渐转化为长时稳定且牢固

状态的过程,记忆再现则为记忆痕迹通过回忆或再

认方式给以重现的过程,记忆再巩固是指已经巩固

的记忆被提取激活后变得不稳定,需经过再次巩固

阶段才能重返稳定状态的过程[7] 。 因此,可以通过

设置获得、巩固、再现及再巩固等不同的实验模式

对学习记忆的发生过程进行评价。 如避暗实验中,
动物由于嗜暗习性而偏好进入和在暗室停留(给予

电击),动物为避免伤害寻找安全区而进入明室,经
几次反复后,最终记住安全区域。 实验过程中,首
先获得的形成(获得模式),获得形成后(1

 

h 后,一
般为 24

 

h)进行巩固模式实验,动物形成巩固的记

忆后可以进入再现模式的检测[8-9] 。 研究认为 M 胆

碱阻滞剂莨菪碱影响记忆的获得,蛋白质合成抑制

剂及 NaNO2 脑缺氧会造成记忆巩固障碍,而 40
 

%
的乙醇则影响记忆的再现[10-11] 。

根据信息保存时间的长短,记忆可以分为短时

记忆 ( short
 

term
 

memory, STM) 与长时记忆 ( long
 

term
 

memory,LTM)。 短时记忆可以保持几秒到几

小时,长时记忆则可保持数周甚至数年。 有研究表

明短时记忆只需对已存在的突触蛋白加以修饰、改
变突触连接强度即可实现;而长时记忆则需要启动

基因转录和新蛋白质的合成才能变得长久稳定。
跳台、避暗、物体认知和迷宫类实验方法都可以评

价短时记忆和长时记忆[6,12] 。 T 迷宫、Y 迷宫等行

为实验评价的“工作记忆” (working
 

memory)一般指

“短时记忆”,是对“正在经历”的信息进行短暂储存

和加工以指导下一步行动计划。 背景条件性恐惧

记忆行为学检测等方法已经用于研究长期记忆形

成的分子神经生物学机制[13] 。

2　 非联合型学习和联合型学习的行为
实验方法
　 　 学 习 分 为 非 联 合 型 学 习 ( non-associative

 

learning) 和联合型学习( associative
 

learning) 两种。
非联合型学习是一种在刺激与反应之间没有明确

联系的简单学习形式,指对单一刺激做出的行为反

应的改变。 跳台实验中[14-15] ,通过给予一定程度的

电刺激,动物为避免伤害而寻找安全区 ( 绝缘跳

台),经几次反复后,最终记住安全区域,这是一种

对电信号刺激的反应,是一种典型的非联合型学习

检测方法,其他常用非联合型学习检测方法还包括

避暗、迷宫、物体认知实验等。 联合型学习是刺激

和反应之间存在确定联系的学习,联合性学习需要

对不同条件刺激之间的相互关联与自身行为及其

后果之间的因果联系进行学习。 在 20 世纪初,俄罗

斯生理学家伊万·巴甫洛夫( Ivan
 

Pavlov),最早建

立了巴甫洛夫的经典条件反射。 经典条件反射是
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利用奖励性物质的激励性质完成对不同条件刺激

信号的辨识学习。 给予动物条件刺激(视觉或声信

号或符号) [16-17] ,接着给予奖赏物质,动物逐渐形成

对刺激信号的条件性趋近行为,或者直接给予动物

奖赏物质,动物形成对奖赏物质位置的条件性趋近

行为[18] 。

3　 程序性记忆和陈述性记忆的行为实
验方法
　 　 记忆分为程序性记忆(procedural

 

memory)和陈

述性记忆(declarative
 

memory)。 程序性记忆又称为

内隐性记忆( implicit
 

memory) 或反射性记忆,是对

运动技能、感知觉、程序和规则等的记忆,具有自主

或反射的性质,这种记忆形成缓慢,需要多次重复

和演习才能完成。 程序性记忆的完成不需要有意

识的回忆过程,一旦形成即可保持较长时间。 常见

的程序性包括斯金纳箱、触屏奖赏、穿梭实验等。
在穿梭实验中[19] ,给予某一特定信号(如灯光、声音

等),若动物在规定时间内对不发生反应,立即给予

惩罚性刺激(电刺激为主),动物为了躲避电击会穿

梭至对侧安全区(被动条件反射),经过反复训练后

(一般连续 5
 

d)则可形成将特定信号与惩罚性刺激

结合起来的条件反射-主动逃避反应(主动条件反

射),是一种高级、复杂的联想式程序性记忆的获得

与巩固过程。
陈述性记忆又称外显性记忆(explicit

 

memory),
是对地点、事实等的回忆,需要有意识的进行,这种

记忆形成迅速,但同时又容易遗忘[20] 。 陈述性记忆

又进一步分为情景记忆(episodic
 

memory)和语义记

忆(semantic
 

memory)。 情景记忆是将特定事件与其

发生的时间、地点相互联系形成记忆。 语义记忆是

对经验的抽象概括,一般通过多次经验形成。 在

Morris 水迷宫实验中,动物在多次训练中,学会了寻

找固定位置的隐蔽平台,形成稳定的空间位置认

知,这种空间认知是加工空间信息(外部线索)形成

的,进入意识系统,属于陈述性记忆[21] 。

4　 空间记忆和非空间记忆的行为实验
方法
　 　 空间记忆是学习和探索周围环境的基本认知

功能,是一种获取空间布局信息的能力,使我们能

沿着一条路径在环境中找到目标位置[22] 。 常用的

评价啮齿类动物的空间学习记忆能力的行为学方

法包括迷宫、跳台、物体位置实验等。 迷宫类实验

(Morris 水迷宫、T 迷宫和八臂放射状迷宫等)可以

检测空间参考记忆,实验中,大鼠和小鼠经过多次

训练,学会在各种类型的迷宫中寻找固定位置的隐

蔽平台 / 出口 / 食物,从而形成稳定的空间位置认

知,是一种以异我为参照点的参考认知,隐蔽平台 /
出口 / 食物的位置与动物自身所处的位置和状态无

关[23] 。 这种空间参考记忆的储存机制主要涉及边

缘系统 ( 如海马) 以及大脑皮层有关脑区[24] 。
Morris 水迷宫是评价动物空间学习记忆能力的经典

行为学实验,它能有效地分离动物空间辨认与其它

能力[25-26] 。 物体认知-物体位置识别实验是利用啮

齿类动物会对移动到新位置的物体表现出更多的

探索活动,可用于检测动物对物体所在位置的空间

记忆能力的检测[27] 。 而物体认知-新物体识别实

验[28] ,利用动物在新奇偏爱性这种内在动力的驱动

下,对新物体表现出更大的兴趣,会更多的接近新

物体,对其进行探索活动,是一种用于检测动物非

空间的物体识别记忆能力的认知行为检测方法。

5　 基于不同刺激原理的行为实验方法

按照刺激因素原理不同,可分为奖赏、惩罚、自
主活动 3 大类行为实验方法。 以惩罚原理检测的学

习记忆行为学实验是通过对动物施加以电、水刺激

为重点的惩罚性刺激元素,在实验中设定可逃避惩

罚性刺激的策略,让动物学会并记住避免这些伤害

性刺激,主要包括跳台、避暗、穿梭、水迷宫等。
通过施加各种奖励性刺激,动物通过随机发

现、主动探索和(或)操作、获得经验、巩固记忆并再

现,最终使动物形成条件反射,属于基于奖赏原理

的学习记忆行为实验方法。 这类方法由于对动物

的行为和心理伤害刺激小,对相关递质分泌和神经

信号传导不产生与行为学本身无关的干扰,是评价

动物空间定向、决策、反应、判断、联合型记忆、工作

记忆能力的主要行为实验方法,主要包括操作奖

赏、触屏奖赏、食物迷宫等。
基于自发活动原理的学习记忆行为实验方法

是利用动物对新奇物体或者新环境好奇的天性,给
予动物新奇事物,或者将动物置于新奇环境,动物

由于好奇产生探索行为而检测动物对新物体、新环

境的学习记忆能力,这类方法不需要学习训练,亦
不用禁食禁水,或施加惩罚或奖赏刺激,几乎对动

物不产生正向或者反向应激[2] 。 但是与动物运动

机能状态密切相关,凡能影响动物运动机能的药物
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和动物本身状态均可能影响该实验的正常结果。
基于自发活动原理的学习记忆行为实验方法主要

包括物体认知、迷宫(T 迷宫、Y 迷宫、八臂迷)等。

6　 基于操作任务的行为实验方法

1938 年心理学家斯金纳( B. F. Skinner)在经典

条件反射基础上首次提出了操作条件反射的学习

记忆行为实验方法。 操作条件反射根据条件刺激

的不同,可分为操作式防御性条件反射和奖赏操作

条件反射。 操作式防御性条件反射是给以刺激信

号(如灯光或声音),随即给予动物足部电击刺激

(惩罚性刺激),动物进行操作,踩踏板或拉杠杆,则
能够断开电路以避免或终止电击,这样通过训练,
使动物能够结合刺激信号,习得通过操作行为预防

或终止伤害性刺激(如电刺激)建立操作条件反射。
奖赏操作条件反射以能引起奖赏效应的物质(食

物、糖水等中性强化物质)作为非条件刺激信号,动
物通过对踏板的偶然触碰,发现了踏板操作能获得

奖励物质(固体或者液体物质),多次之后,最后动

物学会了踏板获得奖赏这一行为,形成简单的操作

行为反应-结果之间的操作条件反射。 石哲等[29] 、
陈铃铃等[30]在国内首次建立了高智能、高自动化的

操作式条件反射检测系统-奖赏性操作条件反射,
以能引起奖赏效应的物质作为条件刺激信号,并结

合非条件刺激信号(灯光或声音),动物通过随机发

现、主动探索、获得经验,巩固记忆并再现,最终使

动物形成条件反射。 并通过设计条件反射训练、固
定比率操作训练、信号辨识和信号消退等组合实验

方案,能更精准的研究动物对复杂操作方式与辨识

信号的学习记忆能力。 王克柱[19] 在此基础上进行

了改进,通过结合计算机、信息学等技术,依据动物

心理学,建立了自由适应模式、单次和连续多次操

作、位置识别、信号辨识、条件性强化贬值、消退等

实验模式,实现了在动物复杂操作任务下的兴趣、
反应、判断、学习记忆等认知行为的全面评价。 此

外,大小鼠触屏操作法作为一种新兴的、计算机自

动化的奖赏性操作条件反射方法也逐渐被科学家

们应用于学习记忆能力的检测[31-32] 。 大小鼠触屏

操作与奖赏性操作条件反射相同,而两者的不同在

于动物操作装置和信号呈现方式:前者一般通过操

纵杆或操作踏板作为动物操作装置,信号一般是简

单的灯光或声音等固定样式的信号;而后者则是通

过在触摸屏上呈现任意样式、任意位置的图案作为

信号,动物直接触碰屏幕进行操作而完成奖赏性操

作条件反射。 也有一些实验利用触屏操作装置进

行操作式防御性条件反射,使用如底部电击等惩罚

作为结果,通过学习预防惩罚建立条件反射[33] 。 操

作性条件反射可通过设置多重复杂的操作任务、信
号辨识和模式组合,用于执行操作任务时的复杂学

习记忆能力的检测,可以模拟航天航空航海及高科

技作业人群的反应、判断、决策和学习记忆的评价。

7　 其他

此外,不同的学习记忆行为学实验方法也包含

着对不同信息(图象、场景、声音、嗅觉、触觉)的学

习和记忆,也可按照对不同信息的学习记忆能力进

行分类。 物体认知-物体情景记忆实验是检测动物

对物体所处实验背景的记忆能力的方法,可以评价

动物对情景记忆能力[34] 。 条件性恐惧实验以可以

场景和声音为线索评价动物的恐惧记忆[35] 。 评价

动物的嗅觉记忆记忆能力的嗅觉辨别实验,可以检

测小鼠对与食物相联系的气味的辨识粗略分析小

鼠对不同辨识能力,嗅觉六臂迷宫实验可以用来分

析小鼠嗅觉的空间引导辨识能力[36-37] 。 此外,像穿

梭和奖赏实验联想式学习记忆实验方法可以以声

音、图像、嗅觉为线索(刺激信号),同时也可以视觉

与触觉结合、视觉与嗅觉结合等多信息组合去评价

或者比较学习记忆的能力。

8　 小结与展望

现代科技发展使得人类生存环境、生活模式

和生存空间发生了重大转变,老年性痴呆等学习

记忆障碍性疾病正逐步成为危害人类身心健康的

头号杀手[2] 。 学习记忆行为实验方法为研究这些

挑战人类生存发展的难题,寻找其有效的防治方

法和手段提供了基础方法学支撑。 在学习记忆行

为实验研究中,大小鼠是最常使用的实验动物[38] 。
迄今为止,科学家已建立了多种大、小鼠行为实验

方法用于学习记忆的评价,从最初简单的 T 型迷

宫实验(空间工作记忆)到可以评价精细操作能力

的奖励性操作条件反射实验,从简单的人工观察

计数到计算机智能化、自动化检测,从单一的评价

指标的获得到系统的精细敏感指标评价体系的建

立,学习记忆动物行为实验方法实现了不同学习

记忆过程、不同刺激原理、不同操作任务等涵盖

(见表 1) 。
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表 1　 常见的学习记忆行为实验分类

Table
 

1　 Classification
 

of
 

common
 

learning
 

and
 

memory
 

behavior
 

experiments

常见的行为
学实验方法

Common
 

behavioral
 

experimental
 

methods

学习记忆
发生的过程

Process
 

of
 

learning
 

and
 

memory

学习类型
Types

 

of
 

learning

记忆类型
Types

 

of
 

memory

空间记忆和非
空间记忆

Spatial / non-spatial
 

memory

刺激方法的
原理

Principle

是否涉及
操作任务
Involved

 

in
 

operation
 

tasks
 

or
 

not

水迷宫
Morris

 

water
 

maze

获得、巩固
Acquisition

 

and
 

consolidation

非联合型学习
Non-associative

 

learning

陈述性记忆
Declarative

 

memory

空间记忆
Spatial

 

memory
惩罚原理

Punishment
否
No

Y 迷宫
Y

 

maze
获得

Acquisition

非联合型学习
Non-associative

 

learning

陈述性记忆
Declarative

 

memory

空间记忆
Spatial

 

memory

自发活动原理
Spontaneous

 

activity

否
No

T 迷宫
T

 

maze
获得

Acquisition

非联合型学习
Non-associative

 

learning

陈述性记忆
Declarative

 

memory

空间记忆
Spatial

 

memory

自发活动原理
Spontaneous

 

activity

否
No

跳台实验
Step-down

 

test

获得、巩固、再现
Acquisition,

 

consolidation
 

and
 

reproduction

非联合型学习
Non-associative

 

learning

程序性记忆
Procedural

 

memory

空间记忆
Spatial

 

memory
惩罚原理

Punishment
否
No

避暗实验
Step-through

 

test

获得、巩固、再现
Acquisition,

 

consolidation
 

and
 

reproduction

非联合型学习
Non-associative

 

learning

程序性记忆
Procedural

 

memory

非空间记忆
Non-spatial

 

memory
惩罚原理

Punishment
否
No

穿梭实验
Shuttle-box

 

test

获得、巩固、再现
Acquisition,

 

consolidation
 

and
 

reproduction

非联合型学习
Non-associative

 

learning

程序性记忆
Procedural

 

memory

非空间记忆
Non-spatial

 

memory
惩罚原理

Punishment
否
No

新物体识别实验
Novel

 

object
 

recognition
 

task

获得
Acquisition

非联合型学习
Non-associative

 

learning

陈述性记忆
Declarative

 

memory

非空间记忆
Non-spatial

 

memory

自发活动原理
Spontaneous

 

activity

否
No

物体位置识别实验
Object

 

location
 

recognition
 

task

获得
Acquisition

非联合型学习
Non-associative

 

learning

陈述性记忆
Declarative

 

memory

空间记忆
Spatial

 

memory

自发活动原理
Spontaneous

 

activity

否
No

情景记忆实验
Episodic

 

memory
 

experiment

获得
Acquisition

非联合型学习
Non-associative

 

learning

陈述性记忆
Declarative

 

memory

非空间记忆
Non-spatial

 

memory

自发活动原理
Spontaneous

 

activity

否
No

时序记忆实验
Sequential

 

memory
 

experiment

获得
Acquisition

非联合型学习
Non-associative

 

learning

陈述性记忆
Declarative

 

memory

非空间记忆
Non-spatial

 

memory

自发活动原理
Spontaneous

 

activity

否
No

奖赏性操作条件反射
Reward

 

based
 

operating
 

test

获得、巩固、再现
Acquisition,

 

consolidation
 

and
 

reproduction

联合型学习
Associative

 

learning

程序性记忆
Procedural

 

memory

空间记忆和非空间记忆
Spatial

 

memory
 

and
 

non-spatial
 

memory

奖赏原理
Reward

是
Yes

自身给药条件反射
Self-administration

 

test

获得、巩固、再现
Acquisition,

 

consolidation
 

and
 

reproduction

联合型学习
Associative

 

learning

程序性记忆
Procedural

 

memory

非空间记忆
Non-spatial

 

memory
奖赏原理

Reward
否
No

操作式防御性条件反射
Defensive

 

based
 

operating
 

test

获得、巩固、再现
Acquisition,

 

consolidation
 

and
 

reproduction

联合型学习
Associative

 

learning

程序性记忆
Procedural

 

memory

空间记忆和非空间记忆
Spatial

 

memory
 

and
 

non-spatial
 

memory

惩罚原理
Punishment

是
Yes

触屏操作法
Touch-screen

 

testing
 

method

获得、巩固、再现
Acquisition,

 

consolidation
 

and
 

reproduction

联合型学习
Associative

 

learning

程序性记忆
Procedural

 

memory

空间记忆和非空间记忆
Spatial

 

memory
 

and
 

non-spatial
 

memory

奖赏原理
Reward

是
Yes
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　 　 可以预计,随着人工智能、生物信息、材料等生

命科学以外的新技术、新方法向动物行为实验方法

领域的融合发展,动物行为实验方法学正逐渐转向

三维行为信息的提取和分析,评价指标正逐步精细

化、定量化和自动化。 目前,适应航天等特因环境

作业,执行操作任务时的认知作业评价方法已在我

国成功应用。 同时,学习记忆行为实验检测分析设

备也日趋微型化、集成化和智能化。 可用于评价包

括特因环境(如高低温、高湿、低压等)应激在内的,
复合多重刺激源条件,涵盖学习记忆的不同类型的

动物学习记忆行为实时在线检测分析方法,也正成

为国际实验动物学习记忆行为实验方法发展的前

沿领域。
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D-半乳糖法制备 AD 动物模型的分类总结与初步评价

魏玉婷,朱田田,苏明莉,贾静,严兴科∗

(甘肃中医药大学针灸推拿学院,兰州　 730000)

　 　 【摘要】 　
 

阿尔茨海默病(Alzheimer’s
 

disease,AD)作为一种常见的大脑神经退行性疾病,严重影响老年患者

的身心健康与生活质量。 研究制备 AD 动物模型,尤其是复制同时具备行为、生化及病理学特征的 AD 模型,对 AD
发病机制及治疗研究具有重要意义。 本文分类总结了近年来以单纯 D-半乳糖( D-galactose,D-gal)及 D-gal 结合 β
淀粉样蛋白(amyloid

 

β-protein,Aβ)寡聚体、AlCl3 、NaNO2 制备 AD 动物模型的方法。 从药物诱导 AD 的机制、学习

记忆受损的表现,以及氧化应激、炎症反应、神经元损伤、Aβ 及 Tau 集聚等病理改变角度对各类造模方法进行评价

和探讨,以期为 AD 动物模型制备和研究提供依据。
【关键词】 　 阿尔茨海默病;D-半乳糖;动物模型;分类;综述
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【Abstract】　
 

As
 

a
 

common
 

neurodegenerative
 

disease,
 

Alzheimer’s
 

disease
 

(AD)
 

seriously
 

affects
 

the
 

physical
 

and
 

mental
 

health,
 

and
 

the
 

quality
 

of
 

life,
 

of
 

patients.
 

The
 

preparation
 

of
 

AD
 

animal
 

models
 

is
 

therefore
 

of
 

significance,
 

especially
 

models
 

that
 

can
 

effectively
 

replicate
 

abnormal
 

behavioral,
 

biochemical,
 

and
 

pathological
 

changes.
 

In
 

this
 

review,
 

the
 

method
  

of
 

preparing
 

AD
 

animal
 

models
 

based
 

on
 

D-galactose
 

alone,
 

and
 

D-galactose
 

combined
 

with
 

an
 

amyloid
 

beta
 

protein
 

(Aβ)
 

oligomer,
 

AlCl3 ,
 

and
 

NaNO2
 were

 

summarized.
 

The
 

mechanism
 

of
 

drug-induced
 

AD,
 

the
 

presentation
 

of
 

impaired
 

learning
 

memory,
 

and
 

pathological
 

changes
 

such
 

as
 

oxidative
 

stress,
 

inflammatory
 

reactions,
 

neuron
 

damage,
 

and
 

Aβ
 

and
 

Tau
 

aggregation
 

are
 

evaluated
 

and
 

discussed
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

future
 

studies
 

involving
 

AD
 

animal
 

models.
【Keywords】　 Alzheimer’s

 

disease
 

(AD);
 

D-galactose
 

(D-gal);
 

animal
 

model;
 

classification;
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　 　 阿尔茨海默病( Alzheimer’ s
 

disease,AD) 是一

种病情进行性加重的大脑神经退行性疾病,严重影

响着老年群体的身心健康和生活质量[1-2] 。 调查显

示,我国 AD 患者已超过 1000 万[3] ,占全球病例总

数的 25%[4] 。 现代医学认为各脑区不同程度的萎

缩、细胞外间隙 β 淀粉样蛋白(amyloid
 

beta
 

protein,
Aβ)沉积形成的老年斑(senile

 

plaque,SP)及细胞内

Tau 蛋 白 磷 酸 化 引 起 的 神 经 元 纤 维 缠 结

(neurofibrillary
 

tangles,NFTs) 是 AD 的主要病理特

征[5-7] 。 目前,AD 的确切病因及发病机制尚无定

论,国内外暂无特效治疗手段,故建立具备 AD 行为

学表现、病理学特征的动物模型对阐明该病的病理

机制及新药研发等具有重要的意义。
近年来,常用的 AD 动物模型包括以自然衰老、

快速老化(SAM 小鼠)、转基因为代表的先天性 AD
模型,这类模型能较为全面的模拟 AD 患者的行为

学、生化及病理学改变特征[8] ,但同时因自然衰老

模型需将大小鼠维持饲养至 18
 

~
 

24 月龄,建模时

间长,且随着老鼠逐渐进入老龄状态,自身状态随

之变差,增加了实验过程中动物死亡的概率[9] ;快
速老化模型属近交系鼠群,其繁殖能力较差,来源

较局限;转基因模型价格昂贵等,在一定程度上限

制了各模型的使用范围。 此外,也有通过物理或化

学方法构建的后天性 AD 模型,如损伤胆碱能系统、
注射神经毒性药物等,但这些单一的模型复制方

法,只能从某一角度反映 AD 的病理机制,未能较为

全面的呈现出 AD 多病理改变的特征。 近年来,复
合式造模法因可模拟 AD 多因素致病的特点,成为

当前 AD 动物模型研究的热点。 其中以 D-半乳糖

(D-galactose,D-gal)诱导的衰老模型为基础配合具

有神经毒性的药物共同制备的 AD 动物模型最为常

见。 本文从行为学及病理学改变角度对 D-gal 及其

结合其他药物制备的后天性 AD 模型进行了总结和

评价,以期为该疾病今后的深入研究提供参考。

1　 单纯 D-gal 诱导的 AD 动物模型

1. 1　 D-gal 诱发衰老的机理

研究表明,长期服用 D-gal,会导致啮齿类动物

体内代谢异常,氧化应激增强,神经元数量减少及

结构损伤[10-12] ,多用于制备大脑老化和抗衰老药理

研究的动物模型[13-14] 。 D-gal 诱发衰老的主要机制

为长期大量注射该物质能使体内产生过多的活性

氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS) [15] ,造成各器官抗

氧化 酶 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( superoxide
 

dismutase,
SOD)、过氧化氢酶( catalase,CAT) 等活性降低,导
致机体对自由基的清除能力下降,体内自由基的大

量堆积破坏了细胞结构和功能,使得机体多器官、
多系统功能减退[16-17] 。 此外,D-gal 致衰老的机制

也与免疫缺陷、炎症反应、线粒体功能障碍、端粒缩

短等相关[18-19] 。
1. 2　 D-gal 复制 AD 动物模型

研究发现,D-gal 诱导的动物模型除衰老外,还
会出现认知、记忆障碍的行为学表现及胆碱能神经

元减少、Aβ 免疫反应物的聚集等病理变化[20] 。 单

独使用 D-gal 制备的 AD 动物模型,用药剂量在

100
 

~
 

200
 

mg / kg,造模周期约为 6
 

~
 

12 周。
(1)调控 Aβ、Tau 蛋白的表达,破坏神经元结构

D-gal 干预可造成 Aβ、Tau 蛋白的异常表达、神
经元损伤。 Yu 等[21] 观察了 D-gal 对大鼠的影响。
经 Morris 水迷宫测试,发现模型大鼠逃避潜伏期延

长、目标象限停留时间减少,同时出现海马 CA1 区

树突棘密度降低,Tau 蛋白过度磷酸化水平升高,突
触相关蛋白表达下降、细胞自噬活性异常的病理改

变。 杜艳军等[22] 发现,D-gal 会造成海马区突触损

伤、神经元丢失及 Aβ 的高表达,但未明确指出是否

形成 SP。 郑清等[23]的研究证实,D-gal 干预后的大

鼠兴奋性降低、探究及认知功能减退,其海马区突

触数量减少,双螺旋细丝蛋白- 1( PHF-1) 沉积,而
PHF 是 NFTs 的主要成分之一。 Liang 等[24] 的研究

表明 D-gal 长期刺激会造成海马区 Aβ 蛋白的沉积。
(2)诱导氧化应激、炎症反应

D-gal 复制的 AD 动物模型表现出机体氧化应

激及中枢炎症反应的病理改变。 Budni 等[25-26] 研究

发现,D-gal 灌胃 4 周后,大鼠出现习惯记忆及自发

探索功能减退,6 周后表现出空间记忆障碍,其前额

叶皮质和海马体中线粒体呼吸链复合物的活性增

加,促使机体产生大量的 ROS,出现过氧化反应,证
实了氧化损伤与 AD 模型认知障碍的相关性,并指

出线粒体能量代谢的异常可能是引起机体氧化损

伤造成 AD 的分子机制之一。 Ali 等[27] 的研究也明

确了这种模型复制方法会损伤白化小鼠的空间学

习及短时记忆功能,诱导细胞氧化应激损伤。 此

外,该研究也指出 D-gal 干预会刺激促炎因子如肿

瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、白细

胞介素-1β(interleukin-1β,IL-1β)等的释放,诱发或

加重机体的炎症反应。 Rehman 等[28] 发现 D-gal 复
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制的 AD 模型,具备学习、记忆受损,运动迟缓的行

为学改变,同时也能表现出中枢炎症反应、氧化损

伤等病理改变。
此外,He 等[29]的研究表明 D-gal 复制的 AD 模

型动物学习记忆功能的减退可能与其损害肠道菌

群,增强促炎调控通路活性,诱发中枢炎症反应,即
与肠道微生物 - 肠 - 脑轴的失调密切相关。 而

Mansour 等[30]研究发现,去除雌性大鼠双侧卵巢结

合 D-gal 腹腔注射后,大鼠也会出现空间学习记忆

及自发探索功能的障碍,其机制可能与该造模方法

诱导脑组织中 Aβ 沉积、Tau 蛋白过度磷酸化;增加

NOX-1、TNF-α 等炎症因子的表达;通过提高 MPC-1
和 GluR

 

II 的含量引起兴奋性神经毒性作用以及调

控 PI3K / Akt / mTOR 信号通路的活性,抑制细胞自

噬等相关。 提示机体雌激素含量的改变也是导致

AD 发生的可能原因。

2　 D-gal 为基础的复合式 AD 动物
模型
　 　 除上述单独使用 D-gal 建立 AD 动物模型外,也
有研究在 D-gal 诱导动物衰老的基础上,配合具有

神经毒性的药物采用复合式方法制备 AD 动物模

型,主要包括 D-gal 联合 Aβ 类寡聚体、D-gal 联合三

氯化铝(AlCl3)、D-gal 联合亚硝酸钠(NaNO2)。
2. 1　 D-gal 联合 Aβ类寡聚体

2. 1. 1　 Aβ 类寡聚体诱发 AD 的机理

Aβ 是 由
 

β
 

淀 粉 样 前 体 蛋 白 ( β-amyloid
 

precursor
 

protein,APP)经 γ-分泌酶和 β-分泌酶的

蛋白水解产生的产物[31] 。 少量的 Aβ 可发挥营养

神经细胞和增强突触可塑性的作用,而 Aβ 的异常

增多及聚集则具有神经毒性作用。 按其结构的不

同,Aβ 可分为单体、寡聚体和纤维,部分研究认为

可溶性寡聚体 Aβ 的聚集与 AD 患者认知功能障

碍关系密切[32-33] 。 Aβ 寡聚体通过与 N-甲基-D-天
冬 氨 酸 受 体 ( N-methyl-D-aspartic

 

acid
 

receptor,
NMDAR) 、α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑受体( α-
amino-3-hydroxy-5-methyL-4-isoxazole-propionic

 

acid
 

receptor, AMPAR )、 神 经 元 表 面 的 胰 岛 素 受 体

(insulin
 

receptor,Ins
 

R)等的结合,借助不同信号通

路诱发机体氧化应激反应,导致神经元凋亡,细胞

内 Aβ 异常沉积,进而使机体认知功能障碍[34] 。 D-
gal 联合 Aβ 类寡聚体复制 AD 动物模型时,D-gal 剂
量为 50

 

~
 

150 mg / kg,Aβ 用量为 2
 

~
 

5
 

μL,造模周

期约 6
 

~
 

7 周。

2. 1. 2　 D-gal 联合 Aβ 类寡聚体复制 AD 动物模型

(1)促进 Aβ 聚集,Tau 蛋白磷酸化,损害神经

元结构或功能

D-gal 联合 Aβ 类寡聚体的复合式造模方法体现

了 AD 脑组织中 Aβ 聚集、Tau 蛋白磷酸化、神经元损

伤的病理学特征。 Ye 等[35] 发现 D-gal 联合 Aβ25-35

造模后的大鼠空间学习及记忆障碍,检测发现其海马

区神经元超微结构受损,磷酸化 Tau(p-Tau)蛋白表

达增加。 Deng 等[36]的研究证实了 D-gal 联合 Aβ25-35

复制的动物模型具备 AD 学习记忆功能减退的行为

学表现,也符合 AD 脑组织中 APP、Tau 蛋白表达增

加、神经元凋亡的病理特征。 张淑萍等[37] 的研究表

明 D-gal 联合 Aβ1-42 复制的动物模型也会表现出认

知功能减退及海马神经元超微结构受损的异常改变,
但对 Aβ1-42 的用量未进行说明。

(2)破坏胆碱能系统,降低抗氧化功能,引起炎

症反应

D-gal 联合 Aβ 类寡聚体的复合式造模方法模

拟了与 AD 发病相关的中枢胆碱能功能低下、过氧

化损伤及炎症反应假说。 王改凤[38] 研究发现,
D-gal 联合 Aβ25-35 复制的 AD 大鼠模型,学习及空

间记忆功能受损,同时其脑组织中乙酰胆碱酯酶

(acetylcholinesterase,AChE) 活性明显升高,表明大

鼠胆碱能系统受损。 Zhang 等[39] 的实验结果与上

述研究一致。 同时,两项研究均指出该造模法可破

坏大鼠的抗氧化能力,造成过氧化损伤,具体表现

为 SOD 活性降低,MDA 浓度升高。 此外,在前者的

研究中还出现了炎性细胞因子 TNF-α 及 IL-1β 含量

显著增多的现象。
2. 2　 D-gal 联合 AlCl3
2. 2. 1　 AlCl3 诱发 AD 的机理

铝(Al)在体内的蓄积会导致大脑出现氧化损

伤、胆碱能功能减退及认知障碍[40] 。 研究表明,AD
患者脑组织中 Al 的含量显著升高[41] 。 Al 诱导 AD
动物模型的机制为:一方面 Al 是促氧剂,可诱导机

体组织器官 ROS 生成增多,抗氧化酶活性降低,使
脂质、蛋白质、核酸的结构和功能异常,导致细胞凋

亡或功能丧失,引发 AD[42-43] ;另一方面,Al 通过诱

导 α-分泌酶和 β-分泌酶的活性,调节 APP 的表达

和水 解 过 程, 增 加 脑 组 织 Aβ 的 生 成, 引 起

AD[44-45] 。 此外,Al 也可以通过调节蛋白激酶和蛋

白磷酸酶的活性,诱导 Tau 蛋白过度磷酸化和异常

聚集,进而形成 NFTs[46] 。 D-gal 联合 AlCl3 复制 AD
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动物模型时,不同报道中两者的用量相差较大,造
模周期约 6

 

~
 

12 周。
2. 2. 2　 D-gal 联合 AlCl3 复制 AD 动物模型

D-gal 联合 AlCl3 复制的 AD 模型可出现 Aβ、
Tau 蛋白表达增加、神经细胞凋亡、胆碱能系统损

伤、氧化应激及炎症反应等病理改变。 陈建国等[47]

发现 D-gal 联合 AlCl3 制备的 AD 大鼠模型学习记

忆功能受损,大脑皮质神经元内 Tau 蛋白、海马 Aβ
含量显著增加, 匀浆中 GSH-Px、 SOD 活性下降,
MDA 水平增高,表明模型大鼠脑组织中 Aβ 等蛋白

生成清除机制失衡, 机体氧化还原平衡失调。
Chiroma 等[48] 观察了 D-gal 联合 AlCl3 干预后大鼠

的行为学和病理改变,结果显示模型大鼠记忆认知

功能减退,海马中 Tau 蛋白发生过度磷酸化改变,且
神经细胞大量丢失。 Mahdi 等[49] 的研究也表明该

模型复制方法会引起大鼠神经元结构和数量的异

常改变,出现氧化应激及炎症反应。 Ji 等[50] 的研究

发现上述造模法建立的 AD 模型学习记忆、视觉识

别、探索能力减退,同时出现海马神经元突触损伤,
AChE 活性增加,促炎因子释放增多,抗氧化物活性

降低的病理改变。 此外,Song 等[51] 也发现 D-gal 联
合 AlCl3 干预会影响小鼠脑组织内神经递质的释放

以及肠道菌群的紊乱,这些也被证实与 AD 的发生

发展密切相关。
2. 3　 D-gal 联合亚硝酸钠(NaNO2)
2. 3. 1　 NaNO2 诱发 AD 的机理

NaNO2 是一种氧化剂,机体持续摄入会诱导血

红蛋白中的二价铁氧化成为三价铁,形成高铁血红

蛋白,促使组织缺氧,引起细胞内的游离 Ca2+ 增多、
自由基生成增加。 一方面这将诱导机体发生氧化

应激,导致蛋白磷酸酯酶 2A ( protein
 

phosphatase
 

2A,PP2A)活性下降,引起神经元骨架蛋白的过度

磷酸;另一方面将促进 NFTS 的形成。 此外,在酸性

环境下 NaNO2 易转化成 NO,NO 与超氧阴离子结合

生成过氧亚硝酸盐,NO 和过氧亚硝酸盐可以诱导

Tau 蛋白的过度磷酸化, 诱导 AD 的发生[52-53] 。
D-gal 联合 NaNO2 复制 AD 动物模型时,药物用量多

集中在 D-gal
 

120
 

mg / kg 和 NaNO2
 90

 

mg / kg,造模周

期为 60
 

d。
2. 3. 2　 D-gal 联合 NaNO2 复制 AD 动物模型

D-gal 联合 NaNO2 复制的 AD 动物模型多体现

出胆碱能系统损伤、中枢炎症反应、氧化应激的病

理特征。 周张玖智等[54] 通过 D-gal 联合 NaNO2 复

合干预建立的 AD 模型学习记忆障碍,皮层组织中

MDA、IL-6、TNF-α 含量显著升高,SOD、GSH-Px 活

性降低,表明该模型体内自由基平衡失调,促炎因

子释放增加。 Zhang 等[55] 的研究证实了如前所述

复制的 AD 模型表现出神经炎症反应及氧化 / 抗氧

化失衡的病理改变,同时,大鼠额叶皮质和海马中

AChE 水平升高,Ach 和 ChE 含量降低,表明该模型

胆碱能系统也受到损害。 Wang 等[56] 发现,当 D-gal
的用量为每小时 1250 mg / kg,会代偿性上调脑组织

中 SOD 活性及 GSH 水平,并会诱导海马 CA1、CA3、
CA4 区神经元损伤。

根据现有文献,总结了上述几种 AD 动物模型

的制备方法、行为学表现和病理改变(见表 1),梳理

了不同 AD 动物模型的模型特征(见表 2)。

3　 结语

复制具备 AD 行为学表现和病理生化特征的动

物模型是当今研发治疗 AD 新药物、探索新疗法的

重要手段和载体。 现常用的以 D-gal 为基础的 AD
动物模型制备以单纯 D-gal、D-gal 联合 Aβ 类寡聚

体、D-gal 联合 AlCl3 及 D-gal 联合 NaNO2 为主。
从病程发展看,D-gal 干预致衰老接近 AD 慢性

起病的过程。 从行为学表现看,上述诸法复制的动

物模型均能体现出学习障碍、记忆受损、行为异常

等与临床 AD 患者相类似的表现。 从病理生化改变

看,诸法虽未能彻底满足各假说支撑下 AD 的发病

机制,但也体现出该病多因素致病的特点。 首先,
各造模法的共同点在于均能诱导机体发生氧化应

激、炎症反应,故均可适用于研究 AD 患者氧化反

应、神经炎症的内在机制及研发抗氧化、抑制神经

炎症的相关药物。 此外,D-gal、D-gal 联合 Aβ 类寡

聚体、D-gal 联合 AlCl3 可模拟 AD 神经元损伤、Aβ
聚集和 Tau 蛋白过度磷酸化的病理改变,可用于研

究 AD 神经元结构受损或功能障碍及 Aβ、Tau 病理

产物异常表达的内在机制及多靶向药物干预 AD 的

作用机制。 D-gal 联合 Aβ 类寡聚体、 D-gal 联合

AlCl3、D-gal 联合 NaNO2 也能破坏胆碱能功能,重现

AD 胆碱能系统紊乱的病理特征,适用于研究胆碱

能系统损伤与 AD 发病相关的神经机制及探讨拟胆

碱药物的疗效评价。 D-gal、D-gal 联合 AlCl3 涉及肠

道菌群失调的相关表现,可用于一些通过调节肠道

菌群改善 AD 相关药物的内在机制探讨。 相比较而

言,D-gal 结合 Aβ 类寡聚体、AlCl3 复制的模型病理
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特征更清晰,考虑到前者模型制备复杂,成功率低,
故 D-gal 结合 AlCl3 复制的模型适用性最高。

但上述诸法也存在一定的局限性。 首先,虽有

个别文献提到单纯 D-gal 刺激会形成 NFTs 的主要

成分 PHF,但其内在机制尚不明确,结合该药物诱

导衰老的相关研究,推断其作用的主要靶点是诱导

机体的氧化应激、炎症反应等,而不是影响体内 Aβ
或 Tau 蛋白的产生及代谢过程。 Aβ 类寡聚体可直

接模拟 AD 的特征性病理改变,但不敢保证体外给

药与机体之间的相互作用和机体因病变生成病理

产物影响其功能的作用机理相一致;同时作为一种

创伤性刺激,易对周边脑组织产生损伤。 NaNO2 本

身是一种氧化剂,其诱导的 Tau 蛋白过度磷酸化不

能排除是破坏氧化还原平衡产生的后效应。 AlCl3

能同时调节 Aβ 的生成及 Tau 蛋白磷酸化和聚集过

程,相比较而言,能较好的反映 AD 特有病理改变的

内在机制。 总体而言,D-gal、Aβ 类寡聚体、AlCl3、
NaNO2 均直接或间接参与调控 Aβ 高表达、Tau 蛋

白过度磷酸化的过程,但诸法均未明确指出在 AD
动物模型中是否出现 SP、

 

NFTs,推测可能与模型复

表 1　 D-半乳糖法制备 AD 动物模型的具体方法、行为学表现、病理改变

Table
 

1　 Specific
 

methods,
 

behavioral
 

manifestations
 

and
 

pathological
 

changes
 

of
 

ad
 

animal
 

model
 

prepared
 

by
 

D-galactose
 

method

模型
Models

动物
Animal

方法
Method

行为学表现
Behavior

 

features
病理改变

Pathological
 

changes

D-gal
模型
D-gal

 

model

SD 大鼠
SD

 

rat

120
 

mg / kg,腹腔注射 8
周
120

 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

8
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限停留时间↓
Morris

 

Water
 

Maze
 

( MWM ).
 

Escape
 

latency↑,
 

target
 

quadrant
 

dwell
 

time↓

海马: 树突棘密度 ↓, PSD95 ↓, SYP1 ↓; p-Tau ↑,
GSK3β / mTOR 信号通路活性↑[21]

Hippocampus.
 

The
 

density
 

of
 

dendritic
 

spines↓,
 

PSD95
↓,

 

SYP1 ↓.
 

p-Tau ↑,
 

the
 

activity
 

of
 

GSK3β / MTOR
 

signaling
 

pathway↑[21]

SD 大鼠
SD

 

rat

150
 

mg / kg, 腹腔注射
12 周
150

 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

12
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,穿越平
台次数↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target-
platform

 

crossing
 

times↓

海马:神经元结构紊乱;Aβ1-42 ↑;p-ERK↓,p-CREB
↓;ERα(雌激素受体 α)↓[22]

Hippocampus.
 

Neuronal
 

structural
 

disorder.
 

Aβ1-42 ↑.
 

p-ERK ↓,
 

p-CREB ↓.
 

ERα ( estrogen
 

receptor
 

α )
↓[22]

SD 大鼠
SD

 

rat

100
 

mg / kg,腹腔注射 6
周
100

 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

6
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,平台象
限时间比率↓;旷场实验:运动距离
↓,直立次数↓,中心区域运动时间比
率↓
MWM.

 

Escape
 

latency↑,
 

percentage
 

of
 

dwell
 

time
 

in
 

the
 

target
 

quadrant ↓.
 

Open-field
 

test.
 

Movement
 

distance ↓,
 

upright
 

times↓,
 

ratio
 

of
 

movement
 

time
 

in
 

the
 

central
 

area↓

海马:突触数量↓,突触形态异常;PHF-1( NFTs 的主
要成分)↑;PI3K↑,AKT↑,p-AKT↑,mTOR↑[23]

Hippocampus.
 

The
 

number
 

of
 

synapses ↓,
 

abnormal
 

synaptic
 

morphology.
 

PHF-1(main
 

components
 

of
 

NFTs)
↑.

 

PI3K↑,
 

AKT↑,
 

p-AKT↑,
 

mTOR↑[23]

SD 大鼠
SD

 

rat

120
 

mg / kg,腹腔注射 7
周
120

 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

7
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限停留时间↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target
 

quadrant
 

dwell
 

time↓

海马:神经元结构异常; Aβ ↑; NF-κB ↑, IL-1β ↑,
TNF-α ↑; MAP-2 ↓, SOD ↓, CAT ↓, ROS ↑, MDA
↑[24]

Hippocampus.
 

Abnormal
 

neuronal
 

structure.
 

Aβ↑.
 

NF-
κB↑,

 

IL-1β ↑,
 

TNF-α ↑.
 

MAP-2↓,
 

SOD ↓,
 

CAT
↓,

 

ROS↑,
 

MDA↑[24]

Wistar 大鼠
Wistar

 

rat

100
 

mg / kg,灌胃 1、 2、
4、6、8 周
100

 

mg / kg,
 

irrigation
 

stomach
 

for
 

1,
 

2,
 

4
 

,
 

6,
 

8
 

weeks

旷场实验:水平和垂直活动次数↓
八臂迷宫:潜伏期↑
Open-field

 

test:
 

the
 

number
 

of
 

horizontal
 

and
 

vertical
 

activities↓
8-arm

 

radial
 

maze.
 

incubation
 

period↑

海马:第 4、6、8 周时 MDA↑、羰基蛋白质↑;前额叶皮
层和海马:第 1、2、4、6 和 8 周时线粒体呼吸链复合物
I、II、II-III 和 IV 的活性↑[25-26]

Hippocampus.
 

MDA
 

and
 

carbonyl
 

protein
 

at
 

week
 

4,
 

6
 

and
 

8↑.
 

Prefrontal
 

cortex
 

and
 

hippocampus.
 

The
 

activity
 

of
 

mitochondrial
 

respiratory
 

chain
 

complexes
 

I,
 

II,
 

II-III
 

and
 

IV
 

at
 

week
 

1,2,4,6
 

and
 

8↑[25-26]

白化小鼠
Albino

 

mice

120
 

mg / kg,腹腔注射 8
周
120

 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

8
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限停留时间↓;Y-迷宫:自发交替百分
比↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target
 

quadrant
 

dwell
 

time ↓.
 

Y-maze.
 

The
 

percentage
 

of
 

spontaneous
 

alternation↓

海马:SYP↓,PSD95↓;BACE-1↑,APP↑,Aβ↑;NF-
κB↑, TNF-α ↑, IL-1β ↑; SIRT1 ↓, NrF-2 ↓, HO-1
↓[27]

Hippocampus.
 

SYP↓,PSD95↓.
 

BACE-1↑,
 

APP↑,
 

Aβ↑.
 

NF-κB↑,
 

TNF-α↑,
 

IL-1β↑.
 

SIRT1↓,
 

NrF-2
↓,

 

HO-1↓[27]

SD 大鼠
SD

 

rat

100
 

mg / kg,腹腔注射 7
周
100

 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

7
 

weeks

Morris 水迷宫:平台潜伏期↑,平均游
泳速度↓;Y-迷宫实验:自发交替百分
比↓
MWM.

 

Platform
 

latency ↑,
 

average
 

swimming
 

speed ↓.
 

Y-maze.
 

The
 

percentage
 

of
 

spontaneous
 

alternation↓

皮层和海马: SYP ↓, STX ↓; p-JNK ↑, Bax ↑, BcL-2
↓, Bax / BcL-2 ↑; BACE-1 ↑, RAGE ↑, Aβ ↑; GFAP
↑;ROS↑,MDA↑;NF-KB↑,iNOS↑,TNF-α↑[28]

Cortex
 

and
 

hippocampus.
 

SYP ↓,
 

STX ↓.
 

p-JNK ↑,
 

Bax↑,
 

BcL-2↓,
 

Bax / BcL-2↑.
 

BACE-1↑,
 

RAGE↑,
 

Aβ↑.
 

GFAP ↑.
 

ROS ↑,
 

MDA ↑.
 

NF-KB ↑,
 

iNOS
↑,

 

TNF-α↑[28]
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续表1

模型
Models

动物
Animal

方法
Method

行为学表现
Behavior

 

features
病理改变

Pathological
 

changes

D-gal
联合
Aβ
模型
D-gal

 

combined
 

with
 

Aβ
 

model

SD 大鼠
SD

 

rat

120
 

mg / kg, 腹腔注射 8
周
120

 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

8
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限停留时间↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target
 

quadrant
 

dwell
 

time↓

海马 CA1 区:Iba-1(离子钙接头蛋白分子-1)↑
血清:LPS(脂多糖) ↑,ZO-1(闭锁小带蛋白 1) ↓,
DAO(二胺氧化酶)↑,S-100β↑,TLR4 / NF-κB 信号
通路活性↑[29]

Hippocampal
 

CA1
 

region.
 

Iba-1 ( Ionized
 

calcium
 

bindingadaptor
 

molecule-1 ) ↑.
 

Serum.
 

LPS
( lipopolysaccharide) ↑,

 

ZO-1 ( Zonula
 

occludens-1)
↓,

 

DAO ( Diamine
 

oxidase ) ↑,
 

S-100β ↑,
 

the
 

activity
 

of
 

TLR4 / NF-κB
 

signaling
 

pathway↑[29]

Wistar 大鼠
Wistar

 

rat

150
 

mg / kg, 腹腔注射 8
周
150

 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

8
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限停留时间↓;新型物体识别:偏好指
数↓,新物体识别能力↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target
 

quadrant
 

dwell
 

time ↓.
 

Novel
 

object
 

recognition.
 

Preference
 

index ↓,
 

new
 

object
 

recognition
 

ability↓

皮层和海马:神经元结构异常;海马:Aβ1-42 ↑;p-
tau ↑; NOX-1 ( NADPH 氧化酶-1 ) ↑, TNF-α ↑;
GluR-II(谷氨酸受体 II) ↑,MPC-1(线粒体丙酮酸
载体-1)↑;p38

 

MAPK↑,HER-2(人类表皮生长因
子受体 2)↑,ERR-α(雌激素相关受体 α)↑,PI3K /
Akt / mTOR 信号通路活性↓[30]

Cortex
 

and
 

hippocampus:
 

abnormal
 

neuronal
 

structure.
 

Hippocampus.
 

Aβ1-42 ↑.
 

p-tau↑.
 

NOX-1
 

( NADPH
 

oxidase
 

1)↑,
 

TNF-α↑.
 

GluR-II
 

(Glutamate
 

receptor
 

2)↑,
 

MPC-1
 

( Mitochondrial
 

pyruvate
 

carrier-1) ↑.
 

p38
 

MAPK ↑.
 

HER-2
 

( Human
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor-2 ) ↑,
 

ERR-α
 

( Estrogen-related
 

receptor-2 ) ↑,
 

the
 

activity
 

of
 

PI3K / Akt / mTOR
 

signaling
 

pathway↓[30]

SD 大鼠
SD

 

rat

D-gal
 

100
 

mg / kg,腹腔注
射 42

 

d,第 21 天海马注
射 5

 

μL 的 Aβ25-35
D-gal

 

100
 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

42
 

d,
 

and
 

injection
 

5
 

μL
 

of
 

Aβ25-35
 in

 

hippocampus
 

at
 

21st
 

day

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限停留时间↓,穿过平台的次数↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target
 

quadrant
 

dwell
 

time ↓,
 

target-platform
 

crossing
 

times↓

海马:神经元结构异常;p-tau↑,CaM-CaMKIV 信号
通路活性↑[35]

Hippocampus.
 

Abnormal
 

neuronal
 

structure.
 

p-tau↑,
 

the
 

activity
 

of
 

CaM-CaMKIV
 

signaling
 

pathway↑[35]

SD 大鼠
SD

 

rat

D-gal
 

150
 

mg / kg,腹腔注
射 7 周,第 5 周在海马注
射 2

 

μL 的 Aβ25-35
D-gal

 

150
 

mg / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

7
 

weeks,
 

and
 

injection
 

2
 

μL
 

of
 

Aβ25-35
 in

 

hippocampus
 

at
 

5th
 

week

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,穿过平
台次数↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target-
platform

 

crossing
 

times↓

皮层和海马: SYP ↓; APP ↑; tau ↑、 caspase-3 ↑;
Na+ / K +-ATP ↓; Glu ↑, c-GABA ↓; AChE ↑, ACh
↓;SOD↓,CAT↓,GSH-Px↓,MDA↑[36]

Cortex
 

and
 

hippocampus.
 

SYP ↓.
 

APP ↑.
 

tau ↑,
 

caspase-3↑.
 

Na + / K +-ATP ↓.
 

Glu↑,
 

c-GABA↓.
 

AChE ↑,
 

ACh ↓.
 

SOD ↓,
 

CAT ↓,
 

GSH-Px ↓,
 

MDA↑[36]

SD 大鼠
SD

 

rat

D-gal
 

0. 125
 

g / kg,颈背部
皮下注射 40

 

d,第 40 天
海马注射 Aβ1-42
D-gal

 

0. 125g / kg,
 

subcutaneous
 

injection
 

on
 

the
 

nape
 

back
 

for
 

40
 

d,
 

and
 

injection
 

Aβ1-42
 in

 

hippocampus
 

at
 

40th
 

day

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,航行距
离↑
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

swimming
 

distance↑

海马:神经元结构异常;血清:SOD↓,MDA↑,胸腺
指数和脾指数↓[37]

Hippocampus.
 

Abnormal
 

neuronal
 

structure.
 

Serum.
 

SOD ↓,
 

MDA ↑,
 

thymus
 

index
 

and
 

spleen
 

index
↓[37]

SD 大鼠
SD

 

rat

D-gal
 

150
 

mg / kg,皮下注
射 6 周,第 7 周海马注射
4

 

nmol / L 的 Aβ25-35
D-gal

 

150
 

mg / kg,
 

subcutaneous
 

injection
 

for
 

6
 

weeks,
 

and
 

injection
 

4
 

nmol / L
 

of
 

Aβ25-35
 in

 

hippocampus
 

at
 

7th
 

week

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限内游泳距离↓
MWM.

 

Eescape
 

latency ↑,
 

swimming
 

distance
 

in
 

target
 

quadrant↓

海马:AChE↑,ChAT↓;SOD↓,MDA↑;TNF-α↑,
IL-1↑[38]

Hippocampus.
 

AChE↑,
 

ChAT↓.
 

SOD↓,
 

MDA↑.
 

TNF-α↑,
 

IL-1↑[38]

SD 大鼠
SD

 

rat

D-gal
 

0. 05
 

g / kg,腹腔注
射 6 周,第 7 周海马注射
2

 

μL 的 Aβ1-40
D-gal

 

0. 05
 

g / kg,
 

intraperitoneal
 

injection
 

for
 

6
 

weeks,
 

and
 

injection
 

2
 

μL
 

of
 

Aβ1-40
 in

 

hippocampus
 

at
 

7th
 

week

回避训练:逃跑反应数↑,电击持续时
间↑
Avoidance

 

training.
 

The
 

number
 

of
 

escape
 

reactions ↑,
 

duration
 

of
 

electric
 

shock↑

海马:神经元形态异常、神经元凋亡率↑、BcL-2↓,
Bax ↑, Caspase

 

3 ↑, Caspase
 

9 ↑, Bax / BcL-2 ↑;
AChE ↑, ChE ↑, ChAT ↓; MDA ↑, ROS ↑, SOD
↓[39]

Hippocampus.
 

Abnormal
 

neuron
 

morphology,
 

neuron
 

apoptosis
 

rate ↑,
 

BcL-2 ↓,
 

Bax ↑,
 

Caspase
 

3 ↑,
 

Caspase9↑,
 

Bax / BcL-2↑.
 

AChE↑,
 

ChE↑,
 

ChAT
↓.

 

MDA↑,
 

ROS↑,
 

SOD↓[39]
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续表1

模型
Models

动物
Animal

方法
Method

行为学表现
Behavior

 

features
病理改变

Pathological
 

changes

D-gal
联合
AlCl3
模型
D-gal

 

combined
 

with
 

AlCl3
 

model

SD 大鼠
SD

 

rat

腹腔注射 D-gal(180
 

mg /
kg) 联合灌胃 AlCl3 ( 15

 

mg / kg),持续 12 周
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

D-gal
 

( 180
 

mg / kg )
 

combined
 

with
 

irrigation
 

stomach
 

of
 

AlCL3
 ( 15

 

mg /
kg)

 

for
 

12
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,穿越平
台次数↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target-
platform

 

crossing
 

times↓

海马: Aβ40 ↑, Aβ42 ↑; p-Tau ↑; MDA ↑, GSH ↓,
SOD↓[47]

Hippocampus.
 

Aβ40 ↑,
 

Aβ42 ↑.
 

p-Tau↑.
 

MDA↑,
 

GSH↓,
 

SOD↓[47]

Wistar 大鼠
Wistar

 

rat

腹腔注射 D-gal ( 60
 

mg /
kg ) 和 AlCl3 ( 200

 

mg /
kg),持续 10 周
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

D-gal
 

( 60
 

mg / kg )
 

and
 

AlCl3
 (200

 

mg / kg)
 

for
 

10
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,穿越平
台次数↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target-
platform

 

crossing
 

times↓

海马:锥体细胞数量↓;BcL-2
 

mRNA↓,Caspase-3
 

mRNA↑;PP2A↓;GSK-3β 活性↑[48]

Hippocampus.
 

The
 

number
 

of
 

pyramidal
 

cells↓.
 

BcL-
2

 

mRNA ↓,
 

Caspase-3
 

mRNA ↑,
 

PP2A ↓.
 

the
 

activity
 

of
 

GSK-3β↑[48]

Wistar 大鼠
Wistar

 

rat

腹腔注射 D-gal ( 60
 

mg /
kg) 结合灌胃 AlCl3 ( 200

 

mg / kg),持续 10 周
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

D-gal
 

( 60
 

mg / kg )
 

combined
 

with
 

irrigation
 

stomach
 

of
 

AlCl3
 (200

 

mg /
kg)

 

for
 

10
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限停留时间↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target
 

quadrant
 

dwell
 

time↓

海马:神经元结构异常,神经元数量↓; MDA ↑,
SOD↓,GSH↑;Nestin↓;GFAP↓[49]

Hippocampus.
 

Abnormal
 

neuronal
 

structure.
 

The
 

number
 

of
 

neurons ↓.
 

MDA ↑,
 

SOD ↓,
 

GSH ↑.
 

Nestin↓.
 

GFAP↓[49]

C57BL / 6
小鼠

C57BL / 6
 

mice

皮下注射 D-gal(120
 

mg /
kg) 结合灌胃 AlCl3 ( 200

 

mg / kg),持续 60
 

d
Subcutaneous

 

injection
 

of
 

D-gal
 

( 120
 

mg / kg )
 

combined
 

with
 

irrigation
 

stomach
 

of
 

AlCl3
 (200

 

mg /
kg)

 

for
 

60
 

d

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,穿过平
台的次数↓、目标象限停留时间↓;新
型物体识别:偏好指数↓,新物体识别
能力↓;旷场实验:中央区域活动时间
↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target-
platform

 

crossing
 

times ↓, target
 

quadrant
 

dwell
 

time ↓.
 

Novel
 

object
 

recognition.
 

Preference
 

index ↓,
 

new
 

object
 

recognition
 

ability ↓.
 

Open-field
 

test.
 

Movement
 

time
 

in
 

the
 

central
 

area
↓

海马:神经元结构异常、Na+ / K+ -ATP 酶活性↓;p-
Tau↑;ChAT ↓、 AChE ↑; GSH-Px ↓, SOD ↓, MDA
↑;TNF-α↑,IL-6↑,IL-1β↑[50]

Hippocampus.
 

Abnormal
 

neuronal
 

structure.
 

The
 

activity
 

of
 

Na+ / K+ -ATP ↓.
 

p-Tau ↑.
 

ChAT ↓,
 

AChE↑.
 

GSH-Px↓,
 

SOD↓,
 

MDA↑.
 

TNF-α ↑,
 

IL-6↑,
 

IL-1β↑[50]

ICR 小鼠
ICR

 

mice

腹腔注射 D-gal(120
 

mg /
kg) 结合灌胃 AlCl3 ( 30

 

mg / kg),持续 10 周
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

D-gal
 

( 120
 

mg / kg )
 

combined
 

with
 

irrigation
 

stomach
 

of
 

AlCl3
 ( 30

 

mg /
kg)

 

for
 

10
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限停留时间↓;跳台实验:潜伏期↓,
错误次数↑
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target
 

quadrant
 

dwell
 

time↓.
 

Step-down
 

test.
 

Incubation
 

period ↓,
 

the
 

number
 

of
 

errors↑

海马:神经元结构异常;Aβ↑;p-Tau↑;PI3K / Akt /
GS-3β 信号通路活性 ↓; 血清: 5-HT ↓、 DA ↓、
GABA↓;肠道菌群失调[51]

Hippocampus.
 

Aabnormal
 

neuronal
 

structure.
 

Aβ↑.
 

p-Tau↑.
 

The
 

activity
 

of
 

PI3K / Akt / GS-3β
 

signaling
 

pathway ↓.
 

Serum.
 

5-HT ↓,
 

DA ↓,
 

GABA ↓.
 

Dysbacteriosis[51]

D-gal
联合

NaNO2
模型
D-gal

 

combined
 

with
 

NaNO2
 

model

KM 小鼠
KM

 

mice

皮下注射 D-gal(120
 

mg /
kg ) 和 NaNO2 ( 90

 

mg /
kg),持续 60

 

d
Subcutaneous

 

injection
 

of
 

D-gal
 

( 120
 

mg / kg )
 

and
 

NaNO2
 ( 90

 

mg / kg )
 

for
 

60
 

d

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,穿越平
台次数↓;跳台实验:潜伏期↓,错误
次数↑;避暗实验:潜伏期↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target-
platform

 

crossing
 

times ↓.
 

Step-down
 

test.
 

Incubation
 

period↓,
 

the
 

number
 

of
 

errors ↑.
 

Step-through
 

test.
 

Incubation
 

period↓

脑组织:MDA↑,SOD↓,GSH-Px↓;IL-6↑,TNF-α
↑[54]

Brain
 

tissue.
 

MDA↑,
 

SOD↓,
 

GSH-Px↓.
 

IL-6↑,
 

TNF-α↑[54]

KM 小鼠
KM

 

mice

腹腔注射 D-gal(120
 

mg /
kg ) 和 NaNO2 ( 90

 

mg /
kg),持续 60

 

d
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

D-gal
 

( 120
 

mg / kg )
 

and
 

NaNO2
 ( 90

 

mg / kg )
 

for
 

60
 

d

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限交叉次数↓;跳台实验:潜伏期↓,
错误次数↑;避暗实验:潜伏期↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target
 

quadrant
 

crossing
 

times ↓.
 

Step-down
 

test.
 

Incubation
 

period↓,
 

the
 

number
 

of
 

errors ↑.
 

Step-through
 

test.
 

Incubation
 

period↓

前额叶皮质和海马:BDNF↓,TrkB↓;ACh↓,AChE
↑,ChAT↓;SOD↓,GSH↓;IL-1β↑,IL-10↓[55]

Prefrontal
 

cortex
 

and
 

hippocampus.
 

BDNF ↓,
 

TrkB
↓.

 

ACh↓,
 

AChE ↑,
 

ChAT ↓.
 

SOD ↓,
 

GSH ↓.
 

IL-1β↑,
 

IL-10↓[55]

KM 小鼠
KM

 

mice

腹腔 注 射 D-gal ( 1250
 

mg / kg)和 NaNO2(90
 

mg /
kg),持续 8 周
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

D-gal
 

( 1250
 

mg / kg)
 

and
 

NaNO2
 ( 90

 

mg / kg)
 

for
 

8
 

weeks

Morris 水迷宫:逃避潜伏期↑,目标象
限停留时间↓
MWM.

 

Escape
 

latency ↑,
 

target
 

quadrant
 

dwell
 

time↓

海马:神经元结构异常;脑组织:AChE ↑;SOD↑,
GSH↑,MDA↑,CAT↓[56]

Hippocampus.
 

Abnormal
 

neuronal
 

structure.
 

Brain
 

tissue.
 

AChE ↑.
 

SOD ↑,
 

GSH ↑,
 

MDA ↑,
 

CAT
↓[56]
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表 2　 D-半乳糖法制备的 AD 动物模型特征总结

Table
 

2　 Summary
 

of
 

characteristics
 

of
 

AD
 

animal
 

model
 

prepared
 

by
 

D-galactose
 

method

模型
Models

认知表现
Cognitive

 

performance
病理改变

Pathological
 

changes
主要优缺点

Main
 

advantages
 

and
 

disadvantages

D-gal 模型
D-gal

 

model

空间学习障碍,记忆(空间、短
期、习惯)受损,自发探索功能
障碍, 兴奋性降低, 运 动 迟
缓[21-30]

Spatial
 

learning
 

disorder,
 

memory
 

( spatial,
 

short-term,
 

habit)
 

impairment,
 

spontaneous
 

exploration
 

dysfunction,
 

decreased
 

excitability,
 

bradykinesia[21-30]

Aβ 聚集[22,24,27-28,30] ,Tau 蛋白过度磷酸化[21,23,30] ,
突触损伤[21,23,27-28] ,神经元结构异常[22,24,28,30] ,星
形胶 质 细 胞 增 生[28] , 氧 化 损 伤[24-28] , 炎 症 反
应[24,27-30] ,细胞自噬损伤[21,30] ,肠道菌群失调[29]

Aβ
 

aggregation[22,24,27-28,30] ,
 

Tau
 

hyperphosphorylation[21,23,30] ,
 

synaptic
 

injury[21,23,27-28] ,
 

abnormal
 

neuronal
 

structure[22,24,28,30] ,
 

astrocyte
 

proliferation[28] ,
 

oxidative
 

damage[24-28] ,
 

inflammatory
 

reaction[24,27-30] ,
 

autophagy
 

injury[21,30] ,
 

dysbacteriosis[29]

衰老模型特点突出;造模时间长,
AD 特有病理改变的内在机制不
明确
Aging

 

model
 

features
 

outstanding.
 

Modeling
 

time
 

is
 

long,
 

the
 

internal
 

mechanism
 

of
 

AD
 

specific
 

pathological
 

changes
 

is
 

not
 

clear

D-gal 联合
Aβ 模型

D-gal
 

combined
 

with
 

Aβ
 

model

空间学习障碍,记忆(空间、短
期)受损,运动能力受损[35-39]

Spatial
 

learning
 

disorder,
 

memory
 

( spatial,
 

short-term )
 

impairment,
 

sports
 

ability
 

damage[35-39]

Aβ 聚集[36] ,Tau 蛋白过度磷酸化[35-36] ,胆碱能系统
损伤[36,38-39] ,突触受损[36] ,神经元结构异常或凋
亡[35,37,39] ,氧化损伤[26,37-39] ,炎症反应[38] ,神经递
质合成或释放异常[36]

Aβ
 

aggregation[36] ,
 

Tau
 

hyperphosphorylation[35-36] ,
 

cholinergic
 

system
 

damage[36,38-39] ,
 

synaptic
 

injury[36] ,
 

abnormal
 

neuronal
 

structure
 

or
 

neuronal
 

apoptosis[35,37,39] ,
 

oxidative
 

damage[26,37-39] ,
 

inflammatory
 

reaction[38] ,
 

abnormal
 

synthesis
 

or
 

release
 

of
 

neurotransmitters[36]

AD 经典病理改变相对明显;造模
难度大,成功率低,药物分布集
中,不符合脑组织中 Aβ 弥散分布
的特点。
The

 

classic
 

pathological
 

changes
 

of
 

AD
 

are
 

relatively
 

obvious;
 

modeling
 

is
 

difficult
 

and
 

the
 

success
 

rate
 

is
 

low,
 

the
 

drug
 

distribution
 

is
 

concentrated,
 

which
 

does
 

not
 

conform
 

to
 

the
 

characteristics
 

of
 

Aβ
 

dispersion
 

and
 

distribution
 

in
 

brain
 

tissue

D-gal 联合
AlCl3 模型

D-gal
 

combined
 

with
 

AlCl3
 model

空间学习障碍,记忆(空间、短
期)功能减退,自发探索功能
障碍,视觉识别能力受损,水
平运 动 功 能 异 常, 焦 虑 状
态[47-51]

Spatial
 

learning
 

disorder,
 

memory
 

( spatial,
 

short-term )
 

impairment,
 

spontaneous
 

exploration
 

dysfunction,
 

impaired
 

visual
 

recognition,
 

abnormal
 

horizontal
 

movement
 

function,
 

anxiety
 

state[47-51]

Aβ 聚集[47,51] ,Tau 蛋白过度磷酸化[47-48,50-51] ,胆碱
能系统损伤[50] ,神经元结构异常或凋亡[48-51] ,氧化
损伤[47,49-50] ,炎症反应[49-50] ,肠道菌群紊乱[51] ,神
经递质合成或释放异常[51]

Aβ
 

aggregation[47,51] ,
 

Tau
 

hyperphosphorylation[47-48,50-51] ,
 

cholinergic
 

system
 

damage[50] ,
 

abnormal
 

neuronal
 

structure
 

or
 

neuronal
 

apoptosis[48-51] ,
 

oxidative
 

damage[47,49-50] ,
 

inflammatory
 

reaction[49-50] ,
 

imbalance
 

in
 

the
 

intestinal
 

flora[51] ,
 

abnormal
 

synthesis
 

or
 

release
 

of
 

neurotransmitters[51]

能较全面的模拟 AD 临床及病理
生化表现;D-gal 和 AlCl3 的用量
相差较大。
It

 

can
 

comprehensively
 

simulate
 

the
 

clinical,
 

pathological
 

and
 

biochemical
 

manifestations
 

of
 

AD;
 

the
 

dosage
 

of
 

D-gal
 

and
 

AlCl3
 varies

 

greatly

D-gal 联合
NaNO2 模型

D-gal
 

combined
 

with
 

NaNO2
 

model

空间学习障碍,记忆(空间、短
期)功能减退[54-56]

Spatial
 

learning
 

disorder,
 

memory
 

( spatial,
 

short-term )
 

impairment[54-56]

胆碱能系统损伤[55-56] ,神经元结构异常[56] ,氧化损
伤[54-56] ,炎症反应[54-55]

Cholinergic
 

system
 

damage[55-56] ,
 

abnormal
 

neuronal
 

structure[56] ,
 

oxidative
 

damage[54-56] ,
 

inflammatory
 

reaction[54-55]

药物用量及造模周期相对统一;
Aβ 聚集和 Tau 蛋白过度磷酸化
的病理特征不明显
Drug

 

dosage
 

and
 

modeling
 

cycle
 

are
 

relatively
 

unified.
 

The
 

pathological
 

features
 

of
 

Aβ
 

aggregation
 

and
 

Tau
 

hyperphosphorylation
 

are
 

not
 

obvious

制中药物用量及造模周期的长短相关,药物剂量小,
干预时间短,在一定程度上,可能会导致沉积在各脑

区的 Aβ 经机体内特定的降解酶所降解或者 Tau 蛋

白磷酸化 / 去磷酸化的酶系统活性尚未受到严重影

响,使得沉积的 Aβ 或过度磷酸化的 Tau 蛋白不足

以形成 SP 或 NFTs。 故在原有研究的基础上,加设

干预药物的不同剂量组别及延长建模周期,以此明

确各造模法是否具备 AD 的典型病理改变,会成为

今后新的研究方向。 有研究认为,轻度认知功能障

碍(mild
 

cognitive
 

impairment,MCI)作为 AD 的早期

阶段,其动物模型与 AD 动物模型相比,应具备早于

AD 的发病年龄、轻微的认知减退及轻度的病理生

化改变[57] 。 已有文献报道了用 D-gal 配合高脂饲料

喂养构建 MCI 动物模型的相关研究[58] ,这是否意

味着上述诸法在控制动物大小、用药剂量及造模时

间的条件下,可以构建出较为理想的 MCI 动物模

型。 其次,各模型制备方法选用的动物种类及年龄

不尽相同,一方面无法确定诱导 AD 的药物干预哪

一类型的实验动物时导致的病理变化与人体更接

近;另一方面,不同年龄的实验动物对致 AD 药物的
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耐受性不同,引起的模型动物生化及病理改变不同。
研究发现,对 3 月龄大鼠进行 D-gal 干预后诱导衰

老的模型最接近自然衰老,造模效果好于小于 3 月

龄的大鼠[59] 。
综上,D-gal 为基础的复合式 AD 模型复制方法

是近年来研究者探索较多的内容,结合各实验动物、
药物自身结构和特征,进行大量实验研究后,总结出

制备 AD 动物模型相对统一的动物种类、药物用量、
给药方式、给药周期及各模型动物相对特异性的行

为学、生化及病理改变是今后研究的重点。
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斑马鱼幼鱼模型在急性肾损伤研究中的适用性
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　 　 【摘要】 　
 

斑马鱼作为一种新兴的脊椎模式生物,近来被广泛应用于人类疾病研究。 斑马鱼幼鱼前肾解剖结

构简单,但在组织结构和分子水平上与哺乳动物后肾相似,并具备同样复杂的生物学功能,损伤后的病变反应与人

类肾相似,同时斑马鱼幼鱼具有自身特点和优势,是进行肾发育和肾疾病研究的重要模型。 本文从斑马鱼幼鱼前

肾的生物学特点、幼鱼肾损伤的病变反应机制及在肾损伤研究中的应用优势 3 方面阐述该模型在急性肾损伤研究

中的适用性。
【关键词】 　 斑马鱼;急性肾损伤;动物模型;幼鱼
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【Abstract】　
 

As
 

an
 

emerging
 

vertebrate
 

animal
 

model,
 

zebrafish
 

have
 

been
 

widely
 

used
 

in
 

human
 

disease
 

research.
 

Although
 

simple
 

in
 

form,
 

the
 

larval
 

pronephros
 

is
 

similar
 

to
 

the
 

mammal
 

kidney
 

in
 

terms
 

of
 

histological
 

structure,
 

gene
 

expression,
 

and
 

functional
 

complexity.
 

Furthermore,
 

the
 

response
 

of
 

zebrafish
 

larvae
 

to
 

kidney
 

damage
 

is
 

similar
 

to
 

that
 

of
 

mammals.
 

Because
 

of
 

their
 

unique
 

features
 

and
 

other
 

advantages,
 

zebrafish
 

larvae
 

present
 

a
 

useful
 

model
 

for
 

research
 

into
 

kidney
 

development
 

and
 

disease.
 

This
 

review
 

discusses
 

the
 

applicability
 

of
 

zebrafish
 

larvae
 

in
 

research
 

into
 

acute
 

kidney
 

injury
 

based
 

on
 

the
 

biological
 

characteristics
 

of
 

the
 

pronephros,
 

the
 

pathogenic
 

mechanisms
 

involved,
 

and
 

the
 

advantages
 

for
 

kidney
 

injury
 

research.
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　 　 肾是机体的主要排泄器官,能排出体内代谢废

物、毒素,肾血流量大,易于累积有害物质,容易发

生肾功能损伤。 随着社会发展,环境污染、药物滥

用等问题日益严重,人们接触药物或毒性物质的机

率增加,急性肾损伤(acute
 

kidney
 

injury,AKI)的发

生率呈大幅上升趋势。 AKI 时肾功能迅速下降,排

泄受阻,患者对用药更加敏感,给治疗带来了难度,
目前临床上对 AKI 尚缺乏有效的治疗措施,AKI 严

重威胁着人类健康。 虽然近年来人们对 AKI 的认

识有所提高,但对于不同条件下 AKI 病变发展背后

的分子机制,尤其是关于如何促进肾自身的损伤修

复机能方面仍亟需开展更多研究。
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斑马鱼是一种小型淡水硬骨鱼类,成鱼体长仅

3
 

~
 

4
 

cm。 斑马鱼基因与人类基因具有高度同源

性,体内许多器官功能机制及生理信号途径与哺乳

动物相似,对毒性物质产生与人类相似的反应表

现。 因此,斑马鱼在发育生物学、疾病模型及药物

研发等领域得到日益广泛的应用,成为继于啮齿动

物之后的又一重要脊椎模式生物。 72
 

hpf 后,斑马

鱼各器官基本发育完成,体格小、鱼体透明、可视性

强,相比于成鱼更易在显微镜下进行观察操作,斑
马鱼幼鱼期是开展实验的重要阶段。 本文结合斑

马鱼幼鱼前肾的生物学特点、幼鱼肾损伤病变反应

机制及斑马鱼幼鱼在 AKI 研究中的应用优势,对斑

马鱼幼鱼模型在 AKI 研究中的适用性进行阐述。

1　 斑马鱼幼鱼前肾的生物学特点

在进化上,斑马鱼肾分为幼鱼期( larvae) 的前

肾 ( pronephros ) 和 成 鱼 ( adult ) 期 的 中 肾

(mesonephros),受精后 14
 

h(hours
 

post
 

fertilization,
hpf)时,肾开始发育,48

 

hpf 时,发育完成并具备滤

过功能。 斑马鱼前肾仅由一对肾单位组成,两个肾

小球在背部中线、背主动脉腹侧处融合,肾小管分

居于两侧,向尾部延伸汇于泄殖腔。 斑马鱼前肾在

解剖结构上比中肾及人类的后肾简单,但在细胞类

型和分子水平上具有相似性,由内皮细胞、足细胞

和肾小管上皮细胞组成,并含有相似基因,人类肾

疾病中发现的一些异常基因,在斑马鱼前肾发育与

功能维持中也发挥重要作用[1] 。 斑马鱼前肾具备

同样复杂的生物学功能,负责调节幼鱼水电解质平

衡,维持内环境稳定[2] 。
肾小管是 AKI 中发生损伤的重要部位。 与哺

乳动物类似,根据上皮细胞形态和细胞上所表达转

运体的不同,斑马鱼幼鱼前肾的肾小管可分为不同

节段,包括颈段( neck)、近端肾小管曲段( proximal
 

convoluted
 

tubule,PCT)和近端肾小管直段(proximal
 

straight
 

tubule,PST)、远端肾小管近段( distal
 

early,
DE)和远端肾小管远段( distal

 

late,DL)和短的肾弓

(pronephric
 

duct,PD) [3] ,这与哺乳动物肾小管的节

段划分基本一致。 前肾肾小管每个节段的组织结

构、表达基因及离子转运体的分布与哺乳动物肾小

管的相应节段具有相似性。 比如,幼鱼前肾近端肾

小管上皮细胞呈两极化结构,包括顶端刷状缘与含

有离子转运体的基底膜,细胞核偏向于管腔内表

面[4] 。 近端肾小管表达 slc9a3 基因[3] 及酸碱平衡

相关的转运体如: AE2 ( chloride / bicarb
 

onate
 

anion
 

exchanger )、 NBCn1 ( sodium / bicarbonate
 

cotransporter)、 NHE ( sodium /
 

hydrogen
 

exchanger )
等[5] ,具有调节体液 PH 的功能。 斑马鱼前肾与哺

乳动物后肾在组织结构及功能上的相似性,表明斑

马鱼幼鱼应用于人类肾疾病研究具有生物学基础。

2　 斑马鱼幼鱼肾损伤反应机制

2. 1　 斑马鱼幼鱼对 AKI 的损伤性反应

发生 AKI 时,斑马鱼幼鱼模型表现出与哺乳动

物相似的病变反应,包括幼鱼局部或全身水肿、肾
功能下降和前肾组织结构损伤等。 3

 

dpf 斑马鱼幼

鱼经肾毒性物质处理后,早期即出现近端肾小管体

积膨大、结构紊乱、上皮细胞刷状缘缺失和坏死等

组织改变,电镜观察发现受损上皮细胞内线粒体呈

扁平、杆状等异常形态,或出现肿胀,并出现线粒体

嵴断裂及基质颗粒丢失[6] ,线粒体功能出现异常,
这些表现均与哺乳动物发生 AKI 后的病变反应一

致[7-8] 。 同时,分子水平检测显示,哺乳动物体内已

确认的一些肾损伤相关标志物基因,如 hmox1(heme
 

oxygenase
 

1)、clu(clusterin)和 kim-1(havcr-1)等,在
幼鱼体内也出现不同程度反应性上调[9] 。
2. 2　 斑马鱼幼鱼肾损伤修复机制

脊椎动物不同种属间,肾的自我修复能力不

同,目前人们对于肾修复的分子调控机制还不明

确。 细胞水平研究表明,哺乳动物和斑马鱼幼鱼间

在肾修复过程上具有保守性[10] ,近端肾小管发生损

伤后,尚存活的部分上皮细胞发生去分化、增殖,重
新覆盖于裸露的肾小管基底膜上,恢复管腔结构的

完整,而斑马鱼成鱼则依赖“干细胞”再生进行肾修

复。 因此,相较于成鱼,斑马鱼幼鱼模型更适于进

行 AKI 中肾修复机制或治疗药物筛选研究。
2. 3　 药物在斑马鱼幼鱼体内的代谢转化

斑马鱼体内表达多种药物吸收代谢所需的转

运蛋白[11] 和代谢酶类[12] ,如Ⅰ相代谢酶细胞色素

P450(cytochrome450,CYP450),Ⅱ相代谢酶尿苷二

磷酸葡萄糖基转移酶(uridine-diphospho
 

glucuronosyl
 

transferase,UGT ) 和磺基转移酶 ( sulfotransferase,
SULT)等[13] ,不同发育时期,斑马鱼表达的转运蛋

白及代谢酶种类不同。 斑马鱼对药物转运蛋白及

代谢酶类的调控模式与人类相似,斑马鱼体内某些

CYP450 与人体内的 CYP450 具有相同的抑制剂 / 激
动剂和底物。 Gorgulho 等[14] 利用斑马鱼对醋氨酚

858
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的肾毒性研究,为了解斑马鱼幼鱼对药物的吸收和

代谢转化情况,对药物处理后的斑马鱼幼鱼(5
 

dpf)
组织进行提取,并利用 LC-MS 进行成分分析,结果

除 N-乙酰基亚胺醌( N-acetyl-P-benzoquinoneimine,
NAPQI)和醋氨酚谷胱甘肽结合物两种性质极不稳

定的成分外,所有人体内已发现的醋氨酚代谢物均

可以在斑马鱼幼鱼体内检测到,表明药物在斑马鱼

幼鱼体内的代谢转化方式与人类相似。

3　 斑马鱼幼鱼模型在 AKI 研究的中
的应用优势
3. 1　 体格小、药物用量少

由于斑马鱼幼鱼体格小,于普通细胞培养板内

利用水溶液处理方式即可对一定样本量的幼鱼群

体进行给药,药物用量一般为 μg 级。 对于一些性

质不稳定或存在其他问题的药物,可以利用显微注

射方式将药物直接注入斑马鱼体内。 庆大霉素具

有肾毒性,常用于肾损伤造模,由于其生物利用度

低,通过水溶液给药后进入斑马鱼幼鱼体内的庆大

霉素量极低[14] 。 研究中利用显微注射将庆大霉素

溶液通过心脏静脉窦( cardiac
 

venous
 

sinus)注入斑

马鱼幼鱼血循环系统,成功造成幼鱼 AKI,幼鱼出现

心包水肿、近端肾小管扩张、上皮细胞刷状缘缺失

等肾损伤表现[15-16] 。
3. 2　 前肾结构简单、鱼体透明、便于直接观察

斑马鱼幼鱼鱼体透明,前肾仅由一对肾单位组

成,结构简单,借助于组织特异显色,可在整体水平

上对幼鱼肾进行原位观察。 wt1 ( Wilms ’
 

tumor
 

gene)是肾发育关键因子,为肾发育和修复的分子标

志物。 斑马鱼 wt1 包括 wt1a 与 wt1b 两种同源基因,
在

 

>
 

30
 

hpf 斑马鱼,wt1b 基因高表达于肾[17] 。 利用

wt1b 启动子构建的 Tg(wt1b:GFP)转基因斑马鱼,
肾小球和肾小管显示绿色荧光,显微镜下可直接原

位观察肾各部位的形态。 Chvistou-Savina 等[18] 研究

中利用显微注射将荧光标记的葡聚糖(10
 

×
 

103 )分

子注入幼鱼血循环系统,然后定时采集幼鱼荧光图

像,测量荧光强度随时间降低速率,作为检测肾小

球滤过功能的指标。 同时,通过在显微镜下观察近

端肾小管荧光强度,检测其对荧光标记物的摄取情

况,可以直接评估近端肾小管重吸收功能[19] 。
3. 3　 易于进行基因编辑

斑马鱼在体外完成受精和胚胎发育过程,在受

精卵单细胞期通过显微注射对基因组进行编辑操

作。 近年来,随着基因编辑技术的发展[20] ,越来越

多的斑马鱼突变体和转基因品系被构建,并广泛用

于基因功能分析、疾病建模等。 Podocin 是足细胞表

面表达的一种重要膜分子, 与另两种膜分子,
Nephrin 和 CD2A,共同组成蛋白复合体,并与相邻

足细胞膜表面的蛋白复合体相互连接,构成裂孔隔

膜的主要元件,对维持肾小球滤过膜的完整性具有

重要作用[21] 。 Zhou 等[22]利用 podocin 启动子构建的

Tg(pod:NTR-mCherry)转基因斑马鱼,在足细胞表面

表达硝基还原酶和红色荧光蛋白,与甲硝唑反应产生

毒性代谢物而引起足细胞凋亡,以此建立条件诱导斑

马鱼急性肾损伤模型,并可在显微镜下直接观察测量

红色荧光强度变化,了解足细胞凋亡程度。

4　 总结

斑马鱼幼鱼体格小、数量大、鱼体透明,是一种

兼具了细胞模型优点的整体模式生物,非常适用于

进行高通量基因筛查和药物发现研究。 荧光转基

因和显微注射等技术的应用从模型建立及观察检

测等多方面为利用斑马鱼幼鱼开展 AKI 研究带来

便利,使研究者能在动物整体水平上从幼鱼表型、
组织结构及分子表达等不同层面进行原位观察与

研究,极大地促进了该模型在 AKI 研究中的应用。
作为一种淡水鱼类,斑马鱼幼鱼前肾与哺乳动

物的肾在组织结构上存在一定差异。 斑马鱼幼鱼

肾小管缺少细段部分,缺乏尿液浓缩功能;肾弓比

哺乳动物收集管短而简单[23] ;斑马鱼肾小管上无致

密斑结构,而包含特有的斯坦尼氏小体( Corpuscles
 

of
 

Stannius,CS) [24] ,有研究认为斯坦尼氏小体可能

与哺乳动物肾的致密斑功能相似[25] ;同时,斑马鱼

幼鱼仅有一对肾单位,无法模拟 AKI 时哺乳动物肾

组织复杂的内环境变化,尤其是肾单位间的相互作

用情况。 因此,相比于小鼠等哺乳动物模型,斑马

鱼幼鱼模型更适用于 AKI 前期探索研究和药物快

速筛查,所获得的结果对后续的哺乳动物实验具有

重要借鉴意义。
另外,由于斑马鱼幼鱼体格小,无法获取足量

的血液、尿液样本,不易进行组织定量,人类及哺乳

动物模型上常用的一些肾功能指标在斑马鱼幼鱼

模型上无法检测,目前已有研究中针对幼鱼前肾的

肾功能检测方法,尤其是量化指标尚比较匮乏,因
此,在斑马鱼幼鱼肾功能检测方面还需要开展更多

探索性研究,以使其在 AKI 及其它肾疾病机制与治

疗研究中得到更好的应用。
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　 　 【摘要】 　
 

类风湿关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)是以滑膜炎为主要特征的慢性自身免疫性疾病,可导致关

节畸形及功能障碍。 RA 动物模型能很好地模拟疾病发生发展的病理生理过程,广泛用于 RA 实验研究。 多模态

超声技术可以定性、定量诊断 RA,监测病情变化,评估药物疗效,引导局部给药及靶向治疗,为 RA 动物模型研究提

供精准方法。 该文综述了多模态超声在 RA 动物模型诊疗中的应用情况。
【关键词】 　 类风湿关节炎;多模态超声;动物模型
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【Abstract】　
 

Rheumatoid
 

arthritis
 

( RA)
 

is
 

a
 

chronic
 

autoimmune
 

disease
 

characterized
 

by
 

synovial
 

inflammation,
 

which
 

can
 

lead
 

to
 

joint
 

deformity
 

and
 

dysfunction.
 

Animal
 

models
 

of
 

RA
 

simulate
 

the
 

pathological
 

and
 

physiological
 

processes
 

of
 

its
 

occurrence
 

and
 

development,
 

and
 

are
 

widely
 

used
 

in
 

RA
 

studies.
 

Multimodal
 

ultrasound
 

technology
 

allows
 

qualitative
 

and
 

quantitative
 

diagnosis
 

of
 

RA,
 

monitors
 

changes
 

in
 

conditions,
 

evaluates
 

drug
 

efficacy,
 

and
 

guides
 

local
 

administration
 

and
 

targeted
 

therapy,
 

providing
 

an
 

accurate
 

evaluation
 

method
  

for
 

research
 

of
 

RA
 

animals.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

application
 

of
 

multimodal
 

ultrasound
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

RA
 

animal
 

models.
【Keywords】　 rheumatoid

 

arthritis;
 

multimodal
 

ultrasound;
 

animal
 

model
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　 　 类风湿关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)是一种

自身免疫性疾病,以侵蚀关节为主要临床表现,可
伴有关节外表现,病因尚不明确。 在炎性细胞因子

及新生血管共同作用下,滑膜水肿增厚,血管翳形

成,进而引起骨质破坏,关节畸形,患者生活质量下

降[1] 。 因此,尽早检出滑膜血管翳是改善 RA 预后
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的关键[2] 。 随着超声探头工艺和图像处理技术的

进步,促进了诊断技术的不断发展及诊断模式的多

样化。 RA 动物模型能很好地再现疾病发生发展的

病理生理过程,可供研究人员寻求潜在的治疗靶

点,为临床治疗 RA 奠定基础[3] 。 目前,RA 动物实

验中常用的超声技术包括灰阶超声、多普勒超声、
超声造影、超声生物显微镜、超声引导穿刺活检和

关节腔注射及超声靶向破坏技术。 上述多种超声

技术协同作用互为补充,形成了综合性无创的多模

态超声。 它是在常规二维超声基础上发展起来的

多功能超声检测手段,弥补了单一超声成像模式的

不足,为疾病诊断提供更可靠的依据[4] 。 本文拟对

多模态超声在 RA 动物模型诊疗中的应用进行综

述,为 RA 动物实验研究提供影像学评估方法。

1　 RA 动物模型

RA 动物模型主要有啮齿类大小鼠、兔类、非人

灵长类等。 啮齿类动物模型因遗传背景稳定、成本

低、易于处理而被广泛应用[5-6] 。 RA 模型的制备方

法主要有诱导型,转基因型两类[7] :(1)诱导型关节

炎 包 括 胶 原 诱 导 型 关 节 炎 ( collagen-induced
 

arthritis,CIA)、佐剂诱导型关节炎( adjuvant-induced
 

arthritis,AIA)、链球菌细胞壁诱导型关节炎等[6] 。
CIA 的病理学及免疫学发展过程与人 RA 相似度

高,适用于机制探索,药物开发等多方面研究[8] ;
AIA 病理表现与人 RA 相似,价格便宜、制作方便、
容易成模,但病变具有一定自限性[9] ,故对同一实

验组前后对照研究评估药物疗效时需将此因素考

虑在内;链球菌细胞壁诱导型关节炎在观察急性反

应方面具有优势,但成本较高,且不能在非人灵长

类动物中被诱导,应用受限[10] 。 (2) 转基因型 RA
模型主要有 K / BxN 转基因型、 人肿瘤坏死因子

(TNF)转基因型和白介素-1 缺陷型( IL-1α- / - ) 等,
是研究 RA 发病机制和分子靶向制剂较好的模型。
K / BxN 转基因型小鼠模型发展迅速,可在多种小鼠

品系中复制,适合筛选抗关节炎药物及治疗新靶

点;TNF 转基因型小鼠表型稳定,进展相对缓慢,适
合 TNF-α 等抗体的靶向治疗及相关免疫机制的研

究;IL-1α- / -转基因型小鼠主要用于全基因组微阵列

分析,研究 IL-1β 在类风湿疾病中的作用[5-6] 。 不

同的模型,其发病机制不同,应根据实际要解决的

科学问题选择合适的模型。

2　 多模态超声在 RA 动物模型诊断中
的应用
2. 1　 高频超声

RA 模型在炎性早期表现为皮温升高、关节肿

胀、活动受限等。 其主要病理生理学改变为关节内

滑膜因炎症细胞浸润而出现水肿增厚,在炎性因子

及滑膜新生血管共同作用下,形成滑膜血管翳,血
管翳侵入关节周围骨组织,导致骨表面连续性中

断、缺损及骨质破坏[11] 。 高频超声 (常用频率为

15
 

~
 

20
 

MHz)能实时动态监测病变发展进程。
超声波的发射和接收都是通过超声探头来实

现的。 灰阶超声利用脉冲-回波的原理,以脉冲波的

形式进入人体,在声束路径上遇见不同声阻抗的两

个界面会产生反射或散射现象,这样就有部分超声

能量返回探头并被接收处理,这部分信号即为回波

信号。 回波信号由探头转换为电信号后被超声仪

进行放大、后处理形成不同灰度等级的图像,即灰

阶超声图像。 通过分析图像可以获得组织结构与

病变信息,因此,灰阶超声可清晰分辨 RA 关节滑膜

组织,关节腔积液及骨组织,显示 RA 关节病变的形

态学变化。 滑膜炎症表现为关节腔内增厚的低回

声区,形态不规则,探头加压不变形;关节腔积液表

现为不规则的无回声区;骨质破坏表现为骨皮质回

声粗糙,连续性中断[12] 。 于静等[13] 研究显示高频

超声诊断滑膜增生和关节腔积液较为准确,与 MRI
诊断结果符合,具有省时、经济成本低等优势,但对

软骨及骨的观察尚不满意。 马茹等[14] 研究表明高

频超声适用于 RA 模型滑膜炎的评估,敏感性优于

足趾厚度检测及关节炎评分。 灰阶超声可对 RA 模

型关节病变严重程度进行定量评估,为 RA 诊断及

预后评价提供影像学支持。
多普勒超声可评估滑膜血流,在评估小动物关

节疾病中具有重要应用价值[14] 。 用于 RA 模型的

多普勒超声检查技术包括彩色多普勒血流成像

(color
 

doppler
 

flow
 

imaging,CDFI)和能量多普勒成

像(power
 

doppler
 

imaging,PDI)。 CDFI 利用多普勒

频移原理,基于运动目标显示器、自相关技术、彩色

数字扫描转换和彩色编码等过程实现血流的彩色

成像,并根据红细胞的移动方向、速度及分散情况,
调配红、绿、蓝三基色,改变其亮度,叠加在灰阶图

像上显示。 红色表示血流朝向探头方向,蓝色表示

血流背离探头方向,绿色、五彩镶嵌表示湍流。 颜

色亮度与血流速度呈正比,故 CDFI 可以反映血流
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速度和方向的变化,但受检测灵敏度及角度依赖性

的影响,检测结果通常会存在较大差异。 PDI 提取

和显示能量信号强度,其频移能量强度取决于取样

中红细胞相对数量的多少,故 PDI 能够显示较完整

的血管网,特别是对小血管和低速血流更易显示,
且不受角度依赖性的影响,可敏感地反映滑膜内新

生血管, 在评估 RA 滑膜炎活动性方面应用较

多[15-17] 。 Liu 等[18] 在研究中指出 PDI 可对滑膜血

流进行分级,并量化分析了滑膜新生血管随时间的

变化过程,表明 PDI 是监测滑膜血管变化的敏感指

标,但 PDI 只能检测到直径大于 100
 

μm 血管内的

血流信号,对微小血管内血流信号的检出效果并不

理想。
此外,灰阶超声和多普勒超声可分别对滑膜增

生、滑膜血供及骨破坏进行评分,即目前临床应用

较多的 Szkudlarek 评分标准[19] 。 RA 动物实验研究

中参考 Szkudlarek 评分对滑膜血流进行分级:0 分,
无血流信号;1 分,少许点状血流信号;2 分,多发点

状及条状血流信号,充盈面积小于滑膜总面积的一

半;3 分,树枝状、网状血流信号,走形迂曲,出现融

合血流,充盈面积大于滑膜总面积的一半。 虽然滑

膜血供分级被广泛借鉴于 RA 动物研究中[18,20] ,但
超声对 RA 模型骨破坏评估尚未报道,这可能与动

物关节小、超声评估困难有关。
2. 2　 超声造影

超声波遇见小于入射声波的界面会发生散射,
散射强弱与散射体大小、形状及周围组织的声阻抗

差有关,血液中的有形成分(红细胞、白细胞及血小

板等)声阻抗差小,散射很微弱,故超声波通过时,
无波反射。 超声造影( contrast-enhanced

 

ultrasound,
CEUS)是指人为的在血液中加入声阻抗值与血液截

然不同的介质(微气泡),增强组织血管内的散射回

声,提高信噪比,从而更敏感地反映组织微血管的

灌注信息[21] 。 CEUS 常用的造影剂 SonoVue,粒径

小、分散均匀,稳定性好[22] ,可以检测直径<
 

50
 

μm
的毛细血管,能够清晰地显示 RA 滑膜血流灌注情

况,在早期诊断滑膜炎方面具有良好的临床应用价

值。 Liu 等[20]研究结果指出 CEUS 评估 RA 滑膜新

生血管优于 PDI。 CEUS 还可通过机器自带的后处

理软件,绘制时间-强度曲线,为滑膜灌注提供定量

数据[2,15] 。 滑膜超声造影可根据国际关节炎分级标

准[23]进行评估:0 级,滑膜无增强;1 级,滑膜轻度增

强,增强强度<周围组织;2 级,滑膜明显增强,增强

强度>周围组织。
除广泛用于临床的 SonoVue,实验中应用的超

声造影剂,还包括各种靶向造影剂,即将抗体、多肽

等特异性配体连接到微泡上,利用其与炎症部位相

应受体的特异性结合,进行 RA 的早期诊断及疗效

评估等。 Zhao 等[24] 将血管内皮生长因子受体 2 抗

体与荧光染料 cy5. 5 整合到微泡上,制备多模态靶

向造影剂, 与炎症病灶中的血管内皮生长因子

(vascular
 

epithelial
 

growth
 

factor, VEGF) 特异性结

合,通过 CEUS 及光学成像系统检测,验证了 VEGF
在 AIA 大鼠关节炎组织中呈高表达,在分子层面上

揭示靶病变的炎症变化。
2. 3　 超声生物显微镜

尽管高频超声在评估 RA 模型具有可行性,允
许在整个实验中对同一动物进行对比分析;但由于

RA 模型动物通常体型较小,超声分辨率仍显不

足[17] 。 超声生物显微镜( ultrasound
 

biomicroscope,
UBM)由高频换能器和高分辨率超声仪构成,工作

原理与灰阶超声相似,利用探头产生 40
 

~
 

100
 

MHz
的脉冲,在一定范围内来回作线性扫描,其反向散

射返回能量转换为射频信号,信号按照一定比例被

放大、加工、时间增益补偿后形成图像在显示屏上

呈现,利用图像灰度、明暗度代表不同组织结构。
其探头频率高,分辨力好,故适用于浅表组织成像,
临床常用于眼科病变的检测[25] 。 在动物模型中,
UBM 最早应用于小鼠心脏观察[26] ,后续用于 CIA
大鼠模型及小鼠结肠肿瘤的检测[27] 。 宋海霞[28] 研

究显示 UBM 可清晰地显示增厚的滑膜、新生血管及

关节腔积液等,是 RA 实验研究理想的影像学方法。
马俊福等[29]用 UBM 观察温经通络法对 CIA 大鼠疗

效的影响,并与病理结果相比较,也证明了 UBM 对

CIA 大鼠早期诊断、病情监测及疗效观察具有较好

的应用价值。

3　 多模态超声在 RA 动物模型治疗中
的应用
3. 1　 超声引导穿刺活检和关节腔注射

以往实验研究因获取动物病理标本需要处死

动物,而造成实验过程中模型需求量较大,超声引

导穿刺活检技术可以弥补这一缺陷,实现在活体内

连续动态评估 RA 病程及干预后疗效,并以病理评

分作为金标准,与超声结果进行相关性分析,从而

验证超声评估 RA 的可行性和有效性[12,18,20,30] 。 超

声引导下关节腔注射给药安全性好,利于药物在局
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部吸收,减少全身给药所致的副作用。 林娇娇等[31]

研究表明超声引导下关节腔内注射纳米载药颗粒

治疗 RA,疗效好且副作用小,在 RA 治疗中具有重

要价值。 超声引导下关节腔注射实现了精准给药,
为实验研究及临床治疗提供了优化方案。
3. 2　 超声靶向治疗

除用于诊断性研究,微泡还可作为治疗剂,在
超声介导的治疗中发挥重要作用[32] 。 超声微泡可

作为一种良好的递送载体,保护药物分子或基因在

运输过程中免受内源性清除,将其靶向传递到病灶

区,借助基于超声空化效应及声孔效应等生物物理

学特性的超声靶向破坏技术 ( ultrasound
 

targeted
 

microbubble
 

destruction,UTMD),使其在靶区受控释

放,并增加血管的通透性,促进药物进入组织和细

胞,提高靶区的药物吸收和生物利用度,减少全身

副作用[33-35] 。 张烨[36]研究显示于大鼠膝关节腔内

注射携氧紫杉醇脂质微泡,经超声辐照关节(强度 2
 

w / cm2,时间 30
 

s),可较好的靶向破坏载药微泡,提
高病灶区药物吸收,减轻 CIA 大鼠关节炎症。 Zhao
等[37] 研 究 指 出, 与 静 脉 注 射 游 离 甲 氨 蝶 呤

(methotrexate,MTX)相比,UTMD 介导的 MTX 脂质

微泡受控释放可精确影响炎性病灶,显著提高 RA
疗效。 Wang 等[38]证实了 UTMD 可促进地塞米松磷

酸钠靶向脂质体在 RA 协同治疗中的可行性和有效

性,指出叶酸偶联的地塞米松磷酸钠靶向脂质体局

部释放对 CIA 大鼠具有良好的治疗效果。 动物模

型的超声靶向治疗,为临床使用新型靶向载药微泡

治疗 RA 提供实验依据,使超声靶向治疗有望成为

RA 新的治疗方案。

4　 结语

灰阶显像及多普勒技术, 可定性、 定量诊断

RA,对病情活动性变化进行实时监测;超声造影在

检测 RA 早期病变中具有独特的优势;UBM 则可清

晰显示 RA 模型的关节病变,适合小型动物及浅表

疾病的检测;靶向微泡的应用,实现了在分子影像

层面对 RA 的诊断,为超声分子影像早期精准诊断

RA 和药物疗效评估奠定基础。 超声引导穿刺实现

了对动物实验的连续性观察,减少动物的损耗,更
好的模拟 RA 病程;UTMD 实现了靶向控释给药,提
高局部疗效的同时减少全身副作用,为 RA 治疗的

机制研究和疗效验证起到推动和促进作用,为临床

应用奠定基础。 故多模态超声在 RA 动物实验中具

有便捷、实时监测、准确定性及定量等优势,在 RA
早期诊断、病情监测及药效评价方面意义重大,是
RA 动物实验研究中重要的影像学方法,具有实用

价值。
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孕鼠免疫新冠灭活疫苗和免疫后感染对子代小鼠行为学的影响

严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 型(severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,
 

SARS-CoV-2)引
起的 SARS-CoV-2 肺炎的大流行已经给全球公共卫生和医疗系统带来了巨大的压力和灾难性后果。 孕妇感

染新型冠状病毒后罹患重症的风险较高,不仅可能导致早产、流产等不良妊娠结局,还可能增加婴儿产后感

染的概率,但是出于对孕妇和胎儿的保护,新冠灭活疫苗的研发未将孕妇列入 III 期临床试验。 由于新冠灭

活疫苗是一款全新的疫苗,有关其在妊娠期的安全性和有效性的数据有限,导致孕妇对接种疫苗心存顾虑,
而动物疾病模型的相关研究可以为临床上孕妇及育龄期女性接种新冠灭活疫苗提供参考。

来自中国医学科学院医学实验动物研究所的研究人员,结合前期的研究结果:孕鼠接种新冠疫苗后能

够产生免疫反应,孕鼠免疫和免疫后感染其子代生长发育未表现出异常,出生时的组织病理学结果显示子

代主要脏器包括后代小鼠大脑、脑干发育均未见明显异常,进一步研究了孕鼠免疫和免疫后感染对子代行

为学的影响。 本实验以 SARS-CoV-2 易感的 hACE2 孕鼠为研究对象,结果显示在旷场实验及 Morris 水迷宫

实验中,F1 代成年后自由活动未受影响,并且具有良好的空间参考和学习记忆能力,提示 F0 代免疫和免疫

后感染,其 F1 代成年后行为学能力未受影响,罹患神经精神疾病的风险未增加。
综上所述,本实验以 SARS-CoV-2 易感的 hACE2 孕鼠为研究对象,通过旷场实验和 Morris 水迷宫实验研

究 F1 代小鼠成年后的自由活动行为、空间参考和学习记忆能力,旨在为临床上孕妇及育龄期女性接种新冠

灭活疫苗提供参考。

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,
 

2022,
 

5(5):
 

430-435;
  

https: / / doi. org / 10. 1002 / ame2. 12261)。
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神经干细胞应用于 CCI 创伤性脑损伤模型
修复的研究进展

王颖花1,2,赵亚2,郭文文2,3,刘可2,3,艾庆燕1∗,师长宏2∗

(1.
 

延安大学医学院,陕西
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空军军医大学实验动物中心,西安　 710032;3.
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　 　 【摘要】 　
 

创伤性脑损伤(TBI)作为一种严重颅脑损伤,是造成青壮年死亡和残疾的主要原因之一。 重症 TBI
患者面临严重的神经功能缺失和行为能力障碍,但目前临床上缺乏有效的治疗措施。 神经干细胞( NSCs)作为中

枢神经系统中的多潜能细胞,可分泌神经营养因子、分化为中枢神经及周围神经系统细胞,在 TBI 的治疗中发挥重

要作用。 动物模型研究表明,诱导内源性 NSCs 和移植外源性 NSCs 再生神经元均可改善 TBI 动物模型的颅脑损伤

症状。 本文选择 TBI 模型中最精确、最稳定的控制皮质冲击( CCI)模型为研究对象,分别综述了诱导内源性 NSCs
再生神经元和移植外源性 NSCs 在 CCI 模型中的应用进展,以期为 TBI 治疗提供新的思路。

【关键词】 　 创伤性脑损伤;神经干细胞;控制皮质冲击模型;内源性;外源性
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【Abstract】　
 

Traumatic
 

brain
 

injury
 

(TBI)
 

is
 

a
 

severe
 

craniocerebral
 

injury
 

and
 

a
 

main
 

cause
 

of
 

death
 

and
 

disability
 

in
 

young
 

adults.
 

Patients
 

with
 

severe
 

TBI
 

exhibit
 

severe
 

neurological
 

deficits
 

and
 

behavioral
 

disorders,
 

but
 

there
 

is
 

no
 

effective
 

treatment
 

strategy.
 

Neural
 

stem
 

cells
 

( NSCs)
 

are
 

multipotent
 

cells
 

in
 

the
 

central
 

nervous
 

system,
 

which
 

secrete
 

neurotrophic
 

factors,
 

differentiate
 

into
 

central
 

and
 

peripheral
 

nervous
 

system
 

cell
 

types,
 

and
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

TBI.
 

Recent
 

studies
 

in
 

animal
 

models
 

have
 

demonstrated
 

that
 

the
 

induction
 

of
 

endogenous
 

NSCs
 

and
 

transplantation
 

of
 

regenerative
 

neurons
 

from
 

exogenous
 

NSCs
 

can
 

improve
 

the
 

symptoms
 

in
 

TBI
 

animal
 

models.
 

Among
 

the
 

various
 

TBI
 

models,
 

the
 

cortical
 

impact
 

injury
 

model
 

has
 

the
 

most
 

promising
 

application
 

in
 

research
 

of
 

TBI
 

treatments
 

because
 

of
 

its
 

accuracy
 

and
 

easy
 

manipulation.
 

Thus,
 

in
 

this
 

review,
 

we
 

focus
 

on
 

cortical
 

impact
 

injury
 

models
 

to
 

summarize
 

their
 

progress
 

in
 

the
 

induction
 

of
 

endogenous
 

NSCs
 

to
 

regenerate
 

neurons
 

and
 

transplantation
 

of
 

exogenous
 

NSCs
 

to
 

provide
 

a
 

new
 

therapeutic
 

strategy
 

for
 

TBI.
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　 　 创伤性脑损伤(traumatic
 

brain
 

injury,TBI)是由

外力直接或者间接作用引起的脑结构损伤或脑功

能的生理变化,可造成脑部细胞死亡、胶质瘢痕形

成以及炎症损伤等,进而可能导致短暂或永久性的

神经功能障碍。 TBI 被认为是世界范围内年轻人死

亡和残疾的主要原因之一[1-3] 。 根据损伤进程和病

理改变可将 TBI 分为原发性损伤和继发性损伤。 当

头部因受到外力而引起挫伤、撕裂伤、弥漫性轴索

损伤、脑肿胀以及颅内出血为主要表现的原发性损

伤,随着各种促炎因子的分泌、脑内胶质细胞的激

活以及外周免疫细胞的趋化,形成广泛的炎症反

应[4-5] ,导致血脑屏障( blood
 

brain
 

barrier,BBB) 破

坏、氧化应激损伤、谷氨酸兴奋性毒性和神经炎症,
进而引起以脑出血、脑血肿和脑水肿等症状为主要

表现的继发性损伤[6-9] 。
神经干细胞( neural

 

stem
 

cell,NSCs) 已被证明

是一种潜在的 TBI 治疗手段,可对提供营养支持的

损伤环境做出反应,并能够分化和整合到宿主的大

脑中,进而治疗 TBI。 调节内源性 NSCs 功能以及移

植外源性 NSCs,均可以进行损伤修复和神经细胞再

生,促进神经功能恢复从而治疗 TBI[10-11] 。 建立

TBI 动物模型对于探索 TBI 的病理生理学机制及开

发潜在的治疗手段至关重要,对于神经干细胞如何

有效的治疗 TBI,一个重要的研究基础是在于模型

的建立。 其中,控制性皮质冲击模型(cortical
 

impact
 

injury,CCI) [12-13]通过对皮层穿透深度、停留时间以

及速度的精确控制,从而产生的形态学变化和脑血

管损伤,类似于人类的创伤反应,并与临床观察到

的神经行为和认知障碍的程度较为相似,可更好模

拟临床头部损伤中的变化。 该模型的制备方法是

将小鼠用异氟烷麻醉并固定于脑立体定位仪上,在
两耳之间正中做一矢状切口,将头骨暴露在外,根
据选择的动物不同(如大小鼠、猪等)可使用不同直

径的钻头在左或右侧顶骨窗上方做颅骨切除手术,
暴露硬脑膜,并在保持硬脑膜完整性的情况下,使
用颅脑损伤打击器,将其移至相应的坐标点,调节

并校正打击零界面[14-16] 。 据文献报道在不同的哺

乳动物中均可进行不同程度损伤参数的 TBI 建模,
并分为轻度、中度以及重度[17] 。 因此,该模型能够

有效控制损伤的参数(时间、速度和打击深度),并
受个体差异影响小,造模稳定,几乎可以反应临床

所有类型的脑损伤特征[18] ,成为 TBI 最常用的模

型。 因而,本文聚焦 CCI 诱导的 TBI 动物,分别阐述

内源性 NSCs 介导的细胞再生和外源性 NSCs 移植

在 CCI 模型中的作用机制及其研究进展,以期为

TBI 的神经修复提供新的治疗思路。

1 　 内源性神经干细胞 ( endogenous
 

neural
 

stem
 

cells)
　 　 内源性 NSCs 是一种存在于神经系统,可分泌

神经营养因子,具有自我更新、分化为神经元及支

持性神经胶质细胞的多潜能细胞。 近年来研究发

现,在成年哺乳动物的室周区、海马、纹状体、嗅球、
脊髓各节段室管膜下等终生存在神经元再生,其中

侧脑室壁的室管膜下区(subventricular
 

zone,SVZ)和
海马齿状回的颗粒下层( subgranular

 

zone,SGZ) 是

产生内源性 NSCs 最为活跃的区域[19] 。 侧脑室 SVZ
的内源性 NSCs 可经吻侧迁移流( rostral

 

migratory
 

stream,RMS) 迁移至嗅球。 在此过程中, 内源性

NSCs 经过不断的增殖、分化,发育为成熟的嗅球中

间神经元,参与嗅神经的再生[20] ;而海马齿状回

SGZ 的内源性 NSCs 可以定向迁移至颗粒细胞层,
在此分化发育为成熟神经元,并整合进入海马神经

环路,参与学习和记忆[21] 。 正常机体中,内源性

NSCs 一般处于静息状态,当受到外界损伤刺激时,
如 TBI、脑缺血缺氧等,内源性 NSCs 可被激活为活

跃的 NSCs,并在多种细胞因子、调控基因的作用下

发生增殖、迁移并分化为神经元和神经胶质细胞

(星形胶质细胞和少突胶质细胞)。
1. 1　 调节内源性神经干细胞治疗 TBI

对于调节内源性 NSCs 治疗 TBI,在 CCI 制备的

TBI 小鼠模型已有大量研究。 据报道,在 CCI 制备

的 TBI 小鼠模型中发现大脑皮质和海马区的神经元

会大量缺失,而三碘甲状腺原氨酸( triiodothyronine,
T3)可通过自噬进行选择性清除受损线粒体,从而

防止神经元死亡,并促进 NSCs 向成熟神经元的分

化,改善 TBI 后的行为缺陷[22-23] 。
另有研究在小鼠 TBI 发生 7

 

d 后,使用渗透泵

向小鼠的外侧脑室注入外源性血管内皮生长因子

(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)进行治疗,
发现小鼠 TBI 病变体积显著减小,创伤部位血管生

成、脑室下区和周围皮层的细胞增殖分化可显著增

加,其中增殖分化的细胞大多数为星形胶质细胞和

少突胶质细胞,也有少量的神经元。 表明 TBI 发生

后,外源性 VEGF 可以通过诱导 NSCs 增殖分化迁移

功能,增强神经发生和血管生成,发挥神经保护作

用, 进 而 促 进 损 伤 后 的 大 脑 修 复 及 神 经 可
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塑性[24-26] 。
进一步研究发现 Akt( protein

 

kinase
 

B)信号通

路在 TBI 治疗中发挥重要作用[24-27] 。 有研究表明

外源性 VEGF 早期是通过介导 Akt 信号通路发挥神

经保护作用,而血管紧张素 II 受体 2 型(angiotensin
 

II
 

receptor
 

type
 

2,AT2) 激动剂 CGP42112A 可以通

过诱导神经保护性 Akt 和细胞外调节激酶 1 / 2
(extracellular-regulated

 

kinases1 / 2,ERK1 / 2) 的早期

活化,增强神经营养因子和神经生长因子表达,并
且促进 TBI 后 SVZ 及 SGZ 的 NSCs 增殖、分化及迁

移[27] 。 此外,另有研究发现星形胶质细胞特异性过

表达胰岛素样生长因子-1(insulin-like
 

growth
 

factor
 

1,
IGF-1)后,可通过激活 Akt 磷酸化、促进 GFAP 蛋白

上调以及星形胶质细胞自分泌从而促进海马神经

元的存活,发挥神经保护作用,改善 TBI 后的认知和

运动功能[28] 。
1. 2　 内源性神经干细胞功能治疗 TBI 存在的主要

问题

在 TBI 发生后,内源性 NSCs 在多种细胞因子、
调控基因的作用下发生增殖、迁移并分化,进而促

进损伤修复和神经可塑性,改善 TBI 导致的认知和

运动障碍。 虽然具有大量研究表明内源性 NSCs 在

治疗 TBI 中发挥作用,但仍存在一些问题。
(1)内源性 NSCs 在体内大多处于静息状态,如

何使其在受到损伤刺激后快速活化为活跃的 NSCs,
进而迁移分化为神经元和胶质细胞,修复 TBI 后的

神经损伤,仍需进一步研究;(2) 在 CCI 损伤模型

中,研究发现绝大多数祖细胞形成了星形胶质细

胞,只有少部分分化为成熟的神经元[29] ,仅靠这些

激活的神经干细胞,神经功能不足以完全被修复,
如何定向诱导使其分化为神经元,进而改善 TBI 后

的神经功能障碍,也是目前限制其应用原因之一;
(3)新生细胞的数目和存活率均是有限的,如何促

进外源性(细胞因子、调控基因)的干预增加新生细

胞的数目,提高其存活率,有待研究;(4)受伤的中

枢神经系统(central
 

nervous
 

system,CNS)内的 NSCs
被限制在离散的位置,且数量很少;(5) TBI 后的微

环境不支持神经元分化,从而导致自我修复能力有

限,不能更好的实现治疗 TBI 的目的[30-31] 。 因此,
研究者们尝试移植外源性 NSCs 治疗 TBI。

2 　 外源性神经干细胞 ( exogenous
 

neural
 

stem
 

cells)
　 　 TBI 发生后,周围损伤的神经组织可能会永久

受损。 内源性 NSCs 治疗有限,外源性 NSCs 一方面

可以通过参与和促进脑损伤部位结构的重建、和宿

主建立功能性的突触联系、在体内长期分泌神经营

养因子,从而改善神经功能障碍;另一方面还可以

激活宿主内源性修复机制。 因此,在动物模型上,
移植外源性 NSCs 已成为一种治疗脑损伤行之有效

的治疗方法。 外源性 NSCs 主要包括胚胎干细胞

(embryonic
 

stem
 

cells, ESCs )、 多 能 成 体 祖 细 胞

(multipotent
 

adult
 

progenitor
 

cell,MAPCs)、成体神经

干细胞( adult
 

neural
 

stem
 

cells,NSCs)、诱导多能干

细胞(induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells,iPSCs)以及间充

质干细胞(mesenchymal
 

stem
 

cell,MSCs)等来源的神

经干细胞。 近些年研究已成功将外源性 NSCs 应用

于 TBI 动物模型的治疗中。
2. 1　 移植外源性神经干细胞治疗 TBI

将人胚胎干细胞( human
 

embryonic
 

stem
 

cell,
hESC)来源的大脑类器官移植到 CCI 诱导的重度联

合免疫缺陷 ( severe
 

combined
 

immunodeficiencies,
SCID)小鼠模型中,发现移植的类器官在小鼠受损

皮质组织中存活,并分化大量的 NSCs,且宿主脑内

有成熟神经元和星形胶质细胞的浸润,从而促进神

经修复和再生[32] , 同时, 人神经干细胞 ( human
 

neural
 

stem
 

cells,hNSCs)在体外和移植体内均表达

和释放神经营养因子如神经胶质细胞源性神经营

养因子 ( glial
 

cell
 

line
 

derived
 

neurotrophic
 

factor,
GDNF)、 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 ( brain

 

derived
 

neurotrophic
 

factor,BDNF),这些神经营养因子可促

进 TBI 后认知功能的恢复[33] 。
在 CCI 制备的 TBI 大鼠模型中,通过静脉注射

多能成体祖细胞(MAPCs),发现在细胞治疗后的急

性期内 MAPCs 可通过血脑屏障,并进一步增加海马

齿状回小胶质细胞 / 巨噬细胞的凋亡来减弱长期神

经炎症反应,从而保持正常的神经元和星形胶质细

胞功能,发挥内源性神经修复的作用,为 TBI 后提供

神经保护并改善空间学习能力[34] 。
在 TBI 发生两周后使用低剂量的成体 NSCs 进

行脑室内移植,发现移植后的成体 NSCs 不仅通过

(sonic
 

hedgehog,Shh)信号通路在体内合成生长因

子,并显著降低了脑外伤后胼胝体的反应性星形胶

质细胞增生和小胶质细胞 / 巨噬细胞活化,因此,脑
室内 NSC 移植可显著减轻 TBI 后的神经炎症,也可

能与宿主细胞相互作用刺激 SVZ 内源性 NSCs 的

再生[35] 。
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在内侧额叶皮质 ( medial
 

frontal
 

cortex, mFC)
CCI 制备的大鼠模型中,于大鼠损伤 7

 

d 后移植经

病毒感染而重编程的诱导多能干细胞( iPSC),发现

这些 iPSC 在宿主体内存活并迁移至受损部位,进一

步分化为 NSCs,这些 NSCs 原位分化为神经元和神

经胶质细胞,并发挥内源性 NSCs 的作用,改善 TBI
后认知和运动功能[36] 。

在 TBI 大鼠中,通过静脉输注进行骨髓间充质

干细胞(MSCs)移植,观察到骨髓来源的 MSCs 不仅

显著降低促炎细胞因子的表达,增强神经营养因子

的分泌,并且可选择性地迁移至 TBI 大鼠损伤的脑

组织,进一步分化为神经元和星形胶质细胞,修复

TBI 后的神经损伤[37-39] 。
综上所述,TBI 发生后,可通过脑内、血管内等

途径移植外源性 NSCs,这些移植的外源性 NSCs 进

一步分化为 NSCs,不仅可以在宿主中枢神经系统内

生存、迁移并分化为成熟的神经细胞类型,替代 TBI
受损的细胞,促进血管生成并启动神经修复机制;
还可释放抗炎因子和生长因子,提供神经营养支

持,恢复神经元之间的连接,增强神经组织的再生

和修复,达到重建和稳定受损大脑的作用[40-43] 。
2. 2　 不同来源的外源性 NSCs 治疗 TBI 的优缺点

比较

目前,移植外源性 NSCs 广泛应用于治疗 TBI
的研究,不同来源的外源性 NSCs 优缺点不同。

ESCs 来源 NSCs 在神经移植中具有较高的存活

率和可塑性,但因存在伦理争议、移植排斥反应以

及畸胎致瘤性极大的限制了其在 TBI 中的临床应

用[44] ;MAPCs 来源的 NSCs 取材方便、体外培养能

快速大量扩增、免疫源性低、不易癌变,且能通过血

脑屏障,本身具有分化为神经元和星形胶质细胞的

潜能,可能是未来研究治疗 TBI 的潜在方向[45] ;而
成体 NSCs 因存在于特定部位,故只能发挥有限的

功能,并且可塑性较 ESCs 差,它们向其他组织类型

的分化也受到限制,因此,在临床上,应用成体 NSCs
治疗 TBI 是不现实的[46] ;iPSCs 可以从患者自身提

取,具有自体移植的潜力,避免了伦理规范和移植

排斥的担忧,这些优点为治疗 TBI 等许多神经退行

性疾病带来了希望,但由于 iPSC 被病毒感染而重新

编程,具有一定的致瘤性,在临床使用之前,需要考

虑其安全性[47-48] ;目前,临床前模型已将 MSCs 用于

TBI 治疗,并且通过基因修饰的方法,提高 MSCs 移

植后的存活率、增强其归巢能力以及神经生长因子

的分泌,促进 MSCs 治疗 TBI 的疗效,因此,以 MSCs
为基础促进脑损伤组织恢复治疗 TBI 是一个颇具前

景的选择[49] 。
在外源性 NSCs 治疗 TBI 的动物模型中,自体

移植可以有效的降低移植排斥反应,体外移植显示

了更好的移植存活率和移植入损伤后的神经元分

化。 这些外源性 NSCs 移植进入宿主体内不仅可分

化为成熟的神经细胞类型,替代 TBI 受损的细胞;而
且释放抗炎因子和生长因子,提供神经营养支持,
发挥神经修复和神经再生的作用。 但外源性 NSCs
治疗 TBI 应用于人体,还需进一步深入研究。

3　 总结与展望

干细胞移植应用于各类 TBI 治疗备受关注。 然

而,由于脑外伤的复杂性和异质性,干细胞应用于

人类 TBI 后的神经修复和再生仍是一个遥远的目

标。 但大量的研究已表明,刺激内源性 NSCs 介导

的细胞再生以及移植外源性 NSCs 均可改善 TBI 后

脑损伤。
CCI 诱导的 TBI 动物模型中,体内的内源性

NSCs 数量有限,因此,如何调控内源性 NSCs 在体内

大量增殖及分化,并制定策略引导使其向神经元方

向迁移到损伤部位,使其长期存活是目前面临的主

要问题。
目前,由于内源性 NSCs 治疗 TBI 的有限性,移

植外源性 NSCs 治疗 TBI 已成为主要的研究方向。
在应用外源性 NSCs 治疗 CCI 诱导的 TBI 动物模型

中,这些外源细胞的固有特性和局部宿主环境决定

了移植细胞的命运,因此,外源性 NSCs 移植成功需

要一个最佳的细胞来源和受控的宿主环境。
但外源性 NSCs 的应用尚面临一些关键问题有

待解决:(1)在不同的 TBI 动物模型中,移植后的细

胞具有不同的存活率,是否可以对各类 TBI 动物模

型进行优化来提高移植细胞的存活率;(2)移植神

经干细胞在各类 TBI 动物模型中增殖和分化,尤其

是诱导定向分化的机制仍不明确;(3)植入的神经

干细胞在各类 TBI 动物模型中是否可以形成功能性

突触或神经环路,有待进一步研究;(4)移植细胞选

择的最佳途径 / 剂量 / 时机也值得进一步研究;(5)
由于细胞移植的支架种类较多,在各类 TBI 动物模

型中如何选用合适的支架以修复损伤的神经组织,
也需探索。

因此,关于 TBI 的治疗方案仍需进一步的研究
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探索,随着医学技术的进步,相信很快可通过移植

外源性 NSCs 和调节内源性 NSCs 功能在体内外各

类 TBI 动物模型中带来一定的进展。
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