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Minor
 

CCI 与经典 CCI 大鼠模型成模特点的比较研究

王厚融1,刘志凤1,于天源1∗,张英琦1,焦　 谊1,刘　 迪1,2,徐亚静1,官　 乾1

(1.北京中医药大学针灸推拿学院,北京　 102488;2.北京中医药大学东方医院,北京　 100078)

　 　 【摘要】 　 目的　 比较研究轻度和经典方法诱导的大鼠慢性压迫性神经损伤( chronic
 

constriction
 

injury,CCI)
模型的成模特点,为基础研究实验设计提供参考。 方法　 将 18 只 8 周龄 SD 雄性大鼠随机分为假手术组、Minor

 

CCI 组和经典 CCI 组,每组 6 只。 于坐骨神经结扎铬制可吸收外科缝线,Minor
 

CCI 组结扎 1 根,经典 CCI 组结扎 4
根。 3 组动物于造模前和造模后 7、14、21、28

 

d 检测机械缩足反射阈值、热缩足反射潜伏期和累积疼痛评分变化情

况。 透射电镜观察坐骨神经超微结构变化情况。 结果　 Minor
 

CCI 组和经典 CCI 组机械缩足反射阈值和热缩足反

射潜伏期痛敏趋势一致,Minor
 

CCI 组累积疼痛评分较经典 CCI 组低。 Minor
 

CCI 组造模后出现痛敏,造模后 14
 

d
进入平台期,约 10

 

d,各症状逐渐恢复;经典 CCI 组造模后出现痛敏,造模后 14
 

d 进入平台期,造模后 28
 

d 痛敏依

然稳定甚至出现进一步敏化。 Minor
 

CCI 组和经典 CCI 组坐骨神经超微结构变化一致,均表现为髓鞘结构破坏、崩
脱,形成髓鞘球、自噬体等。 结论　 Minor

 

CCI 模型更稳定,痛敏症状可维持至造模后 28
 

d,基本无自残现象,适用于

短期实验设计,可最大程度减小实验动物的痛苦。 经典 CCI 模型痛敏症状持久,造模后 28
 

d 依然处于平台期,但自

残现象明显,适用于中、长期实验设计。
【关键词】 　 周围神经病理性疼痛;慢性压迫性神经损伤模型;SD 大鼠;疼痛
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

compare
 

the
 

characteristics
 

of
 

the
 

chronic
 

constriction
 

injury
 

model
 

in
 

SD
 

rats
 

induced
 

by
 

Minor
 

and
 

classic
 

CCI,
 

and
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

experimental
 

design
 

of
 

basic
 

research.
 

Methods　 Eighteen
 

8-
week-old

 

SD
 

male
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

sham,
 

Minor
 

CCI,
 

and
 

classic
 

CCI
 

groups
 

with
 

six
 

animals
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

1-ligature
 

was
 

ligated
 

on
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

in
 

the
 

Minor
 

CCI
 

group,
 

and
 

the
 

4-ligature
 

was
 

ligated
 

in
 

the
 

classic
 

CCI
 

group.
 

Animals
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

examined
 

before
 

modeling
 

and
 

at
 

7,
 

14,
 

21
 

and
 

28
 

days
 

after
 

modeling
 

for
 

the
 

mechanical
 

withdrawal
 

threshold,
 

thermal
 

withdrawal
 

latency,
 

and
 

accumulated
 

pain
 

score.
 

Ultrastructural
 

changes
 

of
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

were
 

observed
 

by
 

electron
 

microscopy.
 

Results　 Nociceptive
 

symptoms
 

of
 

Minor
 

and
 

classic
 

CCI
 

groups
 

were
 

the
 

same
 

in
 

terms
 

of
 

the
 

mechanical
 

withdrawal
 

threshold
 

and
 

thermal
 

withdrawal
 

latency.
 

Additionally,
 

the
 

accumulated
 

pain
 

score
 

of
 

the
 

Minor
 

CCI
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

classic
 

CCI
 

group.
 

Ultrastructural
 

changes
 

of
 

the
 

sciatic
 

nerve
 

in
 

Minor
 

and
 

classic
 

CCI
 

groups
 

were
 

the
 

same.
 

Both
 

of
 

them
 

showed
 

destruction
 

and
 

disintegration
 

of
 

the
 

myelin
 

structure,
 



formation
 

of
 

myelin
 

spheres
 

and
 

autophagosomes.
 

Conclusions 　 The
 

Minor
 

CCI
 

model
 

is
 

more
 

stable
 

and
 

nociceptive
 

symptoms
 

can
 

be
 

maintained
 

for
 

up
 

to
 

28
 

days
 

after
 

modeling,
 

basically
 

without
 

self-mutilation,
 

which
 

is
 

suitable
 

for
 

short-
term

 

experimental
 

design
 

and
 

minimizes
 

the
 

pain
 

of
 

experimental
 

animals.
 

The
 

classic
 

CCI
 

model
 

has
 

long-lasting
 

nociceptive
 

symptoms
 

that
 

remain
 

in
 

the
 

plateau
 

period
 

for
 

28
 

days
 

after
 

modeling,
 

but
 

the
 

self-mutilation
 

phenomenon
 

is
 

obvious,
 

which
 

is
 

suitable
 

for
 

medium
 

and
 

long-term
 

experimental
 

designs.
【Keywords】　 peripherally

 

induced
 

neuropathic
 

pain;
 

chronic
 

constriction
 

injury;
 

SD
 

rat;
 

pain

　 　 神经病理性疼痛是由躯体感觉系统损伤或疾

病导致的疼痛[1] ,基于损伤或疾病位置可分为中枢

型和周围型( peripherally-induced
 

neuropathic
 

pain,
pNP),其中 pNP 临床较常见[2] 。 pNP 诊断困难、症
状严重、机制复杂,现尚无有效的治疗手段,临床上

pNP 完全缓解率低于 20%[3-4] 。 由于临床研究获取

信息有限,pNP 的机制探索、药物研发基本全部来

自于啮齿动物实验,其中慢性压迫性神经损伤模型

(chronic
 

constriction
 

injury,CCI)是科学研究中最常

应用的动物模型[5] 。 但经典 CCI 模型程度重,不适

合干预早期、短期干预等科学实验设计,所以演变

出聚乙烯软管束缚代替结扎[6] 、硅胶环挤压代替结

扎[7] 、普通非吸收缝合丝线代替铬制可吸收肠

线[8] 、分级 CCI 模型(graded
 

CCI
 

model) [9-10]等不同

的造模方式。 本实验对 SD 大鼠常用的 Minor
 

CCI
模型和经典 CCI 模型疼痛表现和成模特点进行研

究,以期为不同类型的实验设计模型选择提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 8 周龄 SPF 级 SD 雄性大鼠 18 只,体重(200±
10)g,购于斯贝福(北京)生物技术有限公司[SCXK
(京)2019-0010],饲养于北京中医药大学实验动物

中心[SYXK(京)2020-0033],3 只 / 笼,饲料由北京

中医药大学实验动物中心提供。 本实验经过北京

中医药大学 IACUC 的批准(BUCM-4-2020111103-
4087),并在操作过程中按照 3R 原则给予实验动物

充分的人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 动物用异氟烷(深圳市瑞沃德生命科技有限公

司,规格 R510-22-10);戊巴比妥钠(西格玛奥德里

奇(上海)贸易有限公司,CAS:57-33-0);电镜固定

液(武汉赛维尔生物科技有限公司,规格 G1102)。
可吸收性外科缝线(山东博达医疗用品股份有限公

司,规格铬制 4-0);电子天平(美国双杰(兄弟)集

团有限公司,TCA
 

6 kg / 1
 

g);电子机械测痛仪(深圳

市瑞沃德生命科技有限公司,型号 BIO-EVF5);热

刺痛仪(成都泰盟软件有限公司,型号 PL-200);超
薄切片机(徕卡显微系统(上海)贸易有限公司,型
号 EM

 

UC-7)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验动物适应性饲养

　 　 SD 大鼠购入后置于室温(25±1)℃ ,相对湿度

(50±5)%的饲养室内,适应性饲养 7
 

d 后开始正式

实验,期间每日实验人员与大鼠进行接触 ( daily
 

handling),使大鼠熟悉实验人员,减少行为学应激反

应,最大程度确保痛觉测试的真实性。
1. 3. 2　 痛觉均一筛选

　 　 适应性饲养结束后,所有动物进行痛觉均一筛

选,痛觉敏感或迟钝的动物从本实验排除。 痛觉均

一筛选使用机械缩足反射阈值和热缩足反射潜伏

期两种方法进行。
机械 缩 足 反 射 阈 值 ( mechanical

 

withdrawal
 

treshold,MWT):评估大鼠机械痛敏变化。 使用电子

机械测痛仪,设置单位为 g。 将刺激探头对准后足

底面测试部位,开始刺激。 逐渐、稳定增加刺激量,
待大鼠出现缩足、舔足时,记录数值。

热缩足反射潜伏期( thermal
 

withdrawal
 

latency,
TWL):评估大鼠温度痛敏变化。 使用热刺痛仪,设
置参数为 intensity

 

50%,cut
 

off
 

30
 

s。 将红外热源对

准后足底面测试部位,开始刺激。 待动物出现缩

足、舔足时,记录数值。 如因大鼠走动或梳理动作

使记录停止,间隔 10
 

min 再测量一次。
1. 3. 3　 实验动物分组

　 　 痛觉均一筛选合格的 18 只 SD 大鼠,采用随机

数组表法随机分为 3 组,假手术组、Minor
 

CCI 组、经
典 CCI 组,每组各 6 只。
1. 3. 4　 模型建立

　 　 模型制备方法同前人所述进行[5,9] ,包含一些

细节变化,如下所述:SD 大鼠通过气体麻醉,待角膜

反射消失;俯卧位固定在鼠板,右侧髋股交界区剃

毛,碘伏消毒;右侧下肢垫一棉垫,沿右侧坐骨神经

干体表投影切 2
 

cm 切口,钝性分离,暴露坐骨神经

干;用铬制 4-0 可吸收性外科缝线松散的在坐骨神
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经干上结扎,每个线结间距 1
 

mm;结扎力度以不影

响神经外膜血流、结扎线结可在神经干上滑动、不
出现腿部肌肉颤动为宜;其中假手术组仅暴露神经

不结扎,Minor
 

CCI 组在坐骨神经上结扎 1 根线结,
经典 CCI 组在坐骨神经上结扎 4 根线结;逐层缝合;
待大鼠苏醒后,转移至饲养室。
1. 3. 5　 行为学检测

　 　 环境参数设置:行为学评价实验室室温及相对

湿度与饲养室保持一致。
测试时间点:造模前、造模后 7、14、21、28

 

d。
全部测试均由同一实验人员进行以保证测试

结果的准确、均一、可比。 在正式测试开始前 20
 

min
将动物放入测试环境内。 待探索行为和梳理毛发

行为停止,大鼠的状态静止、放松时进行测试。 每

足测试 3 次,固定相同位置(图 1)进行测试,每次测

试间隔 10
 

min,取 3 次测试的平均值。
MWT:操作见 1. 3. 2。
TWL:操作见 1. 3. 2。
累积疼痛评分( accumulated

 

pain
 

score,APS):
评估大鼠痛觉强度。 将大鼠放在测试笼内,底部为

玻璃板,轻敲笼子边缘使大鼠移动,观察右后足的

情况。 评分标准为右后足不着地,计 2 分;右后足着

地不负重,计 1 分;右后足着地且负重,计 0 分。 后

足部皮肤由粉变白判断为负重。
1. 3. 6　 透射电镜观察

　 　 最后一次行为学测试结束后,大鼠称重,用 1%
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉处死;为避免血液污染样

本,先腹主动脉取血 5 ~ 7
 

mL;再取坐骨神经干段,
电镜液中-4℃ 保存;经过固定、脱水、渗透、包埋、聚
合后,横切 60

 

nm 厚片,染色后透射电镜观察。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 SPSS 统计软件对所得数据进行分析处

理。 所有数据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,组间比

较使用单因素方差分析,当 P<0. 05 时,差异具有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 大鼠行为表现变化

　 　 各组大鼠行为表现变化见表 1。 假手术组大鼠

精神正常;被毛顺滑、有光泽;右后足形态正常;趾
甲正常(图 2A);站立、行走、休息时姿势正常;大便

正常;手术切口恢复良好。
Minor

 

CCI 组大鼠精神正常;被毛较顺滑、偶见

脱毛;右后足外翻、微屈,形成隆起;偶见啃噬趾甲

现象(图 2B);站立时可见右足跟骨部负重,能维持

站立姿势;行走时可见跛行;休息时右侧足不负重,
偶见左侧卧位或右足尖着地;大便正常;手术切口

恢复良好。
经典 CCI 组大鼠可见烦躁不安;被毛凌乱、无

光泽,可见脱毛;右后足外翻、蜷缩,似“握拳”状;可
见自残现象,啃噬趾甲、趾骨,局部出现红、肿、热、
流血等(图 2C);不喜站立姿势,站立时右足抬起、
常见跌倒,难以维持站立姿势;行走时跛行;休息时

呈腰部以下左侧卧位、右足抬起不着地;可见大便

色黑质干;手术切口恢复良好。
2. 2　 大鼠痛觉变化
2. 2. 1　 MWT 结果

　 　 如图 3 所示,造模前,3 组大鼠结果无统计学差
异(P>0. 05),可以进行后续比较。 造模后 7

 

d,与假

手术组相比,Minor
 

CCI 组和经典 CCI 组 MWT 显著

下降(P<0. 05),说明模型制备成功,Minor
 

CCI 组与

经典 CCI 组相比无统计学差异(P>0. 05)。 造模后

14、21、28
 

d,与假手术组相比,Minor
 

CCI 组和经典

CCI 组 MWT 均显著下降(P<0. 05),Minor
 

CCI 组与

经典 CCI 组相比均无统计学差异(P>0. 05),说明模

型制备时,Minor
 

CCI 与经典 CCI 造模方法所形成的

机械痛觉敏化趋势、程度基本一致,无差别。

图 1　 行为学测定点

Figure
 

1　 Behavioral
 

measurement
 

site

2. 2. 2　 TWL 结果

　 　 如图 4 所示,造模前,3 组大鼠结果无统计学差
异(P>0. 05),可以进行后续比较。 造模后 7

 

d,与假

手术组相比,Minor
 

CCI 组和经典 CCI 组 TWL 显著

下降(P<0. 05),说明模型制备成功,Minor
 

CCI 组与

经典 CCI 组相比无统计学差异(P>0. 05)。 造模后

14、21
 

d,与假手术组相比,Minor
 

CCI 组和经典 CCI
组 TWL 均显著下降(P<0. 05),Minor

 

CCI 组与经典

CCI 组比均无统计学差异(P>0. 05)。 造模后 28
 

d,
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　 　 　 表 1　 各组大鼠行为表现变化
Table

 

1　 Behavioral
 

performance
 

changes
 

in
 

each
 

group

组别
Groups

精神状态
Mental

 

state
被毛
Hair

右后足形态
Right

 

hind
 

paw
 

posture

右后足趾甲
Right

 

hind
 

paw
 

claw

站立姿势
Standing

 

posture

行走姿势
Walking

 

posture

休息姿势
Resting

 

posture

大便
Feces

假手术组
Sham

 

group
正常

Normal
顺滑、有光泽
Smooth,

 

glossy
正常

Normal
正常

Normal
正常

Normal
正常

Normal
正常

Normal
正常

Normal

Minor
 

CCI 组
Minor

 

CCI
 

group
正常

Normal

偶见脱毛
Occasional

 

hair
 

loss

外翻、微屈
Everted,

 

slightly
 

bent

偶见啃噬
Occasional

 

gnawed

能维持
Able

 

to
 

sustain

跛行
Limping

不负重
No

 

weight
 

bearing

正常
Normal

经典 CCI 组
Classic

 

CCI
 

group
烦躁不安
Dysphoria

脱毛、凌乱、
无光泽

Hair
 

loss,
 

messy,
 

lusterless

外翻、蜷缩
Everted,

 

clenched

啃噬
Gnawed

常跌倒
Frequently

 

fall
 

down

跛行
Limping

左侧卧位
Left

 

lateral
 

position

色黑质干
Dark,

 

dry

注:A:假手术组;B:Minor
 

CCI 组;C:经典 CCI 组。

图 2　 右后足自残现象

Note.
 

A,
 

Sham
 

group.
 

B,
 

Minor
 

CCI
 

group.
 

C,
 

Classic
 

CCI
 

group.

Figure
 

2　 Self-mutilation
 

phenomenon
 

of
 

the
 

right
 

hind
 

paw

注:与假手术组比,#P<0. 05。

图 3　 机械缩足反射阈值结果

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,#P<0. 05.

Figure
 

3　 Results
 

of
 

mechanical
 

withdrawal
 

threshold

与假手术组相比,Minor
 

CCI 组和经典 CCI 组 TWL
显著下降(P<0. 05),Minor

 

CCI 组与经典 CCI 组相

比有统计学差异(P<0. 05),说明模型制备时,Minor
 

CCI 与经典 CCI 造模方法所形成的温度痛觉敏化程

度基本一致,无差别,但在造模后 28
 

d 时,Minor
 

CCI
组呈现恢复趋势。
2. 2. 3　 APS 结果

　 　 如图 5 所示,造模前,3 组大鼠结果无统计学差

异(P>0. 05),可以进行后续比较。 造模后 7
 

d,与假

手术组相比,Minor
 

CCI 组和经典 CCI 组 APS 显著

下降(P<0. 05),说明模型制备成功,Minor
 

CCI 组与

经典 CCI 组相比有统计学差异(P<0. 05)。 造模后

14
 

d,与假手术组相比,Minor
 

CCI 组和经典 CCI 组

APS 显著下降(P<0. 05),Minor
 

CCI 组与经典 CCI
组相比无统计学差异(P>0. 05)。 造模后 21、28

 

d,
与假手术组相比,Minor

 

CCI 组和经典 CCI 组 APS
均显著下降(P<0. 05),Minor

 

CCI 组与经典 CCI 组

相比有统计学差异(P < 0. 05),说明模型制备时,
Minor

 

CCI 与经典 CCI 造模方法所形成的疼痛强度

趋势基本一致,但 Minor
 

CCI 组较经典 CCI 组轻。
2. 3　 坐骨神经超微结构变化

　 　 Minor
 

CCI 组(图 6A、图 6B):可见坐骨神经干

大部分髓鞘结构已经破坏,出现中度、重度崩脱,扭
曲形成漩涡状或髓鞘球。 板层间隙疏松,轴索萎

缩,线粒体呈空泡样变,可见少量自噬体形成。
经典 CCI 组(图 6C、图 6D):可见坐骨神经干大

部分髓鞘结构已经破坏,出现重度崩脱,扭曲形成

漩涡状或髓鞘球,甚至空泡样变性。 板层间隙疏

松,偶见絮状细胞骨架,轴索萎缩,线粒体呈空泡样

变,可见自噬体形成。
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注:与假手术组比,#P<0. 05;与 Minor
 

CCI 组比,∗P<0. 05。

图 4　 热缩足反射潜伏期结果

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,#P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

Minor
 

CCI
 

group,∗P<0. 05.

Figure
 

4　 Results
 

of
 

thermal
 

withdrawal
 

latency

注:与假手术组比,#P<0. 05;与 Minor
 

CCI 组比,∗P<0. 05。

图 5　 累积疼痛评分结果

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,# P< 0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

Minor
 

CCI
 

group,∗P<0. 05.

Figure
 

5　 Results
 

of
 

accumulated
 

pain
 

score

注:A、B:Minor
 

CCI 组;C、D:经典 CCI 组。 绿色箭头:自噬体;红色箭头:髓鞘球。

图 6　 坐骨神经线结结扎与超微结构变化

Note.
 

A / B,
 

Minor
 

CCI
 

group.
 

C / D,
 

Classic
 

CCI
 

group.
 

Green
 

arrows,
 

Autophagosome.
 

Red
 

arrows,
 

Myelin
 

sphere.

Figure
 

6　 Sciatic
 

nerve
 

chromic
 

gut
 

ligation
 

and
 

ultrastructural
 

changes

3　 讨论

　 　 不同干预手段、不同实验周期应选择相应的

pNP 动物模型。 近年来,国内外对于 pNP 动物模型

的研究有诸多报道,研究发现不同部位、方法、力度

等因素对成模程度、症状持续时间、行为指标等有

较大影响[11] 。 因此,对于科研人员而言,针对不同

干预手段、不同实验周期选择适合的 pNP 动物模

型,了解不同模型的成模特点、症状表现规律对于

减少实验偏倚、得出真实结论有重要的辅助意义。
本研究比较了 Minor

 

CCI 模型和经典 CCI 模型

的成模特点及疼痛表现情况,除坐骨神经结扎铬制

可吸收外科缝线数量不同外,其余研究因素均相

同。 经典 CCI 模型是 1988 年,由 Bennett 等[5] 创立

发明的一种神经病理性痛和炎性痛的复合疼痛模

型,此造模方法能在不损伤神经完整性的情况下较
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好的模拟临床 pNP,得到科研人员的认可,广泛用于

pNP 的科学研究中。 经典 CCI 模型制备原理是使

用 4 根规格 4-0 铬制可吸收性外科缝线在坐骨神

经干进行结扎,每根线结间隔 1
 

mm。 结扎对神经干

产生持续性、慢性的压迫和束缚,同时线结逐渐膨

胀,导致坐骨神经内水肿,水肿的神经进一步与线

结产生对抗,逐渐形成神经自我缩窄,结扎远端神

经纤维出现脱髓鞘改变,部分变性、坏死,形成神经

病理性疼痛。
不同材质线材诱导的疼痛特点不同。 由于铬

制可吸收外科缝线线材硬度高、产量减小[12] 等因素

出现造模时结扎力度不均等不良影响,在科研实践

中逐渐演变出多种线材替代方案。 部分研究人员

使用普通医用丝线代替铬制线,但普通丝线无膨胀

系数,不能对神经干产生持续、过度压迫,虽能诱发

与铬制线相同的机械痛敏症状,但温度痛敏程度较

铬制可吸收外科缝线低[8,13] 。 聚乙烯软管在造模过

程中使用方便,造模耗时最短,最初为诱导标准化

pNP 而发明[6] 。 但聚乙烯软管在实际应用过程中

容易脱落或半脱落导致造模失败,同时聚乙烯软管

对神经的压迫力度不如普通丝线和铬制线,痛敏程

度较低。 铬制可吸收外科缝线制作过程使用铬溶

液,提高了线材的强度、韧性和抗机体吸收能力[14] 。
同时,铬溶液含有多种外源性致炎因子,分解时需

要蛋白水解酶参与,可在局部形成类似“敏化-炎症

鸡尾酒”微环境[15] ,形成炎症病理性疼痛。 与坐骨

神经缩窄出现的神经病理性疼痛结合,诱导机械痛

敏、温度痛敏等与临床 pNP 相似的自发性疼痛、痛
敏、超敏、触诱发痛等症状。 因此,经典 CCI 模型的

这类造模方法结合铬制可吸收线材是最佳模拟临

床 pNP 的动物模型制备方法。
Minor

 

CCI 模型和经典 CCI 模型是最常用的分

级 CCI 模型。 分级 CCI 模型是从经典 CCI 模型发

展而来[9] ,保留了经典 CCI 模型的优点,将结扎数

量分为 1 根、2 根、3 根等,其中 Minor
 

CCI 模型结扎

1 根、经典 CCI 模型结扎 4 根。 经典 CCI 模型造模

方法对于结扎力度的描述包括“松散地绑”“神经直

径几乎没有收缩”“不阻碍神经外膜血管系统循环”
“有时在周围肌肉中产生一个小而短暂的抽搐”等。
结合文献报道和前期实验经验,结扎紧、力度中会

引起周围肌肉的颤动和抽搐,进而导致成模后期动

物自残行为增加,造模侧肢体麻木,影响行为学指

标的准确性[13] 。 因此,本研究要求在结扎过程中不

出现任何周围肌肉颤动。
本研究中虽已经保证结扎操作过程中未出现

结扎过度、周围肌肉颤动情况,但经典 CCI 组动物

仍表现出部分肢体自残现象,包括啃噬足趾,轻者

啃噬趾甲,重者部分足趾或半足缺失,导致造模侧

后足皮肤色红、局部肿胀、皮温升高、活动后出血。
MWT 用于评估大鼠的机械触觉痛敏变化情况,TWL
用于评估大鼠温度觉痛敏变化情况,APS 用于评估

大鼠的痛觉强度、站立姿势、休息姿势等变化情况。
刘永达等[16]按照经典 CCI 造模方法建立模型,通过

MWT 测试发现造模后出现痛敏表现,造模后 3
 

d 模

型建立成功,至造模后 7
 

d 痛敏程度持续增加。 本

研究中造模后经典 CCI 组出现痛觉过敏表现,测试

过程极难进入安静、放松状态,测试稳定性较差。
MWT、TWL 均降低,APS 评分升高。 造模后 7

 

d 成

模,造模后 14
 

d 进入痛敏症状平台期,稳定至造模

后 28
 

d,其中 TWL 和 APS 表现出敏化程度加重趋

势。 坐骨神经超电镜观察到髓鞘结构破坏,髓鞘球

形成,轴索萎缩、线粒体空泡样变,自噬体形成等。
均与文献报道一致[16-18] 。 Minor

 

CCI 组仅少数动物

出现啃噬指甲现象,但无一例流血,造模侧足皮肤

颜色正常。 行为学测试方面,Minor
 

CCI 组造模后出

现痛觉过敏表现,动物能较快进入静止、放松的状

态。 MWT、TWL 均降低,与经典 CCI 组痛敏症状程

度相当,Minor
 

CCI 组 APS 评分升高,但程度较经典

CCI 组低。 造模后 7
 

d 成模,造模后 14
 

d 进入平台

期,约 10
 

d 后,各项痛敏症状开始逐渐恢复。 Minor
 

CCI 组与经典 CCI 组的坐骨神经超微结构表现无差

异,观察到相似改变。
综上所述,Minor

 

CCI 造模方法能更好的模拟临

床 pNP 症状表现,同时成模更稳定,实验动物受到

的痛苦更少,适合短期的科研实验设计。 经典 CCI
造模方法成模程度较重,行为学结果稳定性偏低,
适合中长期的科研实验设计。 本研究为 pNP 等慢

性疼痛疾病科学实验设计中,选择符合实验动物福

利规范的、稳定且可重复的、与临床相似且可调整

的动物模型提供参考依据。
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冠心病气虚血瘀证模型大鼠与临床患者舌象特征的
比对研究

王瑾茜1,雷诗卉1,李　 薇1,杨　 蕙1,杨　 益1,刘　 侃1,蔺晓源1,
胡国恒2,郭　 纯1,陈　 亚1∗

(1.湖南中医药大学第一附属医院,长沙　 410007;2.湖南中医药大学,长沙　 410208)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在寻求 CHD 气虚血瘀证病证结合动物模型与 CHD 气虚血瘀证临床患者舌象共通

的特异性指标。 方法　 使用 matlab 软件将冠心病气虚血瘀证临床患者舌图像进行分割并提取相关特征,利用 RF
模型分类识别临床全样本及动物全样本,制作 RF 预测模型并评估预测价值,计算各指标 AUC 以判定其诊断价值。
结果　 与 CHD 气虚血瘀证临床诊断密切相关的舌象特异性指标有 4 个,分别是 M1 、M2 、M3 、M5 。 采用 RF 分类判

别结果提示模型预测 FPR 为 15. 2%,TPR 为 83. 3%,最佳界值为 0. 5,敏感度为 81. 4%,特异性为 76. 0%,准确率为

85. 7%,圆周卷积为 0. 6991,AUC 为 0. 8151。 M1 、M2 、M5 的诊断价值较高( AUC 分别为 0. 9040、0. 9254、0. 9610),
M3 的诊断价值中等(AUC = 0. 7708)。 在大鼠模型上 M1 、M2 、M3 、M5 特征值与正常组大鼠比较存在统计学差异,采
用 RF 分类判别的 FPR 为 14. 8%,TPR 为 83. 1%,AUC 为 0. 8755,最佳界值为 0. 5,敏感度为 81. 8%,特异性为

75. 6%,准确率为 83. 1%,圆周卷积为 0. 6451。 M1 、M2 、M5 的诊断价值较高( AUC 分别为 0. 9130、0. 9304、0. 9088),
M3 的诊断价值中等(AUC = 0. 7496)。 结论　 CHD 气虚血瘀证病证结合动物模型与 CHD 气虚血瘀证临床患者的

舌象特征拟合度高,M1 、M2 、M3 、M5 特征值是 CHD 气虚血瘀证临床样本和动物模型的共通的特异性指标。
【关键词】 　 冠心病;气虚血瘀证;病证结合动物模型;舌象特征;随机森林
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 This
 

study
 

aimed
 

at
 

finding
 

a
 

common
 

specific
 

indication
 

of
 

tongue
 

images
 

between
 

model
 

rats
 

and
 

patients
 

with
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome
 

of
 

CHD.
 

Methods　 Images
 

of
 

tongues
 

of
 

patients
 

with
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome
 

of
 

CHD
 

were
 

divided
 

by
 

matlab
 

software
 

and
 

relevant
 

features
 

were
 

extracted.
 

Whole
 

clinical
 

and
 

animal
 

samples
 

were
 

classified
 

and
 

identified
 

using
 

an
 

RF
 

model
 

and
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

the
 

model
 

was
 



evaluated
 

by
 

the
 

ROC.
 

AUC
 

was
 

calculated
 

to
 

determine
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

each
 

index.
 

Results 　 Four
 

indications
 

named
 

M1 ,
 

M2 ,
 

M3
 and

 

M5
 were

 

closely
 

related
 

to
 

the
 

diagnosis
 

of
 

CHD
 

with
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome.
 

In
 

RF
 

classification,
 

FPR
 

was
 

15. 2%,
 

TPR
 

was
 

83. 3%,
 

the
 

best
 

boundary
 

value
 

was
 

0. 5,
 

sensitivity
 

was
 

81. 4%,
 

specificity
 

was
 

76%,
 

accuracy
 

was
 

85. 7%,
 

circumferential
 

convolution
 

was
 

0. 6991,
 

and
 

AUC
 

was
 

0. 8151.
 

AUC
 

indicated
 

that
 

all
 

variables
 

had
 

diagnostic
 

value,
 

among
 

which
 

M1 ,
 

M2
 and

 

M5
 had

 

high
 

diagnostic
 

values
 

and
 

M3
 had

 

a
 

moderate
 

diagnostic
 

value.
 

In
 

the
 

rat
 

model,
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

characteristic
 

values
 

of
 

M1 ,
 

M2 ,
 

M3
 and

 

M5
 were

 

observed
 

compared
 

with
 

the
 

normal
 

group
 

(P
 

<
 

0. 05,
 

P
 

<
 

0. 01).
 

In
 

RF
 

classification,
 

FPR
 

was
 

14. 8%,
 

TPR
 

was
 

83. 1%,
 

AUC
 

was
 

0. 8755,
 

the
 

best
 

boundary
 

value
 

was
 

0. 5,
 

sensitivity
 

was
 

81. 8%,
 

specificity
 

was
 

75. 6%,
 

accuracy
 

was
 

83. 1%,
 

and
 

circumferential
 

convolution
 

was
 

0. 6451.
 

AUC
 

suggested
 

that
 

M1 ,
 

M2 ,
 

M3
 and

 

M5
 had

 

diagnostic
 

value.
 

Among
 

them,
 

M1 ,
 

M2
 and

 

M5
 had

 

high
 

diagnostic
 

values
 

and
 

M3
 had

 

a
 

moderate
 

diagnostic
 

value.
 

Conclusions　 The
 

RF
 

method
  

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

method
  

of
 

tongue
 

image
 

recognition
 

in
 

CHD
 

with
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome.
 

The
 

characteristic
 

values
 

of
 

M1 ,
 

M2 ,
 

M3
 and

 

M5
 can

 

be
 

used
 

as
 

specific
 

indications
 

of
 

clinical
 

samples
 

and
 

animal
 

models
 

of
 

CHD
 

with
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome.
 

The
 

rat
 

model
 

of
 

CHD
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome
 

is
 

in
 

line
 

with
 

the
 

digital
 

characteristics
 

of
 

tongue
 

diagnosis
 

in
 

patients.
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disease-syndrome
 

combined
 

model;
 

tongue
 

features;
 

random
 

forest

　 　 冠心病( coronary
 

heart
 

disease,CHD)是一种复

杂的慢性炎症性疾病,其原因多因向心脏供氧的冠

状动脉发生狭窄和重塑所致[1] 。 中医将 CHD 归属

于“胸痹”、“心痛”和“厥心痛”等范畴,气虚血瘀作

为本病的主要病机,是中医界研究的热点[2] 。 病证

结合动物模型作为从中医临床走向基础研究的枢

纽,对于揭示中医证候的本质具有重要意义[3] 。 本

课题组前期建立了 CHD 气虚血瘀证病证动物模型,
并且对模型大鼠的舌质、舌色进行了定性、定量分

析,但对模型舌图像的判定缺乏与临床患者之间的

拟合校对,模型的可靠度有待进一步认证[4] 。 因

此,探讨 CHD 气虚血瘀证动物模型与临床患者的舌

象特征是否吻合,是本课题组需要重点研究的内

容。 基于随机森林( random
 

forest,RF) 算法的图像

分类识别系统具有抗噪声能力强、训练速度快等优

势,满足动物模型与临床患者舌图像复杂的识别要

求[5] 。 针对本课题组前期研究工作的不足,本研究

建立了一种 CHD 气虚血瘀证大鼠模型与临床患者

之间舌图像的校对方法,首先运用 matlab 软件将

CHD 气虚血瘀证临床患者舌体进行分割,提取舌质

颜色、舌苔颜色、裂纹比例和齿痕圆形度等舌图像

特征,筛选出证型的特异性指标,运用 RF 模型分类

识别临床全样本,通过制作受试者工作特征曲线

(receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve,ROC)以评估

模型的预测价值,并计算 ROC 曲线下方的面积

(area
 

under
 

curve,AUC)以判定各指标的诊断价值。
随后通过并评估模型的预测价值及各指标的诊断

价值以验证在 CHD 气虚血瘀证患者舌象提取的特

异性指标在模型大鼠舌象中是否存在意义。 本研

究旨在寻求 CHD 气虚血瘀证模型大鼠与临床患者

的舌图像之间是否存在共通的特异性指标,以期为

病证结合动物模型的可靠性提供数据支撑。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 16 周龄清洁级雄性 SD 大鼠 50 只,体重在(280
±20)g 之间,购于湖南斯莱克景达实验动物有限公

司[SCXK(湘)2019-0004],饲养于湖南中医药大学

第一附属医院 SPF 级动物房 [ SYXK ( 湘) 2020 -
0010]。 实验动物饲养条件为:18℃ ~ 21℃ ,湿度保

持 40% ~ 70%,环境空气控制为每分钟换气 10 次;
保持每天 12

 

h 光照和 12
 

h 黑暗环境。 本文涉及的

实验动物,均经湖南中医药大学医学伦理委员会监

管和批准实施( IACUC20201010-3),实验过程遵循

3R 原则。
1. 1. 2　 临床样本

 

　 　 模型训练与测试过程中,采用的临床样本由湖

南中医药大学第一附属医院老年病科陈亚主治医

师提供。 共包含 99 个实例样本。 本文涉及的临床

样本,均经湖南中医药大学医学伦理委员会监管和

批准实施(IACUC2020605C)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 注射用青霉素钠(华北制药,86347);异氟烷

(瑞沃德,03121)。 ALC-V10 型小动物呼吸机购自

中国奥尔科特公司;BL-420 型心电图机购自中国
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泰盟公司; NikonZ50 型微单相机购自日本尼康

公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 临床诊断标准

　 　 (1)CHD 诊断:参照 1979 国际心脏病学会和协

会及世界卫生组织(WHO)临床命名标准化联合专

题报告关于 CHD 命名及诊断标准的建议。 (2) 气

虚血瘀证辨证:参照《中华人民共和国中医药行业

标准·中医病证诊断疗效标准》 所制定的标准。
(3)健康人确定:排除各类心脑血管疾病、各项检查

均证实为健康人。
1. 3. 2　 临床样本拍摄标准

　 　 患病组 49 例,健康组 50 例。 规定早上 8:00 为

统一观察时间点,于实验室固定点拍摄,被测者采

取坐位,面对自然光线,伸舌时将舌体伸出口外,舌
体放松,舌尖自然下垂。
1. 3. 3　 动物分组及实验干预

　 　 大鼠随机分为 2 组:正常组、模型组。 每组各

25 只。 正常组大鼠正常饲养,模型组于实验第 1 ~
21 天采用“力竭+控食”制备气虚血瘀证证候模型,
如图 1A。 于实验第 22 天采用“冠状动脉左前降支

结扎法”制备冠心病病理模型,如图 1B。 造模结束

后,模型组大鼠恢复正常饮食、作息,期间不采用任

何造模手段,模型组大鼠状态及心电图变化如图

1C、图 1D。 以第 25 天上午 8:00 为统一观察时间

点,麻醉后即刻暴露大鼠舌体,面对自然光线进行

拍摄。

图 1　 冠心病气虚血瘀证动物模型制备方法

Figure
 

1　 Preparation
 

method
 

of
 

animal
 

model
 

of
 

CHD
 

with
 

Qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome

1. 3. 4　 舌图像分割
 

　 　 包括舌体分割、舌质舌苔分离两个阶段。
(1)舌体分割　
运用 I 分量和 Cb 分量的运算处理,得到舌体初

始轮廓;采用 otsu 方法计算图像最佳阈值。 按阈值

进行二值化,计算公式为 I / 10+CB×7 / 10,提取出舌

体区域,获得二值化后舌体轮廓。
(2)舌质舌苔分离　
将原始图片进行滤波降噪处理,并进行填充,

采用快速 K 均值聚类方法灰度化图片,将 RGB 图像

颜色实现量化线性转换,将原始图片进行滤波降噪

处理,并进行填充,采用 K-均值聚类方法,最后将聚

类结果展示出来。
1. 3. 5　 特征提取

　 　 对舌质颜色、舌苔颜色、裂纹、齿痕特征进行

提取。
(1)颜色特征提取　
舌图像颜色包括两部分:舌质颜色和舌苔颜

色。 在提取过程中选用 HSI 颜色空间作为颜色特征

空间。 完成对舌质色调分量( H)、饱和度( S) 分量

及舌苔色调分量( H)的提取,并将舌质颜色的色调

分量( H)和饱和度( S)分别赋值给 M1、M2,舌苔颜

色的色调分量(H)赋值给 M3。
(2)裂纹特征提取　
裂纹一般出现在舌中区域。 将舌体切割为九

份,取正中的一份,对黑色部分占总体的占比进行

计算,并赋值给 M4。
(3)齿痕特征提取　
通过舌体的圆形度特征检测舌体边缘是否存

在齿痕情况,计算区域圆度 ( circularity),并赋值

给 M5。
1. 3. 6　 RF 分类及预测价值

　 　 将每样本筛选后得到的特异性指标作为集合

赋值给 XX,采用递归分割思想,将 XX 分割成两份

子样本集,根据训练集数据训练分类模型和根据分

类模型识别测试集( predX) 类别。 将随机性分类

(YY)设置为 1、2 两类,其中 1 代表 CHD 气虚血瘀

证,2 代表正常。 运用对数据进行自举的方式分别

抽取总样本的 80%例样本作为训练集,将 RF 决策
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树数目设置成 500,对样本集进行抽样训练。 得出

RF 模型的预测结果与实际结果对比,计算 RF 模型

判别的最佳界值、敏感度、特异性、准确率、圆周卷

积、AUC。 并得出各特异性指标的 ROC。 具体流程

如图 2 所示。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用统计学软件 prism
 

9. 3. 1 和 matlab 分析实

验数据,根据不同的数据特点采用不同的检验法:
计数资料采用 χ2 检验;计量资料以平均数±标准差

( 􀭰x±s)表示,如果满足正态及方差齐性,采用成组 t
检验,不满足者采用秩和检验,P<0. 05 为差异具有

统计学意义。 matlab 负责数字森林法数据。

2　 结果

2. 1　 冠心病气虚血瘀证临床样本舌图像识别

2. 1. 1　 舌图像分割

　 　 (1)舌体分割

在舌图像色差校正阶段,统一色差值为 7. 05。
在舌图像分割和苔质分离阶段,设定聚类区域数目

为 2,得到舌体分割结果如图 3 所示。
(2)舌质特征提取与分析

 

分别提取出舌苔区域、舌质区域、裂纹区域、齿
痕区域,如图 4A 所示。 通过对舌质 H 分量( M1 )、
舌质 S 分量 ( M2 )、舌苔 H 分量 ( M3 )、裂纹特征

(M4)、齿痕特征(M5 )指标的对比,发现两组间 M1、
M2、M3、M5 特征值均存在显著性差异(P<0. 01),M4

不存在统计学差异(P = 0. 4909 > 0. 05)。 如图 4B
所示。

(3)构建模型的参数

筛选出表中的 4 个指标作为构建 RF 预后模型

的特异性参数。 如表 1 所示。

图 2　 临床样本与动物模型的比对分析

Figure
 

2　 Comparative
 

analysis
 

of
 

clinical
 

samples
 

and
 

animal
 

models

图 3　 临床样本舌质分离

Figure
 

3　 Tongue
 

separation
 

of
 

clinical
 

samples
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注:A:舌图像特征分离;B:舌图像 M1 ~ M5 特征值比较。 与正常组特征值相比,∗∗P<0. 01。

图 4　 临床样本舌质特征提取与分析

Note.
 

A,
 

Feature
 

separation
 

of
 

tongue
 

image.
 

B,
 

Comparison
 

of
 

M1 ~ M5
 eigenvalues

 

of
 

tongue
 

images.
 

Compared
 

with
 

the
 

eigenvalues
 

of
 

the
 

normal
 

group,
∗∗P<0. 01.

 

Figure
 

4　 Tongue
 

feature
 

extraction
 

and
 

analysis
 

of
 

clinical
 

samples

表 1　 筛选后得到的特异性指标
Table

 

1　 Specific
 

indexes
 

obtained
 

after
 

screening
参数名称

Parameter
 

name
M1

M1

M2

M2

M3

M3

M5

M5

指标名称
Indicator

 

name

舌质 H 分量
H

 

component
 

of
 

tongue
 

proper

舌质 S 分量
S

 

component
 

of
 

tongue
 

proper

舌苔 H 分量
H

 

component
 

of
 

tongue
 

coating

齿痕特征
Tooth

 

mark
 

characteristics

2. 1. 2　 RF 模型预测的结果

　 　 运用四格表及 ROC 确定 RF 模型判别 FPR 为

15. 2%,TPR 为 83. 3%,判别 CHD 气虚血瘀证患者

的最佳界值为 0. 5, 敏感度为 81. 4%, 特异性为

76%,准确率为 85. 7%,圆周卷积为 0. 6991,AUC 为

0. 8151。 如表 2、表 3 所示。 RF 在给出预测结果的

同时,同样计算出各变量 AUC 曲线下面积,得出各

变量均具有诊断价值,其中 M1、M2、M5 的 AUC 值均

在 0. 9 以上,提示诊断价值较高,M3 的 AUC 值在

0. 7 ~ 0. 9 之间,提示诊断价值中等。 如图 5 所示。

表 2　 RF 模型的预测结果与实际结果对比
Table

 

2　 Comparison
 

between
 

prediction
 

results
 

of
 

random
 

forest
 

model
 

and
 

actual
 

results

预测结果
Prediction

 

results

实际结果
Actual

 

results
患者

Patients
健康人

Healthy
 

persons
患者

Patients 49 9

健康人
Healthy

 

persons 8 50
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2. 2　 RF 法预测动物模型

2. 2. 1　 舌图像分割

　 　 (1)舌体分割

在舌图像色差校正阶段,统一色差值为 7. 05。
在舌图像分割和苔质分离阶段,设定聚类区域数目

为 2,得到舌体分割结果。 如图 6 所示。
(2)舌质特征提取

分别提取正常大鼠与冠心病气虚血瘀证病证

结合模型大鼠舌质 H 分量(M1)、舌质 S 分量(M2 )、
舌苔 H 分量(M3 )及齿痕特征(M5 ),如图 7A 所示。
两组间 M1、 M2、 M3 特征值存在显著性差异 (P <
0. 01),M5 特征值存在统计学差异(P<0. 05),如图

7B 所示。
2. 2. 2　 RF 法模型的预测价值

　 　 运用 RF 法得出 AUC 曲线下面积、敏感性、特
异性、准确率及圆周卷积如下表。 运用四格表及受

表 3　 RF 法模型的预测价值
Table

 

3　 Prediction
 

value
 

of
 

random
 

forest
 

method
 

model
变量

Variable
曲线下面积

Area
 

under
 

curve
界值

Boundary
 

value
敏感度

Sensitivity
特异性

Specificity
准确率

Accuracy
圆周卷积(循环卷积)

Circular
 

convolution(cyclic
 

convolution)
RF 0. 8151 0. 5 81. 4% 76. 9% 85. 7% 0. 6991

注:RF:RF 模型;a:M1 特征值;b:M2 特征值;c:M3 特征值;d:M5 特征值。 AUC:曲线下面积。

图 5　 RF 预测变量的 ROC 曲线

Note.
 

RF,
 

Random
 

forest
 

model.
 

a,
 

M1
 characteristic

 

value.
 

b,
 

M2
 characteristic

 

value.
 

c,
 

M3
 characteristic

 

value.
 

d,
 

M5
 characteristic

 

value.
 

AUC,
 

Area
 

under
  

curve.

Figure
 

5　 ROC
 

curve
 

of
 

RF
 

predictive
 

variables

图 6　 大鼠样本舌质分离

Figure
 

6　 Separation
 

of
 

tongue
 

substance
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试者工作曲线( ROC 曲线)确定 RF 模型判别 FPR
为 14. 8%,TPR 为 83. 1%,判别 CHD 气虚血瘀证模

型的最佳界值为 0. 5,敏感度为 81. 8%,特异性为

75. 6%,准确率为 83. 1%,圆周卷积为 0. 6451。 如

表 4、表 5 所示。 RF 在给出预测结果的同时,同样

计算出各变量 AUC 曲线下面积,得出各变量均具有

诊断价值,其中 M1、M2、M5 的诊断价值较高,M3 的

诊断价值中等。 如图 8 所示。

表 4　 RF 模型的预测结果与实际结果对比
Table

 

4　 Comparison
 

between
 

prediction
 

results
 

of
 

random
 

forest
 

model
 

and
 

actual
 

results

预测结果
Prediction

 

results

实际结果
Actual

 

results
模型鼠

Model
 

rats
正常鼠

Normal
 

rats
模型鼠

Model
 

rats 25 5

正常鼠
Normal

 

rats 6 25

注:A:舌图像特征分离;B:与正常组特征值相比,∗∗P
 

<
 

0. 01。

图 7　 舌质特征提取与分析

Note.
 

A,
 

Tongue
 

image
 

feature
 

separation.
 

B,
 

Compared
 

with
 

the
 

eigenvalues
 

of
 

the
 

normal
 

group,∗∗P<0. 01.
  

Figure
 

7　 Tongue
 

feature
 

extraction
 

and
 

analysis

表 5　 RF 法模型的预测价值
Table

 

5　 Prediction
 

value
 

of
 

random
 

forest
 

method
 

model
变量

Variable
曲线下面积

Area
 

under
 

curve
界值

Boundary
 

value
敏感度

Sensitivity
特异性

Specificity
准确率

Accuracy
圆周卷积(循环卷积)

Circular
 

convolution(cyclic
 

convolution)

RF 0. 8755 0. 5 81. 8% 75. 6% 83. 1% 0. 6451
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注:RF:RF 模型;a:M1 特征值;b:M2 特征值;c:M3 特征值;d:M5 特征值。 AUC:曲线下面积。

图 8　 RF 预测变量的 ROC 曲线

Note.
 

RF,
 

Random
 

forest
 

model.
 

a,
 

M1
 characteristic

 

value.
 

b,
 

M2
 characteristic

 

value.
 

c,
 

M3
 characteristic

 

value.
 

d,
 

M5
 

characteristic
 

value.
 

AUC,
 

Area
 

under
  

curve.

Figure
 

8　 ROC
 

curve
 

of
 

RF
 

predictive
 

variables

3　 讨论

　 　 在中国,CHD 是导致死亡的主要原因之一[6] ,
最近一项研究报告表明,从 2010 年到 2030 年,CHD
患者复发和死亡的风险将增加 3. 3 倍[7] 。 中医药被

广泛用于预防和治疗 CHD,并在我国临床实践中已

显示出良好的疗效[8] 。 流行病学调查表明,气虚血

瘀证是 CHD 患者中最突出的证候[9] 。 然而目前关

于 CHD 气虚血瘀证的客观化研究甚少。 动物模型

作为实验假说和临床假说的基础,是生物医学科学

研究中所建立的具有人类疾病模拟性表现的观察

对象和材料。 病证结合动物模型作为目前而言最

适合中医药研究的模型,是中医从临床走向基础研

究的枢纽。
课题组前期建立了 CHD 气虚血瘀证病证结合

大鼠模型,参照“舌质 RGB 数据分布范围表”对舌

色 RGB 值评估,发现该模型大鼠较正常大鼠舌面

R、G、B 值下降且差异均有统计学意义(P<0. 05);
采用 HE 染色发现模型大鼠较正常大鼠舌面丝状乳

头的角化层、上皮层高度降低、固有层微血管数量

增加,且差异均有统计学意义(P<0. 05)。 上述结果

均符合 2002 年版《中药、天然药物治疗冠心病心绞

痛的临床研究指导原则》CHD 气虚血瘀证“舌淡紫、
苔薄白”的舌象特征。 此外,前期研究采用免疫组

织化学法发现模型大鼠舌尖组织丝状乳头固有层

PGI2 水平下降、TXA2 水平上升,且与正常组比较,
TXA2、T / P 比值变化明显(P<0. 05),提示该模型具

备气虚血瘀证的分子学特点。 但由于动物与人之

间的差异性(包括大鼠本身舌的结构、色彩特点),
我们很难切实从单纯的色彩维度完成模型与临床

患者之间的比对[10] ,如何在两组数据中提取出潜在

信息和特征指标,并将不同生物体中的生物学特征

通过信息化处理的方式相互关联,进而分析 CHD 气

虚血瘀证模型大鼠与临床患者舌象特征指标间的

吻合程度,是目前课题组亟待解决的问题。 RF 作为

新兴起的、高度灵活的一种机器学习算法,可通过

捕捉图像中的信息,建立数据与生物特征之间的关

系,最终实现判别定性,目前已被广泛应用于生物

医学领域[11-14] 。 秉承“从临床中来,到临床中去”的

研究理念,本研究运用 RF 从 CHD 气虚血瘀证患者

及 CHD 气虚血瘀证模型大鼠舌图像中的舌质颜色

特征、舌苔颜色特征、裂纹特征、齿痕特征等舌诊客

观化参数中寻求共同的特异性指标,以期通过信息

化处理的方式判断 CHD 气虚血瘀证模型与临床患

者舌象特征的吻合程度,进一步确定模型的可靠性。
本研究从临床患者的舌诊图像出发, 运用

matlab 软件对舌图像做舌体分割及苔质分离,提取

出舌质颜色特征、舌苔颜色特征、齿痕特征、裂纹特

征,并分别将参数赋值给 M1 ~ M5,使用 t 检验和卡

方检验对二分类指标进行了初步筛选,得到了与

CHD 气虚血瘀证诊断密切相关的相关参数 4 个,分
别是 M1、M2、M3 和 M5,随后将临床样本集的所有舌

诊图像的 M1、M2、M3、M5 作为集合赋值给 X,用 RF
构建分类模型并完成模型的训练识别,得出假阳性

率( false
 

positive
 

rate, FPR) 为 15. 20%,真阳性率

( true
 

positive
 

rate,TPR)为 83. 30%,AUC 为 0. 8151,
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最佳界值为 0. 5, 敏感度为 81. 80%, 特异性为

75. 60%,准确率为 83. 10%,圆周卷积为 0. 6451。
本研究通过计算出各变量 AUC,得出各变量均具有

诊断价值,其中 M1、M2、M5 的诊断价值较高(0. 9 以

上),M3 的诊断价值中等(0. 7 ~ 0. 9)。 RF 法不仅确

保了操作规程的质量控制与结果的真实性,且操作

相对简单,可以提高筛选参数的效率,并且可以充

分体现在 matlab 软件运算环境下 RF 法的运算速度

及精度[15] 。 随后本研究对冠心病气虚血瘀证大鼠

模型的舌图像做了进一步分析,使用 t 检验和卡方

检验验证了 M1、M2、M3、M5 特征值在大鼠模型上亦

存在显著性差异(P<0. 05,P<0. 01),采用特异性指

标 M1、M2、M3、M5 建立数据集。 完成冠心病气虚血

瘀证动物模型的分类识别,验证随机森林识别法准

确率 为 85. 69%, 敏 感 度 为 81. 8%, 特 异 性 为

75. 60%,说明 RF 预测模型的可靠性。 再结合预测

结果发现,M1、M2、M5 的诊断价值较高(0. 9 以上),
M3 的诊断价值中等(0. 7 ~ 0. 9)。 得出 M1、M2、M3、
M5 特征值作为 CHD 气虚血瘀证临床样本和动物模

型的特异性指标的可行性。 揭示了 CHD 气虚血瘀

证大鼠模型与临床患者在舌象特征方面的相似度

高,可为今后药效评价提供模型的诊断支持。
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黄连解毒汤活性成分保护帕金森症脑神经细胞
损伤机制的研究

张忠文,陈国华,黄露麒,梅俊华,邵　 卫,梅　 瑰∗

(武汉市第一医院神经内科,武汉　 430022)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨黄连解毒汤活性成分对帕金森症脑神经细胞损伤的保护作用及其机制。 方法　 将 SH-
SY5Y 细胞分为 5 组:空白对照组、模型组、巴马汀组、汉黄芩素组、京尼平苷组。 空白对照组的细胞培养基中不添

加任何物质,其余各组加入 500
 

μmol / L 的 1-甲基-4-苯基吡啶离子(1-methyl-4-phenylpyridinium
 

ions,MPP+ )构建帕

金森病(Parkinson’s
 

disease,PD)细胞模型。 巴马汀组中添加 10
 

μmol / L 的巴马汀,汉黄芩素组中添加 50
 

μmol / L
的汉黄芩素,京尼平苷组中添加 50

 

μmol / L 的京尼平苷。 CCK-8 检测细胞活力,Hoechst
 

33258 染色观察细胞凋亡

情况,免疫荧光检测 α-突触核蛋白(α-synuclein,α-Syn)、酪氨酸羟化酶( tyrosine
 

hydroxylase,TH)的表达情况,酶联

免疫吸附试验(ELISA)检测细胞中肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、γ-干扰素(interferon-γ,IFN-γ)、
白细胞介素-6(interleukin-6,IL-6)和白细胞介素 1β( interleukin-1β,IL-1β)的水平,Real-time

 

PCR 检测凋亡相关蛋

白 Bcl-2、Bax、Caspase-3
 

mRNA 的表达水平。 结果　 MPP+ 刺激 SH-SY5Y 细胞后,模型组细胞活力明显下降,α-Syn
荧光强度增强,TH 阳性细胞显著减少。 巴马汀、汉黄芩素、京尼平苷分别干预后,细胞增殖活力显著升高,α-Syn 荧

光强度减弱,TH 阳性细胞增加。 TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-1β 的水平明显降低,Bax、Caspase-3
 

mRNA 的表达水平降

低,而 Bcl-2
 

mRNA 的表达增加。 结论　 黄连解毒汤活性成分能抑制炎症因子的释放从而抑制炎症反应,为帕金森

症脑神经细胞损伤的治疗提供理论基础。
【关键词】 　 黄连解毒汤;帕金森症;炎症反应;凋亡
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

the
 

active
 

ingredients
 

in
 

Huanglian
 

Jiedu
 

decoction
 

in
 

preventing
 

brain
 

nerve
 

cell
 

damage
 

in
 

a
 

cell
 

model
 

of
 

Parkinson’ s
 

disease.
 

Methods　 SH-SY5Y
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

five
 

groups:
 

control
 

group,
 

model
 

group,
 

palmatine
 

group,
 

wogonin
 

group
 

and
 

geniposide
 

group.
 

No
 

substance
 

was
 

added
 

to
 

the
 

cell
 

culture
 

medium
 

of
 

the
 

control
 

group,
 

whereas
 

500
 

μmol / L
 

of
 

1-methyl-4-phenylpyridinium
 

ions
 

( MPP+ )
 

was
 

added
 

to
 

the
 

other
 

groups
 

to
 

create
 

a
 

cell
 

model
 

of
 

Parkinson’ s
 

disease.
 

The
 

palmatine
 

group
 

was
 



supplemented
 

with
 

10
 

μmol / L
 

of
 

palmatine,
 

the
 

wogonin
 

group
 

was
 

supplemented
 

with
 

50
 

μmol / L
 

of
 

wogonin,
 

and
 

the
 

geniposide
 

group
 

was
 

supplemented
 

with
 

50
 

μmol / L
 

of
 

geniposide.
 

The
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8,
 

cell
 

apoptosis
 

was
 

evaluated
 

using
 

Hoechst
 

33258
 

staining,
 

and
 

the
 

expressions
 

of
 

α-synuclein
 

(α-Syn)
 

and
 

tyrosine
 

hydroxylase
 

( TH)
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence.
 

The
 

concentrations
 

of
 

the
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)、interferon-γ
 

(IFN-γ)、
interleukin-6

 

(IL-6)
 

and
 

interleukin-1β
 

(IL-1β)
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

The
 

mRNA
 

levels
 

of
 

the
 

apoptosis-related
 

proteins
 

Bcl-2,
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

were
 

detected
 

by
 

Real-time
 

PCR.
 

Results　 MPP+
 

stimulation
 

significantly
 

decreased
 

the
 

viability
 

of
 

SH-SY5Y
 

cells;
 

the
 

α-synuclein
 

fluorescence
 

intensity
 

was
 

significantly
 

increased,
 

and
 

the
 

number
 

of
 

TH-positive
 

cells
 

was
 

significantly
 

decreased.
 

Intervention
 

with
 

palmatine,
 

wogonin
 

and
 

geniposide
 

significantly
 

increased
 

the
 

viability,
 

decreased
 

the
 

α-synuclein
 

fluorescence
 

intensity,
 

and
 

increased
 

the
 

number
 

of
 

TH-
positive

 

cells;
 

furthermore,
 

the
 

concentrations
 

of
 

TNF-α,
 

IFN-γ,
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

mRNA
 

were
 

significantly
 

reduced,
 

whereas
 

the
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

mRNA
 

was
 

increased.
 

Conclusions　 The
 

active
 

ingredients
 

of
 

Huanglian
 

Jiedu
 

decoction
 

inhibit
 

the
 

release
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

and
 

thus
 

inhibit
 

the
 

inflammatory
 

response,
 

providing
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

brain
 

nerve
 

cell
 

injury
 

in
 

Parkinson’s
 

disease.
【Keywords】　 Huanglian

 

Jiedu
 

decoction;
 

Parkinson’s
 

disease;
 

inflammatory
 

response;
 

apoptosis

　 　 帕金森病(Parkinson’s
 

disease,PD)是一种常见

于老年人的神经系统退行性疾病,在全球人口中 65
岁以上人群发病率高达 1. 5%[1] 。 PD 涉及黑质致

密部多巴胺能神经元的进行性死亡,出现运动迟

缓、震颤和姿势异常等运动障碍[2] 。 到目前为止,
PD 发病的确切机制仍不完全清楚。 目前,帕金森

病的治疗如康复、多巴胺前体、多巴胺激动剂和抗

胆碱能药物可以缓解症状[3] 。 此外,许多药物会产

生许多副作用,比如左旋多巴引起的运动障碍、断
断续续的现象、疲惫、幻觉和妄想[4] 。 因此迫切需

要有效的治疗方法来阻止或减缓多巴胺能细胞的

死亡。
近年来,从天然产物中分离出的高效低毒化合

物用于神经退行性疾病治疗的研究受到了人们的

广泛关注[5] 。 黄连解毒汤由黄连、黄芩、黄柏、栀子

4 味中药组成,具有抗炎、抗氧化、抗脑缺血、保护神

经元等作用,可用于脑血管疾病、痴呆、炎症等疾病

的治疗[6] 。 有研究表明,黄连解毒汤对 MPTP 所致

的帕金森病小鼠有防治效果[7] ,但其主要成分对帕

金森病的作用及其作用机理还有待研究。 研究发

现,黄连解毒汤的主要成分巴马汀、汉黄芩素和京

尼平苷均能抑制炎性细胞因子的产生,进而抑制炎

症反应来保护细胞免受损伤[8-10] 。 但它们是否通过

抑制炎症反应保护神经元细胞鲜见报道。 1-甲基-
4- 苯基吡啶 ( MPP + ) 是一个带正电荷的分子。
MPP +通过干扰线粒体氧化磷酸化诱导大量氧化应

激,导致多巴胺能神经元损伤[11] 。 SH-SY5Y 细胞系

具有多种神经元特性和多巴胺能神经元的儿茶酚

胺能表型,被广泛用作帕金森病研究的多巴胺能神

经元的体外模型[12] 。 因此,本研究拟使用 MPP + 处

理 SH-SY5Y 细胞构建 PD 模型,再用黄连解毒汤中

3 种活性成分巴马汀、汉黄芩素和京尼平苷处理模

型细胞,模拟黄连解毒汤在 PD 发生和发展中的作

用,然后检测细胞存活率、凋亡、炎症因子和 α-突触

核蛋白( α-Syn)、酪氨酸羟化酶( TH) 的表达,探讨

黄连解毒汤活性成分对帕金森症脑神经细胞损伤

的保护作用及其机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 细胞购自中国

科学院上海细胞库。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 DMEM 购自 Gibco 公司(货号:C11330500BT);
胎牛血清购自 TBD(货号:TBD11HT);MPP +碘化物

购自 sigma 公司(货号:D048);CCK-8 购自 BestBio
(货号:BB-4202); Hoechst

 

33258 购自碧云天公司

(货号:C1017);Triton
 

X-100 购自 absin 公司(货号:
abs9149);α-Syn、 TH 抗体购自 Bioswamp 公司 (货

号:PAB31491、 MAB46040); TNF-α、 IFN-γ、 IL-6 和

IL-1β 试剂盒购自 Bioswamp 公司(货号:HM10001、
HM10115、 HM10205 和 HM10206 ); TRIzol 购 自

ambion 公司(货号:15596026),反转录所用试剂购

自 TaKaRa 公 司, SYBR
 

Green 染 料 购 自 KAPA
 

Biosystems 公司(货号:KM4101);PCR 引物由武汉

天一华煜基因科技有限公司合成。 CO2 恒温培养箱

购自 Thermo 公司(型号 311);倒置荧光显微镜购自

Leica 公司(型号 DMIL
 

LED)。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 SH-SY5Y 细胞的培养及 PD 细胞模型的构

建及鉴定

　 　 将 SH-SY5Y 细胞以每毫升 1×105 个的密度接

种于培养瓶内,用 10%
 

FBS 的 DMEM 培养基 37℃ 、
5%

 

CO2 培养。 当细胞生长达到 80% 汇合时,以

0. 25%胰蛋白酶消化,按 1 ∶ 3 比例传代培养。 取

SH-SY5Y 细胞接种于 96
 

孔板分为对照组和 MPP +

组,对照组加入 10%
 

FBS 的 DMEM 培养基,MPP +组

中加入含 500
 

μmol / L 的 MPP + 的 10%
 

FBS 的

DMEM 培养基[13] ,于 37℃ 、5%
 

CO2 培养 24
 

h 后,
CCK-8 检测细胞活力。
1. 3. 2　 化合物浓度筛选

　 　 将构建成功的 PD 模型细胞按照不同成分分别

进行下列实验。 巴马汀:在培养基中分别加入 0、
3. 5、7、10、12. 5

 

μmol / L 的巴马汀培养 24
 

h;汉黄芩

素:在培养基中分别加入 0、10、30、50、60
 

μmol / L 的

汉黄芩素培养 24
 

h;京尼平苷:在培养基中分别加入

0、10、30、50、60
 

μmol / L 的京尼平苷培养 24
 

h。 细

胞处理完成后,使用 ELISA 检测筛选出巴马汀、汉
黄芩素、京尼平苷的最佳作用浓度。
1. 3. 3　 实验分组及处理

　 　 将对数生长期的 SH-SY5Y 细胞分为 5 组:空白

对照组、模型组、巴马汀组、汉黄芩素组、京尼平苷

组。 空白对照组的细胞培养基中不添加任何物质

培养 24
 

h;其余各组加入 500
 

μmol / L 的 MPP +构建

PD 细胞模型。 巴马汀组、汉黄芩素组、京尼平苷组

3 组添加相应浓度的药物,培养 24
 

h 后,CCK-8 检测

细胞活力,计算抑制率。
1. 3. 4　 Hoechst

 

33258 染色

　 　 SH-SY5Y 细胞接种 12 孔板处理 24
 

h 后,加

1
 

mL
 

4%多聚甲醛室温固定 20
 

min,PBS 清洗后加

入 1
 

mL
 

Hoechst
 

33258 染色液,室温染色 5
 

min。
PBS 清洗后于荧光显微镜下拍照。
1. 3. 5　 免疫荧光

　 　 SH-SY5Y 细胞接种 12 孔板处理 24
 

h 后,PBS
清洗后加入 1

 

mL
 

4% 多聚甲醛室温固定 30
 

min。
PBS 清洗,加入 1

 

mL
 

0. 5%
 

Triton
 

X-100 室温通透

20
 

min。 1
 

mL
 

5%
 

BSA,37℃封闭 1
 

h,弃去封闭液。
加入 300

 

μL
 

PBS 稀释后的一抗,4℃ 孵育过夜。 次

日,PBS 清洗后加入 300
 

μL
 

PBS 稀释后的二抗,
37℃孵育 1

 

h。 加入 300 μL 抗荧光淬灭封片液(含

DAPI),于荧光显微镜观察拍照。

1. 3. 6　 ELISA 检测细胞中炎症因子 TNF-α、IFN-γ、
IL-6 和 IL-1β 的水平

　 　 严格按照 ELISA 试剂盒说明书检测细胞中

TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-1β 的水平。
1. 3. 7　 Real-time

 

PCR 检测凋亡相关蛋白 Bcl-2、
Bax、Caspase-3 蛋白的表达水平

　 　 采用 TRIzol 试剂分别提取各组细胞的总 RNA,
测定提取的 RNA 纯度和浓度。 将提取的 RNA 按照

TaKaRa 逆转录试剂盒说明方法逆转录获得 cDNA。
Real-time

 

PCR 扩增体系如下: SYBR
 

FAST
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL,上游引物(10
 

μmol / L)0. 5
 

μL,下
游引物 ( 10

 

μmol / L ) 0. 5
 

μL, cDNA 模板 1
 

μL,
ddH2O

 

8
 

μL,总体积为 20
 

μL。 反应条件如下:95℃
预变性 3

 

min,扩增 95℃
 

5
 

s,56℃
 

10
 

s,72℃
 

25
 

s 共

计 40 个循环,最后 65℃ ~ 95℃ 制备溶解曲线,以

GAPDH 为内参基因。 计算相对表达量。 待测基因

引物序列见表 1。

表 1　 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
引物 Primer 序列 Sequences(5’ -3’

 

)
Bax-F TTCAGGGGATGATTGCC
Bax-R GCCTTGAGCACCAGTTTG

Bcl-2-F CTGGTGGACAACATCGC
Bcl-2-R GGAGAAATCAAACAGAGGC

Caspase-3-F GGTTCATCCAGTCGCTTT
Caspase-3-R ATTCTGTTGCCACCTTTC
GAPDH-F GGGAAACTGTGGCGTGAT
GAPDH-R GAGTGGGTGTCGCTGTTGA

1. 4　 统计学方法

　 　 采用 Graph
 

pad
 

8. 0 软件对数据进行统计分析,
实验数据均以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间比

较采用单因素方差分析,每两组间比较应用 t 检验,
P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 MPP+对 SH-SY5Y 细胞活力的影响

　 　 如图 1 所示,与空白对照组比较,模型组 SH-
SY5Y 细胞增殖活力显著降低(P<0. 01),结果表明

PD 细胞模型构建成功。
2. 2　 巴马汀、汉黄芩素、京尼平苷浓度的筛选

　 　 如图 2 所示,巴马汀组细胞中 IFN-γ、IL-6 和 IL-
1β 的浓度在 0 ~ 12. 5

 

μmol / L 的范围内呈下降趋势,
而 TNF-α 的浓度在 0 ~ 10

 

μmol / L 的范围内呈下降

趋势,在 12. 5
 

μmol / L 的时候浓度增加,显示巴马汀

的最佳作用浓度为 10
 

μmol / L。 汉黄芩素组细胞中
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TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-1β 的浓度在 0 ~ 60
 

μmol / L
的范围内呈下降趋势,但在浓度为 50

 

μmol / L 和 60
 

μmol / L 时无明显差异,表明汉黄芩素的最佳作用浓

度为 50
 

μmol / L。 京尼平苷组细胞 TNF-α、IFN-γ 和

IL-1β 的浓度在 0 ~ 50
 

μmol / L 的范围内呈下降趋

势,而 IL-6 的浓度在 0 ~ 50
 

μmol / L 的范围内呈下降

趋势,在 60
 

μmol / L 的时候浓度增加,显示京尼平苷

的最佳作用浓度为 50
 

μmol / L。

图 2　 巴马汀、汉黄芩素和京尼平苷浓度的筛选

Figure
 

2　 Screening
 

of
 

palmatine,
 

wogonin
 

and
 

geniposide

2. 3　 药物对 SH-SY5Y 细胞活力的影响

　 　 与空白对照组比较,模型组 SH-SY5Y 细胞增殖

活力显著降低(P< 0. 01)。 与模型组比较,巴马汀

组、汉黄芩素组、京尼平苷组中 SH-SY5Y 细胞增殖

活力显著升高(P<0. 01)。 见图 3。
2. 4　 Hoechst

 

33258 染色结果

　 　 如图 4 所示,Hocchst
 

33258 染色后空白对照组

的细胞出现较弱的均匀的蓝色荧光。 而 MPP + 处理

SH-SY5Y 细胞后,细胞核大量呈浓染致密的固缩形

态伴着较强的荧光。 巴马汀组、汉黄芩素组、京尼

　 　

注:与空白对照组相比,
 ##P<0. 01。

图 1　 CCK-8 法检测细胞活力

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

1　 Cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

method

2. 5　 免疫荧光检测 α-Syn、TH 的表达情况

　 　 如图 5 所示,免疫荧光检测观察到模型组 α-
Syn 荧光强度强于空白对照组。 而巴马汀组、汉黄

芩素组、京尼平苷组分别干预细胞后,荧光强度减

弱。 镜下可见空白对照组中绿色荧光的 TH 阳性细

胞较多,模型组 TH 阳性细胞显著减少。 巴马汀组、
汉黄芩素组、京尼平苷组 TH 阳性细胞均有不同程

度的增加。 结果表明,巴马汀组、汉黄芩素组、京尼

平苷组能抑制 α-Syn 的表达水平,对 SH-SY5Y 细胞

具有保护作用。
2. 6　 ELISA 检测细胞中炎症因子 TNF-α、IFN-γ、
IL-6和 IL-1β的水平

　 　 如图 6 所示,与空白对照组比较,模型组细胞中

TNF-α、IFN-γ、 IL-6 和 IL-1β 水平显著升高 ( P <
0. 01);与模型组比较,巴马汀组、汉黄芩素组、京尼

平苷分别干预细胞后,荧光均有不同程度减弱。

注:与空白对照组相比,
 ##P<0. 01;与模型组相比,

 ∗∗P<0. 01。

图 3　 药物对 SH-SY5Y 细胞活力的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ##P< 0. 01.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

drugs
 

on
 

SH-SY5Y
 

cell
 

viability
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平苷组细胞 TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-1β 的表

达水平显著降低(P<0. 01),表明巴马汀组、汉黄芩

素组、京尼平苷组能抑制炎症因子的释放,对 SH-
SY5Y 细胞具有一定的保护作用。
2. 7 　 Real-time

 

PCR 检测凋亡相关蛋白 Bcl-2、
Bax、Caspase-3

 

mRNA 的表达水平

　 　 如图 7 所示,与空白对照组比较,模型组细胞中

Bax、Caspase-3
 

mRNA 的表达水平增加,而 Bcl-2
 

mRNA
的表达减少(P<0. 01);与模型组比较,巴马汀组、汉黄

芩素组、京尼平苷组细胞 Bax、Caspase-3
 

mRNA 的表达

水平降低,而 Bcl-2
 

mRNA 的表达增加(P<0. 01)。 结

果表明,黄连解毒汤活性成分对帕金森症脑神经细胞

损伤具有保护作用,其作用机制可能与抑制 Bax、
Caspase-3 的表达,提高 Bcl-2 的表达有关。

图 4　 Hoechst
 

33258 染色

Figure
 

4　 Hoechst
 

33258
 

staining

图 5　 免疫荧光检测 α-Syn、TH 的表达情况

Figure
 

5　 Expression
 

of
 

α-Syn
 

and
 

TH
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
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注:与空白对照组相比,
 ##P<0. 01;与模型组相比,∗∗P<0. 01。

图 6　 炎症因子的水平

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ##P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

6　 Levels
 

of
 

inflammatory
 

factors

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

图 7　 Bcl-2、Bax、Caspase-3
 

mRNA 的表达水平

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ##P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

7　 Expression
 

levels
 

of
 

Bcl-2,
 

Bax
 

and
 

Caspase-3
 

mRNA

3　 讨论

　 　 PD 是第二常见的与年龄相关的神经退行性疾

病,其特征是多巴胺能( DA)神经元的进行性丢失

和中脑黑质致密区胞质中路易小体的出现。 慢性

神经炎症也是帕金森病的病理生理学标志之一。
研究表明,神经胶质细胞激活和促炎细胞因子水平

升高是 PD 脑的共同特征[14] 。 由于促进炎性细胞

因子的释放而引起的星形胶质细胞和小胶质细胞

的激活,加重了 DA 神经元的变性[15] ,因此炎症过

程被认为是 PD 和其他神经退行性疾病的一个有希

望的干预靶点。
MPTP 在星形胶质细胞中被单胺氧化酶代谢,

转化为电离的 MPP + ,通过多巴胺转运体转移到 DA
神经元[16] 。 研究发现,MPP + 对 SH-SY5Y 细胞神经

元产生明显的损伤,因此在疗效评价方面比其他 PD
模型有很大优势。 本实验采用 MPP +干预 SH-SY5Y
细胞 24

 

h 制备体外 PD 模型,通过 CCK-8 检测,观
察 MPP +组活力下降,对 SH-SY5Y 细胞有明显的抑

制作用。 在 PD 发病过程中,黑质致密部中 α-Syn
的逐渐聚集导致多巴胺能神经元的丢失,进一步通

过大脑中的神经元回路传播,从而促进疾病的进

展[17] 。 TH 存在于所有多巴胺能细胞中,是 DA 生

物合成中的关键限速酶。 TH 阳性神经元的减少会

抑制 TH 的活性,导致 DA 合成的减少,可作为 PD
的直接指示因子[18] 。 Ser129 磷酸化 α-Syn 比例的

增加会对 TH 调节产生干扰,进一步对神经元存活

产生负面影响[19] 。 本实验用 MPP + 干预 SH-SY5Y
细胞后,α-Syn 荧光强度增强,TH 阳性细胞显著减

少,表明成功建立 PD 体外模型。 巴马汀、汉黄芩

素、京尼平苷分别干预后,细胞增殖活力显著升高,
α-Syn 荧光强度减弱,TH 阳性细胞增加,表明黄连

解毒汤的活性成分对帕金森症脑神经细胞损伤具

有一定的保护作用。
巴马汀是黄连和黄柏中的主要成分,能够阻断

ADAM17 / EGFR 信号传导减弱胃上皮细胞的炎症反

应。 汉黄芩素是黄芩中的主要活性成分,能够直接

作用免疫细胞抑制炎性细胞因子的产生,抑制炎症

相关通路,如 MAPK、Akt、NF-κB 和 JAK-STAT 等。
京尼平苷是栀子中的主要活性成分,通过上调 miR-
145-5p 抑制 NF-κB 和 JNK 通路保护大鼠肾上腺嗜

铬细胞瘤(PC12)细胞免于炎性损伤[8-10] 。 本研究
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通过 ELISA 检测发现,在一定浓度范围内,巴马汀、
汉黄芩素、京尼平苷能抑制细胞中炎症因子 TNF-α、
IFN-γ、IL-6 和 IL-1β 的水平。 小胶质细胞是大脑中

的一种免疫细胞,活化后产生和释放促炎细胞因

子,对 DA 神经元造成损伤。 大量研究报道炎症反

应作用会激活细胞凋亡信号,进一步损害并导致器

官衰竭。 炎症介质会引起线粒体产生活性氧并释

放细胞色素,形成凋亡小体以激活 Caspase-3。 活化

的 Caspase-3 切割 DNA 修复酶和细胞稳定蛋白,最
终导致细胞凋亡[20-21] 。 研究发现 PD 患者的纹状体

和脑脊液中均有炎症因子如 IFN-γ、IL-1β、TNF-α 和

IL-6 的存在, 同时 TNF-α 受体 R1、 Bcl-2、 Fas 和

Caspase-3 的表达水平增加[22] 。 本实验研究结果显

示, MPP + 干 预 SH-SY5Y 细 胞 后, Bax、 Caspase-3
 

mRNA 的表达水平增加,而 Bcl-2
 

mRNA 的表达减

少,而巴马汀、汉黄芩素、京尼平苷干预后,细胞

Bax、 Caspase-3
 

mRNA 的表达水平降低, 而 Bcl-2
 

mRNA 的表达增加。 结果表明,黄连解毒汤的活性

成分能抑制炎症因子的释放,减少细胞凋亡情况。
综上所述,黄连解毒汤的活性成分巴马汀、汉黄芩

素、京尼平苷能有效制炎症因子的释放和细胞凋

亡,对帕金森症脑神经细胞损伤具有保护作用,为
临床应用提供新的依据。
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中心静脉导管监测肺动脉压的兔急性肺栓塞
模型的制备

龙嘉琪1,赵文丽1,彭发全2,吴　 蓓1,李跃兵3∗

(1.浙江中医药大学第二临床医学院,杭州　 310053;2.浙江中医药大学附属第二医院病理科,杭州　 310005;
3.浙江中医药大学附属第二医院麻醉科,杭州　 310005)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过用单腔中心静脉导管测量实验兔肺动脉压,结合解剖及病理改变,探讨该法制备兔急性

肺栓塞模型的可行性和成功率。 方法　 中心静脉导管末端塑形后在导丝引导下经兔颈内静脉置入肺动脉,连接

Medlab 生物信号采集处理系统行动态肺动脉压监测。 经中心静脉导管注射自体血栓,建立兔急性肺栓塞模型。 根

据目标肺动脉压力来控制注入血栓数量,可得到严重程度和栓塞范围较为一致的急性肺栓塞模型。 结果　 造模成

功率 100%,栓塞后肺动脉压、血压、心率与栓塞前比较,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 心肺解剖证实导管在肺

动脉主干,病理检查发现肺动脉及肺小动脉存在血栓。 结论 　 经颈静脉送入中心静脉导管建立兔急性肺栓塞模

型,既能保证栓子的完整性,又能够获得连续且准确的肺动脉压力数据,有效地建立了一种栓塞范围和严重程度可

控的动物模型。 该方法成功率较高、操作简便、使用经济,为急性肺栓塞诊治的相关研究提供了实验基础。
【关键词】 　 急性肺栓塞;肺动脉压;中心静脉导管;动物模型;兔
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

feasibility
 

and
 

success
 

rate
 

of
 

a
 

rabbit
 

model
 

of
 

acute
 

pulmonary
 

embolism
 

by
 

using
 

a
 

central
 

venous
 

catheter
 

to
 

measure
 

pulmonary
 

artery
 

pressure
 

and
 

assessing
 

the
 

anatomical
 

and
 

pathological
 

changes.
 

Methods 　 The
 

central
 

venous
 

catheter
 

was
 

placed
 

into
 

the
 

rabbit
 

pulmonary
 

artery
 

through
 

the
 

internal
 

jugular
 

vein
 

using
 

a
 

guidewire
 

and
 

was
 

connected
 

to
 

the
 

Medlab
 

biological
 

signal
 

acquisition
 

and
 

processing
 

system
 

for
 

dynamic
 

pulmonary
 

artery
 

pressure
 

monitoring.
 

A
 

model
 

of
 

acute
 

pulmonary
 

embolism
 

with
 

relatively
 

consistent
 

severity
 

and
 

embolization
 

range
 

was
 

created
 

by
 

controlling
 

the
 

number
 

of
 

thrombi
 

injected
 

via
 

the
 

catheter
 

to
 

obtain
 

the
 

target
 

pulmonary
 

artery
 

pressure.
 

Results 　 The
 

modeling
 

success
 

rate
 

was
 

100%.
 

After
 

embolization,
 

there
 

were
 

significant
 



changes
 

in
 

the
 

pulmonary
 

artery
 

pressure,
 

blood
 

pressure,
 

and
 

heart
 

rate
 

of
 

the
 

rabbits
 

(P< 0. 05).
 

Cardiopulmonary
 

anatomic
 

examination
 

confirmed
 

that
 

the
 

catheter
 

was
 

in
 

the
 

main
 

pulmonary
 

artery.
 

Pathological
 

examination
 

revealed
 

thrombi
 

in
 

the
 

pulmonary
 

artery
 

and
 

pulmonary
 

arterioles.
 

Conclusions　 A
 

rabbit
 

model
 

of
 

acute
 

pulmonary
 

embolism
 

was
 

established
 

by
 

inserting
 

a
 

central
 

venous
 

catheter
 

through
 

the
 

jugular
 

vein;
 

this
 

not
 

only
 

ensured
 

the
 

integrity
 

of
 

the
 

thrombi,
 

but
 

also
 

enabled
 

the
 

attainment
 

of
 

continuous
 

and
 

accurate
 

pulmonary
 

artery
 

pressure
 

data
 

and
 

effectively
 

established
 

an
 

animal
 

model
 

with
 

controllable
 

embolization
 

range
 

and
 

severity.
 

This
 

method
  

has
 

a
 

high
 

success
 

rate,
 

is
 

technically
 

simple
 

and
 

economical,
 

and
 

provides
 

an
 

experimental
 

basis
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

acute
 

pulmonary
 

embolism.
【Keywords】　 acute

 

pulmonary
 

embolism;
 

pulmonary
 

artery
 

pressure;
 

central
 

venous
 

catheter;
 

animal
 

model;
 

rabbit

　 　 急性肺栓塞( acute
 

pulmonary
 

embolism,APE)
是内源性或外源性栓子堵塞肺循环系统导致的一

系列病理生理综合征。 它是全球死亡的一个重要

原因,仅 2018 年就有 10 万多人死亡[1] 。 APE 是西

方国家住院患者心血管疾病死亡的第三大常见原

因,仅次于冠心病和脑卒中[2-3] 。 它起病凶险,因其

症状不典型,缺乏特异性,极易漏诊和误诊,病死率

高[4] 。 早期诊断和干预至关重要,因为大多数 APE
死亡发生在最初几个小时至几天内,70%以上的死

亡发生在 1
 

h 内[5] 。 因此建立一种栓塞范围及严重

程度可控的动物模型用于实验研究十分重要,对于

新药、新的诊疗器械和方法的开发与评估具有重要

意义。 目前用于 APE 模型制备的动物有很多,比如

猴、猪、狗、兔、鼠等,但兔的纤溶系统、肺组织结构

以及血管形态与人类更接近,因此,认为兔模型是

APE 比较理想的模型[6] 。 当前,制备 APE 模型的

方法也有很多,采用导管测量肺动脉压( pulmonary
 

arterial
 

pressure,PAP)是较为常用的方法[7] ,但在术

中准确测量 PAP 较为困难。 Yu 等[8] 、贾振宇等[9]

在 X 线引导下,将导管置入肺动脉监测 PAP,该方

法复杂、昂贵且具有放射性。 也有人采用传统的颈

外静脉置管法测量肺动脉压,其中大部分是根据实

验动物的解剖结构直接插管的[10-11] ,耗时且成功率

较低。 本研究是对传统颈静脉插管方法的进一步

改进。 通过在导丝的引导下将塑形的单腔中心静

脉导管置入肺动脉,成功制备了可实时监测 PAP 的

兔 APE 模型。 此外,建立理想的 APE 模型需要解

决两个问题:一是如何将血栓引入肺动脉;二是如

何控制肺栓塞的严重程度。 本研究有效地解决了

这两个难题。 既保证了血栓的完整性,又实现了

PAP 的实时动态监测。 根据要达到的 PAP 来控制

注入血栓的数量,使 APE 模型的严重程度能够“可

视化”,有效地建立了栓塞范围和严重程度可控的

动物模型。 该方法成功率高、操作简单、经济适用,

为急性肺栓塞的诊断和治疗相关研究提供了实验

依据。

1　 材料和方法
 

1. 1　 实验动物

　 　 普通级雄性新西兰兔 6 只,5 月龄,体重 2. 5 ~
3. 0

 

kg,购自新昌县大市聚镇欣健兔场[SCXK(浙)
2020-0005],饲养于浙江中医药大学滨文校区动物

中心普通环境 [ SYXK ( 浙) 2018 - 0012], 温度为

20℃ ~ 25℃ ,相对湿度为 60% ~ 70%。 实验动物的使

用遵循了 3R 原则,所有实验操作均获浙江中医药

大学动物伦理委员会批准(IACUC-20201102-03)。
1. 2　 主要试剂与仪器　
　 　 异氟烷(批号:20102001,厂家:深圳市瑞沃德

生命科技有限公司);肝素钠(批号:2006106,厂家:
上海上药第一生化药业有限公司)。 中心静脉导管

套 件 ( 规 格: 5 Fr、 单 腔 20 cm、 16 Ga, 批 号:
M201000013,厂家:新加坡柏盛国际有限公司);手
术器械(批号:20200802,厂家:张家港市浦伦医疗

器械有限公司); Medlab 生物信号采集处理系统

(U / 4C501H,南京美易科技有限公司);电热恒温水

槽(CU-600 型,上海一恒科学仪器有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 研究设计

选取 6 只雄性新西兰兔来建立一种栓塞范围和

严重程度可控的急性肺栓塞兔模型。 所有的动物

都遵循相同的规程(如图 1),并作为自身前后对照。
术前制备好自体血栓以及对中心静脉导管塑形。
麻醉诱导后,行股动脉穿刺,动态监测兔血压和心

率。 随后在导引钢丝的引导下从兔颈外静脉置入

中心静脉导管至肺动脉,并连接 Medlab 生物信号采

集系统行肺动脉压动态监测。 麻醉诱导后约 120
 

min 后,注入自体血栓,当平均肺动脉压达到 25
 

mmHg 时停止注栓,待稳定后记录血流动力学参数,
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评估过程持续时间约为 30
 

min。 约 180
 

min 时,对
兔实施安乐死,并进行心肺解剖,观察中心静脉导

管所在位置和血栓分布情况,以及对肺组织行病理

检查。

图 1　 家兔肺栓塞模型制作流程图

Figure
 

1　 Flowchart
 

of
 

making
 

rabbit
 

pulmonary
 

embolism
 

model

注:a:将血栓从聚乙烯管中取出;b、c:将血栓切成直径为 1. 5
 

mm,长为 4
 

mm 的柱形血栓。

图 2　 血栓制作示意图

Note.
 

a,
 

Removing
 

the
 

thrombus
 

from
 

the
 

polyethylene
 

tube.
 

b / c,
 

Thrombus
 

was
 

cut
 

into
 

a
 

cylindrical
 

thrombus
 

with
 

a
 

diameter
 

of
 

1. 5
 

mm
 

and
 

a
 

length
 

of
 

4
 

mm.

Figure
 

2　 Schematic
 

diagram
 

of
 

thrombus

1. 3. 2　 血栓制作　
　 　 从实验兔耳缘静脉取血 3

 

mL,装入无菌聚乙烯

管中,室温静置 30
 

min,自凝后,于 37℃ 电热恒温水

槽加热 2
 

h,用手术刀裁剪成直径为 1. 5
 

mm,长为 4
 

mm 的柱形血栓(如图 2),用无菌生理盐水反复冲

洗后,置于 4℃冰箱备用。
1. 3. 3　 导管塑形

　 　 将缝合针弯曲为半径为 3
 

mm 左右的圆滑弧

型,将塑形好的缝合针置于中心静脉导管的蓝色

端,于 60℃ 电热恒温水槽加热 2
 

h 塑形。 自然冷

却后,拔出缝合针,导管形状(如图 3) ,导管前端

的弧形有利于导管钩挂于主肺动脉,不容易从肺

动脉滑出。 导引钢丝前端弯曲的半径为 3
 

mm 左

右的圆滑弧型(如图 4) ,该弧度与右室壁和肺动

脉所形成的弧度相似,可避免导管在右心室内绕

圈折返,而更容易进入肺动脉。 有研究表明导管

前端弯曲比前端笔直置入时间缩短,并可减少右

心耳和右心室穿孔等心血管损伤的风险[11] 。 可利

用导引钢丝这一特点在其导引下置入中心静脉导

管而到达肺动脉。
1. 3. 4　 麻醉

　 　 采用 3%的戊巴比妥钠溶液按 1
 

mL / kg 的剂

量,经耳缘静脉注射麻醉实验兔,麻醉后用棉绳将

其四肢固定于手术板上,术中吸入异氟烷和空气的

混合气体,用面罩罩住实验兔的嘴巴和鼻子维持麻

醉。 右侧大腿根部备皮、消毒、铺巾,手术切口右侧

腹股沟区皮肤,暴露右侧股动脉,置入 22
 

G 静脉针,
与三通管 Medlab 生物信号采集处理系统相连,监测

有创血压,如图 5。
1. 3. 5　 肺动脉置管　
　 　 常规右侧颈前区备皮、消毒、铺巾,手术切口右

侧颈前区皮肤,暴露右侧颈外静脉。 于右侧颈外静

脉近心端处,采用血管夹阻断血流,待血管充盈后,
行远心端结扎,楔形剪开静脉血管,将上述制备的

中心静脉导管内充满肝素盐水,插入右侧颈外静

脉。 由于导管较软,不易通过三尖瓣。 此时可将导
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注:a:将弯曲的缝合针置入中心静脉导管;b:导管水浴冷却

后,取出缝合针后导管的形状。

图 3　 中心静脉导管塑形

Note.
 

a,
 

Placing
 

the
 

curved
 

suture
 

needle
 

into
 

the
 

central
 

venous
 

catheter.
 

b,
 

Shape
 

of
 

the
 

catheter
 

after
 

cooled.

Figure
 

3　 Shapping
 

the
 

central
 

venous
 

catheter

图 5　 实验兔麻醉后,于右侧股动脉监测有创动脉血压

Figure
 

5　 After
 

anesthesia,
 

the
 

blood
 

pressure
 

of
 

the
 

femoral
 

artery
 

was
 

monitored

引钢丝置入于中心静脉导管,在导引钢丝的引导

下,使中心静脉导管经过右心房、右心室到达肺动

脉。 插入过程中,保持中心静脉导管和导丝的弧向

下方,并根据插管的标记判断到达心脏部位,将插

管左旋并向前推进。 到达肺动脉后,利用头端的弯

曲使导管前端钩挂于肺动脉瓣上,然后退出导引钢

丝,将中心静脉导管通过三通管压力换能器和

Medlab 多通道生物信号分析系统相连。 此时密切

观察生理记录仪显示屏,当压力基线上升并出现肺

动脉波形时(如图 6),立即将导管固定,并开始描记

肺动脉压。 如果插管失败,可将导管回拉 1
 

cm 左

右,再次向前推进,直到出现肺动脉压波形。 最后

缝合颈部切口。
1. 3. 6　 栓子注入

　 　 用注射器经导管注入自体血栓与生理盐水的

混合液 5
 

mL,血栓注入时,控制注入速度,每注入一

注:a:前端弯曲半径为 3
 

mm 左右的圆滑弧型导引钢丝;
b:导引钢丝的整体观。

图 4　 导引钢丝

Note.
 

a,
 

A
 

smooth
 

arc
 

guide
 

wire
 

with
 

a
 

front
 

bending
 

radius
 

of
 

about
 

3
 

mm.
 

b,
 

Overall
 

view
 

of
 

guide
 

wire.

Figure
 

4　 Guide
 

wire

条血栓间隔 30
 

s,当注入血栓约 5 ~ 7 个,平均肺动

脉压达到 25
 

mmHg 时停止输注。
1. 3. 7　 心肺解剖　
　 　 数据采集结束后,过量麻醉(3%异戊巴比妥钠

100
 

mg / kg)处死家兔。 解剖心脏及肺动脉,观察导

管所在位置以及肺动脉内是否有栓子存在。
1. 3. 8　 病理标本制作　
　 　 观察肺组织外观,沿肺梗死区寻找血栓,并于

血栓所在区域取材,切取肺组织块,灌注冲洗后甲

醛固定 48
 

h,常规乙醇脱水、石蜡包埋、切片、苏木

精-伊红(hematoxylin-eosin
 

staining,HE)染色。
1. 4　 统计学方法　
　 　 采用 SPSS

 

25. 0 软件进行统计学分析。 本实验

属于自身配对设计,对连续性变量进行正态性检验,
符合正态分布的计量资料用平均数±标准差( 􀭰x±s)表
示,采用配对 t 检验进行比较;非正态分布计量资料

采用秩和检验。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 模型建立结果　
　 　 6 只实验兔于血凝块注入即刻出现呼吸、心跳

加快,血压一过性升高后出现下降,鼻翼扇动,呼吸

困难,腹式呼吸加强,伴嘴唇紫绀,双肺可闻及干湿

罗音,个别可闻及高调哮鸣音,少数有短暂呛咳,部
分可见明显肌肉颤动,持续约 15 ~ 30

 

min 好转。 实

验观察期间,均无死亡,建模成功率 100%。
2. 2　 血流动力学指标　
　 　 记录注栓前后的兔肺动脉压、血压、心率,所得

压力波形(如图 7)。
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2. 3　 血流动力学检测结果　
　 　 对血栓注入前后的血流动力学进行比较,
SPAP、DPAP、 MPAP 均升高, MBP、 SBP、 HR 均降

低,差异均有统计学意义(P<0. 05),如表 1 和图 8。
2. 4　 病理结果

2. 4. 1　 肉眼观察　
　 　 (1)导管在肺动脉内

打开实验兔胸腔,剪开右心室,找到导管末端,
可观察到导管末端钩挂于主肺动脉(如图 9)。

(2)肺内发现血栓条

对 APE 兔离体肺组织标本进行肉眼观察,并沿

肺动脉走形剪开血管,寻找血栓。 于肺叶动脉及以

上肺动脉内和肺段动脉及以下均发现血栓若干(如

图 10)。 大多数栓子栓塞于肺动脉段水平,多分布

在膈叶动脉及其前基底段支、外基底段支、后基底

段支,少量分布于尖叶和心叶,且右叶检塞率明显

高于左叶。
2. 4. 2　 显微镜下观察病理改变　
　 　 对光,调整好放大倍数,在光学显微镜下观察

兔 APE 肺组织病理改变。 显微镜示兔肺动脉管腔

内见较大血栓,以混合血栓为主;部分血管内皮细

胞脱落坏死,纤维素样变性;动脉内膜平滑肌细胞

部分透明及黏液样变性,动脉壁增厚,向腔内形成

突起,弹力纤维增生,以及左心室壁肥厚(如图 11)。

注:黑色箭头:导管在右心房,压力较低;蓝色箭头:导管在右心室,压力曲线波动幅度增大;绿色箭头:导管在肺动脉,压力曲线波动幅度降

低(走纸速度 500
 

ms / Div)。

图 6　 从右房至右室再到肺动脉的压力波形变化

Note.
 

Black
 

arrow,
 

Catheter
 

is
 

in
 

the
 

right
 

atrium
 

and
 

the
 

pressure
 

is
 

low.
 

Blue
 

arrow,
 

Catheter
 

is
 

in
 

the
 

right
 

ventricle,
 

and
 

the
 

fluctuation
 

of
 

the
 

pressure
 

curve
 

increases.
 

Green
 

arrow,
 

Catheter
 

in
 

the
 

pulmonary
 

artery,
 

and
 

the
 

fluctuation
 

of
 

the
 

pressure
 

curve
 

decreases
 

(at
 

500
 

ms / Div) .

Figure
 

6　 Pressure
 

waveform
 

changes
 

from
 

right
 

atrium
 

to
 

right
 

ventricle
 

and
 

then
 

to
 

pulmonary
 

artery

注:a:某实验兔注栓前的血流动力学参数:PAP:21 / 14
 

mmHg,MPAP:16
 

mmHg,BP:75 / 46
 

mmHg,HR:每分钟 171 次;b:注入 5 个栓子后实

验兔的 MPAP 达到 25
 

mmHg 停止注栓,观察 5
 

min 后的血流动力学参数:PAP:31 / 23
 

mmHg,BP:63 / 48
 

mmHg,HR:每分钟 152 次( PAP:肺
动脉压;BP:血压;HR:心率;走纸速度为 500

 

ms / Div)。

图 7　 注栓前后血流动力学参数的变化

Note.
 

a,
 

Hemodynamic
 

parameters
 

of
 

an
 

experimental
 

rabbit
 

before
 

embolization.
 

PAP,
 

21 / 14
 

mmHg.
 

MPAP,
 

16
 

mmHg.
 

BP,
 

75 / 46
 

mmHg.
 

HR,
 

171
 

bpm.
 

b,
 

After
 

the
 

injection
 

of
 

5
 

embolus,
 

the
 

MPAP
 

of
 

the
 

experimental
 

rabbits
 

reached
 

25
 

mmHg
 

and
 

the
 

embolus
 

was
 

stopped,
 

and
 

the
 

hemodynamic
 

parameters
 

were
 

observed
 

5
 

min
 

later.
 

PAP,
 

31 / 23
 

mmHg.
 

BP,
 

63 / 48
 

mmHg.
 

HR,
 

152
 

bpm
 

( PAP,
 

Pulmonary
 

arteria
 

pressure.
 

BP,
 

Blood
 

pressure.
 

HR,
 

Heart
 

rate,
 

at
 

500
 

ms / Div) .

Figure
 

7　 Hemodynamic
 

changes
 

before
 

and
 

after
 

embolization
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表 1　 注栓前后兔 SPAP、DPAP、MPAP、MBP、SBP、HR 的比较( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

SPAP,
 

DPAP,
 

MPAP,
 

MBP,
 

SBP
 

and
 

HR
 

in
 

rabbits
 

before
 

and
 

after
 

embolization
组别 Groups SPAP(mmHg) DPAP(mmHg) MPAP(mmHg) MBP(mmHg) SBP(mmHg) HR(bpm)

注栓前
Before

 

embolization 19. 5±2. 8 10. 2±3. 0 13. 0±2. 5 73. 8±20. 2 92. 2±24. 6 185. 7±30. 7

注栓后
After

 

embolization 34. 2±2. 3 20. 3±1. 76 25. 0±0. 0 63. 3±19. 7 78. 2±24. 5 　 166±34. 5

t 值
 

t
 

value -7. 546 -12. 200 -11. 619 3. 548 3. 863 4. 963
P 值 P

 

value <0. 001 <0. 0001 <0. 0001 <0. 05 <0. 05 <0. 01
注:SPAP:肺动脉收缩压;DPAP:肺动脉舒张压;MPAP:平均肺动脉压;MBP:平均动脉压;SBP:动脉收缩压;HR:心率。
Note.

 

SPAP,
 

Systolic
 

pulmonary
 

arteria
 

pressure.
 

DPAP,
 

Diastolic
 

pulmonary
 

arteria
 

pressure.
 

MPAP,
 

Mean
 

pulmonary
 

arterial
 

pressure.
 

MBP,
 

Mean
 

arterial
 

pressure.
 

SBP,
 

Systolic
 

arterial
 

pressure.
 

HR,
 

Heart
 

rate.

注:a~ f:兔注栓前与注栓后 SPAP、DPAP、MPAP、MBP、SBP、HR 的变化;c:根据目标肺动脉压 25
 

mmHg,来控制注入栓子的数目,因此

注栓后的肺动脉压都是相同的。 与注栓前比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 8　 注栓前后兔的 SPAP、DPAP、MPAP、MBP、SBP、HR 变化趋势的比较(n= 6)
Note.

 

a~ f,
 

Changes
 

of
 

SPAP,
 

DPAP,
 

MPAP,
 

MBP,
 

SBP
 

and
 

HR
 

in
 

rabbits
 

before
 

and
 

after
 

embolization.
 

c,
 

Controls
 

the
 

number
 

of
 

embolus
 

injection
 

according
 

to
 

the
 

target
 

pulmonary
 

artery
 

pressure
 

of
 

25
 

mmHg,
 

so
 

the
 

pulmonary
 

artery
 

pressure
 

after
 

embolization
 

is
 

the
 

same.
 

Compared
 

with
 

before
 

embolization,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01,
 ∗∗∗P<0. 001,

 ∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

8　 Comparison
 

of
 

SPAP,
 

DPAP,
 

MPAP,
 

MBP,
 

SBP
 

and
 

HR
 

before
 

and
 

after
 

embolization

注:a:打开胸腔后心肺的示意图;b:剪开右心室,暴露导管。
黄色箭头:肺动脉;绿色箭头:主动脉;蓝色箭头:上腔静脉。

图 9　 实验兔的心肺解剖

Note.
 

a,
 

Schematic
 

diagram
 

of
 

heart
 

and
 

lung
 

after
 

opening
 

the
 

chest.
 

b,
 

Cut
 

open
 

the
 

right
 

ventricle
 

to
 

expose
 

the
 

catheter.
 

Yellow
 

arrow,
 

Pulmonary
 

artery.
 

Green
 

arrow,
 

Aorta.
 

Blue
 

arrow,
 

Superior
 

vena
 

cava.

Figure
 

9　 Cardiopulmonary
 

anatomy
 

of
 

experimental
 

rabbits

注:a:左下肺发现血栓; b:右下肺发现血栓。 黑色箭头:
血栓。

图 10　 肺内发现血栓条

Note.
 

a,
 

Thrombus
 

was
 

found
 

in
 

the
 

left
 

lower
 

lung.
 

b,
 

Thrombus
 

was
 

found
 

in
 

the
 

right
 

lower
 

lung.
 

Black
 

arrows,
 

Thrombus.

Figure
 

10　 Thrombus
 

strips
 

found
 

in
 

lung
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注:a:肺动脉血栓形成;b:内皮细胞坏死脱落,血栓形成;c:动脉壁增厚,部分内皮细胞脱落;d:内皮细胞脱落,纤维素样变性;e:动脉壁增

厚,向腔内突起;f:左心室壁增厚。

图 11　 图 11
 

肺栓塞后实验兔肺组织病理改变(HE 染色)
Note.

 

a,
 

Pulmonary
 

artery
 

thrombosis.
 

b,
 

Endothelial
 

cell
 

necrosis
 

and
 

shedding,
 

thrombosis.
 

c,
 

Arterial
 

wall
 

thickening,
 

partial
 

endothelial
 

cell
 

shedding.
 

d,
 

Endothelial
 

cells
 

abscission
 

and
 

fibrinoid
 

degeneration.
 

e,
 

Arterial
 

wall
 

thickening
 

and
 

protruding
 

into
 

the
 

lumen.
 

f,
 

Left
 

ventricular
 

wall
 

thickening.

Figure
 

11　 Pathological
 

changes
 

of
 

experimental
 

rabbit
 

lung
 

tissue
 

after
 

pulmonary
 

embolism(HE
 

staining)

3　 讨论
 

　 　 在研究中,我们通过中心静脉导管建立了肺动

脉栓塞的“可视化”模型。 建模成功率高达 100%。
如图 9 所示,心肺解剖证实导管位于肺动脉主干。
如图 10、图 11 所示,组织病理学检查显示肺动脉和

肺小动脉血栓形成,是诊断肺栓塞的金标准。 稳定

可靠的动物模型是研究 APE 发病机制和评估药物

疗效的重要手段。 建立理想的 APE 模型需要解决

两个主要的问题:将栓子确切地引入肺动脉和有效

地控制肺栓塞的严重程度。 我们的发现有助于解

决这些问题。 首先,该方法确保了栓子的完整性。
通过从颈外静脉置入中心静脉导管至肺动脉,自体

血栓在进入肺动脉前一直在导管中流动,避免了其

分解和自溶;另外,导管尖端位于肺动脉,血栓会确

切地进入肺动脉。 其次,值得注意的是,以往多根

据肺血管内血栓的形状、分布、及血栓量来评估

APE 的病情严重程度是不准确的,由于血栓量的多

少与病情的严重程度并不一定呈平行关系[12] 。 肺

动脉压对急性肺栓塞的严重程度和危险分层有一

定的指导作用[13-14] 。 因此在本研究中,采用的是控

制相同的 PAP 的方法来确保肺栓塞的严重程度

一致。

肺栓塞引起的肺动脉压的改变是肺循环障碍

的重要临床表现和诊断依据[15] 。 在心脏的 4 个腔

室的右心室栓塞是最危险的,表现出更多的血流动

力学不稳定性[16] 。 栓子从右心室脱出,栓塞肺血

管,导致肺血管横截面积减少,肺血管阻力渐进性

增加。 肺动脉有比较好的代偿功能,当栓子比较小

且量不多时,肺动脉的横截面积减少低于 30%时不

会引起肺动脉压力升高;但当栓子比较大且量较多

时,导致栓塞面积过大,肺动脉的横截面积减少超

过 30% ~ 50%时,会使肺动脉压力升高[17] 。 因此,
肺动脉压监测被广泛应用于肺栓塞和肺动脉高压

的诊断和治疗评价[18] 。 右心导管测量 MPAP 是诊

断肺动脉高压的金标准。 肺动脉高压的血流动力

学诊断标准为右心导管在海平面静止时测得的

MPAP 为 25
 

mmHg(1
 

mmHg = 0. 133
 

kPa) [19] 。 故在

本研究中,当 MPAP 超过 25
 

mmHg 时即停止注入

栓子。
通常用于引入栓子的外周静脉为耳缘静脉、颈

外静脉或股静脉等,但由于受限于外周静脉血管的

直径,仅能引入直径较小的栓子,造成周围性肺栓

塞。 虽然通过节段性阻断下腔静脉能够在原位形

成较大血栓,释放后形成中央型肺栓塞,但是这种

方法操作繁琐,并且栓子大小不容易控制,肺动脉
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栓塞程度难以一致。 兔的肺动脉分支较小,主肺动

脉直径约为 4 ~ 8
 

mm,左、右肺动脉主干约为 2. 5 ~
5. 0

 

mm,肺段动脉为 1. 0 ~ 2. 5
 

mm。 因此本研究将

自体血栓剪成 1. 5
 

mm×1. 5 mm×4
 

mm 的柱形血栓,
一方面可以保证栓子不阻塞肺动脉主干,防止急性

右心衰竭而致死亡;另一方面,自体血栓经中心静

脉导管送入主肺动脉处,血栓能确切地进入肺动脉

并避免了血栓的自溶,尸检及病理学检查均显示栓

子较恒定地嵌顿于双侧下肺动脉内,因此不同个体

间肺栓塞程度趋于一致。 该方法成功地模拟了人

类肺栓塞的形成过程,同时通过肺动脉压控制肺栓

塞面积不至于过大。
本研究是对传统颈静脉插管方法的进一步改

进。 通过放置中心静脉导管和导丝,成功制备了可

实时监测 PAP 的兔 APE 模型。 该模型具有以下优

点:第一,导丝前端塑形的弧度与右室壁和肺动脉

所形成的弧度相似,便于进入肺动脉,避免在心室

内折返。 此外,导丝具有良好的韧性和可控性。 与

直接置管相比,避免了软导管造成的置管困难,可
显著缩短手术时间。 第二,中心静脉导管前端的弯

弧可使其更牢固地钩住肺动脉瓣,避免其从肺动脉

脱垂。 第三,导管前端放置于目标肺血管,可选择

性地置入肺血栓主体中,为局部接触性溶栓、碎栓

和吸栓等肺动脉腔内介入治疗提供便捷的操作,对
评价导管技术及药物干预措施等 APE 诊治的相关

研究提供实验基础[20] 。 第四,模型的栓塞范围和严

重程度可控。 因此,该方法对 APE 的研究具有较高

的科学和临床价值。 然而,本研究方案也存在一定

的局限性,由于实验设备的不足,未能测定家兔的

心排量和分析其血气变化,若在后续的研究中进行

补充,将会使该肺栓塞模型更加完善以及具有更加

重要的临床指导意义。
综上所述,此种方法建立的 APE 模型操作方

便、成功率较高、经济适用。 通过导引钢丝引导,中
心静脉导管较容易置入到肺动脉,且能实时、连续

监测 PAP。 根据所要达到的 PAP 来控制注入栓子

的数量,使 APE 模型的严重程度变得“可视化”。
因此,本研究很好地解决了 APE 模型制备的两大难

题,既保证了栓子能确切地进入肺动脉,又有效地

控制了肺栓塞的严重程度,是一种稳定性和可靠性

较高的急性肺栓塞模型。 本方法操作简便且接近

真实的病理状态,具有很高的科研价值和可行性,
可作为动物实验研究及临床研究的理想模型。
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妊娠期糖尿病致子代先天性肾脏及尿路畸形
大鼠模型的建立

欧阳辰昕1,2,王　 城1,2,朱芮樟1,2,廖君左1,敬　 鹏1,何文飞1,赵　 丹1,2∗

(1.川北医学院附属医院小儿外科,四川
 

南充　 637000;2.川北医学院肝胆胰肠研究所,四川
 

南充　 637000)
 

　 　 【摘要】 　 目的　 探索建立妊娠期糖尿病(GDM)致子代先天性肾脏及尿路畸形( CAKUT) SD 大鼠模型的可行

性。 方法　 自然合笼受孕的 SD 大鼠孕鼠 30 只,于孕 1. 5
 

d 一次性腹腔注射链脲佐菌素(STZ),据 STZ 浓度将孕鼠

随机分为 5 组:STZ
 

30 mg / kg 组、STZ
 

35 mg / kg 组、STZ
 

40 mg / kg 组、溶剂对照组(注射同剂量溶剂柠檬酸钠缓冲

液)、空白对照组(不注射任何液体),每组 6 只,孕期监测孕鼠体重、血糖、流产情况。 分娩第 1 天,记录子鼠存活

率,解剖子鼠并观察泌尿系统畸形情况;子鼠横截面 HE 染色,多切面观察肾、输尿管异常情况,测量子鼠肾皮质厚

度。 结果　 STZ
 

30、35、40 mg / kg
 

3 组子鼠均观察到输尿管扩张积水(双侧均达单侧 3 倍以上)及肾发育不良,输尿

管总积水率均超 70%,HE 染色镜下表现为输尿管扩张积水、输尿管壁发育不良、肾实质变薄、肾皮质厚度降低(较

空白对照组减少 20% 以上)。 3 组孕鼠血糖均达建模标准,其中 STZ
 

30 mg / kg 组血糖均值低于 40 mg / kg 组

(P<0. 05);STZ
 

35 mg / kg 组血糖孕早期低于 STZ
 

40 mg / kg 组(P< 0. 05),在孕中晚期无差异(P> 0. 05)。 仅 STZ
 

40 mg / kg 组孕鼠流产(流产率 33. 33%),3 组子鼠存活率均低于空白对照组(P< 0. 05)。 结论 　 GDM 大鼠子代

CAKUT 模型的建立具备可行性,SD 大鼠孕 1. 5
 

d 一次性腹腔注射 STZ
 

30 mg / kg 方案,能安全稳定地使子鼠发生输

尿管积水(单侧或双侧)和肾发育不良。
【关键词】 　 妊娠期糖尿病;先天性肾脏及尿路畸形;链脲佐菌素;子代;大鼠
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

explore
 

the
 

feasibility
 

of
 

establishing
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

congenital
 

abnormalities
 

of
 

the
 

kidney
 

and
 

urinary
 

tract
 

(CAKUT)
 

in
 

offspring
 

due
 

to
 

gestational
 

diabetes
 

mellitus
 

( GDM).
 

Methods　 Thirty
 

naturally
 

conceived
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

five
 

groups
 

by
 

the
 

concentration
 

of
 

streptozotocin
 

(STZ)
 

administered
 

through
 

a
 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

on
 

day
 

1. 5
 

of
 

gestation:
 

30 mg / kg
 

STZ,
 

35 mg / kg
 

STZ,
 

40 mg / kg
 

STZ,
 

solvent
 

control
 

(injected
 

with
 

the
 

same
 

dose
 

of
 

sodium
 

citrate
 

buffer),
 

and
 

blank
 

control
 

( not
 

injected
 

with
 

any
 

liquid)
 

group
 

(n = 6
 

in
 



each
 

group).
 

Weight,
 

blood
 

glucose
 

and
 

abortion
 

of
 

pregnant
 

rats
 

were
 

monitored
 

during
 

pregnancy.
 

On
 

the
 

first
 

day
 

of
 

delivery,
 

the
 

survival
 

rates
 

of
 

offspring
 

were
 

calculated.
 

Offspring
 

were
 

dissected
 

and
 

assessed
 

for
 

abnormalities
 

of
 

the
 

urinary
 

tract.
 

HE
 

staining
 

of
 

cross-sections
 

of
 

the
 

offspring
 

was
 

performed,
 

and
 

renal
 

and
 

ureteral
 

abnormalities
 

were
 

observed
 

and
 

recorded
 

in
 

multiple
 

sections.
 

Renal
 

cortical
 

thickness
 

was
 

measured
 

in
 

offspring.
 

Results 　 Ureteral
 

dilatation
 

and
 

effusion
 

(bilateral
 

up
 

to
 

more
 

than
 

three
 

times
 

of
 

unilateral)
 

and
 

renal
 

dysplasia
 

were
 

observed
 

in
 

30,
 

35
 

and
 

40 mg / kg
 

STZ
 

groups,
 

and
 

the
 

total
 

rates
 

of
 

ureteral
 

effusion
 

were
 

>70%.
 

HE
 

staining
 

revealed
 

dilatation
 

and
 

effusion
 

of
 

the
 

ureter,
 

dysplasia
 

of
 

the
 

ureteral
 

wall,
 

thinning
 

of
 

the
 

renal
 

parenchyma,
 

and
 

a
 

reduction
 

in
 

the
 

renal
 

cortical
 

thickness
 

(more
 

than
 

20%
 

reduction
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group).
 

The
 

blood
 

glucose
 

of
 

all
 

three
 

groups
 

reached
 

the
 

modeling
 

standard,
 

among
 

which
 

the
 

mean
 

blood
 

glucose
 

of
 

the
 

30 mg / kg
 

STZ
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

40 mg / kg
 

STZ
 

group
 

(P<0. 05).
 

Blood
 

glucose
 

in
 

the
 

35 mg / kg
 

STZ
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

40 mg / kg
 

STZ
 

group
 

during
 

early
 

pregnancy
 

(P<0. 05),
 

and
 

there
 

was
 

no
 

difference
 

during
 

middle
 

and
 

late
 

pregnancy
 

(P>0. 05).
 

Only
 

pregnant
 

rats
 

in
 

the
 

40 mg / kg
 

STZ
 

group
 

aborted
 

(33. 33%
 

abortion
 

rate),
 

and
 

survival
 

rates
 

in
 

all
 

three
 

groups
 

were
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 Establishment
 

of
 

a
 

CAKUT
 

model
 

in
 

offspring
 

of
 

GDM
 

rats
 

is
 

feasible,
 

and
 

one
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

30 mg / kg
 

STZ
 

on
 

day
 

1. 5
 

of
 

gestation
 

in
 

SD
 

rats
 

safely
 

and
 

stably
 

causes
 

ureteral
 

effusion
 

(unilateral
 

or
 

bilateral)
 

and
 

renal
 

dysplasia
 

in
 

offspring.
【Keywords】 　 gestational

 

diabetes
 

mellitus;
 

congenital
 

kidney
 

and
 

urinary
 

tract
 

malformation;
 

streptozotocin;
 

offspring;
 

rat

　 　 先 天 性 肾 脏 及 尿 路 畸 形 ( Congenital
 

abnormalities
 

of
 

the
 

kidney
 

and
 

urinary
 

tract,
CAKUT),是对一系列先天性泌尿系统畸形的统称,
约占全部先天性畸形的 20% ~ 30%[1] ,主要包括肾

发育不良、先天性输尿管积水、多囊肾、肾盂输尿管

连接部梗阻、重复肾 / 肾盂 / 输尿管、输尿管膀胱连

接部梗阻、膀胱输尿管反流以及后尿道瓣膜等,当
前 CAKUT 发生机制研究主要集中在经典遗传学领

域,如基因突变、 基因拷贝数变异、 染色体变异

等[2-3] ,随着表观遗传学理论的普及,宫内环境因素

对子代 CAKUT 的诱发机制,逐渐成为关注热点,其
中 也 包 括 妊 娠 期 糖 尿 病 ( gestational

 

diabetes
 

mellitus,GDM)。
GDM 是孕妇在妊娠期间首次发现的糖耐量

异常,是妊娠期常见的合并症之一 [ 4-5] ,其在发展

中及发达国家的发病率均逐年上升 [ 6-8] ,可对母

亲及子代产生长远危害,其导致的畸形包括手足

多指畸形、脊柱缺损、消化道畸形、神经系统畸

形、先天性心脏病、先天性肾脏及尿路畸形等。
国外 meta 分析指出:GDM 母亲子代患 CAKUT 的

风险较正常人增加 39% [ 9] 。 因此,探索建立稳定

有效的实验动物模型成为研究 GDM 导致子代

CAKUT 的第一步,然而国外关于建立此类动物

模型的研究报道不多,国内尚无报道,故本研究

以此 出 发, 旨 在 探 索 并 建 立 GDM 导 致 子 代

CAKUT 的稳定 SD 大鼠模型。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物
 

　 　 SPF 级 10 周龄 SD 大鼠,雌鼠 36 只,雄鼠 18
只,体重 240 ~ 260

 

g,均购自川北医学院实验动物中

心[SCXK(川)2018-18],饲养于川北医学院实验动

物中心 [ SYXK ( 川) 2018 - 076],饲养环境: 温度

20℃ ~ 25℃ ,湿度约 50%,12
 

h 昼夜明暗交替。 饲料

由动物中心统一供应(北京科澳协力)。 实验经川

北医学院动物伦理审查委员批准 ( IACUC-2022-
03),实验过程中对动物遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 链脲佐菌素(streptozotocin,STZ,上海源叶);pH
 

4. 5 柠檬酸钠缓冲液(北京索莱宝);亚甲蓝注射液

(江苏济川);4%多聚甲醛(安徽白鲨)。 血糖仪及

试纸(湖南三诺,安准型);体视显微镜(深圳奥斯

微, T1-HD202 ); 正置显微镜 ( 日本尼康, Eclipse
 

55i);电子分析天平(上海良平,D1067428);石蜡包

埋机及冷冻台(江苏普瑞斯星,PBM-A);石蜡切片

机(德国莱卡,RM2245)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 GDM 母鼠模型的构建　
　 　 于晚间 20:00 将雌鼠与雄鼠 1 ∶ 1 自然合笼,次
日晨 8:00 观察阴栓情况,发现阴栓,则记为孕 0. 5

 

d
(E

 

0. 5)。 按照受孕被检顺序,选择 30 只孕鼠,根据

随机数字表法分到 5 组中( STZ
 

30 mg / kg 组、 STZ
 

35 mg / kg 组、STZ
 

40 mg / kg 组、溶剂对照组、空白对
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照组),每组 n= 6。 于 E
 

0. 5 晚予以禁食(不禁水),
时长 14 ~ 16

 

h,E
 

1. 5 根据 STZ 剂量分组情况,予孕鼠

一次性腹腔内注射柠檬酸钠缓冲液(pH
 

4. 5)配置的

1%
 

STZ 溶液 (1
 

mL 柠檬酸钠缓冲液溶入 10 mg
 

STZ),其中溶剂对照组注射等量柠檬酸钠缓冲液,空
白对照组不予注射任何液体。 注射后,5 组孕鼠均禁

食 4
 

h(不禁水),4
 

h 后予正常饮水、喂食。 E
 

1. 5、E
 

3. 5、E
 

6. 5、E
 

9. 5、E
 

12. 5、E
 

15. 5、E
 

18. 5 孕鼠尾尖采

血监测随机血糖并记录孕鼠体重变化情况。 成模标

准:孕期 3 次随机血糖≥16. 7 mmol / L。 喂养期间若

发现母鼠未孕,予以剔除出组并补充至 n= 6。

注:环状红线外:肾皮质。

图 1　 肾皮质厚度测量方式图解

Note.
 

Outside
 

the
 

circular
 

red
 

line,
 

Renal
 

cortex.

Figure
 

1　 Illustration
 

of
 

renal
 

cortical
 

thickness
 

measurement
 

modality

1. 3. 2　 子鼠泌尿系统形态学观察
 

　 　 子鼠出生当天,计算子鼠存活率(活仔数 / 产仔

数),颈椎脱臼法处死,体视显微镜下操作,子鼠仰

卧位,1
 

mL 针头固定四肢,行下腹正中切口进入腹

腔,切口向上延伸至胸骨下缘,棉签将腹腔内肝、胃
肠道等脏器上拨,修剪两侧腹壁及多余组织,暴露

后腹膜及泌尿系统,记录畸形种类、数量,亚甲蓝染

色 30
 

s,Image
 

view 软件拍照。
1. 3. 3　 子鼠肾、输尿管 HE 染色及观察

 

　 　 子鼠泌尿系统连同躯干用 4%多聚甲醛溶液固

定,常规脱水、透明、石蜡包埋、切片、苏木精-伊红

染色(HE 染色),显微镜观察,NIS-Elements 软件采

集图像。
1. 3. 4　 子鼠肾皮质厚度测量

 

　 　 按等距原则随机抽取子鼠肾门横截面 HE 切

片,每组 3 张,每张测量一侧肾,每个肾取点 3 处,如
图 1,用环状虚线标记肾皮髓质交界,肾乳头方向记

为 0°,顺时针 90°、180°、270°定位 3 处,从定位点向

各自对应肾被膜作垂直线段,线段长度即为肾皮质

厚度,NIS-Elements 软件测量。

1. 4　 统计学方法
 

　 　 采用 SPSS
 

23 对数据进行统计分析,计量资料

以平均数±标准差( 􀭰x±s)描述,多样本计量资料采用

单因素方差分析,对不满足正态性、方差齐性者,采
用非参数检验;计数资料率的统计采用卡方检验,
对超 1 / 4 单元格样本量不足 5 的,采用 Fisher 确切

概率法。

2　 结果
 

2. 1　 各组孕鼠孕期体重变化
 

　 　 随孕期进展,各组孕鼠体重均逐渐上升,且 STZ
 

30、35、40 mg / kg
 

3 组均有不同程度“多饮、多食、多
尿”症状。 STZ

 

40 mg / kg 组 2 只孕鼠在孕中晚期流

产,变化不纳入统计。 各时间点组间孕鼠体重无统

计学差异(P>0. 05),见表 1。
2. 2　 孕鼠血糖值对比

 

　 　 STZ
 

30、35、40 mg / kg
 

3 组孕鼠血糖均符合建模

浓度,且血糖均显著高于空白对照组(P<0. 05),其
中 40 mg / kg 组多次测血糖超血糖仪测定范围( >
33. 3 mmol / L,表显“H1”),并有 2 只孕鼠在孕中晚

期流产。 各组孕鼠随机血糖变化情况见表 2,溶剂

对照组与空白对照组各时间点相比,无统计学差异

(P>0. 05)。 STZ
 

30 mg / kg 组与 35 mg / kg 组各时间

点相比,无统计学差异(P>0. 05)。 STZ
 

40 mg / kg 组

各时间点均显著高于 STZ
 

30 mg / kg 组(P< 0. 05)。
STZ

 

35 mg / kg 组与 40 mg / kg 组相比,在孕中晚期,
有两个时间点(E

 

12. 5 和 E
 

18. 5)血糖值差异无统

计学意义(P>0. 05),这与 STZ
 

40 mg / kg 组孕鼠超

出血糖仪检测范围的血糖值仅以 33. 3 mmol / L 统计

有关,STZ
 

40 mg / kg 组孕期血糖值实际可能更高。
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2. 3　 孕鼠分娩情况
 

　 　 各组孕鼠分娩情况见表 3、表 4,STZ
 

40 mg / kg
组 2 只孕鼠于孕中晚期流产,流产率为 33. 3%,其余

各组孕鼠流产率均为 0。 STZ
 

30、35、40 mg / kg
 

3 组

子鼠存活率均低于空白对照组,差异有统计学意义

(P<0. 05)。 STZ
 

30、35、40 mg / kg
 

3 组子鼠存活率

无差异(χ2 = 0. 659,P>0. 05)。
2. 4　 子鼠泌尿系统畸形情况

　 　 体视显微镜下解剖活产子鼠,溶剂对照组及空

白对照组输尿管均呈正常形态(图 2A),STZ
 

30、35、
40 mg / kg

 

3 组均观察到输尿管扩张积水(图 2B 为

双侧,图 2C 为单侧)。 表 5 为输尿管积水情况,STZ
 

30、35、40 mg / kg
 

3 组扩张积水总发生率均高于空白

对照组(P< 0. 05) 且均达 70%以上;比较 STZ
 

30、
35、40 mg / kg

 

3 组间输尿管积水构成比无差异( χ2 =
1. 384,P>0. 05),即 3 组单侧积水率无差异、双侧积

水率无差异,且 3 组的双侧输尿管积水发生率均达

单侧的 3 倍以上。
表 1　 各组孕鼠不同时间点体重情况( 􀭰x±s,g)

Table
 

1　 Weight
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

at
 

different
 

periods
组别

Groups
总只数(n)

Total
 

number
孕 1. 5

 

d
E

 

1. 5
孕 3. 5

 

d
E

 

3. 5
孕 6. 5

 

d
E

 

6. 5
孕 9. 5

 

d
E

 

9. 5
孕 12. 5

 

d
E

 

12. 5
孕 15. 5

 

d
E

 

15. 5
孕 18. 5

 

d
E

 

18. 5
STZ

 

30 mg / kg 组
30 mg / kg

 

STZ
 

group 6 241. 67±11. 69 251. 67±16. 02 251. 67±7. 53 261. 67±7. 53 273. 33±5. 16 295. 00±18. 71 336. 67±12. 11

STZ
 

35 mg / kg 组
35 mg / kg

 

STZ
 

group 6 240. 00±15. 49 246. 67±17. 51 260. 00±23. 66 278. 33±18. 35 280. 00±20. 98 293. 33±19. 66 338. 33±23. 17

STZ
 

40 mg / kg 组
40 mg / kg

 

STZ
 

group 4 240. 00±8. 16 247. 50±5. 00 252. 50±5. 00 258. 75±6. 29 270. 00±8. 16 292. 5±9. 57 322. 50±5. 00

溶剂对照组
Solvent

 

control
 

group 6 243. 33±5. 16 251. 67±7. 53 258. 33±7. 53 268. 33±7. 53 276. 67±5. 16 301. 67±7. 53 346. 67±16. 33

空白对照组
Blank

 

control
 

group 6 238. 33±4. 08 246. 67±5. 16 253. 33±5. 16 265. 00±8. 37 270. 00±6. 32 293. 33±5. 16 340. 00±10. 95

表 2　 各组孕鼠随机血糖对比(mmol / L,n= 6,􀭰x±s)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

random
 

blood
 

glucose
 

in
 

each
 

group
 

of
 

pregnant
 

rats
组别

Groups
孕 1. 5

 

d
E

 

1. 5
孕 3. 5

 

d
E

 

3. 5
孕 6. 5

 

d
E

 

6. 5
孕 9. 5

 

d
E

 

9. 5
孕 12. 5

 

d
E

 

12. 5
孕 15. 5

 

d
E

 

15. 5
孕 18. 5

 

d
E

 

18. 5
STZ

 

30 mg / kg 组
30 mg / kg

 

STZ
 

group 2. 82±0. 88 19. 77±1. 23∗ 20. 82±2. 39∗ 20. 87±2. 51∗ 21. 60±1. 49∗ 22. 48±3. 15∗ 22. 62±2. 84∗

STZ
 

35 mg / kg 组
35 mg / kg

 

STZ
 

group 3. 83±1. 00 22. 68±2. 17∗ 22. 92±2. 99∗ 22. 58±1. 17∗ 24. 88±3. 96∗ 22. 63±3. 37∗ 27. 82±3. 55∗

STZ
 

40 mg / kg 组
40 mg / kg

 

STZ
 

group 3. 23±1. 45 29. 63±2. 90∗△ 29. 60±3. 17∗△ 32. 30±1. 75∗△ 30. 37±2. 85∗△ 30. 02±2. 81∗△ 31. 17±3. 35∗△

溶剂对照组
Solvent

 

control
 

group 3. 17±0. 87 5. 67±0. 71△ 5. 88±0. 38△ 6. 17±0. 71△ 5. 90±0. 65△ 5. 57±0. 81△ 5. 37±0. 59△

空白对照组
Blank

 

control
 

group 3. 45±0. 40 5. 78±0. 67△ 5. 97±0. 80△ 5. 52±0. 60△ 5. 58±0. 55△ 5. 57±0. 63△ 4. 98±0. 37△

注:与空白对照组相比,∗P<0. 05;与 STZ
 

30 mg / kg 组相比,△P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

30 mg / kg
 

STZ
 

group,△P<0. 05.

表 3　 孕鼠流产情况(n= 6)
Table

 

3　 Abortion
 

of
 

pregnant
 

rats

组别
Groups

流产只数(n)
Number

 

of
 

abortions

流产率
Miscarriage

 

rate

STZ
 

30 mg / kg 组
30 mg / kg

 

STZ
 

group 0 0

STZ
 

35 mg / kg 组
35 mg / kg

 

STZ
 

group 0 0

STZ
 

40 mg / kg 组
40 mg / kg

 

STZ
 

group 2 33. 33%

溶剂对照组
Solvent

 

control
 

group 0 0

空白对照组
Blank

 

control
 

group 0 0

表 4　 各组子鼠存活率
Table

 

4　 Survival
 

rate
 

of
 

offspring
 

rats
 

in
 

each
 

group

组别
Groups

产仔数(n)
Number

 

of
 

births

活仔数(n)
Number

 

of
 

live
 

births

存活率
Survival

 

rate

STZ
 

30 mg / kg 组
30 mg / kg

 

STZ
 

group 80 73 91. 25%

STZ
 

35 mg / kg 组
35 mg / kg

 

STZ
 

group 79 71 89. 87%

STZ
 

40 mg / kg 组
40 mg / kg

 

STZ
 

group 45 39 86. 67%

溶剂对照组
Solvent

 

control
 

group 77 76 98. 70%

空白对照组
Blank

 

control
 

group 72 70 97. 22%
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2. 5　 子鼠肾及输尿管 HE 染色组织形态学观察
 

2. 5. 1　 镜下子鼠肾、输尿管异常
 

　 　 子鼠肾门部横截面 HE 染色全景图见图 3A,
STZ

 

30、35、40 mg / kg
 

3 组均观察到输尿管扩张积

水,肾发育不良(图 3B)。
与溶剂对照组及空白对照组相比,STZ

 

30、35、
40 mg / kg

 

3 组子鼠肾实质发育不良,皮质变薄(图

4A、图 4B),输尿管结构异常,表现为管壁发育不

良,细胞层数减少(图 4C、图 4D)。
2. 5. 2　 子代肾皮质厚度测定

 

　 　 测量方式见本文 1. 3. 4。 如图 5 所示,STZ
 

30、
35、40 mg / kg

 

3 组肾皮质厚度两两比较均无差异

(P>0. 05);溶剂对照组及空白对照组皮质厚度无差

异(P>0. 05)。 STZ
 

30、35、40 mg / kg
 

3 组分别与空

白对照组进行两两比较,肾皮质厚度均小于空白对

照组(P<0. 05),厚度减少量均在 20%以上。

注:A:正常输尿管;B:双侧输尿管积水;C:单侧输尿管积水。 →:输尿管。

图 2　 子鼠输尿管示意图

Note.
 

A,
 

Normal
 

ureter.
 

B,
 

Bilateral
 

ureteral
 

effusion.
 

C,
 

Unilateral
 

ureteral
 

effusion.
 

→,
 

Ureter.

Figure
 

2　 Illustration
 

of
 

the
 

ureter
 

of
 

the
 

offspring
 

rats

表 5　 活产子鼠输尿管积水情况
Table

 

5　 Ureteral
 

effusion
 

in
 

surviving
 

offspring
 

rats

组别
Groups

单侧积水数
Unilateral

 

ureteral
 

effusions
 

number

双侧积水数
Bilateral

 

ureteral
 

effusions
 

number

总积水数
Total

 

ureteral
 

effusion
 

number

正常数
Normal

 

ureteral
 

number

STZ
 

30 mg / kg 组 30 mg / kg
 

STZ
 

group 13(17. 8%) 45(61. 6%) 58(79. 5%) 15(20. 5%)

STZ
 

35 mg / kg 组 35 mg / kg
 

STZ
 

group 10(14. 1%) 44(62. 0%) 54(76. 1%) 17(23. 9%)

STZ
 

40 mg / kg 组 40 mg / kg
 

STZ
 

group 7(17. 9%) 26(66. 7%) 39(84. 6%) 6(15. 4%)

溶剂对照组 Solvent
 

control
 

group 0 0 0 76(100%)

空白对照组 Blank
 

control
 

group 0 0 0 70(100%)

注:():占所在组比例。
Note. (),

 

Proportion
 

in
 

its
 

group.

注:A:正常的肾及输尿管;B:输尿管积水、肾发育不良。

图 3　 子鼠肾门部横截面全景图(HE 染色)
Note.

 

A,
 

Normal
 

kidney
 

and
 

ureter.
 

B,
 

Ureteral
 

effusion
 

and
 

renal
 

dysplasia.

Figure
 

3　 Cross-sectional
 

panoramic
 

view
 

of
 

the
 

kidney
 

hilum
 

of
 

the
 

offspring
 

rats
 

(HE
 

staining)
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注:A、B:肾门面横截面;C、D:肾外输尿管横截面。

图 4　 子鼠肾、输尿管横截面(HE 染色)
Note.

 

A / B,
 

Cross-sections
 

of
 

the
 

kidney
 

hilum.
 

C / D,
 

Cross-sections
 

of
 

the
 

extra-renal
 

ureter.

Figure
 

4　 Kidney
 

and
 

ureter
 

cross-sections
 

of
 

offspring
 

rats
 

(HE
 

staining)

注:与空白对照组相比,∗P<0. 05。

图 5　 子鼠肾皮质厚度情况

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,∗P<0. 05.
 

Figure
 

5　 Renal
 

cortical
 

thickness
 

in
 

offspring
 

rats

3　 讨论

　 　 由于伦理问题和孕检的普及,无法获取孕期高

血糖的典型临床病例,故想要深入研究此类问题,
寻找微观预警、干预手段,需依赖于实验动物模型,

而 GDM 导致子代 CAKUT 的动物模型,国内外报道

不多,Tran 等[10] 采用 Hoxb7-Green 小鼠,在 E
 

13 时

腹腔一次性注射 STZ,发现子代肾发育不良;Hokke
等[11]采用 C57BL / 6J 小鼠,于 E

 

6. 5 开始,连续 3
 

d
腹腔注射 STZ 建模,在胚胎 E

 

14. 5 和 E
 

18. 5 时剖

宫产解剖子鼠,发现子鼠肾发育不良、输尿管积水、
双输尿管及双集合管系统,但上述报道均未详述稳

定动物模型的建立。
本课题组结合前人经验,选择 SD 大鼠腹腔注

射 STZ 建模,需决定注射时间、频次及注射剂量。
未选择饮食诱导建模或基因动物模型,是因为饮食

诱导是使动物产生肥胖、胰岛素抵抗,在孕前引入

了干扰因素,时间长、成本高;而基因敲除常为“全

或无”,成本高。 STZ 为亚硝脲类抗生素,代谢快,对
其他组织、器官毒副作用小,诱导成功率高,现已被

广泛用于糖尿病动物模型制备[12-13] 。 STZ 的注射

时间,需尽量早于大鼠泌尿系统发育时间,故于 E
 

1. 5 注射,注射后 STZ 迅速代谢,降低了药物本身对

子鼠泌尿系统发育的影响。 STZ 的注射剂量,国内

外尚无统一标准,注射浓度多介于 20 ~ 80 mg / kg,注
射频次也分一次或多次[10-11,14] ,在预实验中, STZ

 

25 mg / kg 及以下浓度的孕鼠,随机血糖有转阴可
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能;而 STZ
 

45 mg / kg 及以上浓度孕鼠,随机血糖更

易超血糖仪测量范围( >33. 3 mmol / L),且孕鼠更易

流产、子鼠更不易存活,故 STZ 浓度定为 30、35、
40 mg / kg,一次性腹腔注射以减少对孕鼠的刺激。
STZ 的溶剂为柠檬酸盐缓冲液(pH

 

4. 2 ~ 4. 5),故设

置溶剂对照组,该组在孕鼠体重、血糖,子鼠存活

率、输尿管积水率、肾皮质厚度等均与空白对照组

无差异,排除了溶剂的可能干扰。
孕鼠与子鼠变化情况: ( 1) 孕鼠: STZ

 

30、35、
40 mg / kg

 

3 组孕鼠“三多”症状在孕早中期开始,至
孕晚期尤为明显,但同时间点 5 组孕鼠体重无差异,
并无“一少”的出现,这与现有报道相互印证[15] ,可
能原因为高血糖带来的消耗由多饮多食来代偿,使
体重的减少并无统计学意义。 对于孕鼠的随机血

糖,STZ
 

30 mg / kg 组低于 40 mg / kg 组,35 mg / kg 组

与 40 mg / kg 组在孕中晚期无统计学差异( E
 

12. 5
和 E

 

18. 5 时,P>0. 05),因此 30 mg / kg 更加安全,且
能够满足建模浓度 16. 7 mmol / L 并保证子代稳定畸

形发生。 实验中 40 mg / kg 组部分孕鼠流产,说明较

高剂量 STZ 升高了流产率。 此外,预实验发现,雌
鼠孕前体重 240

 

g 以上,可为孕期提供充足体质储

备以应对孕期高糖的影响,不易流产。 (2)子鼠:在
STZ

 

30、35、40 mg / kg
 

3 组子鼠中观察到输尿管积水

(双侧或单侧)及肾发育不良,体现了 GDM 对子代

泌尿系统的致畸作用,STZ
 

3 剂量组的子鼠存活率

降低,再次说明母体妊娠期高血糖的危害巨大。
STZ

 

3 剂量组子鼠输尿管积水构成比、肾皮质厚度

无差异,说明实验设置的 STZ 浓度梯度在致畸效果

上无明显差异,3 组的输尿管扩张积水总发生率均

超 70%,远高于 Hokke 等[11]报道的子鼠肾和尿路畸

形率 26%,故本模型具有较高的致畸稳定性,但子

鼠中未发现其报道的重复集合系统、重复输尿管等

畸形,可能为样本量不足或建模条件不同所致,因
此,探索新的 CAKUT 子病种模型或为后续实验的

方向之一。 输尿管及肾的畸形由镜下微观结构改

变引起,进而将研究思路引向机制,目前该领域机

制研究涉及活性氧机制[16] 、 NF-κB 通路、Pax2 基

因[17] 、SHH 通路等[18] ,但研究仍不多,期待后续实

验予以探索。
本模型的意义及展望:本实验从 GDM 孕鼠模

型建立方法、母鼠孕期及分娩情况、子鼠泌尿系统

畸形情况等方面进行了研究,虽然在子鼠中仅观察

到 CAKUT 子病种中的输尿管扩张积水及肾发育不

良,但该模型操作简便、周期适中、可重复性强,可
为此领域研究奠定基础。 在后续的研究中,本课题

组将摸索使子代产生重复肾 / 输尿管、 多囊肾等

CAKUT 其他子病种的条件,建立新的稳定动物模

型;同时根据现有模型,从 RNA、蛋白、通路等方面

进行机制研究;有序地提前子鼠解剖时间,从新生

鼠提前到 E
 

18. 5、E
 

15. 5、E
 

12. 5 的胎鼠,进一步探

究母体 GDM 导致子代 CAKUT 的发生机制,力争从

微观领域对 GDM 导致子代 CAKUT 的预警、干预提

供新思路。
综上,SD 大鼠孕 1. 5

 

d 一次性腹腔注射 STZ
 

30 mg / kg 建模方案,既能使子鼠产生稳定输尿管积

水和肾发育不良,又能保证孕期较安全的血糖及较

低的流产率,可作为优选建模方案。 该模型或可为

此类疾病的深入研究提供新思路。
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基于 miR-146a / Sirt6 信号介导的自噬探讨右美托咪定
抗肠缺血再灌注的作用

周　 瑜∗,贾　 静,王　 璐,周　 敏

(西南医科大学附属医院麻醉科,四川
 

泸州　 646000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 miR-146a / Sirt6 信号介导的自噬在右美托咪定( DEX) 抗肠缺血再灌注( I / R) 损伤

中的作用。 方法 　 将 SD 大鼠随机分配到 3 组,包括假手术组( Sham) 、I / R 组和 DEX 组,每组 8 只大鼠。 除

Sham 组外,其余组建立肠道 I / R 模型。 DEX 组大鼠在缺血前 30
 

min 通过腹腔注射 25
 

μg / kg
 

DEX 进行药物

治疗。 体内进行肠道组织病理学检查和评分。 在体外实验中,大鼠小肠隐窝上皮细胞( IEC-6 细胞) 在氧-葡

萄糖剥夺 / 复氧( OGD / R)处理之前与 DEX 一起孵育。 采用 MTT 法分析 IEC-6 细胞活力。 分别采用 TUNEL
法和实时定量 PCR 检测肠道、IEC-6 细胞中的凋亡情况和 miR-146a 水平。 采用蛋白质印迹法和免疫荧光检

测肠道、IEC-6 细胞中 Sirt6、LC3 水平。 结果 　 组织病理学分析表明 DEX 处理对 I / R 诱导的肠上皮损伤具有

保护作用,并以剂量依赖性方式恢复 OGD / R 暴露后细胞增殖。 与 I / R 组相比,DEX 组大鼠肠道组织中细胞

凋亡显著减少(P<0. 01) ,miR-146a、Sirt6 和 LC3
 

Ⅱ表达水平显著增加(P< 0. 05) 。 与体内结果一致,体外研

究发现 DEX 显著减轻 OGD / R 诱导的 IEC-6 细胞凋亡( P< 0. 01) ,同时显著增加了 IEC-6 细胞中 miR-146a、
Sirt6 和 LC3

 

Ⅱ表达(P<0. 01) 。 此外,在 IEC-6 细胞中进行的 miR-146a 抑制剂实验,并发现 miR-146a 抑制剂

削弱 DEX 诱导的改善作用,还通过下调 Sirt6 表达抑制自噬激活。 结论 　 DEX 通过调节 miR-146a / Sirt6 信号

介导的自噬显示出对 I / R 损伤具有保护作用。
【关键词】 　 miR-146a;Sirt6;自噬;大鼠;右美托咪定;肠缺血再灌注
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Effect
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dexmedetomidine
 

on
 

intestinal
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

based
 

on
 

miR-146a / Sirt6
 

signaling-mediated
 

autophagy
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ZHOU
  

Min
(Department
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Hospital
 

of
 

Southwest
 

Medical
 

University,
 

Luzhou
 

646000,
 

China)

　 　 【 Abstract 】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

miR-146a / Sirt6
 

signaling-mediated
 

autophagy
 

in
 

dexmedetomidine
 

(DEX)
 

treatment
 

of
 

intestinal
 

ischemia-reperfusion
 

( I / R)
 

injury.
 

Methods 　 SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

assigned
 

to
 

Sham,
 

I / R,
 

and
 

DEX
 

groups
 

with
 

eight
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

Except
 

for
 

the
 

Sham
 

group,
 

the
 

other
 

groups
 

underwent
 

intestinal
 

I / R
 

modeling.
 

Rats
 

in
 

the
 

DEX
 

group
 

were
 

treated
 

by
 

an
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

25
 

μg / kg
 

DEX
 

at
 

30
 

min
 

before
 

ischemia.
 

In
 

vivo,
 

intestinal
 

histopathological
 

examination
 

and
 

scoring
 

were
 

performed.
 

In
 

vitro
 

experiments,
 

the
 

rat
 

small
 

intestinal
 

crypt
 

epithelial
 

cell
 

line
 

IEC-6
 

was
 

treated
 

with
 

DEX
 

before
 

deprivation / reoxygenation
 

( OGD / R)
 



treatment.
 

IEC-6
 

cell
 

viability
 

was
 

analyzed
 

by
 

MTT
 

assays.
 

Apoptosis
 

and
 

miR-146a
 

expression
 

in
 

intestines
 

and
 

IEC-6
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

TUNEL
 

and
 

quantitative
 

real-time
 

PCR,
 

respectively.
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

expression
 

in
 

intestines
 

and
 

IEC-6
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence.
 

Results　 Histopathological
 

analysis
 

indicated
 

that
 

DEX
 

treatment
 

protected
 

against
 

I / R-induced
 

intestinal
 

epithelial
 

damage
 

and
 

restored
 

cell
 

proliferation
 

after
 

OGD / R
 

exposure
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner.
 

Compared
 

with
 

the
 

I / R
 

group,
 

apoptosis
 

in
 

intestinal
 

tissue
 

of
 

the
 

DEX
 

group
 

was
 

decreased
 

significantly
 

(P<0. 01),
 

and
 

of
 

miR-146a,
 

Sirt6
 

and
 

LC3Ⅱ
 

expression
 

was
 

increased
 

significantly
 

(P<0. 05).
 

Consistent
 

with
 

the
 

in
 

vivo
 

result,
 

DEX
 

significantly
 

attenuated
 

OGD / R-induced
 

apoptosis
 

of
 

IEC-6
 

cells
 

(P<0. 01)
 

and
 

significantly
 

increased
 

the
 

expression
 

of
 

miR-146a,
 

Sirt6
 

and
 

LC3 Ⅱ
 

in
 

IEC-6
 

cells
 

in
 

vitro
 

(P < 0. 01).
 

Furthermore,
 

miR-146a
 

inhibitor
 

treatment
 

of
 

IEC-6
 

cells
 

supported
 

that
 

miR-146a
 

inhibition
 

attenuated
 

DEX-induced
 

improvement
 

and
 

inhibited
 

autophagy
 

activation
 

by
 

downregulating
 

Sirt6
 

expression.
 

Conclusions　 DEX
 

has
 

a
 

protective
 

effect
 

against
 

I / R
 

injury
 

by
 

regulating
 

miR-146a / Sirt6-mediated
 

autophagy.
【Keywords】　 miR-146a;

 

Sirt6;
 

autophagy;
 

rat;
 

dexmedetomidine;
 

intestinal
 

ischemia-reperfusion

　 　 缺血再灌注( ischemia
 

reperfusion,I / R)损伤是

与高发病率和死亡率相关的常见病理过程,常继发

于多种严重疾病[1] 。 I / R 损伤的发病机制是多因素

的,包括过度的炎性细胞因子释放、氧化应激和细

胞凋亡[2-3] 。 肠道 I / R 可能导致肠道屏障功能受

损,肠道通透性增加和肠道菌群易位,导致严重的

局部和全身炎症和多器官功能障碍综合征[4] 。 右

美托咪定( dexmedetomidine,DEX)是一种具有镇静

和镇痛特性的 α2 -肾上腺素受体激动剂。 最近,
DEX 已被鉴定为对多个器官的 I / R 损伤具有保护

潜力[5-6] 。 研究发现,DEX 可以保持肠道结构完整

性并赋予肠道保护免受 I / R 损伤[7] 。 然而,关于其

潜在 的 机 制 仍 然 很 大 程 度 上 未 知。 microRNA
(miRNA)作为一种小的非编码 RNA,通过抑制靶

mRNA 的翻译或稳定来调节转录后翻译[8] 。 最近,
一项研究报道 miR-146a 通过与 IRAK1 的 3’UTR 结

合,可以抑制炎症细胞浸润,从而保护肾组织免受

I / R 损伤[9] 。 在肠道 I / R 损伤方面,miR-146a 可通

过调节自噬抑制肠上皮细胞凋亡,减轻 I / R 过程中

的肠道损伤[10] 。 值得注意的是,最近两项研究报道

了 DEX 通过靶向 miR-146a 参与肺部和心脏保

护[11-12] 。 因此我们假设在肠道中,miR-146a 也可能

在 DEX 对 I / R 损伤的保护功能中发挥作用,并旨在

通过体内和体外研究评估它们之间的关系。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 24 只 SPF 级雄性 SD 大鼠(体重 200 ~ 220
 

g)购

自北京华阜康生物科技股份有限公司[SCXK(京)
2019-0004]。 大鼠喂养于西南医科大学实验动物中

心[SYXK(川)2018-0003],实验前 2 周使大鼠适应

实验室条件((23±2)℃、12
 

h / 12
 

h 光照 / 黑暗、(50±
5)%湿度、随意获取食物和水)。 每笼饲养一只大鼠,
实验前禁食 12

 

h。 动物实验经西南医科大学附属医

院动物实验伦理委员会审核批准(XNYKLY-2021-
016),并严格遵循实验动物使用的 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

　 　 IEC-6 细胞(大鼠小肠隐窝上皮细胞)获自上海

生命科学研究院,接种在含有 5% 胎牛血清( fetal
 

bovine
 

serum,FBS)和 1%非必需氨基的 Dulbecco’ s
 

Modified
 

Eagle’s
 

Medium(DMEM,美国 Gibco 公司)
中培养。 每 2 ~ 3

 

d 更换 1 次培养基,培养物保持在

37℃含有 5%
 

CO2 的饱和湿度环境中。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 Hanks 平衡盐溶液购自美国 Gibco 公司;MTT
试剂、Sirt6、HRP 偶联的二抗购自美国 Abcam 公司;
TUNEL 染色检测试剂盒购自德国 Roche 公司;兔抗

LC3 单克隆抗体购自武汉 Proteintech 公司;TRIzol、
lipofectamine 试 剂 购 自 美 国 Invitrogen 公 司;
TransStart

 

Top
 

Green
 

qPCR
 

SuperMix 购自北京全式

金生物技术有限公司;SYBRTM
 

Select
 

Master
 

Mix 购

自美国 Thermo 公司;PVDF 膜购自美国 Millipore 公

司;β-actin 购自美国 CST 公司; miR-146a 抑制剂

Opti-MEM 购自美国 Ambion 公司。
DM4000B 光学显微镜购自德国 Leica 公司,荧

光显微镜购自日本 Olympus 公司;RS232C 核酸测定

仪购自德国 Eppendorf 公司;7500 快速实时荧光定

量 PCR 系统购自美国 Applied
 

Biosystems 公司;
ChemiDoc

 

XRS 购自美国 Bio-Rad 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞氧-葡萄糖剥夺 / 复氧( oxygen-glucose
 

deprivation / reoxygenation,OGD / R)模型和药物治疗

　 　 将 IEC-6 细胞(每毫升 5×103 个)接种在 96 孔
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板中, 当 80% 汇合时, 细胞加入 DEX ( 0. 5、 1、 2
 

μmol / L)处理 1
 

h。 之后,将细胞培养基更换为不

含葡萄糖的 Hanks 平衡盐溶液,并在 37℃ 的加湿

培养箱(1%
 

O2 、94%
 

N2 和 5%
 

CO2 )中孵育 4
 

h 模

拟缺氧条件。 4
 

h 后,将培养基换回标准 DMEM 培

养基并在常氧环境下再维持 2
 

h 来模拟复氧

期[13] 。 在没有药物处理的标准条件下培养的细胞

用作对照。
为了考察 miR-146a 抑制对 DEX 保护作用的影

响,将细胞实验分为:Con 组、OGD / R 组、OGD / R +
DEX 组、 OGD / R + miR-146a 抑制剂组和 OGD / R +
DEX+miR-146a 抑制剂组。 除 Con 组外,其他组建

立 OGD / R 模型。 OGD / R + miR-146a 抑制剂组和

OGD / R+ DEX + miR-146a 抑制剂组在建立 OGD / R
模型前,加入 miR-146a 抑制剂处理 24

 

h。
1. 3. 2　 细胞活力测定

　 　 使用 3-(4,5-二甲基-2-噻唑) -2,5-二苯基溴

化四氮唑噻唑蓝(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium

 

bromide,MTT) 测定法评估细胞

活力。 在不同的时间点将 MTT 试剂添加到每个孔

中。 在 37℃下用 MTT 溶剂处理细胞 3
 

h,并在 OD
 

590
 

nm 处测量吸光度。
1. 3. 3　 动物分组治疗

　 　 动物被随机分配到 3 组, 包括 假 手 术 组

(Sham)、I / R 组和 DEX 组,每组 8 只大鼠。 I / R 组

和 DEX 组大鼠参照文献方法[14] 建立大鼠肠道 I / R
模型,具体操作为大鼠用异氟醚吸入麻醉。 中线剖

腹探查后,夹住肠系膜上动脉并在 1
 

h 后再灌注。
DEX 组大鼠在缺血前 30

 

min 以腹腔注射 25
 

μg / kg
 

DEX 药物治疗[14] ,和 I / R 组注射 0. 9%生理盐水治

疗。 Sham 组接受相同的麻醉和中线剖腹手术,但不

夹住肠系膜上动脉。 再灌注后 6
 

h 处死所有动物,
取出肠组织进行生化分析。
1. 3. 4　 组织病理学检查

　 　 大鼠肠组织用 4%多聚甲醛固定,石蜡切片用

苏木精-伊红(HE)溶液染色。 最后,通过 DM4000B
光学显微镜获得染色图像。 根据 Chiu’ s 评分[14] 评

估不同组的相对肠损伤程度。
1. 3. 5 　 TdT 介导的 dUTP 缺口末端标记 ( TdT-
mediated

 

dUTP
 

Nick-End
 

Labeling,TUNEL)分析

　 　 采用 TUNEL 染色检测试剂盒进行 TUNEL 分

析。 收集对数期的 IEC-6 细胞并以每毫升 1×105 个

细胞的密度接种在 24 孔板中。 将浓度为 2
 

μmol / L

的 DEX 加入细胞中预处理 12
 

h。 OGD / R 损伤后,
用 PBS 清洗细胞,在 12 孔板中加入 10%甲醛固定

20
 

min。 然后用 PBS 冲洗 3 次,用 0. 5%
 

Triton-100
渗透细胞 10

 

min。 此外,为了检测体内细胞凋亡,石
蜡组织切片用二甲苯和不同梯度的乙醇脱蜡至水

合。 PBS 冲洗 3 次后, 将细胞或组织切片加入

100 μL(10 μL
 

TdT
 

+
 

95 μL 荧光素标记的 dUTP 溶

液)TUNEL 混合液中,在 37℃ 湿暗箱中孵育 1
 

h。
阴性对照(Con)组加入 100 μL 荧光素标记的 dUTP
溶液。 最后,使用荧光显微镜以 200 倍放大倍率捕

获图像。
1. 3. 6　 免疫荧光测定

　 　 将肠组织切片水合并在柠檬酸盐缓冲液中孵

育,用于脱蜡后的抗原修复。 然后将样品在室温下

用 3%
 

BSA 非特异性封闭 2
 

h,在 4℃湿暗箱中用兔

抗 LC3 单克隆抗体(稀释比 1 ∶ 100)孵育过夜。 用

PBS 清洗 3 次后,将切片与 Alexa 荧光素标记的二

抗孵育 1
 

h,然后在 37℃下用 DAPI 溶液(5
 

μg / mL)
染色 10

 

min。 最后,通过荧光显微镜以 200 倍放大

率获得免疫荧光图像。 对于细胞分析,将 IEC-6 细

胞(每毫升 1×105 个细胞)接种在 24 孔板中,然后

用 2
 

μmol / L 的 DEX 预处理 12
 

h。 接下来,细胞用

4%多聚甲醛固定 20
 

min,OGD / R 损伤后用 0. 5%
 

Triton-100 冲洗 10
 

min。 最后,将细胞与兔抗 LC3 一

起孵育,其余步骤与大鼠样品相同。
1. 3. 7　 定量实时 PCR 检测

　 　 使用 TRIzol 试剂从 IEC-6 细胞和大鼠肠组织中

分离总 RNA,并使用 RS232C 核酸测定仪测定总

RNA 的浓度。 然后使用 TransStart
 

Top
 

Green
 

qPCR
 

SuperMix 将总共 1000
 

ng
 

RNA 被逆转录为 cDNA,并
使用 SYBRTM

 

Select
 

Master
 

Mix 在 7500 型实时荧光

定量 PCR 系统上进行实时定量分析。 本研究中基

因的引物序列如下:U6:5’-UGAGAACUGAAUUCC
 

AUGGGUU-3 ’; miR-146a-5p: 5 ’-UGAGAACUGAA
 

UUCCAUGGGUU-3’。
1. 3. 8　 蛋白质印迹法

　 　 使用适当的冷裂解缓冲液从 IEC-6 细胞和肠组

织中提取总蛋白,并使用 BCA 蛋白试剂盒测定蛋白

浓度。 然后将样品加载到 SDS-PAGE ( 8% ~ 12%)
上,并转移到 PVDF 膜。 将膜在 5%脱脂牛奶中封闭

1
 

h,与靶向 β-actin(1 ∶ 2000),Sirt6(1 ∶ 1200 稀释)
和 LC3(1 ∶ 1000 稀释)的一抗在 4℃下孵育过夜,后
与 HRP 偶联的二抗(1 ∶ 5000)在室温下孵育 1

 

h。
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通过增强化学发光法和 ChemiDoc
 

XRS 获取蛋白质

条带图像。 使用 Image
 

J 软件计算条带强度,并将其

归一化为 GAPDH 的条带强度。
1. 3. 9　 体外抑制剂转染 miR-146a
　 　 IEC-6 细胞每毫升 5×103 个细胞接种在 24 孔

板中。 将 50 μL 含 miR-146a 抑制剂( 25 nmol / L,
终浓度) Opti-MEM 与含 1

 

μL
 

lipofectamine 的 50
 

μL
 

Opti-MEM 混合,并转染 IEC-6 细胞 6
 

h。 然后

用原始培养基再培养 24
 

h,用 DEX 预处理并建立

OGD / R 模型。 等浓度的抑制剂阴性对照用作实验

中非序列特异性效应的对照。 最后,测定细胞凋

注:A:大鼠的肠粘膜的 HE 染色结果;B:Chui’s 评分。 与 Sham 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 I / R 组相比,##P<0. 01。

图 1　 DEX 在体内对 I / R 损伤的保护作用(HE 染色,n= 8)

Note.
 

A,
 

HE
 

staining
 

results
 

of
 

the
 

rat
 

intestinal
 

mucosa.
 

B,
 

Chui’s
 

score.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

I / R
 

group,##P<0. 01.
 

Figure
 

1　 Protective
 

effect
 

of
 

DEX
 

against
 

I / R
 

injury
 

in
 

vivo
 

(HE
 

staining)

亡、miR-146a 表达水平以及与信号相关的蛋白表达

水平。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 所有数据均以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 使

用 SPSS
 

22. 0 分析数据。 使用 t 检验对两组之间的

差异 进 行 显 著 性 评 估, 并 使 用 单 向 方 差 分 析

(ANOVA)对两组以上的差异进行评估,然后进行事

后 Tukey 或 Dunnett 多重比较检验。 P<0. 05 认为差

异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 DEX 在体内外对 I / R 和 OGD / R 损伤的保护

作用

　 　 HE 染色显示,假手术组大鼠的肠粘膜上皮细

胞完好无损,杯状细胞清晰可见。 与假手术组相

比,I / R 组大鼠肠黏膜上皮出现明显的肠道形态改

变、大量炎性细胞浸润、固有层消化崩解、出血、溃
疡形成。 DEX 组的肠道形态学改变显著改善,其特

征是肠道组织学损伤评分(Chiu’ s
 

score)降低。 组

织病理学分析表明 DEX 处理对 I / R 诱导的肠上皮

损伤具有保护作用 ( 图 1)。 为了模拟肠 I / R,对

IEC-6 细胞进行 4
 

h 的氧-葡萄糖剥夺,然后进行复

氧(OGD / R)。 与对照组相比,在 OGD / R 暴露后观

察到细胞活力大大降低。 相反,DEX 治疗以剂量依

赖性方式恢复细胞增殖并促进细胞存活。 此外,由
于 DEX 在 2

 

μmol / L 时表现出最佳保护性能,存活

率约为 90%(图 2),因此选择该浓度用于后续分析。
2. 2　 DEX 在体内和体外对 I / R 和 OGD / R 损伤后

细胞凋亡的抑制作用

　 　 与 Sham 组相比,I / R 组大鼠肠道细胞凋亡显著

增加(P< 0. 001)。 DEX 组细胞凋亡显著低于 I / R
组(P<0. 01)(图 3)。 与体内结果一致,体外研究发

现 DEX 显著减轻 OGD / R 诱导的 IEC-6 细胞凋亡

(P<0. 01)(图 4)。
2. 3　 DEX 对体外和体内 miR-146a / Sirt6 信号和

LC3 水平的影响

　 　 先前研究报道了 DEX 通过靶向 miR-146a / Sirt6
信号参与肺部保护[11] ,为考察 DEX 是否通过靶向

miR-146a / Sirt6 信号在对 I / R 损伤的保护功能中发

挥作用,研究考察 DEX 对体外和体内 miR-146a /
Sirt6 信号的影响。 与 Sham 组相比, I / R 组 miR-
146a、Sirt6 在大鼠肠道组织中表达显著下调 (P <
0. 001)。 DEX 治疗显著增加了 I / R 大鼠肠道组织

中 miR-146a、Sirt6 表达(P<0. 01) (图 5、图 6)。 与

体内结果一致,体外研究发现 DEX 显著增加了

OGD / R 诱导的 IEC-6 细胞中 miR-146a 表达下调

(P<0. 01)(图 5)。 此外,蛋白质印迹和免疫荧光测
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注:与 Con 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,##P<0. 01、###P<

0. 001。

图 2　 OGD / R 损伤和 DEX 处理对肠细胞增殖的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,##P<0. 01,###P<0. 001.

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

OGD / R
 

injury
 

and
 

DEX
 

treatment
 

on
 

intestinal
 

cell
 

proliferation

定用于检测体内和体外 LC3 的表达水平。 如图 6
所示,与 Sham 组或对照组相比,I / R 组和 OGD / R 组

LC3
 

Ⅱ的表达水平降低,DEX 增加了 LC3
 

Ⅱ水平。
免疫荧光证实了蛋白质印迹结果,DEX 显著增加了

I / R 大鼠肠组织和 OGD / R 处理的 IEC-6 细胞中

LC3 水平(图 7)。
2. 4　 在体外阻断 miR-146a 后 DEX 对细胞凋亡的

影响

　 　 用 miR-146a 抑制剂转染 IEC-6 细胞,然后在

OGD / R 损伤前用 DEX 预处理。 如图 8 所示,miR-
146a 抑制剂降低了 DEX 治疗诱导的 miR-146a 上调

(P<0. 01)。 与 OGD / R 组相比,miR-146a 抑制剂显

著增加了凋亡细胞的数量,并减少了 Sirt6、LC3
 

Ⅱ
的表达水平。 此外,与 OGD / R+DEX 组相比,OGD /
R+DEX+miR-146a 抑制剂组凋亡细胞的数量显著增

加(P<0. 05),和 Sirt6、LC3
 

Ⅱ的表达水平显著减少

(P<0. 01)(图 9 ~图 11)。

注:A:大鼠的肠粘膜的 TUNEL 染色结果;B:TUNEL 阳性细胞定量分析。 与 Sham 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 I / R 组相比,##P<0. 01。

图 3　 DEX 在体内对 I / R 损伤后细胞凋亡的抑制作用(TUNEL 染色,n= 8)
Note.

 

A,
 

TUNEL
 

staining
 

results
 

of
 

rat
 

intestinal
 

mucosa.
 

B,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

TUNEL
 

positive
 

cells.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,
∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

I / R
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Inhibitory
 

effect
 

of
 

DEX
 

on
 

apoptosis
 

after
 

I / R
 

injury
 

in
 

vivo
 

(TUNEL
 

staining)

注:A:IEC-6 细胞的 TUNEL 染色结果;B:TUNEL 阳性细胞定量分析。 与 Con 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,##P<0. 01。

图 4　 DEX 在体外对 OGD / R 损伤后细胞凋亡的抑制作用(TUNEL 染色,n= 3)
Note.

 

A,
 

TUNEL
 

staining
 

results
 

of
 

IEC-6
 

cells.
 

B,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

TUNEL-positive
 

cells.
 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗∗∗ P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,##P<0. 01.
 

Figure
 

4　 TUNEL
 

staining
 

analysis
 

of
 

the
 

effect
 

of
 

DEX
 

on
 

OGD / R
 

injury-induced
 

apoptosis
 

of
 

intestinal
 

epithelial
 

cells
 

(TUNEL
 

staining)
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注:A:DEX 对 I / R 损伤大鼠肠组织中 miR-146a 表达水平影响;B:OGD / R 损伤诱导的肠上皮细胞中 miR-146a 表达水平影响。 与 Sham 组或
Con 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 I / R 组或 OGD / R 组相比,##P<0. 01。

图 5　 DEX 对体外和体内 miR-146a 水平的影响
Note.

 

A,
 

Effect
 

of
 

DEX
 

on
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-146a
 

in
 

intestinal
 

tissue
 

of
 

rats
 

with
 

I / R
 

injury.
 

B,
 

Effect
 

of
 

miR-146a
 

expression
 

level
 

in
 

OGD / R
 

injury-induced
 

intestinal
 

epithelial
 

cells.
 

Compared
 

with
 

Sham
 

group
 

or
 

Con
 

group,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

I / R
 

group
 

or
 

OGD / R
 

group,
##P<0. 01.

Figure
 

5　 Effects
 

of
 

DEX
 

on
 

miR-146a
 

levels
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo

注:A:DEX 对 I / R 损伤大鼠肠组织中 Sirt6、LC3 表达水平影响;B:OGD / R 损伤诱导的肠上皮细胞中 Sirt6、LC3 表达水平影响。

图 6　 DEX 对体外和体内 Sirt6 和 LC3 水平的影响

Note.
 

A,
 

Effect
 

of
 

DEX
 

on
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

in
 

the
 

intestinal
 

tissue
 

of
 

I / R
 

injured
 

rats.
 

B,
 

Effect
 

of
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

in
 

the
 

intestinal
 

epithelial
 

cells
 

induced
 

by
 

OGD / R
 

injury.

Figure
 

6　 Effects
 

of
 

DEX
 

on
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

levels
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo

注:A:DEX 对 I / R 损伤大鼠肠组织中 LC3 表达水平影响;B:OGD / R 损伤诱导的肠上皮细胞中 LC3 表达水平影响。

图 7　 DEX 对体外和体内 Sirt6、LC3 水平的影响(免疫荧光染色)
Note.

 

A,
 

Effect
 

of
 

DEX
 

on
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

LC3
 

in
 

the
 

intestinal
 

tissue
 

of
 

I / R
 

injured
 

rats.
 

B,
 

Effect
 

of
 

the
 

LC3
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

intestinal
 

epithelial
 

cells
 

induced
 

by
 

OGD / R
 

injury.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

DEX
 

on
 

Sirt6
 

and
 

LC3
 

levels
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo
 

(Immunofluorescence
 

staining)
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图 8　 转染 miR-146a 抑制剂影响 DEX 对 IEC-6
细胞中 miR-146a 表达

Figure
 

8　 Transfection
 

of
 

miR-146a
 

inhibitor
 

affects
 

the
 

expression
 

of
 

miR-146a
 

in
 

IEC-6
 

cells
 

by
 

DEX

3　 讨论

　 　 肠道 I / R 损伤作为临床常见的严重疾病,威胁

患者生命。 肠道黏膜是肠道菌群与其内毒素之间

的屏障[6] 。 I / R 损伤引起的粘膜破坏可出现肠道细

菌转移到体循环系统,并导致组织坏死、严重代谢

紊乱和全身炎症反应综合征的快速进展[6] 。 DEX
是一种成熟的治疗药物,先前研究发现 DEX 通过抑

制炎症和细胞凋亡对肝、肾、脑和胃 I / R 损伤具有保

护作用[15-16] 。 然而,DEX 影响肠道 I / R 损伤的分子

机制仍不清楚。 本研究的结果表明,DEX 预处理显

注:与 Con 组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,##P<0. 01;与 OGD / R+DEX 组相比,&&P<0. 01。

图 9　 转染 miR-146a 抑制剂影响 DEX 对 IEC-6 细胞凋亡的保护(TUNEL 染色,n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

OGD / R+DEX
 

group,&&P<0. 01.

Figure
 

9　 Transfection
 

of
 

miR-146a
 

inhibitor
 

affects
 

the
 

protection
 

of
 

DEX
 

against
 

apoptosis
 

of
 

IEC-6
 

cells
 

(TUNEL
 

staining)

注:与 Con 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,###P<0. 01;与 OGD / R+DEX 组相比,&&&P<0. 01。

图 10　 转染 miR-146a 抑制剂影响 DEX 对 IEC-6 细胞中 Sirt6、LC3
 

Ⅱ蛋白表达影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,###P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R+DEX
 

group,&&&P<0. 01.

Figure
 

10　 Transfection
 

of
 

miR-146a
 

inhibitor
 

affects
 

the
 

effect
 

of
 

DEX
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

Sirt6
 

and
 

LC3Ⅱ
 

proteins
 

in
 

IEC-6
 

cells
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注:与 Con 组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001;与 OGD / R 组相比,##P<0. 01;与 OGD / R+DEX 组相比,&&P<0. 01。

图 11　 转染 miR-146a 抑制剂影响 DEX 对 IEC-6 细胞中 LC3 蛋白表达(免疫荧光染色,n= 3)
Note.

 

Compared
 

with
 

Con
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

OGD / R
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

OGD / R+DEX
 

group,
 

&&P<0. 01.

Figure
 

11　 Transfection
 

of
 

miR-146a
 

inhibitor
 

affected
 

the
 

expression
 

of
 

LC3
 

protein
 

in
 

IEC-6
 

cells
 

by
 

DEX
 

(Immunofluorescence
 

staining)

著改善了 OGD / R 诱导的 IEC-6 细胞活力下降,并且

DEX 可改善肠道 I / R 诱导的组织病理学损伤并降

低 Chiu 评分,这是肠黏膜损伤的重要指标[6] 。 此

外,DEX 显著降低了凋亡细胞的数量,提示 DEX 对

I / R 损伤的保护作用可能与抑制细胞凋亡有关。
自噬作为细胞稳态的关键调节剂,在自噬性细

胞死亡中起重要作用,并作为信号平台促进不同细

胞死亡途径的激活和整合,选择性降解自噬相关因

子[17] 。 例如,增加的自噬活性有助于缓解肠道 I / R
诱导的炎症反应[2] 。 此外,自噬通过降解哺乳动物

细胞中的抗凋亡因子或受损分子和细胞器先于细

胞凋亡[18] 。 目前认为,自噬在缺血性疾病中发挥有

益还是有害作用取决于环境压力因素,包括氧气可

用性的变化、I / R 损伤的严重程度,以及不同器官对

缺血的耐受性,可能导致受影响器官中自噬通量的

变化[19] 。 本研究表明,DEX 预处理上调了肠道 I / R
损伤中的自噬活性,其特征是在体内和体外均增加

了 LC3Ⅱ水平。 由于自噬是一个高度动态和多步骤

的过程,自噬标记蛋白 LC3 水平的增加可能是自噬

活性增加或自噬体-溶酶体融合受阻的结果[20] 。 因

此,我们的研究结果表明,DEX 通过增强自噬活性

来减轻肠道 I / R 损伤。
越来越多的证据表明 miRNA 分子可以作为各

种疾病的靶向治疗剂。 先前的研究发现,miR-146a
可以缓解 I / R 损伤, 例如肾 I / R 和心肌 I / R 损

伤[9,21] 。 至于肠道 I / R 损伤, 之前的研究表明

miR-146a 在 I / R 和 OGD / R 期间的表达降低,并且

在 OGD / R 期间抑制 miR-146a 表达进一步抑制自噬

并加重细胞死亡,而 miR-146a 过表达通过上调 Sirt6
增加体外自噬激活来减轻 OGD / R

 

损伤。 提示 miR-
146a / Sirt6 信号通过调节自噬作用于 OGD / R[10,22] 。
此外,先前研究已经证实了 miR-146a 可以通过靶向

Sirt6 来调节炎症、氧化应激、纤维化等病理过程[23] 。
本研究发现, DEX 在体内和体外均增加了 miR-
146a / Sirt6 信号水平。 Sirt6 介导的自噬在控制凋亡

信号传导中起关键作用。 为了进一步研究 DEX 对

miR-146a / Sirt6 信号的影响, 我们在体外进行了

miR-146a 抑制剂测试,并发现 miR-146a 抑制剂削

弱 DEX 诱导的改善作用,还通过下调 Sirt6 表达抑

制自噬激活。 这些发现表明,DEX 通过激活 OGD /
R 受损的自噬通量来减轻 OGD / R 损伤。

此外,DEX 对 I / R
 

损伤的保护作用很可能还涉

及除 miR-146a / Sirt6 级联之外的许多细胞功能。 据

报道,DEX 上调 HIF-1α 以抑制 I / R 诱导的神经元

自噬[24] 。 ERK 和 Akt 信号通路参与 DEX 介导的肾

I / R 损伤中氧化应激和炎症的减弱[15] 。 此外,也有
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报道称 DEX 通过 PPARγ / STAT3 信号通路调节巨

噬细胞 M2 的活化来减轻肝的 I / R 损伤[6] 。 这与我

们模型中观察到的细胞凋亡减少一致,表明在 I / R
损伤和 DEX 治疗期间存在复杂的细胞间通讯。 总

体而言,所有这些发现都确定了 DEX 赋予保护功能

的复杂性,而对潜在机制的更严格探索不仅需要扩

大我们对 I / R 的了解,而且还需要提供针对 I / R 损

伤的新预防策略。
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过表达 miR-202-5p 通过抑制 PCSK9 减轻阿尔茨海默病
神经损伤

徐沛沛1,赵树华1,王江波2,姚先丽1,白　 金1∗

(1.郑州大学附属郑州中心医院康复医学科,郑州　 450001;2.河南中医药大学附属郑州人民医院康复医学科,郑州　 450014)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨 miR-202-5p 对前蛋白转化酶枯草溶菌素 9( PCSK9)的调控作用,及对阿尔茨海默症

(AD)神经元损伤的影响。 方法　 SD 大鼠用侧脑室注射 β-淀粉样蛋白(Aβ1-42)法建立 AD 模型,随机分正常对照

组、模型组、ago-miR-202-5p 组、ago-NC 组、PCSK9 抑制剂组。 给药结束后进行空间记忆及学习能力检测;尼氏染色

检测脑皮层组织神经元变化;神经元核抗原(NeuN)免疫荧光染色法检测脑皮层组织神经元数目;ELISA 法检测脑

脊液中 PCSK9、β-淀粉样蛋白 42(Aβ42)、β-淀粉样蛋白 40(Aβ40)、总胆固醇(TC)及脑皮层组织中肿瘤坏死因子-
α(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)、磷酸化 Tau 蛋白(P-tau)水平;qRT-PCR 法检测脑皮层组织 miR-202-5p 表达水

平;Western
 

blot 法检测脑皮层组织 PCSK9、LDL 受体相关蛋白 1( LRP-1)、载脂蛋白 E( ApoE) 及淀粉前体蛋白

(APP)、β 位点 APP 剪切酶 1(BACE1)蛋白表达。 双荧光素酶验证 miR-202-5p 对 PCSK9 的靶向调控作用。 建立

体外 AD 细胞模型,共转染 miR-202-5p
 

mimic 及 PCSK9 过表达载体( pcDNA-PCSK9),探究 PCSK9 过表达对 miR-
202-5p 作用的逆转。 结果　 与正常对照组相比,模型组大鼠空间记忆及学习能力降低,脑皮质神经元损伤及数目

减少,脑脊液中 PCSK9、Aβ42、Aβ40、胆固醇水平升高,脑皮质组织中 P-tau 及炎症因子水平升高,miR-202-5p 表达

降低,PCSK9 活化介导的 BACE1-APP-Aβ 生成途径活性升高,LRP-1-ApoE 介导的促胆固醇摄取及 Aβ 清除活性降

低(P<0. 05)。 miR-202-5p 过表达或 PCSK9 抑制剂干预治疗,均可抑制 Aβ42、Aβ40 沉积引起的神经元损伤,减少

炎症因子分泌,并抑制 PCSK9 活化介导的 BACE1、APP、Aβ 生成,提高 LRP-1-ApoE 介导的促胆固醇摄取及 Aβ 清

除(P<0. 05)。 miR-202-5p 与 PCSK9 之间存在靶向调控作用。 PCSK9 上调,可部分减弱 miR-202-5p 过表达发挥的

抗 AD 作用(P<0. 05)。 结论　 过表达 miR-202-5p 可通过抑制 PCSK9 活化抑制 Aβ 生成并促进 LRP-1-ApoE 介导

的促胆固醇摄取及 Aβ 清除,进而发挥抗 AD 神经损伤作用。
【关键词】 　 miR-202-5p;前蛋白转化酶枯草溶菌素 9;阿尔茨海默症;β-淀粉样蛋白
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

regulatory
 

effect
 

of
 

miR-202-5p
 

on
 

proprotein
 

convertase
 

subtilisin / kexin
 

type
 

9
 

(PCSK9)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

neuronal
 

damage
 

in
 

Alzheimer’s
 

disease
 

(AD).
 

Methods　 SD
 

rats
 

were
 

injected
 

with
 

amyloid
  

β(Aβ)
 

1-42
 

into
 

the
 

lateral
 

ventricle
 

to
 

establish
 

an
 

AD
 

model
 

and
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal
 

control,
 

model,
 

ago-miR-202-5p,
 

ago-NC
 

and
 

PCSK9
 

inhibitor
 

groups.
 

After
 

the
 

administration,
 

spatial
 

memory
 

and
 

learning
 

ability
 

tests
 

were
 

performed.
 

Nissl
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

neuronal
 

changes
 

in
 

cerebral
 

cortex
 

tissue.
 

Neuron
 

nuclear
 

antigen
 

(NeuN)
 

immunofluorescence
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

number
 

of
 

neurons
 

in
 

cerebral
 

cortex
 

tissue.
 

ELISAs
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

levels
 

of
 

PCSK9,
 

β-amyloid
 

42
 

( Aβ42 ),
 

β-amyloid
 

40
 

( Aβ40 ),
 

and
 

total
 

cholesterol
 

( TC )
 

in
 

cerebrospinal
 

fluid
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

( TNF-α),
 

interleukin-1β
 

( IL-1β),
 

and
 

phosphorylated
 

Tau
 

protein
 

( P-
tau)

 

in
 

cerebral
 

cortex
 

tissues.
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

miR-202-5p
 

expression
 

in
 

cerebral
 

cortex
 

tissue.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

PCSK9,
 

LDL
 

receptor-related
 

protein
 

1
 

( LRP-1),
 

apolipoprotein
 

E
 

( ApoE),
 

amyloid
 

precursor
 

protein
 

(APP),
 

and
 

β
 

site
 

APP
 

shearing
 

enzyme
 

1
 

(BACE1)
 

protein
 

expression
 

in
 

cerebral
 

cortex
 

tissue.
 

Dual
 

luciferase
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

verify
 

targeted
 

regulation
 

of
 

PCSK9
 

by
 

miR-202-5p.
 

An
 

in
 

vitro
 

AD
 

cell
 

model
 

was
 

established
 

and
 

cotransfected
 

with
 

miR-202-5p
 

mimic
 

and
 

an
 

PCSK9
 

overexpression
 

vector
 

( pcDNA-PCSK9),
 

and
 

then
 

reversal
 

of
 

the
 

effect
 

of
 

PCSK9
 

overexpression
 

on
 

miR-202-5p
 

was
 

explored.
 

Results 　 Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 

the
 

spatial
 

memory
 

and
 

learning
 

ability
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

decreased,
 

cerebral
 

cortex
 

neuron
 

damage
 

and
 

number
 

were
 

decreased,
 

PCSK9,
 

Aβ42,
 

Aβ40
 

and
 

cholesterol
 

levels
 

in
 

the
 

cerebrospinal
 

fluid
 

were
 

increased,
 

P-tau
 

and
 

inflammatory
 

factors
 

levels
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

were
 

increased,
 

miR-202-5p
 

expression
 

was
 

decreased,
 

activity
 

of
 

the
 

PCSK9
 

activation-mediated
 

BACE1-APP-Aβ
 

production
 

pathway
 

was
 

increased,
 

and
 

LRP-1-ApoE-mediated
 

promotion
 

of
 

cholesterol
 

uptake
 

and
 

Aβ
 

clearance
 

activity
 

were
 

decreased
 

(P< 0. 05).
 

miR-202-5p
 

overexpression
 

or
 

PCSK9
 

inhibitor
 

treatment
 

suppressed
 

neuronal
 

damage
 

caused
 

by
 

Aβ42
 

and
 

Aβ40
 

deposition,
 

reduced
 

inflammatory
 

factor
 

secretion,
 

inhibited
 

BACE1,
 

APP
 

and
 

Aβ
 

production
 

mediated
 

by
 

PCSK9
 

activation,
 

and
 

increased
 

LRP-1-ApoE-mediated
 

promotion
 

of
 

cholesterol
 

uptake
 

and
 

Aβ
 

clearance
 

( P < 0. 05).
 

There
 

was
 

a
 

targeted
 

regulatory
 

effect
 

between
 

miR-202-5p
 

and
 

PCSK9.
 

Upregulation
 

of
 

PCSK9
 

partially
 

attenuated
 

the
 

anti-AD
 

effect
 

of
 

miR-202-5p
 

overexpression
 

( P < 0. 05 ).
 

Conclusions　 miR-202-5p
 

overexpression
 

inhibits
 

Aβ
 

production
 

by
 

suppressing
 

PCSK9
 

activation
 

and
 

promoting
 

LRP-1-
ApoE-mediated

 

cholesterol
 

uptake
 

and
 

Aβ
 

clearance,
 

thereby
 

exerting
 

anti-AD
 

nerve
 

injury
 

effect.
【Keywords】　 miR-202-5p;

 

proprotein
 

convertase
 

subtilisin / kexin
 

type
 

9;
 

Alzheimer’s
 

disease;
 

β-amyloid

　 　 阿尔茨海默症( Alzheimer’ s
 

disease,AD) 多发

于老年人群,是诱导老年人死亡的第五大疾病[1] 。
过往研究发现,随着年龄及衰老的发展,β-淀粉样蛋

白(amyloid
 

β,Aβ)大量积累引起的神经炎性反应是

导致 AD 患者神经系统损伤及记忆丧失、认知障碍及

行为改变的主要原因[2] 。 近来有研究发现,脑内胆固

醇失衡,是导致 AD 患者 Aβ 代谢异常及神经炎症发

生的关键因素之一[3] 。 文献报道发现,具有监管胆固

醇稳态的重要调节因子-前蛋白转化酶枯草溶菌素 9
(proprotein

 

convertase
 

subtilisin / kexin
 

type
 

9,PCSK9)
可在 AD 患者的脑脊液中呈异常高表达[4] ,且 PCSK9
的高表达一方面可通过抑制神经元摄取胆固醇而阻

断神经元发育再生[5] ,另一方面可通过影响 β 位点

APP 剪切酶 1(β-site
 

APP
 

cleaving
 

enzyme
 

1,BACE1)
表达来引起 Aβ 加工及代谢异常,而导致 Aβ 积聚及

神经炎症反应的发生[6] 。 但引起 AD 患者 PCSK9 异

常变化的基因调控机制还不甚清楚。
miRNA 是参与 AD 神经系统病变的重要调控因

子,大量研究发现,AD 患者 Aβ 积聚,与 miRNA 的

异常表达关系密切[7] 。 已有文献显示,miR-202-5p
可通过靶向抑制淀粉样前体蛋白( amyloid

 

precursor
 

protein,APP)的 3’ UTR 端,而降低 AD 患者 Aβ 沉

积引起的神经系统损伤[8] 。 但 AD 患者 PCSK9 表

达的升高是否与 miR-202-5p 表达的异常有关还未

见报导。 本研究建立 AD 体内外模型,干预 miR-
202-5p 及 PCSK9 表达后,对此进行验证探究,以期

为 AD 的基因靶向治疗提供新的思路。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 清洁级 SD 雄性大鼠 50 只,体重 260 ~ 280
 

g,由
中国医学科学院医学实验动物研究所提供[ SCXK
(京)2021-0004]。 所有大鼠均饲养在郑州大学(药
物研究院) [ SYXK (豫) 2018 - 0004],饲养温度为

22℃ ~25℃,湿度控制在 55%左右。 无菌手术在郑州

大学(药物研究院)进行. 本实验经郑州大学附属郑

州中心医院动物伦理委员会批准(20210617-0012),
并按实验动物使用的 3R 原则给予人道的关怀。
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1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 小鼠脑皮质神经元(Sci-L-0956,上海圻明生物

科技有限公司); PCSK9 抑制剂-Aliro ( YSRIBIO-
C4745,上海研生实业有限公司);Aβ1-42 ( A4558,
美国 Sigma 公司,使用前,将 Aβ1-42 肽以 200

 

μmol /
L 浓度溶解于无菌双蒸水中,37℃ 静置 24

 

h,14000
 

r / min、4℃离心 10
 

min 制成可溶性 Aβ1-42 寡聚体

备用);Aβ42、Aβ40
 

ELISA 试剂盒( JH-R30135、JH-
R30130,上海继和生物科技有限公司); PCSK9

 

ELISA 试剂盒(EK-M28850,上海酶研生物科技有限

公司);肿瘤坏死因子-α( TNF-α)、白细胞介素-1β
(IL-1β)、磷酸化 Tau 蛋白( P-tau)、总胆固醇( TC)
ELISA 试 剂 盒 ( FN-AQ-M0183、 E-R-0067、
1529384953、EK-R38996,武汉菲恩生物科技有限公

司、深圳海思安生物技术有限公司、上海江莱生物

科技有限公司、 上海酶研生物科技有限公司);
PCSK9、负责神经元胆固醇摄取相关因子-LDL 受体

相关蛋白 1( LRP-1)、载脂蛋白 E ( ApoE) 及 APP、
BACE1 等兔抗大鼠抗体均购自英国 abcam 公司。
FC 酶标仪购自 ThermoFisher;BX43 光学显微镜购

自日本奥林巴斯;Dounce 组织匀浆器购自海德创业

(北京)生物科技有限公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 模型建立及分组

　 　 取大鼠 40 只,参照文献[9]方法,将大鼠麻醉后,
经侧脑室注射 5 μL 浓度为 80 μmoL / L 的 Aβ1-42,
2

 

d
 

1 次,连续 8
 

d,建立大鼠 AD 模型,用水迷宫试

验检测大鼠学习记忆能力,若大鼠出现学习记忆能

力下降现象,视为造模成功。 将造模成功大鼠按随

机数字表法分模型组、 ago-miR-202-5p 组、 ago-NC
组、PCSK9 抑制剂组,每组 10 只,另取 10 只大鼠侧

脑室注射 5 μL 无菌双蒸水,相同时间后,作为正常

对照组。 各组于造模成功后开始给药,ago-miR-202-
5p 组及 ago-NC 组经侧脑室注射 5 μL 浓度为

25 μmoL / L 的 miR-202-5p 激动剂(ago-miR-202-5p)
及阴性对照(ago-NC)进行干预治疗,3

 

d
 

1 次,连续

15
 

d;PCSK9 抑制剂-Aliro 参照文献[10] 经侧脑室注

射 16 mg / kg 的 PCSK9 抑制剂 Aliro,3
 

d
 

1 次,连续

15
 

d。 正常对照组及模型组经侧脑室注射等量双

蒸水。
1. 3. 2　 大鼠空间记忆及学习能力检测

　 　 制备水迷宫试验平台(直径为 150
 

cm 的圆形水

池,水深 60
 

cm,水温(23±2)℃ ,水池分为 4 个象限,

第一象限内含距水面 1 ~ 2
 

cm 的逃生平台,直径 14
 

cm,高 29
 

cm)。 将大鼠面朝池壁从第 4 象限放入水

中,120
 

s 后未找到平台的引导其找到平台,并让其

在平台上停留 10
 

s,进行连续训练 5
 

d,每天训练 4
次,第 6 天用摄像头记录大鼠自主找到逃生平台的

时间,即逃避潜伏期,逃逸潜伏期越短,预示其空间

记忆能力越强。 撤去水下逃生平台,将大鼠从第 4
象限面朝池壁投入池中,并让其自由游泳 120

 

s,摄
像头记录统计大鼠 120

 

s 内穿越原平台位置的次

数,穿越原平台次数越高预示其空间学习能力越好。
1. 3. 3　 ELISA 法检测脑脊液及脑皮层组织相关

因子

　 　 各组大鼠,断头取脑,解剖取脑脊液 2
 

mL,按
ELISA 试剂盒方法检测 PCSK9、Aβ42、Aβ40 及 TC
水平;剥取完整脑皮层组织,分成两部分,一部分置

于 4%多聚甲醛中固定 24
 

h 备用,另一部分剪取约

1
 

g 粉碎研磨后取匀浆液,按 ELISA 试剂盒方法检

测 TNF-α、IL-1β、P-tau 水平,剩余脑皮层组织置于

-80℃保存。
1. 3. 4　 尼氏及神经元核抗原(NeuN)免疫荧光染色

法检测脑皮层组织神经元形态及数目变化

　 　 将 4%多聚甲醛中固定的脑皮层组织,制成厚

为 5
 

μm 的石蜡切片,脱蜡、透化及抗原修复处理

后,按尼氏染色液说明书方法染色后,于光镜下观

察神经元形态变化,滴加 1 ∶ 500 的 NeuN 一抗孵育

过夜后,用 0. 5%的驴抗兔二抗 IgG 避光孵育处理

10
 

min 后,DAPI 核染 10
 

min,晾干及封片后,光镜下

观察,Image
 

Pro-Plus
 

6. 0 软件计算每视野下单位面

积下 NeuN 阳性染色神经元数目。
1. 3. 5 　 qRT-PCR 法检测脑皮层组织 miR-202-5p
表达

　 　 粉碎脑皮层组织, 提取 RNA, 逆转录得到

cDNA,行 PCR 反应(反应体系:cDNA
 

1 μL;SYBR
 

GREEN 反应液 5 μL, PCR 引 物 各 0. 8 μL, H2O
 

3 μL,反应条件:90℃预变性 60
 

s、1 个循环,94℃ 变

性 10
 

s、65℃ 退火 60
 

s、45 个循环)。 miR-202-5p
( 5 ’-GTCACATGCTGGGTCCAACAAA-3 ’, 5 ’-
GCGTCCTATGCACTC-3’)以 U6 为内参用 2-ΔΔCt 法

计算基因相对表达水平,引物序列由大连宝生生物

公司合成。
1. 3. 6　 Western

 

blot 法检测脑皮层组织相关蛋白

表达

　 　 粉碎脑皮层组织,组织匀浆器匀浆得匀浆液,
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提取蛋白,BCA 法测定蛋白总浓度,制备浓缩胶及

分离胶,取 60
 

μg 蛋白行电泳和转膜反应,加入 1 ∶
900 的一抗 PCSK9、 LRP-1、 ApoE、 APP、 BACE1 抗

体,及 1 ∶ 1
 

200 的内参 β-actin 抗体,4℃ 摇床孵育

过夜,HRP 羊抗兔二抗室温孵育 40
 

min,化学发光

法液显色后,用以 Image
 

J 软件分析条带相对灰

度值。
1. 3. 7　 双荧光素酶报告试验验证 miR-202-5p 与

PCSK9 的靶向关系

　 　 starbase 网站预测 miR-202-5p 和 PCSK9 的结合

位点。 建立含有 miR-202-5p 结合位点的 PCSK9-3’
UTR 野生型(WT)和 PCSK9-3’ UTR 突变型( MUT)
片段,克隆至荧光素酶报告质粒中, Lipofectamine

 

2000 转染试剂将 PCSK9-3’ UTR-WT、 PCSK9-3’
UTR-MUT 荧光素酶报告质粒,分别与 mimic

 

NC 或

miR-202-5p
 

mimic 共转染至 293 T 细胞中,48
 

h 后检

测荧光素酶活性。
1. 3. 8　 AD 细胞模型共转染 miR-202-5p

 

mimic 及

PCSK9 过表达质粒( pcDNA-PCSK9) 对皮质神经元

损伤的影响

　 　 取小鼠原代皮质神经元冻存管,37℃ 水浴复苏

后,取适量加入 DMEM 培养基(含 5%胎牛血清)中

进行传代培养及计数。 取对数期生长良好的神经

元,按 1×108 个 / 孔的密度接种于 6 孔板内,设置为

空白组、Aβ 诱导组(参照文献[11] 加入终浓度为 1
 

μmol / L 凝聚态的 Aβ1-42 培养 1
 

h 作为 AD 细胞模

型)、miR-202-5p
 

mimic 组(在 Aβ 诱导组基础上转

染 miR-202-5p
 

mimic)、mimic-NC 组(在 Aβ 诱导组

基础 上 转 染 miR-202-5p
 

mimic 阴 性 对 照 载 体-
mimic-NC)、 miR-202-5p

 

mimic + pcDNA-PCSK9 组

(在 Aβ 诱导组基础上共转染 miR-202-5p
 

mimic 及

pcDNA-PCSK9)、 miR-202-5p
 

mimic + pcDNA-NC 组

(在 Aβ 诱导组基础上共转染 miR-202-5p
 

mimic 及

pcDNA-PCSK9 阴性对照载体-pcDNA-NC),每组设

置 6 个 复 孔。 空 白 组 加 入 培 养 基 正 常 培 养;
Lipofectamine

 

2000 转染试剂进行转染,各组细胞培

养 48
 

h 后,取细胞上清液,用 ELISA 法检测 PCSK9、
TC、 TNF-α、 IL-1β、 P-tau 水 平; 取 细 胞 按

Honchest33258 染色液说明书方法,染色后于显微镜

下观察细胞核损伤状况;按 1. 3. 5 及 1. 3. 6 方法测

基因及相关蛋白表达。
1. 4　 统计学方法

　 　 以 SPSS
 

22. 0 软件对实验数据进行统计分析,

计量资料以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间比较

进行单因素方差分析,进一步两组间比较行 snk-q
检验,P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 过表达 miR-202-5p 或抑制 PCSK9 对大鼠脑

皮层组织 miR-202-5p 表达的影响

　 　 与正常对照组(1. 09±0. 10)相比,模型组大鼠

脑皮层组织中 miR-202-5p 表达(0. 14 ± 0. 10) 降低

(P<0. 05)。 与模型组相比,ago-miR-202-5p 组大鼠

脑皮层组织中 miR-202-5p 表达(0. 81 ± 0. 12) 升高

(P<0. 05);PCSK9 抑制剂组(0. 11 ± 0. 11)、mimic-
NC 组(0. 12±0. 10)大鼠脑皮层组织 miR-202-5p 表

达与模型组相比差异不显著(P>0. 05)。
2. 2　 过表达 miR-202-5p 或抑制 PCSK9 对 AD 大

鼠空间学习记忆能力的影响

　 　 与正常对照组相比,模型组大鼠逃避潜伏期延

长,穿越平台次数减少(P<0. 05),预示其空间记忆及

学习能力降低。 与模型组相比,ago-miR-202-5p 组及

PCSK9 抑制剂组大鼠逃避潜伏期缩短,穿越平台次数

升高(P<0. 05),且 ago-miR-202-5p 组对上述指标的

改善效果,好于 PCSK9 抑制剂组(P<0. 05)。 ago-NC
组与模型组相比,差异不显著(P>0. 05),见表 1。

表 1　 大鼠平均逃避潜伏期、穿越平台次数( 􀭰x±s,n= 10)
Table

 

1　 Average
 

escape
 

latency
 

and
 

times
 

of
 

crossing
 

the
 

platform
 

in
 

rats

组别
Groups

平均逃避潜伏期(s)
Average

 

escape
 

latency

穿越平台次数(次)
Number

 

of
 

crossing
 

platforms
 

(times)
正常对照组

Normal
 

control
 

group 18. 00±1. 00 4. 86±0. 49

模型组
Model

 

group 36. 21±3. 64∗ 1. 21±0. 31∗

ago-miR-202-5p 组
ago-miR-202-5p

 

group 26. 05±2. 57# 3. 87±0. 46#

PCSK9 抑制剂组
PCSK9

 

inhibitor
 

group 29. 07±2. 26#△ 2. 85±0. 37#△

ago-NC 组
ago-NC

 

group 36. 08±3. 68△ 1. 68±0. 48△

注:与正常对照组相比,∗ P< 0. 05;与模型组相比,# P< 0. 05;与 ago-
miR-202-5p 组相比,△P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,∗ P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,# P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

ago-miR-202-5p
 

group,△P<0. 05.

2. 3　 过表达 miR-202-5p 或抑制 PCSK9 对 AD 大

鼠脑皮层神经元形态变化的影响

　 　 正常对照组大鼠脑皮层神经元细胞结构正常,
层次清晰,其数目为每平方毫米(55. 50±5. 00)个。
模型组大鼠神经元细胞体积变小,排列紊乱、核固
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缩且染色较深、胞体拉长收缩呈多角形,NeuN 阳性

染色的神经元细胞数目为每平方毫米 ( 30. 05 ±
3. 00)个,与正常对照组相比减少(P< 0. 05)。 ago-
miR-202-5p 组及 PCSK9 抑制剂组大鼠脑皮层神经

元核固缩、胞体拉长收缩现象缓解,NeuN 阳性染色

的神经元细胞数目为每平方毫米(49. 02±4. 10)个、
(40. 00± 4. 00) 个,与模型组相比增多,且 ago-miR-
202-5p 组对神经元损伤的改善作用优于 PCSK9 组

(P<0. 05)。 ago-NC 组神经元细胞数目为每平方毫

米(30. 20±3. 02)个,与模型组相比,神经元形态相

近,数目差异不显著(P>0. 05),见图 1。
2. 4　 过表达 miR-202-5p 或抑制 PCSK9 对 AD 大

鼠脑脊液中 PCSK9、Aβ42、Aβ40、TC 水平的影响

　 　 与正常对照组相比,模型组大鼠脑脊液中

PCSK9、Aβ42、Aβ40、TC 水平升高(P< 0. 05) 。 与

模型组相比,ago-miR-202-5p 组及 PCSK9 抑制剂

组大鼠脑脊液中 PCSK9、Aβ42、Aβ40、TC 水平降

低(P<0. 05) ,且 ago-miR-202-5p 组对上述指标的

改善 效 果 好 于 PCSK9 抑 制 剂 组 ( P < 0. 05 ) 。
ago-NC 组与模型组相比,上述指标差异不显著

(P>0. 05) ,见图 2。
2. 5　 过表达 miR-202-5p 或抑制 PCSK9 对 AD 大

鼠脑皮层组织中 TNF-α、IL-1β、P-tau 水平的影响

　 　 与正常对照组相比,模型组大鼠脑皮层组织中

TNF-α、IL-1β、P-tau 水平升高(P<0. 05)。 与模型组

相比,ago-miR-202-5p 组及 PCSK9 抑制剂组大鼠上

述指标水平降低(P<0. 05),且 ago-miR-202-5p 组对

上述指标的改善效果好于 PCSK9 抑制剂组 (P <
0. 05)。 ago-NC 组与模型组相比,上述指标差异不

显著(P>0. 05),见图 3。

图 1　 大鼠脑皮层组织尼氏染色及 NeuN 免疫荧光染色图

Figure
 

1　 Nissl
 

staining
 

and
 

NeuN
 

immunofluorescence
 

staining
 

of
 

rat
 

cerebral
 

cortex

注:与正常对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05;与 ago-miR-202-5p 组相比,△P<0. 05。

图 2　 大鼠脑脊液中 PCSK9、Aβ42、Aβ40、TC 水平比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,∗ P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,# P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

ago-miR-202-5p
 

group,△P<0. 05.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

PCSK9,
 

Aβ42,
 

Aβ40
 

and
 

TC
 

levels
 

in
 

rat
 

cerebrospinal
 

fluid
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2. 6　 过表达 miR-202-5p 或抑制 PCSK9 对 AD 大

鼠脑皮层组织 PCSK9 及下游 LRP-1、ApoE、APP、
BACE1 蛋白表达的影响

　 　 与正常对照组相比,模型组大鼠脑皮层组织中

LRP-1、ApoE 表达降低, PCSK9、 APP、 BACE1 蛋白

表达升高(P<0. 05)。 与模型组相比,ago-miR-202-
5p 组及 PCSK9 抑制剂组大鼠脑皮层组织中 LRP-1、
ApoE 表达升高,PCSK9、APP、BACE1 蛋白表达降低

(P<0. 05),且 ago-miR-202-5p 组对上述指标的改善

效果好于 PCSK9 抑制剂组(P<0. 05)。 ago-NC 组与

模型组相比,上述指标差异不显著(P > 0. 05),见

图 4。
2. 7　 miR-202-5p 对 PCSK9 靶向调控的影响

　 　 starbase 网站预测 miR-202-5p 与 PCSK9 存在结

合位点。 双荧光素酶试验发现,共转染 miR-202-5p
 

mimic 和无突变的 PCSK9-WT 载体,可使 293 T 细胞

中荧光素酶活性显著下降 ( 0. 98 ± 0. 07
 

vs
 

0. 34 ±
0. 04,P<0. 01),而共转染 miR-202-5p

 

mimic 和发生

突变的 PCSK9-MUT 载体对荧光素酶活性无显著作

用(0. 97±0. 07
 

vs
 

0. 93±0. 08,P>0. 05),见图 5。

注:与正常对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05;与 ago-miR-202-5p 组相比,△P<0. 05。

图 3　 大鼠脑皮层组织中 TNF-α、IL-1β、P-tau 水平比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,#P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

ago-miR-

202-5p
 

group,△P<0. 05.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

TNF-α,
 

IL-1β
 

and
 

P-tau
 

levels
 

in
 

rat
 

cerebral
 

cortex

注:A:正常对照组;B:模型组;C:ago-miR-202-5p 组;D:PCSK9 抑制剂组;E:ago-NC 组。 与正常对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,
#P<0. 05;与 ago-miR-202-5p 组相比,△P<0. 05。

图 4　 大鼠脑皮层组织蛋白表达水平比较

Note.
 

A,
 

Normal
 

control
 

group.
 

B,
 

Model
 

group.
 

C,
 

ago-miR-202-5p
 

group.
 

D,
 

PCSK9
 

inhibitor
 

group.
 

E,
 

ago-NC
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,#P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

ago-miR-202-5p
 

group,△P<0. 05.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

rat
 

cerebral
 

cortex
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2. 8　 共转染 miR-202-5p 及 pcDNA-PCSK9 对 AD
模型皮质神经元细胞损伤及相应水平的影响

　 　 Honchest
 

33258 染色可见,空白组神经元细胞

核形态正常;Aβ 诱导组神经元细胞核不规则、核膜

破裂、核质固缩、核仁碎裂呈颗粒状; miR-202-5p
 

mimic 组及 miR-202-5p
 

mimic+pcDNA-NC 组神经元

细胞胞膜较完整,细胞核固缩及损伤较 Aβ 诱导组

减轻;miR-202-5p
 

mimic+pcDNA-PCSK9 组神经元细

胞损伤较 miR-202-5p
 

mimic 组加重;mimic-NC 组细

胞损伤与模型组相近,见图 6。
与空白组相比, Aβ 诱导组细 胞 上 清 液 中

PCSK9、TC、TNF-α、P-tau 水平升高(P< 0. 05)。 Aβ
诱导 组 相 比, miR-202-5p

 

mimic 组、 miR-202-5p
 

mimic + pcDNA-NC 组、 miR-202-5p
 

mimic + pcDNA-
PCSK9 组细胞上清液中上述水平降低(P< 0. 05)。
与 miR-202-5p

 

mimic 组相比, miR-202-5p
 

mimic +
pcDNA-PCSK9 组细胞上清液中各指标升高 ( P <
0. 05)。 mimic-NC 组与模型组相比, miR-202-5p

 

mimic 组与 miR-202-5p
 

mimic +pcDNA-NC 组相比,
上述指标差异不显著(P>0. 05),见图 7。

2. 9　 共转染 miR-202-5p 及 pcDNA-PCSK9 对 AD
模型皮质神经元细胞 miR-202-5p / PCSK9 轴及下

游蛋白表达影响

与空白组相比,Aβ 诱导组细胞上清液中 miR-
202-5p、LRP-1、ApoE 表达降低,PCSK9、BACE1 蛋白

表达升高(P<0. 05)。 与 Aβ 诱导组相比,miR-202-
5p

 

mimic 组、miR-202-5p
 

mimic+pcDNA-NC 组、miR-
202-5p

 

mimic + pcDNA-PCSK9 组细胞 miR-202-5p、
LRP-1、ApoE 表达升高,PCSK9、BACE1 蛋白表达降

低(P < 0. 05)。 与 miR-202-5p
 

mimic 组相比, miR-
202-5p

 

mimic +pcDNA-PCSK9 组 LRP-1、ApoE 表达

降低,PCSK9、BACE1 蛋白表达升高(P<0. 05),miR-
202-5p 表达差异不显著(P>0. 05)。 mimic-NC 组与

模型组相比, miR-202-5p
 

mimic 组与 miR-202-5p
 

mimic+ pcDNA-NC 组相比,上述指标差异不显著

(P>0. 05),见图 8。

图 5　 miR-202-5p 和 PCSK9 的靶向关系

Figure
 

5　 Targeting
 

relationship
 

between
 

miR-202-5p
 

and
 

PCSK9

图 6　 脑皮质神经元 Honchest33258 染色图

Figure
 

6　 Honchest33258
 

staining
 

of
 

cerebral
 

cortical
 

neurons
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注:与空白组相比,∗P<0. 05;与 Aβ 诱导组相比,#P<0. 05;与 miR-202-5p
 

mimic 组相比,△P<0. 05。

图 7　 细胞上清液中 PCSK9、TC、TNF-α、P-tau 水平比较

Note.
 

Compared
 

with
 

blank
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

Aβ
 

induction
 

group,#P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

miR-202-5p
 

mimic
 

group,△P<0. 05.

Figure
 

7　 Comparison
 

of
 

PCSK9,
 

TC,
 

TNF-α,
 

P-tau
 

levels
 

in
 

cell
 

supernatant

注:A:空白组;B:Aβ 诱导组;C:miR-202-5p
 

mimic 组;D:miR-202-5p
 

mimic+pcDNA-NC 组;E:miR-202-5p
 

mimic+pcDNA-PCSK9

组;F:mimic-NC 组。 与空白组相比,∗P<0. 05;与 Aβ 诱导组相比,#P<0. 05;与 miR-202-5p
 

mimic 组相比,△P<0. 05。

图 8　 脑皮质神经元细胞蛋白表达比较

Note.
 

A,
 

Blank
 

group.
 

B,
 

Aβ
 

induced
 

group.
 

C,
 

miR-202-5p
 

mimic
 

group.
 

D,
 

miR-202-5p
 

mimic+pcDNA-NC
 

group.
 

E,
 

miR-202-5p
 

mimic+pcDNA-PCSK9
 

group.
 

F,
 

mimic-NC
 

group.
 

Compared
 

with
 

blank
 

group,∗ P< 0. 05.
 

Compared
 

with
 

Aβ
 

induction
 

group,# P<

0. 05.
 

Compared
 

with
 

miR-202-5p
 

mimic
 

group,△P<0. 05.

Figure
 

8　 Comparison
 

of
 

protein
 

expression
 

in
 

cerebral
 

cortex
 

neurons

3　 讨论

　 　 随着社会老龄化的加重,AD 已成为急需解决

的世界难题。 据美国联邦调查局统计,美国 10 年间

由于 AD 导致的死亡人数已增加了 146. 2%;到本世

纪中叶,美国 65 岁以上的 AD 病人可能增加至 1380
万,而中国 AD 病人将突破 2800 万,成为世界上 AD
病人最多的国家[12] 。 AD 带来的不仅是巨大的经济

负担,还有死亡的威胁[13] 。 故探寻有效的措施防止

AD 发生、减缓 AD 发展进程显得尤为重要。
国际工作组已将脑脊液中 Aβ 水平纳入 AD 诊

断指标中[14] 。 探究 Aβ 生成及清除机制,可能对逆

转 AD 患者 Aβ 积聚引起的神经纤维缠结、神经元炎

性损伤及丢失等神经系统损伤有重大研究价值[15] 。
大量文献研究发现,AD 发生时,大量生成的 BACE1
可裂解并切割 APP 的 671 至 672 间肽键,并在 γ 分

泌酶水解条件下生成 Aβ40、Aβ42 而发挥神经毒性

作用[16] 。 本研究经脑内注射 Aβ1-42 发现大鼠脑脊

液中 Aβ42、Aβ40 水平、脑皮层组织 P-tau、炎症因子

TNF-α、IL-1β 水平均升高的同时,促 Aβ42、Aβ40 生

成的 BACE1 表达也显著升高,大鼠表现出神经元损

伤、丢失及空间记忆及学习能力降低,提示造模成

功。 Aβ1-42 体外诱导的神经元凋亡过程中,也检测

到 BACE1 水平的升高,证实 BACE1 切割 APP 生成

的 Aβ,可能是 AD 发生的关键因素。
近来研究发现,脑内胆固醇变化会影响 Aβ 代
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谢并导致 AD 神经变性[17] 。 文献研究报道发现,胆
固醇是脑内髓鞘的重要组成部分,可参与神经元及

突触发育、神经炎性产生、受损细胞膜的维持和修

复过程[18] 。 但胆固醇不能透过血脑屏障而只能在

大脑原位的局部神经系统合成[19] ,而随着年龄的增

长,成年神经元会逐渐失去合成胆固醇的能力,而
不得不依赖星形胶质细胞产生胆固醇、并将胆固醇

转运至神经元[20] 。 星形胶质细胞将胆固醇转运至

神经元的过程中,必须经过 ApoE、LRP1 的颗粒转

运[21-22] 。 但 AD 患者脑脊液中大量产生的 PCSK9
可降解 ApoE、LRP1,使神经元对胆固醇的摄取吸收

减少,而神经元胆固醇的消耗增加、摄取吸收减少,
势必会导致 Aβ 肽代谢及 tau 蛋白磷酸化异常而引

起神经元凋亡[23-24] 。 Zhang 等[25] 研究发现星形胶

质细胞产生的胆固醇,不能被神经元摄取后,可在

临近脂筏、膜微域中积累,而为不溶性 Aβ 片段提供

稳定的沉积环境,并进一步诱导 Aβ 的产生,认为胆

固醇稳态变化,是影响 Aβ 产生的关键因素,这与杨

宏艳等[26]胆固醇转运抑制剂加重星形胶质瘤细胞

促 BACE1-APP-Aβ 生成及 AD 发展,观点相一致。
PCSK9 是参与胆固醇调节的重要因子[27] ,近来研究

发现 AD 患者 PCSK9 的大量产生,可能与 BACE1 切

割 APP 介导 Aβ 生成活性升高有关,认为 BACE1 大

量升高可能刺激 PCSK9 的大量产生,来抑制 BACE1
切割 APP 并阻断 Aβ 生成来发挥神经保护作用[28] 。
但也有研究发现,PCSK9 的产生不仅可诱导 Bcl /
Bax-Caspase9 凋亡活性的升高来促进神经凋亡,还
可降解并抑制 ApoE、LRP1(具有促 Aβ 清除、促神

经元胆固醇摄取)表达,来加速 Aβ 生成并阻碍其清

除,而参与 AD 发生发展过程[29-30] 。 Xue 等[31] 及

Abuelezz 等[6]等发现,AD 患者 PCSK9 的高度表达,
在降低 LRP-1 引起神经元胆固醇摄取减少及 Aβ 清

除受损的同时,还诱导 TOLL 样受体 4 通路活化而

导致炎症因子 TNF-α、IL-1β 分泌,进而导致神经元

炎性损伤。 本研究也在 AD 大鼠脑脊液及体外 AD
模型细胞上清液中,检测到 PCSK9 表达的升高,皮
层组织及神经细胞中 ApoE、LRP1 表达的降低,用
PCSK9 抑制剂-Aliro 可明显抑制 PCSK9 升高、ApoE
及 LRP1 降低,而降低 Aβ 生成、发挥抗 AD 神经元

炎性损伤症状,提示干预 PCSK9 表达,可缓解 AD
过程中 Aβ 沉积及神经损伤。

miRNA 也是参与 AD 患者 Aβ 生成、清除及神

经元损伤的关键调节因子。 大量文献研究发现,多

种 miRNA 可通过抑制 BACE1 或 APP 的产生,而抑

制 Aβ 沉积及 AD 神经损伤[32] 。 miRNA 中的 miR-
202-5p 可作为抑癌基因而参与乳腺癌、前列腺癌、
口腔癌等肿瘤细胞异常增殖过程,近来研究发现,
在脑缺血及神经元应激性凋亡过程中,miR-202-5p
表达也异常降低,并认为 miR-202-5p 异常表达也参

与神经系统损伤过程[33] 。 Dong 等[8] 发现 miR-202-
5p 在 AD 患者血清中表达降低,且 miR-202-5p 与

APP 的 3’UTR 端有靶向结合位点,并认为 miR-202-
5p 发挥抗 AD 作用,可能与靶向抑制 APP 表达而阻

断 Aβ 生成有关。 但 miRNA 可通过调节多个靶蛋

白发挥生物学效应,miR-202-5p 的抗 AD 作用,除

APP 外还可能通过其他靶蛋白发挥作用。 本研究

发现,miR-202-5p 也与 PCSK9 之间存在靶向结合位

点,过表达 miR-202-5p 可通过抑制 PCSK9 表达来

上调 ApoE、LRP1 表达,发挥抗胞外胆固醇分泌、抗
Aβ 生成及 AD 神经炎性损伤作用。 上调 PCSK9 表

达后,可部分减弱 miR-202-5p 的抗 Aβ 生成及神经

炎性因子分泌作用。
综上所述, 过表达 miR-202-5p 可通过抑制

PCSK9 活化抑制 Aβ 生成并促进 LRP-1 / ApoE 介导

的促胆固醇摄取及 Aβ 清除,进而发挥抗 AD 神经损

伤作用。 这为 AD 的基因靶向治疗提供一定参考。
但 PCSK9 与 BACE1-Aβ 生成途径的调控关系还存

在争议较多,ApoE-LRP1 促胆固醇摄取及 Aβ 清除

作用盲点也较多,这需进一步深入研究。
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TNFAIP1 对 RhoA 的泛素化调节在黑色素瘤进展中的
作用

肖　 潇,冯　 浩∗,唐　 桦,李　 可,李　 蓝

(湖南省人民医院(湖南师范大学附属第一医院)皮肤科,长沙　 410000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 1( TNFAIP1)介导的 RhoA 泛素化在黑色素瘤增殖和侵袭中

的作用。 方法　 进行生物信息学分析以检测黑色素瘤中 TNFAIP1 和 RhoA 的表达,然后测定黑色素瘤患者的临床

组织的表达。 分别通过 RT-qPCR 和蛋白质印迹测定评估基因或蛋白质的表达。 体外构建 TNFAIP1 和或 RhoA 过

表达的人皮肤黑色素瘤细胞系 WM2664 和 A2058 模型。 细胞增殖和侵袭分别通过集落形成、CCK-8 和 Transwell 测
定进行研究。 将表达 TNFAIP1 和 Ub-K48 的质粒共转染到处理过的黑色素瘤细胞中,同时进行免疫沉淀测定以确

定 TNFAIP1 和 RhoA 之间的相互作用。 建立体内模型以确认 TNFAIP1 和 RhoA 对肿瘤生长和转移的影响。
   

结果
 

与癌旁正常组织相比,肿瘤组织中 TNFAIP1 表达显著降低(P<0. 01)和 RhoA 表达显著升高(P<0. 01)。 TNFAIP1
高表达的黑色素瘤患者预后良好,而具有 RhoA 高表达的黑色素瘤患者预后不良。 在体外,TNFAIP1 的过表达显著

抑制黑色素瘤细胞的增殖和侵袭。 TNFAIP1 介导 K48 连接的 RhoA 泛素化以促进其降解。 进一步的救援实验发

现,RhoA 过表达在体内和体外显著抑制了 TNFAIP1 过度表达在黑色素瘤增殖和侵袭中的调节作用。 结论
 

TNFAIP1 在黑色素瘤中发挥肿瘤抑制作用,其通过诱导 RhoA 泛素化抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭。
【关键词】 　 肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 1;RhoA;黑色素瘤;侵袭;增殖
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

α-induced
 

protein
 

1
 

(TNFAIP1)-mediated
 

RhoA
 

ubiquitination
 

in
 

melanoma
 

cell
 

proliferation
 

and
 

invasion.
 

Methods 　 Bioinformatics
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

assess
 

TNFAIP1
 

and
 

RhoA
 

expression
 

in
 

melanoma
 

cell,
 

followed
 

by
 

analyzing
 

its
 

expression
 

in
 

clinical
 

tissues
 

from
 

melanoma
 

patients.
 

Gene
 

and
 

protein
 

expression
 

was
 

assessed
 

by
 

RT-qPCR
 

and
 

Western
 

blot
 

assays,
 

respectively.
 

Human
 

skin
 

melanoma
 

cell
 

lines
 

WM2664
 

and
 

A2058
 

overexpressing
 

TNFAIP1
 

and / or
 

RhoA
 

were
 

established
 

in
 

vitro.
 

Cell
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

were
 

investigated
 

by
 

colony
 

formation,
 

CCK-8
 

and
 

Transwell
 

assays.
 

Plasmids
 

expressing
 

TNFAIP1
 

and
 

RhoA
 

were
 

cotransfected
 

into
 

treated
 

melanoma
 

cells
 

and
 

immunoprecipitation
 

assays
 

were
 

performed
 

to
 

determine
 

the
 

interaction
 

between
 

TNFAIP1
 

and
 

RhoA.
 

An
 

in
 

vivo
 

model
 

was
 

established
 

to
 

confirm
 

the
 

effects
 

of
 

TNFAIP1
 



and
 

RhoA
 

on
 

tumor
 

growth
 

and
 

metastasis.
 

Results 　 Compared
 

with
 

adjacent
 

normal
 

tissues,
 

TNFAIP1
 

expression
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 01)
 

and
 

RhoA
 

expression
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 01)
 

in
 

tumor
 

tissues.
 

Melanoma
 

patients
 

with
 

high
 

TNFAIP1
 

expression
 

had
 

a
 

good
 

prognosis,
 

whereas
 

melanoma
 

patients
 

with
 

high
 

RhoA
 

expression
 

had
 

a
 

poor
 

prognosis.
 

In
 

vitro,
 

TNFAIP1
 

overexpression
 

significantly
 

inhibited
 

melanoma
 

cell
 

proliferation
 

and
 

invasion.
 

TNFAIP1
 

mediated
 

K48-linked
 

ubiquitination
 

of
 

RhoA
 

to
 

promote
 

its
 

degradation.
 

Rescue
 

experiments
 

showed
 

that
 

RhoA
 

overexpression
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

regulatory
 

role
 

of
 

TNFAIP1
 

overexpression
 

in
 

melanin
 

cell
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

in
 

vivo
 

and
 

in
 

vitro.
 

Conclusions　 TNFAIP1
 

has
 

a
 

tumor
 

suppressor
 

role
 

in
 

melanoma,
 

which
 

inhibits
 

tumor
 

cell
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

by
 

inducing
 

RhoA
 

ubiquitination.
【Keywords】　 tumor

 

necrosis
 

factor
 

α-induced
 

protein
 

1;
 

RhoA;
 

melanoma;
 

invasion;
 

proliferation

　 　 恶性黑色素瘤起源于黑色素细胞,主要发生在

皮肤中,具有高度转移性肿瘤的特征,约 5%的患者

在初始诊断时出现远处转移[1] 。 尽管免疫治疗或

靶向治疗药物产生显著的临床益处,将五年总生存

率提高到 35% ~ 50%,但很大一部分转移性黑色素

瘤患者对治疗仍无反应[2] 。 因此,寻找黑色素瘤进

展的原因对于进一步改进治疗策略仍然至关重要。
肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 1(tumor

 

necrosis
 

factor
 

α-
induced

 

protein
 

1,TNFAIP1)是一种众所周知的 BTB
(bric-a-brac,tramtrack

 

and
 

broad
 

complex)结构域结

构域蛋白,它在 DNA 合成、细胞凋亡、细胞迁移和免

疫反应中起关键作用[3-4] 。 新出现的证据表明

TNFAIP1 降低与非小细胞肺癌、子宫癌、胃癌等癌

症转移和进展密切相关[5-6] 。 然而,TNFAIP1 在黑

色素瘤中的潜在机制鲜有报道。 TNFAIP1 的一个

主要抑癌机制涉及底物降解和蛋白质稳定性[5] 。
最近研究发现,TNFAIP1 通过介导 RhoA 的泛素化

来控制肺癌细胞迁移[5] 。 RhoA 是小 GTP 酶 Rho 亚

家族的成员,已证实靶向 RhoA 调节耐药黑色素瘤

基因转录[7] 。 然而,TNFAIP1 是否通过介导 RhoA
的泛素化参与黑色素瘤进展仍不清楚。 因此,我们

通过生物信息学分析检测了黑色素瘤组织中

TNFAIP1 和 RhoA 的表达。 此外,我们还在黑色素

瘤细胞中研究了 TNFAIP1 和 RhoA 之间的相互作用

和功能。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 18 只 SPF 级 BALB / c 裸鼠(雌性,6 ~ 8 周,体重

18 ~ 22
 

g)购自北京维通利华实验动物技术有限公

司[SCXK(京) 2018-0001]。 小鼠喂养于湖南省实

验动物中心[SYXK(湘)2018-0003],在标准动物房

饲养,湿度为 40% ~ 70%,温度为 20℃ ~ 22℃ ,12
 

h

的光 / 暗循环。 动物实验经湖南省人民医院(湖南

师范大学附属第一医院)动物实验伦理委员会审核

批准(HNRMLY-2020-014),并严格遵循实验动物

使用的 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

　 　 人皮肤黑色素瘤细胞系 WM2664 和 A2058 均

购自美国典型培养物保藏中心。 细胞接种在含有

10%胎牛血清(FBS,美国 Gibco 公司)、10
 

μg / mL 链

霉素和 100
 

U / mL 青霉素的 Roswell
 

Park
 

Memorial
 

Institute
 

1640 培养基(美国 Gibco 公司)中培养。
1. 1. 3　 临床样本

　 　 于 2015 年 3 月至 2020 年 10 月期间,从本院收

集了 82 名黑色素瘤患者的黑色素瘤组织和邻近组

织(距肿瘤至少 5
 

cm)。 在所有黑色素瘤患者中,男
性患者 54 例,女性患者 28 例,平均年龄(53. 11

 

±
 

9. 16)岁(范围 36 ~ 74 岁)。 病程(4. 25
 

±
 

2. 24)个

月;瘤体位置:手背部 23 例,手指甲下 15 例,外阴 4
例,头面部 16 例,下肢 24 例。 其中伴淋巴结转移

37 例,不伴淋巴结转移 45 例;根据皮肤癌的 Clark
分级定义:Ⅰ级 19 例,Ⅱ级 14 例,Ⅲ级 11 例,Ⅳ级

22 例,Ⅴ级 16 例。 所有患者均无其他临床病理特

征,未接受术前治疗,如放疗或化疗。 根据世界卫

生组织标准进行黑色素瘤的组织学诊断。 所有收

集的组织在-80℃ 下储存直至使用。 研究经本院伦

理委员会批准同意(20140843-1)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 Lipofectamine
 

2000 购自美国 Invitrogen 公司;
TNFAIP1、RhoA 的过表达质粒和 Ub 及其突变体的

质粒以及带有各种标签(Flag / HA / Myc)TNFAIP1 购

自上海 Genepharma 公司; TRIzol 试剂购自美国

Invitrogen 公 司; PrimeScript
 RT 试 剂 盒 购 自 日 本

TaKaRa 公司;Fast
 

SYBR
 

Green
 

PCR 试剂购自美国

Applied
 

Biosystems 公司;CCK-8、山羊抗兔 IgG 多克

隆二抗购自上海 Beyotime 公司; Matrigel、抗 HA、
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Myc、Flag 抗体购自美国 Sigma 公司;增强型放射免

疫沉淀测定裂解物、二辛可宁酸蛋白质定量试剂盒

购 自 武 汉 Boster 公 司; 抗 TNFAIP1、 RhoA、 E-
cadherin、N-cadherin、 Vimentin、 GAPDH、 Ki-67 抗体

购自美国 Abcam 公司。 ABI
 

PRISM
 

7300
 

RT-PCR
系统购自美国 Applied

 

Biosystems 公司。 光学显微

镜购自日本 Olympus 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 生物信息学分析

　 　 下载了来自 UCSC
 

Xena( https: / / xenabrowser.
net / )的 TCGA 数据库中的黑色素瘤相关数据,并且

仅对具有来自 RNA-seq 的生存数据和基因表达数

据的患者进行了总体生存分析。 对于每个基因,使
用 TCGA 样本 id、时间(day_to_death

 

或
 

day_to_last_
follow-up

 

时间)、状态(活着或死亡)和表达水平(高

表达或低 / 中表达)的列构建了一个制表符分隔的

输入文件。 样品分为以下两组:高表达组( TPM 值

高于上四分位数)和低 / 中表达组(TPM 值低于上四

分位数)。 Kaplan-Meier 生存曲线图是为每种 TCGA
癌症类型中的每个基因创建的,带有“survival”包和

“survminer”包。 通过对数秩检验比较高表达和低 /
中表达样本的存活曲线。 Kaplan-meier 生存分析的

详细步骤在相应的网站( https: / / ucsc-xena. gitbook.
io / project / overview-of-features / kaplan-meier-plots) 中

描述。
1. 3. 2　 细胞转染

　 　 取对数生长细胞用胰蛋白酶消化, 以每孔

1×105 接种到 6 孔板中,并根据 Lipofectamine
 

2000
的说明转染,24

 

h 后达到约 75%融合。 用 TNFAIP1
和 RhoA 的过表达质粒以及泛素( Ub)-wt、Ub-K48、
Ub-K63 单独或组合转染细胞。
1. 3. 3　 定量逆转录 PCR(RT-qPCR)
　 　 使用 TRIzol 试剂从细胞中提取总 RNA。 按照

PrimeScript
 

RT 试剂盒的说明,将 RNA 反向转录成

cDNA。 然后,通过 Fast
 

SYBR
 

Green
 

PCR
 

试剂和

ABI
 

PRISM
 

7300
 

RT-PCR 系 统 对 cDNA 进 行

RT-qPCR。 以 GAPDH 为内参照基因,采用 2-ΔΔCt 法

计算每个基因的相对表达水平。 引物序列如下:
GAPDH: Forward:

 

5 ’-CGAGCCACATCGCTCA
 

GACA-3’, Reverse:
 

5 ’-GTGGTGAAGACGCCAGTG
 

GA-3’; TNFAIP1: Forward:
 

5 ’-ACACCAGACCGCA
 

GCTCC
 

A-3’,Reverse:
 

5’-TCGTGGAAGATTTCGGT
 

GTC-3’; RhoA: Forward:
 

5 ’-TCCATTGCTGCTGTC
 

TGATTTGTAG-3’,Reverse:
 

5’-AGCAAGGCATGAGT
 

TGCACA-3’。
1. 3. 4　 细胞增殖试验

　 　 通过 CCK-8 和克隆形成测定法评估细胞的增

殖。 将细胞(5×103 个 / 孔)接种到 96 孔板中并培养

过夜。 随后,每孔加入 CCK-8(10 μL),再孵育 2
 

h。
然后,通过酶标仪测量吸光度(450

 

nm)。 对于细胞

集落形成测定,将癌细胞(100 个 / 孔)接种在 12 孔

板中,并在 37℃ 培养箱中生长 14
 

d。 将菌落( > 50
个细胞)固定 10

 

min。 随后,应用结晶紫(1%)对菌

落染色 5
 

min。 在显微镜下测量菌落数( ×200 放大

倍数)。
1. 3. 5　 Transwell 检测

　 　 为了检查癌细胞的侵袭能力,将 1. 0×106 个癌

细胞和 200 μL 不含血清的培养基添加到用
 

Matrigel
(8

 

μm) 预处理的上室中。 同时,将含有 10%
 

FBS
的 600 μL 培养基加入下室。 培养 48

 

h 后,用 0. 1%
结晶紫对下室细胞进行染色,光镜下观察计数。
1. 3. 6　 蛋白质印迹

　 　 用含有蛋白酶抑制剂的增强型放射免疫沉淀

测定裂解物裂解细胞,然后使用二辛可宁酸蛋白质

定量试剂盒测定蛋白质浓度。 蛋白质通过 10%
 

SDS-PAGE 分离,并电泳转移到 PVDF 膜上。 将膜

在室温下用 5% 牛血清白蛋白封闭 2
 

h, 与抗

TNFAIP1( 1 ∶ 1000)、 RhoA ( 1 ∶ 1000)、 E-cadherin
(1 ∶ 1000)、 N-cadherin ( 1 ∶ 1000)、 Vimentin ( 1 ∶
1000)、Flag ( 1 ∶ 2000)、 HA ( 1 ∶ 2000)、 Myc ( 1 ∶
1000)和 GAPDH(1 ∶ 1000)在 4℃下过夜。 随后,应
用山羊抗兔 IgG 多克隆二抗(1 ∶ 5000)孵育膜 1

 

h。
应用 ECL 化学发光显示印迹。 通过 Image

 

J 软件对

条带进行量化,并标准化为 GAPDH。
1. 3. 7　 泛素化测定

　 　 将指定的质粒转染到黑色素瘤细胞中。 转染

48
 

h 后,将细胞与 MG132(50
 

μg / mL)一起培养 8
 

h,
收获并在 IP 裂解缓冲液中裂解。 使用 2

 

mg 抗 HA
标签抗体或 IgG 对细胞裂解物进行免疫沉淀,然后

进行蛋白质印迹和 IP 测定。
1. 3. 8　 异种移植小鼠模型

　 　 将 小 鼠 随 机 分 为 载 体 组、 TNFAIP1 组 和

TNFAIP1 + RhoA 组, 每组 6 只。 将稳定转染的

TNFAIP1 过表达或 RhoA 处理过表达 TNFAIP1 的

WM2664 细胞(1
 

×
 

106 个)或载体转染细胞皮下注
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射到裸鼠的右背侧。 在指定的时间点监测肿瘤体

积。 注射后两周,处死小鼠,切除肿瘤,称重,拍照,
免疫组化染色。
1. 3. 9　 免疫组化染色

　 　 将肿瘤组织在 4%多聚甲醛中固定过夜,石蜡

包埋,并切成 5
 

μm 厚的切片。 将石蜡切片脱蜡并

再水合,并在室温下在 3%
 

H2O2 中孵育 25
 

min,在
山羊血清中封闭 30

 

min。 然后,样品用 TNFAIP1
(1 ∶ 2000)、RhoA(1 ∶ 200)、Ki-67(1 ∶ 200)等一抗

在 4℃孵育过夜。 之后,将样品与二抗(HRP 标记)
在 37℃下孵育 30

 

min。 最后,加入新鲜制备的二氨

基联苯胺进行显色。 在光学显微镜下观察组织。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有数据均使用 SPSS
 

21. 0 进行处理。 测量数

据表示为平均数±标准误差( 􀭰x±s􀭰x)。 通过配对样本

t 检验检查黑色素瘤组织和相邻组织之间的数据。
使用单因素方差分析(ANOVA)进行多组之间的比

较。 使用重复测量方差分析和 Tukey’ s
 

post-test 进
行不同时间点的组间比较。 P<0. 05 表示差异具有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 TNFAIP1 和 RhoA 在黑色素瘤中的表达及临

床功能鉴定

　 　 在黑色素瘤患者收集的 82 个临床样本观察

到,与癌旁正常组织相比,肿瘤组织中 TNFAIP1
表达显著降低(P< 0. 01) 和 RhoA 表达显著升高

(P< 0. 01) ( 图 1) 。 此外,通过 TCGA 数据库采

用 Kaplan-Meier 法和 Log-rank 检验绘制生存曲

线。 分析发现,TNFAIP1 高表达的黑色素瘤患者

预后良好。 具有 RhoA 高表达的黑色素瘤患者预

后不良。 此外,RhoA 表达与肿瘤转移密切相关

(图 2) 。
2. 2　 TNFAIP1 的过表达在体外抑制黑色素瘤细胞

增殖、侵袭

　 　 为了研究 TNFAIP1 的功能,通过转染 TNFAIP1
构建过表达 TNFAIP1 的黑色素瘤细胞,并通过 RT-
qPCR 进行验证(图 3)。 与载体组相比,TNFAIP1
组显著抑制了黑色素瘤细胞的活力、克隆数和侵袭

数(P<0. 01) (图 4)。 TNFAIP1 组黑色素瘤细胞中

N-cadherin 和 Vimentin 的表达较载体组显著降低

(P<0. 01),而 E-cadherin 的表达增加(P<0. 01) (图

5)。 总之,TNFAIP1 过表达抑制了黑色素瘤细胞的

增殖、侵袭。
2. 3　 TNFAIP1 调节 RhoA 泛素化

　 　 现已知在肝癌中 TNFAIP1 可以通过泛素化修

饰降解 RhoA[8] 。 本研究中,共免疫沉淀( Co-IP)的

结果证实了 TNFAIP1 和 RhoA 在过表达 RhoA 的

WM2664 细胞中的直接相互作用(图 6)。 此外,标
记的 TNFAIP1 在 WM2664 细胞中转染,然后进行内

源性 IP 测定。 结果表明 TNFAIP1 和 RhoA 之间存

在直接相互作用(图 6)。 接下来,分析了 TNFAIP1
介导的 RhoA 泛素化。 TNFAIP1 和 Ub 共转染到过

表达 RhoA 的 WM2664 细胞中,结果显示 TNFAIP1
显著促进了 RhoA 的泛素化。 过表达的 TNFAIP1 主

要促进 Rho 的 K48 泛素化并部分抑制其 K63 泛素

化(图 7)。 K48 连接的泛素化主要通过蛋白酶体途

径介导降解,这与 RhoA 的蛋白酶体降解一致。 为

了更好地证明 TNFAIP1 促进了 K48 连接的 RhoA
泛素化,我们用 TNFAIP1 和 Ub-K48 共转染过表达

RhoA 的 WM2664 细胞, 然后用蛋白酶体抑制剂

MG132 处理 WM2664 细胞。 根据蛋白质印迹,在

TNFAIP1 过表达后,RhoA 被 Ub 修饰(图 8),表明

TNFAIP1 确实显著促进了 RhoA 的 K48 连接的泛素

化修饰。
2. 4　 RhoA 上调显著逆转了 TNFAIP1 过表达体外

对黑色素瘤细胞的影响

　 　 为了进一步证实 RhoA 和 TNFAIP1 之间的分

子关联,数据显示,TNFAIP1 过表达对黑色素瘤细

胞中 RhoA 水平的影响被 RhoA 显著逆转(图 9) 。
RhoA 的过表达显著恢复了 TNFAIP1 过表达诱导

的细胞增殖和侵袭抑制作用 ( 图 10) 。 同样,在

TNFAIP1 过表达的黑色素瘤细胞中,RhoA 的过表

达提高了 N-钙粘蛋白和波形蛋白水平,但降低了

E-钙粘蛋白水平(图 11) 。 综上,RhoA 的过表达

在体外对 TNFAIP1 的生物功能产生了负面影响。
2. 5　 RhoA 上调显著逆转了 TNFAIP1 过表达体内

对黑色素瘤细胞的影响

　 　 为了评估 TNFAIP1 在黑色素瘤细胞肿瘤发生

中的作用,用裸鼠进行了皮下异种移植实验。 结果

表明,过表达 TNFAIP1 的 WM2664 细胞形成的肿瘤

在大小和重量上均明显小于载体组细胞形成的肿

瘤,同时 RhoA+TNFAIP1 组肿瘤在大小和重量均明

显高于 TNFAIP1 组(P<0. 001) (图 12)。 免疫组织

26 中国比较医学杂志 2022 年 10 月第 32 卷第 10 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

October
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

10



注:A:黑色素瘤组织样品中 TNFAIP1 的表达;B:黑色素瘤组织样品中 RhoA 的表达。 与正常组相比,∗∗P<0. 01。

图 1　 TNFAIP1 和 RhoA 在黑色素瘤中的表达

Note.
 

A,
 

TNFAIP1
 

expression
 

in
 

melanoma
 

tissue
 

samples.
 

B,
 

RhoA
 

expression
 

in
 

melanoma
 

tissue
 

samples.
 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
∗∗P<0. 01.

Figure
 

1　 Expression
 

of
 

TNFAIP1
 

and
 

RhoA
 

in
 

melanoma

注:A:Kaplan-Meier 生存曲线反映了 TNFAIP1 高表达或低表达的黑色素瘤患者的生存差异;B:Kaplan-Meier 生存曲线反映了 RhoA 高表达

或低表达的黑色素瘤患者的生存差异;C:Kaplan-Meier 生存曲线反映了 RhoA 高表达或低表达的转移性黑色素瘤患者的生存差异。

图 2　 TNFAIP1 和 RhoA 在黑色素瘤中的临床功能鉴定

Note.
 

A,
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

curve
 

reflects
 

the
 

survival
 

difference
 

of
 

melanoma
 

patients
 

with
 

high
 

or
 

low
 

expression
 

of
 

TNFAIP1.
 

B,
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

curve
 

reflects
 

the
 

survival
 

difference
 

of
 

melanoma
 

patients
 

with
 

high
 

or
 

low
 

expression
 

of
 

RhoA.
 

C,
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

curves
 

reflect
 

differences
 

in
 

survival
 

between
 

patients
 

with
 

metastatic
 

melanoma
 

with
 

high
 

or
 

low
 

expression
 

of
 

RhoA.

Figure
 

2　 Clinical
 

function
 

identification
 

of
 

TNFAIP1
 

and
 

RhoA
 

in
 

melanoma

注:与 Vec 组相比,∗∗∗P<0. 001。

图 3　 通过 RT-qPCR 鉴定黑色素瘤细胞中转染物

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

Vec
 

group,∗∗∗P<0. 01.

Figure
 

3　 Identification
 

of
 

transfection
 

in
 

melanoma
 

cells
 

by
 

RT-qPCR
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注:A:通过 CCK-8 法检测黑色素瘤细胞的活力;B:通过集落形成测定法评估黑色素瘤细胞的增殖;C:通过 Transwell 测定评估黑色素瘤

细胞的侵袭。 与 Vec 组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 4　 TNFAIP1 过表达在体外抑制黑色素瘤细胞的增殖、侵袭

Note.
 

A,
 

Melanoma
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

assay.
 

B,
 

Melanoma
 

cell
 

proliferation
 

was
 

assessed
 

by
 

colony
 

formation
 

assay.
 

C,
 

Melanoma
 

cell
 

invasion
 

was
 

assessed
 

by
 

Transwell
 

assay.
 

Compared
 

with
 

the
 

Vec
 

group,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.
 

Figure
 

4　 TNFAIP1
 

overexpression
 

inhibits
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

melanoma
 

cells
 

in
 

vitro

化学染色显示,与载体组相比,TNFAIP1 组肿瘤样

本中 TNFAIP1 阳性细胞的百分比显著增加 (P <
0. 01),和 RhoA、Ki-67 阳性细胞的百分比显著降低

(P<0. 01)。 RhoA+TNFAIP1 组则逆转了 TNFAIP1
组的这些变化(P<0. 05) (图 13)。 总之,这些结果

表明 TNFAIP1 通过 RhoA 介导黑色素瘤细胞的生

长、侵袭和肿瘤发生。

3　 讨论

　 　 全世界黑色素瘤的发病率持续上升,导致严重

的社 会 经 济 问 题[9] 。 在 本 研 究 中, 我 们 发 现

TNFAIP1 在人黑色素瘤组织样本中表达下调,
TNFAIP1 低表达是黑色素瘤患者的不良预后因素,
表明 TNFAIP1 可能是一种生物标志物黑色素瘤。
在进一步研究中,我们评估了 TNFAIP1 在黑色素瘤

增殖和侵袭中的意义。 结果表明,黑色素瘤细胞中

TNFAIP1 过表达抑制细胞增殖、侵袭。 从机制上

讲,我们通过 Co-IP 验证 TNFAIP1 直接与 RhoA 结

合, 并 诱 导 RhoA 泛 素 化。 这 些 发 现 揭 示 了

TNFAIP1 / RhoA 可能是黑色素瘤的治疗靶点。
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注:与 Vec 组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。
图 5　 通过蛋白质印迹定量黑色素瘤细胞中的 E-钙粘蛋白、波形蛋白和 N-钙粘蛋白水平

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

Vec
 

group,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.
Figure

 

5　 Quantification
 

of
 

E-cadherin,
 

vimentin
 

and
 

N-cadherin
 

levels
 

in
 

melanoma
 

cells
 

by
 

Western
 

blot

注:A:通过 Co-IP 验证 WM2664 细胞中 RhoA 和 TNFAIP1 之间的相互作用;B:通过 IP
 

验证 WM2664 细胞中 TNFAIP1 与

内源性 RhoA 之间的相互作用。

图 6　 TNFAIP1 与 RhoA 之间的相互作用

Note.
 

A,
 

Validation
 

of
 

the
 

interaction
 

between
 

RhoA
 

and
 

TNFAIP1
 

in
 

WM2664
 

cells
 

by
 

Co-IP.
 

B,
 

Validation
 

of
 

the
 

interaction
 

between
 

TNFAIP1
 

and
 

endogenous
 

RhoA
 

in
 

WM2664
 

cells
 

by
 

IP.

Figure
 

6　 Interaction
 

between
 

TNFAIP1
 

and
 

RhoA

注:A:RhoA 连接的 RhoA 泛素化,B:K48 连接的 RhoA 泛素化,C:K63 连接的 RhoA 泛素化。

图 7　 TNFAIP1 对过表达 RhoA 的 WM2664 细胞中 Rho、K48、K63 连接的 ARhoA 泛素化的影响

Note.
 

A,
 

RhoA-linked
 

RhoA
 

ubiquitination.
 

B,
 

K48-linked
 

RhoA
 

ubiquitination.
 

C,
 

K63-linked
 

RhoA
 

ubiquitination.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

TNFAIP1
 

on
 

the
 

ubiquitination
 

of
 

Rho,
 

K48,
 

K63-linked
 

ARhoA
 

in
 

WM2664
 

cells
 

overexpressing
 

RhoA
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图 8　 TNFAIP1 对 MG132 处理的过表达 RhoA 的

WM2664 细胞中 K48 连接的 RhoA
泛素化的影响

Figure
 

8　 Effect
 

of
 

TNFAIP1
 

on
 

ubiquitination
 

of
 

K48-linked
 

RhoA
 

in
 

MG132-treated
 

WM2664
 

cells
 

overexpressing
 

RhoA

图 9　 RhoA 对过表达 TNFAIP1 的肿瘤细胞中

RhoA 的蛋白水平影响

Figure
 

9　 Effect
 

of
 

RhoA
 

on
 

the
 

protein
 

level
 

of
 

RhoA
 

in
 

tumor
 

cells
 

overexpressing
 

TNFAIP1

注:A:通过 CCK-8 法检测黑色素瘤细胞的活力;B:通过集落形成测定法评估黑色素瘤细胞的增殖;C:通过 Transwell 测定评估黑色素瘤细胞

的侵袭。 与 Vec 组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与 TNFAIP1 组相比,#P<0. 05,##P<0. 01
图 10　 RhoA 上调对 TNFAIP1 过表达对黑色素瘤进展的影响

Note.
 

A,
 

Melanoma
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

assay.
 

B,
 

Melanoma
 

cell
 

proliferation
 

was
 

assessed
 

by
 

colony
 

formation
 

assay,
 

C,
 

Melanoma
 

cell
 

invasion
 

was
 

assessed
 

by
 

Transwell
 

assay.
 

Compared
 

with
 

the
 

Vec
 

group,∗∗P< 0. 01,∗∗∗ P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

TNFAIP1
 

group,# P<
0. 05,##P<0. 01.

Figure
 

10　 Effect
 

of
 

RhoA
 

upregulation
 

on
 

the
 

overexpression
 

of
 

TNFAIP1
 

and
 

the
 

progression
 

of
 

melanoma
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注:与 Vec 组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与 TNFAIP1 组相比,#P<0. 05,##P<0. 01,###P<0. 001。

图 11　 通过蛋白质印迹定量黑色素瘤细胞中的 E-钙粘蛋白、波形蛋白和 N-钙粘蛋白水平

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

Vec
 

group,
 ∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

TNFAIP1
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01,###P<0. 001.

Figure
 

11　 Quantification
 

of
 

E-cadherin,
 

vimentin
 

and
 

N-cadherin
 

levels
 

in
 

melanoma
 

cells
 

by
 

Western
 

blot

注:A:肿瘤体积,B:肿瘤代表图和重量。 与 Vec 组相比,∗∗∗P<0. 001;与 TNFAIP1 组相比,###P<0. 001。

图 12　 RhoA 上调体内对 TNFAIP1 过表达黑色素瘤细胞的增殖影响

Note.
 

A,
 

Tumor
 

volume.
 

B,
 

Tumor
 

representative
 

graph
 

and
 

weight.
 

Compared
 

with
 

the
 

Vec
 

group,∗∗∗ P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

TNFAIP1
 

group,###P<0. 001.

Figure
 

12　 Effect
 

of
 

RhoA
 

upregulation
 

on
 

proliferation
 

of
 

melanoma
 

cells
 

overexpressing
 

TNFAIP1
 

in
 

vivo

注:与 Vec 组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与 TNFAIP1 组相比,#P<0. 05。

图 13　 免疫组化分析检测 TNFAIP1、RhoA 和 Ki-67 的表达

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

Vec
 

group,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

TNFAIP1
 

group,#P<0. 05.

Figure
 

13　 Immunohistochemical
 

analysis
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

TNFAIP1,
 

RhoA
 

and
 

Ki-67

　 　 TNFAIP1 调节多种细胞生物学过程,包括蛋白质

转运和降解、信号传导和转录[10] 。 越来越多的报告

表明,TNFAIP1 在多种人类恶性肿瘤中下调,在细胞

增殖、凋亡和侵袭中起关键作用[11-12] 。 例如,Li 等[5]

报道 CRL3BD9
 

E3 泛素连接酶复合物通过靶向

TNFAIP1 降解以抑制癌细胞迁移。 还有研究表明

TNFAIP1 下调导致结肠、乳腺癌和甲状腺癌细胞的细

胞增殖减少、周期停滞和细胞凋亡增加[4-5] 。 一致

地,本研究发现 TNFAIP1 在黑色素瘤组织中下调。
此外,TNFAIP1 过表达显著降低了黑色素瘤细胞体外

增殖、侵袭和 EMT 表型,并在体内抑制了肿瘤生长,
表明 TNFAIP1 可能是黑色素瘤的肿瘤抑制因子。
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RhoA 已被充分证明是一种促进肿瘤存活、进
展和迁移的转录因子[13-14] 。 相关研究发现,RhoA
介导的肌动蛋白丝和粘着斑的形成加速黑色素瘤

增殖和迁移[15] 。 此外,RhoA 上调通过激活波形蛋

白驱动黑色素瘤细胞上皮间质转化[16-17] 。 先前的

数据表明,TNFAIP1 作为底物特异性接合器,通过

介导 RhoA 的多泛素化和降解参与细胞骨架结构的

调节[18] 。 本研究发现 RhoA 在黑色素瘤组织中上

调,具有高表达 RhoA 的黑色素瘤患者预后不良。
此外,RhoA 表达与肿瘤转移密切相关。 这些发现

强调了 RhoA 作为黑色素瘤转移靶点的重要性。 据

报道,RhoA 是一种半衰期短的不稳定蛋白质,可被

TNFAIP1 泛素酶降解[19] 。 泛素酶被认为在调节肿

瘤发生和发展中发挥作用,并已成为一类新的抗癌

靶点[20-21] 。 目前,关于 TNFAIP1 对 RhoA 泛素化的

具体位点没有详细描述。 本研究发现 TNFAIP1 介

导了 RhoA 的 K48 连锁泛素化。 此外,TNFAIP1 通

过调节泛素介导的 RhoA 降解抑制了黑色素瘤细胞

增殖、侵袭和 EMT 表型,而 RhoA 基因过表达挽救

了 TNFAIP1 过表达引起的所有效应。 因此,RhoA
可能是黑色素瘤细胞中 TNFAIP1 的下游因子。

总之,我们的数据表明 TNFAIP1 在黑色素瘤中

发挥肿瘤抑制作用,其通过诱导 RhoA 泛素化抑制

肿瘤细胞的增殖和侵袭。 因此,TNFAIP1-RhoA 轴

可能是黑色素瘤潜在的抗癌靶点。
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高糖高脂食物对 BALB / c 和 C57BL / 6J 小鼠生长和
代谢指标改变影响的研究

戴丽军1,黄月玲1,叶炳飞1,邝桂星2,侯　 敏3∗,安胜利4∗

(1.广州医科大学实验动物中心,广州　 511436;2.广州市番禺区第六人民医院,广州　 511442;
3.广州医科大学附属肿瘤医院,广州　 510095;4.南方医科大学公共卫生学院生物统计系,广州　 510515)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过近交系 BALB / c 和 C57BL / 6J 小鼠,对高糖高脂( high-surcose-high
 

fat,
 

HSHF)食物在生

长代谢方面进行平行研究,探讨基于不同品系、不同性别的小鼠,HSHF 食物对其生长代谢的差异化影响。 方法　 2
个品系的仔鼠在第 25 天断奶后按性别分组饲养,一组饲喂维持饲料(标准食物),另一组饲喂高糖高脂(HSHF)饲

料。 每两周称量 1 次体重至 24 周实验结束,实施安乐死术后取材。 分析生长曲线、血糖、血脂水平、脏器指数(脾、
肝、肺)等参数和脏器组织病理。 结果　 动物生长曲线、血糖、血清低密度脂蛋白和甘油三酯的水平与其品系直接

相关;动物性别对这些参数有重要影响。 HSHF 食物显著改变了雌性的生长曲线,但对雄性无显著影响;提高了代

谢参数,其中对血清脂质的影响具有品系或性别特异性。 肝脂肪变化的程度、脾指数的变化均与品系和性别相关;
肺未见组织病理改变。 结论　 HSHF 食物引起的小鼠生长代谢的改变与动物的品系和性别有着显著的相关性,性
别的相关性更多的是通过品系发挥作用。

【关键词】 　 品系;性别;高糖高脂食物;生长发育;代谢
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

study
 

the
 

effects
 

of
 

a
 

high
 

sucrose-high
 

fat
 

(HSHF)
 

diet
 

on
 

growth
 

and
 

metabolism
 

of
 

inbred
 

BALB / c
 

and
 

C57BL / 6J
 

mice
 

in
 

parallel.
 

Methods　 Litters
 

of
 

the
 

two
 

strains
 

were
 

weaned
 

and
 

separated
 

by
 

sex
 

on
 

day
 

25.
 

Males
 

and
 

females
 

of
 

each
 

strain
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

two
 

groups.
 

One
 

group
 

was
 

fed
 

a
 

standard
 

diet
 

and
 

other
 

a
 

HSHF
 

diet
 

from
 

weaning
 

until
 

termination
 

of
 

the
 

study
 

( 24
 

weeks).
 

The
 

parameters
 

analyzed
 

were
 

the
 

growth
 



curve,
 

levels
 

of
 

blood
 

glucose
 

and
 

serum
 

lipids,
 

organ
 

index
 

( spleen,
 

liver
 

and
 

lungs),
 

and
 

histology
 

of
 

these
 

organs.
 

Results 　 The
 

strain
 

determined
 

the
 

basal
 

patterns
 

of
 

the
 

growth
 

curve,
 

levels
 

of
 

blood
 

glucose
 

and
 

serum
 

low-density
 

lipoprotein
 

and
 

triglycerides.
 

Sex
 

played
 

a
 

role
 

in
 

some
 

of
 

these
 

parameters.
 

The
 

HSHF
 

diet
 

significantly
 

altered
 

the
 

basal
 

growth
 

curve
 

of
 

females,
 

but
 

not
 

males.
 

In
 

terms
 

of
 

metabolic
 

parameters,
 

the
 

HSHF
 

diet
 

mostly
 

increased
 

their
 

values.
 

However,
 

alterations
 

of
 

serum
 

lipids
 

were
 

specific
 

to
 

the
 

strain
 

or
 

sex.
 

The
 

severity
 

of
 

fatty
 

changes
 

in
 

the
 

liver
 

varied
 

with
 

the
 

strain
 

and
 

sex.
 

Alterations
 

of
 

the
 

spleen
 

index
 

depended
 

significantly
 

on
 

the
 

strain
 

and
 

sex.
 

No
 

histological
 

changes
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

lungs.
 

Conclusions　 Alterations
 

of
 

growth
 

and
 

metabolism
 

caused
 

by
 

the
 

HSHF
 

diet
 

were
 

significantly
 

influenced
 

by
 

the
 

strain
 

and
 

sex.
 

However,
 

sex
 

mainly
 

modified
 

differences
 

determined
 

by
 

the
 

strain.
 

【Keywords】　 strain;
 

sex;
 

high
 

sucrose-high
 

fat
 

diet;
 

growth;
 

metabolism

　 　 长期以来,富含脂肪的食物与肿瘤发生风险之
间的相关性一直是流行病学研究的重点[1-2] 。 喜食
高脂、高糖、高油、腌熏食品等的不良饮食习惯,富
含脂肪和纤维含量低的食物,均会增加人类罹患癌
症的风险并使肿瘤发生率显著升高[3-4] 。 多项研究
表明,高糖、高脂或高糖高脂( high-surcose-high

 

fat,
 

HSHF)食物均会促进肿瘤的形成和发展,或升高死
亡率[5-7] ,但在肺肿瘤方面鲜有相关报道。 本项目
组前期试验发现 BALB / c 对乙基亚硝脲(ENU)敏感,
适于制备原发性肺肿瘤模型,而 C57BL / 6J 则相反。
因此在后续的 HSHF 食物对小鼠原发性肺肿瘤的影
响研究中,选用不同性别的两个近交系 BALB / c 和
C57BL / 6J 来进行分析比较。 实验观察到 HSHF 食
物加速了 BALB / c 和 C57BL / 6J 肺肿瘤的发展,这一
加速作用存在品系和性别间的差异[8] 。

要深入探讨 HSHF 食物对肺肿瘤演进过程的作
用机制,首先就要了解 HSHF 食物对正常动物生长
代谢的影响。 因此本文就不同食物条件下,实验对

照组 BALB / c 和 C57BL / 6J 部分生长代谢指标的差
异化改变进行了比较分析,试图找出高糖高脂食物
与两个小鼠品系在遗传和性别上的相关性,为进一
步研究 HSHF 食物对肿瘤发生发展的作用机制提供
对照参考和背景资料。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 BALB / c 和 C57BL / 6J 小鼠购自广州中医药大
学实验动物中心[ SCXK(粤) 2018-0034],SPF 级,
4 ~ 6 周龄,15 ~ 18

 

g,雌性 40 只,雄性 15 只,实验所
用动物为其子代,数量见表 1。 动物饲养及实验在
广州医科大学实验动物中心 [ SYXK ( 粤) 2021 -
0168]完成,均通过广州医科大学实验动物福利伦
理委员会审批(2014-068),实验过程遵循 3R 原则。
技术人员均具备在该设施中从事动物实验的资质。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 Co60 辐照灭菌的维持饲料和 HSHF 饲料(含

200
 

g / kg 蔗糖和 150
 

g / kg 猪油)由广东省医学实验

动物中心提供;饲料组分、动物交配方法及妊娠天数

的确定等,笔者前期已进行详细描述[8] ;TCHO 试剂

盒(140307,上海丰汇);LDL 试剂盒、HDL 试剂盒、TG
试剂盒(7021200707、7020200707、7032170614,长春汇

力)。 自动组织病理处理器(徕卡,上海,中国);血糖

仪(Accu-Chek
 

Active,罗氏,中国);紫外分光光度计

(UV-7502 型,上海鑫茂,中国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及实验过程

　 　 仔鼠出生后第 25 天断奶,称重后,按品系、性别

随机分为维持饲料组(标准食物) 和 HSHF 饲料组

(HSHF 食物)分笼饲养,每笼 4 ~ 5 只。 从断奶到实

验结束(满 24 周),每两周测量 1 次体重(精确度:
0. 01

 

g)。
1. 3. 2　 样品采集和处理

　 　 样本采集前,小鼠禁食 4
 

h。 称量最终体重。 麻

醉后采血, 4℃ 离心收集血清,按 0. 5
 

mL 等份分

装,-80℃保存备用。

表 1　 用于样本采集的小鼠数量
Table

 

1　 Numbers
 

of
 

mice
 

used
 

for
 

sample
 

collection

小鼠
Mouse

性别
Sex

标准食物组
Group

 

of
 

the
 

standard
 

diet

高脂高糖食物组
Group

 

of
 

the
 

HSHF
 

diet

BALB / c

雌性
Female 24 19

雄性
Male 20 18

C57BL / 6J

雌性
Female 7 12

雄性
Male 10 11

1. 3. 3　 标本处理

　 　 采血结束时测定血糖,处死小鼠后,解剖收集

全肺(包括气管)、肝和脾样本,称量湿重(精确度:
0. 001

 

g)。 通过气管向肺内注入磷酸缓冲福尔马林

后将全肺、整个脾和来自最大肝叶的一块肝组织放
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入固定液中,固定 24 ~ 48
 

h,按标准程序进行石蜡包

埋,5
 

mm 切片,HE 染色。
1. 3. 4　 血脂指标测定

　 　 各组随机选取 5 只小鼠的血清,按照试剂盒的

说明程序测量总胆固醇( TCHO)、甘油三酯( TG)、
低密度脂蛋白( LDL) 和高密度脂蛋白( HDL)。 测

量前,将血清置于室温下,样品在 37℃ 水浴中孵育

10
 

min(TG、LDL 和 HDL)或 15
 

min(TC)后,测定光

密度值(OD)并转换为实际浓度(mmol / L)。
组织病理评估:各组随机选取 3 ~ 4 只小鼠肺、

脾和肝的病理切片进行评估。
1. 3. 5　 数据分析生长曲线

　 　 通过每两周称量的体重计算。 器官指数是小鼠

器官的湿重与其最终体重的比值,反映器官相对于最

终体重的比例。 因为这些器官指数均为小数,为便于

阅读和绘图,将以实际值乘以系数表示。 肺、脾指数

所乘系数为 1000,肝指数所乘系数为 100。
1. 3. 6　 相对比值

　 　 为了更直观地反映 HSHF 食物的影响,以便从更

多维度体现其变化幅度,本文引入了相对比值的概

念,即各指标的 HSHF 食物组平均值与标准食物组平

均值之比。 例如:相对生长曲线为 HSHF 食物组与标

准食物组在各观察时间点的平均体重之比;相对器官

指数是两种食物的器官指数平均值之比;相对血糖值

是两种食物的血糖平均值之比;血脂各指标的相对比

值是两种食物的血脂各指标平均值之比。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

20. 0 软件,通过重复测量及方差分

析方法,对小鼠性别、品系、食物等因素进行统计分

析。 所有数据均以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 组

间比较因是否服从正态分布或方差齐性而相应地

采用独立样本 t 检验或非参数检验 Mann-Whitney
 

U
 

test;计数资料以绝对数和相对数指标表示,组间比

较用 χ2 检验;不同时间的体重变化用重复测量方差

分析,固定时间点,按照性别分层,不同品系间的单

独效应分析采用独立样本 t 检验。 以 P<0. 05 为差

异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 不同品系小鼠的生长曲线及 HSHF 食物对小

鼠生长曲线的影响

　 　 图 1 表示不同性别小鼠的生长曲线(图 1A、图
1B)和相对生长曲线(图 1C、图 1D),反映从断奶到

24 周龄不同性别 BALB / c 和 C57BL / 6J 的生长

模式。
同一性别的两个品系,生长曲线存在显著差异

(图 1A、图 1B),HSHF 食物显著改变了小鼠的基础

生长模式。 两性品系间生长曲线差异显著,品系与

年龄的交互作用具有统计学意义(雌性 F = 4. 146,
P= 0. 000;雄性 F = 3. 207,P = 0. 003),即 HSHF 食

物对小鼠生长曲线的影响具有品系的差异,后经过

二次统计学分析,品系的差异仅在雌性中显著(F =
18. 869,P= 0. 000),在雄性中不显著(F= 0. 154,P =
0. 697),在雌、雄小鼠的相对生长曲线图中看得比

较清楚(图 1C、图 1D)。 在 HSHF 饲料影响下,雄性

小鼠生长曲线的模式在品系间明显不同(图 1C),
而雌性小鼠的生长变化趋势非常一致(图 1D)。
2. 2　 不同品系、不同性别小鼠血糖水平及 HSHF
食物对小鼠血糖升高的影响

　 　 在标准食物组, 小鼠血糖在品系间 ( F =
38. 499,P = 0. 000 ) 和性别间 ( F = 12. 344, P =
0. 001)间均存在显著差异(图 2A),且品系与性别

的交互作用 ( 品系 × 性别) 有统计学意义 ( F =
12. 160,P= 0. 001)。 结果表明 C57BL / 6J 的血糖水

平高于 BALB / c 的(品系差异),在 C57BL / 6J,雄性

的血糖高于雌性的(性别差异);而在 BALB / c,雌性

高于雄性的(品系与性别的交互作用),也证实了血

糖水平存在品系和性别的差异(图 2A)。
HSHF 食 物 显 著 提 高 了 小 鼠 的 血 糖 ( F =

25. 481,P= 0. 000),但是所增加的幅度因品系和性

别而有所不同,主要是显著地增加雄性的血糖,分
别为 C57BL / 6J 雄性 1. 22 倍, BALB / c 雄性 1. 24
倍,雄性显著高于雌性的(F = 4. 674,P = 0. 033) (图

2B),且性别与食物的交互作用存在显著相关,意味

着 HSHF 食物对雄性血糖的影响要显著大于对雌性

的,而且逆转了 BALB / c 品系雌雄性基础血糖的

模式。
2. 3　 品系和性别对血清脂质及 HSHF 食物对血脂

变化的影响

　 　 所测定的血清脂质数值列入表 2,表 3 则列举

了品系、性别、食物与各血脂指标的统计学分析结

果。 在标准食物组,4 个血脂指标存在品系之间或

性别之间差异, 其中 BALB / c 的 TG 水平远高于

C57BL / 6J 的(表 2)。 品系因素在 LDL 和 TG 中作

用显著,性别因素在 HDL、LDL 和 TCHO 中作用显

著,似乎只有 LDL 同时受到了品系和性别的影响

(表 3)。
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注:A、B:断奶至 24 周龄,两个品系不同性别小鼠的生长曲线(平均体重);C、D:两个品系不同性别小鼠的相对生长曲线。

图 1　 高糖高脂(HSHF)食物对小鼠生长曲线的影响( 􀭰x ± s ,g)
Note.

 

A / B,
 

Growth
 

curve
 

was
 

graphed
 

by
 

the
 

average
 

body
 

weight
 

from
 

weaning
 

to
 

24
 

weeks
 

and
 

presented
 

by
 

sex.
 

C / D,
 

Relative
 

growth
 

curve
 

in
 

the
 

female
 

or
 

the
 

male
 

group
 

of
 

BALB / c
 

and
 

C57BL / 6J.

Figure
 

1　 Effects
 

of
 

the
 

HSHF
 

diet
 

on
 

the
 

growth
 

curve

注:A:血糖水平在品系和性别间差异显著:B:HSHF 食物的相对血糖指数更清楚地显示了血糖增加的幅度。

图 2　 HSHF 食物对血糖水平的影响

Note.
 

A,
 

Levels
 

of
 

blood
 

glucose
 

in
 

both
 

strains
 

and
 

sexes.
 

B,
 

Magnitudes
 

of
 

increases
 

in
 

the
 

blood
 

glucose
 

were
 

shown
 

more
 

clearly
 

by
 

the
 

relative
 

increases
 

of
 

blood
 

glucose
 

on
 

the
 

HSHF
 

diet.

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

the
 

HSHF
 

diet
 

on
 

levels
 

of
 

blood
 

glucose

HSHF 食物组与标准食物组的比值直观地反映

了 HSHF 食物对血脂水平的影响(如表 2 第 5 ~ 6 行

所示)。 与标准食物比,HSHF 食物不同程度地提高

了除雌性 TG 外的其它血脂指标(表 2),其中 HDL
和 TCHO 升高显著。 HSHF 食物对 TG 的影响主要

反映在性别与食物以及品系与食物显著的交互作

用(性别×食物;品系×食物,表 3),即:HSHF 食物提

高了两个品系雄性的 TG,而降低了雌性的 TG(表

2);HSHF 食物所引起的不同性别小鼠 TG 升高或降

低的幅度,BALB / c 的均高于 C57BL / 6J 的(表 3)。
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2. 4　 不同品系的肝指数基础模式及 HSHF 食物引

起的肝脂肪变性程度的影响

　 　 肝指数在品系间存在显著差异(F= 53. 884,P =
0. 000),而性别间差异不明显 ( F = 0. 026, P =
0. 872),换句话说,就是不同的品系肝指数的基础

模式可能不同,在本实验所应用的 C57BL / 6J 中,
雌、雄性的肝指数几乎是一致的,而在 BALB / c 中,
雄性的肝指数值要高于雌性的,尽管没有统计学差

异(图 3A)。
HSHF 食物显著提高了肝指数 (F = 179. 897,

P= 0. 000),其中 C57BL / 6J 雄性和 BALB / c 雌性增

加幅度较大,而 BALB / c 的增加幅度又比 C57BL / 6J
大得多(图 3A),相对肝指数更直观地反映了其增

加幅度(图 3B)。 通过比较品系与食物以及性别与

食物之间的交互作用,可以了解到 HSHF 食物对肝

的影响在品系(F = 31. 544,P = 0. 000)和性别(F =
4. 193,P = 0. 043) 间存在显著差异; 品系间, 对

BALB / c 的影响大于 C57BL / 6J;性别间,在 BALB / c
对雌性的影响大于雄性,而在 C57BL / 6J 则正好相

反(图 3A、图 3B)。
组织病理检查显示:标准食物组单层肝细胞

构成的肝板辐射到终末肝小静脉,肝窦清晰可见

(图 3C) 。 HSHF 食物组肝细胞增大,肝窦消失,肝
细胞胞浆呈泡沫状,部分胞浆中出现不同大小的

空泡(图 3D) ,说明 HSHF 食物引起了肝的脂肪

变性。
总之,小鼠的品系和性别对 4 个血脂指标水平

起着复杂的决定作用。 HSHF 食物选择性地显著提

高 HDL 和 TCHO,并显著影响特定品系和性别的

TG,对 LDL 则无明显影响(表 3)。
表 2　 血清脂质水平( 􀭰x±s)

Table
 

2　 Levels
 

of
 

serum
 

lipids

食物分组
Group

 

of
 

diet
品系

Strains

雌性 Female 雄性 Male
高密度脂

蛋白
HDL

低密度脂
蛋白
LDL

总胆固醇
TCHO

甘油三酯
TG

高密度脂
蛋白
HDL

低密度脂
蛋白
LDL

总胆固醇
TCHO

甘油三酯
TG

标准食物
Standard

 

diet

C57BL / 6J 1. 540±
0. 078

0. 494±
0. 084

1. 886±
0. 225

0. 866±
0. 101

2. 010±
0. 419

0. 446±
0. 097

2. 226±
0. 409

0. 874±
0. 204

BALB / c 1. 432±
0. 150

0. 322±
0. 008

1. 634±
0. 135

1. 854±
0. 203

2. 002±
0. 281

0. 282±
0. 036

2. 288±
0. 302

1. 430±
0. 287

高糖高脂食物
HSHF

 

diet

C57BL / 6J 2. 120±
0. 333

0. 642±
0. 075

3. 952±
0. 388

0. 864±
0. 068

3. 222±
0. 453

0. 902±
0. 074

4. 950±
0. 453

0. 908±
0. 132

BALB / c 2. 374±
0. 431

0. 776±
0. 239

3. 998±
1. 045

1. 586±
0. 129

3. 556±
0. 350

0. 570±
0. 039

4. 376±
0. 398

1. 498±
0. 124

高糖高脂食物 /
标准食物

HSHF
 

diet /
standard

 

diet

C57BL / 6J 1. 377 1. 300 2. 095 0. 998 1. 063 2. 022 2. 224 1. 039

BALB / c 1. 658 2. 410 2. 447 0. 855 1. 776 2. 021 1. 913 1. 048

表 3　 采用单因素方差分析的血脂统计分析结果
Table

 

3　 Statistical
 

results
 

of
 

serum
 

lipids
 

analyzed
 

by
 

univariate
 

analysis
 

of
 

variance

比较类别
Compare

 

categories

高密度脂蛋白 HDL 低密度脂蛋白 LDL 总胆固醇 TCHO 甘油三酯 TG

F 值
F

 

value
P 值

P
 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value

品系 Strain 0. 836 0. 367 8. 865 0. 006∗∗ 0. 073 0. 789 175. 466 0. 000∗∗

性别 Sex 63. 331 0. 000∗∗ 79. 787 0. 000∗∗ 119. 653 0. 000∗∗ 2. 372 0. 133

食物 Diet 20. 900 0. 000∗∗ 0. 000 1. 000 8. 271 0. 007∗∗ 5. 647 0. 024∗

品系×性别 Strain×sex 1. 405 0. 245 3. 631 0. 066 0. 320 0. 576 0. 436 0. 514

品系×食物 Strain×diet 0. 258 0. 615 0. 014 0. 906 0. 136 0. 715 10. 605 0. 003∗∗

性别×食物 Sex×diet 2. 533 0. 121 0. 014 0. 906 1. 016 0. 321 4. 278 0. 047∗

品系×性别×食物
Strain×sex×diet 1. 249 0. 272 0. 000 1. 000 2. 103 0. 157 2. 651 0. 113

注:与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.
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　 　 笔者尝试通过对泡沫状胞浆肝细胞百分比和

空泡状(忽略大小)胞浆肝细胞数量的半定量评分

系统(表 4)来评估 HSHF 食物引起的肝脂肪化的程

度。 该评分系统的实际评估效果良好,通过统计

HSHF 食物组中 3 或 4 只小鼠的平均得分,直观反

映了肝脂肪化的严重程度 ( 表 5 )。 结果显示:
BALB / c 雄性得分最低,即其所受影响最小,脂肪化

程度最低。 对应比较显示,组织病理结果与肝指标

及半定量评价结果基本一致。 图 3B 中 BALB / c 雄

性的相对肝指数较高可能是基于其最终体重相对

较轻的原因(图 1B)。
总之,食物引起的小鼠肝脂肪化具有品系和性

别的特异性。 从组织学上来看,这种特异性主要表

现在标志着肝细胞脂肪变性程度的胞浆空泡化肝

细胞的数量上。
2. 5　 不同品系两性小鼠的脾指数及 HSHF 食物对

小鼠脾指数的影响

　 　 小鼠脾指数在品系(F = 26. 611,P = 0. 000) 和

性别 ( F = 4. 397, P = 0. 038 ) 间存在显著差异,
C57BL / 6J 的基础模式为雌性的脾指数高于雄性的,
而 BALB / c 的则相反(图 4A)。 HSHF 食物改变了

脾指数,但统计分析结果处于临界状态(F = 3. 923,
P= 0. 050),可能与脾指数变化的趋势不同所致(图

4A),在 C57BL / 6J 小鼠,脾指数只是略有升高(图

4B),而在 BALB / c 小鼠,脾指数明显缩小,且雄性

的 缩小要显著大于雌性的(图3B) ,脾指数的基础

 

注:A:小鼠肝指数;B:小鼠相对肝指数;C:标准食物组的肝组织病理改变;D:HSHF 食物组的肝组织病理改变。

图 3　 HSHF 食物对肝的影响

Note.
 

A,
 

Average
 

liver
 

index
 

in
 

both
 

sexes
 

of
 

C57BL / 6J
 

and
 

BALB / c
 

mice.
 

B,
 

Relative
 

liver
 

index
 

in
 

both
 

sexes
 

of
 

C57BL / 6J
 

and
 

BALB / c
 

mice.
 

C,
 

Liver
 

histology
 

on
 

the
 

standard
 

diet.
 

D,
 

Liver
 

histology
 

on
 

the
 

HSHF
 

diet.
 

Figure
 

3　 Effects
 

of
 

the
 

HSHF
 

diet
 

on
 

the
 

liver

表 4　 半定量评价肝脂肪改变程度的评分系统
Table

 

4　 Scoring
 

criteria
 

to
 

semiquantify
 

the
 

severity
 

of
 

liver
 

fatty
 

changes
泡沫状胞浆肝细胞

Foamy
 

cytoplasm
空泡状胞浆肝细胞

Vacuoles
 

in
 

cytoplasm
占肝细胞的百分比(%)

 

Percentage
 

of
 

liver
 

cells
评分
Scores

细胞数量
Amount

 

of
 

cells
评分

Scores

≤50% 1 很少 Few 1

>50%
 

and
 

≤70% 2 有一些 Some 2

>70% 3 很多 Many 3
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模式被改变,这一改变可由品系与食物之间存在的

显著交互作用(F= 6. 939,P= 0. 010)证实。
小鼠脾组织病理检查结果显示:脾细胞小,白

色髓质不明显。 与标准食物相比,HSHF 食物所引

起的组织学或细胞学变化需要更加深入细致的研

究,有待进一步探讨。
2. 6　 组织病理观察 HSHF 食物对肺的影响

　 　 小鼠肺指数在性别间存在显著差异 ( F =

18. 580,P= 0. 000),两个品系的肺指数雌性的均大

于雄性的(图 5)。 没有观察到品系与食物之间或性

别与食物之间的交互作用,虽然 HSHF 食物 ( 除

BALB / c 雄性外)的肺指数呈下降趋势,但差异无统

计学意义(F= 3. 079,P= 0. 082)(图 5A)。
肺组织病理观察结果显示,与标准食物相比,

HSHF 食物对小鼠肺组织没有产生任何可观察到的

组织病理变化(图 5B)。
表 5　 HSHF 食物影响肝脂肪变性程度的半定量评价

Table
 

5　 Semiquantified
 

severity
 

of
 

fatty
 

changes
 

in
 

the
 

liver
 

on
 

the
 

HSHF
 

diet
品系 / 性别(小鼠数量)

Strain
 

and
 

sex
(Number

 

of
 

mice)

泡沫状胞浆肝细胞的平均评分
Average

 

scores
 

of
 

foamy
 

cytoplasm

空泡状胞浆肝细胞的平均评分
Average

 

scores
of

 

vacuoles

肝脂肪化的严重程度(两个评分之和)
Severity

 

of
 

fatty
 

changes
(Addition

 

of
 

2
 

scores)
BALB / c 雄性(4)

BALB / c
 

male 2. 75 1. 25 4. 00

BALB / c 雌性(3)
BALB / c

 

female 3. 00 2. 00 5. 00

C57BL / 6J 雄性(3)
C57BL / 6J

 

male 3. 00 2. 00 5. 00

C57BL / 6J 雌性(3)
C57BL / 6J

 

female 3. 00 1. 67 4. 67

注:A:平均脾指数;B:高糖高脂组脾指数变化的相对倍数。
图 4　 高糖高脂(HSHF)食物对小鼠脾的影响

Note.
 

A,
 

Average
 

spleen
 

index.
 

B,
 

Relative
 

changes
 

of
 

the
 

spleen
 

index
 

on
 

the
 

HSHF
 

diet.
Figure

 

4　 Effects
 

of
 

the
 

HSHF
 

diet
 

on
 

the
 

spleen

注:A:平均肺指数;B:高糖高脂组小鼠肺组织镜下未见明确病理改变。
图 5　 HSHF 食物对肺的影响

Note.
 

A,
 

Lung
 

index
 

in
 

mouse.
 

B,
 

Histology
 

of
 

the
 

lung
 

on
 

the
 

HSHF
 

diet
 

did
 

not
 

show
 

any
 

recognizable
 

morphological
 

changes
Figure

 

5　 Effects
 

of
 

the
 

HSHF
 

diet
 

on
 

the
 

lung
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3　 讨论

　 　 本研究的不足之处是实验所用 C57BL / 6J 仔鼠

数量较少,导致 BALB / c 和 C57BL / 6J 数量不均,虽
然实验中增加了 C57BL / 6J 雌性母鼠的数量,但由

于 C57BL / 6J 仔鼠的存活率较低,所以在有限的实

验时间内 C57BL / 6J 的后代数量仍较 BALB / c 为少,
这有可能影响结果分析的质量。 笔者在之前的报

道中对这一现象进行了仔细分析[9] ,一个合理的解

释是,实验中腹腔注射的酸性磷酸盐缓冲液可能对

孕期和哺乳期的 C57BL / 6J 影响更大。 考虑到使用

的是全同胞兄妹交配的近交系后代,且数量已能满

足统计分析要求,因此笔者认为本实验中 C57BL / 6J
仔鼠的数量是足以反映真实情况的。

本研究通过对 BALB / c 和 C57BL / 6J 的生长曲

线、血糖、血脂、器官指数及器官组织病理等指标进

行观察分析,探讨了在标准食物上两个近交系小鼠

的生长代谢模式及其在 HSHF 食物上的差异化反

应。 结果显示,每个研究指标几乎都存在品系间的

差异,虽然也观察到性别对各指标的复杂化影响

(血糖和血脂),但这些影响仍需通过品系与性别的

交互作用而由品系起最终决定作用,说明 BALB / c
和 C57BL / 6J 在遗传上具有较大差异,而且这些差

异直接决定了两个品系各自的生长代谢模式。
HSHF 食物对各指标的影响,也取决于品传及性别。

尽管存在各自代谢途径上的差异[10-11] ,HSHF
食物对生长代谢的影响效果可能与高脂食物类

似[12] ,高糖高脂食物中糖的比例较高会加重脂肪的

影响效应。 本文实验中,HSHF 饲料的热量值为 4. 4
 

cal / g,维持饲料为 3. 4
 

cal / g[8] ,从断奶到 24 周龄,
连续 HSHF 食物,会导致 BALB / c 和 C57BL / 6J 小鼠

的肥胖、高血糖、血脂异常和肝脂肪变性[13] 等。 有

研究描述和讨论了动物对高脂食物的不同反

应[14-15] ,与之相比,本研究有 4 点新发现:
首先,HSHF 食物对动物生长的影响可能具有

性别特异性。 实验中,只有 BALB / c 雄性在经过一

个快速生长期后,在每个观察时间点其生长曲线都

只出现了小幅增长(图 1B);血糖(图 2B)和 TG(表

2)升幅最大;而肝脂肪化程度最低(表 5)。 其 HDL
的增加(表 2)表明肝细胞正在努力运输多余的脂肪

到外周组织。 综合上述结果设想:BALB / c 雄性小

鼠可能不能良好地适应 HSHF 食物,因此 HSHF 饲

料的摄入量最少。 表明,对增加的膳食脂肪,不仅

不同品系小鼠的反应不同[16] ,而且不同性别小鼠的

反应也不一致。
其次,HSHF 食物对小鼠脾的影响可能也具有

品系和性别的特异性。 脾指数(图 4A)在两个品系

之间、在同一品系的两个性别之间均存在显著差

异。 HSHF 食物提高了 C57BL / 6J 的脾指数,但降低

了 BALB / c 的脾指数,但在脾的组织和细胞水平没

有观察到明显变化。 由于在类似的研究中很少有

关于脾改变的报道,因此 HSHF 食物引起两个品系

小鼠脾指数变化的原因还有待进一步研究[17] 。
BALB / c 雄性对 HSHF 饲料的摄入量下降、脾指数

却大幅降低(图 4B)说明在生长发育阶段 HSHF 食

物对这一品系雄性小鼠脾的影响是巨大的,同时也

表明 HSHF 食物的影响不只局限于代谢系统,也可

涉及到更广泛的系统[12] 。
第三,组织病理结果显示,HSHF 食物对肺的影

响是有限的。 整体看来,肺指数有极小幅度的下

降,这可能是源于动物最终体重的增长(图 5A)。
BALB / c 雄性小鼠肺指数升高,可能是因为其肥胖

个体较少、最终体重增长幅度较小所致。 据报道,
HSHF 食物可通过影响肺细胞的代谢而影响肺的代

谢组分[18] ; 但在本实验中, 与标准食物组相比,
HSHF 食物组的 HE 染色切片上未观察到明显的组

织病理改变(图 5B)。
最后,本文建立了一种对肝脂肪变性程度进行

有效评估的半定量评分方法(图 3D),将该评分方

法与相应的血脂检测结果进行比照,可以更清晰地

解释 HSHF 食物对动物肝代谢的影响。 本文尝试借

助该方法建立一种分析模式,通过比照印证多种相

对精准的结果,多方位地对食物影响动物生长代谢

的复杂性进行剖析,从而进一步提高数据的可靠性

和分析的有效性。
本实验中小鼠生长代谢结果显示,遗传(品系)

差异是造成小鼠不同食物环境下生长代谢发生改

变的首要原因。 小鼠基因组成确立了其食物诱导

肥胖引起生长代谢相关改变的基本模式[19] 。 其他

因素如性别,将在特定情况下发挥影响作用:在高

脂食物作用下,性别是主要的影响因素(78%) [14] 。
本研究提供了一些证据,表明性别的影响可能依赖

于基因。 血糖水平是遗传决定性状受性别影响的

典型例子(从统计学上看是遗传与性别交互作用的

结果)。 遗传和性别的交互作用在高脂或 HSHF 食

物引起的各种疾病中都有报道[20-22] 。
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综上所述,HSHF 食物对小鼠生长代谢的影响

是复杂的;遗传是主要的决定因素,性别以性别特

异性或遗传-性别特异性的方式通过遗传起作用。
本研究为食物对动物生长代谢的影响提供了基础

数据和系统分析,同时也为探讨 HSHF 食物对 ENU
诱导的肺肿瘤的作用提供了前提和帮助。
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开心散对双侧海马 CA1 区注射 Aβ1-42 致 AD 大鼠的

治疗作用及机制研究
裴海鸾1,马贝贝1,王婷婷1,李瑞吉1,刘金辉1,于尚玥1,娄天宇1,左泽平2,田时秋1,
李依林1,王晨晓1,田颖颖1,田　 骄1,赵新月1,刘　 闯1,郭玉东3,王　 晶1∗,王志斌2∗

(1.北京中医药大学中药学院,北京　 102488;2.北京同仁堂研究院,北京　 100071;
3.北京市药品检验研究院,北京　 102200)

　 　 【摘要】 　 目的　 考察开心散对双侧海马 CA1 区注射 Aβ1-42 致 AD 大鼠的治疗效果,初步明晰其作用机制。
方法　 以“β-淀粉样蛋白毒性学说”为依据,使用脑立体定位仪在 SD 大鼠双侧海马 CA1 区注射 Aβ1-42 寡聚肽段,
从而复制 AD 大鼠模型。 将痴呆大鼠随机分为模型组、石杉碱甲组、开心散低剂量组、中剂量组与高剂量组,每组

10 只。 另取 10 只大鼠颅内注射等量的生理盐水为假手术组,正常大鼠 10 只作为空白对照组。 连续灌胃给药

30
 

d。 通过 Morris 水迷宫行为学测试观测大鼠学习记忆成绩的变化;HE 染色及 Nissl 染色观察脑组织病理形态;
ELISA 法检测脑组织中胆碱能神经递质( ACh、 AChE、 ChAT)、炎症因子( TNF-α、 IL-6、 IL-1β) 及 β-淀粉样蛋白

(APP、Aβ1-40 、Aβ1-42 )的含量;IHC 法解析皮层、海马组织中 tau 蛋白及 GSK-3β 的表达水平;Western
 

blot 法察看脑

组织中 BAX 与 BCL-2 的表达程度。 结果　 与模型组相比,开心散干预组大鼠逃避潜伏期明显缩短,穿越平台次数

增多,在目标象限的停留时间及游泳路程所占百分比均有增加(P<0. 05 或 P<0. 01);皮层、海马组织神经元数量增

多,形态结构趋于正常,且尼氏小体数量增加,胞浆着色变深;脑组织中 AChE 活性减弱,ChAT 及 ACh 含量明显升

高(P<0. 05 或 P<0. 01);TNF-α、IL-6、IL-1β、APP、Aβ1-40 及 Aβ1-42 的含量显著下降(P<0. 05 或 P<0. 01);皮层、海
马组织中 tau 蛋白及 GSK-3β 的阳性表达量皆有下调(P<0. 05 或 P<0. 01);BAX 蛋白的表达水平趋于下降,且 BCL-
2 / BAX 的比值有不同程度的升高趋势(P>0. 05)。 结论　 开心散对 AD 损伤大鼠的痴呆症状与脑组织损伤有较好

的治疗效果,其作用机制涉及到胆碱能系统的修复、炎症因子释放的抑制、β-淀粉样蛋白的清除及 tau 蛋白磷酸化

水平的调控。
【关键词】 　 开心散;AD 大鼠;脑组织;治疗作用;作用机制
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

examine
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

in
 

rats
 

with
 

AD
 

caused
 

by
 

bilateral
 

Aβ1-42
 

injection
 

into
 

CA1
 

area
 

of
 

the
 

hippocampus,
 

and
 

to
 

preliminarily
 

clarify
 

its
 

mechanisms.
 

Methods　 Using
 

the
 

“β-amyloid
 

protein
 

toxicity
 

theory”,
 

the
 

rat
 

model
 

of
 

AD
 

was
 

established
 

by
 

bilaterally
 

injecting
 

Aβ1-42
 oligopeptide

 

segments
 

in
 

the
 

CA1
 

region
 

of
 

the
 

hippocampus
 

of
 

SD
 

rats
 

using
 

a
 

brain
 

stereotaxic
 

instrument.
 

The
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

model,
 

Hupezine
 

A,
 

Kaixin
 

San
 

low,
 

middle
  

and
 

high
 

dose
 

groups,
 

with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

Another
 

10
 

rats
 

were
 

subjected
 

to
 

intracranial
 

injection
 

of
 

an
 

equal
 

amount
 

of
 

physiological
 

saline
 

as
 

the
 

sham
 

operation
 

group
 

and
 

10
 

normal
 

rats
 

were
 

used
 

as
 

the
 

blank
 

control.
 

The
 

rats
 

were
 

subjected
 

to
 

continuous
 

intragastric
 

administrations
 

for
 

30
 

days.
 

Changes
 

in
 

learning
 

and
 

memory
 

performance
 

were
 

observed
 

by
 

the
 

Morris
 

water
 

maze
 

behavioral
 

test.
 

HE
 

and
 

Nissl
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

visualize
 

pathological
 

morphology
 

of
 

the
 

brain.
 

The
 

contents
 

of
 

cholinergic
 

neurotransmitters
 

( ACh,
 

AChE
 

and
 

ChAT ),
 

proinflammatory
 

factors
 

(TNF-α,
 

IL-6
 

and
 

IL-1β),
 

and
 

β-amyloid
 

protein
 

(APP,
 

Aβ1-40
 and

 

Aβ1-42 )
 

in
 

brain
 

tissue
 

were
 

measured
 

by
 

ELISA.
 

Expression
 

of
 

tau
 

protein
 

and
 

GSK-3β
 

in
 

cortical
 

and
 

hippocampal
 

tissues
 

was
 

detected
 

by
 

IHC.
 

BAX
 

and
 

BCL-2
 

expression
 

in
 

brain
 

tissues
 

was
 

measured
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

rats
 

in
 

the
 

Kaixin
 

San
 

treatment
 

groups
 

had
 

a
 

significantly
 

shorter
 

escape
 

latency,
 

an
 

increased
 

number
 

of
 

platform
 

crossings,
 

and
 

an
 

enhanced
 

dwell
 

time
 

and
 

percentage
 

of
 

swimming
 

distance
 

to
 

the
 

total
 

distance
 

in
 

the
 

target
 

quadrant
 

(P<0. 05
 

or
 

P<
0. 01).

 

The
 

numbers
 

of
 

neurons
 

in
 

cortical
 

and
 

hippocampal
 

tissues
 

were
 

increased,
 

the
 

morphological
 

structure
 

tended
 

to
 

be
 

normalized,
 

the
 

number
 

of
 

Nissl
 

bodies
 

increased,
 

and
 

the
 

cytoplasm
 

darkened.
 

AChE
 

activity
 

was
 

attenuated,
 

and
 

ChAT
 

with
 

ACh
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

brain
 

tissue
 

(P<0. 05
 

or
 

P< 0. 01).
 

TNF-α,
 

IL-6,
 

IL-1β,
 

APP,
 

Aβ1-40
 and

 

Aβ1-42
 contents

 

were
 

decreased
 

markedly
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01).
 

Expression
 

of
 

tau
 

protein
 

and
 

GSK-3β
 

in
 

both
 

cortical
 

and
 

hippocampal
 

tissues
 

was
 

downregulated
 

(P< 0. 05
 

or
 

P< 0. 01).
 

BAX
 

protein
 

expression
 

decreased,
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

BCL-2 / BAX
 

tended
 

to
 

increase
 

to
 

various
 

degrees
 

(P>0. 05).
 

Conclusions　 Kaixin
 

San
 

has
 

a
 

good
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

dementia
 

symptoms
 

and
 

brain
 

tissue
 

damage
 

in
 

AD-injured
 

rats,
 

and
 

its
 

mechanisms
 

involve
 

the
 

repair
 

of
 

the
 

cholinergic
 

system,
 

inhibition
 

of
 

proinflammatory
 

factor
 

release,
 

clearance
 

of
 

β-amyloid
 

protein,
 

and
 

regulation
 

of
 

tau
 

protein
 

phosphorylation.
【Keywords】　 Kaixin

 

San;
 

AD
 

rats;
 

brain
 

tissue;
 

therapeutic
 

effect;
 

mechanism

　 　 阿尔茨海默病( Alzheimer’ s
 

disease,AD) 是一

种起病隐匿并进行性发展的神经系统退行性疾病,
该病多发于 65 岁以上的老年人,病者在患病后 7 ~
10 年内即不可避免地走向死亡[1-2] 。 AD 患者临床

表现为长时间的认知功能衰退、情节记忆与身体机

能持续恶化、精神行为和睡眠-觉醒周期混乱,伴随

明显的语言系统缺陷、情绪波动异常以及严重的生

活能力丧失。 AD 典型的病理特征为 β-淀粉样蛋白

(amyloid
 

beta-protein,Aβ) 的积聚与沉积[3] 、tau 蛋

白 过 度 磷 酸 化 形 成 的 神 经 原 纤 维 缠 结

( neurofibrillary
 

tangles, NFTs) [4] 、慢性神经炎症[5]

以及显著的突触损伤与神经元丢失[6] 。 全球现今

约有 4400 万人罹患 AD,随着社会人口老龄化的加

剧与 AD 病症患者趋于年轻化,预计在 2050 年 AD
病人数量将增至 1 亿。 疾病的迅速发展在毁坏个人

健康与家庭安定的同时,也为社会工作与全球经济

带来沉重负担。
开心散记载于唐代药王孙思邈所著的《备急千

金要方·卷十四·小肠腑》 中,主治“好忘”,由人

参、远志、石菖蒲及茯苓四味中药组成。 开心散复

方中人参大补元气,安神益智;远志祛痰开窍,解郁

宁心,二者共用可除邪气,养心血,散痰涎,利九窍,
补脏腑之精亏,使耳目聪明,强志不忘。 茯苓利水

渗湿,健脾宁心;石菖蒲开窍豁痰、化湿、醒神益智,
两药配伍可化血积,治痹痛,定心气,去痰阻,理五

脏经络之气乱、湿浊,使精神通透,心脑畅明。 由此

全方共奏益气养心、补虚、化痰、除湿利窍及安神益

智之功,这与 AD“脏腑亏损,髓海空虚,瘀血、痰浊

阻塞经络脑窍” 的病因病机格外契合,因此常被用

于临床治疗“善忘”病症。
近年来,国内学者对开心散靶向痴呆的药理学

研究愈发关注,但多集中于网络药理学预测[7] 、效
应物质发掘[8]及单一信号通路如氧化应激[9] 、神经

炎症[10] 、脑内神经再生[11] 的验证,关于开心散经典

药理活性的多环节考察仍为罕见。 因此,本研究拟

采用双侧海马 CA1 区注射 Aβ1-42 造模损伤 SD 大鼠

为研究对象,并参照 AD 发生发展的相关学术论点

设立检测因素与靶标,对开心散复方抗痴呆的药理

活性进行较为全面地考证与筛查,以期为经典古方

的进一步开发及深层次的通路挖掘提供数据支撑。
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1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级体重为( 260 ~ 300) g 的 SD 大鼠,雌雄

各半,70 只,由北京维通利华实验动物技术有限公

司提供[ SCXK(京) 2016-0011] ,动物饲养在北京

市药品检验研究院[ SYXK(京) 2020-0041] ,本研

究由北京市药品检验所实验动物伦理委员会审查

通过,并按实验动物使用的 3R 原则给予人道的

关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 石杉碱甲片(河南太龙药业股份有限公司,批
号:190304);开心散浸膏粉(由上海绿谷生命园医

药有限公司提供,批号:190301)。
Aβ1-42 ( BIOSS, 货 号: bs-0107P ); 二 甲 亚 砜

(DMSO) ( 国药集团化学试剂有限公司, 批号:
20180404);甲苯胺蓝染液(货号:G1032)、苏木精-
伊 红 染 液 ( 货 号: G1003 )、 GSK-3β ( 货 号:
GB11099)、 Tau ( 货号: GB11178 )、 β-actin ( 货号:
GB12001)及 BAX(货号:GB11690)购自武汉赛维尔

生物科技有限公司;BCL-2(Affinity,货号:BF9103)。
乙酰胆碱(ACh)试剂盒(货号:CEA912Ge)、乙酰胆

碱转移酶(ChAT)试剂盒(货号:SEB929Ra)、乙酰胆

碱酯酶( AChE) 试剂盒(货号:SEB447Ra)、淀粉样

前体蛋白( APP) 试剂盒(货号:SEB020Ra)、Aβ1-40

酶联免疫吸附试剂盒(货号:CEA864Ra)、Aβ1-42 酶

联免疫吸附试剂盒(货号:CEA946Ra)、肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)检测试剂盒(货号:SEA133Ra)、白介

素-6( IL-6)检测试剂盒(货号:SEA079Ra) 及白介

素-1β( IL-1β)检测试剂盒(货号:SEA563Ra)均由

武汉云克隆科技股份有限公司提供。
Morris 水迷宫(中国医学科学院药物研究所制,

型号:DMS-2);脑立体定位仪(北京众实迪创科技发

展有限责任公司,型号: ZS-FD / S); KDS
 

Legato130
微量注射泵(美国 KD

 

scientific 公司);微型手持式

颅钻 ( 深圳市瑞沃德生命科技有限公司, 型号:
78001);高速组织研磨仪(Servicebio,型号:KZ-Ⅱ);
酶标检测仪(BioTeK,型号:Epoch)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 AD 大鼠的模型制备

　 　 (1)Aβ1-42 寡聚体的孵育

将 1
 

mg 的 β-淀粉样蛋白 1-42 片段(Aβ1-42 )溶

于 44 μL 的二甲亚砜( DMSO) 中,再缓慢加入 PBS
溶液(456 μL),边加边轻摇混匀,定容到所需浓度

(2
 

μg / μL)。 封口膜封好后,将溶液放入 37℃ 恒温

培养箱中孵育 7
 

d,使其聚集老化。
(2)动物术前筛选

将大鼠适应性喂养 7
 

d 后进行筛选,经 Morris
水迷宫实验判别其空间学习记忆能力,淘汰游泳行

为过于迟钝的大鼠,将筛选出的正常大鼠随机分为

3 组:空白组 10 只,假手术组 10 只,其余归入造

模组。
(3)手术过程

大鼠麻醉后,将其置于脑立体定位仪上进行固

定;定位手术区,局部备皮,酒精消毒;剪开大鼠头

部皮肤,切口沿中线分布,长度约 15
 

mm,将颅骨表

面粘膜拨开固定,使颅骨充分暴露;参照《大鼠脑立

体定位图谱》 [12] ,确定前囟位点并标记,钻孔位点定

位于前囟后方 3. 6
 

mm,旁开 2
 

mm,以 1. 0
 

mm 钻头

钻孔;注射点定位于大鼠海马 CA1 区,即自钻孔位

垂直颅骨表面向内进针约 4. 3
 

mm;恒速垂直注射,
双侧各注射 Aβ1-42 寡聚体 5 μL,以 1 μL / min 的速

度持续注射 5
 

min,注射后留针 5
 

min,再缓慢撤针,
以确保溶液充分弥散;操作结束后,用牙科水泥封

闭钻孔,以青霉素粉涂于切口处以防感染,随后缝

合切口,碘伏擦拭消毒;将大鼠置于电热毯上等候

苏醒,使其平稳度过术后虚弱期。 假手术组大鼠参

照上 述 操 作 注 射 等 量 的 生 理 盐 水。 术 后 恢

复 3 ~ 7
 

d。
(4)痴呆大鼠判别

用 Morris 水迷宫定位航行实验测试其逃避潜伏

期,以空白组大鼠 4 次训练的平均逃避潜伏期(学

习成绩)作为参考值(所有空白大鼠学习成绩的平

均值记为 A),并计算出同 1
 

d 内每只造模大鼠的平

均逃避潜伏期(记为 B),若(B-A) / B>20%则判定造

模成功,归为痴呆大鼠。
1. 3. 2　 分组及给药

　 　 将 50 只判定造模成功的痴呆大鼠按逃避潜伏

期随机分为 5 组:模型组、石杉碱甲组(0. 046 mg /
kg)、开心散低剂量组(11. 48 mg / kg)、开心散中剂

量组(22. 96 mg / kg)与开心散高剂量组(45. 92 mg /
kg),每组 10 只。 连续灌胃给药 30

 

d,每日 1 次。 空

白组、假手术组与模型组给予等量的纯化水。
1. 3. 3　 Morris 水迷宫行为学测试

　 　 (1)定位航行试验

试验共历时 5
 

d,每天定于固定时间段,每个时

间段训练 4 次。 4 次训练即将动物分别从 4 个不同

的起始点(不同象限)放入水中。 动物找到平台后

或 120
 

s 内找不到平台(潜伏期记为 120
 

s),则由实
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验者将其拿上平台,在平台上休息 15
 

s,再进行下一

次试验。 每日以动物 4 次训练测得逃避潜伏期的平

均值作为动物当日的学习成绩。 前 2
 

d 的定位航行

试验作为适应性游泳训练以熟悉迷宫环境,统计动

物在第 3、4、5 天的学习成绩变化。
(2)空间探索试验

第 6 天撤除原平台,将动物任选 1 个入水点放

入水中,所有动物必须为同一入水点,记录动物在 2
 

min 内跨越原平台的次数、在目标象限的停留时间、
目标象限的游泳路程及游泳总路程,计算得出目标

象限游泳路程所占总路程的百分比(目标象限游泳

路程 / 游泳总路程)。
1. 3. 4　 标本采集

　 　 Morris 行为学测试结束后,每组随机选取 4 只

大鼠,低温环境下快速断头取脑,置于冰砖上矢状

切割脑组织,左侧半脑组织用 4%的多聚甲醛溶液

固定,4℃保存,用于病理染色及免疫组化分析;右侧

半脑低温下进行海马和皮层的分离,并将海马、皮
层分别用锡箔纸包裹,置于冻存管,-80℃ 保存,备
用于 Western

 

blot 检测;剩余的各组大鼠在低温环境

下快速断头取脑,以冷生理盐水清洗去除残血,滤
纸吸干后用锡箔纸包裹, - 80℃ 冻存,以供 ELISA
检测。
1. 3. 5　 HE 染色与 Nissl 染色

　 　 采用 HE 染色及 Nissl 染色法观察各组大鼠脑

组织的病理形态与损伤状况,在 400 倍成像下查看

皮层、海马组织各区域神经元的数量、结构与排列,
并分析尼氏小体的数目与着色深浅,截图采集图像。
1. 3. 6　 酶联免疫吸附法(ELISA)
　 　 样本处理:准确称取待测脑组织重量,按重量

(g):体积(mL) = 1 ∶ 9 的比例加入 9 倍体积 0. 9%
的生理盐水,并放入匀浆珠,冰水浴条件机械匀浆,
制成 10% 的脑组织匀浆,低温 ( 4℃ ) 离心 10

 

min
(3500

 

r / min),分离上清液备检。
检测指标: 胆碱能神经递质 ( ACh、 ChAT 及

AChE)、炎症因子( TNF-α、IL-6 及 IL-1β)及 β-淀粉

样蛋白(APP、Aβ1-40 及 Aβ1-42)。
1. 3. 7　 免疫组化染色分析(IHC)
　 　 采用 IHC 法检测大脑组织中 tau 蛋白、GSK-3β
的表达水平:在 400 倍成像下分别截取海马及皮层

区域内互不重叠的 3 个视野,分别测量每张切片中

海马及皮层区域各 3 个视野阳性表达的积分光密度

(integrated
 

optical
 

density,IOD) 值,IOD 值越高,代
表阳性表达越强。

1. 3. 8　 蛋白免疫印迹法(Western
 

blot)
　 　 使用 Western

 

blot 法测定皮层、海马组织中

BAX、BCL-2 的表达程度:分析目标条带的光密度

值,将目的条带灰度值 / 内参条带灰度值的比值作

为目标蛋白的相对表达量。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有数据均采用 SAS
 

8. 2 软件进行处理,各组

数列均呈正态分布时,数据以平均数±标准差( 􀭰x±s)
表示,采用 ANOVA 进行单因素方差分析,同时用

LSD-t 检验法进行组间的多重比较,P<0. 05 表示差

异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 开心散对 AD 大鼠学习记忆能力的影响

2. 1. 1　 开心散对 AD 大鼠逃避潜伏期的影响

　 　 定位航行实验结果显示,与空白组或假手术组相

比,模型组大鼠在第 3、4、5 天的逃避潜伏期明显延

长,差异有统计学意义(P<0. 05)。 相较于模型组,在
第 3 天,开心散低、中、高剂量组逃避潜伏期明显下降

(P<0. 05 或 P<0. 01);第 4 天,石杉碱甲组、开心散

低、中剂量组逃避潜伏期显著缩短(P<0. 05 或 P<
0. 01);第 5 天,石杉碱甲组、开心散中剂量组逃避潜

伏期明显缩短(P<0. 05)(结果见表 1、图 1)。
2. 1. 2　 开心散对 AD 大鼠空间探索能力的影响

　 　 与空白组或假手术组相比,模型组穿越平台次

数、目标象限停留时间及游泳路程所占百分比均明

显减少,差异有统计学意义(P<0. 05);相较于模型

组,开心散中、高剂量组的穿越平台次数增加(P<
0. 05);开心散低、高剂量组的目标象限停留时间与

游泳路程所占百分比均明显提升(P< 0. 05 或 P<
0. 01)(结果见表 2、图 2)。
2. 2　 开心散对 AD 大鼠脑组织病理形态的影响

2. 2. 1　 HE 染色

　 　 HE 染色结果显示,空白组、假手术组大鼠皮层

神经元边界清晰,形态规则;海马组织神经元数量

丰富、排列紧密,形态结构正常。 与空白组相比,模
型组皮层、海马组织均可见神经元皱缩,皮质细胞

数量明显减少,细胞间隙增大;海马组织细胞排列

散乱无序,细胞层数减少,形态不规则,甚至出现核

仁消失。 相较于模型组,各给药组脑组织病理形态

有不同程度的改善,皮层神经元数量增多,皱缩状

态缓解;海马区域细胞排列较整齐,细胞层数增加,
形态结构趋于正常(结果见图 3)。
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注:与空白组或假手术组相比,#P<0. 05;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。

图 1　 开心散对 AD 大鼠逃避潜伏期的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,# P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P < 0. 05,
△△P<0. 01.

 

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

escape
 

latency
 

in
 

AD
 

rats

表 1　 开心散对 AD 大鼠逃避潜伏期的影响( 􀭰x±s)
Table

 

1　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

escape
 

latency
 

in
 

AD
 

rats

组别
Groups

剂量(mg / kg)
Dosage n

逃避潜伏期(s)Escape
 

latency

第 3 天 Third
 

day 第 4 天 Fourth
 

day 第 5 天 Fifth
 

day

空白组 Control
 

group / 9 17. 59±11. 17 9. 52±2. 91 14. 74±9. 01
假手术组 Sham

 

operation
 

group / 8 19. 26±5. 19 10. 26±8. 47 8. 92±3. 70
模型组 Model

 

group / 10 32. 11±20. 17# 19. 11±12. 74# 16. 86±11. 66#

石杉碱甲组 Huperzine
 

A
 

group 0. 046 9 25. 22±13. 65 9. 74±6. 30△ 7. 56±3. 29△

开心散低剂量组
Kaixin

 

San
 

low
 

dose
 

group 11. 480 8 17. 22±11. 70△ 5. 85±3. 10△△ 10. 19±4. 99

开心散中剂量组
Kaixin

 

San
 

medium
 

dose
 

group 22. 960 7 16. 11±4. 80△△ 8. 41±7. 62△△ 7. 76±5. 44△

开心散高剂量组
Kaixin

 

San
 

high
 

dose
 

group 45. 920 10 17. 02±7. 20△△ 13. 10±9. 13 13. 11±9. 13

注:与空白组或假手术组相比,#P<0. 05;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,#P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.

表 2　 开心散对 AD 大鼠空间探索能力的影响( 􀭰x±s)
Table

 

2　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

spatial
 

exploration
 

ability
 

of
 

AD
 

rats

组别
Groups

剂量
(mg / kg)

Dosage
n

穿越平台次数(次)
Number

 

of
 

crossing
 

platform
 

目标象限停留时间(s)
Target

 

quadrant
 

residence
 

time
 

目标象限路程所占百分比(%)
Percentage

 

of
 

target
 

quadrant
 

path
 

空白组 Control
 

group / 9 6. 56±1. 88 50. 79±8. 47 40. 27±5. 71
假手术组 Sham

 

operation
 

group / 8 7. 13±2. 10 51. 76±10. 15 40. 27±6. 38
模型组 Model

 

group / 10 5. 20±2. 86# 44. 05±6. 54# 32. 93±7. 78#

石杉碱甲组 Huperzine
 

A
 

group 0. 0460 9 5. 67±1. 58 46. 98±5. 79 37. 99±5. 17
开心散低剂量组

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group 11. 480 8 5. 88±2. 23 51. 99±9. 04△ 40. 25±6. 84△

开心散中剂量组
Kaixin

 

San
 

medium
 

dose
 

group 22. 960 7 8. 14±3. 53△ 48. 67±7. 80 37. 29±5. 53

开心散高剂量组
Kaixin

 

San
 

high
 

dose
 

group 45. 920 10 7. 60±2. 01△ 54. 73±6. 64△△ 41. 92±5. 05△△

注:与空白组或假手术组相比,#P<0. 05;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.
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2. 2. 2　 Nissl 染色

　 　 Nissl 染色结果显示,空白组、假手术组大鼠皮

层及海马组织神经元排列整齐、均匀,细胞结构完

整;尼氏小体数量丰富,形态正常,尼氏物质呈深蓝

色颗粒或斑块状染色。 与空白组相比,模型组皮

层、海马中尼氏小体数量明显减少,染色变浅,神经

元排列散乱且间隙明显增大。 相较于模型组,各给

药组脑组织病理状况有不同程度的改善,其皮层及

海马组织中尼氏小体数量增加,且海马 CA1 区细胞

排列紧密整齐,胞浆着色变深(结果见图 4)。

2. 3　 开心散对 AD 大鼠脑组织中胆碱能神经递质

的影响

　 　 与空白组或假手术组相比,模型组大鼠脑组织

中 ChAT 的活性及 ACh 的含量均明显降低,AChE
的活性升高,差异有统计学意义 (P < 0. 05 或 P <
0. 01)。 相较于模型组,开心散低、高剂量组 ACh 的

含量明显增加(P<0. 05 或 P<0. 01);石杉碱甲组、
开心散低、中剂量组 ChAT 的活性增强,且 AChE 的

活性显著降低(P<0. 05 或 P<0. 01)(结果见表 3、图
5)。

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组。 与空白组或假手术

组相比,#P<0. 05;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。

图 2　 开心散对 AD 大鼠空间探索能力的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group. Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,# P< 0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.
 

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

spatial
 

exploration
 

ability
 

of
 

AD
 

rats

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组。

图 3　 开心散对 AD 大鼠脑组织病理形态的影响(HE 染色)
Note.

 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

pathological
 

morphology
 

of
 

brain
 

tissue
 

in
 

AD
 

rats
 

(HE
 

staining)
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注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:
开心散高剂量组。

图 4　 开心散对 AD 大鼠脑组织病理形态的影响(Nissl 染色)
Note.

 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

pathological
 

morphology
 

of
 

brain
 

tissue
 

in
 

AD
 

rats
 

(Nissl
 

staining)

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组。 与空白组或假手

术组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。

图 5　 开心散对 AD 大鼠胆碱能神经递质的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,# P < 0. 05,## P < 0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.
 

Figure
 

5　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

cholinergic
 

neurotransmitter
 

in
 

AD
 

rats

表 3　 开心散对 AD 大鼠胆碱能神经递质的影响( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

3　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

cholinergic
 

neurotransmitter
 

in
 

AD
 

rats
组别 Groups 剂量(mg / kg)Dosage ACh(pg / mg) ChAT(ng / mg) AChE(ng / mg)

空白组 Control
 

group / 5. 23±0. 78 126. 29±22. 26 0. 61±0. 14
假手术组 Sham

 

operation
 

group / 4. 24±0. 54 127. 70±10. 20 0. 55±0. 10
模型组 Model

 

group / 3. 84±0. 98# 113. 12±26. 33# 0. 80±0. 11##

石杉碱甲组 Huperzine
 

A
 

group 0. 046 4. 68±0. 70 174. 64±23. 47△△ 0. 52±0. 08△△

开心散低剂量组
Kaixin

 

San
 

low
 

dose
 

group 11. 480 6. 13±2. 19△△ 138. 43±13. 36△ 0. 63±0. 15△

开心散中剂量组
Kaixin

 

San
 

medium
 

dose
 

group 22. 960 4. 08±0. 92 159. 35±19. 74△△ 0. 55±0. 16△△

开心散高剂量组
Kaixin

 

San
 

high
 

dose
 

group 45. 920 5. 23±0. 78△ 127. 07±21. 50 0. 73±0. 16

注:与空白组或假手术组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.
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2. 4　 开心散对 AD 大鼠脑组织中炎症因子的影响

　 　 与空白组或假手术组相比,模型组大鼠脑组织

中 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 等炎症因子的含量明显升

高,差异有统计学意义(P<0. 01)。 相较于模型组,

石杉碱甲组、开心散低剂量组 TNF-α 的含量明显下

降(P<0. 05);石杉碱甲组、开心散低、中剂量组 IL-
1β 与 IL-6 的含量显著降低(P<0. 05 或 P<0. 01)。
(结果见表 4、图 6)

表 4　 开心散对 AD 大鼠脑组织炎症因子的影响( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

4　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats
组别 Groups 剂量(mg / kg)Dosage TNF-α(pg / mg) IL-1β(pg / mg) IL-6(pg / mg)

空白组 Control
 

group / 8. 58±2. 76 8. 62±1. 35 7. 32±1. 46

假手术组 Sham
 

operation
 

group / 8. 38±1. 53 8. 24±0. 86 6. 32±0. 58

模型组 Model
 

group / 13. 30±2. 19## 11. 51±1. 26## 10. 03±1. 62##

石杉碱甲组 Huperzine
 

A
 

group 0. 046 9. 46±2. 63△ 7. 99±1. 69△△ 7. 60±1. 66△

开心散低剂量组
Kaixin

 

San
 

low
 

dose
 

group 11. 480 9. 52±3. 37△ 9. 24±1. 57△ 7. 23±2. 00△

开心散中剂量组
Kaixin

 

San
 

medium
 

dose
 

group 22. 960 13. 24±2. 44 8. 50±2. 54△△ 6. 81±2. 49△△

开心散高剂量组
Kaixin

 

San
 

high
 

dose
 

group 45. 920 10. 22±3. 10 10. 63±1. 75 8. 35±2. 31

注:与空白组或假手术组相比,##P<0. 01;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.

表 5　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 β-淀粉样蛋白含量的影响( 􀭰x±s,n= 6)
Table

 

5　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

β-amyloid
 

protein
 

content
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats
组别 Groups 剂量(mg / kg)Dosage APP(ng / mg) Aβ1-40(pg / mg) Aβ1-42(pg / mg)

空白组 Control
 

group / 1. 07±0. 20 32. 25±9. 67 16. 43±3. 53
假手术组 Sham

 

operation
 

group / 1. 07±0. 19 27. 64±7. 89 14. 18±1. 98
模型组 Model

 

group / 1. 83±0. 22## 40. 38±6. 81# 22. 25±3. 64##

石杉碱甲组 Huperzine
 

A
 

group 0. 046 1. 09±0. 16△△ 30. 25±6. 46 13. 82±3. 65△△

开心散低剂量组
Kaixin

 

San
 

low
 

dose
 

group 11. 480 1. 06±0. 32△△ 33. 98±14. 58 21. 71±8. 60

开心散中剂量组
Kaixin

 

San
 

medium
 

dose
 

group 22. 960 1. 62±0. 56 26. 19±9. 53△ 12. 35±3. 15△△

开心散高剂量组
Kaixin

 

San
 

high
 

dose
 

group 45. 920 1. 24±0. 37△△ 30. 31±5. 32 16. 35±2. 24△

注:与空白组或假手术组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组。 与空白组或假手术

组相比,##P<0. 01;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。

图 6　 开心散对 AD 大鼠脑组织炎症因子的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats
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2. 5　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 β-淀粉样蛋白含

量的影响

　 　 与空白组或假手术组相比,模型组大鼠脑组织

中 APP、Aβ1-40 及 Aβ1-42 的含量明显升高,差异有统

计学意义(P<0. 05 或 P<0. 01);相较于模型组,石
杉碱甲组、开心散低、高剂量组 APP 的含量显著下

降(P<0. 01);开心散中剂量组 Aβ1-40 的含量降低

(P<0. 05);石杉碱甲组、开心散中、高剂量组 Aβ1-42

的含量均明显减少(P<0. 05 或 P<0. 01)(结果见表

5、图 7)。
2. 6　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 tau 蛋白磷酸化

的影响

2. 6. 1　 开心散对 AD 大鼠皮层、海马组织中 tau 蛋

白表达水平的影响

　 　 与空白组或假手术组相比,模型组大鼠皮层、
海马组织中 tau 蛋白棕黄色阳性表达产物明显增

多,差异有统计学意义(P<0. 05 或 P<0. 01);相较

于模型组,开心散中剂量组皮层组织中 tau 蛋白的

阳性表达量显著下降(P<0. 05);石杉碱甲组、开心

散低剂量组海马组织中 tau 蛋白的表达水平均有下

调(P<0. 05)(结果见表 6、图 8、图 9)。
2. 6. 2　 开心散对 AD 大鼠皮层、海马组织中 GSK-
3β 表达水平的影响

　 　 与空白组或假手术组相比,模型组大鼠皮层、
海马组织中 GSK-3β 棕黄色免疫阳性产物明显增

多,差异有统计学意义(P<0. 05);相较于模型组,石
杉碱甲组、开心散高剂量组皮层组织中 GSK-3β 阳

性表达量显著降低(P<0. 05 或 P<0. 01);石杉碱甲

组、开心散低、中、高剂量组海马组织中 GSK-3β 表

达水平均下降(P<0. 05 或 P<0. 01)。 (结果见表 7、
图 10、图 11)
2. 7　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 BCL-2 与 BAX
表达水平的影响

　 　 与空白组或假手术组相比,模型组大鼠脑组织

中 BAX 蛋白的相对表达量升高,且 BCL-2 / BAX 的

比值下降,但差异无统计学意义(P>0. 05)。 相较于

模型组,各给药组脑组织中 BAX 蛋白的表达水平趋

于下调(P>0. 05),且 BCL-2 / BAX 的比值有不同程

度的升高趋势 (P > 0. 05) (结果见表 8、图 12、图

13)。

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组。 与空白组或假手

术组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。

图 7　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 β-淀粉样蛋白含量的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

β-amyloid
 

protein
 

content
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats

表 6　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 tau 蛋白表达水平的影响( 􀭰x±s,n= 4)
Table

 

6　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

tau
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats
组别 Groups 剂量(mg / kg)Dosage 皮层(IOD)Cortex 海马(IOD)Hippocampus

空白组 Control
 

group / 826. 97±552. 16 1244. 68±906. 16
假手术组 Sham

 

operation
 

group / 561. 62±295. 79 1374. 30±814. 44
模型组 Model

 

group / 1390. 36±233. 98## 2849. 53±702. 32#

石杉碱甲组 Huperzine
 

A
 

group 0. 046 792. 01±304. 28 1181. 80±500. 61△

开心散低剂量组
Kaixin

 

San
 

low
 

dose
 

group 11. 480 928. 21±408. 26 1479. 75±523. 92△

开心散中剂量组
Kaixin

 

San
 

medium
 

dose
 

group 22. 960 747. 18±486. 63△ 1515. 77±1139. 74

开心散高剂量组
Kaixin

 

San
 

high
 

dose
 

group 45. 920 793. 42±505. 62 1845. 28±1432. 42

注:与空白组或假手术组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与模型组相比,△P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05.
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注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量

组。 与空白组或假手术组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与模型组相比,△P<0. 05。

图 8　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 tau 蛋白表达水平的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group. Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,#P<0. 05,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05.

Figure
 

8　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

tau
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组。

图 9　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 tau 蛋白表达水平的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group.

Figure
 

9　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

tau
 

in
 

brain
 

bissue
 

of
 

AD
 

rats

表 7　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 GSK-3β 表达水平的影响( 􀭰x±s,n= 4)
Table

 

7　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

GSK-3β
 

expression
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats
组别

Groups
剂量(mg / kg)

Dosage
皮层(IOD)

Cortex
海马(IOD)
Hippocampus

空白组 Control
 

group / 4693. 20±2424. 03 2047. 70±554. 39
假手术组 Sham

 

operation
 

group / 5004. 02±1654. 56 2421. 76±1088. 99
模型组 Model

 

group / 8641. 52±2230. 49# 3967. 49±1515. 58#

石杉碱甲组 Huperzine
 

A
 

group 0. 046 4974. 27±3274. 99△ 2102. 58±1375. 84△

开心散低剂量组 Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group 11. 480 5113. 12±2794. 35 1752. 94±1119. 70△△

开心散中剂量组 Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group 22. 960 5068. 12±2072. 73 2091. 91±627. 92△

开心散高剂量组 Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group 45. 920 2692. 39±2236. 57△△ 2290. 97±785. 73△

注:与空白组或假手术组相比,#P<0. 05;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,#P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.
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注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组。 与空白组或假手术组

相比,#P<0. 05;与模型组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。

图 10　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 GSK-3β 表达水平的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group. Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

or
 

sham
 

operation
 

group,# P< 0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,△P<0. 05,△△P<0. 01.

Figure
 

10　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

GSK-3β
 

expression
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组。

图 11　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 GSK-3β 表达水平的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Shamoperation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
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A
 

group.
 

E,
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San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
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high
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Figure
 

11　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

GSK-3β
 

expression
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats

表 8　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 BCL-2 及 BAX 表达水平的影响( 􀭰x±s,n= 4)
Table

 

8　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

expression
 

of
 

BCL-2
 

and
 

BAX
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats
组别 Groups 剂量(mg / kg)Dosage BCL-2 BAX BCL-2 / BAX

 

空白组 Control
 

group / 1. 030±0. 331 0. 266±0. 160 6. 032±5. 970

假手术组 Sham
 

operation
 

group / 1. 004±0. 296 0. 312±0. 183 4. 478±3. 089

模型组 Model
 

group / 0. 916±0. 219 0. 371±0. 223 3. 298±2. 352

石杉碱甲组 Huperzine
 

A
 

group 0. 046 0. 909±0. 248 0. 201±0. 151 6. 227±4. 265

开心散低剂量组
Kaixin

 

San
 

low
 

dose
 

group 11. 480 0. 938±0. 374 0. 186±0. 132 7. 675±7. 486

开心散中剂量组
Kaixin

 

San
 

medium
 

dose
 

group 22. 960 0. 933±0. 299 0. 241±0. 155 4. 914±2. 918

开心散高剂量组
Kaixin

 

San
 

high
 

dose
 

group 45. 920 1. 019±0. 324 0. 339±0. 214 3. 920±2. 667
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注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组

图 12　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 BCL-2 及 BAX 表达水平的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
 

Huperzine
 

A
 

group.
 

E,
 

Kaixin
 

San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
 

Kaixin
 

San
 

high
 

dose
 

group.

Figure
 

12　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

expression
 

of
 

BCL-2
 

and
 

BAX
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats

注:A:空白组;B:假手术组;C:模型组;D:石杉碱甲组;E:开
心散低剂量组;F:开心散中剂量组;G:开心散高剂量组。

图 13　 开心散对 AD 大鼠脑组织中 BCL-2 及

BAX 表达水平的影响

Note.
 

A,
 

Control
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B,
 

Sham
 

operation
 

group.
 

C,
 

Model
 

group.
 

D,
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A
 

group.
 

E,
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San
 

low
 

dose
 

group.
 

F,
 

Kaixin
 

San
 

medium
 

dose
 

group.
 

G,
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high
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group.

Figure
 

13　 Effect
 

of
 

Kaixin
 

San
 

on
 

expression
 

of
 

BCL-2
 

and
 

BAX
 

in
 

brain
 

tissue
 

of
 

AD
 

rats

3　 讨论

　 　 Morris 水迷宫作为现今应用最广泛的考察啮齿

类动物空间学习与长期记忆的行为学测试[13] ,提供

了一套评估不同认知域功能的灵活方式,其中最广

为人知的隐藏平台训练(定位航行)和空间探索检

验可有效评测鼠类的空间记忆与记忆保持能力[14] 。
本研究中,经开心散治疗后,Aβ1-42 造模后的大鼠水

迷宫各项目的测试成绩有较明显提升,说明开心散

可在一定程度上改善机体的认知导航能力。
AD 作为一类中枢神经系统渐进性衰退病症,

从起病、发展到恶化、死亡的整个过程均涉及到特

有的病理生理学改变,HE 染色与 Nissl 染色可通过

简单的染料组合揭示细胞细节与超微结构分布,借
此可推断神经元的功能状态与畸变信息[15] 。 病理

形态观察证实,相较于模型组,给药组大鼠皮层、海
马组织病理状况有所改善,神经元数量增多,尼氏

小体数目增加,形态结构趋于正常,表明开心散可

缓解 AD 动物的脑组织损伤,恢复神经元的生理

功能。
ACh 参与大脑信息处理的神经传导,与人体的

记忆行为及学习认知功能密切相关。 AD 的病变伴

随着脑内 ACh 的“合成-传递-摄取” 链失衡、ChAT
与 AChE 的活性失常,胆碱能神经系统出现明显缺

陷,进而导致机体学习记忆功能障碍[16] 。 ELISA 检

测证明,经开心散干预的 AD 大鼠脑组织中 AChE
活性降低,ChAT 与 ACh 的含量上升,进一步揭示了

开心散对胆碱能神经传递的靶向作用,间接维持

ACh 合成、降解过程的动态平衡。
慢性免疫炎症反应是 AD 发生并且逐渐恶化的

关键诱因[17-19] ,随着机体年龄的增长和 Aβ 的持续

生成与集聚,小胶质细胞 ( MG) 与星形胶质细胞

(AS)在长期慢性活化过程中被过度激活,导致炎性

细胞因子如 IL-1β、IL-6、TNF-α 的大量生成与释放,
脑组织局部炎症反应加重,神经元受损、变性甚至

死亡[20] 。 研究过程中观察到,AD 大鼠经开心散治

疗后,脑组织中的炎症因子含量均下降,证明开心

散可抑制促炎因子的过度释放,由此减轻脑内炎症

微环境的毒性效应。
Aβ 是由淀粉样前体蛋白( APP)水解生成的正

常代谢物,在 β-分泌酶和 γ-分泌酶的剪辑切割下,
APP 可降解为以 Aβ1-40 和 Aβ1-42 为代表的 Aβ 肽

段[21] 。 在健康机体内,Aβ 的产生与降解可保持动

态平衡;然而当机体发生衰老、受到物理或化学损

伤时,会导致“ Aβ-APP”代谢链失常,Aβ 因此聚积

沉淀形成弥漫性的神经炎斑[22] 。 经给药治疗后的
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AD 鼠脑内 Aβ 相关蛋白含量均有降低,表明开心散

可减少 Aβ 的异常蓄积,使其生成与清除状态趋于

平衡。
Tau 蛋白是一类与微管相关的组分,可与微管

结合促进其稳定并组装成束,协助神经细胞间的物

质转运[23] 。 由于机体的衰老和致病因素的入侵,蛋
白激酶如 GSK-3β 活性的失衡,促使 tau 蛋白的异常

修饰和过度磷酸化,进而毁坏了微管的结构和稳定

性,轴突运输、信号传导等生理功能损坏,最终导致

神经元的变性死亡和痴呆的发生[24] 。 开心散干预

后的 AD 大鼠皮层、海马组织内 tau 蛋白及其磷酸化

激酶 GSK-3β 的表达水平明显下调,证明开心散可

调控 tau 蛋白磷酸化水平,维护中枢神经系统的正

常运转。
BCL-2 蛋白质大家族主导着细胞对诱发凋亡的

各种刺激及损害的敏感性与抵抗力[25] 。 根据结构

同源性与功能可分为抗凋亡蛋白(以 BCL-2 为代

表)与促凋亡蛋白(以 BAX 为代表) [26] ,BCL-2 与

BAX 在大脑中的比例介导着神经元的存活[27] 。 研

究发现,开心散治疗后的 AD 大鼠脑组织中 BAX 蛋

白的表达量有所降低,且 BCL-2 / BAX 的比值趋于升

高,表明开心散在一定程度上可干涉凋亡因子对神

经元的毁伤,进而减少其凋亡的发生。
然而,本研究旨在对开心散抗痴呆的药理活性

进行全面筛查与验证,所采用的海马 CA1 区注射

Aβ1-42 寡聚体致痴呆模型只能复制 AD 的部分症状

与病因,且研究所设立的指标与靶点较为宽泛,缺
乏针对单一神经功能系统或完整信号蛋白通路的

侧重考查,还需在后续研究中加以补充探索。
由以上可知,开心散对双侧海马 CA1 区注射

Aβ1-42 造模大鼠的痴呆症状与脑组织损伤有较好的

治疗作用和缓解效果,其作用机制涉及到胆碱能神

经递质、炎症因子、β-淀粉样蛋白、tau 蛋白磷酸化水

平以及凋亡因子等多靶点、多通路的靶向调控与干

预,此研究也进一步证实开心散抗痴呆的药理活

性,其作为治疗“好忘”的经典古方具备进一步挖掘

的价值。
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苦参碱对妊娠高血压大鼠内皮损伤和 JAK2 / STAT3 /
SOSC1 信号通路的影响

李　 玲∗,武建利,李　 珊,曲广第

(新疆医科大学第一附属医院产科,乌鲁木齐　 830054)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨苦参碱对妊娠高血压( PIH)大鼠内皮损伤及酪氨酸蛋白激酶 2 / 信号转导子和转录激

活子 3 / 细胞因子信号转录抑制因子 1( JAK2 / STAT3 / SOSC1)信号通路的影响。 方法 　 将 60 只孕鼠随机分成正

常对照组、模型对照组、低剂量苦参碱组、高剂量苦参碱组、硫酸镁组,每组 12 只。 正常对照组之外的各组孕鼠

在妊娠第 12 天通过灌胃 50 mg / kg 亚硝基左旋精氨酸甲酯构建 PIH 大鼠模型。 在妊娠第 16 天,低、高剂量苦参

碱组分别灌胃 50、100 mg / kg 苦参碱,硫酸镁组灌胃 100 mg / kg 硫酸镁,正常对照组和模型对照组则灌胃等体积

的生理盐水。 分别使用大鼠无创血压计和考马斯亮蓝法检测各组孕鼠妊娠第 16 天(给药前) 、第 17 天、第 21 天

的尾动脉血压及 24
 

h 尿蛋白含量;酶联免疫分析试剂盒检测血清中超氧化物歧化酶( SOD) 、丙二醛( MDA) 、肿
瘤坏死因子 α( TNF-α) 、白细胞介素( IL) -6、IL-10、内皮素( ET) 、血栓素 B2( TXB2) 、一氧化氮( NO) 、6 酮前列腺

素 F1α(6-keto-PGF1α)水平;蛋白免疫印迹法检测大鼠胎盘组织中 JAK2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3、SOSC1 蛋白

表达水平。 结果　 妊娠第 17、21 天,模型对照组孕鼠血压、24
 

h 尿蛋白含量明显高于正常对照组(P<0. 05) ,低、
高剂量苦参碱组孕鼠血压、24

 

h 尿蛋白含量明显比模型对照组低(P<0. 05) 。 与正常对照组比较,模型对照组大

鼠血清中 SOD、IL-10、NO 和 6-keto-PGF1α 水平降低,MDA、TNF-α、IL-6、ET 和 TXB2 以及胎盘组织中 p-JAK2 /
JAK2、p-STAT3 / STAT3、SOSC1 蛋白水平升高(P<0. 05) ;与模型对照组相比,低、高剂量苦参碱组 SOD、IL-10、NO
和 6-keto-PGF1α 依次增加, MDA、 TNF-α、 IL-6、 ET 和 TXB2 以及胎盘组织中 p-JAK2 / JAK2、 p-STAT3 / STAT3、
SOSC1 蛋白水平依次降低(P<0. 05) ;与硫酸镁组相比,高剂量苦参碱组上述指标均无明显改变(P> 0. 05) 。 结

论　 苦参碱降低 PIH 模型大鼠血压、尿蛋白含量、炎症反应及氧化应激水平,抑制 JAK2、STAT3 磷酸化及 SOSC1
蛋白表达,进而缓解 PIH 大鼠内皮损伤。

【关键词】 　 苦参碱;酪氨酸蛋白激酶 2;
 

信号转导子和转录激活子 3;
 

细胞因子信号转录抑制因子 1;
 

妊娠高

血压;内皮损伤
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

matrine
 

on
 

endothelial
 

injury
 

and
 

the
 

Janus-activated
 

kinase
 

2 /
signal

 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3 / suppressor
 

of
 

cytokine
 

signaling-1
 

( JAK2 / STAT3 / SOSC1)
 

signaling
 



pathway
 

in
 

rats
 

with
 

pregnancy-induced
 

hypertension
 

(PIH).
 

Methods　 Sixty
 

pregnant
 

rats
 

were
 

randomly
 

separated
 

into
 

normal
 

control
 

group,
 

model
 

control
 

group,
 

low
 

dose
 

matrine
 

group,
 

high
 

dose
 

matrine
 

group
 

and
 

magnesium
 

sulfate
 

group,
 

with
 

12
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

Pregnant
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

except
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

were
 

intragastrically
 

administered
 

50 mg / kg
 

nitroso-L-arginine
 

methyl
 

ester
 

on
 

day
 

12
 

of
 

pregnancy
 

to
 

establish
 

a
 

PIH
 

rat
 

model.
 

On
 

day
 

16
 

of
 

pregnancy,
 

low
  

and
 

high
 

dose
 

matrine
 

groups
 

were
 

administered
 

intragastrically
 

with
 

50
 

and
 

100 mg / kg
 

matrine,
 

respectively,
 

the
 

magnesium
 

sulfate
 

group
 

was
 

administered
 

intragastrically
 

with
 

100 mg / kg
 

magnesium
 

sulfate,
 

and
 

normal
 

and
 

model
 

control
 

groups
 

were
 

administered
 

intragastrically
 

with
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

saline.
 

A
 

rat
 

non-invasive
 

sphygmomanometer
 

and
 

Coomassie
 

blue
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

tail
 

artery
 

blood
 

pressure
 

and
 

the
 

24
 

h
 

urine
 

protein
 

content
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

on
 

day
 

16
 

(before
 

administration),
 

day
 

17
 

and
 

day
 

21
 

of
 

pregnancy.
 

Enzyme-linked
 

immunoassays
 

were
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

levels
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

( SOD),
 

malondialdehyde
 

( MDA),
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

( TNF-α),
 

interleukin
 

(IL)-6,
 

IL-10,
 

endothelin
 

( ET),
 

thromboxane
 

B2
 

( TXB2),
 

nitric
 

oxide
 

( NO),
 

and
 

6-keto-prostaglandin
 

F1α
 

( 6-keto-PGF1α ).
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

JAK2,
 

p-JAK2,
 

STAT3,
 

p-STAT3
 

and
 

SOSC1
 

protein
 

expression
 

in
 

rat
 

placental
 

tissue.
 

Results　 On
 

the
 

days
 

17
 

and
 

21
 

of
 

pregnancy,
 

blood
 

pressure
 

and
 

the
 

24
 

h
 

urine
 

protein
 

content
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

control
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

(P<
0. 05),

 

and
 

blood
 

pressure
 

and
 

the
 

24
 

h
 

urine
 

protein
 

content
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

low
  

and
 

high
 

dose
 

matrine
 

groups
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

control
 

group
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 

serum
 

levels
 

of
 

SOD,
 

IL-10,
 

NO
 

and
 

6-keto-PGF1α
 

in
 

the
 

model
 

control
 

group
 

were
 

lower,
 

and
 

MDA,
 

TNF-α,
 

IL-6,
 

ET
 

and
 

TXB2
 

levels
 

and
 

p-JAK2 / JAK2,
 

p-STAT3 / STAT3
 

and
 

SOSC1
 

protein
 

expression
 

in
 

placental
 

tissue
 

were
 

higher
 

(P< 0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

control
 

group,
 

SOD,
 

IL-10,
 

NO
 

and
 

6-keto-PGF1α
 

in
 

low
  

and
 

high
 

dose
 

matrine
 

groups
 

were
 

increased
 

sequentially,
 

and
 

MDA,
 

TNF-α,
 

IL-6,
 

ET
 

and
 

TXB2
 

levels
 

and
 

p-JAK2 / JAK2,
 

p-STAT3 / STAT3,
 

and
 

SOSC1
 

protein
 

expression
 

in
 

placental
 

tissue
 

were
 

decreased
 

sequentially
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

magnesium
 

sulfate
 

group,
 

the
 

above
 

indicators
 

in
 

the
 

high
 

dose
 

matrine
 

group
 

showed
 

no
 

significant
 

changes
 

( P > 0. 05 ).
 

Conclusions
 

Matrine
 

decreases
 

blood
 

pressure,
 

urinary
 

protein
 

content,
 

inflammatory
 

responses,
 

and
 

oxidative
 

stress,
 

inhibits
 

JAK2
 

and
 

STAT3
 

phosphorylation
 

and
 

SOSC1
 

protein
 

expression,
 

and
 

then
 

alleviates
 

endothelial
 

injury
 

in
 

PIH
 

rats
【Keywords】 　 matrine;

 

Janus-activated
 

kinase
 

2;
 

signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3;
 

suppressor
 

of
 

cytokine
 

signaling-1;
 

pregnancy-induced
 

hypertension;
 

endothelial
 

injury

　 　 妊娠高血压 ( pregnancy-induced
 

hypertension,
PIH)是影响女性妊娠过程正常进行的重要疾病,其
病发率高,临床上 PIH 患者在妊娠 20 周以后常出

现血压异常升高、尿蛋白增高等症状,不仅会损伤

孕妇的脑、心、肾等器官,还是导致胎儿和产妇死亡

的重要原因[1] 。 研究表明,妊娠早期胎盘相对灌注

不足可能导致胎盘异常释放抗血管生成因子进入

母体循环,致使孕妇和胎儿发生血管内皮损伤,进
而引发高血压[2] 。 而 PIH 也会导致胎盘组织缺血

缺氧,进而使孕妇体内的炎症应答机制被激活,造
成血管内皮功能障碍[3] 。 此外,过度的氧化应激也

会导致血管内皮功能障碍,从而诱发炎症反应和氧

化应激,加快 PIH 进展[4] 。 一些理论认为内皮功能

障碍是 PIH 的诱因,因为内皮功能受损会破坏胎盘

的生理过程,导致抗血管生成因子释放进入母体循

环,从而导致内皮细胞损伤[5-6] 。 相关文献显示,酪
氨酸蛋白激酶 2( janus

 

activated
 

kinase
 

2,JAK2) / 信

号转导子和转录激活子 3 ( signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3,STAT3) 信号通路在细胞

生长分化和免疫方面起重要作用,细胞因子信号转

录抑制因子 1 ( suppressor
 

of
 

cytokine
 

signaling-1,
SOSC1)是一种细胞因子生物活性的内源性抑制剂,
其通过 JAK / STAT 信号通路传导[7] 。 已有研究表明,
JAK2 / STAT3 / SOSC1 通路的抑制与 PIH 血管内皮细

胞分泌功能有关[8] 。 苦参碱是一种生物碱,主要提取

自苦参等豆科植物中,药理作用广泛。 目前关于苦参

碱在抗肿瘤方面的研究较多[9] ,近年来发现其在治疗

血管损伤方面也有一定的效果[10] 。 然而,到目前为

止并未有研究报道苦参碱对 PIH 的影响。 硫酸镁是

临床上常用的缓解 PIH 的药物,其能够减轻患者的痉

挛症状,调节器官的血液灌注情况,故常用作 PIH 研

究的阳性药物[11] 。 因此,本研究将制备 PIH 大鼠模

型,以硫酸镁为阳性对照,探讨苦参碱对 PIH 大鼠内

皮损伤的影响以及可能的分子机制。
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1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 SD 雄性大鼠 30 只(7 ~ 8 周龄,280 ~ 320
 

g)和雌性大鼠 60 只(7 ~ 8 周龄,220 ~ 270
 

g)均购自

上海市公共卫生临床中心[SCXK(沪)2020-0002]。
所有 SD 大鼠均饲养在新疆医科大学第一附属医院

动物房内[SYXK(新)2018-0003]。 本研究的动物

实验均获得本院动物伦理委员会批准(K2007-05),
且所有实验步骤均严格按照国际疼痛研究协会的

动物保护原则进行,并按实验动物使用的 3R 原则

给予人道的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 亚硝基左旋精氨酸甲酯( L-NAME) 购自美国

Sigma 公司(批号:N5751);硫酸镁购自河北武罗药

业有限公司(批号:国药准字 H13022977);苦参碱,
纯度≥98%,购自成都瑞芬思生物科技有限公司(批

号:K-002);内皮素( ET) ELISA 检测试剂盒购自北

京百奥莱博科技有限公司(批号:ARB13558);超氧

化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA) ELISA 试剂盒购

自上海研谨生物科技有限公司 ( 批号: YOYO、
F12630);血栓素 B2(TXB2)、6 酮前列腺素 F1α(6-
keto-PGF1α)、一氧化氮( NO) ELISA 检测试剂盒购

自上海乔羽生物科技有限公司(批号:QY-SE2052、
QY-SX1804、QY-WN1888);肿瘤坏死因子 α ( TNF-
α)、白细胞介素(IL) -6、IL-10

 

ELISA 检测试剂盒购

自美国 Abcam 公司 ( 批号: ab236712、 ab234570、
ab214566); JAK2、 p-JAK2、 STAT3、 p-STAT3、 SOCS1
抗体购自美国 CST 公司(批号:74987、66245、9139、
4113、68631)。 大鼠无创血压计购自上海玉研科学

仪器有限公司(型号:STARR
 

MouseOx
 

Small
 

Animal
 

Vit);多功能酶标仪购自华泰和合(北京)商贸有限

公司(型号:4200 酶标仪);分光光度计购自上海光

学仪器一厂(型号:722)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 PIH 大鼠模型的构建与给药方法

　 　 SD 大鼠适应性饲养 1 周后,将雌雄大鼠按照

1 ∶ 2 的比例关在同一个笼子里进行交配。 次日,收
集雌性大鼠的阴道分泌物,若在显微镜下观察到精

子的存在,则视为大鼠的怀孕日。 将 60 只孕鼠随机

分成 5 组,即正常对照组、模型对照组、低剂量苦参

碱组、高剂量苦参碱组、硫酸镁组,每组 12 只孕鼠。

正常对照组除外,其余各组孕鼠在妊娠第 12 天,通
过连续 1 周灌胃 50 mg / kg

 

L-NAME 构建 PIH 大鼠

模型[12] ,若孕鼠 16
 

d 的血压比造模前的血压增加

量≥20
 

mmHg, 尿蛋白 ≥ ( +) 时, 则表示造模成

功[13] 。 在妊娠第 16 天,低、高剂量苦参碱组分别灌

胃 50、100 mg / kg 苦参碱(依据朱新业等[14] 的研究

和前期预实验确定),硫酸镁组灌胃 100 mg / kg 硫酸

镁[15] ,正常对照组和模型对照组则灌胃等体积的生

理盐水,每天 1 次,连续 6
 

d[16] 。
1. 3. 2　 各组孕鼠血压和 24

 

h 尿蛋白含量的检测

　 　 从妊娠第 12 天开始,每天检测使用大鼠无创血

压计检测各组孕鼠的尾动脉血压并收集其 24
 

h 内

的尿液,采用考马斯亮蓝法检测其尿蛋白含量。 分

别记录妊娠第 12 天(造模前)、第 16 天(给药前)、
第 17、21 天的血压和上述时间的 24

 

h 尿蛋白含量。
1. 3. 3　 ELISA 检测各组孕鼠血清中相关因子的

水平

　 　 将各组妊娠至 21
 

d 的孕鼠麻醉后,经尾静脉取

血,将其收集在抗凝管中,离心后取上清液,使用

ELISA 试剂盒检测 SOD、MDA、TNF-α、IL-6、IL-10、
ET、TXB2、NO、6-keto-PGF1α 水平。
1. 3. 4　 蛋白免疫印迹法检测胎盘组织内 JAK2 /
STAT3 / SOSC1 信号通路相关蛋白表达

　 　 各组孕鼠给药结束后,立即使用 40 mg / kg 体

积分数为 1%戊巴比妥钠进行麻醉,并进行剖宫

产,取出胎盘组织。 从胎盘组织中提取总蛋白,
使用 BCA 试剂盒检测其浓度,然后将等量的样品与

加样缓冲液均匀混合,进行聚丙烯酰胺凝胶电泳,结
束后转膜,1

 

h 后用牛血清白蛋白封膜;加入一抗

JAK2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3、SOCS1 或 β-actin,均
稀释 1000 倍,次日,加入二抗,接着孵育 1

 

h,再添加

ECL 发光试剂,使用 Image 软件对显影的条带灰度值

进行分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 符合正态分布的计量数据用平均数±标准差

( 􀭰x±s)表示,采用 SPSS
 

23. 0 进行分析,多组间比

较行单 因 素 方 差 分 析, 进 一 步 两 两 比 较 使 用

Turkey 事后检验;采用重复测量的方法比较各组

孕鼠妊娠第 12、16、17、21 天的血压和 24
 

h 尿蛋

白含量差异,P<0. 05 认为差异有统计学意义。
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2　 结果

2. 1　 苦参碱对各组孕鼠不同时期血压的影响

　 　 与正常对照组比较,模型对照组大鼠妊娠第

16、17、21 天的血压明显升高(P< 0. 05);与模型对

照组比较,低、高剂量苦参碱组大鼠妊娠第 17、21 天

的血压依次降低(P<0. 05),而高剂量苦参碱组大鼠

妊娠第 17、21 天的血压与硫酸镁组没有明显差异

(P>0. 05);在妊娠第 16 天时(给药前),各组大鼠

血压变化差异无统计学意义(P>0. 05),见表 1。
2. 2　 苦参碱对各组孕鼠不同时期 24

 

h 尿蛋白含量

的影响

　 　 各组大鼠妊娠第 12 天时(造模前)的 24
 

h 尿蛋

白含量差异不明显,不具有统计学意义(P>0. 05);
模型对照组大鼠妊娠第 16、17、21 天的 24

 

h 尿蛋白

含量显著高于正常对照组(P<0. 05);低、高剂量苦

参碱组、硫酸镁组大鼠妊娠第 17、21 天的 24
 

h 尿蛋

白含量显著低于模型对照组(P<0. 05),且随着苦参

碱剂量的增加,大鼠 24
 

h 尿蛋白含量依次降低(P<
0. 05),见表 2。
2. 3　 苦参碱对各组孕鼠氧化应激的影响

　 　 模型对照组与正常对照组比较,SOD 含量显著

下降,MDA 含量显著升高(P<0. 05);与模型对照组

比较,低、高剂量苦参碱组大鼠 SOD 含量依次升高,
MDA 含量依次降低(P< 0. 05),而 SOD 与 MDA 在

高剂量苦参碱组与硫酸镁组中的含量差异不明显

(P>0. 05),见表 3。

2. 4　 苦参碱对各组孕鼠炎症反应的影响

　 　 模型对照组与正常对照组相比,TNF-α、IL-6 水

平提高,IL-10 水平降低(P<0. 05)低、高剂量苦参碱

组和硫酸镁组与模型对照组相比,TNF-α、IL-6 水平

下降,IL-10 水平上升(P<0. 05),不同剂量苦参碱组

的指标差异显著(P<0. 05),而高剂量苦参碱组与硫

酸镁组中的 TNF-α、IL-6、IL-10 含量无显著变化(P>
0. 05),见表 4。
2. 5　 苦参碱对各组孕鼠血管内皮细胞中活性物质

的影响

　 　 与正常对照组相比,模型对照组孕鼠血清 ET
和 TXB2 增加、NO 和 6-keto-PGF1α 减少,且差异有

统计学意义(P<0. 05);与模型对照组相比,低、高剂

量苦参碱组孕鼠血清 ET 和 TXB2 呈剂量依赖性降

低、NO 和 6-keto-PGF1α 呈剂量依赖性升高 ( P <
0. 05),而高剂量苦参碱组与硫酸镁组中的上述指

标差异不大(P>0. 05),见表 5。
2. 6 　 苦参碱对各组孕鼠胎盘组织中 JAK2 /
STAT3 / SOSC1 信号通路蛋白表达的影响

　 　 模型对照组 p-JAK2 / JAK2 与 p-STAT3 / STAT3
值及 SOSC1 蛋白水平明显高于正常对照组 (P <
0. 05);与模型对照组相比,低、高剂量苦参碱组 p-
JAK2 / JAK2 与 p-STAT3 / STAT3 值及 SOSC1 蛋白水

平依次下降,表现为剂量依赖性(P<0. 05),而高剂

量苦参碱组与硫酸镁组中蛋白表达水平均无显著

差异(P>0. 05),见图 1 和表 6。
表 1　 苦参碱对各组孕鼠不同时期血压的影响( 􀭰x±s,n= 12,mmHg)

Table
 

1　 Effect
 

of
 

matrine
 

on
 

blood
 

pressure
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

different
 

periods
组别 Groups 第 12 天

 

D12 第 16 天
 

D16 第 17 天
 

D17 第 21 天
 

D21

正常对照组 Normal
 

control
 

group 108. 12±7. 15 109. 59±7. 08 110. 48±7. 21 110. 91±6. 53
模型对照组 Model

 

control
 

group 109. 42±8. 51 136. 94±6. 89a 138. 63±6. 94a 152. 34±7. 75a

低剂量苦参碱组 Low
 

dose
 

matrine
 

group 109. 78±7. 92 135. 53±6. 92a 124. 61±7. 12ab 121. 46±7. 42ab

高剂量苦参碱组 High
 

dose
 

matrine
 

group 110. 26±8. 16 135. 48±6. 94a 112. 74±7. 34bc 106. 57±7. 48bc

硫酸镁组 Magnesium
 

sulfate
 

group 111. 32±8. 23 135. 59±7. 03a 112. 52±7. 65bc 104. 61±7. 23bc

注:与正常对照组比较,aP<0. 05;与模型对照组比较,bP<0. 05;与低剂量苦参碱组比较,cP<0. 05。 下表同。
Note.

  

Compared
 

with
 

normal
 

control
 

group,aP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

model
 

control
 

group,bP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

low
 

dose
 

matrine
 

group,cP<0. 05.
The

 

same
 

in
 

the
 

following
 

tables.

表 2　 苦参碱对各组孕鼠不同时期 24
 

h 尿蛋白含量的影响( 􀭰x±s,n= 12,mg)
Table

 

2　 Effects
 

of
 

matrine
 

on
 

24
 

h
 

urinary
 

protein
 

content
 

in
 

pregnant
 

rats
 

at
 

different
 

periods
组别 Groups 第 12 天

 

D12 第 16 天
 

D16 第 17 天
 

D17 第 21 天
 

D21

正常对照组 Normal
 

control
 

group 6. 26±0. 65 6. 19±0. 65 6. 22±0. 69 6. 34±0. 58
模型对照组 Model

 

control
 

group 6. 42±0. 59 8. 87±0. 46a 9. 01±0. 58a 8. 47±1. 56a

低剂量苦参碱组 Low
 

dose
 

matrine
 

group 6. 54±0. 71 8. 83±0. 45a 7. 86±0. 64ab 7. 36±0. 63b

高剂量苦参碱组 High
 

dose
 

matrine
 

group 6. 52±0. 69 8. 79±0. 51a 6. 54±0. 67bc 6. 42±0. 54bc

硫酸镁组 Magnesium
 

sulfate
 

group 6. 36±0. 68 8. 77±0. 49a 6. 48±0. 62bc 6. 19±0. 51bc

49 中国比较医学杂志 2022 年 10 月第 32 卷第 10 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

October
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

10



表 3　 苦参碱对各组孕鼠氧化应激的影响( 􀭰x±s,n= 12)
Table

 

3　 Effects
 

of
 

matrine
 

on
 

oxidative
 

stress
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
SOD

(U / mL)
MDA

(mmol / mL)
正常对照组

Normal
 

control
 

group 113. 25±12. 21 1. 81±0. 29

模型对照组
Model

 

control
 

group 79. 13±8. 84a 4. 15±0. 51a

低剂量苦参碱组
Low

 

dose
 

matrine
 

group 95. 46±10. 03ab 2. 96±0. 46ab

高剂量苦参碱组
High

 

dose
 

matrine
 

group 108. 34±11. 56bc 1. 84±0. 24bc

硫酸镁组
Magnesium

 

sulfate
 

group 109. 21±11. 67bc 1. 82±0. 26bc

表 4　 苦参碱对各组孕鼠炎症反应的影响( 􀭰x±s,n= 12)
Table

 

4　 Effects
 

of
 

matrine
 

on
 

inflammatory
 

response
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
TNF-α

(pg / mL)
IL-6

(pg / mL)
IL-10

(pg / mL)

正常对照组
Normal

 

control
 

group 136. 48±32. 13 133. 75±3. 68 281. 57±41. 35

模型对照组
Model

 

control
 

group 265. 69±28. 42a 239. 42±18. 49a 154. 63±31. 46a

低剂量苦参碱组
Low

 

dose
 

matrine
 

group 183. 74±21. 36ab 193. 54±26. 13ab 223. 17±39. 24ab

高剂量苦参碱组
High

 

dose
 

matrine
 

group 138. 25±24. 45bc 137. 57±17. 51bc 276. 62±40. 15bc

硫酸镁组
Magnesium

 

sulfate
 

group 137. 64±23. 28bc 135. 82±15. 24bc 278. 98±41. 23bc

表 5　 苦参碱对各组孕鼠血管内皮细胞中活性物质的影响( 􀭰x±s,n= 12)
Table

 

5　 Effects
 

of
 

matrine
 

on
 

active
 

substances
 

in
 

vascular
 

endothelial
 

cells
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

each
 

group
组别 Groups ET(pg / mL) NO(pg / mL) TXB2(pg / mL) 6-keto-PGF1α(pg / mL)

正常对照组
Normal

 

control
 

group 2. 65±0. 41 28. 34±3. 53 405. 61±33. 48 584. 74±45. 12

模型对照组
Model

 

control
 

group 6. 97±0. 95a 14. 65±2. 89a 649. 74±51. 65a 371. 35±39. 48a

低剂量苦参碱组
Low

 

dose
 

matrine
 

group 3. 89±0. 64ab 21. 36±3. 04ab 523. 57±48. 62ab 456. 34±41. 57ab

高剂量苦参碱组
High

 

dose
 

matrine
 

group 2. 73±0. 52bc 27. 95±3. 12bc 436. 41±43. 15bc 569. 45±43. 96bc

硫酸镁组
Magnesium

 

sulfate
 

group 2. 71±0. 49bc 28. 11±3. 23bc 435. 24±41. 34bc 574. 63±45. 78bc

注:A:正常对照组;B:模型对照组;C:低剂量苦参碱组;D:高
剂量苦参碱组;E:硫酸镁组。

图 1　 各组孕鼠胎盘组织中 JAK2 / STAT3 / SOSC1
信号通路蛋白免疫印迹图

Note.
 

A,
 

Normal
 

control
 

group.
 

B,
 

Model
 

control
 

group.
 

C,
 

Low
 

dose
 

matrine
 

group.
 

D,
 

High
 

dose
 

matrine
 

group.
 

E,
 

Magnesium
 

sulfate
 

group.

Figure
 

1　 Western
 

blot
 

of
 

JAK2 / STAT3 / SOSC1
 

signaling
 

pathway
 

in
 

placental
 

tissues
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

each
 

group

表 6　 苦参碱对各组孕鼠胎盘组织中 JAK2 / STAT3 / SOSC1
信号通路蛋白表达的影响( 􀭰x±s,n= 12)

Table
 

6　 Effects
 

of
 

matrine
 

on
 

protein
 

expression
 

of
 

JAK2 / STAT3 / SOSC1
 

signaling
 

pathway
 

in
 

placental
 

tissues
 

of
 

pregnant
 

rats
 

in
 

each
 

group

组别
Groups

p-JAK2 /
JAK2

p-STAT3 /
STAT3

SOSC1 /
β-actin

正常对照组
Normal

 

control
 

group 0. 24±0. 09 0. 33±0. 08 0. 27±0. 09

模型对照组
Model

 

control
 

group 0. 63±0. 15a 0. 67±0. 18a 0. 60±0. 12a

低剂量苦参碱组
Low

 

dose
 

matrine
 

group 0. 45±0. 08ab 0. 48±0. 09ab 0. 43±0. 08ab

高剂量苦参碱组
High

 

dose
 

matrine
 

group 0. 32±0. 06bc 0. 35±0. 06bc 0. 31±0. 06bc

硫酸镁组
Magnesium

 

sulfate
 

group 0. 31±0. 05bc 0. 33±0. 04bc 0. 29±0. 05bc
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3　 讨论

　 　 PIH 的主要并发症是血管内皮损伤和功能障

碍,对产妇和围产儿都有非常严重的影响[17] 。 其临

床表现主要是妊娠后期孕妇血压的持续升高和尿

蛋白含量的增多。 硫酸镁是目前临床上用来缓解

PIH 疾病的一种药物,既能有效的降低孕妇的血压,
又不会对胎儿的血压和健康产生影响,故硫酸镁经

常被用作 PIH 大鼠实验的阳性对照[18] 。 本研究发

现,通过灌胃 L-NAME 制备的 PIH 模型大鼠妊娠第

17、21 天的血压及 24
 

h 尿蛋白含量均明显升高(P<
0. 05),这与通过皮下注射 L-NAME 构建的 PIH 模

型大鼠的结果类似[19] ,提示 PIH 大鼠造模成功,可
进行深入研究。

苦参碱是四环素-喹诺列齐啶类生物碱,是提

取自苦参的活性物质,有清热、利尿、抗病毒、抗肿

瘤等作用[20] 。 国内外研究显示,苦参碱不仅可以减

轻缺血再灌注大鼠心肌损伤,还对缺氧 / 复氧诱导

的大鼠心脏微血管内皮细胞凋亡有保护作用[21-22] 。
苦参碱可通过降低 MDA 含量及 TNF-α 等促炎因子

水平、 提高 SOD 含量发挥其 抗 氧 化 和 抗 炎 作

用[23-24] 。 ET、TXB2、NO 和 6-keto-PGF1α 由血管内

皮细胞分泌而来,是血管活性标志物,与血管平滑

肌细胞增殖的调节和血管张力有关。 ET 是调节血

压的一种收缩因子,其过量表达使得内皮通透性增

加,致使胎盘受损[25] 。 NO 参与调节妊娠期血管舒

张和反应性,其含量的下降可引发高血压。 TXB2
和 6-keto-PGF1α 分 别 为 TXA2 和 前 列 腺 素 2
(PG12)的代谢稳定形式,正常情况下,二者是一种

相互拮抗、相互作用的动态平衡关系,是保持机体

血压正常的基础,但在原发性高血压患者中 TXB2
显著上调,6-keto-PGF1α 显著下调,二者的平衡关系

被打破[26] 。 本研究发现低、高剂量苦参碱及硫酸镁

干预均可显著降低 PIH 大鼠的血压和 24
 

h 尿蛋白

含量、减缓血管受损( ET、 TXB2 含量降低, NO、6-
keto-PGF1α 含量升高),提示苦参碱可以明显改善

PIH 大鼠血压、尿蛋白,降低血管受损程度。
据报道 PIH 与氧化应激,血管内皮损伤、胎盘

营养不良等因素有关[27] 。 孕妇早期身体上出现的

炎症对孕妇不会造成影响,只是一种生理应激反

应。 子痫是 PIH 疾病的一种,在其孕妇胎盘或血清

中的炎症因子水平比正常孕妇高出许多[28] 。 在

PIH 大鼠中,MDA 水平上升,SOD 活性下降,进而使

大鼠体内的氧化应激损伤加重[13,29] 。 机体过度的

氧化应激诱发炎症因子的表达,TNF-α、IL-6 是促进

炎症的细胞因子,IL-10 是抵抗炎症的细胞因子。 魏

双燕等[30]发现在 PIH 大鼠血清中 TNF-α、IL-6 显著

上调,IL-10 显著下调。 JAK2 / STAT3 / SOSC1 信号通

路与炎症的发生有关[31] 。 而近年的研究发现,
JAK2 / STAT3 通路在 PIH 模型大鼠体内被激活,
JAK2、STAT3 磷酸化水平的增高诱导 SOSC1 蛋白表

达,当使用 JAK2 抑制剂 A490 处理后,上述蛋白表

达水平均被减弱,PIH 症状也得到缓解[8] 。 本研究

发现 PIH 大鼠组织中 JAK2、STAT3 磷酸化及 SOSC1
蛋白表达水平、血清炎症反应( TNF-α、IL-6 水平升

高,IL-10 水平降低)及氧化应激水平(MDA 含量升

高,SOD 含量降低)明显升高,提示 PIH 的发生机制

可能与炎症反应、氧化应激受损有关。 而低、高剂

量苦参碱及硫酸镁干预均可降低炎症反应,提高抗

氧化应激水平,抑制 JAK2、STAT3 磷酸化及 SOSC1
蛋白表达水平,表明苦参碱可以减轻 PIH 大鼠炎症

反应,抑制 JAK2、STAT3 磷酸化及 SOSC1 的活化,
提高抗氧化能力进而减缓内皮损伤。

综上所述,苦参碱可降低 PIH 模型大鼠的血压

及尿蛋白含量,抑制 JAK2、STAT3 磷酸化及 SOSC1
的表达,改善其氧化应激及炎症反应导致的内皮损

伤,为苦参碱在临床上治疗 PIH 提供理论依据,但
由于 PIH 发病机制复杂,后续还需深入研究。
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对香豆酸诱导弥漫性大 B 细胞淋巴瘤细胞内质网
应激介导的凋亡

侯著法,赵冰洁,车　 虹,易文静,刘培佳,刘松山∗

(成都中医药大学附属医院血液科,成都　 610072)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨对香豆酸诱导弥漫性大 B 细胞淋巴瘤细胞内质网应激介导的凋亡。 方法　 选择弥漫性

大 B 细胞淋巴瘤细胞(OCI-LY1),以不同浓度对香豆酸(0、0. 4、0. 8、1. 6、3. 2 mmol / L)作用于 OCI-LY1 细胞,采用

CCK8 法检测其抑制率及半数抑制浓度( IC50 );随后设置分组:( 1) 空白对照组、对香豆酸( 1 / 2
 

IC50 组、IC50 组、
2

 

IC50 组);(2)空白对照组、对香豆酸 IC50 组、4-PBA 组(5 mmol / L)、4-PBA+IC50 组,采用 CCK8 检测细胞活性;流
式细胞术检测细胞凋亡;蛋白质印迹法(Western

 

blot)检测细胞 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白相对表

达量。 结果　 对香豆酸以剂量依赖性方式抑制 OCI-LY1 细胞增殖,其 IC50 值为 2. 601 mmol / L;与空白对照组相比,
1 / 2

 

IC50 组、IC50 组、2
 

IC50 组细胞抑制率、细胞凋亡及 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显升高

(P<0. 01);与 IC50 组相比,4-PBA 组、4-PBA + IC50 组细胞抑制率、细胞凋亡及 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-
IRE1α 蛋白表达明显降低(P< 0. 01);与 4-PBA 组相比,4-PBA + IC50 组细胞抑制率、细胞凋亡及 GRP78、ATF6、
CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显升高(P<0. 01)。 结论　 对香豆酸抑制 OCI-LY1 细胞增殖,可能通过激活

OCI-LY1 细胞内质网应激从而诱导细胞凋亡。
【关键词】 　 弥漫性大 B 淋巴细胞瘤;对香豆酸;内质网应激;细胞凋亡
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

induction
 

of
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress-mediated
 

apoptosis
 

in
 

diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma
 

cells
 

by
 

p-coumaric
 

acid.
 

Methods　 Diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma
 

cell
 

line
 

OCI-LY1
 

was
 

treated
 

with
 

p-
coumaric

 

acid
 

(0,
 

0. 4,
 

0. 8,
 

1. 6
 

and
 

3. 2 mmol / L)
 

and
 

the
 

inhibition
 

rate
 

and
 

half-inhibition
 

concentration
 

( IC50 )
 

was
 

determined
 

by
 

CCK8
 

assays.
 

Subsequently,
 

groupings
 

were
 

set
 

as
 

follows:
 

(1)
 

control
 

group
 

and
 

p-coumaric
 

acid
 

groups
 

(1 / 2
 

IC50 ,
 

IC50
 and

 

2
 

IC50 ).
 

(2)
 

control
 

group,
 

p-coumaric
 

acid
 

IC50
 group,

 

4-PBA
 

group
 

(5 mmol / L)
 

and
 

4-PBA+IC50
 

group.
 

Cell
 

activity
 

was
 

assessed
 

by
 

CCK8
 

assays.
 

Apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Relative
 

expression
 

of
 

GRP78,
 

ATF6,
 

CHOP,
 

p-PERK
 

and
 

p-IRE1α
 

proteins
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 p-Coumaric
 

acid
 

inhibited
 



OCI-LY1
 

cell
 

proliferation
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner
 

with
 

an
 

IC50
 value

 

of
 

2. 601 mmol / L.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

cell
 

inhibition
 

rate,
 

apoptosis,
 

and
 

GRP78,
 

ATF6,
 

CHOP,
 

p-PERK
 

and
 

p-IRE1α
 

protein
 

expression
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

1 / 2
 

IC50 ,
 

IC50
 and

 

2
 

IC50
 groups

 

(P < 0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

IC50
 group,

 

the
 

cell
 

inhibition
 

rate,
 

apoptosis
 

and
 

GRP78,
 

ATF6,
 

CHOP,
 

p-PERK,
 

p-IRE1α
 

protein
 

expression
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

4-PBA
 

group
 

and
 

4-PBA+IC50
 group

 

(P<0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

4-PBA
 

group,
 

cell
 

inhibition
 

rate,
 

apoptosis
 

and
 

GRP78,
 

ATF6,
 

CHOP,
 

p-PERK
 

and
 

p-IRE1α
 

protein
 

expression
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

4-PBA + IC50
 

group
 

(P<0. 01).
 

Conclusions　 p-Coumaric
 

acid
 

inhibits
 

OCI-LY1
 

cell
 

proliferation,
 

possibly
 

by
 

activating
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

and
 

inducing
 

apoptosis.
【Keywords】　 diffuse

 

large
 

B
 

lymphocytoma;
 

p-coumaric
 

acid;
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress;
 

apoptosis

　 　 弥漫性大 B 细胞淋巴瘤 ( diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma,DLBCL)是成人最常见和最具侵袭性的

淋巴组织肿瘤之一, 占非霍奇金淋巴瘤 ( non-
Hodgkin

 

Lymphoma, NHL) 病例的 30% ~ 40%[1] 。
DLBCL 具有浸润性生长快、恶性程度高、预后差等

特点[2] 。 早期淋巴瘤的治愈率约为 40% ~ 60%,而
晚期淋巴瘤的 5 年生存率不到 30%,尽管目前标准

R-CHOP(利妥昔单抗、环磷酰胺、阿霉素、长春新碱

和强的松) 治疗方案可以提高 DLBCL 患者的有效

率,但 30% ~ 40%的患者对治疗无效或治疗后复发,
这表明标准的细胞毒治疗有其局限性[3-4] 。 因此,
有必要寻找新的治疗药物或治疗策略,以有效地提

高 DLBCL 患者的生存率或延缓其复发。
目前,DLBCL 的治疗临床应用最广泛的为西

药,中药是一个全新的选择,研究报道中医药已广

泛应用于癌症的治疗,天然产物 / 草药可以为包括

DLBCL 在内的多种肿瘤的单一疗法或联合治疗提

供其他策略[5] 。 对香豆酸( p-coumaric
 

acid,p-CA)
是白花蛇舌草的主要成分,白花蛇舌草作为一种被

广泛研究的抗肿瘤中草药,已被证明可以抑制 NHL
细胞增殖[6] 。 此外,研究报道对香豆酸组合物可抑

制白血病细胞株 Kasumi-1 的增殖,具有抗肿瘤作

用[7] 。 然而,对香豆酸对 DLBCL 的作用尚不清楚。
研究显示葡萄糖调节蛋白(GRP78)的诱导和未折叠

蛋白反应(UPR)的激活在致癌性进展中起着关键作

用,因此,可以利用癌细胞对这些 UPR 信号通路的生

存依赖性增加来进行抗癌研究[8] 。 基于此,本研究拟

探讨对香豆酸对 DLBCL 的作用,并初步探讨其作用

机制,以期为 DLBCL 的治疗提供潜在方法。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 弥漫大 B 细胞淋巴瘤 OCI-LY1 细胞(批号:

BFN60808875)购自中国科学院上海生科院细胞资

源中心。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 对香豆酸购自上海阿拉丁生化科技股份有限

公司;内质网应激抑制剂 4-苯基丁酸(4-PBA)购自

Sigma;CCK8 试剂、细胞凋亡检测试剂购自上海碧云

天生物技术有限公司;Annexin
 

V / PI 凋亡试剂盒购

自美国 BD 公司;GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-
IRE1α 抗体及 β-actin 抗体均购自英国 Abcam 公司;
Western

 

blot 细胞裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒、ECL 发光试剂盒均购自上海碧云天生物技术有

限公司。 低温高速离心机购自湖南湘仪集团;流式

细胞仪购自美国 BD 公司;电泳仪购自北京君意东

方电泳设备有限公司;Bio-Rad 全功能成像仪购自

上海天能科技有限公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 CCK8 法检测细胞增殖

　 　 用含 10%胎牛血清的 RPMI
 

1640 培养基培养

细胞,置于 37℃ 、5%
 

CO2、95%湿度培养箱中培养,
隔天换液,传代 1 次,取对数生长期的细胞用于后续

实验。
取对数生长期细胞,按照 5×103 个 / 孔的细胞量

将细胞接种于 96 孔板中,置于 37℃ 、5%
 

CO2、95%
湿度培养箱中培养 24

 

h,分组加入不同浓度对香豆

酸(0、0. 4、0. 8、1. 6、3. 2 mmol / L),每个样本设 6 个

平行孔, 继续培养 24
 

h。 随后, 每孔加入 10 μL
 

CCK8 溶液,37℃继续培养 2
 

h,通过酶标仪测量 450
 

nm 处的光密度值(OD)来评估细胞增殖情况。 抑制

率(%)= [1-( OD 实验组-OD 空白组) / ( OD 对照

组-OD 空白组)] ×100%,计算对香豆酸 IC50 进行后

续实验。
1. 3. 2　 Annexin

 

V / PI 双染检测细胞凋亡

　 　 取对数生长期细胞,按照 5×105 个细胞 / 皿的密
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度接种细胞至 60
 

mm 培养皿中,培养 24
 

h 后设置分

组为:(1)空白对照组、对香豆酸(1 / 2
 

IC50 组、IC50

组、2
 

IC50 组);(2) 空白对照组、对香豆酸 IC50、4-
PBA 组(5 mmol / L)、IC50 +4-PBA 组。 按组别分别加

入对香豆酸或 4-PBA。 采用 Annexin
 

V-FITC / PI 凋

亡试剂盒检测细胞凋亡,将细胞用冰冷磷酸盐缓冲

盐水洗涤后,用含有 Annexin
 

V 和 PI 的结合缓冲液

在室温黑暗环境中孵育 15
 

min,用流式细胞仪检测

细胞凋亡并分析各组细胞凋亡率。
1. 3. 3　 Western

 

blot 检测 GRP78、ATF6、 CHOP、 p-
PERK、p-IRE1α 蛋白表达

 

　 　 设置分组:(1)空白对照组、对香豆酸(1 / 2
 

IC50

组、IC50 组、2
 

IC50 组);(2) 空白对照组、对香豆酸

IC50、4-PBA 组(5 mmol / L)、IC50 + 4-PBA 组,按组别

分别干预。 24
 

h 后收集细胞并用含有蛋白酶抑制

剂的 RIPA 裂解缓冲液裂解,BCA 试剂盒测量细胞

裂解物中的蛋白质浓度,经 10%
 

SDS-PAGE 电泳

后,将分离出的蛋白质转移到 PVDF 膜上,用 5%脱

脂牛奶室温孵育 1
 

h 后, 分别与 GRP78、 ATF6、
CHOP、p-PERK、p-IRE1α ( 1 ∶ 500) 或 β-actin ( 1 ∶
1000)一抗在 4℃下孵育过夜,再与辣根过氧化物酶

偶联二抗在室温下孵育 2
 

h。 ECL 试剂盒检测免疫

反应条带,使用 Bio-Rad 全功能成像系统采集图像,
Image-ProPlus 分析光密度,以 β-actin 为内参,对照

组目标蛋白质相对含量为 1,计算各组蛋白质的相

对表达量,实验重复 3 次。
1. 4　 统计学方法

　 　 运用 SPSS
 

22. 0 软件和 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件

进行统计学分析,计量资料以平均数±标准差( 􀭰x±s)表
示,多组间均数的比较采用单因素方差分析(One-way

 

ANOVA)。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞增殖的影响

　 　 对香豆酸以剂量依赖性方式抑制 OCI-LY1 细

胞的增殖,对香豆酸对 OCI-LY1 细胞的 IC50 值为

2. 601 mmol / L(图 1)。
2. 2　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞凋亡的影响

　 　 与空白对照组相比,对香豆酸 1 / 2
 

IC50 组、IC50

组、2
 

IC50 组细胞凋亡明显增加(P<0. 01),且呈现

剂量依赖性(图 2)。

2. 3　 对香豆酸对OCI-LY1 细胞内质网应激相关蛋

白表达的影响

　 　 与空白对照组相比,对香豆酸 1 / 2
 

IC50 组、IC50

组、2
 

IC50 组 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α
蛋白表达明显升高(P<0. 01)(图 3)。
2. 4　 抑制内质网应激对对香豆酸作用OCI-LY1 细
胞的影响

　 　 流式细胞凋亡结果显示,与空白对照组相比,
IC50 组、IC50 + 4-PBA 组细胞凋亡明显升高,4-PBA
组细胞凋亡明显降低(P<0. 05);与 IC50 组相比,4-
PBA 组、 IC50 + 4-PBA 组细胞凋亡明显降低 ( P <
0. 01);与 4-PBA 组相比,IC50 +4-PBA 组细胞凋亡明

显升高(P<0. 05) (图 4A、图 4C)。 CCK8 检测结果

显示,与空白对照组相比,IC50 组、IC50 +4-PBA 组细

胞抑制率明显升高(P < 0. 01);与 IC50 组相比,4-
PBA 组、IC50 + 4-PBA 组细胞抑制率明显降低(P <
0. 01);与 4-PBA 组相比,IC50 +4-PBA 组细胞抑制率

明显升高(P<0. 01) (图 4B)。 Western
 

blot 检测结

果显示,与空白对照组相比,IC50 组、4-PBA+IC50 组

细胞 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白

表达明显升高,4-PBA 组细胞 GRP78、ATF6、CHOP、
p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显降低(P<0. 01);与
IC50 组相比,4-PBA 组、4-PBA+IC50 组细胞 GRP78、
ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显降低

(P<0. 01);与 4-PBA 组相比,4-PBA + IC50 组细胞

GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明

显升高(P<0. 01)(图 4D)。

图 1　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞增殖的影响

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

p-coumaric
 

acid
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

OCI-LY1
 

cells
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注:与空白对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 2　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞凋亡的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

p-coumaric
 

acid
 

on
 

apoptosis
 

of
 

OCI-LY1
 

cells

注:与空白对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 3　 对香豆酸对 OCI-LY1 细胞内质网应激相关蛋白表达的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗∗P<0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

p-coumaric
 

acid
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress-related
 

proteins
 

in
 

OCI-LY1
 

cells

3　 讨论

　 　 DLBCL 患者预后较差,虽然应用 R-CHOP 治疗

方案可以进一步提高化疗效果,但近 40%的患者会

出现复发 / 难治性问题[4] 。 因此,迫切需要有效的

新治疗方法和 / 或新药来改善治疗结果。 对香豆酸

作为白花蛇舌草的主要成分之一,对香豆酸可通过

调节某些 microRNA 的表达在 SNU-16 胃癌细胞中

发挥其抗癌作用[9] 。 可通过激活 PERK-eIF2α-ATF-
4-CHOP 通路抑制结肠癌细胞 Grp78 上调进而诱导

细胞凋亡[10] 。 此外,对香豆酸可通过改善 1,2 -二

甲基肼给药大鼠结肠的解毒和凋亡过程来抑制息

肉的形成[11] 。 然而,对香豆酸在 DLBCL 中的作用

尚未得到深入研究。 由此,本研究以 OCI-LY1 细胞
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注:与空白对照组相比,∗∗P<0. 01;与 IC50 组相比,##P<0. 01;与 4-PBA 组相比,ΔΔP<0. 01。

图 4　 抑制内质网应激对对香豆酸作用 OCI-LY1 细胞的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

IC50
 group,##P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

4-PBA
 

group,ΔΔP<0. 01.
 

Figure
 

4　 Effects
 

of
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

inhibition
 

on
 

p-coumaric
 

acid-acting
 

OCI-LY1
 

cells

为研究对象,探讨了对香豆酸对 OCI-LY1 细胞凋亡

的诱导作用及机制。
研究已表明成功的抗癌治疗涉及有效和特异

的肿瘤细胞死亡[12] 。 在本研究中,对香豆酸诱导了

恶性 OCI-LY1 细胞的凋亡,且呈现剂量依赖性方式

降低其存活率。 表明对香豆酸对 OCI-LY1 细胞凋

亡具有促进作用。 研究显示肿瘤细胞中内质网应

激机制决定细胞的命运,在包括淋巴瘤在内的大多

数肿瘤中参与细胞凋亡[13] 。 在正常情况下,内质网

应激结合的传感器,即 PERK、IRE1α 和 ATF6 通过

GRP78 的关联而保持在非激活状态;在内质网应激

条件下,GRP78 从传感器上解离,未折叠蛋白反应

被激活,游离的 GRP78 作为伴侣帮助新合成的蛋白

质实现正确的折叠[14-15] 。 此外, PERK 激活导致

eIF2a 磷酸化,阻止大部分蛋白质的翻译,但持续的

PERK 信号上调转录因子 CHOP,从而诱导 DNA 损

伤蛋白,下调生存期蛋白(Bcl2) [16] 。 最后,ATF6 转

位到高尔基体,在那里它的胞浆片段( ATF6f)控制

内质网应激相关的降解基因[17] 。 在本研究中,我们

研究了 GRP78 及其下游靶点在对香豆酸干预的

OCI-LY1 细胞中的表达,结果显示对香豆酸干预的

OCI-LY1 细 胞 中 GRP78、 ATF6、 CHOP、 p-PERK、
p-IRE1α 蛋白表达明显升高,说明对香豆酸通过诱

导长时间的内质网应激来抑制适应性反应。 本研

究得到了先前研究的证实,这些研究报道了某些化

合物,如蝴蝶苷 B ( Oroxin
 

B)、EHMT2 抑制剂 Bix-
01294 等,能够诱导 B 淋巴瘤细胞抑瘤性内质网应

激,从而导致细胞凋亡[18-19] 。 为了进一步明确对香
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豆酸是否通过内质网应激影响 OCI-LY1 细胞凋亡,
本研究采用内质网应激抑制剂 4-PBA 作用细胞,结
果显示,与对香豆酸

 

IC50 组相比,4-PBA 组、4-PBA+
IC50 组细胞凋亡及 GRP78、ATF6、CHOP、p-PERK、
p-IRE1α 蛋白表达明显降低, 但相比 4-PBA 组,
4-PBA+ IC50 组细胞凋亡及 GRP78、 ATF6、 CHOP、
p-PERK、p-IRE1α 蛋白表达明显升高。 提示对香豆

酸诱导的细胞凋亡是由内质网应激介导的,内质网

应激进一步诱导了下游的凋亡信号。
综上所述,本研究表明对香豆酸可能激活了内

质网应激信号,进而诱导 OCI-LY1 细胞凋亡,是一

种有效的治疗 DLBCL 的潜在预防药物, 对提高

DLBCL 的治疗效果具有重要的药用价值。
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　 　 【摘要】 　 过敏性紫癜( Henoch-Schönlein
 

purpura,HSP)是儿童时期常见的全身性小血管炎病变,容易引起肾

损伤,相较于本病大量临床研究报道,有关动物实验模型的文献报道相对较少。 现对比分析当前国内外 HSP 动物

实验模型的构建机理、造模方法及优缺点,就 HSP 动物模型构建思路进行探讨分析,为本病的科学研究提供参考。
【关键词】 　 过敏性紫癜;动物实验模型;思路探讨
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　 　 【Abstract】 　
 

Henoch-Schönlein
 

purpura
 

( HSP)
 

is
 

a
 

common
 

systemic
 

small
 

vasculitis
 

in
 

childhood,
 

which
 

easily
 

causes
 

kidney
 

damage.
 

Compared
 

with
 

the
 

large
 

number
 

of
 

clinical
 

studies
 

on
 

this
 

disease,
 

there
 

are
 

relatively
 

few
 

reports
 

on
 

animal
 

models.
 

Here,
 

we
 

systematically
 

summarize
 

the
 

establishment,
 

modeling
 

method,
 

advantages
  

and
 

disadvantages
 

of
 

the
 

current
 

domestic
 

and
 

foreign
 

HSP
 

animal
 

models,
 

expound
 

the
 

research
 

status
 

and
 

existing
 

problems
 

of
 

HSP
 

animal
 

models,
 

and
 

discuss
 

and
 

analyze
 

the
 

HSP
 

animal
 

model
 

establishment
 

to
 

provide
 

ideas
 

and
 

references
 

for
 

scientific
 

research
 

on
 

this
 

disease.
【Keywords】　 Henoch-Schönlein

 

purpura;
 

animal
 

experimental
 

model;
 

thought
 

discussion

　 　 过敏性紫癜( Henoch-Schönlein
 

purpura,HSP )
是儿童时期常见的血管炎,紫癜性肾炎( HSPN) 是

过敏性紫癜最严重的并发症,是儿童时期最常见的

继发性肾小球疾病,具有患病率逐渐升高,病程迁

延,部分患儿可进展为慢性肾衰竭等特点,现代医

学治疗尚无统一方案[1-4] 。 目前关于 HSP 或 HSPN
的报道多以临床研究为主,鉴于医学伦理等直接人

体实验的局限性,有关本病病因探索,病机阐述,疗

效评价及新药研发等方面受到极大限制,故构建

HSP 动物实验模型意义重大。 通过查阅国内外文

献,笔者发现当前有关本病动物实验模型存在文献

报道少、构建方法各异且存在学术争鸣等特点,下
面将从国内外建立 HSP 动物模型的制备思路、理论

依据、造模方法及优缺点等方面进行归纳分析,探
讨 HSP 动物实验模型的建构思路,以供相关科研人

员参考。



1　 参照 IgA 肾病实验动物模型法建立的 HSP 实验

动物模型

　 　 HSP 又称 IgA 相关性血管炎,HSPN 和 IgA 肾

病病理上均表现为肾小球系膜区以 IgA 为主的免疫

球蛋白沉积和系膜增生[5] 。 Reamy 等[6] 认为二者

本质上是同一种疾病的全身系统受累或单独肾受

累的不同表现形式。 国内韩冰虹等[7]参照 IgA 肾病

动物实验模型法探讨了 HSP 动物实验模型的构建,
即选用 20 只 KM 小鼠口服麦胶蛋白+尾静脉注射印

度墨水稀释液。 实验前 3 周模型组小鼠尾静脉注射

印度墨水,剂量为 4
 

mg / 100
 

g,每周 1 次,共 3 周,后
予含麦胶蛋白的酸化饮用水灌胃,剂量为每只 0. 5

 

mL,隔日 1 次,持续至 14 周末,最后予尾静脉注射

麦胶蛋白液体,每天 1 次,每只 0. 2
 

mL,连续 3
 

d。
该模型建成后有 3 例小鼠出现了皮肤紫癜表现,皮
肤和肾组织形态学变化与人类 HSP 基本一致。 沈

银红等[8] 、杨云等[9]等通过此种造模方法发现实验

小鼠 24 h 尿 蛋 白 定 量、 血 清 循 环 免 疫 复 合 物

(circulating
 

immune
 

complex,CIC)水平、血清炎症指

标、肾组织氧化应激水平均出现了明显改变;苗丰

等[10]通过此种造模方法发现,模型组小鼠血清尿素

氮、肌酐、晚期氧化蛋白产物及 CIC 水平明显升高,
肾病理显示系膜区可见大量 CIC 沉积,基质大量增

加,基底膜增厚。 最近的基础研究表明,HSP 的发

病机制与细胞免疫失衡有关,主要表现为与 Th17 细

胞相关的 RORγt 高表达和 Treg 细胞相关的 Foxp3
表达显著降低[11-12] 。 贵琳等[13] 在研究 TLR4 单克

隆抗体对 HSP 小鼠的保护作用的实验中,通过 qRT-
PCR 技术发现,此种造模方式除肾损伤与 HSP 相似

外,RORγt 与 Foxp3 在皮肤及肾的表达与 HSP 相

同。 尽管如此,此种造模方式以印度墨水封闭网状

内皮系统,导致内皮系统功能障碍,然后持续给予

抗原刺激免疫系统,促进 IgA 的产生及沉积,从而获

得与 HSPN 相似的病理细胞因子学改变,但 HSP 特

征性皮疹的出现率却偏低。
2013 年黄华等[14] 借鉴 IgA 肾病造模方法,采

用牛清白蛋白( BSA) +脂多糖( LPS) +四氯化碳

( CCl4 ) 进行 HSPN 造模,实验动物为 KM 雌性小

鼠,首先予 10%免疫原 BSA
 

1200 mg / kg 灌胃,隔

日 1 次,持续 6 周;后予蓖麻油 0. 5
 

mL+CCl4
 0. 1

 

mL 皮下注射,每周 1 次,持续 6 周;再以 0. 9%氯

化钠溶液配制 0. 025%
 

LPS 每只小鼠尾静脉注射

0. 05
 

mg,在第 3、5 周注射,每周 1 次。 造模结束后

有 10 只模型组小鼠死亡,尿蛋白阳性率为 90%。
此种造模方式以血尿、蛋白尿检查均阳性作为造

模成功标志,但应用药物种类多,操作复杂,动物

死亡率高。
近年来,随着中医中药治疗 HSP 的发展,中西

医结合构造 HSP 动物模型的研究逐渐深入。 其造

模思路主要是在 IgA 肾病实验动物模型法的基础上

侧重发挥中医思想,首先以中医热性药物灌胃造就

动物血热的偏颇体质模型,然后参照应用麦胶蛋白

作为饮食抗原复感外邪,加以印度墨水封闭网状内

皮系统(RES)的经典 IgA 肾病造模方法,建立 HSP
实验动物模型,在造模前中后期分别对实验动物进

行一般状况、血尿免疫检测及皮肤肾病理改变观察

监测。 张奕星等[15] 参考了黄华等关于 HSPN 动物

模型的研制思路,综合模拟中医瘀热证与 IgA 肾病

动物模型,对紫癜性肾炎实验动物模型进行了中医

病证结合的深入探索,首先运用 BSA 联合 LPS 及

CCl4 方法造就 IgA 肾病 SD 大鼠模型,即于室温

30℃下以蒸馏水配制 10%免疫原 BSA,隔天灌胃持

续 8 周(400 mg / kg),皮下注射蓖麻油 0. 3
 

mL+
 

CCl4
 

0. 1
 

mL,每周 1 次,共 9 周,于 6、8、10、12 周每只小

鼠尾静脉注射 0. 025%
 

LPS
 

0. 2
 

mL,并于第 9 周开

始隔天灌服 10 mg / kg 的 25%干姜水复合中医瘀热

型动物模型。 结束后模型组 6 只大鼠出现了肉眼血

尿,2 只出现皮肤瘀斑,尿蛋白及红细胞计数升高,
肾病理符合 HSPN 变化,并以此模型探讨了丹芍颗

粒Ⅲ对 HSPN 大鼠血尿蛋白尿和肾组织部分蛋白的

影响[16] 。 这种方式创新了 HSP 动物实验模型的造

模方法,为中医药治疗 HSP 的机理研究提供了

思路。
上述 HSP 动物实验模型的构建理论依据来源

于现代医学认为 IgA 肾病和 HSPN 的病理表现相

似,HSPN 可理解为伴有皮肤紫癜等肾外表现的 IgA
肾病。 故造模成功后多偏重于肾损伤的同质性,对
于皮损症状出现的关注度偏低。 麦角蛋白联合印

度墨水法存在造模时间长,血尿出现率低、皮肤紫

癜出现例数少等不足,牛清白蛋白+脂多糖+四氯化

碳法虽造模时间短,但造模药物多,操作复杂,费用

及动物死亡率高,存在造模药物诱发动物模型脏器

损伤的风险。 尽管如此,在此种造模思路的影响

下,亦出现了运用中医证型联合 IgA 肾病动物实验

模型的病证结合模型,推动了中医中药对 HSP 的

研究。
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2　 依据Ⅲ型超敏反应原理构建 HSP 动物实验模型

　 　 目前世界公认的过敏性紫癜的发病诱因主要

归结于感染原和过敏原,由过敏原介导的Ⅲ型过敏

反应,又称免疫复合物型过敏反应[17-18] 。 潘仕红

等[19]采用卵清蛋白( OVA) 作为抗原,诱导并激发

Ⅲ型变态反应,构建了 HSP 大鼠模型,具体操作如

下:取 10 只 SD 大鼠适应性喂养 1 周,然后给予

10 mg / kg
 

OVA 乳化溶液干预,包括 OVA 溶液(20
 

mg / mL)和弗氏完全佐剂以 1 ∶ 1 混合,腹腔注射,每
周 1 次,共 3 周。 3 周后再予 10

 

mg / mL
 

OVA 生理

盐水溶液尾静脉注射,同时给予 0. 3%
 

OVA 生理盐

水溶液皮内注射,分 5 个注射点,每个点 0. 2
 

mL。
此种造模方式 80%

 

SD 大鼠的腹部和尾部出现散在

皮肤紫癜,血清炎症因子明显升高,肾病理显示系

膜细胞及基质增生,免疫荧光 IgA 免疫复合物颗粒

状沉积( +++)。 李彦红等[20-21] 根据 HSP 发病病因

与过敏及机体自身的遗传因素有关等因素,通过构

建兔过敏性体质,再依据Ⅲ型超敏反应原理构建了

HSP 兔模型,其建模方法分为 3 部分:先构建过敏

体质,即以荜拨、干姜、胡椒水 1 ∶ 1 ∶ 1 混合口服给

药 3 周,记录动物活动量、体温、日饮水量及血常规;
再连续抗原刺激致敏,即腹腔注射含卵圆蛋白与弗

氏完全佐剂 1 ∶ 1 混合乳化溶液(每只 1
 

mL),每周

1 次,连续 3 周;然后抗原冲击激发过敏反应,即耳

缘静脉注射卵圆蛋白生理盐水(10
 

mg / mL)0. 5
 

mL,
背部剪毛,皮内注射 0. 3%

 

卵圆蛋白生理盐水共

1
 

mL,分 5 点,每点 0. 2
 

mL。 抗原激发 24 h 后测动

物模型血尿等一般情况,2 周后解剖,取皮肤、肾等

做病理及 IgA、C3 免疫荧光检测。 造模结束后发

现,此种造模法模型组动物皮肤瘀斑出现率明显提

高,血液中 IgA 明显升高,补体 C3 降低,皮肤及肾病

理改变符合 HSPN 表现,经与 HSP 患儿的血液学和

免疫学特征比较,发现该 HSP 模型可以模拟儿童

HSP 特征[22-24] 。 候兆玉等[25] 运用此种造模方式发

现并证实,模型组家兔血清 IgA 含量明显升高,与临

床 HSPN 患者相关血清学检测具有一致性。
采用Ⅲ型超敏反应原理 HSP 实验动物模型,具

有造模时间短,操作简单,能很好地模拟 HSP 皮肤

瘀斑等优点,有助于研究 HSP 组织炎症和损伤相关

的分子机制。 但模型组动物皮肤瘀斑仅出现在局

部注射部位,与 HSP 自发性皮肤瘀斑不同,对过敏

反应和上游免疫机制的研究有限等不足。

3　 针对 HSP 动物实验模型的学术争鸣

　 　 尽管 HSP 动物实验模型的构建研究已经持续

了数十年,且实验物种由小鼠,丰富至大鼠、兔等,
但是现有模型是否真正的代表 HSP,并满足临床研

究需要,国内外专家意见并不一致。 部分学者认为

HSP 是一种以 IgA 为主的免疫复合物介导的白细胞

破裂性血管炎,主要累及皮肤、胃肠道、关节及肾,
上述动物实验模型仅检测了皮肤或肾的 IgA 或 C3
沉积,对于其他免疫球蛋白 IgG、IgM 是否沉积或是

否以 IgA 沉积为主关注不足;另外现有动物模型的

皮损改变是局部刺激引起,并非 HSP 自发性出现,
且大多数实验动物物种不表达 IgA 受体 FcαR1,这
就忽略了中性粒细胞通过 FcαR1 激活的影响[26-27] 。
因此,这些模型是否具有 HSP 发病机制的代表性尚

不清楚。 对此,Li 等[28] 提出了不同意见,由于 HSP
的主要特征是 IgA 免疫复合物的沉积,C3 是该病的

主要病理因素,所以实验主要是基于 IgA 沉积和 C3
检测,此结果与国外文献报道一致[29-30] ,且其在实

验初期检测了 IgG 及 IgM 水平,但仅存在部分模型

和少数对照组中;其次,临床中 HSP 自发性皮肤紫

癜一定程度上属于血管过敏反应的外在表现,IgA
和 FcαR1 之间的相互作用可能在 IgA 血管炎

(IgAV)的发病机制中发挥作用,但也可能属于一种

新的发病机制,与探讨 IgA 免疫复合物通过激活补

体途径引起 HSP 的免疫机制并不冲突。

4　 HSP 动物实验模型的现状述评及思路探讨

4. 1　 HSP 动物实验模型的现状及不足

　 　 目前国内外关于 HSP 动物实验模型的探索主

要发生于 2000 年以后,且以国内学者为主[31] 。 就

造模方法而言,主要分为基于借鉴 IgA 肾病模型的

麦胶蛋白+印度墨水法、牛清白蛋白+脂多糖+四氯

化碳法、卵清蛋白+和弗氏完全佐剂法和参照中医

血热理论的“病证结合”模型;就实验动物而言,主
要包括麦胶蛋白联合印度墨水的昆明雌性小鼠,清
白蛋白+脂多糖+四氯化碳 SD 雄性大鼠以及卵蛋白

法选择大耳白兔或 SD 雄性大鼠,中西医结合的“病

证结合”模型多选择 SD 雄性大鼠和大耳白兔;就造

模时间而言,多在 3 ~ 15 周不等;就造模观察指标而

言,主要涵盖皮损、血、尿等实验室检查、HSP 细胞

因子检测以及皮肤和肾病理形态及免疫复合物沉

积。 现就造模时间、造模方法、优缺点梳理如下。
详见表 1。
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表 1　 HSP 动物实验模型构建情况归纳表
Table

 

1　 Summary
 

table
 

of
 

HSP
 

animal
 

experiment
 

model
 

construction
建模方法

Modeling
 

methods
年份
Year

实验动物
Experimental

 

animals
方法

Method
优点

Advantages
不足

Inadequate

借鉴 IgA 肾病模
型法
Refer

 

to
 

the
 

IgA
 

nephropathy
 

model
 

method

2001 年
2001

 

year
昆明小鼠
KM

 

mice
麦角蛋白+印度墨水
Ergot

 

protein
 

+
 

indian
 

ink

符合 HSP 内皮系统损伤
及免疫活化
Consistent

 

with
 

HSP
 

endothelial
 

system
 

injury
 

and
 

immuno-activation

周期长,皮损出现率低
Cycle

 

is
 

long
 

and
 

the
 

incidence
 

of
 

lesions
 

is
 

low

2003 年
2003

 

year
SD 大鼠
SD

 

rats
BSA+葡萄球菌肠毒素[32]

BSA+
Staphylococcus

 

enterotoxin

操作方便,重复率高
Easy

 

to
 

operate,
 

high
 

repetition
 

rate

实验药物毒性强
Experimental

 

drugs
 

are
 

highly
 

toxic

2013 年
2013

 

year
昆明小鼠
KM

 

mice
牛清白蛋白+脂多糖+四氯
化碳 BSA+LOS+CCL4

造模时间短
Short

 

molding
 

times

操作复杂,死亡率高
Operation

 

is
 

complex,
 

the
 

mortality
 

rate
 

is
 

high

Ⅲ型过敏反应原
理法
TypeⅢ

 

anaphylaxis
 

principle
 

method

2010 年
2010

 

year

大耳白兔
Big-eared

 

white
 

rabbit

卵 白 蛋 白 + 弗 氏 完 全
佐剂[33]

OVA+Freud’s
 

complete
 

adjuvant

时间短,操作性强,重复
率高
Short

 

molding
 

times,Strong
 

operability
 

and
 

high
 

repetition
 

rate

皮损非自发性
Skin

 

changes
 

are
 

not
 

spontaneous

“病 证 结 合 ” 模
型法
“Combination

 

of
 

disease
 

evidence”
 

model
 

method

2013 年
2013

 

year

大 耳 白 兔 / SD
大鼠
Big-eared

 

white
 

rabbit / SD
 

rats

卵白蛋白+弗氏完全佐剂+
干姜、荜茇、胡椒水煎剂
OVA + Freud ’ s

 

complete
 

adjuvant + dried
 

ginger,
custard,

 

pepper
 

decoction

时间短,操作性强,重复
率高;适用于中医、中西
医结合研究
Short

 

molding
 

times,Strong
 

operability
 

and
 

high
 

repetition
 

rate,Suitable
 

for
 

TCM
 

research

皮损非自发性
Skin

 

changes
 

are
 

not
 

spontaneous

2014 年
2014

 

year
SD 大鼠
SD

 

rats

BSA + LOS + CCl4 + 湿热环
境+干姜水
BSA+LOS+CCl4 +humid

 

heat
 

environment
 

+
 

dry
 

ginger
 

water

时间短,适用于中医、中
西医结合研究
Short

 

molding
 

times,
Suitable

 

for
 

TCM
 

research

操作复杂,死亡率高
Operation

 

is
 

complex,
 

the
 

mortality
 

rate
 

is
 

high

　 　 无论是参照 IgA 肾病实验动物模型法,还是依

据Ⅲ型超敏反应原理构建法,虽然最终获得了不同

程度的皮肤改变及肾损伤,并经历了从单纯复制

IgA 肾病病理状态到逐步丰富和发展到遵循 HSP 发

生发展规律,病症结合的模拟人类 HSPN 临床表现

及病理特点的过程。 但就目前 HSP 动物实验模型

的构建而言,仍然存在以下问题:第一,充分参照

IgA 肾病模型的造模方法不仅难以实现皮肤紫癜的

肾外表现,而且 HSPN 和 IgA 肾病毕竟存在发病年

龄和预后的差异[34] ,因此该造模法难以完全模拟

HSPN 疾病发展变化;第二,采用Ⅲ型超敏反应原理

下构建模型,虽然更接近与 HSP 的临床及病理特

征,但是难以全面解释 HSP 的发病机制及免疫损伤

机制[35] 。
4. 2　 HSP 动物实验模型的构建思路与展望

　 　 结合文献复习,笔者认为 HSP 动物实验模型的

建立须具备以下两个原则:一是高度的相似性原

则,即紫癜性肾炎动物实验模型不能单纯追寻皮肤

或肾病理改变的相似性,更应复合其自身发病规

律,即不仅仅包含皮肤紫癜,更应侧重于本病发病

原因、机体免疫学变化等因素,因此李彦红等[23] 依

据Ⅲ型超敏反应原理构建的 HSP 动物实验模型与

临床的契合度更高;二是稳定的可重复性原则,任
何经典模型的建立都要经历千万次实验的重复,而
基于重复实验的稳定性是我们更好的研究该病的

发病机理和研发治疗新药的重要保证。 基于以上

问题,笔者认为在目前国内外尚缺乏成熟的 HSP 实

验动物模型的情况下,对于 HSP(尤其是 HSPN)的

研究,通过细胞培养体外实验交互验证的方式探索

HSP 动物实验模型可能是提高 HSP 动物实验模型

成熟性的方法之一。
任何一种动物模型的构建都是一项艰巨和复杂

的工作,它需要伴随着科学技术的发展,不断地探索

创新和完善。 HSP 病因复杂,发病机制尚未明确,单
纯皮损及肾病理的改变并不能完全反映其发病本质。
未来的研究不仅需要更大的动物队列样本进一步阐

明病因,更需要集中在相关免疫学指标及细胞因子水

平、基因及遗传水平等方面进行深入探讨。
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不同化学物质建立肝损伤动物模型的作用机制

王雨欣1,王　 倩1,田　 颖2∗

(1.扬州大学旅游烹饪学院,江苏
 

扬州　 225127;2.扬州大学公共卫生学院,江苏
 

扬州　 225009)

　 　 【摘要】 　 肝作为人体代谢的主要器官,有着解毒、分泌胆汁等重要功能。 一旦肝受损,有可能导致肝硬化、肝
衰竭等不良后果。 肝损伤作为肝疾病研究的基础,一直以来广受科学研究的关注。 目前已有多种化学物质可建立

不同发病机制的肝损伤模型。 本文简要介绍了氧化应激、干扰 RNA 合成、影响酶的活性、诱导胆汁淤积和促进肿

瘤细胞生成这五种化学途径致动物肝损伤的作用机制,从而为肝损伤研究提供更多思路。
【关键词】 　 化学性肝损伤;动物模型;作用机制
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　 　 【Abstract】　
 

As
 

the
 

main
 

organ
 

of
 

human
 

metabolism,
 

the
 

liver
 

has
 

important
 

functions
 

such
 

as
 

detoxification
 

and
 

bile
 

secretion.
 

Liver
 

damage
 

may
 

lead
 

to
 

adverse
 

consequences
 

such
 

as
 

cirrhosis
 

and
 

liver
 

failure.
 

As
 

the
 

basis
 

of
 

liver
 

disease
 

research,
 

liver
 

injury
 

has
 

been
 

widely
 

subject
 

to
 

scientific
 

research.
 

Various
 

chemicals
 

are
 

available
 

to
 

model
 

liver
 

injury
 

with
 

different
 

pathogeneses.
 

This
 

review
 

briefly
 

introduces
 

five
 

mechanisms
 

of
 

animal
 

liver
 

injury
 

caused
 

by
 

several
 

chemical
 

pathways,
 

such
 

as
 

oxidative
 

stress,
 

interference
 

of
 

RNA
 

synthesis,
 

regulating
 

enzyme
 

activity,
 

cholestasis
 

induction,
 

and
 

promotion
 

of
 

tumor
 

cell
 

formation
 

to
 

provide
 

ideas
 

to
 

study
 

liver
 

injury.
【Keywords】　 chemical-induced

 

liver
 

injury;
 

animal
 

model;
 

mechanism

　 　 肝作为人体最大的解毒器官,主要负责清除

体内产生的代谢废物和进入体内的有害物质,对
机体起着重要的保护作用。 当肝受到损伤时,它
的功能也会受到严重影响,导致过多的脂肪和有

毒代谢物等的堆积,造成肝纤维化、肝衰竭等症

状,甚至更严重的肝癌。 化学性肝损伤是指由有

毒化学物质以及过量的酒精等引起的肝损伤[1] ,
同时,剂量和时间的差异也会对肝损伤的程度产

生不同的影响。 目前用于治疗化学性肝损伤的药

物十分有限,过度使用护肝片等还可能会加重肝

损伤[2] ,因此,研究具有不同作用机制的化学性肝

损伤动物模型,有助于开发更多保肝护肝的保健

食品和治疗肝病的有效药物。 本文从化学物质的

作用机制出发,综述了不同作用机制的化学物质

引起动物肝损伤的途径和优缺点,为后续研究提

供了更多的可能性靶点。



1　 氧化应激

1. 1　 四氯化碳

　 　 四氯化碳( carbontetrachloride,CCl4 ) 作为工业

上广泛使用的一种有机化学毒物,易被肝吸收,现
已成为建立化学性肝损伤模型最为常用的化学物

质[3] ,其作用机制主要是通过氧化应激反应及其导

致的炎症反应造成肝细胞损伤。 CCl4 进入机体后,
可经细胞色素酶 P450(cytochromeP450,CYP450)代

谢成为三氯甲基自由基(·CCl3 )、三氯甲基过氧自

由基 ( CCl3OO · ) 等 活 性 氧 自 由 基。 活 性 氧

(reactive
 

oxygen
 

species,ROS) 大量累积,进而与肝

细胞膜上的大分子共价结合,诱导肝细胞膜脂质过

氧化,引起膜结构与功能受损,导致肝细胞发生氧

化应激反应;其次,·CCl3 会直接攻击肝细胞线粒

体,抑制膜上钙泵的活性,导致膜内外钙离子浓度

失衡,从而影响肝细胞的代谢功能,导致肝细胞坏

死。 在 氧 化 应 激 状 态 下, 超 氧 化 物 歧 化 酶

(superoxide
 

dismutases,SOD) 和谷胱甘肽过氧化物

酶(glutathione
 

peroxidase,GSH-Px)作为肝细胞内重

要的抗氧化酶,会被大量消耗,含量显著下降。 相

反, 脂 质 过 氧 化 反 应 的 终 产 物 丙 二 醛

(malondialdehyde,MDA)含量会显著上升。 CCl4 代

谢产物可激活肝枯否细胞,释放大量促炎因子[4] ,
刺激免疫细胞释放高迁移率族蛋白 B1 ( high

 

mobility
 

group
 

protein
 

B1,HMGB1) [5] ,其主要受体之

一 Toll 样受体 4( toll-like
 

receptor4,TLR4) 被激活,
使 IL-1 受 体 相 关 激 酶 ( interleukin-1

 

receptor-
associated

 

kinase,IRAK)与髓样分化因子 88(myeloid
 

differentiation
 

factor
 

88,MyD88)解离并进入胞浆内,
进而激活肿瘤坏死因子受体相关因子-6 ( tumor

 

necrosis
 

factor
 

receptor
 

associated
 

factor-6, TRAF-
6) [6] ,诱导 IκB 激酶( IκB

 

kinase,IKK)复合物磷酸

化,使核转录因子-κB(nuclear
 

factor-κB,NF-κB)信

号通路的关键蛋白分子 NF-κB
 

p65 被转运到肝细胞

核内并与特定 DNA 序列结合,导致肝细胞产生炎症

反应。 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3(NOD-
like

 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3,NLRP3)作为 NOD 样受体家族中最为重要的一

员,可被 TLR4 信号激活形成 NLRP3 炎症小体,进
而促进白细胞介素-18( interleukin

 

18,IL-18)等炎症

因子的成熟与释放[7] 。 进入肝细胞的 TLR4 信号诱

导产生大量 NLRP3 炎症小体,进一步促进炎症因子

释放,导致炎症级联放大反应[8] ,造成炎症反应的

恶性循环,加剧肝细胞损伤与凋亡。 此外,CCl4 还

可上调转化生长因子 β1( transforming
 

growth
 

factor-
β1,TGF-β1)的表达[9] ,从而激活肝纤维化的关键细

胞———肝星状细胞( hepatic
 

stellate
 

cells,HSCs),进
而刺激成纤维细胞生成细胞外基质 ( extracellular

 

matrix,ECM)过度表达,诱导肝纤维化,导致肝损伤

加重。
CCl4 诱导的化学性肝损伤模型操作简单,成本

低,能在较短时间内建立理想的化学性肝损伤模

型。 此外,其症状与人肝损伤较为相似,稳定性强。
因此,CCl4 是建立化学性肝损伤动物模型的首选化

学物质。 但 CCl4 毒性较大,除肝外还会损伤其他脏

器,特异性较低,因此 CCl4 诱导的化学性肝损伤模

型不适用于免疫机制等方面的研究[10] 。
1. 2　 硫代乙酰胺

　 　 硫代乙酰胺(thioacetamide,TAA)是工业上的杀

菌剂,具有很强的肝毒性,其诱导肝损伤的机制与

CCl4 相似,均可促使肝细胞发生氧化应激和脂质过

氧化反应。 TAA 经细胞色素 P450 家族成员 2E1
(CYP2E1)活化,转化为 TASO2 ( CH3CSO2NH2 ),可
与磷脂酰乙醇胺脂等大分子共价结合,促进脂质过

氧化,提高 MDA 水平并降低 SOD 和 GSH-Px 活性,
白细胞介素-6( interleukin

 

6,IL-6)、肿瘤坏死因子

-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)等炎症因子大量

释放, 进而激活 NLPR3 炎症小体, 同时, TLR4 /
NF-κB 通路和 TGF-β1 通路被激活,加剧炎症反应

与 肝 纤 维 化 进 程。 磷 脂 酰 肌 醇 - 3 激 酶

(phosphatidylinositol
 

3-kinases, PI3K) / 蛋白激酶 B
(protein

 

kinase
 

B,Akt) / 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin,mTOR)通路与多种

肿瘤密切相关,其活性异常可引起肿瘤细胞的增殖

与迁移[11] 。 TLR4 信号可激活 PI3K / Akt 通路,促进

肿瘤细胞增殖,进而可能会演变成肝癌。 另外,c-
Jun 氨基末端激酶(c-Jun

 

N-terminal
 

kinase,JNK)信

号通路可参与细胞凋亡、分化等过程[12] ,其上游因

子细 胞 凋 亡 信 号 调 节 激 酶 1 ( apoptosis
 

signal-
regulated

 

kinase
 

1,ASK1) 对氧化应激高度敏感,过
度活化后可激活 JNK 通路。 过量的 TAA 可促进

ASK1 磷酸化,激活 JNK 信号通路,从而诱导抗凋亡

基因 B 淋巴细胞瘤 - 2 基因 ( B
 

cell
 

lymphoma /
leukemia-2,Bcl-2)和促凋亡基因 Bcl-2 相关 X 蛋白

基因( bcl-2-associated
 

X
 

protein,Bax)表达失衡[13] ,
导致 Bax 蛋白表达增加并向线粒体膜外移动,增加

线粒体通透性,释放细胞色素 c,诱导线粒体功能障
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碍与凋亡诱导分子释放,破坏细胞修复过程。
TAA 造模可重复性高且不易逆转,诱导的肝纤

维化模型与人肝纤维化相似,适合用于筛选抗纤维

化药物等。 然而,目前没有对 TAA 造模的剂量研

究,因此造模之前需要查阅大量文献并进行预实验

来确定最佳剂量。
氧化应激是化学物质致肝损伤最为常见的作

用机制,除 CCl4、TAA 外,甲苯二异氰酸酯( toluene
 

diisocyanate,TDI) [14] 、玉米赤霉烯酮 ( zearalenone,
ZEA) [15]等化学物质也可通过诱导氧化应激和脂质

过氧化诱导肝细胞损伤。

2　 干扰 RNA 合成

　 　 D-半乳糖胺( D-galactosamine,D-GalN) 进入机

体后可在半乳糖激酶和半乳糖-1-磷酸尿酰转移酶

的作用下与三磷酸尿苷( uridine
 

triphosphate,UTP)
结合形成稳定的尿苷衍生物 UDP-D-GalN,即通过消

耗肝中的 UTP 来抑制依赖 UTP 的 RNA 等大分子合

成,导致肝细胞炎症和坏死[16] ,是一种肝细胞磷酸

尿嘧啶核苷干扰剂。 同时,D-GalN 可促进 ROS 释

放,刺激肝细胞发生氧化应激反应,诱导肝细胞膜

脂质过氧化并干扰线粒体正常功能,进而促进炎症

因子表达,引起肝细胞损伤[17] 。 此外,D-GalN 还可

诱导肥大细胞细胞质中钙离子水平的增加,从而破

坏肝细胞膜结构,促使肝细胞凋亡。 使用 D-GalN 造

模时一般将其与脂多糖(lipopolysaccharides,LPS)或

肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor
 

α,TNF-α)联

合使用,增强其肝毒性。 LPS 作为一种内毒素,可诱

导单核细 胞 趋 化 蛋 白 - 1 ( monocyte
 

chemotactic
 

protein
 

1,MCP-1) 的表达,从而特异性激活单核细

胞、巨噬细胞等[18] ,进而参与体内免疫应答与炎症

反应[19] 。 此外 LPS 还可以与血浆中的脂多糖结合

蛋白(lipopolysaccharide
 

binding
 

protein,LBP)结合形

成复合体,再与肝细胞表面的分化抗原簇基因 14
(cluster

 

of
 

differentiation
 

14,CD14)、骨髓分化因子 2
(myeloid

 

differentiation
 

factor
 

2,MD2) 受体结合,从
而激活 TLR4。 D-GalN / LPS 可识别并激活 TLR4 /
NF-κB 通路,炎症因子表达量迅速升高并进一步激

活体内的免疫应答,造成炎症因子级联放大,加重

肝损伤,甚至导致重症肝炎等不可逆肝疾病。 TNF-
α 是一种炎症因子,肝受损后会大量释放,刺激机体

发生炎症反应,并可直接破坏内皮细胞,导致肝细

胞坏死[20] 。 D-GalN 联合 TNF-α 主要通过内源性和

外源性凋亡信号途径诱导化学性肝损伤[21] 。 内源

性凋亡信号途径是通过激活 JNK 信号通路,增加

Bax 蛋白表达,引起线粒体膜通道孔通透性增加与

细胞色素 c 的释放,诱导产生凋亡级联反应。 外源

性凋亡信号途径是将 TNF-α 与细胞表面 TNF-α 受

体 1(TNFR1)结合,激活 Caspase-3,上调 Bax 基因,
进而激活内源性凋亡途径[22] 。

D-GalN 是构建肝损伤和肝衰竭模型相对合适

的化学物质,其特异性强,不会损害其他器官,但价

格较高,且不同品系动物之间剂量差别较大,短期

死亡率高,故应用范围小于 CCl4 和 TAA。
此外,α-鹅膏毒肽也可通过阻断 RNA 聚合酶从

而抑制 RNA 合成[23] 。

3　 影响酶的活性

　 　 人体代谢酒精途径主要有两种:酒精脱氢酶

( alcohol
 

dehydrogenase, ADH) 途经和 CYP2E1 途

径[24] 。 大多数酒精在 ADH 的作用下利用烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸 ( nicotinamide
 

adenine
 

dinucleotide,
NAD+ )转化为乙醛并产生 NADH,进而转化为无毒
无害的代谢产物从体内排出[25] ;少量经 CYP2E1 代

谢,从呼吸和尿液中排出,同时会累积少量 ROS。
与 ADH 作用相同的酶还有过氧化氢酶( catalase,
CAT),CAT 也可以参与到酒精代谢过程中。 长期或

过量 摄 入 酒 精 会 降 低 NAD 与 NADH 的 比 例

(NAD+ / NADH),导致肝中过度脂肪堆积,形成脂肪

肝;同时,ADH 与 CAT 活性降低,导致 CYP2E1 代谢

增加及 ROS 过量累积,促进肝细胞发生氧化应激反

应,激活 TLR4 / NF-κB 通路,加快肝损伤进程。 ROS
还会诱导线粒体细胞色素 c 的释放,通过合成凋亡

小体,进而激活 Caspase-3,引起线粒体 DNA 降解和

肝细胞凋亡。 长期暴露于酒精还会改变肠道微生

物群和通透性,肠道中的 LPS 进入肝,激活肝枯否

细胞且与 TLR4 作用,加重炎症反应。 在酒精的刺

激下,巨噬细胞被激活,从而释放大量促炎因子和

趋化因子来损害肝,增加硫氧还蛋白相互作用蛋白

(thioredoxin-interacting
 

protein,TXNIP)的表达,进而

促进 Caspase-1 介导的细胞凋亡通路,诱导肝炎症反

应[26] 。 此外,酒精在代谢过程中会形成多种蛋白质

加合物并影响内质网中的蛋白质折叠,在正常状态

下,肝细胞通过激活未折叠蛋白来维持内质网稳

态,而过多酒精的会降低肝酶的活性,从而导致错

误折叠蛋白和未折叠蛋白的大量堆积,引起内质网

应激反应 ( endoplasmic
 

reticulum
 

stress, ERS) [27] 。
当肝细胞处于内质网应激状态时,蛋白激酶 R 样内

质网激酶(protein
 

kinase
 

R-like
 

ER
 

kinase,PERK)被
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过量的未折叠蛋白激活,从而使真核起始因子 2α
(eukaryotic

  

initiation
 

factor
 

2α,eIF2α)磷酸化,诱导

活化转录因子 4 ( activating
 

transcription
 

factor
 

4,
ATF4)的转录,从而上调 C / EBP 环磷酸腺苷反应元

件结合转录因子同源蛋白( CHOP)的表达[28-29] ,进
而诱 发 肝 细 胞 凋 亡 级 联 反 应, 导 致 肝 细 胞

凋亡[30-31] 。
酒精性肝损伤模型具有较高的造模率,对临床

研究具有重要意义,可用于开发更多预防酒精性肝

损伤的保健食品和药物。 但酒精造模存在品系和

性别差异,部分动物模型成本高,且缺乏统一的造

模标准。
异烟肼的作用机制与酒精类似,通过抑制线粒

体中酶的活性[32] ,干扰正常的能量代谢,导致肝细

胞凋亡,从而造成肝细胞损伤。

4　 诱导胆汁淤积

　 　 胆汁淤积通常伴随着胆汁酸在肝中过度积累,
最终导致肝受损,如果不及时治疗,会导致肝纤维

化、肝硬化等严重后果。 用于诱导胆汁淤积性肝损

伤模型的主要化学物质是 α-萘异硫氰酸酯 ( α-
naphthyl

 

isothiocyanate,ANIT),其诱导的模型与人胆

汁淤积症临床病理相似度较高。 ANIT 进入机体后

可与谷胱甘肽( glutathione,GSH)结合,由于结合不

稳定,ANIT 结合物在胆管中分解,直接损伤胆管上

皮细胞,引起胆管周围炎症,导致胆汁堵塞和淤积,
最终导致肝细胞损伤。 正常状态下,胆汁酸可激活

法尼醇受体( farnesoid
 

X
 

receptor,FXR),促进其与

小异二聚体伴侣( small
 

heterodimer
 

partner,SHP)的

结合,通过多种途径抑制胆汁酸的合成、转运、重吸

收等[33-34] ,从而阻止肝细胞进一步损伤。 ANIT 可

下调 FXR 表达,导致 FXR 与 SHP 结合减少,降低其

负反 馈 抑 制 细 胞 色 素 P450 家 族 成 员 7A1
(CYP7A1)基因转录的能力[35] ,导致 CYP7A1 表达

增加,进而加速胆固醇转化为胆汁酸,增加胆汁酸

合成。 钠离子牛磺酸共转运多肽 ( Na+
 

dependent
 

taurocholate
 

cotransporter,NTCP)与阴离子转运多肽

(organic
 

anion
 

transporting
 

polypeptides,OATPs)是胆

汁酸转运的主要转运蛋白,大约 90%的胆汁酸都由

NTCP 转运[36] 。 FXR 与 SHP 结合减少导致 NTCP
与 OATPs 表达减少,导致肝胆汁酸重吸收减少。 人

成纤维细胞生长因子 15 / 19( fibroblast
 

growth
 

factor
 

15 / 19,FGF
 

15 / 19) 可通过抑制胆汁酸合成从而参

与体内脂质、葡萄糖等调节过程[37] 。 FXR 的下调可

导致 FGF
 

15 / 19 的表达和分泌减少以及 CYP7A1 表

达的增加,进一步促进胆汁酸的合成[38] 。 FXR 下调

还可降低胆汁酸盐输出泵( bile
 

salt
 

export
 

pump,
Bsep)和多药耐药相关蛋白 2( multidrug

 

resistance-
associated

 

protein
 

2,Mrp2)的表达,减缓胆汁酸的排

泄与转运,导致胆汁酸在肝中淤积。 细胞色素 P450
家族中 3A4

 

( CYP3A4) [39] 、胆汁酸辅酶 A 合成酶

(BACS)等代谢酶可增加胆汁酸的亲水性并促进胆

汁酸的排泄。 FXR 下调会导致 CYP3A4、BACS 等代

谢酶表达下降,对胆汁酸的解毒作用减弱,大量有

毒胆汁酸淤积在肝中,最终导致严重的肝损伤。
ANIT 还可以降低肝的抗氧化防御能力,促使中性粒

细胞产生大量 ROS,导致肝氧化应激和炎症。
ANIT 诱导的胆汁淤积性肝损伤模型操作简便

可靠,能很好地模拟了人胆汁淤积症,然而,ANIT 的

灌胃给药对研究人员的操作水平有一定要求,且可

能会对胃肠道造成损害,影响需口服或灌胃药物的

疗效[40] 。
此外,由 3,5-二乙氧基羰基-1,4-二氢-2,4,

6 - 三 甲 基 吡 啶 ( 3, 5-diethoxycarbonyl-1, 4-
dihydrocollidine,DDC) [41]诱导的胆汁淤积性肝损伤

模型也常用于人胆汁淤积症的研究。

5　 促进肿瘤细胞生成

　 　 二乙基亚硝胺( N-nitrosodiethylamine,DEN) 是

一种广泛存在于自然界的致癌物质,具有高度活

性,对人和动物都有致癌性,且对肝具有特异性,经
口摄入可能造成严重的肝损伤[42] ,低剂量 DEN 可

改变肝结构并诱导肝纤维化,同时可促进肝癌的典

型特征,如肝细胞增生、癌细胞增殖等,因此 DEN 常

用于建立动物肝纤维化和肝癌模型。 DEN 在体内

主要被 CYP2E1 羟基化,然后分解成具有高亲电活

性的碳正离子等,导致 DNA 烷化损伤和肝细胞损

伤,进而可能诱发癌症[43] 。 由 CYP3E1 代谢过程中

释放的大量 ROS 则会导致氧化应激损伤。 DEN 代

谢同时产生的重氮化合物在肝细胞 DNA 合成过程

中与碱基结合,引起碱基错配或转录异常,导致

DNA 突变和肿瘤细胞生成。 谷胱甘肽 S-转移酶 P1
(glutathione

 

S-transferase
 

P1,GSTP1)是谷胱甘肽巯

基转移酶家族的成员,可通过代谢多种致癌化合物

来避免细胞 DNA 损伤[44-45] 。 抑癌基因启动子区

CpG 岛的高甲基化会导致染色质空间结构的改变,
从而阻止基因转录,并使抑癌基因沉默[46] 。 DEN
可诱导 Gstp1 启动子高甲基化,降低 Gstp1 表达,使
其代谢 DEN 化合物能力下降,同时抑癌基因沉默,
导致肝细胞 DNA 严重受损以及肿瘤细胞大量生成。
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信号传导与转录激活因子 3 ( signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3,STAT3)是 IL-6 / STAT3 通

路中的一个重要信号因子,可经 IL-6 激活后进入细

胞核内与 DNA 应答元件结合,调节细胞内 DNA 的

转录和活性,上调 Bcl-2 等基因表达,从而促进肿瘤

细胞增殖以及抑制肿瘤细胞凋亡[47] 。 核受体共刺

激因子 5( nuclear
 

receptor
 

coactivator
 

5,NCOA5) 是

一种核受体辅助调节因子,能抑制肝炎症的相关因

子释放,进而抑制其下游的 STAT3 通路[48] 。 DEN
可抑制 NCOA5 表达,随后上调 STAT3 表达,激活

IL-6 / STAT3 信号通路,导致炎症因子大量释放,同
时 Bcl-2 等基因表达增加,导致大量肿瘤细胞增殖

且凋亡受到抑制,促使肝癌发生。
DEN 常 用 于 诱 导 原 发 性 肝 细 胞 癌

(hepatocellular
 

carcinoma,HCC)模型,便于更好地了

解人 HCC,剂量、暴露时间等均会影响 DEN 诱导肝

损伤的特征。 DEN 肝癌造模时间较长,死亡率高,
毒性大,实验操作时需要注意人员安全问题。

类似 机 制 的 化 学 物 质 还 有 黄 曲 霉 素 B1
(aflatoxin

 

B1,AFB1) [49] ,也可以通过改变 DNA 结构

从而促进肿瘤细胞的增殖与迁移,进而引发肝癌。

6　 总结与展望

　 　 本文主要介绍了 CCl4、 TAA、 D-GalN、 酒精、
ANIT 和 DEN 致动物肝损伤的作用机制,主要有以

下 5 种:(1)氧化应激;(2)干扰 RNA 合成;(3)影响

酶的活性;(4)诱导胆汁淤积;(5)促进肿瘤细胞生

成。 肝损伤是许多肝疾病研究的起点,了解不同化

学物质致肝损伤的作用机制,可以探索更多有效治

疗化学性肝损伤的活性物质。 以上 5 种作用机制都

可以作为化学性肝损伤研究的重点,可以为研究保

肝护肝的保健食品和治疗药物提供更多选择。
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肿瘤心脏病学动物模型的研究进展

张　 钰1,2,孟婷婷2,3,田　 鹏1,2,郑　 燕1,2,3∗,苏国海1,2,3∗

(1.山东大学,济南　 250013;2.济南市中心医院,济南　 250013;
3.专科转化研究中心,山东第一医科大学附属中心医院,济南　 250013)

　 　 【摘要】 　 肿瘤心脏病学是涉及肿瘤学和心血管病学的新型交叉学科,随着肿瘤治疗策略的突飞猛进发展,患
者生存期得以延长的同时,治疗的副作用特别是心血管毒性受到越来越多的关注。 肿瘤心脏病学动物模型的应用

有助于了解心血管毒性的发病机制,寻找有效的心血管保护措施,防止发生不可逆的损伤。 目前非荷瘤啮齿类动

物的肿瘤心脏病学模型应用较为广泛,但不同研究中采用的建模方式差别较大。 本文收集整理了近年来化疗、分
子靶向治疗和放疗等抗肿瘤方案所建立的肿瘤心脏病学的动物模型,总结了不同动物模型的优缺点和建模方法,
并从模型的选择、用药剂量和检测指标等方面进行综述,对建立合适的动物模型提出了建议,助力临床肿瘤心脏病

学的发展。
【关键词】 　 肿瘤心脏病学;心血管毒性;动物模型
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　 　 【Abstract】　
 

Cardio-oncology
 

is
 

a
 

new
 

interdisciplinary
 

subject
 

involving
 

oncology
 

and
 

cardiovascular
 

disease.
 

With
 

the
 

rapid
 

development
 

of
 

tumor
 

treatment
 

strategies,
 

the
 

survival
 

of
 

patients
 

has
 

been
 

prolonged,
 

and
 

the
 

side
 

effects
 

of
 

treatments,
 

especially
 

cardiovascular
 

toxicity,
 

have
 

received
 

increasing
 

attention.
 

The
 

establishment
 

of
 

an
 

animal
 

model
 

of
 

cardio-oncology
 

is
 

helpful
 

to
 

understand
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

cardiovascular
 

toxicity
 

and
 

take
 

cardioprotective
 

measures
 

to
 

prevent
 

irreversible
 

damage.
 

Currently,
 

non-tumor-bearing
 

rodents
 

are
 

used
 

in
 

experiments.
 

They
 

are
 

widely
 

used,
 

but
 

there
 

are
 

few
 

studies
 

on
 

animal
 

modeling
 

method
 

.
 

In
 

this
 

review,
 

animal
 

models
 

of
 

cardio-oncology
 

established
 

by
 

anti-
tumor

 

treatments,
 

such
 

as
 

chemotherapy,
 

molecular
 

targeted
 

therapy,
 

and
 

radiotherapy,
 

in
 

recent
 

years
 

were
 

collected
 

and
 

sorted,
 

and
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

various
 

animal
 

models
 

and
 

modeling
 

method
  

were
 

summarized.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

aspects
 

of
 

the
 

developing
 

clinical
 

cardio-oncology
 

and
 

provides
 

insights
 

for
 

the
 

development
 

of
 

clinical
 

cardio-
oncology.
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　 　 随着抗肿瘤药物的不断更新,抗肿瘤疗效显著

提高,肿瘤患者的病情得到好转,但随之而来的肿

瘤本身对心功能的影响及抗肿瘤药物相关心血管

毒性却成为肿瘤病人死亡的另一重要原因。 在此

背景下,作为研究肿瘤学和心血管病学的新型交叉

学科,肿瘤心脏病学(cardio-oncology)应运而生[1] 。
抗肿瘤治疗过程中引起的心血管毒性是肿瘤

心脏病学的主要研究内容之一。 已有报道,传统的

化疗药,靶向药、免疫检查点抑制剂和放疗等都可

能会引起潜在危及生命的心血管并发症,包括心力

衰竭、高血压、心律失常、心肌炎和心肌缺血等[1] 。
对其发病机制及保护性药物的研究引起越来越多

的重视,正逐渐成为该领域的研究热点。 动物模型

在其中的作用不容忽视,当前大部分体内实验采用

了啮齿类动物构建肿瘤心脏病学模型。 然而,不同

的研究中所选用的实验动物品系,药物剂量和评价

指标存在较大差异[2] 。 建立贴近于临床的肿瘤心

脏病学动物模型,对研究抗肿瘤过程中发生心血管

毒性的分子机制,寻找理想的生物标志物意义重

大,可帮助医生制定合理的诊疗方案以预防和及时

治疗心血管并发症。 本文对当前已发表的肿瘤心

脏病学动物模型进行综述,分析其特点,助力研究

者构建合适的肿瘤心脏病学动物模型。

1　 蒽环类药物动物模型

　 　 蒽环类药物是治疗乳腺癌、淋巴瘤、白血病的

一线用药,应用较广泛,包括阿霉素( doxorubicin,
DOX)、柔红霉素、表柔比星等。 蒽环类药物引起心

血管毒性发病率较高且随着累积用药剂量的增大,
心脏毒性的风险增高,是最早引起学者关注的产生

心脏毒性的抗肿瘤药[3] 。 当前研究发现蒽环类药

物激 发 心 脏 毒 性 的 机 制 有 以 下 途 径: 活 性 氧

(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)的产生、钙超载、脂质

过氧化和线粒体功能障碍等。 相关研究的体内实

验多采用小鼠、大鼠模型,根据研究目的分为急性

损伤模型和慢性损伤模型。
1. 1　 小鼠模型

　 　 由于存在遗传背景清晰,操作方便,所采集的

数据指标便于分析等有利因素,小鼠模型在肿瘤心

脏病学研究中最为常用。 当前大部分研究蒽环类

药物动物模型采用 C57BL / 6 小鼠,以腹腔注射方式

给药。

1. 1. 1　 非荷瘤小鼠模型

　 　 急性损伤模型为短期内大剂量给药:累积剂量

20 ~ 30 mg / kg 的阿霉素[4-6] ,在用药后第 1 ~ 2 周超

声显示射血分数比对照组下降 15% ~ 30%,组织学

检查发现心肌细胞间有大量炎性细胞浸润。
慢性损伤模型的给药方案在不同课题组差异

较大:给药时间大约为 2 ~ 12 周,累积剂量 18 ~
36 mg / kg 不等[7-12] 。 观测时间点差异也较大(4 ~ 13
周),这与给药方案及检测手段的不同有关,实验结

果超声示左室射血分数 ( left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction,LVEF) 和左室短轴缩短率 ( left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening, LVFS ) 比对照组下降 10% ~
20%,心肌坏死标志物升高等表现。 较温和的给药

方案如 3 mg / kg,每周 1 次,持续 12 周;与 5 mg / kg,
每周 1 次,持续 4 周相比,其监测心脏毒性的时间点

较长(12 周
 

vs. 4 周);同样 Noel 等[8] 采用每周注射

3 mg / kg 的用药方案,心脏磁共振( cardiac
 

magnetic
 

resonance
 

imaging,CMR)在第 4 周发现异常,有明显

的细胞外体积分数 ( extracellular
 

volume
 

fraction,
ECV)增加,整体纵向应变(global

 

longitudinal
 

strain,
GLS)恶化,而另一课题组超声在第 12 周监测到心

脏损 伤, 提 示 采 用 磁 共 振 可 更 早 监 测 到 心 脏

损伤[11] 。
比较不同课题组采取相同的给药方式得出的

结果发现[7,9] ,以 5 mg / kg 的剂量,每周给药 1 次,累
积 20 mg / kg 的用药方案,可在第 4 周超声检测到心

脏损伤,能获得较稳定的肿瘤心脏病动物模型,降
低小鼠死亡率,缩短模型建立时间。

虽然是同种系小鼠,但在不同研究中存在周

龄、体重不同,及实验室饲养条件等差异,导致小鼠

对药物的耐受性不同,所以需要更多的研究探索,
尽可能控制各项可变因素,以建立合适的建模方案。
1. 1. 2　 荷瘤小鼠模型

　 　 荷瘤鼠模型较非荷瘤鼠模型能够更好地模拟

肿瘤患者的真实情况,可同时观察化疗药对肿瘤的

治疗效果及对心血管的影响。 然而由于操作较复

杂,当前检索到 6 篇蒽环类药物的荷瘤鼠模型,其中

有 5 篇乳腺癌模型[13-16] ,1 篇为肉瘤模型[17] 。
乳腺癌模型中,多数报道选择同种鼠源 4T1 乳

腺癌细胞,BALB / c 小鼠乳腺脂肪垫原位或皮下成

瘤,其中两项研究采用 10 mg / kg 大剂量短时间给

药,累积 20 ~ 30 mg / kg,在第 2 ~ 3 周出现心肌损
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伤[14,16] ;另一项研究采用 4 mg / kg,每周给药 1 次,
持续 3 周,在第 6 周检测到心肌损伤[15] 。

采用 C57BL / 6 小鼠,E0771 乳腺癌细胞成瘤,
成瘤后腹腔注射阿霉素 5 mg / kg,每周给药 1 次,持
续 3 周,于第 3 ~ 4 周检测到心脏损伤[16] 。 与非荷

瘤 C57BL / 6 小鼠模型相比,荷瘤鼠心肌损伤出现的

时间较早。
另有一项报道中,为研究人源乳腺癌,将人乳

腺癌细胞 TB474 接种于免疫缺陷 BALB / c 小鼠建

模[13] ,成瘤后 DOX
 

5 mg / kg,每周给药 1 次,累积剂

量 40 mg / kg,于第 16 周检测到心脏损伤。
肉瘤模型为 KM 鼠,采用鼠源 S180 肉瘤细胞,

皮下成瘤,每
 

d 给药 2 mg / kg,,持续 10
 

d,成功建立

急性心脏损伤模型[17] 。
以上荷瘤鼠动物模型首先要成瘤,然后给予抗

肿瘤药,可观察药物对肿瘤和心血管的作用,对于

同时研究抗癌作用和心脏保护治疗提供了较为适

宜的模型手段。 但由于当前报道较少,尚需要进行

更多的探索,以寻找合适的建模方案(见表 1)。
1. 2　 大鼠模型

　 　 与小鼠相比,大鼠体积大,影像学观察更为清

楚,解剖操作方便直观,存活率也较高。 同样,由于

操作简便,大鼠的非荷瘤模型较荷瘤模型应用广

泛。 Wistar 大鼠,SD 大鼠和 Fischer( F344) 大鼠均

有应用,其中 Wistar 大鼠使用较多(见表 2)。
用药方案多采用每隔 1 ~ 3

 

d 腹腔注射 1 次,累
积 9 ~ 18 mg / kg,心肌损伤指标的检测时间在第 13 ~
14 天[18-22] 。 Sergazy 等[22] 采用单次大剂量( 8 mg /
kg)注射后第 8 天检测到心肌损伤血清标志物的

异常。
有两项研究采用尾静脉注射的给药方式:小剂

量多次给药(1. 5 mg / kg,累积 9 mg / kg) 于第 51 天

检测到 LVEF 降低[19] 。 单次尾静脉注射阿霉素

5 mg / kg,第 70 天超声出现肥厚型心肌病和扩张型

心肌病两种变化[20] 。 提示蒽环类药的慢性心脏毒

性不容忽视。
Todorova 课题组的研究中构建了大鼠荷瘤模

型:Fischer(F344)大鼠同种乳腺癌 MatBIII 细胞,乳
腺脂肪垫接种成瘤。 急性损伤模型采用单次腹腔

给药 12 mg / kg,3
 

d 后观察到出现急性心脏损伤[23] ;
慢性损伤模型腹腔注射 2 mg / kg,1 周 2 次,累积

12 mg / kg,于 3 周后检测到心脏功能及心肌细胞毒

性改变[24] 。
总的来说,当前蒽环类肿瘤心脏病学动物模型

研究较多,但仍需在不同课题组间进行比较,寻找

稳定统一的建模方案,以利于课题组间进行研究结

果的比较(见表 2)。

2　 免疫抑制剂类动物模型

　 　 最近几年临床病例显示,免疫检查点抑制剂

(checkpoint
 

inhibitors,ICIs)能够有效的提高晚期肿

瘤患者的生存率。 然而免疫抑制疗法的心血管损

伤也不容忽视,其中最显著的损伤就是急性心肌

炎[25] ,对其机制的研究引起了学者的广泛关注。
Tay[26]等

 

和 Liu 等[27]
 

的研究中采用了荷瘤小鼠模

型,分别皮下注射黑色素瘤细胞和结肠癌肺转移细

胞建立荷瘤模型,腹腔注射给药,PD-L1 抗体每只

100 ~ 150
 

μg,PD-1 抗体每只 200 ~ 250
 

μg,在第 1
 

d
天观察到心肌标志物的异常升高,成功构建肿瘤心

脏病动物模型。 Michel
 

等[28]
 

为了研究抗 PD-1 疗法

在治疗黑色素瘤中的心脏毒性作用,每隔 1
 

d 腹腔

注射 250
 

mg
 

PD-1 抗体,注射 6 次后检测到小鼠

LVEF 下降,整体径向应变下降 51%。 在非荷瘤鼠

模型的构建中,陈振寅等[29]综合考量小鼠的存活率

和临床患者的用药剂量分析,实验得出最适宜的建

模方案为尾静脉注射抗 PD-L1
 

10 mg / kg
 

或抗 PD-1
 

12. 5 mg / kg
 

,每周 1 次,在第 4 周超声示 LVEF,
LVFS 下降,诱发心血管损伤。 也有课题组在第 1 天

和第 14 天分别腹腔注射 PD-1 抗体 5 mg / kg,在第

28 天超声观察到 LVEF 和 LVFS 下降[30-31] 。

3　 抗血管生成靶向药物类动物模型

　 　 新生血管的生成在肿瘤的生长和扩散起着至

关重要的作用,因此血管生成抑制剂在抗肿瘤治疗

中应用较为广泛。
研究报道此类的抗肿瘤药可以诱发心力衰竭,

高血压,QT 间期延长和室性心律失常[32] 。 当前研

究主要针对血管生成抑制剂舒尼替尼和大分子单

抗靶向药贝伐单抗展开,均采用小鼠非荷瘤模型:
舒尼替尼 25 ~ 50 mg / kg,每天灌胃给药持续 2 ~ 6
周[33-36] 。 贝伐单抗每周静脉给药 10 mg / kg,累积剂

量 20 ~ 40 mg / kg[35-36] 。 小鼠模型出现心脏毒性的

最早时间在用药后的第 2 周,表现为超声显示 LVEF
下降,血清肌钙蛋白水平增高,血压增高等变化。
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表 1　 蒽环类小鼠动物模型
Table

 

1　 Anthracenecline
 

mouse
 

animal
 

model
动物品系

Animal
荷瘤细胞
Tumor

 

cell
给药方案

Method
检测结果

Result
参考文献
References

i. p 累积剂量 24 mg / kg
i. p

 

accumclated
 

dose
 

is
 

24
mg / kg

2 周后超声发现 LVEF 和 LVFS 降低,组织学有肌纤维的断
裂和中断,电镜显示有自噬体形成
After

 

2
 

weeks
 

of
 

ultrasound,
 

LVEF
 

and
 

LVFS
 

were
 

found
 

to
 

be
 

reduced,
 

histological
 

muscle
 

fibers
 

were
 

ruptured
 

and
 

interrupted,
 

and
 

electron
 

microscopy
 

showed
 

autophagosome
 

formation

[4]

i. p
 

10 mg / kg,1 周 3 次,
持续 1 周
i. p

 

10 mg / kg,
 

3
 

times
 

a
 

week
 

for
 

1
 

week

1 周后超声示 LVEF 和 LVFS 降低,出现明显的心肌纤维化
After

 

1
 

week,
 

ultrasound
 

showed
 

a
 

decrease
 

in
 

LVEF
 

and
 

LVFS,
 

and
 

significant
 

myocardial
 

fibrosis
 

appeared
[5]

C57BL / 6 /

i. p 单剂量 20 mg / kg
i. p

 

single
 

dose
 

20 mg / kg

第 8 天超声示 LVEF 和 LVFS 下降,肌钙蛋白水平增高,嗜
酸性粒细胞增多,间质单核细胞浸润
On

 

day
 

8,
 

ultrasound
 

showed
 

a
 

decrease
 

in
 

LVEF
 

and
 

LVFS,
 

an
 

increase
 

in
 

troponin
 

levels,
 

eosinophilia
 

and
 

interstitial
 

monocyte
 

infiltration

[6]

i. p 累积剂量 18~
20 mg / kg
i. p

 

cumulative
 

dose
 

18 ~
20 mg / kg

第 4 周超声 LVEF 和 LVFS 显著降低。 CMR 中 T2 平均成
像增加,ECV 增加,GLS 恶化。 心房钠尿肽水平升高
At

 

week
 

4
 

ultrasound
 

LVEF
 

and
 

LVFS
 

decreased
 

significantly.
 

T2
 

average
 

imaging
 

increases
 

in
 

CMR,
 

ECV
 

increases,
 

GLS
 

worsens.
 

Atrial
 

natriuretic
 

peptide
 

levels
 

are
 

elevated

[7-9,12
 

]

i. p
 

3 mg / kg,2
 

d
 

1 次,连
续 2 周
i. p

 

3 mg / kg,
 

once
 

every
 

two
 

days
 

for
 

2
 

weeks

第 8 周超声 LVEF 和 LVFS 低于正常,TUNEL 染色显示小
鼠心肌细胞凋亡增加
At

 

week
 

8,
 

ultrasounds
 

with
 

LVEF
 

and
 

LVFS
 

were
 

lower
 

than
 

normal,
 

and
 

TUNEL
 

staining
 

showed
 

increased
 

apoptosis
 

in
 

mouse
 

cardiomyocytes

[10]

i. p
 

3 mg / kg,1 周 1 次,持
续 12 周
i. p

 

3 mg / kg,
 

once
 

a
 

week
 

for
 

12
 

weeks

第 12 周 DOX 组小鼠的收缩期左心室内和舒张期左心室
内径著高于对照组,LVEF 降低,肌酸激酶,乳酸脱氢酶水
平升高
At

 

week
 

12
 

mice
 

in
 

the
 

DOX
 

group
 

had
 

a
 

higher
 

diameter
 

in
 

the
 

systolic
 

left
 

ventricle
 

and
 

diastolic
 

left
 

ventricular
 

than
 

in
 

the
 

control
 

group,
 

with
 

decreased
 

LVEF
 

and
 

elevated
 

levels
 

of
 

creatine
 

kinase
 

and
 

lactate
 

dehydrogenase

[11]

免疫缺陷 BALB / c
Immunodeficiency

 

BALB / c

人乳腺癌细
胞(TB474)
Human

 

breast
 

cancer
 

cells
 

(TB474)

i. p
 

5 mg / kg,1 周 1 次,持
续 2 个月
i. p

 

5 mg / kg,
 

once
 

a
 

week
 

for
 

2
 

months

第四个月超声显示 DOX 组小鼠平均心脏质量下降,舒张
期、收缩期室间隔厚度降低,轻微的心脏变形
The

 

fourth
 

month
 

ultrasound
 

showed
 

that
 

the
 

average
 

heart
 

quality
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

DOX
 

group
 

decreased,
 

the
 

thickness
 

of
 

the
 

ventricular
 

septum
 

during
 

the
 

diastolic
 

and
 

systolic
 

phases
 

decreased,
 

and
 

the
 

heart
 

was
 

slightly
 

deformed

[13]

鼠系 4T1 乳
腺癌细胞
Murine

 

line
 

4T1
 

breast
 

cancer
 

cells

i. p
 

6 mg / kg 或 10 mg / kg,
成瘤后第 2、8、15

 

天给药
i. p

 

6 mg / kg
 

or
 

10 mg / kg,
 

administered
 

on
 

days
 

2,
 

8,
 

15
 

after
 

tumorigenesis

第 14 天超声显示 10
 

mg / kg 的 DOX 组平均心输出量、
LVEF 和 LVFS 均有所下降
On

 

day
 

14,
 

ultrasound
 

showed
 

a
 

decrease
 

in
 

average
 

cardiac
 

output,
 

LVEF
 

and
 

LVFS
 

in
 

the
 

DOX
 

group
 

of
 

10 mg / kg

[14]

BALB / c

鼠系 4T1 乳
腺癌细胞
murine

 

line
 

4T1
 

breast
 

cancer
 

cells

i. p
 

4 mg / kg,1 周 1 次,持
续 3 周
i. p

 

4 mg / kg,
 

once
 

a
 

week
 

for
 

3
 

weeks

首次治疗后第 6 周超声显示收缩功能下降,心肌损伤标记
物肌钙蛋白和脑钠肽上调
Ultrasound

 

at
 

week
 

6
 

showed
 

decreased
 

systolic
 

function
 

and
 

upregulation
 

of
 

myocardial
 

injury
 

markers
 

troponin
 

and
 

brain
 

natriuretic
 

peptides

[15]

鼠系 4T1 乳
腺癌细胞
murine

 

line
 

4T1
 

breast
 

cancer
 

cells

i. p
 

10 mg / kg,在第 1
 

天
和第 5

 

天注射
i. p

 

10 mg / kg,
 

injected
 

on
 

days
 

1
 

and
 

5

第 24 天,DOX 组的生存率开始下降
On

 

day
 

24,
 

survival
 

in
 

the
 

DOX
 

group
 

began
 

to
 

decline [16]

昆明鼠
KM

 

mouse

鼠 S180 肉瘤
细胞
murine

 

S180
 

sarcoma
 

cells

i. p
 

2 mg / kg,1
 

d
 

1 次,连
续 10 天
i. p

 

2 mg / kg,
 

once
 

a
 

day
 

for
 

10
 

consecutive
 

days

第 10 天,DOX 组乳酸脱氢酶明显增强,ROS 生成增加,心
肌细胞内钙浓度升高
After

 

10
 

days,
 

lactate
 

dehydrogenase
 

was
 

significantly
 

enhanced
 

in
 

the
 

DOX
 

group,
 

ROS
 

production
 

increased,
 

and
 

calcium
 

concentrations
 

in
 

cardiomyocytes
 

increased
[17]
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表 2　 蒽环类大鼠动物模型
Table

 

2　 anthracycline
 

rat
 

model
动物品系

Animal
荷瘤细胞
Tumor

 

cell
给药方案

Method
检测结果

Result
参考文献
References

 

SD /

i. p
 

3 mg / kg,2
 

d
 

1 次,注
射 6 次
i. p

 

3 mg / kg,
 

once
 

every
 

2
 

days,
 

injected
 

6
 

times

第 2 周检测主动脉血流降低,心率下降,心输出量和每搏
量下降,肌钙蛋白增高
2

 

weeks
 

detects
 

decreased
 

aortic
 

blood
 

flow,
 

decreased
 

heart
 

rate,
 

decreased
 

cardiac
 

output
 

and
 

stroke
 

volume,
 

and
 

increased
 

troponin

[18]

尾静脉注射 1. 5 mg / kg,
在第 8、11、14、17、20、23
天注射 6 次
Tail

 

vein
 

injection
 

of
 

1. 5
 

mg / kg,
 

6
 

injections
 

on
 

days
 

8,
 

11,
 

14,
 

17,
 

20,
 

23

第 51 天 LVEF 降低,第 80 天 LVEF
 

显著降低,等容舒张时
间略增加
LVEF

 

decreased
 

on
 

day
 

51,
 

LVEF
 

decreased
 

significantly
 

on
 

day
 

80,
 

and
 

isotonic
 

diastolic
 

time
 

increased
 

slightly

[19]

单次 尾 静 脉 注 射 DOX
 

5 mg / kg
A

 

single
 

tail
 

vein
 

injection
 

of
 

DOX
 

5 mg / kg

第 70 天超声出现肥厚型心肌病和扩张型心肌病两种变化
On

 

day
 

70,
 

two
 

changes
 

appeared
 

in
 

ultrasound:
 

hypertrophic
 

cardiomyopathy
 

and
 

dilated
 

cardiomyopathy
[20]

Wistar /

i. p
 

2. 15 mg / kg,3
 

d
 

1
 

次,
持续 3 周
i. p

 

2. 15 mg / kg,
 

once
 

every
 

three
 

days
 

for
 

3
 

weeks

第 4 周组织学发现有明显的细胞水肿,第 6 周 LVEF、LVFS
低于对照组

 

Histology
 

at
 

week
 

4
 

showed
 

significant
 

cytoedema,
 

and
 

at
 

week
 

6
 

LVEF,
 

LVFS
 

was
 

lower
 

than
 

in
 

the
 

control
 

group

[21]

i. p
 

2 mg / kg,2
 

d
 

1 次,持
续 12

 

d
i. p

 

2 mg / kg,
 

once
 

every
 

two
 

days
 

for
 

12
 

days

第 13 天超声中 LVEF 和 LVFS 降低,组织学出现心肌间质
水肿,血管结构改变
On

 

day
 

13
 

of
 

ultrasound
 

there
 

is
 

a
 

decrease
 

in
 

LVEF
 

and
 

LVFS,
 

histological
 

interstitial
 

edema,
 

changes
 

in
 

the
 

structure
 

of
 

blood
 

vessels

[22]

单次 i. p
 

8 mg / kg
Single

 

i. p
 

DOX
 

8 mg / kg

第 8 天 AST,心肌肌钙蛋白 I 水平升高,形态学上心肌内皮
细胞水肿,细胞器受损
On

 

day
 

8
 

AST,
 

the
 

level
 

of
 

myocardial
 

troponin
 

I
 

is
 

elevated,
 

morphologically
 

myocardial
 

endothelial
 

cell
 

edema,
 

organelle
 

damage

[22]

Fisher344

大鼠 乳 腺 腺 癌 细 胞
系 MatBIII
Rat

 

breast
 

adenocarcinoma
 

cell
 

line
 

MatBIII

单次 i. p
 

DOX
 

12 mg / kg
Single

 

i. p
 

DOX
 

12 mg / kg

3
 

d 后 DOX 组食物摄入量减少,超声显示舒张末期厚度增
加,LVEF 下降
After

 

3
 

days,
 

food
 

intake
 

decreased
 

in
 

the
 

DOX
 

group,
 

ultrasound
 

showed
 

an
 

increase
 

in
 

terminal
 

diastolic
 

thickness,
 

and
 

a
 

decrease
 

in
 

LVEF

[23]

大鼠 乳 腺 腺 癌 细 胞
系 MatBIII
Rat

 

breast
 

adenocarcinoma
 

cell
 

line
 

MatBIII

i. p
 

2 mg / kg,1 周 2 次,持
续 3 周
i. p

 

2 mg / kg,
 

twice
 

a
 

week
 

for
 

3
 

weeks

3 周后测量心输出量下降,肌钙蛋白水平升高,镜下可见
心肌细胞空泡化,线粒体肌浆网肿胀
After

 

3
 

weeks,
 

cardiac
 

output
 

decreased,
 

troponin
 

levels
 

increased,
 

cardiac
 

cell
 

vacuolarization
 

was
 

seen
 

microscopically, and
 

mitochondrial
 

myoplasmic
 

reticulum
 

swelling
 

was
 

seen

[24]

4　 抗 HER-2单克隆抗体类动物模型

　 　 单克隆抗体曲妥珠(赫赛汀)靶向抑制 HER-2
蛋白,在 HER-2 过表达的乳腺癌、胃癌等的治疗中

较多应用,其心脏毒性的发病率在 1. 7% ~ 20%。 曲

妥珠单抗诱导心脏毒性的小鼠模型中,多采用腹腔

注射 3 ~ 10 mg / kg 的曲妥珠,累积剂量 9 ~ 20 mg / kg,
连续的超声检测,最早在第 10 天可观察到左室舒张

末 期 内 径 增 加, 射 血 分 数 下 降 到 40%[37-40] 。
Olorundare 等[41] 和 Beiranvand 等[42] 研究中采用大

鼠模型, 腹腔注射曲妥珠单抗的用量为 2. 25 ~
20 mg / kg,累积剂量在 15. 75 ~ 60 mg / kg 范围内,在
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第 7 天出现血清 LDH 和肌钙蛋白水平增高,心肌组

织检测能看到有明显的血管充血和冠状动脉微血

栓的形成。

5　 其他化疗药动物模型

　 　 肿瘤治疗中,各种化疗药的应用在杀伤肿瘤细

胞的同时也会损伤正常组织,心肌损伤是常见的副

作用之一。 多篇研究中构建了顺铂急性心脏毒性

大鼠模型:腹腔注射单剂量顺铂 7 mg / kg,第 5 天与

对照组比较可观察到心肌标志物升高,氧化应激标

志物明显增加, 提示出现心肌损害[43-45] 。 Zhao
 

等[46]用小鼠建立慢性模型,腹腔注射 3 ~ 6 mg / kg 的

顺铂,每周 1 次,累积剂量为 9 或 18 mg / kg,于第 24
天发现 3 mg / (kg·d)的小鼠心肌未见明显改变,而
6 mg / (kg·d) 的小鼠超声发现有收缩和舒张功能

受损。
烷基化剂环磷酰胺也是常用的化疗药物,临床

研究发现,可诱发心肌病,心包炎甚至充血性心衰。
Senthilkumar 等[47] 和 Viswanatha 等[48] 均采用雄性

Wistar 大鼠建模,分别腹腔注射 150 或 200 mg / kg
环磷酰胺,于用药的第 10、12 天检测到血清学心肌

损伤指标出现异常。
以上传统化疗药及靶向药物在临床上引起心

脏毒性的概率较蒽环类药物低,动物模型的研究相

对较少。 需要结合临床发病情况,包括发病患者的

基础疾病、用药方案等,归纳其中的规律,寻找可能

的影响因素。 在动物实验中对各种影响因素进行

考量,进行更加细致的研究探索才能建立较稳定的

肿瘤心脏病模型。

6　 放疗动物模型

　 　 放射治疗在晚期乳腺癌和一些胸部肿瘤中起

到不可或缺的作用,然而超过一半的患者会发生辐

射诱发的心脏功能障碍包括心包炎、缺血性心脏

病、心肌纤维化,及心脏瓣膜异常
 

。 放疗模型一般

选用啮齿类动物,10 ~ 12 周的成年雌性大鼠接受单

剂量 24
 

Gy 心脏辐射治疗,CMR 检测发现在放疗后

10 周出现心肌应变恶化,心肌水肿[49] 。 Lee
 

等[50]
 

采用小鼠连续 5
 

d 接受每日 2
 

Gy 的照射,10
 

Gy 为 1
个疗程,5 个疗程,总累积剂量为 50

 

Gy,在照射后的

18 个月小鼠心脏组织学显示心肌纤维化。

7　 小结与展望

　 　 肿瘤心脏病学作为新型交叉学科,近年来受到

越来越多心血管和肿瘤学专家的关注,但学科发展

仍处于起步阶段,相关动物模型的研究尚存在较多

问题,不同研究团队采用的建模方式差异较大,不
利于课题组间研究结果的相互比较。

当前最常见肿瘤心脏病学动物模型为啮齿类

动物模型,但大部分研究采用的非荷瘤鼠建模,虽
然取得了一定的研究成果,但与荷瘤鼠模型相比,
后者具有以下优势:更能真实反映临床患者体内的

情况;荷瘤鼠模型考虑了肿瘤本身对心脏的影响和

抗肿瘤药代谢的影响,可同时评估药物的抗肿瘤和

心血管毒性作用,精确反映抗肿瘤药在体内的作用

及分子机制;更有助于寻找理想的心血管保护药

物:具有心血管保护作用的同时与抗肿瘤药物无拮

抗作用。
啮齿类肿瘤心脏病学动物模型也存在部分不

足:(1)动物心脏的重量、心肌结构、心率、心肌离子

通道的状态等方面与人类相比仍然有较大的差异。
心血管表型的严重程度可能根据所使用的动物品

系的遗传背景不同而不同,同样动物模型和人类患

者的临床观察之间仍可能存在平移差距,例如,伊
马替尼在啮齿类动物中引起心肌病,但在患者中似

乎没有同样的效果。 未来可采用猪、猴等大型实验

动物来弥补这一不足。 (2)人类的一些基础性疾病

如高血压,糖尿病等尚未在动物模型中有很好的体

现。 可在建立稳定的荷瘤鼠心脏病模型的基础上,
进一步引入以上基础性疾病,建立更精细的动物模

型。 同时在抗肿瘤药的给药方式、剂量,成瘤部位,
心脏保护药物的给药时间点等方面进行细致考量。

总之,对于新兴学科肿瘤心脏病学,未来发展

潜力巨大,但由于相关研究相对较少,加之存在肿

瘤、抗肿瘤方案、患者的基础疾病等的复杂多样的

影响因素,建立稳定可靠的动物模型是任重而道

远,随着各种实验技术的发展和检测水平的提高,
相信肿瘤心脏病学的动物模型将会更加完善,更贴

切地模拟临床特征。
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基于中西医临床病证特点的病毒性肺炎动物模型分析

狄培琰,张双丽,康　 乐,苗明三∗

(河南中医药大学,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 病毒性肺炎是一种传染性极强的呼吸系统疾病,病程发展急骤且近年来发病率处于上升趋势,因此

复制出更加符合中西医临床病证特点的动物模型尤为重要。 本文通过对大量文献的归纳整理,对现有模型的方

法、机制及原理进行总结,依据拟定的中西医临床诊断标准对各种模型的中西医吻合度进行评价。 结果显示高脂

饲料+病毒滴鼻+游泳 30
 

min 引起的湿热证型病毒性肺炎模型中西医临床吻合度较高,该模型动物表现的发热、咽
痛、咳嗽、鼻塞流涕、呼吸困难等症状与人类病毒性肺炎临床特征较符合,且肺组织病理变化明显,气道上皮细胞脱

落、支气管黏膜下及气管壁周围有大量炎性细胞浸润,高度符合病毒性肺炎湿热证型。 本文通过分析病毒性肺炎

各造模方法的优缺点,对改进完善其动物模型提出建议;同时为深入研究其发病机制及诊疗方法提供思路,以促进

病毒性肺炎的临床研究。
【关键词】 　 病毒性肺炎;病证结合;动物模型;中西医;诊断标准
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of
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models
 

of
 

viral
 

pneumonia
 

based
 

on
 

clinical
 

syndrome
 

characteristics
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

and
 

Western
 

medicines
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Shuangli,
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Mingsan∗

(Henan
 

University
 

of
 

Chinese
 

Medicine,
 

Zhengzhou
 

450046,
 

China)

　 　 【Abstract】　
 

Viral
 

pneumonia
 

is
 

a
 

highly
 

infectious
 

respiratory
 

disease.
 

The
 

disease
 

course
 

develops
 

rapidly
 

and
 

the
 

incidence
 

rate
 

is
 

increasing.
 

Therefore,
 

it
 

is
 

important
 

to
 

establish
 

an
 

animal
 

model
 

that
 

corresponds
 

to
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

and
 

Western
 

medicines.
 

This
 

review
 

summarizes
 

the
 

method,
 

mechanisms
 

and
 

principles
 

of
 

the
 

existing
 

models
 

by
 

summarizing
 

a
 

large
 

number
 

of
 

studies.
 

In
 

accordance
 

with
 

the
 

proposed
 

clinical
 

diagnostic
 

criteria
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

and
 

Western
 

medicines,
 

this
 

study
 

evaluated
 

the
 

anastomosis
 

degree
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

and
 

Western
 

medicines
 

of
 

various
 

models.
 

The
 

result
  

showed
 

that
 

the
 

model
 

of
 

viral
 

pneumonia
 

with
 

damp
 

heat
 

syndrome
 

caused
 

by
 

a
 

high
 

fat
 

diet,
 

virus
 

nasal
 

drip,
 

and
 

swimming
 

for
 

30
 

min
 

had
 

a
 

high
 

degree
 

of
 

clinical
 

coincidence
 

between
 

traditional
 

Chinese
 

and
 

Western
 

medicines.
 

The
 

symptoms
 

of
 

fever,
 

sore
 

throat,
 

cough,
 

nasal
 

congestion,
 

runny
 

nose,
 

and
 

dyspnea
 

of
 

the
 

model
 

animals
 

are
 

more
 

consistent
 

with
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

human
 

viral
 

pneumonia,
 

and
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

lung
 

tissue
 

were
 

obvious.
 

There
 

was
 

a
 

large
 

number
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

under
 

the
 

bronchial
 

mucosa
 

and
 

around
 

the
 

tracheal
 

wall,
 

which
 

was
 

highly
 

consistent
 

with
 

the
 

damp
 

heat
 

syndrome
 

type
 

of
 

viral
 

pneumonia.
 

By
 

analyzing
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

each
 

modeling
 

method
  

of
 

viral
 

pneumonia,
 

this
 

study
 

provides
 

suggestions
 

on
 

improving
 

the
 

animal
 

model
 

and
 

ideas
 

for
 

in-depth
 

study
 

of
 

the
 

pathogenesis,
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

method
  

to
 

promote
 

clinical
 

research
 

of
 

viral
 

pneumonia.
【Keywords】 　 viral

 

pneumonia;
 

combination
 

of
 

disease
 

and
 

syndrome;
 

animal
 

model;
 

traditional
 

Chinese
 

and
 

Western
 

medicines;
 

diagnostic
 

criteria



　 　 病毒性肺炎(viral
 

pneumonia,VP)是由病毒感染

导致的肺部炎症,通常是指上呼吸道病毒感染、向下

蔓延引发肺部炎症,导致肺换气功能障碍的疾病[1] 。
该疾病传染性强,病程发展急骤。 研究发现,病毒感

染在非细菌性肺炎中占 25% ~ 50%,是肺炎致死的主

要原因[2-3] 。 病毒性肺炎多发于 5 岁以下儿童,近年

来成人重症病毒性肺炎的发病率呈上升趋势[4] 。 本

文通过对 VP 中西医病因病机及诊断标准进行归纳

总结,对现有动物模型进行分析,有助于进一步研究

VP 疾病,为临床治疗奠定理论及实验基础。

1　 病毒性肺炎的病因病机

1. 1　 现代医学发病机制

　 　 VP 的发生通常为机体免疫力下降、机体病变

或病变后机体未痊愈状态病毒入侵呼吸道,进而侵

袭肺部引起病变,严重时也可影响心、肝、肾等其它

器官。 引起 VP 的主要病原有流感性病毒、冠状病

毒、麻疹病毒、呼吸道合胞病毒、腺病毒及鼻病毒

等[5-6] 。 目前较为常见多发的为流行性病毒肺炎,
如甲型 H1N1 流感病毒、H7N9、H5N1 禽流感病毒

等。 致病严重且影响巨大的多为冠状病毒, 如

SARS-CoV、COVID-19 等,传染性极强且初期表现较

不明显。 常发于儿童的病毒性肺炎多为呼吸道合

胞病毒、副流感病毒、人博卡病毒、人偏肺病毒、腺
病毒等[7] 。 不同病毒引起的肺炎病变程度差别较

大,其治疗方式也不尽相同。
1. 2　 中医病因病机

　 　 病毒性肺炎在中医中并无确切的名称,通常将

其归为“疫病、温毒、疫疠、时疫、温变、咳嗽、喘症”
等范畴[8-9] 。 中医认为 VP 的病因为正气不足、复感

外邪;病位在肺,可累及其他器官[8] ;病机为热毒痰

瘀,肺壅气郁,痰湿瘀阻,气阴亏虚等交互作用[10] 。

2　 病毒性肺炎的西医诊断标准与中医辩证标准

2. 1　 西医诊断标准
 

　 　 VP 的西医诊断标准参照 2006 年发行的《内科

疾病诊断与疗效标准》 [11] 、2008 年发行的《内科常

见病诊断及治疗》 [12]及相关文献[13] ,主要分为临床

症状、实验室检查、胸部 X 线检查、物理检查 / 体征、
血白细胞计数、组织病理学特征等六方面,具体诊

断标准见表 1。 根据文献[14] 及疾病诊断主次关系

对每项标准进行赋值,因临床症状较为直观明显,
将其赋值 30%,实验室诊断可信度高,赋值 30%,其
余四项各赋值 10%。

表 1　 VP 的西医诊断标准
Table

 

1　 Western
 

medicine
 

diagnostic
 

criteria
 

of
 

VP
分类 Classification 表现 Performance

临床症状、病史Ⅰ
Clinical

 

symptoms
 

and
 

medical
 

history
 

Ⅰ

(1)发热、头痛等上呼吸道感染症状。 (2)重者有呼吸困难、意识障碍、休克心衰等。 ( 3) 有吸烟
史、呼吸道疾病史等。
(1) Fever,

 

headache
 

and
 

other
 

symptoms
 

of
 

upper
 

respiratory
 

tract
 

infection.
 

( 2) Severe
 

cases
 

include
 

dyspnea,
 

disturbance
 

of
 

consciousness,
 

shock,
 

heart
 

failure,
 

etc.
 

( 3) History
 

of
 

smoking,
 

respiratory
 

diseases,
 

etc.

实验室诊断Ⅱ
Laboratory

 

diagnosis
 

Ⅱ

(1)病毒学 / 病原学:病毒分离呈阳性。
(1)Virology / etiology,

 

virus
 

isolation
 

was
 

positive.
(2)血清学:病毒特异性 IgG、IgM、IgA 含量高于正常 4 倍或更多。
(2)Serology,

 

contents
 

of
 

virus
 

specific
 

IgG,
 

IgM
 

and
 

IgA
 

are
 

4
 

times
 

or
 

more
 

higher
 

than
 

normal.

胸部 X 线检查Ⅲ
Chest

 

X-ray
 

examination
 

Ⅲ

主要为间质性肺炎的表现,肺纹理增多,少数可有肺实变和胸腔积液 / 阴影表现。
It

 

is
 

mainly
 

the
 

manifestation
 

of
 

interstitial
 

pneumonia,
 

with
 

increased
 

lung
 

markings
 

and
 

a
 

few
 

may
 

have
 

lung
 

consolidation
 

and
 

pleural
 

effusion / shadow.

物理检查 / 体征Ⅳ
Physical

 

examination / signs
 

Ⅳ

(1)病变部位呼吸音减弱,可有干、湿啰音。 ( 2)重症时可见吸气相三四征和身聚扇动,肺部可闻
及广泛的干、湿啰音,往往合并休克、心衰、呼衰体征。
(1)Respiratory

 

sound
 

at
 

the
 

lesion
 

site
 

is
 

weakened
 

and
 

there
 

may
 

be
 

dry
 

and
 

wet
 

rales.
 

(2) In
 

severe
 

cases,
 

three
 

or
 

four
 

signs
 

of
 

inspiratory
 

phase
 

and
 

body
 

fan
 

can
 

be
 

seen.
 

Extensive
 

dry
 

and
 

wet
 

rales
 

can
 

be
 

heard
 

in
 

the
 

lungs,
 

often
 

combined
 

with
 

signs
 

of
 

shock,
 

heart
 

failure
 

and
 

respiratory
 

failure.

血白细胞计数Ⅴ
White

 

blood
 

cell
 

count
 

Ⅴ

一般计数正常,也可稍高或偏低。 继发细菌感染时白细胞总数和中性粒细胞增高。
Generally,

 

the
 

count
 

is
 

normal,
 

but
 

it
 

can
 

also
 

be
 

slightly
 

higher
 

or
 

lower.
 

The
 

total
 

number
 

of
 

leukocytes
 

and
 

neutrophils
 

increased
 

in
 

secondary
 

bacterial
 

infection.

组织病理学特征Ⅵ
Histopathological

 

features
 

Ⅵ

弥漫性肺泡损伤,肺泡内出血,间质内多种炎性细胞渗出形成透明膜。
Diffuse

 

alveolar
 

injury,
 

alveolar
 

hemorrhage,
 

exudation
 

of
 

a
 

variety
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

in
 

the
 

stroma
 

and
 

formation
 

of
 

hyaline
 

membrane.
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2. 2　 中医辨证标准

　 　 VP 中医诊断标准参照 2002 年发行的《中药新

药临床研究指导原则(试行)》 [15] 、2019 年发行的

《小儿病毒性肺炎中医诊疗指南》 [16] 及相关文

献[17-18] 。 中医临床证型分为风寒郁肺证、风热郁肺

证、痰热郁肺证、毒热闭肺证、阴虚肺热证、肺脾气

虚证、心阳虚衰证和邪陷厥阴证等。 症状主要分为

临床主证、次证、舌脉等。 评价 VP 动物模型与中医

临床诊疗标准的吻合情况,见表 2,主证可归纳为:
(1)发热、发汗异常;(2)咳嗽、咽痛、痰稀白 / 黏黄;
(3)气急喘粗、头痛乏力。 次证:(1)鼻塞流涕;(2)
小便黄少,大便溏塞;(3)口干口渴;(4)心悸神乱、
烦躁不安。 根据文献[14] ,将主证每项赋值 20%,次
证每项赋值 10%,合计 100%。

表 2　 VP 的中医诊断标准
Table

 

2　 TCM
 

diagnostic
 

criteria
 

of
 

VP
辨证分型
Syndrome

 

differentiation

主证
Main

 

syndrome
次证

Secondary
 

syndrome
舌脉

Lingual
 

vein

风寒郁肺证
Wind

 

cold
 

stagnation
 

of
 

lung
 

syndrome

恶寒发热,无汗,头身疼痛,咳嗽,痰
稀白易咯。
Cold

 

and
 

fever,
 

no
 

sweat,
 

head
 

and
 

body
 

pain,
 

cough,
 

thin
 

white
 

phlegm.

鼻塞流清涕,喉间痰嘶,咽不红,口不渴,
小便清。
Nose

 

is
 

stuffy,
 

the
 

nose
 

is
 

clear,
 

the
 

throat
 

is
 

hoarse,
 

the
 

pharynx
 

is
 

not
 

red,
 

the
 

mouth
 

is
 

not
 

thirsty,
 

and
 

the
 

urine
 

is
 

clear.

舌淡红,苔薄白,脉浮紧。
Tongue

 

is
 

light
 

red,
 

the
 

moss
 

is
 

thin
 

and
 

white,
 

and
 

the
 

pulse
 

is
 

floating
 

and
 

tight.

风热郁肺证
Wind

 

heat
 

stagnation
 

of
 

lung
 

syndrome

发热恶寒,气急,咽痛,头痛,咳嗽,
痰稠粘或黄。
Fever,

 

aversion
 

to
 

cold,
 

shortness
 

of
 

breath,
 

sore
 

throat,
 

headache,
 

cough,
 

thick
 

or
 

yellow
 

phlegm.

鼻塞,流清 / 黄涕,口渴欲饮,烦躁不安。
Stuffy

 

nose,
 

clear / yellow
 

runny
 

nose,
 

thirsty,
 

irritable.

舌质红,苔薄黄,脉浮数。
Tongue

 

is
 

red,
 

the
 

moss
 

is
 

thin
 

and
 

yellow,
 

and
 

the
 

pulse
 

is
 

floating.

痰热郁肺证
Phlegm

 

heat
 

stagnation
 

lung
 

syndrome

高热不退,有汗,咳嗽,痰黄稠,气急
喘促,咽红肿。
High

 

fever,
 

sweating,
 

coughing,
 

yellow
 

and
 

thick
 

phlegm,
 

shortness
 

of
 

breath,
 

red
 

and
 

swollen
 

pharynx.

面红,口渴欲饮, 便秘, 小便黄少, 烦躁
不安。
Blush,

 

thirst,
 

constipation,
 

yellow
 

urine,
 

irritability.

舌质红,苔黄腻,脉滑数。
Tongue

 

is
 

red,
 

the
 

coating
 

is
 

yellow
 

and
 

greasy,
 

and
 

the
 

pulse
 

is
 

slippery.

毒热闭肺证
Toxic

 

heat
 

blocking
 

lung
 

syndrome

高热炽盛,咳嗽喘憋,痰黄稠难咯或
痰中带血,涕泪俱无。
High

 

fever,
 

cough
 

and
 

wheezing,
 

yellow
 

and
 

thick
 

phlegm,
 

or
 

blood
 

in
 

sputum,
 

no
 

tears.

恶心呕吐, 烦躁口渴, 小便短黄, 大便
秘结。
Nausea

 

and
 

vomiting,
 

irritability
 

and
 

thirst,
 

short
 

yellow
 

urine,
 

constipation.

舌红少津,苔黄腻或黄燥,脉洪数。
Tongue

 

is
 

red
 

and
 

less
 

fluid,
 

the
 

coating
 

is
 

yellow
 

and
 

greasy
 

or
 

yellow
 

and
 

dry,
 

and
 

the
 

pulse
 

is
 

numerous.

阴虚肺热证
Yin

 

deficiency
 

and
 

lung
 

heat
 

syndrome

干咳少痰,咯痰带血,低热盗汗。
Dry

 

cough,
 

less
 

phlegm,
 

hemoptysis,
 

low
 

fever
 

and
 

night
 

sweat.

面色潮红,五心烦热。 口干,神疲倦、夜不
安、形消瘦,便秘,小便黄少,病程迁延。
His

 

complexion
 

is
 

flushed
 

and
 

his
 

heart
 

is
 

hot.
 

Dry
 

mouth,
 

mental
 

fatigue,
 

restlessness
 

at
 

night,
 

emaciation,
 

constipation,
 

yellow
 

urine
 

and
 

prolonged
 

course
 

of
 

disease.

舌红少津,苔少或花剥,脉细数。
Tongue

 

is
 

red
 

and
 

less
 

fluid,
 

the
 

moss
 

is
 

less
 

or
 

the
 

flower
 

is
 

peeled
 

and
 

the
 

pulse
 

is
 

thin.

肺脾气虚证
Lung

 

spleen
 

qi
 

deficiency
 

syndrome

或有低热,自汗,久咳无力,痰稀白
易咯,乏力气喘。
Or

 

have
 

low
 

fever,
 

spontaneous
 

sweating,
 

long
 

cough
 

weakness,
 

thin
 

white
 

phlegm,
 

fatigue
 

and
 

asthma.

形体偏瘦,纳差,口不渴,便溏,病程迁延,
反复感冒。
Thin

 

body,
 

poor
 

appetite,
 

thirsty
 

mouth,
 

loose
 

stool,
 

prolonged
 

course
 

of
 

disease,
 

repeated
 

colds.

舌质淡红,舌体胖嫩,苔薄白,脉无力
或细弱。
Tongue

 

is
 

light
 

red,
 

fat
 

and
 

tender,
 

the
 

moss
 

is
 

thin
 

and
 

white
 

and
 

the
 

pulse
 

is
 

weak
 

or
 

weak.

心阳虚衰证
Heart

 

yang
 

deficiency
 

syndrome

多汗,呼吸浅促,四肢不温。
Sweating,

 

shallow
 

breathing
 

and
 

tepid
 

limbs.

面色苍白,心悸动数,虚烦不安,神萎淡
漠,小便减少。
Pale

 

complexion,
 

palpitation,
 

virtual
 

restlessness,
 

listlessness,
 

and
 

reduced
 

urination.

舌质淡紫,脉疾数、细弱欲绝。
Tongue

 

is
 

light
 

purple,
 

with
 

a
 

few
 

pulse
 

diseases
 

and
 

weak
 

desire.

邪陷厥阴证
Syndrome

 

of
 

evil
 

trapping
 

Jueyin

壮热不退, 口唇紫绀, 气促, 喉间
痰鸣。
Strong

 

heat
 

does
 

not
 

subside,
 

cyanosis
 

of
 

lips,
 

shortness
 

of
 

breath,
 

phlegm
 

in
 

the
 

throat.

谵语狂躁,神识昏迷,口噤项强,角弓反
张,四肢抽搐。
Delirium,

 

manic,
 

conscious
 

coma,
 

mouth
 

silence,
 

strong
 

neck,
 

angular
 

tension,
 

limb
 

convulsions.

舌质红绛,脉细数。
Tongue

 

is
 

red
 

and
 

crimson
 

and
 

the
 

veins
 

are
 

thin.
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3　 病毒性肺炎模型分析

　 　 常用于 VP 造模的动物主要为鼠类,其中小鼠

使用频率最高,如:BALB / c 小鼠、KM 小鼠、ICR 小

鼠等。 豚鼠、金黄地鼠、叙利亚仓鼠、Wistar 大鼠以

及恒河猴也较为多用;其余可用的模型动物为:雪
貂、树鼩、小型猪以及伊犁母马。 不同类别的病毒

性肺炎造模方式有所差异,其具体方法及模型吻合

度见表 3。

表 3　 VP 的模型分析
Table

 

3　 VP
 

model
 

analysis
模型分类

Model
 

classification
造模动物

Modeling
 

animals
造模方法

Moulding
 

method
模型特点 / 表现

Model
 

characteristics
与临床病症特点的吻合度

Consistency
 

with
 

clinical
 

disease
 

characteristics

流感性病
毒肺炎

Influenza
 

virus
 

pneumonia

H5N1 禽流感病毒

性 肺 炎[19-20]
 

H5N1
 

avian
 

influenza
 

viral
 

pneumonia

H7N9 禽流感病毒

性肺炎[21-22]

H7N9
 

avian
 

influenza
 

viral
 

pneumonia

甲型 H1N1 流感病
毒
Influenza

 

A
 

(H1N1)
 

virus

H3N2 流 感 病

毒[27-28]
 

H3N2
 

influenza
 

virus

恒 河 猴、 雄 性
KM 小鼠
Rhesus

 

monkeys,
 

male
 

KM
 

mice

经鼻滴入 H5N1 病
毒 液 H5N1

 

virus
 

solution
 

via
 

nasal
 

drip

非致死的流感病毒肺炎。 病毒没有
在肺外器官复制,人类研究中可用
数据一致。
Non-fatal

 

influenza
 

virus
 

pneumonia.
 

The
 

virus
 

did
 

not
 

replicate
 

in
 

extra-
pulmonary

 

organs,
 

and
 

the
 

data
 

available
 

in
 

human
 

studies
 

are
 

consistent.

符合西医指标:Ⅰ(1)(2)、Ⅱ(1)(2)、Ⅳ(1)及Ⅵ(1),
吻合度 70%;中医:主证(1)(2)、次证(1),吻合度
50%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1) (2),
 

Ⅱ(1) (2),
 

Ⅳ
(1) and

 

Ⅵ( 1),
 

70%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

main
 

evidence
 

(1) (2),
 

secondary
 

evidence
 

(1),
 

50%
 

match.

雪貂、 SPF 级雌
性 BALB / c 小鼠
Ferrets,

 

SPF
 

grade
 

female
 

BALB / c
 

mice

经鼻滴入 H7N9 病
毒 液 H7N9

 

virus
 

solution
 

via
 

nasal
 

drip

与人感染后的变化相似程度较高。
High

 

degree
 

of
 

similarity
 

to
 

changes
 

in
 

humans
 

after
 

infection.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅱ(1)(2)、Ⅴ(1)及Ⅵ(1),吻合
度 60%;中医:主证(1)(3)、次证(1)(4),吻合度
60%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅱ(1)(2),
 

V(1)and
 

VI ( 1 ),
 

60%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

main
 

evidence
 

(1) (3),
 

secondary
 

evidence
 

(1) (4),
 

60%
 

match.

BALB / c 小 鼠、
ICR 小鼠[23-25]

 

BALB / c
 

mice,
 

ICR
 

mice

病毒液滴鼻感染 /
鼻腔内接种病毒
Viral

 

drops
 

for
 

nasal
 

infection /
inoculation

 

of
 

virus
 

in
 

the
 

nasal
 

cavity

肺组织单核细胞浸润,肺重增加,体
重减少。 肺指数高。
Mononuclear

 

cell
 

infiltration
 

in
 

lung
 

tissue,
 

increased
 

lung
 

weight,
 

decreased
 

body
 

weight.
 

High
 

lung
 

index.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅱ(2)及Ⅳ(1),吻合度35%;中
医:主证(1)、次证(2)(4),吻合度 40%。
In

 

line
 

with
 

Western
 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅱ(2)
and

 

Ⅳ(1),
 

35%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

primary
 

evidence
 

(1),
 

secondary
 

evidence
 

(2) (4),
 

40%
 

match.

SPF 级 BALB / c
小鼠雌性[26]

 

SPF
 

grade
 

BALB / c
 

mice
 

female

高脂饲料+病毒滴
鼻+游泳 30

 

min
 

High-fat
 

feed
 

+
 

virus
 

nose
 

drops
 

+
 

swimming
 

for
 

30
 

min

符合湿热证型病毒性肺炎的特征。
Consistent

 

with
 

the
 

characteristics
 

of
 

damp-heat
 

evidence
 

of
 

viral
 

pneumonia.

符合西医指标:Ⅰ(1)(2)、Ⅱ(2)、Ⅳ(1)、Ⅴ(1)及Ⅵ
(1),吻合度 65%;中医:主证(1)(2)(3)、次证(2)
(4),吻合度 80%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1)(2),
 

Ⅱ(2),
 

Ⅳ(1),
 

Ⅴ(1) and
 

Ⅵ(1),
 

65%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

primary
 

evidence
 

(1) (2) (3),
 

secondary
 

evidence
 

(2)(4),
 

80%
 

match.

SPF 级 雌 性
BALB / c 小 鼠、
雪貂
SPF

 

grade
 

female
 

BALB / c
 

mice,
 

ferrets

病毒液滴鼻感染
Viral

 

fluid
 

drops
 

for
 

nasal
 

infection

明显的上呼吸道感染的症状,与人
感染季节性流感病毒后的症状相
似。
Obvious

 

symptoms
 

of
 

upper
 

respiratory
 

tract
 

infection,
 

similar
 

to
 

those
 

seen
 

in
 

people
 

infected
 

with
 

seasonal
 

influenza
 

virus.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅱ(2)、Ⅴ(1)及Ⅵ(1),吻合度
45%;中医:主证(1) (2) (3)、次证(1),吻合度
70%。
Western

 

medicine
 

indexes
 

were
 

met:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅱ(2),
 

Ⅴ
(1) and

 

VI ( 1),
 

with
 

45%
 

agreement;
 

Chinese
 

medicine:
 

primary
 

evidence
 

(1)(2)(3),
 

secondary
 

evidence
 

(1),
 

with
 

70%
 

agreement.

麻疹 /
疱疹病毒
Measles /

herpes
 

virus

马疱疹病毒 1 型
( EHV-1) 马鼻肺

炎[29]
 

Equine
 

herpesvirus
 

type
 

1
 

( EHV-1 )
 

equine
 

rhinopneumonia

2~3 岁伊犁母马
2~3

 

years
 

old
 

Ili
 

mare

鼻内喷雾(超声雾
化器)感染病毒
Virus

 

infection
 

by
 

intranasal
 

spray
 

(ultrasonic
 

nebulizer)

临床体征观察能更好地体现动物发
病的严重程度。
Clinical

 

signs
 

observation
 

gives
 

a
 

better
 

indication
 

of
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

animal’s
 

illness.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅱ(1)、Ⅲ(1)、Ⅳ(1)、Ⅴ(1)及
Ⅵ(1),吻合度 65%;中医:主证(1) (3)、次证(1)
(4),吻合度 60%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅱ(1),
 

Ⅲ(1),
 

Ⅳ
(1),

 

Ⅴ( 1) and
 

VI ( 1),
 

65%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

primary
 

evidence
 

( 1) ( 3),
 

secondary
 

evidence
 

(1)(4),
 

60%
 

match.

HCMV
 

人巨细胞

病 毒 感 染[30]
 

HCMV
 

human
 

cytomegalovirus
 

infection

BALB / c 雌性小
鼠
BALB / c

 

female
 

mice

尾静脉注射的方式
接种 HCMV 病毒
悬液 Inoculation

 

of
 

HCMV
 

virus
 

suspension
 

by
 

tail
 

vein
 

injection

出现典型的急性间质性肺炎症状。
Presence

 

of
 

typical
 

symptoms
 

of
 

acute
 

interstitial
 

pneumonia.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅱ(1)、Ⅲ(1)、Ⅳ(1)、Ⅴ(1)及
Ⅵ(1),吻合度 65%;中医:主证(1) (3)、次证(1)
(4),吻合度 60%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅱ(1),
 

Ⅲ(1),
 

Ⅳ
(1),

 

Ⅴ( 1) and
 

VI ( 1),
 

65%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

primary
 

evidence
 

( 1) ( 3),
 

secondary
 

evidence
 

(1)(4),
 

60%
 

match.
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续表 3
模型分类

Model
 

classification
造模动物

Modeling
 

animals
造模方法

Moulding
 

method
模型特点 / 表现

Model
 

characteristics
与临床病症特点的吻合度

Consistency
 

with
 

clinical
 

disease
 

characteristics

冠状病毒
Coronavirus

SARS[31]

COVID-19

恒河猴
Rhesus

 

monkey

病毒气管内接种
Intratracheal

 

inoculation
 

of
 

virus

没有出现类似人类的临床症状,只
有部分体温升高。
There

 

were
 

no
 

human-like
 

clinical
 

signs
 

and
 

only
 

partial
 

elevation
 

of
 

body
 

temperature.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅲ(1)、Ⅳ(1)及Ⅴ(1),吻合度
40%;中医:主证(1)(2)、次证(2),吻合度 50%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅲ(1),
 

Ⅳ(1)and
 

Ⅴ
(1),

 

40%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

main
 

evidence
 

(1)(2),
 

secondary
 

evidence
 

(2),
 

50%
 

match.

hACE2 转基因小

鼠[32]
 

hACE2
 

transgenic
 

mice

鼻内接种
Intranasal

 

inoculation

模型出现明显的肺部病变。
Model

 

showed
 

significant
 

lung
 

lesions.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅱ(2)、Ⅲ(1)、Ⅴ(1)及Ⅵ(1),
吻合度 55%;中医:主证(1)(2)、次证(4),吻合度
50%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅱ(2),
 

Ⅲ(1),
 

Ⅴ
(1) and

 

VI (1),
 

55%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

main
 

evidence
 

(1) (2),
 

secondary
 

evidence
 

(4),
 

50%
 

match.

叙利亚金黄地
鼠 / 叙 利 亚 仓

鼠[33-34]
 

Syrian
 

Golden
 

Gopher

鼻腔内接种
Intranasal

 

inoculation

出现类似于人体轻度感染的症状。
Appearance

 

of
 

symptoms
 

similar
 

to
 

a
 

mild
 

human
 

infection.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅱ(1)(2)、Ⅳ(1)及Ⅵ(1),吻
合度 60%;中医:主证(3)、次证(4),吻合度 30%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅱ(1)(2),
 

Ⅳ(1)and
 

Ⅵ ( 1 ),
 

60%
 

coincidence;
 

Chinese
 

medicine:
 

primary
 

evidence
 

(3),
 

secondary
 

evidence
 

( 4),
 

30%
 

coincidence.

恒河猴[35]
 

Rhesus
 

monkey

气管内、鼻内、眼和
口服联合接种
Combined

 

intratracheal,
 

intranasal,
 

ocular
 

and
 

oral
 

vaccination

复制出与 COVID-19 患者病情相似
的模型。
Replication

 

of
 

a
 

model
 

with
 

a
 

condition
 

similar
 

to
 

that
 

of
 

COVID-19
 

patients.

符合西医指标:Ⅰ(1)(2)、Ⅱ(1)(2)、Ⅲ(1)、Ⅳ(1)及
Ⅵ(1),吻合度 80%;中医:主证(1) (3)、次证(1)
(4),吻合度 60%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1) (2),
 

Ⅱ(1) (2),
 

Ⅲ
(1),

 

Ⅳ ( 1) and
 

VI ( 1),
 

80%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

primary
 

evidence
 

( 1) ( 3),
 

secondary
 

evidence
 

(1)(4),
 

60%
 

match.

呼吸道合胞
病毒性肺炎
Respiratory

 

syncytial
 

virus
 

pneumonia

RSV

Wistar 大鼠[36]、
雌性豚鼠[37]

 

Wistar
 

rats,
 

female
 

guinea
 

pigs
 

鼻 腔 接 种 RSV
 

Long 株病毒
Nasal

 

inoculation
 

of
 

RSV
 

Long
 

strain
 

virus
 

solution

肺泡壁明显增厚,肺间质可见大量
淋巴细胞、浆细胞、嗜酸性细胞浸
润。
Alveolar

 

wall
 

was
 

significantly
 

thickened,
 

and
 

a
 

large
 

number
 

of
 

lymphocytes,
 

plasma
 

cells
 

and
 

eosinophils
 

were
 

seen
 

in
 

the
 

interstitium.

符合西医指标:Ⅰ(1)(2)、Ⅱ(1)、Ⅳ(1)及Ⅵ(1),吻
合度 55%;中医:主证(2)(3)、次证(1)(4),吻合度
60%。
Western

 

medicine
 

indexes:
 

Ⅰ(1)(2),
 

Ⅱ(1),
 

Ⅳ(1)
and

 

Ⅵ ( 1 ),
 

with
 

a
 

match
 

of
 

55%;
 

Chinese
 

medicine:
 

primary
 

evidence
 

( 2) ( 3),
 

secondary
 

evidence(1)(4),
 

with
 

a
 

match
 

of
 

60%.

腺病毒

ADV[38]
 

Adenovirus
 

ADV

3 型腺病毒感染
Adenovirus

 

type
 

3
 

infection

小型猪
Small

 

pigs

滴鼻、静脉和纤维
支气管镜复合接种
方式
Combined

 

nasal
 

drip,
 

intravenous
 

and
 

fiberoptic
 

bronchoscopy
 

inoculation
 

methods

体温升高、体重下降;组织病理切片
显示肺部出现腺病毒感染典型的间
质性肺炎。
Increased

 

body
 

temperature
 

and
 

weight
 

loss;
 

histopathological
 

sections
 

showed
 

interstitial
 

pneumonia
 

typical
 

of
 

adenovirus
 

infection
 

in
 

the
 

lungs.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅱ(1)(2)、Ⅳ(1)及Ⅵ(1),吻
合度 60%;中医:主证(1)(2)(3)、次证(4),吻合度
70%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅱ(1)(2),
 

Ⅳ(1)and
 

Ⅵ ( 1 ),
 

60%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

main
 

evidence
 

(1) (2) (3),
 

secondary
 

evidence
 

(4),
 

70%
 

match.

3 型和 55 型腺病
毒感染
Type

 

3
 

and
 

55
 

adenovirus
 

infections

树鼩
Tree

 

shrew

HAdv3 和 HAdv55
野生型腺病毒滴鼻
HAdv3

 

and
 

HAdv55
 

wild-type
 

adenovirus
 

nasal
 

drops

与感染患者病程相似,具有一定的
模拟性。
Course

 

of
 

the
 

disease
 

is
 

similar
 

to
 

that
 

of
 

infected
 

patients,
 

with
 

some
 

mimicry.

符合西医指标:Ⅰ(1)、Ⅱ(1)、Ⅲ(1)、Ⅳ(2)及Ⅵ(1),
吻合度 50%;中医:主证(2)(3)、次证(1)(4),吻合
度 60%。
Western

 

medicine
 

index:
 

Ⅰ(1),
 

Ⅱ(1),
 

Ⅲ(1),
 

Ⅳ
(2) and

 

VI (1),
 

50%
 

match;
 

Chinese
 

medicine:
 

main
 

evidence
 

(2) (3),
 

secondary
 

evidence
 

(1)
(4),

 

60%
 

match.

4　 讨论

　 　 VP 发病原因相对于其它疾病而言较为单一,
多为自身正气不足即抵抗力下降复而外感风邪导
致病毒入侵引起肺部病变,但分型种类较多。 目前
对于病毒性肺炎诊断重要的标准为临床表现是预
兆,X 线影像学检查判断病变与否,病原学(咽拭子
检测)与细胞病理学特征结合确定具体病变情况,

辅助以血清抗体检测。 为了深入研究不同病毒引

起的肺炎疾病情况,建立合适的动物模型十分有必
要,结合上文中西医诊断标准对现有的动物模型进

行评价分析,计算与临床症状的吻合度,深入思考
各种模型的优势、不足,有望得到吻合度较高的 VP
动物模型。 VP 造模方法主要有 3 大类:单纯引入病

毒法(经鼻滴入病毒模型、鼻腔接种动物模型、尾静
脉注射病毒法)、复合接种法(气管内、鼻内、眼和口
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服联合接种;滴鼻、静脉和纤维支气管镜复合接种

方式)以及中医证候模型(高脂饲料+病毒滴鼻+游

泳 30
 

min)。
根据中西医诊断标准的赋值,我们评价了模型

的吻合度,可以看到,与西医诊断标准吻合度较高

的为气管内、鼻内、眼和口服联合接种 COVID-19 病

毒肺炎动物模型(80%)、经鼻滴入 H5N1 病毒液肺

炎动物模型(70%)、高脂饲料+病毒滴鼻+游泳 30
 

min 引起的湿热证型病毒性肺炎(65%)、尾静脉注

射的方式接种 HCMV 病毒悬液(65%)、鼻内喷雾

(超声雾化器)感染病毒肺炎动物模型(65%);与中

医诊断标准吻合度较高的为:高脂饲料+病毒滴鼻+
游泳 30

 

min 引起的湿热证型病毒性肺炎(80%)、滴
鼻、静脉和纤维支气管镜复合接种 ADV 肺炎模型

(70%)、H3N2 流感病毒滴鼻肺炎模型(70%)。 综

合来看,高脂饲料+病毒滴鼻+游泳 30
 

min 引起的湿

热证型病毒性肺炎模型中西医临床吻合度较高,且
有文献[26,39] 证明该模型动物能够表现发热、咽痛、
咳嗽、鼻塞流涕、呼吸困难等人类病毒性肺炎临床

特征,且肺组织病理变化明显,气道上皮细胞脱落、
支气管黏膜下及气管壁周围有大量炎性细胞浸润,
病毒性肺炎湿热证型;同样产生的烦躁不安,心悸

失眠等现象与 VP 疾病特征极其相似。 复合接种法

模型也具有较好的临床吻合度,但该模型操作较为

复杂,目前存在引起宿主免疫反应、导致感染细胞

丢失以及外源基因表达短暂等问题,且感染受体的

差异性对于模型研究制约较大,有待于进一步完

善[40-41] 。 其余几种模型的中西医临床吻合度不能

有较强的正向关系,因此复制出更符合中医特征的

病证结合 VP 动物模型是今后的重要任务。
VP 现代医学动物模型较为简单且完备,目前

已有模型更偏向于西医模型,只有较少涉及中医证

候模型,无法体现中医药辨证论治特点。 近些年来

临床上中医证候逐渐扩大,复制出更符合中西医病

证结合特点的模型将有助于深入了解 VP 疾病的复

杂病因病机,为进一步完善临床治疗研究提供思

路,为研发药物提供实验基础。
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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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肠道菌群在抑郁症发生中的调控机制研究进展

陈文璐1,闫晓如1,高继萍1,宋国华1,2∗

(1.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;
2.山西医科大学精神卫生学院,太原　 030001)

　 　 【摘要】 　 抑郁症已成为最常见的精神疾病,其发病率逐年上升,病因尚不明确,因此,迫切需要探索抑郁症的

发病机制,继而寻找相应的治疗手段。 近年来,随着抑郁症相关研究的不断增加,肠道菌群成为抑郁症发病机制研

究的新热点,其能够通过多种途径直接或间接地影响大脑的功能,调节压力、焦虑和抑郁等行为。 本综述就肠道菌

群与抑郁症动物模型实验研究和临床实验研究的联系、肠道菌群在抑郁症发生发展中的可能调控机制和益生菌的

抗抑郁作用机制进行阐述,以期为肠道菌群治疗抑郁症提供新的理论依据。
【关键词】 　 抑郁症;肠道菌群;益生菌;调控机制
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　 　 【Abstract】 　 Depression
 

has
 

become
 

the
 

most
 

common
 

mental
 

illnesses.
 

Its
 

incidence
 

is
 

increasing
 

yearly
 

and
 

the
 

cause
 

remains
 

unclear.
 

Therefore,
 

it
 

is
 

urgent
 

to
 

explore
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

depression
 

and
 

find
 

treatments.
 

In
 

recent
 

years
 

with
 

the
 

continuous
 

increase
 

of
 

research
 

related
 

to
 

depression,
 

intestinal
 

flora
 

have
 

become
 

a
 

new
 

research
 

hotspot
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

depression.
 

Intestinal
 

flora
 

directly
 

and
 

indirectly
 

affect
 

brain
 

functions
 

through
 

various
 

mechanisms
 

and
 

regulate
 

behaviors
 

such
 

as
 

stress,
 

anxiety
 

and
 

depression.
 

This
 

review
 

discusses
 

the
 

relationship
 

between
 

intestinal
 

flora
 

and
 

studies
 

of
 

animal
 

models
 

and
 

clinical
 

depression,
 

the
 

possible
 

regulatory
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　 　 抑郁症的临床表现为情绪低落、认知障碍和思

维迟缓等,并且往往具有较高的发病率、复发率以

及自杀率。 数据显示,全球抑郁症患者已累计超过

3. 5 亿,抑郁症已逐渐发展成为最常见的一种精神

疾病,是当今重要的精神卫生问题[1-2] 。 抑郁症作

为一种多病因异质性的精神疾病,其发病机制尚不

明确,脑内分子异常学说作为代表性学说用以探索

抑郁症的发病机制,但社会环境、炎症因子和神经

活动等许多复杂的因素都参与了抑郁症的发生

发展[3-4] 。
越来越多的证据表明,在维持人类身体健康和

防治各种疾病中,肠道菌群起着至关重要的作用,
其对大脑功能的适当发展和维持也至关重要,存在

于各种精神和神经疾病中[4-5] 。 大量研究证明,肠
道微生物区系紊乱作为抑郁症发生的潜在病因,通
过微生物-肠-脑轴影响大脑的功能和行为,调节压

力、焦虑和认知[4,6] 。 由此可见,肠道菌群在调节抑

郁症发生发展中发挥着重要的作用,该综述旨在对

肠道菌群与抑郁症之间的联系、肠道菌群在抑郁症

发生发展中的可能调控机制以及益生菌的抗抑郁

作用机制进行阐述。

1　 肠道菌群的概念

　 　 肠道菌群是人体肠道中一个复杂而庞大的微

生物群落,主要由变形菌门、厚壁菌门、放线菌门和

拟杆菌门构成,饮食、药物和疾病等因素都会影响

肠道微生物的菌群分型,从而在体内形成不同的肠

道微生态[7] 。 依据肠道菌群对宿主的利弊关系不

同,可将其详细划分为益生菌、中性菌和病原菌 3 大

类,因此维持肠道菌群的稳定和平衡对有效维护人

体健康尤为重要[8] 。

2　 肠道菌群与抑郁症的联系

2. 1　 肠道菌群与抑郁症动物模型实验研究

　 　 近年来,抑郁症动物模型的相关实验研究越来

越多,研究表明,肠道菌群和抑郁症存在密切联系。
在不同方式诱导的抑郁动物模型中常伴随着肠道

菌群的改变。 通过分析斯皮尔曼(spearman)相关系

数可知,肠道菌群的变化与抑郁样行为和抑郁相关

指标有关[9] 。 实验表明,慢性不可预知温和应激

(CUMS)诱导的抑郁小鼠模型改变了肠道菌群的组

成,主要表现为肠道菌群的多样性及丰富度发生了

改变[10] 。 另有研究发现,脂肪量和肥胖相关基因

(Fto)敲除小鼠表现为乳酸杆菌丰度增加,卟啉单

胞菌科和螺杆菌含量较低,这些肠道微生物群的变

化可减少 Fto 敲除小鼠的焦虑和抑郁样行为[11] 。 Li
等[12]研究 CUMS 大鼠的抑郁样症状和改变的粪便

代谢物之间的潜在相关性时,发现肠道菌群的改变

可能通过肠道代谢物的改变影响 CUMS 大鼠的抑郁

样症状。 与无特定病原体( SPF)大鼠相比,将抑郁

患者的粪便微生物群移植到无菌(GF)啮齿类动物

中会导致动物抑郁样行为的改变[13] 。 Zheng 等[14]

研究抑郁样猕猴模型发现,抑郁样猕猴肠道菌群表

现出的厚壁菌门紊乱与其抑郁样行为密切相关。
综上所述,肠道菌群与抑郁症之间存在密切联系。
2. 2　 肠道菌群与抑郁症临床实验研究

　 　 为了更好地说明肠道菌群与抑郁症之间存在

的联系,仅仅有动物模型实验研究还不够,还需结

合大量的临床实验研究。 口服益生菌有助于调节

人体内的肠道微生物群组成,进而影响抑郁症状的

发生。 Messaoudi 等[15] 将志愿者分为两组:益生菌

制剂(PF)组和安慰剂(PL)组,PF 组 30
 

d 内联合服

用瑞士乳杆菌 R0052 和长双歧杆菌 R0175,结果显

示,经 PF 治疗的受试者的抑郁相关量表评分降低,
说明口服益生菌能改善受试者的抑郁样症状。
Slykerman 等[16] 研究发现在妊娠期和产后补充益生

菌鼠李糖乳杆菌 HN001,可以减少孕妇的产后抑郁

症状。 大量证据显示,抑郁症患者存在明显的肠道

菌群紊乱,表现为菌群多样性的减少,细菌的相对

丰度发生明显改变[17] 。 抑郁症患者在接受标准治

疗之外,加以益生菌(如丁酸梭菌 MIYAIRI588) 的

辅助治疗,可有效改善抑郁症患者的菌群紊乱,从
而产生显著的抗抑郁效果[18-19] 。 综上所述,肠道菌

群与抑郁症之间存在密切联系。

3　 肠道菌群在抑郁症研究中潜在的调控机制

3. 1　 肠菌调控编码或非编码 RNA 影响抑郁症

　 　 生物体中的核糖核酸( RNA)种类繁多,功能复

杂,一般按照是否编码蛋白质将其分为编码 RNA
(coding

 

RNA)和非编码 RNA( ncRNA)两大类。 肠

道菌群的缺失或失调均会导致中枢神经系统中

mRNA 和 ncRNA 的异常表达,进而引发神经精神疾

病[20-21] 。 因此,越来越多的研究通过 GF 小鼠、SPF
小鼠以及肠道微生物重定植无菌( CGF) 小鼠等进

行动物实验,证明了肠道菌群调控 mRNA 和 ncRNA
的表达水平,其在抑郁症的机制研究中具有重要
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意义。
3. 1. 1　 肠菌调控编码 RNA 影响抑郁症

　 　 mRNA 在转录过程中的异常表达与抑郁症的发

病机制密切相关,表明 mRNA 在抑郁症的发生发展

中可能具有重要作用[22] 。 研究发现,肠道菌群失调

主要通过改变相应基因的表达来干扰 RNA 转录和

转录后调节[21] 。 大量实验研究发现,肠道菌群调控

大脑基因的转录,主要表现为 GF 小鼠海马 mRNAs
的差异表达以及 SPF 小鼠海马 mRNAs 的异常表

达,表明肠道菌群显著影响小鼠海马 mRNAs 的表达

水平,进而影响海马功能[20,23] 。 海马作为情绪产生

和调节的关键脑区,几十年来一直被认为在抑郁症

的发病机制中起着关键作用[24] 。 因此,肠道菌群可

能通过调控海马 mRNAs 的表达水平影响海马的功

能,进而在抑郁症的发生发展中发挥重要作用。
3. 1. 2　 肠菌调控非编码 RNA 影响抑郁症

　 　 ncRNA 可大致分为两大类,即组成性 ncRNA 和

调控性 ncRNA,其中调控性 ncRNA 主要指:微小

RNA(microRNA, miRNA)、环状 RNA ( circRNA) 和

长链非编码 RNA( lncRNA)。 肠道菌群主要作用于

调控性 ncRNA,来调节抑郁症的发生发展。
大脑中的 microRNA 含量丰富,其调节神经元

的发育和功能,可通过 3 种不同但相互关联的方式

促进神经可塑性和记忆[25] 。 研究发现,重度抑郁症

患者接受抗抑郁药物治疗后,不同分型 miRNAs 的

外周水平均发生了变化[25-26] 。 益生菌 VSL#3 可增

加放线杆菌和拟杆菌的相对丰度,其通过上调 miR-
146a 的表达,阻断 BTG2 / Bax 轴改善术后认知功能

障碍小鼠的认知功能[27-28] 。 大量研究表明,阻断小

胶质细胞的激活对治疗抑郁症至关重要。 实验发

现,miR-146a 表达的上调抑制脂多糖 ( LPS ) 和

CUMS 诱导的抑郁样小鼠海马区小胶质细胞的激

活,并下调神经炎症相关蛋白的表达,从而改善小

鼠的抑郁样行为[29] 。 鉴于此,提示肠道菌群可通过

调控 microRNA 的表达调节海马区小胶质细胞的激

活状态,进而影响抑郁症的发生发展。
circRNA 在大脑中大量表达,在神经元突触中

高度活跃,其对维持大脑健康至关重要,并在神经

疾病中发挥着重要作用。 环状 STAG1( circSTAG1)
和环状 HIPK2( circHIPK2)的异常表达与星形胶质

细胞功能障碍有关,而星形胶质细胞功能障碍在抑

郁症中起关键作用[30] ,因此 circRNA 可能参与调控

抑郁症。 观察慢性不可预知应激(CUS)诱导的抑郁

样小鼠模型发现,血浆和海马中 circSTAG1 的过表

达和 circHIPK2 的下调均可逆转 CUS 诱导的星形胶

质细胞功能障碍并显著减轻抑郁样行为[31-32] 。
CUS 诱导的抑郁样小鼠肠道中厚壁菌、变形菌和拟

杆菌的相对丰度发生改变,其与 circHIPK2 的表达

水平相关,而 NLRP3 敲除小鼠粪便微生物移植可改

善 CUS 小鼠的菌群紊乱,进而调控 circHIPK2 的表

达并逆转星形胶质细胞的功能障碍,最终改善小鼠

的抑郁样行为[32] 。 因此,肠道菌群调控 circRNA 的

表达水平调节星形胶质细胞的功能,对抑郁症的发

生发展具有重要意义。
lncRNA 在中枢神经系统中高度表达,抑郁症患

者 lncRNAs 的表达下调,抗抑郁治疗 6 周后,下调的

lncRNAs 得到明显的改善[33] 。 与 SPF 小鼠相比,
lncRNAs 在 GF 和 CGF 小鼠的海马区表达存在差

异,说明肠道菌群对小鼠海马 lncRNA 具有重要的

调控作用[23] 。 GF 小鼠海马区差异表达的 lncRNAs
大多与环磷腺苷效应元件结合蛋白( CREB)信号通

路有关[28] ,而 CREB 又是多条与抑郁症发生以及抗

抑郁相关的细胞信号转导通路的交汇点, 所以

CREB 及其信号通路与抑郁症密切相关[34] 。 因此,
肠道菌群可能通过调控小鼠海马 lncRNA 的表达水

平影响 CREB 及其信号通路的正常功能,由此对抑

郁症的发生过程产生调控作用。
3. 2　 肠菌调控不同信号通路影响抑郁症

　 　 近年来关于菌群-肠-脑轴与抑郁症的研究越

来越多,参与其中的细胞信号转导通路也不断被发

现,大量研究表明肠道菌群可以通过调控各种细胞

信号转导通路,对抑郁症发挥重要的调控作用。 肠

道菌群可通过调控脑源性神经营养因子、核转录因

子 κB 和 Toll 样受体 4 及相关信号通路影响抑郁症

的发生发展。
3. 2. 1　 脑源性神经营养因子及其信号通路

　 　 脑源性神经营养因子( BDNF)是一种广泛表达

于人脑的神经营养因子,是大脑发育中不可或缺的

营养因子。 Meta 分析指出,抑郁症患者的 BDNF 水

平显著降低[35] 。 酪氨酸激酶受体 B ( TrkB) 作为

BDNF 的特异性受体,与 BDNF 结合激活丝裂原活

化蛋白激酶( MAPK)信号通路和磷脂酰肌醇-3 激

酶(PI3K) / 丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶信号通路,这些

信号通路均参与抑郁症的发生发展[36] 。 干酪乳杆

菌干预通过激活 BDNF-TrkB 信号转导通路,抑制额

叶皮质细胞外信号调节激酶 1 / 2( EKR1 / 2) 和 p38
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的磷酸化,逆转 CUMS 诱导的大鼠肠道菌群结构变

化,从而有效地改善 CUMS 诱导的大鼠抑郁样行

为[37] 。 丁酸梭菌的治疗不仅增加了肠道菌群的物

种多样性,还激活了小鼠海马中 BDNF 介导的磷脂

酰肌醇-3 激酶 / 蛋白激酶 B(PI3K / Akt)通路,从而

改善 LPS 诱导的小鼠抑郁样行为[28,38] 。 因此,肠道

菌群可以通过调控 BDNF 信号通路影响抑郁症的发

生发展。
3. 2. 2　 核转录因子 κB 及其信号通路

　 　 核转录因子 κB( NF-κB)是一种普遍存在的转

录因子,也是 NF-κB 信号通路中最关键的分子。 研

究发现,在抑郁样小鼠模型中,抑制其 NF-κB 信号

通路,不仅可以下调 NF-κB 的表达,还可通过阻断

p65 的磷酸化来逆转促炎细胞因子的增加和抗炎细

胞因子的减少,来缓解大脑的炎性反应,进而发挥

抗抑郁作用[38] 。 益生菌(罗伊氏乳杆菌 NK33、青春

型双歧杆菌 NK98 和格氏乳杆菌 NK109)通过逆转

大肠杆菌 K1 诱导的肠道菌群失调,抑制小鼠海马

区 NF-κB 的激活,有效避免了大脑炎性反应的发

生,减轻了 K1 诱导的认知障碍和抑郁样行为[39-40] 。
因此,肠道菌群可能直接或间接调控 NF-κB 信号通

路,调节抑郁症的发生发展。
3. 2. 3　 Toll 样受体 4 及其信号通路

　 　 Toll 样受体(TLR)是一种模式识别受体,TLR4
可通过两条通路,即髓系分化蛋白 88( MyD88)和 β
干扰素 Toll 样受体结构域衔接蛋白( TRIF)依赖的

信号通路,发挥相应作用[41] 。 TLR4 信号通路的变

化存在于抑郁症患者及抑郁动物模型的外周循环

系统或中枢神经系统中,且其与抑郁症免疫炎症过

程关系密切[42] 。 研究发现,小柴胡汤可逆转伴有抑

郁症状的结直肠癌小鼠和患者的部分肠菌失调,使
TLR4 和 MyD88 的表达水平显著降低,同时减轻炎

症反应[43] 。 该研究说明肠道菌群可能通过抑制

TLR4 / MyD88 / NF-κB 信号通路对癌症患者的抑郁

症状发挥重要作用。 对 LPS 诱导的抑郁小鼠进行

德氏乳杆菌治疗,可逆转 LPS 小鼠大脑中 TLR4
 

mRNA 和 TLR4 蛋白表达的增加,进而抑制 TLR4 信

号传导,显著减轻脑内炎症反应,发挥抗抑郁作

用[44] 。 因此,肠道菌群影响抑郁症的发生发展可能

通过调控 TLR4 信号通路来实现。

4　 益生菌的抗抑郁作用

　 　 益生菌是可对机体产生有益作用的活性微生

物,其主要由双歧杆菌属、乳杆菌属和兼性厌氧球

菌组成[45] 。 越来越多的研究表明,益生菌与抑郁症
防治有关,主要通过调节免疫系统、内分泌系统以

及中枢神经系统来实现[46] 。
服用益生菌可以使慢性轻度应激诱导的抑郁

样小鼠海马中的促炎细胞因子 ( IL-1β、 IFN-γ 和

TNF-α)水平和吲哚胺 2,3-双加氧酶-1 蛋白水平降

低,从而缓解认知障碍和抑郁等症状[40,47] ,表明益
生菌可能通过调节免疫炎症反应改善抑郁症。 由

于慢性应激诱导的抑郁样小鼠下丘脑-垂体-肾上

腺 ( HPA) 轴功能亢进, 而长双歧杆菌婴儿菌株

CCFM1025 可以通过抑制促肾上腺皮质激素释放因

子、促肾上腺皮质激素和皮质酮分泌水平的升高来
逆转应激诱导的 HPA 轴过度活化[48] ,鉴于此,益生
菌可能通过逆转 HPA 轴的功能亢进来治疗抑郁症。
益生菌调节中枢神经系统发挥抗抑郁作用,主要与

五羟色胺(5-HT)、多巴胺( DA)以及脑源性神经营

养因子(BDNF)的表达有关。 干酪乳杆菌和双歧杆

菌均可使不同脑区的 5-HT 和 DA 浓度显著升高,进
而改善应激诱导的大鼠抑郁样行为[37,49] 。 慢性应
激诱导的抑郁样大鼠给予瑞士乳杆菌 NS8,大鼠海

马区 BDNF
 

mRNA 的表达显著增加,进而产生抗抑

郁作用[50] 。 基于此,益生菌可能通过调节免疫炎症
反应、HPA 轴功能以及中枢神经系统产生显著的抗

抑郁作用。

5　 总结和展望

　 　 肠道菌群与抑郁症发生密切相关,肠道菌群通
过调控编码 RNA、非编码 RNA 以及各种信号通路,
不仅可以调节海马、小胶质细胞以及星形胶质细胞

的功能,而且可以调节 BDNF 的表达水平以及与抑

郁症相关的免疫炎症反应,最终影响抑郁症的发生

发展。 目前临床上广泛使用的抗抑郁药物常伴有

严重的副作用,且对一些难治性抑郁症和共病抑郁

症的治疗效果仍欠佳,所以寻求新型抗抑郁药物迫

在眉睫。 由于益生菌没有明显的副作用,不仅可以

逆转抑郁症引起的肠道菌群失调,而且可以通过调

节免疫系统、内分泌系统以及中枢神经系统产生显

著的抗抑郁作用。 鉴于此,肠道菌群有望成为抑郁

症治疗的一个新靶点,益生菌制剂有希望成为一种

新型抗抑郁药物,未来仍需不断进行探索,为抑郁

症的发病机制研究及治疗提供更充分的证据。
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抗新型冠状病毒的药物治疗
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　 　 【摘要】 　 目前,新型冠状病毒在全球肆意蔓延,隐匿周期长,传播性强,感染率高,严重影响着人们的生活质

量。 而抗病毒药物种类繁多、作用特点不尽相同,应用于新冠肺炎的临床治疗缺乏确切证据,不良反应发生率相对

较高。 本文对小分子抗病毒药物、大分子生物药物、中药等治疗新冠肺炎药物的作用机制、临床应用、用法用量、治
疗药物监测及不良反应等方面进行综述,以期为新冠肺炎的合理用药提供参考。

【关键词】 　 新型冠状病毒;抗病毒药物;合理用药;大分子生物药物
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　 　 【Abstract】　
 

Currently,
 

coronavirus
 

disease
 

2019
 

(COVID-19),
 

with
 

its
 

long
 

hiding
 

cycle
 

and
 

high
 

infection
 

rate,
 

is
 

spreading
 

rapidly
 

around
 

the
 

world
 

and
 

is
 

seriously
 

affecting
 

people’s
 

quality
 

of
 

life.
 

There
 

are
 

a
 

wide
 

variety
 

of
 

antiviral
 

drugs
 

with
 

different
 

activity
 

characteristics
 

used
 

for
 

COVID
 

patients;
 

however,
 

there
 

is
 

a
 

lack
 

of
 

definitive
 

evidence
 

on
 

the
 

best
 

clinical
 

treatment
 

for
 

COVID-19,
 

and
 

the
 

incidence
 

of
 

adverse
 

reactions
 

is
 

relatively
 

high.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

mechanisms
 

of
 

action,
 

clinical
 

application,
 

usage
 

and
 

dosage,
 

and
 

monitoring
 

of
 

therapeutic
 

drugs
 

and
 

the
 

adverse
 

reactions
 

of
 

small-molecule
 

antiviral
 

drugs,
 

macromolecular
 

biological
 

drugs,
 

traditional
 

Chinese
 

medicine,
 

and
 

other
 

drugs
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

coronary
 

pneumonia.
 

The
 

information
 

aims
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

rational
 

drug
 

use
 

to
 

treat
 

coronary
 

pneumonia.
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　 　 由 新 型 冠 状 病 毒 ( severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,SARS-CoV-2)引发的 COVID-
19 已在全球迅速蔓延,对公众身心健康构成巨大威

胁,被世界卫生组织宣布为突发公共卫生事件[1] 。
其传播性强、变异速度快、人群易感、严重威胁人类

的生命和健康[2] 。 新冠肺炎是一种新的病毒性传

染病,症状从早期的发热、咳嗽、乏力到严重的呼吸

困难、肺炎,进展为多器官衰竭和死亡[3] 。 截止

2022 年 4 月 5 日,中国累计确诊病例 158793 例,累
计死亡病例 4638 例[4] 。

随着对新冠病毒认识的不断加深和治疗经验

的积累,新冠肺炎的诊疗方案也在不断更新,其中

包括小分子抗病毒药物利巴韦林、干扰素、磷酸氯

喹、阿比多尔、奈玛特韦片 / 利托那韦片等;大分子



生物抗病毒药物托珠单抗、COVID-19 人免疫球蛋

白、康复者恢复期血浆、安巴韦单抗注射液( BRII-
196) / 罗米司韦单抗注射液(BRII-198);以及中药连

花清瘟胶囊、疏风解毒胶囊、清肺排毒汤等药物疗

法。 由于年龄、性别、基础疾病、药物因素、遗传因

素等多方面的影响,即使服用相同药物,每位患者

的疗效也千差万别。 因此临床药师需要综合考量

每位病人特点,推荐最适宜的药物,促进临床科学

合理用药[5] 。
抗新型冠状病毒治疗过程中存在着一定的用

药风险,如注射剂雾化使用、剂量过大、疗程较长、
治疗窗窄、相互作用等问题。 因此,在临床用药过

程中,医师和药师应当根据个体间药物代谢、药效、
不良反应的差异,制定出最适宜的诊疗方案。 本文

结合不同抗病毒药物的药动学特点,分析探讨其临

床应用价值,以期为患者指定科学的个体化用药方

案,使抗病毒药物在发挥最佳治疗效果的同时,减
少不良反应的发生。

1　 小分子抗病毒药物

1. 1　 利巴韦林

　 　 利巴韦林是一种活性强、耐药率低、广谱的抗

病毒药物,通过特异性抑制 RNA 聚合酶,抑制 RNA
病毒复制,干扰病毒转录从而发挥抗病毒作用[6] 。

利巴韦林因其良好的体外抗病毒活性而被推

荐用于治疗 COVID-19。 对 COVID-19 重症病例分

析,利巴韦林静脉滴注 500
 

mg,每日 2 ~ 3 次,核酸阴

转率、病死率、住院天数等方面无显著差异,表明利

巴韦林对于严重新冠肺炎成人患者, 无明显疗

效[7] ,更有患者出现脏器损害表现,转氨酶、胆红

素、肌酐水平短时间内迅速升高,并出现血红蛋白

水平下降的现象[8] 。 而利巴韦林与干扰素联合治

疗对 COVID-19 患者也无明显疗效[9] 。 此外,有患

者使用利巴韦林导致发生急性和严重高尿酸血症

的可能性增加[10] 。 故不推荐临床使用。
1. 2　 干扰素

　 　 干扰素( IFN)有 α、β、γ
 

3 种,IFN-α 是国际公

认的较好的抗病毒药物。 IFN-α 可增强机体免疫调

节功能,激活免疫细胞,抑制病毒侵袭过程[11] 。
在新冠肺炎治疗过程中,干扰素多为联合用

药,有研究表明,COVID-19 患者早中期使用干扰素

二联疗法,能加快患者症状消退速度且治疗后免疫

力增强,转阴率也显著升高[12] 。 干扰素口服无效,

须注射给药。 但是我国目前尚无 IFN-α 雾化制剂,
多为 INF-α 针剂雾化,注射液中的辅料可能会刺激

支气管,从而诱发支气管痉挛、哮喘等不良反应出

现[13] 。 因此在治疗过程中需警惕不良反应的发生,
一旦发生应立即停药,吸氧等对症治疗。
1. 3　 磷酸氯喹

　 　 氯喹为弱碱性药物,可改变内吞体酸碱度值,
抑制经内吞途径侵入细胞的病毒,从而发挥抗病毒

作用。 近年来研究表明,氯喹对冠状病毒有一定抑

制作用。 但氯喹的治疗窗窄,发挥疗效剂量为 10
 

mg / kg,20
 

mg / kg 的剂量即被认为有毒,最小致死量

为 30
 

mg / kg。
羟氯喹较氯喹增加了一个羟基基团,药效相

当,但羟氯喹安全性相对较高,目前对 COVID-19 具

有潜在疗效,尤其针对普通型患者整体治疗效果较

好,可升高病毒转阴率,降低重症转化率[14] 。 随着

研究深入,发现羟氯喹可导致严重的心律失常,使
患者病死率增高。 2020 年 7 月,世界卫生组织已停

止了羟氯喹治疗新冠肺炎的相关试验[15] 。 氯喹、羟
氯喹对新冠肺炎的治疗价值存在较大争议,故不推

荐使用。
1. 4　 阿比多尔

　 　 阿比多尔可阻断病毒基因穿入细胞核而抑制

病毒 DNA 和 RNA 合成[16] 。 2020 年 2 月份,科研院

士李兰娟团队研究发现,阿比多尔在较低浓度 10 ~
30

 

μmol 时可以有效抑制冠状病毒[17] 。 临床数据表

明在新冠早期治疗中使用阿比多尔,可以减轻患者

症状、减少并发症发生概率、降低抗菌药物使用率,
改善病情,尽早康复[18-19] 。

但是在阿比多尔用药中也发现了新的、严重的

不良反应。 有报道指出新型冠状病毒肺炎患者口

服阿比多尔后,出现红色丘疹[20] 。 余珊等[21] 研究

表明新冠肺炎患者口服阿比多尔颗粒,出现舌麻木

的药物不良反应。 因此在使用过程中应密切观察

患者的症状体征,定期根据患者自身情况进行血常

规、心电图的检查[22] 。
1. 5　 帕克洛维(Paxlovid)
　 　 2021 年 11 月 22 日, 美国食品药品管理局

(FDA)紧急授权( EUA)批准美国辉瑞制药公司治

疗新冠病毒肺炎新药奈玛特韦(nirmatrelvir)片联用

病毒蛋白酶增强药利托那韦(ritonavir)片共包装盒

Paxlovid 上市[23] 。 2022 年 3 月 14 日,修订的新冠

肺炎诊疗中国指南第九版中加入 Paxlovid 片,该药
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作用于 SARS-CoV-2 主要蛋白酶,抑制该酶介导的

蛋白质前体加工,抑制病毒复制,减少轻度或中度

患者进展为重症,大大降低病死率[24] 。 奈玛特韦为

目前报道的病毒载量下降最快的药物,不同浓度奈

玛特韦处理支气管上皮细胞,EC50 为 62
 

nmol / L 表

明其具有显著的抗新冠病毒活性,对新冠病毒的以

下变异株 α、γ、δ、λ、Mu 和 Omicron 均能产生相似的

抗病毒活性,体内小鼠,人体临床实验尚未发现严

重不良反应[25] 。 临床上数据有限,期待其能安全有

效地应用于患者,成为疫情防控的新选择。
此外,一些其他小分子抗病毒药物治疗新冠肺

炎也取得一定疗效,详情见表 1。
小分子药物大多为老药新用,针对性不足,疗

效有限,其副作用明显,目前 WHO、国家药监局不继

续推荐(单独)使用。 帕克洛维在新型冠状病毒的

防治中,发挥着积极的作用,不良反应与其他抗病

毒药物相比少、轻、可控、不易发生耐药,安全性高,
在临床上被优先选择。

2　 大分子生物抗病毒药物

　 　 托珠单抗因阻断 IL-6 升高应用于 COVID-19
重型及危重型患者。 一些医院报道指出,托珠单

抗治疗重症新冠肺炎患者可缓解临床症状,降低

死亡率,但也因阻断 IL-6 升高增加引起“细胞因子

风暴”的可能性[29] 。 所以说托珠单抗对病毒感染

来说是“双刃剑” ,重症患者是否适合应用及什么

时机应用对于临床医师药师来说都是一种挑战。
此外,有生育能力的妇女应在该药治疗期间及之

后 3 个月内进行有效避孕;轻度肾功能损伤患者

(肌酐清除率不小于 50 ~ 80
 

mL / min) 无须调整托

珠单抗剂量;中度或重度肾功能损伤患者需谨慎

选用该药[30] 。
康复者恢复期血浆,血浆疗法的有效成份是特

异性强的中和抗体,属于被动免疫疗法,是由人体

免疫系统产生的,可以有效阻止病毒感染细胞。 主

要适用于重型、危重型的 COVID-19 患者。 短时间

内使用高滴度的血浆,有助于提高患者核酸转阴

率,减少进一步传播的风险,减缓病情,防止疾病加

重,阻断疾病进展[23] 。 临床使用过程中,应注意输

注中出现的轻微、自限,过敏反应以及血栓栓塞等

事件。 在患者救治时机的选择及疗程,需要更多高

质量、大样本的数据研究进一步验证。
静注 COVID-19 人免疫球蛋白, 系用 SARS-

CoV-2 感染后康复者恢复期血浆,能有效中和体内

病毒,促进疾病恢复,其抗 SARS-CoV-2 总抗体效价

比恢复期血浆高 3 倍[31] 。 因此第八版诊疗方案中

指出“静注 COVID-19 人免疫球蛋白可应急用于病

情进展较快的普通型和重型患者”。 静注 COVID-
19 人免疫球蛋白(pH

 

4),在血浆亚甲蓝光照病毒灭

活的基础上,经过低 PH 孵化病毒灭活法和纳米膜

除病毒两种方法,安全性较高,应用于临床可缩短

患者的阳性持续时间,降低炎症反应[32] 。
安巴韦单抗注射液( BRII-196) / 罗米司韦单抗

注射液(BRII-198),该联合用药由清华大学、深圳市

第三人民医院和腾盛博药合作研发,美国 FDA 对该

抗体针对的变异毒株活性鉴定,结果表明 BRII-196 /
BRII-198 对新冠病毒 α、γ、δ、λ、Mu 和 Omicron 均保

持敏感[33] 。 2021 年 12 月 8 日,国家药品监督管理

局应急批准注册申请,是首个中国自主知识产权新

冠病毒中和抗体联合治疗药物[34] 。 该抗体在临床

试验研究中表明该药能在疾病进展高风险的新冠

肺炎门诊患者中,使住院及死亡的复合终点风险降

低 80%[35] 。
大分子生物抗病毒药物,在目前新冠病毒治疗

过程中取得良好疗效。 但是由于血浆来源有限,不
能广泛使用。 中和抗体可以特异性地与新冠病毒 S
蛋白结合,从而阻断 S 蛋白与宿主细胞受体 ACE2
的结合,抑制病毒感染人体细胞。 因此,中和抗体

有望成为新冠强效药。 寻找 COVID-19 的单克隆抗

体对于赢得抗击疫情至关重要。 对抗病毒药物进

行系统阐述详见表 2。

3　 中药

　 　 中医药文化博大精深,也是我国的传统医学,
此次抗击新冠肺炎中中药以其良好的疗效得到世

界卫生组织的关注和认可。 从第一版到第九版新

冠肺炎诊疗方案,均要求发挥中医药作用,加强中

西医结合治疗。 其中清肺排毒汤、连花清瘟胶囊等

对改善 COVID-19 患者症状起到了积极作用[36] 。
清肺排毒汤由麻黄、炙甘草、生石膏、杏仁等组

成,具有抗病毒、解热、调节免疫等多种药理作用,
对 COVID-19 患者体外有寒湿、体内有淤热等情况

可通过多成分、多靶标对机体进行整体调控[37] 。 尤

其是 COVID-19 中免疫力低下的老年患者或并发基

础疾病的患者,西药联合清肺排毒汤治疗可增加患

者免疫力,提高转阴率,减缓症状[37-39] 。
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表 1　 一些抗病毒药物的作用对比
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

some
 

antivirals
 

drugs
药物名称
Drug

 

name
法匹拉韦[26]

Favipiravir
瑞德西韦[27]

Remdesivir
洛匹那韦 / 利托那韦[28]

LPV / RTV

药代动力学
Pharmacokinetics

体外抗流感病毒半数有效浓度 3 ~ 20
 

μmol / L
In

 

vitro
 

anti-influenza
 

virus
 

half
 

effective
 

concentration
 

3~ 20
 

μmol / L

半衰期为 0. 39
 

h
T1 / 2 = 0. 39

 

h

半衰期为 5 ~ 6
 

h,
表观清除率为 6 ~ 7

 

L / h
T1 / 2 = 5 ~ 6

 

h,
apparent

 

clearance
 

6 ~ 7
 

L / h

作用机制
Mechanism

抑制病毒 RNA 依赖的 RNA 聚合酶,可
阻断病毒 RNA 的复制和转录
Inhibits

 

viral
 

RNA-dependent
 

RNA
 

polymerase,
 

which
 

blocks
 

viral
 

RNA
 

replication
 

and
 

transcription

竞争内源性三核苷酸磷
酸,使病毒 RNA 合成受阻
Competes

 

for
 

endogenous
 

trinucleotide
 

phosphates,
 

blocking
 

viral
 

RNA
 

synthesis
 

通过对新型冠状病毒内肽酶 C30 的抑制而发挥
抗病毒作用
Antiviral

 

effect
 

through
 

inhibition
 

of
 

novel
 

coronavirus
 

endopeptidase
 

C30

适应症
Indications

成人新型病毒或再次流行的流感
Novel

 

virus
 

or
 

re-emerging
 

influenza
 

in
 

adults

尚无数据
No

 

data
 

yet
重型新冠肺炎
Severe

 

COVID-19

不良反应
Adverse

 

reactions

血尿酸增加,腹泻
Increased

 

blood
 

uric
 

acid,
 

diarrhea
低血压,心脏骤停
Hypotension,

 

cardiac
 

arrest

腹泻、恶心、呕吐;房室传导阻滞及心肌梗死的
风险
Diarrhea,

 

nausea,
 

vomiting;
 

atrioventricular
 

block
 

and
 

risk
 

of
 

myocardial
 

infarction

表 2　 部分新冠药物效果评价
Table

 

2　 Evaluation
 

of
 

the
 

efficacy
 

of
 

some
 

coronavirus
 

disease
 

2019
 

drugs
已上市或临床试验数据较好的药物
For

 

drugs
 

that
 

have
 

been
 

marketed
 

or
 

have
 

good
 

clinical
 

trial
 

data

WHO、国家药监局不继续推荐(单独)使用或目前临床试验结果无效的药物
WHO

 

and
 

the
 

State
 

Food
 

and
 

Drug
 

Administration
 

do
 

not
 

continue
 

to
 

recommend
 

(single)
 

use
 

or
 

drugs
 

whose
 

current
 

clinical
 

trial
 

results
 

are
 

ineffective

帕克洛维
 

Paxlovid 利巴韦林、干扰素
 

Ribavirin,
 

interferon

康复者恢复期血浆 Convalescent
 

plasma 磷酸氯喹、羟氯喹 Chloroquine
 

phosphate,
 

Hydroxy-chloroquine

静注 COVID-19 人免疫球蛋白
Intravenous

 

COVID-19
 

human
 

immune
 

globulin 阿比多尔
 

Arbidol

安巴韦单抗注射液 / 罗米司韦单抗注射液
 

BRII-196 / BRII-198
法匹拉韦、瑞德西韦、洛匹那韦 / 利托那韦
Favipiravir,

 

Remdesivir,
 

Lopinavir / Ritonavir

　 　 连花清瘟胶囊由银翘散合麻杏石甘汤化裁而

来,其基础和临床疗效研究均显示可用于治疗

COVID-19。 已有报道指出,连花清瘟可改善患者发

热、咳嗽、乏力、气促、肺部湿罗音等新冠疾病相关

症状;同时可以降低患者转重症的比例;对于疑似

患者也可改善临床症状[40-43] 。 值得注意的是,连花

清瘟胶囊中多寒凉性药物,尤其在服药后约 30
 

min,
可诱发患者腹胀、腹泻等胃肠道问题,空腹服药时

不良反应症状更明显[44] 。
疏风解毒胶囊由虎杖、连翘、甘草、柴胡、板蓝

根等 8 味药材组成,具有清热解毒、疏风解表的功

效。 主要针对疾病的早期,已有报道表明西药联合

疏风解毒胶囊治疗 2 周,患者症状消减、肺部影像学

情况改善、核酸转阴时间缩短,明显优于单纯西药

治疗[45-46] 。 金花清感颗粒主要成分包括黄芩、连

翘、薄荷和甘草等,可以缩短病毒脱落时间,在我国

已用于治疗 COVID-19 患者,但其作用机制尚不清

楚,临床试验研究已经系统评价金花清感颗粒治疗

新冠肺炎具有良好疗效、较高安全性[47-48] 。
此外,研究表明一些中药注射剂血必净注射

液、双黄连口服液,中药方剂化湿败毒方、宣肺败毒

方等也都可用于治疗新冠肺炎。 中医药通过辨证

论治,整体化治疗 COVID-19 患者,早期服用可增强

患者免疫力,快速退热,缓解症状,还能预防病情进

一步恶化,降低危重患者死亡率,使恢复期患者更

快康复[49] 。

4　 结语与展望

　 　 新冠肺炎作为人类面临的新的疾病,给科研工

作者带来巨大的挑战。 由于 COVID-19 尚无特效

药,目前多为经验性用药。 “老药新用”不失为一种

好的方法,在抢救患者生命后,我们更需关注药物
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的不良反应,尤其是新的严重的不良反应。 由于时

间紧,疫情重,这些药物虽然已应用于新冠肺炎的

临床治疗,但还需更进一步的研究提供确切证据,
我们应总结抗击疫情的临床方案,深入探索,调整

部分药物的使用剂量和疗程,以期更好地服务临

床、服务患者。
新冠病毒传播迅速,不断出现新突变株,积极

探索病毒的治疗方式和开发高效安全的抗病毒新

药仍是严峻挑战。 目前为奥密克戎株流行期,我国

建立精准防控体系,坚持动态清零,及时调整防控

方案和免疫策略。 免疫学研究显示接种三针国产

灭火疫苗可增强免疫系统中和抗体的能力,显著降

低奥密克戎感染者疾病的严重程度。 疫苗的上市

推广给人类带来了曙光,研发出广谱、便捷、低成本

的“特效药”对有效防控新冠疫情具有重要意义。
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银屑病病证结合模型的研究进展

赵　 宁1,底婷婷2,齐　 聪1,王亚卓1,李　 萍2∗

(1.首都医科大学,北京　 100071;2.首都医科大学附属北京中医医院
 

北京市中医药研究所
 

银屑病中医临床基础研究北京市重点实验室,北京　 100010)

　 　 【摘要】 　 银屑病是一种具有多基因遗传背景的慢性炎症性皮肤病,免疫系统紊乱是银屑病炎症发展和持续

的原因,目前认为 IL-23 / Th17 轴的过度激活是其主要发病机制。 银屑病以红斑、鳞屑、浸润为主要特征,部分患者

反复发作,给个人带来巨大的心理和经济负担。 2018 版中国银屑病诊疗指南指出,银屑病基本证型为血热证、血瘀

证、血燥证、热毒炽盛证、湿热蕴结证、风湿痹阻证,临床治疗需要依据不同证型辨证施治,因此银屑病的病证结合

动物模型是研究中医治疗银屑病的重要基础。 目前银屑病模型较多,而病证结合动物模型尚未形成体系,不能全

面、整体的反映中医“证”的表现。 本文对现有的病证结合模型进行了总结,以期为银屑病辨证论治研究提供较为

全面的基础支持。
【关键词】 　 银屑病;病证结合;动物模型
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　 　 【Abstract】　
 

Psoriasis
 

is
 

a
 

chronic
 

inflammatory
 

skin
 

disease
 

with
 

a
 

polygenic
 

genetic
 

background.
 

Disorder
 

of
 

the
 

immune
 

system
 

is
 

the
 

cause
 

of
 

the
 

development
 

and
 

persistence
 

of
 

psoriasis
 

inflammation.
 

It
 

is
 

believed
 

that
 

overactivation
 

of
 

the
 

IL-23 / Th17
 

axis
 

is
 

the
 

main
 

pathogenesis
 

of
 

psoriasis.
 

Psoriasis
 

is
 

mainly
 

characterized
 

by
 

erythema,
 

scale,
 

and
 

infiltration,
 

and
 

some
 

patients
 

have
 

recurrent
 

attacks,
 

which
 

cause
 

psychological
 

and
 

economic
 

burdens
 

to
 

individuals.
 

The
 

2018
 

edition
 

of
 

the
 

Chinese
 

guidelines
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

psoriasis
 

indicated
 

that
 

the
 

basic
 

syndrome
 

types
 

of
 

psoriasis
 

are
 

blood-heat
 

syndrome,
 

blood
 

stasis
 

syndrome,
 

blood
 

dryness
 

syndrome,
 

heat-toxin
 

syndrome,
 

dampness-heat
 

accumulation
 

syndrome,
 

and
 

rheumatism
 

obstruction
 

syndrome.
 

Clinical
 

treatment
 

needs
 

to
 

be
 

based
 

on
 

the
 

syndrome
 

types
 

of
 

dialectical
 

treatment.
 

Therefore,
 

the
 

disease
 

and
 

syndrome
 

of
 

psoriasis
 

combined
 

with
 

an
 

animal
 

model
 

is
 

an
 

important
 

basis
 

to
 

study
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

psoriasis.
 

There
 

are
 

many
 

psoriasis
 

models,
 

but
 

a
 

combination
 

of
 

disease
 

and
 

syndrome
 

animal
 

model
 

has
 

not
 

been
 

established,
 

which
 

cannot
 

fully
 

and
 

comprehensively
 

reflect
 

the
 

performance
 

of
 

a
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

syndrome.
 

This
 

review
 

summarizes
 

the
 

existing
 

disease-syndrome
 

combination
 

models
 

to
 

provide
 

comprehensive
 

basic
 

support
 

for
 

the
 

research
 

of
 

syndrome
 

differentiation
 

and
 

treatment
 

of
 

psoriasis.
【Keywords】　 psoriasis;

 

disease-syndrome
 

combination;
 

animal
 

model



　 　 银屑病是一种以皮肤红斑、鳞屑、丘疹为特征

的慢性炎症性皮肤病,其病程较长,且易于复发,对
患者的身体健康和精神状况造成很大的影响[1] 。
目前银屑病相关动物模型种类较多,包括自发模

型、外源诱发模型、异种移植模型、基因工程模型

等。 对中医研究银屑病来说,建立病证结合模型具

有重要意义。 一个合格的中医病证结合的银屑病

模型,既要具有银屑病的病理特点,又要切合中医

证候的特征,能够更好地从中医辨证的角度研究中

药的疗效,探讨疾病病理生理变化与中医证候之间

的关系,给中医治疗银屑病的基础研究提供支撑。
本综述总结了相对稳定的银屑病中医病证结合模

型,希望对中医研究银屑病提供基础支撑。

1　 银屑病是由免疫介导的炎症性皮肤病

　 　 银屑病是一种具有多基因遗传特征的、由 T 淋

巴细胞介导的炎症性皮肤病,固有免疫和适应性免

疫反应的紊乱是银屑病炎症发展和持续的原因[2] 。
银屑病典型表现为皮肤角化过度伴角化不全,颗粒

层减少,棘层增厚,表皮突整齐向下延伸,毛细血管

扩张、迂曲, 并伴有淋巴细胞、 中性粒细胞等浸

润[3] 。 在银屑病的发病过程中,树突状细胞在疾病

的起始阶段起主要作用。 在早期,多种因素导致角

质形成细胞损伤,受损的角质形成细胞释放抗菌

肽,包括 LL-37、β-防御素和 S100 蛋白[4] 。 LL-37-自
身核苷酸复合物通过 Toll 样受体激活浆细胞样树突

细胞,产生 I 型干扰素(干扰素-α 和干扰素-β),促
进树突状细胞的成熟,分泌肿瘤坏死因子-α、IL-23
和 IL-12,后两者分别调节 Th17 和 Th1 细胞亚群的

分化和增殖[5] 。 通过不同的 T 细胞亚群激活适应

性免疫反应是驱动银屑病炎症维持阶段的主要因

素[6] 。 Th17 细胞分泌细胞因子 IL-17、IL-22、IL-21、
IL-6、干扰素-γ、肿瘤坏死因子-α 等,破坏角质形成

细胞的屏障功能并促进其增殖,增加 I 型干扰素的

产生。 目前认为 IL-23 / TH17 免疫轴是银屑病发病

机制中的主要途径,靶向 TNF-α、IL-23 和 IL-17 以

及 JAK / STAT 等信号通路的药物在临床中疗效显

著[7] 。 银屑病还会产生多种合并症,包括心血管疾

病、代谢综合征 (肥胖、高血压、血脂紊乱和糖尿

病)、慢性肾疾病、胃肠道疾病、情绪紊乱和恶性肿

瘤等,这些发病机制是银屑病共病的共同发病机

制[8] 。 这些相关的并发症在一定程度上增加了银

屑病患者的人数,并导致银屑病的慢性病程和复发。

2　 银屑病是由外感邪气与人体气血津液相互作用

而致病

　 　 中医对于银屑病的认识历史悠久,随着现代

研究技术的进步,将中医的病机与现代医学的病

理生理相结合,构建了中西结合的银屑病病机理

论。 中医认为银屑病是由内外合邪致病。 大多数

医家认为本病由风、湿、热、气血等诸多因素掺杂,
诸邪郁结于体表,而致营卫失调,气血运行失畅而

发病[9] 。
从气血津液辨证来看,“气”的异常可以“化风”

也可以“化热”,表现在皮肤上则出现瘙痒、瘾疹、红
斑、灼热等;当气的生成不足或耗散过多可出现气

虚,导致出血、血滞、血瘀等[10] 。 银屑病的分型与治

疗常以“血”为切入点,“血”的异常表现为血热、血
寒、血瘀、血燥、血虚等[11] 。 银屑病患者素体血中蕴

热,或性情急躁,七情内伤,气机壅滞,郁久化火;或
恣食辛辣肥甘,饮食失节以致脾胃失和,郁而化热;
或外邪入侵,损及机体,与气血相搏,常发为血热

证,表现为皮肤潮红、出血等。 随着病程日久,血热

证逐渐转化为血瘀证或血燥证。 热盛生毒,热毒壅

盛煎熬阴血,日久则瘀血蕴结,经脉阻塞,导致血瘀

证,表现为疼痛、肿块、面色黧黑、肌肤甲错;血热毒

邪易伤阴血,燔灼津液,又血瘀阻脉,化燥生风,风
燥久羁形成血燥,出现皮肤干燥瘙痒[12] 。 气血津液

相互依存,相互转化,相互制约,往往病理变化也会

相互影响。 当气虚不能运行津液,津液输布异常,
滞于某处,表现为痰饮水湿,出现水肿、渗出等;湿
邪积聚日久导致濡润功能异常,表现为干燥、肥厚、
结节,可见燥湿并现的表象[13] 。

气血津液与内部脏腑经络相互影响,气血津液

的化生依赖于脾胃的运化功能,脾胃的运化功能减

弱导致痰浊湿邪停滞积聚[14-15] 。 脾虚证银屑病脾

虚为本,湿蕴为标。 脾气虚衰导致痰饮水湿内生,
蕴久热酿成毒,合而致病,共蕴于血分而发于肌

表[16] 。 素体脾虚者痰湿停滞日久,津液输布不利,
发为燥证,燥湿互化致本病迁延不愈[17] 。 研究表

明,银屑病的复发与加重同患者的情绪与精神压力

密切相关,肝郁化火,血热蕴肤;肝郁气滞、血瘀肌

肤;肝阴亏虚、血燥风盛;肝脾失和、湿热蕴肤;肝火

犯肺、风热外袭,提倡清肝、疏肝、柔肝的治肝之

法[18-19] 。 银屑病的辨证应将气血津液辨证与脏腑

经络辨证结合起来,审查病因,对机体的整体功能

状态进行评价,才能对疾病有完整和全面的认识。
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3　 目前银屑病病证结合模型研究进展

　 　 动物模型对疾病的病理机制及药物的治疗作

用研究是至关重要的。 银屑病病证结合模型不仅

表现出角质形成细胞的异常增殖、角化过度伴角化

不全、炎性细胞浸润等典型银屑病样改变,同时在

多种复合因素的作用下,通过模拟中医病因病机,
产生类似相应中医证型的变化,将“病”与“证”相结

合,有利于中医药对银屑病治疗作用的研究。
3. 1　 血热型银屑病及其病证结合模型

　 　 银屑病初起多为血热证,病情发展迅速,相当

于西医进行期,主要表现为皮损鲜红、皮疹较多新

出、鳞屑数量多,常伴有口干舌燥、心烦易怒、大便

干结、小便短、舌红、苔薄黄、脉数等血热证的全身

表现[20-21] 。
杜欣[22]采用灌胃干姜、肉桂水煎剂 9

 

g / kg,0. 2
 

mL / d,持续 2 周,并在第 7 天于小鼠背部外涂咪喹

莫特乳膏 42
 

mg,第 15 天完成血热型银屑病病证结

合模型造模,并使用该模型验证了凉血消斑汤能够

抑制动物模型急性期的皮肤损伤,改善血热症状,
降低体内甲状腺激素的代谢水平,治疗银屑病。

泰刚等[23] 采用给予复方热药(附子、干姜、肉
桂)水煎剂灌胃 10

 

mL / kg,0. 2
 

mL / d,连续给药 4 周

建立血热证豚鼠模型,模型建立成功后,豚鼠双耳

均涂抹 5%盐酸普萘洛尔乳剂每只耳 0. 1
 

mL,厚度

约 1. 0
 

mm(1
 

mL = 1
 

cm3),每只 10
 

mg,每日 2 次,连
续 3 周,建立血热证银屑病豚鼠模型;并使用该模型

验证了消银片对血热证银屑病豚鼠模型具有较好

的治疗作用,并对免疫系统具有一定的调整作用。
杨大伟等[24] 采用给予干姜、甘草煎煮液灌胃,

剂量为 10
 

mL / kg,每天 1 次,并在大鼠无毛区使用

5%盐酸普萘洛尔乳剂外涂,0. 3
 

g / cm2,厚度约为

1. 0
 

mm,每天 3 次。 另外将银屑病血热证大鼠置于

固定器中,垂直照射紫外灯光疗仪灯,每天 1 次,每
次 1

 

h,共 21 d 建立血热证银屑病模型。 作者采用

此模型明确了土槐丹四物汤加味通过降低大鼠血

清中 T3、T4、TNF-α、IL-17 的表达水平以改善血热证

型银屑病的症状[25] 。
血热型银屑病病证结合模型主要是通过中医

温阳药水煎剂灌胃联合常规银屑病造模的方法诱

导造模(见表 1)。 但血热模型的造模方法差异不

大,评价方法较少,检测手段单一,仍需进一步完善

评价标准,形成稳定、可靠地造模方法。

3. 2　 血瘀型银屑病及其病证结合模型

　 　 血瘀证银屑病常反复发作、难以治愈,相当于

西医静止期。 血瘀证其病期多较久,主要表现为皮

损暗红、浸润肥厚、皮损经久不退、鳞屑厚、皮疹呈

硬币状或大片融合,鳞屑附着较紧,颜色紫暗或暗

褐,瘙痒程度剧烈;关节活动不利、面色晦暗、唇色

紫青、肌肤甲错、小便黄赤、舌质紫暗生瘀点瘀斑,
脉弦细涩[26] 。

周萌等[27] 、Luo 等[28] 采用 5%盐酸普萘洛尔乳

剂均匀外涂豚鼠双耳背皮肤,同时给予半高脂高糖

饲料(基础饲料加蛋黄粉、胆固醇、猪油、蔗糖) 喂

养。 于第 2 周开始以 1
 

mL / kg 剂量尾静脉缓慢注射

0. 1
 

g / L 去甲肾上腺素注射液,每天 1 次,连续 3 周。
同时,将豚鼠放入冰水中每日游泳 5

 

min,共 20
 

d,并
在造模第 1 天和第 10 天以 2. 5

 

mL / kg 剂量尾静脉

注射 50
 

g / L 小牛血清白蛋白,由此成功建立了以血

液流变学为主要检测方法的血瘀证模型。 作者基

于此模型探讨了血府逐瘀汤及理血消银汤治疗银

屑病的作用机制[29] 。
樊丹采等[30] 建立血瘀模型分为气滞血瘀型和

寒凝气滞血瘀型。 气滞血瘀组采用固定法联合夹

尾法进行造模,每日将小鼠装入大小与小鼠体积相

似的固定器中束缚 6
 

h,并给予夹尾刺激 5
 

min,其余

时间活动和饮食正常,连续造模 14
 

d;寒凝气滞血瘀

型则在气滞血瘀的基础上将小鼠放入 4℃ ~ 6℃ 冰

水中每日游泳 30
 

min,同时将每日进食量减少至正

常小鼠的 1 / 3。
银屑病的血瘀证模型各家造模方法类似,多采

用静脉注射去甲肾上腺素、小牛血清白蛋白,喂养

高脂高糖饮食,冰水游泳等方式内外因素联合进行

造模(见表 1)。 血瘀型银屑病模型主要按照寒凝血

瘀及气滞血瘀的理论进行造模,证型表现明显、检
测内容多样,是一种稳定地造模方法。
3. 3　 脾虚型银屑病及其病证结合模型

　 　 脾虚湿蕴型银屑病多发于四肢,其典型皮损多

表现为斑块淡红,浸润肥厚,上覆较厚鳞屑,自觉瘙

痒,并伴有纳呆、乏力、四肢不温、便溏、舌淡胖有齿

痕、舌苔腻、脉细滑等脾虚症状。
郭菲等[31]采用 5%盐酸普萘洛尔乳剂均匀外涂

豚鼠耳背皮肤,每日 3 次,连续 2 周;同时自第 8 天

起灌服 10
 

mL / kg 大黄煎剂,每天 2 次,连续 7
 

d,进
行苦寒泻下药伤及脾胃的脾虚模型造模,建立脾虚

银屑病模型,并采用该模型验证了健脾解毒汤治疗

银屑病的潜在机制可能与抑制炎症反应及免疫调

节有关[32] 。
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表 1　 中医病证结合模型归纳
Table

 

1　 Summarization
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

combination
 

model
 

with
 

disease
 

and
 

syndrome

证型
Syndromes

干预措施
Intervention

 

measures

动物品种
Animal

 

breed

模型表现 Model
 

representation
单纯模型表现
Simple

 

model
 

representation

中医症候表现
Symptoms

 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine

模型评定指征
Evaluation

 

and
 

indication

参考文献
References

 

血热型
Blood-heat

 

syndrome

干姜、肉桂水煎剂灌
服+ 咪喹莫特乳膏
外涂

BALB / c
小鼠

逐渐出现皮损肥厚、红
斑、鳞屑

饮水量增加,进食量减少,体重
下降自主活动次数增加

血 清 中 T3、 T4、
TNF-α 含量升高

[22]

附子、干姜、肉桂水
煎剂灌服+盐酸普萘
洛尔乳剂外涂

豚鼠

皮肤潮红,表面结痂,
覆白色银屑, 表面粗
糙、 质 地 变 硬、 厚 度
增加

口渴喜饮,饮水量增加,进食量
减少

肛温升高全血黏度
LS、MS、HS 切值均
显著升高

[23]

干姜、甘草煎煮液灌
服+紫外灯光疗仪照
射+盐酸普萘洛尔乳
剂外涂

SD 大鼠
逐渐出现红斑、丘疹、
鳞屑

口渴喜饮,饮水量增多,进食量
减少,体质量减轻排便量减少,
质地干硬且颜色为亮黄色

肛温升高局部皮肤
温度 升 高 血 清 中
T3、 T4、 TNF-α、 IL-
17 水平升高

[24-25]

血瘀型
Blood

 

stasis
 

syndrome

去甲肾上腺素注射
液和小牛血清白蛋
白静脉注射+冰水游
泳+盐酸普萘洛尔乳
剂外涂+半高脂高糖
饲料

冰水游泳+进食量减
少+固定器固定+夹
尾刺激+盐酸普萘洛
尔乳剂外涂

固定器固定+夹尾刺
激+盐酸普萘洛尔乳
剂外涂

豚鼠

昆明小鼠

皮损红肿,鳞屑增多,
毛细血管扩张

逐渐出现红斑、丘疹、
鳞屑

舌质青紫瘀斑、舌下静脉曲张
眼球颜色变黯

体重减轻,蜷缩少动,皮毛无光
泽爪甲、皮肤色黯,甚则紫黯

全血低切黏度、 全
血高切黏度、 血浆
比黏度、血沉、压积
均明 显 升 高 血 浆
ET-1、VEGF 均增加

全血粘度升高

[27-28]

[30]

脾虚型
Spleen-

deficiency
 

syndrome

大黄煎剂灌胃+盐酸
普萘洛尔乳剂外涂

豚鼠
皮损浸润肥厚、基底潮
红、上覆银白色鳞屑

泄泻、纳呆、消瘦毛发枯乱,质
地稀软排便次数增加活动度
减少

[31]

大黄煎剂灌胃+己烯
雌酚腹腔注射

昆明小鼠
逐渐出现红斑、丘疹、
鳞屑

大、小便明显增多消瘦、少动、
四肢无力、毛发枯涩

血清褪黑激素、 可
溶性 E 选择素、血
浆内皮素 - 1 水平
降低

[33]

大黄煎剂灌服+限制
饮食,隔日禁食+咪
喹莫特乳膏外涂

BALB / c
小鼠

皮肤浸润肥厚、 上覆
鳞屑

拱背发抖、 精神萎靡、 呼吸急
促、毛发蓬松、泄泻

D-木糖吸收实验水
平降低

[35]

湿热型
Dampness-

heat
 

accumulation
 

syndrome

湿热环境+高脂高糖
饮食+白酒灌服+盐
酸 普 萘 洛 尔 乳 剂
外涂

豚鼠
皮肤红肿,肤温略高,
覆盖鳞屑,毛细血管轻
度扩张

体重减轻、纳呆、嗜睡懒动大便
时干时溏

肛温升高、血脂水
平升高等

[37]

　 　 郭姗姗等[33] 采用大黄伤及脾胃的方式建立脾

虚模型,取生大黄冷浸过夜,煮沸后煎煮 10
 

min,去
渣取汁,每日灌服生药 1

 

g / mL 大黄煎煮液每只 0. 6
 

mL,每天 1 次,连续 7
 

d。 同时,小鼠于造模第 5 天
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开始连续 3
 

d 进行已烯雌酚腹腔注射,每次 0. 2
 

mg,
每日 2 次,促使阴道上皮细胞处于增殖期状态,于第

8 天结束所有造模。 采用该模型发现健脾解毒汤具

有降低 ET-1 和 E-selectin 的作用[34] 。
翟春艳等[35] 采用大黄煎剂灌胃 0. 2

 

mL / 20
 

g,
每天 1 次,并限制饮食,每天 75

 

g / kg,隔日禁食的方

法进行脾虚造模,采用背部涂抹咪喹莫特乳膏的方

式进行银屑病脾虚证的造模,并使用此模型观察到

健脾养血解毒方通过调节 Treg / Th17 免疫平衡,改
善脾虚-银屑病复合模型小鼠银屑病样皮损。

脾虚模型大多采用苦寒泻下药大黄伤及脾胃

的方式进行造模,在此基础上进行银屑病的复合造

模,得到银屑病脾虚模型,模型的表观指征符合脾

虚证的特点(见表 1),但缺乏统一的检测指标,模型

的评价存在问题。
3. 4　 湿热型银屑病及其病证结合模型

　 　 湿热证在银屑病进行期较为多见,证见皮损潮

红,浸润糜烂,
 

鳞屑较少,好发于褶皱部位,伴胸闷

纳呆、口干不渴、下肢沉重、舌质红、苔白腻或黄腻、
脉滑数等[36] 。

王玉芝[37]通过给与高脂高糖饮食、白酒进行造

模,即采用 200
 

g / L 蜂蜜水为饮用水,并 10
 

g / kg 油

脂与 10
 

mL / kg 白酒隔日交替进行灌服共 2 周后,使
用 5%的盐酸普萘洛尔乳剂均匀外涂豚鼠双耳背皮

肤 3 周,并从开始涂药起隔日放入温度为 ( 32 ±
2)℃ 、相对湿度 95%的人工气候箱中,共 3 次,每次

3
 

h。 使用该模型,作者验证了预防性应用玉屏银屑

方可降低造模动物的 CD4+ / CD8+ 比值,调节 T 淋巴

细胞免疫水平,从而达到预防或减缓银屑病发生的

作用[38-40] 。

4　 银屑病病证结合模型总结与展望

　 　 目前,中医对于银屑病的研究逐步深入,病证

结合的模型构建显得更为重要。 银屑病中医病证

结合模型不仅要反应致病因素对疾病的影响,还要

将“病”和“证”连接起来,既要有疾病特征又要有中

医证候特征。 一个贴合临床的、稳定的中医病证结

合模型,对临床中医病证和中药干预的研究具有较

高的价值,既避免了单纯疾病模型的局限性,又丰

富了传统证候模型的内容,为动物实验的中医银屑

病研究提供了新思路和新方法。
银屑病的辨证方法有很多,现有的病证结合模

型大多按照相应证型的病因病机,应用灌服相应性

味的中药、模拟环境等方法模拟致病因素构建病证

结合模型,如恣食辛辣肥甘,导致脾胃失和,运化失

司,久而郁热化火导致血热,因此血热型银屑病模

型多采用灌服辛温大热的中药,如附子、干姜、肉

桂,进行血热证的造模;而血热日久,热盛生毒,热
毒壅盛煎熬阴血,日久则瘀血蕴结,经脉阻塞,导致

血瘀证,因此血瘀型模型也采用喂养半高脂高糖饲

料的方法进行造模;湿热证在气候潮湿、高温多雨

的地区更易发生,体内湿饮停聚,客邪再至,内外相

引,故病湿热,因此湿热型银屑病造模从控制温度

和相对湿度入手,模拟湿热环境建立模型。 中医证

型模型的建立不仅可以通过施加外界因素的方法

进行造模,还可以从内伤七情出发构建模型,如在

血瘀型银屑病模型的构建中,给与小鼠夹尾刺激,
并将其长时间固定在与小鼠体积相似的固定器中,
致使气机郁滞,血液运行无力,诱发血瘀。

病证结合动物模型能够一定程度的模拟疾病

的某一症状、反应致病因素对疾病的影响,对中医

药相关作用机制的基础研究提供了支持。 但银屑

病的动物模型多采用复合方法进行造模,多数模型

只是从银屑病的诱发因素下手,并不能反映临床患

者证候的特点,如皮损的颜色的深浅紫暗、鳞屑的

干燥肥厚、舌苔、脉象等,同时也没有相应的证候量

表评分,限制了证候的评价问题。 此外,多数病证

结合模型都采用灌服中药的方法进行中医证型的

造模,此类方法能够快速得到相应的体征表现,但
是与后续的中医基础研究是否存在相互作用、造模

成功停药以后是否还符合相应的证型表现也未可

知,如建立脾虚模型采用大黄水煎剂灌胃伤及脾胃

进行造模,但大黄中含有蒽醌类、黄酮类、鞣质类,
抗炎、抗肿瘤效果显著,是否与后续的研究方药产

生相互作用,干扰作用机制的探讨并不明确。 此

外,银屑病是遗传相关疾病,目前关于银屑病的易

感基因与中医证型的相关性研究较少,未来银屑病

病证结合模型的探索可以在这一方向进行探索。
总而言之,银屑病病证结合模型的研究还具有较大

的提升空间,从精准选取造模因素、完善模型评价

标准等角度出发,建立符合临床实际情况、稳定可

靠地病证结合模型,是中医药防治银屑病重要的研

究领域,也将为中医药的深度开发提供坚实的基础。
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胃食管反流病分子生物学的研究进展

董茗茗,柴秀坤,刘学臣,何　 云,李艾迪,蒋树林∗

(河北医科大学第二医院消化内科,石家庄　 050000)

　 　 【摘要】 　 胃食管反流病(gastroesophageal
 

reflux
 

disease,GERD)是消化内科的常见疾病,临床表现容易反复发

作,同时胃食管反流病被认为是食管腺癌(esophageal
 

adenocarcinoma,EAC)发生的危险因素。 家族研究显示 GERD
遗传率约为 30%,COL3A1、ABAT 基因与遗传风险显著相关;多种基因如 IL-1 基因簇、GNB3、GSTP1 与 GERD 发生风

险密切相关。 TP53 基因突变及 EGF、MMP、CCND1、CDX2、COX-2 的单核苷酸多态性会导致基因组不稳定,进而促

使部分个体向 Barrett 食管及食管腺癌发展。 本文就胃食管反流病发生及发展为食管腺癌过程中分子生物学的作

用作一综述。
【关键词】 　 胃食管反流病;Barrett 食管;食管腺癌;分子生物学;遗传风险位点;单核苷酸多态性
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　 　 【Abstract】 　
 

Gastroesophageal
 

reflux
 

disease
 

( GERD)
 

is
 

a
 

common
 

disease
 

in
 

gastroenterology,
 

and
 

clinical
 

manifestations
 

are
 

prone
 

to
 

recurrent
 

attacks.
 

It
 

is
 

considered
 

a
 

risk
 

factor
 

for
 

the
 

development
 

of
 

esophageal
 

adenocarcinoma( EAC).
 

Family
 

studies
 

have
 

shown
 

that
 

GERD
 

heritability
 

is
 

approximately
 

30%,
 

COL3A1
 

and
 

ABAT
 

genes
 

are
 

significantly
 

associated
 

with
 

genetic
 

risk.
 

Several
 

genes,
 

such
 

as
 

the
 

IL-1
 

gene
 

cluster,
 

GNB3
 

and
 

GSTP1,
 

are
 

strongly
 

associated
 

with
 

the
 

risk
 

of
 

GERD.
 

Mutations
 

in
 

TP53
 

and
 

single
 

nucleotide
 

polymorphisms
 

of
 

EGF,
 

MMP,
 

CCND1,
 

CDX2
 

and
 

COX-2
 

cause
 

genomic
 

instability
 

and
 

promote
 

the
 

development
 

of
 

Barrett’s
 

esophagus
 

and
 

EAC
 

in
 

some
 

individuals.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

role
 

of
 

molecular
 

biology
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

GERD
 

into
 

EAC.
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　 　 胃食管反流病( gastroesophageal
 

reflux
 

disease,
GERD)是胃内容物反流至食管、口腔等多器官导致

一系列临床表现和并发症的疾病[1] 。 依据胃镜表

现,可将 GERD 分为非糜烂性胃食管反流病( non-
erosive

 

gastroesophageal
 

refux
 

disease, NERD)、反流

性食管炎 ( reflux
 

esophagitis, RE ) 和 Barrett 食管

(Barrett’s
 

esophagus,BE)三种类型。 据流行病学统

计显示,以至少每周 1 次的反流和 / 或烧心为标准,
GERD 在东亚人群患病率为 2. 5% ~ 7. 8%,虽然低

于世界范围内患病率 13. 3%,但也有逐年上升的趋

势[2-3] 。 反复胃内容物反流引起食管粘膜的糜烂、
溃疡,若损伤因素长期存在还可能发生化生[4-5] 。



在 GERD 患者中大约有 10% ~ 15%的 BE 患者,并以

每年约 0. 12% ~ 0. 6% 的速度进展到食管腺癌

( esophageal
 

adenocarcinoma, EAC) [6-8] 。 EAC 的 5
年总生存率仅约为 10% ~ 15%,而在过去三十年里

EAC 的发病率稳步上升,在一些国家已经超过鳞状

细胞癌,成为食管恶性疾病中最常见的组织学类

型[9-10] 。 环境因素和导致基因组不稳定性的遗传倾

向共同调节正常鳞状上皮-糜烂上皮-肠上皮化生-
异型增生-腺癌的发生过程,既往国内外学者已经

对其中的分子转化和进展机制进行了大量研究。
本综述旨在描述 GERD 发生及发展为 EAC 过程中

主要的分子生物学作用。

1　 从鳞状上皮到肠上皮化生

1. 1　 遗传基因

　 　 COL3A1 基因位于染色体 2q32. 2,编码 III 型胶

原 α1 链(COL3A1),胶原单体组成原纤维后可以聚

集成纤维,为中空器官提供组织支撑结构。 在 2009
年,Asling 等[11]在 GERD 显性遗传家族基因检测中

发现 COL3A1 与 GERD 发生显著相关,且 COL3A1
在儿童和成人 GERD 中均为疾病相关基因,男性患

者食管活检组织中 III 型胶原蛋白含量更高(P =
0. 03)。 此次研究为 GERD 存在结缔组织薄弱成分

这一概念提供分子支持,同时体现出性别在 GERD
的遗传风险中存在差异。 在后续研究中对 36 个显

示 GERD 显性传播的家族进行全基因组基因分型

和连锁分析,又确定了 16 号染色体上的基因 4-氨

基丁酸氨基转移酶( aminobutyrate
 

aminotransferase,
ABAT)内含子中的一个单核苷酸在儿童中具有显著

的遗传相关性,并且在动物实验中,通过选择性

ABAT 抑制剂减少了约 57%暂时性食管下括约肌松

弛( TLESRs ), 胃内容物反流也减少 70% 左右。
Jirholt 等[12]进行的两项双胞胎研究表明,GERD 的

遗传率约为 30%。 COL3A1 和 ABAT 基因的发现不

仅对 GERD 的发生机制做出了贡献,还为遗传性危

险因素增添了新成员,但 ABAT 等位基因在瑞典成

人病例对照队列中并未发现是 GERD 遗传的危险

因素,应该在不同人种显性遗传的家族中进行更多

研究。
1. 2　 白细胞介素-1 基因簇与 GERD
　 　 白细胞介素-1( interleukin-1,IL-1)基因簇位于

2q12 染色体,由 IL-1A、IL-1B 和 IL-1RN
 

3 个相关基

因组成,分别编码促炎细胞因子 IL-1α 和 IL-1β 及

其内源性受体拮抗剂 IL-1Ra[13] 。 IL-1B 在启动子

-511 和-31 区域有两个双等位基因多态性,分别代

表 C / T 和 T / C 转换,研究表明,这两个区域的基因

几乎处于完全连锁不平衡状态,即基因并非完全随

机组成单体型,有些基因总是较多的在一起出现,
从而使某些单体型在群体中出现频率较高[14] 。 而

在 IL-1RN 的内含子中含有可变数量的串联重复多

态性(VNTR),串联重复指 DNA 短序列在特定的染

色体位点以头到尾的方式重复,每一个都是遗传等

位基因,共包括 5 种不同的等位基因,即 IL-1RN∗1
(4 次重复)、 IL-1RN∗2(2 次重复)、 IL-1RN∗3(5
次重复)、IL-1RN∗4(3 次重复)和 IL-1RN∗5(6 次

重复)。 有研究称 IL-1B-511∗T 等位基因或 IL-1B-
31∗C 等位基因的存在对 GERD 的发展具有保护作

用,不仅可能导致胃炎从而破坏壁细胞,还能诱导

胃体萎缩减少胃泌素刺激,导致胃酸分泌减少从而

降低 GERD 的严重程度[15] 。 IL-1RN∗2 的存在与

高 IL-1Ra 和低 IL-1β 释放有关,IL-1β 和 IL-1Ra 之

间的平衡是局部组织炎症程度的决定因素,已经证

明在胃炎、胃癌、肠化生等多个疾病中起重要作用。
Akçil 等[16] 对不同程度的食管炎患者进行基因分

析,发现在幽门螺杆菌感染的情况下与对照组相

比,RE 患者 IL-1B-511 ∗TT 基因型频率明显低于

NERD,但在 IL-1B-31 和 IL-1RN 方面没有差异。 同

样,Ghoshal 等[17]在一项对 144 名 GERD 患者和 368
名来自印度的健康对照的研究中也证明了 IL-1B-
511∗T / IL-1RN∗1 单倍型受试者患 GERD 的风险

降低。 但与前两项研究结果相反的是,台湾一项研

究表明 IL-1B-511∗T / T(P = 0. 034)、IL-1B-31∗C /
C(P= 0. 031)基因型和 IL-1B-511∗T(P = 0. 044)和

IL-1B-31∗C(P = 0. 040)等位基因与食管炎复发风

险增加相关。 为了明确 IL-1 单核苷酸多态性

(single
 

nucleotide
 

polymorphisms,SNPs)及基因的单

倍型在 GERD 发生发展中究竟是保护因素还是风

险基因,一项对白种人进行的前瞻性研究结果显示

单倍型 T( IL-1A-889)C( IL-1B-511)C( IL-1B-3953)L
( IL-1RN)、 C ( IL-1A-889) C ( IL-1B-511 ) C ( IL-1B-
3953)L( IL-1RN)与 GERD 和 RE 的发生风险增加相

关,而 T( IL-1A-889)C( IL-1B-511) T( IL-1B-3953) L
( IL-1RN)可减少粘膜化生发生率,降低 BE 的发生

风险[18] ,但在此研究中没有分析被研究人员幽门螺

杆菌感染情况,不能说明有无感染之间各种基因的

差异。 综上研究,在 GERD 患者中不同的单倍型可
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能参与从 GERD 到 RE 和 BE 的进展,评估 IL-1B、
IL-1RN 及单核苷酸多态性是有必要的,以此发现有

风险发展 BE 和 EAC 的患者。 但幽门螺旋杆菌的

感染、人种区别也可能会对最终结果产生影响,具
体作用机制暂不清楚,因此感染、GERD 发生发展及

基因型之间的关系还需在不同人种间做大样本的

深入研究。
1. 3　 蛋白酶激活受体-2
　 　 蛋白酶激活受体-2(protease-activated

 

Receptor-
2,PAR2)是一种 G-蛋白偶联受体,存在于多种细胞

中,如免疫细胞 MCs、上皮细胞和嗜酸性粒细胞,并
与细胞趋化、炎症、血管扩张等相关[14] 。 PAR2 在

食管上皮中表达,很容易与胃食管反流物(胃酸、胰
蛋白酶)相互作用,参与 GERD 的粘膜免疫发病机

制。 在动物模型中,上皮暴露于反流事件后 PAR2
表达上调,可能通过引起紧密连接蛋白的重新分布

而增加食管上皮的通透性,同时激活上皮细胞大量

分泌 IL-8 并引发促炎性粘膜免疫反应,导致上皮细

胞间空间增大和上皮屏障进一步破坏,引起 GERD
的发生、发展[19] 。 研究者认为 GERD 患者中上皮内

存在 T 细胞和 MCs 浸润,MCs 参与应激诱导的食管

粘膜功能障碍, 而 PAR2 是潜在的中 间 因 子。
Winkelsett 等[20] 、Keita 等[21]鉴定了人类食管上皮中

PAR2 的表达,并证明了 PAR2 介导的途径在 GERD
相关粘膜改变的发病机制中的功能重要性。 以上

研究证明了 GERD 发病机制中免疫介导粘膜炎症

的假说,也说明需要更多的研究来充分了解基因、
受体、传导通路的作用和具体的发病机制,帮助我

们识别高危患者、确定治疗目标以帮助更多患者。
1. 4　 谷胱甘肽-S-转移酶与 GERD
　 　 谷胱甘肽-S-转移酶( glutathione

 

s-transferase,
GST)是 II 期解毒酶,存在于许多物种和组织中,包
括人类胃肠道的上皮组织中,可以催化谷胱甘肽对

多种疏水亲电试剂的亲核攻击,产生毒性更小、水
溶性更强的化合物,在保护细胞免受氧化应激产物

的伤害方面及防止肿瘤发展中具有重要作用。 在

正常食管上皮组织中,GSTP1 是 GST 的主要亚型,
GSTP1 编码区内核苷酸+313 处的 A 转换为 G,104
密码子将从 ATC 变为 GTC,这将导致 GST 活性降

低[17] 。 GSTP1∗B 的等位基因频率在正常东方人群

中为 23%,在白种人中为 30%[22] 。 有研究发现,
GSTP1∗B 等位基因与 GERD 易感性及 BE 发生相

关,BE 患者中 GSTP1 ∗B 等位基因携带者相比

GERD 患者(OR
 

2. 10,95%
 

CI:0. 99 ~ 4. 44)和健康

对照组( OR
 

2. 56,95%CI:1. 30 ~ 5. 05)发现频率显

著增加。 国内一项研究发现变异 GSTP1 基因型 A /
B 在 RE 患者、NERD、健康对照组中出现频率分别

为 40%、25%和 22%,具有显著差异(P<0. 05);且在

GSTP1 基因型变异的受试者中,RE 发生风险增加

2. 42 倍(OR = 2. 42;95% CI:1. 22 ~ 4. 80) [23] 。 以上

研究结果提示我们 GSTP1 基因多态性可能是 RE 发

病机制的高易感性因素之一。
1. 5　 G 蛋白 β亚单位基因与 GERD
　 　 G 蛋 白 β 亚 单 位 基 因 ( guanine

 

nucleotide
 

binding
 

protein(Gprotein),beta
 

polypeptide
 

3,GNB3)
位于染色体 12p13。 G 蛋白在信号传导过程中起

“分了开关”作用,介导对酸、神经递质和调节食管

感觉功能的某些体液因子的反应,而在 G 蛋白亚单

位中,β 亚单位是 α 亚单位以及某些信号转导受体

和效应器的重要调节因子。 有研究表明食管症状

严重程度与反流负荷之间并无直接相关性,部分原

因可能是 GERD 患者对食管症状的感知存在差异,
而这一过程与基因决定感知信号转导相关。 2018
年的一项研究表明,在接受动态反流试验的患者和

无食管症状的对照组之间,GNB3 内 3 个单核苷酸

多态性的等位基因 Rs2301339(P = 0. 040)、Rs5443
(P= 0. 011)和 Rs5446(P = 0. 016)之间存在显著差

异,而且与显性纯合子相比,尽管食管酸暴露水平

和症状反流相关程度相似,但是隐性等位基因携带

者 Rs2301339∗A、Rs5443∗T、Rs5446∗T 的反流症

状更重、心理健康相关生活质量和贝克抑郁量表得

分更差[24] 。 在另一项病例对照研究( 363 名白人

GERD 患者和 373 名健康对照)结果中,GNB3825∗
TT 可预测 G 蛋白活化增强,从而增加细胞或生理反

应;GNB3825∗CC 使信号转导反应减弱。 最近有研

究发现希腊、日本人群中的炎症基因多态性 GNB3
与功能性消化不良中的上腹部疼痛综合征患者相

关。 因此表明 GNB3 基因的多态性可能介导食管粘

膜对酸性递质的反应,导致患者出现反酸、烧心、疼
痛等多样的临床表现,也为 GERD 患者对治疗的不

同敏感性提供理论依据。

2　 从肠上皮化生到腺癌

2. 1　 环氧合酶-2
　 　 环氧合酶-2( cyclooxygenase-2,COX-2) 基因位

于 1q25. 2-q25. 3,编码 COX-2 蛋白,在细胞因子、炎
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症介质、内毒素等诱导刺激下催化花生四烯酸转化

为前列腺素。 COX-2 可以促进细胞增殖、降低凋亡

率,还能刺激血管生成,因此在炎症和肿瘤发生中

发挥着重要作用[25-26] 。 在体外实验中,反流物可刺

激诱导食管上皮细胞过表达 COX2,COX2 的表达与

胃肠粘膜的化生、癌变相关,而应用 COX2 抑制剂后

降低了大鼠模型中 EAC 的发生风险。 基于体外实

验的结果,研究人员开展了一项病例对照研究,结
果发现 COX-2-8473∗C 等位基因的存在可能使个

体易患 EAC,但与 BE 或 GERD 的发生无关。 也有

研究表示 COX-2 启动子区域的两种多态性-765
 

C /
G、-1195A / G 与 EAC 发生相关,亚洲人群中-765∗
C 等位基因可能是 EAC 发生的危险因素。 COX-2
作为预测肿瘤进展的可能生物标志物及选择性抑

制 COX-2 作为 BE 的防治方法受到了广泛关注。 在

最近的随机多中心研究中,研究者发现应用大剂量

的埃索美拉唑和阿司匹林可以改善 BE 患者的

预后[27] 。
2. 2　 表皮生长因子

　 　 表皮生长因子(epidermal
 

growth
 

factor,EGF)基

因位 于 4q25, 表 皮 生 长 因 子 ( EGF ) 及 其 受 体

(epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor,EGFR)属于酪氨酸

激酶受体家族,结合后会发挥促进有丝分裂的作

用,在粘膜损伤的保护和修复中具有重要作用,基
因突变时会表达异常破坏上皮屏障的完整性,病理

水平与胃肠道肿瘤发生相关。 Cheung 等[28] 对 309
例 EAC 患者和 275 例健康对照者的 DNA 样本进行

EGF 基因分型,发现病例组中 EGF 变异(A / G 或 G /
G)较对照组有显著差异(P = 0. 02),且与 A / A 基因

型相比,G / G 突变与 GERD 患者发生 EAC 风险显著

增加相关(OR = 9. 7;95%CI:3. 8 ~ 25. 0;P<0. 001),
同时 G / G 基因型与 GERD 存在高度显著的交互作

用(P<0. 001)。 Lanuti 等[29] 也提出与对照组相比,
EGF-A61∗G / G 基因型会导致 EAC 发生风险增加

约 2 倍(OR = 1. 81;95%CI:1. 2 ~ 2. 7),且在伴有 BE
的 EAC 患者亚组中更高( OR = 2. 18;95% CI,1. 3 ~
3. 7)。 2012 年,Menke 等[30] 为确定 EGF 基因多态

性与 RE、BE、EAC 之间的关系,对荷兰白种人进行

了队列研究,结果表示与 A / G (P = 0. 008) 和 A / A
(P= 0. 002)组相比,G / G 基因型的 EGF 表达显著降

低。 EGF 表达降低与 RE ( OR = 2. 6;95% CI:1. 3 ~
5. 2)、BE(OR = 3. 0;95%CI:1. 5 ~ 6. 2)和 EAC(OR =
4. 1;95%CI:1. 8 ~ 9. 7)发生风险增加相关。 体外研

究发现,用酸性胆汁盐处理食管细胞可激活 EGFR

信号,而且在 22. 2% ~ 35%的 BE 和 46. 5% ~ 80%的

EAC 患者中发现 EGFR 蛋白表达增加[31-32] 。 因此

研究者认为 EGFR 信号的异常激活是由 EGFR 蛋白

及其配体 TGF-α 和 EGF 的过度产生引起,在食管炎

患者中 EGF 与 PG / COX-2 和 PPARγ 系统相互作

用,提出应用 EGFR 抑制剂和 PPARγ 激动剂可以用

来治疗进展为 BE 的慢性食管炎。
上述研究发现 EGF 的单核苷酸多态性也在食

管粘膜上皮化生到异型增生以及随后转化为腺癌

的进展中有一定作用,其中最主要的基因 G / G 突

变,基因突变后遗传性 EGF 表达降低导致的粘膜保

护减少可促进食管肿瘤的发展。 因此基因分型可

以用来识别 GERD 和 BE 中的高危患者,且 EGFR
的激活也与 BE 发生相关,阻断此信号传导途径可

以用于治疗 BE。
2. 3　 TP53 基因

　 　 TP53 是位于染色体 17p13 的抑癌基因,又称原

癌基因,TP53 基因编码的 p53 蛋白在调控细胞分

裂、增殖、凋亡及 DNA 修复中有非常重要的作用。
许多研究报告了 TP53 基因突变是迄今为止与癌症

亚型(尤其实体瘤) 关系最密切的基因[33] ,该突变

已被证明在绝大多数食管腺癌中发生, 并且是

Barrett 食管向腺癌进展的潜在生物标志物[34] 。 目

前研究认为 TP53 在体内存在两条途径,一种是早

期突变导致 TP53 失活,引起 p16 失活,最后激活

ERB-B2 原癌基因;另一种途径是 TP53 突变,随后

全基因组加倍,最终基因组不稳定和原癌基因被激

活[35] 。 TP53 基因突变在进展为高度异型增生及

EAC 的 BE 患者中数量显著增加,使 BE 高度发育异

常进展风险增加 13. 8 倍( 95% CI,3. 2 ~ 61. 0;P <
0. 001) [36-37] 。 研究表明,在酸性反流物刺激下,胃
食管反流病患者中由自由基诱导的脂质过氧化和

COX2 酶 产 生 的 反 应 性 异 葡 萄 糖 苷 ( reactive
 

isolevuglandins,isoLG)会与 p53 结合导致 p53 活性

被抑制[27] 。
2. 4　 基质金属蛋白酶

　 　 基质金属蛋白酶 ( matrix
 

metalloproteinases,
MMPs)属于锌依赖性内肽酶,在 1962 年首次确定

为胶 原 蛋 白 水 解 酶 之 一, 参 与 细 胞 外 基 质

(extracellular
 

matrix,ECM)的重塑
 

。 据报道基质金

属蛋白酶参与调节肿瘤进展过程中的关键事件,如
细胞存活和侵袭、转移发展和血管生成以及恶性转

化等[38] 。 在大约 MMP 的 30 种亚型中,小鼠 GERD
模型中 MMP3 和 MMP9 的水平上调,MMP1、MMP2、
MMP7 和 MMP9 的表达与 BE 和 EAC 相关。 由于发
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现 MMP 基因多态性与 EAC 风险增加相关,Cheung
等[39]对 309 名 EAC 患者和 279 名健康患者进行基

因分型检测,确定 MMP-1∗1G / 2G( OR = 3. 2,95%
CI;2. 0 ~ 5. 1,P

 

< 0. 001) 和、MMP-3 ∗ 6A / 5A ( OR
 

1. 8,95%CI:1. 1 ~ 2. 7,P
 

=
 

0. 01)在 GERD 患者中

与 EAC 风险增加独立相关,且与不同严重程度

GERD 患者风险不同,因此提出 MMP-1∗1G / 2G、
MMP-3∗6A / 5A 的基因多态性与 GERD 病史相关,
并且协同增加了 EAC 的发生。 另一项横断面研究

也提出,尽管 BE 患者组中没有上皮恶变,但与对照

组相比 BE 患者 MMP-9 和 MMP-3 表达增加。 研究

者通过动物实验提出通过抑制 TLR4 / NF-κB 信号通

路,食管粘膜组织中的炎症因子( MMP3、MMP9)水

平下调,食管粘膜组织损伤减轻。 无论是动物实验

还是病例对照研究,都证明了 MMP 基因多态性与

GERD、BE、EAC 相关,不同的研究对表达调控的机

制有一定帮助。

注:COL3A1、ABAT、IL-1 基因簇、COX-2、GNB3 等基因与反流性食管炎发生相关,同时 TP53 基因突变及 EGF、MMP、CCND1、CDX2、VEGF
参与 Barrett 食管向食管腺癌进展。

图 1　 GERD 发生发展中主要基因改变图示

Note.
 

COL3A1,
 

ABAT,
 

IL-1
 

gene
 

cluster,
 

COX-2,
 

GNB3
 

and
 

other
 

genes
 

are
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

reflux
 

esophagitis,
 

while
 

TP53
 

gene
 

mutation
 

and
 

EGF,
 

MMP,
 

CCND1,
 

CDX2,
 

VEGF
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

progression
 

of
 

Barrett’s
 

esophagus
 

to
 

esophageal
 

adenocarcinoma.

Figure
 

1　 Illustration
 

of
 

major
 

genetic
 

alterations
 

in
 

the
 

development
 

of
 

GERD

2. 5　 CCND1 基因与细胞周期蛋白 D1
　 　 细胞周期蛋白 D1 ( cyclin

 

D1) 由位于人类

11q13 染色体的 CCND1 基因编码,与细胞周期蛋白

依赖性激酶( cyclin-dependent
 

kinase,CDKs)结合形

成复合物后驱动细胞周期从 G1 期进展到 S 期增

殖。 CCND1 基因在外显子 4(G870A)中表现出单核

苷酸多态性,CCND1∗A / A 基因型的存在与 GERD、
BE 和 EAC 的风险增加相关。 研究人员发现与无症

状患者相比,A / A 基因型与 GERD、BE 和 EAC 的发

生风险增加 3 ~ 6 倍,而且 15 名(20%) GERD 患者、
14 名(11%)BE 患者和 14 名(25%) EAC 患者中细
胞周期蛋白 D1 的过度表达也存在显著差异(P =
0. 001)。 在另一项小型病例对照研究中,进展为食
管腺癌的 BE 患者中 67%的食管活检组织染色中发
现了细胞周期蛋白 D1,而在未进展的 BE 患者中比
例只有 29%。 因此具有 CCND1∗A / A 基因型的个
体对 GERD、相关疾病有易感风险,同时细胞周期蛋
白 D1 的过度表达可以用于鉴别有恶性肿瘤发生风
险的 BE 患者。 但在有关研究中并未发现基因型和
细胞周期蛋白 D1 过度表达之间存在相关性[40] ,也
有研究者提出细胞周期蛋白 D1 的表达似乎不能预
测 BE 患者的肿瘤进展,CCND1 基因型与细胞周期
蛋白 D1 的表达在 GERD 发生发展的作用仍然存在
争议。
2. 6　 尾侧相关同源盒转录因子 2
　 　 尾侧相关同源盒转录因子 2 ( caudal-related

 

homeobox
 

transcription
 

factor
 

2
 

,CDX2) 是一种特异
性转录因子,正常情况下仅在肠道表达,指导和维
持肠细胞的分化、促进肠道发育[41] 。 既往研究显示
胆汁酸处理后正常胃黏膜上皮细胞化生,CDX2、粘
蛋白 2(mucin

 

2,MUC2)表达增加[42] 。 在最近的一
项研究中,在用胆汁反流建立的大鼠模型和酸性培
养基 中 的 人 食 管 鳞 状 上 皮 细 胞 中, 检 测 发 现

 

Krüppel-like
 

factor
 

5(KLF5)、CDX2 及肠道标志物表
达均增加。 同时将 KLF5 表达载体转染食管上皮细
胞可促进其向柱状细胞的分化同时 CDX2 表达增
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加,基因敲除 KLF5 后可阻断 CDX2 等相关蛋白的

表达[43] 。 在另一项研究中,小鼠模型中的食管鳞状
上皮暴露于酸和胆汁酸时,炎症和组织损伤激活信

号通路,如 sonic
 

hedgehog、bmp4 和核因子 κB 表达,
并下调 Notch 信号,最终导致 Sox9(诱导柱状分化)
和 Foxa2、Cdx1 和 Cdx2(诱导肠道分化) 的表达增
加[44] 。 因此 CDX2 目前被认为是层状鳞状上皮化
生为柱状上皮的转录调节因子之一,但具体通路的
调节与多因子相关,且目前研究多为动物实验,尽
管这些结果提示我们新的生物标记物,但在临床广
泛推荐前仍需进行大规模前瞻性临床试验。

3　 其他与 GERD 发生、发展相关研究

　 　 2020 年 Westra 等[45] 的研究结果发现,F 单倍
体在 EAC、BE 和 GERD 患者中的表达比例分别为

34%、27%、23%,提出 F 单倍体组是 EAC 的危险因
素( OR1. 5; 95% CI: 1. 03 ~ 2. 19, P = 0. 03)。 Lam
等[46]也证明 FOXF1

 

rs9936833∗C、MHC
 

rs9257809
∗ A、 IGF1rs6214、 GHrs6898743、 BARX1 及
ADAMTS17 有可能和 GERD 发生有关。 同时基于对
两个多代 BE 和 / 或 EAC 家族的测序,Verbeek 等[47]

也已经确定了两个可能致病的基因变体 VSIG10L 和
MSX1。 然而,以上研究中发现的相关基因只是初步
的观察结果,还需进一步在人群中进行大量研究加

以验证。

4　 小结与展望

　 　 GERD 是一种与多个炎症和代谢生物标志物
循环水平相关的疾病,症状反复发生降低了患者
的生活质量,随着基因组学的快速发展,目前已经

发现 COL3A1、ABAT、 IL-1 基因簇、 PAR2、COX-2、
GNB3 等基因与 GERD 发生风险相关,同时 TP53
基因突变及 EGF、MMP、CCND1、cyclin

 

D1、CDX2、
VEGF 的单核苷酸多态性促使部分个体向 BE 及
EAC 进展(如图 1) 。 这些研究进展丰富了疾病在
生物学方面的理解,为疾病的预防及诊疗提供了

新思路。 但是部分信号通路主要是在体外实验中
研究,未来的研究应该从健康患者向疾病状态的
转化去深入了解,同时在不同人群中重复,希望建

立生物标记物为早期发现、临床干预及靶向治疗
提供可靠依据。
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