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FAM83A-AS1 调控 FAM83A 表达对乳腺癌
细胞增殖、侵袭与迁移的影响
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滕州　 277500;2.贵州医科大学学报编辑部,贵州
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨长链非编码 RNA 序列相似家族 83 成员 A-反义核糖核酸 1( lncRNA
 

FAM83A-AS1)在乳

腺癌(breast
 

cancer,
 

BC)中的作用及潜在机制。 方法　 免疫组织化学(IHC)染色检测 BC 组织中 FAM83A 的表达;
实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测 BC 组织 / 细胞中 lncRNA

 

FAM83A-AS1、FAM83A
 

mRNA 表达水平;Pearson 法分

析 BC 组织中 lncRNA
 

FAM83A-AS1、FAM83A
 

mRNA 表达水平的相关性。 细胞转染建立基因过表达和沉默 MDA-
MB-231 细胞模型,qRT-PCR 检测 MDA-MB-231 细胞中 lncRNA

 

FAM83A-AS1、FAM83A
 

mRNA 表达水平;CCK-8 法

检测 MDA-MB-231 细胞增殖活力;Transwell 实验检测 MDA-MB-231 细胞迁移、侵袭能力;Western
 

blot 检测 MDA-
MB-231 细胞中 FAM83A、ERK1 / 2 及其磷酸化蛋白、Ki-67、E-钙粘蛋白(E-cadherin)、基质金属蛋白酶 9( MMP-9)蛋

白表达;核质分离实验检测 lncRNA
 

FAM83A-AS1 的亚细胞分布,lncRNA
 

FAM83A-AS1 与 FAM83A 之间的相互作用

通过 RNA
 

pull-down、RNA 免疫沉淀(RIP)和 qRT-PCR 测定进行验证;裸鼠成瘤实验检测 lncRNA
 

FAM83A-AS1 沉

默对 MDA-MB-231 细胞体内生长的影响;IHC 染色检测肿瘤内 Ki-67、FAM83A 的表达。 结果　 在 BC 组织和细胞

中 lncRNA
 

FAM83A-AS1 和 FAM83A
 

mRNA 的表达显著上调(P< 0. 05);Pearson 分析显示,BC 组织中 LncRNA
 

FAM83A-AS1 与 FAM83A
 

mRNA 表达水平呈正相关( r = 0. 885,P<0. 05)。 LncRNA
 

FAM83A-AS1 沉默降低 MDA-
MB-231 细胞增殖活力,抑制 MDA-MB-231 细胞的迁移与侵袭,促进 E-cadherin 表达,抑制 FAM38A、Ki-67、MMP-9
表达和 ERK1 / 2 活化,并抑制裸鼠体内移植瘤的生长 (P < 0. 05);上调 FAM83A 的表达,可明显减弱 LncRNA

 

FAM83A-AS1 的沉默对 MDA-MB-231 细胞增殖、迁移与侵袭的抑制作用(P<0. 05)。 LncRNA
 

FAM83A-AS1 在细胞

核与细胞质中均有分布,能够通过 RNA 结合蛋白 FBL 与 FAM83A 结合以增加 FAM83A 的表达。 结论 　 LncRNA
 

FAM83A-AS1 可以通过上调 FAM83A 来促进 MDA-MB-231 细胞的增殖、迁移与侵袭。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

and
 

potential
 

mechanism
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

sequence
 

similarity
 

family
 

83
 

member
 

A-antisense
 

ribonucleic
 

acid
 

1
 

( lncRNA
 

FAM83A-AS1)
 

in
 

breast
 

cancer
 

( BC).
 

Methods
 

The
 

expression
 

of
 

FAM83A
 

in
 

BC
 

tissue
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry,
 

and
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FAM83A
 

mRNA
 

in
 

BC
 

tissues / cells
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

( qRT-PCR).
 

Pearson
 

method
  

was
 

employed
 

to
 

test
 

the
 

correlation
 

between
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FAM83A
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

BC
 

tissues.
 

Cell
 

transfection
 

silencing
 

of
 

MDA-MB-231
 

was
 

used
 

to
 

study
 

gene
 

overexpression.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-
AS1

 

and
 

FAM83A
 

mRNA
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.
 

MDA-MB-231
 

cell
 

proliferation
 

activity
 

was
 

detected
 

via
 

the
 

CCK-8
 

method.
 

MDA-MB-231
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

abilities
 

were
 

detected
 

by
 

Transwell
 

experiment.
 

The
 

protein
 

expression
 

of
 

FAM83A,
 

ERK1 / 2
 

and
 

its
 

phosphorylated
 

protein
 

Ki-67,
 

E-cadherin
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase
 

9
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

subcellular
 

distribution
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-
AS1

 

was
 

detected
 

by
 

nucleocytoplasmic
 

separation
 

experiments,
 

and
 

the
 

interaction
 

between
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FAM83A
 

was
 

verified
 

by
 

RNA
 

pull-down,
 

RNA
 

immunoprecipitation
 

(RIP)
 

and
 

qRT-PCR
 

assays.
 

Nude
 

mice
 

were
 

used
 

in
 

a
 

tumorigenesis
 

experiment
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

silencing
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells
 

in
 

vivo.
 

We
 

employed
 

immunohistochemistry
 

staining
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Ki-67
 

and
 

FAM83A
 

in
 

tumors.
 

Results　 The
 

expression
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FAM83A
 

mRNA
 

in
 

BC
 

tissues
 

and
 

cells
 

was
 

significantly
 

up-regulated
 

(P <
0. 05).

 

Pearson
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FAM83A
 

mRNA
 

in
 

BC
 

tissues
 

were
 

positively
 

correlated
 

( r= 0. 885,
 

P<0. 05).
 

LncRNA
 

FAM83A-AS1
 

silencing
 

reduced
 

the
 

proliferation
 

of
 

MDA-MB-
231

 

cells;
 

inhibited
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells;
 

promoted
 

E-cadherin
 

expression;
 

inhibited
 

FAM38A,
 

Ki-67
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase
 

9
 

expression
 

and
 

ERK1 / 2
 

activation;
 

and
 

inhibited
 

the
 

growth
 

of
 

transplanted
 

tumors
 

in
 

nude
 

mice
 

(P<0. 05).
 

Up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

FAM83A
 

significantly
 

reduced
 

the
 

inhibitory
 

effects
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1-silencing
 

on
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

by
 

MDA-MB-231
 

cells
 

(P< 0. 05).
 

LncRNA
 

FAM83A-AS1
 

is
 

present
 

in
 

both
 

the
 

nucleus
 

and
 

cytoplasm
 

and
 

can
 

bind
 

to
 

FAM83A
 

through
 

the
 

RNA-binding
 

protein
 

FBL
 

to
 

increase
 

the
 

expression
 

of
 

FAM83A.
 

Conclusions 　 LncRNA
 

FAM83A-AS1
 

can
 

promote
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

by
 

MDA-MB-231
 

cells
 

by
 

up-regulating
 

FAM83A
 

expression.
【Keywords】　 breast

 

cancer;
 

lncRNA
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proliferation;
 

migration;
 

invasion;
 

FAM83A

　 　 乳腺癌(breast
 

cancer,
 

BC)是全球女性中常见

的恶性肿瘤之一,尽管在诊断和联合治疗方面取得

了进步,但 BC 患者的预后仍不令人满意[1-2] 。 据报

道,序列相似性家族 83 成员 A( sequence
 

similarity
 

family
 

83
 

member
 

A,
 

FAM83A),一种在 BC 中上调

的蛋白质,其过表达可导致细胞侵袭性增加[3-4] 。
因此,靶向 FAM83A 可能对 BC 患者有益。

长 链 非 编 码 RNA ( long
 

non-coding
 

RNA,
 

lncRNA)是一类长度超过 200
 

nt 且没有蛋白质编码

功能的转录物。 大量研究证实,lncRNAs 参与多种

生物学过程的调控,　 其表达失调会导致多种恶性

肿瘤的发生,包括 BC、肺癌[5] 和食管癌[6] 。 位于

8q24 的 lncRNA 序列相似家族 83 成员 A-反义核糖

核酸 1(lncRNA
 

sequence
 

similarity
 

family
 

83
 

member
 

A-antisense
 

ribonucleic
 

acid
 

1,
 

lncRNA
 

FAM83A-
AS1)是一种天然的反义转录 RNA。 已有的研究表

明,在肺癌[7-8] 、肝细胞癌[9] 中, lncRNA
 

FAM83A-
AS1 可增加 FAM83A 的表达并促进癌变,但是尚未

有研究报道其在 BC 中的作用。 因此,有必要进一

步研究 lncRNA
 

FAM83A-AS1 在 BC 中的生物学功

能和潜在机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 临床组织

　 　 于 2018 年 1 月~2020 年 1 月从医院收集 48 例

接受乳房切除术的 BC 患者的癌组织标本( BC 组

织)和邻近正常组织标本(非肿瘤组织)。 所有组织

标本均经病理证实,术前未接受放疗或化疗。 切除

后,将组织液氮冷冻,并立即保存于-80℃ 用于后续

的 RNA 提取。 所有患者均签署知情同意书。 研究

方案经医院伦理委员会批准(2017018)。
1. 1. 2　 细胞

　 　 三种 BC 细胞系 MCF7( CL-0149)、SKBR3( CL-
0211)、MDA-MB-231( CL-0150) 和人正常乳腺上皮

细胞系 MCF-10A(CP-H017)以及 McCoy’ s
 

5A 培养

基(SKBR3 细胞专用培养基,CM-0211)均购自武汉

普诺赛生命科技有限公司。
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1. 1. 3　 实验动物

　 　
 

SPF 级 BALB / c 雌性裸鼠(n = 10,4 周龄,体重

16 ~ 20
 

g)购自北京维通利华实验动物技术有限公

司[SCXK(京) 2021-0011]。 所有裸鼠都饲养在贵

州医科大学 ( 毒性检测中心) [ SYXK ( 黔) 2021 -
0007]专用的 SPF 设施中,温度(22±1)℃ ;湿度(50
±10)%;光 / 暗循环,12

 

h ∶12
 

h,配备标准实验室食

物和水。 动物实验研究经贵州医科大学伦理委员

会批准( IACUC20210215003)。 本研究符合实验动

物的 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 胎牛血清(批号:164210-500) 、DMEM 培养基

(批号:BH-S3208) 、RPMI-1640 培养基(批号:CD-
100043GM) (美国 Gbico 公司) ;Lipofectamine

 

3000
转染试剂(批号:L3037) ( Sigma-Aldrich) ;FAM83A
过表达载体质粒( pcDNA3. 1-FAM83A) 及其阴性

对照空载体质粒 ( pcDNA3. 1-NC) 、用于 lncRNA
 

FAM83A-AS1 敲低的 siRNA ( si-FAM83A-AS1 ) 及

其阴性对照( si-NC) 以及 qRT-PCR 所用引物均由

上 海 GenePharma 合 成; TRIzol 试 剂 ( 批 号:
RR420A ) 、 PrimeScript

 

RT 试 剂 盒 ( 批 号:
RR037A) 、 SYBR 􀅺

 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂盒 ( 批

号:RR390A) (日本 TaKaRa 公司) ;CCK-8 试剂盒

(批 号: C00038 ) 、 BCA 试 剂 盒 ( 批 号: P0010 ) 、
RIPA 裂解液(批号:P0013B) (碧云天生物科技公

司) ;Transwell 小室(批号:3413) (美国 Corning 公

司) ;人工重构基底膜胶( Matrigel,批号:356234)
(美国 BD 公司) ; PARIS 核质分离试剂盒 ( 美国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公 司, 批 号: AM1921 ) ;
Millipore

 

Magna
 

RIP TM RNA 结合蛋白免疫沉淀试剂

盒(批号:17-700) (美国 EMD
 

Millipore 公司) ;兔
源一抗 FAM83A(批号:bs-16014R) (北京 Bioss 公

司) ; E-cadherin ( 批 号: ab40772 ) 、 Ki-67 ( 批 号:
ab16667 ) 、 基 质 金 属 蛋 白 酶 9 ( matrix

 

metalloproteinase
 

9,
 

MMP-9) (批号:ab76003) 和山

羊抗兔 IgG(批号:ab205718) (英国 abcam 公司) ;
兔源一抗 p-ERK1 / 2(批号:#4377) 和 ERK1 / 2(批

号:#4695) (美国 Cell
 

Signaling
 

Technology 公司) 。
多功能酶标仪 ( 型号: iMark680,美国 Bio-Rad 公

司) ;流式细胞仪(型号:FACSCanto
 

II,美国 BD 公

司) ;实时荧光定量 PCR 仪 ( 型号: ABI
 

Prism 􀅺
7300,美国应用生物系统公司) ;倒置荧光显微镜

(型号:IX73,日本 Olympus 公司) 。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养

　 　 MCF7 和 MDA-MB-231 细胞在含有 10%胎牛血

清和 100
 

U / mL 青霉素 / 链霉素的 DMEM 培养基中,
SKBR3 细胞培养在 McCoy’ s

 

5A 培养基中, MCF-
10A 细胞培养在 RPMI-1640 培养基中,在 37℃ 、5%

 

CO2 培养箱中培养。 在达到 80% ~ 90%汇合时收集

细胞,每 48 ~ 72
 

h 更换 1 次培养基。
1. 3. 2　 免疫组织化学( immunochemistry,

 

IHC) 法

检测

　 　 将来自 BC 患者的组织标本用 4%多聚甲醛固

定,石蜡包埋,切成 3
 

μm 切片。 在二甲苯中脱蜡,
并用 100%、85%和 75%乙醇再水化。 置于抗原修复

溶液中,在 100℃ 下煮沸 15 min,随后与抗 FAM83A
(1 ∶ 800)在 4℃ 下过夜,然后与二抗在室温下孵育

2
 

h。 用 DAB 观察抗体染色。 技术人员根据染色强

度和染色阳性细胞比例对 IHC 结果进行评估和评

分。 阳性细胞比例定义如下:<5%,0 分;5% ~ 30%,
1 分;31% ~ 70%,2 分;>71%,3 分。 染色强度评分

如下:无染色,0 分;浅棕色染色,1 分;褐色染色,
2 分;深褐色染色,3 分。 染色结果通过阳性细胞比

例的分数乘以染色强度的分数来确定。 FAM83A 的

表达分为“阴性”(0 ~ 3 分)和“阳性”(4 ~ 9 分)。

表 1　 引物信息
Table

 

1　 Primer
 

information
基因名称
Gene

 

name
引物序列(5’ -3’)

Primer
 

sequence(5’ -3’)

lncRNA
 

FAM83A-AS1
F:CCCAGAGCACTTCCTTAGC

R:CAGGGCCGTCTGTGTTTACT

FAM83A
F:CTCGGACTGGAGATTTGTCC
R:GGAACTCCTCGTCAAACAGC

GAPDH
F:CTGGGCTACACTGAGCACC

R:AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG

1. 3. 3　 实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测

　 　 使用 TRIzol 试剂提取 BC 患者组织 / 细胞

(MCF7、SKBR3、MDA-MB-231 和人正常乳腺上皮细

胞系 MCF-10A) 中的总 RNA。 使用 PrimeScript
 

RT
试剂盒合成 cDNA。 然后将所得 cDNA 为模板进行

qRT-PCR 扩增。 循环条件:94℃ 预变性 2 min,94℃
变性 20

 

s、55℃退火 30
 

s、72℃延伸 40
 

s,40 个循环。
使用 2-ΔΔCt 方法进行定量,GAPDH 用作内部对照。
所用引物序列见表 1。
1. 3. 4　 细胞转染与分组

　 　 取对数生长期的 MDA-MB-231 细胞,以每孔 3×
105 个的密度接种于 6 孔板中,培养 24

 

h 待细胞融
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合到 80%时,于每个细胞孔加入带有 FITC 荧光标

记的转染试剂进行转染。 实验分为:对照组(control
组,不进行任何转染)、si-NC 组(转染 si-FAM83A-
AS1 阴性对照)、 FAM83A-AS1 沉默组 ( 转染 si-
FAM83A-AS1)、 FAM83A-AS1 沉默 + pcDNA3. 1-NC
组( si-FAM83A-AS1 和 pcDNA3. 1-FAM83A 阴性对

照空 载 体 质 粒 共 转 染 )、 FAM83A-AS1 沉 默 +
FAM83A 过表达组( si-FAM83A-AS1 和 pcDNA3. 1-
FAM83A 载 体 质 粒 共 转 染 )。 转 染 按 照

Lipofectamine
 

3000 试剂说明进行。 转染后在 37℃ 、
5%

 

CO2 培养箱中继续培养。 转染 48
 

h 后,于荧光

显微镜下观察并计算转染效率(视野内荧光细胞数

量与细胞总数的比值),并提取 RNA,通过 qRT-PCR
检测各组细胞中 lncRNA

 

FAM83A-AS1 和 FAM83A
 

mRNA 的表达水平, 验证转染效果。 检测方法

同 1. 3. 3。
1. 3. 5　 细胞增殖实验

　 　 将 MDA-MB-231 细胞以每孔 1 × 104 个细胞的

密度接种在 96 孔板中,然后按照 1. 3. 4 项下进行分

组和转染,分别于转染 0、24、48、72
 

h 时,每孔加入

CCK-8 试剂 10 μL,37℃孵育 1
 

h。 在 450
 

nm 波长处

检测(A)值(A450 值)。
1. 3. 6　 细胞迁移和侵袭实验

　 　 Transwell 迁移实验:在转染后 24
 

h 收获 MDA-
MB-231 细胞,并用不含血清的培养基将细胞重悬,
然后将 200 μL 细胞悬液(1×103 个细胞)加入上室,
同时将 600 μL 含有 10%胎牛血清的培养基加入下

室,37℃ 、5%
 

CO2 培养箱中孵育 24
 

h 后,将细胞用

4%多聚甲醛固定并用 0. 1%结晶紫染色,用棉签去

除仍在上室中的细胞,在倒置荧光显微镜下对迁移

的细胞进行拍照和计数。 侵袭实验同上,不同之处

在于上室膜包被 Matrigel,细胞接种于上室中培养

48
 

h。
1. 3. 7　 Western

 

blot 检测

　 　 使用含磷酸酶和蛋白酶抑制剂的 RIPA 缓冲液

裂解 MDA-MB-231 细胞获取总蛋白质。 使用二辛

可宁酸( bicinchoninic
 

acid,
 

BCA) 试剂盒检测蛋白

质浓度后,使用 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离等量蛋白质(30
 

μg),然后转移到聚

偏二氟乙烯膜上。 使用 5%脱脂牛奶封闭,并与一

抗 ( FAM83A、 p-ERK1 / 2、 ERK1 / 2、 E-cadherin、
Ki-67、MMP-9,1 ∶ 1000;GAPDH,1 ∶ 2000)在 4℃ 下

孵育过夜。 洗涤后,将膜与辣根过氧化物酶偶联的

二抗(1 ∶ 4000)在室温下一起孵育 1
 

h。 使用 ECL
化学发光试剂使蛋白质表达可视化。 通过 Image-
Pro

 

Plus
 

6. 0 软件测量各目的蛋白条带的灰度值,通
过与内参的灰度值比,得出目的蛋白的相对表达

水平。
1. 3. 8　 亚细胞分布分析

　 　 使用核和细胞质提取试剂盒将 MDA-MB-231
细胞的细胞质与细胞核部分分离。 使用 TRIzol 试

剂分离细胞质和核 RNA,然后进行 qRT-PCR,检查

细胞质和细胞核中的 lncRNA
 

FAM83A-AS1 含量。
U6 和 GAPDH 分别是细胞核和细胞质的内参。
1. 3. 9　 RNA

 

pull-down
　 　 体 外 分 别 从 载 体 pSPT19-FAM83A-AS1 和

pSPT19-FAM83A-AS1-mut 转 录 FAM83A-AS1 或

FAM83A-AS1-mut,并用生物素标记 RNA 混合物和

T7
 

RNA 聚合酶, 用 RNase-free
 

DNase
 

I 处理, 用

RNeasy
 

Mini
 

Kit 进行纯化。 将 1
 

mg 的 MDA-MB-
231 细胞全细胞裂解液与 3

 

μg 纯化的生物素化转

录产物在 25℃下孵育 1
 

h,然后用链霉亲和素琼脂

糖珠分离复合物。 在裂解缓冲液中洗涤珠子 6 次,
通过蛋白质印迹分析检测 RNA-蛋白质复合物。
1. 3. 10　 RNA 结合蛋白免疫沉淀 ( RNA

 

binding
 

protein
 

immunoprecipitation,
 

RIP)
　 　 按照 Millipore

 

Magna
 

RIP TM
 

RNA 结合蛋白免疫

沉淀试剂盒的说明处理 MDA-MB-231 细胞。 简而

言之,收集 MDA-MB-231 细胞并与 RIP 裂解缓冲液

一起孵育。 随后,将 1
 

μg
 

FBL 和 IgG 抗体与细胞裂

解物在 4℃下孵育过夜,蛋白 A / G 珠与细胞裂解物

一起孵育以捕获 RNA 蛋白抗体。 然后用 TRIzol 试
剂提 取 RNA 并 使 用 qRT-PCR 分 析 lncRNA

 

FAM83A-AS1、FAM83A 水平。
1. 3. 11　 裸鼠异种移植模型

　 　 将裸鼠随机分为 2 组: si-NC 组、 si-FAM83A-
AS1 组(n = 5)。 用慢病毒载体系统构建稳定沉默

FAM83A-AS1 的 MDA-MB-231 细胞,将 5×106 个转

染后的 MDA-MB-231 细胞注射到裸鼠左侧第二个

乳房下的脂肪垫中。 然后,从注射后第 2 周开始,每
周用卡尺监测肿瘤生长,计算肿瘤体积:肿瘤体积

(mm3)= 1 / 2×(长径) ×(短径) 2。 在注射后 5 周处

死裸鼠并解剖,称重肿瘤块,然后固定在福尔马林

中进行 IHC 染色。
1. 3. 12　 IHC 染色检测肿瘤内 Ki-67、FAM83A 表达

　 　 将来自裸鼠体内模型的肿瘤用 4%多聚甲醛固
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定,石蜡包埋,切成 3
 

μm 切片。 将切片与抗 Ki-67
(1 ∶ 100)、FAM83A(1:50)抗体在 4℃ 下孵育过夜,
然后与二抗孵育 2

 

h。 随后,DAB 显色,观察组织中

Ki-67、FAM83A 的阳性表达(棕黄色),并拍照。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用统计软件 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 进行数据分

析,应用 Kolmogorov-Smirnov 检验和配对样本 t 检验

来比较 BC 组织样本和邻近正常组织中 lncRNA
 

FAM83A-AS1 与 FAM83A
 

mRNA 的 表 达 差 异。
Pearson 法分析 BC 组织中 lncRNA

 

FAM83A-AS1 与

FAM83A
 

mRNA 表达水平的相关性。 使用单因素方

差分析和独立样本 t 检验评估体外和体内实验数据

的统计显著性。 结果以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。
P<0. 05 表示差异有统计学意义。

图 1　 FAM83A 在 BC 组织 / 非肿瘤组织中的表达

Figure
 

1　 Expression
 

of
 

FAM83A
 

in
 

BC
 

tissue / non-tumor
 

tissue

2　 结果

2. 1 　 LncRNA
 

FAM83A-AS1 和 FAM83A 在 BC
组织和细胞中高表达

　 　 图 1 和表 2 结果显示,FAM83A 在 BC 组织中的

阳性表达明显高于非肿瘤组织。 qRT-PCR 结果显

示,与非肿瘤组织相比, lncRNA
 

FAM83A-AS1 和

FAM83A
 

mRNA 在 BC 组织中的表达显著上调(P<
0. 05;表 3);与人正常乳腺上皮 MCF-10A 细胞相

比,3 种 BC 细胞系 MCF7、SKBR3、MDA-MB-231 中

均观察到 lncRNA
 

FAM83A-AS1 和 FAM83A
 

mRNA

的高表达 ( P < 0. 05), 其中 MDA-MB-231 细胞中

lncRNA
 

FAM83A-AS1 和 FAM83A
 

mRNA 的表达最

高(表 4),因此,选择 MDA-MB-231 细胞进行后续

实验。

表 2　 FAM83A 在 BC 组织 / 非肿瘤组织中的表达比较(n= 48)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

FAM83A
 

expression
 

in
 

BC
 

tissue / non-tumor
 

tissue

组织
Tissue

FAM83A 表达
FAM83A

 

expression
阴性表达
Negative

阳性表达
Positive

非肿瘤组织
 

Non-tumor
 

tissue 41(85. 42) 7(14. 58)

BC 组织
 

BC
 

tissue 13(27. 08) 35(72. 92)

χ2 30. 857
P 0. 000

表 3　 BC 组织 / 非肿瘤组织中 lncRNA
 

FAM83A-AS1 和
FAM83A

 

mRNA 的表达(n= 48)
Table

 

3　 Expression
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FAM83A
 

mRNA
 

in
 

BC
 

tissue / non-tumor
 

tissue

组织
Tissue

LncRNA
 

FAM83A-AS1
FAM83A

 

mRNA

非肿瘤组织
Non-tumor

 

tissue 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00

BC 组织
BC

 

tissue 1. 52±0. 18 1. 39±0. 16

t 17. 641 20. 237
P <0. 01 <0. 01
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注:B:si-NC 组;C:FAM83A-AS1 沉默组;D:FAM83A-AS1 沉默+pcDNA3. 1-NC 组;E:FAM83A-AS1 沉默+FAM83A 过表达组。

图 3　 各组 MDA-MB-231 细胞转染效率

Note.
 

B,
 

si-NC
 

group.
 

C,
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

group.
 

D,
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

+
 

pcDNA3. 1-NC
 

group.
 

E,
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

+
 

FAM83A
 

overexpression
 

group.

Figure
 

3　 Transfection
 

efficiency
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells
 

in
 

each
 

group

2. 2 　 BC 组 织 中 lncRNA
 

FAM83A-AS1 与

FAM83A
 

mRNA 表达水平的相关性

　 　 由图 2 显示可知,BC 组织中 lncRNA
 

FAM83A-
AS1 与 FAM83A

 

mRNA 的表达呈正相关( r = 0. 885,
P<0. 05)。
2. 3　 转染后各组 MDA-MB-231 细胞中 lncRNA

 

FAM83A-AS1 和 FAM83A 的表达

　 　 图 3 结果显示,转染 48
 

h 后,除对照组外,其余

各组的转染效率约为 70% ~ 80%;图 4 结果显示,与
对照组相比, FAM83A-AS1 沉默组细胞中 lncRNA

 

FAM83A-AS1、FAM83A 的 mRNA 和蛋白表达显著

降低 ( P < 0. 05 ); 与 FAM83A-AS1 沉默组相比,
FAM83A-AS1 沉 默 + FAM83A 过 表 达 组 细 胞 中

FAM83A 的 mRNA 和蛋白表达显著升高(P<0. 05)。
2. 4　 各组 MDA-MB-231 细胞增殖活力

　 　 根据图 5 结果显示,在 48、72
 

h 时,与对照组相

比,FAM83A-AS1 沉默组细胞增殖活力显著降低

(P<0. 05);与 FAM83A-AS1 沉默组相比,FAM83A-
AS1 沉默+FAM83A 过表达组细胞增殖活力显著升

高(P<0. 05)。
2. 5　 各组 MDA-MB-231 细胞迁移、侵袭能力

　 　 图 6 结果显示,与对照组相比,FAM83A-AS1 沉

默组迁移细胞数和侵袭细胞数显著减少(P<0. 05);
与 FAM83A-AS1 沉默组相比, FAM83A-AS1 沉默 +
FAM83A 过表达组迁移细胞数和侵袭细胞数显著增

加(P<0. 05)。
表 4　 MCF-10A 细胞和 BC 细胞系中 lncRNA

 

FAM83A-AS1 和
FAM83A

 

mRNA 的表达(n= 6)
Table

 

4　 Expression
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FAM83A
 

mRNA
 

in
 

MCF-10A
 

cells
 

and
 

BC
 

cell
 

lines
细胞
Cells

LncRNA
 

FAM83A-AS1
FAM83A

 

mRNA
MCF-10A 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00

MCF7 1. 67±0. 18# 1. 42±0. 16#

SKBR3 1. 54±0. 17# 1. 31±0. 15#

MDA-MB-231 1. 93±0. 20#&△ 1. 65±0. 17#&△

注:与 MCF-10A 细胞相比,
 #P<0. 05;与 MCF7 细胞相比,

 &P<0. 05;
与 SKBR3 细胞相比,

 △P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

MCF-10A
 

cell,
 #P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

MCF7
 

cell,
 &P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

SKBR3
 

cell,
 △P<0. 05.

图 2　 Pearson 法分析 lncRNA
 

FAM83A-AS1 与

FAM83A
 

mRNA 表达水平的相关性

Figure
 

2　 Pearson
 

method
 

analysis
 

of
 

the
 

correlation
 

between
 

LncRNA
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FAM83A
 

mRNA
 

expression
 

levels
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注:A:对照组;B:si-NC 组;C:FAM83A-AS1 沉默组;D:FAM83A-AS1 沉默+pcDNA3. 1-NC 组;E:FAM83A-AS1 沉默+FAM83A 过表达组。

与对照组相比,
 #P<0. 05;与 FAM83A-AS1 沉默组相比,

 ∗P<0. 05。

图 4　 各组 MDA-MB-231 细胞中 lncRNA
 

FAM83A-AS1、
FAM83A 的 mRNA 和蛋白表达(n= 6)

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

si-NC
 

group.
 

C,
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

group.
 

D,
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

+
 

pcDNA3. 1-NC
 

group.
 

E,
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

+
 

FAM83A
 

overexpression
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

4　 FAM83A
 

protein
 

expression
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells
 

in
 

each
 

group

注:与对照组相比,
 #P < 0. 05; 与 FAM83A-AS1 沉默组相比,

 ∗P<0. 05。

图 5　 各组 MDA-MB-231 细胞不同时间点增殖能力比较(n=6)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 #P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

MDA-MB-231
 

cells
 

at
 

different
 

time
 

points
 

in
 

each
 

group

2. 6　 各组 MDA-MB-231 细胞中 ERK1 / 2、Ki-67、
E-cadherin、MMP-9蛋白表达

　 　 图 7 结果显示,与对照组相比,FAM83A-AS1 沉
默组细胞中 Ki-67、MMP-9 蛋白表达和 p-ERK1 / 2 /
ERK1 / 2 比值显著降低,E-cadherin 蛋白表达显著升

高(P<0. 05);与 FAM83A-AS1 沉默组相比,FAM83A-
AS1 沉默+FAM83A 过表达组细胞中 Ki-67、MMP-9 蛋

白表达和 p-ERK1 / 2 / ERK1 / 2 比 值 显 著 升 高, E-
cadherin 蛋白表达显著降低(P<0. 05)。
2. 7　 lncRNA

 

FAM83A-AS1 与 FAM83A 相互作用

　 　 核 质 分 离 分 析 结 合 qRT-PCR 分 析 显 示,
lncRNA

 

FAM83A-AS1 与 FAM83A 在细胞核与细胞

质中均有分布, 其中 lncRNA
 

FAM83A-AS1 大约

40%位于细胞核中,而 60%位于细胞质中(图 8A)。
RNA

 

pull-down 分析的结果表明 FAM83A-AS1 可以

与 FBL 结合(图 8B)。 RIP 检测结果显示,FAM83A-
AS1 和 FAM83A 均可被抗 FBL 抗体富集(图 8C)。
2. 8　 沉默 lncRNA

 

FAM83A-AS1 对裸鼠移植瘤生

长的影响

　 　 图 9 结果显示,在第 4 和 5 周时,与 si-NC 组相
比,si-FAM83A-AS1 组裸鼠肿瘤体积和瘤重显著降

低(P < 0. 05);且免疫组织化学检测显示 Ki-67、
FAM83A 表达也明显降低。
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注:A:对照组;B:si-NC 组;C:FAM83A-AS1 沉默组;D:FAM83A-AS1 沉默+pcDNA3. 1-NC 组;E:FAM83A-AS1 沉默+FAM83A 过表达组。 与对

照组相比,
 #P<0. 05;与 FAM83A-AS1 沉默组相比,

 ∗P<0. 05。

图 6　 各组 MDA-MB-231 细胞迁移、侵袭情况比较(n= 6)
Note.

 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

si-NC
 

group.
 

C,
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

group.
 

D,
 

FAM83A-AS1
 

silent+pcDNA3. 1-NC
 

group.
 

E,
 

FAM83A-AS1
 

silent+

FAM83A
 

overexpression
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

6　 Comparison
 

of
 

MDA-MB-231
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

in
 

each
 

group

注:A:对照组;B:si-NC 组;C:FAM83A-AS1 沉默组;D:FAM83A-AS1 沉默+pcDNA3. 1-NC 组;E:FAM83A-AS1 沉默+FAM83A 过表达组。

与对照组相比,#P<0. 05;与 FAM83A-AS1 沉默组相比,∗P<0. 05。

图 7　 各组 MDA-MB-231 细胞中 ERK1 / 2、Ki-67、E-cadherin、MMP-9 蛋白表达(n= 6)
Note.

 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

si-NC
 

group.
 

C,
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

group.
 

D,
 

FAM83A-AS1
 

silent+pcDNA3. 1-NC
 

group.
 

E,
 

FAM83A-AS1
 

silent+FAM83A
 

overexpression
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

FAM83A-AS1
 

silent
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

7　 ERK1 / 2,
 

Ki-67,
 

E-cadherin,
 

MMP-9
 

protein
 

expression
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells
 

in
 

each
 

group
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注:A:进行核质分离实验以评估 lncRNA
 

FAM83A-AS1、FAM83A
 

mRNA 在 MDA-MB-231 细胞中的分布,GAPDH 用作细胞质标志物,U6 用作

核标志物;B:RNA
 

pull-down 和蛋白质印迹分析用于确定 FAM83A-AS1 和 FBL 之间的结合关系;C:RIP 实验和 qRT-PCR 检测免疫沉淀物中

lncRNA
 

FAM83A-AS1、FAM83A 表达水平。 与 lgG 组相比,
 ∗P<0. 05。

图 8　 lncRNA
 

FAM83A-AS1 通过与 FBL 结合增强 FAM83A 表达

Note.
 

A,
 

Nucleocytoplasmic
 

separation
 

assay
 

was
 

performed
 

to
 

evaluate
 

the
 

distribution
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

in
 

MDA-MB-231
 

cells,
 

GAPDH
 

was
 

used
 

as
 

cytoplasmic
 

marker.
 

U6
 

was
 

used
 

as
 

nuclear
 

marker.
 

B,
 

RNA
 

pull-down
 

and
 

Western
 

blot
 

analysis
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

binding
 

relationship
 

between
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FBL.
 

C,
 

RIP
 

experiment
 

and
 

qRT-PCR
 

detection
 

of
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

and
 

FAM83A
 

expression
 

levels
 

in
 

immunoprecipitates.
 

Compared
 

with
 

IgG
 

group,
  ∗P<0. 05.

Figure
 

8　 The
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

enhances
 

FAM83A
 

expression
 

by
 

binding
 

to
 

FBL

注:A:肿瘤大小;B:Ki-67、FAM83A 的 IHC 染色;C:肿瘤体积;D:肿瘤重量。 与 si-NC 组相比,
 ∗P<0. 05。

图 9　 沉默 lncRNA
 

FAM83A-AS1 对裸鼠移植瘤生长的影响(n= 5)
Note.

 

A,
 

Tumor
 

size.
 

B,
 

IHC
 

staining
 

of
 

Ki-67
 

and
 

FAM83A. C,
 

Tumor
 

volume.
 

D,
 

Tumor
 

weight.
 

Compared
 

with
 

the
 

si-NC
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

9　 Effect
 

of
 

silencing
 

lncRNA
 

FAM83A-AS1
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

in
 

nude
 

mice
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3　 讨论

　 　 尽管 BC 已成为世界上诊断最广泛的癌症之

一,但其治疗效果远不令人满意。 接受传统治疗

后,BC 患者常出现复发或远端转移[10] 。 因此,靶向

特定基因以改变癌症进展是 BC 治疗的重要手段。
lncRNA 已被报道可调节 BC 进展。 例 如,

lncRNA
 

ZFPM2-AS1 促进 BC 细胞增殖、迁移和侵

袭[11] ;lncRNA
 

HAND2-AS1 在 BC 进展中发挥抑制

作用[12] 。 在本研究中,笔者发现 lncRNA
 

FAM83A-
AS1,一种靶向 FAM83A 的天然反义转录物,在 BC
组织和细胞中被上调;而沉默 lncRNA

 

FAM83A-AS1
抑制了 BC 细胞的增殖、迁移、侵袭和肿瘤生长;表
明 lncRNA

 

FAM83A-AS1 在 BC 中发挥了致癌基因

的作用。 此外,lncRNA
 

FAM83A-AS1 在非小细胞肺

癌[8] 、肝细胞癌[9] 的进展中也充当癌基因作用,
lncRNA

 

FAM83A-AS1 过表达可促进癌细胞增殖和

转移,与本研究结果一致。 在本研究中, lncRNA
 

FAM83A-AS1 的致癌功能在 BC 中首次被探索。
笔者首先通过 IHC 检测了 FAM83A 在 BC 组织

和邻近正常组织中的表达,结果显示,FAM83A 在

BC 组织中的阳性表达明显高于癌旁非肿瘤组织;而
蛋白定位显示,其阳性表达在细胞核和细胞质中均

有染色, 此外, 亚细胞分离分析显示, FAM83A
 

mRNA 在细胞质与细胞核中均有分布,对比既往的

研究,其在其他组织癌细胞(如宫颈癌)的胞质和胞

核中也均有表达。 因此,笔者推测 FAM83A 在细胞

核和细胞质中的差异表达对癌症可能发挥相同或

不同的作用,在未来的研究中将对此展开分析。
研究显示,许多蛋白质编码 mRNA 具有天然的

反义转录物,这些非编码 RNA 占每个 mRNA 的大

部分长度,可以通过与其同源有义 mRNA 相互作用

形成双链 RNA 结构来调节有义转录物的稳定

性[7-8] 。 天然反义转录物 RNA 与癌症的发生发展

密切相关[13-14] ,例如: lncRNA
 

EPHA2-AS1 / 2 通过

调节 EPHA2
 

mRNA 水平,有助于三阴性乳腺癌细胞

的肿瘤发生[15] ; lncRNA
 

NKX2-1-AS1 上调癌基因

NKX2-1 并 促 进 肺 癌 细 胞 的 增 殖[16] 。 lncRNA
 

FAM83A-AS1 起源于 FAM83A 基因的基因间区域,
为 FAM83A 的天然反义转录物,与 FAM83A 在相同

的 DNA 位置转录,但方向相反[8] 。 天然反义转录物

与其同源有义 mRNA 之间有两种调节类型,即不一

致或一致[17] 。 为了探索 BC 中 lncRNA
 

FAM38A-

AS1 和 FAM38A 之间的关系,使用了 Pearson 相关

系数分析,结果显示 BC 组织中 lncRNA
 

FAM83A-AS
表达水平与 FAM83A

 

mRNA 水平呈正相关,这与肝

细胞 癌 和 肺 癌 中 的 研 究 结 果 相 似。 lncRNA
 

FAM83A-AS1 与 FAM83A 前体 mRNA 形成双链结

构,并通过增强 lncRNA
 

FAM83A-AS1 前体 mRNA
的稳定性来增加 FAM83A 的表达;相反, lncRNA

 

FAM83A-AS1 的下调降低了 FAM83A 表达[8] 。 本
研究采用小分子干扰技术 ( siRNA) 敲低 lncRNA

 

FAM83A-AS1 的表达后,FAM83A 的 mRNA 和蛋白

表达均降低,且在敲低 lncRNA
 

FAM83A-AS1 的基

础上过表达 FAM83A 后,lncRNA
 

FAM83A-AS1 沉默

对 BC 细胞增殖、迁移与侵袭的抑制作用被明显减

弱。 表 明 在 BC 中, lncRNA
 

FAM83A-AS1 正 调

控 FAM83A。
RNA 结合蛋白可以直接与 RNA 结合, 并在

mRNA 稳定、剪接、翻译和定位中发挥重要作用。 据

报道,lncRNA
 

FAM83A-AS1 可通过与 NOP58 结合

来增强 FAM83A
 

mRNA 的稳定性,促进肝细胞癌进

展[9] ;且 lncRNA
 

FAM83A-AS1 可通过 RNA 结合蛋
白 FBL 增强 FAM83A 的前体 mRNA 稳定性促进非

小细胞肺癌进展[8] 。 本研究结果显示,FBL 可以与
FAM83A-AS1 和 FAM83A 结合以增加 FAM83A 的

表达,与以往的研究结果一致。 提示,FAM83A-AS1
可能通过 FBL 与 FAM83A 前体 mRNA 结合以增强

其表达。
FAM38A 在真核细胞中广泛表达,其表达失调

会导致多种组织类型的癌症,例如肺[7-8] 、乳腺[3,18]

和胃[19]组织;并且已经将 FAM83A 鉴定为能够通过
ERK 通路和 PI3K / AKT / mTOR 途径增强癌细胞增

殖和侵袭性的候选癌基因[20] 。 有报道称,FAM38A
通过增加 ERK 的磷酸化来增强癌细胞的增殖和侵

袭性[7-8] 。 本研究结果显示,lncRNA
 

FAM83A-AS1
可显著增加 FAM38A 表达水平并诱导 ERK1 / 2 磷酸

化,从而促进 BC 细胞的增殖、迁移和侵袭。
综上所述,LncRNA

 

FAM83A-AS1 可以通过上

调 FAM83A 来促进 BC 细胞的增殖、迁移与侵袭。
LncRNA

 

FAM83A-AS1 可能作为一种新的致癌基因

参与 BC 的发生和进展,是一个有前景的预后和治

疗靶点。 然而,lncRNA
 

FAM83A-AS1 对 BC 进展的

分子调控机制是否涉及其他信号通路或基因,仍需

进一步的完善。
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肺转移灶源性 Lewis 肺癌在 C57BL / 6 小鼠体内
生长及转移特性的研究

张　 娜1,刘学芳2,冯妍妍3,郭凤悦3,冯素香2∗

(1.河南中医药大学医学院,郑州　 450046;2.河南中医药大学中医药科学院,郑州　 450046;
3.河南中医药大学药学院,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究肺转移灶源性 Lewis 肺癌在 C57BL / 6 小鼠体内成瘤及转移情况。 方法　 取发生肺转移

的 Lewis 肺癌荷瘤小鼠,解剖并分离肺转移灶制成细胞悬液,右前肢腋窝皮下接种于 C57BL / 6 小鼠体内,制备肺转

移灶源性 Lewis 肺癌小鼠模型,记为肺瘤组。 同时设皮下移植瘤传代小鼠,记为皮下组。 定期测量各组小鼠肿瘤直

径,计算肿瘤体积;绘制生存曲线;解剖观察肺和肝的病变;HE 染色检测肺和肝的病理变化;透射电镜观察肿瘤细

胞的超微结构。 结果　 肺瘤组小鼠肿瘤体积小于皮下移植瘤组(P>0. 05);观察期内肺瘤组小鼠存活率较皮下组

高;解剖可见肺瘤组肺转移率为 37. 5%,肝转移率为 25. 0%,皮下组肺转移率为 20. 0%,无肝转移;HE 染色显示肺

瘤组肺和肝转移灶体积大,染色深,外观近似圆形,与周围组织分界明显,皮下组肺转移灶体积小,无典型肝转移;
透射电镜下可见转移灶内肿瘤细胞出现典型的奇异型核和病理性核分裂象。 结论　 肺瘤源性小鼠较皮下移植瘤

小鼠肿瘤生长缓慢,在相同观察期内存活率更高,在小鼠体内表现出更强的的远处转移特性。
【关键词】 　 Lewis 肺癌;肺转移灶;皮下接种;形态学观察
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　 　 【 Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

study
 

the
 

tumorigenesis
 

and
 

metastasis
 

of
 

Lewis
 

lung
 

cancer
 

derived
 

from
 

lung
 

metastases
 

in
 

C57BL / 6
 

mice.
 

Methods　 Lewis
 

lung
 

cancer
 

tumor-bearing
 

mice
 

with
 

lung
 

metastasis
 

were
 

dissected,
 

and
 

lung
 

metastases
 

were
 

isolated
 

to
 

prepare
 

a
 

cell
 

suspension,
 

which
 

was
 

inoculated
 

subcutaneously
 

into
 

the
 

axilla
 

of
 

the
 

right
 

forelimbs
 

of
 

C57BL / 6
 

mice.
 

A
 

mouse
 

model
 

of
 

Lewis
 

lung
 

cancer
 

derived
 

from
 

lung
 

metastases
 

was
 

established
 

and
 

designated
 

as
 

the
 

lung
 

tumor
 

group.
 

Subcutaneously
 

transplanted
 

tumor
 

passaged
 

mice
 

were
 

used
 

as
 

the
 

subcutaneous
 

group.
 

The
 

tumor
 

diameter
 

of
 

mice
 

was
 

measured
 

periodically,
 

the
 

tumor
 

volume
 

was
 

calculated,
 

and
 

a
 

survival
 

curve
 

was
 



drawn.
 

Anatomical
 

observation
 

was
 

performed
 

on
 

lung
 

and
 

liver
 

lesions,
 

and
 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

lungs
 

and
 

liver.
 

The
 

ultrastructure
 

of
 

tumor
 

cells
 

was
 

observed
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy.
 

Results
 

The
 

tumor
 

volume
 

of
 

the
 

lung
 

tumor
 

group
 

was
 

less
 

than
 

that
 

of
 

the
 

subcutaneous
 

group(P>0. 05).
 

The
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

lung
 

tumor
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

subcutaneous
 

group
 

during
 

the
 

observation
 

period.
 

Anatomic
 

observation
 

showed
 

the
 

lung
 

and
 

liver
 

metastasis
 

rates
 

to
 

be
 

37. 5%
 

and
 

25%
 

in
 

the
 

lung
 

tumor
 

group
 

and
 

20%
 

and
 

no
 

liver
 

metostasis
 

in
 

the
 

subcutaneous
 

group,
 

respectively.
 

In
 

HE
 

staining,
 

lung
 

and
 

liver
 

metastases
 

in
 

the
 

lung
 

tumor
 

group
 

were
 

large,
 

darkly
 

stained,
 

approximately
 

round
 

in
 

appearance,
 

and
 

demarcation
 

from
 

surrounding
 

tissues
 

was
 

obvious.
 

Lung
 

metastases
 

in
 

subcutaneous
 

group
 

were
 

small,
 

and
 

no
 

typical
 

liver
 

metastases
 

were
 

seen.
 

Tumor
 

cells
 

in
 

the
 

metastases
 

showed
 

typical
 

bizarre
 

nuclei
 

and
 

pathological
 

mitosis
 

under
 

transmission
 

electron
 

microscopy.
 

Conclusions 　 Compared
 

with
 

subcutaneous
 

tumor
 

mice,
 

lung
 

tumor
 

mice
 

showed
 

slower
 

tumor
 

growth,
 

a
 

higher
 

survival
 

rate
 

within
 

the
 

same
 

observation
 

period,
 

and
 

stronger
 

distant
 

metastatic
 

properties.
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　 　 肺癌目前是中国发病率和死亡率最高的肿瘤

性疾病[1] ,随着中国人口老龄化加剧、污染环境暴

露、吸烟等众多癌症危险因素的累加,肺癌发病率

与死亡率呈现上升的趋势[2] ,针对早中期肺癌患

者,根治性手术切除是最佳治疗手段,但仍有约

30% ~ 55%的患者术后出现复发转移,而且发生在

对侧肺、淋巴结、肝等器官的远处转移比例高于同

侧胸壁、同侧胸膜或同侧肺等局部复发的比例[3] ,
因此研究肺癌远处转移具有重要意义。

Lewis 肺癌 C57BL / 6 小鼠模型是肺癌研究的常

用模型,以“小鼠 Lewis”和“肺癌”为主题词在中国

知网检索,可搜索出 2590 余条文献,以“ Lewis
 

lung
 

cancer” 为检索词在 Pubmed 网站检索,可搜索出

571 余条文献,该模型广泛应用于肿瘤学[4] 、免疫

学[5] 、药理学[6] 、中药学[7] 等领域。 Lewis 细胞最早

是从小鼠肺腺癌中分离得到的体外培养株,Lewis 细

胞皮下接种 C57BL / 6 小鼠体后仍具有高致瘤性[8] ,
随着生存周期的延长,也表现出肺转移性。 但关于

肺转移发生率,目前没有统一的标准,肺转移灶能

否再次皮下成瘤,也无明确的定论。 鉴于肺癌易发

生远处转移的特点,故建立具有高转移性的 Lewis
肺癌小鼠模型具有重要的研究价值,本研究采集肺

转移灶源性的 Lewis 肿瘤细胞皮下接种于 C57BL / 6
小鼠,观察皮下成瘤和肺转移情况,结合解剖学和

病理学方法对肺转移灶源性的 Lewis 肿瘤的远处转

移情况进行评估,以期为肺癌抗转移研究提供更加

理想的动物模型。

1　 材料和方法
 

1. 1　 实验材料
 

1. 1. 1　 实验动物
 

　 　 SPF 级 C57BL / 6 小鼠,雄性,5 周龄,体重 18 ~

19
 

g,30 只,购自河南省华兴实验动物养殖场[SCXK
(豫)2019-0002],饲养于河南中医药大学动物实验

中心[SYXK(豫)2020-0004]。 饲养环境温度(20±
2)℃ ,相对湿度约 40%,昼夜各半循环照明,饲料、
垫料、饮水均为无菌处理,动物实验方案符合 3R 原

则,获得河南中医药大学实验动物伦理委员会的批

准(DWLL202003222)。
1. 1. 2　 细胞　
　 　 小鼠 Lewis 肺癌细胞株( Lewis

 

lung
 

cancer
 

cell
 

line,LLC)购自中国科学院生命科学研究院细胞库,
细胞目录号:TCM

 

7。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 胎牛血清( 20120705) 购自中国四季青公司;
DMEM 培养液( AE29005267) 购自美国 Hyclone 公

司;0. 25%胰蛋白酶-EDTA 消化液(20200906)购自

中国 Solarbio 公司;4%多聚甲醛固定液(21342511)
购自 中 国 Biosharp 公 司; 2. 5% 戊 二 醛 固 定 液

(20210911)购自中国 Solarbio 公司;其余试剂均为

进口分装或国产分析纯。
游标卡尺购自中国美奈特公司;CO2 培养箱购

自美 国 Thermo 公 司; 微 量 移 液 器 购 自 德 国

Eppendorf 公司;超净工作台购自中国苏州苏洁公

司;分析天平购自瑞士 Mettler
 

toledo 公司;石蜡包埋

机、病理组织切片机、光学显微镜购自德国 Leica 公

司;透射电子显微镜购自日本电子公司。
1. 3　 实验方法

 

1. 3. 1　 首代荷瘤鼠 Lewis 皮下移植瘤模型制备　
 

　 　 取体对数生长期的 Lewis 细胞,用 PBS 调整细

胞浓度为每毫升 1×107 个,取 10 只 C57BL / 6 小鼠,
右前肢腋下沿右腋前线下斜行刺入皮下,每只注射

0. 1 mL 细胞悬液,制备首代 Lewis 皮下移植瘤荷

瘤鼠。
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1. 3. 2　 肺转移灶源性 Lewis 肺癌小鼠模型制备　
　 　 选取发生典型肺转移的荷瘤鼠,解剖分离双

肺,生理盐水清洗至无血污,解剖镜下使用手术刀

片精准分离肺转移灶,组织匀浆,生理盐水悬浮,400
目细胞网筛过滤,细胞计数,调整细胞浓度为每毫

升 1×107 个,右腋前线下斜行刺入小鼠皮下,每只注

射 0. 1 mL,共 8 只,制备肺转移灶源性 Lewis 肺癌小

鼠模型,简称为肺瘤组。
1. 3. 3　 皮下移植瘤 Lewis 肺癌小鼠模型制备　
　 　 选取皮下移植瘤直径在 1. 0 ~ 1. 4

 

cm 左右的首

代荷瘤鼠,解剖分离皮下移植瘤,生理盐水清洗至

无血污,称重、剪碎、匀浆,按 1 ∶ 3 的比例用生理盐

水悬浮,400 目细胞网筛过滤,调整细胞浓度为每毫

升 1×107 个,小鼠接种方法同 1. 3. 2,共 10 只,制备

皮下移植瘤 Lewis 肺癌小鼠模型,简称为皮下组。
1. 3. 4　 皮下移植瘤体积计算　
　 　 使用游标卡尺每周定期测量小鼠腋下肿瘤直

径,包括长径( L)和短径( W),根据公式:瘤体积 =
(L×W2 / 2),计算瘤体积。
1. 3. 5　 生存曲线的绘制　
　 　 记录各组小鼠发生死亡的时间点,观察周期至

接种后 35
 

d,绘制生存曲线。
1. 3. 6　 解剖学与病理学观察　
　 　 将自然死亡的小鼠解剖观察肺和肝的病变,将
生存期大于 35

 

d 的小鼠脱颈椎处死,快速分离双肺

和肝,生理盐水冲洗血污,观察并记录双肺和肝转

移灶的形成情况,后用 4%多聚甲醛中固定,经梯度

酒精脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片、HE 染色及

封片等常规步骤处理,显微镜下观察肺和肝的病理

学变化。 同时取 2 只正常小鼠,作为空白组。
1. 3. 7　 透射电镜标本处理及观察　
　 　 肺瘤组选取出现典型肺转移的小鼠,快速分离

双肺,生理盐水冲洗血污,解剖镜下使用手术刀片

精准分离肺转移灶,修成体积约为 1
 

mm×1
 

mm×1
 

mm 的组织块,快速置于 2. 5%戊二醛固定液中,固
定时间 4

 

h 以上,经 1%锇酸后固定,梯度乙醇脱水,
渗透、环氧树脂 812 包埋等步骤处理后,进行超薄切

片,使用饱和醋酸双氧铀和柠檬酸铅染色后,透射

电镜观察拍照。
1. 4　 统计学方法　
　 　 数据采用 SPSS

 

20. 0 软件和 GraphPad
 

Prism
 

5
软件统计处理,计量数据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表

示,两组间数值比较采用独立样本 t 检验,P< 0. 05

差异具有统计学意义。

图 1　 小鼠肿瘤生长曲线图

Figure
 

1　 Tumor
 

growth
 

curve
 

in
 

mice

图 2　 小鼠生存曲线图

Figure
 

2　 Survival
 

curve
 

in
 

mice

2　 结果
 

2. 1　 肿瘤体积比较
 

　 　 肺瘤组和皮下组小鼠在接种后 7
 

d,接种部位均

可触及体积较小的肿瘤包块,成瘤率 100%,接种后

14~ 21
 

d,两组皮下肿瘤生长迅速;28
 

d 时肺瘤组肿

瘤体积(4. 62±2. 00) cm3,皮下组(5. 45±2. 46) cm3,
组间差异不显著(P>0. 05)(图 1)。
2. 2　 生存周期比较　
　 　 肺瘤组和皮下组小鼠的生存曲线如图 2 所示,
结果显示,截至接种后 35

 

d,肺瘤组死亡 3 只,存活

率 62. 5%;皮下组死亡 7 只,存活率 30. 0%。
2. 3　 肺转移形态学观察

　 　 解剖学观察显示,肺瘤组小鼠出现 3 例肺转移,
转移率 37. 5%,小鼠肺表面可见多个直径约 2 ~ 4

 

mm 的圆形半透明转移灶,周围有出血,与周围组织

界限清晰;皮下组出现 2 例肺转移,转移率 20. 0%,
皮下组肺转移灶小,呈点状;空白组小鼠肺结构纹

理正常,呈现粉红色外观。 病理学结果显示肺瘤组

小鼠肺内可见典型转移灶,转移灶体积大,外观近
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似圆形,边缘多有突起,向周围肺结构延伸,转移灶

呈深蓝色着染,内部肿瘤细胞排列紧密;皮下组小

鼠肺转移灶体积小,多分布于小气道周边;空白组

小鼠肺组织结构清晰,形态正常(图 3)。
2. 4　 肝转移形态学观察　
　 　 解剖学观察显示肺瘤组小鼠出现 2 例肝转移,
转移率 25. 0%,小鼠肝表面出现多个直径约 2

 

mm
的圆形白色转移灶,与周围组织界限清晰;皮下组

无肝转移,皮下组与空白组小鼠肝外观无明显差

异。 病理学结果显示肺瘤组小鼠肝内可见转移灶,

转移灶外观近似圆形,染色深,与周围肝组织界限

清楚;皮下组与空白组小鼠肝组织结构正常(图 4)。
2. 5　 肺转移灶超微结构观察　
　 　 肺转移灶超微形态显示,其内部肿瘤细胞具有

显著的异型性,细胞核体积大、核质比高,核多形性

明显,可观察到奇异型核(图 5A),核内染色质呈粗

颗粒状,分布不均匀,同时可观察到病理性核分裂

象,肿瘤细胞核呈不对称分裂(图 5B),肿瘤细胞胞

质内线粒体数量多,同时可见粗面内质网和糖原

颗粒。

图 3　 小鼠肺解剖学与病理学观察

Figure
 

3　 Anatomical
 

and
 

pathological
 

observation
 

of
 

lung
 

in
 

mice

图 4　 小鼠肝解剖学与病理学观察

Figure
 

4　 Anatomical
 

and
 

pathological
 

observation
 

of
 

liver
 

in
 

mice
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注:A:肿瘤细胞内可见奇异型细胞核;B:肿瘤细胞核呈不对称分裂。

图 5　 小鼠肿瘤细胞透射电镜观察

Note.
 

A,
 

Bizarre
 

nuclei
 

can
 

be
 

seen
 

in
 

tumor
 

cell.
 

B,
 

The
 

nuclei
 

of
 

tumor
 

cell
 

divide
 

asymmertrically.

Figure
 

5　 Transmission
 

electron
 

microscope
 

observation
 

of
 

cancer
 

cells
 

in
 

mice

3　 讨论

　 　 皮下注射、胸腔原位种植、左心室注射、颈内动

脉注射、尾动脉注射都是建立肺癌小鼠模型的常用

方法[9] 。 其中皮下注射法操作最为简单、方便观察

成瘤情况,但皮下移植瘤生长速度较快,易在皮下

形成纤维性包膜,虽然可自然发生肺转移,但转移

率低,时间长。 大部分荷瘤小鼠由于荷瘤体积过

大,还未发生转移而死亡[10] 。 胸腔原位种植是将肿

瘤细胞经胸腔注射的方法进行原位建模,该方法能

够模拟肿瘤的形成和发展过程,但是小鼠易出现气

胸、血胸及胸腔广泛种植等不良反应,平均 4 ~ 6 周

出现恶液质,转移发生在胸腔,如肋骨、胸膜,无肝、
脑、肾转移[11] 。 左心室注射和颈内动脉注射都可以

很好的模拟肿瘤细胞经血道转移的过程,该模型用

于制备肺癌脑转移模型,该小鼠模型 3 周开始体重

下降,开始出现恶液质,病理检测显示脑转移灶明

显,而无肺转移灶[12] 。 尾动脉注射是将肺癌细胞经

尾动脉注射进入小鼠体内,注射后 30 min
 

即可在后

肢骨髓中检测到荧光,7
 

d 后肺癌骨转移病灶数目

的增加,小鼠生存超过 32
 

d,该方法多用于制备肺癌

骨转移模型[13] 。 研究报道显示, 皮下注射仍是

Lewis 肺癌小鼠模型最常用的接种方法[14] ,肺转移

率是一个重要的检测指标[4] 。 因此建立一种操作

方便、成瘤率高、肺转移明显、给药窗口期长并且便

于观察的 Lewis 肺癌小鼠模型是非常必要的。
姚明等[10] 使用 NOD / SCID 小鼠,通过“肺转移

灶-皮下移植-肺转移灶-皮下移植”的方式进行鼠

间反复筛选,建立了一个人肺癌细胞株 SPC-A-1 皮

下移植瘤高转移模型,随着筛选次数的增加,发生

肺转移的动物数也随之增加,而且成瘤的时间相应

缩短。 鉴于以上思路, 本实验以 C57BL / 6 小鼠

Lewis 肺癌模型为研究对象,采用肺转移灶再次皮下

接种的方法验证皮下成瘤的可行性,并与传统的皮

下移植瘤模型进行对比。 鉴于 NOD / SCID 小鼠是

T、B、NK 细胞联合免疫功能缺陷小鼠[15] ,肺转移灶

皮下移植成功概率高,而 C57BL / 6 小鼠是免疫功能

正常的小鼠,肺转移灶肿瘤细胞能否再次皮下成

瘤,目前并无相关报道。 本实验结果显示肺瘤组小

鼠皮下移植瘤生长速度较常规传代的皮下组慢,但
小鼠存活率较皮下组高;解剖学观察显示肺瘤组肺

转移率为 37. 5%,肝转移率为 25%;皮下组小鼠肺

转移率为 20%,无肝转移。
肺转移灶肿瘤细胞是从皮下移植瘤原发位点

脱落下来的肿瘤细胞,经血道或者淋巴道转移至

肺, 在 此 过 程 中 形 成 外 周 血 中 循 环 肿 瘤 细 胞

(circulating
 

tumor
 

cell,CTC) [16] ,Fitzgerald 等[17] 使

用了一种名为“弥散体内流式细胞术” ( Diffusion
 

in
 

vivo
 

flow
 

cytometry,DiFC)的新技术来动态检测小鼠

皮下注射 Lewis 肺癌模型中 CTC 的数量,结果显示

只有其中 3 / 11( 27. 27%) 的小鼠表现出“高脱落”
(high

 

shedding),CTC 数量随时间和皮下瘤体积增

加而增加,但对于大多数小鼠 8 / 11(72. 73%)而言,
CTC 数量并未表现出随时间和肿瘤体积的增加而

增加,并且 CTC 数量与肿瘤体积的相关性较差。 这

与本实验结果基本吻合,皮下组小鼠肺转移率为

20%,而肺瘤组的肺转移率(37. 5%)略高于文献中

的肺转移率(27. 27%),肺转移灶内的肿瘤细胞再

次接种到皮下表现出较强的转移性。 Alino 等[18] 将

Lewis 肿瘤细胞注射到 C57BL / 6 小鼠尾静脉或脾

内,分别产生实验性肝和肺转移,本实验采用皮下

注射的方法也可以形成肝转移,肺瘤组的肝转移率
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为 25%,肺转移灶内的肿瘤细胞表现出向多器官转

移的特性。
综上所述,肺转移灶源性的肿瘤细胞再次皮下

接种于 C57BL / 6 小鼠腋下,小鼠可 100%成瘤,在相

同时间内,肺瘤组小鼠的存活率较皮下组高,肺瘤

组表现出更高的向远处器官的转移的特点,综上所

述,使用“肺转移灶-皮下移植-肺转移灶-皮下移

植”的方案在 C57BL / 6 小鼠 Lewis 肺癌模型是可行

的,后续继续传代观察,以期获得一株可以实现皮

下接种操作并且具有较高远处器官转移率的 Lewis
肺癌细胞瘤株。
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大麻二酚减轻甲基苯丙胺诱导的大鼠单胺类
神经递质改变

沈宝玉,任雁明,杨根梦,于　 浩,董文娟,洪仕君∗,张瑞林∗

(昆明医科大学法医学院,国家卫生健康委员会毒品依赖和戒治重点实验室,昆明　 650500)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索大麻二酚(cannabidiol,
 

CBD)在甲基苯丙胺( methamphetamine,
 

METH)依赖大鼠中对中

枢神经系统单胺类神经递质的影响,阐释 CBD 对 METH 依赖的治疗机制,为毒品依赖戒治药物的研发提供参考。
方法　 通过 METH(2

 

mg / kg)重复腹腔注射和条件位置偏爱(conditioned
 

place
 

preference,
 

CPP)建立 METH 依赖大

鼠模型;提取大鼠伏隔核(nucleus
 

accumbens,
 

NAc)、额叶皮质(frontal
 

cortex,
 

FC)、中脑腹侧被盖( ventral
 

tegmental
 

area,
 

VTA)、纹状体(caudate
 

putamen,
 

CPu)和海马(hippocampus,
 

Hip)等五个奖赏系统相关脑区,高效液相色谱法

分离多巴胺(dopamine,
 

DA)、五羟色胺(5-hydroxytryptamine,
 

5-HT)和去甲肾上腺素(norepinephrine,
 

NE)三种单胺

类神经递质;质谱分析定量三种单胺类神经递质水平。 结果　 METH(2
 

mg / kg)重复给药可在大鼠 NAc、FC、VTA、
CPu 和 Hip 中显著上调 DA 水平和下调 5-HT 水平,并伴随着 NAc 和 VTA 中 NE 水平上调;而 CBD(10、20、40、80

 

mg / kg)前干预可剂量依赖性地削弱 METH 对上述单胺类神经递质的影响。 结论　 CBD 可能通过维持大鼠奖赏脑

区中单胺类神经递质的稳态水平,削弱 METH 依赖导致的奖赏效应。
【关键词】 　 大麻二酚;甲基苯丙胺;毒品依赖;神经精神障碍;单胺类神经递质
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 This
 

work
 

was
 

aimed
 

at
 

investigating
 

the
 

intervention
 

effects
 

of
 

cannabidiol
 

(CBD)
 

on
 

the
 

monoamine
 

neurotransmitter
 

in
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

methamphetamine
 

( METH)
 

dependence,
 

and
 

we
 

revealed
 

the
 

potential
 

mechanism
 

underlying
 

the
 

therapeutic
 

effects
 

of
 

CBD.
 

Our
 

research
 

will
 

benefit
 

the
 

treatment
 

of
 

drug
 

dependence
 

in
 

humans.
 

Methods　 We
 

constructed
 

an
 

animal
 

model
 

based
 

on
 

METH
 

( 2
 

mg / kg)
 

exposure
 

and
 

the
 

conditioned
 

place
 

preference
 

procedure.
 

We
 

dissected
 

the
 

nucleus
 

accumbens
 

(NAc),
 

frontal
 

cortex(FC),
 

ventral
 

tegmental
 

area
 

( VTA),
 

caudate
 

putamen(CPu),
 

and
 

hippocampus(Hip).
 

The
 

dopamine,
 

5-hydroxytryptamine,
 

and
 

norepinephrine
 

contents
 

were
 

separated
 

using
 

high-performance
 

liquid
 

chromatography
 

and
 

quantified
 

with
 

mass
 

spectrometry.
 

Results　 Repeated
 

METH
 

(2
 

mg / kg)
 

exposure
 

significantly
 

increased
 

dopamine
 

content
 

and
 

decreased
 

5-hydroxytryptamine
 

content
 

in
 

the
 

NAc,
 



frontal
 

cortex,
 

VTA,
 

caudate
 

putamen,
 

and
 

hippocampus
 

but
 

increased
 

norepinephrine
 

content
 

in
 

the
 

NAc
 

and
 

VTA
 

of
 

rats.
 

Pretreatment
 

of
 

rats
 

with
 

CBD
 

(10,
 

20,
 

40,
 

80
 

mg / kg)
 

dose-dependently
 

reduced
 

the
 

impact
 

of
 

METH
 

on
 

these
 

monoamine
 

neurotransmitters.
 

Conclusions　 CBD
 

may
 

attenuate
 

the
 

reward
 

effect
 

of
 

METH
 

by
 

maintaining
 

the
 

homeostasis
 

of
 

monoamine
 

neurotransmitters
 

in
 

the
 

reward-related
 

brain
 

regions
 

of
 

rats.
 

【 Keywords 】 　 cannabidiol;
 

methamphetamine;
 

drug
 

dependence;
 

neuropsychiatric
 

disorder;
 

monoamine
 

neurotransmitter

　 　 甲基苯丙胺(methamphetamine,
 

METH)依赖是

一种苯丙胺相关障碍[1] ,具有毒品依赖的普遍特

性,即复发性和强迫性,涉及了多种神经回路和递

质系统[2] 。 其中,包括多巴胺( dopamine,
 

DA)、五
羟色胺 ( 5-hydroxytryptamine / serotonin,

 

5-HT) 和去

甲肾上腺素( norepinephrine,
 

NE) 的单胺类神经递

质(monoamine
 

neurotransmitters)在毒品依赖中扮演

重要角色[3] 。 DA 信号的长期激活在毒品依赖形成

和强化中起主要作用[4] ,而 DA 能神经元的信号传

递受到 NE 能神经元的正向调控[5] 和 5-HT 神经元

的负向调控[6] ,它们共同构成了毒品依赖的神经网

络结构。 因此,系统地研究单胺类神经递质有助于

阐明 METH 依赖机制。
大麻二酚( cannabidiol,

 

CBD)是植物大麻中主

要的非精神活性大麻素,不具备滥用药物特性[7] ,
且在神经精神障碍疾病治疗方面具有可观的潜

力[8] 。 目前的证据表明,CBD 可削弱 METH 的奖赏

特性[9] 、METH 诱导的神经毒性[10] 和神经炎症[11] 。
然而,CBD 治疗 METH 依赖的分子机制尚不清楚,
进一步研究 CBD 治疗 METH 依赖的分子机制是必

需且迫切的。 此外,CBD 在许多神经精神障碍疾病

中对单胺类神经递质起到有益的调节作用[12] 。 因

此,全面研究 CBD 在 METH 依赖中对中枢神经系统

单胺类神经递质的影响是研究 CBD 治疗机制的

关键。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物
 

　 　 70 只 SPF 级雄性 SD 大鼠(180 ~ 220
 

g,5 ~ 7 周

龄),购于昆明医科大学实验动物中心[ SCXK(滇)
K2020-0004]。 动物饲养条件为:12

 

h / 12
 

h 的光 /
暗交替、湿度(50% ±10%)、温度(22±1)℃ ,可自由

获得食物和饮水,饲养环境为清洁环境,饲养于昆

明医科大学[ SYXK(滇) K2020 - 0006]。 所有动物

程序均按照美国国立卫生研究院(NIH)实验动物护

理和使用指南进行,严格遵循实验动物使用的 3R
原则,并经昆明医科大学动物护理和使用委员会批

准(kmmu2020249)。

1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 盐酸甲基苯丙胺(#171212-200603,中国食品药

品监督管理研究所,中国北京);CBD( #13956-29-1,
河北范章堂商贸有限公司,中国河北);5%二甲基亚

砜 ( # D2650, Sigma-Aldrich, 美国密苏里州); 5%
 

Tween-80(#T8360,北京索莱宝科技有限公司,中国

北京);氯化钠( #A501218-0001,上海生工股份有限

公司,中国上海);甲醇(#34860,Sigma-Aldrich,美国

密苏里州);甲酸( #F0507,Sigma-Aldrich,美国密苏

里州);L-半胱氨酸( #C0012,北京索莱宝科技有限

公司,中国北京);乙腈(#34851,Sigma-Aldrich,美国

密苏里州)等。 动物建模使用 CPP 检测装置( #XR-
XT401,上海欣软信息科技有限公司,中国上海),单
胺类神经递质检测使用三重四极杆液质联用仪( #
LCMS-8040,Shimadzu,日本京都); 色谱柱 ( # 227-
32021-03,Shimadzu,日本京都)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物模型建立
 

　 　 样本来源于我们之前建立的动物模型[13] ,采用

条件位置偏爱( conditioned
 

place
 

preference,
 

CPP )
检测装置建立 METH 诱导 CPP 动物模型,行为学数

据参见文献[13] 。 CPP 装置由等大的黑色或白色箱

体和中间较小的缓冲箱体构成,通过监控设备可追

踪大鼠的停留时间和运动轨迹,主要分为 CPP 前检

测和 CPP 后检测。 CPP 前检测主要通过监测大鼠

在黑白箱体的停留时间,确定大鼠对黑白箱体的天

然偏爱箱,对侧则为 METH 伴药箱;大鼠在天然偏

爱箱中接受生理盐水给药、在伴药箱中接受 METH
给药,通过重复给药形成奖赏记忆;给药程序完成

后,通过 CPP 后检测再次监测大鼠在黑白箱体的停

留时间,结合 CPP 前检测数据进行统计分析。 具体

实验流程如下:实验开始前,大鼠适应 CPP 装置 3
 

d,在第 4 天测量大鼠对两个实验箱的偏好,将偏好

较高的实验箱指定为天然偏爱箱,并将偏好较低的

实验箱指定为伴药箱;大鼠在天然偏爱箱中接受生

理盐水腹腔注射,在伴药箱中接受 METH(2
 

mg / kg)
腹腔注射。 对于 CBD 干预组而言,METH 给药前

1
 

h 腹腔注射 CBD,剂量分别为 10、20、40 或 80
 

mg /
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kg。 在第 5、7、9、11 和 13 天,大鼠接受 METH 注射,
并限制于伴药箱中 30 min;在第 6、8、10、12 和 14
天,大鼠接受生理盐水注射,并限制于天然偏爱箱

中 30 min。 最后,在第 15 天再次测量大鼠对两个试

验箱的偏好;第 16 天取材,取出大脑,在冰上解剖出

伏隔核(nucleus
 

accumbens,
 

NAc)、额叶皮质(frontal
 

cortex,
 

FC)、中脑腹侧被盖( ventral
 

tegmental
 

area,
 

VTA)、 纹 状 体 ( caudate
 

putamen,
 

CPu ) 和 海 马

(hippocampus,
 

Hip),并立即置于-80℃保存。

表 2　 不同单胺类神经递质的线性数据及定量范围
Table

 

2　 Linearity
 

data
 

and
 

quantitation
 

ranges
 

of
 

different
 

monoamine
 

neurotransmitters
分析物
Analyte

线性回归方程
Linear

 

regression
 

equation
线性范围(ng / mL)

Linear
 

range
相关系数

Correlation
 

coefficient
多巴胺 Dopamine y = 3958. 69

 

x
 

-
 

2178. 19 0~ 500 0. 9999929
去甲肾上腺 Norepinephrine y = 1248. 12

 

x
 

+
 

3389. 69 0~ 500 0. 9998453
五羟色胺 5-hydroxytryptamine y = 2206. 92

 

x
 

+
 

8864. 27 0~ 500 0. 9993994

1. 3. 2　 样本预处理
 

　 　 样品预处理参照其他实验室的研究进行[14] 。
将大鼠 FC ( 30

 

mg)、 NAc ( 25
 

mg)、 CPu ( 50
 

mg)、
VTA(30

 

mg)和 Hip(30
 

mg)样品置于含 0. 1%甲酸

和 0. 1
 

g / L
 

L-半胱氨酸的冰甲醇中超声破碎,并震

荡 30
 

s。 然后在 4℃ 下以 15000
 

r / min 离心 15 min。
将上清液转移至蒸发器皿中,于氮气流下挥干,并
溶解于 1 mL 含 0. 1%甲酸和 0. 1

 

g / L
 

L-半胱氨酸的

蒸馏水中,最后经液相色谱串联质谱( LC-MS / MS)
系统分析。
1. 3. 3　 色谱及质谱条件

 

　 　 使用三重四极杆液质联用仪对样本中单胺类

神经递质进行检测,分析物在色谱柱中进行分离,
并在质谱仪中进行检测。 进样体积为 10 μL,流动

相由溶剂 A(含 0. 1%甲酸的蒸馏水)和溶剂 B(含

0. 1%甲酸的乙腈)组成,并使用以下程序进行梯度

洗脱:0 ~ 1 min,5%溶剂 B;1 ~ min,50%溶剂 B;4 ~
min,5%溶剂 B,流速为 0. 2 mL / min。 质谱条件如

下:雾化器流速 2. 7
 

L / min,干燥气体流速 15
 

L /
min,加热块温度 400℃ ,毛细管温度 250℃ ,碰撞诱

导解离(CID)气压 230
 

kPa。 三种单胺类神经递质

分析参数如表 1 所示。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 统计分析均采用 SPSS
 

V26. 0 统计软件进行,数
据以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多个组的均值比较

采用两因素方差分析( two-way
 

analysis
 

of
 

variance,
 

two-way
 

ANOVA), 自变量设计为 “ CBD 给药” 和

“METH 给药”,多重比较采用 Tukey
 

HSD,P< 0. 05
为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 方法学验证
  

　 　 样品预处理中,选用含 0. 1%甲酸的冰甲醇进

行简单的蛋白质沉淀,不仅操作简单,而且检测稳

定。 因为单胺类神经递质易氧化,在样本预处理和

进样过程中均添加了 0. 1
 

g / L 的 L-半胱氨酸作为抗

氧化剂;由于 L-半胱氨酸的离子对与三种单胺类神

经递质的检测离子对没有重合,故不会影响质谱仪

对三种单胺类神经递质的检测。 甲酸、乙腈组成的

流动相和 Shim-pack
 

Scepter
 

PFPP 色谱柱为极性化

合物提供了良好的分离条件。 DA 标准品(图 1A)、
FC 分析物(图 1B)、NAc 分析物(图 1C)、CPu 分析

物(图 1D)、VTA 分析物(图 1E)及 Hip 分析物(图

1F)的保留时间均为 1. 7 min;如图 2 所示,NE 标准

品(图 2A)、 FC 分析物 ( 图 2B)、 NAc 分析物 ( 图

2C)、CPu 分析物(图 2D)、VTA 分析物(图 2E) 及

Hip 分析物(图 2F)的保留时间均为 1. 3 min;如图 3
所示,5-HT 标准品(图 3A)、 FC 分析物(图 3B)、
NAc 分析物(图 3C)、CPu 分析物(图 3D)、VTA 分

析物(图 3E)及 Hip 分析物(图 3F)的保留时间均为

2. 9 min。 利用该分析条件可以成功地检测出大鼠

几个脑区中的三种单胺类神经递质。 对于三种单

胺类神经递质的质谱分析而言,所有标准品的检测

结果和实际浓度在 0 ~ 500
 

ng / mL 的浓度范围内均

表现出良好的线性关系,所有分析物的相关系数

(r)均在 0. 999 以上。 表 2 总结了标准曲线的相关

参数。
表 1　 单胺类神经递质质谱分析参数

Table
 

1　 Parameters
 

of
 

monoamine
 

neurotransmitters
 

for
 

MS
 

condition
分析物
Analyte

离子对 1
Q1

 

m / z
离子对 2
Q2

 

m / z
碰撞能量

Collision
 

energy

多巴胺
Dopamine 154. 10 91. 10 25

去甲肾上腺
Norepinephrine 170. 15 107. 10 25

五羟色胺
5-hydroxytryptamine 177. 15 160. 20 25
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图 1　 DA 标准品和检测物的色谱图

Figure
 

1　 Chromatogram
 

of
 

DA
 

standard
 

and
 

analytes

图 2　 NE 标准品和检测物的色谱图

Figure
 

2　 Chromatogram
 

of
 

NE
 

standard
 

and
 

analytes

图 3　 5-HT 标准品和检测物的色谱图

Figure
 

3　 Chromatogram
 

of
 

5-HT
 

standard
 

and
 

analytes
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2. 2　 CBD 在大鼠 NAc、FC 和 VTA 中减轻三种单

胺类神经递质的改变
  

　 　 由于 VTA 投射到 NAc 和 FC 中的 DA 信号分别

在毒品依赖形成和强化中发挥重要作用[2] ,我们首

先研究了 CBD 和 / 或 METH 在这些区域中对三种单

胺类神经递质的影响 ( 图 4 )。 与对照组相比,
METH(2

 

mg / kg)在 NAc、FC 和 VTA 中均显著诱导

了 DA 上调 (P < 0. 001);而 CBD ( 10、20、40 和 80
 

mg / kg)在 NAc、FC 和 VTA 中剂量依赖性地减弱了

DA 的高水平(
 

P<0. 001);CBD(40
 

mg / kg)单独作

用对 DA 水平没有明显影响(P>0. 05)。 此外,伴随

着 DA 在 METH 组中的上调,NE 水平也在 NAc(P<
0. 001)和 VTA(P<0. 001)中表现出不同程度的上

调趋势;而 METH(2
 

mg / kg)在 FC 中对 NE 没有统

计学意义的上调作用(P>0. 05);CBD(10、20、40 和

80
 

mg / kg)前干预也呈剂量依赖性地削弱了 NE 的

上调(P<0. 05、P<0. 01、P<0. 001);CBD(40
 

mg / kg)
单独作用对 NE 水平没有明显影响(P>0. 05)。 相

反,与对照组相比,METH 在 NAc、FC 和 VTA 中均

显著诱导了 5-HT 下调(P< 0. 001);CBD 前干预也

有效上调了 5-HT 的低水平(P<0. 01、P<0. 001);此
外,在 NAc 和 VTA 中,CBD(40

 

mg / kg)单独作用也

能一定程度地上调 5-HT 水平(P<0. 01、P<0. 001);
而在 FC 中,CBD(40

 

mg / kg)单独作用对 5-HT 水平

没有明显影响(P>0. 05)。 总之,CBD 在大鼠 NAc、
FC 和 VTA 中剂量依赖性地阻断了 METH 诱导的三

种单胺类神经递质的改变。
2. 3　 CBD 在大鼠 CPu 和 Hip 中恢复 DA 和 5-HT
的改变

  

　 　 除了 NAc、FC 和 VTA 三个主要的多巴胺信号投

射区域外,CPu 和 Hip 在毒品奖赏效应中也发挥重要

作用[2] 。 如图 5 所示,我们进一步研究了 CBD 和 / 或

注:A:NAc;B:FC;C:VTA。 与对照组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与 METH 组相比,#P<0. 05,##P<0. 01,###P<0. 001。

图 4　
 

NAc、FC 和 VTA 中单胺类神经递质水平

Note.
 

A,
 

NAc.
 

B,
 

FC.
 

C,
 

VTA.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

METH
 

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

Figure
 

4　 Monoamine
 

neurotransmitters
 

levels
 

in
 

NAc,
 

FC
 

and
 

VTA
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注:A:CPu;B:Hip。 与对照组相比,
 ∗∗∗P<0. 001;与 METH 组相比,

 ##P<0. 05,
 ###P<0. 001。

图 5　
 

CPu 和 Hip 中单胺类神经递质水平

Note.
 

A,
 

CPu.
 

B,
 

Hip.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗∗P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

METH
 

group,
 ##P<0. 05,

 ###P<0. 001.

Figure
 

5　 Monoamine
 

neurotransmitters
 

levels
 

in
 

CPu
 

and
 

Hip

METH 在 CPu 和 Hip 中对三种单胺类神经递质的影

响。 与对照组比,METH(2
 

mg / kg)在 CPu 和 Hip 中

也有效诱导了 DA 上调(P<0. 001);而 CBD(10、20、
40 和 80

 

mg / kg)在 CPu 和 Hip 中也呈剂量依赖性地

减弱了 DA 的高水平(P<0. 001);CBD(40
 

mg / kg)
单独作用对 DA 水平没有明显影响(P>0. 05)。 然

而,CBD 和 / 或 METH 在 CPu 和 Hip 中对 NE 水平

并没有明显的影响(P>0. 05)。 此外,伴随着 DA 在

METH 组的高水平,与对照组比,METH 组 5-HT 水平

在 CPu 和 Hip 中表现出明显下调(P<0. 001);而 CBD
也呈剂量依赖性地上调了 5-HT 水平(P<0. 01、P<
0. 001);在 Hip 中,CBD(40

 

mg / kg)单独作用也能有

效上调 5-HT 水平(P<0. 001);而在 CPu 中,CBD(40
 

mg / kg)单独作用对 5-HT 水平没有明显影响(P >
0. 05)。 因此,CBD 在大鼠 CPu 和 Hip 中剂量依赖性

地阻断了 METH 诱导的 DA 和 5-HT 的改变。

3　 讨论

　 　 我们的研究发现,METH 可在大鼠 NAc、 FC、
VTA、CPu 和 Hip 中显著上调 DA 水平、下调 5-HT
水平,并伴随着 NAc 和 VTA 中 NE 的上调;这些改

变可被 CBD 前干预有效逆转。 我们以往的研究表

明,CBD 前干预可有效削弱 METH 诱导的 CPP 效

应[13] ,而本研究发现 CBD 前干预显著阻断了 METH

诱导的单胺类神经递质改变,这可能部分解释了

CBD 对 METH 奖赏特性的抑制作用。
DA 主要在 SN 和 VTA 中合成,以相位性神经放

电的形式从 VTA 释放到 NAc、FC、CPu 和 Hip 中发

挥生理作用[15] 。 我们的研究发现,METH 可显著诱

导大鼠 NAc、FC、VTA、CPu 及 Hip 中 DA 水平出现

不同程度的上调,该上调作用可被 CBD 前干预有效

地削弱。 而 METH 诱导的 DA 释放涉及许多分子机

制,包括 DA 转运体( DA
 

transporters,
 

DAT) [16] 、囊
泡单胺转运体-2( vesicular

 

monoamine
 

transporter-2,
 

VMAT-2) [17] 、脑源性神经营养因子-酪氨酸受体激

酶
 

B ( brain-derived
 

neurotrophic
 

factor-tyrosine
 

receptor
 

kinase
 

B,
 

BDNF-TrkB)信号通路[18] 、sigma-1
受体[19] ,细胞色素 P450

 

2D ( cytochrome
 

P450
 

2D,
 

CYP2D) [20]和 Ca2+信号[21] 。 CBD 对 sigma-1 受体的

调节作用可能解释了其对 DA 释放的抑制效果[22] 。
因此, CBD 靶点分子的研究有助于解释 CBD 对

METH 奖赏特性的干预作用。
然而,单胺类神经递质系统之间存在着复杂的

相互作用。 NE 系统对 DA 系统具有重要的协同作

用,NE 神经元的损伤可降低 NAc 中 DA 的释放[23] ,
而 NE 神经元的激活可上调 VAT 中 DA 神经元的活

性[24] 。 我们的研究发现,伴随着 METH 对 DA 水平

的上调作用,NE 在 NAc 和 VTA 中出现不同程度的
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上调,而 CBD 削弱 DA 上调的同时,也减轻了 METH
诱导的 NE 上调。 但是,在 CPu 和 Hip 中,我们并没

有观察到明显 NE 变化。 因为 NE 对 DA 的促进作

用主 要 是 α1-肾 上 腺 素 能 受 体 ( α1-adrenergic
 

receptors)介导的[25] ,NE 在不同脑区的差异调节作

用可能与 α1-肾上腺素能受体在脑内的分布相关

联。 DA 和 5-HT 也存在着密切的联系。 增强 5-HT
作用可显著降低 VTA 中 DA 神经元的放电率,导致

NAc 中 DA 水平降低[26] ;相反,减弱 5-HT 作用可导

致 NAc 中 DA 的释放增加[27] 。 总之,脑内
 

5-HT
 

水

平对
 

DA
 

释放具有重要的抑制作用。 该抑制作用可

能是 γ-氨基丁酸( γ-aminobutyric
 

acid,
 

GABA)神经

元介导的[28] 。 我们的研究发现,METH 可在大鼠

NAc、FC、VTA、CPu 及 Hip 中不同程度地下调 5-HT
水平,而 CBD 前干预可减轻该下调作用。 CBD 对

γ-氨基丁酸 A 受体(γ-amino
 

butyric
 

acid
 

A
 

receptor,
 

GABAAR)和 5-HT1A 受体的调节作用可能是 CBD
阻止 5-HT 降低的原因[22] ,CBD 作为 5-HT 受体的

变构调节剂,并对 5-HT1A 受体具有激动性,CBD 可

以通过对突触后 5-HT1A 受体的激动作用来阻止

METH 的奖励特性[29] 。
METH 依赖是具有复发性和强迫性的复合闭

环,METH 强迫性复吸是治疗的最大难点[30] ,目前

针对 METH 依赖的治疗方式主要有:相关蛋白靶向

药物、抗精神病药物、天然药物、免疫疗法、运动疗

法以及物理疗法等[31] 。 然而,在临床试验中,仍没

有一种药物或疗法具有显著的治疗效果,一些临床

前研究的天然药物和新型疗法可能更具前景,但同

样面领着实践转化和临床试验的挑战[31] 。 最近的

研究发现,CBD 作为潜在神经精神疾病治疗药物,
在毒品依赖中具有抗复发、作用持久等特点[32] ,可
能的干预机制有:预防毒品引起的神经适应性变

化、作用于不同的神经递质系统和细胞内信号通

路、逆转毒品诱导的神经炎症、减轻毒品相关记忆

的整合、 逆转毒品诱导的认知缺陷及精神障碍

等[29] 。 但 CBD 对 METH 依赖的干预研究较少,其
背后的分子机制还有待进一步研究。 总之,我们的

研究表明 METH 可显著诱导大鼠脑内单胺类神经

递质改变,而 CBD 前干预可有效地削弱这些变化。
未来的研究将集中于不同神经细胞系在 METH 依

赖中的相互作用以及基因表达变化,而研究 METH
依赖机制及药物干预治疗将有助于攻克毒品依赖

这一世界性难题。
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基于细胞和动物实验的新疆 5 种阿魏抗结肠癌的
作用研究
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(1.新疆医科大学附属中医医院,乌鲁木齐　 830000;2.新疆医科大学第四临床医学院,乌鲁木齐　 830000;
3.新疆中药炮制研究重点实验室,乌鲁木齐　 830000)

　 　 【摘要】 　 目的　 体外细胞实验研究新疆 5 种阿魏及不同极性部位对人结肠癌 HCT
 

116 细胞的增殖抑制、促
凋亡作用,体内研究新疆 5 种阿魏对结肠癌 CT-26 小鼠的影响。 方法　 新疆 5 种阿魏及不同极性部位干预人结肠

癌 HCT
 

116 细胞,采用 MTT 比色法检测吸光度 OD 值,计算增殖抑制率,应用流式细胞术检测细胞凋亡率。 建立

BALB / c 结肠癌 CT-26 小鼠肿瘤模型,随机分为正常组、模型组、顺铂组和 5 种阿魏低、高剂量组。 连续灌胃给药

10
 

d,第 11 天处死小鼠,取出肿瘤、脾、肾与胸腺,计算各组小鼠的脏器指数与抑瘤率。 结果　 对于人结肠癌 HCT
 

116 细胞,多伞阿魏、准噶尔阿魏、新疆阿魏的乙醇提取物抑制作用较好,IC50 分别为 26. 06、28. 31、42. 27
 

μg / mL,托
里阿魏抑制作用较弱,IC50 为 131. 61

 

μg / mL,圆锥茎阿魏作用最弱,IC50 为 261. 77
 

μg / mL;准噶尔阿魏石油醚部位、
二氯甲烷部位、乙酸乙酯部位对人结肠癌 HCT

 

116 细胞的抑制作用均很明显,水饱和正丁醇部位抑制作用较弱,而
水提部位几乎没有作用。 新疆 5 种阿魏中,准噶尔阿魏对于人结肠癌 HCT

 

116 细胞的促凋亡作用较好。 对于结肠

癌 CT-26 小鼠,与正常组相比,新疆 5 种阿魏给药组小鼠的脾重、肾重、胸腺重及其脏器指数均有降低趋势,与阳性

药物顺铂组作用趋势一致;从抑瘤效果来看,准噶尔阿魏高低剂量组抑瘤率分别为 61. 73%、67. 40%。 结论　 准噶

尔阿魏抗结肠癌作用较好,值得更进一步的深入研究。
【关键词】 　 结肠癌;增殖抑制;凋亡;准噶尔阿魏
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 In
 

vitro
 

cell
 

experiments
 

were
 

conducted
 

to
 

study
 

the
 

proliferation-inhibition
 

and
 

apoptosis
 

effects
 

of
 

five
 

species
 

of
 

Ferula
 

from
 

Xinjiang
 

and
 

several
 

polar
 

regions
 

on
 

human
 

colon
 

cancer
 

HCT
 

116
 

cells,
 

and
 

an
 

in
 

vivo
 

study
 

examined
 

the
 

effects
 

of
 

five
 

species
 

of
 

Ferula
 

from
 

Xinjiang
 

on
 

colon
 

cancer
 

CT-26
 

mice.
 

Methods 　 Human
 



colon
 

cancer
 

HCT
 

116
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

five
 

species
 

of
 

Ferula
 

from
 

Xinjiang
 

and
 

several
 

polar
 

regions.
 

The
 

optical
 

density
 

absorbance
 

was
 

measured
 

by
 

MTT
 

method
 

,
 

the
 

proliferation-inhibiting
 

rate
 

was
 

calculated,
 

and
 

the
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

measured
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

A
 

BALB / c
 

colon
 

cancer
 

CT-26
 

mice
 

tumor
 

model
 

was
 

established
 

and
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

normal,
 

model,
 

cisplatin
 

and
 

Ferula
 

species
 

high-dose
 

and
 

low-dose
 

groups.
 

On
 

the
 

11th
 

day,
 

the
 

mice
 

were
 

sacrificed,
 

the
 

tumor,
 

spleen,
 

kidneys,
 

and
 

thymus
 

were
 

removed,
 

and
 

the
 

organ
 

index
 

and
 

tumor
 

inhibition
 

rate
 

of
 

each
 

group
 

were
 

calculated.
 

Results　 For
 

HCT
 

116
 

cells,
 

the
 

inhibitory
 

IC50
 values

 

of
 

Ferula
 

ferulaeoides,
 

F.
 

songorica,
 

and
 

F.
 

sinkiangensis
 

were
 

26. 06,
 

28. 31
 

and
 

42. 27
 

μg / mL,
 

respectively,
 

while
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

F.
 

krylovii
 

was
 

weak,
 

with
 

an
 

IC50
 of

 

131. 61
 

μg / mL.
 

F.
 

conocaula
 

had
 

the
 

weakest
 

inhibitory
 

effect,
 

with
 

an
 

IC50
 of

 

261. 77
 

μg / mL.
 

Petroleum
 

ether,
 

methylene
 

chloride,
 

and
 

ethyl
 

acetate
 

extracts
 

of
 

F.
 

songorica
 

had
 

obvious
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

HCT
 

116
 

cells,
 

but
 

the
 

water-saturated
 

n-butanol
 

extract
 

had
 

only
 

a
 

weak
 

inhibitory
 

effect,
 

and
 

the
 

water
 

extract
 

had
 

almost
 

no
 

inhibitory
 

effect.
 

Among
 

the
 

five
 

species
 

of
 

Ferula
 

found
 

in
 

Xinjiang,
 

F.
 

songorica
 

had
 

the
 

best
 

apoptotic
 

effect
 

on
 

HCT
 

116
 

cells.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 

colon
 

cancer
 

CT-26
 

mice
 

treated
 

with
 

Ferula
 

tended
 

to
 

have
 

decreased
 

spleen,
 

kidney,
 

and
 

thymus
 

weights
 

and
 

organ
 

index,
 

which
 

is
 

consistent
 

with
 

the
 

positive-control
 

cisplatin
 

drug
 

group.
 

In
 

terms
 

of
 

tumor
 

inhibition
 

effect,
 

the
 

tumor
 

inhibition
 

rates
 

of
 

F.
 

songorica
 

high-
 

and
 

low-dose
 

groups
 

were
 

61. 73%
 

and
 

67. 40%,
 

respectively.
 

Conclusions　 The
 

anti-tumor
 

effect
 

of
 

F.
 

songorica
 

is
 

promising
 

and
 

worthy
 

of
 

further
 

study.
【Keywords】　 colon

 

cancer;
 

inhibiting
 

proliferation;
 

apoptosis;
 

Ferula
 

songorica

　 　 随着人们生活水平的提高,结直肠癌的发病率

呈上升趋势,在恶性肿瘤里面位列第三;结肠癌早

期无明显症状,发现时多为晚期,且与周围脏器无

明显界限,易于转移及复发,手术治疗效果不理想,
严重危害人们身体健康及生命安全。 因此,开发具

有多种化学结构和药理作用的天然抗肿瘤药物具

有广阔的应用前景[1] 。
《中国药典》(2020 年版)收载的阿魏为伞形科

植物新疆阿魏(Ferula
 

sinkiangensis
 

K. M. Shen)、阜
康阿魏(Ferula

 

fukanensis
 

K. M. Shen)两种,具消积、
散痞、杀虫等作用,临床上主治肉食积滞、腹中痞

块、虫积腹痛等病症[2] 。 本课题组前期研究发现新

疆阿魏(Ferula
 

sinkiangensis) 各极性部位对结肠癌

细胞均有一定的抑制作用,其中乙酸乙酯部位抑制

效果最好[3] 。 体外实验研究发现新疆阿魏可显著

抑制结肠癌细胞的迁移、侵袭,动物实验表明新疆

阿魏可抑制结肠癌小鼠肿瘤的生长[4-5] 。
《中国药典》品种的新疆阿魏、阜康阿魏均已濒

临灭绝,据文献记载阿魏属植物中还有圆锥茎阿

魏、多伞阿魏、托里阿魏、准噶尔阿魏在民间作为药

典品种阿魏的代用品,且资源分布较广。 因此,本
研究以课题组前期的研究结果作为基础,考察新疆

5 种阿魏体外对人结肠癌 HCT
 

116 细胞的增殖抑

制、促凋亡作用。 体内考察新疆 5 种阿魏抗结肠癌

小鼠的作用。 通过系统研究新疆 5 种阿魏,筛选出

抗肿瘤活性较强的阿魏品种,为充分开发利用新疆

特色药阿魏属植物资源奠定实验基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 细胞

　 　 人结肠癌 HCT
 

116、鼠结肠癌 CT-26 细胞:购于

上海中国科学研究院细胞研究所,实验使用 3 ~ 5 代

细胞。
1. 1. 2　 实验动物

　 　 BALB / c 小鼠:130 只,SPF 级,体重 18 ~ 22
 

g(3
周龄),雌雄各半,由新疆医科大学实验动物中心

[SCXK(新)2018-0002]提供。 动物饲养环境符合

标准(室温 20℃ ~ 25℃ ,湿度 55% ±5%,12
 

h 照明 /
12

 

h 黑暗),动物房人流物流通道分开,动物自由进

食进水,动物饲养、实验操作在新疆医科大学实验

动物中心[ SYXK(新) 2018-0003] 进行。 研究人员

通过实验室的相关培训,对实验动物给予人道主义

关怀,遵循 3R 原则。 研究获得新疆医科大学实验

动物伦理委员会批准( IACUC-20220301-40),符合

动物伦理的相关要求。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 青霉素 / 链霉素溶液( J170016,美国 Hyclone 公

司);磷酸盐缓冲溶液 ( PBS) ( AC10257442, 美国

Hyclone 公司); 胎牛血清 ( FBS) ( F160123, 美国

Hyclone 公司);RPMI-1640 培养基( AD16192263,美
国 Gibco 公司);二甲基亚砜( DMSO) (67685TT,美
国 Sigma 公司);MTT( EZ2811D347,美国 Sigma 公

司); FITC 偶 联 Annexin-V 凋 亡 检 测 试 剂 盒

(8012947,美国 BD 公司)。
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CO2 培养箱(美国 Thermo 公司);TGL-16B 离心

机(上海安亭科学仪器厂);AL
 

204 电子天平(梅特

勒-托利多仪器有限公司);酶标仪(美国 Thermo 公

司); - 80℃ 低温冰箱 ( 海尔集团); 流式细胞仪

(FACScantoTM,BD 美国);移液枪各型号枪头(美国

COSTAR 公司);25
 

cm2 细胞培养瓶(美国 COSTAR
公司); 96 孔细胞培养板 ( 美国 COSTAR 公司);
0. 22

 

μm 微孔滤膜(上海兴亚净化材料厂)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 新疆 5 种阿魏的来源及采集

　 　 圆锥茎阿魏(Ferula
 

conocaula
 

Korov)、托里阿魏

( Ferula
 

krylovii
 

Korov )、 新 疆 阿 魏 ( Ferula
 

sinkiangensis
 

K. M. Shen )、 多 伞 阿 魏 ( Ferula
 

ferulaeoides ( Steud. Korov )、 准 噶 尔 阿 魏 ( Ferula
 

songorica
 

Pall. ex
 

Spreng)分别采集于喀什乌恰县、托
里县周边、伊宁县拜石墩、石河子南山、塔城市周边

等地。 经新疆医科大学附属中医医院李永和主任

中药师鉴定以上药材均符合 《新疆植物志》 中的

记载。
1. 3. 2　 新疆 5 种阿魏乙醇提取物及不同极性部位

的制备

　 　 将新疆 5 种阿魏根切碎,置于阴凉处干燥,用 5
倍量的 95%乙醇进行回流提取,时间为 2

 

h,过滤后

将残渣继续用相同方法重复提取 2 次,最后合并滤

液,并浓缩为稠浸膏,即得乙醇提取物。
然后进行不同极性部位的制备,应用中药化学

的极性分离法,取 5 种阿魏乙醇提取物加硅藻土拌

匀, 加入 5 倍体积石油醚 ( 30℃ ~ 60℃ ), 超声

30 min,用布氏漏斗过滤抽干,重复以上操作 3 次,
合并滤液,滤液减压回收得石油醚部位;残渣挥散

至无醚味, 称重, 加入 5 倍体积二氯甲烷, 超声

30 min,用布氏漏斗过滤抽干,重复以上操作 3 次,
合并滤液,滤液减压回收得二氯甲烷部位;残渣挥

干,称重,依照上述步骤依次加入乙酸乙酯、水饱和

正丁醇、水;即得到乙酸乙酯部位、水饱和正丁醇部

位、水提部位。
1. 3. 3　 MTT 比色法检测新疆 5 种阿魏对人结肠癌

HCT
 

116 细胞增殖的影响

　 　 取处于对数生长期的人结肠癌 HCT
 

116 细

胞,调整细胞混悬液浓度为 2×105
 

cells / mL。 加入

96 孔板中,CO2 培养箱贴壁培养,24
 

h 后取新疆 5
种阿魏乙醇提取物及不同极性部位,细胞培养液

分 别 稀 释 成 300、 150、 75、 37. 5、 18. 75、

9. 375
 

μg / mL
 

6 个浓度;小心弃去 96 孔板中上清

液,分别加入药物 100 μL,每组设 6 个复孔;正常

组加 100 μL 不含药物的细胞培养液,作用 24
 

h
后,显微镜下观察细胞的形态变化。 弃去上清液,
将 MTT 检测试剂加至 96 孔板中,每孔 100 μL,孵
育 3 ~ 4

 

h, 然 后 每 孔 加 入 150 μL
 

DMSO, 振 摇

15 min,用酶标仪( 490
 

nm) 检测吸光度[6-7] ,计算

新疆 5 种阿魏及不同极性部位对人结肠癌 HCT
 

116 细胞的增殖抑制率及 IC50 。
增殖抑制率(%) = (正常组 OD-给药组 OD) /

(正常组 OD-空白组 OD) ×100%
1. 3. 4　 新疆 5 种阿魏对人结肠癌 HCT

 

116 细胞的

促凋亡作用

　 　 收集对数生长期的人结肠癌 HCT
 

116 细胞,调
整细胞混悬液浓度为 2×105

  

cells / mL。 加入 6 孔板

中,CO2 培养箱培养 24
 

h 使贴壁,将新疆 5 种阿魏

乙醇提取物配制为 75
 

μg / mL 浓度,于 6 孔板中每

孔加 2 mL。 给药 24
 

h 后,收集 6 孔板中的人结肠癌

HCT
 

116 细胞,用 PBS 缓冲液将细胞稀释,加入

5 μL
 

Annexin
 

V-FITC 试液,避光 37℃ 反应 15 min,
然后加入 5 μL

 

PI 染液,流式细胞仪检测,计算总凋

亡率[8-9] 。 总凋亡率= (早期凋亡率+晚期凋亡率)。
1. 3. 5　 结肠癌 CT-26 小鼠分组和建模

　 　 将体重为 18 ~ 22
 

g 的 BALB / c 小鼠 130 只,雌
雄各半,适应性喂养 3

 

d,随机数字表法进行分组,分
别为正常组、模型组、顺铂对照组、新疆 5 种阿魏低

剂量、高剂量组。 将处于指数生长期的鼠结肠癌

CT-26 细胞,以生理盐水配制为 1×107
 

cells / mL 的细

胞混悬液,用 1 mL 注射器每只小鼠左前肢腋下接种

0. 2 mL,细胞混悬液新鲜配制,在 30 min 内完成接

种,次日给药,阿魏组高、低剂量分别为 1. 5 g / kg 生

药、0. 75 g / kg 生药每天灌胃给药;顺铂给药剂量为

5
 

mg / kg,每隔 3
 

d 腹腔注射 1 次;正常组和模型组

分别灌胃含同等比例浓度的相应溶媒,连续灌胃给

药 10
 

d,记录肿瘤生长情况[10-11] 。 根据动物伦理的

相关规定,模型对照组的平均瘤重要小于 1
 

g。
1. 3. 6　 新疆 5 种阿魏对结肠癌 CT-26 小鼠抑瘤作

用的研究

　 　 各组小鼠给药 10
 

d 后,末次给药 1
 

h 后,将小鼠

异氟烷麻醉,进行颈动脉采血。 采集的血液静置

30 min,4000
 

r / min 离心,吸取血清备用。 剥离各组

小鼠肿瘤组织,摘取脾、肾、胸腺等,分析天平称取

重量,计算小鼠脏器指数、抑瘤率,并进行统计分析。
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抑瘤率% = (模型组平均瘤重-给药组平均瘤

重) / 模型组平均瘤重×100%
脾指数=脾重 / 体重×100%

　 　 肾指数=肾重 / 体重×100%
　 　 胸腺指数=胸腺 / 体重×100%
1. 4　 统计学方法

  

　 　 实验数据使用 SPSS
 

17. 0 统计软件进行分析,
定量资料用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,首先对数据

进行正态性、方差齐性检验,若方差不齐需要进行

数据转换,然后再进行单因素方差分析,以 P<0. 05
表示差异具有统计学意义。

2　 结果
 

2. 1　 新疆 5 种阿魏及不同极性部位对人结肠癌

HCT
 

116 细胞增殖抑制的结果

新疆 5 种阿魏 MTT 比色法检测结果如表 1、
图 1,多伞阿魏、准噶尔阿魏、新疆阿魏的乙醇提取

物抑制作用较好,IC50 分别为 26. 06、28. 31、42. 27
 

μg / mL,托里阿魏抑制作用较弱 IC50 为 131. 61
 

μg /
mL,圆锥茎阿魏作用最弱 IC50 为 261. 77

 

μg / mL。
显微镜下观察可知,新疆阿魏、多伞阿魏、准噶尔阿

魏组的细胞形态不完整呈圆形、排列疏松,有聚团

趋势,部分细胞漂浮、死亡;托里阿魏、圆锥茎阿魏

组的细胞形态清晰、排列紧密、贴壁生长、细胞生长

状态较好。
准噶尔阿魏不同极性部位 MTT 比色法检测结

果显示如表 2,石油醚部位、二氯甲烷部位、乙酸乙

酯部位对人结肠癌 HCT
 

116 的抑制作用均很明显,
水饱和正丁醇部位作用较弱,水提部位几乎没有抑

制作用。

表 1　 新疆 5 种阿魏对人结肠癌 HCT
 

116 细胞增殖抑制结果(%)
Table

 

1　 The
 

inhibiting
 

proliferation
 

of
 

five
 

species
 

of
 

Ferula
 

in
 

Xinjiang
 

on
 

colon
 

cancer
 

HCT
 

116
 

cells
浓度(μg / mL)
Concentration

多伞阿魏
F.

 

ferulaeoides
准噶尔阿魏
F.

 

songorica
新疆阿魏

F.
 

sinkiangensis
托里阿魏
F.

 

krylovii
圆锥茎阿魏
F.

 

conocaula
300 98. 02 99. 45 99. 77 89. 26 74. 52
150 99. 51 98. 96 99. 19 51. 64 22. 96
75 97. 60 88. 75 95. 50 24. 75 15. 43

37. 5 32. 34 37. 91 28. 53 14. 30 12. 06
18. 75 16. 11 19. 16 0. 45 -6. 14 11. 81
9. 375 19. 58 18. 28 4. 30 -0. 98 6. 14
IC50 26. 06 28. 31 42. 27 131. 61 261. 77

注:A:正常对照;B:多伞阿魏;C:准噶尔阿魏;D:新疆阿魏;E:托里阿魏;F:圆锥茎阿魏。

图 1　 新疆 5 种阿魏对人结肠癌 HCT
 

116 细胞的增殖抑制形态图

Note.
 

A,
 

Normal
 

control.
 

B,
 

F.
 

ferulaeoides.
 

C,
 

F.
 

songorica.
 

D,
 

F.
 

sinkiangensis.
 

E,
 

F.
 

krylovii.
 

F,
 

F.
 

conocaula.

Figure
 

1　 The
 

inhibiting
 

proliferation
 

of
 

five
 

species
 

of
 

Ferula
 

in
 

Xinjiang
 

on
 

colon
 

cancer
 

HCT
 

116
 

cells
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2. 2　 新疆 5 种阿魏对人结肠癌 HCT
 

116 细胞的凋

亡作用研究

　 　 新疆 5 种阿魏乙醇提取物对人结肠癌 HCT
 

116
细胞均有一定的凋亡作用,如图 2 所示,促凋亡率分

别是新疆阿魏 18. 92%,多伞阿魏 22. 48%,托里阿

魏 11. 02%, 准 噶 尔 阿 魏 28. 50%, 圆 锥 茎 阿 魏

5. 94%,其中准噶尔阿魏的促凋亡作用最强。

2. 3　 新疆 5 种阿魏对结肠癌 CT-26 小鼠的作用和

影响

　 　 实验结果如表 3、表 4,图 3 所示。 在体重方面,
结果表明准噶尔阿魏高低剂量组小鼠体重与正常

组相比较明显减轻(P< 0. 05),差异具有统计学意

义;其它 4 种阿魏给药组小鼠体重与正常组相比较

无明显变化(P>0. 05)。
表 2　 准噶尔阿魏各极性部位对人结肠癌 HCT

 

116 细胞抑制增殖结果(%)
Table

 

2　 The
 

inhibiting
 

proliferation
 

of
 

F.
 

songorica
 

various
 

polar
 

sites
 

on
 

colon
 

cancer
 

HCT
 

116
 

cells
 

浓度(μg / mL)
Concentration

乙醇部
Ethanol

 

part
 

石油醚部
Petroleum

 

ether
 

part
二氯甲烷部

Dichloro
 

methane
 

part
乙酸乙酯部

Ethyl
 

acetate
 

part
正丁醇部

N-butyl
 

alcohol
 

part
水部

Water
 

part
300 99. 45 97. 76 94. 24 92. 28 78. 62 32. 61
150 98. 96 98. 07 95. 89 91. 29 17. 46 32. 18
75 88. 75 99. 48 99. 17 92. 78 16. 03 29. 97

37. 5 37. 91 37. 17 53. 92 40. 21 14. 88 29. 66
18. 75 19. 16 40. 24 30. 80 19. 91 31. 57 24. 47
9. 375 18. 28 18. 88 21. 36 4. 16 17. 49 20. 91
IC50 28. 31 20. 46 20. 33 41. 92 396. 18 12395. 51

表 3　 新疆 5 种阿魏对结肠癌 CT-26 小鼠瘤重及脏器的影响
Table

 

3　 Effects
 

of
 

five
 

species
 

of
 

Ferula
 

in
 

Xinjiang
 

on
 

tumor
 

weight
 

and
 

organs
 

of
 

colon
 

cancer
 

CT-26
 

mice
组别

Groups n 平均体重(g)
Body

 

weigh
瘤重(mg)

Tumor
 

weigh
脾重(mg)

Spleen
 

weigh
肾重(mg)

Renal
 

weigh
胸腺重(mg)
Thymus

 

weigh

正常组
Normal

 

group 10 24. 07±2. 68 / 93. 33±0. 01 157. 99±0. 02 42. 90±0. 02

模型组
Model

 

group 11 21. 83±2. 31 370. 48±0. 16 74. 63±0. 01∗ 186. 57±0. 23 36. 12±0. 02

顺铂组
Cisplatin

 

group 4 19. 66±1. 21∗ 5. 94±0. 01## 17. 30±0. 01∗∗ 106. 20±0. 02 1. 42±0. 01∗∗

圆锥茎高剂量组
F.

 

conocaula
 

high
 

dose
 

group 10 22. 90±2. 46 506. 58±0. 16# 72. 65±0. 01∗ 123. 96±0. 03 25. 01±0. 01∗

圆锥茎低剂量组
F.

 

conocaula
 

low
 

dose
 

group 10 23. 12±1. 76 447. 34±0. 16 63. 58±0. 01∗ 118. 08±0. 03 34. 00±0. 01

托里阿魏高剂量组
F.

 

krylovii
 

high
 

dose
 

group 10 21. 25±1. 74 435. 20±0. 13 47. 83±0. 02∗ 114. 51±0. 03 22. 69±0. 02∗

托里阿魏低剂量组
F.

 

krylovii
 

low
 

dose
 

group 9 20. 29±0. 90 316. 71±0. 23 49. 74±0. 02∗ 110. 63±0. 04 19. 33±0. 01∗

新疆阿魏高剂量组
F.

 

sinkiangensis
 

high
 

dose
 

group 10 23. 82±2. 34 416. 66±0. 32 63. 19±0. 02∗ 121. 28±0. 02 26. 69±0. 01∗

新疆阿魏低剂量组
F.

 

sinkiangensis
 

low
 

dose
 

group 10 22. 65±2. 08 269. 77±0. 08 51. 68±0. 01∗ 116. 89±0. 03 24. 54±0. 12∗

多伞阿魏高剂量组
F.

 

ferulaeoides
 

high
 

dose
 

group 10 21. 82±1. 65 246. 76±0. 14 56. 57±0. 02∗ 116. 68±0. 03 23. 75±0. 01∗

多伞阿魏低剂量组
F.

 

ferulaeoides
 

low
 

dose
 

group 10 23. 40±2. 16 235. 28±0. 09# 59. 16±0. 02∗ 125. 58±0. 04 28. 00±0. 01

准噶尔阿魏高剂量组
F.

 

songorica
 

high
 

dose
 

group 9 19. 68±1. 96∗ 141. 77±0. 08## 13. 94±0. 004∗∗ 68. 16±0. 01∗ 11. 55±0. 03∗∗

准噶尔阿魏低剂量组
F.

 

songorica
 

low
 

dose
 

group 10 19. 87±1. 31∗ 120. 78±0. 06## 18. 12±0. 01∗∗ 83. 68±0. 01∗ 3. 48±0. 03∗∗

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.
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注:A:正常对照;B:多伞阿魏;C:准噶尔阿魏;D:新疆阿魏;E:
托里阿魏;F:圆锥茎阿魏。

图 2　 新疆 5 种阿魏对人结肠癌 HCT
 

116 细胞的凋亡作用图

Note.
 

A,
 

Normal
 

control.
 

B,
 

F.
 

ferulaeoides.
 

C,
 

F.
 

songorica.
 

D,
 

F.
 

sinkiangensis.
 

E,
 

F.
 

krylovii.
 

F,
 

F.
 

conocaula.

Figure
 

2　 The
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

five
 

species
 

of
 

Ferula
 

in
 

Xinjiang
 

on
 

colon
 

cancer
 

HCT
 

116
 

cells

　 　 在脾重、脾指数方面,结果表明 5 种阿魏高低剂

量组小鼠脾重、脾指数与正常组相比较明显减轻(P
<0. 05,P<0. 01),差异具有统计学意义,其中准噶尔

阿魏的减轻更为显著。
在肾重、肾指数方面,结果表明准噶尔阿魏高

低剂量组小鼠肾重、肾指数与正常组相比较明显减

轻(P<0. 05),差异具有统计学意义;其它 4 种阿魏

给药组小鼠肾重、肾指数与正常组相比较无明显变

化(P>0. 05)。
在胸腺重、胸腺指数方面,结果表明托里阿魏、

准噶尔阿魏高低剂量组小鼠胸腺重、胸腺指数与正

常组相比较明显减轻(P<0. 05),差异具有统计学意

义;其它 3 种阿魏给药组小鼠胸腺重、胸腺指数与正

常组相比较无明显变化(P>0. 05)。
在抑瘤率方面,从实验结果可知,托里阿魏低

剂量组、新疆阿魏低剂量组、多伞阿魏高低剂量组、
准噶尔阿魏高低剂量组抑瘤率分别为 14. 51%、
27. 18%、33. 39%、36. 49%、61. 73%、67. 40%。 其中

准噶尔阿魏对结肠癌 CT-26 小鼠的抑制作用最强。
表 4　 新疆 5 种阿魏对结肠癌 CT-26 小鼠脏器指数及抑瘤率的影响

Table
 

4　 Effects
 

of
 

five
 

species
 

of
 

Ferula
 

in
 

Xinjiang
 

on
 

organ
 

index
 

and
 

tumor
 

inhibition
 

rate
 

of
 

colon
 

cancer
 

CT-26
 

mice
组别

Groups n 抑瘤率(%)
Tumor

 

inhibition
 

rate
脾指数(mg / g)

Spleen
 

index
肾指数(mg / g)

Renal
 

index
 

胸腺指数(mg / g)
Thymus

 

index
正常组

Normal
 

group 10 / 3. 88±1. 00 6. 56±0. 46 1. 78±0. 62

模型组
Model

 

group 11 / 3. 42±0. 67 8. 55±1. 49 1. 65±0. 70

顺铂组
Cisplatin

 

group 4 98. 40
 

0. 88±0. 65∗∗ 5. 40±0. 82 0. 07±0. 05∗∗

圆锥茎高剂量组
F.

 

conocaula
 

high
 

dose
 

group 10 -36. 74 3. 17±0. 78 5. 41±0. 87 1. 09±0. 26

圆锥茎低剂量组
F.

 

conocaula
 

low
 

dose
 

group 10 -20. 75 2. 75±0. 36∗ 5. 11±1. 02 1. 47±0. 40

托里阿魏高剂量组
F.

 

krylovii
 

high
 

dose
 

group 10 -17. 47 2. 25±0. 70∗ 5. 39±0. 92 1. 07±0. 69∗

托里阿魏低剂量组
F.

 

krylovii
 

low
 

dose
 

group 9 14. 51 2. 45±0. 91∗ 5. 45±2. 02 0. 95±0. 41∗

新疆阿魏高剂量组
F.

 

sinkiangensis
 

high
 

dose
 

group 10 -12. 47 2. 65±0. 90∗ 5. 09±0. 80 1. 12±0. 28

新疆阿魏低剂量组
F.

 

sinkiangensis
 

low
 

dose
 

group 10 27. 18 2. 28±0. 53∗ 5. 16±1. 41 1. 08±0. 77

多伞阿魏高剂量组
F.

 

ferulaeoides
 

high
 

dose
 

group 10 33. 39 2. 59±0. 85∗ 5. 35±1. 13 1. 09±0. 37

多伞阿魏低剂量组
F.

 

ferulaeoides
 

low
 

dose
 

group 10 36. 49 2. 53±0. 64∗ 5. 37±1. 30 1. 20±0. 42

准噶尔阿魏高剂量组
F.

 

songorica
 

high
 

dose
 

group 9 61. 73 0. 71±0. 18∗∗ 3. 46±0. 99∗ 0. 59±0. 19∗∗

准噶尔阿魏低剂量组
F.

 

songorica
 

low
 

dose
 

group 10 67. 40
 

0. 91±0. 30∗∗ 4. 21±0. 68∗ 0. 18±0. 13∗∗

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
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注:A:顺铂组;B:模型组;C:圆锥茎阿魏高剂量组;D:圆锥茎阿魏

低剂量组;E:托里阿魏高剂量组;F:托里阿魏低剂量组;G:新疆阿

魏高剂量组;H:新疆阿魏低剂量组;I:多伞阿魏高剂量组;J:多伞

阿魏低剂量组;K:准噶尔阿魏高剂量组;L:准噶尔阿魏低剂量组。

图 3　 结肠癌 CT-26 小鼠肿瘤生长情况

Note.
 

A,
 

Cisplatin
 

group.
 

B,
 

Model
 

group.
 

C,
 

F.
 

conocaula
 

high
 

dose
 

group.
 

D,
 

F.
 

conocaula
 

low
 

dose
 

group.
 

E,
 

F.
 

krylovii
 

high
 

dose
 

group.
 

F,
 

F.
 

krylovii
 

low
 

dose
 

group.
 

G,
 

F.
 

sinkiangensis
 

high
 

dose
 

group.
 

H,
 

F.
 

sinkiangensis
 

low
 

dose
 

group.
 

I,
 

F.
 

ferulaeoides
 

high
 

dose
 

group.
 

J,
 

F.
 

ferulaeoides
 

low
 

dose
 

group.
 

K,
 

F.
 

songorica
 

high
 

dose
 

group.
 

L,
 

F.
 

songorica
 

low
 

dose
 

group.

Figure
 

3　 The
 

tumor
 

growth
 

of
 

colon
 

cancer
 

CT-26
 

mice

3　 讨论
 

　 　 阿魏属 Ferula
 

L. 隶属于伞形科芹亚科 Apioideae
 

Drude. 前 胡 族 ( Peucedaneae
 

Drude. ) 阿 魏 亚 族

Ferulinae
 

Drude. 植物。 全世界该种植物较多,主要

以地中海地区、非洲北部、西亚和中亚地区为主要

生长地。 根据《新疆植物志》记载,我国约有 25 种

及 1 变种,分布于我国新疆、东北、山西、西藏等地。
新疆以伊宁、阜康、托里、塔城及乌恰等地为主要生

长区[12-13] 。 该属植物大都有刺鼻的蒜臭味,常称为

“臭阿魏”;无该气味的则称为“香阿魏”。 臭阿魏类

分泌的树脂大都被用来入药,最早记载于中国的

《新修本草》,其后历代本草均有记载,具有悠久的

应用历史。
据记载,阿魏的油胶树脂常被用来治疗结肠

癌、子宫癌和胃癌等恶性肿瘤,并且发现其具有一

定的治疗作用。 Kasaian 等[14] 从 Ferula
 

oopoda 中分

离的倍半萜内酯化合物 dehydrooopodin 作用于人乳

腺癌细胞 MCF7 和人白血病细胞 K562,均具有显著

的抑制作用。 Matin 等[15]从羊食阿魏(Ferula
 

ovina)
中分离出的萜类化合物 Ferutinin,对人乳腺癌 MCF7

细胞与膀胱移行细胞癌 TCC 产生快速凋亡作用。
王飒等[16] 提取多伞阿魏挥发油、水提、乙醇、石油

醚、三氯甲烷、乙酸乙酯等不同极性部位,研究表明

对人胃癌 SGC-7901 细胞均有一定抑制作用,其中

三氯甲烷提取部位活性最强;发现应用水蒸气蒸馏

法与微波萃取法两种不同提取方法,其挥发油对

SGC-7901 细胞的抑制作用最为明显。
MTT 法的原理是活细胞可使 MTT 还原为蓝紫

色结晶甲臜,而死细胞没有这个作用,用二甲基亚

砜(DMSO)溶解细胞中的甲臜,细胞呈现的蓝紫色

与细胞活性正相关,死细胞未染色,通过测定 OD490,
可反映细胞的活性。 该法操作简单、快捷、稳定,能
够准确测定细胞的增殖情况,且价格适中。 虽 CCK-
8 法具有检测速度快、灵敏度高、重复性好等优点,
但其适用于检测悬浮细胞,价格昂贵;故本实验采

用 MTT 法检测细胞增殖情况[17-18] 。
肿瘤细胞具有非常强的增殖能力,这是肿瘤在

机体内发展迅速的重要原因,抑制肿瘤细胞的增殖

能提高肿瘤患者的综合治疗效果。 根据美国国立

癌症研究所公布的天然药物抗肿瘤作用标准,植物

的粗提物对肿瘤细胞 IC50 <30
 

μg / mL 或 100
 

μg / mL
抑制率在 80%左右,可初步认为有一定的抗肿瘤作

用,有进一步研究的价值根据本实验结果显示,可
做出以下推断:对于人结肠癌 HCT

 

116 细胞:多伞

阿魏、准噶尔阿魏、新疆阿魏的增殖抑制作用较好,
托里阿魏、圆锥茎阿魏的增殖抑制作用较弱;其中

抑制作用较强的部位多集中于石油醚、二氯甲烷、
乙酸乙酯部位。 植物粗提物中可能含有较多的杂

质、离子,理化性质不稳定,本实验目前只是对 5 种

阿魏的抗肿瘤作用进行初步的筛选,所以体外细胞

实验部分并不能确定是否是药物的真实作用,其后

将进行体内动物实验进行药效学验证。
肿瘤细胞结构功能和自身代谢异常导致肿瘤

细胞无休止增殖是引起恶性肿瘤的主要原因,常采

用细胞凋亡检测肿瘤细胞的结构功能、自身状态,
其在控制细胞异常增殖,防止肿瘤的发生发展的研

究中起重要作用。 检测细胞凋亡的方法有形态学

检测、线粒体膜势能的检测、流式细胞术等方法,其
中流式法每次可以高速分析 103 ~ 107 个细胞,并能

从一个细胞中测得许多数值,具有检测方便、速度

快、精密度高、准确性高等多种优点[19] 。
凋亡早期的细胞表现为磷脂酰丝氨酸( PS)外

翻,Annexin-Ⅴ是一种磷脂结合蛋白,可以与 PS 结

合。 碘化丙啶(PI)为核酸染料,用来区分存活的早

期、坏死或晚期凋亡细胞,可以通过晚凋和死细胞
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膜使其染上颜色。 故将 Annexin
 

V 与 PI 联合使用

检测细胞凋亡情况[20] 。 本实验采用 Annexin
 

V-
FITC / PI 试剂检测,实验结果准噶尔阿魏乙醇提取

物对于结肠癌 HCT
 

116 细胞的促凋亡作用较好,凋
亡率为 28. 50%。

《中国药典》品种的新疆阿魏、阜康阿魏已经濒

临灭绝,其他品种阿魏资源较丰富,在新疆民间广

泛使用。 《 新疆植物志》 中记载: 多伞阿魏 F.
 

ferulaeoides 在新疆民间用作中药阿魏的代用品,准
噶尔阿魏 F.

 

songorica 在苏联哈萨克斯坦民间用来

治疗头疼、感冒、胃病等。 本课题拟从其他品种阿

魏中寻找与药典阿魏药效相似的品种,验证其药用

价值。 结果表明新疆 5 种阿魏抗肿瘤实验中,准噶

尔阿魏高低剂量组对结肠癌小鼠的抑瘤率为

61. 73%、67. 40%,且优于新疆、多伞阿魏等品种,托
里阿魏与圆锥茎阿魏效果较差。 在《抗肿瘤药效学

指导原则》中要求,研究抗肿瘤药物时,天然药物对

肿瘤的抑瘤率大于 40%时,可初步判定该药物具有

一定的抗肿瘤作用,具有进一步的研究价值[21-22] 。
故从实验结果显示准噶尔阿魏对结肠癌的抑制作

用较好,有待进一步的深入研究与开发。
综上所述,新疆 5 种阿魏中,准噶尔阿魏对人结

肠癌 HCT
 

116 细胞具有增殖抑制、促凋亡作用,对
结肠癌 CT-26 小鼠的抑瘤率较高,具有较高的药用

价值,因此,本课题后期将以准噶尔阿魏为研究重

点,进行 5 种阿魏肝、肾病理切片及生化指标的测

定,对人肝、肾正常细胞的影响,从而明确准噶尔阿

魏抗肿瘤的有效性及安全性,为进一步深入研究奠

定实验基础。
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过表达 microRNA-26a 大鼠表皮干细胞来源外泌体
对深Ⅱ度烧伤大鼠创面愈合的影响

王献珍,李　 毅,吴晓伟,崔　 强∗

(青海大学附属医院,西宁　 810000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究过表达 microRNA-26a(miR-26a)的大鼠表皮干细胞(EPSC)来源外泌体(Exos)对深Ⅱ度

烧伤大鼠创面愈合的影响。 方法　 体外培养大鼠 EPSC,用携带 miR-26a-绿色荧光蛋白( GFP)的慢病毒颗粒和阴

性对照(NC-GFP)转染以上调 miR-26a 表达,并从未转染的 EPSC、NC-GFP 转染的 EPSC 或 miR-26a-GFP 转染的

EPSC 中分离 Exos,透射电子显微镜(TEM)和纳米粒子追踪分析(NTA)观察 Exos 形态和大小,蛋白质印迹(Western
 

blot)检测 Exos 表面标志物 CD9、CD63 和 CD81 的表达,实时荧光定量聚合酶链反应( RT-qPCR) 检测 EPSC 及

EPSC-Exos 中 miR-26a 表达,CCK-8 法检测 EPSC 的增殖活性;小管形成实验评估 miR-26a-EPSC-Exos 对血管生成的

影响。 建立大鼠深Ⅱ度烧伤模型,分为对照组(control 组)、NC-EPSC-Exos 组和 miR-26a-EPSC-Exos 组,每组 30 只。
NC-EPSC-Exos 组和 miR-26a-EPSC-Exos 组大鼠给予相应的 Exos 干预,control 组大鼠给予等体积的 PBS,每周 1 次,
持续 3 周。 分别在烧伤后第 7、14 和 21 天,观察各组大鼠烧伤创面状况,计算创面愈合率;HE 染色观察创面组织病

理学变化,并进行组织学评分;免疫组织化学法检测创面 CD31 阳性表达,计算微血管密度( MVD)。 结果　 miR-
26a 转染可显著升高 EPSC 及其 Exos 中 miR-26a 表达,促进 EPSC 细胞增殖(P<0. 05);TEM 和 NTA 分析结果显示,
Exos 呈球形,直径范围在 40~ 150

 

nm,CD9、CD63 和 CD81 均呈阳性;小管形成实验结果显示,miR-26a-EPSC-Exos
可显著增加管长度,促进内皮细胞血管生成(P<0. 05)。 体内动物实验结果显示,miR-26a-EPSC-Exos 可显著加速

深Ⅱ度烧伤大鼠创面愈合和修复,增加组织学评分和 MVD(P<0. 05)。 结论　 过表达 miR-26a 的 EPSC-Exos 可促

进深Ⅱ度烧伤大鼠创面愈合。
【关键词】 　 表皮干细胞;深Ⅱ度烧伤;外泌体;microRNA-26a;血管生成
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

exosomes
 

( Exos)
 

derived
 

from
 

rat
 

epidermal
 

stem
 

cells
 

(EPSC)
 

overexpressing
 

microRNA-26a
 

( miR-26a)
 

on
 

wound
 

healing
 

in
 

rats
 

with
 

deep
 

second-degree
 

burns.
 

Methods
 

Rat
 

EPSCs
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

transfected
 

with
 

lentiviral
 

particles
 

carrying
 

miR-26a-green
 

fluorescent
 

protein
 

(GFP)
 



and
 

negative
 

control
 

(NC-GFP)
 

to
 

up-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

miR-26a.
 

Exos
 

were
 

separated
 

from
 

untransfected,
 

NC-
GFP-transfected,

 

NC-GFP-transfected
 

and
 

miR-26a-GFP-transfected
 

EPSCs.
 

Transmission
 

electron
 

microscopy
 

and
 

nanoparticle
 

tracking
 

analysis
 

were
 

performed
 

to
 

observe
 

the
 

shape
 

and
 

size
 

of
 

the
 

Exos.
 

Western
 

blot
 

was
 

performed
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

of
 

Exo
 

surface
 

markers
 

CD9,
 

CD63
 

and
 

CD81.
 

Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

performed
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

of
 

miR-26a
 

in
 

EPSC
 

and
 

EPSC-Exos,
 

and
 

the
 

CCK-8
 

method
  

was
 

applied
 

to
 

measure
 

the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

EPSC.
 

A
 

tubule
 

formation
 

experiment
 

was
 

performed
 

to
 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

miR-26a-EPSC-
Exos

 

on
 

angiogenesis.
 

A
 

rat
 

model
 

of
 

deep
 

second-degree
 

burns
 

was
 

established
 

and
 

separated
 

into
 

control,
 

NC-EPSC-
Exos,

 

and
 

miR-26a-EPSC-Exos
 

groups,
 

with
 

30
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

NC-EPSC-Exos
 

and
 

miR-26a-EPSC-Exos
 

groups
 

were
 

given
 

corresponding
 

Exos
 

intervention,
 

and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

given
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

PBS
 

once
 

a
 

week
 

for
 

3
 

weeks.
 

On
 

the
 

7th ,
 

14th
 

and
 

21st
 

days
 

after
 

rats
 

were
 

burnt,
 

the
 

burn
 

wound
 

conditions
 

of
 

the
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

were
 

observed
 

and
 

the
 

wound
 

healing
 

rate
 

was
 

calculated.
 

HE
 

stainning
 

was
 

performed
 

to
 

observe
 

histopathological
 

changes
 

of
 

the
 

wounds,
 

and
 

histological
 

scores
 

were
 

obtained.
 

An
 

immunohistochemical
 

method
  

was
 

employed
 

to
 

measure
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

CD31
 

on
 

the
 

wound
 

and
 

calculate
 

the
 

microvessel
 

density.
 

Results 　 miR-26a
 

transfection
 

significantly
 

increased
 

the
 

expression
 

of
 

miR-26a
 

in
 

EPSC
 

and
 

its
 

Exos
 

and
 

promoted
 

the
 

proliferation
 

of
 

EPSCs
 

( P < 0. 05 ).
 

Transmission
 

electron
 

microscopy
 

and
 

nanoparticle
 

tracking
 

analysis
 

result
  

showed
 

that
 

Exos
 

were
 

spherical,
 

with
 

a
 

diameter
 

ranging
 

from
 

40
 

nm
 

to
 

150
 

nm,
 

and
 

positive
 

for
 

CD9,
 

CD63,
 

and
 

CD81.
 

The
 

tubule
 

formation
 

experiments
 

showed
 

that
 

miR-26a-EPSC-Exos
 

was
 

able
 

to
 

significantly
 

increase
 

the
 

tube
 

length
 

and
 

promote
 

endothelial
 

cell
 

angiogenesis
 

(P <
0. 05).

 

The
 

result
  

of
 

the
 

in
 

vivo
 

experiments
 

showed
 

that
 

miR-26a-EPSC-Exos
 

significantly
 

accelerated
 

wound
 

healing
 

and
 

repair
 

in
 

rats
 

with
 

deep
 

second-degree
 

burns
 

and
 

increased
 

the
 

histological
 

score
 

and
 

microvessel
 

density
 

(P< 0. 05).
 

Conclusions　 EPSC-Exos
 

overexpressing
 

miR-26a
 

can
 

promote
 

wound
 

healing
 

in
 

rats
 

with
 

deep
 

second-degree
 

burns.
【Keywords】　 epidermal

 

stem
 

cells;
 

deep
 

second-degree
 

burn;
 

exosomes;
 

microRNA-26a;
 

angiogenesis

　 　 皮肤是身体中最大的器官,覆盖整个外表面,
在世界范围内,数以百万计的患者出现皮肤烧伤,
伴随着巨额的治疗费用,导致死亡和广泛的发病

率[1] 。 在深Ⅱ度烧伤中,患者缺乏足够的皮肤来覆

盖他们的烧伤,且由于排斥反应,目前无法选择其

他捐赠者的皮肤移植[2] 。 目前使用的皮肤替代品

和上皮移植物效果有限。 因此,迫切需要找到治疗

深度烧伤的新方法。
干细胞疗法是一种在治疗深度烧伤领域和再

生医 学 领 域 中 有 前 景 的 新 方 法[3] 。 外 泌 体

(exosomes,
 

Exos)是干细胞的关键分泌产物之一,据
报道,间充质干细胞及其 Exos 已被证明可促进烧伤

伤口愈合,是一种有前景的促进皮肤伤口愈合的治

疗方法[4-5] 。 除了间充质干细胞外,有报道显示,皮
肤组织的自我更新和损伤修复主要依赖于表皮干

细胞(epidermal
 

stem
 

cells,
 

EPSC)的代偿性增殖和

分化。 EPSC 是一种多能细胞类型,在伤口愈合和

组织再生中起着关键作用[6-8] ,EPSC 已用于修复烧

伤、急性创伤和某些疾病引起的皮肤损伤[9-10] 。 并

且有报道称,EPSC 来源的 Exos(EPSC-Exos)在伤口

愈合过程中可促进皮肤再生[11] ;转染 miR-26a 的人

CD34+干细胞的 Exos 中 miR-26a 的表达显著升高,
并可通过促进血管生成和成骨防止糖皮质激素诱

导的股骨头坏死[12] 。 而 miR-26a 已被证明可能是

皮肤伤口愈合有希望的治疗靶点[13-15] 。 因此,本研

究以 EPSC 为载体细胞,通过将 miR-26a 转染到

EPSC 中上调 EPSC-Exos 中 miR-26a 的含量以探究

其对深Ⅱ度烧伤大鼠创面愈合的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 从中国科学院上海药物研究所 [ SCXK ( 沪)
2020-0005]获得 90 只 SPF 级成年 Sprague

 

Dawley
(SD)雄性大鼠,体重(220±20) g,7 ~ 8 周龄。 饲养

在青海大学医学院高原医学研究中心[ SYXK(青)
2020-0001],所有大鼠都保持在受控环境条件下:
温度(22±2)℃ ,湿度(55±5)%,12

 

h 光照 / 12
 

h 黑

暗循环。 本研究经青海大学医学院高原医学研究

中心实验动物使用与管理委员会批准(IACUC:2021
-008),并按实验动物使用的 3R 原则给予人道

关怀。
1. 1. 2　 细胞

　 　 大鼠 EPSC 和人脐静脉内皮细胞( HUVEC)购

自上海晶抗生物工程有限公司 ( JK-R2987、 JK-
CS3528)。 细胞在 DMEM 培养基(含 10% 胎牛血

53中国比较医学杂志 2022 年 11 月第 32 卷第 11 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

November
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

11



清)中,在 37℃ 、5%
 

CO2 条件下培养。 当细胞密度

达到 80% ~ 90%时进行传代,本研究使用第 3 ~ 5 代

的细胞。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 携带 miR-26a-绿色荧光蛋白( green
 

fluorescent
 

protein,
 

GFP)的慢病毒颗粒和阴性对照( NC-GFP)
购自 Genechem

 

Corporation(中国上海);CCK-8 试剂

盒(cell
 

counting
 

kit-8,批号:C0038)、HE 染色试剂

(批号:C0105)、RIPA 裂解液(批号:P0013B) 和二

辛可宁酸( bicinchoninic
 

acid,
 

BCA) 试剂盒(批号:
P0012S)购自碧云天生物科技公司;TRIzol 试剂(批

号:15596018)、荧光定量􀅺 RNA 逆转录试剂盒(批

号: AB-4366596) 购自美国 Invitrogen 公司; SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq (批号:DRR041A,日本 TAKARA 公

司);兔源一抗 CD31(批号:ab182981)和 HRP 偶联

的 lgG 二抗(批号:ab6721) 购自英国 Abcam 公司;
兔源一抗 CD9 ( 批号: MA5-31980)、 CD63 ( 批号:
PA5-92370)和 CD81 (批号:MA5-32333) 购自美国

Thermo
 

Scientific 公司。
Synergy

 

LX 多功能酶标仪(美国 BioTek 公司);
Mx3005P 实时荧光定量 PCR 仪(美国 Stratagene 公

司); IX
 

70 荧光显微镜 ( 日本 Olympus 公司);
Coulter

 

Optima
 

TM
 

L-80XP 超 速 离 心 机 ( 美 国

Beckman 公司);Hitachi
 

H-600 透射电子显微镜(日

本 Hitachi 公司);Nanosight
 

LM10 颗粒跟踪分析仪

(英国 Malvern
 

Panalytical 公司);YLS-5Q 超级控温

烫伤仪(上海软隆科技发展公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 miR-26a 慢病毒转染 EPSC
　 　 将每毫升含 1 × 105 个细胞的 EPSC 悬液与

50 μL 慢 病 毒 颗 粒 和 20 μL 感 染 溶 液

(15 μL
 

HiTransB-1 和 5 μL
 

HiTransB-2 ) 共 孵 育

12
 

h。 72
 

h 后,使用荧光显微镜观察转染效率。 实

时荧光定量聚合酶链反应 ( Real-time
 

quantitative
 

PCR,
 

RT-qPCR)用于检测 2
 

μg / mL 嘌呤霉素分选

20
 

d 后 EPSC 中 miR-26a 的稳定表达。
此外,CCK-8 试剂盒用于检测细胞活力。 将未

经转染或转染 NC-GFP、miR-26a-GFP 的 EPSC(5000
个 / 孔)接种到 96 孔板中,分别为对照组( Ctr 组)、
NC-GFP 组、miR-26a-GFP 组,培养 24、48、72

 

h 后,
每孔加入 10 μL

 

CCK-8 溶液。 孵育 2
 

h 后,使用酶

标仪在 450
 

nm 处测量光密度( optical
 

density,
 

OD)
值,OD 值代表细胞活力。

1. 3. 2　 Exos 的分离与鉴定

　 　 从不同培养组(未转染 EPSC、NC-GFP 转染的

EPSC 或 miR-26a-GFP 转染的 EPSC)的无血清培养

基中分离 Exos ( 依次命名为 Ctr-EPSC-Exos、 NC-
EPSC-Exos、 miR-26a-EPSC-Exos )。 将 培 养 基 以

1644
 

r / min 离心 10 min 和 4245
 

r / min 离心 10 min
去除死细胞和细胞碎片。 然后将上清液 9492

 

r / min
离心 30 min,然后在超速离心机中以 31480

 

r / min
离心 70 min 收集 Exos。 将沉淀物重新悬浮在 2 mL
磷酸盐缓冲液( phosphate

 

buffered
 

saline,
 

PBS) 中,
并在超速离心机中以 31480

 

r / min 再次超速离心

70 min。 将沉淀的 Exos 重新悬浮在 200 μL
 

PBS 中,
并储存在-80℃用于后续实验。

Exos 的鉴定:(1)透射电子显微镜( transmission
 

electron
 

microscope,
 

TEM)观察 Exos 形态:使用 TEM
观 察 Ctr-EPSC-Exos、 NC-EPSC-Exos 和 miR-26a-
EPSC-Exos 的 形 态。 ( 2 ) 纳 米 粒 子 追 踪 分 析

(nanoparticle
 

tracking
 

analysis,
 

NTA) 检测 Exos 大

小:分离后,将 Exos 用 700 μL 无菌 PBS 稀释并混合

均匀。 NanoSight
 

LM
 

10 分析 Ctr-EPSC-Exos、 NC-
EPSC-Exos 和 miR-26a-EPSC-Exos 的 尺 寸 大 小。
(3)蛋白质印迹( Western

 

blot)检测 Exos 特异性表

面标志物的表达:使用 Western
 

blot 检测 Exos 表面

标志物 CD9、CD63 和 CD81 的表达。 使用蛋白质分

离试剂盒提取 Exos 的蛋白质。 使用 BCA 法测定

Exos 的蛋白质浓度,然后在 10%十二烷基硫酸钠-
聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 ( sodium

 

dodecyl
 

sulfate
 

polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis,
 

SDS-PAGE) 上电

泳分离等量的总蛋白,然后转移至聚偏二氟乙烯膜

(PVDF 膜),室温下用 5%脱脂奶粉封闭 2
 

h,然后在

4℃下用指定的抗体 CD9、CD63 和 CD81 孵育过夜,
然后 在 室 温 下 与 辣 根 过 氧 化 酶 抗 过 氧 化 酶

(horseradish
 

peroxidase,
 

HRP)偶联的 IgG 二抗(1 ∶
5000 稀释)一起孵育。 使用 Quantity

 

One 分析软件

分析结果。
1. 3. 3　 RT-qPCR 检测 EPSC-Exos 中 miR-26a 表达

　 　 使用 TRIzol 试剂从 Ctr-EPSC-Exos、NC-EPSC-
Exos、miR-26a-EPSC-Exos 中提取总 RNA。 使用逆

转录试剂盒在 42℃ 下将总 RNA(1
 

μg)转化为第一

链互补 cDNA。 然后,使用 SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq 进

行 RT-qPCR,条件如下:在 95℃ 下初始变性 5 min,
然后在 94℃下变性 30

 

s、60℃
 

20
 

s、72℃
 

25
 

s,进行

40 个循环。 相对 miR-26a 表达被归一化为 U6。 采
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用 2-ΔΔCt 方法进行定量。 使用的引物序列如下:
miR-26a 正 向 引 物 序 列 ( 5 ’ - 3 ’):
CGTCCTTCAAGTAATCCAGGA 和反向引物序列(5’
-3’):GCAGGGTCCGAGGTATTC;U6 正向引物序列

(5’ - 3’): GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT 和

反向引物序列 ( 5 ’ - 3 ’): CGCTTCACGAATTTGC
 

GTGTCAT。
1. 3. 4　 CCK-8 法检测 miR-26a-EPSC-Exos 对 EPSC
增殖的影响

　 　 将 EPSC 以每孔 5000 个细胞的密度置于 96 孔

板中,用含 Ctr-EPSC-Exos、NC-EPSC-Exos、miR-26a-
EPSC-Exos(终浓度为 50

 

μg / mL) 的培养基分别处

理。 然后,在处理后 24、48 和 72
 

h 向每个孔中加入

10 μL
 

CCK-8 溶液, 孵育 2
 

h。 使用酶标仪测定

450
 

nm 处的 OD 值。
1. 3. 5　 小管形成实验

　 　 评估 miR-26a-EPSC-Exos 对血管生成的影响,
使用 HUVEC 进行该测定。 将 HUVEC 接种到 6 孔

板中,并在无血清培养基中用 Ctr-EPSC-Exos、NC-
EPSC-Exos、miR-26a-EPSC-Exos ( 50

 

μg / mL) 处理。
然后将细胞接种到涂有 Matrigel 的 24 孔板上(2. 5×
104 个 / 孔),在 5%

 

CO2 中于 37℃ 孵育 12
 

h。 然后

用 1%戊二醛-2%多聚甲醛溶液固定。 在光学显微

镜下观察内皮细胞管状网络的图像并拍照, 用

Image
 

J 软件测量管长度。
1. 3. 6　 大鼠深Ⅱ度烧伤模型的建立和 EPSC-Exos
治疗

　 　 将大鼠用戊巴比妥钠(40
 

mg / kg) 腹腔注射麻

醉后,脱去背部毛发并消毒。 参考文献[16-17] 方法采

用烫伤仪在骶尾部拟造模区相同位置选取一直径

为 2
 

cm 区域制备深Ⅱ度烧伤大鼠模型,参数设置

为:压力 0. 03
 

MPa、温度 106℃持续时间 5
 

s(以上造

模条件已经病理切片证实)。 伤口部位用无菌生理

盐水清洗。 造模后乳酸钠林格溶液(5 mL) 腹腔注

射抗休克。
造模后将大鼠分为:对照组( control 组)、 NC-

EPSC-Exos 组和 miR-26a-EPSC-Exos 组,每组 30 只。
NC-EPSC-Exos 组和 miR-26a-EPSC-Exos 组大鼠分

别在伤口周围注射 100
 

μg
 

Exos( NC-EPSC-Exos 和

miR-26a-EPSC-Exos,悬浮于 200 μL
 

PBS 中),control
组大鼠给予等体积的 PBS,每周 1 次,持续 3 周。
1. 3. 7　 创面状况观察和创面愈合率

　 　 观察各组大鼠烧伤创面状况,包括皮肤颜色、

结痂状况、分泌物、愈合状况等。 每 7
 

d 用照片记录

一次皮肤损伤,使用 Image-Pro
 

Plus
 

6. 0 软件测量和

分析伤口大小。 创面愈合率= (1-伤口面积 / 原始面

积) ×100%。 重复 3 次,取平均值作为实验结果。
1. 3. 8　 HE 染色

　 　 分别在烧伤后第 7、14 和 21 天每组随机选取

10 只大鼠,处死后取伤口周围皮肤(4
 

mm2 ),并固

定在 4%多聚甲醛(pH = 7. 4)中,脱水、石蜡包埋,切
成 4

 

μm 切片,经 HE 染色后进行光学显微镜检查。
根据以下参数:再上皮化、炎症反应、巨噬细胞、血
管生成和肉芽组织形成,对每张切片进行 1 ~ 10 的

伤口愈合组织学评分[18] 。
1. 3. 9　 免疫组织化学法

　 　 各组石蜡组织切片经二甲苯和分级乙醇脱蜡

复水。 使用蛋白酶 K 溶液(20
 

μg / mL)在 37℃ 下进

行抗原修复 15 min。 切片用山羊血清封闭 30 min,
然后与一抗 CD31(1 ∶ 100)在 4℃ 下孵育过夜。 洗

涤后,将切片与荧光标记的二抗(1 ∶ 2000)在室温

下孵育 1
 

h。 DAPI 染核,显微镜观察。 每张切片随

机选择 5 个区域计数 CD31 阳性细胞评估微血管密

度(microvessel
 

density,
 

MVD)。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据统计分析采用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件,
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,进一步两两比较采用 SNK-q 检验。 以

P<0. 05 为差异有统计学意义。

图 1　 NC-GFP 和 miR-26a-GFP 的转染效率

Figure
 

1　 Transfection
 

efficiency
 

of
 

NC-GFP
 

and
 

miR-26a-GFP

2　 结果

2. 1　 转染效率和细胞活力

　 　 在荧光显微镜下成功观察到转染 NC-GFP 和

miR-26a-GFP 的 EPSC,见图 1;与 Ctr 组和 NC-GFP
组相比,miR-26a 转染可显著促进 EPSC 细胞增殖

(P<0. 05),见表 1;RT-qPCR 检测结果显示,与 Ctr
组和 NC-GFP 组相比, miR-26a-GFP 组 EPSC 中

miR-26a 表达显著升高(P<0. 05),见表 1。
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2. 2　 EPSC-Exos 中 Exos 的表征和 miR-26a 表达

　 　 TEM 和 NTA 分析结果见图 2,Exos 呈球形,直
径范围在 40 ~ 150

 

nm 之间;Western
 

blot 结果显示

Exos 的表面生物标志物 CD9、CD63 和 CD81 均呈阳

性。 RT-qPCR 结果显示,与 Ctr-EPSC-Exos 和 NC-
EPSC-Exos 相比,miR-26a-EPSC-Exos 中 miR-26a 表

达水平显著升高(P<0. 05),见表 2。
2. 3　 miR-26a-EPSC-Exos 对 EPSC 增殖的影响

　 　 与 Ctr-EPSC-Exos 和 NC-EPSC-Exos 相比,miR-
26a-EPSC-Exos 可显著增加 EPSC 增殖活性 ( P <
0. 05),见表 3。
2. 4　 miR-26a-EPSC-Exos 对内皮细胞血管生成的

影响

　 　 与 Ctr-EPSC-Exos 和 NC-EPSC-Exos 相比,miR-
26a-EPSC-Exos 可显著增加管长度(P<0. 05),见图

3 和表 3。

2. 5　 miR-26a-EPSC-Exos 对深Ⅱ度烧伤大鼠创面

愈合的影响

　 　 烧伤后第 0 天,所有烧伤组皮肤创面呈圆形,灰
白色,边缘光滑。 烧伤后第 7 天,control 组和 NC-
EPSC-Exos 组大鼠创面有深色干痂,且结痂厚度不

均匀,部分基底有黄色液体渗出; miR-26a-EPSC-
Exos 组大鼠创面呈淡红色,边缘清晰,烧伤部位覆

盖有干痂; 烧伤后第 14、 21 天, control 组和 NC-
EPSC-Exos 组大鼠的烧伤面积缓慢减少,仍可见红

肿及少量分泌物,miR-26a-EPSC-Exos 组大鼠创面

基本愈合,痂已经脱落,新的皮肤组织暴露出来,见
图 4。 烧伤后第 14、21 天,与 control 组相比, NC-
EPSC-Exos 组和 miR-26a-EPSC-Exos 组大鼠创面愈

合率显著增加 (P < 0. 05);与 NC-EPSC-Exos 组相

比,miR-26a-EPSC-Exos 组大鼠创面愈合率显著增

加(P<0. 05),见图 4 和表 4。

表 1　 各组 EPSC 细胞活力和 miR-26a 水平比较(n= 3)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

EPSC
 

cell
 

activity
 

and
 

miR-26a
 

level
 

in
 

each
 

group

组别 Groups
细胞活力 Cell

 

activity(OD450 )
24

 

h 48
 

h 72
 

h
miR-26a

对照组 Ctr
 

group 0. 35±0. 06 0. 50±0. 07 0. 63±0. 08 1. 00±0. 00
NC-GFP

 

0. 33±0. 05 0. 47±0. 08 0. 62±0. 07 1. 02±0. 13
miR-26a-GFP

 

0. 52±0. 07ab 0. 73±0. 09ab 0. 89±0. 11ab 3. 49±0. 37ab

注:与对照组相比,
 aP<0. 05;与 NC-GFP 组相比,

 bP<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

Ctr
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

NC-GFP
 

group,
 bP<0. 05.

注:A:外泌体形态;B:外泌体尺寸;C:外泌体表面标记物 CD9、CD63 和 CD81 的表达。
图 2　 Exos 的表征

Note.
 

A,
 

Exos
 

morphology.
 

B,
 

Exos
 

size.
 

C,
 

Expression
 

of
 

Exos
 

surface
 

markers
 

CD9,
 

CD63
 

and
 

CD81.
Figure

 

2　 Characterization
 

of
 

Exos
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2. 6　 miR-26a-EPSC-Exos 对深Ⅱ度烧伤大鼠创面

组织病理学变化的影响

　 　 在烧伤后第 7、14 和 21 天(n = 10)对大鼠进行

了组织学评估。 HE 染色结果显示,烧伤后第 7 天,
control 组和 NC-EPSC-Exos 组可见少量表皮细胞增

殖,新生肉芽较少,坏死组织以及炎性细胞浸润较

多;miR-26a-EPSC-Exos 组可观察到大量表皮细胞,
肉芽组织生长迅速,毛细血管增生,炎性细胞浸润减

表 2　 EPSC-Exos 中 miR-26a 表达比较(n= 3)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

miR-26a
 

expression
 

in
 

EPSC-Exos
组别 Groups 　 　 　 　 miR-26a

Ctr-EPSC-Exos
 

　 　 　 1. 00±0. 00
NC-EPSC-Exos

 

　 　 　 1. 05±0. 14
miR-26a-EPSC-Exos

 

　 　 　 3. 21±0. 35ab

注:与 Ctr-EPSC-Exos 组相比,
 aP<0. 05;与 NC-EPSC-Exos 组相比,

 bP
<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

Ctr-EPSC-Exos
 

group,
 aP< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

NC-EPSC-Exos
 

group,
 bP<0. 05.

表 3　 各组 EPSC 增殖活性和管长度比较(n= 3)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

EPSC
 

proliferation
 

activity
 

and
 

tube
 

length
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
细胞活力 Cell

 

activity(OD450 )
24

 

h 48
 

h 72
 

h
管长度(μm / field)Tube

 

length

Ctr-EPSC-Exos 0. 31±0. 04 0. 45±0. 06 0. 53±0. 07 6357. 29±758. 44
NC-EPSC-Exos 0. 32±0. 05 0. 47±0. 05 0. 56±0. 06 6428. 34±705. 65

miR-26a-EPSC-Exos 0. 45±0. 06ab 0. 66±0. 07ab 0. 78±0. 08ab 12049. 56±962. 18ab

注:与 Ctr-EPSC-Exos 组相比,
 aP<0. 05;与 NC-EPSC-Exos 组相比,

 bP<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

Ctr-EPSC-Exos
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

NC-EPSC-Exos
 

group,
 bP<0. 05.

图 3　 各组内皮细胞的管形成能力

Figure
 

3　 Tube-forming
 

ability
 

of
 

endothelial
 

cells
 

in
 

each
 

group

图 4　 各组大鼠创面愈合情况

Figure
 

4　 Wound
 

healing
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
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少;烧伤后第 14、21 天,control 组和 NC-EPSC-Exos
组创面出现较薄的新生上皮组织,炎性细胞浸润减

少;miR-26a-EPSC-Exos 组可见新生成的表皮细胞

基本覆盖了整个创面,新生表皮组织向上、向创面

方向生长,可见大量新生肉芽组织,毛细血管含量

更丰富,未见炎性细胞,表现出显著增加的再上皮

化,见图 5。 在烧伤后第 7、14 和 21 天,与 control 组
相比,NC-EPSC-Exos 组和 miR-26a-EPSC-Exos 组大

鼠创面组织学评分显著增加 (P < 0. 05); 与 NC-

EPSC-Exos 组相比,miR-26a-EPSC-Exos 组大鼠创面

组织学评分显著增加(P<0. 05),见图 5 和表 5。
2. 7　 miR-26a-EPSC-Exos 对深Ⅱ度烧伤大鼠创面

血管生成的影响

　 　 与 control 组相比,NC-EPSC-Exos 组和 miR-26a-
EPSC-Exos 组大鼠创面 CD31 表达呈强阳性,MVD
显著增加(P<0. 05);与 NC-EPSC-Exos 组相比,miR-
26a-EPSC-Exos 组大鼠创面 MVD 显著增加 ( P <
0. 05),见图 6 和表 6。

表 4　 各组大鼠创面愈合率比较(n= 10)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

wound
 

healing
 

rate
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

组别 Groups
创面愈合率(%)

Wound
 

healing
 

rate
7

 

d 14
 

d 21
 

d
Control 9. 58±1. 24 45. 35±4. 61 72. 76±5. 90

NC-EPSC-Exos
 

10. 03±1. 46 51. 70±5. 23a 83. 14±6. 25a

miR-26a-EPSC-Exos
 

28. 20±1. 75ab 63. 49±6. 85ab 95. 23±6. 36ab

注:与对照组相比,
 aP<0. 05;与 NC-EPSC-Exos 组相比,

 bP<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

NC-EPSC-Exos
 

group,
 bP<0. 05.

表 5　 各组大鼠创面组织学评分比较(n= 10)
Table

 

5　 Comparison
 

of
 

wound
 

histological
 

scores
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

组别 Groups
创面组织学评分

Wound
 

histological
 

scores
7

 

d 14
 

d 21
 

d
Control

 

2. 49±0. 35 4. 08±0. 50 5. 11±0. 64
NC-EPSC-Exos

 

3. 15±0. 39a 4. 72±0. 55a 5. 90±0. 67a

miR-26a-EPSC-Exos
 

3. 64±0. 42ab 6. 59±0. 61ab 7. 21±0. 80ab

注:与对照组相比,
 aP<0. 05;与 NC-EPSC-Exos 组相比,

 bP<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

NC-EPSC-Exos
 

group,
 bP<0. 05.

图 5　 各组大鼠创面组织 HE 染色

Figure
 

5　 HE
 

staining
 

of
 

wound
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
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图 6　 各组大鼠创面血管生成情况

Figure
 

6　 The
 

angiogenesis
 

of
 

the
 

wound
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats

表 6　 各组大鼠创面 MVD 比较(n= 10)
Table

 

6　 Comparison
 

of
 

MVD
 

in
 

wounds
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

组别 Groups
微血管密度(高倍视野)

 

MVD / HPF(high-power
 

field)
7

 

d 14
 

d 21
 

d
Control 20. 35±3. 48 33. 08±4. 25 51. 20±7. 16

NC-EPSC-Exos
 

34. 19±3. 76a 42. 36±5. 81a 63. 45±8. 22a

miR-26a-EPSC-Exos
 

51. 60±5. 35ab 70. 09±8. 32ab 85. 61±8. 91ab

注:与对照组相比,
 aP<0. 05;与 NC-EPSC-Exos 组相比,

 bP<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

NC-EPSC-Exos
 

group,
 bP<0. 05.

3　 讨论

　 　 烧伤是皮肤损伤的常见原因。 如何有效促进

创面愈合是烧伤创面治疗的一个重要问题。
微小 RNA( microRNA,

 

miRNA 或 miR)在血管

生成和伤口愈合中发挥重要作用。 据报道,miR-26a
可促进大鼠脑梗死模型和小鼠心肌梗死模型血管

生成[13-14] , 并且可延长皮肤同种异体移植物存
活[15] ;提示,miR-26a 可能是皮肤伤口愈合有希望

的治疗靶点。 然而,使用合成 miRNA 进行治疗的一

个主要挑战是,外源性添加的 miRNA 会被血浆中高

水平的核糖核酸酶迅速降解,或者被吞噬作用、肾
滤过或胆汁排泄迅速清除,从而导致较小的组织积

累和较小的治疗效果[19-20] 。 以上这些缺点可以通
过使用 Exos 作为 miRNA 载体来克服[21] 。 由于

Exos 稳定表达 miRNA,并且对受体无细胞毒性和致

突变性,因此,与基于病毒或脂质体的基因递送载

体相比,它们的寿命更长。 Exos 一旦进入细胞,就
可以介导细胞间信号转导,发挥生物调节作用。

干细胞通过旁分泌信号发挥修复作用,通过释
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放生物活性因子影响细胞增殖和迁移[22] 。 Exos 是

众多细胞类型分泌的重要旁分泌因子,也被认为是

通过将功能性蛋白质或 miRNA 转运至相邻细胞的

细胞间通讯介质,在组织修复和再生中起主导作

用[23-24] 。 Exos 的膜与它们的亲代细胞高度 相

似[25] ,稳定 Exos 膜内的 miRNA 可提供有效的细胞

-靶标传递系统。 在烧伤修复过程中,重新上皮化

对于恢复表皮是必要的,而 EPCS 在促进上皮再形

成方面发挥着关键作用。 EPCS 具有高增殖和分化

潜力,参与维持皮肤的正常结构和功能,改变 EPCS
增殖能力是促进皮肤伤口愈合的有效方法[10] 。 因

此,我们将 miR-26a 慢病毒颗粒转染到 EPSC 以提

高 EPSC-Exos 中 miR-26a 水平,并探究其对 EPSC
增殖活性的影响。 结果显示,在 EPSC 中过表达

miR-26a 后,其 Exos 会诱导更高的 EPSC 增殖活性;
此外,我们发现过表达 miR-26a 的 EPSC-Exos 促进

了 HUVEC 细胞小管的形成,表明 EPSC-Exos 通过

miR-26a 对血管生成发挥促进作用。
基于这些体外实验结果,我们使用过表达 miR-

26a 的 EPSC-Exos 治疗皮肤烧伤大鼠。 在深Ⅱ度烧

伤大鼠中,我们发现,过表达 miR-26a 的 EPSC-Exos
可显著加速深Ⅱ度烧伤大鼠创面愈合;组织学评估

显示,过表达 miR-26a 的 EPSC-Exos 促进了伤口的

再上皮化,并增加了伤口评分,表明伤口愈合增强;
最后,内皮蛋白 CD31 的免疫组织化学染色证实,过
表达 miR-26a 的 EPSC-Exos 增加了用 EPSC-Exos 治

疗的伤口毛细血管密度。 提示,EPSC 分泌的因子

可以促进血管生成和伤口愈合。 我们首次证明

EPSC-Exos 介导的 miR-26a 递送可能为深Ⅱ度烧伤

提供一种有前景的治疗策略。
综上所述,过表达 miR-26a 的 EPSC-Exos 可促

进深Ⅱ度烧伤大鼠创面愈合。 本研究的主要关注

点是过表达 miR-26a 的 EPSC-Exos 对伤口愈合的影

响,未对其机制进行深入探索,在未来的研究中会

结合体外细胞实验,分析其作用机制。
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白藜芦醇通过 HIF-1α / BNIP3 介导的自噬信号通路
促进小鼠缺氧性脑损伤修复

王晓宏1,孙　 凯2,朴　 丽1,徐兆宁1,于秀丽1,林佳楠1,周　 莉1,夏美慧1∗

(1.吉林大学第一医院,长春　 130021;2.北大荒集团总医院,哈尔滨　 150088)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨白藜芦醇通过 HIF-1α / BNIP3 介导的自噬信号通路促进小鼠缺氧性脑损伤修复的作用

机制。 方法　 利用 CQY-1 型小动物缺氧检测系统建立小鼠间歇性缺氧模型。 检测小鼠缺氧耐受时间、呼吸频率和

心率变化。 组织病理学染色检测大鼠脑组织形态学改变。 Western
 

blot 方法检测小鼠脑组织中 HIF-1α、P53、
BNIP3、Beclin

 

1、LC3、P62 的蛋白表达水平。 结果　 与缺氧组比,白藜芦醇能够延长小鼠缺氧耐受时间,增大缺氧

小鼠的呼吸频率,降低缺氧小鼠的心率,缓解海马区脑组织损伤,下调 HIF-1α、P53、Beclin
 

1、LC3 蛋白表达,上调

P62 蛋白表达。 结论　 白藜芦醇下调 HIF-1α / BNIP3 介导的自噬信号通路,达到促进小鼠缺氧性脑损伤修复的作用。
【关键词】 　 缺氧性脑损伤;白藜芦醇;HIF-1α / BNIP3;自噬
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

on
 

the
 

repair
 

of
 

hypoxic
 

brain
 

injury
 

through
 

the
 

HIF-1α / BNIP3-mediated
 

autophagy
 

signaling
 

pathway
 

in
 

mice.
 

Methods 　 A
 

mouse
 

model
 

of
 

intermittent
 

hypoxia
 

was
 

established
 

using
 

the
 

CQY-1
 

small
 

animal
 

hypoxia
 

detection
 

system.
 

The
 

hypoxia
 

tolerance
 

time,
 

respiratory
 

rate,
 

and
 

heart
 

rate
 

changes
 

of
 

the
 

mice
 

were
 

detected.
 

Histopathological
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

morphological
 

changes
 

to
 

the
 

mice
 

brain.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

HIF-1α,
 

P53,
 

BNIP3,
 

Beclin
 

1,
 

LC3
 

and
 

P62
 

in
 

mice
 

brain
 

tissue.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

hypoxia
 

group,
 

resveratrol
 

prolonged
 

the
 

hypoxia
 

tolerance
 

time;
 

increased
 

the
 

respiratory
 

rate
 

and
 

reduced
 

the
 

heart
 

rate
 

of
 

hypoxic
 

mice;
 

alleviate
 

brain
 

tissue
 

damage
 

in
 

the
 

hippocampus;
 

down-regulated
 

HIF-1α,
 

P53,
 

Beclin
 

1
 

and
 

LC3
 

protein
 

expression;
 

and
 

up-regulated
 

P62
 

protein
 

expression.
 

Conclusions 　 Resveratrol
 

down-regulates
 

HIF-1α / BNIP3-mediated
 

autophagy
 

signaling
 

pathway
 

gene
 

expression
 

to
 

promote
 

the
 

repair
 

of
 

hypoxic
 

brain
 

injury
 

in
 

mice.
【Keywords】　 hypoxic
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　 　 临床上,缺氧是多种疾病导致组织病理改变的

共同始发因素,而脑组织是机体对缺氧最为敏感的

靶器官,在缺氧环境中很容易受到“伤害” [1] 。 脑缺

氧损伤过程中,缺氧诱导因子 HIF-1α 起到关键的作

用[2] 。 BNIP3 作为缺氧诱导因子 HIF-1α 下游直接

的靶分子,在缺氧状态下同样可以被诱导表达上

调[3] 。 近年来的研究显示,BNIP3 在调控自噬体-
 

溶酶体融合过程中发挥了关键作用[4] 。 还有报道

显示,BNIP3 是线粒体自噬途径中的受体,可以直接

与 LC3 相结合并诱导细胞自噬的发生[5] 。 白藜芦

醇(resveratrol,Re)具有抗炎、抗氧化、抗癌、心血管

保护等多种功能[6-8] 。 虽然有足够的证据表明白藜

芦醇在许多相关的功能和途径中发挥作用,但白藜

芦醇对缺氧暴露引起的脑损伤的作用机制还需要

进一步的探索。 本研究旨在研究白藜芦醇对小鼠

间接性缺氧导致的脑损伤的保护作用机制,为临床

治疗缺氧性脑损伤提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 20 只 SPF 级 BALB / c 小鼠,雄性,8 周龄,体重

20 ~ 22
 

g,购自长春市亿斯实验动物技术有限责任

公司[SCXK(吉)2020-0002]。 随机数字法将 20 只

BALB / c 小鼠分为对照组(Con)、缺氧组(Hypoxia)、
白藜 芦 醇 组 ( Re )、 缺 氧 + 白 藜 芦 醇 组 ( Re +
Hypoxia),每组 5 只,用于研究白藜芦醇对小鼠缺养

性脑损伤作用机制研究。 所有小鼠在建模前均适

应性常规喂饲 1 周,屏障环境设施中每天 07:00 ~
19:00 定时光照,昼夜规律。 依据预实验结果,白藜

芦醇组小鼠每日缺氧前 1
 

h 尾静脉注射 25
 

mg / kg
白藜芦醇溶液。 本研究经吉林大学基础医学院实

验动物福利伦理委员会批准 (( 2021 年) 研审第

(197)号),在吉林大学大学基础医学院动物实验中

心屏障动物实验设施进行[SYXK(吉)2018-0001]。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 白藜芦醇购自北京索莱宝科技有限公司(中

国);HIF-1α、P53、BNIP3、LC3、Beclin
 

1、P62、β-actin
一抗购自 Cell

 

signaling
 

technology 公司(美国);二抗

购自碧云天生物公司(中国)。 CQY-1 型小动物缺

氧检测系统购自中国成都仪器厂。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 小鼠间歇性缺氧模型的建立

　 　 利用 CQY-1 型小动物缺氧检测系统,将小鼠置

于缺氧瓶内,封闭好后,连接仪器,打开监测程序。
初始氧含量为 21. 21%,当氧含量降至 15%时,将小

鼠取出,连续进行 7
 

d。
1. 3. 2　 指标检测

　 　 (1)小鼠缺氧耐受时间。 记录每组小鼠从初始

氧含量 21. 21%降至 15%时所需的时间。
(2)小鼠呼吸频率。 利用软件计算小鼠瞬时呼

吸频率。
(3)小鼠心率。 利用软件计算小鼠瞬时心率。

1. 3. 3　 脑组织 HE 染色

　 　 实验结束后,二氧化碳吸入法对小鼠实施安乐

死,迅速分离脑组织,福尔马林固定,石蜡包埋切

片,HE 染色,显微镜下观察小鼠脑组织海马区病理

情况。
1. 3. 4　 Western

 

blot
　 　 取脑组织,RIPA 裂解液裂解脑组织。 测定蛋白

浓度后煮沸变性,SDS-PAGE 进行分离。 湿法转膜

120
 

V,30 min。 一抗、二抗孵育后使用 Syngene
 

Bio
 

Imaging
 

ECL 发光成像系统检测蛋白表达检测和观

察分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据采用 SPSS
 

25. 0
 

软件处理。 计量资料用平

均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 本研究中的所有测量值

均表示为至少 3 个独立实验的平均值。 使用

Student’s
 

t 检验或方差分析对组比较结果进行分

析。 如果 P<0. 05,所有差异均具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 白藜芦醇对小鼠体重的影响

　 　 以缺氧 7
 

d 建立的小鼠间歇性缺氧模型开展实

验。 动物分组为:对照组、缺氧组、白藜芦醇组、缺
氧+白藜芦醇组。 比较各组小鼠体重差异,结果如

图 1 显示,与缺氧组相比,缺氧+白藜芦醇组小鼠的

体重有所上升,提示白藜芦醇可能具有保护作用。
2. 2　 小鼠缺氧耐受时间的比较

　 　 比较缺氧组和缺氧+白藜芦醇组小鼠缺氧耐受

能力。 结果如图 2 所示,与缺氧组相比,缺氧+白藜

芦醇组小鼠的缺氧耐受时长明显提高。 这提示,白
藜芦醇可能提高了小鼠脑组织中氧的利用率。
2. 3　 小鼠呼吸频率的变化

　 　 比较缺氧组和缺氧+白藜芦醇组小鼠呼吸频率

的变化。 利用软件分析缺氧组及缺氧+白藜芦醇组

小鼠每次缺氧时呼吸频率的变化。 结果如图 3 所
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示,与缺氧组小鼠相比,缺氧+白藜芦醇组小鼠的呼

吸频率显著降低。
2. 4　 小鼠心率的变化

　 　 比较缺氧组和缺氧+白藜芦醇组小鼠心率的差

异。 结果如图 4 显示,与缺氧组小鼠相比,缺氧+白
藜芦醇组小鼠的心率明显增加。 利用软件进行计

算,缺氧+白藜芦醇组小鼠的平均心率为 333
 

bpm,
明显高于缺氧 7

 

d 小鼠的平均心率为 298
 

bpm,但低

于对照组平均心率为 353
 

bpm。
2. 5　 小鼠脑组织海马区病理学改变

　 　 为了更直观的观察白藜芦醇对小鼠脑组织海

马区的影响。 HE 染色结果比较各组海马区的形

态。 如图 5 所示,与缺氧组相比,缺氧+白藜芦醇组

小鼠的海马区的神经细胞明显增多,且水肿情况得

到显著改善。 神经细胞和胶质细胞间的细胞间隙

明显变小,说明白藜芦醇对小鼠脑组织缺氧性损伤

具有保护作用。
2. 6　 缺氧标志蛋白表达水平

　 　 Western
 

blot 方法检测间歇性缺氧组小鼠缺氧

标志性蛋白 HIF-1α、P53 的表达水平。 检测结果如

图 6 所示,与缺氧组相比,缺氧+白藜芦醇组小鼠脑

组织中的 HIF-1α、P53 的基因表达水平显著降低。
2. 7　 白藜芦醇通过 HIF-1α/ BNIP3 介导的自噬信

号通路促进小鼠缺氧性脑损伤修复的机制

　 　 BNIP3 作为缺氧诱导因子 HIF-1α 下游直接的

靶分子,在缺氧状态下同样可以被诱导表达上调。
近年来的研究显示,BNIP3 在调控自噬体-溶酶体

融合过程中发挥了关键作用 。还有报道显示 ,

图 1　 小鼠体重变化

Figure
 

1　 Body
 

weight
 

of
 

mice

图 2　 小鼠缺氧耐受时间

Figure
 

2　 Hypoxia
 

tolerance
 

time
 

of
 

mice

图 3　 小鼠呼吸频率

Figure
 

3　 The
 

respiratory
 

rate
 

of
 

mice
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BNIP3 是线粒体自噬途径中的受体,可以直接与

LC3 相结合并诱导细胞自噬的发生。
为了分析白藜芦醇对小鼠间接性缺氧导致的

脑损伤的保护作用,采用 Western
 

blot 方法检测间歇

性缺氧对小鼠脑组织中 BNIP3 及其介导的自噬相

关蛋白表达的影响。 检测结果如图 7 和图 8 显示,

与对照组相比,缺氧组中 BNIP3、Beclin
 

1、LC3 表达

水平显著上调。 加入白藜芦醇预处理,上述蛋白表

达明显下调。 与对照组相比,缺氧组中 P62 表达水

平显著下调。 加入白藜芦醇预处理,P62 蛋白表达

明显上调。 这与 BNIP3、Beclin
 

1 等蛋白的作用相一

致 。P62作为自噬受体蛋白,在自噬过程中随着自

图 4　 小鼠心率水平

Figure
 

4　 Heart
 

rate
 

levels
 

of
 

mice

图 5　 小鼠脑组织海马体形态

Figure
 

5　 Morphology
 

of
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

brain
 

tissue

图 6　 缺氧小鼠脑组织缺氧标志蛋白表达水平

Figure
 

6　 Expression
 

levels
 

of
 

hypoxia
 

marker
 

proteins
 

in
 

the
 

brain
 

tissue
 

of
 

hypoxic
 

mice
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图 7　 Western
 

blot 方法检测 BNIP3、Beclin
 

1 蛋白表达水平

Figure
 

7　 Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

BNIP3
 

and
 

Beclin
 

1

图 8　 Western
 

blot 方法检测 LC3、P62 蛋白表达水平

Figure
 

8　 Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

LC3
 

and
 

P62
 

protein

噬被降解,因此在自噬过程中 P62 表达水平下调。
以上结果说明,白藜芦醇可能通过 HIF-1α / BNIP3
途径影响缺氧损伤时小鼠脑组织中的自噬水平。

3　 讨论

　 　 由于疫情的发展,长时间的佩戴口罩,导致吸

入氧减少,动脉血氧分压降低,产生轻微的乏氧现

象,严重者会出现明显身体上的不适。 此外,高原

游已成为近年来大家向往的旅游热点地区。 当高

原平均海拔在 4000
 

m 以上时,就会出现空气稀薄,
含氧量低的状况,而脑组织是机体对缺氧最为敏感

的靶器官,在缺氧环境中很容易受到“伤害” [9-10] 。
本研究利用 CQY-1 型小动物缺氧检测系统,将

小鼠置于缺氧瓶内,封闭后,连接仪器,打开监测程

序。 初始氧含量为 21. 21%,当氧含量降至 15%时,
将小鼠取出,以建立小鼠间歇性缺氧模型。 正常海

平面氧浓度接近 21%,青海、西藏地区大约氧含量

为海平面氧含量的 2 / 3,所以实验选择在氧浓度

15%时,停止实验,以模拟进入高原时的低氧环境。
因系统中加入了钠石灰,可吸收缺氧过程中产生的

二氧化碳,避免导致小鼠出现呼吸性酸中毒。
脑组织是缺氧最易受累的靶器官[11] 。 脑缺氧

损伤过程中,缺氧诱导因子 HIF-1α 起到关键的作

用[12] 。 在正常状态下,被脯氨酰羟化酶( PHD) 调

控的缺氧诱导因子 HIF-1α 不表达或低表达[13] 。 当

组织细胞缺氧时,脯氨酰羟化酶调控被抑制,下游

的 HIF-1α 进入细胞核与 HIF-1β 相
 

结合并进一步

激活下游基因,调控包 EPO、NOS 等多种靶基因以
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应对缺氧环境[14-15] 。 本次研究利用 Western
 

blot 的
方法检测脑组织中 HIF-1α、P53 蛋白表达情况发

现,缺氧组 HIF-1α、P53 蛋白表达显著增高,提示小

鼠间歇性缺氧模型建立成功。
BNIP3 作为缺氧诱导因子 HIF-1α 下游直接的

靶分子, 在缺氧状态下同样可以被诱导表达上

调[3,16] 。 近年来的研究显示,BNIP3 在调控自噬体-
 

溶酶体融合过程中发挥了关键作用[17] 。 还有报道

显示,BNIP3 是线粒体自噬途径中的受体,可以直接

与 LC3 相 结 合 并 诱 导 细 胞 自 噬 的 发 生[18-20] 。
Western

 

blot 方法检测间歇性缺氧对小鼠脑组织中

BNIP3 及其介导的自噬相关蛋白表达的影响。 与对

照组相比,缺氧组中 BNIP3、Beclin
 

1、LC3 表达水平

显著上调。 加入白藜芦醇预处理,上述蛋白表达明

显下调。 与对照组相比,缺氧组中 P62 表达水平显

著下调。 加入白藜芦醇预处理,P62 蛋白表达明显

上调。
综上表明,白藜芦醇具有抗缺氧性脑损伤的作

用,其机制是通过下调 HIF-1α、P53 蛋白表达,抑制

BNIP3 途径下游自噬水平,达到促进小鼠缺氧性脑

损伤修复的作用。
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鹿茸多肽介导 TGF-β / samds 对心梗后心肌缺血损伤
大鼠保护作用及机制研究

周高峰1,肖　 静1,2,周　 佳1,刘俊秀1,律广富3,王雨辰1,林　 贺1∗,黄晓巍1∗

(1.长春中医药大学药学院,长春　 130117;2.中国医学科学院药用植物研究所,北京　 100094;
3.长春中医药大学吉林省人参科学研究院,长春　 130117)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察鹿茸多肽(velvet
 

antler
 

peptide,VAP)对冠状动脉左前降肢结扎后心肌梗死缺血及纤维

化损伤大鼠的保护作用,阐明 VAP 介导 TGF-β / samds 信号通路的作用机制。 方法　 60 只大鼠随机分为 6 组:假手

术组(SHAM
 

group)、模型组(MI
 

group)、卡托普利阳性药对照组(KTPL
 

group,30
 

mg / kg)、鹿茸多肽低、中、高剂量组

(VAP
 

group,100、200、300
 

mg / kg)。 大鼠采用冠状动脉左前降肢结扎法复制大鼠心肌损伤模型,制备模型 3
 

d 后大

鼠经口服(灌胃)给药
 

,灌胃 1 mL / d,连续 28
 

d。 末次给药 2
 

h 后,麻醉大鼠经腹主动脉无菌采血并离心取血清。 心

电图分析其心肌损伤程度。 HE 染色法观察各组大鼠心脏切片病理形态学改变;ELISA 法检测各组大鼠血清中肌

酸激酶同工酶(CK-MB)、心肌肌钙蛋白( cTn)水平;Western
 

blot 法检测各组大鼠心肌组织 Collagen
 

I、Collagen
 

Ⅲ、
TGF-β1、Smad7、Smad4、Smad2 / 3、p-Smad2 / 3 相关蛋白水平。 结果　 心电图分析表明,通过 ST 段抬高、T 波倒置、Q
波形成的变化提示心肌损伤。 HE 染色发现,与 SHAM 组比较,MI 组大鼠心肌纤维排列紊乱、横向条纹消失,细胞

肿胀破裂、坏死,细胞核变形移位;与 MI 组相比,KTPL 组和 VAP 组大鼠心肌病理学形态明显改善。 ELASA 法检

测,与 SHAM 组相比,MI 组大鼠的 CK-MB、cTnT 和 cTnI 含量被明显诱导(P<0. 01);与 MI 组相比,KTPL 组和 VAP
组大鼠心肌组织中 CK-MB、cTnT 和 cTnI 含量明显降低(P<0. 01)。 Western

 

blot 法检测,与 SHAM 组相比,MI 组大

鼠通过上调 TGF-β1、Smad7、Smad4、Smad2 / 3、p-Smad2 / 3、Collagen
 

I、Collagen
 

III 蛋白表达水平及下调 Smad7 表达水

平导致心肌损伤(P<0. 01);与 MI 组比较,KTPL 组和 VAP 组大鼠显著下调 TGF-β1、Smad2 / 3、p-Smad2 / 3、Smad4、
Collagen

 

I、Collagen
 

III 蛋白表达水平及升高 Smad7 蛋白表达量,改善纤维化(P<0. 01)。 结论　 心肌缺血梗死大鼠

能激活 TGF-β / smads 信号转导,通过卡托普利及鹿茸多肽给药后可抑制 TGF-β1、smads 蛋白改善心肌梗死后心肌

纤维化。 鹿茸多肽(VAP)可能通过调控 TGF-β / smad 信号通路保护心肌梗死后心肌缺血及纤维化损伤。
【关键词】 　 　 鹿茸多肽;TGF-β / smad 信号通路;心肌纤维化损伤
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

observe
 

the
 

protective
 

effects
 

of
 

velvet
 

antler
 

peptide
 

( VAP)
 

on
 

myocardial
 

infarction
 

(MI)
 

ischemia
 

and
 

fibrosis
 

injury
 

in
 

rats
 

after
 

coronary
 

artery
 

ligation
 

and
 

the
 

mechanism
 

of
 

TGF-β / Smad
 

signaling
 

pathway
 

mediation
 

by
 

VAP.
 

Methods　 60
 

SPF
 

male
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

six
 

groups:
 

Sham
 

operation
 

;
 

MI;
 

positive
 

drug
 

control
 

( captopril,
 

30
 

mg / kg);
  

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-dose
 

( 100,
 

200,
 

and
 

300
 

mg / kg)
 

VAP
 

groups.
 

The
 

left
 

anterior
 

descending
 

limb
 

of
 

the
 

coronary
 

artery
 

was
 

ligated
 

to
 

provide
 

a
 

model
 

of
 

myocardial
 

injury
 

in
 

rats.
 

Three
 

days
 

after
 

the
 

model
 

was
 

made,
 

the
 

rats
 

were
 

orally
 

administered
 

with
 

1
 

mL / d
 

VAP
 

for
 

28
 

days.
 

Two
 

hours
 

after
 

the
 

last
 

administration,
 

we
 

collected
 

blood
 

aseptically
 

from
 

the
 

abdominal
 

aorta
 

of
 

anesthetized
 

rats
 

and
 

centrifuged
 

the
 

samples
 

to
 

obtain
 

VAP
 

serum.
 

Electrocardiogram
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

degree
 

of
 

myocardial
 

injury.
 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

rats.
 

Serum
 

creatine
 

kinase
 

isoenzyme
 

( CK-MB)
 

and
 

cardiac
 

troponin
 

(cTn)
 

levels
 

were
 

measured
 

by
 

enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay
 

ELISA.
 

The
 

levels
 

of
 

TGF-β1,
 

Smad2 / 3,
 

p-
Smad2 / 3,

 

Smad4,
 

Smad7,
 

Collagen
 

I
 

and
 

Collagen
 

Ⅲ
 

proteins
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 HE
 

staining
 

in
 

the
 

MI
 

group
 

showed
 

that
 

myocardial
 

fibers
 

group
 

were
 

disordered;
 

transverse
 

stripes
 

had
 

disappeared;
 

cells
 

were
 

swollen,
 

cracked,
 

and
 

necrotic;
 

and
 

nuclei
 

were
 

deformed
 

and
 

displaced
 

compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

Sham
 

group.
 

The
 

pathological
 

morphology
 

of
 

myocardium
 

in
 

KTPL
 

group
 

and
 

VAP
 

group
 

was
 

significantly
 

improved
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

MI
 

group.
 

ELISA
 

showed
 

significantly
 

higher
 

CK-MB,
 

cTnT
 

(cardiac
 

troponin
 

T),
 

and
 

cTnI
 

(cardiac
 

troponin
 

I)
 

levels
 

in
 

the
 

MI
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

Sham
 

group
 

(P<0. 01).
 

There
 

were
 

significantly
 

lower
 

CK-MB,
 

cTnT,
 

and
 

cTnI
 

contents
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

positive
 

drug
 

control
 

group
 

KTPL
 

and
 

VAP
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

MI
 

group
 

(P<0. 01).
 

The
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

myocardial
 

injury
 

was
 

caused
 

by
 

the
 

up-regulation
 

of
 

TGF-β1,
 

Smad2 / 3,
 

p-Smad2 / 3,
 

Smad4,
 

Collagen
 

I
 

and
 

Collagen
 

Ⅲ
 

and
 

down-regulation
 

of
 

Smad7
 

protein
 

expression
 

in
 

the
 

MI
 

group
 

(P<0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

Sham
 

group.
 

The
 

expression
 

of
 

TGF-β1,
 

Smad2 / 3,
 

p-Smad2 / 3,
 

Smad4,
 

Collagen
 

I
 

and
 

Collagen
 

Ⅲ
 

were
 

significantly
 

down-regulated
 

and
 

Smad7
 

was
 

up-regulated
 

in
 

the
 

KTPL
 

group
 

and
 

VAP
 

group,
 

which
 

improved
 

fibrosis
 

(P< 0. 01).
 

Conclusions 　 MI
 

rats
 

activate
 

TGF-β / Smad
 

signal
 

transduction,
 

and
 

captopril
 

and
 

VAP
 

inhibit
 

TGF-β1
 

and
 

Smad
 

proteins
 

to
 

improve
 

myocardial
 

fibrosis
 

after
 

MI.
 

VAP
 

may
 

protect
 

against
 

myocardial
 

ischemia
 

and
 

fibrosis
 

after
 

MI
 

by
 

regulating
 

the
 

TGF-β / Smad
 

signaling
 

pathway.
【Keywords】　 velvet

 

antler
 

peptide;
 

transforming
 

growth
 

factor-β1
 

signaling
 

pathway;
 

myocardial
 

fibrosis

　 　 心血管疾病已严重威胁全球患者的健康,患病

人群数全球最高且治疗效果不佳导致的死亡人数

在我国也达到最高[1] 。 缺血性心脏病是以心肌组

织、细胞缺血损伤为主要病理特点,临床上以胸闷

心痛、心悸气短为主要症状,缺血严重时会导致急

性心肌梗死;当心肌梗死发生时,人体心脏供血不

足导致冠状动脉发生堵塞,心肌组织出现缺血、缺
氧,直接导致细胞和组织炎性坏死,心肌代谢紊乱

等病理生理反应[2] 。 为了使缺血心肌组织重新获

得血液供应,目前对于心肌缺血梗死最主要的治疗

方法为溶栓和经皮冠状动脉介入,而这类治疗方法

通常导致缺血再灌注损伤且预后不良,如导致心肌

钙化、纤维化损伤。 心肌纤维化会导致心脏的收缩

舒张功能受到影响导致心室重构,最终演变为心力

衰竭。 减轻心肌纤维化损伤可一定程度地改善心

肌梗死后严重后果,已有研究对心肌梗死纤维化进

入更深层次的剖析并探究进一步[3] 。
鹿茸为鹿科动物梅花鹿 Cervus

 

nippon
 

Temminck
或马鹿 Cervus

 

elaphus
 

Linnaeus 的雄鹿未骨化密生茸

毛的幼角,药性甘、咸、温,归肾、肝经,是传统医学

中经典的补阳益血药物,其显著特点为具有完全再

生能力;生精补髓等功效常用于肾阳不足,精血亏

虚等各类疾病导致的一切虚损[4] 。 鹿茸多肽(velvet
 

antler
 

peptide,VAP)是从梅花鹿茸中提取的一种多

肽物质。 经本课题组前期研究,鹿茸酸提醇沉法提

取,对梅花鹿二杠茸(购自吉林省鸿宇鹿业科技有

限公司)进行提取分离,经双缩脲法及蛋白质分子

量检测最终得到其分子量为 3. 2×103、含有 17 种必

需及非必需氨基酸。 鹿茸多肽对心肌缺血梗死损

伤、心肌缺血再灌注、冠心病、心绞痛等具有改善及
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保护作用[5] 。 VAP 明显降低阿霉素诱导心肌损伤

模型大鼠心肌组织中转化生长因子-β( TGF-β1)的

蛋白表达水平,减少心肌细胞凋亡,保护心肌组

织[6] 。 在本研究中,我们将大鼠采用冠状动脉左前

降肢结扎法诱导心肌缺血后心肌纤维化损伤,探究

鹿茸多肽对心肌缺血损伤大鼠的保护作用及潜在

机制。

1　 材料和方法
 

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 Wistar 大鼠,60 只,均为雄性,体重(180
±20) g,来源于长春亿斯实验动物技术有限公司

[SCXK(吉) 2020-0002]。 本研究所有动物实验操

作完全遵守实验动物伦理保护法及 3R 原则,并经

长春中医药大学动物实验伦理委员会批准通过

(2020039)。 实验动物的饲养给药及制备模型和给

药后的组织取材均于长春中医药大学实验动物中

心实验设施内进行[ SYXK(吉)2018-0014],动物饲

养条件:大鼠自由进食、饮水,12
 

h / 12
 

h 光明 / 黑暗

循环、恒温(21℃ ~ 24℃ )、恒湿(40% ~ 60%),适应

性饲养 3
 

d。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 鹿茸多肽(velvet
 

antler
 

polypeptide,VAP):生药

鹿茸 每 28. 9
 

g 可 制 备 1
 

g 鹿 茸 多 肽, 批 号:
20201120,制备于长春中医药大学药学院;卡托普利

(上海普康药业有限公司,批号:201201);CK-MB、
cTnT、cTnI

 

ELISA 试剂盒(江苏酶免生物科技有限

公 司, 批 号: MM-0625R1、 MM-0795R1、 MM-
61550R1);HE 染色试剂盒(上海碧云天生物技术有

限公司, 批号: C0105S ); TGF-β1、 Smad3、 Smad4、
Smad7、Smad2、Collagen

 

I、Collagen
 

Ⅲ一抗(武汉三

鹰生物技术有限公司,批号:21898-1-AP、25494-1-
AP、10231-1-AP、12570-1-AP、25840-1-AP、14695-1-
AP、22734-1-AP);p-Smad2 + 3 抗体(北京索莱宝科

技有限公司,批号:K009346P)。
HX-300S 小动物呼吸机(成都泰盟科技有限公

司);Multiskan
 

FC 酶联免疫检测仪(美国赛默飞世

尔科技公司);ML22 心电图仪(埃德仪器国际贸易

有限公司);Centrifuge
 

5810R
 

4℃ 台式低温离心机

(德国艾本德股份公司);DM250 生物显微镜(德国

LEICA 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物模型制备及分组
 

　 　 采用随机平行对照法将 60 只大鼠分为 6 组:假

手术组( SHAM
 

group)、模型组( MI
 

group)、卡托普

利阳性药对照组(KTPL
 

group,30
 

mg / kg)、鹿茸多肽

低、中、高剂量组(VAP
 

group,100、200、300
 

mg / kg)。
健康雄性大鼠禁食 12

 

h,1%戊巴比妥钠(40
 

mg / kg)
进行麻醉。 麻醉固定大鼠,剪去颈部毛发,在气管

处切一小口后插入导管再与小动物呼吸机相连接,
进行辅助呼吸,待呼吸平稳后,左侧第 3、4 肋间用手

术钳开胸固定,用手术钳挤出心脏后,等待 30
 

s 恢

复心跳搏动正常,使用蚕丝不可降解的手术丝线穿

过心脏左心耳下的冠状动脉左前降肢( LAD),用止

血钳夹紧穿过丝线进行左前降肢的结扎,结扎后快

速将心脏放回原位置,观察心电图情况,待自主呼

吸平稳后为防止气胸将胸腔内气体排空后用 0 号线

进行缝合胸口及气管伤口, 并严密观察生命迹

象[7] 。 术后 3
 

d 腹腔注射 10 万单位青霉素防感染。
3

 

d 后进行心电图检测,观察到心电图 ST 段抬高

0. 1
 

mV 以上或有病理性 Q 波迹象,表明心肌梗死

缺血损伤大鼠模型制备成功。 各组均口服灌胃给

药,每日 1 次,连续给药 28
 

d,所有动物均自由饮食。
1. 3. 2　 大鼠一般状态观察及体重检测

 

　 　 给药后观察各组大鼠的体毛光泽度、精神状

态、饮食饮水量等情况;并记录大鼠体重进行分析。
1. 3. 3　 心电图检测

 

　 　 造模和造模后 3
 

d,连接心电图仪观察 ST 段、T
波和病理性 Q 波等情况,比较各组大鼠心电图 ST
段等变化情况,观察有无缓解心肌损伤程度。
1. 3. 4 　 ELISA 法检测各组大鼠心肌肌钙蛋白

(cTnT、cTnI)、肌酸激酶同工酶 CK-MB 水平
 

　 　 按江苏酶免 ELISA 试剂盒说明书检测大鼠血

清中 cTnT、cTnI 和 CK-MB 表达水平,按说明书方法

进行检测并用 Curve
 

Expert 软件进行数据整理。
1. 3. 5　 HE 染色观察大鼠心肌组织病理变化

 

　 　 大鼠处死后,剥离大鼠的心肌组织,使用 4
 

%多

聚甲醛进行固定,24
 

h 之后将心脏进行脱水和石蜡

包埋,切片后将心肌组织样本分别依次浸泡于二甲

苯和乙醇,脱蜡脱水,染色后,在生物显微镜下察看

各组心脏切片病理形态学改变。
1. 3. 6　 Western

 

blot 检测大鼠心肌组织 TGF-β1、
Smad2 / 3、p-Smad2 / 3、 Smad4、 Smad7、 Collagen

 

Ⅰ 和

Collagen
 

Ⅲ的表达水平

　 　 -80℃ 超低温冰箱取出并解冻大鼠心肌组织,
蛋白定量后配置好电泳液、转膜液后,进行制胶,每
孔上样 20

 

μL 蛋白进行凝胶电泳,90
 

min 后湿转至
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PVDF 膜上,转膜 60
 

min,5%脱脂奶粉封闭液封闭

1
 

h, TBST 洗 膜 后 加 入 兔 抗 GAPDH、 TGF-β1、
Smad2 / 3、p-Smad2 / 3、Smad4 和 Smad7、Collagen

 

I
 

和

Collagen
 

Ⅲ一抗,孵育过夜,加二抗,后用发光显色

液进行显色分析,以 GAPDH 为内参,进行灰度值分

析,每个条带检测 3 次灰度值后取平均值。 目的蛋

白表达量为目的蛋白条带和 GAPDH 的比值。
1. 4　 统计学方法　
　 　 采用 SPSS

 

21. 0 统计软件进行统计学分析。 所

有实验数据均采用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组

间样本均数比较采用单因素方差分析,组间两两比

较采用 t 检验。 以 P<0. 05 被认为差异显著,具有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠一般情况观察　
　 　 与 SHAM 组比较,MI 组大鼠精神欠佳、毛发松

软,体重增长较慢,进食及饮水量减少明显;与 MI
组比较,KTPL 组、鹿茸多肽高、中、低剂量组大鼠精

神尚可,体重增长较好,进食饮水量缓慢增加。 各

组大鼠体重显示:与 SHAM 组比较,MI 组大鼠体重

明显降低(P<0. 01);与 MI 组比较,KTPL 组、鹿茸

多肽各组大鼠体重明显升高(P<0. 01)。 见图 1。
2. 2　 各组大鼠心电图水平

 

　 　 与 SHAM 组比较,MI 组大鼠心电图 ST 段明显

升高,具有病理性 Q 波,结果表明心肌缺血损伤大

鼠模型复制成功。 见图 2。
2. 3　 各组大鼠血清 cTnT、cTnI 和 CK-MB 水平　
　 　 与 SHAM 组比较,MI 组大鼠血清中 cTnT、cTnI
和 CK-MB 水平升高显著(P<0. 01);与 MI 组比较,
KTPL 组、鹿茸多肽各组大鼠血清中 cTnT、cTnI 和

CK-MB 水平显著降低,具有统计学意义(P<0. 01)。
结果表明,VAP 能改善心肌缺血梗死后大鼠的心肌

功能。 见图 3。
2. 4　 各组大鼠心肌组织 HE 染色　
　 　 SHAM 组大鼠心肌组织结构正常,肌束完整且

均匀,未见炎性细胞浸润、弥漫性水肿等病理现象

发生。 SHAM 组比较,MI 组大鼠心肌组织排列不均

匀、多处肿胀破裂、坏死,炎性细胞浸润,横向条纹

消失,细胞核变形移位。 与 MI 组比较,TKPL 组、鹿
茸多肽治疗组给药后的大鼠心肌组织肌束排列较

均匀,未见明显细胞肿胀破裂坏死等病理情况。 结

果表明,VAP 能改善大鼠梗死缺血心肌组织的病理

损伤。 见图 4。

注:与模型组相比,
 ∗∗P<0. 01;与假手术组相比,

 ##P<0. 01。

图 1　 各组大鼠的体重指数变化(n= 6)
Note. 　 Compared

 

with
 

MI
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 ##P<0. 01.

 

Figure
 

1　 Changes
 

in
 

body
 

mass
 

index
 

of
 

ischemic
 

rats
 

in
 

each
 

group

注:A:假手术组 SHAM 组大鼠的心电图(ECG)改变;B:模型

MI 组大鼠的心电图(ECG)改变。

图 2　 冠脉结扎后大鼠心电图水平

Note.
 

A,
 

ECG
 

changes
 

of
 

sham
 

group
 

of
 

rats.
 

B,
 

ECG
 

changes
 

of
 

rats
 

in
 

model
 

group.

Figure
 

2　 Electrocardiogram
 

levels
 

in
 

rats
 

after
 

coronary
 

artery
 

ligation

2. 5 　 各组大鼠心肌组织 TGF-β1、 Smad2 / 3、 p-
Smad2 / 3、Smad4、Smad7、Collagen

 

Ⅰ和 Collagen
 

Ⅲ
 

的表达水平

　 　 与 SHAM 组相比,MI 组大鼠心肌组织 TGF-β1、
Smad2 / 3、p-Smad2 / 3、 Smad4、 Collagen

 

I 和 Collagen
 

Ⅲ蛋白表达水平升高(P<0. 01),Smad7 表达水平降

低(P<0. 01);与 MI 组比较,KTPL 组和鹿茸多肽组

大鼠 TGF-β1、Smad2 / 3、p-Smad2 / 3、Smad4、Collagen
 

I 和 Collagen
 

Ⅲ蛋白表达水平显著降低(P<0. 01),
Smad7 表达水平升高(P<0. 01)。 结果表明,VAP 能

缓解大鼠心肌纤维化损伤。 见图 5。
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注:与模型组相比,
 ∗∗P<0. 01;与假手术组相比,

 ##P<0. 01。 1:假手术组;2:模型组;3:卡托普利阳性药对照组;4:鹿茸多肽高剂量组;5:鹿茸

多肽中剂量组;6:鹿容多肽低剂量组。

图 3　 各组大鼠血清中 CK-MB、cTnT 和 cTnI 水平(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

MI
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 ##

 

P<0. 01.
 

1,
 

Sham
 

group.
 

2,
 

MI
 

group.
 

3,
 

KTPL
 

group.
 

4,
 

VAP
 

H
 

group.
 

5,
 

VAP
 

M
 

group.
 

6,
 

VAP
 

L
 

group.

Figure
 

3　 CK-MB,
 

cTnT
 

and
 

cTnI
 

levels
 

in
 

serum
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

注:A:假手术组;B:模型组;C:卡托普利阳性药对照组;D:鹿茸多肽高剂量组;E:鹿茸多肽中剂量组;F:鹿茸多肽低剂量组。 黑色箭头向上表

示细胞肿胀坏死、黑色箭头向下表示炎性细胞浸润。

图 4　 各组大鼠心肌组织的 HE 染色

Note.
 

A,
 

Sham
 

group.
 

B,
 

MI
 

group.
 

C,
 

KTPL
 

group.
 

D,
 

VAP
 

H
 

group.
 

E
 

VAP
 

M
 

group.
 

F,
 

VAP
 

L
 

group.
 

The
 

black
 

arrow
 

upward
 

indicates
 

cell
 

swelling
 

and
 

necrosis,
 

and
 

the
 

black
 

arrow
 

downward
 

indicates
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration.

Figure
 

4　 HE
 

staining
 

of
 

heart
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

3　 讨论

　 　 为观察鹿茸多肽对心肌缺血梗死损伤的影响,
本研究采用结扎大鼠冠状动脉左前降支模拟心肌

梗死病理过程,此法为心肌缺血损伤常用动物造模

方法。 经观察大鼠心电图改变,将模型制备成功大

鼠分组后给药不同剂量鹿茸多肽,后检测相关生化

指标,比较大鼠心肌组织病理形态学变化等,评价

鹿茸多肽对 MI 引起的大鼠心肌损伤的保护作用。
心电图检测是反应人体心脏生理病理变化的

重要检查方法之一,当人体发生心肌梗死、急性心

绞痛等病理反应后,心电图特点为 ST 段会呈弓背

样抬高,T 波倒置,病理性 Q 波出现等。 因此通常采

用心电图判断造模的成功与否。 实验结果表明,结
扎大鼠冠状动脉左前降肢后大鼠心电图,ST 段立即

抬高,T 波倒置、Q 波形成,表明造模成功[7] 。
心肌缺血梗死大鼠的心脏组织会发生心肌纤

维排列不均匀;心肌纤维大量断裂;出现较多炎性

细胞浸润;细胞核移位等[8] 。 因此,本研究对术后

的心脏组织切片进行 HE 染色,观察心肌纤维化及

炎性浸润情况。 结果显示,MI 组大鼠心肌组织出现

明显的病理形态学改变,而 KTPL 组、鹿茸多肽给药

组均可减少 MI 组大鼠细胞的肌纤维断裂、炎性细

胞浸润减少,提示鹿茸多肽能够改善心肌组织缺血

损伤的病理学改变。
为进一步明确鹿茸多肽对 MI 大鼠心肌组织的

保护作用,本研究检测了鹿茸多肽对 MI 大鼠血清

中肌酸激酶同工酶(creatine
 

kinase-MB,CK-MB),心
肌肌钙蛋白 T( troponin

 

T,cTnT)和心肌肌钙蛋白 I
(troponin

 

I,cTnI)的影响。 cTnT 和 cTnI 在心肌组织
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注:A:鹿茸多肽对 Smad2 / 3 蛋白表达量的影响;B:鹿茸多肽对 TGF-β、Smad4、Smad7 蛋白表达的影响;C:鹿茸多肽对 Collagen
 

I、Collagen
 

Ⅲ
蛋白表达的影响。 1:假手术组;2:模型组;3:卡托普利阳性药对照组;4:鹿茸多肽高剂量组;5:鹿茸多肽中剂量组;6:鹿茸多肽低剂量组。

与模型组相比,
 ∗∗P<0. 01;与假手术组相比,

 ##P<0. 01。

图 5　 VAP 对 Smad2 / 3、Smad4、Smad7 蛋白表达量的影响(n= 3)
Note.

 

A,
 

Effect
 

of
 

VAP
 

on
 

Smad2 / 3
 

protein
 

expression.
 

B,
 

Effect
 

of
 

VAP
 

on
 

TGF-β1,
 

Smad4,
 

Smad7
 

protein
 

expression.
 

C,
 

Effect
 

of
 

VAP
 

on
 

Collagen
 

I
 

and
 

Collagen
 

Ⅲ
 

proteins.
 

1,
 

Sham
 

group.
 

2,
 

MI
 

group.
 

3,
 

KTPL
 

group.
 

4,
 

VAP
 

H
 

group.
 

5,
 

VAP
 

M
 

group.
 

6,
 

VAP
 

L
 

group.
 

Compared
 

with
 

MI
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Sham
 

group,
 ##

 

P<0. 01.
 

Figure
 

5　 Effect
 

of
 

VAP
 

on
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Smad2 / 3,
 

Smad4
 

and
 

Smad7

中的含量丰富,可作为心肌缺血或梗死损伤的标志

物。 研究表明,大鼠发生心肌缺血缺氧后诱导心肌

细胞凋亡,引起血液中 cTnT 和 cTnl 含量升高,导致

心肌功能不全,VAP 能降低 cTn 在血液中的含量,
改善心肌功能[9-10] 。 肌酸激酶同工酶 ( creatine

 

kinase-MB,CK-MB)是存在于心肌组织中高灵敏度

的生化标志物,属凋亡指标,一旦有心肌损伤发生

可释放到血液中,表明心肌细胞凋亡损伤[11] 。 卢迎

宏等[12]发现,在缺血再灌注造模大鼠的心肌组织

中,CK-MB 和 cTnI 水平显著升高,TGF-β 蛋白表达

量水平明显上调。 实验研究结果表明,与 MI 组比

较,KTPL 组、鹿茸多肽各组大鼠血清中 cTnT、cTnI
和 CK-MB 水平显著降低,示鹿茸多肽减轻心肌梗死

导致的心肌损伤。

心肌纤维化是由于心肌缺血梗死,冠状动脉粥

样硬化等原因导致,各种病因所引起的心肌纤维化

损伤其发病机制不同[13] 。 心肌纤维化的发生发展

涉及多种信号通路,心肌梗死缺血、钙化纤维化、心
衰等导致如 TGF-β / Smad 信号通路等多种信号通路

激活或抑制[14] 。 TGF-β / Smads 是经典的纤维化通

路,信号转导异常会导致肿瘤、组织纤维化,心血管

疾病等,在心肌梗死、纤维化损伤后心肌组织中高

表达[15] 。 心肌缺血梗死纤维化损伤能激活 TGF-
β1,使活化的 TGF-β1 与 Smad2 / 3、Smad4 相互作用,
激活 Smad2、Smad3 和 Smad4 转录因子蛋白表达,构
成异源三聚体,进而在细胞核内发生纤维化及炎症

反应[16] 。 研究表明,对于阿霉素损伤大鼠模型,鹿
茸多肽可降低 TGF-β1 的蛋白表达水平,保护心肌
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组织[17] 。
TGF-β 信号通路有较强的促纤维化作用,使纤

维细胞明显上调Ⅰ( Collagen
 

I)、Ⅲ( Collagen
 

Ⅲ)型

胶原蛋白表达量,导致心肌纤维结缔组织产生缺

损,程度严重可导致器官硬化进而衰竭;而敲除

Smad3 基因后能有效缓解心肌纤维化,缓解心室重
塑导致心衰等不良后果,修复心功能[18] 。 心肌细胞
外基质 ( extracellular

 

matrix) 大致由 Collagen
 

I 和

Collagen
 

Ⅲ组成,两种类型蛋白的比例保持相对平

衡。 心肌成纤维细胞分泌 Collagen
 

I、Collagen
 

Ⅲ,其
蛋白含量升高会导致引起导致心肌纤维化损伤[19] 。
心肌缺血损伤发生后 TGF-β1 过表达并进一步升高

Collagen
 

I 和 Collagen
 

Ⅲ蛋白的表达,导致心肌胶原

沉积,表明心肌梗死后进一步发展为心肌纤维化损

伤,影响心脏的泵血机能,使心输血量和动脉血压

异常,不能满足机体所需,进而引起急慢性心衰[20] 。
该项实验结果也与上述研究相呼应, Western

 

blot 结果显示,与 MI 组比较,KTPL 组和 VAP 给药

组降低心肌组织中 TGF-β1、Smad2 / 3、Smad4 蛋白表

达水平,并进一步降低 Collagen
 

I 和 Collagen
 

Ⅲ的蛋

白表达水平,示鹿茸多肽可通过 TGF-β / smads 信号

转导通路降低心肌胶原蛋白表达水平达到保护心

肌细胞。
阳性药卡托普利为血管紧张素 I 转化酶抑制剂

药,主要治疗高血压及心力衰竭,可通过降低 TGF-
β1、CTGF 的表达,改善心肌纤维化作用,抗心肌细

胞凋亡,达到逆转心室重塑、改善心功能;对心肌缺

血损伤,卡托普利可作为阳性药物观察药物干预效

果[21] ;而鹿茸多肽作为保护心脏微血管的内皮细
胞,可提高内皮祖细胞活力,进而修复其微血管损

伤,还可直接保护心肌细胞,减少心肌细胞凋亡,减
少心肌纤维化[22] 。 卡托普利使血液中血管紧张素
水平下降并降低血管壁张力,以降低血压及治疗心

脏衰竭,其主要应用于血压升高及心肌衰竭,鹿茸

多肽则保护心肌细胞,避免心肌细胞进一步损伤及

改善心肌组织纤维化损伤[23-24] 。
综上所述,鹿茸多肽可以改善冠状动脉左前降

肢结扎诱导的大鼠心肌梗死缺血后纤维化损伤。
VAP 降低血清中 cTnT、cTnI 和 CK-MB 水平,达到增

强心肌组织抗凋亡作用,调控 TGF-β / samds 表达水

平,降低心脏胶原蛋白 I、Ⅲ的表达以达到抗纤维化

作用,改善心肌组织病理状态,缓解心肌组织损伤。
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miR-218-5p 靶向 EGLN3 抑制肺腺癌增殖、迁移和侵袭

王江波1,梁　 皓1∗,陆允平2

(1.濮阳市人民医院心胸外科,河南
 

濮阳　 457001;2.金华市中心医院心胸外科,浙江
 

金华　 321000)

　 　 【摘要】 　 目的　 微小 RNA( microRNAs,
 

miRNA)参与了多种癌症的发生发展,有研究证明微小 RNA-218-5p
(microRNA-218-5p,

 

miR-218-5p ) 在癌症的发展中发挥着重要作用。 然 而, miR-218-5p 影 响 肺 腺 癌 ( lung
 

adenocarcinoma,
 

LUAD)发展的具体机制尚未明确。 方法　 通过癌症基因组图谱( the
 

cancer
 

genome
 

atlas,
 

TCGA)
数据分析肺腺癌组织中 miR-218-5p 的表达情况,实时荧光定量 PCR(quantitative

 

real
 

time
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

qRT-PCR)检测 miR-218-5p 和 EGLN3 在人肺正常细胞系和人肺腺癌细胞系中的表达。 蛋白质印迹法( Western
 

blot)检测 miR-218-5p 对 AKT / mTOR 信号通路关键蛋白表达的影响以及细胞中 EGLN3 的蛋白表达。 使用生物信

息学方法预测并通过荧光素酶报告基因检测证实 miR-218-5p 与 EGLN3 的靶向关系。 细胞活力和细胞毒性检测

(cell
 

counting
 

kit-8,
 

CCK-8)、细胞克隆形成、细胞划痕、Transwell 实验检测 miR-218-5p 与 EGLN3 对肺腺癌细胞功

能的影响。 结果　 miR-218-5p 在肺腺癌中低表达,过表达 miR-218-5p 可抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移与侵袭,并抑

制 AKT / mTOR 信号通路的激活。 miR-218-5p 的下游靶基因 EGLN3 在肺腺癌中高表达。 过表达 EGLN3 减弱了

miR-218-5p 过表达对肺腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的抑制作用。 结论　 miR-218-5p 靶向下调 EGLN3 抑制肺腺癌

细胞的增殖、迁移与侵袭,这些结果为肺腺癌的新治疗方法和检测手段的开发提供了新的参考依据。
【关键词】 　 miR-218-5p;EGLN3;肺腺癌;增殖;迁移;侵袭
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　 　 【 Abstract】 　
 

Objective 　 MicroRNAs
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

many
 

cancers,
 

and
 

microRNA-218-5p
 

(miR-218-5p)
 

has
 

been
 

proven
 

to
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

cancer
 

development.
 

However,
 

the
 

specific
 

mechanism
 

of
 

miR-218-5p’s
 

effect
 

on
 

the
 

development
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

(LUAD)
 

has
 

not
 

been
 

clarified.
 

Methods
 

The
 

expression
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

LUAD
 

tissues
 

was
 

analyzed
 

in
 

TCGA
 

data,
 

and
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3
 

in
 

human
 

lung
 

normal
 

and
 

human
 

LUAD
 

cell
 

lines
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

key
 

AKT / mTOR
 

signaling
 

pathway
 

proteins
 

and
 

EGLN3
 

in
 

tumor
 

cells.
 

The
 

microRNA-target
 

relationship
 

between
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3
 

was
 

predicted
 

by
 

bioinformatics
 

method
  

and
 

confirmed
 

by
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

detection.
 

The
 

roles
 

of
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3
 

in
 

LUAD
 

were
 

measured
 

by
 

CCK-8,
 

colony
 

formation,
 

scratch
 



healing,
 

and
 

Transwell
 

assays.
 

Results 　 miR-218-5p
 

was
 

underexpressed
 

in
 

LUAD.
 

Overexpression
 

of
 

miR-218-5p
 

inhibited
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

LUAD
 

cells
 

and
 

the
 

activation
 

of
 

the
 

AKT / mTOR
 

signaling
 

pathway.
 

EGLN3
 

was
 

the
 

downstream
 

target
 

gene
 

of
 

miR-218-5p,
 

which
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

LUAD.
 

Overexpression
 

of
 

EGLN3
 

weakened
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

miR-218-5p
 

on
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

by
 

LUAD
 

cells.
 

Conclusions
 

miR-
218-5p

 

inhibited
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

in
 

LUAD
 

cells
 

by
 

negatively
 

affecting
 

EGLN3
 

expression.
 

【Keywords】　 miR-218-5p;
 

EGLN3;
 

lung
 

adenocarcinoma;
 

proliferation;
 

migration;
 

invasion

　 　 在世界范围内,肺癌( lung
 

cancer)是致死率最

高的实体瘤之一,其中大约 95%的肺癌病例可以被

分为非小细胞肺癌( non-small-cell
 

lung
 

carcinoma,
 

NSCLC) 和 小 细 胞 肺 癌 ( small
 

cell
 

lung
 

cancer,
 

SCLC) [1] 。 NSCLC 又进一步分为鳞状细胞癌、腺癌

和大细胞癌三种类型[2] ,其中肺腺癌是最常见的类

型,大约占肺癌的 40%[2] 。 对早期肺腺癌患者来

说,手术配合放化疗能显著提高患者的 5 年存活率

(依据临床 stage 分期,IA 期、IB 期、IIA 阶段和 IIB
阶段患者的 5 年生存率分别为 83%、68%、60%、
53%) [3] 。 但是晚期肺腺癌患者几乎很难以同种手

段治疗,其 5 年生存率大约仅 10%[4] ,因此近年来

肺癌的免疫治疗、靶向治疗等手段成为研究热点。
目前研究的重中之重在于找到安全高效的治疗方

法,研究肺癌的发生和发展机制,以提供合适的治

疗靶标。
微小 RNA(microRNAs,

 

miRNAs)是一种短的非

编码单链 RNA 分子,长度约为 22 个核苷酸序列,
miRNAs 通过与转录本中的互补位点结合来调节靶

基因的表达,从而导致翻译抑制或转录降解[5] 。 大

量研究证明 miRNA 参与了细胞的增殖、发育、凋亡、
代谢和形态发生,并且与多种癌症的发生相关[6] 。
例如,miR-216b 被证实通过沉默 KRAS 抑制胰腺癌

细胞进展和促进胰腺癌细胞凋亡[7] ;miR-518 通过

靶向 MDM2 基因促进胃癌细胞凋亡和抑制胃癌细

胞发展[8] ;miR-451a 通过靶向 ATF2 抑制非小细胞

肺癌的细胞迁移和侵袭[9] 。 miR-218-5p 作为一种

抑制肿瘤恶性进展的 miRNA,在多种肿瘤中低表

达,miR-218-5p 在前列腺癌组织中低表达并且能够

通过同时靶向 TRAF1、TRAF2 和 TRAF5 削弱前列

腺癌细胞的侵袭和融合能力[10] ;miR-218-5p 通过靶

向结合 Cx43 参与乳腺癌细胞的细胞增殖和迁移过

程[11] ;miR-218-5p 可以抑制胶质瘤的发病机制和发

展,降低细胞的增殖和侵袭能力以及阻碍 EMT
( epithelial-mesenchymal

 

transition,
 

EMT ) [12] ; miR-
218-5p 抑制人类视网膜母细胞瘤 ( retinoblastoma,

 

RB)细胞的生存能力,以及抑制 AKT / mTOR 信号通

路[13] ;miR-218-5p 在 LUAD 组织中低表达并且可能

通过雌激素信号通路影响 LUAD 进程[14] 。 我们还

发现 miR-218-5p 通过调控 EGFR 在非小细胞肺癌

中发挥抑制肺癌细胞增殖和迁移的作用[15] 。 在非

小细胞肺癌中 miR-218-5p 是一种潜在的肿瘤抑制

因子[16] ,但 miR-218-5p 影响 LUAD 进展的确切分

子机制仍然需要进一步的研究。
在本研究中我们发现 miR-218-5p 在肺腺癌组

织和细胞中低表达。 结合前人在其他癌种的研究,
我们推测 miR-218-5p 可能在肺腺癌的发生发展中

也发挥着重要的抑癌作用,并且很有可能与 AKT /
mTOR 信号通路相关。 随后,我们进一步筛选了

miR-218-5p 下游靶基因并通过体外实验验证了

miR-218-5p 对其靶基因的调控机制。 本研究为寻

找肺腺癌的靶向诊断和治疗的新方法提供一定的

依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 研究所用的人肺上皮细胞系 BEAS-2B 细胞

( BNCC254518 ) 和 人 肺 腺 癌 细 胞 A549 细 胞

(BNCC290808)、A-427 细胞( BNCC263315)、Calu-3
细胞(BNCC294106)、PC-9(BNCC341852)均购自北

纳生物(中国)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 10% 胎牛血清( 16140089,美国 Gibco 公司);
1%的青霉素 / 链霉素(15140163,美国 Gibco 公司);
BEGM ( CC-3170, 瑞 士 Lonza 公 司 ); F-12K
(11765054,美国 Gibco 公司);EMEM(30-2003,美国

Model
 

Culture
 

Institute 公 司 ); RPMI-1640
(11875093,美国 Gibco 公司);TRIzol(15596026,美
国 Thermo

 

Fisher
 

Scientific 公司); MiRNA 逆转录

PCR 试剂盒(RR047A,中国宝日医生物技术公司);
SYBR

 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix 试剂盒(RR820A,中国

宝日医生物技术公司);CCK-8 试剂(C0038,中国生

物技术有限公司); 基质胶 ( 356234, 美国 Becton
 

Dickinson 公司);RIPA 缓冲液(89900,美国 Thermo
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Fisher
 

Scientific 公 司 ); BCA 蛋 白 检 测 试 剂 盒

(23225,美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司);超敏化

学发光试剂( WB7106,美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific
公司);海肾荧光素酶表达载体 pRL-TK(VT1568,中
国友宝生物公司);Lipofectamine

 

2000(11668019,美
国 Thermo

 

Fisher
 

Scientific 公司);双荧光素酶检测

试剂盒(HY-K1013,美国 MCE 公司);EGLN3、AKT、
P-AKT、MTOR、P-mTOR、GAPDH 及羊抗兔 IgG 均购

于 英 国 Abcam 公 司, 货 号 ab184714、 ab8805、
ab81283、 ab134903、 ab109268、 ab9485、 ab6721。 恒

温培养箱、Nanodrop
 

2000 分光光度计、ABI
 

7500
 

实

时 PCR 仪, 酶 标 仪 均 购 自 美 国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司;显微镜购自日本 Olympus 公司;化学

发光仪购自美国 General
 

Electric 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养

　 　 人肺上皮细胞系 BEAS-2B 细胞在添加了 10%
胎牛血清和 1% 青霉素 / 链霉素的 BEGM 中培养;
A549 细胞在添加了 10%胎牛血清和 1%青霉素 / 链
霉素的 F-12K 中培养,A-427 细胞系和 Calu-3 细胞

系在添加了 10%胎牛血清和 1%青霉素 / 链霉素的

EMEM 中培养;PC-9 细胞系在添加了 10%胎牛血清

和 1%青霉素 / 链霉素的 RPMI-1640 中培养,细胞均

在 37℃ ,5%
 

CO2 的恒温培养箱中培养。
1. 3. 2　 生信分析

　 　 从 TCGA 数据库下载 TCGA-LUAD 的 miRNA
成熟体(癌旁样本 46 个,癌变样本 521 个)和 mRNA
(癌旁样本 59 个,癌变样本 535 个)的表达量数据,
从 GEO 数据库下载 LUAD 的 miRNA(数据集编号:
GSE36681,癌旁样本 103 个,癌变样本 103 个)的表

达量数据。 科研人员基于下载数据对 miR-218-5p
进行表达量分析。 利用 EdgeR 对 mRNA 进行差异

分析(􀰙 logFC 􀰙>3. 0,padj<0. 01)获得异常表达基

因 ( differentially
 

expressed
 

genes,
 

DEGs )。 利 用

TargetScan、starBase、miRDIP 和 miRDB 数据库对目

标 miR-218-5p 进行靶向预测并与上调 DEGs 取交

集。 将得到的候选基因与 miR-218-5p 进行 Pearson
相关性分析,选取负相关性最高的 mRNA 作为研究

对象。 同时,对靶标 mRNA 进行预后分析。
1. 3. 3　 RNA 提取和实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)
　 　 使用 TRIzol 试剂从培养的细胞中提取总 RNA。
使用 Nanodrop

 

2000 分光光度计对总 RNA 进行质量

评估和定量。 使用 miRNA 逆转录 PCR 试剂盒和

mRNA 逆转录 PCR 试剂盒分别合成 DNA。 使用

SYBR-Green
 

PCR
 

Master
 

Mix 试剂盒分析不同基因

的相对表达。 qRT-PCR 反应使用 ABI
 

7500
 

Real-
time

 

PCR 系统。 miRNA 以 U6 作为内 参 基 因,
mRNA 以 GAPDH 作为内参基因,结果使用 2-ΔΔCt 值

进行归一化处理。 引物序列如下表 1 所示。
1. 3. 4　 CCK-8 分析

　 　 将制备好的肺腺癌单细胞悬液接种到 96 孔板

中,每个孔接种 2000 个细胞,培养液体积 100 μL。
放置在培养箱中培养,分别在培养 0、24、48、72、96

 

h
时加入 10 μL 的 CCK-8 溶液并在 37℃和 5%

 

CO2 的

培养箱中孵育 2
 

h,使用酶标仪在 450
 

nm 波长下分

别检测各时间点的吸光度。

表 1　 qRT-PCR 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
 

of
 

qRT-PCR

基因 Genes 引物序列(5’→
 

3’)Primer
 

sequence
 

(5’→3’)

miR-218-5p F:CGCAGTTGTGCTTGATCT
R:TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTACATGGT

U6 F:CTCGCTTCGGCAGCACA
R:AACGCTTCACGAATTTGCGT

EGLN3 F:TCAAGGAGAGGTCTAAGGCAA
 

R:ATGCAGGTGATGCAGCGA

GAPDH F:CCCCTTCATTGACCTCAACTACAT
R:CGCTCCTGGAAGATGGTGA

1. 3. 5　 细胞克隆

　 　 转染后将细胞(每毫升 500 个)接种到 12 孔板

中。 培养 10 ~ 14
 

d 后, 使用 4% 多聚甲醛固定

15 min,结晶紫染色 15 min,显微镜下观察。 统计每

个孔的细胞数量,进一步统计分析。
1. 3. 6　 划痕愈合实验

　 　 将制备好的肺腺癌单细胞悬液接种到 6 孔板中,
每孔接种细胞悬液 2 mL(每毫升 5×105 个)。 细胞生

长到铺满孔底后,用 200 μL 的枪头划出一条经过孔

底中心的直线痕迹,用 PBS 洗去刮擦下来的细胞,拍
照并记录划痕的宽度(μm),弃掉 PBS 并加入不含

FBS 的基础培养基,然后将 6 孔板放置在细胞培养箱

中 24
 

h。 弃掉培养基加入 PBS 清洗。 然后拍照记录

24
 

h 的划痕宽度(μm)。 统计 0
 

h 和 24
 

h 的划痕宽度

并计算划痕愈合率。 计算公式:划痕愈合率(%)= (0
 

h 划痕宽度-24
 

h 划痕宽度) / 0
 

h 划痕宽度。
1. 3. 7　 Transwell 侵袭实验

　 　 将胰蛋白酶消化下来的细胞经过 PBS 洗涤后,
用无血清培养基重悬。 在底部涂有基质胶的小室

中接种 1×104 个细胞,含有 10%
 

FBS 的培养基添加

到下室中。 24
 

h 后,用棉签轻轻将未侵袭的细胞从
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小室底膜的上表面去除,PBS 洗去残留的培养基后

用 0. 5%结晶紫染色,PBS 洗涤。 在显微镜下随机

选取 5 个视野观察并拍照,计数穿膜细胞数。
1. 3. 8　 蛋白免疫印迹

　 　 向 RIPA 缓冲液中加入蛋白酶抑制剂,进而裂

解肺腺癌细胞。 使用 BCA 蛋白检测试剂盒测定蛋

白浓度。 将等量的蛋白用 10%
 

SDS-PAGE 分离,蛋
白质电泳后转移到 PVDF 膜上;5%脱脂奶粉室温封

闭 1
 

h;在 4℃ 条件下兔抗 EGLN3(1 ∶ 2000)、AKT
(1 ∶ 500)、p-AKT ( 1 ∶ 5000)、 mTOR ( 1 ∶ 10000)、
p-mTOR(1 ∶ 1000)和 GAPDH(1 ∶ 2500)孵育过夜;
TBST 缓冲液洗膜 3 次,每次 5 min;加入加辣根过氧

化酶标记的二抗 IgG
 

H&L(1 ∶ 2000)室温孵育 1
 

h;
TBST 缓冲液洗膜 3 次,每次 5 min,在 PVDF 膜表面

添加超敏化学发光试剂并在化学发光仪扫描显影。

注:A:miR-218-5p 在 TCGA 数据库癌旁组织和癌变组织中的表达情况,蓝色代表癌旁组织,红色代表癌变组织;B:miR-218-5p 在 GEO 数据

库癌旁组织和癌变组织中的表达情况,蓝色代表癌旁组织,红色代表癌变组织;C:qRT-PCR 检测人肺上皮细胞系 BEAS-2B 和肺腺癌细胞 A-

427、A549、Calu-3、PC-9 中 miR-218-5p 表达水平。 与 BEAS-2B 组相比,
 ∗P<0. 05;与正常组相比,

 ∗∗∗∗∗P<0. 001. 　

图 1　 肺腺癌中 miR-218-5p 显著低表达

Note.
 

A,
 

Expression
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

adjacent
 

and
 

cancerous
 

tissues
 

in
 

TCGA
 

database,
 

blue
 

represented
 

adjacent
 

tissues,
 

and
 

red
 

represented
 

cancerous
 

tissues.
 

B,
 

Expression
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

adjacent
 

and
 

cancerous
 

tissues
 

in
 

GEO
 

database,
 

blue
 

represented
 

adjacent
 

tissues,
 

and
 

red
 

represented
 

cancerous
 

tissues.
 

C,
 

Expression
 

levels
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

human
 

lung
 

epithelial
 

cell
 

line
 

BEAS-2B
 

and
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells
 

A-427,
 

A549,
 

Calu-3
 

and
 

PC-9
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.
 

Compared
 

with
 

BEAS-2B
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗∗∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

1　 miR-218-5p
 

was
 

significantly
 

low
 

expression
 

in
 

lung
 

adenocarcinoma

1. 3. 9　 双荧光素酶检测

　 　 由广州复能基因有限公司合成了含有野生型

(WT) EGLN3-3’-UTR 序列( EGLN3-WT) 和突变型

(MUT) EGLN3-3’-UTR 序列( EGLN3-Mut) 的质粒。
海肾荧光素酶表达载体 pRL-TK 作为内参。 将构建

的质粒分别与 miR-218-5p
 

mimic 或 mimic
 

NC 共同

转染到 PC-9 细胞中, 转染试剂为 Lipofectamine
 

2000。 转染 36
 

h 后,使用双荧光素酶检测试剂盒在

化学发光仪上进行荧光素酶活性检测。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 分析所有数据,并将

每个实验重复 3 次。 结果以平均数±标准差( 􀭰x±s)

的形式表示,两组间的方差显著性采用 t 检验,多组

间的方差显著性采用单因素方差分析。 P<0. 05 表

示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 miR-218-5p 在肺腺癌中显著低表达
 

　 　 从 TCGA 数据库和 GEO 数据库(GSE36681)下

载 LUAD 的 miRNA 成熟体,基于下载数据对 miR-
218-5p 进行表达量的分析,结果显示 miR-218-5p 在

肺腺癌组织中显著低表达(图 1A、图 1B)。 随后我

们研究了 miR-218-5p 在正常人肺上皮细胞系和肺

腺癌细胞系中的表达情况,结果显示相比于正常人

肺上皮细胞系,肺腺癌细胞系中的 miR-218-5p 的表

达明显下降 (P < 0. 05) ( 图 1C)。 这些结果表明

miR-218-5p 在肺腺癌中低表达,同时在后续实验中

我们将选择 miR-218-5p 表达相对较低的 PC-9 细胞

系进行体外细胞实验的验证。
2. 2　 过表达 miR-218-5p 抑制肺腺癌细胞的增殖、
迁移、侵袭

　 　 前面已经证实了 miR-218-5p 在肺腺癌中低表

达,随后为了进一步验证 miR-218-5p 对肺腺癌细胞

功能的影响,我们设计了一系列细胞功能实验。 首

先在肺腺癌 PC-9 细胞中分别转染 mimic
 

NC 和
 

miR-218-5p
 

mimic,并用 qRT-PCR 检测转染效率,结
果显示相比于 mimic

 

NC 组,miR-218-5p
 

mimic 组细

胞 miR-218-5p 表达明显上升(P<0. 05)(图 2A),这
说明 miR-218-5p

 

mimic 可用于之后的实验。 使用
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CCK8 实验和细胞克隆形成实验检测细胞的增殖能

力,结果显示过表达 miR-218-5p 后细胞增殖能力被

注:A:qRT-PCR 检测转染后各组肺腺癌细胞中 miR-218-5p 的表达量;B、C:CCK-8 增殖实验和克隆形成实验检测 PC-9 细胞转染 mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic 后增殖能力的变化;D:划痕实验检测 PC-9 细胞转染 mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic 后细胞迁移能力的变化;E:

Transwell 实验检测 PC-9 细胞转染 mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic 后细胞侵袭能力的变化。 与 mimic
 

NC 组相比,∗P<0. 05。

图 2　 过表达 miR-218-5p 抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭

Note.
 

A,
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miR-218-5p
 

in
 

each
 

group
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells
 

after
 

transfection.
 

B / C,
 

CCK-
8

 

proliferation
 

assay
 

and
 

colony
 

formation
 

assay
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

of
 

PC-9
 

cells
 

after
 

transfection
 

with
 

mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic.
 

D,
 

Changes
 

of
 

migration
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

after
 

transfection
 

with
 

mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic
 

was
 

detected
 

by
 

scratch
 

assay.
 

E,
 

Changes
 

of
 

invasion
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

after
 

transfection
 

with
 

mimic
 

NC / miR-218-5p
 

mimic
 

was
 

detected
 

by
 

Transwell
 

assay.
 

Compared
 

with
 

mimic
 

NC
 

group,
  ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Overexpression
 

miR-218-5p
 

inhibited
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells

显著抑制(P<0. 05)(图 2B、图 2C)。 细胞划痕实验

和 Transwell 实验分别检测了过表达 miR-218-5p 对

细胞迁移和侵袭的影响,结果显示过表达 miR-218-
5p 后细胞的迁移和侵袭能力显著减弱(P< 0. 05)
(图 2D、图 2E)。 由此,我们认为 miR-218-5p 在肺

腺癌细胞 PC-9 的增殖和转移过程发挥抑制作用。
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2. 3　 miR-218-5p 抑制肺腺癌细胞的 AKT / mTOR
通路的激活

　 　 已有的研究表明,miR-218-5p 通过调控 AKT /
mTOR 信号通路调控多种疾病发展如肾细胞癌[17] 、
视网膜神经胶质瘤[13] 等。 为了确定在肺腺癌中

miR-218-5p 对 AKT / mTOR 信号通路的影响,我们用

Western
 

blot 检测了 AKT / mTOR 信号通路的关键蛋

白的表达。 结果显示 miR-218-5p
 

mimic 显著降低了

AKT、mTOR 的磷酸化水平,miR-218-5p
 

inhibitor 则

发挥出相反的效果(图 3A、图 3B)。 结果见图 5,
miR-218-5p 抑制肺癌细胞中 AKT / mTOR 信号通路

的激活。

注:A:Western
 

blot 检测 miR-218-5p 对 AKT / mTOR 信号通路相关蛋白(AKT、p-AKT、mTOR 和 p-mTOR)表达的影响;B:柱状图显示蛋白的相对表

达水平,包括 p-AKT / AKT 和 p-mTOR / mTOR。 mimic
 

NC 组与 miR-218-5p
 

mimic 组相比,
 ∗P< 0. 05;inhibitor

 

NC 组与 miR-218-5p
 

inhibitor 组相

比,
 #P<0. 05。

图 3　 miR-218-5p 抑制 AKT / mTOR 信号通路相关蛋白的表达

Note.
 

A,
 

Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

the
 

effects
 

of
 

miR-218-5p
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

AKT / mTOR
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins
 

( AKT,
 

p-AKT,
 

mTOR
 

and
 

p-mTOR).
 

B,
 

Histogram
 

showed
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

proteins,
 

including
 

p-AKT / AKT
 

and
 

p-mTOR / mTOR.
 

Compared
 

between
 

mimic
 

NC
 

group
 

and
 

miR-218-5p
 

mimic
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

between
 

inhibitor
 

NC
 

group
 

and
 

miR-218-5p
 

inhibitor
 

group,
 #P<0. 05.

 

Figure
 

3　 miR-218-5p
 

suppressed
 

the
 

expression
 

of
 

AKT / mTOR
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins

2. 4　 EGLN3 在肺腺癌细胞中显著高表达

　 　 为进一步研究 miR-218-5p 的功能机制,我们对

其下游调控基因进行挖掘。 首先利用 EdgeR 对

mRNA 进行差异分析,共获得 1217 个 DEGs,其中包

括 1104 个上调基因,113 个下调基因(图 4A);然后

利用 TargetScan、starBase、miRDIP 和 miRDB 共 4 个

数据库预测 miR-218-5p 的靶基因,获得 ONECUT2、
EGLN3、LHX1、SLCO5A1 和 CASKIN1 共 5 个候选基

因(图 4B);再通过 Pearson 分析,最终选取负相关

性最强的 EGLN3 作为靶标(图 4C、图 4D)。 TCGA
数据库数据显示与癌旁组织相比,EGLN3 在肺腺癌

癌变组织中显著高表达(P<0. 05) (图 4E),且高表

达 EGLN3 的肺腺癌患者总生存期相对较低 ( 图

4F)。 有报道证实 EGLN3 在肾细胞癌[18] 、 胰腺

癌[19]等癌种中上调,能调控肿瘤细胞的多种生物学

功能。 为了探讨 EGLN3 在肺腺癌进展中的潜在作

用,我们首先检测了 EGLN3 在 BEAS-2B 和 PC-9 中

的 mRNA 和蛋白表达情况。 qRT-PCR 和 Western
 

blot 检测结果(图 4G、图 4H)显示,与人肺上皮细胞

系( BEAS-2B) 相比,PC-9 细胞中 EGLN3 的 mRNA
和蛋白表达水平显著上升(P<0. 05)。 这些结果表

明 EGLN3 是 miR-218-5p 的潜在下游靶标,且其在

肺腺癌中高表达。
2. 5　 肺腺癌细胞中 miR-218-5p 靶向结合 EGLN3
　 　 为了明确 miR-218-5p 与 EGLN3 之间的调控关

系,首先我们利用 starBase 数据库中预测 miR-218-
5p 与 EGLN3 的结合位点,结果表明 miR-218-5p 和

EGLN3 之间存在靶向结合位点(图 5A),随后通过

双荧光素酶报告基因检测实验验证 miR-218-5p 和

EGLN3 之间是否存在靶向结合关系。 结果显示,含
有 EGLN3

 

3’UTR 的双荧光素酶报告载体( EGLN3-
WT)和 miR-218-5p

 

mimic 共转染组荧光素酶活性显

著降低(P<0. 05),而突变组的荧光素酶活性则无明

显变化(图 5B)。 接着我们还检测了 PC-9 细胞转染

mimic
 

NC 和 miR-218-5p 后 EGLN3 的 mRNA 和蛋白

表达水平。 结果发现,与对照组相比,过表达 miR-
218-5p 后 EGLN3 的 mRNA 和蛋白表达下降 (P <
0. 05)(图 5C、图 5D)。 因此,我们认为 EGLN3 是

miR-218-5p 的直接靶点, 并受 miR-218-5p 的 负

调控。
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注:A:TCGA-LUAD 的 mRNA 的差异基因火山图;B:利用 TargetScan、miRDB、miDIP 和 starBase 数据库预测 miR-218-5p 的靶基因与差异上调

mRNA 交集;C:miR-218-5p 与 5 个预测基因 Pearson 相关性图;D:miR-218-5p 与 EGLN3
 

基因 Pearson 相关性图;E:EGLN3 在正常组织和癌

症组织中的表达情况,蓝色代表癌旁组织,红色代表癌变组织;F:EGLN3 基因的生存曲线,横坐标表示时间(年),纵坐标表示生存率,红色

曲线表示高表达患者,蓝色曲线表示低表达患者;G:qRT-PCR 检测人肺上皮细胞系 BEAS-2B 和肺腺癌细胞系 PC-9 中 EGLN3 的 mRNA 表

达情况;H:Western
 

blot 检测人肺上皮细胞系 BEAS-2B 和肺腺癌细胞系 PC-9 中 EGLN3 蛋白表达情况。 与 BEAS-2B 组相比,∗P<0. 05。
图 4　 肺腺癌细胞中 EGLN3 高表达

Note.
 

A,
 

Volcano
 

map
 

of
 

differential
 

genes
 

of
 

TCGA-LUAD
 

mRNA.
 

B,
 

Using
 

TargetScan,
 

miRDB,
 

miDIP
 

and
 

starBase
 

databases
 

to
 

predict
 

the
 

intersection
 

of
 

miR-218-5p
 

target
 

genes
 

and
 

different
 

upregulated
 

mRNAs.
 

C,
 

Pearson
 

correlation
 

diagram
 

between
 

miR-218-5p
 

and
 

five
 

predicted
 

genes.
 

D,
 

Pearson
 

correlation
 

diagram
 

between
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3
 

gene.
 

E,
 

EGLN3
 

expression
 

in
 

normal
 

and
 

cancer
 

tissues,
 

blue
 

represents
 

adjacent
 

tissues
 

and
 

red
 

represents
 

cancerous
 

tissues.
 

F,
 

Survival
 

curve
 

of
 

EGLN3
 

gene,
 

the
 

abscissa
 

represents
 

time
 

(years),
 

the
 

ordinate
 

represents
 

survival
 

rate,
 

the
 

red
 

curve
 

represents
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

and
 

the
 

blue
 

curve
 

represents
 

patients
 

with
 

low
 

expression.
 

G,
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

mRNA
 

expression
 

of
 

EGLN3
 

in
 

human
 

lung
 

epithelial
 

cell
 

line
 

BEAS-2B
 

and
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cell
 

line
 

PC-9.
 

H,
 

Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

EGLN3
 

protein
 

expression
 

in
 

human
 

lung
 

epithelial
 

cell
 

line
 

BEAS-2B
 

and
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cell
 

line
 

PC-9.
 

Compared
 

with
 

BEAS-2B
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

4　 EGLN3
 

was
 

highly-expressed
 

in
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells

注:A:starBase 数据库预测 miR-218-5p 与 EGLN3 的靶向结合位点;B:双荧光素酶实验检测不同转染组 PC-9 细胞的荧光素酶活性;C:qRT-
PCR 检测肺腺癌细胞 PC-9 不同转染组中 EGLN3 的 mRNA 表达水平;D:Western

 

blot 检测肺腺癌细胞 PC-9 不同转染组中 EGLN3 蛋白的表

达情况。 与 mimic
 

NC 组相比,
 ∗P<0. 05。

图 5　 肺腺癌中 miR-218-5p 靶向结合 EGLN3
Note.

 

A,
 

starBase
 

database
 

predicted
 

the
 

targeted
 

binding
 

sites
 

of
 

miR-218-5p
 

and
 

EGLN3.
 

B,
 

Double
 

luciferase
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

luciferase
 

activity
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups.
 

C,
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

EGLN3
 

in
 

PC-9
 

transfected
 

groups.
 

D,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

EGLN3
 

in
 

PC-9
 

transfected
 

groups.
 

Compared
 

with
 

mimic
 

NC,
 

∗P<0. 05.
 

Figure
 

5　 miR-218-5p
 

targeted
 

binding
 

to
 

EGLN3
 

in
 

lung
 

adenocarcinoma
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2. 6　 miR-218-5p 通过靶向 EGLN3 抑制肺腺癌细

胞增殖、迁移和侵袭

　 　 为了进一步探究 miR-218-5p 靶向 EGLN3 在肺

注:A:qRT-PCR 实验检测不同转染组 PC-9 细胞中 EGLN3
 

mRNA 的表达水平;B:Western
 

blot 实验检测不同转染组 PC-9 细胞中 EGLN3
蛋白的表达;C:CCK-8 实验检测不同转染组 PC-9 细胞的增殖能力;D:细胞克隆形成实验检测不同转染组 PC-9 细胞的克隆形成情况;E:
划痕愈合实验检测不同转染组 PC-9 细胞的迁移能力;F:Transwell 实验检测不同转染组 PC-9 细胞的侵袭能力。 1:mimic-NC+oe-NC;2:
miR-218-5p

 

mimic+oe-NC;3:mimic
 

NC+oe-EGLN3;4:miR-218-5p
 

mimic+oe-EGLN3。 与 miR-218-5p
 

mimic+oe-NC 组相比,
 ∗P< 0. 05;与

mimic
 

NC+oe-NC 组相比,
 #P<0. 05;与 mimic-NC+oe-EGLN3 组相比,

 ￥ P<0. 05。
图 6　 miR-218-5p 通过靶向 EGLN3 抑制肺腺癌细胞增殖、迁移和侵袭

Note.
 

A,
 

qRT-PCR
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

EGLN3
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

PC-9
 

cells
 

of
 

different
 

transfection
 

groups.
 

B,
 

Western
 

blot
 

assay
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

EGLN3
 

protein
 

in
 

PC-9
 

cells
 

of
 

different
 

transfection
 

groups.
 

C,
 

CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups.
 

D,
 

Cell
 

colony
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

clonogenesis
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups.
 

E,
 

The
 

migration
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups
 

was
 

detected
 

by
 

scratch
 

healing
 

assay.
 

F,
 

Transwell
 

assay
 

detected
 

the
 

invasion
 

ability
 

of
 

PC-9
 

cells
 

in
 

different
 

transfection
 

groups.
 

1,
 

mimic-NC+oe-NC.
 

2,
 

miR-218-5p
 

mimic+oe-NC.
 

3,
 

mimic
 

NC+oe-
EGLN3.

 

4,
   

miR-218-5p
 

mimic + oe-EGLN3.
 

Compared
 

with
 

miR-218-5p
 

mimic + oe-NC
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

mimic
 

NC + oe-NC
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

mimic-NC+oe-EGLN3
 

group,
 ￥ P<0. 05

 

.
Figure

 

6　 miR-218-5p
 

inhibited
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

lung
 

adenocarcinoma
 

cells
 

by
 

targeting
 

EGLN3

腺癌发生发展中的作用,我们进行了后续实验。 首

先,在肺腺癌细胞系 PC-9 中分别共转染 mimic
 

NC+
oe-NC、 miR-218-5p

 

mimic + oe-NC、 mimic
 

NC + oe-

EGLN3 和
 

miR-218-5p
 

mimic+oe-EGLN3,并用 qRT-
PCR 和 Western

 

blot 检测 EGLN3 的表达效率。 结果

见图 6,与对照组相比,单独过表达 miR-218-5p 后

EGLN3 的 mRNA 和蛋白表达显著下调,单独过表达

EGLN3 后 EGLN3 的 mRNA 和蛋白表达显著上调(P
<0. 05),同时过表达 miR-218-5p 和 EGLN3 后细胞
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中 EGLN3 的表达水平回复至 mimic
 

NC+oe-NC 组水

平(图 6A、图 6B)。 CCK-8 和细胞克隆形成实验的

结果显示转染 miR-218-5p
 

mimic 的 PC-9 细胞增殖

能力显著下降,
 

转染 oe-EGLN3 的 PC-9 细胞增殖能

力显著增强(P<0. 05),同时过表达 miR-218-5p 和

EGLN3 后癌细胞的增殖能力回复至 mimic
 

NC +oe-
NC 组水平(图 6C、图 6D)。 划痕和侵袭实验结果显

示,与对照组相比 miR-218-5p 过表达组细胞的迁移

与侵袭能力显著降低,EGLN3 过表达组细胞的迁移

与侵袭能力显著升高(P<0. 05),同时过表达 miR-
218-5p 和 EGLN3 后癌细胞的迁移与侵袭能力回复

至 mimic
 

NC+oe-NC 组水平(图 6E、图 6F)。 这些实

验结果说明,miR-218-5p 通过靶向 EGLN3 抑制肺腺

癌细胞的增殖、迁移和侵袭。

3　 讨论

　 　 本研究的目的是探讨 miR-218-5p 在肺腺癌发

展中的具体调控机制。 在本研究中,我们发现 miR-
218-5p 在 LUAD 组织和细胞中表达下调。 细胞学

研究表明,过表达 miR-218-5p 可以抑制 LUAD 细胞

的增殖、迁移和侵袭,并抑制 AKT / mTOR 通路的激

活。 机制研究表明,EGLN3 是 miR-218-5p 的直接靶

点,miR-218-5p 靶向调控 EGLN3 表达抑制 LUAD 细

胞的增殖、迁移和侵袭。
miRNAs 作为一种重要的非编码小 RNA,已被

证实广泛参与多种生物学功能的调控,包括细胞周

期、细胞增殖、细胞凋亡等[20-23] 。 关于 miR-218-5p,
研究显示其在前列腺癌、肝细胞癌等[24] 多个癌种中

表达下调,且能够抑制多种癌症的发生,有作为预

后标志物的潜力。 在本研究中,我们基于 TCGA 数

据库分析发现 miR-218-5p 在肺腺癌组织中显著低

表达,qRT-PCR 验证得到 miR-218-5p 在肺腺癌细胞

系中低表达,这与其在前列腺癌、肝细胞癌等[24] 肿

瘤中的研究结果一致。 细胞功能实验表明过表达

miR-218-5p 抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移与侵袭能

力。 这与以前在肺癌中的研究结论相似[25] 。
AKT / mTOR 信号通路作为维持细胞基本功能

的主要信号通路之一,已被证明在肿瘤发生和发育

中发挥重要作用,能够促进肿瘤细胞的增殖、侵袭

和迁移[26-27] 。 目前这一途径的组成基因已被广泛

研究,发现在人类癌症中普遍被激活[28] 。 而 miR-
218-5p 已被证明能在多种癌症中如视网膜母细胞

瘤、结肠癌、口腔癌[13,29-30] 等通过影响 AKT / mTOR
信号通路调控细胞活力。 为了阐明 miR-218-5p 抑

制肿瘤进展的机制,我们检测了 AKT / mTOR 信号通

路关键蛋白的表达水平,结果表明过表达 miR-218-
5p 可以抑制 AKT 和 mTOR 的磷酸化,这说明 miR-
218-5p 抑制肺腺癌细胞中 AKT / mTOR 信号通路的

激活。 而我们的研究中,miR-218-5p 对 AKT / mTOR
 

通路的抑制表现,从某种程度上能说明其与肿瘤发

展的相关性,这与前人的研究结果相一致。
miRNAs 可以通过靶向癌基因或抑癌基因来影

响肿瘤的发生发展。 目前已发现 miR-218-5p 具有

多个靶基因,分布在不同的信号通路中[13,31-32] 。 通

过靶基因预测软件 starBase 的分析, 我们发现

EGLN3 可能是 miR-218-5p 的下游靶点。 双荧光素

酶报告基因实验和分子实验结果进一步验证 miR-
218-5p 能够靶向下调 EGLN3 的表达。 EGLN3 也称

PHD3,是脯氨酸羟化酶的一种亚型,与癌症的发展

密切相关。 研究发现 EGLN3 在透明细胞肾细胞癌、
乳腺癌[11,33-34]

 

中高表达,在胰腺癌低表达。 在本研

究中我们发现 EGLN3 在肺腺癌细胞系中高表达,回
复实验进一步证明了过表达 EGLN3 可以减弱过表

达 miR-218-5p 对肺腺癌细胞增殖、迁移、侵袭能力

的影响。
综上所述,我们的结果表明 miR-218-5p 作为肺

腺癌的肿瘤抑制因子,能够抑制 AKT / mTOR 信号通

路激活。 EGLN3 是 miR-218-5p 的下游靶点, miR-
218-5p 靶向下调 EGLN3 抑制肺腺癌细胞的增殖、迁
移和侵袭。 本研究为 LUAD 的分子靶向治疗提供了

新的理论基础。
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COVID-19 动物模型的特点

严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2( Severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,SARS-CoV-2) 是

2019 年冠状病毒病(COVID-19)的病原体,新冠疫情的全球大流行是当今世界最大的安全威胁。 在历次传

染病疫情流行时,动物模型研究在阐明发病机制和传播机制、筛选有效疫苗和药物方面做出突出贡献。 在

SARS-CoV 和 MERS-CoV 大流行期间开发的动物模型构建技术被迅速应用于 COVID-19 动物模型的建立中。
目前为止,研究者建立了多物种 COVID-19 的动物模型,包括小鼠、仓鼠、貂和非人灵长类动物等。 感染

性疾病根据病原体的特点和感染方式的不同而产生独特的表现形式。 本文围绕 SARS-CoV-2 的感染途径对

动物模型资源进行了分类,汇总了通过经鼻、定位、模拟传播途径感染构建的动物模型的特点。 根据动物的

解剖结构及生理学特征,为直接模拟新冠肺炎的疾病特征,针对非人灵长类等大动物研究者一般使用气管

感染的方式以制备肺炎模型。 除此之外,为探究 SARS-CoV-2 的传播机制,研究者利用小鼠、水貂、猫、非人

灵长类等动物资源建立了模拟传播方式的动物模型。
综上所述,本文从感染途径方式入手,汇总了目前建立的新冠动物模型特点,并指出虽然目前没有

SARS-CoV-2 感染动物模型能够完全复制严重 COVID-19 的所有关键特征,但人源化 / 基因敲除一体化以及

病毒可持续复制但不诱发严重病理的动物模型的建立和探索,有助于开展对 COVID-19 发病机制的多维分

析,并为新药开发及安全性评价提供支持。
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,
8(5)401-409;

 

https: / / doi. org / 10. 1002 / ame2. 12278)。
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甘参复方抗肝纤维化作用机制的代谢组学研究
侯玉娇,张　 杰,赵超阳,徐天娇,李美谦,洪　 博∗,李文静∗

(齐齐哈尔医学院药学院,黑龙江
 

齐齐哈尔　 161006)

　 　 【摘要】 　 目的　 该研究旨在从内源代谢物的角度阐明甘参复方(Glycyrrhiza
 

Uralensis
 

and
 

Salvia
 

Miltrorrhiza,
GUSM)抗肝纤维化的作用机制。 方法　 皮下注射 CCl4 溶液建立肝纤维化大鼠模型。 通过肝形态学指标和 HE 染

色评价 GUSM 的疗效。 利用超高效液相色谱-飞行时间质谱技术,通过主成分分析、正交偏最小二乘判别分析法对

正常组、模型组、GUSM 组和阳性对照组大鼠的代谢物谱进行分析、筛选和鉴定。 结果　 共筛选和鉴定出 16 个与肝

纤维化相关的潜在生物标志物。 其中,牛磺胆酸、亚油酸、花生四烯酸等对肝纤维化进程影响较大。 结论　 甘参复

方主要通过调节亚油酸和花生四烯酸的代谢,发挥抗 HF 作用。 本研究有助于从代谢组学角度了解和分析 GUSM
抗 HF 的作用机制。

【关键词】 　 甘参复方剂;代谢组学;超高效液相色谱-飞行时间质谱;肝纤维化
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Metabolomic
 

study
 

on
 

the
 

mechanism
 

of
 

anti-hepatic
 

fibrosis
 

of
 

glycyrrhiza
 

uralensis-salvia
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ZHANG
  

Jie,
 

ZHAO
  

Chaoyang,
 

XU
  

Tianjiao,
 

LI
  

Meiqian,
 

HONG
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LI
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(School
 

of
 

Pharmacy,
 

Qiqihar
 

Medical
 

College,
 

Qiqihar
 

161006,
 

China)

　 　 【 Abstract】 　
 

Objective 　 The
 

purpose
 

of
 

this
 

study
 

is
 

to
 

comprehensively
 

elucidate
 

the
 

anti-hepatic
 

fibrosis
 

mechanism
 

of
 

(Glycyrrhiza
 

Uralensis
 

and
 

Salvia
 

Miltrorrhiza, GUSM)
 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

endogenous
 

metabolites.
 

Methods　 Hepatic
 

fibrosis
 

rat
 

model
 

was
 

established
 

by
 

subcutaneously
 

injecting
 

CCl4
 solution.

 

The
 

efficacy
 

of
 

GUSM
 

was
 

evaluated
 

by
 

liver
 

morphological
 

indexes
 

and
 

HE
 

method
 

.
 

We
 

analyzed,
 

screened
 

and
 

identified
 

the
 

metabolic
 

profiles
 

of
 

rats
 

from
 

Normal
 

group,
 

Model
 

group,
 

GUSM
 

group
 

and
 

Positive
 

group
 

by
 

PCA
 

and
 

OPLS-DA
 

method
  

using
 

UPLC-TOF-
MS.

 

Results　 A
 

total
 

of
 

16
 

potential
 

biomarkers
 

in
 

both
 

positive
 

and
 

negative
 

mode
 

associated
 

with
 

hepatic
 

fibrosis
 

were
 

screened
 

and
 

identified.
 

The
 

metabonomics
 

analysis
 

revealed
 

that
 

Taurocholic
 

acidf
 

Glycocholic
 

acid,
 

Arachidonic
 

acid,
 

and
 

so
 

on
 

were
 

greatly
 

disturbed.
 

Conclusions　 GUSM
 

prescription
 

showed
 

anti
 

fibrosis
 

effect
 

on
 

rats
 

through
 

regulating
 

metabolic
 

pathways,
 

mainly
 

about
 

Arachidonic
 

acid
 

metabolism.
 

This
 

study
 

is
 

useful
 

to
 

better
 

understand
 

and
 

analyze
 

the
 

anti
 

hepatic
 

fibrosis
 

mechanism
 

of
 

GUSM
 

prescription
 

on
 

HF
 

rats
 

using
 

metabonomics.
【Keywords】　 glycyrrhiza

 

uralensis-salvia
 

miltrorrhiza
 

prescription;
 

metabonomics;
 

UPLC-TOF-MS;
 

hepatic
 

fibrosis

　 　 肝纤维化(hepatic
 

fibrosis,HF)是一种发病机制

复杂的慢性流行性肝病[1-2] 。 虽然肝纤维化的治疗

有一些显著进展,但仍有近一半的患者会发展为肝

硬化[3] 。 中医在逆转肝纤维化的发展中显示出一



定优势[4-5] 。 越来越多的研究者利用中医药的整体

性、多组分、多靶点的特点来治疗肝纤维化[6-8] 。
甘 参 复 方 ( Glycyrrhiza

 

Uralensis
 

and
 

Salvia
 

Miltrorrhiza,GUSM)是由丹参与甘草组成的益气、和
血、柔肝方剂[9-11] 。 其主要活性成分为芍药内酯苷、
芍药苷、芹糖甘草苷、甘草苷、迷迭香酸、苯甲酰芍

药苷、甘草酸、丹参素、二氢丹参酮 I、隐丹参酮、丹
参酮 I、丹参酮ⅡA、丹酚酸 B 等[12-15] 。 临床研究表

明, GUSM 广 泛 应 用 于 肝 纤 维 化 的 预 防 性 治

疗[16-17] 。 作为传统的中药,甘草常用于急、慢性肝

炎的治疗[18-19] ;丹参用于慢性肝炎的治疗[20-21] 。
GUSM 的疗效评价主要集中于动物药效实验或临床

观察,尚未从内源物质代谢的角度来研究 GUSM 的

机制。
为阐明 GUSM 复方抗肝纤维化的作用机制,本

研究采用超高效液相色谱-飞行时间质谱( UPLC-
TOF-MS)技术的代谢组学方法开展 GUSM 提取物抗

HF 大鼠的血清代谢组学研究,将所鉴定的潜在生

物标志物进行相关分析,并探讨其代谢途径,以期

为 GUSM 抗 HF 的作用机制提供实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SD 大鼠购自辽宁省长生生物有限公司

[SCXK(辽)2020-0001],共 50 只,SPF 级,8 ~ 10 周

龄,体重 200 ~ 240
 

g。 饲养单位为齐齐哈尔医学院

动物实验中心[SYXK(黑)2021-013],所有实验均

遵守齐齐哈尔医学院实验动物管理规定和《实验动

物管理与使用指南》。 本实验经齐齐哈尔医学院动

物实验中心伦理委员会批准 ( QMU-AECC-2022-
13),实验过程遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 中药复方制剂(批号:20190721)由中药汤剂实

验室研制而成;甘草(批号:20180525)产于新疆,丹
参(批号:20180914) 产于四川,均购自哈尔滨市润

禾中药饮片加工厂,经齐齐哈尔医学院药学院郭丽

娜教授鉴定为豆科植物甘草和唇科植物丹参;秋水

仙碱片(批号:120994,包装规格 0. 5
 

mg
 

×
 

100)产于

昆明制药集团股份有限公司。 甲醇(色谱纯,批号:
348604)、乙腈(色谱纯,批号:142085),均购自美国

Fairfield 试 剂 有 限 公 司; 甲 酸 ( 色 谱 纯, 批 号:
095224, Dikma 公 司, 美 国 ); 纯 净 水 ( 批 号:
20180521,杭州娃哈哈集团有限公司,杭州);欧丽

薇兰橄榄油(批号 F20160814,益海嘉里食品营销有

限公司,上海);CCl4(批号:20181204,阿拉丁生化科

技股份有限公司,上海)。
SCIEX

 

Triple
 

TOF􀳏 4600
 

AB
 

ACQUITY 超高效

液相色谱( UPLC)系统( AB 公司,美国);Micromass
 

Quattro
 

Micro
 

API 质谱仪(AB 公司,美国);ST8R 冷

冻离心机( Thermo
 

Fisher 公司,美国);AL204 微量

分析天平(Mettler
 

Toledo 公司,瑞士)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 UPLC-TOF-MS 分析

　 　 超高效液相色谱( UPLC)系统与质谱仪联用,
进行 UPLC-TOF-MS 分析。 UPLC 分析系统采用

Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

HSS
 

T3 液相色谱柱 ( 2. 1
 

mm
 

×
 

100
 

mm,1. 7
 

μm);柱温 40℃ ;进样温度 4℃ ;
流动相由含有 0. 1%甲酸的水(A)和含有 0. 1%甲酸

的乙腈(B)组成;梯度洗脱,血清的梯度洗脱时间为

12 min(表 1);流速 0. 4 mL / min;进样量 5 μL。 在血

清分析中,采用 TOF-MS 方法进行鉴定,获取较多的

代谢物信息。 离子源为电喷雾离子源,正、负离子

检测模式;采集范围 m / z
 

50 ~ 1200;毛细管电压:2. 5
 

kV(正离子模式) /
 

2. 2
 

kV(负离子模式);喷雾气流

量和锥孔气流量 500
 

L / h 和 50
 

L / h;锥孔电压:正模

式为 25
 

V,负模式为 40
 

V;离子源温度:530℃ 。

表 1　 超高效液相色谱法分析血清梯度洗脱程序
Table

 

1　 Gradient
 

elution
 

program
 

for
 

the
 

analysis
 

of
 

serum
 

using
 

ultra
 

performance
 

liquid
 

chromatography

时间(min)
Time

A%
(0. 1%

 

甲酸-水)
(0. 1%

 

FA-Water)

B%
(0. 1%

 

甲酸-乙腈)
(0. 1%

 

FA-ACN)

0 100 0

3 100 0

6 75 25

10 25 75

12 10 90

1. 3. 2　 动物实验

　 　 将大鼠随机分为 4 组(每组 10 只):健康对照

组(正常组)、HF 模型组(模型组)、GUSM 治疗组

(GUSM 组)和秋水仙碱治疗组(阳性组)。
HF 模型建立及给药方案[22-23] :通过皮下注射

50%
 

CCl4 橄榄油溶液建立 HF 模型大鼠,每周 2 次

(周一和周三),每次 0. 6 mL,连续 12 周。 正常组皮

下注射等剂量生理盐水,其余操作同模型组。 在建

立 HF 模型的同时,GUSM 组大鼠给予 GUSM 灌胃,
每日 1 次;阳性组,给予秋水仙碱溶液灌胃 0. 5 mL
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(由秋水仙碱片剂 13. 44
 

mg 和水 168 mL 混合而

成)。 正常组和模型组灌胃相同剂量的生理盐水。
肝纤维化大鼠模型的评价:(1)一般情况:12 周

后通过大观察大鼠一般症状和体征。 包括体重、精
神状态、尿量等。 (2)血清 ALT、AST 水平。 (3)肝

病理形态学变化。
肝纤维化大鼠模型成功建立的主要标准:(1)

一般情况:精神萎靡、尿量减少、体重增长缓慢。
(2)肝组织损伤指标检查:血清 ALT、AST 水平均显

著升高。 (3)组织病理学检查:肝颜色变为暗红、质
地变硬、表面凹凸不平,呈小颗粒状改变;光镜下观

察可见纤维间隔,肝小叶结构紊乱。
1. 3. 3　 GUSM 提取物的制备

　 　 分别准确称取丹参、甘草干燥根茎粉末(过 20
目筛) 各 10

 

g,混合。 混合物在 60℃ 下用 200 mL
 

50%乙醇提取,每次提取 1
 

h,过滤,重复两次。 两次

提取液合并,减压浓缩至 200 mL,最终浓度为 0. 1
 

g / mL。 GUSM 提取物的特征指纹图谱如图 1 所示。

注:1:丹参素;2:芍药内酯苷;3:芍药苷;4:芹糖甘草苷;5:甘草苷;6:迷迭香酸;7:丹酚酸 A;8:苯甲酰芍药苷;9:甘草酸;10:二氢丹参酮Ⅰ;
11:隐丹参酮;12:隐丹参酮Ⅰ;13:隐丹参酮ⅡA。

图 1　 GUSM 提取物的特征指纹图谱

Note.
 

1,
 

Tanshinol.
 

2,
 

Albiflorin.
 

3,
 

Paeoniflorin.
 

4,
 

Liquiritinapioside.
 

5,
 

Liquiritin.
 

6,
 

Rosmarinic
 

Acid.
 

7,
 

Salvianolic
 

acid
 

B.
 

8,
 

Benzoylpaeoniflorin.
 

9,
 

Glycyrrhizic
 

acid.
 

10,
 

Dihydrotanshinone
 

Ⅰ.
 

11,
 

Cryptotanshinone.
 

12,
 

Tanshinone
 

I.
 

13,
 

Tanshinone
 

ⅡA.
 

Figure
 

1　 The
 

characteristic
 

fingerprint
 

of
 

GUSM
 

extract

1. 3. 4　 生物样品采集与处理

　 　 灌胃给药 12 周后,麻醉,肉眼观察剥离的肝组

织。 从眼眶静脉采集血样,在非肝素化试管中 4℃
放置 2

 

h。 4℃ ,3500
 

r / min 离心 10 min 后分离出血

清样品。 将所有血清样品转移至洁净试管中,置于

-80℃冰箱中冷冻保存。 将大鼠肝左叶固定于 4%
中性多聚甲醛溶液中。 分析前将血样在室温下重

融,取 200 μL 分别置于 EP 管中,加入 3 倍量的色谱

级甲醇沉淀蛋白,涡旋 1 min。 4℃ 下,12000
 

r / min
离心 12 min。 取上清液通过 0. 22

 

μm 微孔滤膜过

滤,在 UPLC-TOF-MS 分析的正、负离子模式下注入

5 μL 制备好的血样并分析。 用于验证该方法的 QC
样品的制备是从血清样品中各吸取 50 μL。 然后用

上述制备方法处理混合后的样品。
1. 3. 5　 肝功能指标及肝病理检测

　 　 据试剂盒的说明,测量并计算血浆谷丙转氨酶

(ALT)和谷草转氨酶(AST)的水平。 取肝组织(1. 5
 

cm
 

×
 

1
 

cm),用 4%中性多聚甲醛溶液固定 24
 

h。 正

常组织切片经苏木精( HE) 染色后镜下观察。 2. 0
 

cm
 

×
 

2. 0
 

cm
 

×
 

0. 5
 

cm 肝组织用 10%福尔马林溶液

固定。 脱水透明后将组织包埋在融化的石蜡中,在
载玻片上固化后切成 4 ~ 6

 

μm 宽的正方形。 将载玻

片放置在玻片架上进行脱蜡、染色与脱水处理。 最

后在玻片上滴 1 ~ 2 滴中性胶,盖玻片密封,晾干。
1. 3. 6　 代谢组学方法验证

　 　 使用 QC 样品对仪器精密度、方法重复性、制备

后稳定性、冻融过程和系统稳定性进行检测。 仪器

的精密度和方法的重复性是通过对相同 QC 样品和

通过相同制备程序的 6 个不同的 QC 样品进行进行

6 次重复进样来评估。 用 6 个新制备的 QC 样品在

室温下放置 24
 

h 测试样品的制备后稳定性。 通过

对新制备的 QC 样品进行 3 次冻融循环,评价冻融

循环过程的稳定性。
1. 3. 7　 代谢组学数据处理

　 　 采用 SIMCA
 

14. 1 分析血浆代谢物数据,在对

总峰强度进行归一化处理之后,进行无监督的主成

分分析( PCA)和有监督的正交偏最小二乘判别分

析(OPLS-DA),获得导致两组之间显著差异的相关

代谢物信息,结果的准确性用 R2 与 Q2 等参数评

价[24] ,筛选出的差异代谢物通过人类代谢组数据库
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(HMDB)进行鉴定,最后将鉴定的潜在生物标志物

导入 MetaboAnalyst 数据库进行处理分析得到潜在

代谢通路。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

17. 0 数据处理软件进行统计学分

析,实验数据以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 多使用

单因素方差分析(ANOVA)进行统计分析,比较不同

组间双侧差异显著性,当 P<0. 05 或 P<0. 01 时,差
异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 动物一般情况及病理变化

　 　 正常组大鼠活动正常,排尿正常,体重增长平

稳。 模型组大鼠精神萎靡,尿量减少,皮毛易脱落,
体重增长缓慢或下降。 GUSM 组和阳性组大鼠症状

较模型组轻,尿量明显增加,体重无明显下降。 正

常大鼠肝色泽红润,质地柔软。 模型组大鼠肝颜色

深,质地变硬,表面可见明显的胶原增生。 GUSM 组

和阳性对照组的肝体积、质地和颜色均有改善。
与模型组比较,GUSM 组血浆 ALT、AST 水平显

著降低 (P < 0. 01),表明在大鼠肝纤维化模型中

GUSM 具有保护作用。 HE 染色结果如图 2 所示。
正常组肝组织结构完整,无变性、坏死细胞,肝小叶

结构清晰。 模型组肝小叶结构破坏,纤维组织增

生,假小叶形成,同时形成大量脂肪变性和坏死纤

维间隔,间质内有弥漫性炎性细胞浸润。 GUSM 组

和阳性组中,由于纤维组织的分裂,肝小叶结构紊

乱,原肝小叶分叶不全,无假小叶形成,肝细胞形态

与正常大鼠相似。
2. 2　 代谢组学方法验证

　 　 以血清(5 个阳离子和 5 个阴离子模式)所选离

子的峰强度和保留时间的相对标准偏差( RSDs)和

相对误差( REs) 来评价方法性能(表 2)。 结果表

明,该实验方法是合理可靠的。
2. 3　 肝代谢物谱分析及潜在生物标志物的鉴定

　 　 PCA 分析得分图如图 3,GUSM 组与模型组比

较,差异有统计学意义,GUSM 组与正常组比较接

近,说明 GUSM 组的代谢情况向正常组转变,GUSM
对 HF 大鼠肝代谢紊乱具有调节作用。 同时质控点

相对集中,说明仪器稳定性好。

注:A:正常组;B:模型组;C:GUSM 组;D:阳性组。

图 2　 肝组织 HE 染色结果

Note.
 

A,
 

Normal
 

group.
 

B,
 

Model
 

group.
 

C,
 

Drug
 

group.
 

D,
 

Positive
 

group.
 

Figure
 

2　 HE
 

staining
 

result
 

of
 

hepatic
 

tissue

表 2　 血清样品的分析性能结果
Table

 

2　 Analytical
 

performance
 

of
 

serum
 

samples

tR -m / z

精密度
(RSD,

 

%)
Precision

重复性
(RSD,

 

%)
Repeatability

系统稳定性
(RSD,

 

%)
System

 

stability

制备后稳定性
(RE,

 

%)Post-
preparative

 

stability

冻融循环稳定性
(RE,

 

%)Freeze-
thaw

 

cycles
 

stability
tR A tR A tR A A A

阳离子模
式血清

Serum
 

sample
 

in
 

positive
 

mode

4. 22-188. 0709 0. 3 4. 7 0. 1
 

7. 6 0. 4 6. 5 -5. 8 7. 7
7. 16-453. 1705 0. 2 5. 5 0. 3 5. 7 0. 3 6. 8 6. 0 5. 9
7. 82-496. 3440 0. 3 3. 1 0. 2 6. 4 0. 2 5. 9 6. 2 -5. 5
8. 32-524. 3766 0. 1 3. 8 0. 2 5. 1 0. 2 7. 4 -7. 7 -8. 4
8. 56-425. 2151 0. 2 6. 4 0. 2 5. 1 0. 3 4. 9 5. 6 6. 4

阴离子模
式血清

Serum
 

sample
 

in
 

negative
 

mode

4. 83-146. 9657 0. 2 3. 8 0. 1 5. 2 0. 3 8. 8 -8. 4 -6. 8
6. 93-293. 1754 0. 1 4. 2 0. 2 3. 5 0. 3 9. 2 7. 7 7. 0
7. 42-564. 3334 0. 3 3. 5 0. 2 4. 7 0. 2 5. 3 5. 3 8. 8
8. 34-568. 3636 0. 2 2. 3 0. 2 3. 9 0. 3 7. 7 -6. 2 10. 1
9. 42-355. 1587 0. 2 2. 6 0. 2 4. 3 0. 2 6. 5 -4. 9 -7. 4

注:RSD:相对标准偏差;RE:相对误差;A:峰面积。
Note.

 

RSD,
 

Relative
 

standard
 

deviation.
 

RE,
 

Relative
 

error.
 

A,
 

Peak
 

area.
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　 　 通过 OPLS-DA 分析,正常组和模型组在正、负
离子模式下代谢轮廓明显分离,如图 4,说明 HF 模

型建立成功。 使用分载荷图( scores
 

plot,S-plot)并

结和变量重要性投影 ( variable
 

importance
 

in
 

the
 

projection,VIP)值(VIP >1),共识别和筛选出 16 个

变量(血清样本正离子模式 7 个,负离子模式 9
个)。 通过与在线数据库 HMDB 和 METLIN 获得的

代谢物进行准确的质量和 MS / MS 片段信息匹配,
其质荷比见表 3,所有来自样品的代谢物在各组中

均有明显变化,表明 GUSM 对 HF 的治疗机制。

注:A:血清正离子模式;B:血清负离子模式。

图 3　 PCA 分析得分图

Note.
 

A,
 

Serum
 

in
 

positive
 

mode.
 

B,
 

Serum
 

in
 

negative
 

mode.

Figure
 

3　 PCA
 

score
 

plots

注:A、B:负离子模式;C、D:正离子模式。

图 4　 血清 OPLS-DA 模型得分图和 S-plot 图
Note.

 

A / B,
 

Negative
 

modes.
 

C / D,
 

Positive
 

modes.

Figure
 

4　 OPLS-DA
 

serum
 

score
 

plots
 

and
 

S-plots
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2. 4　 代谢组学的多变量统计分析

　 　 评估模型质量的参数结果汇总如表 4 所示,R2

和 Q2 值大于 0. 9,表明该模型具有极好的解释和预
测能力,而 R2 和 Q2 值大于 0. 5,表明该模型具有良
好的解释和预测能力。 以下结果表明该模型稳定
可靠,可用于差异代谢物的筛选。
2. 5　 代谢途径分析
　 　 通 过 将 筛 选 出 的 潜 在 生 物 标 志 物 输 入
MetaboAnalyst 进行分析,结果如图 5。 结果显示,这
些生物标志物参与了 5 条代谢通路。 其中,亚油酸
和花生四烯酸代谢、鞘脂代谢和初级胆汁酸生物合
成的影响值相对较高。

表 3　 CCl4 诱导的 HF 大鼠血清中潜在生物标志物
Table

 

3　 Potential
 

biomarkers
 

in
 

serum
 

of
 

HF
 

rats
 

induced
 

by
 

CCl4

tR
(min)

 

m/ z
 

(Da)
 

潜在生物标志物
Potential

 

biomarkers M/ C T / M

正离子
模式血
清样品
Positive

 

mode
 

in
 

rat
 

serum
 

sample

3. 02 232. 1547 异丁酰肉碱
Isobutyrylcarnitine ↓∗∗ ↑∗∗

4. 22 188. 0709 吲哚丙烯酸
Indoleacrylic

 

acid ↑∗∗ ↓∗∗

5. 86 514. 2846 硫代石胆酰甘氨酸
Sulfolithocholylglycine ↑∗ ↓∗

5. 94 391. 2847 12-酮基脱氧胆酸
12-Ketodeoxycholic

 

acid ↑∗ ↓∗

6. 87 357. 2799 二十四碳六烯酸
Tetracosahexaenoic

 

acid ↑∗∗ ↓∗∗

7. 45 516. 3061 牛磺胆酸
Taurocholic

 

acid ↑∗∗ ↓∗∗

7. 82 496. 3440 溶血磷脂(0:0/ 16:0)
LysoPC(0:0/ 16:0) ↑∗ ↓∗

负离子
模式血
清样品
Negative

 

mode
 

in
 

rat
 

serum
 

sample

4. 19 172. 9919 苯酚硫酸盐
Phenol

 

sulphate ↓∗∗ ↑∗∗

5. 61 498. 2876 牛磺熊脱氧胆酸
Tauroursodeoxycholic

 

acid ↑∗∗ ↓∗∗

6. 42 448. 3046 鹅脱氧胆酸
Chenodeoxyglycocholic

 

acid ↑∗∗ ↓∗∗

6. 63 464. 3008 甘氨胆酸
 

Glycocholic
 

acid ↑∗ ↓∗

6. 76 471. 2414 鹅去氧胆酸硫酸盐
Chenodeoxycholic

 

acid
 

sulfate ↑∗ ↓∗

7. 41 407. 2785 熊果酸
Ursocholic

 

acid ↓∗∗ ↑∗∗

7. 55 378. 2431 1-磷酸鞘氨醇
Sphingosine

 

1-phosphate ↑∗∗ ↓∗∗

8. 17 303. 2327 花生四烯酸
Arachidonic

 

acid ↓∗∗ ↑∗∗

8. 93 279. 2325 亚油酸
Linoleic

 

acid ↓∗∗ ↑∗∗

注:M / C:模型组与对照组改变趋势;T / M:GUSM 组与模型组改变趋
势。

 

与模型组相比,∗P<0. 05,
 ∗∗P<0. 01。

Note.
 

M / C,
 

Change
 

trend
 

of
 

model
 

group
 

vs
 

control
 

group.
 

T / M,
 

Change
 

trend
 

of
 

GUSM
 

treatment
 

group
 

vs
 

model
 

group.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

表 4　 评估模型质量的参数汇总
Table

 

4　 Summary
 

of
 

parameters
 

for
 

evaluating
 

model
 

quality.
正常组

 

vs
 

模型组
Normal

 

group
 

vs
 

model
 

group

正交偏最小二乘判别分析
OPLS-DA

模式
Mode R2 X R2 Y Q2

血样
Serum

 

sample

正离子模式
Positive

 

mode
负离子模式

Negative
 

mode

0. 592

0. 734

0. 983

0. 999

0. 805

0. 885

图 5　 肝纤维化大鼠血浆代谢通路分析

Figure
 

5　 Analysis
 

of
 

plasma
 

metabolic
 

pathways
 

in
 

HF
 

rats

3　 讨论

　 　 肝星状细胞的活化和增殖在肝纤维化的发生
发展中起重要作用[25] 。 花生四烯酸的前体物质是
亚油酸,花生四烯酸由肝中的亚油酸生成[26] 。 因

此,HF 大鼠血清中花生四烯酸的减少可能与肝中

亚油酸生成反应的减少有关。 有研究表明,高浓度

的亚油酸和花生四烯酸对肝星状细胞有毒性作用,
这与我们的研究结果一致,即模型组亚油酸和花生

四烯酸的含量较低,而治疗组则较高,对肝星状细

胞有毒性作用。
牛磺胆酸、牛磺熊脱氧胆酸、鹅脱氧胆酸、12 -

酮基脱氧胆酸、甘氨胆酸和甘氨鹅脱氧胆酸作为胆

汁的重要成分,与胆汁酸的初级生物合成有关[27] 。
胆固醇可转化为胆汁酸,是肝胆固醇代谢的主要途

径,如果发生胆汁淤积,高浓度的胆汁酸会破坏细

胞膜的脂质成分,产生氧化应激,最终导致肝纤维

化[28] 。 甘氨胆酸是评价肝细胞功能和肝胆系统循
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环功能的敏感指标之一。 当肝排泄胆酸受损时,肝
细胞吸收甘氨胆酸的能力下降,血液循环中甘氨胆

酸的含量增加。 较高水平的牛磺胆酸、牛磺熊脱氧

胆酸、甘氨鹅脱氧胆酸通过转化为石胆酸而成为肝

毒性物质。 鹅脱氧胆硫酸盐和酮脱氧胆酸在 HF 大

鼠血液中的浓度鲜有报道,有望成为新的 HF 标

志物。
在体内大量动物模型中,1-磷酸鞘氨醇( S1P)

通过细胞表面的 S1P 受体调控肝纤维化的发生发

展[29] 。 然而实验结果与以往的研究不同,模型组的

浓度明显降低。 这一结果可能与 S1P 的屏障功能

有关,即高浓度的 S1P 可以保护受损的肝细胞。
S1P 增强屏障功能的机制主要是通过调节细胞骨架

蛋白的功能,加强细胞间连接,减少细胞间隙,降低

血管通透性。 S1P 既有促进肝纤维化的作用,又有

抑制肝纤维化的作用。 因此,通过这一途径治疗肝

纤维化需要进一步的探索和研究。
本研究结果表明,GUSM 处理改变了亚油酸和

花生四烯酸代谢、鞘脂代谢、初级胆汁酸生物合成

等主要代谢通路。 GUSM 治疗组显著逆转了 HF 大

鼠的代谢异常,支持 GUSM 对 CCl4 诱导的 HF 的治

疗作用。 所获得的代谢物谱可作为筛选 HF 大鼠模

型药物疗效的早期生物标志物和动态指标。
本研究可以改进的部分:本文是参考了近几年

未加内标的代谢组学实验研究[30-31] 而选择了不加

内标的非靶向代谢组学研究,而且本文的方法学考

察也已证实了本实验结果的准确性,今后的科研中

我们会考虑用加入内标的方式来完善实验过程、进
而增加结果的可靠性。
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CD44 基因敲除对小鼠行为能力的影响

张　 睿1,2,张竞丹2,3,舒　 瑶4,邢晓雯2,王　 翠2,5,刘志强2∗,张剑宁1∗

(1.解放军总医院第一医学中心神经外科医学部,北京　 100853;2.军事科学院军事医学研究院军事认知与脑科学研究所,
北京　 100850;3.中央民族大学生命与环境科学学院,北京　 100081;4.解放军总医院第五医学中心口腔科,北京　 100071;

5.河北医科大学,石家庄　 050017)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过动物行为学实验探究 CD44 基因敲除对小鼠行为能力的影响。 方法　 将纯合 C57BL / 6J
 

CD44 基因敲除(CD44
 

knockout,CD44
 

KO)小鼠与野生型(wild
 

type,WT)小鼠作对比,进行平衡木实验、转棒实验、
旷场实验、高架十字实验、悬尾实验、强迫游泳实验、新物体识别实验、三箱社交实验和水迷宫实验,分析比较两组

小鼠的行为学差异。 结果　 在三箱社交实验 Stage
 

3 阶段,WT 雌性小鼠对新同类的探索时间要多于 CD44
 

KO 雌性

小鼠(P= 0. 0475)。 水迷宫定位航行实验中第 5~ 7 天,CD44
 

KO 组小鼠到达目标区域所需时间长于 WT 组小鼠(P
= 0. 0147、0. 0182、0. 0233)。 水迷宫空间探索实验中,CD44

 

KO 组小鼠到达目标区域次数更少(P= 0. 0128),初次到

达所需时间更长(P= 0. 0003)。 从初次到达目标区域所需时间方面分析,CD44
 

KO 组内雄性所需时间少于雌性(P
= 0. 049),CD44

 

KO 雄性小鼠所需时间多于 WT 雄性小鼠(P= 0. 0137),CD44
 

KO 雌性小鼠所需时间也多于 WT 雌

性小鼠(P= 0. 0036)。 在平衡木实验、转棒实验、旷场实验、高架十字实验、悬尾实验、强迫游泳实验和新物体识别

实验结果中,各组未见明显差异。 结论　 CD44
 

KO 小鼠与 WT 小鼠相比,学习记忆能力明显下降,以第 5~ 7 天最为

显著,空间记忆能力也明显减弱。 同时,CD44
 

KO 的雌性小鼠的社交趋向性要弱于 WT 雌性小鼠。 在运动协调能

力、平衡能力、耐力、焦虑、抑郁等方面,CD44
 

KO 小鼠与 WT 小鼠未见明显差异。
【关键词】 　 CD44;动物行为学;三箱社交;Morris 水迷宫
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

CD44
 

gene
 

knockout
 

on
 

behavioral
 

abilities
 

in
 

mice
 

by
 

animal
 

behavior
 

experiment.
 

Methods　 Beam
 

balance
 

experiment,
 

rotarod
 

experiment,
 

open
 

field
 

experiment,
 

elevated
 

plus-maze
 



experiment,
 

tail
 

suspension
 

experiment,
 

forced
 

swimming
 

experiment,
 

novel
 

object
 

recognition
 

experiment,
 

three-chamber
 

social
 

experiment
 

and
 

Morris
 

water
 

maze
 

experiment
 

were
 

carried
 

out
 

to
 

analyze
 

and
 

compare
 

the
 

behavioral
 

differences
 

between
 

homozygous
 

C57BL / 6J
 

CD44
 

knockout
 

(CD44
 

KO)
 

mice
 

and
 

wild
 

type
 

(WT)
 

mice.
 

Results　 In
 

Stage
 

3
 

of
 

the
 

three-chamber
 

social
 

experiment,
 

WT
 

female
 

mice
 

were
 

seen
 

to
 

spend
 

more
 

time
 

exploring
 

novel
 

objects
 

than
 

female
 

mice
 

in
 

the
 

CD44
 

KO
 

group
 

(P= 0. 0475).
 

From
 

day
 

5
 

to
 

day
 

7
 

in
 

the
 

water
 

maze
 

navigation
 

experiment,
 

mice
 

in
 

CD44
 

KO
 

group
 

were
 

observed
 

to
 

take
 

longer
 

to
 

reach
 

the
 

target
 

area
 

than
 

WT
 

mice
 

(P = 0. 0147,
 

0. 0182,
 

0. 0233).
 

In
 

the
 

water
 

maze
 

space
 

exploration
 

experiment,
 

mice
 

in
 

the
 

CD44
 

KO
 

group
 

tended
 

to
 

reach
 

the
 

target
 

area
 

fewer
 

times
 

(P= 0. 0128)
 

and
 

took
 

longer
 

time
 

to
 

reach
 

the
 

target
 

area
 

for
 

the
 

first
 

time
 

(P= 0. 0003).
 

The
 

time
 

that
 

males
 

in
 

the
 

CD44
 

KO
 

group
 

took
 

to
 

reach
 

the
 

target
 

area
 

for
 

the
 

first
 

time
 

was
 

less
 

than
 

that
 

taken
 

by
 

females
 

(P= 0. 049).
 

Additionally,
 

males
 

in
 

the
 

CD44
 

KO
 

group
 

took
 

more
 

time
 

than
 

WT
 

males
 

(P= 0. 0137),
 

and
 

females
 

in
 

the
 

CD44
 

KO
 

group
 

also
 

took
 

more
 

time
 

than
 

WT
 

females
 

(P= 0. 0036).
 

There
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

result
  

of
 

the
 

beam
 

balance
 

experiment,
 

rotarod
 

experiment,
 

open
 

field
 

experiment,
 

elevated
 

plus
 

maze
 

experiment,
 

tail
 

suspension
 

experiment,
 

forced
 

swimming
 

experiment
 

and
 

novel
 

object
 

recognition
 

experiment
 

between
 

the
 

two
 

groups.
 

Conclusions 　 Compared
 

with
 

WT
 

mice,
 

CD44
 

KO
 

mice
 

were
 

observed
 

to
 

have
 

significantly
 

decreased
 

learning
 

and
 

memory
 

ability,
 

especially
 

in
 

the
 

5th~ 7th
 

day.
 

In
 

addition,
 

their
 

spatial
 

memory
 

ability
 

was
 

obviously
 

weakened.
 

Meanwhile,
 

CD44
 

KO
 

female
 

mice
 

were
 

seen
 

to
 

have
 

weaker
 

social
 

propensity
 

than
 

WT
 

female
 

mice.
 

However,
 

no
 

significant
 

differences
 

were
 

noted
 

between
 

CD44
 

KO
 

mice
 

and
 

WT
 

mice
 

in
 

the
 

aspects
 

of
 

sports
 

coordination
 

ability,
 

balance
 

ability,
 

endurance,
 

anxiety
 

and
 

depression.
【Keywords】　 CD44;

 

animal
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　 　 CD44 是一种在体内广泛表达的跨膜粘附受

体,是透明质酸的主要受体之一 [ 1] 。 CD44 受体

在神经系统中发挥着多种作用,影响许多不同类

型细胞的增殖、分化和迁移。 有研究表明,敲除

CD44 基因可延缓胚胎期神经嵴细胞的迁移 [ 2] ,
从而影响其分化成为神经元细胞的进程。 同时,
CD44 的表达还影响着成人神经干细胞的分化,
缺乏 CD44 的神经干细胞,多分化为未成熟的神

经元细胞 [ 3] 。 还有研究表明,CD44 可以通过影

响血脑屏障通透性改变认知水平 [ 4] ,CD44 基因

可能影响成年个体海马神经的发育,其缺失可以

导致海马体功能障碍和空间学习记忆缺陷 [ 5] 。
以上各个研究均提示 CD44 基因可能会影响神经

系统的功能尤其是认知水平。 CD44 是体内广泛

表达的受体,对于 CD44
 

KO 小鼠模型的研究屡

见不鲜,然而 CD44 对小鼠行为能力的影响,尚未

有系统性研究报道,其在研究某些疾病模型中能

否应用,尚未有明确探究。
本论著以 CD44

 

KO 小鼠与 WT 小鼠作对照,通
过平衡木实验、转棒实验比较小鼠的运动能力,通
过旷场实验、高架十字实验比较小鼠的焦虑情况,
通过悬尾实验、强迫游泳实验比较小鼠的抑郁程

度,通过三箱社交实验比较小鼠的社交能力,通过

新物体识别实验、水迷宫实验比较小鼠的学习记忆

能力。 通过上述实验,从而系统性探讨 CD44 基因

敲除对小鼠行为能力的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 本实验从江苏集萃药康生物科技有限公司

[SCXK(苏)2018-0008]购买获得 5 只 SPF 级杂合

C57BL / 6J
 

CD44
 

KO 小鼠,体重( 25 ± 1. 5) g,20 周

龄,其中雌鼠 2 只,雄鼠 3 只。 繁殖后得到 13 只

SPF 级纯合 C57BL / 6J
 

CD44 基因敲除小鼠,雌性 6
只,雄性 7 只,体重(25±2) g,10 周龄。 本实验的 16
只 SPF 级 C57BL / 6J 野生型小鼠,雌性 7 只,体重

(21±1)g,雄性 9 只,体重(25±0. 5)g,10 周龄,均从

斯贝福(北京)生物技术有限公司购买[SCXK(京)
2019-0010]。 实验动物饲养于 SPF 级动物实验室

内鼠笼架中(苏州猴皇动物实验设备科技有限公

司,规格:PEI)[ SYXK(军)2019-0004]。 实验动物

饲养单位为军事医学研究院军事认知与脑科学研

究所,本实验经军事医学研究院实验动物中心动物

实验室实验动物管理与使用委员会审查批准

(IACUC-DWZX-2022-566)。 本实验中,动物饲养和

实验过程均按照 3R 原则给予人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 引物序列由江苏集萃药康生物科技有限公司

设计,北京擎科生物科技有限公司合成;蛋白酶 K
(Solarbio 北京索莱宝,

 

lot:
 

No. 1019C022);2×santaq
 

PCR
 

master
 

mix ( with
 

blue
 

dye) (上海生工 Sangon
 

Biotech, B532061-0040,
 

lot:
 

HC17KA2941)。 凝胶
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图像分析系统 ( 上海天能 Tanon
 

2500 ); 电泳仪

(DYY-7C 型,北京六一生物科技有限公司); any-
maze

 

stoelting 行为学分析系统 ( 美国); 转棒仪

(Panlab,
 

美国 Harvard
 

Apparatus)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验动物的基因鉴定
 

　 　 (1)
 

引物设计
 

根据 CD44 基因的特性设计第一对引物 F1 和

R1,用于检测 C57BL / 6J
 

CD44
 

KO 小鼠中包含

CRISPR / Cas9 片段的等位基因片段,检测发生突变

造成缺失的 CD44 基因,PCR 扩增片段长度为 246
 

bp;以野生型 C57BL / 6J 小鼠基因组 DNA 序列为模

板设计引物 F2 和 R2,用于检测 WT
 

C57BL / 6J 小鼠

的 CD44 等位基因的片段,扩增片段长度 337
 

bp(见

表 1)。

表 1　 引物序列合成
Table

 

1　 Synthesis
 

of
 

primer
 

sequence
名称
Name

引物序列
 

Primer
 

sequence
F1 5’-GAGTCTGGGTTAAAGCCACTTCTTTC-3’
R1 5’-CCATCACACCTTCATTAACATCCC-3’
F2

 

5’-CCTCTAACATCTCCGTTTCCTCCC-3’
R2 5’-CGGTTTCAGTTTGACTTGGCC-3’

(2)DNA 提取
 

裂解液配方:1
 

mol / L 三羟甲基氨基甲烷盐酸

盐 ( tris-HCl ) 1 mL + 0. 5
 

mol / L 乙 二 胺 四 乙 酸

(ethylene
 

diamine
 

tetraacetic
 

acid,
 

EDTA)2 mL+10%
十二烷基硫酸钠(sodium

 

dodecyl
 

sulfate,SDS)5 mL+
5

 

mol / L
 

NaCl
 

2 mL,加水至 100 mL 配制成裂解液。
将 5 μL 蛋白酶 K 加入到 500 μL 裂解液中,放入

1. 5 mL
 

EP 管中,剪取加入小鼠尾巴组织约 2
 

mm。
放入 55℃的水浴锅中过夜消化,上下颠倒混匀。 加

入等体积的酚 / 氯仿混合溶液(500 μL),混匀,离心

(12000
 

r / min,15 min)。 吸取约 300 μL 上清液,加
入 400 μL

 

100%乙醇,上下颠倒混匀,离心(12000
 

r /
min,10 min)。 弃去上清,再加入 70%乙醇 800 μL,
离心(12000

 

r / min,5 min)。 弃去上清,小心吸弃残

留乙醇,
 

晾干,即得到 DNA。
(3)PCR 扩增

 

PCR 反应体系总体积为 25 μL, 分 别 加 入

12. 5 μL
 

mix,9. 5 μL
 

ddH2O,引物各 1 μL 和 DNA
 

1 μL。 PCR 程序:95℃ ×5 min,
 

95℃ ×30
 

s,
 

58℃ ×30
 

s,
 

72℃ ×30
 

s,35 个循环,
 

72℃ ×5 min。
(4)琼脂糖凝胶电泳

 

用含染色剂的 2% 琼脂糖凝胶电泳进行检测

(120
 

V,40 min),电泳结束后,用紫外凝胶成像系统

进行观察拍照。
1. 3. 2　 行为学测试方法

　 　 (1)平衡木实验

平衡木实验用于测试小鼠的运动协调和平衡

能力。 架起一根长约 1
 

m 的狭窄平衡木,将小鼠放

在起始端,用强光束诱导小鼠穿过平衡木到达另一

侧。 首先训练 3
 

d,使小鼠从平衡木起始端向终端爬

行,爬行到终点后,使小鼠在终点暗箱处休息 30
 

s,
然后开始下一次训练,每天训练 3 次,直至小鼠可自

行无停顿爬行经过平衡木。 第 4 天开始测试,记录

小鼠从平衡木起始端到达终端所需的时间。 耗时

越短,说明小鼠的平衡能力越强。 为减小行为学实

验个体差异性带来的影响,共进行 3 批次小鼠的平

衡木实验。
(2)转棒实验

转棒实验用于衡量小鼠的运动性和耐力。 先

将转棒仪调整为训练状态,让小鼠进行适应性训

练。 训练 持 续 3
 

d, 每 天 训 练 3 次, 每 次 间 隔

10 min。 训练时,将转棒仪目标转速设置为 15
 

r /
min,时间持续 150

 

s。 将小鼠放在转棒仪上,启动

转棒仪使转速从 0 开始逐步达到目标转速,然后

维持目标转速直至时间结束。 训练起始时,小鼠

易在加速时掉落,应迅速将小鼠放回转棒仪,直至

训练结束。 随着训练次数的增加,第 3 天训练时,
大部分小鼠均可在转棒仪上停留 150

 

s,或接近

150
 

s。 正式实验时,将与目标时间差距过大的小

鼠剔除,记录每只小鼠在转棒上的停留时间。 小

鼠在转棒仪上停留的时间越长,耐力越强。 为减

小行为学实验个体差异性带来的影响,共进行 3
批次小鼠的转棒实验。

(3)旷场实验

旷场实验主要用于评价动物的焦虑状态。 将

小鼠放置于 60
 

cm×60
 

cm×20
 

cm 的陌生实验箱中,
持续时间 5 min,利用动物行为分析软件跟踪记录小

鼠的运动轨迹,通过比较不同小鼠在中央区探索的

时间,来比较小鼠的焦虑程度。 在中央区探索时间

越长,说明小鼠的焦虑程度越轻。 为减小行为学实

验个体差异性带来的影响,共进行 3 批次小鼠的旷

场实验。
(4)高架十字实验

高架十字实验常用于测试小鼠的焦虑状态[6] 。
高架十字迷宫拥有 4 条相互交叉贯通的通路臂,其
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中两条是开放臂,为开阔且无围墙保护的空间,另
外两条为封闭臂,是两侧封闭的空间,测试装置距

离地面有大约 50
 

cm 高度的距离。 小鼠在天性的驱

使下会追求遮蔽,趋向于在封闭臂上待较长的时

间。 实验开始时,将小鼠放在中心位置,让小鼠自

由探索 4 条臂,同时利用分析软件跟踪记录小鼠的

运动轨迹,持续时间为 5 min。 通过计算比较不同小

鼠在开放臂上待的时间, 从而探讨小鼠焦虑程

度[7] 。 为减小行为学实验个体差异性带来的影响,
共进行 3 批次小鼠的高架十字实验。

(5)悬尾实验

悬尾实验用于测试小鼠的抑郁程度。 采用自

制测试设备,用胶带将小鼠的尾巴粘在盒子顶部的

挂钩上,将小鼠完全倒立悬挂在空中,小鼠将努力

挣扎,试图摆脱该环境,在经过努力仍无法摆脱后,
小鼠将间歇性进入静止状态,静止时间既包括小鼠

静止不动的时间,也包括仅微弱抖动四肢并非试图

挣扎逃离状态下的时间。 测试时间持续 6 min,记录

后 4 min 小鼠搅动与静止的持续时间,通过比较,探
讨小鼠的抑郁程度。 挣扎时间越长,抑郁程度越

低[8] 。 为减小行为学实验个体差异性带来的影响,
共进行 3 批次小鼠的悬尾实验。

(6)强迫游泳实验

用于评估小鼠的抑郁程度。 将小鼠放入 1 个不

可逃避的盛满水的透明容器中,小鼠将努力挣扎,
试图摆脱该环境,在经过努力仍无法游出容器后,
小鼠将停止挣扎,进入静止状态。 小鼠仅微弱抖动

四肢并非试图挣扎逃离状态下的时间,也应算入静

止时间。 测试持续 6 min,记录后 4 min 小鼠与逃逸

相关的活动时间,从而比较小鼠的抑郁程度[9] 。 为

减小行为学实验个体差异性带来的影响,共进行 3
批次小鼠的强迫游泳实验。

(7)新物体识别实验

用于研究小鼠学习记忆行为[10-12] 。 与上述旷

场实验一样,将小鼠放置于 60
 

cm×60
 

cm×20
 

cm 的

陌生实验箱中,分为 3 个阶段:习惯期持续 5 min,让
小鼠适应实验箱;训练期共持续 10 min,实验箱中摆

放两个完全相同的物体,让小鼠自由探索;测试期

持续共 10 min,将其中一个物体变换成另一个形状

完全不同的新物体,再让小鼠自由探索。 其中,训
练期与测试期间隔 2

 

h。 小鼠因为天生喜欢新奇,凭
借对旧物体存在的记忆,测试期会花更多时间探索

新物体。 分别记录每个阶段小鼠对两个物体的探

索时间,进行比较分析,这反映了小鼠的学习记忆

行为。 为减小行为学实验个体差异性带来的影响,
共进行 3 批次小鼠的新物体识别实验。

(8)三箱社交实验

用于评估动物的社交行为能力。 实验装置由 3
个矩形箱子组成,每个矩形箱子的大小约为 20

 

cm×
50

 

cm,每两个相隔的箱子之间都有大小为 7
 

cm×7
 

cm 的贯通通道,使小鼠可以在 3 个箱子之间来回往

返探索。 在左侧和右侧箱子的角落里各放 1 个大小

完全一致的金属笼子,大小恰好足够容纳 1 只小鼠。
分为 3 个阶段,每个阶段持续 10 min,开始时分别将

小鼠放置在中间的矩形箱子中:第一个阶段让小鼠

探索两个空置的笼子;第二个阶段,将其中 1 个笼子

中放置 1 个不同品系的陌生小鼠,另 1 个笼子放置

1 个玩具鼠,小鼠由于天性,趋向于探索陌生小鼠;
第三阶段:将玩具鼠替换为另 1 只不同品系的小鼠,
由于天性,小鼠趋向于探索最新替换的陌生小鼠。
通过分析小鼠不同阶段对于新同类的探索时间,可
以比较小鼠社交行为的趋向性[13-16] 。 为减小行为

学实验个体差异性带来的影响,共进行 3 批次小鼠

的三箱社交实验。
(9)Morris 水迷宫实验

Morris 水迷宫是由 Morris 于 1981 年报道[17] 。
用于评估小鼠的学习记忆能力。 小鼠具有会游泳

又怕水的天性,故而强迫其在水中游泳,小鼠可以

依靠寻找辨识四周的空间参考标志物,来判断自己

的位置,以及记忆逃逸平台所在的位置,从而爬上

平台。 Morris 水迷宫是一个圆形水池,直径约为 120
 

cm,水池壁高度约为 50
 

cm,将其平均分为四个象

限,将逃逸平台(直径 10
 

cm,高度 20
 

cm)摆放在第

一象限中央。 水迷宫四周桶壁上分别贴有正方形、
圆形、

 

三角形和箭头图案,以供小鼠辨别位置。 将

水位控制在刚刚没过逃逸平台,水内撒入漂白粉混

匀,从而使小鼠无法肉眼看到逃逸平台,实验期间

保持水温、参考图案位置、顺序及室内光线强度等

环境条件不变。 实验共持续 7
 

d,前 6
 

d 为定位航行

实验,用于评价小鼠的学习记忆能力。 每天每只动

物测试 2 次,单次测试时间为 90
 

s。 选取逃逸平台

所在象限的对面象限为动物第一次入水象限,每天

分别更换不同入水点位。 实验开始时,将小鼠放入

水中,立即开始计时,小鼠找到并爬上逃逸平台所

需的时间,即为逃避潜伏期。 小鼠爬上逃逸平台

后,使其在平台上停留 30
 

s,以适应并记忆周边环
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境。 若小鼠在 90
 

s 内无法找到逃逸平台,则逃避潜

伏期按 90
 

s 计算,同时实验人员帮助小鼠找到平

台,将其放置在平台上停留 30
 

s。 小鼠逃避潜伏期

的长短反映了其学习记忆能力,逃避潜伏期越短,
说明其学习记忆能力越强[18-19] 。 第 7 天为空间探

索实验,用于评估小鼠的空间记忆能力。 撤去逃逸

平台,将最远离逃逸平台的位置设为小鼠的入水

点。 使小鼠在水池内自由游动探索 90
 

s,小鼠将凭

记忆试图寻找原逃逸平台所在位置,记录其第一次

到达原逃逸平台所在区域所需时间,以及进入这个

区域的次数,从而评价小鼠的空间记忆能力[20] 。 为

减小行为学实验个体差异性带来的影响,共进行 3
批次小鼠的 Morris 水迷宫实验。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据分析由 SPSS
 

20. 0 统计软件进行数据分

析,代表性的柱状图与折线图由 GraphPad
 

Prism
 

8. 0. 2 软件生成。 数据采用平均数±标准差( 􀭰x±s)表

示,两组间的数据比较采用 t 检验。 P<0. 05 时,认
为数据存在统计学差异。

2　 结果

2. 1　 基因鉴定
 

　 　 小鼠经基因鉴定结果如图 1 所示,C57BL / 6J
 

CD44
 

KO 纯合子小鼠在第一个反应体系中,只在

246
 

bp 位置出现条带,在第二个反应体系中,没有

出现条带。 杂合子小鼠在第一个反应体系中,在

246
 

bp 位置出现条带,在第二个反应体系中,在 337
 

bp 位置出现条带。
2. 2　 平衡木实验

 

　 　 在平衡木实验中,WT 小鼠(n = 16)与 CD44
 

KO
小鼠(n= 12),在通过平衡木所需时间上未见明显

差异(P = 0. 9092)。 且 WT 雌性小鼠(n = 7)与 WT
雄性小鼠(n= 9)对比(P

 

= 0. 6795)、CD44
 

KO 组雌

性小鼠(n= 6)与 CD44
 

KO 组雄性小鼠(n = 7)对比

(P= 0. 951)、WT 雌性小鼠与 CD44
 

KO 雌性小鼠对

比(P = 0. 9315)、WT 雄性小鼠与 CD44
 

KO 雄性小

鼠对比(P = 0. 7712),通过平衡木所需时间均没有

明显差异。 见图 2。

注:M:DNA
 

marker;1:CD44 基因敲除小鼠纯合子;2:CD44 基因敲除小鼠杂合子。

图 1　 PCR 鉴定 CD44 基因敲除小鼠的凝胶电泳分析

Note.
 

M,
 

DNA
 

marker.
 

1,
 

Homozygous
 

CD44
 

knockout
 

mice.
 

2,
 

Heterozygous
 

CD44
 

knockout
 

mice.

Figure
 

1　 Gel
 

electrophoresis
 

analysis
 

of
 

CD44
 

knockout
 

mice
 

identified
 

by
 

PCR

图 2　 平衡木实验结果比较

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

beam
 

balance
 

experiment
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2. 3　 转棒实验

　 　 在转棒实验中,WT 小鼠( n = 16) 与 CD44
 

KO
小鼠(n= 13),在转棒仪上停留时间未见明显差异

(P= 0. 4927)。 且 WT 雌性小鼠(n = 7)与 WT 雄性

小鼠(n= 9)对比(P = 0. 2956)、CD44
 

KO 组雌性小

鼠(n= 6)与 CD44
 

KO 组雄性小鼠(n = 7)对比(P =
0. 2794)、WT 雌性小鼠与 CD44

 

KO 雌性小鼠对比

(P= 0. 6774)、WT 雄性小鼠与 CD44
 

KO 雄性小鼠

对比(P = 0. 6135),在转棒仪上停留时间均没有明

显差异。 见图 3。
2. 4　 旷场实验

　 　 在旷场实验中,WT 小鼠( n = 13) 与 CD44
 

KO
小鼠(n= 13),去中央区域探索的时间未见明显差

异(P= 0. 9932)。 且 WT 雌性小鼠(n = 6)与 WT 雄

性小鼠(n= 7)对比(P = 0. 7915)、CD44
 

KO 组雌性

小鼠(n= 6)与 CD44
 

KO 雄性小鼠(n = 7)对比(P =
0. 9591)、WT 雌性小鼠与 CD44

 

KO 雌性小鼠对比

(P= 0. 8837)、WT 雄性小鼠与 CD44
 

KO 雄性小鼠

对比(P = 0. 9335),去中心区域探索的时间均没有

明显差异。 见图 4。
2. 5　 高架十字实验

　 　 在高架十字实验中,WT 小鼠(n = 13)与 CD44
 

KO 小鼠(n= 13)对比,去开放臂探索的时间未见明

显差异(P = 0. 8754)。 且 WT 雌性小鼠( n = 6) 与

WT 雄性小鼠(n= 7)对比(P= 0. 1457)、CD44
 

KO 组

雌性小鼠(n= 6)与 CD44
 

KO 组雄性小鼠(n = 7)对

比(P = 0. 5599)、WT 雌性小鼠与 CD44
 

KO 雌性小

鼠对比(P = 0. 2944)、WT 雄性小鼠与 CD44
 

KO 雄

性小鼠对比(P = 0. 4278),在开放臂探索的时间均

没有明显差异。 见图 5。

图 3　 转棒实验结果比较

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

rotarod
 

experiment

图 4　 旷场实验结果比较

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

open
 

field
 

experiment
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2. 6　 悬尾实验

　 　 在悬尾实验中,WT 小鼠( n = 16) 与 CD44
 

KO
小鼠(n= 13),搅动挣扎持续时间未见明显差异(P
= 0. 3518)。 且 WT 雌性小鼠(n = 7)与 WT 雄性小

鼠(n= 9)对比(P = 0. 7163)、CD44
 

KO 组雌性小鼠

(n= 6) 与 CD44
 

KO 组雄性小鼠( n = 7) 对比(P =
0. 1632)、WT 雌性小鼠与 CD44

 

KO 雌性小鼠对比

(P= 0. 9753)、WT 雄性小鼠与 CD44
 

KO 雄性小鼠

对比(P = 0. 1039),搅动挣扎持续时间均没有明显

差异。 见图 6。
2. 7　 强迫游泳实验

　 　 在强迫游泳实验中,WT 小鼠(n = 16)与 CD44
 

KO 小鼠(n= 13),逃逸相关活动时间未见明显差异

(P= 0. 0691)。 且 WT 雌性小鼠(n = 7)与 WT 雄性

小鼠(n= 9)对比(P = 0. 5495)、CD44
 

KO 组雌性小

鼠(n= 6)与 CD44
 

KO 组雄性小鼠(n = 7)对比(P =
0. 6967)、WT 雌性小鼠与 CD44

 

KO 雌性小鼠对比

(P= 0. 4572)、WT 雄性小鼠与 CD44
 

KO 雄性小鼠

对比(P = 0. 1021),逃逸相关活动时间均没有明显

差异。 见图 7。
2. 8　 新物体识别实验

　 　 在新物体识别实验中, WT 小鼠 ( n = 13) 与

CD44
 

KO 小鼠(n = 12),探索新物体的时间未见明

显差异(P = 0. 1012)。 且 WT 雌性小鼠( n = 6) 与

WT 雄性小鼠(n= 7)对比(P= 0. 2746)、CD44
 

KO 组

雌性小鼠(n= 6)与 CD44
 

KO 组雄性小鼠(n = 6)对

比(P = 0. 6246)、WT 雌性小鼠与 CD44
 

KO 雌性小

鼠对比(P = 0. 3874)、WT 雄性小鼠与 CD44
 

KO 雄

性小鼠对比(P = 0. 1442),探索新物体的时间均没

有明显差异。 见图 8。

图 5　 高架十字实验结果比较

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

elevated
 

plus-maze
 

experiment

图 6　 悬尾实验结果比较

Figure
 

6　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

tail
 

suspension
 

experiment
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2. 9　 三箱社交实验

　 　 在三箱社交实验中( WT 小鼠 n = 16,CD44
 

KO
小鼠 n= 12,WT 雌性小鼠 n = 7,WT 雄性小鼠 n = 9,
CD44

 

KO 雌性小鼠 n= 6,CD44
 

KO 雄性小鼠 n= 6),
Stage

 

2 阶段,各小组小鼠对新同类的探索时间未见

明显差异 ( P = 0. 3052, 0. 5901, 0. 4252, 0. 6041,
0. 8856)。 Stage

 

3 阶段,WT 雌性小鼠对新同类的探

索时间要多于 CD44
 

KO 雌性小鼠(P= 0. 0475)。 其

余各组小鼠对新同类的探索时间均没有明显差异

(P= 0. 1242、0. 9601、0. 3513、0. 2356)。 见图 9。
2. 10　 水迷宫实验

　 　 由图 10A 可见,在水迷宫定位航行实验中,WT
小鼠(n= 16)与 CD44

 

KO 小鼠(n = 13)在前 4
 

d 实

验时,到达目标区域所需时间未见明显差异(P =
0. 1874、 0. 9447、 0. 8931、 0. 1474), 从第 5 ~ 7 天,

CD44
 

KO 小鼠到达目标区域所需时间长于 WT 小鼠

(P= 0. 0147、0. 0182、0. 0233)。 在水迷宫空间探索

实验中,CD44
 

KO 小鼠到达目标区域次数更少(P =
0. 0128) (图 10B),初次到达所需时间更长 (P =
0. 0003)(图 10C)。

从初次到达目标区域所需时间方面来看,CD44
 

KO 雌性小鼠(n= 6)所需时间也多于 WT 雌性小鼠

(n= 7)(P = 0. 0036) (图 11A),CD44
 

KO 雄性小鼠

(n = 7) 所需时间多于 WT 雄性小鼠( n = 9) (P =
0. 0137)(图 11A),CD44

 

KO 组内雄性所需时间少

于雌性(P = 0. 049) (图 11A)。 从到达目标区域次

数方面分析,各组间未见明显差异 ( P = 0. 0944、
0. 0925、0. 8934、0. 5653)(图 11B)。

此次研究所进行实验以及实验结果汇总如下

表(见表 2)。

图 7　 强迫游泳实验结果比较

Figure
 

7　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

forced
 

swimming
 

experiment

图 8　 新物体识别实验结果比较

Figure
 

8　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

novel
 

object
 

recognition
 

experiment
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注:A:Stage
 

2;B:Stage
 

3。 Stage
 

3 中,与 CD44 基因敲除雌性小鼠相比,∗P<0. 05。

图 9　 三箱社交实验 Stage
 

2 和 Stage
 

3 结果比较

Note.
 

A,
 

Stage
 

2.
 

B,
 

Stage
 

3.
 

During
 

stage
 

3,
 

Compared
 

with
 

homozygous
 

CD44
 

knockout
 

female
 

mice,
 ∗P<0. 05.

 

Figure
 

9　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

three-chamber
 

social
 

experiment
 

Stage
 

2
 

and
 

Stage
 

3

注:与 CD44
 

KO 相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001。

图 10　 水迷宫实验总体结果比较

Note.
 

Compared
 

with
 

homozygous
 

CD44
 

knockout
 

mice,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

10　 Comparison
 

of
 

overall
 

results
 

of
 

water
 

maze
 

experiment
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注:A:到达目标区域时间方面;B:到达目标区域次数方面。 与 CD44
 

KO 雌性相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 11　 水迷宫实验空间探索结果比较

Note.
 

A,
 

In
 

terms
 

of
 

time
 

to
 

reach
 

the
 

target
 

area.
 

B,
 

In
 

terms
 

of
 

the
 

times
 

to
 

reach
 

the
 

target
 

area.
 

Compared
 

with
 

homozygous
 

CD44
 

knockout
 

female
 

mice,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

11　 Comparison
 

of
 

space
 

exploration
 

results
 

of
 

water
 

maze
 

experiment

表 2　 实验结果及意义汇总

Table
 

2　 Summary
 

of
 

experimental
 

results
 

and
 

significance
实验名称 Experiment 含义

 

Meaning 结果 Result
平衡木实验

Beam
 

balance
 

experiment
 

运动协调和平衡能力
Sports

 

coordination
 

and
 

balance
 

ability
无统计学差异

 

No
 

statistical
 

difference
转棒实验

Rotarod
 

experiment
 

运动能力和耐力
Athletic

 

ability
 

and
 

endurance
无统计学差异

No
 

statistical
 

difference
旷场实验

Open
 

field
 

experiment
焦虑状态

 

Anxious
 

state
无统计学差异

 

No
 

statistical
 

difference
高架十字实验

Elevated
 

plus-maze
 

experiment
 

焦虑状态
 

Anxious
 

state
 

无统计学差异
 

No
 

statistical
 

difference
悬尾实验

Tail
 

suspension
 

experiment
抑郁程度

Degree
 

of
 

depression
 

无统计学差异
No

 

statistical
 

difference
强迫游泳实验

Forced
 

swimming
 

experiment
 

抑郁程度
Degree

 

of
 

depression
 

无统计学差异
No

 

statistical
 

difference
新物体识别实验

Novel
 

object
 

recognition
 

experiment
学习记忆能力

Learning
 

and
 

memory
 

ability
 

无统计学差异
No

 

statistical
 

difference
三箱社交实验

Three-chamber
 

social
 

experiment
 

社交行为能力
 

Social
 

behavior
 

ability
 

WT 雌性>CD44
 

KO 雌性
WT

 

female>CD44
 

KO
 

female
水迷宫实验

Water
 

maze
 

experiment
学习记忆和空间记忆能力

Memory
 

ability
 

CD44
 

KO<WT,CD44
 

KO 雌<CD44
 

KO 雄
 

CD44
 

KO<WT,
 

CD44
 

KO
 

female<CD44
 

KO
 

male

3　 讨论

　 　 本实验发现,CD44
 

KO 的小鼠与 WT 小鼠相比,
学习记忆能力明显下降,以第 5 ~ 7 天最为显著,空
间记忆能力也明显减弱。 同时,CD44

 

KO 雌性小鼠

的社交行为能力要弱于 WT 雌性小鼠。 但在运动协

调能力、平衡能力、耐力、焦虑、抑郁等方面,CD44
 

KO 的小鼠与 WT 小鼠未见明显差异。 由此可知,
CD44 基因的表达对小鼠的认知功能,特别是记忆

能力有影响,后续以 CD44 相关基因敲除动物做行

为学实验时,学习与空间记忆能力方面的实验,需
与普通野生型小鼠鉴别开,以免实验结果有偏差。

关于 CD44 基因敲除后影响学习记忆功能的机

制,小鼠的运动协调能力、平衡力、耐力、焦虑抑郁

程度等未见明显异常,提示 CD44 基因敲除不会引

起广泛性中枢神经系统异常。 而本实验所得 CD44
 

KO 小鼠的认知功能障碍,与海马功能障碍的表现

相一致。 Morris 水迷宫所探究的小鼠空间记忆能力

也对神经系统的发育程度十分敏感[21] ,且已有文献

提出 CD44 可能影响成年个体海马神经的发育[5] ,
故而猜想 CD44 参与成年个体海马的发育,从而影

响动物的认知能力。
在三箱社交实验中,CD44

 

KO 雌性小鼠的社交

趋向性弱于 WT 雌性小鼠,而雄性小鼠之间则未发
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现相关差异,提示 CD44 基因的表达与性别因素有

关。 有文献提出,雌二醇可以通过下调几个微 RNA
的表达,增加环指蛋白 4 的表达,从而降低转录因子

Sp1 的水平,最终增强了 CD44 的表达[22] 。 这也提

示着 CD44 的表达与雌激素存在相关性。 这仍有待

进一步实验研究探讨。
由于行为学指标存在个体差异性,一般行为学

研究需要多批次的动物实验来验证。 在本研究中,
我们也进行了共 3 批次动物行为学实验,并且得到

了相似的结果。 由于不同批次实验条件无法完全

一致,且不同批次动物之间总体行为能力存在一定

差异,因此,尽管不同批次实验的结果趋势是一致

的,但是并不适合将不同批次结果放在一起统计分

析,所以本研究中展示了最具有代表性的一批研究

数据。 本实验所得结果,符合前述研究所报道的

“CD44 基因的缺失可以导致海马体功能障碍和空

间学习记忆缺陷[19] ”。 本研究的局限性在于,只研

究了 CD44 基因对于行为能力的表观影响。 在接下

来的研究工作中,我们将进一步探讨 CD44 如何受

到调控,上下游分子机制如何,哪些调控因子相互

作用形成相关通路等分子机制方面的问题。
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脂多糖结合蛋白和杀菌 / 通透性增加蛋白:脓毒症
的潜在治疗靶点

 

杨　 泽1,2,王可洲1∗,于　 杨1∗

(1.山东第一医科大学(山东省医学科学院)实验动物学院(山东省实验动物中心),济南　 250117;
2.山东第一医科大学第二附属医院输血科,山东

 

泰安　 271000)

　 　 【摘要】 　
 

脓毒症是严重感染、创伤、烧伤和休克等损伤的常见并发症和主要死因。 革兰氏阴性菌细胞壁成

分脂多糖( lipopolysaccharide, LPS) 导致的内毒素血症是导致脓毒症的主要原因之一。 包括脂多糖结合蛋白

(lipopolysaccharide-binding
 

protein,LBP)和杀菌 / 通透性增加蛋白(bactericidal
 

permeability
 

increasing
 

protein,
 

BPI)在
内的多种血浆蛋白参与调控 LPS 激活的信号通路。 两种蛋白属于同类蛋白家族,结构相似但生物学效应差异很

大:LBP 能协助 LPS 与靶细胞 CD14 受体结合增加宿主对 LPS 的敏感性,而 BPI 可中和 LPS 致炎作用并加速 LPS
从循环内清除。 本文就 LBP 与 BPI 的结构、功能、治疗脓毒症的潜力及基因多态性与脓毒症的相关性等方面的研

究进展进行综述。
【关键词】 　 脓毒症;脂多糖;脂多糖结合蛋白;杀菌 / 通透性增加蛋白
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　 　 【Abstract】 　
 

Sepsis
 

is
 

a
 

common
 

complication
 

of
 

severe
 

injuries,
 

such
 

as
 

severe
 

infection,
 

trauma,
 

burn,
 

and
 

shock,
 

and
 

it
 

is
 

the
 

main
 

cause
 

of
 

death
 

of
 

critically
 

ill
 

patients.
 

Endotoxemia
 

caused
 

by
 

lipopolysaccharides
 

(LPS),
 

cell
 

wall
 

components
 

of
 

gram-negative
 

bacteria,
 

is
 

one
 

of
 

the
 

main
 

causes
 

of
 

sepsis.
 

Multiple
 

plasma
 

proteins,
 

including
 

lipopolysaccharide
 

binding
 

proteins
 

( LBP )
 

and
 

bactericidal
 

permeability
 

increase
 

proteins
 

( BPI ),
 

are
 

involved
 

in
 

regulating
 

the
 

signaling
 

pathways
 

of
 

LPS
 

activation.
 

The
 

two
 

proteins
 

belong
 

to
 

the
 

same
 

family
 

of
 

proteins
 

with
 

similar
 

structures
 

but
 

different
 

biological
 

functions:
 

LBP
 

facilitates
 

LPS
 

in
 

binding
 

to
 

the
 

CD14
 

receptor
 

of
 

target
 

cells
 

to
 

increase
 

host
 

sensitivity
 

to
 

LPS,
 

while
 

BPI
 

neutralizes
 

the
 

inflammatory
 

effects
 

of
 

LPS
 

and
 

accelerates
 

the
 

clearance
 

of
 

LPS
 

from
 

the
 



circulation.
 

In
 

this
 

review,
 

we
 

summarized
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

LBP
 

and
 

BPI
 

in
 

terms
 

of
 

structure,
 

function,
 

potential
 

for
 

treatment
 

of
 

sepsis,
 

and
 

the
 

correlation
 

between
 

gene
 

polymorphisms
 

and
 

sepsis.
【 Keywords 】 　 sepsis;

 

lipopolysaccharide;
 

lipopolysaccharide-binding
 

protein;
 

bactericidal
 

permeability
 

increasing
 

protein

　 　 脓毒症是一种危及生命的多器官功能障碍综

合症,由于宿主对感染反应失调所致[1] 。 脓毒症仍

是导致人类死亡最常见的原因,仅 2017 年,全球估

计有 4890 万例脓毒症病例,其中 1100 万例死亡,占
全球死亡总人数的 19. 7%[2] 。 细菌、真菌、病毒等

微生物感染都可以导致脓毒症,其中细菌内毒素脂

多糖(lipopolysaccharide,LPS)被认为是脓毒症发病

机制中最重要的激活剂[3-5] 。

表 1　 LBP 和 BPI 的基因位点信息
Table

 

1　 The
 

loci
 

information
 

of
 

LBP
 

and
 

BPI
名称 Name 脂多糖结合蛋白

 

LBP 杀菌 / 通透性增加蛋白
 

BPI

基因位点 Location
20 号染色体 q11. 23

 

Chromosome
 

20
 

q11. 23
38346482~ 38377013 38304156~ 38337505

长度(nt)Length 30532
 

33350
NC_000020. 11 位置

 

NC_000020. 11
 

position 38,367,310 38,323,987

基因位置 Gene
 

position 20829 19832

脂多 糖 是 革 兰 氏 阴 性 细 菌 ( gram
 

negative
 

bacteria,GNB)细胞壁的主要糖脂成分,是引发脓毒

症的强效毒素之一[6] 。 LPS 能够通过细胞内和细胞

外途径引发炎症。 LPS 进入血液后,被 Toll 样受体

(toll-like
 

receptors,
 

TLR)识别,启动信号级联反应,
释放大量炎症因子,如肿瘤坏死因子 α( TNF-α)和

白细胞介素-1β(IL-1β)、白细胞介素-6(IL-6)和白

细胞介素-8(IL-8) [5-6] 。 大量炎症因子释放会进一

步扩大炎症反应,破坏宿主促炎和抗炎机制之间的

平衡,导致炎症反应失控,引起发热、内皮损伤、外
周血管扩张、毛细血管渗漏、凝血障碍、微血栓和心

肌抑制等变化,最终造成多器官功能障碍,甚至休

克和个体死亡[7] 。
LPS 是研究脓毒症发病机制最常见的微生物介

质。 因为 LPS 具有高重复性,并且能够模拟临床上

有意义的情况,故经常被用于构建实验性脓毒症模

型[8] 。 另外,LPS 激活的宿主防御网络,与革兰氏阳

性细菌、病毒和真菌中的其他微生物介质激活的宿

主防御网络有很多相似之处[7] 。 大量实验证实,阻
断 LPS 介导炎症反应的信号通路,可预防 LPS 诱导

的脓毒症,是治疗脓毒症的重要靶点。

脓毒症中循环内的 LPS 与多种血浆蛋白相互

作用,产生不同的生物学效应。 其中脂多糖结合蛋

白(lipopolysaccharide-binding
 

protein,LBP) 和杀菌 /
通透性增加蛋白( bactericidal

 

permeability
 

increasing
 

protein,
 

BPI)是最主要的两种血浆蛋白[9] 。

1　 LBP 和 BPI 的基因位点及结构

　 　 LBP 和 BPI 同属于 BPI 样家族[10] ,两者基因位

点均位于 20 号染色体
 

q11. 23,其中 LBP 含 15 个外

显子,BPI 含 16 个外显子(如表 1 所示)。
LBP 和 BPI 的蛋白结构均已解析成功[11] ,两者

是由双结构域组成的“回旋镖”结构,即在 N-末端结

构域和 C-末端结构域各有一个疏水桶状结构(如图

1 所示) [12] ,可以用来结合配体分子。
LBP 是分子量约 60×103 的脂质结合和转移蛋

白[13] ,人 LBP 主要由肝合成。 LBP 的 C-末端结构

域含有一个带负电荷的凹槽和一个疏水的“苯丙氨

酸核心”,它可以与 LPS 结合,该位点发生突变时,
会减弱与 LPS 的结合能力[14] 。

BPI 是分子量约为 55×103 的单链阳离子蛋白。
人 BPI 的 N 端结构域(氨基酸 1 ~ 230)通过富含脯

氨酸的铰链区(氨基酸 230 ~ 250)与 C 端结构域(氨

基酸 250 ~ 456)相连,该铰链区还包含一个弹性蛋

白酶切割位点(氨基酸 240 ~ 245),构成了 BPI 的

“回旋镖” 形状[15] 。 N-末端结构域与杀菌及中和

LPS 有关,C-末端结构域与调理吞噬有关[16] 。

2　 LBP 的功能及研究进展

2. 1　 LBP 的促炎作用

　 　 LBP 是急性期反应蛋白,主要由肝细胞合成。
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注:A:LBP 的 licorice 格式及其配体位置;B:LBP 结构的 surface 格式;C:BPI 的 licorice 格式及其配体位置;D:BPI 结构的 surface
格式。 所有信息均从蛋白质数据库下载(LBP

 

PDB
 

ID:4M4D;BPI
 

PDB
 

ID:1EWF)。

图 1　 脂多糖结合蛋白和杀菌 / 增透蛋白的结构

Note.
 

A,
 

The
 

licorice
 

style
 

of
 

LBP
 

and
 

its
 

ligands
 

in
 

spacefilled
 

style.
 

B,
 

The
 

surface
 

style
 

of
 

LBP
 

structure.
 

C,
 

The
 

licorice
 

style
 

of
 

BPI
 

and
 

its
 

ligands
 

in
 

spacefilled
 

style.
 

D,
 

The
 

surface
 

style
 

of
 

BPI
 

structure.
 

All
 

information
 

was
 

downloaded
 

from
 

Protein
 

data
 

bank
(LBP

 

PDB
 

ID,
 

4M4D;
 

BPI
 

PDB
 

ID,
 

1EWF).

Figure
 

1　 The
 

structures
 

of
 

Lipopolysaccharide
 

binding
 

protein
 

(LBP)
 

and
 

Bactericidal / permeability-increasing
 

protein
 

(BPI)

正常人血清中 LBP 的浓度为 5 ~ 10
 

mg / mL,当受到

LPS 刺激后,LBP 会迅速升高。 在脓毒症期间,血浆

LBP 可达到正常浓度的 7 倍以上[17] ,人群研究证明

LBP 可以作为诊断脓毒症的标志物,其诊断准确性

与 C 反应蛋白相似[18] 。
LBP 从 GNB 细胞壁或 LPS 聚集体中将 LPS 提

取出来,随后将其运送至膜 CD14 或可溶性 CD14 分

子,形成 LPS-CD14 复合物,该复合物激活 Toll 样受

体 4-MD2(TLR4-MD2)和依赖 TLR4 的炎症细胞,
导致信号转导通路的激活及细胞因子和其他炎性

介质的生成[10,19] (如图 2 所示)。 除了上述激活作

用,LBP 还可以将 LPS 转运至脂蛋白颗粒,经肝从

胆管排入肠道,清除到体外[10] 。
LBP 和 CD14 的结合能显著提高宿主对 LPS 的

敏感性,LBP 的这种增敏作用易引发宿主炎症反应

失调,与脓毒症的发生发展密切相关,是诱发脓毒

症的危险因素[3] ,因此通过抑制 LBP 与 LPS 的结

合,阻止宿主反应失调,可以避免脓毒症发生。 动

物实验证实抑制 LBP 的增敏作用能提高个体在内

毒素血症时的生存率:在小鼠内毒素血症模型中,
利用 LBP 抗体阻断 LBP 和 LPS 的结合或 LPS / LBP
复合体与 CD14 的结合,可以显著降低血浆 TNF 水

平,提高致死性内毒素血症( LPS 剂量每只小鼠 50
 

ng)时小鼠生存率;而用高剂量 LPS(每只小鼠 250
 

ng)攻击小鼠时,抗 LBP 抗体虽阻断了 LBP 的活性,
但未发挥上述保护作用[20] ,可见高剂量 LPS 可通过

除 LBP 以外的途径诱导死亡,表明抗 LBP 的治疗作

用的局限性。 临床上可应用连续性血浆过滤吸附

清除体内 LBP [21] 。 早期清除体内 LBP 可以预防脓

毒症诱导的急性肾损伤,改善危重患者的愈后[22] 。
另外,超重肥胖患者服用石榴提取物后能显著降低

血浆中 LBP,从而降低该类患者内毒素血症的发生

率[23] 。 综上所述,以 LPB 为治疗靶点,通过单克隆

LBP 抗体,服用石榴提取物或物理清除 LBP 等方式

抑制 LPB 结合 LPS 的活性,为下一步治疗 LPS 介导

的脓毒症提供了多种方向。
也有研究证明在某些类型 GNB 感染时,LBP 结

合 LPS 介导的炎症反应起到了保护作用。 利用

LBP 基因缺陷小鼠证实 LPB 可以快速诱导针对低

剂量 LPS 或 GNB 的炎症反应,保护腹腔注射沙门氏

菌的小鼠[24] 。 此外,LBP 还被证实在针对毒性强的

肺炎克雷伯菌时具有重要的先天免疫作用[25] 。 这

些现象说明在 GNB 感染初期,LBP 的激活作用是启

动宿主免疫防御的关键点。
在宿主感染时,LBP 结合 LPS 介导的炎症反应

所表现出的正反两种作用,可能与细菌种类、感染

途径及 LPS 的浓度有关,提示 LBP 治疗脓毒症的具

体条件和适应症还有待深入研究。
2. 2　 高浓度 LBP 对 LPS 活性的抑制作用

　 　 LBP 是急性期反应蛋白,在脓毒症阶段时,血
浆中 LBP 会升高数倍,有研究表明,高浓度的 LBP
对 LPS 的活性具有抑制作用,这种作用可以抑制

LPS 介导的促炎反应,避免宿主炎症反应的失调,从
而阻止脓毒症的发生发展。

研究证明高浓度的 LBP 在体外可以抑制 LPS
诱导的鼠巨噬细胞激活。 小鼠通过注射高浓度重

组鼠 LBP 可以抑制 LPS 介导的细胞因子释放、阻止

肝功能衰竭、降低 D-半乳糖胺致敏内毒素小鼠和脓
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毒症小鼠的死亡率[26] 。 在临床研究中,也发现了类

似现象:研究者通过分析严重脓毒症或感染性休克

患者的血清 LBP 浓度,发现血清 LBP 较高时,LPS
活性明显降低。 随着 LBP 的减少,LPS 活性又会慢

注:脂多糖结合蛋白(LBP)主要由肝细胞合成,LBP 可以从革兰氏阴性菌(GNB)的外膜中提取 LPS 单体,从而将 LPS 分子递送至膜形式和

可溶性形式的 CD14 受体,从而触发中性粒细胞、单核细胞和巨噬细胞介导的促炎反应。 除了上述激活作用外,LBP 还可将内毒素传递给

脂蛋白,从而促进 LPS 在肝的清除。 杀菌 / 通透性增加蛋白(BPI)主要存在于中性粒细胞和嗜酸性粒细胞的颗粒中。 此外,在单核细胞和

结肠上皮细胞表面也检测到 BPI,这可能是中性粒细胞活化后二次分泌所致。 BPI 对 LPS 和细菌具有更高的亲和力,具有杀菌作用、抗炎作

用。 BPI-内毒素聚集体的主要靶细胞是单核细胞,BPI 促进纯化的 LPS 聚集体在不依赖 CD14 的情况下向宿主细胞递送,并且没有明显的

细胞活化。

图 2　 LBP 和 BPI 在革兰氏阴性菌感染时的作用

Note.
 

Lipopolysaccharide
 

binding
 

protein
 

(LBP)
 

synthesized
 

principally
 

by
 

hepatocytes
 

and
 

secreted
 

into
 

the
 

bloodstream,
 

can
 

extract
 

LPS
 

monomers
 

from
 

the
 

out
 

membrane
 

of
 

Gram
 

negative
 

bacteria
 

( GNB),
 

thereby
 

deliver
 

the
 

LPS
 

molecules
 

to
 

membrane
 

and
 

soluble
 

forms
 

of
 

CD14
 

receptors,
 

which
 

trigger
 

the
 

pro-inflammatory
 

response
 

mediated
 

neutrophils,
 

monocytes,
 

and
 

macrophages.
 

Besides
 

the
 

activation
 

described
 

previously,
 

LBP
 

delivers
 

LPS
 

to
 

lipoproteins
 

leads
 

to
 

hepatic
 

clearance. Bactericidal / permeability-increasing
 

protein
 

( BPI)
 

is
 

found
 

mainly
 

in
 

the
 

granules
 

of
 

neutrophils
 

and
 

eosinophils.
 

Additionally,
 

BPI
 

has
 

been
 

detected
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

monocytes
 

and
 

colon
 

epithelium,
 

which
 

possibly
 

due
 

to
 

the
 

secondary
 

secretion
 

from
 

activated
 

neutrophils.
 

BPI
 

has
 

higher
 

affinity
 

for
 

LPS
 

and
 

bacteria,
 

is
 

bactericidal
 

and
 

represses
 

inflammation
 

by
 

preventing
 

LBP
 

from
 

delivering
 

LPS
 

to
 

CD14.
 

The
 

major
 

target
 

cell
 

of
 

BPI-endotoxin
 

aggregates
 

are
 

monocytes,
 

while
 

BPI
 

promotes
 

the
 

CD14-independent
 

delivery
 

of
 

purified
 

LPS
 

aggregates
 

to
 

host
 

cells
 

without
 

apparent
 

cell
 

activation.
 

Figure
 

2　 Role
 

of
 

LBP
 

and
 

BPI
 

in
 

host
 

responses
 

to
 

Gram
 

negative
 

bacteria

慢恢复[27] 。 另外,在脓毒症患者血清中加入重组人

LBP,也可以抑制 LPS 的活性[27] 。 有学者认为,高
浓度 LBP 的上述抑制作用与 LBP 通过脂蛋白代谢

途径清除 LPS 有关[26] 。 随着体外实验发现高浓度

的 LBP 在无血清(无脂蛋白) 存在时也可以阻断

LPS 诱导的鼠巨噬细胞激活,表明 LBP 对 LPS 的抑

制还存在另一种机制。 这种机制可能与高浓度 LBP
可以抑制 LPS-CD14 复合物的形成有关系,高浓度

LBP 可以快速将 LPS 从 mCD14 上解离下来,抑制

LPS 从 CD14 转移到 TLR4-MD2 受体来,从而抑制

炎性细胞对 LPS 的反应[28] 。 高浓度 LBP 通过不同

机制阻断粗糙(R)型和光滑( S)型 LPS 与 CD14 的

结合,抑制 LPS 诱导 NF-κB 核转位[29] 。 这种机制

似乎与氯胺酮的抗炎机制相似:研究发现氯胺酮可

以抑制 LPS 诱导的 TLR4 表达和 NF-κB 活化,通过

抑制 TLR4 / NFκB 通路减弱 LPS 介导的过度炎症反

应[30-31] ,由此可推测, 利用高浓度的 LBP 抑制

TLR4 / NF-κB 通路,可产生与氯胺酮相似的作用来

减弱 LPS 介导的炎症反应,进而阻止脓毒症的发生

发展。
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2. 3　 LBP 基因单核苷酸多态性与脓毒症及其并发

症的关系

　 　 单 核 苷 酸 多 态 性 ( single
 

nucleotide
 

polymorphisms,SNP)是最常见的遗传变异类型。 免

疫反应相关的关键基因 SNP,可能与多种疾病的易

感性和临床结果有关,有助于预测疾病预后和治疗

效果[19] 。 越来越多的证据表明,LBP
 

基因中的特定
 

SNP
 

与脓毒症及其并发症有关[14,19,32-38](见表 2)。
综上所述,通过分析 LBP 基因中 SNP 与脓毒症

及其并发症的关系,识别出高危人群,及时调整治

疗策略可能会改善脓毒症患者预后。 此外,为脓毒

症患者提供了新的治疗策略,例如基因编辑技术。
但是由于患者队列数量及结果可重复性的限制,仍
需更多的临床研究来验证 SNP 与脓毒症的关系。

表 2　 LBP
 

基因中 SNP 与脓毒症和脓毒症并发症的关系
Table

 

2　 Impact
 

of
 

SNPs
 

in
 

LBP
 

gene
 

on
 

sepsis
 

and
 

septic
 

complications
dpSNP

 

编码
dpSNP

 

ID
 

疾病
Disease

SNP 携带形式
SNP

 

carrier
对脓毒症的主要影响
Major

 

effects
 

on
 

sepsis
参考文献
Reference

-(Cys98→Gly) 脓毒症
Sepsis /

可能增加男性患者脓毒症的易感性。
Gly98

 

allele
 

may
 

contribute
 

to
 

an
 

increased
 

predisposition
 

to
 

sepsis
 

in
 

male
 

patients.
　 　 [27]

rs2232582

造血干细胞移植后并
发脓毒症
Septic

 

complications
 

after
 

hematopoietic
 

cell
 

transplantation(HCT)

杂合子
Heterozygous

C 等位基因可增加造血干细胞移植后发生革兰阴性菌
脓毒症的风险。
C

 

allele
 

associated
 

with
 

a
 

2-fold
 

higher
 

risk
 

for
 

GN
 

bacteremia
 

after
 

HCT.

　 　 [26]

4-SNP 单倍体
4-SNP
haplotype
(rs1780616-C、
rs5741812-A、
rs2232571-T、
rs1780617-A)

脓毒症
Sepsis

纯合子
Homozygous

可增加脓毒症发生风险和血液中 LBP 的平均水平。
The

 

haplotype
 

associated
 

with
 

increased
 

risk
 

for
 

sepsis
 

and
 

higher
 

mean
 

levels
 

of
 

serum
 

LBP.
　 　 [28]

rs2232571

造血干细胞移植后并
发脓毒症
Septic

 

complications
 

after
 

HCT

杂合子
Heterozygous

C 等位基因与较高的血清 LBP 水平有关,增加患者死
亡风险。
C

 

allele
 

is
 

associated
 

with
 

higher
 

serum
 

LBP
 

level,
 

which
 

increases
 

the
 

risk
 

of
 

death.

　 　 [26]

rs2232613

造血干细胞移植
HCT

杂合子
Heterozygous

可增加内毒素提取和转移至
 

MD-2
 

的效率。
Showed

 

association
 

with
 

higher
 

efficiency
 

in
 

endotoxin
 

extraction
 

and
 

transfer
 

to
 

MD-2.
　 　 [29]

肺炎和脓毒症
Pneumonia

 

and
sepsis

杂合子
Heterozygous

体外实验发现携带
 

T
 

等位基因会损害细菌配体结合能
力和细胞因子诱导功能,并在脓毒症并发症和肺炎过
程中表现出更高的死亡风险。
Carriage

 

of
 

T
 

allele
 

impaired
 

bacterial
 

ligands
 

binding
 

capacity
 

and
 

cytokines-induction
 

function
 

and
 

exhibited
 

a
 

higher
 

risk
 

for
 

mortality
 

in
 

the
 

course
 

of
 

septic
 

complications
 

and
 

pneumonia.

　 　 [9]

rs2232618

创伤
Trauma /

生成的突变蛋白与 CD14 的结合能力增强。 C 等位基
因增加创伤后脓毒症的发生率。
Generated

 

mutant
 

protein
 

had
 

an
 

enhanced
 

binding
 

capacity
 

with
 

CD14.
 

C
 

allele
 

contributed
 

to
 

higher
incidence

 

and
 

development
 

of
 

sepsis.

　 [25,30]

脓毒症
Sepsis

纯合子
Homozygous

与另外四个
 

SNP
 

的组合和儿童脓毒症有关。
A

 

combination
 

with
 

additional
 

four
 

SNPs
 

was
 

associated
 

with
 

sepsis
 

in
 

children.
　 　 [31]
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3　 BPI 的功能及研究进展

　 　 BPI 主要存在于中性粒细胞的颗粒中,在单核

细胞和结肠上皮细胞表面也可检测到 BPI,这可能

是由于激活的中性粒细胞二次分泌所致[10] 。 BPI
在 LPS 的清除过程中发挥着十分重要的作用,具有

杀菌、消炎、调理吞噬等作用[9](如图 2 所示)。
3. 1　 BPI 的杀菌活性

　 　 在早期研究中发现新生儿中性粒细胞由于缺

乏 BPI,削弱了新生儿中性粒细胞对金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌的吞噬和杀菌活性。 人血清 BPI 抗体

可抑制 BPI 对大肠杆菌的杀菌活性[39] ,进一步证实

了 BPI 具有独立杀菌活性。
BPI 的杀菌活性与 N 端结构域有关,BPI 带阳

离子的 N 末端结构域结合带负电的 LPS 磷酸基团

后,扰乱 LPS 分子的排列和细菌膜电位,导致膜破

裂,引发细菌死亡[40] 。 GNB 细胞壁损伤后不仅严

重影响细菌生长,还导致多种协同抗微生物肽更易

进入菌体[41] ,进一步加速细菌死亡。 当 BPI 和 LPS
紧密结合时,能发挥直接杀菌作用[42] 。 BPI 还能与

补体系统协同起到杀菌作用,当血清中 C7 耗尽后,
BPI 对大肠杆菌的杀菌活性会受到抑制,而加入正

常血清,这种活性会再次恢复[43] 。

表 3　 rBPI 的治疗潜力
Table

 

3　 Therapeutic
 

potential
 

of
 

rBPI
rBPI 类型

Stype
 

of
 

rBPI
疾病

Disease
对疾病的作用

Effect
 

on
 

disease
参考文献
Reference

rBPI21

脑膜炎球菌病
Meningococcal

 

disease
减少脑膜炎球菌病的并发症。
Reduce

 

the
 

complications
 

of
 

meningococcal
 

disease. [43]

脑膜炎球菌脓毒症
Meningococcal

 

sepsis

rBPI21 可有效抑制脑膜炎球菌和清除细菌内毒素,从而降低发
病率并改善患儿的功能结果。
rBPI21

 

can
 

effectively
 

inhibit
 

meningococci
 

and
 

clear
 

bacterial
 

endotoxin,
 

thus
 

reducing
 

clinically
 

significant
 

morbidities
 

and
 

improving
 

the
 

functional
 

outcome
 

of
 

children
 

with
 

severe
 

meningococcemia.

[46]

rBPI23

接受内毒素注射的人体试验
A

 

clinical
 

trial
 

study
 

involving
 

endotoxin
 

challenge
 

of
 

human
 

volunteers

rBPI23 可以中和 LPS,并且显著渐少炎症因子的释放,降低小
剂量内毒素输注后纤溶系统和凝血系统的激活。
rBPI23

 

neutralized
 

endotoxin
 

and
 

reduced
 

the
 

activation
 

of
 

the
 

fibrinolytic
 

and
 

coagulation
 

cascades
 

after
 

low-dose
 

endotoxin
 

infusion
 

in
 

human
 

volunteers.

[44-45]

3. 2　 BPI 的调理吞噬活性

　 　 相比杀菌活性,BPI 调理吞噬功能的相关研究

较少,已证实 BPI 的 C 末端结构域参与细菌的调理

吞噬作用[15] 。 BPI
 

C 末端结构域帮助树突状细胞

摄取 LPS 和呈递抗原[44] ,发挥调理吞噬作用。 重组

(全长)BPI 可以促进细菌表面补体激活,加速大肠

杆菌的吞噬,证实 BPI 间接影响吞噬作用[45] 。 近期

一项研究证实了 BPI 在调理吞噬过程中的重要作

用,在急性感染时,BPI 基因缺陷小鼠中性粒细胞会

抑制对铜绿假单胞菌的吞噬和清除作用,而从人类

中性粒细胞纯化的 BPI 能够恢复 BPI 基因缺陷小鼠

对铜绿假单胞菌的吞噬清除能力。 同时还观察到

外源性 BPI 通过 CD18 增加中性粒细胞对铜绿假单

胞菌的摄取,加快基因敲除小鼠体内铜绿假单胞菌

的清除,阻断 CD18 可以抑制以上作用,进一步证实

BPI 可以介导细菌吞噬[46] 。 BPI 不仅促进白细胞对

GNB 的清除,还促进抗原的摄取和呈递,说明 BPI
在天然抗菌免疫过程中扮演着重要角色。
3. 3　 BPI 的抗炎作用

　 　 除了促进 GNB 的清除,BPI 还可以调节 LPS 触

发的细胞因子反应,发挥抗炎作用[15] 。 与 LBP 相

比,BPI 的 N-末端结构域对 LPS 具用更强的亲和

力,这种高亲和力不仅增加了 LPS 聚集体的大小,
还竞争性阻断了 LPS 与 LBP 的相互作用,减弱炎性

细胞的炎症活动 ( 即炎症细胞因子的产生和释

放) [47-48] 。 BPI 基因缺陷小鼠中性粒细胞的募集活

性加强,导致炎症因子增多。 注射外源性人 BPI 后,
BPI 基因缺陷小鼠感染部位炎症减弱,炎症因子

减少[46] 。
综上所述,BPI 的杀菌、调理吞噬作用会加速

LPS 清除,从而减少血液中 LPS 含量,其抗炎作用又

可以抑制 LPS 介导的炎症因子释放,从而降低了

LPS 导致宿主炎症反应失控的可能,阻止 LPS 介导

的脓毒症的发生发展,因此 BPI 很可能成为脓毒症

治疗的重要靶点。
3. 4　 BPI 治疗脓毒症的潜力

　 　 BPI
 

N 末端片段 rBPI21 和 rBPI23 是目前在治
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疗方面较为有效的两种重组蛋白。 两者的区别在

于氨基酸的数量( rBPI21 ∶ 1-193,rBPI23 ∶ 1-199),
以及 132 位氨基酸的突变( rBPI21 的半胱氨酸 132
变成丙氨酸)减少了二聚体的形成[15] 。

由于 BPI 在 GNB 感染时发挥的重要作用,重组

BPI 应可以作为治疗内毒素血症及脓毒症的潜在方

案。 在脓毒症和内毒素血症的动物模型中,发现重

组 rBPI21 有助于降低血清中的 LPS,显著降低动物

的死亡率[49] 。 重组 BPI 可以增加 BPI 基因缺失小

鼠中性粒细胞对铜绿假单胞菌的摄取,通过促进腹

腔中致病菌的清除,减轻急性腹膜感染引起的炎症

反应[46] 。
临床研究表明重组 BPI 片段也发现有治疗潜

力,如脑膜炎球菌病, 儿童脑膜炎球菌脓毒症

等[50-53](详见表 3)。 相比于动物实验,目前仍未有

全长重组 BPI 应用于临床的报道。 由于全长重组

BPI 不仅具有 N 末端结构域的杀菌活性,还具有 C
末端结构域的调理吞噬作用,因此其治疗效果可能

比简单 BPI 重组片段更有效,这有待深入研究。
BPI 体内较短的半衰期 (终末消除半衰期为

42 min)限制了重组 BPI 在临床上的应用[15] 。 而一

种由 LBP
 

N 端结构域和 BPI
 

C 端结构域组成的嵌

合蛋白克服了半衰期短的缺点,还能有效提高脓毒

症大鼠的生存率[54] ,这很可能有利于增加 BPI 治疗

脓毒症的便利。
BPI 基因的一种 SNP 与脓毒症患者死亡率有

关, 这 种 SNP 发 生 在 BPI 基 因 的 第 645 位

(rs4358188),携带等位基因 645A(腺嘌呤)的患者

谷氨 酸 ( BPI216E ) 被 氨 基 酸 216 位 的 赖 氨 酸

(BPI216K)取代。 Ederer 等[55] 发现该位置基因突

变影响了 BPI 与 LPS 的结合,BPI216K 表现出更强

的 LPS 中和能力,还能抑制 LPS 诱导的炎症因子分

泌,降低脓毒症致死率。 BPI216K 和 BPI216E 变异

体在脓毒症时存在的不同表现,为将来利用重组

BPI 治疗 GNB 脓毒症提供新的选择。
除了前述问题,利用重组 BPI 片段治疗脓毒症,

BPI 自身抗体也是影响治疗效果的因素之一。 目前

抗 BPI 自身抗体产生机制仍不明确,但在革兰氏阳

性菌和 GNB 脓毒症患者中时有发现,如金黄色葡萄

球菌、铜绿假单胞菌,尤其在 GNB 脓毒症中发生率

较高[56] 。 另外,应用重组 BPI 治疗也有可能产生抗

BPI 抗体,影响治疗效果。 抗 BPI 自身抗体可以抗

调理吞噬,抑制 BPI 杀菌,削弱 BPI 抗炎活性,从而

增加脓毒症的发病率和死亡率[56] ,并且导致重组

BPI 治疗效果不佳。 这需要更多研究阐明 BPI 自身

抗体产生的机制及与上述疾病的关系,减少其对治

疗效果的不良影响。

4　 总结与展望

　 　 LPB 和 BPI 均是参与脓毒症过程的重要血浆

蛋白。 根据它们在脓毒症时的具体机制,可采取针

对性的治疗策略。 BPI 由于其杀灭细菌、中和 LBS、
调理吞噬活性、抗炎作用等,已被证明是很有前景

的脓毒症治疗靶点,其生物学特性值得深入研究:
如 BPI 的 C 端结构域与调理吞噬功能的关系、全长

重组 BPI 的临床应用、完美重组 BPI,BPI 基因 SNP
与脓毒症易感性以及 BPI 自身抗体与疾病的关系

等。 LBP 在治疗方面的应用仍有待深入研究,脓毒

症个体既需要感染初期 LBP 的激活作用来加速低

浓度 LPS 清除,又需要避免过度激活炎症反应。 另

外,鉴于高浓度的 LBP 有利于清除 LPS 和抑制 LPS
介导的炎症细胞活化,重组 LBP 将来有可能成为治

疗脓毒症的工具之一。 LBP 基因 SNP 与脓毒症易

感性的关系为防治脓毒症提供了新思路,有待更多

的基础和临床研究为 LBP 作为靶点治疗脓毒症提

供证据。
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MicroRNA 调控肠道屏障机制的研究进展
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　 　 【摘要】 　 肠道屏障受损是许多疾病的重要病因与病理特征。 随着研究的深入,microRNA 调控肠道屏障的作

用被日益重视。 研究发现,在不同的疾病中 microRNA 可以通过结合不同靶点,调控结构蛋白、细胞凋亡、免疫与炎

症、氧化应激等过程,参与破坏或保护肠屏障功能。 笔者通过对相关文献进行检索、归纳,发现 microRNA 可通过不

同机制调控肠道屏障,以期探索 microRNA 在这些疾病机制研究以及诊断与治疗中的潜在价值。
【关键词】 　 肠道屏障;microRNA;炎症性肠病;研究进展

【中图分类号】
  

R-33　 　 【文献标识码】
  

A　 　 【文章编号】
 

1671-7856
 

(2022)
 

11-0095-06

Research
 

progress
 

on
 

the
 

mechanism
 

of
 

microRNA-regulation
 

of
 

intestinal
 

barrier

HOU
  

Yujun1 ,
 

WANG
  

Kai1 ,
 

CHEN
  

Ying1 ,
 

WANG
  

Lu1 ,
 

JIANG
 

Huiling1 ,
 

LI
  

Ying2 ,
 

ZHOU
  

Siyuan1∗

(1.
 

School
 

of
 

Acupuncture-Moxibustion / Third
 

Affiliated
 

Hospital,
 

Chengdu
 

University
 

of
 

Chinese
 

Medicine,
 

Chengdu
 

610075,
 

China.
2.

 

Graduate
 

School,
 

Chengdu
 

University
 

of
 

Chinese
 

Medicine,
 

Chengdu
 

610075)

　 　 【Abstract】　
 

Intestinal
 

barrier
 

dysfunction
 

is
 

an
 

important
 

etiological
 

and
 

pathological
 

feature
 

of
 

many
 

diseases.
 

The
 

role
 

of
 

microRNA
 

in
 

intestinal
 

barrier
 

injury
 

is
 

the
 

subject
 

of
 

more
 

and
 

more
 

attention
 

and
 

increasingly
 

focused
 

research.
 

Studies
 

have
 

found
 

that
 

microRNA
 

can
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

destruction
 

or
 

protection
 

of
 

intestinal
 

barrier
 

function
 

by
 

combining
 

different
 

targets
 

to
 

regulate
 

structural
 

proteins,
 

apoptosis,
 

immunity,
 

inflammation,
 

and
 

oxidative
 

stress.
 

The
 

research
 

is
 

summarized,
 

and
 

different
 

mechanisms
 

of
 

microRNA
 

regulation
 

of
 

the
 

intestinal
 

barrier
 

are
 

discussed,
 

to
 

explore
 

the
 

potential
 

value
 

of
 

microRNA
 

when
 

studying
 

the
 

mechanisms,
 

diagnosis,
 

and
 

treatment
 

of
 

these
 

diseases.
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　 　 肠道屏障是人体的重要防线。 完整的肠道屏

障可以抵御病菌等有害物质的入侵,维持肠道的稳

态。 而当肠道发生炎症、癌变时,肠道组织完整性

被破坏,肠道屏障受损,细菌及其产物以及内毒素

等物质通过肠腔进入循环,导致全身感染和炎症,
进 一 步 加 重 疾 病 症 状[1] 。 在 炎 症 性 肠 病

(inflammatory
 

bowel
 

disease,IBD)、腹泻型肠易激综

合征( diarrhea-predominant
 

irritable
 

bowel
 

syndrome,
IBS-D)、缺血再灌注损伤( ischemia-reperfusion,I / R)
与结直肠癌( colorectal

 

cancer,CRC)等疾病中都观

察到肠道屏障损伤的现象。
MicroRNA(miRNA)是一种由内源性基因编码



的高度保守的单链小 RNA 分子,参与调控多种基因

与蛋白表达[2] ,在调节肠道屏障功能中发挥着重要

作用[3] 。 本文从结构蛋白、免疫与炎症、上皮细胞

凋亡与氧化应激几个角度出发,讨论了 miRNA 在这

些疾病中调节肠道屏障机制的研究进展,以期为未

来研究提供文献依据。

1　 结构蛋白

　 　 机械屏障是肠道屏障的主要组成部分,由覆盖

于最上层的黏液层、肠上皮细胞( intestinal
 

epithelial
 

cells,IECs)以及上皮细胞之间的连接结构组成。 紧

密连接(tight
 

junctions,TJs)是 IECs 连接结构中最重

要的一种,因此 TJs 蛋白常作为反映肠道屏障功能

的理想指标。 黏附连接( adheren
 

junctions,AJs) 与

TJs 一同形成顶端连接复合体,在上皮屏障的形成

与维持中发挥核心作用。 黏液层功能则主要由黏

蛋白表达反映。
1. 1　 TJs 蛋白

　 　 TJs 是机械屏障最重要的组成部分,由跨膜蛋

白 Claudins(CLDN)、Occludin( OCLN)、闭锁小带蛋

白 ( zonulaoccludens, ZOs ) 与 连 接 黏 附 分 子

(junctional
 

adhesion
 

molecule, JAM) 组成。 在 IBD
中,miR-320a 通过增加上皮间质抵抗反应, 导致

JAM-A 表达增加[4] 。 体内外实验证明,在 IBD 模型

中 miR-122a 与 ZO-1[5] 与 OCLN[6] 的表达水平呈正

相关。 最新研究发现,在炎症条件下, miR-195-5p
可以调节 CLDN1 与 CLDN2 的表达,并保护肠上皮

屏障的完整性[7] ,提示在炎症情况下,这些 miRNA
可以参与上调 TJs 蛋白表达。 部分 miRNA 也可以

参与破坏肠道屏障。 例如,在 IBD 模型中,miR-1 可

以通过调控肌球蛋白轻链激酶( myosin
 

light-chain
 

kinase,MLCK)下调 ZO-1 与 CLDN2 的表达[8] 。 Hou
等[9]发现 IBS-D 大鼠结肠 miR-144 明显上调,并且

可导致 OCLN、ZO-1 表达降低,肠道屏障损伤。 Zhou
等[10] 则发现 IBS-D 患者结肠 miR-29a 与 miR-29b
表达水平升高,并可降低 CLDN1 表达,在此基础上,
抑制 IBS-D 模型小鼠的 miR-29a 后肠道 ZO-1 和

CLDN1 的表达增加[11] 。 此外, 有研究通过对比

IBS-D 患者与健康人肠道 miRNA,发现 miR-16 和

miR-125b 靶向下调 CLDN2,破坏肠道屏障[12] 。 宫

内生长受限( intrauterine
 

growth
 

restricted,IUGR) 是

新生儿常见疾病,肠道功能受损是 IUGR 的重要特

征。 研究通过对比 IUGR 模型猪与正常新生猪肠道

miRNA 表达区别,发现 IUGR 模型猪肠道 miR-29 显

著增加与 CLDN1 表达降低有关[13] 。
1. 2　 AJs 蛋白

　 　 钙黏蛋白(epithelial
 

cadherin,E-cadherin)是 AJs
的主要组成部分。 Mahurkar-Joshi 等[14] 在 IBS 患者

结肠黏膜中观察到 miR-219a-5p 水平下调,体外实

验中使用 miR-219a-5p 抑制剂处理后,细胞中 E-
cadherin 水平降低,肠道通透性增加。 Rho 相关蛋

白激酶 1(rho-associated
 

protein
 

kinase
 

1,ROCK1)是

一种参与调节黏附连接、IECs 增殖和凋亡、平滑肌

细胞收缩等多种细胞活动的激酶,使用 ROCK1 抑

制剂后观察到 E-cadherin 表达上调[15] 。 研究发现

肠梗阻患者结肠 miR-21 表达降低,炎症因子水平升

高,肠道屏障受损,敲除模型小鼠 miR-21 后则观察

到肠道炎症反应加重,体外实验也证实 miR-21 靶向

调控 ROCK1 调节肠道屏障,提示 miR-21 极有可能

通过 ROCK1 调节黏附连接从而影响肠道屏障[16] 。
1. 3　 黏蛋白

　 　 黏蛋白( mucin,Muc)由杯状细胞分泌,是黏液

层的主要组成成分,发挥着维持肠道稳态的作用。
T-合成酶是 Muc 形成与发挥作用所需的关键酶。
Sun 等[17] 对 IBD 患者和模型小鼠的结肠组织进行

分析,发现随着年龄的增长,miR-1-3p 和 miR-124-
3p 表达增加,并协同抑制 T-合成酶的表达,下调

Muc2 水平,损伤黏液层。 Morris 等[18] 观察到 I / R
模型动物肠道损伤,而使用药物治疗后,miR-150 与

miR-7a 水平上升,TJs 蛋白与黏蛋白 Muc2 表达上

调,肠道屏障功能恢复。 以上研究表明 miRNA 可通

过调节黏蛋白的表达影响黏液层的完整性,从而达

到调控肠道屏障的目的。

2　 免疫与炎症

　 　 完整的免疫系统对于肠道稳态的维持至关重

要。 免疫细胞的异常激活导致过多的炎症因子损

伤肠道组织,最终造成肠道屏障功能的紊乱。
2. 1　 T 细胞

　 　 T 细胞是人体重要的免疫细胞,可分化为不同

的亚群而发挥作用。 研究表明 miRNA 可以通过调

节 T 细胞进而影响免疫功能。 Wang 等[19] 发现在炎

症状态下 miR-423-5p 水平升高,靶向调控 CLDN5
调节并促进 T 细胞分化,加重炎症的进展,破坏肠

屏障。 MiR-31[20]与 miR-146a[21]分别通过下调胸腺

基质淋巴细胞生成素( thymic
 

stromal
 

lymphopoietin,
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TSLP)与限制肠道 T 细胞分化,影响 T 细胞成熟和

极化过程,破坏肠道稳态。 Th9、Th17 与 Treg 都是

有促炎效应的 T 细胞亚群。 Th17 细胞分泌炎症因

子,Treg 细胞分化为 Th17 细胞,进一步加速炎症过

程,因此 Th17 与的 Treg 不平衡会导致肠道免疫紊

乱。 研究发现肝硬化患者肠道通透性升高,血清

miR-21、Th9 水平明显升高[22] 。 在急性胰腺炎

(acute
 

pancreatitis,AP) 患者结肠中也观察到 miR-
155 水平升高,体外实验中抑制 miR-155 可显著降

低 Th17 与 Treg 比率,而在 AP 模型小鼠中抑制

miR-155 后炎症因子、细胞因子抑制信号(suppressor
 

of
 

cytokine
 

signaling,SOCS1)和磷酸化信号转导子和

转 录 激 活 子 ( signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription,STAT1)的表达下调[23] 。 提示 miR-155
通过靶向 SOCS1 与 STAT1 调节 Th17 与 Treg 平衡,
提高炎症反应,破坏肠道屏障。
2. 2　 炎症因子

　 　 MiRNA 可以通过调节炎症因子的水平进而影

响肠道屏障功能。 Gao 等[24] 发现 CRC 模型小鼠肠

道 miR-155 过度表达,引起 NF-κB 和炎症因子水平

升高,肠道屏障损伤。 此外,在脓毒症模型小鼠中

也发现肠道 miR-155 水平升高,TJs 蛋白表达降低,
注射 miR-155 抑制剂后肠道屏障损伤好转,体外实

验发现 miR-155 模拟物转染可提高 NF-κB 水平,而
抑制剂的作用则相反[25] ,提示 miR-155 在多种疾病

中可以参与炎症因子的调节从而破坏肠道屏障。
在 I / R 模型大鼠中,观察到肠道 miR-21 水平升高,
肿瘤坏死因子 α ( tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、
IL-6 等炎症因子水平升高,肠道通透性增加[26] 。 研

究发现 CRC 患者结肠肿瘤组织与血清中 miR-21 的

表达与促肿瘤性炎症因子如 TNF-α、IL-6 与 IL-21
的表达呈正相关,敲除小鼠 miR-21 后发现使用氧化

偶氮甲烷 / 葡聚糖酸钠诱导后引起的结肠肿瘤数量

明显低于正常小鼠,炎症反应也显著降低[27] 。
MiRNA 也可下调炎症因子。 研究表明,来源于

骨髓间充质干细胞的外泌体通过转运 miR-181a 减

轻了炎症,降低了 TNF-α 等炎症因子的表达,并保

护肠道屏障[28] 。 在 IBD 模型中, miR-146b 靶向

Siah2 调控 NF-κB 通路降低肠道炎症,将含有 miR-
146b 的表达载体注射到结肠炎模型小鼠腹腔中后

发现小鼠肠道屏障功能改善,存活率提高[29] 。 以上

研究均表明,在不同的疾病中,miRNA 可能通过调

节炎症因子水平参与肠道屏障功能的调控。

3　 IECs 凋亡

　 　 C-myb 是一种诱导 IECs 抗凋亡基因 Bcl-1 表达

的转录因子。 在 IBD 模型小鼠与患者结肠组织中

观察到 miR-150 表达上升,靶向下调 c-myb,诱导

IECs 的凋亡[30] 。 在 I / R 模型小鼠中,使用 miR-155
激动剂会加重炎症反应并加速 IECs 凋亡[31] ,类似

的,抑制 miR-381-3p 可增强 IECs 增殖,调节靶向核

受体相关蛋白 1 ( nuclear
 

receptor-related
 

protein,
nurr1),提高小鼠存活率[32] 。 TAGLN2 是一种促进

IECs 凋亡的肌动蛋白结合蛋白,体外实验证实 miR-
133a-3p 靶向调控 TAGLN2 促进 IECs 凋亡,损伤肠

道屏障[33] 。 Guo 等[34] 观察到获得性免疫缺陷综合

征(acquired
 

immune
 

deficiency
 

syndrome,AIDS)患者

肠道 miR-125b-5p 水平升高,丙氨酸丝氨酸半胱氨

酸 偏 转 运 体 ( alanine
 

serine
 

cysteine-preferring
 

transporter
 

2,ASCT2)mRNA 表达水平降低。 体外实

验发现 miR-125b-5p 可负向调控 ASCT2 并促进

IECs 凋亡。
MiRNA 也可通过抑制 IECs 的凋亡保护肠道屏

障。 研究证明 miR-200c-3p[35] 与 miR-374a[36] 可抑

制磷酸酶和张力蛋白同系物(phosphatase
 

and
 

tensin
 

homolog,PTEN) 激活,减少 IECs 凋亡,改善肠道屏

障功能障碍。 甲基苯丙胺(MA)是一种上调多巴胺

水平的精神兴奋剂,过量使用会导致肠道屏障损

伤。 Shen 等[37]观察到 MA 成瘾者的肠道通透性显

著高于对照组,体外实验发现 miR-181c 可抑制 IECs
凋亡,保护肠道屏障。 此外,MiRNA 也可调节 IECs
异常增生。 Sun 等[38] 发现 miR-324-5p 靶向调控

HMGXB3 与 WASF-2 这两种参与细胞骨架重塑的关

键蛋白,抑制 IBD 模型小鼠 IECs 不正常的增生,并
恢复肠屏障功能。

4　 氧化应激

　 　 氧化应激会引起肠道组织的损伤,是肠道屏障

功能异常的重要原因之一。 过量乙醇导致诱导型

一氧化氮合酶(inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase,iNOS)
异常增多,破坏屏障功能[39] 。 研究发现,敲除酒精

性肝病(alcoholic
 

liver
 

disease,ALD)模型小鼠 miR-
212 可以防止乙醇诱导的肠道通透性增高,而敲除

iNOS 可减少 miR-212 表达,提示 miR-212 通过 iNOS
介导氧化应激,引起肠道屏障的损伤[40] 。 血红素加

氧酶 1(heme
 

oxygenase1,HMOX1)是一种具有抗氧
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化作用的细胞保护酶,Zhan 等[41] 发现在脓毒症模

型大鼠中 miR-31 靶向调控 HMOX1 引起氧化损伤,
而抑制 miR-31 后,肠道通透性降低。 表明 miRNA
可以通过参与氧化应激过程引起肠道氧化损伤,造
成肠道屏障被破坏。

5　 讨论

　 　 IECs 的增殖与凋亡、免疫细胞的激活与耐受之

间保持着微妙的平衡,这一平衡被打破便会导致肠

道稳态被破坏,进一步导致肠道屏障的损伤。 肠道

存在着大量微生物,损伤的肠道屏障可能引起细菌

及其产物与细菌内毒素易位,导致全身感染和炎

症。 因此,肠道屏障受损是许多疾病的病因与重要

病理特征。 MiRNA 可以从不同角度对肠道屏障进

行调控。 这些作用从对肠道屏障的影响,可以分为

保护肠道屏障与破坏肠道屏障两个方面;从发挥作

用的途径,可以分为调节结构蛋白、IECs 增殖与凋

亡、免疫与炎症、氧化应激等角度;从疾病分类,可
以分为胃肠道疾病与非胃肠道疾病两种类型。 这

提示未来 miRNA 可能作为未来多种疾病的诊断标

志物,并可利用 miRNA 模拟物或拮抗物调节肠道屏

障功能,最终实现个性化治疗,并给相关药物的开

发提供参考。
但现有的研究还存在一定的局限性。 一是病

种的局限性:目前大多数研究都集中在肠病,尤其

是 IBD 当中。 但上文中提到,肠道屏障受损是许多

疾病的病因与重要病理特征[42] ,例如,脑损伤和脊

髓损伤等中枢损伤的情况中,都观察到肠道屏障损

伤的情况,那么 miRNA 是否在这些疾病中发挥着调

节肠屏障的作用,还需要深入的研究。 二是角度的

局限性:现有的研究角度多是从 IECs 凋亡与增殖以

及免疫系统的平衡状态入手,还缺乏更深入的研

究。 例如,肥大细胞等除 T 细胞以外的免疫细胞,
也在肠屏障功能的调控中也发挥着重要的作用[43] ,
肥大细胞与 miRNA 在许多病理过程中又存在密切

联系[44] ,然而 miRNA 通过肥大细胞调控肠道屏障

的研究目前还比较缺乏。 除了肠道局部的紊乱以

外,接受各种应激的动物,也体现出肠道屏障受损

的特点,说明脑-肠轴失衡也在肠道屏障受损过程

起到重要作用。 脑-肠轴中的关键因子,如促肾上

腺皮质激素释放因子( corticotropin
 

releasing
 

factor,
CRF)也被证实参与肠道屏障的调控[45] ,而 miRNA
是否在其中发挥作用,还需要进一步探讨。

综上所述,在多种病理过程与疾病中,miRNA
参与调控肠道屏障(图 1)。 但目前的研究还比较有

限,存在着病种与研究角度的局限性。 因此,未来

的研究可以从不同的角度切入,深入挖掘 miRNA 在

肠道屏障受损的诊断与治疗中的潜在作用。

图 1　 调控肠道屏障的 miRNA
Figure

 

1　 Mechanism
 

of
 

miRNA
 

regulating
 

intestinal
 

barrier
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　 　 【摘要】 　 阻塞性睡眠呼吸暂停综合征( obstructive
 

sleep
 

apnea
 

syndrome,
 

OSAS)作为一种睡眠呼吸紊乱的慢

性疾病,以睡眠时出现反复上气道的部分或完全塌陷,临床表现为睡眠片段化、严重打鼾和白天嗜睡。 由于其发病

率较高,常常影响患者生活质量和生存率,正被越来越多的人所重视。 最近许多研究表明,OSAS 的特征是炎症反

应,炎症相关因子水平的变化也提示 OSAS 合并心血管疾病的可能性。 共同的危险因素的存在,以及一些共同的致

病途径,证明了 OSAS 与炎症之间的潜在关系。 因此,本研究的目的是综述 OSAS 与炎症相关性研究进展,有利于

我们更好地了解 OSAS 的发病机制。
【关键词】 　 阻塞性睡眠呼吸暂停综合征;炎症;发病机制
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　 　 【 Abstract】 　 Obstructive
 

sleep
 

apnea
 

syndrome
 

( OSAS )
 

is
 

a
 

chronic
 

disease
 

of
 

sleep-disordered
 

breathing
 

characterized
 

by
 

repeated
 

collapse
 

of
 

part
 

or
 

all
 

of
 

the
 

upper
 

respiratory
 

tract
 

during
 

sleep.
 

Its
 

clinical
 

manifestations
 

include
 

fragmentation
 

of
 

sleeping,
 

severe
 

snoring,
 

and
 

excessive
 

daytime
 

sleepiness.
 

Because
 

of
 

its
 

high
 

incidence
 

and
 

ability
 

to
 

affect
 

the
 

quality
 

of
 

life
 

and
 

survival
 

rate
 

of
 

patients,
 

increasingly
 

more
 

people
 

have
 

been
 

attaching
 

clinical
 

importance
 

to
 

OSAS.
 

Many
 

recent
 

studies
 

have
 

shown
 

that
 

OSAS
 

is
 

characterized
 

by
 

inflammation,
 

and
 

changes
 

in
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory-related
 

factors
 

suggest
 

the
 

possibility
 

that
 

OSAS
 

is
 

complicated
 

by
 

cardiovascular
 

disease.
 

The
 

potential
 

relationship
 

between
 

OSAS
 

and
 

inflammation
 

is
 

demonstrated
 

by
 

the
 

presence
 

of
 

common
 

risk
 

factors
 

between
 

the
 

two
 

conditions
 

as
 

well
 

as
 

several
 

common
 

pathogenicity
 

approaches.
 

Therefore,
 

this
 

study
 

was
 

performed
 

to
 

summarize
 

the
 

research
 

progress
 

on
 

the
 

correlation
 

between
 

OSAS
 

and
 

inflammation
 

and
 

thus
 

increase
 

our
 

understanding
 

of
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

OSAS.
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　 　 阻塞性睡眠呼吸暂停综合征( obstructive
 

sleep
 

apnea
 

syndrome,
 

OSAS)是一种夜间高发的临床综合

征。 通过 PubMed、Web
 

of
 

Science 等网站查阅大量

文献了解,OSAS 常因上呼吸道塌陷、狭窄,而发生

呼吸暂停、慢性间歇性低氧血症、睡眠结构紊乱等

一系列病理生理改变。 患者夜间主要表现为打

鼾、呼吸暂停、夜间醒来、多动、夜尿症、睡眠行为

异常,而白天主要表现为嗜睡、认知障碍、头痛、头
晕、人格改变、警惕性下降、性功能下降等。 重症

OSAS 会引发一系列的并发症,比如,增加全身高

血压、肺血管疾病、心脑血管疾病、冠心病、中风、
充血性心力衰竭和心律失常的心脑疾病风险。 近

年来还报道了其他系统相关疾病,引起 2 型糖尿

病、青光眼、眼睑松弛综合征等并发症[1] 。 OSAS
的治疗包括一般治疗(控制体重、改变睡眠姿势、
戒烟和饮酒等等) 、病因治疗、无创伤气道正压

( noninvasive
 

positive
 

pressure
 

ventilation,
 

NIPPV) 、
口腔矫治和手术治疗。

1　 OSAS 与炎症的相关性

　 　 而有实验室数据表明,OSAS 的特征是炎症反

应[2] 。 全身炎症也是引起心血管疾病并发症的关

键机制之一,全身炎症引起的高凝状态,血小板过

度激活都是引起心血管疾病的高风险因素。 炎症

相关因子水平的变化也提示 OSAS 合并心血管疾病

的可能性[3] ,氧化应激、内皮功能障碍和代谢综合

征均与 OSAS 有关。 可见,OSAS 与炎症某种程度相

关,其分子机制有待进一步研究,可为 OSAS 及其并

发症的治疗和预后提供新的方向和思路, 现就

OSAS 与炎症的相关性予以综述。

2　 OSAS 潜在的炎性生物标志物

2. 1　 YKL-40
　 　 YKL-40 是由血管平滑肌、中性粒细胞、巨噬细

胞分泌得到的被称为几丁质酶样蛋白,与多种炎性

疾病如类风湿性关节炎、哮喘、阻塞性肺疾病和各

种癌症等有关。 实验得出,轻中度的 OSAS 患者血

清 YKL-40 与呼吸暂停低通气指数(apnea / hypopnea
 

index,
 

AHI) 相关,而重度 OSAS 患者血清 YKL-40
则与总低通气时间、年龄相关[4] ,所以 YKL-40 可以

作为全身性生物信息标志物可以预测 OSAS 合并炎

症的发生[5-6] 。 颈动脉内膜中层厚度作为早期动脉

粥样硬化的标志,在 OSAS 患者中,实验显示血清中

的 YKL-40 水平升高,提示 YKL-40 可能是颈动脉内

膜中层的独立危险预测因子,预兆心血管疾病的发

生[7] 。 研究表明,与对照组相比轻、中及重度患者

的 C 反应蛋白( C-reactive
 

protein,
 

CRP)更高,并且

随着病情的严重程度升高而增加,提示高水平的

YKL-40 与 OSAS 患者的严重程度相关,可能作为

OSAS 疾病预测的非特异性生物标志物[8] 。
2. 2　 NLR
　 　 白细胞计数和中性粒细胞与淋巴细胞比值

(neutrophil
 

to
 

lymphocyte
 

ratio,
 

NLR)都是反映炎症

的有力标志物,然而 NLR 比白细胞计数更精确,通
过淋巴细胞和中性粒细胞两种炎性介质来反映

OSAS 的全身炎症反应情况。 淋巴细胞参与炎症反

应的调节和趋化因子的分泌,中性粒细胞参与大多

数炎症反应的发生发展同时与心血管疾病发生有

关。 而最近有研究人员发现,在 OSAS 患者中,并发

心血管疾病的患者 NLR 高于没有心血管疾病的患

者,进而表明 NLR 是 OSAS 患者心血管疾病的独立

预测因子[9] 。 一项研究证实了 OSAS 患者的炎症反

应可导致 NLR 的增加,随着疾病严重程度的增加和

缺氧时间的延长,炎症指标也随之增加,这些指标

可以帮助评估 OSAS 患者炎症反应的严重程度[10] 。
在一研究中发现患有严重 OSAS 的老年男性中,全
身性炎症严重程度的增加即 NLR 水平的升高,同时

也发现炎症因子与不良血管事件的发生有关,可能

作为 OSAS 疾病及其并发症发生发展的预测指

标[11] 。 由于 NLR 简便易测,并且廉价,值得在临床

上推广,但不能代替多导睡眠监测,且对于治疗前

后 NLR 水平的变化,还需要进一步探讨[12] 。
2. 3　 海普西丁与 IL-6
　 　 海普西丁作为一种由肝产生的肽类激素,在肥

胖患者中,海普西丁的表达增强,而肥胖是 OSAS 患

者的危险因素,这表明海普西丁可能通过在肥胖和

OSAS 之间起联系作用而参与 OSAS 的发病。 然而,
其确切的机制还有待于进一步的研究[13] 。 IL-6 是

炎症的重要调节因子,能够促进中性粒细胞的募

集、内皮损伤和组织破坏等。 IL-6 还与肥胖水平呈

正相关,能促进肥胖[14] 。 不仅如此,IL-6 的基因多

态性也被认为参与肥胖和 OSAS 的发病机制。 有研

究使用单倍型标记单核苷酸多态性方法,在 IL-6 启

动子区鉴定了 rs1800796(-572C / G)的 G 等位基因,

201 中国比较医学杂志 2022 年 11 月第 32 卷第 11 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

November
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

11



该等位基因与非肥胖 OSAS 发生风险的降低有关,
并且在非肥胖个体中,IL-6-572G / C 多态性的 C 变

体的携带者中,睡眠呼吸障碍的严重程度线性增

加[15] 。 这两者在肥胖高危因素的存在情况下,与
OSAS 发生发展有着密切的联系,同时可以作为指

导肥胖患者 OSAS 的预测风险指标。
2. 4　 CRP 与 IL-23
　 　 在有关儿童 OSAS 的研究中,发现 CRP、IL-17
和 IL-23 的水平显著升高,尤其是 IL-23 会对神经认

知测试有显著的影响,引起相关并发症[16] 。 由于伴

有睡眠呼吸紊乱的儿童的 CRP 的值升高,提示与

AHI,血氧饱和度(SaO2)和觉醒指数有关,可能会导

致儿童出现认知,行为疾病和心血管疾病等并发

症[17] 。 OSAS 患者 CRP 水平的升高与 AHI 呈正相

关,同时 OSAS 患者易并发心血管疾病的风险可以

用 CRP 解释。 根据某一随机对照研究的分析显示,
持续的正压通气(continuous

 

positive
 

airway
 

pressure,
 

CPAP)可以显著降低 AHI,但不会显著改变血浆炎

性因子水平。 在成年人中,促炎因子水平与体重指

数,尤其是内脏肥胖呈正相关。 研究显示身体组成

的性别差异在青春期开始显现,青春期男孩比女孩

有更多的内脏脂肪,成年男性的内脏脂肪至少是女

性的 2 倍,男孩的腰臀比更大,男孩从童年到青春期

腰围的纵向增加与 CRP 和后续 CRP 升高相关,表
明来自内脏脂肪组织的炎症先于疾病的发展[18-20] 。
炎性因子的水平的变化与 OSAS 的发展严重程度有

着明显的关系,但是具体分子机制以及特异性的生

物标志物还待进一步研究。

3　 炎症与 OSAS 并发症

　 　 炎性因子不仅与 OSAS 疾病发展的严重程度密

切相关,同时也对 OSAS 疾病相关并发症起重要作

用,对于并发症的研究探讨,更深入了解炎症与

OSAS 的共同发病机制,从而指导疾病的治疗与

预后。
3. 1　 高血压

　 　 许多研究表明,OSAS 的严重程度与血压的升

高有直接的联系,可能与慢性间歇性缺氧、血小板

活化、全身炎症等机制有关,其中炎症的标志物水

平的改变提示高血压的发生,血小板与淋巴细胞比

( platelet
 

to
 

lymphocyte
 

ratio,PLR)的升高与 OSAS 的

严重程度成正相关,同时也可以作为 OSAS 患者合

并高血压的炎性标志物[21] 。 OSAS 患者血清 γ-谷

氨酰转移酶(γ-glutamyl
 

transferase,
 

GGT)升高也与

合并高血压密切相关,GGT 也可以作为 OSAS 严重

程度的分级指标[22] 。 同时,GGT 也是 OSAS 心血管

疾病的独立预测因子[23] 。
3. 2　 心血管疾病

3. 2. 1　 炎症增加 OSAS 患者合并心血管发病率　
　 　 OSAS 患者由于慢性间歇性的低氧血症而更易

患有心血管疾病,其中可能由于交感神经过度激

活、血管炎症、氧化应激、代谢紊乱和血管运动反应

性受损等机制而引起的心血管疾病。 相关持续性

通气治疗虽不能治疗 OSAS 患者并发心血管疾病,
但是对于预防并发症的发生有很大价值[24] 。 检测

OSAS 患者血清乙酰肝素酶水平,发现乙酰肝素酶

随着 OSAS 患者的严重程度而递增,而测量血流介

导的扩张( flow-mediated
 

vasodilatation,
 

FMD) 则随

OSAS 患者的严重程度递减,FMD 作为内皮功能的

指标,同时血清乙酰肝素酶又是 FMD 的独立预测因

子,提示 OSAS 患者血清乙酰肝素酶的水平升高可

能与并发心血管疾病风险升高有关[25] 。 实验发现,
OSAS 患者有较高的房性早搏发生率,其严重程度

与左心房内径和血清 C 反应蛋白有关,由于 C 反应

蛋白参与的炎症可能构成 OSAS 合并房性早搏患者

的心房重构和电重构的危险性增高,因此早期应用

24
 

h 动态心电图监测 OSAS 患者房性早搏的发生以

及测定左房大小对降低心血管发病率具有显著

意义[26] 。
3. 2. 2　 Lp-PLA2 和 Fractalkine
　 　 脂蛋白相关磷脂酶 A2(Lp-PLA2)是一种蛋白,
它具有促进炎症发生和产生动脉粥样硬化的产物

的功能。 因此,若血液中 Lp-PLA2 水平升高,则会

引发血管炎症,心血管疾病的患病风险也大大增

加,有研究表明 OSAS 患者合并代谢综合征的 Lp-
PLA2 水平明显高于无代谢综合征,心脏功能障碍

发生率也明显升高,Lp-PLA2 的水平高低可以作为

代谢综合征 ( the
 

metabolic
 

syndrome,
 

METS ) 和

OSAS 患者心脏代谢功能障碍的血管炎症标志

物[27] 。 Fractalkine 是一种趋化因子,具有黏附性和

趋化性,也是动脉粥样硬化的相关标志物。 实验表

明其水平与 OSAS 密切相关。 因此,fractalkine 水平

升高是 OSAS 患者动脉粥样硬化导致心血管疾病的

危险因素[28] 。
3. 2. 3　 胱抑素 C 与 Galectin-3
　 　 胱抑素 C(cyst

 

C)是一种半胱氨酸蛋白酶抑制
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剂,由肾小球自由过滤,胱抑素 C 水平的改变与肾

损害相关,同时实验证明,在无并发症的患者中,潜
在的胱抑素 C 水平的升高增加肾损害和心血管疾

病的风险[29] 。 Galectin-3 是 β 一半乳糖苷酶结合凝

集素家族的一种,与炎症、心脏纤维化和心脏重构

等有关,增加动脉粥样硬化风险,也与 OSAS 患者的

严重程度相关[30] 。 还有其他实验表明,OSAS 患者

的红细胞粘附性和聚集性更强,发生心血管疾病的

风险更大[31] 。
3. 3　 动脉粥样硬化

　 　 脂质代谢障碍为动脉粥样硬化的病变基础,累
及动脉内膜,中层直至动脉壁增厚变硬,血管腔狭

窄,使所供应的组织或器官将缺血或坏死,引发心

血管疾病,而 OSAS 患者由于炎症的参与,氧化应激

等作用,影响微循环,从而更易引起动脉粥样硬化

导致心血管疾病。 呼吸暂停低通气指数越高的患

者,血清 C 反应蛋白越高,冠状动脉血流储备越低,
微循环功能相对改变,而引发心血管疾病,提示在

动脉粥样硬化中,OSAS 与微循环功能密切相关[32] 。
重度 OSAS 患者的 IL-6、C 反应蛋白、总胆固醇、甘
油三酯等高于对照组,而 FMD 低于对照组,这些危

险因素都与颈动脉内中膜厚度显著相关,提示动脉

内皮损伤和炎症可能在 OSAS 患者的动脉粥样硬化

发生发展中起作用[33] 。 自我诊断的睡眠呼吸暂停

与外周动脉疾病的发生发展有一定关系,患外周动

脉疾病 ( peripheral
 

artery
 

disease,
 

PAD) 的风险更

高,虽然种族 / 民族之间没有什么交互作用,但是证

据表明与客观测量黑人睡眠呼吸暂停和横断性

PAD 有较强的相关性,提示睡眠呼吸障碍是 PAD
的潜在风险,引发心血管疾病的可能[34] 。

4　 其他高危因素

4. 1　 性别

　 　 女孩的平均 AHI 比男孩低。 在世界范围内,男
女病人的比例大约为(2 ~ 4):1,绝经期后女性的患

病率明显升高。 睡眠呼吸暂停的妇女比无睡眠呼

吸暂停的妇女有更高水平的炎症标志物[35] 。 在女

性中,阻塞性睡眠呼吸暂停与快速眼动( rapid
 

eye
 

movement,
 

REM)睡眠时 AHI 升高相关。 此外,某研

究结果显示绝经是阻塞性睡眠呼吸暂停妇女 REM
睡眠期间 AHI 和 TNF-α 水平升高的主要原因。 可

能雌性激素在通气化学反应和上呼吸道肌肉扩张

中发挥重要作用。 与绝经前女性相比,绝经后女性

AHI 更高,平均 SaO2 更低,除了 TNF-α 水平升高

外,REM 睡眠潜伏期更长,REM 睡眠时 AHI 更高。
在 OSAS 女性中,绝经后女性的腰围、炎症指标和血

脂水平高于绝经前女性。 OSAS 严重程度与女性的

高敏感性肌钙蛋白 T 水平显著相关,但与男性无

关。 持续气道正压治疗后,男性患者的 TNF-α 均下

降。 然而,在接受持续气道正压治疗的妇女中没有

观察到变化。 患有 OSAS 的男性由于中枢事件而出

现较高的 AHI,较低的深度睡眠和较短的睡眠起病

潜伏期,这与瘦素水平升高有关。 AHI 与瘦素水平

直接相关,而低呼吸指数是 TNF-α 浓度的预测因

子[36] 。 年龄大于 50 岁的女性 CRP 较高,与男性相

比,女性在上呼吸道阻塞( upper
 

airway
 

obstruction,
 

UAO)期间需要更大程度的 UAO 才能引起鼾声。 在

UAO 期间,女性与男性相比,有更大的上呼吸道和

呼吸定时反应和更低的通气需求,严重的睡眠呼吸

障碍女性患者的闭合压力明显低于男性患者[37] 。
4. 2　 高凝状态

　 　 OSAS 患者高凝状态的增强可能与血小板有

关。 作为血小板活化的标志,OSAS 患者的平均血

小板体积明显高于对照组,且与疾病的严重程度和

炎症反应独立相关[38] 。 有学者利用代谢指纹图技

术检测到血小板聚集因子和溶血磷脂的变化模式

的变化,认为与 OSAS 患者的严重程度相关,为我们

研究更加简便又经济的标志物以及检测手法提供

了 新 的 思 路[39] 。 血 小 板 分 布 宽 度 ( platelet
 

distribution
 

width,PDW) 也与 OSAS 的严重程度有

关。 PDW 越高,OSAS 患者越严重,对 OSAS 患者的

分级诊断和治疗具有重要价值[40] 。
4. 3　 空气污染

　 　 长期暴露在高水平的空气污染中会损害肺部

的正常免疫防御和气道黏膜,长期的上呼吸道刺激

可引起水肿,增加系统炎症的炎性反应微粒,使气

道狭窄。 慢性阻塞性肺病和哮喘都因为空气污染

而恶化。 但需要更多研究辨别邻近区域和区域特

征性污染物的影响以及降低空气污染水平是否会

改善睡眠情况[41] 。
4. 4　 吸烟

　 　 吸烟影响呼吸道黏膜,吸烟时间越长,呼吸道

黏膜的病理改变越明显。 吸烟也可能是习惯性打

鼾的独立危险因素,而且打鼾的频率随着吸烟的数

量或吸烟时间的延长而增加。 吸烟的 OSAS 患者

AHI 和血氧饱和度下降指数较高,且随着吸烟史的
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延长而增高,故吸烟增加了呼吸暂停和低通气发生

的频率,降低了睡眠时的血氧饱和度[42] 。

5　 总结与展望

　 　 OSAS 是一种机制复杂的疾病,炎症可作为危

险因素之一,促使阻塞性睡眠呼吸暂停患者并发心

血管疾病、代谢性疾病和慢性全身性疾病等。 同时

性别或环境等其他外在因素也会通过改变全身炎

性水平从而引发 OSAS,两者具有明确的相关关系,
但是确切机制还不明了。 因此这些研究提示我们

通过对于相关炎性因子的分子水平研究,生物标志

物的检测等,可以对于 OSAS 的发生机制有进一步

的探讨,进而早期实施持续的气道正压通气治疗或

是采用其他外科手术,非手术治疗等,而达到早期

治疗,预防并发症的目的。 虽然多导睡眠监测是诊

断 OSAS 的金标准,但探索阻塞性睡眠呼吸暂停综

合征的确切相关生物标志物,同时也可联系其相关

基因的调控,观察生物标志物水平高低变化,是提

早预防和监测 OSAS 发生发展的分子层面的重要

诊断。
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实验动物伦理新原则的框架分析与我国
相关立法发展方向

苏　 达,高利红∗

(中南财经政法大学,武汉　 430000)

　 　 【摘要】 　
  

实验动物研究的 3R 原则发布数十年来,得到了世界范围内的普遍承认与适用,但其本身存在着一

定缺陷,不能系统地保护实验动物福利,节约社会成本,创造社会效益。 2020 年,动物伦理研究的 6 项新原则被提

出,通过“社会效益”三大原则与“动物福利”三大原则的构成,对 3R 原则进行了批判继承,在提高动物实验科学性

要求的基础上,融入了丰富的道德考量。 基于实验动物伦理新原则的框架分析,结合我国实验动物立法的现状,能
够探索在新原则视角下未来我国实验动物立法的发展方向。

【关键词】 　 实验动物;3R 原则;实验动物伦理;实验动物立法
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　 　 【Abstract】　
 

The
 

3R
 

principles
 

of
 

laboratory
 

animal
 

research
 

have
 

been
 

universally
 

recognized
 

and
 

applied
 

worldwide
 

for
 

decades,
 

but
 

they
 

are
 

inherently
 

flawed
 

and
 

cannot
 

systematically
 

protect
 

the
 

welfare
 

of
 

laboratory
 

animals,
 

save
 

social
 

costs,
 

or
 

create
 

social
 

benefits.
 

In
 

2020,
 

new
 

principles
 

of
 

animal
 

ethics
 

research
 

were
 

proposed
 

that
 

inherited
 

the
 

3R
 

principles,
 

with
 

the
 

composition
 

of
 

three
 

principles
 

of
 

“social
 

benefits”
 

and
 

“animal
 

welfare”
 

This
 

paper
 

analyzes
 

the
 

new
 

principles
 

of
 

animal
 

ethics
 

and
 

proposes
 

a
 

direction
 

for
 

future
 

laboratory
 

animal
 

legislation
 

in
 

China
 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

the
 

six
 

new
 

principles.
【Keywords】　 laboratory

 

animal;
 

the
 

3R
 

principles;
 

laboratory
 

animal
 

ethics;
 

laboratory
 

animal
 

legislation

　 　 1959 年,Russell
 

WI 与 Burch
 

RE 提出 3R 原则,
确立了动物研究的基本伦理原则,即:替代、减少和

优化原则[1] 。 经历数十年发展,3R 原则已经在世界

学界得到了广泛承认,各国也陆续将其固定到立法

文本之中[2] 。 我国 2006 年科技部颁布的《关于善

待实验动物的指导性意见》确立了 3R 原则的法律

地位,对实验动物的伦理保障与福利改善起到了基

石性的作用[3] ,然而其也存在弊端,主要是 3R 原则

侧重于实验动物研究中科学性的确认,而对于道德

性保障则较为模糊[4] 。 实践之中仍存在着对实验



动物予以非人道对待的例子,科研成果中实验动物

伦理审查比例低的现象也说明了 3R 原则的效用有

限[5] 。 2020 年,美国生命伦理学者 Beauchamp
 

TO
和 Degrazia

 

DA 提出关于动物研究伦理的新原则框

架,在批判继承 3R 原则的基础上,提出了以“社会

效益 ” ( social
 

benefit ) 和 “ 动 物 福 利 ” ( animal
 

welfare)为主要方面的六大基本原则[4] 。 该六项原

则旨在结合道德考量与成本效益,包括风险预防的

指导理念,进一步帮助有关研究人员与机构确立有

关动物研究的伦理评估指导框架,从而在改善动物

境况与利用动物研究之间寻找到平衡点,提供未来

动物研究与立法发展的新方向。

1　 实验动物伦理新原则的基本框架、内容与创新

1. 1　 提出背景:3R 原则的不足

　 　 3R 原则的提出是为了解决动物研究者们在当

时所面临的双重责难:一方面,许多疾病需要动物

模型来寻找治疗方案,或者确立病因;一方面,在使

用动物进行实验研究时,又无可避免地会对动物造

成 伤 害 或 者 死 亡[6] 。 在 这 种 情 况 下, 替 代

( replacement )、 减 少 ( redcuction ) 和 优 化

(refinement)应需而生。 替代原则指的是使用无知

觉或者对痛苦感知度较低的实验对象代替活体动

物的实验方法;减少原则则是要求在动物实验中尽

量减少动物的使用;而优化原则则旨在要求通过各

种程序设计、科学优化来避免或者减少对动物的疼

痛或不安[7] 。 3R 原则确立了对动物基本的道德福

利关怀,承认动物的痛苦感知能力。 在其影响下,
全球动物实验的动物总数量已经降低了 30%
以上[8] 。

然而,3R 原则因历史、经济等因素存在一定缺

陷。 首先,3R 原则在动物的道德关怀上并未完全展

开。 科学上的正当性并不能必然推导出伦理上的

正当性,而 3R 原则欠缺了对这一方面的讨论[4] 。
其次,3R 原则未充分考量动物实验的社会整体成本

效益问题,并且完全未提及动物实验自身伴随的人

畜共患病等卫生风险漏洞。 动物实验是人类攻克

许多疾病的主要途径,但现实中存在着许多不必

要、或者社会效益甚低的动物实验。 而 3R 原则并

未对此进行分析,导致建立在该原则上的实验动物

伦理审查制度大多流于形式[9] 。 其也并未涉及对

已经受到伤害、或者无法通过科学手段来减少实验

伤害的动物的保护与处置方法。 安乐死成为了处

置它们的唯一手段,其使用前提多为实验动物痛苦

程度过高、动物实验失败等[9] 。
1. 2　 基本框架:六项原则

　 　 需要明确的是,新的六项原则的适用对象为人

工饲养、圈养的所有动物,而不仅限于实验动物。
该六项动物研究基本伦理原则为:无替代手段原则

(the
 

principle
 

of
 

no
 

alternative
 

method)、预期净收益

原则(the
 

principle
 

of
 

expected
 

net
 

benefit)、伤害合理

性原则 ( the
 

principle
 

of
 

sufficient
 

value
 

to
 

justify
 

harm)、 无 不 必 要 伤 害 原 则 ( the
 

principle
 

of
 

no
 

unnecessary
 

harm)、基本需求原则( the
 

principle
 

of
 

basic
 

needs )、 伤 害 上 限 原 则 ( upper
 

limits
 

to
 

harm) [4] 。 前三项原则属于“社会效益” 原则的范

围,后三项则属于“动物福利”原则的范围。
无替代手段原则是根本前提,其含义为:使用

动物进行实验必须是相关研究在伦理上可接受的

唯一方法,并且必须是具有社会利益的研究。 即该

动物实验研究是现行科学上、伦理上可以实现该研

究目的的唯一方法。 如果该研究使用人体组织或

者计算机模拟模型,又或 3R 之中替代原则的无知

觉的实验材料即可的话,就不能将动物作为实验研

究对象[4] 。
预期净收益原则指的是:动物实验的预期社会

效益超过了该实验的成本以及相关风险。 对此,
Beauchamp 与 Degrazia 详细指出动物实验可能造成

以下 4 种收益无法覆盖其成本或风险的情况:(1)
对实验对象动物的干预手段对动物是安全的,却存

在对人类的风险。 (2)干预手段对动物有害,但对

人类却十分安全。 (3)干预手段对动物无效,但对

人类却有效。 (4)干预手段对动物有效,但对人类

无效。 (2)、(3)、(4) 三种情况都造成了大量的经

济成本、人力成本等社会成本。 而(1)则直接存在

对人类造成伤害、疫病传播的风险[4] 。
伤害合理性原则指的是,动物实验的预期收益

之中必须能够明确证明对动物的伤害是合理且必

须的[4] 。 该原则是“社会效益”原则所不可或缺的,
无替代手段原则和预期净收益原则仅局限于社会

角度,并未涉及动物伦理与道德考量。 贯彻该原则

的首要表现是在对动物实验的设计与审查文件之

中,必须有能够论证预期结果中足以支撑对动物合

理伤害的价值理由。
无不必要伤害原则其内涵为:不得随意伤害动

物,除非该伤害是科学目的所必需的,并且在道德
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上是合理的[4] 。 其指出对动物造成伤害本身便存

在道德上对动物的损益,故没有不必要的伤害是更

为细致的道德原则的体现。
基本需求原则要求必须满足动物的基本需求。

根据“五大自由”,动物有免于饥饿和口渴的自由、
免于不适的自由、免于痛苦、伤害或者疾病的自由、
表达自然行为的自由、免于恐惧和焦虑的自由[10] 。
五大自由起初主要适用于农场动物,而根据基本需

求原则,实验、研究用动物也应当拥有基本需求上

的满足。 另需关注的为,该原则中提出了“免于过

早死亡的自由”,但同时作者也承认其是否属于基

本需求存在争议[4] 。
最具颠覆性的是伤害上限原则,其具体内容

为:禁止在实验过程中设计或进行需要动物长期忍

受严重痛苦的程序(这种痛苦无法通过麻醉、镇痛

剂、环境条件改变等方法改善) [4] 。 该原则为动物

实验的执行者、设计者与监管者设置了以量化手段

来确定操作标准、痛苦严重程度与持续时间的义

务。 六项原则考量到了统一的标准难以确立,故进

一步提出细化内容,包括:(1)程序、环境条件等对

动物造成的伤害的程度分类标准(如轻度、中度、重
度);(2)有关人员对相关上限标准及其依据的详细

说明;(3)持续性或长期严重伤害的禁止程序和条

件清单[4] 。
1. 3　 综合考量:六项原则对 3R 原则的批判继承

　 　 有关学者对 3R 原则的质疑切中了其核心缺

陷:“如果我们要通过伤害动物或给它们带来痛苦

而获得研究成果,那么我们必需仔细地评估收益与

可能的代价(即动物所受的伤害) 之间的权重问

题。[8] ”以 3R 原则设计的法定程序确保了动物实验

的科学合理性,但却忽视了伦理合理性。 六项原则

在继承 3R 原则对科学性的要求上,融入了更多伦

理道德元素。 3R 原则的缺陷在于对“社会效益”中

预期净收益和伤害合理性的忽视,同时对于“动物

福利”下属的 3 项基本原则未有涉及[4] 。 六项原则

明晰了动物实验本身的存在合理性要求。 3R 原则

更多着眼于实验开始后如何减少或避免动物的痛

苦,却未对实验本身是否符合道德伦理进行要求。
六项原则中的“社会效益”三原则全面设置了动物

实验开展的合理性标准,在逻辑上呈现以下递进关

系:动物实验是唯一手段———动物实验的社会效益

大于其成本与风险———动物实验中对动物的伤害

是合理的。

六项原则为相关实验动物伦理审查提出了更

高的要求。 实验动物使用和管理委员会( IACUC)
是实验动物伦理审查的核心机构。 在世界范围内

IACUC 都拥有对实验动物管理最为核心的审查权

力,我国的 IACUC 审查制度也已确立[6] 。 实验动物

伦理审查制度在现实中面临着审查中未关注实验

合理性、动物的伤害程度等问题。 有学者于 2009 年

从 271 份出版物中针对英国、美国的研究机构中关

于活体大鼠、小鼠与非人灵长类动物实验进行收集

与分析,结果表明上述范围内只有 13%的动物实验

使用了正确的随机实验法,这意味着许多动物实验

结果不具有科学效力[11] 。 而新原则提出的“社会效

益”三原则需要 IACUC 对动物实验的可重复性、有
效性进行系统性审查,这将有助于 IACUC 的审查从

形式向实质深入。
六项原则要求界定对动物的合理伤害上限。

世界范围内的实验动物伦理审查(包括政府型审查

或 IACUC 的审查)均未要求列明对动物伤害的合理

上限临界点,以及对超过合理伤害上限的预定的处

理措施。 在六项原则下,即使一项动物实验满足了

社会效益、动物福利的基本要求,但如果不符合伤

害上限原则也无法被批准。

2　 我国实验动物立法现状与伦理原则实施现状

2. 1　 我国实验动物立法现状

　 　 1982 年的全国实验动物大会被认为是我国实

验动物行业的开端[12] ,目前我国已经基本形成了实

验动物立法体系,包括确立对待实验动物以福利要

求的《实验动物管理条例》 (《以下简称条例》)、确
立 3R 原则的《关于善待实验动物的指导性意见》,
2021 年 4 月出台的《生物安全法》也将实验动物纳

入了生物安全管理范围。 通过“北大法宝法律法规

数据库”检索,地方一级现行有效的关于实验动物

的法规有 7 部、政府规章 9 部,而地方规范性文件则

多达 105 篇。 可见实验动物立法已经具备系统性,
规定了与实验动物相关的行为规范。 但现行立法

对实验动物伦理、福利的法律规定,主要以原则性

法条表述为主,缺乏具体的操作性指引,如《北京市

实验动物管理条例》第 7 条规定:“从事实验动物工

作的单位和个人,应当维护动物福利,保障生物安

全,防止环境污染。”对这一缺陷的质疑已久[13] ,而
在《生物安全法》出台之前,还存在着“实验用动物”
使用上的法律规制漏洞[14] 。
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2. 2　 我国实验动物伦理原则实施现状

　 　 尽管我国实验动物立法起步较之欧美较晚,但
是对 3R 原则的重视却并不落后。 各地方性法规的

基础是《实验动物管理条例》,因此在关于实验动物

福利的条款表述中,基本是沿循行政法规的路径,
在《条例》中“应当关爱实验动物,维护动物福利,不
得戏弄、虐待实验动物”的基础上进一步确立 3R 原

则,体现了地方性法规在实验动物福利立法方面的

积极性。 2018 年《实验动物福利伦理审查指南》
(GB / T35892-2018)是实验动物福利伦理审查制度

形成的主要标志。 而正如新原则指出,因为法律规

范与技术标准中的 3R 原则不具备法律意义上的强

制约束力,实验动物伦理审查大多演变为形式流

程,甚至未完成相关审查。 有学者统计 2018 年上半

年 777 篇动物相关医学论文中,只有 3%注明对 3R
原则的遵守[15] 。 而根据我国 IACUC 人员的研究,
当下我国相关从业人员对 3R 原则、实验动物伦理

知识的掌握程度也存在不足[6] 。 概言之,伦理原则

贯彻不足主要在于规范审查与日常管理两个

方面[16] 。
2. 3　 我国实施六项原则的基础条件

　 　 尽管存在不足,但我国现行实验动物伦理规制

已经形成基础体系,其与六项原则有着直接或间接

的承接可能性。 具体体现:(1) 观念基础。 尽管伦

理原则的运行并不完全符合其设计初衷,但我国对

于实验动物伦理的重视程度正在逐步加强。 2021
年公布的《实验动物管理条例》(征求意见稿)(以下

简称《征求意见稿》)在立法目的中明确增加“保障

动物福利,维护公共安全”,其反映了动物福利与伦

理已经成为实验动物管理规制的核心出发点;(2)
制度基础。 《征求意见稿》中增加了专章“动物福利

管理”,明文规定了福利伦理管理、审查、运输福利

等内容。 伦理审查制度、生物安全制度构建系统化

的必然要求即为伦理原则与要求的提高,而六项原

则可能为未来的制度规范吸收;(3)规范基础。 我

国实验动物伦理在非强制性规范层面已发展较为

成熟,与六项原则的某些要求或目的殊途同归。 比

如 2021 年 9 月国家药监局发布的《医疗器械动物试

验研究注册审查指导原则
 

第一部分:决策原则》(以
下简称《指导原则》),其目的直接指向动物实验在

医疗器械中的必要性论证。 其中提出非活体研究

与计算机模拟等方法可以适用时,则不允许动物实

验,该要求实际上与无替代手段原则相符。 另文件

中提出“风险管理原则”,要求在实验过程中必须将

风险控制于限定范围内,并进一步明确为“可行行、
有效性、安全性”等具体内容。 此外,动物实验结果

的重复性、再现性都成为在医疗器械领域适用动物

实验的决策因素。 上述内容亦与预期净收益原则

在目的上有所耦合。 新冠肺炎发生后,公众对于动

物实验与公共卫生、风险防控的关注度提升,间接

提高了对动物福利的要求以及实验动物管理水平

标准。 我国实验动物管理者、从业者尝试在 3R 原

则基础上进行发展,提出了“3R+DQ”等新型原则。
但由于《指导原则》以及其他具有先进性的行业标

准等技术标准不具备法律上的强制性,因故虽其已

接近六项原则的价值目的,仍亟需具有强制性的法

律规范对其进行吸收,如在《征求意见稿》中将伦理

审查作为必备条件、国家级 IACUC 监督条款成为具

有执行力的约束条款后,进一步在实验设计、实验

评估、伦理审查中引入六项原则的具体内容。 否则

六项原则即使在我国进行规范性转化,亦可能因缺

乏强制执行力与监督机制而成为“傀儡原则”。

3　 新原则视角下我国实验动物立法的发展方向

3. 1　 宏观层面:逐步对接新原则

　 　 扩大实验动物的福利不代表着禁止对动物实

验,实验动物伦理与福利水平的改善往往更有益于

研究结果的科学性。 现实中对动物实验的争论呈

现为两个不同方向:一方面以动物保护者为代表,
他们质疑动物实验对动物的伤害;一方面以科研从

业者为代表,他们认为为了人类的福祉必须进行动

物实验[17] 。 伦理原则的完善、科学程度将影响实验

动物的制度设计、权利义务规定等具体内容,动物

伦理研究的六项新原则应当逐步转化为我国实验

动物立法体系的组成部分。 宏观而言,六项原则在

以下方面能够推动我国实验动物立法的发展:(1)
与《生物安全法》之“风险预防”原则形成有效衔接。
《生物安全法》 旨在防范和应对生物安全风险,3R
原则并未涉及对动物实验蕴含的风险考量,新原则

中的预期净收益原则要求在设计、论证实验合理性

时详细阐明可能的风险因素与应对手段,该路径与

《生物安全法》的“风险预防”原则吻合。 而目前《征

求意见稿》对基因修饰动物、生物安全、免疫、检疫、
特殊动物实验的条款制定,反映了我国实验动物立

法已经呈现风险防控转向;(2)弥补当前立法动物

伦理、福利条款模糊的缺陷。 六项原则不仅包含扩
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展人类对动物予以道德关怀的理念,还包括一系列

细化要求,比如对伤害具体上限的界定,对实验收

益与风险、成本之间的计算等。 通过引入新的六项

原则,能够进一步细化立法规制的事项。 但须注意

的是,新原则也存在尚未达成共识的内容,比如“避

免动物过早死亡” 是否属于动物福利的基本需求。
故未来立法在引入该原则时应首先通过行业自律

标准、地方创新立法率先推进,再具备实践经验基

础后,转化为强制性法律规范。
3. 2　 中观层面:完善法律制度体系

　 　 尽管新原则以“原则”为表达,但其指出了许多

现实可行的制度设计与政策制定的建议,对我国实

验动物法律制度面临的困境有着借鉴意义,其具体

可依下开展:(1)在法律规制的范围上,应当从“实

验动物”拓展至“实验用动物”。 新的伦理原则关于

适用 动 物 的 原 始 表 述 为 “ 圈 养 动 物 ” ( captive
 

animal),其并非局限于传统意义上的农场动物,而
拓展到了所有动物实验、动物研究中所涉的动物。
我国研究机构中多有使用牛、羊等畜牧动物为实验

对象,这类动物的相关法律标准并不完善[18] 。 根据

该适用范围,应该逐步建立针对“实验用动物”的有

关规定与各类标准;(2)完善实验后动物的法律处

置制度。 3R 原则的关注范围是实验过程之中的动

物,而事实是目前我国的从业者很少提交确认动物

的伦理保护状况的实验终审申请[18] 。 新原则将视

角拓展至实验结束后,或者实验无法进行时如何减

少动物的痛苦、不安等负面因素。 《动物防疫法》主

要关注的是从动物疫病防治的角度,而《实验动物

管理条例》 也未对这一类动物的法定处置作出规

范。 故在新原则的指导下,立法应当探索建立保障

实验后动物福利与预防动物疫病相结合的处置制

度;(3)完善动物实验审批审查管理法律制度。 目

前 IACUC 的审批许多并未涉及实质问题,更未对动

物实验本身的价值、目标与合理性进行详细的审

查,而预期净收益原则、无替代手段原则、伤害合理

性原则将会共同作用,促使 IACUC 对动物实验进行

详尽的审查。 该三项原则应当与伦理审查制度相

结合,作为伦理审查的必要前置标准。
3. 3　 微观层面:关注动物福利

　 　 新原则要求立法进一步细化发展,摒弃以往对

动物予以工具性利用视角,尽可能多地在进行研究

的同时保障动物的福利,比如在进行 IACUC 的审查

规则制定时引入对视频记录文件的审查,或是完善

动物实验质量评价法律体系,促使我国尽快研发出

具有本国特色的动物实验质量评价工具、动物实验

报告评价工具[19] 。 此外,许多具有操作性的实验动

物伦理与福利的内容都属于标准规范。 如江苏省

详细参考了《赫尔辛基宣言》,制定了关于实验动物

笼器具的一系列地方标准,包括代谢笼、独立通气

笼、金属笼等等。 但地方标准不具有强制性,只能

作为参考。 为了从微观层面发展我国实验动物立

法,融入新的动物伦理原则的理念,应当首先鼓励

地方开展创新性立法,创制具体可行的规范内容,
同时将一些具有参考性的非强制性标准融入到国

家标准之中。 通过该路径,可以形成地方立法与国

家立法的动态联动,如在 2018 年的《实验动物福利

伦理审查指南》颁布前,2005 年北京市就制定了《实

验动物福利伦理审查指南》,该地方性指南为全国

性指南的制定提供了经验,直接反映了在实验动物

领域地方在法律规范创制上的能动性。
总而言之,一个不可否认的事实是:即使许多

动物研究机构贯彻了 3R 原则,但这只能说明 3R 原

则的需求被满足,而不是动物的需求被满足了。 无

论是我国学者提交、发表不规范的实验动物伦理审

查报告等科研不端行为[20] ,或是相关从业者对动物

伦理、福利概念的淡漠[6] ,都表明 3R 原则无法指导

我国实验动物行业从业者形成完整、明确的动物研

究伦理意识[20] 。 新原则的核心贡献在于融合了科

研研究与动物福利的双重取向,通过逻辑递进、相
互关联的原则设计来提高动物实验的道德性,同时

通过实验质量的提高来减少实验成本,并预防动物

疫病、人畜共患病与其他风险,能够与我国未来实

验动物立法的方向构成衔接路径,提供理念与方法

的指引。
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脓毒症急性肺损伤模型研究进展

刘春慧,梁　 群∗

(黑龙江中医药大学,哈尔滨　 150040)

　 　 【摘要】 　
 

急性肺损伤(acute
 

lung
 

injury,ALI)是严重危及生命的脓毒症并发症之一,其发病机制尚不明确。
建立稳定、可靠的脓毒症 ALI 临床前模型是明确其发病机制、发掘潜在治疗靶点、检测新研发药物安全性、治疗效

果的必要手段,目前,脓毒症急性肺损伤在体动物模型已相对成熟,随着科研技术的增进,世界各地研究者还构建

出多种不同的细胞模型、肺器官芯片模型用以该疾病的研究。 全文将对脓毒症相关急性肺损伤的动物、细胞及器

官芯片三种临床前模型的研究进展予以综述,为实验模型的优化和选择提供参考依据。
【关键词】 　 脓毒症;急性肺损伤;动物模型;细胞模型;肺器官芯片模;综述
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　 　 【 Abstract】 　
 

Acute
 

lung
 

injury
 

( ALI)
 

is
 

one
 

of
 

the
 

many
 

life-threatening
 

complications
 

of
 

sepsis,
 

but
 

its
 

pathogenesis
 

is
 

still
 

unclear.
 

Establishing
 

a
 

stable
 

and
 

reliable
 

preclinical
 

model
 

of
 

sepsis
 

ALI
 

is
 

a
 

productive
 

way
 

to
 

clarify
 

its
 

pathogenesis,
 

explore
 

potential
 

therapeutic
 

targets,
 

and
 

detect
 

the
 

safety
 

and
 

therapeutic
 

effects
 

of
 

newly
 

developed
 

drugs.
 

At
 

present,
 

the
 

animal
 

model
 

of
 

sepsis
 

ALI
 

in
 

vivo
 

is
 

relatively
 

mature.
 

With
 

improvements
 

in
 

scientific
 

research
 

technology,
 

researchers
 

around
 

the
 

world
 

have
 

built
 

a
 

variety
 

of
 

different
 

cell
 

models
 

and
 

lung
 

organ
 

chip
 

models
 

for
 

studying
 

the
 

disease.
 

In
 

this
 

paper,
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

three
 

preclinical
 

models
 

of
 

sepsis-related
 

ALI,
 

including
 

animal,
 

cell
 

and
 

lung-on-a-chip
 

models,
 

will
 

be
 

reviewed
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

those
 

optimizing
 

and
 

selecting
 

experimental
 

models.
【Keywords】　 sepsis;

 

acute
 

lung
 

injury;
 

animal
 

model;
 

cell
 

model;
 

lung-on-a-chip
 

model;
 

review

　 　 脓毒症(sepsis)是机体对感染反应失调所引发

危及生命的器官功能障碍[1] 。 急性肺损伤( acute
 

lung
 

injury,ALI)被定义为,由肺内外、直间接多种致

病因素(例如感染、创伤、烧伤、中毒、肺炎、输血、免
疫反应等)引发肺毛细血管内皮细胞和肺泡上皮细

胞结构功能损害,肺毛细血管通透性增加造成非心

源性肺间质和肺泡弥漫性水肿。 以进行性低氧血

症和急性呼吸困难为主要临床特征[2] 。 ALI 是脓毒

症患者临床常见并发症,病情恶化可出现急性呼吸

窘迫 综 合 征 ( acute
 

respiratory
 

distress
 

syndrome,
ARDS),是脓毒症病人死亡的重要原因[3] 。 据相关

流行病学调查发现脓毒症患者中 ALI 发生率为

68. 2%,合 并 ALI 的 病 人 90
 

d 的 病 死 率 高 达

35. 5%[4] 。 脓毒症 ALI 作为医学界棘手问题之一,
对其发病机制的研究从未停止,但其临床治疗效果

不佳。 因此,建立稳定、可靠的脓毒症 ALI 临床前模



型是明确其发病机制、发掘潜在治疗靶点、检测新

研发药物安全性、治疗效果的必要手段。 当前,现
有各种脓毒症 ALI 模型中,除了在体动物模型不断

完善外,体外的离体细胞模型、肺器官芯片模型也

逐渐受到大家的认可和应用。 全文将对脓毒症 ALI
模型的创建方法、依据机制及其造模优缺点进行综

述,为临床前实验设计及造模方法的选择提供参考。

1　 脓毒症 ALI 在体动物模型

　 　 肺部或非肺部感染引起的脓毒症是 ALI / ARDS
的主要原因[5] 。 现有脓毒症 ALI 实验模型中,在体

动物模型的研究与应用相对成熟。 用于构建在体

模型的动物常使用啮齿类(大鼠[6] 、小鼠[7] )、哺乳

类(家兔[8] 、猪[9] 、羊[10] )、灵长类恒河猴[11] 等进行

实验。 对比于其他实验动物来说,鼠类具有与人类

基因组高度同源性,繁殖周期迅速性、价格低廉性、
易于操作性等优点,成为制备该疾病模型的首选。
在此,在体动物模型主要以鼠类模型为例进行说

明。 在动物模型中,创建脓毒症 ALI 模型方法主要

包括: 宿主屏障破 坏—以 盲 肠 结 扎 穿 孔 ( cecal
 

ligation
 

and
 

puncture,CLP)为代表、内毒素注入—以

脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)为例、“
 

双重”打击

模型等。
1. 1　 宿主屏障破坏模型———CLP 模型

　 　 建立脓毒症所致 ALI / ARDS 的模型,CLP 常用

于腹膜炎继发的脓毒症肺损伤。 CLP 脓毒症相关

性肺损伤在 18 ~ 72
 

h 内发生,表现为低氧血症、中
性粒细胞炎症和间质及肺泡水肿[12] 。 CLP 模型是

指在全麻下经开腹暴露动物盲肠,按 50%比例结扎

并使用 8 号针头穿刺完成手术操作,使含有多重菌

的肠内容物由穿刺孔流入腹腔。 手术创伤、结扎后

肠道坏死、含菌粪便多重原因诱发多细菌性腹膜炎

症感染,感染无法控制,随后 24
 

h 内动物出现经典

脓毒症临床症状:背部毛发竖立、自主活动减少、对
声音刺激无反应、对触碰刺激反应减弱、眼睛闭合、
眼角明显浑浊分泌物、呼吸频率减少、呼吸困难

等[13-15] 。 脓毒症动物模型造模成功后,通过肺组织

病理学、支气管肺泡灌洗液( bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,BALF)及血清、肺组织中炎性介质浓度评估、
肺干湿比计量、微计算机断层扫描成像等多种完整

评价方法确认脓毒症 ALI 模型造模成功[16] 。
CPL 造模方法之所以可成功用于脓毒症肺损

伤模型的创建,近似真实的模拟临床脓毒症 ALI /

ARDS 患者,主要是基于肺微生物组的改变是脓毒

性 ALI / ARDS 发病机制之一。 脓毒性肺损伤时,肠
道紧密连接蛋白表达、肌球蛋白轻链激酶( myosin

 

light
 

chain
 

kinase,MLCK)活性、内皮细胞增殖和凋

亡的调节均受细胞因子风暴的影响,导致肠道通透

性增高。 肠道通透性增加导致肠道微生物移位,引
起肠道炎症等一系列炎症反应,炎症细胞因子增加

引起肠道屏障功能障碍、肠道通透性增高、细菌移

位和炎症反应增大诱发急性肺损伤。 肠道菌群及

其代谢产物的改变通过调节局部和全身炎症、氧化

应激和细胞浸润、活化水平,影响脓毒症 ALI / ARDS
的严重程度[17] 。 同类造模方法腹腔持续置管引流

(continuous
 

indwelling
 

catheter
 

drainage
 

in
 

abdominal
 

cavity,CASP)模型也被认为是脓毒症的高度标准化

模型,但在脓毒症 ALI 动物模型的研究中却很少被

提及。 Xiong 等[18] 在 CLP 多菌性脓毒症炎症性肺

损伤模型研究中,证实白细胞介素-1 ( interleukin-
1β,IL-1β)诱导环磷酸腺苷( CAMP)-CAMP 反应元

件结合蛋白 ( cyclic-AMP
 

response
 

binding
 

protein,
CREB )-血 管 内 皮 细 胞 钙 黏 蛋 白 ( vascular

 

endothelial-cadherin, VE-Cadherin) 即 CAMP-CREB-
VE-cadherin 通路下调是脓毒症引起肺内皮屏障损

伤和肺损伤的关键机制, 提出了增加内皮细胞

CREB 介导的 VE-Cadherin 转录能力可能有助于预

防脓毒症诱导的 ARDS 肺血管损伤的新发现。 目

前,为了更好的验证实验结果,大部分专家学者常

常一个实验中应用两种造模方法:Chen 等[19] 同时

建立 CLP 诱导的脓毒症 ALI 和 LPS 诱导 ALI 两种

小鼠模型,更加充分验证了 Sirtuin-3( Sirt3)可通过

调节 VE-Cadherin 和 β-连环蛋白(β-Catenin)的相互

作用,维持微血管内皮细胞、黏着小带的完整性,从
而达到减轻脓毒症引起的肺部炎症的治疗作用。
但 Chimenti 等[12]有不同的发现,其实验中没有发现

CLP 大鼠肺损伤的证据。 脓毒症模型引起的肺损

伤首先局限于血管和间质部,在最初的小时内很少

累及肺泡部。 基于此观点,实验中观测指标、时间

节点的选择及确定需要得到更多的关注和研究。
1. 2　 内毒血症模型———LPS 模型

　 　 LPS 作为革兰氏阴性细菌细胞壁的关键成分,
可引起以显著肺微血管受损为病理特征的严重肺

损伤。 而且 LPS 诱导的体内实验模型与临床 ALI /
ARDS 高度相似。 因此在 ALI 的动物模型建立中,
以 LPS 为代表的诱导脓毒血症致 ALI 最为普遍。
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主要依据经典的炎症与免疫反应机制:LPS 在脂多

糖结合蛋白( LBP)辅助作用下被运输至分化簇 14
(CD14) 蛋白上,CD14 承载 LPS 到达细胞外,经髓

样分化蛋白 2(medullary
 

differentiation
 

protein,MD2)
识别, LPS 与 Toll 样受体 4 ( toll

 

like
 

receptor-4,
TLR4)相结合形成新受体复合体。 该复合体通过衔

接蛋白 88(My88)刺激转录因子核因子-κB( nuclear
 

factor-κB,NF-κB)激活免疫细胞,诱导炎症反应,各
种促炎细胞因子, 包括肿瘤坏死因子-α ( tumor

 

necrosis
 

factor-α, TNF-α )、 IL-1β、 白 细 胞 介 素-6
(interleukin-6, IL-6) 和高迁移率族蛋白 B1 ( high

 

mobility
 

group
 

protein
 

B1,HMGB1)、巨噬细胞炎症蛋

白-1β(macrophage
 

inflammatory
 

protein-1β,MIP-1β)
等被释放,受到 LPS 刺激后同时增加的还有抗炎细

胞因子白细胞介素-10( interleukin
 

-10,IL-10)的产

生[20] 。 与此同时,LPS 通过病原体相关分子模式

( pathogen-associated
 

molecular
 

patterns, PAMPS) 或

损伤相关的分子模式( damage
 

associated
 

molecular
 

patterns,DAMPS)激活先天免疫系统引发大量趋化

因子、促炎细胞因子和抗炎细胞因子的产生。 前炎

性细胞因子可有效清除病原体发挥积极作用,但当

前炎性细胞因子水平过高时就会使内皮层(循环细

胞因子)或上皮层(肺泡液细胞因子)遭到永久性损

伤,打破肺泡-毛细血管屏障固有完整性功能。 肺

泡液中前炎症效应物通过血管屏障缺口处,释放入

循环中,引发进一步炎症和免疫反应。 失控的炎症

与失衡的免疫反应加重肺毛细血管内皮细胞和肺

泡上皮细胞损伤,肺泡毛细血管膜通透性增加,形
成肺水肿,发生脓毒症 ALI。

对于 LPS 诱导这种脓毒症 ALI 动物模型的造

模方式,权威机构美国胸科协会[15] 推荐使用内毒素

吸入、气管内滴入、静脉注射等不同干预方法。 具

体实验研究及操作流程包括:(1) LPS 雾化吸入造

模法[21] :将小鼠周身暴露在可实施 LPS 雾化吸入的

容器内,以 3
 

mg / mL 浓度,24
 

h 后给予安乐死,观测

LPS 诱导 ALI 的短期急性效应。 (2)气管内滴注造

模法:又分为直接无创伤性经鼻滴注法和间接创伤

性经气管滴入两种方法,陈朝阳等[22] 首先应用戊巴

比妥钠麻醉小鼠,然后将 10
 

μg
 

LPS 经鼻孔滴入小

鼠呼吸道中,成功造模。 张毅等[23] 经气管滴注法造

模成功步骤为:将腹腔注射 3%戊巴比妥钠(1 mL /
kg)麻醉后大鼠于手术台板上固定,碘伏清洁颈部,
切开颈部充分暴露气管,用 50 μL 微量进药器插入

气管,按 2
 

mg / kg 计量缓慢均匀滴入 LPS,滴注完毕

后立刻将大鼠呈头上尾下垂直正立体位,小幅度左

右摇动,使 LPS 充分流入整个气管内,正立姿势保

持 1 min。 (3)LPS 静脉注射造模法[24] :大鼠腹腔注

射戊巴比妥钠(50
 

mg / kg)麻醉,背侧固定,分离右

股静脉,置入股静脉注射给药 8
 

mg / kg 的 LPS,24
 

h
后大鼠 ALI 模型造模成功,实施安乐死进一步采集

观测标本。 以上各种方法注入 LPS 均可引起内毒

素攻击所导致的肺组织损伤。 静脉注射 LPS 会导

致肺部的变化,包括粒细胞变形能力的改变和迁移

到 气 道 内 的 少 量 多 型 核 中 性 粒 细 胞

(polymorphonuclear
 

neutrophils,
 

PMN) 的作用。 相

反,气管内给予 LPS 方式,气道中 PMN 则表现为大

量增加[25] 。 在具体应用中,Zhang 等[26] 先用载体处

理小鼠 60 min 后,鼻内给药 200
 

μg
 

LPS 诱导肺损伤

创建模型证明赖氨酸对脓毒症诱导的急性肺损伤

有效。 Chimenti 等[12] 明确指出:直接气管内注射

LPS 致肺损伤大鼠 ALI 模型比间接损伤 CLP 致 ALI
大鼠模型更能有效地再现人 ARDS 急性期的特征。
除了动物模型,更多的研究者,采取 LPS 同时诱导

体内、体外两种脓毒症 ALI 模型来相互印证、进一步

研究其分子层面的病理机制。 LPS 单一提供的肺部

活菌影响不够完整,双重打击模型可能更好地反映

脓毒症 ALI 患者存在的共性和危险因素。
1. 3　 双重打击模型

　 　 大多数动物模型是基于一种或最多两种方法

来诱发损伤,但是人类脓毒症相关性 ALI / ARDS 常

常是多种原因共同作用的结果。 和 ALI 的失血+内
毒素、缺血再灌注+CLP、休克+LPS、肺挫伤+LPS、酸
吸入+CLP、烟尘+ CLP 等“二次打击” 动物模型相

似,在脓毒症诱发 ALI / ARDS 的临床前模型中,“双

重打击”的造模方式更接近临床实际情况,如:脓毒

症后给予免疫复合物或 LPS 直接导致肺损伤时,中
性粒细胞向肺部的聚集浸润明显增加。 机械通气

与脓 毒 症 或 单 用 机 械 通 气 相 关 性 肺 损 伤

(mechanical
 

ventilation-related
 

lung
 

injury,VILI)相比

产生协同损伤[27-28] 。 这些被称为“双重打击”模型,
镜像人类脓毒症 ALI 的过程[29] 。 Liu 等[30] 在实验

中采用 CLP +中等潮气量 ( moderate
 

tidal
 

volume,
 

MTV)双重打击模型,发现本身不引起 ALI 机械通

气的 MTV,不但增强了此前 CLP 脓毒症小鼠肺泡毛

细血管通透性,相对应的组织病理学评分和肺脏炎

症指标也得到了明显增高,这种两次打击模型可完
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成脓毒症重症肺损伤模型的创建。 此外还发现该

模型在 TLR4 敲除小鼠中无法造模成功。 为了更好

的模拟临床,脓毒症急性肺损伤后给予液体复苏或

抗生素干预治疗的动物模型也逐渐得到应用。

2　 脓毒症 ALI 离体细胞模型

　 　 脓毒症相关 ALI 疾病过程精密而又复杂,致病

环节众多,细胞层面暂时无法模拟疾病的全过程。
目前,在细胞水平只能复制疾病机制中个别部位损

伤的某一阶段的病理特征。 虽有个别研究者应用

TNF-α 诱导构建脓毒症相关 ALI 细胞模型,但 LPS
仍被世界公认为最常用细胞模型诱导剂。 脓毒症

ALI 的发病机制主要包括炎症与免疫反应[31] 、氧化

应激[32] 、细胞焦亡[33] 、细胞凋亡[34] 、细胞自噬[35] 、
凝血功能异常[36] 、肺微生物组改变[17] 、肠-肺-淋巴

介导[37] 以及肺血管内皮糖萼 ( vascular
 

endothelial
 

glycocalyx,VEG)结构功能障碍[38] 等多种原因导致

的肺血管内皮损伤和肺泡上皮损伤[39] 。 因此体外

细胞模型所选用细胞种类:也主要分为肺微血管内

皮细胞 ( pulmonary
 

microvascular
 

endothelial
 

cells,
PMVECs)和肺泡上皮细胞( alveolar

 

epithelial
 

cells,
AEC) 系两种。 此外, 肺泡巨噬细胞 ( pulmonary

 

alveolar
 

macrophages,PAM)也常用于模拟肺损伤模

型的创建。
2. 1　 PMVECs 模型

　 　 PMVECs 是肺组织中的主要细胞之一。 它与一

系列生理和炎症反应密切相关,包括再生、发育、伤
口愈合等。 由 PMVECs 形成的一个半选择性屏障,
对肺部气体交换、调节血液与肺间质之间液体和可

溶性物质的流动具有重要意义。 肺组织的功能取

决于 PMVECs 的活性。 机体遭受外界不良刺激后,
肺内皮细胞可以合成多种生物活性物质。 这些生

物活性物质吸引中性粒细胞和单核巨噬细胞汇集、
激活并在局部炎症中发挥作用。 同时,肺内皮细胞

发挥防御作用,调节免疫功能。 因此,PMVECs 在急

性肺损伤的发生发展中起着重要作用。 PMVECs 模

型是肺损伤研究中常用的模型。 主要包括小鼠来

源的和人来源的人肺微血管内皮细胞 ( human
 

pulmonary
 

microvascular
 

endothelial
 

cells,HPMECs)。
在最新的一项研究报道中,Xu 等[40] 应用 LPS 诱导

的 HPMECs 作为脓毒症肺损伤的细胞模型,证明了

jte-013 作为鞘氨醇-1-磷酸受体 2 ( sphingosine-1-
phosphate

 

receptor
 

2,S1PR2)的拮抗剂,在体内外均

能减轻脓毒症引起的炎症损伤和内皮功能障碍,减
轻肺损伤。 发现了 jte-013 可能是治疗脓毒症相关

肺损伤的有效靶向药物。
2. 2　 AEC 模型

　 　 肺疾病一旦发生,AEC 一方面阻止富蛋白液体

漏入肺泡腔,另一方面在肺水肿的回吸收中发挥积

极作用。 但是 ALI 和 ARDS 时 AEC 大量凋亡,ALI
时 AEC 不仅参与分泌炎性因子(如 TNF-α、IL-1 和

IL-6 等 ), 它 还 能 增 加 细 胞 相 关 粘 附 分 子-1
(intercellular

 

adhesion
 

molecule-1, TCAM-1) 的表达

并促进中性粒细胞肺内浸润。 多项实验资料提示,
AEC 在 ALI 病程中参与了肺内的炎性反应。 常用

体外实验模型的细胞包括:体外培养人 AEC 源性肿

瘤 a549 细胞、人支气管上皮细胞( BEAS-2B)、人小

气道上皮细胞( human
 

small
 

airway
 

epithelial
 

cells,
HSAECS)3 种人类来源细胞模拟脓毒症引起的肺损

伤。 LPS 处理的小鼠肺泡上皮细胞系( MLE)-12、
LPS 刺激的大鼠肺泡上皮 II 型细胞(AECII)两种鼠

类细胞建立脓毒症急性肺损伤细胞模型。 Hao
等[41]通过分析 gse16650 基因组,在以人肺上皮细

胞 AEC 源性肿瘤 a549 细胞模型的肺损伤细胞模型

中检测到上调的酮戊二酸脱氢酶 ( oxoglutarate
 

dehydrogenase,OGDH)基因。 在 CLP 建立的脓毒症

动物模型和肺损伤细胞模型中,发现 OGDH 在 CLP
肺损伤细胞模型和肺组织中高表达,OGDH 下调可

减轻脓毒症 ALI。 在动物模型和细胞模型中,OGDH
的表达与促炎因子的表达呈正相关。 OGDH 可能通

过丝裂原活化蛋白激酶 ( mitogen-activated
 

protein
 

kinase,MAPK)途径起作用。 Xu 等[42] 采取 LPS 诱

导人肺泡上皮细胞 a549 建立脓毒症肺损伤模型,得
出葛根素可抑制 LPS 诱导的小儿肺上皮细胞铁沉

积和脓毒症肺损伤炎症反应的观点。 Liu 等[43] 用

LPS 诱导 BEAS-2B 细胞模拟体外肺损伤。 采用免

疫印迹法和逆转录定量 PCR 法检测细胞转染效果。
免疫印迹法检测 LPS 诱导的 BEAS-2B 细胞 TNF-α、
IL-1β 和 IL-6 水平。 结果随着 W / D 比值和炎性细

胞因子表达的增加,脓毒症引起的肺组织出现明显

炎症反应。 在脓毒症中, 神经轴突导向因子 1
(Netrin-1)及其受体不协调同源基因 5B( UNC5B)
减少。 但是,Netrin-1 的上调减轻了 BEAS-2B 细胞

的炎症水平,增加了细胞内的 UNC5B 水平。 结论

Netrin-1 通过抗炎作用对脓毒症大鼠肺损伤具有保

护作用,可能为预防脓毒症肺损伤提供一种新的治
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疗方法。 Yang 等[44]采用 CLP 和 LPS 处理的小鼠肺

泡上皮细胞系(MLE)-12 建立脓毒症急性肺损伤模

型,发现 miR-129-5p 通过降低 HMBL1 的表达,对脓

毒症引起的急性肺损伤具有保护作用,为脓毒症的

诊治提出了新的靶点。
2. 3　 PAM 模型

　 　 PAM 是存在于肺泡腔内的一种多功能间质细

胞,它大量分布于肺泡内及气道上皮表面,承担免

疫防护免疫损伤二重功能,PAM 根据对环境刺激的

反应,通常极化为 M1(促炎症)和 M2(抗炎症)两种

类型,是 ALI / ARDS 发病机制中的关键协调者[45] 。
当脓毒症 ALI 发生早期,炎症反应起着关键的作用。
常见的革兰氏阴性细菌( gram

 

negative
 

bacteria,G- )
感染被认为是 ALI 的主要诱因素,G- 毒性和致病性

是与紧密结合在细菌外膜的生物大分子物质即 LPS
密切相关,LPS 介导了革兰氏阴性细菌诱发疾病的

众多病理生理反应。 实验可通过小鼠 PAM 体外培

养技术,采用 LPS 刺激离体培养的小鼠 PAM,使得

在细胞水平模拟 ALI 的初期发病成为可能。 小鼠肺

泡巨噬细胞 MH-S 暴露于内毒素,可成功建立脓毒

症体外模型。 Hou 等[46] 通过检测巨噬细胞 TNF-α、
IL-6、IL-1β

 

mRNA、诱导型一氧化氮合酶( inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase,
 

iNOS ) 蛋 白 和 环 氧 化 酶-2
(cyclooxygenase-2,cox-2) 的表达,探讨巨噬细胞活

化的机制。 采用相同方法观察杨梅素对 LPS 诱导

的小鼠巨噬细胞系 RAW264. 7 细胞炎症反应的影

响。 最后, 用 Western
 

blot 方法检测 LPS 诱导的

RAW264. 7 细胞 NF-κB 和 MAPK 信号通路。 证实

杨梅素通过抑制 NF-κBp65 和蛋白激酶 ( protein
 

kinase
 

b,AKT) 的活化,抑制 c-Jun 氨基末端激酶

(JNK)、磷酸化细胞外信号调节激酶 ( P-ERK) 和

p38 在丝裂原活化蛋白激酶信号通路中的表达,发
挥抗炎作用。 杨梅素通过抑制巨噬细胞活化,抑制

体内外炎症反应而减弱 ALI。 这可能是预防炎症性

疾病的潜在诊疗备选药物。 Ling 等[47] 体外培养大

鼠肺泡巨噬细胞 NR8383,同样应用 LPS 诱导建立

急性肺损伤模型探讨出曲古抑菌素 a(trichostatin
 

A,
TSA)对 LPS 诱导的小分子 RNA-146a(miR-146a)和
肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的影响,得出 LPS 诱导的

急性肺损伤模型中具有抗炎作用,其机制可能与抑

制 TNF-α 分子和上调 miR-146a 表达有关。 研究结

果提示 TSA 有望成为治疗急性肺损伤的潜在治

疗剂。

3　 肺器官芯片模型

　 　 人肺血管内皮细胞与人肺泡上皮细胞共培养

的肺芯片由三个平行通道组成,中间夹有一层基质

膜,概括了人肺泡毛细血管屏障的主要特征。 细胞
-细胞相互作用、细胞-基质相互作用和血管力学信

号协同作用,促进了肺芯片模型的屏障功能。 经典

文献报道在 2010 年,哈佛大学的 Huh 等[48] 成功构

建的肺器官芯片在 Science 上发表,该芯片模型分为

上下两层,中间被生物膜所分开,上层为肺细胞,流
通的是空气,而在下层为肺毛细血管细胞,流通的

是培养液。 而两边为真空侧室,通过循环吸力来使

得两侧的真空通道进行伸缩,进而带动膜上细胞的

收缩,从而达到与人体肺细胞呼吸时的状态,实现

传统培养皿不可能实现的呼吸功能。 该肺芯片可

模拟人体肺泡中的呼吸伸缩生理过程,是肺部器官

体外生理功能的最优模型。 该肺模型之所以很经

典,是因为该模型可以对微环境进行精准操控,如
剪切力、张力、压力等。 因为这些物理性的因素对

于细胞在微环境中是很重要的,很大程度上影响细

胞的分化以及组织的功能。 正是由于这些因素的

存在才促成了器官功能的显现[49] 。 Zhang 等[50] 创

建了一个仿生芯片上的人类疾病模型,可以重现新

型 冠 状 病 毒 ( severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,SARS-CoV-2)在体外器官水平诱导的

肺损伤和免疫反应。 通过人肺泡上皮细胞、微血管

内皮细胞和循环免疫细胞在流体流下共培养,再现

了肺泡毛细血管屏障的关键特征。 在 SARS-CoV-2
感染时,上皮对病毒的敏感性高于内皮细胞。 转录

分析显示,感染后 3
 

d,上皮细胞和内皮细胞的细胞

因子依赖通路激活了天然免疫反应,不同细胞类型

的免疫反应各不相同。 值得关注的是,病毒感染引

起免疫细胞招募,内皮剥离,增加炎症细胞因子的

释放,提示免疫细胞不但参与肺泡屏障损伤还是加

重炎症的关键因素。

4　 各模型的特点评价

　 　 CLP 模型和 LPS 模型被认为最常用的脓毒症

ALI 动物模型。 CLP 模型模拟机体内源性多种细菌

移位、感染诱发的 ALI 过程,与临床上疾病进程、进
展最高相似,被广泛引用。 CLP 模型和 LPS 模型各

有优缺点,具体如表 1。 针对临床前模型中动物模

型、细胞模型、芯片模型的各自特点进行对比,具体

如表 2。
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5　 总结与展望

　 　 对于脓毒症相关 ALI 研究探索虽从未停止,但
至今人们仍无法准确清晰阐述发病过程中复杂的

分子机制。 脓毒症 ALI 的病理生理学的理解进展相

对缓慢,相对应有效的治疗和特异性药物匮乏。 目

前公认的脓毒症相关 ALI 在体和离体模型种类繁

多,在体动物模型的应用和研究已趋于成熟;而随

着多种肺部疾病细胞系模型的建立,ALI 体外细胞

模型研究逐渐增多。 尤其是人源细胞的发现应用,

表 1　 两种常用脓毒症 ALI 鼠类动物模型对比
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

two
 

commonly
 

used
 

animal
 

models
 

of
 

sepsis
 

ALI
 

mice
模型
Model

适合研究方向
Suitable

 

research
 

direction
特点
Characteristic

缺点
Disadvantage

CLP-ALI
模型
CLP-
ALI

 

model

适合血管内皮肺上皮屏障损伤
和脓毒症免疫抑制机制研究。
Suitable

 

for
 

the
 

study
 

of
 

immunosuppressive
 

mechanism
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

lung
 

epithelial
 

barrier
 

injury
 

and
 

sepsis.

操作技术规范成熟。
 

与人类临床脓毒症 ALI 患者的病理
生理过程相似度高。
Mature

 

technical
 

specifications.
It

 

is
 

highly
 

similar
 

to
 

the
 

pathophysiological
 

process
 

of
 

ALI
 

patients
 

with
 

human
 

clinical
 

sepsis.

易形成腹腔内脓肿,建模后处死动物来验证造模
成功。
建模时操作者的技术等外部因素导致脓毒症 ALI
严重程度不统一。
It

 

is
 

easy
 

to
 

form
 

abdominal
 

abscess.
 

After
 

modeling,
 

the
 

animals
 

were
 

killed
 

to
 

verify
 

the
 

success
 

of
 

modeling.
External

 

factors
 

such
 

as
 

the
 

operator’ s
 

technique
 

during
 

modeling
 

lead
 

to
 

the
 

non-uniform
 

severity
 

of
 

sepsis
 

ALI.

LPS-ALI
模型
LPS-ALI
model

适合研究包括肺泡巨噬细胞或
肺上皮细胞介导的先天性免疫
反应。
Suitable

 

research
 

includes
 

the
 

innate
 

immune
 

response
 

mediated
 

by
 

alveolar
 

macrophages
 

or
 

pulmonary
 

epithelial
 

cells.

模型重复性强、诱导物 LPS 可定性、
定量,易于标准化。
The

 

model
 

has
 

strong
 

repeatability,
 

qualitative
 

and
 

quantitative
 

inducer
 

LPS,
 

and
 

is
 

easy
 

to
 

standardize.

LPS 诱导信号通路传达多依赖 Toll 单一样受体
细胞因子和血流动力学等变化迅速较人类疾病
过程发展过快。
LPS-induced

 

signaling
 

pathway
 

relies
 

on
 

Toll-like
 

receptor.
 

Cytokines
 

and
 

hemodynamics
 

change
 

more
 

rapidly
 

than
 

human
 

diseases.

注:CLP:盲肠结扎穿孔术;ALI:急性肺损伤;LPS:脂多糖。
Note.

 

CLP,
 

Cecal
 

ligation
 

and
 

perforation.
 

ALI,
 

Acute
 

lung
 

injury.
 

LPS,
 

Lipopolysaccharide.

表 2　 动物模型、细胞模型、器官芯片模型对比
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

animal
 

model,
 

cell
 

model
 

and
 

organ
 

chip
 

model
模型
Model

优点
Advantage

缺点
Disadvantage

动物模型
Animal

 

model

应用广泛,技术成熟,操作简单,易复制,易推广。 可供
选择动物种属丰富。
Wide

 

application,
 

mature
 

technology,
 

simple
 

operation,
 

easy
 

replication
 

and
 

easy
 

popularization.
 

The
 

available
 

animal
 

species
 

are
 

abundant.

实验室实验程序和饲养动物的环境条件会发生一定程度
的变化、生理过程中也存在种间变异以及遗传等因素,导
致动物体内环境出现异常。
Laboratory

 

procedures
 

and
 

environmental
 

conditions
 

of
 

raising
 

animals
 

will
 

change
 

to
 

a
 

certain
 

extent,
 

and
 

there
 

are
 

also
 

interspecific
 

variation
 

and
 

genetic
 

factors
 

in
 

physiological
 

process,
 

which
 

lead
 

to
 

abnormal
 

environment
 

in
 

animals.

细胞模型
Cell

 

model

培养周期短、标准化程度高,细胞来源广泛,观测指标
更精准,结果确切。
The

 

culture
 

period
 

is
 

short,
 

the
 

degree
 

of
 

standardization
 

is
 

high,
 

the
 

cell
 

sources
 

are
 

extensive,
 

the
 

observation
 

indexes
 

are
 

more
 

accurate,
 

and
 

the
 

results
 

are
 

accurate.

细胞模型是二维(2D)的,不能模拟组织和器官的固有复
杂性,所以这些标准的 2D 模型不能重现人体组织的结构、
力学和功能特性。
Cell

 

models
 

are
 

two-dimensional
 

(2D)
 

and
 

can’t
 

simulate
 

the
 

inherent
 

complexity
 

of
 

tissues
 

and
 

organs,
 

so
 

these
 

standard
 

2D
 

models
 

can ’ t
 

reproduce
 

the
 

structural,
 

mechanical
 

and
 

functional
 

characteristics
 

of
 

human
 

tissues.

器官芯片模型
Organ

 

chip
 

model

更好地复制微架构、微环境和组织-组织界面,可实现
细胞动态下观测,帮助研究复杂的人类器官-细胞生理
过程。
Copying

 

the
 

micro-architecture,
 

micro-environment
 

and
 

tissue-tissue
 

interface
 

better
 

can
 

realize
 

the
 

observation
 

of
 

cell
 

dynamics
 

and
 

help
 

to
 

study
 

the
 

complex
 

human
 

organ-
cell

 

physiological
 

process.

制作过程复杂,技术水平要求高,研究经费大。
The

 

manufacturing
 

process
 

is
 

complicated,
 

the
 

technical
 

level
 

is
 

high,
 

and
 

the
 

research
 

funds
 

are
 

large.
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突破人类细胞来源受限和动物种属差异的缺点,为
脓毒症肺损伤人源细胞模型的建立奠定了坚实的

基础。 数十年来,研究者通过以上各种模型的创建

及应用,逐步展现了脓毒症相关 ALI 的复杂机制,试
行探究各种药物,尤其是传统中药对脓毒症相关

ALI 治疗,不断取得新的发现。 但是,这些模型不能

完全模拟人体脓毒症 ALI 发生发展全过程,还有必

要进一步的优化,坚信伴随基因编辑、组织工程和

3D 技术等的逐渐发展,将会有越来越多的模型被开

发出 来。 例 如: 肺 活 体 内 显 微 镜 ( in
 

vivo
 

lung
 

microscope,IVM)是研究肺免疫细胞相互作用的实

时活体动物的黄金标准。 这项技术可以应用于不

同的炎症模型,包括细菌和病毒感染,脓毒症引起

的 ALI,吸入和囊性纤维化,以揭示生理参数和细胞

行为的动态变化相对于非炎症状态[51] 。 先进的三

维培养系统可以模拟不同器官的微环境,不仅限于

单一细胞类型,而且可以模拟多种细胞类型之间的

交流,这对器官功能研究至关重要。 其中肺芯片的

应用弥补了目前用于呼吸道疾病建模和药物开发

的传统体外模型的局限性。 肺芯片是目前呼吸道

疾病体外建模一大新的研究重点,具有广泛的科研

前景和应用空间。
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LncRNA 在食管癌中的双重调控机制及其临床价值

彭孟凡#,李　 鸣#,苗晋鑫,田　 硕,苗明三∗

(河南中医药大学,郑州　 450056)

　 　 【摘要】 　
 

食管癌是临床常见消化道恶性肿瘤,具有较高的发病率和死亡率,由于早期症状不典型,多数患者

确诊时已处于中晚期,治疗效果欠佳。 目前对食管癌发病机制的认识有限,基本认为是基因-遗传-环境互作的结

果,但目前尚无确切定论,且缺乏有效的治疗方法。 因此,明确食管癌潜在发病机制对于临床早期筛查、诊断、治疗

和预后等均具有重要意义。 其中,长链非编码 RNA(long
 

noncoding
 

RNA,
 

LncRNA)是肿瘤诊断、治疗和预后评估的

新型生物标志物,在肿瘤细胞的分化、增殖、凋亡、侵袭和转移中扮演着重要角色,介导包括食管癌在内的多种恶性

肿瘤的发生与发展。 LncRNA 在食管癌中具有抑癌和促癌的双重角色,但文献报道较为零散,且 LncRNA 介导食管

癌发生与发展的作用机制尚不完全明确。 基于此,文章就 LncRNA 在食管癌发生发展中的双重调控机制进行系统

综述,旨在明确 LncRNA 如何影响食管癌的发生与发展,以期为食管癌的临床防治提供新思路。
【关键词】 　 食管癌;长链非编码 RNA;生物标志物;临床价值
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　 　 【Abstract】　
 

Esophageal
 

cancer
 

is
 

a
 

common
 

gastrointestinal
 

cancer
 

with
 

high
 

incidence
 

and
 

mortality
 

rates.
 

Because
 

the
 

early
 

symptoms
 

are
 

not
 

typical,
 

most
 

patients
 

are
 

in
 

the
 

middle
 

and
 

late
 

stages
 

when
 

diagnosed,
 

and
 

the
 

treatment
 

effect
 

is
 

disappointing.
 

At
 

present,
 

our
 

understanding
 

of
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

is
 

limited;
 

it
 

is
 

considered
 

to
 

be
 

the
 

result
  

of
 

genetic-environmental
 

interactions,
 

but
 

there
 

are
 

no
 

definite
 

conclusion
 

,
 

and
 

there
 

is
 

a
 

lack
 

of
 

effective
 

treatments.
 

Therefore,
 

clarifying
 

the
 

potential
 

pathogenesis
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

for
 

research
 

into
 

early
 

clinical
 

screening,
 

diagnosis,
 

treatment,
 

and
 

prognosis.
 

Long
 

noncoding
 

( LncRNA)
 

is
 

a
 

new
 

biomarker
 

for
 

tumor
 

diagnosis,
 

treatment,
 

and
 

prognosis
 

evaluation.
 

LncRNA
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

tumor
 

cell
 

differentiation,
 

proliferation,
 

apoptosis,
 

invasion,
 

and
 

metastasis
 

and
 

mediates
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

a
 

variety
 

of
 

malignant
 

tumors,
 

including
 

esophageal
 

cancer.
 

LncRNA
 

plays
 

a
 

dual
 

role
 

by
 

inhibiting
 

and
 

promoting
 

cancer
 

in
 

esophageal
 

cancer,
 

but
 

the
 

amount
 

of
 

relevant
 

literature
 

is
 

limited,
 

and
 

the
 

mechanism
 

of
 

LncRNA
 

mediation
 

of
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 



esophageal
 

cancer
 

is
 

not
 

completely
 

clear.
 

This
 

paper
 

systematically
 

reviews
 

the
 

dual-regulation
 

mechanism
 

of
 

LncRNA
 

to
 

clarify
 

how
 

it
 

affects
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

and
 

to
 

provide
 

new
 

research
 

ideas
 

for
 

the
 

clinical
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

esophageal
 

cancer.
【Keywords】　 esophageal

 

cancer;
 

long
 

noncoding
 

RNA;
 

biomarkers;
 

clinical
 

value

　 　 食管癌具有较高的发病率和死亡率,是全球第

七大最常见的癌症[1] 。 在我国,食管癌的总患病例

数和死亡例数占全球的一半[2] ,尤以河南林县和辉

县、河北磁县、山西阳城等区域发病率和死亡率最

高[3] 。 手术、放疗和化疗是食管癌常见的临床治疗

方式,在控制病情恶化、降低复发和转移、延长生存

期等方面疗效显著。 但由于早期症状不典型,多数

患者就诊时已处于中晚期,错过最佳救治时期,食
管癌的五年生存率仍处于较低水平[4] 。 全基因组

测序发现仅有 2%的基因组编码蛋白质,其余基因

组被转录成非编码 RNA( ncRNAs)。 其中,长链非

编码 RNA( LncRNA) 占 ncRNAs 的 76%以上,参与

肿瘤在内的多种疾病的调控, 是目前研究的热

点[5-6] 。 与传统蛋白、 mRNA 等生物标志物相比,
LncRNA 诊断恶性肿瘤的能力可能更高。 据报道,
LncRNA 既可作为促癌基因参与食管癌的发生,促
进肿瘤细胞无限增殖、侵袭和转移等多种恶性生物

学行为;又可作为抑癌基因降低食管癌的发生率,
阻断其恶性发展[7-8] 。 因此,文章就 LncRNA 在食

管癌发生发展中的双重调控机制进行系统综述,旨
在为食管癌的临床诊断和预后评估等提供新思路。
1　 LncRNA 对食管癌发生发展的影响———动物

实验

　 　 促 癌 作 用: 据 报 道, 食 管 鳞 癌 组 织 Lnc
 

LINC01980 表达水平高于癌旁组织 200 多倍,在食

管癌中可能扮演癌基因的角色。 皮下成瘤实验表

明,干扰 Lnc
 

LINC01980 表达能显著抑制 KYSE450
细胞皮下成瘤能力,降低瘤重和肿瘤体积[9] 。 谭德

立[10]发现,干扰食管癌 EC9706 细胞株 Lnc
 

H19 表

达可降低其皮下成瘤能力,抑制皮下肿瘤体积变大

并降低瘤重,是食管癌治疗的潜在靶点。 Wu 等[11]

发现,基因敲除 CASC9 能抑制食管鳞癌细胞的生长

和降低裸鼠肿瘤的发生率,且 LncRNA
 

CASC9 促食

管癌发生的作用是通过招募 zeste 同源物增强子 2
(EZH2)并随后改变 H3K27 me3 水平来负性调节

PDCD4 的 表 达 实 现 的。 研 究 表 明, 与 食 管 癌

KYSE510 细胞相比,干扰 KYSE510 细胞 LncRNA
 

LINC00467 的表达具有较弱的皮下成瘤能力,且肿

瘤体积和瘤重均呈降低趋势[12] 。 Lnc-J23 能促进食

管癌细胞 KYSE30 在裸鼠体内的皮下及肺部成瘤能

力,敲低 Lnc-J23 则能显著降低食管癌细胞在裸鼠

皮下成瘤的大小和体积,降低尾静脉注射 KYSE30
细胞在裸鼠肺部成瘤的数量和大小[13] 。

抑癌作用:文献报道,相较于皮下注射食管癌

TE-9 细胞,注射过表达 LncRNA
 

LOC441178 的细胞

具有较弱的皮下成瘤能力、较小的肿瘤体积和瘤

重,进一步研究发现,LncRNA
 

LOC441178 的抗食管

癌作用是通过抑制 Akt / FOXO3a 途径实现的[14] 。
与食管癌 EC9706 细胞比,过表达 LncRNA

 

GAS8-
AS1 的 EC9706 细胞在裸鼠皮下形成肿瘤的比例显

著减低, 且肿瘤的体积显著降低, 表明 LncRNA
 

GAS8-AS1 能够在体内抑制食管癌的发生和发

展[15] 。 Chang 等[16] 发现,LncRNA-TUSC7 在食管癌

组织和细胞中低表达,是潜在的抑癌基因;皮下成

瘤实 验 表 明, 过 表 达 LncRNA-TUSC7 能 抑 制

KYSE30 细胞的皮下成瘤能力,抑制肿瘤体积、大小

和重量,并增强顺铂的治疗效果。 据报道,与过表

达 LncRNA
 

CASC2 的细胞比,干扰 LncRNA
 

CASC2
表达可促进食管癌 EC109 细胞的皮下成瘤能力,加
速肿瘤生长速度,增大肿瘤体积和重量,增加肿瘤

组织中增殖相关蛋白 Ki67 和增殖细胞核抗原

(PCNA) 的表达; HE 染色结果知, 干扰 LncRNA
 

CASC2 表达可增加皮下移植瘤组织中肿瘤细胞数

目;Tunnel 染色表明,干扰 LncRNA
 

CASC2 减少瘤

组织中凋亡细胞数目[17] 。
综上,体内动物实验表明 LncRNA 参与食管癌

的发生与发展,同时具有抑癌和促癌双重角色。 正

常机体条件下,机体癌基因与抑癌基因处于动态平

衡过程,当平衡被打破,两者失衡,影响癌症的发生

与发展。 分析文献可知,LncRNA 的促癌机制可能

与其促进血管生成、抑制细胞凋亡、促进癌细胞增

殖、促进上皮间质化( EMT)、利于形成肿瘤炎症微

环境有关,抑癌机制可能与其抑制癌细胞生长、活
力,干扰细胞周期等有关[18-19] 。
2　 LncRNA 对食管癌发生发展的影响———细胞

实验

　 　 凋亡受阻、无限增殖、向周围组织侵袭和转移、
对放化疗不敏感是肿瘤细胞异于正常细胞最主要
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的特点,抑制肿瘤细胞的恶性生物学行为并诱导其

凋亡是抗癌研究的主要方向。 在影响细胞恶性生

物学行为的众多因素中,LncRNA 能从基因层面参

与肿瘤的调控。 因此,从 LncRNA 的角度探究食管

癌的发生与发展具有重要意义。
2. 1　 LncRNA 对食管癌细胞增殖、凋亡、侵袭和迁

移的影响

　 　 促 癌 作 用: 体 外 细 胞 实 验 表 明, LncRNA
 

LINC01980 能促进食管鳞癌细胞的生长,抑制其凋

亡,加速细胞周期进程并促进其增殖, 而干扰

LncRNA
 

LINC01980 表达则能抑制食管鳞癌细胞生

长,促进其凋亡,减缓细胞周期进程并加速细胞凋

亡[20] 。 徐萌博等[21] 发现,LncRNA
 

HOXA11-AS 在

食管 癌 Eca-109 细 胞 中 高 表 达, 下 调 LncRNA
 

HOXA11-AS 表达可通过上调 miR-506-3p 抑制 Eca-
109 细增殖活性并促进其凋亡。 Liu 等[12] 发现,
LncRNA

 

LINC00467 可通过海绵吸附作用抑制 miR-
485-5p 的表达,从而促进食管癌细胞 KYSE510、TE-
19 的增殖和阻碍其凋亡。 LncRNA

 

LINC00667 在食

管癌细胞系 Eca-109、KYSE150、TE-1 和 TE-13 中高

表达,能抑制细胞凋亡,并促进细胞的增殖、侵袭和

迁移,且 LINC00667 的促癌作用是通过竞争性吸附

miR-200b-3p,进而促进葡萄糖转运蛋白 3( GLUT3,
 

SLC2A3)高表达实现的。 沉默 LINC00667 则可通过

升高 miR-200b-3p、降低 SLC2A3,增加食管癌细胞

的凋 亡, 并 抑 制 细 胞 的 增 殖、 侵 袭 和 迁 移[7] 。
LncRNA

 

LNC01852 在人食管癌细胞系 EC9706、
KYSE30、TE-13 中表达水平显著高于正常食管上皮

细胞 HET-1A,敲低 LncRNA
 

LNC01852 表达能通过

上调 EC9706 细胞中促凋亡分子 p53 和 Bax 的蛋白

和 mRNA 表达,抑制抗凋亡分子 Bcl-2 的蛋白和

mRNA 表达诱导细胞凋亡,同时抑制细胞增殖能力

和菌落形成能力[22] 。 综上, LncRNA 可通过调节

miRNA、糖代谢相关指标、干扰细胞周期、p53-Bcl-2 /
Bax 凋亡信号通路以及细胞侵袭和迁移能力等发挥

促癌作用。
抑癌作用:过表达 LncRNA

 

LOC441178 能显著

抑制食管癌 TE-9 和 Eca-109 细胞的 DNA 合成能

力、增殖能力,并可通过抑制 miR-182 甲基化诱导

TE-9 和 Eca-109 细胞凋亡、抑制食管鳞癌细胞生长

和迁移[14] 。 吴菁等[23] 发现, LncRNA
 

AL158206. 1
在食管癌 Eca109、KYSE30、TE-13 和 EC9706 细胞中

低表达,以 KYSE30 中表达量最低,上调 LncRNA
 

AL158206. 1 可明显抑制 KYSE30 细胞的增殖和迁

移能力。 孙磊[15] 发现,敲低 LncRNA
 

GAS8-AS1 能

增加食管癌细胞 KYSE140 和 KYSE510 细胞的增殖

能力、克隆形成能力、增加位于 G1 / S 期肿瘤细胞的

比例,抑制凋亡;过表达 LncRNA
 

GAS8-AS1 能抑制

食管癌 EC9706 细胞的存活、 增殖, 促进凋亡。
LncRNA

 

MIR31HG 在食管癌细胞系 Eca-109、EC-1
和 KYSE30 中低表达,过表达 LncRNA

 

MIR31HG 可

通过阻滞细胞 G1 到 S 期的进程,上调 p53、Caspase3
的 mRNA 和蛋白质表达,下调 Bcl-2 的 m

 

RNA 和蛋

白质表达抑制 Eca-109、EC-1 和 KYSE30 细胞的增

殖活性[24] 。 LncRNA
 

XLOC005009 在食管癌细胞中

低表达,过表达 LncRNA
 

XLOC005009 可抑制 Eca-
109、KYSE170 细胞的侵袭和迁移能力,并使细胞阻

滞于 S 期从而降低细胞的增殖活性[25] 。 即 LncRNA
可通过调节 miRNA 甲基化、抑制细胞增殖和迁移能

力、上调促凋亡蛋白的表达、抑制抗凋亡蛋白表达

以及诱导细胞周期阻滞等发挥抗癌作用。
2. 2　 LncRNA 对食管癌细胞化疗抵抗的影响

　 　 化疗是精准医学时代下重要的治疗手段,在诱

导食管癌细胞凋亡和抑制其侵袭等方面疗效确切,
但因癌细胞的异质性常导致安全剂量范围内癌细

胞对药物的敏感性低,造成化疗失败[26] 。 其中,Lnc
 

RNA 的异常表达是影响癌细胞化药抵抗的重要因

素。 因此,明确 Lnc
 

RNA 在食管癌细胞化疗抵抗中

扮演的角色(促进或抑制),并靶向抑制或增加肿瘤

细胞内异常表达的 Lnc
 

RNA,是增加癌细胞对药物

的敏感性和提高临床治疗效果的关键手段。
促癌作用:Zhu 等[27]发现,LncRNA

 

EMS 在食管

癌细胞系 Eca-109、 EC9706、 TE-1、 TE-10、 KYSE150
和

 

KYSE450 中的表达高于正常食管上皮细胞 HET-
1A;低氧状态可通过增加 LncRNA

 

EMS 的水平降低

miR-758-3p 的表达,从而抑制维尔姆肿瘤 1 相关蛋

白(WTAP)蛋白和 mRNA 的表达,最终降低 Eca-109
细胞对顺铂的敏感性,增强 Eca-109 细胞对顺铂的

耐药性。 Liu 等[28]发现,与正常食管上皮细胞 HET-
1A 比,Lnc-MCEI 在食管鳞状细胞系 TE-1、 KYSE-
30、Eca-109 和 EC9706 中高表达,敲除 Lnc-MCEI 可

增加 KYSE30、Eca-109 细胞对顺铂的敏感性,进而

提高抑制细胞增殖和克隆形成能力的抑制作用,并
增加细胞凋亡。 LncRNA

 

LINC01270 在食管癌组织

和细胞中高表达,并能通过招募 DNA 甲基转移酶

DNMT1、DNMT3A 和 DNMT3B 启动 GSTP1 启动子
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甲基化,从而导致食管癌细胞的增殖、迁移、侵袭和

耐药性;沉默 LncRNA
 

LINC01270 可增强食管癌细

胞对 5-氟尿嘧啶(5-FU)的敏感性、抑制其增殖、侵
袭和 迁 移 能 力[29] 。 Zang 等[30] 发 现, 基 因 敲 除

LncRNA
 

TP73-AS1 可增强食管癌细胞 EC9706 和

KYSE30 对 5-FU 和顺铂的化疗敏感性,在体内外减

弱食管癌细胞的增殖能力,是食管癌潜在的治疗靶

点。 LncRNA
 

HOTAIR 在食管癌 Eca-109、KYSE150
和 TE-1 细胞中高表达,且 5-FU 耐药 TE-1 细胞(TE-
1 / 5-FU) LncRNA

 

HOTAIR 水平高于 TE-1 细胞,敲
除 LncRNA

 

HOTAIR 能增加 TE-1 / 5-FU 细胞对 5-FU
的敏感性,抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡[31] 。 Li
等[32] 发现,食管癌 Eca-109 细胞中 LncRNA

 

HOTTIP
表达随阿霉素的浓度增大而增加,提取阿霉素处理

后的 Eca-109 细胞外小泡( EVs)预处理 Eca-109 可

增加该细胞增殖指数,降低阿霉素对细胞的杀伤

性,且 LncRNA
 

HOTTIP 促 癌 作 用 是 通 过 增 加

ABCG2 的表达实现的。
抑癌作用:研究表明,LncRNA-TUSC7 在食管癌

细胞 TE-13、 KYSE140、 EC9706 和 KYSE30 中低表

达,低水平的 LncRNA-TUSC7 与食管癌细胞化疗抵

抗相关,过表达 LncRNA-TUSC7 则能通过抑制 miR-
224 提高鳞癌细胞差异表达蛋白酶 1( DESC1)蛋白

和 mRNA 的表达,从而增加 EC9706 和 KYSE30 对

顺铂和 5-FU 的敏感性[16] 。 单次给药时约 85%的

5-FU 会被二氢嘧啶脱氢酶( DYPD)降解,造成抗肿

瘤效果不佳。 对 5-FU 表现出耐药性的食管癌患者

肿瘤组织中 LINC00261 低表达,过表达 LINC00261
能显著抑制 TE-1 / 5-FU 和 TE-5 / 5-FU 细胞的增殖和

抗凋亡能力,该作用是通过介导 DYPA 甲基化依赖

性抑制从而提高细胞对 5-FU 的敏感性实现的[33] 。
综上,LncRNA 可通过介导 miRNA 的表达调节

耐药相关 mRNA 或蛋白的表达、影响相关 DNA 甲

基化、增加或抑制药物代谢相关酶的表达,调节癌

细胞的增殖、凋亡、侵袭和迁移能力,从而发挥促癌

和抗癌作用。
2. 3　 LncRNA 对食管癌细胞放疗抵抗的影响

　 　 放疗是临床治疗食管癌的主要手段,放疗抵抗

是肿瘤局部复发和转移的主要因素。 因此,有必要

寻找潜在的治疗靶点以增强患者对放疗的敏感性。
现有研究表明,LncRNA 表达异常可导致肿瘤细胞

对射线的敏感性降低,是潜在的增敏靶点。
促癌作用:Li 等[34] 发现,干扰 Lnc

 

Rpph1 的表

达不影响 TE-1 和 KYSE150 细胞的集落大小和存活

率,但给予射线照射可剂量依赖性降低细胞存活

率、增值率、侵袭和迁移能力,并增加凋亡率,且

siRNA-Rpph1 可 通 过 增 加 促 凋 亡 蛋 白 Bax 和

Caspase3、降低抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达和扰乱细胞周

期,抑制食管癌细胞增殖、迁移和促进其凋亡,增加

肿瘤细胞对射线的敏感性。 LncRNA
 

Linc-POU3F3
是定位于垂体特异性转录因子-3 基因附近的反向

LncRNA,参与食管癌在内的多种肿瘤细胞的恶性生

物学行为。 研究表明,LncRNA
 

Linc-POU3F3 在食

管癌 ECA109、TE-1、TE-2 及 TE-13 细胞中高表达,
诱导低分化食管癌细胞 TE-13 放疗抵抗后发现

Linc-POU3F3 显著上调;敲低 Linc-POU3F3 则能显

著增强 ECA109 细胞细胞对放疗的敏感性,并降低

肿瘤干细胞(CSCs)标志物 CD44、CD133 及 CD90 表

达;过 表 达 Linc-POU3F3 则 能 通 过 增 加 CD44、
CD133 及 CD90 的表达增强 ECA109 细胞的抵抗能

力[35] 。 据 报 道, 乏 氧 状 态 下 食 管 癌 细 胞 株

KYSE150、 TE-1 和 Eca-109 中 LncRNA
 

LINC01116
显著升高,沉默 LINC01116 能增加辐射致乏氧条件

下食管癌细胞株(KYSE-150-H)的 DNA 损伤修复标

记物 γ-h2ax 的表达。 而过表达 LINC01116 则能减

少射线引起的 γ-h2ax 的表达, 并加速细胞的修

复[36] 。 LncRNA
 

H19 在放射耐受细胞系 KYSE150
(KYSE150R)中高表达,且细胞存活率、增殖速率、
球体形成能力、侵袭和迁移能力均强于其亲本细胞

KYSE150,敲低 LncRNA
 

H19 则能通过增加 miR-22-
3p 靶向下调 WNT1 从而抑制 ESCC 细胞的放射耐

受性、增殖、迁移和干细胞特性[37] 。 即 LncRNA 可

通过诱导细胞周期阻滞、促进 CSCs、加强食管癌细

胞 DNA 损伤修复、增强细胞活力、增殖能力以及

EMT 等促进肿瘤发生与发展。
抑癌作用:参考文献[38] 报道,Lnc

 

MAGI2-AS3
在食 管 癌 患 者 肿 瘤 组 织 和 KYSE30、 KYSE150、
KYSE450 细胞中低表达,尤以 KYSE150 细胞中表达

量最低,且在射线抵抗 KYSE150 细胞( KYSE150R)
中的表达量显著低于 KYSE150 细胞, 表明 Lnc

 

MAGI2-AS3 低表达与食管癌细胞放疗抵抗相关。
同源异型盒基因 B7( HOXB7)属于转录因子家族成

员,可通过结合基因启动子区域调节基因转录,从
而促进肿瘤的恶性进展。 而过表达 Lnc

 

MAGI2-AS3
可通过下调 HOXB7 / EZH2,发挥癌细胞对射线的增

敏作用[38] 。 研究表明,LncRNA
 

GAS5 可通过抑制
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miR-21 发挥抗肿瘤作用。 而 miR-21 在 KYSE150R
细胞中高表达,与其放疗抵抗性相关,敲低 miR-21
可增加细胞对射线的敏感性,诱导肿瘤细胞 DNA 损

伤,从而降低存活率[39-40] 。 综上, LncRNA
 

GAS5、
Lnc

 

MAGI2-AS3 具有潜在的增加癌细胞对射线的增

敏作用,其机制可能与调节基因转录、增强癌细胞

DNA 损伤和增加抑癌基因 miRNA 的表达有关。

3　 LncRNA 在临床对食管癌发生发展的影响

　 　 肿瘤的早期筛查、诊断对其治疗和预后具有重

要的推动价值,寻找潜在的诊断、治疗效果评价和

预后评估标志物对降低组织癌变率和肿瘤恶化率

具有重要意义。 近年来,临床数据表明 LncRNAs 在

多种信号通路中作为癌基因或肿瘤抑制因子发挥

作用,在肿瘤的诊断、治疗和预后评估中发挥着重

要作用,是潜在的敏感性最高的生物标志物。
3. 1　 LncRNA 在食管癌诊断中的作用

　 　 Rahimnia 等[41] 发现,Lnc-POU3F3 在食管鳞状

细胞癌( ESCC) 患者血清中高表达,并与患者家族

史和 TNM 分期具有显著相关性,可作为 ESCC 的诊

断生物标志物。 Li 等[34] 发现,Lnc
 

Rpph1 在食管癌

患者肿瘤组织中高表达,并与患者的不同短期反

应、T 分期、N 分期和临床阶段相关,是食管癌潜在

的诊断标志物。 Lnc
 

MIR31HG 在 ESCC 患者组织

和血浆中的表达水平呈显著的正相关性并显著升

高,敲除 Lnc
 

MIR31HG 能显著抑制食管癌细胞的

增殖、侵袭和迁移能力,对预测 ESCC 的发病具有

较高 的 诊 断 敏 感 性 和 特 异 性[42] 。 血 清 Lnc
 

LNC00993 水平在低分化食管癌、食管腺鳞癌及中

晚期食管癌患者中的增高尤为显著,且与食管癌

的组织学类型、TNM 分期、分化程度相关,与基质

金属蛋白酶-2( MMP-2) 、癌胚抗原(CEA)联合能辅

助临床对食管癌的诊断[43] 。 Jiao 等[44] 发现,Lnc
 

NR
 

039819、 NR
 

036133、 NR
 

003353、 ENST00000442416. 1 和

ENST00000416100. 1 在食管癌患者血浆中表达水平

显著高于食管炎患者和健康志愿者。 而 ESCC 患者

手术后,血浆中上述 5 种 LncRNAs 的水平显著降

低,是 ESCC 诊断潜在的高效、无创性生物标志物。
朱娇等[45] 发现,LncRNA

 

ITGA9-AS1 在食管癌患者

血清中高表达,且在 III 期患者血清中的水平显著高

于 I 期和 II 期;LncRNA
 

ITGA9-AS1 单独用于食管

癌的诊断时敏感性较低,与神经元特异性烯醇化酶

联合时可提高诊断的敏感度。

3. 2　 LncRNA 在食管癌预后评估中的作用

　 　 据报道,低表达的 Lnc
 

LOC285194 与 ESCC 患

者肿瘤大小、晚期 TNM 分期、淋巴结转移和远端转

移显著相关。 Kaplan-Meier 生存分 析 显 示, Lnc
 

LOC285194 低表达的患者无病生存率(DFS)和总生

存率(OS) 降低[46] 。 多变量分析进一步确定 Lnc
 

LOC285194 的低表达是放化疗反应、DFS 和 OS 的

独立预后因素。 Zhang 等[5] 发现, Lnc
 

SNHG6 在

ESCC 患者肿瘤组织中高表达,采用生存分析评价

其预后价值表明,Lnc
 

SNHG6 高表达的 ESCC 患者

总体 生 存 率 低 于 Lnc
 

SNHG6 低 表 达 患 者。
Sadeghpour 等[47] 发现,LncRNA-BANCR 在 ESCC 患

者肿瘤组织中表达水平显著高于正常组织,可促进

肿瘤细胞的增殖,且与淋巴结转移、肿瘤分期呈正

相关,并推测 LncRNA-BANCR 是食管癌转移的潜在

预后标志物。 钟咪等[6] 发现,Lnc
 

H19 在食管正常

上皮组织中不表达,在肿瘤组织中高表达;且与接

受同一治疗方案后存活超过五年的食管癌患者比,
术后一年内死亡患者肿瘤组织中 Lnc

 

H19 显著升

高。 高水平的 Lnc
 

H19 与肿瘤大小、UICC 分期和短

期生存率呈正相关,是 ESCC 患者不良预后的生物

标志物。 Huang 等[48] 发现,LncRNA-MALAT1 在食

管癌患者肿瘤组织中表达高于正常组织。 卡方检

验分析结果表明,LncRNA-MALAT1 与淋巴转移、远
端侵袭和肿瘤细胞分化程度相关,Kaplan-Meier 生

存曲线分析表明 LncRNA-MALAT1 高表达患者总生

存期显著低于低表达患者。
结合体内外实验可知,LncRNA 可通过调节基

因转录、转录后修饰(甲基化、去甲基化等)、调控

DNA 损伤修复相关蛋白、海绵吸附 miRNA 进而影

响下游蛋白的表达、调控细胞周期、作用于凋亡和

增殖相关信号通路等参与食管癌的发生与发展,是
食管癌诊断、治疗和预后的潜在生物标志物。 但与

食管癌相关的 LncRNA 研究尚处于初级阶段,且数

量繁多、机制不一,如何对其进行有效筛选并大范

围用于临床尚需进一步研究。

4　 讨论

　 　 食管癌是常见消化道恶性肿瘤,具有较高的发

病率和死亡率,是亟需防治的恶性肿瘤之一[49] 。 发

病隐匿、早期症状不典型是食管癌确诊时已处于中

晚期的主要原因,因此有必要寻找敏感性高的生物

标志物,以便在食管即将癌变或食管癌发病早期进
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行手术或药物干预,降低其发病率和恶性进展程

度。 与生物小分子、传统蛋白、 miRNA、 RNA 等相

比,LncRNA 具有复杂的二级结构,可与不同类型的

DNA、RNA 和蛋白质相互作用,在多种层面调控基

因的表达,是肿瘤发生发展的重要调节因子[50] 。 体

内外文献表明,LncRNA 在体内可影响食管癌的发

生、肿瘤生长的速度和对化疗的敏感性,在体外可

调节食管癌细胞的增殖、凋亡、侵袭、迁移和对放化

疗的敏感性;临床报道表明,LncRNA 在患者肿瘤组

织、血清和血浆中等表达异常,是潜在的标志物。
综上,LncRNA 可用于食管癌的诊断、治疗和预后评

估等。 但目前对 LncRNA 的功能研究多集中于体外

细胞实验,动物实验较少,将 LncRNA 系统用于食管

癌的早期诊断、治疗和预后等尚需大量的实验室和

临床数据作为支撑。 此外,LncRNA 在食管癌的发

生发展中具有双重调控机制,明确抑癌和促癌两大

LncRNA“类群”的特点和上下游调控通路,从而在

早期诊断和筛查时针对性检测不同 “ 类群” 的

LncRNA 并及时干预其上下游通路,将更利于食管

癌的临床诊断和治疗。
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静脉畸形动物模型建立的研究进展
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　 　 【摘要】 　
 

静脉畸形(venous
 

malformations,VM)是先天性脉管畸形中最常见的类型,目前发病机制尚未完全阐

明,治疗方法尚不成熟。 动物模型在 VM 病理机制及治疗方法的研究中发挥了至关重要的作用。 本文综述了 VM
基本发病机制及国内外 VM 动物模型研究现状,阐述了几种常见模型构建方法及结果,同时探讨了模型的优缺点,
以期为研究者选用和建立实验动物模型提供参考。
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　 　 【Abstract】 　
 

Venous
 

malformations
 

( VM)
 

are
 

the
 

most
 

common
 

type
 

of
 

congenital
 

vascular
 

malformations.
 

At
 

present,
 

their
 

pathogenesis
 

has
 

not
 

been
 

fully
 

elucidated,
 

and
 

treatment
 

strategies
 

are
 

not
 

yet
 

mature.
 

Animal
 

models
 

play
 

important
 

roles
 

in
 

the
 

study
 

of
 

the
 

pathological
 

mechanisms
 

and
 

treatment
 

of
 

VM.
 

This
 

paper
 

summarizes
 

the
 

basic
 

pathogenesis
 

of
 

VM
 

and
 

the
 

research
 

status
 

of
 

VM
 

animal
 

models
 

at
 

home
 

and
 

abroad,
 

expounds
 

several
 

common
 

model
 

construction
 

method
  

and
 

result
 

,
 

and
 

discusses
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

the
 

models
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

researchers
 

when
 

selecting
 

and
 

establishing
 

experimental
 

animal
 

models.
【Keywords】　 venous

 

malformation;
 

animal
 

model;
 

TIE2;
 

PIK3CA

　 　 静脉畸形(venous
 

malformations,VM)是一种常

见的脉管性疾病,主要由扩张迂曲的静脉构成;发
病率为 1 ∶ 5000 ~ 1 ∶ 10000,无性别差异;可遍及全

身,病变主要位于皮肤和粘膜,也可位于更深的结

构组织如肌肉和内脏,在面颈部好发于颊、颈、眼

睑、唇等[1] 。 VM 的临床表现以触之柔软且可被压

缩的蓝色或深紫色血管团块为主,有时可触及静脉

石,在组织病理学上 VM 的病变特征以被血管内皮

细胞内衬的通道覆盖着稀疏且分布不规则的平滑

肌细胞为主[2-3] 。 位于面部浅表的 VM 大多可通过

临床检查诊断,而位于颈深处的病变则需借助穿刺

检查或 B 超、MRI、MRA 等影像学检查[4-5] 。 由于对

VM 的发病机制认识不足,因此治疗长期以来仅局

限于硬化注射、激光疗法及手术治疗等[6-8] 。 但是



硬化注射可导致炎症、组织纤维化甚至坏死,且通

常需要多次才能充分缓解症状;手术治疗激光疗法

等通常受病变的大小与位置所限,并且手术中常无

法完全切除病变组织,往往导致复发给治疗带来困

难;散发性和浸润性 VM 往往传统治疗方法受限且

疗效不佳[3,9-11] 。

表 1　
 

TIE2 突变的静脉畸形动物模型
Table

 

1　 Animal
 

model
 

of
 

venous
 

malformation
 

with
 

TIE2
 

mutation
分类
Sort

动物
Animal

操作方法
Method

时间
Time

造模结果
Result

参考文献
References

基于 HUVEC 移植
模型
Transplant

 

model
 

based
 

on
 

HUVEC

6 ~ 7 周龄
雄性裸鼠
6 ~ 7

 

weeks
 

old
 

male
 

nude
 

mice
 

aged
 

用 TIE2-L914F 突变的逆转录病毒感染
HUVECs 后加入基质胶混匀,将其注射
于裸鼠下背两侧。
After

 

HUVECs
 

was
 

infected
 

with
 

TIE2-
L914F

 

mutant
 

retrovirus,
 

matrix
 

glue
 

was
 

mixed
 

and
 

injected
 

into
 

both
 

sides
 

of
 

the
 

lower
 

back
 

of
 

nude
 

mice.

7
 

d

鼠体重和对照组无差别;注射部位形成
血管样团块并随时间增加团块不断增
大;切片可见不规则管状内含红细胞且
CD31 及 αSMA 成阳性;超声示血流为静
脉血。
There

 

was
 

no
 

difference
 

in
 

body
 

weight
 

between
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group;
 

vascular
 

masses
 

were
 

formed
 

at
 

the
 

injection
 

site
 

and
 

increased
 

with
 

time;
 

sections
 

showed
 

that
 

the
 

irregular
 

channels
 

contained
 

red
 

blood
 

cells
 

and
 

CD31
 

and
 

αSMA
 

were
 

positive;
 

ultrasound
 

showed
 

that
 

the
 

blood
 

flow
 

was
 

venous
 

blood.

[18-20]

6 ~ 8 周龄
雌 性 重 度
联 合 免 疫
缺陷小鼠
6 ~ 8

 

weeks
 

old
 

female
 

SCID
 

将静脉畸形 TIE2 突变中常见位点的逆
转录病毒感染 HUVECs,将其只作为内
皮细胞球体后加入低生长因子基质胶
和凝血酶混合物后注射至鼠腹侧。
The

 

retrovirus
 

at
 

the
 

common
 

site
 

of
 

TIE2
 

mutation
 

in
 

venous
 

malformations
 

was
 

infected
 

with
 

HUVECs
 

and
 

injected
 

into
 

the
 

ventral
 

side
 

of
 

mice
 

after
 

adding
 

a
 

mixture
 

of
 

low
 

growth
 

factor
 

matrix
 

glue
 

and
 

thrombin
 

as
 

endothelial
 

cell
 

spheres.

10
 

d

鼠注射部位形成血管样团块;镜下可见
异常增大的血管及平滑肌分层并不规则
排列。
Vascular

 

masses
 

were
 

formed
 

at
 

the
 

injection
 

site
 

of
 

mice,
 

and
 

abnormally
 

enlarged
 

blood
 

vessels
 

and
 

smooth
 

muscle
 

layers
 

were
 

not
 

arranged
 

regularly
 

under
 

electron
 

microscope.

[21]

基于人异种移植
模型
Based

 

on
 

human
 

xenotransplantation
 

model

5 ~ 6 周龄
雄性裸鼠
5 ~ 6

 

weeks
 

old
 

male
 

nude
 

mice
 

aged
 

取患者静脉畸形组织及病变部位血液,
分离培养并扩增内皮细胞后,基因测序
确定突变类型后悬浮于基膜细胞外基
质,于鼠背两侧注射。
The

 

blood
 

of
 

the
 

venous
 

malformation
 

tissue
 

and
 

lesion
 

site
 

of
 

the
 

patient
 

was
 

taken,
 

and
 

then
 

the
 

endothelial
 

cells
 

were
 

isolated,
 

cultured
 

and
 

amplified.
 

The
 

mutation
 

type
 

was
 

determined
 

by
 

gene
 

sequencing
 

and
 

suspended
 

in
 

the
 

basement
 

membrane
 

extracellular
 

matrix,
 

and
 

injected
 

into
 

the
 

dorsal
 

side
 

of
 

the
 

mice.

9
 

d

注射部位形成蓝色血管样团块;镜下可
见扩大的血管内衬较薄的内皮细胞层,
免疫组织化学染色显示病变血管部位内
皮细胞为人源。
A

 

blue
 

vascular-like
 

mass
 

was
 

formed
 

at
 

the
 

injection
 

site,
 

the
 

enlarged
 

blood
 

vessels
 

lined
 

with
 

thin
 

endothelial
 

cells
 

could
 

be
 

seen
 

under
 

the
 

light
 

microscope,
 

and
 

immunohistochemical
 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

endothelial
 

cells
 

in
 

the
 

diseased
 

vessels
 

were
 

human.

[22-24]

近年来,人类遗传学和分子生物学在 VM 的病

理机制方面取得了突破性进展。 已有的研究显示,
受体酪氨酸激酶与免疫球蛋白和表皮生长因子同源

域- 2 ( receptor
 

tyrosine
 

kinase
 

with
 

immunoglobulin
 

and
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

homology
 

domains-2,
TIE2)、编码磷酸肌醇 3-激酶 PI3K 的 p110α 催化亚

基( PIK3CA )、 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 ( Mitogen-

activated
 

protein
 

kinases,MAPK)等基因的体细胞突

变从而导致 VM 发生[12-15] 。 临床中约一半以上的

VM 是由于 TIE2 的功能获得性突变导致。 在 TIE2
突变阴性的 VM 中,约有一半是由于 PIK3CA 的激

活突变[13,15-17] 。 基于以上基本发病机制,国内外

学者不断探索建立及完善 VM 的动物模型以更深

入的研究该疾病具体机制及治疗措施等。 目前,
VM 动物模型可根据疾病的基因突变类型分为

TIE2 突变的动物模型,PIK3CA 突变的动物模型及

其他类型。 本文通过总结这些动物模型建立的方

法及结果,针对其优势,适用条件及不足进行了详

细的评述,为研究者选择和建立动物模型提供参

考(表 1、表 2) 。
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1　 　 TIE2 突变动物模型

　 　 已 有 研 究 显 示, TIE2 是 血 管 生 成 素

(angiopoietin,ANGPT) 家族的受体,主要在内皮细

胞中表达[27] 。 ANGPT1 和 ANGPT2 分别与 TIE2 结

合,在调节血管生成、血管重塑和血管稳定及完整性

方面发挥重要作用[18,
 

28-30] 。 临床中,大多数 VM 是

由于酪氨酸激酶受体 TIE2 的体细胞功能获得性突

变引起,并可能导致 VM 的所有 4 种亚型:VMCM,
VM,MVM 和 BRBN,77%的基因突变阳性患者是由

于体细胞 L914F 突变,也就是 TIE2 的第 914 位亮氨

表 2　 PIK3CA 突变的静脉畸形动物模型
Table

 

2　 Animal
 

model
 

of
 

venous
 

malformation
 

with
 

PIK3CA
 

mutation
分类
Sort

动物
Animal

操作方法
Method

时间
Time

造模结果
Result

参考文献
References

基因工程动
物模型
Genetically

 

modified
 

animal
 

model

基因小鼠
Gene

 

mouse

基因小鼠品系 LoxP-STOP-LoxP ( LSL)-
PIK3CAH1047R 使其活化,最后与 Sprr2f-
Cre 菌株杂交。
The

 

transgenic
 

mouse
 

strain
 

LoxP-STOP-
LoxP

 

( LSL)-PIK3CAH1047R
 

was
 

activated
 

and
 

hybridized
 

with
 

Sprr2f-Cre
 

strain.

4 周
4

 

weeks

PIK3CAsprr2f-Cre 小鼠同窝幼仔在 4-10 周
内出现后肢麻痹;镜下可见脊柱病变血
管异常扩张并有大量血池及出血;皮肤
病变部位镜下可见内皮细胞异常增殖,
内皮细胞衬里和血红素-蛋白沉积。
The

 

offspring
 

of
 

PIK3CAsprr2f-Cre
 

mice
 

showed
 

hindlimb
 

paralysis
 

within
 

4-10
 

weeks.
 

Microscopically,
 

abnormal
 

dilatation
 

of
 

blood
 

vessels
 

and
 

massive
 

blood
 

pool
 

and
 

bleeding
 

could
 

be
 

seen
 

in
 

spinal
 

lesions.
 

Abnormal
 

proliferation
 

of
 

endothelial
 

cells,
 

lining
 

of
 

endothelial
 

cells
 

and
 

deposition
 

of
 

heme-protein
 

could
 

be
 

seen
 

in
 

the
 

site
 

of
 

skin
 

lesions.

[13]

基因小鼠
Gene

 

mouse

PIK3CAH1047R 与 T-CreERT2 小鼠杂交。
当小鼠怀孕 7. 5

 

d 后向其腹腔胚胎注入
高剂量的 4-OHT。
PIK3CAH1047R

 

was
 

hybridized
 

with
 

T-
CreERT2

 

transgenic
 

mice.
 

When
 

the
 

mice
 

were
 

pregnant
 

for
 

7. 5
 

d,
 

a
 

high
 

dose
 

of
 

4-OHT
 

was
 

injected
 

into
 

their
 

abdominal
 

embryos.

3 周
3

 

weeks

胚胎小鼠部分致死,存活幼仔可见多灶
性弥散性血管畸形病变;血管造影可见
下腔静脉及门静脉血管异常扩张;镜下
可见壁薄且不规则扩张血管。
Part

 

of
 

the
 

embryonic
 

mice
 

died,
 

and
 

the
 

surviving
 

infants
 

showed
 

multifocal
 

diffuse
 

vascular
 

malformations,
 

angiography
 

showed
 

abnormal
 

dilatation
 

of
 

inferior
 

vena
 

cava
 

and
 

portal
 

vein,
 

thin-walled
 

and
 

irregular
 

dilated
 

vessels
 

could
 

be
 

seen
 

under
 

microscope.

[16]

基因小鼠
Gene

 

mouse

R26-PIK3CAH1047R 与 Cdh5-CreERT2 转
基因小鼠杂交,得到子代小鼠,然后在
子代小鼠后腿肌肉注射 4-OH 诱导突变
型 PIK3CA 蛋白的内皮细胞表达。
R26-PIK3CAH1047R

 

was
 

hybridized
 

with
 

Cdh5-CreERT2
 

transgenic
 

mice
 

to
 

obtain
 

offspring,
 

and
 

then
 

4-OH
 

was
 

injected
 

into
 

the
 

hind
 

leg
 

muscle
 

of
 

offspring
 

mice
 

to
 

induce
 

the
 

expression
 

of
 

mutant
 

PIK3CA
 

protein
 

in
 

endothelial
 

cells.

1 周
1

 

week

注射部位血管样改变;镜下可见由不规
则排列的内皮细胞构成的异常扩张血
管,并且有大小不一的血管团。
Vascular-like

 

changes
 

at
 

the
 

injection
 

site;
 

microscopically,
 

the
 

abnormally
 

dilated
 

blood
 

vessels
 

were
 

composed
 

of
 

irregularly
 

arranged
 

endothelial
 

cells
 

and
 

vascular
 

clusters
 

of
 

different
 

sizes.

[25]

移植模型
Transplant

 

model

6~ 7 周龄雄
性裸鼠
6 ~ 7

 

weeks
 

old
 

male
 

nude
 

mice
 

aged
 

取患者静脉畸形组织及病变部位血液,
分离培养并扩增内皮细胞后,基因测序
确定突变类型后悬浮于基膜细胞外基
质,在鼠背两侧注射。
After

 

the
 

endothelial
 

cells
 

were
 

isolated,
 

cultured
 

and
 

amplified
 

from
 

the
 

venous
 

malformation
 

tissue
 

and
 

the
 

blood
 

of
 

the
 

diseased
 

site,
 

the
 

type
 

of
 

mutation
 

was
 

determined
 

by
 

gene
 

sequencing
 

and
 

suspended
 

in
 

the
 

extracellular
 

matrix
 

of
 

the
 

basement
 

membrane
 

and
 

injected
 

into
 

the
 

dorsal
 

and
 

bilateral
 

sides
 

of
 

the
 

mice.

11
 

d

小鼠注射部位可见血管化组织形成;镜
下可见具有扩大的淋巴管和充满血液
的血管;免疫组化显示病变血管部位内
皮细胞为人源。
Vascularized

 

tissue
 

formation
 

can
 

be
 

seen
 

at
 

the
 

injection
 

site
 

of
 

mice,
 

enlarged
 

lymphatic
 

vessels
 

and
 

blood-filled
 

blood
 

vessels
 

can
 

be
 

seen
 

under
 

the
 

microscope;
 

immunohistochemistry
 

shows
 

that
 

the
 

endothelial
 

cells
 

of
 

the
 

diseased
 

vessels
 

are
 

of
 

human
 

origin.

[13,26]

031 中国比较医学杂志 2022 年 11 月第 32 卷第 11 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

November
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

11



酸突变成苯丙氨酸[15,17] 。 所有 TIE2 突变的共同特

征是 TIE2 受体的非配体依赖性磷酸化,这将导致其

下游的 PI3K / AKT / mTOR 信号通路和 RAS / MAPK /
ERK 信 号 通 路 被 激 活, 最 终 导 致 VM 的 发

生[21,
 

31-32] 。
1. 1　 基于人脐静脉内皮细胞的移植模型

　 　 Boscolo 等[18]首先建立了基于 TIE2-L914F 的人

脐静脉内皮细胞 ( human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells,HUVEC)移植模型,并用此模型探究了 mTOR
抑制剂雷帕霉素靶向作用于 VM 的效果,开辟了

VM 分子治疗的新篇章。 随后 Li 等[19-20]
 

用此方法

建立鼠 VM 动物模型用于改善分子治疗的实验研究

以及探究 VM 的发病机制。 操作如下:首先分别用

表达全长的 TIE2-WT 和 TIE2-L914F 的逆转录病毒

感染 HUVECs,检测到 HUVEC-TIE2-L914F 中 TIE2
蛋白磷酸化增加后,将两组细胞以 2. 5×106 个悬浮

于 200 μL 基质胶中;然后将两组细胞分别皮下注射

至 6 ~ 7 周龄的雄性无胸腺 nu / nu 鼠下背部两侧

(TIE2-WT 组设置为对照组)后常规饲养;最后用卡

尺测量每天观察测量鼠病灶面积。 结果显示:在注

射后的第 7 天,HUVEC-TIE2-L914F 实验组裸鼠形

成血管样病变团块,并且随着时间的增加病变团块

不断增加。 用组织病理学方法检测到,血管团块样

组织中可见不规则扩大的管腔内包含大量红细胞,
人特异性抗 CD31 阳性且 αSMA+血管内皮细胞薄而

稀少。 此外多普勒超声检查显示 VM 血流缓慢且无

搏动,符合静脉血特征。 此类模型是人内皮细胞产

生的血管腔与鼠的脉管系统相连而形成,检测到的

特征和婴儿血管瘤高度血管化组织不同,并且和人

VM 组织病变有一定的相似度。 优点为建模过程较

为简单并且时间周期较短,是目前使用最多的 VM
动物模型。 缺点为此方法形成的病变为人工病变并

非天然形成,与临床中人 VM 病变组织存在一定的

差异,故常用于药物治疗效果的初步评估,更进一步

研究 VM 发病的分子学机制需谨慎选择。
Nätynki 等[21]则是基于内皮移植法,将内皮细胞

以球体形式移植到重度联合免疫缺陷小鼠( server
 

combined
 

immune-deficiency,SCID) 中,操作如下:首
先将携带 TIE2 中 R849W、L914F、Y897F 和 R915 L 及

其 Y897F-R915 L 双突变形式的逆转录病毒感染的

HUVECs;然后将其制备为 1000 个细胞 / 内皮细胞球

体培养;最后加入降低生长因子的基质胶和凝血酶混

合溶液注射到 6 ~ 8 周龄雌性 SCID 小鼠腹侧,每侧

1000 个球状体(TIE2-WT 组设置为对照组)。 结果显

示:注射 10
 

d 后实验组小鼠形成血管团块。 组织病

理学可见异常扩张的血管,电子显微镜下观察可见内

皮细胞形态发生变化,并且可见血管平滑肌细胞分层

且排列紊乱。 值得注意的是,Y897F 和 R915 L 双突

变组形成的血管团块的血管周围的细胞外基质胶原

蛋白随机排列,非常类似于在 Y897F-R915 L 突变阳

性的 VM 患者中检测到的变化。 此动物模型建模方

法及效果和 Boscolo 等[18]类似,主要区别在于使用动

物上的差别和细胞培养基的成分,建模过程略微复

杂,故未见有研究者再次使用。
1. 2　 基于人异种移植模型

　 　 近年来,基于人异体移植的 VM 模型相继被开

发,为研究 VM 形成和其分子机制提供了可靠的载

体。 异体移植模型取于患者 VM 组织或 VM 血液中

分离和扩增培养内皮细胞,异体移植之前确定 VM
患者为 TIE2 体细胞突变[22-23] 。

Goines 等[22,24] 和 Schrenk 等[23] 开发了基于人

异体移植模型,操作如下:取患者 VM 组织和 VM 血

液中分离的细胞并扩增培养;然后用内皮细胞特异

性标记物 CD31 的磁珠标记筛选 VM 内皮细胞,基
因测序确定 VM 的突变类型;最后将 CD31 标记阳

性的内皮细胞进行扩增,然后将其以 2. 5×106 ~ 3. 5
×106 个悬浮于 200 μL 预冷基质胶中,皮下注射到 5
~ 6 周龄雄性无胸腺 nu / nu 鼠的下背部。 结果显示

由 TIE2 突变的内皮细胞产生的病变在注射 9
 

d 后

可见蓝色的血管化病变部位。 组织病理学检测可见

扩大的血管内衬较薄且排列紊乱的内皮细胞,使用

人类特异性凝集素 UEA-I 进行的免疫组织化学染

色可以证实在血管病变处的细胞源自植入的人类细

胞。 此模型同样由人病变的内皮细胞产生的血管腔

与鼠脉管系统链接,并且形成的血管样团块非常类

似于人 VM 病变。 突出的优点是可以高度概括人类

基因突变导致 VM 的异质性。 但是,此模型的缺点

是建立比较困难,是因为建模所需的细胞来自有限

的人病理组织标本,并且从人病理组织中提取出的

细胞较容易衰老从而不宜大量获得。 此类模型适用

于可获得大量人疾病组织标本的医院研究者。

2　 PIK3CA 突变动物模型

　 　 PIK3CA 是编码磷酸肌醇 3 激酶 ( PI3K) 的

p110a 催化亚基的基因[33-34]
 

。 研究显示 PIK3CA 突

变可诱导 VM 的发生,其突变位点主要在螺旋区的

外显子 9 区域和激酶区的外显子 20 区域,最常见的

突变形式为 E542K、 E545K、 H1047R 体细胞突变。
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PIK3CA 突变导致 PI3K / AKT / mTOR 信号通路的慢

性激活,从而导致 VM 的发生[17,33,35-36] 。
2. 1　 基因工程动物模型

　 　 Castel 等[13] 建立了 PIK3CAsprr2f-Cre 突变的小鼠

VM 模型,并用此模型验证了 PI3K 抑制剂 BYL719
可有效治疗 PIK3CA 突变的胚胎小鼠中的 VM 及同

种移植 VM 小鼠模型,为此基因突变的 VM 治疗提

供了潜在的治疗方法。 操作如下:用基因小鼠品系

LoxP-STOP-LoxP(LSL)-PIK3CAH1047R 去除合成的转

录 / 翻译 STOP 盒,然后使用 Cre-loxP 技术以组织特

异性方式活化 PIK3CA 突变 H1047R 的表达,最后与

Sprr2f-Cre 菌株杂交。 结果显示: 作为对照组的

PIK3CAsprr2f-WT 小鼠未见异常,而 PIK3CAsprr2f-Cre 小鼠

同窝幼仔在 4 ~ 10 周内出现后肢麻痹。 组织病理学

检查可见脊柱病变部位血管异常扩张似“海绵状”,
并伴有大量血池和白质、灰质的出血。 Micro

 

CT 可

见实验组小鼠脊髓中有缓慢流动的血液并外渗;皮
肤的病变部位用组织病理学检查可显示内皮细胞异

常增殖并可见血红素-蛋白沉积。 此方法建立的动

物模型优点为模型小鼠的脊髓和皮肤病变非常类似

于人类 VM,可高度模拟人类 VM 发病机制。 但是

其明显缺点为建立基因工程小鼠价格较高,过程繁

琐且建模周期较长,此外其模型并不能直观的观察

到病变发生发展状况。 此类模型可用于研究者探究

VM 发生发展的分子学机制。
Castillo 等[16] 构建了 PIK3CAH1047R 小鼠中胚层

特异性嵌合体突变模型,并探究了 PIK3CA 突变的

VM 的相关机制。 操作如下: 用 PIK3CAH1047R 与

T-CreERT2 小鼠杂交,获得 PIK3CAH1047R 中胚层特异

性嵌合表达。 在小鼠怀孕第 7 天,向其腹腔注入高

剂量的三苯氧胺从而诱导 Cre 激活,使得胚胎中胚

层 的 嵌 合 体 PIK3CAH1047R 表 达。 结 果 显 示:
PIK3CAH1047R 胚胎小鼠具有一定胚胎致死性,但是部

分成活的小鼠幼仔皮肤可见多灶性及弥散的异常扩

张的静脉,计算机断层血管造影下可见泌尿生殖器

下腔静脉和门静脉异常扩张,多普勒超声可证明病

变部位的血流为静脉血。 组织病理学检查可见病变

部位由壁薄且不规则的血管组成,部分血管内含有

组织性纤维蛋白血栓并伴有局灶性间质性出血,淋
巴标记免疫染色可见零星分布的畸形淋巴管。 以上

特征表明 PIK3CAH1047R 胚胎小鼠病变可诊断为 VM,
与人类 VM 观察到的特征较相似。 此基因小鼠模型

和 Castel 等[13]建立的基因小鼠模型有相似的优缺

点,除此之外还有明显的缺点为此模型建造过程中

导致全身高度病理性血管形成而致使其早期胚胎致

死率较高,故建模效率较低。 此模型适合研究者探

索 VM 相关复杂表型综合征。
Di

 

Blasio 等[25] 通过在内皮细胞中局部表达

PIK3CA 激活突变建立了 VM 小鼠模型, 并使用

PI3K / mTOR 抑制剂证明可以消退鼠 VM 病变。 操

作如下:将 R26-PIK3CAH1047R 与 Cdh5-CreERT2 转基

因小鼠杂交,得到子代小鼠,然后在子代小鼠后腿肌

肉注射三苯氧胺诱导突变型 PIK3CA 蛋白的内皮细

胞表达,观察注射部位在肌肉中的局部表达情况。
结果显示:诱导 1 周后,注射部位出现明显的出血点

和血管异常。 组织病理学分析显示血管扩张,血管

由厚层的形态异常且不规则排列的内皮细胞构成,
并存在大小不一的细胞聚集团。 这些现象与人 VM
病变组织相似。 此模型相比 Castel 等[13] 和 Castillo
等[16]有所改进,突出优点为可直接观察到病变组织

发生发展情况,并且周期有所缩短。 此模型可用于

PIK3CA 突变的 VM 分子治疗研究。
2. 2　 移植模型

　 　 Le
 

Cras 等[26] 开 发 出 毛 细 血 管 静 脉 畸 形

(CLVM)的异体移植模型,并且用此动物模型进行

CLVM 发病机制的研究。 其方法与 Goines 等[22] 类

似,首先从 CLVM 患者的病变组织及硬化注射治疗

期间收集的病变部位血液中分离出内皮细胞并进行

免疫磁珠纯化、免疫荧光鉴定和单细胞克隆扩增;然
后使用 DNA 测序以确定为 PIK3CA 突变;最后将

2. 5×106 个内皮细胞在 200 μL 基质胶中混合均匀

后其注入到 6 ~ 7 周龄的雄性无胸腺 nu / nu 小鼠腹

部两侧。 结果显示注射部位在 11
 

d 后可见血管化

组织,组织病理学检查血管化组织中可见扩大的淋

巴管和充满血液的血管, 人泛内皮凝集素 Ulex
 

europaeus 凝集素 I 表达阳性,与 CLVM 患者组织相

似。 Castel 等[13]也通过将 PIK3CA 突变的 VM 内皮

细胞注射到免疫受损的裸鼠体内,细胞在注射后数

周形成与原始病变组织学和外观相似的高度血管化

和增生的肿块从而建立了 VM 动物模型。 此模型与

TIE2 突变的人异种模型移植的 VM 建模方法及优

缺点类似,适用于可获得大量人疾病组织标本的医

院和进一步研究 CLVM 发病机制及治疗的研究者。

3　 其他动物模型

　 　 在 VM 疾病治疗研究早期,研究者们使用兔正

常静脉代替 VM 疾病血管用于药物治疗研究。 白

南[37]运用家兔颈静脉替代 VM 的血管进行平阳霉
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素治疗 VM 的研究;Smithers 等[38] 通过向家兔颈静

脉注 射 乙 醇 来 模 拟 VM 硬 化 治 疗 后 模 型;
Kulungowski 等[39]也通过向兔面静脉注射乙醇来建

立面静脉硬化再狭窄的动物模型来证明贝伐单抗和

干扰素减少硬化治疗后的静脉再通。 由于兔正常静

脉和 VM 疾病血管在组织病理方面存在较大差异,
故使用兔正常静脉代替 VM 疾病血管用于实验研究

没有较强的说服力,随着基因工程小鼠和基于内皮

细胞移植模型的开发,此类模型已不再用于 VM 相

关机制及治疗的研究。
在 VM 分子学机制探索初期,Wang 等[40] 创建

了使用鼠类病毒癌基因的转基因小鼠模型。 在鼠类

中,鼠多瘤病毒(PyV) 会诱发多种肿瘤,包括淋巴

瘤、海绵状血管瘤和肉瘤,鼠多瘤病毒中 T 抗原基

因(PyMT)通过募集宿主未转化的内皮细胞使其迅

速转化,继而使得鼠胚胎内皮细胞永生化,从而导致

新生小鼠中血管肿瘤形成[41] 。 Wang 等[40] 首先基

于 Tet-on 系统构建了含有与 TetR 融合的 NK10 基

因的条件转基因质粒载体;然后使用显微注射技术

将目的片段注射到 C57BL / 6J 小鼠卵中;最后将其

目的基因小鼠与野生型 C57BL / 6J 小鼠交配获得子

一代小鼠,在鼠 6 周时加入强力霉素和蔗糖以诱导

MT 基因表达。 结果显示:加入强力霉素及蔗糖后 2
个月,小鼠的胸部皮肤出现了血管异常的病变,似畸

形的静脉病变。 此模型可能因为启动子控制的转基

因表达局限性而导致诱导的 VM 小鼠数量很少,并
且未进行相关基因突变研究,故没有被多数研究者

继续运用。

4　 总结

　 　 VM 是口腔颌面部常见的一种先天性局限性血

管发育异常,作用机制未完全明确。 近年来,随着对

VM 分子学机制的探究发现 TIE2 或 PIK3CA 突变使

其相应的受体非配体依赖性磷酸化从而导致其下游

的 PI3K / AKT / mTOR 信号通路和 RAS / MAPK / ERK
信号通路被激活,最终导致 VM 的发生[21,31-32] 。 基

于此机制研究者开发了不同基因突变的动物模型,
研究者可根据研究基因的不同进行选择。 除此之

外,研究者还需进一步选择建模方法。 根据建模方

法不同可大致分为移植模型和基因工程小鼠模型。
移植模型是人内皮细胞产生的血管腔与鼠脉管系统

连接,优点是建模过程较为简单,缺点为模型病变是

非天然形成,故此类方法仅适用于研究治疗方法及

效果的初步评估。 基因工程小鼠模型是在鼠内皮细

胞中选择性表达突变体 PIK3CAH1047R 的鼠系,优点

是可高度模拟人 VM 发病机制,缺点为过程繁琐并

且造价高,故此方法更适用于探索 VM 发病机制相

关研究。
目前,TIE2 功能获得性突变诱导 VM 的基因工

程鼠模型尚未见报道,可能原因是 TIE2 为血管发育

的关键基因,常规方法基因修饰后造成鼠在胚胎时

期死亡。 未来还需继续探索构建此基因突变动物模

型的新方法,可比较不同方法建立的同一突变类型

VM 动物模型与人 VM 的异同,从而选择出最优的

动物模型用于较常见突变基因导致 VM 的分子研

究。 基于 MAP3K3 突变导致的 VM 的动物模型也尚

未报道,可能还需要探索大量的分子学基础以寻找

建模方法。
标准的 VM 动物模型的缺失仍然是阻碍 VM 研

究发展的关键原因之一,动物模型建立目前依然存

在很大的挑战。 因已有的 VM 动物模型还不够成熟

或建立过程较为复杂,故并没有广泛用于 VM 的实

验研究,未来还需继续寻找稳定可靠且更易于建立

的动物模型方法,为 VM 的分子研究及靶向治疗提

供实验基础。
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人工智能在动物实验中应用的研究进展

王　 星1,2#,赵静怡1,2#
 

,张　 钰3∗,沈璐妍2∗

(1.吉林大学第二临床医学院,长春　 130012;2.吉林大学基础医学院病理生理学系,长春　 130021;
3.吉林大学基础医学院基础医学实验教学中心,长春　 130021)

　 　 【摘要】 　
 

实验动物伦理与 3R 原则是动物实验过程中必须遵守的基本准则。 但由于动物机体的复杂性,动
物体内实验所得到的各种数据面临着庞大而没有合适方法充分挖掘,复杂而有很多隐藏信息无法有效分析的问

题,导致实验动物使用数量居高不下。 在大数据的背景下,计算机科学与技术飞速进步,人工智能( artificial
 

intelligence,AI)取得了极大飞跃,其在实验动物领域相关数据库的建立与数学模型的构建、动物微观分子及宏观图

像、行为、基本生理指标等特征的识别、分类及预测中的应用广泛,有望成为研究人员的得力助手,在医学科研和临

床领域发挥至关重要的作用。 而相对微观分析,动物特征识别的宏观应用具有更高的可行性与实用性,本文就人

工智能技术在实验动物特征识别中的应用、挑战和展望进行综述。
【关键词】 　 人工智能;实验动物;特征识别
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　 　 【Abstract】　
 

The
 

ethics
 

and
 

3R
 

principle
 

of
 

experimental
 

animals
 

are
 

basic
 

tenets
 

that
 

should
 

be
 

strictly
 

obeyed.
 

However,
 

because
 

of
 

the
 

inner
 

complexity
 

of
 

organisms,
 

the
 

data
 

obtained
 

in
 

vivo
 

tend
 

to
 

be
 

gathered
 

in
 

voluminous
 

amounts.
 

There
 

is
 

a
 

lack
 

of
 

appropriate
 

method
  

to
 

thoroughly
 

explore
 

these
 

datasets,
 

which
 

are
 

too
 

complicated
 

and
 

contain
 

too
 

much
 

hidden
 

information
 

to
 

be
 

analyzed
 

effectively.
 

Therefore,
 

the
 

number
 

of
 

experimental
 

animals
 

performed
 

is
 

increasing.
 

However,
 

in
 

the
 

context
 

of
 

big
 

data,
 

and
 

with
 

the
 

rapid
 

development
 

of
 

computer
 

technology,
 

artificial
 

intelligence
 

(AI)
 

has
 

made
 

splendid
 

progress.
 

Nowadays,
 

AI
 

is
 

widely
 

applied
 

in
 

the
 

establishment
 

of
 

relevant
 

databases
 

and
 

mathematical
 

models
 

and
 

the
 

identification
 

and
 

prediction
 

of
 

features
 

of,
 

e. g. ,
 

microscopic
 

molecules,
 

macroscale
 



images,
 

behavior,
 

and
 

basic
 

physiological
 

indicators,
 

and
 

it
 

serves
 

as
 

a
 

powerful
 

and
 

convenient
 

auxiliary
 

tool
 

for
 

scientific
 

researchers.
 

Compared
 

with
 

micro-analysis,
 

the
 

macroscopic
 

application
 

of
 

character
 

recognition
 

seems
 

more
 

feasible
 

and
 

practicable.
 

This
 

paper
 

summarizes
 

the
 

applications,
 

challenges,
 

and
 

prospects
 

of
 

AI
 

use
 

in
 

the
 

recognition
 

of
 

phenomena
 

hidden
 

in
 

experimental
 

animal
 

data.
【Keywords】　 artificial

 

intelligence;
 

experimental
 

animal;
 

feature
 

recognition

　 　 人工智能(artificial
 

intelligence,AI)作为一项变

革性技术在医学领域展现出了巨大的应用前景,其
中占据主导地位的是机器学习( machine

 

learning,
ML)及深度学习( deep

 

learning,DL)。 目前在实验

动物领域,AI 为动物实验结果、影像资料等数据的

深入分析挖掘提供了有效的技术手段,促进了实验

动物相应数据库和数学模型的完善化和多样化,推
动了由真实记录动物模型特征为主向以多媒体计

算机为中心的软件化的特征识别与预测为主的转

变。 本文对 AI 技术在实验动物特征识别中的研究

现状综述如下。
1　 数据库的建立与数学模型的构建

　 　 实验动物不仅可获取的数据庞大,并且尚有诸

多隐藏信息,而 AI 数据分析是从浩如烟海的信息中

提取、发掘更能代表数据本质特征、更能反映数据

内在统计学规律的信息的主要途径[1] 。 随着数据

库的建立、完善,各种模型算法层出不穷,实验设计

的无假设驱动将逐渐取代传统的有假设驱动,为指

导后续实验方案制定提供良好基础[2-3] 。 因此如何

利用现有的数据构建数据库、设计适用于不同情况

的数学模型是进一步挖掘实验动物的宏观及微观

特征最为基础且至关重要的一步。
数据库及数据分析预测模型的建立为观测实

验动物的宏观特征提供了数据和方法学上的支撑。
其中,马林纳等[4]通过数据挖掘的方法整理、归纳、
分析、总结了子宫肌瘤动物模型构建的重要参数,
如:造模方法、周期、频次等,对建立合理的实验模

型、提高成模率具有重要意义;范小彪[5] 提出了全

新的皮下植入式除颤器的电极配置,通过对实验动

物模型进行有限元建模,并基于 SCI
 

Run 计算平台

对不同配置下的除颤电场进行仿真,为动物造模指

标选取提供参考。 Langendam 等[6] 开发了一种涵盖

毒理学、环境卫生和兽医等多方面的动物研究系统

综述数据库,可以快速识别有关实验动物的临床前

研究结果, 从而避免重复劳动, 减少研究浪费;
Pallast 等[7]提出一种基于云的多模态动物数据关系

数据库,汇总各种临床前特征数据,大大提高了数

据可访问性、数据处理效率和数据记录标准化。 以

上研究均体现了结合数据分析手段建立和完善数

据库、记录重要参数的必要性及对后续研究的指导

和提示作用。 另外,安国帅[8] 通过超高效液相色谱

-质谱联用技术检测损伤后骨骼肌的代谢情况,运
用多种 ML 算法构建数学模型,分析骨骼肌代谢物

随损伤时间的变化特点,表明了 AI 对实验动物数据

变化规律表征、预测的重要作用。
AI 数据分析及数据库的建立也可为实验动物

模型特征微观层面的检测提供数据支持。 其中,在
蛋白水平,段仕[9] 基于 ML 方法对 20 个数据库的

28592 个绵羊蛋白进行预测,成功搭建绵羊蛋白质-
蛋白质相互作用关系数据库,为今后深入研究动物

机体内蛋白质相互作用及功能提供数据支持;在基

因层面,黄宇[10]将 DL 应用于 m6A 修饰位点预测并

构建了一个高精度的跨物种 m6A 修饰位点预测模

型。 近年来,人源化肿瘤异种移植( patient
 

derived
 

tumor
 

xenograft
 

,
 

PDX)模型广泛应用于各种动物实

验中,主要通过在免疫缺陷小鼠上接种简单处理的

患者肿瘤组织、原代细胞等形成移植瘤,可以有效

保留原代肿瘤实质及其微环境的组织病理学、分子

生物学等基本特点,是极具前景的体内实验模型,
在诸多肿瘤中都有广泛应用[11-12] 。 并且基于测序

或芯片等方法获取的 PDX 模型的组学数据与 AI 技

术相结合有助于对肿瘤进行分子分型、在临床上指

导肿瘤患者的诊断与治疗,并且对于肿瘤微观分子

机制的揭示也有重要提示作用,目前已广泛用于药

物敏感性测试、新型生物标志物的研发、疾病预测

等领域[13-14] 。
总的来说,大量数据库及数据分析、识别和预

测模型的建立,为进行基因组学[15] 、表观遗传组

学[10] 、代谢组学[8] 、蛋白组学[16] 等多组学分析提供

了有效且重要的资源,并为动物实验进一步深入挖

掘发现某些特定通路的意义及某些分子的生物学

功能等实验动物的微观特征提供了数据和方法学

上的支撑,也将有效推动实验动物宏观特征相关研

究的实施。 而宏观特征因容易获取、直观可见等特

点研究开展广泛,相关成果层出不穷。
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2　 人工智能在实验动物特征识别中的应用

2. 1　 影像特征识别

　 　 基于 AI,实验动物影像特征的识别也取得了长

足进步,广泛涵盖了各种医学影像模式,包括组织

病理成像、超声成像、电子计算机断层扫描成像

(computed
 

tomography,
 

CT)、磁共振成像( magnetic
 

resonance
 

imaging,
 

MRI)和各种内镜成像等。 人工

智能与医学影像结合可以实现对图像的有效分割

与分类,极大推动医学影像学的发展,为提高疾病

诊断的敏感性和特异性提供新思路。
AI 技术与计算机辅助成像结合可对组织学切

片图像微观特征进行高精度检测和量化,为研究相

关病理变化提供数据支持:Zhang 等[17] 利用 DL 方

法对恒河猴胰腺 β 细胞分泌胰岛素颗粒的电镜照

片进行解析,为评估非人灵长类动物糖尿病早期胰

岛素合成的代偿性增加提供有效证据;Tokarz 等[18]

和 Yang 等[19]分别通过对心肌病和肝脂肪变性组织

学切片进行检测,并运用 DL 算法,高精度实现了对

相关疾病的识别、分类及严重程度的量化。
AI 与超声成像、MRI 及 CT 扫描相结合,对疾病

的诊断及发生发展的预测具有重要价值。 其中,付
甜甜等[20]基于肝纤维化大鼠模型不同成模时期的

超声灰阶与弹性图像结果,建立 ML 自动分类模型,
为预测肝纤维化进程提供重要参考;Tang 等[21] 采

用随机森林算法,对定量超声参数进行整合,实现

了对大鼠超声波射频图像和弹性成像图的精准分

类,为诊断脂肪性肝炎、肝纤维化及相关病理改变

提供重要依据。 而 Bie 等[22] 基于卷积神经网络

(convolutional
 

neural
 

network,
 

CNN) 以化学交换饱

和转移 MRI 的 Z -光谱特征为输入特征,证实了

CNN 在区分乳腺肿瘤类型方面的巨大潜力;李硕

等[23] 通 过 结 合 平 扫 MRI 与 主 动 学 习 ( active
 

learning,
 

AL )、 半 监 督 学 习 ( semi-supervised
 

learning,
 

SSL)有效评估了肝纤维化分期;Xu 等[24]

选取雪貂和兔子作为实验对象进行肺部 CT 扫描,
并基于 ML 的异常成像模式检测系统对气管树结构

进行自动提取分析,为研究肺部疾病提供计算机方

法学上的支持。
在医学领域,三维重建系基于医学成像等智能

集成的方法来构建三维组织结构的过程,从而实现

仿真效果。 近年来,三维重建技术在众多动物研究

中得到广泛应用:周明璋[25]以小鼠为研究对象进行

X 射线相衬显微成像,在多个角度观察肿瘤未被切

割的原始状态信息,印证肝脏从正常组织到肿瘤的

发生发展变化过程; 类似地, Shuvo 等[26] 、 Jiang
等[27]和 Iftikhar 等[28]结合 DL 算法与三维重建成像

技术对动物血流模式和流体动力学进行深入探讨。
在观测三维形态变化方面,AI 技术可对相应组织的

立体结构进行重塑,进而全方位检测结构变化。 其

中,Rytky 等[29]及 Huang 等[30] 基于 DL 分别对兔膝

关节钙化软骨和小鼠左心室心肌的 3D 形态变化进

行研究,提高了对组织结构和功能分析的准确性和

可重复性。 以上研究具体情况汇总见表 1。
2. 2　 动物行为特征识别

　 　 除动物的宏观影像特征外,在动物实验研究

中,客观量化动物行为是必要且有意义的。 然而,
传统的动物行为分析方法主要通过轨迹、速度等简

化的特征来量化,可能会造成行为描述不客观和信

息大量丢失的问题。 近年来在大数据背景下,依靠

互联网和高性能计算机发展起来的 DL、ML 与机器

视觉在识别、处理、分析动物的图像和视频及自动、
有序、定量地获取、拆解、预测动物行为方面具有一

定的优势。 但研究对象主要局限在实验后的动物

行为视频与图片,并且工作速度较慢,使其应用在

一定程度上受到限制[31-33] 。 因此,如何结合其他非

视频手段实时识别是新近需要面临的挑战。
2. 2. 1　 运动行为、姿势、轨迹的分析与预测

　 　 DL、ML 作为一种学习效率极高且易于训练的

模型,在动物行为识别中最为常用,并且不断进步。
其中,罗墨轩等[34]构建了包含小鼠行为学识别程序

的分析装置,研究在进食过程中饥饿小鼠对捕食者

视频刺激产生的行为反应;另外,DL 算法可以对动

物姿势进行拆解分析和合理预测:韩亚宁[35] 针对性

地使用 DL 姿态估计方法和无监督 ML 算法将小鼠

运动行为分解为精细的片段,进行统一的度量和表

征;Pereira 等[36]基于深度神经网络,对果蝇的运动

步态和动物姿势随时间变化进行动态分析,进而实

现对果蝇快速姿势动作的评估和预测。
相对于动物行为识别、姿势拆解等领域的广泛

应用,目前 AI 在运动轨迹分析方面的研究也有重要

进展。 郑秀娟[37] 搭建了大鼠旷野实验行为自动分

析模型,基于 RRM 算法和稳健 LOWESS 算法提取

其轨迹特征,判别率高达 100%;Rezaei 等[38] 利用点

过程滤波器和长短期记忆网络方法对海马部位细

胞记录的神经活动进行解码,在预测大鼠位置及轨

迹方面具有相当高的精度;Wijeyakulasuriya 等[39] 基
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　 　 　 　 表 1　 人工智能在医学影像学领域的应用
Table

 

1　 Application
 

of
 

artificial
 

intelligence
 

in
 

medical
 

imaging
作者,年限
Author,Year

动物种类
Animal

 

species
影像学方法

Imageological
 

method
AI 算法

AI
 

algorithms
研究对象

Object
 

of
 

study

Zhang[17] ,2019
恒河猴

Rhesus
 

monkeys
电子显微镜成像

Electron
 

microscopy
 

imaging

深度学习框架的多分支全卷积网络
Multi-branch

 

fully
 

convolutional
 

network
 

of
 

deep
 

learning
 

framework

胰腺组织学图像
Histological

 

images
 

of
 

the
 

pancreas

Tokarz[18] ,2021
大鼠
Rats

组织学切片成像
Histological

 

section
 

imaging

卷积神经网络与计算机辅助图像算法
CNN

 

and
 

computer-aided
 

image
 

algorithm

心脏组织学图像
Histological

 

images
 

of
 

the
 

heart

Yang[19] ,2019
兔

Rabbits
组织学切片成像

Histological
 

section
 

imaging
卷积神经网络

CNN
肝脏组织学图像

Histological
 

image
 

of
 

liver

Fu[20] ,2019
大鼠
Rats

超声成像
Ultrasonic

 

imaging
支持向量机

SVM
肝血管结构

Hepatic
 

vascular
 

structure

Tang[21] ,2019
大鼠
Rats

超声成像
Ultrasonic

 

imaging
随机森林

Random
 

Forest
肝脏组织

Liver
 

tissue

Bie[22] ,2022
小鼠
Mice

MRI 成像
Magnetic

 

resonance
 

imaging
卷积神经网络

CNN
乳腺肿瘤组织

Breast
 

tumor
 

tissue

Li[23] ,2021
兔

Rabbits
MRI 成像

Magnetic
 

resonance
 

imaging
半监督学习和主动学习

SSLandAL
肝实质结构

Parenchyma
 

of
 

liver

Xu[24] ,2015
雪貂和兔子

Ferret
 

and
 

rabbits
CT 成像

Computed
 

tomography
 

imaging
随机森林

Random
 

Forest

气管及支气管树结构
Tracheal

 

and
 

bronchial
 

tree
 

structure

Zhou[25] ,2021
小鼠
Mice

X 射线显微成像
X-ray

 

microscopic
 

imaging

决策树、随机森林和
支持向量机

Decision-making
 

tree、
 

random
 

Forest
 

and
 

SVM

肝脏肿瘤组织
Liver

 

tumor
 

tissue

Shuvo[26] ,2021
小鼠
Mice

多通道单焦点显微镜图像
Multi-channel

 

single-focus
 

microscopy
 

images

U-Net 卷积神经网络
U-Net

 

convolutional
 

neural
 

network

硬脑膜组织中血管与淋巴管结构
Vascular

 

and
 

lymphatic
 

structures
 

in
 

dural
 

tissue

Jiang[27] ,2020
大鼠
Rats

光学相干断层扫描血流成像
Optical

 

coherence
 

tomography
 

angiography

卷积神经网络
CNN

大脑血管结构
Cerebral

 

vascular
 

structure

Iftikhar[28] ,2011
兔

Rabbits
光学显微镜成像

Optical
 

microscopy
 

imaging
支持向量机

SVM

胸主动脉血管结构
Vascular

 

structure
 

of
 

the
 

thoracic
 

aorta

Rytky[29] ,2021
兔

Rabbits
CT 成像

Computed
 

tomography
 

imaging

卷积神经网络
 

和 U-Net 卷积
神经网络

CNN
 

and
 

U-Net
 

convolutional
 

neural
 

network

膝关节软骨组织
Cartilage

 

tissue
 

of
 

knee
 

joint

Huang[30] ,2021
小鼠
Mice

MRI 成像
Magnetic

 

resonance
 

imaging
M-Net 深度学习网络

M-Net
 

Deep
 

Learning
 

network

心脏左心室心肌组织
Myocardial

 

tissue
 

from
 

the
 

left
 

ventricle
 

of
 

the
 

heart

于随机森林、神经网络提出了一个高分辨率预测蚂

蚁运动的算法。
2. 2. 2　 神经生理学分析

　 　 复杂的中枢神经系统是实现动物行为、认知能

力的基本结构和功能单元,因此通过对动物行为、
认知等不同层面的剖析,或可识别、区分其处于的

不同神经生理学状态。 值得注意的是:Thanos 等[40]

提出了一种单摄像头自动跟踪小鼠进行社交测试

的方法,评估笼式饲养小鼠的社会行为,为相关神

经精神疾病研究提供数据支持;Dolensek 等[41] 通过

刺激小鼠口面部肌肉组织,录制头部固定小鼠的特

写视频,将小鼠在不同情绪突发事件中表现出的面

部表情分为不同的类别,定量和客观评估小鼠的不

同情绪特征。 基于 DL 将病理条件下光遗传诱发运

动的动物与正常动物肢体运动学进行对比分析,可
以明确脑干的不同神经元是否为改善帕金森患者
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运动的潜在临床治疗靶点,为利用脑深部电刺激、
药物或光遗传学等方法实现神经元的靶向刺激开

辟了新的道路[42-43] 。 　
总之,动物运动行为分析是贯穿中枢神经系统

功能及机制相关研究过程始末的不可或缺的一部

分,推动了新兴 AI、仿生学等与神经生理学交叉学

科的发展[44] 。 因此可靠的、自动化的、参数化的动

物行为描述、分析方法是动物行为学实验不断演

变、改进的基础,对促进相关学科的发展也具有极

大的价值。
2. 3　 动物基本生理指标的识别及预测

　 　 动物个体面部识别技术的飞速发展为动物研

究及生态研究打下了坚实基础。 Lencioni 等[45]基于

自动视频成像系统实现了对马面部表情的实时评

估和的对疼痛反应的及时监测,为动物的早期诊断

和治疗提供参考依据;胡旭[46]提出金丝猴面部识别

网络,为金丝猴身份的快速识别和行为分析提供技

术支持;何育欣[47]针对大熊猫视角变化和表情变化

提出了大熊猫面部识别 CNN 模型,有助于对大熊猫

个体进行自动化识别、长期监测。 动物个体面部识

别技术在快速识别与行为分析领域取得了极大的

飞跃,具有良好的应用前景。
基于视觉的遥测式生理指标测量技术的蓬勃

发展,虽然相对于人脸识别仍然以研究为主,落地

应用相对较少,但由于其可以基于面部视频对于心

血管、呼吸等诸多生理信号检测的特点,越来越受

到关注,为动物实验设计提供新思路、新角度。 并

且,基于信号检测的结果,结合 AI 不同的分析方法

或可区分生物体不同的生理状态,如心率变异性的

分析(包括时域、频域和非线性分析)已被证明可检

测出几种神经系统疾病自主神经的早期受累情

况[48-49] ;Liu 等[50]基于高光谱图像深度学习和 CNN
模型方法提出了更灵活可靠的体内无创光学血氧

饱和度的测量手段。 二维 CNN 在小鼠睡眠研究中

可以用于区分小鼠所处不同睡眠阶段及状态[51] ;基
于 DL 的 SOLOv2 快速实例分割框架可以实时跟踪

小鼠瞳孔大小进而评估蓝斑核功能状态[52] 。
在生理指标识别与生理状态明确的基础上,AI

在某些生理指标预测上也具有一定意义。 研究发

现相比传统的一般线性模型,ML 构建的体尺性状

与体重之间的回归预测模型更为准确[53] 。 还有研

究采用全卷积神经网络对实验动物血压、心率等血

流动力学指标进行预测[54-55] :某些研究采用 CNN

并行化模型对马心电图的心电节拍进行分类预

测[56] ;基于 DL 算法在心电图中 R 峰特征的提取、
分析、预测中也有重要作用[57-58] 。 由此可见,人工

智能相应算法在提示实验人员及时调整实验计划、
预估实验结果等方面具有较好的前景。
2. 4　 其他应用

　 　 器官的开发移植[59] 、动物的遗传与育种[60-61]

等领域也有 AI 应用的身影,如匹兹堡大学结合合成

生物学与 ML 算法,基于血液和胆汁处理系统实现

了肝衰竭小鼠的肝移植,为今后解决器官移植供体

短缺的问题提供新的角度和思路。
 

本质上,除了 AI 的方法和手段在实验动物上的

广泛应用,动物实验的开展对于人工智能算法的优

化与改进也具有积极的推动作用,两者是相辅相

成、相互促进的。 如传统的人工神经网络模型不能

很好地表达生物神经网络的计算机制,而基于动物

电生理实验数据的分析和处理,王玲[62] 将生物计算

机制与普遍适用的人工神经网络模型进行有机融

合,这也说明:以更简单有效的方式表达更复杂的

生理过程可能才是我们试图探讨 AI 在实验动物特

征识别中应用的最终目的和意义。

3　 挑战与展望

　 　 在医学领域,由于缺乏规范标注、系统整理的

大规模实验数据库及数学模型,AI 技术发展受到不

小的阻碍。 就目前而言,AI 尚无法取代实验动物在

医学科研中的主导地位,但或可成为科研人员的得

力助手。 同时我们也希望其在识别及预测实验动

物特征及其变化规律的基础上,能更好地在数据分

析上提供更丰富的维度,在实验设计上开拓研究者

的思路,在临床诊断治疗方面提出全新的角度,期
待 AI 在实验动物领域取得新的进展与突破。
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Beta 属冠状病毒亚基因组检测及应用进展

张亚青,戚菲菲,鲍琳琳∗

(中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较医学中心,国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室,
新发再发传染病动物模型研究北京市重点实验室,北京市人类重大疾病实验动物模型工程技术研究中心,

国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目前已知可以感染人类的冠状病毒(coronavirus)有 7 种,其中 Beta 冠状病毒属( beta
 

coronavirus)有

5 种。 人冠状病毒 OC43(human
 

coronavirus
 

OC43,HCoV-OC43)、人冠状病毒 HKU1(human
 

coronavirus
 

HKU1,HCoV-
HKU1)感染呈现季节性特征, 症状轻微。 严重急性呼吸综合征冠状病毒 ( severe

 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus,SARS-CoV)、中东呼吸综合征冠状病毒( middle
 

east
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus,MERS-CoV)和严重

急性呼吸综合征冠状病毒 2(severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,SARS-CoV-2)感染后迅速在人与人之间

传播,病毒流行对公共卫生安全和国民经济造成严重威胁。 核酸检测是鉴别、诊断和排查病毒感染患者的关键检

测方法之一,但核酸阳性并不意味着病毒具有传染性,需要探索一种快速反应病毒复制能力的检测方法作为补充。
研究证实 Beta 属冠状病毒在细胞复制过程中产生的亚基因组(subgenomic

 

RNA,sgRNA)可以作为判断病毒活性的

指标。 本文对 Beta 属冠状病毒亚基因组的检测应用等进行综述,旨在建立亚基因组检测方法,优化病毒检测方式,
完善实验室动物模型创建及药物疫苗有效性评价体系,助力开展实验研究。

 

【关键词】 　 Beta 属冠状病毒;亚基因组;病毒复制;检测方法
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　 　 【Abstract】　
 

Five
 

of
 

seven
 

coronaviruses
 

that
 

cause
 

respiratory
 

disease
 

in
 

humans
 

were
 

beta-coronaviruses.
 

HCoV-
OC43

 

and
 

HCoV-HKU1
 

show
 

seasonal
 

transmission
 

and
 

cause
 

mild
 

symptoms
 

after
 

infection.
 

SARS-CoV,
 

MERS-CoV
 

and
 

SARS-CoV-2
 

spread
 

rapidly
 

from
 

person
 

to
 

person,
 

which
 

posed
 

a
 

serious
 

threat
 

to
 

public
 

health
 

security
 

and
 

national
 

economy.
 

Nucleic
 

acid
 

testing
 

is
 

the
 

key
 

test
 

to
 

identify,
 

diagnose
 

and
 

screen
 

people
 

infected
 

by
 

virus,
 

but
 

the
 

positive
 

of
 

viral
 

loads
 

does
 

not
 

mean
 

the
 

virus
 

is
 

contagious. It
 

is
 

urgenly
 

to
 

explore
 

a
 

rapid
 

detecting
 

method
  

for
 

virus
 

replication
 

as
 

a
 

supplement
 

to
 

judge
 

virus
 

activity.
 

Studies
 

have
 

confirmed
 

that
 

the
 

subgenomes
 

produced
 

by
 

beta-coronaviruses
 

during
 

cell
 



replication
 

can
 

be
 

used
 

as
 

indicators
 

for
 

judging
 

viral
 

activity.
 

This
 

paper
 

reviews
 

the
 

detection
 

and
 

application
 

of
 

subgenomes
 

of
 

beta-coronavirus,
 

aiming
 

to
 

establish
 

subgenome
 

detection
 

method
 

,
 

optimize
 

virus
 

detection
 

method
 

,
 

perfect
 

experimental
 

animal
 

model
 

creation
 

and
 

drug
 

or
 

vaccine
 

effectiveness
 

evaluation
 

systems
 

and
 

help
 

to
 

carry
 

out
 

experimental
 

research.
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method

　 　 冠状病毒的传播和流行给人类带来了巨大的

威胁,全球仅因 SARS-CoV-2 感染死亡的人数已超

过 6000000 人,迅速判断病毒传染性在疫情防控及

药物研发中具有重要意义。 病毒片段或失活的病

毒同样可以通过核酸检测到病毒基因组,因此核酸

检测阳性并不意味着病毒具有传染性。 病毒培养

是目前公认判断病毒的复制能力检测方法,但病毒

培养检测耗时长,需要在生物安全三级实验室中进

行,对人员操作技术要求高。 有研究表明冠状病毒

在复制过程中产生的亚基因组可以反应病毒的复

制能力。

1　 亚基因组简介

1. 1　 亚基因组的发现

　 　 20 世纪 90 年代,研究者发现植物雀麦草花叶

病毒(brome
 

mosaic
 

virus,BMV)可在其负链基因组

RNA 内部特定位点上启动合成一节较短的 mRNA,
用于外壳蛋白的表达,这一短 mRNA 被称为亚基因

组,随后在烟草花叶病毒 ( tobacco
 

mosaic
 

virus,
TMV)感染的叶片中也检测到亚基因组的存在[1-3] 。
大部分正链 RNA 病毒进入细胞开始复制时,均需产

生亚基因组来作为结构蛋白和辅助蛋白合成的模

板。 相比于动物病毒,植物病毒基因组小,复制效

率高,产生亚基因组的比例也更高,更易研究亚基

因组的复制机制[2] ,因而对植物病毒亚基因组合成

机制的研究更为广泛。 但对植物病毒亚基因组的

研究通常集中在对病毒结构、转录机制以及进化关

系等方向[4-7] ,应用比较局限。 冠状病毒子代蛋白

的产生也通过合成亚基因组的策略来完成,但由于

具体机制不清或应用范围较窄,近几年对于冠状病

毒亚基因组的研究和应用才逐渐兴起。
1. 2　 亚基因组的作用

　 　 无论是植物病毒还是动物病毒产生的亚基因

组,均可在作为翻译模板、调控基因复制、参与病毒

重组等几个方面发挥作用。 绝大多数亚基因组

RNA 在病毒复制周期中起着类似 mRNA 的翻译模

板作用,但在鸡舍病毒(flock
 

house
 

virus,FHV)中发

现,亚基因组 RNA3 产生缺陷时,FHV 病毒无法对

病毒基因组中的 RNA2 进行翻译,即亚基因组 RNA
可以调控病毒基因的复制[8] 。 对大麦黄矮病毒

(barley
 

yellow
 

dwarf
 

virus,BYDV)的研究中也发现,
其亚基因组 RNA2( sgRNA2)的积累可以抑制病毒

RNA 依赖的 RNA 聚合酶 ( RNA-dependent
 

RNA
 

polymerase,RdRp ) 的翻译从而调控 BYDV 的复

制[9] 。 此外,有研究表明亚基因组 RNA 会参与病毒

的基因重组并使其获得新的特性[10-11] 。 亚基因组

在病毒复制中的作用可能并不限于以上几个方面,
需要进一步探索亚基因组的作用从而对病毒的特

性有更加全面的掌握。
1. 3　 亚基因组的产生方式

　 　 亚基因组的合成模型有内部起始模型、提前终

止模型、前导启动转录模型和不连续转录模型[1] ,
不同的产生方式使亚基因组具有不同的结构,但其

结构都相当于被截短的基因组。
(1)内部起始模型:在合成病毒 RdRp 之后,以

正链的 RNA 为模板合成全长负链 RNA,负链 RNA
用作基因组合成以及亚基因组合成的模板,因此负

链 RNA 上包括两种启动子,一种位于 3’附近,用于

合成子代病毒的正链基因组 RNA,另一种位于内

部,是亚基因组的启动子 ( subgenomic
 

promoter,
SGP)。 SGP 的活性受病毒 RNA 序列和二级结构的

影响。 合成亚基因组时,RdRp 结合于 SGP 并直接

生成正链亚基因组。 Miller 等[5] 最早在 BMV 病毒

中证实了内部起始模型的成立,随后发现其他植物

病毒如 TMV、 BYDV、 大麦条纹花叶病毒 ( barley
 

stripe
 

mosaic
 

virus,BSMV)等也通过这种方式完成亚

基因组的产生[12-13] ,部分正链 RNA 动物病毒如辛

德毕 斯 病 毒 ( sindbis
 

virus, SV ) 和 杯 状 病 毒 科

(caliciviridae)病毒的亚基因组也通过内部起始的方

式合成[14-15] 。
(2) 提前终止模型:在合成 RdRp 后,病毒在

RdRp 作用下合成负链 RNA 的过程中遇到终止信号

使合成终止,产生负链亚基因组,再以此为模板合

成正链亚基因组,而不将正链基因组转至全长负

链。 此模型的另一种机制为 RdRp 合成全长负链

后,在以负链为模板合成亚基因组的过程中遇到终
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止信 号 使 合 成 终 止。 研 究 表 明 环 曲 病 毒 属

(toroviruses)、乙型野田村病毒属( betanodaviruses)
等病毒采用提前终止的方法合成亚基因组[16-17] 。

(3)前导启动转录模型:合成全长负链后,以负

链为模板合成亚基因组,遇到 5’前导序列之后的前

导 转 录 调 控 序 列 ( leader-transcription
 

regulating
 

sequences,TRS-L)后停止,跳跃至目的亚基因组上

游的体转录调控序列 ( body-transcription
 

regulating
 

sequences,TRS-B),然后沿着 5’-3’的方向继续合成

亚基因组[1] 。
(4)不连续转录模型:与前导启动转录模型的

区别在于不连续转录模型不生成全长负链,而是直

接利用正链基因组合成负链亚基因组,合成过程中

遇到目的亚基因组上游的 TRS-B 时暂停,TRS-B 促

进负链 RNA 向 5’端的 TRS-L 移位从而促进负链亚

基因组的合成[11,18] ,再以此为模板合成正链亚基

因组。
前导启动转录模型和不连续转录模型的关键

是病毒基因组中的转录调控序列 ( transcription
 

regulating
 

sequences,TRS),这两种模型最初被提出

用于解释套式病毒目( nidovirales)下病毒的亚基因

组的产生,但随着研究的不断深入,研究者普遍认

为套式病毒目下病毒通过不连续转录模型完成亚

基因组的合成[11,19] 。
上述 4 种被广泛认可的模型大多产生具有相同

3’末端的亚基因组,通过产生亚基因组来完成子代

病毒复制的策略可能是由于病毒的大小有限,基因

的表达需要与其他基因共享顺式作用元件[2] ,这一

策略也实现了病毒基因在数量和时间上的差异表

达[1] 。 冠状病毒在分类地位中为套式病毒目下成

员,其亚基因组的合成也是通过不连续转录来完

成的。

2　 Beta 属冠状病毒及其亚基因组

　 　 Beta 冠状病毒属与 Alpha 冠状病毒属( alpha
 

coronavirus )、 Gamma 冠 状 病 毒 属 ( gamma
 

coronavirus) 同 属 于 套 式 病 毒 目 下 冠 状 病 毒 科

(coronaviriade)冠状病毒亚科(coronavirinae)。 已知

可以感染人类并引起呼吸道疾病的 7 种冠状病毒

中,有 5 种属于 Beta 冠状病毒属: HCoV-OC43、
HCoV-HKU、 SARS-CoV、 MERS-CoV 和 SARS-CoV-
2[20-21] 。 HCoV-OC43、HCoV-HKU1 感染主要引起常

见的自限性上呼吸道疾病, SARS-CoV、 MERS-CoV

和 SARS-CoV-2 的感染可发展为严重的、甚至危及

生命的呼吸道疾病和肺部损伤[22] 。 Beta 冠状病毒

属成员均为单正链 RNA 病毒,病毒颗粒中的核衣壳

蛋白(nucleocapsid
 

protein,N)形成的螺旋衣壳与基

因组 RNA 组成复合体,其外包被囊膜,囊膜上的主

要蛋白有纤突蛋白( spike,S)、膜蛋白( membrane,
M)和包膜蛋白(envelope,E)。

冠状病毒是已知的 RNA 病毒中基因组最大的

病毒,病毒 5’非翻译区(untranslated
 

region,UTR)之

后的 开 放 阅 读 区 1ab ( open
 

reading
 

frame
 

1ab,
ORF1ab)占据了基因组将近 2 / 3 的长度,ORF1ab 下

游为结构蛋白、辅助蛋白合成相关的基因组,基因

组的末端为 3’
 

UTR。 研究表明所有冠状病毒的基

因组都具有 5’-复制酶-S-E-M-N-3’这样一段固定的

结构[23] 。
冠状病毒与宿主细胞膜结合进入细胞后,以正

链基因组 RNA 为模板,依赖宿主中的酶对 ORF1a
和 ORF1ab 进行翻译,产生 pp1a 和 pp1ab 这两个大

的多肽,剪切拼接后形成病毒的复制酶蛋白。 正链

基因组在复制酶的作用下产生全长负链基因组,并
以此作为子代基因组合成的模板。 子代病毒的产

生还需要结构蛋白和辅助蛋白的作用,但与复制酶

蛋白不同的是,结构蛋白和辅助蛋白的合成以亚基

因组为模板。 包括 Beta 冠状病毒属在内的所有套

式病毒目下的病毒都采用“不连续转录模型”完成

亚基因组的合成[24] 。
冠状病毒正链亚基因组主要由 5’ 前导序列、

TRS 和目的蛋白基因到 3’polyA 尾的序列三部分组

成。 研究已经证实冠状病毒 mRNA 的翻译依赖于

5’端的帽结构[25] ,且 5’前导序列可以保护亚基因

组序列, 有利于病毒亚基因组和相关蛋白的积

累[26-27] 。 TRS 是亚基因组不连续合成时跳跃的关

键位点,由核心序列、5’和 3’的侧翼序列三部分构

成[28] ,其中最关键的是核心序列,核心序列是一段

高度保守的序列,SARS-CoV 与 SARS-CoV-2 的核心

序列均为 5’-ACGAAC-3’ [29-31] ,MERS-CoV 的核心

序列为 5’-AACGAA-3’ [32] , HCoV-OC43 和 HCoV-
HKU1 的核心序列为七聚体 5’-UCUAAAC-3’ [21] 。
除了最小的亚基因组外,其余的亚基因组都包含多

个开放阅读框(open
 

reading
 

frame,ORF),但在翻译

时只有靠近 5’端的 ORF 被翻译。 因此,尽管大多

数亚基因组在结构上是多顺反子,但在功能上是单

顺反子[1] 。 除了作为翻译模板外,目前并未发现冠
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状病毒亚基因组在其他调控病毒基因复制等方面

的作用。
冠状病毒在包装成子代颗粒时选择性的包装

RNA 分子,对于基因组 RNA 的选择是通过一种指

定选择性包装的 RNA 元件来实现的,但在亚基因组

RNA 中没有发现这种元件,因此亚基因组 RNA 不

会被整合到成熟的病毒颗粒中[24] 。

3　 Beta 冠状病毒亚基因组的检测

　 　 此前关于动物病毒亚基因组的研究主要针对

黄病毒属 ( flavivirus)、 丙型肝炎病毒 ( hepatitis
 

C
 

virus,HCV ) 和戊型肝炎病毒 ( hepatitis
 

E
 

virus,
HEV)等,且大部分的研究集中在亚基因组相关的

分子机制[33-34] 、药物对亚基因组的作用[35] 等方面,
很少应用于复制能力检测。 SARS-CoV-2 爆发后,核
酸检测无法准确反应病毒活性,而病毒培养需要在

高等级生物安全实验室进行且等待结果时间长,对
于亚基因组的检测可以快速、灵敏分析病毒活性,
逐渐成为研究热点。

研究者已通过测序等手段证实了 SARS-CoV-2
亚基因组的存在。 Kim 等[36] 通过边合成边测序技

术(sequencing
 

by
 

synthesis,
 

SBS)和基于纳米孔的直

接 RNA 测 序 ( nanopore-based
 

direct
 

RNA
 

sequencing, DRS) 两种互补的方法测定了 SARS-
CoV-2 的基因组和亚基因组,证实了 SARS-CoV-2 使

用 TRS 介导的模板转换机制进行不连续转录来产

生亚基因组。 结果显示,SARS-CoV-2 可以产生 9 种

不同的亚基因组,其中 N 亚基因组是表达最丰富的

转录本,其次是 S、ORF
 

7a、ORF
 

3a、ORF
 

8、M、E、
ORF

 

6 和 ORF
 

7b。 Doddapaneni 等[37] 研究表明,通
过捕获富集的方法,无需进行培养就可以从患者样

本中获得全长基因组和亚基因组读数。
亚基因组的检测与病毒培养之间的相关性已

经得到证实。 Kim 等[38] 对 20 个 COVID-19 患者的

189 个样本进行病毒载量以及亚基因组检测,并进

行细胞培养。 结果显示病毒培养阳性和亚基因组

检测阳性的平均持续时间分别为出现症状后

(11. 39±10. 34) d 和(13. 75±11. 22) d(P< 0. 437),
而病毒载量阳性平均持续时间为出现症状后

(22. 85±11. 83)d(P<0. 001),与病毒培养结果之间

有显著统计学差异,从而提示病毒亚基因组检测特

异性强于病毒载量的检测。 Perera 等[39] 收集了新

冠感染患者感染后 70 d 内的上呼吸道样本进行检

测,结果显示样本亚基因组的检测阳性和病毒培养

结果阳性持续时间一致,表明亚基因组结果与病毒

培养具有高度的相关性,可以通过检测亚基因组快

速判断病毒活性。 Dagotto 等[40]对感染 SARS-CoV-2
的恒河猴的病毒载量以及亚基因组进行连续监测,
结果显示,对病毒载量的检测无法区分输入的病毒

和体内新复制合成的病毒,而对于亚基因组的检测

更适合测定体内活跃复制的病毒。
亚基因组的常规检测可以通过微滴式数字

PCR ( droplet
 

digital
 

PCR, ddPCR ) 进行。 Oranger
等[41]建立了通过 ddPCR 测定 SARS-CoV-2

 

N、S 亚

基因组的方法。 ddPCR 是第三代 PCR 技术,灵敏度

高、特异性强,不依赖于标准曲线和内参基因就可

以对目的片段进行绝对定量,但检测成本较高,不
适用于快速大批量的检测。 实时荧光定量 PCR
(real-time

 

quantitative
 

PCR,RT-qPCR) 技术成熟稳

定、结果可靠、灵敏度和特异性也较高,通过 RT-
qPCR 检测亚基因组是目前大多数研究中使用的方

法。 Wölfel 等[29] 最先建立了 RT-qPCR 检测 SARS-
CoV-2

 

亚基因组的方法,研究者收集了新冠感染初

期患者痰液、唾液和粪便标本对标本中亚基因组复

制情况进行检测,结果显示痰液标本中亚基因组复

制明显,从而推测在感染初期病毒主要在上呼吸道

进行复制。

4　 亚基因组检测的应用

　 　 亚基因组是病毒进入细胞开始复制时才产生

的,且亚基因组检测与病毒培养结果具有高度的相

关性,所以亚基因组成为判断活病毒复制能力的检

测指标之一。 SARS-CoV-2 大流行的情况下,对于新

冠病毒亚基因组的检测被广泛开发,目前新冠病毒

亚基因组检测已经应用于样本检测、动物模型评

价、药物 / 疫苗有效性评价等多个方面[42-43] 。
4. 1　 亚基因组检测在临床检测中的应用

　 　 Casagrande 等[44] 对新冠死亡患者的角膜进行

病毒载量、亚基因组检测以及免疫组化等研究,从
而评价角膜移植时 SARS-CoV-2 传染的可能性。
Truong 等[45]研究免疫功能低下的人群感染 SARS-
CoV-2 后病毒亚基因组的变化,以判断病毒传染性

的变化。 亚基因组检测与病毒活性高度相关,临床

上可与病毒载量等指标结合判断患者体内病毒复

制情况,助力研究者深入分析病毒感染人体后的复

制情况,从而帮助改进隔离政策、缓解资源紧张。
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4. 2　 亚基因组检测在动物模型中的应用

　 　 已有研究者在动物模型评价中通过亚基因组

的检测来判断病毒复制情况。 Haddock 等[46] 研究

猪对新冠病毒的易感性实验中,发现个别样本中有

核酸阳性的情况,但亚基因组的检测均为阴性,说
明偶有的核酸阳性为病毒核酸片段残留,结合病理

证实了 3 周龄的“约克猪” 不是新冠的易感动物。
Falach 等[47] 研究肺损伤是否影响 CD-1 小鼠对

SARS-CoV-2 易感性时,检测分析不同组别小鼠肺组

织的病毒载量、亚基因组含量等指标,证实了预先

造成肺损伤会使 CD-1 小鼠对 SARS-CoV-2 敏感,表
现出严重的肺部损伤和高死亡率。 另外, Carroll
等[48] 利用仓鼠模型评价 SARS-CoV-2 突变株 B.
1. 427 / 1. 429 与 B. 1 的致病力差异时,也通过检测

咽拭子的亚基因组来评价病毒的复制能力。
动物模型是探索新冠病毒病理学、免疫学、传

播途径和发病机制的重要一环,也是疫苗和药物从

实验室走向临床中不可或缺的一部分,对于疫情防

控有着重要意义。 通过亚基因组检测与病毒载量、
病理图片等结果综合分析,可以更好的判断病毒在

动物体内复制情况,完善实验室动物模型评价体

系,助力疫情防控工作。
4. 3　 亚基因组检测在药物 /疫苗有效性评价中的

应用

　 　 亚基因组的检测也被应用于药物、疫苗有效性

评价中。 截至 2022 年 3 月 2 日,共 10 种新冠疫苗

列入 世 界 卫 生 组 织 ( World
 

Health
 

Organization,
 

WHO)发布的紧急使用清单中[49] , 其中 Moderna
 

mRNA-1273 和 ChAdOx1
 

nCoV-19 ( AZD1222) 两种

疫苗前期对动物保护作用的研究中,研究者通过检

测支气管肺泡灌洗液或肺组织样品中病毒亚基因

组 以 评 价 病 毒 复 制 能 力[50-52] 。 评 价 mRNA
 

BNT162b2 疫苗完全接种后对 SARS-CoV-2 感染的

保护作用时,采集人员鼻咽拭子和唾液样品并进行

病毒基因组和亚基因组病毒 RNA 检测[53] 。 此外,
样本中亚基因组检测也用于反应抗体 DH1052、瑞
德西韦等[54-55]是否可以抑制新冠病毒的复制。

Sia 等[56]研究证明了病毒高载量与具备传染性

之间没有必然联系,因此仅通过检测病毒载量无法

准确判断病毒复制能力,也就无法准确衡量药物或

疫苗治疗效果,通过亚基因组检测可以提高活病毒

的检出率,从而有助于判断药物疫苗治疗对病毒复

制的抑制效果,完善实验室药物、疫苗评价体系,助

力药物、疫苗开发工作。

5　 总结与展望

　 　 SARS-CoV-2 已持续流行 2 年,未来一段时间内

也将 与 人 类 共 存。 控 制 2019 冠 状 病 毒 病

(coronavirus
 

disease
 

2019,COVID-19)大流行的一种

有效策略是开发快速识别和隔离 SARS-CoV-2 感染

者的高精度方法。 研究者们利用多种技术检测其

亚基因组以便于快速判断病毒活性,对于疫情防控

有着积极意义。 未来可以尝试利用反转录重组聚

合 酶 介 导 恒 温 扩 增 技 术 ( reverse
 

transcription
 

recombinase
 

add
 

amplification, RT-RAA) 快速扩增,
并与侧向流试纸条结合( lateral

 

flow
 

dipstick,LFD)
使结果可视化,开发可行的 SARS-CoV-2 亚基因组

快速诊断方法对于节约资源和改进隔离政策将发

挥重要作用。
此外,病毒的亚基因组不仅是蛋白合成的模

板,还在病毒复制和重组中发挥一定作用,可以作

为抗病毒的潜在作用靶点。 亚基因组检测的发展

需要继续对亚基因组产生的机制进行更为深入的

研究,目前对于 Beta 属冠状病毒亚基因组产生过程

中涉及到的长距离 RNA-RNA 相互作用的元件、亚
基因组的代谢周期及其在病毒感染和发病机制中

的各种作用尚有待阐明。 亚基因组的检测可以深

入探索相关分子机制,有利于制定有效的病毒预防

策略,同时可以完善实验室动物模型创建及药物疫

苗有效性评价体系,助力研究者快速高效开展实验

研究,对于疫情防控有着重要意义。

参考文献:

[ 1 ] 　 Sztuba-Solińska
 

J,
 

Stollar
 

V,
 

Bujarski
 

JJ.
 

Subgenomic
 

messenger
 

RNAs:
 

mastering
 

regulation
 

of
 

( +)-strand
 

RNA
 

virus
 

life
 

cycle
 

[J] .
 

Virology,
 

2011,
 

412(2):
 

245-255.
[ 2 ] 　 Miller

 

WA,
 

Koev
 

G.
 

Synthesis
 

of
 

subgenomic
 

RNAs
 

by
 

positive-
strand

 

RNA
 

viruses
 

[J] .
 

Virology,
 

2000,
 

273(1):
 

1-8.
[ 3 ] 　 French

 

R,
 

Ahlquist
 

P.
 

Characterization
 

and
 

engineering
 

of
 

sequences
 

controlling
 

in
 

vivo
 

synthesis
 

of
 

brome
 

mosaic
 

virus
 

subgenomic
 

RNA
 

[J] .
 

J
 

Virol,
 

1988,
 

62(7):
 

2411-2420.
[ 4 ] 　 Jackson

 

AO,
 

Dawson
 

JRO,
 

Covey
 

SN,
 

et
 

al.
 

Sequence
 

relations
 

and
 

coding
 

properties
 

of
 

a
 

subgenomic
 

RNA
 

isolated
 

from
 

barley
 

stripe
 

mosaic
 

virus
 

[J] .
 

Virology,
 

1983,
 

127(1):
 

37-44.
[ 5 ] 　 Miller

 

WA,
 

Dreher
 

TW,
 

Hall
 

TC.
 

Synthesis
 

of
 

brome
 

mosaic
 

virus
 

subgenomic
 

RNA
 

in
 

vitro
 

by
 

internal
 

initiation
 

on
 

( -)-sense
 

genomic
 

RNA
 

[J] .
 

Nature,
 

1985,
 

313(5997):
 

68-70.
[ 6 ] 　 Kanodia

 

P,
 

Miller
 

WA.
 

Effects
 

of
 

the
 

noncoding
 

subgenomic
 

RNA
 

of
 

red
 

clover
 

necrotic
 

mosaic
 

virus
 

in
 

virus
 

infection
 

[J] .
 

J
 

641 中国比较医学杂志 2022 年 11 月第 32 卷第 11 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

November
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

11



Virol,
 

2022,
 

96(3):
 

e0181521.
[ 7 ] 　 Campbell

 

AJ,
 

Anderson
 

JR,
 

Wilusz
 

J.
 

A
 

plant-infecting
 

subviral
 

RNA
 

associated
 

with
 

poleroviruses
 

produces
 

a
 

subgenomic
 

RNA
 

which
 

resists
 

exonuclease
 

XRN1
 

in
 

vitro
 

[ J] .
 

Virology,
 

2022,
 

566:
 

1-8.
[ 8 ] 　 Eckerle

 

LD,
 

Ball
 

LA.
 

Replication
 

of
 

the
 

RNA
 

segments
 

of
 

a
 

bipartite
 

viral
 

genome
 

is
 

coordinated
 

by
 

a
 

transactivating
 

subgenomic
 

RNA
 

[J] .
 

Virology,
 

2002,
 

296(1):
 

165-176.
[ 9 ] 　 Shen

 

R,
 

Miller
 

WA.
 

Subgenomic
 

RNA
 

as
 

a
 

riboregulator:
 

negative
 

regulation
 

of
 

RNA
 

replication
 

by
 

Barley
 

yellow
 

dwarf
 

virus
 

subgenomic
 

RNA
 

2
 

[ J] .
 

Virology,
 

2004,
 

327( 2):
 

196
-205.

[10] 　 Bull
 

RA,
 

Hansman
 

GS,
 

Clancy
 

LE,
 

et
 

al.
 

Norovirus
 

recombination
 

in
 

ORF1 / ORF2
 

overlap
 

[ J] .
 

Emerg
 

Infect
 

Dis,
 

2005,
 

11(7):
 

1079-1085.
[11] 　 Pasternak

 

AO,
 

Van
 

Den
 

Born
 

E,
 

Spaan
 

WJ,
 

et
 

al.
 

Sequence
 

requirements
 

for
 

RNA
 

strand
 

transfer
 

during
 

nidovirus
 

discontinuous
 

subgenomic
 

RNA
 

synthesis
 

[ J] .
 

EMBO
 

J,
 

2001,
 

20(24):
 

7220-7228.
[12] 　 Koev

 

G,
 

Miller
 

WA.
 

A
 

positive-strand
 

RNA
 

virus
 

with
 

three
 

very
 

different
 

subgenomic
 

RNA
 

promoters
 

[ J] .
 

J
 

Virol,
 

2000,
 

74
(13):

 

5988-5996.
[13] 　 Johnson

 

JA,
 

Bragg
 

JN,
 

Lawrence
 

DM,
 

et
 

al.
 

Sequence
 

elements
 

controlling
 

expression
 

of
 

Barley
 

stripe
 

mosaic
 

virus
 

subgenomic
 

RNAs
 

in
 

vivo
 

[J] .
 

Virology,
 

2003,
 

313(1):
 

66-80.
[14] 　 Hertz

 

JM,
 

Huang
 

HV.
 

Evolution
 

of
 

the
 

Sindbis
 

virus
 

subgenomic
 

mRNA
 

promoter
 

in
 

cultured
 

cells
 

[J] .
 

J
 

Virol,
 

1995,
 

69(12):
 

7768-7774.
[15] 　 Morales

 

M,
 

B􀅡rcena
 

J,
 

Ramírez
 

Ma,
 

et
 

al.
 

Synthesis
 

in
 

vitro
 

of
 

Rabbit
 

hemorrhagic
 

disease
 

virus
 

subgenomic
 

RNA
 

by
 

internal
 

initiation
 

on
 

( -) sense
 

genomic
 

RNA
 

[ J] .
 

2004,
 

279 ( 17):
 

17013-17018.
[16] 　 Van

 

Vliet
 

ALW,
 

Smits
 

SL,
 

Rottier
 

PJM,
 

et
 

al.
 

Discontinuous
 

and
 

non-discontinuous
 

subgenomic
 

RNA
 

transcription
 

in
 

a
 

nidovirus
 

[J] .
 

EMBO
 

J,
 

2002,
 

21(23):
 

6571-6580.
[17] 　 Iwamoto

 

T,
 

Mise
 

K,
 

Takeda
 

A,
 

et
 

al.
 

Characterization
 

of
 

Striped
 

jack
 

nervous
 

necrosis
 

virus
 

subgenomic
 

RNA3
 

and
 

biological
 

activities
 

of
 

its
 

encoded
 

protein
 

B2
 

[J] .
  

J
 

General
 

Virol,
 

2005,
 

86(10):
 

2807-2816.
[18] 　 Zúñiga

 

S,
 

Sola
 

I,
 

Alonso
 

S,
 

et
 

al.
 

Sequence
 

motifs
 

involved
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

discontinuous
 

coronavirus
 

subgenomic
 

RNA
 

synthesis
 

[J] .
 

J
 

Virol,
 

2004,
 

78(2):
 

980-994.
[19] 　 Sawicki

 

SG,
 

Sawicki
 

DL.
 

Coronavirus
 

transcription:
 

a
 

perspective
 

[J] .
 

Curr
 

Top
 

Microbiol
 

Immunol,
 

2005,
 

287:
 

31-

55.
[20] 　 Corman

 

VM,
 

Muth
 

D,
 

Niemeyer
 

D,
 

et
 

al.
 

Hosts
 

and
 

sources
 

of
 

endemic
 

human
 

coronaviruses
 

[J] .
 

Adv
 

Virus
 

Res,
 

2018,
 

100:
 

163-188.
[21] 　 Liu

 

DX,
 

Liang
 

JQ,
 

Fung
 

TS.
 

Human
 

coronavirus-229E,
 

-OC43,
 

-NL63,
 

and
 

-HKU1
 

( Coronaviridae)
 

[ J] .
 

Encyclopedia
 

Virol,
 

2021:
 

428-440.
[22] 　 V’kovski

 

P,
 

Kratzel
 

A,
 

Steiner
 

S,
 

et
 

al.
 

Coronavirus
 

biology
 

and
 

replication:
 

implications
 

for
 

SARS-CoV-2
 

[ J ] .
 

Nat
 

Rev
 

Microbiol,
 

2021,
 

19(3):
 

155-170.
[23] 　 De

 

Haan
 

CM,
 

Volders
 

H,
 

Koetzner
 

CA,
 

et
 

al.
 

Coronaviruses
 

maintain
 

viability
 

despite
 

dramatic
 

rearrangements
 

of
 

the
 

strictly
 

conserved
 

genome
 

organization
 

[ J] .
 

J
 

Virol,
 

2002,
 

76 ( 24):
 

12491-12502.
[24] 　 Masters

 

PS.
 

The
 

molecular
 

biology
 

of
 

coronaviruses
 

[ J] .
 

Adv
 

Virus
 

Res,
 

2006,
 

66:
 

193-292.
[25] 　 Nakagawa

 

K,
 

Lokugamage
 

KG,
 

Makino
 

S.
 

Viral
 

and
 

cellular
 

mRNA
 

translation
 

in
 

coronavirus-infected
 

cells
 

[ J] .
 

Adv
 

Virus
 

Res,
 

2016,
 

96:
 

165-192.
[26] 　 Huang

 

C,
 

Lokugamage
 

KG,
 

Rozovics
 

JM,
 

et
 

al.
 

SARS
 

coronavirus
 

nsp1
 

protein
 

induces
 

template-dependent
 

endonucleolytic
 

cleavage
 

of
 

mRNAs:
 

viral
 

mRNAs
 

are
 

resistant
 

to
 

nsp1-induced
 

RNA
 

cleavage
 

[ J ] .
 

PLoS
 

Pathog,
 

2011,
 

7
(12):

 

e1002433.
[27] 　 Sola

 

I,
 

Almaz􀅡n
 

F,
 

Zúñiga
 

S,
 

et
 

al.
 

Continuous
 

and
 

discontinuous
 

RNA
 

synthesis
 

in
 

coronaviruses
 

[ J] .
 

Annu
 

Rev
 

Virol,
 

2015,
 

2(1):
 

265-288.
[28] 　 Alonso

 

SIA,
 

Sola
 

I,
 

Enjuanes
 

L.
 

Transcription
 

regulatory
 

sequences
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

coronavirus
 

transmissible
 

gastroenteritis
 

virus
 

[ J] .
 

J
 

Virol,
 

2002,
 

76( 3):
 

1293-1308.
[29] 　 Wölfel

 

R,
 

Corman
 

VM,
 

Guggemos
 

W,
 

et
 

al.
 

Virological
 

assessment
 

of
 

hospitalized
 

patients
 

with
 

COVID-2019
 

[ J ] .
 

Nature,
 

2020,
 

581(7809):
 

465-469.
[30] 　 Hussain

 

S,
 

Pan
 

JA,
 

Chen
 

Y,
 

et
 

al.
 

Identification
 

of
 

novel
 

subgenomic
 

RNAs
 

and
 

noncanonical
 

transcription
 

initiation
 

signals
 

of
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

[ J] .
 

J
 

Virol,
 

2005,
 

79(9):
 

5288-5295.
[31] 　 Brant

 

AC,
 

Tian
 

W,
 

Majerciak
 

V,
 

et
 

al.
 

SARS-CoV-2:
 

from
 

its
 

discovery
 

to
 

genome
 

structure,
 

transcription,
 

and
 

replication
 

[J] .
 

Cell
 

Biosci,
 

2021,
 

11(1):
 

136.
[32] 　 Corman

 

VM,
 

Ithete
 

NL,
 

Richards
 

LR,
 

et
 

al.
 

Rooting
 

the
 

phylogenetic
 

tree
 

of
 

middle
 

East
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

by
 

characterization
 

of
 

a
 

conspecific
 

virus
 

from
 

an
 

African
 

bat
 

[J] .
 

J
 

Virol,
 

2014,
 

88(19):
 

11297-11303.
[33] 　 Ding

 

Q,
 

Nimgaonkar
 

I,
 

Archer
 

NF,
 

et
 

al.
 

Identification
 

of
 

the
 

intragenomic
 

promoter
 

controlling
 

Hepatitis
 

E
 

virus
 

subgenomic
 

RNA
 

transcription
 

[J] .
 

mBio,
 

2018,
 

9(3):
 

e00769-00718.
[34] 　 Finol

 

E,
 

Ooi
 

EE.
 

Evolution
 

of
 

subgenomic
 

RNA
 

shapes
 

Dengue
 

virus
 

adaptation
 

and
 

epidemiological
 

fitness
 

[ J ] .
 

iScience,
 

2019,
 

16:
 

94-105.
[35] 　 Oo

 

A,
 

Rausalu
 

K,
 

Merits
 

A,
 

et
 

al.
 

Deciphering
 

the
 

potential
 

of
 

baicalin
 

as
 

an
 

antiviral
 

agent
 

for
 

Chikungunya
 

virus
 

infection
 

[J] .
 

Antiviral
 

Res,
 

2018,
 

150:
 

101-111.
[36] 　 Kim

 

D,
 

Lee
 

JY,
 

Yang
 

JS,
 

et
 

al.
 

The
 

architecture
 

of
 

SARS-CoV-
2

 

transcriptome
 

[J] .
 

Cell,
 

2020,
 

181(4):
 

914-921.
[37] 　 Doddapaneni

 

H,
 

Cregeen
 

SJ,
 

Sucgang
 

R,
 

et
 

al.
 

Oligonucleotide
 

capture
 

sequencing
 

of
 

the
 

SARS-CoV-2
 

genome
 

and
 

subgenomic
 

fragments
 

from
 

COVID-19
 

individuals
 

[J] .
 

PLoS
 

One,
 

2021,
 

16
(8):

 

e0244468.

741中国比较医学杂志 2022 年 11 月第 32 卷第 11 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

November
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

11



[38]　 Kim
 

JY,
 

Bae
 

JY,
 

Bae
 

S,
 

et
 

al.
 

Diagnostic
 

usefulness
 

of
 

subgenomic
 

RNA
 

detection
 

of
 

viable
 

SARS-CoV-2
 

in
 

patients
 

with
 

COVID-19
 

[ J] .
 

Clin
 

Microbiol
 

Infect,
 

2022,
 

28 ( 1 ):
 

101
-106.

[39] 　 Perera
 

Ra
 

PM,
 

Tso
 

E,
 

Tsang
 

OTY,
 

et
 

al.
 

SARS-CoV-2
 

virus
 

culture
 

and
 

subgenomic
 

RNA
 

for
 

respiratory
 

specimens
 

from
 

patients
 

with
 

mild
 

coronavirus
 

disease
 

[ J] .
 

Emerg
 

Infect
 

Dis,
 

2020,
 

26(11):
 

2701-2704.
[40] 　 Dagotto

 

G,
 

Mercado
 

NB,
 

Martinez
 

DR,
 

et
 

al.
 

Comparison
 

of
 

subgenomic
 

and
 

total
 

RNA
 

in
 

SARS-CoV-2
 

challenged
 

rhesus
 

macaques
 

[J] .
 

J
 

Virol,
 

2021,
 

95(8):
 

e02370-02320.
[41] 　 Oranger

 

A,
 

Manzari
 

C,
 

Chiara
 

M,
 

et
 

al.
 

Accurate
 

detection
 

and
 

quantification
 

of
 

SARS-CoV-2
 

genomic
 

and
 

subgenomic
 

mRNAs
 

by
 

ddPCR
 

and
 

meta-transcriptomics
 

analysis
 

[J] .
 

Commun
 

Biol,
 

2021,
 

4(1):
 

1215.
[42] 　 Yang

 

J,
 

Wang
 

W,
 

Chen
 

Z,
 

et
 

al.
 

A
 

vaccine
 

targeting
 

the
 

RBD
 

of
 

the
 

S
 

protein
 

of
 

SARS-CoV-2
 

induces
 

protective
 

immunity
 

[ J] .
 

Nature,
 

2020,
 

586(7830):
 

572-577.
[43] 　 Yu

 

J,
 

Tostanoski
 

LH,
 

Peter
 

L,
 

et
 

al.
 

DNA
 

vaccine
 

protection
 

against
 

SARS-CoV-2
 

in
 

rhesus
 

macaques
 

[ J] .
 

Science,
 

2020,
 

369(6505):
 

806-811.
[44] 　 Casagrande

 

M,
 

Fitzek
 

A,
 

Spitzer
 

MS,
 

et
 

al.
 

Presence
 

of
 

SARS-
CoV-2

 

RNA
 

in
 

the
 

cornea
 

of
 

viremic
 

patients
 

With
 

COVID-19
 

[J] .
 

JAMA
 

Ophthalmol,
 

2021,
 

139(4):
 

383-388.
[45] 　 Truong

 

TT,
 

Ryutov
 

A,
 

Pandey
 

U,
 

et
 

al.
 

Increased
 

viral
 

variants
 

in
 

children
 

and
 

young
 

adults
 

with
 

impaired
 

humoral
 

immunity
 

and
 

persistent
 

SARS-CoV-2
 

infection:
 

a
 

consecutive
 

case
 

series
 

[J] .
 

EBioMedicine,
 

2021,
 

67:
 

103355.
[46] 　 Haddock

 

E,
 

Callison
 

J,
 

Seifert
 

SN,
 

et
 

al.
 

Three-week
 

old
 

pigs
 

are
 

not
 

susceptible
 

to
 

productive
 

infection
 

with
 

SARS-COV-2
 

[J] .
 

Microorganisms,
 

2022,
 

10(2):
 

407.
[47] 　 Falach

 

R,
 

Bar-On
 

L,
 

Lazar
 

S,
 

et
 

al.
 

Mice
 

with
 

induced
 

pulmonary
 

morbidities
 

display
 

severe
 

lung
 

inflammation
 

and
 

mortality
 

following
 

exposure
 

to
 

SARS-CoV-2
 

[ J] .
 

JCI
 

Insight,
 

2021,
 

6(12):
 

e145916.

[48] 　 Carroll
 

T,
 

Fox
 

D,
 

Van
 

Doremalen
 

N,
 

et
 

al.
 

The
 

B. 1. 427 / 1. 429
 

(epsilon)
 

SARS-CoV-2
 

variants
 

are
 

more
 

virulent
 

than
 

ancestral
 

B. 1
 

(614G)
 

in
 

Syrian
 

hamsters
 

[ J] .
 

PLoS
 

Pathog,
 

2022,
 

18
(2):

 

e1009914.
[49] 　 Status

 

of
 

COVID-19
 

vaccines
 

within
 

WHO
 

EUL / PQ
 

evaluation
 

process
 

[ EB / OL]. [2022- 04- 02]. https: / / extranet. who. int /
pqweb / sites / default / files / documents / Status _ COVID _ VAX _
02April2022. pdf.

[50] 　 Fischer
 

RJ,
 

Van
 

Doremalen
 

N,
 

Adney
 

DR,
 

et
 

al.
 

ChAdOx1
 

nCoV-19
 

( AZD1222)
 

protects
 

Syrian
 

hamsters
 

against
 

SARS-
CoV-2

 

B. 1. 351
 

and
 

B. 1. 1. 7
 

[ J] .
 

Nat
 

Commun,
 

2021,
 

12
(1):

 

5868.
[51] 　 Van

 

Doremalen
 

N,
 

Lambe
 

T,
 

Spencer
 

A,
 

et
 

al.
 

ChAdOx1
 

nCoV-
19

 

vaccine
 

prevents
 

SARS-CoV-2
 

pneumonia
 

in
 

rhesus
 

macaques
 

[J] .
 

Nature,
 

2020,
 

586(7830):
 

578-582.
[52] 　 Corbett

 

KS,
 

Werner
 

AP,
 

Connell
 

SO,
 

et
 

al.
 

mRNA-1273
 

protects
 

against
 

SARS-CoV-2
 

beta
 

infection
 

in
 

nonhuman
 

primates
 

[J] .
 

Nat
 

Immunol,
 

2021,
 

22(10):
 

1306-1315.
[53] 　 Deiana

 

M,
 

Mori
 

A,
 

Piubelli
 

C,
 

et
 

al.
 

Impact
 

of
 

full
 

vaccination
 

with
 

mRNA
 

BNT162b2
 

on
 

SARS-CoV-2
 

infection:
 

genomic
 

and
 

subgenomic
 

viral
 

RNAs
 

detection
 

in
 

nasopharyngeal
 

swab
 

and
 

saliva
 

of
 

health
 

care
 

workers
 

[J] .
 

Microorganisms,
 

2021,
 

9(8):
 

1738.
[54] 　 Li

 

D,
 

Edwards
 

RJ,
 

Manne
 

K,
 

et
 

al.
 

In
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo
 

functions
 

of
 

SARS-CoV-2
 

infection-enhancing
 

and
 

neutralizing
 

antibodies
 

[J] .
 

Cell,
 

2021,
 

184(16):
 

4203-4219.
[55] 　 Boshier

 

FT,
 

Pang
 

J,
 

Penner
 

J,
 

et
 

al.
 

Evolution
 

of
 

viral
 

variants
 

in
 

remdesivir-treated
 

and
 

untreated
 

SARS-CoV-2-infected
 

pediatrics
 

patients
 

[J] .
 

J
 

Med
 

Virol,
 

2022,
 

94(1):
 

161-172.
[56] 　 Sia

 

SF,
 

Yan
 

LM,
 

Chin
 

AWH,
 

et
 

al.
 

Pathogenesis
 

and
 

transmission
 

of
 

SARS-CoV-2
 

in
 

golden
 

hamsters
 

[ J] .
 

Nature,
 

2020,
 

583(7818):
 

834-838.

〔收稿日期〕2022-04-20

841 中国比较医学杂志 2022 年 11 月第 32 卷第 11 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

November
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

11


