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美沙拉秦干预下 IBD 小鼠结肠组织的转录组分析
王怡如1#,周唯1#,蒋笑影1,潘一滨1,许言午2,曹永清1∗

(1. 上海中医药大学附属龙华医院肛肠科,上海　 200032; 2. 上海中医药大学基础医学院生物化学教研室,
上海　 201203)

　 　 【摘要】 　 目的 　 应用转录组测序技术 (RNA sequencing,RNA-seq) 检测炎症性肠病 ( inflammatory bowel
disease,IBD)小鼠结肠组织的基因表达变化,增进对美沙拉秦(5-aminosalicylic acid,5-ASA)治疗 IBD 的分子机制的

理解。 方法　 用葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium,DSS)建立 IBD 小鼠模型。 将 15 只 C57BL / 6 小鼠随机均分为

三组:对照组、DSS 组和 DSS+5-ASA 组。 每组随机选择 3 只小鼠取结肠组织进行测序,经两组间比较,鉴定差异表

达基因(differentially expressed genes,DEGs)及重要生物学信号通路。 随后通过基因表达数据库( gene expression
omnibus,GEO)中溃疡性结肠炎( ulcerative colitis,UC) 患者和经美沙拉秦治疗后患者结肠组织活检的微阵列

(microarray)数据,验证前面鉴定得到的子显著 DEGs。 结果　 DSS+5-ASA 组与 DSS 组比较中共得到 2983 个差异

表达基因,上调基因 604 个,下调基因 753 个;DSS 组与对照组比较,共得到 1626 个差异表达基因,其中上调基因

820 个,下调基因 806 个。 GO(gene ontology)和 KEGG 富集分析结果显示,这些 DEGs 与免疫反应等信号通路有关。
部分表达差异显著的基因如 Rnase1 和 Cxcl10,在 UC 患者结肠组织中有相似的表达趋势。 结论　 经美沙拉秦治疗

的 IBD 模型小鼠结肠组织的基因表达谱,与 IBD 患者对比进行验证,得到数个 IBD 治疗过程中可能涉及的基因和

生物学通路,增加了美沙拉秦对 IBD 治疗作用机制的进一步理解。
【关键词】 　 炎症性肠病;美沙拉秦;葡聚糖硫酸钠;转录组测序;差异表达基因

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2022) 01-0007-10

RNA-seq based gene expression profiling of colon tissue from a
mesalazine-treated mouse model of inflammatory bowel disease

WANG Yiru1#, ZHOU Wei1#, JIANG Xiaoying1, PAN Yibin1, XU Yanwu2, CAO Yongqing1∗

(1. Department of Anal-rectal Surgery, Longhua Hospital, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine,
Shanghai 200032, China. 2. Department of Biochemistry, School of Basic Medicine, Shanghai University of

Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203)
Corresponding author: CAO Yongqing. E-mail: cyq88tcm@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To explore gene expression profiling of colon tissues from mesalazine-treated inflammatory
bowel disease (IBD) mice using RNA-sequencing (RNA-seq), and provide a better understanding of the mechanism of
mesalazine (5-ASA) in the treatment of IBD. Methods 　 Dextran sodium sulfate (DSS) was used to establish the IBD
mouse model. Fifteen mice (C57BL / 6) were randomly assigned to three groups: control (n= 5), DSS (n= 5, using DSS
to induce IBD), and DSS+5-ASA (n= 5, using 5-ASA to treat IBD). Three mice per group were randomly selected and
colon tissues extracted for RNA-seq. Bioinformatic analysis was used for two comparisons (DSS vs. control, and DSS+5-
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ASA vs. DSS), and differentially expressed genes (DEGs) and biological signal pathways were identified. The top DEGs
were further examined using microarray data of biopsies from ulcerative colitis patients and those treated with 5-ASA.
Results　 Bioinformatic analysis identified 2983 DEGs, including 604 up-regulated and 753 down-regulated genes in the
DSS+5-ASA group and DSS group comparison. In the DSS group and control group comparison, there were 1626 DEGs,
820 of which were up-regulated and 806 were down-regulated. Gene ontology and KEGG analysis of these DEGs suggested
certain biological processes and pathways. The expression patterns of top DEG candidates, such as Rnase1 and Cxcl10,
were confirmed in patients’ samples. Conclusions 　 By exploring gene expression profiles in colon tissues from 5-ASA-
treated IBD mice using RNA-seq and human mucosal biopsies, this study identified genes and pathways involved in the
treatment process of IBD, providing new insights for understanding the mechanism of 5-ASA in IBD treatment.

【Keywords】 　 inflammatory bowel disease; mesalazine; dextran sodium sulfate; RNA sequencing; differentially
expressed genes
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 炎症性肠病( inflammatory bowel disease,IBD)
是一组慢性、复发性的消化道炎症性疾病,包括克

罗恩病 ( Crohn’ s disease, CD) 和溃疡性结肠炎

(ulcerative colitis,UC)。 UC 临床表现常见腹痛、腹
泻、粘液血便等。 近年来,IBD 已从传统的西方常见

病逐渐发展为一种全球性疾病,世界胃肠病学组织

(World Gastroenterology Organization,WGO)2015 年

发布的指南报道欧洲与北美 UC 最高患病率分别为

505 / 10 万、249 / 10 万[1]。 据预测,由于人口基数庞

大,我国 IBD 总病例数或将在 2025 年达到 150
万[2],据粗略估算,当前我国 UC 的患病率为 11. 6 /
10 万,已居亚洲之首[3-4]。 IBD 反复发作,迁延难

愈,患者多为 20 ~ 40 岁的青壮年,患病不但极大影

响患者生存质量,还带来沉重的经济负担,对 IBD
的防治和机制研究艰巨而迫切。

IBD 的发病机制通常认为与环境、感染、免疫、
遗传等因素有关,免疫因素被认为是诱发 IBD 的关

键因素[5]。 IBD 继发于肠道黏膜免疫系统的异常应

答可能引起持续的慢性炎症,免疫细胞激活后及其

分泌的炎性细胞因子,在 IBD 的发生发展过程中发

挥着重要的调控作用[6-7]。
IBD 的治疗药物包括氨基水杨酸制剂[8]、糖皮

质激素[9]、抗生素、免疫抑制剂及生物制剂等[10]。
其中,美沙拉秦(5-aminosalicylic acid,5-ASA)是 5-
氨基水杨酸的新型衍生药物,在肠道内通过接触肠

粘膜直接作用于黏膜及黏膜下组织,发挥抗炎作

用,临床上对于轻、中度 UC 的疗效较好,而副作用

较柳氮磺吡啶小[11-12],但该药物的体内药理机制尚

不明确,以往相关研究大多集中于蛋白水平,而在

IBD 这类复杂疾病的病理过程中,病变组织经治疗

好转后,其基因表达可能发生显著变化,故基因水

平的药理机制急需进一步探索。

前 期 以 “ IBD ”、 “ UC ” 和 “ 5-ASA ”、
“mesalazine”、“RNA-seq”为关键词在中英文数据库

中进行检索,未查询到应用转录组测序技术探索美

沙拉秦治疗 IBD 小鼠结肠组织中基因表达情况的

研究。 故课题组以葡聚糖硫酸钠 ( dextran sulfate
sodium,DSS)诱导建立 IBD 结肠炎小鼠,并以美沙

拉秦进行干预,经测量小鼠体重、粪便性转、DAI 评

分、结肠组织炎症程度及血清 IL-6 和 TNF-α 水平,
提示成功建立了 IBD 小鼠肠炎模型,证实美沙拉秦

有效减轻了小鼠结肠炎症,在 IBD 小鼠肠炎发展过

程中发挥了治疗作用[13],现将通过对结肠组织进行

转录组测序,从分子层面探索美沙拉秦治疗 IBD 的

作用机制,试图增进对这一过程的深入理解,为其

临床应用提供更多的理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

15 只 10 周龄 SPF 级 C57BL / 6 雌性小鼠,体重

20 ~ 23 g,购于上海西普尔必凯实验动物有限公司

【SCXK(沪)2018-0006】,饲于上海中医药大学实验

动物中心【SYXK(沪)2020-0009】,予灭菌饲料、蒸
馏水自由食饮,房间每 12 h 光照 /黑暗循环,温度 22
~ 25℃,湿度 50% ~ 70%。 本研究经过上海中医药

大学 附 属 龙 华 医 院 伦 理 审 查 批 准 【 审 批 号:
2018LCSY452】,实验动物按照 3R 原则给予人道

关怀。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

美沙拉秦缓释颗粒剂(艾迪莎,批号:15237,上
海爱的发制药有限公司)研磨成粉后用灭菌蒸馏水

配制成 25 mg / mL 的混悬液。 DSS(分子量 36 000 ~
50 000,CAS#9011-18-1 M.W.)(MP Biomedicals 公

8



中国实验动物学报 2022 年 2 月第 30 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2022,Vol. 30, No. 1

司,美国),用灭菌蒸馏水配制成 2. 5%(质量体积

比)的溶液。 超纯水机(Millipore,型号:Millipore,德
国),4℃ 冰箱 (中科美菱公司,型号:YC-260L,中
国),超低温冰箱 ( SANYO,型号:MDF-U 32V,日

本),包埋机(Thermo,型号:HistoStar,美国),切片机

(Leica,型号:RM2235,德国),组织脱水机(Leica,型
号:TP1020,德国),涡旋振荡器(其林贝尔仪器制造

有限公司,型号:D1008E,中国),掌上离心机(其林

贝尔仪器制造有限公司,型号:D1008E,中国),低温

离心机(Eppendorf,型号:5810R,德国),电子天平

(光学仪器厂,型号:FA1604,中国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物造模

适应性饲养 1 周后,将 15 只小鼠完全随机分为

3 组,每组 5 只,分别为对照组(Control 组)、模型组

(DSS 组) 和美沙拉秦组 (DSS + 5-ASA 组)。 参考

Chassaing 等[14] 造模方法,给予 DSS 组和 DSS + 5-
ASA 组小鼠 2. 5% DSS(每组 300 mL,每 2 d 一换)
自由饮用 7 d,第 8 天起给予灭菌蒸馏水继续自由饮

用 7 d;对照组小鼠自由饮用等量的灭菌蒸馏水。 第

8 天开始,DSS+5-ASA 组小鼠给予美沙拉秦(0. 5 g /
(kg·d))灌胃 7 d,每天 2 次,每次 0. 2 mL,对照组和

DSS 组小鼠灌胃等量的灭菌蒸馏水。
1. 2. 2　 模型评估指标

记录各组小鼠体重变化、粪便性状、血便、疾病

活动指数[15](disease activity index,DAI)、结肠组织

炎症程度指标评估造模效果。 使用 ELISA 试剂盒

(pg / mL,Abcam,美国)检测美沙拉秦用药后各组小

鼠血清中 IL-6 与 TNF-α 的表达水平,评估美沙拉秦

治疗作用。
1. 2. 3　 转录组测序

每组随机选取 3 只小鼠的结肠组织作为样本,
送至上海云序生物科技有限公司进行高通量转录

组测序。
(1)总 RNA 提取与质控:使用 TRIzol(TaKaRa,

日本) 从小鼠结肠组织中提取总 RNA,分别通过

NanoDrop􀳏 ND - 1000 分光光度仪 ( Thermo Fisher
Scientific,美国)和变性琼脂糖凝胶电泳测定 RNA
浓度、纯度和完整性。

(2)文库制备与测序:使用 rRNA 去除试剂盒移

除总 RNA 中的 rRNAs 后,通过总 RNA 文库制备试

剂盒预处理 RNA。 将 10 pM 文库变性为单链 DNA
分子,在 Illumina flowcell 上捕获后原位扩增为簇

( cluster ), 通 过 BioAnalyzer 2100 生 物 分 析 仪

(Agilent,美国)进行文库质控和定量后,在 Illumina
HiSeqTM4000(Illumina,美国)测序仪上采用双端模

式(PE mode)进行 150 cycle 测序。
(3) 测序分析:经过图像和碱基识别后,从

Illumina HiSeq 测序仪上收获原始序列( reads);经
cutadapt 软件(v1. 9. 3)修剪,删除低质量 reads,获得

高质量 reads 用于分析。 使用 hisat2 软件(v2. 1),将
高质量 reads 比对到小鼠参考基因组(UCSC MM10)
上,根据 ensembl gtf 基因注释文件中已注释的

mRNA,通过 cuffdiff 软件( cufflinks 的一部分)获得

FPKM(fragments per kilobase of transcript per million
mapped fragments),作为 mRNA 的表达谱。 使用 R
的 heatmap2 函数,以 FPKM 值进行差异表达 mRNA
聚类分析。 基于倍数变化( fold change)≥ 2. 0,即
log(FC) ≥ 1. 0,P-value ≤ 0. 05 及 FPKM 值至少在

一个样品中 ≥ 0. 1 作为差异筛选阈值,并在此基础

上进行基因本体论( gene ontology,GO)和京都基因

与基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of genes and
genomes,KEGG)富集分析。 GO 分析包括生物过程

( biological process, BP )、 细 胞 成 分 ( cellular
component,CC)和分子功能(molecular function,MF),
GO 分析注释并推测这些差异表达 mRNA 的功能;
KEGG 通路分析则是推断它们可能参与的生物学信

号通路,以 P ≤ 0. 05 作为显著富集的阈值。 应用

TargetScan 和 miRanda 软 件 预 测 关 键 环 状 RNA
( circular RNA, circRNA)、 微 小 RNA ( microRNA,
miRNA)和差异 mRNA 之间的相互作用,用 Cytoscape
软件构建 circRNA-miRNA-mRNA 关系网络。
1. 2. 4　 UC 患者结肠组织活检数据

以 “ IBD ”、 “ UC ”、 “ CD ” 和 “ 5-ASA ”、
“mesalazine”为关键词在 GEO 数据库中进行搜索,
仅得到了一个与人类 UC 相关的公共数据集

(GSE46451)。 该数据集通过微阵列(Microarray)技
术检测了 3 组(无炎症无用药组、有炎症无用药组

和有炎症美沙拉秦治疗组,n = 3)UC 患者结肠组织

的基因表达谱,以探究美沙拉秦对 UC 患者的治疗

效果与副作用[16]。 具体操作为:将活检组织切片置

于 24 孔培养板的一个孔中,内有 300 μL 无血清

HL-1 培养基,依次加入 100 U / mL 青霉素钠、100
mg / mL 硫酸链霉素、50 μg / mL 庆大霉素,分别加入

和不加 5-ASA(50 mmol)后在 37°C、5% CO2 条件下

培养 6 h。 FC > 2 和 P < 0. 05 定义为基因差异表
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达。 更多细节见 MacFie 等[16]的原始论文。
1. 3　 统计学分析

使 用 GraphPad Prism 7. 0 软 件 ( GraphPad
Software 公司,美国)进行数据统计与分析。 计量资

料均采用平均值±标准差( 􀭰x ± s)表示。 正态分布的

计量资料组间比较采用 t 检验(student’s t test)或单

因素方差(One-way ANOVA)分析,偏态分布的计量

资料组间比较采用秩和检验(Kruskal-Wallis test)。
转录组测序基因表达差异分析采用 Quasi-likelihood
(QL) F 检验。 P < 0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 mRNA 表达谱

转录组测序在 3 组小鼠结肠组织中共检测到 22

585 个 mRNA,其中有 2983 个差异表达。 当 DSS 组与

对照组比较时,分别有 820 个上调和 806 个下调的

mRNA;DSS+5-ASA 组与 DSS 组之间分别有 604 个上

调和 753 个下调的 mRNA。 表 1 列举了 DSS+5-ASA
组与 DSS 组比较中上调和下调的前 10 个差异表达基

因(differentially expressed genes,DEGs)及其基因描

述。 散点图描述了差异表达 mRNA 的分布(图 1A),
热图展示了对这些差异表达 mRNA 使用分层聚类分

析的结果(图 1B),每一列代表一个样品的表达模式,
高和低表达水平分别由红线和绿线指示。 编码-非编

码基 因 共 表 达 网 络 ( coding and non-coding co-
expression,CNC)分析确定了一个由 72 个 mRNA、39
个 miRNA 和 9 个 circRNA 组成的 circRNA-miRNA-
mRNA 网络(图 2)。

表 1　 DSS+5-ASA 组与 DSS 组比较中差异表达前 10 位的 mRNA
Table 1　 Top 10 DEGs in DSS+5-ASA vs. DSS

基因
Gene

基因描述
Description

倍数变化
FC

P 值
P value

上调
(DSS+美沙拉秦组

vs. DSS 组)
Up-regulated

(DSS+5-ASA vs. DSS)

Pdia2 蛋白质二硫异构酶 2 Protein disulfide isomerase associated 2 15. 6 0. 01
Pnliprp1 胰脂肪酶相关蛋白 1 Pancreatic lipase related protein 1 8. 8 0. 03
Cpb1 胰羧肽酶 B1 Carboxypeptidase B1 7. 9 0. 04
Reg1 再生胰岛源性 1 Regenerating islet-derived 1 6. 8 0. 02
Ctrl 糜蛋白酶样 Chymotrypsin-like 5. 8 0. 00

Rnase1 核糖核酸酶,RNase A 家族,1 Ribonuclease, RNase A family, 1 4. 8 0. 00
Mat1a 蛋氨酸腺苷转移酶 I,α Methionine adenosyltransferase I, α 4. 6 0. 01
Cpa2 胰羧肽酶 A2 Carboxypeptidase A2, pancreatic 4. 5 0. 00

Gm14434 预测基因 14434 Predicted gene 14434 4. 4 0. 00
Gp2 糖蛋白 2 Glycoprotein 2 4. 1 0. 00

下调
(DSS+美沙拉秦组

vs. DSS 组)
Down-regulated

(DSS+5-ASA vs. DSS)

Krt5 角蛋白 5 Keratin 5 7. 2 0. 02
Krt6b 角蛋白 6B Keratin 6B 6. 1 0. 05
Fabp6 脂肪酸结合蛋白 6,回肠 Fatty acid binding protein 6, ileal 6. 0 0. 00
Anpep 丙氨酰氨肽酶 Alanyl aminopeptidase 5. 9 0. 00
Ppbp 促血小板碱性蛋白 Pro-platelet basic protein 5. 5 0. 00
Ltf 乳转铁蛋白 Lactotransferrin 5. 4 0. 00

CxCl10 趋化因子配体 10 Chemokine ligand 10 5. 0 0. 01
Mmp13 基质金属肽酶 13 Matrix metallopeptidase 13 4. 8 0. 00
Iigp1 干扰素诱导 GTP 酶 1 Interferon inducible GTPase 1 4. 7 0. 00

Gm4841 预测基因 4841 Predicted gene 4841 4. 5 0. 00

2. 2　 GO 和 KEGG 分析

差异表达 mRNA 的 GO 分析结果显示,在生物

学过程(BP)方面,DSS 组与对照组相比,最丰富 BP
的条目是免疫系统过程(上调)和单生物体过程(下
调,图 3A)。 同时,DSS 组与 DSS+5-ASA 组相比,最
重要 BP 的条目分别是单生物体运输(上调)和对其

他生物的防御反应 (下调,图 3B)。 在细胞成分

(CC)方面,DSS 组与对照组相比较时,最富集的 CC

条目集中于细胞外区域(上调)和细胞器(下调,图
3C);DSS 组与 DSS + 5-ASA 组比较时,最富集的 CC
条目是囊泡(上调)和细胞外区域(下调,图 3D)。

在分子功能(MF)域中,DSS 组与 control 组比

较,最丰富的 MF 条目为蛋白质结合(上调)和催化

活性(下调,图 4A);而当 DSS 组与 DSS+5-ASA 组

相比时,结果显示催化活性(上调)和转运活性最为

重要(下调,图 4B)。
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注:A:所有基因的表达分布。 实线表示分析默认的显著倍数变化(≥ 2);B:差异表达基因的分层聚类分析。 每一列代表一个样品的表达模

式,高和低表达水平分别由红线和绿线指示。

图 1　 应用转录组测序分析美沙拉秦治疗 DSS 诱导的 IBD 的基因表达谱

Note. A. Expression distribution of all genes. Solid lines indicate significant fold changes (≥2) by default for analysis. B. Hierarchical cluster analysis of
differentially expressed genes. Each column represents the expression pattern of one sample, with high and low expression levels indicated by red and
green lines, respectively.

Figure 1　 Bioinformatics analysis of gene expression profiling during mesalazine treatment of DSS-induced IBD by RNA-seq

注:该网络由 72 个 mRNA(紫色),39 个 miRNA(绿色)和 9 个 circRNA(黄色)构成。

图 2　 编码-非编码基因共表达网络

Note. The network consists of 72 mRNAs (purple), 39 miRNAs (green) and 9 circRNAs (yellow) .

Figure 2　 Coding-noncoding co-expression (CNC) network analysis

对差异表达 mRNA 进行 KEGG 分析,共鉴定

出 285 条通路。 根据 P 值和富集分数,分别列出

了 DSS 组与对照组比较、DSS + 5-ASA 组与 DSS
组比较时上调和下调的前 10 个通路 (图 5A 和

5B) 。 比较结果中的相同通路包括粘蛋白 O-聚

糖生物合成、胰腺分泌物、丙酸代谢、外源性物质

通过细胞色素 P450 的代谢、近端小管碳酸氢盐

回收 ( DSS + 5-ASA 组与 DSS 组相比表达上调,
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图 3　 差异表达基因的 GO(BP 和 CC)分析

Figure 3　 GO (BP and CC)analysis of DEGs

DSS 组与对照组相比下调)和金黄色葡萄球菌感

染、细胞因子-细胞因子受体相互作用、TNF 信号

通路、肺结核、利什曼病和弓形虫病( DSS+5-ASA
组与 DSS 组相比表达下调,DSS 组与对照组相比

较时上调) 。
2. 3　 部分差异表达 mRNA 的验证

为进一步验证上述结果,在 DSS+5-ASA 组和

DSS 组比较中,选择了差异表达最显著的 10 个

上调 和 下 调 的 DEGs ( 表 2 ) , 在 GEO 数 据 库

(GSE46451)中将这些 DEGs 与 UC 患者结肠组

织样本中的表达水平进行对照。 如表 2 所示,与
无炎症无用药组和有炎症美沙拉秦治疗组相比,
有炎症 无 用 药 组 中 的 角 蛋 白 6B ( Keratin 6B,
KRT6B)和 γ 干扰素诱导蛋白 - 10 ( interferon-γ-
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图 4　 差异表达基因的 MF 分析

Figure 4　 MF analysis of DEGs

图 5　 差异表达基因的 KEGG 分析

Figure 5　 KEGG analysis of DEGs

31



中国实验动物学报 2022 年 2 月第 30 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2022,Vol. 30, No. 1

inducible protein-10,CXCL10) 表达升高,核糖核

酸酶 1( ribonuclease 1,RNASE1) 和胰羧肽酶 B1
( carboxypeptidase B1,CPB1) 表达下调。 微阵列

结果与我们的转录组测序结果部分一致。
表 2　 UC 患者结肠活检组织验证差异表达基因

Table 2　 Validation of selected DEGs from colonic biopsies of UC patients

基因
Gene

无炎症无用药
Non-inflamed_no drug

有炎症无用药
Inflamed_no drug

有炎症美沙拉秦治疗
Inflamed_5-ASA

GSM
1130498

GSM
1130499

GSM
1130500

GSM
1130492

GSM
1130493

GSM
1130494

GSM
1130495

GSM
1130496

GSM
1130497

PDIA2 108. 8 122. 5 125. 0 112. 7 120. 4 117. 1 122. 5 132. 7 113. 9
PNLIPRP1 125. 7 117. 2 120. 5 117. 6 104. 5 116. 9 109. 9 140. 3 122. 0

CPB1 414. 4 823. 6 389. 3 167. 2 476. 2 197. 1 160. 3 957. 6 144. 1
CTRL 132. 1 112. 8 133. 2 138. 0 130. 8 130. 2 137. 5 137. 8 142. 8

RNASE1 4178. 9 3433. 8 2547. 2 1852. 0 2333. 9 986. 3 1494. 8 1953. 2 2324. 2
MAT1A 122. 2 108. 1 113. 2 106. 8 121. 6 123. 0 102. 9 122. 5 129. 9
CPA2 127. 8 120. 1 125. 2 119. 1 117. 9 115. 2 118. 7 119. 5 124. 1
GP2 237. 3 208. 3 140. 9 145. 9 236. 9 142. 6 133. 8 214. 6 171. 6
KRT5 116. 1 109. 3 118. 0 121. 0 124. 8 121. 4 110. 0 119. 2 117. 6
KRT6B 131. 2 122. 7 132. 9 241. 8 185. 0 418. 0 156. 7 123. 5 162. 5
FABP6 117. 6 119. 9 119. 7 117. 2 143. 2 126. 6 169. 9 116. 9 128. 4
ANPEP 589. 8 1044. 8 610. 3 562. 1 2132. 6 353. 7 639. 4 1166. 3 2012. 7
PPBP 194. 3 219. 1 208. 2 248. 0 210. 4 209. 5 278. 2 199. 5 197. 1
LRF 144. 2 138. 2 135. 2 155. 4 147. 0 145. 6 146. 7 127. 9 137. 2

CXCL10 475. 5 215. 0 295. 7 585. 2 346. 6 2050. 2 287. 8 540. 4 433. 4
MMP13 128. 3 136. 1 147. 5 123. 7 120. 1 133. 8 120. 7 120. 6 126. 8

3　 讨论

转录组测序技术可在单核苷酸水平高效全面

的获得组织器官在特定状态下的整体转录过程,
mRNA 作为 DNA 与功能蛋白之间的生物信息桥梁,
测定肠粘膜组织在不同生理、病理状态下的转录活

动有助于对基因表达模式及表达水平进行量化,为
疾病研究提供重要策略。 5-ASA 是临床治疗 IBD 肠

道炎症的常用药物,其药理作用可能与花生四烯酸

代谢、抑制反应性氧自由基生成、逆转丁酸代谢障

碍、抑制免疫细胞活性及细胞因子表达有关[17],研
究报道,5-ASA 能下调肠道黏膜 IL-6 与 TNF-α 等与

IBD 密切相关的炎性细胞因子水平,经 5-ASA 治疗

后的炎性结肠组织中 NF-κB 原位激活被强烈抑制,
提示其可能通过干扰促炎性 NF-κB 信号传导,抑制

AMPK 活性从而减轻了大鼠的结肠炎症[18-19],但以

上美沙拉秦的药理机制是否为 5-ASA 的特异性作

用尚存在争议。 尽管 RNA-seq 技术已发展成熟,以
DSS 诱导的经典 IBD 小鼠模型及以 5-ASA 作为阳

性对照药物的研究也在 IBD 领域广泛应用,但目前

仍缺乏应用 RNA-seq 技术在基因水平研究 5-ASA
治疗 IBD 作用机制的报道。 本研究建立了 DSS 诱

导的 IBD 小鼠模型,其肠炎表现与人类 UC 相

似[20],经 5-ASA 灌胃治疗 7 d 后,小鼠实验性肠炎

得到减轻[16],通过 RNA-seq 检测各组肠粘膜组织

mRNA 的表达谱,将两组间的显著差异基因与 GEO
数据库中 UC 患者活检样本的基因表达进行对比,
部分 DEGs(如 Krt6b、Cxcl10、Rnase1 和 Cpb1)得到了

验证,一方面说明了测序结果的准确性,另一方面

提示经美沙拉秦治疗后的 IBD 小鼠模型与 UC 患者

的基因表达变化具有相似性,这些表达趋势相同的

基因可能揭示了部分药理机制的一致性,也可能是

治疗 IBD 的潜在靶点。 Krt6b 属于角蛋白基因家族,
组织受损时,促炎信号能够调节 Krt6b 的表达。
Klinghammer 等[21] 发现,TNF-α 对角质形成细胞具

有强烈的刺激作用,可诱导 Krt6b 的表达,尽管尚未

见文献报道 Krt6b 与 IBD 之间的关系,基于上述理

论和研究结果,推测 TNF-α 可能上调了 DSS 诱导的

IBD 小鼠结肠黏膜中 Krt6b 的表达,从而导致肠上皮

屏障的破坏。 Cxcl10 是一种炎症趋化因子,在 IFN-
γ 诱导的单核细胞促进促炎细胞因子的释放方面起

着重要的作用,在 IBD 患者的体内 CXCL10 表达水

平显著上升[22]。 Hyun 等[23] 认为,阻断 Cxcl10 能够

缓解 C57BL / 6 小鼠结肠炎症状,减轻肠道炎症。 测

序结果示,DSS 组小鼠结肠组织中的 Krt6b 和 Cxcl10
的表达水平显著高于 DSS+5-ASA 组和对照组,与前

人研究具有一致性。 Rnase1 是一种对血管和组织

起保护作用的细胞外循环内切酶。 它可以被促炎
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细胞因子调节,从而影响炎症过程中的内皮细胞功

能[24]。 Bedenbender 等[25] 发现,TNF-α 或 IL-1β 诱

导的炎症内皮细胞中 Rnase1 的表达显著降低。 测

序结果发现,与其他两组相比,DSS 诱导的小鼠炎性

结肠组织中 Rnase1 的表达明显下降,与前人研究趋

势相符。
同时,基于这些差异表达 mRNA 的 GO(BP)分

析结果显示,其功能条目与免疫系统过程、代谢过

程(包括免疫反应和炎性反应)和防御反应等相关,
表明黏膜免疫,尤其是 T 细胞反应可能在结肠炎性

损伤及 5-ASA 的治疗过程中起到了重要作用。
Holleran 等[26]指出先天性和适应性免疫途径的功能

障碍导致了 IBD 中异常的肠道炎症反应,测序结果

为这一观点增加了证据支持。 最后,基于差异表达

mRNA 的 KEGG 分析,提示 5-ASA 治疗肠炎的体内

过程不仅与细胞因子-细胞因子受体相互作用、TNF
信号途径、感染等炎症和免疫过程有关,还涉及胰

腺分泌、黏蛋白型 O-聚糖型生物合成、细胞色素

P450(cytochrome P450,CYP450)、丙酸代谢等多种

机制,具有广谱治疗作用[17],证明了以往药理研究

中的部分机制。 其中,外分泌型胰腺功能不全

(exocrine pancreatic insufficiency,EPI)是由于原发

性胰腺疾病或继发性外分泌型胰腺功能受损导致

的消化不良和吸收不良的重要原因。 EPI 在 IBD 患

者中发病率较高,国外研究统计,在 38%的 CD 患者

和 53%的 UC 患者中,胰腺病变没有胰腺炎的先兆。
大约三分之一的 CD 患者具有针对胰腺成分的自身

抗体,这提示 EPI 可能是由免疫诱导的途径削弱了

外分泌的功能引起的,且这些抗体似乎对 CD 具有

特异性[27]。 黏蛋白型 O-聚糖是黏蛋白的主要成

分,它们分布在人体的各种黏膜部位,特别是在携

带细菌的肠黏膜中表达。 黏蛋白是黏液的主要成

分,由杯状细胞分泌,并在常驻菌群和结肠中潜在

的免疫细胞之间形成保护性的稳态屏障[28]。 Xuan
等[29]发现大肠癌细胞中的 Core 3 黏蛋白型 O-聚糖

修复可以促进 MUC1 / p53 / mir-200c 依赖的上皮功

能。 细胞色素在人类的许多组织中表达,尤其是在

肝脏和肠道组织中。 细胞色素 P450 是一种可自身

氧化的单氧酶,能够代谢多种异源物质。 感染和炎

症过程与细胞色素的代谢密切相关,大多数细胞色

素酶具有类似于促炎性细胞因子的功能,此外,它
们通过直接激活感觉神经元和炎性细胞因子参与

病理性疼痛的发生和发展[30]。 近期研究示,肠道细

菌代 谢 的 短 链 脂 肪 酸 ( short chain fatty acids,
SCFA),如乙酸和丁酸,可减轻 IBD 动物模型的炎症

程度,对于增强肠道屏障功能和维持肠道稳态也具

有重要性[31-33]。 最后,基于差异的 DEGs,预测并构

建了一组由 72 个 mRNA、 39 个 miRNA 和 9 个

circRNA 组成的编码-非编码基因组成的共表达网

络,基因共表达网络主要围绕枢纽基因(Hub gene)
或基因模块(Gene modules)展开,枢纽基因是某个

通路或生物过程的关键基因,而有相似表达的基因

则会被归为同一模块,枢纽基因与其链接的基因模

块的相关性可以初步鉴定一些候选基因,为疾病诊

治提供预测及靶点,也为我们的进一步研究提供了

方向。
综上,本研究表明,5-ASA 治疗 DSS 诱导的 IBD

小鼠实验性肠炎的机制涉及了与免疫、炎症、代谢

等一系列生物学过程,改变了炎性肠粘膜的基因表

达,治疗前后部分差异表达的基因与 UC 患者的基

因表达一致,虽然这些结果尚待进一步验证,但仍

为 5-ASA 的机制提供了部分依据,也今后的研究提

供新的线索和思路。
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肝特异性 LCMT1 基因敲除小鼠模型的制备及鉴定

莫娇1,敖青青1,郑志坚1,吴懿洁1,梁宁静1,廖思米1,王新航2,陆彩玲1,
唐深2,李习艺1∗

(1. 广西医科大学公共卫生学院营养与食品卫生学系,南宁　 530021; 2. 广西医科大学基础医学院免疫学

教研室,南宁　 530021)

　 　 【摘要】 　 目的 　 建立肝特异性 LCMT1 基因敲除小鼠模型。 方法 　 运用 CRISPR / Cas9 技术构建肝特异性

LCMT1-KO 小鼠。 通过 RT-PCR、实时定量 PCR、Western Blot 和 HE 染色等方法鉴定及比较野生和敲除小鼠的差

异;观察和分析两组小鼠的一般情况、繁殖能力和子代存活率。 结果　 成功鉴定子代的基因型;LCMT1-KO 小鼠肝

LCMT1 mRNA 和蛋白质水平显著低于对照组小鼠;两组小鼠的饮食、饮水、体重、繁殖能力、子代存活率、肝外观和

HE 染色无明显差异;LCMT1-KO 小鼠心脏、大脑和肾组织中 LCMT1 表达与对照组相比没有显著变化;LCMT1-KO
小鼠 sgRNA 未发生脱靶。 结论　 成功构建肝特异性 LCMT1 基因敲除小鼠,为研究 LCMT1 基因在疾病中的调控作

用提供实验手段。
【关键词】 　 肝;LCMT1;Cre / Loxp;基因敲除
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Establishment of liver-specific leucine carboxyl methyltransferase-1
gene knockout mice

MO Jiao1, AO Qingqing1, ZHENG Zhijian1, WU Yijie1, LIANG Ningjing1, LIAO Simi1, WANG Xinhang2,
LU Cailing1, TANG Shen2, LI Xiyi1∗

(1. Nutrition and Food Hygiene, School of Public Health, Guangxi Medical University, Nanning 530021, China.
2. Immunology, School of Basic Medical Sciences, Guangxi Medical University, Nanning 530021)

Corresponding author: LI Xiyi. E-mail: leeciyee@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To establish a liver-specific leucine carboxyl methyltransferase-1 (Lcmt1) gene knockout
mouse model. Methods 　 The Lcmt1 knockout (Lcmt1-KO) mice were established with CRISPR / Cas9 technology. RT-
PCR, Real-time PCR, Western Blot and hematoxylin / eosin staining were used to characterize the differences between
wildtype and gene knockout mice. The general condition, reproductive ability and survival rate of offspring were also
observed in the two groups of mice. Results　 The genotypes of offspring were successfully identified. The hepatic mRNA
and protein levels of Lcmt1 were significantly lower in Lcmt1-KO mice than those in control mice. No significant differences
in diet, drinking water, body weight, reproductive ability, survival rate of offspring, liver appearance and hematoxylin /
eosin staining were found between the two groups. The expression level of Lcmt1 in brain, heart and kidney tissues were
equivalent between the two groups. The single guide RNA used to generate Lcmt1-KO mouse had no off-target actions.
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Conclusions 　 The liver-specific Lcmt1-KO mouse model was successfully constructed. This model provides the
experimental means for studying the regulatory role of hepatic Lcmt1 in diseases.

【Keywords】　 liver; Lcmt1; Cre / loxP; gene knockout
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　 　 亮氨酸羧基甲基转移酶 1 ( Leucine carboxyl
methyltransferase 1,LCMT1)是一种大小为 38 × 103

包含 334 个氨基酸的蛋白质,其序列高度保守,广泛

存在于动物、植物和酵母中[1-3]。 LCMT1 通过催化

蛋白磷酸酶 2A 催化亚基 C(PP2Ac)的羧基端亮氨

酸 309 位点发生甲基化,从而发挥其重要作用[4-5]。
蛋白磷酸酶 2A(PP2A)是丝氨酸 /苏氨酸家族的特

异性蛋白磷酸酯酶之一,由结构亚基 A,调节亚基 B
和催化亚基 C 组成的异源三聚体复合物,通过对下

游信号通路去磷酸化发挥重要的作用[6-8]。 研究发

现 LCMT1 和蛋白磷酸酶甲基酯酶 1(PPME1)共同

维持 PP2Ac 甲基化水平的动态平衡[9-10],干扰甲基

化动态平衡导致有丝分裂纺锤体大小异常、细胞生

长缓慢、细胞损伤甚至死亡[11-12]。 全身敲除 LCMT1
基因,导致全胚裂解物 PP2Ac 甲基化水平显著降

低,胎儿肝造血功能严重缺陷,胚胎死亡率高达

90%[13]。 高表达 LCMT1 促进 PP2Ac 去甲基化,保
护细胞免受 H2O2 诱导的氧化损伤[14-16]。 上述证据

表明 LCMT1 在细胞增殖和胚胎发育过程中是必不

可少的。 目前关于 LCMT1 在肝的研究较少,国内外

尚无在肝中特异性敲除 LCMT1 基因的动物模型。
本课题通过 Cre / Loxp 系统特异性敲除肝 LCMT1 基

因,在动物水平上探讨 LCMT1 基因在肝中的生物学

功能。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

采用 CRISPR / Cas9 技术构建 8 周龄 SPF 级

C57BL / 6N 背景的 LCMT1flox / +小鼠与 Alb-Cre+ / +小鼠

雌雄各 2 只,体重 18 ~ 22 g。 该工作与赛业生物科

技有限公司【SCXK(粤)2018-0032】合作完成。 动

物饲养在广西医科大学 SPF 级实验动物中心

【SYXK(桂)2020-0003】,8 周龄的 WT 鼠和 KO 鼠

各 5 只,体重 18 ~ 21 g。 饲养环境:温度 20 ~
26℃,湿度 40% ~ 70%,氨浓度不超过 14 mg / m3,每
12 h 进行明暗交替,垫料、鼠盒、水瓶高压灭菌。 所

有操作均符合实验动物伦理学要求(伦理审查备案

号:202107001)。

1. 1. 2　 主要试剂与仪器

鼠尾 DNA 提取试剂盒、逆转录试剂盒、DL2000
DNA Marker(TaKaRa 公司);TRIzol(天根生化科技

有限公司);SYBR Green Master(Roche 公司);I 型

核酸染料(北京索莱宝科技有限公司);琼脂糖粉、
PVDF 膜、化学发光液( Invitrogen 公司);蛋白预染

Marker(Thermo Fisher Scientific 公司);BCA 蛋白浓

度测定试剂盒、Anti-Tubulin(上海碧云天生物技术

有限公司,货号:AF0001);Anti-LCMT1(上海圣克鲁

斯生物技术有限公司,货号:SC-81609);山羊抗鼠

IgG / HRP、山羊抗兔 IgG / HRP (北京中杉金桥生物

技术有限公司);4%多聚甲醛通用型组织固定液

(大连美仑生物技术有限公司)。
PCR 仪、iBright 蛋白免疫印迹成像系统、-80°C

超低温冰箱(Thermo Fisher Scientific 公司);水平凝

胶电泳装置、电泳槽、电泳仪(Bio-Rad 公司);凝胶

扫描成像系统(北京天根生化科技有限公司);超纯

水仪(Millipore 公司);超净工作台(苏州净化设备

有限公司);水平摇床(上海智城分析仪器制造有限

公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 肝 LCMT1 敲除小鼠的构建策略

LCMT1 基因位于小鼠 7 号染色体,有 11 个外

显子,在 2 号和 3 号外显子两端插入 Loxp 位点(图
1A)。 根据 CRISPR / Cas9 技术原理,用显微注射法

将 sgRNA、Cas9 蛋白和打靶载体注射到小鼠受精

卵。 经胚胎移植,获得阳性 F0 代小鼠。 由阳性 F0
代小鼠与野生型小鼠交配得到 F1 代(LCMT1flox / +)
杂合子小鼠。
1. 2. 2　 肝 LCMT1 敲除小鼠的繁殖流程

将引进的 LCMT1flox / + 小鼠与 Alb-Cre+ / + 小鼠进

行交配,筛选出子代基因型为 LCMT1flox / + / Alb-Cre+ / -

的小 鼠 进 行 自 交, 最 终 获 得 子 代 基 因 型 为

LCMT1flox / flox / Alb-Cre 小鼠(KO 小鼠)和 Alb-Cre- / -

小鼠(WT 小鼠)(图 1B)。
1. 2. 3　 肝 LCMT1 敲除小鼠的基因型鉴定

对 4 周龄小鼠编号,剪下约 1 cm 鼠尾,置于 EP
管内,在冰上剪碎小鼠尾巴,加入 180 μL 的 Buffer
GL、20 μL 的 Proteinase K 和 10 μL 的RNase A,混匀
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图 1　 LCMT1 敲除小鼠的构建策略与流程图

Figure 1　 strategy and flow chart of LCMT1 knockout mouse

后于 56℃水浴锅消化过夜提取 DNA。 取1 μL DNA
进行 PCR 扩增,扩增产物在 1%琼脂糖凝胶电泳。
电泳完成后在凝胶扫描成像系统显影,根据对应片

段长度进行基因型鉴定。 Loxp 基因的上游引物:5′-
GTGCAGGCATCAGAGAGACAAGC-3′,下游引物:5′-
GACAAGGTCTCACTTCATATCCTGG-3′;Cre 基因上

游引物:5′-GAACGCACTGATTTCGACCA-3′,下游引

物: 5′-GCTAACCAGCGTTTTCGTTC-3′。

表 1　 脱靶位点信息

Table 1　 Off-target information
sgRNA 序列 sgRNA sequence 脱靶位点 Off-target site 脱靶序列 Off-target sequence

GTCAGCCTTGTTACTTAGTGTGG AG3 GGCACCTTTCTTACTTAGTGCAG
AGTTAGTCTAGCCTACTTGCTGG AG7 TGAGAGTCTAGCCTACTTGCAAG
TGCTACCACACTAAGTAACAAGG BG2 TGATACCTCATTAAGTAACACAG
AGCAAGTAGGCTAGACTAACTGG BG7 AGCCAGCAGGGTAGACTAACTGG

1. 2. 4　 观察小鼠的基本情况和繁育能力

观察两组小鼠的饮食、饮水、活动、生长发育状

态和繁殖能力等。
1. 2. 5　 小鼠肝 LCMT1 基因 mRNA 水平检测

(1)总 RNA 提取:取 8 周龄小鼠新鲜肝,置于

EP 管中,加入 150 μL TRIzol,用匀浆器研磨使组织

充分溶解,再加入 850 μL TRIzol 溶液,经酚 /氯仿法

提取总 RNA,使用 Bio Spec-nano 分光光度计测定

RNA 浓度。
(2)RNA 逆转录:利用 TaKaRa 公司的逆转录

试剂盒逆转录得到 cDNA。
(3)实时定量 PCR 体系:反应体系总共 20 μL:

ddH2O 3 μL,SYBR Premix(2×)10 μL,前后引物各 1
μL,cDNA 5 μL。 PCR 仪扩增条件: 95℃ 预变性

1 min,95℃变性 20 s,60℃退火延伸 1 min,40 个循

环。 内参 β-actin 上游引物:5′-GTGACGTTGACATC
CGTAAAGA-3′,下游引物:5′-GCCGGACTCATCGTA

CTCC-3′。 目 的 基 因 LCMT1 上 游 引 物: 5′-
AGAAGGAACGGCTGCTGTTGAATG-3′, 下 游 引 物:
5′-CTGCCCGAGGTAGCCCACTG-3′。
1. 2. 6　 Western Blot

(1)组织总蛋白提取:随机选取 LCMT1-KO 小

鼠和 WT 小鼠各 3 只,使用 RIPA 裂解液提取小鼠

肝、大脑、心和肾组织总蛋白,利用 BCA 蛋白定量试

剂盒测定蛋白浓度。
(2)SDS-PAGE 电泳:采用 10%的 SDS-PAGE 凝

胶电泳 2 h,转膜 1. 5 h,37℃摇床封闭 1 h,4℃过夜

孵育 LCMT1 一抗(1 ∶ 1000),次日用 TBST 洗膜 3
次,每次 10 min,加入山羊抗兔 IgG(1 ∶4000),37℃
孵育 2 h。 TBST 洗 3 次,每次 10 min。

(3)化学发光显影:化学发光剂 A 液和 B 液按

1 ∶1配置,用枪头向 PVDF 膜加适量发光液,并小心

涂抹均匀,用 iBright 蛋白免疫印迹成像系统显影。
1. 2. 7　 肝苏木精-伊红染色

小鼠肝置于 4%多聚甲醛组织固定液中,石蜡

包埋,切片,苏木精-伊红染色,观察肝形态学。
1. 2. 8　 LCMT1 sgRNA 脱靶分析

登录 Cas-OFFinder 网站(http: / / wwww.rgenome.
net / cas-offinder / ),将 sgRNA 序列录入,以小于等于

3 个碱基错配作为判断标准,脱靶信息如表 1 所示,
其中红色代表靶序列与 sgRNA 系列不同的碱基。
根据脱靶位点的 DNA 序列设计 PCR 引物, 对

LCMT1-KO 小鼠鼠尾 DNA 进行扩增,琼脂糖凝胶电

泳,切胶回收纯化目的片段,测序检测脱靶情况。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 24. 0 软件进行统计学分析,采用平

均值±标准差(􀭰x ± s) Graphpad Prism 8 软件绘图。
两组数据比较采用独立样本 t 检验,以双侧 P <
0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 肝 LCMT1 敲除小鼠基因型鉴定

小鼠交配产生子代的基因型鉴定结果见图 2。
使用 Loxp 引物和 Cre 引物对小鼠的基因型进行鉴

定,若 DNA 中存在 LCMT1flox / flox,则能扩增出 234 bp
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的片段,否则只有 172 bp 的片段;若有 Cre 基因,则
能扩增出 204 bp 的片段,反之则无法扩增出条带。
如图 2A 所示 1、2、3、5、6、8 均为带有 234 bp 的

LCMT1flox / flox基因目的条带;如图 2B 所示 2、3、5、6
均为带有 204 bp 的 Cre 基因目的条带。 其中 2、3、
5、6 为 LCMT1-KO 小鼠,1、4、7、8 为 WT 小鼠,9、10、
11 为空白对照。

图 2　 小鼠基因型鉴定

Figure 2　 Mouse genotype identification

2. 2　 小鼠的一般情况

8 周龄的 WT 小鼠和 KO 小鼠每日饮水、饮食和

体重无明显差异。 两组小鼠生长发育良好,毛发柔

顺有光泽(见图 3)。

图 3　 小鼠的一般情况

Figure 3　 General situation of mouse

2. 3　 小鼠的繁育情况

LCMT1-KO 母鼠每胎产 5 ~ 9 只幼鼠,成活率

> 90%,其中 LCMT1-KO 小鼠与 WT 小鼠的雌雄比

例如图 4 所示,LCMT1-KO 小鼠与 WT 小鼠繁殖情

况无明显差异。

图 4　 小鼠的繁殖规律

Figure 4　 Reproduction law of mouse

2. 4　 小鼠肝 LCMT1 的 mRNA 和蛋白水平

实时定量 PCR 结果显示 LCMT1-KO 小鼠与WT
小鼠相比肝中 LCMT1 mRNA 水平显著降低,具有统

计学差异(P < 0. 001) (见图 5A)。 Western Blot 结
果显示,与 WT 小鼠相比,LCMT1-KO 小鼠肝 LCMT1
蛋白表达显著降低(P < 0. 01)(见图 5B)。

注:与对照组相比,∗∗∗P < 0. 001。

图 5　 肝 LCMT1 基因表达和蛋白表达

Note. Compared with the control group,∗∗∗P < 0. 001.

Figure 5　 Liver LCMT1 gene expression and liver
LCMT1 protein expression

2. 5　 小鼠肝组织形态学改变

两组小鼠肝质地柔软、边缘锐利、表面光滑无结

节,呈棕红色(见图 6A)。 HE 染色结果显示两组小鼠
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肝小叶以中央静脉(CLV)为中心,呈放射性排列整

齐,肝细胞核呈紫蓝色,细胞质着色均匀呈红色。 未

发现脂肪滴异常积累和炎细胞浸润(见图 6B)。
2. 6　 小鼠肝外组织 LCMT1 的蛋白水平

Western Blot 检测小鼠 LCMT1 在肝外组织的表

达,两组小鼠 LCMT1 的表达在心脏、大脑和肾组织

中没有显著差异(见图 7)。
2. 7　 LCMT1 敲除小鼠脱靶位点分析

LCMT1-KO 小鼠 PCR 产物的测序峰图如图 8
所示,在可能脱靶的位点处未发现碱基突变、移码、
套峰、少峰和乱峰等现象,因此 LCMT1-KO 小鼠

sgRNA 未发生脱靶。

图 6　 小鼠肝组织及 HE 染色

Figure 6　 Liver of mouse and HE staining

图 7　 肝外组织 LCMT1 蛋白表达

Figure 7　 LCMT1 protein expression in extrahepatic tissue

注:A:AG3 位点;B:AG7 位点;C:BG2 位点;D:BG7 位点。

图 8　 PCR 产物的测序峰图

Note. A. AG3 site. B. AG7 site. C. BG2 site. D. BG7 site.

Figure 8　 Sequencing peak map of PCR products

3　 讨论

LCMT1 催化 PP2Ac 甲基化,调节 PP2A 的活性

和生物学功能[17]。 PP2A 在真核生物中广泛表达,
通过调节关键蛋白的去磷酸化,参与细胞代谢、细
胞分化和细胞周期等生理活动,已有大量报道显示

PP2A 在肿瘤、阿尔兹海默病和糖尿病等多种疾病

的病理进程中发挥关键性作用[18]。 LCMT1 作为细

胞内唯一催化 PP2Ac 甲基化的酶,其对机体的作用

尚未知。 为探讨 LCMT1 在体内的功能,既往研究尝

试构建全身 LCMT1 敲除小鼠,但结果显示 LCMT1
敲除纯合鼠子代存活率下降,在胚胎期12. 5 d时

LCMT1 蛋白几乎全部失活,胎儿肝发育和造血功能

受损,基因敲除鼠通常在胚胎期的 14. 5 ~ 16. 5 d死
亡[13],无法满足后续功能研究需求,同时也提示

LCMT1 对小鼠胚胎早期发育具有不可或缺的作用,
对 LCMT1 功能的体内研究需采取条件敲除的策略。

既往研究结果显示,PP2A 在肝糖代谢发挥重

要作用。 肝特异性敲除 PP2Ac 小鼠对外周葡萄糖

的清除能力增强,促进糖原沉积,抑制糖异生,增加
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小鼠糖代谢稳态[19]。 课题组前期研究发现肝细胞

MIHA 中 siRNA LCMT1,PP2Ac 去甲基化水平和糖

原合成增加,糖异生基因的表达水平降低[20],提示

LCMT1 可能通过调控 PP2A 在肝糖代谢中发挥重

要作用。 为进一步探讨肝 LCMT1 在体内的功能,本
研究采用 CRISPR / Cas9 方法构建肝特异 LCMT1 敲

除小鼠。 由于 LCMT1 的敲除作用是通过 Alb-cre 对

两个同向 LoxP 位点的特异性识别剪切而实现,而肝

特异 Alb-cre 小鼠的 Alb-cre 活性仅局限于肝,在胚

胎发育早期并未对全身的 LCMT1 位点发生剪切,因
而小鼠胚胎得以发育存活,从而实现肝特异性敲除

LCMT1 小鼠的成功构建。
本研究构建成功的基因敲除鼠,经基因测序未

发现 sgRNA 脱靶,采用实时定量 PCR 和 Western
Blot 检测小鼠各脏器 LCMT1 的表达,显示肝 LCMT1
水平显著降低,而在肝外组织中的表达没有显著变

化。 结果表明肝 LCMT1 特异性基因敲除小鼠表型

符合预期。 在目前完成的 8 周饲养时长中,该基因

敲除小鼠生长发育良好,毛发柔顺有光泽,繁殖子

代符合孟德尔遗传定律,子代存活率高。 解剖见肝

发育良好表面无结节,HE 染色显示小鼠肝细胞排

列整齐,未见细胞变性和坏死等病变,未见与野生

型鼠存在显著性差异。 后续研究将探讨在高糖高

脂饮食、衰老等代谢压力下,肝 LCMT1 基因特异敲

除对小鼠糖脂代谢的影响,以进一步明确 LCMT1 在

肝的功能。
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MMP2 在胃癌侵袭和转移中的作用
毛玉宁1,2,柳森森2,巩淼淼1,2,赵菊梅1∗,师长宏2∗

(1. 延安大学医学院,陕西 延安　 716000; 2. 空军军医大学实验动物中心,西安　 710032)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索 MMP2 在胃癌侵袭和转移中的作用,以期为胃癌转移提供新的预测指标及治疗靶点。
方法　 选择胃癌细胞系 MKN-1 转染慢病毒,使 MMP2 低表达,获得细胞系 sh-MMP2,并通过 RT-PCR 及 Western
Blot 检测转染后 MKN-1 细胞中 MMP2 表达情况。 进一步通过细胞划痕实验、Transwell、CCK8 实验分别检测 MMP2
低表达后细胞迁移能力、侵袭能力、增殖能力变化。 利用裸鼠建立 sh-MMP2 细胞系异种移植模型及转移模型,观察

MMP2 低表达后体内肿瘤生长变化及体内转移能力变化。 通过 RT-PCR 及 Western Blot 检测 MMP2 对 EMT 及细胞

凋亡的影响。 结果　 MMP2 低表达后胃癌细胞迁移能力(P < 0. 05)、侵袭能力(P < 0. 01)、增殖能力(P < 0. 05)均
下降。 体内实验结果显示 MMP2 低表达可显著减缓肿瘤生长及体内转移(P < 0. 01)。 进一步实验表明降低

MMP2 的表达,可抑制细胞 EMT 过程并增加细胞凋亡。 结论　 MMP2 低表达可通过抑制 EMT 过程及增加细胞凋

亡,减弱胃肿瘤细胞迁移能力、侵袭能力和增殖能力,抑制胃癌的发展。
【关键词】 　 胃癌;MMP2;转移;侵袭
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【Abstract】　 Objective　 To explore the role of matrix metalloproteinase-2 (MMP2) in gastric cancer invasion and
metastasis, so as to provide a new predictive index and therapeutic target for gastric cancer metastasis. Methods　 Gastric
cancer cell line MKN-1 was transfected with lentivirus to make a cell line with low expression of MMP2, denoted sh-MMP2.
Real-time PCR and Western Blot were used to detect MMP2 expression in MKN-1 cells after transfection. Cell scratch,
Transwell and CCK8 assays were used to detect changes in migration, invasion and proliferation, respectively, of MKN-1
cells. Xenotransplantation and metastasis models of MKN-1 NC and MKN-1 sh-MMP2 cell lines were established in nude
mice, and changes in tumor growth and metastasis were observed in vivo. The effects of MMP2 on apoptosis and epithelial-
to-mesenchymal transition ( EMT) were detected by Real-time PCR and Western Blot. Results 　 The migration (P <
0. 05), invasion (P < 0. 01) and proliferation (P < 0. 05) of gastric cancer MKN-1 cells were decreased with the
reduction of MMP2 expression. In vivo result showed that low expression of MMP2 significantly slowed down tumor growth
and metastasis (P < 0. 01). Further experiments demonstrated that decreasing MMP2 expression in gastric cancer cells
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increased apoptosis and inhibited the EMT process. Conclusions　 Low expression of MMP2 can retard the development of
gastric cancer by increasing cell apoptosis and inhibiting the EMT process, as well as reducing the migration, invasion and
proliferation of gastric cancer cells.

【Keywords】　 gastric cancer; MMP2; metastasis; invasion
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　 　 胃癌是全球第五大恶性肿瘤,其发病率为

5. 7%,死亡率为 8. 2%,为全球癌症相关死亡第三

位[1] 。 我国胃癌的发生率为 10. 26%,仅次于肺癌

位于第二位,死亡率为 12. 45%,位于癌症相关死

亡第三位[1] 。 目前临床胃癌的治疗方式主要为手

术治疗并辅以放疗及化疗,胃癌早起症状不明显

但早期胃癌患者的 5 年生存率高达 95% [2] ,大部

分患者发现时已经是晚期而晚期患者的五年生存

率却低于 30% [3] 。 生存率低的主要原因为术后复

发及远处转移[4] ,因此筛选出胃癌转移相关基因

可以通过提高诊断准确性及针对性治疗从而提高

患者生存率。 目前已筛选出一些分子,如 RelA、环
氧合酶-2、NF-κB 信号通路的分子等,这些分子均

在胃腺癌组织中表达增加,并参与肿瘤的生长、侵
袭和转移[5-9] 。 目前基质金属蛋白酶被报道在多

种癌症中与肿瘤的复发转移相关,但其要作为转

移预测指标及治疗靶点还需要探究及明确其作用

机制。
MMPs(matrix metalloproteinase,MMP)又称基质

金属蛋白酶,是锌依赖性内切蛋白酶家族,现已报

道的 MMPs 有 20 多种[10],在炎症调节、器官发育、
癌症发展中均发挥作用[11-13]。

因 MMP2 可水解胶原蛋白导致细胞外基质降

解,故与肿瘤的转移密切相关[14-15]。 已有文献报

道,MMP2 参与甲状腺癌、肺癌、肝癌、口腔癌的发生

发展,并与转移密切相关[16-19]。 然而 MMP2 在胃癌

中的作用尚不清楚。 本研究旨在研究 MMP2 在胃

癌侵袭和转移中的作用,探索其调控机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

18 只 SPF 级雄性 BALB / c 裸鼠,6 ~ 7 周龄,体
重 22 ~ 25 g,购自常州卡文斯实验动物有限公司

【SCXK(苏)2016-0010】,饲养在空军军医大学实验

动物中心 SPF 级屏障设施内 【 SYXK (陕) 2018 -
001】。 环境温度 23 ~ 25℃,相对湿度 40% ~ 60%,
12 h 昼夜交替,饲料经辐照处理,饮用水经高温高

压灭菌处理,动物自由摄食和饮水。 动物实验通过

了空军军医大学实验动物福利及伦理委员会批准

(审批号: 20180512)。 细胞异种移植模型分为

MKN-1 sh-MMP2 组和 MKN-1 NC 组,每组 5 只裸

鼠。 体内转移实 验 分 为 MKN-1 sh-MMP2 组 和

MKN-1 NC 组,每组 4 只裸鼠。
1. 1. 2　 细胞

人胃癌细胞 SGC-7901、MKN45、MKN-1、 BGC-
823 及人正常胃黏膜细胞 GES-1 购买于国家实验细

胞资源共享平台。 C61262 为本实验室培养的人胃

癌原代细胞。 细胞培养条件为 RPMI-1640 培养基

(10%胎牛血清 + 1%青链霉素),37℃、5% CO2 孵

箱中培养。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

RPMI- 1640 培养基和 0. 05% 胰酶购自美国

HyClone 公司;胎牛血清购自浙江天杭生物科技股

份有限公司;荧光定量 PCR 及 RNA 提取试剂盒等

分子生物相关试剂均购自大连宝生物工程有限公

司。 基质胶购自美国 Becton Dickinon 公司,transwell
小室购自美国 Corning Incorporated 公司,酶标仪

(Biotek Take,美国),荧光定量 PCR 仪 ( StepOne
Plus,Thermo Fisher,美国)等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 构建 MMP2 低表达胃癌细胞株

检测胃正常细胞系 GES-1 及五株胃癌细胞

MKN-1、MKN-45、BGC-823、SGC-7901、C61262 本底

MMP2 表达,并选择 MMP2 高表达胃癌细胞株构建

sh-MMP2细胞株。 之后设计 3 个小干扰 RNA 并转

染所选 MMP2 高表达胃癌细胞株,通过 qRT-PCR 和

Western Blot 实验检测其敲低效果,选取敲低效果

最佳小干扰 RNA 序列包装合成慢病毒,之后将慢

病毒转染所选细胞,嘌呤霉素(5 μg / mL)持续筛

选,待细胞稳定后,观察荧光信号并通过 qRT-PCR
和 Western Blot 检测转染效率,确认稳转株构建成

功并记作 sh-MMP2。
1. 2. 2　 实时 RT-PCR 分析

按照商品化 RNA 提取试剂盒(总 RNA 提取试

剂盒,TIANGEN,DP419)说明书提取总 RNA。 用微
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量酶标仪测定 RNA 浓度,根据测定结果,将其浓度

调整至 500 ng / μL。 根据 TaKaRa 试剂盒说明书

( PrimeScriptRT Master Mix, TaKaRa, RR036A ) 将

RNA 逆转录为 cDNA,反转录条件设置为 37℃ 15
min,85℃ 15 s。 荧光定量 PCR 反应按照 TaKaRa 试

剂盒(SYBR Premix Ex Taq II,TaKaRa,RR820A)进
行荧光定量 PCR 反应。 PCR 反应体系(20 μL):
SYBR Premix Ex Taq II 10 μL,上下游引物各 0. 5
μL,ROX Reference Dye (50 ×) 0. 4 μL,cDNA 模板

1 μL,ddH2O 7. 6 μL。 PCR 反应条件:95℃ 预变性

30 s,PCR 反应 95℃ 15 s,60℃ 30 s(荧光测量)40
个循环。 PCR 反应结束后直接进行熔解曲线分析

(95℃ 15 s,60℃ 60 s,95℃ 15 s)。 测定待测样本中

各基因的 Ct 值,每组样本检测 3 次,每次检测均做 3
个复孔,最终 Ct 值以平均数表示。 扩增的基因包括

MMP2、 E-Cadherin、 Vimentin、 Bax、 Bcl-2, 内 参 为

β-actin,相关信息见表 1。
表 1　 引物序列信息

Table 1　 Primer sequences of genes
引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence

MMP2
F:5’-ATGACAGCTGCACCACTGAG-3’
R:5’-ATTTGTTGCCCAGGAAAGTG-3’

E-Cadherin
F:5’-CTGGCTGACATGTACGGAGG-3’
R:5’-TCTCAAGGGAAGGGAGCTGA-3’

Vimentin
F:5’-AGCACTGAGAACTAGCAGCG-3’
R:5’-TGAGGGCTCCTAGCGGTTTA-3’

Bax
F:5’-GCCCTTTTGCTTCAGGGTTTC-3’
R:5’-GGAAAAAGACCTCTCGGGGG-3’

Bcl-2
F:5’-CAGGATAACGGAGGCTGGGATG-3’
R:5’-ACTTGTGGCCCAGATAGGCA-3

β-actin
F:5’-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’
R:5’-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3’

1. 2. 3　 免疫印迹分析

在 RIPA 裂解缓冲液中裂解细胞。 使用 BCA
试剂(中国 Beyotime)测量蛋白质浓度。 通过 SDS-
PAGE 分离等量的蛋白质,并用相应抗体 MMP2
(Abcam, ab92536)、E-Cadherin ( Proteintech,20874-
1-AP )、 Vimentin ( Proteintech, 10366-1-AP )、 Bax
(Cell Signaling,5023)、Bax(Cell Signaling,15071)进
行免疫印迹。
1. 2. 4　 Transwell 实验

将包被基质胶的小室放入 24 孔板中,在上室加

入 300 μL 预热的无血清培养基,使基质胶水化,室
温下静置 30 min 后,吸去剩余培养液。 对数期生长

的低表达 MMP2 胃癌细胞及阴性对照(NC)细胞用

0. 25%的胰酶消化并计数,用含无血清的 1640 培养

基重悬,调整细胞密度为 1 × 105,取 100 μL 细胞悬

液培养在 24 孔板 transwell 小室的上室,下室加入

500 μL 含 10%血清的 1640 培养基。 37℃ 5% CO2

培养箱培养 48 h 后,取出小室弃掉培养基,轻轻擦

掉上室的细胞,4%多聚甲醛固定 20 min,0. 2%结晶

紫染色 10 min 后,用 PBS 清洗 3 次,置于显微镜下

拍照观察。
1. 2. 5　 伤口愈合实验

将低表达 MMP2 的胃癌细胞及阴性对照(NC)
细胞接种于六孔板,显微镜下观察汇合度达到

90%,取 200 μL 的枪头制造划痕,尽量保证每个孔

的划痕宽度一致。 吸掉细胞培养液,PBS 清洗孔板

3 次,去掉划痕产生的细胞碎片。 加入新鲜无血清

培养基 RPMI-1640,显微镜下拍照,记为 0 h 细胞划

痕状态。 将 6 孔板放回培养箱继续培养,按 0、24、
48 h 拍照,倒置显微镜观察。 通过比较图像数据确

定细胞迁移情况。
1. 2. 6　 细胞增殖

通过 CCK8 测定法测量细胞增殖。 将细胞铺在

96 孔板(2000 个细胞 /孔)中,并在培养 0、6、12、18、
24、30 h,加入 100 μL 培养基 / CCK8 混合物(培养基

∶CCK8,9 ∶1)孵育 3 h 后,测量 450 nm 处吸光度值。
1. 2. 7　 肿瘤细胞异种移植

将 MKN-1 sh-MMP2 细胞及 MKN-1 NC 细胞用

0. 25%的胰酶消化后制备成细胞悬液,用 PBS 把细

胞稀释成 1 × 106 / mL 接种到 6 ~ 7 周龄的免疫缺

陷裸鼠皮下,每组 5 只用游标卡尺测量皮下肿瘤的

长度( l)和宽度(w),肿瘤体积(V)计算公式为:V =
1 / 2 × l × w2。 连续测定肿瘤体积,绘制肿瘤生长

曲线。
1. 2. 8　 体内转移模型

将 MKN-1 sh-MMP2 细胞及 MKN-1 NC 细胞用

0. 25%的胰酶消化后制备成细胞悬液,用 PBS 把细

胞稀释成 1 × 106 / mL 打入 6 ~ 7 周龄的免疫缺陷

裸鼠尾静脉,每组 4 只,通过小动物成像观察体内转

移情况,待出现转移后取小鼠肺组织切片进行 HE
染色。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 22. 0 和 GraphPad Prism 8. 4. 0 软件

进行数据统计学分析,所有实验均重复 3 次,计量资

料以平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示,组间比较采用独

立样本 t 检验,以 P < 0. 05 为差异具有显著性,P <
0. 01 为差异极具显著性。
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2　 结果

2. 1　 构建 MMP2 低表达胃癌细胞株

注:A:qRT-PCR 分析胃正常细胞系 GES-1 及五株胃癌细胞 MKN-1、MKN-45、BGC-823、SGC-7901、C61262 本底 MMP2 表达情况;B:Western Blot 分析胃

正常细胞系 GES-1 及五株胃癌细胞 MKN-1、MKN-45、BGC-823、SGC-7901、C61262 本底 MMP2 表达情况;C:qRT-PCR 分析 3 个小干扰 RNA 转染 MKN-
1后 MMP2 表达情况;D:Western Blot 分析转染 si-MMP2 628 后 MMP2 蛋白表达水平;E:qRT-PCR 分析转染慢病毒后 MMP2 表达情况;F:Western Blot
分析转染慢病毒后 MMP2 表达情况;与 MKN-1 NC 组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001。 (下图同)

图 1　 构建 MMP2 低表达稳转细胞株
Note. A. The expression of background MMP2 in normal gastric cell line GES-1 and five gastric cancer cell lines MKN-1, MKN-45, BGC-823, SGC-7901
and C61262 were analyzed by qRT-PCR. B. The expression of background MMP2 in normal gastric cell line GES-1 and five gastric cancer cell lines MKN-1,
MKN-45, BGC-823, SGC-7901 and C61262 were analyzed by Western Blot. C. Expression of MMP2 after transfection of MKN-1 with three small interfering
RNAs was analyzed by qRT-PCR. D. Western Blot analysis of MMP2 protein expression level after si-MMP2 628 transfection. E. Expression of MMP2 after
lentivirus transfection was analyzed by qRT-PCR. F. Western Blot analysis of the expression of MMP2 after lentivirus transfection. Compared with MKN-1
NC,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001. (The same in the following figures)

Figure 1　 Construction of stable cell line with low expression of MMP2

为了探索 MMP2 与胃癌侵袭和转移的关系,构
建 MMP2 低表达稳转细胞株。 通过 RT-PCR 及

Western Blot 检测胃正常细胞系 GES-1 及五株胃癌

细胞本底 MMP2 表达后发现 MKN-1 及 C61262 细胞

MMP2 本底表达高(图 1A、1B),因 C61262 细胞为

本研究室原代培养细胞,细胞状态不稳定,因此,选
用 MKN-1 进行下一步实验。 之后将设计的 3 个小

干扰 RNA 转染 MMP2 高表达胃癌细胞株 MKN-1,
通过 qRT-PCR 和 Western Blot 实 验 检 测 发 现

si-MMP2 628 敲低效果最佳(图 1C、1D)。 因此选取

si-MMP2 628 序列包装合成慢病毒,将慢病毒转染

MKN-1 细胞并检测 MMP2 表达情况,确认 MKN-1
sh-MMP2 构建成功(图 1E、1F)。
2. 2　 降低 MMP2 表达可抑制胃癌细胞侵袭、迁移

和增殖能力

MMP2 低表达稳转细胞株构建成功后,检测敲

低后细胞侵袭、迁移、增殖能力变化。 Transwell 结
果显示,MMP2 低表达后 MKN-1 细胞侵袭能力显著

降低(图 2A)。 进一步检测细胞迁移能力变化,细
胞划痕实验显示与对照组相比,MMP2 低表达后细

胞迁移能力显著下降(图 2B)。 细胞增殖实验显示

与对照组相比,MMP2 低表达后 MKN-1 细胞增殖能

力降低(图 2C)。 以上数据表明,MMP2 与肿瘤细胞

侵袭、迁移、增殖能力均显著相关。
2. 3　 降低 MMP2 表达可延缓肿瘤生长及体内转移

体外实验表明 MMP2 与肿瘤细胞侵袭、迁移、
增殖能力显著相关。 于是进一步进行体内实验验

证 MMP2 在体内的功能,将 MMP2 低表达 MKN-1
细胞及对照组细胞以 1 × 106 / mL 接种到裸鼠皮下,
密切监测肿瘤生长情况。 待肿瘤长至 100 mm3 左

右时每 4 d 测量肿瘤最长直径( l),肿瘤最短直径

(w),以计算公式 V = 1 / 2 × l × w2 计算肿瘤体积,
20 d后 MMP2 低表达组肿瘤体积平均为 495 mm3,
对照组肿瘤平均体积为 992 mm3。 综上所述,MMP2
低表达组肿瘤体积明显小于对照组肿瘤,肿瘤重量
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注:A:Transwell 分析 MMP2 低表达后细胞侵袭能力变化;B:细胞划痕实验分析 MMP2 低表达后细胞迁移能力变化;C:CCK8 实验分

析 MMP2 低表达后细胞增殖能力变化。

图 2　 降低 MMP2 表达可抑制胃癌细胞侵袭、迁移和增殖能力

Note. A. Transwell analysis of changes in cell invasion ability after low expression of MMP2. B. Cell scratch assay was used to analyze the
changes of cell migration ability after low expression of MMP2. C. CCK8 assay was used to analyze the changes of cell proliferation ability after
low expression of MMP2.

Figure 2　 Reducing the expression of MMP2 inhibit the invasionn, migration and proliferation of gastric cancer cells

明显小于对照组(图 3A),且与对照组相比肿瘤生

长缓慢(图 3B),提示 MMP2 表达变化可影响体内

肿瘤生长。 将 MKN-1 sh-MMP2 细胞及 MKN-1 NC
细胞通过尾静脉打入裸鼠体内,小动物成像结果显

示 MMP2 低表达后细胞在体内转移能力下降(图
3C),肺组织切片显示对照组 3 只出现明显肺转移,
而 MMP2 低表达组 4 只裸鼠肺部未出现转移(图
3D)。
2. 4　 降低 MMP2 表达可减少胃癌细胞 EMT 过程

为了探讨 MMP2 影响胃癌细胞侵袭、迁移、增
殖的具体作用机制,我们进一步检测了上皮间质

转化相关分子 E-cadherin 及 Vimentin 表达情况,结
果显示,MMP2 低表达后 MKN-1 细胞上皮标志物

E-cadherin mRNA 表 达 量 升 高, 间 质 标 志 物

Vimentin mRNA 表达量降低 (图 4A),提示降低

MMP2 表达,可抑制上皮间质转化。 同样在蛋白水

平也发现 MMP2 低表达后 MKN-1 细胞上皮标志

物 E-cadherin 蛋 白 表 达 量 升 高, 间 质 标 志 物

Vimentin 蛋白表达量降低(图 4B),说明 MMP2 低

表达可抑制上皮间质转化。 以上数据表明,MMP2
可通过影响上皮间质转化过程进而影响肿瘤侵袭

及转移。

2. 5　 降低 MMP2 表达可增加细胞凋亡

为了探索 MMP2 影响细胞增殖的相关机制,我
们研究了 MMP2 的表达与凋亡相关分子的关系。
实验发现 MMP2 低表达后 MKN-1 细胞 Bax mRNA
表达量升高,Bcl-2 mRNA 表达量降低(图 5A),提示

MMP2 低表达可通过增加细胞凋亡从而延缓肿瘤细

胞生长。 在蛋白水平发现 MMP2 低表达后 MKN-1
细胞 Bax 蛋白表达量升高,Bcl-2 蛋白表达量降低

(图 5B),说明 MMP2 低表达可通过增加细胞凋亡

进而延缓肿瘤生长。 进一步将细胞异种移植模型

的肿瘤组织进行 TUNEL 染色,结果显示与对照组相

比 MMP2 低表达后 MKN-1 细胞凋亡增加(图 5C)。
以上数据表明,MMP2 低表达可通过增加细胞凋亡

抑制肿瘤生长。

3　 讨论

基质金属蛋白酶通过影响细胞外基质从而在

肿瘤生长和转移过程中发挥重要作用。 虽然有文

章报道 MMP2 参与胃癌的发生与进展,但 MMP2 在

胃癌中的具体作用仍然不清楚[21]。 本研究揭示了

MMP2 对于胃癌细胞侵袭、迁移、增殖的影响。 首先

通过慢病毒转染的方式获得了低表达 MMP2 的胃
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注:A:MMP2 低表达后体内肿瘤生长情况;B:MMP2 低表达后体内肿瘤生长曲线;C:MMP2 低表达后体内转移情况;D:MMP2 低表达后小

鼠肺部组织 HE 结果。

图 3　 降低 MMP2 表达可显著延缓体内肿瘤生长及体内转移

Note. A. Changes in tumor growth in vivo after low expression of MMP2. B. Tumor growth curve in vivo after low expression of MMP2. C. In vivo
metastasis after low expression of MMP2. D. HE results in lung tissues of mice after low expression of MMP2.

Figure 3　 Decreased MMP2 expression can significantly delay tumor growth and metastasis in vivo

注:A:qRT-PCR 分析MMP2低表达后 E 钙黏蛋白及波形蛋白表达情况;B:Western Blot 分析MMP2低表达后 E 钙黏蛋白及波形蛋白表达情况。

图 4　 降低 MMP2 表达可抑制胃癌细胞 EMT 过程

Note. A. Expression of E cadherin and vimentin after low expression of MMP2 was analyzed by qRT-PCR. B. The expression of E cadherin and
vimentin after the low expression of MMP2 was analyzed by Western Blot.

Figure 4　 Reducing the expression of MMP2 can inhibit the EMT process of gastric cancer cells

82



中国实验动物学报 2022 年 2 月第 30 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2022,Vol. 30, No. 1

注:A:qRT-PCR 分析 MMP2 低表达后 Bax 及 Bcl-2 表达情况;B:Western Blot 分析 MMP2 低表达后 E 钙黏蛋白及波形蛋白表达情况;C:
CDX 组织 TUNEL 染色结果。

图 5　 降低 MMP2 表达可增加细胞凋亡

Note. A. The expression of Bcl-2 and Bax after low expression of MMP2 was analyzed by qRT-PCR. B. The expression of E cadherin and vimentin
after the low expression of MMP2 was analyzed by Western Blot. C. TUNEL staining results of CDX tissue.

Figure 5　 Decrease of MMP2 expression increased apoptosis

癌细胞株 MKN-1,相关实验显示 MMP2 低表达后胃

癌细胞的侵袭、迁移、增殖能力均下降,提示 MMP2
可能参与了胃癌发展。 这与肺癌、卵巢癌、前列腺

癌、胰腺癌的相关研究报道结果相一致[22-26]。 上皮

间质转化过程的特征是上皮表型的丧失和间充质

表型的获得[27]。 大量文献表明 MMP2 是调节细胞

外基质重要的细胞外蛋白水解酶,并且可通过

PI3K / Akt-NF-κB 通路影响上皮间质转化从而促进

喉部肿瘤生长和迁移[20]。 已有文献报道 MMP2 可

通过促进上皮间质转化过程加快三阴乳腺癌的发

展[28]。 为了探究 MMP2 调控胃癌转移的机制,进一

步探究了 MMP2 与上皮间质转化标志物之间的关

系。 上皮标记物(E 钙黏蛋白)和间充质标志物(波
形蛋白)常用来评估上皮间质转化过程,在低表达

MMP2 的胃癌细胞中发现上皮标志物表达上升,间
质标志物表达下降,这表明 MMP2 通过影响上皮间

质转化从而影响胃癌发展。
细胞异种移植模型及 CCK8 实验表明,MMP2

低表达后细胞增殖能力显著降低。 于是进一步研

究 MMP2 低表达引起细胞增殖能力降低的具体作

用机制。 细胞凋亡是影响细胞增殖的重要因素之

一,其中 Bcl-2 家族是细胞凋亡研究中最受关注的

家族之一,其分子成员 Bcl-2 和 Bax 最具代表性,
Bax 为细胞凋亡促进因子,Bcl-2 为细胞凋亡的抑制

因子[29]。 检测胃癌细胞 MMP2 低表达后 Bax 及

Bcl-2 的变化用于评估细胞凋亡情况,结果显示降低

MMP2 的表达后,Bax 在 mRNA 水平及蛋白水平均

高于对照组,而 Bcl-2 在 mRNA 水平及蛋白水平均

低于对照组,提示 MMP2 低表达可增加细胞凋亡从

而抑制细胞增殖。 进一步将细胞异种移植模型组

织进行 TUNEL 染色,结果证实 MMP2 低表达可通

过增加细胞凋亡抑制肿瘤生长。
总之,本研究证实,MMP2 低表达使上皮标志物

E-cadherin 表达上升,间质标志物 Vimentin 表达下

降,提示 MMP2 低表达可通过抑制上皮间质转化过

程降低胃癌细胞的侵袭、迁移能力。 并且 MMP2 低

表达使细胞凋亡促进因子 Bax 表达量增加,抑制凋

亡因子 Bcl-2 表达降低,TUNEL 染色同样提示用
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MKN-1 sh-MMP2 细胞建立细胞异种移植模型后肿

瘤组织细胞凋亡增加,提示 MMP2 低表达可通多增

加细胞凋亡从而抑制细胞增殖以及延缓体内肿瘤

生长。 综上所述,MMP2 低表达可通过抑制上皮间

质转化过程降低肿瘤细胞侵袭和迁移能力,通过增

加细胞凋亡抑制肿瘤细胞增殖。 以上数据提示

MMP2 在胃癌的发生及转移中至关重要,并且可能

是胃癌转移标志物及潜在治疗靶点。
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基于肠道菌群探讨雄性 WHBE 兔与日本大耳白兔
胆固醇代谢的差异性

沈利叶,黄俊杰,徐剑钦,徐雁云,陈民利,潘永明∗

(浙江中医药大学动物实验研究中心 /比较医学研究所,杭州　 310053)

　 　 【摘要】 　 目的　 从肠道菌群途径分析雄性日本大耳白兔黑眼系(white hair and black eyes rabbit,WHBE 兔)和
日本大耳白兔胆固醇代谢的差异性。 方法　 各取 4 ~ 5 月龄雄性 WHBE 兔和日本大耳白(JW)兔 6 只,取血检测

血脂水平,并取结肠内容物提取 DNA 后进行 16S rRNA 微生物测序,观察肠道菌群结构与功能的变化。 结果　 雄

性 WHBE 兔血清总胆固醇(TC)和低密度脂蛋白-胆固醇水平(LDL-C)均明显低于 JW 兔(P< 0. 05)。 多样性分析

显示,两品系兔的肠道微生物群分离明显,WHBE 兔 Chao1 指数显著低于 JW 兔(P< 0. 05)。 在门水平,WHBE 兔梭

杆菌门、软壁菌门和蓝藻菌门的丰度低于 JW 兔(P< 0. 05,P< 0. 01),且厚壁菌门 /拟杆菌门比值亦低于 JW 兔(P>
0. 05)。 在属水平,WHBE 兔中有 24 个菌属的相对丰度与 JW 兔存在显著性差异(P< 0. 05,P< 0. 01)。 LEFSe 分析

显示,WHBE 兔中发现了 5 个关键菌属,以理研菌科 RC9 群(Rikenellaceae_RC9_gut_group)最多;JW 兔中发现了 10
个关键菌属,以瘤胃球菌科 UCG-014(Ruminococcaceae_UCG_014)最多。 PICRUSt 功能预测显示,两品系兔肠道菌

群中的花生四烯酸代谢和醚脂代谢途径存在显著差异(P< 0. 05,P< 0. 01)。 相关性分析显示,TC 和 LDL-C 水平与

短波单胞菌属(Brevundimonas)、回肠杆菌属( Ileibacterium)、梭杆菌属(Fusobacterium)、罗尔斯顿菌属(Ralstonia)、
Mollicutes_ RF39 _ unclassified 呈 正 相 关, 与 Coriobacteriaceae _ unclassified、 厌 氧 菌 属 ( Anaerovorax )、 梭 菌 属

(Clostridium)、DTU014_unclassified、Barnesiellaceae_unclassified、瘤胃球菌科 UCG-009(Ruminococcaceae_UCG_009)、
Clostridiales_vadinBB60_group_ unclassified 呈负相关。 结论　 雄性 WHBE 兔和 JW 兔胆固醇代谢的差异性与宿主的

肠道菌群结构与功能差异有关,其中肠道菌群中的花生四烯酸代谢和醚脂代谢途径尤为关键。
【关键词】 　 WHBE 兔;日本大耳白兔;胆固醇代谢;肠道菌群
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Analysis of differences in cholesterol metabolism between male WHBE
rabbits and Japanese white rabbits based on intestinal microbiota
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(Laboratory Animal Research Center / Institute of Comparative Medicine, Zhejiang Chinese Medical
University, Hangzhou 310053, China)
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【Abstract】　 Objective　 To analyze the differences in cholesterol metabolism between male white hair and black eye
(WHBE) rabbits and Japanese white rabbits by gut microbiota. Methods　 Six male WHBE rabbits and six male Japanese
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white (JW) rabbits aged 4 to 5 months were used and blood samples were collected for blood lipid detection. DNA was
extracted from colon samples and 16S rRNA microbial sequencing was performed to observe changes in the structure and
function of gut microbiota. Results　 Serum total cholesterol (TC) and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels
of male WHBE rabbits were significantly lower than those of JW rabbits (P< 0. 05). Diversity analysis showed that the gut
microbiota of these two strains of rabbits were significantly isolated, and the Chao1 index of WHBE rabbits was significantly
lower than that of JW rabbits (P < 0. 05). At the phylum level, the abundances of Fusobacteria, Tenericutes, and
Cyanobacteria of WHBE rabbits were also lower than those of JW rabbits (P < 0. 05, P < 0. 01), and the Firmicutes /
Bacteroidetes ratio was lower than that of JW rabbits (P > 0. 05). At the genus level, the relative abundance of 24 genera
in WHBE rabbits was significantly different from that of JW rabbits (P < 0. 05, P < 0. 01). Linear discriminant analysis
effect size analysis showed that five key genera were found in WHBE rabbits, and Rikenelaceae_RC9_gut_group was the
most abundant, whereas ten key genera were found in JW rabbits, and Ruminococcaceae_UCG_014 was the most abundant.
PICRUSt functional prediction analysis showed that there were significant differences in arachidonic acid metabolism and
ether lipid metabolism between gut microbiota in the two strains of rabbit (P < 0. 05, P < 0. 01). Correlation analysis
showed that TC and LDL-C levels were positively correlated with Brevundimonas, Ileibacterium, Fusobacterium, Ralstonia
and Mollicutes_RF39_unclassified, and negatively correlated with Coriobacteriaeae_unclassified, Anaerovorax, Clostridium,
DTU014_unclassified, Barnesiellaceae_unclassified, Ruminococcaceae_UCG_009,　 and Clostridiales_vadinBB60_group_
unclassified. Conclusions　 The differences in cholesterol metabolism between male WHBE rabbits and JW rabbits may be
related to differences in the structure and function of host gut microbiota, in which arachidonic acid metabolism and ether
lipid metabolism pathways are particularly critical.

【Keywords】　 WHBE rabbit; Japanese white rabbit; cholesterol metabolism; gut microbiota
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　 　 哺乳动物的胃肠道是由一个动态的、巨大的微

生物群落组成,十分复杂,是多基因特征与宿主遗

传和环境因素相互作用和共同进化的结果。 微生

物组学的发展,对揭示肠道微生物群在宿主的生理

和免疫中起着重要作用[1]。 肠道菌群可调节宿主

的许多代谢过程,包括葡萄糖代谢、能量平衡和脂

质代谢[2]。 肠道菌群的失衡与代谢扰动有关,并可

能导致各种疾病致病性,如肥胖和糖尿病[3]。 然

而,肠道菌群的可遗传性问题或者在多大程度受宿

主基因组的影响至今还尚未完全清楚。
在生物医学研究中,兔是常用的实验动物之

一,兔在消化、免疫、代谢等领域被广泛的应用。 日

本大耳白兔黑眼系(white hair and black eyes rabbit,
WHBE 兔 ) 是 从 日 本 大 耳 白 兔 ( Japanese white
rabbit,JW 兔)生产群中因发现具有白毛且黑色眼睛

的外观表型特征而被保留下来,通过继代培育而成

的新的实验兔品系。 经过多年的生物学特性研究

与应用,发现在免疫代谢、肠易激综合症、神经退行

性疾病模型中具有独特的研究价值[4-6],如 WHBE
兔肠道免疫低于日本大耳白兔[4]。 最近本课题组

发现雄性 WHBE 兔总胆固醇水平明显低于日本大

耳白兔[7]。 近来有研究发现一类携带肠道粪便代

谢 A(intestinal stool metabolism A,IsmA)基因的特殊

肠道菌群,其或能代谢足够的胆固醇来影响宿主的

健康[8]。 因此,基于肠道菌群与免疫、脂质代谢、保
持肠屏障的完整性和调节神经行为特性等多方面

的联系[9],深入了解同种不同品系兔胆固醇代谢差

异与肠道菌群的联系具有重要的科学意义。 本研

究以雄性 WHBE 兔和日本大耳白兔为研究对象,利
用 16S rRNA 微生物测序技术观察这两品系兔肠道

菌群结构与功能的变化,进而探讨胆固醇代谢差异

与肠道菌群的联系,也为 WHBE 兔在医学研究中的

应用提供基础数据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

各取 4 ~ 5 月龄普通级雄性 WHBE 兔和日本

大耳白(JW)兔各 6 只,体重为 2. 0 ~ 2. 5 kg;来源

于浙江中医药大学动物实验研究中心的繁育基地

【SCXK(浙)2020-0005】;饲养于本校动物实验研究

中心兔饲养室【 SYXK(浙) 2021-0012】,12 h / 12 h
明暗交替,环境温度 20 ~ 22℃,相对湿度为 40% ~
70%。 所有饲养管理与操作经浙江中医药大学实验

动物管理与伦理委员会批准 ( IACUC 批准号:
20190930-06)。
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1. 1. 2　 主要试剂与仪器

总胆固醇 ( total cholesterol, TC )、 甘 油 三 酯

( triglyceride, TG)、 低密度脂蛋白 - 胆固醇 ( low
density lipoprotein cholesterol,LDL-C)、高密度脂蛋

白-胆固醇(high density lipoprotein cholesterol,HDL-
C)试剂盒,购自美康生物科技股份有限公司;全自

动生化分析仪(3100,日立公司,日本);NovaSeq 测

序仪(Illumina 公司,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 血脂测定

雄性 WHBE 兔和 JW 兔适应性饲养观察均无异

常后,禁食不禁水 12 h 后,取耳中动脉血 2 mL,分离

血清,在全自动生化仪上测定 TC、 TG、 LDL-C 和

HDL-C 水平的变化。
1. 2. 2　 结肠内容物的收集和 16S rRNA 肠道菌群

测序

兔耳缘静脉注射 3%戊巴比妥钠溶液 90 mg / kg
过量麻醉行安乐死,腹部剃毛并消毒后立即剖腹,
用无菌止血钳夹住结肠两端并剪断,转移至无菌操

作台下收集结肠内容物。 从结肠内容物中提取总

DNA,用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 提取质量。
用引物 341F (5′-CCTACGGGGNGGCWGCAG-3′) 和

805R(5′-GACTACHVGGGTATCC-3′)扩增 16S rRNA
的 V3 ~ V4 可变区的扩增子。 构建 16S rRNA 测序

文库,利用 NovaSeq 测序仪进行 2 × 250 bp 对端测

序,对测序得到的原始数据采用 cutdapt 1. 9 软件进

行低质量数据过滤,确保后续信息分析结果的准确

性。 用 FLASH 1. 2. 8 软件进行双端拼接,将双端数

据合并成一个长的扩增片段,用 QIIME2 DADA2 插

件进行序列质量控制和特征表构建,用 QIIME2 特

征分类器(2019. 7)进行序列比对,并用 SILVA 的物

种 注 释 数 据 库 ( release 132 ) 和 NT-16S
(2019. 04. 05)进行注释和后续的生物信息学分析,
包括 α 多样性(Chao1 指数、Shannon 指数)和 β 多

样性分析。 PICRUSt 2. 0 ( phylogenetic investigation
of communities by reconstruction of unobserved states
2. 0) 软 件 和 “ 京 都 基 因 和 基 因 组 百 科 全 书 ”
(KEGG)数据库用于微生物群落的功能预测。
1. 3　 统计学分析

所有实验数据用平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示,
统计学处理用 GraphPad prism 8. 0 软件进行,两两

比较采用 t 检验,P< 0. 05 表示具有统计学意义。
用 STAMP ( statistical analysis of metagenomic
profiles)软件进行 Welch t 检验,比较门和属水平的

相对丰度;肠道菌群菌属的差异分析采用 LEFSe
(linear discriminant analysis effect size)分析。

2　 结果

2. 1　 两品系兔血脂的变化

雄性 WHBE 兔血清 TC 和 LDL-C 水平均明显

低于 JW 兔(P< 0. 05),但两品系兔 TG 和 HDL-C 水

平则差异不显著(P> 0. 05)(见图 1)。

注:A:总胆固醇;B:甘油三酯;C:低密度脂蛋白-胆固醇;D:高密度脂蛋白-胆固醇;与 JW 兔比较,∗P< 0. 05。

图 1　 雄性 WHBE 兔和 JW 兔血脂成分的比较

Note. A. Total Cholesterol. B. Triglyceride. C. Low-Density Lipoprotein. D. High-density Lipoprotein. Compared with JW rabbit,∗P< 0. 05.

Figure 1　 Comparison of blood lipid composition between male WHBE and JW rabbits

2. 2　 两品系兔肠道菌群多样性分析结果

稀释曲线可用来比较分析不同测序样本中的

物种丰富度以及评估测序数据量是否足够。 图 2A
所示,雄性 WHBE 兔和 JW 兔的结肠内容物样本的

稀释曲线趋向平缓,说明测序深度足够,并发现雄

性 WHBE 兔的物种丰富度低于 JW 兔。 α 多样性分

析显示,雄性 WHBE 兔 Chao1 和 Shannon 指数均低

于 JW 兔,其中 Chao1 指数差异显著(P< 0. 05);β
多样性分析显示,基于主坐标分析 ( PCoA) 中的

Bray-Curtis 距离指数和 ANOSIM 统计方法发现雄性

WHBE 兔和 JW 兔的群落明显分离,两品系间微生

物组分差异显著(Bray-Curtis Anosim R = 0. 47,P<
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0. 003),并与非度量多维尺度 ( NMDS) 和 Bray-
Curtis 相似性分析结果一致 ( stress = 0. 13, P <

0. 003)。 聚类树状图分析也显示雄性 WHBE 兔和

JW 兔群落区分明显,见图 2。

注:A:稀释曲线;B:Chao1 指数;C:Shannon 指数;D:PCoA 分析;E:NMDS 分析;F:树状聚类分析;与 JW 兔比较,∗P< 0. 05.

图 2　 雄性 WHBE 兔和 JW 兔肠道菌群多样性分析

Note. A. Rarefaction curve. B. Chao1 index. C. Shannon index. D. PCoA analysis. E. NMDS analysis. F. Dendrogram analysis. Compared with JW

rabbit,∗P< 0. 05.

Figure 2　 Diversity analysis of gut microbiota of male WHBE rabbits and JW rabbits

2. 3　 两品系兔肠道菌群结构与组成分析结果

测序结果显示,雄性 WHBE 兔和 JW 兔肠道菌

群分别有 13 个菌门和 16 个菌门,在 WHBE 兔中未

见梭杆菌门(Fusobacteria)、绿弯菌门(Chloroflexi)和
酸 杆 菌 门 ( Acidobacteria ), 其 中 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)、疣微菌门(Verrucomicrobia)和拟杆菌

门(Bacteroidetes)的相对丰度之和大于 90%,是兔肠

道菌群中的主要优势菌门。 另外,WHBE 兔梭杆菌

门(Fusobacteria)、软壁菌门(Tenericutes)和蓝藻菌门

(Cyanobacteria)的相对丰度均显著低于 JW 兔(P<
0. 05,P< 0. 01),同时厚壁菌门 /拟杆菌门比值亦略

低于 JW 兔(P> 0. 05)。
属水平上,雄性 WHBE 兔和 JW 兔肠道菌群分

别发现了 198 个菌属和 253 个菌属,其中 169 个为

共有菌属。 前 15 个主要菌属主要包括阿克曼西亚

菌属(Akkermansia)、理研菌科 RC9 群(Rikenellaceae
_ RC9 _ gut _ group )、 瘤 胃 球 菌 科 NK4214 群

(Ruminococcaceae_NK4A214_group)、瘤胃球菌属 1

( Ruminococcus _ 1 )、 瘤 胃 球 菌 科 UCG _ 014
( Ruminococcaceae _ UCG _ 014 )、 Firmicutes _
unclassified、 Clostridiales _ vadinBB60 _ group _
unclassified、 Lachnospiraceae _ unclassified、
Muribaculaceae _ unclassified、 Ruminococcaceae _
unclassified、 克 里 斯 滕 森 菌 科 r-7 群

(Christensenellaceae_r-7_group)、瘤胃球菌科 UCG_
013( Ruminococcaceae _ UCG _ 013 )、 瘤 胃 球 菌 科

V9D2013 群 ( Ruminococcaceae _ V9D2013 _ group)、
Clostridiales_unclassified、梭菌属(Clostridium)。 其

中 WHBE 兔 Coriobacteriaceae_ unclassified、瘤胃球

菌科 UCG-009(Ruminococcaceae_UCG_009)、厌氧

菌属(Anaerovorax)、梭菌属(Clostridium)、DTU014
_unclassified、缠结优杆菌群(Eubacterium_nodatum_
group)、 Defluviitaleaceae _ unclassified、 Clostridiales _
vadinBB60 _ group _ unclassified、 Barnesiellaceae _
unclassified、脱卤杆菌属(Dehalobacterium)、理研菌

科 RC9 群(Rikenellaceae_RC9_gut_group)的相对丰
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度明显高于 JW 兔(P< 0. 05,P< 0. 01),而罗尔斯

通 氏 菌 属 ( Roseburia )、 鞘 氨 醇 盒 菌 属

(Sphingopyxis)、链球菌属(Streptococcus)、短真杆菌

群 ( Eubacterium _ brachy _ group )、 梭 杆 菌 属

( Fusobacterium )、 回 肠 杆 菌 属 ( Ileibacterium )、
Mollicutes_RF39_unclassified、瘤胃球菌科 UCG-014

(Ruminococcaceae _ UCG _ 014 )、 瘤 胃 球 菌 科 1
(Ruminococcus _ 1 )、 亲 铜 菌 属 ( Cupriavidus )、
Gastranaerophilales _ uncalssified、 短 波 单 胞 菌 属

(Brevundimonas)、罗尔斯顿菌属 ( Ralstonia) 的相

对丰度均明显低于 JW 兔(P< 0. 05,P< 0. 01) (见
图 3)。

注:A:门分类;B:WHBE 兔门水平的组成;C:JW 兔门水平的组成;D:门水平的差异菌;E:厚壁菌门 / 拟杆菌门比值;F:属水平的韦恩分析;G:
前 15 个属水平的组成;H:属水平的差异菌。

图 3　 在门和属水平上的雄性 WHBE 兔和 JW 兔肠道菌群结构组成的差异

Note. A. Phylum classification. B. WHBE rabbit at phylum level. C. JW rabbit at phylum level. D. Differential bacteria at the phylum level. E.
Firmicutes / Bacteroides ratio. F. Venn analysis at the genus level. G. The composition of top 15 genus level. H. Different bacteria at genus level.

Figure 3　 Difference of gut microbiota composition between male WHBE and JW rabbits at phylum and genus levels

2. 4　 两品系兔肠道菌群 LEFSe 分析

使用 LEFSe 分析以发现各个层次的显著特征。
根据 LDA 阈值>3 两品系兔间共有 15 个不同的差

异菌属, 其中 WHBE 兔有 5 种差异菌属, 其中

Rikenellaceae_RC9_gut_group 得分最高;JW 兔有 10
种差异菌属,其中 Ruminococcaceae_UCG_014 得分最

高(见图 4)。

2. 5　 两品系兔肠道菌群功能预测

采用 PICRUSt 2. 0 预测肠道菌群功能,图 5 结

果显示,两品系兔肠道菌群功能差异主要在脂代

谢、氨基酸代谢、能量代谢、碳水化合物代谢、有害

异物生物降解代谢和膜运输等,其中 WHBE 兔肠道

菌群中氨基苯甲酸降解、细菌分泌系统、光合生物

的固碳作用、赖氨酸降解、戊糖和葡萄糖醛酸的相
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互转化、色氨酸代谢等 6 个途径较丰富,JW 兔中花

生四烯酸代谢、氰基氨基酸代谢、二恶英降解、醚脂

代谢、氟苯甲酸降解、烟酸和烟酰胺代谢、硫铵代

谢、二甲苯降解等 13 个途径较丰富。

注:A:两品系兔差异丰富特征的 LDA 得分直方图,LDA 阈值 > 3. 0;B:用分支图表示两品系兔之间的显著差异。 从内到外的彩色

节点代表从门到属的分类单元。

图 4　 LEFSe 分析识别潜在的生物标志物

Note. A. Histogram of the LDA scores for differentially abundant features between the two strains of rabbits, LDA threshold > 3. 0. B.
Cladogram for taxonomic representation of significant differences between the two strains of rabbits. The colored nodes from the inner to the
outer circles represent taxa from the phylum to genus level.

Figure 4　 Potential biomarkers were defined by LEFSe analysis

图 5　 PICRUSt 2. 0 预测两品系兔的肠道菌群功能

Figure 5　 Prediction of gut microbiota function of two strains of rabbits by PICRUSt 2. 0
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2. 6　 肠道菌群及其代谢途径与 TC 和 LDL 的相关

性分析

Spearson 相关分析显示,TC 和 LDL-C 水平与

Brevundimonas、 Ileibacterium、 Fusobacterium、 Ralstonia、
Mollicutes _ RF39 _ unclassified 呈 正 相 关, 与

Coriobacteriaceae _ unclassified、 Anaerovorax、 Clostridium、
DTU014 _ unclassified、 Clostridiales _ vadinBB60 _ group _
unclassified、Barnesiellaceae_unclassified、Ruminococcaceae
_UCG-009 呈负相关。 另外,上述 12 种差异菌属与花生

四烯 酸 代 谢 密 切 相 关, 同 时 Mollicutes _ RF39 _
unclassified、Clostridiales_vadinBB60_group_unclassified、
Ralstonia、 Brevundimonas、 Ruminococcaceae _ UCG-009、
Clostridium 等 6 个菌属与醚脂代谢亦显著相关,见
图 6。

注:红实线代表正相关,蓝虚线代表负相关。

图 6　 肠道菌群及其代谢途径与 TC 和 LDL-C 的相关性分析

Note. The red solid line represents positive correlation, the blue
dotted line represents negative correlation.

Figure 6　 Correlation analysis of gut microbiota and its
metabolic pathways with TC and LDL-C

3　 讨论

近来发现,个体之间的微生物群组成也存在较

大的不同,并与环境变化和遗传有关[10]。 肠道微生

物群已被证明影响血液和组织中的脂质代谢和脂

质水平,无论是在人类或实验动物上,肠道微生物

群的改变与脂质异常引起的相关疾病有关,如动脉

粥样硬化、非酒精性肝病[11],故肠道微生物群被认

为是宿主代谢的中央调节器。 课题组前期在制作

WHBE 兔胰岛素抵抗动脉粥样硬化模型时,意外发

现正常雄性 WHBE 兔和日本大耳白兔胆固醇水平

存在明显差异,并在高脂诱导后 WHBE 兔胆固醇水

平升高更为显著[7],介于脂质与肠道菌群的联系,
提示这种现象可能与肠道菌群有关。 多样性分析

结果也证实了,雄性 WHBE 兔肠道微生物群的多样

性明显低于日本大耳白兔且群落区分明显,表明

WHBE 兔肠道菌群可能有其自身潜在的特殊性。

与先前关于兔肠道微生物群的研究一致[12],兔
肠道微生物群主要以厚壁菌门、疣微菌门和拟杆菌

门为主,并发现 WHBE 兔肠道微生物群在门或属水

平上的数量以及厚壁菌门 /拟杆菌门比率均小于日

本大耳白兔。 厚壁菌门 /拟杆菌门被认为与宿主微

生物发酵产出的能量代谢有关,并通过调节脂肪代

谢、炎症以及内分泌功能改变等影响宿主健康状

态[13],提示 WHBE 兔对营养和能量需求可能低于

日本大耳白兔。 这与 LEFSe 分析发现与碳水化合

物代谢有关的 Ruminococcaceae_UCG_014 是日本大

耳白兔的优势菌属[14],而 Rikenellaceae_RC9_gut_
group 则是 WHBE 兔优势菌属结果一致,已有报道

高丰度的 Rikenellaceae_RC9_gut_group 与动物每日

能量需求降低相关[14];这些变化与肠道菌群功能预

测中发现能量代谢、碳水化合物代谢和氨基酸代谢

途径丰度改变相符。
PICRUSt 功能预测发现这两品系兔脂质代谢的

差异可能与花生四烯酸代谢和醚脂代谢有关,花生

四烯酸代谢可串联营养代谢、免疫力和炎症,在肥

胖、糖尿病、非酒精性脂肪肝、心血管疾病和神经退

行性疾病中发挥着重要的作用[15-16],醚脂代谢也与

代谢紊乱、神经退行性疾病、癌症有关[17],这两个脂

代谢途径也符合当前 WHBE 兔在医学疾病模型应

用中的特殊性。 进一步相关分析发现 TC 和 LDL-C
水平与 Brevundimonas、 Ileibacterium、 Fusobacterium、
Ralstonia、Mollicutes_RF39_unclassified 呈正相关,而
与 Coriobacteriaceae _ unclassified、 Anaerovorax、
Clostridium、 DTU014 _ unclassified、 Barnesiellaceae _
unclassified、Ruminococcaceae_UCG-009、Clostridiales_
vadinBB60_group_unclassified 呈负相关;这些差异菌

群也与花生四烯酸代谢或醚脂代谢相关。 已有研

究表明,Brevundimonas 菌可分解和解毒芳香族化合

物,与脂质代谢途径呈正相关[18]。 Ileibacterium 的

功能目前虽尚未完全明确,但已有研究发现高脂

肪 /蔗糖饮食可以使该菌增加 10 倍[19],提示可能该

菌与代谢相关的疾病有关。 此外,肠道微生物群对

宿主脂质代谢的影响还可能通过肠道微生物群的

代谢物所介导的,如短链脂肪酸(SCFA)、次级胆汁

酸和三甲胺(TMA)和促炎细菌衍生因子(如脂多

糖)。 SCFA 如乙酸盐、丙酸盐和丁酸盐均是源自结

肠中纤维发酵的细菌代谢物。 SCFA 对宿主代谢十

分重要,可用作能量产生、脂肪生成、糖异生和胆固

醇合 成 的 底 物[20]。 结 合 文 献 发 现, Ralstonia、
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Mollicutes _ RF39 _ unclassified、 Barnesiellaceae _
unclassified、 Clostridium、 Clostridiales _ vadinBB60 _
group、Coriobacteriaceae_unclassified、Anaerovorax 均是

产生 SCFA 的菌群,如 Mollicutes_RF39_unclassified
通过产生 SCFA、诱导 T 细胞增殖和保护肠粘膜功

能进 而 有 益 于 肠 道 免 疫 平 衡[21]; Clostridiales _
vadinBB60 _group 也能产生 SCFA,并与肥胖、血脂

异常和胰岛素抵抗相关[22];Barnesiellaceae 能产生丙

酸,并与 LDL 呈负相关[23]。 Fusobacterium 与 TMA
分解产物三甲胺 N-氧化物 ( TMAO) 明显相关,
TMAO 被认为与动脉粥样硬化等心血管疾病有

关[24]。 Rikenellaceae_RC9_gut_group 与丁酸代谢和

胆汁酸代谢有关[25]。
近来发现,花生四烯酸代谢通路是体内产生炎

症介质并诱导炎症的主要通路,其代谢通路包括环

氧合酶( COX) 脂氧合酶( LOX) 和细胞色素 P450
(CYP450)3 种途径。 肠道菌群中拟杆菌门下的一

些菌群可自身产生花生四烯酸代谢产物,同时,肠
道菌群的结构与功能发生改变也可以通过蛋白激

酶 C 途径激活磷脂酶 A2,使花生四烯酸从膜磷脂中

释放出来,进而通过花生四烯酸的三条代谢通路被

分解为各种促炎类花生酸[26],这一途径也会使生物

膜发生代谢,胆固醇作为生物膜的重要组成成分,
从而影响胆固醇代谢。 有研究发现,饲喂花生四烯

酸 能 使 小 鼠 肠 道 菌 群 中 的 Clostridium、
Ruminococcaceae_UCG-009 等与肥胖相关的菌群发

生改变,菌群的改变与花生四烯酸相互作用,可能

影响体内相关的脂代谢[27];且这些菌群以及厚壁菌

门和拟杆菌门比值均在 WHBE 兔和 JW 兔中存在差

异。 此外,醚脂是甘油磷脂中独特的一类,不仅是

哺乳动物细胞膜的结构组分和第二信使贮存器,而
且还可能参与膜融合、离子运输、胆固醇流出和氧

化,同时醚脂也影响生物膜中脂筏结构域的组织和

稳定性[28]。 Clostridium 菌属中存在醚脂已经有不

同的研究报道[28],在其他益生菌中也推测存在醚

脂,肠道菌群与醚脂代谢途径可能存在紧密联系。
因此,推测雄性 WHBE 兔的肠道菌群结构与功能的

差异影响花生四烯酸代谢和醚脂代谢,进而影响胆

固醇代谢的变化。
综上所述,雄性 WHBE 兔和 JW 兔胆固醇代谢

的差异性与宿主的肠道菌群结构与功能差异有关,
其中肠道菌群中的花生四烯酸代谢和醚脂代谢途

径尤为关键。
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β-arrestin2 基因敲除对小鼠腹腔巨噬细胞功能的影响
陈婷婷,单杉,李南,汪子颖,杞萌,张胜男,胡姗姗,魏伟∗,孙妩弋∗

(安徽医科大学临床药理研究所,抗炎免疫药物教育部重点实验室,抗炎免疫药物安徽省协同创新中心,
合肥　 230032)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨 β-arrestin2 基因敲除对小鼠腹腔巨噬细胞(peritoneal macrophage,pMφ)功能的影响。
方法　 分别分离野生型(wild type,WT) 和 β-arrestin2 基因敲除(β-arrestin2- / - ) 小鼠的 pMφ,Transwell 法检测

β-arrestin2基因敲除对 pMφ 迁移的影响;中性红吞噬实验检测缺失 β-arrestin2 基因的 pMφ 吞噬功能的变化;流式细

胞术检测 pMφ 表面分子 CD86 的变化情况;ELISA 法检测 β-arrestin2 基因敲除对 pMφ 炎性因子产生的影响;
Western Blot 法检测 β-arrestin2、JAK1 / STAT1 通路相关蛋白的表达。 结果　 与 WT 组相比,敲除 β-arrestin2 明显降

低了 pMφ 的迁移能力,增强了 pMφ 的吞噬功能,且上调 pMφ 表面 CD86 分子的表达,同时 pMφ 分泌炎性因子

IL-1β、TNF-α、IL-6 的水平也明显升高;Western Blot 检测结果表明,缺失 β-arrestin2 的 pMφ 中 p-JAK1、p-STAT1 的

表达明显上调。 结论　 β-arrestin2 对小鼠 pMφ 的迁移、吞噬、极化等功能具有调节作用,其机制可能与调控 JAK1 /
STAT1 通路有关。

【关键词】 　 β-arrestin2;腹腔巨噬细胞;炎症因子;JAK1;STAT1
【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2022) 01-0040-07

Effect of β-arrestin2 deficiency on the function of mouse peritoneal
macrophages

CHEN Tingting, SHAN Shan, LI Nan, WANG Ziying, QI Meng, ZHANG Shengnan, HU Shanshan, WEI Wei∗, SUN Wuyi∗

(Institute of Clinical Pharmacology,Anhui Medical University,Key Laboratory of Anti-inflammatory and Immune Medicine,
Ministry of Education,Anhui Collaborative Innovation Center of Anhui-inflammatory and Immune Medicine, Hefei 230032, China)

Corresponding author: SUN Wuyi. E-mail: sunwuyi51@ aliyun.com; WEI Wei. E-mail: wwei@ ahmu.edu.cn

【Abstract】　 Objective 　 To investigate the effect of β-arrestin2 deficiency on the function of mouse peritoneal
macrophages (pMφ). Methods　 The primary mouse pMφ were isolated from wild type mice and β-arrestin2 gene knockout
mice. The migration of pMφ was measured by Transwell assay. Changes in the phagocytosis of pMφ after β-arrestin2 gene
knockout were detected by the neutral red phagocytosis test. The expression of CD86 on pMφ was analyzed by flow
cytometry. The levels of interleukin-1β ( IL-1β), IL-6 and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in pMφ were detected by
ELISA. Protein expression levels of β-arrestin2, JAK1, p-JAK1, STAT1 and p-STAT1 were detected by Western Blot.
Results　 Compared with the control group, β-arrestin2 knockout significantly inhibited the migration ability of pMφ, and
significantly enhanced the phagocytosis of pMφ and the expression of CD86. The production of IL-1β, IL-6 and TNF-α was
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significantly increased in pMφ after β-arrestin2 depletion. The result of Western Blot showed that β-arrestin2 deficiency
significantly up-regulated the levels of p-JAK1 and p-STAT1 in pMφ. Conclusions　 These result indicated that β-arrestin2
plays an important role in regulating the migration, phagocytosis and polarization of pMφ, and these effects appear to be
mediated by the JAK1 / STAT1 signaling pathway.

【Keywords】　 β-arrestin2; peritoneal macrophages; inflammatory cytokines; JAK1; STAT1
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　 　 巨噬细胞是参与炎症免疫反应的重要效应细

胞之一,具有呈递抗原、分泌细胞因子等功能,从而

调控机体微环境,发挥免疫调节作用。 巨噬细胞具

有高度可塑性,经过不同的刺激后,可以分化为特

定的表型,包括经典活化的 M1 型巨噬细胞和选择

性活化的 M2 型巨噬细胞[1]。 M1 型巨噬细胞主要

表达 CD86 等基因,能够帮助宿主抵御病毒和微生

物的感染,抑制肿瘤,产生多种炎症因子如肿瘤坏

死因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-α)、白介素

1β( interleukin-1β,IL-1β)、白介素 6( interleukin-6,
IL-6)等,进而参与炎症及免疫反应[2-3]。 腹腔巨噬

细胞(peritoneal macrophage,pMφ)作为腹腔内最主

要的细胞类型之一,参与了腹腔内各种类型的免疫

炎症反应。 已有研究报道,pMφ 与腹膜炎以及腹膜

炎引起的全身性脓毒血症、腹腔器官胰腺、肠道等

炎症性疾病密切相关[4]。 因此,更好地了解 pMφ 的

特征和功能对于炎症免疫反应相关疾病的治疗具

有重要意义。
β-arrestin2 广泛表达于哺乳动物的组织细胞和

免疫细胞中,是一种重要的接头蛋白和信号转导调

控蛋白,其在细胞增殖、迁移、凋亡和炎症反应中发

挥重要的调节作用[5-6]。 然而,β-arrestin2 对 pMφ
功能的影响尚未见相关报道。 本研究采用 β-
arrestin2 基因敲除小鼠 ( β-arrestin2- / - ), 观察 β-
arrestin2 基因敲除对小鼠 pMφ 功能的影响,初步探

讨 β-arrestin2 调控 pMφ 功能的可能机制,为后续深

入研究 β-arrestin2 在免疫应答和相关临床疾病中的

作用提供前期实验基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

4 只无特定病原体(specific pathogen free,SPF)
级雄性 β-arrestin2- / -小鼠,6 ~ 8 周龄,体重约为 20
g。 购自美国 Jackson 实验室【1511A06788】,遗传背

景 C57BL / 6J。 8 只 SPF 级雌性野生型(wide type,
WT)C57BL / 6J 小鼠,6 ~ 8 周龄,体重约为 20 g,购

自江苏集萃药康生物科技股份有限公司 【 SCXK
(苏)2018-0008】。 实验动物在安徽医科大学临床

药理研究所 SPF 级动物房饲养及繁育【SYXK(皖)
2020-001】,给予动物自由饮水与摄食,饲养环境温

度 20 ~ 25℃,湿度 40% ~ 70%,光照 12 h。 所有操

作经安徽医科大学实验动物伦理委员会批准(审批

号:LLSC20200794)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

RPMI 1640 培 养 基 ( 以 色 列 Biological
Industries, 01-100-1ACS ), 脂 多 糖

(lipopolysaccharide,LPS)(美国 Sigma,L2880),胎牛

血清 (浙江天杭生物科技股份有限公司,11011 -
8611),Transwell 小室(美国 Corning,3422),中性红

(大连美仑生物技术有限公司,MB4613),APC 标记

的 Anti-CD86(美国 Biolegend,105113),小鼠 TNF-
α、IL-1β、IL-6 ELISA 试剂盒(上海酶联生物科技有

限公 司, ml002095、 ml063132、 ml002293 ), Anti-β-
arrestin2(美国 Affinity,DF6305)、Anti-p-JAK1(美国

Affinity, AF2012 )、 Anti-JAK1 ( 美 国 Affinity,
AF5012)、Anti-STAT1(美国 Affinity,AF6300)、Anti-
β-actin(美国 Affinity,AF7018),Anti-p-STAT1(英国

Abcam,ab109461)。
Infinite M1000 PRO 多功能酶标仪(TECAN,瑞

士),Image Quant 化学发光成像系统(GE,美国),
CytoFLEX 流式细胞仪(Beckman,美国),BX53 正置

显微镜 ( Olympus, 日本), BIO-RAD powerpac164-
5070 电泳仪(BIO-RAD,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验动物的繁育鉴定

将 β-arrestin2- / -雄性小鼠与 WT 雌性小鼠 1 ∶2
比例合笼,饲养过程中,每日观察和记录小鼠的生

长情况,每周更换 2 次垫料,及时补充饲料和饮用

水。 将繁殖出的 F1 代杂合子小鼠继续进行合笼,
获得的 F2 代小鼠按本实验室此前方法进行基因型

检测[7], 筛 选 出 年 龄 和 性 别 匹 配 的 同 窝 β-
arrestin2- / -小鼠和 WT 对照小鼠进行实验。
1. 2. 2　 pMφ 的分离提取及分组处理
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pMφ 的提取参照耿田欣等[8] 方法,颈椎脱臼处

死小鼠后,无菌条件下磷酸缓冲盐溶液( phosphate
buffer saline,PBS)灌洗并收集腹腔液。 1000 rpm 离

心 10 min,所得细胞沉淀用 RPMI 1640 培养基(含
10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉素混合溶液)重悬

接种至 6 孔板中,于 37℃培养 4 h 后,洗去未贴壁细

胞,余下的贴壁细胞即为 pMφ,并在显微镜下观察

细胞形态。 体外使用 LPS(终浓度 100 ng / mL)刺激

pMφ,分为 WT 对照组 (WT control)、 LPS 刺激组

(WT + LPS )、 β-arrestin2 基 因 敲 除 对 照 组 ( β-
arrestin2- / - control)、β-arrestin2 基因敲除刺激组(β-
arrestin2- / -+ LPS),每组 5 只小鼠。
1. 2. 3　 Transwell 法检测 pMφ 的迁移能力

用 RPMI 1640 无血清培养基重悬细胞,并调整

细胞密度为每毫升 1×105 个,将 100 μL 细胞悬液加

入上室,下室加入 500 μL 含 10%血清的培养基,培
养 24 h 后,用湿棉签擦拭小室内部未迁移的细胞,
PBS 清洗 3 次,4%多聚甲醛固定 30 min。 0. 01%结

晶紫染色液染色 30 min,PBS 清洗 3 次,晾干,在显

微镜下观察膜底细胞拍照计数。
1. 2. 4　 中性红吞噬实验检测 pMφ 的吞噬功能

将细胞悬液的密度调整为每毫升 5 × 104 个,
接种于 96 孔板中,每孔 100 μL,培养 24 h 后,PBS
清洗 3 次,加入 0. 075%中性红溶液 100 μL,继续培

养 2 h 后,弃去中性红溶液,PBS 洗 3 次,加入 100
μL 细胞裂解液(50%乙醇 ∶50%乙酸 = 1 ∶1),4℃过

夜,酶标仪检测波长为 540 nm 处的吸光度(OD)值。
1. 2. 5 　 流式细胞术检测 pMφ 表面分子 CD86 的

变化

LPS 刺激后收集细胞,PBS 洗 1 遍,1200 rpm 离

心 5 min,弃上清,加入 50 μL PBS 重悬细胞,再加入

1 μL CD86-APC 荧光标记抗体,4℃ 避光孵育 30
min,PBS 洗 1 遍,加入 300 μL PBS 重悬,流式细胞

仪检测。
1. 2. 6　 ELISA 检测 pMφ 炎性细胞因子的释放量

细胞分组处理后,收集细胞上清液,采用 ELISA
试剂盒检测 pMφ 分泌炎性因子 TNF-α、IL-1β、IL-6
的水平。 操作按照试剂盒说明书步骤进行,配制并

滴加标准品、上清液样品,再依次加入酶标试剂及

显色剂 A、B,酶标仪检测 OD 值,按照说明书绘制标

准曲线,并计算炎性因子含量。

1. 2. 7 　 Western Blot 法检测 pMφ 中 β-arrestin2、
JAK1、p-JAK1、STAT1、p-STAT1 的表达

收集细胞,提取蛋白。 配制 10%的 SDS-PAGE
凝胶,上样进行电泳,转移至 PVDF 膜上, 用含

0. 05%吐温 20 的 PBS 配制的 5%脱脂牛奶封闭

PVDF 膜,37℃ 摇床封闭 2 h,孵育抗 β-arrestin2、
JAK1、p-JAK1、STAT1、p-STAT1、β-actin 抗体,4℃过

夜,洗去一抗后,37℃孵育二抗 2 h 后,洗去二抗,化
学发光成像系统显影。 采用 Image J 图像分析软件

进行结果分析,测得条带的灰度值,计算各组目的

条带与内参 β-actin 的比值以反映目的蛋白表达水

平,比较各组间差异。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 26. 0 统计软件进行数据分析。 结果

用平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示,多组间的差异比较

采用单因素方差分析,GraphPad Prism 8. 0 绘制柱

状图,P< 0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 β-arrestin2 敲除对小鼠 pMφ的形态的影响

倒置显微镜下观察了贴壁后 pMφ 的细胞形态。
结果显示,WT 组小鼠 pMφ 呈圆形,部分细胞出现

伪足,呈梭形。 而 β-arrestin2- / -组小鼠 pMφ 多呈圆

形,边缘光滑,较少见伪足(见图 1)。

图 1　 pMφ 的形态学观察

Figure 1　 Morphological observation of pMφ
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2. 2　 β-arrestin2 敲除对小鼠 pMφ 的迁移能力的

影响

为了研究 β-arrestin2 是否参与了 pMφ 迁移过

程,通过 Transwell 迁移实验检测 β-arrestin2 基因敲

除对 pMφ 迁移的影响。 结果如图 2 所示,与未刺激

的对照组 pMφ 相比,LPS 刺激后 pMφ 的细胞迁移

数目明显增加;与 WT 组 pMφ 相比,β-arrestin2 基因

敲除明显减少了 pMφ 的细胞迁移数目(P< 0. 01)。
提示 β-arrestin2 基因敲除可以抑制 pMφ 的迁移

能力。

注:与野生型对照组相比,&P< 0. 05,&&P< 0. 01;与 β-arrestin2 基因敲除对照组相比,##P< 0. 01;与野生型刺激组相比,∗∗P< 0. 01。 (下图同)

图 2　 β-arrestin2 基因敲除对 pMφ 迁移能力的影响

Note. Compared with WT control group,&P< 0. 05,&&P<0. 01. Compared with β-arrestin2- / - control group,##P<0. 01. Compared with WT+LPS

group,∗∗P<0. 01. (The same in the flowing figures)

Figure 2　 Effect of β-arrestin2 deficiency on the migration ability of pMφ

2. 3 　 β-arrestin2 敲除对小鼠 pMφ 吞噬功能的

影响

吞噬功能被认为是巨噬细胞参与免疫反应的

重要指标之一,因此我们采用了中性红实验检测 β-
arrestin2 基因敲除对 pMφ 吞噬功能的影响。 结果

如图 3 所示,与未刺激的对照组相比,LPS 刺激明显

升高 pMφ 的吞噬指数(P< 0. 01);与 WT 组 pMφ 相

比,β-arrestin2 基因敲除后显著提高了小鼠 pMφ 的

吞噬指数(P< 0. 01)。 以上结果提示 β-arrestin2 基

因敲除可以增强巨噬细胞的吞噬功能。

图 3　 β-arrestin2 基因敲除对 pMφ 吞噬功能的影响

Figure 3　 Effect of β-arrestin2 deficiency on the phagocytic
ability of pMφ

2. 4　 β-arrestin2 敲除对小鼠 pMφ 表面分子 CD86
表达的影响

CD86 作为 M1 型巨噬细胞的表面标志,其表达

水平与巨噬细胞的极化程度密切相关[9]。 为了探究

β-arrestin2 基因敲除对 M1 型巨噬细胞极化的影响,
使用流式细胞仪检测 pMφ 表面分子 CD86 的水平变

化。 结果如图 4 显示,与未刺激的对照组相比,LPS
刺激后,小鼠 pMφ 表面分子 CD86 的表达均明显升

高;与 WT 组相比,β-arrestin2 基因敲除后明显增加了

CD86 的表达水平(P< 0. 01),提示 β-arrestin2 可能参

与了 LPS 诱导的 M1 型巨噬细胞的极化过程。
2. 5　 β-arrestin2 敲除对小鼠 pMφ 炎性因子分泌

量的影响

极化的 M1 型巨噬细胞可以分泌大量的炎性因

子,为了进一步验证 β-arrestin2 基因敲除对 pMφ 极

化能力的影响,我们使用 ELISA 试剂盒检测 β-
arrestin2 基因敲除对 pMφ 分泌炎性因子 IL-1β、IL-
6、TNF-α 水平的影响。 结果如图 5 所示,与对照组

相比,LPS 刺激后,小鼠 pMφ 中 IL-1β、IL-6、TNF-α
的分泌量明显升高(P< 0. 01);与 WT 组 pMφ 相比,
β-arrestin2 基因敲除明显上调了 pMφ 中 IL-1β、IL-
6、TNF-α 的分泌水平(P< 0. 01)。
2. 6　 β-arrestin2 敲除对 JAK1 / STAT1 信号通路的

影响

为了进一步阐明 β-arrestin2 基因敲除对 pMφ
功能影响的可能机制,我们通过 Western Blot 法检

测了 JAK1 / STAT1 通路相关蛋白的水平变化。 结果

34



中国实验动物学报 2022 年 2 月第 30 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2022,Vol. 30, No. 1

显示, β-arrestin2- / - 组 pMφ 中 几 乎 不 表 达 β-
arrestin2;WT 组中,在 LPS 的刺激下,β-arrestin2 的

表达较对照组明显降低(图 6A,P< 0. 01),提示在

炎性环境下,β-arrestin2 在 pMφ 功能调控中发挥作

用。 与未刺激的对照组相比,LPS 刺激后 p-JAK1 和

p-STAT1 的表达明显上升(图 6B,P< 0. 01);与 WT
组 pMφ 相比,β-arrestin2 基因敲除后明显促进了 p-
JAK1 和 p-STAT1 表达(图 6B,P< 0. 01)。 以上结果

提示 β-arrestin2 基因敲除可以促进 pMφ 中 JAK1 /
STAT1 通路的激活。

图 4　 β-arrestin2 基因敲除对小鼠 pMφ 表面分子 CD86 表达的影响

Figure 4　 Effect of β-arrestin2 deficiency on the expression of CD86 on the surface of mouse pMφ

图 5　 β-arrestin2 基因敲除对 pMφ 分泌 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的影响

Figure 5　 Effects of β-arrestin2 deficiency on the production of IL-1β, IL-6 and TNF-α by pMφ

注:A:LPS 刺激后,WT 组和 β-arrestin2- / -组 pMφ 中 β-arrestin2 的表达变化;B:LPS 刺激后,WT 组和 β-arrestin2- / -组 pMφ 中 p-JAK1、
p-STAT1 的表达变化。

图 6　 β-arrestin2 基因敲除对小鼠 pMφ 中 JAK1 / STAT1 通路基因变化的影响
Note. A. The expression of β-arrestin2 in WT group and β-arrestin2- / - group under LPS stimulation. B. The expression of p-JAK1 and p-
STAT1 in WT group and β-arrestin2- / - group under LPS stimulation.

Figure 6　 Effects of β-arrestin2 deficiency on the expression changes of JAK1 / STAT1 pathway in pMφ
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3　 讨论

巨噬细胞是固有免疫系统的重要组分,在炎

症、防御、修复、代谢等生理过程中至关重要[9]。 迄

今为止,最常见的巨噬细胞来源是骨髓、脾和腹腔。
从腹腔中分离的 pMφ 是进行体外模拟炎性刺激、细
胞信号检测、吞噬作用、毒理学等研究常用的巨噬

细胞来源[10]。 越来越多的研究表明,pMφ 的免疫及

炎症反应与各种炎症性疾病和癌症的致病过程密

切相关[11-12]。 这些研究提示,研究 pMφ 的功能调

控,不仅有利于深入探讨固有免疫应答的具体机

制,对于相关腹腔器官炎症性疾病乃至全身感染性

疾病的治疗也具有重要意义。
β-arrestin2 作为细胞中重要的接头蛋白和信号

转导调控蛋白,与多种疾病的发生、发展存在联系,
如内分泌疾病、肿瘤和纤维化疾病等[13]。 已有研究

发现 β-arrestin2 在脾和白细胞中高度表达,提示其

在调节免疫系统功能方面可能具有重要作用[14]。
目前陆续有研究报道 β-arrestin2 参与 CD4+ T 淋巴

细胞、中性粒细胞等多种免疫细胞的功能调节[15]。
因此,本实验选择了小鼠 pMφ 作为研究对象,采用

体外细胞培养的方法,观察了 β-arrestin2 对 pMφ 功

能的调节作用。 本研究发现在 LPS 的刺激下,WT
小鼠的 pMφ 中 β-arrestin2 的表达水平明显下降,提
示 β-arrestin2 可能与 pMφ 的功能调控有关。 巨噬

细胞的迁移是其发挥生物学功能的过程中必不可

少的环节之一,经 LPS 刺激活化后的巨噬细胞的迁

移能力明显增强,会迅速募集到炎症感染部位,从
而参与机体的炎症免疫反应[16]。 β-arrestin2 作为一

种支架蛋白,在介导细胞肌动蛋白骨架重排,调节

各类免疫细胞迁移过程中具有重要影响,研究表

明,β-arrestin2 基因敲除后,Th2 细胞的迁移能力明

显降低[17];此外,在缺失 β-arrestin2 基因的淋巴细

胞中,T、B 细胞的迁移能力也明显降低[18]。 那么,
β-arrestin2 对 pMφ 的迁移能力是否有影响呢? 本研

究 Transwell 实验发现,β-arrestin2 基因敲除可以明

显降低 pMφ 的迁移能力。 吞噬功能也是检测巨噬

细胞功能的重要指标,活化的巨噬细胞不仅可以分

泌特定的细胞因子参与机体的炎症反应,其吞噬功

能也进一步增强,在机体的非特异性免疫应答中起

到重要作用[19]。 我们采用中性红实验观察了 β-
arrestin2 对 pMφ 的吞噬功能的影响,研究发现,β-
arrestin2 基因敲除可以明显提升 pMφ 的吞噬功能。
细胞因子的合成和分泌是反映巨噬细胞极化的重

要标志,巨噬细胞极化后可合成和分泌 IL-1β、IL-6、
TNF-α 等炎性因子,参与固有免疫及适应性免疫应

答的启动[20]。 本研究表明 β-arrestin2 基因敲除后,
LPS 诱导的 M1 型巨噬细胞极化相关分子 CD86 的

表达也明显增加,同时 pMφ 释放的炎性因子 IL-1β、
TNF-α 和 IL-6 的水平也明显上升。 这些结果表明

β-arrestin2 可能还参与了 pMφ 分泌炎性因子和极化

的调控过程。
大量研究表明,JAK / STAT 在多种炎症因子刺

激下激活,进而发挥信号转导和转录调控作用,影
响巨噬细胞的免疫功能[21]。 已有研究表明,抑制

JAK1 / STAT1 信号通路的激活,可以下调巨噬细胞

表面吞噬受体的表达,从而显著抑制人源单核细胞

株 THP-1 诱导成的巨噬细胞的吞噬功能[22]。 此外,
在体外 LPS 诱导的炎症模型中,JAK1 和 STAT1 的

磷酸化程度明显升高,从而促进了 RAW264. 7 巨噬

细胞向 M1 型的极化[23];另有文献报道,在 LPS 诱

导的内毒素休克模型中,与 WT 小鼠相比,STAT1 基

因缺失的小鼠具有明显的抵抗性,M1 型巨噬细胞

极化和炎性分子的分泌程度也明显降低[24]。 在急

性结肠炎中,选择性抑制 JAK1 的活性可以显著抑

制骨髓源性巨噬细胞中 STAT1 的信号转导和 M1 型

巨噬细胞的极化程度[25]。 提示 JAK1 / STAT1 通路

是调控巨噬细胞极化的关键性通路之一。 另有研

究表明,在体外用 LPS 诱导建立小胶质细胞活化模

型,β-arrestin2 高表达后能明显抑制 STAT1 信号通

路的活化,同时,下调 β-arrestin2 在骨髓源性巨噬细

胞的表达,可以促进 STAT1 信号通路的激活[26-27]。
那么在 pMφ 中, β-arrestin2 是否通过影响 JAK1 /
STAT1 信号通路参与调控 pMφ 的功能呢? 本研究

通过 Western Blot 检测发现, 与 WT 组相比, β-
arrestin2 基因敲除后可以增强 JAK1 和 STAT1 的磷

酸化程度,提示 β-arrestin2 敲除可以促进 pMφ 中

JAK1 / STAT1 信号通路的激活。
综上所述,本研究发现了 β-arrestin2 基因敲除

后,pMφ 的迁移能力、吞噬功能、炎性细胞因子的释

放以及极化能力明显发生改变,提示 β-arrestin2 可

能参与了 pMφ 功能的调控过程,其作用可能是通过

调控 JAK1 / STAT1 信号通路来实现的。 这一发现为

今后深入探讨 β-arrestin2 在巨噬细胞功能中的发挥

的作用,以及相关临床疾病的机制探究提供了重要

的实验依据。
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基于数据挖掘及动物实验探讨维持洛哌丁胺诱导
便秘小鼠模型稳定性的研究

郭莎,张娟娟,梁兴禹,李雪梅,何振曦,杨莎∗

(成都中医药大学针灸推拿学院,成都　 610075)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过文献数据挖掘与实验研究相结合的方法,挖掘洛哌丁胺诱导便秘小鼠模型造模特点及

影响因素,为建立稳定的实验便秘模型提供一定参考。 方法　 文献研究部分以便秘及动物模型为主题词,检索中

英文数据库,筛选使用洛哌丁胺诱导便秘小鼠模型的实验研究,提取资料并进行分析;动物实验部分,采用雄性

C57BL / 6 小鼠,给予 5 mg / kg 及 10 mg / kg 的洛哌丁胺灌胃,每日给药 1 次。 从含水率、首次黑便时间、小肠推进率

等评价造模效果,观察洛哌丁胺不同剂量及给药时间对便秘小鼠的影响。 结果　 纳入符合标准的文献 69 篇,洛哌

丁胺给药剂量多为 5、10 mg / kg,多用灌胃给药,频率为给药 1 次,给药时间多为 30 min。 根据文献研究结果,实验

部分从造模第 1 天开始,5 mg / kg 及 10 mg / kg 组与空白组相比含水率显著降低,差异具有统计学意义(P< 0. 05),
而造模第 7 ~ 14 天,5 mg / kg 组与 10 mg / kg 相比含水率明显升高(P < 0. 05),对比造模 3、7、14 d 后含水率变化情

况,各模型组均在停药 1 d 后升高,至停药后 14 d 含水率均保持在较高水平;对比造模 3、7、14 d 的首次黑便时间,
造模 7、14 d 的 5 mg / kg 及 10 mg / kg 组与空白组及造模 3 d 的 5 mg / kg 组相比均升高,差异具有统计学意义(P <
0. 05);对比小肠推进率,各组间差异无统计学意义(P> 0. 05)。 结论　 涉及即时效应实验可选择予以小鼠洛哌丁

胺灌胃 1 次进行便秘造模,其他长期干预实验可选择予以小鼠 10 mg / kg 的洛哌丁胺浓度灌胃,于造模第 3 天开始

干预,同时继续灌胃洛哌丁胺维持造模,以维持模型稳定性。
【关键词】 　 便秘;洛哌丁胺;小鼠模型;模型特点;模型稳定性
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Stability of mouse models of loperamide-induced constipation based on
data mining and animal experiments

GUO Sha, ZHANG Juanjuan, LIANG Xingyu, LI Xuemei, HE Zhenxi, YANG Sha∗

(Chengdu University of Traditional Chinese Medicine, Chengdu 610075, China)
Corresponding author: YANG Sha. E-mail:yangsha@ cdutcm.edu.cn

【Abstract】 　 Objective 　 To explore influencing factors of loperamide-induced constipation in mouse models by
combining literature data mining and experimental research, to provide a reference for the establishment of a stable
experimental constipation model. Methods 　 Literature study, Constipation and animal model were used to search main
titles, and then relevant literature from Chinese and English databases were retrieved. Then experimental studies were
screened for mouse models of constipation induced by loperamide. Finally, data were extracted and analyzed by researchers.
Experimental study, Male C57BL / 6 mice were given 5 and 10 mg / kg loperamide orally once daily. We evaluated water
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content, timing of first melena and the intestinal propulsion rate to observe the effects of different doses and administration
time of loperamide on mice with constipation. Results　 Literature study, We included 69 articles that met the standards,
among which it was found that loperamide was mostly administered at doses of 5 and 10 mg / kg, with multiple intragastric
administrations, the frequency of administration was once, and time of administration was mostly 30 min. Experimental
study: From the day 1 of modeling, the water content of the 5 and 10 mg / kg groups significantly decreased (P < 0. 05)
compared with the blank group. From day 7 to 14 of modeling, the water content of the 5 mg / kg group was significantly
increased compared with the 10 mg / kg group (P < 0. 05). Comparison of changes in water content at 3, 7 and 14 days
after modeling showed that the water content in each model group increased 1 day after drug withdrawal, and remained at
high levels at 14 days after drug withdrawal. The timing of the first melena between day 7 and 14 of modeling was
significantly increased (P < 0. 05) in the 5 and 10 mg / kg groups compared with the blank group. There were no significant
differences in small intestinal propulsion rates among all groups (P > 0. 05). Conclusions 　 In the immediate effect
experiment, loperamide was administered to mice for one time constipation modeling. For long-term intervention
experiments, we can choose to treat mice with 10 mg / kg loperamide on the third day of modeling, and continue
administration of loperamide to maintain the stability of the model.

【Keywords】　 constipation; loperamide; mouse model; model features; model stability
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 便秘是以便次减少,大便坚硬,常伴有腹痛腹

胀等为主要症状的常见胃肠道疾病[1]。 据最新流

行病学调查显示,便秘全球人群患病率约为 11. 4%
~ 12%, 其 中 中 国 人 群 发 病 率 约 为 9. 5% ~
11. 7%[2]。 便秘的发病率高,症状反复,易增加患癌

风险,极大的降低了患者的生活质量[3]。 引起便秘

的原因较多,其中药物导致的便秘是其最主要的部

分[4]。 而随着美国阿片类药物使用增多,阿片类药

物的不良作用特别是阿片类引起的便秘越来越受

到重视[5],在美国,57%使用阿片类药物的受试者出

现便秘的不良反应[6]。 便秘的动物模型已广泛应

用于阐明疾病本身潜在的发病机制、不同干预方

式起效机制研究及新药筛选中。 研究表明,当前

便秘动物模型的建立多以药物诱导为主,其中以

洛哌丁胺诱导便秘模型多见[7] 。 洛哌丁胺作为类

阿片受体激动剂,可导致胃肠动力减弱[8] ,常用于

诱导便秘小鼠模型,但有研究显示使用洛哌丁胺

造模后动物易自愈[9] ,且长时间使用存在耐药的

可能性[10] 。 建立符合便秘要求且稳定的动物模型

是开展相关实验研究的关键,但目前洛哌丁胺诱

导便秘小鼠模型还未稳定完善,急需进行进一步

总结及研究。
数据挖掘可从大量数据中挖掘出未知且有价

值的规律及知识[11],现已广泛用于疾病的预防和治

疗、新药研发推广等方面[12]。 将数据挖掘的结果进

行分析总结后,再设计相关实验研究可提高研究结

果的可信度及可重复性。 因此,如图 1 所示,本研究

旨在对国内外已发表的洛哌丁胺诱导便秘小鼠模

型实验研究进行挖掘,以总结洛哌丁胺诱导方法,
基于文献研究结果进行动物实验研究,以期寻找洛

哌丁胺诱导便秘小鼠模型相对稳定的方法,进而降

低阿片类药物导致便秘研究的临床前结果向临床

转化的风险。

1　 材料与方法

1. 1　 文献研究

1. 1. 1　 文献检索

检索 PubMed、EMBASE、Web of Science、中国期

刊全文数据库(CNKI)、中国学术期刊数据库(万

方)、中国科技期刊数据库(VIP)、中国生物医学文

献服务系统(CBM),检索年限自建库至 2021 年 1
月。 英 文 检 索 词 为: 主 题 词: “ Constipation ”
“ Loperamide ”, 自 由 词: “ Chronic constipation ”
“Colonic Inertia” “mice”。 中文检索词为:主题词:
“便秘” “动物模型”,自由词:“慢性便秘” “功能性

便秘”“慢传输便秘”“特发性便秘”“药物诱导”“洛
哌丁胺”“哺乳动物”“小鼠”。
1. 1. 2　 文献纳入标准

(1)研究类型:实验性随机对照实验;(2)研究

对象:洛哌丁胺诱导的便秘小鼠模型,小鼠品系、性
别、年龄不做限制;(3)干预措施:针灸,艾灸,中药,
西药等有效干预措施。
1. 1. 3　 文献排除标准

(1) 实验对象非小鼠的研究;(2) 离体研究;
(3)疾病为肠易激综合症便秘;(4)其他诱导建模方

法;(5)案例研究,综述,会议摘要,无单独对照组的
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图 1　 实验流程图

Figure 1　 Experimental flow chart

实验动物研究;(6)重复文献;(7)无法提取原始资

料,联系作者后仍无法获取的文献。
1. 1. 4　 文献筛选与资料提取

两名研究人员严格按照纳入 /排除标准对文题

及摘要进行独立筛选,排除明显不符合的文献后,
进一步阅读全文进行筛选,如果有异议,则征求第 3

位研究者的意见,以获取最终的收录文献。 两名研

究者阅读全文后独立提取相关数据并核对。 提取

内容包括:(1)书目信息:出版年份,第一作者,期
刊;(2)小鼠特征:品系,使用的动物数量,性别,体
重,年龄;(3)洛哌丁胺给药特征:剂量,给药时间,
给药频率,给药途径。
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1. 1. 5　 统计学分析

将提取内容录入 Excel 建立文献数据库,采用

SPSS 24. 0 统计软件对数据进行统计分析,统计学

方法采用描述性统计。 使用 GraphPad Prism 8. 4 进

行图表绘制。

注:A:出版文献来源;B:出版文献时间演变。

图 2　 出版文献特征

Note. A. Sources of published literature. B. Time evolution of published literature.

Figure 2　 Features of published literature

1. 2　 动物实验研究

1. 2. 1　 材料

(1)实验动物:84 只 6 ~ 8 周 SPF 级健康雄性

C57BL / 6 小鼠,体重(20 ± 2)g,成都达硕实验动物

有限公司提供【SCXK(川)2020-030】。 动物饲养于

成都中医药大学动物实验室 【 SYXK (川) 2019 -
049】。 饲养期间各组小鼠喂以普通清洁级饲料,自
由饮水,饲养环境:昼夜各半循环照明,湿度恒定。
实验过程对动物的处置遵循科技部颁布的《关于善

待实验动物的指导性意见》相关规定,符合实验伦

理学要求(IACUC 号:ACU21-C003)。
(2)主要试剂与仪器:盐酸洛哌丁胺(西安杨森

制药有限公司,批号:H10910085),活性炭(巩义市

海星供水材料有限公司),阿拉伯树胶(成都科龙化

工试剂厂,批号:2015012601),电热恒温鼓风恒温

干燥箱(中兴伟业仪器有限公司,型号:202)。
1. 2. 2　 方法

(1)动物分组:所有小鼠适应性喂养 7 d 后,随
机分为空白组(12 只)、5 mg / kg 组(36 只)、10 mg /
kg 组(36 只),同时 5 mg / kg 组及 10 mg / kg 根据造

模天数分为 3、7、14 d 组各 12 只。
(2)实验造模:分别配制 5 mg / kg 及 10 mg / kg

的洛哌丁胺混悬液对小鼠进行灌胃,给药时间为每

日 9:00,给药体积为每 10 g 小鼠体重 0. 1 mL。
(3)观察指标:粪便含水率检测:于小鼠适应性

喂养及给药后,收集小鼠 6 h 粪便,并称重、记录粪

便湿重。 然后将各组小鼠粪便放入恒温干燥箱中

烘干,干燥箱设置为 200℃,连续烘干 30 min,再次

称重并记录粪便干重。 最后计算小鼠粪便含水率 =
(粪便湿重-粪便干重) /粪便湿重×100%。

首次黑便时间:于造模 3、7、14 d 后每组小鼠各

取 6 只禁食 12 h,对小鼠给予浓度为 100 g / L 的活

性炭悬液 0. 2 mL 灌胃,期间小鼠自由饮食,活性炭

灌胃后至首粒黑便排出的时间,即为首次黑便时

间,观察后小鼠不予以造模,继续检测粪便含水率

至造模后第 14 天。
小肠推进率:于造模 3、7、14 d 后取每组剩余 6

只小鼠禁食 12 h,每只小鼠灌胃 0. 2 mL 活性炭悬

液,30 min 后脱颈处死。 迅速打开小鼠腹腔,取出

肠道,无张力拉直后测量并记录小鼠幽门到碳末推

进末端距离和小肠的全肠长度,计算小肠推进率。
小肠推进率(%)= 肠道内碳末推进距离 /小肠全长

×100%。
1. 2. 3　 统计学分析

用 SPSS 24. 0 统计软件进行数据分析,符合正

态分布的数据用平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示,不符

合数据用中位数及四分位数间距[M(P25,P75)]表
示。 多组间对比采用单因素方差分析,两组间比较

用 LSD 法,不符合正态分布时采用非参数检验,以 P
< 0. 05 作为具有统计学意义的标准。

2　 结果

2. 1　 文献研究结果

2. 1. 1　 文献特征

符合纳入标准的文献共 69 篇,其中中文文献

33 篇(48%),英文文献 36 篇(52%)。 从发表年份

看,2010 后有关洛哌丁胺诱导便秘的实验研究文献

发表数量开始上升,其中 2020 年发表文献数量最

多,占总比例的 17%,见图 2。
2. 1. 2　 小鼠特征

由表 1 可见,在品系选择上,小鼠造模的实验中
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涉及多种品系,其中最常用的是 KM(28 项研究,占
40. 6%)和 ICR(17 项研究,占 24. 6%)。 在性别选

择上,大多数研究中使用雄性动物(61 项研究,占
88. 4%),而仅有 1 篇文献(1. 4%)使用雌性动物,其

余研究则选择使用雌雄各半(6 项研究,占 8. 7%),
或未报告动物的性别(1 项研究,占 1. 4%)。 在年龄

选择上,仅有 32 项研究报告了动物年龄,其中小鼠

的年龄中位数为 7. 5 周。
表 1　 小鼠特征表

Table 1　 Mouse characteristics
变量 Variable 　 　 　 　 　 　 　 　 类型 Type 文献数量(n= 69)Literature quantity(n= 69)

品系-n(%)Strain-n(%)

KM 28(40. 6)
ICR 17(24. 6)

BALB / c 12(17. 4)
C57BL / 6 3(4. 3)

其他小鼠 Other mice 9(13. 0)

性别-n(%)Sex-n(%)

雌性 Female 1(1. 4)
雄性 Male 61(88. 4)

雌雄各半 Male and female half 6(8. 7)
未提 Not given 1(1. 4)

年龄(周)-中位数(四分位数)
Age (weeks) -Median (Quartile) / 7. 5(6,8)

注:A:洛哌丁胺给药天数;B:洛哌丁胺给药频率;C:洛哌丁胺给药方式。

图 3　 洛哌丁胺频率、剂量及给药方式

Note. A. Days of loperamide administration. B. Frequency of loperamide administration. C. Administration of loperamide administration.

Figure 3　 Frequency, dose and administration of loperamide

2. 1. 3　 洛哌丁胺频率、剂量及给药方式

由表 2 可见,从洛哌丁胺常用给药剂量来看,
多 为: 5 mg / kg ( 21. 7%)、 10 mg / kg ( 21. 7%)、
3 mg / kg(18. 8%)及 4 mg / kg(10. 1%)。 从洛哌丁

胺给药天数看,最短的为给药后 30 min 处死,最长

的为 28 d,而常用的则为: 30 min ( 38 项研究,
55. 1%)、3 d(6 项研究,8. 7%)、7 及 10 d(5 项研

究,7. 2%),见图 3A。 从洛哌丁胺每日给药频率来

看,小鼠最常用频率为给药一次 ( 42 项研究,
60. 9%),其次为每日 1 次(16 项研究,23. 2%),最
少为每日 2 次(11 项研究,15. 9%),见图 3B。 从

给药方式来看,小鼠常用为灌胃(87%),其次为皮

下注射(7. 2%)、腹腔注射(4. 3%),有 1 项研究未

提及给药方式,见图 3C。

表 2　 洛哌丁胺给药剂量频率表

Table 2　 Dose frequency table of loperamide administration
剂量(mg / kg)
Dose(mg / kg)

频数
Number of studies

频率(%)
Percentage(%)

5. 00 15 21. 7
10. 00 15 21. 7
3. 00 13 18. 8
4. 00 7 10. 1
8. 00 3 4. 3
0. 30 2 2. 9
0. 50 2 2. 9
1. 00 2 2. 9
6. 00 2 2. 9
9. 38 2 2. 9
1. 50 1 1. 4
2. 40 1 1. 4
6. 67 1 1. 4
9. 60 1 1. 4
20. 00 1 1. 4
50. 00 1 1. 4
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注:A:5 mg / kg 组及 10 mg / kg 组造模 14 d 含水率趋势图;B:5 mg / kg 组及 10 mg / kg 组造模 3 d 后含水率恢复趋势图;C:5 mg / kg 组及 10
mg / kg 组造模 7 d 后含水率恢复趋势图;D:5 mg / kg 组及 10 mg / kg 组造模 14 d 后含水率恢复趋势图。

图 4　 5 mg / kg 组及 10 mg / kg 组含水率趋势图

Note. A. Water content trend chart of the 5 mg / kg group and 10 mg / kg group at 14 days after modeling. B. Water content trend chart of 5 mg / kg
group and 10 mg / kg group after 3 days of modeling. C. Water content trend chart of 5 mg / kg group and 10 mg / kg group 7 days after modeling. D.
Water content trend chart of 5 mg / kg group and 10 mg / kg group after 14 days of modeling.

Figure 4　 Water content trend of 5 mg / kg group and 10 mg / kg group
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2. 2　 验证性实验研究结果

2. 2. 1　 便秘小鼠粪便含水率情况

如表 3、表 4 及图 4A 所示,从造模第 1 天开

始,各模型组与空白组对比含水率明显下降(P <
0. 05),5 mg / kg 组与 10 mg / kg 组在前 6 d 含水率

差异不明显,但第 7 天至第 14 天期间,10 mg / kg
组含水率与 5 mg / kg 组对比显著降低(P < 0. 05)。

从造模 3、7、14 d 后含水率恢复情况看,各模型组

含水率均随恢复天数的增加,含水率呈先增加后

减少再增加的趋势,到 14 d 恢复期时,造模 3 d 各

模型组与基线期相比无统计学意义(P > 0. 05),
造模 7、14 d 各模型组与基线期相比含水率显著升

高(P < 0. 05),但组间差异不明显(P > 0. 05)(图
4B、4C、4D)。

表 3　 便秘小鼠造模前 5 d 粪便含水率[M(P25,P75)]
Table 3　 Fecal moisture content of constipated mice 5 days before membrane formation[M(P25,P75)]

组别
Groups

基线
Baseline

造模第 1 天
Day 1 of modeling

造模第 2 天
Day 2 of modeling

造模第 3 天
Day 3 of modeling

造模第 4 天
Day 4 of modeling

造模第 5 天
Day 5 of modeling

空白组
Blank group 11. 31(5. 15,14. 68) 18. 00(15. 21,23. 89) 9. 54(6. 87,19. 47) 18. 24(13. 42,23. 29) 22. 19(17. 54,29. 89) 7. 98(4. 47,22. 35)

5 mg / kg 组
5 mg / kg group 24. 00(20. 38,30. 61) 7. 68(4. 39,9. 81)∗∗ 8. 44(2. 11,9. 19)∗ 2. 68(0. 45,3. 79)∗∗ 2. 27(0. 00,8. 28)∗∗ 4. 21(0. 71,15. 46)∗

10 mg / kg 组
10 mg / kg group 14. 48(11. 03,24. 28) 4. 56(3. 71,12. 54)∗∗ 7. 43(4. 20,8. 50) 4. 75(1. 25,7. 31)∗∗ 7. 98(2. 93,13. 05)∗∗ 6. 27(1. 78,13. 32)

注:与空白组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。
Note. Compared with blank group,∗P < 0. 05,∗∗P< 0. 01.

表 4　 便秘小鼠造模后 9 d 粪便含水率[M(P25,P75)]
Table 4　 Fecal moisture content of constipated mice 9 days after membrane formation[M(P25,P75)]

组别
Groups

造模第 6 天
Day 6 of modeling

造模第 7 天
Day 7 of modeling

造模第 8 天
Day 8 of modeling

造模第 10 天
Day 10 of modeling

造模第 14 d
Day 14 of modeling

空白组
Blank group 17. 71(10. 23,20. 17) 17. 74(12. 54,21. 49) 25. 22(8. 18,28. 11) 20. 39(16. 54,21. 98) 24. 50(17. 03,31. 79)

5 mg / kg 组
5 mg / kg group 2. 55(0. 00,7. 81) 6. 26(1. 28,8. 22)∗∗ 16. 89(13. 86,18. 20) 6. 24(0. 00,10. 95) 13. 07(10. 10,20. 77)

10 mg / kg 组
10 mg / kg group 5. 48(0. 00,13. 01)∗ 3. 48(0. 00,5. 25) ## 6. 07(0. 92,12. 39)∗∗## 2. 20(0. 00,11. 91)∗∗ 0. 00(0. 00,14. 08)∗∗

注:与空白组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与 5 mg / kg 组相比,#P < 0. 05,##P < 0. 01。

注:与空白组相比,∗∗P < 0. 01;与 5 mg / kg 造模 3 d 组相比,##P < 0. 01;与 10 mg / kg 造模 3 d 组相比,&P < 0. 05。

图 5　 便秘小鼠首次黑便时间( 􀭰x ± s,n= 6)
Note. Compared with blank group,∗∗P < 0. 01. Compared with 5 mg / kg group for 3 days,##P < 0. 01. Compared with 10 mg / kg group for 3 days,& P < 0. 05.

Figure 5　 Time of the first black stool in constipated mice ( 􀭰x ± s, n= 6)

Note. Compared with blank group,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01. Compared with 5 mg / kg group,#P< 0. 05,##P < 0. 01.

2. 2. 2　 便秘小鼠首次黑便时间情况

如图 5 所示,除 5 mg / kg 造模 3 d 组外,其余各

组首次黑便时间与空白组对比均升高,差异具有统

计学意义(P< 0. 01)。 造模 7、14 d 的各模型组与

5 mg / kg造模 3 d 组相比首次黑便时间明显升高(P
< 0. 01)。 10 mg / kg 造模 14 d 组与 10 mg / kg 造模 3
d 组相比增加明显(P < 0. 05)。 其余各组差异均无

统计学意义(P > 0. 05)。
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2. 2. 3　 便秘小鼠小肠推进率情况

如图 6 显示,5 mg / kg 造模 3 d 组小肠推进率与空

白组对比有下降的趋势,但差异不明显(P > 0. 05)。
其余各组间对比差异均无统计学意义(P > 0. 05)。

图 6　 便秘小鼠小肠推进率( 􀭰x ± s,n = 6)
Figure 6　 Small intestinal propulsion rate of constipated mice ( 􀭰x ± s, n= 6)

3　 讨论

便秘尤其是阿片类药物引起的便秘患病率逐

年上升,其发病机制及治疗方法还需进一步研究,
因此建立符合人类便秘病理生理特点并且稳定的

动物模型至关重要。 研究显示,小鼠常用于观察排

便实验及胃肠运动[13]。 因此本文通过文献研究与

实验研究相结合的方式,统计洛哌丁胺诱导便秘使

用的小鼠特征及药物剂量、给药方式及时间后,进
行洛哌丁胺诱导便秘小鼠的稳定性实验研究,以期

寻找更为稳定的洛哌丁胺诱导便秘小鼠模型。 洛

哌丁胺为临床上常用抗腹泻药物,是 μ-阿片受体的

激动剂,可阻止乙酰胆碱和前列腺素的释放[14],从
而抑制肠道水分分泌[15],减缓肠道蠕动并延长其内

容物通过时间[16]。 同时动物应用洛哌丁胺造模后

耐受良好,且粪便干硬,含水率降低,肠道传输时间

增加[17]。 因此洛哌丁胺符合临床便秘患者的生理

病理特点,可诱导便秘动物模型。 但洛哌丁胺制备

便秘模型时,给药剂量、方式及时间多样,且易出现

药物平台期[18],模型稳定性不高[9],并且针对小鼠

的稳定性研究较少。 因此,研究洛哌丁胺有效给药

剂量、方式、时间、及便秘小鼠模型制备稳定性很有

必要。
动物模型的建立与品系、性别及年龄等动物特

征密切相关。 本研究显示,目前在洛哌丁胺诱导便

秘小鼠模型的研究中,常用的小鼠品系为 KM 小鼠

与 ICR 小鼠,两者同属封闭群小鼠,均具有经济易

得的特点[19]。 而 BALB / c 小鼠与 C57BL / 6 小鼠也

运用较多,两者均为近交系小鼠,具有高度的遗传

稳定性和基因同源性,在实验研究中易于重复和比

较[20]。 同时本研究统计发现大多实验常选用雄性

动物,这可避免雌性大鼠的激素产生的复合效应影

响实验结果[21]。 最后小鼠年龄与便秘模型也密切

相关,有研究显示老年小鼠可因结肠运动迟缓引起

便秘[22],本研究文献分析也显示,大多数研究均采

用 6 ~ 8 周龄的性成熟小鼠。 因此考虑到实验的可

重复性和稳定性,本研究实验部分选择了 6 ~ 8 周

龄的雄性 C57BL / 6 型小鼠进行实验。
本研究统计分析发现,小鼠常用洛哌丁胺给药

剂量为:10、5 mg / kg,给药方式为灌胃,而结合给药

频率及造模天数来看,小鼠常用频率为给药 1 次、每
日 1 次,常用造模时间为 30 min。 因此从文献中发

现,大多数实验采取干预结束后立即进行洛哌丁胺

灌胃的方式,以避免小鼠造模后出现自愈,但多用

于即时效应实验如药物研究中[23-25],其他需长期干

预如针灸等实验则不适用。 因此还需进行相关动

物实验来观察洛哌丁胺不同给药浓度及时间的造

模效果,以研究其稳定性。 值得注意的是,团队在

前期预实验中,参照研究[18] 加入了 50 mg / kg 的浓

度进行对比,但造模 3 d 死亡率高达 80%,考虑为洛

哌丁胺药物毒性导致小鼠出现死亡[26]。 因此本实

验研究选择了更为安全且运用最多的 5 mg / kg(造
模期间死亡率 15%)、10 mg / kg (造模期间死亡率

10%)两个不同浓度对比,采取文献中运用较多的每

日 1 次及灌胃的方式,同时观察连续造模 14 d 的含

水率及其 3、7、14 d 造模后的含水率恢复情况、首次
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黑便时间及小肠推进率,以进一步研究其模型稳

定性。
本研究中实验部分对比 5、10 mg / kg 两个给药

浓度发现,造模第 1 天,各模型组含水率均较空白组

明显下降(P< 0. 05),而造模第 3 天时各造模组含

水率为前 7 d 最低,且各模型组间无明显差异(P >
0. 05)。 但从造模第 7 天开始至第 14 天,总体来看

5 mg / kg 组与 10 mg / kg 组相比含水率明显增加(P
< 0. 05)。 从首次黑便时间来看,10 mg / kg 组造模

3 d与空白组对比明显上升(P < 0. 05),而连续给药

7、14 d 对比空白组及给药 3 d 组均明显上升,但组

间差异不明显。 以上均说明,洛哌丁胺造模 1 d 即

可出现明显便秘症状,但造模 7 d 后易出现药物作

用平台期,随着造模时间增加,其对肠道水分分泌

及蠕动的抑制作用反而减弱,而 5 mg / kg 组对比

10 mg / kg组更易出现药物平台期。 从小鼠造模后恢

复情况来看,各模型组的含水率均在停止造模 1 d
后增加至较高水平,直到停药后 14 d,含水率均保持

在较高水平。 说明以 5、10 mg / kg 的洛哌丁胺浓度

灌胃小鼠停药后,便秘症状均可自愈,这与文献报

道一致[9]。 从小肠推进率来看,各模型组与空白组

相比无统计学差异,组间差异也不显著,有可能是

药物浓度还不足以使其产生阳性反应,这与之前研

究一致[18]。 总之,鉴于本研究中观察到的小鼠自愈

性及洛哌丁胺药物平台期的结果,建议长期干预实

验可予以小鼠 10 mg / kg 的洛哌丁胺浓度灌胃,于造

模 3 d 检查模型效果后进行干预,同时继续灌胃洛

哌丁胺以维持模型稳定性。
综上,结合文献及实验研究发现,为维持便秘

模型稳定性,进行即时效应实验时可在干预后予以

小鼠灌胃洛哌丁胺 1 次进行便秘造模,药物浓度选

择 5 mg / kg 或 10 mg / kg 均可。 而进行需长期干预

的实验时,可选择 10 mg / kg 的洛哌丁胺浓度灌胃,
造模 3 d 后可进行干预,在干预的同时继续予以洛

哌丁胺灌胃。 本文对洛哌丁胺诱导便秘小鼠造模

方法做一概述,同时对其模型稳定性进行了研究,
以期为建立科学稳定的便秘小鼠模型提供依据。
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不同体重对正常饮食下小鼠腹主动脉瘤进展
影响的回顾性研究

刘懿1,田康利1,夏聪聪1,刘浩乐1,付维来2,许杨威1,白亮1,刘恩岐1,赵四海1∗

(1. 西安交通大学医学部实验动物中心,西安　 710061; 2. 天津医科大学第二医院血管外科,天津　 300211)

　 　 【摘要】 　 目的　 分析正常饮食情况下,术前体重对猪胰弹性蛋白酶(PPE)诱导的小鼠腹主动脉瘤进展的影

响。 方法　 回顾分析本实验室最近半年 44 例 PPE 诱导的小鼠腹主动脉瘤模型中,术前不同体重对后期腹主动脉

直径和腹主动脉瘤进展的影响,分析两者的相关性。 对术前体重低于 25 g 的 8 例入选小鼠(模型组 1)和术前体重

高于 30 g 的 8 例入选小鼠(模型组 2)进行体重、脂肪分布、腹主动脉直径、腹主动脉直径变化、腹主动脉瘤病变组

织学和免疫组织化学比较。 正常阴性对照小鼠未给与任何处理。 结果　 44 例小鼠腹主动脉瘤血管直径和术前体

重的相关系数为 0. 005,未发现体重对腹主动脉瘤进展有显著影响。 进一步分析发现,模型 1 组和模型 2 组在术后

14 d 血管直径(1. 35 mm vs 1. 27 mm)和血管直径变化上(0. 85 mm vs 0. 72 mm)差异没有显著性。 相比正常血管,
模型组 1 和模型组 2 小鼠在术后 14 d,腹主动脉肾下灌注段直径显著增加,全部形成动脉瘤。 组织学呈弹性纤维

断裂、平滑肌细胞耗竭、炎症反应增加和血管新生异常等典型的腹主动脉瘤病变特征。 结论　 在正常饮食小鼠,体
重未见影响腹主动脉瘤的进展。

【关键词】 　 体重;腹主动脉瘤;猪胰弹性蛋白酶;免疫组织化学
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Effects of different body weights on the progression of abdominal aortic
aneurysm in chow diet feeding mice: a retrospective study

LIU Yi1, TIAN Kangli1, XIA Congcong1, LIU Haole1, FU Weilai2, XU Yangwei1, BAI Liang1, LIU Enqi1, ZHAO Sihai1∗

(1. Laboratory Animal Center, Xi’an Jiaotong University School of Medicine, Xi’an 710061, China.
2. Department of Vascular Surgery, the Second Hospital of Tianjin Medical University, Tianjin 300211)

Corresponding author: ZHAO Sihai. E-mail:sihaizhao@ xjtu.edu.cn

【Abstract】　 Objective　 This study aimed to analyze the effect of preoperative body weight on the progression of
porcine pancreatic elastase (PPE)-induced abdominal aortic aneurysm (AAA) in mice fed a normal diet. Methods　 We
retrospectively analyzed the association of preoperative body weight and postoperative abdominal aortic diameter in 44 PPE-
induced abdominal aortic aneurysm mouse models in our laboratory. Sixteen mice, divided into group 1 (n= 8, preoperative
weight less than 25 g) and group 2 (n= 8, preoperative weight of more than 30 g) were chosen for the following analysis.
The body weight, fat distribution, abdominal aorta diameter and diameter changes of all mice were analyzed. Comparative
analysis of histology and immunohistochemistry of AAA lesions was conducted among group 1, group 2 and normal control
animals. The normal control mice were free of surgery. Results　 The correlation coefficient between the aortic diameter and
preoperative body weight was 0. 005 (using the 44 included mice). No significant influence of body weight was found on the
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progression of AAA in mice fed a normal diet in this study. Further analysis found that there were no significant differences
in the abdominal aortic diameter (1. 35 mm vs 1. 27 mm) and diameter changes (0. 85 mm vs 0. 72 mm) between the
model groups 1 and 2 at day 14 after the surgery. Compared with normal control mice, PPE-treated mice in model groups 1
and 2 had a significant increase in the diameter of the infrarenal aorta at postoperative day 14, and all formed aneurysms.
Histological observations showed typical AAA lesion features, such as elastic fiber breakage, smooth muscle exhaustion,
increased inflammation and abnormal angiogenesis. Conclusions　 Body weight was not associated with the progression of
PPE-induced AAA in mice fed a normal diet.

【Keywords】　 body weight; abdominal aortic aneurysm; porcine pancreatic elastase; immunochemistry
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 腹主动脉瘤(abdominal aortic aneurysm,AAA)是
指各种致病危险因素引起的腹主动脉局部扩张,导致

动脉直径超过正常值的 50%[1-2]。 AAA 的危险因素

主要包括了吸烟、年龄、性别、家族遗传史和高血压

等,其最终发病是遗传因素和生活习惯共同引起[3]。
由于目前提供给动脉瘤病人的有效的药物治疗措施

尚未建立,外科治疗仍是目前有效治疗手段[2,4-5]。
各种原因导致的突发动脉瘤破裂死亡率可达到 80%
以上,很多病人没有来的及入院或在入院不久死亡,
AAA 已经成为一种严重影响人们健康的疾病[1-4]。
随着我国社会的快速发展,国人肥胖或者亚肥胖人数

在逐渐增加,而超重和很多疾病,包括动脉粥样硬化

和糖尿病等,都呈现出正相关,已经成为一个重要的

疾病危险因素[6-8]。 虽然 AAA 和动脉粥样硬化都是

常见的外周血管病,但两者在发病机制上很多不同,
关于超重 /肥胖是否也可以促进 AAA 进展,目前临床

数据分析结果不一致,尚未有定论[9-11]。 在实验室,
模拟 AAA 的动物模型有多种,包含猪胰弹性蛋白酶

(porcine pancreatic elastase,PPE)灌注法、血管紧张素

(Angiotensin II,Ang II)输注法和氯化钙涂抹法等,而
前两种方法又更为常用[12-14]。 有研究显示,通过高脂

饮食诱导的超重或肥胖可以促进 Ang II 诱导的小鼠

AAA 的形成,提升该方法的成模率[15]。 在实际工作

中,饲喂正常饮食情况下,即使是相近周龄的近交系小

鼠,由于母鼠产仔个数、营养和后天发育的差别,体重

也不尽相同,是否不同体重也会影响 AAA 的造模成功

率和疾病进展? 为了回答该问题,我们回顾性分析了

本实验室 2021 年以来用作对照组的 PPE 诱导的 AAA
模型小鼠,探究体重是否可以影响 AAA 的发展。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

本研究所用 45 只 SPF 级雄性 C57BL / 6 小鼠

(模型组 44 只,正常对照组 1 只用于组织学观察),
10 ~ 14 周龄,体重 24 ~32 g,均来自于西安交通大

学实验动物中心【SCXK(陕)2018-001】。 饲养于西

安交通大学实验动物中心【SYXK(陕)2020-005】,
饲养期间各组小鼠自由饮水,饮食。 饲养环境:昼
夜各半循环照明,湿度恒定,温度控制在 22 ~
25℃。 所有操作均符合西安交通大学实验动物伦理

学要求(审批号:2019-1178)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

PPE(Sigma,E1250)用 PBS 配置成 1. 5 U / mL
工 作 液。 平 滑 肌 细 胞 α-actin 抗 体 ( Novus
Biologicals,NB300 - 978),巨噬细胞 ( CD68) 抗体

( BioLegend, 137002 ), CD31 抗 体 ( BioLegend,
100402), MMP-2 抗 体 ( R&D Systems, AF1488 ),
MMP-9 抗体(R&D Systems,AF909),生物素标记羊

抗大鼠二抗(VECTOR,BA-9400),生物素标记驴抗

羊二抗(Jackson ImmunoResearch,705-065-003),链
霉亲和素-辣根过氧化物酶偶联物(Jackson Immuno
Research,016 - 030 - 084),AEC 试剂盒(VECTOR,
SK-4200),苏木素伊红(HE)染液(武汉赛维尔生物

科 技 有 限 公 司, G1005 ), 冷 冻 包 埋 剂 OCT
(SAKURA,4583),其他试剂均为国产分析纯,弹力

纤维染液为国产相关试剂配制。
手术显微镜(上海玉研,型号:YAN-4A);手术

显微镜照相机(麦克奥迪,型号:ProS5 Lite);冰冻切

片机(Leica,型号:CM1950);生物显微镜(Nikon,型
号:80i);生物显微镜照相机(Olympus,型号:DP72)
和图像分析软件(Mitani,WinRoof 6. 5),图表制作和

数据分析软件(Prism7. 0)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

回顾性分析本实验室 2021 年 1 月以来 44 只

PPE 诱导的 AAA 小鼠模型体重和成瘤后腹主动脉

直径数据,先用 Prism 7. 0 进行两者相关性回归分
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析。 然后根据小鼠体重分布(23. 9 ~ 32. 1 g),将正

常饮食小鼠根据体重筛选出两组,纳入体重 < 25 g
的小鼠作为模型 1 组(正常饮食体重较轻者,n = 8)
和体重>30 g 的小鼠作为模型 2 组(正常饮食体重

较重者,n= 8)。 PPE 诱导小鼠 AAA 模型方法如下:
小鼠称重后,转入到诱导麻醉盒中做术前预麻醉。
小鼠麻醉后,转移至手术平台,继续面罩吸入麻醉。
将小鼠取仰卧位固定,脱毛剂去掉腹部被毛,手术

区皮肤用碘酒消毒,腹部正中切开长约 2 ~ 3 cm,拨
开腹腔内容物,暴露肾下腹主动脉至髂动脉分叉

处,结扎侧支血管,游离出准备灌注的腹主动脉段。
手术段腹主动脉放置 3 根 8-0 丝线,上下游活结结

扎。 用 8-0 缝合针头在髂动脉分叉结扎线临近处

扎破血管,清理溢出血液,用显微手术镊将套管(PE
-10)经血管刺破口处插入动脉。 中游结扎线结扎

固定插管后,注射泵迅速注射约 30 μL PPE,灌注持

续 5 min 后,拔出插管,11-0 丝线缝合动脉切口,重
建下肢血流,关闭腹腔。 术后将小鼠笼盒放于温暖

环境保暖,待小鼠活动正常后放回饲养室,整个手

术过程在体式显微镜下完成。
1. 2. 2　 动脉直径测量及取材

对于接受手术并进行 PPE 灌注的小鼠,术前

(记为 0 d)及术后 14 d 用显微镜照相机进行腹主动

脉拍照和直径测量。 根据镜下观察和动脉直径测

量结果,血管直径扩张超过 50%以上判定为 AAA。
术后 14 d 后安乐死小鼠,取 AAA 段血管,新鲜组织

用 OCT 包埋,冰冻切片机连续切片(5 μm)备用。
分离小鼠皮下、附睾周围和背部脂肪,称取组织

湿重。
1. 2. 3　 腹主动脉瘤病变组织学检测和分析

组织切片分别进行 HE、弹力纤维和 Masson 染

色,免疫组织化学染色采用生物素-链霉亲和素过

氧化物酶法,包括血管平滑肌细胞、巨噬细胞、新
生血管、基质金属蛋白酶 2(matrix metalloproteinase
2,MMP-2) 和 MMP-9 染色。 在进行组织学评价

中,从轻度到重度分为四个级别( I-IV)进行评价。
以弹力纤维破坏为例,I 级:弹力纤维层破坏和血

管平滑肌细胞减少等损伤仅局限于 1 层弹力纤维

层;II 级:损伤涉及两层或全部,但仅限于 1 / 4 血

管;III 级:损伤涉及所有弹力纤维层,但仅限于 1 /
2 血管以下;IV 级:损伤涉及所有弹力纤维层并延

伸至 3 / 4 血管以上。 平滑肌细胞耗竭和巨噬细胞

染色阳性细胞数量显示血管壁炎性反应程度,可

根据浸润的面积和部分分为 4 个级别( I-IV),其标

准同上。 对于外膜血管新生(CD31 标记)采用镜

下计数新生血管数量的方法分析、MMP-2 和 MMP-
9 的免疫组织化学染色结果利用软件计算阳性着

色面积。
1. 3　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示,所有

数据采用 GraphPad Prism 7. 0 进行统计学分析,
两组比较数据先进行正态检验,符合正态检验情

况下采用两组均数 t 检验,以 P< 0. 05 表示差异

具有显著性。

2　 结果

2. 1　 小鼠体重与 AAA 成瘤和血管直径变化的相

关性分析

如图 1A 所示,我们回顾性分析纳入了本实验

室 2021 年 1 月以来 44 只 PPE 诱导的 AAA 小鼠模

型体重和成瘤后腹主动脉直径数据,然后进行相关

性分析发现术前体重和术后血管扩张程度相关系

数只有 0. 005,相关系数较低。 根据体重将纳入小

鼠分为体重偏轻的模型 1 组和体重较大的模型 2
组,两组平均体重分别为 24. 5 g 和 31. 1 g(图 1B)。
PPE 灌注手术后 14 d,分离小鼠不同部位脂肪,称
取湿重发现两组小鼠在不同部位脂肪重量均有显

著性差异(图 1C)。 进一步分析术后血管直径,可
以看到两组小鼠在 PPE 灌注手术后 14 d 均出现了

灌注段血管扩张,模型 1 组平均从 0. 50 mm 左右扩

张到 1. 35 mm,模型 2 组平均从 0. 55 mm 左右扩张

到 1. 27 mm(图 1D)。 两组小鼠血管直径相比术前

均有显著性差异,达到血管瘤诊断标准,但相同时

间节点上,两组小鼠血管直径差异不大,未见体重

对 AAA 成瘤有大的影响(图 1E)。 同样,我们也分

析了两组小鼠血管直径变化的情况,将手术后 14 d
血管直径减去术前直径,两组小鼠血管直径变化的

差异也不显著(图 1F)。
2. 2　 不同体重小鼠 AAA 组织学比较

如图 2 所示,正常血管镜下可见结构清晰,平滑

肌细胞排列整齐,弹力纤维连续整齐。 两组 PPE 模

型小鼠的血管腔明显扩大,平滑肌细胞着色变浅,
甚至消失,可见明显的炎症细胞弥散性浸润,血管

结构紊乱。 两组小鼠在具体病变特征上差异不大,
均呈现血管腔增大、血管结构改变和炎症细胞浸润
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特征。 正常血管弹力纤维染色一般可见小鼠腹主

动脉有 4 层左右的弹力纤维层,弹力纤维呈现规律

性的弯曲。 PPE 模型小鼠弹力纤维破坏较为严重,
中膜弹力纤维多断裂、退行性变、甚至消失或只留

下残迹,经组织学评分,本实验模型 1 组 8 只小鼠

中,2 只评分为 III 级,6 只评分为 IV 级;模型 2 组 8
只小鼠中,3 只评分为 III 级,5 只评分为 IV 级,损伤

涉及所有弹力纤维层。

注:A:腹主动脉直径和体重相关性分析;B:两组小鼠体重;C:两组小鼠脂肪分布比较;D:血管代表性图片;E:两组小鼠

腹主动脉直径;F:两组小鼠腹主动脉直径变化;与模型组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;NS,统计没有显著性。

图 1　 正常饮食小鼠体重与腹主动脉瘤直径相关性分析

Note. A. Correlation analysis between AAA diameter and body weight. B. Body weight. C. Fat tissue weight. D. Representative

pictures of AAA. E. Diameter of abdominal aorta before and after surgery. F. Aortic diameter change. Compared with group 1, ∗P

< 0. 05,∗∗P < 0. 05. NS. Not significant.

Figure 1　 Correlation analysis between body weight and AAA diameter in normal diet feeding mice

图 2　 正常饮食下不同体重小鼠 AAA 组织学比较

Figure 2　 Histological comparison of AAA in different body weight mice
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2. 3　 不同体重小鼠 AAA 瘤体平滑肌细胞损耗和

巨噬细胞浸润比较

以平滑肌 α-actin 标记平滑肌细胞,免疫组织

化学染色结果显示正常血管平滑肌层呈现典型的

环状结构着色,平滑肌细胞和弹性纤维排列规律

(图 3)。 相比于正常腹主动脉,PPE 灌注小鼠血

管显示平滑肌细胞损耗殆尽,着色很浅。 模型1 组

和模型 2 组差别不大,其中模型 1 组 8 只小鼠,有

1 只损伤评分为 III 级,7 只评分为 IV 级;模型 2 组

有 2 只损伤评分为 III 级,6 只评分为 IV 级。 和平

滑肌细胞组织学评价结果类似,巨噬细胞( CD68
标记)浸润在两个模型组也非常严重,其中模型 1
组 8 只小鼠评分为 IV 级;模型 2 组有 1 只损伤评

分为 III 级,7 只评分为 IV 级。 正常血管巨噬细胞

染色偶见阳性着色细胞,分析可能为血管局部定

居的炎症细胞。

图 3　 正常饮食下不同体重小鼠 AAA 组织平滑肌细胞和巨噬细胞染色

Figure 3　 Immunohistochemical staining of smooth muscle cells and macrophages

2. 4　 不同体重小鼠 AAA 瘤体 MMP-2 和 MMP-9
表达比较

MMPs 在 AAA 起始和进展中扮演重要角色,在
炎症反应和血管重塑等进程中均起到重要作用。
如图 4 所示,正常血管的 MMP-2 和 MMP-9 表达很

少,即使是血管周围定居的巨噬细胞等炎性细胞也

未见表达。 相比于正常动脉血管,PPE 灌注小鼠腹

主动脉瘤体组织 MMP-2 和 MMP-9 升高,其与炎症

细胞浸润,尤其是巨噬细胞的浸润有很大关系,在
表达位置上也多有重合,在血管重塑发挥着重要作

用。 但在不同体重小鼠,这两个基质金属蛋白酶表

达水平差异并不显著。

图 4　 正常饮食下不同体重小鼠 AAA 组织 MMP-2 和 MMP-9 染色

Figure 4　 Immunohistochemical staining of MMP-2 and MMP-9 in AAA tissues
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2. 5　 不同体重小鼠 AAA 瘤体血管新生的比较

异常血管新生也是 AAA 的重要特征之一,血管

新生异常在 AAA 进展中发挥了重要作用。 如图 5
所示,用 CD31 标记血管内皮细胞,观察新生血管情

况正常血管除管腔侧内皮着色外,血管其他部位未

见明显的新生血管。 而在模型 1 组和模型 2 组小

鼠,可见血管外膜有数量众多的新生血管,AAA 瘤

体部位伴有异常血管新生。 通过统计模型 1 组和模

型 2 组新生血管的数量,模型 1 组稍多于模型 2 组,
但无统计学差异。

图 5　 正常饮食下不同体重小鼠 AAA 组织血管新生观察

Figure 5　 Angiogenesis in AAA tissues of normal diet feeding mice

3　 讨论

在本研究中,我们通过回顾本实验 PPE 制备的

AAA 小鼠模型状况,专注分析了正常饮食下,体重

这一因素在 AAA 进展中可能起到的作用。 在 AAA
相关研究中, PPE 诱导模型是最常用的模型之

一[12-13]。 相比其他模型,PPE 模型较好的模拟了炎

症反应参与 AAA 进展的情况,而且弹力纤维断裂 /
降解和平滑肌细胞凋亡消失等组织学表现也很典

型[13,16]。 一般来讲,可选用 8 周龄以上小鼠用 PPE
灌注来进行 AAA 造模,进而开展后续研究[12,16]。
文献报道超重和肥胖可以影响小鼠 AAA 的进

展[15]。 在正常饮食饲养状态下,相同或相近周龄小

鼠,其体重也有差异,是否在 AAA 造模的时候需要

考虑体重这一因素的影响? 为了回答这一问题,我
们通过回顾本实验室数据,初步分析了在正常饮食

情况下,小鼠体重差异对 PPE 诱导的 AAA 影响。
分析结果显示两者相关性较小。

以往基于小鼠的研究认为肥胖可以促进夹层

AAA 的进展,所采用的模型是 Ang II 模型,该模型

一般均伴随主动脉夹层[13,17]。 但在 Ang II 诱导的

模型中,高脂血症是必须的,但在人类,高脂血症和

动脉瘤的关系仍未明确定论[17]。 而 PPE 模型在野

生型小鼠上即可诱导,不依赖于高脂血症,避免了

这一混杂因素带来的困扰。 流行病学研究对于肥

胖或超重是否促进 AAA 进展,也仍未完全获得一致

结论。 在研究体重和 AAA 的关系上,只有腰臀比可

能和 AAA 发展呈正相关[9]。 由于流行病学研究结

果的不一致,超重或肥胖和腹主动脉瘤进展的关系

尚需进一步明确[9-11]。 在本次研究中,虽然只是涉

及到正常饮食的小鼠,在自然体重差异情况下,并
未观察到体重差异对 AAA 的明显影响。 这可能和

PPE 模型造模因素中不涉及血脂及其相关代谢变

化有关。 由于本回顾分析中纳入的均是正常饮食

小鼠,两个模型组体重差异基本涵盖了 10 ~ 14 周龄

小鼠正常体重的范围,结果证实体重正常范围内的

差异对 AAA 的影响有限,这为我们在进行造模时候

对动物体重的选择具有参考意义。
体重增加和糖尿病呈正相关,两者是相互促进

的关系。 但令人意外的是,越来越多的临床证据证

明,糖尿病却对动脉瘤的进展起到抑制作用,而在

动物实验也得到验证[18-19]。 在本实验中,我们未观
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察到体重对 AAA 的明显影响,虽然统计学差异并不

显著,体重小的模型 1 组在 PPE 造模后,其血管直

径变化比体重较大的模型 2 组稍大一些。 在本实验

中,我们使用的是正常饮食小鼠,并未诱导肥胖,将
来的实验中可以考虑尝试在肥胖小鼠中研究肥胖

对 AAA 的影响。 总之,本实验明确了正常饮食情况

下,体重并未对 AAA 的形成和发展造成显著影响,
正常范围内的体重差异不对 PPE 诱导小鼠 AAA 模

型的稳定性造成困扰。
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硫辛酸合成酶低表达对小鼠抗氧化能力的影响
严森森,吕梦迪,杨学思,陶映君,徐光翠,赵英政∗

(新乡医学院公共卫生学院,河南 新乡　 453003)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种硫辛酸合成酶基因低表达的基因修饰小鼠,并检测其抗氧化能力。 方法　 将硫辛

酸合成酶基因 3􀆳-UTR 区域 Loxp 小鼠与 E2a-Cre 小鼠杂交,从子代小鼠中鉴定出 LiasL / +小鼠并进一步繁殖、鉴定基

因型。 选取基因型为 LiasL / L和 Lias+ / +的 8 周龄雄性小鼠各 10 只;称重、麻醉后经股动脉采血,然后分离小鼠肺、肾
及肝,并称重。 应用 Western Blot、免疫组化方法检测肺、肾、肝组织中硫辛酸合成酶(LIAS)蛋白的表达水平;分离

血清,检测总抗氧化能力(TAC);对肾、肝、肺匀浆后提取总蛋白,检测其 SOD、CAT 酶活性及 MDA 含量。 结果

Western Blot 及免疫组化分析显示,除小鼠肝 LIAS 免疫组化分析结果外,LiasL / L组小鼠较 Lias+ / +组小鼠肾、肝及肺组

织中 LIAS 蛋白表达水平均显著降低(P < 0. 05)。 与 Lias+ / +组小鼠相比,LiasL / L组小鼠血清 TAC 水平显著降低(P
< 0. 05),LiasL / L小鼠肾、肝、肺脏器中 SOD、CAT 酶活性显著降低,MDA 水平显著升高(P < 0. 05)。 结论　 本研究

鉴定了硫辛酸合成酶基因低表达的基因修饰小鼠,其在肾、肝及肺中表达较野生型小鼠均降低,并导致相应脏器的

氧化损伤。
【关键词】 　 硫辛酸合成酶;基因分型;氧化损伤;小鼠模型

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2022) 01-0064-06

Effects of low expression of lipoic acid synthase on antioxidant capacity
in mice

YAN Sensen, LYU Mengdi, YANG Xuesi, TAO Yingjun, XU Guangcui, ZHAO Yingzheng∗

(School of Public Health, Xinxiang Medical University, Xinxiang 453003, China)
Corresponding author: ZHAO Yingzheng. E-mail:yingzhengzhao@ 126.com

【Abstract】　 Objective　 To establish a lipoic acid synthase gene-modified mouse model and detect their antioxidant
capacity. Methods　 Mice with a loxP-modified 3′-UTR region of the lipoic acid synthase gene were hybridized with EIIa-
Cre mice. LiasL / + mice were identified from their offspring genotypes, and further propagated. Three genotypes of offspring
were identified. Ten 8-week-old male mice with LiasL / L and Lias+ / + genotypes were randomly selected. After weighing and
anesthesia, blood was collected via the femoral artery, and then the kidneys, livers and lungs were collected and weighed.
Western Blot and immunohistochemistry were used to detect expression levels of lipoic acid synthase (LIAS) protein in
kidney, liver and lung tissue. Serum was collected to detect total antioxidant capacity (TAC). The total protein of tissue
homogenates from kidney, liver and lung samples were used to detect the activities of superoxide dismutase and catalase,
and the content of malondialdehyde. Results　 The expression levels of Lias in kidney, liver and lung samples from LiasL / L

mice were significantly lower than those from Lias+ / + mice by semi-quantitative western blotting and immunohistochemical
analysis (P< 0. 05). Compared with the Lias+ / + group, serum levels of TAC and enzyme activities of superoxide dismutase
and catalase in kidney, liver and lung samples were decreased, and the malondialdehyde level increased in the LiasL / L
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group (P< 0. 05). Conclusions　 Kidney, liver and lung expression levels of Lias were lower in mice with a modified 3′-
UTR region of Lias than those of wild-type mice, with corresponding oxidative damage observed in these organs.

【Keywords】　 lipoic acid synthase; genotyping; oxidative damage; mice model
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 机体内抗氧化系统能清除由于内源或外源刺

激生成的自由基,维持自由基在机体内的平衡。 然

而,当自由基过量产生或机体对其清除能力下降

时,过量的自由基会损伤生物大分子,损害细胞、组
织及器官,导致氧化损伤。 研究表明肿瘤、糖尿病

及心血管等疾病发病均与氧化损伤有关[1-3]。
硫辛酸为一种生成于线粒体的强抗氧化剂,可

以清除自由基,减缓机体衰老,并能还原再生维生

素 C,维生素 E 和谷胱甘肽等其他抗氧化剂[4]。 临

床上 α-硫辛酸已用于减轻糖尿病患者外周神经病

变[5]。 硫辛酸合成酶( lipoic acid synthase,LIAS)是
合成硫辛酸的关键酶[6]。 本研究鉴定了应用 Cre-
Loxp 技术修饰 LIAS 基因的 3􀆳-UTR 区域,使硫辛酸

合成酶基因体内低表达的小鼠模型,并检测了小鼠

抗氧化能力。 应用该小鼠模型将有利于探讨氧化

应激相关疾病的发病机制及进行抗氧化治疗效果

评估。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

10 只 6 周龄的 SPF 级雄性以 C57BLKS / J 小鼠

为遗 传 背 景 的 LIAS 基 因 3􀆳-UTR 区 域 修 饰 的

Liasloxp / loxp小鼠,体重 19 ~ 21 g,由北卡罗来纳大学

教授赠送。 10 只 6 周龄 SPF 级雌性 E2a-Cre 小鼠

购自赛业生物科技有限公司 【 SCXK (苏) 2018 -
0003】。 Liasloxp / loxp小鼠与 E2a-Cre 小鼠交配后将使

LIAS 基因的 3􀆳-UTR 表达不稳定,从而使 LIAS 表达

降低。 从 Liasloxp / loxp小鼠与 E2a-Cre 小鼠的子代小鼠

中鉴定出 LiasL / + 小鼠并进一步繁殖、基因型鉴定。
随机各选择 10 只 8 周龄 SPF 级雄性 LiasL / L 和
Lias+ / +小鼠,体重为(22 ± 2) g,用于抗氧化相关指

标检测。 小鼠均饲养于新乡医学院公共卫生学院

具有独立通风系统(IVC)的动物房【SYXK(豫)2016
-0006】。 室内温度控制在 20 ~ 25℃,相对湿度

60% ~ 70%,明暗周期 12 h / 12 h。 饲养期间小鼠自

由进食饮水(上海斯莱康提供 SPF 级小鼠饲料)。
动物实验所有操作均遵守新乡医学院动物研究伦

理规范(审批号:XYLL-2017087)。

1. 1. 2　 主要试剂与仪器

DNA 提取试剂盒及 PCR 引物由上海生工提供,
GoTaq􀳏 Master Mixes 购自 Promega(M7123);RIPA
细胞 /组织裂解液(北京索莱宝科技有限公司),BCA
蛋白浓度测定试剂盒(上海碧云天生物科技公司),
一抗兔多抗 LIAS 抗体(Proteintech,美国),一抗兔单

抗细胞色素 C 氧化酶(cytochromecoxidase,COX)亚基

Ⅳ(COX IV)(Cell Signaling,美国)、二抗山羊抗兔 IgG
(H+L)-HRP(Proteintech,美国);丙二醛(MDA)试剂

盒(上海碧云天生物科技公司),超氧化物歧化酶

(SOD)试剂盒(上海碧云天生物科技公司),过氧化

氢酶(CAT)试剂盒(北京索莱宝科技有限公司);凝
胶电泳仪 ( Bio-Rad,美国),化学发光成像系统

(ProteinSimple,美国),多功能酶标仪 ( Thermo,美
国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 PCR 扩增技术鉴定小鼠基因型

剪 3 ~ 5 mm 小鼠尾巴放入 PCR 管中,4℃ 保

存,用试剂盒提取基因组 DNA,作为 PCR 模板。 采

用上游引物 5′-CTAAAGTGTAGCCAAGCCCT-3′,下
游引物:5′-CTTCTCTGACTGCAGATCCT-3′,鉴定修

饰 的 LIAS 基 因; 采 用 上 游 引 物 5′-
CTAAAGTGTAGCCAAGCCCT-3′, 下 游 引 物: 5′-
GTCACGGAGTCCATATGTGT-3′,鉴定野生型 WT 基

因。 PCR 反应体系:2 × EasyTaq SuperMix 6. 25 μL,
超纯水 3. 05 μL,浓度为 10. 0 μmol / L 的下游引物与

下游引物各 0. 3 μL,DNA 模板 0. 5 μL。 PCR 反应

条件为:预变性 94℃,5 min;变性 94℃,30 s;退火

60℃,30 s;延伸 72℃,30 s;共进行 34 个循环;终延

伸 72℃,10 min。 取 PCR 反应终产物 8. 0 μL,在
1. 5%琼脂糖凝胶电泳,电压 110 V,时间 25 min。 采

用凝胶成像分析系统观察分析条带。 野生型产生

500 bp 目标片段,而 LIAS 修饰基因产生 300 bp 目

标片段。
1. 2. 2　 动物处理和样品采集

对选择的 LiasL / L和 Lias+ / +小鼠称重后,以 4%异

氟烷麻醉,股动脉采血后处死动物;分离小鼠肺、
肾、肝并称重。 将左肺下叶,左侧肾及约 5. 0 mg 肝

组织置于 4%多聚甲醛中固定,剩余肺、肝组织以及
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右肾用于检测 LIAS 蛋白表达及抗氧化能力相关指

标。 将采集的外周血室温静置 2 h 后,2000 rpm 离

心 5 min 分离血清,用于检测总抗氧化能力。 所有

样品均保存于-80℃。
1. 2. 3　 Western Blot 检测 LIAS 蛋白表达

采用蛋白印迹法检测小鼠肺、肾、肝组织 LIAS
蛋白表达水平。 3 种组织各称取 20 mg,剪碎,加入

200 μL RIPA 裂解液和 2. 0 μL 的 PMSF,充分混匀,
然后用组织破碎仪 70 Hz 匀浆 3 ~ 5 min。 将匀浆

液 4℃、11 304 rpm 离心 10 ~ 15 min,取上清液采用

BCA 法定量总蛋白。 用浓度为 12%的分离胶进行

电泳,PVDF 膜进行转膜,5%脱脂牛奶封闭 2 h,封
闭后加一抗兔多抗 LIAS 抗体 ( 1 ∶ 2000)、 COXIV
(1 ∶2000)室温下孵育 2 h。 用 TBST 缓冲液洗涤 3
次,每次 10 min,加入二抗山羊抗兔 IgG(H+L)-HRP
(1 ∶4000),37℃孵育 1 h,TBST 缓冲液洗涤 3 次,每
次 10 min。 使用 AI600 凝胶成像系统显像,用 Image
J 软件进行分析,测定目的蛋白与相应内参的灰度

比值。 以 COXIV 为内参蛋白,比较 LIAS 蛋白的相

对表达水平。

图 2　 Lias+ / +和 LiasL / L小鼠体重及其脏器重比较

Figure 2　 Comparison of the body weight and organ weight between Lias+ / +and LiasL / L mice

1. 2. 4　 免疫组化检测 LIAS 蛋白表达

肺、肾、肝组织固定 24 h 后,石蜡包埋,切片脱

蜡至水,3%双氧水封闭,用柠檬酸缓冲液进行微波

修复,冷却。 3% BSA 室温封闭 30 min,加 LIAS 抗

体(1 ∶200),4℃过夜。 之后用 PBS 洗涤 3 次,每次

5 min。 加 入 二 抗 山 羊 抗 兔 IgG ( H + L )-HRP
(1 ∶200),室温孵育 50 min。 PBS 洗涤 3 次,每次 5
min。 加 DAB 显色,在显微镜下观察终止显色。 用

苏木素轻微复染,脱水、透明、封片,在光镜下观察。
苏木素染细胞核为蓝色,DAB 显出的阳性表达为棕

黄色。
1. 2. 5　 抗氧化能力检测

用总抗氧化能力 ( total antioxidant capacity,
TAC)检测试剂盒(美国 Cell Biolabs 公司)检测小鼠

血清总抗氧化能力,采用 Cu2+还原法用酶标仪测定

在 490 nm 波长下吸光度,结果以尿酸当量(uric acid
equivalents,UAE)表示血清 TAC 含量;肺、肝和肾组

织测定总蛋白后,采用比色法试剂盒检测超氧化物

歧化酶 ( superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶

(catalase, CAT) 活性以及丙二醛 (malonaldehyde,
MDA)含量,分别在 560、240 及 532 nm 波长处用酶

标仪测量吸光度。 所有检测的操作均按照试剂盒

说明书进行。
1. 3　 统计学分析

所有数据采用 SPSS 19. 0 及 GraphPad Prism 8
进行处理。 正态分布数值变量资料以平均值 ± 标

准差( 􀭰x ± s)表示。 两组间比较方差齐时采用 t 检
验,方差不齐时采用 t′检验,检验水准 α= 0. 05。

2　 结果

2. 1　 基因型鉴定

如图 1 所示。 野生型( Lias+ / + )小鼠仅 500 bp
显示出条带,而杂合子(Lias+ / -)小鼠分别在 500 bp
和 300 bp 显示出两个条带。 纯合子(LiasL / L)小鼠仅

在 300 bp 处产生目的条带。 阴性对照无条带显示。

图 1　 3 种小鼠基因型鉴定电泳图

Figure 1　 Electrophoretic map for genotyping in three
genotype mice

2. 2　 Lias+ / +和 LiasL / L小鼠体重及其脏器重比较

与 Lias+ / +组小鼠比较,LiasL / L组小鼠体重、肺重

及肾重无显著性差别(P > 0. 05),而肝重量显著性

升高(P< 0. 05)(见图 2)。
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2. 3　 Lias+ / +和 LiasL / L小鼠肺、肾及肝中 LIAS 蛋白

的表达

2. 3. 1　 免疫组化结果

如图 3A 所示。 与野生型 Lias+ / + 小鼠比较,
LiasL / L小鼠肺泡间隔出现淋巴细胞的浸润;LiasL / L小
鼠出现肾间质炎症细胞浸润,肾小球肥大、系膜细

胞和系膜基质增多等病理学改变;LiasL / L小鼠肝细

胞内多呈大泡样混合型脂滴,伴散在炎性细胞浸

润。 如图 3B、3C、3D 所示。 与 Lias+ / + 小鼠比较,
LiasL / L小鼠肺及肾中 LIAS 蛋白表达量降低,差异有

显著性(P< 0. 05);两组小鼠肝中 LIAS 蛋白表达量

无显著性差异(P > 0. 05)。

图 3　 Lias+ / +和 LiasL / L小鼠肺、肾及肝中 LIAS 蛋白表达的免疫组化结果

Figure 3　 LIAS protein expression of lungs, kidneys and livers in Lias+ / + and LiasL / L mice by immunohistochemical staining

2. 3. 2　 Western Blot 检测结果

结果如图 4 所示:与 Lias+ / +组小鼠比较,LiasL / L

组小鼠肺、肾及肝组织中 LIAS 蛋白表达均显著降低

(P< 0. 05)。
2. 4　 LIAS 低表达对小鼠抗氧化能力的影响

与 Lias+ / +组小鼠比较,LiasL / L组小鼠血清中 TAC
含量显著性降低(P< 0. 05);与 Lias+ / + 小鼠比较,
LiasL / L小鼠肺、肾及肝组织中 CAT、SOD 水平均降

低,MDA 含量增高,差异均具有显著性(P< 0. 05)
(见图 5)。

3　 讨论

培育和建立疾病动物模型是深入研究疾病发

生发展机制的重要手段,有助于认识疾病发生发展

规律。 本研究通过 Cre-Loxp 技术建立了内源性硫

辛酸合成酶基因低表达的氧化损伤 LiasL / L小鼠模

型,该特性能够在子代中稳定遗传。 目前在抗氧化

相关研究中主要是通过化学物刺激或手术干预的

方式来构建氧化损伤模型[7-8]。 与这些造模方式不

同,本研究建立的小鼠模型造成的氧化损伤是内源

性的,可以持续存在,能够保持动物模型的相对稳

定;此外,该小鼠模型属于遗传损伤模型,通过繁殖

易于获得。
本研究通过 Western Blot 及免疫组化方法测定

肺、肾及肝中 LIAS 蛋白的表达水平。 结果发现除小

鼠肝免疫组化灰度值分析结果外,LiasL / L小鼠较野

生型小鼠肺、肾及肝组织中 LIAS 蛋白表达均降低。
这些结果表明在 Cre 工具小鼠提供的 CRE 酶的作

用下剪切了 Lias 基因启动子区域 Loxp 位点,导致

Lias 基因在全身各器官的低表达。 实验动物体重、
脏器重是动物实验中重要的观察指标,有助于衡量
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图 4　 Lias+ / +和 LiasL / L小鼠肺、肾及肝中 LIAS 蛋白表达的 Western Blot 检测结果

Figure 4　 Expression of LIAS in lungs, kidneys and livers of Lias+ / +and LiasL / L mice by Western Blot

图 5　 LIAS 低表达对小鼠抗氧化能力的影响

Figure 5　 Effects of lower expression of LIAS on antioxidant capacity in LiasL / Lmice

动物生长发育是否发育健康的重要依据[9]。 本研

究结果显示,与 Lias+ / +小鼠比较,LiasL / L小鼠体重、肺
重及肾重无显著差异,而 LiasL / L小鼠肝重显著增加,
表明 LIAS 低表达可能导致了小鼠肝损伤。 对免疫

组化结果分析还发现,与 Lias+ / +小鼠比较,LiasL / L小
鼠肺泡间隔有明显淋巴细胞浸润,显示出炎症表

现;Lias+ / + 小鼠肾组织结构完整,无明显病理学改

变;LiasL / L小鼠出现肾间质炎症细胞浸润,肾小球肥

大、系膜细胞和系膜基质增多等病理学改变。 这些

结果表明在 LiasL / L小鼠中 LIAS 基因低表达可对小

鼠脏器造成了不同程度的损伤。
在线粒体内生成的硫辛酸具有强抗氧化作用。
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已有研究证明补充外源硫辛酸可增加细胞内抗氧

化剂 SOD、GSH、维生素 C 水平[10-12]。 本研究进一

步探讨了 LIAS 低表达小鼠抗氧化能力的改变。 通

过 Cu2+还原法检测机体血清中总抗氧化能力,结果

发现与 Lias+ / +小鼠相比,LiasL / L小鼠外周血 TAC 水

平显著性降低(P < 0. 05),表明内源性 LIAS 低表达

降低了动物的整体抗氧化能力。 LiasL / L小鼠肺、肾、
肝中 SOD、CAT 酶活性降低,MDA 水平升高。 这些

结果表明 LiasL / L小鼠各脏器抗氧化能力降低,并产

生了氧化损伤。 本研究还发现 LiasL / L小鼠肝细胞中

存在脂肪堆积,肝重增加可能与脂肪肝有关。 有研

究表明氧化应激及其导致脂质过氧化被认为脂肪

肝发生的有害因素[13-15]。 因此,推测 Lias 基因低表

达导致的抗氧化能力降低,清除内源自由基能力下

降,过量自由基对肝细胞产生氧化损伤。 LiasL / L小
鼠模型也可应用于非酒精性肝损伤的相关研究。

综上所述,本研究建立的 LiasL / L小鼠具有较低

的抗氧化水平,导致机体肺、肾及肝的氧化损伤。
LiasL / L小鼠为一种新型的氧化损伤小鼠模型,可进

一步应用于常见慢性疾病如糖尿病、动脉粥样硬化

等疾病中氧化应激机制对疾病发生发展影响的研

究以及应用于抗氧化剂抗氧化干预效果评价的研

究。 应用该新模型也有助于筛查新的抗氧化干预

靶点,从而改善氧化应激相关疾病的治疗干预策略。
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无卵黄冷冻液冷冻食蟹猴精液方法的优化
陈衍1#,高江梅2#,赵世坤1,李比海2,饶军华2∗,杨世华1∗

(1. 华南农业大学兽医学院,岭南现代农业广东实验室,广州　 510260; 2. 广东省科学院动物研究所,广东省动物

保护与资源利用重点实验室,广东省野生动物保护与利用公共实验室,广州　 510260)

　 　 【摘要】 　 目的　 由于传统的精子冷冻液存在卵黄等不确定成分,具有生物污染的风险。 因此,本研究旨在利

用 Origio 及 Quinn’s 两种商品化无卵黄冻存液保存食蟹猴种质资源并确定食蟹猴精子最佳冻存条件。 方法　 利用

阴茎电刺激收集雄猴精液,使用两种冻存液按不同体积比与精液混合后悬挂于液氮表面不同高度冻存食蟹猴精

子。 复苏后,统计精子存活率、复苏率及顶体完整率确定冻存液最佳条件,并在最佳条件下使用 Quinn’ s 冻存液证

实精浆对精子冷冻的影响。 结果　 使用 Origio 和 Quinn’s 精子冻存液冻存食蟹猴精子的最优条件为:悬挂高度距

液氮面 5 cm,精液冻存液体积比为 1 ∶0. 5,在最优条件下,Quinn’ s 组精子复苏率为 38. 02% ± 14. 98%,显著高于

Origio 组精子复苏率 15. 11% ± 14. 49%。 顶体完整率无组间差异。 保留精浆可提高无卵黄冻存液的冷冻效果。 保

留精浆后的精子复苏率、顶体完整率分别为 37. 57% ± 13. 22%、84. 64% ± 8. 82%;不保留精浆的精子复苏率、顶体

完整率分别为:21. 46% ± 7. 25%、75. 50% ± 9. 62%。 结论　 无卵黄冻存液可成功保存食蟹猴精子,为食蟹猴生育

力的保护及种质资源保存提供了一种安全可靠的方式。
【关键词】 　 无卵黄冷冻液;精子冻存;食蟹猴
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Optimization of cryopreservation of cynomolgus monkey semen with
yolk-free solution
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【Abstract】　 Objective　 There is a risk of biological contamination from egg yolk and unidentified components in
traditional sperm cryopreservation solution. Therefore, this study aimed to use two commercial yolk-free cryopreservation
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solutions, Origio and Quinn’s, to preserve the semen of cynomolgus monkey and to determine the optimal cryopreservation
conditions for this species. Methods 　 Semen from male monkeys was collected by penile electrical stimulation. The two
kinds of cryopreservation solution were used to freeze sperm under conditions of different freezing suspension heights above
the surface of liquid nitrogen and different cryopreservation liquid volume ratios. The optimal conditions of cryopreservation
solution were determined from sperm viability, recovery and acrosomal integrity rates after cryopreservation, and the effect
of seminal plasma on sperm cryopreservation was confirmed using optimal conditions with Quinn’s cryopreservation solution.
Results　 The optimal conditions for cryopreservation of cynomolgus monkey sperm with Origio and Quinn’ s solution were
suspended at 5 cm above liquid nitrogen, and a volume ratio of semen to cryopreservation solution of 1 ∶0. 5. Under these
optimal conditions, the recovery rate using Quinn’ s solution 38. 02% ± 14. 98% was significantly higher than that using
Origio solution 15. 11% ± 14. 49%. There was no significant difference in acrosomal integrity between the two solutions.
Preservation using seminal plasma can improve the freezing effect of yolk-free cryopreservation solution. The recovery and
acrosomal integrity rates with seminal plasma were 37. 57% ± 13. 22% and 84. 64% ± 8. 82%, respectively, compared
with recovery and acrosomal integrity rates without seminal plasma of 21. 46% ± 7. 25% and 75. 50% ± 9. 62%,
respectively. Conclusions 　 Yolk-free cryopreservation solution successfully preserved cynomolgus monkey sperm, and
provides a safe and reliable way for conserving the fertility of male cynomolgus monkeys.

【Keywords】　 yolk-free cryopreservation solution; sperm cryopreservation; cynomolgus monkey
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 超低温冷冻是一种较为有效的保存方式,被广

泛应用于农业、医学等领域的种质资源保存[1-3]。
自 Bunge 等[4]使用冷冻复苏后的精子获得成功妊娠

以来,精子冷冻技术为雄性保留生殖能力做出了巨

大贡献。 由于精子冷冻保存过程中精子冷冻损伤、
冷休克、氧化损伤等原因,冷冻保存的精子复苏率

较低[5-6]。 由于鸡卵黄具有抗冷休克和冷冻保护作

用,含有卵黄的精子冻存液使用极为广泛,但卵黄

可能含有病原体,具有生物安全风险[7]。 Quinn’ s
和 Origio 两种无卵黄冻存液已被人类精子库和生殖

医学中心所采用。 前者产自美国 SAGE 公司,主要

成分有 10 mg / mL HSA、甘油、庆大霉素和一些无机

盐、氨基酸等。 后者产自丹麦,其主要成分为 HSA、
重组人胰岛素和 10 μg / mL 的硫酸庆大霉素。 这两

种无卵黄冻存液,避免了动物性传染病以及不能被

定量的标准成分所带来的固有变化[8]。 但是,这两

种冻存液是否可用于非人灵长类精子保存仍待

证实。
食蟹猴(Macaca fascicularis)是我国二级重点保

护动物,常作为生殖研究和疾病模型研究的实验动

物[9-11]。 利用食蟹猴研究并开发有效的精子冷冻方

法,可为保存其他濒危或具有重要意义的非人灵长

类物种精液提供参考[12]。 例如,本团队成功构建了

Shank3 基因突变的自闭症模型食蟹猴,有效的精子

保存方法对于大量制备突变序列相同的突变猴群

及疾病模型群至关重要[10]。
因此,本实验利用两种不同的无卵黄冻存液冷

冻食蟹猴精子并优化关键冷冻步骤。 通过精液冷

冻后活率、精子复苏率和顶体完整率确定两种无卵

黄冻存液的最佳使用条件,并进一步证实精浆对精

子冷冻的保护作用,以期为保护非人灵长类种质资

源提供一种安全有效的方法。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

6 只健康成年普通级雄性食蟹猴,体重(7. 57 ±
0. 56)kg,购自广州相观生物科技有限公司【 SCXK
(粤)2018-0043】。 以上动物均饲养于广东省科学

院动物研究所【SYXK(粤)2018-0187】。 本实验所

有程序均由广东省科学院动物研究所伦理委员会

批准(GIZ20210312)。 饲养环境:温度 16 ~ 26℃,
湿度 40% ~ 70%,光照周期明暗均为 12 h。 实验期

间动物定时喂食和自由饮水。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

若无特殊说明,所用试剂均来自 Sigma 公司。
Origio 和 Quinn ’ s 无 卵 黄 精 子 冻 存 液 ( SAGE,
Coopersurgical)于 4℃保存。 以 Tris-卵黄为基础的

精子冷冻稀释液 TTE 被用于对照组,此培养基每 10
mL 包括 Tris-HCl 0. 02 g,TES 0. 12 g,Glucose 0. 2 g,
Lactose 0. 2 g,Raffinose 0. 02 g,Streptomycin 0. 0005
g,Penicillin-G 0. 000063 g 和卵黄 2 mL[13]。 配制完

成后-80℃保存,使用前,添加 10%甘油。 精子稀释

液成分表见表 1。
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表 1　 精子稀释液

Table 1　 Sperm diluent
成分

Component
浓度

Concentration
KCl 0. 236 g / L
NaCl 7. 422 g / L

CaCl2·2H2O 0. 294 g / L
MgCl2·6H2O 0. 102 g / L

NaH2PO4·H2O 0. 048 g / L
NaHCO3 0. 168 g / L
Glucose 0. 901 g / L

HEPES(Na salt) 1. 302 g / L
HEPES(acid form) 1. 192 g / L

Na-Lactate(60% syrup) 1. 852 mL
Phenol red 0. 010 g / L

PVP 0. 100 g / L

1. 2　 方法

1. 2. 1　 精液收集和处理

本实验对食蟹猴进行阴茎电刺激采集精液(见
图 1),在清醒的状态下将食蟹猴保定于猴椅。 每只

猴至少采集 3 次,每次间隔 3 d 以上,从 6 只猴采集

28 份精液样本。 精液样本置于 37℃下保存 30 min,
使其充分液化。 将精子稀释液加入至精液中,直至

每毫升精液混合物的精子密度为每毫升 2 × 106

条。 3066 rpm 离心 5 min,洗涤 2 次。 每次洗涤完成

后,去掉上清,并吸取适量精子洗涤液小心重悬。
洗涤结束后,进行常规分析及冷冻保存。 在冻存前

每份样本需取 20 μL 分别用于精子活率及顶体完整

率的检测。

注:A:电刺激仪;B:阴茎电刺激采精。

图 1　 精液采集的设备与方法

Note. A. Electro-stimulator. B. Penile electroejaculation.

Figure 1　 Equipment and method of semen collection

1. 2. 2　 排精量及精液密度、运动度、畸形率及顶体

完整率评估

吸取 1 μL 新鲜液化精液,加入 99 μL 等温精子

稀释液稀释后滴加到预热的计数板上,加热致死后在

光学显微镜下计数 25 个大方格中左上、右上、左下、
右下及正中 5 个方格的精子数量,根据公式:精子密

度=5 个方格精子总数×5×原始精液倍数×104,计算

出精子密度。 另取 10 μL 洗涤后的精子混合液滴加

到预热的血球计数板上,在光学显微镜下计数向前运

动和不运动的精子。 每次至少计数 200 个,重复 2
次,计算运动精子百分比即为精子运动度[14]。

另取 10 μL 洗涤稀释后的精液滴加到载玻片

上,滴加 4%的甲醛溶液固定、风干后,观察精子的

头部、颈部及尾部是否有畸形,如弯折、卷曲、带有

原生质滴,计数后计算精子畸形率。 另外用精子稀

释液将精液样品洗涤、离心并稀释到适当浓度后取

20 μL 滴在载玻片上,滴加 4%的甲醛固定,风干后

滴加 10 μg / mL 的 Alexa Fluor 488 conjugate 覆盖,在
湿盒中 37℃避光孵育 30 min。 孵育完成后,用 PBS
洗去多余染料,在荧光显微镜下检查,其激发光波

长和发射光波长分别为 488 nm 和 530 nm,顶体完

整的精子被染成均匀的苹果绿色,而顶体不完整的

精子部分着色或不着色。 计数顶体完整的精子和

顶体不完整的精子,计算顶体完整率。 操作步骤参

考相关文献报道[15-16]。
1. 2. 3　 精子冷冻及实验设计

Origio 和 Quinn’ s 为商品化冻存液,冻存步骤

参考产品说明书。 Origio:将精子冻存液于室温预温

2 h 后,用精子冻存液与洗涤稀释后的精液按

1 ∶0. 5、1 ∶1和 1 ∶1. 5 的比例进行稀释。 将混合物在

室温下保持 10 min,随后分装至冷冻麦管。 在距离

液氮表面 0. 5、5 和 10 cm 3 个不同高度悬挂冷冻麦

管 30 min。 最 后, 将 麦 管 移 至 液 氮 中 保 存。
Quinn’s:将精子冻存液提前置于室温下,用精子冻

存液与精液按 1 ∶0. 5、1 ∶1和 1 ∶1. 5 的比例进行稀释

后将混合物浸入装有水的烧杯中,置于 4℃冰箱缓

慢降温 1. 5 h,在距离液氮表面 0. 5、5 和 10 cm 3 个

不同高度悬挂冷冻麦管 30 min,最后投入液氮冷冻

保存。 TTE:冻存步骤参考文献报道[17]。 用预热至

37℃的 TTE 稀释液将样品稀释,并将混合物浸入装

有水的烧杯中,置于 4℃冰箱缓慢降温 2 h。 随后向

稀释精液中加入等体积、预冷至 4℃、含有 10%甘油

的 TTE 冷冻液。 TTE 冷冻液分 5 次加入,每次加入

1 / 5,加 1 次间隔 1 min。 将稀释精液分装至 4℃的

冷冻麦管中。 在距液氮面上方 5 cm 处冷冻 10 min
后投入液氮保存。

精浆对精子冷冻保存的影响实验设计:将每个

个体的精液样本分为 2 等份,3066 rpm 离心 5 min。
随后,1 份保留精浆,1 份不保留精浆。 按 1. 2. 3 中

所述的 Quinn’s 的实验方法,将精液与冻存液 1 ∶1
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混合。 缓慢降温结束后,将保留精浆组与不保留组

每组分别分装 3 管,在距液氮面 5 cm 高度处悬挂 30
min 后放入液氮保存。
1. 2. 4　 冷冻精子复苏及复苏率的计算

将冷冻麦管从液氮取出后,立即放入 37℃水浴

锅中 1 min,剪断麦管两端收集冷冻精液。 经洗涤

后,参照文献[18] 公式计算,即复苏率(%)= 解冻后

运动度 /冷冻前运动度×100。
1. 3　 统计学分析

所有数据以平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示,精子

活率、复苏率及顶体完整率等百分比数据在分析前

均经过平方根的反正弦转换。 探讨精浆对精子冻

存影响的数据分析采用配对 t 检验,其余则经完全

随机设计的单因素方差分析(One way Anova)及最

小显著差法(LSD)检验数据间的差异显著性,P <
0. 05 则判定为差异显著。 以上所有数据的处理均

通过 Graphpad prism 6. 0 软件完成。

2　 结果

2. 1　 食蟹猴精液基本情况

28 份精液样本被用于本实验。 6 只成年食蟹猴

精液量(0. 41 ± 0. 39) g,精子密度每毫升(4. 53 ×
109± 4. 20 × 109),精子活率(80. 68% ± 8. 15%)、
畸形率(15. 59% ± 12. 03%)及顶体完整率(82. 46%
± 14. 99%)。 精子顶体染色及评价见图 2。
2. 2　 液氮面不同悬挂高度对食蟹猴精子冷冻复苏

的影响

28 份精液样本被用于本实验,统计结果如表 2
所示。 健康猴精液与两种冻存液按照说明书混合

平衡后活率未表现出明显差异。 当悬挂高度为 5
cm 时,两种冻存液均表现出相对较好的保护效果,
并与 0. 5、10 cm 高度相比差异显著。 而同为 5 cm
的高度下,与 Origio 相比,Quinn’ s 复苏率较高且差

异显著。 顶体完整率各组之间无差异。

注:蓝色箭头指向顶体完整的精子;红色箭头指向顶体不完整的精子。

图 2　 精子顶体荧光染色及评价

Note. The blue arrow points to the sperm with intact acrosome. The red arrows point to sperm with incomplete acrosome.

Figure 2　 Spermatozoal acrosome staining

表 2　 两种冻存液在不同悬挂高度下冷冻对精子冷冻复苏的影响

Table 2　 Effects of two cryopreservation solutions on sperm cryosurvival at different suspension heights
冻存液
Solution

鲜精活率(%)
Fresh sperm motility(%)

平衡后活率(%)
Post-holding motility(%)

悬挂高度(cm)
Suspension height(cm)

复苏率(%)
Recovery rate(%)

顶体完整率(%)
Acrosomal integrity(%)

Origio

Quinn’s

80. 10 ± 3. 24

64. 30 ± 12. 78a

68. 08 ± 11. 12a

0. 5 7. 02 ± 5. 23cd 59. 16 ± 22. 84a

5. 0 21. 28 ± 15. 72b 58. 13 ± 18. 33a

10. 0 3. 19 ± 2. 18d 58. 91 ± 26. 00a

0. 5 16. 32 ± 9. 29bc 57. 93 ± 23. 23a

5. 0 42. 15 ± 21. 77a 55. 67 ± 17. 70a

10. 0 16. 35 ± 13. 63bc 52. 52 ± 19. 23a

注:每一列数据上标字母不同即为差异显著(P < 0. 05)。
Note. Different superscripts within a column indicate significant differences(P < 0. 05) .

2. 3　 不同冻存液稀释比对食蟹猴精子冷冻复苏效

率的影响

28 份精液样本被用于本实验。 使用 TTE 作为

有卵黄冻存液的对照组。 在使用不同比例的无卵

黄冻存液混合后,冻存液比例越少,平衡后精子活

率越高,且稀释比为 1 ∶ 0. 5 时复苏率较高。 但与

TTE 相比,冷冻复苏率较低(P < 0. 05)。 顶体完整

率各组之间无差异(见表 3)。
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表 3　 3 种冻存液在不同稀释比例下对精子冷冻复苏的影响

Table 3　 Effects of 3 cryopreservation solutions on sperm cryosurvival at different dilution ratios
冻存液
Solution

鲜精活率(%)
Fresh sperm motility(%)

稀释比例(v / v)
Dilution ratio(v / v)

平衡后活率(%)
Post-holding motility(%)

复苏率(%)
Recovery rate(%)

顶体完整率(%)
Acrosomal integrity(%)

Origio

Quinn’s

TTE

80. 43 ± 3. 33

1 ∶0. 5 74. 56 ± 12. 15a 15. 11 ± 14. 49d 57. 22 ± 23. 55b

1:1 67. 92 ± 13. 27abc 13. 58 ± 10. 55d 62. 87 ± 23. 86ab

1 ∶1. 5 62. 53 ± 16. 68c 12. 99 ± 11. 67d 69. 86 ± 24. 69a

1 ∶0. 5 72. 78 ± 7. 77ab 38. 02 ± 14. 98b 66. 50 ± 18. 50ab

1:1 66. 81 ± 14. 52abc 30. 77 ± 11. 91bc 69. 17 ± 16. 46ab

1 ∶1. 5 64. 42 ± 17. 40bc 24. 66 ± 15. 50c 56. 29 ± 22. 03b

/ 74. 53 ± 7. 42a 52. 41 ± 20. 32a 59. 75 ± 19. 43ab

2. 4　 精浆对冷冻复苏效率的影响

3 份精液样本被用于本实验。 设保留和不保留

精浆组。 使用 Quinn’ s 冻存液,在液氮面悬挂高度

为 5 cm,稀释比为 1 ∶1的条件下进行精子冻存。 在

保留精浆的情况下,除了精子平衡后活率差异不显

著外,保留精浆组的复苏率及顶体完整率显著高于

不保留精浆组(见表 4)。

表 4　 精浆对精子冷冻复苏的影响

Table 4　 Effect of seminal plasma on sperm cryosuvival
精浆

Seminal plasma
鲜精活率(%)

Fresh sperm motility(%)
平衡后活率(%)

Post-holding motility(%)
复苏率(%)

Recovery rate(%)
顶体完整率(%)

Acrosomal integrity(%)
保留 With

不保留 Without
72. 86 ± 6. 05

72. 03 ± 7. 10a 37. 57 ± 13. 22a 84. 64 ± 8. 82a

65. 61 ± 5. 26a 21. 46 ± 7. 25b 75. 50 ± 9. 62b

3　 讨论

1949 年甘油作为冷冻保护剂被成功应用于精

子冷冻保存,启动了精液冷冻保存的研究和应

用[19]。 因卵黄可维持精子膜脂质的稳定性并补充

冷冻引起的卵磷脂、胆固醇丢失,故被用于精子的

冷冻保存。 Origio 和 Quinn’ s 为不同品牌精子冷冻

保护剂,虽不含卵黄,但其他成分,如葡萄糖,甘油

等,也能取得较好的精子冷冻效果,被广泛应用于

人类精子库及生殖医学中心。 抗冻保护剂主要分

为渗透型和非渗透型,而冷冻保护液常包含其中一

种或几种成分。 不同保护液的冷冻效果也具有差

异[20]。 例如甘油和乙二醇对猕猴精子保护效果相

近,而二甲基亚砜保护效果较差[21]。 含有卵黄成分

的 TTE 冻存液有效复苏率波动范围较大,这可能与

操作者手法、精子计数经验、食蟹猴精子质量以及

不同蛋黄批次有关[6,17,22]。 TTE 冻存液虽被广泛应

用于灵长类精子冻存中,但配制要求较高,需使用

当天产出的鸡蛋进行卵黄抽取。 除此之外,卵黄成

分复杂,且存在生物安全风险,这些因素使得这种

冻存液的使用和相关研究具有较大局限性[7]。 在

本次实验中,共使用 3 种不同的冷冻保护液,并采用

液氮蒸汽法进行精子冷冻。 其中 TTE 冷冻保护剂

包含了渗透型的甘油、非渗透型的棉子糖、葡萄糖

等物质[23],而商品化人用冻存液除了甘油、糖类等

物质外还加入了人血清白蛋白等非渗透型高聚物。
此外,Quinn’ s 冻存液首次被应用于食蟹猴。 在参

照文献报道及产品说明书操作后,TTE 冻存液冻存

效率达到了文献报道水平,但另外两种无卵黄商品

化冻存液冻存效果较差。 因此,本实验采用了不同

稀释比例及不同的降温速率对这两种冻存液冻存

步骤进行了改良。 结果显示,液氮面上悬挂高度为

5 cm,稀释比例为 1 ∶ 0. 5 时冷冻保护效果最好,且
Quinn’s 表现出更好的复苏率。

在冷冻过程中,悬挂高度直接影响着细胞内外

渗透压和 pH 的平衡。 低高度下的快速降温和高高

度下的慢速降温均不适用于食蟹猴的精子冷冻保

存,但中高度(5 cm)可有效提高精子的冷冻活率,
这可能是由于在距液氮液面较高的高度下,降温过

慢导致细胞过度脱水,或者在低高度下冰晶快速形

成而造成的细胞死亡。 不同的稀释比则决定于精

子细胞内脱水速度。 实验表明在不同稀释比的条

件下,冻存液比例越低,平衡时精子活率相对越高。
这可能是随着冻存液用量的减少,降低了冻存液成

分如甘油对细胞的毒性作用且降低了细胞渗透压

的变化的程度。 通过步骤优化发现,最适高度和稀

释比均与冻存液说明书不一致。 3 种冻存液都是以

甘油作冷冻保护剂,食蟹猴最适甘油浓度为 5%,人
的最适浓度为 7. 5%[24-25]。 2 种商品化无卵黄冻存

液甘油浓度为 7. 5%,则若采用 1 ∶0. 5 的稀释比,最
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终甘油浓度更接近食蟹猴最适甘油浓度,但是否还

存在更加适合的降温速率及稀释比还需进一步细

化分组。 与人的精子冻存效果相比,在复苏率上存

在较大差异,除了冷冻保护剂最适浓度不同以外,
也可能与精子构成有关。 据悉,人精子膜的固醇磷

脂比例可达 0. 88,具有较好的抗冷休克能力,而牛

的固醇磷脂比较低,为 0. 45,且牛精子冷冻复苏效

果也较差[23]。 因此,这种物种差异引起固醇磷脂比

也可能是影响冷冻效率的重要因素之一。 为探究

精浆对精子冷冻保护作用的影响,本实验比较了保

留精浆和去除精浆的精子在冷冻前的平衡活率和

经冻存后的复苏率及顶体率。 结果显示:在保留精

浆后,精子平衡后活率、复苏率及顶体完整率都有

提升。 这表明精浆对精子的冷冻保护存在一定的

益处,且与前人研究一致[22]。 在其他动物方面,如
猪、羊等保留精浆后冷冻可以增强精子的抗冻能

力[26-27]。 其作用原理与卵黄类似,含有的脂质和胆

固醇可以结合在精子膜上提供保护[28]。 与鲜精相

比,冻精复苏后的顶体率均存在下降。 这表明一部

分精子在冷冻后会造成一定程度的顶体损伤。 此

外,也有一部分精子会自发顶体反应,但由于顶体

反应级联信号通路涉及分子较多,机制复杂,如

Ca2+、G 蛋白等作用,导致本实验中不同条件下顶体

完整率暂不具备一定规律[29]。 因此,顶体完整率在

本实验中可能并不适合被用作评判冻存液效果的

有效标准。
本实验仅采用了液氮蒸汽法,改变冷冻方法如

定向冷冻、玻璃化冷冻有可能对复苏结果起到一定

的改善作用[30-31]。 细胞内液渗透压的变化也与平

衡时间的长短有关,时间过长引起细胞过度脱水,
时间短细胞内残留水分过多,冷冻时会形成更多大

冰晶损伤细胞。 而平衡温度决定精子是否能提前

适应温度的降低。 不足的是,本实验未对平衡时间

以及平衡温度进行探讨。 最新研究报道,利用高压

均质这一技术对卵黄进行处理后,使蛋黄中的微生

物失去或钝化生物活性,规避了动物源性的污染风

险[32-33]。 这一技术的改良已成功应用于猪精液的

冻存但是否能有效应用于非人灵长类暂不清楚[34]。
Wang 等[16]将抗冻蛋白 III 用于猕猴的精子冻存,发
现抗冻蛋白的加入对精子冷冻复苏起一定的积极

作用,但合适的蛋白浓度也需进一步被确认[35]。

4　 结论

本实验成功证实了 Origio 和 Quinn’s 这两种冻

存液在食蟹猴上的适用性,在优化冷冻步骤后精子

复苏后活率显著提升。 最佳冻存条件为:冷冻高度

距液氮面 5 cm、精液冻存液体积比为 1 ∶ 0. 5。 与

Origio 冻存液相比,Quinn’s 冻存液具有更好的保护

作用。 保存精浆可显著提高无卵黄冻存液的冷冻

效果。
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甲炎康泰颗粒剂对自身免疫性甲状腺炎大鼠
免疫相关细胞因子的影响

潘雅婧1,2,张秋娥2,3,张程斐2,吴丽丽2,秦灵灵2,胡凯文1∗,刘铜华2∗

(1. 北京中医药大学东方医院,北京　 100078; 2. 北京中医药大学中医养生学北京市重点实验室,北京　 100029;
3. 陕西中医药大学第一临床医学院,西安　 711301)

　 　 【摘要】 　 目的　 检测甲炎康泰颗粒剂对自身免疫性甲状腺炎大鼠免疫相关细胞因子的影响,探讨甲炎康泰

颗粒剂改善自身免疫性甲状腺炎的作用机制。 方法　 30 只雌性 Lewis 大鼠随机选取正常组 10 只,其余 20 只采用

皮下注射甲状腺球蛋白结合口服碘水造模共 7 周。 造模成功大鼠随机分为模型组 10 只、给药组 10 只。 甲炎康泰

颗粒剂连续干预 8 周后,ELISA 法检测甲状腺抗体水平;HE 染色观察甲状腺病理改变;qPCR 法检测靶点因子基因

表达;抗体芯片法检测靶点蛋白表达并绘制聚类热图。 结果 　 模型组 TPOAb、TGAb 较正常组显著升高,给药组

TPOAb、TGAb 较模型组显著降低。 模型组甲状腺滤泡细胞破坏、大量淋巴细胞浸润,给药组甲状腺病理改变较模

型组缓解。 模型组 IFN-γ、TNF-α、IL-17、CCL3、CX3CL1 基因表达量较正常组升高,给药组 IL-4、IFN-γ、TNF-α、IL-
17、CCL3、CX3CL1 较模型组降低。 各组间细胞因子聚类较好,模型组 IL-17、CCL3、CX3CL1 蛋白表达量较正常组升

高,给药组 IL-4、IFN-γ、TNF-α、CCL3、CX3CL1 较模型组降低。 结论　 甲炎康泰颗粒剂可调节免疫相关细胞因子而

减轻自身免疫性甲状腺炎大鼠甲状腺损伤。
【关键词】 　 甲炎康泰;自身免疫性甲状腺炎;细胞因子
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Effects of JiaYanKangTai granules on immune-associated cytokines in rats
with autoimmune thyroiditis

PAN Yajing1,2, ZHANG Qiue2,3, ZHANG Chengfei2, WU Lili2, QIN Lingling2, HU Kaiwen1∗, LIU Tonghua2∗

(1. DongFang Hospital, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100078, China. 2. Key Laboratory of Health
Cultivation of Beijing, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100029. 3. the First School of Clinical Medicine,

Shaanxi University of Chinese Medicine, Xi’an 711301)
Corresponding author: LIU Tonghua. E-mail: thliu@ vip.163.com; HU Kaiwen. E-mail: kaiwenh@ 163.com

【Abstract】 　 Objective 　 This study aimed to investigate the effects of JiaYanKangTai granules on immune-
associated cytokines in rats with autoimmune thyroiditis, and the mechanisms for treating autoimmune thyroiditis. Methods
30 Lewis rats were randomly assigned into the control group (CON, n= 10) and the induced group (n= 20). The induced
rats were then randomly divided into the model group (EAT, n = 10) and the administrative group (JYKT, n = 10) after
immunization by subcutaneous injections of thyroglobulin and drinking iodine-containing water for 7 weeks. Rats of the
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JYKT group were administrated JiaYanKangTai granules for 8 weeks. The expression levels of anti-thyroperoxidase
(TPOAb) and anti-thyroglobulin (TGAb) were detected. Pathological changes of the thyroid were observed. Gene and
protein expression levels of multiple cytokines were detected by qPCR and antibody arrays, respectively. Differentially-
expressed cytokines were analyzed and cluster heatmapping was performed. Results 　 Expression levels of TPOAb and
TGAb were significantly higher in the EAT group than those in the CON group. Pathological changes to the thyroid were
alleviated in the JYKT group compared with those in the EAT group. Gene expression levels of chemokine C-C Motif
Chemokine Ligand 3 (CCL3), C-X3-C motif chemokine ligand 1 (CX3CL1), interleukin-17 (IL-17), interferon-γ (IFN-
γ) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) were significantly higher in the EAT group than those in the CON group. Gene
expression levels of CCL3, CX3CL1, IL-4, IL-17, IFN-γ and TNF-α were significantly lower in the JYKT group than those
in the EAT group. Differential-expressed cytokines were well-clustered. Protein expression levels of CCL3, CX3CL1 and IL-
17 were significantly higher in the EAT group than those in the CON group. Protein expression levels of CCL3, CX3CL1,
IL-4, IFN-γ and TNF-α were significantly lower in the JYKT group than those in the EAT group. 　 Conclusions
JiaYanKangTai granules alleviated damage of the thyroid in autoimmune thyroiditis by regulating immune-related cytokines.

【Keywords】　 JiaYanKangTai granules; autoimmune thyroiditis; cytokine
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 自身免疫性甲状腺疾病是临床常见的一类器

官特异性自身免疫性疾病,主要包括桥本氏甲状腺

炎、Graves’病等[1-2],发病与遗传易感性、环境因素、
情绪压力等因素相关,发病率因年龄、性别、种族、
地域而异[3-4]。 流行病学调查显示,自身免疫性甲

状腺疾病在女性人群发病率为 5% ~ 15%,在男性

人群发病率 1% ~ 5%,且遗传率较高 ( 55% ~
75%) [4]。 自身免疫性甲状腺疾病是临床甲状腺功

能异常主要原因,对包括甲状腺在内的全身多器官

和系统造成损害,影响患者生活质量。 现代医学以

对症治疗为主,包括饮食管控、甲状腺素替代治疗、
糖皮质激素或免疫调节剂治疗和外科手术等[5-6]。
在缓解症状、改善生活质量等方面仍缺乏有针对性

的、安全有效的药物,中医药治疗在降低抗体滴度、
改善临床症状、缓解甲状腺肿大、缩短病程等方面

有独特优势[7]。
甲炎康泰为北京中医药大学东方医院院内制

剂,已获国家专利(专利号 ZL 201610642433. 6),由
柴胡、郁金、夏枯草、穿山龙、浙贝母、玄参、山慈菇、
黄芪、乌梅九味中药组成,具有疏肝解郁、化痰祛

瘀、软坚散结之效[8-9]。 甲炎康泰治疗甲状腺疾病

临床疗效明确,对患者急躁、易怒、乏力、心悸等症

状改善明显,组方中药活性成分多、作用靶点广泛,
作用机制值得深入研究。 本研究在课题组前期基

础上,结合高特异性、高通量的抗体芯片技术,检测

甲炎康泰颗粒剂对实验性自身免疫性甲状腺炎大

鼠(experimental autoimmune thyroiditis,EAT)免疫相

关细胞因子的影响,补充甲炎康泰改善自身免疫性

甲状腺炎作用机制,为其临床应用提供实验证据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

30 只 5 周龄 SPF 级雌性 Lewis 大鼠,体重约

150 g,购买于北京维通利华实验动物技术有限公司

【SCXK(京)2016-0006】。 大鼠饲养于北京中医药

大学实验动物中心 SPF 级动物房【SYXK(京)2020-
0033】。 饲养环境:温度(22 ± 3)℃、相对湿度 55%
± 10%,12 h 光照 / 12 h 黑暗交替循环。 本实验严格

执行中华人民共和国国家标准 GB14925-2001 并通

过北京中医药大学动物实验伦理委员会审查批准

(BUCM-4-202922901-4148)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

甲状腺球蛋白(美国 Sigma,T1126-1G)、完全

弗氏佐剂(美国 Sigma,F5881),不完全弗氏全佐剂

(美国 Sigma, F5506), 碘化钠 ( 上海源叶生物,
S30233),甲状腺球蛋白 ELISA 试剂盒(武汉华美生

物,CSB-E11199r),HiScript Ⅲ RT SuperMix(南京诺

唯赞生物,R323-01),Taq Pro Universal SYBR Qpcr
Master Mix(南京诺唯赞生物,Q712-02),大鼠抗体

芯片试剂盒 (美国 Raybiotech, QAR-CYT-3、 QAR-
CYT-4),甲炎康泰颗粒剂(北京康仁堂药业,批号:
DRUG-N202103171200585990)。

光学显微镜(Olympus,BX53,日本),酶标仪-多
功能检测系统(Promega,GloMax-Multi,美国),电子

天平 ( Mettler-Toledo, ML54 / 02, 中 国 ), 离 心 机

(Sigma, 3K15, 德 国 ), 实 时 荧 光 定 量 PCR 仪

(Applied Biosystems,7500 Real time PCR System,美
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国),芯片扫描仪(Innopsys,InnoScan 300,法国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 造模、分组及给药

大鼠适应性喂养 1 周后,按体重随机分为正常

组 10 只、造模组 20 只。 正常组大鼠自由摄食饮

水。 造模组大鼠饮用含碘水(含碘化钠 0. 064%),
第 3 周初次免疫,以完全弗式佐剂 1 ∶1乳化甲状腺

球蛋白(终浓度 0. 05%),在大鼠颈后部、左右下腹

部皮下注射混合乳化剂每只 0. 2 mL,间隔 2 d 先

后注射 2 次。 第 4 ~ 7 周强化免疫,以不完全弗式

佐剂1 ∶1乳化甲状腺球蛋白(终浓度 0. 05%),在相

同部位皮下注射混合乳化剂每只 0. 2 mL,每周 1
次,共 4 次。

第 7 周末,检测血清甲状腺过氧化物酶抗体

( thyroid peroxidase antibody,TPOAb)、甲状腺球蛋

白抗体( thyroglobulin antibody,TGAb)水平,鉴定是

否成模。 将造模成功大鼠按抗体水平随机分为模

型组和给药组。 给药组灌胃甲炎康泰溶液,灌胃

剂量 2. 834 g / ( kg·d) (参照人和动物体表面积等

效剂量换算,并结合本课题组前期多次实验确

定[10-11] ),每日 1 次;正常组和模型组用等容量去

离子水灌胃,灌胃容量 10 mL / kg,每日 1 次,连续

给药 8 周。
1. 2. 2　 甲状腺抗体水平检测

大鼠采用 2%戊巴比妥钠(40 mg / kg 体重)麻醉

后经腹主动脉取血,3000 rpm 离心 10 min 后分离上

层血清。 ELISA 法检测血清 TPOAb、TGAb 水平:在
已包被的酶标板每孔加入生物素标志物反应液 50
μL,再分别在标准品孔、样品孔中依次分别加入标

准品 S1 ~ S6、待测血清样品 50 μL,37℃孵育 1 h 后

充分洗涤;在每孔加入辣根过氧化物酶标记亲和素

反应液 50 μL,37℃孵育 30 min 后充分洗涤;在每孔

加入发光底物 A 和发光底物 B 各 50 μL,37℃避光

孵育 15 min 后,在每孔加入反应终止液 50 μL。 酶

标仪测定光度值(OD450),用标准品绘制标准曲线,
并计算各血清样品浓度。
1. 2. 3　 甲状腺形态观察

每组各取 3 只大鼠,采用 2%戊巴比妥钠(40
mg / kg 体重)麻醉后沿腹中线向上,剖开胸腔,小心

剥离心包膜及周围组织,充分暴露心脏通过心脏灌

注固定:注射针头沿心尖插入升主动脉方向,剪开

右心耳,依次向大鼠体内注入足量生理盐水、4%多

聚甲醛。 固定后于冰上快速剥取大鼠甲状腺,置于

4%多聚甲醛溶液,制作石蜡切片,HE 染色,显微镜

下观察甲状腺形态改变。
1. 2. 4　 靶点基因表达水平检测

实时荧光定量检测白介素 4( interleukin-4,IL-
4)、干扰素 γ( interferon-γ,IFN-γ)、肿瘤坏死因子 α
( tumor necrosis factor-α, TNF-α )、 白 介 素 17
(interleukin-17,IL-17)、趋化因子 CC 亚群配体 3(C-
C motif chemokine ligand 3,CCL3)、趋化因子 CX3C
亚群 配 体 1 ( C-X3-C motif chemokine ligand 1,
CX3CL1) 基因表达。 TRIzol 法提取大鼠甲状腺

RNA:向甲状腺组织加入适量 TRIzol,12 000 rpm
4℃离心 5 min 取上清,加氯仿震荡,离心后取上清,
加异丙醇沉淀 RNA,离心后取上清,加无水乙醇洗

脱,得到 RNA 沉淀。 使用 HiScript Ⅲ RT SuperMix
试剂盒配制反转录体系,反应条件为:42℃ 2 min 去

除 DNA;37℃ 15 min→85℃ 5 s,冷却后得到 cDNA。
使用 Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix 试剂

盒进行 qPCR 扩增,反应条件为:95℃ 30 s 预变性;
95℃ 10 s→60℃ 30 s,40 循环;95℃ 15 s→60℃ 60 s
→95℃ 15 s 检测融解曲线。 待测基因相对表达量

以 2-ΔΔCt表示。 (待测基因上下游引物序列如表 1 所

示)。
表 1　 待测基因上下游引物序列

Table 1　 Forward and reverse primers of target genes
基因名称
Genes

上下游序列
Forward and reverse primers

IL-4 F:5’-TGATGTACCTCCGTGCTTGA-3’
R:5’-TTCCCTCGTAGGATGCTTTT-3’

IFN-γ F:5’-AGCCAGTACAGAGCGAAGA-3’
R:5’-GCCTGAGCCAGAAACCT-3’

TNF-α F:5’-CTCATTCCTGCTCGTGG-3’
R:5’-CTCCGCTTGGTGGTTT-3’

IL-17F F:5’-TCCCTCCGAAGGACCAG-3’
R:5’-GACACTCAGGCTGTATCAACG-3’

CCL3 F:5’-GCTGCCCTTGCTGTTCTTCT-3’
R:5’-CAAAGGCTGCTGGTCTCAAA-3’

CX3CL1 F:5’-TGTTTATCACTCCTGTCCCTG-3’
R:5’-GCCTTCCACCATCTCCC-3’

GAPDH F:5’-CTCTGCTCCTCCCTGTTC-3’
R:5’-CGATACGGCCAAATCC-3’

1. 2. 5　 靶点蛋白表达水平检测

采用抗体芯片检测蛋白表达水平:试剂盒室温

平衡 30 min,抗体芯片超净台中干燥 2 h。 按试剂盒

说明书梯度稀释混合细胞因子标准品。 向芯片每

孔加入 100 μL 封闭液,室温摇床封闭 1 h。 向每孔

加入 60 μL 标准液或待测样品,4℃摇床孵育过夜。
次日洗板,每孔加入 150 μL 洗液Ⅰ清洗每次 5 min、
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进行 5 次;再加入 150 μL 洗液Ⅱ清洗每次 5 min、进
行 5 次。 洗净后向每孔加入 80 μL 混合细胞因子抗

体,室温摇床孵育 2 h。 再次分别用洗液Ⅰ、洗液Ⅱ
洗板。 洗净后向每孔加入 80 μL Cy3-链霉亲和素,
室温避光摇床孵育 1 h。 再次先后用洗液Ⅰ、洗液Ⅱ
充分洗涤并干燥芯片。 采用芯片扫描仪扫描,扫描

波长 532 nm,分辨率 10 μm。 通过 Raybiotech 软件

提取数据,计算各细胞因子相对表达量并绘制聚类

热图。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 20. 0(中文版)软件进行数据统计。
符合正态分布的定量资料以平均值 ± 标准差( 􀭰x ±
s)形式示出,多组资料之间比较采用单因素方差分

析;非正态分布的定量资料和计数资料采用非参数

检验。 P< 0. 05 为组间差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 甲状腺抗体水平

如表 2 所示,模型组大鼠血清 TPOAb、TGAb 抗

体表达量较正常组显著升高(P< 0. 01);给药组大

鼠血清 TPOAb、TGAb 抗体表达量较模型组显著降

低(P < 0. 05)。

表 2　 大鼠血清 TPOAb、TGAb 抗体水平

Table 2　 Expressions of serum TPOAb and TGAb
组别 Groups TPOAb(IU / mL) TGAb(IU / mL)

正常组 CON group 26. 186 ± 2. 563 13. 456 ± 0. 597
模型组 EAT group 248. 872 ± 45. 638∗∗ 76. 540 ± 10. 495∗∗

给药组 JYKT group 186. 585 ± 30. 360# 63. 089 ± 3. 577#

注:与正常组比,∗∗P< 0. 01;模型组比,#P< 0. 05。 (下图同)
Note. Compared with CON group,∗∗P < 0. 01. Compared with EAT
group,#P< 0. 05. (The same in the following figures)

2. 2　 甲状腺形态变化

如图 1 所示,正常组大鼠甲状腺滤泡结构正常,
滤泡腔内红色胶质饱满、分布均匀,滤泡上皮细胞

排列紧密。 与正常组相比,模型组大鼠甲状腺滤泡

细胞结构存在不同程度破坏,滤泡上皮细胞排列不

紧密,滤泡体积变小、数量增多、滤泡腔皱缩,腔内

胶质减少,滤泡间质存在大量淋巴细胞浸润。 与模

型组相比,给药组大鼠甲状腺滤泡细胞结构破坏程

度较轻,滤泡腔皱缩、胶质减少、滤泡间质淋巴细胞

浸润等情况有所缓解。
2. 3　 靶点基因水平

如图 2 所示,模型组 IFN-γ、TNF-α、IL-17、CCL3、
CX3CL1 基因相对表达量较正常组显著升高(P <
0. 05); 给 药 组 IL-4、 IFN-γ、 TNF-α、 IL-17、 CCL3、
CX3CL1 基因表达量较模型组显著降低(P < 0. 05)。

图 1　 大鼠甲状腺形态

Figure 1　 Morphology of thyroids of rats

2. 4　 靶点蛋白水平和聚类分析

如图 3 所示,对以上细胞因子绘制聚类热图,正
常组与模型组、给药组两两之间细胞因子差异显

著,聚类较好。 如图 4 所示,模型组 IL-17、CCL3、
CX3CL1 蛋白表达量较正常组显 著 升 高 ( P <
0. 01);给药组 IL-4、 IFN-γ、TNF-α、CCL3、CX3CL1
蛋白表达量较模型组显著降低(P < 0. 05 或 P <
0. 01)。

3　 讨论

在中医药理论中,自身免疫性甲状腺疾病属于

“瘿病”“瘿瘤”范畴,病位主要在颈前甲状腺,与肝、
脾密切相关,基本病机为气滞、血瘀、痰凝壅结颈

前。 其发病与情志内伤密切相关。 长期郁怒忧思、
情志不遂,导致肝气郁结,或痰湿凝聚,或气滞血

瘀,或气郁化火,发为瘿病[12]。 中医药在治疗瘿病

方面历史悠久,经验丰富,是单独使用中药治疗有

效的优势病种,在降低抗体水平、改善不适症状、缩
短病程等方面有一定优势。 其中,疏肝解郁、化痰

祛瘀、软坚散结是治疗瘿病重要方法。
甲炎康泰是刘铜华教授总结多年临床诊疗经

验提出的治疗甲状腺疾病经验方,为北京中医药大

学东方医院院内制剂,广泛用于肝郁气滞、痰凝血

瘀型甲状腺疾病的治疗。 方中柴胡、郁金为君药,
共奏疏肝解郁之效;夏枯草、穿山龙为臣药,共助君
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注:与正常组比,∗P < 0. 05;与模型组比,#P < 0. 05。

图 2　 大鼠 IL-4、IFN-γ、TNF-α、IL-17、CCL3、CX3CL1 基因相对表达量

Note. Compared with CON group,∗P < 0. 05. Compared with EAT group,#P < 0. 05.

Figure 2　 Gene expressions of IL-4, IFN-γ, TNF-α, IL-17, CCL3 and CX3CL1

注:CON:正常组;EAT:模型组;JYKT:给药组。

图 3　 大鼠差异表达细胞因子热图

Note. CON. The control group. EAT. The model group of experimental autoimmune thyroiditis. JYKT. The administrative group by JiaYanKangTai granules.

Figure 3　 Clustering heatmaps of differential-expressed cytokines

注:与正常组比,∗∗P < 0. 01;与模型组比,#P < 0. 05,##P < 0. 01。

图 4　 大鼠 IL-4、IFN-γ、TNF-α、IL-17、CCL3、CX3CL1 表达量

Note. Compared with CON group,∗∗P < 0. 01. Compared with EAT group,#P < 0. 05,##P < 0. 01.

Figure 4　 Expressions of IL-4, IFN-γ, TNF-α, IL-17, CCL3 and CX3CL1

药以清肝散结、化瘀通络;浙贝母、玄参、山慈菇、黄
芪为佐药,一则清热解毒、化痰除湿、软坚散结,一
则补脾益气,祛邪而不伤正;乌梅为使药,收敛生

津,以防诸药苦寒伤阴。 诸药相合,从肝论治,共奏

疏肝解郁、化痰祛瘀、软坚散结之功。 临床试验证

实甲炎康泰治疗桥本氏甲状腺炎证属肝郁气滞、痰
凝血瘀者,可显著改善急躁易怒、神疲乏力、太息心

悸等症状,降低抗体水平,缓解甲状腺肿大[8-9,13]。
自身免疫性甲状腺炎发生时,T、B 淋巴细胞、巨

噬细胞、浆细胞等浸润甲状腺,诱发免疫紊乱。 本

实验采用甲状腺球蛋白免疫佐剂联合口服碘剂诱

导作为体内模型,该模型是研究自身免疫性甲状腺

炎的经典模型,通过外源性甲状腺球蛋白触发大鼠

产生免疫反应,通过免疫佐剂打破免疫耐受稳态,
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较好地模拟了甲状腺肿大、甲状腺滤泡破坏及功能

障碍、淋巴细胞浸润等病理特点,具有可重复性好、
成模率高等优势[7,14]。 在此模型上发现甲炎康泰颗

粒剂(2. 834 g / (kg·d))可降低甲状腺抗体水平,缓
解甲状腺滤泡结构破坏、胶质减少、淋巴细胞浸润

等病理改变,从而减轻自身免疫性甲状腺炎甲状腺

损伤。
研究证实自身免疫性甲状腺疾病存在淋巴细

胞免疫紊乱和功能障碍,当甲状腺炎发生时,B 淋巴

细胞产生大量抗甲状腺抗体,产生细胞毒作用,造
成甲状腺损害,Th1、Th2、Th17 等大量淋巴细胞浸润

并破坏甲状腺正常结构,分泌 IL-1β、IL-4、IFN-γ、IL-
17 等多种效应因子进一步放大免疫效应,导致免疫

紊乱,加剧甲状腺结构和功能的破坏[15]。 促炎性因

子 IFN-γ 和 IL-4 分别是诱导 Th1、Th2 细胞介导免

疫应答的关键指示信号,并可调控 TNF-α、IFN-γ、
IL-6、PGE2 等炎症因子释放,诱导淋巴细胞浸润甲

状腺,并放大免疫反应效应[16-18]。 IL-17 是 Th17 细

胞效应因子,可招募中性粒细胞,刺激多种促炎性

因子分泌,加速自身免疫性甲状腺炎进展[19]。 很多

趋化因子与自身免疫性甲状腺疾病相关,CCL3 与

甲状腺免疫密切相关,可反映甲状腺免疫紊乱早期

病变[20],CX3CL1 是唯一一种细胞内化的趋化因

子,甲状腺激素可通过驱动整合素 αvβ3 内化而调

节 CX3CL1 及其受体 CX3CR1 表达,诱导白细胞趋

化和黏附,诱导 CD8+淋巴细胞、NK 细胞迁移和黏

附,导致甲状腺免疫紊乱[21-22]。 本实验结合抗体芯

片检测技术同时检测多种细胞因子,该技术具有灵

敏性高、特异性强、准确性好等优势,在自身免疫性

疾病、心血管疾病、肿瘤等学科新药研发、靶点筛

选、药物机制探索领域发挥重要作用[23-24]。 通过模

型组和正常组比较发现 IL-4、IL-17、IFN-γ、TNF-α、
CCL3、CX3CL1 等免疫相关细胞因子与自身免疫性

甲状腺炎发病相关,与既往研究相一致。 甲炎康泰

颗粒剂可通过调节这些免疫相关细胞因子表达而

减轻甲状腺损伤,从而发挥治疗作用。
综上,本实验在 EAT 大鼠模型上验证了甲炎康

泰颗粒剂可调节免疫相关细胞因子表达水平,减轻

自身免疫性甲状腺炎的甲状腺损伤,初步阐明了甲

炎康泰干预自身免疫性甲状腺炎机制,为其临床应

用提供了实验证据,后续实验需对相关靶点因子及

上下游通路做进一步深入验证。

参　 考　 文　 献(References)

[ 1 ] 　 Botello A, Herrán M, Salcedo V, et al. Prevalence of latent and

overt polyautoimmunity in autoimmune thyroid disease: a

systematic review and meta-analysis [ J ] . Clin Endocrinol

(Oxf), 2020, 93(4): 375-389.

[ 2 ] 　 Ragusa F, Fallahi P, Elia G, et al. Hashimotos, thyroiditis:

epidemiology, pathogenesis, clinic and therapy [ J] . Best Pract

Res Clin Endocrinol Metab, 2019, 33(6): 101367.

[ 3 ] 　 Merrill SJ, Minucci SB. Thyroid autoimmunity: an interplay of

factors [J] . Vitam Horm, 2018, 106: 129-145.

[ 4 ] 　 Martin TC, Ilieva KM, Visconti A, et al. Dysregulated antibody,

natural killer cell and immune mediator profiles in autoimmune

thyroid diseases [J] . Cells, 2020, 9(3): 665-688.

[ 5 ] 　 Liontiris MI, Mazokopakis EE. A concise review of Hashimoto

thyroiditis ( HT ) and the importance of iodine, selenium,

vitamin D and gluten on the autoimmunity and dietary

management of HT patients. Points that need more investigation

[J] . Hell J Nucl Med, 2017, 20(1): 51-56.

[ 6 ] 　 Biondi B, Cappola AR, Cooper DS. Subclinical hypothyroidism:

a review [J] . JAMA, 2019, 322(2): 153-160.

[ 7 ] 　 Ma B, Chen D, Liu Y, et al. Yanghe decoction suppresses the

experimental autoimmune thyroiditis in rats by improving NLRP3

inflammasome and immune dysregulation [J] . Front Pharmacol,

2021, 21(12): 645354.

[ 8 ] 　 刘铜华. 一种治疗桥本氏甲状腺炎的药物组合物及其制备方

法: CN106421633B [P]. 2019-06-18.

Liu TH. The components and preparations of a new prescription

for Hashimoto’s thyroiditis: CN106421633B [P]. 2019-06-18.

[ 9 ] 　 邓莉. 甲炎康泰治疗桥本氏甲状腺炎的临床疗效观察及药效

研究 [D]. 西安: 陕西中医药大学; 2016.

Deng L. Clinical observation of the effect of Jia Yan Kang Tai

mixture on the treatment of Hashimoto’ s thyroiditis and efficacy

study [ D ]. Xi ’ an: Shaanxi University of Chinese

Medicine; 2016.

[10] 　 Hou Y, Guo X, Zhang C, et al. Protective effects of Jiayan

Kangtai granules on autoimmune thyroiditis in a rat model by

modulating Th17 / Treg cell balance [ J] . J Tradit Chin Med,

2018, 38(3): 380-390.

[11] 　 张程斐, 王明慧, 孙伯菊, 等. 甲炎康泰对自身免疫性甲状

腺炎大鼠 T-bet / GATA3 的影响 [ J] . 世界科学技术-中医药

现代化, 2020, 22(10): 3437-3442.

Zhang CF, Wang MH, Sun BJ, et al. Effect of Jia-Yan-Kang-Tai

on T-bet / GATA3 in thyroid tissue and spleen of autoimmune

thyroiditis rats [ J] . World Sci Technol Mod Tradit Chin Med

Mater Med, 2020, 22(10): 3437-3442.

[12] 　 钱晨宏, 蒋烈浩, 郑国湾, 等. 中医药治疗桥本甲状腺炎现

状与进展 [ J] . 浙江中西医结合杂志, 2021, 31( 3): 287
-289.

Qian CH, Jiang LH, Zheng GW, et al. Status and progress of

28



中国实验动物学报 2022 年 2 月第 30 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2022,Vol. 30, No. 1

Chinese medicine for Hashimoto’ s thyroiditis [ J] . Zhejiang J

Integr Tradit Chin West Med, 2021, 31(3): 287-289.

[13] 　 丁雷, 董笑克, 刘玮, 等. 刘铜华教授治疗自身免疫性甲状

腺炎的临床经验 [J] . 世界科学技术-中医药现代化, 2020,

22(10): 3456-3460.

Ding L, Dong XK, Liu W, et al. Professor Liu Tonghua’ s

clinical experience in treatment of autoimmune thyroiditis [ J] .

World Sci Tech Mod Tradit Chin Med Mater Med, 2020, 22

(10): 3456-3460.

[14] 　 Faustino LC, Li CW, Stefan-Lifshitz M, et al. A novel mouse

model of autoimmune thyroiditis induced by immunization with

adenovirus containing full-length thyroglobulin cDNA:

Implications to genetic studies of thyroid autoimmunity [ J ] .

Thyroid, 2020, 30(9): 1338-1345.

[15] 　 Li Q, Wang B, Mu K, et al. The pathogenesis of thyroid

autoimmune diseases: New T lymphocytes-Cytokines circuits

beyond the Th1-Th2 paradigm [ J] . J Cell Physiol, 2019, 234

(3): 2204-2216.

[16] 　 周芳宇, 王欣, 谭贵琴, 等. Graves 病细胞免疫学机制的研究

进展 [J] . 中国比较医学杂志, 2020, 30(3): 98-102.

Zhou FY, Wang X, Tan GQ, et al. Advances in research on

cellular immunological mechanism of Graves’ disease [ J] . Chin

J Comp Med, 2020, 30(3): 98-102.

[17] 　 Fallahi P, Ferrari SM, Ragusa F, et al. Th1 chemokines in

autoimmune endocrine disorders [ J] . J Clin Endocrinol Metab,

2020, 105(4): dgz289.

[18] 　 Di Dalmazi G, Chalan P, Caturegli P. MYMD-1, a novel

immunometabolic regulator, ameliorates autoimmune thyroiditis

via suppression of Th1 responses and TNF-α release [ J ] . J

Immunol, 2019, 202(5): 1350-1362.

[19] 　 Zake T, Skuja S, Kalere I, et al. Upregulated tissue expression

of T helper (Th) 17 pathogenic interleukin ( IL)-23 and IL-1β

in Hashimoto’s thyroiditis but not in Graves’ disease [ J ] .

Endocr J, 2019, 66(5): 423-430.

[20] 　 Massolt ET, Effraimidis G, Korevaar TI, et al. Aberrant levels of

hematopoietic / neuronal growth and differentiation factors in

euthyroid women at risk for autoimmune thyroid disease [ J] .

PLoS One, 2016, 11(4): e0153892.

[21] 　 Dhaiban S, Al-Ani M, Elemam NM, et al. Targeting chemokines

and chemokine receptors in multiple sclerosis and experimental

autoimmune encephalomyelitis [ J] . J Inflamm Res, 2020, 13:

619-633.

[22] 　 Davis PJ, Glinsky GV, Lin HY, et al. Actions of thyroid

hormone analogues on chemokines [ J] . J Immunol Res, 2016,

2016: 3147671.

[23] 　 Poulsen TBG, Karamehmedovic A, Aboo C, et al. Protein array-

based companion diagnostics in precision medicine [ J] . Expert

Rev Mol Diagn, 2020, 20(12): 1183-1198.

[24] 　 康婷, 陈波, 欧三桃. 慢性肾脏病血管钙化大鼠血清炎症因

子抗体芯片检测及分析 [ J] . 中国比较医学杂志, 2019, 29

(1): 9-15.

Kang T, Chen B, Ou ST. Antibody microarray analysis of serum

inflammatory cytokines in rats with chronic renal disease vascular

calcification [J] . Chin J Comp Med, 2019, 29(1): 9-15.

[收稿日期] 　 2021-08-31

38



2022 年 2 月

第 30 卷　 第 1 期

中国实验动物学报

ACTA LABORATORIUM ANIMALIS SCIENTIA SINICA
February 2022
Vol. 30　 No. 1

龚丽景, 贾杰, 付鹏宇. 基于 RNA 测序分析不同低氧暴露模式对大鼠胫骨前肌差异基因表达的影响 [J]. 中国实验动物学

报, 2022, 30(1): 84-91.
Gong LJ, Jia J, Fu PY. RNA sequencing analysis of differentially expressed genes of the anterior tibial muscle in rats after different
modes of hypoxia exposure [J]. Acta Lab Anim Sci Sin, 2022, 30(1): 84-91.
Doi:10. 3969 / j.issn.1005-4847. 2022. 01. 011

[基金项目]中央高校基本科研业务费专项资金资助课(2021TD012)。
Funded by the Fundamental Research Funds for the Central Universities of China(2021TD012).
[作者简介]龚丽景(1981—),女,副研究员,博士,研究方向:运动与脂肪代谢,低氧与骨骼肌萎缩。 Email:lijing.gong@ bsu.edu.cn
[通信作者]付鹏宇(1991—),女,助理教授,博士,研究方向:低氧与骨骼肌萎缩。 Email:1402884452@ qq.com

基于 RNA 测序分析不同低氧暴露模式对大鼠
胫骨前肌差异基因表达的影响

龚丽景1,贾杰2,付鹏宇3∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 筛选慢性间歇低氧暴露和急性低氧暴露对大鼠胫骨前肌差异表达基因及其相关通路分析。 方

法　 SD 大鼠 24 只,分为常氧对照组(C 组)、慢性间歇低氧组(IH 组,氧浓度为 12. 4%,每天 8 h,共 4 周)和急性低氧

组(AH 组,氧浓度为 12. 4%,每天 24 h,共 3 d)。 干预后,测试抓力和瘦体重,取胫骨前肌(TA)进行 HE 染色后,再统

计肌纤维横截面积(FCSA),Western Blot 法测试 Atrogin-1 和 MuRF1 的蛋白相对含量,并提取大鼠 TA 总 RNA 进行测

序,筛选其差异基因,并分析相关的生物过程(BP)和通路(pathway)。 结果　 (1)干预期间各时间点 IH 组体重低于 C
组,AH 组体重持续下降;干预后,AH 组瘦体重和相对抓力显著低于 C 组(P< 0. 05)。 (2)IH 组和 AH 组肌纤维形态

出现损伤,且 IH 组更加明显,而各组 TA 的 FCSA 无显著差异。 (3)IH 组 TA 中Atrogin-1 和MuRF1 含量显著均高于 C
组,AH 组中MuRF1 含量显著高于 C 组(P< 0. 05)。 (4)筛选差异基因发现,在AH/ C 组上调而在 IH / C 组下调的差异

基因为慢肌结构相关基因。 GO 和 KEGG 分析可知,IH / C 组差异基因主要富集于 PPAR 通路;上调差异基因功能富

集在抗氧化和糖脂代谢过程,下调基因富集在快慢肌之间转化和氧化应激过程;AH/ C 组上调差异基因功能主要富集

于氧化应激、炎症反应和快肌和慢肌之间的转化,下调基因富集于 smad 蛋白信号转导和泛素蛋白连接酶结合等过

程。 结论　 慢性间歇低氧和急性低氧影响大鼠胫骨前肌差异表达分别富集于影响糖脂代谢水平和促进氧化应激及

炎症反应上,说明不同低氧模式可通过不同转录途径而影响骨骼肌的代谢。
【关键词】 　 慢性间歇低氧;急性低氧;骨骼肌;RNA 测序
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【Abstract】　 Objective　 Screening for differentially expressed genes (DEGs) in anterior tibial muscle of rats and
pathway analysis after chronic intermittent hypoxia and acute hypoxia exposure. Methods 　 Twenty-four SD rats were
randomly divided into the normoxia control group (C group), the chronic intermittent hypoxia group ( IH group, 12. 4%
O2, 8 h / d, 4 weeks) and the acute hypoxia group (AH group, 12. 4% O2, 24 h / d, 3 d). The grasping force and lean
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body weight were examined after the interventions. The anterior tibial muscle (TA) fiber cross-sectional area (FCSA) was
examined by hematoxylin / eosin staining. Relative protein expression levels of Atrogin-1 and muscle RING-finger protein-1
(MuRF1) were examined by western blotting. Total RNA of TA was extracted and sequenced, DEGs were screened, and
the biological process (BP) and pathways enriched by DEGs were analyzed. Results　 (1) During the intervention, body
weights of the IH group were lower than those of the C group at each time point, and the body weight of AH group continued
to decrease. After the intervention, the lean body weight and relative grip in the AH group were significantly lower than in
the C group (P< 0. 05). (2) The morphology of muscle fibers of the TA was destroyed in the IH and AH groups, and was
more obvious in the IH group, but there were no significant differences in FCSA. (3) The levels of Atrogin-1 and MuRF1
in TA in the IH group were significantly higher than those in the C group, and the MuRF1 level in the AH group was
significantly higher than the C group (P< 0. 05). ( 4) The DEGs up-regulated in AH / C group comparison but down-
regulated in the IH / C group comparison were slow muscle structure-related genes. Gene Ontogeny and KEGG analysis
showed that the DEGs in the IH / C group were mainly enriched in peroxisome proliferator-activated receptor signaling
pathway and other pathways. The function of up-regulated DEGs was mainly concentrated in the process of antioxidant and
glycolipid metabolism, and for down-regulated genes were concentrated in the processes of transformation between fast and
slow muscles and oxidative stress. The functions of up-regulated DEGs in the AH / C group were mainly concentrated in
oxidative stress, inflammatory response and transformation between fast and slow muscles, and for the down-regulated DEGs
were concentrated in Smad protein signal transduction and ubiquitin protein ligase binding. Conclusions　 The DEGs of AT
of rats affected by chronic intermittent hypoxia and acute hypoxia were enriched for processes in glycolipid metabolism and
promoting oxidative stress and inflammatory responses, respectively, suggesting that different hypoxia modes affect skeletal
muscle metabolism through different pathways.

【Keywords】　 chronic intermittent hypoxia; acute hypoxia; skeletal muscle; RNA sequencing
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　 　 骨骼肌是人体内最大的器官,是蛋白质储存和

糖代谢的重要场所,在维持姿势、运动、呼吸、能量

和代谢稳态、体温维持和调节及内分泌等方面都发

挥着重要的作用[1]。 同时,骨骼肌也是高耗能组

织,氧气不足会明显影响骨骼肌代谢,促进肌肉蛋

白质代谢率增加,诱导肌萎缩,常见于缺氧性疾病

如慢性阻塞性肺疾病( chronic obstructive pulmonary
disease,COPD)和阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合

征 ( obstructive sleep apnea-hypopnea syndrome,
OSAHS)等,或见于世居平原者进入高原环境旅游、
训练或从事军事活动。 骨骼肌萎缩会导致肌肉质

量减少、功能下降,从而威胁缺氧性疾病患者健康,
减弱运动员和士兵高原训练的效果,或影响高原旅

游大众的生产生活[2]。
骨骼肌在缺氧时会经历 3 个时期:预警期、抵

抗 /适应期和失适应期[3]。 预警期中骨骼肌突然受

到低氧刺激,会出现一系列应激反应,导致肌肉蛋

白分解增加和一系列肌肉功能相关蛋白表达的改

变;而在适应期内骨骼肌会发生解剖和生理上的过

度补偿,随着低氧暴露时间的延长,又会进入失适

应阶段,肌萎缩程度进一步加重。 提示不同模式的

低氧暴露诱导肌萎缩可能经历不同的生理过程。
数日的急性低氧暴露可模拟初上高原的情况。 研

究发现,8%氧浓度环境下暴露 2 d 和 4 d 均可导致

小鼠骨骼肌蛋白质分解增加,诱导骨骼肌萎缩[4]。
慢性间歇低氧暴露可模拟生理性缺氧疾病的病理

过程或运动员的低住高练( living low-training high,
LoHi)的训练环境。 研究显示,慢性间歇低氧暴露

可降低大鼠的骨骼肌指数(骨骼四肢骨骼肌质量之

和 /身高2),促进大鼠骨骼肌组织和成肌细胞的衰

老[5]。 上述研究证实急性低氧和慢性间歇低氧可

诱导骨骼肌萎缩。
不同类型的肌纤维在形态、代谢和收缩特性等方

面存在较大差异[6]。 低氧暴露所致的肌萎缩具有肌

纤维选择性。 本实验室前期研究对比了慢肌、快肌和

混合肌对 4 周连续低氧(氧浓度 12. 4%)的适应情况,
发现快肌对低氧更为敏感[7],因此本研究选择了快

肌———胫骨前肌作为研究对象。 有关低氧诱导肌萎

缩的分子作用机制尚存在争议,多数研究以骨骼肌蛋

白的合成和分解相关蛋白的表达入手,难以深入探究

该过程的机制,且不同低氧暴露模式可能诱导不同的

基因信号以参与肌萎缩的发生,因此本研究拟通过采

用 RNA 测序的研究方法,探究急性低氧暴露和慢性

间歇低氧暴露对大鼠胫骨前肌的差异基因表达影响

及其富集通路,为治疗缺氧性疾病和防治高原肌萎缩

提供可能的分子靶点。
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1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

24 只 10 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠,初始体重为

(333. 56 ± 6. 35)g,购于北京维通利华实验动物技

术有限公司【SCXK(京)2015-0001】,随机分为常氧

对照组(C 组,n= 16)和慢性间歇低氧组(IH 组,n =
8),IH 组大鼠每天在氧浓度为 12. 4%的低氧房内暴

露 8 h,共 4 周。 在干预的第 25 天(干预结束前 3
d),将 C 组大鼠按体重随机均分为 2 组,一组继续

维持 C 组常氧环境饲喂,另一组命名为急性低氧组

(AH 组,n= 8),AH 组大鼠置于低氧房,干预方案为

每天 24 h,氧浓度为 12. 4%,共干预 3 d,分组情况如

图 1。 动物饲养在北京体育大学动物实验室【SYXK
(京)2016-0033】内进行。 本项目获得北京体育大

学运动科学伦理审查委员会的批准 (批准号:
2019038A)。 每天记录大鼠体重和摄食量。

注:大鼠分组及干预情况示意图;白色框表示常氧环境,灰色框表示低氧环境。

图 1　 大鼠分组及干预示意图

Note. The diagram of rats grouping and intervention. Normoxic environment in white box, hypoxic environment in grey box.

Figure 1　 Diagram of rats grouping and intervention

1. 1. 2　 主要试剂与仪器

戊巴 比 妥 钠 ( Merck, P8410 ), Anti-Atrogin1 /
Fbx32 ( Abcam, ab74023 ), Anti-MuRF1 ( Abcam,
ab172479),Anti-α-tubulin(Sigma,T6074),山羊抗兔

二抗(LI-COR,926-68071),RNA 保存液等为国产

试剂。
小动物抓力仪(DB-YLS-13 A,北京智鼠多宝),

双 能 X 射 线 骨 密 度 仪 ( dual energy X-ray
absorptiometer,DEXA;Lunar Idxa,美国),电子天平

( Sartorius, 美 国 ), 倒 置 光 学 显 微 镜 ( Leica,
DMI3000,德国), 电泳槽和干转转膜系统 ( Life
Technologies,美国),近红外光谱(Near Infrared)检

测系统(LI-COR,美国)。

1. 2　 方法

1. 2. 1　 抓力仪测试抓力

每周训练大鼠练习 1 次抓力仪,干预结束即刻

测试抓力,测量 3 次,取最大值,并计算相对抓力

(最大抓力 /体重)。
1. 2. 2　 DEXA 法测量瘦体重

低氧干预结束后,所有大鼠禁食 12 h,腹腔注射

2%戊巴比妥钠(40 mg / kg 体重)麻醉,DEXA 测量

体成分,计算瘦体重百分比(瘦体重 /体重)。
1. 2. 3　 取材

干预 4 周后,麻醉取材,心脏取血处死,取胫骨

前肌(musculi tibialis anterior,TA),分成 3 份,1 份置

于 RNA 保存液中,用于提取 RNA 和测序;1 份置于

液氮冷冻后转移至-80℃保存,用于蛋白检测;第 3
份置于 4%多聚甲醛中固定,后续石蜡包埋、切片和

HE 染色。
1. 2. 4　 胫骨前肌肌纤维形态和面积计算

TA 组织 HE 染色后,在 10 × 40 倍镜下观察并

拍照。 肌纤维横截面积( fiber cross sectional area,
FCSA)用软件 Image-Pro Plus(IPP)6. 0 计算。
1. 2. 5　 Western Blot 法检测蛋白质表达

TA 总蛋白质提取后,用聚丙稀酰胺梯度胶电泳

分离蛋白,转膜至 NC 膜上,明胶溶液封闭,孵育

Atrogin1 和 MuRF1 抗体,4℃过夜,室温孵育山羊抗

兔 IgG 抗体,最后使用 Image Studio Ver 5. 2 软件曝

光,对条带的信号值进行相对定量分析,以 α-tubulin
为内参。
1. 2. 6　 骨骼肌 RNA 测序和功能分析

TA 的 RNA 提取后进行片段化处理,然后进行

cDNA 的合成,PCR 富集文库片段,基于华大基因

BGISEQ 平台进行 RNA 测序。 对测序数据进行过
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滤、质量评估和比对结果评估,然后进行表达量计

算,分析差异表达基因,并使用基因本体论数据库

(Gene Ontology,GO)分析、基因和基因组百科数据

库 ( Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
KEGG)对差异基因进行富集分析和 Pathway 分析。
1. 3　 统计学分析

数据以平均值 ± 标准差 ( 􀭰x ± s) 表示,采用

SPSS 22. 0 软件进行分析,各组间比较采用单因素

方差分析,显著性差异以 P< 0. 05 或 P < 0. 01 表

示;采用 DESeq 对基因表达进行差异分析,筛选差

异倍数 Fold Change > 2,显著性 P value < 0. 05 被认

为富集分析具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 干预期间大鼠的体重、摄食量和瘦体重

干预期间,IH 组体重在各时间点均低于 C 组,

但无显著性差异;AH 组干预 3 d 期间呈下降趋势,
且随着干预时间的延长,AH 组较 C 组的体重差值

逐渐增加(各时间点下降率分别为 2. 99%、3. 76%和

5. 88%),但各时间点较 C 组无显著差异,如图 2A。
IH 组摄食量在干预前 3 d 低于 C 组,但在干预后期

逐渐与 C 组接近;AH 组摄食量干预期间持续低于

C 组,如图 2B。 干预后测试各组大鼠瘦体重,AH 组

大鼠瘦体重显著低于 C 组(P < 0. 05),IH 较 C 组也

有下降趋势,但无显著性差异,如图 2C;各组间瘦体

重百分比无显著性差异,如图 2D。
2. 2　 干预后大鼠抓力

干预末次测试大鼠抓力,与 C 组相比,IH 组和

AH 组大鼠抓力均有下降,且 AH 组下降更为明显,
但各组间无显著性差异,如图 3A;用抓力 /体重表示

相对抓力,比较各组大鼠的相对抓力结果显示,AH
组抓力较 C 组显著下降(P < 0. 01),如图 3B。

注:A:干预期间体重(g);B:干预期间摄食量(g / d);C:干预后瘦体重(g);D:干预后瘦体重百分比(瘦体重 / 体重);与 C 组相比,∗P < 0. 05。

图 2　 各组大鼠体重、摄食量变化和瘦体重

Note. A. Body weight during intervention (g) . B. Food intake during intervention (g / d) . C. Lean body mass after intervention (g) . D. Percent of lean

body weight after intervention ( lean body weight / body weight) . Compared with C group,∗P < 0. 05.

Figure 2　 Changes of body weight, food intake and body mass in the rats

注:A:抓力(g);B:相对抓力(抓力 / 体重);与 C 组相比,∗∗P < 0. 01。

图 3　 干预后各组大鼠抓力和相对抓力

Note. A. Grasping force (g) . B. Relative grasping force (grasping force / weight) . Compared with C group,∗∗P < 0. 01.

Figure 3　 Grasping force and relative grasping force of the rats after intervention
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2. 3　 干预后大鼠胫骨前肌 FCSA
HE 染色观察大鼠 TA 肌纤维形态发现,AH 组和

IH 组较 C 组肌纤维形态呈现不规则状,肌纤维面积大

小不一,肌间隔增加,肌纤维出现裂痕,IH 组较 AH 组

更加明显,如图 4A;统计 FCSA 结果显示,IH 组和 AH
组 FCSA 均低于 C 组,但均无显著性差异,如图 4B。
2. 4　 干预后大鼠肌萎缩蛋白 Atrogin1 和 MuRF1

含量

干预后,IH 组大鼠 TA 中肌萎缩相关蛋白肌萎

缩 F-box 蛋 白 ( muscle-specific F-box protein,
Atrogin1)和肌肉特异性环指蛋白 1(muscle-specific
ring finger 1,MuRF1) [8] 相对含量显著高于 C 组(P
< 0. 05),AH 组大鼠肌萎缩蛋白 Atrogin1 相对含量

显著高于 C 组(P < 0. 05),如图 5。

注:A:TA 的 HE 染色图;B:TA 的 FCSA(μm2)。

图 4　 干预后各组大鼠肌纤维形态和 FCSA
Note. A. HE staining dlagram of TA. B. FCSA of TA(μm2) .

Figure 4　 Muscle fiber morphology and FCSA of TA in the rats after intervention

注:Atrogin1 和 MuRF1 的 Western Blot 结果;与 C 组相比,∗P< 0. 05。

图 5　 干预后各组大鼠 TA 中 Atrogin1 和 MuRF1 蛋白条带和相对含量

Note. Western Blot of Atrogin1 and MuRF1. Compared with C group,∗P < 0. 05.

Figure 5　 Atrogin1 and MuRF1 protein bands and relative content of TA in the rats after intervention

2. 5　 干预后大鼠 TA 测序结果

2. 5. 1　 IH / C 组和 AH / C 组的差异基因筛选

IH / C 组差异基因共有 228 个,其中上调基因

128 个,下调基因 100 个;AH / C 组差异基因共有

380 个,其中上调基因 289 个,下调基因 91 个。
在 IH / C 组和 AH / C 组中均上调的基因有 59

个;均下调的基因有 29 个;在 AH / C 组中上调而在

IH / C 组中下调的基因有 6 个,分别为:慢肌肌钙蛋

白 I1(troponin I type 1,slow skeletal,TNNI1),肌球蛋

白轻链 2(myosin light chain 2,MYL2),慢肌肌钙蛋

白 C1(troponin C type 1,slow,TNNC1),慢肌肌钙蛋

白 T1(troponin T type 1,slow skeletal,TNNT1),锌指

蛋白 385B ( zinc finger protein 385B, ZFP385B) 和

LOC501116;在 AH / C 组中下调而在 IH / C 组中上调

的基因有 1 个,为磷脂酶 A2 IIA(phospholipase A2,
group IIA,PLA2G2A),如图 6。

注:IH / C↑表示 IH / C 组上调基因,IH / C↓表示 IH / C 组下调基

因;AH / C↑表示 AH / C 组上调基因,H / C↓表示 AH / C 组下调基

因。 连线表示有交集。
图 6　 IH / C 组和 AH / C 组上 /下调差异基因 UpSet 图

Note. IH / C↑ means up-regulated genes between IH groups and group
C, IH / C↓ means down-regulated genes between IH groups and group
C. AH / C↑ means up-regulated genes between AH groups and group
C, AH / C↓ means down-regulated genes between AH groups and
group C. Lines represent intersections.

Figure 6　 UpSet diagram of differential genes in
groups IH / C and AH / C
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2. 5. 2　 GO 分析差异基因所富集的生物过程

根据 P value 值大小排序,列出各组排名前 20
的上 /下调差异基因所富集的生物过程( biological
process,BP)(从上至下 P value 值依次增加)。

注:A:IH / C 组差异基因所富集的 BP 及 Pathway;B:AH / C 组差异基因所富集的 BP 及 Pathway。

图 7　 IH / C 组和 AH / C 组差异基因所富集的 BP 及 Pathway
Note. A. The enriched biological-process and pathway of differential genes in group IH / C. B. The enriched BP and pathway of differential
genes in AH / C group.

Figure 7　 Enriched BP and pathway of differential genes in groups IH / C and AH / C

IH / C 组上调差异基因所富集的 BP 主要为:谷
胱甘肽代谢,细胞死亡的负性调节,低氧应答,胰岛

素应答,葡萄糖稳态状态,对糖皮质激素的反应,对
氧化还原状态的反应和葡萄糖代谢过程;IH / C 组下

调差异基因 BP 主要为:快慢肌之间的转化,调节骨

骼肌收缩,对过度缺氧的反应,对低氧的反应和对

过氧化氢的反应。 根据 P value 值大小排序,列出各

组差异基因所富集的通路(从上至下 P value 值依

次增加)。 IH / C 组上调差异基因所富集的通路主

要为过氧化物酶体增殖物激活受体 ( peroxisome
proliferator activated receptor,PPAR)信号通路和谷

胱甘肽代谢通路(glutathione metabolism),如图 7A。
其中,PPAR 信号通路所富集的差异基因包括:脂联

素( adiponectin, ADIPOQ),血管生成素样蛋白 4
(angiopoietin-like factor 4,ANGPTL4),外周脂蛋白 1
(perilipin 1,PLIN1),磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 1
(phosphoenolpyruvate carboxykinase 1,PCK1)。

AH / C 组上调差异基因所富集的 BP 主要为:氧
气运输,快肌和慢肌之间的转化,骨骼肌收缩,ATP
代谢,低氧应答,神经元动作电位,肌肉收缩,对过

氧化氢的反应,炎症应答,骨骼肌纤维发育和细胞

死亡的调节;AH / C 组下调差异基因 BP 主要为:磷
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脂代谢过程,smad 蛋白信号转导,肌管分化的正向

调节,泛素蛋白连接酶结合,脂质磷酸酶活性,如
图 7B。

3　 讨论

生理性缺氧疾病和高原 /低氧环境造成的骨骼

肌萎缩都会给机体健康带来巨大风险。 许多研究

采用不同的低氧暴露时长和低氧浓度(海拔高度)
均观察到了骨骼肌萎缩的现象,其中在海拔 3700 ~
4300 m 时,瘦体重的减少最为明显[9],因此本研究

选择了海拔 4000 m 所对应的氧浓度作为低氧干预

浓度。 但有关不同低氧暴露方式导致肌萎缩的作

用机制尚无定论。
本研究显示,慢性间歇低氧暴露后,大鼠体重

在干预期间持续低于常氧组,4 周干预结束后,虽然

大鼠骨骼肌已对低氧产生一定的适应(表现为瘦体

重、抓力、FCSA 无显著改变),但 HE 染色可见 TA
肌间隔增加,肌纤维呈现不规则状,且肌萎缩相关

蛋白 Atrogin1 和 MuRF1 表达均显著增加,提示慢性

间歇低氧暴露仍对肌纤维产生了一定程度的损

伤[10];急性低氧暴露后,大鼠体重在干预期间持续

降低,且降低率随低氧暴露时间的延长而增加,干
预 3 d 后,瘦体重和相对抓力较常氧组显著下降。
其中,急进低氧环境造成的食欲抑制及胃肠功能障

碍造成的摄食量下降可能是诱因之一;此外,TA 肌

间隔也有所增加,但肌纤维损伤程度不及间歇低氧

干预,且肌萎缩蛋白 MuRF1 表达较常氧组增加。 此

研究结果提示,慢性间歇和急性低氧暴露均可导致

大鼠骨骼肌出现一定程度的萎缩,但不同的低氧模

式对大鼠骨骼肌的影响不同,慢性间歇低氧主要从

微观结构和分子层面影响 TA,而急性低氧主要从质

量和功能层面影响 TA,说明不同的低氧模式可能通

过不同途径影响骨骼肌。
因此,本研究通过骨骼肌 RNA 测序探究不同低

氧模式对 TA 差异基因表达的富集通路,发现慢性

间歇低氧可上调骨骼肌的抗氧化过程(谷胱甘肽代

谢)、糖代谢(胰岛素应答、葡萄糖稳态状态和葡萄

糖代谢过程)和 PPAR 通路。 研究发现,葡萄糖利

用障碍和脂代谢紊乱可损害骨骼肌质量和功能,而
谷胱甘肽(glutaredoxin,Grx)是氧化还原稳态的重要

代谢调节因子,骨骼肌中含有丰富的 Grx,Grx 缺失

小鼠可出现肌萎缩,并伴随有骨骼肌葡萄糖利用障

碍和 脂 质 沉 积[11]。 本 研 究 中, IH / C 组 差 异 通

路———PPAR 通路中所富集的脂代谢基因全部为上

调基因(ADIPOQ、PLIN1、PCK1),且在 IH / C 组中上

调而在 AH / C 组下调的差异基因为 PLA2G2A,这些

基因均与糖脂代谢密切相关[12]。 研究发现,间歇低

氧可影响骨骼肌中脂质的含量。 中重度 OSAHS 患

者循环系统中棕榈酸( palmitic acid,PA)和游离脂

肪酸(free fatty acids,FFAs)在过夜后增肌,并可异

位至 股 外 侧 肌 中 并 导 致 胰 岛 素 抵 抗 ( insulin
resistance,IR),导致肌肉中脂质增加,且增加程度与

呼吸暂停低通气指数( apnea-hypopnea index,AHI)
呈正相关[13]。 提示慢性间歇低氧可通过损害 TA
的糖脂代谢功能而导致骨骼肌功能受损,而此过程

中伴随着以 Grx 为主的抗氧化能力增强,说明骨骼

肌在损伤同时也逐步对低氧环境产生习服,并表现

为骨骼肌质量的恢复。
急性低氧可上调骨骼肌的肌纤维类型的转化

(快慢肌之间的转化)、氧化应激反应(对过氧化氢

的反应)和炎症反应过程。 急性低氧主要对肌纤维

类型的转化作用主要表现为促进快肌向慢肌的转

化,表现为调节慢肌结构的相关基因 ( TNNI1、
TNNC1、TNNT1 和 ZFP385B[14] )表达增加。 研究发

现,急性低氧干预(氧浓度 6. 5%,暴露 4 h)可降低

甘肃鼢鼠骨骼肌中糖酵解相关酶的活性,增加肌红

蛋白的含量,说明在急性低氧的应激刺激下,机体

可通过向慢肌转变,利用慢肌特征以保持肌肉较充

分的氧供应,从而减少或避免低氧对骨骼肌造成的

损伤[15]。 而急性低氧还可造成骨骼肌炎症和氧化

应激水平增加,从而造成肌萎缩的发生。 研究发现

急性低氧可增加脯氨酰羟化酶 3(prolyl hydroxylase
3, PHD3) 的表达,进而增加低氧诱导因子 - 1α
(hypoxia inducible factor-1α,HIF-1α)的转录[16]。 而

PHD3 高表达可以促进肌萎缩的发生,其发挥作用

的机制与介导炎症信号通路而影响骨骼肌中蛋白

质的转运密切相关[17]。 此外,急性低氧暴露还可增

加骨骼肌的氧化应激水平,该过程可能受到核因子

E2 相关因子 2 ( nuclear factor erythroid 2-related
factor 2,Nrf2)-过氧化氢酶通路的调控[18-20]。 提示

急性低氧可促进快肌纤维向慢肌纤维转变,以适应

低氧应激对肌肉的损伤,但仍不敌该过程中伴随着

的炎症反应和氧化应激水平的增加,最终导致肌萎

缩的发生,并降低肌肉力量[21]。

4　 结论

不同低氧模式对大鼠胫骨前肌基因表达产生
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不同的影响。 慢性间歇低氧可能通过影响骨骼肌

的糖脂代谢基因水平以促进肌肉的损伤,但该过程

伴随着抗氧化能力的提高,可能由此促进肌肉对低

氧的适应;急性低氧虽可促进胫骨前肌肌纤维向慢

肌的转化,但不敌急性低氧激活氧化应激和炎症反

应,这可能是肌萎缩的诱因。
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冠状病毒感染动物模型比较转录组学数据库的建立
吴玥,向志光,高苒,孔琪∗

(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】 　 目的　 构建冠状病毒感染动物模型比较转录组学数据库,从基因表达水平比较冠状病毒感染人和

动物模型后的异同,为动物实验与临床研究提供数据支撑。 方法　 从 GEO、ArrayExpress 等数据库中下载冠状病毒

(以 SARS-CoV、SARS-CoV-2、MERS-CoV 为主)感染动物模型与人的转录组数据,对测序数据进行质控、标准化、去
除批次效应,分析不同病毒株在感染不同物种、细胞或组织后所引起的基因表达变化,构建基于 Django 网络应用框

架的数据库,建立检索界面,提供数据分析与可视化展示功能。 结果　 本研究系统性整理了 43 套测序数据集,建
立了冠状病毒感染动物模型比较转录组学数据库。 数据库包含 3 种冠状病毒、4 个物种、14 种组织 /细胞、2373 个

样本。 数据库展示不同基因在不同物种、不同病毒株、不同感染时间、不同滴度、不同细胞或组织中的表达差异。
同时嵌入生物信息学分析工具可挖掘基因表达差异,富集差异基因的分子功能、信号通路,并预测对细胞的潜在影

响。 结论　 本文建立了冠状病毒感染动物模型比较转录组学数据库。 可为冠状病毒感染动物模型基因表达水平

研究提供数据资源和分析工具。
【关键词】 　 冠状病毒;数据库;SARS-CoV-2;动物模型;基因表达;比较分析
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Establishment of a comparative transcriptomics database of coronavirus
infected animal models

WU Yue, XIANG Zhiguang, GAO Ran, KONG Qi∗

(Institute of Laboratory Animal Sciences, Chinese Academy of Medical Sciences (CAMS) & Comparative Medicine Center,
Peking Union Medical Collage (PUMC), NHC Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine, Beijing Key

Laboratory for Animal Models of Emerging and Reemerging Infectious, Beijing Engineering Research Center for
Experimental Animal Models of Human Critical Diseases, Key Laboratory of Human Diseases Animal Model,

State Administration of Traditional Chinese Medicine, Beijing 100021, China)
Corresponding author: KONG Qi. E-mail: infor@ cnilas.org

【Abstract】　 Objective　 To establish a comparative transcriptomics database of coronavirus infected animal models,
explain the similarities and differences between human and animal models of coronavirus infection at the gene expression
level, and provide evidence-based support for animal experiments and clinical research. Methods 　 We downloaded
coronavirus (mainly severe acute respiratory syndrome coronaviru, SARS-CoV; severe acute respiratory syndrome coronavirus
2, SARS-CoV-2 and middle east respiratory syndrome coronavirus, MERS-CoV) infected animal models and human gene
expression profiles from the Gene Expression Omnibus ( GEO) and ArrayExpress databases, performed quality control,
standardization, and removal of the batch-effect, analyzed differential gene expression of different species, cells, or tissues
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infected by some virus subtypes of above coronavirus, constructed a database based on the Django web application framework,
established retrieval interface, data analysis and visualization tools. Results　 We established a comparative transcriptomics
database of coronavirus infected animal models based on 43 datasets, comprising 3 coronaviruses, 4 species, 14 tissues / cells,
and 2373 samples. The database includes gene expressions of different species, virus strains, infection times, titers, and
cells / tissues. In addition, we developed bioinformatics analysis tools to enable the analysis of differential genes and to predict
the enrichment of molecular functions, pathways, and effects on cells. Conclusions 　 In this study, we established a
comparative transcriptomics database of coronavirus infected animal models that provides data resources and analysis tools for
the study of coronavirus infected animal models under different conditions and gene expression levels.

【Keywords】　 coronavirus; database; SARS-CoV-2; animal model; gene expression; comparative analysis
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　 　 冠状病毒是套式病毒目(Nidovirales)冠状病毒

科(Coronaviridae)冠状病毒属(Coronavirus)的一类

线性单股正链 RNA 病毒,其中对人类致病性较强的

包括 SARS-CoV ( severe acute respiratory syndrome
coronavirus )、 MERS-CoV ( middle east respiratory
syndrome coronavirus) 和 SARS-CoV-2 ( severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2),其病原致病性和

动物模型方面有一定的相似性[1]。
SARS-CoV-2 引起的新型冠状病毒肺炎(Corona

Virus Disease 2019,COVID-19)在世界各国爆发流

行,截止 2021 年 11 月已造成 2. 49 亿人感染和 504
万人死亡[2-3]。 新型冠状病毒感染危害极强,需要

动物模型研究其发病机理、病毒溯源和传播机制、
疫苗药物评价等[4]。

冠状病毒感染动物模型大致分为 3 类:啮齿类、
灵长类和其他哺乳动物,主要包括转基因小鼠、叙
利亚仓鼠、雪貂、非人灵长类、猫、犬等。 不同动物

对冠状病毒的易感性不同,能不同层面的反应人类

疾病,有助于疫苗药物评价和发病机理研究等[5-8]。
基于动物模型从基因层面开展比较转录组学研究

有助于理解不同物种、不同毒株、不同滴度、不同时

间等条件下基因差异性表达情况[9]。
随着高通量测序技术的不断发展,转录组学数

据迅速累积,但目前还没有一个专题数据库将已有

的数据资源进行整合,深入分析形成跨种并且多维

度比较人与实验动物在感染冠状病毒后的基因表

达情况,筛选差异基因。 因此,我们首次建立了冠

状病毒感染动物模型比较转录组学数据库,通过采

集整合基因表达数据库( gene expression omnibus,
GEO)、芯片表达数据库(ArrayExpress)等公共数据

库中冠状病毒感染动物模型基因表达谱数据,进行

不同冠状病毒感染动物模型表达数据的挖掘和分

析[10-11]。 可提供不同冠状病毒感染不同物种 /细
胞 /时间的基因表达变化情况。 根据差异表达基

因,分析其涉及的信号通路和生物调控网络。 冠状

病毒比较转录组学数据库为世界首个冠状病毒基

因表达谱专题数据库,在研究人与实验动物感染冠

状病毒后表达模式及差异基因挖掘具有重要意义。

1　 方法

1. 1　 数据收集和处理

通过 NCBI GEO (http: / / www.ncbi.nlm.nih.gov /
geo / )、EBI ArrayExpress 数据库 ( https: / / www. ebi.
ac. uk / arrayexpress / ) 等数据 库, 收 集 SARS-CoV、
SARS-CoV-2、MERS-CoV 等冠状病毒感染不同人 /
动物 /细胞的基因芯片、转录组数据。 收集背景数

据,包括动物模型、病毒株、感染时间、滴度、感染器

官或细胞等。 将不同物种背景数据与基因表达数

据进行对应、整合、质控,标准化、注释,去除批次效

应,用于可视化展示和差异基因分析。
1. 2　 数据库建设

本数据库使用 Django (v 2. 2. 6)软件(https: / /
djangoproject.com)开发,部署在 CentOS Linux server
(v 7. 7)服务器。 网站服务使用 nginx (v 1. 10. 1)。
使用 Plotly(v 1. 5. 10)实现表达数据在线交互式可

视化展示。 所有在线分析生成的图片具有交互功

能。 可在线调整图片属性,例如大小、样式、配色、
显示的内容等。 分析结果可导出矢量图( SVG 格

式)。 用户也可下载生成的数据。
1. 3　 访问方式

数据库网址:https: / / covid.com-med.org.cn。

2　 结果

2. 1　 数据库结构和内容

本数据库由简单检索、专业检索、分析工具、数据

统计、帮助信息五个版块组成(图 1)。 分析工具中包

括种间比较、种内比较和多基因基因表达谱 3 种工

具。 数据库包括 43 个数据集,3 种病毒(SARS-CoV、

39
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SARS-CoV-2、MERS-CoV),22 个病毒株,4 个物种

(人、小鼠、猴、雪貂),14 种组织 /细胞,29 个感染时

间,15 种病毒滴度,共涉及 2373 个样本(表 1)。
2. 2　 检索方式

本数据库主要有 2 种检索方式,一种是简单检

索( simple search),另一种是专业检索 ( advanced
search)。 在使用简单检索时,用户可使用基因名

称、别名、注释、功能描述和通路信息等进行搜索。
数据库将展示所有与搜索内容相关的基因与对应

描述。 点击基因名称可进入详细页。 详情页包括

基因信息以及与数据库外链,单基因表达谱信息。
对于专业检索,用户可自由组合多种检索条

件,包括物种名称、病毒名称、病毒毒株、细胞 /组织

类型、项目编号等对数据库中样品进行专业检索。
展示详细检索结果,帮助用户找到合适的样本数

据,并通过交互式联动饼图进行对应统计展示。 可

对历史检索信息进行记录,方便查询历史记录。
2. 3　 基因表达谱

2. 3. 1　 单基因表达谱

通过简单检索,输入基因、蛋白、通路名称后,
可从不同层面对所采集数据集进行整合分析。 实

现不同层面的比较,直观比较冠状病毒感染人类和

动物模型后基因表达差异。 使用箱形图显示比较

结果并显示 P 值。 用户可以查看目标基因在不同

物种、病毒株、不同细胞、不同感染时间、不同滴度

中的差异性表达情况(图 2)。

图 1　 数据库首页

Figure 1　 Homepage of the database

表 1　 数据库样本信息

Table 1　 Database sample information
类别 Type 内容 Content 数量 Count

物种 Species 人类、小鼠、猴、雪貂 Human, mouse, monkey, ferret 4
病毒 Viruses SARS-CoV-2、SARS-CoV、MERS-CoV, 3
病毒株 Strains Urbani、MA15、Tor2、EMC / 2012、USA-WA1 / 2020... 22

组织 / 细胞 Tissues / cells Airway epithelial cell、A549、Caco2、Calu-3、Dendritic cell、Fibroblast、H1299... 14
感染时间 Infection time 3 h、12 h、18 h、24 h、30 h、36 h、54 h、72 h... 29

滴度 Titres MOI 0. 2、MOI 0. 3、MOI 1、MOI 2、MOI 5... 15

图 2　 单基因表达谱

Figure 2　 Single gene expression profile
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2. 3. 2　 多基因表达谱

进入多基因表达谱(GEM profile)页面,通过输

入多个基因名称,并选择组合参数。 例如可以选择

不同物种、不同病毒、不同病毒株、不同感染时间、
不同滴度、感染组织 /器官、不同测序数据类型。 也

可更详细的选择感染时间、组别、GSE 编号等。 最

后选择数据归一化方式(raw 或 Z 值转换),通过折

线图、柱形图、热图、箱形图、相关性图的形式进行

图 3　 多基因表达谱绘制

Figure 3　 Multiple gene expression profile

可视化展示(图 3)。 同时提供内置的工具包对生成

的图片进行颜色、大小和样式个性化更改。 所有图

片均可以通过 SVG 格式下载使用。 可跨物种比较

和展示,采用不同物种并排放置的方式展示。 可检

测多个基因在多个物种中的表达变化趋势。
2. 4　 差异基因比较分析

差异基因分析是寻找关键 marker 基因的最主要

手段。 用户可对感兴趣的物种、实验条件下的基因表

达差异分析。 通过物种内、物种间差异基因分析这两

种工具,在线组合不同指标设计实验,寻找易感基因,
并对易感基因进行功能富集分析。 值得注意的是,种
内差异基因分析工具仅限一种物种。 跨种差异基因

分析工具允许用户选择两种物种进行比较分析。
确定物种选项后,用户可进一步选择研究的细

胞类型、病毒类型、时间、滴度等信息。 提交分析后

系统将对样品进行自动检测。 用户可对样本属性

差别较大、不适合用于后续整合比较分析的异常样

品进行过滤(图 4)。 通过聚类热图与 PCA 聚类图

的形式进行可视化展示样品相关性(图 5)。 用户可

根据热图与 PCA 图选择用于后续分析的样本。
用户可自由选择比较组,通常做差异基因只能

进行 24 h 感染组(Treat 24 h)与 0 h 感染组(Treat 0
h)两组比较。 感染性实验比较特殊,两个时间点会

有 4 组样品(Treat 24 h, mock 24 h, Treat 0 h, mock
0 h)。 为此我们引入复杂设计比较模式(Treat 24 h-
mock 24 h)-(Treat 0 h-mock 0 h),可在让处理组与

各自对照比较完成后,再进行不同时间点比较。 这

个分析模式也适用于不同物种的比较,例如人的肺

细胞和小鼠的肺细胞不能直接比,但是(Human lung
treat-Human lung control) -(Mouse lung treat-Mouse
lung control)与各自对照比较后再进行比较,便可以

实现物种各自组织处理后的变化之间的比较,可分

析哪些基因在不同物种中是一致表达的或特异表

达的。
用户可对选定样本进行差异基因分析的阈值

FDR(默认小于 0. 05)与 Log2FC(默认大于 1)进行
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设置,生成差异分析结果报告。 报告目录可索引各

部分结果,预测的差异基因以火山图和热图的形式

展示。 图 6 为跨种比较分析人类-小鼠感染 SARS
病毒后基因表达种间聚类热图,用于展示不同物种

感染 SARS 病毒后基因表达聚类情况。 还可对差异

基因进行功能富集分析,对基因所参与的生物学功

能、分子功能和细胞成分进行聚类,以气泡图的形

式进行展示(图 7)。

图 4　 异常样品检测

Figure 4　 Abnormal sample detection

图 5　 样品相关性聚类热图

Figure 5　 Heatmap of correlation results for samples
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图 6　 人类-小鼠感染病毒后差异基因热图

Figure 6　 Differential gene heatmap for human-mouse infected virus

图 7　 差异表达基因的生物学过程富集结果

Figure 7　 Biological process enrichment result for differentially expressed genes

3　 讨论

为了比较分析冠状病毒感染动物模型后基因

表达谱变化,我们采集公共数据库中冠状病毒感染

动物模型相关开放数据集,建立了冠状病毒感染动

物模型比较转录组学数据库,并持续更新。 用户可

在基因表达水平进行不同物种、病毒株、滴度、时间

等变量的比较分析,提供冠状病毒感染动物模型基

因表达层面的数据挖掘及关联分析。 通过比较不

同基因不同物种在不同感染条件下的表达水平变

79



中国实验动物学报 2022 年 2 月第 30 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2022,Vol. 30, No. 1

化,从基因表达水平研究冠状病毒感染不同动物模

型的致病机制,并进一步开展聚类分析和功能富集

等生物信息分析。
世界卫生组织(WHO)及各国都强调了新冠疫

情数据共享和开放的重要性。 新的数字平台和开

放科学实践的发展可能对加强全球研究和创新合

作作出巨大贡献[12-15]。 已有多项研究通过现有的

开放数据库发表[16-17]。 已建立并且在公开期刊发

表论文的与冠状病毒研究相关的数据库有 GISAID、
CoVDB、 ViPR、 2019nCoVR、 Drugvirus、 CARD、
D3Targets-2019-nCoV、CoV2-ID 等,主要储存病毒的

基因序列,流行病学信息,药物靶点信息,并且主要

基于病毒基因序列进行分析,无基因表达信息的整

合分析[18-25]。
冠状病毒感染动物模型比较转录组学数据库

通过对不同平台的测序数据进行质控、标准化、去
除批次效应,获得校正后的基因表达数据,实现跨

平台的数据分析。 可展示冠状病毒感染动物模型

后的基因表达图谱,筛选差异表达基因。 可比较分

析不同物种、不同病毒株、不同剂量及不同时间点

的基因表达。 为发现和预测可能用于新冠致病相

关研究的靶基因或治疗靶点提供数据依据。 本数

据库将继续更新冠状病毒表达谱数据,纳入更多的

数据类型,比如自有数据和类器官数据、单细胞测

序数据,研究基因在细胞水平的表达情况。 本数据

库是在中国医学科学院医学实验动物研究所秦川

教授的指导下建立的,在此表示感谢。 也感谢魏

强、薛婧等专家提出的宝贵意见。
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Animal Models and Experimental Medicine, AMEM 专栏文章推介

AMEM 从 2021 年 12 月起,陆续刊出系列文章,发表在专栏文章版块,旨在为杰出的基础医学科学成果

提供国际交流共享平台,并及时对学术热点问题进行报道,增加期刊国际学术影响力。
威廉·凯林、彼得·拉特克利夫和格雷格·塞门扎因为发现"细胞如何感知和适应供氧环境变化"而获得了

2019 年度的诺奖。 当细胞由于通气不足等因素导致氧气需求超过氧气供应时,就会低氧。 一些慢性疾病如:慢
性阻塞性肺病、心血管疾病、肿瘤等都能造成低氧的细胞内环境。 动脉粥样硬化和肺动脉高压和心力衰竭等心

脑血管疾病是造成我国成人致死率最高的疾病,常诱发组织缺氧。 我国成人中预计近 1 亿人患有慢阻肺,慢阻

肺引起的肺部气流限制也会造成组织低氧,进而影响病人的日常生活,甚至导致劳动力丧失,最终还可能发展

为呼吸衰竭或肺源性心脏病。 此外我国有近千万人口居住在高原之上,由于高原低氧而诱发的高原病也严重

危害国人的健康。 因此研究低氧适应的分子机制对这些疾病的预防和治疗有重大的意义。
AMEM 在 2021 年的第 4 期推出了低氧适应的专栏,从器官缺氧条件下的病理变化及缺氧适应机制,到

高原和穴居地下生活动物低氧适应,再到低氧激活的信号通路,从不同角度,不同水平对有机体的低氧反应

及其低氧适应这一热点领域进行了深入探讨。 封面文章是哈佛医学院,Schepens 眼科研究所的杨梦璐等人

系统阐述了角膜在缺氧条件下的病理变化及缺氧适应机制,并对该领域目前使用的动物模型及未来的研究

方向进行了讨论[1]。 以色列海法大学的 Eviatar 教授等综述了不同缺氧环境下的哺乳动物通过调节生理活

动、基因表达和基因突变的方式来维持机体的代谢水平,重点对高原哺乳动物及以色列地下啮齿动物科进

行介绍,以此作为人类缺氧适应研究的借鉴[2]。 郑州大学的王振龙博士综述了小型哺乳动物在长期缺氧环

境的耐受方式,重点介绍了生物体通过生理生化改变、活性氧 ROS 的激活、HIF-1 调控、血管内皮生长因子和

促红细胞生成素的表达等方式应对缺氧环境,并且对低氧适应动物的组学现状以及抗癌症机制进行深入探

讨,为人类缺氧疾病的研究提供了合适的实验动物模型[3]。
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基于 16S rRNA 测序分析两种呼肠孤病毒对小鼠
肠道菌群的影响

王诗雨#,林家锋#,蒋欣如,孙淼,王颖,陶晓莉∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 探究 T1L 和 NBV 两种呼肠孤病毒对小鼠肠道菌群结构的影响。 方法　 将 25 只小鼠随机分

为 5 组(对照组、NBV 滴鼻组、NBV 灌胃组、T1L 滴鼻组、T1L 灌胃组),每组 5 只。 对照组用 PBS 灌胃,其余组别均

用 2 × 107 PFU / mL 病毒滴度感染小鼠。 7 d 后采集小鼠粪便,从每组 5 个样本中选出粪便重量较重的 3 个样本,对
粪便 DNA 进行 V3+V4 可变区特异性扩增,运用 16S rRNA 测序分析小鼠粪便中菌群的丰度、多样性及物种组成结

构。 结果　 T1L 和 NBV 灌毒后的小鼠肠道菌群丰度和多样性与对照组相比有所下降,且 T1L 滴鼻组下降最为显著

(P< 0. 05);与 NBV 灌胃组相比,NBV 滴鼻组的菌群丰度和多样性增加显著(P< 0. 05)。 在门的级别上,T1L 和

NBV 灌胃组中厚壁菌(Firmicutes)丰度明显减少,T1L 和 NBV 滴鼻组中拟杆菌(Bacteroidetes)丰度明显减少;在属的

级别上,T1L 滴鼻组、T1L 灌胃组和 NBV 灌胃组中罗姆布茨菌(Romboutsia)丰度明显减少,T1L 滴鼻组中别样杆菌

(Alistipes)丰度明显增加(P<0. 05)。 结论　 T1L 和 NBV 感染小鼠会降低菌群的丰度和多样性,可能通过有益菌减

少或致病菌增多来破坏菌群平衡。 此外,病毒的感染方式不同,对菌群的影响也有所不同。
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Analysis of the effects of two reoviruses on the intestinal flora of mice
based on 16S rRNA sequencing
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【Abstract】 　 Objective 　 To explore the effects of two reoviruses, T1L and NBV, on the structure of mouse
intestinal flora. Methods　 The mice were randomly divided into five groups: control, instillation-NBV ( int-NBV), oral-
NBV, instillation-T1L ( int-T1L ), and oral-T1L groups, with five mice in each group. The control group was
intragastrically administered with phosphate buffered saline, and other groups were each infected with a viral titer of 2×107

PFU / mL. After 7 days, mouse feces were collected and three samples were selected using the heavier stool weights from
each group. After V3+V4 amplification, 16S rRNA technology was used to estimate the richness, diversity and composition
of bacterial flora. Results　 After T1L and NBV instillation, the abundance and diversity of intestinal flora were lowered
compared with the control group, with a significant decrease (P<0. 05) in the int-T1L group. The abundance and diversity
were markedly augmented (P<0. 05) in the int-NBV group compared with the oral-NBV group. At the phylum level, the
abundance of Firmicutes was markedly reduced in both the oral-T1L and oral-NBV groups compared with the control
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groups, and the abundance of Bacteroidetes was markedly reduced in both the int-T1L and int-NBV groups compared with
the control group. At the genus level, Romboutsia was markedly lower in the int-T1L, oral-T1L and oral-NBV groups versus
the control group, and Alistipes was markedly augmented in the int-T1L group (P< 0. 05). Conclusions　 Two reoviruses,
T1L and NBV, reduced the abundance and diversity of mouse flora and may destroy flora balance through the reduction of
beneficial bacteria or the increase of pathogenic bacteria. Different infection routes have different effects on the flora of mice.

【Keywords】　 reovirus; 16S rRNA; intestinal flora; infection way
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　 　 人类肠道富含多种微生物群落,能够定期监视

免疫系统、提供营养物质及抵抗致病物质侵害,拥
有极其重要的功能[1-3]。 由于个体之间肠道菌群存

在差异,且菌群微生态和宿主之间的联系每时每刻

都在变化,因此菌群和宿主间的作用机制成为新兴

研究的热点[4-5]。 一旦有病原微生物感染机体,这
种作用机制是否有效、菌群的丰度和多样性是否差

异显著、肠道微生态紊乱的过程又是怎样,种种疑

问都亟需进一步的解决。
正呼肠孤病毒是一类双链 RNA 病毒,无囊膜,

一般可分为两种亚型:哺乳动物非融合性病毒

(MRV)、融合性病毒 ( NBV、 ARV、 BroV 等) [6-8]。
T1L 隶属于 MRV Lang 型,分离自人体肠道及呼吸

道,研究表明,经口接种的 T1L 能够跨越回肠细胞

直接攻击肠道微环境,扰乱消化系统正常的免疫功

能[9]。 NBV 为纳尔森海湾病毒,可从人、鸟、牛、羊
中分离出来,是一种典型的人兽共患病病毒;它能

特异性结合膜受体 NgR1,在黏附因子 A 的作用下

释放出病毒颗粒入侵呼吸道和消化道,扰乱宿主体

内微生物正常活动[10-11]。 本研究通过 16S rRNA 测

序分析 NBV 和 T1L 两种正呼肠孤病毒对小鼠肠道

菌群的影响,比较不同感染方式对微生物群落及其

结构的差异,从肠道微生态的角度为正呼肠孤病毒

的防治提供依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

25 只 SPF 级雄性封闭群 KM 小鼠,4 ~ 5 周龄,
体重 15 ~ 18 g,健康状况良好,购于锦州医科大学

实验动物中心【SCXK(辽)2019-0003】。 动物饲养

于锦州医科大学动物实验室 【 SYXK (辽) 2019 -
0007】,湿度 60%,温度 25℃,12 h 昼夜交替。 所有

操作均经锦州医科大学实验动物伦理委员会审核

(IACUC 号:2019014)。
1. 1. 2　 病毒株

NBV、T1L 病毒株经空斑滴度测定,病毒浓度为

2 × 107 PFU / mL,由锦州医科大学病原生物学实验

室-80℃冰箱保存。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

粪便基因组 DNA 提取试剂盒(中国 TIANGEN
公司,DP328),无水乙醇 (北京化工厂有限公司,
20120110),乌拉坦(中国 Sigma 公司,94300)。

微量分光光度计(Thermo,美国),高通量测序

仪( Illumina,美国),分析天平 (Mettler Toledo,瑞

士),超纯水机(Millipore,德国), - 80℃ 低温冰箱

(Thermo,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 小鼠分组及处理

随机将 25 只 SPF 级 KM 小鼠均分为 5 个组别,
每组 5 只,每天按照所称量的体重处理,即:对照组

(Control 组)、NBV 滴鼻组( Int-NBV 组)、NBV 灌胃

组(Oral-NBV 组)、T1L 滴鼻组( Int-T1L 组)、T1L 灌

胃 组 ( Oral-T1L 组 )。 处 理 方 法: 对 照 组:
0. 2 mL / 10 g PBS 灌胃;NBV 滴鼻组:0. 2 mL / 10 g
NBV 滴鼻;NBV 灌胃组:0. 2 mL / 10 g NBV 灌胃;
T1L 滴鼻组:0. 2 mL / 10 g T1L 滴鼻;T1L 灌胃组:
0. 2 mL / 10 g T1L 灌胃。 连续 7 d,期间给予充足的

超纯水和小鼠饲料以供自由摄取。
1. 2. 2　 小鼠粪便样品采集

灌毒完成后,次日于超净无菌环境下用 20%乌

拉坦麻醉小鼠,75%乙醇消毒腹部,腹腔正中解剖,
采集小鼠肠道内容物于高压灭菌过的 2 mL EP 管

中,称重标记,迅速置于-80℃里保存。
1. 2. 3　 粪便 16S rRNA 测序

从每组 5 个粪便样品中遴选出重量较高的 3 个

样本,分别提取总 DNA 并测定浓度及纯度。 按照引

物序列(338F:5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’;
806R: 5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’), 对粪

便 DNA 进行 V3+V4 可变区的特异性扩增且细菌的

16S rRNA 测序。
1. 2. 4　 数据处理

按照新版 Illumina MiSeq 和 HiSeq 处理平台提

供的模拟下机数据,经数据拆解、引物切除、 PE
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Reads 有效拼接和 Tags 过滤,OUTs 聚类,在 FLASH
软件下进行质控分析,获得最终数据。
1. 3　 统计学分析

Excel 2010 建立数据库,结果均用平均值 ± 标

准差( 􀭰x ± s)表示,并且用 IBM SPSS Statistics 22. 0
软件分析,两组间比较用成组 t 检验,多组间比较用

单因素方差分析,Alpha 和 Beta 多样性检验均经

Bray Curtis 检验,显著性水平 α 为 0. 05,P< 0. 05 为

差异具有显著性意义。

2　 结果

2. 1　 菌群测序结果分析

16S rRNA 测序显示,每组小鼠样品 PCR 扩增

产物的大小集中在(400 ± 100) bp 之间,和 V3+V4
可变区大小基本吻合。 小鼠粪便样品的稀释曲线

(rarefaction curve)是计算随机抽取样品 OTUs 大小,
按统计量和物种多样性来绘制曲线。 结果显示,随
着测序数量的增加,每个样品聚类物种数目也在增

加,且斜率逐渐降低,说明小鼠粪便样品送测数量

合理,测序深度足以满足后续研究(见图 1)。

图 1　 小鼠粪便样品稀释曲线

Figure 1　 Rarefaction curve of mouse stool sample

物种累积曲线(species accumulation curve)用来

判断样本量是否充分。 结果显示,在样本量渐增的

同时,所对应的物种数目也在增加,且曲线渐趋平

坦,同样说明小鼠测序样品的数量合理(见图 2)。
2. 2　 粪便样品比较分析

Anosim 分析基于 Bray Curtis 距离来比较组间

和组内差异,从而判断组间群落差异是否具有显著

性。 结果显示,统计参数 R> 0,即组间差异大于组

内差异,说明分组合理,且 P< 0. 05 说明统计学上差

异具有显著性(见图 3)。

图 2　 小鼠粪便样品物种累积曲线

Figure 2　 Species accumulation curve of mouse stool sample

图 3　 基于 Bray Curtis 距离的 Anosim 盒状图

Figure 3　 Anosim box plot based on Bray Curtis distance

2. 3　 Alpha 多样性分析

Alpha 多样性由丰富度和多样性共同决定,囊
括多个指标,以 Chao1 和 Shannon 指数最具代表。
Chao1 值越大,则物种越丰富、数量越多;Shannon_2
值越大,则物种越多样化,分配越均匀。 结果显示:
和对 照 组 相 比, NBV 和 T1L 感 染 后 Chao1 和

Shannon_2 值都降低,且 T1L 滴鼻组明显降低,具有

显著性差异(P< 0. 05);NBV 滴鼻组和灌胃组相比,
两种指数升高且有统计学的差异(P< 0. 05)。 总的

来说,NBV 和 T1L 灌毒后菌群丰度和多样性都有所

下降,以 T1L 滴鼻组最为明显;两种灌毒方式相比,
滴鼻后的小鼠菌群丰富度和多样性都有所增加,以
NBV 滴鼻组最为明显(见表 1)。
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表 1　 小鼠菌群 Alpha 多样性(n= 3)
Table 1　 Alpha diversity of mouse flora(n= 3)
组别
Groups Chao1 Shannon_2

对照组
Control group 339. 43 ± 79. 09 5. 20 ± 1. 81

NBV 滴鼻组
Int-NBV group 306. 63 ± 23. 33# 5. 18 ± 0. 33#

NBV 灌胃组
Oral-NBV group 226. 40 ± 138. 97 4. 57 ± 1. 24

T1L 滴鼻组
Int-T1L group 291. 77 ± 12. 32∗ 4. 37 ± 0. 34∗

T1L 灌胃组
Oral-T1L group 201. 97 ± 61. 68 4. 12 ± 0. 91

注:与 Control 组相比,∗P< 0. 05;与 oral-NBV 组相比,#P < 0. 05。
Note. Compared with control groups,∗P< 0. 05. Compared with oral-NBV
groups,#P < 0. 05.

等级丰度曲线(rank abundance curve)宽度反映

物种丰度,平缓程度反映均匀性。 结果显示,对照

组小鼠肠道微生物丰度和均匀性最高,而 NBV、T1L
灌毒后都有所降低(见图 4)。

图 4　 小鼠菌群的等级丰度曲线

Figure 4　 Rank abundance curve of mouse flora

2. 4　 Beta 多样性分析

Beta 多 样 性 是 对 Bray Curits、 Unweighted
UniFrac、Weighted UniFrac 多变量综合统计,探讨多

个样品间是否具有显著群落差异。 作为 Beta 多样

性降维方式的一种,主坐标分析(PCoA 分析)是从

任意尺度寻找差异大小,点之间的距离越近,代表

物种组成越相似。 结果显示,各组点都较集中,其
中 NBV 滴鼻组和对照组有明显分界线;此外,NBV
滴鼻组和灌胃组之间相距甚远区分鲜明,说明 NBV
灌毒对菌群产生了影响。 总的来看,NBV 滴鼻能明

显改变小鼠微生物群落的结构(见图 5)。

注:横纵坐标代表样品间差异程度最大的代表性值。

图 5　 基于 Bray Curtis 距离的 PCoA 分析

Note. The abscissa and ordinate represent the representative value
with the largest difference between samples.

Figure 5　 PCoA analysis based on Bray Curtis distance

2. 5　 粪便物种群落结构分析

从门级别的分布情况来看,共检测出 9 种主要

细菌 门 类, 厚 壁 菌 门 ( Firmicutes )、 拟 杆 菌 门

(Bacteroidetes)、变形菌门(Proteobacteria)位列前三。
与对照组相比,T1L、NBV 灌胃组的厚壁菌门丰度减

少,NBV 灌胃组的变形菌门丰度显著增加, T1L、
NBV 滴鼻组的拟杆菌门丰度减少。 与 NBV 灌胃组

相比,NBV 滴鼻组变形菌门的含量显著降低;与 T1L
灌胃组相比,T1L 滴鼻组拟杆菌门的含量显著降低

(P< 0. 05) (见图 6)。 同样,从门级别的相应热图

也显示一致结果(见图 7)。

图 6　 门级别上物种的相对丰度柱状图

Figure 6　 Histogram of relative abundance of
species at phylum level
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从属级别的分布情况来看,与对照组相比,灌
毒后的乳酸菌属(Lactobacillus)丰度显著增加,T1L
滴鼻组的别样杆菌属(Alistipes)丰度显著增加,NBV
灌胃组的瘤胃球菌属 (Ruminococcus) 丰度显著增

加,T1L 滴鼻组、T1L 灌胃组和 NBV 灌胃组的罗姆

布茨菌属(Romboutsia)丰度显著降低(P< 0. 05)(见
图 8)。 同样,从属级别的相应热图也显示一致结果

(见图 9)。

图 7　 门级别上物种的相对丰度热图

Figure 7　 Heat map of relative abundance of species at phylum level

图 8　 属级别上物种的相对丰度柱状图

Figure 8　 Histogram of relative abundance of species at genus level
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图 9　 属级别上物种的相对丰度热图

Figure 9　 Heat map of relative abundance of species at genus level

3　 讨论

肠道菌群维系着机体稳态,是不可小觑的“天
然屏障”。 通过寄居在与外界相通的呼吸道或肠道

粘膜表面,细菌之间或细菌与环境之间形成了一种

特殊的共生关系,且相对平衡[12]。 若共生关系失

衡,庞大的微生物群落会发挥独特作用,从而周而

复始地保护免疫系统及相关器官,让机体处于健康

状态[13]。 因此,肠道菌群的相对稳定及其与宿主间

形成的相互依存关系显得极为重要。
T1L 和 NBV 都可经呼吸道和消化道感染宿主,

诱发咳嗽、肺炎、腹泻、发热等炎症反应[14]。 研究表

明,病毒在气管表面首次增殖,能够破坏呼吸道菌

群平衡,刺激细胞趋化因子生成,进而影响消化系

统正常功能[15-16]。 Chen 等[17] 发现,呼肠孤病毒感

染会改变肠道菌群,主要表现在有益细菌的损失和

致病菌的代偿性增多,这可能是肠道病变的主要原

因,但具体机制尚未阐明。 本次研究透过 16S rRNA
测序技术,展现了经 T1L 和 NBV 感染后小鼠肠道微

生物丰度和多样性都有所降低,是菌群紊乱的潜在

因素;其中,经呼吸道感染 T1L 对肠道菌群的影响

最为显著。 从门的级别上,厚壁菌等有益细菌在病

毒感染后有所减少,而变形菌等机会致病菌被认为

是大肠杆菌侵袭力增加的促进因素,它在 NBV 经胃

肠道感染后显著增加;从属的级别上,别样杆菌增

加可能导致哺乳动物发生肠道炎症,提示 T1L 经消
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化道感染会大大增强此菌的危害[18-20]。 另一方面,
感染方式不同,小鼠的肠道微生物群落也表现出差

异。 Bassis 等[21] 已经发现,病原微生物经口鼻摄入

可直达胃肠道和呼吸道上皮,而且胃肠道病原体也

可经肠胃-食管逆流至下呼吸道;尚且 NBV 作为一

种既可经胃肠道又可经呼吸道侵入的呼肠孤病毒,
通过呼吸道感染会大大增加对正常微生物定植的

威胁[22]。 基于前人勘究及本次实验研究,初步推测

NBV 经呼吸道感染比消化道更能改变菌群的丰度

和多样性,可能对宿主微生态平衡的破坏力更强,
但具体机制还有待深入研究。

综上,T1L 和 NBV 两种呼肠孤病毒感染均可致

小鼠肠道菌群紊乱,主要表现在丰度和多样性减

低,且机会致病菌富集。 此外,病毒的感染方式不

同也会导致肠道菌群的结构不同,优势菌种呈现明

显差异。 因此,从肠道菌群的角度出发,抗病毒药

物如何能够在发挥药效的同时维护微生态的平衡,
将是未来思考的一大课题。
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抽动障碍免疫相关动物模型研究进展
张晓蒙1,马丙祥2∗,周荣易2∗,史文丽2,李华伟2

(1. 河南中医药大学,郑州　 450000; 2. 河南中医药大学第一附属医院,河南省中西医结合儿童医院,郑州　 450000)

　 　 【摘要】 　 抽动障碍(tic disorders,TD)为儿童常见疾病,发病率不断上升,其病因及发病机制尚不明确,随着临

床中感染与 TD 症状诱发和加重关系的认识及 TD 免疫炎症相关研究的进展,免疫异常也逐渐被认为是其重要致

病因素及病理过程之一,建立 TD 免疫学动物模型是其免疫相关实验研究的基础,因此本文通过查阅国内外相关文

献,系统介绍了国际上 TD 免疫相关动物模型的研究概况,并依据表面效度、结构效度和预测效度的国际动物模型

评价标准对模型优劣进行比较分析,以期为国内 TD 的相关实验研究提供参考。
【关键词】 　 抽动障碍;免疫;动物模型;链球菌;抗体
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Research progress on immune-related animal models of tic disorders
ZHANG Xiaomeng1, MA Bingxiang2∗, ZHOU Rongyi2∗, SHI Wenli2, LI Huawei2

(1. Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450000, China. 2. the First Affiliated Hospital of Henan University of
Chinese Medicine, Henan Provincial Children’s Hospital of Integrative Medicine, Zhengzhou 450000)

Corresponding author: MA Bingxiang. E-mail: mbx1963@ 163.com; ZHOU Rongyi. E-mail: zhourongyitcm@ sina.com

【Abstract】　 Tic disorders (TD) are relatively common, with an increasing incidence, in children. The etiology and
pathogenesis of TD are still unclear. With increased understanding of the relationship between infection, induction and
exacerbation of TD symptoms in clinical practice, as well as research progress on TD-related immune inflammation,
immune abnormalities are regarded as one of the important factors involved in the pathological processes of TD. The
establishment of immunological TD animal models has provided the basis of immune-related experimental research.
Therefore, this study systematically reviews the research status of TD immune-related animal models by consulting relevant
domestic and foreign literature, and compares the advantages and disadvantages of models using international evaluation
criteria of face validity, construct validity and predictive validity of animal models, to provide reference for domestic TD-
related experimental research.

【Keywords】　 tic disorders; immune; animal model; Streptococcus; antibody
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　 　 抽动障碍(tic disorders,TD),又称抽动症,是一

种常发生于儿童期的以肌肉的不自主、突然、快速

的收缩和(或)发声为主要表现的神经发育障碍性

疾病,国内发病率约为 6. 1%[1]。 TD 常共患强迫

症、注意缺陷多动障碍、情绪障碍、焦虑障碍等其他

疾病[2],严重影响儿童的生活质量及心理健康,因
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此加强对本病的研究意义重大。 截至目前,TD 的病

因及发病机制尚未完全阐明,目前的研究多集中在

基于皮质 - 纹状体 - 丘脑 - 皮质 ( cortico-striato-
thalamo-cortical,CSTC) 回路的多巴胺 ( Dopamine,
DA)和 5-羟色胺(serotonin,5-HT)等神经递质失衡

并开发出相应的药物,取得一定的疗效,为 TD 的临

床控制提供药物选择。 但在临床治疗中,越来越多

学者发现药物治疗 TD 无法有效控制其症状反复,
TD 的复发成为临床难题,而其复发或加重常常会在

上呼吸道感染、免疫功能低下等的情况下出现,这
引起人们的高度重视。 随着 TD 与链球菌感染关系

的相关报道[3] 不断增加,TD 存在的自身免疫异常

受到广泛关注。 国外研究发现 TD 存在一些抗体、
免疫细胞、细胞因子、免疫球蛋白等异常及免疫相

关的遗传学改变[4],免疫炎症发病机制成为 TD 病

因及发病机理研究的国际前沿热点。
为研究 TD 的免疫炎症机制,国际上大量针对

TD 的免疫相关动物模型应运而生。 纵观国内研究,
学者多关注于感染、免疫因素与 TD 临床症状的严

重程度的关联性研究,对抽动症免疫机制的实验研

究涉及较少。 动物模型是开展实验研究的基础,作
为国际新兴的研究热点,对 TD 免疫相关动物模型

的研究有助于深入探索其发病机制,解答临床疑

惑,而国内尚未见有关 TD 免疫相关模型的详细报

道。 为详细了解 TD 免疫模型的国际研究情况,推
动国内 TD 免疫发病机制研究的进展,本文系统总

结了目前国际上针对 TD 免疫异常的模型研究,详
细分析各种免疫模型的比较优势,以期为国内 TD
临床前实验研究提供模型参考。

1　 细菌抗原或病毒模拟物诱导的主动
免疫模型
　 　 早在 20 世纪 90 年代已有研究表明部分儿童在

A 组链球菌(group A Streptococcus,GAS)感染后出

现急性抽动障碍,并提出了儿童自身免疫性神经精

神 疾 病 ( pediatric autoimmune neuropsychiatric
disorders associated with streptococcal infection,
PANDAS)的概念[5]。 研究显示 TD 患者似乎更容

易受到 GAS 感染,并产生较强的体液免疫反应,导
致症状加重[6-7]。 GAS 感染可激活机体的自身免疫

反应,增加血脑屏障通透性,GAS 诱导的抗体靶向

作用于大脑中负责控制运动的神经元,促使抽动症

状的出现[8],且抗 GAS 抗体滴度与 TD 严重程度成

正相关[9],因此产生了用细菌抗原或病毒模拟物来

诱导自身抗体生成并发生相应免疫病理改变的主

动免疫模型。
1. 1　 GAS 感染相关模型

GAS 感染模型为最早建立的 TD 免疫模型,通
过将含有 GAS M6 型匀浆的弗氏佐剂对雌性 SJL / J
小鼠皮下注射建立 A 组乙型溶血性链球菌(group A
β-hemolytic streptococcal,GABHS)免疫的小鼠模型,
这些小鼠在野外试验和洞板试验中有更高频率的

直立行为。 经检测发现一些 GABHS 免疫小鼠对深

部小脑核(deep cerebellar nuclei,DCN)、苍白球和丘

脑这些与感觉运动和情绪处理相关脑区域具有免

疫反应性,并且在 DCN 中有免疫球蛋白 IgG 的沉

积[10](见表 1)。 与 GAS M6 诱导的小鼠模型相似,
使用含 GAS M18 菌株成分的弗氏佐剂对雄性幼年

大鼠进行免疫,并腹腔注射加热灭活的百日咳杆菌

作为附加佐剂建立 GAS M18 诱导的大鼠模型,大鼠

的运动症状及强迫行为增加,并产生抗微管蛋白抗

体,使钙 /钙调蛋白依赖性蛋白激酶 II 信号增强,在
大鼠的纹状体、丘脑和额叶皮层中有抗体沉积,且
伴随着皮层和基底神经节中多巴胺和谷氨酸等神

经递质水平的变化,而治疗 TD 的药物氟哌啶醇、帕
罗西汀可使异常行为缓解[11](见表 1)。

GAS 感染诱发自身免疫抗体激活导致了大鼠

出现 TD 样行为异常,成为 TD 免疫发病机制的重要

佐证,但在建模过程中如何破坏了血脑屏障的完整

性使抗体通过血脑屏障并作用于相关脑区域仍缺

乏相关的研究证据。 对于该模型未来的研究可关

注影响血脑屏障完整性的因素、抗体进入大脑的途

径及如何发挥生物学作用。
1. 2　 其他微生物感染模型

GAS 诱导的 TD 模型的建立为感染诱发机体

免疫反应动物模型的设计提供了思路,多种微生

物感染 TD 模型被制备出来,它们极大推动了 TD
免疫机制研究进程。 有学者通过注射病毒模拟物

poly( I:C)来刺激怀孕小鼠建立母体免疫模型,其
后代在大理石掩埋实验表现出类似于 TD 的重复、
刻板行为及理毛行为增加[12] ,且后续研究指出产

前免疫激活导致了其后代出生后持续的免疫改

变,主要表现为调节性( Treg) T 细胞缺陷和 CD4
(+)T 细胞反应升高,以及脾 Gr-1( +)细胞水平升

高,CD4( +) T 细胞反应升高导致白细胞介素 IL-
17、IL-6 增加,这些改变可进一步引起异常行为的

发展或持续[13](见表 1),且当消除 IL-6 后其后代

行为异常也减少,因此可能 IL-6 发挥了主要作
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用[14] 。 研究显示,早期各种内源性或外源性因素

引起的免疫激活可能在生命早期阶段启动神经网

络的发展和突触的形成,并在生命后期形成免疫

和内分泌组织与神经系统的交互作用[15] 。 因此,
免疫模型具有一定的子代遗传特性。

2　 血清抗体直接输注诱导的被动免疫

模型
　 　 血清抗体注射为 TD 免疫模型的另一种造模

方法,该模型是将 TD 患者的血清抗体直接输注到

大鼠或小鼠体内,作用于其脑组织从而引起模型

鼠脑功能的改变导致类似于抽动行为的发生。 该

方法制备的动物模型生物学改变与细菌抗原诱导

的主动免疫模型相似,研究显示,血清抗体注射与

脑中的分子靶向补体 C4 蛋白和 α-2-巨球蛋白发

生交叉反应并产生免疫沉淀是该模型成功的

基础[10] 。

表 1　 细菌抗原或病毒模拟物诱导的主动免模型

Table 1　 Active immune model induced by bacterial antigens or virus mimics

暴露物
Exposure

造模方法
Modeling method

对照组
暴露物

Control group

行为表现
(表面效度)
Behaviors

(Face validity)

病理改变
(结构效度)

Pathological changes
(Construct validity)

预测效度
Predictive
validity

参考文献
References

GAS M6 型
抗原
GAS
M6 antigen

对 6 周龄雌性 SJL / J 小鼠
皮下注射含有 GAS M6
型匀浆的 FA,并每隔 4 ~
6 周进行 1 次强化,共 3
次强化
6-week-old female SJL / J
mice were subcutaneously
injected with FA
containing GAS M6
homogenate, and boosted
every 4 ~ 6 weeks for a
total of three boosts

弗氏佐剂
Freund’s
adjuvant

在野外和洞板试验
中直立行为↑
Rearing in open-field
and hole-board
tests↑

DCN、苍 白 球 和 丘 脑 有
IgG 沉积,以 DCN 为著,
且血清抗 DCN 抗体阳性
者的抗体沉积更高
DCN, globus pallidus and
thalamus have IgG
deposits, mainly DCN,
and those with positive
serum anti-DCN antibodies
have higher
antibody deposits

/ [10]

GAS M18
型抗原
GAS
M18
antigen

对 5 周龄雄性 Lewis 大鼠
皮下注射含 GAS M18 菌
株成分的 FA,并腹腔注
射加热灭活的百日咳杆
菌作为附加佐剂,并在 14
d 和 28 d 后进行强化
Five-week-old male Lewis
rats were subcutaneously
injected with FA
containing GAS M18 strain
components, and heat-
inactivated bacillus
pertussis was injected
intraperitoneally as an
additional adjuvant, and
they were strengthened
after 14 days and 28 days.

PBS

食物操纵和平衡木
行走障碍
及强迫行为(自发的
理毛行为)
Impaired food
manipulation and
beam walking,
compulsive behavior
( induced-grooming)

纹状体、丘脑和额叶皮质
中 IgG 沉积,钙 / 钙调蛋
白依赖性蛋白激酶 II 信
号,DA,谷氨酸,GAS 大
鼠血清与人多巴胺 D1 和
D2 受体膜抗原的反应
IgG deposition in striatum,
thalamus and frontal
cortex, calcium /
calmodulin-dependent
protein kinase II signal,
DA, Glutamate, Reaction
of GAS rat serum with
human dopamine D1 and
D2 receptor
membrane antigens

DA D2 受体拮抗剂
氟哌啶醇选择性 5-
HT 再摄取抑制剂帕
罗西汀可使异常运
动减少
The DA D2 receptor
antagonist haloperidol
and the selective 5-
HT reuptake inhibitor
paroxetine can reduce
abnormal movements

[11]

病 毒 模 拟
物 poly ( I:
C)
Virus
mimic poly
(I:C)

在 C57BL / 6J 小鼠怀孕第
10. 5,12. 5 和 14. 5 d 时
注射病毒模拟物 poly( I:
C)
C57BL / 6J mice were
injected with virus mimic
poly( I:C) on the 10. 5,
12. 5 and 14. 5 days
of pregnancy

生理盐水
Saline

其后代在大理石掩
埋和自我理毛测试
中的重复刻板行为
The repetitive
stereotypies of the
offspring in the
marble burying and
self-grooming test

Treg 细胞缺陷,CD4( +)T
细胞反应↑,脾 Gr-1( +)
细胞水平,CD4 ( +) T 细
胞反应。 IL-17、IL-6
Treg cell defect, CD4 (+)
T cell response, spleen Gr-
1 ( + ) cell level, CD4
(+) T cell response, IL-
17, IL-6

/ [12-13]

注:PBS:磷酸缓冲盐溶液;FA:弗氏佐剂。
Note. PBS. Phosphate buffer saline. FA. Freund’s adjuvant.
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2. 1　 中枢(纹状体)注射血清抗体模型

研究显示 TD 患儿存在抗纹状体神经元抗体,
抗体与纹状体神经元结合可引起纹状体功能障碍

从而诱导行为异常[16]。 实验研究显示,TD 患者血

清中的抗体可激活大鼠脑组织中超极化激活的环

核 苷 酸 通 道 4 ( hyperpolarisation-activated cyclic
nucleotide channel 4,HCN4),调控 CSTC 回路的神经

信号转导平衡为该模型发病的基础[17]。 将含有高

水平的抗神经元或抗核抗体( anti-nuclear antibody,
ANAb)的 TD 患者血清注射到大鼠的腹侧纹状体,
发现大鼠的口腔刻板行为增加[18],国内亦有与之类

似的研究可复制 TD 的抽动症状[19]。 且纹状体输

注 TD 血清后,SD 大鼠表现出更多的刻板行为,这

些行为与输入抗 HCN4 抗体的量相关[17](见表 2)。
2. 2　 外周注射血清抗体模型

外周注射血清抗体模型造模思路及方法与中

枢注射模型类似,且具有一定的验证效应。 研究显

示,通过向雄性成年 BALB / c 小鼠皮下注射抗 GAS
IgM 单克隆抗体,小鼠嗅探行为、头部摆动和理毛行

为增加,诱发受体小鼠出现抽动行为,这与抗 GAS
IgM 抗体调控皮质-纹状体投射相关的区域引起了

Fos 样免疫反应有关[20],另外直接输注被含 GABHS
匀浆免疫过的小鼠血清也可产生与注射 TD 患者血

清相似的效应,而清除供体血清中 IgG 则此行为改

变消失[21],这些有力验证了 TD 自身免疫发病机制

的存在(见表 2)。
表 2　 血清抗体直接输注诱导的被动免疫模型

Table 2　 Passive immune model induced by direct infusion of serum antibodies

暴露物
Exposure

造模方法
Modeling method

对照组
暴露物

Control group

行为表现(表面效度)
Behaviors

(Face validity)

病理改变
(结构效度)

Pathological changes
(Construct validity)

预测效度
Predictive
validity

参考
文献

References

TD 患者的血清或
γ-免 疫 球 蛋 白
(IgG)
Serum or γ-
immunoglobulin
( IgG) of patients
with TD

以 0. 5 mL / h 的速率向雄
性 Fischer344 大鼠纹状体
内微量泵入 TD 患者的血
清或从血清分离出的 γ-免
疫球蛋白(IgG)72 h
Microinjection of TD
patient ’ s serum or γ-
immunoglobulin ( IgG )
isolated from serum into the
striatum of male Fischer344
rats at a rate of 0. 5 mL / h
for 72 h

健 康 儿 童 的
血清
Serum for
healthy children

大鼠舔食↑、前爪摇动↑
(第 1 ~ 3 天),无端发声
的情节↑
Licking and forepaw shaking
(Day 1 ~ 3), episodes of
unprovoked
audible vocalizations

纹状体 IgG 沉积
Striatum IgG deposition / [16]

含有高浓度的抗
神经 元 或 ANAb
的 TD 患 者 的
血清
Serum of TD
patients with high
concentrations of
anti-neuronal or
anti-
nuclear antibodies

将含高浓度的抗神经元或
ANAb 的 TD 患者血清双
侧注入雄性 SD 大鼠的腹
侧纹状体内
Inject the serum of TD
patients with high
concentrations of anti-
neuronal or anti-nuclear
antibodies into the
ventrolateral striatum of
male SD rats bilaterally

TD 患者及正常
受试者血清(抗
体水平较低者)
Serum of TD
patients and
normal subjects
( those with
lower antibody
levels)

口腔刻板行为(吃木屑、自
咬、啃食动作、与理毛无关
的舔舐),生殖器理毛行
为,且与自身抗体的水平
呈正相关
Oral stereotypies ( eating
sawdust, self-biting,
nibbling, licking that has
nothing to do with
grooming ), genital
grooming and these are
positively correlated with the
level of autoantibodies

/ / [18]

含 有 高 浓 度
ANAb 的 TD 患者
的血清
Serum of TD
patients with high
concentrations
of ANAb

将 含 有 高 浓 度 ANAb
(24. 47 μg / mL) 的 TD 患
者的血清经微量注射泵注
射到雄性 SD 大鼠的纹状
体内
Inject the serum of TD
patients with high
concentrations of ANAb
( 24. 47 μg / mL ) into the
striatum of male SD rats via
a microinjection pump

低浓度抗体的
TD 患 者 血 清
或 PBS
TD patient
serum with low
concentration of
antibody or PBS

不自主咀嚼↑、反复无目
地啃食↑、前爪从面部到
嘴的推爪样动作↑
Chewing involuntarily,
repeated gnawing without
eyes, pushing the front paw
from the face to the mouth

/ / [19]
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续表 2

暴露物
Exposure

造模方法
Modeling method

对照组
暴露物

Control group

行为表现(表面效度)
Behaviors

(Face validity)

病理改变
(结构效度)

Pathological changes
(Construct validity)

预测效度
Predictive
validity

参考
文献

References

含抗HCN4抗体的
TD 患者血清或纯
化的抗HCN4抗体
TD patient serum
with anti-HCN4
antibodies or
purified anti-
HCN4 antibodies

向 8周龄的雄性 SD 大鼠纹
状体微泵注射含抗HCN4抗
体的 TD 患者血清或纯化的
HCN4抗体
Microinjection of TD patient
serum containing anti-HCN4
antibody or purified HCN4
antibody into the striatum of
8-week-old male SD rats

注意缺陷多动障
碍患者或健康对
照者的血清
Serum from
patients with
attention deficit
hyperactivity
disorder or
healthy controls

刻板行为,理毛行为,过度
活跃
Stereotypies,
grooming, hyperactivity

TD 患者血清中抗 HCN4
抗体较高,可与大鼠脑
组织(皮层和纹状体、丘
脑)中的 120 × 103 蛋白
(HCN4)发生反应
The anti-HCN4 antibody
in the serum of TD
patients is relatively
high, which can react
with the 120 × 103 protein
(HCN4) in the rat brain
tissue ( cortex and
striatum, thalamus).

/ [17]

抗 GAS IgM 单克
隆抗体
Anti-GAS IgM
monoclonal
antibody

向2 ~ 3个月的雄性BALB/
c 小鼠皮下注射抗 GAS IgM
单克隆抗体
Subcutaneous injection of
anti-GAS IgM monoclonal
antibody into male BALB / c
mice aged 2 ~ 3 months

抗 GAS IgG 或抗
KLH IgM
Anti-GAS IgG or
anti-KLH IgM

抗 GAS IgM 组摇头、嗅探行
为、剧烈理毛行为;抗 GAS
IgG 组无明显刻板行为;抗
KLH IgM 组活动
Head bobbing, sniffing, and
intense grooming. No obvious
stereotypies behavior in anti-
GAS IgG group. Anti-KLH
IgM group activities

抗 GAS IgM 在与涉及运
动控制的皮质纹状体投
射相关区域(包括尾状
核,伏隔核和运动皮层
的子区域)沉积,并刺激
了 Fos 样免疫反应
Anti-GAS IgM is
deposited in the cortical
striatal projections
involved in motor control
( including the caudate
nucleus, nucleus
accumbens, and sub-
regions of the motor
cortex ) and stimulates
Fos-like
immune responses

/ [20]

被 GABHS 匀浆免
疫过的小鼠的血清
Serum of mice
immunized with
GABHS homogenate

将被含有 GABHS 匀浆的
PBS 免疫过的 SJL / J 小鼠
(供体小鼠)的血清通过尾
静脉输注到未成熟的6周龄
雄性 SJL / J 小鼠 (受体小
鼠),并每隔 3 周进行 3 次
增强
Serum of SJL / J mice (donor
mice) immunized with PBS
containing GABHS
homogenate was infused into
immature 6-week-old male
SJL / J mice (recipient mice)
through the tail vein, and
mice were then boosted three
times at 3-week intervals

PBS 血清;清除
了 的 IgG 的
GABHS 血清和
PBS 血清
PBS serum. IgG-
depleted GAS
serum. PBS
mouse serum;
IgG-depleted
PBS serum

直立行为,理毛行为;注入
清除了抗体的免疫血清后
这些行为消失
Rearing, grooming, these
behaviors disappear after
injecting immune serum that
has eliminated antibodies

海马和脑室周围区域的
IgG 沉积
IgG deposition in the
hippocampus and
periventricular area

/ [21]

注:KLH:血蓝蛋白;CFA:完全弗氏佐剂。
Note. KLH. Keyhole limpet hemocyanin. CFA. Complete Freund’s adjuvant.

3　 直接注射免疫因子模型

前瞻性研究表明,TD 患者体内 IL-12 和肿瘤坏

死因子 TNF-α 水平较高,且在症状加重期间进一步

升高,这表明 TD 症状加重可能与涉及中枢神经系

统的细胞因子诱导的炎症过程有关[22]。 研究结果

显示,促炎细胞因子可调节多种神经传导,如谷氨

酸能、γ-氨基丁酸能、多巴胺能和去甲肾上腺素能神

经传导,从而引起神经胶质网络的改变和神经精神

异常的后果[23]。 因此细胞因子不仅具有免疫调节

作用,而且还具有调节神经活动的作用,一些神经

精神疾病的细胞因子的异常可能与此有关,已有实

验证实通过注射细胞因子或其受体可诱导 TD 免疫

相关模型。
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3. 1　 注射 IL-2和 IL-6模型

IL-2 是一种外周免疫细胞以及中枢神经系统驻

留细胞产生的细胞因子,研究显示,IL-2 可诱导活化

T 细胞的增值并影响 Treg 细胞的存活,在激活自身

免疫应答的同时,影响中皮层皮质结构中 DA 的释

放。 临床研究发现一些 TD 患者存在 Treg 细胞缺乏

而抑制自身反应性淋巴细胞能力下降的现象[24]。
通过向妊娠中期至晚期的自身免疫性疾病敏感的

SJL / J 小鼠注射 IL-2,IL-2 可穿过胎盘并导致后代长

期持续的 T 细胞发育加速且倾向于产生促炎 Th1
型细胞的免疫紊乱及旷场活动、理毛和直立行为增

加等行为异常[25](见表 3)。 而向雄性 BALB / c 小鼠

腹膜内施用 IL-2,不仅导致前额叶皮质的 DA 转换

更高,而且还会增加海马和下丘脑中去甲肾上腺素

的利用率,同样注射 IL-6 也可获得类似的结果[26]

(见表 3)。 因此导致后代行为异常的主要过程可能

为母体的免疫反应,而不是胎儿的直接感染。
3. 2　 注射可溶性 IL-2 受体( sIL-2R)和可溶性 IL-
6受体(sIL-6R)模型

可溶性细胞因子受体是缺乏膜结合受体的正

常体液成分,可溶性细胞因子受体作为细胞因子和

淋巴细胞活性的调节剂起重要作用,在一些自身免

疫病症和精神病症中细胞因子受体增加,它们可以

在与免疫激活有关的疾病中充当疾病活动的重要

生物标记。 向 BALB / c 雄性小鼠单次皮下注射 sIL-
2R α 或 β,其头部运动、理毛、直立、嗅探等刻板行

为增加,且伏隔核和前额叶皮层的 c-Fos 表达增加,
Fos 样免疫反应的分布和 sIL-2Rs 的沉积部位相似,
sIL-2Rs 可能充当新型的脑免疫信使,促进了神经精

神病的疾病进程[27]。 此外,可溶性 sIL-6R 水平也

与某些自身免疫性疾病和精神疾病的疾病进展呈

正相关,在雄性 BALB / c 小鼠中注射重组人 sIL-6Rα
后刻板行为和探索性运动行为增加,注射的 sIL-6R
主要定位于与 CSTC 回路相关的脑区,在伏隔核、尾
壳核、运动皮质、丘脑核中与 IL-6 跨膜信号蛋白

gp130 共定位;实验证实外源性 sIL-6R 可能作为一

种神经免疫信使,穿过血脑屏障靶向作用于富含 IL-
6 反式信号蛋白的 CSTC 电路,并诱导重复刻板行为

的产生[28](见表 3)。

4　 免疫相关的转基因及特定小鼠品系

模型

　 　 抽动障碍的发病机制明显受到遗传因素的影

响,已报道有多个候选基因与抽动障碍相关,且已

经开发了几个相应的基因敲除突变小鼠品系模型,
如多巴胺转运蛋白基因敲除模型、单胺氧化酶 A 基

因敲除模型等[29]。 其中一些转基因及特定小鼠品

系, 如 Hdc 基 因 敲 除 ( Histidine Decarboxylase
Knockout,Hdc-KO)小鼠、BTBR T+tf / J 小鼠品系等,
因存在 TD 样行为异常及相关免疫异常,也可作为

TD 免疫相关模型研究。
4. 1　 Hdc 基因敲除小鼠模型

组氨酸脱羧酶是组胺生物合成的关键酶,在
人体中组氨酸脱羧酶由 Hdc 基因编码,Hdc-KO
小鼠无法合成组胺,其抽动样刻板行为明显增

加,并且纹状体中多巴胺增加及细胞内信号转导

改变,通过在大脑注入组胺、氟哌啶醇可使刻板

行为 减 少, 且 组 胺 输 注 可 降 低 纹 状 体 DA 水

平 [30] 。 最新的研究表明组胺生物合成的破坏可

能通过影响小胶质细胞的功能与 TD 的发生相

关:小胶质细胞是中枢神经系统的主要固有免疫

细胞,可产生并分泌细胞因子来参与调节炎症和

免疫反应,以及细胞生长、存活和分化,介导神经

炎症并调节大脑发育 [31-32] ,Hdc-KO 小鼠组胺缺

乏导致纹状体和下丘脑小胶质细胞的分支减少,
表达 胰 岛 素 样 生 长 因 子 1 ( insulin-like growth
factor 1, IGF-1)的小胶质细胞减少,因表达 IGF-1
的小胶质细胞具有神经保护作用并限制炎症反

应,故将导致对炎症激发反应的过度敏感,如对

脂多糖的反应增强 [33] ,因此 Hdc 敲除可能引起

小鼠大脑过度免疫炎症促发了 TD 样改变。
4. 2　 BTBR T+tf / J 小鼠品系模型

BTBR T+ tf / J 小鼠是一种近交系小鼠,常作

为孤独症谱系障碍模型 [34] ,但与 TD 模型中描述

的免疫和行为障碍有重合之处,都描述了某些重

复刻板行为增加,对比 C57BL / 6J 小鼠及 BTBR×
C57BL / 6J F1 代小鼠,其大理石掩埋和理毛行为

增加,使用多巴胺 D2 受体拮抗剂氟哌啶醇及选

择性 5-羟色胺再摄取抑制剂帕罗西汀可使异常

运动减少 [35] ,研究测定 BTBR 小鼠在没有特定的

环境暴露影响下血清 IgG 和 IgE,IgG 抗脑抗体,
沉积在大脑中的 IgG 和 IgE 的含量明显增高,细
胞因子 IL-1β,IL-18,IL-33 升高,且分泌 IgG 的 B
细胞数量也增加 [36] ,这些与主动免疫模型产生

的生物学效应类似,表明该品系小鼠本身也可作

为 TD 动物模型。
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表 3　 直接注射免疫因子模型

Table 3　 Direct injection of immune factors model

暴露物
Exposure

造模方法
Modeling method

对照组
暴露物
Control
group

行为表现
(表面效度)
Behaviors

(Face validity)

病理改变
(结构效度)

Pathological changes
(Construct validity)

预测效度
Predictive
validity

参考
文献

References

IL-2

对妊娠第 12 ~ 16
天的 SJL / J 孕鼠
每天腹腔注射含
IL-2 的 PBS
SJL / J pregnant
mice on the 12th
~ 16th day of
pregnancy were
intraperitoneally
injected with PBS
containing IL-2
every day

PBS

旷场活动↑、理毛↑和直
立行为↑(长期持续)
Open-field activity ↑,
grooming ↑, rearing ↑
(long-lasting)

小鼠幼崽的 T 细胞发育↑,TH 细胞反应
向 TH1 分化倾斜;
同基因 B 淋巴瘤细胞或异基因脾细胞刺
激的 IL-2 幼鼠的体外增殖和细胞毒性反
应高于对照 PBS 幼鼠
The T cell development of mouse pups↑,
with a skewing toward TH1 cell
differentiation;
In vitro proliferation and cytotoxicity of IL-2
pups stimulated by syngeneic B lymphoma
cells or allogeneic spleen cells were higher
than that of control PBS pups

/ [25]

IL-2
IL-6

3 月大的BALB / c
小鼠 腹 腔 注 射
IL-2 或 IL-6
3-month-old
BALB / c mice
were
intraperitoneally
injected with IL-2
or IL-6

IL-1β

IL-2:非动态探索↑,挖掘
↑,直立行为↑
IL-6:动 态 探 索 ↑, 挖 掘
↑、直立↑,运动次数↑,
理毛行为↑
IL-2. Non-ambulatory
exploration ↑, digging ↑,
rearing↑
IL-6. Ambulatory
exploration ↑, digging ↑,
rearing ↑, locomotion ↑,
grooming↑

IL-2:下丘脑和海马区去甲肾上腺素的
利用率以及前额叶皮层中的 DA 转换↑
IL-6:海马区和前额叶皮层中 5-HT 和中
皮层 DA 活性↑
IL-2. The utilization of norepinephrine in
the hypothalamus and hippocampus and the
DA conversion in the prefrontal cortex↑
IL-6. 5-HT and DA activity in the
hippocampus and prefrontal cortex↑

/ [26]

sIL-2R

雄性 BALB / c 小
鼠皮下注射 sIL-
2Rα 或 sIL-2Rβ
Male BALB / c
mice were
injected
subcutaneously
with sIL-2Rα or
sIL-2Rβ

sIL-1R1
或 PBS
sIL-1R1
or PBS

sIL-2Rα 和 sIL-2Rβ:抬头
摇头↑、直立↑、理毛↑、
嗅探行为↑,转动↑
且 sIL-2Rβ 小鼠的水平和
垂直动态活动↑
sIL-2Rα and sIL-2Rβ.
Head up head bobbing↑
rearing ↑, grooming ↑,
sniffing↑, turning↑
sIL-2Rβ, vertical
and horizontal
ambulatory activity↑

尾状核、伏隔核和前额叶皮层的 c-Fos 表
达↑
sIL-2Ra 和 sIL-2Rb 在尾状核、伏隔核壳
和核和运动皮层上沉积
C-Fos expression in caudate putamen,
nucleus accumbens and prefrontal cortex ↑
sIL-2Ra and sIL-2Rb are deposited on the
caudate nucleus, nucleus accumbens shell
and nucleus, and motor cortex

/ [27]

sIL-6R

向雄性 BALB / c
小鼠皮下注射重
组人 sIL-6Rα
Subcutaneous
injection of
recombinant
human sIL-6Rα
into male
BALB / c mice

PBS

垂直活动↑、直立↑、转动
↑、摇头↑
Vertical movements ↑,
rearing↑, turning↑, head
bobbing↑

sIL-6R 与在伏隔核、尾壳核、运动和边缘
下皮质以及丘脑核中参与 IL-6 反式信号
传递的跨膜蛋白的 gp130 共定位
sIL-6R co-localized with gp130, a
transmembrane protein involved in IL-6
trans-signaling, in the nucleus accumbens,
caudate-putamen, motor and infralimbic
cortices, and thalamic nuclei

/ [28]

5　 其他免疫相关模型

1-2,5-二甲氧-4-碘苯-2-氨基丙烷(1-(2,5-
dimethoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane, DOI) 诱导

的大鼠模型为国际上常用的 TD 模型,实验证实该

模型血清和纹状体的 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 明显升

高,且天麻素和硫必利可减少 DOI 大鼠血清和纹状

体中的炎症因子,显著改善大鼠行为学改变,并抑

制纹状体 TLR / NF-κB 和 TLR / MAPK 信号通路的激

活,而 NF-κB 是最重要的调节蛋白,参与细胞存活、
免疫反应和炎症反应等细胞生命活动, TLR2 和

TLR4 与炎症密切相关[37],并且脂多糖可加重 DOI
诱导的小鼠模型的刻板行为及炎性细胞因子水平,
可能与 TD 的复发有关[38],因此可作为研究 TD 免

311



中国实验动物学报 2022 年 2 月第 30 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2022,Vol. 30, No. 1

疫学变化及治疗药物的模型。

6　 讨论

TD 免疫动物模型的验证亦基于目前人类疾病

动物模型评价的 3 个因素:(1)表观效度为 TD 临床

症状与动物模型行为表现之间的现象学相似性;
(2)预测效度是指对经过验证的治疗抽动障碍药物

的反应性;(3)结构效度是指基于已知的 TD 疾病病

理生理学的理论基础,用于评估抽动障碍的病因学

和病理生理学过程与动物模型中行为表现的神经

生物学基础之间的一致性[29,39]。 以 3 种效度作为

评价现有 TD 免疫模型优势与不足的标准:从表面

效度而论,各种免疫动物模型都可模拟人类 TD 某

些症状,具有一定的表面效度,但由于 TD 患者的表

现复杂多样,而动物模型的行为学表现谱较为狭

窄,故不足以全面模拟 TD 患者的临床症状,多数免

疫模型主要表现为自主活动如直立或理毛行为增

加,可模拟患者的全身性抽动,而直接注射抗体模

型异常行为的表现形式更为多样,如舔舐、自咬、啃
食等口腔刻板行为明显增加,可模拟患者的口腔部

位抽动甚至发声性抽动,注射细胞因子受体模型可

见到头部运动的增加,可模拟人头部抽动症状。 对

于结构效度,目前 TD 的免疫生理病理机制仍未阐

明,故免疫模型的结构效度欠佳,但已有学者提出

了 GAS 感染后产生了抗神经元的交叉反应性抗

体[8]或大脑固有免疫细胞小胶质细胞异常[40]与 TD
发病密切相关的猜测和假说,就此而言 GAS 感染模

型和 Hdc-KO 模型相对具有一定的结构效度,而相

对于 GAS 抗原主动免疫产生特异性抗体而言直接

注射抗体的模型缺乏针对性,结构效度较弱,但随

着研究的不断推进免疫机制不断被阐释,免疫模型

或将具有良好的结构效度。 对于预测效度,目前较

多的临床实验已证实 TD 患者存在各种免疫异常,
且已有研究表明通过免疫调节剂匹多莫德[41] 或抗

生素头孢地尼治疗[42]可减轻 TD 症状,因此针对 TD
免疫异常的治疗方法及药物也会顺势而生,免疫动

物模型将具有良好的预测效度,未来的研究可关注

于抗炎或抗生素等药物对 TD 免疫系统的作用及治

疗反应。 另外从技术层面而言,GAS 主动免疫模型

造模方法相对较为成熟,模型可复制性强,但抗原

制备过程稍复杂;直接注射抗体模型造模方法相对

较为简单,但对技术的要求较高,对鼠脑解剖学要

熟知,且操作不当可引起脑部感染,对实验结果的

影响因素较多;转基因模型虽靶点精确,但操作较

为复杂,价格昂贵,不易制备。 总体而言,TD 相关的

免疫 动 物 模 型 研 究 仍 处 于 初 始 阶 段, 由 于 对

PANDAS 的研究较多,其中的 GAS 抗原主动免疫模

型较为成熟,可促进 TD 感染相关临床问题的解决

及自身免疫机制的阐明,且异常行为持续时间较

长,有利于研究进行。 免疫相关的 TD 动物模型重

现了一些类似人类 TD 的异常行为,且动物模型出

现的多种行为异常和大脑变化与人类 TD 研究中报

道的发现高度相关,证实了 TD 患者中存在免疫异

常的假设,故推测免疫模型或将成为一种良好的

模型。
通过免疫相关模型研究的最新进展,捕获有特

定免疫改变的动物模型有望为制定 TD 的有效治疗

策略及开发和验证新型药物提供实验平台,未来的

研究应关注和确定这些疗法的机制,并明确适用于

哪些 TD 儿童;同时免疫相关的动物模型也可为未

来 TD 免疫机制的阐明提供基础;对于其免疫机制

研究或将明确一些生物标记物,如抗体、细胞因子

等改变,由于这些免疫因子的可检测性,对于本病

的诊断或预后可提供一定的参考。 且模型动物均

以服务显示研究为根本研究目的,就目前研究来

看,神经-免疫相互作用的病因及发病机制在 TD 的

研究地位日渐突出,临床上的人体学研究均显示免

疫因素在 TD 发病学中的特殊重要地位,因此免疫

相关模型具有超前的预测效度和结构效度,能够指

引未来科研的发展,应受到重点的关注。
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　 　 【摘要】 　 气道重塑是慢性哮喘最复杂的病理基础之一,建立具有气道重塑特征的支气管哮喘动物模型对评

价药效及阐明病理机制的研究具有重要的意义。 通过对相关动物模型进行分析比较,总结可行的支气管哮喘气道

重塑动物模型构建方法。
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【Abstract】 　 Airway remodeling is one of the most complicated pathological characteristics of chronic asthma. The
establishment of an animal model of bronchial asthma with airway remodeling characteristics has great significance to
evaluate treatment efficacy and to elucidate the pathological mechanisms of chronic asthma. Based on the analysis and
comparison of published asthma animal models, the method ology of feasible animal models of airway remodeling for
bronchial asthma was summarized in the current review.
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　 　 哮喘是世界上最常见的呼吸系统疾病之一,全
球约有 3 亿人在接受治疗。 这带来了巨大的经济负

担,其全球经济耗费超过结核病和艾滋病的总

和[1]。 临床治疗使用糖皮质激素、β2 受体激动剂、
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抗胆碱能药物、白三烯受体拮抗剂和茶碱类药物,
这些药物在急性期缓解哮喘发作上取得显著效果,
但长期应用后疗效下降,使得哮喘的发病率和死亡

率不仅没有降低,反而呈现上升的趋势,提示上述

药品对于哮喘急性期缓解控制疗效明显,但不可长

期应用,无法根治[2]。 气道重塑是哮喘反复发作和

不完全可逆性的主要原因,也是难治性哮喘的主要

病理基础之一。 所以建立合适的气道重塑模型对

治疗药物的筛选以及药物效应评价具有重要意义。
《2009 年全球哮喘协议》 [3] 将哮喘定义为多种

细胞和细胞因子参与的一种气道的慢性炎症,将导

致呼吸困难、胸闷和咳嗽,以及反复发作。 这些病

症与肺内气流阻塞有关,这种阻塞通常是可自发或

经治疗后逆转的,但随着病程的延长可导致气道结

构发生改变,而不可逆转。 这种病理现象称为气道

重塑—表现为气道壁增厚、管腔狭窄、气流受限。
涉及细胞外基质(extracellular matrix,ECM)沉积、气
道平滑肌(airway smooth muscle,ASM)增厚、上皮下

纤维化、肌成纤维细胞增生、炎症细胞浸润、杯状细

胞增生等[4]。
哮喘是一种独特的人类疾病,动物与人之间存

在巨大的种属差异,所以常用的模型并不能完全反

映人体真实的病变特点,需要根据研究目的选择合

适的动物造模。 现将国内外有关支气管哮喘气道

重塑动物模型的构建进行比较分析。
在 PubMed 数据库(2015 ~ 2020)查找关键词

“airways remodeling” 和 “ asthma”,并限定为 “ other
Animals”,共得到 270 篇文献,部分文献尚未标明自

己所采用的动物的性别。 以下将针对不同种类动

物模型的构建进行分析评价。

1　 支气管哮喘气道重塑模型

常用过敏性哮喘模型的建立分为两个阶段,第
1 阶段是致敏,抗原刺激 B 细胞后,产生 IgE 可与肥

大细胞和嗜碱性粒细胞表面高亲和受体 FcεR1 结

合[1],使动物致敏。 第 2 阶段是激发,再次接触到

抗原后,气道中的效应细胞(肥大细胞和嗜碱性粒

细胞)将通过 FcεR1 激活,迅速引发超敏反应。 在

两个 IgE 分子同过敏原交联后[2],这些效应细胞释

放预先形成且能快速合成的递质,例如组胺,导致

支气管痉挛,水肿和分泌粘液,大量粘液堵塞会导

致气流不畅。 同时,上皮细胞转化为间质细胞,气
道外基质沉积,气道平滑肌增厚,上皮纤维化,胶原

蛋白沉淀,进而导致气道重塑。 所以建立动物模型

时分为两个阶段,致敏期和激发期。 常用的方法在

致敏期腹腔注射过敏原,在激发期用雾化的方法激

发,使用的抗原包括屋尘螨 ( HDM)、 卵清蛋白

(OVA);佐剂包括氢氧化铝、氢氧化镁、硫酸铝钾。

2　 气道重塑模型的实验动物种属

2. 1　 小鼠气道重塑模型

小鼠免疫遗传背景较为清楚,小鼠基因组与人

类基因组有着 90%以上的相似性,因此小鼠常被用

作构建哮喘模型。 根据种属不同,可分为 BALB / c
小鼠,C57BL / 6 小鼠。 小鼠造模的优点如下,实验

成本较低,造模方法较为成熟,可选择种系较多[5]。
但也存在以下缺点,小鼠造模后形成的肺部的炎症

与人类哮喘病理特征不同[6],小鼠造模后晚期非生

理性支气管狭窄[5],此外,它对过敏原易产生耐受

性[7]。 BALB / c 小鼠的特点, 体积小、 繁殖能力

强[8]、免疫系统与人类接近,BALB / c 小鼠易对 OVA
和花粉致敏产生气道高反应性和明显 IgE 超敏反

应[9],因此选用 OVA 为过敏原时,多选用 BALB / c
小鼠。 C57BL / 6 小鼠对屋尘螨(HDM)和 OVA 均敏

感,C57BL / 6 小鼠用 OVA 作为致敏原构建哮喘模

型[10]后,小鼠出现明显的呼吸急促、哮鸣音、腹肌抽

搐、烦躁及口唇紫绀等典型的哮喘症状,但并未形

成气道重塑,因此 C57BL / 6 小鼠可能不适用于气道

重塑模型的建立。 临床研究发现,哮喘在女性中发

病率高于男性。 也有文献表明在接受 OVA 刺激后,
雌性小鼠同雄性小鼠相比能产生更强烈的过敏性

炎症反应[11]。 此外,在 IL-13 和 OVA 的联合刺激

下,同雄性小鼠相比,雌性小鼠表现出更加强烈的

Th2 型反应[12]。
2. 2　 大鼠气道重塑模型　

Wistar 大鼠与 SD 大鼠,两种品系的雌雄大鼠

都曾用作哮喘造模,造模后的过敏反应由 IgE 介

导,产生迟发型过敏反应的时间与临床患者相

似,大鼠价格便宜,能获得大量的肺泡灌洗液。
雄性 SD 大鼠较多使用,可能是因为其耐受性强,
能够长时间耐受高浓度的雾化激发,最终出现典

型过敏性炎症反应 [13] 。 但使用大鼠造模也有局

限性,主要是缺乏相关的分子生物学试剂,且易

对过敏原产生耐受性。
2. 3　 豚鼠气道重塑模型

豚鼠是常用的呼吸道过敏性疾病的模型动物。
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因为它们肺部在解剖学、药理学和生理学上与人类

具有相似之处[14]。 与上述哮喘的啮齿动物模型一

样,豚鼠对 OVA 敏感,易诱发与哮喘患者相似的炎

症反应,其中包括嗜酸性粒细胞增多和气道反应性

(airway hyperresponsiveness,AHR)增强[15],能产生

典型的Ⅰ型变态反应,雾化激发后能产生速发型与

迟发型哮喘反应。 豚鼠模型的缺点主要是豚鼠的

变态反应由 IgG 而非 IgE 介导。 造模后的豚鼠不会

出现气道重塑,以及对 OVA 个体反应差异大,部分

豚鼠可能不出现哮喘反应,而少数豚鼠可能会发生

急性过敏性休克而死亡[15]。 此外,缺乏相关的分子

生物学试剂,价格昂贵也使得豚鼠不是气道重塑模

型构建的理想动物。

3　 根据过敏原分类建立气道重塑模型

分析前文筛选的的文献,报道表现出气道重塑

的病理特征,按致敏原分类分为以下 2 类。

3. 1　 OVA 用作致敏原的致敏方法

致敏期操作相同,均为腹腔注射 OVA 致敏,激
发期操作分别为:(1)OVA 雾化激发;(2)OVA 滴鼻

激发;(3)OVA 刺激咽喉;(4)OVA 雾化,激发结束

后连续 3 d 用 RSV(呼吸道合胞病毒)刺激。
3. 2　 HDM 用作致敏原的致敏方法

选用的不同致敏原分类:(1)腹腔注射 HDM 致

敏,HDM 滴鼻激发;(2)气管注射 HDM 致敏,HDM
滴鼻激发。

根据选用的不同致敏原分类后,又按造模时间

分类。 我们将小鼠致敏期与激发期总时间少于 6 周

的定义为急性模型,表现为在停止激发后,气道重

塑等病理变化可以恢复。 大于 6 周的定义为慢性模

型。 表现为在停止刺激后,气道重塑等病理变化不

可逆。 各种造模方法的详细信息如表 1 所示,比较

各种造模方法所致的气道重塑相关病理表现,以及

病理变化的持续的时间。
表 1　 用不同的过敏原刺激构建哮喘的气道重塑模型的方法

Table 1　 Airway remodeling model of asthma with different allerge
不同的刺激方法
Different ways of
Stimulation method

致敏原
Sensibiligen

OVA / HDM
(μg)

佐剂
Adjuvant

刺激时间
Stimulate time

腹腔注射+
雾化 长期

Intraperitoneal
injection(ip)+

aerosol inhalation
long time

卵清蛋白
OVA

卵清蛋白
OVA

卵清蛋白
OVA

20 μg
20 μg OVA 溶于含 2.25mg 氢氧化铝的 200μL溶液
20 μg OVA in 2.25 mg / 200 μL Al(OH)3

第 0、7、14天腹腔注射
D0, 7, 14 ip

- 1%OVA(w/ v)[16]
第 21天开始,每次雾化 30 min,8周
Form D21 30 min each time, aerosol inhalation,
eight weeks inhalation

20 μg
20 μg OVA 溶于 2 mL氢氧化铝和氢氧化镁混合液
20 μg OVA/ 2 mL Al(OH)3 / Mg(OH)2

第 0、7、17天腹腔注射
D0, 7, 17 ip

- 1% OVA in saline[ 17]

第 24 ~ 26 天,每次雾化 20 min,之后,每周 1
次,连续 17周
Aerosol inhalation, D24 ~ 26,20 min, aerosol
once a week, 17 weeks

1 mg
1 mg OVA 溶于含 100 mg 氢氧化铝于 1.5 mL 生理
盐水
1 mg OVA in 100 mg Al(OH)3 in 1.5 mL saline

第 1 ~ 8天腹腔注射
D1 ~ 8 ip

- OVA (0.1 mg / mL) [18] 每隔 2 d 雾化,每次 30 min,8周
Once every two days 30 min a time eight weeks

卵清蛋白
OVA

卵清蛋白
OVA

卵清蛋白
OVA

-

25 mg
25 mg OVA 溶含 1.75 mg 氢氧化铝的溶液
25 mg / mL OVA and 1.75 mg Al(OH)3

第 14、18、22、26天腹腔注射
D14, 18, 22, 26 ip

- 1%OVA(w/ v)[ 19] 第 32 ~ 38天每次雾化 30 min
D32 ~ 38, 30 min a time

100 μg
100 μg OVA 溶于氢氧化铝溶液
100 μg OVA in Al(OH)3

第 1、14天腹腔注射
D1, 14 ip

- 1% OVA(w/ v)[20]
第 19、21、23、25、27天每次雾化 30 min
D19, 21, 23, 25, 27 30 min a time
aerosol inhalation

10 μg
10 μg OVA 溶于含 1.5 mg 的 200 μL生理盐水
10 μg OVA in 1.5 mg Al(OH)3 in 200 μL saline

第 1、14、21天腹腔注射
D1, 14, 21 ip

OVA (1% w/ v in saline)[ 21] 第 26、27、33、34、47、48天雾化,每次 20 min
D26, 27, 33, 34, 47, 48 20 min once time
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续表 1
不同的刺激方法
Different ways of
stimulation method

致敏原
Sensibiligen

OVA / HDM
(μg)

佐剂
Adjuvant

刺激时间
Stimulate time

腹腔+雾化 短期
Intraperitoneal

injection + aerosol
inhalation short time

卵清蛋白
OVA

-

卵清蛋白
OVA

大鼠
Rats

卵清蛋白
OVA

卵清蛋白
OVA

卵清蛋白
OVA

20 μg 20 μg OVA 溶于含 2 mg 氢氧化铝于 500 μL PBS 20
μg OVA 2 mg Al (OH)3 in 500 μL PBS

第 0, 7, 14天腹腔注射
D0, 7, 14 ip

OVA(4%)[22] 2 d 雾化 1次,每次 30 min,2周
30 min a time, two weeks once every two days

10 mg 10 mg OVA 溶于含 100 mg 氢氧化铝溶液
10 mg OVA in100 mg Al(OH)3

第 0、15天腹腔注射
D0, 15 ip

OVA(2%)[23] 每次雾化 30 min,1周 2次,3周
30 min a time, two times a week three weeks

10 μg 10 μg OVA 溶于含 2.25 mg 氢氧化铝于 100 μL溶液
10 μg OVA in 2.25 mg in Al(OH)3100 μL

第 0、7天腹腔注射
D0,7 ip

OVA (1% in PBS)[24] 每次雾化 15 min,1周 3次,2周
15 min a time, three times a week, two weeks

20 μg
20 μg OVA 溶于含 4 mg 氢氧化铝于 0.2 mL 生理
盐水
10 μg OVA in 4 mg Al(OH)3 in 0.2 mL saline

第 1、12天腹腔注射
D1, 12 ip

- 5% OVA[ 25] 第 18 ~ 23天 每天雾化 1次,30 min
D18 ~ 23 30 min once a day

- 5% OVA 第 26 ~ 55天 每周雾化 2次
D26 ~ 55 atomization twice a week

20 μg
20 μg OVA 溶于含 20 mg Al(OH)3于 0.2 mL 生理
盐水
20 μg OVA in 20 mg Al(OH)3 in 0.2 mL saline

第 0、14天腹腔注射
D0, 14 ip

- 1%OVA[ 26] 第 21 ~ 27天 每天雾化 1次,每次 60 min
D21 ~ 27 once a day 60 min

腹腔+滴鼻 长期
Intraperitoneal

injection + nasal
inhalation long time

卵清蛋白
OVA

卵清蛋白
OVA

卵清蛋白
OVA

25 μg

100 μg

100 μg

100 μg

100 μg

100 μg

25 μg OVA 溶于含 2 mg 氢氧化铝的 PBS 25 μg
OVA in 2 mg Al(OH)3 in PBS[27}

第 0天 25 μg,第 7天 100 μg 腹腔注射
D0 25 μg, D7 100 μg ip

100 μg OVA 溶于含氢氧化铝的 PBS
100 μg OVA/ 100 μL Al(OH)3in PBS

每周雾化 1次,7周
Once a week 7 weeks

100 μg OVA 溶于含 2.25 mg 氢氧化铝于 200 μL
PBS 100 μg OVA in 2. 25 mg in Al (OH)3 200
μL PBS[28]

第 0、7、14天腹腔注射
D0, 7, 14 ip

50 μL PBS 第 21天开始每周雾化 3次,6周
Form D21, three times a week, six week

100 μg OVA 溶于 100 μL 氢氧化铝溶液
100 μg OVA/ 100 μL Al(OH)3

[29]
第 1天腹腔注射
D1 ip

100 μg OVA 溶于 200 μL含氢氧化铝的 PBS
100 μg OVA in 2.25 mg in Al(OH)3200 μL PBS

第 8天腹腔注射
D8 ip

50 μL PBS 每周雾化 1次,5周
Once a week, 5 weeks

腹腔+滴鼻 短期
Intraperitoneal

injection + nasal
inhalation short time

卵清蛋白
OVA

卵清蛋白
OVA

100 μg 100 μg OVA 溶于氢氧化铝溶液
100 μg OVA in Al(OH)3

第 0、12天腹腔注射
D0, 12 ip

50 μg 50 μg OVA 溶于 50 μL PBS 50 μg / 50 μL OVA
in PBS[30]

第 18 ~ 23天滴鼻
D18 ~ 23 nasal inhalatio

10 μg 10 μg OVA 溶于 100 μL 生理盐水 10 μg OVA/ 100
μL in saline[31]

第 0、2、4、7、9、10天腹腔注射
D0, 2, 4, 7, 9, 10 ip

20 μg 20 μg OVA 溶于 20 μL生理盐水
20 μg OVA/ 20 μL saline

第 15、18、21天滴鼻
D15, 18, 21 Intratracheal instillation

腹腔+滴鼻
Intraperitoneal

injection + aerosol
inhalation

屋尘螨
HDM

50 μg HDM 腹腔注射
HDM ip D0,7,14

25 μg HDM 滴鼻[32]

HDM aerosol inhalation[ 32] D21 ~ 23

气管+滴鼻
Intratracheal

instillation + nasal
inhalation

屋尘螨
HDM

1 μg HDM 滴鼻[33]

HDM intratracheal instillation [33] D0

10 μg HDM滴鼻
HDM aerosol inhalation D6 ~ 10

10 μg HDM 滴鼻
HDM aerosol inhalation

每周滴鼻 3次,5周
Three times a week, five weeks

滴鼻 短期
Aerosol inhalation

short time

屋尘螨
HDM 25 μg HDM 滴鼻

HDM aerosol inhalation[34]
每周滴鼻 5次,5周
Five times a week, five weeks
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　 　 按上述的分类方法,总结为以下几类:(1)长期

造模,腹腔注射 OVA(溶于 Al(OH)3 中)致敏,OVA
雾化激发,采用此方法的共有 3 篇文献[16-18],两篇文

献的致敏剂量为 20 μg,雾化时则采用浓度为 1%。 其

中一篇文献[17]在造模结束后 14 d 检测了 AHR,气道

重塑,粘液分泌,胶原蛋白沉淀等气道重塑相关病理

机制,仍然尚未恢复到基线值。 (2)短期造模,腹腔注

射 OVA 致敏,OVA 雾化激发,8 篇文献[19-26],致敏时

的 OVA 给药量最高为 25 mg,其他小鼠均使用 10 μg
或者 20 μg OVA 进行致敏,而大鼠用 1 mg 或者 10 mg
的 OVA 进行致敏,致敏次数在 2 ~ 3 次;激发期用

的 OVA 浓度范围在 1% ~ 5%。 上述两种模型最

主要的区别在于激发期的激发次数,因此表现出

不同的病理特征。 (3)长期造模,腹腔注射 OVA
致敏,OVA 滴鼻激发,采用此方法的共有 3 篇文

献[27-29] ,致敏过程如 Balkrishna 等[27] OVA 给药量

为 D0(25 μg)D7(100 μg),激发过程中用 100 μg
OVA 进行 7 次刺激;Yang 等[28] 两次均为 100 μg,
用 100 ng 进行 5 次刺激。 Chen 等[29] 致敏过程均

给与 100 μg OVA,后给予 100 μg 进行激发,共 18
次。 (3)短期造模,共有 2 篇文章[30-31] 分别采用

5、100 μg 进行致敏后连续 5 d 50 μg OVA 滴鼻激

发,或者 10 μg OVA 咽喉刺激激发。
我们发现,长期造模多选用 OVA 作为抗原,慢

性模型更能模拟人体哮喘的特点,主要表现为 Th2
型细胞因子介导的过敏性炎症,包括嗜酸性粒细胞

浸润,气道高反应性[35]。 Luo 等[16]采用 20 μg OVA
溶于 200 μL 含 2. 25 mg Al(OH) 3 溶液在 D0、D7、
D14 进行腹腔注射致敏,D22 ~ D77,连续 8 周,每
周 3 次,每次 30 min,用 1% OVA 进行雾化激发的方

法。 小鼠表现出气道重塑(气道壁增厚、上皮细胞

纤维化、杯状细胞增生、分泌粘液、胶原蛋白沉淀)
以及炎性细胞浸润,Th2 型细胞因子增多。 此外,在
一些慢性哮喘模型中,气道高反应性(AHR)和肺部

炎症在最后 1 次过敏原刺激后持续数天或数周,它
们的维持情况因实验方案的不同而有所变化。

急性模型,Sharma 等[20] 用 OVA(100 μL,0. 2
mg / mL 溶于含 2. 25 mg Al(OH) 3 溶液中)在 D1 和

D14 进行腹腔注射致敏,在 D28 用 OVA(20 μL,5
mg / mL 溶于 saline 中)激发,发现气道高反应性在

24 h 后上升,在 48 h 后,恢复到正常值。 Kung 等[36]

腹腔注射 OVA ( 500 μL, 0. 016 mg / mL, 2 mg Al
(OH) 3 溶液中)在 D0、D6 致敏,然后用 0. 5% OVA
在早晚各激发 1 次,时间为 30 min。 肺部的炎症在

6 周内完全消失。 此外,急性期模型缺乏气道重塑

等病理变化,包括上皮细胞纤维化,上皮细胞增生

等现象[37]。
上述方法造出哮喘模型的气道重塑病理特征

如表 2 所示:(1)用 50 μg HDM 腹腔注致敏后,再用

20 μg HDM 连续 3 d 滴鼻进行激发;(2)HDM 气管

注射 1 μg 致敏后,先连续 5 d 用 10 μg HDM 进行激

发,再连续 5 周,每周 3 次激发;(3)用 25 μg HDM
连续 5 周滴鼻。

急性模型在造模过程中,多采用高浓度的致敏

原刺激[38],造成肺实质炎症,尤其是血管、小支气管

的炎症,与人类哮喘的发展过程、病理表现不同。
急性模型的缺点,在最后 1 次抗原刺激后的 2 周内,
气道炎症和气道高反应性会消退[17]。 肺部的炎症

在 6 周内完全消失。
哮喘模型动物在分析哮喘的发病机制和病理

生理学上有重要作用,本文比较不同实验方案中选

择实验动物、过敏原、佐剂、致敏和激发时间的异同

点。 通过上述的急慢性模型分类比较,我们发现,
急性模型造模周期短,短期内出现强烈的炎症反

应,以及气道重塑,但在停止抗原激发后,2 周内炎

症反应就可恢复到基线值,气道重塑也会消退,所
以不能较好地模拟人体哮喘的病理特征。 而慢性

模型的炎症反应和气道重塑在停止抗原激发的 2 周

后,用 OVA 作为抗原的模型组同空白组相比,呼吸

间歇值仍然存在显著性差异,提示其气道重塑仍然

存在[17]。 此外,Deng 等[19]的造模方法,提示小鼠的

气道壁增厚,同人类哮喘的病理表现—气道平滑肌

增厚较为相似。 如前文所述,哮喘的慢性模型更多

地使用 OVA 作为抗原,BALB / c 小鼠作为模型动

物。 因此,模拟以气道重塑为特征的慢性哮喘动物

模型可选用雌性 BALB / c 小鼠,使用 Luo 等[16] 的造

模方法,D0、D7、D14 腹腔注射 20 μg OVA 溶于 200
μL 含 2. 25 mg Al(OH) 3 混悬液中,自 D21 起,用浓

度为 1%的 OVA 雾化,8 周,每周 3 次,每次 30 min。
我们的研究发现,小鼠是常用的模式动物,被

广泛地应用到哮喘模型构建,实验成本较低,造模

方法成熟。 因此相应的抗体种类多,便于科学实验

的展开。 但是,小鼠因为体型较小,可供分析的样

本量较少。 大鼠也被用于构建哮喘模型,所提供的

样本量较多,但相应的抗体种类较少,不利于开展

部分科学实验。 豚鼠也用于构建哮喘模型,且肺部

结构与人体相似,但受制于抗体种类,对于大部分

科学实验的进行都有限制。 基于此,我们认为,使
用小鼠构建哮喘模型,有益于科学实验的开展。
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表 2　 哮喘模型的气道重塑相关病理特征

Table 2　 Pathological characteristics related to airway remodeling in asthma models
不同的

刺激方法
Different ways
of stimulation

method

作者
Author

胶原蛋白
沉淀

Collagen
deposition

粘液分泌
Mucus

secretion

气道纤
维化
Airway
fibrosis

杯状细
胞增生

Goblet cell
hyperplasia

TH2 型细
胞因子

Th2 cytokine

气道壁增厚
Thickening of
the airway

炎性细
胞浸润

Inflammatory
cell

infiltration

气道高反应
Airway

hyperreactivity

腹腔+
雾化长期

Intraperitoneal
injection( ip)+

aerosol inhalation
long time

Luo 等[16] +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++

Flanagan 等[17] +++ +=+ +++ +++ +++ - +++ +++

Huang 等[18] +++ - +++- +++ +++ - +++ _

腹腔+雾化 短期
Intraperitoneal
injection( ip)+

aerosol inhalation
short time

Deng 等[19] - - +++ +++ +++ +++ +++ -
Sharma 等[20] - - +++ +++ +++ +++ +++ -
Prabhala 等[21] - - +++ - - - +++ +++
Cheng 等[22] +++ - - - - - +++ +++
Ge 等[23] +++ +++ - +++ +++ +++ +++ -

Anatriell 等[24] +++ +++ - - +++ - +++ -

腹腔+滴鼻 长期
Intraperitoneal

injection + nasal
inhalation long time

Balkrish 等[27] +++ +++ +++ - +++ +++ +++ -

Yang 等[[28] +++ +++ +++ +++ +++ - +++ -

Chen 等[29] - - - +++ +++ -+++ +++ +++

腹腔+滴鼻 短期
Intraperitoneal

injection + nasal
inhalation short time

An 等[30] +++ +++ +++ +++ +++ - +++ -

Boldrini-Leite
等[31] - +++ +++ +++ +++ +++ +++ -

腹腔+滴鼻 短期
Intraperitoneal

injection + nasal
inhalation short time

Yao 等[32] +++ +++ +++ - +++ - +++ +++

Debeuf 等[33] +++ - - +++ +++ - +++ -

气管+滴鼻
Transtracheal

injection+ nasal
inhalation

McAlinden 等[34] +++ +++ +++ - - - +++ -

　 　 在研究哮喘发病机制的过程中,除上述涉及到

的动物模型,还需要充分利用新的技术,包括组织

培养技术和计算机建模等。 这些方法为哮喘研究

和药物研发提供新的思路,许多技术已经被开发来

研究疾病的机制,如分子对接技术(配体受体)、虚
拟病人。 但新的技术也是基于已知的疾病机制,而
选择合适动物模型是研究疾病机制的基石。
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蝇类抗性品系培育的研究进展
汤红日,王灵军,徐红玲,谢治梅,蔡娟,郑明辉,贺莉芳,刘晖∗

(遵义医科大学寄生虫学教研室,贵州 遵义　 563003)

　 　 【摘要】 　 随着杀虫剂的广泛应用,农业、卫生类病媒生物抗药性日益严重,不仅影响果蔬生产,危害人类健

康,更带来环境污染和生态破坏等问题。 昆虫抗性品系培育作为研究抗药性机制和抗性治理的一种重要实验室研

究手段,越来越受到研究者的关注。 蝇是一类分布广泛的公共卫生和农业害虫,通过抗性品系培育研究也可为有

害蝇类的抗性机制研究和虫害防制提供可靠的实验数据和理论基础。 本文综述了蝇类等昆虫的生理生化抗性、行
为抗性、遗传变异和共生菌抗性等抗药性机制,点滴法、浸渍法、药膜法、喷雾法等多种蝇类抗性品系的培育方法,
以及毒力测定、抗性倍数计算、基因表达、遗传变异等抗性品系的鉴定方法和影响因素,最终通过对比不同抗性品

系培育和鉴定方法对蝇类抗药性研究的影响,以期为蝇类抗药性机制研究和抗药性监测与综合治理等提供参考。
【关键词】 　 蝇;抗药性;抗性品系;培育

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2022) 01-0124-07

Breeding for resistance strains in flies: a review
TANG Hongri, WANG Lingjun, XU Hongling, XIE Zhimei, CAI Juan, ZHENG Minghui, HE Lifang, LIU Hui∗

(Department of Parasitology, Zunyi Medical University, Zunyi 563003, China)
Corresponding author: Liu Hui. E-mail: liuhui6032@ sina.com

【Abstract】　 Insecticide resistance amongst agricultural pests and disease vectors are an increasing threat to human
health, and the production of fruits and vegetables with the overuse of pesticides is causing serious ecological damage and
environmental contamination. The breed of strains with resistance to insects has become an important laboratory approach in
studies on resistance mechanisms and insect-pest control, and has gained growing attention from scientists worldwide.
Research on breeding strains with resistance to flies, which are one of the widespread agricultural and public health pests,
can also provide reliable data and the theoretical basis to understand the resistance mechanism of harmful flies and for future
pest management. The present review performed a systematic summary on the following fields. First, we review the
resistance mechanisms of flies and other insects, exploring physiological, biochemical, behavioral, genetic variation, and
symbiotic resistance. Second, we review four cultivation method frequently applied for flies, such as topical application,
dipping, residual film and spraying. Third, we summarize the identification method and influencing factors of resistant
strains, such as virulence determination, resistance multiplier calculation, gene expression, and genetic variation. Finally,
we compare the recent identification and breeding resistant varieties method . In conclusion , this review aims to provide
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significant application value and research insights for studies of resistance mechanisms, resistance monitoring and integrated
pest management.

【Keywords】　 flies; resistance; resistance strains; breeding
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 蝇是分布广泛的一类公共卫生和农业害虫,中
国常见蝇类检索表将其分 9 科 280 属,1546 种和亚

种,家蝇 (Musca domestica)、桔小实蝇 ( Bactrocera
dorsalis Hendel)、黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)
等常见蝇类因传播疾病、危害果蔬业,防制备受重

视。 化学防制因作用高效在农业和卫生有害蝇类

防制中被广泛使用,但人们为提高害虫防制效果而

盲目超剂量、频繁地滥用化学杀虫剂导致了抗药性

产生。 自 1908 年 Melander 首 次 发 现 梨 园 蚧

(Aspidiotus perntciosus)对石硫合剂产生抗性[1]和 40
年代家蝇对 DDT 产生严重的抗性以来[2],该问题日

益严重,多重抗药性的出现更使抗药性问题雪上加

霜。 因而不得不加速农药开发和使用,但也加剧环

境污染和生态破坏等系列问题,抗药性问题已成为

一个全球性难题。 有害蝇类防制同样面临严峻挑

战,许多问题仍未能探明,而抗性品系培育研究将

为有害蝇类抗药性机制研究和抗药性综合治理策

略制定提供可靠的实验室数据和理论基础。

1　 蝇类抗药性产生机制

昆虫抗药性是因长期使用杀虫剂而出现的一

种现象,市场上的农药几乎均有涉及,所有杀虫剂

几乎都能使昆虫产生抗药性,以双翅目和鳞翅目的

昆虫最多。 据不完全统计,对一种或多种杀虫剂产

生抗药性的节肢动物已达 600 多种,而这一数据仍

在不断增加[2-3]。 蝇类等昆虫抗性机制的产生主要

与生理生化抗性、行为抗性、遗传变异以及共生菌

抗性等有关,且存在多机制协同作用。
1. 1　 生理生化机制

目前主要可分代谢抗性、靶标抗性、表皮抗性

等。 代谢抗性研究主要涉及细胞色素 P450 酶

(P450 s)、酯酶(CarEs)、谷胱甘肽-S-转移酶(GSTs)
3 大酶类和 ABC 转运蛋白等,其抗药性产生与脂肪

体、中肠、马氏管等组织参与解毒、代谢作用有

关[4]。 杀虫剂作用后,昆虫体内多种酶活性增加、
代谢增强,可将杀虫剂降解为低毒或无毒化合物排

出体外或者转化加以利用,达到解毒目的并能遗传

给子代,增加了害虫防制难度。 研究表明,昆虫体

内乙酰胆碱酯酶 (AChE)、神经递质 γ-氨基丁酸

(GABA)、神经膜钠离子通道(SC)等杀虫剂的作用

靶标对杀虫剂敏感度降低,与昆虫抗药性产生有

关。 有机磷类和氨基甲酸酯类杀虫剂可造成黑腹

果 蝇[5]、 家 蝇[6] 和 油 橄 榄 果 实 蝇 ( Bactrocera
oleae) [7]等昆虫的药物作用靶标 AChE 敏感度降低,
从而引起靶标抗性产生。 黑腹果蝇对环双烯类杀

虫剂产生的抗药性则与其作用靶标受体 GABA 对

杀虫剂不敏感有关[8]。 桔小实蝇高效氯氰菊酯抗

性品系的表皮几丁质层密度显著增加,导致杀虫剂

通过其表皮渗透能力降低,产生表皮抗性,同时因

脂肪体中脂肪颗粒数增多引起代谢增强,二者共同

作用可降低杀虫剂的毒性[9]。
1. 2　 行为抗性

在自然环境中,昆虫依靠求生本能可产生趋利

避害,逃离杀虫剂环境,造成种群行为习性改变,产
生行为抗性[10]。 在自然环境中,昆虫的嗅觉系统可

对环境中分散的气味分子进行选择性识别,并能将

感知到来自环境的化学信号进行加工和分析处理,
促使机体产生相应反应[11]。 Festucci-Buselli 等[12]

研究指出,家蝇适应环境的行为能力对杀虫剂抗性

演变具有重要作用,Hubbard 等[13] 证实家蝇通过减

少摄入吡虫啉杀虫剂食饵的行为以逃避诱杀。 此

外,田间瓜实蝇(Bactrocera cucurbitae)可通过驱避产

卵或减少取食的行为来逃避杀虫剂的毒杀[14]。
1. 3　 遗传变异

自然界中昆虫种群为适应不利生存环境通过

遗传变异发生进化,但种群中因环境改变而出现基

因变异的频率极低,使得这类进化过程很漫长;而
人为长期使用杀虫剂且改变杀虫剂使用频率、剂
量,将导致昆虫携带大量抗性基因,是抗性进化的

主要原因。 昆虫产生抗药性的主要原因可归结为

结构基因变异、基因扩增以及基因表达改变等遗传

变异,是一种进化现象[15]。 由于重复性基因存在功

能过剩和变异类型多样,人为选择使抗性基因出现

频率越来越高,故杀虫剂做为抗性基因的定向选择

剂,促进了基因变异和抗性进化的产生,尤其是亚

致死浓度杀虫剂更有利于促进昆虫抗性的发生发

展[16]。 Liu[17],Scott[18] 研究发现菊酯类、有机氯类

和 DDT 等杀虫剂抗性作用机理是由于钠离子通道
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(voltage gated sodium channel,VGSC)的持续活化使

昆虫经由兴奋、痉挛到麻痹而导致其死亡,而 kdr 基
因 L1014 位点突变恰恰是引起钠离子通道蛋白第二

结构域 S6 区段编码的氨基酸序列改变的原因。 此

外,家蝇抗药性产生还与 AChE 编码等位基因 Ace
突变有关[19],而桔小实蝇和家蝇马拉硫磷胁抗性产

生主要是由于 CarEs、GSTs、P450s 基因扩增或过表

达等所致[20-21]。 因此,遗传变异机制也是抗性品系

培育稳定性研究的重要基础。
1. 4　 共生菌抗性机制

昆虫共生菌不仅能在宿主的代谢活动中供给

必需营养物质,而且能通过共生菌代谢物增强昆虫

的抗逆性和抗药性。 研究认为,昆虫主要是通过改

变体表和体内的共生菌种群密度、多样性和共生菌

基因突变等方式而增强昆虫的抗药性[14]。 早在

1967 年 Boush 等[22] 就证明苹果绕实蝇(Rhagoletis
pomonella) 幼 虫 体 内 的 共 生 菌 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomonas melophthora)能降解敌敌畏、狄氏剂等

多种杀虫剂。 Robacker 等[23]发现,从苹果绕实蝇体

内分离出的聚团肠杆菌,可降解寄主体内的致死有

毒物根皮苷,从而形成安全的寄生环境。 桔小实蝇

的共生菌弗氏柠檬酸杆菌(CF-BD)能降解敌百虫杀

虫剂[24],米氏克雷伯菌(K.michiganensis BD17)通过

调节宿主桔小实蝇肠道内的脯氨酸和精氨酸代谢,
提高宿主低温下的生存力[25]。 Gupta 等[26] 用铜绿

假单胞菌感染黑腹果蝇肠道时发现,沃尔巴克氏菌

(Wolbachia)有激发抗性和降低致死率作用,雄蝇肠

道感染沃尔巴克氏菌 96 h 后解毒基因 GSTd8 表达

显著增高,且不携带共生菌的雄蝇比携带共生菌的

雄蝇死亡率高 2. 26 倍。 此外,一种野生型热带果蝇

(Drosophila paulistorum)感染沃尔巴克氏菌后,可引

起脂肪代谢相关基因 FASN1、嗅觉结合蛋白基因

LUSH 和快速嗅觉识别相关酯酶基因 Esterase 6 表

达下调[27-28],表明共生菌抗性机制与其他抗性机制

还存在交互作用。

2　 蝇类抗性品系的培育与鉴定

随着黑腹果蝇等昆虫基因组测序完成和生物

分子技术的应用,抗性品系培育做为实验室抗性机

制研究的重要手段,有力地促进了抗药性机制研究

的发展,对推动抗药性治理研究也起到重要作

用[29]。 一般而言,实验室抗性品系培育要经历 10
代以上抗性才会明显升高,而无杀虫剂选择压下抗

性衰退较为缓慢且不稳定[30]。 自 1980 年我国大规

模使用菊酯类杀虫剂以来,短短几年家蝇的抗药性

几乎以数量级趋势增长,而在实验室家蝇经高效氯

氰菊酯选育 22 代后,抗药性增加了 104 倍达到高抗

性,但其抗性衰退至少需要 50 代才能恢复接近敏感

品系[31]。
2. 1　 抗性品系培育的常用方法

常用方法有点滴法、浸渍法、药膜法、喷雾法

等,主要通过不同给药方式进行毒力测定,逐代或

隔代调整给药浓度和剂量,进行抗性品系培育。 点

滴法便于操作和标准化测试,但因表皮抗性作用,
杀虫剂吸收有所限制。 张莹等[32] 用点滴法历经 10
代培育出 167. 01 倍抗性水平的高效氯氰菊酯抗性

家蝇。 浸渍法多用于幼虫,幼虫汰选法能够快速高

效提升有害蝇类抗药性水平,宜做为抗药性家蝇的

选育方法[33]。 将幼虫浸渍于梯度浓度的杀虫剂中

充分接触,该法操作简便,但要综合考虑幼虫的趋

水特性,浸渍时间,杀虫剂浓度、剂量、溶解性质等

因素,排除易致死非杀虫剂因素等。 程梅等[34] 根据

冈田绕眼果蝇(Phortica.okadai)体型比家蝇小巧,脆
弱且对空气敏感,且没有趋水特性,采用了相对易

操作、损伤小的药膜法。 因此,不同昆虫因生物学

特性不同,使用的培育方法不同,抗性品系培育和

抗性维持所需时间和杀虫剂剂量等也不相同,在实

际的抗性品系培育中往往是参照标准进行相应的

方法改良。
2. 2　 抗性品系鉴定

(1)抗性倍数测定:抗性倍数做为衡量抗性水

平的重要指标,主要通过毒力测定(生物测定)杀虫

剂对昆虫抗药性种群与敏感种群的致死中量

(LD50)或半数致死浓度(LC50)比值计算抗性倍数。
我国规定,抗性倍数在 5 ~ 10 倍为低抗,10 ~ 40 倍

为中抗,40 ~ 160 倍为高抗,而达到 160 倍以上则视

为极高抗水平,随着抗性水平的提升其遗传稳定性

也会逐渐提高[14,16,30,32]。
(2)抗性相关酶活性检测:由于蝇类抗性产生

与 P450 s、AChE、Est、GSTs、CarEs 等酶活性增加与

杀虫剂解毒代谢作用增强有关,所以利用抗性品系

构建过程中抗药性相关酶活性测定结果比较,酶活

性单位变化做为抗性品系鉴定的重要参考指标。
Claudianos 等[20]研究发现家蝇马拉硫磷品系 CarEs
活性显著高于敏感品系,而在桔小实蝇马拉硫磷品

系中 CarEs 则主要在幼虫中发挥代谢作用,其蛹期
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GSTs 会显著增高,进入成虫阶段时则 P450s 发挥主

导作用[21]。 由于不同昆虫在不同生活史周期,参与

不同杀虫剂代谢解毒作用的酶不尽相同,故对不同

蝇类抗性品系鉴定时,如何选择酶的种类、活性等

还有诸多问题需要进一步探索。
(3)抗性相关基因检测:蝇类抗性产生与多个

基因过表达和靶标点突变有关,研究表明家蝇P450s
多个家族基因过表达与拟除虫菊酯等杀虫剂抗性

及交互抗性产生有关[35],家蝇和油橄榄果实蝇

AChE 编码基因的点突变致其结构和功能改变也对

其抗药性产生有重要作用[6-7]。 丁岩等[19] 在家蝇

钠离子通道基因型和乙酰胆碱酯酶(AChE)基因型

测定中,分别检测出抗性等位基因(1014F)和抗性

等位基因 Ace(342 A / V)。 赵佳佳[21] 则通过连续

13 代筛选,将桔小实蝇马拉硫磷品系抗性水平增至

21. 10 倍,并检测出 BdGSTd2、CYP4D46、CYP6D9 基

因过量表达,与敏感品系相比 BdGSTd2 和 CYP6D9
基因表达量在三龄幼虫期、蛹期和成虫期分别增长

13. 67、 19. 8、 1. 91 倍 和 13. 58、 3. 76、 2. 98 倍,
CYP4D46 基因表达量在马氏管和脂肪体中分别增

长 3. 73 和 2. 6 倍。
2. 3　 抗性品系建立的影响因素

影响蝇类生存的主要因素有气候、寄主、天敌

及生物特性等,而温度、湿度、光照及地理经纬度等

是实验室进行抗性品系培育需要考虑的重要环境

因素。 杀虫剂选择是抗性进化的主要动力,尤其亚

致死浓度药物作用胁迫昆虫利于抗药性产生和发

展[16],特别是繁殖快、发生世代多的害虫,抗性积累

和发展更迅速。 因此杀虫剂选择压则是抗性品系

培育必不可少的最重要人为因素,且随着连续用药

剂量和用药浓度的增加,抗性水平会呈现快速增长

趋势[36]。 如刘艳等[37]对用 LC60氯菊酯连续汰选野

外捕获家蝇,与实验室敏感品系比仅用 7 代抗性增

高 110 倍,致死中量也由 3. 24 ng / fl 增至 450 ng / fl。
姚其[38]按 30 d、60 d、90 d、120 d 等 4 个不同频率的

时间用高效氯氰菊酯汰选桔小实蝇,抗性依次从

98. 0 倍变为 190. 7 倍、139. 3 倍、89. 0 倍、61. 9 倍,
呈先扬后抑现象,表明随着汰选频次增加抗性增势

明显,而间隔时间延长则可致抗性降低。 来守国[39]

用甲维盐、乙基多杀菌素和高效氯氟氰菊酯 LC20、
LC10 和 LC5 浓 度 处 理 铃 木 氏 果 蝇 ( Drosophila
suzukii)和黑腹果蝇时发现,随着亚致死浓度升高,
铃木氏果蝇多功能氧化酶(MFO)活性和黑腹果蝇

AChE 酶、GSTs 酶活性抑制作用明显增强。 可见在

抗性品系培育过程中,用于汰选的杀虫剂浓度越

高,有害蝇类所受药物环境选择压就越大,抗性倍

数提升就越快,且连续杀虫剂选择压汰选会使有害

蝇类抗药性发展更快。 一旦有害蝇类失去杀虫剂

环境选择压作用或汰选间隔时间延长,则会出现抗

性衰退现象[38]。

3　 蝇类抗性品系应用研究

目前文献报道实验室已经成功构建的蝇类抗

性品系包括家蝇高效氯氰菊酯和溴氰菊酯抗性品

系[31-32,37,40-41],桔小实蝇的马拉硫磷、高效氯氰菊

酯、多杀霉素抗性品系[21,38,42],黑腹果蝇高效氯氰

菊酯和 DDT 抗性品系[12,39,43]等,这些有害蝇类抗性

品系培育不仅为抗药机制研究打下了基础,且在抗

性综合治理方面也有重要应用前景。
3. 1　 抗性品系培育与抗药性治理

蝇类抗药性防制中除需要不断更新杀虫剂外,
混用不同机理的杀虫剂或采用增效剂亦可提高药

物作用效果和延长药物作用时间[44-45],对于已产生

抗药性的害虫,轮用不同机理的新型杀虫剂更加有

效,既可杀死带有突变基因的抗性个体,又能降低

原有抗性基因的频率[46]。 因此,通过实验室培育抗

性品系开展杀虫剂交互抗性机制研究,通过评估杀

虫剂的抗药性水平开展早期监测,对人们的生产生

活和健康具有重要意义。
3. 2　 抗性品系培育与昆虫生物适合度

生物适合度是指昆虫在杀虫剂胁迫下可通过

代偿和应激机制改变自身部分机能来抵御杀虫剂

的伤害,使其能在不利环境条件下存活并繁衍后

代。 Shah 等[40] 研究发现,家蝇溴氰菊酯抗性品系

明显有繁殖率和生活力上的生存劣势。 Platt 等[43]

研究也发现抗 DDT 黑腹果蝇雄蝇出现了求偶率较

低、攻击性较弱等繁殖率和生存力下降的情形。 研

究表明蝇类的适合度发育与杀虫剂选择压密切相

关[41]。 在抗性品系的培育中,有害蝇类抗性基因型

适合度一般比敏感基因型高,具有生存优势,但停

止施药后,抗药性基因型有害蝇类会表现出生活力

和繁殖力降低,产生适合度代价[47]。 随着抗药性进

一步发展,抗性基因的频率会越来越高,且果蝇抗

性基因型的适合度代价还与 Ace 基因诱导的抗药性

酶活性降低有关[43]。 李培征等[48] 提出,抗性低风

险的桔小实蝇多杀霉素抗性品系,在停用杀虫剂
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后,存在死亡率增加、发育历期延长和繁殖力下降

等适合度代价,但有利于恢复该杀虫剂对桔小实蝇

的敏感性。 可见有害蝇类适合度研究对抗性治理

和抗性遗传方式的研究都具有重要意义,在抗性品

系培育中抗性基因型蝇类的生存优势可能是抗性

治理中的劣势,而抗性基因型蝇类表现的适合度代

价却有可能成为抗性治理的优势并为抗性策略研

究提供新思路。
3. 3　 抗性品系培育与害虫治理效果评估

Højland 等[49] 在抗性品系培育研究中认为,对
实验室驯化的不同抗性品系家蝇、果蝇代谢相关基

因的表达和突变的研究,在一定程度上亦能用于对

田间、果园等环境中害虫抗药性产生和遗传变异情

况的评估,在发现抗性发展还不稳定时阻止或延缓

其发展,以达到科学有效治理抗性之目的。 鉴于果

蝇在抗药性研究和遗传机制应用中的优良表现[50],
刘丽等[51]也首次利用抗性品系培育中,蝇类化学杀

虫剂逐渐产生抗性,导致灭杀效率逐渐降低的特

点,引入单调递减的负指数函数做为杀虫剂作用函

数构建了化学防制的单种群非自治害虫治理模型,
以研究害虫抗药性发展对虫害控制的影响,并推演

出了理论上害虫灭绝的临界条件。 可见,实验室抗

性品系培育中抗性的产生和变化做为田间害虫抗

性产生发展过程的模拟推演,并借助大数据技术实

现害虫防制的虚拟仿真研究,对害虫治理效果评估

和害虫治理方式数字化有重要意义。

4　 结语

百年来杀虫剂历经数次更新换代,新药的研发

应用总是伴随杀虫剂抗药性的不断产生,有害蝇类

抗药性问题也随着交互抗性和多重抗性的产生愈

发严峻。 蝇类抗性品系培育做为抗药性机制研究

的一种重要方法,现已被成功应用于害虫的抗性机

制研究和虫害抗性治理的过程研究。 开展蝇类抗

性品系的培育研究,尤其是对一些重要农业、病媒

蝇类的抗药性品系培育,不仅可建立多种方案监测

蝇类抗药性,还可通过抗性品系的培育关注抗药机

制与传播环境之间的联系,对推动有害蝇类抗药性

机制研究、抗药性监测治理与人类生产生活结合都

具有重要的研究价值。 随着多组学技术的发展,在
抗性品系培育中将生物测定法与一些新的生物化

学指标和分子生物学指标检测及转基因技术等联

合应用,如杀虫剂抗药性相关的 P450s、AChE 等关

键酶活性或基因检测,以及拜耳作物科学适合大量

样品基因表达检测的突变位点 DNA 测序技术或无

法明确突变位点时采用的随机扩增多肽性 DNA 技

术 (RAPD)。 此外,英国 LGC 公司的 KASP-PCR,
PASA 和 TaqMan-MGB 探针法等都能运用于有害蝇

类抗药性基因检测。 这些新技术使得抗性品系培

育与鉴定方法的应用日趋成熟、实用便捷,尤其是

随着第二代、第三代测序技术的测序速率和准确性

大幅提高,且成本降低,其应用前景更值得期待。
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阿尔茨海默病实验动物模型评述
李少创1,2,韩诚1,2∗,秦亚莉1,2,赵雅飞1,2,魏文一1,2,杨杰1,2,帅月圆1,2,郭栋1
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　 　 【摘要】 　 阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease,AD)是一种病因未明且与年龄相关的不可逆性神经退行性疾病

临床表现以认知和记忆功能丧失为主。 目前,对于该病的发病机制及药物治疗效用的探索已成为现代脑科学研究

的热点之一,但是其复杂的发生机制和病理学变化对实验动物模型的选择提出了重大挑战。 本文就常用实验动物

种类的特点、多种动物模型的甄选和模型构建方法进行了详细的评述。 AD 常用动物模型可分为自然动物模型、物
理干预模型、化学干预模型、基因干预动物模型,以及其他类型。 本文对这些模型构建方法、病理变化情况和适用

实验类型进行总结和评述,希望能为研究者选用和建立实验动物模型提供参考。
【关键词】 　 阿尔茨海默病;动物模型;构建方法;评价
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A review of experimental animal models of Alzheimer’s disease
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【Abstract】　 Alzheimer’s disease (AD) is an irreversible and age-associated neurodegenerative disease with unclear
etiology, and is characterized by a gradual loss of cognitive and memory functions. At present, investigation into the
pathogenesis of AD and the efficacy of drug treatment has become one of the hotspots in the field of brain science. It is
challenging to select proper experimental animal models of AD because of its complicated etiological mechanisms and
pathological changes. This article gives a detailed review of the characteristics of multiple laboratory animals and related AD
models, as well as the method of model construction. In general, AD animal models can be divided into natural, physical
intervention, chemical intervention, genetic intervention, and other animal models. This paper has summarized and
commented on the method of models’ construction, the changes of pathology and applicable types of experiments, hoping to
provide reference for researchers to select and establish experimental animal models.

【Keywords】　 Alzheimer’s disease; animal models; construction method; evaluation
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　 　 阿尔茨海默病(Alzheimer’ s disease,AD)是一

种病因尚不明确的认知和记忆功能逐渐丧失的不

可逆转的神经变性类疾病,多发于老年人群。 据统

计全球约有 5000 万 AD 患者[1],中国的患病情况亦
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不容乐观。 据推测,随着中国老年人口的快速增

加,未来 20 年中国的痴呆患者将大幅增加[2],这会

极大的增加中国家庭和医疗系统以及社会的

负担[3]。
AD 患者可表现出进行性记忆减退,执行功能

受损,日常活动困难,思维和行为方式改变,以及语

言功能损害等临床症状[4]。 AD 的特征性病理表现

为由神经元外蛋白质片段———β 淀粉样蛋白 ( β-
amyloid,Aβ)的异常聚集,神经元内 Tau 蛋白的异常

积累,神经胶质增生和神经元丢失导致的大脑萎

缩[5],同时伴有脑血管淀粉样变性,炎症和重大突

触改变等[6-8]。 面对这一种破坏性较强的退行性神

经疾病,其复杂的病因和病理变化,以及严重的社

会危害性,对临床医生和科研工作者提出了重大挑

战,而实验动物模型的正确选择则是解决这一难题

的前提条件。 本文通过总结当前各类 AD 实验动物

模型的建立方法,针对其优势、适用条件和不足进

行了详细评述,以期为研究者选用和建立实验动物

模型提供可靠的参考依据。

1　 实验对象的选择

人类和动物在生理上有极大的相似性[9],因此

可以通过在动物身上模拟构建各类疾病模型,探索

疾病的生物学机制,验证相关治疗方法的有效性。
目前,用于制备 AD 模型的动物包括黑腹果蝇[10]、
秀丽隐杆线虫[11]、斑马鱼[12]、小鼠、大鼠、犬[13]、恒
河猴[14-15]和黑猩猩[16] 等。 实验动物在种属和生理

条件上不尽相同,因此研究者可以根据所要研究的

疾病机制和需要模拟的神经病理变化来选择合适

的实验动物(见表 1)。
表 1　 AD 实验动物的选择

Table 1　 Selection of AD experimental animals
动物
Animal

所属
Belonging

生理特点
Physiological characteristics

优势
Advantages

不足
Disadvantages

适用范围
Scope of application

参考文献
References

黑腹果蝇
Drosophila
melanogaster

昆 虫 纲 双
翅 目 果
蝇科
Insecta
Diptera
Drosophilidae

低等生物,遗传物质较少
Lower organisms with less
genetic material

遗传易操作
Genetically manageable

脑结构与人差距
较大
There is a big gap
between brain
structure
and humans

Tau 蛋白异常研
究及转基因
Tau protein
abnormality
research and
genetic
modification

[10]

秀 丽 隐 杆
线虫
Caenorhabditis
elegans

线 虫 纲 小
杆 线 虫 目
小杆科
Chromadorea
Rhabditida
Rhabditidae

体积小,寿命短
Small size, short life

体积小,寿命短,易于
繁殖和实验操作
Small size, short life
span, easy for
reproduction and
experimental operation

脑结构与人差距
较大
There is a big gap
between brain
structure
and humans

AD 发展中各种
事件的顺序
Sequence of
various events in
AD development

[11]

斑马鱼
Zebrafish

辐 鳍 鱼 纲
鲤 形 目
鲤科
Actinopterygii
Cypriniformes
Cyprinidae

体型小,具有与人相同 γ-分泌酶
复合物
Small size, with the same γ-
secretase complex as human

体型小,易于大规模饲
养和基因操作,具有与
人相同的直系 PSEN1
基因和 PSEN2 基因
Small size, easy for
large-scale breeding and
genetic manipulation,
with the same direct line
PSEN1 gene and PSEN2
gene as human

脑结构与人差距
较大,缺乏明显
的高级认知行为
There is a big gap
between brain
structure and
human, lack of
obvious high-level
cognitive behavior

早老素 1 基因和
早老素 2 基因转
基因动物
Transgenic
animals with
presenilin 1 gene
and presenilin
2 gene

[12]

小鼠
Mice

哺 乳 纲 啮
齿目鼠科
Mammalian
Rodentia
Muridae

与人具有高度直系同源,具有哺
乳动物生理学上的相似性,并且
体型小
It has a high degree of orthology
with humans, has similarity in
mammalian physiology, and is small
in size

脑结构与人相近,饲养
和维护成本低
The brain structure is
similar to that of
humans, and the cost of
feeding and maintenance
is low

培育转基因品系
周期长,时间成
本高
Cultivating
genetically
modified strains
has a long cycle
and high time cost

最常用的转基因
动物,用来评估
认知功能障碍
The most
commonly used
genetically
modified animals
to assess
cognitive
dysfunction

-
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续表 1
动物
Animal

所属
Belonging

生理特点
Physiological characteristics

优势
Advantages

不足
Disadvantages

适用范围
Scope of application

参考文献
References

大鼠
Rat

哺 乳 纲 啮
齿目鼠科
Mammalian
Rodentia
Muridae

具有哺乳动物生理学上的相似
性,并且体型较小
Similar to mammalian physiology
and small in size

相比小鼠, 脑容量更
大,脑结构与人更为相
近,饲养和维护成本低
Compared with mice,
the brain capacity is
larger, the brain
structure is more similar
to that of humans, and
the cost of feeding and
maintenance is low

培育转基因品系
周期长,时间成
本高
Cultivating
genetically
modified strains
has a long cycle
and high time cost

用作 转 基 因 动
物,用来评估认
知功能障碍
Used as a
genetically
modified animal
to assess
cognitive
dysfunction

-

犬
Dog

哺 乳 纲 食
肉目犬科
Mammals
Carnivora
Canidae

可以患有与人相似的年龄相关性
认知功能障碍
May suffer from age-related
cognitive dysfunction similar
to humans

可以自然地再现 AD
的关键方面,包括 Aβ
病理学,神经元变性以
及学习和记忆障碍
Can naturally reproduce
key aspects of AD,
including Aβ pathology,
neuronal degeneration,
and learning and
memory impairment

不会出现神经斑
块和神经缠结
No nerve plaques
and tangles

可作为自然动物
模型,并可进行
Aβ 靶向药物的
测定
It can be used as
a natural animal
model and can be
used for the
determination of
Aβ targeted drugs

[13]

恒河猴
Rhesus
Monkey

哺 乳 纲 灵
长目猴科
Mammals
Primates
Cercopithecidae

大脑在功能网络的整体架构和组
织功能网络上具有很大的相似
性,并且系统发育上更接近人类,
视网膜具有其他哺乳动物不具有
的特征(黄斑,中央凹)。 药物动
力学与人更为接近。 进化具有高
度保守性
The brain has great similarities in
the overall structure of the
functional network and the
organizational functional network,
and is closer to humans in system
development, and the retina has
features ( macular, fovea ) that
other mammals do not have.
Pharmacokinetics are closer to
humans. Evolution is
highly conservative

大脑结构比较接近人
类,可以接受训练并执
行感知和认知任务
The brain structure is
closer to human beings
and can be trained to
perform perceptual and
cognitive tasks

价格高,可用性
受限,维护要求
高, 以 及 道 德
考虑
High price,
limited
availability, high
maintenance
requirements,
and
ethical
considerations

人类临床和电生
理研究
Human clinical
and
electrophysiological
research

[14-15]

黑猩猩
Chimpanzee

哺 乳 纲 灵
长目人科
Mammals
Primates
Hominidae

大脑在功能网络的整体架构和组
织功能网络上具有很大的相似
性,并且系统发育上更接近人类,
视网膜具有其他哺乳动物不具有
的特征(黄斑,中央凹)。 药物动
力学与人更为接近
The brain has great similarities in
the overall structure of the
functional network and the
organizational functional network,
and is closer to humans in system
development, and the retina has
features ( macular, fovea ) that
other mammals do not have. 　
Pharmacokinetics are closer
to humans

大脑结构最为接近人
类,可以接受训练并执
行感知和认知任务
The brain structure is
closest to human beings
and can be trained to
perform perceptual and
cognitive tasks

价格高,可用性
受限,维护要求
高, 以 及 道 德
考虑
High price,
limited
availability, high
maintenance
requirements,
and
ethical
considerations

人类临床和电生
理研究
Human clinical
and
electrophysiological
research

[16]
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2　 实验动物模型的构建

由于阿尔茨海默病发病机制尚不明确,学者围

绕 AD 患者临床表现出的衰老特征和该疾病所特有

的病理特征来进行合理推测并提出了众多发病假

说,AD 模型的构建思路即是以各种假说为依据的。
目前尚未真正模拟出与 AD 患者所有病理特征完全

相符的模型,一方面,阿尔茨海默病的病理特征呈

现出多样性特点;另一方面,动物和人类在生理上

相似度虽然很高,但二者之间仍存在着一些差异。
此外,动物模型设计的充分性、合理性会极大程度

的影响受试药物效应的可靠性,进而影响将科学研

究成果应用于临床。
因此,选择合适的实验动物模型是解决这一难

题的前提条件。 目前,可用的 AD 动物模型包括:自
然动物模型、人工干预动物模型、遗传动物模型、其
他动物模型。
2. 1　 自然动物模型

年龄是 AD 发病的重要危险因素之一 [17] 。
自然动物模型以高龄老化作为 AD 的发病基础,
可自发形成。 一方面符合衰老或老化生理特征,
另一方面无需人为干预,减少了人为因素参与所

产生的误差,主要包括自然衰老模型和快速衰老

模型。
2. 1. 1　 自然衰老模型

衰老过程在动物(如啮齿类动物和犬科动物,
以及非人灵长类动物)和人类所表现的体征(如认

知功能下降、记忆能力衰退)比较相似[18]。 该模型

不需要干预因素,可自发形成,模型动物的老化症

状与 AD 患者相似。 但此类动物不会自发地形成

AD 典型的病理特征(如淀粉样蛋白沉积),可以用

于开展生理性老化与 AD 之间关系的相关研

究[19-20]。 常用的衰老动物为小鼠和大鼠,小鼠衰老

期在 12 ~ 24 月龄,大鼠衰老期在 21 ~ 32 月

龄[21-22]。 但是,由于造模周期较为漫长,受试动物

很可能会在衰老过程中变生其他疾病或死亡,导致

动物个体之间差异性增大或组内动物数量减少,最
终导致实验失败。
2. 1. 2　 快速衰老模型

此模型最早由日本京都大学 Takeda 等[23] 培育

出来,并将其命名为快速老化小鼠 ( senescence-
accelerated mouse, SAM), 包括快速衰老系 P 系

(SAMP)和正常衰老系 R 系(SAMR)。 P 系小鼠的

衰老进程明显加快,可作为研究衰老相关机制实验

的受试动物。 R 系保留了动物的正常衰老特性,可
作为 P 系实验动物的对照样本。 SAMP 系小鼠可表

现出 AD 特有的 Aβ 聚集、tau 蛋白异常过度磷酸化、
神经 元 丢 失 等 病 理 改 变[24]。 SAMP 系 当 中 的

SAMP8 小鼠由于老化迅速和 AD 病理特征性改变

发生早的特点,受到很多研究者的青睐,是较为理

想的动物模型。
2. 2　 人工干预模型

2. 2. 1　 物理干预模型

以 AD 疾病发生病理假说为基础,采用各种物

理干预手段对实验动物进行干预,来制备相应动物

模型。 具体建模方法见表 2。
(1)胆碱能损伤模型

胆碱能损伤假说认为,AD 痴呆的严重程度与

胆碱能神经元丧失的程度呈正相关性[25-26]。 并且

认知功能的正常与否依赖于足够的胆碱能神经传

递[27],乙酰胆碱作为重要的神经递质之一,其在脑

内神经元含量的减少,会引起认知和记忆能力的下

降。 一方面,在 AD 患者大脑中存在着广泛的神经

元和突触缺陷,其中基底前脑神经元的退化在很大

程度上影响了神经递质传递的有效性,从而导致

AD 认知能力的下降[28]。 另一方面,乙酰胆碱脂酶

活性增强,加速乙酰胆碱的分解,并且胆碱乙酰转

移酶活性降低导致乙酰胆碱合成减少[29],更加剧了

乙酰胆碱的匮乏程度,导致神经元之间的传递障

碍,最终发展为 AD[30]。
本方法通过手术损伤海马伞的方法,造成动物

胆碱能系统损坏、动物空间定向困难和记忆缺陷,
进而制备胆碱能损伤模型[31-32]。

(2)颈总动脉结扎模型

研究表明,老年人脑血流量减少、血流减慢,脑
部神经元长期处于慢性缺血缺氧状态,随时间延

长,出现认知记忆障碍等 AD 病理特征表现[33]。
通过结扎受试动物颈总动脉来建立 AD 模型,

包括单侧颈总动脉永久性结扎法[34]、双侧颈总动脉

永久性结扎法[35-37],另有一侧颈总动脉闭塞一侧颈

总动脉的狭窄法、双侧颈总动脉狭窄法、不对称双

侧颈动脉狭窄法[38]。 此模型通过结扎颈总动脉使

脑组织处于缺血状态,随后出现空间学习记忆障碍。
(3)化学干预模型

化学干预模型主要以 AD 疾病发生病理假说为

理论基础,通过向动物脑部特定区域以及身体各部

431



中国实验动物学报 2022 年 2 月第 30 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2022,Vol. 30, No. 1

表 2　 人工干预 AD 动物模型分类表

Table 2　 Classification table of artificial intervention AD animal models

模型
Models

动物
Animal

化学物质 /
物理方法

Chemical substances /
physical methods

操作方法
Method of
operation

损伤部位
Injury site

优点
Advantages

缺点
Disadvantages

参考文献
References

胆碱能损
伤模型
Cholinergic
injury
model

Wistar 大鼠 / SD
大鼠
Wistar rat / SD
rat

物理损伤
Physical damage - 海马伞

Hippocampal fimbria

模拟胆碱系统损害,空
间定向和记忆障碍
Simulate cholinergic
system damage, spatial
orientation and
memory impairment

不 出 现 Aβ 和
tau 病理
No Aβ and
tau pathology

[31-32]

颈总动脉
结扎模型
Common
carotid
artery
ligation
model

SD 大鼠 / Wistar
大鼠 / C57BL / 6J
小鼠
SD rat / Wistar
rat / C57BL / 6J
mice

物理结扎
Physical ligation - 颈动脉

Carotid artery

脑慢性缺血,认知障碍
Chronic cerebral
ischemia,
cognitive impairment

不 出 现 Aβ 和
tau 病理
No Aβ and
tau pathology

[34-37]

Aβ 注射
模型
Aβ
infusion
model

BALB / c
小鼠
BALB / c
mice

Aβ1-42

410 pmol,3 μL,
脑定位注射,注
射时长 1 min,留
针 3 min
410 pmol, 3 μL,
brain localization
injection,
injection time 1
min, needle
retention 3 min

侧脑室(Bregma 点后 0. 5 mm,
中线旁开 1. 0 mm, 深度 2. 5
mm)
Lateral ventricle (0. 5 mm behind
Bregma point, 1. 0 mm lateral to
midline, 2. 5 mm in depth)

SD 大鼠
SD rats Aβ1-40

1 g / L,1 μL,脑
定位注射,注射
时长 5 min,留针
5 min
1 g / L, 1 μL,
brain localization
injection,
injection time 5
min, needle
retention 5 min

海马齿状回背侧 (前囟后 3. 3
mm,右侧旁开 2. 0 mm,硬脑膜
下 3. 0 mm,门齿钩平面低于耳
间线平面 2. 4 mm)
The dorsal side of the
hippocampal dentate gyrus ( 3. 3
mm posterior to the bregma, 2. 0
mm lateral to the right, 3. 0 mm
below the dura mater, and the
incisor hook plane is 2. 4 mm
below the interaural line)

SD 大鼠
SD rats Aβ25-35

10 μg / μL,脑定
位注射,左右各
1 μL,5 min 注射
完,留针 5 min
10 μg / μL, brain
localization
injection, 1 μL
each on the left
and right, after 5
min injection,
keep the needle
for 5 min

双侧海马 CA1 区(前囟为零点,
穿刺点位于前囟后 3. 5 mm,中
线右侧旁开 2 mm,以微量注射
器自脑表面垂直进针 3 mm)
CA1 area of the hippocampus on
both sides (the bregma is the zero
point, the puncture point is 3. 5
mm behind the bregma, 2 mm on
the right side of the midline, and
the needle is vertically inserted 3
mm from the brain surface with a
micro syringe)

-

Aβ 沉积,炎症反应,
学习记忆障碍
Aβ deposition,
inflammation, learning
and memory impairment

-

-

不符合 AD 渐进
性发 病 的 特 点
Aβ 聚集在注射
局部
Does not meet
the
characteristics of
the progressive
onset of AD, Aβ
accumulates at
the injection site

-

[39]

[40]

[41]

鹅膏蕈氨酸
注射模型
Ibotenic acid
infusion
model

SD 大鼠
SD rats IBO 5 μg / μL,1 μL

Meynert 基底核(前囟
后 1. 0 mm,中线旁开 3. 0 mm,
深 7. 3 mm。)
Meynert basal nucleus ( 1. 0 mm
behind bregma, 3. 0 mm next to
midline, 7. 3 mm deep.)

Aβ 沉积和 tau 蛋白增
加,以及记忆障碍
Aβ deposition and tau
protein increase, and
memory impairment

不出现神经纤维
缠结
No
neurofibrillary
tangles

[44]

链脲菌素注
射模型
Streptozotocin
infusion
model

大鼠
Long
Evans rats

STZ

40 mg / kg, 注射
时长 3 min
40 mg / kg,
injection time
3 min

双侧脑内(前囟后 1. 0 mm,中线
右侧旁开 1. 0 mm,颅骨下 2. 5
mm)
In both sides of the brain ( 1. 0
mm behind the bregma, 1. 0 mm
lateral to the right side of the
midline, 2. 5 mm below the
skull)

Aβ 沉积,tau 蛋白过度
磷酸化,胆碱能缺失,
氧化应激
Aβ deposition, tau
protein
hyperphosphorylation,
cholinergic loss,
oxidative stress

不出现神经纤维
缠结和老年斑
No neurofibrillary
tangles and
age spots

[48]

D-半乳糖注
射模型
D-galactose
infusion
model

小鼠
Swiss
albino mice

D-gal

150 mg / kg,每天
1 次,连续注射
42 d
150 mg / kg, once
a day,
continuous
injection for 42 d

皮下注射 /腹腔注射
Subcutaneous injection /
Intraperitoneal injection

组织的氧化应激和炎
症,认知和胆碱系统障
碍, tau 蛋 白 过 度 磷
酸化
Tissue oxidative stress
and inflammation,
cognitive and
cholinergic system
disorders, tau
protein
hyperphosphorylation

不出现 Aβ 和神
经纤维缠结以及
老年斑
No Aβ,
neurofibrillary
tangles and
age spots

[49-50]
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续表 2

模型
Models

动物
Animal

化学物质 /
物理方法

Chemical substances /
physical methods

操作方法
Method of
operation

损伤部位
Injury site

优点
Advantages

缺点
Disadvantages

参考文献
References

三氯化铝注
射模型
Aluminum
trichloride
infusion
model

Wistar 大鼠
Wistar rats

三氯化铝
Aluminum
trichloride

100 mg / kg,连续
注射 60 d
100 mg / kg,
continuous
injection for 60 d

腹腔注射
Intraperitoneal injection

Aβ 聚 集, 神 经 元 变
性,学习和记忆障碍
Aβ aggregation,
neuronal degeneration,
learning and
memory impairment

造模时间长,中
枢胆 碱 能 未 降
低,NFTs 不同于
AD 患者
Modeling time is
long, central
cholinergic is not
reduced, NFTs
are different from
AD patients

[54]

冈田酸注射
模型
Okadaic acid
infusion
model

SD 大鼠
SD rats OKA

40 ng / μL,5 μL,
注射时长 5 min,
留针 5 min
40 ng / μL, 5
μL, injection
time 5 min,
needle retention
5 min

侧脑室(前囟后 0. 8 mm,中线旁
开 1. 5 mm,垂直进针 3. 6 mm)
Lateral ventricle ( 0. 8 mm
posterior to the bregma, 1. 5 mm
lateral to the midline, 3. 6 mm
vertical needle insertion)

表现出 Tau 蛋白过度
磷酸 化 和 Aβ 病 理
表现
Shows Tau protein
hyperphosphorylation
and Aβ
pathological
manifestations

不出现神经纤维
缠结
No
neurofibrillary
tangles

[57]

东莨菪碱注
射模型
Scopolamine
infusion
model

Wistar 大鼠
Wistar rats SCOP

0. 2 mL / 150 g,
连续注射 14 d
0. 2 mL / 150 g,
continuous
injection for 14 d

腹腔
Abdominal cavity

出现空间和记忆障碍
Space and
memory impairment

不出现 Aβ 典型
的病理特征,神
经元纤维缠结
No typical
pathological
features of Aβ,
neurofibrillary
tangles

[58]

位(皮下、腹腔等)注射不同化学物质来模拟构建

AD 疾病模型。 具体建模方法见表 2。
2. 2. 2　 Aβ 注射模型

β-淀粉样蛋白沉积所形成的老年斑 ( senile
plaques,SP)是 AD 病理特征主要表现之一。 Aβ 注

射模型通过向脑内各区域注射不同长度 Aβ 多肽片

段(Aβ1-42
[39]、Aβ1-40

[40]、Aβ25-35
[41] )来达到急性损

伤,进而模拟构建 AD 模型[42-43]。
此模型需要 35 ~ 42 d 的时间,影响因素单一,

且属于急性损伤,与 AD 慢性起病的特点不符。 此

外,Aβ 容易停留聚集在注射部位,而不是像 AD 患

者脑内的弥散状态。
2. 2. 3　 鹅膏蕈氨酸注射模型

AD 病理特征之一表现为明显的神经元缺失,
引发认知和记忆的严重障碍。 将鹅膏蕈氨酸

(Ibotenic acid, IBO) 注入与学习记忆强相关的

Meynert 基底核,模型动物表现为大脑内神经元缺

失、Aβ 蛋白沉积和 Tau 蛋白水平增加以及胆碱能系

统损坏[44]。 另有 Aβ 结合 IBO 共同使用来模拟 AD
模型[45]。
2. 2. 4　 链脲菌素注射模型

向动物侧脑室注射链脲菌素 ( streptozotocin,

STZ)来破坏脑部能量代谢,使动物出现相应的 Aβ
沉积、tau 蛋白高度磷酸化、胆碱能功能异常、氧化应

激等[46]。
STZ 模型与 AD 许多病理特点相符,但此模型

在注射 STZ 后要等待 3 个月后来观察 AD 病理特

征[47],且动物死亡率较高[48]。
2. 2. 5　 D-半乳糖注射模型

D-半乳糖(D-galactose,D-gal)具有还原性,会
引发动物组织的氧化应激和炎症,进而导致神经元

的衰老。
通过皮下注射 D-gal 来建立亚急性衰老模型,

导致认知和胆碱能功能异常[49-50]。 此模型造模相

对简便,但大脑内不出现 Aβ 沉积等病理表现。
2. 2. 6　 三氯化铝注射模型

金属元素在 AD 的发病中占有重要的作用[51]。
此模型通过向小鼠腹腔注射三氯化铝来建立空间

学习记忆损伤模型[52]。 脑组织中高浓度的铝使 Aβ
聚集加快,神经元变性坏死,空间学习和记忆能力

遭到损害[53]。 此模型通过腹腔注射三氯化铝造成

动物脑组织中 Aβ 增多以及神经元的变性,进而模

拟 AD 病理特征[54]。
另有口服三氯化铝来构建 AD 疾病模型[55]。
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2. 2. 7　 冈田酸注射模型

冈田酸(okadaic acid,OKA)是蛋白磷酸酶选择

抑制剂,在向受试动物脑内不同位置注射后会诱导

Tau 蛋白过度磷酸化[56]。
模型动物在 OKA 注射后可以诱导产生记忆损

伤,tau 磷酸化的增加以及特殊脑区中的 β-淀粉样

蛋白的形成[57]。
2. 2. 8　 东莨菪碱注射模型

东莨菪碱( scopolamine,SCOP) 为胆碱能拮抗

剂,腹腔注射后可出现胆碱功能障碍和氧化应

激[58]。 此模型可以造成动物学习记忆障碍,但缺乏

tau 蛋白过度磷酸化和 Aβ 沉积等 AD 典型的病理

改变。

3　 转基因动物模型

转基因动物模型以遗传学说为其基础,将人或

动物的疾病相关基因作为目的基因进行修饰,再拼

接一个特定的启动子后植入动物(最常用为小鼠,
少数为大鼠、果蝇、斑马鱼)受精卵内。 再将受精卵

导入假孕动物体内使其稳定遗传以复制 AD 特定病

理特征。
研究表明,多个基因都与 AD 的发生有着密切

的关系,主要有淀粉样前体蛋白 APP、微管相关蛋

白 MAPT、早老素 PSEN1、载脂蛋白 APOE 和髓系细

胞-2 上表达的触发受体 TREM2,以及淀粉样蛋白

原的剪切酶 BACE1(β-分泌酶 1) [59-61]。 由于 AD
两个确定的病理标志是 Aβ 和 tau,这些模型多专注

于淀粉样蛋白,仅有少部分关注于 tau。 其中 APP
和 PSEN1 基因与 Aβ 的生成有关,APOE 基因参与

Aβ 沉积形成过程。 Tau 基因突变可引发 tau 蛋白表

达异常,进而出现 tau 蛋白异常磷酸化及神经缠结

等 AD 病理特征。 AD 转基因模型主要包括 APP 转

基因模型、Tau 蛋白转基因模型、PSEN1 转基因模

型、APOE 转基因模型、双转基因模型以及多转基因

模型等[62]。 具体建模方法见表 3。
尽管许多转基因模型在评估新型疗法潜力方

面的实用性上仍存在较大争议,但了解可用的不同

模型并对其功能进行详细了解,可以帮助研究者选

择最佳模型,以探索疾病机制或评估候选药物。 转

基因动物模型依然是目前 AD 模型中的主要模型,
已为人类了解疾病的部分机制做出了巨大贡献,并
且在以后的其他实验中可能会开创出疾病新的治

疗方法。

3. 1　 APP 转基因模型

Aβ 沉积是 AD 病理改变的重要特征之一,APP 作

为 Aβ 的上游前体蛋白,影响着 Aβ 的产生。 过量表达

Aβ 蛋白可以形成 SP,影响着 AD 病理过程的发展。
此模型通过转染或敲除 APP 基因,促进动物脑

内 Aβ 产生,进而表现出 Aβ 沉积的病理特征。 但模

型动物大脑区域中不会出现神经纤维缠结和明显

的神经元丢失。
3. 2　 Tau 蛋白转基因模型

Tau 蛋白是一种细胞内被用作支架的微管相关

蛋白,可以促进微管的聚集。 其主要存在于轴突

中,但体细胞和树突中也存在 Tau 蛋白。 在病理条

件下,Tau 过度翻译表达以及异常修饰,尤其是过度

磷酸化修饰,会影响其与微管结合的亲和力,进而

导致 Tau 聚集性增强和清除率下降。
此类模型仿效了 AD 患者 Tau 蛋白异常修饰而

被广泛应用,但不能用于模拟 AD 其他病理过程。
3. 3　 PS 转基因模型

位于 14 号染色体上的 PS-1 基因和位于 1 号

染色体上 PS-2 基因共同控制着 APP 剪切酶之一

的 γ-分泌酶复合物的形成。 PS 基因突变时会影响

到 γ-分泌酶复合物结构的稳定性,进而影响到下游

APP 的剪切过程。
PS1 中的突变是家族性 AD 的最常见原因,但

它们不会在转基因小鼠模型中形成淀粉样蛋白斑

块。 因此,PS 突变常与 APP 或其他突变结合使用,
来加强转基因后的协同效应。
3. 4　 双转基因模型

双转基因模型是在单转基因模型的基础上结

合另外一种单转基因模型构建而成的。 APP 小鼠

大脑皮层可形成老年斑,但几乎观察不到神经纤维

缠结,为解决问题,人类的 Tau 和 PS 基因被引入到

APP 小鼠当中,建立出 APP / Tau 双转基因小鼠。
APP / PS 双转基因小鼠通过加速表达 Aβ,实现

更快速且稳定地形成 Aβ 增多、聚集的病理特征表

现。 但这类模型与 APP 模型一样,无法形成 Tau 病

理。 而 APP / Tau 双转基因小鼠可同时出现 Aβ 斑

块沉积和神经元纤维缠结。
3. 5　 多转基因模型

AD 病理存在多种基因缺陷,单转基因模型或

双转基因模型难以完全契合 AD 的全部病理特征。
因此,研究者创建了多转基因模型来全面模拟 AD
的病理特征。

731



中国实验动物学报 2022 年 2 月第 30 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2022,Vol. 30, No. 1

表 3　 常用 AD 转基因动物模型分类表

Table 3　 Classification of commonly used AD transgenic animal models
模型
Models

基因
Gene

名称
Name

突变 /启动子
Mutation / promoter

动物品系
Animal strains

优点
Advantages

缺点
Disadvantages

参考文献
References

APP 转
基因模型

APP
transgenic
model

APP

PDAPP
hAPP ( Ind ),
human PDGF-
β promoter

C57BL / 66
× DBA2

6 ~ 8 月龄时形成 Aβ 斑块,胶质增生,
脑血管淀粉样变性,3 个月时出现空间
记忆障碍
Formation of Aβ plaques at 6 ~ 8 months
of age, gliosis, cerebrovascular
amyloidosis, and spatial memory
impairment at 3 months

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[63-64]

Tg2576

hAPP ( Swe ),
isoform 695,
hamster
PrP promoter

C57BL / 6

9 ~ 11 月龄时出现 Aβ 斑块,胶质增
生,突触丢失,脑血管淀粉样变性,6 月
龄时出现空间和学习记忆障碍
Aβ plaques, glial hyperplasia, loss of
synapses, and cerebrovascular
amyloidosis appear at 9 ~ 11 months of
age, and space, learning and memory
disorders appear at 6 months of age

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[65-66]

APP23
hAPP ( Swe ),
isoform 751, mouse
Thy1 promoter

C57BL / 6

6 ~ 8 月龄时形成 Aβ 斑块,过度磷酸
化的 tau 蛋白,胶质增生,神经元丢失,
脑血管淀粉样变性,3 月龄时出现认知
和空间记忆障碍
Formation of Aβ plaques at 6 ~ 8 months
of age, hyperphosphorylated tau protein,
glial hyperplasia, neuronal loss,
cerebrovascular amyloidosis, cognitive
and spatial memory impairment at 3
months of age

不出现神经纤维
缠结
No
neurofibrillary
tangles

[67]

J20
hAPP (Swe, Ind),
human PDGF-
β promoter

C57BL / 6

6 ~ 8 月龄时形成 Aβ 斑块,胶质增生,
突触和神经元丢失,脑血管淀粉样变
性,2 月龄时出现识别记忆障碍和 3 个
月时出现空间记忆障碍
Formation of Aβ plaques at 6 ~ 8 months
of age, glial hyperplasia, loss of synapses
and neurons, cerebrovascular
amyloidosis, recognition and memory
impairment at 2 months of age and spatial
memory impairment at 3 months

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[68]

TgCRND8
hAPP (Swe, Ind),
hamster
PrP promoter

C3H / He-
C57BL / 6

3 ~ 5 月龄时形成 Aβ 斑块,胶质增生,
突触和神经元丢失,脑血管淀粉样变
性,6 月龄时出现进行性工作和空间记
忆障碍
Formation of Aβ plaques at 3 ~ 5 months
of age, glial hyperplasia, loss of synapses
and neurons, cerebrovascular
amyloidosis, and progressive work and
spatial memory impairment at 6 months
of age

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[69]

APPNL-G-F
knock-in

hAPP ( Swe, Ibe,
Arc ), endogenous
APP promoter

C57BL / 6

2 月时形成 Aβ 斑块,胶质增生,突触丢
失,6 月龄时出现空间记忆障碍
Formation of Aβ plaques at 2 months,
glial hyperplasia, loss of synapses, and
spatial memory impairment at 6 months
of age

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[70]

TgSweDI

hAPP ( Swe,
Dutch, Iowa ),
mouse
Thy1 promoter

C57BL / 6

3 月龄时形成 Aβ 斑块,胶质增生,脑血
管淀粉样变性,6 月时出现学习记忆
障碍
Formation of Aβ plaques at 3 months of
age, gliosis, cerebrovascular
amyloidosis, and learning and memory
impairment at 6 months

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[71]

APP693△ hAPP ( Osaka ),
mouse PrP promoter

B6C3F1,back-
crossed to
C57BL / 6

8 月龄时形成 Aβ 斑块,tau 蛋白过度磷
酸化,胶质增生,神经元丢失,8 月时出
现空间记忆障碍
Formation of Aβ plaques at 8 months of
age, hyperphosphorylation of tau protein,
glial hyperplasia, neuron loss, and
spatial memory impairment at 8 months

不出现老年斑和神
经纤维缠结
No senile plaques
and
neurofibrillary
tangles

[72]
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续表 3
模型
Models

基因
Gene

名称
Name

突变 /启动子
Mutation / promoter

动物品系
Animal strains

优点
Advantages

缺点
Disadvantages

参考文献
References

APP21
hAPP (Swe, Ind),
the ubiquitin-
C promoter

SD rat

9 月龄时出现弥漫性斑块和血管周围
淀粉样蛋白沉积。 脑淀粉样血管病,19
月龄时出现长时程增强效应缺陷和学
习障碍
Diffuse plaques and perivascular amyloid
deposits appeared at 9 months of age.
Cerebral amyloid angiopathy, with defects
in long-term potentiation and learning
disabilities at 19 months of age

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[73]

McGill-R-
Thy1-APP

hAPP (Swe, Ind),
mouse
Thy1. 2 promoter

Wistar rat

1 周时海马和皮层中的神经元出现
Aβ。 6 月龄时出现细胞外 Aβ 斑块和
小胶质细胞密度增加,18 月龄时出现
神经元丢失,20 月龄时胆碱能神经支
配减少,3 月时出现恐惧反应缺陷,4 ~
6 月龄时出现空间和工作记忆缺陷以
及视觉辨别能力严重缺陷
Aβ appeared in neurons in the
hippocampus and cortex at 1 week. The
density of extracellular Aβ plaques and
microglia increased at 6 months of age,
neuron loss at 18 months of age,
cholinergic innervation decreased at 20
months of age, fear response defects
appeared at March, 4 ~ 6 months Spatial
and working memory deficits and severe
deficits in visual discrimination at age

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[74-77]

Tau 转基
因模型

Tau transgenic
model

Tau

hTau

hMAPT ( all 6
isoforms, non-
mutant ), human
tau promoter

C57BL / 6

9 月龄时出现 tau 病理,神经元丢失,12
月龄时出现认知和空间记忆障碍
Tau pathology and neuron loss at 9
months of age, cognitive and spatial
memory impairment at 12 months of age

不出现 Aβ 斑块
No Aβ plaques

[78]

rTg4510
hMAPT ( h0N4R
P301 L ), human
CaMKIIα promoter

mixed: 129S6
(activator) × FVB
(responder)

8 月龄时出现神经纤维缠结,突触和神
经元丢失,3~5 月龄出现空间记忆障碍
Neurofibrillary tangles appear at 8 months
of age, synapses and neurons are lost,
and spatial memory disorders appear at 3
~5 months of age

不出现 Aβ 斑块
No Aβ plaques

[79-80]

TauP301S
Line19 or PS19

hMAPT ( h1N4R
P301S),mouse PrP
promoter,

( C57BL / 6 ×
C3H)F1

8 月龄时出现神经纤维缠结,胶质增
生,7 月龄时出现空间和学习记忆障碍
Neurofibrillary tangles and glial
hyperplasia appear at 8 months of age,
and space, learning and memory
disorders appear at 7 months of age

不出现 Aβ 斑块
No Aβ plaques

[81]

PS 转基
因模型

PS transgenic
model

PS

PS1M146VKI PS1M146VK 129 / C57BL / 6 神经元丢失
Neuron loss

不出现 Aβ 沉积和
Aβ 斑块, 也不会
出现神经纤维缠结
No Aβ deposits,
Aβ plaques, and no
neurofibrillary
tangles

[82]

PS1P117 L P117 L B6D2 可以形成 Aβ 斑块
Can form Aβ plaques

不出 现 tau 病 理
表现
No pathological
manifestations of tau

[83]

PS1v97 L-Tg V97 L C57BL / 6
表现出神经纤维缠结和神经元丢失
Exhibits neurofibrillary tangles and
neuron loss

不出现 Aβ 沉积和
Aβ 斑块
No Aβ deposits and
Aβ plaques

[84]

APOE 转
基因模型
APOE

transgenic
model

APOE APOE2
Knock-in

APOE2 inserted
with expression
regulated by
endogenous
regulatory elements
and the mouse
APOE
gene inactivated

C57BL / 6 Aβ 增多
Increased Aβ

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[85]
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续表 3
模型
Models

基因
Gene

名称
Name

突变 /启动子
Mutation / promoter

动物品系
Animal strains

优点
Advantages

缺点
Disadvantages

参考文献
References

双转基因
模型
Double

transgenic
model

APP+PS

APP+tau

APPswe /
PSEN1dE9 or
APP / PS1

m / hAPP ( Swe ),
hPSEN1 (m / hAPP
( Swe ), hPSEN1
( △E9 ), mouse
PrP promoters

( C57BL / 6 ×
C3H)F2

6 ~ 9 月龄时形成 Aβ 斑块,胶质增生,
突触和神经元丢失,脑血管淀粉样变
性,6 月龄时出现空间和记忆障碍
Formation of Aβ plaques at 6 ~ 9 months
of age, glial hyperplasia, loss of synapses
and neurons, cerebrovascular
amyloidosis, and space and memory
impairment at 6 months of age

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[86]

APPPS1-21 or
APPPS1

hAPP ( Swe ),
hPSEN1 (L166P),
mouse
Thy1 promoter

C57BL / 6J

6 ~ 8 月龄形成斑块,胶质增生,突触
和神经元丢失,脑血管淀粉样变性,7
月龄时出现空间和学习记忆障碍
Plaque formation at 6 ~ 8 months of age,
glial hyperplasia, loss of synapses and
neurons, cerebrovascular amyloidosis,
and space and learning and memory
impairment at 7 months of age

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[87]

5×FAD

hAPP ( Swe, Fl,
Lon ), hPSEN1
( M146 L, L286
V ), mouse
Thy1 promoter

C57BL / 6×SJL

2 月龄时形成 Aβ 斑块,胶质增生,突触
和神经元丢失,脑血管淀粉样变性,3
月时出现进行性空间记忆障碍,6 月龄
出现学习记忆障碍
Formation of Aβ plaques at 2 months of
age, glial hyperplasia, loss of synapses
and neurons, cerebrovascular
amyloidosis, progressive spatial memory
impairment at 3 months, learning and
memory impairment at 6 months of age

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[88]

PSAPP
APPK670 N / M671
L PS1M146 L,
PrP promoters

Tg2576 Aβ 沉积和斑块
Aβ deposits and plaques

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[89]

APP+PS1

hAPP ( Swe Ind),
PSEN1 L166P,
mouse
PrP promoters

Inbred Fischer
344 rats

Aβ 斑块,脑血管淀粉样变性,12 ~ 14
月龄时出现记忆损伤
Aβ plaques, cerebrovascular
amyloidosis, memory impairment at 12 ~
14 months of age

无典 型 tau 病 理
改变
No typical tau
pathological
changes

[90]

TgF344-AD

hAPP ( Swe ),
PSEN1: deltaE9,
mouse
PrP promoters

Fischer 344 rats

6 ~ 26 月龄海马和皮质中出现 Aβ 斑
块,6 月龄时蓝斑处出现 tau 过度磷酸
化,6 ~ 24 月龄出现空间和记忆缺陷
Aβ plaques appear in the hippocampus
and cortex at 6 ~ 26 months old, tau
hyperphosphorylation appears at the locus
coeruleus at 6 months old, and space and
memory deficits appear at 6 ~ 24
months old

- [91]

TAPP
tauP301 L / APPsw,
mouse
PrP promoters

Tg2576×JNPL3

3 月龄时出现 tau 病理特征,6 月龄时
表现出 Aβ 形成的斑块
Tau pathological features appear at the
age of 3 months, and plaques formed by
Aβ appear at the age of 6 months

- [92]

多基因转
基因模型
Multigene
transgenic
model

APP+PS
+tau 3×Tg

hAPP ( Swe ),
hPSEN1 ( M146
V ), hMAPT
( h0N4RP301 L ),
mouse Thy1. 2
promoter ( APP,
MAPT ),
endogenous
PSEN1 promoter

C7BL / 6, 129X1 /
SvJ, 129S1 / Sv

6 月龄时形成 Aβ 斑块,12 月龄时出现
tau 病理表现,胶质增生,4 月龄时出现
进行性学习记忆障碍,6 月龄出现空间
记忆障碍
Formation of Aβ plaques at 6 months of
age, tau pathological manifestations and
glial hyperplasia at 12 months of age,
progressive learning and memory
impairment at 4 months of age, and
spatial memory impairment at 6 months
of age

- [93]

　 　 多转基因模型是根据需要将三个或三个以上

易感基因结合在一起来建立基因模型。 此类模型

可以用于测试 AD 特定的病理分子机制或研究候选

药物对特定病理的作用和疗效,也可用于比较两类

转基因模型之间的差异。 3xTg 模型是典型的多转

基因模型,同时具有 APP、PS1、Tau 三个基因突变。
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该模型可表现出 Aβ 沉积形成的斑块和 tau 病理改

变,以及神经纤维缠结。

4　 其他动物模型

除了自然动物模型、人工干预动物模型、遗传

动物模型以外,研究者还基于近年出现的新的发病

假说创建了相关动物模型。 主要有自身免疫模型、
人源肠道菌群动物模型。
4. 1　 自身免疫模型

AD 的一个重要病理特征为 Aβ 蛋白在大脑和

脑血管系统的沉积[94],AD 神经变性严重程度与脑

内 Aβ 抗体的水平密切相关[95]。 动物实验证明主

被动免疫疗法均能减少转基因小鼠的体内的 Aβ 含

量并可挽救记忆缺陷[96]。 于是研究者不再局限于

研究淀粉样斑块沉积,而将研究视角聚焦于自身免

疫层面。 虽然免疫疗法也像动物实验一样可以降

低患者体内的 Aβ 含量,但免疫疗法临床试验均未

能改善患者的记忆力。
4. 2　 人源肠道菌群动物模型

随着这几年对肠道菌群的研究加深,越来越

多的研究表明肠道菌群与 AD 的发生发展有着密

不可分的联系[97] 。 因此,有研究人员将 AD 患者

粪便的菌群提取液经口灌胃小鼠来制备人源肠道

菌群动物模型[98] 。 该模型可以探索肠道微生物群

对 AD 发病机制的远程贡献背后的特定信号介质

或机制。

5　 问题与展望

阿尔茨海默病已成为危害老年人的全球性疾

病,受到了世界认知科学、神经科学、心理学等领域

学者的广泛关注。 目前常用的 AD 实验动物模型众

多,表现出的疾病症状及病理改变各不相同,各种

动物模型都有各自的长处与不足,因此需要根据疾

病发生原理和实验目的不同选择相应的模型。
但是,即便 AD 的相关研究成果层出不断,为何

至今仍然鲜有有效的治疗方法和手段问世。 笔者

认为,AD 有效治疗方法开发的主要障碍是缺乏适

当的模型,而构建恰当的疾病模型需要明确疾病发

生的机制。 AD 发病机制尚不明确,未能形成定论

或达成统一认识,模拟构建出完全符合疾病发病机

制特点的模型似乎是遥不可及的。 此外,AD 是一

种复杂的慢性神经退行性疾病,并且可能是人类所

特有的,当前单一病因途径或单一致病因素的观点

限制了 AD 在动物身上的模拟,以及动物模型的发

展。 就此,我们一方面需要在 3R 原则的指导下尝

试开发新的实验动物种类;另一方面则可以从整合

医学理念出发,从整体和宏观角度综合判别疾病发

生机制和多靶点治疗途径,以拟定更加完善且符合

疾病本质的研究方案和治疗手段。
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高甘油三酯血症动物模型研究进展
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　 　 【摘要】 　 高甘油三酯血症(HTG)与肥胖、代谢综合征和糖尿病密切相关,同时也是诱发急性胰腺炎(AP)和
增加动脉粥样硬化性心血管疾病(ASCVD)发病风险的重要影响因素之一,是当前的研究热点。 成功建立符合要求

的动物模型是开展相关实验研究的关键,本文对 HTG 动物模型的研究现状进行了系统的总结,以期为深入研究

HTG 的发病机制和降脂药物的筛选提供动物模型参考。
【关键词】 　 高甘油三酯血症(HTG);动物模型;甘油三酯(TG)
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Research progress on animal models of hypertriglyceridemia
GUAN Yuanyuan1, ZHENG Yanfei2, ZHU Linghui1, WANG Liying1, BAI Fan1, LI Tianxing1, SUN Ziwei2∗,

LI Lingru2∗

(1. College of TCM, Beijing University of Chinese Medcine, Beijing 100020, China. 2. National Institute of TCM
Constitution and Preventive Medicine, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100020)
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【Abstract】 　 Hypertriglyceridemia ( HTG) has become a research hotspot because it is tightly associated with
obesity, metabolic syndrome and diabetes,and is also one of the important factors of inducing acute pancreatitis (AP) and
increasing the risk of atherosclerotic cardiovascular disease ( ASCVD). The success of replicating animal model of
hypertriglyceridemia is one of the key of research in experimental hypertriglyceridemia. The paper summarizes the research
of hypertriglyceridemia animal model in order to provide reference for studying in-depth mechanism and selecting
antilipidemic drugs.

【Keywords】　 hypertriglyceridemia(HTG); animal model; triglyceride(TG)
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　 　 高甘油三酯血症(hypertriglyceridemia,HTG)是
血脂异常的重要表现,通常定义为空腹血清甘油三

酯(triglycerides,TG)≥ 150 mg / dl[1]。 HTG 的发生

是由于体内 TG 水平升高,即富含 TG 的脂蛋白

(triglyceride-rich lipoproteins,TGRL)加工和分解代

谢改变或血浆 TG 清除率降低[2]。 HTG 与肥胖、代
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谢综合征和糖尿病密切相关也是诱发急性胰腺炎

(acute　 pancreatitis,AP)和增加动脉粥样硬化性心

血 管 疾 病 ( atherosclerotic cardiovascular disease,
ASCVD)风险的重要影响因素之一[3]。

他汀类药物是治疗高脂血症的首选药但他汀

降 TG 的作用有限。 根据 2007 ~ 2014 年美国健康

与营养调查(NHANES)数据显示 HTG 的总体患病

率为 25. 9%,其中接受他汀类药物治疗患者的患病

率为 31. 6%[4]。 HTG 也是我国高脂人群中常见的

血脂异常类型。 2012 年全国调查结果显示高胆固

醇血症的患病率为 4. 9%,HTG 的患病率为 13. 1%,
约是高胆固醇血症患病率的 3 倍[5]。 临床上降脂

的首要目标是降低密度脂蛋白胆固醇( low-density
lipoprotein cholesterol,LDL-C)水平,但即使患者经标

准治疗 LDL-C 达标后,仍可能发生心血管事件

(cardiovascular disease,CVD),尤其是使用他汀治疗

后 TG 不达标患者 CVD 的发生风险远高于 TG 达标

者[6]。 有研究表明降 TG 与降 LDL-C 的临床效益是

相似的且可能与载脂蛋白 B(ApoB)的绝对减少有

关这使 HTG 成为当前的研究热点[7]。 成功建立符

合要求的动物模型是开展相关实验研究的关键,然
而目前 HTG 的造模方法还未成熟完善,很少有研究

对其进行系统总结归纳。 现本文根据时间分类(急
性、慢性、先天性)对 HTG 动物模型做一概述以期为

深入研究 HTG 的潜在发病机制和降 TG 药物的筛

选提供动物模型参考。

1　 急性 HTG 动物模型

1. 1　 注射法

注射类方法是通过一次性实验动物尾静脉注

射、腹腔注射或皮下注射使其血清 TG 一过性快速

升高的一种造模方法。 此方法简单、便捷、可控,可
使实验动物处于高水平的 TG 状态[8]。 但这种高

TG 状态呈剂量依赖性且持续时间不长,与人类发病

机制差异较大与临床病症特点的吻合度也仅为

34%一般常用于降脂药物的初筛和药效评价[9]。 目

前用注射类方法建立急性 HTG 动物模型的造模方

法有 Triton-WR1339 ( TWR) 注射法、 poloxamer-407
(P-407)注射法和 chlorpyrifos(CPF)注射法。

TWR 和 P-407 均是一种表面活性剂,可通过直

接抑制脂蛋白酯酶( lipoprotein lipase,LPL)和肝脂

肪酶的活性来增加血清 TG 浓度和极低密度脂蛋白

胆固醇(VLDL-C)的含量[10-11]。 研究表明,Zarzecki

等[10]给雌性 C57BL / 6 小鼠腹腔注射 TWR(400 mg /
kg)可在 24 h 内引起急性 HTG,血清 TG 可升至正

常小鼠的 20 倍左右,升 TG 效果显著,常用于 HTG
调脂药物的筛选,但其不足之处是药品成本较高。
Yeom 等[12]给雄性 SD 大鼠一次性腹腔注射 P-407
(400 mg / kg)也可在 24 h 内迅速升高血清 TG 和

TC。 研究表明 P-407 的毒性非常低,长期使用也可

确保小鼠的安全性[13],是目前诱导混合型急性高脂

血症动物模型的常用方法。 CPF 是一种有机磷杀

虫剂,其诱导急性 HTG 的机制尚不清楚。 Acker
等[14]研究表明,单次 CPF 皮下注射(50 mg / kg)给

药可快速导致雄性 Wistar 大鼠 TG 和 LDL-C 水平增

加,且使高密度脂蛋白 ( High density lipoprotein
cholesterol,HDL)水平下降可作为一种研究 CPF 促

动脉粥样硬化的动物模型。 Ono 等[15] 研究表明,通
过将其腺病毒注射到雄性 C57BL / 6 小鼠体内,在肝

脏中过度表达 NH(2) -末端豆蔻酰化信号附加的

Akt(myristoylation signal-attached Akt,myr-Akt),也
可导致显著的高甘油三酯血症,并伴有脂肪肝和肝

肿大,这可能是 Akt 诱导 SREBP-1 表达和独立于

SREBP-1 的脂肪酸合成机制共同作用的结果。
1. 2　 灌胃法

与高脂饮食喂养相比,灌胃法可以保证动物间

食物摄入量的一致性,建模周期相对较短,避免了

饮食喂养法引起的动物厌食现象。 缺点是乳液应

低温储存,口服困难,动物容易腹泻或消化不良,实
验动物容易死亡等[16]。 现阶段,建立 HTG 动物模

型常用的灌胃方法有五味子素 B 溶剂( schisandrin
B,Sch B)灌胃法、果糖水灌胃法和食用油灌胃法等

均可在较短时间内引起动物血清 TG 升高。
研究表明,用橄榄油配制五味子素 B 溶剂(Sch

B)给雄性 ICR 小鼠灌胃,能够在 48 h 快速升高小鼠

TG 是一个实用且简便的急性单纯性 HTG 动物模

型[17]。 Sch B 诱导的高甘油三酯血症和肝脂肪变性

是由脂肪分解:脂肪细胞大小减少和血清非酯化脂

肪酸(nonestesterified fatty acid,NEFA)增加以及外

源性来源血清载脂蛋白 B48 ( apolipoprotein, Apo
B48)增加引起的[18]。 当 Sch B 灌胃联合高糖高脂

饮食时可同时升高血清 TG 和总胆固醇 ( total
cholesterol,TC)水平可用于制备混合型高脂血症动

物模型[19]。
果糖水和食用油灌胃可通过扰乱机体饮食平

衡而达到迅速升高血脂的目的,造成急性 HTG 的机
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制与人类较为接近,但其高 TG 状态维持的时间较

短,适用于做口服脂质耐受性测试(OLTT),对于评

估肠道及全身脂质代谢具有重要意义。 Ochiai
等[20]给高脂饲料喂养 1 周后的雄性 ddY 小鼠在禁

食12 h后灌胃大豆油(5 mL / kg),可在 2 ~ 3 h 内迅

速升高小鼠血清 TG(400 mg / dl)水平,并于 6 h 后

恢复至正常水平。 石慧荣等[21] 用高蛋白低碳水化

合物饲料(基础饲料 31. 3%,干酪素 50%,L-胱氨酸

0. 2%,玉米淀粉 4. 5%,蔗糖 10%,大豆油 4%)喂养

雄性 SD 大鼠 1 周,禁食禁饮 24 h 后只予 20%果糖

灌胃,每次 4 h,灌胃 5 次,于末次灌胃后 8 h 血清

TG 达高峰,约为正常饮食大鼠血清 TG 的 2 倍。

2　 慢性 HTG 动物模型

慢性 HTG 动物模型的造模方法包括基因修饰

法、高脂饮食喂养法和复合因素造模法。
2. 1　 基因修饰法

国内外多使用基因修饰法研究基因缺陷导致

的 家 族 性 高 甘 油 三 酯 血 症 ( familial
hypertriglyceridemia, FHTG )。 LPL, 载 脂 蛋 白 C2
( apolipoprotein C2, APOC2 ), 载 脂 蛋 白 A5
(apolipoprotein C5, APOA5), 脂肪酶成熟因子 1
(lipase maturation factor 1,LMF1),甘油-3-磷酸脱

氢酶 1( glycerol 3-phosphate dehydrogenase1,GPD1)
和糖基磷脂酰肌醇锚定的高密度脂蛋白结合蛋白 1
( glycosylphosphatidylinositol-anchored high-density
lipoprotein binding protein 1,GPIHBP1)是导致严重

HTG 的六个经典基因[22]。
Weinstock 等[23] 研究显示,纯合 LPL 基因敲除

的小鼠幼崽 TG 水平是对照组的 3 倍,VLDL-C 水平

是对照组的 7 倍,其无法在哺乳期存活,会在出生后

18 ~ 24 h 内死亡。 杂合 LPL 基因敲除小鼠可存活

至成年并有轻度高甘油三酯血症,与对照相小鼠相

比,进食或 10%蔗糖饮食,TG 水平会升高 1. 5 ~ 2
倍。 这可能与 LPL 血清 TG 清除速率降低,VLDL 部

分分 解 代 谢 率 降 低 有 关。 Yang 等[24] 通 过 对

GPIHBP1 基因修饰,复制了 HTG C57BL / 6 小鼠模

型并探讨了 HTG 对 AP 细胞修复再生的影响。 Liu
等[25] 通 过 转 录 激 活 因 子 样 效 应 物 核 酸 酶

( transcription activator-like effector nucleases,
TALEN)技术突变了斑马鱼的 APOC2 基因,获得了

严重的 HTG 和乳糜微粒血症动物模型。 Wei 等[26]

开发了在肝和肠道中表达人 APOC3 的转基因猪,这
些动物的血清 TG 水平可增加 2. 5 倍,但总胆固醇

和 HDL-C 水平正常。 它们表现出延迟的 TG 吸收和

清除,这与 APOC3 在阻碍 TRL 分解代谢中的已知

作用是一致的。 Gao 等[27] 通过对 APOC2 基因敲除

的仓鼠连续静脉注射正常仓鼠血清而提高了新生

儿仓鼠的存活率,并发现在后期可表现出严重的

HTG,创建了一种具有严重 HTG 的新型 ApoC2 缺失

哺乳动物模型。 Takanashi 等[28] 使用 APOA5 基因

敲除小鼠联合高碳水饮食喂养,成功地重构了人类

APOA5 缺乏症引起的严重 HTG,而这种基因功能缺

陷型的 HTG 会因高碳水化合物饮食或衰老等环境

因素的刺激而加剧。 Toshihiro 等[29] 研究发现一种

APOC2 的模拟肽可以逆转 APOC2 基因突变小鼠的

HTG,可作为一种潜在的新疗法用于治疗 APOC2 缺

乏症。
基因修饰法的优点是可以很好地模拟在遗传

条件下 HTG 的发生、发展过程,是 FHTG 较理想的

造模方法。 缺点是成本高、技术难度大,且来源珍

贵,无法大范围推广使用。
2. 2　 高脂饮食喂养法

高脂饮食喂养法是指用高 TC、高 TG 的饲料进

行喂养,导致实验动物血清脂质升高,造成脂代谢

紊乱的一种造模方法。
大鼠和小鼠是最常见的建立高脂模型的实验

动物,但大鼠、小鼠对高脂饲料不敏感,单纯高脂饲

料喂养还会造成动物厌食的情况,而且饲料喂养不

能保证实验动物的进食量相等,在后期指标检测时

会影响结果的准确性。 且大鼠和小鼠的脂质分布

与人类的脂质分布不同,其体内主要以 HDL 为主,
血浆 TG 的清除率比人大很多[30]。 适合高脂饲料

喂养的实验动物主要是豚鼠和仓鼠。 豚鼠和仓鼠

对高脂饲料极为敏感且脂代谢方式与人类相似,其
大部分循环胆固醇和人类一样,都是通过 LDL 转运

的[31]。 仓鼠容易因膳食胆固醇摄入过多而引起高

胆固醇血症[32],而豚鼠摄入高脂饲料易引起血清

TG 升高,且运动训练会降低豚鼠血清 TG 并增加血

清 HDL[33],与人类脂质代谢方式极为相似,是较理

想的 HTG 动物模型。
有研究发现,给予雄性 Hartley 豚鼠和雄性

Wistar 大鼠相同配方的高脂饲料(0. 1%胆固醇、10%
猪油)的高脂饲料,豚鼠形成了典型的高脂血症及高

甘油三酯血症动物模型,大鼠血脂未发生改变,而肝

脏发生了明显的脂肪性病变[34]。 由此可见,豚鼠更

容易出现血脂升高,而大鼠更易诱发形成典型的脂肪

肝模型。 刘伟[35]还发现延长光照时间可以加重雌性

豚鼠的胰岛素抵抗,加速糖、脂代谢紊乱的形成。 这
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与长期熬夜、倒班及作息不规律的人群易患糖尿病、
肥胖、高血脂等相关疾病密切相关。 不足之处是豚鼠

价格较贵,灌胃较困难,且成年豚鼠体重较大,操作较

困难。 因此,目前国内外学者选用豚鼠作为 HTG 动

物模型的频率一直不如大鼠。
2. 3　 复合因素造模法

复合因素造模法是指在高脂饲料喂养的基础

上增加其他干预方式(如添加高糖饮食喂养或脂

肪乳剂灌胃、饮酒等) 的一种造模方法。 研究表

明,蔗糖有利于肝脂肪酸酯化,促进 TG-VLDL 合

成;果糖会减弱 VLDL-TGs 的分解代谢,引起 TG 大

量沉积[36] 。 脂肪乳剂灌胃法可通过模拟人类的高

脂饮食,使模型体内相关生化指标迅速上升,具有

操作简单、造模时间短、死亡率低等特点[37] 。 复合

梯度饮酒模拟了人类“过食肥甘醇酒”的饮食特

点,其升高血脂的主要机制可能有:(1)乙醇抑制

PPARα,阻滞脂肪酸( fatty acid,FA)氧化及转运。
(2)乙醇抑制 AMPK,减少 FA 氧化,增加 FA 合

成[38] 。 单纯的高脂饲料喂养很难建立 HTG 动物

模型[39] ,但若在高脂饲料喂养的同时添加高糖饮

食或脂肪乳剂灌胃、饮酒等复合因素,造模会相对

容易成功。
马文静[40]使用含 10%牛油、20%蔗糖和 10%果

糖的高糖高脂饲料成功建立了 HTG 动物模型,可使

模型组雄性 SD 大鼠血浆 TG 升高 298%,并稳定持

续 10 周左右。 孙赫等[41]用正常基础饲料喂养配合

10 mL / kg 剂量的高脂乳剂(吐温 60%、食用油 15%、
胆固醇 6%、胆酸钠 2%、丙基硫氧嘧啶 0. 2%)给雄

性 SD 大鼠灌胃,并在造模前一次性腹腔注射维生

素 D3 60 万单位 / kg,仅 10 d 便可使大鼠 TG 升高 3
倍,且稳定性较高。 杜宇忠等[42] 用高糖高脂饲料

(20%蔗糖、15%猪油、0. 8%胆固醇、0. 2%胆酸钠、
适量的酪蛋白、磷酸氢钙、石粉等)加不同梯度的酒

精喂养,自由饮食饮酒,4 周后可使模型组雄性 SD
大鼠 TG 显著升高 150%左右。 灵长类的脂质代谢

机制与人类最为接近,可用于评估血脂异常的临床

前研究。 Butler 等[43] 通过给成年雄性恒河猴喂养

中脂饮食(约 23% kcal)和高果糖玉米糖浆 500 mL,
可在 1 个月后使其空腹血清 TG 增加 3 倍多,较好

地复制了恒河猴 HTG 动物模型。
值得注意的是,高脂饲料并不能成功诱导小鼠

慢性 HTG,这可能是由于外源性 TC 的大量摄入抑

制了小鼠内源性 TG 合成,或同时抑制了 TG 从肝向

血液的释放[44]。 国内外学者常用载脂蛋白 E 基因

敲除(ApoE-)和低密度脂蛋白受体敲除( low density
lipoprotein receptor,LDLR-)的 C57BL / 6 小鼠联合高

果糖饮食诱导 HTG。 Mastrocola 等[45] 研究证明,喂
养高果糖饮食的 LDLR- C57BL / 6 小鼠可比喂养高

脂饮食的 C57BL / 6 小鼠血清 TG 增加 2 倍多。

3　 先天性 HTG 动物模型

常见的先天性 HTG 动物模型主要有大鼠和兔。
Kune 等[46] 的 研 究 表 明, 遗 传 性 HTG 大 鼠

(hereditary hypertriglyceridemic rats,HHTg) 有高血

压和高血清 TG,但不升高血清 TC,而且这种脂质代

谢紊乱还与血小板聚集密切有关。 Mangat 等[47] 的

研究表明,成年的雄性 JCR:LA-cp 大鼠正常饮食的

情况下其血清 TG 水平即为正常大鼠的 3 倍左右,
这主要是因为成年雄性 JCR:LA-cp 大鼠肝会分泌

过多 VLDL,从而表现出高瘦素血症、高胰岛素血症

和明显的 HTG。 “ watanble heritablehyperlipidemic
rabbit”(WHHL)兔的 LDL 受体先天性缺陷,从出生

时就表现为高胆固醇血症和 HTG,是作为脂质代

谢、动脉硬化不可多得的模型[8],已被世界各地广

泛应用于研究。 Kawai 等[48] 的研究发现,WHHL 兔

与日本白兔(Japanese white rabbit,JW)的杂交可形

成 餐 后 HTG 兔 模 型 ( postprandial
hypertriglyceridemic rabbit,PHT),即在喂食标准饮

食的情况下,血清 TG 水平就非常高。 此外,圣托马

斯医院(the St. Thomas Hospital rabbit,STH)兔表现

出孟德尔形式的高甘油三酯血症,伴随着 APOB 脂

蛋白生成增加和动脉粥样硬化加速[49]。

4　 总结

建立科学有效的实验动物模型是整个实验研

究的关键环节。 现本文根据时间分类以及常见动

物种类(见表 1)对 HTG 动物模型做一概述,可根据

不同的实验目的和实验能力,选择最理想的动物模

型。 急性 HTG 动物模型造模方便,用时短,TG 升高

明显,可用于降脂药物的初步筛选和验证;基因修

饰 HTG 动物模型和先天性 HTG 动物模型可模拟遗

传条件下 HTG 的发生、发展过程,是 FHTG 最理想

的造模方法,可用于 HTG 发病的深层机理探索;高
脂饮食喂养法和复合因素造模法与 HTG 发病机制

最相似,与临床特征最吻合,可用于 HTG 的机制研

究和药效评价。 目前,HTG 的造模方法还十分有

限,本文对现有造模方法做一概述,以期为今后

HTG 的药效筛选和机制研究提供模型参考。
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表 1　 高甘油三酯动物模型及其作用机制

Figure 1　 High triglyceride animal model and its mechanism
类型
Type

动物模型
Animal model

可能的作用机制
Mechanisms

小鼠
Mice

TWR 和 P-407 腹腔注射
TWR and P-407 injection

抑制 LPL 活性[10-11]

Decreased LPL activity[10-11]

myr-Akt 过表达[15]

myr-Akt expression
未知

Unknown

五味子素 B 溶剂灌胃
Schisandra B gavage

增加 NEFA 和 Apo B48[18]

Add NEFA and Apo B48[18]

食用油[20]灌胃
Oil gavage

未知
Unknown

LPL 基因缺陷
Defective LPL gene

抑制 LPL 活性[23]

Decreased LPL activity[23]

GPIHBP1 基因缺陷
Defective GPIHBP1 gene

抑制 LPL 活性[24]

Decreased LPL activity[24]

APOA5 基因敲除
Knock out APOA5 gene

抑制 LPL 活性[28]

Decreased LPL activity[28]

apoC-II 基因缺陷
Defective apoC-II gene

抑制 LPL 活性[29]

Decreased LPL activity[29]

大鼠
Rats

CPF 皮下注射[14]

CPF injection
未知

Unknown

果糖、蔗糖
Fructose and sugar gavage

增加脂肪从头合成[36]

Increased de novo lipogenesis[36]

高脂乳剂、维生素
Emulsion and vitamin D3 gavage

加重血管钙化[41]

Aggravating vascular calcification[41]

HHTg 胰岛素抵抗[46]

Insulin resistance[46]

JCR:LA-cp VLDL 分泌增加,LPL 活性饱和[47]

Increased VLDL secretion and saturated LPL activity[47]

仓鼠
Hamster

APOC2 基因敲除
Knockout APOC2 gene

抑制 LPL 活性[27]

Decreased LPL activity[27]

豚鼠
Guinea pigs

高脂饲料
Diet feeding

肝 TG 合成及 VLDL 分泌速率增加[35]

Hepatic TG synthesis and VLDL secretion rate increased[35]

斑马鱼模型
Zebrafifish model

APOC2 功能缺失突变体
APOC2 loss-of-function mutant

抑制 LPL 活性[25]

Decreased LPL activity[25]

猪模型
Pig

APOC3 转基因
APOC3 transgenic

延迟 TRL 清除[26]

Delayed TRL clearance[26]

灵长类动物模型
Primat models

恒河猴,高果糖饮食
Rhesusmacaques,high-fructose diet

增加从头脂肪生成[43]

Increased de novo lipogenesis[43]

Watanabe 遗传性高脂血症(WHHL)模型
Watanble heritablehyperlipidemic Rabbit

减少含有 APOB 的脂蛋白的清除[8]

Reduced clearance of APOB-containing lipoproteins[8]

兔子
Rabbit

遗传性餐后高甘油三酯 (PHT) 模型
Hereditary postprandial hypertriglyceridemic model

餐后血脂增加[48]

Increased postprandial lipemia[48]

托马斯医院(STH)兔
Thomas Hospital rabbit

增加 LDL 和 VLDL 组分中 APOB 的产生[49]

Increased production of APOB in both the LDL and VLDL fractions[49]
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