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　 　 【摘要】 　 目的　 建立合理、稳定的尿酸性肾病大鼠模型,为筛选及研究治疗尿酸性肾病提供病理模型。 方法

实验大鼠随机分为 3 个造模组和正常组。 造模组分别予以 750 mg / kg 氧嗪酸钾联合 150 mg / kg 低剂量尿酸(M-A
组)、750 mg / kg 氧嗪酸钾联合 300 mg / kg 中剂量尿酸(M-B 组)、750 mg / kg 氧嗪酸钾联合 600 mg / kg 高剂量尿酸

(M-C 组),正常组(Control 组)予以 0. 3%羧甲基纤维素钠(100 g / mL),连续灌胃 4 周后检测血尿酸、血肌酐、尿素

氮、甘油三酯、胆固醇等指标的变化以及肾的病理学改变。 结果　 与正常组比较,3 个模型组的血尿酸明显高于正

常组(P<0. 01,P<0. 05,P<0. 05);M-B 组、M-C 组的血肌酐显著升高(P<0. 05,P<0. 01);M-B 组的甘油三酯明显低

于正常组(P<0. 05);肾病理评分 M-B 组、M-C 组的肾病理评分明显高于正常组(P<0. 01);Masson 染色形态学显

示,3 个模型组与正常组比肾损伤明显(P<0. 05,P<0. 01,P<0. 01)。 免疫组化炎症 CD68 结果显示,与正常组比,3
个模型组表达量增加(P<0. 05,P<0. 01,P<0. 01);E-Cadherin 表达与正常组相比,M-B、M-C 组表达量明显降低

(P<0. 01);α-SMA 表达与正常组相比,3 个模型组表达量增加(P< 0. 05,P< 0. 01,P< 0. 01)。 结论 　 氧嗪酸钾

(750 mg / kg)联合中剂量尿酸(300 mg / kg)可作为构建尿酸性肾病大鼠模型较为理想的方法。
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 Establish a reasonable and stable rat model of uric acid nephropathy to provide a
pathological model for screening, research, and treatment of uric acid nephropathy. Methods 　 Experimental rats were
randomly divided into three model groups and a control group. Model mice were administrated orally with 750 mg / kg
oteracil potassium combined with 150 mg / kg low dose uric acid (M-A), 750 mg / kg oteracil potassium combined with 300
mg / kg medium dose uric acid (M-B), or 750 mg / kg oteracil potassium combined with 600 mg / kg high dose uric acid (M-
B). After continuous intragastric administration for 4 weeks, changes in blood uric acid, blood creatinine, urea nitrogen,
triglycerides, cholesterol and other indicators as well as pathological changes of the kidneys were observed for 4 weeks.
Results　 Compared with the control group, the serum uric acid of the three model groups was significantly higher (P<
0. 01, P<0. 05, P<0. 05), serum creatinine of the M-B and M-C groups was increased significantly (P<0. 05, P<0. 01),
triglycerides of the M-B group were significantly lower (P<0. 05). Renal pathology scores of M-B and M-C groups were
significantly higher those of the control group (P<0. 01). Masson staining of morphology showed that, in comparison with
the control group, kidney damage was more obvious in the three model groups ( P < 0. 05, P < 0. 01, P < 0. 01).
Immunohistochemical staining of inflammation marker CD68 showed that, compared with the control group, its expression
was increased of in three model groups (P<0. 05, P<0. 01, P<0. 01). Expression of epithelial cell marker E-Cadherin was
significantly reduced in M-B and M-C groups in comparison with to the control group ( P < 0. 01). Expression of
myofibroblast marker protein α-SMA was increased the three model groups compared with the control group (P<0. 05, P<
0. 01, P<0. 01). Conclusions　 Oteracil potassium (750 mg / kg) combined with the middle dose of uric acid (300 mg /
kg) is ideal to establish a rat model of uric acid nephropathy.

【Keywords】　 rats; potassium oxonate; uric acid; uric acid nephropathy; animal models

　 　 高尿酸血症(hyperuricemia,HUA)为体内嘌呤

代谢紊乱和(或)肾对尿酸排泄障碍所致的一种常

见代谢性疾病。 尿酸性肾病(uric acid nephropathy,
UAN)是 HUA 最常见的并发症之一[1-2],尿酸盐结

晶在肾小管的沉积为其主要病因。 大鼠是最常用

的实验研究动物之一,但因大鼠体内的 UA 在尿酸

酶作用下可分解成尿囊素,难以出现自发性 HUA 及

UAN,目前国内多采用氧嗪酸钾灌胃或腹腔注射,联
合腺嘌呤或酵母灌胃等方法[3]。 在氧嗪酸钾作用

下,大鼠体内尿酸酶活性下降,抑制 UA 分解,导致血

UA 增多,单用氧嗪酸类药物在短期内(5 周)可引起

大鼠肾动脉病变,需要干预 7 周以上才能出现明显的

肾损伤[4]。 该造模方法可引起轻度肾损伤,而造模时

间长,氧嗪酸钾药物价格偏贵,若想探究肾小管间质

纤维化,则成模周期更长。 而尿酸作为引起 UAN 的

直接物质,不用经过体内嘌呤代谢过程。 有研究将氧

嗪酸钾注射联合尿酸灌胃,第 5~ 6 周先后出现肾的

炎症反应、肾动脉病变及高血压等病变[5],本研究尝

试采用混合氧嗪酸钾和不同浓度尿酸灌胃的方法,尝
试建立一种操作简便、重复性好、能够稳定模拟人类

尿酸性肾损害的的 UAN 大鼠模型。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SD 大鼠,SFP 级,20 只,体重 180 ~ 220 g,

购于广东省医学实验动物中心[ SCXK(粤) 2016 -
0041]。 无菌手术在广东省中医药科学院动物实验

室屏障动物实验设施进行[SYXK(粤)2018-0094],
本实验经由广东省中医药科学院动物伦理委员会

批准(2017044),同时,向实验动物给予 3R 原则的

人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 氧嗪酸钾 (批号: STBH0976)、尿酸 (批号:
BCCBB2049)购自 Sigma 公司;羧甲基纤维素钠(批
号:20090328)购自上海阿拉丁公司;PBS 粉包(批
号:14E05A30)购自武汉博士德公司;10%福尔马林

固定液(批号:JX0100)购自广州晶欣生物公司;二
甲 苯 ( 批 号: 20201003 )、 无 水 乙 醇 ( 批 号:
20200820)、3%过氧化氢溶液(批号:20160304)购

自天津大茂化学试剂厂;苏木素伊红染液(批号:
092520201211)购自上海碧云天公司;中性树胶(批
号:20130917) 购自上海国药集团化学试剂公司;
CD68 ( 批号: GR3287728 - 2 )、 E-cadherin ( 批 号:
GR3260950-7)、α-SMA(批号:GR248336)购自美国

abcam 公司。 罗氏自动生化分析仪(C702)购自德

国 Roche 公司;组织包埋机(Histostar)购自 Thermo
Fisher 公司;电动显微镜成像系统(BX61)购自日本

OLYMPUS 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组
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动物于广东省中医药科学院实验动物中心 SPF
级动物房分笼适应性饲养 7 d 后,将已编号的大鼠

升序排列体重值,同时经由随机数字表完成分组设

计,随机划分出 4 组,每组 5 只,即正常组(Control
组)、模型 A 组(M-A 组)、模型 B 组(M-B 组)、模型

C 组(M-C 组),其中 A、B、C 组分别给予氧嗪酸钾

750 mg / kg+尿酸 150 mg / kg、氧嗪酸钾 750 mg / kg+
尿酸 300 mg / kg、氧嗪酸钾 750 mg / kg+尿酸 600 mg /
kg[6],正常组所用为相应量的 0. 3%羧甲基纤维素

钠溶液,灌胃频次为每天 1 次,每 3 d 对大鼠体重进

行称定,同时基于体重对灌胃剂量进行调节,连续

灌胃 4 周[6]。
1. 3. 2　 标本留取

　 　 灌胃 4 周后收取大鼠血液样本,再借助低速台

式离心机,于转速为 3000 r / min 时实施 15 min 离心

操作,将分离出的血清分装至无菌的 1. 5 mL 离心管

中,冻存于-80℃冰箱中。 造模 4 周后取 1 / 2 右肾放

置 4%的多聚甲醛固定液中。
1. 3. 3　 生化指标检测

　 　 借助罗氏自动生化分析仪与配套检测试剂,对
大鼠血清检测以下指标:血尿酸( serum uric acid,
sUA)、尿素氮( blood urea nitrogen, BUN)、血肌酐

(serum creatinine, sCr )、 甘 油 三 酯 ( triglyceride,
TG)、总胆固醇( total cholesterol, TC)、低密度脂蛋

白胆固醇( low density lipoprotein, LDL-C)及高密度

脂蛋白胆固醇(highdensity lipoprotein, HDL-C) [6]。
1. 3. 4　 病理检测及分析

　 　 将肾组织移至 4%的多聚甲醛溶液内,固定 24
h,再实施常规石蜡包埋操作,之后切片厚度为 3
μm,实施苏木素-伊红(HE)染色;Masson 染色;免疫

组化检测 CD68、E-Cadherin、α-SMA 的表达。 并利

用显微镜观察大鼠肾组织形态学变化,拍照记录,
然后读片。

(1)HE 染色:按照 5 分制评分法进行评分[7],
评估细则根据肾病理损伤程度以病理损伤面积与

拍摄视野面积比值(%)的大小判断:肾小球系膜基

质是否增宽、增厚;肾小球硬化与否;肾小管萎缩与

否;炎症细胞是否浸润肾间质;肾组织是否存在纤

维化,具体为:无损伤为 0 分,小于 10%为 1 分,10%
~25%为 2 分,25% ~ 50%为 3 分,50% ~ 75%为 4
分,大于 75%为 5 分,病理分析由两人独立进行。 各

组随机确定 3 个样本,各样本随机确定 8 个视野参

与评分。

(2) Masson 染色:首先进行石蜡切片,再行

Masson 染色,显微镜下记录其形态学改变,Masson
染色胶原呈蓝色,每组 3 个样本,于 400 倍显微镜下

随机选取 8 个视野,借助图像分析软件 Image J 开展

分析,其中视野总范围中胶原阳性蓝染部分的占比

即胶原容积分数(collagen volume fraction,CVF),将
其平均值定为该组织 CVF。

(3)免疫组化:4%多聚甲醇固定肾组织制成 3
μm 厚的石蜡切片脱蜡后,高压处理修复抗原,3%过

氧化氢封闭内源性过氧化物酶,加一抗 CD68、E-
Cadherin、α-SMA,4℃孵育过夜之后,第 2 天进行二抗

孵育,DAB 显色,苏木素复染,最后常规脱水、封片。
采用 Image J 软件评估免疫组化目的蛋白含量,目的

蛋白的表达量即为阳性染色区域(棕色染色区域)与
拍摄视野的百分比(%),各组随机确定 3 个样本,各
切片随机确定 8 个视野参与评分,同时计算。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有数据均为计量资料,首先评估其呈正态分

布与否,符合者以平均数±标准差( 􀭰x± s)的形式表

示,若非正态分布,呈现形式为中位数(四分位数)
表示,即 M(P25 ~ P75)。 在对比多组间数据方面,
若为正态分布,同时方差齐性,则进行单因素方差

分析法(ANOVA)检验,两两对比选择 LSD 法,差异

显著,具有统计学意义的标准为“P<0. 05”,上述数

据统计工作均在 SPSS 20. 0 软件中完成,制图采用

Garphpad prism 8. 0 完成。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠体重变化

　 　 在体重方面,对比未造模时,造模 4 周后各组间

无明显差异(P>0. 05,P = 0. 05),在体重差值上,各
组间差异显著(P<0. 05),各模型组实验动物体重与

Control 组比较差异无统计学意义(P>0. 05),就体

重前后差值而言,相较于 Control 组,M-A 组、M-B 组

差异显著具有统计学意义(P<0. 05),结果见表 1。
2. 2　 各组大鼠生化指标

2. 2. 1　 各组肾功能比较

　 　 同 Control 组相比,另外 3 个模型组 sUA 表达水

平示差异显著(P<0. 01,P<0. 05,P< 0. 05)。 M-A
组、M-B 组及 M-C 组的大鼠对比于 Control 组,在
BUN 水平上差异不显著,无统计学意义(P>0. 05),
与 Control 组相比,M-B 组、M-C 组的 sCr 水平明显

升高,差异具有统计学意义(P<0. 05,P<0. 01)。 结
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果见表 2。
2. 2. 2　 各组大鼠血脂结果比较

　 　 M-B 组的 TG 明显低于 Control 组(P<0. 05),而
3 个模型组的 TC 较 Control 组无明显差异 ( P >
0. 05)。 Control 组的 LDL-C、HDL-C,M-B 组的 HDL-
C,M-C 组的 LDL-C 整体检验组间差异均不显著(P
>0. 05)(见表 3)。

表 1　 各组大鼠造模前后体重比较(􀭰x±s,n= 5)
Table 1　 Comparison of body weight of rats before and after modeling

组别
Groups

造模前体重(g)
Body weight before modeling

造模后体重(g)
Body weight after modeling

正常组 Control group 232. 40±16. 74 395. 60±27. 22
模型 A 组 M-A group 237. 00±18. 38 358. 20±25. 27
模型 B 组 M-B group 241. 80±20. 99 358. 00±20. 10
模型 C 组 M-C group 247. 80±28. 42 393. 00±37. 47

注:与 Control 组比较,P>0. 05。
Note. Compared with the control group, P>0. 05.

表 2　 造模 4 周后各组大鼠血清尿酸、尿素氮及肌酐水平变化情况(􀭰x±s,n= 5)
Table 2　 Changes in serum uric acid, urea nitrogen and creatinine levels of rats in each group for 4 consecutive weeks

组别
Groups

血尿酸(μmol / L)
Serum uric acid

尿素氮(mmol / L)
Blood urea nitrogen

血肌酐(mmol / L)
Serum creatinine

正常组 Control group 84. 75±17. 05 7. 18±1. 07 35. 00±5. 16
模型 A 组 M-A group 503. 00±92. 65∗∗ 7. 52±0. 87 47. 80±9. 88
模型 B 组 M-B group 482. 25±136. 50∗ 6. 35±1. 18 54. 50±16. 54∗

模型 C 组 M-C group 475. 75±99. 08∗ 6. 02±1. 10 61. 50±7. 72∗∗

注:与 Control 组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

表 3　 连续 4 周造模各组大鼠血脂水平变化情况,(􀭰x±s,M(P25~P75),n= 5)
Table 3　 Changes in blood lipid levels of rats in each group for 4 consecutive weeks

组别
Groups

甘油三酯
TG(mmol / L)

总胆固醇
TC(mmol / L)

低密度脂蛋白
LDL-C(mmol / L)

高密度脂蛋白
HDL-C(mmol / L)

正常组 Control group 0. 77±0. 19 1. 02±0. 43 0. 12(0. 11~0. 12) 0. 48(0. 44~0. 49)
模型 A 组 M-A group 0. 71±0. 21 1. 21±0. 21 0. 13(0. 12~0. 15) 0. 53(0. 47~0. 58)
模型 B 组 M-B group 0. 49±0. 19∗ 1. 04±0. 10 0. 12(0. 11~0. 13) 0. 45(0. 42~0. 51)
模型 C 组 M-C group 0. 67±0. 72 1. 15±0. 11 0. 11(0. 10~0. 12) 0. 55(0. 47~0. 58)

注:与 Control 组比较,∗P<0. 05。
Note. Compared with the control group,∗P<0. 05.

2. 3　 各组大鼠肾组织病理结果

2. 3. 1　 HE 及 Masson
　 　 HE 染色结构表明,正常组大鼠在显微镜下观

察到肾组织结构无异常,肾小管上皮细胞未见水

肿,整齐排列,肾小球未见硬化且大小均匀,未见炎

症细胞分布于肾间质,肾小管未见扩张、萎缩,形态

正常,未见其他病理改变。 而 M-A 组、M-B 组及 M-
C 组相比于 Control 组,肾小球未见明显病理变化,
此外,M-A 组中可见部分肾小管扩张,无肾小球萎

缩等改变,在 M-B 组、M-C 组中,众多炎性细胞分布

于肾间质,肾小管大幅扩张,此外,光镜下可见肾小

管上皮细胞萎缩以及刷状缘脱落,细胞核数量大幅

度下降,还观察到肾小管间质部位存在众多炎症细

胞。 在肾病理评分上,比较 M-A 组与 Control 组差

异无统计学意义(P>0. 05),然而 M-B 组、M-C 组相

较于 Control 组肾病理评分显着升高(P<0. 01)。 通

过 Masson 染色形态学观察可知,Control 组肾小球及

肾间质红染,未见明显胶原纤维,M-A 组与 Control
组比可见少量的肾间质出现蓝紫色胶原纤维沉积

(P<0. 05)。 而 M-B 组、M-C 组可见明显的胶原纤

维沉积于肾小球和肾间质 CVF 升高(P<0. 01)(图 1
~图 3)。
2. 3. 2　 炎症 CD68 的表达变化

　 　 CD68 属于巨噬细胞标记蛋白其中之一,可反

映巨噬细胞的浸润程度,从而了解肾间质的炎症情

况。 其中棕色部分为 CD68 阳性表达区域,利用

CD68 表达面积与整个视野面积百分比值(%)来评

估肾间质炎症。 与 Control 组相比,M-A 组可见少量

棕色表达部分(P<0. 05),M-B、M-C 组可见众多巨

噬细胞浸润,具有明显的肾间质炎症反应(P<0. 01)
(表 4、图 4~图 7)。
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注:A:各组大鼠肾病理评分比较;B:各组大鼠肾胶原纤维容积比较。 图 A、B 四组依次代表造模 4 周后正常组、模型 A 组、模型

B 组和模型 C 组的肾组织病理变化趋势。 与正常组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 1　 各组大鼠肾病理结果比较

Note. A, Comparison of the renal histological scores of rats in each group. B, Comparison of the kidney collagen volume fraction of rats in
each group. Figures A and B represent the pathological changes of the kidney tissues of the control group, M-A group, M-B group and M-

C group 4 weeks after modeling. Compared with the control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure 1　 Comparison of pathological results of rat kidney tissues in each group

注:A:正常组肾皮质;B:正常组肾髓质;C:模型 A 组肾皮质;D:模型 A 组肾髓质;E:模型 B 组肾皮质;F:模型 B 组肾髓质;G:模
型 C 组肾皮质;H:模型 C 组肾髓质。 黑色箭头:肾小管扩张;黄色箭头:肾炎性细胞浸润;蓝色箭头:肾小管上皮细胞脱落。

图 2　 各组大鼠肾病理形态学变化

Note. A, Renal cortex in control group. B, Renal medulla in control group. C, Renal cortex of M-A. D, Renal medulla in M-A. E,
Renal cortex of M-B. F, Renal medulla in M-B. G, Renal cortex of M-C. H, Renal medulla M-C. Black arrows, Dilatation of renal
tubules. Yellow arrows, Nephritic cell infiltration. Blue arrows, Exfoliation of epithelial cells in renal tubules.

Figure 2　 Pathological changes of the kidneys in each group

2. 3. 3　 上皮细胞-间充质转分化及纤维化的变化

　 　 E-Cadherin(E-钙粘蛋白)阳性表达区域为细胞

膜和(或)细胞质,作为上皮细胞标志物,其阳性表

达率越低,说明上皮细胞数量愈低,上皮细胞-间充

质细 胞 转 分 化 ( epithelial-mesenchymal transition,
EMT)程度愈甚。 相比于 Control 组大鼠,M-A 组 E-
Cadherin 表达量有所下降,但统计学没有意义(P>
0. 05),而 M-B、M-C 组可见明显的棕色表达量降低

(P<0. 01)(表 4、图 4 ~图 7)。 α-SMA(α-平滑肌肌

动蛋白)是肌成纤维细胞、纤维细胞受损激活和表

型转化的标志蛋白,其表达增加,可使肾纤维化的

进展更快[8]。 与 Control 组相比,M-A 组可见少量的

α-SMA 的表达(P<0. 05),此外,M-A 组、M-B 组表

达量明显增加(P<0. 01)(见表 4、图 4~图 7)。

3　 讨论

　 　 目前常用于高尿酸造模的方法有抑制尿酸酶

活性如氧嗪酸类药物及 Uox 基因敲除两种,尿酸的

前体物质腺嘌呤法和次黄嘌呤法,增加黄嘌呤氧化

酶活性的酵母法以及经过体内嘌呤代谢尿酸法。
单纯应用氧嗪酸钾很难诱导大鼠出现 UAN,加大氧

嗪酸钾剂量又会存在增加动物死亡率的风险[9];腺
嘌呤虽然可以引起血尿酸、血肌酐的升高,其代谢

产物 2,8-二羟基腺嘌呤可直接沉积于肾小管,损伤

肾,与尿酸所引起的肾损伤并不一致[10-11];酵母虽

可干扰体内尿酸代谢,升高血尿酸,但是酵母溶液
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注:I:正常组肾皮质;J:正常组肾髓质;K:模型 A 组肾皮质;L:模型 A 组肾髓质;M:模型 B 组肾皮质;N:模型 B 组

肾髓质;O:模型 C 组肾皮质;P:模型 C 组肾髓质。 蓝色为胶原纤维部分。

图 3　 各组大鼠肾 Masson 染色

Note. I, Renal cortex in control group. J, Renal medulla in control group. K, Renal cortex of M-A. L, Renal medulla in M-
A. M, Renal cortex of M-B. N, Renal medulla in M-B. O, Renal cortex of M-C. P, Renal medulla M-C. Collagen fibers
are shown in blue.

Figure 3　 Masson staining of kidney of rats in each group

表 4　 各组大鼠 CD68、E-Cadherin、α-SMA 阳性面积百分比(􀭰x±s,%,n= 5)
Table 4　 Percentage of CD68, E-Cadherin and α-SMA positive area of rats in each group

组别 Groups CD68 E-Cadherin α-SMA
正常组 Control group 3. 30±0. 73 7. 50±0. 87 1. 22±0. 34
模型 A 组 M-A group 6. 41±0. 84∗∗ 6. 99±0. 99 1. 94±0. 64∗

模型 B 组 M-B group 11. 16±1. 28∗∗ 4. 44±0. 86∗∗ 6. 95±1. 79∗∗

模型 C 组 M-C group 12. 17±1. 79∗∗ 2. 06±0. 86∗∗ 9. 95±2. 09∗∗

注:与 Control 组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

注:图表中依次代表造模 4 周后正常组、模型 A 组、模型 B 组和模型 C 组的肾组织免疫组化 CD68、E-Cadherin、α-SMA 蛋白阳性表达

趋势。 与正常组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 4　 各组大鼠免疫组化 CD68、E-Cadherin、α-SMA 蛋白阳性表达面积

Note. Chart represents the positive expression trend of CD68, E-Cadherin, and α-SMA protein in the kidney tissue of the control group, M-A

group, M-B group and M-C group 4 weeks after modeling. Compared with the control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure 4　 Immunohistochemical positive expression areas of CD68, E-Cadherin and α-SMA in each group

灌胃会引起动物饱腹感,且过多的灌胃次数无疑增

加劳动成本,虽然有研究者将其混于饲料中饲喂,
但是容易造成饲料浪费,且难准确掌握造模所用药

物剂量,随着造模后期大鼠的状态不佳,食量明显

减少,血尿酸升高程度不稳[12]。 然而,以上方法皆

有需完善之处。 使用氧嗪酸钾联合不同尿酸浓度

的方法灌胃,不仅可以抑制尿酸在大鼠体内分解代

谢,而且通过直接摄入尿酸,在大幅度提升 sUA 水

平的同时,肾损伤成模期限缩短,此外,尿酸该 UAN
模型中致肾损伤的唯一因素,且较于腺嘌呤法,该
方式所致肾损伤程度更轻[6]。 该种造模方式所引

起的病变过程以及肾损伤程度均接近于人类
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注:a:正常组肾皮质;b:正常组肾髓质;c:模型 A 组肾皮质;d:模型 A 组肾髓质;e:模型 B 组肾皮质;f:模型 B 组肾

髓质;g:模型 C 组肾皮质;h:模型 C 组肾髓质。 棕色所示为阳性表达区。

图 5　 各组大鼠免疫组化 CD68 蛋白阳性表达

Note. a, Renal cortex in control group. b, Renal medulla in control group. c, Renal cortex of M-A. d, Renal medulla in M-
A. e, Renal cortex of M-B. f, Renal medulla in M-B. g, Renal cortex of M-C. h, Renal medulla M-C. Brown area is the
positive expression area.

Figure 5　 Immunohistochemical positive expression of CD68 protein in each group

注:i:正常组肾皮质;j:正常组肾髓质;k:模型 A 组肾皮质:l:模型 A 组肾髓质;m:模型 B 组肾皮质;n:模型 B 组肾

髓质;o:模型 C 组肾皮质;p:模型 C 组肾髓质。 棕色所示为阳性表达区。

图 6　 各组大鼠免疫组化 E-Cadherin 蛋白阳性表达

Note. i, Renal cortex in control group. j, Renal medulla in control group. k, Renal cortex of M-A. l, Renal medulla in M-
A. m, Renal cortex of M-B. n, Renal medulla in M-B. o, Renal cortex of M-C. p, Renal medulla M-C. Brown area is the
positive expression area.

Figure 6　 Immunohistochemical positive expression of E-Cadherin protein in each group

UAN[13]。 既往文献报道,大部分研究者选取氧嗪酸

钾与尿酸混合成饲料或者氧嗪酸钾饲料饲喂联合

尿酸灌胃,但饲喂方法易使大鼠产生饱腹感,食欲

受限,造成不稳定的模型,不利于探究后续的药物

干预实验[14]。 国内研究人员尝试以不同剂量的氧

嗪酸钾和尿酸制成的悬液形式对小鼠进行灌胃,1
周后观察到 sUA 显着增加且无肾损伤。 我国也有

不同剂量的氧嗪酸钾和尿酸混悬液灌胃的方法,1
周后小鼠 sUA 明显升高,但未观察到肾组织明显损

伤[15]。 通过灌胃该方式可控性较强,因此,我们决

定选用氧嗪酸钾与不同剂量尿酸混合给予实验大

鼠灌胃方式造模,保证造模药物精确摄入,同时使

灌胃次数减少。
本研究结果显示,与正常组相比 ( 163. 20 ±

24. 55),氧嗪酸钾联合低剂量、中剂量尿酸(121. 20
±22. 82、116. 20±17. 63)造模前后体重差值明显降

低,考虑在造模药物刺激下,大鼠食欲受限,而氧嗪

酸钾联合高剂量尿酸(145. 20±31. 49)组差异不明

显,考虑组内差异较大。 灌胃 4 周后,氧嗪酸钾

(750 mg / kg)联合低剂量(150 mg / kg)、中剂量(300
mg / kg )及高剂量(600 mg / kg)尿酸组大鼠较于正

常组 sUA 水平明显升高约 6 倍,但是各模型组间的
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注:q:正常组肾皮质;r:正常组肾髓质;s:模型 A 组肾皮质;t:模型 A 组肾髓质;u:模型 B 组肾皮质;v:模型 B 组肾

髓质;w:模型 C 组肾皮质;x:模型 C 组肾髓质。 棕色所示为阳性表达区。

图 7　 各组大鼠免疫组化 α-SMA 蛋白阳性表达

Note. q, Renal cortex in control group. r, Renal medulla in control group. s, Renal cortex of M-A. t, Renal medulla in M-
A. u, Renal cortex of M-B. v, Renal medulla in M-B. w, Renal cortex of M-C. x, Renal medulla M-C. Brown area is the
positive expression area.

Figure 7　 Immunohistochemical positive expression of α-SMA protein in each group

sUA 水平在并未存在尿酸剂量依赖性。 BUN 和 sCr
作为常用评估肾功能的生化指标,常用来评估肾功

能情况,在造模 4 周后,氧嗪酸钾联合中剂量、高剂

量尿酸组较正常组 sCr 水平分别升高约 1. 5 倍、1. 7
倍。 在此研究中所采用的 UAN 大鼠模型相比于腺

嘌呤诱导 UAN 模型的方法,肾功能不全程度相对更

轻[11,16]。 造模 4 周后,各模型组 BUN 水平对比于正

常组,升高不显著,考虑各组肾功能不全程度可能

与此有关。 有研究显示 BUN 可被肾小管重吸收,只
有当肾小球滤过率降低在 60%以上时,BUN 才会大

幅升高,且对于肾功能判断, sCr 敏感程度高于

BUN[17]。 此外,我们发现 UAN 大鼠的血脂也有所

改变通过我们的观察显示,氧嗪酸钾联合低剂量未

出现 TG 明显变化,当出现肾功能减退时,氧嗪酸钾

联合中剂量和高剂量尿酸反而降低了血清 TG 水

平,其中氧嗪酸钾联合中剂量尿酸 TG 降低更为显

著,而氧嗪酸钾联合中剂量尿酸组的血尿酸水平也

高于高剂量尿酸组,说明尿酸本身对大鼠甘油三酯

代谢存在影响,目前具体机制并尚不明确。 既往临

床报道 HUA 或 UAN 患者易伴发高 TG 血症[18-19],
而我们的研究与之相反。 与其他 UAN 造模方法相

比较,考虑可能与造模药物中所选用的尿酸相关,
因为尿酸可不通过肝的嘌呤代谢,从而直接导致

sUA 水平上升。
此外,我们构建的 UAN 大鼠肾病变部位主要集

中在肾小管间质,肾组织病理 HE 染色显示,与正常

组相比,氧嗪酸钾联合低剂量尿酸组中仅出现部分

肾小管扩张,未见萎缩及炎症浸润,而氧嗪酸钾联

合中剂量、高剂量尿酸组可见明显的肾小管扩张以

及萎缩的肾小管上皮细胞、脱落的刷状缘和细胞核

数量大幅降低,肾间质区分布着大量的炎性细胞。
此外,经由 Masson 染色结果发现,氧嗪酸钾联合中

剂量、高剂量尿酸蓝色胶原纤维所占比例明显增

加。 CD68 作为炎症蛋白,我们研究结果显示氧嗪

酸钾联合低剂量、中剂量、高剂量尿酸组的大鼠肾

CD68 表达量均有所增加,这与以往报道结果相似,
尿酸可以激活肾组织和肾小管上皮细胞中 NLRP3
炎性小体的活化和凋亡[20],致因可能为尿酸对肾小

管上皮细胞刺激所致。 另外肾小管间质区被大量

炎性细胞浸侵,尤其是巨噬细胞,而尿酸可激活巨

噬细胞中 LR4 / MyD88 / NFκB 通路,同时多种炎症细

胞因子被释放,如 IL-1β、TNF-α、MCP-1 等[21]。 此

外,,而肾小管 EMT 作为肾小管间质纤维化的早期

标志,在肾小管间质纤维化发生之前可存在,而肾

小管间质纤维化则是慢性肾病的主要特性之一。
研究显示,尿酸诱导大鼠肾小管上皮细胞中 α-SMA
以及波形蛋白表达的增加而降低 E-Cadherin 的表

达,说明了 EMT 的发生[22],而尿酸盐性肾病也能刺

激 TGF-β 的产生和激活 NLRP3 炎性小体从而调节

肾炎症和纤维化[23]。 鉴此我们检测了 E-Cadherin
和 α-SMA 在该 UAN 模型大鼠肾中的表达变化,氧
嗪酸 钾 联 合 中 剂 量、 高 剂 量 尿 酸 组 的 大 鼠 肾

E-Cadherin表达量较正常组明显降低,而 α-SMA 达

量均有所增加,说明氧嗪酸钾联合中剂量、高剂量
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尿酸组的大鼠都有不同程度的损伤。 在尿酸刺激

下,肾小管细胞可产生分泌促纤维化前体物质,如
NF-κB 通路被尿酸激活后,能够促进肾小管上皮细

胞赖氨酰氧化酶、细胞间黏附分子 1 和血管细胞粘

附分子 1 的表达,导致细胞外基质合成提高,由此引

发间质纤维化[24]。
氧嗪酸钾(750 mg / kg) 联合低剂量 (150 mg /

kg)、中剂量(300 mg / kg)、高剂量(600 mg / kg)尿酸

在干预大鼠 4 周后,皆会导致大鼠 sUA 水平大幅度

上调,其中氧嗪酸钾联合低剂量尿酸即出现轻微的

炎症变化,但氧嗪酸钾联合中剂量、高剂量尿酸炎

症变化较为明显,且只有氧嗪酸钾联合中剂量、高
剂量尿酸才有显著的 EMT 改变和肾间质纤维化改

变。 综上所述,大鼠肾功能异常和肾病理损伤的情

况均只出现在氧嗪酸钾联合中、高剂量尿酸组,而
且,在造模 4 周的期限中,中、高剂量模型组中肾损

伤程度差异尚不明显,由此,我们认为氧嗪酸钾

(750 mg / kg)联合中剂量尿酸(300 mg / kg)连续灌

胃诱导大鼠 4 周可作为构建 UAN 大鼠模型较为理

想的方法。
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三叶香茶菜介导 IκB-α 磷酸化对 CCl4 致大鼠

肝纤维化的影响

周至品1,农汝楠2,覃　 乐3,刘代华1,王竟静3,陈　 勇3,王晓源1∗

(1.广西医科大学附属柳州市人民医院,广西 柳州　 545006;2.右江民族医学院,广西 百色　 533000;
3.广西中医药大学,南宁　 530001)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨三叶香茶菜通过影响 IκB-α 及其磷酸化下调核转录因子(nuclear transcription factor-κB,
NF-κB)信号通路减轻四氯化碳诱导大鼠肝纤维化。 方法　 采用 CCl4 肝纤维化大鼠模型,生化检测血清中谷丙转

氨酶(ALT)、羟脯氨酸(HYP),ELISA 检测转化生长因子 β1(TGF-β1)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)水平、白介素-6
(IL-6)、肿瘤坏死因子-α( TNF-α),荧光定量 PCR 法检测大鼠肝组织 Toll 样受体 4( TLR4) mRNA、NF-κB p65
mRNA、NF-κB 抑制蛋白-α(IκB-α)mRNA 的表达,Western blot 法检测大鼠肝组织中 TLR4、NF-κB p65、p-IκB-α 蛋白

表达,HE 染色评价肝组织病理损害。 结果 　 与模型组相比较,三叶香茶菜能够显著抑制肝纤维化大鼠中 ALT、
HYP、TGF-β1、α-SMA、IL-6、TNF-α 水平,改善大鼠肝组织病理损害,显著抑制肝纤维化大鼠 TLR4 mRNA、NF-κB
p65 mRNA 的表达,上调 IκB-α mRNA 的表达,下调 TLR4、NF-κB p65 蛋白表达,下调 p-IκB-α 蛋白的表达。 结论

三叶香茶菜下调IκB-α 磷酸化,抑制 NF-κB 信号通路的活化,达到抗肝慢性炎症损伤作用。
【关键词】 　 三叶香茶菜;肝纤维化;IκB-α;p-IκB-α;NF-κB
【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1671-7856 (2022) 02-0010-06

Isodon ternifolius (D. Don) Kudo alleviates carbon tetrachloride-induced
liver fibrosis in rats by downregulating IκB-α phosphorylation

ZHOU Zhipin1, NONG Runan2, QIN Le3, LIU Daihua1, WANG Jingjing3, CHEN Yong3, WANG Xiaoyuan1∗

(1. Liuzhou People’s Hospital of Guangxi Medical University, Liuzhou 545006, China. 2. Youjiang Medical University for
Nationalities, Baise 533000. 3. Guangxi University of Chinese Medicine, Nanning 530001)

　 　 【 Abstract】 　 Objective 　 To investigate whether the Isodon ternifolius ( D. Don) Kudo attenuates carbon
tetrachloride (CCl4)-induced liver fibrosis in rats by downregulating the nuclear transcription factor-κB (NF-κB) signaling
pathway through interference with IκB-α phosphorylation. Methods 　 Hepatic fibrosis was induced in rats with CCl4 .
Biochemical analysis was used to detect alanine aminotransferase (ALT) and hydroxyproline (HYP), and the enzyme-
linked immunosorbent assay was used to detect transforming growth factor (TGF-β1), α-smooth muscle actin (α-SMA),
interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α ( TNF-α) levels in sera. Fluorescence quantitative PCR was used to



detect Toll-like receptor 4 (TLR4), NF-κB p65, IκB-α mRNA expression, and Western blot were used to analyze TLR4,
NF-κB p65, and phosphorylated (p)-IκB-α protein expression in rat liver tissues. Hematoxylin-eosin staining was used to
evaluate histopathological damage in the rat livers. Results 　 Compared with that in the model group, the pathological
damage to the livers of rats treated with Isodon ternifolius (D. Don) Kudo extracts was ameliorated; the levels of ALT,
HYP, TGF-β1, α-SMA, IL-6 and TNF-α in the serum of rats with liver fibrosis treated with Isodon ternifolius (D. Don)
Kudo extracts were significantly reduced; the expression of TLR4 and NF-κB p65 mRNA were significantly inhibited; IκB-
α mRNA was significantly upregulated; and the expression of TLR4, NF-κB p65 and p-IκB-α protein was downregulated.
Conclusions　 Isodon ternifolius (D. Don) Kudon alleviated liver fibrosis by downregulating IκB-α phosphorylation and
inhibiting activation of the NF-κB signaling pathway.

【Keywords】　 Isodon ternifolius (D. Don) Kudo; hepatic fibrosis; IκB-α; p-IκB-α; NF-κB

　 　 三叶香茶菜( Isodon ternifolius(D. Don)Kudo)为
唇形科植物牛尾草,为广西瑶药材[1],可全草入药,
药性甘、微苦,凉,具利湿疏肝、清热解毒的功效,多
用于急慢性肝炎及早期肝硬化等疾病。 前期的研

究表明三叶香茶菜有抵抗大鼠肝纤维化作用,能够

显著下调肝纤维化大鼠 TGF-β1 的表达[2-3]。 三叶

香茶菜能降低大鼠肝组织中 Toll 样受体 4(Toll-like
receptor 4, TLR4 ) 与 核 转 录 因 子 ( nuclear
transcription factor-κB,NF-κB)表达及入核,下调 IL-
1β、TNF-α、IL-6 的细胞因子水平[4-5]。 但三叶香茶

菜如何抑制 TLR4 / NF-κB 的的活化仍有待进一步研

究。 研究表明 IκB-α 与 NF-κB 结合不利于 NF-κB
活化入核,而 IκB-α 磷酸化水解与 NF-κB 分离,NF-
κB 即活化入核,促进炎症因子的表达,引起细胞炎

症反应[6]。 因此,本研究拟以 IκB-α 分子及其磷酸

化蛋白为靶点,进一步研究三叶香茶菜抗肝纤维化

大鼠 NF-κB 信号通路活化的作用机制,为三叶香茶

菜的利用提供新的理论。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 SD 大鼠,96 只,雌雄各半,体重为 180 ~
200 g(±20%),购自湖南斯莱克景达实验动物有限

公司[SCXK(湘)2019-0002]。 动物饲养于广西中

医药科学实验中心动物房[SYXK(桂)2019-0001]。
本研 究 经 广 西 中 医 药 大 学 伦 理 委 员 会 批 准

(DW20190329-05),实验设计及实施过程中严格遵

循动物实验的 3R 原则。
1. 2　 主要试剂　
　 　 药材来源于广西金秀县,并由广西中医药大学

梁子 宁 教 授 鉴 定 为 三 叶 香 茶 菜。 秋 水 仙 碱

(20180804) 购自广东彼迪药业有限公司; ALT
(20190727)、HYP(20190728)生化试剂盒均购于南

京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 公 司; TGF-β1
( TAEJCJYV2W )、 α-SMA ( QPPHWEUQE8 )、 IL-6
(ZCN5LZ69HT)、TNF-α(9G5HET75U2)ELISA 试剂

盒购于武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司;TLR4
( bs-20594R )、 p-IκB alpha ( bsm-52169R )、 NF-κB
p65(bs-20159R)抗体均购于 Bioss 公司;β-actin 抗

体(ab8227)购于 abcam 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物造模及给药

　 　 取 SPF 级 SD 大鼠 96 只,随机分成 6 组,每组

16 只,即对照组、模型组、秋水仙碱(0. 2 mg / kg)组、
三叶香茶菜高剂量(80 g / kg)组、三叶香茶菜中剂量

(40 g / kg)组、三叶香茶菜低剂量(20 g / kg)组(按生

药量计)。 除对照组外,模型组、秋水仙碱组、三叶

香茶菜高剂量、中剂量、低剂量组分别给予皮下注

射 40% CCl4 花生油混合溶液,首剂量为 5 mL / kg,
后调整为 3 mL / kg,2 次 /周,连续注射 12 周。 造模

4 周后,正常组灌胃生理盐水,其余各组给予相应药

物灌胃,给药 1 次 /日,治疗 8 周。 末次给药后,禁食

不禁水 12 h 大鼠麻醉后,腹主动脉取血,分离肝

组织[5]。
1. 3. 2　 指标检测

　 　 (1)HE 染色 　 取肝组织,福尔马林固定,石蜡

包埋并切片,切片 2 mm 厚,HE 染色,显微镜下观察

肝组织病理情况。
(2)生化法　 采用酶标仪测定血清中 ALT 活力

及 HYP 水平,操作均严格按照试剂盒说明。
(3)ELISA 法　 严格按照 ELISA 试剂盒操作要

求,测定血液中 TGF-β1、α-SMA 纤维相关因子及 IL-
6、TNF-α 炎症因子水平。

(4)荧光定量 PCR　 取肝组织,提取总 RNA,逆
转录合成 cDNA,制备 DNA 模版,最后荧光定量

PCR 反应。 所有引物均由上海生工生物工程技术
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服务有限公司合成,引物信息见表 1。
(5) Western blot 　 取肝组织,提取组织蛋白。

100℃变性 10 min,凝胶电泳分离并转至 PVDF 膜,
一抗,4℃孵育 12 h,二抗,37℃孵育 1 h,ECL 显色,
曝光成像,得到灰度值,计算相对表达。
1. 4　 统计学方法　
　 　 数据采用 SPSS 25. 0 软件处理。 计量资料用平

均数±标准差(􀭰x±s)表示,组间比较采用单因素方差

分析,两组间差异比较方差齐时采用 LSD 法,方差

不齐时采用 T2 检验;计数资料用非参数秩和检验比

较分析。 检验水准 α= 0. 05,α= 0. 01。

2　 结果

2. 1　 三叶茶香菜对大鼠肝组织慢性病理损害的保

护作用

　 　 光镜下,对照组肝小叶完整清晰,肝细胞围绕

中央静脉,呈放射性排列,未见坏死,无炎性细胞浸

润,未见纤维组织增生。 模型组出现肝小叶结构破

坏,肝细胞索排列紊乱,纤维间隔增厚,肝细胞变

性,部分坏死,假小叶形成。 秋水仙碱组及三叶香

茶菜组肝组织损伤程度叫模型组明显减轻,肝细胞

变性、炎细胞浸润、坏死情况有所改善。 病理见图

1,评分表见表 2。
2. 2　 三叶香茶菜对肝纤维化大鼠 ALT、HYP 水平

的影响

　 　 ALT、HYP 是反应肝损伤及纤维化相关的生化

指标。 生化结果发现,模型组较对照组大鼠血清

ALT、HYP 水平有显著升高(P<0. 01);与模型组比,
秋水仙碱组、三叶香茶菜高、中剂量组 ALT 的活力

水平明显降低(P<0. 01),三叶香茶菜中、低剂量组

HYP 水平显著降低(P<0. 05 或 P<0. 01),见表 3。
2. 3　 三叶香茶菜对肝纤维化大鼠 IL-6、TNF-α、
TGF-β1、α-SMA 表达影响

　 　 炎症因子及纤维化化相关因子 IL-6、TNF-α、

TGF-β1、α-SMA 与肝纤维化密切相关。 ELISA 结果

显示,与对照组比较,模型组大鼠血清中 IL-6、TNF-α、
TGF-β1、α-SMA 的表达水平显著升高(P<0. 01)。 与

模型组相比较,秋水仙碱组及三叶香茶菜高、中、低剂

量组 IL-6、TGF-β1、α-SMA 表达水平显著降低(P<
0. 05,P<0. 01),秋水仙碱组和三叶香茶菜中剂量组

TNF-α 的表达水平显著降低(P<0. 01),三叶香茶菜

高、低剂量大鼠血清中 TNF-α 的水平较模型组有下

降,但差异不具有统计学意义,见表 4。 结果表明,三
叶香茶菜能降低炎症因子 IL-6、TNF-α 及 TGF-β1、α-
SMA 纤维化相关因子的水平,抑制肝纤维化。
2. 4　 三叶香茶菜对大鼠肝组织 TLR4 / NF-κB 信号

通路表达的影响

　 　 RT-qPCR 和 Western blot 结果均表明,与对照组

相比,模型组 TLR4、NF-κB p65 表达水平明显升高(P
<0. 05)。 RT-qPCR 结果发现,与对组组比,模型组

IκB-α mRNA 无统计学差异,但是有下降趋势,而
Western blot 结果发现 p-IκB-α 表达水平升高(P<
0. 05)。 RT-qPCR 和 Western blot 结果均表明三叶香

茶菜组较模型组 IκB-α 表达水平显著升高 (P <
0. 05),TLR4、NF-κB p65、p-IκB-α 蛋白水平显著降低

(P<0. 05),见图 2。 综上,结果表达三叶香茶菜抑制

了 IκB-α 的磷酸化从而抑制 TLR4 / NF-κB 信号通路

的活化。
表 1　 Real-time PCR 引物序列

Table 1　 Real-time PCR primer sequence
引物
Primer

序列
Sequence

长度(bp)
Length

ACTB
F:5’-TCTGTGTGGATTGGTGGCTC-3’
R:5’-CAGCTCAGTAACAGTCCGCC-3’

136

TLR4
F:5’-GAGGACAATGCTCTGGGGAG-3’
R:5’-ATGGGTTTTAGGCGCAGAGT-3’

153

IκB-α
F:5’-CCCAAGTACCCGGATACAGC-3’
R:5’-GGGCAACTCATCTTCCGTGA-3’

124

NF-κB p65
F:5’-ACAGAGGAAACGCCAGAADC-3’
R:5’-AATGCAATCCCACCGTAAGC-3’

183

表 2　 三叶香茶菜对 CCl4 致肝纤维化大鼠肝组织病理损害程度影响(n= 8)
Table 2　 Effect of Isodon ternifolius (D. Don) Kudo on the damage of liver tissue of the rats with liver fibrosis induced by CCl4

组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose

肝病理损害程度 Degree of liver damage
- + ++ +++ ++++

平均秩次
Mean rank

χ2 值
χ2 value

对照组 Control gourp / 8 0 0 0 0 4. 50 χ2 = 35. 126
模型组 Model group / 0 0 1 1 6 42. 31 P<0. 01

秋水仙碱组 Colchicine group 0. 0002 0 5 2 1 0 23. 31 /
三叶香茶菜高剂量组

High dose Isodon ternifolius group 80 0 4 1 2 1 27. 69 /

三叶香茶菜中剂量组
Medium dose Isodon ternifolius group 40 0 4 2 2 0 25. 88 /

三叶香茶菜低剂量组
Low dose Isodon ternifolius group 20 0 5 2 1 0 23. 31 /

21 中国比较医学杂志 2022 年 2 月第 32 卷第 2 期　 Chin J Comp Med, February 2022,Vol. 32,No. 2



注:A:对照组;B:模型组;C:秋水仙碱组;D:三叶香茶菜高剂量组;E:三叶香茶菜中剂量组;F:三叶香茶菜低剂量组。

图 1　 三叶香茶菜对 CCl4 致肝纤维化大鼠肝组织病理损害抵抗作用(HE 染色)
Note. A, Control gourp. B, Model group. C, Colchicine group. D, High dose Isodon ternifolius group. E, Medium dose
Isodon ternifolius group. F. Low dose Isodon ternifolius group.

Figure 1　 Effect of Isodon ternifolius (D.Don)Kudo on liver damage of the rats with liver fibrosis induced by CCl4(HE staining)

表 3　 三叶香茶菜对 CCl4 诱导肝纤维化大鼠 ALT、HYP 水平的影响(􀭰x±s)
Table 3　 Effect of Isodon ternifolius (D. Don) Kudo on ALT and HYP level in rats with liver fibrosis induced by CCl4

组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose n 丙氨酸氨基转移酶(U / L)

ALT
羟脯氨酸(μg / mg prot)

HYP
对照组 Control gourp / 16 30. 9±7. 1∗∗ 0. 233±0. 018∗∗

模型组 Model group / 12 166. 2±52. 0 0. 425±0. 094
秋水仙碱组 Colchicine group 0. 0002 12 117. 9±16. 0∗∗ 0. 313±0. 062∗

三叶香茶菜高剂量组
High dose Isodon ternifolius group 80 16 94. 2±34. 5∗∗ 0. 352±0. 126

三叶香茶菜中剂量组
Medium dose Isodon ternifolius group 40 14 117. 0±17. 0∗∗ 0. 331±0. 072∗

三叶香茶菜低剂量组
Low dose Isodon ternifolius group 20 12 139. 4±26. 0 0. 284±0. 028∗∗

注:与模型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with model group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

表 4　 三叶香茶菜对 CCl4 致肝纤维化大鼠 IL-6、TNF-α、TGF-β1、α-SMA 水平的作用(􀭰x±s)
Table 4　 Effect of Isodon ternifolius (D. Don) Kudo on the IL-6, TNF-α, TGF-β1,α-SMA in rats with liver fibrosis induced by CCl4

组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose n

白介素 6
(ng / mL)

IL-6

肿瘤坏死因子 α
(pg / mL)
TNF-α

转化生长因子 β1
(ng / mL)
TGF-β1

α-平滑肌肌动蛋白
(ng / mL)
α-SMA

对照组
Control gourp / 16 174. 0±11. 2∗∗ 　 88. 8±16. 2∗∗ 2. 5±0. 4∗∗ 16. 9±3. 9∗∗

模型组
Model group / 12 235. 1±17. 8 156. 1±14. 7 5. 0±0. 6 43. 1±4. 1

秋水仙碱组
Colchicine group 0. 0002 12 207. 9±14. 6∗∗ 139. 9±14. 7∗ 3. 6±0. 6∗∗ 19. 3±4. 1∗∗

三叶香茶菜高剂量组
High dose Isodon ternifolius group 80 16 196. 8±13. 9∗∗ 141. 8±9. 9 4. 3±0. 3∗ 23. 8±6. 7∗∗

三叶香茶菜中剂量组
Medium dose Isodon ternifolius group 40 14 204. 4±10. 8∗∗ 111. 4±14. 4∗∗ 4. 3±0. 5∗ 22. 8±7. 0∗∗

三叶香茶菜低剂量组
Low dose Isodon ternifolius group 20 12 211. 1±9. 8∗∗ 147. 0±18. 2 4. 8±0. 5 19. 6±5. 6∗∗

注:与模型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with model group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.
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注:A:荧光定量 PCR 检测 TLR4、IκB-α、NF-κB p65 信号蛋白 mRNA 相对表达量。 B:Western blot 检测 TLR4、p-IκB-
α、NF-κB p65 信号蛋白相对表达量;C:蛋白印迹条带图。 a:对照组;b:模型组;c:秋水仙碱组;d:三叶香茶菜低剂

量组;e:三叶香茶菜中剂量组;f:三叶香茶菜高剂量组。 与模型组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 2　 三叶香茶菜对肝纤维化大鼠 TLR4 / NF-κB 信号蛋白及 mRNA 表达的影响

Note. A, Relative mRNA expression of TLR4, IκB-α and NF-κB p65 were detected by real-time qPCR. B, Western blot
was used to detect the relative expression of TLR4, p-IκB-α and NF-κB p65 signaling proteins. C, Western blot strip. a,
Contral group. b, Model group. c, Colchicine group. d, Low dose Isodon ternifolius group. e, Medium dose Isodon

ternifolius group. f, High dose Isodon ternifolius group. Compared with model group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure 2　 Effect of Isodon ternifolius (D. Don) Kudo on the expression of TLR4 / NF-κB signal
protein and mRNA in liver fibrosis rat

3　 讨论

　 　 为进一步明确三叶香茶菜对 TLR4 / NF-κB 信号

通路的调控,本研究采用 CCl4 诱导大鼠肝纤维化模

型,研究了三叶香茶菜对 TLR4、NF-κB p65、IκB-α、
p-IκB-α 信号蛋白的影响。 本研究结果表明,经三

叶香茶菜治疗后,治疗组大鼠肝组织慢性损害明显

改善。 三叶香茶菜能降低血清 IL-6、TNF-α 炎症因

子以及 TGF-β1、α-SMA 纤维化相关因子水平,下调

肝组织中的 TLR4、NF-κB p65,上调 IκB-α mRNA 表

达,抑制 IκB-α 磷酸化水平。
TLR4 是一种识别病原相关分子模式中的识别

受体,它是最早发现的第一个 Toll 样受体相关蛋

白[7],具有识别病原相关分子模式(PAMPs)及损伤

相关分子模式(DAMPs)的作用[8]。 TLR4 活化后激

活下游的 NF-κB 信号通路,而 NF-κB 是重要的炎症

转录因子,其激活可增强炎症反应的基因转录,致
大量促炎因子 IL-6、TNF-α 等释放,发生炎症反应,

促进肝组织损伤[9]。 研究表明 TLR4 在肝纤维化的

进展中发挥重要作用[10],TLR4 / NF-κB 是调控 HSC
及炎性细胞激活的信号通路,参与肝损伤时调控炎

症细胞因子的形成[11]。 TNF-α 是 TLR4 下游重要的

促炎因子[12],其具有诱导炎性细胞因子及趋化因子

发生炎症级联效应的作用,还能够促进纤维化因子

的表达[13],增加 ECM 在肝的沉积,加速纤维化的进

程。 NF-κB 是 Rel 蛋白家族的成员之一,其主要以

同源或异源的二聚体的形式存在。 具有对 DNA 识

别、二聚化及核定位等生物学功能。 未活化的 NF-
κB 主要存在于细胞质中,以 p65 亚基形式与 IκB-α
(NF-κB 的抑制蛋白)结合后以三聚体形式存在于

细胞浆中[14]。 当受到细胞因子、LPS、氧自由基等应

激刺激时,促进 NF-κB 的活化释放炎症因子导致肝

细胞损伤[15]。
NF-κB 信号激活过程包括 NF-κB 诱导激酶

(NIK)激活 IκB 激酶( IKK-α),致使 IκB-α(NF-κB
抑制蛋白)磷酸化后降解,NF-κB 复合物解离,最后
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致使 NF-κB 活化后进入细胞核促进其与相应的靶

基因结合,导致一系列效应基因的表达,如 IL-1β、
TNF-α、IL-6 等炎性细胞因子的合成与释放,引起细

胞炎症、细胞增殖、形态改变、细胞分化、凋亡等[16]。
而 IκB 为 NF-κB 的抑制分子,IκB 分子由 N 端和 C
端组成,N 端含有磷酸化和泛素化位点是信号反应

区,C 端是能够组成与 NF-κB 亚基 RHD 结合的位

点。 其 IκB 蛋白均具有氨基酸的锚蛋白重复序列,
其作用是与 NF-κB 同源结构域 RHD 相结合,从而

隐藏 NF-κB 的核定位序列,抑制其 NF-κB 进入细胞

核发生转录和翻译。 相关研究发现,慢性乙型肝炎

患者肝组织中的 NF-κB 的表达增加与肝纤维化的

发生发展成正相关[17]。 研究表明,NF-κB 的活化可

以受到许多因素的抑制,其主要是通过抑制 IκB 的

磷酸化及降解,上调 IκB 的表达或直接作用于 NF-
κB 等途径抑制其活性[18]。 研究表明,在肝中 IKK /
NF-κB 信号的激活通过巨噬细胞介导慢性炎症加重

肝纤维化[19]。 当 IκB 被抑制,LPS 诱导小鼠模型的

肝纤维化程度明显减轻,其机制是通过阻断 NF-κB
信号通路的活化,从而抑制炎症因子及纤维化相关

因子的释放[20]。 因此,增加 IκB-α 的表达及抑制其

磷酸化都可以弱化 NF-κB 活化转核,抑制 TNF-α、
IL-6 及 TGF-β 的合成和分泌,减轻肝纤维化的

进展[21]。
综上表明,三叶香茶菜具有抗肝纤维化作用,

其机制是通过升高 IκB-α 基因表达,下调 IκB-α 蛋

白磷酸化水平, 抑制了 NF-κB 活化转核, 阻断

TLR4 / NF-κB 信号通路的活化,从而抑制下游炎症

细胞因子的表达,减弱肝的炎症损伤及纤维相关因

子产生,达到抗肝纤维化作用。
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膜细胞对化疗损伤性颗粒细胞的影响及左归丸
含药血清干预作用

孙晓峰1,黄欣怡1,曾贵荣2,龚力民3∗,乔　 江4,阳松威3,周　 琳5

(1.湖南中医药大学医学院,长沙　 410208;2.湖南省药物安全评价研究中心 & 新药药效与安全性评价

湖南省重点实验室,长沙　 410331;3.湖南中医药大学药学院,长沙　 410208;
4.湖南中医药大学附属第一医院妇产科,长沙　 410007;5.长沙医学院,长沙　 410219)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨膜细胞对化疗损伤性颗粒细胞的影响以及左归丸含药血清的干预作用。 方法　 制备左

归丸含药血清,培养大鼠卵巢颗粒细胞和膜细胞,分 8 组,分别是(1)空白对照组;(2)共培养组;(3)ZGW 血清组;
(4)ZGW 血清+共培养组;(5)模型组;(6)模型+共培养组;(7)模型+ZGW 血清组;(8)模型+ZGW 血清+共培养组。
实时荧光定量 PCR 法(qRT-PCR)及蛋白免疫印迹法(Western blot)分别检测 Bax、Caspase-3、Beclin-1、p62、LC3B 在

转录水平和翻译水平上的表达。 结果　 模型组的 Beclin-1、LC3B、Bax 及 Caspase-3 基因在转录水平及翻译水平上

均有高表达,加入 10%左归丸含药血清处理或与膜细胞共培养可下调上述基因的表达;p62 基因的表达较对照组降

低,加入 10%左归丸含药血清处理或与膜细胞共培养可上调模型组 p62 基因表达。 当实验组与膜细胞共培养时加

入 10%左归丸含药血清后,5 种基因表达的变化程度更明显。 结论　 膜细胞能缓解体外颗粒细胞的化疗性损伤,且
与左归丸含药血清有协同作用,与抑制颗粒细胞自噬和减少其凋亡有关。

【关键词】 　 左归丸;化疗损伤;颗粒细胞;膜细胞;自噬;凋亡
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Effect of theca cells on granulosa cells injured by chemotherapy and
intervention with serum containing Zuogui pill components

SUN Xiaofeng1, HUANG Xinyi1, ZENG Guirong2, GONG Limin3∗, QIAO Jiang4,
YANG Songwei3, ZHOU Lin5

(1. School of Medicine, Hunan University of Chinese Medicine, Changsha 410208, China.
2. Hunan Center of Drug Safety Evaluation and Research of Drugs & Hunan Key

Laboratory of Pharmacodynamics and Safety Evaluation of New Drugs, Changsha 410331.
3. College of Medicine, Hunan University of Traditional Chinese Medicine, Changsha 410208. 4. Department of
Obstetrics and Gynecology, the First Affiliated Hospital of Hunan University of Traditional Chinese Medicine,

Changsha 410007. 5. Changsha Medical College, Changsha 410219.)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect of theca cells on granulosa cells injured by chemotherapy and the
intervention effect of serum containing Zuogui pill ( ZGW). Methods 　 Serum containing Zuogui pill components was



prepared. Granulosa and theca cells were cultured and divided into 8 groups, including blank control group, coculture
group, ZGW serum group, ZGW serum+coculture group, model group, model+coculture group, model+ZGW serum group
and model+ZGW serum+coculture group. The expression levels of Bax, Caspase-3, Beclin 1, p62 and LC3B were detected
by qRT-PCR and Western blot. Results　 Beclin-1, LC3B, Bax and Caspase-3 were highly expressed in the model group at
the transcriptional and translational levels, which were downregulated after adding 10% serum containing Zuogui pill
components or co-culturing with theca cells. The gene expression of p62 was lower in the model group than that in the
control group, and was upregulated by adding 10% serum containing Zuogui pill components or co-culturing with theca
cells. When the experimental group was co-cultured with theca cells, the expression of these genes changed more
substantially after the addition of 10% serum containing Zuogui pill components. Conclusions　 Theca cells alleviated the
chemotherapy-induced injury of granulosa cells in vitro and demonstrated a synergistic effect with serum containing Zuogui
pill components. These effects were related to the inhibition of autophagy and reduction in apoptosis of granulosa cells.

【Keywords】　 Zuogui pill; chemotherapy injury; granulosa cells; theca cells; autophagy; apoptosis

　 　 女性因使用化疗药物所导致卵巢储备功能在 40
岁之前衰竭称为化疗性卵巢早衰(premature ovarian
failure, POF),可导致继发性闭经并伴随血促性腺激

素升高和雌激素下降所引起的一系列症状,此类患者

罹患骨质疏松、心血管疾病等疾病风险性也明显增

加。 随着肿瘤疾病的明显年轻化以及病人对生育和

生活质量的要求,如何改善化疗性卵巢早衰愈受关

注[1-2]。 发育中的卵泡由卵母细胞(oocyte, OC)、颗
粒细胞( granulosa cells, GC)及膜细胞( theca cell,
TC)组成,三者相互作用维持卵泡的生长发育以及卵

巢的功能[3-4]。 GC 为 OC 提供支持和营养,TC 与 GC
密不可分,为优势卵泡提供稳定的雌激素微环境,同
时也是女性雌激素的主要来源。 化疗药物的效果取

决于它对快速分裂细胞的破坏能力,常用的化疗药物

环磷酰胺对卵巢损伤作用不仅表现为其对生长期卵

泡中 GC 增殖和 OC 发育的破坏,也可以通过损伤

DNA 的方式破坏静止期的原始卵泡,从而减小原始

卵泡池的大小,降低卵巢储备。 本团队及其他研究均

提示化疗性 POF 动物模型中 GC 凋亡率上升,而左归

丸可减少 GC 凋亡率,在一定程度上恢复卵巢功

能[5-6]。 环磷酰胺的体外活性成分磷酰胺氮芥

(phosphoramide mustard,PM)在体外可通过促进凋亡

和自噬过程损伤 GC;此种损伤能被 10%左归丸

(ZGW)含药血清通过影响 GC 自噬和凋亡过程所缓

解[7],目前关于 TC 的研究较少,其作用往往被小觑。
本研究进一步探讨 TC 对化疗损伤性 GC 的影响以及

左归丸含药血清对 TC 和 GC 共培养的干预机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级雌性 SD 大鼠 20 只,体重 250 ~ 270 g,8

周龄,用于制备含药血清,由湖南省斯莱克景达实

验动物有限公司提供[SCXK(湘)2019-0015],动物

饲养于湖南省药物安全评价研究中心 SPF 环境

[SYXK(湘)2020-0015]。 动物实验经湖南省药物

安全评价研究中心伦理委员会批准(2020014),过
程中遵循实验动物学的 3R 原则。
1.1.2　 细胞

原代大鼠卵巢 GC(赛百慷上海生物技术股份

有限公司,批号:iCell20191027)。 原代大鼠卵巢 TC
(赛百 慷 上 海 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司, 批 号:
iCell201912025)。
1.2　 主要试剂与仪器

　 　 左归丸由熟地、菟丝子、枸杞、川牛膝、山茱萸、
山药、鹿角胶、龟板胶组成,购自北京同仁堂。 按原

配方比制成含 1 g / mL 生药的浸膏。 磷酰胺氮芥

(江苏倍达, 20180908); GC 专用培养基 ( iCell,
PriMed-iCell-028);TC 专用培养基 ( iCell, PriMed-
iCell-042);RIPA 蛋白裂解液 (碧云天,P0013B);
BCA 蛋白定量试剂盒(碧云天,P0012S);二抗(Anti
Rabbit IgG / HRP, Abclonal, AS014,); β-actin 内参

( Abclonal, AC026 ); 兔 抗 Beclin-1 ( Abclonal,
A7353);兔抗 Caspase-3 ( Abclonal, A19654);兔抗

Bax ( Abclonal, A19684 ); 兔 抗 p62 ( Abclonal,
A19700); 兔 抗 LC3B ( Abclonal, A19665 ); High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kits ( Thermo
Fisher Scientific, EP0742 ); PowerUp SYBR Green
Master Mix(Thermo Fisher Scientific,A25742)。 引物

(上 海 生 工 )。 Fast Pure Cell / Tissue Total RNA
Isolation Kit(Vazyme,RC101-01);化学发光仪(博路

腾);倒置显微镜(OLYMPUS IX71);电泳仪(北京六

一);实时荧光定量 PCR 仪(Thermo Fisher,7500);
分光光度计(Thermo Fisher,NanoDrop Lite)。
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1.3　 实验方法

1.3.1　 左归丸含药血清制备与给药

表 1　 各组引物序列
Table 1　 Primer sequence of each group

引物名称
Primer name

正向引物(5’ to 3’) 　 　 　
Forward primer　 　 　

反向引物(5’ to 3’) 　 　 　
Reverse primer　 　 　

Beclin-1 CGACATCTGGCACAGTGGACAGTTTG 　 　 AGCATGGAGCAGCAACACAGTC
LC3B GTCAGCGTCTCCACACCAATCTC 　 　 TCCTGGGAGGCATAGACCATGTAC
p62 TGATTGAGTCCCTCTCCCAGATGC 　 　 CCGCTCCGATGTCATAGTTCTTGG
Bax GATGCGTCCACCAAGAAGCTGAG 　 　 CACGGCGGCAATCATCCTCTG

Caspase-3 GTGGAGGCCGACTTCTTGTATGC 　 　 TGGCACAAAGCGACTGGATGAAC

SD 大鼠随机分 2 组:左归丸含药血清组和正常

血清组各 10 只。 1 g / mL 的左归丸浸膏,按照 245.7
g / (kg·d)剂量(根据成人与大鼠体表面积的换算

公式计算出的大鼠用药量,相当于临床等效剂量的

9 倍),每天分 2 次给左归丸含药血清组动物连续灌

服 3 d,正常血清组每天分 2 次给予等量纯净水连续

灌服 3 d,两组于第 3 天末次灌胃后的 2~2.5 h,麻醉

后腹主动脉进行采血,静置 30 min 后,离心并分离

血清置于-20℃保存,实验前于 56℃、30 min 环境灭

活,使用 0.22 μm 滤器过滤后使用。
1.3.2　 造模与分组

分为 8 组:(1)空白对照组:10%正常血清专用

培养基培养 48 h;(2)共培养组:10%正常血清专用

培养基,并插入培养用 TC 细胞的小室于孔板之上,
培养 48 h;(3)ZGW 血清组:10% ZGW 血清专用培

养基培养 48 h;(4)ZGW 血清+共培养组:10% ZGW
血清专用培养基,并插入培养用 TC 细胞的小室于

孔板之上,培养 48 h;(5)模型组:向 10%正常血清

专用培养基中加入 PM,浓度为 30 μmol / L,培养 24
h 后,换液加入 10%正常血清专用培养基继续培养

24 h;(6)模型+共培养组:向 10%正常血清专用培

养基中加入 PM,浓度为 30 μmol / L,培养 24 h 后,换
液加入 10%正常血清专用培养基,并插入培养用 TC
细胞的小室于孔板之上,继续培养 24 h。 (7)模型+
ZGW 血清组:向 10%正常血清专用培养基中加入

PM,浓度为 30 μmol / L,培养 24 h 后,换液加入 10%
ZGW 血清专用培养基继续培养 24 h;(8) 模型 +
ZGW 血清+共培养组:向 10%正常血清专用培养基

中加入 PM,浓度为 30 μmol / L,培养 24 h 后,换液加

入 10% ZGW 血清专用培养基,并插入培养用 TC 细

胞的小室于孔板之上,继续培养 24 h。 各组均在

37℃,5% CO2细胞培养箱培养。 利用 0.4 μm 孔径

的聚对苯二甲酸乙二醇酯(PET)-based 小室进行细

胞共培养试验,具体方法如下:先分别制备 TC 细胞

和 GC 细胞的细胞悬液,进行细胞计数,每组取 3×
105个细胞,放至 1. 5 mL 无菌 EP 管中,并用其各自

专用培养基补齐至 600 μL。 向 6 孔板中加入 2. 4
mL 含有 10%正常血清的 GC 细胞专用培养基,同时

加入 200 μL 事先准备的 GC 细胞悬液;上面放细胞

小室,先向小室中加入 1. 3 mL 含有 10%正常血清

的 TC 细胞专用培养基,将 200 μL 的细胞悬液轻轻

加入小室的上室中,尽量使细胞均匀分布到小室孔

内(注意:保证上下室液体相互接触)。
1.3.3　 qRT-PCR 法检测各组目的基因 mRNA 表达

根据试剂盒要求提取细胞总 RNA,检测 RNA
纯度及浓度后,使用琼脂糖电泳法检测 RNA 完整

性。 参照试剂盒操作说明,将 1 μg 总 RNA 反转录

合成 cDNA 后进行扩增,反应条件为 95℃、10 min,
95℃、10 s,60℃、30 s,72℃、15 s,循环次数为 40 次。
参照文献[8]方法分析实验数据,以 2- ΔΔ ct法( ct 表示

基本循环值)测定各目的 mRNA 基因相对表达量。
试验重复 3 次。 各组目的基因引物序列见表 1。
1.3.4　 Western blot 检测各组目标蛋白的表达

弃培养基,用 1 mL PBS 缓冲液漂洗细胞 2 次,
吸掉 PBS,用胰酶将细胞消化,使用移液枪反复吹打

制成细胞悬液,取细胞悬液置于 EP 管内,1000 r /
min 的速度离心 5 min 后,去上清,转移至无菌的 1.5
mL EP 管中。 每管加入 200 μL 细胞裂解液 RIPA,
用移液枪吸打,将细胞沉淀充分打散至溶液澄清,
放入-80℃冰箱反复冻融 2 次后用超声破碎仪破碎

细胞,放入提前预冷到 4℃的离心机,12000 r / min,
离心 10 min;将上清转移到新的 1.5 mL EP 管中,做
好标记待用。 取 80 μg 蛋白样品量,加入 6×SDS 混

合,置于 105℃高温变性 10 min,剩余的蛋白样品置

于-80℃保存。 变性后的各组蛋白经 SDS 凝胶电泳

(2~3 h)、转膜(90 min)、封闭(60 min)、孵一抗(孵
育 4~6 h 或 4℃过夜)、洗膜(10 min×3 次)、孵二抗

(60 min)、再次洗膜(10 min×3 次)后。 使用 ECL 显

影液进行显影后,在 Tanon-5200 系统中,加入化学

发光底物检测荧光信号,进行成像分析。 定性和定
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量分析各组条带 Beclin-1、LC3B、Bax、Caspase-3 及

p62 的表达。 实验重复 3 次,结果取 3 次平均值。

注:I:p62 mRNA 的表达;II:Beclin-1 mRNA 的表达。 III:Caspase-3 mRNA 的表达;IV:Bax mRNA 的表达;V:

LC3B mRNA 的表达。 与空白对照组比较,∗P<0. 05;与模型组比较,#P<0. 05。 A:空白对照组;B:共培养组;
C:ZGW 血清组;D:ZGW 血清+共培养组;E:模型组;F:模型+共培养组;G:模型+ZGW 血清组;H:模型+ZGW
血清+共培养组。

图 1　 各组目的基因 mRNA 表达量

Note. I, Expression of p62 mRNA. II, Expression of Beclin-1 mRNA. III, Expression of Caspase-3 mRNA. IV,

Expression of Bax mRNA. V, Expression of LC3B mRNA. Compared with the blank control group,∗P < 0. 05.

Compared with the model group,#P<0. 05. A, Blank control group. B, Coculture group. C, ZGW serum group. D,
ZGW serum+coculture group. E, Model group. F, Model+coculture group. G, Model+ZGW serum group. H, Model+

ZGW serum+coculture group.

Figure 1　 mRNA expression of target gene in each group

1. 4　 统计学方法

　 　 使用 SPSS 22. 0 软件处理数据,计量资料以平

均数±标准差(􀭰x±s)表示。 若数据符合正态性和方

差齐性,各组间均数比较采用单因素方差分析法;
若数据不符合正态性或方差齐性,采用 Kruskal-
Wallis 秩和检验方法比较各组间均值。 以 P<0. 05
认为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组目标蛋白 mRNA 基因表达

　 　 由图 1 中结果所示,用 PM 处理大鼠卵泡 GC
后,GC 中的 Beclin-1、LC3B、Bax 以及 Caspase-3 的

mRNA 表达增加,p62 的表达水平下降;而左归丸给

药能显著降低 PM 处理后 GC 升高的 Beclin-1、
LC3B、Bax 以及 Caspase-3 的 mRNA 水平,同时升高

PM 处理后 GC 降低 p62 的 mRNA 表达水平;加入

TC 细胞与 GC 细胞共培养,同样可以使化疗损伤性

的 GC 细胞中 Beclin-1、LC3B、Bax 以及 Caspase-3 的

mRNA 表达水平降低,p62 的表达水平升高,且在模

型组中同时加入共培养及左归丸含药血清处理后,
Beclin-1、LC3B、Bax 以及 Caspase-3 的 mRNA 表达水

平较单纯使用共培养或左归丸含药血清处理的更

低,而 p62 的表达水平更高。 以上差异均具有统计

学意义(P<0. 05)。
2. 2　 各组目标蛋白表达

　 　 由图 2 中结果所示,用 PM 处理大鼠卵泡 GC
后,GC 中 Beclin-1、LC3B、Bax 以及 Caspase-3 的蛋

白表达增加,p62 的表达水平下降;而左归丸给药能

降低 PM 处理后 GC 升高的 Beclin-1、LC3B、Bax 以

及 Caspase-3 的水平,同时升高 PM 处理后 GC 降低

的 p62 表达水平;加入 TC 细胞与 GC 细胞共培养,
同样可以使 GC 细胞中 Beclin-1、LC3B、Bax 以及

Caspase-3 的表达水平降低,p62 的表达水平升高。
且在模型组中同时加入共培养及左归丸含药血清

处理后,Beclin-1、LC3B、Bax 以及 Caspase-3 的蛋白

表达水平较单纯使用共培养或左归丸含药血清处

理的更低,而 p62 的表达水平更高。 以上差异均具

有统计学意义(P<0. 05)。
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注:I:p62 蛋白的表达;II:Beclin-1 蛋白的表达;III:Caspase-3 蛋白的表达;IV:Bax 蛋白的表达;V:LC3B 蛋白的表

达。 与空白对照组比较,∗P<0. 05;与模型组比较,#P<0. 05。 A:空白对照组;B:共培养组;C:ZGW 血清组;D:
ZGW 血清+共培养组;E:模型组;F:模型+共培养组;G:模型+ZGW 血清组;H:模型+ZGW 血清+共培养组。

图 2　 各组目的蛋白表达

Note. I, Expression of p62 protein. II, Expression of Beclin-1 protein. III, Expression of Caspase-3 protein. IV,

Expression of Bax protein. V, Expression of LC3B protein. Compared with the blank control group,∗P<0. 05. Compared

with the model group,#P<0. 05. A, Blank control group; B, Coculture group. C, ZGW serum group. D, ZGW serum+

coculture group. E, Model group. F, Model+coculture group. G, Model+ZGW serum group. H, Model+ZGW serum+

coculture group.

Figure 2　 Expression of target proteins in each group

3　 讨论

　 　 作为广谱抗肿瘤药物的环磷酰胺,不仅对各种

实体瘤、白血病有效,而且是目前应用的各种免疫

抑制剂中作用最强、应用最多的药物之一,由于其

良好的临床疗效,应用范围日益广泛[9],但其副作

用也不容忽视,包括脱发、骨髓抑制、损伤卵巢功能

等。 本实验以 PM(环磷酰胺的体外活性成分)处理

GC 建立化疗损伤性 GC 模型,并尝试将 TC 与 GC
共培养发现:自噬启动因子 Beclin-1、微管结合蛋白

轻链 3(LC3B)、凋亡蛋白 Bax、Caspase-3 在 PM 作用

的 GC 中,较对照组在转录水平及翻译水平上有高

表达,10%左归丸含药血清处理及与 TC 共培养处理

可下调上述蛋白在模型组中的表达;然而自噬受体

蛋白 p62 的表达较对照组降低,与 TC 共培养或在

培养基中加入 10%左归丸含药血清可上调模型组

GC 中 p62 蛋白及其对应 mRNA 的表达。 且当 GC
与 TC 共培养处理的同时加入 10%左归丸含药血清

后上述蛋白及其对应的 mRNA 的表达变化程度更

明显。
自噬是一种溶酶体依赖的细胞内降解系统,在

多种生理过程中起着重要的作用,在心血管疾病、

肿瘤等各类疾病的发生发展中存在失衡状态[10-11]。
Beclin-1 是自噬启动关键因子;LC3B 则是自噬过程

的标志物,主要参与了自噬小体的形成;p62 可在自

噬时降解,能反映自噬的强弱。 当 LC3B 升高,p62
同时降低,则表明自噬流通畅[12-13]。 凋亡是一种自

主调节的细胞死亡过程,其特征是细胞收缩、膜泡

出现、DNA 断裂和凋亡小体的形成,主要有 2 种途

径:外源性或死亡受体途径、内源性或线粒体途径。
这 2 条通路最终都通过由 Caspase-3 的裂解启动的

执行通路。 同时 Bax 蛋白不仅能作为 Caspase-3 的

上游调控机制,调节其活性,也能作为 Caspase-3 的

底物,在其下游机制发挥促凋亡作用,两者相互联

系又相互制约,都是重要的促凋亡基因[14]。 自噬和

凋亡都是典型的程序性细胞死亡类型,通常发生在

同一个细胞内。 自噬的顺序先于凋亡,自噬是否诱

导或抑制凋亡取决于细胞类型、刺激性质和持续时

间[15]。 本实验结果中模型组 Beclin-1、LC3B 基因表

达上升的同时,p62 基因表达下降,说明 PM 损伤

GC 过程中自噬流通畅,此过程中 Bax 和 Caspase-3
基因表达的上升也提示 GC 凋亡。

TC 位于 GC 的周围,源于卵巢的基质细胞,内
含大量脂类物质和滑面内质网并存在丰富的 LH 受
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体。 既往研究提示其不仅为卵泡提供结构支持,所
分泌的雄激素也是 GC 合成雌激素的原料[16]:在 TC
产生大量雄激素及其诱导的芳香化酶活化的前提

下,卵泡刺激素和黄体生成素相互协调,才可产生

雌激素的爆发,同时 OC 即将完成第一次减数分裂,
完成优势卵泡最后阶段的发育。 此外 TC 还可分泌

各种生长因子调控卵巢闭锁过程[17],对抗 GC 凋

亡,但关于 TC 对化疗损伤性 GC 的影响及其具体机

制的相关研究甚少。 本实验证明 TC 能缓解 PM 作

用于 GC 引起的化疗性损伤,且与左归丸含药血清

有协同作用。 PM 对 GC 的损伤以及左归丸含药血

清和 TC 对 GC 的保护作用中都存在自噬与凋亡现

象,且可能存在“自噬-凋亡”交叉对话,补充了 TC
对 GC 又一作用以及左归丸治疗化疗性 POF 的作用

机制。 但关于左归丸含药血清与 TC 共培养协同作

用的具体机制、左归丸含药血清和 TC 通过哪些作

用位点影响 GC 的自噬与凋亡过程,GC 与 TC 之间

是否还有其他相互作用等问题仍待下一步实验

阐明。
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银杏蜜环口服溶液对大鼠心肌微血管内皮细胞
血管新生能力的影响

韩　 笑1,姚明江1,任建勋1,付建华1,任钧国1,金　 龙1,郭　 浩1,赵步长2,
王益民2,刘建勋1∗

(1.中国中医科学院西苑医院基础医学研究所,北京市中药药理重点实验室,北京　 100091;
2.西安步长中医心脑病医院,西安　 710082)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察银杏蜜环口服溶液(简称银蜜)对 CMECs(大鼠心肌微血管内皮细胞)增殖、迁移、细胞

小管形成及 VEGF(血管内皮生长因子)、CD31(血小板-内皮细胞粘附分子)蛋白表达的影响,探讨银蜜的体外血

管新生能力。 方法　 培养 CMECs,分为对照组、银蜜高(2. 6 mg / mL)、中(1. 3 mg / mL)、低(0. 6 mg / mL)剂量组。
CCK-8 法检测 CMECs 增殖能力;细胞划痕实验检测 CMECs 迁移能力;Matrigel 血管形成实验检测 CMECs 成管能

力;Western blot 检测 VEGF、CD31 蛋白表达。 结果　 与对照组相比,银蜜高、中、低剂量均能显著促进 CMECs 增殖;
且银蜜高组细胞增殖率显著高于银蜜中、低组。 划痕 6 h 后银蜜高组细胞迁移率显著高于对照组,银蜜中、低组细

胞迁移率大于对照组,但无统计学差异;划痕 24 h 后银蜜高、中、低组 CMECs 迁移率均显著升高,银蜜高组细胞迁

移率高于银蜜中、低组。 银蜜高组 CMECs 网眼数、网眼面积、交叉点数显著优于对照组、银蜜中、低组。 银蜜高、中
组 VEGF、CD31 蛋白表达量显著升高。 结论　 银杏蜜环口服溶液可促进 CMECs 的增殖、迁移和体外血管成环,同
时促进 VEGF 和 CD31 蛋白表达,且药效随银蜜剂量的增加而增强,提示银杏蜜环口服溶液具有显著的促进体外血

管新生能力。
【关键词】 　 银杏蜜环口服液;银杏叶提取物;蜜环菌;血管新生
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Effect of Yinxing Mihuan oral solution on angiogenesis of rat cardiac
microvascular endothelial cells

HAN Xiao1, YAO Mingjiang1, REN Jianxun1, FU Jianhua1, REN Junguo1, JIN Long1, GUO Hao1, ZHAO Buchang2,
WANG Yimin2, LIU Jianxun1∗

(1. Institute of Basic Medical Sciences of Xiyuan Hospital, China Academy of Chinese Medical Sciences,
Key Laboratory of Pharmacology of Chinese Materia Medica, Beijing 100091, China.

2. Xi’an Buchang Traditional Chinese Cardio-cerebrovascular Disease Hospital, Xi’an 710082)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To determine the effects of Yinxing Mihuan (YM) oral solution on the proliferation,
migration, tubule formation and protein expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and CD31 in rat cardiac



microvascular endothelial cells (CMECs) and whether YM promotes angiogenesis in vitro. Methods　 CMECs were cultured
and divided into a control group and YM high dose (2. 6 mg / mL), YM medium dose (1. 3 mg / mL) and low dose (0. 6
mg / mL) YM groups. The cell counting CCK-8 assay was used to measure proliferation, and the scratch test was used to
detect the migration of CMECs. A Matrigel-based angiogenesis assay was used to detect tube formation by CMECs, and
Western blot were used to detect the expression of VEGF and CD31. Results　 Compared with that in the control group, the
high, medium and low YM doses significantly promoted the proliferation of CMECs, and the proliferation rate in YM high
dose YM group was significantly higher than that in YM medium and low dose YM groups. Six hours after scratching the
CMEC monolayer, the migration rate of CMECs in YM high dose YM group was significantly higher than that in the control
group; the migration rates of CMECs in YM medium and low dose YM groups were increased, but there was no significant
difference compared with the control group. Twenty-four hours after scratching the monolayer, the migration rates of CMECs
in YM high, medium and low dose groups were significantly increased compared with that in the control group. The Matrigel
matrix number, area and cross points for CMECs in YM high dose group were significantly improved compared with those in
YM medium and low dose YM groups. Compared with that in the control group, the expression of VEGF and CD31 in YM
high and medium dose YM groups was significantly increased. Conclusions 　 YM can promote proliferation, migration,
angiogenesis and expression of VEGF and CD31 proteins in CMECs in vitro. These effects were dose-dependent, suggesting
that YM has a significant ability to promote angiogenesis.

【Keywords】　 Yinxing Mihuan oral solution; ginkgo biloba extract; Armillaria mellea; angiogenesis

　 　 血管新生在胚胎发育、组织修复、心室重构、肿
瘤等生理病理过程中具有重要作用。 近年来缺血

性血管疾病的防治从单纯改变病变血管供血,转向

如何促进侧支循环的建立,因而促血管新生成为缺

血性血管疾病的治疗新方向[1]。 心肌微血管内皮

细胞是心肌与血液交换能量的主要屏障,可合成多

种细胞因子和活性物质,维持正常心肌的功能,参
与心肌缺血后血管新生[2]。 很多中药可以促进血

管新生、促进侧支循环,在治疗缺血性心脑血管疾

病方面具有良好的应用前景[3]。
银杏蜜环口服溶液主要由银杏叶提取物和天

麻蜜环菌组成,银杏叶提取物有活血化瘀通络之

功,蜜环菌可镇静安神,临床用于治疗冠心病、心绞

痛、缺血性脑血管疾病, 可改善心脑缺血性症

状[4-5]。 药理研究显示,银杏蜜环口服溶液可保护

急性心肌缺血大鼠[6] 和犬[7],减轻脑缺血再灌注大

鼠脑梗死[8],对缺氧复氧损伤脐静脉内皮细胞[9]、
脑微血管内皮细胞损伤[10]具有保护作用,但是对血

管新生方面的研究尚未见报道。 本研究旨在观察

银杏蜜环口服溶液对大鼠心肌微血管内皮细胞血

管新生能力的影响,发掘银杏蜜环口服溶液治疗缺

血性心血管疾病的药效机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 大鼠心肌微血管内皮细胞 CMECs ( Cat NO.
C645,ATCC)。

1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 银杏蜜环口服溶液(每 10 mL 含 30 mg 银杏叶

提取物和 1000 mg 蜜环菌粉,邛崃天银制药有限公

司提供, 批号 190721 ); DMEM 培养基 ( GIBCO,
8119352);胎牛血清(Biowest,S14735S1820);胰蛋

白酶消化液 ( Solarbio, T1300);青霉素-链霉素 SP
(Gibco,1894156);CCK-8 试剂盒(Dojindo,CK04);
Matrigel 基质胶(Corning,356237);RIPA 细胞裂解

液( Solarbio, R0010); BCA 蛋白浓度测定试剂盒

(Solarbio,20191229);5 ×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲

液(KeyGEN BioTECH,20160712);10×电泳缓冲液、
10×电转移缓冲液、10×封闭洗涤液、封闭专用脱脂

奶粉(北京普利来基因技术有限公司);化学发光检

测试剂盒(Thermo Scientific,UI291092);VEGF 抗体

(Abcam,A3098);CD31 抗体(Abcam,ab24590);β-
actin 抗体(Proteintech,66009-1);辣根过氧化物酶

标记山羊抗兔 IgG(YUABIO,127760);辣根过氧化

物酶 标 记 山 羊 抗 小 鼠 IgG 抗 体 ( YUABIO,
203700113)。

活细胞工作站(Olympus,IX81);酶标仪(BioTek
SYNERGY4 ); 电 泳 仪 ( BIO-RAD, Power Pac
Univeral);凝胶成像仪(BIO-RAD,ChemiDocTM XRS
+)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 CMECs 细胞培养

　 　 CMECs 细胞以 DMEM 高糖培养基(含 10%FBS
和 1%青 /链霉素)培养,细胞生长至 80%融合时,胰
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蛋白酶消化液消化传代,取对数生长期的细胞进行

实验。
1. 3. 2　 分组及给药

　 　 分组:对照组、银杏蜜环口服溶液高剂量组

(2. 6 mg / mL,简称银蜜高)、中剂量组(1. 3 mg / mL,
简称银蜜中)、低剂量组(0. 6 mg / mL,简称银蜜低)。
对照组用 DMEM 培养基培养;银蜜高、中、低组适时

(给药时间因实验不同而不同,具体见下)吸弃旧培

养基,加入含药 DMEM 培养基。
1. 3. 3　 CMECs 增殖检测

　 　 细胞增殖实验用 CCK-8 法。 细胞以1×105 / mL
的密度接种于 96 孔板,待细胞充分贴壁后,弃旧培

养基,对照组换成 DMEM 培养基(每孔 100 μL),银
蜜高、中、低剂量组分别换成含银蜜 2. 6、1. 3、0. 6
mg / mL 的 DMEM 培养基(每孔 100 μL),将细胞放

回培养箱继续培养。 24 h 后取出加入 CCK-8 溶液

每孔 10 μL,孵育 3 h,酶标仪测定 450 nm 处的吸光

度 OD 值,OD 值大小与活细胞的数量成正比。 细胞

增殖率(%)= (给药组 OD 值-对照组 OD 值) /对照

组 OD 值×100%
1. 3. 4　 CMECs 迁移检测

　 　 细胞迁移率借助细胞划痕法,比较各组细胞划

痕面积愈合百分比(%),评价银杏蜜环口服液对

CMECs 迁移能力的影响。 CMECs 以每孔 5×105cells
的密度接种于 6 孔板内,待形成完全融合的单层细

胞层后,用 200 μL 无菌枪头在孔中画“井”字型划

痕无菌 PBS 洗细胞 3 次,去除划下的脱落细胞碎

片,确保划线后留下的间隙清晰可见。 此时,对照

组加入 DMEM 培养基,银蜜高、中、低剂量组分别换

成含银蜜 2. 6、1. 3、0. 6 mg / mL 的 DMEM 培养基,放
回培养箱培养。 于划痕后即刻(0 h)、划痕后 6 h、划
痕后 24 h 显微镜观察横竖划痕交叉点四周的固定

检测点,拍照,Image J 软件计算划痕面积。 细胞迁

移率(%)= (原划痕面积-残留面积) /原划痕面积

×100%。
1. 3. 5　 CMECs 体外成管实验

　 　 将 Matrigel 基质胶、24 孔板、枪头提前预冷。 向

预冷的 24 孔板中加入 Matrigel 基质胶(每孔 250
μL),放入培养箱 30 min 固化成胶。 将 CMECs 接种

于 Matrigel 基质胶包被好的 24 孔板中,放回培养箱

待细胞贴壁后,对照组换成 DMEM 培养液,银蜜高、
中、低剂量组分别换成含银蜜 2. 6、1. 3、0. 6 mg / mL
的 DMEM 培养基继续培养 3 h。 3 h 后倒置显微镜

下观察细胞成管情况,每孔随机选取 5 个视野拍照。
Image J 图像分析软件分析,以网眼数、网眼面积、交
叉点数表示各组 CMECs 的成管能力。 网眼和交叉

点示意图见图 1。

图 1　 体外成管实验主要检测指标示意图

Figure 1　 Schematic diagram of main detection
indexes in vitro tube forming experiment

1. 3. 6　 CMECs CD31、VEGF 蛋白免疫印迹检测

　 　 CMECs 经药物处理后预冷的 RIPA 裂解液冰上

超声裂解细胞,13000 r / min,4℃离心后取上清测蛋

白浓度。 取等量蛋白上样,SDS-PAGE 分离后,将蛋

白转印至 PVDF 膜,5%脱脂奶粉室温摇床封闭 1 h,
CD31、VEGF 一抗(1 ∶ 1000),4℃ 冰箱孵育过夜。
TBST 洗膜 3 次,辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG
(1 ∶ 20000)室温孵育 2 h,TBST 洗涤 3 次后,增强型

化学发光试剂(ECL)显色,Image Lab 3. 0 系统成像

软件采集凝胶成像图片,分析条带灰度值。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验结果以平均数±标准差(􀭰x± s)表示,SPSS
18. 0 统计软件 One-Way ANOVA (单因素方差分

析)方法,方差齐性应用 Tukey 检验,方差不齐采用

Tamhane’ s T2 检验。 P < 0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 银杏蜜环口服溶液对 CMECs 增殖的影响

　 　 与对照组相比,银蜜高、中、低剂量可显著促进

CMECs 增殖,具有统计学差异(P<0. 05~0. 001);银
蜜高促进细胞增殖生长的作用优于银蜜中、低组(P
<0. 001);银蜜中剂量与低剂量组相比,未见统计学

差异。 结果提示银杏蜜环口服溶液对 CMECs 具有

显著的增殖效应,见表 1。

42 中国比较医学杂志 2022 年 2 月第 32 卷第 2 期　 Chin J Comp Med, February 2022,Vol. 32,No. 2



2. 2　 银杏蜜环口服溶液对 CMECs 迁移的影响

　 　 结果显示,6 h 时间点,银蜜高组细胞迁移率

显著高于对照组,具有统计学差异( P< 0. 001) ,
银蜜中、低组 CMECs 迁移率大于对照组,但无统

计学差异 ( P > 0. 05) ;在 24 h 时间点,银蜜高、
中、低组细胞迁移率明显高于对照组,具有统计

学差异(P<0. 001) ,且银蜜高组迁移率显著高于

银蜜中、低组( P< 0. 001) ;银蜜中组迁移率高于

银蜜低组(P< 0. 001) 。 提示银蜜可促进 CMECs
迁移,且促进 CMECs 迁移的能力随着银蜜剂量

的增加而增强、随时药物作用时间的延长而增

加。 见表 2,图 2。

表 1　 银杏蜜环口服溶液对 CMECs 增殖的影响(􀭰x±s,n= 6)
Table 1　 Effect of YM (Yinxing Mihuan oral

solution) on proliferation of CMECs
组别
Groups

剂量
Dose

增殖率(%)
Proliferation rate

对照组 Control group / 　 　 　 　 0±0
银蜜高组

YM high dose group 2. 6 mg / mL 　 　 　 34. 0±4. 9∗∗∗△△△▲▲▲

银蜜中组
YM medium dose group 1. 3 mg / mL 　 　 　 10. 5±5. 2∗

银蜜低组
YM low dose group 0. 6 mg / mL 　 　 　 8. 6±4. 5∗

注:与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001;与银蜜中组比较,△△△P<
0. 001;与银蜜低组比较,▲▲▲P<0. 001。
Note. Compared with control group,∗P<0. 05,∗∗∗ P<0. 001. Compared
with YM medium dose group,△△△ P < 0. 001. Compared with YM low
dose group,▲▲▲ P<0. 001.

表 2　 银杏蜜环口服溶液对 CMECs 迁移率(%)的影响(􀭰x±s,n= 6)
Table 2　 Effect of YM on CMECs mobility rate

组别
Groups

剂量
Dose

6 h 迁移率(%)
6 h mobility rate

24 h 迁移率(%)
24 h mobility rate

对照组 Control group / 6. 5±5. 7 22. 1±6. 0

银蜜高组 YM high dose group 2. 6 mg / mL 15. 1±3. 3∗∗∗ 57. 7±5. 5∗∗∗ △△△ ▲▲▲

银蜜中组 YM medium dose group 1. 3 mg / mL 13. 0±8. 8 44. 9±5. 6∗∗∗ ▲▲▲

银蜜低组 YM low dose group 0. 6 mg / mL 11. 7±4. 7 31. 4±2. 9∗∗∗

注:与对照组比较,∗∗∗P<0. 001;与银蜜中组比较,△△△P<0. 001;与银蜜低剂量组比较,▲▲▲P<0. 001。
Note. Compared with control group, ∗∗∗P<0. 001. Compared with YM medium dose group, △△△P<0. 001. Compared with YM low dose
group, ▲▲▲P<0. 001.

图 2　 银杏蜜环口服溶液对 CMECs 迁移能力的影响

Figure 2　 Effect of YM on migration ability of CMECs
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2. 3　 银杏蜜环口服溶液对 CMECs 成管的影响

　 　 CMECs 细胞接种于 Matrigel 基质胶孔中后,刚
开始呈圆形或卵圆形,30 min 后基本贴壁,1 h 后细

胞逐渐伸展并伸出突起,3 h 后突起相互连接形成

小管样结构。 银蜜有良好的促进 CMECs 成管作用,
且促 CMECs 成管的能力随药物剂量的增加而增强,
见图 3、表 3。

网眼数及网眼面积结果显示,与对照组相比银

蜜高、银蜜中组网眼数显著增多 ( P < 0. 01, P <
0. 05)、网眼面积更大(P<0. 01,P<0. 05),其中银蜜

高组网眼的数量及面积与银蜜低组相比具有统计

学差异(P<0. 05)。 银蜜低组网眼数量增多,但与对

照组相比无统计学差异(P>0. 05),网眼面积显著大

于对照组(P<0. 05)。 交叉点数结果显示:银蜜高组

细胞网状结构的交叉点显著多于对照组、银蜜中、
低剂量组(P<0. 001);银蜜中、低组交叉点数高于对

照组,银蜜中组与对照组相比有统计学差异(P <
0. 05)。
2. 4　 银杏蜜环菌口服溶液对 CMECs CD31、VEGF
蛋白表达的影响

　 　 结果显示,与对照组相比,银蜜高、银蜜中组

CD31、VEGF 蛋白表达量均显著升高 ( P < 0. 05 ~
0. 001),银蜜低组 CD31 和 VEGF 表达有升高趋势,
但统计学意义(P>0. 05);银蜜高组 CD31、VEGF 表

达量显著高于银蜜中、低组(P<0. 001),见图 4。

图 3　 银杏蜜环口服溶液对 CMECs 小管形成的影响

Figure 3　 Effect of YM on tubule formation of CMECs

表 3　 银杏蜜环口服溶液对 CMECs 网眼数、网眼面积、交叉点数的影响(􀭰x±s,n= 3)
Table 3　 Effect of YM on meshes number, meshes area and junctions of CMECs

组别
Groups

剂量
Dose

网眼数(个)
Nb meshes(NO.)

网眼面积(像素)
Meshes area(PX)

交叉点数(个)
Nb junctions(NO.)

对照组 Control group / 2±2 9585±8034 30±11
银蜜高 YM high dose group 2. 6 mg / mL 10±6∗∗ ▲ 112307±96316∗∗ ▲ 60±16∗∗∗ △△△ ▲▲▲

银蜜中 YM medium dose group 1. 3 mg / mL 5±3∗ 35283±28857∗ 41±12∗

银蜜低 YM low dose group 0. 6 mg / mL 4±3 22072±13128∗ 39±14
注:与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与银蜜中组比较,△△△P<0. 001;与银蜜小组比较,▲P<0. 05,▲▲▲P<0. 001。
Note. Compared with control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001. Compared with YM medium dose group,△△△P<0. 001. Compared with YM low
dose group,▲P<0. 05,▲▲▲P<0. 001.

3　 讨论

　 　 冠心病的死亡率呈逐年上升态势,建立有效的

冠状动脉侧支循环可以在一定程度上缓解心肌缺

血症状,降低患者的病死率[11-12],而侧支循环的形

成有赖于新生血管,血管新生能力是侧支循环建立

的基础和关键[13]。 治疗性血管新生成为缺血性心

脏病治疗的新途径[14]。
银杏蜜环口服溶液主要有效物质为银杏叶提

取物和天麻蜜环菌,其有银杏叶具有活血、化瘀、通
络之功效,银杏叶提取物具有保护线粒体、抑制细

胞凋亡、抗氧化、抗炎、扩张血管、改善血液循环的

作用[15];天麻蜜环菌与天麻共生,与天麻有相似的

药理作用和临床疗效[16],具有抗炎、抑制细胞凋亡、
抑制血小板活化、抗血栓等药效[17],与化瘀通络功

效相似。 银杏蜜环口服溶液临床用于治疗缺血性

心血管疾病,但机制是否与促进心肌缺血区血管新

生的作用少见报道。
血管生成是一个复杂过程,涉及激活期血管基

底膜降解;血管内皮细胞的激活、增殖、迁移;重建

形成新的血管和血管网等环节[18]。 血管生成受机

体多种因素如 CD31 和 VEGF 的调节。 CD31 又称

为血小板-内皮细胞粘附分子,存在于血管内皮细

胞紧密连接处,CD31 胞内结构域的酪氨酸残基磷

酸化,启动丝裂原活化蛋白激酶 /细胞外调节蛋白
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注:与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与银蜜中比较,△P<0. 05,△△P<0. 01;与银蜜低比较,▲▲▲P<0. 001。

图 4　 银杏蜜环口服溶液对 CMECs CD31、VEGF 表达的影响

Note. Compared with control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001. Compared with YM medium dose group,△P<0. 05,△△P<0. 01.

Compared with YM low dose group,▲▲▲P <0. 001.

Figure 4　 Effect of YM on the expression of CD31、VEGF in CMECs

激酶信号通路,调控细胞的增殖、分化、迁移和凋

亡,促进血管生成[19]。 VEGF 是血管内皮细胞的特

异性有丝分裂剂,促进血管内皮细胞的增殖和迁

移,抑制内皮细胞凋亡,增加血管的渗透性[20-21],使
血浆蛋白溢出凝结形成凝胶体,成为血管生成的临

时基质,为内皮细胞迁移提供纤维网络,在促血管

生成的调控中发挥重要作用[22-25]。
本研究观察银杏蜜环口服溶液对体外培养

CMECs 增殖、迁移及血管样管腔形成的影响;同时

检测与血管生成密切相关的 CD31、VEGF 蛋白表达

情况,综合评价银杏蜜环口服溶液体外促血管新生

的能力及机制。 实验结果提示,银蜜高、中、低剂量

具有显著促进 CMECs 增殖、迁移和成管的药效,且
药效随着银蜜实验剂量的增加而增强。 同时,银蜜

还可明显上调 CD31 和 VEGF 的蛋白表达,银蜜剂

量越高,内皮细胞 CD31 和 VEGF 的蛋白表达量

越高。
依据上述细胞学研究结果,可以推测银蜜促进

细胞增殖的作用将为血管生成提供足够多的细胞、
促进细胞迁移的能力则把增殖的内皮细胞迁移至

需要生成血管的部位,为血管生成提供物质基础,
之后银蜜促成管的作用将帮助机体利用输送过来

的增殖细胞,组建管样网状结构。 同时,银蜜刺激

内皮细胞 CD31 和 VEGF 的表达,二者协同内皮细

胞增殖、迁移、成管过程,并为血管网的生成提供临

时基质和纤维网络,最终形成管腔样结构。
在 Matrigel 基质胶成管实验中,银蜜高剂量组

网眼数量、网眼面积、交叉点数量都显著高于对照

组、银蜜中、银蜜低剂量组。 网眼数量越多,网眼面

积越大,代表可能形成血管管腔越多,血管管径可

能越粗,大口径的新生血管将有可能为缺血组织提

供更多的血供,更为有效地发挥缺血代偿作用。 交

叉点越多,血管网状结构就越牢固越成熟。 可见,
银蜜高剂量显示出更好的促进 CMECs 体外成管的

药效。
综上所述,银杏蜜环口服溶液可促 CMECs 增

殖、迁移、成管,并能上调细胞 CD31 和 VEGF 的表

达,具有良好的体外促血管新生的能力,其活血、化
瘀、通络的功效及其治疗缺血性心脏病的药效机制

与其促血管新生的作用具有一定相关性。 促血管

生成更深入的机制将在细胞及心肌缺血动物模型

上进行。
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改良后 Hulth 法和Ⅱ型胶原酶注射法建立兔膝骨关节炎
模型的比较研究

欧宝芳1,别亚男2,陈千晴1,陈柏羽1,许佳欢1,谢水林3∗,吴少瑜1∗

(1.南方医科大学药学院,广州　 510515;2.广东药科大学生命科学与生物制药学院,广州　 5114362;
3.华南理工大学生物科学与工程学院,广州　 510006)

　 　 【摘要】 　 目的　 对比分析兔膝骨关节炎(knee osteoarthritis,KOA)模型两种常用造模方法的差异,为不同类型

膝骨关节炎动物模型的选择提供参考。 方法　 将 9 只健康新西兰大白兔随机分为 3 组:空白组、改良后 Hulth 组、
胶原酶组。 改良后 Hulth 组和胶原酶组分别给予改良后 Hulth 法、关节腔内注射胶原酶干预,1 周后每日促使其活

动,6 周后进行 Lequesne MG 评分、X-ray、Micro-CT、Pelletier 评分、Mankin 评分、ELISA 检测,观察膝关节大体及病理

改变。 结果　 与空白组相比,两种造模方法的兔膝关节软骨表面均出现缺损;病理结果显示软骨层出现裂隙,番红

O 染色减退,潮线扭曲并伴有血管通过;ELISA 结果显示空白组、改良后 Hulth 组和胶原酶组血清内 TNF-α 含量分

别为(624. 99±17. 82),(1140. 56±129. 81)和(1480. 69±492. 08) pg / mL,血清内 IL-1β 含量分别为(30. 23±0. 25),
(46. 67±0. 71)和(46. 82±1. 04)pg / mL,改良后 Hulth 组和胶原酶组与空白组相比,差异均具有统计学意义(均 P<
0. 05)。 另外,改良后 Hulth 组膝关节伴有骨赘生成,股骨内髁软骨损伤更为严重,而胶原酶组损伤部位主要为胫骨

内髁。 结论　 两种造模方法均能构建理想的 KOA 模型。 改良后 Hulth 法的损伤程度更严重;胶原酶诱导的模型损

伤方式更接近人 KOA 进程与发病机制。
【关键词】 　 膝骨关节炎;改良后 Hulth 法;胶原酶法;动物模型
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Comparison of the modified Hulth model and intra-articular type II
collagenase injection as established rabbit models of knee osteoarthritis

OU Baofang1, BIE Yanan2, CHEN Qianqing1, CHEN Boyu1, XU Jiahuan1, XIE Shuilin3∗, WU Shaoyu1∗

(1. School of Pharmacy, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China. 2. School of Life Science and Biopharmacy,
Guangdong Pharmaceutical University, Guangzhou 511436. 3. School of Biological Science and Engineering, South China

University of Technology, Guangzhou 510006)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To compare and analyze the differences between two commonly used modeling method for
rabbit knee osteoarthritis (KOA) and provide references for the selection and establishment of different types of animal
models for knee osteoarthritis. Methods　 Nine healthy New Zealand white rabbits were randomly divided into 3 groups:



blank group, modified Hulth group and collagenase group. The model groups were treated with a modified Hulth method or
intra-articular injection of collagenase. After 1 week, the rabbits were encouraged to move daily. After 6 weeks, they were
evaluated using Lequesne MG scores, X-rays, micro-computed tomography, Pelletier scores, Mankin scores and enzyme-
linked immunosorbent assays, and then the gross and pathological changes in the knee were observed. Results
Compared with that in the blank group, the cartilage surface of the rabbit knee joints in the two model groups displayed
defects. The pathological result showed that the cartilage layer appeared to be cracked, safranin O staining was decreased,
the tide line was distorted, and the blood vessels passed. The concentrations of TNF-α in serum from the blank group,
modified Hulth group, and collagenase group were (624. 99 ± 17. 82), (1140. 56 ± 129. 81) and (1480. 69 ± 492. 08)
pg / mL, and the IL-1β concentrations in serum were (30. 23 ± 0. 25), (46. 67 ± 0. 71) and (46. 82 ± 1. 04) pg / mL,
respectively. The modified Hulth and collagenase groups showed statistically significant differences compared with that in
the blank group (all P<0. 05). In addition, the modified Hulth group was accompanied by osteophyte formation in the knee
joint and more serious damage in the medial femoral condyle cartilage, while the medial tibial condyle was the main injury
in the collagenase group. Conclusions　 Both modeling method can be used to construct an ideal KOA model. The degree of
damage using the modified Hulth method was more serious, while the collagenase-induced model was closer to the process
and pathogenesis of human KOA.

【Keywords】　 knee osteoarthritis; modified Hulth method; collagenase method; animal models

　 　 膝骨关节炎(KOA)是一种常见的以关节软骨

退变为特征的致残性疾病[1],2000 年 1 月至 2019
年 12 月我国 40 岁及以上人群膝骨关节炎患病率为

20. 50%[2]。 炎症引起的软骨细胞紊乱、细胞外基质

分解及关节不稳定是 KOA 发生的主要诱因[3]。 目

前大部分治疗方法只能缓解疾病症状,未能修复关

节软骨组织,因此建立 KOA 动物模型对研究其发病

机制及治疗方式具有重要意义。
目前常用的 KOA 造模方法有 Hulth 法[4]、改良

后 Hulth 法[5]、ACLT[6]、关节腔内注射药物(包括胶

原酶[7]、碘乙酸盐[8]、木瓜蛋白酶[9] )、关节制动[10]

等。 KOA 造模常用的动物载体有大鼠、小鼠、家兔、
豚鼠、犬、猪等[11]。 改良后 Hulth 法和关节腔内注

射Ⅱ型胶原酶法两种方法都较为常用,但尚未有研

究报道比较两种造模方法之间的差异。 本研究旨

在分析比较两种造模方法之间的异同点,为不同类

型膝骨关节炎动物模型的选择提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 清洁级健康成年新西兰雄性大白兔 9 只,6 月

龄,体重 2. 5 ~ 2. 7 kg,由南方医科大学实验动物中

心提供[SCXK(粤)2016-0041]。 所有新西兰大白

兔购入后饲养于广州华腾生物医药科技有限公司

[SYXK(粤)2020-0237],分笼独立饲养,动物可自

由进食及饮水,环境温度维持在 20℃ ~25℃,湿度维

持在 40% ~ 60%,模拟自然光照 12 h / d。 动物实验

及研究过程遵循 3R 原则,给予动物人道主义关怀,

并得到了广州华腾生物医药科技有限公司实验动

物伦理委员会的批准(HTSW201003)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 速眠新Ⅱ(敦化市圣达动物药品有限公司,
20210301);Ⅱ型胶原酶(美国 Sigma 公司);EDTA
脱钙液(北京索莱宝科技有限公司);苏木素(美国

Sigma 公司);伊红染液(天津光复精细化工有限公

司);番红 O-固绿染液(武汉赛维尔生物科技有限公

司);兔 TNF-α 酶联免疫分析试剂盒(CUSABIO,武
汉华美生物工程有限公司);兔 IL-1β 酶联免疫分析

试剂盒 (H002,南京建成生物工程研究所有限公

司)。 C 型臂 X 射线仪(GE9900,美国通用电气公

司);微计算机断层扫描 ( Micro-CT 80476, 荷兰

MILabs 公司);组织切片机 ( RM2245,上海徕卡

Leica 公司);光学显微镜(舜宇光学科技(集团)有

限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 兔膝骨关节炎模型分组及构建

　 　 9 只新西兰大白兔随机均分为以下 3 组:空白

组、改良后 Hulth 组、Ⅱ型胶原酶组。 术后 1 周开始

驱赶各组动物进行运动,每天 30 min。
改良后 Hulth 组:采用改良后 Hulth 法[12]构建兔

膝骨关节炎模型。 固定家兔后,0. 1 mL / kg 速眠新Ⅱ
(生理盐水 1 ∶ 1 稀释)臀部肌肉注射镇静,再 3%戊巴

比妥钠 30 mg / kg 耳缘静脉麻醉。 将兔仰卧位固定在

无菌手术台上,备皮消毒铺巾,沿髌韧带内侧做长约

3 cm 纵行切口,逐层切开皮肤、筋膜层和关节囊,将
髌骨外翻,将兔右腿屈膝 45°后切断内侧副韧带和前
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交叉韧带,剔除内侧半月板,行抽屉试验确认前交叉

韧带完全断裂。 用生理盐水清洗关节腔后复位髌骨,
可吸收缝线逐层缝合。 术后予青霉素臀部肌肉注射

预防感染,连续 3 d,每次 80 万单位。
Ⅱ型胶原酶组:于实验第 1、4 天按上述方法麻

醉兔后进行备皮消毒,将兔膝关节屈曲 45°,于髌韧

带内侧凹陷处进针,当出现落空感时,表明已进入

关节腔内,注射 0. 5 mL(4 mg / mL)Ⅱ型胶原酶溶液

(经 0. 22 μm 无菌过滤器过滤)。 注射结束后用棉

球压住注射针眼处并再次屈伸膝关节使Ⅱ型胶原

酶溶液充分浸润至整个关节腔内。 注射过程严格

按照无菌操作要求。
1. 3. 2　 Lequesne MG 评分

　 　 术后 1 周开始用国际骨关节炎 Lequesne MG 指

数[13] 作 为 模 型 评 定 标 准 之 一, 每 周 进 行 2 次

Lequesne MG 评分,持续 6 周。 包括疼痛刺激反应程

度、步态、关节活动范围和关节肿胀程度 4 个方面,每
部分分为 4 个等级,Ⅰ级为 0 分,Ⅱ级为 1 分,Ⅲ级为 2
分,Ⅳ级为 3 分,总分大于等于 3 分为造模成功。
1. 3. 3　 X-ray
　 　 使用 C 型臂 X 射线仪(GE9900)对术后 6 周的

各组兔进行影像学评估,透视千伏电压和管电流分

别设置为 54 kVp,1. 04 mA。 兔麻醉后仰卧位放置

于手术台上,右膝关节伸直位拍摄正位片,即腓骨

小头横径 1 / 3 ~ 2 / 3 与胫骨重叠;屈膝 30°拍摄膝关

节侧位片,即股骨内侧髁与外侧髁重叠,边缘间距

小于 1. 5 cm[14]。
1. 3. 4　 Micro-CT
　 　 使用 Micro-CT 对术后 6 周各组兔的膝关节进

行断层扫描,通过重建三维图像来显示骨组织在空

间的分布,扫描电压和电流分别设置为 100 kV 和

200 μA,扫描后进行重建,重建的图像分辨率为 16
μm。 对兔实行安乐死后,在兔膝关节上下 3 cm 处

用锐利器械切断,将股骨髁和胫骨平台取下,4%多

聚甲醛内固定 48 h 后拍摄 Micro-CT。
1. 3. 5　 兔膝关节大体观察及 Pelletier 评分

　 　 各组兔于术后 6 周安乐死后,按构模手术入路

切开膝关节囊,肉眼大体观察右后膝关节软骨并采

用 Pelletier 评分[15]评估软骨损伤情况:(1)0 分:关
节面完整,色泽如常;(2)1 分:关节面粗糙,有小的

裂隙且色泽灰暗;(3)2 分:关节面糜烂,软骨缺损深

达软骨表中层;(4)3 分:关节面溃疡形成,缺损深达

软骨深层;(5)4 分:软骨剥脱,软骨下骨质暴露。

1. 3. 6　 HE 染色观察关节软骨组织形态变化

　 　 兔膝关节 4%多聚甲醛中固定 48 h,EDTA 脱钙

液 37℃脱钙 3 周后,取股骨内髁、股骨外髁、胫骨内

髁和胫骨外髁的软骨中央区继续脱钙 1 周,经脱水,
石蜡纵向包埋后切成 2 μm 的切片,并用苏木素和

伊红染液进行染色,光学显微镜下观察病变情况。
1. 3. 7　 番红 O-固绿染色 及 Mankin 评分

　 　 兔膝关节石蜡切片后经番红 O 和固绿染液染

色,光学显微镜下观察病变情况,并对番红 O-固绿

染色结果进行 Mankin 评分[16],包括软骨结构、软骨

细胞、基质染色、潮线完整性 4 个方面。
1. 3. 8　 ELISA 检测兔血清炎性因子水平

　 　 各组兔于术后 6 周耳缘静脉采血,收集于促凝

管中,4℃静置 30 min 后,3000 r / min 离心 10 min 收

集上清。 根据试剂盒说明书检测血清中 TNF-α 和

IL-1β 的含量。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据应用 IBM SPSS 25. 0 进行分析。 正态

或近似正态分布的计量资料使用平均数±标准差( 􀭰x
± s )进行统计描述,偏态资料使用中位数(四分位

间距)[M(IQR)]进行统计描述。 采用单因素方差

分析、重复测量方差分析和 Kruskal-Wallis H 检验进

行组间差异分析,采用 LSD-t 检验、Dunn’ s 检验进

行组间多重比较。 结果均以 P<0. 05 为差异有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 3 组兔膝关节一般情况观察

　 　 改良后 Hulth 法模型组的右侧膝关节内侧伴有

骨性突出,质地坚硬;胶原酶模型组右侧膝关节处

未发现骨性变化,但伴有肌肉松弛的情况(图 1A)。
两种造模方法患肢均出现奔跑时轻度跛行,膝关节

轻度肿胀,骨性标记变浅,Lequesne MG 评分都显著

高于空白组(P<0. 01),改良后 Hulth 法模型组评分

高于胶原酶模型组(P<0. 01)(图 1B)。
2. 2　 3 组兔膝关节影像学情况观察

　 　 X-ray 显示改良后 Hulth 法模型组的膝关节间

隙变窄,膝关节内侧有骨赘形成,未见游离体生成;
胶原酶模型组 X-ray 征象则并不明显 (图 2A)。
Micro-CT 评估软骨下骨质的微小变化 (图 2B),
Micro-CT 平扫显示,相比于空白组,两组模型组均

出现软骨下骨硬化,主要表现为骨小梁增粗增多,
三维重建结果显示两组模型组均存在骨重建,骨畸
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注:A:膝关节外观形态。 膝关节外观线条用红色虚线标注,红色箭头所指为骨性突出部分。 B:膝

关节 Lequesne MG 评分。 与空白组比较,∗∗∗P<0. 001;与改良后 Hulth 组比较,##P<0. 01。

图 1　 3 组兔膝关节外观形态及 Lequesne MG 评分结果(n= 3)
Note. A, Appearance of the knee joint. Appearance line of the knee joint is marked with a red dotted
line. Red arrow points to the bony protrusion. B, Lequesne MG score of the knee joint. Compared with the

blank group,∗∗∗P<0. 001. Compared with modified Hulth group,##P<0. 01.

Figure 1　 Appearance and Lequesne MG score results of the knee joint in three groups

形,改良后 Hulth 法模型组有明显的骨赘增生和骨

刺形成。
2. 3　 3 组兔膝关节软骨大体观察

　 　 空白组的软骨表层光滑平整,呈透亮有光泽的

蓝白色,无裂纹及缺损。 改良后 Hulth 法模型组显

示在软骨的中央区,关节软骨面异常粗糙,软骨表

面缺损并伴有骨赘形成,关节腔可见淡黄色积液。
胶原酶模型组软骨表面缺损粗糙,无光泽,磨损严

重,但未见骨赘生成(图 3A)。 与空白组相比,两种

方法建立的模型组的 Pelletier 评分显著升高(P<
0. 05),但两组模型组相比 Pelletier 评分无统计学差

异(P>0. 05)(图 3B)。
2. 4　 3 组兔膝关节病理切片观察软骨组织形态

　 　 HE 染色结果显示,空白组关节软骨表面平整

光滑,表面区、移行区、辐射区和矿化区四层结构清

晰,排列规律,细胞分布及染色均匀,潮线完整,无
血管通过。 改良后 Hulth 法模型组关节软骨表面损

毁严重,软骨层脱落,各结构层次紊乱。 股骨内外

髁裂隙深达辐射区,可见大量软骨细胞克隆,细胞

分布及排列不规律,总数减少,潮线扭曲前移并且

伴有血管长入。 胶原酶模型组软骨表面较平整少

裂隙,软骨细胞排列紊乱,数量减少,大量炎性细胞

浸润,并伴随大量血管通过(图 4)。
番红 O-固绿染色结果与 HE 染色结果一致,空

白组关节软骨基质呈红色,细胞核和胶原纤维呈绿

色,潮线清晰规律,软骨和软骨下骨界限清晰,红绿

色对比明显。 两组模型组软骨基质区均出现番红 O
染色减退甚至染色丢失,固绿染色明显,局部出现

细胞成簇现象(图 5)。
与空白组相比,两组模型组软骨 Mankin 评分较

高(P<0. 01)。 改良后 Hulth 法模型组 Mankin 评分

从胫骨到股骨,外侧到内侧逐渐升高,显示股骨区

软骨退变更严重。 胶原酶模型组则胫骨区软骨退

变更严重(图 6)。
2. 5　 3 组兔血清中 TNF-α 和 IL-1β 的表达水平

比较

　 　 ELISA 检测结果显示,两组模型组的 TNF-α 和

IL-1β 水平均高于空白组(图 7 和表 1,P<0. 05),胶
原酶模型组的 TNF-α 水平高于改良后 Hulth 法模型

组(图 7A)。
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注:A:X-ray 正侧位片;B:Micro-CT 平扫和三维重建。 红色箭头:新生骨赘及骨刺。

图 2　 3 组兔膝关节 X-ray 和 Micro-CT 结果

Note. A, Anteroposterior and lateral X-ray images. B, Micro-CT scan and 3D reconstruction. Red arrow, New osteophytes and bone spurs.

Figure 2　 X-ray and Micro-CT results of the knee joint in three groups

注:A:解剖后膝关节大体观察结果。 红色箭头:新生骨赘及软骨磨损部位。 B:膝关节软骨 Pelletier 评分。 与空白组比较,∗P<

0. 05;与改良后 Hulth 组比较,nsP>0. 05。

图 3　 3 组兔膝关节软骨大体观察及 Pelletier 评分结果(n= 3)
Note. A, General observation results of the knee joint after anatomy. Red arrow, New osteophytes and cartilage wear. B, Pelletier score of

knee cartilage. Compared with the blank group,∗P<0. 05. Compared with modified Hulth group,nsP>0. 05.

Figure 3　 General observation and Pelletier score results of knee cartilage in three groups
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注:红色箭头所指为病变部位。

图 4　 三组兔膝关节软骨 HE 染色

Note. Red arrow points to the lesion.

Figure 4　 HE staining of knee cartilage in three groups

注:红色箭头所指为病变部位。

图 5　 三组兔膝关节软骨番红 O-固绿染色

Note. Red arrow points to the lesion.

Figure 5　 Safranin O-Fast Green staining of knee cartilage in three groups

3　 讨论

　 　 疾病动物模型是重大疾病机制研究、新型治疗方

式开发、药物筛选与评价不可或缺的支撑条件[17]。
理想的疾病动物模型至少需满足与人类疾病相似的

3 个一致性特征:疾病发病机理同源性、行为表象一

致性、药物治疗反应性[18]。 目前用作 KOA 模型的动

物载体有大小鼠、兔、猪和非人灵长类动物。 其中家

兔的关节结构与人类似,关节腔体积较小鼠更大,关
节和组织更易提取[19],是早期骨关节炎模型的适宜

载体。 构建兔 KOA 模型的方法也多种多样,主要有:
(1)手术造模法;(2)自发性骨关节炎模型;(3)关节

腔药物诱导法;(4)关节制动法。
改良后的 Hulth 法[20] 是最常用的关节内手术造

模法之一,通过将膝关节韧带等维持稳定的组织切断

或切除,使关节出现不同程度的稳态失衡,其在传统

的 Hulth 法的基础上进行改良,即切断前交叉韧带、
内侧副韧带和切除内侧半月板,减小对动物的损伤,
能较好地观察 KOA 周围组织早中期的病理表现,是
KOA 研究中最常用到的手术类模型。
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注:Mankin 评分。 与空白组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;
与改良后 Hulth 组比较,nsP>0. 05,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 6　 Mankin 评分结果(n= 3)
Note. Mankin scores. Compared with the blank group,∗P<0. 05,∗∗P<
0. 01,∗∗∗P<0. 001. Compared with modified Hulth group,nsP>0. 05,#P
<0. 05,##P<0. 01.
Figure 6　 Mankin score results of knee cartilage in three groups

表 1　 三组兔血清中 TNF-α 和 IL-1β 的表达水平比较
Table 1　 Comparison of the expression levels of TNF-α and

IL-1β in three groups of rabbit serum

组别
Groups

肿瘤坏死因子 α
TNF-α(pg / mL)

白介素 1β
IL-1β(pg / mL)

空白组
Blank group 624. 99±17. 82 30. 23±0. 25

改良后 Hulth 组
Modified Hulth group 1140. 56±129. 81∗ 46. 67±0. 71∗∗∗∗

胶原酶组
Collagenase group 1480. 69±492. 08∗# 46. 82±1. 04∗∗∗∗ ns

注:与空白组比较,∗ P < 0. 05,∗∗∗∗ P < 0. 0001;与改良后 Hulth 组比
较,#P<0. 05,nsP>0. 05。
Note. Compared with the blank group,∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001. Compared
with modified Hulth group,#P<0. 05,nsP>0. 05.

注:A:肿瘤坏死因子 α(TNF-α)表达水平。 B:白介素 1β(IL-1β)表达水平。 与空白组比较,∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001;与改良

后 Hulth 组比较,nsP>0. 05,#P<0. 05。

图 7　 三组兔血清中 TNF-α 和 IL-1β 表达水平结果(n= 3)
Note. A, Tumor necrosis factor α (TNF-α) expression level. B, Interleukin 1β (IL-1β) expression level. Compared with the blank

group,∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 001. Compared with modified Hulth group,nsP>0. 05,#P<0. 05.

Figure 7　 Results of TNF-α and IL-1β expression level in serum of three groups of rabbits

　 　 关节腔药物诱导法是直接在关节腔内注射能

诱导炎症的化合物或药物,造成关节软骨、半月板

或韧带的局部损伤。 这种 KOA 模型具有实验周期

短、重复性好、创伤性小、便于操作的优点,能避免

手术法易造成的感染问题[21]。
本研究成功构建了使用改良后的 Hulth 法或关

节腔注射胶原酶诱导的兔 KOA 模型,并通过多种实

验检测方法比较两种造模方法的异同点。 两种造

模方法的动物体重在术后均出现降低,1 周后体重

恢复稳步增长趋势。 Pelletier 评分主要反映关节软

骨表面的退变程度[15],如关节面磨损、缺损的程度。
两种造模方法的兔关节软骨均出现一定程度的粗

糙和缺损,这与 Ge 等[22]的结果一致。 改良后 Hulth
法模型组可见膝关节内侧伴有骨性突出,X 线及

Micro-CT 可见明显的骨赘形成。 胶原酶组肉眼未

见骨性突出,患侧肌肉松弛和萎缩并不在 Lequesne
MG 评分标准内,故其评分稍低于改良后的 Hulth
组,且胶原酶以诱导软骨退变为主,故 X 线及 Micro-
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CT 未见明显变化。
软骨组织病理学是评价 KOA 模型是否成功的

主要指标[23]。 在组织形态学方面多使用光学显微

镜进行观察,HE 为常规的染色手段,另外还有针对

于软骨基质的特殊染色[24]。 本研究利用番红 O-固
绿染色结合 Mankin 软骨组织形态学评分对关节软

骨进行病理学评估,结果显示改良后 Hulth 法的病

理损伤主要在股骨髁部,表现为严重的软骨脱落和

软骨基质丢失,其原因应与手术造成的关节内侧联

合不稳定有关[25];胶原酶法的病理损伤主要在胫骨

平台,主要表现为软骨细胞凋亡和软骨基质丢失,
这与关节腔内注射时的进针位点有关[26]。

在 KOA 发展中,炎性因子参与破坏关节内微环

境的稳态[27]。 TNF-α 是一种多功能炎性因子,是诱

导 KOA 软骨细胞凋亡的主要细胞因子[28],能刺激

细胞生成 PGE2 和 IL-1β,引起关节疼痛和抑制软骨

蛋白多糖合成[29]。
综上,改良后 Hulth 法构建的 KOA 模型主要表

现为骨赘生成、股骨髁部软骨脱落和大量软骨细胞

克隆形成,软骨损伤程度更为严重;关节腔注射胶

原酶诱导的 KOA 模型主要表现为软骨表面缺损,胫
骨平台软骨基质丢失和炎性因子升高,相比于改良

后的 Hulth 法更为简便,创伤性小,更接近人的 KOA
进程与发病机制,研究者可根据实验的具体要求,
采用最合适的造模方法。
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Animal Models and Experimental Medicine, AMEM 专栏文章推介

Animal Models and Experimental Medicine 简称 AMEM,从 2021 年 12 月(第四期)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。
本期热点问题聚焦于 2019 年度诺贝尔生理学或医学奖。 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。 每年还有着大量的游客去往高原旅游,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 年的第四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。 其中的封面文章是哈佛医学院,Schepens 眼科研究所的杨梦

璐等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,有助于我们了解哺乳动物对低氧环境的适应的方式,以此作为人类缺氧适应研究的借鉴[2]。
郑州大学的王振龙等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(VEGF)和促红细胞生成素(EPO)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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长链非编码 RNA TUG1 调控 miR-137 参与局灶性
脑缺血大鼠神经损伤的作用机制

陈　 俊1,周赤忠1,张　 玲2,乔　 木1∗

(1.武汉市普仁医院,武汉　 430081;2.武汉科技大学医学院,武汉　 430081)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究长链非编码 RNA(LncRNA)牛磺酸上调基因 1(TUG1)调控微小 RNA(miR)-137 参与局

灶性脑缺血大鼠神经损伤的作用。 方法　 双荧光素酶鉴定 miR-137 与 TUG1 的靶向位点;Longa 线栓法建立局灶性

脑缺血大鼠模型,模型成功大鼠随机分为模型组、si-NC 组(10 μL si-NC)、si-TUG1 组(10 μL si-TUG1)、si-TUG1+
anti-miR-NC 组(si-TUG1 和 anti-miR-NC 各 10 μL)、si-TUG1+anti-miR-137 组(si-TUG1 和 anti-miR-137 各 10 μL),每
组 12 只。 另取 12 只设为假手术组。 5 d 1 次,注射 3 次,第 16 天检测。 实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)检测海马区

TUG1、miR-137 水平情况;2,3,5-氯化三苯基四氮唑(TTC)染色检测脑梗死情况;苏木精-伊红(HE)、尼氏染色观

察海马神经元形态;蛋白质免疫印迹(Western blot)实验检测海马区蛋白酪氨酸激酶 1(JAK1)、信号转导子和转录

激活子 1(STAT1)、B 淋巴细胞瘤-2 基因(BCL2)、BCL2 相关 X 蛋白(BAX)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3(caspase3)
蛋白水平。 结果　 Starbase 分析发现 miR-137 与 TUG1 存在互补的结合位点,并经双荧光素酶验证。 模型组海马区

神经元层次紊乱,神经元数量减少、间隙变大、部分出现神经元胞核固缩或溶解、核仁消失等现象,尼氏体数量减

少;si-TUG1 组神经元数量有所增加、神经元形态有所恢复,尼氏体数量增多;si-TUG1+anti-miR-137 组相较于 si-
TUG1 组神经元形态破坏严重,间隙变大、数量减少。 与假手术组相比,模型组、si-NC 组海马区 TUG1 水平、JAK1、
STAT1、BAX、caspase3 蛋白水平,脑梗死体积升高(P<0. 05),海马区 miR-137 水平、BCL2 蛋白水平降低(P<0. 05);
分别与模型组、si-NC 组相比,si-TUG1 组、si-TUG1+anti-miR-NC 组海马区 TUG1 水平、JAK1、STAT1、BAX、caspase3
蛋白水平,脑梗死体积降低(P<0. 05),海马区 miR-137 水平、BCL2 蛋白水平升高(P<0. 05);分别与 si-TUG1 组、si-
TUG1+anti-miR-NC 组相比,si-TUG1+anti-miR-137 组海马区 TUG1 水平、JAK1、STAT1、BAX、caspase3 蛋白水平,脑
梗死体积升高(P<0. 05),海马区 miR-137 水平、BCL2 蛋白水平降低(P<0. 05)。 结论　 干扰 TUG1 可上调 miR-137
实现对局灶性脑缺血大鼠神经元形态及凋亡的缓解,从而实现对神经损伤的保护。

【关键词】 　 长链非编码 RNA 牛磺酸上调基因 1;微小 RNA-137;局灶性脑缺血;神经损伤
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　 　 【Abstract】 　 Objective　 To explore the role of the long non-coding RNA (lncRNA) taurine up-regulated gene 1
(TUG1) in the regulation of microRNA (miR)-137 and nerve injury in rats with focal cerebral ischemia. Methods　 The
dual luciferase assay was used to identify the target sites of miR-137 and TUG1. A rat model of focal cerebral ischemia was
established using the Longa thread bolt method. Ischemic rats were randomly divided into the following groups (n = 12):
model group, small interfering RNA ( si)-negative control ( NC) group ( 10 μL si-NC), si-TUG1 group ( 10 μL si-
TUG1), si-TUG1 + anti-miR-NC group (10 μL si-TUG1 and 10 μL anti-miR-NC), si-TUG1 + anti-miR-137 group (10
μL si-TUG1 and 10 μL anti-miR-137). Another group of 12 rats were used in the sham surgery group. Once every 5 days,
three injections and detection on the 16th day. The levels of TUG1 and miR-137 in the hippocampus were detected by real-
time fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR). Cerebral infarction was detected by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
staining. The morphology of hippocampal neurons was observed by hematoxylin-eosin and Nissl staining, and the protein
levels of JAK1, STAT1, B-cell lymphoma-2 (BCL-2), BCL-2-associated X protein (BAX) and cysteinyl aspartate-specific
proteinase-3 (caspase3) were detected by Western blot. Results　 Starbase analysis showed that there were complementary
binding sites between miR-137 and TUG1, which were verified by the double luciferase assay. In the model group, neurons
in the hippocampus were disordered, the number of neurons was decreased, neuronal gaps were larger, some neurons
underwent nuclear pyknosis or dissolution, nucleoli disappeared, and the number of Nissl bodies decreased. In the si-TUG1
group, the number of neurons increased, the morphology of neurons recovered, and the number of Nissl bodies increased.
Compared with that in the si-TUG1 group, damage to the neurons in the si-TUG1 + anti-miR-137 group was more serious,
neuronal gaps were larger, and the number of neurons decreased. Compared with those in the sham surgery group, the
cerebral infarction volume; TUG1 RNA; and JAK1, STAT1, BAX, and caspase3 protein levels in the hippocampus were
higher in the model and si-NC groups (P<0. 05), and the levels of miR-137 and BCL-2 protein were lower (P<0. 05).
Compared with that in the model and si-NC groups, the levels of TUG1, JAK1, STAT1, BAX, and caspase3 in the
hippocampus and cerebral infarction volume in the model and si-NC groups were lower (P<0. 05), and the miR-137 and
BCL-2 levels in the hippocampus were higher (P<0. 05). Compared with that in the si-TUG1 and si-TUG1 + anti-miR-NC
groups, TUG1 RNA and JAK1, STAT1, BAX, and caspase3 protein in the hippocampus and cerebral infarction volume
were higher in the model and si-NC groups (P<0. 05), and the level of miR-137 and BCL-2 protein in the hippocampus
were lower ( P < 0. 05). Conclusions 　 Interfering with TUG1 lncRNA upregulated miR-137 and alleviated neuronal
ischemic morphology and apoptosis in rats with focal cerebral ischemia, thus protecting against nerve injury.

【Keywords 】 　 long non-coding RNA taurine up-regulated gene 1; microRNA-137; focal cerebral ischemia;
nerve injury

　 　 缺血性脑卒中发生率占脑卒中发生率的 60% ~
80%,脑供血不足和氧气缺乏均导致脑损伤[1]。 脑

供血不足、氧缺乏等造成脑功能受到影响、神经功

能缺损等,具有高致残率、致死率、复发率,已成为

脑卒中死亡的主要原因之一[2]。 长链非编码 RNA
(long non-coding RNA,lncRNA)参与缺血性脑卒中

神经元抗凋亡、抗炎等过程,为脑卒中的靶标治疗

提供 依 据[3]。 牛 磺 酸 上 调 基 因 1 ( taurine up-
regulated gene 1,TUG1)是神经系统发育的重要调控

因子,在氯胺酮诱导的神经元毒性中,干扰 TUG1 可

降低海马神经元凋亡和活性氧水平、并增加神经元

存活能力,从而降低氯胺酮的神经毒性作用[4],但
具体机制尚不清楚。 微小 RNA(microRNA,miRNA)
作为重要的调节剂, miR-137 充当神经元分化

miRNA,在神经功能中发挥重要作用[5];在缺血性

脑卒中中表达降低影响神经元凋亡[6],但与 TUG1

之间关系尚未发现研究。 因此,Longa 线栓法建立

局灶性脑缺血大鼠模型,干扰 TUG1 探究其对神经

元损伤的影响,初步探讨 TUG1 影响缺血性脑卒中

的作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 80 只健康 SD 大鼠(北京维通利华实验动物有

限公司[SCXK(京)2017-0006]),SPF 级、7 ~ 9 周

龄、雄性,体重(280±30) g。 大鼠在温度 22℃、湿
度 50%左右条件下饲养。 实验动物在武汉华联科

生物技术有限公司[ SYXK(鄂) 2018-0104]单独

隔离暂养 1 周进行实验。 动物实验研究经武汉市

普仁医院伦理委员会审批(2019L014),遵循 3R
原则。
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1. 1. 2　 细胞

　 　 大鼠海马神经元购自基础医学研究所基础医

学细胞中心。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 TUG1 -MUT、TUG1 -WT、miR-137 mimic、miR-
137 NC、 si-NC、 si-TUG1、 anti-miR-NC、 anti-miR-137
均购自广州锐博生物科技有限公司;双荧光素酶报

告基因检测试剂盒、蛋白酪氨酸激酶 1( januskinase
1, JAK1)、 信号转导子和转录激活子 1 ( Signal
transducer and activator of transcription 1,STAT1)、B
淋巴细胞瘤 - 2 基因 ( B-cell lymphoma-2, BCL2)、
BCL2 相 关 X 蛋 白 ( BCL2 associated X protein,
BAX)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3(Cystein-asparate
protease 3,caspase3)均购自英国 abcam 公司;2,3,5
-氯化三苯基四氮唑 ( 2, 3, 5-Triphenyltetrazolium
chloride, TTC ) 染 色 试 剂 盒、 苏 木 精 - 伊 红

(hematoxylin-eosin,HE)染色试剂盒、尼氏染色试剂

盒均购自北京索莱宝科技有限公司。 7500 实时荧

光定量 PCR(real-time fluorescence quantitative PCR,
RT-qPCR)仪购自美国 ABI 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 双荧光素酶验证 miR-137 与 TUG1 的靶向

关系

　 　 Starbase 分析发现:miR-137 与 TUG1 存在结合

位点;将 miR-137 与 TUG1 结合处位点序列、结合处

突变位点序列分别克隆重组至 pGL3-basic 荧光素

酶报告载体上,构建 TUG1 野生型(TUG1-WT)及突

变型(TUG1-MUT),分别与 miR-137 mimic 或 miR-
137 NC 共转染至海马神经元中,检测各组荧光素酶

相对活性。
1. 3. 2　 实验分组及处理

　 　 参考文献[7]采用 Longa 线栓法建立局灶性脑缺

血大鼠模型,腹腔注射 2. 5%戊巴比妥钠麻醉大鼠,
大鼠仰卧固定在鼠板上,消毒颈部、备皮后纵向切

开皮肤,暴露出颈外动脉 ( external carotid artery,
ECA)、左侧颈总动脉( common carotidartery,CCA),
近心端缝合线结扎,动脉夹夹闭颈内动脉( internal
carotidartery,ICA),距 CCA 分叉部 4 mm 处剪一小口

后,插一根直径为 0. 24 mm 拴线,插向 ICA,拴线尾

端逐层缝合,2 h 后拔出栓线。 Longa 分级法对大鼠

进行神经功能缺损评分,1 ~ 3 分为制备成功的模

型[8],成功 60 只, 将其随机分为模型组 ( model
group)、si-NC 组(si-NC group)、si-TUG1 组(si-TUG1

group)、si-TUG1+anti-miR-NC 组(si-TUG1+anti-miR-
NC group)、si-TUG1+anti-miR-137 组(si-TUG1+anti-
miR-137 group),每组 12 只。 另 12 只大鼠假手术组

(sham operation group),仅分离 CCA、ECA、ICA。
si-NC 组、si-TUG1 组、si-TUG1+anti-miR-NC 组、

si-TUG1+anti-miR-137 组各组分别在 Bregma 后 3
mm、中线旁开 2. 2 mm、深度 2. 5 mm 注射 10 μL si-
NC、10 μL si-TUG1、 si-TUG1 和 anti-miR-NC 各 10
μL、si-TUG1 和 anti-miR-137 各 10 μL,假手术组和

模型组相同部位注射 10 μL 生理盐水。 5 d 1 次,第
16 天检测下列指标。
1. 3. 3　 样本采集与处理

　 　 每组随机选 6 只大鼠取全脑,TTC 染色检测脑

梗死情况;剩余 6 只取脑组织中海马区,部分 4%多

聚甲醛中固定,剩余-80℃冰箱保存。
1. 3. 4　 RT-qPCR 检测海马区 TUG1、miR-137 水平

情况

　 　 -80℃冰箱组织,TRIzol 法提取总 RNA,逆转录

成第一链 cDNA。 设计上下游引物序列,TUG1(F:
5’-TACGTCCCGTGCCTCCTGAT-3’、R:5’-AGGGCT
GTGCTGAATCTGGG-3’),miR-137 ( F:5’-GCGCGC
TTATTGCTTAAGAATAC-3’、 R: 5’-GTGCAGGGTCC
GAGGT-3’)。 反应体系:2× Mix 10 μL,cDNA 1 μL,
F / R(均为 10 μmol / L)各 0. 5 μL,补 ddH2O 至 20
μL。 反应条件:94℃、60 s;95℃、30 s,(TUG1:59℃、
40 s,miR-137:59℃、35 s),45 个循环。 2-ΔΔCt法计算

TUG1、miR-137 相对表达水平。
1. 3. 5　 TTC 染色检测脑梗死情况

　 　 全脑置于-20℃ 冰箱冰冻 15 min 后冠状位切

片,每个脑组织切片 5 片,脑片置于 2% TTC 中 37℃
恒温水浴锅中避光孵育 30 min,弃去 TTC,置于 4%
多聚甲醛中 4℃固定 24 h,拍照后用 Image pro 软件

进行分析处理,计算脑梗死体积。 脑梗死体积 =全

脑梗死体积 /全脑体积×100%。
1. 3. 6　 HE 染色观察海马神经元形态

　 　 多聚甲醛中固定的海马组织切片 (厚度: 6
μm),苏木精染色、乙醇盐酸分色、伊红复染,显微镜

下观察海马区神经元形态。
1. 3. 7　 尼氏染色观察神经元形态

1. 3. 6 中切片,二甲苯及梯度乙醇脱蜡、入预热

56℃的 1%甲苯胺蓝染色 60 min,经蒸馏水漂洗、
95%乙醇分化、脱色数秒,显微镜下观察神经元

形态。
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1. 3. 8　 蛋白质免疫印迹(Western blot)实验检测海

马区 JAK1、STAT1、BCL2、BAX、caspase3 蛋白水平

-80℃取海马组织后提取总蛋白。 分离蛋白、
转膜后,5%脱脂奶粉室温封闭 2 h;对应加入一抗

JAK1、STAT1、BCL2、BAX、caspase3、GAPDH,4℃ 孵

育过夜;加入二抗,室温孵育 2 h;凝胶成像分析系统

拍照后定量分析。

注:A:miR-137 与 TUG1 的结合位点,红色的碱基是结合位点;
B:荧光素酶相对活性的比较。 与 miR-137 NC+TUG1 WT 比

较,#P<0. 05。

图 1　 双荧光素酶鉴定 miR-137 与 TUG1 的靶向

关系(􀭰x±s,n= 6)
Note. A, Binding site of miR-137 with TUG1. Red base is the
binding site. B, Comparison of relative luciferase activity.

Compared with the miR-137 NC+TUG1 WT,#P<0. 05.

Figure 1　 Dual luciferase identification of the
targeting relationship between miR-137 and TUG1

1. 4　 统计学方法

　 　 计量数据以平均数±标准差(􀭰x±s)描述,统计学

软件 GraphPad 8. 0 对数据进行分析,多组间比较行

单因素方差分析,组间两两比较行 SNK-q 法。 P<
0. 05 差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 双荧光素酶鉴定 miR-137 与 TUG1 的靶向

关系

　 　 miR-137 与 TUG1 存在互补的结合位点,如图

1A。 与 miR-137 NC+TUG1 WT 相比,miR-137 mimic
+TUG1 WT 荧光素酶相对活性下降(P<0. 05)。 见

图 1B。
2. 2　 各组海马区 TUG1、miR-137 水平

　 　 与假手术组相比,模型组、si-NC 组、si-TUG1+
anti-miR-137 组海马区 TUG1 水平升高(P<0. 05),

miR-137 水平降低(P<0. 05);分别与模型组、si-NC
组相比,si-TUG1 组、si-TUG1+anti-miR-NC 组海马区

TUG1 水平降低(P<0. 05),miR-137 水平升高(P<
0. 05),si-TUG1+anti-miR-137 组海马区 TUG1 水平

降低(P<0. 05);分别与 si-TUG1 组、si-TUG1+anti-
miR-NC 组相比, si-TUG1 + anti-miR-137 组海马区

TUG1 水平升高(P<0. 05),miR-137 水平降低(P<
0. 05)。 见图 2A、2B。
2. 3　 各组脑梗死情况

　 　 与假手术组相比,模型组、 si-NC 组、 si-TUG1
组、si-TUG1 +anti-miR-NC 组 si-TUG1 +anti-miR-137
组脑梗死体积升高(P<0. 05);分别与模型组、si-NC
组相比,si-TUG1 组、si-TUG1+anti-miR-NC 组脑梗死

体积下降(P<0. 05);分别与 si-TUG1 组、si-TUG1+
anti-miR-NC 组相比,si-TUG1+anti-miR-137 组脑梗

死体积升高(P<0. 05)。 见图 3A、3B。
2. 4　 各组海马区神经元 HE 染色情况

　 　 假手术组神经元未见异常,排列整齐、层次清

晰,核膜、核仁清晰可见;模型组、si-NC 组层次紊

乱,神经元数量减少、间隙变大、部分出现神经元胞

核固缩或溶解、核仁消失等现象; si-TUG1 组、 si-
TUG1+anti-miR-NC 组神经元数量有所增加、神经元

形态有所恢复;si-TUG1+anti-miR-137 组相较于 si-
TUG1 组、si-TUG1+anti-miR-NC 组神经元间隙变大、
数量减少。 见图 4。
2. 5　 各组海马区神经元尼氏染色情况

　 　 假手术组神经元排列整齐且致密、神经元内尼

氏体充盈;模型组、si-NC 组神经元排列紊乱、间隙

大,核膜、核仁模糊不清,尼氏体数量减少;si-TUG1
组、si-TUG1+anti-miR-NC 组神经元形态有所恢复,
尼氏体数量增多;si-TUG1 +anti-miR-137 组相较于

si-TUG1 组、si-TUG1+anti-miR-NC 组神经元形态破

坏严重。 见图 5。
2. 6 　 各组海马区 JAK1、 STAT1、 BCL2、 BAX、
caspase3 蛋白表达情况

　 　 与假手术组相比,模型组、si-NC 组、si-TUG1+
anti-miR-137 组海马区 BCL2 蛋白水平降低,JAK1、
STAT1、BAX、caspase3 蛋白水平升高(P<0. 05),si-
TUG1 组、 si-TUG1 + anti-miR-NC 组海马区 JAK1、
STAT1、caspase3 蛋白水平升高(P<0. 05);分别与模

型组、si-NC 组相比,si-TUG1 组、si-TUG1+anti-miR-
NC 组海马区 BCL2 蛋白水平升高, JAK1、STAT1、
BAX、caspase3 蛋白水平降低(P<0. 05),si-TUG1+
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注:A:海马组织中 TUG1 水平;B:海马组织中 miR-137 的水平。 与假手术组比较,#P<0. 05;与模型组比较,∗P<0. 05;与 si-NC 组比

较,&P<0. 05;与 si-TUG1 组比较,†P<0. 05;与 si-TUG1+anti-miR-NC 组比较,‡P<0. 05。

图 2　 海马区 TUG1、miR-137 水平(􀭰x±s,n= 6)
Note. A, TUG1 level in the hippocampus. B, miR-137 level in the hippocampus. Compared with sham operation group,#P<0. 05. Compared

with model group,∗P<0. 05. Compared with si-NC group,&P<0. 05. Compared with si-TUG1 group,†P<0. 05. Compared with si-TUG1+anti-

miR-NC group,‡P<0. 05.

Figure 2　 TUG1 and miR-137 level in the hippocampus

注:A:脑组织切片 TTC 染色图片;B:梗死体积百分比。 与假手术组比较,#P<0. 05;与模型组比较,∗P<0. 05;与 si-NC 组比较,&P<

0. 05;与 si-TUG1 组比较,†P<0. 05;与 si-TUG1+anti-miR-NC 组比较,‡P<0. 05。

图 3　 大鼠脑梗死体积(􀭰x±s,n= 6)
Note. A, Photographs of brain sections with TTC staining. B, Percentage of infarct volume. Compared with sham operation group,# P< 0. 05.

Compared with model group,∗P<0. 05. Compared with si-NC group,&P<0. 05. Compared with si-TUG1 group,†P< 0. 05. Compared with si-

TUG1+anti-miR-NC group,‡P<0. 05.

Figure 3　 Volume of cerebral infarction in rats

anti-miR-137 组海马区 JAK1、STAT1、caspase3 蛋白

水平降低(P<0. 05);分别与 si-TUG1 组、si-TUG1+
anti-miR-NC 组相比,si-TUG1+anti-miR-137 组海马

区 BCL2 蛋 白 水 平 降 低, JAK1、 STAT1、 BAX、
caspase3 蛋白水平升高(P < 0. 05)。 见图 6A、6B、
6C、6D。
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图 4　 大鼠海马区神经元形态(HE 染色)
Figure 4　 Neuron morphology in the hippocampus of rats (HE staining)

图 5　 大鼠海马区神经元形态(尼氏染色)
Figure 5　 Neuronal morphology in the hippocampus of rats (Nissl staining)

3　 讨论

　 　 缺血性脑卒中中脑组织血液动力学、能量代

谢、离子均发生变化,导致细胞毒素积累,导致炎症

反应、细胞凋亡等,导致多种神经功能损伤,出现后

遗症包括语言障碍、肢体偏瘫、认知功能障碍等,好
发于中老年人,在青年人中发病呈上升趋势[9-10]。
本研究 Longa 线栓法建立局灶性脑缺血大鼠模型,
TTC 染色发现,脑组织脑梗死体积升高;HE 染色、

尼氏染色检测大鼠海马区神经元发现,海马区神经

元排列紊乱、神经元数量减少、间隙变大、部分出现

神经元胞核固缩或溶解、核仁消失明显,提示局灶

性脑缺血后大鼠海马区神经元损伤明显。
缺血性脑卒中为医学上研究热点,但目前尚无

特效药物治疗[11]。 基因层面直到蛋白层面均参与

缺血性脑卒中病理生理过程,且大部分基因转录为

非编码蛋白 RNA,其中 LncRNA 为长度超过200 nt
的 RNA 分子,在脑缺血后卒中发病机制、再灌注损
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注:A、B:JAK1、STAT1 蛋白在海马中的表达;C、D:海马组织中 BCL2、BAX、caspase3 蛋白表达。 a:假手术组;b:模型组;c:si-NC 组;d:si-

TUG1 组;e:si-TUG1+anti-miR-NC 组;f:si-TUG1+anti-miR-137 组。 与假手术组比较,# P< 0. 05;与模型组比较,∗P< 0. 05;与 si-NC 组比

较,&P<0. 05;与 si-TUG1 组比较,†P<0. 05;与 si-TUG1+anti-miR-NC 组比较,‡P<0. 05。

图 6　 海马区 JAK1、STAT1、BCL2、BAX、caspase3 蛋白表达情况(􀭰x±s,n= 6)
Note. A / B, JAK1 and STAT1 protein expression in hippocampus. C / D, Protein expression of BCL2, BAX and caspase3 in hippocampus. a, Sham
operation group. b, Model group. c, si-NC group. d, si-TUG1 group. e, si-TUG1+anti-miR-NC group. f, si-TUG1+anti-miR-137 group. Compared

with sham operation group,#P<0. 05. Compared with model group,∗P< 0. 05. Compared with si-NC group,&P< 0. 05. Compared with si-TUG1

group,†P<0. 05. Compared with si-TUG1+anti-miR-NC group,‡P<0. 05.

Figure 6　 JAK1, STAT1, BCL2, BAX and caspase3 protein expression in hippocampus

伤等都具有重要作用,有望成为治疗卒中的新靶点

和思路[12]。 TUG1 作为首次在小鼠视网膜细胞中发

现的 LncRNA,在缺血性脑卒中中高表达,可以损伤

细胞[13];TUG1 可通过靶向 miR-221-3p / SPRED2 轴

逆转 LPS 诱导的细胞凋亡和巨噬细胞炎症,在细胞

凋亡和炎症反应中发挥作用[14];TUG1 过表达促进

心肌细胞凋亡并预测心肌梗死的预后不良[15]。 本

研究发现,与假手术组相比,模型组海马区 TUG1 水

平升高,神经元损伤现象明显,提示 TUG1 在缺血性

脑卒中中表达升高,可能促进神经元损伤从而影响

疾病。 且 TUG1 与 miR-137 存在靶位点,本文干扰

TUG1,在干扰 TUG1 的基础上抗 miR-137,观察抗

miR-137 对 TUG1 的影响。
miRNA 属于非编码 RNA 中小非编码 RNA,长

度为 18~25 nt,广泛存在于真核生物中,通过一系

列过程转化为成熟 RNA,miRNA 具有高度保守性、
时序性、组织特异性,具有作为生物标记物的潜在

优势[16]。 miR-137 在缺血性脑卒中表达下调,且
BCL2 等作为 miR-137 的靶基因,参与卒中后抑郁过

程[17]。 BCL2、BAX、caspase3 作为影响细胞凋亡的

基因,其中 BCL2 作为抑制凋亡基因;BAX 具有促凋

亡作用;caspase3 是细胞凋亡的关键执行因子,通过

水解天冬氨酸残基 C 末端的肽键,激活下游 caspase
酶或分解细胞内相关底物蛋白,导致 BCL2 等抗凋

亡蛋白酶解、凋亡蛋白 BAX 等细胞外基质和细胞骨

架等的修复,促使细胞凋亡[18]。 本研究发现,与假

手术组相比,模型组海马区 miR-137 水平降低;与模

型组相比,si-TUG1 组海马区 miR-137 水平升高、脑
梗死体积降低、神经元形态有所缓解,提示缺血性

脑卒中干扰 TUG1 后可以升高 miR-137 的表达,缓
解神经元状态,实现对疾病的保护。 进一步验证

JAK1 / STAT1 通路的作用发现,模型组 JAK1 / STAT1
通路蛋白处于激活状态, 而 miR-137 通过调节

JAK1 / STAT1 信号通路减轻大鼠局灶性脑缺血损

伤[19];线粒体途径细胞凋亡受 JAK1 / STAT1 信号通

路的调控,活化的 STAT1 可以调节凋亡途径关键因

子 BCL2、BAX 的表达[20]。 激活后的 STAT1 抑制

BCL2 的表达、促进 BAX 的表达从而促进神经元凋

亡。 干扰 TUG1 后 JAK1、STAT1 蛋白表达水平降

低,提示干扰 TUG1 后促进 miR-137 的表达从而抑
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制 JAK1 / STAT1 通路蛋白活化,使 JAK1 / STAT1 通

路蛋白对 BCL2、BAX 的作用降低,神经元凋亡得以

缓解。 在 si-TUG1 的基础上抑制 miR-137 表达可逆

转 si-TUG1 的效果。
综上所述,干扰 TUG1 后可上调 miR-137,从而

缓解局灶性脑缺血大鼠神经元形态及凋亡,缓解神

经损伤。 本研究首次验证 TUG1 与 miR-137 在神经

元中的关系,但 LncRNA 与 miRNA 之间关系复杂,
亦可能通过别的 miRNA 发挥作用,是本研究接下来

研究重点。
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基于 miR-223 / NLRP3 轴研究柚皮素对氧诱导视网膜
病变中小胶质细胞活化的影响

楚瑞雪∗,孙先桃,王　 惠

(郑州大学附属儿童医院,河南省儿童医院,郑州儿童医院眼科,郑州　 450000)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于微小 RNA(miR)-223 /核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3(NLRP3)轴探讨柚皮素

(NAR)对氧诱导视网膜病变(OIR)中小胶质细胞活化的影响。 方法　 150 只 7 日龄(P7)C57BL / 6J 幼鼠分为常氧

组、OIR 组、NAR 组、NAR+阴性对照组、NAR+miR-223 拮抗剂组,每组 30 只。 除常氧组外,其余各组幼鼠及其母鼠

在 P7~ P12 移至氧气体积分数(75±2)%封闭氧箱中,连续 5 d,P12 返回正常氧环境中;常氧组在正常氧环境中常

规饲养。 NAR 组幼鼠腹腔注射 100 mg / (kg·d) NAR,NAR+阴性对照组在 NAR 基础上 P12 尾静脉注射 2. 5 mg / kg
miR-223 拮抗剂阴性对照,NAR+miR-223 拮抗剂组在 NAR 基础上 P12 尾静脉注射 2. 5 mg / kg miR-223 拮抗剂,常氧

组、OIR 组每天腹腔注射等体积 CMC、P12 尾静脉注射等体积生理盐水。 实时荧光定量 PCR(RT-qRCR)检测视网膜

中 miR-223 水平;幼鼠眼底行荧光素眼底血管造影(FFA);苏木精-伊红(HE)染色观察视网膜形态;免疫荧光检测视

网膜中小胶质细胞标志物钙离子结合蛋白-1(Iba-1)情况;Western blot 检测视网膜中 NLRP3、半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶-1(Caspase-1)、白细胞介素(IL)-1β 及 IL-18 蛋白表达情况。 结果　 OIR 组出现血管破裂,荧光漏在视网膜中,视网

膜泛白,血管出现收缩,视网膜厚度变厚、细胞排列松散,部分出现细胞缺失现象、血管新生现象;NAR 组、NAR+阴性

对照组血管破裂现象缓解,视网膜泛白现象减轻,但视网膜细胞仍松散;NAR+miR-223 拮抗剂组血管破裂,荧光漏在

视网膜中,视网膜泛白明显,视网膜细胞松散严重、细胞缺失明显。 与常氧组相比,OIR 组视网膜中 miR-223 水平降低

(P<0. 05),视网膜中 Iba-1 水平、NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白水平升高(P<0. 05);与 OIR 组相比,NAR 组、
NAR+阴性对照组视网膜中 miR-223 水平升高(P<0. 05),视网膜中 Iba-1 水平、NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白水

平降低(P<0. 05);分别与 NAR 组、NAR+阴性对照组相比,NAR+miR-223 拮抗剂组视网膜中 miR-223 水平降低(P<
0. 05),视网膜中 Iba-1 水平、NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白水平升高(P<0. 05)。 结论　 NAR 能够升高miR-223
的表达进而抑制 NLRP3 炎症体的表达,从而缓解小胶质细胞过度活化现象,实现对 OIR 的缓解。

【关键词】 　 微小 RNA-223 /核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3 轴;柚皮素;氧诱导视网膜病变;小胶质细

胞活化
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Effects of naringenin on microglial activation in oxygen-induced retinopathy
based on the miR-223 / NLRP3 axis

CHU Ruixue∗, SUN Xiantao, WANG Hui
(Department of Ophthalmology, Children’s Hospital Affiliated of Zhengzhou University, Henan Children’s

Hospital, Zhengzhou Children’s Hospital, Zhengzhou 450000, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect of naringenin (NAR) on microglial activation in oxygen-induced
retinopathy (OIR) based on the microRNA (miR)-223 / nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor protein 3



(NLRP3) axis. Methods　 Seven-day-old (P7) C57BL / 6J mice (n = 150) were divided into normoxia, OIR, NAR,
NAR + negative RNA control and NAR + miR-223 antagomir groups with 30 mice per group. Except for mice in the
normoxic group, the young mice and their mothers were moved to a closed oxygen box with an oxygen volume fraction of (75
± 2)% for 5 consecutive days from P7~ P12 and subsequently returned to a normoxic environment; the normoxic group was
raised in a normoxic environment. The 12-day-old mice in the NAR groups were injected intraperitoneally with 100 mg / (kg
·d) NAR. The mice in the NAR + negative RNA control group were also injected with 2. 5 mg / kg miR-223 negative control
RNA via the tail vein, and mice in the NAR + miR-223 antagomir group were injected with 2. 5 mg / kg miR-223 antagomir
via the tail vein. Mice in the normoxic and OIR groups were intraperitoneally injected with an equal volume of
carboxymethyl cellulose and tail vein-injected with an equal volume of normal saline each day. For evaluation of retinas in
the young mice, real time quantitative PCR (RT-qPCR) was used to detect the level of miR-223; fundus fluorescein
angiography was performed; hematoxylin eosin staining was used to observe morphology; immunofluorescence was used to
detect the expression of the microglia marker calcium binding protein-1 (Iba-1); and Western blot were used to detect the
expression NLRP3, cysteinyl aspartate-specific proteinase-1 ( Caspase-1), interleukin ( IL)-1β and IL-18. Results
In the OIR group, blood vessels were ruptured, fluorescence leaked in the retina, the retinas were white, blood vessels
were contracted, the retinas were thickened, cell arrangement was loose, and some cells were missing and angiogenesis
occurred. In the NAR and NAR + negative RNA control groups, vascular rupture and retinal whitening were alleviated, but
retinal cells were still loosely arranged. In the NAR + miR-223 antagomir group, vessels were ruptured, fluorescence leaked
in the retina, retinal whitening was obvious, and retinal cells were severely loosened and missing. Compared with that in the
normoxic group, miR-223 levels in retinas of the OIR mice decreased (P<0. 05), and the retinal levels of Iba-1, NLRP3,
Caspase-1, IL-1β, IL-18 increased (P<0. 05). Compared with that in the OIR group, miR-223 levels in the retinas from
the NAR and NAR + negative RNA control groups increased (P<0. 05), and retinal levels of Iba-1, NLRP3, Caspase-1,
IL-1β and IL-18 decreased (P<0. 05). Compared with that in the NAR and NAR + negative control groups, retinal levels
of miR-223 in the NAR + miR-223 antagomir group decreased (P<0. 05), and the levels of Iba-1, NLRP3, Caspase-1,
IL-1β and IL-18 increased (P<0. 05). Conclusions　 NAR increased the expression of miR-223 and inhibited components
of the NLRP3 inflammasome, thus alleviating the over-activation of microglia and reducing OIR.

【Keywords】　 microRNA-223 / nucleotide binding oligomerization domain like receptor protein 3 axis; naringenin;
oxygen-induced retinopathy; microglial activation

　 　 早产儿视网膜病变( retinopathy of prematurity,
ROP)是发生在早产儿、低出生质量儿的视网膜血

管异常增生疾病,现已成为儿童致盲和视力损伤的

主要原因[1]。 目前治疗 ROP 的主要方法包括抗血

管内皮生长因子、激光术、冷凝术等,但治疗后部分

患儿仍出现视觉异常甚至失明现象[2],因此,探求

更有效的治疗方法是临床上 ROP 治疗关键。 随着

研究深入,发现小胶质细胞异常活化可以影响视网

膜新生血管的形成,且炎症能够激活小胶质细胞异

常活化[3-4],推测炎症可能是 ROP 形成的原因之

一。 柚皮素(naringenin,NAR)作为抗炎、抗氧化的

黄酮类化合物,能够通过抑制小胶质细胞的活化从

而缓解小鼠记忆功能[5],但其在 ROP 中的作用机制

尚未发现研究。 微小 RNA(microRNA,miR) - 223
在单核 /巨噬细胞和胚胎干细胞分化、破骨细胞形

成等方面发挥重要作用,研究发现,上调 miR-223 后

可以抑制核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3
( nucleotide-binding oligomerization domain-like

receptor protein 3,NLRP3)炎症体表达,进而可以改

善脂多糖诱导的小胶质细胞的过度活化现象[6],推
测 NAR 亦可能通过 miR-223 / NLRP3 轴发挥作用。
因此,本文建立氧诱导视网膜病变(oxygen induced
retinopathy,OIR)模型,通过体内实验观察 NAR 对

OIR 的影响,并初步探讨其作用机制,为临床上

ROP 的治疗提供参考依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 30 只健康成年 SPF 级 C57BL / 6J 小鼠(雌性:
雄性= 2 ∶ 1),8 周龄,体重(23±2) g,均购自中国医

学科学院医学生物学研究所 [ SCXK(滇) K2019 -
0002]。 小鼠均在郑州大学(药物研究院)动物实验

室饲养[SYXK(豫)2018-0004],饲养条件:单个分

笼饲养,均在温度(25. 0±0. 5)℃、湿度(45±5)%、12
h 光照 12 h 黑暗条件下自由饮食摄水,并保持饲养

环境透气、干净。 20 只雌性小鼠和 10 只雄性小鼠
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适应性饲养 1 周后,按雌雄 2 ∶ 1 合笼交配,雌性小

鼠怀孕后取出单独饲养,并足日龄产下幼鼠,其中

150 只幼鼠母乳喂养至 7 日龄(postnatal 7,P7),进
行随机分组,开始后续实验。 实验动物符合 3R 原

则,经本院动物伦理审查委员会审查 ( IACUC:
2020090123),符合动物伦理。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 羧 甲 基 纤 维 素 钠 ( sodium carboxymethyl
cellulose, CMC) ( 伊 士 曼, 执 行 标 准: GB / T5005-
2001);NAR(美国 Sigma 公司,批号:192025,纯度≥
95%);miR-223 拮抗剂阴性对照、miR-223 拮抗剂均

购自广州锐博生物科技公司;miRNA 提取分离试剂

盒、miRNA 反转录试剂盒(TIANGEN,批号分别为:
20201006、20201205);荧光素钠注射液(广州白云

山明兴制药有限公司,批号:20190206);一抗小胶

质细胞标志物钙离子结合蛋白-1( ionized calcium
binding adapter-1,Iba-1)、NLRP3、半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶-1( cysteinyl aspartate specific proteinase-1,
Caspase-1)、白细胞介素( interleukin,IL)-1β、IL-18,
Alexa Fluor􀅺 488 标记的荧光二抗(英国 abcam 公

司,批号分别为:12-NOV-2019、05-DEC-2020、26-
JAN-2020、08-Nov-2019、02-NOV-2020、09-FEB-
2020)。 眼底荧光造影仪(上海伊沐医疗器械有限

公司,型号:SK-650B);实时荧光定量 PCR(real time
quantitative PCR,RT-qPCR) 仪(美国 ABI 公司,型
号:StepOnePlus);蛋白凝胶成像仪(赛默飞世尔,型
号:iBright CL750)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物建模与分组

　 　 实验前所有幼鼠均用眼科裂隙灯观察眼部,均
未发现异常。 150 只幼鼠按照随机数字表法分为常

氧组、OIR 组、NAR 组、NAR +阴性对照组、NAR +
miR-223 拮抗剂组,每组 30 只。 除常氧组外,其余

各组参考文献[7],幼鼠及其母鼠在 P7 ~ P12 移至封

闭氧箱中,氧气体积分数(75±2)%,连续 5 d,P12
返回正常氧环境中。 常氧组在正常氧环境中常规

饲养。
250 mg CMC 溶于 ddH2O 中,定容至 100 mL 过

夜。 1. 0 g NAR 溶于含 CMC 的溶剂中,定容 100
mL,配置成 10 mg / mL 溶液备用。 NAR 组幼鼠腹腔

注射 100 mg / ( kg·d) NAR,NAR+阴性对照组在

NAR 基础上 P12 尾静脉注射 2. 5 mg / kg miR-223 拮

抗剂阴性对照,NAR+miR-223 拮抗剂组在 NAR 基

础上 P12 尾静脉注射 2. 5 mg / kg miR-223 拮抗剂,
常氧组、OIR 组每天腹腔注射等体积 CMC、P12 尾静

脉注射等体积生理盐水。 P17 检测幼鼠各项指标。
1. 3. 2　 RT-qRCR 检测视网膜中 miR-223 水平

　 　 每组随机取 10 只,小心取下视网膜,置于

-80℃ 冰箱保存备用; miRNA 提取试剂盒提取

miRNA,非变性凝胶电泳检测提取质量,miRNA 反

转录试剂盒将 miRNA 反转录成 cDNA。 miR-223 上

游引物:5’-GGTGGTGAATACCCTCCTG-3’,下游引

物:5’ -GTCTGTCCGTGGTGCTGA - 3’;U6 上游引

物:5’ -AAGACGGGCGGAGAGAAACC-3’,下游引

物:5’ -CGTTGACTCCGACCTTCACC-3’。 RT-qPCR
仪检测 miR-223 水平。 20 μL 反应体系:50 ng / μL
cDNA 1 μL,10 μmol / L 上游引物 /下游引物 0. 5 μL /
0. 5 μL,2×Hi SYBR Green QPCR Mix 10 μL,ddH2O
8. 0 μL。 反应条件:95℃、5 min;94℃、50 s,59℃、
30 s,40 个循环,72℃、10 min。 2-ΔΔCT 法计算 miR-
223 水平。
1. 3. 3　 荧光素眼底血管造影 ( fundus fluorescein
angiography,FFA)检查

　 　 每组随机取 10 只,幼鼠散瞳、2 mL / kg 10%荧

光素钠注射液腹腔注射,待荧光素钠循环至眼底

时,眼底荧光造影仪以视盘和激光光凝为中心对幼

鼠行 FFA 检查。
1. 3. 4　 HE 染色观察视网膜形态

　 　 每组取剩余 10 只,处死后取眼球,置于 4%多聚

甲醛中固定。 左眼球石蜡包埋后平行眼轴方向连

续切片(切片厚度 5 μm),切片经二甲苯脱蜡、梯度

乙醇水化、苏木精染色、1%盐酸乙醇分色后,伊红染

色,再经梯度乙醇脱水、二甲苯透明,封片观察。
1. 3. 5　 免疫荧光检测视网膜中 Iba-1 表达情况

　 　 4%多聚甲醛中固定的右眼球在 4℃经 20%和

30%蔗糖溶液脱水,冰冻切片机平行眼轴方向连续

切片(切片厚度 6 μm),切片经 0. 3% Trition 处理

30 min,加入山羊血清 37℃封闭 1 h,随后加入一抗

Iba-1(1 ∶ 1000),第 2 天洗去一抗滴加荧光二抗

(1 ∶ 500)室温孵育 1 h,统计单位面积 Iba-1 阳性细

胞数。
1. 3. 6　 Western blot 检测视网膜中 NLRP3、Caspase-
1、IL-1β 及 IL-18 蛋白表达情况

　 　 -80℃中取出视网膜,加 100 μL 组织匀浆液匀

浆,10000 r / min 4℃离心 20 min,上清(即为总蛋白)
置于新的离心管中,每孔上样 20 μg,凝胶电泳分离
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蛋白,PVDF 膜转膜,5%脱脂奶粉室温封闭 2 h,
PBST 清洗后分别添加一抗 NLRP3 ( 1 ∶ 1000)、
Caspase-1(1 ∶ 1000)、 IL-1β (1 ∶ 500)、 IL-18 ( 1 ∶
500),4℃孵育过夜;PBST 清洗后加入对应二抗,室
温孵育 1 h。 DAB 显色试剂盒避光显色,蛋白凝胶

成像仪拍照和定量分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 统计学软件 GraphPad Prism 8. 0 进行数据分

析,计量数据以平均数±标准差(􀭰x±s)描述,多组间

比较用单因素方差分析,组间两两比较采用 SNK-q
法。 P<0. 05,差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 NAR 对视网膜中 miR-223 水平的影响

　 　 与常氧组相比,OIR 组视网膜中 miR-223 水平

降低(P<0. 05);与 OIR 组相比,NAR 组、NAR+阴性

对照组视网膜中 miR-223 水平升高(P<0. 05);分别

与 NAR 组、NAR+阴性对照组相比,NAR+miR-223
拮抗剂组视网膜中 miR-223 水平降低(P<0. 05)。
见表 1。
2. 2　 NAR 对 FFA 的影响

　 　 常氧组荧光分布均匀;OIR 组出现血管破裂(黑
色箭头),荧光漏在视网膜中,视网膜泛白,血管出现

收缩;NAR 组、NAR+阴性对照组血管破裂现象缓解,

视网膜泛白现象减轻;NAR+miR-223 拮抗剂组血管

破裂,荧光漏在视网膜中,视网膜泛白明显。 见图 1。
2. 3　 NAR 对视网膜形态的影响

　 　 常氧组各层次细胞排列整齐且紧密;OIR 组视

网膜厚度变厚、细胞排列松散,部分出现细胞缺失

现象、血管新生现象(黑色箭头);NAR 组、NAR+阴
性对照组视网膜变厚、细胞松散现象存在,未见新

生血管;NAR+miR-223 拮抗剂组细胞松散严重、细
胞缺失明显。 见图 2。
2. 4　 NAR 对视网膜中 Iba-1表达的影响

　 　 与常氧组相比,OIR 组视网膜中 Iba-1 水平升高

(P<0. 05);与 OIR 组相比,NAR 组、NAR+阴性对照

组视网膜中 Iba-1 水平降低(P<0. 05);分别与 NAR
组、NAR+阴性对照组相比,NAR+miR-223 拮抗剂组

视网膜中 Iba-1 水平升高(P<0. 05)。 见图 3、表 1。
2. 5　 NAR 对视网膜中 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、
IL-18 蛋白表达的影响

　 　 与常氧组相比,OIR 组视网膜中 NLRP3、Caspase-
1、IL-1β、IL-18 蛋白水平升高(P<0. 05);与 OIR 组相

比,NAR 组、NAR +阴性对照组视网膜中 NLRP3、
Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白水平降低(P<0. 05);分别

与 NAR 组、NAR+阴性对照组相比,NAR+miR-223 拮

抗剂组视网膜中 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白

水平升高(P<0. 05)。 见图 4、表 2。
表 1　 5 组视网膜中 miR-223 水平及 Iba-1 表达比较(􀭰x±s,n= 10)

Table 1　 Comparison of miR-223 levels and Iba-1 in the retinas of the 5 groups
组别 Groups miR-223 Iba-1(cells / mm2)

常氧组 Normal oxygen group 1. 01±0.12 15. 35±2. 71
OIR 组 OIR group 0. 38±0.05# 83. 43±11. 75#

NAR 组 NAR group 0. 74±0.07∗ 28. 56±3. 16∗

NAR+阴性对照组 NAR+negative control group 0. 75±0.06∗ 30. 15±4. 48∗

NAR+miR-223 拮抗剂组 NAR+miR-223 antagomir group 0. 26±0.03△ ▲ 76. 18±8. 15△ ▲

注:与常氧组相比,#P<0. 05;与 OIR 组相比,∗P<0. 05;与 NAR 组相比,△P<0. 05;与 NAR+阴性对照组相比,▲P<0. 05。
Note. Compared with normal oxygen group,#P<0. 05. Compared with OIR group,∗P<0. 05. Compared with NAR group,△P<0. 05. Compared with NAR+
negative control group,▲P<0. 05.

注:a:常氧组;b:OIR 组;c:NAR 组;d:NAR+阴性对照组;e:NAR+miR-223 拮抗剂组。 黑色箭头表示血管破裂。

图 1　 5 组幼鼠 FFA 情况

Note. a, Normal oxygen group. b, OIR group. c, NAR group. d, NAR+negative control group. e, NAR+miR-223 antagomir group. Black arrow
indicates vessel rupture.

Figure 1　 FFA situation of the young mice of 5 groups
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注:a:常氧组;b:OIR 组;c:NAR 组;d:NAR+阴性对照组;e:NAR+miR-223 拮抗剂组。

图 2　 5 组幼鼠视网膜形态情况(HE 染色)
Note. a, Normal oxygen group. b, OIR group. c, NAR group. d, NAR + negative control group. e, NAR + miR-223
antagomir group.

Figure 2　 Morphology of retina in the young mice of 5 groups(HE staining)

注:a:常氧组;b:OIR 组;c:NAR 组;d:NAR+阴性对照组;e:NAR+miR-223 拮抗剂组。

图 3　 5 组幼鼠视网膜中 Iba-1 表达情况(免疫荧光)
Note. a, Normal oxygen group. b, OIR group. c, NAR group. d, NAR+negative control group. e, NAR+miR-223 antagomir group.

Figure 3　 Iba-1 expression in the retina of the young mice of 5 groups(immunofluorescence)

注:a:常氧组;b:OIR 组;c:NAR 组;d:NAR+阴性对照组;e:NAR+miR-223 拮抗剂组。

图 4　 5 组幼鼠视网膜中 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白表达情况

Note. a, Normal oxygen group. b, OIR group. c, NAR group. d, NAR+negative control group.
e, NAR+miR-223 antagomir group.

Figure 4　 NLRP3, Caspase-1, IL-1β, IL-18 protein expression in the retina of young mice in the 5 groups

表 2　 5 组幼鼠视网膜中 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白表达比较(􀭰x±s,n= 10)
Table 2　 Comparison of NLRP3, Caspase-1, IL-1β and IL-18 protein expression in the retina of young mice in the 5 groups

组别 Groups NLRP3 Caspase-1 IL-1β IL-18
常氧组 Normal oxygen group 0. 56±0. 08 0. 09±0. 01 0. 05±0. 01 0. 21±0. 03

OIR 组 OIR group 1. 13±0. 12# 1. 56±0. 17# 1. 73±0. 18# 1. 03±0. 11#

NAR 组 NAR group 0. 69±0. 08∗ 0. 24±0. 03∗ 0. 45±0. 05∗ 0. 31±0. 03∗

NAR+阴性对照组 NAR+ negative control group 0. 70±0. 06∗ 0. 26±0. 04∗ 0. 46±0. 06∗ 0. 32±0. 04∗

NAR+miR-223 拮抗剂组 NAR+miR-223 antagomir group 1. 02±0. 05△ ▲ 1. 05±0. 10△ ▲ 0. 81±0. 09△ ▲ 0. 93±0. 08△ ▲

注:与常氧组相比,#P<0. 05;与 OIR 组相比,∗P<0. 05;与 NAR 组相比,△P<0. 05;与 NAR+阴性对照组相比,▲P<0. 05。
Note. Compared with normal oxygen group,#P<0. 05. Compared with OIR group,∗P<0. 05. Compared with NAR group,△P<0. 05. Compared with NAR+
negative control group,▲P<0. 05.
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3　 讨论

　 　 ROP 又称晶状体后纤维增生症,是视网膜正常

血管化停滞,新生血管异常增生,严重情况下会牵

拉视网膜脱落,损害视力,甚至失明,即使患儿未失

明,视网膜光感受器细胞发育异常,患儿出现斜视、
弱视、屈光不正等的几率也极高[8]。 随着研究深

入,发现感染在 ROP 发生、发展中起一定作用,骨髓

造血干细胞来源的巨噬细胞迁移至视网膜中并分

化成小胶质细胞。 小胶质细胞能够参与免疫系统

的免疫监视,损伤情况下小胶质细胞激活,在初期

可以作为抗原呈递细胞,吞噬坏死的视网膜神经节

细胞碎片,但小胶质细胞过度激活还可分泌一系列

炎症因子,发挥炎症作用[9-10]。 且在 ROP 中小胶质

细胞过度活化传递缺氧信号,促进视网膜血管新

生[11]。 本研究以小鼠出生 7 d 幼鼠为研究对象,
OIR 处理模拟 ROP 症状,研究发现,OIR 中 FFA 可

见血管破裂严重,荧光漏在视网膜中,视网膜泛白,
血管出现收缩现象;HE 染色可见视网膜出现血管

新生现象、细胞排列紊乱,提示 OIR 在一定程度上

可以模拟 ROP 现象。 研究发现,小胶质细胞主要集

中在神经纤维层、内核层和外丛状层,本研究对小

胶质细胞标志物 Iba-1 免疫荧光染色发现,在常氧

组中仅有少量活化的小胶质细胞,可能用于对正常

代谢的视网膜碎片进行清理,但在 OIR 组中视网膜

相同部位出现大量活化的小胶质细胞,可能影响血

管破裂、增生。 中医作为传统医学,中草药的治疗

对于疾病意义重大,其中 NAR 作为中药中重要成

分,广泛存在于植物和中药中,研究发现,其在糖尿

病视网膜病变大鼠氧化损伤、细胞凋亡等过程中发

挥重要作用[12]。 在本研究中,NAR 可以减轻血管

新生现象,降低小胶质细胞活化现象,从而缓解

OIR,但其具体机制尚需进一步研究。
miRNA 存在于哺乳动物体内,通过转录后基因

表达从而参与调控表观遗传[13],miR-223 一直认为

是与造血、免疫相关的特异性 miRNA,miR-223 存在

于血管内皮细胞中,在血管新生中处于下调状态,
能够拮抗血管新生[14]; 作为髓系细 胞 中 表 达

miRNA,能够调控免疫细胞发育和维持免疫细胞稳

态[15],能够通过调控多种炎症相关因子表达从而调

控单核细胞的分化和巨噬细胞极化[16]。 NLRP3 作

为 miR-223 的靶基因之一[17],是中枢神经系统炎症

小体,可触发炎症反应过程,在 OIR 视网膜中处于

高表达状态[18]。 NLRP3 可以与效应分子结合形成

成熟的炎症小体和成熟的 Caspase-1,Caspase-1 作为

IL-1β、IL-18 特异有效的蛋白酶,激活后的 Caspase-1
能够促进炎症因子 IL-1β、IL-18 的表达,IL-1β、IL-
18 进一步发挥致炎促损伤作用[19-20]。 本研究发

现,在 OIR 视网膜中 miR-223 处于低表达状态,
NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白水平均升高,提
示在 OIR 中 miR-223 表达降低,从而升高 NLRP3 的

表达,发挥作用。 NAR 组较 OIR 组视网膜中 miR-
223 水平升高、NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白

水平降低,而在 NAR 组的基础上添加 miR-223 拮抗

剂后可以逆转上述过程,提示 NAR 能够升高 miR-
223 水平、降低 NLRP3、Caspase-1、IL-1β、IL-18 蛋白

水平,实现对小胶质细胞活化的缓解,进而抑制血

管新生。
综上所述,NAR 能够上调 miR-223 的表达进而

抑制 NLRP3 炎症小体的表达,缓解视网膜炎症作

用,进而缓解小胶质细胞过度激活,实现对 OIR 的

保护。 但 miR-223 下游靶基因众多,亦可能通过别

的基因发挥作用,且小胶质细胞过度激活机制复

杂,需进一步研究发现其机制。
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骨肽类注射剂类过敏反应评价研究

杨奇涛1,2,吴殷囡2,3,汪玉馨2∗,孟长虹2,宗卫峰2,陆益红2,史清水1,2∗

(1.中国药科大学,南京　 211198;2.江苏省食品药品监督检验研究院,南京　 210019;
3.徐州医科大学药物分析教研室,江苏 徐州　 221004)

　 　 【摘要】 　 目的　 采用小鼠耳廓蓝染实验对骨肽类注射剂类过敏反应进行评价,探究不同剂量的骨肽类注射

剂引起类过敏反应的情况。 方法　 分别以磷酸组胺、组胺盐酸盐、组胺作为阳性药,筛选适宜的阳性模型;对不同

剂量下的骨肽类注射剂进行小鼠耳廓蓝染实验,以蓝染率及伊文思蓝(evans blue,EB)升高率作为类过敏评价指

标。 结果　 以磷酸组胺作为阳性药建立的阳性模型,具有明显的类过敏反应。 部分骨肽类注射剂在高、中剂量下

呈不同程度的阳性反应,低剂量下均呈阴性反应。 结论　 通过小鼠耳廓蓝染实验得到的检测结果,直观评价了不

同剂量下骨肽类注射剂的类过敏反应,对其他复杂基质药物类过敏反应的评估和研究具有借鉴意义。
【关键词】 　 类过敏反应;小鼠耳廓蓝染实验;磷酸组胺;骨肽类注射剂;安全性评价
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Evaluation of anaphylactoid reactions induced by osteopeptide injections

YANG Qitao1,2, WU Yinnan2,3, WANG Yuxin2∗, MENG Changhong2, ZONG Weifeng2, LU Yihong2, SHI Qingshui1,2∗

(1. China Pharmaceutical University, Nanjing 211198, China. 2. Jiangsu Institute for Food and Drug Control, Nanjing 210019.
3. Department of Pharmaceutical Analysis, Xuzhou Medical University, Xuzhou 221004)

　 　 【Abstract】　 Objective　 The mouse ear blue staining test was used to evaluate anaphylactoid reactions to different
injected doses of osteopeptide. Methods 　 The positive model was selected by using histamine phosphate, histamine
hydrochloride and histamine as the positive drugs. Mouse ear blue staining tests were performed by injecting different doses
of osteopeptide. The rate of blue staining and the rising rate of evans blue were used as the indices for evaluating the
anaphylactoid reactions. Results 　 The positive model established by histamine phosphate as the positive drug exhibited
obvious anaphylactoid reactions. The osteopeptide injections showed positive reactions to various degrees at high and
medium doses and negative reactions at low doses. Conclusions　 Based on the result of the mouse ear staining test, the
anaphylactoid reactions to osteopeptide injections at different doses were intuitively evaluated. These data may be used as a
reference for the evaluation of anaphylactoid reactions of other complex matrix preparations.

【Keywords】　 anaphylactoid reaction; mouse ear blue staining test; histamine phosphate; osteopeptide injections;
safety evaluation

　 　 类过敏反应的临床表现有皮疹、瘙痒、荨麻疹、
寒战、恶心、呕吐、腹痛、腹泻、胸闷、呼吸困难、血压

下降以及过敏性休克等,与 I 型过敏反应相似,容易

混淆,其发生于首次给药后 30 min 内,无需 IgE 介



导[1-2]。 骨肽类制剂为多组分生化药,以猪或牛的

四肢骨提取物制成,或与全蝎提取物混合制成复方

骨肽制剂,成分包括活性肽、肽类活性因子、有机

钙、磷、无机钙、无机盐、微量元素、氨基酸等[3-4]。
临床该制剂主要通过静脉注射或肌肉注射给药,用
于骨折、骨关节炎、风湿、类风湿关节炎等疾病的治

疗[5-6]。 国家药品不良反应监测中心在《药品不良

反应信息通报》中对骨肽和复方骨肽注射剂的安全

问题进行了通报[7]。 近年来,对骨肽类注射剂不良

反应病例分析发现,其不良反应的临床表现有过敏

性休克、皮疹、瘙痒、胸闷、心慌、呼吸困难、寒战、发
热、等过敏性反应,还包括消化系统、血液系统的损

害[8]。 骨肽类注射剂的不良反应中,给药 30 min 内

发生的不良反应占比较多(40%以上) [9]。 由于前

期本课题组采用全身主动过敏实验法对骨肽类注

射剂的过敏反应进行评估,结果均为阴性,故在本

研究进一步采用类过敏相关模型考察骨肽类注射

剂与类过敏反应的相关性,对骨肽类制剂的临床安

全用药及其不良反应的阐述和发生机制研究具有

重要意义。
类过敏反应机制在体内较为复杂,可能与补体

系统或膜表面受体介导肥大细胞和嗜碱性粒细胞

脱颗粒释放活性物质,导致毛细血管通透性增加有

关[10]。 在此基础上,细胞脱颗粒实验、大鼠蓝斑皮

肤实验、小鼠耳廓蓝染实验等方法在类过敏反应研

究中有相关报道[11-13]。 其中小鼠耳廓蓝染实验由

类过敏物质与伊文思蓝(evans blue,EB)混合经静

脉注射入体内后,EB 迅速与血浆蛋白结合,在类过

敏相关物质影响下,体内毛细血管通透性增加,导
致 EB 随血浆蛋白渗出血管,表现为小鼠耳廓蓝

染[14],该检测法操作简便,但在阳性药物选择与剂

量、实验方法及评价指标未有明确的标准,因此,本
课题通过阳性药筛选,建立了适宜的阳性模型,并
将其用于骨肽类注射剂的类过敏反应评价研究。
1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级雄性 ICR 小鼠 246 只,体重 20~22 g,5~
6 周龄,购于北京维通利华实验动物技术有限公司

[SCXK(浙)2019-0001]。 动物饲养于江苏省食品

药品监督检验研究院屏障系统内[SYXK(苏)2019-
0047],本研究经江苏省食品药品监督检验研究院

实验动物福利伦理审查委员会审批( JSIFDC2020-
04),实验动物按 3R 原则给予人道关怀。

1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 骨肽注射液(企业 A、B、C)、复方骨肽注射液

(企业 A、D)、骨肽氯化钠注射液(企业 E)、注射用

骨肽(企业 E、F)、注射用骨瓜提取物(企业 G、H)、
骨瓜提取物注射液(企业 I、H);磷酸组胺(中国食

品药品监督检验研究院,批号:150510-201313);组
胺(北京百灵威科技有限公司,批号:LK90T46);组
胺二盐酸盐(德国 LGC 公司,批号:G165368);0. 9%
氯化 钠 溶 液 ( 中 国 大 冢 制 药 有 限 公 司、 批 号:
8J95D4);伊文思蓝(上海 Sigma-Aldrich 公司,批号:
MKCF0851);甲酰胺 (上海 Sigma-Aldrich 公司,批
号:94024020)。

XP6 型 / XS205DU 型电子天平(瑞士梅特勒-托
利多仪器有限公司);Synergy H1 多功能酶标仪(美
国博腾 Bio Tek 公司);XiangYi L-550 低速离心机

(长沙湘仪离心机仪器有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组及给药

　 　 (1)溶液配制

天平称取 EB 2 g,溶解于 100 mL 0. 9%氯化钠

溶液,超声 10~15 min,直至充分溶解,然后用 0. 22
μm 滤膜过滤得到 2% EB 溶液,用于配制含 EB 的

各组药液。
阴性对照组:含 0. 16% EB 的 0. 9% 氯化钠

溶液。
阳性对照组:高剂量组:(1)组胺:以 0. 9%氯化

钠溶液为溶剂,配制成浓度为 1 mg / mL(含 0. 16%
EB)的溶液;(2)磷酸组胺:以 0. 9%氯化钠溶液为

溶剂,按照分子量折算,配制含组胺 1 mg / mL(含
0. 16% EB)的溶液;(3)组胺盐酸盐:以 0. 9%氯化

钠溶液为溶剂,按照分子量折算,配制成含组胺 1
mg / mL(含 0. 16% EB)的溶液;低剂量组:(1)组胺:
以 0. 9%氯化钠溶液为溶剂,配制成浓度为 0. 5 mg /
mL(含 0. 16% EB)的溶液;(2)磷酸组胺:以 0. 9%
氯化钠溶液为溶剂,按照分子量折算,配制为含组

胺 0. 5 mg / mL(含 0. 16% EB)的溶液。
样品组:高剂量组:骨肽类注射剂按照其规格

用 0. 9%氯化钠溶液配制为 5 mg / mL (含 0. 16%
EB)的药液。 中剂量组:骨肽类注射剂按照其规格

用 0. 9%氯化钠溶液配制为 2. 5 mg / mL(含 0. 16%
EB)的药液。 低剂量组:骨肽类注射剂按照其规格

用 0. 9%氯化钠溶液配制为 1 mg / mL (含 0. 16%
EB)的药液。 骨肽氯化钠注射液的原液浓度为 1
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mg / mL 故实验中设置了 1 mg / mL 与 0. 5 mg / mL 两

个剂量组。
(2)实验分组

小鼠按照体重随机分组,每组 6 只,每只小鼠尾

静脉给予 0. 5 mL 药液。 阴性对照组给予 0. 9%氯

化钠溶液(含 0. 16% EB);阳性对照组,分别给予高

剂量及低剂量的组胺(含 0. 16% EB)、磷酸组胺(含
0. 16% EB)、组胺盐酸盐(含 0. 16% EB);样品组,
分别给予相应的高、中、低剂量含 0. 16% EB 的样品

溶液。
1. 3. 2　 实验指标选择

　 　 (1)小鼠耳廓蓝染率测定

给药 30 min 后处死小鼠。 观察并记录各组出

现耳廓蓝染色的动物数量,计算各组耳廓蓝染的发

生率。
(2)小鼠耳廓 EB 渗出量测定

EB 标准曲线配制:将 10 mg EB 溶于 10 mL 甲

酰胺中,配制得浓度为 1 mg / mL 的备用溶液。 取

200 μL 备用溶液用 20 mL 甲酰胺稀释得到浓度为

10 μg / mL 的工作液。
观察并记录小鼠的耳廓蓝染情况后,处死并立

即沿耳根部剪去双耳后,剪成小块,用 2 mL 甲酰胺

浸没,室温浸泡 48 h,提取耳廓中渗出 EB 染料,各
组双耳 EB 渗出量及升高率的测定:浸泡 48 h 后离

心 15 min,转速为 3000 r / min。 在 96 孔培养板中加

入 200 μL 各组上清液,以等量甲酰胺作为空白对

照,用酶标仪在 620 nm 下测定吸光度(A)值。 根据

标准曲线计算 EB 含量,将其换算 2 mL 甲酰胺中所

含有 EB 染料的总渗出量,并计算 EB 升高率。 EB
升高率=(给药组 EB 含量-阴性对照组 EB 含量) /
阴性对照组 EB 含量×100%。

本实验中设定的类过敏反应判断标准如下:a:
耳廓蓝染发生率≥30%;b:耳廓 EB 升高率≥50%。
以上 2 项条件均符合时,类过敏反应判断为阳性。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 GraphPad Prism 5 软件对所有实验数据进

行统计分析采用平均数±标准差(􀭰x±s)表示各组实

验数据。 P<0. 05 为差异具有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 阳性模型的建立

　 　 利用 3 种组胺标准品(磷酸组胺、组胺、组胺盐

酸盐)建立阳性模型,结果见表 1。 结果发现各组高

低剂量阳性对照组蓝染发生率均为 100%,同时其

EB 渗出量相比阴性对照组都明显升高且升高率大

于 50%,类过敏反应均判定为阳性(图 1)。 考虑到

实验过程中静脉注射高剂量组胺盐酸盐,30 min 内

小鼠存在呼吸加快、轻微抽搐等情况,无法判定类

过敏的产生是否由组胺盐酸盐引起,因此在低剂量

考察时,未将其纳入考察对象。 比较了低剂量组胺

与磷酸组胺的类过敏结果发现,磷酸组胺的蓝染情

况与 EB 升高率更为明显,且低剂量下的 EB 升高率

与其高剂量组相差不大。 综上,后期选择低剂量的

磷酸组胺作为骨肽类注射剂类过敏考察的阳性对

照模型药物。
表 1　 不同剂量的阳性对照的耳廓蓝染结果(n= 6)

Table 1　 Ear blue staining results of different doses of positive control
组别
Groups

剂量
Dose

蓝染发生率(%)
Incidence of blue staining

EB 升高率(%)
Rising rate of EB

实验结果
Test results

阴性对照
Negative control / 0 0 -

组胺
Histamine

高剂量组
High-dose group 100 270. 83±30. 92 +

低剂量组
Low-dose group 100 272. 78±107. 93 +

磷酸组胺
Histamine phosphate

高剂量组
High-dose group 100 456. 69±126. 82 +

低剂量组
Low-dose group 100 475. 97±161. 23 +

组胺盐酸盐
Histamine hydrochloride

高剂量组
High-dose group 100 475. 28±130. 21 +

低剂量组
Low-dose group / / /

注:“-”:类过敏反应阴性;“+”:类过敏反应阳性。
Note.“-”, Negative anaphylactoid reaction.“+”, Positive anaphylactoid reaction.
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注:a:阴性对照组;b:组胺组;c:磷酸组胺组;d:组胺盐酸盐组。

图 1　 阳性模型典型耳廓蓝染图(高剂量组)
Note. a, Negative control group. b, Histamine group. c, Histamine phosphate group. d, Histamine
hydrochloride group.

Figure 1　 Typical ear blue staining of positive model (High-dose group)

注:“∗”:EB 升高率大于 50%且小于阳性对照组的 EB 升高

率;“∗∗”:EB 升高率大于阳性对照组的 EB 升高率。

图 2　 不同企业的骨肽类注射液耳廓蓝染实验 EB 升高率

Note. “∗”, Rising rate of EB is more than 50% and less than that

of the positive control group. “∗∗”, Rising rate of EB is more than
that of the positive control group.

Figure 2　 Rising rate of EB in ear blue staining
experiment of osteopeptide injections from different companies

2. 2　 骨肽类注射液类过敏反应的考察

　 　 根据骨肽注射液及复方骨肽注射液的临床用

药浓度,设置高剂量组药液浓度为 5 mg / mL;中剂量

组药液浓度为 2. 5 mg / mL;低剂量组药液浓度为 1
mg / mL。 综合比较了骨肽类注射液在小鼠耳廓蓝染

实验中观察记录的耳廓蓝染发生率及计算所得的

EB 升高率(见表 2)。 高剂量(5 mg / mL)下,不同企

业间骨肽类注射液引起的类过敏反应具有一定差

异,企业 B 骨肽注射液的 EB 升高率大于 50%,企业

A 骨肽注射液和复方骨肽注射液、企业 D 复方骨肽

注射液的 EB 升高率大于 50%且大于阳性对照组,

以上各组蓝染发生率均大于 30%,故类过敏反应均

呈阳性;企业 C 骨肽注射液 EB 升高率低于 50%且

无蓝染发生,类过敏反应呈阴性。 中剂量(2. 5 mg /
mL)下,企业 A 骨肽注射液和复方骨肽注射液、企业

B 骨肽注射液、企业 D 复方骨肽注射液的 EB 升高

率相均大于 50%,同时蓝染发生率也大于 30%,上
述企业的制剂类过敏反应仍呈阳性;其余骨肽类注

射液结果判定为阴性。 在低剂量(1 mg / mL)下,上
述部分制剂小鼠蓝染实验结果虽然 EB 升高率大于

50%,蓝染发生率均低于 30%,各组结果判定均呈阴

性。 (见图 2、图 3)。
2. 3　 其他骨肽类注射剂类过敏反应的考察

　 　 骨肽注射液与复方骨肽注射液是临床上使用

较多的骨肽类注射剂,除此之外还有多种其他的骨

肽类注射剂,因此我们还利用小鼠耳廓蓝染模型考

察了骨肽氯化钠注射液、注射用骨肽、骨瓜提取物

注射液及注射用骨瓜提取物的类过敏反应(见表

3)。 高剂量下,除了企业 E 的骨肽氯化钠注射液与

企业 I 的骨瓜提取物注射液,其余 5 个骨肽类注射

剂 EB 升高率均大于 50%,且蓝染发生率大于 30%,
其中企业 G、H 的注射用骨瓜提取物与企业 F 的注

射用骨肽 EB 升高率明显高于阳性对照组,故类过

敏反应呈阳性。 中剂量下,企业 G、H 的注射用骨瓜

提取物与企业 H 的骨瓜提取物注射液 EB 升高率均

大于 50%,且蓝染发生率大于 30%,类过敏反应判

断仍为阳性,其余四组判定结果为阴性。 在低剂量

下,上述部分制剂小 EB 升高率虽然大于 50%,但各

组的蓝染发生率均低于 30%,因此结果判定均呈阴

性。 (见图 4、图 5)。

65 中国比较医学杂志 2022 年 2 月第 32 卷第 2 期　 Chin J Comp Med, February 2022,Vol. 32,No. 2



注:a:阴性对照组;b:阳性对照组(磷酸组胺);c:骨肽注射液组(企业 A);d:骨肽注射液组(企业 C)。

图 3　 不同企业的骨肽注射液典型耳廓蓝染图(高剂量组)
Note. a, Negative control group. b, Positive control group (Histamine phosphate) . c, Ossotide injection group (Company A). d, Ossotide
injection group (Company C).

Figure 3　 Typical ear blue staining pictures of osteopeptide injections from different companies (High-dose group)

表 2　 不同企业的骨肽类注射液的耳廓蓝染结果(n= 6)
Table 2　 Results of ear blue staining experiments of osteopeptide injections from different companies

制剂名
Name of

preparation

生产企业
Companies

耳廓蓝染实验结果 Test results of ear blue staining
高剂量组 High-dose group 中剂量组 Middle-dose group 低剂量组 Low-dose group

蓝染发生
率(%)

Incidence of
blue staining

EB 升高率
(%)

Rising rate
of EB

结果
Results

蓝染发生
率(%)

Incidence of
blue staining

EB 升高率
(%)

Rising rate
of EB

结果
Results

蓝染发生
率(%)

Incidence of
blue staining

EB 升高率
(%)

Rising rate
of EB

结果
Results

骨肽注射液
Ossotide injection

A 100. 00 988. 33±239. 35 + 50. 00 232. 94±200. 53 + 16. 67 63. 72±65. 62 -
B 50. 00 95. 50±79. 07 + 16. 67 138. 04±86. 22 + 16. 67 84. 97±43. 63 -
C 0. 00 -7. 86±41. 70 - 33. 33 23. 01±58. 51 - / / /

复方骨肽注射液
Compound ossotide

injection

A 100. 00 820. 07±465. 37 + 33. 33 97. 67±89. 43 + 0. 00 37. 17±24. 16 -

D 100. 00 903. 80±151. 00 + 100. 00 317. 92±243. 08 + 0. 00 42. 48±23. 45 -

注:“-”:类过敏反应阴性;“+”:类过敏反应阳性。
Note.“-”, Negative anaphylactoid reaction.“+”, Positive anaphylactoid reaction.

表 3　 不同企业的其他骨肽类注射剂的耳廓蓝染结果(n= 6)
Table 3　 Results of ear blue staining experiments of other osteopeptide injections from different companies

制剂名
Name of

preparation

生产企业
Companies

耳廓蓝染实验结果 Test results of ear blue staining
高剂量组 High-dose group 中剂量组 Middle-dose group 低剂量组 Low-dose group

蓝染发生
率(%)

Incidence of
blue staining

EB 升高率
(%)

Rising rate
of EB

结果
Results

蓝染发生
率(%)

Incidence of
blue staining

EB 升高率
(%)

Rising rate
of EB

结果
Results

蓝染发生
率(%)

Incidence of
blue staining

EB 升高率
(%)

Rising rate
of EB

结果
Results

骨肽氯化钠注射液
Ossotide sodium
chloride injection

企业 E 0. 00 6. 30±52. 66 - 0. 00 -3. 14±36. 41 - / / /

注射用骨肽
Ossotide for injection

企业 E 50. 00 69. 28±76. 28 + 33. 33 23. 21±42. 65 - / / /
企业 F 100. 00 637. 08±283. 68 + 0. 00 8. 15±42. 25 - / / /

注射用骨瓜提取物
Gugua extract
for injection

企业 G 83. 33 962. 39±647. 40 + 50. 00 98. 92±97. 18 + 16. 67 71. 69±68. 83 -

企业 H 100. 00 2439. 87±978. 32 + 100. 00 781. 04±320. 15 + 16. 67 79. 66±69. 38 -

骨瓜提取物注射液
Gugua extract

injection

企业 I 0. 00 -15. 76±37. 79 - 0. 00 -37. 09±21. 30 - / / /

企业 H 83. 33 176. 35±36. 67 + 33. 33 100. 36±67. 15 + 16. 67 127. 45±97. 91 -

注:“-”:类过敏反应阴性;“+”:类过敏反应阳性。
Note.“-”, Negative anaphylactoid reaction.“+”, Positive anaphylactoid reaction.
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注:a:阴性对照组;b:阳性对照组(磷酸组胺);c:注射用骨瓜提取物组(企业 H);d:骨肽氯化钠注

射液组(企业 E)。

图 5　 不同企业的其他骨肽类注射剂典型耳廓蓝染图(高剂量组)
Note. a, Negative control group. b, Positive control group (Histamine phosphate) . c, Gugua extact for
injection group (Company H). d, Ossotide sodium chloride injection group (Company E).

Figure 5　 Typical ear blue staining pictures of other osteopeptide injections from different companies (High-dose group)

3　 讨论

　 　 根据临床数据显示[9,15],大部分的类过敏反应

于给药 30 min 内发生,故小鼠耳廓蓝染实验中,将
给药时间设为 30 min,观察耳廓蓝染情况,以与临床

不良反应相关。 同时本研究分析了制剂临床用药

浓度与动物实验浓度的相关性。
骨肽注射液与复方骨肽注射液是常用的骨肽

类注射剂,临床上常作为骨折、骨关节炎、风湿、类
风湿关节炎等疾病的治疗或辅助治疗药物。 骨肽

　 　 　 　

注:“∗”:EB 升高率大于 50%且小于阳性对照组的 EB 升

高率;“∗∗”:EB 升高率大于阳性对照组的 EB 升高率。

图 4　 不同企业的其他骨肽类注射剂耳廓蓝染

实验 EB 升高率

Note.“∗”, Rising rate of EB is more than 50% and less than

that of the positive control group. “∗∗ ”, Rising rate of EB is
more than that of the positive control group.

Figure 4　 Rising rate of EB in ear blue staining experiment of
other osteopeptide injections from different companies

注射液(临床用药剂量为 1. 67 mg / kg)给药浓度由

高到低折算后分别为临床用药剂量的 8. 33 倍、4. 17
倍、1. 67 倍;复方骨肽注射液(临床用药剂量为 2. 5
mg / kg )的给药浓度由高到低依次为临床用药浓度

的 5. 5 倍、2. 75 倍、1. 1 倍。 结果表明,高、中剂量

下,仅 1 批骨肽注射液呈阴性反应;低剂量下均呈阴

性反应,蓝染发生率均低于 30%,但有 2 批骨肽注射

液的 EB 升高率大于 50%。
为了更好地评价骨肽类注射剂的类过敏反应

相关性,利用小鼠耳廓蓝染模型对其他骨肽类注射

剂(骨肽氯化钠注射液、注射用骨肽、骨瓜提取物注

射液、注射用骨瓜提取物)进行类过敏评价。 注射

用骨肽、骨瓜提取物注射液、注射用骨瓜提取物的

临床剂量都为 1. 67 mg / kg,其给药浓度由高到低折

算后分别为临床用药剂量的 8. 33 倍、4. 17 倍、1. 67
倍,与骨肽注射液的实验结果相似,在高、中剂量下

多数给药组存在不同程度的类过敏阳性情况,而在

低剂量下类过敏反应均判定为阴性;而骨肽氯化钠

注射液在原液浓度下类过敏反应呈阴性。
结合近年对药物的类过敏研究[16],在 1 倍临床

用药剂量下,清开灵注射液、生脉注射液、鱼腥草注

射液等均未呈现阳性反应,但清开灵注射液在 2 倍

临床剂量下、生脉注射液在 1. 67 倍临床剂量有轻微

的类过敏阳性反应。 骨肽注射液、注射用骨肽、骨
瓜提取物注射液、注射用骨瓜提取物在临床剂量的

4. 17 倍与复方骨肽注射液在临床剂量的 2. 75 倍即

呈有不同程度的阳性反应,故骨肽类注射剂可能存

在类过敏风险。 此外,类过敏反应具有明显的量效
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关系,单位时间内给予的药物浓度越高,类过敏发

生的可能性越高,且程度逐渐加重[17-18];而骨肽类

注射剂的类过敏反应也存在一定的量效关系,与之

相符。 因此骨肽类注射剂在临床用药时应注意用

药浓度以及需要观察患者用药后的身体情况。
骨肽类注射剂的临床不良反应多发生于给药

后 30 min,而在患者持续给药期间也会出现过敏样

反应[9]。 此外,胡青[19]发现骨肽类注射剂的临床不

良反应与患者的给药量、基础病史、过敏史等诸多

因素相关,故骨肽类注射剂的过敏样反应可能与类

过敏反应与过敏反应均有关。 本研究采用小鼠耳

廓蓝染模型,通过观察小鼠首次给予骨肽类注射剂

后的耳廓蓝染情况,考察骨肽类注射剂的类过敏反

应,而对于骨肽注射剂的过敏反应需要采用相关模

型进一步考察。 综上,骨肽类注射剂的类过敏评估

对其不良反应研究具有重要意义,也为临床用药给

药浓度的选择、速度的控制,用药安全的保障提供

参考和依据。
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异丙肾上腺素诱导恒河猴心肌损伤模型的初步研究
李艳艳1,杨凤梅1,王俊斌1,陈丽雄1,靳玮华1,和占龙1,杨　 飞2∗,赵　 远1∗

(1.中国医学科学院 /北京协和医学院 医学生物学研究所,云南省重大传染病疫苗研发重点实验室,昆明　 650118;
2.昆明市第三人民医院胸外科,昆明　 650041)

　 　 【摘要】 　 目的　 应用异丙肾上腺素诱导恒河猴心肌损伤模型方法的初步探索。 方法　 选用 11 只恒河猴分

为高剂量组、低剂量组、对照组。 模型组每次注射 ISO 剂量分别为 4. 6 mg / kg、3. 2 mg / kg,每天 2 次;对照组注射生

理盐水 1 mL,每天 1 次。 分别于注射后第 1、3、5、7 天及第 2、3、4、5 周进行彩色多普勒超声影像检查:左室舒张末

期的室间隔厚度(IVSTd)、左室内径(LVEDD)、左室后壁厚度(LVPWTd),收缩末期的室间隔厚度( IVSTs)、左室内

径(LVESD)、左室后壁厚度(LVPWTs)、及左心室短轴缩短率(FS)、射血分数(EF)、左心室质量(LVM);心电仪检

查心电图变化;同时进行谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、肌酸肌酶(CK)、肌酸肌酶同工酶(CK-MB)、乳酸

脱氢酶(LDH)、血小板 /淋巴细胞比值(PLR)、中性粒细胞 /淋巴细胞比值(NLR)等血液生理生化指标检测。 结果

高剂量组在给药 1 周内,AST、 ALT、 LDH、 CK、 CK-MB、 PLR、 NLR 明显 升 高; IVSTd、 IVSTs、 LVPWTd、 LVPWTs、
LVEDD、LVESD 增加,EF、FS 降低。 与高剂量组相比,低剂量组变化不明显。 心电结果显示给药后至第 5 周持续出

现 T 波、ST 段不同程度的改变。 结论　 皮下注射 ISO 可诱导恒河猴心肌损伤,心脏超声、心电图及血液学的综合指

标可作为恒河猴无创心脏损伤模型的评价依据。
【关键词】 　 异丙肾上腺素;恒河猴;心肌损伤
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Preliminary study of an isoproterenol-induced myocardial injury
model in rhesus monkeys

LI Yanyan1, YANG Fengmei1, WANG Junbin1, CHEN Lixiong1, JIN Weihua1, HE Zhanlong1, YANG Fei2∗, ZHAO Yuan1∗

(1. Institute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Sciences, Peking Union Medical College, Yunnan Key
Laboratory of Vaccine Research and Development on Severe Infectious Diseases, Kunming 650118, China.

2. Department of Thoracic Surgery, Kunming Third People’s Hospital, Kunming 650041)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the method of using isoproterenol ( ISO) to induce myocardial injury in
rhesus monkeys. Methods 　 Eleven rhesus monkeys were selected and divided into a high-dose, low-dose and control
group. The injections of ISO in the model groups were 4. 6 mg / kg (high-dose) and 3. 2 mg / kg (low-dose) and conducted
twice per day. The control animals were injected with 1 mL of normal saline once per day. Color Doppler ultrasound imaging
examinations were performed on days 1, 3, 5, 7 and weeks 2, 3, 4, and 5 after the injections and included: IVSTd,
IVSTs, LVPWTd, LVPWTs, LVEDD, LVESD, EF, FS, LVM. Electrocardiography was used to measure the changes in
cardiac electrical activity. AST, ALT, LDH, CK, CK-MB, PLR, NLR and other physiological and biochemical indicators



in the blood were measured. Results　 In the high-dose group, AST, ALT, LDH, CK, CK-MB, PLR and NLR increased
significantly within one week of ISO administration. Furthermore, IVSTd, IVSTs, LVPWTd, LVPWTs, LVEDD and
LVESD increased, EF and FS decreased. Compared with that in the high-dose group, these values in the low-dose group
were similar to the control group. The electrocardiography result showed that the T wave and ST segments changed to varying
degrees by the fifth week after ISO administration. Conclusions 　 Subcutaneous injection of ISO can induce myocardial
injury in rhesus monkeys. These comprehensive indices of echocardiography, electrocardiography, and hematology can be
used as the basis for evaluating non-invasive heart injury in rhesus monkeys.

【Keywords】　 isoproterenol; rhesus monkey; myocardial injury

　 　 目前,心血管疾病(cardiovascular disease,CVD)
是致人类死亡的最常见的病因之一,是严重威胁健

康的头号杀手[1]。 动物模型作为研究心血管疾病

的常用方法,对于揭示发病机制和评价干预效果极

为重要。 在心肌损伤动物模型的非临床研究中,常
见以大鼠、小鼠、兔、犬、小型猪等为报道多见[2]。
但非人灵长类动物心肌损伤模型的研究报道极其

少见。 由于恒河猴(Macaca mulatta)在许多生理方

面与人类非常相似,因此被认为是研究人类生理和

发病机理的最有价值的非人灵长类动物模型[3]。
对于心血管疾病,特别是心脏病的研究,恒河猴是

人类的重要替代品。 恒河猴的心脏结构与人类非

常相似,冠状动脉的分布与人类相似[4]。 因此,恒
河猴心肌损伤模型将为人类心脏疾病研究提供更

好的替代方法。 然而,恒河猴心肌损伤模型的一些

详细特征以及与人类心肌疾病的比较数据并无

报道。
异丙肾上腺素( isoproterenol,ISO)是一种构建

心脏疾病动物模型的常用药物,通过加快心率、增
强心肌耗氧量等引发心肌损伤,可导致大鼠出现许

多与人类心脏病相似的代谢和形态学异常表现,如
心肌损伤坏死、纤维化及心室重构,心脏功能下降。
ISO 可用于药物性心肌损伤、缺血性心肌损伤、2 型

心肌梗死等疾病的模拟研究[5-7]。 目前皮下注射

ISO 诱导建立心肌损伤动物模型相关的研究较多,
但使用的注射剂量差别很大,且未见用于恒河猴诱

导心肌损伤模型的相关报道。 本研究的目的是在

恒河猴皮下注射 ISO 诱导建立心肌损伤动物模型,
为人类心脏疾病致病机理、药物评价等提供基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 健康恒河猴 11 只,普通级,雄性,7 ~ 9 岁,体重

8~ 12 kg,来源于中国医学科学院医学生物学研究

所[SCXK(滇)K2020-0005],动物饲养在中国医学

科学院医学生物学研究所 [ SYXK (滇) K2020 -
0008]。 实验操作及饲养在本单位实验动物部实验

设施中进行。 实验经中国医学科学院医学生物学

研究所伦理委员会审核批准 ( DWSP201810002)。
实验过程严格遵循 3R 原则和实验动物福利伦理

要求。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 ISO(大连美仑生物技术有限公司,MB5204-5
g);注射用生理盐水 (昆明南疆制药有限公司,
A19122606A);AST (批号 140219005)、ALT (批号

140120001)、 LDH ( 批 号 142719006 )、 CK ( 批 号

142519011)、CK-MB(批号 142619006)等生化试剂

(深圳迈瑞生物);溶血剂(批号 R9538)、稀释液(批
号 G0082)等血常规试剂( Sysmex);复方氯胺酮注

射液(江苏中牧倍康药业有限公司,20200102)。
Apogee 5300 彩色多普勒超声诊断仪(汕头市超

声仪器研究所有限公司,中国);BS-200 全自动生

化分析仪(深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司,
中国);IE12 数字式心电图机(深圳邦健生物医疗设

备股份有限公司,中国);Microfuge 20R 台式高速冷

冻离心机(Thermo);XT-2000i 全自动五分类动物血

液细胞分析仪(Sysmex)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及实验干预

　 　 实验恒河猴分为 3 组:高剂量组(H 组,n = 4),
低剂量组(L 组,n = 4),对照组(C 组,n = 3)。 模型

组动物大腿外侧皮下注射 ISO,H 组每次注射 ISO 1
mL(4. 6 mg / kg),每天 2 次;L 组每次注射 ISO 1 mL
(3. 2 mg / kg),每天 2 次;C 组注射生理盐水 1 mL,
每天 1 次。 连续注射 5 周。
1. 3. 2　 临床观察

　 　 注射 ISO 后每天观察记录动物饮食,精神状态、
活动、毛色、粪便、死亡等情况。
1. 3. 3　 心脏彩超检查

　 　 分别于注射后第 1、3、5、7 天及第 2、3、4、5 周对
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所有动物进行彩色多普勒超声影像检查,将探头放

置在胸骨左缘心脏区域,M 型超声束经过二尖瓣腱

索,与室间隔、左室后壁保持垂直,频率为 2. 5 MHz。
分别测量左室舒张末期的室间隔厚度( IVSTd)、左
室内径(LVEDD)、左室后壁厚度(LVPWTd),收缩

末期的室间隔厚度(IVSTs)、左室内径(LVESD)、左
室后壁厚度 ( LVPWTs)、 及左心室短轴缩短率

(FS,%)、射血分数(EF,%)、左心室质量(LVM,g)
等心功能指标。

注:A:给药前;B:给药第 3 天;C:给药第 7 天。

图 1　 心脏彩超结果

Note. A, Before administration. B, Dosing day 3. C, Dosing day 7.

Figure 1　 Results of echocardiography

1. 3. 4　 血液生化学检测

　 　 分别于注射后第 1、3、5、7 天及第 2 ~ 5 周对所

有动物采集全血, 分离血清, 进行谷丙转氨酶

( alanine amiotransferase, ALT )、 谷 草 转 氨 酶

(aspartate aminotransferase,AST)、肌酸肌酶(creatine
kinase,CK)、肌酸肌酶同工酶( creatine kinase-MB,
CK-MB)、乳酸脱氢酶( lactate dehydrogenase,LDH)
等指标检测。
1. 3. 5　 血常规检测

　 　 分别于注射后第 1、3、5、7 天及第 2 ~ 5 周对所

有动物采集全血,进行血常规检测,计算血小板 /淋
巴细胞比值 ( PLR)、中性粒细胞 /淋巴细胞比值

(NLR)。
1. 3. 6　 心电图检测

　 　 分别于注射后第 1、3、5、7 天及第 2 ~ 5 周对所

有动物进行心电图检查,记录心电图。
1. 4　 统计学方法

　 　 应用 GraphPad Prism 8 软件进行统计分析,结
果均以平均数±标准差(􀭰x±s)表示,采用方差分析进

行组间比较,P<0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 临床观察结果

　 　 恒河猴注射异丙肾上腺素后,饮水增加,呼吸

频率加快,前期活动减少,后期恢复正常;精神状

态未发生明显改变,毛色、粪便正常,无死亡等

情况。
2. 2　 心脏彩超结果

　 　 心脏超声可以清晰显示恒河猴心脏结构。 由

心脏彩超可见,给药前心脏收缩节律正常,收缩有

力,给药后逐渐出现左室后壁收缩无力、活动减弱

(如图 1A~1C);高、低剂量组左室内径在给药后的

前 1 周出现增大的变化趋势。 室间隔厚度增宽;高
剂量组左室后壁厚度在给药 3 d 后出现明显的增

宽。 左心功能指标 EF 和 FS 降低。 见图 2A~2I。
2. 3　 血液生化学结果

　 　 对给药后不同时间点的血清 AST、ALT、LDH、
CK、CK-MB 检测发现,H 组 AST、ALT、LDH、CK 在

第 1 天出现升高,第 3 天达到最高值,CK-MB 在第 1
天即出现最高值,而后逐渐下降恢复至给药前水

平;H 组 AST 在第 3 天显著高于 C 组;H 组 ALT 在

第 1 天、第 3 天显著高于 L 组;H 组 LDH 在第 1、3、5
天显著高于 C 组,第 3、7 天显著高于 L 组,L 组 LDH
在第 5 周显著高于 C 组(P<0. 05)。 见图 3A~3E。
2. 4　 血液常规结果

　 　 计算不同时间点的血小板 /淋巴细胞比值

(PLR)、中性粒细胞 /淋巴细胞比值(NLR)得出,H
组在给药第 1 天 PLR、NLR 即出现明显升高,PLR
在第 5 天出现最高值,NLR 在第 1 天出现最高值;L
组 PLR、NLR 变化趋势不明显。 见图 4A、4B。
2. 5　 心电图结果

　 　 实验前为正常心电图,给药后至第 5 周,持续出

现 T 波、ST 段不同程度改变,主要表现:ST 段改变

(II,III,avF,V4-V6 导联轻度下移),T 波改变( I,
avL,V1-V6 导联平坦,倒置,负正双向)等,见图 5。
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注:图中九组 bar 依次代表各组恒河猴注射 ISO 前及注射后第 1、3、5、7 天和第 2~5 周心功能指标。 高剂量组、低剂量组、对照组三组间

比较,∗P<0.05,∗∗P<0.01。

图 2　 ISO 对恒河猴左心室壁厚度及左心功能的影响

Note. Nine groups of bars in the figure show effect of ISO on heart in rhesus monkeys before injection, first, third, fifth, seventh days and second to

fifth weeks after injection. Comparison among high-dose, low-dose and control groups, ∗P<0.05,∗∗P<0.01.

Figure 2　 Effect of ISO on left ventricular wall thickness and left ventricular function in rhesus monkeys

注:图中九组 bar 依次代表各组恒河猴注射 ISO 前及注射后第 1、3、5、7 天和第 2~5 周血液生化指标。 高剂量组、低剂量组、对照组三

组间比较,∗P<0.05,∗∗P<0.01。

图 3　 ISO 对恒河猴血液生化指标的影响

Note. Nine groups of bars in the figure show effect of ISO on blood biochemical indexes of rhesus monkeys before injection, first, third, fifth,

seventh days and second to fifth weeks after injection. Comparison among high-dose, low-dose and control groups, ∗P<0.05,∗∗P<0.01.

Figure 3　 Effect of ISO on blood biochemical indexes of rhesus monkeys

3　 讨论

　 　 ISO 是非选择性 β-肾上腺素受体激动剂,研究

者普遍认可其具有诱发心室重构的作用,并得到广

泛应用。 炎症反应、内质网应激、氧化应激、自噬和

凋亡等机制的相互联系、影响,直接和间接造成 ISO
性心肌损伤。 ISO 常用于建立病理性心肌损伤、心
肌肥厚、心肌梗死和心力衰竭等实验动物模型[8]。
此法操作简单、模型稳定、成本低,已成为大鼠心肌

肥大动物模型建立的常用方案之一[9]。 目前,有关
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图 4　 ISO 对恒河猴血液生理指标的影响

Figure 4　 Effect of ISO on the blood physiological indexes of rhesus monkeys

图 5　 ISO 对恒河猴心电图的影响

Figure 5　 Effect of ISO on the electrocardiogram of rhesus monkeys
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恒河猴心肌损伤模型建立的报道较少。 为探讨不

同剂量对恒河猴心肌损伤模型构建的影响,本研究

通过采用皮下注射高、低剂量的 ISO 诱导建立恒河

猴心肌损伤模型。 结果发现,两种剂量 ISO 处理后,
恒河猴心脏均出现不同程度的损伤,但高剂量组各

种指标变化更为明显。 高剂量组在处理后的 1 周内

出现心肌收缩活动减弱及心电图异常情况。 另外,
高、低剂量组恒河猴心脏 IVSTd、 IVSTs、 LVEDD、
LVESD、LVPWTd、LVPWTs 表现为不同程度的增加,
心功能指标 EF、FS 降低,高剂量组 LVM 在处理 2
周后出现明显增加。

AST 主要存在于心肌中,机体健康状态下,血清

中 AST 水平较低。 细胞损伤时,细胞膜通透性增

加,AST 从胞浆内释放入血液。 同时,炎症因子释

放,心肌损伤进一步加剧[10]。 ISO 通过影响 Ca2+通

道,导致心肌收缩变强,需氧量增加,进而引起

DNA、蛋白质和膜脂质等细胞组分氧化,直接损伤心

肌[8]。 血清心肌酶 CK-MB、LDH 的水平可反映心肌

损伤情况[11]。 CK 同工酶的 CK-MB,主要存在于心

肌细胞质中,能催化能量转化,为肌肉收缩提供直

接的能量来源[12-13]。 当 ISO 致使脂质膜破坏,大量

CK-MB 释放进入血液,而血清中 CK-MB 含量与心

肌损伤程度正相关,能敏感反映心肌损伤的程

度[14]。 LDH 广泛分布在各种组织的细胞质中,以
心、肾、骨骼肌最为丰富。 当少量心肌细胞膜发生

破坏,或心肌组织损伤、坏死时,血清中 LDH 活性即

可升高[15]。 本研究中,高剂量组 AST、CK-MB、LDH
等指标均在处理后 1 ~ 5 d 内出现明显增加,较低剂

量组更早出现变化。 该变化规律反映出高剂量组

能更好的诱导恒河猴出现心肌损伤样的血液学指

标变化。
近年,NLR 与各种心血管疾病的临床结局相关

性已得到证实。 其作为一种全身性炎性标志物即

可直观反映炎症情况,又能反映免疫水平,更稳定

地反映机体的炎症状态。 中性粒细胞释放氧自由

基,激活产生大量炎症介质,使血小板聚集率增加,
导致血液持续高凝状态[16],增加心肌损伤面积。 同

时,作为心肌细胞损伤的主要途径,参与缺氧损伤、
蛋白水解酶和其他炎症过程[17-18]。 国外一项研究

报告,PLR 是综合血液凝聚与炎症通路于一体的炎

症指标,是多种疾病状态下出现不良心血管事件的

危险因素[19]。 另有文献报道,心肌损伤患者的 PLR
值显著高于无心肌损伤患者[20]。 本研究中,H 组在

给药第 1 天 PLR、NLR 即出现明显升高,PLR 在第 5
天出现最高值,NLR 在第 1 天出现最高值; L 组

PLR、NLR 变化趋势不明显。 PLR、NLR 与 CK-MB、
LDH 等指标变化规律一致,推测高剂量组较低剂量

组出现更为严重的心肌损伤。
心电图是应用心电图机在体表记录心脏每个

心动周期产生的电活动变化图形的技术,是临床上

筛查和诊断心律失常和心血管疾病的最常用的检

查技术之一,具有非侵入性、较强抗干扰能力、记录

清晰、操作简便、经济有效等优点。 心电图结果显

示,给药后至第 5 周,持续出现 T 波、ST 段不同程度

的改变,给药初期(1~ 5 d),ST 段压低,这与心肌缺

血和心肌损伤有关,1 周后出现 ST 段抬高,T 波倒

置,I、avL、V1-V6 导联、倒置,呈负正双向(见图 5)。
从心电图特征性表现可以初步判断为心肌损伤。

本文对不同剂量 ISO 诱导恒河猴心肌损伤模型

进行初步探讨,通过观察恒河猴心脏彩超、心电图

的变化、以及 AST、ALT 及炎症因子 LDH、CK、CK-
MB、PLR、NLR 等指标水平的变化,高剂量的 ISO 可

成功诱导恒河猴心肌损伤;心脏超声、心电图及血

液学的指标可作为恒河猴无创心脏损伤模型综合

评价的依据。
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七氟醚调控 NRF2 / HO-1 / HMGB1 通路减轻缺氧诱导的
小胶质细胞炎症反应

温翔宇1∗,张军宏2,朱存良3

(1.甘肃省定西市人民医院麻醉科,甘肃 定西　 743000;2.甘肃省定西市人民医院泌尿外科,甘肃 定西　 743000;
3.湖南省娄底市中心医院,湖南 娄底　 417000)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨七氟醚对缺氧诱导的小胶质细胞炎症反应的影响,及对转录因子 NF-E2 相关因子 2
(NRF2)及血红素加氧酶 1(HO-1) /高迁移率族蛋白 B1(HMGB1)通路的调控作用。 方法　 缺氧不同时间(0、2、4、
6、8、12 h)诱导 BV-2 小胶质细胞活化建立炎症模型,倒置显微镜观察细胞活化形态并计算活化细胞比例;Western
blot 法检测小胶质细胞 NRF2、HO-1、HMGB1 及白介素 1β(IL-1β)蛋白表达水平,筛选最佳缺氧时间 8 h。 观察缺氧

8 h 条件下七氟醚不同浓度(0%、2%、4%、6%)处理 30 min 对 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白表达的影响。 将 BV
-2 细胞分为正常对照组、缺氧诱导组、6%七氟醚组、SnPP 组(NRF2 / HO-1 通路抑制剂-锡原卟啉)、6%七氟醚+
SnPP 组,计算活化细胞比例并检测细胞 NRF2 / HO-1 / HMGB1 通路蛋白及核转录因子-κB p65(NF-κB p65)、磷酸化

NF-κB p65(p-NF-κB p65)、IL-1β 蛋白表达水平。 结果　 随着缺氧时间延长,活化细胞比例及 HMGB1、IL-1β 表达

逐渐升高,NRF2、HO-1 蛋白在 8~12 h 时下降至最低水平(P<0. 05),实验选用 8 h 为缺氧诱导条件。 随着七氟醚

浓度升高,活化细胞比例、HMGB1、IL-1β 表达逐渐减少,NRF2、HO-1 逐渐升高(P<0. 05),且呈剂量依赖性,选取

6%七氟醚为处理浓度。 与正常对照组比较,缺氧诱导组 NRF2、HO-1 表达降低,活化细胞比例、HMGB1、IL-1β、p-
NF-κB p65 / NF-κB p65 表达升高(P<0. 05)。 6%七氟醚组上述指标变化与缺氧诱导组相反(P<0. 05);SnPP 组上述

指标变化与缺氧诱导组一致且比缺氧诱导组严重(P<0. 05)。 6%七氟醚+SnPP 组上述指标变化与 6%七氟醚组相

反(P<0. 05)。 结论　 七氟醚可通过促进 NRF2 / HO-1 活化,抑制 HMGB1 表达,来减轻缺氧诱导的 MG 活化及炎症

反应进程。
【关键词】 　 七氟醚;缺氧;小胶质细胞;NRF2 / HO-1 / HMGB1 通路;炎症反应
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Sevoflurane regulates the NRF2 / HO-1 / HMGB1 pathway and reduces
hypoxia-induced inflammatory responses in microglia

WEN Xiangyu1∗, ZHANG Junhong2, ZHU Cunliang3

(1. Department of Anesthesiology, Dingxi People’s Hospital of Gansu Province, Dingxi 743000, China. 2. Department of
Urology, Dingxi People’s Hospital of Gansu Province, Dingxi 743000. 3. Loudi Central Hospital of Hunan Province, Loudi 417000)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effects of sevoflurane on hypoxia-induced inflammatory responses of
microglia and regulation of the nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) / heme oxygenase 1 (HO-1) / high mobility
group protein B1 (HMGB1) pathway. Methods　 BV-2 mouse microglia were activated by inducing hypoxia for 0, 2, 4,
6, 8 and 12 h to establish an inflammation model. The activated cells were observed by inverted microscope, and the



proportion of activated cells was calculated. Western blot were used to detect the expression levels of NRF2, HO-1,
HMGB1 and interleukin (IL)-1β proteins in microglia. The optimal hypoxia time was 8 h. BV-2 microglia were activated
under hypoxic conditions for 8 h; treated with different concentrations of sevoflurane (0%, 2%, 4% and 6%) for 30 min;
and NRF2, HO-1, HMGB1, IL-1β protein expression was observed. BV-2 cells were divided into a control group, hypoxia-
induction group, 6% sevoflurane group, SnPP group ( NRF2 / HO-1 pathway inhibitor stannous porphyrin), and 6%
sevoflurane + SnPP group. The ratio of activated cells was calculated, and the protein expression levels of NRF2, HO-1,
HMGB1, nuclear factor-κB p65 (NF-κB p65), phosphorylated NF-κB p65 (p-NF-κB p65) and IL-1β were determined.
Results　 With prolonged hypoxia time, the proportion of activated cells and expression of HMGB1 and IL-1β gradually
increased, and NRF2 and HO-1 proteins decreased to the lowest level at 8 ~ 12 h (P<0. 05). Therefore, the hypoxia-
induction time of 8 h was chosen. With the increase in sevoflurane concentration, the proportion of activated cells and
expression of HMGB1 and IL-1β gradually decreased, and NRF2 and HO-1 expression gradually increased (P<0. 05).
These effects were dose-dependent, and 6% sevoflurane was selected as the treatment concentration. Compared with that in
the control group, the expression of NRF2 and HO-1 in the hypoxia-induced group decreased, and the proportion of
activated cells and expression of HMGB1, IL-1β and p-NF-κB p65 / NF-κB p65 expression increased (P< 0. 05). The
changes in the above indices in the 6% sevoflurane group were opposite to those in the hypoxia-induced group (P<0. 05).
The changes in the SnPP group were consistent with those in hypoxia-induced group and were more serious than those in
hypoxia-induced group (P<0. 05). The changes in the above parameters in the 6% sevoflurane + SnPP group were opposite
to those in 6% sevoflurane group (P< 0. 05). Conclusions 　 Sevoflurane treatment reduced hypoxia-induced microglial
activation and inflammatory processes by promoting NRF2 / HO-1 activation and inhibiting HMGB1 expression.

【Keywords】　 sevoflurane; hypoxia; microglia; NRF2 / HO-1 / HMGB1 pathway; inflammatory response

　 　 小胶质(microglia cells,MG)细胞可调节大脑发

育及神经系统的损伤和修复,被称为大脑巨噬细

胞[1]。 MG 也是神经炎症反应关键介质,缺血、缺氧

或炎症刺激状态下激活 MG,可清除坏死组织并发

挥神经保护作用,但 MG 过度活化及死亡会释放大

量炎性介质,并导致神经系统产生不可逆损伤[2-3]。
探究 MG 活化及其活化后炎症反应机制,对神经系

统疾病治疗具有一定临床意义。 近来研究发现转

录因子 NF-E2 相关因子 2( transcription factor NF-E2
related factor 2, NRF2 ) /血 红 素 加 氧 酶 1 ( heme
oxygenase 1,HO-1)通路可参与机体抗氧化应激反

应,并能通过抑制下游炎症通路高迁移率族蛋白 B1
(high mobility group protein B1,HMGB1) /核转录因

子-κB(nuclear transcription factor-κB,NF-κB)通路表

达来发挥抗炎反应,进而参与多种疾病生理过

程[4-5]。 但 NRF2 / HO-1 / HMGB1 通路参与 MG 炎症

反应过程的研究较少。 目前临床常用麻醉剂-七氟

醚能够促进 MG 活化,并抑制炎症反应来缓解创伤

性脑损伤大鼠脑损伤进程[6],但有研究显示七氟醚

能够诱导 MG 活化并促进其炎症反应[7]。 因此对七

氟醚的作用仍存在争议。 本研究体外培养 MG,并
给予缺氧及七氟醚处理,以期验证七氟醚对 MG 活

化及 炎 症 反 应 的 调 控 作 用, 并 从 NRF2 / HO-1 /
HMGB1 通路阐明其调控炎症反应的分子生物学机

制,为神经系统炎症性疾病的治疗提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 BV-2 小鼠 MG 细胞(货号:YCL-0493,武汉益普

生物科技有限公司)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 七氟醚(批号:H20040772,美国 Abbott 公司);
NRF2、HO-1、HMGB1、NF-κB p65、磷酸化 NF-κB p65
(p-NF-κB p65)、白细胞介素 1β( interleukin-1β,IL-
1β) 等抗体 (货号: ab156883、 ab189491、 ab32536、
ab79523、ab239882、 ab234437,美国 abcam)。 麻醉

气体监测仪 (型号: Capnomac Datex AS / 3, 芬兰

Datex.Ohmeda 公司);光学显微镜(型号:SMZ745,
日本尼康公司);化学发光仪(型号:GIS-500,杭州

米欧仪器公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞复苏与培养

　 　 取 BV-2 小鼠 MG 细胞进行常规复苏后,置于

5% CO2、37℃、饱和湿度的恒温培养箱中,用 DMEM
培养基进行培养。 每 2 d 更换 1 次培养基,5 d 后传

代进行后续试验。
1. 3. 2　 细胞分组与处理

　 　 取细胞制备成每升 5×108 个的细胞悬液接种至

96 孔板上,每孔 100 μL,用无血清培养基孵育 6 ~
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12 h,贴壁同步化后换用含血清培养基进行培养,并
进行如下分组处理: ( 1) 置于缺氧培养箱 ( 37℃、
95% N2、5% CO2 混合气体)中进行培养,并设置缺

氧不同时间(0、2、4、6、8、12 h)组,各组均在缺氧条

件下处理后,置于倒置显微镜下观察细胞活化形

态,并检测细胞活化比例及 NRF2、HO-1、HMGB1、
IL-1β 蛋白表达水平,选出最佳缺氧时间 8 h;(2)设
置七氟醚不同浓度(0、2%、4%、6%)组,并置于两侧

各有一小孔的密闭容器中,一侧小孔接麻醉机,输
入氧气(2 mL / min)和七氟醚,另一侧小孔端接麻醉

气体监测仪测定七氟醚浓度达 0、2%、4%、6%后,维
持 30 min 后,置于缺氧培养箱中缺氧 8 h,检测细胞

活化比例及 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白表达

水平;(3)设置正常对照组、缺氧诱导组、6%七氟醚

组、SnPP 组 [NRF2 / HO-1 通路抑制剂 -锡原卟啉

(Sn-protoporphyrin,SnPP)]、6%七氟醚+SnPP 组;除
正常对照组外,其余各组均置于缺氧条件下培养 8
h;6%七氟醚组在缺氧前给予 6%七氟醚处理 30
min;SnPP 组在缺氧处理前参照文献[8] 向培养基中

加入终浓度为 5 μmol / L 的 SnPP;6%七氟醚+SnPP
组加入 SnPP 并进行 6%七氟醚处理 30 min 后进行

缺氧诱导。 检测细胞活化比例及相关蛋白表达

水平。
1. 3. 3　 活化细胞比例检测

　 　 收集 1. 3. 2 项下各组细胞,置倒置显微镜下观

察细胞形态。 每组取 3 个不同视野计数,重复 3 次。
MG 活化细胞比例=(多极型细胞数量+纺锤样双极

细胞数量) /总细胞数量×100%。
1. 3. 4　 Western blot 法检测细胞蛋白表达

　 　 收集 1. 3. 2 项下的各组细胞,加入细胞裂解液

抽提总蛋白后,采用二喹啉甲酸法检测总蛋白浓

度;将变性后的蛋白样品行电泳及转膜反应后;脱
脂奶粉封闭聚偏氟乙烯膜 2 h 后,加入一抗(NRF2、
HO-1、HMGB1、 IL-1β、NF-κB p65、 p-NF-κB p65 抗

体,稀释倍数为 1 ∶ 1000,内参抗体为 GAPDH,稀释

倍数为 1 ∶ 2000),在 4℃下孵育过夜;次日,加入稀

释 5000 倍的二抗于室温下孵育 1 h。 显影曝光后,
化学发光成像分析系统拍照并分析灰度值。 每组

试验重复 3 次。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS 24. 0 进行统计学分析。 计量资料以

平均数±标准差(􀭰x±s)表示,两组比较行 t 检验;多组

间比较行单因素方差分析,进一步两两比较采用

SNK-q 检验;P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1 　 缺氧不同时间对细胞形态、活化比例及

NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β表达的影响

　 　 缺氧 0 h 时 MG 呈圆形或者椭圆形,随缺氧时

间延长,MG 体积增大,出现多极或两极延长,分支

样或纺锤样改变的细胞逐渐增多。 与缺氧 0 h 相

比,缺氧 2、4、6、8、12 h 活化细胞比例、HMGB1、IL-
1β 蛋白表达增多(P<0. 05);NRF2、HO-1 蛋白表达

在缺氧 2 h 时迅速升高,4 h 时迅速下降,并在 8~12
h 时下降至最低水平(P<0. 05)。 缺氧 8 h 后活化细

胞比例最多,8 h 与 12 h 相比,上述指标变化差异无

统计学意义(P>0. 05),见图 1~3。

图 1　 不同缺氧时间下 MG 形态变化图

Figure 1　 Morphological changes of MG under different
hypoxia time

注:A:缺氧 0 h 组;B:缺氧 2 h 组;C:缺氧 4 h 组;D:缺氧
6 h 组;E:缺氧 8 h 组;F:缺氧 12 h 组。

图 2　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、
IL-1β 蛋白表达免疫印迹图

Note. A, Hypoxia 0 h group. B, Hypoxia 2 h group. C,
Hypoxia 4 h group. D, Hypoxia 6 h group. E, Hypoxia 8 h
group. F, Hypoxia 12 h group.

Figure 2　 Western blot of NRF2, HO-1,
HMGB1 and IL-1β expression in each group
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2. 2　 七氟醚不同浓度处理对 MG 活化比例及

NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β蛋白表达的影响

　 　 七氟醚浓度为 0 时,MG 体积增大,细胞分支样

或纺锤样改变的细胞较多。 与 0 七氟醚处理组相

比,2%、 4%、 6% 七氟醚处理组活化细胞比例、
HMGB1、IL-1β 蛋白表达减少(P<0. 05),NRF2、HO-
1 蛋白表达升高(P < 0. 05),且呈剂量依赖性,见
图4~7。

图 3　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 表达及活化细胞比例比较

Figure 3　 Comparison of expression levels of NRF2, HO-1, HMGB1, IL-1β and activated cell proportion in each group

图 4　 各组 MG 形态变化图

Figure 4　 Morphological changes of MG in each group

注:与 0 七氟醚处理组比较,aP<0. 05;与 2%七氟醚处理组相

比,bP<0. 05;与 4%七氟醚处理组比较,cP<0. 05。

图 5　 各组 MG 活化细胞比例比较(􀭰x±s,n= 6)
Note. Compared with 0 sevoflurane treatment group,aP < 0. 05.

Compared with 2% sevoflurane treatment group,bP < 0. 05.

Compared with 4% sevoflurane treatment group,cP<0. 05.

Figure 5　 Comparison of MG activated cell
proportion in each group

注:A:0 七氟醚处理组;B:2%七氟醚处理组;C:4%七氟

醚处理组;D:6%七氟醚处理组。

图 6　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白

表达免疫印迹图

Note. A, 0 sevoflurane treatment group. B, 2% sevoflurane
treatment group. C, 4% sevoflurane treatment group. D, 6%
sevoflurane treatment group.

Figure 6　 Western blot of NRF2, HO-1,
HMGB1 and IL-1β expression in each group
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2. 3　 6%七氟醚与 SnPP 联合应用后对 MG 活化、
NRF2、HO-1、HMGB1 及相关蛋白表达的影响

　 　 与正常对照组比较,缺氧诱导组活化细胞比

例、HMGB1、IL-1β、p-NF-κB p65 / NF-κB p65 蛋白表

达升高,NRF2、HO-1 蛋白表达降低(P<0. 05)。 6%

七氟醚组上述指标变化与缺氧诱导组相反 (P <
0. 05);SnPP 组上述指标变化与缺氧诱导组一致且

比缺氧诱导组变化更明显(P<0. 05)。 6%七氟醚+
SnPP 组上述指标变化与 6% 七氟醚组相反 ( P <
0. 05),见图 8~11。

注:与 0 七氟醚处理组比较,aP<0. 05;与 2%七氟醚处理组相比,bP<0. 05;与 4%七氟醚处

理组比较,cP<0. 05。

图 7　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白表达比较(􀭰x±s,n= 6)
Note. Compared with 0 sevoflurane treatment group,aP<0. 05. Compared with 2% sevoflurane

treatment group,bP<0. 05. Compared with 4% sevoflurane treatment group,cP<0. 05.

Figure 7　 Comparison of protein expression of NRF2, HO-1, HMGB1 and IL-1β in each group

图 8　 各组 MG 形态变化图

Figure 8　 Morphological changes of MG
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注:与正常对照组比较,aP < 0. 05;与缺氧诱导组比较,bP <

0. 05;与 6%七氟醚组比较,cP<0. 05。

图 9　 各组 MG 活化细胞比例比较(􀭰x±s,n= 6)
Note. Compared with control group,aP < 0. 05. Compared with

hypoxia induction group,bP<0. 05. Compared with 6% sevoflurane

group,cP<0. 05.

Figure 9　 Comparison of the proportion of
MG activated cells in each group

注:A:正常对照组;B:缺氧诱导组;C:6%七氟醚组;D:SnPP 组;E:
6%七氟醚+SnPP 组。

图 10　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、
IL-1β 蛋白表达免疫印迹图

Note. A, Control group. B, Hypoxia induction group. C, 6% sevoflurane
group. D, SnPP group. E, 6% sevoflurane+SnPP group.

Figure 10　 Western blot of NRF2, HO-1,
HMGB1 and IL-1β expression in each group

注:与正常对照组比较,aP<0. 05;与缺氧诱导组比较,bP<0. 05;与 6%七氟醚组比较,cP<0. 05。

图 11　 各组细胞 NRF2、HO-1、HMGB1、IL-1β 蛋白表达比较(􀭰x±s,n= 6)
Note. Compared with control group,aP<0. 05. Compared with hypoxia induction group,bP<0. 05. Compared

with 6% sevoflurane group,cP<0. 05.

Figure 11　 Comparison of relative protein expression levels of NRF2, HO-1, HMGB1 and IL-1β in each group

3　 讨论

　 　 MG 过度活化介导的炎症反应,是神经系统疾

病发生发展的重要原因之一[9]。 缺血缺氧、炎症、

感染等病理刺激均可激活 MG,使 MG 由静息状态

转变为活化状态而表现出促炎功能[10]。 本研究于

37℃、5% CO2 条件下模拟 MG 缺氧条件,发现缺氧

(0、2、4、6、8、12 h)条件下,MG 出现分枝样或纺锤

样改变,且 MG 活化细胞比例及促炎因子 IL-1β 释

放在缺氧(2、4、6、8 h)内随着缺氧时间的延长而升

高,并在 8~ 12 h 内稍有下降,与参考文献[11]MG 活

化状态下的形态改变及参考文献[12]缺氧条件 IL-1β

的水平变化一致,表明缺氧 8 h 可稳定建立 MG 过

度活化及炎症反应模型。 近来研究发现,NRF2 /

HO-1 / HMGB1 通路是参与机体氧化及炎症反应的

经典通路之一,Yu 等[13] 发现敲除 NRF2 基因后,
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NRF2 下游靶基因 HO-1 介导的抗氧化反应减弱,
NRF2 调控的炎症复合体 - NOD 样受体蛋白 3
(NLRP3)激活,促进 HMGB1 / NF-κB 调控的炎症通

路活化,从而加重脓毒症小鼠肺组织炎症损伤进

程。 Tan 等[5]研究发现巨噬细胞中核因子 NRF2 的

核易位可诱导 HO-1 表达,而用 HO-1 抑制剂 SnPP
能逆转 NRF2 / HO-1 途径的激活,使脂多糖诱导的

巨噬细胞中 NF-κB p65 核转移增多,促进巨噬细胞

释放大量的促炎介质 HMGB1、IL-1β 等而加重炎症

反应,提示 NRF2 / HO-1 / HMGB1 途径可能是炎症反

应的重要途径之一。 但 MG 过度活化介导的炎症反

应过程中是否有 NRF2 / HO-1 / HMGB1 途径的参与,
还不甚明确。 本研究结果显示,随着缺氧时间的延

长,NRF2、HO-1 蛋白表达持续降低,而促炎介质

HMGB1 的释放也逐渐升高, 且 NRF2、 HO-1 及

HMGB1 水平均于缺氧 8 h 时处于稳定状态,表明

NRF2 / HO-1 / HMGB1 途径参与缺氧诱导的 MG 活化

及炎症反应过程。
近年来 MG 介导的慢性神经炎症反应越来越受

到临床及患者的重视[14]。 寻找特异性抑制 MG 过

度活化及炎症反应的药物,来缓解和治疗神经系统

炎症性疾病,也是广大学者研究的重要任务[15]。 七

氟醚为临床常用麻醉药,能够通过抑制炎症反应及

氧化应激损伤缓解脑、肾、肺等多个脏器的缺血灌

注损伤[16],且张国栋等[6] 及赵丹等[17] 研究发现七

氟醚能通过抑制脑缺血再灌注诱发的 MG 活化,来
抑制大鼠脑组织炎症及氧化应激损伤而保护脑神

经,提示七氟醚可能是抑制 MG 活化的有效药物之

一。 但陈颖等[7] 及赵敏等[18] 离体培养 MG 后研究

结果显示七氟醚能诱导 MG 活化并促进炎症反应及

Dang 等[19] 在体研究显示七氟醚能促进 MG 活化,
与张国栋等[6] 及赵丹等[17] 七氟醚研究机制相反。
七氟醚是促进还是抑制 MG 活化及炎症反应的机制

仍存在争议。
本研究用缺氧处理 8 h 模拟 MG 活化及炎症反

应状态后,用七氟醚不同浓度(2%、4%、6%)进行干

预发现,随七氟醚浓度升高,MG 分枝样或纺锤样等

活化状态改变明显减轻,MG 活化细胞比例及 IL-1β
释放也呈剂量依赖性降低且均显著低于 0 七氟醚处

理组,提示七氟醚能够抑制缺氧条件下 MG 活化及

炎症反应,这与 Yu 等[20] 七氟醚抑制脂多糖诱导的

MG 活化发挥抗炎反应机制一致,推测可能七氟醚

处理浓度及干预时间不同,对 MG 的影响也不同所

致。 本研究还发现,随七氟醚浓度升高,细胞中

NRF2、HO-1 蛋白表达逐渐升高,HMGB1 表达逐渐

降低,预示七氟醚抑制缺氧诱导的 MG 活化及炎症

反应作用,可能是通过促进 NRF2 / HO-1 活化,抑制

HMGB1 表达来实现的。 为证明这一结论,本研究用

SnPP 抑制 NRF2 / HO-1 通路后,发现 SnPP 组随着

NRF2 及 HO-1 蛋白表达的降低,HMGB1 促炎介质

表达显著升高及 NF-κB 炎症途径活化的同时,MG
活化细胞比例及 IL-1β 释放也进一步高于缺氧诱导

组,提示抑制 NRF2 / HO-1 活化,可促进 HMGB1 / NF-
κB 介导的炎症因子释放,进而促进 MG 活化及炎症

反应。 进一步分析发现,七氟醚对 MG 活化及炎症

反应进程的抑制作用可被 SnPP 逆转,表明七氟醚

的上述作用与促进 NRF2 / HO-1 途径活化,抑制

HMGB1 / NF-κB 炎症途径活化有关。
综上所述,七氟醚可通过促进 NRF2 / HO-1 途

径活化,抑制 HMGB1 / NF-κB 炎症途径活化,减轻缺

氧诱导的 MG 活化及炎症反应进程,为阐明 MG 活

化及炎症反应的可能机制提供一定理论依据。 但

本研究还存在一定的不足,MG 活化及炎症反应的

分子机制复杂,NRF2 / HO-1 / HMGB1 可能只是其中

的一条调控机制,对于其他可能的分子机制还有待

进一步验证。
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LncRNA SNHG1 对 IL-6 诱导的皮肤鳞状细胞
癌细胞的增殖和迁移的影响

钟　 咪∗,张佳音,饶美荣,曾　 芬

(江南大学附属医院皮肤科,江苏 无锡　 214000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨长链非编码 RNA(LncRNA)SNHG1 对 IL-6 诱导的皮肤鳞状细胞癌细胞的增殖和迁移的

影响。 方法　 通过 qRT-PCR 检测 SNHG1 的相对表达;采用 CCK8 检测细胞活力;采用 Transwell 检测细胞的迁移和

侵袭能力;采用 Western blot 检测 Ki67、MMP-2、E-cadherin、N-cadherin 和 Vimentin 蛋白表达。 结果　 与正常皮肤细

胞系 HaCaT,SNHG1 在皮肤鳞状细胞癌细胞系 A431、SCC13、SCL-1 中表达显著增加。 不同浓度的 IL-6 诱导 A431
细胞后,SNHG1 相对表达量、细胞活力、迁移细胞数目和侵袭细胞数目显著增加,及上调 Ki67、MMP-2、N-cadherin
和 Vimentin 蛋白表达,下调 E-cadherin 蛋白表达,呈剂量依赖性。 IL-6+si-SNHG1 组的 SNHG1 相对表达、细胞活力、
迁移细胞数目、侵袭细胞数目、Ki-67、MMP-2、N-cadherin 和 Vimentin 蛋白表达显著低于 IL-6+si-NC 组,而 E-cadherin
蛋白表达显著高于 IL-6+si-SNHG1 组。 结论　 干扰 SNHG1 表达可以抑制 IL-6 诱导的皮肤鳞状细胞癌细胞的增殖、
迁移、侵袭和上皮间质转化(EMT)。

【关键词】 　 SNHG1;IL-6;皮肤鳞状细胞癌细胞;增殖;转移
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Effect of the LncRNA SNHG1 on the proliferation and metastasis of
skin squamous cell carcinoma induced by interleukin-6

ZHONG Mi∗, ZHANG Jiayin, RAO Meirong, ZENG Fen
(Department of Dermatology, Affiliated Hospital of Jiangnan University, Wuxi 214000,China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effects of the long non-coding RNA ( LncRNA) SNHG1 on the
proliferation and metastasis of skin squamous cell carcinoma induced by interleukin ( IL)-6. Methods 　 The relative
expression of SNHG1 was detected by qRT-PCR, and cell viability was detected using the cell counting kiT-8 assay. The
migration and invasion ability of the cells was detected using the Transwell system, and protein expression of the
proliferation marker Ki67, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), E-cadherin, N-cadherin and vimentin was detected by
Western blot. Results　 Compared with that in the normal skin cell line HaCaT, the expression of SNHG1 was significantly
increased in the skin squamous cell carcinoma lines A431, SCC13 and SCL-1. After A431 cells were treated with different
concentrations of IL-6, the relative expression of SNHG1, cell viability, and number of migrating and invading cells
increased significantly compared with that in untreated cells. Furthermore, the expression of Ki67, MMP-2, N-cadherin and
vimentin protein was upregulated, whereas E-cadherin protein was downregulated after IL-6 treatment and the expression
was dose-dependent. The relative expression of SNHG1, cell viability, number of migrating and invasive cells, and



expression of Ki-67, MMP-2, N-cadherin, and vimentin proteins in the IL-6+si-SNHG1 group were significantly lower than
those in the IL-6+si-NC group and the expression of E-cadherin protein was significantly higher than that in the IL-6+si-
SNHG1 group. Conclusions 　 Interference with SNHG1 expression inhibited the proliferation, migration, invasion and
epithelial-mesenchymal transition of skin squamous cell carcinoma cells induced by IL-6.

【Keywords】　 SNHG1; IL-6; skin squamous cell carcinoma; proliferation; metastasis

　 　 皮肤鳞状细胞癌又称为皮肤鳞癌,是临床皮肤

科常见的、起源于皮肤表皮或附属器细胞的恶性肿

瘤,占所有皮肤癌症的 20% ~50%,虽然大多数患者

通过外科手术切除,但是还会出现一部分的复发、
转移和死亡等现象[1-2]。 皮肤鳞状细胞癌发生转移

时先扩散至淋巴结群,然后进一步扩散至全身,严
重威胁人类的生命安全,目前临床上主要有外科手

术、放射治疗、免疫治疗和化学治疗等方法,但是仍

会出现一些不良预后影响患者的治疗效果[3-4]。 长

链非编码 RNA(LncRNA)在多种人类癌症中起着抑

癌或促癌的功能,包括皮肤鳞状细胞癌[5]。 小核糖

体管家基因 RNA1(SNHG1)是从 UHG 转录而来的,
位于 11 号染色体上,在多种癌症异常表达,如结直

肠癌、肝癌、肺癌和前列腺癌等,而 SNHG1 高表达与

晚期的肿瘤分期、肿瘤大小、TNM 分期和较短的总

生存期密切相关,可以介导参与多种癌症细胞的增

殖、迁移和侵袭等[6-7]。 Liu 等[8] 研究结果显示,
SNHG1 在宫颈癌组织和细胞中高表达, SNHG1
siRNA 可以明显降低宫颈癌细胞的增殖、迁移和侵

袭。 在大肠癌研究中结果显示,SNHG1 在大肠癌组

织中高表达,与患者的总生存期有关,敲低 SNHG1
可以明显抑制大肠癌细胞的增殖[9],但在皮肤鳞状

细胞癌中的研究机制尚不明确。 IL-6 可从多种细胞

(巨噬细胞、T 细胞等)内分泌而来,在免疫疾病和

多种癌症中更具有一定的作用效果[10]。 因此,本研

究通过 IL-6 处理 A431 细胞,旨在探讨 SNHG1 对

IL-6 诱导皮肤鳞状细胞癌细胞的增殖、迁移、侵袭和

EMT 的作用及其作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 正常皮肤细胞系 HaCaT 和皮肤鳞状细胞癌细

胞系 A431、SCC13、SCL-1 购自上海细胞研究所。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 重组人 IL-6(批号:041215-0J1017)购自美国

PeproTech 公司;胎牛血清(批号:JC40123)、DMEM
培养基 ( AB10201724 ) 购自美 国 Hyclone 公 司;
TRIzol 试剂盒(批号:CD203562GM)、反转录试剂盒

(批号: 43689132 )、 SYBR Green 试 剂 盒 ( 批 号:
RR536A) 购自日本 TaKaRa 公司; LipofectamineTM

3000 试剂(批号:L3010015)购自美国 Thermo Fisher
公司;CCK-8 试剂盒(批号:190210)购自上海全式

金公司;Ki67 抗体(批号:4023T)、MMP-2 抗体(批
号:1592T )、 E-cadherin 抗 体 ( 批 号: 3022T )、 N-
cadherin 抗体(批号:3321T)、Vimentin 抗体(批号:
5637T)和 GAPDH 抗体(批号:2203T)购自美国 CST
公司;BCA 试剂盒(批号 P0037)、ECL 试剂盒(批号

P0072M)购自上海碧云天生物公司;Transwell 小室

(批号 3369)购自美国 Millipore 公司;Matrigel 基质

胶(批号 356514)购自购自美国 BD 公司;si-NC、si-
SNHG1 和引物购自上海吉玛公司。

C1000 型聚合酶链反应扩增仪购自美国 Bio
Rad 公司;H1M 全功能酶标仪购自美国伯腾公司;
BX51 荧光显微镜购自日本 Olympus 公司; SDS-
PAGE 电泳仪购自北京六一生物公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养和分组

　 　 取出冷冻保存的正常皮肤细胞系 HaCaT 和皮

肤鳞状细胞癌细胞系 A431、SCC13、SCL-1,解冻后

在含有 10%胎牛血清的 DMEM 培养液内,然后在室

温下、5% CO2 饱和湿度的培养箱内进行培养。 观

察细胞生长状态,待细胞生长至 85%时可进行消化

传代培养。 取对数生长期的 A431 细胞,调整细胞

浓度(1×105 个 /孔)铺板在 6 孔板内,采取不同浓度

的 IL-6(0、0. 5、5 和 50 ng / mL)处理细胞,记为不同

IL-6 浓度组,其中 0 ng / mL 记为对照组(Con),50
ng / mL 记为 IL-6 组。 将 si-NC 和 si-SNHG1 参照

LipofectamineTM 3000 试剂盒说明书转染至 A431 细

胞内,然后采用 50 ng / mL 的 IL-6 处理,记为 IL-6+
si-NC 组和 IL-6+si-SNHG1 组。
1. 3. 2　 qRT-PCR 检测 SNHG1 的表达

　 　 取对数生长期 HaCaT、A431、SCC13、SCL-1 细

胞和各组 A431 细胞,参照 TRIzol 法提取细胞的总

RNA,在紫外分光光度计下检测 RNA 的纯度和浓

度。 参照反转录试剂盒合成 cDNA 模板,然后 SYBR
Green 试剂配置 PCR 反应体系进行 PCR 扩增。 然
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后以 18S rRNA 为内参,按照 2-ΔΔCt方法计算 SNHG1
的 表 达。 SNHG1 的 正 向 引 物 为: 5 ’-
AGGCTGAAGTTACAGGT-3’, 反 向 引 物 为: 5 ’-
TTGGCTCCCAGTGTCTT-3’;18S rRNA 的正向引物

为: 5 ’-TACCACATCCAAGGAAGCA-3’, 反向 引 物

为:5’-TTTTCGTCACTACCTCCCCGG-3’。
1. 3. 3　 CCK8 检测细胞活力

　 　 对数生长期的 A431 细胞,消化后调整细胞密

度(4×103 个 /孔)铺板在 96 孔板内,在室温下、5%
CO2 饱和湿度的培养箱内继续培养 48 h,然后在每

孔加入 10 μL 的 CCK-8 试剂,1 h 后在酶标仪 450
nm 波长处检测各组细胞的吸光度值(OD),细胞活

力(%)= 实验组吸光度 OD 值 /对照组吸光度 OD 值

×100%。
1. 3. 4　 Transwell 法检测细胞的迁移和侵袭

　 　 细胞迁移实验:取各组对数生长期的 A431 细

胞,用不含血清的 DMEM 培养液制备成细胞悬液,
密度为每毫升 5×104 个,Transwell 小室的上室加入

200 μL 的细胞悬液,然后在 Transwell 小室的下室加

入 600 μL 的含有血清的 DMEM 培养液,在室温下

5% CO2 饱和湿度的培养箱内继续培养 24 h,取出

小室后擦去没有迁移的细胞,采用 4%甲醛固定及

结晶紫染色,风干后在选择 3 个明亮视野于光学显

微镜下观察细胞迁移数目,其中观察到的细胞即为

迁移细胞数目。 重复 3 次。
细胞侵袭实验: 在培养液内按照比例稀释

Matrigel 基质胶,在 Transwell 小室的上室加入每孔

40 μL 稀释的 Matrigel 基质胶,继续培养 5 h 后,后
续实验同上述迁移实验。
1. 3. 5　 Western blot 检测 Ki67、MMP-2、E-cadherin、
N-cadherin 和 Vimentin 蛋白表达

　 　 取对数生长期的 A431 细胞,在冰上裂解蛋白,
30 min 后采取 BCA 试剂盒检测定量总蛋白的浓度,
取 50 μg 的上样蛋白进行凝胶电泳处理分离蛋白样

品,将分离的蛋白样品转膜,采用 5%脱脂牛奶封

闭,培养 1 h 后加入一抗 Ki67、MMP-2、E-cadherin、
N-cadherin 和 Vimentin,过夜孵育,加入二抗,2 h 后

加入 ECL 电化学发光液,显影,采用 Image J 软件分

析蛋白条带灰度值,以 GAPDH 为内参。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有试验设置 3 次重复,结果在 SPSS 22. 0 软

件中进行统计分析,计量资料以平均数±标准差(􀭰x±
s)表示,四组间比较采用单因素方差分析,采用

SNK-q 检验组间比较。 P<0. 05 表示差异具有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 SNHG1 在皮肤鳞状细胞癌细胞中的表达

　 　 与正常皮肤细胞系 HaCaT 相比,皮肤鳞状细胞

癌细胞系 A431、SCC13、SCL-1 中 SNHG1 的相对表

达量明显增加(P<0. 05),见表 1。 本研究通过选取

差异较大的 A431 细胞进行后续实验。
2. 2　 不同浓度 IL-6 诱导 A431 细胞后 SNHG1
表达

　 　 选取不同浓度(0、0. 5、5 和 50 ng / mL)的 IL-6
诱导 A431 细胞后,结果显示,随着 IL-6 浓度的增

加,SNHG1 相对表达量逐渐增加 (P < 0. 05)。 见

表 2。
2. 3　 不同浓度 IL-6对 A431 细胞增殖、迁移和侵袭

的影响

　 　 选取不同浓度(0、0. 5、5 和 50 ng / mL)的 IL-6
诱导 A431 细胞后,结果显示,随着 IL-6 浓度的增

加,细胞活力、迁移细胞数目、侵袭细胞数目、Ki67
和 MMP-2 蛋白表达逐渐增加(P<0. 05)。 见图 1、
表 3。
表 1　 SNHG1 在皮肤鳞状细胞癌细胞中的表达(􀭰x±s,n= 9)

Table 1　 Expression of SNHG1 in skin squamous cell carcinoma
分组 Groups SNHG1

HaCaT 1. 02±0. 08

A431 2. 33±0. 21∗

SCC13 1. 82±0. 17∗

SCL-1 1. 55±0. 13∗

F 111. 477

P 0. 000

注:与 HaCaT 相比,∗P<0. 05。
Note. Compared with HaCaT,∗P<0. 05.

表 2　 不同浓度 IL-6 诱导 A431 细胞后 SNHG1 表达(􀭰x±s,n= 9)
Table 2　 Expression of SNHG1 in A431 cells induced by

different concentrations of IL-6
IL-6 浓度 IL-6 concentration SNHG1

0 ng / mL 0. 92±0. 07

0. 5 ng / mL 1. 27±0. 11∗

5 ng / mL 1. 52±0. 13∗

50 ng / mL 2. 11±0. 18∗

F 136. 416

P 0. 000

注:与 0 ng / mL 相比,∗P<0. 05。
Note. Compared with 0 ng / mL,∗P<0. 05.
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2. 4　 不同浓度 IL-6对 A431 细胞 EMT 的影响

　 　 选取不同浓度(0、0. 5、5 和 50 ng / mL)的 IL-6
诱导 A431 细胞后,结果显示,随着 IL-6 浓度的增

加,E-cadherin 蛋白表达逐渐降低(P<0. 05);而 N-
cadherin 和 Vimentin 蛋白表达逐渐增加(P<0. 05)。
见图 2、表 4。
2. 5　 干扰 SNHG1 对 IL-6诱导 A431 细胞增殖、迁
移和侵袭的影响

　 　 与 Con 组相比,IL-6 组的 SNHG1 相对表达、细胞

活力、迁移细胞数目、侵袭细胞数目、Ki-67 和 MMP-2
蛋白表达明显增加(P<0. 05);与 IL-6+si-NC 组相比,

IL-6+si-SNHG1 组的 SNHG1 相对表达、细胞活力、迁
移细胞数目、侵袭细胞数目、Ki-67 和 MMP-2 蛋白表

达明显降低(P<0. 05)。 见图 3、表 5。
2. 6　 干扰 SNHG1 对 IL-6诱导 A431 细胞 EMT 的

影响

　 　 与 Con 组相比,IL-6 组的 E-cadherin 蛋白表达

明显降低(P<0. 05);而 N-cadherin 和 Vimentin 蛋白

表达明显增加(P<0. 05);与 IL-6+si-NC 组相比,IL-
6+si-SNHG1 组的 E-cadherin 蛋白表达明显增加(P<
0. 05);而 N-cadherin 和 Vimentin 蛋白表达明显降

低(P<0. 05)。 见图 4、表 6。
表 3　 不同浓度 IL-6 对 A431 细胞增殖、迁移和侵袭的影响(􀭰x±s,n= 9)

Table 3　 Effects of different concentrations of IL-6 on the proliferation, migration and invasion of A431 cells
IL-6 浓度

IL-6 concentration
细胞活力(%)
Cell viability

细胞迁移数目
Number of cell migration

细胞侵袭数目
Number of cell invasion Ki67 MMP-2

0 ng / mL 47. 3±3. 7 36. 5±2. 7 32. 1±2. 5 0. 95±0. 07 0. 97±0. 08
0. 5 ng / mL 61. 5±5. 3∗ 57. 3±5. 4∗ 51. 4±3. 7∗ 1. 27±0. 11∗ 1. 39±0. 14∗

5 ng / mL 75. 8±4. 7∗ 93. 1±7. 2∗ 86. 5±6. 5∗ 1. 61±0. 17∗ 1. 58±0. 16∗

50 ng / mL 88. 3±6. 2∗ 144. 6±11. 2∗ 138. 7±10. 8∗ 1. 86±0. 15∗ 1. 76±0. 17∗

F 110. 660 377. 256 440. 757 82. 996 51. 354
P 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000

注:与 0 ng / mL 相比,∗P<0. 05。
Note. Compared with 0 ng / mL,∗P<0. 05.

图 1　 不同浓度 IL-6 对 A431 细胞中 Ki-67 和

MMP-2 蛋白表达的影响

Figure 1　 Effect of different concentrations of IL-6 on Ki-67 and
MMP-2 protein expression in A431 cells

图 2　 不同浓度 IL-6 对 A431 细胞 EMT 的影响

Figure 2　 Effect of different concentrations of
IL-6 on EMT of A431 cells

表 4　 不同浓度 IL-6 对 A431 细胞 EMT 的影响(􀭰x±s,n= 9)
Table 4　 Effect of different concentrations of IL-6 on

EMT of A431 cells
IL-6 浓度

IL-6 concentration E-cadherin N-cadherin Vimentin

0 ng / mL 0. 92±0. 07 0. 96±0. 08 0. 99±0. 08
0. 5 ng / mL 0. 74±0. 05∗ 1. 25±0. 14∗ 1. 31±0. 15∗

5 ng / mL 0. 57±0. 05∗ 1. 59±0. 17∗ 1. 77±0. 17∗

50 ng / mL 0. 36±0. 03∗ 1. 83±0. 18∗ 1. 92±0. 19∗

F 190. 528 60. 052 69. 709
P 0. 000 0. 000 0. 000

注:与 0 ng / mL 相比,∗P<0. 05。
Note. Compared with 0 ng / mL,∗P<0. 05.

注:1:Con 组;2:IL-6 组;3:IL-6+si-NC 组;4:IL-6+si-SNHG1 组。

图 3　 干扰 SNHG1 对 IL-6 诱导 A431 细胞中 Ki-67 和

MMP-2 蛋白表达的影响

Note. 1, Con group. 2, IL-6 group. 3, IL-6+si-NC group. 4, IL-6
+si-SNHG1 group.

Figure 3　 Effect of interference with SNHG1 on IL-6-induced
Ki-67 and MMP-2 protein expression in A431 cells
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表 5　 干扰 SNHG1 对 IL-6 诱导 A431 细胞增殖、迁移和侵袭的影响(􀭰x±s,n= 9)
Table 5　 Effect of interference with SNHG1 on the proliferation, migration and invasion of A431 cells induced by IL-6

分组
Groups SNHG1 细胞活力 (%)

Cell viability

细胞迁移数目
Number of cell

migration

细胞侵袭数目
Number of cell

invasion
Ki-67 MMP-2

Con 1. 02±0. 08 48. 4±5. 3 42. 3±3. 4 35. 3±2. 7 0. 99±0. 07 0. 98±0. 08
IL-6 2. 36±0. 24∗ 82. 5±6. 7∗ 116. 7±9. 7∗ 104. 3±9. 8∗ 1. 72±0. 17∗ 1. 71±0. 16∗

IL-6+si-NC 2. 32±0. 21 83. 9±7. 1 110. 4±10. 5 97. 8±7. 5 1. 70±0. 16 1. 68±0. 17
IL-6+si-SNHG1 1. 67±0. 16# 66. 8±5. 2# 78. 7±5. 4# 65. 4±5. 2# 1. 36±0. 14# 1. 42±0. 13#

F 107. 890 65. 861 171. 221 195. 775 53. 095 52. 793
P 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 001 0. 001

注:与 Con 组相比,∗P<0. 05;与 IL-6+si-NC 组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with con group,∗P<0. 05. Compared with IL-6+si-NC group,#P<0. 05.

注: 1: Con 组; 2: IL-6 组; 3: IL-6 + si-NC 组; 4: IL-6+si-
SNHG1 组。

图 4　 干扰 SNHG1 对 IL-6 诱导 A431 细胞 EMT 的影响

Note. 1, Con group. 2, IL-6 group. 3, IL-6+si-NC group. 4, IL-6
+si-SNHG1 group.

Figure 4　 Effect of interference with SNHG1 on
IL-6-induced EMT in A431 cells

表 6　 干扰 SNHG1 对 IL-6 诱导
A431 细胞 EMT 的影响(􀭰x±s,n= 9)

Table 6　 Effect of interfering with SNHG1 on
IL-6-induced EMT in A431 cells

分组 Groups E-cadherin N-cadherin Vimentin
Con 0. 95±0. 08 1. 02±0. 07 1. 01±0. 08
IL-6 0. 43±0. 04∗ 1. 87±0. 18∗ 1. 87±0. 17∗

IL-6+si-NC 0. 45±0. 05 1. 85±0. 17 1. 89±0. 18
IL-6+si-SNHG1 0. 71±0. 06# 1. 42±0. 15# 1. 38±0. 14#

F 154. 128 66. 264 73. 935
P 0. 000 0. 000 0. 000

注:与 Con 组相比,∗P<0. 05;与 IL-6+si-NC 组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with con group,∗P< 0. 05. Compared with IL-6+si-NC
group,#P<0. 05.

3　 讨论

　 　 IL-6 细胞因子家族成员众多,主要由 IL-6、IL-
11、IL-27、IL-31、OSM、LIF、CNTF、CT-1 和 CLCF1 组

成,IL-6 可以激活下游的细胞内的信号通路参与肿

瘤细胞的增殖、迁移、侵袭和 EMT 等生物学过

程[11-12]。 徐书方等[13] 研究结果显示,IL-6 处理宫

颈癌细胞后,miR-152 可以通过激活 Wnt / β-catenin

信号通路抑制 IL-6 诱导宫颈癌细胞的增殖和侵袭。
向飞等[14]研究结果显示,采用不同浓度的 IL-6 诱

导食管癌细胞后,IL-6 呈剂量依赖性抑制食管癌细

胞的增殖、迁移和侵袭,并下调 SOCS3、MMP-2 和

MMP-9 蛋白表达,过表达的 SOCS3 可以抑制 IL-6
诱导的增殖、迁移和侵袭,这与本研究结果相似。
邵扬谦等[15]研究结果显示,IL-6 呈剂量和时间依赖

性促 进 甲 状 腺 癌 细 胞 的 lnc TCF7 表 达, 选 择

50 μg / L的 IL-6 处理甲状腺癌细胞后,明显促进甲

状腺癌细胞的迁移和侵袭,下调 E-cadherin 蛋白表

达,上调 Vimentin、Snail 和 Slug 蛋白表达,敲减 lnc
TCF7 可以减缓 IL-6 诱导的甲状腺癌细胞的增殖、
迁移、侵袭和 EMT。 IL-6、IL-1β、IL-17A 和 OSM 等

在皮肤鳞状细胞癌组织高表达,其中 OSM 差异较

大,与 1 型免疫极化有关,可以促进正常角质形成细

胞的增殖、迁移[16]。 本研究结果显示,我们通过采

取不同浓度的 IL-6 处理 A431 细胞后结果显示,IL-6
呈剂量依赖性诱导细胞活性、迁移细胞数目和侵袭

细胞数目,以及上调 Ki67、 MMP-2、 N-cadherin 和

Vimentin 蛋白表达,下调 E-cadherin 蛋白表达。 E-
cadherin、N-cadherin 和 Vimentin 是 EMT 的标记蛋

白,在癌症发展过程中,上皮肿瘤细胞可能会进行

EMT,导致细胞在形态和功能上发生改变,导致上皮

标志物 E-cadherin 的丢失,导致细胞极性改变,促进

间充质蛋白 N-cadherin 和 Vimentin 的表达[17]。 上

述结果显示,IL-6 可以促进 A431 细胞的增殖、迁
移、侵袭和 EMT。

越来越多的结果显示,LncRNA 可以作为皮肤

鳞状细胞癌的生物标志物,如 LINC00319 在皮肤鳞

状细胞癌组织和细胞中高表达,通过 χ2 测试发现

LINC00319 高表达与肿瘤大小、晚期 TNM 分期和淋

巴管浸润密切相关,LINC00319 通过上调 miR-1207-
5p 抑制皮肤鳞状细胞癌细胞的增殖、迁移和侵袭,
并促进细胞凋亡,阻滞细胞周期[18]。 LINC00162
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(PICSAR)在皮肤鳞状细胞癌细胞中高表达,抑制

LINC00162 可以明显抑制皮肤鳞状细胞癌细胞的增

殖和迁移[19]。 Mei 等[20]研究结果显示,通过微阵列

分析筛选皮肤鳞状细胞癌样品中差异表达的

lncRNA,结果发现,LINC00520 低表达,LINC00520
通过靶向 EGFR 激活 PI3K / AKT 信号通路抑制皮肤

鳞状细胞癌细胞的增殖、迁移和侵袭,这与本研究

结果不一致。 李珊珊等[21] 通过 qRT-PCR 和原位杂

交检测MALAT1 的表达,结果显示,MALAT1 在皮肤

鳞癌组织中高表达,下调 MALAT1 可以明显抑制皮

肤鳞癌细胞的增殖、迁移、侵袭和 EMT。 SNHG1 在

多种癌症中异常表达,如 SNHG1 在胃癌组织中高表

达,与 TNM 分期、淋巴结转移和较低的总生存率密

切相关,干扰 SNHG1 可以明显抑制胃癌细胞的增

殖[22],这说明 SNHG1 可以作为癌症的潜在生物标

记物。 本研究结果显示,SNHG1 在皮肤鳞状细胞癌

细胞中高表达,采用不同浓度的 IL-6 处理 A431 细

胞后,IL-6 呈剂量依赖性诱导 SNHG1 的表达,进一

步实验结果显示,干扰 SNHG1 可以部分回复 IL-6
诱导的 A431 细胞的增殖、迁移、侵袭和 EMT 的作

用,这说明 SNHG1 可以参与 IL-6 诱导的皮肤鳞状

细胞癌细胞的增殖和转移。
综上所述, IL-6 诱导皮肤鳞状细胞癌细胞中

SNHG1 表达上调,干扰 SNHG1 可以减缓 IL-6 诱导

的增殖、迁移、侵袭和 EMT,为皮肤鳞状细胞癌提供

新的诊断标志物。
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ABSL-3 实验室中恒河猴饲养的微生物风险控制

梁　 燕,刘龙丁,杨梦莉,李敬美,郭　 磊,李　 恒,郑惠文,李　 菁,施海晶∗

(中国医学科学院医学生物学研究所,昆明　 650118)

　 　 【摘要】 　 目的　 在动物生物安全三级(ABSL-3)实验室内以指示微生物对恒河猴饲养及冲洗过程所产生的

浮游菌气溶胶进行模拟检测。 方法　 采用赛多利斯 Airport MD 8 便携式浮游菌采样仪对 ABSL-3 实验室猴笼地面

排泄物及排水口滤篮处进行采样检测。 检测方法包括:气溶胶活细胞检测及浮游菌 PCR 检测。 结果　 (1)静止状

态下有<5 个细菌生长;(2)饲养状态下,地面细菌培养计数达约 30 个 /皿,酵母生长数为 1 个 /皿,排水口的细菌计

数>300 个 /皿,伴有>10 个 /皿酵母生长;(3)对比试验结果显示,严格按照清洁处理 SOP 操作较未遵循 SOP 而言,
细菌及酵母生长明显减少,且在吸水垫上未检测到细菌 DNA。 结论　 在 ABSL-3 实验室严格执行恒河猴饲养清洁

SOP 能够有效控制微生物污染的风险。
【关键词】 　 ABSL-3;气溶胶;浮游菌检测

【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1671-7856 (2022) 02-0080-07

Microbiological risk control for rhesus monkeys in animal biosafety
level 3 laboratories

LIANG Yan, LIU Longding, YANG Mengli, LI Jingmei, GUO Lei, LI Heng, ZHENG Huiwen, LI Jing, SHI Haijing∗

(Institute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Science, Kunming 650118, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To simulate the detection of plankton-aerosols generated by the rearing and flushing of
rhesus monkeys using standard operating procedure ( SOP) for microbes in an animal biosafety level 3 ( ABSL-3)
laboratory. Methods　 The ground excreta and filter basket at the outlets of the monkey cages were measured during the
stationary or feeding state. The SOP for feeding the monkeys and cleaning the cages was either not strictly followed or was
strictly followed. A bacillus bacterium was used as the indicator microorganism and aerosols were collected using the Sedolis
Airport MD 8 portable plankton sampler. The detection method included live cell cultures and PCR detection. Results
(1) In the stationary state, there were < 5 bacteria. (2) In the feeding state, the bacterial culture count from the floor of
the monkey cage was approximately 30 / dish. The yeast growth number was 1 / dish, and the bacterial count in the filter
basket at the drain outlet was > 300 / dish accompanied by the growth of > 10 / dish. ( 3) The comparative test result
demonstrated that the growth of bacteria and yeast was significantly reduced when strict SOP was followed for cleaning
compared with not following the SOP. No bacterial DNA was detected on the absorbent mat. Conclusions 　 The risk of
microbiological contamination can be effectively controlled by strict implementation of SOPs for feeding and cleaning cages
of rhesus monkeys in the ABSL-3 laboratory.

【Keywords】　 ABSL-3; aerosol; phytoplankton detection



　 　 近年来,埃博拉、尼帕、高致病性禽流感等疾病

的爆发与蔓延,进一步引起了全世界卫生组织的高

度重视和公众的广泛关注[1-3]。 尤其新型冠状病毒

肺炎更是受到了世界各国和世界卫生组织的高度

重视[4]。 为了研究这些致病性强、传染性高、目前

尚无特异性预防和治疗的传染病的控制措施,许多

国家先后建立了高等级生物安全实验室(BSL3 / 4 实

验室)和高等级动物生物安全实验室(ABSL3 / 4 实

验室) [5-8]。 BSL3 / 4 实验室和 ABSL3 / 4 实验室在设

计原则上基本一致,但由于动物实验的特殊性及其

具有更高的风险性,使得 ABSL3 / 4 实验室在防护要

求上更高于 BSL3 / 4 实验室。 研究人员需经严格生

物安全实验室操作规范培训,熟悉 ABSL-3 / 4 实验

室操作及紧急事故处理办法,才能真正降低生物安

全隐患,杜绝生物安全事故的发生[9-10]。
ABSL-3 / 4 实验室内饲养的实验动物为人工感

染致死性或烈性感染性病原微生物的实验动物,其
中,恒河猴由于其体型较大、动作敏捷、攻击性强、
容易抓伤咬伤工作人员,从而给在 ABSL-3 / 4 实验

室中恒河猴实验带来了极高的生物安全风险[11]。
除此之外,实验过程中每日产生的饲养废弃物这个

易被忽略的环节亦隐藏着极大的生物安全隐患。
一般来说,恒河猴生物安全笼具是通过密封、负压、
单向气流等措施来保证人和环境的安全。 恒河猴

每日均产生排泄物,但这些带有感染性病原微生物

的排泄物极其可能通过气溶胶传播的方式给实验

人员和环境带来极大的风险。 因而,本文结合中国

医学科学院医学生物学研究所大动物生物安全实

验室的恒河猴饲养实验,以指示微生物对饲养过程

中排泄物及冲洗过程所产生的浮游菌气溶胶进行

模拟检测,同时对按照标准操作规程处理后的浮游

菌进行检测,以资对 ABSL-3 实验室中恒河猴饲养

废弃物的清洁消毒处理操作有效性进行评价分析。
研究选用芽孢杆菌为指示微生物,采用便携式

浮游菌采样仪分别对静止状态下、活动(饲养)状态

下、以及指示菌感染状态下是否按照 SOP 进行清洁

消毒处理的猴笼地面及冲洗排水口处进行浮游菌

采集及检测,从而对 ABSL-3 中恒河猴动物实验室

的饲养及清洁标准操作规程的有效性进行评估及

分析,以保证最大程度降低 ABSL-3 实验室中恒河

猴动物实验的生物安全风险。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级雌性恒河猴 2 只,1 ~ 2 岁,体重 2. 5 ~ 3
kg,来源于中国医学科学院医学生物学研究所医学

灵长类研究中心[SCXK(滇)K2017-0002],饲养于

中国医学科学院医学生物学研究所 [ SYXK(滇)
K2015-0006]。 实验内容经本单位动物实验伦理审

查委员会审查通过(DWSP201804006),实验过程按

实验动物使用的 3R 原则给予实验动物人道的

关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 细菌培养皿 ( sartorius stedim caso Agar TSA
Agar BACTairTM,lot 846106);酵母培养皿( sartorius
stedim sabouraud Agar BACTairTM,lot 846304);膜收

集 皿 ( sartoriusstedim Gelatinepisposables, 批 号

846106);芽孢杆菌(Bacillus arophaeus ATCC 9372,
Microbiologics,批号 0953P);细胞周期试剂盒(Cell
cycle staining kit(Multisciences),批号 70-CCS012);
细菌基因组 DNA 提取试剂盒(天根,批号 DP302)。
Airport MD 8 便携式浮游菌采样仪(德国赛多利斯

公司);流式细胞仪 CYTOFLEX(美国贝克曼公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验动物饲养

　 　 动物饲养于中国医学科学院医学生物学研究

所 ABSL-3 实验室恒河猴笼具中,该实验室符合国

标《实验室生物安全通用要求》 (GB19489—2008)
和世界卫生组织《实验室生物安全手册》的要求。
恒河猴笼具为开放式猴笼(见图 1),采用双层设计,
内层含直饮水喷嘴,外层门为锁扣式,配有方便装

卸的饲料盒,笼具下层设置托盘用于收纳猴排泄物

及废弃物。 笼具及托盘后方连接排水口,排水口近

端放置一次性金属滤篮,用于收集可能导致堵塞的

大颗粒排泄物。 恒河猴每日早晚各喂食 1 次,并采

用冲洗装置每日冲洗笼具。
1. 3. 2　 ABSL3 实验室恒河猴饲养及清洁 SOP 及未

遵循 SOP 的操作方法比较

　 　 根据《实验室生物安全通用要求》 (GB19489—
2008)的规定,同时结合本 ABSL3 实验室猴笼装置

具体情况,制定了符合要求的 ABSL3 实验室恒河猴

饲养及清洁 SOP。
(1)猴笼地面铺置吸水垫:每日于猴笼地面铺
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置吸水垫,长度环绕猴笼 1 周,宽度约 40 cm,以防

止饲料或排泄物直接掉落于地面上。
(2)排泄物处置:如地面吸水垫上掉落实验猴

排泄物,取吸水纸覆盖于排泄物上,在吸水纸上倾

倒足量 84 消毒液原液,静置 10 min 后,将吸水垫卷

曲包裹吸水纸,弃至废弃物收集桶,并铺置新的吸

水垫。
(3)采用 ABSL-3 实验室冲洗装置每日清水冲

洗猴笼 1 次,水量调至中档,轻柔冲洗,以所有排泄

物全部冲净至排水口滤篮处为准。

注:∗:排水口近端。

图 1　 恒河猴笼具

Note.∗, Proximal end of the drain.

Figure 1　 Cage of rhesus monkeys

(4)排水口滤篮内截留了冲洗的固体排泄物,
倾倒足量 84 消毒液原液于排泄物上,静置 10 min
后,轻取滤篮置于垃圾袋中,弃至废弃物收集桶。

为验证严格执行 SOP 对 ABSL3 实验室恒河猴

饲养的微生物风险控制效果,特与未遵循 SOP 的操

作方法进行列表对比,见表 1。
1. 3. 3　 采样方案设计

　 　 共 4 个采集状态(见表 2)。 第 1 个采集状态为

静止状态下采样;第 2 个为动态(饲养)状态下采

样;第 3 个和第 4 个状态均在使用芽孢杆菌为指示

微生物的状态下,将芽孢杆菌 107 spores / mL 分别滴

至猴笼地面排泄物及冲水时排水口滤篮内的排泄

物,其中采样状态 3 为未严格按照饲养及清洁标准

操作规程进行的状态;采样状态 4 为严格按照标准

操作规程处理后采样。
每个采集状态的采样均于不同时间点重复 3

次,最后取平均值进行菌落计数。
1. 3. 4　 采样方法

　 　 采用赛多利斯 Airport MD 8 便携式浮游菌采样

仪采集环境中的浮游菌(见图 2),使用方法详见说

明书,每次采集 1000 L。 分别内置细菌培养皿、酵
母培养皿和膜收集皿。 其中,采集后细菌培养皿置

30℃ ~35℃培养 3~5 d,酵母培养皿置 20℃ ~25℃培

养 3~5 d,后进行菌落计数;膜收集皿则在采样完成

后,将膜取出,用 30 mL PBS 溶解,4℃过夜,后 2000
r / min 离心弃沉淀,上清采用 50000 分子量超速离心

管 3000 r / min 离心浓缩至终体积 1 mL。

图 2　 赛多利斯 Airport MD 8 便携式浮游菌采样仪

Figure 2　 Sartorius portable plankton sampler (Airport MD 8)

1. 3. 5　 气溶胶活细胞检测

　 　 取浓缩的滤膜溶液,采用细胞周期试剂盒染

色,具体操作参照说明书进行:100 μL 浓缩滤膜液,
加 入 1 mL DNA staining solution, 及 10 μL
permeabization solution,混匀,室温孵育 30 min 后,流
式细胞仪上机检测。
1. 3. 6　 浮游菌 PCR 检测

　 　 采用细菌组 DNA 提取试剂盒提取浓缩滤膜液

的 细 菌 DNA, 引 物 序 列 ( 27F: 5 ’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ’, 338R: 5 ’-
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3 ’), 使 用 ExTaq
(TaKaRa) 进行 PCR 扩增, 1% 琼脂糖凝胶电泳

检测。
1. 4　 统计学方法

　 　 利用 SPSS 统计学软件,对数据计算均值,以平

均数±标准差(􀭰x±s)进行相关数据分析。

2　 结果

2. 1　 静止状态下的气溶胶检测

　 　 在静止状态下,分别对动物室门入口处及猴笼

地面进行浮游菌采集,流式细胞仪结果显示在未进

行饲养活动的状态下,动物室门入口及猴笼地面的
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活性颗粒物均较少,其中,门入口处略高;重复培养

结果显示,静止状态下有<5 个细菌生长,但无酵母

生长;同时在入口及地面的细菌 DNA 检测也验证了

上述结果。 (见图 3)
2. 2　 常规活动状态下的气溶胶检测

　 　 对饲养时猴笼地面进行浮游菌采集,流式细胞

仪结果显示活性颗粒较静止状态略有升高,同时细

菌培养计数达约 30 个 /皿,酵母生长数均为 1 个 /
皿。 而在冲洗猴笼时,排水口滤篮处的浮游菌活性

颗粒明显增加,同时,细菌计数>300 个 /皿,伴有>
10 个 /皿酵母生长。 (见图 4)

表 1　 严格执行 SOP 与未遵循 SOP 的操作方法比较
Table 1　 Comparison of operation methods between strictly following the SOP and not following the SOP
操作要点

Operation points
SOP 要求

Requirements of SOP
未遵循 SOP 的操作方法

Not following SOP
地面铺置吸水垫

Floor with an absorbent pad
是
Yes

否
No

地面排泄物处置
Disposal of waste in floor

足量 84 消毒原液,静置 10 min
Adequate amount of 84 disinfectant,

standing for 10 minutes

适量 1 ∶100 稀释的 84 消毒液
Appropriate amount of 1 ∶100 diluted 84 disinfectant

猴笼冲洗方式
Way of flushing

水量调至中档,轻柔冲洗
Set the water level to medium and rinse gently

水量调至高档,快速冲洗
Water level to high grade and rinse quickly

滤篮内排泄物处置
Disposal of waste in filter basket

足量 84 消毒液原液,静置 10 min
Adequate amount of 84 disinfectant,

standing for 10 minutes

适量 1 ∶100 稀释的 84 消毒液
Appropriate amount of 1 ∶100

diluted 84 disinfectant

注:在静止状态下,分别对动物室猴笼地面及门入口处进行浮游菌采集。 A / B:猴笼处或门入口处

的气溶胶活细胞比例;C / D:猴笼处或门入口处的细菌培养皿生长情况;E / F:猴笼处或门入口处

的酵母培养皿生长情况;G:猴笼处或门入口处的细菌 DNA 脂糖凝胶电泳检测。

图 3　 ABSL-3 实验室静止状态下猴笼地面及动物室门入口处微生物检测分析

Note. In the stationary state, collecting the plankton in the floor of the monkey cage and at the door
entrance. A / B, Proportion of aerosol living cells in the floor of the cage or at the door entrance. C / D,
Growth of bacteria in petri dishes in the floor of the cage or at the door entrance. E / F, Growth of yeast
culture dishes in the floor of the cage or at the door entrance. G, Detection of bacterial DNA by lipid and
sugar gel electrophoresis in the floor of the cage or at the door entrance.

Figure 3　 Detection and analysis of microorganism in ABSL-3 laboratory raised in the floor of the
monkey cage and at the entrance of the animal chamber under the stationary state
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表 2　 采样状态表
Table 2　 Sampling time and state

取样
时间

Sampling
time

静止状态
Stationary state

猴笼
地面

Floor of
the cage

门入口
Entrance

活动状态
Active state

芽孢杆菌 107 spores / mL
Bacillus arophaeus

饲养
Feeding

冲洗
Flushing

未按照 SOP
No SOP

严格执行 SOP
Strictly following the SOP

饲养
Feeding

冲洗
Flushing

饲养
Feeding

冲洗
Flushing

ABSL-3
温度(℃)
Temperature

ABSL-3
气压(Pa)
Air pressure

第 1 天
Day 1

+ + / / / / / / 20. 0 -148

第 2 天
Day 2 / / + + / / / / 20. 5 -150

第 3 天
Day 3 / / / / + + / / 20. 5 -150

第 4 天
Day 4 / / / / / / + + 21. 0 -149

注:共计 4 个采样状态,每个采样状态均包含两个采样点。 其中静止状态下采样点分别为动物室门入口处及猴笼地面,其余 3 个采样状态的采
样点均分别为猴笼地面排泄物及冲洗时排水口滤篮处。
Note. There are four sampling states, each of which contains two sampling points. The sampling points in the stationary state were the floor of the monkey
and the door entrance, and the sampling points of the other three states were the waste on the ground of the monkey cage and the filter basket of the drain
outlet during flushing.

注:在饲养状态下,分别对猴笼地面饲养废弃物及冲洗时排水口滤篮处废弃物进行浮游菌采集。 A / B:猴笼地面饲养废弃物或冲

洗时排水口滤篮处废弃物的气溶胶活细胞比例;C / D:猴笼地面饲养废弃物或冲洗时排水口滤篮处废弃物的细菌培养皿生长情

况;E / F:猴笼地面饲养废弃物或冲洗时排水口滤篮处废弃物的酵母培养皿生长情况。

图 4　 ABSL-3 实验室活动状态下猴笼地面饲养废弃物及冲洗时排水口滤篮处废弃物微生物检测分析

Note. Under the feeding condition, collecting the floating bacteria of feeding waste from the monkey cage floor or waste from the filter basket
of the drainage outlet during water flushing. A / B, Proportion of aerosol living cells of the waste raised on the ground of the monkey cage or
the waste at the filter basket of the drainage outlet during water flushing. C / D, Growth of bacterial petri dishes of the waste raised on the
ground of the monkey cage or the waste at the filter basket of the drainage outlet during water flushing. E / F, Growth of yeast petri dishes of
the waste raised on the ground of the monkey cage or the waste at the filter basket of the drainage outlet during water flushing.

Figure 4　 Microbial detection and analysis of the waste in ABSL-3 laboratory raised on the ground of the monkey cage under
the active condition and the waste at the filter basket of the drainage outlet during water flushing
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2. 3　 采用芽孢杆菌指示菌后未按照或严格按照

SOP 操作的气溶胶检测

　 　 在人工将 107 spores / mL 的芽孢杆菌分别滴至

猴笼地面上的排泄物及冲洗时排水口滤篮内的排

注:以芽孢杆菌为指示微生物,分别未按照 SOP 和严格执行 SOP 的猴笼地面饲养废弃物及冲洗时排水口滤篮处废弃物进行浮游菌采集。 A /
B:未按照 SOP 时,猴笼地面饲养废弃物或冲洗时排水口滤篮处废弃物的气溶胶活细胞比例;C / D:严格执行 SOP 时,猴笼地面饲养废弃物或

冲洗时排水口滤篮处废弃物的气溶胶活细胞比例;E / F:未按照 SOP 时,猴笼地面饲养废弃物或冲洗时排水口滤篮处废弃物的细菌培养皿生

长情况;G / H:严格执行 SOP 时,猴笼地面饲养废弃物或冲洗时排水口滤篮处废弃物的细菌培养皿生长情况;I / J:未按照 SOP 时,猴笼地面饲

养废弃物或冲洗时排水口滤篮处废弃物的酵母培养皿生长情况;K / L:严格执行 SOP 时,猴笼地面饲养废弃物或冲洗时排水口滤篮处废弃物

的酵母培养皿生长情况。 M:未按照 SOP 和严格执行 SOP 的猴笼地面饲养废弃物及冲洗时排水口滤篮处废弃物的细菌 DNA 脂糖凝胶电泳

检测。

图 5　 ABSL-3 实验室活动状态下未按照 SOP 和严格执行 SOP 猴笼地面饲养废弃物及冲洗时

排水口滤篮处废弃物微生物检测分析

Note. Bacillus was used as the indicator microorganism, and the planktonic bacteria were collected from the waste raised on the ground of monkey cages
and from the waste at the filter basket of the drainage outlet during flushing that did not follow the SOP or strictly followed the SOP. A / B, Proportion of
aerosol living cells of the waste raised on the ground of the monkey cage or the waste at the filter basket of the drainage outlet when the SOP is not
followed. C / D, Proportion of aerosol living cells of the waste raised on the ground of the monkey cage or the waste at the filter basket of the drainage
outlet when the SOP is strictly implemented. E / F, Growth of bacterial petri dishes of the waste raised on the ground of the monkey cage or the waste at
the filter basket of the drainage outlet during washing when SOP is not followed. G / H, Growth of bacterial petri dishes of the waste raised on the ground
of the monkey cage or the waste at the filter basket of the drainage outlet when washing when SOP is strictly implemented. I / J, Growth of yeast culture
dishes of the waste raised on the ground of the monkey cage or the waste at the filter basket of the drainage outlet during washing when SOP is not
followed. K / L, Growth of yeast petri dishes of the waste raised on the ground of monkey cage or the waste at the filter basket of drainage outlet during
washing when SOP is strictly implemented. M, Lipid and sugar gel electrophoresis detection of bacterial DNA from the waste raised on the ground of
monkey cages and the waste at the filter basket of drainage outlet during washing that did not follow SOP or strictly followed SOP.

Figure 5　 Microbial detection and analysis of waste in ABSL-3 laboratory raised on the ground of the monkey
cage and at the filter basket of the drain outlet during flushing under the active state without following

SOP or strictly following SOP

泄物时,首先对未按照 SOP 进行消毒处理的猴笼地

面排泄物及冲洗时排水口滤篮内的排泄物进行浮

游菌采集,流式细胞仪结果表明气溶胶颗粒明显上

升,同时细菌培养及细菌核酸检测均有大量细菌生

长,并伴随酵母生长。 而当我们严格按照饲养及清

洁 SOP 程序对猴笼地面排泄物及冲洗时排水口滤

篮内的排泄物进行处理后,结果显示气溶胶颗粒大

大降低,同时细菌及酵母生长明显减少,且在饲养

过程中的猴笼地面排泄物中没有检测到细菌 DNA。
(见图 5)
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3　 讨论

　 　 高致病性微生物所致的烈性传染病给人类的

健康和生活带来了极大的危害,研究预防和治疗这

些疾病的疫苗、药物是战胜疾病的重要手段,因而

开展相应的动物实验就显得尤为重要了。 其中,恒
河猴因其与人缘关系较近,作为众多高致病性微生

物最适宜的易感动物,成为了 ABSL-3 实验室中重

要的实验动物模型之一。 在 ABSL-3 实验室所进行

的恒河猴实验中,存在着较多的生物安全隐患[12],
除动物逃逸、抓咬、注射以及样本采集和解剖等诸

如此类因实验操作可能带来的生物安全风险外,最
容易被忽略却又易可能导致较高风险的莫过于常

规饲养过程中产生的排泄物通过气溶胶的方式而

对人或环境所造成的高致病性微生物传播,因而对

ABSL-3 实验室中恒河猴动物排泄物的清洁处理能

否真正起到消除病原微生物传播风险的评估就具

有更加突出的意义了。
通过对静止状态下 ABSL-3 实验室中恒河猴动

物实验室的浮游菌采集检测结果分析可见,在无活

动操作的情况下,无论是门入口处,还是猴笼地面,
浮游菌检测均在可控范围之内,这个结果充分说明

了整个实验室设施的负压状态可以保证将污染物

有效控制在猴笼屏障设施内。 而在活动状态下,也
就是饲养状态时,随着恒河猴排泄物的出现,猴笼

地面浮游菌检测呈现阳性,尤其是在进行猴笼清洁

冲洗时,排水口滤篮处的浮游菌数量大幅度增加,
并伴随酵母生长,这也充分说明了恒河猴饲养过程

中产生的浮游菌及气溶胶确实为动物实验中一个

非常重要的生物安全风险点,因而如何处理恒河猴

排泄物以及这个处理是否行之有效就成为了恒河

猴饲养及清洁操作规程的重要评价指标了。
因而,我们进行了重复对比试验来验证严格遵

循执行恒河猴饲养及清洁操作规程是否能够真正

有效控制通过排泄物导致的病原传播风险。 对比

试验结果显示,严格按照 SOP 操作较未遵循 SOP 而

言,气溶胶颗粒大幅度降低,细菌及酵母生长明显

减少,且在吸水垫上未检测到细菌 DNA,这个结果

充分说明:首先,猴笼地面吸水垫的铺置可以将排

泄物控制在一个较小的区域范围内,因而可以有效

降低气溶胶的产生;其次,足量 84 消毒液原液的处

理也是降低病原微生物气溶胶的有效手段。
气溶胶微粒为直接大约 0. 05 ~ 500 mm 的极小

分子分泌物,作为极分散的小微粒,它可携带病原

微生物通过吸入的方式传播给人和环境。 正因为

如此,ABSL-3 实验室内可能存在的气溶胶传播引起

了越来越多的关注[13],越来越多的研究者们认为气

溶胶的传播已经成为人类病原微生物传播方式的

头号杀手,并致力于 ABSL-3 实验室内气溶胶感染

动物模型的研究[14-15]。 本 研 究 将 关 注 点 置 于

ABSL-3 实验室恒河猴饲养过程中产生的排泄物可

能导致的气溶胶污染,提出了 ABSL-3 实验室中恒

河猴饲养及清洁的标准操作规程,并通过指示微生

物的采样对比实验验证了严格执行标准操作规程

在控制实验动物排泄物传播风险点的有效性。
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甲状腺疾病动物模型的研究进展

夏宗霄1#,刘海鹏2#,张艳娇1,范　 源2∗

(1.云南中医药大学中药学院,昆明　 650500;2.云南中医药大学第二附属医院,昆明　 650216)

　 　 【摘要】 　 甲状腺疾病是一种临床上常见的内分泌疾病,其病因机制复杂多样。 目前关于甲状腺疾病的研究

主要局限于临床上的药效评价,对其发病机制研究较少,因此甲状腺疾病动物模型的建立对分析该类疾病的病理

机制以及提高临床疗效有着较为重要的意义,成功的实验动物模型不仅能降低实验成本,还具有可行性、重复性高

等特点。 本文就近年来关于甲状腺功能减退症、甲状腺功能亢进症、桥本甲状腺炎、甲状腺癌等甲状腺疾病动物模

型的建立方法做一总结归纳,并对各类模型的优缺点进行分析,为相关实验的开展提供理论依据。
【关键词】 　 甲状腺疾病;药物;核酸免疫;转基因;动物模型
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Research progress on animal models of thyroid disease

XIA Zongxiao1#, LIU Haipeng2#, ZHANG Yanjiao1, FAN Yuan2∗

(1. School of Traditional Chinese Medicine, Yunnan University of Chinese Medicine, Kunming 650500, China.
2. Second Affiliated Hospital of Yunnan University of Chinese Medicine, Kunming 650216)

　 　 【Abstract】 　 Thyroid disease is a common endocrine system disease, and its etiology is complex and diverse. At
present, research on thyroid diseases is mainly limited to the evaluation of clinical efficacy of drugs with few studies on the
pathogenesis of this disease. Therefore, it is important to establish animal models of thyroid diseases for analyzing
pathological mechanisms and improving the clinical efficacy of disease treatment. A successful experimental animal model
can not only increase disease samples in a short period of time with low cost but also avoid harm to the human body.
Furthermore, animal models have the advantage of stability. This review summarizes the method used to establish animal
models of thyroid diseases in recent years, such as those for hypothyroidism, hyperthyroidism, hashimoto’s thyroiditis, and
thyroid cancer, and analyzes the advantages and disadvantages of various models to provide a theoretical basis for the
development of related experiments.

【Keywords】　 thyroid disease; medicine; nucleic acid (cDNA) immunization; transgene; animal model

　 　 目前全球范围内甲状腺疾病患病率显著增加,
甲状腺疾病在临床上主要分为甲状腺功能减退症

(甲减)、甲状腺功能亢进症(甲亢)、桥本甲状腺炎

(hashimoto’s thyroiditis,HT)、甲状腺癌等,但其具



体的发病机理仍尚未明确。 甲状腺疾病作为临床

上常见的内分泌疾病,其疾病的发生、发展与诸多

因素有关,目前公认的主要疾病影响包括年龄、性
别、吸烟、碘缺乏或碘过量、应激、遗传、自身免疫、
环境等因素[1]。 具调查统计甲减和亚临床甲减的

患病率分别约为 0. 1% ~ 2%和 4% ~ 10%[2],其中甲

减患者的甲状腺激素分泌与合成不足,亚临床甲减

患者的甲状腺激素在正常范围,但促甲状腺激素含

量偏高,且会出现甲状腺肿大等症状。 在欧洲和美

国, 甲 亢 的 患 病 率 大 致 相 似 分 别 为 0. 7% 和

0. 5%[3],亚甲亢的患病率为 0. 4% ~ 11%不等[4],其
中甲亢患者甲状腺激素分泌与合成偏高,而亚甲亢

患者甲状腺激素在正常范围,但促甲状腺激素含量

偏低。 HT 是一种常见的自身免疫性甲状腺疾病

(autoimmune thyroid disease,AITD),AITD 是一种甲

状腺组织自身免疫紊乱的疾病,临床上表现为滤泡

细胞萎缩、淋巴细胞浸润、甲状腺肿和纤维化。 据

统计 AITD 女性发病率为每 1 千人 3. 5 ~ 5 例,而男

性发病率为每 1 千人 0. 6 ~ 1 例[5]。 过去 30 年里,
全球甲状腺癌的发病率显著增加,由 1975 年每 10
万人 5 例增加到 2015 年每 10 万人 15 例,特别是乳

头状甲状腺癌,约占甲状腺癌的 85%[6]。 目前关于

甲状腺疾病动物模型研究较少,对甲状腺疾病的造

模还处于一个逐步成熟的阶段,关于甲状腺疾病的

病因、病理等尚未完全明确。 因此建立重复性高、
稳定性好的甲状腺疾病动物模型,对深入研究甲状

腺疾病的发病机制以及早期的干预有着十分重要

的意义。 本文在查阅大量文献的同时结合团队前

期造模经验对甲状腺疾病动物模型做一总结归纳,
以期为相关实验的开展提供理论依据。

1　 甲状腺功能减退(甲减)模型的建立

1. 1　 药物诱导的甲减模型

　 　 通常使用丙硫氧嘧啶 ( PTU) 或甲巯咪唑

(MMI)等抗甲状腺药物,减少机体甲状腺激素的合

成建立甲减模型。 Sun 等[7] 喂养雌性 SD 大鼠含

PTU(2 mg / (kg·d))的饮用水 6 周,观测到大鼠行

动迟缓且毛发变成棕黄色,用酶联免疫吸附测定

(ELISA)法检测其血清水平,与正常组相比,甲减组

血清 T3、T4 偏低,TSH 偏高(P<0. 01)。 Li 等[8] 喂

养雄性 Wistar 大鼠甲减组含 MMI 的饮用水(60 mg /
(kg·d)) 12 周,测得血清 T3、 T4 显著降低 (P <
0. 001),TSH 升高(P<0. 01)。

药物诱导甲减是最常用的造模方法,且造模难

度较小,成功率高。 但若想要持续维持甲减状态,
需连续不间断给予促甲状腺素药物维持高激素水

平,否则药物会在体内逐渐消除使机体功能恢复

正常。
1. 2　 甲状腺切除术甲减模型

　 　 Lee 等[9]将 6 周龄雄性 SD 大鼠分别进行甲状

腺切除手术和垂体切除手术,并设立相同数量的假

手术组。 经过 1 周的手术适应期后,用 ELISA 法检

测其血清水平,发现甲状腺切除组与其假手术相比

血清 T3、T4 降低,TSH 升高(P<0. 05);垂体切除组

与其假手术相比血清 T3、T4、TSH 均有所降低(P<
0. 05)。 Li 等[8]对雄性 Wistar 大鼠进行甲状腺切除

手术,测得血清 T3、T4 显著降低(P<0. 01),TSH 升

高(P<0. 05)。
用手术切除甲状腺造模比药物诱导耗时更短,

但难度较高,手术不当容易造成大鼠死亡,若甲状

腺切除不完全会对血清测定结果造成影响。
1. 3　 低碘诱导甲减模型

　 　 Alayoubi 等[10] 将 SD 大鼠随机分为两组,低碘

组给予碘缺乏鼠粮(含 20 μg / kg 碘化物),对照组给

予碘正常鼠粮(含 200 μg / kg 碘化物),喂养观察 17
个月。 1 个月后测得碘缺乏组血清 T3、T4 水平显著

降低(P<0. 001),在 10 月时达到最低值,血清 TSH
则呈上升趋势,在 9 ~ 12 个月时达到最大值 (P <
0. 001)。 因 SD 大鼠处于生长期,其甲状腺重量总

是与年龄和体重呈正比,故采取超声三维成像来测

量甲状腺体积占体重的比率,取平均值。 经计算发

现,在第 8 个月和第 14 个月时,该数值是对照组的

两倍(P<0. 05)。 Hu 等[11] 将 BALB / c 小鼠随机分

为两组:低碘组给予碘浓度为 20 ~ 40 mg / kg 的低碘

饲料,对照组给予碘浓度为 300 mg / kg 的标准饲料,
饲养观察 3 个月。 采用 ELISA 法测得低碘组血清

T3、T4 水平显著降低,TSH 升高(P<0. 001)。 用 HE
染色法检测缺碘小鼠的甲状腺组织,发现滤泡细胞

肿大并呈柱状,免疫组织化学结果显示甲状腺激素

转运体 8(monocarboxylate transporter 8,MCT8)在甲

状腺滤泡细胞胞浆中有较高的表达。 经实时荧光

定量 PCR(qRT-PCR)法检测,低碘组 MTC8 mRNA
表达明显增高,为对照组的 1. 36 倍(P<0. 01)。

低碘建立甲减模型较为简单,但用时较长。 需

要注意的是不能完全除碘,因为提供绝对不含碘的

鼠粮会直接影响大鼠的正常发育以及器官功能,且
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大鼠可能无法在研究期间存活。

2　 甲状腺功能亢进(甲亢)模型的建立

　 　 通常使用左甲状腺素等药物提高机体甲状腺

激素的合成,诱导甲亢模型的产生。 Jeddi 等[12] 将

雄性 Wistar 大鼠随机分为甲亢组和对照组。 在甲

亢组的饮用水中添加左甲状腺素(12 mg / L),对照

组给予蒸馏水,连续喂养 21 d。 结果表明,甲亢组血

清 T3、T4 水平显著升高,TSH 显著降低(P<0. 001)。
Venediktova 等[13] 对甲亢组雄性 Wistar 大鼠进行腹

腔注射左甲状腺素(100 μg / 100 g),共计 5 d;对照

组注射同等体积的生理盐水。 发现甲亢组血清 T3
和 T4 分别比对照组增加了 3 倍和 4 倍(P<0. 05)。
刘树民等[14]分别对雌性 SD 大鼠灌胃左甲状腺素以

及尾静脉注射小肠结肠炎耶尔森氏菌进行甲亢造

模,发现左甲状腺素组造模初期 T3、T4、FT3、FT4 显

著升高(P<0. 05),但 1 周后各激素水平随即恢复正

常,经 HE 染色观察到甲状腺滤泡大小基本一致,滤
泡胶质染色均匀,滤泡间质无水肿,与空白对照组

无显著性差异。 分别于第 7、14、25 天检测小肠结肠

炎耶尔森氏菌模型组血清水平,发现在第 7 天时,血
清 T3、T4 显著升高(P<0. 05),TSH 无明显差异,直
到第 25 天时 TSH 明显升高,差异有统计学意义,经
HE 染色观察到甲状腺滤泡破坏,上皮细胞轻度增

生且有少量的炎细胞存在。

3　 桥本甲状腺炎模型的建立

3. 1　 自发性甲状腺炎模型

　 　 大部分自发性甲状腺炎造模所选取的实验动

物是 NOD.H-2h4小鼠。 NOD.H-2h4小鼠在 NOD 遗

传背景下表达 H-2K 和 I-Ak 基因,此种主要组织相

容性复合体(major histocompatibility complex,MHC)
的单倍型(H-2K)是桥本甲状腺炎的易感性单倍型,
因此 NOD 小 鼠 发 生 HT 概 率 很 高[15]。 Braley-
Mullen 等[16] 喂养 7 ~ 8 周龄的 NOD. H - 2h4 小鼠

0. 05%碘化钠饮用水 23 周,在第 6 周时所有小鼠均

发生了 HT,第 8 周时炎症达到最大程度,IgG1 和

IgG2b 抗体水平明显升高(P<0. 05)。 He 等[17]喂养

5 周龄 NOD.H-2h4小鼠 0. 05%碘化钠饮用水,分别

于 2、4、8 周对其甲状腺组织进行 HE 染色,发现甲

状腺细胞在第 2 周开始凋亡(P<0. 001),在第 4 周

NOD.H-2h4小鼠表现出 HT,喂养 16 周后炎症评分、
抗甲状腺球蛋白抗体 ( anti-thyroglobulin antibody,

TG-Ab)水平明显高于对照组(P<0. 001)。
该种模型造模成功率极高,实验操作十分简

单,但疾病周期较长,需在 SPF 清洁等级下 IVC 独

立通气笼中喂养,若是动物发生死亡会耗费大量的

时间和金钱成本。
3. 2　 外源性甲状腺抗原免疫法

　 　 甲状腺球蛋白( thyroglobulin,Tg)是 HT 患者中

过度表达的主要抗原,该种蛋白分子在甲状腺中含

量特别丰富,占总蛋白的 75% ~ 80%[18]。 研究表明

不同鼠类 H-2 基因不同,对桥本甲状腺炎的易感性

也不尽相同。 高应答的如 CBA / J(H-2k)和 SJL / J
(H- 2s ) 种系鼠;而低应答如 BALB / c (H - 2d ) 和

C57BL / 6(H-2b)种系鼠[19]。 Wang 等[20] 将 4 周龄

CBA / J 雌性小鼠随机分为两组,模型组皮下注射

200 μg 被 完 全 弗 氏 佐 剂 ( complete Freund ’ s
adjuvant,CFA) 乳化的鼠甲状腺球蛋白 ( murine
thyroglobulin,mTg)进行初次免疫,两周后用相同剂

量的 m Tg 在不完全弗氏佐剂( incomplete Freund’ s
adjuvant,IFA)乳化下进行加强免疫,而对照组组小

鼠则用相同剂量的磷酸盐缓冲盐水代替 mTg 免疫

小鼠。 结果表明对照组小鼠甲状腺滤泡均匀分布,
无萎缩;而模型组小鼠甲状腺滤泡无序排列且伴有

淋巴细胞浸润。 具计算模型组小鼠 HT 的成膜率为

85. 70%,甲状腺平均炎症得分为 2. 29,经 ELISA 法

测得模型组 TG-Ab 显著高于对照组(P<0. 01),但
血清 T4 和 TSH 两组之间无显著性差异(P>0. 05)。
李叙颖等[21]将雌性 SD 大鼠适应性喂养 1 周,随机

分为对照组和模型组。 对照组给予蒸馏水,模型组

给予 0. 64 g / L 的高浓度碘化钠碘水。 在第 4 周的

第 1 天和第 4 天,于造模组大鼠后足皮下多点注射

0. 2 mL 初次免疫乳化剂(含 100 μg mTg);第 5 ~ 8
周后在大鼠四肢内侧及背部皮下多点注射 0. 2 mL
加强免疫乳化剂(含 100 μg mTg),每周 1 次;对照

组每次注射同等剂量蒸馏水。 结果显示,与对照组

相比模型组 TG-Ab、抗甲状腺过氧化物酶抗体(anti-
thyroid peroxidase antibody,TPO-Ab)水平显著升高

(P<0. 01),血清 T3、T4 水平降低,TSH 水平升高(P
<0. 05)。 Duan 等[22] 选取 Wistar 大鼠进行造模,大
鼠在第 1 天腹腔注射猪甲状腺免疫球蛋白(porcine
thyroglobulin,pTg)进行初次免疫(150 μg pTg 溶于

75 μL 生理盐水中,并用等量的 CFA 进行乳化)。
在第 7 天和第 21 天,大鼠进行注射 pTg 加强免疫

(150 μg pTg 溶于 75 μL 生理盐水中,然后用等体积
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IFA 乳化)。 与生理盐水组相比,模型组 TG-Ab 水

平均显著升高(P<0. 05)。
3. 3　 脾细胞体外活化移植免疫法

　 　 Fang 等[23] 用 150 μg mTg 联合 15 μg 脂多糖

(LPS) 静脉注射 CBA / J 小鼠 (每 10 d 1 次,共 2
次),抽取其脾细胞并在含有 25 μg / mL mTg 和 5
ng / mL IL-12 的培养基中培养,供活化使用,72 h 后

将 3×107 个脾细胞静脉注射至经 500-rad 辐射的同

源小鼠中,第 20 天后经 HE 染色甲状腺组织,观测

到嗜中性粒细胞广泛浸润,严重等级为(4. 8±0. 2),
血清 T4 水平较正常水平偏低(2. 8±0. 4 μg / dl<3. 0
μg / dl)。

脾细胞体外活化移植免疫法通常用来诱导肉

芽肿 性 自 身 免 疫 性 甲 状 腺 炎 ( granulomatous
experimental autoimmune thyroiditis,G-EAT),该方法

与外源性甲状腺抗原免疫法相比甲状腺淋巴细胞

浸润程度更为严重,易发生肉芽肿病变,且该种炎

症通常在第 60 天消退或进展为纤维化,这取决于第

20 天甲状腺损伤的程度[23]。
3. 4　 核酸免疫法(nucleic acid(cDNA)immunization,
cDNA免疫法)
　 　 核酸免疫法指克隆出人甲状腺球蛋白(human
thyroglobulin,hTg)的全长 cDNA,再与腺相关病毒载

体整合,将该腺病毒(5. 0×109 个)溶于 50 μL 的磷

酸缓冲溶液(含 10%甘油),注入小鼠的胫骨肌肉

中。 该种方法能使骨骼肌肉细胞大量摄取质粒

cDNA 并 将 其 蛋 白 产 物 表 达 在 细 胞 表 面[24]。
Faustino 等[25]选择雌性 CBA-J 小鼠作为核酸免疫的

实验动物进行研究:模型组小鼠被表达 hTg 的腺病

毒免疫(Ad-TG),阴性对照组被表达 lac-Z 的腺病毒

免疫(Ad-LacZ),阳性对照组采取外源性甲状腺抗

原免疫法,分别于第 1 天初次免疫和第 21 天加强免

疫。 结果表明,所有模型组小鼠 hTG 抗体均为阳

性,与阴性对照组相比,实验组小鼠血清 hTg、mTg、
mTPO 抗体水平显著提高(P<0. 001),但较阳性组

抗体水平低。 Jacobson 等[26]在 cDNA 免疫前将布比

卡因注射到雌性 C3H / Hen 小鼠右侧股四头肌中,因
肌毒剂被证实能够提高靶基因的表达[27],分为 2 组

进行实验:对照组采用肌肉静脉注射含 hTg 的

cDNA,模型组采用电穿孔法注射含 hTg 的 cDNA,用
ELISA 法检测 TG-Ab 水平,发现与直接注射相比,
电穿孔递送 cDNA 显著增加了再生肌肉中 TG-Ab
的水平(P<0. 05)。

cDNA 免疫法是一种建立 HT 动物模型的崭新

途径,在开始产生免疫反应之前,以正确的构象将

hTg 呈递给了 T 细胞,且无需佐剂的参与,更接近地

模拟出人类自身免疫性甲状腺炎的发生发展,除此

外该种方法使得修改 hTg cDNA 的基因序列成为可

能,这将为今后研究不同 hTg 序列变异对机体的影

响提供重要实验基础。 除肌肉直接递送核酸外,最
新的超声递送系统不仅具有更高的安全性和有效

性,同时将实验侵袭性降到了最低,对实验动物的

伤害大大减少[28]。

4　 甲状腺癌模型的建立

　 　 根据肿瘤起源及分化差异,甲状腺癌按病理类

型主要分为: 乳头状甲状腺癌 ( papillary thyroid
carcinoma,PTC)、滤泡样甲状腺癌( follicular thyroid
carcinoma,FTC)、甲状腺髓样癌 (medullary thyroid
carcinoma,MTC)、低分化癌以及间未分化性甲状腺

癌(anaplastic thyroid cancer,ATC)等。 大数据显示,
在这些亚型中 PTC 是最常见的,约占所有甲状腺癌

80%,FTC 约占 10%~15%,ATC 约占 5%,其余少数

为 MTC[29],其中 ATC 较分化良好的甲状腺癌转移

程度更为严重,高达 70%的 ATC 患者会发生全身转

移,肺 是 癌 症 转 移 中 最 常 见 的 部 位, 占 比 高

达 80%[30]。
4. 1　 诱发性肿瘤模型

　 　 诱发性肿瘤模型指采用化学、生物、物理等致

癌手段,如用化学致癌剂、放射线、生物毒素等方法

诱发实验动物产生致癌物,造成动物组织、器官或

全身性的损伤,产生功能及代谢改变等异常状况。
Zheng 等[31]将 50 只雄性 SD 大鼠随机分为 3 组,对
第 2、3 组的动物分别给予致癌物,对照组(第 1 组)
则在饮用水中添加赋形剂。 第 2 组 SD 大鼠于腹膜

内注射二乙基亚硝胺(DEN)(按重量计 100 mg / kg,
溶解于生理盐水溶液中),第 3 组 SD 大鼠分别在在

第 5、8、11 和 14 天腹膜内注射 4 次甲基亚硝脲

(MNU)(按重量计 20 mg / kg,溶解于柠檬酸盐缓冲

液中,溶液 pH 6. 0),实验结果显示,所有模型组血

清 TG-Ab 水平明显高于对照组(P<0. 05),所有模

型组的癌胚抗原(carcinoembryonic antigen,CEA)水
平明显高于对照组(P<0. 05)。 Dalke 等[32]将 F1 小

鼠暴露于 I131中,发现受辐射照射的小鼠甲状腺癌变

的概率明显高于未受辐射的对照组,大部分辐射小

鼠的甲状腺存在单纯增生和复杂增生,较少部分发
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展为 FTC。
诱发性肿瘤模型能在短时间内复制出数量较

多的肿瘤模型,因而经常被研究者们采纳使用,其
具有操作简单,成本低廉等特点。 但由于该种模型

通常是采用致癌药物迅速造模,难以观测肿瘤的动

态发生、发展,只能用于简单的药效考察,不利于对

甲状腺癌进行细胞及分子水平的研究。
4. 2　 基因工程小鼠模型

　 　 医学者们利用分子生物学对甲状腺癌进行不

断探究发现,大多数甲状腺癌都伴随基因突变,包
含原癌基因的激活性突变、融合性表达和抑癌基因

的失活性突变或缺失。 Pozdeyev 等[33] 对 779 例甲

状腺癌患者进行了基因分析,发现 74%的 PTC 患者

BRAF 基因发生了突变(特别是 V600E 和 BRAF 融

合表达),42 例(9%)发生了 RAS 基因突变,34 例

(7%)发生了 RET 基因突变,10%的患者发生了抑

癌基因 TP53 缺失,而大多数 FTC 患者则是发生了

RAS 基因突变(43 / 65 例,66%),其中 14%发生了

PTEN 基因缺失,12%发生了 TP53 和 RBM10 基因

缺失,未分化甲状腺癌两个最常见的突变基因是

TP53 和 TERT(均为 65%)。
Knauf 等[34] 将 Tg-BRAFV600E 系 ( Tg-BRAF2 和

Tg-BRAF3)表达于转基因 FVB / N 小鼠,让携带该基

因的片段注入受精的 FVB / N 小鼠卵中,使之假孕,
通过 qRT-PCR 法和 Southern blot 印迹杂交法确认

胚胎小鼠已整合该转基因,最后将该胚胎小鼠与野

生型 FVB / N 小鼠杂交,从中稳定产生 BRAFV600E突

变株系。 实验结果表明 Tg-BRAF2 和 Tg-BRAF3 小

鼠的甲状腺组织中均存在 BRAFV600E mRNA,尤其是

在 Tg-BRAF2 小鼠中最为明显。 5 周后,Tg-BRAF2
小鼠的 TSH 水平显著升高,雄性小鼠平均比对照组

高出 80 倍,而 Tg-BRAF3 小鼠 TSH 水平较正常组增

加 2 倍,血清 T3 水平有所下降但无统计学意义(P>
0. 05)。 对 Tg-BRAF2 小鼠的甲状腺进行组织学检

测,发现肿瘤累积甲状腺腺体两叶呈多灶性,肿瘤

细胞显示出人类乳头状癌的核特征, 其中 Tg-
BRAF2、Tg-BRAF3 发展成 PTC 的概率分别为 93%
和 35%。 McFadden 等[35] 将 TPOCreER 小鼠与含有

Cre 诱导的等位基因 BRAFV600E、BRAFCA的同源小鼠

杂交,后给予他莫昔芬数周(简称 TB 组),组织学检

测表明其甲状腺肿瘤具有 TPC 相似的乳头状形态

和核特征,免疫组织化学显示细胞外调节蛋白激酶

磷酸化表达增加。 将 Trp53 等位基因与 TB 组杂交

形成 TBP 三转基因小鼠后,表现出更为严重的 TPC
(癌细胞体积变大,局灶性坏死增多),另有 50%转

变为 ATC,其中 5 / 26 只动物发生了肺转移(19%),
说明 TP53 基因的缺失会增加 PTC 到 ATC 转变的

概率。
甲状腺癌基因工程小鼠模型使人类对甲状腺

疾病的研究已深入到细胞及分子水平,可以直接按

照研究目的设计和培育所需的小鼠,这无疑是构建

了人类对甲状腺癌原癌基因、抑癌基因、机制靶点

等研究的桥梁,为发病机制、药物筛选和临床医药

研究提供了宝贵的实验基础。 但基因调控机制往

往十分复杂,目前基因工程小鼠模型提供的信息还

很局限,转基因小鼠的出现是否会导致新的癌基因

产生,有待进一步研究。
4. 3　 异种移植甲状腺癌模型

　 　 异种移植甲状腺癌模型是指将人甲状腺瘤细

胞皮下注射(异位移植)或甲状腺内注射(原位移

植)到免疫缺陷小鼠中。 张乐乐[36] 对雌性 BALB / c
裸鼠右后肢腹侧皮下注射 TPC-1 和 SW579 细胞悬

液,发现接种 SW579 细胞的小鼠均未成瘤,接种

TPC-1 细胞裸鼠瘤体体积在第 5 天后达到了 500
mm2,经 HE 染色并在高倍镜观察肿瘤细胞,可以看

到细胞核形状不规则且染色加深,并可见紊乱的核

分裂象。 Kim 等[37] 静脉注射戊巴比妥钠(50 mg /
kg)麻醉小鼠,将 5 μL 未分化甲状腺癌细胞株

(ARO、DRO、和 C643 细胞系)悬浮液注射到 8 ~ 12
周大的雄性 athymic 裸鼠的甲状腺或者侧腹中,适
应性喂养两周后,用 CO2 吸入处死老鼠,并解剖检

查肿瘤。 发现所有裸鼠甲状腺中有明显的肿瘤细

胞浸润,3 种细胞系均有 100%的致瘤性,其中注射

DRO 细胞系的裸鼠肺转移率很高,当癌细胞接种数

量为 2. 5×104 个 /只时,肺转移率最高,为 80%。 另

测得原位甲状腺肿瘤微血管密度明显高于异位甲

状腺肿瘤(P<0. 05),原位肿瘤中促血管生成因子

VEGF 和 IL-8 的表达水平高于异位甲状腺肿瘤(P<
0. 05)。

异种移植甲状腺癌肿瘤模型造模迅速,移植瘤

模型个体差异较小、接种成活率高、重复性良好;其
中原位肿瘤模型的建立较为复杂,需要的手术技术

较高,但能使癌细胞直接在起源器官中生长,有较

高的外显率和再现转移性。

5　 小结

　 　 甲状腺疾病动物模型的建立是研究甲状腺疾
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病发病机制的关键方法,一个成功的动物模型不但

要简便可行、重复性高,更需要准确地模拟疾病的

发生、发展。 在上述模型中,甲亢、甲减模型单纯停

留在给药造模,提高或减少甲状腺激素合成,虽然

快速高效,但它忽略了疾病复杂的发病过程如亚甲

减到甲减这一过程,而 cDNA 免疫造模桥本甲状腺

炎使修改 hTg cDNA 的基因序列成为可能,但该种

方案技术不够成熟仍需进一步开发,甲状腺癌转基

因模型的建立也为研发治疗甲状腺癌靶点药物研

究提供了新思路。 所以研究出一系列与疾病发展

更贴切,操作更为便捷、经济,并且兼顾环境、遗传、
肠道微生态、免疫等方面使其更能全面反映人类甲

状腺疾病进展的动物模型是今后研究甲状腺疾病

的重点之一。
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Kruppel 样因子 2 与心血管疾病的研究进展

黄欣欣,应燕萍∗

(广西医科大学第一附属医院,南宁　 530021)

　 　 【摘要】 　 心血管疾病在全球范围内造成了巨大的健康和经济负担。 Kruppel 样因子 2 是一种关键的心血管

保护性转录因子,参与动脉粥样硬化、脑卒中、心肌梗死以及心力衰竭等心血管疾病的病理生理过程。 本文就

Kruppel 样因子 2 的生物学功能,及其参与心血管疾病发生发展的机制和研究进展进行综述。
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Research progress on Kruppel like factor 2 and cardiovascular disease

HUANG Xinxin, YING Yanping∗

(the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530021, China)

　 　 【Abstract】 　 Cardiovascular diseases constitute a substantial health and economic burden worldwide. Kruppel like
factor 2 is a key cardiovascular-protective transcription factor and is involved in the pathophysiological processes of
cardiovascular diseases, such as atherosclerosis, stroke, myocardial infarction and heart failure. This paper reviews the
biological functions and mechanisms of Kruppel like factor 2 and research progress in cardiovascular diseases.

【Keywords】　 Kruppel like factor 2; cardiovascular diseases; mechanism

　 　 心血管疾病( cardiovascular diseases,CVDs)是

指主要以心血管病变为病理基础的一系列循环系

统疾病,包括动脉粥样硬化、脑卒中、心肌梗死、心
力衰竭、高血压、心肌病和周围动脉血管疾病等[1]。
来自美国心脏协会 ( American Heart Association,
AHA)的数据显示,2017 年全球因心血管疾病导致

的死亡数约为 1780 万(95%置信区间( confidence
interval,CI) 1750 ~ 1880 万) [1],占全球死亡总数的

31. 8%。 心血管疾病在全球范围内造成巨大的健康

和经济负担,积极找寻心血管疾病预防和治疗的干

预靶点,降低心血管疾病发病率、死亡率和提高患

者生活质量是当前的紧要任务。
Kruppel 样因子(kruppel-like factors,KLFs)是锌

指类 DNA 结合转录因子家族中的亚家族,其作为一

个多基因家族共由 18 名成员(KLF1~KLF18)组成。
KLFs 亚家族在细胞生长与分化、增殖与凋亡、迁移、
代谢等生物过程发挥着重要调控作用,参与了生物

体内包括心血管、呼吸、消化、神经等多个系统的病

理生理过程[2];其在哺乳动物体内的表达和分布具

有组织差异性,如 KLF1 主要表达于红细胞、KLF2



在肺和血管内皮细胞中高表达、KLF4 在胃肠道表达

丰富。 KLF2 隶属于这个多基因家族,由 Anderson
等[3]于 1995 年首次从小鼠的肺组织中发现并成功

克隆,因此,也被命名为肺转录因子( lung kruppel
like factor,LKLF)。 研究显示,KLF2 在循环系统中

表现出抗炎、抗凝、调节血管生成、抗氧化、调控免

疫细胞等作用,与心血管疾病密切相关,参与包括

动脉粥样硬化、脑卒中、心肌梗死和心力衰竭等心

血管疾病的发生、进展与转归。 现就 KLF2 的生物

学功能,及其参与心血管疾病发生发展的机制和研

究进展进行综述。

1　 KLF2 的结构特征

　 　 KLF2 基因定位于人类常染色体 10p13. 1 号染

色体上,负责 354 个氨基酸的编码。 KLFs 家族成员

在进化上高度保守,KLF2 作为 KLFs 家族的一员具

有其特异性的结构特征,其中,氨基端含 3 个由两个

半胱氨酸残基和两个组氨残基酸耦合一个 Zn2+组成

的串联的 Cys2 / His2 锌指样结构,能与富含 GC 结合

位点序列的靶基因 DNA 启动子或增强子结合并起

到转录调节作用;而相较于保守的氨基端,羧基端

在结构和功能特征上具有多样性和特异性,家族中

所有成员羧基端的转录调控区域包括转录激活结

构域和转录抑制结构域存在显著差异性且能与不

同的共激活因子、共阻遏因子以及共修饰因子结

合,通过激活或抑制下游靶基因的表达从而调控不

同的表观遗传修饰,发挥不同的生物学功能。

2　 KLF2 的生物学功能

2. 1　 抗炎介质

　 　 KLF2 是内皮细胞( endothelial cells,ECs)炎症

激活的新型转录调节因子,调控内皮炎症基因的表

达。 炎症细胞、促炎因子、粘附分子以及趋化因子

共同介导了血管内皮的炎症反应。 炎症刺激下,内
皮细胞合成并释放促炎因子如肿瘤坏死因子-α
( tumor necrosis factor-α, TNF-α )、 白 介 素-1β
(interleukin-1β,IL-1β)以及粘附分子包括 E-选择素

(E-selectin)、血管细胞间黏附分子 1( vascular cell
adhesion molecule 1,VCAM1)、细胞间粘附分子 1
(intercellular adhesion molecule 1,ICAM1)等炎症介

质诱导血液中单核细胞和白细胞滚动并粘附到内

皮上[4-6],启动炎症瀑布级联。 研究表明,KLF2 能

下调内皮细胞中 VCAM1、ICAM1、E-选择素等粘附

分子的表达,同时,通过抑制炎症趋化因子单核细

胞趋化蛋白-1 ( monocyte chemoattractant protein-1,
MCP-1)的表达显著减少单核细胞和白细胞对内皮

细胞的粘附并诱导内皮抗炎表型,减轻内皮炎症反

应[7-9]。 另有研究显示,过表达 KLF2 还可以阻断核

因子-κB 炎症信号通路的传导,抑制核因子-κB 依

赖的巨噬细胞炎性激活以及内皮促炎基因的表

达[10-11]。 免疫细胞向内皮细胞聚集以及单核细胞

对内皮细胞的粘附被认为是动脉粥样硬化疾病进

展的主要驱动力[12]。 内皮炎症可导致血管内皮功

能障碍,而内皮功能障碍被认为是心血管疾病的标

志,因此,KLF2 可能是包括动脉粥样硬化在内的内

皮炎症相关心血管疾病的潜在治疗靶点。
2. 2　 调控血管生成

　 　 KLF2 对于血管的生成与正常发育必不可少。
Klf2 基因敲除的小鼠胚胎因血管破裂而无法存

活[13]。 以往研究发现,KLF2 通过抑制 6-磷酸果糖-2-
激酶 /果糖-2,6-二磷酸酶(6-phosphofructo-2-kinase /
fructose-2,6-biphosphatase,PFKFB)的活性阻止 6-磷
酸(6-phosphate)向果糖 2,6-二磷酸( fructose 2,6-
biphosphate)转化,从而阻断内皮细胞糖酵解过程,
致使内皮细胞增殖和迁移能力下降,血管生成受

抑[14]。 除糖酵解途径,李娜等[15] 发现,KLF2 可调

控血管内皮生长因子 ( vascular endothelial growth
factor, VEGF ) 受 体 2-血 管 内 皮 生 长 因 子 A
(VEGFA)信号轴,影响血管生成的关键步骤即内皮

细胞的增殖与迁移。 研究证实,KLF2 与 VEGFA 启

动子结合,从转录水平抑制 VEGFA 表达[16],从而抑

制血管的生发。 此外,AMPK-KLF2 信号轴的激活

通过诱导内皮克隆形成细胞向内皮细胞分化,参与

促红细胞生成素介导的血管生成作用[17]。 血管新

生是伤口愈合、癌症以及各种缺氧 /缺血性疾病病

程发展与转归的关键[18],通过激活或抑制 KLF2 的

表达来调控血管的生发与成熟可作为上述疾病的

治疗切入点。
2. 3　 舒张血管

　 　 一氧化氮(nitric oxide,NO)是已知的最强效的

血管扩张剂[19],由内皮型一氧化氮合酶(endothelial
nitric oxide synthase,eNOS)在分子氧(oxygen,O2)和
辅助因子四氢蝶呤(tetrahydrobiopterin,BH4)的协助

下催化 L-[ 3H]精氨酸(l-arginine)转化为 L-[ 3H]瓜
氨酸(L-citrulline)产生[20-21]。 eNOS 作为 KLF2 的

下游靶标,KLF2 通过与其启动子特异性结合并调控
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L-[ 3H]精氨酸与 eNOS 氧化酶结构域内血红素基团

的偶联状态影响 NO 的合成与释放[19-22],从而调控

血管的收缩与舒张。 此外,染色质免疫共沉淀

( chromatin immunoprecipitation, CHIP ) 结果显示,
KLF2 能与控制血管舒缩的血红蛋白( hemoglobin,
Hb)α 结合并抑制其表达,从而减少内皮细胞中血

红蛋白 α 对 NO 的摄取,使得 NO 从内皮细胞向血

管平滑肌细胞扩散增加,促使血管舒张[23]。 血管舒

张受损与内皮促炎、促血栓形成表型有关[24],由此

可见,KLF2 介导的血管舒张对血管健康状态的维持

具有重要意义。
2. 4　 抗血栓形成

　 　 生理条件下,血管内皮表现为抗血栓表型以保

证血液的正常流动。 用小干扰 RNA 沉默 KLF2 的

表 达 后, 抑 制 凝 血 激 活 的 血 栓 调 节 蛋 白

(thrombomodulin,TM)、阻止血小板聚集的 NO 以及

促纤维蛋白降解的组织型纤溶酶原激活物( tissue
plasminogen activator,tPA)表达减少[25],导致血小板

聚集、血液凝固性增高及血栓形成;相反,过表达

KLF2 则抑制了促凝血激活的纤溶酶原激活物抑制

剂 1(proenzyme activator inhibitor 1,PAI1)和组织因

子(tissue factor,TF)的表达[26]。 TF 是外源性凝血

途径的启动因子,凝血酶原激活和纤维蛋白形成是

内源性和外源性凝血途径的共同步骤,提示 KLF2
可通过调节抗 /促凝血活性物质的表达或是通过调

控内、外源性凝血途径的激活来调控血栓的发生。
2. 5　 抗氧化

　 　 研究表明,氧化应激(oxidative stress,OS)与动

脉粥样硬化、心肌梗死、脑卒中以及糖尿病等多种

疾病的进展有关。 KLF2 通过抑制活性氧( reactive
oxygen,ROS)的产生并诱导抗氧化物酶的表达,而
发挥抗氧化作用[27]。 KLF2 表达受损时,内皮细胞

ROS 产生增多、白细胞粘附增强、内皮细胞凋亡增

加[28],导致内皮功能障碍。 研究发现,他汀类药物

通过激活 KLF2 诱导抗氧化的过氧化物还原酶 6
(peroxiredoxin 6)硫酸化,从而降低内皮细胞 ROS
水平、减少脂质过氧化,减轻内皮氧化应激[29]。

3　 KLF2 与心血管疾病

3. 1　 动脉粥样硬化

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis)是血管的一种

慢性炎症性疾病,其主要特征是大、中动脉内皮表

面粥样斑块形成以及单核细胞 /巨噬细胞对血管

内皮的粘附、浸润,引起动脉壁增厚而造成动脉闭

塞[30] 。 有学者发现,KLF2 表达减少与颈动脉粥样

硬化模型大鼠颈动脉内膜断裂、中膜层钙化斑块

形成和弹性层失去连续性有关[31] 。 临床研究也发

现,冠状动脉粥样硬化患者血清中 KLF2 含量较健

康人低,并且,KLF2 血清含量与斑块稳定性的相

关分析结果显示患者血清中 KLF2 的含量与斑块

稳定性呈正相关( r= 0. 0534, P<0. 01) [32] ,斑块的

不稳定性增加致使斑块易于破溃,导致不良心血

管事件发生风险增大。 单核细胞粘附于 ECs 随后

迁移到内皮间隙分化为巨噬细胞,巨噬细胞摄取

循环中的氧化低密度脂蛋白导致泡沫细胞形成,
加剧动脉粥样硬化的进展,而 KLF2 能通过抑制多

种粘附分子和趋化因子的表达并阻断炎症通路的

激活以抑制单核细胞对血管内皮的粘附、中断动

脉粥样硬化发病的必要环节,从而发挥抗动脉粥

样硬化的作用。
3. 2　 脑卒中

　 　 脑卒中( stroke)俗称中风,是世界范围内获得

性致残的主要原因,包括缺血性脑卒中和出血性脑

卒中[33]。 Zhang 等[34]认为,缺血性脑卒中发生后局

部缺血 /缺氧导致脑血管内皮发生氧化应激致使

eNOS 表达减少和 NO 的生物利用度降低,进而导致

脑血管收缩增强、脑血流量减少是引发脑损伤的主

要原因。 及时恢复病变部位的供血 /供氧是减少卒

中后脑损伤的关键,如前所述,KLF2 可以强烈诱导

eNOS 的表达并促进 NO 合成,促使血管舒张、血流

量增加,有利于减轻卒中所致的脑组织缺血 /缺氧

损伤。 但最近研究也发现,卒中急性期恢复脑血流

的再灌注可导致血脑屏障(blood-brain barrier,BBB)
通透性增加、脑损伤进一步加重[35]。 在大鼠缺血性

脑卒中模型中,尿酸通过激活 KLF2-VEGFA 信号通

路改善 BBB 的通透性,阻止脑循环外免疫活性物质

进入脑组织,减少炎症引起的脑损伤发生[36],机制

研究证实,这与 KLF2 下调 VEGFA 表达后紧密连接

蛋白表达增多促使内皮细胞间连接紧密有关[37]。
目前,缺血性卒中发生后的 3 ~ 4. 5 h 内静脉使用阿

替普酶( alteplase)恢复脑部血供是首选的治疗方

案[38],但阿替普酶的使用受严格的时间窗和禁忌症

限制,激活 KLF2 信号通路提供了治疗脑卒中的新

思路。
3. 3　 心肌梗死

　 　 心肌梗死(myocardial infarction,MI)是由于冠
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状动脉狭窄或闭塞引起心肌长时间缺血 /缺氧而导

致心肌坏死,是一种高致死率的疾病[39]。 大量研究

证明,KLF2 对于促进内皮细胞增殖能力和改善心肌

功能至关重要。 在急性心肌梗死( acute myocardial
infarction,AMI)患者的血清中观察到 KLF2 mRNA
表达降低并伴随心肌和内皮损伤标志物心肌肌钙

蛋白 I(cardiac troponin I,CTNI)、心肌型脂肪酸结合

蛋白(heart-type fatty acid binding protein,HFABP)和
血管性血友病因子(von willebrand factor,vWF)表达

增加,梗死心肌组织表达炎性标志物如 IL-1β、IL-6
以及 TNF-α 增多[40]。 相反,上调 KLF2 表达后,AMI
诱导的内皮损伤得到修复、心肌和内皮损伤标志物

浓度降低,血管内皮细胞增殖能力增强,有效地挽

救了坏死的心肌[41]。 心肌梗死后持续的炎症反应

可导致房室重构即间质纤维化和心肌肥厚,最终进

展为心力衰竭。 心肌重塑和间质纤维化始于内皮

功能障碍[42],KLF2 的激活在心肌梗死中表现出强

大的内皮损伤修复能力和抗炎能力,但其具体的保

护作用机制还有待进一步研究。
3. 4　 心力衰竭

　 　 心力衰竭(heart failure,HF)是一种由多种心血

管疾病引起的、病因各异的临床综合征,在全球范

围内具有高的发病率和死亡率[43]。 研究者发现,
Klf2 基因敲除小鼠心内膜垫发育过程的关键步骤即

上皮-间充质转化过程无法完成,导致心脏瓣膜发育

欠成熟,而后小鼠死于心力衰竭[44]。 Li 等[45] 用含

KLF2 小干扰 RNA 的 RGD-肽磁性纳米颗粒靶向诱

导内皮细胞特异性 KLF2 抑制后,辛伐他汀对主动

脉缩窄后压力超负荷引起的心功能障碍的保护作

用丧失,表现为间质纤维化和心肌肥厚;间质纤维

化和心肌肥厚是心室重构的特征表现,心室重构是

心力衰竭的主要病理改变。 经证实,KLF2 能直接

抑制内皮转化生长因子-β1 ( transforming growth
factor-beta-1,TRG-β1) 的表达或通过抑制 KLF2-
Foxp1-TRGβ1 信号轴的激活来限制心脏成纤维细胞

的增殖、迁移和肌成纤维细胞的形成[45-46],从而改

善病理性的心肌纤维化和肥大,延缓心室重构,预
防心力衰竭的发生。 KLF2 还与心力衰竭的预后有

关。 颈动脉体 KLF2 表达减少导致颈动脉体化学感

受器敏感性增加,致使交感神经活动亢进、呼吸紊

乱以及心率失常的发生[47],交感神经活动亢进、呼
吸紊乱以及心律失常被认为是慢性心力衰竭患者

的主要死因。

4　 小结与展望

　 　 综上所述,KLF2 具有抗炎、抗血栓、抗氧化以及

调控血管生成与舒张等强大的心血管保护功能,参
与动脉粥样硬化、脑卒中、心肌梗死和心力衰竭等

心血管疾病的发生发展过程并影响着疾病的临床

结局。 KLF2 为心血管疾病的治疗提供了更多的选

择,针对 KLF2 上下游分子的研究是未来预防和治

疗心血管疾病新的切入点与关键,通过调节 KLF2
的表达或功能可为心血管疾病的治疗提供新的治

疗策略。
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基于 TRIM 家族讨论泛素连接酶 TRIM46 研究进展

盛瀚萱1,张连峰2,3,张　 丽1∗

(1.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,北京　 100021;2.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,北京市人类重大疾病

实验动物模型工程技术研究中心,北京　 100021;3.中国医学科学院神经科学中心,北京　 100730)

　 　 【摘要】 　 TRIM46 蛋白是一个新发现的三重基序(tripartite motif,TRIM)家族蛋白,它由两个 RING finger、一个

B-box motif、一个 coiled-coil region、一个 COS、一个 FN3 和一个羧基端的 B30. 2 / SPRY 结构域构成。 TRIM46 蛋白通

过调节平行微管阵列形成参与神经元极化过程,也参与肿瘤的增殖和迁移等,并与固有免疫系统相关。 Genecards
数据库提示,TRIM46 在人体各个组织广泛表达,其中脑组织中表达最高。 本文从蛋白结构和基因功能的角度概括

介绍了 TRIM46 的最新研究进展,并针对 TRIM46 未来的研究进行了初步讨论。
【关键词】 　 TRIM 家族;三重基序蛋白 46;神经元极性;功能;表达;固有免疫
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Research progress on the ubiquitin ligase TRIM46: a review
based on the TRIM family

SHENG Hanxuan1, ZHANG Lianfeng2,3, ZHANG Li1∗

(1. Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine, National Health Commission of China (NHC), Institute of
Laboratory Animal Science, Chinese Academy of Medical Sciences, Peking Union Medical College & Comparative
Medical Center, Beijing 100021, China. 2. Beijing Engineering Research Center for Experimental Animal Models of
Human Diseases, Institute of Laboratory Animal Science, Chinese Academy of Medical Sciences, Peking Union
Medical College & Comparative Medical Center, Beijing 100021. 3. Neuroscience Center, Chinese Academy of

Medical Sciences, Beijing 100730)

　 　 【Abstract】　 TRIM46, a relatively novel tripartite motif (TRIM) family protein, consists of two RING fingers, a B-
box motif, a coiled-coil region, C-terminal COS, FN3 and B30. 2 / SPRY domains. TRIM46 controls neuronal polarity and
axon specification by driving the formation of parallel microtubule arrays. TRIM46 plays a role in tumor proliferation and
migration and is also involved in innate immune regulation. The data from Genecards suggested that TRIM46 was highly
expressed in the brain, although it was broadly expressed in other human organs. This review focuses on recent studies of
TRIM46 protein structure and function. Future research directions and method for gene-edited animals regarding TRIM46
are also predicted and discussed.

【Keywords】　 TRIM family; TRIM46; neuronal polarity; function; expression; innate immunity



　 　 TRIM46( tripartite motif-containing 46,TRIM46)
是一个新基因,功能尚不明确,国内外相关文献很

少。 但就近期的文献报道来看,TRIM46 十分重要,
不仅在早期脑发育中参与神经元极化过程[1],还与

肿瘤的增殖、迁移相关[2],并在先天免疫系统中扮

演了重要角色[3]。 TRIM46 属于 TRIM 家族, 而

TRIM 蛋白质家族成员在细胞周期、细胞凋亡、分
化、代谢以及病毒的免疫应答等过程中均有重要作

用。 作者通过将 TRIM46 与其他家族成员乃至亚家

族成员之间的比较,总结了 TRIM46 的最新研究进

展,并对 TRIM46 蛋白未来的研究方向和手段进行

了初步讨论。

1　 TRIM 家族及 C-I 亚家族

　 　 人类三重基序( tripartite motif,TRIM)蛋白质家

族成员众多,迄今已发现近 80 个,涉及细胞周期调

控、细胞凋亡、分化或病毒免疫应答等多种生物学

过程。 TRIM 家族 (又名 RBCC 家族) 成员含有

RING 指结构域(RING-finger domain),因而可以作

为泛素 E3 连接酶发挥功能。 除了 RING 指结构域

外,TRIM 蛋白还含有一个或者两个锌离子结合结

构域( B-boxes domain) 和卷曲螺旋结构域 ( coiled
coil domain),以及复杂的 C-端结构域。

TRIM 家族蛋白质根据 C-端结构域的差异可分

为 11 个亚家族(C-I~C-XI)。 TRIM46 属于 C-I 亚家

族,C-I 亚家族包括 6 个成员:MID I ( TRIM 18)、
MID2( TRIM 1)、 TRIM9, TNL ( TRIM67)、 TRIM36
(HAPRIN)和 TRIFIC(TRIM46)。 表 1 总结比较了

这些基因的功能及相关疾病。 C-I 亚家族每个基因

不仅含有一个 RBCC 结构域,包括两个 B-boxes,还
包括 C 末端的 COS box,Fibronectin Type III motif 和
SPRY / B30. 2 样结构域。 这些基因又可以分为 3
组:MIDI 和 MID2 同源性高达 76%,但是和其他成

员同源性低于 25%;TRIM9 与 TNL 最为相似,同源

性高 达 65%; 而 HAPRIN ( TRIM36 ) 与 TRIFIC
(TRIM46)最为接近,同源性高达 43%。

2　 TRIM46 基因概述

2. 1　 TRIM46 蛋白结构和功能

　 　 TRIM46 基因位于人染色体 1q21,又命名为

GENEY,编码的蛋白含有一个 N 末端的 RING finger
结构域、两个 B-box motif、一个 coiled-coil region、一个

COS box、一个 FN3 和羧基端的一个 B30. 2 结构

域[14]。 TRIM46 蛋白是一个新发现的三重基序

(tripartite motif,TRIM)家族蛋白。 TRIM46 蛋白含有

759 个氨基酸,分子量约为 83× 103。 TRIM46 含有

RING 指结构域(RING-finger domain),因而可能具备

E3 泛素-蛋白连接酶功能。 从四级结构上预测,
TRIM46 可以与 TUBB3 蛋白以及 TUBA4A 蛋白发生

相互作用。 大多数 TRIM 蛋白从 N 端到 C 端的顺序

依次是 RING 锌指结构,一个或两个 B-box 结构和一

个卷曲螺旋结构域(coiled-coil,CC),又被称为 RBCC
结构域。 如图 1 所示,TRIM46 含有 RBCC 结构,在转

染的 COS-1 细胞上,可与微管结构共定位。 1-166 蛋

白区域决定了其在神经元近端轴突的定位,411-429
蛋白区域决定了其与微管结合和共定位。
2. 2　 TRIM46 的表达

　 　 人类蛋白图谱数据库(human protein atls,HPA)
中 RNA-seq 数据显示,TRIM46 蛋白在肾上腺、阑
尾、脑、十二指肠、胆囊、淋巴结、脾、胃和睾丸等组

织中广泛表达,其中脑和男性生殖系统附睾中表达

最高。 TRIM46 在各个脑区均有表达,其中脑皮层、
小脑和基底核中表达丰富,海马和杏仁核中等水平

表达,丘脑表达相对较少。 TRIM46 在上皮细胞、内
分泌细胞、神经细胞、胶质细胞、生殖细胞、血管细

胞、肌肉细胞、间质细胞和血液或免疫细胞等多种

类型细胞中表达,其中神经细胞、生殖细胞和单核

细胞表达最多。 在各种细胞系中,人神经母细胞瘤

细胞 SH-SY5Y 中 TRIM46 的表达最高。 目前已经

有实验验证报道的,是 TRIM46 在神经元的轴突起

始段(axon initial segment,AIS)特异表达[1,5]。

3　 TRIM46 功能与相关疾病

3. 1　 TRIM46 与肿瘤

　 　 迄今,TRIM46 与肿瘤相关研究较少。 从基因

位置上看,人和小鼠的 TRIM46 基因均坐落于肿瘤

靶点基因 MUC1 的下游,在人类 1 号染色和小鼠 3
号染色体中,两个基因作为同一个基因簇的一部

分。 2015 年国外的报道发现了在卵巢恶性肿瘤标

本和细胞中特征性表达 MUC1-TRIM46-KRTCAP2
的嵌合 RNA[30],而在非肿瘤卵巢组织中检测不到

该嵌合 RNA。 此外,胃癌的基因组关联分析中显示

MUC1 / TRIM46 的 SNP 位点 rs2070803 与患者的生

存预后密切相关[31]。 功能研究方面,2016 年 Zhang
等[2]报道了 TRIM46 是小鼠 mir-1894-3p 的靶基因,
敲低 TRIM46 表达可抑制乳腺癌细胞的增殖和迁
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移。 随后 2017 年又有国内研究报道[32],TRIM46 通

过抑制 SH2 结构域酪氨酸磷酸酶 1(Src homology 2
(SH2)-containing tyrosine phosphatase 1, SHP1) 表

达,促进 HCT116 结直肠癌细胞的增殖和侵袭。
2019 年的研究将 FAM72B、GNE 和 TRIM46 3 基因

视为前列腺癌病人的预后基因表达分类器[33]。 由

于 TRIM46 与 TRIM36 序列高度相似,后者参与了细

胞膜间的黏附[34],提示 TRIM46 也可能通过与细胞

外基质互作,促进肿瘤细胞的增殖和迁移。 最新的

研究揭示了 TRIM46 通过促进 PPARα 的泛素化激

活 NF-κB 信号通路参与骨肉瘤细胞存活和凋亡抑

制的新机制[35]。
表 1　 TRIM C-I 亚家族成员基因功能及相关疾病的比较

Table 1　 Gene function and related disorders of TRIM C-I subfamily members
基因
Genes

别名
Aliases

功能
Function

相关疾病
Related disorder

参考文献
References

TRIM46 TRIFIC,GeneY

轴突中的物质运输;轴突特化;神经元极性建立和神经元
迁移。
Efficient cargo delivery and trafficking in axons, proper axon
specification, the establishment of neuronal polarity and proper
neuronal migration.

尚无报道
Not yet reported

[1,4-9]

TRIM1 MID2 与微管稳定性相关。
May play a role in microtubule stabilization.

精 神 发 育 迟 滞, X 连
锁 101
Mental retardation, X-
linked 101 (MRX101)

[10-14]

TRIM9 RNF91

E3 泛素蛋白连接酶;可能在神经退行性疾病中与各种异常内
涵体的降解和形成相关。 通过 SNAP25 参与 SNARE 复合体
的形成调节突触小泡的胞外分泌。
E3 ubiquitin-protein ligase. May play a role in regulation of
neuronal functions and may also participate in the formation or
breakdown of abnormal inclusions in neurodegenerative disorders.
May act as a regulator of synaptic vesicle exocytosis by controlling
the availability of SNAP25 for the SNARE complex formation.

痴呆
Dementia [15-19]

TRIM18 MID1

靶向 IGBP1 具有 E3 泛素蛋白连接酶活性,促进单泛素化,导
致 PP2A 蛋白磷酸酶的催化亚单位去保护和下游的多泛素化
降解。 转录调节因子,和微管相关影响微管动态。
Has E3 ubiquitin ligase activity towards IGBP1, promoting its
monoubiquitylation, which results in deprotection of the catalytic
subunit of protein phosphatase PP2A, and its subsequent
degradation by polyubiquitination. Midline 1, transcriptional
regulator, is associated with microtubules and influences
microtubule dynamics.

Opitz-GBBB 综合征
Opitz GBBB syndrome [11,20-23]

TRIM36 RNF98

E3 泛素蛋白连接酶活性介导靶蛋白的泛素化和蛋白降解。
参与染色体分离和细胞周期调控。 也可能参与顶体反应和
受精。
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM36 mediates ubiquitination and
proteasomal degradation of substrate proteins. Involved in
chromosome segregation and cell cycle regulation. May play a role
in the acrosome reaction and fertilization.

无脑症
Anencephaly (ANPH) [15,16,24-26]

TRIM67 TNL 无
None

特殊语言障碍,早产胎膜
早破。
Specific language
impairment,premature
rupture of the membranes.

[14,19,27-29]

图 1　 TRIM46 蛋白结构示意图

Figure 1　 Schematic representation of overall domain architecture of human TRIM46 protein
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注:480AnkG 通过 EBs 蛋白招募微管蛋白到质膜上。 480AnkG 诱导微管成束,有利于 TRIM46 结

合于微管栅栏,二者结合促进微管定向成束化,形成稳定的平行微管。 TRIM46 结合微管还可引

导 NF-186 运输到近端轴突,480AnkG 则控制 NF-186 在 AIS 的滞留。

图 2　 TRIM46 参与近端轴突的微管组织

Note. 480AnkG recruited Tubulin into the plasma membrane via EBs protein. 480AnkG induced
microtubule bundle, which was favorable for TRIM46 binding to microtubule lattice, and the binding
promoted microtubule fascicles and stable parallel microtubule bundles formation. Microtubule-associated
protein TRIM46 also guide Neurofascin-186 trafficking to the proximal axon and 480AnkG controls the
retention of NF-186 in AIS.

Figure 2　 TRIM46 participates in microtubule organization in the proximal axons

3. 2　 TRIM46 与神经元极化

　 　 轴突始段( axon initial segment,AIS)在神经元

极性形成、动作电位引发、以及脑损伤和脑疾病中

起重要作用。 研究证实,TRIM46 特异定位于近端

轴突,在 AIS 结构维持以及神经元极性的生成 /维持

中发挥了重要功能[1,4-9]。 TRIM46 可诱导平行微管

束化[4],平行维管束通过跨桥连接而成,决定了神

经元极化的方向[1,4]。 同时这些维管束对于神经元

轴突内的有效运输也非常重要。 TRIM46 部分敲

低,导致微管运输增加,微管在远端轴突异常积

累[9]。 但是,目前关于 TRIM46 蛋白在神经组织中

参与神经元极化过程的机制尚不明确,研究很少,
目前已知的是 TRIM46 组织轴突起始段的微管束

化,决定极化的方向, 可能是通过 KIF3 / KAP3 /
TRIM46 转运调节 MARK2 信号对轴突起始段进行

时空组织构建[6]。 如图 2 所示,TRIM46 与 AIS 其它

蛋白成分 480AnkG 和 NF-186 等协同作用,参与轴

突形成和神经元极化。
3. 3　 TRIM46 与痛风、炎症

　 　 TRIM 家族与先天免疫相关[36],TRIM46 也同样

可能在免疫类疾病的调节方面扮演重要角色。 基

因组关联分析显示, TRIM46 的单核苷酸多态性

(SNP)与血清中尿酸浓度相关[37]。 高尿酸血症与

一种复杂的关节炎症痛风相关。 一项国内的研究

显示, TRIM46 的 两 个 SNP 位 点 rs4971101 和

rs2070803 与痛风的敏感性密切相关[38],提示了痛
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风的遗传因素,未来通过基因修饰动物构建也可解

决痛风模型困难问题[39]。 艰难梭菌 B(Clostridium
difficile toxin B)诱发肠道炎症导致腹泻,严重可以

致死。 最新研究发现,TRIM46 可作为一个新的免

疫调节因子,调控艰难梭菌毒素 B(TcdB)诱导的慢

性炎症[3]。 具体机制是 TRIM46 参与 DUSP1 泛素

化,TRIM46 敲低表达抑制 TcdB 诱导的 MAPKs 与

NF-κB 信号激活和炎症因子 IL-1β 和 TNF-α 的产

生,反之,TRIM46 过表达则促进炎症。
3. 4　 TRIM46 与副肿瘤综合症

　 　 副 肿 瘤 综 合 症 ( paraneoplastic neurological
syndromes,PNS),是一种与肿瘤产物相关的异常的

免疫反应,可诱发神经、消化、内分泌和造血等多系

统病变和相应的临床症状出现。 PNS 病人血清或

者脑脊液会存在各种抗神经元抗体,而这些抗体的

检测是 PNS 诊断和寻找潜在肿瘤的有用工具。 最

近研究报道发现,TRIM46 抗体可在多种神经综合

征中 检 测 到, 且 与 小 细 胞 肺 癌 ( small-cell lung
carcinoma, SCLC) 相关[40]。 TRIM46 特异定位于

AIS,而其他 AIS 成分蛋白抗体在 PNS 及其他神经

疾病中已有报道。 比如 AIS 另一成分蛋白 NF186
抗体可在外周神经病变中检测到。

4　 研究展望

　 　 TRIM 家族蛋白具有 3 种类型的结构域:锌指结

构(RING finger)、B-box 和卷曲螺旋( coiled coil)。
B-box 是引起炎症反应的功能结构域,RBCC 结构域

决定了与微管细胞骨架的结合。 CC 结构域决定了

蛋白自身的相互作用和同源二聚体的形成。 TRIM
蛋白还作为 E3 连接酶参与泛素化过程,转移泛素

到特定的靶点上。 正是由于结构的多样性,决定了

其功能的多样性。
TRIM46 与家族其他成员类似,与细胞骨架相关

参与微管组装调控,也参与蛋白的泛素化,推测其与

神经系统疾病或者精神类疾病有着密不可分的关系。
同时,TRIM46 目前的研究大多采用 siRNA 敲低其表

达,离体条件下研究其功能缺损导致的表型变化。 尚

缺乏基因敲除动物或者转基因过表达动物模型,以及

利用动物模型开展的功能获得或者功能丢失的条件

下的活体表型研究。 因此,TRIM46 未来的研究可能

会聚焦 3 大方向:神经系统疾病、免疫系统疾病以及

肿瘤领域也将涌现出更多关于 TRIM46 作为肿瘤标

记物或者预后标记物的研究。 从技术手段上讲,利用

新的基因编辑技术创建 TRIM46 过表达或者敲除动

物模型便于更好开展 TRIM46 新功能研究,以及与疾

病相关的分子机制研究。
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肝纤维化小鼠模型研究现状

王　 娟1,2,杨晶晶1,周仁鹏1,2,胡　 伟1,2,鲁　 超2,3∗

(1.安徽医科大学第二附属医院药物临床试验研究中心,合肥　 230601;2.安徽医科大学药学院,合肥　 230032;
3.安徽理工大学,安徽 淮南　 232001)

　 　 【摘要】 　 肝纤维化是肝病领域研究的热点问题,其模型的制备有助于探究发病机理。 本论文综述了目前报

道的十种常用的肝纤维化小鼠模型,讨论了各自模型的成模原理、造模途径、模型效果、优缺点和用途,比较不同小

鼠模型的异同,旨在为模型的选择提供依据,为肝纤维化的研究方向提供参考。
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Current status of research on mice models of liver fibrosis
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Huainan 232001)

　 　 【Abstract】　 Liver fibrosis is an important topic in the field of liver disease research, and the establishment of animal
models for liver fibrosis is key to exploring the pathogenesis of this disease. This article summarizes the ten commonly used
types of mice models of liver fibrosis and discusses their respective mechanisms, Methods of establishment, effects, and
advantages and disadvantages of establishing a particular mice model. The differences and similarities between the models
are compared to provide a reference for the selection of an appropriate model for liver fibrosis research.
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　 　 肝纤维化的概念是上世纪 50 年代由德国科学

家提出的,其被认为是癌前状态,与增加原发性肝

癌相对死亡率密切相关,占肝癌患者死亡率的一

半[1]。 因营养代谢和病毒感染等致慢性肝病的各

种原因都可引发肝纤维化,先是肝损伤导致细胞外

基质(extracellular matrix,ECM)积聚在肝中,随后导

致肝纤维化和肝硬化[2-3]。 肝纤维化的发生发展机

制是由多种细胞、蛋白和各种促纤维化细胞因子等

因素共同组成一个复杂的网络,其中肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC) 是其中的主体细胞类

型[4]。 清除病毒等祛除病因法是目前常规治疗方

法,抗炎、针对肝损伤的治疗以及抑制 ECM 产生并

促其降解等也是常见治疗方式[1-5]。 早期肝纤维化

很难被发现,晚期时逆转并不能完全避免进展为肝

癌的风险和严重的并发症。 因此,在整个肝病发展

过程中,对各种致病因素的动物模型进行深入研

究,找出缓解甚至逆转早期肝纤维化发展的机制和

药物,对治疗肝病具有极高的价值。



常用于制备模型的动物主要有大鼠[6]、 小

鼠[7]、豚鼠[8]、家兔[9] 等,也有使用小型猪[10]、斑马

鱼[11]、恒河猴[12]、鸭[13] 来进行研究。 与其他实验

动物比较,小鼠因与人类基因组同源度高,繁殖快、
成本低、操作易上手而成为制备此种模型的首选,
如乙型肝炎纤维化模型就以小鼠为主流[14]。 大、小
鼠造模方式分类大致相同,但在方法操作难易程

度、受试药物用量、纤维化程度、成模率、死亡率等

方面有一定区别。 如大鼠没有胆囊,胆管阻塞性肝

纤维化法会比小鼠更适用。 以欧强等[15]采用 SD 大

鼠和 C57BL / 6J 小鼠成功建立的模型为例:8 周后小

鼠模型组的炎症反应和纤维化程度均比大鼠模型

组的明显,从这个角度小鼠更适于该病的实验研究。
目前大鼠模型的研究已较成熟,而小鼠模型的

相关报道较少,故本文综合国内外关于小鼠肝纤维

化模型的研究,基于肝纤维化的不同致病因素,归
纳了目前常用模型的成模机制、造模途径、模型效

果、优缺点和用途。

1　 化学造模法

1. 1　 四氯化碳(carbon tetrachloride,CCl4)诱导的

肝纤维化模型　
　 　 反复给予 CCl4 是一种经典的、最早、最广泛地

用于诱导毒素介导肝纤维化的模型之一[16]。 其机

制是 CCl4 通过 CYP450 氧化酶激活生成活性自由

基再活化贮脂细胞形成脂肪变性,促进纤维化。 实

验结果可能因试剂的剂量、给药时间和途径或其他

因素而有所不同,腹腔注射、皮下注射和灌胃法是

目前 CCl4 造模法常用的给药方式。 其中,皮下注射

40%~60% CCl4 溶于橄榄油最常见,每隔 2 d 注射 1
次,2 个月时即可成功造模[17]。 缺点是 CCl4 毒性较

大,大剂量注射易导致实验动物大量死亡而小剂量

造模不易成功。
1. 2　 二甲基亚硝胺(dimethylnitrosamine,DMN)
诱导的肝纤维化模型

　 　 DMN 是一种有肝亲和性毒性的药物,通过甲基

化蛋白质、DNA 和生物膜脂质致使肝中毒性改变,
导致肝细胞严重坏死和纤维化形成。 与 CCl4 法不

同在于损伤是进行性的,在 DMN 暴露中断后 1 ~ 2
个月仍可维持稳定疾病状态,因而与人类肝纤维化

病理改变更类似。 此造模方法已有 40 余年的历史,
大都参照 Jenkins 等[18]介绍的方法来制备。 王丽娜

等[19]将注射频率由连续 3 d 改为每 2 d 1 次,改良

方法的模型更稳定,病理可见小叶内纤维化和大面

积出血性坏死。 DMN 价格昂贵,具有致癌性,应格

外留意个人安全。
1. 3　 硫代乙酰胺( thioacetamide,TAA)诱导的肝

纤维化模型　
　 　 TAA 是一种毒性物质,进入肝后通过延长肝细

胞有丝分裂和阻碍 RNA 转移来影响相关酶的代谢

过程,最终导致肝细胞坏死,常用于啮齿动物的纤

维化诱导。 该模型与人类肝疾病的生化和形态学

指标特征十分类似,成模率高,通常作为肝纤维化

基础研究的合适动物模型[20]。 Seo 等[21] 采取每周

3 次连续 7 周腹腔注射 TAA 溶液(200 mg / kg)的方

法成功造模,结果发现 TAA 可增强小鼠的肝毒性,
增加肝功能和纤维化程度,并产生大量胶原纤维,
但使小鼠体重减轻。
1. 4　 其他化学因素诱导的肝纤维化模型

　 　 (1)血管紧张素Ⅱ(Ang Ⅱ)诱导法。 此模型是

目前提出的一种新型小鼠肝纤维化模型,其过程不

出现肝细胞炎症和死亡,已应用于肾、心等其他器

官。 研究发现 Ang Ⅱ在肝纤维化组织中的含量显

著增多,长期输注 Ang Ⅱ可诱导 HSC 活化和促炎作

用,可见 Ang Ⅱ具有致炎和纤维化的作用,并以此

来诱导该疾病模型[22]。 ( 2) D-氨基半乳糖 ( D-
Galactosamine,D-Gal N)法。 因尿嘧啶核苷酸被大

量消耗,致使 RNA 和蛋白质合成减少而引起的肝损

伤。 多用于诱导急性肝损伤,纤维化程度高,多为

三到四期,与人类肝纤维化相似度高,重复性好,但
不足之处是造模所消耗的时间和成本高。 Osawa
等[23]给小鼠反复服用 D-Gal N 持续 8 周,诱导了肝

细胞凋亡和肝纤维化。 (3)二氧化硅(SiO2)诱导的

肝纤维化。 SiO2 可诱导体内过量氧自由基损伤肝

组织以及诱导 TGF-β 等细胞因子激活 HSC,致使

ECM 大量沉积,形成肝纤维化。 有研究者混合 SiO2

和超液化碘油于肝右叶实质内局部注射,12 周后可

见部分细胞坏死、巨噬细胞结节和纤维增生[24]。 该

法可固定肝纤维化病变部位,成功率高,因而可为

介入治疗肝癌提供一种实验可行性方向。 但操作

较为复杂,历时长。

2　 免疫造模法

2. 1　 异种血清法　
　 　 有研究证实,血清作为异源抗原刺激实验动物

产生免疫反应,刺激机体主动释放细胞因子来激活
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HSC,使 ECM 过度沉积导致肝纤维化[25]。 此机制

与临床上慢性肝炎所致肝纤维化非常相似,具有强

烈的免疫应答能力,对肝细胞乃至整个动物的伤害

很小,对实验结果影响小。 猪、牛、马和血吸虫等的

血清是实验中常采用的。 Zhang 等[26] 采用每周给

Balb / c 小鼠注射 0. 1 mL / 10 g 猪血清,6 周后小鼠表

现为明显的纤维化变化。 适用于肝纤维化机制的

研究和免疫调节剂的筛选。 但造模时间长,因过敏

反应致实验动物易死亡。
2. 2　 刀豆素蛋白 A 法(concanavalin A,Con A)
　 　 Con A 是一种来自刀豆的植物凝集素,可刺激

T 细胞有丝分裂,促进 TGF-β、TNF-α 等细胞因子的

释放,引起炎症反应并进一步发展成肝纤维化,与
人类病毒性肝炎的免疫病理机制非常接近[27-28]。
这种明显的急性肝损伤可在 Balb / c 小鼠上出现,而
在 SCID 小鼠上不会,使用其他免疫抑制剂也不会

引起肝损伤,可见其特异性[27]。 Yang 等[29] 对小鼠

反复注射 Con A 建模,采用剂量 15 mg / kg 每周 1 次

尾静脉注射的方法,连续注射 6 次后就出现肝纤

维化。

3　 血吸虫肝纤维化动物模型

　 　 日本血吸虫病是我国有害性最大的寄生虫病

之一,肝遭受损伤后形成虫卵肉芽肿,再形成纤维

化。 用血吸虫尾蚴来制作是这类模型的基础造模

方式,因而不能应用于其他类型,只应用于血吸虫

病性肝病的药物研究治疗。 姜苏芩[30] 采用皮肤敷

贴日本血吸虫尾蚴感染小鼠 12 周来建模,在感染后

分期做组织标本检测,发现纤维化程度进行性加

重、胶原沉积面积与虫卵肉芽肿位置息息相关。 小

鼠肝在感染后发生的病理变化与人类有极大的相

似性,对研究人类该疾病机制及治疗方面具有重要

价值。

4　 胆管阻塞性肝纤维化(BCM 法)模型

　 　 Beaussier 等[31]通过实验发现因胆管破坏、胆汁

淤积导致肝细胞及胆管细胞受损,在肝内产生大量

胶原和 ECM 沉积发展成肝纤维化。 BCM 法中最常

见的是通过人为结扎肝外胆管使其阻塞,其结扎方

法包括胆总管结扎法、胆管结扎后切断法和 N-丁
基-2-氰基丙烯酸盐逆行性注入法 3 种方式[32]。 该

模型成模周期短,对动物的要求不高,肝纤维化稳

定可靠,且无须与毒性物质接触。 但不足之处在

于:不仅因不同个体对胆管扩张程度的耐受能力不

同而使肝实质有不同反应致使纤维化程度不均一,
且因胆汁泄漏引起的腹膜炎以及胆总管的分离结

扎技术而致模型死亡率高,一般在 30%以上[33]。 该

模型不适用于通过利胆而发挥药效的药物。
5 　 肝 缺 血 再 灌 注 损 伤 ( hepatic ischemia-
reperfusion injury,HIRI)诱导的肝纤维化模型

　 　 HIRI 是指肝缺血再灌注后,不仅不会恢复肝功

能,反而让肝结构和功能损害更严重的现象。 在临

床上严重肝外伤、肝移植、休克复苏时均不可避免

出现 HIRI,利用 HIRI 这一操作形成的一种新型肝

纤维化模型,既符合临床实际,也为这方面的研究

提供一种新的方向。 肝细胞损伤后释放炎症因子、
细胞因子和自由基促使 HSC 被大量激活而启动早

期肝纤维化,这些因素在疾病的进程中持续作用并

进一步发展。 左嘉玮等[34] 采用缺血后再灌注 8 周

诱导小鼠肝纤维化,采用半肝阻断法,造成小鼠肝

左外侧叶、左中叶及中叶缺血 90 min,成功造模。
6　 酒精性肝纤维化(alcoholic liver fibrosis,ALF)
模型

　 　 我国酒文化底蕴深厚,由饮酒引发的健康问题

日益严峻,由 ALF 引起死亡的肝硬化患者大约为

50%[35]。 肝是酒精代谢的主要场所,代谢物乙醛及

其转化物乙酸通过多种途径损伤肝结构与功能导

致炎症反应,同时削弱肝内脂肪氧化形成脂肪肝,
最终形成 ALF。 目前常用的模型制备方法为含酒精

饮食诱导法和灌胃法。 含酒精饮食诱导法的成本

更低,操作更简单,死亡率也更低,常采用 Lieber-
DeCarli 模型和 Tsukamoto-French 模型[36-37]。 灌胃

法可控制每只小鼠的酒精摄入量,造模稳定性高。
苏俊[38] 应用白酒灌胃法 16 周成功复制模型,观察

到如变性坏死、炎症和纤维增生等相关病理表现。
此方法非常贴合中国人的饮酒方式。

7　 营养诱发模型

　 　 营养诱发模型多用来制作脂肪性肝纤维化模

型,包括营养物质过剩和营养物质缺乏两种类型。
C57 小鼠对代谢综合征敏感性强,易进展为纤维化,
常选用来制备该类模型。
7. 1　 营养物质过剩诱导模型　
　 　 包括单一营养物质过剩诱导模型(单纯高脂模

型)和多种营养物质过剩诱导模型(高脂高糖模型

与高胆固醇高胆盐模型)。 长期进食高脂饮食后过
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多脂肪酸作用于肝细胞产生脂毒性,引起肝损伤和

炎症,但单独给予高糖不能诱发纤维化,Asgharpour
等[39]给小鼠联合高果糖-葡萄糖溶液(23. 1 g / L 果

糖 + 18. 9 g / L 葡萄糖)启动致肥饮食后,发现小鼠

16 周后可出现胰岛素抵抗( Insulin resistance,IR),
大大缩短造模时间和增加纤维化程度。 Savard
等[40]发现胆固醇增多可能会抑制脂肪酸 β 氧化和

减少胆汁酸合成,引起肝脂肪变性,添加胆盐可增

强小鼠对胆固醇的吸收并抑制其清除而提高其浓

度。 该方法比高胆固醇饮食造模周期短且纤维化

程度高,但缺点是其未引起 IR。
7. 2　 营养物质缺乏模型　
　 　 主要有蛋氨酸和胆碱缺乏 ( methionine and
choline-deficient diet,MCD)模型和 L-氨基酸胆碱缺

乏 ( choline-deficient L-amino acid-defined diet,
CDAA)模型。 (1)MCD 模型在脂肪性肝纤维化研

究中很常见。 胆碱、蛋氨酸均缺乏时,谷胱甘肽和

卵磷脂合成受阻,导致 VLDL 合成及分泌障碍,造成

TG 在肝细胞沉积,并增加抗氧化屏障机制损伤导致

氧化应激加剧,肝细胞发生炎症和坏死[41]。 (2)
CDAA 模型是把胆碱缺乏饮食中相当量的蛋白质用

L-氨基酸和相应的混合物来替代。 Winkler 等[42] 用

CDAA 饮食喂养 C57BL / 6N 小鼠 10 周后出现周围

肝纤维化,伴有肝脂肪变性和中度肝病。 与 MCD 饮

食比较,CDAA 饮食在胆碱含量控制上更准确,但缺

点是小鼠体质量会稍有下降,也不会出现 IR。

8　 病毒性肝纤维化动物模型

　 　 乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)
与宿主之间的相互作用复杂,除非病毒被宿主清

除,否则宿主将长期携带病毒,肝损害无法愈合最

终会导致纤维化、硬化甚至癌症的发生[43]。 据统计

全球每年因 HBV 感染引起的终末期肝病死亡的超

出 100 万人[44]。 现已证实啮齿类动物不会感染人

类的肝炎病毒,缺乏 HBV 和 HCV 感染的通用小动

物模型阻碍我们更深入了解病毒生物学。 Bissig
等[45]最近描述了一种可调节系统、用于重新接种免

疫缺陷小鼠,特别是缺少富马乙酰水解酶、重组激

活基因 2 和 IL-2 受体的 γ 链的小鼠,结果显示出这

些具有高水平人类肝嵌合症的小鼠(嵌合率可达

95%)可传播 HBV 和 HCV,感染 HCV 的小鼠对抗病

毒治疗有反应。 这种模型将为研究 HBV 和 HCV 感

染以及其他可能的人类肝病性病原体实验提供实

验可能性,并证明可测试抗病毒药物。

9　 转基因肝纤维化动物模型

　 　 基因遗传因素是肝纤维化中一个重要影响因

素,构建小鼠转基因肝纤维化模型包括基因敲除、
基因突变和基因转染等方法,通过一条明确的途径

来研究肝纤维化的发病机制。 近年来,基于流体动

力学的基因传递技术引起了人们的广泛关注。 基

本步骤是将裸质粒 DNA 大量高速注射到动物尾静

脉,该方法实现了肝中外源基因的高表达,为实验

动物提供了一种高效简单的转染方法。 Yang 等[46]

运用基于流体动力学的基因传递系统建立了动态

小鼠肝纤维化模型,发现小鼠肝中的 TGF-β 可高水

平表达,在诱导状态下 Col 1A2 和血清 α-SMA 这两

个纤维化和 HSC 活化的指标上调。 这种模型代表

了一种动态且可逆的肝纤维化,可用来研究肝纤维

生成的早期分子机制或筛选用于临床的抗纤维化

药物。 但缺点是诱导的时间短暂,纤维化水平并未

达到大规模(小叶纤维化)。 其他基因模型还有 Ob /
ob 、Db / db、Foz / Foz、SREBP-1c 转基因等[47]。

10　 复合模型

　 　 由于单一因素造模总有弊端,且肝纤维化的形

成本身受各方面因素影响,因此部分研究者们可根

据自己的模型需要,组合各种因素建立更稳定和更

精准机制的理想动物模型。 这种将多种因素方法

结合起来建立肝纤维化动物模型的方法称之为复

合模型。 冯劲立等[48] 以内毒素脂多糖肝纤维化模

型与 DMN 诱导法相结合形成复合型模型,既能提

高造模的稳定性,还能更好模拟疾病生理条件。

11　 总结

　 　 在小鼠动物模型发展史上已有多种模型,从纯

化学试剂和酒精引起烈性肝损伤到 Ang Ⅱ“无炎

症”诱导、基因诱导等微损伤模型,各种模型各有特

点。 其中以 CCl4 诱导法较成熟,但其造模时间、给
药方式和剂量无统一的标准。 免疫性肝纤维化模

型的主动诱导特性与人类肝纤维化形成机制最为

接近,临床基础研究的适用性更强,便于推广,但模

型中所用蛋白的种类以及攻击阶段蛋白的增加量

和时间各有不同。 其他模型中的酒精用量、接种病

毒用量等均无统一的标准,故而在模型的重复性方

面就存在差异。 大多数模型与我国肝纤维化的主
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要病因仍有较大差距,因其不存在病毒复制且不维

持进行性肝实质损伤的过程。 现有成模技术均不

能符合所有肝纤维化理想要求,仅能根据各个模型

的发生机制、建立方法和病理特点,结合研究目的

选择不同的成模方法,以尽量满足研究需求。
因此笔者认为,今后的研究应加强机理、病理

学方面的研究,建立能客观反映人肝纤维化发病机

制的、涉及肝炎病毒的动物模型,可应用组学技术

在蛋白、基因和代谢等方面寻求多种病因,以期找

到共同致病因素的支点,针对关键基因和目标蛋白

药物的研发,使其能预防肝硬化、肝癌等严重并发

症,最终改善肝纤维化患者的预后。 目前兴起的表

观遗传学在肝纤维化机制上的研究或许可为我们

打开新的大门。 笔者还认为,由于人类的肝纤维化

是多种因素共同作用的结果,因此可首选复合造模

法,其次是选择成模方法成熟的如 CCl4 诱导法。 希

望通过一代又一代研究者的摸索,可以改良造模方

法,缩短造模时间,提高成模率,建立在给药剂量、
方式和时间以及纤维化程度评判标准上有更统一

标准的模型,以期为肝纤维化基础研究做出更大

贡献。
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胆道闭锁实验动物模型的比较

韩晓燕1,邱建利2∗

(1.河南中医药大学,郑州　 450046;2.河南中医药大学第一附属医院儿科,郑州　 450000)

　 　 【摘要】 　 胆道闭锁(biliary atresia,BA)是新生儿时期导致肝移植的重要病因之一,近年来随着诊断技术的提

高,本病的发病率也在不断上升,但本病的具体病因及发病机制尚不明确,动物模型的出现是探索本病的重要途

径。 但国内对本病的认识及相关动物模型的研究还相对滞后,目前 BA 模型主要分为药物毒物诱导型、胆道机械结

扎型、轮状病毒诱导型 3 大类,其中药物毒物诱导的 BA 模型对胆管具有选择性,目前还存在诸多尚未解决的问题;
胆道结扎的方法虽然造成胆管闭锁,但和真实世界的 BA 存在发病年龄等不相符的情况;而轮状病毒诱导胆管闭锁

模型目前被广泛接受,也是当前主要的研究模型,但是在肝纤维化形成之前,模型动物均已死亡,也不能充分反映

BA 的疾病进展过程;而采用轮状病毒基因重组方法建立的动物模型有存活时间相对较长,并且可以实现肝纤维化

的优点,更接近实际的病理发展过程,是具有前景的模型。 总的来讲,BA 的研究尚缺乏完全符合临床实际,充分反

映临床疾病发展的理想动物模型。
【关键词】 　 动物模型;胆道闭锁;轮状病毒基因重组
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Comparison of experimental animal models of biliary atresia

HAN Xiaoyan1, QIU Jianli2∗

(1.Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, China. 2. Department of Pediatrics,
the First Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 450000)

　 　 【Abstract】 　 Biliary atresia (BA) is an important indication for liver transplantation during the neonatal period.
With the improvement in diagnostic techniques in recent years, the diagnosis rate for BA is increasing continuously.
However, the specific etiology and pathogenesis of BA remains unclear. Related knowledge and research models for BA are
still relatively limited in China. At present, the BA models are divided mainly into three categories: drug or poison-
induced, mechanical biliary tract ligation and rotavirus-induced. Among them, the drug-poison-induced BA model is
selective to the bile duct, and there are still many unsolved problems. Although the method of biliary ligation causes bile
duct atresia, it is inconsistent with the onset age of BA in the real world. The rotavirus-induced bile duct atresia model is
widely accepted and is the main research model at present; however, all of the animals die before the formation of liver
fibrosis, and this model does not fully reflect the disease progression process of BA. The rotavirus gene recombination
method may result in liver fibrosis and is a promising model because the survival time of the animals is relatively long, and
the model more closely relates to the actual pathological process. In general, BA still lacks an ideal animal model that fully
conforms to clinical practice and reflects the development of clinical disease.

【Keywords】　 animal models; biliary atresia; rotavirus gene recombination



　 　 胆道闭锁(biliary atresia, BA)是新生儿期一种

进行性的、可导致肝内外胆管纤维阻塞性的胆管病

变[1]。 我国台湾的发病率约为 1. 5 / 10000,高于美

国及欧洲国家[2]。 本病如不及时治疗,可引起肝硬

化及终末期肝衰竭,一般 2 岁之前死亡[3]。 依据其

梗阻部位可以分为 3 型,其中Ⅲ型病例发病率在

90%以上[4]。 BA 的病因可能包括遗传和环境两方

面因素,其中全基因组研究显示:GPC1、 ADD3 以及

ARF6 基因在本病的发病中起到一定的作用[5-7];环
境因素包括围生期病毒感染以及环境毒素暴露相

关[8],目前在患儿体内可以分离到的病毒包括巨细

胞病毒(CMV)、人疱疹病毒、人乳头瘤病毒、腺病

毒、EB 病毒、乙型肝炎病毒、呼肠孤病毒、细小病毒

B19 和轮状病毒(RV)。 其中呼肠孤病毒、巨细胞病

毒和轮状病毒目前研究较多[9]。 本病的发病机制

尚未完全阐明,相关研究表明 CD68+巨噬细胞、以及

分泌细胞因子 IFN-γ 的 CD4+、CD8+T 淋巴细胞在胆

管上皮及汇管区的聚集提示本病的发病机制可能

是病毒相关的免疫损伤[10]。 Kasai 术的出现在一定

程度上改善了患儿的黄疸症状,但不仅给患儿造成

较大的伤害,同时也给家庭带来沉重的经济压力及

心理负担,影响着家庭的和谐稳定[11]。 本病已不仅

仅是一个简单的医学问题,更是一个亟待解决的社

会问题。 因此,提高对本病具体发病机制的认知以

及预防本病的发生显得尤为重要。 动物模型作为

现代医学研究疾病的基础,因其可控性强、来源广

泛等优点,为探索疾病病因及发病机制提供条件,
BA 模型的成功构建是研究本病的关键。 目前,国
内外医学界对 BA 及其动物模型的认知在逐步加

深,为进一步促进了解,本文对近些年的相关动物

模型进行总结,以期对本病的研究提供帮助。

1　 胆总管结扎 BA 模型

　 　 BA 患儿主要由于各种病因导致的新生儿胆汁

流受阻引起胆汁淤积,进而引起肝纤维化、肝硬化

甚至终末期肝病的发生。 葛军涛等[12-13] 采用新生

BALB / c 小鼠胆总管结扎的方法模拟胆道闭锁,其
在发病时间上较为相似,该模型术后第 2 天就会出

现皮肤变黄随、陶土样大便,并伴随生长发育的迟

缓、精神不振以及食欲不振等消化道症状;这在一

定程度上和胆道闭锁患儿的临床症状较为相似,该
模型的优点在于结扎胆总管的方法操作相对简单、
易于重复、建模周期短;并且采用新生鼠与本病临

床的发病年龄较为相似;但该动物模型也存在一些

缺点:首先,胆总管结扎术后一般 1 周左右动物开始

出现死亡,且在第 10 天出现死亡高峰,解剖后并未

发现严重肝硬化以及肝衰竭的表现,这与临床上 BA
患儿终末期均会出现门静脉高压、食管静脉曲张以

及腹水等肝硬化失代偿以及肝衰竭的表现不符;其
次,BA 患儿在生后一般就会出现胆汁淤积的表现,
因此我们可以认为在胎儿期已经出现胆管的损伤,
其机制可能是多方面的,而胆总管结扎的方法出现

的胆汁淤积是以健康小鼠的在体实验,与实际的病

因存在较大的差异,发病机制也完全不同,因此不

能很好的解释本病的真实病因。
另外,胆总管结扎构建胆道闭锁模型的方法也

由来已久,早在 1957 年 Symeonidis 等[14] 报道了切

除和简单结扎总胆管后观察大鼠肝功能和形态变

化,但未能模拟出胆道闭锁出现的临床症状,对现

在的模型构建参考意义不大,不再赘述。 张守华

等[15]通过对 Balb / c 小鼠开腹后游离胆总管, 并进

行双重结扎的方法构建梗阻性黄疸模型研究其病

因及病理生理机制,结果显示白细胞及中性粒细胞

变化和实际胆道闭锁患儿较为相似,但该方法采用

的是 5~6 周龄的成年小鼠,和胆道闭锁发生的时间

相差甚大,不能很好的模拟该病的发病时间。 另

外,其结扎胆管后第 7 天可以见到肝细胞片状坏死,
广泛性的空泡样变性,但是并未出现肝假小叶、腹
水等肝硬化的征象,因此,也不能很好的模拟真实

世界的胆道闭锁。

2　 毒素诱导 BA 模型

　 　 如前所述,BA 的确切病因目前尚不清楚,环境

因素可能参与其中。 早在 1990 年澳大利亚学者

Harper 等[16]和 Kopp 等[17] 发现当地羊和牛的幼崽

在出生后大量死亡,且表现为表现为胆汁淤积症

状,而他们的母亲及成年动物未出现症状,且死亡

的幼崽肝病理结果显示为慢性肝损伤,伴有门静脉

周围小管增生、进行性纤维化、偶尔小管断裂、局灶

性肝细胞坏死和最终肝硬化。 在犊牛中观察到的

更严重的损伤可能反映了胆汁淤积或暴露于损伤

的更长时间,或者可能反映了物种差异。 形态学检

查不能确定是原发的肝内胆管的缺乏还是继发于

肝外胆道闭锁,或同时影响肝外和肝内胆管的伴随

病变。 在探索病因中发现,在排除遗传及感染等因

素后,这些牛和羊在怀孕期间可能进食了藻类等植
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物引起胆道的损伤,而这些植物可能是含有某些毒

素[16]。 基于此,近年来国外的研究团队采用斑马鱼

胆汁分泌实验,从这些植物中提取出一种新型的可

以导致胆管损伤的化合物“异黄酮,胆甾烯” [8];这
种化合物可对斑马鱼幼体的肝外胆管系统造成选

择性破坏,但对肝内胆管系统没有影响。 该研究还

发现斑马鱼基因组中一个区域的突变可以增强胆

甾烯毒性,该区域与已建立的人类 BA 易感性基因

座具有保守的同源性。 该毒素还导致培养的新生

小鼠肝外胆管细胞纤毛丧失,并破坏胆管细胞的细

胞极性和上皮细胞的完整性[18-19]。 而我国学者也

采用化学合成的“胆闭素”在斑马鱼动物模型中得

到与上述一致的实验结果[20]。 综上所述,这些发现

为 BA 的病因提供了直接的证据,表明 BA 可能是由

围产期暴露于环境毒素以及可能的基因突变参与

其中引起的。

3　 轮状病毒诱导型

3. 1　 轮状病毒诱导 BA 模型

　 　 20 世纪 70 年代,人们首次提出围生期病毒感

染是新生儿阻塞性胆管疾病的根本原因,其中包括

BA[21]。 在随后的几项研究也发现,在 BA 患儿的肝

中可见多种病毒的存在,包括轮状病毒[22]、呼肠孤

病毒[23]、巨细胞病毒[24] 和人乳头瘤病毒[25],然而,
在所有的患儿肝标本中并未发现存在单一病毒。
最近的研究表明,与 CMV-IgM 阴性病例相比,IgM
阳性的 BA 患者预后较差,并且这些阳性病例具有

独特的临床和病理表现,通常对 Kasai 术反应较差。
目前一个统一的观点认为各种宫内或围产期感染

是引起 BA 临床表现的病因。 感染诱导的这些损伤

触发宿主的免疫反应,导致胆道进行性的破坏[26]。
功能基因组学研究发现,淋巴细胞分化相关基因的

协同活化与细胞因子的过度表达使其在细胞免疫

的激活中起着重要作用[27]。 随后的研究也表明巨

噬细胞、树突细胞和自然杀伤细胞在疾病发病机制

中的重要性[28-30] .
1993 年首次描述的 BA 小鼠模型支持病毒是胆

道闭锁发病机制中重要证据,并已成为研究 BA 的

重要工具[31]。 在该模型中,采用恒河猴轮状病毒

(RRV)感染新生 BALB / c 小鼠会导致类似于人类

BA 的胆管炎性和病理表型,特征包括:(1)进行性

阻塞性黄疸,表现为胆红素尿、黄疸、陶土样大便、
生长发育迟缓,病最终导致死亡;(2)胆管树的形态

学和组织学变化与婴儿期 BA 相似[32];(3)新生儿

病毒感染的时间和临床表现时间上的相关性[33-34]。
Jafri 等[35] 之前研究发现胆管上皮细胞感染 RRV
后,胆管细胞内内信号传导在轮状病毒细胞内复制

起到关键的作用。 胆管细胞在收到 RRV 感染后,会
释放趋化因子启动免疫介导的胆管阻塞[36]。 最近

的研究也发现,RRV 的 VP4 基因在发病机制中起着

主要决定因素,VP4 蛋白中的肽序列(SRL)在疾病

发病机制中起重要作用[37]。 这种特定的肽也存在

于已知与人类 BA 相关的其他病毒中,如巨细胞病

毒、呼肠孤病毒和 Epstein-Barr。 病毒通过这种肽与

宿主细胞的结合引发不同的炎症途径,导致疾病的

发病[38]。 这些数据表明 BA 的发生与病毒感染存

在相关性。 因此,阻断这些途径可能有助于抑制疾

病的发展。 因此,轮状病毒诱导的 BA 是研究 BA 发

病机制的具有良好特征的重要模型。 但是,不幸的

是,虽然恒河猴轮状病毒(RRV)感染新生幼鼠可以

诱导与人类 BA 相似的胆管病变,并已用于研究该

疾病的机制,但几乎所有被 RRV 病毒感染的幼崽在

出生后第 14 天都会死亡,这个时期肝纤维化及肝硬

化尚未形成,研究该期的机制将不可能实现,因此

RRV 诱导的 BA 模型依然存在缺陷[39]。
3. 2　 轮状病毒重配株诱导的 BA 模型

　 　 随着对 BA 研究的不断深入,以及 RRV 诱导的

新生乳鼠胆道闭锁模型的日臻成熟,在一定程度上

揭示了胆道闭锁的可能发病机制,但令人遗憾的是

该模型乳鼠存活的时间一般不超过 14 d,其肝组织

并未形成纤维化或硬化[39],这与临床表型存在较大

的差别。 为进一步优化该动物模型,使其更能反映

BA 的表型,从而揭示其内在机制,为预防和治疗该

病提供基础,Mohanty 等[39]的研究发现 RRV 的 VP4
基因在 BA 的发病机制中起着重要作用,且 VP2 也

起着一定的作用[40]。 通过单基因重组的方法将

RRV 的 VP4 及 VP2 基因替换到 TUCH 的基因组,
然后将重组的 TR(VP2,VP4) 接种到 4 d 龄新生鼠,可以

诱导产生 BA 的肝纤维化(Ishak 分级 3 ~ 5 级)。 众

所周知,肝纤维化与胆汁淤积相关,而且在汇管区

周围可以看到 Mallory 小体,同样,肝胆管周围的胆

管细胞的增殖常常引起肝硬化的出现,有意思的是

胆管 增 殖 也 是 Kasai 术 预 后 不 好 的 表 现。 而

TR(VP2,VP4)诱导的肝纤维化与 BA 患儿的肝组织及肝

外胆管有着相似的组织病理学特征,意味着该方法

建立的肝纤维化小鼠模型可以用来研究人类疾病。
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目前研究肝硬化的动物模型较多,其中主要有以

CCl4 为代表的药物可以引起肝炎症,活化肝星状细

胞,高脂饮食诱导的非酒精性肝病引起的肝硬化,
以及胆管结扎引起的胆管机械性梗阻导致的肝纤

维化[41]。 这些均和 BA 引起的胆汁淤积导致的肝

纤维化存在本质差异,并且在组织学上也存在不同

的病理特征[42]。 例如,胆管结扎的方法虽然可以引

起肝纤维的表型,但是没有像 BA 患儿的汇管-汇管

以及汇管-中央桥接纤维化以及结节的病理表现,
可能由于大鼠不能够存活至肝组织病理表现为

Ishak 分级的 2 级的时间[43],而 TR(VP2,VP4) 诱导的鼠

肝纤维化模型其组织学特征与人类 BA 的病理特征

极为相似,表现为胆汁淤积引起的胆管增殖,桥接

以及结节形成[44]。 虽然 TR(VP2,VP4) 病毒不能完全诱

导肝外胆管的梗阻,但是可以表现为跳跃病变以及

部分阻塞,其余和 BA 患儿的表现相似[45]。 另一方

面,相关研究表明 MMP-7 的血清水平被用作诊断

BA 的一个生物学标志物,这个发现也被其他的研

究证实[46]。 而且 BA 患儿肝组织免疫组化提示肝

外胆管细胞中 MMP-7 升高,并且其肝以及肝内胆管

细胞中 MMP-7 的基因表达也在升高,有意思的是小

鼠在 TR(VP2,VP4)病毒在接种 2 周后也会出现 MMP-7
的升高,虽然 MMP-7 在 BA 的发病机制中的作用尚

不明确,但如果是,则可能是治疗的一个靶点[47]。
另外,转录组分析证实了这种小鼠模型和人类 BA
的基因表达模式相似。 目前也有研究正在采用基

因敲除的方法研究纤维化的机制。 确定疾病的机

制基础有助于治疗的发展[39]。
综上所述,胆道闭锁是新生儿时期一种胆管细

胞进行性损伤的,且可以进展为肝纤维化甚至终末

期肝衰竭的疾病。 其病因复杂,包括围生期病毒感

染、免疫紊乱等,目前轮状病毒感染是目前学术界

较为认可的病原,因此,基于此的模型是研究者不

断探索其发病机制的方向。 目前,人们虽然通过临

床流行病学以及动物模型研究等多种途径对本病

有较多的了解,但对疾病的本质认识还远远不够。
充分发挥与临床实际相符的动物模型是研究本病

原因及治疗方法的最佳方案。 当前诸多的动物模

型中采用病毒基因重组的方法与临床较为相似,但
不能完全模拟人体,需要我们进一步去探索。
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免疫衰老影响牙周炎细胞免疫的研究进展

姚燕子1,胡　 欢2,3∗,王　 倩2,刘建国2,周学东1,4∗

(1.遵义医科大学口腔医学院,贵州 遵义　 563000;2.贵州省普通高等学校口腔疾病研究特色重点实验室暨遵义市口腔疾病

研究重点实验室,贵州 遵义　 563000;3.贵州省普通高等学校微生物资源与药物开发特色重点实验室,贵州 遵义　 563000;
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　 　 【摘要】 　 当今全球已迅速步入老龄化社会,老年人口迅速扩增。 伴随年龄增长,机体免疫系统发生着系列

变化,即“免疫衰老”,导致各种感染的发生率和老年病的死亡率加剧,增加了各国对卫生医疗的需求。 牙周炎是口

腔病原菌与免疫系统相互作用引起的牙周组织损伤,在老年人群中表现出发病率增加和组织破坏程度增加,严重

影响老年群体的身心健康,增加医疗负担。 本文主要综述了衰老与免疫衰老对牙周炎的影响,尤其从免疫细胞方

面(包括先天性免疫细胞和适应性免疫细胞)来阐述机体老化对牙周炎疾病的影响。
【关键词】 　 牙周炎;免疫衰老;免疫细胞
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Advances in the research on immunosenescence that affects cellular
immunity of periodontitis
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　 　 【Abstract】 　 Currently, many countries have rapidly stepped into the aging society and the elderly population is
growing sharply. The aging process is accompanied by a series of changes in the immune system, which is known as
“immunosenescence” and leads to an increase in the incidence of various infections and mortality from geriatric diseases,
increasing the demand for healthcare in all counties. Periodontitis is chronic inflammation of periodontal tissue caused by an
interaction between pathogenic bacteria and host immune system, which has shown a rising trend in vulnerability and
periodontal destruction in the elderly population. It seriously affects both physical and mental health of the elderly and



increases the medical burden. This article reviews the effects of senescence and immunosenescence on periodontitis,
especially the effects of aging on immune cells, which include innate immune cells and adaptive immune cells, on
periodontitis.

【Keywords】　 periodontitis; immunosenescence; immune cells

　 　 牙周炎(periodontitis)是最常见的口腔感染性

疾病,以牙龈炎症、牙周袋形成、牙槽骨吸收和牙齿

松动为特征,是加重或诱发全身系统性疾病的主要

口腔疾病,严重危害患者的口腔和全身健康[1]。 在

2009 至 2012 年的美国健康与营养调查资料中显

示,成年人(≥30 岁)的牙周炎患病率为 46%,且患

病可能性随年龄增长而稳步增加[2]。 最新研究发

现牙周炎易感性随衰老而变化,同时牙周组织破坏

程度也与年龄相关[3]。 “与年龄相关的易感性(age-
related susceptibility)”学说认为,随年龄增长免疫系

统失调或免疫衰老会引起牙周炎的易感性增加[4]。
本文在查阅相关文献的基础上,从免疫细胞如何进

行免疫应答来讨论免疫衰老对牙周炎易感性和组

织破坏程度的影响。

1　 衰老和免疫衰老

　 　 衰老(aging or senescence)又称为老化,是生命

过程中整个机体的形态、结构和功能逐渐衰退现象

的总称,其中胸腺、脾等免疫器官衰退和免疫细胞

重塑而造成的先天性免疫和适应性免疫的改变被

称为“免疫衰老( immunosenescence)”,表现为胸腺

退化,循环单核细胞和树突状细胞数量的改变,吞
噬活性降低,外周血幼稚细胞数量减少,而记忆细

胞数量相对增加,T、B 细胞库多样性受限,T 细胞亚

群失衡,抗体产生减少等特征[5-9]。 这些变化最终

导致对新抗原反应能力减弱,而自身抗原应答亢

进,以及免疫监视失调,表现出个体对许多自身免

疫性、感染性和炎症性疾病的易感性增加,导致老

年人患感染的敏感性增加,接种疫苗的效力降低

等[10-11]。 目前多种生理现象已被提出来解释免疫

衰老的发生机制,包括长期暴露于抗原、端粒酶活

性受损、线粒体功能障碍、自噬缺陷、内质网应激、
表观 遗 传 学 改 变、 年 龄 相 关 的 肠 道 菌 群 变 化

等[12-16]。 同时,大量研究表明遗传、营养、生活方式

(如体育锻炼、饮食习惯)、慢性病毒感染等多因素

也会影响着免疫系统的衰老水平[17-20]。
近年来,免疫衰老促进年龄相关疾病的发展和

临床进展的研究备受关注,如肿瘤、阿尔兹海默症、
类风湿性关节炎、心血管疾病、代谢疾病等,探讨免

疫衰老及其在发病机理中的作用和机制可能是治

疗此类疾病和药物开发前景的依据[21-23]。 牙周炎

作为一种慢性炎症性疾病,流行性调查和临床检查

都表现出其患病率和组织损伤随年龄增长而增加。
同时对年轻人和老年人进行临床牙龈炎评估与活

检样本测定来看,两者之间存在大量的免疫学差

异[24]。 由此推测牙周炎年龄相关性的变化可能与

免疫衰老有关。

2　 免疫衰老与牙周炎

　 　 牙周组织长期暴露于口腔微生物中,免疫系统

不断地识别、监视入侵者,并与其共存以维护牙周

稳定,包括多种免疫细胞参与(见图 1) [25]。 当病原

菌及其代谢产物逃避免疫防御,引起一系列免疫反

应,则会造成牙周组织的直接损伤;另外由病原因

子持续性破坏引起的变态反应,亦可导致牙周组织

的继发性损伤[26]。 牙菌斑生物膜是牙周炎的始动

因子,但宿主的免疫反应影响疾病的进展和组织损

伤程度。 然而随着机体老化,宿主先天性免疫和适

应性免疫都经历着变化,其抵御感染的能力受损,
先天免疫介导的炎症反应程度和持续时间增强,细
胞介导的免疫功能和抗体介导的免疫应答下

降[27-28]。 这一变化影响牙周炎的易感性和牙周组

织的破坏程度。 显而易见,老年人先天性免疫和适

应性免疫的免疫衰老变化可能影响着牙周炎的发

生和发展。
2. 1　 先天性免疫

　 　 先天性免疫又称固有免疫,由不同的细胞和因

子组成,是抗感染的第一道防线,机体通过识别病

原菌直接抵御微生物对宿主的侵袭。 固有免疫细

胞,包括中性粒细胞、巨噬细胞、树突状细胞等,其
效应功能的许多方面都随年龄增长而变化。
2. 1. 1　 中性粒细胞

　 　 伴随微生物的入侵,循环中性粒细胞通过白细

胞黏附级联反应迁移到血管外,随后迅速募集到牙

周感染部位形成屏障,阻止细菌侵入更深的组织。
白细胞黏附缺陷综合征 - I 型 ( leukocyte adhesion
deficiency-I, LAD-I)相关的牙周炎是由白细胞粘附

和迁移障碍引起的侵袭性发展的牙周炎症,对抗生
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注:(1):PMNs 募集到牙周感染部位,通过释放 ROS、抗菌肽、蛋白水解酶和形成 NETs 灭菌。 PMN:中性粒细胞;
PRR:模式识别受体;(2):Mφ 通过胞饮作用吞噬凋亡的 PMN;吞噬病原菌、外毒素等进行抗原呈递,并且分泌细胞

因子、趋化因子;在病原菌刺激下,Mφ 可极化为 M1 型和 M2 型。 Mφ:巨噬细胞;(3):DCs 根据功能和表型分为

pDCs 和 mDCs,捕获病原菌,并加工呈递给淋巴细胞;(4):幼稚 T 细胞经 TCR 与抗原相互作用,增殖分化为效应 T

细胞,其多数清除病原菌后凋亡,部分分化为记忆 T 细胞;T 细胞成熟后分为 CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞,其中在抗

原呈递细胞的引导下,CD4+T 细胞分化为 Th1、Th2、Th17、Tregs 等细胞亚群;(5):B 细胞通过 BCR 抗原识别并加工

呈递给 T 细胞,激活 B 细胞产生细胞因子;B 细胞经抗原刺激后分化为浆细胞和记忆性 B 细胞。

图 1　 免疫细胞对病原菌的防御作用

Notes. (1), PMNs are recruited to the sites of periodontal infection to against bacterial by releasing ROS, antimicrobial
peptides, proteolytic and forming NETs. PMN, Polymorphonuclear leukocyte. PRR, Pattern recognition receptor. (2), Mφ
phagocytize the apoptotic PMN through pinocytosis and present antigen by phagocytizing pathogens, exotoxins, etc.
Meanwhile, secrete cytokines and chemokines. Mφ can be activated into M1 and M2 macrophages under the stimulation of
pathogens. Mφ, Macrophages. ( 3), DCs can be divided into pDCs and mDCs according to different function and
phenotype, which capture, process and present pathogenic bacteria to lymphocytes. (4), Naive T cells are proliferated and
differentiated into effector T cells through TCR-antigen interaction. Most of them are eliminated by apoptosis after clearing

pathogenic bacteria, while some of them differentiate into memory T cells. T cells are divided into CD4+T cells and CD8+T

cells after maturation. Then, CD4+T cells are further differentiated into Th1, Th2, Th3, Th17, Tregs and other cell subsets
by activated with antigen-presenting cells. TCR, T cell receptor. ( 5), B cells are activated and promoted to secrete
cytokines with the help of BCRs, which capture, process and present antigens to T cells. After the stimulation of antigens,
B cells differentiate into plasma cells and memory B cells.

Figure 1　 Mechanisms of immune cells defense against pathogens

素和 /或机械刮除牙菌斑治疗均无效,这证明牙周

组织中性粒细胞的成功募集对于牙周组织防御病

原菌入侵有重要作用[29-31]。 中性粒细胞的迁移取

决于协调良好的黏附级联反应,包括 β2 整合素如

淋巴细胞功能相关抗原 1 ( lymphocyte function-
associated antigen 1, LFA-1)与内皮拮抗受体如细胞

间粘附因子( intercellular adhesion molecule, ICAM)
的 相 互 作 用[32]。 内 皮 发 育 调 节 基 因 1
(developmental endothelial locus-1, Del-1)是由内皮

细胞分泌的胞外基质,通过与整合素 LFA-1 的结

合,阻止依赖于 LFA-1 的白细胞与内皮细胞表面的

相互作用,从而负性调节中性粒细胞外渗到炎症部

位[33]。 Eskan 等[34]对老龄小鼠(≥18 个月)牙周组

织分析发现 Del-1 mRNA 及其蛋白质表达量较年轻

小鼠低,这会引起中性粒细胞过多募集和炎性骨吸

收。 中性粒细胞通过细胞粘附分子与内皮细胞接

触和黏附,而后向内皮细胞中迁移的过程称为趋化

性,可导致大量中性粒细胞从外周血液主动转移到

被攻击部位。 有学者提出老年人群血液中中性粒

细胞的趋化性明显减弱,可能是年龄相关的膜流动

性改变影响脂筏,进而可能导致信号转导和趋化性

改变[35];Sapey 等[36]的研究发现老年宿主的磷脂酰

肌醇 3-激酶(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)活性

过度或失调,导致中性粒细胞迁移的准确性显著降

低。 衰老影响中性粒细胞的募集,使牙周组织中性

粒细胞稳态失衡,继而造成牙周组织损伤[33]。
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当中性粒细胞成功募集到病原菌感染部位后,
通过有效地识别、吞入并杀伤和降解病原菌。 吞噬

作用是一个由中性粒细胞表面模式识别受体如 toll
样受体( toll-like receptors, TLRs),和 /或 IgG Fc 受

体(即 FcγR,如 FcγRⅡ和 FcγR III)介导,诱导微生

物主动进入吞噬小体的过程[37]。 吞噬小体的形成

涉及肌动蛋白细胞骨架的调节。 在衰老过程中肌

动蛋白聚合反应改变和关键吞噬作用受体 FCγ 受

体(CD16)显著减少,都是可能造成中性粒细胞吞噬

能力及效率降低的重要原因[38]。 细菌一旦被吞噬

至胞内,中性粒细胞将迅速释放蛋白水解酶、抗菌

肽和活性氧杀菌[39]。 而老年人较年轻人具有更高

的活性氧 ( reactive oxygen species, ROS),过多的

ROS 释放会产生氧化应激,氧化应激伴随着牙槽骨

附近细胞因子水平的升高可以激活叉头框蛋白 O3
( forkhead box protein O3, FOXO3) 和 Wnt 信号通

路,进而触发 RANKL 介导的骨吸收[37,40-41]。
除了胞内灭菌,中性粒细胞还通过脱颗粒,在

胞 外 形 成 中 性 粒 细 胞 胞 外 陷 阱 ( neutrophil
extracellular traps, NETs),这是一个由含组蛋白的

DNA 骨架、髓过氧化酶、嗜中性粒细胞弹性蛋白酶

和乳铁蛋白等颗粒衍生的肽和酶组成的胞外纤维

网[42]。 NETs 捕获胞外病原体并固定,通过局部高

浓度抗菌物质清除龈沟内病原菌及其代谢产物来

保护牙龈;也可作为阻止细菌继续扩散的物理屏

障[42-43]。 牙周病原菌通过胞外核酸酶降解 NETs,
导致致病性增加;慢性肉芽肿疾病不依赖 NADPH
途径产生 NETs 使这些患者不易患牙周炎;ELANE
基因突变的患者可能因为不能形成 NETs,而多数患

有侵袭性牙周炎,这些均提示我们 NETs 对于维持

牙周健康必不可少[44-45]。 Xu 等[46] 研究发现老年

小鼠的中性粒细胞发生自噬相关蛋白 ATG5 缺陷相

关的自噬水平降低,导致释放 NETs 能力受损。
Hazeldine 等[47] 通过白细胞介素-8 ( interleukin-8,
IL-8)或脂多糖(LPS)体外刺激中性粒细胞,可见健

康老人 NETs 的形成明显减少,并且将老年和年轻

两组牙周炎患者的中性粒细胞暴露于次氯酸,同样

发现老年组的中性粒细胞释放的 NETs 显著减少,
可见老年人中性粒细胞的 NETs 形成受损。

中性粒细胞是牙周炎免疫反应的主要细胞,是
清除病原菌及其代谢产物的基础。 衰老可能导致

中性粒细胞功能失调,造成清除细菌障碍,使宿主

反应与菌群失衡,增加炎症的易感性,使牙周炎发

生易感、病程发展易加重。
2. 1. 2　 巨噬细胞

　 　 巨噬细胞是单核细胞移行到组织后分化成熟

的吞噬细胞,通过胞饮作用、吞噬作用和受体介导

的胞吞作用摄取抗原呈递给淋巴细胞。 巨噬细胞

的胞饮作用可吞噬凋亡中性粒细胞,维持机体内中

性粒细胞稳态。 Aprahamian 等[48] 发现老年小鼠的

巨噬细胞对于凋亡细胞的胞饮作用受损,造成凋亡

细胞的积累,可影响宿主的自身免疫反应,这一现

象与随年龄增长而积累的免疫复合物、细胞因子和

氧化低密度脂蛋白有关。 巨噬细胞强大的吞噬作

用是通过表面特异受体如 TLRs 识别病原体,引起

局部肌动蛋白细胞骨架聚合形成伪足来包裹颗粒。
多项研究表明增龄造成巨噬细胞 TLRs 功能改变,
内毒素耐受能力降低,可能引起老年人不可控制的

牙周炎症[49-50]。 Liang 等[51] 在高龄小鼠的巨噬细

胞表面发现放大炎症的受体(C5aR 和 TREM-1)的
表达增加,这可能是衰老相关的高炎症状态的原因

之一。 在病原体诱导下,巨噬细胞分泌一系列细胞

因 子 和 趋 化 因 子 参 与 免 疫 反 应。 Shaik-
Dasthagirisaheb 等[52]的研究发现衰老造成巨噬细胞

产生中性粒细胞趋化蛋白 KC、巨噬细胞炎性蛋白-
1α(macrophage inflammatory protein-1α, MIP-1α)等
趋化因子和 NO 等细胞因子的能力显著降低,以及

白介素-6(interleukin-6, IL-6)、肿瘤坏死因子( tumor
necrosis factor-α, TNF-α)等先天免疫介质的表达也

呈减弱趋势, 而前列腺素 E2 ( prostaglandin E2,
PGE2)等细胞因子则无变化,表明衰老可减弱骨髓

巨噬细胞对牙龈卟啉单胞菌的免疫反应。
巨噬细胞摄入病原体、外毒素或胞内蛋白分子

等抗原,通过去折叠和蛋白酶水解等过程将其降解

为多肽片段,合成抗原肽-MHC 复合物。 该复合物

表达于细胞表面,然后被递呈给淋巴细胞,诱导免

疫反应和调节免疫应答。 Gonzalez 等[53] 通过对不

同年龄牙龈组织中发生抗原处理和提呈的基因进

行转录组测序分析,发现老化的健康牙龈组织中

MHC-Ⅱ途径(外源性抗原途径)的基因表达显著增

加,包括 IFI30、CD74、CTSS 等;相反,MHC-Ⅰ途径

(内源性抗原途径)基因表达下调;此外,胞浆抗原

的蛋白质加工相关的热休克蛋白 HSP90 表达量也

减少,这些变化提示我们老化的健康牙龈组织主要

通过 MHC-Ⅱ途径进行抗原呈递。
在微生物和微环境的刺激下,诱导巨噬细胞表
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型极化为 M1 型和 M2 型,M1 型为经典活化巨噬细

胞参与促炎反应,在防御病原体感染中发挥核心作

用;M2 型巨噬细胞即替代性活化的巨噬细胞,主要

促进 Th2 型免疫应答,参与组织重构、促进机体的抗

炎反应[54]。 巨噬细胞表型极化可能是监测牙周炎

活动性、调节高危患者对龈下生物膜的免疫反应和

减少牙槽骨丢失的关键指标[55]。 Yang 等[56]发现巨

噬细胞亚群的相对失衡可能会影响并加剧牙周炎

症,而 M2 亚群的倾斜将有利于炎症的缓解,并认为

M1 / M2 比值可帮助我们了解牙周组织健康状况。
Gonzalez 等[50]发现在健康老年牙周组织中,巨噬细

胞浸润 /分化 /成熟的模式倾向于增加炎症和组织

破坏性巨噬细胞 M1,当受到微生物刺激时,可能会

增强牙槽骨吸收的易感性和破坏程度。
2. 1. 3　 树突状细胞

　 　 树突状细胞(dendritic cells, DC)是一组异质细

胞群,根据功能和表型外周血树突状细胞分为浆细

胞样树突状细胞(plasmacytoid DC, pDC)和髓系树

突状细胞(myeloid dendritic cell, mDC)。 mDC 在外

周捕获抗原,然后迁移到淋巴器官以启动免疫应

答;pDC 在胸腺髓质和淋巴结 T 细胞区域协助抗病

毒反应[57]。 P􀆧rez-Cabezas 等[58]通过检测 18 ~ 65 岁

健康人群的血液样本,发现外周血中树突状细胞的

绝对数量伴随衰老发生变化,pDC 功能受损和数量

减少,这可能是老年人感染易感性增加的原因之一。
树突状细胞是口腔黏膜的哨兵,外周未成熟树

突状细胞通过表达各种模式识别受体 ( pattern
recognition receptor, PRR)捕获、加工牙周组织微生

物、凋亡细胞等刺激淋巴细胞活化增殖。 其中 TLRs
是关键受体家族,通过识别不同的病原体相关分子

模式(pathogen associated molecular pattern, PAMP)
产生细胞因子调节 T 细胞亚群的分化[59]。 有效的

抗原捕获是树突状细胞免疫反应的关键,Agrawal
等[60]研究发现 PI3k 激酶信号通路中 AKT 激酶的

激活减少可能削弱树突状细胞的吞噬能力。 衰老

削弱了 TLRs 的功能和表达,影响细胞因子的分泌,
使活化 T 细胞能力受损,影响 T 细胞亚群的分

化[61-62]。 DC 功能的改变共同导致了老年人的免疫

功能障碍和慢性炎症的发展。
朗格汉斯细胞(Langerhans cell, LC)是口腔黏

膜上皮中树突状细胞家族的一员,在牙周病的发生

和维持中可能起重要作用。 Zavala 等[63] 在健康牙

龈中发现上皮内 LC 的密度随年龄增长而下降,树

突状结构的数量和长度均减少,这些形态学改变可

能导致树突状细胞功能的丧失和 /或反映了免疫功

能的异常,这提示我们口腔组织的免疫防御可能在

老年时受到损害。 Bodineau 等[64] 研究发现慢性牙

周炎老年患者上皮 LC 数量减少,树突状结构也更

短(即表面积减少),在抵御病原菌时,表现出较早

的成熟以平衡其较低的上皮内密度和改变的形态。
这一变化是否会影响牙周健康需要进一步探索。

树突状细胞是先天性免疫和适应性免疫的桥

梁。 衰老可能在功能上损害了树突状细胞对抗原

的摄取,对凋亡细胞的吞噬,以及 T 细胞介导的适

应性免疫的激活,增加了宿主疾病的易感性和组织

破坏程度。
2. 2　 适应性免疫

　 　 当固有免疫应答无法消灭牙周病原菌及其毒

力因子时,在抗原呈递和细胞因子作用下机体启动

适应性免疫应答。 适应性免疫又称获得性免疫或

特异性免疫,包括 T 细胞介导的细胞免疫和 B 细胞

介导的体液免疫。
2. 2. 1　 T 淋巴细胞

　 　 牙周炎病变早期,牙周结缔组织出现大量 T 淋

巴细胞浸润,提示 T 细胞介导的细胞免疫在牙周病

发病机制中的重要作用。 T 淋巴细胞来源于骨髓祖

细胞,迁移到胸腺成熟后,输出到外周[65]。 外周幼

稚 T 细胞表面 T 细胞抗原受体 ( T cell receptor,
TCR)与抗原相互作用,增殖分化为介导清除感染的

效应性 T 细胞,效应细胞迁移到感染部位清除病原

菌。 大多数效应 T 细胞清除病原菌后凋亡,一部分

作为长期记忆 T 细胞持续存在,免受后续感染。 随

年龄增长,胸腺退化导致 TCR 多样性降低,幼稚 T
细胞输出减少,并且经历的抗原刺激增加和已发生

的感染有助于幼稚 T 细胞分化为记忆 T 细胞,记忆

T 细胞的比例增加,这直接导致对新抗原反应差的

发生率增加,细胞介导的免疫力降低,增加牙周炎

复发的风险[65-67]。
T 细胞成熟后根据 CD 分子分为 CD4+T 细胞和

CD8+T 细胞。 其中在抗原呈递细胞的引导下,CD4+

T 细胞分化为 Th1、Th2、Th17、调节性 T 细胞(Tregs)
等细胞亚群,这些细胞亚群通过形成复杂的细胞因

子网络作用于靶细胞,随后介导牙周免疫[68]。 有学

者提出 CD4+T 细胞亚群功能分化及相关炎症因子

动态平衡在牙周炎的发生及发展过程中发挥重要

作用,其平衡和极化状态影响着牙周炎的进展和预
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后[69]。 随年龄增长,以 Th1 细胞主导的破坏性应答

和以 Th2 细胞主导的保护性应答平衡受到破坏,
Th1 / Th2 平衡向 Th1 倾斜,可能导致机体疾病的发

生和疾病进程的改变[69-71]。 Schmitt 等[72] 发现在衰

老过程中健康人群外周血中 TH17 / Treg 比例失衡和

细胞因子表达改变都可能导致促炎和抗炎免疫反

应之间的失衡,即患炎症性疾病的易感性增加。 Su
等[73]研究发现在慢性牙周炎的发病过程中,年轻患

者的 Th17 / Treg 比值不同于老年患者,这一现象与

DC 中 CD40 的差异表达水平相符。 Th17 / Treg 比例

失衡会引起 RANKL 过度表达,导致牙槽骨吸收,并
且通过调节 Th17 / Treg 失衡可抑制实验性牙周炎的

牙槽骨吸收[74-75]。
CD8+T 细胞即细胞毒性 T 淋巴细胞,在稳态条

件下可下调炎症,并在组织损伤情况下启动修复机

制维持牙龈组织的完整性,抑制骨破坏细胞因子和

修复牙槽骨[76]。 Han 等[77]发现调节 CD8+T 细胞通

过抑制破骨细胞生成和促进成骨细胞生成可保护

牙槽骨免受炎症损伤。 Kayar 等[78]发现与牙周健康

的产妇相比,患有牙周炎的产妇 CD8+ T 细胞增加,
并提出 CD4+ / CD8+ 比率是宿主防御系统改变的重

要指标。 Demir 等[79] 通过比较不同年龄组的健康

小鼠,发现较成年小鼠而言,衰老小鼠牙龈组织

CD4+T 细胞数量随年龄增加没有变化,但 CD8+T 细

胞相对数量增加,CD4+ / CD8+比例降低;同时外周血

中 CD8+T 淋巴细胞伴随着年龄的增加而减少,CD4+

T 淋巴细胞的相对数量增加,CD4+ / CD8+比率增加。
衰老伴随的这一变化对牙周免疫防御的影响需要

进一步的研究。
2. 2. 2　 B 淋巴细胞

　 　 作为体液免疫的一部分,B 淋巴细胞在免疫反

应的早期阶段发挥抗原呈递功效。 Clark 等[80] 发现

与年轻人相比,老年人 B 细胞表现出较差的抗原呈

递功能。 Crawford 等[81] 提出 B 细胞抗原呈递功能

的缺乏损害效应 T 细胞分泌细胞因子功能。 此外,
B 淋巴细胞通过产生抗体和细胞因子使宿主对牙周

病原菌进行防御[82-83]。

表 1　 衰老对牙周组织免疫细胞功能的影响
Table 1　 Effects of aging on cellular functions in periodontal tissue

分类
Subtypes

主要免疫细胞
Major immune cells

衰老对免疫细胞功能的影响
Effects of aging on immune cellular functions

先天性免疫
Innate immune system

中性粒细胞
PMNs

(1)过多募集;(2)迁移的趋化性和准确性降低;(3)吞噬能力及效率降低;(4) ROS 过多,
NETs 受损。
(1) Excessive collection. ( 2) Reduced chemotaxis and accuracy of migration. ( 3) Decreased
phagocytic capacity and efficiency. (4) Excessive ROS, damaged NETs.

巨噬细胞
Macrophages

(1)胞饮作用受损;(2)模式识别受体如 TLRs 功能改变;(3)影响趋化因子、细胞因子分泌;
(4)抗原呈递途径改变;(5)浸润 / 分化 / 成熟的模式偏移。
(1) Impaired pinocytosis. (2) Changes in function of pattern recognition receptors, such as TLRs.
(3) Influences in secretion of cytokine and chemokines. ( 4) Changes in antigen presentation
pathway. (5) Shifted pattern of infiltration / differentiation / maturation.

树突状细胞
Dendritic cells

(1) pDCs 功能受损和数量减少;(2) TLRs 功能和表达受损;(3)吞噬能力减弱;(4) LC 的
密度下降,树突状结构的数量和长度减少。
(1) Impaired function and reduced number of pDCs. ( 2) Impaired function and expression of
TLRs. (3) Diminished phagocytosis. (4) Decreased the density of LC and reduced number and
length of dendritic structures.

适应性免疫
Adaptive immune

system

T 细胞
T cells

(1)幼稚 / 记忆 T 细胞比例改变;(2) TCR 多样性降低;(3) CD4+ / CD8+ T 细胞比例改变;
(4) CD4+T 细胞亚群分化失衡和细胞因子表达改变。
(1) Changes in ratio of naive / memory T cells. (2) Reduced in diversity of TCRs. (3) Changes in
ratio of CD4+ / CD8+ T cells. (4) Imbalanced differentiation of CD4+ T cell subsets and changes in
cytokine expression.

B 细胞
B cells

(1)抗原呈递功能受损;(2)幼稚 / 成熟 B 细胞数量、分化、成熟等功能改变;(3)抗体多样
性、质量受损。
(1) Impaired antigen presentation. ( 2) Changes in number, differentiation and maturation of
naive / memory B cells. (3) Impaired antibody diversity and quality.
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　 　 随年龄增长,骨髓中微环境改变,幼稚 B 细胞

生成减少,并且外周成熟 B 细胞的关键存活因子如

B 细胞活化因子(B cell activating factor, BAFF)和

增 殖 诱 导 配 体 ( A proliferation-inducing ligand,
APRIL)在血浆中表达水平降低,引起 B 细胞祖细胞

和不成熟 B 细胞的增殖能力下降,而外周 B 细胞寿

命延长,使 B 细胞数量几乎没有变化,但 B 细胞多

样性急剧减少,对外来抗原的反应减弱,多样性的

丧失直接影响老年人的免疫健康,破坏免疫平

衡[84-87]。 记忆 B 细胞具有高度特异性的抗原记忆

能力,当同种抗原再次入侵牙周组织时,记忆 B 细

胞迅速转化为效应 B 细胞并产生更强烈的二次免

疫应答。 随年龄增长,记忆 B 细胞尤其是 IgD+ IgM+

CD27+ IgM 记忆 B 细胞明显减少,并伴有浆细胞分

化能力和 Ig 合成能力的降低[88]。 Ebersole 等[89] 发

现在健康老年牙龈组织和老年牙周炎组织中,B 细

胞和浆细胞的基因模式发生了改变,大多数变化与

细胞的分化 /成熟功能有关,特别是与免疫球蛋白

多样性有关。
B 细胞通过产生抗体分子(也称为免疫球蛋

白)来启动体液免疫保护,在生发中心 ( germinal
centers, GC ) 通 过 体 细 胞 高 频 突 变 ( somatic
hypermutation, SHM)和类别转换重组( class switch
recombination, CSR)机制促进抗体多样化。 体细胞

高频突变在免疫球蛋白 ( Ig) 重链基因的可变区

(variable, V)、 变异区 ( diversity, D) 和 连 接 区

(joining, J)内引入点突变,编码免疫球蛋白的抗原

结合可变区,为抗原筛选高亲和力抗体突变体;同
时类别转换重组通过将编码 IgM 和 IgD 的 Cμ 和 Cδ
基因分别替换为编码 IgG、IgA 和 IgE 的 Cγ、Cα 和

Cε 基因,在不改变抗原特异性的情况下产生具有新

效应功能的抗体[90]。 受转录因子 E47(由 E2A 基因

编码的碱性螺旋环螺旋蛋白)调控的胞苷脱氨酶

(activation-induced cytidine deaminase, AID)在这两

个免疫球蛋白基因多样化机制过程必不可少,老年

人表现出 B 细胞 E47 mRNA 的表达量降低,这可能

影响了抗体的多样性,使 B 细胞体液免疫的特异性

受损[28]。 Ebersole 等[91] 认为牙周炎患者口腔病原

菌的抗体反应的强度与年龄无关,但口腔病原体抗

体水平与临床疾病程度之间的关系随年龄而变化,
提出老年人群口腔疾病发病率和病情严重程度增

加的主要原因可能是抗体质量的改变。 这一现象

是否与衰老影响抗体多样性有关,需要我们进一步

研究。

3　 小结及展望

　 　 牙周炎是牙菌斑与宿主免疫防御系统间相互

作用的结果。 免疫衰老引起免疫细胞的一系列复

杂的变化(见表 1),可能导致免疫细胞无法有效地

防御病原菌,从而导致牙周病原菌长期存在,并增

加牙周组织中防御细胞的积累,进而造成老年群体

牙周炎症易感性和组织损伤程度增加。 随着全球

老龄化和口腔存留牙数增加,针对老年群体牙周疾

病治疗和保健的需求将不断增长。 已有大量研究

表明牙周炎与冠心病、类风湿关节炎等年龄相关的

系统性疾病有关,其可能机制是牙周病原菌及其毒

力因子躲过宿主的防御机制进入体循环发生远处

传播,同时细菌及其代谢产物引起机体系统性炎性

反应的慢性升高,从而影响疾病的发生发展,在这

些病程发展中免疫衰老的作用仍需要更多进一步

的研究[92-93]。 加强对免疫衰老及其在牙周炎中作

用的进一步研究有利于我们更全面的认识牙周炎,
可能为防治老年人牙周疾病提供潜在的新策略,并
为研究年龄相关性系统性疾病提供新思路。
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M2 型小胶质细胞极化促进少突胶质祖细胞的分化
———促进多发性硬化症髓鞘再生的有效途径

刘　 丽,李　 琦,杜欣珂,冉庆森,孙立东,杨　 庆,李玉洁,陈　 颖,王娅杰,
翁小刚,蔡维艳,朱晓新∗

(中国中医科学院 中药研究所,北京　 100700)

　 　 【摘要】 　 中枢神经系统(central nervous system, CNS)持续性的自身免疫性炎症和髓鞘脱失是多发性硬化症

(multiple sclerosis, MS)的典型病理特征,尤其以神经系统持续衰退导致慢性脱髓鞘轴突病变引起的继发-进展型

MS(secondary progressive multiple sclerosis, SPMS)最为难治。 有多种免疫细胞和神经细胞参与 MS 的疾病进程,但
在 CNS 中主要负责炎症反应调节和髓鞘再生的分别为小胶质细胞 ( microglia, MG) 和少突胶质祖细胞

(oligodendrocyte precursor cells, OPCs)。 在MS 患者病灶部位发现具有MG M1 / M2 极化失衡和 OPCs 分化受阻导致

的髓鞘再生障碍的现象,以往研究通常把 MG 的极化失衡和 OPCs 分化受阻当成两个独立的现象。 但近期研究表

明,两者之间存在交互式作用,MG 极化失衡是导致 OPCs 分化受阻的核心机制之一,而 OPCs 也可反作用于 MG,两
者共同影响髓鞘的再生过程。 在 MS 的治疗上,目前临床上治疗 MS 的药物只能对症治疗,无法根治 MS。 探索新

的药物研发方向是目前 MS 临床治疗中亟待解决的关键科学问题。 本研究就“从极化到分化”这一领域进行综述,
聚焦于通过靶向 MG 极化失衡从而促进 OPCs 的分化和髓鞘再生的新策略,以期为 MS 及其他以 CNS 组织修复障

碍为共同病理特征的神经退行性疾病的治疗提供新的药物研发方向。
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M2 microglia promote oligodendrocyte precursor cell differentiation:
an effective therapy for stimulating remyelination in multiple sclerosis
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WENG Xiaogang, CAI Weiyan, ZHU Xiaoxin∗

(China Academy of Chinese Medical Sciences Institute of Chinese Materia Medica, Beijng 100700,China)

　 　 【Abstract】 　 Demyelination and autoimmune chronic inflammation in the central nervous system are the typical
pathological features of multiple sclerosis (MS). A range of immune and nerve cells participate in the disease process of
MS. The regulation of inflammation and remyelination is mainly performed by microglia ( MG) and oligodendrocyte
precursor cells (OPCs), respectively. In non-repairing lesions of MS patients, an imbalance of MG polarization and a



failure of OPC differentiation are likely to contribute to inefficient remyelination. Previous researchers have emphasized that
these are independent functions. However, it has recently been reported that MG polarization is closely connected with OPC
differentiation, an imbalance of MG polarization can inhibit OPC differentiation. Conversely, OPCs can also interfere with
the inflammatory response of MG. Taken together, interactions between MG and OPCs form a holistic entity and function as
a crucial mechanism of remyelination. Currently approved treatments for MS mainly target the aberrant immune response,
and are able to improve the disease-related symptoms but do not cure MS, particularly intractable secondary progressive
multiple sclerosis ( SPMS ). Therapeutic strategies or agents that promote remyelination remain under extensive
investigation. This review summarizes the interactions between MG polarization and OPC differentiation, and provides
strategies to overcome the failure of OPC differentiation by attempting to rebalance MG polarization, which will be beneficial
for the development of demyelinating diseases including SPMS.

【Keywords 】 　 multiple sclerosis therapy; remyelination; microglia polarization; oligodendrocyte precursor
cell differentiation

　 　 多发性硬化症(multiple sclerosis, MS)是以中

枢神经系统(central nervous system, CNS)炎性脱髓

鞘病变为主要特点的自身免疫性疾病,全世界共有

200 多万患者[1-3]。 目前临床使用药物只能对症治

疗,不能从根本上完全阻止或逆转这种神经系统的

退行性病变,长期的炎性损伤和髓鞘脱失,导致神

经元的变性和死亡,表现为运动、认知和感觉功能

的障碍。
MS 在病理上表现为 CNS 病灶内大量炎性细胞

浸润及少突胶质细胞(oligodendrocyte, OLs)死亡导

致的髓鞘脱失[4]。 更值得注意的是,这两大病理特

征并不是孤立的,而是相互诱导可以形成统一的功

能单 元。 炎 症 浸 润 具 体 表 现 为 小 胶 质 细 胞

(microglia, MG)介导的炎症反应失衡导致的病理

损伤,而髓鞘再生障碍主要表现为少突胶质祖细胞

(oligodendrocyte precursor cells, OPCs)分化受阻。
在药物的研发和应用中,通过药物干预调控 MG

向 M2 的方向极化,重塑其极化的平衡,来促进 OPCs
的分化,本质上实现对炎性细胞浸润和髓鞘脱失的双

重影响,有望实现神经系统损伤组织的再修复。 损伤

修复障碍不仅是中枢神经系统 MS 的病理表现,在帕

金森、阿尔兹海默症等其他神经退行性疾病患者和动

物模型中也发现损伤组织的修复障碍[5-6]。 基于这

一共同病理表现,促进损伤组织的新生对神经退行性

疾病治疗也具有极大的启发意义。

1　 MS 中炎性损伤导致髓鞘修复障碍

　 　 根据临床表现的不同,MS 可分为复发-缓解型

MS(RRMS),继发-进展型 MS(SPMS),原发-进展

型 MS(PPMS)和进展-复发型 MS(PRMS) 4 种类

型。 大部分患者为复发-缓解型 MS[3],但随着病情

反复发作,多数患者在 10 ~ 20 年内最终转化为

SPMS,SPMS 患者由于髓鞘再生障碍导致病情无法

逆转,而留下终身残疾[2],促进髓鞘的再生成为治

疗 MS 的有效策略之一。
髓鞘是由成熟的 OLs 形成致密绝缘的髓磷脂

蛋白膜包裹着轴突形成,起到加快神经冲动传导和

营养支持神经轴等作用。 OLs 在 CNS 中主要由

OPCs 分化而来,从 OPCs 到成熟的 OLs 的发育过程

主要涉及 4 个阶段,表达不同的标志物:前 O2A 祖

细胞,主要表达标志物 A2B5、NG2;O2A 祖细胞,主
要表达 A2B5、NG2 和 O4;未成熟 OLs,主要表达 O4
和 O1,成熟 OLs,高表达 MBP(myelin basic protein,
MBP)和 CC1[7]。 当髓鞘损伤时,OPCs 感受到组织

稳态的失衡而被激活,开始大量增殖、迁移、分化,
形成成熟的 OLs[8-9]。 尽管具有这种再生能力,但
MS 患者仍然存在髓鞘再生的修复障碍。 在 MS 患

者脱髓鞘病灶处发现大量未成熟的 OLs 和 OPCs,提
示 OLs 的存活不是髓鞘再生的限制性因素,而多数

OPCs 停留在从未成熟到成熟的阶段,OPCs 的分化

受阻才是髓鞘再生失败的关键因素[10]。
MS 的另一个病理特征是大量炎性细胞浸润,

在新形成的脱髓鞘病灶内,发现大量 MG 的激活和

浸润,而少见淋巴细胞的浸润[11]。 病理学研究表明

炎症在 MS 的各个阶段都会导致组织损伤。 局灶性

炎症浸润在脑膜和血管周围间隙,产生可溶性因

子,直接或间接的通过 MG 激活诱发脱髓鞘和神经

退行性病变。 如何基于 MG 的炎症调控来促进

OPCs 分化成为解决 MS 患者髓鞘修复障碍问题的

关键。
2　 小胶质细胞极化对 MS 髓鞘再生的作用及机制

研究

2. 1　 小胶质细胞极化对髓鞘再生的作用

　 　 MG 属于 CNS 中固有巨噬细胞,也是 CNS 炎症
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反应的主要执行细胞,维持 CNS 微环境稳定,在 MS
的发生、发展中扮演着重要角色[12],其表型和功能

随微环境的改变而动态变化,见图 1。
2. 1. 1　 小胶质细胞极化平衡促进 MS 髓鞘再生

　 　 MG 根据其活化状态,可分为经典活化态(M1
型)和可替代活化态(M2 型),M2 型 MG 又可分为

M2a,M2b 和 M2c 亚型。 M1 和 M2 细胞比例的失衡

可能是造成 MS 疾病进展髓鞘再生障碍的关键因

素[13]。 在 MS 患者的病灶中可以观察到 M1 和 M2
型 MG 的比例严重失衡,且M2 型MG 分布的部位髓

鞘再生程度明显增强[14]。 在 MS 的典型动物模型-
实验性变态反应性脑脊髓炎(EAE)中,M1 / M2 比例

升高会抑制脊髓损伤后的轴突再生,当加入外源性

的 M2 型 MG 后,M1 和 M2 的比例达到平衡状态,可
明显促进 OPCs 的分化和髓鞘的新生,改善 EAE 的

疾病症状[15]。 并且有研究表明,M2b 亚型可以转化

为 M1 和 M2a / b 的过渡态[16],提示 M1 型 MG 和 M2
型 MG 之间可以相互转化,在 M1 / M2 型 MG 失衡的

MS 等 CNS 退行性疾病中,促进 M1 型 MG 向 M2 型

的转化,维持 M1 和 M2 的相对平衡,是一个潜在的

药物作用干预靶点。
2. 1. 2　 M2 型小胶质细胞促进 OPCs 分化

　 　 MG 不同的极化状态对 OPCs 的影响不同。
MS 单细胞测序结果表明,在 EAE 动物模型 CNS
内,MG 多数呈现出 M1 炎症表型[17] 。 在脂多糖

( lipopolysaccharides, LPS) 诱 导 的 M1 型 MG 与

OPCs 或神经前体细胞的共培养模型中,神经前体

细胞和 OPCs 的分化明显受到抑制。 而在白介素-
4( interleukin-4, IL-4) 诱导的 M2 型 MG 与 OPCs
或神经前体细胞的共培养模型中,神经前体细胞

和 OPCs 的分化能力也明显增强[18] 。 同样的情

况,把 M1 型 MG 培养液作为 OPCs 的条件培养基

时,OPCs 的分化明显减缓,而把 M2 型 MG 的培养

液作为 OPCs 的条件培养基时,OPCs 的分化增加。
在体内模型中,M2 型 MG 功能受损后,其 OPCs 的

分化受阻,并且髓鞘再生过程受到抑制[19] ,提示

M2 型 MG 具有促进 OPCs 分化和髓鞘再生的作

用。 靶向 MG 极化失衡,促进 MG 向 M2 型转化,
可促进髓鞘再生,并且对以髓鞘再生障碍为共同

病理特征的其他神经退行性疾病的治疗具有提示

性意义。
2. 1. 3　 M2 型小胶质细胞促进 MS 髓鞘再生的机制

　 　 M1 型 MG 可通过活性氧(氮)、炎症因子、趋化

因子的释放,与 T 细胞相互作用形成炎症级联反应

等方式,导致 OLs 的凋亡,形成大面积的髓鞘脱失。
与 M1 型 MG 功能相反的是,M2 型 MG 一方面是通

过分泌抗炎因子,抑制炎症反应,调节炎症反应平

衡,为髓鞘的再生提供稳定的内环境,从而促进

OPCs 的募集、增殖和分化。 另一方面,M2 型 MG 可

通过分泌神经营养因子,促进 OPCs 的分化,实现髓

鞘的再生[20]。
研究表明,在 EAE 脱髓鞘期间,M1 型胶质细胞

占主导,在 EAE 的高峰期及缓解期,血液结合素

(Hpx)可启动 M1 型 MG 向 M2 型 MG 的转化[21],病
灶中的 M2 型 MG 逐渐增多,髓鞘再生明显增多。
M2 型 MG 分泌 IL-4、 IL-10、 IL-13、TGF-β 等,通过

STAT-6 通路,分别与其 MG 表面受体结合,释放抗

炎型细胞因子[22],抑制 CNS 内炎症应答,减少炎症

对髓鞘的攻击。 除了对 CNS 内环境的调节外,M2
型 MG 通过释放 IL-4、激活素 A 等促进 OPCs 的增

殖和分化。 如在 IL-4 诱导的 M2 型胶质细胞的上清

液中,可检测到炎症因子 TNF-α 的减少,并且 OPCs
数量明显增多[17];M2 分泌的激活素 A 与 OPCs 上

该因子的受体结合、IL-4 可通过 IL-4R / PPARγ 通路

促进 OPCs 的分化和髓鞘再生[19,23-24]。 药理学研究

表明,具有炎症调节功能的丙酮酸乙酯能够增多 M2
型小胶质细胞,促进 OPCs 的分化来促进髓鞘再生

过程[25]。
除上述机制外,M2 型 MG 还可通过其他机制

促进髓鞘再生,如通过神经营养因子的释放和髓

鞘碎片的及时清除。 Zhang 等 [26] 报道,M1 和 M2
型 MG,尤其是 Arg1+ M2 型 MG 产生的神经营养

因子 3 ( neurotrophin 3, NT3 ) 可 促 进 OPCs 的

分化。
2. 2　 OPCs 对小胶质细胞的作用

　 　 当髓鞘损伤时,病灶部位的 OPCs 会改变其形

态,并且其基因表达谱会迅速变成“激活”状态,启
动髓鞘再生过程。 研究发现,在 CNS 中,不仅 MG
对 OPCs 有抑制或促进其增殖、迁移、分化的作用,
“激活”的 OPCs 自身也会通过产生细胞因子对 MG
产生作用。 如单核细胞趋化因子 - 1 ( monocyte
chemoattractant protein-1, MCP-1),在 MS 脱髓鞘病

区,激活的 OPCs 的MCP-1 表达明显上升[8]。 在MS
髓鞘损伤时,OPCs 释放的 MCP-1 在可促进 MG 的

激活和迁移[27]。 形成一个整合单元共同促进 MS
的髓鞘再生。
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图 1　 小胶质细胞 M2 极化促进 OPCs 分化和髓鞘再生

Figure 1　 Polarized M2 microglia promotes OPCs differentiation and remyelination

3　 MS 的治疗及药物研发现状

3. 1　 MS 临床治疗现状

　 　 目前在 MS 的治疗上,对于 MS 急性期的药物治

疗主要采用糖皮质激素,以减轻急性期症状、缩短

病程、改善残疾程度和防治并发症,其虽对部分患

者的病情有较好的控制作用,但由于个体差异,仍
有一部分患者对糖皮质激素不敏感,疗效不理想,
并且长期使用糖皮质激素不利于恢复神经功能,且
存在一系列的不良反应的风险,如电解质紊乱、糖
尿病、消化道出血,无菌性股骨头坏死等[28]。 在 MS
患者缓解期的治疗上,主要使用疾病修饰疗法

(DMT),目前,截至 2017 年 12 月,经美国食品药品

监督局(FDA)批准 15 种 DMT 药物[29],都存在不同

程度的脏器毒性及免疫反应,且能够同时对 RRMS
和 SPMS 具有缓解作用的药物只有少数,如阿仑单

抗、奥瑞珠单抗、米托蒽醌、特力氟胺,其他药物只

对 RRMS 的临床症状有缓解作用,而对 SPMS 患者

的疗效甚微,甚至没有任何疗效[4]。 所以对于 MS
的治疗,尤其是针对 SPMS,国内外仍缺乏安全有效

经济的药物。
3. 2　 基于“小胶质细胞和 OPCs”的药物研发现状

　 　 基于 MG 和 OPCs 在 MS 的重要作用及可塑性,
促进 M1 型 MG 向 M2 型转化,促进 OPCs 的分化,
是一个潜在的药物作用干预靶点。 目前通过影响

MG 和 OPCs 的功能来治疗 MS 的多种中西药物 /天
然产物正在进行临床前研究[30]。
3. 2. 1　 西药研发现状

　 　 目前治疗 MS 的 DMT 药物大多是免疫调节剂,
但经研究发现,特立氟胺不仅具有免疫调节作用,
也能促进 OPCs 的分化从而促进 EAE 模型小鼠的

髓鞘再生。 特立氟胺是 FDA 批准的治疗 RRMS 的
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临床一线药物,主要通过抑制新生嘧啶的合成发挥

作用,对增殖的 B 细胞和 T 细胞具有抑制作用。 近

年来的基础研究表明特立氟胺可能对髓鞘再生障

碍的 SPMS 也具有一定的治疗价值。 其可能通过

Mssh1 / Ascl1 通路、髓鞘调节因子 Myrf、转录因子

Nkx2. 2 和 Tap7 等的参与促进原代大鼠 OPCs 的分

化[31],这对髓鞘再生具有很强的提示性意义。 另

外,有多种能够调节 M1 型 MG 向 M2 型极化的药物

在 MS 的治疗上也取得了良好的效果。 如新型免疫

调节剂来那度胺[32] 可促进 M2 型巨噬细胞标记基

因(Arg-1、Ym-1、Mrc1、Ccl17、Ccl22)的表达,并且在

EAE 模型小鼠中验证了来那度胺药效,通过 IL-10 /
P38 / STAT3 信号通路促进巨噬细胞向 M2 方向极

化,抑制了 EAE 小鼠 CNS 中的炎症反应,髓鞘的完

整程度明显上升。 除此之外,还有多种靶向 MG 极

化的西药正在进行临床前研究,如丙酮酸乙酯[33]、
亚精胺[34]、毛喉素[35];生物疫苗 PADRE-Kv1. 3[36]

等。 以期能够寻找到高效的治疗 MS 的临床药物。
上述候选药物主要以抑制 MG 的激活或者促进促炎

型 M1 型 MG 向抗炎型 M2 型 MG 的转化,抑制炎症

或通过与 T 细胞的相互作用发挥免疫调节,来改善

EAE 小鼠的临床症状。
3. 2. 2　 中药研发现状

　 　 ( 1)靶向 MG 极化和 OPCs 分化来缓解 EAE
症状

在中药治疗 EAE 的研究中,有多种中药取得了

很好的治疗效果,如补肾中药淫羊藿有效成分淫羊

藿黄酮、山茱萸提取物山茱萸环烯醚萜、巴戟天甲

素等都能明显降低 EAE 的神经功能评分,改善其行

为学障碍[37]。 基于 MG 和 OPCs 的分化促进髓鞘再

生的研究中,研究表明植物提取物薯蓣皂苷元对

EAE 小鼠具有明显的治疗作用,薯蓣皂苷元一方面

通过抑制 MG 的激活,减少炎症细胞浸润;减少

CD4+T 细胞的增殖,抑制 Th1 / Th17 细胞的分化,发
挥着抑制炎症,保护髓鞘免受损伤的作用[38-39]。 另

一方面,其对髓鞘再生也同样具有明显的作用,在
研究髓鞘再生公认的酮腙模型中发现,薯蓣皂苷元

干预后,模型小鼠的成熟的 OLs 数量和髓鞘再生程

度明显增加,但 OPCs 的数量没有明显变化。 同时,
在体外原代提取的大鼠 OPCs 中证明,薯蓣皂苷元

对 OPCs 的增殖和迁移没有明显的作用,但对 OPCs
的分化具有明显的作用,说明薯蓣皂苷元促进髓鞘

再生依赖于 OPCs 的分化作用[40]。 薯蓣皂苷元治

疗 MS 兼顾保护髓鞘免受损伤和促进髓质再生的作

用,相对于西药的单一靶点治疗,其发挥了天然药

物靶点多样,综合治疗的特点。
(2)其他

有多种中成药及天然产物如片仔癀[41]、苦参

素[42]等直接调节 MG 的极化平衡,降低 EAE 动物

模型中过高的 M1 型 MG,增加偏低的 M2 型 MG 的

数量,使 M1 和 M2 的极化水平恢复平衡,来控制

EAE 病灶部位过高的炎症反应,降低其对髓鞘的损

伤作用。 另外研究显示,多种治疗自身免疫病药物

可有效改善 EAE 的疾病症状[43-44],如双氢青蒿素,
在自身免疫病系统性红斑狼疮、光敏性皮炎、炎症

性肠病等中都具有很好的疗效,在 MS 的治疗中,研
究显示,双氢青蒿素可通过增强共抑制信号[45]、调
节 mTOR 信号通路调节 Th 和 Treg 细胞之间的比例

等方式来缓解 EAE 的临床症状[46],但双氢青蒿素

是否可以促进 OPCs 的分化和髓鞘再生仍需进一步

的研究。

4　 结语

　 　 目前对于 MS 的治疗多数用单纯的抗炎或免疫

调节来抑制疾病的进展,无法从根本上阻止或治疗

MS。 如何促进 OPCs 的分化,解决 MS 的髓鞘再生

障碍是未来药物研发的瓶颈。 在此方面,中药及其

有效成分发挥了靶点多样,综合疗效显著的特点,
是未来治疗 MS 的一个宝贵的资源库。 另外,在阿

尔茨海默症、帕金森等其他神经退行性疾病模型中

也发现存在组织修复障碍的问题,基于这一共同病

理环节,靶向修复障碍是神经退行性疾病的共同环

节和枢纽,起到了核心的治疗价值。

参考文献:

[ 1 ] 　 Severa M, Zhang J, Giacomini E, et al. Thymosins in multiple
sclerosis and its experimental models: moving from basic to
clinical application [J] . Mult Scler Relat Disord, 2019, 27: 52
-60.

[ 2 ] 　 Dendrou CA, Fugger L, Friese MA. Immunopathology of multiple
sclerosis [J] . Nat Rev Immunol, 2015, 15(9): 545-558.

[ 3 ] 　 Marzullo A, Kocevar G, Stamile C, et al. Classification of
multiple sclerosis clinical profiles via graph convolutional neural
networks [J] . Front Neurosci, 2019, 13: 594.

[ 4 ] 　 Loma I, Heyman R. Multiple sclerosis: pathogenesis and
treatment [J] . Curr Neuropharmacol, 2011, 9(3): 409-416.

[ 5 ] 　 赵雪纯, 李建毅, 周晓芳, 等. 蛋白酶体活性对小鼠神经干

细胞活性氧水平的影响 [ J] . 神经解剖学杂志, 2017, 33
(5): 605-610.

031 中国比较医学杂志 2022 年 2 月第 32 卷第 2 期　 Chin J Comp Med, February 2022,Vol. 32,No. 2



[ 6 ]　 Sun J, Zhou H, Bai F, et al. Remyelination: a potential
therapeutic strategy for Alzheimer’ s disease? [ J] . J Alzheimers
Dis, 2017, 58(3): 597-612.

[ 7 ] 　 Guardiola-Diaz HM, Ishii A, Bansal R. Erk1 / 2 MAPK and
mTOR signaling sequentially regulates progression through
distinct stages of oligodendrocyte differentiation [J] . Glia, 2012,
60(3): 476-486.

[ 8 ] 　 Moyon S, Dubessy AL, Aigrot MS, et al. Demyelination causes
adult CNS progenitors to revert to an immature state and express
immune cues that support their migration [J] . J Neurosci, 2015,
35(1): 4-20.

[ 9 ] 　 Franklin RJ, Ffrench-Constant C, Edgar JM, et al.
Neuroprotection and repair in multiple sclerosis [ J] . Nat Rev
Neurol, 2012, 8(11): 624-634.

[10] 　 Luessi F, Kuhlmann T, Zipp F. Remyelinating strategies in
multiple sclerosis [ J] . Expert Rev Neurother, 2014, 14(11):
1315-1334.

[11] 　 Alvarez JI, Saint-Laurent O, Godschalk A, et al. Focal
disturbances in the blood-brain barrier are associated with
formation of neuroinflammatory lesions [ J ] . Neurobiol Dis,
2015, 74: 14-24.

[12] 　 王小蕊, 孙豪, 蔡其燕, 等. 小胶质细胞极化在中枢神经系

统髓鞘再生中的作用研究进展 [ J] . 生理科学进展, 2016,
47(5): 386-390.

[13] 　 Cao L, He C. Polarization of macrophages and microglia in
inflammatory demyelination [J] . Neurosci Bull, 2013, 29(2):
189-198.

[14] 　 Shechter R, Miller O, Yovel G, et al. Recruitment of beneficial
M2 macrophages to injured spinal cord is orchestrated by remote
brain choroid plexus [J] . Immunity, 2013, 38(3): 555-569.

[15] 　 Mikita J, Dubourdieu-Cassagno N, Deloire MS, et al. Altered
M1 / M2 activation patterns of monocytes in severe relapsing
experimental rat model of multiple sclerosis. Amelioration of
clinical status by M2 activated monocyte administration [J] . Mult
Scler, 2011, 17(1): 2-15.

[16] 　 Lisi L, Stigliano E, Lauriola L, et al. Proinflammatory-activated
glioma cells induce a switch in microglial polarization and
activation status, from a predominant M2b phenotype to a mixture
of M1 and M2a / B polarized cells [ J] . ASN Neuro, 2014, 6
(3): 171-183.

[17] 　 Mrdjen D, Pavlovic A, Hartmann FJ, et al. High-dimensional
single-cell mapping of central nervous system immune cells
reveals distinct myeloid subsets in health, aging, and disease
[J] . Immunity, 2018, 48(2): 380-395.

[18] 　 Butovsky O, Ziv Y, Schwartz A, et al. Microglia activated by IL-
4 or IFN-γ differentially induce neurogenesis and
oligodendrogenesis from adult stem / progenitor cells [J] . Mol Cell
Neurosci, 2006, 31(1): 149-160.

[19] 　 Miron VE, Boyd A, Zhao JW, et al. M2 microglia and
macrophages drive oligodendrocyte differentiation during CNS
remyelination [J] . Nat Neurosci, 2013, 16(9): 1211-1218.

[20] 　 Miron VE, Franklin RJ. Macrophages and CNS remyelination

[J] . J Neurochem, 2014, 130(2): 165-171.
[21] 　 Han D, Yu Z, Liu W, et al. Plasma Hemopexin ameliorates

murine spinal cord injury by switching microglia from the M1 state
to the M2 state [J] . Cell Death Dis, 2018, 9(2): 181.

[22] 　 Yin L, Chen Y, Qu Z, et al. Involvement of JAK / STAT
signaling in the effect of cornel iridoid glycoside on experimental
autoimmune encephalomyelitis amelioration in rats [ J ] . J
Neuroimmunol, 2014, 274(1-2): 28-37.

[23] 　 Zhang Q, Zhu W, Xu F, et al. The interleukin-4 / PPARγ
signaling axis promotes oligodendrocyte differentiation and
remyelination after brain injury [ J] . PLoS Biology, 2019, 17
(6): e3000330.

[24] 　 de Kretser DM, O 'Hehir RE, Hardy CL, et al. The roles of
activin A and its binding protein, follistatin, in inflammation and
tissue repair [J] . Mol Cell Endocrinol, 2012, 359(1-2): 101
-106.

[25] 　 He Y, An J, Yin J, et al. Ethyl pyruvate enhances spontaneous
remyelination by targeting microglia phagocytosis [ J ] . Int
Immunopharmacol, 2019, 77: 105929.

[26] 　 Zhang ML, Zhang XJ, Kang J, et al. Matrine promotes NT3
expression in CNS cells in experimental autoimmune
encephalomyelitis [J] . Neurosci Lett, 2017, 649: 100-106.

[27] 　 Iqbal AJ, Regan-Komito D, Christou I. A real time chemotaxis
assay unveils unique migratory profiles amongst different primary
murine macrophages [J] . PLoS One, 2013, 8 (3): e58744.

[28] 　 中国免疫学会神经免疫分会, 中华医学会神经病学分会神经

免疫学组. 多发性硬化诊断和治疗中国专家共识(2018 版)
[J] . 中国神经免疫学和神经病学杂志, 2018, 25(6): 387
-394.

[29] 　 Reich DS, Lucchinetti CF, Calabresi PA. Multiple Sclerosis
[J] . New Engl J Med, 2018, 378: 169-180.

[30] 　 Wang J, Wang J, Wang J, et al. Targeting microglia and
macrophages: a potential treatment strategy for multiple sclerosis
[J] . Front Pharmacol, 2019, 10: 286.

[31] 　 Göttle P, Manousi A, Kremer D, et al. Teriflunomide promotes
oligodendroglial differentiation and myelination [ J ] . J
Neuroinflammation, 2018, 15(1): 76.

[32] 　 Weng Q, Wang J, Wang J, et al. Lenalidomide regulates CNS
autoimmunity by promoting M2 macrophages polarization [ J] .
Cell Death Dis, 2018, 9(2): 251.

[33] 　 何燕. 丙酮酸乙酯靶向胶质细胞介导髓鞘再生的探索 [D].
晋中: 山西中医药大学, 2020.

[34] 　 Yang Q, Zheng C, Cao J, et al. Spermidine alleviates
experimental autoimmune encephalomyelitis through inducing
inhibitory macrophages [J] . Cell Death Differ, 2016, 23(11):
1850-1861.

[35] 　 Veremeyko T, Yung AWY, Dukhinova M, et al. Cyclic AMP
pathway suppress autoimmune neuroinflammation by inhibiting
functions of encephalitogenic CD4 T cells and enhancing M2
macrophage polarization at the site of inflammation [ J] . Front
Immunol, 2018, 9: 50.

[36] 　 Fan C, Long R, You Y, et al. A novel PADRE-Kv1. 3 vaccine

131中国比较医学杂志 2022 年 2 月第 32 卷第 2 期　 Chin J Comp Med, February 2022,Vol. 32,No. 2



effectively induces therapeutic antibodies and ameliorates
experimental autoimmune encephalomyelitis in rats [ J ] . Clin
Immunol, 2018,193: 98-109.

[37] 　 郑娜. 补肾中药有效成分对小胶质细胞极化的调节及机制研

究 [D]. 广州: 广州中医药大学, 2017.
[38] 　 柳威力. 薯蓣皂苷元在实验性自身免疫性脑脊髓炎模型中的

治疗作用 [D]. 合肥: 安徽大学, 2018.
[39] 　 Liu W, Zhu M, Yu Z, et al. Therapeutic effects of diosgenin in

experimental autoimmune encephalomyelitis [ J ] . J
Neuroimmunol, 2017, 313: 152-160.

[40] 　 Xiao L, Guo D, Hu C, et al. Diosgenin promotes oligodendrocyte
progenitor cell differentiation through estrogen receptor-mediated
ERK1 / 2 activation to accelerate remyelination [ J] . Glia, 2012,
60(7): 1037-1052.

[41] 　 罗会. 基于调控小胶质细胞极化探讨片仔癀对进展型 EAE
的治疗作用 [D]. 成都: 西南交通大学, 2018.

[42] 　 Liu SQ, Zhang ML, Zhang HJ, et al. Matrine promotes
oligodendrocyte development in CNS autoimmunity through the

PI3K / Akt signaling pathway [J] . Life Sci, 2017,180: 36-41.
[43] 　 李世举, 王艳旭, 邱建敏, 等. 雷公藤内酯醇对实验性自身

免疫性脑脊髓炎小鼠小胶质 / 巨噬细胞极化的影响 [ J] . 福

建中医药, 2021, 52(4): 23-25.
[44] 　 陈颖婷, 何柯新, 王云秀, 等. 雷公藤内酯醇对类风湿关节

炎大鼠 TLR4 / NF-κB 信号通路的调控作用研究 [J] . 国际检

验医学杂志, 2019, 40(17): 2053-2057.
[45] 　 Ran QS, Li Q, Liu L, et al. Dihydroartemisinin ameliorates

murine experimental autoimmune encephalomyelitis through
enhancing co-inhibitory signals [ J] . Mater Express, 2020,10:
1824-1830.

[46] 　 Zhao YG, Wang Y, Guo Z, et al. Dihydroartemisinin ameliorates
inflammatory disease by its reciprocal effects on Th and regulatory
T cell function via modulating the mammalian target of rapamycin
pathway [J] . J Immunol, 2012, 189(9): 4417-4425.

〔收稿日期〕2020-11-09

(上接第 98 页)
[40]　 Dai Y, Yan T, Gao Y. Silence of miR-32-5p promotes endothelial

cell viability by targeting KLF2 and serves as a diagnostic
biomarker of acute myocardial infarction [ J ] . Diagn Pathol,
2020, 15(1): 19.

[41] 　 Gao C, Qian H, Shi Q, et al. MicroRNA-363-3p serves as a
diagnostic biomarker of acute myocardial infarction and regulates
vascular endothelial injury by targeting KLF2 [ J] . Cardiovasc
Diagn Ther, 2020, 10(3): 421-430.

[42] 　 Pezel T, Viallon M, Croisille P, et al. Imaging interstitial
fibrosis, left ventricular remodeling, and function in stage A and
B heart failure [ J] . JACC Cardiovasc Imaging, 2021, 14(5):
1038-1052.

[43] 　 El-Mahdy RI, Saleem TH, Essam OM, et al. Functional variants
in the promoter region of macrophage migration inhibitory factor
rs755622 gene (MIF G173C) among patients with heart failure:
Association with echocardiographic indices and disease severity
[J] . Heart Lung, 2021, 50(1): 92-100.

[44] 　 Goddard LM, Duchemin AL, Ramalingan H, et al. Hemodynamic
forces sculpt developing heart valves through a KLF2-WNT9B
paracrine signaling axis [J] . Dev Cell, 2017, 43(3): 274-289.

[45] 　 Li H, Wang Y, Liu J, et al. Endothelial Klf2-Foxp1-TGFβ signal
mediates the inhibitory effects of simvastatin on maladaptive
cardiac remodeling [ J ] . Theranostics, 2021, 11 ( 4 ): 1609
-1625.

[46] 　 Liu J, Zhuang T, Pi J, et al. Endothelial forkhead box
transcription factor P1 regulates pathological cardiac remodeling
through transforming growth factor-β1-endothelin-1 signal pathway
[J] . Circulation, 2019, 140(8): 665-680.

[47] 　 Marcus NJ, Del Rio R, Ding Y, et al. KLF2 mediates enhanced
chemoreflex sensitivity, disordered breathing and autonomic
dysregulation in heart failure [ J] . J Physiol, 2018, 596( 15):
3171-3185.

〔收稿日期〕2021-01-19

231 中国比较医学杂志 2022 年 2 月第 32 卷第 2 期　 Chin J Comp Med, February 2022,Vol. 32,No. 2



2022 年 2 月

第 32 卷　 第 2 期

中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
February, 2022
Vol. 32　 No. 2

赵高远,苗玉芳,侯润苏,等. 线粒体损伤与慢性阻塞性肺疾病骨骼肌功能障碍及中医药治疗进展 [ J]. 中国比较医学杂志,
2022, 32(2): 133-137,144.
Zhao GY, Miao YF, Hou RS, et al. Progress on mitochondrial injury in skeletal muscle induced by chronic obstructive pulmonary
disease and treatment with traditional Chinese medicine [J]. Chin J Comp Med, 2022, 32(2): 133-137,144.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2022. 02. 020

[基金项目]河南省科技厅科技攻关课题(192102310427);国家自然科学基金(82074406)。
[作者简介]赵高远(1990—),男,硕士研究生,研究方向:中医药防治呼吸系统疾病。 E-mail:71871885@ qq.com
[通信作者]田燕歌(1984—),女,博士,副教授,研究方向:中医药防治呼吸病。 E-mail:yange0910@ 126.com

线粒体损伤与慢性阻塞性肺疾病骨骼肌功能障碍及
中医药治疗进展

赵高远1,2,苗玉芳1,2,侯润苏1,2,李康沉1,2,田燕歌1,2,3∗

(1.河南中医药大学呼吸疾病中医药防治省部共建协同创新中心,郑州　 450046;2.河南省中医药防治呼吸病重点

实验室,郑州　 450046;3.河南中医药大学中医药科学院,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 骨骼肌功能障碍 ( skeletal muscle dysfunction, SMD) 是慢性阻塞性肺疾病 ( chronic obstructive
pulmonary disease,COPD)的常见并发症,导致患者活动能力降低,严重影响其生活质量。 线粒体损伤是 COPD 合并

SMD 的主要机制之一,线粒体的氧化应激、能量代谢障碍、自噬异常等是引起线粒体损伤的重要原因:线粒体 ROS
的生成增多导致氧化应激,引起线粒体生物合成减少、体密度降低和线粒体呼吸功能(RCR 评估)下降;线粒体膜

电位降低、ATP 合成酶活性降低、线粒体膜通透性转换孔的过度开放导致线粒体能量代谢障碍;严重氧化应激和全

身炎症均能触发线粒体自噬异常,加快其降解和清除。 中医药在改善 COPD 患者运动能力,提高患者生活质量等

方面具有明显优势。 随着近年来中医药相关研究的深入,中医药对改善线粒体损伤治疗 COPD 合并 SMD 取得了

一定进展。 该文结合国内外相关文献,就线粒体损伤与 COPD 合并 SMD 关系及其中医药治疗进行总结,为进一步

研究提供依据。
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Progress on mitochondrial injury in skeletal muscle induced by chronic
obstructive pulmonary disease and treatment with traditional Chinese medicine
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(1. Collaborative Innovation Center for Chinese Medicine and Respiratory Disease Co-constructed by Henan
Province & Education Ministry of P.R. China, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, China.
2. Henan Key Laboratory of Chinese Medicine for Respiratory Disease, Zhengzhou 450046. 3. Academy of Chinese

Medical Sciences, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450046)

　 　 【Abstract】　 Skeletal muscle dysfunction (SMD) is a common complication of chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), which usually causes a decline in exercise activity and quality of life. Mitochondrial injury is one of the main
mechanisms by which SMD coexists with COPD, and injury is mainly caused by oxidative stress, energy metabolism
disorders, and abnormal autophagy. An increase in mitochondrial reactive oxygen species production leads to oxidative
stress and decreased mitochondrial biosynthesis, volume density, and mitochondrial respiratory function (respiratory control



ratio evaluation). Decreased mitochondrial membrane potential and ATP synthase activity and excessive opening of the
mitochondrial membrane permeability transition pore may result in mitochondrial-mediated metabolic disorders. Severe
oxidative stress and systemic inflammation can trigger abnormal mitochondrial autophagy and accelerate degradation and
clearance of mitochondria. Traditional Chinese medicine ( TCM) has obvious benefits in improving exercise ability and
quality of life in patients with COPD. With the in-depth study of TCM in recent years, TCM has been shown to improve
mitochondrial injury after treatment of COPD-induced SMD. In this study, we reviewed the relevant literature and
summarized the relationship between mitochondrial injury and COPD combined with SMD and treatment with TCM. This
review may provide a basis for further research.

【Keywords】　 chronic obstructive pulmonary disease; skeletal muscle dysfunction; mitochondrial injury; traditional
Chinese medicine

　 　 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 ( chronic obstructive
pulmonary disease,COPD)是一种不可逆性老年呼吸

系统疾病,以持续进行性加重的气流受限为特征,
发病率和致死率均高[1]。 我国有近 1 亿 COPD 患

者,其中 40 岁以上人群患病率为 13. 7%[2]。 COPD
居我国疾病负担第二位,随着我国人口老龄化的加

重,COPD 患病率呈上升态势,已成为严重危害公众

健康的重大疾病之一[3]。
骨骼肌功能障碍 ( skeletal muscle dysfunction,

SMD)是 COPD 患者活动受限的主要原因及常见的

肺外并发症,也是促进疾病发展的关键因素。 在

COPD 早期有 30%~ 40%患者已经存在骨骼肌萎缩

和体重下降,COPD 患者股四头肌最大自主等长收

缩(maximal isometric voluntary contraction,MVC)比

健康人降低 20% ~ 30%,股四头肌肌力较健康人平

均降低 25%,故 COPD 患者的下肢肌肉更加容易发

生萎缩[4-5]。 目前认为,COPD 合并 SMD 的潜在机

制可能与营养不良、氧化应激、炎症反应、蛋白合

成 /分解失衡、线粒体损伤等有关[6-7]。 在 COPD 进

展过程中,患者骨骼肌中线粒体破裂信号呈递增趋

势,严重影响骨骼肌能量的生成[8]。 此外,活性氧

(reactive oxygen species,ROS)的异常升高是线粒体

氧化应激的直接诱因,较高浓度的 ROS 又可触发线

粒体自噬,进而导致线粒体活性降低甚至凋亡[9-10]。
因此,防止线粒体损伤是改善 COPD 合并 SMD 的关

键。 现就线粒体损伤与 COPD 合并 SMD 及中医药

治疗进展做一综述,为进一步科学研究提供依据。

1　 线粒体损伤导致 COPD 患者 SMD 的发生机制

　 　 线粒体损伤是导致 COPD 患者 SMD 的重要原

因之一,骨骼肌线粒体氧化应激、能量代谢障碍、自
噬异常等均为其损伤的重要机制。
1. 1　 氧化应激

　 　 氧化应激是机体抗氧化系统无法清除过量的

ROS 时,体内氧化与抗氧化作用失衡所表现出的应

激反应[11]。 ROS 分为外源性 ROS 和内源性 ROS。
外源性 ROS 主要来源于吸入的有毒气体或环境污

染物,内源性 ROS 的来源包括线粒体呼吸、过氧化

物酶体、还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶

系统和炎症细胞,而线粒体的氧化磷酸化过程是内

源性 ROS 的 主 要 来 源 之 一[12]。 线 粒 体 DNA
(mitochondrial DNA,mtDNA)结构开放,缺乏修复途

径,而异常升高的线粒体活性氧 ( mitochondrial
reactive oxygen species,mtROS)所引发的氧化应激

易损伤 mtDNA,并且会引起电子传输链和氧化磷酸

化异常,导致线粒体内蛋白质、DNA 受损和炎症加

重,从而导致线粒体生物合成减少和线粒体呼吸功

能(RCR 评估)下降[13-15]。 Konokhova 等[16] 观察到

COPD 患者骨骼肌中 mtDNA 缺失的发生率很高

(74% vs 15%),且 mtDNA 缺失患者的核 DNA 氧化

水平是无 mtDNA 缺失患者的 2 倍,极易导致 SMD
的发生。 Gifford 等[17] 研究发现,氧化应激易导致

COPD 患者骨骼肌线粒体密度降低。 总之,mtROS
的过量生成是 COPD 患者 SMD 的主要原因之一。

mtROS 的生成增多和氧化应激的增强是促进

肌丝蛋白降解进而发展成肌肉萎缩的重要因素,在
萎缩的四肢肌肉固定模型中,给予线粒体靶向抗氧

化肽 SS-31 可显著减轻肌肉氧化应激和蛋白质降

解,并防止肌纤维萎缩[18]。 患有肌肉萎缩和 II 型肌

纤维萎缩的 COPD 患者股外侧肌活检组织中线粒体

超氧阴离子产生相对较高[19]。 此外,对于 ROS 敏

感的核因子 κB(nuclear factor kappa-B,NF-κB)转录

因子也参与了 COPD 患者肌肉蛋白质的分解代谢,
促进患者肌肉萎缩[20]。 过氧化物酶增殖物激活受

体 α ( peroxisome proliferators-activated receptor,
PPAR-α)可直接抑制 ROS 的生成,PPAR-α 激动剂

可阻抑氧化应激,并可通过调节解偶联蛋白 3
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(uncoupling protein3,UCP3)基因改变 ROS 的生成

和脂肪酸的氧化[21-22]。 PPAR mRNA 表达水平的降

低可能是线粒体呼吸功能和体密度降低的原因之

一,在 COPD 患者外周骨骼肌中 PPAR 的 mRNA 表

达水平与线粒体体积密度呈正相关[23]。 因此,
PPAR 通路可能代表了一类新的潜在药物靶点,有
助于 COPD 合并 SMD 中线粒体损伤的治疗。
1. 2　 线粒体能量代谢障碍

　 　 线粒体由于具有吸收和释放 Ca2+的能力,通过

氧化磷酸化和细胞钙离子动力学在 ATP 的产生中

起着核心作用,而 ATP 作为骨骼肌运动的能量来

源,在维系能量的平衡中起重要作用。 线粒体膜电

位(mitochondrial membrane potential,MMP)的稳定

是维持细胞正常生理功能的重要条件,而在 COPD
中线粒体 MMP 呈降低趋势[24]。 MMP 为线粒体能

量产生的重要条件,膜电位的降低可导致 ATP 合成

障碍,引起细胞质内的 ATP 快速水解,从而致使

ATP 损耗严重,钙离子内流,触发细胞凋亡[25]。 当

线粒体积累高浓度的 Ca2+时,特别是在氧化应激情

况下,会刺激线粒体膜通透性转换孔(mitochondrial
permeability transition pore,MPTP)的开放,导致线粒

体肿胀,以及 MMP 的减少和 ATP 合成酶中断[26]。
骨骼肌线粒体 ATP 酶的活性在 COPD 合并 SMD 患

者中下降,导致线粒体钠泵功能及氧化磷酸化功能

障碍,影响三磷酸循环,ATP 合成不足,进而阻碍能

量供应,不能维系骨骼肌运动的正常能量消耗,进
一步加剧 COPD 患者骨骼肌肌力及耐力的减退[27]。
与正常人相比,COPD 患者骨骼肌线粒体产生一定

量的 ATP 需要消耗更多的氧气,而在 COPD 患者的

线粒体中又存在氧气供应不足的问题,由此形成恶

性循环,加剧 SMD 的进展[28]。 因此,线粒体能量代

谢障碍对 COPD 患者骨骼肌运动具有显著影响。
1. 3　 线粒体自噬异常

　 　 自噬是一种进化高度保守的蛋白质降解过程,
由双层膜组成的自噬泡将细胞中损坏的蛋白或细

胞器等物质包裹后运送到溶酶体进行降解,受损或

功能障碍的线粒体通过线粒体自噬从细胞中被清

除[29]。 正常的骨骼肌细胞存在一定的线粒体自噬,
可去除蛋白质聚合物和功能失调的线粒体,在维持

肌肉的动态平衡方面起着积极的作用[30]。 线粒体

自噬可以维持健康的线粒体群体,在疾病发病机制

中发挥细胞保护作用[31]。 研究表明,生理水平的

mtROS 促进骨骼肌细胞正常范围内的自噬,而

mtROS 的异常增高会导致氧化应激,触发过度自

噬,这反过来又会加重肌纤维萎缩[32-33]。 COPD 患

者骨骼肌自噬的程度与肌肉萎缩和肺功能损害的

严重程度有关[34]。 而肺部炎症诱导的全身炎症会

引起骨骼肌线粒体过度自噬,导致线粒体生物生成

减少[35]。 通过对 COPD 患者股外侧肌线粒体研究

发现,在氧化应激状态下,骨骼肌自噬水平的增加,
会促进股外侧肌线粒体的降解[36]。 临床研究表明,
COPD 患者自噬增加与肌肉萎缩及肺功能下降程度

呈正相关,表现为大腿横截面积减少,FEV1 / FVC 比

值下降[35]。
COPD 中的线粒体自噬可能受 PTEN 诱导激酶

1(PTEN-induced putative kinase 1,PINK1) /帕金蛋

白(PARKIN)通路介导。 一旦线粒体电位急剧下

降,PINK1 就从线粒体内膜移位到线粒体外膜,然后

将 PARKIN 从胞浆引导到去极化的线粒体,触发自

噬。 简而言之,PINK1 和 PARKIN 协同作用检测线

粒体去极化,标记受损的线粒体,并触发线粒体自

噬[37]。 电 压 依 赖 型 阴 离 子 孔 道 蛋 白 ( voltage-
dependent anion channel1, VDAC1 ) 的 磷 酸 化 在

PARKIN 介导的线粒体自噬起重要作用,在此过程

中,自噬接头蛋白 P62 / SQSTM1 在清除受损的线粒

体中发挥关键作用,因为 PARKIN 依赖的线粒体自

噬需要 P62 重新聚集到线粒体中进行清除[38]。 因

此,COPD 患者骨骼肌线粒体的异常自噬,直接导致

线粒体生物合成减少,引起骨骼肌功能障碍。

2　 中医药治疗 COPD 患者骨骼肌线粒体损伤现状

　 　 中医药在患者的运动能力及生活质量等方面

的改善优势明显。 COPD 在中医学中属于“喘病”、
“肺胀”等范畴[39],COPD 由肺虚渐及脾肾,脾肾之

虚又累及于肺,虚损积久而成诸脏俱虚,故正虚积

损是 COPD 的主要病机[40]。 肺病日久,必盗母气,
肺病及脾,脾失健运,因脾主肌肉四肢,则可致肌肉

瘦消、软弱无力,甚至萎弱不用,故肺脾气虚证是

COPD 合并 SMD 的主要病机之一。 前期临床研究

表明,补肺健脾方(ZL.201110205234. 6)具有健脾补

肺、化痰止咳、降气平喘等功效,其通过补肺益气、
健脾生肌的作用,能显著改善患者肺功能、减少急

性加重次数和持续时间、延长 6 min 步行距离和生

活质量,长期随访仍具有较好疗效[41]。 实验研究表

明,补肺健脾方可改善 COPD 稳定期大鼠肺功能,明
显提高股四头肌的线粒体体密度,改善线粒体数
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量、形态和功能,其作用与抑制线粒体氧化和凋亡

有关,可提高 Na+ -K+ ATP 酶活性,降低线粒体琥珀

酸脱氢酶( succinate dehydro genase,SDH)活性,降
低 BCL2 相互作用蛋白 3(BCL2 interacting protein 3,
BNIP3)、细胞色素-C( cytochrome C,CYTO-C)等凋

亡因子, 抑制骨骼肌线粒体损伤, 改善骨骼肌

功能[42-45]。
其他学者也发现中医药对骨骼肌线粒体损伤

具有修复作用。 琚星萌等[46] 研究发现,四君子汤

(人参,白术,茯苓,甘草)具有益气健脾作用可以提

高大鼠骨骼肌琥珀酸脱氢酶(SDH)活性,改善骨骼

肌线粒体呼吸功能,提高线粒体能量代谢,修复线

粒体损伤。 健脾益气中药(人参,白术等)通过增强

骨骼肌线粒体能量的合成和代谢,对骨骼肌线粒体

损伤有明显的修复作用[47]。 川芎嗪在改善骨骼肌

活性、维持骨骼肌细胞线粒体完整性及抗氧化作用

等方面具有显著效果,能减少骨骼肌细胞凋亡,延
缓失神经骨骼肌细胞的萎缩[48]。 Zhang 等[49] 研究

指出,姜黄素通过上调线粒体过氧化物酶体增殖物

激活受体 γ 共激活因子 1α(peroxisome proliferator
activated receptor γ coactivator-1α,PGC-1α) /沉默信

息调节因子 3(sirtuin3,SIRT3)信号通路,显著降低

氧化应激和炎症反应,可明显改善 COPD 大鼠骨骼

肌肌纤维萎缩、肌原纤维结构紊乱、间质纤维化和

线粒体结构损伤。

3　 结语

　 　 线粒体损伤是 COPD 合并 SMD 的主要机制之

一,而氧化应激、线粒体能量代谢障碍、线粒体自噬

是已知的引起线粒体损伤的重要原因。 以线粒体

生物发生为靶点的疗法可能会使 COPD 骨骼肌功能

得到改善,因骨骼肌具有极强的可塑性,所以针对

它的治疗对提高 COPD 患者的运动功能和生命健康

具有重要的临床意义。 并且伴随近年来中医药的

长足发展,中医药能从一定程度上修复线粒体损

伤,改善 COPD 患者 SMD,并取得了良好效果。 中

医药的有效参与,从一定程度上弥补了西医治疗的

疗效欠缺,为中西医结合的良性发展勾勒理想蓝

图。 但目前该方面的研究存在一些不足:(1)线粒

体损伤致 SMD 机制尚不十分清楚,导致其作用靶点

不明,缺乏靶向性治疗药物;(2)中医药治疗 COPD
合并骨骼肌线粒体损伤的研究较少,导致确切疗效

机制不明;(3)因“脾主肌肉四肢”,目前中医药治疗

COPD 合并 SMD 的研究多集中于肺脾气虚证,偏重

于健脾,虽然肺脾气虚证是稳定期的主要证型之

一,但也是疾病发展的一个过程,随着疾病进展可

能发展成肺肾气虚、肺肾气阴两虚证,但因为患者

活动能力的持续降低,必定有 SMD 的存在并伴随始

终,故今后的治疗和研究也要注重益肾、滋阴等。
因此,进一步研究应深入探讨线粒体损伤机制,探
索有效作用靶点,加强中医药相关研究,为临床应

用提供依据。
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浅述干细胞治疗慢性肾疾病的潜力

蒋　 超,王　 超,任晓楠,周晓辉∗

(复旦大学附属公共卫生临床中心,上海　 201508)

　 　 【摘要】 　 慢性肾疾病具有高发病率、高致死率的特点并且在全球范围内流行,但除了血液透析和肾移植外,
迄今尚无其他有效方法治愈,因此是当前严重危害人类生命健康的重大疾病之一。 干细胞是一类具有自我更新和

分化为多种谱系能力的细胞,近年来研究提示,干细胞具有作为慢性肾疾病潜在治疗方法的可能。 本文对间充质

干细胞、胚胎干细胞和诱导多潜能干细胞三种干细胞在治疗慢性肾疾病方面的潜力进行了一个简要综述。
【关键词】 　 慢性肾疾病;间充质干细胞;胚胎干细胞;诱导多潜能干细胞
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A brief review on the development of stem cells as therapeutics for
chronic kidney disease

JIANG Chao, WANG Chao, REN Xiaonan, ZHOU Xiaohui∗

(Shanghai Public Health Clinical Center, Fudan University, Shanghai 201508, China)

　 　 【Abstract】　 Chronic kidney disease (CKD) is prevalent worldwide and represents a serious threat to human life and
health with a high morbidity and mortality. Currently, there are no effective curative therapeutics for CKD except
hemodialysis and renal transplantation. Stem cells, which are able to self-renew and differentiate into multiple lineages,
have been explored as a potentially viable treatment for CKD in recent years. In this review, the potential applications of
three types of stem cells for treatment of CKD are briefly summarized, including embryonic stem cells, induced pluripotent
stem cells, and mesenchymal stem cells.

【Keywords】　 chronic kidney disease; mesenchymal stem cell; embryonic stem cell; induced pluripotent stem cell

　 　 慢性肾疾病(chronic kidney disease,CKD)是当

前一个全球性的疾病,严重危害人类的生命健康,
成为了卫生健康和经济领域的巨大负担。 根据国

际肾病预后组织 ( kidney disease improving global
outcomes,KDIGO)的定义,肾功能减退,肾小球滤过

率不到 60 mL / (min·1. 73 m2)或者具有肾损伤的

标志物,如蛋白尿、电解质紊乱、尿沉渣异常、组织

学异常和影像学检测结构异常等,并且症状至少持

续 3 个月即可被认为是 CKD[1]。 CKD 可由多种疾

病及相关因素引起,造成肾功能和结构进行性丧失

和不可逆的损伤,其中高血压和糖尿病等疾病占据

主要原因,除此之外还包括单基因、多基因遗传因



素、表观遗传因素和不良环境因素影响等[1]。 对于

CKD 的患病率及危险因素的调查分析也表明年龄、
高血压和糖尿病等与 CKD 有着密切的关系[2]。 目

前分布在全球各个地区和国家 CKD 患者的患病率

约在 3. 0% ~ 18. 0%,患者分布各个年龄层,其中老

年人居多。 造成患病率的差异因素包括年龄、收
入、地理位置、环境、饮食和气候影响等[3]。

早期阶段的 CKD 症状不容易发现,因此一旦发

现症状一般都在 CKD 较严重阶段。 常规治疗不能

阻止大多数 CKD 病情进展到终末期肾疾病( end
stage kidney disease,ESKD)阶段,最后通常需要肾

透析或者肾移植。 肾透析虽然能够提高患者的生

存率,但这与透析前后细心护理有很大关系,而且

还需要考虑昂贵的医疗费用和病人的生活质量。
肾移植是治疗 ESKD 的有效方法,但是由于缺少供

体来源的器官而受到限制,而且移植肾的病人需要

长期使用免疫抑制药物,这容易导致病人感染其它

疾病[4]。 因此仍需要探索更有效的 CKD 治疗方案。
干细胞( stem cells,SCs)是一种具有自我更新

和多向分化能力的细胞,根据其来源可以分为 3 类:
胚胎干细胞(embryonic stem cell,ESC)、诱导多潜能

干细胞( induced pluripotent stem cell,iPSC)和成体

干细胞( somatic stem cell,SSC)。 其中 SSC 包括间

充质干细胞(mesenchymal stem cell,MSC)、造血干

细胞( hematopoietic stem cell,HSC) 和神经干细胞

(neural stem cell,NSC)等[5-6]。 近年来,对 SCs 深入

和突破性的研究给临床上多种疾病的治疗带来了

希望,包括 CKD[7]。 SCs 治疗 CKD 的机制如旁分泌

作用、促进细胞自噬、抗炎症、抗凋亡和介导免疫调

节等已经被逐渐阐明,同时 SCs 自身也具有多向分

化潜能。 正因为 SCs 的自身优势,故可通过体外培

养形成肾类器官,然后移植入体内,修复替代损伤

肾;或者直接将 SCs 移植入宿主体内发挥多向分化

潜能、旁分泌作用、抗炎症和介导免疫调节等方面

的功能,促进肾功能改善和结构修复[7-8]。 本文将

从 MSC、ESC 和 iPSC 在治疗 CKD 方面的应用潜力

进行阐述。

1　 SCs 治疗 CKD 的潜力

1. 1　 MSC 治疗 CKD 的潜力

　 　 MSC 属于多能成体干细胞,具有强大的自我更

新和多谱系分化潜能,能够从骨髓、脂肪组织、外周

血和脐带血等部位分离出来[9]。 近年来一些研究

已经逐渐发现了 MSC 的一些功能特点,如 MSC 定

位于受损组织器官部位,定向分化为器官特异性细

胞,修复受损组织或者通过旁分泌和内分泌作用产

生生物活性因子,如细胞因子、趋化因子、生长因子

和胞外泡( extracellular vesicles,EV)发挥促细胞增

殖、抗纤维化、抗炎、抗凋亡和调节免疫反应等作

用[10-11]。 这些功能特点使 MSC 在治疗 CKD 方面显

示出强大的潜力。
目前不少研究已经成功的将 MSC 培养成为肾

小球系膜细胞、足细胞和肾小管上皮细胞等[12-13]。
Machiguchi 等[13]将人类 MSC 诱导培养成肾小管上

皮细胞,然后将其移植入免疫缺陷大鼠的肾皮质,
可检测到新生的肾小球和肾小管结构。 也有研究

表明 MSC 能够延缓 CKD 进一步发展,保护肾功能、
减轻组织损伤和肾纤维化等[14-15]。 现在大多数研

究认为 MSC 主要是通过旁分泌生物活性因子发挥

对肾的保护作用。 日本研究小组利用细胞片工程

技术(cell sheet engineering technology),把能够分泌

人肝细胞生长因子( hepatocyte growth factor,HGF)
的间皮细胞片移植到单侧输尿管梗阻 ( unilateral
ureteral obstruction,UUO)大鼠的肾包膜表面,发现

移植的细胞片能够较长时间存活于体内,且能够不

断分泌 HGF 抑制肾小管和肾盂的扩张,维持肾小管

周围毛细血管密度和肾血流量,从而控制大鼠肾纤

维化进展[16]。 然后又将骨髓间充质干细胞片(bone
marrow mesenchymal stem cell sheets, BM-MSC
sheets) 移植到大鼠缺血再灌注损伤 ( ischemia-
reperfusion injury, IRI) 模型肾表面,发现 BM-MSC
sheets 也能够存活在肾表面且能够分泌 HGF 和血

管内皮生长因子( vascular endothelial growth factor,
VEGF),从而保护肾小管、减轻内皮损伤、维持微血

管密度和控制肾纤维化进展。 该研究第 1 个将 BM-
MSC sheets 应用于肾疾病治疗,证明了细胞片疗法

具有治疗肾疾病包括 CKD 的潜力[17]。
近年来,MSC 分泌的 EV 在一些疾病治疗中也

具有重要的作用。 EV 中包含蛋白质、MicroRNA 和

脂质分子等,MSC 可旁分泌 EV 作用于其它细胞传

递细胞信号,从而在损伤组织中发挥一定的作

用[18]。 Nassar 等[19]临床研究实验证明脐血 MSC 来

源的 EV 能够改善整体肾功能,包括肾小球滤过率、
血肌酐和血尿素氮水平都有所改善,同时还能减轻
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炎症免疫反应,而且通过一年的临床评估表明该治

疗方法是安全的。 血管钙化是 CKD 的常见并发症,
实验表明来源于 BM-MSC 的外泌体( exosomes,EV
的一种类型)具有改善人主动脉血管平滑肌细胞钙

化的功能,因此研究推测外泌体也可能改善 CKD 引

起的血管钙化[20]。 Wang 等[21] 也发现来源于 MSC
的 EV 包含了相关 MicroRNA 分子,这些小分子可能

通过影响 TGF-β 分子介导下游信号传递,从而在肾

纤维化进展中起到关键作用。
但是 CKD 引起的病理生理状况和体内不良环

境会影响 MSC 的植入和存活,从而影响 MSC 的治

疗效果。 近年来已经有研究策略来解决这些问题,
如低氧预处理 MSC 可以提高其对体内不良环境的

抵抗力、促进其存活增殖和增强促血管生成的能

力[22]。 一 些 生 物 活 性 因 子 如 表 皮 生 长 因 子

(epidermal growth factor,EGF)、脑源性神经营养因

子( brain-derived neurotrophic factor,BDNF) 和胰岛

素样生长因子( insulin-like growth factor,IGF)等预

处理 MSC 也可提高其存活增殖率、迁移能力和旁分

泌活性[23]。 此外,用激素如褪黑素(melatonin)预处

理 MSC 对其抵抗体内恶劣微环境有着重要作

用[24]。 一项研究证明褪黑素预先处理 BM-MSC 可

以增强其归巢和存活能力,并增强对肾的保护作

用[25]。 另一项研究也认为褪黑素刺激细胞产生的

外泌体可增强 CKD 病人 MSC 的功能,包括提高其

线粒体功能、抑制其衰老、促进其增殖和增强产生

血管生成细胞因子的能力。 通过小鼠体内实验也

验证该方法能够提高移植的 MSC 存活率,并保护小

鼠的肾血管[26]。 因此基于这些预处理策略可进一

步提高 MSC 的治疗效果。
可见 MSC 在保护肾结构、改善肾功能和控制肾

纤维化等方面显示出强大的潜能。 虽然 MSC 具有

多向分化潜能,但是以上研究表明 MSC 主要是通过

旁分泌多种生物活性因子发挥保护和修复肾的

作用。
1. 2　 ESC 治疗 CKD 的潜力

　 　 ESC 是来源于囊胚时期内细胞团的一种多潜能

干细胞,具有自我更新和分化为所有细胞类型的细

胞,被广泛研究并用于再生医学方面[27]。
ESC 可分化为肾各种类型的细胞,具有再生肾

能力[28]。 许多研究学者也证实了 ESC 的强大再生

能力。 Narayanan 等[29]将人类 ESC 体外培养分化成

具有肾近端小管功能特征的细胞,然后移植到严重

联合免疫缺陷小鼠皮下,可以形成简单的肾上皮。
来自日本研究小组两项研究分别将鼠和人的 ESC
体外诱导形成肾小管细胞,经过培养也产生了肾小

管结构[30-31]。 Takasato 等[32] 通过在特定培养条件

下分 阶 段 添 加 骨 形 态 发 生 蛋 白 4 ( bone
morphogenetic protein 4,BMP4)、激活素 A( activin
A)、成纤维细胞生长因子 9(( fibroblast growth factor
9,FGF9)、维甲酸( retinoic acid,RA)和骨形态发生

蛋白 7(bone morphogenetic protein 7,BMP7)等体外

诱导人类 ESC 形成后原始条纹( posterior primitive
streak)和中间中胚层( intermediate mesoderm,IM),
然后发现了肾祖细胞 ( nephron progenitor cells,
NPCs)和相关肾结构的形成。 而且用另外 2 种因子

CHIR99021(Wnt 信号通路激动剂)和 FGF9,诱导效

果更好,并且认为在形成肾结构过程中细胞间能够

相互影响,自组织形成早期肾单位。 这与其它的两

项研究结果相似[33-34],其中 Morizane 等[34] 以更加

有效的方案将人类 ESC 诱导为 NPCs,有效率达到

90. 0%,并通过 2 D 或者 3 D 培养 NPCs 形成了具有

足细胞、近端小管、Henle 环和远端小管的肾类器

官。 由于体外研究证明了 ESC 的分化潜能,因此也

有体内实验研究将人 ESC 经过 2 D 培养形成 NPCs,
皮下移植到免疫缺陷鼠中,形成的结构基本上包含

了肾单位各组分,包括毛细血管网、足细胞、基底膜

和系膜细胞等,并且形成的肾小球也具有滤过功

能。 相比于体外 2 D 和 3D 培养,体内的环境可以更

好的促进 NPCs 形成较为成熟和完整的肾单位结

构[35]。 但是要产生完全成熟的肾还需要更多的研

究。 最近一项新的研究将 ESC 培养产生未完全成

熟的肾类器官,该研究描述了肾类器官每个发育阶

段的基因转录表达变化,概括了肾发育的过程,并
表明基因调控对肾发育至关重要,对未来研究肾发

育和体外产生成熟的肾提供了重要的参考策略[36]。
除了以上将 ESC 通过分化培养为具有肾单位

结构的肾类器官的研究,也有研究将载有 ESC 的细

胞明胶(gelatin microcryogels,GMs)植入 5 / 6 肾切除

CKD 的大鼠肾中,发现可以减缓大鼠 CKD 的进展,
其中血浆尿素氮水平、肾小管损伤和肾小球硬化指

数都有不同程度的改善[37]。 此外,Tan 等[38]将小鼠

来源的 ESC 分化为输尿管芽(ureteric bud,UB)祖细

胞,然后与后肾间充质 ( metanephric mesenchyme,
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MM)细胞培养产生肾类器官,并将该肾类器官用于

药物和化学物质的毒性检测。
虽然 ESC 为 CKD 以及其它多种疾病的治疗带

来了希望,但是 ESC 需要从胚胎中分离,从而限制

了其获取来源;另外移植的 ESC 也会形成畸胎瘤和

产生机体免疫排斥的问题,因此限制了其临床

应用[39]。
综上所述,这些实验研究说明 ESC 能够被诱导

分化为肾谱系细胞,通过培养可产生肾类器官,并
用于移植和肾药物毒性检测等。 这为 ESC 治疗

CKD 提供了坚实的数据和理论基础。
1. 3　 iPSC 治疗 CKD 的潜力

　 　 日本科学家用 4 种因子 Oct3 / 4、Sox2、c-Myc 和

Klf4 成功的诱导出 iPSC。 该 iPSC 能够表现出 ESC
的形态和生长特性,并且能够产生三胚层各种组

织,因此与 ESC 一样具有多系分化能力[40]。
目前已经有一些方案将 iPSC 分化为肾谱系细

胞,进行肾发育和肾重建的研究[41]。 Takasato 等[42]

用 CHIR9902 和 FGF9 两种因子诱导出 UB 和 MM,
经过 3 D 培养形成了具有肾皮质、肾髓质、肾小球、
肾近端小管、远端小管和集合管等结构,表明 iPSC
可形成较成熟的肾成分。 Morizane 等[43] 用更加有

效、特异和简化的诱导方案体外将 iPSC 诱导成为

NPCs,通过培养也产生了包含近端小管、远端小管

和 Henle 环等多节段类似于体内的肾单位结构。
Tsujimoto 等[44]用人类 iPSC(hiPSC)来源的 NPCs 与
UB 体外培养产生了肾类器官,形成的肾小球、肾小

管和集合管能够自组织相互连接。 移植到免疫缺

陷小鼠肾包膜下产生的血管化网络可与宿主肾相

互连接。 此外,也有研究用 hiPSC 建立肾类器官疾

病模型,如先天性肾病综合征( congenital nephrotic
syndrome)和常染色体隐性遗传性多囊肾(ARPKD)
等。 这些模型可用于肾疾病药物的开发及治疗效

果的评估检测[41,45]。
目前大多数研究是将 iPSC 诱导成 NPCs 进而

形成肾类器官,从而修复和重建肾。 而将 iPSC 细胞

直接用于治疗 CKD 的动物模型研究报道较少。 研

究发现促红细胞生成素(erythropoietin,EPO)对治疗

CKD 引起的肾贫血具有一定的疗效[46]。 Hitomi
等[46]将肝来源的 hiPSC 细胞诱导为能够产生 EPO

的细胞(hiPSC-EPO),该类细胞在体内和体外都具

有产生 EPO 的能力,并且能够改善小鼠的肾贫血。
因此,hiPSC-EPO 可以作为治疗肾贫血一个方法策

略。 也有研究表明直接移植 hiPSC 能够保护 CKD
大鼠肾、减轻肾间质纤维化、肾小管萎缩和肾小球

硬化等,从而抑制 CKD 进展[47]。 另外 iPSC 来源的

MSC(iPSC-MSC)也可以保护 CKD 大鼠肾功能,经
过 iPSC-MSC 治疗的大鼠尿肌酐水平和尿蛋白都有

所降低,残余肾部分和肾小管损伤也得到了保护和

改善[48]。
综上,用 iPSC 进行肾再生是一个很好的策略

方法。 这些再生的肾类器官可用于移植、构建疾

病模型进行药物开发检测等方面。 但是当前存

在的不足之处是体外形成肾类器官在大小、组分

和功能等方面都不够成熟,而且体内不能有效的

连接到血管,从而无法发挥与宿主肾相同的作

用。 因此我们仍然需要探索有效的肾重建方案

来解决当前的问题,如种间囊胚互补、将细胞种

植到肾支架上和 3D 生物打印技术等。 这些方案

也可能为重建结构功能成熟的肾提供了技术

路线 [49] 。

2　 总结和展望

　 　 CKD 严重危害人类的生命健康,成为全球卫生

健康和经济邻域一个巨大的负担,目前还没有有效

的治疗手段来应对 CKD。 近年来研究发现细胞疗

法在治疗 CKD 方面有一个很好的应用前景。 本文

总结了 MSC、ESC 和 iPSC 3 种 SCs 治疗 CKD 的应

用潜力。 MSC 主要是通过旁分泌各种细胞因子和

EV 促进肾修复、肾功能改善、抑制肾纤维化和钙化

等,但因 MSC 易受到体内环境影响而降低了其治疗

效果。 ESC 和 iPSC 更多用于体外和体内形成肾类

器官修复损伤肾,研究肾发育机制,建立疾病模型

用于开发和评估治疗药物等。 3 种 SCs 优缺点及应

用潜力详见表 1。 虽然现在大多数研究还不能够产

生完全和体内大小、功能相同的肾用于移植,但是

这些方法策略为以后的研究打下了坚实的基础。
因此,随着未来对干细胞治疗研究的更加深入,干
细胞技术有很大希望能够治疗 CKD 以及其它肾相

关类型的疾病。
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表 1　 三种 SCs 优缺点的比较
Table 1　 Comparison of the advantages and disadvantages of three kinds of stem cells

细胞类型
Cell type

优点
Advantages

缺点
Disadvantages

应用潜力
Application potential

参考文献
References

间充质干细胞
Mesenchymal
stem cell
(MSC)

来源方便、易于分离培养;免疫原
性低;促细胞增殖、修复损伤组织、
抗氧化压力、抗纤维化、抗炎、抗凋
亡和调节免疫反应等。
Convenient source, easy to separate
and cultivate. Low immunogenicity.
Promoting cell proliferation,
repairing damaged tissues, anti-
oxidative stress, anti-fibrosis, anti-
inflammation, anti-apoptosis,
regulating immune response, etc.

难以有效定位到特定组织器官部位
且容易受到环境影响从而限制了其
治疗效果。
It is difficult to effectively locate
specific tissues and organs, and it is
easily affected by the environment,
which limits its therapeutic effect.

细胞治疗:保护肾,促进器官组织修
复和再生。
Cell therapy: protect kidney, promote
the repair and regeneration of organs
and tissues.

[7,11-
17,22]

胚胎干细胞
Embryonic
stem cell
(ESC)

具有全能性, 无限增殖能力,保持
高度未分化状态和稳定的二倍体
核型。
Totipotent, infinite proliferation
capacity, maintain a highly
undifferentiated state and a stable
diploid karyotype.

来源受限、是否规范化研究、伦理问
题;易形成畸胎瘤;移植免疫排斥。
Restricted sources, whether to
standardize research, ethical issues.
Form teratomas. Transplantation
immune rejection.

形成肾谱系的细胞和肾类器官,用
于移植。
Form the cells and kidney organoids of
the kidney lineage, which is used for
transplantation.

[ 32 -
35,38-
39]

诱导多潜
能干细胞
Induced

pluripotent
stem cell
( iPSC)

自我增殖与分化能力与 ESC 特性
相近;能够无限增殖、来源广泛、避
免了胚胎分离等伦理问题。
Ability of self-proliferation and
differentiation is similar to the
characteristics of ESC. It can
proliferate indefinitely, have a wide
range of sources, and avoid ethical
issues such as embryo separation.

重编程 iPSC 效率不高;致瘤性。
Reprogramming iPSC is not efficient.
There is a risk of tumor formation.

形成肾类器官,用于移植;构建肾疾
病模型,用于肾药物开发和评估。
Formation of kidney organoids for the
study of kidney transplantation.
Construction of kidney disease models
for the development and evaluation of
kidney drugs.

[ 40 -
45]
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