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YAP 在特发性膜性肾病中的表达及其对 C5b-9 诱导
足细胞损伤的作用

史添立1,罗　 贞1∗,焦　 石2

(1.海口市人民医院肾内科,海口　 570208;　 2.中山市博爱医院肾病风湿科,广东 中山　 510603)

　 　 【摘要】 　 目的　 在特发性膜性肾病(IMN)中探究转录共激活因子 Yes 相关蛋白(YAP)的表达及其在膜攻击

复合物 C5b-9 诱导足细胞损伤的作用。 方法　 免疫组织化学染色检测 YAP 蛋白在 IMN 患者肾组织及正常对照肾

组织中的表达;选用亚溶解剂量的膜攻击复合物 C5b-9(以下简称 C5b-9)在体外建立人足细胞系 MPC5 的损伤模

型,Western blot 检测随 C5b-9 刺激时间的延长,足细胞中 YAP 蛋白的表达变化;使用 siRNA 瞬时转染技术,靶向沉

默足细胞中 YAP 基因表达,qRT-PCR 及 Western blot 检测转染效率;按足细胞处理的不同将其分为 4 组,正常培养

的 Control 组,经 C5b-9 处理的 C5b-9 组,C5b-9 处理转染 si-NC 或 si-YAP 的的 C5b-9+si-NC 组与 C5b-9+si-YAP 组;
应用 CCK-8 实验检测上述各组细胞的增殖活力,Anenxin V-FITC 双染色联合流式细胞数检测各组细胞的凋亡发生

率,DCFH-DA 法检测细胞中活性氧(ROS)含量,Western blot 检测各组细胞中足细胞标志性蛋白 Nephrin、WT1 与紧

密连接蛋白 ZO-1、表型转换蛋白 Snail 及纤连蛋白 Fibronectin 的蛋白表达水平。 结果 　 与正常对照肾组织相比,
YAP 在 IMN 中的表达显著增加(P<0. 05);随 C5b-9 刺激时间的延长,足细胞中 YAP 蛋白的表达水平逐渐升高;转
染 si-YAP 后,足细胞中 YAP mRNA 及蛋白水平均显著降低(P<0. 05);与 Control 组相比,C5b-9 组、C5b-9+si-NC 组

及 C5b-9+si-YAP 组细胞的增殖活力均显著降低(P<0. 05),而凋亡率及 ROS 含量均显著增加(P<0. 05);但与C5b-9
组或 C5b-9+si-NC 组相比,C5b-9+si-YAP 组细胞增殖活力显著增加(P<0. 05),凋亡率及 ROS 含量显著减少(P<
0. 05);Western blot 检测各组细胞中相关蛋白的表达结果显示,与 Control 组相比,C5b-9 组、C5b-9+si-NC 组及 C5b-
9+si-YAP 组细胞中 Nephrin、WT1 及 ZO-1 蛋白表达均显著降低(P<0. 05),Snail 与 Fibronectin 蛋白表达均显著增加

(P<0. 05);而与 C5b-9 组或 C5b-9+si-NC 组相比,C5b-9+si-YAP 组细胞中 Nephrin、WT1 及 ZO-1 蛋白表达显著增加

(P<0. 05),而 Snail 与 Fibronectin 蛋白表达显著减少(P<0. 05)。 结论　 本研究结果表明 YAP 蛋白在 IMN 患者肾

小球中的表达显著增加,而沉默足细胞中 YAP 基因表达能够明显改善 C5b-9 诱导的细胞功能损伤,并抑制其凋亡

的发生。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate expression of YAP in idiopathic membranous nephropathy (IMN). Methods
Expression of YAP protein in IMN patients and normal renal tissues was detected by immunohistochemistry. An injury
model of the human podocyte line MPC5 was established in vitro with C5b-9. Expression of YAP protein in podocytes was
detected by Western blot. siRNA transient transfection was used to silence YAP gene expression in podocytes. The
transfection efficiency was assessed by qRT-PCR and Western blot. Podocytes were divided into four groups: control, C5b-
9, C5b-9+si-NC and C5b-9+si-YAP groups. A CCK-8 assay was used to assess the proliferation activity, annexin V-FITC
double staining combined with flow cytometry was used to assess apoptosis, DCFH-DA staining was used to detect the
content of reactive oxygen species (ROS). Western blot was used to measure the apoptosis rate. The expression of podocyte
marker protein nephrin, WT1, tight junction protein ZO-1, phenotype transition protein snail and fibronectin was detected
by Western blot. Results　 Compared with normal renal tissue, the expression of YAP in IMN was increased significantly
(P< 0. 05). With prolongation of the C5b-9 stimulation time, the expression level of YAP protein was increased in
podocytes (P< 0. 05). After si-YAP transfection, the mRNA and protein levels of YAP in podocytes were decreased
significantly (P<0. 05). Compared with the control group, cell proliferation in C5b-9, C5b-9+si-NC and C5b-9+si-YAP
groups was decreased significantly, while the apoptosis rate and ROS content were increased significantly (P < 0. 05).
However, compared with C5b-9 and C5b-9+si-NC groups, cell proliferation in the C5b-9+si-YAP group was increased
significantly and the ROS content in cells was decreased significantly (P<0. 05). Expression of nephrin, WT1 and ZO-1 in
C5b-9, C5b-9+ si-NC and C5b-9 + si-YAP groups was significantly lower than that in the control group ( P < 0. 05).
Compared with C5b-9 and C5b-9+si-NC groups, the protein expression of nephrin, WT1 and ZO-1 in the C5b-9+si-YAP
group was increased significantly, while the protein expression of Snail and fibronectin was decreased significantly (P<
0. 05). Conclusions　 This study showed that YAP protein expression in glomeruli of IMN patients is significantly increased
and silencing YAP gene expression in podocytes significantly improves C5b-9-damaged induced functions and
inhibits apoptosis
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　 　 膜性肾病(membranous nephropathy,MN)是导

致原发性肾病综合征的重要病因,严重威胁患者的

生命健康[1]。 其中约 25%~30%的 MN 患者与潜在

的疾病相关,如系统性红斑狼疮、恶性肿瘤及各种

病毒或细菌引起的感染性疾病等,而当继发性原因

不明 显 时 则 归 为 特 发 性 膜 性 肾 病 ( idiopathic
membranous nephropathy,IMN),后者约占 70%[2-3]。
尽管近年来针对 IMN 的特异性分子标记物的研究

取得了一定的进展,但其具体病因及发病机制仍未

阐明,极大影响了 IMN 的治疗及预后。
既往研究证实 IMN 是一种原位免疫复合物或

循环免疫复合物沉积于肾小球上皮细胞下,并引起

补体的异常激活,形成补体膜攻击复合物 C5b-9,进
而损伤足细胞的正常结构及功能的相关疾病[4-5]。
其中亚溶解剂量的 C5b-9 介导的足细胞损伤在 IMN
中得到广泛认可,该假说认为亚溶解剂量的 C5b-9
对足细胞所产生的损伤并非完全溶解效应,但能够

激活足细胞中多种信号通路,进而产生大量炎症因

子、活性氧( reactive oxygen species,ROS)及蛋白分

子,导致细胞发生间质细胞转变(即表型转化),细
胞骨架紊乱乃至凋亡等,最终损伤肾小球的滤过屏

障,产生大量蛋白尿等肾损伤现象[6]。 转录共激活

因子 Yes 相关蛋白( yes-associated protein,YAP)是

经典的 Hippo 信号通路的重要效应因子之一,其在

调控细胞增殖、生长、分化和死亡等多个环节均具

有重要地位[7-8]。 近年来,随着对 YAP / Hippo 通路

在肾发育过程中作用的认识,人们发现 YAP 信号的

异常表达也参与调控了多种肾疾病的发生进展[8]。
然而在 IMN 中,YAP 在肾组织中的表达及相关作用

尚鲜有报道。 本研究欲通过探究 YAP 的 IMN 患者

中的表达,并建立 C5b-9 损伤肾小球足细胞的体外

模型,进而阐明其相关作用,以期进一步揭示 IMN
的发病机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 细胞

　 　 人肾小球足细胞 MPC5 细胞系购自中国科学院

上海细胞库。
1. 1. 2　 临床标本来源

　 　 选取 2018 年 2 月至 2020 年 2 月于海口市人民

医院肾内科确诊的 IMN 患者 121 例(IMN 组),所有

患者肾活检均证实为 IMN,其中男性 62 例,女性 59
例,平均年龄(47. 1±3. 9)岁。 另取年龄、性别相匹
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配的同时期于我院泌尿科行肾肿瘤切除术的癌旁

正常对照肾组织 91 例(Normal 组)。 纳入标准:(1)
所有受试者年龄≥18 岁;(2) IMN 符合 Ehrenreich-
Churg 诊断标准[9],且排除经临床资料核查及实验

室检查发现的继发性 IMN 患者;(3)受试者入院前

3 个月未使用任何免疫抑制剂、细胞毒性药物或糖

皮质激素等;(4)临床资料完整,且患者或家属签署

知情同意书。 本研究符合伦理学相关要求,且经海

口市人民医院伦理委员会批准(2018AKB206-01)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 DMEM / HG 培养基,0. 25%胰酶(美国 Hyclone
公司,批号:AD13203319、AD15802247);胎牛血清

(美国 Gibco 公司,批号:11416-791);TRIzol、反转

录试 剂 盒、 转 染 试 剂 Lipofectamine 2000 ( 美 国

Invitrogen 公司, 批号: 4339218、 426019、 711035);
SYBR Premix Ex Taq (日本 TaKaRa 公司, 批号:
T108241R73661); CCK-8 试剂盒, Annexin V-FITC
细胞凋亡试剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒、RIPA 蛋白

裂解液、蛋白酶抑制剂(江苏碧云天生物科技公司,
批 号: C191029、 C200914、 C190518、 ST170514、
ST190211);DCFH-DA 试剂盒(美国 Sigma 公司,批
号:EZ1911D0032);沉默 YAP 的 siRNA(si-YAP)及
阴性对照序列 si-NC(广州锐博生物技术有限公司,
批号:201029BZ);补体来自 8 名健康体检者新鲜血

清(normal human serum,NHS);人补体 C5b-6 复合

物(美国 Merck 公司,批号:M1129);大鼠抗 YAP、
p-YAP、β-actin 抗体(美国 Cell Signaling 公司,批号:
191128、200711、20120706);大鼠抗 Nephrin、WT1、
ZO-1 ( 美 国 Cayman 公 司, 批 号: C1908A04、
C2004A16、C1811A26);兔抗 Snail、Fibronectin(美国

Abcam 公司,批号:ab924417、ab101732);兔抗大鼠

或山羊抗兔二抗(上海爱必信生物科技有限公司,
批号:A190211、A191122);qRT-PCR 引物由上海生

工合成。 凝胶成像系统,凝胶电泳仪,PCR 及 qRT-
PCR 仪(美国 Bio-Rad 公司,型号:005、X10-7、T10-
9、IQ5);流式细胞仪 FACS-Calibur(美国 BD 公司,
型号:FACSC-Ⅱ);倒置荧光显微镜(日本 Olympic
公司,型号:荧光 CKX-19)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 免疫组织化学染色( immunohistochemeistry,
IHC)
　 　 将固定于 4%甲醛溶液的肾组织样本进行常规

石蜡包埋,切片机进行连续切片后,二甲苯脱蜡,梯

度乙醇脱水,3%的过氧化氢消除内源性过氧化物

酶,高压柠檬酸钠进行抗原恢复,5%的牛血清白蛋

白封闭抗体后,加入稀释后的 YAP 抗体(1 ∶ 800),
4℃孵育过夜,加入二抗(1 ∶ 1000)室温孵育 1 h,
DAB 显色,苏木素复染,中性树脂封片后,显微镜下

观察拍照。
1. 3. 2　 细胞的培养,转染和分组处理

　 　 MPC5 在含 10%胎牛血清和 1%青链霉素混合液

的 DMEM/ HG 培养基中,并置于 37℃,5% CO2 的培

养箱中进行培养。 取处于对数生长期的足细胞,
0. 25%的胰酶常规消化后,按 5×104 个 /孔接种于 6 孔

板中,当细胞生长融合至 70%时,参考 Lipofectamin
2000 转染试剂说明书方法将 Opti-MEN 稀释后的转

染试剂及 si-YAP 或 si-NC 按 1 ∶ 1 比例加入足细胞中

进行转染,6 h 后更换为新鲜培养,继续培养 48 h 后

应用 qRT-PCR 及 Western blot 实验检测转染效率验。
参考文献[10] 方法,使用亚溶解剂量的 C5b-9 与 NHS
进行处理 MPC5 细胞,并将细胞分为 4 组,正常培养

的 MPC5 细胞( control 组),0. 4 μg / mL 的 C5b-9 与

NHS 处理的 MPC5 细胞(C5b-9 组)和 0. 4 μg / mL 的

C5b-9 与 NHS 处理的 si-NC 细胞(C5b-9+si-NC 组)和
0. 4 μg / mL 的 C5b-9 与 NHS 处理的 si-YAP 细胞

(C5b-9+si-YAP 组)。 各组细胞均置于上述条件的培

养箱中培养 48 h 后进行后续相关实验。
1. 3. 3　 实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)
　 　 取各组待测足细胞,TRIzol 法提取细胞中总

RNA,应用反转录试剂盒反转录为 cDNA。 参考

SYBR Premix Ex Taq 试剂盒说明书确定 qRT-PCR
反应体系及条件,qRT-PCR 的引物序列为:YAP-F:
5 ’-CAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGG-3 ’, YAP-R:
5’-GTAGTCGGATCCTAACCACGTGAGAAAG-3’; β-
actin-F:5’-CCTGGCACCCAGCACAAAT-3’,β-actin-
R:5’-GGGCCGGACTCGTCATAC-3’。 以 β-actin 作

为内参,按照 2-ΔΔCt方法计算待测细胞中目的基因的

表达。
1. 3. 4　 CCK-8 检测足细胞增殖活力

　 　 取对数生长期各组细胞,按 1×104 个 /孔接种至

96 孔板中,于培养箱中培养 0、12、24、48 h 后加入 10
μL CCK-8 试剂,继续孵育 1 h 后,在酶标仪 450 nm 波

长处检测各孔光密度值。 每组每个时间点设置 3 个

复孔。 统计软件计算并分析各组细胞的增殖活力。
1. 3. 5　 Annexin V-FITC 双染法联合流式细胞术检

测足细胞凋亡

　 　 取培养 48 h 后上述各组细胞,常规消化细胞
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后,2000 r / min 离心细胞 5 min 后,取细胞沉淀加入

195 μL 的 Annexin V-FITC 结合液进行重悬细胞,随
后再依次加入 5 μL 与 10 μL 的 V-FITC 与 PI 染液,
充分混匀后 37℃ 避光孵育 15 min,过滤细胞团块

后,上机进行分析。
1. 3. 6　 细胞内活性氧(ROS)检测

　 　 取对数生长期各组细胞,按 5×104 个 /孔接种至

6 孔板中,待细胞生长融合至 80%时,弃去原培养

液,每孔加入 1 mL 终浓度为 5 μmol / L 的 DCFH-
DA,37℃下孵育 30 min 后,PBS 洗涤细胞后,收集细

胞,应用流式细胞仪进行检测。 实验单独重复 3 次。

注:与 Normal 组相比,∗P<0. 05。

图 1　 YAP 在 IMN 肾组织中的表达显著增加

Note. Compared with Normal group, ∗P<0. 05.

Figure 1　 Expression of YAP significantly increased in IMN renal tissue

1. 3. 7　 Western blot 实验

　 　 取各组待测细胞,将 RIPA 细胞裂解液及蛋白

酶抑制剂按 100 ∶ 1 的比例进行混合后,提取细胞中

总蛋白,4℃下 24000 r / min 离心 15 min,收集上清

液,BCA 法进行蛋白定量,加入蛋白上样缓冲液后

将蛋白样品经沸水中加热变性 5 min。 10% SDS-
PAGE 电泳,转膜,5%脱脂奶粉室温下进行抗体封

闭 2 h 后,加入 YAP(1 ∶ 500)、Nephrin(1 ∶ 1000)、
WT1(1 ∶ 1000)、ZO-1(1 ∶ 1000)和 Snail(1 ∶ 800)、
Fibronectin(1 ∶ 800)及 β-actin(1 ∶ 2000),4℃摇床

孵育过夜,随后加入相应二抗(1 ∶ 10000),TBST 溶

液洗膜后,加入 ECL 发光液于 Bio-Rad 图像分析仪

进行蛋白条带灰度扫描,以 β-actin 为内参,分析目

的蛋白表达水平。 实验单独重复 3 次。
1. 4　 统计学方法

　 　 GraphPad Prism 5. 0 进行统计分析,数据结果

用平均数±标准差(􀭰x±s)表示,两组间样本使用 t 检
验,多组间比较采用单因素方差分析 ( one-way
ANOVA),两两比较采用 Turkey 检验。 以 P<0. 05

表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 YAP 在 IMN 肾组织中的表达

　 　 IHC 染色结果显示,Normal 组肾小球中有少量

YAP 蛋白表达,且主要表达于细胞胞质中,而在

IMN 患者中,YAP 蛋白在肾小球中表达明显增加(P
<0. 05),且多数表达于细胞核中(图 1)。
2. 2　 C5b-9激活足细胞中 YAP 信号表达

　 　 Western blot 实验结果显示,随 C5b-9 刺激时间

的延长,p-YAP 蛋白表达无明显变化,而非磷酸化

YAP 蛋白表达逐渐增加,且以 24 h 增加趋势最为明

显,故足细胞中 p-YAP / YAP 比值随 C5b-9 刺激时

间而不断降低(P<0. 05)。 而在细胞中 p-YAP 蛋白

不能进入细胞核以激活下游靶基因的转录,但 YAP
蛋白则能够完成上述作用,提示 C5b-9 能够激活

YAP 信号表达(图 2)。
2. 3　 转染 si-YAP 后足细胞中 YAP mRNA 及蛋白

的表达水平

　 　 qRT-PCR 及 Western blot 实验结果显示,转染

沉默 YAP 表达的 si-YAP 后足细胞中 YAP mRNA
及蛋白的表达水平均显著降低(P<0. 05),而转染

si-NC 后足细胞无明显变化(P>0. 05,图 3)。
2. 4　 沉默 YAP 基因对 C5b-9 刺激后的足细胞活

性的影响

　 　 CCK-8 检测结果显示,与 Control 组相比,C5b-9
组、C5b-9+si-NC 组及 C5b-9+si-YAP 组细胞活力均

显著降低(P<0. 05);但与 C5b-9 组或 C5b-9+si-NC
组相比,C5b-9+ si-YAP 组细胞活力显著增加(P <
0. 05),前两组无明显差异(P>0. 05,图 4)。
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注:与 Control 组相比,∗P<0. 05。

图 2　 C5b-9 激活足细胞中 YAP 信号表达

Note. Compared with Control group, ∗P<0. 05.

Figure 2　 YAP signal expression in podocytes activated by C5b-9

注:A:qRT-PCR 检测足细胞中 YAP mRNA 表达;B:Western blot 检测足细胞中 YAP 蛋白表达。 与 Control 组相比,∗P<0. 05。

图 3　 转染 si-YAP 后显著抑制足细胞中 YAP mRNA 及蛋白表达

Note. A, Expression of YAP mRNA in podocytes was detected by qRT-PCR. B, Expression of YAP protein in podocytes was detected by

Western blot. Compared with Control group, ∗P<0. 05.

Figure 3　 Expression of YAP mRNA and protein in podocytes was significantly inhibited after transfection of si-YAP

注:与 Control 组相比,∗P<0. 05;与 C5b-9 组相比,#P<0. 05。

图 4　 沉默 YAP 基因对 C5b-9 刺激后的足细胞活性的影响

Note. Compared with Control group, ∗P<0. 05. Compared with

C5b-9 group, #P<0. 05.

Figure 4　 Effect of YAP gene silencing on podocyte
activity after C5b-9 stimulation

2. 5　 沉默 YAP基因对 C5b-9刺激后足细胞凋亡影响

　 　 Annexin V-FITC 结合流式细胞术检测各组足细

胞凋亡结果表明,与 Control 组相比,C5b-9 组、C5b-9
+si-NC 组及 C5b-9+si-YAP 组细胞凋亡比例均显著

增加(P<0. 05);但与 C5b-9 组或 C5b-9+si-NC 组相

比,C5b-9+ si-YAP 组细胞凋亡比例显著减少(P <
0. 05),前两组无明显差异(P>0. 05,图 5)。
2. 6　 沉默 YAP 基因对 C5b-9 刺激后足细胞中

ROS 产生的影响

　 　 流式细胞仪检测各组足细胞中 ROS 表达的结

果显示,与 Control 组相比,C5b-9 组、C5b-9+ si-NC
组及 C5b-9+si-YAP 组细胞中 ROS 含量显著增加(P
<0. 05);但与 C5b-9 组或 C5b-9+si-NC 组相比,C5b-
9+si-YAP 组细胞中 ROS 显著减少(P<0. 05),前两

组无显著差异(P>0. 05,图 6)。
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2. 7　 沉默 YAP 基因对 C5b-9 刺激后足细胞标志

性蛋白、紧密连接蛋白和表型转换蛋白表达的影响

　 　 Western blot 检测各组细胞中足细胞标志性蛋

白 Nephrin、WT1 及紧密连接蛋白 ZO-1 和表型转换

蛋白 Snail、纤连蛋白 Fibronectin 的表达结果显示,
与 Control 组相比,C5b-9 组、C5b-9+si-NC 组及 C5b-

9+si-YAP 组细胞中 Nephrin、WT1 及 ZO-1 蛋白表达

显著降低(P<0. 05),Snail 与 Fibronectin 蛋白表达

显著增加(P<0. 05);但与 C5b-9 组或 C5b-9+si-NC
组相比,C5b-9+ si-YAP 组细胞中 Nephrin、WT1 及

ZO-1 蛋白表达显著增加 ( P < 0. 05),而 Snail 与

Fibronectin 蛋白表达显著减少(P<0. 05,图 7)。

注:与 Control 组相比,∗P<0. 05;与 C5b-9 组相比,#P<0. 05。

图 5　 沉默 YAP 基因对 C5b-9 刺激后足细胞凋亡影响

Note. Compared with Control group, ∗P<0. 05. Compared with C5b-9 group, #P<0. 05.

Figure 5　 Effect of YAP gene silencing on podocytes apoptosis after C5b-9 stimulation

注:与 Control 组相比,∗P<0. 05;与 C5b-9 组相比,#P<0. 05。

图 6　 沉默 YAP 基因对 C5b-9 刺激后足细胞中 ROS 产生的影响

Note. Compared with Control group, ∗P<0. 05. Compared with C5b-9 group, #P<0. 05.

Figure 6　 Effect of YAP gene silencing on ROS production in podocytes stimulated by C5b-9
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注:与 Control 组相比,∗P<0. 05;与 C5b-9 组相比,#P<0. 05。

图 7　 沉默 YAP 基因对 C5b-9 刺激后足细胞中足细胞标志性蛋白 Nephrin、WT1 及紧密连接蛋白 ZO-1 和表型转换蛋白 Snail 与
纤连蛋白 Fibronectin 表达的影响

Note. Compared with Control group, ∗P<0. 05. Compared with C5b-9 group, #P<0. 05.

Figure 7　 Effects of YAP gene silencing on the expression of podocellular marker proteins Nephrin, WT1, tight binding protein
ZO-1, phenotypic transition protein Snail and Fibronectin in podocellular cells stimulated by C5b-9

3　 讨论

　 　 足细胞是位于肾组织毛细血管球外侧的终末

分化细胞,其不仅是构成肾小球过滤屏障的重要组

成细胞,同时也是免疫介导和非免疫损伤的重要作

用靶点[11]。 而持续的足细胞损伤则会导致细胞数

量的减少,进而引起肾功能不全,乃至终末期肾病

的发生。 既往研究证实补体系统的异常活化在 IMN
足细胞损伤中具有重要地位,而 C5b-9 作为补体活

化的终产物,更能直接破坏足细胞的正常结构与功

能[5]。 因此积极探究 C5b-9 损伤足细胞的相关机制

对阐明 IMN 的发生发展具有重要意义。 本研究结

果显示,通过 siRNA 转染技术沉默在 IMN 肾组织中

过表达的 YAP 基因能够显著改善 C5b-9 诱导的足

细胞损伤,这提示 YAP 信号可能在 IMN 的致病机

制中具有重要作用。
YAP / Hippo 信号通路是近年来受到广大学者

关注的一条调控细胞增殖、分化和凋亡相关基因转

录和表达的重要信号通路[7]。 研究发现 Hippo 途径

在动物体内具有高度保守性,其主要由 Mst1 / 2 激

酶,Lats1 / 2 激酶和共转录激活因子 YAP 或 TAZ 构

成[12]。 在细胞中,上游的相关调控元件如 NF2、
KIBRA 等,磷酸化 Mst1 / 2 激酶,并使其转为激活状

态,从而进一步同样磷酸化并活化 Lats1 / 2 激酶,而
活化 Lats1 / 2 激酶可以直接使下游的 YAP 蛋白发生

磷酸化。 分子机制相关研究发现,骨架蛋白 14-3-3
等能够与磷酸化的 YAP 相结合,使其滞留在胞浆

中,并经泛素化途径被降解。 而未发生磷酸化的

YAP 蛋白能够顺利进入细胞核,并与 TEAD 结合,
启动下游相关靶基因的转录及表达,参与调控细胞

的增殖与凋亡过程[13-15]。 提示未发生磷酸化的核

内 YAP 才具有发挥相关生物学活性的作用。 在本

研究中,我们通过免疫组织化学染色发现 YAP 蛋白

在 IMN 患者肾小球足细胞中的表达异常增加,且其

定位多位于细胞核内。 这提示在 IMN 中 YAP 可能

通过调控下游相关靶基因的转录导致参与 IMN 的

发生进展。
随着对 YAP / Hippo 信号通路认识的加深,人们

发现主要定位于肾小球足细胞内的 YAP 蛋白与细

胞的损伤,凋亡,细胞骨架的异常及间质性表型转

换等密切相关,然而其具体作用仍存在争议。 如

Campbell 等[16]研究发现,YAP 蛋白能通过分子结构

中的 WWW 结构域与树突蛋白 dendrin 的相关序列

进行结合,从而抑制细胞核内促凋亡信号的转录,
避免阿霉素或星形孢菌素所诱导的足细胞凋亡。
同样在局灶节段性性肾小球硬化中,足细胞核内

YAP 蛋白的含量减少,加速了基质中胶原纤维的产

生及足细胞的丢失[17]。 这些研究提示 YAP 在保护

足细胞功能及维持肾小球过滤屏障中具有关键作

用。 然而,其他研究也表明,细胞核内 YAP 信号的

过度表达则会造成足细胞的损伤及凋亡。 如在糖

尿病肾病(DN)中,足细胞核中异常聚集的 YAP 蛋

白与患者收缩压、血尿素氮,肌酐的升高及 DN 的病

理分级呈正相关,提示抑制 YAP 活性可能具有延缓

DN 进展的作用[18]。 国内学者谢可炜[19] 在阿霉素

肾病的体内外研究中发现,过表达足细胞中 YAP 蛋
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白可能通过促进周期相关蛋白 CDK4 和 CyclinD1 的

表达,从而诱导静止期的足细胞重新进入细胞周

期,并发生间充质细胞分化,严重影响足细胞的正

常功能,并使其发生“有丝分裂灾难”,加速足细胞

的丢失。 本研究通过体外建立 C5b-9 损伤足细胞模

型发现,随着 C5b-9 刺激时间的延长,足细胞中非磷

酸化 YAP 蛋白的表达逐渐增加,而沉默 YAP 基因

表达能显著缓解 C5b-9 诱导的足细胞增殖活性降

低,凋亡增加、ROS 产生及足细胞损伤与间质细胞

表型转化现象,同样提示 YAP 在足细胞的异常表达

及定位可能通过损伤足细胞的功能,促进 IMN 的发

生发展。
综上,本研究结果表明 YAP 蛋白在 IMN 患者

肾小球中的表达显著增加,沉默足细胞中 YAP 基因

表达能够明显改善 C5b-9 诱导的细胞功能损伤,抑
制其凋亡的发生。 虽然 YAP 在足细胞损伤中的具

体作用机制仍需进一步研究,但本研究有望为 YAP
在 IMN 治疗的潜在作用靶点提供实验室及理论

基础。
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淫羊藿苷对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞凋亡及
炎症的影响

李藤藤1,徐东升2,李　 琪1,吴　 迪1,张　 洋1,任立群1∗,李相军1∗

(1.吉林大学药学院实验药理与毒理学教研室,长春　 130021; 2.吉林大学第一医院肿瘤科,长春　 130000)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究淫羊藿苷( ICA)对氧化低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导的小鼠单核巨噬细胞白血病细胞

(RAW264. 7)凋亡及炎症的影响,进一步阐明 ICA 抗动脉粥样硬化(AS)的作用。 方法　 体外培养 RAW264. 7 细

胞,ox-LDL 诱导 RAW264. 7 细胞构建泡沫细胞模型,观察 ICA 低、中、高剂量对 RAW264. 7 细胞活力、细胞凋亡、泡
化沫、炎症因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 分泌的影响,同时采用 Western blot 检测 ICA 对 Bcl-2、Bax、Caspase-3、IκBα、
NF-κB p65 蛋白表达的影响。 结果　 ICA 可以提高细胞活力,降低细胞的凋亡率;减少泡沫巨噬细胞的形成;降低

炎症因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的分泌;下调 Bcl-2、Caspase-3、NF-κB p65 蛋白表达,上调 Bax、IκBα 的蛋白表达。
结论　 ICA 能够减轻泡沫巨噬细胞的凋亡,抑制炎症因子的表达,从而可能延缓动脉粥样硬化的发展进程。

【关键词】 　 淫羊藿苷;动脉粥样硬化;巨噬细胞;凋亡;炎症
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Effect of icariin the apoptosis and inflammation of RAW264. 7 cells
induced by ox-LDL

LI Tengteng1, XU Dongsheng2, LI Qi1, WU Di1, ZHANG Yang1, REN Liqun1∗, LI Xiangjun1∗

(1. Department of Experimental Pharmacology and Toxicology, School of Pharmacy, Jilin University, Changchun 130021, China.
2. Department of Oncology, the First Hospital of Jilin University, Changchun 130000)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To study the effect of icariin ( ICA) on apoptosis and inflammation of leukemic mouse
macrophages (RAW264. 7) induced by oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL), and to clarify the anti-arterial effect of
ICA and the role of atherosclerosis (AS). Methods 　 RAW264. 7 cells were treated with ox-LDL to induce foam cell
models. The effects of low, medium, and high doses of ICA on RAW264. 7 cell viability, apoptosis, foaming and secretion
of inflammatory factors IL-1β, IL-6 and TNF-α were investigated. Western blot was used to assess the effect of ICA on
protein expression of Bcl-2, Bax, Caspase-3, IκBα and NF-κB p65. Results 　 ICA improved cell viability and reduced
apoptosis, the formation of foamy macrophages, secretion of inflammatory factors IL-1β, IL-6, TNF-α, Bcl-2, Caspase-3
and NF-κB p65 protein expression, and up-regulated protein expression of Bax and IκBα. Conclusions 　 ICA reduces
apoptosis of foamy macrophages and inhibits the expression of inflammatory factors, thereby delaying the development of
atherosclerosis.

【Keywords】　 icariin; macrophages; atherosclerosis; apoptosis; inflammation



　 　 随着生活条件的改善和饮食结构的变化,我国

心血管疾病的发生率和死亡率迅速增长,据推算,
我国现患心血管疾病人数 2. 9 亿,其死亡高于肿瘤

和其他疾病,占居民疾病死亡的 40%以上,居于首

位[1]。 动脉粥样硬化(atherosclerosis,AS)是一种心

血管疾病,是由内源性促炎和抗炎失衡所引起的炎

症反应[2-3],涉及脂质沉积、内皮损伤、泡沫细胞堆

积和不稳定斑块的破裂等病理过程[4],不稳定斑块

容易发生破裂并促进血栓形成。 巨噬细胞是斑块

中最重要的免疫细胞,其数量和功能对斑块的大小

和稳定性有直接的影响,并通过分泌多种炎症因

子,进一步介导免疫细胞浸润不稳定斑块,引发斑

块内细胞的凋亡和坏死,进而加速不稳定斑块的破

裂[5-7]。 因此,抑制巨噬细胞凋亡及减少促炎因子

的分泌对延缓 AS 进展有重要意义。
淫羊藿苷(icariin,ICA)是从传统补益中药淫羊

藿中提取的一种黄酮类化合物,是淫羊藿最为代表

性的成分[8],具有抗骨质疏松、抗炎、抗肿瘤和免疫

调节等药理作用[9]。 目前,本课题组已发现,ICA 通

过阻断 p38 MAPK 和 ERK1 / 2 信号通路抑制 VSMC
增殖[10]。 本研究旨在通过体外构建泡沫巨噬细胞

模型,探讨 ICA 对泡沫巨噬细胞凋亡以及炎症因子

分泌的影响,为抗 AS 治疗提供新思路。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 RAW264. 7 细胞株(吉林大学生命科学学院实

验室赠送,由吉林大学药学院实验药理与毒理学教

研室冻存)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 DMEM 高糖培养液(Hyclone 公司,美国);胎牛

血清(四季青,浙江天杭生物科技股份有限公司);
青霉素-链霉素双抗溶液(美国 Gibco 公司);淫羊藿

苷(四川维克奇生物技术有限公司,纯度 98.0%);
氧化低密度脂蛋白( ox-LDL,广州奕源生物科技有

限);CCK-8 试剂盒(上海碧云天生物技术有限公

司);Hoechst33258 染色试剂盒(南京凯基科技有限

公司);油红 O(北京索莱宝科技有限公司);总蛋白

提取试剂盒(北京普利莱基因技术有限公司);IL-
1β、IL-6 和 TNF-α ELISA 试剂盒(上海酶联)。 TGL-
16M 台式高速冷冻离心机(长沙湘智离心机有限公

司);Nikon ECLIPSE 80i 正置显微镜(尼康仪器(上
海)有限公司);美国伯乐 Bio-Rad 垂直电泳转印系

统(上海巴玖实业有限公司);MD 全波长光吸收酶

标仪 SpectraMax 190(美谷分子仪器(上海)有限公

司);4200 全自动化学发光成像分析系统(上海天

能);倒置荧光显微镜和生物显微镜(Nikon 仪器(上
海)有限公司);CO2 恒温培养箱(美国 BD 公司);
JJ260 型精密电子天平。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 细胞培养和实验分组

　 　 RAW264. 7 细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM
高糖培养基于 37℃、5% CO2 培养箱中培养,第 2 天

换液继续培养。 当细胞生长密度至 70% ~80%时进

行传代培养, 2 ~ 4 代细胞用于实验。 将培养的

RAW264. 7 细胞分为空白组 ( CON 组)、 模型组

(MOD 组,50 μg / mL ox-LDL)、ICA 低、中、高剂量组

( ICA 10、20、40 μmol / L 组 + 50 μg / mL ox-LDL)。
低、中、高浓度的 ICA 预处理 RAW264. 7 细胞 30
min 后,模型组和 ICA 低、中、高剂量组中加入 50
μg / mL 的 ox-LDL 培养 24 h,空白组不作处理,加入

等量的培养液代替。
1. 3. 2　 CCK-8 法检测细胞活力

　 　 使用无血清的 DMEM 培养液制备浓度分别为

10、20、40 μmol / L 的 ICA 工作液。 按照每孔每毫升

1. 5×104 个细胞数将处于对数生长期的 RAW264. 7
细胞接种到 96 孔板中,每孔 100 μL,按照 1. 3. 1 培

养条件及实验分组处理,每组设置 6 个复孔。 培养

24 h 后,向各孔中加入 10 μL CCK-8,37℃ 孵育 4 h
后,吸去各孔中的培养液,37℃ 摇床 5 min,酶标仪

490 nm 波长处检测各孔的吸光度,细胞活力 =实验

组 A 值 /对照组 A 值×100%
1. 3. 3　 Hoechst 33258 检测细胞凋亡率

　 　 将处于对数生长期的 RAW264. 7 细胞按照每

孔每毫升 2. 0×105 个细胞数接种于放有盖玻片 6 孔

板中,按照 1. 3. 1 培养条件及实验分组处理 24 h
后,弃培养液,用预冷的 PBS 洗 1 遍,加入 500 μL
4%的多聚甲醛固定液进行固定,时间 10 ~ 15 min,
弃掉固定液并用预冷的 PBS 洗 2 遍,加入500 μL
Hoechest33258 染色液,摇床摇动 5 min 后,弃掉染

色液,PBS 洗 2 遍,调整显微镜的荧光波长,于镜下

仔细观察并拍照,圆形是正常细胞核的着色形态,
呈现淡蓝色;凋亡细胞则是致密浓染,呈现亮蓝色。
1. 3. 4　 油红 O 染色

　 　 将处于对数生长期的 RAW264. 7 细胞按照每

孔每亳升 2. 0×105 个细胞数接种于放有盖玻片的 6
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孔板中,按照 1. 3. 1 培养条件及实验分组处理 24 h
后,弃掉培养液,PBS 洗 2 遍,加 4%多聚甲醛,固定

30 min,弃掉多聚甲醛,PBS 洗两遍,加入 2 mL 油红

O 染液,37℃孵育 30 min,镜下观察,弃掉油红 O 染

液,苏木素复染 2~3 min,水洗,甘油明胶封片,镜下

观察拍照。
1. 3. 5　 酶联免疫吸附实验(ELISA)
　 　 将处于对数生长期的 RAW264. 7 细胞按照每

孔每毫升 2. 0×105 个细胞数接种于 6 孔板中,按照

1. 3. 1 培养条件及实验分组处理 24 h 后,收集各孔

中的培养液并于-80℃保存,严格按照 ELISA 试剂

盒说 明 书 操 作, 测 定 ICA 对 ox-LDL 诱 导 的

RAW264. 7 细胞炎症因子 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 释

放的影响。

表 1　 Western blot 法检测中使用的抗体和稀释浓度比例
Table 1　 Antibodies used in Western blot method detection and dilutions

　 　 　 　 　 　 　 　 抗体 Antibody 稀释 Dilutions 种属 Source 公司 Company

Bcl-2 1 ∶800 兔 Rabbit ABclonal, 中国武汉(Wuhan, China)

Bax 1 ∶800 兔 Rabbit ABclonal, 中国武汉(Wuhan, China)

一抗 Primary antibodies Caspase-3 1 ∶800 兔 Rabbit ABclonal, 中国武汉(Wuhan, China)

IκBα 1 ∶1000 兔 Rabbit ABclonal, 中国武汉(Wuhan, China)

NF-κB p65 1 ∶800 兔 Rabbit ABclonal, 中国武汉(Wuhan, China)

GAPDH 1 ∶2000 兔 Rabbit ABclonal, 中国武汉(Wuhan, China)

二抗 Secondary antibody HRPGoat Anti-Rabbit IgG 1 ∶5000 山羊 Goat ABclonal, 中国武汉(Wuhan, China)

1. 3. 6　 免疫印迹实验(Western blot)
　 　 将处于对数生长期的 RAW264.7 细胞按照每

孔每毫升 2. 0×105 个细胞数接种于 6 孔板中,按
照 1. 3. 1 培养条件及实验分组处理 24 h 后,弃掉

培养皿中的培养液,PBS 洗 2 遍,然后收集细胞。
提取各组细胞总蛋白时按照提取试剂盒的说明

书,采用 BCA 定量法,然后进行 SDS-PAGE 凝胶电

泳,通过湿法转膜到 PVDF 膜上,用脱脂奶粉封闭

2 h,加入相应的一抗抗体,4℃ 冰箱中孵育过夜。
第 2 天用 TBST 洗膜 4 次,每次 5 min 加入稀释后

的二抗,室温摇床孵育 2 h,TBST 洗膜 4 次,每次

5 min,按照高敏感度化学发光检测试剂盒说明书

滴加发光工作液显色后,内参以 GAPDH 作为参

照,采用 Image proplus 6. 0 软件进行灰度分析。
Western blot 实验过程中涉及的抗体及稀释浓度见

表 1。 目的蛋白表达水平 =目的蛋白条带灰度值 /
GAPDH 条带灰度值。
1. 4　 统计学方法

　 　 统计学采用 SPSS 23. 0 统计软件进行分析。 计

量资料经正态分布和方差齐性检验,实验结果以平

均数±标准差(􀭰x±s)来表示,多组平均数比较采用单

因素方差分析(One-way ANOVA),组间两两比较采

用 SNK-q 检验。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞活力

的影响

　 　 给药处理 24 h 后,经 CCK-8 法检测,与 CON 组

比较,MOD 组细胞活力明显降低,差异具有统计学

意义(P<0. 05);与 MOD 组比较,ICA 20、40 μmol / L
可以显著提高细胞活力,具有统计学意义 ( P <
0. 05),ICA 10 μmol / L 组细胞活力增加,但差异无

统计学意义(表 2)。
2. 2　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞凋亡

的影响

　 　 给药处理 24 h 后,经 Hoechest33258 染色观察,
未经药物处理的 CON 组细胞生长状态良好,细胞核

形态均一,整体细胞呈现均匀的蓝色荧光;与 CON
组比较,MOD 组细胞核变形皱缩且发出明显的蓝色

荧光,即细胞染色质密集皱缩,出现高亮的凋亡小

体,典型凋亡细胞核数目明显增多,具有统计学意

义(P<0. 05);与 MOD 组比较,ICA 低、中、高剂量组

亮蓝色荧光渐弱,高亮的凋亡小体数目逐渐减少,
凋亡细胞核数逐渐减少,具有统计学意义(P<0. 05)
(表 3,图 1)。
2. 3　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞油红

O 染色观察

　 　 药物处理 24 h 后,经油红 O 染色观察,与 CON
组比较,MOD 组细胞体积增大且均有油红 O 染色阳

性细胞遍布,细胞内脂滴形成,具有统计学意义

(P<0. 05);与 MOD 组比较,ICA 中、高剂量组油红

O 染色阳性细胞逐渐减少,细胞内脂滴变小且减少,
具有统计学意义(P<0. 05),ICA 低剂量组油红 O 染

色阳性细胞减少,但差异无统计学意义(图 2)。
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表 2　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞活力的影响
Table 2　 Effect of ICA on the viability of RAW264. 7

cells induced by ox-LDL
组别
Groups

细胞相对活力(%)
Relative cell viability

正常组 CON 100. 00±0. 00
模型组 MOD 60. 00±0. 69∗

淫羊藿苷
ICA

10 μmol / L 62. 10±0. 39
20 μmol / L 67. 88±1. 49#

40 μmol / L 80. 63±1. 00#

注:与 CON 组相比,∗P<0. 05;与 MOD 组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with the CON group,∗ P < 0. 05. Compared with the
MOD group, #P<0. 05.

表 3　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞凋亡的影响
Table 3　 Effect of ICA on RAW264. 7 cell apoptosis

induced by ox-LDL
组别
Groups

细胞凋亡数
Apoptosis number

正常组 CON 6±0. 82
模型组 MOD 17±0. 82∗

淫羊藿苷 ICA
10 μmol / L 11±1. 62#

20 μmol / L 9±0. 82#

40 μmol / L 6±0. 82#

注:与 CON 组相比,∗P<0. 05;与 MOD 组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with the CON group,∗ P < 0. 05. Compared with the
MOD group, #P<0. 05.

图 1　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞凋亡的影响

Figure 1　 Effect of ICA on RAW264. 7 cell apoptosis induced by ox-LDL

注:与 CON 组相比,∗P<0. 05;与 MOD 组相比,#P<0. 05。

图 2　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞泡沫化影响

Note. Compared with the CON group,∗P<0. 05. Compared with the MOD group, #P<0. 05.

Figure 2　 Effect of ICA on the foaming of RAW264. 7 cells induced by ox-LDL
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2. 4　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞炎症

因子释放的影响

　 　 药物处理 24 h 后,收集细胞培养上清,经 ELISA
测定,与 CON 组比较,MOD 组细胞分泌 IL-1β、IL-6
和 TNF-α 因 子 均 显 著 增 加, 具 有 统 计 学 意 义

(P<0. 05);与 MOD 组比较,ICA 10、20、40 μmol / L 处

理时可以降低 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 因子的分泌,具
有统计学意义(P<0. 05),且呈剂量依赖性(表 4)。
2. 5　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞 Bcl-
2、Bax、Caspase-3、IκBα和 NF-κB p65 蛋白表达的

影响

　 　 ICA 浓度为 10、20、40 μmol / L 预处理 30 min,

ox-LDL诱导 24 h 后,提取细胞蛋白,经 Western blot
检测,与 CON 组比较,MOD 组细胞 Bax、Caspase-3
和NF-κB p65 蛋白表达均显著增加,Bcl-2 和 IκBα
蛋白表达显著下降,差异均有统计学意义 ( P <
0. 05);与 MOD 组比较,ICA10、20、40 μmol / L 处理

时可以降低 Bax、Caspase-3 和 NF-κB p65 蛋白的表

达,提高 Bcl-2 和 IκBα 蛋白表达,具有统计学意义

(P<0. 05),且呈剂量依赖性(图 3)。

3　 讨论

　 　 AS 是一种累及动脉血管壁的慢性炎症疾病,随
着生活水平和生活方式的改变,AS 呈现逐年上升趋

表 4　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞炎症因子释放的影响(􀭰x±s,n= 3)
Table 4　 Effect of ICA on the secretion of inflammatory factors in RAW264. 7 cells induced by ox-LDL

组别 Groups 白介素 1β(pg / mL)IL-1β 白介素 6(pg / mL)IL-6 肿瘤坏死因子 α(pg / mL)TNF-α
正常组 CON 127. 30±0. 82 92. 42±1. 14 430. 04±1. 67
模型组 MOD 202. 19±1. 20∗ 149. 65±1. 17∗ 821. 31±2. 33∗

淫羊藿苷 ICA
10 μmol / L 188. 94±1. 20# 127. 36±1. 60# 680. 07±1. 64#

20 μmol / L 164. 20±0. 90# 100. 65±0. 88# 627. 75±1. 93#

40 μmol / L 133. 27±1. 40# 95. 74±0. 74# 508. 18±2. 45#

注:与 CON 组相比,∗P<0. 05;与 MOD 组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with the CON group,∗P<0. 05. Compared with the MOD group, #P<0. 05.

注:与 CON 组相比,∗∗P<0. 01;与 MOD 组相比,##P<0. 01。

图 3　 ICA 对 ox-LDL 诱导的 RAW264. 7 细胞 Bcl-2、Bax、Caspase-3、IκBα 和 NF-κB p65 蛋白表达的影响

Note. Compared with the CON group,∗∗P<0. 01. Compared with the MOD group, ##P<0. 01.

Figure 3　 Effect of ICA on the expression of Bcl-2, Bax, Caspase-3, IκBα and NF-κB p65 protein in RAW264. 7 cells
induced by ox-LDL
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势,其发生发展与很多疾病紧密相关,比如肥胖病、
高血压、糖尿病及高胆固醇血症等[11]。 目前他汀类

药物是预防和治疗动脉粥样硬化的常用药物,但是

他汀类药物可能会出现肌痛、肌炎和横纹肌溶解等

肌肉病症,严重情况下还可能引起急性肾衰竭和肝

功能受损[12]。
淫羊藿来源于小檗科多年生草本植物淫羊藿、

箭叶淫羊藿、柔毛淫羊藿或朝鲜淫羊藿的干燥叶,
其性温而味辛、甘,归肝、肾经,中医临床多用于肾

阳虚衰,阳痿遗精,筋骨痿软,风湿痹痛,麻木拘挛

等症。 淫羊藿具有悠久的药用历史,开始记载在

《神农本草经》中。 现代的实验研究发现,淫羊藿中

含有多种化学成分,其中以黄酮类为主要化学成

分,还包括酚苷类、多糖类、生物碱类等其他多种化

学成分,淫羊藿具有多种药理作用,比如抗炎、抗肿

瘤、抗衰老和抗骨质疏松等[13]。 淫羊藿苷( ICA)是
淫羊藿的主要活性成分之一,分子式为 C33H40O15,
分子量为 676.65[14],是一种黄酮类的化合物,。 既

往研究多集中于淫羊藿苷抗骨质疏松、抗炎、抗肿

瘤和免疫调节等药理作用方面,最近几年来,越来

越多的研究者们开始将研究目标转移到 ICA 对心

血管系统的作用上,在 ICA 抗 AS、抗高血压、抗心肌

缺血等很多方面均取得了一些崭新的科研成果。
本课题组对 ICA 具有较为系统和深刻的药理学研

究,目前成果主要集中在药物安全性评价; 对

ApoE- / -小鼠的抗 AS 作用及治疗价值研究[15];对体

外培养的平滑肌细胞药理作用及机制研究[16]。 基

于此,本研究以巨噬细胞为切入点,明确 ICA 对巨

噬细胞凋亡及炎症因子的影响,从而揭示 ICA 抗动

脉粥样硬化的作用。
巨噬细胞在 AS 的形成、发生以及发展中发挥

至关重要的作用,参与着全过程[17]。 巨噬细胞凋亡

在 AS 病变早期可以抑制 AS 的发生进程,但是在病

变晚期,巨噬细胞降解细胞内脂质的能力下降,巨
噬细胞凋亡则导致不稳定斑块的破裂,从而加速 AS
的发生进程[18]。 单核细胞迁移至内皮下分化形成

巨噬细胞,巨噬细胞吞噬 ox-LDL 形成泡沫细胞,泡
沫细胞的形成是 AS 发展过程中的一个典型事

件[19]。 用 ox-LDL 刺激巨噬细胞分化成泡沫细胞是

研究 AS 的经典模型,本研究在此模型上研究 ICA
的体外抗动脉粥样硬化作用及其机制。 结果表明,
加入不同浓度的 ICA 处理 24 h 后,经 ox-LDL 诱导

的巨噬细胞细胞活力增加,凋亡细胞数减少;细胞

泡沫化减少;IL-1β、IL-6 和 TNF-α 炎症因子分泌减

少,表明 ICA 具有减少巨噬细胞凋亡并抑制 IL-1β、
IL-6 和 TNF-α 炎症因子分泌的作用,提示 ICA 具有

抗 AS 的药理作用。
在病理状态下,细胞内源性凋亡通路会在巨噬

细胞吞噬 ox-LDL 的过程中被激活[20]。 Bcl-2 是定

位在线粒体膜上的一种蛋白,与 Bax 蛋白共同形成

异源二聚体,从而来控制线粒体膜的通透性,防止

细胞色素 C 的流出而激活下游 Caspase-3 凋亡蛋白

引发内源性凋亡[21-22]。 当泡沫细胞出现生存障碍

时,泡沫细胞会发生破裂,从而释放出大量的炎症

因子和脂质吞噬物[23-24],进一步导致不稳定斑块的

形成和破裂。 刘学谦等[25] 发现清心通脉饮可降低

巨噬细胞的凋亡,其机制与降低促凋亡蛋白 Bax 的

表达,增加 Bcl-2 蛋白表达有关;赵正等[26]研究发现

TM 可引起 Caspase-3 活性增加,诱导泡沫细胞凋

亡,与 ox-LDL 诱导的巨噬细胞泡沫化和凋亡结果相

符;林徐泽等[27] 研究表明脂肪因子 Omentin-1 可显

著抑制巨噬细胞的凋亡,其机制与 Omentin-1 促进

巨噬细胞抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达,抑制 Bax 及

Caspase-3 的蛋白表达有关。 本研究结果表明,与
CON 组相比,MOD 组 Bax 和 Caspase-3 蛋白表达增

加,Bcl-2 蛋白表达减少;与 MOD 组相比,ICA 将不

同程度降低 Bax 和 Caspase-3 蛋白的表达,并提高

Bcl-2 蛋白表达,并且呈剂量依赖性,与上述研究结

果一致,表明 ICA 可激活细胞内源性凋亡途径引起

细胞凋亡。
Park 等[28] 研究发现, NF-κB 的激活能够抑制

巨噬细胞的凋亡,这一现象的发现提示可能与级联

放大炎症反应相关。 NF-κB 的抑制因子是 IκB,IκB
与 NF-κB 结合后,能够阻止 NF-κB 转移到细胞核

内。 当细胞处于静息状态时,NF-κB 和 IκB 结合形

成没有活性的复合体,存在于胞浆中,当外界信号

的刺激细胞后,IκB 激酶复合体则将 IκB 磷酸化,使
NF-κB 暴露出核定位的相关位点。 游离的 NF-κB
迅速进入到细胞核中,与特异性 κB 序列结合,诱导

基因转录,进而抑制巨噬细胞凋亡。 本研究中,
MOD 组 NF-κB p65 蛋白表达增加,IκBα 蛋白表达

减少。 ICA 处理后发现: ICA 将不同程度地提高

IκBα 蛋白表达,降低 NF-κB p65 蛋白的表达,并且

呈剂量依赖性,与以往人们研究结果一致,表明 ICA
能够激活 NF-κB 活性抑制巨噬细胞凋亡。 综上所

述,本研究在细胞水平证实了 ICA 可以提高巨噬细
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胞活性并减少细胞凋亡,抑制相关炎症因子的释

放,激活细胞内源性凋亡途径和 NF-κB 活性抑制凋

亡蛋白的表达,为 ICA 抗 AS 的研究提供了实验

证据。
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槲皮素预处理调节 AMPK / mTOR 信号通路介导的
自噬途径改善大鼠肝缺血再灌注损伤

沈钦海1,张盟辉2,秦召敏1∗,刘　 军3

(1.山东医学高等专科学校医学系,济南　 250002;2.山东省济南市第四人民医院普通外科,山东大学附属省立医院,
济南　 250000;3.山东大学齐鲁医院,济南　 250021)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨槲皮素预处理通过 AMPK / mTOR 信号通路介导的自噬对肝缺血再灌注损伤的保护作

用。 方法　 大鼠使用随机数字表法分为对照组、模型组、槲皮素组、氯喹(自噬抑制剂)组和槲皮素+氯喹组。 手术

前 3 d,槲皮素组大鼠灌胃给予 0. 1 g / kg 槲皮素,氯喹组大鼠腹腔注射 0. 02 g / kg 氯喹,槲皮素+氯喹组灌胃给予槲

皮素同时腹腔注射氯喹,对照组和模型组给予等体积溶剂,每天 1 次。 构建肝缺血再灌注大鼠模型并于再灌注 6 h
后处死大鼠。 全自动生化分析仪检测大鼠肝功能指标,包括谷氨酸-丙酮酸转氨酶(ALT)和天门冬氨酸酰基转移酶

(AST);苏木素-伊红(HE)染色观察各组大鼠肝组织病理学变化;酶联免疫吸附法(ELISA)检测各组大鼠血清中炎

性因子含量,包括白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β);单磺尸胺染色法(MDC)
观察并计算各组大鼠肝组织细胞自噬率;蛋白免疫印迹法(Western blot)检测各组大鼠肝组织中 Beclin1 蛋白表达

水平及 AMPK、mTOR 蛋白磷酸化水平。 结果　 对照组大鼠肝组织结构完整,肝细胞排列整齐,无显著坏死现象。
与对照组相比,模型组大鼠肝组织结构紊乱,肝细胞排列疏松,出现坏死,ALT、AST 水平、白细胞介素-6( IL-6)、肿
瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)含量以及 mTOR 蛋白磷酸化水平显著升高(P<0. 05),肝组织细胞

自噬率、Beclin1 蛋白表达水平及 AMPK 蛋白磷酸化水平显著降低(P<0. 05)。 与模型组相比,槲皮素组大鼠肝组织

上述病理损伤显著缓解,ALT、AST 水平、IL-6、TNF-α、IL-1β 含量以及 mTOR 蛋白磷酸化水平显著降低(P<0. 05),
肝组织细胞自噬率、Beclin1 蛋白表达水平及 AMPK 蛋白磷酸化水平显著升高(P<0. 05);氯喹组大鼠肝组织上述病

理损伤显著加重,ALT、AST 水平、IL-6、TNF-α、IL-1β 含量以及 mTOR 蛋白磷酸化水平显著升高(P<0. 05),肝组织

细胞自噬率、Beclin1 蛋白表达水平及 AMPK 蛋白磷酸化水平显著降低(P<0. 05)。 与槲皮素组相比,槲皮素+氯喹

组大鼠肝组织病理损伤显著加重,ALT、AST 水平、IL-6、TNF-α、IL-1β 含量以及 mTOR 蛋白磷酸化水平显著升高(P
<0. 05),肝组织细胞自噬率、Beclin1 蛋白表达水平及 AMPK 蛋白磷酸化水平显著降低(P<0. 05);与氯喹组相比,
槲皮素+氯喹组大鼠肝组织病理损伤显著减轻,ALT、AST 水平、IL-6、TNF-α、IL-1β 含量以及 mTOR 蛋白磷酸化水平

显著降低(P<0. 05),肝组织细胞自噬率、Beclin1 蛋白表达水平及 AMPK 蛋白磷酸化水平显著升高(P<0. 05)。 结

论　 槲皮素预处理可能通过激活肝缺血再灌注损伤大鼠肝组织中 AMPK / mTOR 信号通路介导的自噬,从而减少炎

症反应,缓解肝损伤。
【关键词】 　 槲皮素;肝缺血再灌注损伤;自噬;AMPK / mTOR 通路;炎症反应
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Quercetin pretreatment modulates the autophagy pathway
mediated by the AMPK / mTOR signaling pathway and improves

liver ischemia-reperfusion injury in rats



SHEN Qinhai1, ZHANG Menghui2, QIN Zhaomin1∗, LIU Jun3

(1. Department of medicine, Shandong Medical College, Jinan 250002, China. 2. Department of general surgery, the Fourth
People’s Hospital of Jinan, Shandong Province, Provincial hospital affiliated to Shandong University, Jinan 250000.

3. Qilu Hospital, Shandong University, Jinan 250021)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the protective effect of quercetin pretreatment on hepatic ischemia-
reperfusion injury by autophagy mediated via the AMPK / mTOR signaling pathway. Methods　 Rats were randomly divided
into control, model, quercetin, chloroquine (autophagy inhibitor) and quercetin+chloroquine groups. Three days before the
operation, the quercetin group was administered 0. 1 g / kg quercetin, the chloroquine group was intraperitoneally injected
with 0. 02 g / kg chloroquine, the quercetin+chloroquine group was administered quercetin by gavage and chloroquine was
injected intraperitoneally at 3 days, and the control and model groups were administered an equal volume of solvent once a
day. The rat model of hepatic ischemia-reperfusion was established and rats were sacrificed at 6 hours after reperfusion.
Liver function indexes, which included glutamic pyruvate transaminase (ALT) and aspartate acyltransferase (AST), were
measured by an automatic biochemical analyzer. Pathological changes of liver tissue were observed by hematoxylin eosin
(HE) staining. The serum levels of inflammatory factors, which included interleukin ( IL-6), tumor necrosis factor-α
(TNF-α) and IL-1β were measured by enzyme-linked immunosorbent assays. The autophagy rate was calculated by
monosulfonamide (MDC) staining. Expression of Beclin1 protein and the phosphorylation of AMPK and mTOR proteins in
liver tissue were detected by Western blot. Results 　 In the control group, the liver tissue structure was complete,
hepatocytes were arranged in order, and there was no significant necrosis. Compared with the control group, the liver tissue
structure of the model group was disordered, the arrangement of hepatocytes was loose, and necrosis had appeared, the
levels of ALT and AST, contents of IL-6, TNF-α and IL-1β, phosphorylation level of mTOR protein were significantly
higher (P<0. 05), and the autophagy rate, expression level of Beclin1 protein, and phosphorylation level of AMPK protein
were significantly lower (P<0. 05). Compared with the model group, the above pathological damage of liver tissue in the
quercetin group was alleviated significantly, the levels of ALT and AST, the contents of IL-6, TNF-α, IL-1β and the
phosphorylation level of mTOR protein were significantly lower (P<0. 05), and the autophagy rate, expression level of
Beclin1 protein, and phosphorylation level of AMPK protein were significantly higher (P<0. 05). In the chloroquine group,
the above pathological damage of liver tissue was aggravated significantly, the levels of ALT and AST, contents of IL-6,
TNF-α and IL-1β and phosphorylation level of mTOR protein were significantly higher (P<0. 05), and the autophagy rate,
expression level of Beclin1 protein, and phosphorylation level of AMPK protein were significantly lower ( P < 0. 05).
Compared with the quercetin group, the pathological damage of liver tissue in the quercetin + chloroquine group was more
serious, the levels of ALT and AST, contents of IL-6, TNF-α and IL-1β. and phosphorylation level of mTOR protein were
significantly higher (P<0. 05) and the autophagy rate, expression level of Beclin1 protein, and phosphorylation level of
AMPK protein were significantly lower (P<0. 05). Compared with the chloroquine group, the pathological damage of liver
tissue in the quercetin+chloroquine group was significantly reduced, the levels of ALT and AST, the contents of IL-6, TNF-
α and IL-1β, and phosphorylation level of mTOR protein were significantly lower (P<0. 05), and the autophagy rate,
expression level of Beclin1 protein, and phosphorylation level of AMPK protein were significantly higher (P < 0. 05).
Conclusions　 Quercetin pretreatment may activate autophagy mediated by the AMPK / mTOR signaling pathway in liver
tissue of rats with hepatic ischemia-reperfusion injury, thereby reducing the inflammatory response and alleviating liver
injury.

【Keywords】 　 quercetin; hepatic ischemia-reperfusion injury; autophagy; AMPK / mTOR pathway; inflammatory
response

　 　 肝缺血再灌注损伤常见于出血性休克、肝手

术、肝移植术等过程中,可引起肝损伤、肝衰竭等,
也是肝手术移植失败的重要原因[1]。 自噬是一个

将自身细胞器或细胞质中的蛋白包被形成囊泡,通

过自噬溶酶体,使囊泡内容物降解的过程,在机体

生理和病理过程中常见[2],其发挥的作用在不同组

织和细胞中各不相同。 前人研究发现,在肝缺血再

灌注损伤过程中,上调细胞自噬具有保护肝功能的
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作用[3]。 另外,通过提高腺苷酸活化蛋白激酶

( adenosine monophosphate activated protein kinase,
AMPK) /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 ( mammalian
target of rapamycin,mTOR)信号通路调节的自噬,可
缓解缺血再灌注诱导的肝损伤[4]。 槲皮素是一种

天然的膳食黄酮,具有显著的抗氧化作用,可通过

降低炎症反应,对心脏等器官起保护作用[5]。 而且

槲皮素能有效改善大鼠肝缺血再灌注损伤[6],但是

槲皮素预处理对大鼠肝缺血再灌注损伤的缓解作

用及对 AMPK / mTOR 信号通路介导自噬途径的影

响,未见报道。 本研究使用槲皮素及自噬抑制剂氯

喹预处理肝缺血再灌注损伤的大鼠模型,旨在从

AMPK / mTOR 信号通路探讨槲皮素对缺血再灌注损

伤大鼠自噬的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 SD 大鼠(50 只,雄性,5 周龄,体重 170
~180 g)购自山东大学医学院实验中心[SCXK(鲁)
2018-0003],于山东大学实验室饲养 [ SYXK(鲁)
2019-0043],符合山东大学实验室动物伦理保护标

准及相关法律规定(2020-S-09),按照 3R 原则关照

实验动物。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 槲皮素(原料药,纯度≥98%)购自南京泽朗医

药科技有限公司;自噬抑制物-氯喹(规格:50 mg,纯
度:97%),购自麦克林生化科技有限公司。

苏木素-伊红(HE)染色试剂盒购自上海雅吉生

物 科 技 有 限 公 司; 单 丹 磺 酰 尸 胺

(monodansylcadaverin,MDC)购自上海基尔顿生物

科技 有 限 公 司; β-actin 鼠 抗 购 自 Sigma 公 司;
Beclin1、磷酸化( phosphorylation,p)-AMPK、AMPK、
p-mTOR、mTOR 一抗和辣根过氧化物酶标记的 IgG
二抗均购自 Abcam 公司。

全自动生化分析仪 ( BK-200 型) 购自山东博

科;酶标仪(Fax-20100 型)购自美国 INStat;光学显

微镜(SMZ745 型)购自日本尼康;ChemiDoc-MP 全

能型凝胶成像分析系统购自山东三瑞科技有限

公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 肝缺血再灌注大鼠模型的建立及分组

　 　 将 SPF 级 SD 大鼠使用随机数字表法分为对照

组,模型组、槲皮素组、氯喹组和槲皮素+氯喹组。

手术前 3 天,槲皮素组大鼠灌胃给予槲皮素(0. 5%
羧甲基纤维素钠溶解),给药剂量 0. 1 g / kg[7],氯喹

组大鼠腹腔注射 0. 02 g / kg 氯喹[8](自噬抑制剂,蒸
馏水溶解),槲皮素+氯喹组灌胃给予槲皮素同时腹

腔注射氯喹,对照组和模型组给予等体积蒸馏水和

0. 5%羧甲基纤维素钠溶剂,每天 1 次。 参考马志勇

等[9]方法构建肝缺血再灌注大鼠模型:大鼠术前禁

食 12 h,自由饮水,腹腔注射 1%戊巴比妥钠 (30
mg / kg)麻醉,固定于手术板上,切开腹壁,游离肝

蒂,使用血管夹钳夹肝蒂进行肝缺血,60 min 后松

开血管夹使血液灌注 6 h,其中对照组仅游离肝蒂不

进行嵌夹,所有大鼠血液再灌注 6 h 后处死,收集各

组大鼠血液、肝组织进行检测。
1. 3. 2　 全自动生化分析仪检测大鼠肝功能指标

　 　 分离上述 1. 3. 1 中收集的各组大鼠部分新鲜血

液中血清(剩余血清置于 4℃ 冰箱中,用于后续检

测),置于全动生化分析仪上检测血清中谷氨酸-丙
酮酸转氨酶(ALT)和天门冬氨酸酰基转移酶(AST)
水平。 两者用于反映肝功能的指标,水平越高表明

肝损伤越严重。
1. 3. 3　 HE 染色观察各组大鼠肝组织病理学变化

　 　 取上述 1.3.1 中收集的各组大鼠部分新鲜肝组

织,经过固定(4%多聚甲醛,24 h)、包埋(石蜡)、切
片(5 μm),然后脱蜡(二甲苯)、脱水(梯度乙醇)、
染色(苏木精-伊红)等过程,具体操作步骤严格按

照 HE 染色试剂盒进行,最后在石蜡切片中滴 1 滴

中性树胶进行封片,光学显微镜观察。
1.3.4　 ELISA 法检测血清中炎性因子含量

　 　 取上述 1.3.1 中置于 4℃冰箱中的各组大鼠剩

余血清,严格按照 IL-6、TNF-α、IL-1β ELISA 试剂盒

说明书进行操作。
1.3.5　 MDC 观察并计算各组肝组织细胞中自噬率

　 　 取上述 1.3.1 中收集的各组大鼠新鲜肝组织各

0.05 g 剪碎、胰蛋白酶制成单细胞悬液(剩余肝组织

置于-80℃冰箱中保存),接种至 6 孔板(2 mL /孔),
将 6 孔板离心、PBS 缓冲液洗涤、1 mL 4%多聚甲醛

固定、50 μmol / L MDC 染色、37℃温育,30 min 后,观
察并计数 MDC 阳性细胞,MDC 阳性细胞率即为细

胞自噬率。
1.3. 6 　 Western blot 法检测各组大鼠肝组织中

Beclin1、AMPK、mTOR 蛋白表达水平

　 　 取上述 1.3.5 中置于-80℃冰箱中的大鼠肝组

织,提取总蛋白并对蛋白进行定量,然后进行十二
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烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭,与
Beclin1、AMPK、 p-AMPK、 p-mTOR、 mTOR、 β-actin
鼠抗(稀释比均为 1 ∶ 2000) 4℃ 孵育过夜,与辣根

过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG 二抗(1 ∶5000)室温孵

育 2 h 后、显色、凝胶成像分析系统分析条带灰

度值。

图 1　 各组大鼠肝组织病理学 HE 染色图

Figure 1　 Hepatic histopathological HE staining of rats in each group

1. 4　 统计学方法

　 　 使用软件 SPSS 24.0 进行统计分析,平均数±标
准差(􀭰x±s)表示计量数据,多组间比较和进一步两

两间比较分别行单因素方差分析和 SNK-q 检验,P<
0.05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 槲皮素预处理对肝缺血再灌注大鼠肝功能指

标的影响

　 　 模型组 ALT 和 AST 水平显著高于对照组(P<
0.05);槲皮素组 ALT 和 AST 水平显著低于模型组

(P<0.05),氯喹组 ALT 和 AST 水平显著高于模型

组(P< 0. 05)。 与槲皮素组相比,槲皮素 +氯喹组

ALT 和 AST 水平显著升高(P<0.05);与氯喹组相

比,槲皮素+氯喹组 ALT 和 AST 水平显著降低(P<
0.05)。 见表 1。
2. 2　 槲皮素预处理对肝缺血再灌注大鼠肝组织病

理学变化的影响

　 　 对照组大鼠肝组织结构完整,肝细胞排列整

齐,无显著坏死现象;模型组大鼠肝组织结构紊乱,
肝细胞排列疏松,出现坏死,槲皮素组较模型组大

鼠肝组织病理损伤有所缓解,氯喹组较模型组大鼠

肝组织病理损伤加重;槲皮素+氯喹组较槲皮素组

大鼠肝组织病理损伤加重,较氯喹组大黄素肝组织

病理损伤减轻。 见图 1。
2. 3　 槲皮素预处理对肝缺血再灌注大鼠血清中炎

性因子含量的影响

　 　 模型组大鼠血清中 IL-6、TNF-α、IL-1β 含量显

著高于对照组(P<0. 05);与模型组相比,槲皮素组

大鼠血清中 IL-6、TNF-α、IL-1β 含量显著降低(P<
0. 05),氯喹组大鼠血清中 IL-6、TNF-α、IL-1β 含量

显著升高(P<0. 05)。 与槲皮素组相比,槲皮素+氯
喹组大鼠血清中 IL-6、TNF-α、IL-1β 含量显著升高

(P<0. 05);与氯喹组相比,槲皮素+氯喹组大鼠血

清中 IL-6、TNF-α、IL-1β 含量显著降低(P<0. 05)。
见表 2。
2. 4　 槲皮素预处理对肝缺血再灌注大鼠肝组织细

胞自噬率的影响

　 　 与对照组相比,模型组大鼠肝组织细胞自噬率

显著降低(P<0. 05);与模型组相比,槲皮素组大鼠

肝组织细胞自噬率显著升高(P<0. 05),氯喹组大鼠

肝组织细胞自噬率显著降低(P<0. 05)。 与槲皮素

组相比,槲皮素+氯喹组大鼠肝组织细胞自噬率显

著降低(P<0. 05);与氯喹组相比,槲皮素+氯喹组

大鼠肝组织细胞自噬率显著升高(P<0. 05)。 见表

3、图 2。
2. 5　 槲皮素预处理对肝缺血再灌注大鼠肝组织

Beclin1、AMPK、mTOR 蛋白表达水平的影响

　 　 模型组大鼠肝组织中 Beclin1 蛋白表达水平及

AMPK 蛋白磷酸化水平显著低于对照组(P<0.05),
表 1　 各组大鼠肝功能指标比较(􀭰x±s,n= 10)

Table 1　 Liver function indexes of rats in each group
组别
Groups ALT(IU / L) AST(IU / L)

对照组
Control group 32. 09±3. 31 72. 34±7. 53

模型组
Model group 1024. 55±118. 37a 1326. 67±133. 29a

槲皮素组
Quercetin group 458. 33±76. 51b 725. 39±73. 69b

氯喹组
Chloroquine group 1935. 56±20. 28b 2107. 52±216. 89b

槲皮素+氯喹组
Quercetin+chloroquine group 985. 42±99. 25cd 1279. 34±128. 59cd

注:与对照组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与槲皮素组相
比,cP<0. 05;与氯喹组比较,dP<0. 05。
Note. Compared with control group, aP < 0. 05. Compared with model
group, bP<0. 05. Compared with quercetin group, cP<0. 05. Compared
with chloroquine group, dP<0. 05.
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mTOR 蛋白磷酸化水平显著高于对照组(P<0.05)。
槲皮素组大鼠肝组织中 Beclin1 蛋白表达水平及

AMPK 蛋白磷酸化水平显著高于模型组(P<0.05),
mTOR 蛋白磷酸化水平显著低于模型组(P<0. 05);
氯喹组大鼠肝组织中 Beclin1 蛋白表达水平及

AMPK 蛋白磷酸化水平显著低于模型组(P<0.05),
mTOR 蛋白磷酸化水平显著高于模型组。 与槲皮素

组比,槲皮素+氯喹组大鼠肝组织中 Beclin1 蛋白表

达水平及 AMPK 蛋白磷酸化水平显著降低 (P <
0. 05),mTOR 蛋白磷酸化水平显著升高(P<0.05);
与氯喹组比,槲皮素+氯喹组大鼠肝组织中 Beclin1
蛋白表达水平及 AMPK 蛋白磷酸化水平显著升高

(P<0. 05),mTOR 蛋白磷酸化水平显著降低(P <
0. 05)。 见表 4、图 3。

表 2　 各组大鼠血清中 IL-6、TNF-α、IL-1β 含量比较(􀭰x±s, n= 10)
Table 2　 Contents of IL-6, TNF-α and IL-1β in serum of rats in each group

组别 Groups IL-6(pg / mL) TNF-α(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

对照组 Control group 34. 23±3. 56 28. 34±2. 95 22. 76±2. 39

模型组 Model group 1067. 24±128. 53a 976. 83±978. 54a 679. 24±68. 29a

槲皮素组 Quercetin group 543. 17±57. 31b 213. 56±22. 47b 154. 85±17. 23b

氯喹组 Chloroquine group 1328. 57±133. 09b 1242. 29±126. 27b 916. 13±92. 34b

槲皮素+氯喹组 Quercetin+chloroquine group 943. 86±95. 56cd 909. 88±97. 29cd 554. 35±57. 18cd

注:与对照组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与槲皮素组相比,cP<0. 05;与氯喹组相比,dP<0. 05。
Note. Compared with control group, aP < 0. 05. Compared with model group, bP < 0. 05. Compared with quercetin group, cP < 0. 05. Compared with
chloroquine group, dP<0. 05.

注:箭头所示为 MDC 染色阳性细胞。

图 2　 各组细胞自噬小体荧光图

Note. Arrow is MDC positive cells.

Figure 2　 Fluorescence of autophagosomes in each group

表 3　 各组大鼠肝组织细胞自噬率比较(􀭰x±s, n= 10)
Table 3　 Autophagy rates in liver tissue cells of

rats in each group
组别
Groups

MDC 阳性细胞率(%)
MDC positive cell rate

对照组
Control group 36. 17±3. 72

模型组
Model group 11. 26±1. 29a

槲皮素组
Quercetin group 29. 48±3. 06b

氯喹组
Chloroquine group 4. 33±0. 42b

槲皮素+氯喹组
Quercetin+chloroquine group 13. 36±1. 48cd

注:与对照组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与槲皮素组相
比,cP<0. 05;与氯喹组比较,dP<0. 05。
Note. Compared with control group, aP < 0. 05. Compared with model
group, bP<0. 05. Compared with quercetin group, cP<0. 05. Compared
with chloroquine group, dP<0. 05.

图 3　 各组大鼠肝组织中 Beclin1、p-AMPK、AMPK、
p-mTOR、mTOR 蛋白表达条带图

Figure 3　 Expression of Beclin1, p-AMPK, AMPK,
p-mTOR and mTOR proteins in liver tissue of rats in each group
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表 4　 各组大鼠肝组织中 Beclin1 蛋白表达及 AMPK 和 mTOR 蛋白磷酸化水平比较(􀭰x±s,n= 10)
Table 4　 Comparison of Beclin1 protein and AMPK,mTOR phosphorylation proteins expression levels in liver tissue of rats in each group

组别 Groups Beclin1 / β-actin p-AMPK / AMPK p-mTOR / mTOR
对照组 Control group 0. 94±0. 11 0. 96±0. 10 0. 14±0. 02
模型组 Model group 0. 35±0. 05a 0. 29±0. 03a 0. 84±0. 09a

槲皮素组 Quercetin group 0. 73±0. 08b 0. 84±0. 09b 0. 27±0. 03b

氯喹组 Chloroquine group 0. 12±0. 02b 0. 15±0. 02b 0. 92±0. 10b

槲皮素+氯喹组 Quercetin+chloroquine group 0. 38±0. 04cd 0. 33±0. 04d 0. 36±0. 04cd

注:与对照组相比,aP<0. 05;与模型组相比,bP<0. 05;与槲皮素组相比,cP<0. 05;与氯喹组比较,dP<0. 05。
Note. Compared with control group, aP < 0. 05. Compared with model group, bP < 0. 05. Compared with quercetin group, cP < 0. 05. Compared with
chloroquine group, dP<0. 05.

3　 讨论

　 　 肝缺血再灌注是肝手术或肝移植的必要组成

部分,缺血过程中不可避免会造成肝细胞损伤,再
灌注后肝功能也不太可能迅速恢复正常[10]。 在大

多数情况下,术后会出现肝炎症、损伤甚至严重的

肝功能障碍,严重者甚至可导致多器官功能衰竭甚

至死亡[11]。 因此,预防和减轻肝缺血再灌注损伤对

改善患者预后、降低死亡率具有重要影响。 何莹

等[12]研究发现老年大鼠肝缺血再灌注损伤伴随自

噬作用降低及自噬相关蛋白水平显著下降。 本研

究通过构建大鼠肝缺血再灌注损伤,发现模型组大

鼠肝组织结构紊乱,肝细胞排列疏松,出现坏死,
ALT 和 AST 水平、 IL-6、TNF-α、 IL-1β 含量显著升

高,肝组织细胞自噬率、Beclin1 蛋白表达水平显著

降低,提示肝缺血再灌注大鼠肝组织出现病理损伤

及炎症反应,且细胞自噬减少。
槲皮素可以降低血压、血脂,抗癌、抗炎和抗氧

化应激,对多种心血管疾病具有良好的治疗效果,
广泛存在于双子植物中,是一种黄酮类化合物[13]。
其中,槲皮素不但能显著抑制乳腺癌细胞的生

长[14],还能诱发原发积液性淋巴瘤细胞的自噬[15]。
另外,Uylas 等[16]研究发现,槲皮素在正确剂量下可

有效预防肝缺血再灌注损伤,He 等[17] 研究发现槲

皮素可以通过 mTOR 途径增强缺氧诱导的肺动脉

平滑肌细胞自噬,治疗缺氧相关性肺动脉高压疾

病。 本研究发现,槲皮素可显著缓解肝缺血再灌注

大鼠肝组织病理损伤,降低肝功能指标 ALT 和 AST
水平以及炎性因子 IL-6、TNF-α、IL-1β 含量,提高肝

组织细胞自噬率和 Beclin1 蛋白表达水平,提示槲皮

素能够激活细胞自噬,缓解肝损伤。 但其中的机制

尚需进一步研究。
Wang 等[18] 研究发现高血糖通过抑制 AMPK /

mTOR 介导的自噬,促进肝内巨噬细胞 NLRP3 炎症

小体的激活,加重急性肝损伤。 本研究发现,肝缺

血再灌注模型大鼠肝组织中 Beclin1 蛋白表达水平、
AMPK 蛋白磷酸化水平显著降低,mTOR 蛋白磷酸

化水平显著升高,提示 AMPK / mTOR 信号通路介导

的自噬在模型大鼠中处于抑制状态,而经槲皮素预

处理后,AMPK / mTOR 信号通路介导的自噬得到激

活。 另外,肾上腺髓质素可能通过 AMPK / mTOR 轴

激活自噬,从而保护间质细胞的甾体生成功能,防
止细胞焦亡[19];阻碍 AMPK / mTOR 信号通路介导

的自噬能够促进小鼠非酒精性脂肪肝[20]。 为进一

步探究槲皮素是通过 AMPK / mTOR 信号通路介导

的自噬发挥肝缺血再灌注损伤的保护作用,本研究

通过采用自噬抑制剂氯喹单独及槲皮素和氯喹联

合预处理肝缺血再灌注大鼠,发现大鼠肝组织病理

损伤程度介于槲皮素和氯喹单独干预之间;ALT 和

AST 水平、IL-6、TNF-α、IL-1β 含量以及 mTOR 蛋白

磷酸化水平比槲皮素单独干预升高,比氯喹单独干

预降低,肝组织细胞自噬率、Beclin1 蛋白表达水平

及 AMPK 蛋白磷酸化水平比槲皮素单独干预降低,
比氯喹单独干预升高,提示槲皮素改善肝缺血再灌

注大鼠肝损伤的作用可被氯喹逆转,进一步说明槲

皮素减轻肝缺血再灌注大鼠肝损伤的作用机制与

激活 AMPK / mTOR 信号通路介导的自噬有关。
综上所述,槲皮素预处理可能通过激活肝缺血

再灌注大鼠肝组织中 AMPK / mTOR 信号通路介导

的自噬,缓解肝损伤。 但是自噬涉及的信号通路较

多且肝缺血再灌注的作用机制较为复杂,槲皮素预

处理对肝缺血再灌注大鼠的保护作用,是否还涉及

自噬相关的其他信号通路,尚需进一步研究。
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胰激肽原酶缓解心肌缺血再灌注损伤大鼠
氧化应激和纤维化

卢迎宏,王　 丹,井海云∗,王梦超,李智慧

(郑州大学附属郑州中心医院心血管内科,郑州　 450007)

　 　 【摘要】 　 目的　 文章探讨胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌损伤、氧化应激和纤维化的影响。 方

法 SD 雄性大鼠分为假手术组、模型组、模型加药组。 检测并记录各组大鼠心率(HR)、左室收缩压(LVSP)和短轴

缩短率(FS)。 HE 染色观察心肌病理损伤程度。 ELISA 检测肌酸激酶同工酶(CK-MB)、肌红蛋白(Mb)和心肌肌钙

蛋白 I(cTnI)含量。 试剂盒检测超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)和谷胱甘肽(GSH)含量。 Western blot 检测

线粒体途径凋亡相关蛋白和纤维化标记蛋白表达水平。 Masson 染色观察心肌组织纤维化。 RT-PCR 检测 α-平滑

肌肌动蛋白(α-SMA)、转化生长因子-β1(TGF-β1)和纤维结合蛋白(FN)表达水平。 结果　 与模型组比,3、6 U / kg
PKase 组大鼠 HR、LVSP 和 FS 显著升高(P<0. 05),心肌组织病理损伤明显改善,CK-MB、Mb、cTnI 和 MDA 含量显

著降低(P<0. 05),SOD 和 GSH 含量升高(P<0. 05),心肌纤维化程度明显得到改善,Bax / Bcl-2、cas-9、cas-3、α-SMA、
TGF-β1、FN 表达水平显著降低(P<0. 05)。 结论　 胰激肽原酶缓解心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌损伤、氧化应激

和纤维化。
【关键词】 　 胰激肽原酶;心肌缺血再灌注;氧化应激;纤维化
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Pancreatic kininogenase relieves oxidative stress and fibrosis in rats with
myocardial ischemia-reperfusion injury

LU Yinghong, WANG Dan, JING Haiyun∗, WANG Mengchao, LI Zhihui
(Department of Cardiology, Zhengzhou Central Hospital Affiliated to Zhengzhou University, Zhengzhou 450007, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect of pancreatic kininogenase on myocardial injury, oxidative stress,
and fibrosis in rats with myocardial ischemia-reperfusion injury. Methods　 SD rats were divided into sham, model and drug-
treated groups. The heart rate (HR), left ventricular systolic pressure (LVSP), and short-axis contraction rate (FS) of rats
were measured in each group. HE staining was used to detect myocardial pathological lesions. ELISA were used to detect the
contents of creatine kinase isoenzyme (CK-MB), myoglobin (Mb) and cardiac troponin I (cTnI). Assay kits were used to
detect the contents of superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), and glutathione (GSH). Western blot was
used to assay the expression levels of mitochondrial pathway apoptosis-related and fibrosis marker proteins. Masson staining
was used to observe myocardial tissue fibrosis. RT-PCR was used to assay the expression levels of α-smooth muscle actin (α-
SMA), transforming growth factor-β1 (TGF-β1) and fibronectin (FN). Results 　 Compared with the model group, HR,
LVSP and FS in 3 and 6 U / kg PKase groups were significantly increased (P<0. 05), pathological damage of myocardial
tissue was significantly improved, the contents of CK-MB, Mb, MDA and cTnI were significantly reduced (P<0. 05), SOD
and GSH contents were increased (P<0. 05), the degree of myocardial fibrosis was significantly improved, Bax / Bcl-2, cas-



9, cas-3, α-SMA, TGF-β1 and FN levels were reduced significantly (P<0. 05). Conclusions 　 Pancreatic kininogenase
relieves myocardial injury, oxidative stress and fibrosis in rats with myocardial ischemia-reperfusion injury.

【Keywords】　 　 pancreatic kininogenase; myocardial ischemia reperfusion; oxidative stress; fibrosis

　 　 心肌缺血再灌注损伤是指心肌缺血一定时间

后得到正常灌注,心肌组织损伤却呈进行性加重的

病理过程,严重时可导致猝死[1-2]。 研究表明,心肌

缺血再灌注损伤是由心肌组织细胞中大量产生氧

自由基、钙离心超负荷及白细胞的炎症作用等所引

起的,具体的发病机制有待进一步研究[3]。 目前,
临床上治疗心肌缺血再灌注损伤的方法主要有基

因治疗、缺血后适应治疗和药物靶向治疗等[4-6]。
药物靶向治疗在心肌缺血再灌注损伤中的应用已

见成效,例如他汀类药物、降糖药、促红细胞生成素

等[7]。 胰激肽原酶(PKase)又称胰激肽释放酶,是
哺乳动物胰腺等器官中提取的一种蛋白水解酶,具
有血管舒张、改善血液循环和微循环、防止血栓形

成等作用。 已有研究报道,胰激肽原酶在糖尿病肾

病中发挥抗氧化应激、抗炎症反应及抗组织纤维化

等重要调控作用[8-9],但胰激肽原酶在心肌缺血再

灌注损伤中的作用尚不知晓。 因此,本研究通过建

立心肌缺血再灌注损伤大鼠模型,探究胰激肽原酶

在大鼠心肌损伤、心肌氧化应激和纤维化中的作

用,为心肌缺血再灌注损伤的临床诊断与治疗提供

理论基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 50 只无特定病原体(SPF)级 SD 大鼠,雄性,6~
7 周龄,体重 220~250 g。 由河南省实验动物中心提

供[SCXK(豫)2017-0001],本研究所有动物实验操

作完全遵守实验动物伦理保护法及 3R 原则,并经

郑州中心医院相关动物实验伦理委员会批准通过

(ZXYY20200703)。 实验动物饲养于郑州大学实验

动物中心[SYXK(豫) 2020-0008],动物饲养条件:
每只大鼠给予 12 h 光照 /黑暗循环,自由获取水和

标准饮食,(20±2)℃和(60±5)%湿度环境下饲养。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 胰激肽原酶(高纯,50 U / mg)购自上海源叶生

物科 技 有 限 公 司 ( 货 号 S10219 ); HE 试 剂 盒

(C0105S)购自碧云天生物科技有限公司;大鼠肌酸

激酶同工酶 MB(CK-MB) (ml059533)、肌红蛋白

(Mb ) ( ml003054 )、 心 肌 肌 钙 蛋 白 Ⅰ ( cTn-Ⅰ)
(ml003145)ELISA 试剂盒购自上海酶联生物科技

有限公司;SOD(A001-3-2)、MDA(A003-1-2)和 GSH
(A005-1-2)试剂盒均购自南京建成生物工程研究所

有限公司;Masson 染色试剂盒(G1340)、BCA 蛋白

定量试剂盒(PC0020)、PT-PCR 试剂盒(RP1100)均
购自北京索莱宝科技有限公司;Bax(ab32503)、Bcl-
2(ab182858)、cas-9( ab184786)、cas-3( ab184786)、
α-SMA ( ab124964 )、 TGF-β1 ( ab215715 ) 和 FN
(ab268020)兔单克隆抗体和 HRP 标记的对应二抗

均购自英国 Abcam 公司。
心脏超声诊断仪(Vivid7)购自美国 GE 公司;

ABI7500 Real-time PCR 系统(Applied Biosystems);
酶标仪(RT6100)购自深圳雷杜生命科学股份有限

公司;台式高速离心机(D3024R)购自大龙兴创实

验仪器(北京)股份公司;成像系统(Tanon-1600R)
购自上海天能科技有限公司,光学显微镜(Nikon
Eclipse E100)购自日本尼康公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物实验

　 　 50 只大鼠随机分为假手术组、模型组、模型加

药组共 5 组(n= 10)。 建模:模型组和模型加药组

大鼠采用左冠状动脉前降支结扎法建立心肌缺血

再灌注大鼠模型。 动物实验前禁食 12 h,腹腔注

射 1%戊巴比妥钠麻醉大鼠,随后将大鼠仰卧位固

定于实验板上,用 4 根电极银针支住大鼠四肢,用
MS4000U-1C 型生物信号定量记录分析系统检测

大鼠心电图,气管插管后用呼吸机辅助大鼠呼吸。
在大鼠胸骨第 3、4 肋骨间做开胸切口手术,暴露

大鼠心脏,于冠状动脉左前降支根部用带线缝合

针穿深度约 1 mm,宽度 1. 8 mm 备用结扎,缺血 30
min 后再灌注 60 min 建立心肌缺血再灌注大鼠模

型,以左室前壁紫绀及 ST 段抬高,QRS 幅度升高

即为手术成功,ST 段逐渐降低,左室前壁缺血区紫

绀消失标志再灌注成功,假手术组只穿线不结扎。
模型加药组建模前参考文献[10] 分别腹腔注射

1. 5、3、6 U / kg 胰激肽原酶,持续给药 5 周(每天 1
次)。 记录 各 组 大 鼠 心 率 ( HR)、 左 室 收 缩 压

(LVSP)和短轴缩短率(FS),每组 20 只。 术后 12
h 收集各组大鼠尾静脉血,然后实施安乐死,收集

心脏组织用于后续实验。
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1. 3. 2　 HE 染色观察心肌病理损伤

　 　 取 4%多聚甲醛固定的心肌组织,经石蜡包埋

切片、脱蜡、水化后,行 HE 染色;光镜下拍照并观察

记录组织形态学变化。
1. 3. 3　 ELISA 检测心损标记物含量水平

　 　 取 100 μL 尾静脉血,于 3000 r / min、4℃离心 15
min,取上清,按 ELISA 试剂盒说明书测定各组大鼠

血清中 CK-MB、Mb、cTnI 含量。

表 1　 引物序列
Table 1　 Primer sequences

基因 Gene 上游引物(5’-3’)Forward primer 下游引物(5’-3’)Reverse primer
α-平滑肌肌动蛋白 α-SMA GAAGAGTTACGATTGCCTGATG ATGATGCTGTTGTAGGTGGTTTC
转化生长因子-β1 TGF-β1 TGCCCTCTACAACCAACACAACCCG AACTGCTCCACCTTGGGCTTGCGA

纤维结合蛋白 FN CACCCAGTATTCTCAGAGATTAC CTGTCAGCCTGTACATCTAAAG
肌动蛋白 Actin AGCGGGAAATTCCTGCGTGAC ACATCTGCTGGAAGGTGGAC

1. 3. 4　 试剂盒检测氧化应激指标

　 　 严格按照 SOD、MDA 和 GSH 检测试剂盒测定

各组大鼠血清中 SOD、MDA 和 GSH 含量。
1. 3. 5　 Western blot 检测线粒体损伤标记蛋白表达

水平

　 　 从液氮中取出大鼠心肌组织,于室温下解冻后

用手术剪将组织剪切成小块并置于匀浆研磨仪中

研磨均匀。 用 RIPA 蛋白裂解液于冰上提取总蛋

白,用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白总浓度,
每孔上样 20 μg,经 SDS-PAGE 电泳分离、转膜、脱
脂奶粉封闭后,加入一抗(1 ∶ 1000),4℃ 摇床孵育

过夜,第 2 天回收一抗并加入 HRP 标记的对应二抗

(1 ∶ 5000),室温孵育 2 h。 用 ECL 化学发光试剂于

暗室下曝光显影,将胶片扫描存档整理去色后,分
析并计算各组大鼠蛋白相对表达量,蛋白相对表达

量为目标条带和内参条带(ACTIN)比值表示。 独立

重复实验 3 次取平均值。
1. 3. 6　 Masson 染色观察心肌组织纤维化程度

　 　 取 4%多聚甲醛固定的心肌组织,按照 Masson
试剂盒说明书进行大鼠心肌组织 Masson 染色。 蓝

色代表胶原纤维,红色代表肌纤维。
1. 3. 7　 RT-PCR 检测 α-SMA、TGF-β1 和 FN mRNA
表达水平

　 　 取液氮中保存的大鼠心肌组织约 80 mg,温室

下解冻组织,超声研磨均匀后在 4℃、3000 r / min 条

件下离心 15 min,用 TRIzol 试剂盒提取总 RNA 并测

定 RNA 浓度和纯度。 按逆转录试剂盒说明书进行

逆转录合成 cDNA,按 RT-PCR 试剂盒操作说明配制

反应体系。 在 PCR 扩增仪上进行扩增(扩增条件:
保持步骤 96℃ 15 s,40 个周期,95℃ 10 s 和 60℃ 30

s),以目的基因和内参比值表示 mRNA 表达水平,
采用 2-△△CT法分析结果。 重复实验 3 次,结果取平

均值。 引物序列见表 1。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 SPSS 19. 0 软件分析,数据表示为平均数±标
准差(􀭰x±s)。 采用单因素方差进行组间比较,若方差齐

则两两比较采用 LSD 法,若方差不齐则两两比较采用

Dunnett-t 法。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠 HR、
LVSP 和 FS 的影响

　 　 与假手术组比较,模型组大鼠 HR、LVSP 和 FS
均显著降低(P<0. 05)。 与模型组比较,1. 5 U / kg
PKase 组大鼠 HR、LVSP 和 FS 均无明显差异(P>
0. 05),3、6 U / kg PKase 组大鼠 HR、LVSP 和 FS 升

高,且差异具有统计学意义(P<0. 05),见图 1。 结

果提示,胰激肽原酶缓解心肌缺血再灌注损伤大鼠

心脏功能。
2. 2　 胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌

病理损伤的影响

　 　 HE 染色观察各组大鼠心肌组织病理损伤程

度,如图 2 所示,假手术组大鼠心肌组织结构正常,
排列规则,未见炎性细胞浸润。 与假手术组比较,
模型组大鼠心肌组织结构紊乱,心肌细胞肿大,可
见大量肌纤维断裂和炎性细胞浸润。 与模型组比

较,1. 5 U / kg PKase 组仍然可见大量断裂的心肌纤

维和炎性细胞浸润,3 U / kg PKase 组大鼠心肌细胞

中可见少量炎性细胞浸润,未见断裂的心肌纤维和

水肿变性的心肌细胞。 6 U / kg PKase 组大鼠心肌组

织排列规则,仅见极少的炎性细胞浸润,未见断裂

的心肌纤维和肿胀变性的心肌细胞。 结果提示,胰
激肽原酶改善心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌组织

病理损伤。
2. 3　 胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠心损

标记物含量的影响

　 　 ELISA 检测各组大鼠心损标记物 CK-MB、Mb
和 cTnI 含量(见表 2),与假手术组比较,模型组大
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鼠 CK-MB、Mb 和 cTnI 含量显著升高(P<0. 05)。 与

模型组比较,1. 5 U / kg PKase 组大鼠 CK-MB、Mb 和

cTnI 含量无明显变化(P>0. 05),3、6 U / kg PKase 组

大鼠 CK-MB、Mb 和 cTnI 含量显著降低(P<0. 05)。
结果提示,胰激肽原酶能够改善心肌缺血再灌注损

伤大鼠心肌功能。
2. 4　 胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠氧化

应激水平的影响

　 　 与假手术组比较,模型组大鼠血清中 SOD 和

GSH 含量明显降低,MDA 含量升高(P<0. 05)。 与

模型组比较,1. 5 U / kg PKase 组大鼠血清中 SOD、
MDA 和 GSH 含量无明显差异(P>0. 05),3、6 U / kg
PKase 组大鼠血清中 SOD 和 GSH 含量升高,MDA
含量降低,且差异具有统计学意义(P<0. 05),见图

3。 结果提示,胰激肽原酶能够缓解心肌缺血再灌注

损伤大鼠氧化应激水平。
2. 5　 胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠线粒

体功能的影响

　 　 与假手术组比较,模型组大鼠心肌组织中 Bax /
Bcl-2、cleaved cas9 / cas9 和 cleaved cas3 / cas3 蛋白水

平显著升高(P< 0. 05)。 与模型组比较,1. 5 U / kg
PKase 组大鼠心肌组织中蛋白水平无明显差异(P>
0. 05),3、6 U / kg PKase 组大鼠心肌组织中 Bax / Bcl-
2、cleaved cas9 / cas9 和 cleaved cas3 / cas3 蛋白水平显

著降低(P<0. 05),见图 4。 结果提示,胰激肽原酶能

够缓解心肌缺血再灌注损伤大鼠线粒体功能损伤。
2. 6　 胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌

纤维和炎症因子的影响

　 　 如图 5 所示,假手术组大鼠心肌细胞排列整齐,
染色均匀,未见炎症细胞浸润且间质内无增生纤

维。 与假手术组比较,模型组大鼠心肌细胞排列紊

乱,间质内充满大量、均匀的蓝色纤维网,部分纤维

断裂,可见炎症细胞浸润。 与模型组大鼠比较,1. 5
U / kg PKase 组大鼠仍可见大量炎症细胞浸润,间质

内蓝色纤维网稍有减轻。 3 U / kg PKase 组增生的蓝

色纤维网明显减少,可见少量炎症细胞浸润,6 U / kg
PKase 组大鼠间质内增生的蓝色纤维网显著减少或

消失,仅可见极少的纤维条,心肌细胞中未见炎性

细胞浸润。 结果提示,胰激肽原酶能够改善心肌缺

血再灌注大鼠心肌纤维化。

注:a:假手术组;b:模型组;c:模型+1.5 U / kg PKase 组;d:模型+3 U / kg PKase 组;e:模型+6 U / kg PKase 组。 与假手术

组相比,∗P<0.05;与模型组相比,#P<0.05。

图 1　 各组大鼠 HR、LVSP 和 FS(􀭰x±s,n= 10)
Note. a, Sham group. b, Model group. c, Model+1.5 U / kg PKase group. d, Model+3 U / kg PKase group. e, Model+6 U / kg

PKase group. Compared with sham group, ∗P<0.05. Compared with the model group, #P<0.05.

Figure 1　 HR, LVSP and FS of rats in each group

注:心肌纤维被染成淡红色,细胞核呈蓝紫色,黑色箭头表示炎性浸润细胞,绿色箭头表示断裂纤维。

图 2　 各组大鼠心肌组织 HE 染色

Note. Myocardial fibers are stained red, the nucleus is blue-purple, the black arrows indicate inflammatory infiltrating cells,
and the green arrows indicate broken fibers.

Figure 2　 HE staining of myocardial tissue of rats in each group
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表 2　 各组大鼠 CK-MB、Mb 和 cTnI 含量(􀭰x±s, n= 10)
Table 2　 Contents of CK-MB, Mb and cTnI in each group of rats

组别 Groups 肌酸激酶同工酶(U / L)CK-MB 肌红蛋白(ng / mL)Mb 心肌肌钙蛋白 I(ng / mL)cTnI
假手术组 Sham group 20. 42 ± 4. 13 26. 17 ± 5. 06 0. 11 ± 0. 03
模型组 Model group 119. 66 ± 21. 24∗ 138. 16 ± 18. 45∗ 0. 68 ± 0. 09∗

模型+1. 5 U / kg PKase 组
Model+1. 5 U / kg PKase group 117. 78 ± 19. 32 136. 43 ± 19. 54 0. 67 ± 0. 07

模型+3 U / kg PKase 组
Model+3 U / kg PKase group 79. 64 ± 14. 58# 91. 06 ± 20. 42# 0. 43 ± 0. 08#

模型+6 U / kg PKase 组
Model+6 U / kg PKase group 31. 43 ± 6. 21# 48. 22 ± 7. 34# 0. 17 ± 0. 06#

注:与假手术组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with sham group, ∗P<0. 05. Compared with the model group, #P<0. 05.

注:a:假手术组;b:模型组;c:模型+1.5 U / kg PKase 组;d:模型+3 U / kg PKase 组;e:模型+6 U / kg PKase 组。 与假手术组相

比,∗P<0.05;与模型组相比,#P<0.05。

图 3　 各组大鼠血清中 SOD、MDA 和 GSH 含量(􀭰x±s, n= 3)
Note. a, Sham group. b, Model group. c, Model+1.5 U / kg PKase group. d, Model+3 U / kg PKase group. e, Model+6 U / kg PKase

group. Compared with sham group, ∗P<0.05. Compared with the model group, #P<0.05.

Figure 3　 Contents of SOD, MDA and GSH in serum of rats in each group

注:A:Western blot 检测线粒体损伤标记物蛋白表达;B:蛋白相对表达量。 与假手术组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 4　 胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠线粒体功能的影响( 􀭰x ± s ,n= 3)
Note. A, Detection of mitochondrial damage marker protein expression by Western blot. B, Relative protein expression level. Compared with

sham group, ∗P<0. 05. Compared with the model group, #P<0. 05.

Figure 4　 Effect of pancreatic kininogenase on mitochondrial function in rats with myocardial ischemia reperfusion injury
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2. 7　 胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠纤维

化标记蛋白水平的影响

　 　 与假手术组相比,模型组大鼠心肌组织中

α-SMA、TGF-β1 和 FN mRNA 和蛋白水平均显著上

调(P<0. 05)。 与模型组比较,1. 5 U / kg PKase 组大

鼠 α-SMA、TGF-β1 和 FN 在 mRNA 和蛋白水平均无

明显差异(P>0. 05),3、6 U / kg PKase 组大鼠心肌组

织中 α-SMA、TGF-β1 和 FN mRNA 和蛋白水平均显

著下调(P<0. 05),见图 6。 结果提示,胰激肽原酶

能够缓解心肌缺血再灌注大鼠心肌组织纤维化。

注:心肌纤维被染成红色,胶原纤维被染成蓝色,黑色箭头表示炎性浸润,绿色箭头表示胶原纤维。

图 5　 心肌组织 Masson 染色

Note. Myocardial fibers are dyed red, collagen fibers are dyed blue, black arrows indicate inflammatory infiltration, and green arrows indicate
collagen fibers.

Figure 5　 Masson staining of myocardial tissue

注:A:RT-PCR 检测 α-SMA、TGF-β1 和 FN mRNA 水平;B:Western blot 检测 α-SMA、 TGF-β1 和 FN 蛋白水平;C:蛋白相对表达量。 与假手术

组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 6　 胰激肽原酶对心肌缺血再灌注损伤大鼠纤维化标记蛋白水平的影响( 􀭰x ± s ,n= 3)
Note. A, mRNA levels of α-SMA, TGF-β1 and FN were detected by RT-PCR. B, Protein levels of α-SMA, TGF-β1 and FN were detected by Western

blot. C, Relative protein expression level. Compared with sham group, ∗P<0. 05. Compared with the model group, #P<0. 05.

Figure 6　 Effect of pancreatic kallikrein on the level of fibrosis marker protein in rats with myocardial ischemia-reperfusion injury
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3　 讨论

　 　 心肌缺血再灌注发生前会产生大量的氧自由

基,从而引起心肌纤维化和心肌损伤,心脏功能障

碍等[11]。 因此,及时清除氧自由基和降低心肌纤维

水平能够有效缓解心肌损伤和心脏功能。 Xie 等[12]

发现,心肌缺血再灌注大鼠血清 CK-MB、Mb 和 cTnI
水平明显升高,α-SMA、TGF-β1 和 FN 含量极高,
SOD 和 GSH 含量降低,MDA 含量升高,经给药治疗

后,心肌缺血再灌注大鼠心肌损伤明显好转,氧化

应激和炎症水平降低,纤维化程度得到改善。 本研

究结果发现,经胰激肽原酶给药治疗后,心肌缺血

再灌注大鼠心脏功能明显好转,心肌病理损伤得到

改善,心肌氧化应激、纤维化水平降低。 因此,胰激

肽原酶通过降低心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌氧

化应激和纤维化水平缓解大鼠心肌损伤。
本研究前期检测了各组大鼠心脏功能、心肌病

理损伤程度和心肌损伤标记物含量水平,结果显

示,模型组大鼠 HR、LVSP、FS 明显低下,心肌病理

损伤严重,CK-MB、Mb 和 cTnI 含量极高。 经胰激肽

原酶给药治疗后,心肌缺血再灌注损伤模型大鼠心

脏功能显著得到改善,心肌病理损伤及损伤标记物

含量减少。 结果提示,胰激肽原酶对心肌缺血再灌

注大鼠心脏功能、心肌损伤具有调控作用。 为明确

胰激肽原酶调控模型大鼠心肌功能的作用机制,本
实验还检测了各组大鼠心肌组织中氧化应激和纤

维化水平。
氧化应激发生积累的大量氧自由基促使心肌

缺血再灌注损伤大鼠心肌细胞膜通透性增加,从而

使得胞内的 SOD 释放到细胞外。 同时,MDA 含量

增加诱发机体发生脂质过氧化反应,最终破坏机体

正常的氧化与抗氧化平衡状态,进一步加重心肌缺

血再灌注大鼠心肌损伤[13-17]。 本实验显示,在模型

组大鼠心肌组织中 SOD 和 GSH 含量明显降低,
MDA 含量升高,经胰激肽原酶治疗后,心肌缺血再

灌注大鼠心肌组织中 SOD 和 GSH 含量显著升高,
MDA 含量降低。 由于线粒体功能与氧化应激密切

相关,若氧化应激水平极高,则会导致线粒体膜通

透性增加及氧自由基的大量产生,使得线粒体肿

胀、功能受损、细胞内钙离子超载,最终引起细胞死

亡[18-20]。 因此,线粒体损伤程度能够从侧面反应机

体氧化应激水平及正常组织功能。 本研究通过检

测各组大鼠线粒体损伤标记物蛋白表达水平,结果

发现,经胰激肽原酶给药治疗后,心肌缺血再灌注

大鼠心肌组织中 Bax / Bcl-2、cas-9、cas-3 水平显著降

低,结合前期实验结果可知,胰激肽原酶可能通过

调控模型大鼠心肌氧化应激水平改善大鼠心脏和

线粒体功能,缓解心肌病理损伤。
α-SMA 是血管平滑肌细胞中的一种细胞骨架

蛋白,与心肌细胞纤维化的发生发展有关,是肌成

纤维细胞的特异性标志物[21]。 TGF-β1 是新发现的

调节细胞生长和分化的 TGF-β 超家族,具有抑制心

肌细胞分化的作用[22]。 FN 是是心肌细胞外基质的

主要结构蛋白之一,在心肌细胞粘附性和运动能力

中发挥着重要作用[23]。 本实验结果显示,经胰激肽

原酶治疗后,心肌缺血再灌注大鼠心肌组织中

α-SMA、TGF-β1 和 FN 表达水平显著降低,结果提

示,胰激肽原酶通过降低心肌缺血再灌注损伤大鼠

心肌组织纤维化水平缓解大鼠心肌损伤。
综上所述,胰激肽原酶在心肌缺血再灌注损伤

大鼠心肌损伤、氧化应激和纤维化中具有调控作

用。 本实验从动物水平上初步说明胰激肽原酶在

心肌缺血再灌注损伤中的调节作用,后续实验我们

计划进一步探究胰激肽原酶的具体调节作用机制,
为胰激肽原酶的临床应用及药物研发提供更加充

分的理论依据。
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辣椒素通过上调 MTSS1 表达抑制结肠癌细胞侵袭、
迁移的实验研究

黄　 虹1,黄　 蝶2,王瑞杰3,余壮明4∗

(1.海南医学院第一附属医院介入血管外科,海口　 570102;2.海南医学院第一附属医院血液透析科,海口　 570102;
3.海南医学院第一附属医院眼科,海口　 570102;4.海南医学院第一附属医院普通外科,海口　 570102)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究辣椒素通过上调肿瘤转移抑制因子 1(MTSS1)抑制结肠癌细胞侵袭、迁移的机制。 方法

实验 1:10、25、50、100 μmol / L 辣椒素组分别加入终浓度为 10、25、50、100 μmol / L 辣椒素,对照组不添加辣椒素,恒
温箱中培养 24 h;实验 2:对照组正常培养,100 μmol / L 辣椒素组添加终浓度为 100 μmol / L 辣椒素,100 μmol / L 辣

椒素+对照 siRNA 组、100 μmol / L 辣椒素+MTSS1 siRNA 组在 100 μmol / L 辣椒素组的基础上分别添加终浓度为 50
nmol / L 对照 siRNA、MTSS1 siRNA,转染 4 h 更换为终浓度 100 μmol / L 辣椒素培养液。 CCK8 检测细胞增殖情况;
Transwell 检测细胞侵袭情况;划痕实验检测细胞迁移情况;蛋白质免疫印迹(Western blot)检测细胞中辣椒素受体

(TRPV1)、MTSS1、基质金属蛋白酶(MMP)-2、MMP-9 蛋白水平。 结果　 不同浓度辣椒素处理细胞发现,与对照组

相比,25、50、100 μmol / L 辣椒素组细胞增殖抑制率升高,10、25、50、100 μmol / L 辣椒素组细胞中 TRPV1、MTSS1 蛋

白水平升高,细胞侵袭数量、迁移百分比、细胞中 MMP-2、MMP-9 蛋白水平降低(P<0. 05)。 干扰 MTSS1 并添加 100
μmol / L 辣椒素发现,与对照组相比,100 μmol / L 辣椒素组、100 μmol / L 辣椒素+对照 siRNA 组、100 μmol / L 辣椒素

+MTSS1 siRNA 组细胞侵袭数量、迁移百分比、细胞中 MMP-2、MMP-9 蛋白水平降低,细胞中 MTSS1 蛋白水平升高

(P<0. 05);分别与 100 μmol / L 辣椒素组、100 μmol / L 辣椒素+对照 siRNA 组相比,100 μmol / L 辣椒素+MTSS1
siRNA 组细胞侵袭数量、迁移百分比、细胞中 MMP-2、MMP-9 蛋白水平升高,细胞中 MTSS1 蛋白水平降低(P<
0. 05)。 结论　 辣椒素通过上调 MTSS1 表达抑制结肠癌细胞侵袭、迁移,从而起到对结肠癌的保护作用。

【关键词】 　 辣椒素;肿瘤转移抑制因子 1;结肠癌细胞;侵袭;迁移
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Capsaicin inhibits invasion and migration of colon cancer cells by
upregulating MTSS1 expression
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Haikou 570102, China. 2. Department of Hemodialysis, the First Affiliated Hospital of Hainan Medical College,

Haikou 570102. 3. Department of Ophthalmology, the First Affiliated Hospital of Hainan Medical College, Haikou 570102.
4. Department of General Surgery, the First Affiliated Hospital of Hainan Medical College, Haikou 570102)



　 　 【Abstract】　 Objective　 To explore the mechanism of capsaicin in inhibiting the invasion and migration of colon
cancer cells by upregulating tumor metastasis suppressor 1 (MTSS1). Methods 　 Experiment 1: 10, 25, 50 and 100
μmol / L capsaicin groups were treated with capsaicin, whereas the control group was untreated and cultured at a constant
temperature for 24 hours. Experiment 2: the control group was cultured normally, the 100 μmol / L capsaicin group was
treated with 100 μmol / L capsaicin, 100 μmol / L capsaicin + control siRNA and 100 μmol / L capsaicin +MTSS1 siRNA
groups were treated with 50 nmol / L control siRNA and MTSS1 siRNA, respectively, based on the 100 μmol / L capsaicin
group. After transfection for 4 h, 100 μmol / L capsaicin-containing culture medium was added. Cell proliferation was
assessed by CCK8 assays. Cell invasion was assessed by Transwell assays. Cell migration was assessed by a scratch test. The
protein levels of transient receptor potential vanilloid 1 ( TRPV1), MTSS1, matrix metalloproteinase (MMP)-2, and
MMP-9 were measured by Western blot. Results　 After treatment with capsaicin at various concentrations, compared with
the control group, cell proliferation in 25, 50 and 100 μmol / L capsaicin groups was higher, the protein levels of TRPV1
and MTSS1 in 10, 25, 50 and 100 μmol / L capsaicin groups were higher, and cell invasion, the percentage of migrated
cells and the protein levels of MMP-2 and MMP-9 were lower (P<0. 05). After RNA interference of MTSS1 and addition of
100 μmol / L capsaicin, compared with the control group, cell invasion, the percentage of migrated cells, and the protein
levels of MMP-2 and MMP-9 were lower in 100 μmol / L capsaicin, 100 μmol / L capsaicin+control siRNA, 100 μmol / L
capsaicin+MTSS1 siRNA groups (P<0. 05), and the protein level of MTSS1 was higher (P<0. 05). Compared with 100
μmol / L capsaicin and 100 μmol / L capsaicin+control siRNA groups, cell invasion, the percentage of migrated cells, the
protein levels of MMP-2 and MMP-9 were significantly higher in the 100 μmol / L capsaicin+MTSS1 siRNA group and the
level of MTSS1 protein was lower (P<0. 05). Conclusions　 Capsaicin inhibits the invasion and migration of colon cancer
cells by upregulating the expression of MTSS1, thereby exerting a protective effect against colon cancer.

【Keywords】　 capsaicin; tumor metastasis suppressor 1; colon cancer cells; invasion; migration

　 　 结肠癌作为消化道常见肿瘤,在中国其发病率

仅次于肺癌和胃癌,位于第 3,早期症状不明显,与
肠炎等良性疾病易混淆,发现时已至晚期,且发病

趋于年轻化,危害严重[1]。 目前治疗结肠癌常见药

物为奥沙利铂,但该药物对血液、神经系统会产生

毒性,不能长期使用[2],因此,寻找安全有效且毒性

副作用均低的药物对于治疗尤为重要。 辣椒素在

临床上应用有数十年,是辣椒中具有辛辣刺激性的

复合物,具有镇痛、抗炎、抗肿瘤、抗肥胖、保护心脏

等多项作用,且对肿瘤的作用越来越受到重视[3]。
辣椒素作为潜在的新型治疗药物在人类癌症中有

一定应用,具有抗增殖、诱导细胞凋亡和自噬、抗血

管生成和抗转移等作用[4]。 肿瘤转移抑制因子 1
(metastasis suppressor1,MTSS1)作为细胞间连接,参
与肌动蛋白介导的细胞核形成与细胞间微丝分支

稳定性,可降低肿瘤的迁移、浸润能力[5]。 在乳腺

癌中研究发现,辣椒素可以上调MTSS1、下调基质金

属 蛋 白 酶 ( matrix metallo proteinases, MMP )-2、
MMP-9,实现对肿瘤的抑制[6],但在结肠癌中尚无

发现 相 关 研 究。 因 此, 本 文 以 人 结 肠 癌 细 胞

HCT116 作为研究对象,探讨辣椒素对细胞侵袭、迁
移的影响,并初步探讨其机制,为临床上辣椒素对

结肠癌的治疗提供一定参考依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人结肠癌细胞 HCT116 购自中国科学院典型培

养物保藏委员会细胞库,目录号:TCHu99。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 辣椒素购自美国 Sigma 公司,货号:M1022-50M;
引物 由 上 海 吉 凯 基 因 技 术 有 限 公 司 合 成;
LipofectamineTM2000 购自美国 invitrogen 公司,货号:
11668019;CCK8 试剂盒购自广州佳研生物科技有限

公司,货号:MA0218-15;结晶紫染色液购自上海碧云

天公司,货号: C0121;一抗辣椒素受体 ( transient
receptor potential vanilloid 1,TRPV1)、MTSS1、MMP-
2、MMP-9 购自英国 abcam 公司,货号分别为:ab6166、
ab204127、 ab92536、 ab228402。 Transwell 小 室 购 自

Costar 公司,型号:3460;全自动酶标仪购自美国 Bio-
Rad 公司,型号:Model 680;蛋白凝胶成像仪购自上海

Tanon 公司,型号:Tanon2500。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养

　 　 HCT116 细胞置于含 10%胎牛血清的 DMEM 培

养液中,37℃、5% CO2 恒温箱中培养,2 ~ 3 d 更换

1 次培养液,细胞密度长至 90%时传代,细胞生长至

对数期实验。
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1. 3. 2　 siRNA 引物设计

　 　 Whitehead siRNA Selection Web Server 在线设

计,MTSS1 siRNA:5’-GGTTCTGATTACAGCTGGT-3’、
对照 siRNA:5’-UACAGACCCCUCGAUCGGUTT-3’。
1. 3. 3　 细胞分组

　 　 HCT116 细胞参考文献[7] 处理并进行预实验。
实验 1:10、25、50、100 μmol / L 辣椒素组(10、25、50、
100 μmol / L capsaicin group)分别加入终浓度为 10、
25、50、100 μmol / L 辣椒素,对照组(control group)不
添加辣椒素,37℃、5% CO2 恒温箱中培养 24 h;实
验 2:对照组( control group)、100 μmol / L 辣椒素组

(100 μmol / L capsaicin group)、100 μmol / L 辣椒素+
对照 siRNA 组(100 μmol / L capsaicin+control siRNA
group)、100 μmol / L 辣椒素+MTSS1 siRNA 组(100
μmol / L capsaicin+MTSS1 siRNA group),100 μmol / L
辣椒素组添加终浓度为 100 μmol / L 辣椒素;100
μmol / L 辣椒素+对照 siRNA 组、100 μmol / L 辣椒素

+MTSS1 siRNA 组在 100 μmol / L 辣椒素组的基础上

分别添加终浓度为 50 nmol / L 对照 siRNA、MTSS1
siRNA(参照 LipofectamineTM 2000 说明书转染),转
染 4 h 更换为终浓度为 100 μmol / L 辣椒素培养液,
对照组正常培养 24 h。 CCK8 检测细胞增殖情况;
Transwell 检测细胞侵袭情况;划痕实验检测细胞迁

移情况;蛋白质免疫印迹(Western blot)检测细胞中

TRPV1、MTSS1、MMP-2、MMP-9 蛋白水平。
1. 3. 4　 CCK8 检测细胞增殖情况

　 　 各组细胞在 96 孔板中处理 24 h,加入 CCK8 继

续培养 2 h,全自动酶标仪测定 450 nm 波长下各孔

吸光度(optical density,OD),增殖抑制率 = (对照孔

OD450-实验孔 OD450) /对照组 OD450 ×100%,6 个重

复孔。
1. 3. 5　 Transwell 检测细胞侵袭情况

　 　 各组细胞在 24 孔板中处理 24 h,收集细胞,无
胎牛血清培养液稀释成每毫升 1×104 个的单细胞悬

液,Transwell 小室经基质胶上下包被后放入 24 孔板

中,小室下层加 500 μL 完全培养液,上层加 500 μL
单细胞悬液,置于 37℃、5% CO2 培养箱中培养

48 h,结晶紫染色后显微镜拍照并计数。
1. 3. 6　 划痕实验检测细胞迁移情况

　 　 各组细胞在 6 孔板中处理 24 h,去培养液,PBS
清洗细胞,划痕后立即拍照,添加 10%胎牛血清

DMEM 培养液,培养 48 h 拍照,Image J 检测细胞迁

移情况。 迁移百分比=(0 h 划痕面积-48 h 划痕面

积) / 0 h 划痕面积×100%。
1. 3. 7　 Western blot 检测细胞中 TRPV1、MTSS1、
MMP-2、MMP-9 蛋白表达情况

　 　 各组细胞在 6 孔板中处理 24 h,添加蛋白裂解

液冰上裂解细胞 10 min,10000 r / min 4℃ 离心 20
min,上清为总蛋白,BCA 蛋白试剂盒测定总蛋白浓

度。 每孔上样 20 μg,聚丙烯酰胺凝胶电泳浓缩胶、
分离胶分离蛋白,NC 膜转膜后,5%脱脂奶粉室温封

闭 2 h,加对应一抗 TRPV1、MTSS1、MMP-2、MMP-9,
4℃孵育过夜,洗涤后添加对应二抗常温下孵育2 h。
DAB 显色试剂盒显色,蛋白凝胶成像仪拍照和定量

分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS 20. 0 软件对数据进行统计分析,计
量资料以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,多组间比较

采用单因素方差分析,进一步两两比较行 SNK-q 检

验,P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 辣椒素对细胞增殖的影响

　 　 与对照组相比,25、50、100 μmol / L 辣椒素组细

胞增殖抑制率升高(P<0. 05)。 见表 1。
2. 2　 辣椒素对细胞侵袭的影响

　 　 与对照组相比,10、25、50、100 μmol / L 辣椒素

组细胞侵袭数量降低(P<0. 05)。 见表 1、图 1。
表 1　 不同浓度辣椒素处理细胞增殖抑制率、侵袭数量、迁移百分比的比较(n= 6)

Table 1　 Comparison of cell proliferation inhibition rate, invasion number, and migration percentage at different
concentrations of capsaicin

组别
Groups

增殖抑制率(%)
Proliferation inhibition rate

细胞侵袭数量(个)
Cell invasion number

迁移百分比(%)
Migration percentage

对照组 Control group 0. 00±0. 00 34. 16±4. 16 84. 16±6. 15
10 μmol / L 辣椒素组 10 μmol / L capsaicin group 1. 53±0. 25 24. 76±3. 69∗ 56. 86±5. 48∗

25 μmol / L 辣椒素组 25 μmol / L capsaicin group 16. 49±1. 16∗ 21. 38±3. 86∗ 46. 85±4. 88∗

50 μmol / L 辣椒素组 50 μmol / L capsaicin group 34. 46±4. 56∗ 13. 49±2. 96∗ 36. 48±5. 49∗

100 μmol / L 辣椒素组 100 μmol / L capsaicin group 39. 46±5. 18∗ 6. 48±1. 17∗ 24. 46±4. 44∗

注:与对照组相比,∗P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05.
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2. 3　 辣椒素对细胞迁移的影响

　 　 与对照组相比,10、25、50、100 μmol / L 辣椒素

组细胞迁移百分比降低(P<0. 05)。 见表 1、图 2。
2. 4 　 辣椒素对细胞中 TRPV1、MTSS1、MMP-2、
MMP-9蛋白水平的影响

　 　 与对照组相比,10、25、50、100 μmol / L 辣椒素

组细胞中 TRPV1、MTSS1 蛋白水平升高,MMP-2、
MMP-9 蛋白水平降低(P<0. 05)。 见表 2、图 3。
2. 5　 干扰 MTSS1 对辣椒素处理细胞侵袭的影响

　 　 与对照组相比, 100 μmol / L 辣椒素组、 100
μmol / L 辣椒素+对照 siRNA 组、100 μmol / L 辣椒素

+MTSS1 siRNA 组细胞侵袭数量降低(P<0. 05);分
别与 100 μmol / L 辣椒素组、100 μmol / L 辣椒素+对
照 siRNA 组相比,100 μmol / L 辣椒素+MTSS1 siRNA
组细胞侵袭数量升高(P<0. 05)。 见图 4、表 3。
2. 6　 干扰 MTSS1 对辣椒素处理细胞迁移的影响

　 　 与对照组相比,100 μmol / L 辣椒素组、100 μmol /
L 辣椒素+对照 siRNA 组、100 μmol / L 辣椒素+MTSS1
siRNA 组细胞迁移百分比降低(P<0. 05);分别与 100
μmol / L 辣椒素组、100 μmol / L 辣椒素+对照 siRNA
组相比,100 μmol / L 辣椒素+MTSS1 siRNA 组细胞迁

移百分比升高(P<0. 05)。 见图 5、表 3。

图 1　 不同浓度辣椒素处理细胞侵袭情况

Figure 1　 Invasion of cells at different concentrations of capsaicin

图 2　 不同浓度辣椒素处理细胞迁移情况

Figure 2　 Migration of cells at different concentrations of capsaicin

表 2　 不同浓度辣椒素处理细胞中 TRPV1、MTSS1、MMP-2、MMP-9 蛋白水平比较(n= 6)
Table 2　 Comparison of TRPV1, MTSS1, MMP-2 and MMP-9 protein levels in cells with different concentrations of capsaicin

组别
Groups TRPV1 MTSS1 MMP-2 MMP-9

对照组
Control group 0. 21±0. 04 0. 16±0. 04 1. 08±0. 17 0. 96±0. 08

10 μmol / L 辣椒素组
10 μmol / L capsaicin group 1. 16±0. 18∗ 0. 47±0. 04∗ 0. 67±0. 07∗ 0. 36±0. 04∗

25 μmol / L 辣椒素组
25 μmol / L capsaicin group 1. 23±0. 33∗ 0. 51±0. 05∗ 0. 71±0. 08∗ 0. 31±0. 04∗

50 μmol / L 辣椒素组
50 μmol / L capsaicin group 1. 28±0. 41∗ 0. 57±0. 06∗ 0. 73±0. 05∗ 0. 13±0. 04∗

100 μmol / L 辣椒素组
100 μmol / L capsaicin group 2. 14±0. 45∗ 1. 03±0. 12∗ 0. 22±0. 04∗ 0. 09±0. 02∗

注:与对照组相比,∗P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05.
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2. 7　 干扰 MTSS1 对辣椒素处理细胞中 MTSS1、
MMP-2、MMP-9蛋白水平的影响

与对照组相比, 100 μmol / L 辣椒素组、 100
μmol / L 辣椒素+对照 siRNA 组、100 μmol / L 辣椒素

+MTSS1 siRNA 组细胞中 MTSS1 蛋白水平升高,

MMP-2、MMP-9 蛋白水平降低(P < 0. 05);分别与

100 μmol / L 辣椒素组、100 μmol / L 辣椒素 +对照

siRNA 组相比,100 μmol / L 辣椒素 +MTSS1 siRNA
组细胞中 MTSS1 蛋白水平降低,MMP-2、MMP-9 蛋

白水平升高(P<0. 05)。 见表 4、图 6。

图 3　 不同浓度辣椒素处理细胞中 TRPV1、MTSS1、MMP-2、MMP-9 蛋白水平情况

Figure 3　 Protein levels of TRPV1, MTSS1, MMP-2 and MMP-9 in cells with different concentrations of capsaicin

图 4　 干扰 MTSS1 后辣椒素处理细胞侵袭的情况

Figure 4　 Invasion of capsaicin-treated cells by interference with MTSS1

图 5　 干扰 MTSS1 后辣椒素处理细胞迁移情况

Figure 5　 Migration of capsaicin-treated cells by interference with MTSS1
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表 3　 干扰 MTSS1 后辣椒素处理细胞侵袭数量、迁移百分比的比较(n= 6)
Table 3　 Comparison of the invasion and migration of capsaicin-treated cells by interference with MTSS1

组别
Groups

细胞侵袭数量(个)
Cell invasion number

迁移百分比(%)
Migration percentage

对照组 Control group 33. 56±3. 46 76. 89±8. 46
100 μmol / L 辣椒素组 100 μmol / L capsaicin group 6. 58±1. 16∗ 26. 49±3. 48∗

100 μmol / L 辣椒素+对照 siRNA 组 100 μmol / L capsaicin+ control siRNA group 7. 06±1. 25∗ 21. 46±4. 59∗

100 μmol / L 辣椒素+MTSS1 siRNA 组 100 μmol / L capsaicin+MTSS1 siRNA group 18. 46±6. 48∗#△ 61. 16±7. 48∗#△

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与 100 μmol / L 辣椒素组相比,#P<0. 05;与 100 μmol / L 辣椒素+对照 siRNA 组相比,△P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the 100 μmol / L capsaicin group, #P<0. 05. Compared with the 100 μmol / L capsaicin
+control siRNA group, △P<0. 05.

表 4　 干扰 MTSS1 后辣椒素处理细胞中 MTSS1、MMP-2、MMP-9 蛋白水平比较(n= 6)
Table 4　 Comparison of MTSS1, MMP-2 and MMP-9 protein levels in capsaicin-treated cells by interference with MTSS1

组别
Groups MTSS1 MMP-2 MMP-9

对照组 Control group 0. 18±0. 03 0. 87±0. 12 1. 03±0. 12
100 μmol / L 辣椒素组 100 μmol / L capsaicin group 0. 86±0. 08∗ 0. 26±0. 06∗ 0. 12±0. 02∗

100 μmol / L 辣椒素+对照 siRNA 组 100 μmol / L capsaicin+ control siRNA group 0. 87±0. 09∗ 0. 28±0. 05∗ 0. 13±0. 03∗

100 μmol / L 辣椒素+MTSS1 siRNA 组 100 μmol / L capsaicin+MTSS1 siRNA group 0. 43±0. 06∗#△ 0. 68±0. 07∗#△ 0. 48±0. 05∗#△

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与 100 μmol / L 辣椒素组相比,#P<0. 05;与 100 μmol / L 辣椒素+对照 siRNA 组相比,△P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the 100 μmol / L capsaicin group, #P<0. 05. Compared with the 100 μmol / L capsaicin
+control siRNA group, △P<0. 05.

图 6　 干扰 MTSS1 后辣椒素处理细胞中

MTSS1、MMP-2、MMP-9 蛋白水平情况

Figure 6　 Protein levels of MTSS1, MMP-2 and
MMP-9 in capsaicin-treated cells by interference with MTSS1

3　 讨论

　 　 结肠癌细胞侵袭、迁移会造成远处肺、骨、肝转

移,侵袭、转移是肿瘤患者死亡的最主要原因[8],因
此,发现一种可以有效抑制结肠癌侵袭、转移且副

作用小物质对于结肠癌的治疗意义重大。 辣椒素

作为辣椒皮质中生物碱,通过 TRPV1 或其他途径参

与抗肿瘤作用,是抗肿瘤潜在药物,具有广阔应用

前景[9-10],但作用机制复杂,目前具体机制尚不清

楚,尚需进一步研究。 研究发现,辣椒素可以抑制

结肠癌细胞增殖、侵袭、迁移,提示辣椒素对结肠癌

具有抑制侵袭、迁移作用,实现对结肠癌的保护,但
尚需研究机制。

辣椒素是唯一一种 TRPV1 的天然激活剂,在结

直肠的黏膜层、黏膜下层、肌肉层、肌肉神经丛中均

发现 TRPV1 的表达,可调节肠道运动、分泌、循环等

功能[11-12];在结肠癌中表达水平低于远处正常组

织,可能参与结直肠癌的发生发展[13]。 研究发现,
结肠癌细胞中添加辣椒素可以增加 TRPV1 的蛋白

水平,提示辣椒素激活 TRPV1,实现对结肠癌的影

响。 MTSS1 作为细胞骨架肌动蛋白衔接蛋白,作为

支架蛋白参与板状伪足形成过程,发挥肿瘤抑制作

用[14],在正常组织中均有表达,但在结直肠癌、结肠

癌中低表达甚至不表达,被认为是一种肿瘤转移抑

制型基因[15-16]。 MMPs 几乎可以降解细胞外基质

中各种蛋白成分,可破坏肿瘤细胞侵袭的组织学屏

障,从而促进肿瘤转移[17];在众多 MMPs 中,MMP-
2、MMP-9 参与血管基底膜降解过程,与肿瘤侵袭、
迁移关系密切[18-19]。 进一步研究发现,过表达

MTSS1 可以降低 MMP-2、MMP-9 的表达,在胶质瘤

中 MTSS1 调控 MMP-2、MMP-9 发挥作用[20]。 本研

究发现,添加辣椒素后可以促进 MTSS1 的表达,从
而降低 MMP-2、MMP-9 蛋白表达,抑制结肠癌侵袭、
迁移过程。 而添加 MTSS1 抑制剂后,细胞侵袭、迁
移过程增强,细胞中 MMP-2、MMP-9 蛋白表达升高;
MTSS1 抑制剂可以减弱辣椒素对细胞侵袭、迁移的

抑制过程。 提示辣椒素通过促进 MTSS1 表达,抑制

MMP-2、MMP-9 蛋白表达, 实现对侵袭、 迁移的

抑制。
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综上所述,辣椒素通过上调 MTSS1 表达从而抑

制结肠癌细胞侵袭、迁移过程,实现对结肠癌的保

护,为临床上结肠癌的治疗提供一定参考依据。 但

辣椒素不同浓度对肿瘤的影响差异极大,研究辣椒

素治疗结肠癌的最佳浓度是后续探究重点。
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复方天麻蜜环糖肽片对原发高血压大鼠 T 淋巴细胞
亚群、早期肾损伤及 AT1R / Smad3 蛋白作用机制研究

冯　 静,张贤春∗

(海口市人民医院,海口　 570208)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究复方天麻蜜环糖肽片对原发性高血压大鼠 T 淋巴细胞亚群、早期肾损伤及 AT1R / Smad3
蛋白的作用。 方法　 本实验共分为 3 组,正常组(NC 组)、模型组(SHR 组)和药物组(TMGT 组)。 分别比较 3 组大

鼠不同时间的血压变化;3 组大鼠外周血 T 淋巴细胞亚群用流式细胞仪进行检测比较;3 组大鼠血清中的炎症因子

IL-6 和 TNF-α 含量用 ELISA 进行检测比较;3 组大鼠早期肾组织损伤情况用 HE 染色和 PAS 染色观察比较;3 组大

鼠肾组织中 AT1R / Smad3 蛋白和 mRNA 表达分别用蛋白质印迹法和 RT-PCR 法进行检测比较。 结果　 于给药后

2、4 和 8 周时 NC 组大鼠相比较,SHR 组大鼠的尾动脉压升高(P<0. 05);和 SHR 组大鼠相比,TMGT 组大鼠的尾静

脉收缩压在给药后 2、4 和 8 周时得到了显著降低(P<0. 05)。 SHR 组大鼠 CD4+ / CD8+比值较 NC 组显著升高(P<
0. 05);干预后的 TMGT 组 CD4+ / CD8+比值明显低于 SHR 组(P<0. 05)。 SHR 组大鼠血清中 IL-6 和 TNF-α 含量较

NC 组明显升高(P<0. 05);和 SHR 组大鼠血清中 IL-6 和 TNF-α 含量相比,TNGT 组显著降低(P<0. 05)。 SHR 组大

鼠肾组织较 NC 组损伤严重,肾小球肥大且基底膜增厚,大量肾小球变为空泡,毛细血管狭窄且出现闭塞;干预后的

TMGT 组大鼠肾组织较 SHR 组得到了明显的改善。 和 NC 组相比,SHR 组大鼠肾组织中 Smad3 和 AT1R 蛋白及

mRNA 表达显著增加(P<0. 05);干预后的 TMGT 组大鼠肾组织中 Smad3 和 AT1R 蛋白及 mRNA 表达较 SHR 组均

显著降低(P<0. 05)。 结论　 复方天麻蜜环糖肽片可有效调节高血压大鼠 T 淋巴细胞亚群,改善机体的免疫功能,
缓解高血压导致的早期肾损伤,同时抑制肾组织中的 Smad3 和 AT1R 蛋白表达,进而对高血压疾病进行治疗。

【关键词】 　 复方天麻蜜环糖肽片;原发性高血压;T 淋巴细胞亚群;早期肺损伤;AT1R / Smad3 蛋白
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Mechanism of compound Gastrodia honey cyclic glycopeptide tablets in
T lymphocyte subsets, early kidney damage and AT1R / Smad3 proteins in

essential hypertensive rats

FENG Jing, ZHANG Xianchun∗

(Haikou People’s Hospital, Haikou 570208, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To explore the effects of compound Gastrodia honey cyclic glycopeptide tablets on T
lymphocyte subsets, early renal injury, and angiotensin II receptor type 1 ( AT1R) / Smad3 proteins in essential
hypertensive rats. Methods　 The study was divided into three groups: normal (NC), model (SHR) and drug (TMGT)



groups. Changes in blood pressure, T lymphocyte subsets in peripheral blood, IL-6 and TNF-α in serum, pathology in renal
tissue, AT1R / Smad3 protein expression were assessed. Expression of AT1R / Smad3 mRNA was detected. Results
Compared with the NC group, tail artery pressure in the SHR group was increased at 2, 4 and 8 weeks after administration
(P<0. 05). However, no significant difference was found between SHR and TMGT groups at week 0 (P<0. 05). At 2, 4
and 8 weeks after administration, systolic blood pressure of the tail artery in the SHR group was significantly higher than
that in the NC group, and the tail vein of the TMGT group was systolic after treatment. Blood pressure in the SHR group
was significantly lower than that in the SHR group (P < 0. 05). The ratio of CD4+ / CD8+ cells in the SHR group was
significantly higher than that in the NC group ( P < 0. 05). The ratio of CD4+ / CD8+ cells in the TMGT group was
significantly lower than that in the SHR group after treatment (P<0. 05). Compared with the NC group, the serum levels of
IL-6 and TNF-α in the SHR group were increased significantly (P<0. 05) and those in the TMGT group were decreased
significantly (P < 0. 05). Renal tissue of the SHR group was more seriously damaged than that of the NC group with
glomerular hypertrophy and basement membrane thickening, a large number of glomeruli became vacuoles, capillary
stenosis and occlusion. After treatment, renal tissue of the TMGT group was significantly improved compared with that of the
SHR group. Compared with the NC group, protein and mRNA expression of Smad3 and AT1R in renal tissue of the SHR
group was increased significantly (P<0. 05) and that of Smad3 and AT1R in renal tissue of the TMGT group was decreased
significantly ( P < 0. 05). Conclusions 　 Compound Gastrodia honey cyclic glycopeptide tablets effectively regulate T
lymphocyte subsets, improve immune functions, alleviate early renal injury caused by hypertension, and inhibit the
expression of Smad3 and AT1R proteins in renal tissue to treat hypertension.

【Keywords】　 compound Gastrodia honey cyclic glycopeptide tablets; essential hypertension; T lymphocyte subsets;
early lung injury; AT1R / Smad3 protein

　 　 原发性高血压( spontaneous hypertension,EH)
具有高致残率、高死亡率,严重者会导致心血管疾

病的发生[1]。 原发性高血压在临床上主要表现为

体循环动脉压的增高,同时伴有器官功能或器质性

损害,严重的高血压患者导致脑卒中等疾病的发

生[2]。 目前,高血压患者随着社会生活节奏的加快

而逐年增加,有数据统计发现,我国目前为止高血

压患者的患病率高达 25%。 原发性高血压的发病

机制相对复杂,目前尚没有文献明确的报道。 近些

年研究显示,血管的炎性反应和内皮损伤介导着高

血压疾病的发生、发展[3]。 还有学者研究发现,在
高血压患者的血管壁内有大量的炎症反应,并且在

高血压的发生中这种炎症反应起主导作用[4]。 目

前我国主要通过研究 CD4+T 淋巴细胞亚群来反应

原发性高血压的炎症免疫反应,虽有很多的文献报

道,但 CD4+T 淋巴细胞亚群在高血压疾病中的作用

机制还不是十分清楚。 血管紧张素Ⅱ会和它的受

体之一 zAng Ⅱ 1 型 受 体 ( angiotensin Ⅱ type 1
receptor,AT1R)相结合,进而让血管发生收缩,释放

大量的醛固酮,增加细胞增生,这些不良效应主要

由 AT1R 所介导[5]。 有文献报道显示,在高血压患

者的血清中发现了 AT1R 抗体,因此推测机体的免

疫功能介导高血压疾病的发生[6]。 Smad ( small
mother against decapentapiegic)蛋白是转化生长因子

(TGF)信号通路中重要的细胞内作用底物,其中

Smad3 是其中的一种亚型[7]。 现有研究显示,TGF /
Smad 信号通路在心血管疾病中的发生发展过程中

发挥重要的作用,Smad 蛋白从基因转录水平参与调

控心血管疾病的发生发展过程[8],但 AT1R、Smad3
在高血压中的表达还尚不清楚。 复方天麻蜜环糖

肽片是一种生物重要复方制剂,主要提取于天麻蜜

环菌、黄芪和当归中,可以有效防止眩晕,且对舒筋

活血有一定的效果,复方天麻蜜环糖肽片不仅服用

方便,不良反应也相对较小[9-10]。 目前,还没有复方

天麻蜜环糖肽片对高血压作用的相关报道,本文旨

在探究复方天麻蜜环糖肽片对原发性高血压大鼠

T 淋巴细胞亚群、早期肾损伤及 AT1R、Smad3 蛋白

表达的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 大鼠购自浙江中医药大学动物实验中心

[SCXK(浙)2017-0015],所有大鼠饲养在海南医学

院[SYXK(琼)2019-0008]。 40 只 SHR 大鼠,20 只

Wistar-Kyoto(WKY)大鼠,所有大鼠皆为 SPF 级、雄
性,8 周龄,体重 180 ~ 200 g。 所有大鼠均饲养在统

一的动物房内,保证环境清洁,且室内温度保持在

23℃ ~25℃,相对湿度保持在 45% ~ 50%,动物实验
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过程经海口市人民医院动物实验伦理委员会批准

(20120LL077),本次实验符合 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 山西康欣药业有限公司生产的复方天麻蜜环

糖 肽 片 ( 批 准 文 号: H14022944 ); 美 国 Assay
Biotechnology 公司生产的 AT1R 抗体和 Smad3 抗

体;美国 BD 公司生产的 CD3+、CD4+、CD8+ 检测试

剂盒。 上海奥尔科技生物科技有限公司生产的大

鼠无创血压测量分析系统;日本奥林巴斯株式会社

生产的 BH2 型光学显微镜。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组与造模

　 　 20 只 WKY 大鼠作为正常组 (NC 组)、40 只

SHR 大鼠分为模型组( SHR 组)和药物组( TMGT
组),每组 20 只。 将 1 g 复方天麻蜜环糖肽片用生

理盐水稀释成 3 mL 复方天麻蜜环糖肽溶液,TMGT
组大鼠给予 1 g / kg 天麻蜜环糖肽溶液灌胃干预,每
天 3 次,连续干预 8 周;NC 组大鼠和 SHR 组大鼠均

给予等量的生理盐水灌胃干预,每天 3 次,连续干预

8 周。
1. 3. 2　 动物血压测量

　 　 在给药干预后 0、2、4 和 8 周时,分别测量 NC
组、SHR 组和 TMGT 组大鼠的尾动脉收缩压。 在测

量时先把无创血压检测仪进行预热,在大鼠的根部

套上血压计的充气尾,在大鼠处于安静状态时,对
大鼠的血压进行测量,每组大鼠分别测量 3 次,取平

均值。
1. 3. 3　 流式细胞仪检测外周血 T 淋巴细胞亚群

　 　 分别麻醉 NC 组、SHR 组和 TMGT 组大鼠,采集

大鼠腹主动脉血液 3 mL,离心处理后,弃掉上清液,
将 PBS 溶液加入其中进行稀释,充分混匀后,在淋

巴细胞分离液上铺满液体,离心后把中间的白层膜

部分取出,再次离心后,把上清液弃掉,重悬细胞制

备成淋巴细胞悬液。 将悬液放置在测定管中,分别

设为空白管和对照管,在管中加入 CD3+、 CD4+、
CD8+荧光抗体,轻摇测定管混匀,在室温环境中孵

育,20 min 后再次用 PBS 溶液重悬,最后对 T 淋巴

细胞亚群进行检测。
1. 3. 4　 ELISA 检测血清中 IL-6、TNF-α 的含量

　 　 分别取 NC 组、SHR 组和 TMGT 组大鼠的腹主

动脉血,2000 r / min 的速度离心 5 min,取出离心后

的上清液,分别测量各组大鼠血清中 IL-6、TNF-α 的

含量。

1. 3. 5　 肾组织病理学观察

　 　 采用 HE 染色和 PAS 染色切片法,处死 3 组大

鼠后取出肾组织,将制备好的切片组织放置在图像

分析仪上,分别观察 NC 组、SHR 组和 TMGT 组大鼠

肾组织的病理变化。
1. 3. 6　 Western blot 检测肾组织中 AT1R、Smad3 蛋

白表达

　 　 分别取 NC 组、SHR 组和 TMGT 组大鼠 50 mg
肾组织,用 Western blot 裂解液裂解后用玻璃均浆器

在冰上对组织进行研磨,30 min 后以 12000 r / min
的速度离心 5 min,取上清液,蛋白浓度用 BCA 法进

行检测,在每孔中加入 50 μg 蛋白样品,根据蛋白浓

度计算样本体积。 把浓缩的 SDS-PAGE 缓冲液加入

到上清液中,加热上清液,5 min 后在预制的胶孔中

把蛋白样本加入,在封闭的环境中孵育。 1 h 后加

入一抗,TBST 溶液将蛋白样品清洗 3 次,凝胶成像

系统曝光成像,进一步分析。
1. 3. 7　 RT-PCR 检测 Smad3 和 AT1R 蛋白表达

　 　 分别取 NC 组、SHR 组和 TMGT 组大鼠 50 mg
肾组织,用 TRIzol 裂解液将组织裂解,而后提取组

织中总的 RNA。 分别检测肾组织中 AT1R、Smad3
mRNA 的表达。 引物序列: AT1R 上游引物: 5’-
GAGAGGATTCGTGGCTTGAG-3’, 下 游 引 物: 5 ’-
TAAGTCAGCCAAGGCGAGAT-3’;Smad3 上游引物:
5’-CCTGGCTACCTGAGTGAAGATG-3’,下游引物:
5’-AGTAGGAGATGGAGCACCAAAAC-3’。 扩增条

件:95℃预变性 2 min;95℃ 预变性 15 s;60℃ 退火

1 min,共计 40 个循环。 AT1R、Smad3 mRNA 相对表

达量用 2-△△Ct法进行计算。
1. 4　 统计学方法

　 　 应用 SPSS 20. 1 软件对 NC 组、PT 组和 miR-
223 组的数据进行分析。 用平均数±标准差( 􀭰x ± s )
的形式表示 3 组间的数据,3 组间的数据比较用单

因素方差法进行检验,两组间比较采用 LSD-t 进行

检验;以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠尾动脉收缩压测量比较

　 　 和 NC 组大鼠相比,SHR 组和 TMGT 组大鼠给

药后 0 周尾动脉收缩压均明显升高(P<0. 05),但给

药后 0 周 SHR 组和 TMGT 组大鼠尾动脉收缩压没

有明显的变化(P>0. 05)。 和 NC 组相比,SHR 组在

给药后 2、4 和 8 周时大鼠尾动脉收缩压显著升高
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(P<0. 05);和 SHR 组给药后 2、4 和 8 周时大鼠尾

动脉收缩压相比,TMGT 组大鼠均得到显著抑制(P
<0. 05),见表 1。
2. 2　 各组大鼠外周血 CD4+和 CD8+细胞表达频率

及 CD4+ / CD8+比值

　 　 NC 组大鼠外周血 CD4+细胞表达频率为(63. 21±
2. 13),CD8+细胞表达频率为(34. 21±1. 65);SHR 组

大鼠外周血 CD4+(81. 15±2. 62)细胞表达频率较 NC
组显著升高(P<0. 05),CD8+(25. 33±1. 96)细胞表达

频率较 NC 组显著降低(P<0. 05);干预后的 TMGT 组

大鼠外周血 CD4+(66. 73±1. 57)细胞表达频率较 SHR

组显著降低,CD8+ (32. 76 ± 2. 35)细胞表达频率较

SHR 组显著升高(P<0. 05)。 和 NC 组大鼠 CD4+ /
CD8+比值(1. 62±0. 15)相比较,SHR 组大鼠 CD4+ /
CD8+比值(2. 26±0. 31)显著升高(P<0. 05);干预后

的 TMGT 组大鼠的 CD4+ / CD8+比值(1. 85±0. 12)较
SHR 组显著降低(P<0. 05),见图 1 和图 2。
2. 3　 血清中 IL-6、TNF-α含量比较

　 　 和 NC 组大鼠血清中炎症因子 IL-6 和 TNF-α
含量相比较,SHR 组大鼠显著升高(P < 0. 05);和
SHR 组相比,TMGT 组大鼠血清中 IL-6 和 TNF-α 含

量显著降低(P<0. 05),见表 2 和图 3。

表 1　 各组大鼠不同时间尾动脉收缩压测量比较(􀭰x±s, n= 20)
Table 1　 Comparison of tail artery systolic blood pressure in different groups at different time

组别 Groups 0 周 0 week 2 周 2 weeks 4 周 4 weeks 8 周 8 weeks
NC 组 NC group 143. 36±3. 98 148. 71±4. 06 148. 64±3. 87 147. 32±3. 14

SHR 组 SHR group 162. 78±2. 71∗ 189. 42±3. 77∗ 192. 76±3. 65∗ 190. 31±3. 27∗

TMGT 组 TMGT group 163. 99±2. 46∗ 168. 25±2. 46∗# 167. 33±2. 18∗# 165. 54±2. 49∗#

F 275. 1 676. 8 890. 3 1044. 0
P <0. 0001 <0. 0001 <0. 0001 <0. 0001

注:与 NC 组相比,∗P<0. 05;与 SHR 组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with NC group, ∗P<0. 05. Compared with SHR group, #P<0. 05.

图 1　 流式细胞仪检测各组大鼠外周血 CD4+和 CD8+细胞表达频率及 CD4+ / CD8+比值

Figure 1　 Expression frequency of CD4+ and CD8+ cells and the ratio of CD4+ / CD8+ in peripheral blood of rats in each group
were detected by flow cytometry
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2. 4　 三组大鼠肾组织病理学变化比较

　 　 和 NC 组大鼠肾组织比,SHR 组大鼠肾小球

明显增大,基底膜增厚且肾小球出现大量的空

炮,毛细血管明显狭窄,且出现闭塞;和 SHR 组

大鼠肾组织比,TMGT 组肾组织得到了明显的改

善,见图 4。
2. 5　 各组大鼠肾组织中 Smad3 和 AT1R 蛋白表达

比较

　 　 和 NC 组大鼠肾组织中 Smad3 和 AT1R 蛋白表

达相比较,SHR 组均显著增加(P<0. 05);和 SHR 组

相比,TMGT 组大鼠肾组织中 Smad3 和 AT1R 蛋白

表达均显著降低(P<0. 05),见图 5。

表 2　 各组大鼠血清中 IL-6、TNF-α 含量比较(􀭰x±s, n= 20)
Table 2　 Comparison of IL-6 and TNF-α in serum of

rats in each group
组别
Groups IL-6(pg / mL) TNF-α(pg / mL)

NC 组
NC group 2. 83±0. 41 282. 41±51. 73

SHR 组
SHR group 3. 96±1. 02∗ 1455. 92±111. 34∗

TMGT 组
TMGT group 3. 17±0. 87∗# 376. 12±89. 76∗#

F 10. 26 1103. 00

P 0. 0002 <0. 0001

注:与 NC 组相比,∗P<0. 05;与 SHR 组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with NC group, ∗P<0. 05. Compared with SHR group,
#P<0. 05.

注:与 NC 组相比,∗P<0. 05;与 SHR 组相比,#P<0. 05。

图 2　 各组大鼠外周血 CD4+和 CD8+细胞表达频率及 CD4+ / CD8+比值比较

Note. Compared with NC group, ∗P<0. 05. Compared with SHR group, #P<0. 05.

Figure 2　 Comparison of the expression frequency of CD4+and CD8+ cells and the ratio of CD4+ / CD8+ in peripheral blood in
each group of rats

注:与 NC 组相比,∗P<0. 05;与 SHR 组相比,#P<0. 05。

图 3　 各组大鼠血清中 IL-6 和 TNF-α 含量比较

Note. Compared with NC group, ∗P<0. 05. Compared with SHR group, #P<0. 05.

Figure 3　 Comparison of IL-6 and TNF-α in serum of rats in each group
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注:A:大鼠肾组织 HE 染色;B:大鼠肾组织 PAS 染色。

图 4　 各组大鼠肾组织 HE 染色和 PAS 染色

Note. A, HE staining of rat kidney tissue. B, PAS staining of rat kidney tissue.

Figure 4　 HE staining and PAS staining of rat kidney tissues in each group

注:A:3 组大鼠肾组织中 Smad3 蛋白和 AT1R 蛋白表达;B:3 组大鼠肾组织中 Smad3 蛋白和 AT1R 蛋白表达比较。 与 NC 组相比,∗P<

0. 05;与 SHR 组相比,#P<0. 05。

图 5　 各组大鼠肾组织中 Smad3 蛋白和 AT1R 蛋白表达

Note. A, Expression of Smad3 protein and AT1R protein in renal tissue of three groups of rats. B, Comparison of the expression of Smad3 protein and

AT1R protein in renal tissue of three groups of rats. Compared with NC group, ∗P<0. 05. Compared with SHR group, #P<0. 05.

Figure 5　 Expression of Smad3 protein and AT1R protein in renal tissue in each group of rats

2. 6　 各组大鼠肾组织中 Smad3 和 AT1R mRNA
表达比较

　 　 NC 组大鼠肾组织中 Smad3 和 AT1R mRNA 分

别为(1. 01±0. 10)和(0. 27±0. 02);SHR 组大鼠肾

组织中 Smad3 mRNA(3. 27±1. 21)和 AT1R mRNA
(0. 89± 0. 05)较 NC 组均显著增加(P < 0. 05);和
SHR 组相比,TMGT 组大鼠肾组织中 Smad3 mRNA
(1. 58±0. 23)和 AT1R mRNA(0. 34±0. 03)显著降

低(P<0. 05),见图 6。

注:与 NC 组相比,∗P<0. 05;与 SHR 组相比,#P<0. 05。

图 6　 各组大鼠肾组织中 Smad3 和 AT1R mRNA 表达比较

Note. Compared with NC group, ∗P<0. 05. Compared with SHR group, #P<0. 05.

Figure 6　 Comparison of Smad3 and AT1R mRNA expression in
renal tissue of rats in each group
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3　 讨论

　 　 高血压是一种慢性的炎症反应,其发病机制和

很多因素都有密切关系,例如遗传基因、肾素-血管

紧张素-醛固酮系统的激活、胰岛素抵抗及血管内皮

功能受损等,以上因素均可导致机体的免疫功能发

生紊乱[11]。 研究发现,免疫功能在高血压疾病中起

主导作用,高血压发生时,在血管周围常发现大量

的炎症反应,在机体中炎症免疫发生作用,增加趋

化因子的表达,升高黏附因子的含量,同时增加超

氧化物的释放,从而加强机体的氧化应激反应[12]。
炎症免疫系统会降低血管的舒张功能,召集大量的

内皮细胞,包括 T 淋巴细胞等,增加内皮细胞的数

量且增强细胞的粘附性,进而升高血压[13]。 文献显

示,炎症免疫失调介导着高血压的发生发展,高血

压的患病率会随着炎症因子的增加而增加[14]。 可

见,免疫炎症反应参与者高血压的发生、发展。 天

麻为兰科植物,其干燥块茎为常用名贵中药,其具

有很高的药用价值和经济价值。 蜜环菌隶属于担

子菌亚门伞菌目白磨科蜜环菌属。 蜜环菌是天麻

生长发育的基础,为天麻的生长发育提供养分。 有

研究发现,复方天麻蜜环糖肽片可提高外周动脉血

管的顺应性,让大脑的血量得到增加,与此同时也

加强了中央血管的顺应性,进而达到降低血压的效

果[15]。 本实验结果显示,SHR 组大鼠尾静脉收缩压

较 NC 组显著升高,在复方天麻蜜环糖肽片干预后

大鼠的动脉收缩压得到明显抑制,提示复方天麻蜜

环糖肽片可有效改善高血压大鼠血管的舒缩功能,
进而实现降压的目的。

T 淋巴细胞参与着高血压疾病的发生发展,在
高血压发生时,活化的 T 淋巴细胞向肾及外周血管

迁移,可见调节免疫系统和高血压的发生密切相

关。 本研究发现,SHR 组大鼠外周血 CD4+ / CD8+淋

巴细胞的比值较 NC 组明显升高,说明机体内的 T
淋巴细胞数量发生异常变化,导致免疫系统失衡,
让机体处于免疫抑制状态。 经过复方天麻蜜环糖

肽片干预后大鼠的 CD4+ / CD8+ 淋巴细胞比值得到

明显抑制,可见复方天麻蜜环糖肽片对高血压大鼠

的 T 淋巴细胞的数量进行调节,改善机体的免疫系

统,进而调节机体的血压处于正常状态。 张小娟

等[16]通过对高血压患者临床研究证实,给予复方天

麻蜜环糖肽片的观察组患者的治疗效果明显好于

给予非洛地平缓释片联合缬沙坦的对照组患者,以

复方天麻蜜环糖肽片对辅助治疗高血压的效果显

著。 近些年有学者研究发现和高血压有关的炎症

标记物有 IL-6、TNF-α 等,本研究结果发现,SHR 组

大鼠血清中 IL-6、TNF-α 含量显著高于 NC 组,复方

天麻蜜环糖肽片干预后高血压患者血清中炎症因

子 IL-6、TNF-α 含量均得到明显抑制,可见复方天麻

蜜环糖肽片在高血压发生中有效调控 IL-6、TNF-α
促炎因子,进而发挥良好的抗炎效果。 丁东新等[17]

研究发现,老年原发性高血压患者血清中有大量炎

症因子 IL-6、TNF-α 标记物,且炎症标记物和血压的

严重程度成正相关。
血管紧张素Ⅱ是 RAS 最重要的血管活性物质,

主要通过 AT1R、AT2R 来实现多种生理调节作用。
血管紧张素Ⅱ通过 AT1R 在循环系统内发挥着收缩

血管、调节血压和水钠平衡等作用,而通过 AT2R 受

体调节扩血管的同时抑制肾小球旁细胞肾素合

成[18]。 Smad 可分为 Smad1 ~ Smad8,其中 Smad3 对

受体有一定的调节作用。 有研究发现,激活 smad 蛋

白可通过转录抑制 PPAY-γ 的表达,降低 PPAY-γ
对血管的保护作用,进而加重肺动脉高压的发生。
本研究显示,SHR 组大鼠组织中 Smad3 和 AT1R 蛋

白及相对表达量均高于 NC 组大鼠,Smad3 升高说

明高血压大鼠肾受损,给予复方天麻蜜环糖肽片干

预后高血压大鼠肾组织中 Smad3 和 AT1R 蛋白及相

对表达量得到明显抑制,提示复方天麻蜜环糖肽片

可抑制 Smad3 和 AT1R 蛋白表达,进而延缓高血压

性肾病的进程。 伊林等[19]研究发现,当归可能通过

其有效成分藁苯内酯对血压有干预作用,可能通过

AT1R 靶点发挥作用。 李撵萍[20] 研究发现,复方天

麻蜜环糖肽片联合硝苯地平对高血压患者起有效

的治疗效果,并且无严重的不良反应发生,值得临

床使用。
综上所述,复方天麻蜜环糖肽片可有效调节高

血压大鼠 T 淋巴细胞亚群,改善机体的免疫功能,
缓解高血压导致的早期肾损伤,同时抑制肾组织中

的 Smad3 和 AT1R 蛋白表达,进而对高血压疾病进

行治疗。
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ORMDL3 通过内质网应激介导的细胞自噬在中性粒
细胞哮喘中的作用机制研究

王龙梅∗,孙永显,张新鹃,陈晓艳

(山东中医药高等专科学校,西医教学部,山东 烟台　 264199)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究 ORMDL3 通过内质网应激(ERS)介导的细胞自噬在中性粒细胞哮喘中的作用机制。 方

法　 成年雄性 SD 大鼠随机分为对照组、模型组、模型+NC-siRNA 组、模型+ORMDL3-siRNA 组、溶剂对照组、模型+
溶剂组、模型+NC-siRNA+溶剂组、模型+ORMDL3-siRNA+溶剂组、模型+ORMDL3-siRNA+激动剂组,采用脂多糖+卵
白蛋白联合致敏的方式建立中性粒细胞哮喘模型,经气道注射 ORMDL3-siRNA 慢病毒或阴性对照(NC)-siRNA 慢

病毒,腹腔注射 ERS 激动剂毒胡萝卜素或溶剂。 检测气道功能 0. 2 s 用力呼气容积(FEV0. 2) /用力肺活量(FVC)
以及呼气峰流速(PEF),肺组织病理改变,ORMDL3、ERS 标志基因 PERK、IRE1α、ATF6 及自噬标志基因 Beclin-1、
LC3 的表达水平。 结果　 模型组大鼠的 FEV0. 2 / FVC、PEF 水平低于对照组,肺组织中 ORMDL3、PERK、IRE1α、
ATF6、Beclin-1、LC3-II / LC3-I 的表达水平高于对照组(P<0. 05);模型+ORMDL3-siRNA 组大鼠的 FEV0. 2 / FVC、PEF
水平高于模型+NC-siRNA 组,肺组织中 ORMDL3、ATF6、Beclin-1、LC3-II / LC3-I 的表达水平低于模型+NC-siRNA 组

(P<0. 05)。 PERK、IRE1α 的表达水平与模型+NC-siRNA 组比较无差异(P>0. 05);模型+ORMDL3-siRNA+激动剂

组大鼠的 FEV0. 2 / FVC、PEF 水平低于模型+ORMDL3-siRNA+溶剂组,肺组织中 Beclin-1、LC3-II / LC3-I 的表达水平

高于模型+ORMDL3-siRNA+溶剂组(P<0. 05)。 结论　 在中性粒细胞哮喘的发病中,ORMDL3 通过 ERS 的 ATF6 通

路激活细胞自噬是可能的分子机制,阻断 ORMDL3 是治疗中性粒细胞哮喘的可能靶点。
【关键词】 　 中性粒细胞哮喘;ORMDL3;内质网应激;自噬;分子机制
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Role and mechanism of ORMDL3 in neutrophil asthma through endoplasmic
reticulum stress-mediated autophagy

WANG Longmei∗, SUN Yongxian, ZHANG Xinjuan, CHEN Xiaoyan
(Western Medicine Teaching Department, Shandong College of Traditional Chinese Medicine, Yantai 264199, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the role and mechanism of ORMDL3 in neutrophil asthma through
endoplasmic reticulum stress ( ERS)-mediated autophagy. Methods 　 Adult male SD rats were randomly divided into
control, model, model+NC siRNA, model+ORMDL3 siRNA, solvent control, model+solvent control, model+NC siRNA
group+ solvent control, model + ORMDL3 siRNA + solvent control and model + ORMDL3 siRNA + agonist groups. The
neutrophil asthma model was established by lipopolysaccharide and ovalbumin sensitization. An ORMDL3 siRNA lentivirus
or negative control (NC)-siRNA lentivirus was administered through the airway and ERS agonist, carotene, or solvent was
injected intraperitoneally. Airway function, 0. 2 s forced expiratory volume (FEV0. 2) / forced vital capacity (FVC), peak



expiratory flow ( PEF), pathological changes of lung tissue and the expression levels of ORMDL3, ERS marker genes
PERK, IRE1α, ATF6 and autophagy marker genes Beclin-1 and LC3 were analyzed. Results 　 FEV0. 2 / FVC and PEF
levels of the model group were lower than those of the control group and the expression levels of ORMDL3, PERK, IRE1α,
ATF6, Beclin-1 and LC3-II / LC3-I in lung tissue were higher than those of the control group (P<0. 05). FEV0. 2 / FVC and
PEF levels of the model+ORMDL3-siRNA group were higher than those of the model+NC-siRNA group and the expression
levels of ORMDL3, ATF6, Beclin-1 and LC3-II / LC3-I in lung tissue were lower than those of the model+NC-siRNA group
(P<0. 05). The expression levels of PERK and IRE1α showed no difference compared with the model+NC-siRNA group
(P>0. 05). FEV0. 2 / FVC and PEF levels in the model+ORMDL3 siRNA+agonist group were lower than those in the model
+ORMDL3 siRNA+solvent group and the expression levels of Beclin-1 and LC3-II / LC3-I in lung tissue were higher than
those in the control group ( P < 0. 05). Conclusions 　 In the pathogenesis of neutrophil asthma, ORMDL3-induced
autophagy through ERS ATF6 pathway is a possible molecular mechanism. Blocking ORMDL3 is a possible treatment
method for neutrophil asthma.

【Keywords】　 neutrophil asthma; ORMDL3; endoplasmic reticulum stress; autophagy; molecular mechanism

　 　 支气管哮喘是由多种细胞及细胞组分参与的

气道炎症性疾病,过去的研究认为嗜酸性粒细胞浸

润是哮喘发病过程中气道炎症反应的主要原因,近
些年的研究认为超过 50%的哮喘以中性粒细胞浸

润为主,中性粒细胞哮喘的临床表现及肺功能均较

嗜酸性粒细胞哮喘更差[1-2],但关于中性粒细胞哮

喘的发病机制尚不十分清楚。 有研究报道,在哮喘

发病过程中,气道内质网应激(endoplasmic reticulum
stress,ERS)及细胞自噬均过度激活,ERS 介导细胞

自噬激活、自噬标志基因 Beclin-1 表达增加且 LC3-I
向 LC3-II 转化,可能引起气道上皮损伤、增加气道

反应性[3-4]。
ORMDL3 ( ORMDL sphingolipid biosynthesis

regulator 3)基因是新发现的哮喘易感基因,定位于

17q21 染色体区,主要的生物学功能包括调控 ERS
及细胞自噬等[5-6]。 ERS 相关的信号通路包括蛋白

激酶 R 样内质网激酶 ( protein kinase R-like ER
kinase, PERK ) 通 路、 肌 醇 酶 1 ( inositol-
requiringenzyme1, IRE1 ) 通 路、 活 化 转 录 因 子 6
( activating transcription factor, ATF6 ) 通 路, 其 中

ORMDL3 重要通过 ATF6 通路实现对 ERS 的调控。
但 ORMDL3 在中性粒细胞哮喘发病中的作用是否

与 ERS 介导的细胞自噬有关尚不明确。 因此,本研

究将通过一系列动物实验来阐明 ORMDL3 通过

ERS 介导的细胞自噬在中性粒细胞哮喘发病中的

作用及机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SD 大鼠购自上海西普尔-必凯实验动物

公司[SCXK(沪)2018-0006],共 72 只,SPF 级,8 ~

10 周龄,体重 180~ 200 g。 饲养单位为山东中医药

高等专科学校[SYXK(鲁)2019-0051]。 动物实验

获得山东中医药高等专科学校伦理委员会批准

(ktyd-2019-023),实验过程遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 脂多糖(LPS,批号 L2880)、卵白蛋白(OVA,批
号 A5253) ( Sigma 公司,美国);ORMDL3-siRNA 慢

病毒、阴性对照(negative control,NC)-siRNA 慢病毒

(吉凯公司,上海),滴度均为 1×109 TU / mL;ERS 激

动剂毒胡萝卜素 (批号 HY-13433,MCE 公司,美

国); ORMDL3 ( 批 号 ab211522 )、 PERK ( 批 号

ab229912)、 IRE1α ( 批 号 ab37073 )、 ATF6 ( 批 号

ab122897)、 Beclin-1 (批号 ab207612)、 LC3 (批号

ab192890)一抗(Abcam 公司,美国)。
小动物肺功能仪(新行兴业科贸公司,北京);

正置显微镜 ( Nikon 公司,日本);凝胶电泳系统

(Bio-rad 公司,美国);凝胶成像系统(勤翔公司,上
海)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及干预

　 　 动物实验分为两部分,第 1 部分研究 ORMDL3
在中性粒细胞哮喘中的作用,实验动物随机分为对

照组、模型组、模型+NC-siRNA 组、模型+ORMDL3-
siRNA 组,后 3 组进行中性粒细胞哮喘模型制备:第
1、7、14 天时给予 0. 1 μg LPS 滴鼻、100 μg OVA 腹

腔注射,第 15 天起给予 10 g / L OVA 雾化吸入激发、
每天 1 次、每次 30 min、连续 14 d。 模型+NC-siRNA
组、模型+ORMDL3-siRNA 组在第 15 天、即 OVA 激

发前 进 行 干 预, 分 别 给 予 NC-siRNA 慢 病 毒、
ORMDL3-siRNA 慢病毒 50 μL 经气道注入。

第 2 部分研究 ERS 在 ORMDL3 参与中性粒细
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胞哮喘中的作用,实验动物随机分为溶剂对照组、
模型 +溶剂组、模型 + NC-siRNA +溶剂组、模型 +
ORMDL3-siRNA+溶剂组、模型+ORMDL3-siRNA+激
动剂组,造模方法和慢病毒注射方法同第 1 部分,模
型+ORMDL3-siRNA+激动剂组第 15 天起,给予 300
ng / kg 毒胡萝卜素腹腔注射、每天 1 次,其余各组给

予等剂量溶剂腹腔注射、每天 1 次。

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型+NC-siRNA 组相比,#P<0. 05。

图 1　 4 组大鼠肺组织中 ORMDL3 表达水平的比较

Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with model+NC siRNA group, #P<0. 05.

Figure 1　 Comparison of ORMDL3 expression level in lung tissues among four groups of rats

1. 3. 2　 气道功能检测

　 　 末次激发后 24 h,采用小动物肺功能仪连接,测
定 0. 2 s 用力呼气容积 ( FEV0. 2) 占用力肺活量

(FVC) 的 比 值, FEV0. 2 / FVC 以 及 呼 气 峰 流 速

(PEF)。
1. 3. 3　 肺组织病理改变检测

　 　 完成气道功能检测后,处死大鼠并收集适量肺

组织,生理盐水清洗后 4%多聚甲醛固定,制作病理

切片后采用 HE 染色试剂盒进行实验,按照试剂盒

说明书进行染色并在显微镜下观察肺组织病理

改变。
1. 3. 4　 蛋白表达水平检测

　 　 另取适量肺组织,采用组织裂解液进行匀浆、
提取组织蛋白,检测蛋白浓度并取 30 μg 蛋白进行

实验,将蛋白样本加入 SDS-聚丙烯酰胺凝胶,电泳

分离不同分子量的蛋白后电转移至 NC 膜,4℃孵育

1 ∶ 1000 稀释的 ORMDL3、 PERK、 IRE1α、 ATF6、
Beclin-1、LC3 一抗或 1 ∶ 2500 稀释的 β-actin 一抗

16~24 h,室温孵育 1 ∶ 2000 稀释的二抗 1 h,最后在

凝胶成像系统中显影得到蛋白条带,根据条带吸光

值、 以 β-actin 为 内 参, 计 算 ORMDL3、 PERK、
IRE1α、ATF6、Beclin-1、LC3 的表达水平。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS 21. 0 软件及 Prism 6. 0 进行统计学

分析及制图,实验数据均为计量资料,经正态性检

验符合正态分布,采用平均数±标准差(􀭰x±s)表示,
多组间比较采用单因素方差分析,有统计学差异的

资料进一步采用 LSD-t 法进行两两比较。 P<0. 05
为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 中性粒细胞哮喘模型大鼠肺组织中 ORMDL3
表达的变化及注射慢病毒敲低 ORMDL3 的效果

　 　 模型组大鼠肺组织中 ORMDL3 的表达水平较

对照组升高(P<0. 05),模型+NC-siRNA 组肺组织中

ORMDL3 的表达水平较模型组无明显变化 ( P >
0. 05),模型+ORMDL3-siRNA 组肺组织中 ORMDL3
的表达水平较模型+NC-siRNA 组降低(P<0. 05)。
见图 1。
2. 2　 敲低 ORMDL3 对中性粒细胞哮喘模型大鼠

气道功能的影响

　 　 模型组大鼠的 FEV0. 2 / FVC、PEF 水平较对照

组降低 ( P < 0. 05 ), 模型 + NC-siRNA 组大鼠的

FEV0. 2 / FVC、PEF 水平较模型组无明显变化(P>
0. 05),模型 + ORMDL3-siRNA 组大鼠的 FEV0. 2 /
FVC、PEF 水平较模型 + NC-siRNA 组升高 ( P <
0. 05)。 见图 2。
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2. 3　 敲低 ORMDL3 对中性粒细胞哮喘模型大鼠

肺组织病理改变的影响

　 　 对照组肺组织结构正常、未出现病理改变;
模型组、模型 +NC-siRNA 组均出现炎症细胞浸

润,支气管管壁及平滑肌、基底膜增厚,管腔变窄

等病理改变;模型+ORMDL3-siRNA+溶剂组大鼠

的肺组织病理改变较模型+NC-siRNA+溶剂组改

善;模型+ORMDL3-siRNA+激动剂组大鼠的肺组

织病理改变较模型 +ORMDL3-siRNA+溶剂组加

重。 见图 3。
2. 4　 敲低 ORMDL3 对中性粒细胞哮喘模型大鼠

肺组织中 ERS 标志基因表达的影响

　 　 模型组大鼠肺组织中 PERK、 IRE1α、ATF6
的表达水平较对照组升高(P<0. 05) ,模型+NC-

siRNA 组肺组织中 PERK、 IRE1α、ATF6 的表达

水平较模型组无明显变化 ( P > 0. 05 ) ,模 型 +
ORMDL3-siRNA 组肺组织中 ATF6 的表达水平较

模型 + NC-siRNA 组 降 低 ( P < 0. 05 ) 、 PERK 及

IRE1α 的表达水平较模型 +NC-siRNA 组无明显

变化(P>0. 05) 。 见图 4。
2. 5　 敲低 ORMDL3 对中性粒细胞哮喘模型大鼠

肺组织中自噬标志基因表达的影响

　 　 模型组大鼠肺组织中 Beclin-1、LC3-II / LC3-I 的
表达水平较对照组升高(P<0. 05),模型+NC-siRNA
组肺组织中 Beclin-1、LC3-II / LC3-I 的表达水平较模

型组无明显变化(P>0. 05),模型+ORMDL3-siRNA
组肺组织中 Beclin-1、LC3-II / LC3-I 的表达水平较模

型+NC-siRNA 组降低(P<0. 05)。 见图 5。

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型+NC-siRNA 组相比,#P<0. 05。

图 2　 4 组大鼠气道功能的比较

Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with model+NC siRNA group, #P<0. 05.

Figure 2　 Comparison of airway function among four groups of rats

图 3　 4 组大鼠肺组织病理改变的比较(HE 染色)
Figure 3　 Comparison of pathological changes of lung tissue among four groups (HE staining)
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2. 6　 ERS 激动剂对敲低 ORMDL3 改善中性粒细

胞哮喘模型大鼠气道功能的影响

　 　 模型+溶剂组大鼠的 FEV0. 2 / FVC、PEF 水平较

溶剂对照组降低(P<0. 05),模型+NC-siRNA 组+溶
剂组大鼠的 FEV0. 2 / FVC、PEF 水平较模型+溶剂组

无变化(P>0. 05),模型+ORMDL3-siRNA+溶剂组大

鼠的 FEV0. 2 / FVC、PEF 水平较模型+NC-siRNA 组+
溶剂组升高(P<0. 05),模型+ORMDL3-siRNA+激动

剂组 大 鼠 的 FEV0. 2 / FVC、 PEF 水 平 较 模 型 +
ORMDL3-siRNA+溶剂组降低(P<0. 05)。 见图 6。

2. 7　 ERS 抑制剂对敲低 ORMDL3 改善中性粒细

胞哮喘模型大鼠肺组织病理改变的影响

　 　 溶剂对照组肺组织结构正常、未出现病理改

变;模型+溶剂组、模型+NC-siRNA 组+溶剂组均出

现炎症细胞浸润,支气管管壁及平滑肌、基底膜增

厚,管腔变窄等病理改变;模型+ORMDL3-siRNA+溶
剂组大鼠的肺组织病理改变较模型+NC-siRNA 组+
溶剂组改善;模型+ORMDL3-siRNA+激动剂组大鼠

的肺组织病理改变较模型+ORMDL3-siRNA+溶剂组

加重。 见图 7。

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型+NC-siRNA 组相比,#P<0. 05。

图 4　 4 组大鼠肺组织中 PERK、IRE1α、ATF6 表达水平的比较

Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with model+NC siRNA group, #P<0. 05.

Figure 4　 Comparison of PERK, IRE1α, ATF6 expression levels in lung tissue among four groups of rats

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型+NC-siRNA 组相比,#P<0. 05。

图 5　 4 组大鼠肺组织中 Beclin-1、LC3-II / LC3-I 表达水平的比较

Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with model+NC siRNA group, #P<0. 05.

Figure 5　 Comparison of Beclin-1, LC3-II / LC3-I expression levels in lung tissues among four groups of rats
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2. 8　 ERS 抑制剂对敲低 ORMDL3 抑制中性粒细

胞哮喘模型小鼠肺组织自噬的影响

　 　 模型+溶剂组大鼠肺组织中 Beclin-1、LC3-II /
LC3-I 的表达水平较溶剂对照组升高(P<0. 05),模
型+NC-siRNA 组+溶剂组大鼠肺组织中 Beclin-1、
LC3-II / LC3-I 的表达水平较模型+溶剂组无明显变

化(P>0. 05),模型+ORMDL3-siRNA+溶剂组大鼠肺

组织中 Beclin-1、LC3-II / LC3-I 的表达水平较模型+
NC-siRNA 组 + 溶 剂 组 降 低 ( P < 0. 05 ), 模 型 +
ORMDL3-siRNA+激动剂组大鼠肺组织中 Beclin-1、
LC3-II / LC3-I 的表达水平较模型+ORMDL3-siRNA+
溶剂组升高(P<0. 05)。 见图 8。

注:与溶剂对照组相比,∗P<0. 05;与模型+NC-siRNA+溶剂组相比,#P<0. 05;与模型+ ORMDL3-siRNA+溶剂组相比,&P<0. 05。

图 6　 5 组大鼠气道功能的比较

Note. Compared with the solvent control group, ∗P< 0. 05. Compared with model+NC siRNA+solvent group, #P< 0. 05. Compared with model+

ORMDL3 siRNA+solvent group, &P<0. 05.

Figure 6　 Comparison of airway function amomg five groups of rats

图 7　 5 组大鼠肺组织病理改变的比较(HE 染色)
Figure 7　 Comparison of pathological changes of lung tissue among five groups (HE staining)
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注:与溶剂对照组比较,∗P<0. 05;与模型+NC-siRNA+溶剂组比较,#P<0. 05;与模型+ORMDL3-siRNA+溶剂组比较,&P<0. 05。

图 8　 5 组大鼠肺组织中 Beclin-1、LC3-II / LC3-I 表达水平的比较

Note. Compared with the solvent control group, ∗P<0. 05. Compared with model+NC siRNA+solvent group, #P<0. 05. Compared with model

+ORMDL3 siRNA+solvent group, &P<0. 05.

Figure 8　 Comparison of Beclin-1, LC3-II / LC3-I expression levels in lung tissues among five groups of rats

3　 讨论

　 　 中性粒细胞哮喘是哮喘的独立亚型,临床症状

重、激素治疗反应差且机制未完全阐明。 ORMDL3
基因属于 ORM 家族、定位于 17q21 染色体区,是哮

喘易感基因;该家族另两个成员分别是 ORMDL1 及

ORMDL2,分别定位于 2q32 和 12q13. 2 染色体区,
未见其与哮喘相关的报道。 本研究采用 LPS+OVA
致敏、OVA 激发的方式建立了中性粒细胞哮喘模

型,模型大鼠出现了哮喘典型的气流受限、肺组织

病理改变,且肺组织中 ORMDL3 表达增加,表明中

性粒细胞哮喘模型制备成功且 ORMDL3 高表达与

中性粒细胞哮喘的发病有关。 进一步在 OVA 激发

诱导哮喘前通过注射 ORMDL3-siRNA 慢病毒的方

式敲低 ORMDL3 的表达,结果发现敲低 ORMDL3 的

表达能够改善哮喘大鼠的气道功能及肺组织病理

改变,表明 ORMDL3 表达增加与中性粒细胞哮喘的

发病有关。
ORMDL3 具有多样的生物学功能,有研究报道

ORMDL3 在脾细胞[7]、β 细胞[8]、白细胞[9] 中参与

ERS 的调控。 ERS 是一种病理刺激下未折叠或错

误折叠蛋白在内质网聚集引发的未折叠蛋白反应,
由 PERK、 IRE1α、 ATF6 进 行 信 号 转 导, 其 中

ORMDL3 主要通过 ATF6 通路激活 ERS。 已有研究

报道,在哮喘发病过程中存在 ERS 过度激活[10-12],
本研究也证实模型大鼠肺组织中 3 种 ERS 标志基

因的表达水平均明显增加,与既往文献关于 ERS 与

哮喘 的 报 道 一 致[10-12]。 在 注 射 慢 病 毒 敲 低

ORMDL3 后,哮喘大鼠肺组织 ATF6 的表达水平降

低,而 PERK、IRE1α 的表达水平无明显变化,表明

ORMDL3 参与 ERS 中 ATF6 通路的调控,高表达的

ORMDL3 可能通过激活 ERS 的 ATF6 通路参与哮喘

发病,阻断 ORMDL3 抑制哮喘发病过程中 ERS 的

ATF6 通路并起到治疗作用。
ERS 在哮喘发病过程中的作用复杂,心脑血管

相关的研究证实 ERS 是自噬的上游调控机制[13-14]。
自噬是细胞内各种基质及细胞器通过溶酶体系统

发生降解的过程,适度自噬有利于细胞在压力环境

下存活,但过度激活的自噬会引起细胞损伤。 在哮

喘发病过程中自噬过度激活,使用自噬抑制剂能够

改善哮喘大鼠的气道功能[15-16]。 本研究在模型大

鼠肺组织中检测到自噬标志基因 Beclin-1 及 LC3-
II / LC3-I 的表达水平增加,敲低 ORMDL3 后Beclin-1
及 LC3-II / LC3-I 的表达水平降低,表明高表达的

ORMDL3 在哮喘发病过程中参与自噬的激活。 为

了进一步阐明 ERS 介导的细胞自噬在 ORMDL3 参

与中 性 粒 细 胞 哮 喘 中 的 作 用, 本 研 究 在 敲 低

ORMDL3 后给予 ERS 激动剂毒胡萝卜素干预,通过

毒胡萝卜素激活 ERS 后,敲低 ORMDL3 改善气道功

能、肺组织病理改变及抑制细胞自噬的作用发生逆

转,表明 ORMDL3 参与中性粒细胞哮喘的作用与

ERS 介导的细胞自噬有关,阻断 ORMDL3 抑制哮喘

发病过程中 ERS 介导的细胞自噬并起到治疗作用。
综上 所 述, 在 中 性 粒 细 胞 哮 喘 的 发 病 中,

ORMDL3 参与 ERS 及细胞自噬的调控,高表达的

ORMDL3 通过 ERS 的 ATF6 通路激活细胞自噬,进
而引起气流受限、肺组织病理改变。 将来;阻断

ORMDL3 通过抑制 ERS ATF6 通路介导的细胞自噬

改善气流受限、肺组织病理改变,有望成为治疗中

性粒细胞哮喘的可能靶点。
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王　 君1,吴滨滨2,王晓东3,赵　 璇4,张　 鑫5,王若霖6,修晓光2∗

(1.青岛市中医医院(青岛市海慈医院)血管外科,山东 青岛　 266033;2.青岛市中医医院(青岛市海慈医院)关节外科,山东

青岛　 266033;3.黄岛区人民医院创伤、手足外科,山东 青岛　 266400;4.黄岛区人民医院呼吸内科,山东 青岛　 266400;
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　 　 【摘要】 　 目的　 基于 TLRs / NF-κB 信号通路探究补肾益气化瘀冲剂对骨质疏松大鼠血管形成的作用。 方法

取 60 只 SPF 级雌性 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、冲剂组和阳性对照组,每组 15 只,除假手术组外其余 3 组

大鼠行双侧卵巢摘除术制备骨质疏松模型,假手术组仅进行手术,不摘除卵巢作为对照。 冲剂组大鼠灌胃给药

5 g / kg补肾益气化瘀冲剂,阳性对照组大鼠给予 0. 5 mg / kg 阿仑磷酸钠灌胃处理,模型组大鼠和假手术组大鼠进行

等量生理盐水灌胃。 连续给药 12 周后处死大鼠,对大鼠股骨组织进行骨密度检测、HE 染色观察、Micro-CT 三维重

建分析、CD31 荧光免疫分析和血液灌注成像分析;ELISA 检测血清中 VEGF 和 HIF-1α 浓度;Western blot 检测 p50 /
p-p50 和 p65 / p-p65 蛋白的表达。 结果　 与假手术组比较,模型组大鼠骨密度低(P<0. 05),骨小梁生长稀疏,血管

形成较慢,数目较少,血清中 VEGF 和 HIF-1α 浓度明显下降(P<0. 05),股骨组织中 p50 / p-p50、p65 / p-p65 蛋白表达

明显升高;与模型组比较,冲剂组和阳性对照组大鼠骨小梁生长良好,血管形成数目较多,骨密度明显增加,血清中

VEGF 和 HIF-1α 浓度明显上升(P<0. 05),p50 / p-p50、p65 / p-p65 蛋白表达水平明显降低(P<0. 05)。 结论　 补肾益

气化瘀冲剂可能通过调控 TLRs / NF-κB 信号通路,促进骨质疏松大鼠血管形成,对缓解骨质疏松有重要作用。
【关键词】 　 TLRs / NF-κB 信号通路;骨质疏松;血管形成
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Effect of Bushen Yiqi Huayu granules on blood vessel formation in
ovariectomized rats with osteoporosis and the mechanism
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 In terms of the TLR / NF-κB signaling pathway, we explored the effect of Bushen Yiqi
Huayu granules on the formation of blood vessels in osteoporotic rats. Methods　 Sixty SPF female SD rats were randomly
divided into sham operation, model, granule and positive control groups with 15 rats in each group. Except for the sham
operation group, the other three groups were subjected to bilateral ovarian extraction to prepare an osteoporotic model. The
sham operation group underwent surgery only without removing the ovaries as a control. Rats in the granule group were
administered 5 g / kg Bushen Yiqi Huayu granules by gavage, rats in the positive control group were administered 0. 5 mg / kg
alendronate sodium tablets by gavage, and rats in model and sham operation groups were administered a gavage with the
same amount of normal saline. After 12 weeks of continuous administration, the rats were sacrificed. Femoral tissues of the
rats were subjected to bone density testing, HE staining, Micro-CT three-dimensional reconstruction analysis, CD31
fluorescence immunoassay, and blood perfusion imaging analysis. Serum VEGF and HIF-1α concentrations were measured
by ELISA. Western blot was used to detect expression of p50 / p-p50 and p65 / p-p65 protein. Results　 Compared with the
sham operation group, rats in the model group had a low bone density (P<0. 05), trabecular bone growth was sparse,
blood vessel formation was slower, the number of blood vessels was smaller, serum VEGF and HIF-1α concentrations were
significantly decreased (P<0. 05), and expression of p50 / p-p50 and p65 / p-p65 proteins in femoral tissues was increased
significantly. Compared with the model group, the trabeculae of rats in granule and positive control groups grew well, the
number of blood vessels was formed, bone density was increased significantly, serum levels of VEGF and HIF-1α were
increased significantly (P<0. 05), and the protein levels of p50 / p-p50 and p65 / p-p65 were decreased significantly (P<
0. 05). Conclusions 　 Bushen Yiqi Huayu granules may promote the angiogenesis in osteoporotic rats by regulating the
TLR / NF-κB signaling pathway and plays an important role in alleviating osteoporosis.

【Keywords】　 TLR / NF-κB signaling pathway; osteoporosis; angiogenesis

　 　 随着人口老龄化的加剧,中老年群体高发疾病

受到更多关注,其中骨质疏松症( osteoporosis,OP)
中多发于绝经妇女和老年群体,据流行病学调查,
我国 64. 6%老年人患者有骨质疏松症[1]。 骨质疏

松症主要表现为以骨密度 ( bone mineral density,
BMD)降低、骨量减少、骨微结构破坏导致骨脆性增

加,骨骼质量下降,骨折发生风险提高的骨代谢性

疾病[2]。 女性停经后骨密度急速下降,绝经后骨质

丢失情况加剧,绝经 5 年内丢失骨量达到总骨量的

10%, 出 现 绝 经 后 骨 质 疏 松 症 ( postmenopausal
osteoporosis,PMOP) [3]。 PMOP 的致病机制是研究

的热点,主要集中于雌激素的下降和骨-血管的耦

联[4]。 血管的形成能为骨骼发育以及再生修复提

供所需营养,在减缓骨质疏松症中起到了重要

作用[5]。
Toll 样受体 ( Toll-like receptor, TLRs) 是一类

I 型跨膜蛋白,通过特异性识别病原体,参与机体的

非特异性免疫反应,并进行跨膜转运,产生级联信

号反应,活化下游转录因子,介导免疫应答[6]。 核

因子 κB(nuclear factor kappa-B,NF-κB)是细胞内影

响成骨细胞和破骨细胞分化形成的转录因子,其所

在信号通路对成骨细胞的增殖和分化有重要调控

作用[7]。 TLRs / NF-κB 通路参与调解机体的炎症反

应和免疫反应,并通过影响成骨细胞和破骨细胞介

导骨质疏松症的发展。 已有研究发现补肾类中药

方剂对 OP 有较好疗效[8]。 本研究利用卵巢去势大

鼠构建骨质疏松模型,从血管形成的角度看来探究

补肾益气冲剂基于 TLRs / NF-κB 通路对骨质疏松症

的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 60 只 9 周龄 SPF 级健康雌性 SD 大鼠,购自上

海斯莱克实验动物有限责任公司[SYXK(沪)2017-
0008],平均体重(220±15) g,饲养于青岛汉德森生

物科技有限公司[SYXK(鲁)2019-0010],饲养室保

持良好通风,温度(24±2)℃,湿度(50±10)%,12 h
明 / 12 h 暗,标准饲料,自由饮水,饲养 1 周以适应环

境,第 2 周开始进行实验。 动物实验已通过本院实

验动物伦理与管理委员会审批(2019050802),严格

按照 3R 原则给予人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 补肾益气化瘀冲剂制于青岛市中医医院药剂

科(生产批号:201932);阿仑磷酸钠片购于中国扬

子江药业集团;Microfil 硅胶灌注显影剂购于美国

Flow Tech 公司;EDTA 脱钙液购自上海如吉生物科

技发展有限公司;BCA 蛋白定量试剂盒购于上海恒

远生物公司;兔抗 CD31 单克隆抗体、HE 染色试剂
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盒和 DAPI 染色液购自上海碧云天公司;血管内皮

生长因子( vascular endothelial growth factor,VEGF)
和低氧诱导因子-1α ( hypoxia-inducible factor-1α,
HIF-1α)ELISA 检测试剂盒购于上海晶抗生物工程

有限公司。
台式低温高速离心机(济南来宝医疗器械有限

公司);恒冷切片机(德国徕卡公司);SktScan1176
Micro-CT 扫描仪(德国 Bruker 公司);双能 X 线骨密

度测试仪(美国 GE 公司);光学显微镜(日本奥林巴

斯公司);倒置荧光显微镜(德国徕卡公司);Western
blot 垂直电泳仪(北京六一生物科技有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组和骨质疏松症模型构建

　 　 60 只大鼠根据体重分层随机化原则分为 4 组:
假手术组、模型组、冲剂组、阳性对照组,每组 15 只。
大鼠禁食 24 h 后,造模大鼠行双侧卵巢摘除术。 对

所有大鼠进行称重,根据体重腹腔注射 40 mg / kg 的

戊巴比妥钠进行麻醉,碘伏消毒后,经背部中线纵行

1. 5 cm 切口,依次分离进入腹腔,假手术组大鼠仅进

行手术,不切除双侧卵巢,其余 3 组大鼠沿输卵管,找
到桑葚状卵巢组织,轻提出卵巢并分离周围脂肪组

织,严密结扎输卵管,切除双侧卵巢,逐层缝合,术后

连续肌肉注射 10 万 U 青霉素 3 d,预防感染。
1. 3. 2　 给药处理

　 　 造模 2 周后,各组大鼠分别进行给药处理:冲剂

组给予 5 g / kg 补肾益气化瘀冲剂灌胃处理;阳性对

照组给予 0. 5 mg / kg 阿仑磷酸钠片灌胃处理;假手

术组和模型组大鼠给予等量生理盐水灌胃处理。
各组大鼠每天灌胃给药 1 次,连续给药 12 周。 各组

大鼠统一饲养环境条件,自由饮水和进食标准饲

料,分笼饲养,定期消毒和通风。
1. 3. 3　 样本处理

　 　 最后 1 次灌胃给药后禁食 24 h,腹腔注射10%
戊巴比妥钠麻醉,每组 15 只大鼠中选取 10 只处死,
打开腹腔,腹腔主动脉采血 5 mL,转速 3000 r / min,
离心 15 min,取上层血清 1. 5 mL,-20℃保存备用。
剥离大鼠双侧股骨并剔除周围软组织,0. 9% NaCl
冲洗 1 min,右侧股骨用 PBS 浸湿的纱布包裹放入

-20℃的冰柜中保存,用于骨密度检测、Micro-CT 分

析、骨组织冷冻切片;左侧股骨用于提取组织蛋白。
每组另外 5 只大鼠采取麻醉后腹主动脉放血法处

死[9],用于硅酮橡胶(MicroFil)灌注。
1. 3. 4　 HE 染色观察

　 　 取右侧股骨,放入液氮中速冻 10 s,OCT 包埋胶

固定,使用冷冻切片机进行切片,取股骨组织冷冻

切片,固定,经苏木素-伊红染色,乙醇脱水,二甲苯

透明,干燥,中性树胶封片,光学显微镜下观察大鼠

股骨组织细胞形态并拍摄照片。
1. 3. 5　 骨密度检测、Micro-CT 和血管灌注成像

　 　 取大鼠右侧股骨,在双能 X 线骨密度测试仪行

BMD 测量,分辨率设为 1. 0 mm×1. 0 mm,扫描速度

设为 60 mm / s,以股骨头中心区域 2. 0 mm×1. 5 mm
为扫描兴趣区域,分析 BMD(g / cm2),连续测量 5
次,并记录。

使用 Micro-CT 分析四组大鼠远端股骨,分辨率

为 10 μm,管电压为 50 kV,管电流为 400 μA,曝光

时间 300 ms,360°扫描股骨近端部位,使用 Micro
View 和 Med Project 4. 1 软件对大鼠股骨标本进行

三维重建,并测量骨小梁厚度( trabecular thickness,
Tb.Th)和骨小梁间距( trabecular spacing,Tb.Sp),每
组图片 3 D 重建条件一致。

每组用于血管灌注的 5 只大鼠麻醉后,打开腹

腔,在腹主动脉近心端结扎,结扎线远端置入留置针,
并连接至生理盐水瓶中,排出血液,灌 10%甲醛溶液,
使血管硬化,小鼠双腿和尾巴出现抖动后灌注

MicroFil 溶液,大鼠后肢足趾出现黄色造影剂,说明灌

注成功,大鼠标本在 4℃冰箱过夜,次日收集股骨,
10%甲醛溶液室温固定,10% EDTA 脱钙液进行脱钙

5 周,使用 Micro-CT 检测股骨组织微血管形态。
1. 3. 6　 免疫荧光染色分析

　 　 取大鼠右侧股骨冷冻切片,PBS 漂洗,室温封闭

1 h,加入 CD31 单抗 4℃孵育过夜;加入二抗 37℃避

光孵育 1 h;PBS 漂洗;DAPI 避光复染 5 min;PBS 漂

洗,封片后荧光显微镜观察并拍摄照片。
1. 3. 7　 ELISA 检测血清 VEGF 和 HIF-1α 浓度

　 　 取大鼠血清,按照 VEGF、HIF-1α ELISA 试剂盒

及 BCA 蛋白定量试剂盒说明书进行操作。 用酶标

仪在波长 450 nm 处测定吸光度(OD 值),通过标准

曲线计算 4 组大鼠血清样本中 VEGF、HIF-1α 的

浓度。
1. 3. 8　 Western blot 分析 p-p50 / p50 和 p-p65 / p65
蛋白的表达

　 　 分别称取 4 组大鼠的左侧股骨组织 90 mg,加
入液氮研磨成粉状,加入蛋白裂解液制得组织匀浆

液,用 TRIzol 法提取组织总蛋白,采用 BCA 法对蛋

白进行定量,上样进行凝胶电泳 30 min,转膜,室温

下 5% BSA 封闭 3 h,加入一抗 4℃孵育过夜,洗膜,
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室温孵育二抗,显色成像,用 Image-Lab 分析灰度

值,GAPDH 作为内参对照。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 Graphpad 5. 0 软件分析实验数据,定量数

据用平均数±标准差(􀭰x±s)表示,实验数据进行正态

性和方差性检验,骨密度比较采用重复测量资料的

方差分析,VEGF、HIF-1α 浓度及 p50 / p-p50、p65 / p-
p65 的表达采用单因素方差分析进行组间比较,两
两比较采用 SNK 法,P<0. 05 表示差异显著,结果具

有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 4 组大鼠骨密度检测结果比较

　 　 各组大鼠股骨远端骨密度检测结果比较见图

1,与假手术组比较,模型组股骨 BMD 明显降低,冲
剂组和阳性对照组较模型组股骨 BMD 明显增加,差
异具有统计学意义(P<0. 05)。 通过模型组 BMD 再

次说明本次骨质疏松大鼠模型制备成功(P<0. 05)。
2. 2　 4 组大鼠股骨组织形态观察结果比较

　 　 4 组大鼠股骨组织 HE 染色观察结果见图 2,假
手术组大鼠股骨有大量新生血管形成,骨小梁排列

致密;模型组新生血管少,骨小梁生长稀疏;冲剂组

新生血管较模型组多,有部分骨小梁生长,排列有

序;阳性对照组新生血管情况与冲剂组相近,骨小

梁生长良好。

2. 3　 4 组大鼠 MicroFil 血管灌注结果比较

　 　 4 组大鼠 MicroFil 血管灌注结果见图 3,与假手

术组比较,模型组血管数量少,冲剂组和阳性对照

组血管数量明显比模型组多。
2. 4　 4 组大鼠 Micro-CT 分析结果比较

　 　 Micro-CT 的三维重建图像和定量分析结果见

图 4,可看出模型组大鼠骨量和骨小梁厚度明显低

于假手术组,骨小梁间距明显高于假手术组;冲剂

组和阳性对照组大鼠的股骨骨量及骨小梁厚度与

假手术组相近,较模型组明显增多,骨小梁间距明

显低于模型组,差异具有统计学意义(P<0. 05)。

注:与假手术组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 1　 4 组大鼠股骨 BMD 比较(n= 10)
Note. Compared with Sham group, ∗P < 0. 05. Compared with

Model group, #P<0. 05.

Figure 1　 BMD comparison of femur among four groups rats

图 2　 4 组大鼠股骨组织 HE 染色形态观察比较

Figure 2　 HE staining morphology comparison of femur tissues among four groups rats

图 3　 大鼠股骨的 MicroFil 血管造影

Figure 3　 MicroFil angiography of rat femur
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2. 5　 4 组大鼠 CD31 免疫荧光分析结果

　 　 大鼠股骨组织冷冻切片 CD31 的免疫荧光结果

见图 5,与假手术组比较,模型组 CD31 荧光数目明

显减少,冲剂组和阳性对照组荧光数目减少,但明

显多于模型组。
2. 6　 4 组大鼠血清 VEGF 和 HIF-1α含量比较

　 　 4 组大鼠血清 VEGF 和 HIF-1α 浓度比较见图

6,模型组大鼠血清 VEGF 与 HIF-1α 浓度较假手术

组明显降低,冲剂组和阳性对照组与假手术组差异

不显著,较模型组浓度明显升高,差异有统计学意

义(P<0. 05)。
2. 7　 p-p50 / p50 和 p-p65 / p65 蛋白表达情况比较

　 　 与假手术组比,模型组 p-p50 / p50 和 p-p65 / p65
蛋白表达比值上升,冲剂组和阳性对照组蛋白表达

比值上升不明显;与模型组比,冲剂组和阳性对照

组蛋白表达比值明显下降表达水平明显上升,差异

具有统计学意义 (P < 0. 05),4 组大鼠股骨组织

Western blot 电泳图和蛋白表达量比较结果见图 7。

注:A:股骨扫描图像比较;B:Micro-CT 定量分析 Tb.Th 比较;C:Micro-CT 定量分析 Tb.Sp 比较析。 与假手术组相比,∗P<0. 05;

与模型组相比,#P<0. 05。

图 4　 4 组大鼠 Micro-CT 分析

Note. A, Femoral scan image comparison. B, Micro-CT quantitative analysis Tb.Th comparison. C, Micro-CT quantitative analysis Tb.

Sp comparison. Compared with Sham group, ∗P<0. 05. Compared with Model group, #P<0. 05.

Figure 4　 Micro-CT analysis among four groups rats

图 5　 4 组大鼠股骨组织中 CD31 和 DAPI 的免疫荧光结果

Figure 5　 Immunofluorescence results of CD31 and DAPI in the femur tissues among four groups rats
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注:与假手术组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 6　 各组大鼠血清 VEGF 和 HIF-1α 浓度比较

Note. Compared with Sham group, ∗P<0. 05. Compared with Model group, #P<0. 05.

Figure 6　 Serum VEGF and HIF-1α concentrations comparison among four groups rats

注:A:四组大鼠 p-p50 / p50 和 p-p65 / p65 凝胶电泳图;B:4 组大鼠 p-p50 / p50 和 p-p65 / p65 蛋白表达水平

定量比较。 与假手术组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。

图 7　 Western blot 检测 p-p50 / p50 和 p-p65 / p65 蛋白表达水平

Note. A, p-p50 / p50 and p-p65 / p65 gel electrophoresis. B, Quantitative comparison of p-p50 / p50 and p-p65 /

p65 protein expression levels. Compared with Sham group, ∗P < 0. 05. Compared with Model group, #P<0. 05.

Figure 7　 Western blot detection of p-p50 / p50 and p-p65 / p65 protein expression levels

3　 讨论

　 　 PMOP 发病率在绝经女性中高达 40%,BMD 下

降速度为绝经前的 3 倍,骨折风险随之增加,严重影

响女性身心健康和生活[10]。 OP 是多阶段的复杂氧

化应激过程,对体内细胞有毒性作用,会引起内皮

细胞受损或者细胞坏死,OP 的发生受到多个因素

的影响[11]。 PMOP 的发生可能与绝经女性体内雌

激素水平显著下降有关[12],部分研究者认为 OP 的

发生与骨组织微血管减少有关[13],目前关于骨质疏

松的发病机制并没有明确的结论。 机体内骨形成

和骨吸收处于一个动态代谢过程,随着年龄增长,
血管功能受损,成骨所需营养不足,骨形成速度低

于骨吸收速度,骨质下降,骨量减少,出现骨质疏松

的症状。 研究表明血管数目的减少加速了骨质疏

松症状的发生和发展,促进局部血管生长对骨质疏

松的症状有缓解作用[14]。 据已有实验研究报道,去
势小鼠雌激素减少,骨代谢平衡遭到破坏,骨转换

率增加,单位体积内骨组织量减少,骨质疏松小鼠

骨组织内部血管明显少于对照组小鼠,再一次验证
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骨组织血管形成与骨质疏松有关[15]。 PMOP 在中

医理论里属于“骨萎”,肾精渐衰,骨髓空虚,遂致骨

质疏松[16]。 本研究通过切除双侧卵巢,构建骨质疏

松大鼠模型,通过对 4 组大鼠进行股骨 BMD 测定和

骨组织形态观察,可以说明卵巢去势大鼠构建 OP
模型成功,同时通过补肾化瘀冲剂和阿仑磷酸钠片

治疗的大鼠,骨密度增加,骨小梁生长状况较好,说
明补肾化瘀冲剂对骨质疏松症有治疗效果。 骨组

织 HE 染色结果和 Micro-CT 扫描结果表明冲剂组用

药治疗后,OP 大鼠血管形成状况好转,说明补肾益

气化瘀方剂可能对骨质疏松群体的血管形成有促

进作用。
骨组织血管状态可以为骨发育提供氧气、无机

盐、激素等生长所需物质,并运送新陈代谢产物,对
骨重建起到了重要作用[17]。 CD31 是血小板内皮细

胞黏附分子,其抗原广泛分布于血管内皮细胞、血
小板、巨噬细胞、淋巴细胞,主要参与血管形成、白
细胞迁移等生理活动,可作为评估血管形成的标记

分子[18]。 王亮等[19] 通过对 CD31 和 EMCN 进行免

疫荧光染色,对骨标本的 H 型血管进行显像,来表

现 OP 小鼠 H 型血管的变化。 HIF-1α 是氧依赖性

调节蛋白,在低氧条件下,能转入核内,与 HIF-1β 作

用,激活体内的缺氧适应性反应[20]。 OP 导致血管

受损,骨组织微血管减少,骨重建所需营养物质运

送不足,形成骨组织的低氧环境。 缺氧条件下,骨
组织中 HIF-1α 能激活 VEGF 表达,形成骨组织血管

网络[21]。 VEGF 是重要的促进血管形成的细胞因

子,能增加血管内皮细胞的通透性,并刺激血管内

皮细胞的有丝分裂[22]。 一研究通过染料木黄酮干

预治疗 OP 大鼠,来比较干预组大鼠和模型组大鼠

间 VEGF 的表达差异,结果表明干预组大鼠血清和

骨组织中 VEGF 的表达均高于模型组,且 BMD 值也

高于模型组说明 VEGF 的表达有助于 OP 发生后骨

重建过程[23]。 本研究对 4 组大鼠的股骨组织进行

CD31 免疫荧光染色和血清中 VEGF、HIF-1α 的浓度

测定,发现经过药物治疗,CD31 染色情况显示大鼠

骨组织中血管形成情况优于未经治疗的 OP 模型组

大鼠,并且血清中 HIF-1α 和 VEGF 的含量较模型组

大鼠也有明显升高,说明补肾化瘀冲剂可能通过调

节机体的 HIF-1α 和 VEGF 的表达来影响血管形成。
NF-κB 在 TLRs 的下游,受到 TLRs 的调控,

TLRs / NF-κB 信号通路参与机体细胞的增殖和分化

及免疫反应等生理过程[24]。 杨明镜等[25] 研究表明

通过番茄红素预处理,细胞中 NF-κB 表达下调,揭
示了番茄红素对 TLRs / NF-κB 信号通路的抑制,可
能抑制机体的氧化应激反应,从而减轻细胞的缺氧

损伤,说明 TLRs / NF-κB 信号通路与机体的氧化应

激反应有关。 阿仑磷酸钠通过诱导破骨细胞凋亡,
能抑制骨吸收过程,已广泛应用于 OP 的治疗中。
已有研究报道,通过对 OP 大鼠给予阿仑磷酸钠灌

胃,发现给药大鼠 BMD 值,血液中钙、磷、雌激素含

量和骨小梁明显增加,而骨组织中 p-p50 / p50 和

p-p65 / p65的表达显著降低[26]。 说明阿仑磷酸钠片

可抑制 OP 大鼠骨组织中 p-p50 / p50 和 p-p65 / p65
的表达,从而抑制 NF-κB 信号通路,影响破骨细胞

的形成。 研究表明 NF-κB 对 HIF-1α 的表达具有调

控作用,但作用机制较为复杂,在不同条件下,NF-
κB 对 HIF-1 的表达具有正向或负向调控的作用。
缺氧条件下, 抑制 NF-κB, 会激活 HIF-1α 的表

达[27]。 本研究采用阿仑磷酸钠片灌胃给药的大鼠

作为阳性对照,对 4 组大鼠骨组织中 p-p50 / p50 和

p-p65 / p65 的表达水平进行分析,发现冲剂组和阳

性对照组大鼠 p-p50 / p50 和 p-p65 / p65 的表达量低

于模型组大鼠,说明在治疗过程中,冲剂组大鼠骨

组织中 NF-κB 通路可能受到抑制。 而冲剂组大鼠

血清中 HIF-1α 和 VEGF 的含量高于模型组大鼠,说
明抑制 NF-κB 通路,可能对 HIF-1α 具有正向调控

的作用。 补肾化瘀冲剂影响 TLRs / NF-κB 通路,进
而调控 HIF-1α 和 VEGF 表达的具体机制仍需进一

步的分子实验研究。
综上所述,补肾益气化瘀冲剂可能通过调控

TLRs / NF-κB 通路,对卵巢去势大鼠血管形成起到

了促进作用,有助于骨质疏松症的缓解。
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卡托普利对 SHR 大鼠 eNOS、iNOS 表达的影响

蒋嘉烨1,栗　 源1,可　 燕2∗

(1.上海中医药大学教学实验中心,上海　 201203; 2.上海中医药大学科技实验中心,上海　 201203)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨自发性高血压大鼠(spontaneously hypertensive rats,SHR)在高血压发展进程中,卡托普利

对 SHR 内皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide synthase, eNOS)和诱导型一氧化氮合酶( inducible nitric oxide
synthase,iNOS)表达的改善作用。 方法　 以 WKY(Wistar-Kyoto)大鼠为空白对照,SHR 为模型进行分组实验,7~24 周

龄 SHR 灌服卡托普利(3. 375 g / (kg·d)),后停药观察至 32 周龄。 测量血压、左室质量指数( left ventricular mass
index,LVMI)、主动脉舒张功能、血清亚硝酸根离子(NO2

-)含量、iNOS、eNOS mRNA 以及蛋白含量变化。 结果 (1)不
同周龄的 SHR 左室质量指数、血清 NO2

-浓度均高于 WKY,主动脉的舒张度均显著低于 WKY。 (2)mRNA 表达含量

变化:与WKY 相比,不同周龄的 SHR 的心肌和动脉 eNOS 和 iNOS mRNA 表达均较高,其中 eNOS / iNOS 最大值出现在

18 周龄;通过灌服卡托普利,在 24、32 周龄时可显著降低心肌和动脉 iNOS 和 eNOS mRNA 的表达。 (3)蛋白表达含量

变化:与 WKY 相比,18、24 周龄 SHR 的心肌和动脉 iNOS 蛋白含量显著升高,24 周龄 SHR 的动脉以及 18、24 周龄

SHR 的心肌 eNOS 蛋白含量显著升高;通过灌服卡托普利,在 18、24 周龄显著降低动脉 iNOS 蛋白表达,停药后作用消

失;在 24 和 32 周龄显著降低心肌 iNOS 蛋白表达,在 32 周龄显著降低动脉 eNOS 蛋白表达和升高心肌 eNOS 蛋白表

达。 结论　 高血压病理状态可导致 iNOS、eNOS 的过度表达,而 iNOS 和 eNOS 在体内的大量积聚反过来影响高血压

的发生;伴随 SHR 高血压的发病进程,一氧化氮合酶-一氧化氮系统与左室肥厚和内皮功能具有一定的相关性;卡托

普利能一定程度上抑制体内 iNOS 和 eNOS 的表达,并改善左室肥厚及血管内皮功能。
【关键词】 　 自发性高血压;内皮型一氧化氮合酶;诱导型一氧化氮合酶;卡托普利
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Effect of captopril on expression of eNOS and iNOS in spontaneously
hypertensive rats

JIANG Jiaye1, LI Yuan1, KE Yan2∗

(1. the Experimental Center for Teaching and Learning, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201023, China.
2. the Experiment Center of Science and Technology, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effect of captopril on expression of endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) in spontaneously hypertensive rats. Methods　 WKY (Wistar Kyoto)
rats were used as the blank control. Spontaneous hypertensive rats(SHR) were used as the model group. SHR aged 7~ 24
weeks were administered captopril (3. 375 g / (kg·d)) and observed at 32 weeks. Blood pressure, left ventricular mass
index (LVMI), aortic diastolic function, serum nitrite ion (NO2

-), and mRNA and protein contents of iNOS and eNOS
were measured. Results　 (1) The left ventricular mass index and serum NO2

- concentration of SHR were higher than those



of WKY rats at various weeks and relaxation of the aorta was significantly lower than in WKY rats. (2) mRNA expression
changes: compared with WKY rats, mRNA expression of eNOS and iNOS in the myocardium and arteries of SH rats were
higher at various weeks, among which the maximum value of eNOS / iNOS appeared at 18 weeks. After administration of
captopril, mRNA expression of iNOS and eNOS in the myocardium and arteries was significantly reduced at 24 and 32
weeks. (3) Protein expression changes: compared with WKY rats, the iNOS protein content in the myocardium and arteries
of 18 and 24 weeks SHR were increased significantly, and that of 24 weeks SHR and 18 and 24 weeks SHR was increased
significantly. Protein expression of iNOS in arteries was significantly reduced at 18 and 24 weeks by captopril and the effect
disappeared after discontinuation. iNOS protein expression was significantly reduced at 24 and 32 weeks. Additionally, at 32
weeks, eNOS protein expression was significantly reduced in arteries and increased in the myocardium. Conclusions　 The
pathological state of hypertension can lead to overexpression of iNOS and eNOS, and accumulation of iNOS and eNOS
affects the occurrence of hypertension. Along with the pathogenesis of SHR hypertension, the nitric oxide system has a
certain correlation with left ventricular hypertrophy and endothelial function. Captopril inhibits the expression of iNOS and
eNOS in vivo to a certain extent and improves the left ventricular fat thickness and endothelial function.

【Keywords】　 spontaneous hypertension; inducible nitric oxide synthase; endothelial nitric oxide synthase; captopril

　 　 高血压可引起左室肥厚,同时,导致引起血管

内皮功能障碍[1]。 通常认为一氧化氮(NO)低浓度

时主要发挥生理作用,而 NO 高浓度时参与许多病

理过程,大量研究显示,NO 与高血压密切相关。 在

各种临床和实验文献报道显示随着高血压的发生

发展,体内产生 NO 量的多少存在一定的争议,血压

升高导致 NO 减少、不变或增加都有报道[2-4]。
NO 的产生主要由一氧化氮合成酶(NOS)催化

L-精氨酸与氧分子通过氧化还原反应生成。 由于

NOS 是体内生成 NO 的唯一限速酶,它催化 L-精氨

酸生成 NO。 在迄今为止发现的 NOS 的 3 种亚型

中,神经元型一氧化氮合酶 ( neuronal nitric oxide
synthase,nNOS)和内皮型一氧化氮合酶( eNOS)在

生理情况下表达发挥生理功能,只有诱导型一氧化

氮合酶(iNOS)在病理状态下表达[5]。 NO 影响高血

压的发生、发展,但是 NO 半衰期极短,不容易检测,
因此往往只能通过检测一氧化氮合酶(NOS)来间

接研究 NO 的作用。 已有报道表明随着年龄的增

长,自发性高血压大鼠(SHR)存在一氧化氮合酶的

过度表达[6-7],但 SHR 随年龄增加,心脏与动脉

iNOS 和 eNOS 的动态变化及不同时期参与 NO 生成

的具体 NOS 并未有系统的研究报道。
本研究中以 SHR 为模型,研究其随着年龄增

大,心脏与动脉 iNOS 和 eNOS 的变化情况,并应用

卡托普利干预,考察药物对 SHR 模型一氧化氮合

酶-一氧化氮系统的影响,探讨 SHR 不同时期

iNOS 和 eNOS 在心脏与动脉中可能参与 NO 生成

的机制及卡托普利对左室肥厚和血管内皮功能改

善的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 健康 6 周龄雄性 SPF 级 Wistar-Kyoto 大鼠

(WKY)(24 只)和 SHR(42 只),体重 150~180 g,购
于上海斯莱克实验动物有限责任公司[SCXK(沪)
2017-0005],所有动物在上海中医药大学实验动物

中心实验室 SPF 级动物房饲养[SYXK(沪) 2020-
0009],室温 (22±1)℃,12 h 光照 / 12 h 黑暗循环,自
由获取食物和水。 适应性喂养 1 周后入组,进行相应

的操作。 在实验过程中,在 3R 原则的指导下给予实

验动物人道主义关怀,并参照上海中医药大学动物管

理 伦 理 委 员 会 的 相 关 规 定 有 序 进 行

(P2SHUTCM210129001),实验遵守 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 卡托普利由中美上海施贵宝制药有限公司提

供 ( 批 号: 0809031 ); TRIzol ( 美 国 Invitrogen );
RealMasterMix(天根生化科技有限公司); BioDev
RT-PCR kit (立陶宛 MBI); Rotor-6000 荧光定量

PCR 仪 ( 基因有限公司)。 PCR 扩增仪 ( 德 国

Biometra); D-78532 高 速 冷 冻 离 心 机 ( 德 国

Hettich);超低温冰箱(美国 Thermo);全自动多功能

酶标仪(美国 Molecular Devices);Griess 试剂盒(美
国 Promega);BP-600A 全自动大小鼠无创血压测量

系统(成都泰盟有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及处理

　 　 6 周龄雄性 WKY(24 只)和 SHR(42 只),6 周

龄时分别处理 WKY 和 SHR 各 6 只,剩余 18 只
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WKY 大鼠和 36 只 SHR。 将其余 SHR 大鼠分为两

组:卡托普利对照组和高血压模型( SHR)组,每组

18 只大鼠。 对照组灌服卡托普利(3. 375 g / ( kg·
d)),SHR 组和 WKY 组给予等量的蒸馏水。 灌胃至

24 周龄结束,后停药继续观察至 32 周龄。 各组在

18、24 和 32 周龄时各处理 1 批(n= 6)。
1. 3. 2　 血压

　 　 实验期间,每两周无创鼠尾动脉血压测定分析

系统实时监测大鼠血压变化,实验过程中使大鼠处

于熟悉环境中,实验动作轻柔,减少大鼠应激反应,
每只大鼠测 3 次,取其平均值,减少实验误差。 整个

实验过程设定专人规范化定时测定,减少实验误差。
1. 3. 3　 左心室质量指数

　 　 各组大鼠取血完毕后,将心脏取出,并沿房室

间沟及室间隔剪去主、肺动脉血管,大静脉,两心房

及右心室,保留室间隔,用 0. 9%生理盐水冲洗,用
吸水纸吸干水分,称量左心室重量(左心室+室间隔

重量)并计算其与体重的比值作为左室质量指数

(LVMI)。
1. 3. 4　 Griess 法测定血清 NO2

-浓度

　 　 大鼠血清 NO2
-浓度的测定采用 Griess 试剂盒。

大鼠通过戊巴比妥钠(40 mg / kg)麻醉后,腹主动脉

取血约 10 mL,3000 r / min 离心 10 min,取上清液于

-80℃保存用于检测。 取 0. 4 mL 样品,加入 0. 1 mL
Griess 试剂反应 10 min 后,通过多功能酶标仪检测

540 nm 处的吸光值,结果用 μmol / L NO2
-浓度表示。

1. 3. 5　 Ach 浓度依赖性血管舒张实验

　 　 所有 WKY 和 SHR 大鼠处死后,分离胸主动脉

放置于 Krebs-Henseleit 缓冲液(K-H 液)中,剔除血

管周围脂肪后,将胸主动脉剪成 3 mm 左右的血管

环。 挑选长度相当的两条分别置于 5 mL 体积 37℃
恒温浴槽内,槽内一直通入含有 95% O2 和 5% CO2

的混合气体。 血管环一端固定于槽底,另一端连接

张力换能器,胸主动脉每条血管环给予 2. 0 g 拉力,
20 min 换液 1 次平衡 3 次共计 60 min。 60 mmol / L
的 KCl 预收缩两次后加入 10-6mol / L 浓度的 PE 收

缩,待血管拉力达到坪值后,加入梯度浓度的乙酰

胆碱 ( acetylcholine, Ach) (10-9、10-8、10-7、10-6 和

10-5 mol / L),观察血管随 Ach 加入的舒张情况。 以

FSK 10-6 mol / L 的舒张程度作为 100%舒张度,根据

10-5 mol / L 浓度 Ach 的舒张度判断内皮完整性[7]。
1. 3. 6　 实时定量 PCR 检测

　 　 取约 100 mg 大鼠心肌组织,加入 1 mL TRIzol

试剂,按说明书进行 RNA 提取,所用 RNA 的 A260 /
A280需再在 1. 8~2. 0 之间。 逆转录得到 cDNA,分别

由 iNOS、eNOS 和 GAPDH 引物进行实时荧光定量

PCR 反应。 引物序列分别为,iNOS 上游引物:5’-
ATCCCGAAACGCTACACTT-3’, 下 游 引 物: 5 ’-
CGGCTGGACTTCTCACTC-3’。 eNOS 上游引物:5’-
CCGGCGCTACGAAGAATG-3 ’, 下 游 引 物: 5 ’-
CAGTGCCACGGATGGAAATT-3’。 GAPDH 上游引

物:5’-CAGAACATCATCCCTGCATC-3’,下游引物:
5’-CTGCTTCACCACCTTCTTGA-3’。 RT 反应条件

为 42℃,2 h;95℃,5 min。 实时荧光定量 PCR 反应

条件为:95℃ 预变性 15 min,1 个循环;95℃ 15 s,
60℃ 20 s,72℃ 30 s,40 个循环,绘制熔解曲线。 结

果由荧光定量分析仪自动采集给出目的基因和对

照基因的 Ct 值,参照文献将 Ct 值转化为相对倍数,
基因表达量采用实验组 /对照组 = 2-△△Ct进行计算,
其中△△Ct=(Ct 目的-Ct 对照)实验 -(Ct 目的-Ct 对
照)对照。 心肌和动脉 eNOS 和 iNOS mRNA 表达之

间的 倍 数 按 2-△Ct 进 行 计 算, 即 为 ( 2-△Ct ) eNOS /
(2-△Ct) iNOS,其中△Ct=Ct 目的-Ct 对照。
1. 3. 7　 Western blot 检测

　 　 采用提取大鼠心肌组织的总蛋白,BCA 法测定

蛋白浓度。 制备 SDS-聚丙烯酰胺凝胶,样品加热变

性后每孔上样 80 μg。 电泳在浓缩胶中时使用 80 V
电压,到分离胶以后使用 120 V,电泳至溴酚兰刚跑

出即可终止电泳。 采用湿式电转移仪将蛋白转到

硝酸纤维素膜上,4℃ 下恒流 400 mA 转膜 1. 5 h。
5%脱脂奶粉 TBST 缓冲液室温封闭 1 h。 一抗 iNOS
(1 ∶ 200)、GAPDH (1 ∶ 5000)4℃孵育过夜。 TBST
洗膜,分别加入抗兔二抗(1 ∶ 5000),摇床上杂交

1 h。 TBST 洗膜后,加入 ECL 1 min,暗室显影 2 ~ 5
min,冲洗胶片。 结果扫描后,经光密度分析系统计

算灰度值(目的蛋白相对值 =目的灰度值 / GAPDH
灰度值)。
1. 4　 统计学方法

　 　 结果用平均数±标准差(􀭰x±s)表示,使用 SPSS
16. 0 版本软件独立样本的 t 检验进行统计学分析,
P<0. 05 显示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 血压结果

　 　 每两周测定血压结果见图 1,结果显示与 WKY
组相比,SHR 在 6 ~ 32 周龄中血压显著升高(P <
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0. 01)。 卡托普利在 16 ~ 26 周龄可显著降低 SHR
血压,停药后该作用消失,血压上升至 SHR 空白

水平。
2. 2　 左室质量指数和血清 NO2

-含量

　 　 6、18、24 和 32 周龄处理时结果见表 1,SHR 在

6 周龄时左室质量指数已达到一个稳定值,推测此

时左室肥厚模型已建立[8]。 与 WKY 组相比,随着

SHR 组左室质量指数的升高,血清中 NO2
-浓度也得

到了显著提升(P<0. 05),说明在 SHR 高血压进程

中,随着周龄的增加,NO 过量生成,其可能是对高

血压引发心肌收缩力增加的一种代偿机制。 卡托

普利组 18 周龄时对 SHR 的左室质量指数无显著影

响,但在 24 周龄可显著降低左室质量指数和显著升

高血清 NO2
-水平(P<0. 05),说明长期服用卡托普

利对减轻左室肥厚有较好的作用。
2. 3　 不同周龄血管 Ach 浓度依赖性血管舒张功能

　 　 6、18、24 和 32 周龄处理时结果见图 2 和图 3,
SHR 6 周龄的胸主动脉内皮舒张功能均完好。 跟

SHR 6 周龄相比,胸主动脉 18 周龄舒张度显著降低

(P<0. 01),24 ~ 32 周龄进一步降低,显示年龄越大

舒张度越低的趋势,但 24 周龄后稳定(图 2)。 与

WKY 组相比,SHR 组各个时期的舒张度显著降低

(P<0. 01)。 卡托普利组在 18 周龄时胸主动脉的舒

张度跟 SHR 空白组比较显著增大(P < 0. 05) (图

3A)、24 周龄(图 3B)和 32 周龄(图 3C)时差异无显

著。 说明给予卡托普利在 SHR 发病早期能显著改

善胸主动脉舒张功能。
2. 4　 心肌和动脉 iNOS、eNOS mRNA 表达

　 　 18、24 和 32 周龄处理时心肌和动脉 iNOS 和

eNOS mRNA 表达见表 2 及表 3,结果显示随着周龄

的增加,SHR 心肌和动脉 eNOS、iNOS mRNA 表达有

升高趋势(表 2),其中 eNOS / iNOS mRNA 最大值出

现在 18 周龄(表 3),提示 SHR 心肌在高血压发生

早期可能有 eNOS 脱偶联病理现象的存在。 另外数

据显示各周龄 SHR 的 eNOS 和 iNOS mRNA 表达含

量均显著高于 WKY 组(P<0. 05),且 iNOS 较 eNOS
变化幅度更大,提示 iNOS 的过度表达是 SHR 心肌

和动脉在高血压进程中发生的一种代偿机制。 给

与卡托普利组干预后发现药物能显著降低 24、32 周

龄心肌、动脉 iNOS mRNA 表达(P<0. 05),同时显著

降低 18、24、32 周心肌、动脉 eNOS mRNA 表达(P<
0. 01)。 结果显示随着周龄的增加,SHR 心肌和动

脉 iNOS mRNA 表达有升高趋势,而心肌和动脉

　 　 　

注:与 SHR 组相比,∗∗P<0. 01。

图 1　 不同周龄大鼠平均动脉压

Note. Compared with SHR group, ∗∗P<0. 01.

Figure 1　 Mean systolic blood pressure (SBP) in
each group of different ages of rats

表 1　 卡托普利对不同周龄大鼠左心室指数和
血清中亚硝酸含量的作用

Table 1　 Effect of Captopril to left ventricular mass index and
concentration of NO2

- of different ages of rats

组别
Groups

周龄(weeks)
Age

左心室重量 /
体重(mg / g)
LVW / BW

亚硝酸根
(μmol / L)

NO2
-

/

WKY

6 2. 68±0. 19∗ /
18 2. 47±0. 25∗∗ 　 1. 29±0. 13##

24 2. 34±0. 13∗∗ 1. 13±0. 06##

32 2. 44±0. 18∗∗ 1. 21±0. 19##

SHR

6 2. 98±0. 25　 /
18 3. 02±0. 13 1. 65±0. 09
24 3. 08±0. 13 1. 60±0. 09
32 3. 05±0. 17 1. 78±0. 08

SHR-K

18 2. 85±0. 07　 1. 75±0. 05
24 2. 84±0. 11∗ 2. 75±0. 02#

32 2. 99±0. 23 1. 43±0. 16

注:与 SHR 组左心室指数相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 SHR 组亚硝
酸含量相比,#P<0. 05,##P<0. 01。
Note. Compared with SHR group of left ventricular mass index, ∗P <
0. 05, ∗∗P<0. 01. Compared with SHR group of concentration of NO2

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

注:与 6 周龄 SHR 组相比,∗∗P<0. 01。

图 2　 不同周龄大鼠乙酰胆碱引起胸主动脉内皮依赖舒张

Note. Compared with 6 weeks SHR group, ∗∗P<0. 01.

Figure 2　 Ach-dependent relaxation in theoretic aorta in
each group of different ages of rats
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eNOS mRNA 表达在 24 周时较低。 与 WKY 相比,3
个不同周龄的 SHR 的心肌和动脉 iNOS 和 eNOS
mRNA 表达较高(P<0. 05)。 卡托普利组在 24、32
周龄时显著降低心肌和动脉 iNOS mRNA 表达(P<
0. 05)。 在 3 个不同周龄时都能显著降低心肌和动

脉 eNOS mRNA 表达(P<0. 01)。 SHR 在 18 周龄时

心肌和动脉 eNOS mRNA 的表达远远超过 iNOS
mRNA 的表达,分别为 89. 13 和 123. 52 倍。
2. 5　 心肌和动脉 iNOS、eNOS 蛋白表达

　 　 18、24 和 32 周龄处理时心肌和动脉 iNOS 蛋

白表达见图 4、图 5,结果显示与 WKY 相比,SHR
动脉在 18、24、32 周龄,心肌在 18、24 周龄 iNOS
蛋白表达较高( P< 0. 01) ,动脉在 24 周龄,心肌

在 18、24 周龄 eNOS 蛋白表达较高 ( P < 0. 05) 。
卡托普利干预后,数据显示药物在 18、24 周龄可

显著降低动脉、心肌 iNOS 蛋白表达( P< 0. 01) ;
同时药物在 32 周龄显著降低心肌 iNOS 蛋白表

达(P<0. 01) ,在 32 周龄显著降低动脉 eNOS 蛋

白表达(P<0. 01)和升高心肌 eNOS 蛋白表达(P
<0. 05) 。

注:A:18 周;B:24 周;C:32 周。 与 SHR 组相比, ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 3　 18、24 和 32 周各组大鼠乙酰胆碱引起胸主动脉内皮依赖舒张比较

Note. A, 18 weeks. B, 24 weeks. C, 32 weeks. Compared with SHR group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01.

Figure 3　 Comparison of Ach-dependent relaxation in theoretic aorta at 18, 24 and 32 weeks

注:A: 心肌; B: 胸主动脉。 与 SHR 组 iNOS 蛋白表达比较, ∗∗P<0. 01。

图 4　 卡托普利对不同周龄心肌和动脉 iNOS 蛋白表达的影响

Note. A, Heart. B, Aorta. Compared with SHR group of iNOS protein, ∗∗P<0. 01.

Figure 4　 Effect of Captopril on protein expression of iNOS in heart and aorta of different aged rats
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注:A: 心肌; B: 胸主动脉。 与 SHR 组 eNOS 蛋白表达比较, ∗∗P<0. 01。

图 5　 卡托普利对不同周龄心肌和动脉 eNOS 蛋白表达的影响

Note. A, Heart. B, Aorta. Compared with SHR group of eNOS protein, ∗∗P<0. 01.

Figure 5　 Effect of Captopril on protein expression of eNOS in heart and aorta of different aged rats

表 2　 卡托普利对不同周龄心肌和动脉 iNOS and eNOS mRNA 的表达影响(n= 6)
Table 2　 Effect of Captopril on heart and aorta iNOS and eNOS mRNA expression of different aged rats

组别
Groups

周龄(weeks)
Age

心肌 iNOS
Heart iNOS

动脉 iNOS
Aorta iNOS

心肌 eNOS
Heart eNOS

动脉 eNOS
Aorta eNOS

18 0. 80±0. 07∗∗ 0. 44±0. 01∗∗ 0. 26±0. 01## 0. 64±0. 04#

WKY 24 1. 80±0. 03∗∗ 2. 36±0. 33∗∗ 0. 36±0. 04## 0. 36±0. 01##

32 1. 32±0. 19∗∗ 1. 81±0. 27∗∗ 0. 53±0. 17## 0. 30±0. 03##

18 1. 02±0. 03 1. 01±0. 15 0. 97±0. 03 0. 97±0. 13

SHR 24 2. 12±0. 02 5. 79±0. 05 0. 70±0. 05 0. 76±0. 10

32 5. 59±0. 77 4. 64±0. 40 1. 73±0. 06 1. 61±0. 27

18 0. 99±0. 30 1. 05±0. 13 0. 31±0. 03## 0. 32±0. 05##

SHR-K 24 1. 62±0. 20∗ 1. 90±0. 16∗∗ 0. 56±0. 02## 0. 30±0. 03##

32 0. 78±0. 16∗∗ 0. 48±0. 02∗∗ 0. 52±0. 03## 0. 27±0. 02##

注:与 SHR 组 iNOS mRNA 表达比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 SHR 组 eNOS mRNA 表达比较,#P<0. 05,##P<0. 01。
Note. Compared with SHR group of iNOS mRNA,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01. Compared with SHR group of eNOS mRNA, #P<0. 05,##P<0. 01.

表 3　 不同周龄 SHR 心肌和动脉 eNOS 与 iNOS mRNA 表达的比值比较
Table 3　 Heart and aorta eNOS / iNOS mRNA expression of different aged rats

组别
Groups

eNOS / iNOS

18 周龄
18 weeks

24 周龄
24 weeks

32 周龄
32 weeks

心脏 Heart 89. 13±4. 35 30. 73±1. 83 34. 17±1. 72

胸主动脉Aorta 123. 52±12. 95 18. 03±2. 42 46. 68±2. 45
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3　 讨论

　 　 SHR 在血压动态的变化过程中存在着不同程度

的左室肥厚及血管病变,具体表现在左室质量指数的

增加及动脉 Ach 浓度依赖性舒张作用较弱。 目前如

何改善高血压引起的靶器官损害已越来越受研究者

关注,而一氧化氮合酶-一氧化氮系统更是近年来研

究的热点[9]。 NO 是一个活跃的反应性分子,可通过

检测 NO2-含量,在一定程度上正比反映微环境内 NO
水平[10]。 研究表明在高血压进程中,eNOS 和 iNOS
对 NO 的生成具有重要的影响[11]。 eNOS 存在于多

种类型的细胞中,负责正常血管内皮中 NO 的产生,
正常生理情况下,eNOS 催化合成的 NO 参与维持循

环系统的稳态平衡,起到舒张血管、抑制血小板聚集

黏附、血管平滑肌细胞增生等作用。 高血压在病理状

态下,往往伴随着 eNOS 脱偶联的现象,此时 eNOS 不

再产生 NO 而是产生大量的氧自由基,而且过氧化氢

能够刺激 eNOS 在血管壁的过度增加,具有一定的毒

性[12]。 iNOS 只在病理状态下诱导,几秒中即大量合

成 NO,数量可达 10-9 ~ 10-6mol / L,此过程远远超过

eNOS 所产生的 NO,其产生的 NO 可通过杀死微生物

起到抗肿瘤、抗菌和其它侵入微生物等起到宿主防御

作用,同时 iNOS 产生的过量 NO 又具有一定的细胞

毒性作用。
　 　 通过本实验数据分析,我们推测在高血压的发

生和发展中,高血压引起心肌肥厚及血管扩张导致

eNOS 和 iNOS 过度产生,而 eNOS 和 iNOS 过度表达

是对产生大量 NO 的一种反馈机制,其在一定程度

上保护了高血压进程中血压增高对心脏和动脉的

进一步损伤[13]。 然而,在 SHR 高血压进程中,具体

是 eNOS 或者 iNOS 还是两者共同作用生成 NO 存在

着一定的争议[14]。 通过本实验数据分析,18 周龄

时 eNOS mRNA 的表达远远高于 iNOS mRNA 的表

达;24 周龄时,心肌和动脉 iNOS mRNA 和蛋白的表

达均较高,而心肌和动脉 eNOS mRNA 和蛋白的表

达均较低,而且 eNOS / iNOS mRNA 的比例达到了比

较稳定的数值,此时 SHR 血清 NO2
- 浓度明显高于

WKY。 综合本研究我们推测:在 SHR 早期 NO 主要

由 eNOS 产生,SHR 后期(24 ~ 32 周龄以后) NO 主

要由 iNOS 产生。 本研究还对卡托普利的作用方式

进行了新的研究和分析,发现卡托普利在一定程度

上能改善左室肥厚及血管内皮功能,18、24 周龄能

够显著降低 SHR 动脉 iNOS 的表达水平,停药后作

用消失,在 24、32 周龄显著降低 SHR 心肌 iNOS 的

表达水平,对 eNOS 的 mRNA 有改善作用,而对蛋白

基本无作用,推测卡托普利对动脉的调节作用早于

心肌,可能主要干预 iNOS 过度表达而改善心肌和

动脉的功能。
本研究发现随着高血压进程的发展,iNOS 和

eNOS 的表达会随着病情发展过度增加,同时病理

状态下诱导 iNOS 和 eNOS 在体内的大量积聚反过

来影响高血压的发生。 卡托普利能一定程度上抑

制体内 iNOS 和 eNOS 的表达。 高血压心脏和血管

病变与一氧化氮合酶存在一定的相关性,通过改善

一氧化氮合酶-一氧化氮系统以改善心肌和动脉的

功能,为治疗高血压提供一个新的思路。
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Rnf43 缺失促进 Kras 活化突变介导的胰腺癌前病变和恶性转化

成年人中有 8%胰腺囊性病变(pancreatic cystic lesions, PCLs)。 PCLs 是一组无症状、异质性强的良性

肿瘤,其中一部分导管内乳头状黏液性肿瘤(intraductal papillary mucinous neoplasm, IPMN)最终会演变为胰

腺导管腺癌(pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC)。 胰腺癌素有"癌症之王"的称号,确诊后 5 年生存率

约为 10%,预后极差。 由于没有办法鉴别哪些 PCLs 可能发展为胰腺癌,保守监测还是手术干预是临床一大

难题。 因此,寻找此类囊肿发展为癌的分子机制,对于高危 PCLs 和 PDAC 的治疗极为重要。
鉴于 RNF43 失活突变和 KRAS 激活突变在部分 IPMN 和 PDAC 的肿瘤组织中共同出现,北京协和医学

院-中国医学科学院基础医学研究所张宏冰教授率领的研究团队分别构建了胰腺 Rnf43 敲除和 Kras 激活

(Rnf43- / -; KrasG12D)小鼠,这些小鼠出现胰腺囊性肿瘤,随后出现胆管、十二指肠的侵袭及肺部的转移,生存

期缩短,而 wnt / β-catenin 通路抑制剂 LGK974 能明显延长小鼠生存。
综上所述,RNF43 是一种预防胰腺恶性转化的肿瘤抑制因子,RNF43 失活突变是 PCLs 癌变的高危因

素,对 RNF43 / KRAS 变异胰腺囊肿应尽早外科手术和用Wnt / β-catenin 信号通路抑制剂靶向治疗。 本项研究

为鉴别高危胰腺囊肿病人,精准治疗胰腺囊肿和胰腺癌患者提供了依据。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal Models and Experimental Medicine, 2022,

5(1): 61-71; https: / / doi.org / 10.1002 / ame2.12203)。
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腺嘌呤诱导慢性肾病大鼠模型中 HIF-1α、RhoA、
SOX9 的表达及意义

毛海霞1,2,康　 婷1,2,吴蔚桦1,2,朱婷婷1,2,张丽玲1,2,欧三桃1,2∗

(1.西南医科大学附属医院肾病内科,四川 泸州　 646000;
2.四川省肾脏疾病临床医学研究中心,四川 泸州　 646000)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察腺嘌呤诱导大鼠慢性肾病模型中 HIF-1α、RhoA 和 SOX9 的表达及其与肾间质纤维化的

关系。 方法　 将 20 只大鼠随机分为对照组(Con 组)和模型组(腺嘌呤诱导的 CKD 大鼠模型)。 分别于第 3、6 周

处死大鼠。 观察肾形态改变;分别检测大鼠肾功及 24 h 尿蛋白水平;HE 染色观察肾病理变化;天狼星红染色观察

肾小管间质纤维情况;免疫组化染色观察肾组织中 HIF-1α、RhoA、SOX9、Col-I 和 α-SMA 蛋白的表达;RT-PCR 检测

大鼠肾 HIF-1α、RhoA 和 SOX9 和 Col-I、α-SMA mRNA 水平,分析 HIF-1α、RhoA 和 SOX9 表达程度与肾小管间质纤

维化的相关性;ELISA 检测两组大鼠血清 SOX9 水平。 结果　 与 Con 组相比,CKD 组大鼠 24 h 尿蛋白和血清 BUN、
Scr 均明显增加(P<0. 05);CKD 组 HE 染色和天狼星红染色见明显肾小管扩张及间质纤维化,且随时间进展加重;
免疫组化及 RT-PCR 均提示 CKD 组 HIF-1α、RhoA、SOX9 蛋白及 mRNA 表达均增加;CKD 组大鼠血清中 SOX9 水平

较对照组升高,且随造模时间延长增加。 相关性分析提示 HIF-1α、RhoA、SOX9 mRNA 表达与 Col-I 和 α-SMA 相关,
且 HIF-1α、RhoA、SOX9 三者也存在正相关关系。 结论 　 在腺嘌呤诱导的 CKD 大鼠模型中,存在 HIF-1α、RhoA、
SOX9 的高表达,且可能与肾间质纤维化进程密切相关;血清 SOX9 的水平有望成为早期诊断 CKD 的分子标记物。

【关键词】 　 慢性肾病;HIF-1α;RhoA;SOX9
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Expression and significance of HIF-1α, RhoA and SOX9 in rats with adenine-
induced chronic kidney disease

MAO Haixia1,2, KANG Ting1,2, WU Weihua1,2, ZHU Tingting1,2, ZHANG Liling1,2, OU Santao1,2∗

(1. Department of Nephrology, Affiliated hospital of Southwest Medical University, Luzhou 646000, China.
2. Sichuan Clinical Research Center for Nephropathy, Luzhou 646000)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To observe expression of HIF-1α, RhoA and SOX9 proteins in kidneys and to determine
their relationship with tubulointerstitial fibrosis in rats with adenine-induced chronic kidney disease. Methods　 Twenty rats
were randomly divided into a control ( Con) group and model group ( adenine-induced CKD rat model) . The rats were
sacrificed after 3 and 6 weeks. Morphological changes of the kidney were observed and the renal functions and 24 h urinary
protein were assessed. Renal pathological changes were observed by HE staining and interstitial fibers of renal tubules were



observed by Sirius red staining. Immunohistochemical staining was used to observe expression of HIF-1α, RhoA, SOX9,
Col-I and α-SMA proteins in renal tissue. HIF-1α, RhoA, SOX9, Col-I and α-SMA mRNA levels in the kidney were
measured by RT-PCR and the relationship between the expression levels of HIF-1α, RhoA and SOX9, and renal tubular
interstitial fibrosis was analyzed. The expression level of SOX9 in serum of the two groups was measured by an ELISA.
Results　 Compared with the Con group, 24 h urinary protein, serum BUN and Scr in the CKD group were increased
significantly (P<0. 05). In the CKD group, HE staining and Sirius red staining showed obvious renal tubule dilatation,
interstitial fibrosis and aggravation over time. Immunohistochemistry and RT-PCR showed that the expression of HIF-1 α,
RhoA and SOX9 was increased in the CKD group and the serum level of SOX9 in the CKD group was higher than that in the
control group, which was increased over time. Correlation analysis showed that the mRNA expression of HIF-1α, RhoA and
SOX9 was correlated with Col-I and α-SMA, and there was a positive correlation among HIF-1α, RhoA and SOX9.
Conclusions　 HIF-1α, RhoA and SOX9 are highly expressed in the adenine-induced CKD rat model, which may be
closely related to the progression of renal interstitial fibrosis. Moreover, the serum level of SOX9 is expected to be a
molecular marker for early diagnosis of CKD.

【Keywords】　 chronic kidney disease; HIF-1α; RhoA; SOX9

　 　 慢性肾病(chronic kidney disease,CKD)是一种

以肾功能丢失逐渐加重为特征的进展性疾病[1],已
成为全球的重大公共健康问题,是导致世界人口死

亡的主要疾病[2]。 CKD 发病机制复杂多样,其中肾

小管间质纤维化( tubulointerstitial fibrosis,TIF)是其

最常见的病理特征和 CKD 进展的共同途径[3]。 影

响肾间质纤维化的因素众多,涉及多种信号因子和

信号通路调控系统。 上皮间充质转化 ( epithelial-
mesenchymal transition,EMT)可通过改变分泌的细

胞外基质促进 TIF 的发展,其中,缺氧参与并促进了

该过 程 的 发 生、 发 展[4-5]。 缺 氧 诱 导 因 子-1α
(hypoxia-inducible factor-1α,HIF-1α)作为缺氧敏感

的关键转录因子,被证实与肾纤维化有关[6-7]。 近

年来,RhoA / ROCK 信号通路被证实在促进肾纤维

化方面起到积极作用[8],而 SOX9 作为下游因子发

挥作用,HIF-1α 同时也是 RhoA 转录的重要调节因

子[9]。 缺氧可通过 HIF-1α 激活 RhoA / ROCK 信号

通路来诱导细胞骨架损伤和重塑,KEGG 信号通路

显示 SOX9 参与 HIF-1α 信号通路[10],但 HIF-1α 是

否可通过 RhoA、SOX9 发挥促进肾间质纤维化的作

用,目前尚无相关报道。 因此,本研究主要观察

HIF-1α、RhoA 和 SOX9 在腺嘌呤诱发大鼠 CKD 模

型中的表达以及与 CKD 肾间质纤维化的关系,以进

一步探讨 CKD 肾间质纤维化的发病机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 5~6 周龄雄性 SD 大鼠 20 只,体重 180
~240 g,购自西南医科大学实验动物中心[ SCXK
(川)2018-0017]。 饲养于西南医科大学动物研究

中心[SYXK(川)2018-0065]。 该实验经西南医科

大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 批 ( IACUC-
SWMU20210350),并遵循实验动物的 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 腺嘌呤 ( V900471-100G, Sigma 公司,美国);
HIF-1α 抗 体、 SOX9 抗 体 ( ab8366, ab185230,
Abcam,英国);RhoA 抗体(10749-1-AP,武汉三鹰公

司);Col-I 抗体 ( BS1530, bioworld 公司,美国);α-
SMA 抗体(19245S,CST 公司,美国);SABC 试剂盒

(bioworld 公司,美国);RNA 提取试剂盒、RNA 逆转

录试剂盒、荧光定量 PCR 试剂盒(R701、R323-01、
Q711-02 / 03,南 京 维 诺 赞 公 司 ); HIF-1α、 RhoA、
SOX9、Col-I、α-SMA 和 GAPDH 上下游引物(上海生

工生 物 工 程 有 限 公 司 ); SOX9 ELISA 试 剂 盒

(30899,泉州睿信生物科技有限公司)。 全自动生

化分析仪(西门子,德国);光学显微镜(Nikon 公司,
日本);RNA 逆转录仪(Eppendorf 公司,德国);RT-
PCR 仪 ( Eppendorf 公 司, 德 国 ); 自 动 酶 标 仪

(BioTek 公司,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组及造模

　 　 将 20 只大鼠随机分为对照组(n = 10)和 CKD
组(n= 10)。 所有大鼠自由进食普通饲料、饮水,昼
夜节律光照,室温喂养,适应性喂养 1 周后,开始实

验。 CKD 组给予 250 mg / (kg·d)的 2. 5%腺嘌呤混

悬液每天灌胃,1~3 周每天灌胃 1 次,4~6 周每天减

半灌胃 1 次;对照组给予等量生理盐水灌胃。
1. 3. 2　 留取血、尿、肾组织标本　
　 　 造模后第 3、6 周时,分别处死两组大鼠各 5 只;
处死前 24 h 将大鼠置于清洁的代谢笼中,收集 24 h
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尿液测定 24 h 尿蛋白,行 10%戊巴比妥麻醉后经腹

主动脉采血,离心后取血清分装并保存于-80℃冰

箱待用,部分血清用于行肾功能检测,部分用于

ELISA 检测;处死后取右肾称重及行剖面观察,左肾

部分肾组织于 10%中性福尔马林中浸泡固定,制作

石蜡切片(4 μm),用作形态学观察,部分肾组织冻

存于-80℃冰箱中备用。
1. 3. 3　 肾组织形态学观察

　 　 HE 染色:取大鼠肾组织石蜡切片,二甲苯脱蜡

至水后行苏木素液、伊红复染,透明,中性树胶封

片。 于光镜下观察肾组织病理改变。
天狼星红染色:切片脱蜡至水,苏木素液染 3~5

min,水洗后天狼星红染液染 15 ~ 30 min,无水乙醇

直接分色与脱水,二甲苯透明,风干后中性树胶封

片,镜检。
1. 3. 4　 免疫组化染色检测肾组织中 HIF-1α、RhoA、
SOX9、Col-I 和 α-SMA 蛋白的表达

　 　 肾组织切片 60℃脱蜡水化,热抗原修复,免疫

组化笔画圈围住组织,灭活内源酶活性,封闭非特

性位点,依次添加一抗、二抗、ABC 复合物、DAB 显

色液,苏木素复染,脱水晾干后中性树胶封片,显微

镜下观察。
1. 3. 5　 RT-PCR 检测大鼠肾 HIF-1α、RhoA 和 SOX9
和 Col-I、α-SMA mRNA
　 　 取冻存肾组织,按说明书提取总 RNA,再将

RNA 逆转录为 cDNA。 设计 HIF-1α、RhoA、SOX9、
Col-I 和 α-SMA 引物序列,见表 1 参照试剂盒行体

外 PCR 扩增,记录 PCR 反应的循环阈值(CT 值),
以 2-△△CT表示目的基因的相对表达量。
1. 3. 6　 ELISA 检测血清 SOX9 水平

　 　 取大鼠血清,按照 ELISA 试剂盒操作步骤,并
用酶标仪在 450 nm 波长下测定吸光度(OD 值),通
过标准曲线计算样品中 SOX9 含量。

1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS 20. 0 软件进行统计学分析,计量资

料采用平均数±标准差(􀭰x±s)表示,两组间比较采用

独立样本 t 检验,多组间比较采用单因素方差分析,
两变量间的相关性分析用 Pearson 检验,以 P<0. 05
为有差异,具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 肾整体和切面大体病理改变及肾重、肾重 /体
重比较

　 　 对照组大鼠肾大小形态正常,呈暗红色,触之

有弹性,切面皮髓质界限分明;CKD 组大鼠肾呈“大
白肾”,体积变大,色灰白,质韧,触之有颗粒感,且
切面皮髓质稍模糊。 CKD 组肾重、肾重 /体重均比

对照组增加,且差异具有统计学意义(P<0. 05)。 见

表 2、图 1。
2. 2　 两组大鼠肾功能及 24 h 尿蛋白定量比较

　 　 CKD 组大鼠肾功能指标(BUN、Scr)和 24 h 尿

蛋白定量在 3、6 周较对照组均明显升高,且差异具

有统计学意义(P<0. 05)。 见表 3。
表 1　 荧光定量 PCR 引物序列表

Table 1　 Sequence table of primers for RT-PCR
基因
Gene

引物序列
Primer sequence

HIF-1α Forward, 5’-CTCCCTTTTTCAAGCAGCAG-3’
Reverse, 5’-GCTCCATTCCATCCTGTTCA-3’

RhoA Forward, 5’-GCTTGTGGTAAGACATGCTTGCTC-3’
Reverse, 5’-GGCCTCAGACGGTCATAATCTTCC-3’

SOX9 Forward, 5’-CTCCTACTACAGCCACGCAG-3’
Reverse, 5’-AGCTGTGTGTAGACGGGTTG-3’

Col-I Forward, 5’-GGATCGACCCTAACCAAGCC-3’
Reverse, 5’-GATCGGAACCTTCGCTTGCA-3’

α-SMA Forward, 5’-GCGTGGCTATTCCTTCGTGACTAC-3’
Reverse, 5’-CCATCAGGCAGTTCGTAGCTCTTC-3’

GAPDH Forward, 5’-CCCCCAATGTATCCGTTGTG-3’
Reverse, 5’-TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3’

表 2　 两组大鼠肾重、肾重 /体重比较(n= 5)
Table 2　 Comparison of kidney weight and kidney weight / body weight between two groups of rats

组别
Groups

3 周
3 weeks

6 周
6 weeks

对照组
Con group

模型组
CKD group

对照组
Con group

模型组
CKD group

肾重
Weight of kidney 1. 316±0. 112 4. 482±1. 293∗∗ 1. 404±0. 111 4. 092±0. 455∗∗

肾重 / 体重
Kidney weight / body weight 0. 004±0. 001 0. 018±0. 004∗∗ 0. 003±0. 000 0. 016±0. 002∗∗

注:与同期对照组相比, ∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the Con group, ∗∗P<0. 01.
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2. 3　 肾组织病理改变

　 　 HE 染色可见对照组第 3、6 周大鼠肾组织结构

清晰,无明显异常。 CKD 组大鼠肾组织随时间进展

结构变得紊乱,肾小球数量逐渐减少,囊腔扩张明

显,肾小管扩张伴棕黄色颗粒沉积。 天狼星红染色

见对照组大鼠肾间质无明显胶原沉积,而 CKD 组大

鼠肾间质明显红染,胶原纤维较为丰富,且随时间

进展其程度加重。 见图 2。
2. 4 　 肾组织 HIF-1α、 RhoA、 SOX9、 Col-I 和 α-
SMA 免疫组化

　 　 免疫组化结合 Image Pro Plus 分析结果显示,对
照组大鼠可见肾小管 HIF-1α、RhoA、SOX9 表达较

少,且主要集中在靠近肾小球的周围。 CKD 组大鼠

肾小管及间质可见较多棕黄色颗粒沉积,提示 HIF-
1α、RhoA、SOX9 的表达较多,且随时间进展其表达

逐渐增强,肾小球上也有不均匀表达。 Col-I 和

　 　 　

α-SMA 蛋白在对照组肾间质表达较少,而在 CKD
组肾间质显著表达,且随时间进展其表达程度加

重。 见图 3。

图 1　 两组大鼠肾大体病理改变

Figure 1　 Pathologic change between two groups of rats

表 3　 两组大鼠肾功及 24 h 尿蛋白定量比较(n= 5)
Table 3　 Comparison of renal function and 24 h urinary protein quantity between two groups of rats

组别
Groups

3 周
3 weeks

6 周
6 weeks

对照组
Con group

模型组
CKD group

对照组
Con group

模型组
CKD group

尿素氮(mmol / L)
BUN 6. 26±0. 65 54. 44±19. 70∗∗ 5. 80±0. 67 71. 80±31. 59∗∗

肌酐(μmol / L)
Scr 29. 36±7. 34 215. 10±55. 82∗∗ 24. 04±1. 18 199. 40±46. 56∗∗

24 h 尿蛋白定量(g / 24 h)
24 h urine protein 13. 32±1. 50 23. 32±2. 64∗∗ 10. 45±10. 45 28. 75±5. 52∗∗

注:与同期对照组相比,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the Con group, ∗∗P<0. 01.

注:A:HE 染色结果,B:天狼星红染色结果。

图 2　 两组大鼠肾组织 HE 染色及天狼星红染色

Note. A, HE staining. B, Sirius red staining.

Figure 2　 HE staining and Sirius red staining in the two groups of rats
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注:与同期对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与前一时间 CKD 组相比,##P<0. 01。

图 3　 免疫组化结果

Note. Compared with the Con group, ∗P<0. 01, ∗∗P<0. 01. Compared with the previous time point of CKD group, ##P<0. 01.

Figure 3　 Immunohistochemical results of renal tissue

2. 5　 肾组织 HIF-1α、RhoA 和 SOX9 和 Col-I、α-
SMA mRNA 表达情况

　 　 与对照组相比,CKD 组大鼠肾 HIF-1α、和 SOX9
mRNA 水平随时间进展均明显增加,且 HIF-1α 和

SOX9 mRNA 在各时间点的差异均具有统计学意

义,RhoA 在第 6 周时差异具有统计学意义;CKD 组

大鼠各时间点肾 Col-I、α-SMA mRNA 均较对照组升

高,且差异具有统计学意义。 见图 4。
2. 6　 相关性分析

　 　 采用 Pearson 对各指标进行相关性分析,结果提

示 HIF-1α、RhoA 和 SOX9 mRNA 表达与 Col-I mRNA
表达呈显著正相关(r = 0. 993,P<0. 000;r = 0. 864,P<
0. 000;r = 0. 957,P < 0. 000);HIF-1α、RhoA 和 SOX9
mRNA 表达与 α-SMA mRNA 也呈明显正相关( r =
0. 820,P = 0. 001;r = 0. 758,P = 0. 004;r = 0. 779,P =
0. 003)。 随后,进一步分析 HIF-1α、RhoA 和 SOX9 之

间的相关性,发现其两两间均存在显著正相关(HIF-
1α 与 RhoA mRNA r = 0. 871,P < 0. 000;HIF-1α 与

SOX9 mRNA r = 0. 944, P < 0. 000; RhoA 和 SOX9
mRNA r=0. 715,P=0. 009)。 见图 5。
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注:与同期对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与前一时间 CKD 组相比,##P<0. 01。

图 4　 两组大鼠肾 mRNA 相对表达量

Note. Compared with the Con group, ∗P<0. 01, ∗∗P<0. 01. Compared with the previons time point of CKD group, ##P<0. 01.

Figure 4　 Relative mRNA expression of the kidneys in the two group of rats

图 5　 mRNA 相关性分析

Figure 5　 Correlation analysis of the mRNA
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2. 7　 大鼠血清 SOX9 的水平

　 　 3 周大鼠对照组血清中 SOX9 水平为(13.63±1.
595) ng / mL,CKD 组为(16.16±1.390) ng / mL;6 周

大鼠对照组血清中 SOX9 水平为(12.63±1.540) ng /
mL,CKD 组为(18.27±1.334) ng / mL。 CKD 组大鼠

血清中 SOX9 水平较同期对照组均升高,且差异均

具有统计学意义(P<0.01);血清 SOX9 水平随造模

时间延长而增加,差异具有统计学意义(P<0.05)。
2. 8　 血清 SOX9 水平与肾功能、24 h 尿蛋白的相

关性分析

　 　 用 Pearson 检验得出:血清中 SOX9 水平与尿素

氮、肌酐、24 h 尿蛋白定量均存在正相关关系( r1 =
0. 759,P= 0. 000;r2 = 0. 757,P = 0. 000;r3 = 0. 822,P
= 0. 000)。 见图 6。

图 6　 血清 SOX9 水平与肾功、24 h 尿蛋白定量的相关性分析

Figure 6　 Correlation analysis of SOX9 with renal function and 24 h urinary protein quantity

3　 讨论

　 　 CKD 最常见的病理表现是肾纤维化,主要包括

肾小球硬化、肾小管萎缩和肾间质纤维化。 而肾间

质纤维化作为发展为终末期肾病的主要病变之一,
涉及信号通路繁多,目前研究较多的有 TGF-β /
Smad3、JAK / STAT 和 PI-3K 通路等[11],但并不能完

全解释其进展过程。 近年来研究发现,在慢性肾病

组织中普遍存在缺氧状态,而缺氧主要可通过缺氧

诱导因子(HIF-1)途径来促进肾间质纤维化从而参

与慢性肾病的进展。 既往研究表明 RhoA 和 SOX9
均与 HIF-1 相关,且都不同程度参与肾间质纤维化

过程,因此本研究通过检测 HIF-1、RhoA 和 SOX9 表

达及相关肾纤维化指标,探讨 HIF-1、RhoA 和 SOX9
是否参与了 CKD 的肾间质纤维化过程。

腺嘌呤灌胃诱导 CKD 主要是通过促进肾小管

间质纤维化、肾小管萎缩和晶体形成,能较好的模

拟人类的正常 CKD 的发展,故成为广泛采用的诱导

CKD 的造模方式[12-13]。 本实验采用腺嘌呤灌胃,可
见模型组大鼠肾呈“大白肾”改变,肾功能下降且 24

h 尿蛋白定量升高,且 HE 染色发现肾结构紊乱伴

肾小管明显扩张,天狼星红染色发现 CKD 组胶原纤

维沉积且其纤维化程度随时间进展加重,证实腺嘌

呤诱导 CKD 大鼠模型成功。
HIF-1α 是缺氧诱导因子家族中的一员,普遍存

在于人和哺乳动物的细胞内,可以激活下游 100 多

种与缺氧相关的因子转录表达,主要通过调控细胞

增殖、自噬,炎症,氧化应激等介导细胞产生缺氧应

答,近年来发现其与慢性病的发生发展密切相

关[14]。 CKD 时, HIF-1α 可通过激活 NF-β、 EPO、
GLUT-1、IGF-1 和 INOS 发生等促进肾间质成纤维细

胞向肌成纤维细胞转化,进而促进肾间质纤维化,
同时还可促进血管生成[15]。 本研究发现在腺嘌呤

诱发的 CKD 大鼠肾小管上皮细胞胞核中存在 HIF-
1α 的高表达,其 mRNA 水平同等高表达,且其表达

与肾纤维化因子 Col-I、α-SMA mRNA 呈显著正相

关,提示 HIF-1α 可能参与并促进了 CKD 的肾间质

纤维化过程,与既往类似研究结果一致。 其次,HIF-
1α 与 RhoA 和 SOX9 mRNA 的表达也高度相关,且
RhoA 和 SOX9 在肾小管上皮细胞核中均明显高表

达。 既往研究发现在乳腺癌中 HIF-1α 可激活

RhoA / RhoA 轴,导致细胞和基质收缩[16]。 在肿瘤、
肺动脉高压等多种疾病中都证实了 HIF-1α / RhoA
轴的存在,但与 CKD 的相关研究较少,本研究发现

在 CKD 间质纤维化中,HIF-1α 与 RhoA 存在相关关

系,但还需进一步研究证实。
RhoA 作为研究最透彻的 RhoA-GTP 酶的家族

成员,在调节细胞骨架蛋白,细胞形态和迁移、调控

细胞增殖和转录等方面发挥了巨大的作用,因此,
是目前研究的热点之一。 晚近发现其转录主要受

c-Myc、HIF-1α / 2α、Stat 6 和 NF-κB 等调控,下游可

激活 MAL、 AP-1、 NF-κB、 YAP / TAZ、 β-catenin 和

SOX9 等发挥生物活性作用[9]。 多项研究也表明,
RhoA 通过不同通路参与并促进了肾间质纤维化的
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进程[8,17-18]。 本研究也发现 RhoA 在 CKD 组大鼠肾

小管上皮细胞核中高表达,且其 mRNA 水平与 Col-I
和 α-SMA mRNA 表达呈正相关,进一步证明了

RhoA 可能促进肾间质纤维化从而参与 CKD 的进

展。 RhoA 与 SOX9 mRNA 表达呈明显正相关关系,
表明 RhoA 可能通过激活 SOX9 在肾间质纤维化的

进程中发挥作用。
SOX9(sex-determining region Y box9)参与早期

胚胎的多种器官的发育成熟,也与肿瘤的发生有

关。 近年来发现其可介导上皮细胞间质转分化和

通过促进细胞外基质的产生参与器官纤维化。 然

而,SOX9 在肾间质纤维化中的研究相对较少,目前

有研究表明 SOX9 可通过 PI3K-AKT 途径促进肾小

管间质转分化和细胞外基质沉积[19]。 同时,大量研

究表明在急性肾损伤后 SOX9 表达增强,可促进肾

内源 性 的 修 复, 从 而 延 缓 肾 间 质 纤 维 化 的 发

生[20-21]。 因此 SOX9 可能在早期肾损伤中起保护

作用,在晚期肾损伤中起促进作用,但在肾间质纤

维化中的具体作用还需要更深入的研究来证明。
本研究发现随 CKD 进展,SOX9 在肾小管上皮细胞

中高表达,在 6 周达高峰,且其 mRNA 水平与 Col-I、
α-SMA mRNA 呈显著正相关,表明在 CKD 模型中存

在 SOX9 的表达增强,且其表达可能参与并促进了

肾间质纤维化过程,进一步证实了关于 SOX9 在肾

间质纤维化的作用[22]。 此外,本研究同时还发现血

清 SOX9 水平在 CKD 大鼠中明显升高,与对照组相

比差异具有统计学意义,且 CKD 组 6 周较 3 周表达

进一步升高,表明其血清水平随 CKD 进展而上升。
Nakagawa 等[23] 提出 SOX9 可作为提示肾小管损伤

和间质纤维化的新型标志物,但目前尚无在血清学

方面的报道,而本研究结果提示血清 SOX9 水平可

能在一定程度上诊断 CKD 以及提示 CKD 病程的

进展。
综上,本研究发现在腺嘌呤诱导的 CKD 大鼠模

型中,存在 HIF-1α、RhoA 和 SOX9 的激活,且其表达

增加可能与肾间质纤维化有关,今后还应进一步研

究验证该通路并证明抑制其激活有助于抑制肾间

质纤维化的发展,进而减缓 CKD 进程。 此外血清

SOX9 水平有望成为早期诊断 CKD 以及提示其病情

进展的新型标志物。
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1,25(OH) 2 D3 通过抑制 TLR2 / NF-κB 信号通路

保护实验性自身免疫性甲状腺炎大鼠甲状腺功能研究

赵　 慧1,陈文文1∗,朱丽萍1,葛　 鸿2

(1.青岛市中医医院(市海慈医院)内分泌科,山东 青岛　 266033;2.青岛市中医医院(市海慈医院)神经外科,山东 青岛　 266033)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于 TLR2 / NF-κB 信号通路研究 1,25(OH) 2D3 对实验性自身免疫性甲状腺炎大鼠的保护作

用机制。 方法　 将大鼠随机分为对照组、模型组、硒酵母片对照组和 1,25(OH) 2D3 低、中、高剂量组。 除对照组

外,其余大鼠采用皮下注射甲状腺球蛋白(PTg)建立自身免疫性甲状腺炎大鼠模型,1,25(OH) 2D3 低、中、高剂量

组分别给予腹腔注射 0. 5、1. 0、1. 5 μg / kg 1,25(OH) 2D3 注射剂,对照组和模型组注射等量蒸馏水,硒酵母片对照

组注射等量硒酵母混悬液(每天 1 次),连续 4 周。 观察大鼠甲状腺组织变化,检测大鼠甲状腺功能因子、血清炎性

因子、甲状腺自身抗体含量及 TLR2 / NF-κB 信号通路相关蛋白水平及基因表达量。 结果 　 与模型组大鼠比较,
1,25(OH) 2D3 各组大鼠血清游离三碘甲状腺原氨酸(FT3)、游离甲状腺素(FT4)及促甲状腺激素(TSH)水平、甲状

腺球蛋白抗体(TGAb)、甲状腺过氧化物酶抗体(TPOAb)、白细胞介素-6(IL-6)、白细胞介素-12( IL-12)、肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)及甲状腺组织 TLR2、MyD88、TRAF-6 和 NF-κB mRNA 和蛋白表达均不同程度降低,而白细胞介素

-10(IL-10)不同程度增加,高剂量 1,25(OH) 2D3 组与模型组差异具有统计学意义(P< 0. 05)。 结论 　 1,25
(OH) 2D3 对自身免疫性甲状腺炎大鼠的甲状腺功能有一定的改善作用,并能提高自身免疫抗体水平,其机制可能

与 1,25(OH) 2D3 抑制 TLR2 / NF-κB 信号通路活性,从而调控 IL-6、IL-10、IL-12 和 TNF-α 等炎症因子释放有关。
【关键词】 　 1,25(OH) 2D3;自身免疫甲状腺炎;大鼠;TLR2;NF-κB
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1,25(OH) 2D3 protects thyroid functions in experimental autoimmune thyroiditis
rats by inhibiting the TLR2 / NF-κB signaling pathway

ZHAO Hui1, CHEN Wenwen1∗, ZHU Liping1, GE Hong2

(1. Department of Endocrinology, Qingdao Hospital of Traditional Chinese Medicine (Hiser Hospital), Qingdao 266033, China.
2. Department of Neurosurgery, Qingdao Hospital of Traditional Chinese Medicine (Hiser Hospital), Qingdao 266033)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To study the protective mechanism of 1, 25 ( OH) 2D3 in experimental autoimmune
thyroiditis rats based on the TLR2 / NF-κB signaling pathway. Methods　 Rats were randomly divided into control, model,
and selenium yeast tablet control groups, and 1,25(OH) 2D3 low, medium and high dose groups. Except for the control
group, the rats were injected subcutaneously with thyroglobulin (PTg) to establish an autoimmune thyroiditis model. The
low, medium and high dose groups of 1,25(OH) 2D3 were injected intraperitoneally with 0. 5, 1. 0 and 1. 5 μg / kg 1,25
(OH) 2D3, the control and model groups were injected with the same amount of distilled water and selenium yeast tablets,
and the control group was injected with the same amount of selenium yeast suspension (once a day) for 4 weeks. Thyroid



function factors, serum inflammatory factors, thyroid autoantibodies, TLR2 / NF-κB signaling pathway-related protein
levels, and gene expression were analyzed. Results 　 Compared with autoimmune thyroiditis rats, serum free thyroid
glycine, free thyroxine, thyroid-stimulating hormone, thyroglobulin antibody, and thyroid peroxidase antibody, and
interleukin (IL)-6, IL-12, tumor necrosis factor α (TNF-α), thyroid tissue TLR2, MyD88, TRAF-6 and NF-κB mRNA
and protein expression were reduced, and IL-10 was increased in 1,25(OH) 2D3 group rats. The difference between high
dose 1,25(OH) 2D3 and model groups was statistically significant (P<0. 05). Conclusions　 1,25(OH) 2D3 improves the
thyroid functions of rats with autoimmune thyroiditis and increases the level of autoimmune antibodies. The mechanism may
be related to inhibition of the TLR2 / NF-κB signaling pathway by 1, 25 ( OH) 2D3, which regulates the release of
inflammatory factors such as IL-6, IL-10, IL-12 and TNF-α.

【Keywords】　 1,25(OH) 2D3; autoimmune thyroiditis; rats; TLR2; NF-κB

　 　 自身免疫性甲状腺疾病 ( autoimmune thyroid
disease,AITD)是病变部位主要发生在甲状腺的自

身免疫性疾病,主要包括 Grave 病(GD)和桥本甲状

腺炎(hashimotos thyroiditis,HT),其发病机制复杂,
涉及遗传、免疫和环境等多种因素[1-2]。 目前的研

究发现,AITD 与甲状腺细胞炎症相关信号转导异

常、炎症反应有关[3],而维生素 D 在机体多种自身

免疫性疾病中起调节免疫系统、增强固有免疫系统

和抑制抑制适应性免疫系统的作用[4]。 1,25 二羟

基维 生 素 D3 ( 1, 25-dihydroxy vitamin D3, 1, 25
(OH) 2D3)是维生素 D 在体内的主要活性代谢产

物,通过与细胞内的特异性维生素 D 受体( vitamin
D receptor, VDR)结合在机体骨钙代谢、细胞生长和

分化中发挥重要作用[5-6]。 大量的研究表明,维生

素 D 与 AITD 相关,缺乏维生素 D 可能增加罹患

AITD 的风险,但关于其对 AITD 的作用机制及其对

机体自身免疫情况的研究还较为缺乏[7-10]。 因此,
本研究建立实验性自身免疫性甲状腺炎大鼠模型,
研究 1,25(OH) 2D3 对自身免疫性甲状腺炎大鼠免

疫指标及以 TLR2 / NF-κB 信号通路的影响,以期为

自身免疫性甲状腺炎的临床治疗提供参考依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 SD 雄性健康大鼠 120 只,4 ~ 5 周龄,体
重(200±10)g,由青岛博隆实验动物有限公司提供

[SCXK(鲁)2017-0006]。 所有动物饲养于青岛市

中医医院动物中心[SYXK(鲁)2018-0026]暂养,温
度保持在 21℃ ~25℃,相对湿度为 50% ~60%,自然

光照明,自由进食进水,保持饲养环境清洁,适应性

饲喂 1 周后进行实验分组和造模。 所有实验动物经

青岛市中医医院实验伦理委员会审核并批准

(IACUC-2018-0141),实验过程遵循 3R 原则。

1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 1,25(OH) 2D3 注射剂(江苏吴中医药集团有限

公司, 15 mg / mL, 批号 130232); 完全弗氏佐剂

(complete Freund’ s adjuvant,CFA)、不完全弗氏佐

剂(incomplete Freund’ s adjuvant,IFA) (美国 Sigma
公司);大鼠甲状腺球蛋白 ( mouse thyroglobulin,
mTg)(上海源叶生物科技有限公司);血清游离三碘

甲状腺原氨酸(free triiodothyronine, FT3)、血清游离

甲状腺素 ( free thyroxine, FT4) 及促甲状腺激素

(thyroid stimulating hormone,TSH)放射免疫分析试

剂盒(北京北方生物技术研究所);白细胞介素-6
(interleukin-6, IL-6)、IL-10、IL-12 及肿瘤坏死因子

-α(Tumor necrosis factor, TNF-α)酶联免疫吸附法

(ELISA)检测试剂盒(上海广锐生物科技有限公

司); 甲状腺球蛋白抗体 ( thyroglobulin antibody,
TGAb)、甲状腺过氧化酶抗体 ( thyroid peroxidase
antibody, TPOAb) (武汉基因美生物科技有限公

司);兔抗大鼠 TLR2、NF-κB、MyD88、TRAF-6 抗体,
β-actin 蛋白抗体(英国 Abcam 公司);DAB 显色试

剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司);HRP 标记

羊抗兔 IgG(上海拜沃生物科技有限公司);TRIzol
总 RNA 提取试剂(Invitrogen 公司);RNA 反转录试

剂盒(日本 TaKaRa 公司);SYBR Greeb PCR Master
Mix 试剂盒(美国 Bio-Rad 公司);RIPA 裂解液(上
海碧云天生物技术有限公司);超敏化学发光试剂

盒(瑞士 Thermo 公司);HE 染色试剂盒(南京建成

生物工程研究所)。
CX41 型光学显微镜购自日本 Olympus 公司;

ChemiDoc XRS 型凝胶成像仪购自美国 Bio-Rad 公

司;Centrifuge 5430R 低温高速离心机购自德国

Eppendorf 公司;HM 340E 切片机购自赛默飞世尔

(中国)有限公司;UV2100 型紫外分光光度计(日本

岛津有限公司)。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物造模

　 　 按照参考文献[11] 对除对照组外的实验大鼠进

行造模,对造模大鼠给予 100 μg 的 mTg+CFA 皮下

注射,连续 2 周,每周 1 次,完成大鼠初次免疫;从第

3~6 周,再对造模大鼠给予相同剂量的 mTg+CFA
皮下注射进行重复免疫,对照组大鼠给予水+CFA
皮下注射,注射时间及次数与模型组一致。 第 7 周

取造模大鼠眶静脉血,采用 ELISA 法测定血清

TPOAb 水平,TPOAb>60 IU / mL 即为造模成功。 造

模过程中死亡 3 只大鼠,造模成功率为 97%。
1. 3. 2　 分组及给药

　 　 将造模成功大鼠按随机数字表法分为模型组

和 1,25(OH) 2D3 低、中、高剂量组,每组 15 只。 从

第 7 周开始对治疗组大鼠进行药物干预,低、中、高
剂量组每天给予大鼠腹腔注射 0. 5、1. 0、1. 5 μg / kg
1,25(OH) 2D3 注射剂,对照组和模型组注射等量蒸

馏水,硒酵母片对照组注射硒酵母混悬液 (每天

1 次),连续干预 4 周。
1. 3. 3　 HE 染色

　 　 末次给药后麻醉处死大鼠,摘取大鼠甲状腺组

织,采用 4%多聚甲醛溶液固定大鼠甲状腺组织

1 周,经乙醇脱水、石蜡包埋、苏木精-伊红(HE)染
色后切片(5 μm),光学显微镜下观察各组大鼠甲状

腺组织病理结构改变,应用 Image J 图像分析软件统

计细胞核数和甲状腺滤泡面积。
1. 3. 4　 大鼠血清甲状腺激素、自身免疫抗体及炎性

因子检测

　 　 末次给药后麻醉大鼠,采集心脏血 2 mL,离心

20 min(3000 r / min),收集上清液,采用 ELISA 试剂

盒按操作规程检测各组大鼠血清自身免疫抗体

(TGAb、TPOAb) 水平及炎性因子 ( IL-6、 IL-10、 IL-
12、TNF-α)水平;采用 RIA 法检测大鼠血清 FT3、
FT4 及 TSH 水平。
1. 3. 5　 RT-PCR
　 　 大鼠基因序列从美国国家生物技术中心相关

数据库查询获得,通过 Primer Premier 6. 0 软件设

计,引物序列(见表 1),由上海生物工程股份有限公

司合成。 取大鼠甲状腺组织并采用超声粉碎,
TRIzol 提取总 RNA,紫外分光光度计测定吸光度

值,分 析 总 RNA 纯 度。 用 反 转 录 试 剂 盒 合 成

cDNA,PCR 扩增,荧光定量 PCR 仪检测 mRNA 表达

水平。 反应体系为 30 μL(SYBR Greeb PCR Master
Mix(2×)15 μL,cDNA 1 μL,Primer A、Primer B 各

0. 5 μL,无 RNA 酶 H2O 13 μL)。 定量扩增程序为:
95℃预变性 10 min,95℃变性 15 s,60℃退火 50 s,
共 40 个循环。 反应均以 β-actin 为内参,采用 2-ΔΔCt

算法计算 mRNA 相对表达量。
1. 3. 6　 Western blot
　 　 取小鼠甲状腺组织,置于匀浆器中,加入 RIPA
细胞裂解液裂解后匀浆,低温高速离心机离心

(12000 r / min,10 min),收集上清液并采用 BCA 法

测定蛋白浓度。 取 30 μL 蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶

电泳,电转至 PVDF 膜,浸入含有 5%脱脂奶粉的封

闭液中孵育 1 h,加入适宜浓度一抗室温下封闭过

夜。 次日加入辣根过氧化物酶标记二抗孵育 1 h,
TBST 冲洗后采用 ECL 化学发光试剂盒进行检测,
凝胶成像系统成像,以 GAPDH 为内参,分析条带灰

度值,计算小鼠 TLR4、NF-κB p65 和 I-κBα 蛋白相

对表达量。

表 1　 TLR2 / NF-κB 信号通路相关基因及内参引物序列
Table 1　 TLR2 / NF-κB signaling pathway related genes and primer sequences

引物名称
Primer name

引物序列
Primer sequence

扩增产物大小
Amplification product size

TLR2-F 5’-GCTCACCGATGAAGAAG-3’
TLR2-R 5’-TCCAAGATGTAACGCAA-3’

106 bp

NF-κB-F 5’-AAAATGCCCCACGGTTATG-3’
NF-κB-R 5’-ATTCGCTTTGCCTTCCTCC-3’

134 bp

MyD88-F 5’-GCGAGGTTTGCATCTTCTTATT-3’
MyD88-R 5’-GGAGACTCACTTTCTTGGGGAC-3’

110 bp

TRAF-6-F 5’-TCTGCTTGATGGCTTTACGG-3’
TRAF-6-R 5’-TTACCGTCAGGGAAAGAATCTC-3’

183 bp

β-actin-F 5’-GCCATGTACGTAGCCATCCA-3’
β-actin-R 5’-GAACCGCTCATTGCCGATAG-3’

175 bp
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1. 4　 统计学方法

　 　 数据统计采用 SPSS 21. 0 软件,数据采用平均

数±标准差(􀭰x±s)表示,多组间比较采用单因素方差

分析,两组间比较采用 LSD-t 检验,采用 Graphpad
5. 0 进行绘图分析,P< 0. 05 表示差异具有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠甲状腺组织病理改变情况

　 　 对照组大鼠甲状腺滤泡大小适中,腔内胶质充

盈,滤泡上皮细胞完整,呈低立方状;模型组滤泡变

小或被破裂,滤泡上皮细胞呈高柱状,细胞核数量

明显增多,胶质减少,形状不规则,细胞腔内及细胞

间质可见大量炎性细胞浸润;各给药组大鼠甲状腺

炎性细胞浸润减少,滤泡上皮细胞由高柱状变为立

方柱状,细胞核数量减少,滤泡细胞腔内胶质增多,
硒酵母片对照组小灶状改变,1,25(OH) 2D3 低剂量

组呈小片状改变,1,25(OH) 2D3 中剂量组仅见散在

淋巴细胞浸润,1,25(OH) 2D3 高剂量组呈点片状改

变,见图 1、表 2。
2. 2　 各组大鼠甲状腺抗体和甲状腺功能比较

　 　 与对照组比较,模型组、硒酵母片对照组以及

1,25(OH) 2D3 各剂量组 TGAb、TPOAb、FT3、FT4 均

增加,TSH 均降低,其中模型组与对照组比较,差异

具有统计学意义(P<0. 05);与模型组比较,硒酵母

片对照组和 1,25(OH) 2D3 各剂量组 TGAb、TPOAb、
FT3、FT4 均降低,TSH 均增加,呈现出剂量依赖性,
差异均具有统计学意义(P<0. 05),见图 2。

注:A:对照组,大鼠甲状腺滤泡完整,大小适中,腔内胶质充盈,间质未见炎性细胞浸润;B:自身免疫性甲状腺炎模型组,大鼠甲状腺滤泡

缩小或被破坏,大小不均,间质有大量炎性细胞浸润,腔内胶质减少;C:硒酵母片对照组,大鼠甲状腺滤泡结构较完整,间质炎性细胞浸润

减少,胶质含量略减少;D:1,25(OH) 2D3 低剂量组,呈点片状改变,甲状腺滤泡大小不均,间质可见炎性细胞浸润,腔内胶质较少;E:1,25

(OH) 2D3 中剂量组,大鼠甲状腺滤泡增大,间质少量炎性细胞浸润,腔内胶质增加;F:1,25(OH) 2D3 高剂量组,呈小片状改变,大鼠甲状

腺滤泡结构较为完整,间质仅见散在炎性细胞浸润,胶质含量增加。

图 1　 1, 25(OH) 2D3 对各组大鼠甲状腺形态学的影响(n= 5)
Note. A, Control group, the thyroid follicles of rats were complete, moderate in size, filled with colloid in the cavity, and no inflammatory cell
infiltration was found in the stroma. B, Autoimmune thyroiditis model group, the thyroid follicles were reduced or destroyed with uneven size, a large
number of inflammatory cells infiltrated in the stroma, and the colloid in the cavity was reduced. C, Selenium yeast tablet control group, the structure
of thyroid follicles in rats was relatively complete, the infiltration of interstitial inflammatory cells was reduced, and the content of glia was slightly
reduced. D, 1,25(OH) 2D3 low dose group, there were patchy changes, uneven size of thyroid follicles, infiltration of inflammatory cells in the

stroma and less colloid in the cavity. E, 1,25(OH) 2D3 medium dose group, the thyroid follicles were enlarged, a few inflammatory cells infiltrated

in the stroma, and the colloid in the cavity was increased. F, 1,25(OH) 2D3 high dose group, the follicular structure of rat thyroid was relatively

complete, only scattered inflammatory cell infiltration was found in the stroma, and the content of colloid increased.

Figure 1　 Effect of 1,25(OH) 2D3 on thyroid morphology of rats in each group
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2. 3　 各组大鼠血清炎性因子水平

　 　 与对照组比较,模型组大鼠血清 IL-6、 IL-12
和 TNF-α 水平显著升高(P<0. 01) ,IL-10 水平显

著降低(P<0. 01) ;与模型组比较,硒酵母片对照

组血清 IL-6、 IL-12 和 TNF-α 水平显著降低 ( P <

0. 01) , IL-10 水 平 显 著 增 加 ( P < 0. 01 ) , 1, 25
(OH) 2D3 各剂量组 IL-6 与模型组差异具有统计

学意义(P< 0. 05) ,中、高剂量 1,25( OH) 2D3 组

IL-12、IL-10 及 TNF-α 与模型组差异具有统计学

意义(P<0. 05) ,见图 3。
表 2　 各组大鼠甲状腺系数、甲状腺细胞和核数及滤泡面积比较(􀭰x±s, n= 5)

Table 2　 Comparison of thyroid coefficient, number of thyroid cells and nuclei and follicular area in each group
组别
Groups

甲状腺系数
Thyroid coefficient

细胞核数
Nucleic number

滤泡面积(μm2)
Follicular area

对照组
Control group 0. 009±0. 001 976. 50±108. 57 26306. 12±3283. 79

模型组
Model group 0. 057±0. 016∗ 1692. 12±33. 45∗ 5298. 54±2038. 37∗

硒酵母片对照组
Selenium yeast tablet control group 0. 030±0. 008∗# 1238. 98±189. 43# 15450. 74±3634. 54∗∗

1,25(OH) 2D3 低剂量组

1,25(OH) 2D3 low dose group 0. 050±0. 013∗ 1554. 20±135. 80∗ 7066. 32±2752. 71∗

1,25(OH) 2D3 中剂量组

1,25(OH) 2D3 medium dose group 0. 027±0. 008∗# 1499. 33±226. 69∗ 10950. 81±2839. 60∗#

1,25(OH) 2D3 高剂量组

1,25(OH) 2D3 high dose group 0. 027±0. 006∗# 1354. 21±290. 82 14219. 15±5439. 87∗#

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with the control group,∗P<0. 05. Compared with the model group,#P<0. 05.

注:与对照组相比,aP<0. 05,bP<0. 05;与模型组相比,cP<0. 05,dP<0. 05。

图 2　 各组大鼠甲状腺抗体和甲状腺功能比较(􀭰x±s, n= 5)
Note. Compared with the control group, aP<0. 05, bP<0. 05. Compared with the model group, cP<0. 05, dP<0. 05.

Figure 2　 Comparison of thyroid antibody and thyroid function of rats in each group
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2. 4　 各组大鼠甲状腺组织 TLR2、MyD88、TRAF-6
和 NF-κB mRNA 表达

　 　 与对照组比较,模型组大鼠甲状腺组织中

TLR2、MyD88、TRAF-6 和 NF-κB mRNA 表达显著均

显著增加(P<0. 05)。 与模型组比较,硒酵母片对照

组及 1,25(OH) 2D3 各剂量组各指标蛋白表达均不

同程度降低,硒酵母片对照组各指标蛋白 mRNA 表

达水平与模型组比较差异具有统计学意义 (P <
0. 05);1,25(OH) 2D3 各剂量组 TRAF-6 与模型组

差异具有统计学意义(P<0. 05),高剂量组 TLR2、
中、高剂量组 MyD88、NF-κB 与模型组差异具有统

计学意义(P<0. 05),见图 4。

2. 5　 各组大鼠甲状腺组织 TLR2、MyD88、TRAF-6
和 NF-κB 蛋白表达

　 　 与对照组比较,模型组大鼠甲状腺组织中

TLR2、MyD88、TRAF-6 和 NF-κB 蛋白表达显著均显

著增加(P<0. 05)。 与模型组比较,硒酵母片对照组

及 1,25(OH) 2D3 各剂量组各指标蛋白表达均不同

程度降低,硒酵母片对照组各指标蛋白表达与模型

组比较差异具有统计学意义 ( P < 0. 05); 1, 25
(OH) 2D3 各剂量组 TRAF-6 蛋白表达与模型组差异

具有统计学意义(P<0. 05),高剂量组 TLR2、中、高
剂量组 MyD88、NF-κB 蛋白表达与模型组差异具有

统计学意义(P<0. 05),见图 5。

注:与对照组相比,aP<0. 05,bP<0. 05;与模型组相比,cP<0. 05,dP<0. 05。

图 3　 各组大鼠血清 IL-6、IL-12、IL-10 和 TNF-α 比较(􀭰x±s, n= 5)
Note. Compared with the control group, aP<0. 05, bP<0. 05. Compared with the model group,cP<0. 05, dP<0. 05.

Figure 3　 Comparison of serum IL-6, IL-12, IL-10 and TNF-α in each group
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注:与对照组相比,aP<0. 05,bP<0. 05;与模型组相比,cP<0. 05,dP<0. 05。

图 4　 各组大鼠甲状腺组织 TLR2、MyD88、TRAF-6 和 NF-κB mRNA 表达(􀭰x±s, n= 5)
Note. Compared with the control group,aP<0. 05, bP<0. 05. Compared with the model group,cP<0. 05, dP<0. 05.

Figure 4　 mRNA expression of TLR2, MyD88, TRAF-6 and NF-κB in thyroid tissue of rats in each group

注:与对照组相比,aP<0. 05,bP<0. 05;与模型组相比,cP<0. 05,dP<0. 05。

图 5　 各组大鼠甲状腺组织 TLR2、MyD88、TRAF-6 和 NF-κB 蛋白表达比较(􀭰x±s, n= 5)
Note. Compared with the control group,aP<0. 05, bP<0. 05. Compared with the model group,cP<0. 05, dP<0. 05.

Figure 5　 Comparison of TLR2, MyD88, TRAF-6 and NF-κB protein expression in thyroid tissue of rats in each group
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3　 讨论

　 　 甲状腺能够调节机体能量代谢速度、机体合成

蛋白以及调节机体对多种激素的敏感性。 为研究

1,25(OH) 2D3 对自身免疫性甲状腺炎大鼠的影响,
本研究采用多次注射 mTg+CFA 进行大鼠免疫建立

自身免疫性甲状腺炎模型。 HE 染色结果显示,模
型大鼠甲状腺组织被大量炎性细胞浸润,滤泡腔内

胶质减少,形状不规则,提示造模成功。 模型大鼠

血清水平 FT3、FT4、TSH 及 TGAb、TPOAb 水平显著

增加,提示模型大鼠甲状腺功能减退, 而 1, 25
(OH) 2D3 干预后,大鼠甲状腺组织炎性细胞浸润减

少,滤泡形状趋于规则,腔内胶质增加,血清水平

FT3、FT4、TSH 及 TGAb、TPOAb 水平不同程度降低,
提示 1,25(OH) 2D3 可有效改善自身免疫性甲状腺

炎大鼠甲状腺功能。
自身免疫性甲状腺炎属于免疫性疾病,其发病

多与免疫细胞、免疫因子及其免疫相关信号通路相

关[12]。 维生素 D 是一种脂溶性维生素,在包括 T 细

胞、B 细胞和抗原呈递细胞上均有表达, 1, 25
(OH) 2D3 是其活性形式,可直接导致免疫状态改

变[13-14]。 维生素 D 对自身免疫性疾病的影响主要

体现在 CD4+ T 细胞的功能由 1 类辅助性 T 细胞

(helper T cell 1, Th1)和 2 类辅助性 T 细胞(helper
T cell 2, Th2)两条链相互拮抗保持平衡[15]。 Th1
型细胞可分泌促炎性细胞因子 IL-6、 IL-10 和

TNF-α,从而促进免疫应答[16],Th2 型细胞可分泌抗

炎性细胞因子 IL-10,从而抑制免疫应答[17]。 IL-6
为趋化因子家族成员,具有促进 T 淋巴细胞增殖和

活化,促进 B 细胞增殖和分泌抗体等功能[18]。 IL-
12 主要由 B 细胞和巨噬细胞产生,具有促进活性 T
细胞增殖、促进 Th0 细胞向 Th1 细胞分化、诱导细胞

毒性 T 淋巴细胞与 NK 细胞的毒性并促进其分泌

TNF-α、INF-γ 的作用[19]。 IL-10 可抑制活化 T 淋巴

细胞,减少甲状腺内 CD4+和 CD8+淋巴细胞数量,抑
制甲状腺组织中淋巴细胞浸润[20]。 TNF-α 为促炎

因子,参与机体免疫反应和炎症反应。 本研究显

示,模型组大鼠血清 IL-6、IL-12 和 TNF-α 水平较正

常对照组显著升高, IL-10 含量则显著降低, 而

1,25(OH) 2D3干预后可显著降低大鼠血清 IL-6、IL-
12 和 TNF-α 水平,增加血清 IL-10 水平(图 3)。 在

维生素 D 充足的情况下,1,25(OH) 2D3 能抑制 Th1
细胞分泌因子,从而降低血清 IL-6、IL-10 和 TNF-α

水平。 王栋钢等[21]早期的研究表明,1,25(OH) 2D3

可下调 INF-γ 水平、上调 IL-10 水平,有利于恢复和

维持 Th1 和 Th2 平衡。
TLR 是一种跨膜受体蛋白,当机体受到外源分

子刺激时,TLR 与 MyD88 结合,IL-1 受体相关激酶 4
(IRAK-4)磷酸化后与激活肿瘤坏死因子受体相关

基因 6(TRAF-6)相互作用,促 I-κB 磷酸化降解,激
活 NF-κB,诱导炎症因子表达,最终导致炎症发

生[22-23]。 NF-κB 是一种关键的核转录因子,可促进

炎性细胞因子的表达,在免疫和炎症反应中具有重

要作用[24]。 本研究结果显示,与自身免疫性甲状腺

炎模型大鼠比较,1,25(OH) 2D3 各剂量组 TLR2、
MyD88、TRAF-6 和 NF-κB mRNA 和蛋白表达均降

低。 结合炎症因子 IL-6、IL-10、IL-12 和 TNF-α 的变

化,表明 1,25(OH) 2D3 能通过 TLR2 / NF-κB 信号通

路抑制炎症因子 IL-6、 IL-10、IL-12 和 TNF-α 的表

达,从而减轻自身免疫性甲状腺大鼠炎症反应。
综上所述,1,25(OH) 2D3 对自身免疫性甲状腺

炎大鼠的甲状腺功能有一定的改善作用,并能机体

自身免疫抗体水平,其机制可能与 1,25(OH) 2D3 抑

制 TLR2 / NF-κB 信号通路活性,从而调控 IL-6、IL-
10、IL-12 和 TNF-α 等炎症因子释放有关。
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实验动物伦理教学中翻转课堂模式的探讨

张　 茜,肖新华∗

(中国医学科学院 北京协和医学院 北京协和医院 内分泌科,卫生健康委员会内分泌重点实验室,北京　 100730)

　 　 【摘要】 　 动物实验是医学教育中的重要内容之一。 目前,实验动物伦理教学存在地区性差异大、教学方法

单一等问题。 加强实验动物伦理及 3R(reduction、replacement、refinement)理论教学,强化学生实验动物伦理意识势

在必行。 传统的动物伦理教学通常照搬条文,流于形式。 翻转课堂是将课堂主导从教师转移给学生的教学方式。
教师在线上平台进行课前知识传递,医学生完成陈述性知识学习。 在线下课堂上,教师引导医学生以小组形式对

动物伦理真实案例进行讨论分析,使医学生将动物伦理知识内化为能力,从而提高医学生的科研素养。
【关键词】 　 翻转课堂;动物伦理;教学改革
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Flipper classroom mode taking and teaching of animal ethics

ZHANG Qian, XIAO Xinhua∗

(Key Laboratory of Endocrinology, Ministry of Health, Department of Endocrinology, Peking Union Medical College Hospital,
Peking Union Medical College, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing 100730, China)

　 　 【Abstract】　 Animal experiments are a major part of medical education. At present, there are some problems in the
laboratory animal ethics teaching mode, such as low popularization and limited teaching method. To resolve these problems,
we focused on education of laboratory animal ethics and 3R theory ( reduction, replacement, and refinement) to help
medical students enhance their laboratory animal ethics knowledge. The flipped classroom design of animal ethics is a
student-leading classroom. Before class, a teacher transfers knowledge to students on an online platform. In class, the
teacher guides the student groups to discuss and analyze the animal experiment protocol to enhance the research ability of
students.

【Keywords】　 flipped classroom; animal ethics; teaching reform

　 　 对于当代医学教育来说,实验课和科研训练是

必不可少的教学内容。 其中,很多实验课和科研训

练是以动物作为实验对象。 据不完全统计,每年欧

盟用于实验的动物有 1200 万只[1]。 在我国,这一数

字为 2000 万只[2],美国达到 2200 万只[1]。 巨大的

实验动物使用量引发了我们对动物实验引发的伦

理问题的关注。 实验动物伦理也成为医学教育中

不容忽视的重要问题。 当今,国外大学纷纷开设动

物伦理相关课程,如美国科罗拉多州州立学院、佛
罗里达州艾克得学院、南缅因州大学等[3]。 然而,
在我国,实验动物伦理教学面临很多挑战,包括课

时缺乏、教师资源不足、重视程度不高等。 传统的

“照本宣科”式教学模式很难达到真正树立医学生

动物伦理意识的目的。 因此,教学改革势在必行。



1　 实验动物伦理与 3R 理论

　 　 1822 年,禁止虐待动物议案通过,首次写入法

律条文,标志着社会对动物伦理关注的起始。 1966
年,美国颁布了实验动物伦理相关法律文件。 随

后,全世界各国纷纷建立了完善的动物伦理法律体

系。 1988 年,我国颁布了《实验动物管理条例》,标
志着我国实验动物工作进入法制化。 2006 年,科技

部颁布《关于善待实验动物的指导性意见》,对实验

动物的饲养管理、运输、应用提出了指导性意见及

管理措施。 随着对动物伦理的重视和相关立法的

实施,如何在医学研究中“尊重生命,科学、合理、人
道地使用动物”,避免或减轻动物的疼痛和痛苦,是
实验动物伦理研究的主要范畴。 1959 年,英国动物

学家 Russell 和微生物学家 Burch 在《人道主义实验

技术原理》一书中,提出了动物实验替代方法理论,
即减 少 ( reduction )、 替 代 ( replacement ) 和 优 化

(refinement),简称为 3R 原则[4]。 3R 原则主旨在于

减少实验中的动物使用数量,尽量使用其他方法替

代动物实验及优化动物实验操作及流程,减少实验

动物的疼痛和痛苦[5]。 随后,各国开始接受并推进

3R 原则的普及、推广及实施。 1997 年,我国第一次

完整地将 3R 概念写入多部委联合印发的《关于“九
五”期间实验动物发展的若干意见》,并把“实验动

物替代研究”列为“实验动物基础性研究”的重要分

支,给予重点资助。

2　 医学实验中存在的常见实验动物伦理问题

　 　 实验动物伦理课程能有效提升医学生动物伦

理知识及相关法律、法规,树立医学生尊重动物、善
待动物的意识,从而提升医学生最优化动物实验方

案。 然而,一项调查显示,多数医学生认同善待实

验动物,减少实验动物使用[6]。 然而,医学生中普

遍存在对实验动物伦理、实验动物使用 3R 原则、动
物伦理相关法律和法规不了解、不知晓的情况。 甚

至出现医学实验中没有让实验动物享受应有的伦

理的情况[7-9]。 对北京 4 所医学高校(北京大学医

学部、北京协和医学院、北京中医院大学、首都医科

大学)在校学生的问卷显示,40%的医学生认为应做

到对生命最基本的尊重[8]。 然而,针对山东省 3 所

大学(潍坊医学院、滨州医学院、青岛大学医学院)
临床医学专业本科低年级学生的问卷调查发现,仅
有 3%和 5%的学生非常了解《关于善待动物的指导

性意见》和 3R 原则。 表示“没听说过”的学生分别

占 62%和 57%[7]。 另外,对湖北省两所高校(湖北

科技学院基础医学院、华中师范大学生命科学学

院)学生调查显示,只有 8. 8%的学生表示接受过动

物伦理相关课程教育[9]。

3　 动物实验伦理教学面临巨大挑战

　 　 医学院校在实验课和科研训练中,动物实验是

不可缺少的内容之一。 在医学院的实验课上,专业

课教授通常重点讲授动物实验本身的原理、操作,
而忽视了实验动物伦理知识的传授。 北京协和医

院要求所有从事实验动物实验的医学生必须参加

实验动物从业人员岗位证书培训课程。 医学生培

训后,参加相应考试,考试通过取得上岗证,才能开

展动物实验。 在这一课程中,动物伦理是重要内容

之一,通常安排在培训最开始的时间,足以看出各

级实验动物管理机构对动物实验伦理教学的重视。
然而,由于课时短缺、师资匮乏、教学存在地区差

异,实验动物伦理教学效果不佳[10]。 传统的动物伦

理教学通常采取“照本宣科”式教学中,教师为教学

主体,不能有效让医学生理解树立实验动物伦理意

识,更无法让医学生在动物实验过程中规范操作,
真正做到掌握动物伦理及动物权利知识[11]。

4　 翻转课堂的历史及定义

　 　 翻转课堂( flipped classroom)是指重新调整课

堂内外时间,教师不再占用课堂的时间来讲授知

识,而是通过制作视频讲座,利用移动网络与网络

教学平台传递给学生等形式,让学生在课前完成自

主学习。 在自学之后的线下课堂上,以学生为主

体,通过案例的深度讨论,让学生自主运用所学知

识,解决实际问题。 2000 年,Baker 教授在第 11 届

大学教学国际会议上发表了论文提出了翻转课堂

的概念。 2007 年,美国两位中学老师为缺席的学生

录制课程幻灯片(ppt)讲解视频,并上传到网络,用
于给请假的学生补课。 随着互联网技术的普及,当
代教学工作者纷纷将翻转课堂应用到教学实践

中[12]。 翻转课堂具有如下几个特点:(1)翻转课堂

中所录制的授课视频短小精悍,学生可以随时随地

学生,有利于学生自主学习,还可以在线上与其他

学生分享心得、讨论,向教师提出疑问;(2)翻转课

堂将知识传授过程进行了重新排序,学生在课前通

过自主学习教师教学视频的方式接收知识,在课堂
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上以学生为主体,通过互动,进行知识内化;(3)翻

转课堂模式有助于学生反复学习、复习和巩固。 因

此,翻转课堂注重学生自主学习能力和批判性思维

的提升,有助于培养学生对实际情况下运用所学知

识解决问题的能力[13]。

5　 实验动物伦理翻转课堂的设计目标

　 　 实验动物伦理翻转课堂教改设计旨在加强医

学生对实验动物伦理知识、法律法规、准则的知晓

度、依从性,提升医学生在动物实验课及科研训练

中自觉、自发的运用实验动物伦理理论设计动物实

验,遵守实验动物伦理相关规定,提升医学生科研

素养。 在课前视频课阶段,将实验动物伦理知识传

递给医学生,并鼓励学生在线上提出问题,教师、学
生一起讨论。 在线下课堂上,以教师提出实际案

例,包括动物实验方案设计、动物实验操作等,组织

学生对动物实验中涉及的实验动物伦理问题进行

讨论,鼓励学生积极参与,探讨解决办法。 从而,通
过实验动物伦理课程学习唤醒医学生的动物伦理

意识,鼓励学生独立思考,引导学生运用实验动物

伦理知识在动物实验课和科研训练中进行伦理思

辨、伦理决策和伦理评估的能力,并逐步培养学生

的科研素养。 因此,翻转课堂同时兼具灵活学习的

便利性,有限时间学习更多知识的高效性和以学生

主动学习的革新性,从而提供有效的实验动物伦理

教学。

6　 动物伦理教学翻转课堂的实施

6. 1　 课前知识传递阶段

　 　 教师制作动物伦理教学网络平台时,通常选择

动物伦理知识点,包括 3R 原则、《实验动物管理条

例》、《关于善待实验动物的指导性意见》、其他国家

的动物平等运动、动物伦理条例、动物伦理发展史、
制定符合 3R 原则的实验方案、动物实验过程中遵

守动物伦理规定等,每个知识点录制 5~15 min 的讲

解或操作视频,避免时间过长,导致学生不能专注

课程,也有利于学生利用碎片时间,进行有效学习。
同时,也可以将法律法规原文、具体案例、相关文献

上传到网络平台,供学生们自主学习。 在视频播放

过程中,或者视频播放之后,可以放入测试题,以检

测学生的理解程度。 教师也可以从动物伦理网络

平台中随时了解学生学习在线时长,答题完成情

况,讨论次数等,以便监督、提醒学生积极完成学

习。 学生可以在网络平台上随时提问,所有同学可

以参与谈论,发表自己的见解,教师也可以解答学

生的疑惑。 动物伦理教学网络平台不仅要求学生

专注于“听讲”,还鼓励学生开动脑筋思考,时刻处

于兴奋状态,积极有效地参与到学习中去,而且更

加符合学生主动学习的规律。
6. 2　 课堂知识内化阶段

　 　 在动物伦理线下课堂之前,教师可以将拟定的

实际案例和讨论话题在线上平台予以发布,鼓励学

生在课前积极思考,查找相关资料。 在动物伦理线

下课堂上,教师在简要梳理网络平台知识点的重难

点后,将课堂大部分时间用于基于实际案例的讨

论。 教师可以选择动物实验中与动物伦理相关的

热点事件,在动物实验过程中真实遇到的伦理问

题,或者文献资料中具有代表性的科研案例为引

导,积极鼓励医学生对实际案例进行分小组讨论。
比如,如何设计实验能够满足减少、替代、优化的 3R
原则。 在讨论中,鼓励学生各抒己见,应用线上平

台所学实验动物伦理知识发表自己的看法。 在基

于案例的讨论中,锻炼医学生收集信息、批判性阅

读、知识理解、分析及自学能力。 通过发现问题、解
决问题这一过程,激发医学生学习兴趣,主动内化

知识,并把动物伦理知识和动物实验实际联系起

来。 组织学生虚拟模拟动物伦理委员会项目审核,
对实验方案的动物伦理审查现场。 一部分学生作

为实验方案的研究设计者,提交自己设计的项目申

请书(animal experiment protocol),用幻灯片进行汇

报;另一部分学生模拟动物伦理委员会研究评审

者,对提交的实验方案进行审核、点评。 审查要点

覆盖 3R 原则的体现及麻醉药的使用、手术操作的

方式、安乐死的方法等实验设计细节。 最后,由研

究评审者给出审查意见,审核结果和进一步修改意

见。 通过双方的答辩,对动物伦理知识进行梳理、
提升医学生在实际医学科研工作中对动物伦理知

识的主动应用和思辨能力。
6. 3　 线下课堂实践操作阶段

　 　 动物实验操作中遵守动物伦理尤为重要。 在

线上学习阶段,学生已经自主学习了教师录制的动

物实验操作的视频。 在线下实验模拟中,安排学生

真正走进动物实验室,在实际操作中内化动物伦理

知识的内容。 包括在实验过程中,动作轻缓,减少

噪音,避免惊扰动物。 以及现场操作抓取动物、动
物给药、取血及麻醉后观察动物情况,适当给予热
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台等。 教育医学生在动物实验全过程中专心致志,
时刻保持对生命的敬畏。 教师对医学生的实验操

作中遇到的问题进行梳理,组织医学生讨论、反思、
改正。
6. 4　 建立与翻转课堂模式相适应的考核方式

　 　 以教师为主体的传统教学方式衍生的传统考

核方式以考核学生基本知识、原理为主。 学生的学

习效果由一张试卷的成绩而确定。 有些学生虽然

在考试中取得很好的分数,但是在实际工作中,不
能把所学知识运用到实践中。 这种传统教学模式

下,常会造成“高分低能”现象。 翻转课堂教学模式

下,实验动物伦理课程考试可以从以下多维度设

计:(1)教师通过线上网络平台统计医学生观看教

学视频时长,完成测试题正确率,参与讨论情况,评
估学生线上学习的情况。 (2)在线下课堂上,基于

实际案例讨论时,教师对医学生团队协作、查阅文

献、提出观点、论证观点等能力进行综合评估。 (3)
在模拟实验动物伦理审核现场答辩模块,根据医学

生的动物实验方案准备是否充分、答辩是否有理有

据,研究审核方是否充分履职等情况进行综合打

分。 (4)线下实验课堂,观察学生在动物实验中的

表现,进行评定。 (5)课后,教师拟定一个动物实验

方向,要求学生制定出实验方案,思考实验具体操

作方法,如实验分组方法、每组动物数量、动物手术

时的麻醉方式、处死方式等,写出完整的实验设计,
教师进行打分评估[14]。 (6)教师建立基于案例的

考核题库,避免死记硬背的题目,增加案例论述题

的比重。 这些多维度的考核方式能使医学生在模

拟的动物实验设计中,加深对基础知识和概念的深

入理解,提高学生分析问题、解决问题的能力,将教

学与科研实践机密地连接在一起,升华翻转课堂在

实验动物伦理教学的效果。

7　 展望

　 　 采用翻转课堂的教学模式开展实验动物伦理

教学,能过通过线上课程网络平台与课堂互动讨

论,结合开放性考核方式,切实提升医学生实验动

物伦理意识,增长医学生实验动物伦理知识,加强

医学生批判性思辨能力,提高医学生医学人文素质。

参考文献:

[ 1 ] 　 Ideland M. Different views on ethics: how animal ethics is
situated in a committee culture [ J] . J Med Ethics, 2009, 35
(4): 258-261.

[ 2 ] 　 杨劲松. 实验动物的福利伦理与“3R”原则 [ J] . 河南医学研

究, 2015, 24(8): 64-65.
[ 3 ] 　 宋宇, 张慧, 牛秉轩, 等. 医药院校增强实验动物伦理教育

的调查与思考 [J] . 海峡药学, 2014, 26(7): 159-161.
[ 4 ] 　 Russell W, Burch RL. The principles of humane experimental

technique [M]. London: Methuen & Co. Limited.; 1959.
[ 5 ] 　 白晶. 动物实验“3R”原则的伦理论证 [ J] . 中国医学伦理

学, 2007, 20(5): 48-50.
[ 6 ] 　 张晨, 吴鉴今, 李嵩, 等. 从动物实验伦理问题问卷调查看

医学伦理教育 [ J] . 中国医学伦理学, 2010, 23( 5): 104
-105.

[ 7 ] 　 王胜男, 刘冰, 赵学会, 等. 低年级医学生动物实验伦理认

知调查 [J] . 医学与哲学, 2019, 6(40): 39-42.
[ 8 ] 　 鲁春丽, 赵丽. 从动物实验看医学院校生命伦理教育———基

于北京四所医学院校医学生的问卷调查 [ J] . 中国医学伦理

学, 2016, 29(3): 525-528.
[ 9 ] 　 刘旭东, 谢玲, 张玉超. 高等院校实验动物伦理教育现状调

查与思考 [J] . 中国医学伦理学, 2019, 32(5): 670-673.
[10] 　 曹强, 李情. 生物医学研究生动物实验伦理道德现状审思

[J] . 医学争鸣, 2016, 7(5): 11-14.
[11] 　 李莉, 赵善民, 崔淑芳. 高等院校实验动物管理中面临的问

题及对策 [J] . 实验动物与比较医学, 2018, 38(1): 65-68.
[12] 　 康淑敏. 信息化背景下的教学方式变革研究 [J] . 教育研究,

2015, 36(6): 96-102.
[13] 　 曲媛媛, 张淼, 崔春晓. 线上线下混合式教学模式在组织学

与胚胎学中的应用研究 [J] . 智库时代, 2019, 37: 109, 112.
[14] 　 熊礼慧. 翻转课堂、案例分析法与保险学课程教学 [ J] . 当代

教育实践与教学研究, 2017, 12: 14-15.

〔收稿日期〕2021-01-06

09 中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3



2022 年 3 月

第 32 卷　 第 3 期

中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
March, 2022

Vol. 32　 No. 3

杨一言, 高继萍, 续国强, 等. 非编码 RNA 调控口腔鳞状细胞癌葡萄糖代谢重编程的研究进展 [ J]. 中国比较医学杂志,
2022, 32(3): 91-97.
Yang YY, Gao JP, Xu GQ, et al. Research progress on the regulation of non-coding RNA in glucose metabolism re-editing in oral
squamous cell carcinoma [J]. Chin J Comp Med, 2022, 32(3): 91-97.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2022. 03. 013

[基金项目]国家自然科学基金(31772551,31970513);山西省自然科学基金项目(20210302124093)。
[作者简介]杨一言(1998—),女,硕士研究生,研究方向:人类疾病动物模型。 Email:winnter9841@ 163.com
[通信作者]宋国华(1973—),女,教授,博士生导师,研究方向:人类疾病动物模型。 Email:ykdsgh@ 163.com

非编码 RNA 调控口腔鳞状细胞癌葡萄糖代谢
重编程的研究进展

杨一言,高继萍,续国强,王晓堂,宋国华∗

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

　 　 【摘要】 　 口腔鳞状细胞癌(oral squamous cell carcinoma,OSCC)是头颈部最常见的恶性肿瘤之一,其发病率在

全球范围内逐年上升。 葡萄糖代谢重编程是肿瘤中最具代表的代谢特征,具有独特能量代谢特点,在氧气充足的

情况下,肿瘤细胞仍会优先选择糖酵解, 而不是选择能够高效产能的线粒体氧化磷酸化(oxidative phosphorylation,
OXPHOS)。 当前研究表明在口腔鳞状细胞癌的发生发展过程中非编码 RNA(non-coding RNA,ncRNA)可以直接靶

向葡萄糖转运蛋白及关键酶来改变葡萄糖代谢,或者通过调节癌症相关信号通路间接改变葡萄糖代谢。 本文对

ncRNA 调控口腔鳞状细胞癌有氧糖酵解的有关机制进行综述。
【关键词】 　 非编码 RNA;口腔鳞状细胞癌;葡萄糖代谢;有氧糖酵解
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Research progress on the regulation of non-coding RNA in glucose metabolism
re-editing in oral squamous cell carcinoma

YANG Yiyan, GAO Jiping, XU Guoqiang, WANG Xiaotang, SONG Guohua∗

(Laboratory Animal Center, Shanxi Medical University,Shanxi Key Laboratory of Experimental Animal
Science and Human Disease Animal Model, Taiyuan 030001, China)

　 　 【Abstract】　 Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the most common malignant tumors of the head and
neck, and its incidence is increasing yearly. Glucose metabolism reprogramming is the most representative metabolic feature
of tumors, which has unique characteristics of energy metabolism. In the case of sufficient oxygen, tumor cells prefer
glycolysis over highly productive mitochondrial oxidative phosphorylation. Current studies have shown that non-coding RNA
(ncRNA) directly targets glucose transport protein and key enzyme to change glucose metabolism or indirectly changes
glucose metabolism by regulating cancer-related signaling pathways during the occurrence and development of OSCC. This
article reviews the mechanism of ncRNA in the regulation of aerobic glycolysis in OSCC.

【Keywords】　 non-coding RNA; oral squamous cell carcinoma; glucose metabolism; aerobic glycolysis

　 　 口腔鳞状细胞癌(oral squamous cell carcinoma,
OSCC)是口腔癌中最常见的实体肿瘤,占所有病例

的 95%以上[1-2],结合肿瘤的临床 T 分期、临床 N 分

期、淋巴结外扩展等多个因素,患者术后复发率高,



且 5 年生存率无明显提升[3]。 此外,接受治疗后仍

会面临肿瘤复发,预后差等问题,严重影响了患者

的生活状态与心理健康。 因此,为进一步完善临床

治疗方案,我们需要阐明 OSCC 的分子调控机制。
葡萄糖代谢重编程是一种广泛存在肿瘤细胞

中的生物学现象,即有氧条件下肿瘤细胞通过有氧

糖酵解优先利用葡萄糖这一独特代谢表型。 越来

越多的证据表明,ncRNA 可以与癌基因或抑癌基因

相互作用,调节肿瘤细胞的能量代谢[4-7]。 因此,本
文将对部分 ncRNA 影响调控 OSCC 有氧糖酵解相

关的机制进行综述,发掘葡萄糖代谢在临床治疗中

的潜在价值。

1　 肿瘤葡萄糖代谢重编程

　 　 代谢重编程是肿瘤的 10 大特征之一,其中最经

典、研究最多的是有氧糖酵解( aerobic glycolysis),
其特点为即使在氧气足够支持 OXPHOS 的情况下,
癌细胞仍倾向于将葡萄糖“发酵”成乳酸,这一现象

被称为 Warburg 效应,我们广泛认为这是人类癌症

的中心标志,同时也是促进肿瘤细胞增殖转移的重

要过程。 这种代谢转换通常是原癌基因(如 Myc)、
转录因子(如缺氧诱导因子-1,HIF-1)、信号通路

(如 PI3K)的激活,以及肿瘤抑制因子(如 p53)失活

所致。 此外,信号通路、癌基因和抑癌基因等能够

直接控制增殖细胞中的代谢途径。 经过上述几种

途径作用,激活或过表达葡萄糖转运蛋白(GLUT)
和糖酵解通路关键酶,增强肿瘤有氧糖酵解[4]。

肿瘤发生发展过程中,增殖细胞不仅需要大量

ATP,还允许糖酵解中间产物(“碳源”)穿梭到几个

生物合成途径产生核苷酸、NADPH、脂质和非必需

氨基酸,为合成大分子物质提供所需底物或中间

体。 与此同时糖酵解还能够生成有助于细胞增殖

的小分子前体或中间体,比如乙酰辅酶 A、非必需氨

基酸的中间体、核糖等物质,以此满足 DNA 快速复

制的需要[5-6]。 乳酸是糖酵解的产物,当乳酸堆积

在细胞外基质并降低其酸碱度时,酸性的环境将促

进肿瘤侵袭和转移[7]。 综上所述,Warburg 效应是

肿瘤细胞茁壮生长的最佳方式,是癌细胞的一种基

本变 化。 糖 酵 解 过 程 需 要 GLUT、 己 糖 激 酶 2
(HK2)、磷酸果糖激酶 2 ( PFK2)、乳酸脱氢酶 A
(LDHA)和丙酮酸脱氢酶激酶 1(PDK1)等多种酶,
将葡萄糖转化为乳酸,与此同时也伴随着 PI3K /
Akt / mTOR、Wnt / Snail 等信号通路的改变,这些酶、

信号通路的激活或失活会影响肿瘤的葡萄糖代谢。

2　 OSCC 中葡萄糖代谢重编程调控作用机制

2. 1　 葡萄糖转运

　 　 GLUT 家族有 14 个成员,GLUT1 是 GLUT 家族

中第一个被鉴定的,其研究最为广泛[8]。 其功能为

将葡萄糖从毛细血管转运到细胞中。 正常生理情

况下,GLUT 能够快速转运葡萄糖,而恶性肿瘤细胞

常通过上调细胞膜 GLUT 表达增加葡萄糖摄取量,
满足细胞增殖所需。

研究发现,OSCC 组织中 GLUT1 的表达显著增

加[9],提示 GLUT1 可作为 OSCC 患者预后的标志。
Eckert 等[10]通过对 OSCC 样本进行免疫组织化学染

色并与临床病理资料比较,结果证明 GLUT1 的表达

水平能够为肿瘤侵袭和预后提供信息,同时也是筛

选 OSCC 高危人群的标志物。 对患有 OSCC 并发生

淋巴结转移的受试者进行免疫组化检测,发现

GLUT1 表达显著升高。 同时一项针对舌鳞状细胞

癌的研究表明 GLUT1 与淋巴结转移相关,说明可以

将 GLUT1 作为淋巴结转移的指标[11-12]。 非典型

GLUT 表达不一定意味着细胞内葡萄糖摄取增加,
也可能是受到癌细胞中转录水平的组织特异性基

因表达的调控。 最近研究表明,von Hippel-Lindau
(VHL)肿瘤抑制基因会下调编码血管内皮生长因

子(VEGF)和 GLUT1 的 mRNA 表达水平。 在检测

的 OSCC 细胞株中 VHL 与 GLUT1 的 mRNA 表达呈

负相关,VHL 的降低可能会增强 GLUT1 表达导致

葡萄糖摄取增加,在 OSCC 的发病机制中起重要

作用[13]。
2. 2　 葡萄糖代谢相关酶

　 　 调控糖酵解的主要 3 种限速酶,分别是己糖激

酶、磷酸果糖激酶、丙酮酸激酶。 3 种酶介导不同过

程,在糖代谢中发挥着重要的作用。 除此之外,乳
酸脱氢酶通过电子受体 NAD 的再生在有氧糖酵解

中发挥关键作用。
己糖激酶(HK)是调控糖酵解步骤的第一个限

速酶,催化葡萄糖磷酸化。 在头颈部肿瘤中,HK2
的表达显著升高[14]。 在缺氧条件下会引起 HK2 上

调进而增强糖酵解,研究发现低氧环境中 HIF-1α 表

达显著升高,肿瘤微环境内部处于缺氧状态,HIF-
1α 促进 HK2 过表达,从而促进舌鳞状细胞癌细胞

糖酵解[15]。 Qu 等[16] 发现在 OSCC 中,去泛素酶

USP13 对 GLUT1 和 HK2 具有调控作用,从而影响
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糖酵解。
磷酸果糖激酶(PFK)是糖酵解过程中第二个限

速酶,有 PFK1 和 PFK2 两个亚型。 PFK1 能够催化 6-
磷酸果糖(F-6-P)转化为果糖-1,6-二磷酸(F-1,6-
BP)。 果糖-2,6-二磷酸(F-2,6-BP)能够通过与 PFK1
相互作用,拮抗三磷酸腺苷(ATP)的抑制作用并增加

葡萄糖摄取。 果糖-2,6-二磷酸酶(PFKFB3) 作为

PFK1 的变构活化剂,是糖酵解的速率调控酶,能够维

持高糖酵解率并在多种人类肿瘤中高度表达。 已有

研究表明,PFKFB3 可以作为阻断糖酵解的靶点,阻
止肿瘤细胞的迁移和侵袭[17]。 恶性肿瘤中,PFK2 通

过活化 Ras、c-Src 等原癌基因提升其表达,并且诱导

丙酮酸激酶(PK)转化为糖酵解酶复合物,促进糖

酵解[9]。
丙酮酸激酶(PK)是糖酵解通路中另一个限速

酶,能够催化磷酸烯醇式丙酮酸(PEP)去磷酸化为

丙酮酸并产生 ATP。 PKM1 和 PKM2 是其中两种异

构体,癌变组织中 PKM2 表达升高并在能量代谢中

居于主导地位。 有研究表明,PKM2 能够通过增加

其他蛋白的磷酸化、稳定性和表达来促进肿瘤的侵

袭和迁移[18]。 OSCC 中 PKM2 通过 ETS1 基因依赖

方式诱导癌细胞中基质金属蛋白酶 9 的表达,从而

增加细胞的侵袭能力[19]。 此外 PKM2 能够通过诱

导上 皮 细 胞 向 间 充 质 细 胞 转 化 ( epithelial to
mesenchymal transition,EMT)的发生促进肿瘤的发

生发展。 例如 OSCC 中细胞质中的 PKM2 会被转移

到细胞核中,与 TGF-β 诱导同源因子 2 ( TGF-β-
induced factor homeobox 2,TGIF2)结合,使其泛素化

降解,诱导 EMT 发生,促进 OSCC 的发生发展[20]。
另外,有些生物合成途径则是通过降低 PK 活性发

生,研究发现酪氨酸激酶受体刺激和信号转导以及

HIF-1α 的诱导会诱导丙酮酸激酶二聚体 M2 同种

型(PKM2)表达,由此限制 PEP 到丙酮酸的转化,使
得上游糖酵解中间体(“葡萄糖碳”)积累,进入其他

生物合成途径[4]。
LDHA 是乳酸脱氢酶(LDH)的亚型之一,糖酵

解过程中,催化丙酮酸转化为乳酸并产生 NAD+。
乳酸作为一种重要的致癌物质,能够降低肿瘤微环

境酸碱度,进而导致肿瘤生长、免疫逃逸等情况发

生。 有研究表明,OSCC 中 LDHA mRNA 的表达水

平显著上调,沉默 LDHA 后细胞的葡萄糖消耗和乳

酸产量降低,抑制肿瘤细胞的生长迁移能力[21]。
LDH5 是催化效率最高的同工酶,有利于恶性肿瘤

发生、 迁移和侵袭, 研究发现其在癌细胞中与

GLUT1、HIF-1α 具有相关性。 在有氧糖酵解过程

中,LHD5 还能够提高乳酸产量,通过抑制脯氨酸羟

化酶进而维持 HIF-1α 激活。 将 LDH5 作为治疗靶

点,有助于修改癌症治疗中修改 HIF-1α 调控的基

因,达到下调葡萄糖摄取抑制肿瘤增殖的效果[22]。
因此 LDH 对肿瘤细胞有氧糖酵解的影响能够为

OSCC 临床治疗提供新方向。
2.3　 肿瘤免疫微环境

　 　 肿瘤微环境( tumor microenvironment,TME)主

要由免疫细胞、成纤维细胞、血管和淋巴管网络等

组 成。 肿 瘤 免 疫 微 环 境 ( tumor immune
microenvironment,TIME)是免疫系统与肿瘤的交锋

点,在维持免疫抑制环境中代谢改变起重要作用。
研究发现在 OSCC 中肿瘤相关巨噬细胞(TAMs)浸
润可能与免疫逃逸有关,CD68+ 和 CD163+ TAMs 浸

润与肿瘤中程序性死亡配体 1(PD-L1)高表达显著

相关,PD-L1 抑制抗肿瘤免疫,导致 T 细胞凋亡[23]。
此外 GLUT1 缺乏会损害效应 T 细胞的增殖和功能,
削弱 CD8+ T 细胞的抗肿瘤效应[24]。 研究发现

OSCC 细胞侵袭前高 CD8+T 细胞浸润的患者,复发

所致死亡可能性较小,因此可以将侵袭前 CD8+T 细

胞浸润作为预后的生物标志物[25]。 Warburg 效应产

生的乳酸堆积会降低 TME 的 pH,分解细胞基质导

致肿瘤细胞迁移。 乳酸作为糖酵解的终产物,在
TME 中的积累能够阻断 T 细胞内乳酸转运从而破

坏 T 细胞代谢,抑制 T 细胞的增殖和活化[26]。 此外

细胞内 pH 降低还会诱导 NK 细胞凋亡,在结直肠癌

肝转移中导致自然杀伤细胞(natural killer cell,NK)
耗竭[27]。 目前有关 OSCC 中 TME 与葡萄糖代谢的

研究鲜有报道。
2.4　 葡萄糖代谢信号通路

　 　 葡萄糖代谢受到复杂信号网络通路的调控。
其中 PI3K / Akt / mTOR 信号通路在癌症的发生发展

中起重要的调控作用。 磷酸肌醇 3-磷酸(PI3K)可
调节下游效应因子 Akt 和哺乳动物雷帕霉素靶标

(mTOR),Akt 是驱动肿瘤糖酵解表型的重要因子,
一方面可调节 GLUT1 的表达和膜转位进而激活糖

酵解,另一方面还能调节 HK2、PKM2 等糖酵解酶的

表达和活性影响糖酵解。 mTOR 能够诱导许多有氧

糖酵解和肿瘤生长相关基因转录,如 HIF-1α、核转

录因子-κB(NF-κB)和 c-Myc 等,通过这种方式调节

糖酵解。 因此,PI3K / Akt 能够调控有氧糖酵解这一
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特性使其成为临床治疗的新靶点。
Wnt / Snail 信号通路是另一条调节通路, Lee

等[28]研究表明,Wnt / Snail 信号通路能够通过诱导

丙酮酸羧化酶促进糖酵解,这一过程依赖于 β-连环

蛋白 / T 细胞因子 4 / Snail 信号通路。 p53 基因则能

够调节糖酵解和 OXPHOS 之间的转换影响 Warburg
效应,一项研究表明 p53 在口腔癌中低表达[29],细
胞色素 c 氧化酶 2(SCO2)是 p53 的转录靶标,同时

也是 COX 复合物的关键调节因子[30],在氧化应激

情况下经 SCO2 介导细胞会在 p53 影响下完成从糖

酵解到 OXPHOS 这一转变,而缺乏功能性 p53 的细

胞则继续进行糖酵解。

图 1　 非编码 RNA 调控 OSCC 肿瘤细胞、成纤维细胞糖酵解示意图

Figure 1　 Schematic diagram of non coding RNA regulating glycolysis of OSCC tumor cells and fibroblasts

3　 非编码 RNA 调控 OSCC 葡萄糖代谢重编程

　 　 非编码 RNA 是不能编码蛋白质的 RNA 分子,
包括小分子 RNA(microRNA,miRNA)、长链非编码

RNA(long non-coding RAN,lncRNA)以及环状 RNA
(circular RAN,circRNA)等。 在不同类型的肿瘤细胞

中,他们能够通过不同的机制调节肿瘤的葡萄糖代谢。
例如乳腺癌细胞中,miR-155 通过 miR-155-sOCS1-
sTAT2-HK2 和 miR-155-C / EBPβ-miR-143-HK2两条

途径级联促进癌细胞葡萄糖代谢[31]。 lncRNA XIST
通过发挥分子海绵作用吸附 miR-126,激活 IRSI /

PI3K / Akt 通路并以此增强葡萄糖代谢能力,最终促

进胶质母细胞瘤侵袭、转移,提高肿瘤抗凋亡能

力[32]。 OSCC 中,针对 ncRNA 调控葡萄糖代谢重编

程进行了研究并获得一些成果(图 1)。
3.1　 miRNA 在 OSCC 葡萄糖代谢中的调控作用

　 　 miRNA 是长度约为 22 个核苷酸的非编码单链

RNA,在调控基因表达中起关键作用。 近年来,越来

越多的 miRNAs 被认为是 OSCC 细胞代谢的关键内

源性调节因子。
例如,miR-340 能够直接与 GLUT1 的 3’UTR 区

域结合,下调 GLUT1 表达减弱 OSCC 细胞的有氧糖

酵解。 体外功能研究显示,miR-340 能够显著降低

葡萄糖的摄取率,提示 miR-340 所诱导的糖酵解改

变为 OSCC 细胞的生长提供了必须的能量条件[33]。
Xu 等[34] 证明 miR-218 过表达能够显著抑制 OSCC
细胞系中 GLUT1 的表达,同时也降低了细胞系的葡

萄糖摄取,表明 miR-218 通过靶向抑制 GLUT1 表

达,从 而 削 弱 糖 酵 解 以 抑 制 OSCC 细 胞 生 长。
miRNA 不仅可以抑制糖酵解,也能够促进糖酵解。
Chen 等[35] 通过 qRT-PCR 检测发现,肿瘤组织中

miR-10a 和 GLUT1 表达水平显著增加,体外细胞实

验表明,miR-10a 能够同时促进口腔癌细胞的葡萄

糖摄取和增殖。 认为 miR-10a 通过作为 GLUT1 的
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上游激活剂,增加 GLUT1 的表达,促进 OSCC 细胞

的葡萄糖代谢和癌细胞增殖,在 OSCC 中发挥致癌

作用。 HK2 作为糖酵解的第一个限速酶,诸多研究

证明其能够调节肿瘤的发生和迁移。 Sun 等[36] 研

究发现,miR-143 可以直接靶向 HK2,抑制其表达,
从而抑制细胞葡萄糖代谢,阻止 OSCC 癌细胞的生

长和侵袭。 miR-532-3p 可靶向 HK2,由于竞争性作

用,通过 circRNA MDM2 / miR-532-3p / HK2 轴增加

HK2 的表达,促进有氧糖酵解[37]。 除了直接靶向

GLUT1、HK2,miRNA 还可以通过信号通路调节下游

GLUT1 的表达,影响 OSCC 细胞的增殖。 miR-200c
能够抑制 Akt 通路使下游 GLUT1 失活,从而抑制

OSCC 细胞对葡萄糖的摄取,减少能量供应抑制

增殖[38]。
目前,有关 miRNA 调控肿瘤细胞糖酵解的研究

越来越多,很多成果也证实了 miRNA 对肿瘤细胞

Warburg 效应的调控机制。 研究 miRNA 在葡萄糖

代谢中的调控作用,开发新的治疗靶点将作为

miRNA 在 OSCC 发生、发展、诊断及治疗的进一步

研究思路和方向。
3.2　 lncRNA 在 OSCC 葡萄糖代谢中的调控作用

　 　 lncRNA,是一类长度超过 200 个核苷酸的转录

本,缺乏编码蛋白质的潜力,是参与转录和转录后

调控的支架、阻滞剂、激活剂或海绵。 近期研究发

现,OSCC 中存在大量差异表达的 lncRNA,这些

lncRNA 可以调控多个参与葡萄糖代谢的下游靶点,
如 GLUT1 和 GLUT4、酶(丙酮酸羧化酶、G6P)、癌基

因(c-Myc)等,此外也可能与一个或多个信号通路

相互作用,参与 OSCC 的发生和发展[39-41]。 Wang
等[42] 发 现 了 lncRNA-p23154-miR-378a-3p / GLUT1
轴可调控糖酵解,miR-378a-3P 靶向结合 GLUT1 的

3’ 非编码区, 抑制 OSCC 细胞中 GLUT1 表达,
lncRNA-p23154 与 miR-378a-3p 呈负相关,lncRNA-
p23154 通过与 miR-378a-3p 的启动子区域相互作用

抑制其转录,使 GLUT1 表达增高,改变葡萄糖代谢。
lncRNA-p26090 在 OSCC 细胞系及癌组织中的表达

水平 显 著 上 调, 同 时 细 胞 中 糖 酵 解 相 关 基 因

GLUT1、HK2、PKM2 等表达显著降低,生成的乳酸

减少,提示 lncRNA-p26090 可能通过调节相关基因

的表达从而调控 OSCC 细胞糖酵解过程[43]。 Chu
等[44]研究发现在 OSCC 细胞中 lncRNA ELF3-AS1
通过间接调控 GLUT1 表达来影响 OSCC 细胞对葡

萄糖的摄取。 除肿瘤细胞外,lncRNA 也可以调控癌

相关成纤维细胞(CAFs)的糖酵解,影响肿瘤进展。
CAFs 作为肿瘤微环境的重要组成部分,能够分泌能

量代谢产物,为肿瘤进展提供能量。 Yang 等[45] 发

现 lncRNA H19 通 过 lncRNA H19 / miR-675-5p /
PFKFB3 轴促进口腔 CAFs 中的葡萄糖代谢,进而促

进细胞增殖和迁移。
然而对于 lncRNA 在 OSCC 糖酵解中的具体作

用机制,目前研究相对较少。 因此,需要进一步深

入研究 lncRNA 调节葡萄糖代谢的途径和机制,推
进对癌症代谢复杂调控网络的理解,并为临床诊断

和治疗提供更好的理论依据。
3.3　 circRNA 在 OSCC 葡萄糖代谢中的调控作用

　 　 circRNA 呈封闭环状环结构,且高度稳定。 常作

为竞争性内源 RNA(ceRNA),通过内源性竞争作用

“海绵吸附”miRNA,调控下游靶基因的表达水平。
circRNA 可以靶向 miRNA 介导 Warburg 效应进

而调节肿瘤进展。 例如 circRNA100290 在 OSCC 中

充当 ceRNA,抑制 miR-378 表达,从而促进 GLUT1
表达,调节 OSCC 细胞糖酵解[46]。 此外,circRNA 也

可以介导 HK2 表达水平调节 OSCC 的糖酵解。 Zhu
等[47]发现 miR-106a-5p 能够抑制 HK2 的表达来阻

碍 OSCC 进程中的糖酵解,circRNA-PVT1 经海绵吸

附作用直接吸附 miR-106a-5p,进而增加 HK2 的表

达,促进 OSCC 细胞的糖酵解而发挥致癌作用。
有文献表明 OSCC 患者唾液中 hsa-circ-0001874

与 has-circ-0001971 的含量明显增高,此类在患者唾

液样本中显著增高的 circRNA 可以作为诊断 OSCC
的有力证据[48]。 由于 circRNA 的表达具有阶段特

异性和稳定性,因此可以作为诊断靶点对患者进行

快速无创的早期筛查、诊断。

4　 展望

　 　 综上所述,有氧糖酵解表型是癌细胞代谢重编

程的重要组成部分,一系列错综复杂的分子机制使

得肿瘤细胞能够不受控制、持续生长并进行侵袭和

转移。 OSCC 发病率日渐增高的当下,现有成果表

明 ncRNA 可能通过影响葡萄糖代谢的部分环节调

控 OSCC 发展方向。 目前一个亟待解决的问题是仍

需大量研究明确 ncRNA 在 OSCC 细胞葡萄糖代谢

中复杂的调控网络及各级调控机制。 我们需要再

进一步探寻更加全面的分子作用网络的基础上,结
合其作用位置找寻新的治疗靶点,为临床 OSCC 诊

断和治疗提供更多研究思路。
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白三烯在动脉粥样硬化形成及治疗中的作用

吕　 莎1,2,叶子芯1,3,陈　 欢4,杨树龙5∗,洪芬芳1∗

(1.南昌大学基础医学院病原生物学实验中心,南昌　 330000;2.南昌大学第一附属医院呼吸内科,南昌　 330000;
3.南昌大学第一附属医院神经内科,南昌　 330000;4.桂林医学院附属医院神经内科,广西 桂林　 541000;

5.南昌大学抚州医学院生理教研室,江西 抚州　 344000)

　 　 【摘要】 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis, AS)是常见的心血管疾病,能引起严重的并发症,是导致病人死亡最

常见的病因之一。 炎症反应是动脉粥样硬化的发病机制之一,而白三烯( leukotrienes, LTs)是重要的炎症介质,在
炎症信号通路中具有免疫调节和促炎作用。 白三烯与动脉粥样硬化密切相关。 白三烯的产生主要通过 5-脂氧合

酶和环氧合酶产生。 白三烯 B4(leukotrienes B4, LTB4)、半胱氨酸-白三烯(cysteinyl leukotrienes,CysLTs)等通过诱

导中性粒细胞聚集,增强内皮细胞通透性,介导血管平滑肌细胞核钙信号转导,促进动脉粥样硬化的形成。 一些与

动脉粥样硬化有关的疾病,如阻塞性睡眠呼吸暂停的夜间间歇性低氧显著增加了白三烯 B4 的产生及 5-脂氧合酶

(5-lipoxygenase,5-LOX)的表达;糖尿病患者基质金属蛋白酶明显增加,可促进 5-脂氧合酶和白三烯 B4 表达。 本

文论述了白三烯及其代谢途径中相关物质、产生白三烯相关疾病与动脉粥样硬化的关系,提出了抑制白三烯受体、
5-脂氧合酶途径和白三烯 A4 水解酶等新的治疗动脉粥样硬化的策略。

【关键词】 　 白三烯;炎症;动脉粥样硬化;5-脂氧合酶;白三烯受体拮抗剂
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Roles of leukotriene in pathogenesis and treatment of atherosclerosis
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(1. Pathogen Biology Experimental Center, College of Medicine, Nanchang University, Nanchang 330000, China.
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3. Neurology Department, First affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 330000.
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Physiology, Fuzhou Medical Couage, Nanchang University, Fuzhou 344000)

　 　 【Abstract】　 Atherosclerosis (AS) is a common cardiovascular disease that can cause serious complications and is
one of the most common causes of patient death. The inflammatory response is involved in the pathogenesis of atherosclerosis
and leukotrienes (LTs) are important inflammatory mediators that play immunomodulatory and proinflammatory roles in the
inflammatory signaling pathway. Leukotrienes are closely related to atherosclerosis. Leukotriene B4 ( LTB4), cysteinyl
leukotrienes, and the 5-lipoxygenase (5-LOX) pathway trigger a plaque formation disorder that promotes AS by inducing
neutrophil aggregation, enhancing endothelial cell permeability, and mediating nuclear calcium signal transduction in



vascular smooth muscle. Additionally, obstructive sleep apnea (OSA) and diabetes that produce LTs are associated with
AS. Intermittent hypoxia in patients with OSA increases production of LTB4 and expression of 5-lipoxygenase. Increased
matrix metalloproteases in diabetic patients promote expression of 5-LOX and LTB4. This article discussed the current
research on the roles of LTs and related substances in the metabolic pathway in the pathogenesis of atherosclerosis and its
treatment. Thus, some new treatment strategies aimed at LTs for anti-AS effects have been proposed, which include
inhibition of LT receptors, the 5-LOX pathway and LTA4 hydrolytic enzyme.

【Keywords】　 leukotrienes; inflammation; atherosclerosis; 5-lipoxygenase; leukotriene receptor antagonist

　 　 心血管疾病仍然是全世界死亡的主要原因。
动脉粥样硬化性心脏病是最大的原因。 动脉粥样

硬化(atherosclerosis,AS)的机制的研究进展仍然是

科学的焦点。 免疫失调和炎症是导致 AS 斑块的形

成及冠状动脉综合征急性进展的重要原因[1]。 白

三烯( leukotrienes, LTs)是具有免疫调节和促进炎

症反应的重要脂质介质,在多种慢性炎症性疾病,
如哮喘、AS 等疾病中的作用起关键作用[2]。 LTs 通

过介导免疫细胞的招募和激活及平滑肌细胞增值

和内皮功能障碍来调节 AS 斑块炎症的免疫反

应[3]。 研究白三烯与 AS 形成中的作用,对 AS 的治

疗有重要作用。

1　 白三烯的合成及生理作用

　 　 LTs 是花生四烯酸在白细胞中代谢产物分离得

到的具有共轭三烯结构的二十碳不饱和酸。 可按

取代基性质分为 A、B、C、D、E、F 6 类[4]。 前体白三

烯以花生四烯酸(arachidonic acid, AA)为原料,在
5-脂 氧 合 酶 激 活 蛋 白 ( 5-lipoxygenase-activating
protein, FLAP)(一种核跨膜蛋白,能有效地将花生

四烯酸转移到 5-脂氧合酶)的帮助下,经 5-脂氧合

酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)催化合成了 LTs[2]。 LTs
通过介导免疫细胞的招募和激活以及平滑肌细胞

增殖和内皮功能障碍来调节 AS 斑块炎症的免疫反

应。 LTs 的生物作用包括趋化性、内皮粘附和白细

胞活化、趋化因子的产生以及微循环和呼吸道平滑

肌的收缩;当 LTs 过量时,将起到致病作用[4]。
白三烯 B4(leukotrienes B4, LTB4)诱导多种促

炎蛋白的过度表达,通过 LTB4 受体(BLT1)促进趋

化和泡沫细胞形成[5]。 LTB4 能间接引起血管收

缩,通过激活主动脉内皮细胞的白三烯受体,刺激

收缩因子和一氧化氮的释放,诱导内皮依赖性血管

收缩[6],从而促进 AS。 此外,LTB-4 可增加组胺和

血栓素的释放,使 BLT-1 受体表达增强,BLT-1 受体

mRNA 表 达 上 调, 从 而 促 进 AS[7]。 LTB4 通 过

BLT1-TAK1-P38 信号通路抑制 L 型钙通道,这可能

与 AS 等病理过程有关[8]。
半胱氨酰白三烯(LTC4、LTD4 和 LTE4)能增强

内皮细胞通透性和心肌收缩性,并参与许多其他炎

症状态[9]。 半胱氨酸白三烯通过核周 CysLT-1 受体

介导血管平滑肌细胞核钙信号转导和基因表达的

改变。 在人冠状动脉平滑肌细胞中,脂多糖显著上

调 CysLT-1 受体,并显著增强 LTC4 诱导的细胞内钙

的变化[10]。
LTs 在许多炎症过程的信号通路中是具有免疫

调节和促炎作用的重要脂质介质[4],本文主要介绍

LTs 对 AS 进程的影响。

2　 白三烯与动脉粥样硬化

2. 1　 5-脂氧合酶途径与动脉粥样硬化

　 　 5-LOX 是 LTs 生物合成的关键酶,含有对亲电

修饰敏感的关键亲核氨基酸[11],是一种含有非血红

素结合的铁中心离子,与 FLAP 在催化配合物中生

成 5-氢过氧化物-二十碳四烯酸[12]。 已有研究表明

5-LOX / LT通路能增加白细胞趋化性、血管炎症和增

强通透性来促进 AS[13]。 5-LOX 通路在 AS 和再狭

窄的发病机制中起着重要作用。 通过激活症状性

斑块中的巨噬细胞来表达 5-LOX,导致 LTB4 积累,
并促进基质金属蛋白酶的合成和释放,从而促进斑

块破裂[14]。
数据表明,5-LOX 途径来源的 LTs 通过激活

ERK 和 p38 MAPK 通路介导 4 - 羟基壬醛 ( 4-
hydroxynonanal, HNE) 诱导的基质金属蛋白酶 - 9
(matrix metalloproteinase-9, MMP-9)生成,从而导致

AS 斑块不稳定[15]。 在 AS 病变的巨噬细胞中,HNE
和 5-LOX 水平过高,激活的巨噬细胞产生降解 AS
斑块成分的 MMP-9,从而促进斑块破裂。 通过

LTB4 的产生,用 HNE 刺激 J774A.1 细胞进而激活

5-LOX。 LTB4 和 CysLTs 增强了巨噬细胞中 MMP-9
的产生,提示 5-LOX 在 HNE 介导的 MMP-9 产生中

起关键作用。 在 MAPK 通路中,LTB4 和 CysLT 增

强了 ERK 和 p38 MAPK 的磷酸化。 P38 MAPK 抑
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制剂和 ERK 抑制剂共同抑制了由 LT 诱导的 MMP-
9 的产生[15]。

鞘氨醇-1-磷酸(sphingosine-1-phosphate, S1P)
参与重要细胞的调控过程,包括免疫细胞的运输和

增殖。 S1P 信号的变异与炎症、癌症进展和动脉粥

样硬化有很强的关系。 S1P 能诱导 S1P 受体介导体

外和体内的有效抗炎作用,抑制 5-LO 活性,从而抑

制 AS。 在 Ca2+离子激发人中性粒细胞中,S1P 能有

效抑制 LTs 的生物合成[16]。
2. 2　 白三烯 B4 与动脉粥样硬化

　 　 在培养的单核细胞中,LTB4 通过 BLT1 和 BLT2
诱导有丝分裂原激活蛋白激酶(MAPKs、ERK1 / 2 和

JNK1 / 2)和 PI3K / AKT 的快速磷酸化以及在 MAPK
和活性氧依赖机制中增加核因子 κB(NF-κB)DNA
结合活性[17]。 NF-κB 的激活可使 LTB4 诱导人单核

细 胞 产 生 单 核 细 胞 趋 化 蛋 白 ( monocyte
chemoattractant protein-1, MCP-1),增强 MCP-1 的表

达[18]。 MCP-1 激活嗜碱细胞,在嗜碱性粒细胞和单

核细胞中引起细胞溶质游离钙水平升高,在低浓度

下触发嗜碱性粒细胞脱粒,释放组胺[19],从而促进

AS。 LTB4 通过 NF-κB 机制中 BLT1 和 BLT2,诱导

白细胞介素-6、单核细胞趋化蛋白-1 和肿瘤坏死

因子 α mRNA 的过度表达,从而促进炎症环境[17]。
白三烯 B4 还通过 NF-κB 依赖的 BLT1 受体在动脉

粥样硬化和内膜增生的血管平滑肌细胞上进行信

号传导[20],诱导其趋化和增殖。 在血管损伤反应中

抑制 LTB4 / BLT1 信号,可来减少内膜增生,提示

LTB4 / BLT1 信号通路可能是治疗 AS 的靶点[20]。
LTB4 通过趋化单核细胞以及通过增强 CD36 的表

达和脂肪酸的积累将单核细胞转化为泡沫细胞,来
促进 AS[21]。
2. 3　 半胱氨酸 -白三烯 ( cysteinyl leukotrienes,
CysLTs)(LTC4、LTD4 和 LTE4)与动脉粥样硬化

　 　 CysLTs 是由活化的白细胞或跨细胞代谢产生

的,在炎症或 AS 过程中可能在不同程度上作用于

血管 平 滑 肌 细 胞 ( vascular smooth muscle cells,
VSMC)。 在培养大鼠的 VSMC 中 LTC4 和 LTD4 对

VSMC 增殖有调节作用。 VSMC 增殖的增加与 LTD4
刺激所伴随的 IL-1 的自分泌有关。 这些结果可能

为 AS 形成过程中炎症参与的机制提供了新的线

索,提示 CysLTs 的控制可能在涉及 IL-1 的炎症过程

中起重要作用[22]。 LTC4 或 LTD4 刺激的内皮细胞

合成和保留的血小板活化因子可能诱导以前未受

刺激的 PMNs 粘附。 这一过程可能与炎症、血栓形

成和血管损伤的机制有关,包括 AS[23]。 半胱氨酸

白三烯受体(CysLT-1 和 CysLT-2)识别 LTC4、LTD4、
LTE4 和 LTF4[24]。 CysLTs 诱导早期生长反应基因

1、2、3 和环氧化酶-2 的 mRNA 和蛋白表达,从而刺

激内皮细胞。 这种反应由 CysLTR2 与 G(Q / 11)的
偶联,磷脂酶-C 和肌醇-1,4,5-三磷酸的激活所调

解,通过 IFN-γ 刺激可诱导 CysLTR2 的表达,增强

CysLTs 诱导的炎症反应[25]。 CysLTs 信号转导可通

过 cysLT-1 受体和 IL-4 协同作用促进人单核细胞

CCL 2的产生而参与炎症反应[26]。 LTD4 诱导大鼠

血管平滑肌细胞 IL-1β 表达和释放[27-28]。 IL-1β 等

炎性细胞因子的过量产生可引起 AS[29]。
2. 4　 其他影响 LTs 的因素与 AS
2. 4. 1　 氧化心磷脂(oxidized cardiolipin)
　 　 氧化心磷脂( oxidized cardiolipin,oxCL)具有促

炎作用,可通过激活内皮细胞,增加单核细胞 /巨噬

细胞和中性粒细胞中钙的细胞内浓度,选择性地增

强巨噬细胞中 5-LOX 的基因表达,诱导 LTB4 的生

物合成,从而促进 AS。 此外,oxCL 可提高内皮细胞

中粘附分子细胞间黏附分子-1 和血管细胞黏附分

子-1 的水平。 膜联蛋白 A5(一种抗血栓和抗炎血

浆蛋白,有动脉保护作用)可以通过结合 oxCL 来消

除其诱导作用[30]。 此外,膜联蛋白 A5 还可以通过

抑 制 溶 血 磷 脂 酰 胆 碱 ( lysophosphatidylcholine,
LPC)的促炎作用而发挥抑制 AS 的作用。 LPC 是氧

化型低密度脂蛋白的主要生物活性脂类成分[30],在
炎症细胞和内皮细胞中能产生许多炎症效应[31],能
诱导人冠状动脉平滑肌细胞炎症激活,而炎症诱导

血管平滑肌细胞从收缩型转化为增殖 /分泌型是 AS
形成特征的血管重构的标志。 LPC 通过刺激花生

四烯酸代谢物 LTB4、6-酮-前列腺素 F1α、碱性成纤

维细胞生长因子以及刺激细胞因子 GM-CSF、IL-6
和 IL-8 的释放发挥促炎作用[31]。 膜联蛋白 A5 可

通过减少 OxLDL 和 LPC 的促炎作用,以及抑制

OxLDL 的结合和巨噬细胞的摄取在 AS 及其斑块破

裂中发挥重要的保护作用[32]。
2. 4. 2　 ω-3 脂肪酸(omega-3 fatty acids)
　 　 流行病学研究表明,ω-3 脂肪酸可降低心血管

死亡率和冠心病发病率。 ω-3 脂肪酸在预防 AS 方

面有许多有益的作用:降低血压,改善脂蛋白代谢,
改善止血(增加出血时间和减少血小板聚集),降低

血浆纤维蛋白原,改善花生四烯酸及其衍生物的代
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谢降低血栓素和 LTs 的合成,增加前列环素的合

成[33]。 Bäck 等[34] 通过 ω-3 脂肪酸二十碳五烯酸

(ω-3 fatty acid eicosapentaenoic acid, EPA)干预实

验表明 EPA 的乙酯形式,能显著减少心血管疾病。
重要的是,EPA 其能刺激炎症的消退。 ω-3 脂肪酸

能在炎症反应前和 AS 发生前能降低 LTs 的水平,
导致有益的炎症平衡。 ω-3 衍生的促分解介质和促

炎症脂质介质已被证明可以预测亚临床 AS[35]。
2. 4. 3　 α-生育酚 /混合生育酚

　 　 低水平的 α-生育酚与 AS 的发生率增加有关,
高水平的 α-生育酚能预防 AS。 α-生育酚补充后可

减少人单核细胞中白细胞介素-1 和白细胞介素-6
的释放,并且 α-生育酚通过抑制 5-LOX 抑制活化的

人单核细胞中肿瘤坏死因子-α mRNA 和蛋白的表

达。 Devaraj 等[36]发现,添加 α-生育酚后,单核细胞

超氧阴离子释放、脂质氧化、IL-1β 释放及与内皮的

粘附均显著降低。 LTB4 是 5-LOX 的主要产物,它
能增加 IL-1β 的释放。 在 α-生育酚存在下,LTB4 和

IL-1β 水平明显降低;在环氧化酶抑制剂吲哚美辛

存在下,α-生育酚抑制 IL-1β 活性,α-生育酚对 IL-
1β mRNA 水平和稳定性均无影响。 α-生育酚通过

抑制 5-LOX 抑制活化的人单核细胞中 IL-1β 的

释放。
3　 阻塞性睡眠呼吸暂停综合征、糖尿病与动脉粥样

硬化

3. 1 　 阻塞性睡眠呼吸暂停综合征 ( obstructive
sleep apnea syndrome,OSA)
　 　 LTB4 是 涉 及 在 AS 形 成 中 的 脂 质 介 质。
Lefebvre 等[37]研究了持续气道正压对 LTB4 产生的

影响,实验结果表明持续气道正压显著降低了 50%
的 LTB4,阻塞性睡眠呼吸暂停时 LTB4 的产生与氧

饱和度有关,LTB4 可促进中度至重度低氧性阻塞性

睡眠呼吸暂停患者早期血管重塑[38]。
OSA 患者出现早期 AS 和 LTs 途径的激活。 在

OSA 患者中,白三烯的产生与 OSA 的严重程度有

关,免疫细胞在间歇性低氧下的体外暴露增加了

LTs 途径转录。 此外,LTs 途径相关的转录与早期的

血管重塑相关[39]。
OSA 患者 LTB4 的产生增加,并与早期血管重

构有关,其机制尚不清楚。 Stanke-Labesque 等[39] 通

过实验测定多形核细胞中 LTB4 通路激活机制和

OSA 早期血管重构及间歇性低氧的特殊作用。 研

究表明 OSA 患者的 PMN 中 LTB4 生成增加,5-LOX

激活蛋白的 mRNA 和蛋白显著增加,并与颈动脉管

腔直径和内膜中层厚度相关。 在 OSA 患者单核细

胞中, LTB4 ( 10 ng / mL) 增加 IL-6 ( P = 0. 006) 和

MCP-1(P= 0. 002)的产生。 在对照组中,体外暴露

于间歇性低氧环境中的多形核细胞可增强 FLAP 的

mRNA 水平(P= 0. 027),与暴露于常氧状态的多形

核细胞相比,LTB4 的分泌增加 2. 7 倍(P = 0. 028)。
综上所述,多形核细胞中对间歇性低氧的上调可能

参与 OSA 患者的早期血管重构,提示 FLAP 可能是

治疗 OSA 相关的心血管疾病的潜在靶点[40]。
3. 2　 糖尿病

　 　 糖尿病患者 AS 病变中,5-LOX / LTB4 途径表达

的增加,导致斑块不稳定。 5-LOX 在糖尿病患者中

的表达高于非糖尿病性斑块,与 MMP-2 和 MMP-9
的表达增加有关。 酶谱分析显示,与非糖尿病斑块

相比,糖尿病患者 MMP 活性明显升高[14]。 糖尿病

中,5-LOX 和 LTB4 在 AS 斑块中的过度表达可能促

进 MMP 诱导的斑块破裂[14]。 LTS 是与内皮依赖性

舒张相关的炎性和血管活性介质,尿白三烯 E4 与

2 型糖尿病患者的肾功能相关,在糖尿病和急性冠

状动脉综合征中尿白三烯 E4 也有所增加[40]。

4　 白三烯与动脉粥样硬化的防治

4. 1　 LTB4 受体(BLT1 和 BLT2)拮抗剂

　 　 LTB4 是花生四烯酸经 5-LOX 代谢的白细胞趋

化因子,也是中性粒细胞、嗜酸性粒细胞和 T 淋巴

细胞的有效趋化因子[41]。 它通过特定的细胞表面

受体 BLT1 和 BLT2 发挥作用[42]。 BLT1 和 BLT2,分
别代表高亲和力受体和低亲和力受体[43] 在人颈 AS
斑块中实验结果表明,LTB4 激活血管平滑肌细胞上

功能性的 BLT1 受体,诱导其趋化和增殖。 BLT1 受

体通过 Iκ 激酶 β / NF-κB 依赖性途径上调。 在血管

损伤反应中可抑制 LTB4 / BLT1 信号来减少内膜增

生[43]。 在不同的小鼠模型中,刺激高亲和力 LTB4
受体(BLT1)有利于降低 AS[44]。 BLT1 在关节炎、
AS 和哮喘中的重要作用[45]。 BLT2 受体可转导促

AS 信号[44]。 此外,在 Biil284(3 mg / kg)治疗 24 周

的小鼠中观察到明显较小的主动脉病变。 减少的

AS 与病变较少的平滑肌细胞、较低的动脉 MMP 活

性和较低的血浆 TNF-α 和 IL-6 水平有关[44]。 同

时,LTB4 受体阻断剂通过抑制单核细胞聚集而延缓

AS 进展的假说被验证,LTB4 还是一种有效的趋化

剂,通过 LTB4 受体激活单核细胞[41]。 综上所述,提
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示 LTB4 受体拮抗剂对 AS 的治疗有重要价值。
4. 2　 CysLT 受体拮抗剂

　 　 CysLTs 是花生四烯酸通过 5-赖氨酸途径产生

的强有力的促炎介质。 它们通过与 2 种不同受体

(例如 CysLT1 和 CysLT2)的相互作用发挥重要的药

理作用。 Hoxha 等[42] 通过对两种活体动物以及人

类研究进行了系统的回顾以确定白三烯受体拮抗

剂可阻断 CysLTs 的作用,可能在某些方面减少心血

管疾病[43],减轻许多慢性疾病的症状。 扎鲁司特,
CysLT 受体(CysLT1R)选择性拮抗剂,能从 TNF-α
诱导的炎症反应和损伤中对内皮细胞起保护作用,
并且扎鲁司特通过抑制 MAPK 激酶 p38 和 NF-κB
的激活抑制炎症介质的产生[43]。
4. 3　 白三烯 A4 水解酶( leukotriene A4 hydrolase,
LTA4H)抑制剂

　 　 LTA4H 是一种广泛分布的 69×103 含锌细胞溶

质酶,具有水解酶和氨基肽酶活性[44]。 LTA4H 催

化不稳定的环氧化物 LTA4 转化为二醇 LTB4,二醇

LTB4 是一种有效的趋化剂和中性粒细胞激活剂,以
及嗜酸性粒细胞、巨噬细胞、肥大细胞和 T 细胞的

化学吸引剂。 抑制 LTB4 的形成有望有助于治疗炎

症性疾病和 AS[44]。 LTA4H 与斑块不稳定性的相关

性表明实验中,LTB4 生物合成中的 3 种关键蛋白

(5-LOX、FLAP 和 LTA4H)的 mRNA 水平显著升高。
斑块不稳定症状的患者中,LTA4H 的表达增加[45]。
LTB4 积累,并促进 MMP 的合成和释放,从而促进

斑块破裂。 人体病变组织会将花生四烯酸转化为

大量的 LTB4,而 LTA4H 抑制剂可以阻断这种活性。
LTs 通路的研究表明,LTs 通路可调节 AS 过程[46]。
4. 4　 5-LOX 抑制剂

　 　 花生四烯酸的代谢可以由两个酶家族(环氧合

酶或脂氧合酶)催化。 脂氧合酶可分为 5-、12-和
15-脂氧合酶等几个亚类[47]。 LTs 是由花生四烯酸

产生的,通过 FLAP 催化产生,其中 FLAP,作为一种

调节蛋白的运作有效地将花生四烯酸转化为 5-
LOX[1]。 VIA-2291 是一种有效的 5-LOX 抑制剂。
在一项双盲研究中表明, LTs 生成减少能影响

AS[48]。 在 S1P 治疗 AS 中,S1P 诱导 S1P 受体 4 介

导的体外和体内有效抗炎作用,并抑制 5-LOX 活

性[16]。 抑制 5-LOX 和 COX 对 AS 病变有抗炎

作用[49]。
4. 5　 其他(他丁类药物)
　 　 他汀类药物对 AS 患者的免疫和抗炎反应具有

非胆固醇依赖性的多效性[50]。 他汀类药物最初是

为低密度脂蛋白开发,能降胆固醇,但现在被认为

通过抗炎作用改善心血管发病率和死亡率,抑制导

致 AS[51]。 在 APOE 基因敲除小鼠的对照实验中,
阿托伐他汀通过抑制 5-LOX 通路和下调APOE- / -小

鼠 CCL3 的表达,显著减轻 AS 病变[50]。 用阿托伐

他汀治疗家兔颈动脉球囊扩张伤的实验中也表明,
阿托伐他汀通过调节家兔 5-LOX 途径稳定颈动 AS
斑块,通过抗炎作用延缓 AS 进程[52]。

5　 问题与展望

　 　 AS 病因与发病机制复杂,关于 LTs 与 AS 的形

成与进展之间的密切关系,国内外的研究日益增

多,LTs 是一种强有力的诱导剂和细胞趋附剂,能与

其受体结合发挥趋化作用,诱发炎性反应,参与多

种疾病病理过程;与 LTs 有关的炎症通路将成为阻

断与 AS 有关的炎症发展一个重要标靶。 白三烯在

AS 发生过程中的作用已经通过一系列研究证实其

在 AS 中的作用机制也通过白三烯拮抗剂的研究得

到阐述。 但这种药物作用与临床治疗心血管疾病

仍然局限于作为辅助用药延缓或减轻心血管疾病

的进程,还需要进一步挖掘白三烯拮抗剂对心血管

各类疾病的预防和治疗的潜在价值。
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外源性诱导原发性胆汁性胆管炎动物模型
研究进展

陈海洋,张　 玮∗

(上海中医药大学附属龙华医院 感染科,上海　 200032)

　 　 【摘要】 　 原发性胆汁性胆管炎(primary biliary cholangitis, PBC),又称原发性胆汁性肝硬化,是一种少见的自

身免疫性肝病,发病率低,发病机制不明确,无法治愈。 研究表明外界环境因素导致发病率逐年升高,所以构建发

病因素相似的动物模型研究 PBC 的发病和治疗都具有重要意义。 现通过阅读 20 年来国内外相关文献,总结各种

外源性物质(2-辛炔酸偶联牛血清白蛋白、聚肌苷酸胞嘧啶核苷酸、新鞘氨醇杆菌、抗线粒体抗体抗原、同源胆管蛋

白)诱导 PBC 动物模型的方法,分析各种造模方式的特点。 为研究者选择更合适的动物模型,探索 PBC 发病机制

和研发新药提供参考。
【关键词】 　 原发性胆汁性胆管炎;动物模型;抗线粒体抗体;外源性诱导

【中图分类号】 R-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1671-7856 (2022) 03-0105-07

Research progress on animal models of exogenously induced
primary biliary cholangitis

CHEN Haiyang, ZHANG Wei∗

(Longhua Hospital Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Department of Infectious Diseases, Shanghai 200032, China)

　 　 【Abstract】　 Primary biliary cholangitis ( PBC) is an incurable rare autoimmune liver disease with low incidence
and an unclear pathogenesis. Studies have shown that external environmental factors have led to a yearly increase in
incidence. Therefore, it is of great significance to establish an animal model with similar pathogenesis to study the
pathogenesis and treatment of PBC. After reading relevant domestic and foreign literature over the past 20 years, we
summarized the method to establish PBC animal models induced by various exogenous substances. Various exogenous (2-
OA-BSA, polyI:C, N. aromaticivorans, AMA antigen and BDP) and analyze the characteristics of various modeling
method. Induction method of PBC animal models are summarized and the characteristics of various modeling method were
analyzed. We provide a reference for researchers to choose more suitable animal models, explore the pathogenesis of PBC
and develop new drugs.

【Keywords】　 primary biliary cholangitis; animal model; antimitochondrial antibody; exogenous induction



　 　 原 发 性 胆 汁 性 胆 管 炎 ( primary biliary
cholangitis, PBC),又称原发性胆汁性肝硬化,是一

种慢性肝内胆汁淤积性肝病,其特征是肝内小胆管

破坏,门脉周围炎症、纤维化,最终导致肝硬化。
PBC 的 血 清 学 特 征 是 抗 线 粒 体 抗 体 ( anti-
mitochondrial antibody, AMA)阳性,这是一种在约

95%的 PBC 患者中发现的高度疾病特异性抗体[1]。
多个国家流行病学研究表明 PBC 的总体发病率为

8. 55 / 100 万 /年,患病率为 118. 75 / 100 万 /年,我国

目前无论是发病率还是患病率都要高出平均水

平[2]。 国外流行病学显示尿路感染、香烟、有毒废

弃物和工业地区等环境污染以及贫困等因素容易

诱发本病[3-5]。 Chen 等[6]在对上海部分地区 19012
名居民抗线粒体抗体 M2 亚型 ( anti-mitochondrial
antibody subtype M2, AMA-M2)的筛选调查中发现

住在垃圾填埋场和高架附近,吸烟以及使用染发剂

等被认为是危险因素。 最新流行病学也显示城市

工业区,环境污染和社会贫困地区人群的 PBC 患病

率较高[5]。 Probert 等[7] 在垃圾填埋场发现了可以

抑制线粒体氧化磷酸化和诱导肝祖细胞凋亡的化

学物质,其结构是一种类似硫辛酸的人肝细胞代谢

产物,并且可以通过外源性脂酰化途径在酶催化下

与丙酮酸脱氢酶复合物的 E2 成分相结合。 多项研

究显示外源性化学药物或异物可能通过修饰丙酮

酸脱氢酶复合物 E2 亚单位(pyruvate dehydrogenase
complex E2 subunit, PDC-E2)或其他自身抗原,导
致自身免疫易感个体耐受性丧失从而诱发 PBC 的

发病[8-9]。 外源性诱导动物模型更加类似环境因素

对 PBC 发病的影响,所以有必要对外源性诱导 PBC
动物模型的方法和特点进行系统总结(见表 1),以
便根据研究目的选择恰当的模型。

1　 药物诱导模型

1. 1　 2-辛炔酸偶联牛血清白蛋白(2-octynoic acid
BSA conjugate, 2-OA-BSA)诱导模型

　 　 绝大多数 PBC 患者都伴有不同程度的抗线粒

体抗体反应,这些抗体识别的自身抗原是 2-氧酸脱

氢酶复合体 ( 2-oxo-acid dehydrogenase complex, 2-
OADC)的成员,特别是 PDC-E2。 实际上,这些抗体

也会与许多化学修饰过的类似物发生交叉反

应[9,24]。 2-辛炔酸(2-octynoic acid, 2-OA)不仅具有

在体内修饰 PDC-E2 的潜力,而且重要的是,它被广

泛应用于环境中,包括香水、口红等化妆品和许多

常见的食品调味料中[9]。
Wakabayashi 等[10]首先使用外源性 2-OA 与牛

血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)偶合(100
μg / 25 μL),对雌性 C57BL / 6 小鼠进行免疫,成功诱

导出类 PBC 动物模型。 造模方法:2-OA-BSA 与完

全弗氏佐剂(Freund’ s adjuvant complete, CFA)偶

合,进行首次腹腔注射,其后将 2-OA-BSA 与不完全

弗氏佐剂(Freund’ s adjuvant incomplete, IFA)进行

偶合,每隔 2 周对模型小鼠腹腔注射 1 次,持续 12~
24 周。 模型特征:最早在免疫 4 周后血清中即可检

测到 PDC-E2 抗体阳性并显著升高, 8 周即达

100%。 肿瘤坏死因子 α(tumor necrosis factor, TNF-
α)和干扰素 γ( interferon-gamma, IFN-γ)在免疫 4
周后也显著增高。 IL-4、IL-5 和 IL-10 基本没有变

化。 组织学上免疫 14 周后肝切片显示门管区淋巴

细胞浸润,小胆管损伤或消失,肝内或见肉芽肿形

成。 肝内 CD4 / CD8T 细胞的比值降低,而 CD8+ T 细

胞的数量显著增加。 Lleo 等[11] 发现在 PBC 患者

中,受损胆管周围的门管区也存在典型的 CD4+T 和

CD8+ T 淋巴细胞浸润。 虽然该模型有 PBC 典型胆

管周围淋巴细胞浸润,但是纤维化改变和反映胆汁

淤积程度的相关酶测定却仍然存在缺陷。 然而,2-
OA 可用于多种小鼠品系和转基因小鼠[25-26],达到

模型的理想病理改变,也表明 2-OA 诱导模型的广

泛应用前景,值得进一步探索。
Wu 等[12]、Chang 等[13] 发现半乳糖苷基神经酰

胺(α-GalCer)激活 iNKT 细胞会加重汇管区炎症反

应、胆管损伤、肉芽肿形成和肝纤维化发生的趋势。
所以 Chang 等[14]修改造模的实验方案,除以上干预

措施外,另加 α-GalCer 用 0. 5%吐温 20 溶解成 0. 2
mg / mL,取 10 μL 分别于第 1、2、3 次免疫接种的前 1
d 静脉注射至小鼠体内。 方案修改后造模小鼠在免

疫 4 周后即出现更加明显的门脉炎症、胆管损伤。
更为欣喜的是修正后 12 周的模型可提高 AMA 产

生,肉芽肿形成和肝纤维化改变征象。 Zeng 等[27]、
Miyake 等[28] 根据这种免疫小鼠模型还发现 iNKT
细胞和自身抗体的关系也具有一致性。 这个发现

说明不仅适应性免疫参与 PBC 的发展,而且先天性

免疫在本病的发生发展中也起着重要的作用。
1. 2 　 聚 肌 苷 酸 胞 嘧 啶 核 苷 酸 ( polyinosinic-
polycytidylic acid , polyI:C)诱导模型

　 　 PolyI:C 是一种干扰素诱导剂,触发 I 型干扰素

(IFN-1)的产生和下游 IFN-α / β 受体依赖信号通
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　 　 　 　 表 1　 不同外源性物质诱导 PBC 动物模型总结
Table 1　 Summary of animal models of PBC induced by different exogenous substances

造模物质
Inducer

处理方法
Processing method

模型优点
Advantages of model

模型缺点
Model shortcomings

应用
Application

参考文献
Reference

2-辛炔酸偶联
牛血清白蛋白
2-OA-BSA

2-OA-BSA 分别与 CFA 和
IFA 耦 合, 腹 腔 注 射
C57BL / 6 小鼠 2 周 / 次,造
模 12~24 周。 修正方案在
前基础上辅用 α-GalCer。
2-OA-BSA was coupled with
CFA and IFA, respectively.
C57BL / 6 mice were
intraperitoneally injected for
2 weeks / time, and the
model was established for 12
~ 24 weeks. The modified
scheme was supplemented
with α-GalCer.

4 周可见 M2 抗体阳性,TNF-α 和
IFN-γ 升高;14 周汇管区淋巴细
胞浸润,胆管损伤或者消失。 修
正后肝病理表现更符合。
At 4 weeks, M2 antibody was
positive, TNF-α and IFN-γ levels
increased. At week 14, lymphocytes
were infiltrated in portal area and
bile ducts were damaged or
disappeared. The pathological
manifestations of the liver were more
consistent after modification.

药物昂贵,造模周期长,实
验成本高;肝纤维化改变
不明显。
Drugs are expensive, the
modeling cycle is long, and
the experiment cost is high.
There was no obvious
change of liver fibrosis.

环境 无 染 与 PBC
发病相关性研究。
修正后先天性免疫
对 PBC 的 发 病
研究。
Study on the
correlation between
environmental non-
staining and PBC
incidence. Study on
the pathogenesis of
PBC by modified
innate immunity.

[10-14]

聚肌苷酸胞嘧
啶核苷酸
PolyI:C

PolyI:C(5 mg / mL)腹腔注
射 C57BL / 6 小鼠 2 次 / 周,
持续 28 周。
PolyI: C ( 5 mg / mL) was
intraperitoneally injected
into C57BL / 6 mice twice a
week for 28 weeks.

实验成本低,8 周 M2 抗体阳性,
IFN-α 高表达,胆管损伤,胆管周
围淋巴细胞浸润明显,16 周达到
最高。
Experimental cost was low. At 8
weeks, M2 antibody was positive,
IFN-α expression was high, the bile
duct was damaged, and the
infiltration of lymphocytes around
the bile duct was obvious, and the
peak was reached at 16 weeks.

造模周期长,唾液腺、胰腺
和肾也出现类似 PBC 的
肝外 炎 性 病 变, 肝 特 异
性弱。
Extrahepatic inflammatory
lesions similar to PBC also
appeared in salivary glands,
pancreas and kidney, and
liver specificity was weak.

PBC 治 疗 药 物
研究。
Drug research for the
treatment of PBC.

[15-16]

2-OA-BSA 联
合聚肌苷酸胞
嘧啶核苷酸
2-OA-BSA
combination
polyI:C

依据上述方法联合使用,
造模 8 周。
According to the
combination of the above
methods, the model was
built for 8 weeks.

造模时间短,淋巴细胞和促炎细
胞因子增多和肝病理特征。
Model time was shortened,
lymphocytes and proinflammatory
cytokines were increased and liver
pathological features were observed.

实验成本高,动物死亡率
增高。
Cost of the experiment is
high, and the mortality rate
of animals increases.

PBC 的 “ 二 次 打
击”假说研究。
Study on the
“ Second Strike ”
hypothesis of PBC.

[17]

新鞘氨醇杆菌
N.
aromaticivorans

N. aromaticivorans 悬液第
1、14 天静脉注射到 NOD
小鼠,至少 4~8 周。
N. aromaticivorans
suspension was
intravenously injected into
NOD mice on days 1 and 14
for at least 4~8 weeks.

感染后持续高水平的 IgG,汇管区
炎症细胞浸润,胆管损伤和肉芽
肿改变。
After infection, high levels of IgG
persist, inflammatory cell
infiltration in the portal area, bile
duct damage and granuloma
changes.

实验繁琐,实验条件要求
高;肝纤维化改变不明显。
Experiment is cumbersome
and requires high
experimental conditions; the
changes in liver fibrosis are
not obvious.

环境 微 生 物 导 致
PBC 发 病 的 机 制
研究。
Study on the
pathogenesis of PBC
caused by
environmental
microorganism.

[18-19]

抗线粒体抗原
Anti-
mitochondrial
antigen

C57BL / 6 小鼠腹腔注射重
组抗原蛋白三联体 100
μg / 200 μL,造模 66 周。
C57BL / 6 mice were
injected intraperitoneally
with 100 μg / 200 μL of
recombinant antigen protein
triplet for 66 weeks.

M2 抗体阳性率高,碱性磷酸酶升
高;汇管区炎症细胞浸润明显,肝
特异性强。
Positive rate of M2 antibody is
high, alkaline phosphatase is
elevated. Inflammatory cells in the
portal area are infiltrated obviously,
and the liver specificity is strong.

实验条件高,造模周期长,
肝纤维化改变不明显。
Experimental conditions are
high, the modeling cycle is
long, and the changes in
liver fibrosis are not
obvious.

PBC 早 期 诊 断
研究。
Study on early
diagnosis of PBC

[20-22]

胆管蛋白
Bile
duct protein

BDP 与 CFA 和 IFA 乳化
皮下注射 C57BL / 6 小鼠 1
次 / 周,造模 4 周。
BDP, CFA and IFA were
emulsified subcutaneously
into C57BL / 6 mice once a
week, and the mice were
modeled for 4 weeks.

造模周期短;M2 抗体阳性率高,
淋巴细胞活性增强;汇管区炎症
细胞浸润。
Short mold making cycle. The
positive rate of M2 antibody was
high and the lymphocyte activity
was enhanced. Inflammatory cells
infiltrate the portal area.

病理上未见胆管损伤和肉
芽肿改变。
Pathologically, there were
no changes in bile duct
damage and granulomas.

PBC 发病的分子拟
态研究。
Molecular mimicry
for the pathogenesis
of PBC.

[23]
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路,通过打破人体耐受性促进后续自身免疫反

应[29-31]。 持续产生 IFN-1 会使免疫系统几乎所有

成分转向病理功能,导致组织损伤和疾病[32]。 许多

系统性自身免疫性疾病患者有持续产生 IFN-1 的迹

象,并显示 IFN-α 调控基因表达增加[33-34]。 此外,
多个病例报道在没有自身免疫性疾病的情况下使

用干扰素治疗期间患者出现了自身免疫性肝炎的

临床和病理特征[35-37]。 提示 IFN 系统在自身免疫

性疾病的发病机制中起关键作用。
Okada 等[15]使用 IFN-1 的诱导剂 polyI:C 建立

自身免疫性胆管炎动物模型。 造模方式:6 ~ 8 周的

雌性 C57BL / 6 小鼠,每周腹腔注射 2 次 polyI:C,以
5 mg / kg 为造模最佳浓度,连续造模 28 周,成功建

立 PBC 小鼠模型。 模型特点:造模 8 周后组织学可

见胆管损伤,胆管周围淋巴细胞浸润明显,门管区

淋巴细胞的浸润数量在造模 16 周达到最高,此后基

本稳定维持这一水平。 模型小鼠血清在 8 周后可以

检测到自身抗体,到 24 周后 87%的模型小鼠可检测

AMA。 此外,IFN-α 在造模 4 周已经高表达,但到 16
周后开始降低, 24 周处于较低的状态。 Hanada
等[38]认为 IFN-β 和 IFN-α 可以直接破坏胆管细胞

紧密连接的屏障功能,通过改变胆管细胞旁路途径

来增加胆管细胞通透性。 然而 Stewart[16] 认为降低

干扰素会减少自身抗体和组织免疫损伤,IFN-α 低

表达的情况下,IFN-β 也会出现低表达。 奇怪的是

这种现象与病理进展相互矛盾,可能是因为其他细

胞因子对干扰素的调节所致,至于具体内在联系仍

需进一步研究。
1. 3　 2OA-BSA 联合 polyI:C 诱导模型

　 　 Ambrosini 等[17] 认为 2OA-BSA 诱导的 PBC 模

型肝纤维化的病理特征不符合后期肝纤维化的病

理征象,所以在此基础之上联合 polyI:C,达到了较

好的效果。 造模方法:在首次 2OA-BSA 联合 CFA
腹腔注射诱导后每 3 d 加用 5 mg / kg 剂量的 polyI:
C,干预 8 周后处死小鼠。 和 2OA-BSA 诱导模型相

比有以下异同。 相同:两者肝组织有相同程度的淋

巴细胞浸润、肉芽肿形成和胆管损伤。 两者产生的

抗体和 CD4+T 细胞水平相当。 不同点:联合 polyI:
C 诱导的模型 Th1 细胞因子、IL-12、IFN-γ 和 TNF-α
增多,CD8+T 细胞和嗜酸粒细胞数量增多,门脉汇

管区炎症和纤维化形成明显,此外造模时间只需要

8 周。 但是 polyI:C 可有效激活免疫系统,联合使用

后促使造成严重的腹腔炎症,提高了动物死亡率。

polyI:C 在 2OA 免疫诱导下进行二次免疫,证实

PBC 如同其他自身免疫性疾病一样,属于多系统协

调免疫反应。

2　 抗原诱导模型

2. 1　 微生物诱导模型

　 　 流行病学研究表明 PBC 与复发性尿路感染有

关[39-40]。 Selmi 等[41] 发 现 PBC 患 者 血 清 对

( Novosphingobium aromaticivorans, N.
aromaticivorans) 的 反 应 活 性 比 对 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli,E. coli)要高出 100~1000 倍。 其后

又进一步将 N. aromaticivorans、E. coli 等多种细菌的

PDC-E2 内结构域氨基酸序列对比发现前者与人类

的 PDC-E2 具有最高的同源性,并且在对比几种细

菌诱导 PBC 模型特点后,认为 N. aromaticivorans 比
之前提出的 E. coli、螺杆菌(Helicobacter species, Hp)
要更可能诱导 PBC 的发病[42]。

Mattner 等[18]使用 N. aromaticivorans 打破免疫

耐受造出具有显著自身免疫特点的 PBC 小鼠模型。
造模方法如下:制备 N. aromaticivorans 细菌悬液(每
100 μL 含有 5×107 个)。 分别于第 1 天和第 14 天

将细菌悬液静脉注射到 4 ~ 20 周非肥胖型糖尿病

(non-obesity diabetes, NOD)小鼠体内进行活体感

染。 模型特点:活体感染 1 个月后小鼠肝脾质量较

前 增 加; 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 ( major
histocompatibility complex, MHC)II 类分子在受损小

胆管的表达;可见严重的门脉浸润和胆管损伤,并
伴有部分纤维化改变。 这种表现在感染 E. coli 的
小鼠肝组织中未发现。 造模 6 个月后门脉炎症、胆
管损伤和肉芽肿形成相比 E. coli 感染要具有明显

差异。 血清检测表明感染 2 周后小鼠即出现 PDC-
E2 和 AMA 的聚集,伴有 T 淋巴细胞浸润小胆管的

现象,并持续长时间高水平的 IgG。 尽管如此,这种

模型却未出现与人类 PBC 发展进程中相似的肝纤

维化表现。 但有研究表明这种肝纤维化改变不明

显可能是由于 NOD 遗传背景之下 IFN 的高表

达[43]。 这也提示 PBC 疾病的发生可能与某种遗传

易感性基因有关。 Wang 等[19] 分别用 E. coli 和 N.
aromaticivorans 感染 NOD 小鼠建立 PBC 模型,发现

E. coli 感染小鼠会导致更加明显的胆管炎症损伤并

且产生更高浓度的 AMA,然而与 PBC 患者血清相

比,E. coli 感染小鼠对 PDC-E2 的血清学抗体反应

却相对较弱[44],尽管如此 Wang 认为在感染 E. coli

801 中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3



的早期足以打破免疫耐受并导致类似于 PBC 的肝

病理表现。
2. 2　 抗线粒体抗体抗原(AMA 抗原)诱导模型

　 　 英国的一项临床研究发现检出 M2 抗体阳性的

无症状患者在出现 PBC 症状和体征之前,时间间隔

长达 10 余年之久[45]。 目前依靠常规使用的血清

AMA 检测,其特异性和敏感性还不够,仍有一部分

病人出现漏诊[46]。 所以提高对 PBC 诊断的敏感性

显得尤为重要。 Kikuchi[47] 和 Miyakawa 等[48] 将

AMA 反应的主要自身抗原克隆并鉴定为 2-氧代酸

脱氢酶复合体家族成员:丙酮酸脱氢酶复合体 E2
(PDC-E2 ), 支 链 2-氧 代 酸 脱 氢 酶 复 合 体-E2
(BCOADC-E2) 和 2-氧戌二酸脱氢酶复合体-E2
( OGDC-E2 )。 并 且 也 发 现 有 些 患 者 的 血 清 与

BCOADC-E2 和 OGDC-E2 是可以反应的。 多年前

Moteki 等[49] 将牛、大鼠和人类线粒体抗原的混合

物,即 3 个不同支链结构域杂交克隆,命名为 pML-
MIT3,用于 PBC 病人检测发现可以明显提高检

出率。
Jiang 等[20]根据基因工程的方法将人源靶抗原

连接加工后获得重组抗原蛋白三联体(重组 AMA
抗原),据此成功模拟 PBC 模型[21]。 造模方法:每
只小鼠(C57BL / 6)一次腹腔注射重组抗原蛋白三联

体 100 μg / 200 μL。 模型特点:在免疫 66 周后病理

显示肝小叶无明显淋巴细胞浸润和肝细胞坏死表

现,并且可见汇管区淋巴细胞浸润和小胆管损伤。
血清中 AMA-M2 抗体阳性率达 100%,并且谷丙转

氨酶(ALT)、总胆红素(TBil)无明显变化,以上特征

与早期 PBC 相似。 此外具有肝特异性,灵敏度高,
已尝试投入临床用于辅助 PBC 疾病的筛查[22]。
Miyakawa 等[50]通过克隆人源 cDNA 利用新开发的

酶联免疫吸附法来表达重组蛋白,用于 PBC 阴性病

人的检测,有 90%与至少 1 个重组蛋白发生免疫印

迹反应。
2. 3　 胆管蛋白(bile duct protein, BDP)诱导模型

　 　 根据 PBC 发病的典型特征,Ma 等[23] 通过同源

BDP 免疫诱导方式建立 PBC 小鼠模型。 造模方法:
8~12 周龄小鼠(C57BL / 6)通过门静脉灌注原位胶

原酶 IV,10 min 后剪裁肝,用软牙刷刷去肝细胞,直
到可见整个胆管树。 将胆管树置于原位胶原酶 IV
中震荡 10 min,分离粘附的肝细胞。 在磷酸盐缓冲

盐水(PBS)中洗涤 3 次后,将胆管树置于 PBS,制备

胆管细胞蛋白匀浆,并进行蛋白定量。 将 4 mg / mL

的 BDP 与 CFA 等体积乳化,完全乳化后,取 BDP-
CFA 乳剂在小鼠背部多点皮下注射,每周 1 次,免
疫 3 次。 随后将 BDP 与 IFA 乳化,BDP-IFA 乳剂仅

在最后一次免疫中使用,BDP-IFA 处理 1 周后处死

小鼠,进行分析。 模型特点:在病理中发现门静脉

汇管区胆管周围严重的肝特异性炎症,肝和脾中

CD4+ T 和 CD8+ T 细胞的数量和激活状态增加。 以

及由 T 细胞抗原呈递细胞组成的树突状细胞在肝

和脾的数量也有所增加。 此外,该模型中脾的生发

中心反应更强。 血清中 AMAs 100%阳性,并增加了

血清中的 AMAs,包括抗 PDC-E2、 BCOADC-E2 和

OGDC-E2。 该模型的建立主要依赖于胆管抗原,而
在人类中,胆管抗原再次表明分子拟态参与触发或

促进 PBC 发病。

3　 讨论与展望

　 　 除了临床样本、环境研究、体外实验和流行病

学数据外,动物模型是理解和寻找 PBC 临床方案不

可或缺的工具。 到目前为止,PBC 的发病机制仍然

不够清晰,只是对该疾病发展过程和预后有一定了

解。 熊去氧胆酸(ursodeoxycholic acid, UDCA)是唯

一经 FDA 认证的一线药物[51],但也只能改善患者

胆汁淤积的状态,无法根本治愈。 在实际临床中有

高达 30%的 PBC 患者对 UDCA 应答欠佳,应答欠佳

不仅会提高并发症的发生率,更容易进展为肝硬

化,甚至需要肝移植,这类患者是快速发展至晚期

肝病的高风险人群[52-54]。 临床二线贝特类药物联

合 UDCA 也仅仅可以改善血清相关指标,与单独使

用 UDCA 相比,对症状和死亡率的影响并没有显著

差异[55]。 因此,当务之急在于尽早探明本病的发病

机制以研发更适合 PBC 的新药。
目前建立的动物模型只能模拟 PBC 某一病理

阶段,还不能完整模拟其病理过程。 人体生活在复

杂环境中,自身免疫性疾病是环境多因素刺激和遗

传因素导致免疫耐受破坏所致。 以上构建的小鼠

模型各有特点,启示我们单因素造模方法只能拟合

出接近 PBC 某一阶段病理特点的动物模型,联合使

用比如 2OA-BSA 联合 polyI:C 可以较好提高动物模

型拟合度。 对于这种病理过程复杂的疾病模型应

该打破传统单因素造模思路,从多因素(不局限外

源性诱导)考虑,或者结合肝纤维化、肝硬化疾病动

物模型造模方法,采取复合多因素造模方法,探索

出更加符合人类 PBC 发病特点的动物模型。
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社会挫败动物模型研究进展
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4.湖南省药品审核查验中心,长沙　 410001)

　 　 【摘要】 　 社会挫败应激是以物种间的从属关系为基础的社会应激方式,它通过同种动物相同或不同品系个

体间的挫败行为导致抑郁样及其他行为改变。 目前,抗社会挫败药物研究较少,现有动物模型存在一定的缺陷,且
无统一标准。 本文就近年来社会挫败动物模型应用的研究及其发病机制进行综述,为开发抗社会挫败药物提供可

供参考的动物模型。
【关键词】 　 社会挫败;动物模型;抗社会挫败药物;发病机制
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Research progress on animal models of social defeat

WANG Jingru1, ZENG Guirong2, CHANG Lulu1, JIANG Ning3, ZHU Qiang1, LIU Dingding1∗, LIN Xinwen4∗

(1. School of Pharmacy, Guizhou University of TCM, Guiyang 550025, China. 2. Hunan Center of Drug Safety Evaluation and
Research of Drugs & Key Laboratory of New Drug Efficacy and Safety Evaluation of Hunan Province, Changsha 410331.
3. Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College,

Beijing 100193. 4. Hunan Drug Examination and Inspection Center, Changsha 410001)

　 　 【Abstract】　 Social defeat stress is a social stress method based on the subordination relationship between species. It
leads to depression-like and other behavioral changes through frustrating behaviors between individuals of the same animal
or different strains. Currently, few studies examine anti-social defeat drugs and the existing animal models have certain
shortcomings and there is no uniform standard. This article reviews recent research on the application of social defeat animal
models and their pathogenesis and provides a reference animal model for the development of anti-social defeat drugs.

【Keywords】　 social defeat; animal models; anti-social defeat drugs; pathogenesis

　 　 随着生活节奏的加快,社会压力也随之而来,
逐渐出现抑郁、焦虑等因社会挫败而引起的疾病。

社会挫败应激是以物种间的从属关系为基础的社

会应激方式,使挫败动物产生情感和精神压力,从



而引发一系列疾病,这些疾病主要有社交逃避、情
绪低落、焦躁、快感缺失、认知功能降低等特征[1-2]。
社会挫败的发生严重影响患者的工作与生活质量,
给家庭及社会带来沉重的负担。 通过对社会挫败

动物模型文献研究发现,虽造模方式有多种,但无

统一标准。 其行为检测可使用高架十字迷宫测试,
悬尾测试和强迫游泳测试等一系列行为学方法[3]。
目前,社会挫败发生机制尚不明确,治疗药物研究

较少,因此进一步研究社会挫败动物模型及其发病

机制,对开发新的治疗途径和方法具有重要意义。
本文通过总结社会挫败动物模型及其发病机制的

研究现状,为开发抗社会挫败药物提供可供参考的

动物模型。

1　 社会挫败动物模型

1. 1　 慢性社会挫败模型

　 　 慢性社会挫败动物模型最初是由 Tornatzky 和

Miczek 在大鼠中建立[4]。 在此基础上对其改造,过
程如下:以小鼠为实验对象,选取一批月龄、体重较

大的具有攻击性的小鼠用于造模。 社会挫败动物

模型刺激主要分为两个阶段:第一阶段,实验鼠

C57BL / 6J 进入 CD1 小鼠的领地,被连续攻击 5 ~ 10
min;第二阶段对小鼠进行 24 h 的感官接触,慢性应

激过程连续应激 10 d。 其详细过程为:每天将

C57BL / 6J 小鼠放入陌生 CD1 小鼠的饲养笼中,发
生攻击行为后,将 C57BL / 6J 小鼠继续暴露于 CD1
小鼠 5 min(第一阶段);随后将 C57BL / 6J 小鼠与

CD1 小鼠用金属孔板隔开,使 2 只小鼠保持视觉、嗅
觉等的接触(第二阶段) [5]。

造模完成后对小鼠进行行为学评价,通过对小

鼠进行社交回避测试发现应激后小鼠的社交互动

行为减少[6]。 在新颖物体测试、Y 迷宫测试、社会交

互测试过程中应激小鼠的学习记忆力降低、焦虑水

平显著提高[7]。 强迫游泳测试中,应激小鼠不运动

时间明显增加[5]。 以上行为学实验表明,慢性社会

挫败模型适用于社会挫败的造模。
动物模型所存在的一些问题主要表现在造模

成功率以及检验效能上[4]。 本类模型造模简单,造
模周期短,且造模成功率高;同时该模型普遍用于

雄性小鼠的造模,所选用的攻击小鼠大多为体重较

大具有攻击性的雄性小鼠,雌性小鼠往往不具有较

大的攻击性,在使用雌性小鼠造模时会导致造模成

功率下降。 有研究发现慢性社会挫败模型在造模

成功后会发生慢性逆转现象[8]。
1. 2　 母子分离模型

　 　 选择健康的孕鼠为研究对象,仔细照料每只孕

鼠直至其生产。 将新生幼鼠按照母子分离模型的

标准进行造模,在小鼠出生后第 3 天开始,使其与母

鼠分笼处理 3 h,直至出生后第 22 天幼鼠断奶。 具

体步骤如下:每天早上 8:00 起,将每只母鼠从鼠笼

中拿出,并将每只母鼠单独放置在另外一个鼠笼,
只留幼鼠在原本的鼠笼中,3 h 后(即 11:00)再次将

每只母鼠与其各自幼鼠合笼。 在幼鼠断奶后,挑选

健康雄性幼鼠,将其分笼饲养至 10 周龄[9-11]。
对小鼠进行 Morris 水迷宫测试,发现小鼠目标

象限停留时间和穿越平台次数减少,表现出小鼠认

知功能障碍[12]。 在强迫游泳测试中,小鼠不运动时

间显著增加;高架十字迷宫测试发现应激小鼠焦虑

水平明显增加[13]。 降压回避测试发现应激小鼠出

现短期记忆损伤[14]。 由此推断,该类模型适合社会

挫败模型造模。
该模型为生命早期的一种应激反应,常用于神

经精神类疾病致病机理的应用研究,如社会挫

败[15]、精神分裂[16]、抑郁症[17] 等的机制研究。 造

模过程简单、易于操作,但应用局限,只适用于新生

幼年小鼠的造模。
1. 3　 慢性束缚模型

　 　 选用 SPF 级的小鼠,将小鼠放置与其身材相近

的束缚器中,每天固定时间段应激 2 h,持续应激

14 d[18]。
造模结束后对小鼠进行行为学评价,通过对小

鼠糖水偏好测试和悬尾测试发现:应激小鼠糖水偏

爱分数下降,不动时间延长[19-20];旷场实验测试显

示,应激小鼠自发活动路程明显缩短,诱导焦虑样

行为[21];明暗箱实验测试发现应激小鼠明箱停留时

间减少,明暗箱穿梭次数显著降低[22]。 综上所述,
慢性束缚模型适用于社会挫败的造模。

该模型造模简单、造模周期短,雌性及雄性小

鼠均适用。 但该模型造模过程较为单一,小鼠易产

生适应性[23]。
1. 4　 足底电击模型

　 　 以小鼠为实验对象,将小鼠放置于电击箱内给

予不可预知性的电击刺激 20 min。 在造模过程中,
小鼠对电击刺激不可逃避,每天相同时间段对小鼠

进行刺激,持续 14 d[15]。
通过对造模成功后小鼠进行高架十字迷宫测
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试行为学评价发现,小鼠焦虑行为明显[24]。 明暗箱

测试发现应激小鼠暴露在光照下的时间减少,表明

小鼠焦虑增加[25],在强迫游泳测试和 Morris 水迷宫

测试中,应激小鼠静止时间延长,寻找平台的潜伏

期和游泳强度显著延长,表现出类似抑郁样行为、
空间学习能力损害[26]。 因此,足底电击模型致抑

郁、焦虑样行为,可作为社会挫败模型的一种。
该类模型使用范围较广,主要用于社会挫败等

神经精神疾病的造模[27]。 且造模过程简单。 但在

应用于社会挫败造模时,应注意造模时长的选

择[28],以免其他疾病的发生。
1. 5　 孤养模型

　 　 将断奶后的新生小鼠单只单笼隔离饲养于安

静的环境中,饲养 4~6 周[29]。
造模结束后,采用高架十字迷宫实验、小鼠暗

箱实验、小鼠孔板实验、隔离小鼠攻击实验对小鼠

的焦虑行为进行行为学评价,发现小鼠具有明显焦

虑样行为[30]。 小鼠造模成功后其行为学主要表现

为焦虑不安、恐惧、易激惹、攻击性强等特点[31],根
据以上行为学表明该模型适用于社会挫败的造模。

孤养模型用于社会挫败等神经精神类疾病造

模时常与其他应激模型配合使用,如:慢性温和不

可预见性刺激模型,可使其效果更加显著[32-34]。 有

研究发现,幼年孤养的小鼠再次回归社会后,其社

会障碍并没有减轻,说明孤养模型不会产生逆转,
会产生永久的行为缺陷[15],且该类模型造模简单,
雄性、雌性小鼠均适用。

综上所述,社会挫败动物模型有慢性社会挫败

模型、母子分离模型、慢性束缚模型、足底电击模

型、孤养模型等。

2　 发病机制

　 　 社会挫败应激会显著影响啮齿动物大脑以及

形态学的改变,近几年研究发现主要与海马区

( hippocampus, Hip )、 中 央 杏 仁 核 区 ( central
amygdala,CeA)、前皮质额叶区 ( prefrontal cortex,
PFC)等脑区中的蛋白质、神经因子及神经通路等

有关[35]。
组蛋白是真核生物体细胞染色质与原核细胞

中的碱性蛋白质,具有基因调控作用。 有研究发

现,组蛋白的表观遗传修饰在脑源性神经营养因子

(brain-derived neurotrophic,BDNF)的转录中起着至

关重要的作用[36]。 研究者通过表观遗传调控 N-甲

基-D 天冬氨酸(N-Methyl-D-aspartic acid,NMDA)受
体亚基的表达进行蛋氨酸介导抵御慢性社会挫败

压力的能力研究时发现:蛋氨酸通过一种涉及组蛋

白甲基化的表观遗传机制而发挥抗抑郁样作用[37]。
由此,表明组蛋白甲基化与社会挫败有关。 同时,
研究发现社会挫败还与色素上皮衍生因子(pigment
epithelium-derived factor,PEDF) [38]、骨形态发生蛋

白(bone morphogenetic protein,BMP) [39]等有关。
小鼠海马区 BDNF 对社会挫败长期神经和行为

可塑性方面有着重要的作用[40],且 BDNF 在中脑边

缘多巴胺通路中是社会挫败产生的一个关键中

介[41]。 研究表明,应激后小鼠海马区 BDNF 水平显

著降低[42]。 给予小鼠抗抑郁药物,使 BDNF 的水平

提高,降低了应激小鼠的敏感性[43]。 同时,有研究

者发现应激后小鼠 BDNF 下调的原因主要与 BDNF
启动子位点抑制性组蛋白 H3 第 27 位赖氨酸甲基

化有关[41],具体改变机制还有待研究。
神经通路在调节蛋白质以及神经因子方面具

有重要作用。 慢性社会挫败应激影响 γ-氨基丁酸

B 型 受 体 ( γ-aminobutyric acid type B receptor,
GABABR)通路的表达,导致 GB2 蛋白上调[44]。 同

时,研究表明 Wnt 信号通路异常会导致抑郁样行

为,调节 Wnt 信号通路会使小鼠抑郁样行为减

轻[40]。 此外,研究者发现社会挫败与蛋白激酶 /
cAMP 反应原件结合蛋白[45]、糖原合成激酶 3β[46]

等信号通路有关。
综上所述,研究表明社会挫败与组蛋白甲基

化、BNDF 调控以及 GABABR 通路的表达等有关。
此外,研究发现肠脑轴[47]、小胶质细胞[48] 等在社会

挫败中也发挥了不可忽视的作用。

3　 问题与展望

　 　 目前,神经精神类疾病已成为一大研究热点,
但对社会挫败动物模型、发病机制及抗社会挫败药

物的研究国内外相对较少。 通过对近年来社会挫

败动物模型及发病机制文献研究发现,主要存在以

下问题:社会挫败的病因复杂、发病机制尚未完全

阐明,因此,模型不能完全根据其发病因素造模;社
会挫败动物模型类型较多,但目前尚无公认的社会

挫败动物模型。 因此,在未来的研究中,一方面要

注重对社会挫败动物模型的研究;另一方面要进一

步深入探讨社会挫败的发病机制,为抗社会挫败药

物的研究提供理论依据。
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中性粒细胞离子通道及其功能的研究进展

李　 雪1,范俊芬1,王雨晴2,罗玉敏1,赵海苹1∗

(1.首都医科大学宣武医院,脑血管病研究室,北京　 100053;
2.北京中医药大学东方医院,脑病一科, 北京　 100078)

　 　 【摘要】 　 中性粒细胞作为免疫吞噬细胞,参与许多生理及病理过程,如炎症反应,吞噬病原体,清除肿瘤细

胞,清除坏死组织碎片等,这些生理功能与中性粒细胞的离子通道密切相关。 本文综述了中性粒细胞上存在的不

同类型的离子通道及其在中性粒细胞中的作用,包括电压门控质子通道、钾通道、ATP 门控 P2X1 通道以及氯通道

等。 着重阐述中性粒细胞离子通道介导的离子电导,并总结了每个通道所介导和参与的中性粒细胞中的病理过

程。 从功能的角度讨论最近的发现,以期待对疾病治疗靶点的选择有所帮助。
【关键词】 　 中性粒细胞;离子通道;Hv1 通道;瞬时受体电位通道;氯通道;活性氧;趋化反应
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Research progress on ion channels and their functions in neutrophils

LI Xue1, FAN Junfen1, WANG Yuqing2, LUO Yumin1, ZHAO Haiping1∗

(1. Institute of Cerebrovascular Diseases Research, Xuanwu Hospital of Capital Medical University, Beijing 100053, China.
2. Department one of encephalopathy, Dongfang Hospital, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100078)

　 　 【Abstract】　 As a major type of phagocyte, neutrophils are involved in many physiological and pathological processes
that include inflammation, phagocytosis of pathogens, elimination of tumor cells, and removal of necrotic tissue debris,
which are closely related to the ion channels in neutrophils. This review discusses various types of ion channels and their
roles in neutrophils, which include voltage-gated proton channels, potassium channels, ATP-gated P2X1 channels and
chloride channels. With a focus on the ionic conductance mediated by partial ion channels in neutrophils, the pathological
processes of neutrophils mediated by each channel are summarized. Recent findings are discussed from a functional
perspective to contribute to selecting therapeutic targets.

【Keywords】 　 neutrophils; ion channels; Hv1 channels; transient receptor potential channels; chloride channels;
reactive oxygen species; chemotaxis

　 　 中性粒细胞是细胞免疫系统的主要组成部分,
以抵御病原体入侵。 在炎症或损伤发生时,中性粒

细胞从血液中被募集,从血管内游出并趋化到病

灶,吞噬杀伤病原微生物或变异细胞,中性粒细胞

发挥定向迁移、吞噬、产生活性氧等功能,这一系列

过程需要精细调控,中性粒细胞膜离子通道在其中

发挥了至关重要的作用。 中性粒细胞膜离子通道

包括 电 压 门 控 质 子 通 道 ( voltage-gated proton
channel / votage-sensing domain only protein, Hv1 /
VSOP)、钾通道、ATP 门控 P2X1 通道以及氯通道。



1　 中性粒细胞的生理功能

　 　 中性粒细胞来自于骨髓造血系统,在炎症发生

时,成熟的中性粒细胞从骨髓释放到血液,再从血

液中被招募到感染或者炎症的部位。 病原体或炎

症病灶导致组织巨噬细胞和肥大细胞产生肿瘤坏

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

素等细胞因子,诱导内皮细胞活化和细胞表面粘附

因子的表达,从血液中招募中性粒细胞。 这一级联

反应包括招募、滚动、粘附、血管内迁移、游出,许多

综述详细地阐述了这一过程[1-2]。
迁移能力是中性粒细胞的重要特征之一。 迁

移在血管内爬行时起作用,使中性粒细胞越过内皮

到达适当的位置,比如迁移到炎症部位,对抗病原

体。 最近的证据表明,反向迁移有助于消除炎症,
即中性粒细胞从严重病灶处迁移走[3-4]。 内皮细胞

中的选择素和细胞间粘附分子 1 ( intercellular
adhesion molecule-1, ICAM-1)以及粒细胞中的 P-选
择素糖蛋白配体 1( p-selectin glycoprotein ligand-1,
PSGL1)和 β 整合素是这些过程的重要粘附受体。
中性粒细胞被内皮表面的趋化物激活,触发整合素

的构象变化,从而加强中性粒细胞与内皮细胞的粘

附,这对于随后的中性粒细胞游出非常重要[5]。 αβ
整合素的缺失,会导致明显的迁移延迟[6]。 另一方

面,正确的迁移需要罗盘机制和引擎机制双重调

控,才能使中性粒细胞准确迁移至病灶部位。
中性粒细胞,类似于巨噬细胞和树突状细胞,

是专门的吞噬细胞,以受体介导的方式将病原颗粒

或细胞碎片潜在吞噬并内化。 作为血液中最多的

吞噬细胞,中性粒细胞在防止病原体传播方面发挥

着不可或缺的作用。 中性粒细胞的杀菌作用,也与

细胞膜电位的平衡有关。 中性粒细胞吞噬并夹带

这些颗粒进入吞噬体。 在“吞噬体成熟”过程中,它
们与提供酶和酸性(在巨噬细胞中)或初始碱性(在
中性粒细胞中)环境的其他囊泡融合,用以进行颗

粒消化[7-8]。
中性粒细胞主要在其吞噬体内产生活性氧,在

NADPH 氧化酶 2(NADPH oxidase 2, NOX2)驱动的

“氧爆发” 过程中,活化的中性粒细胞氧耗增加。
NOX2 由膜结合成分和胞质成分组成。 Gp91phox 和

p22phox(NADPH 氧化酶亚基)主要(85%)存在于特

定颗粒的膜中。 剩下的 15%在分泌囊泡和质膜中

表达[9]。 膜结合的 NOX2 复合物介导 NADPH 的电

子释放,并将其转运到吞噬体外或细胞外。 NOX2
有生电作用,并且其活性受膜电位的调节,因此需

要电荷平衡[7,10],即需要平衡细胞膜内外的电荷,以
保证 NOX2 保持其活性。 源于 NADPH 氧化的电子

将分子氧还原为超氧化物(O2-),通过超氧化物歧

化酶(superoxide dismutases, SOD)转化为 H2O2,随
后髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)介导过氧

化氢(H2O2)和氯分子(Cl2)的反应,形成具有强氧

化性的分子次氯酸(HOCl)分子,产生强杀菌作用。
本文主要关注的中性粒细胞膜离子通道包括

电压门控质子通道(Hv1 / VSOP)、钾通道、ATP 门控

P2X1 通道以及氯通道。 下面将分别介绍这些离子

通道及其功能。
2 　 电压门控质子通道 ( voltage-gated proton
channel / votage-sensing domain only protein,Hv1 /
VSOP)
　 　 电压门控质子通道是调节中性粒细胞和其他

免疫细胞免疫反应的关键分子之一,其主要功能是

在细胞呼吸爆发时维持细胞内外 pH 平衡和电荷补

偿,并参与活性氧的产生。
Hv1 由氢离子电压门控通道蛋白 1( hydrogen

voltage gated channel protein 1, HVCN1)基因编码,
是介导质子 ( H+ ) 在细胞膜上快速运动的膜蛋

白[10-11]。 当中性粒细胞发挥吞噬作用时,细胞内

pH 值(pHi)急剧下降,随后迅速恢复。 这种酸化反

应是由于 NADPH 氧化酶产生的 H+引起的[12],Zn2+

作为 Hv1 的抑制剂,在 Zn2+ 存在或 HVCN1 缺陷的

细胞中细胞液酸化会更快[12],与野生型小鼠的中性

粒细胞相比, Hv1- / - 中性粒细胞的胞浆酸性更

强[13]。 与之相反则细胞液酸化很快被调节,是 Hv1
的作用使 pHi 迅速恢复。 由此可知,Hv1 执行维持

中性粒细胞 pH 平衡这个重要任务。
另外观察到 Hv1 缺乏的小鼠中性粒细胞去极

化程度更高[13],这说明质子通道的另一个重要作用

是为去极化电子流提供补偿电荷[14],这对呼吸爆发

期间维持 NADPH 氧化酶的活性至关重要。 中性粒

细胞 NADPH 氧化酶产生的电子电流,使膜去极化,
如果没有补偿机制,跨膜电子传输强度高到足以产

生无法承受的膜去极化和细胞内酸化,最终会阻断

氧化酶本身的活性。 中性粒细胞 NADPH 氧化酶产

生的去极化必须通过离子转运来抵消,恰好 Hv1 发

挥了电荷补偿的功能。 所以,质子流的主要功能是

维持细胞呼吸爆发时的 pH 平衡和电荷补偿[15]。

811 中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3



此外,在中性粒细胞的离子通道中同样发挥电荷补

偿作用的还有氯通道。
此外, 许多研究都支持这样一个概念———

HVCN1 是活性氧( reactive oxygen species, ROS)产

生所必需的最佳选择[16]。 VSOP / Hv1 支持中性粒

细胞吞噬活动中 ROS 的产生[17],在 HVCN1- / -斑马

鱼模型中观察到,HVCN1 缺乏显著降低了中性粒细

胞的 ROS 生成[18]。 在体外培养的 HVCN1 缺陷的

斑马鱼幼体中性粒细胞中,NADPH 氧化依赖性细

菌杀伤显著降低[19],Hv1- / -小鼠中性粒细胞产生的

超氧物和过氧化氢减少[13]。 除上文提到的 Zn2+ 作

为 Hv1 的抑制剂外,钴离子(Co2+)对 Hv1 似乎也有

抑制作用。 研究表明,在最大浓度为 100 μmol / L
Co2+时,Co2+可使人中性粒细胞杀伤两株表皮葡萄

球菌的能力降低 7 倍[20]。 有趣的是 Hv1 存在一种

新的未预料到的活性,有研究部分提示 Hv1 抑制嗜

天青颗粒酶(包括 MPO)的胞吐,导致的杀伤微生物

的次氯酸 HOCl 生成减少[21],这形成一个有趣的悖

论,即 Hv1 维持中性粒细胞 NOX2 活性且促进活性

氧( eactive oxygen species, ROS)产生,但抑制次氯

酸 HOCl 的形成,其详细机制仍待进一步研究。

3　 K+通道

　 　 中性粒细胞表面的钾离子通道包括钙激活 K
通道、内向整流钾通道和 ATP 敏感性钾通道,在中

性粒细胞不同的病理生理过程中分别发挥作用。
3. 1　 钙激活钾电流( calcium-activated potassium
channel,KCa3. 1)
　 　 钙激活钾电流 KCa3. 1通道是钙激活钾通道家族

的一员。 电生理记录表明,在人类中性粒细胞中存

在钙激活性钾电流[22],Henriquez 等[23] 首次证明

KCa3. 1在哺乳动物中性粒细胞中表达。 KCa3. 1参与

中性粒细胞的容积调节,当 KCa3. 1被阻断时,离子霉

素诱导的中性粒细胞更易肿胀。 KCa3. 1还影响中性

粒细胞的趋化性,KCa3. 1抑制剂 TRAM-34 培养中性

粒细胞时,显著降低白细胞介素- 8( interleukin-8,
IL-8)和 fMLP 诱导的趋化反应,并且中性粒细胞

KCa3. 1 的活性是细胞迁移“引擎机制”的重要组成

部分,但是抑制 KCa3. 1不影响细胞内钙稳态或呼吸

爆发[23]。 这提示 KCa3. 1对中性粒细胞趋化迁移有

作用,但对其杀伤功能的作用还有待发掘。
3. 2　 内向整流钾电流 K2. 1

　 　 通过 RT-PCR 研究显示,小鼠骨髓和肝的静息

中性粒细胞表达内向整流钾电流 Kir2 亚基 Kir2. 1的
mRNA,但不表达其他亚基(Kir2. 2、Kir2. 3和 Kir2. 4)的
mRNA,并呈现具有同型 Kir2. 1 通道电流特征的电

流。 在缺乏对中性粒细胞增殖重要的生长因子[粒
细胞集落刺激因子 ( granulocyte colony-stimulating
factor,G-CSF)和干细胞因子(stem cell factor,SCF)]
的情况下,骨髓中性粒细胞短期培养的电流密度降

低。 该研究表明小鼠中性粒细胞表达功能性 Kir2. 1
通道,并提示这些通道可能对中性粒细胞的功能很

重要,可能以生长因子依赖的方式发挥作用[24]。 但

是,该内向整流钾电流是否在人类中性粒细胞中表

达,至今尚未有文献报道。
3. 3　 ATP 敏感性钾通道(ATP-sensitive potassium
channel,KATP)
　 　 ATP 敏感性钾通道是一类耦联细胞代谢和电

活动、以细胞内的 ATP / ADP 水平为门控因素、非电

压依赖性的特殊钾离子通道,与中性粒细胞的趋化

性相关。 硫化氢(H2S)通过 K-ATP 通道依赖机制

抑制 G 蛋白耦联受体激酶 2 ( G protein-coupled
receptor kinase 2,GRK2)的表达来阻止 CXC 趋化因

子受体(CXC chemokine receptor 2,CXCR2)的内化,
增强中性粒细胞趋化反应,因此,体外实验与对照

组相比,骨髓中性粒细胞与 NaHS(硫氢化钠,300
μmol / L,NaHS 试剂能够在体外以浓度依赖的方式

释放硫化氢)在 37℃孵育 1 h 后,巨噬细胞炎性蛋

白 - 2 ( neutralization of macrophage inflammatory
protein 2, MIP-2)诱导的中性粒细胞趋化性显著增

加;体内实验显示 H2S 通过激活 K-ATP 通道抑制严

重脓毒症诱导的细胞间黏附分子(ICAM-1)下调,这
提示 H2S 有利于中性粒细胞募集到感染病灶,防止

中性粒细胞迁移失败,减少细菌扩散,防止低血压,
并将小鼠存活率从大约 12%提高到约 80%[25]。

临床上,有一个常用的 ATP 敏感钾通道抑制

剂———格列本脲,格列本脲可抑制中性粒细胞的迁

移和趋化,并在急性炎症反应期间影响血浆渗出,
其影响可能与其 ATP 敏感钾(K-ATP)通道活性被阻

断有关[26]。 Pompermayer 等[27] 的实验验证了这一

猜想,格列本脲显著抑制了再灌注诱导的中性粒细

胞聚集与升高的肾血管通透性,对大鼠肾缺血再灌

注损伤有保护作用。 此外,格列本脲可减轻顺铂所

致肾损害[28-29],但具体机制是否与阻断 ATP 敏感

钾通道有关,仍需进一步研究。
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4　 ATP 门控离子通道 P2X1

　 　 P2X1 受体(P2RX1)表达于参与血管内稳态和 /
或免疫的多种细胞类型上,即动脉平滑肌细胞

(SMCs)、 中性粒细胞、 巨噬细胞和血小板[30]。
P2RX1 在中性粒细胞上的功能,主要可以降低中性

粒细胞活化和迁移。 人中性粒细胞表达功能性

P2X1 离子通道,全细胞膜片钳显示,两种 P2X1 激

动剂———β,γ-methylene ATP(β,γ-MeATP)和 α,β-
MeATP(α,β-methylene ATP)可诱发快速脱敏内向

电流,这些电流通过激活 RhoA-ROCK 通路促进中

性粒细胞趋化性;反之,在 P2X1
- / -小鼠腹膜分离的

中性粒细胞中静态粘附受损,速度降低,后缘回缩

时间延长[31]。 另外发现 P2X1
- / -中性粒细胞产生更

多的活性氧。 LPS 处理的 P2X1
- / -小鼠血液中髓过

氧化物酶的释放量增加,循环中性粒细胞和单核细

胞表达更高水平的整合素 αM(CD11b),小鼠对感

染性休克的易感性增加,说明 P2X1 离子通道的抑

制或缺失导致中性粒细胞过度活化和氧化反应,也
就是说 P2X1 离子通道通过负性调节全身中性粒细

胞活化和趋化性,从而限制氧化反应和器官损伤,
在内毒素血症中起保护作用[32]。

5　 氯通道

　 　 氯通道在中性粒细胞中的主要作用是平衡细

胞呼吸爆发所致的膜过度去极化,即电荷补偿。 中

性粒细胞 NADPH 氧化酶产生的电子电流( Ie)是生

电性的[33],它能迅速地使膜电位去极化。 为了保证

NADPH 氧化酶功能的持续,Ie 必须保持平衡以保持

电中性,否则过分的去极化将阻止电子离开细胞,
中性粒细胞将失去功能。 中性粒细胞 NADPH 氧化

酶产生的去极化必须通过离子转运来抵消[34]。 在

中性粒细胞中,膨胀激活的氯离子通道和电压门控

质子通道都可以抵消吞噬细胞 NADPH 氧化酶诱导

的去极化[35]。 中性粒细胞与其他细胞不同,静息细

胞内的 Cl-浓度很高[36],在中性粒细胞中氯离子通

道抑制剂抑制呼吸爆发已有报道[37],正常中性粒细

胞氧化功能需要阴离子通道 ClC-3[37]。 活化的中性

粒细胞体积膨胀[38],在中性粒细胞中观察到肿胀活

化 氯 电 流 ( swelling-activated chloride currents,
IClswell),膨胀激活的氯离子通道可以抵消 NADPH
氧化酶所致的膜的去极化[34-35]。 Ahluwalia[35] 首次

在中性粒细胞中证明,在质膜水平上,暴露于生理

相关的细胞内和细胞外氯离子浓度下,膨胀激活的

氯离子通道激活可以抵消吞噬细胞 NADPH 氧化酶

所致的细胞膜去极化。 由此推测 IClswell和电压门控

氯通 道 家 族 蛋 白 成 员 3 ( voltage-gated chloride
channel family protein 3, ClC-3)在活化的中性粒细

胞中可能具有相似的特性。
此前,ClC-3 被认为是 IClswell 的候选分子[39]。

那么,中性粒细胞中 ClC-3 产生的电流是否与 IClswell
相同呢? 值得注意的是,ClC-3 产生的电流具有许

多特性,与在 IClswell中观察到的电流相似[39],如果

IClswell通道以杂多聚体的形式存在,则可能与 ClC-3
形成复合物,它们一起可能抵消 NADPH 氧化酶产

生的去极化[34]。 至于中性粒细胞中 ClC-3 产生的

电流是否与 IClswell相同仍需要进一步的实验来解决

争议。
在膜片钳实验中,人和小鼠中性粒细胞在传统

的全细胞模式下透析,观察到一个氯离子电流在细

胞透析后被激活,这种电流主要由细胞质离子强度

调节。 这种电流类似于经典的、普遍存在的体积敏

感型外向整流电流的特点:强烈的外向整流、艾森

曼 Eisenman1 型的选择性序列、对外界 pH 值不敏感

以及三苯氧胺、DCPIB(一种体积敏感阴离子通道阻

滞剂和 IClswell阻滞剂)和 WW781 的强烈抑制。 Behe
等[40]发现这种电流基本上是由富含亮氨酸的 8A 重

复序列( leucine-rich repeat-containing 8A,LRRC8A)
支持的。 在 LRRC8A 外显子 3 中具有移码突变的

ebo / ebo 小鼠,其自然发生的 LRRC8A 截短突变,突
变不影响蛋白表达,但会显著降低 VRAC( volume
regulated anion channel,体积调控性阴离子通道)活
性,这种突变大大降低了中性粒细胞的 Cl- 电导。
这些 ebo / ebo 中性粒细胞是有吞噬能力的细胞,pH
值的升高保持不变,其吞噬和呼吸爆发能力保持不

变,空泡大小正常,与野生型的同类细胞没有区别,
这表明中性粒细胞基于 LRRC8A 的 Cl-电导对空泡

的吞噬和内稳态不是必需的。 因此,中性粒细胞的

LRRC8A 依赖性电导在很大程度上解释了其“膨胀

激活”Cl-电流,但并不是吞噬体杀伤室的稳态所必

需[40]。 另外,最近发现的 LRRC8A 蛋白介导的氯电

流[41]参与调节使细胞体积减小,可部分影响人类中

性粒细胞的迁移[42],可见氯电流在细胞迁移方面也

存在潜在作用。

6　 总结与展望

　 　 本文概述了中性粒细胞中离子通道功能的当
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前研究结果,包括 Hv1 通道、钾通道、ATP 门控的

P2X1 通道和氯通道几个部分,涉及中性粒细胞 pH
平衡、电荷补偿、趋化性、粘附性、侵袭力、ROS 产生

等功能。 将各离子通道按其相关的中性粒细胞功

能分类大致如下:(1)pH 平衡:Hv1 / VOSP;(2)电荷

补偿:Hv1 / VOSP、膨胀激活氯通道、LRRC8A 依赖性

氯电流;(3)促活性氧产生:Hv1 / VOSP;(4)负性调

节活性氧产生:ATP 门控 P2X1 通道;(5)趋化性:
KCa3. 1(引擎机制),K-ATP;(6)负性调节趋化性:
ATP 门控 P2X1 通道。 如 Hv1 / VSOP 促进活性氧产

生提高杀伤作用、P2X1 对内毒素血症的保护作用,
可见中性粒细胞离子通道的功能对某些疾病的发

生发展和治疗有预测和指导作用,离子通道阻断或

增强可作为一种潜在的治疗选择。 然而,我们对已

知的中性粒细胞离子通道的电生理特性的了解仍

然相当初级,离子通道在中性粒细胞功能中的作用

还未被完全理解,对其他通道是否在中性粒细胞中

表达及其功能还有待进一步研究。
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MMP2 在肿瘤侵袭和转移中的调控机制研究

柳森森1#,毛玉宁1,2#,张彩勤1,师长宏1∗

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

　 　 【摘要】 　 肿瘤的侵袭和转移与诸多因素相关,是造成癌症病人不良预后的重要原因。 肿瘤发生转移的前提

条件是突破细胞外基质(ECM)这一天然屏障。 基质金属蛋白酶 2(MMP2)具有独特的酶活性,有突破 ECM 的能

力,可促进肿瘤转移的发生。 在多种恶性肿瘤中,MMP2 通过调节多种通路影响着肿瘤的浸润、转移及预后,很可

能成为一种癌症转移预测的标志物。 本文就 MMP2 在肿瘤侵袭和转移中的调控机制进行综述,以期为恶行肿瘤的

诊断和治疗提供新的靶点。
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The role of MMP2 in tumor invasion and metastasis
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　 　 【Abstract】 　 A poor prognosis in cancer patients is closely related to tumor invasion and metastasis, which is
affected by many factors. A prerequisite for tumor metastasis is the breakdown of the extracellular matrix (ECM), which is
a natural cellular barrier. Matrix metalloproteinase-2 (MMP2) has a unique enzymatic activity with the ability to break
through the ECM, which may promote tumor metastasis. MMP2 influences tumor invasion, metastasis and patient prognosis
through various regulatory pathways in different malignant tumors and may be a marker for predicting cancer metastasis. This
review demonstrates the role of MMP2 in tumor invasion and metastasis and proposes MMP2 as a new target for the
diagnosis and treatment of malignant tumors.
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　 　 侵袭和转移是肿瘤预后不良的重要原因,其发

生涉及多个因素,如肿瘤细胞之间的粘附力减弱,
细胞外基质降解等,都会促进肿瘤的转移。 细胞外

基质(extracellular matrix,ECM)作为肿瘤侵袭和转

移的天然屏障,有效的阻止了肿瘤的转移。 但是许

多的恶性肿瘤往往是发生转移的,转移的肿瘤需要

有降解 ECM 的能力,而 ECM 的降解需要特异性蛋

白酶发挥作用。 发挥主要作用的有四种酶,基质金

属蛋白酶、丝氨酸蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶和天门

冬氨酸蛋白酶,它们基本能降解 ECM 中大多成分,



其中 基 质 金 属 蛋 白 酶 ( matrix metalloproteinase,
MMP)发挥了重要作用。 MMPs 是锌依赖性内切蛋

白酶家族,在机体的生理过程中起着重要的作用,
包括组织重塑、器官发育[1]、炎症过程的调节[2] 以

及癌症等疾病[3]。 现已报道的 MMPs 有 20 多种,根
据其结构特点以及对作用底物的敏感性不同将

MMPs 分 为 五 类: 间 质 胶 原 酶 ( MMP1、 MMP8、
MMP13); 明胶酶 ( MMP2、 MMP9); 间质溶解素

(MMP3、 MMP7、 MMP10);膜型基质金属蛋白酶

( MMP14、 MMP15、 MMP16、 MMP17 ); 其 他 类

(MMP11 等) [4]。 明胶酶因其独特的酶活性可以降

解Ⅳ型胶原蛋白,使基底膜形成缺损,导致癌细胞

的转移,因此在肿瘤研究中格外引起人们的关注。
虽然 MMP2 和 MMP9 降解底物中存在大量的

相同成分,但 MMP9 无直接水解胶原蛋白的能

力[5]。 MMP2 因其独特的作用机制,可介导细胞外

基质降解,最终导致肿瘤细胞侵袭和转移[6]。 本文

就 MMP2 在肿瘤侵袭和转移中发挥作用的调控机

制研究进行综述,以期为恶性肿瘤的诊断和治疗提

供新靶点。

1　 MMP2 的结构与功能

　 　 典型的 MMP 由前肽、催化金属蛋白酶的结构

域、连接肽(铰链区)以及血凝素结构域组成。 前肽

具有半胱氨酸开关 PRCGXPD,其中半胱氨酸巯基

(-sH)基团与活性位点锌离子螯合,使 MMP 保持潜

在的 MMP2 前体(Pro MMP)酶原形式[7]。 催化结

构域包括锌离子结合基序列 HEXXHXXGXXH,2 个

Zn2+离子(1 个起催化作用,1 个维持结构作用)。 其

特异性的 S1,S2,…Sn 和 S1’,S2’,…Sn’口袋(赋
予特异性)与 2 个或 3 个 Ca2+结和保持稳定[7]。

明胶酶包括明胶酶 A (MMP2) 和明胶酶 B
(MMP9),它们在结构上与 MMP 家族中的其他蛋白

酶类似,但不同之处在于它们有 1 个独特的胶原结

合结构域,该结构域由催化结构域 N 端 3 个 II 型纤

连蛋白串联重复序列组成,这是与明胶结合所必须

的[8]。 已证实,MMP2 和 MMP9 主要参与 ECM 蛋白

水解,但 MMP9 无直接水解胶原蛋白的能力[5],因
此 MMP2 在肿瘤研究中更加广泛。

MMP2 也被称为明胶酶 A 或Ⅳ型胶原酶,在染

色体 16q13-q21 上有 1 个基因座。 MMP2 切割胶原

分为两个阶段,第一个阶段类似于间质胶原酶可降

解间质胶原,第二个阶段是纤维连接蛋白结构域促

进的明胶溶解[9-10]。 pro-MMP2 被募集到细胞表面,
在膜型基质金属蛋白酶 ( membrane type matrix
metalloproteinase,MT-MMP)复合物的支持下,在细

胞表面进行自催化裂解,从而在细胞内积累并引起

明显的局部胶原溶解活性的提升,发挥降解细胞外

基质的作用,从而促进肿瘤转移的发生。 已证实,
胃癌的发生与幽门螺杆菌(HP)的感染密切相关。
HP 可上调 MMPs 的活性[11],其作用的机制为促进

MMPs 分泌以及其他多种因素共同作用促进胃癌的

侵袭与转移。
MMPs 的调控因素错综复杂但又相互关联,这

种复杂的调控机制维持着机体内生理状态下 ECM
的正常状态,但是在病理状态下,MMPs 功能的异

常,常常成为肿瘤侵袭和转移的主要原因。 肿瘤细

胞分泌或诱导间质细胞产生蛋白酶,溶解细胞外基

质成分,使基底膜形成缺损,更有利于肿瘤细胞的

通过,造成肿瘤的转移。

2　 调控 MMP2 发挥作用的信号分子

2. 1　 GLUT1 调控 MMP2 在肿瘤细胞中的表达

　 　 肿瘤细胞在增殖和侵袭方面需要消耗更多的

能量,通过线粒体有氧呼吸获取能量已不能满足需

求,于是这些恶性增殖的细胞通过糖酵解获得能

量。 葡 萄 糖 转 运 蛋 白 1 ( glucose transporter 1,
GLUT1)是糖酵解的限速酶,肿瘤细胞的增殖和侵袭

所需的大量能量来自于糖酵解,因此可通过对

GLUT1 的调控来影响肿瘤的发生发展。 研究表明,
GLUT1 与 MT1-MMP 有关,MT-MMP 可锚定于细胞

膜表面,以水溶性酶形式存在,MT1-MMP 是首个被

发现的 MT-MMP,在肿瘤的侵袭、转移等方面发挥

重要作用。 MMP2 的生成过程中, MT1-MMP 与

TIMP2 形成复合物,使 pro-MMP2 连接到细胞膜表

面受体,随后 pro-MMP2 通过蛋白水解机制转化成

为活化的 MMP2。 MT1-MMP 作为 MMP2 的上游分

子,在 MMP2 的激活中发挥重要的作用,因此被称

为 MMP2 的诱导剂[12]。 Liao 等[13] 研究表明,细胞

中过表达 GLUT1,可以使 MT1-MMP 和 MMP2 的表

达升高,提示 GLUT1 / MT1-MMP2 / MMP2 在肿瘤侵

袭和转移中起重要作用。
因为 MMP2 在降解Ⅳ型胶原蛋白中具有酶促

活性,现在人们普遍认为 MMP2 可作为一种肿瘤侵

袭和转移的生物标志物[14]。 MMP2 可降解Ⅳ型胶

原蛋白,从而使恶性肿瘤细胞通过受损的基底膜侵
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入淋巴和血管,使肿瘤细胞迁移到邻近的组织和器

官中[15]。 GLUT1 通过影响 MT1-MMP / MMP2 的表

达促进肿瘤的侵袭和转移[16],这为肿瘤研究提供了

一种新思路,从糖酵解和细胞供能方面继续探索,
可能会寻找到影响肿瘤转移新通路及分子机制。
2. 2　 TGF-β调控 MMP2 在肿瘤细胞中的表达

　 　 肿瘤发生转移是由于肿瘤细胞驱动上皮间质

转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT),从而

使其具有了突破基底膜和跨血管转移的能力,促进

肿瘤的转移[17-18]。 转化生长因子(TGF-β)是最重

要的诱导方式[19],可激活与 EMT 相关信号通路的

下游蛋白,增强肿瘤细胞转移的能力[20-21]。 TGF-β
可诱导或抑制 microRNA 的表达,影响蛋白质的转

录和翻译。 已证实,TGF-β 可通过调节 MMP2 的

microRNA,导致 MMP2 的表达降低,使得肿瘤的侵

袭和转移受到抑制[22]。 Tang 等[23] 构建 miR-429 高

表达的肿瘤细胞系,移植裸鼠后发现 miR-429 可显

著诱导 MMP2 的表达,促进肝癌的转移和侵袭。
Yang 等[24] 的研究发现 miR-101 / TGF-β / SDF1-VE-
cadherin / MMP2 / LAMC2 网络可以调控肿瘤的血管

生成,抑制肝癌的转移,从而提示 MMP2 是一个值

得探究的癌症治疗靶点。
随着研究继续深入,探究 TGF-β 与外泌体中非

编码 RNA(noncoding RNA)的关系成为热点研究。
许多证据表明长链非编码 RNA 对转录和转录后起

着监管作用,包括转录因子募集、组蛋白修饰、以及

癌症的发生和各种恶性肿瘤的侵袭[25-27]。 Kim
等[28]研究表明 TGF-β 可影响外泌体中的 microRNA
表达,进一步研究发现外泌体中长链非编码 RNA 也

可促进 MMP2 的表达来加快肿瘤的转移。 Wu
等[29]研究表明被 TGF-β 处理的 A549 细胞与肺癌

细胞及肺微血管内皮细胞的外泌体中 Lnc-MMP2-2
含量较高,揭示了 lnc-MMP2-2 在 TGF-β 处理后的

外泌体中显著富集。 生物信息学分析表明, lnc-
MMP2-2 可增加 MMP2 表达,MMP2 表达可调节肺

癌细胞的侵袭和转移,提示该 lncRNA 可能是肺癌

的新型治疗靶点和预测标志物。
2. 3　 MAPKs 通路调控 MMP2 在肿瘤细胞中的

表达

　 　 MAPKs 是一种细胞内的苏氨酸蛋白激酶,可使

细胞产生各种肿瘤生物学功能。 有研究表明,
MAPKs 通路通过激活 MMP2 和 MMP9 使得细胞外

基质发生降解[30],进而影响肿瘤的转移。 Li 等[31]

研究发现,MAPKs 信号通路的激活可增加丝裂原活

化蛋白激酶 4 ( MLK4) 的表达, MLK4 的敲低使

MMP2 的表达减弱,进而减少了肝癌细胞增殖和转

移。 在胃癌中,MAPKs 通路可直接激活 MMP2 的表

达,引发肿瘤的转移。 李佳等[32] 研究显示,胃肠安

作为一种中药,调控 MAPKs 通路来影响 MMP2、
MMP9、VEGF 的表达,进而影响肿瘤的转移。 李春

杰等[33] 研究发现消痰散结方也能降低胃癌中

MMP2 的表达。 上述实验研究表明一些中药通过

MAPKs 通路调控 MMP2 可控制癌前病变,抑制细胞

的不正常增殖,抑制肿瘤的侵袭和转移,以及提升

人体免疫力等多种方面都有显著的作用[34]。

3　 基质金属蛋白酶抑制剂类药物的作用

　 　 基质金属蛋白酶抑制剂(TIMPS)是基质金属蛋

白酶的天然抑制剂,与 MMPs 的催化部位相结合,这
种结合是稳定且不可逆的,进而使 MMPs 不能发挥

正常作用,影响水解 ECM 的能力,从而抑制了癌症

的转移[35]。 MMP2 与其抑制剂在肿瘤的侵袭和转

移中发挥重要作用,MMP2 / TIMPs 的失衡会影响

肿瘤的进展。 MMP2 活性与淋巴结转移,淋巴管和

血管浸润相关,MMP2 在食管癌侵袭中有明确报

道[36],同样,MMP2 水平升高也可促进乳腺癌细胞

的浸润性,导致存活率显著下降[37]。 在正常的生理

条件下,基质金属蛋白酶抑制剂可以抑制 MMPs 在

任何阶段下的蛋白水解活性,包括 DNA 转录、基质

金属蛋白酶酶原的活化以及对 MMPs 活性抑制。
MMPs 对体内生理状态下 ECM 具有精确的调控作

用,保证了体内生理状态下的稳定。 但是在病理状

态下,这种调控失衡使得 MMPs 的活性增加,从而使

组织发生癌变的可能性增高。 近三十年来,MMPs
被认为是值得探究的癌症靶点,人工合成的 MMPs
抑制剂作为一类药物在细胞抑制和抗血管生成中

发挥重要的作用[38]。 卵巢癌作为妇科恶性肿瘤中

致死率最高的一种癌症,易发生转移。 为了探究抑

制卵巢癌发生转移的方式,Chien 等[39] 通过研究发

现,EZH2 作为一种表观遗传的修饰剂,通过 H3K27
me3 的高甲基化使 TIMP2 沉默,从而诱导了 MMP2
和 MMP9 的活化,促进了卵巢癌的侵袭和转移。

近年来,随着科学技术的不断发展,第三代基

质金属蛋白酶抑制剂类药物已经开始了研究。 如

新型苯并呋辛基吡咯烷羟化基质金属蛋白酶抑制

剂,对 MMP2 的活性和肿瘤细胞的增殖有较强的抑
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制作用[40]。 如何筛选出高选择性抗肿瘤新药,是目

前面临的主要难题。 现在普遍使用的筛选方法包

括整体动物水平、组织器官水平、细胞水平和分子

水平。 其中在分子水平上的筛选更加高效,操作性

更强。 因此分子水平的筛选方法成为通用的基质

金属蛋白酶抑制剂类药物的选择方法。

4　 MMP2 有望成为新的肿瘤转移与侵袭的标志物

　 　 肿瘤在人体各个组织和器官中的发生具有不

可预测性,若早期发现不及时,可导致侵袭和转移

的发生。 胃癌通过两种途径发生转移,血行转移与

淋巴结转移。 在我国,由于早期筛查并不普及,胃
癌被确诊时大部分已是晚期,且多有转移,往往预

后不佳。 目前研究发现的与胃癌相关的生物标志

物数量较少,因其敏感度和特异性都较低,不足以

作为临床诊断的相应指标,因此需要敏感度和特异

性更高的生物标志物,在这种迫切的需求下,MMP2
吸引了许多研究者的目光。 如表 1 所示,王洁等[41]

将临床新鲜的胃癌组织标本通过原位移植到裸鼠

背部皮下,建立异种移植模型后肿瘤发生转移,连
续传三代之后,瘤组织切片染色观察,发现与原发

瘤相比转移瘤中 MMP2 的表达显著上调。 董磊

等[42] 的研究表明,胃癌组术前的 VEGF、MMP2、
MMP9 水平高于对照组血清,术后 VEGF、MMP2、
MMP9 的水平显著低于术前,并且其表达与患者的

生存密切相关,对于 MMP2 表达程度的判定一定程

度上有利于胃癌患者预后判断,为治疗提供指导。
不仅仅在胃癌中,Araújo 等[43] 在结肠癌研究中也发

现,MMP2 在肿瘤的发生,进展和转移中起到一定的

作用,与患者的预后密切相关。 罗俊波等[44] 的研究

指出,乳腺癌患者血清中 MMP2 高表达,与侵袭和

转移有密切的关系。 血清中 MMP2 的表达水平可

作为一项重要的指标去检测肿瘤的发生以及对肿

瘤转移概率的预估。 Xie 等[45] 的研究表明,胰腺癌

作为一种恶性肿瘤,五年生存率不足 9%,唯一有效

的治疗方式是早期手术切除,但是早期检出率并不

表 1　 MMP2 在各类肿瘤中的作用
Table 1　 Role of MMP2 in various tumors

癌症名称
Name of the cancer

方法
Method

结论
Conclusion
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Xenotransplantation model
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胃癌
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MMP2 can be used as a prognostic indicator of
pancreatic cancer

[45]

肝癌
Liver cancer

异种转移模型
Xenotransplantation model

MMP2 随着使用 COX-2 抑制剂的表达降低,抑制
癌症的转移
Expression of MMP2 decreased with the use of COX-
2 inhibitors, inhibiting cancer metastasis

[47]

肺癌
Lung cancer

收集患者数据进行分析
Collect patient data for analysis

MMP2 在肺癌手术后高表达提示有着不良预后
High expression of MMP2 after lung cancer surgery
suggests a poor prognosis

[48]
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高,因此寻找早期标志物及早进行手术治疗可有效

提高生存率,而 MMP2 在胰腺癌发生转移的患者中

高表达,可作为早期诊断胰腺癌是否转移的重要标

志物。 Huang 等[46] 的研究表明,在乳腺癌的转移

中,MMP2 作为下游分子接受糖蛋白非转移性 B
(Glycoprotein non-metastatic B, GPNMB)的调控,可
促进乳腺癌的转移,也可作为监测乳腺癌预后的一

项重要指标。 Yang 等[47] 的研究表明,COX-2 作为

MHCC-97 H 细胞中 Mir-30a-3p 直接调节靶标,使用

COX-2 抑制剂可抑制肝癌细胞的转移,同时 MMP2
的表达也相应降低。 Han 等[48] 的研究表明,肺癌手

术后的患者,MMP2 的表达过高提示着不良预后,平
均生存周期远低于 MMP2 低表达的患者,并且在肺

癌患者中,MMP2 表达过高提示肿瘤已经达到了非

常恶性的程度,TNM 分期也不良,发生转移的风险

大大提高。 当然仅仅依靠 MMP2 的表达程度来检

测肿瘤转移概率是远远不够的,需要与多种指标及

患者临床症状相结合,为患者提供更加科学且有效

的治疗。

5　 展望

　 　 综上所述,MMP2 与癌症的侵袭和转移密切相

关,多种机制通过调控 MMP2 的活性来影响肿瘤的

转移,因此 MMP2 可作为癌症转移的预测标志物。
通过对 MMP2 调控机制继续深入研究,如何抑制

MMP2 的活性,从而得到一种有效抑制肿瘤转移的

方式,成为临床上有效治疗肿瘤的一种手段。 虽然

影响 MMP2 的机制较多,涉及诸多上游分子,但恶

性肿瘤的转移仅仅依靠基质金属蛋白酶去解决是

远远不够的。 我们需要更加深入的研究,将 MMP2
与影响癌症转移的其他机制相结合,再加以临床经

验,最终找出一种真正可行且有效的治疗方式。
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脑缺血性卒中血脑屏障破坏模型建立与功能障碍
的定量检测方法及进展

杨净松,吕　 梁∗,宋　 巍,刘兴利

(云南省第一人民医院放射科,昆明　 650000)

　 　 【摘要】 　 回顾缺血性脑卒中过程总血脑屏障(blood brain barrier,BBB)的动态病理改变与关于 BBB 在脑缺血

性卒中过程中的破坏过程以及当前实验方法在 BBB 的破坏评估量化过程中的新进展。
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Establishment of blood-brain barrier damage model for cerebral ischemic stroke
and the quantitative detection methods and progress of its dysfunction

YANG Jingsong, LYU Liang∗, SONG Wei, LIU Xingli
(Department of Radiology, Yunnan First People’s Hospital, Kunming 650000, China)

　 　 【Abstract】　 This article reviews dynamic pathological changes of the total blood-brain barrier (BBB) in the process
of ischemic stroke as well as the destruction process of BBB in the process of ischemic stroke and the progress of current
experimental method in the quantification of BBB destruction.

【Keywords】　 ischemic stroke; animal model; quantitative analysis; BBB

　 　 脑卒中(stroke)尤其是占大部分的脑缺血性卒

中(ischemic stroke,IS)是当前威胁人类的尤其是发

展中国家人民健康的首要因素[1-2],IS 主要是由突

然流向大脑的局部脑血流量减少引起的,脑血性卒

中后不久,代谢紊乱和能量失衡在细胞和亚细胞水

平传播到继发性损伤机制中如炎症、神经胶质细胞

增生和氧化应激等,继而导致神经元,神经胶质细

胞和血管内皮细胞死亡。
血脑屏障(BBB)是中枢神经系统的独特而重

要的特异性结构,早期认为 BBB 可以调控脑组织血

流供应,在控制物质交换功能上也具有重要的调节

的作用[3],参与维持脑组织液中水和电解质的平

衡,并且必须保护神经元免受血液中潜在有害物质

的侵害[4],BBB 损伤和功能障碍是脑缺血后卒中的

突出病理特征,缺血卒中后的脑细胞水肿、凋亡到

坏死过程 BBB 的破坏程度与发病的严重程度有着

密切的关联,但既往的实验仅仅关注 BBB 的破坏与

否,既 0 或 1,对于 BBB 破坏程度的量化仍是实验中



的一项难题,本文将针对各种动物模型及相关 BBB
影像学评估手段的最近进展进行阐述及回顾。

1　 与 BBB 构成结构破坏的相关检测敏感标记物

　 　 BBB 内侧为血管内皮细胞以及其周围的紧密

连接(tight junction,TJ)构成的,参与构成 TJ 主要结

构蛋白包括 ZO-1、occludin 与 claudin-5 等,在脑缺

血卒中发生后可以通过免疫组化与蛋白质印迹实

验评估连接蛋白的表达,继而反映血脑屏障的破坏

情况(BBB 破坏时连接蛋白表达、分布减低) [5],实
验证实,缺血 2 h 后,BBB 在体外和体内均受到破

坏, 在 体 外 细 胞 实 验 中, BBB 的 破 坏 主 要 由

caveolin1 介导的 claudin-5 重新分布和 MMP 介导的

闭合蛋白降解导致快速内皮屏障破坏引起的氧葡

萄糖剥夺[6],因此 ZO-1、occludin 与 claudin-5 的表

达改变提示了血脑屏障破坏与重建,BBB 内皮细胞

较周围毛细血管内皮细胞较为明显的特点是丰富

的线粒体量,有实验发现在梗塞后 30 min,约 60%
受缺血影响的血管显示出了内皮水肿,并伴有水肿

星形细胞,证实在缺血性脑卒中发生后血管内皮水

肿早于 BBB 破坏[7],同时也暗示 BBB 的破坏是一

系列级联反应引起的,是一个动态变化的过程。
周细胞除了血脑屏障(BBB)的发育和维持,跨

BBB 的白细胞运输和血管生成外,调节神经组织血

流以配给相应的神经代谢也起到了重要作用[8]。
周细胞对于缺血较敏感且容易受损而产生大量的

过氧化酶如烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)、
氧化酶 4(NOX4)等[9-10],这种酶会在梗塞周围区域

的微血管周细胞中表达上调,这有助于激活金属蛋

白酶 9(MMP-9)加剧 BBB 分解[11],发生 IS 后,血浆

基质金属蛋白酶(MMP)首先升高,MMP 是一种蛋

白水解酶,可以降解细胞外的大多数成分并重塑细

胞外空间,其中如 MMP-9 异常升高与脑卒中的加剧

存在关联[12],实验证实血脑屏障的破坏与MMP-9表
达增加呈明显相关[13],这些机制会加重缺血卒中后

的组织损伤和脑水肿[14],因此,预防周细胞功能障

碍可通过促进微循环再灌注并预防出血和水肿来

改善再通疗法的疗效。 在梗塞周围组织中,周细胞

与微血管分离并促进血管生成和神经发生,对中风

预后产生积极影响,有研究证实血小板衍生生长因

子-β(PDGFR-β)在周细胞中表达上调[15-16],其数

量增加并开始从微血管壁迁移至新形成的脉管芽

以促进缺血性损伤后的成熟。

2　 脑缺血卒中 BBB 破坏的模型建立与 BBB 破坏

的实验检测方法进展

2. 1　 体外 BBB 细胞培养模型及与其局限性

　 　 体外 BBB 模型的构建主要是基于原代细胞或

永久脑内皮细胞系(BCE)的细胞培养模型,目前主

要应用于研究 BBB 的渗透性筛查、各种药物向脑内

转运的模式检验与脑血管毛细血管内皮细胞物质

转运机制及病理生理研究[17]。 与基于动物的 IS 体

内模型相比,体外模型具有多种优势:(1)研究缺

氧 /葡萄糖糖减低对细胞死亡的影响更为直接和容

易;(2)可以在血脑屏障内的细胞水平上进行代谢

研究,而不会使其他器官的其他细胞复杂化;(3)可
以容易地研究培养细胞之间复杂的细胞内信号传

导途径及其在疾病过程中的潜在作用[18]。
不同物种的 BBB 体外模型构建采用以进行各

方面的研究工作,其中小鼠或大鼠来源的脑内皮细

胞培养物的优势在于其来源已充足,并且经常被用

作临床前研究的首选[18],在脑缺血性卒中的 BBB
研究主要聚焦于氧气葡萄糖剥夺(OGD)条件下脑

血管内皮细胞的病理改变与各种蛋白、水解酶、核
酸等物质的表达检测及 BBB 其他细胞如周细胞在

缺血缺氧状态下的功能改变与保护 /破坏作用机制

研究[19-22],尽管大 /小鼠的脑容易获得,但这些物种

中内皮细胞的普遍产量较低,实验的可重复性也受

到各种因素影响。 其他动物如牛、猪等动物细胞的

体外模型也应用于 BBB 的相关研究当中,但是鉴于

不可避免的物种差异,一种可靠的人源性体外 BBB
模型将对高通量筛选以识别脑穿透分子或研究

BBB 的发育,调节和疾病途径显然具有更高的实验

价值。
采用完全分化的表型的人脑内皮细胞的原代

培养对于药物开发和临床前研究是一种理想的建

模工具[23],但新鲜的人脑组织很难保证持续的获

取。 人类干细胞模型目前正在完善[24],有学者通过

模拟类似于胚胎脑体外的微环境使得人多功能干

细胞(hPSC)成功向脑内皮细胞分化[25],所得的内

皮细胞具有许多 BBB 属性,包括组织良好的紧密连

接,营养转运蛋白的适当表达和极化的外转运蛋白

活性,成功检测到葡萄糖转运蛋白 GLUT-1、连接蛋

白 occludin-5、claudin-5 以及 p-糖蛋白在内皮细胞

中共表达[26],如果证明这种体外建模方法易于处理

并具有良好的可重复性,将为该领域的研究人员提

供巨大的机会。
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虽然体外的细胞培养技术逐渐进步,体外的

BBB 结构及功能也越来越接近实验动物(人)体内,
但 BBB 是一个复杂的结构,其病理生理改变有多重

复杂的细胞间相互作用,且研究过程中关注的仅仅

是与 BBB 功能有紧密关系的相关蛋白,并没有将体

外的 BBB 结构作为一个有机动态的整体进行研究。
新鲜的原代细胞获取一直是限制体外 BBB 研究的

瓶颈,已经有将星形细胞及周细胞与内皮细胞共同

培养以模拟体内环境以提高内皮细胞相关功能高

表达的方法[27],但始终无法达到内环境的复杂调

节,有学者通过评估永生化的 hCMEC / D3 和原代

hpBEC 细胞系的总体基因表达谱,发现脑微血管内

皮细胞(BEC)中重要的功能相关基因的表达出现

了明显的减低[28],证明 BEC 中高表达并被描述转

录 BBB 功能的特异性蛋白的相关基因表达受到分

离培养细胞的影响,这可能与天然内环境的剥夺密

切相关,故体外研究在相关的病理生理研究中仍然

有较明显的局限性。
2. 2　 脑缺血卒中动物模型建立与 BBB 的破坏检测

　 　 多种动物(小鼠、大鼠、兔、犬、山羊、猪、灵长动

物)等用于脑卒中后 BBB 功能观察及脑缺血在再灌

注的神经病理生理及显微解剖相关的研究。 在各

类文献中,占大多数的是鼠(约 80%),这是因为鼠

(小鼠 /大鼠)的缺血性脑卒中模型的建立具有简单

方便、具有较高的可重复性与成功率。 目前使用的

缺血性脑卒中建模方法最常用的是 MCAO(线栓法

大脑中动脉局灶性脑缺血模型),闭塞时间一般为

60~120 min 不等,具体实验步骤不再赘述[29-30],需
要注意的是在 MCAO 处理后可能由于丘脑受损而

导致体温过低,故需要一定的保温措施,使其体温

保持在约 37℃。
目前对于脑卒中动物模型与 BBB 功能的相关

研究主要集中在 BBB 在 IS 后的动态变化,既 BBB
在 IS 后的各个时间段的显微结构、功能与相关蛋白

表达的变化研究,与之相关的各种神经保护药物的

应用及药物对 BBB 的功能保护机制研究等方面。
对于 BBB 的功能失调的定量研究主要包括染色剂

的定量检测既伊文斯蓝(EB)的定量检测与异硫氰

酸荧光素 -右旋糖酐 ( FITC-Dextrans) 免疫荧光检

测,下面主要针对两种检测方法进行探讨。
2. 3　 伊文思蓝(EB)进行 BBB 渗漏定量检测

　 　 EB 染料具有很强的结合血清白蛋白的能力,
可作为示踪剂检测血管渗漏并定量 BBB 分解,EB

的定量检测是一种公认且敏感的技术,已被用于

评估包括缺血性中风在内的神经疾病中的血脑屏

障完整性和功能[31-33] 。 该方法经济简便、高效,具
有较高的可重复性,并且可以适用于任何实验室,
目前广泛应用于各种相关 BBB 的功能紊乱研究

中[34] 。 具体方法为:在 MCAO 建模成功后,采用

静脉注射法(鼠尾静脉 /颈静脉 /股静脉)缓慢注射

EB 染色剂(5 min 注射完成),按照期望的时间(缺
血后指定时间或再灌注指定时间等)处死,取出大

脑,解剖大脑半球,锐器分离左右半球并分别称

重,在磷酸盐缓冲盐水中制匀浆,然后使用涡旋仪

将其与 2. 5 mL 三氯乙酸(60%)混合之后进行离

心 15 ~ 30 min,随后静置于并低温保存约 10 min,
吸取上清液,使用分光光度计在 610 nm 处估计 EB
吸收[33,35] ,根据 EB 的标准曲线估计 EB 渗漏的

量,并将结果表示为 ug / g。
EB 染色剂的定量评估主要用于以下方面:(1)

BBB 相关研究如各种疾病模型的 BBB 功能变化,使
用 EB 染色剂渗漏量衡量 BBB 的破坏程度,结合金

属激酶 MMP 等 BBB 破坏相关联的水解酶[36],继而

分析 BBB 破坏程度的动态变化及与相关疾病病程

变化的相关性[37-38],通过 BBB 结构蛋白 ( ZO-1、
occludin-5、claudin-5)等相关功能蛋白的表达检测以

了解 BBB 破坏的机制[36];(2)在药物研究中用于评

估某种药物(刺激因素)对疾病模型的治疗 /缓解效

果[38-41],将染色剂的定量分析作为评估 BBB 破坏

情况的客观指标,继而了解实验 /对照组在进行干

预后的 BBB 功能差异,并对药物效果进行评估;(3)
用于验证 BBB 诱导破坏模型建模是否成功[42]。

虽然 EB 定量检测法简单易行,但是 EB 染色在

检测过程中需要进行血管内的冲洗灌注然后再进

行脑实质内的染料提取,这一过程中可能造成脑内

小血管再破裂导致脑实质内染色剂增多[43-45],且操

作的人员个体及技术差异可能导致结果的差异,对
于定量检测来说其客观性会受到质疑。 分光光度

计测量的 EB 染料浓度,在大体上无法进行 EB 染色

区域的定量(BBB 破坏范围),Reeson 等[46] 在研究

抑制 VEGF 信号转导对脑卒中的保护作用中应用免

疫荧光图像定量分析的方法,将梗死区域内荧光体

积减去血管官腔内荧光面积,之后将周围皮层的染

料荧光面积减小鼠相对应深度的对侧染料荧光以

量化 EB 的渗漏,在将来的研究当中值得进一步

应用。

131中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3



2. 4　 异硫氰酸荧光素-标记物荧光(FITC-)进行定

量检测

　 　 使用异硫氰酸荧光素(FITC)标记不同分子量

的物质 (白蛋白、高 /低分子量右旋糖酐、葡萄糖

等),尤其是 FITC-Dextrans 是用于检测 BBB 渗漏常

用试剂[44,47-49],该物质具有不同的分子量,一般为

了使 BBB 渗漏实验效果明显,常选用分子量相对小

的试剂用以标记 BBB 渗漏的感兴趣区[50-51],高分

子量(2000×103)的 FITC-Dextrans 可以很好地吸附

于血管壁内,继而作为标记血管管腔的高亮荧光标

志而被识别,且在 BBB 出现明显破坏渗漏时,大分

子 FITC-Dextrans 也可以在管腔外被识别,故也可以

用于 BBB 渗漏的定量研究中,Chen 等[52] 在使用大

鼠进行脑缺血卒中 BBB 破坏对周围脑组织研究中

通过半自动测量 FITC-Dextrans 标记的荧光总面积,
再根据高亮区域(既血管管腔内的 FITC-Dextrans 富

集)调整亮度阈值,计算血管面积,继而计算出渗漏

的荧光面积值,证明了 BBB 破坏程度(高分子 FITC-
Dextrans 周围渗漏面积)与脑组织损伤的体积密切

相关;Michalski 等[47]利用高分辨率扫描仪结合图像

后处理工具对 FITC-白蛋白(70×103)的连续切片进

行荧光面积计算,并逐层累计( ×层厚) 最后得出

BBB 渗漏组织的体积;Jin 等[53] 将大鼠前囟作为基

点作冠状切片,将前囟至后方 2 mm 的切片作为观

察切片,使用图像处理软件进行多层面荧光定量检

测(显微镜下 FITC-Dextrans 亮度最高、面积最大)荧
光面积总和,并得到平均渗漏面积作为定量指标继

而验证不同分子大小的 FITC-Dextrans 在大鼠 IS 不

同时间点的渗漏,继而反映 BBB 在 IS 后的动态变

化与相关机制;Bankstahl 等[51]在其进行大鼠癫痫发

病后 BBB 功能变化研究时应用半定量分析法(每只

动物分析了 4 个冠状脑切片,根据 FITC-白蛋白的细

胞外分布进行评分,无 = 0 分,靠近血管的极小的细

胞外分布= 1 分;局灶性的细胞外聚集 = 2 分;大量

的弥散分布的聚集= 3 分,计算平均值)进行 BBB 渗

漏情况的评价以了解 BBB 在癫痫发作后的动态改

变;上述实验由于重复性及样本量等因素影响,目
前尚未形成一种公认的、标准的定量评估方法。

Xu 等[48]利用 EB 的荧光染色与大分子量(2000
×103) FITC-Dextrans 免疫荧光染色特性,由于大分

子 FITC-Dextrans 会聚集在血管管腔内,故可以利用

这一特性计算 FITC-Dextrans 覆盖面积以估算血管

面积,使用显微图像处理软件对切片进行分析并得

到 EB 荧光染色的集合光密度 ( integrated optical
density,IOD)与 FITC-dextrans 渗漏面积,计算两者

的比值( IOD / AreaFITC-Dextran),这种做法可以降

低血管荧光对于 BBB 渗漏量化的影响,但是这种方

法目前仅应用于诱导的 BBB 渗漏,并未用于 IS 引

起的 BBB 渗漏中,根据既往研究,当 IS 发生后发生

BBB 渗漏严重程度更重,故血管内外均可见 FITC-
Dextrans 分布,如果可以结合 Chen 等[52] 的研究策

略,分析 EB 荧光的 IOD 值与 FITC-Dextrans 荧光的

面积渗漏面积(总面积-血管面积)的关系以发现更

好的 BBB 渗漏评估手段,值得进一步探讨。
3　 影像学方法对于血脑屏障破坏的相关检测技术

进展

　 　 在正常生理条件下,CT 增强检查中所应用到的

对比剂如碘对比剂与 MRI 增强所用到的对比剂如

钆类对比剂均为大分子物质,无法通过功能正常的

BBB 进入脑组织质微环境内,故在正常增强造影时

脑实质不会强化,如果 BBB 功能发生破坏,则会发

生对比剂通过 BBB 进入脑实质,使得脑实质异常强

化,故对于 BBB 的破坏评估实际上是对原本不能通

过 BBB 的物质(对比剂)进行量化以反映 BBB 破坏

程度。
已经有研究通过检测脑实质中大分子对比剂

量来反映相关疾病如脑退行性疾病等对于血脑屏

障功能的影响,如应用 Patlak 模型的 CT 灌注成像

中的渗透系数-渗透性-表面积乘积( permeability-
surface area product, PS) [54],使用这种参数来反映

肿瘤、脑缺血卒中等病变对于 BBB 破坏的检测,也
有应用这种模型进行动态增强技核磁共振(dynamic
contrast enhanced MRI, DCE-MRI),产生类似的参数

如容积转移常数 Ktrans( transfer constant),目前这种

技术主要在中枢神经系统疾病主要应用,进行脑内

小血管渗透性定量评估和脑小血管疾病器质性评

价[55],但是以上技术方法都是基于数学模型的模拟

计算,对于脑组织内真实的对比剂渗漏情况无法切

实反映。
目前已经有对于脑实质内对比剂定量分析的

技术,主要为 CT 双能量碘分析技术与磁共振检查

的高强度急性再灌注标记物(HARM)检测技术。 对

于碘对比剂,双源双能量 CT 于图像重建后在图像

空间域使用三物质解析算法,应用碘图可对特定区

域组织内的碘含量进行定量,目前双能量扫描可以

将水平在 0. 3 ~ 0. 5 mg / mL 的极低量碘进行精确的
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定 量 评 估[56]; 高 强 度 急 性 再 灌 注 标 记 物

(hyperintense acute reperfusion marker,HARM),被定

义为急性卒中患者对比后 FLAIR 图像上蛛网膜下

腔或蛛网膜下腔的延迟增强,并被认为与 BBB 的通

透性变化有关,已经有文献对于脑梗死后对比剂的

外渗与出血的 HARM 改变与 CT 进行对照及脑短暂

性缺血后的在今后的研究领域中[57-58],HARM 与双

能量 CT 在对比剂外渗的相关性与脑缺血卒中的研

究潜力。

4　 总结与展望

　 　 综前文所述,对于脑缺血性卒中后 BBB 的相关

研究目前主要在脑缺血后的 BBB 功能变化与相关

机制,各种干预因素(药物)在脑缺血后对 BBB 功能

的保护机制与疗效评估,根据新近文献对卒中后后

BBB 破坏的探讨,随着无创检查技术的进步(MRI、
CT 功能成像),虽然相关技术已经有报道,但目前

尚无相关实验发现明确的与 BBB 实验定量相关性

或衡量手段,如果可以在无创检查与活体 BBB 破坏

之间寻找到相关的实验数据可以支撑其高相关性,
使得 BBB 的破坏检测可以通过影像学检测发现,继
而应用于高级动物模型中,在今后的 BBB 相关实验

中将是飞跃性的进展。
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不同物种端粒结合蛋白和端粒酶的研究进展

石桂英,黄艺滢,雷雪裴,李欣悦,白　 琳∗

(中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较医学中心,国家卫生健康委员会人类疾病

比较医学重点实验室,国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 端粒位于真核生物染色体末端,在复制过程中保护染色体的完整性。 端粒随着细胞的有丝分裂而

缩短,端粒酶在胚胎干细胞等细胞中起到了延长端粒的作用。 端粒结合蛋白包括 shelterin 复合体和 CST 复合体,
端粒酶以自身 RNA 组分为模板逆转录合成端粒,端粒结合蛋白和端粒酶在保持端粒长度和稳定中都有重要作用。
尽管不同物种中端粒序列类似,但是端粒及端粒酶在生理和 /或病理状态下的功能却不尽相关。 本文对不同物种

的端粒结合蛋白和端粒酶的组成、功能等进行综述,以深入了解端粒生物学功能,为端粒功能障碍相关疾病的治疗

提供科学基础。
【关键词】 　 端粒;shelterin;CST;端粒酶
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Research progress of telomere-binding protein and telomerase in
different species

SHI Guiying, HUANG Yiying, LEI Xuepei, LI Xinyue, BAI Lin∗

(Institute of Laboratory Key Laboratory of Human Disease Sciences, Chinese Academy of Medical Sciences(CAMS);
Comparative Medicine Center, Peking Union Medical College(PUMC), Key Laboratory of Human Disease Comparative

Medicine, National Health Commission of the People’s Republic of China; Key Laboratory of Human Disease Key
Laboratory of Human Disease Models, State Administration of Traditional Chineses Medicine, Beijing 100021, China)

　 　 【Abstract】 　 Telomeres are at the ends of eukaryotes chromosomes, protect chromosomes integrity in replication.
Telomeres shorten with mitosis, telomerase prolong telomeres in cells, such as embryonic stem cell. There are two protein
complexes binding on telomeres: shelterin complex and CST complex. Telomerase synthesize telomeres use its RNA components.
Both the telomere binding proteins and the telomerase play great role in maintaining telomere length and stability. Although
telomere sequences are similar in different species, telomere and telomerase functions are not related in physiological and / or
pathological conditions. Here we review the composition and function of telomere binding protein and telomerase, to understand
the biological function of telomere and provide scientific basis for the treatment of telomere dysfunction.

【Keywords】　 telomere; shelterin; CST; telomerase

　 　 端粒是位于真核生物染色体末端的蛋白质-
DNA 复合体,在复制过程中保护染色体末端的完整

性,防止染色体融合、重组、降解等[1-3]。 端粒 DNA
由 TTAGGG 重复序列组成,不同物种的端粒长度不



同,人出生时端粒长度约为 8~20 kb,猕猴的端粒长

度约为 15~18 kb,而实验动物大小鼠的端粒长度约

为 25~500 kb(表 1) [4]。 端粒 DNA 的 3’末端有一

段>12 核苷酸的单链序列,此单链序列插入端粒双

链序列形成 T 环结构[5]。 端粒长度会随细胞复制而

缩短,端粒长度的维持通过两个复合体来完成即

shelterin 和 CST。 哺乳动物 shelterin 复合体由 6 个蛋

白组成,即端粒重复结合因子 1 和 2(telomeric repeat
binding factor 1 and 2,TRF1、TRF2)、端粒保护蛋白 1
(protection of telomeres 1,POT1)、TRF1 和 TRF2 相互

作用核蛋白 2(the TRF2- and TRF1-interacting nuclear
protein 2,TIN2)、抑制 /激活蛋白 1(repressor / activator
protein 1,RAP1)、POT1-TIN2 组织蛋白( the POT1-
TIN2 organizing protein,TPP1,又称为 ACD、TINT1、
PTOP、PIP1)。 CST 包括 3 个蛋白即 CTC1(conserved
telomere maintenance component 1)、STN1(suppressor
of CDC thirteen homolog) 和 TEN1 ( telomere length
regulation protein TEN1 homolog)。 shelterin 保护端粒

避免 DNA 损伤应答,通过端粒酶调节端粒长度;而
CST 控制端粒酶对端粒的延伸和 C 链插入序列的合

成[6](表 1、图 1)。

图 1　 人和小鼠 shelterin 复合体和 CST 复合体示意图

Figure 1　 Schematic of human and mouse shelterin complex and CST complex

1　 shelterin

　 　 端粒 DNA 重复序列与 shelterin 结合,可以区分

染色体正常末端和损伤断裂部位,抑制 DNA 修复反

应,调控端粒酶维持端粒长度。 裂殖酵母中 shelterin
由 6 种蛋白组成,即 TAZ1、RAP1、POZ1、TPZ1、CCQ1
和 POT1。 TAZ1 结合端粒双链 DNA,Pot1 结合端粒

单链 DNA[7]。 哺乳动物 shelterin 由 TRF1、 TRF2、
POT1、TIN2、RAP1 和 TPP1 组成。 其中哺乳动物端粒

蛋白 TRF1 和 TRF2,与酵母 TAZ1 同源[8],结合双链

端粒 DNA,RAP1 单独与 TRF2 相互作用,提高 TRF2
对端粒重复序列的特异性[9]。 POT1 结合单链端粒

DNA,POT1-TPP1 复合体对单链端粒 DNA 有高度特

异性[10]。 TIN2 是复合体的关键蛋白,位于 shelterin
的中心位置,同时与 TRF1、TRF2 和 TPP1 相互作用,
保证复合体的稳定[10-11](表 2)。

表 1　 不同物种端粒生物学特点
Table 1　 Telomere biology of different species

物种
Species

端粒长度(kb)
Telomere length

端粒酶活性
Telomerase
activity

年龄相关的
端粒损耗
Age related

telomere attrition

人
Human 8~20 无

No
有
Yes

猕猴
Macaque monkeys 15~18 无

No
有
Yes

小鼠
Mouse 25~500 有

Yes
/

兔
Rabbit 20~50 无

No
有
Yes

犬
Domestic dog 10~23 无

No
有
Yes

猫
Domestic cat 5~26 无

No
有
Yes

绵羊
Sheep 9~23 无

No
有
Yes

猪
Pig 10~30 不明

Unclear
有
Yes

驴
Donkey 7~21 无

No
有
Yes

鸡
Chicken 0. 5~4000 无

No
有
Yes

斑马鱼
Zebra fish 2~10 有

Yes /

注:端粒酶活性。 有:大多数成体组织中可检测到端粒酶活性;无:
多个成体组织中未检测到端粒酶活性。
Note. Telomerase activity. Yes, Telomerase activity is detected in the
majority of somatic tissues. No, Telomerase activity is undetectable in
multiple somatic tissues.
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表 2　 不同物种 shelterin 复合体的组成
Table 2　 Shelterin complex of different species
物种

Species
Shelterin 复合体
Shelterin complex

人
Human TRF1、TRF2、POT1、TIN2、RAP1、TPP1

小鼠[12]

Mouse
TRF1、TRF2、POT1a、POT1b、TIN2、RAP1、TPP1

裂殖酵母
Schizosaccharomyces pombe TAZ1、RAP1、POZ1、TPZ1、CCQ1、POT1

酿酒酵母
Saccharomyces cerevisiae RIF1、RIF2、RAP1、STN1 / TEN1、CDC13

纤毛虫
Ciliates TEBPα、TEBPβ

1. 1　 TRF1 和 TRF2
　 　 二者有 TRF 同源结构域(TRF homologydomain,
TRFH)和 C 末端 SANT / Myb DNA 结合域。 TRF1 可

以使端粒 DNA 成环状配对伸展,TRF2 可以使端粒

DNA 形成 T 环结构。 TRF 同源结构域可以结合其

它蛋白。 TRF1 和 TRF2 蛋白表达丰富,可以覆盖每

个端粒。 二者都可以被磷酸化、磺酰化、对羟基化、
泛素化等[13-14]。

已有研究发现,二者可通过多种方式维持端粒

稳定。 在人和小鼠中随年龄增长,TRF1 水平降低。
提高 TRF1 的表达,可延缓衰老相关生理变化的发

生。 在小鼠不同组织中 TRF1 缺失可影响干细胞功

能,从而导致组织稳态失衡[15]。 当小鼠端粒缺失

TRF1 时,DNA 损伤修复和染色质重塑相关的蛋白

会发生重组。 小鼠 TRF1 可抑制早幼粒细胞白血病

蛋白(promyelocytic leukemia ,PML)、breast cancer 1
(BRCA1)、染色质结构维持( structural maintenance
of chromosomes,SMC)5 / 6 复合体的累积,这些蛋白

可促进同源重组和端粒模板 RNA 的翻译[16]。
在细胞周期中, 周期依赖性激酶 2 ( cyclin-

dependent kinases 2,CDK2)调控 TRF2 的磷酸化,控
制 T 环的形成,从而保护端粒,并避免不必要的

DNA 损伤应答[17]。 TRF2 的 TRFH 可以抑制 ATM
(ataxia-telangiectasia mutated)的活性,同时也参与

调节 T 环的形成[18]。 TRF2 通过主动招募起始点识

别复合物 2( origin recognition complex,ORC2)到端

粒,介导端粒的复制启动,以防止端粒功能障碍,而
蔗糖非发酵蛋白 2 同源物 ( sucrose non-fermenting
protein 2 homologous,SNF2H)敲除会减少 ORC2 的

募集和端粒的复制启动[19]。 TRF2 还招募核仁蛋白

TCOF1 协调端粒的转录复制[20]。
但是,在小鼠胚胎干细胞( embryonic stem cell,

ESCs,简称 ES)和上皮干细胞的研究中发现,TRF2
在端粒保护中可有可无。 ES 细胞中 T 环的形成不

依赖于 TRF2[21]。 TRF2 敲除 ES 并未出现端粒融合

现象,仍可以无限扩增[22]。
1. 2　 RAP1
　 　 RAP1 是 酵 母 和 哺 乳 动 物 中 唯 一 保 守 的

shelterin 蛋白。 在甲基营养型耐热多形汉逊酵母

DL-1 中, RAP1 有 2 个 基 因 即 HpRAP1 A 和

HpRAP1 B。 HpRAP1 B 可识别保护端粒 DNA,
HpRAP1 A 与亚端粒区域相关。 在核糖体蛋白基因

的启动子中,有 HpRAP1 A 和 HpRAP1 B 的特有结

合位点[23]。 裂殖酵母中酪蛋白激酶 2 可以使 RAP1
多个位点磷酸化,从而促进 RAP1 与 BQT4 和 POZ1
的相互作用,进而维持端粒与核被膜的距离,促使

染色质沉默结构的形成[7]。 酿酒酵母 RAP1 在代

谢、炎症、氧化应激等反应中都有重要作用[24]。
哺乳动物中 RAP1 是 TRF2 结合伴侣,与 TRF2

形成复合体,其在端粒中的位置和稳定性依赖于

TRF2,敲除 TRF2 时,RAP1 也会消失。 在端粒酶缺

失的情况下,RAP1 对端粒的维持和保护具有重要

作用。 与端粒酶缺失小鼠相比,同时缺失 RAP1 和

端粒酶的小鼠,其生存能力随传代进行性降低[25]。
在仍有增殖能力的人老化细胞中,下调 RAP1 会导

致端粒丢失融合;在端粒酶阳性细胞系中,当端粒

酶被抑制时,敲除 RAP1 会增加端粒的融合[26]。 在

人老化细胞中,RAP1 与组蛋白异四聚体结合,参与

核小体位移,从而调节基因表达,但不影响细胞衰

老进程[27]。
在人间充质干细胞和神经干细胞中,RAP1 负

调节端粒长度,同时作为转录调节因子,调节基因

启动子的甲基化状态。 RAP1 缺失可以促进人间充

质干细胞的自我更新,延缓其衰老;在人神经干细

胞中未见类似作用[28]。 成纤维细胞自然老化过程

中 TRF2 和 RAP1 水平降低,相较于 TRF2,RAP1 更

稳定。 在老化细胞中,细胞核和细胞质中的 RAP1
含量相似,过氧化氢处理的细胞,其细胞核中的

RAP1 减少,而细胞质中的没有改变[29]。
1. 3　 TIN2
　 　 TIN2 位于 shelterin 的中心位置,可以结合

TRF1、TRF2 和 TPP1,还介导端粒酶与端粒的结

合[30],TIN2 与 TPP1 / POT1 协作可以刺激端粒酶活

性[11]。 TIN2 有 3 种 异 构 体, 即 TIN2L、 TIN2M、
TIN2S,三者都位于端粒中,TIN2 异构体在生化特性

831 中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3



和功能上完全不同,TIN2 编码基因突变的病人其

shelterin 功能发生改变[31]。 在先天性角化不良症中

TIN2 发生突变,在端粒酶阴性成体细胞中会出现端

粒功能失调表型,在端粒酶阳性干细胞中则加重端

粒的维持问题[32]。 人抗原 R ( human antigen R,
HuR)结合 TIN2 mRNA 3’非翻译区。 HuR 耗竭时,
可以促进 TIN2 表达,导致线粒体 TIN2 增加,使 ROS
增加, 从 而 诱 导 生 长 停 滞, 但 不 影 响 细 胞 核

TIN2[33]。 Siah2(seven-in-absentia honolog 2)蛋白具

有 E3 泛素连接酶的活性,可调节一些蛋白的泛素

化和降解,TIN2 是其中之一。 在体内,TIN2 与 Siah2
结合后被泛素化,Siah2 过表达可以导致 TIN2 蛋白

降解,从而使端粒中的 TIN2 缺失;而敲除 Siah2 后,
TIN2 稳定性增加[34]。
1. 4　 POT1
　 　 POT1 是存在于多种生物的一种单链 DNA 结合

蛋白,与富含鸟嘌呤的单链 DNA 3’悬浮端结合[35]。
人 POT1 是一个管家基因,有 22 个外显子,在人的

各种组织细胞中广泛表达。 POT1 启动子活性与

POT1 表达和端粒长度正相关,与人端粒酶表达呈

负相关[36]。 POT1 与 TPP1 结合形成复合体,此复

合体对单链端粒 DNA 有高度特异性[12]。 POT1-
TPP1 复合体可以解开端粒二级结构,提高端粒酶活

性[37]。 在 真 核 细 胞 多 种 活 动 中, microRNAs
(miRNAs)可以调节基因表达,miR-185 可直接作用

于 POT1 3’非翻译区。 在人肿瘤细胞和原代成体细

胞中,miR-185 过表达都可导致端粒功能失调。 在

原代细胞中,miR-185 过表达可加速衰老进程[38]。
啮齿类动物有 2 个 POT1 蛋白,即 POT1a 和

POT1b,二者密切相关, POT1a 抑制 ATR ( ataxia
telangiectasia and Rad3-related kinase) 介导的 DNA
损伤修复机制,避免端粒末端被识别为 DNA 断端,
POT1b 调控端粒 3’悬浮端长度。 人 POT1 同时具

有这两种功能。 在人细胞中,CST 复合体结合 POT1
和 TPP1,在小鼠中只结合 POT1b。 POT1 与单链

DNA 结合,伸展 G4 DNA 结构,抑制同源重组介导

的修复反应,从而稳定和保护端粒单链 DNA;抑制

ATR 介导的 DNA 反应。 在黑色素瘤、慢性淋巴细

胞白血病等多种肿瘤中,发现 POT1 突变[39]。
1. 5　 TPP1
　 　 TPP1 的 N 末端有 7 个寡核苷酸 /寡糖结合结

构域 ( oligonucleotide / oligosaccharide binding, OB),
与端粒酶密切相关;人 TPP1 N 末端 OB 结构域突变

可降低其对端粒酶的刺激作用,影响端粒酶与端粒

的结合,导致端粒缩短[40]。 TPP1 C 末端结构域介

导其与 TIN2 的相互作用[41]。 敲降小鼠 TPP1 会诱

导 p53 依赖性生长停滞和 ATM 依赖性 DNA 损伤应

答。 在小鼠胚胎成纤维细胞中,TPP1 基因缺失增加

姐妹 染 色 体 端 粒 融 合, 减 少 端 粒 酶 与 端 粒 的

结合[42]。
在哺乳动物细胞中 TPP1 与细胞周期调控因子

激酶 NEK6 相互作用,在 G2 / M 期 NEK6 介导 TPP1
Ser255 的磷酸化,从而调节端粒酶活性及其与 TPP1
的相互作用。 而 POT1 负调控 TPP1 Ser255 的磷酸

化[43]。 在人肺癌细胞中,TPP1 OB 结构域蛋白抑制

端粒酶募集到端粒上,从而抑制细胞增殖,诱导细

胞凋亡[44]。 人多能干细胞端粒长度设定点的调控

主要依赖于 TPP1,TPP1L104A 突变可改变人干细

胞端粒长度设定点[45]。

2　 CST

　 　 CST 复合体由 3 个亚单位组成,即 CTC1、STN1
和 TEN1。 酵母 CDC13 是哺乳动物 CTC1 的同源

物。 CST 复合体位于单链端粒 DNA,限制端粒酶作

用,以防悬浮端过度延伸。 TEN1 有助于稳定 CTC1-
STN1 与端粒 DNA 的相互作用。 CTC1 可以刺激

DNA 聚合酶 α(Polα),在端粒复制中起关键作用。
STN1-TEN1 的作用类似复制蛋白 A,在复制压力下

使细胞正常复制。
小鼠 CTC1 基因缺失导致 C 链端粒 DNA 的迅

速丢失,从而导致端粒的灾难性丢失和过早死亡。
CTC1 在 CST 复合体中起关键作用,其突变对细胞

环境具有致死性。 已知 CTC1 的多个自发性突变与

Coats plus disease ( CP ) 和 先 天 性 角 化 不 良

(dyskeratosis congenita,DC)相关。 STN1 有 2 个结

构域,N 末端 OB 区和 C 末端 STN1 结构域,TEN1 只

有 1 个 OB 结构域。 人 TEN1 不与单链端粒 DNA 相

互作用。 而人 STN1 与单链端粒 DNA 亲和力高,但
缺乏特异性。 STN1-TEN1 复合物的形成对于正常

发挥 CST 复合物的功能至关重要。 STN1 突变与 CP
相关[6]。

尽管在纤毛虫、酵母、植物和哺乳动物中都存

在 CST 复合体,序列同源性较低,物种间差异显著。
酵母和人的 CST 复合体中,STN1 和 TEN1 在结构上

高度保守,而 CST 复合体的重要组分 CDC13 和

CTC1,没有序列同源性,在长度和功能上差异显著。
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酵母 CDC13 与端粒酶全酶中的 EST1 相互作用,从
而募集端粒酶到端粒上。 人 CTC1 则抑制端粒酶到

端粒的募集。 近期研究发现嗜热四膜虫的 p75-p45-
p19 与 CST 序列没有同源性,但其功能类似纤毛虫

CST 复合物,协调 G 链和 C 链的合成[46]。

3　 端粒酶

　 　 端粒酶是一种核蛋白,人端粒酶核蛋白由端粒

酶 RNA(telomerase RNA component,TERC)、端粒酶

反转录酶(telomerase reverse transcriptase,TERT),以
及 附 属 蛋 白 dyskerin、 端 粒 酶 卡 哈 尔 体 蛋 白

(telomerase Cajal Body protein 1 homolog,TCAB1)、
核糖核蛋白 NOP10、NHP2、GAR1 组成[47]。 不同物

种间,TERC 的大小和序列差异显著,hTERC 有 451
个核苷酸(nucleotides,nt),纤毛虫 ~ 150 nt,酿酒酵

母~1150 nt,粉色面包霉菌>2000 nt。 TERC 的大小

和序列并非高度保守,所有 TERC 有 4 个功能特性:
反转录模板、假结结构域、与 TERT 相互作用的干环

(stem-loop)、RNA 稳定所需的 3’元素。 hTERC 由

RNA 聚合酶 II 从其自身启动子转录而来。 多数生

物中,TERT 蛋白含有 4 个功能结构域:端粒酶 N 末

端结构域 ( telomerase essential N-terminal domain,
TEN)、TERC 结合结构域 ( telomerase RNA binding
domain,TRBD),反转录酶结构域、C 端扩展区(C-
terminal extension,CTE)。 hTERT 中 TEN 在端粒酶

募集至端粒的过程中起关键作用,参与催化端粒重

复序列的合成[9,13,48]。
各组织中端粒酶活性,恒河猴、日本猕猴、食蟹

猴与人相似:在多数成体组织中端粒酶活性受到抑

制,在脾、胸腺、消化道中有弱活性,睾丸中活性较

高。 在牛、羊、马、鹿的成纤维细胞和各种绵羊或马

的成体组织中均未检测到端粒酶活性。 猪的多个

成体组织,如淋巴结、肺、肾和小肠等具有显著水平

的端粒酶活性[49]。 提高端粒酶活性可以促进大鼠

和人颗粒细胞、小鼠卵巢中类固醇激素基因的表达

和激素生成[50]。
端粒酶附属蛋白同样具有重要作用。 dyskerin

的编码基因是 DKC1,位于 X 染色体。 dyskerin 可以

稳定 hTR,增强 hTERT 活性。 dyskerin 过多或过少

都会导致癌症,乳腺癌和前列腺癌中 dyskerin 水平

较高,dyskerin 水平降低与脑垂体癌变有关,DC 中

dyskerin 水平较低。 DKC1 基因突变小鼠可发生多

种恶性肿瘤[51]。 NHP2 敲除可以抑制 TERT 表达,

破坏端粒酶复合体的稳定,从而抑制细胞增殖,促
进细胞凋亡[52];NHP2 的致病性突变减少小核仁

RNA(small nucleolar RNAs,snoRNAs)的累积,影响

核糖体 RNA( ribosome RNA, rRNA) 的加工处理,
NHP2 缺失可减少 rRNA 生成,导致肺纤维化和

H􀱼yeraal-Hreidarsson 综合征[53]。 NOP10 可预测肺

癌的预后,其相关 snoRNAs 可以促进肺癌细胞的生

长、增殖、迁移和侵袭[54]。 在乳腺癌中 NOP10 高表

达也预示预后不良[55]。 DKC1 和 NOP10 突变导致

肾病综合征,包括白内障、听力障碍、小肠结肠炎

等[56]。 在癌细胞中,抑制 TCAB1 表达,可减少 p21
蛋白降解,从而诱导细胞衰老[57]。

4　 总结与展望

　 　 端粒结合蛋白、端粒酶,以及端粒酶附属蛋白,
在维持端粒长度和稳定中起重要作用,这些蛋白基

因突变或表达量改变,可导致多种疾病,如以短端

粒为特点的端粒病,包括先天性角化不良、肺纤维

化、再生障碍性贫血等[58];在多种肿瘤中也发现端

粒结合蛋白的突变,如在乳腺、胃、甲状旁腺等肿瘤

中都有 POT1 突变[12]。 与端粒功能障碍相关的疾

病,在治疗时,可以将端粒结合蛋白、端粒酶、端粒

酶附属蛋白等作为治疗靶点。
已有研究表明,哺乳动物端粒的长度与寿命呈

负相关,端粒酶活性与体重呈负相关。 小鼠的寿命

较短,体重较小,其端粒较长,各组织有不同程度端

粒酶活性;而人的寿命较长,体重较大,端粒较短,
多数组织无端粒酶活性,因此人有复制性衰老现

象[59]。 端粒酶敲除的啮齿类动物模型是研究端粒

和端粒酶基本生物特性的良好模型,但很难用于深

入研究人类衰老和疾病中端粒和端粒酶的作用。
要深入研究端粒和端粒酶在人类疾病中的作用,还
需寻找合适的模型。

参考文献:

[ 1 ] 　 Schmid M, Steinlein C. Chromosome banding in amphibia.
XXXIV. intrachromosomal telomeric DNA sequences in anura
[J] . Cytogenet Genome Res, 2016, 148(2-3): 211-226.

[ 2 ] 　 Korandova M, Krucek T, Szakosova K, et al. Chronic low-dose
pro-oxidant treatment stimulates transcriptional activity of
telomeric retroelements and increases telomere length in
Drosophila [J] . J Insect Physiol, 2018, 104: 1-8.

[ 3 ] 　 Ji G, Liu K, Chen C, et al. Conservation and characterization of
unique porcine interstitial telomeric sequences [J] . Sci Chin Life
Sci, 2012, 55(12): 1029-1037.

041 中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3



[ 4 ]　 Bateson M. Cumulative stress in research animals: Telomere
attrition as a biomarker in a welfare context [ J] . Bioessays,
2016, 38(2): 201-212.

[ 5 ] 　 Zhao Y, Hoshiyama H, Shay JW, et al. Quantitative telomeric
overhang determination using a double-strand specific nuclease
[J] . Nucleic Acids Res, 2008, 36(3): e14.

[ 6 ] 　 Amir M, Khan P, Queen A, et al. Structural features of
nucleoprotein CST / shelterin complex involved in the telomere
maintenance and its association with disease mutations [ J ] .
Cells, 2020, 9(2): 359.

[ 7 ] 　 Inoue H, Horiguchi M, Ono K, et al. Casein kinase 2 regulates
telomere protein complex formation through Rap1 phosphorylation
[J] . Nucleic Acids Res, 2019, 47(13): 6871-6884.

[ 8 ] 　 Bonetti D, Rinaldi C, Vertemara J, et al. DNA binding modes
influence Rap1 activity in the regulation of telomere length and
MRX functions at DNA ends [J] . Nucleic Acids Res, 2020, 48
(5): 2424-2441.

[ 9 ] 　 Veverka P, Janovic T, Hofr C. Quantitative biology of human
shelterin and telomerase: searching for the weakest point [J] . Int
J Mol Sci, 2019, 2020(13): 3186.

[10] 　 Hu C, Rai R, Huang C, et al. Structural and functional analyses
of the mammalian TIN2-TPP1-TRF2 telomeric complex [J] . Cell
Res, 2017, 27(12): 1485-1502.

[11] 　 Pike AM, Strong MA, Ouyang JPT, et al. TIN2 functions with
TPP1 / POT1 to stimulate telomerase processivity [ J] . Mol Cell
Biol, 2019, 39(21): e00593-e00618.

[12] 　 Aramburu T, Plucinsky S, Skordalakes E. POT1-TPP1 telomere
length regulation and disease [ J] . Comput Struct Biotechnol J,
2020, 18: 1939-1946.

[13] 　 Smith EM, Pendlebury DF, Nandakumar J. Structural biology of
telomeres and telomerase [J] . Cell Mol Life Sci, 2020, 77(1):
61-79.

[14] 　 Palm W, de Lange T. How shelterin protects mammalian
telomeres [J] . Annu Rev Genet, 2008, 42: 301-334.

[15] 　 Derevyanko A, Whittemore K, Schneider RP, et al. Gene
therapy with the TRF1 telomere gene rescues decreased TRF1
levels with aging and prolongs mouse health span [ J] . Aging
Cell, 2017, 16(6): 1353-1368.

[16] 　 Porreca RM, Herrera-Moyano E, Skourti E, et al. TRF1 averts
chromatin remodelling, recombination and replication dependent-
break induced replication at mouse telomeres [ J] . Elife, 2020,
9: e49817.

[17] 　 Sarek G, Kotsantis P, Ruis P, et al. CDK phosphorylation of
TRF2 controls t-loop dynamics during the cell cycle [J] . Nature,
2019, 575(7783): 523-527.

[18] 　 Van Ly D, Low RRJ, Frolich S, et al. Telomere loop dynamics
in chromosome end protection [J] . Mol Cell, 2018, 71(4): 510
-525, e516.

[19] 　 Drosopoulos WC, Deng Z, Twayana S, et al. TRF2 mediates
replication initiation within human telomeres to prevent telomere
dysfunction [J] . Cell Rep, 2020, 33(6): 108379.

[20] 　 Nie X, Xiao D, Ge Y, et al. TRF2 recruits nucleolar protein

TCOF1 to coordinate telomere transcription and replication [ J] .
Cell Death Differ, 2021, 28(3): 1062-1075.

[21] 　 Ruis P, Van Ly D, Borel V, et al. TRF2-independent
chromosome end protection during pluripotency [ J ] . Nature,
2021, 589(7840): 103-109.

[22] 　 Markiewicz-Potoczny M, Lobanova A, Loeb AM, et al. TRF2-
mediated telomere protection is dispensable in pluripotent stem
cells [J] . Nature, 2021, 589(7840): 110-115.

[23] 　 Malyavko AN, Petrova OA, Zvereva MI, et al. Functional
duplication of Rap1 in methylotrophic yeasts [ J ] . Sci Rep,
2019, 9(1): 7196.

[24] 　 Cai Y, Kandula V, Kosuru R, et al. Decoding telomere protein
Rap1: Its telomeric and nontelomeric functions and potential
implications in diabetic cardiomyopathy [ J] . Cell Cycle, 2017,
16(19): 1765-1773.

[25] 　 Martinez P, Gomez-Lopez G, Pisano DG, et al. A genetic
interaction between RAP1 and telomerase reveals an
unanticipated role for RAP1 in telomere maintenance [J] . Aging
Cell, 2016, 15(6): 1113-1125.

[26] 　 Lototska L, Yue JX, Li J, et al. Human RAP1 specifically
protects telomeres of senescent cells from DNA damage [ J] .
EMBO Rep, 2020, 21(4): e49076.

[27] 　 Song S, Perez JV, Svitko W, et al. Rap1-mediated nucleosome
displacement can regulate gene expression in senescent cells
without impacting the pace of senescence [J] . Aging Cell, 2020,
19(1): e13061.

[28] 　 Zhang X, Liu Z, Liu X, et al. Telomere-dependent and telomere-
independent roles of RAP1 in regulating human stem cell
homeostasis [J] . Protein Cell, 2019, 10(9): 649-667.

[29] 　 Swanson MJ, Baribault ME, Israel JN, et al. Telomere protein
RAP1 levels are affected by cellular aging and oxidative stress
[J] . Biomed Rep, 2016, 5(2): 181-187.

[30] 　 Frank AK, Tran DC, Qu RW, et al. The shelterin TIN2 subunit
mediates recruitment of telomerase to telomeres [ J ] . PLoS
Genet, 2015, 11(7):e1005410.

[31] 　 Nelson ND, Dodson LM, Escudero L, et al. The C-terminal
extension unique to the long isoform of the shelterin component
TIN2 enhances its interaction with TRF2 in a phosphorylation-
and dyskeratosis congenita cluster-dependent fashion [ J] . Mol
Cell Biol, 2018, 38(12): e00025-e00043.

[32] 　 Frescas D, de Lange T. A TIN2 dyskeratosis congenita mutation
causes telomerase-independent telomere shortening in mice [ J] .
Genes Dev, 2014, 28(2): 153-166.

[33] 　 Li J, Chang J, Tian J, et al. A rare variant P507L in TPP1
interrupts TPP1-TIN2 interaction, Influences telomere length,
and confers colorectal cancer risk in chinese population [ J] .
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2018, 27(9): 1029-1035.

[34] 　 Bhanot M, Smith S. TIN2 stability is regulated by the E3 ligase
Siah2 [J] . Mol Cell Biol, 2012, 32(2): 376-384.

[35] 　 Chaires JB, Gray RD, Dean WL, et al. Human POT1 unfolds G-
quadruplexes by conformational selection [ J ] . Nucleic Acids
Res, 2020, 48(9): 4976-4991.

141中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3



[36]　 Zeng L, Wang YL, Wang F, et al. Construction of the POT1
promoter report gene vector, and the effect and underlying
mechanism of the POT1 promoter in regulating telomerase and
telomere length [J] . Oncol Lett, 2017, 14(6): 7232-7240.

[37] 　 Mullins MR, Rajavel M, Hernandez-Sanchez W, et al. POT1-
TPP1 binding and unfolding of telomere DNA discriminates
against structural polymorphism [ J] . J Mol Biol, 2016, 428
(13): 2695-2708.

[38] 　 Li T, Luo Z, Lin S, et al. MiR-185 targets POT1 to induce
telomere dysfunction and cellular senescence [J] . Aging (Albany
NY), 2020, 12(14): 14791-14807.

[39] 　 Wu Y, Poulos RC, Reddel RR. Role of POT1 in human cancer
[J] . Cancers (Basel), 2020, 12(10): 2739.

[40] 　 Grill S, Tesmer VM, Nandakumar J. The N terminus of the OB
domain of telomere protein TPP1 is critical for telomerase action
[J] . Cell Rep, 2018, 22(5): 1132-1140.

[41] 　 Sandhu R, Wei D, Sharma M, et al. An N-terminal flag-tag
impairs TPP1 regulation of telomerase function [ J] . Biochem
Biophys Res Commun, 2019, 512(2): 230-235.

[42] 　 Rajavel M, Mullins MR, Taylor DJ. Multiple facets of TPP1 in
telomere maintenance [ J] . Biochim Biophys Acta, 2014, 1844
(9): 1550-1559.

[43] 　 Hirai Y, Tamura M, Otani J, et al. NEK6-mediated
phosphorylation of human TPP1 regulates telomere length through
telomerase recruitment [ J] . Genes Cells, 2016, 21 ( 8): 874
-889.

[44] 　 Zhu J, Liu W, Chen C, et al. TPP1 OB-fold domain protein
suppresses cell proliferation and induces cell apoptosis by
inhibiting telomerase recruitment to telomeres in human lung
cancer cells [ J] . J Cancer Res Clin Oncol, 2019, 145 ( 6):
1509-1519.

[45] 　 Boyle JM, Hennick KM, Regalado SG, et al. Telomere length set
point regulation in human pluripotent stem cells critically depends
on the shelterin protein TPP1 [ J] . Mol Biol Cell, 2020, 31
(23): 2583-2596.

[46] 　 Rice C, Skordalakes E. Structure and function of the telomeric
CST complex [ J] . Comput Struct Biotechnol J, 2016, 14: 161
-167.

[47] 　 Romaniuk A, Paszel-Jaworska A, Toton E, et al. The non-
canonical functions of telomerase: to turn off or not to turn off
[J] . Mol Biol Rep, 2019, 46(1): 1401-1411.

[48] 　 Schmidt JC, Cech TR. Human telomerase: biogenesis,
trafficking, recruitment, and activation [ J] . Genes Dev, 2015,

29(11): 1095-1105.
[49] 　 Gorbunova V, Seluanov A. Coevolution of telomerase activity and

body mass in mammals: from mice to beavers [J] . Mech Ageing
Dev, 2009, 130(1-2): 3-9.

[50] 　 Mordechai A, Wasserman M, Abramov M, et al. Increasing
telomerase enhanced steroidogenic genes expression and steroid
hormones production in rat and human granulosa cells and in
mouse ovary [ J ] . J Steroid Biochem Mol Biol, 2020,
197: 105551.

[51] 　 Alnafakh R, Saretzki G, Midgley A, et al. Aberrant dyskerin
expression is related to proliferation and poor survival in
endometrial cancer [J] . Cancers (Basel), 2021, 13(2): 273.

[52] 　 Tang S, Wu W, Wan H, et al. Knockdown of NHP2 inhibits
hepatitis B virus X protein-induced hepatocarcinogenesis via
repressing TERT expression and disrupting the stability of
telomerase complex [J] . Aging (Albany NY), 2020, 12(19):
19365-19374.

[53] 　 Benyelles M, O’Donohue MF, Kermasson L, et al. NHP2
deficiency impairs rRNA biogenesis and causes pulmonary fibrosis
and Hoyeraal-Hreidarsson syndrome [ J ] . Hum Mol Genet,
2020, 29(6): 907-922.

[54] 　 Cui C, Liu Y, Gerloff D, et al. NOP10 predicts lung cancer
prognosis and its associated small nucleolar RNAs drive
proliferation and migration [ J] . Oncogene, 2021, 40(5): 909
-921.

[55] 　 Elsharawy KA, Althobiti M, Mohammed OJ, et al. Nucleolar
protein 10 ( NOP10) predicts poor prognosis in invasive breast
cancer [J] . Breast Cancer Res Treat, 2021, 185(3): 615-627.

[56] 　 Balogh E, Chandler JC, Varga M, et al. Pseudouridylation defect
due to DKC1 and NOP10 mutations causes nephrotic syndrome
with cataracts, hearing impairment, and enterocolitis [ J] . Proc
Natl Acad Sci U S A, 2020, 117(26): 15137-15147.

[57] 　 Niu J, Gao RQ, Cui MT, et al. Suppression of TCAB1
expression induced cellular senescence by lessening proteasomal
degradation of p21 in cancer cells [ J] . Cancer Cell Int, 2021,
21(1): 26.

[58] 　 Grill S, Nandakumar J. Molecular mechanisms of telomere
biology disorders [J] . J Biol Chem, 2020, 296: 100064.

[59] 　 Calado RT, Dumitriu B. Telomere dynamics in mice and humans
[J] . Semin Hematol, 2013, 50(2):165-174.

〔收稿日期〕2021-05-12

241 中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3



2022 年 3 月

第 32 卷　 第 3 期

中国比较医学杂志

CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE
March, 2022

Vol. 32　 No. 3

王笑冉, 郑攀. 发作性睡病动物模型研究进展 [J]. 中国比较医学杂志, 2022, 32(3): 143-148.
Wang XR, Zheng P. Research progress on animal models of paroxysmal narcolepsy [J]. Chin J Comp Med, 2022, 32(3): 143-148.
doi: 10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2022. 03. 021

[基金项目]河南省科技厅科技攻关项目(182102310299);河南省中医药科学研究专项(20-21ZY2021);河南中医药大学研究生创新基金

(YJS2018B06)。
[作者简介]王笑冉(1995—),女,硕士,研究方向:方剂作用机理与配伍规律研究。 E-mail: wxr18300671729@ 163.com
[通信作者]郑攀(1977—),男,博士,主任医师,教授,硕士生导师,研究方向:方剂作用机理与配伍规律研究及儿科神经疾病研究。

E-mail: wwwzp2020@ 126.com

发作性睡病动物模型研究进展
王笑冉,郑　 攀∗

(河南中医药大学基础医学院,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　 发作性睡病(narcolepsy, NRL)是一种觉醒-睡眠紊乱的慢性神经系统疾病,其具体病因及发病机

制尚未明确,中、西医治疗存在困难。 动物模型是研究发作性睡病的神经病理学机制,挖掘潜在治疗靶点及方法的

重要手段。 本文对目前已有的发作性睡病动物模型的制备方法、模型评价及适用范围等进行总结,旨在为该病的

基础实验研究提供造模参考,并对优化发作性睡病动物模型的制备方向提供思路。
【关键词】 　 发作性睡病;动物模型;研究进展
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Research progress on animal models of paroxysmal narcolepsy
WANG Xiaoran, ZHENG Pan∗

(Basic Medical College, Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, China)

　 　 【Abstract】　 Narcolepsy is a chronic nervous system disease with arousal sleep disorder. Its specific pathogenesis is
unclear and it is difficult to treat by traditional Chinese and western medicines. Animal models are important to study the
neuropathological mechanism and potential treatment of paroxysmal narcolepsy. This article summarizes the preparation
method, evaluation, and application scope of existing animal models of paroxysmal narcolepsy to provide a reference for
basic experimental research of the disease. It also provides ideas to optimize the preparation of paroxysmal narcolepsy animal
models.

【Keywords】　 narcolepsy; animal model; research progress

　 　 发作性睡病一词,由 Gelineau 于 1880 年首次提

出,本病是一种原因不明的中枢性睡眠障碍,以白

天不可抗拒的短期嗜睡发作和异常的快速动眼睡

眠(猝倒、睡眠幻觉和睡眠瘫痪)为典型特征,多于

儿童或青年期起病[1]。 由于对此病缺乏认识,常出

现漏诊而延误治疗,严重影响患者的工作学习生

活,甚至造成意外事故危及生命。 选择合适的动物

模型用于研究该病发病机制,发掘潜在的治疗靶点

显得尤为重要。 本文对目前已有的发作性睡病模

型进行综述,总结其诱发机制、模型应用的优缺点

等,以便研究者可以据此选择更贴合实验目的的造

模方法,获得更准确的研究结果。

1　 自发性动物模型

　 　 自发性动物模型指实验动物未经任何人工干

预,在自然状态下发生的、或由基因突变的异常表

现通过遗传育种保留下来的动物疾病模型[2]。 目

前,已证实的 NRL 自发性模型为犬类动物模型。 早

在上世纪八十年代,人们在犬身上发现与人类发作

性睡病极为相似的症状[3-4]。 1999 年,Lin 等[5] 揭

示了犬发作性睡病是由于食欲素受体 2 ( orexin
receptor 2, OX2R)的基因突变。 家族性发作性睡病



呈常染色体隐性遗传存在于杜宾犬和拉布拉多猎

犬的品系中,由 OX2R 基因的外显子跳跃突变引起,
而散发性犬发作性睡病与脑脊液中食欲素多肽显

著降低有关。 其表现为突然的肌张力丧失和快速

动眼睡眠(rapid eye movement sleep, REM)发作,首
次出现在青春期前,成年后症状相对减轻[6-7]。 自

此各种基于下丘脑泌素 /食欲素系统 ( hypocretin,
Hcrt)的动物模型根据不同的研究目的被建立。

2　 基因工程模型

2. 1　 基因敲除模型

2. 1. 1　 Hcrt / Orexin 基因敲除小鼠

　 　 食欲素(orexin),又称下丘脑泌素,是下丘脑外

侧区食欲素能神经元合成和分泌的小分子神经多

肽(Hcrt-1、Hcrt-2 或称 Orexin-A、Orexin-B),其来源

于同一种前体多肽并通过蛋白水解产生[8-9]。 人类

食欲素原基因(prepro-orexin)由两个外显子和一个

内含子组成,通过克隆 prepro-orexin-nlacZ 融合基因

替换小鼠 prepro-orexin 基因的第一个外显子获得重

组基因并导入 C57BL / 6J 小鼠胚胎干细胞,借助杂

交建立纯合子 Orexin 基因敲除小鼠。 经免疫组化、
原位杂交及放射免疫分析方法均证实,该小鼠 Hcrt
神经阳性表达丧失,出现与人类 NRL 相似的嗜睡、
睡眠周期缩短及次数增加等症状。 表现为 REM 潜

伏期缩短,觉醒时间略有减少,觉醒-REM 转换加

快,但有正常的非快速动眼睡眠 ( non-rapid eye
movements, NREM ) [10-11]。 Mochizuki 等[12] 对

Orexin 基因敲除小鼠进行深入研究,证实其具有正

常睡眠-觉醒行为的昼夜节律控制,且受 Orexin 高

度刺激的促觉醒单胺类神经递质如去甲肾上腺素

和组胺等未见异常。 Orexin 基因敲除小鼠证明了

Hcrt 神经元是内源性睡眠 /觉醒调节系统的重要组

成部分,但代偿表达增强的下丘脑外侧黑色素浓缩

激素神经元仍可调节睡眠-觉醒回路,明显干扰了

研究对 Orexin 基因本身表达产生嗜睡的解释[13-15]。
2. 1. 2　 OX2R / OX1R 基因敲除小鼠

　 　 Orexin 通过与 G 蛋白偶联受体 ( OX1R 和

OX2R)结合,参与调节多种生理反应。 在大脑皮

层,OX1R 和 OX2R 的 mRNA 表达有明显的昼夜节

律[16-17]。 Willie 等[18]通过线性化载体的同源重组,
在胚胎干细胞( embryonic stem cell, ES)中用 β 半

乳糖苷酶(LacZ)和新霉素抗性(NEO)表达盒替换

OX2R 基因第一个外显子。 正确定向的 ES 细胞克

隆被分离并注射到 C57BL / 6J 囊胚中。 纯合型小鼠

无法检测 OX2R mRNA 表达,在睡眠结构上表现出

轻度的 REM 睡眠增加和猝倒发作,并出现清醒状态

下的 NREM 睡眠侵入。 Kalogiannis 等[19] 基于纯合

单受体基因敲除杂合子 OX2R / OX1R 构建双重

Orexin 受体基因敲除小鼠,表现出了较 OX2R 基因

敲除小鼠更强烈的发作性睡病表型,特征为频繁发

作的觉醒-睡眠转换;REM 睡眠潜伏期缩短,时间延

长;觉醒时间显著减少并出现猝倒发作,其与 Orexin
基因敲除小鼠行为学相似。 对 Hcrt 受体的遗传操

作是构建发作性睡病模型的另一种方法。
2. 2　 转基因模型

2. 2. 1　 Orexin / Ataxin-3 转基因小鼠

　 　 Ataxin-3 是脊髓小脑性共济失调 3 型的疾病蛋

白,多选用 SD 大鼠或 Wistar 小鼠建模。 Beuckmann
研究小组首次构建 Orexin / Ataxin-3 mice,通过在

prepro-orexin 启动子后连接一段在 N 端表达含有多

聚谷氨酸片断的 ataxin-3 蛋白,在 C 端连接用于组

织学检查的 Myc 癌基因序列,对尾部活检组织的基

因组 DNA 进行 PCR 扩增并注射到 Wistar 小鼠受精

卵原核中,产成 Orexin / Ataxin-3 转基因系[20-21]。 由

于 Hcrt 启动子驱动的细胞毒基因产物 PolyQ-ataxin-
33 积累,Hcrt 神经元逐渐选择性地丢失。 17 周龄,
用 Myc 标记免疫组织化学染色法检测显示转基因

小鼠下丘脑外侧区出现 Hcrt 阳性神经元丧失,在乳

头核、中央灰质、穹隆周围核、弓状核等同样缺乏

Hcrt 投射。 在睡眠结构上,模型小鼠表现出亮期

REM 潜伏期缩短,暗期觉醒时间减少、REM 睡眠时

间延长,觉醒-REM 转换加快,但在 24 h 的清醒和

NREM 睡眠时间保持不变。 此模型中 Hcrt 神经元

消融是渐进性的,减轻了结构性食欲素原基因敲除

的代偿作用,更能代表人类发作性睡病的病理改变。
2. 2. 2　 OX2R 转录干扰小鼠

　 　 OX2R 对 Orexin-A 和 Orexin-B 表现出同等的亲

和力,在大脑皮层、隔核、海马、丘脑内侧核、中缝核

和许多下丘脑核(包括组胺能结节乳头核)中的表

达显著[22-23]。 基于 Cre-loxP 重组[24],采用了转录

干扰策略在 EL250 细菌细胞中构建靶向载体,使用

loxP 侧翼的基因盒来干扰 OX2R 的产生,利用下丘

脑结节乳头核( tuberomammillary nucleus, TMN)神

经元 orexin-A 细胞电生理反应的缺失验证该菌株中

OX2R 信号的缺失。 进一步将编码 Cre 重组酶的腺

相关病毒载体(AAV-Cre)注射到 C57BL / 6J 小鼠双

侧颞下颌核区,以确定局部恢复 OX2R 表达;并通过

OX2R 转录干扰小鼠与雌性胚系中表达 Cre 重组酶

的 Zp3-Cre 小鼠( jackson laboratory)杂交,完全恢复
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OX2R 信号[25]。 模型小鼠维持清醒的能力降低,表
现为嗜睡和睡眠碎片化;与 Orexin 敲除小鼠不同,
OX2R 转录干扰小鼠只有罕见的猝倒发作。 用

AAV-Cre 局部恢复 TMN 神经元和邻近下丘脑后部

的 OX2R 后嗜睡症状有所减轻,但仍存在睡眠破碎。
该模型制备过程是可逆的,可作为自身观察对照,
为 NRL 的靶向治疗提供思路,且为开发食欲素受体

拮抗剂用于失眠的治疗提供了科学依据。
2. 2. 3　 O / E3 转录因子缺失小鼠

　 　 O / E3 属于碱性螺旋-环状转录因子家族,通过

控制必需的下丘脑神经递质的表达及下丘脑神经

纤维的正常发育,在功能性 Hcrt 能回路的建立过程

中起着核心作用[26]。 研究发现 O / E3 在 NRL 和

Hcrt 能群体退化的模型中表达下调[27]。 De La
Herr􀅡n-Arita 等[28]使用 pRVKI 载体来构建 O / E3 靶

向构建体,并用可选择标记 PGK-neo 取代 O / E3 基

因的前 5 个外显子。 克隆一个 3. 2 kb 的 O / E3 启动

子区域的 Xho IBamH I 片段,作为单纯疱疹病毒酪

氨酸激酶与 pRVKI 的 PGK-neo 选择标记之间的 5’
同源臂。 从 O / E3 基因下游至第 5 外显子的 5. 3 kb
的 Spe I-Sal I 片段被克隆为 pRVKI 载体 pGK-neo 选

择标记下游的 3’同源臂。 再将 PCR 和 Southern 杂

交检测呈阳性,并携带正确的靶向插入的 ES 细胞

注射到 C57BL / 6NCr1 小鼠囊胚中,获得 O / E3 缺失

的纯合子小鼠。 其表现出 REM、NREM 睡眠时间延

长,REM 潜伏期缩短,暗期觉醒时间减少,出现睡眠

幻觉及厌食症状。 免疫组化染色发现,O / E3 缺失

导致下丘脑 Hcrt 细胞数量显著减少,局限于后部及

穹隆周围区域。 脑桥食欲素能神经支配受损,通过

静脉注射 Hcrt-1 可逆转发作性睡病表型[29]。 此模

型突出了转录因子在控制睡眠-觉醒周期的神经亚

群调节中的重要性,为理解复杂的食欲素神经元电

路开辟了新的选择。

3　 化学诱导动物模型

3. 1　 白喉毒素 A(diphtheria toxin chain A, DTA)
诱导模型

　 　 白喉毒素是一种具有高度免疫原性的蛋白质,
可导致生物神经脱髓鞘。 基于 Tet-off 调控系统控

制转基因表达的技术,将白喉毒素受体基因特定表

达于小鼠 Hcrt 启动子上,构建 Teto DTA 小鼠。 用哺

乳动物四环素控制的转录激活因子 ( tetracycline-
controlled transactivator, TTA)片段取代 Hcrt / nLacZ
转基因构建体的 nLacZ 基因,并注射到 Teto DTA 小

鼠受精卵(C57BL / 6 小鼠)的原核中,通过 C57BL /

6J 小鼠培育出稳定的 Hcrt-TTA 转基因品系[30]。
Hcrt 神经元变性由四环素反式激活因子 Tet-off
(Teto) 系统控制的, 膳食多西环素 ( doxcycline,
DOX)与 TTA 结合,通过 Tet-off 调节蛋白阻止 DTA
的合成。 由于 TTA 被连接到 Hcrt 启动子上,从饮食

中去除 DOX 会启动 DTA 的合成,仅在 Hcrt 神经元

中产生神经毒性[31-32]。 配对的 Hcrt-TTA 小鼠和

Teto DTA 小鼠进行交配产生 Hcrt-TTA / Teto DTA 小

鼠,将 10% DOX 粉添加入正常饲料,在产前和出生

后 12 周内使用含 DOX 饲料喂养,后换成普通饲料

喂养至 14 周,再重复用 DOX 饲料喂养至 25 周。 在

睡眠结构上,在去除 DOX 饮食后 14 d,Hcrt-TTA /
Teto DTA 小鼠出现频繁猝倒发作,主要发生在暗期

及亮期的觉醒前期;REM 潜伏期缩短、睡眠时间延

长;睡眠-觉醒转换次数增加。 行为学上,表现为进

食量无改变,但运动减少,体重增加。 DAT 诱导模

型可通过比较同一个体动物在 Hcrt 神经元消融之

前、期间和之后的行为和生理学,来研究 Hcrt 神经

元消融过程中 NRL 的症状进展;且 Hcrt 神经退行

性病变在青春期前后诱导,更符合人类 NRL 的发病

进程。 模型小鼠体重增加,但食物摄入未改变,这
与人类 NRL 代谢表现类似。 实验者可自行控制

Hcrt 神经元消融时间和持续时间,可用于猝倒的药

理学研究,在 Hcrt 神经输入受限时的网络重组

研究。
3. 2　 核糖体失活蛋白(saporin, SAP)诱导模型　
　 　 将内源性配体 Hcrt2 与 SAP 偶联,构建 Hcrt2-
sAP 神经毒素。 研究证实 Hcrt2-sAP 可与含有

HcrtR2 受体特异性结合,向大鼠下丘脑外侧核注射

Hcrt2-sAP 可破坏 Hcrt 神经元,从而减少脑脊液中

Hcrt 含量,诱导大鼠的发作性睡病行为[33]。 Blanco-
Centurion 等[34] 利用 Hcrt2-sAP,将其分别注入大鼠

下丘脑外侧和腹侧 0. 5 mm 处,当 Hcrt2-sAP 应用于

下丘脑外侧时,受损大鼠出现 NRL 表型;而损伤内

侧隔区 Hcrt 受体神经元并未观察到 NRL 症状。 嗜

睡大鼠表现出 REM / NREM 睡眠时间延长;肌张力

增加且出现广泛的肢体运动。 Arias-Carri􀆩n 等[35]对

此模型大鼠进一步研究发现,当 73% Hcrt 受体神经

元被成功损毁时,脑脊液中 Hcrt 水平降低 50%。 并

利用睡眠剥夺法检测下丘脑增食欲素表达,来测试

睡眠调节的动态平衡机制,结果显示在损伤后 6 h,
增食欲素水平未见增加。 Hcrt2-sAP 诱导模型可通

过靶向损伤受体神经元,阐明特定的 Hcrt 神经支配

在睡眠-觉醒行为中的作用,为探索移植作为 NRL
的治疗手段提供了思路。 但由于 Hcrt2-sAP 可消融
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其他表达食欲素受体的 LH 细胞群体,包括黑色素

浓缩激素神经元和含腺苷脱氨酶的神经元等[36-37],
所以此类模型与人类 NRL 的发病机制存在差异。
3. 3　 硝基还原酶-甲硝唑诱导的斑马鱼模型

　 　 Hcrt 能神经元在斑马鱼中表现出调节睡眠和

清醒行为的双重功能[38]。 Elbaz 等[39] 将大肠杆菌

的硝基还原酶 B(nitroreductase B, nfsB)转基因特异

性表达于 Hcrt 能神经元中,构建了时空可控的 Hcrt
能神经元消融的转基因斑马鱼模型。 硝基还原酶

通过将无害的前体药物甲硝唑 ( metronidazole,
MET)转变为具有毒性的产物,对 Hcrt 神经元进行

消融[40-41]。 模型表现出白天 REM 睡眠时间延长,
睡眠-觉醒转换次数增加,对外部刺激反应性降低。
由于斑马鱼 Hcrt 神经元网络只由 20 ~ 60 个脑神经

元组成,因此造模简单,易于操作[42],但与人类在解

剖结构、生理反应上均存在较大差异。

4　 光遗传学模型

　 　 Williams 等[43] 在食欲素原启动子下游插入修

饰的 Arch-3 gene,用 1. 5 kb 的 Arch 片段替换 Hcrt /
nLacZ 构建体的 LacZ 基因,将其表达为与增强型绿

色 荧 光 蛋 白 ( enhanced green fluoresce protein,
EGFP)的融合蛋白,从而获得转基因载体。 将转基

因显微注射到 BDF1 小鼠受精卵的原核中并培育出

稳定的 Hcrt / Arch 转基因品系,黄色光敏 Arch-3 质

子泵在 Hcrt 神经元中发挥特异性抑制作用。 利用

抗 EGFP 抗体进行免疫组织化学双标,证实 Arch 在

Hcrt 神经元中的表达。 通过对该模型小鼠进行光

照可以诱导潜伏期较短的睡眠,但诱导效果与转基

因表达程度有关。 高水平 Arch 表达影响了 Hcrt 神
经元兴奋性,模型小鼠表现出 REM / NREM 潜伏期

缩短,REM 睡眠延长,觉醒时间减少。 Hcrt / Arch 小

鼠允许对 Hcrt 神经元进行短期、可逆的操作,便于

评估 Hcrt 神经回路的特定方面及 Hcrt 激活或抑制

的后果。

5　 免疫介导模型

5. 1　 脂多糖诱导的 CCR3 基因敲除模型

　 　 趋化因子受体 3(chemokine receptor 3, CCR3)
是与发作性睡病相关的易感基因,其在发作性睡病

患者外周血中的表达水平降低[44]。 CCR3 作为一种

G 蛋白偶联受体,调节免疫细胞的定位及炎症细胞

分泌的趋化因子梯度,在中枢神经系统中作为炎症

介质发挥作用[45]。 Toyoda 等[46] 发现与 WT 小鼠相

比,CCR3 基因敲除小鼠的 Hcrt 神经元数量减少约

10%,未产生发作性睡病的表现。 进一步使用革兰

氏 阴 性 菌 外 膜 的 主 要 结 构 成 分 脂 多 糖

(lipopolysaccharide, LPS)作为免疫系统刺激物,腹
腔注射入 CCR3 基因敲除小鼠,小鼠出现 REM 睡眠

时间延长,NREM 睡眠时间缩短而发作次数增加。
多项研究证实,LPS 能在给药后 24 h 内改变啮齿动

物的睡眠-觉醒模式[47-49]。 LPS 诱导的 CCR3 基因

敲除小鼠适用于研究由环境触发因素引起免疫介

导的 Hcrt 神经元退化,来理解发作性睡病的免疫发

病背景。
5. 2　 CD8+T 介导的 Hcrt 神经元损伤模型

　 　 发 作 性 睡 病 与 人 类 白 细 胞 抗 原 ( human
leukocyte antigen, HLA)等位基因 HLA-DQB1∗06:
02 密切相关,98. 4%的患者携带该基因,在发作性

睡病患者的血清和脑脊液中已发现识别中枢神经

系统表达不同抗原靶点的自身抗体[50-52]。 Bernard-
Valnet 等[53] 培育了在 Hcrt 能神经元 (称为 Orex-
HA)中特异性表达血凝素(hemagglutinin, HA)作为

“新自身抗原”的小鼠,将 Rosa26tm(HA)1lib 小鼠

与 Orex-Cre 小鼠杂交,在人食欲素启动子的控制下

表达 Cre,通过定量 RT-PCR 方法检测评估 HA 在

Orex-HA 小鼠大脑不同部位的转录情况。 然后将自

身抗原特异性的 CD8+T(CTL)细胞注射到 Orex-HA
小鼠体内,组织学分析显示 Orex-HA 小鼠下丘脑有

密集的 T 细胞浸润,在移植后第 5 ~ 8 天达到高峰。
15 d 后再次接受 CTL,迅速出现明显的发作性睡病

表型,包括猝倒发作,REM 潜伏期缩短、时间延长,
觉醒次数减少。 CTL 与表达 MHC-I 类 Hcrt 神经元

直接相互作用,导致细胞溶解颗粒极化,反复注射

CTL 后,这种表型进一步加重[54]。 该模型适用于发

作性睡病的自身免疫发病机制研究,且为探究免疫

疗法提供了理论基础。

6　 总结

　 　 NRL 是一种具有遗传易感性、受环境因素影响

或触发的疾病,发病机制复杂。 动物模型是研发和

测试新的 NRL 疗法的基础。 目前已开发的动物模

型主要通过基因工程或化学诱导等方法,造成下丘

脑外侧区 Hcrt 神经元特异性丧失,以模拟人类 NRL
的病理表现和临床特征,但由于实验动物与人类在

基因调控、器官结构与细胞类型等存在一定差别,
这些模型对 NRL 治疗靶点的预测能力有限,仍需进

一步验证。 如在 O / E3 转录因子缺失模型中,通过

静脉注射 Hcrt-1 可逆转 NRL 表型,但对于人类 NRL
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患者使用 Hcrt 神经肽并不可行,因其很难穿越血脑

屏障[55]。 NRL 治疗发展的最终目标应是研发出一

种针对该病病因,即自身免疫介导的下丘脑外侧区

Hcrt 神经元退化。 因此,可进一步构建由自身免疫

介导的 NRL 动物模型,更准确地了解免疫系统对

NRL 患者 Hcrt 系统毁损的病理机制,从而为预防、
治疗或阻止 NRL 的发作提供相应的治疗靶点。

综上,虽然目前的动物模型不能完全概括人类

发作性睡病的所有特征,但在揭示发作性睡病复杂

病理机制及潜在治疗策略等方面,动物模型发挥了

关键作用。 需要强调的是,动物模型应是人体复杂

系统的简单表示,模拟疾病的特定方面,而决不是

试图复制人类疾病的所有复杂性。 每个模型的优

势很大程度上取决于该模型的评估目的,未来仍需

基于研究目的继续探索更合适的动物模型。

参考文献:

[ 1 ]　 Barker EC, Flygare J, Paruthi S, et al. Living with narcolepsy:
current management strategies, future prospects, and overlooked
real-life concerns [J] . Nat Sci Sleep, 2020, 16(12): 453-466.

[ 2 ] 　 周光兴, 高诚, 徐平, 等. 人类疾病动物模型复制方法学

[M]. 上海: 上海科学技术文献出版社, 2008.
[ 3 ] 　 Lucas EA, Foutz AS, Dement WC, et al. Sleep cycle

organization in narcoleptic and normal dogs [J] . Physiol Behav,
1979, 23(4): 737-743.

[ 4 ] 　 Mitler MM, Dement WC. Sleep studies on canine narcolepsy:
pattern and cycle comparisons between affected and normal dogs
[J] . Electroencephalogr Clin Neurophysiol, 1977, 43(5): 691
-699.

[ 5 ] 　 Lin L, Faraco J, Li R, et al. The sleep disorder canine
narcolepsy is caused by a mutation in the hypocretin ( orexin)
receptor 2 gene [J] . Cell, 1999, 98(3): 365-376.

[ 6 ] 　 Hungs M, Fan J, Lin L, et al. Identification and functional
analysis of mutations in the hypocretin ( orexin ) genes of
narcoleptic canines [J] . Genome Res, 2001, 11(4): 531-539.

[ 7 ] 　 Baker TL, Foutz AS, McNerney V, et al. Canine model of
narcolepsy: genetic and developmental determinants [ J] . Exp
Neurol, 1982, 75(3): 729-742.

[ 8 ] 　 Nepovimova E, Janockova J, Misik J, et al. Orexin
supplementation in narcolepsy treatment: A review [J] . Med Res
Rev, 2019, 39(3): 961-975.

[ 9 ] 　 Han F. Sleepiness that cannot be overcome: narcolepsy and
cataplexy [J] . Respirology, 2012, 17(8): 1157-1165.

[10] 　 Sakurai T, Moriguchi T, Furuya K, et al. Structure and function
of human prepro-orexin gene [ J] . J Biol Chem, 1999, 274
(25): 17771-17776.

[11] 　 Chemelli RM, Willie JT, Sinton CM, et al. Narcolepsy in orexin
knockout mice: molecular genetics of sleep regulation [J] . Cell,
1999, 98(4): 437-451.

[12] 　 Mochizuki T, Crocker A, McCormack S, et al. Behavioral state

instability in orexin knock-out mice [ J] . J Neurosci, 2004, 24
(28): 6291-6300.

[13] 　 Mickelsen LE, Bolisetty M, Chimileski BR, et al. Single-cell
transcriptomic analysis of the lateral hypothalamic area reveals
molecularly distinct populations of inhibitory and excitatory
neurons [J] . Nat Neurosci, 2019, 22(4): 642-656.

[14] 　 Matsuki T, Sakurai T. Orexins and orexin receptors: from
molecules to integrative physiology [ J ] . Results Probl Cell
Differ, 2008, 46: 27-55.

[15] 　 Reti IM, Reddy R, Worley PF, et al. Selective expression of
narp, a secreted neuronal pentraxin, in orexin neurons [ J] . J
Neurochem, 2002, 82(6): 1561-1565.

[16] 　 Sakurai T. Orexin deficiency and narcolepsy [ J] . Curr Opin
Neurobiol, 2013, 23(5): 760-766.

[17] 　 Eggermann E, Serafin M, Bayer L, et al. Orexins / hypocretins
excite basal forebrain cholinergic neurones [ J] . Neuroscience,
2001, 108(2): 177-181.

[18] 　 Willie JT, Chemelli RM, Sinton CM, et al. Distinct narcolepsy
syndromes in orexin receptor-2 and orexin null mice: molecular
genetic dissection of non-REM and REM sleep regulatory
processes [J] . Neuron, 2003, 38(5): 715-730.

[19] 　 Kalogiannis M, Grupke SL, Potter PE, et al. Narcoleptic orexin
receptor knockout mice express enhanced cholinergic properties in
laterodorsal tegmental neurons [ J] . Eur J Neurosci, 2010, 32
(1): 130-142.

[20] 　 Beuckmann CT, Sinton CM, Williams SC, et al. Expression of a
poly-glutamine-ataxin-3 transgene in orexin neurons induces
narcolepsy-cataplexy in the rat [J] . J Neurosci, 2004, 24(18):
4469-4477.

[21] 　 Hara J, Beuckmann CT, Nambu T, et al. Genetic ablation of
orexin neurons in mice results in narcolepsy, hypophagia, and
obesity [J] . Neuron, 2001, 30(2): 345-354.

[22] 　 Lee MG, Hassani OK, Jones BE. Discharge of identified orexin /
hypocretin neurons across the sleep-waking cycle [ J ] . J
Neurosci, 2005, 25(28): 6716-6720.

[23] 　 Smart D, Jerman JC. The physiology and pharmacology of the
orexins [J] . Pharmacol Ther, 2002, 94(1): 51-61.

[24] 　 Sun R, Cao YQ, Ma JX, et al. Construction and identification of
mouse model with conditional knockout of p75 neurotrophin
receptor gene in epidermal cells by Cre-loxP system [J] . Chin J
Burns, 2019, 35(10): 740-745.

[25] 　 Mochizuki T, Arrigoni E, Marcus JN, et al. Orexin receptor 2
expression in the posterior hypothalamus rescues sleepiness in
narcoleptic mice [ J] . Proc Natl Acad Sci U S A, 2011, 108
(11): 4471-4476.

[26] 　 Honda M, Eriksson KS, Zhang S, et al. IGFBP3 colocalizes with
and regulates hypocretin ( orexin) [ J] . PLoS One, 2009, 4
(1): e4254.

[27] 　 Kieslinger M, Folberth S, Dobreva G, et al. EBF2 regulates
osteoblast-dependent differentiation of osteoclasts [J] . Dev Cell,
2005, 9(6): 757-767.

[28] 　 De La Herr􀅡n-Arita AK, Zomosa-Signoret VC, Mill􀅡n-Aldaco
DA, et al. Aspects of the narcolepsy-cataplexy syndrome in O /

741中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3



E3-null mutant mice [ J] . Neuroscience, 2011, 2(183): 134
-143.

[29] 　 Corradi A, Croci L, Broccoli V, et al. Hypogonadotropic
hypogonadism and peripheral neuropathy in Ebf2-null mice [ J] .
Development, 2003, 130(2): 401-410.

[30] 　 Tabuchi S, Tsunematsu T, Black SW, et al. Conditional ablation
of orexin / hypocretin neurons: a new mouse model for the study of
narcolepsy and orexin system function [J] . J Neurosci, 2014, 34
(19): 6495-6509.

[31] 　 Tanaka KF, Matsui K, Sasaki T, et al. Expanding the repertoire
of optogenetically targeted cells with an enhanced gene expression
system [J] . Cell Rep, 2012, 2(2): 397-406.

[32] 　 Gossen M, Freundlieb S, Bender G, et al. Transcriptional
activation by tetracyclines in mammalian cells [ J] . Science,
1995, 268(5218): 1766-1769.

[33] 　 Gerashchenko D, Kohls MD, Greco M, et al. Hypocretin-2-
saporin lesions of the lateral hypothalamus produce narcoleptic-
like sleep behavior in the rat [ J] . J Neurosci, 2001, 21(18):
7273-7283.

[34] 　 Blanco-Centurion C, Gerashchenko D, Salin-Pascual RJ, et al.
Effects of hypocretin2-saporin and antidopamine-beta-
hydroxylase-saporin neurotoxic lesions of the dorsolateral pons on
sleep and muscle tone [ J] . Eur J Neurosci, 2004, 19 ( 10):
2741-2752.

[35] 　 Arias-Carri􀆩n O, Murillo-Rodríguez E. Cell transplantation: a
future therapy for narcolepsy? [ J] . CNS Neurol Disord Drug
Targets, 2009, 8(4): 309-314.

[36] 　 Li Y, Gao X, Sakurai T, et al. Hypocretin / orexin excites
hypocretin neurons via a local glutamate neuron-A potential
mechanism for orchestrating the hypothalamic arousal system [J] .
Neuron, 2002, 36(6): 1169-1181.

[37] 　 Lecea LD, Kilduff TS, Peyron C, et al. The hypocretins:
hypothalamus specific peptides with neuroexcitatory activity [ J] .
Proc Natl Acad Sci U S A, 1998, 95(1): 322-327.

[38] 　 Prober DA, Rihel J, Onah AA, et al. Hypocretin / orexin
overexpression induces an insomnia-like phenotype in zebrafish
[J] . J Neurosci, 2006, 26(51): 13400-13410.

[39] 　 Elbaz I, Yelin-Bekerman L, Nicenboim J, et al. Genetic ablation
of hypocretin neurons alters behavioral state transitions in
zebrafish [J] . J Neurosci, 2012, 32(37): 12961-12972.

[40] 　 Curado S, Stainier DY, Anderson RM. Nitroreductase-mediated
cell / tissue ablation in zebrafish: a spatially and temporally
controlled ablation method with applications in developmental and
regeneration studies [J] . Nat Protoc, 2008, 3(6): 948-954.

[41] 　 Pisharath H, Rhee JM, Swanson MA, et al. Targeted ablation of
beta cells in the embryonic zebrafish pancreas using E. coli
nitroreductase [J] . Mech Dev, 2007, 124(3): 218-229.

[42] 　 杜久林, 杜旭飞. 斑马鱼 hypocretin / orexin 能神经系统的研究

进展 [J] . 生命科学, 2015, 27(7): 827-836.
[43] 　 Williams RH, Tsunematsu T, Thomas AM, et al. Transgenic

archaerhodopsin-3 expression in hypocretin / orexin neurons
engenders cellular dysfunction and features of type 2 narcolepsy
[J] . J Neurosci, 2019, 39(47): 9435-9452.

[44] 　 Toyoda H, Miyagawa T, Koike A, et al. A polymorphism in
CCR1 / CCR3 is associated with narcolepsy [ J] . Brain Behav
Immun, 2015, 49: 148-155.

[45] 　 Kothur K, Wienholt L, Brilot F, et al. CSF cytokines /
chemokines as biomarkers in neuroinflammatory CNS disorders:
A systematic review [J] . Cytokine, 2016, 77: 227-237.

[46] 　 Toyoda H, Honda Y, Tanaka S, et al. Narcolepsy susceptibility
gene CCR3 modulates sleep-wake patterns in mice [ J] . PLoS
One, 2017, 12(11): e0187888.

[47] 　 Szentirmai É, Krueger JM. Sickness behaviour after
lipopolysaccharide treatment in ghrelin deficient mice [J] . Brain
Behav Immun, 2014, 36: 200-206.

[48] 　 Opp MR, Toth LA. Somnogenic and pyrogenic effects of
interleukin-1β and lipopolysaccharide in intact and vagotomized
rats [J] . Life Sci, 1998, 62(10): 923-936.

[49] 　 Lancel M, Crönlein J, Müller-Preuss P, et al.
Lipopolysaccharide increases EEG delta activity within non-REM
sleep and disrupts sleep continuity in rats [ J] . Am J Physiol,
1995, 268: R1310-R1318.

[50] 　 Ahmed SS, Volkmuth W, Duca J, et al. Antibodies to influenza
nucleoprotein cross-react with human hypocretin receptor 2 [ J] .
Sci Transl Med, 2015, 7(294): 105r-294r.

[51] 　 Bergman P, Adori C, Vas S, et al. Narcolepsy patients have
antibodies that stain distinct cell populations in rat brain and
influence sleep patterns [J] . Proc Natl Acad Sci U S A, 2014,
111(35): E3735-E3744.

[52] 　 Cvetkovic-Lopes V, Bayer L, Dorsaz S, et al. Elevated tribbles
homolog 2-specific antibody levels in narcolepsy patients [ J] . J
Clin Invest, 2010, 120(3): 713-719.

[53] 　 Bernard-Valnet R, Yshii L, Queriault C, et al. CD8 T cell-
mediated killing of orexinergic neurons induces a narcolepsy-like
phenotype in mice [J] . Proc Natl Acad Sci U S A, 2016, 113
(39): 10956-10961.

[54] 　 Pedersen NW, Holm A, Kristensen NP, et al. CD8+ T cells from
patients with narcolepsy and healthy controls recognize hypocretin
neuron-specific antigens [J] . Nat Commun, 2019, 10(1): 837.

[55] 　 Mieda M, Willie JT, Hara J, et al. Orexin peptides prevent
cataplexy and improve wakefulness in an orexin neuron-ablated
model of narcolepsy in mice [ J] . Proc Natl Acad Sci U S A,
2004, 101(13): 4649-4654.

〔收稿日期〕2021-03-18

841 中国比较医学杂志 2022 年 3 月第 32 卷第 3 期　 Chin J Comp Med, March 2022,Vol. 32,No. 3


