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乙酸联合束缚应激诱导腹泻型肠易激综合征小鼠
模型的制备

程斌,黄琴,王军蒙,陈伟,张瑞斌,董龙聪,吴巧凤∗

(成都中医药大学针灸推拿学院,成都　 610075)

　 　 【摘要】 　 目的 　 采用 3%乙酸(acetic acid,AA)直肠灌注联合束缚应激的方法制备腹泻型肠易激综合征

(irritable bowel syndrome with diarrhea,IBS-D)小鼠模型,并评价模型的可行性。 方法　 雄性 C57BL / 6J 小鼠 45 只,
均分为健康对照组(C 组)、3%乙酸组(A 组)、3%乙酸+束缚组(A+R 组)。 比较各组小鼠干预前后体重变化和存

活情况,以及干预后粪便含水量、全肠道转运时间、内脏痛阈值,比较两种造模方法的优劣。 观察 C 组和 A+R 组的

结肠病理形态的变化,采用 FD4 渗透实验评价小鼠肠道粘膜完整性,ELISA 法检测血清 5-HT 和 TNF-α 的含量,免
疫组化法检测结肠组织中 5-HTR3A 的表达,明确该造模方法的病理变化特征。 结果　 与 C 组相比,A+R 组的内脏

痛阈值、粪便含水量显著升高(P < 0. 001);全肠道转运时间明显缩短(P < 0. 05),而 A 组内脏痛阈值和粪便含水

量虽然也明显降低(P < 0. 05),但全肠道转运时间仅有变化的趋势,无显著性差异(P > 0. 05)。 A+R 组血浆中

FD4 含量显著增加(P < 0. 001),血清中 5-HT 和 TNF-α 含量明显增加(P < 0. 05),结肠组织中 5-HTR3A 表达量也

显著增加(P < 0. 001)。 结论　 与 3%乙酸灌肠相比,3%乙酸灌肠联合束缚应激的方式能较好地模拟 IBS-D 患者的

肠道局部相关症状,并能模拟相关的病理改变。
【关键词】 　 腹泻型肠易激综合征;乙酸;束缚应激;小鼠
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Preparation of a mouse model of irritable bowel syndrome with diarrhea
induced by acetic acid combined with restraint stress

CHENG Bin, HUANG Qin, WANG Junmeng, CHEN Wei, ZHANG Ruibin, DONG Longcong, WU Qiaofeng∗

(Acupuncture and Moxibustion College, Chengdu University of Traditional Chinese Medicine, Chengdu 610075, China)
Corresponding author: WU Qiaofeng. E-mail: wuqiaofeng@ cdutcm.edu.cn

【Abstract】　 Objective 　 To prepare an irritable bowel syndrome with diarrhea ( IBS-D) mouse model by rectal
perfusion with acetic acid combined with restraint stress, and to evaluate the feasibility of the model. Methods　 Forty-five
male C57BL / 6J mice were divided into a healthy control group (Group C), 3% acetic acid group (Group A), and 3%
acetic acid combined with restraint stress group (Group A+R). The body weights and survival rates of the groups were
compared before and after intervention, and the fecal water content, total intestinal transport time, and colonic pain
threshold of each group were compared after intervention. The advantages and disadvantages of the two modeling method
were then assessed. Pathological changes to the colons in Group C and Group A + R were observed. Fluorescein
isothiocyanate-dextran 4 (FD4) was used to evaluate the integrity of the intestinal mucosa of mice in Group C, and the
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model with the best success rate was determined. To clarify the pathological characteristics of this modeling method, the
serum contents of 5-HT and TNF-α were determined by ELISA, and the expression of 5-HTR3A in colon tissue was
detected with immunohistochemistry. Results　 Compared with Group C, Group A+R had a significantly increased colonic
pain threshold and fecal water content (P < 0. 001). The total intestinal transport time was significantly shortened (P<
0. 05), and the colonic pain threshold and fecal water content were significantly decreased in Group A (P< 0. 005);
however, there was no significant difference in intestinal transport time between the groups (P > 0. 05). Compared with
Group C, Group A+C showed a significant increase in the content of plasma FD4 and serum 5-HT and TNF-α and the
expression of 5-HTR3A in colon tissues (P < 0. 05). Conclusions　 Compared with 3% acetic acid, treatment with 3%
acetic acid combined with restraint stress more convincingly simulated the local intestinal symptoms and related pathological
changes seen in IBS-D patients.

【Keywords】　 irritable bowel syndrome with diarrheal; acetic acid; restraint stress; mouse
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 肠易激综合征(irritable bowel syndrome,IBS)是
一种以腹痛或腹部不适并伴有排便异常为主的肠

功能紊乱性疾病,根据罗马Ⅳ诊断标准,该病共分

为四型,其中腹泻型肠易激综合征最为常见,主要

表现为腹痛、腹泻以及肠道动力紊乱[1]。 其相关动

物模型的研究与制备也较多,主要包括束缚应激刺

激法、番泻叶灌胃、理化因素刺激法、母婴分离法、
基因敲除法以及多种方式联合刺激等方法[2]。 而

乙酸刺激法因操作简单,成模周期短,被较多用于

IBS-D 模型的研究。 但是,既往研究大多采用大鼠

构建模型,相关的小鼠造模方法仍不成熟,而众所

周知,小鼠饲养方便、操作方便、繁殖速度快,因此,
构建 IBS-D 小鼠模型将进一步推进相关科研实验的

进度,并方便后期开展基因敲除等实验。 因此,本
研究借鉴乙酸诱导 IBS-D 大鼠模型,开展适宜浓度

乙酸诱导腹泻型肠易激综合征小鼠模型的制备。
前期经过不同浓度乙酸以及不同灌注次数探索发

现,小鼠直肠多次灌注较低浓度乙酸是一种很有潜

力的建模方法,但肠道局部症状不容易稳定。 考虑

到心理应激等因素是肠易激综合征的高风险因

素[3],以及有乙酸联合束缚应激的相关报道[4]。 因

此,本实验通过比较 3%乙酸经直肠灌注和 3%乙酸

经直肠灌注联合束缚应激两种造模方法探讨构建

IBS-D 小鼠模型的较优方式,以期为后期相关的实

验研究奠定模型基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

选用 45 只无特定病原体 ( specific pathogen
free,SPF)级雄性 C57BL / 6J 小鼠,9 ~ 12 周龄,体重

(26 ± 2) g,由成都药康生物科技有限公司【 SCXK

(川)2020-034】提供,动物在成都中医药大学 SPF
级实验动物中心【SYXK(川)2019-049】饲养,昼夜

各半循环照明,湿度恒定,温度控制在 22 ~ 26℃,
相对湿度 55% ~ 65%,光暗周期 12 h / 12 h。 所有

操作均符合成都中医药大学实验伦理学要求(备案

号:2019-04)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

Fluorescein isothiocyanate-dextran 4 ( FD4,平均

分子量:3000 ~ 5000,Sigma,BCCC8276)、5-HT 酶联

免疫试剂盒(elabscience,E-EL-0033c)、TNF-α 酶联

免疫 试 剂 盒 ( elabscience, E-EL-M0049c )、 Anti-5-
HTR3A(Affinity,DF134415)。

小鼠麻醉机(RWD life science,中国)、恒温箱

(中兴,中国)、千分位天平(赛多利斯,中国)、离心

机(湘仪,中国)、HS6 病理切片扫描影像分析系统

(舜宇,中国)等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

选用 45 只健康雄性小鼠适应性饲养 7 d,按体

重随机分为健康对照组(C 组)、模型组(3%乙酸组

(A 组)、3%乙酸联合束缚应激组(A+R 组)),其中

C 组小鼠正常饮食,不予任何处理,模型组小鼠给予

3%乙酸溶液(≥99%乙酸与生理盐水体积比为 3:
97)灌肠。 具体操作为:在异氟烷吸入麻醉状态下,
在距肛门 3 ~ 4 cm 的结肠中注入(200 ± 20)μL 的

3%乙酸溶液,用手指夹住肛门附近皮肤组织,使肛

门处于闭合状态,持续 10 s,然后注入(200 ± 20)μL
的生理盐水冲洗,将小鼠悬空,直到小鼠苏醒,3 d后
再重复 1 次。 期间对 A+R 组小鼠进行 3 次束缚应

激,每次 1 h,A 组小鼠不予束缚应激;模型构建时间

为 8 d,具体干预如图 1。
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图 1　 模型的构建方法

Figure 1　 Model construction method

1. 2. 2　 观察指标及取材

(1)一般情况:观察小鼠毛发和日常活动,每日

称重,计算各组小鼠的体重变化百分数[(当前的体

重×100) /造模前体重]。 并记录整个造模周期内各

组小鼠的存活情况。

表 1　 AWR 评分标准

Table 1　 AWR scoring criteria
得分
Score

评分标准
Standard for evaluation

1 分
One score

结肠扩张时身体静止不动,头部运动减少
When the colon dilates, the body stays still and the head moves less

2 分
Two score

结肠扩张时腹部肌肉收缩,但腹肌未抬离桌面
When the colon dilates, the abdominal muscles contract but do not lift off the table

3 分
Three score

结肠扩张时腹部肌肉收缩,腹肌抬离桌面
When the colon dilates, the abdominal muscles contract and lift off the table

4 分
Four score

结肠扩张时骨盆抬起,身体呈弓形,会阴部离开地面
When the colon expands, the pelvis is raised, the body is arched, and the perineum is lifted off the ground

(2)粪便含水量和全肠道转运时间:造模结束

后第 2 天,观察并测量各组小鼠的粪便含水量( fecal
water content, FWC ) 和 全 肠 道 转 运 时 间 ( total
intestinal transport time) [5]。 评估前所有小鼠禁食不

禁水 12 h,按每只 0. 2 mL 的容量经口灌入 3%苯酚

红混悬液。 记录 4 h 内小鼠灌胃到首粒红便排出的

时间。 期间观测各组小鼠的粪便性状,并收集小鼠

2 h 内的粪便,200℃恒温箱烘烤 30 min,计算烘烤前

后大便重量变化,计算粪便含水量。
(3)内脏高敏感性:造模结束后第 3 天,对各组

小鼠进行结直肠扩张( colorectal distention,CRD)刺
激,并使用腹壁撤退反射 ( abdominal withdrawal
reflex,AWR)评分[6] 进行内脏痛阈值评价,以 3 分

(结肠扩张时腹部肌肉收缩,腹肌抬离桌面)作为内

脏痛阈值评估小鼠的内脏敏感性[7],并记录注入水

的体积,每只小鼠重复测量 3 次,每次间隔 5 min,取
3 次的平均值作为小鼠的内脏痛阈值。 AWR 评分

标准(见表 1)。
(4)样本采集:在造模第 4 天采用异氟烷吸入

麻醉方法取血,离心(4000 rpm,10 min,4℃)获得血

清,-80℃保存备用,并剪取小鼠肛门上 1 cm 到盲

肠端的结肠组织,4%多聚甲醛固定,石蜡包埋,常规

切片。 造模结束后第 5 天,将小鼠禁食 4 h 后,称取

各小鼠的体重,以灌胃的方式给予每只小鼠 600
mg / kg 的 FD4 溶液(1 ×PBS 配制,浓度为 75 mg /
mL,避光保存),2 h 后对小鼠行取血,将所取的血置

于 1. 5 mL 棕色 Tube 管中,并以 50 U / mL 的比例加

入 1%的肝素钠,混匀后室温静置 30 min 后,通过低

温离心机(12 000 rpm、10 min、4℃)离心获取小鼠血

浆[8-9],于-80℃冰箱避光保存。
1. 2. 3　 结肠粘膜组织 HE 染色评分和结肠粘膜屏

障完整性评价

结肠组织切片,采用苏木精-伊红染色法染色,
并在光镜下观察结肠组织的组织形态及结构。 血

浆样品解冻后,检测血浆样本中 FD4 的含量。
1. 2. 4　 血清 5-HT 和 TNF-α 含量

将置于-80℃保存的血清取出,严格按照 ELISA
说明书要求检测血清样本中 5-HT 和 TNF-α 的

含量。
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1. 2. 5　 免疫组化检测结肠中 5-HTR3A 含量

结肠组织石蜡切片经脱蜡复水、抗原修复、阻
断内源性过氧化物酶、血清封闭以后,分别加入

5-HTR3A抗体 4℃孵育过夜,清洗后加入羊抗兔二

抗室温孵育 50 min、清洗后 DAB 显色、复染细胞核、
脱水封片,通过 HS6 全扫仪器采集图像,并通过

Image pro plus 6. 0 软件分析。
1. 3　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准差( x- ± s)表示,所有数据

均用 SPSS 24. 0 和 Image pro plus 6. 0 以及 Graph
Pad Prism 8 软件进行统计分析并绘制统计图,两样

本均数比较采用单样本 t 检验,多个样本均数间比

较采用单因素方差分析,体重变化百分数组间比较

采用重复测量方差分析,检验水准 α = 0. 05,P <
0. 05 认为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 一般情况

通过体重的变化百分数来反映小鼠应激后的

恢复情况,在小鼠第 1 次乙酸灌肠后,体重明显下

降,但第 3 天后恢复到造模前体重水平;第 2 次乙酸

灌肠后,体重下降百分数与第 1 次乙酸灌肠后相当,
但其体重的回升速度变慢。 在整个模型构建期间,
与 C 组相比,A 组与 A+R 组小鼠体重均未见明显增

长,其中 A 组小鼠的体重回升更明显(见图 2A)。
期间模型组小鼠的活动均变少,毛发稍显无光泽。
在实验过程中,C 组未发生死亡现象,A 组和 A+R
组均存在小鼠死亡的情况,死亡率分别为 6. 7%和

13. 3%(见图 2B)。

注:A:C 组(n = 15),A 组(n = 14),A+R 组(n = 13);与 C 组相比,∗P < 0. 05,∗∗∗P < 0. 001;与 A 组相比,#P < 0. 05,###P<0. 001。

图 2　 不同组别小鼠的体重变化及存活情况的比较

Note. A. Group C(n = 15), Group A( n = 14), Group A+R( n = 13). Compared with the group C, ∗P < 0. 05, ∗∗∗P < 0. 001.

Compared with the group A, #P < 0. 05, ###P < 0. 001.

Figure 2　 Comparison of body weight change and survival of mice in different groups

2. 2　 粪便含水量和全肠道转运时间

粪便含水量作为反映小鼠的腹泻情况以及肠

道通透性的客观指标。 结果如图 3A 所示,与 C 组

小鼠的粪便含水百分数(43. 53% ± 6. 61%)相比,A
组小鼠粪便含水百分数(48. 86% ± 2. 18%)存在明

显差异(P < 0. 05),A+R 组小鼠的粪便含水百分数

(57. 45% ± 6. 19%)存在显著性差异(P < 0. 001),
并且 A 组与 A+R 组相比也存在显著性差异(P <
0. 001)。 通过观察各组小鼠的全肠道转运时间和 4
h 内红便排出百分数来反映各组小鼠的肠道动力情

况,结果如图 3B 和图 3C 所示,与 C 组的全肠道转

运时间(172. 97 ± 51. 27)min 相比 A+R 组的全肠道

转运时间 ( 130. 41 ± 25. 37) min 明显缩短 ( P <
0. 05)。 而 A 组全肠道转运时间(140. 62 ± 45. 48)
min 虽然缩短,但与 C 组相比未见明显差异(P >
0. 05),并且 A+R 组 4 h 内红便排出百分数明显

增加。
2. 3　 内脏敏感性

通过统计注入水的体积来测量小鼠的内脏敏

感性,A 组小鼠的注水量(0. 10 ± 0. 02)mL 与 A+R
组小鼠的注水量(0. 08 ± 0. 02)mL 均较 C 组小鼠的

注水量(0. 13 ± 0. 02)mL 明显降低(P < 0. 001),且
两组间存在明显差异(P < 0. 05)(见图 4)。
2. 4　 结肠粘膜组织 HE 染色和结肠粘膜屏障完

整性

A+R 组和 C 组小鼠结肠组织壁光滑无充血水

肿,肠道组织与周围器官均无明显粘连,HE 染色显

示,A+R 组小鼠结肠组织中的细胞排列稍显紊乱,
炎性细胞无明显增加(见图 5A)。 在对结肠粘膜
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注:与 C 组相比,nsP > 0. 05,∗P < 0. 05,∗∗∗P < 0. 001;与 A 组相比,nsP > 0. 05,#P < 0. 05,###P < 0. 001。 (下图同)

图 3　 不同组别小鼠的粪便含水量、全肠道转运时间及 4 h 内红色粪便排出百分数的比较

Note. Compared with the Group C, nsP > 0. 05,∗P < 0. 05, ∗∗∗P < 0. 001. Compared with the Group A, nsP > 0. 05,#P < 0. 05, ###P <
0. 001. (The same in the following figures)

Figure 3　 Comparison of fecal water content, total intestinal transport time and percentage of red fecal
excretion within 4 h in different groups of mice

图 4　 注入水的体积(内脏痛阈值)
Figure 4　 Volume of injected water (visceral pain threshold)

图 5　 结肠 HE 染色结果及血浆中 FD4 的含量

Figure 5　 HE staining of colon and the content of FD4 in plasma

屏障的完整性(肠道通透性)的测量中发现,与 C 组

血浆中 FD4 的含量(0. 58 ± 0. 23)μg / mL 相比,A+

R 组小鼠血浆中 FD4 的含量(1. 85 ± 0. 42)μg / mL
升高(P < 0. 001)(见图 5B)。
2. 5　 血清中 5-HT 和 TNF-α的含量

5-HT 被认为是参与 IBS-D 发病的重要的胃肠

激素之一,与肠道动力显著相关,而血清中 TNF-α
作为反映 IBS-D 小鼠全身炎症状态的指标之一。 在

对 C 组小鼠和 A+R 组小鼠血清中 5-HT 和 TNF-α
含量的检测中,发现 A + R 组血清中 5-HT 含量

(229. 70 ± 15. 76) ng / mL 相对于 C 组血清中的 5-
HT 含量 ( 173. 74 ± 8. 11) ng / mL 显著增加 (P <
0. 001)(见图 6A);而 A+R 组血清中 TNF-α 的含量

(59. 31 ± 3. 82) pg / mL 与 C 组血清中 TNF-α 的含

量(52. 78 ± 3. 28) pg / mL 相比有显著性差异(P <
0. 05)(见图 6B)。
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图 6　 血清中 5-HT 和 TNF-α 的含量

Figure 6　 Level of 5-HT and TNF-α in serum

2. 6　 结肠组织中 5-HTR3A 的表达情况

5-HTR3A 作为 5-HT3 受体亚型,与肠道高敏感

的形成密切相关。 通过免疫组化测定结肠组织中

5-HTR3A 的表达量( IOD 值),观察到 A+R 组结肠

组织中 5-HTR3A 的表达量显著增加(P < 0. 001)
(见图 7)。

注:“→”:5-HTR3A 表达的位置。

图 7　 5-HTR3A 在结肠组织中的表达量

Note. “→”. The site of 5-HTR3A expression.

Figure 7　 Expression of 5-HTR3A in colon tissue

3　 讨论

IBS-D 的病因及具体的病理生理机制尚不清

楚,症状由多种机制共同作用导致,目前认为IBS-D
主要是肠道通透性增加、内脏的敏感性增高、胃肠

运动障碍、肠-脑轴调节异常、肠道感染、肠道菌群

失调、饮食及心理社会等因素共同作用的结果,并
伴有低度炎症[10]。 关于 IBS-D 造模方法的研究与

制备也较多,主要包括束缚应激刺激法、番泻叶灌

胃、理化因素刺激、母婴分离法以及多种方式联合

刺激等方法诱导 IBS-D 模型,虽然这些造模方法各

有优点,但因造模周期长、造模成本高以及需要投

入大量的精力,故在模型的制备上存在一定的局限

性。 而乙酸刺激作为一种常见的理化刺激方法,因
操作简单,成模周期短,被较多用于 IBS-D 模型的制

备与疾病研究。
目前 IBS-D 动物模型主要围绕肠道动力、内肠

敏感性、肠道通透性等相关的病理生理改变来验证

模型的建立是否成功[5,11-13]。 研究发现,乙酸灌肠

能诱导肠道高敏感,而且在结肠运动以及肠道通透

性方面也有改变[14]。 本研究观察到 A+R 组的全肠

道转运时间明显减少,内脏敏感性显著增加,模型

小鼠均出现大便质稀,甚者为水样便。 随着时间延

长,小鼠的水样便以及稀便率降低,且在造模结束

后第 2 天,粪便含水量仍高于 C 组,而 A 组小鼠除

了内脏敏感性增加和粪便含水量升高外,其全肠道

转运时间在造模结束后均未发生明显变化。 而与

以往乙酸诱导 IBS-D 模型的研究类似[15],本研究也

存在小鼠死亡的现象,分析原因可能是小鼠肠道脆

弱,乙酸刺激过强,并且此实验为体内刺激,导致部

分小鼠不耐受而死亡。 这一点在造模期间各组小

鼠的体重变化中也有部分反映,在直肠灌注乙酸后

小鼠的体重显著下降,但随后迅速恢复,表明小鼠

的恢复能力较强,这也间接说明了为什么结肠 HE

851



中国实验动物学报 2022 年 4 月第 30 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2022,Vol. 30, No. 2

染色未见明显炎性细胞浸润,但与 A 组比较,A+R
组小鼠体重恢复更缓慢,并不会明显增加小鼠的死

亡率。 以往研究发现胃肠炎患者康复后约有 10%
的患者会发展成 IBS-D,并长期伴有腹痛、腹泻等症

状[16],而在患胃肠炎症期间,心理因素会增加胃肠

炎患者康复后患肠易激综合征的风险[3]。 在肠道

疾病相关的动物实验中也发现束缚应激可以加重

疾病的相关症状及病理改变[17]。 因此,A+R 组小

鼠能成功诱导 IBS-D 肠道相关症状,可能与胃肠急

性炎症期间的应激反应有关。
与 C 组相比,A+R 组小鼠血浆中 FD4 的含量明

显增加,表明小鼠结肠组织的肠道通透性增加,其
结肠粘膜屏障功能受损。 而肠上皮结构的完整性

受损被认为是 IBS-D 发生腹泻的重要因素之

一[18-19]。 此外,3%乙酸联合束缚应激诱导的 IBS-D
模型小鼠结肠组织中的炎性细胞与健康对照组相

比无明显增加,也未发现明显的炎性细胞聚集 /浸
润现象,但血清中 TNF-α 存在明显差异。 这与临床

IBS-D 患者的相关表现类似,有报道发现,与健康受

试者相比,IBS-D 患者结肠组织无明显病理改变,但
血清中多种炎症细胞因子发生了变化,其中 TNF-α
变化最为明显[20]。

5-HT 被认为是参与 IBS-D 发病的重要的胃肠

激素之一。 有研究认为在 IBS-D 患者以及动物模型

中,血清中 5-HT 的含量均有所增加[21-22]。 大鼠腹

腔注射 5-HT 能显著加快肠道内容物的排出时间,
甚至导致腹泻[23]。 而 5-HT 可与肠道中的 5-HT 相

关受体结合对肠道敏感、肠道吸收和分泌以及肠道

动力产生直接或间接的影响,从而导致腹痛、腹泻

以及肠道动力的改变。 其中 5-HT3 受体与 IBS-D 的

发病机制密切相关,在肠道感觉功能中发挥着重要

作用[24]。 5-HTR3A 作为 5-HT3 受体的亚型之一,
在关于 5-HT3 受体功能性的研究中,发现其余的 5-
HT3 受体亚型与 5-HTR3A 受体共同表达时才能形

成功能性异聚体,发挥相应的作用[25]。 因此,本实

验观察到血清中 5-HT 变化以及结肠组织中 5-
HTR3A 含量增加,结果发现其与临床 IBS-D 相关报

道一致。
综上,我们认为,3%乙酸联合束缚应激的方式

能够较好的模拟 IBS-D 肠道局部相关症状,并改变

血清中 5-HT 和 TNF-α 的含量以及肠道 5-HTR3A
的表达,与临床 IBS-D 表现相符,是一种具有较好推

广价值的 IBS-D 小鼠模型制备方法。
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胰腺癌免疫系统人源化小鼠模型的构建及评估
罗宝花1,2,刘晓秋1,雷静玉2,张彩勤2,张永斌3∗,师长宏2∗

(1. 广州中医药大学科技创新中心,广州　 510405;2. 空军军医大学实验动物中心,西安　 710032;3. 广州中医药大学

实验动物中心,广州　 510405)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建并评估胰腺癌免疫系统人源化小鼠模型,以期为胰腺癌的免疫治疗研究提供理想的临

床前模型。 方法　 应用 Ficoll 密度梯度离心法,从健康人外周血中分离出新鲜的单个核细胞( peripheral blood
mononucear cells,PBMC),经尾静脉注射植入重度联合免疫缺陷小鼠 NCG 体内,以构建免疫系统人源化小鼠模型,
随后在小鼠皮下植入人胰腺癌细胞系 Aspc1,并定期监测肿瘤生长情况,在 PBMC 植入后第 3 周,应用断尾法采集

小鼠外周血进行流式分析,检测人 CD45+细胞的水平,当肿瘤生长至 100 ~ 200 mm3 时开始给予抗 PD-1 单抗治疗,
持续治疗 3 周后,对小鼠施行安乐死并取材,应用流式细胞术、免疫组化等方法分析胰腺癌免疫系统人源化小鼠外

周血、脾、骨髓及肿瘤组织中人免疫细胞的浸润及活化情况。 结果　 植入人 PBMC 3 周后,在小鼠外周血、脾及骨髓

中可检测到较高水平的人 CD45+ 细胞;重建的人源免疫系统能够显著抑制人胰腺癌肿瘤的生长(P < 0. 01,P <
0. 001),并被人抗 PD-1 单抗活化,促进肿瘤组织中细胞毒性 CD8+T 细胞浸润和 PD-L1 表达。 结论　 成功构建胰

腺癌免疫系统人源化小鼠模型,其免疫系统能够对人抗 PD-1 单抗作出反应,抑制肿瘤生长,可作为一种理想的临

床前动物模型用于胰腺癌免疫治疗研究。
【关键词】 　 免疫系统人源化;免疫治疗;PBMC;胰腺癌
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Construction and evaluation of humanized immune system mouse model
with human pancreatic cancer
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【Abstract】　 Objective　 To construct a humanized-immune-system mouse model with human pancreatic cancer and
evaluate its effectiveness in order to provide an ideal preclinical animal model for pancreatic cancer immunotherapy
research. Methods 　 Ficoll density gradient centrifugation was used to isolate fresh peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from healthy people. The cells were injected into the tail vein of severe combined immunodeficiency NOD / ShiltJ-
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Prkdc em26Cd52 Il2rg em26Cd22 ( NCG) mice to construct a model with a humanized immune system. We then
subcutaneously implanted human pancreatic cancer Aspc1 cells into the mice and regularly monitored tumor growth. Three
weeks later, the peripheral blood of the reconstructed mice was collected for flow cytometric analysis to detect the levels of
human CD45+ cells. When the tumors grew to 100 ~ 200 mm3, immunotherapy with human anti-PD-1 monoclonal antibody
was started. After continuous treatment for 3 weeks, the mice were euthanized, and samples taken. Flow cytometry,
immunohistochemistry, and other method were used to analyze the infiltration and activation of human immune cells in the
peripheral blood, spleen, bone marrow, and tumor tissues of the humanized-immune-system mice with human pancreatic
cancer. Results　 Three weeks after implantation of human PBMC, high levels of human CD45+ cells were detected in the
peripheral blood, spleen, and bone marrow of the mice. The reconstructed humanized immune system inhibited the growth
of human tumors (P < 0. 01, P < 0. 001) and was activated by human anti-PD-1 monoclonal antibody to promote cytotoxic
CD8+ T cell infiltration and PD-L1 expression in the tumor tissues. Conclusions 　 A humanized immune system mouse
model with human pancreatic cancer was successfully constructed. The reconstructed humanized immune system responded
well to human anti-PD-1 monoclonal antibodies and restrained the growth of human pancreatic tumor cells. Thus, this study
has provided an ideal preclinical animal model of immunotherapy for pancreatic cancer.

【Keywords】　 humanized immune system; immunotherapy; PBMC; pancreatic cancer
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 胰腺癌是一种恶性程度极高的肿瘤,其发病隐

匿、 进 展 迅 速、 预 后 极 差, 5 年 生 存 率 仅 为

8. 5%[1-3]。 临床数据显示,胰腺癌对放疗不敏感,
对化疗易耐药,手术切除是目前治疗胰腺癌的主要

手段[4-6]。 然而,多数患者在确诊时已存在局部血

管的浸润或转移,术后的转移率和复发率很高,患
者术后 5 年总生存率不超过 20% ~ 25%[7-8]。 因

此,迫切需要寻找新的治疗策略来提高胰腺癌的治

疗效果。
近年来,肿瘤免疫疗法和免疫检查点抑制剂的

诞生给肿瘤治疗带来了革命性的变化,针对细胞毒

性 T 淋 巴 细 胞 抗 原 4 ( cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein-4,CTLA-4)和程序性死亡蛋白 1 /
程序性死亡蛋白配体 1(programmed death protein 1 /
programmed death protein ligand 1,PD-1 / PD-L1)的

免疫检查点抑制剂在非小细胞肺癌、黑色素瘤、肾
癌等恶性肿瘤的治疗中取得了卓越疗效[9-11],显示

了人体免疫系统在抗肿瘤方面的巨大潜力。 目前

针对胰腺癌开展的免疫疗法包括免疫检查点抑制

剂、CAR-T 疗法、溶瘤病毒、肿瘤疫苗、免疫因子调

节剂等,大部分免疫治疗的疗效评估都是临床研

究[12-15],周期较长,进程缓慢,少数的临床前研究也

是在自发胰腺癌小鼠模型上进行[16-18],由于存在种

间差异,临床前研究结果与肿瘤患者实际临床特点

的一致性较差,难以实现临床转化,因此,亟需找到

一个合适的临床前动物模型来推动胰腺癌免疫治

疗策略的开发。 近年来,随着重度联合免疫缺陷

小鼠的不断改良,具有人免疫系统的人源化小鼠

模型得以建立,通过将患者来源的肿瘤细胞系或

肿瘤组织移植入免疫系统人源化小鼠体内构建的

肿瘤免疫双人源化小鼠模型,可以极大程度地模

拟患者体内肿瘤组织与免疫系统的相互作用,可
能成为推动肿瘤免疫治疗策略临床前研究的理想

工具。
本研究通过将人外周血单个核细胞和人胰腺

癌细胞系 Aspc1 同时植入重度联合免疫缺陷小鼠

NCG 体内以构建胰腺癌免疫系统人源化小鼠模型

并进行模型的有效性评估,以期为后续开展的胰腺

癌免疫治疗研究提供基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

24 只 5 ~ 6 周龄 SPF 级雌性重度联合免疫缺

陷 NCG 小鼠,体重 22 ~ 25 g,购自江苏集萃药康生

物科技有限公司【SCXK(苏)2018-0008】,饲养在空

军军医大学实验动物中心 SPF 级屏障设施内

【SYXK(陕)2017-001】。 环境温度 23 ~ 25℃,相对

湿度 40% ~ 60%,12 h 昼夜交替,小鼠笼盒、垫料、
饲料及饮用水等经高温高压灭菌处理,动物自由摄

食和饮水。 相关动物实验获得空军军医大学实验

动物福利及伦理委员会批准(审批号:20180512)。
1. 1. 2　 细胞系

人胰腺癌细胞系 Aspc1 细胞购买于 ATCC,使
用 DMEM 培养基(10%胎牛血清+1%青链霉素)于
37℃、5% CO2 孵箱中培养。
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1. 1. 3　 主要试剂与仪器

4 份健康人新鲜外周血从西京医院输血科获

取,获得医学伦理委员会批准(KY20193035),人淋

巴细胞分离液、小鼠淋巴细胞分离液(天津市灏洋

生物科技有限公司),抗人 hCD45 流式抗体(BD,
555482),抗鼠 mCD45 流式抗体(BD,553082),IHC
试剂盒 (康为世纪有限公司),抗人 PD-L1 抗体

(Abcam,ab205921),抗人 CD45 抗体 ( CST,13917
S),抗人 CD8 抗体( proteintech,66868-1-Ig),抗人

CD4 抗体(Abcam,ab133616),抗人颗粒酶 B 抗体

(Abcam, ab208586 ), 胎 牛 血 清、 DMEM 培 养 基、
0. 05%胰酶(Gibco);人抗 PD-1 单抗帕博利珠单抗

(K 药) 购自 MSD;荧光正置显微镜 (奥林巴斯

BX43) 用 于 免 疫 组 织 化 学 染 色 分 析, FC500
(Beckman Coulter)和 Flow Jo 软件用于流式细胞采

集与数据分析。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组

NCG 小鼠适应性饲养 1 周后,随机分为未重建

组(Aspc1)、重建不治疗组(Aspc1+PBMC)及重建 K
药治疗组(Aspc1+PBMC+K),共 3 组,每组 8 只,所
有动物均饲养在 SPF 级屏障设施内。
1. 2. 2　 PBMC 的分离纯化

应用 Ficoll 密度梯度离心法 1750 rpm,20℃,20
min 获取第 2 层环状乳白色淋巴细胞层,即 PBMC,
加入 3 ~ 5 倍体积的红细胞裂解液,4℃裂解 5 min,
随后加入 3 ~ 5 倍体积 buffer 重悬细胞,750 rpm,
4℃,10 min 低速离心以去除血小板,重复 3 次,最后

用 PBS 重悬细胞计算细胞数量和活率。
1. 2. 3　 免疫系统人源化小鼠模型的构建

获取新鲜纯化的 PBMC 后,用 PBS 重悬为 5 ×
107 / mL,并置于冰上,每只小鼠注射剂量为 1 × 107,
经尾静脉注射植入 NCG 小鼠体内,构建免疫系统人

源化小鼠模型。
1. 2. 4　 流式细胞术分析小鼠外周血中人免疫细胞

的重建水平

PBMC 植入后第 3 周用断尾法采集小鼠外周

血,并用 Ficoll 密度梯度离心法分离出 PBMC 制成

单个细胞悬液,同时标记流式抗人 hCD45 和抗鼠

mCD45 荧光抗体后,进行流式分析,评估小鼠外周

血中人免疫细胞的重建水平。 计算方法:hCD45 /
(hCD45+mCD45),应用 FlowJo 7. 6. 1 软件进行分析

及绘图。

1. 2. 5　 胰腺癌免疫系统人源化小鼠模型的构建

PBMC 植入 NCG 小鼠体内后第 2 天,将处于对

数生长期的 Aspc1 细胞经 0. 05%的胰蛋白酶消化

后,用无菌 PBS 缓冲液和 Matrigel 基质胶以 1 ∶ 1 的

比例将细胞重悬至 2 × 106 / 200 μL,经皮下植入小

鼠体内,构建胰腺癌免疫系统人源化小鼠模型。
1. 2. 6　 肿瘤生长监测及 K 药治疗

在肿瘤细胞接种后,动态监测肿瘤生长情况,
每周 2 次监测肿瘤体积并绘制肿瘤生长曲线,肿瘤

体积计算方法:V(mm3)= 长(mm)×宽2(mm2) / 2,当
肿瘤生长至 100 ~ 200 mm3 时,重建 K 药治疗组

(Aspc1+PBMC+K)开始给予 K 药治疗,经腹腔注

射,每周 2 次,每次剂量为 10 mg / kg,持续治疗 3 周,
未重建组(Aspc1)及重建不治疗组(Aspc1+PBMC)
给予等剂量生理盐水。
1. 2. 7　 免疫浸润情况分析

治疗 3 周结束后,终止实验,对荷瘤小鼠采用吸

入 CO2 安乐死,收集各组小鼠肿瘤组织、脾及骨髓,
固定于 4%多聚甲醛溶液中,石蜡包埋后做组织切

片,进行免疫组织化学染色或免疫荧光染色,显微

镜下观察染色结果并拍照,应用 Image-Pro Plus 6. 0
软件进行半定量分析。
1. 3　 统计学分析

使用 Graphpad Prism 8. 0 统计软件对数据进行

统计分析及图片制作,以平均值 ± 标准差( x- ± s)表
示。 采用 t 检验法进行组间差异性分析,P < 0. 05
为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 成功构建免疫系统人源化小鼠模型

经过多次实验摸索,确定按照图 1A 指示的流

程,应用 Ficoll 密度梯度离心法获得新鲜的纯度>
94%,活率> 98%的人 PBMC,然后经尾静脉注射植

入重度联合免疫缺陷小鼠 NCG 体内,在 PBMC 植入

3 周后采集小鼠外周血,利用流式细胞术分析小鼠

外周血免疫细胞中人 CD45+细胞比例,结果显示,小
鼠 外 周 血 中 hCD45 / ( hCD45 + mCD45 ) > 25%
(54. 7% ~ 84. 2%)(图 1B),待实验结束时,收集重

建小鼠的脾及骨髓,用 4%多聚甲醛溶液固定后,石
蜡包埋做组织切片,进行免疫组织化学染色,结果

显示,脾和骨髓中也含有较高水平的人 CD45+细胞

(图 1C),这些结果均提示免疫系统人源化小鼠模

型构建成功。
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注:A:PBMC 分离纯化操作流程;B:PBMC 植入 3 周后流式分析重建小鼠外周血免疫细胞中人 CD45+细胞百分比;C:重建小鼠脾和骨髓中

人 CD45+细胞的表达情况。

图 1　 成功构建免疫系统人源化小鼠模型

Note. A. PBMC separation and purification procedure. B. Flow cytometry analysis of the percentage of human CD45+ cells in the peripheral blood

immune cells of reconstructed mouse 3 weeks after PBMC implantation. C. The expression of human CD45+ cells in spleen and bone marrow of mouse
was detected.

Figure 1　 Humanized immune system mouse model was successfully constructed
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2. 2　 重建的人源免疫系统能够抑制人源胰腺癌

生长

本研究在构建胰腺癌免疫系统人源化小鼠模

型前,先在重度联合免疫缺陷小鼠 NCG 皮下植入

2 × 106 Aspc1 细胞,并对其生长情况进行定期监

测,结果显示,Aspc1 细胞在植入第 3 周时,肿瘤体

积达 100 mm3 左右(见图 2A),可以开始治疗,而
Hu-PBMC 小 鼠 模 型 ( humanized-peripheral blood
mononuclear cells,Hu-PBMC)的重建时间一般为 3
周左右[19] ,因此,本研究在后续进行胰腺癌免疫系

统人源化小鼠模型构建时,在相近的时间点分别

将 PBMC 和 Aspc1 植入 NCG 体内,在 PBMC 植入

后第 3 周,肿瘤体积达 100 ~ 200 mm3 时进行流式

检测以评估人源免疫系统的重建效果,并开始 K
药治疗(图 2B)。 结果显示,与未重建组(Aspc1)
相比,重建不治疗组(Aspc1+PBMC)能够减缓肿瘤

生长 ( P < 0. 01),而重建 K 药治疗组 ( Aspc1 +
PBMC+K)减缓肿瘤生长的作用则更为显著(P <
0. 001)(图 2C),提示重建的人源免疫系统有功

能,能够发挥抗肿瘤作用。

注:A:Aspc1 在 NCG 小鼠体内的生长曲线;B:胰腺癌免疫系统人源化小鼠模型的构建策略及 K 药治疗策略;C:未重建组(Aspc1)、重建不

治疗组(Aspc1+PBMC)及重建 K 药治疗组(Aspc1+PBMC+K)的肿瘤生长曲线;与未重建组(Aspc1)相比,∗∗P < 0.01,∗∗∗P < 0.001;与重建

不治疗组(Aspc1+PBMC)相比,#P < 0.01。

图 2　 重建的人源免疫系统能够抑制人胰腺癌生长

Note. A. Growth curve of Aspc1 in NCG mouse. B. Construction strategy of humanized immune system mouse model with human pancreatic cancer and
treatment strategy of K drug. C. Tumor growth curves of the non-reconstruction group (Aspc1), reconstruction without treatment group (Aspc1+

PBMC) and reconstruction of K drug treatment group (Aspc1+PBMC+K). Compared with non-reconstruction group (Aspc1), ∗∗P < 0.01,∗∗∗P <

0.001. Compared with reconstruction without treatment group (Aspc1+PBMC), #P < 0.01.

Figure 2　 Reconstructed humanied immune system inhibits the growth of human pancreatic cancer

2. 3　 重建的人源免疫系统能够被人抗 PD-1 单抗

活化

K 药治疗结束后,收集未重建组(Aspc1)、重建

不治疗组 ( Aspc1 + PBMC) 及重建 K 药治疗组

(Aspc1+PBMC+K)小鼠的肿瘤组织做免疫组织化

学染色和免疫荧光染色,分析不同处理组之间肿瘤

组织 内 人 PD-L1、 CD45、 CD8、 CD4 和 颗 粒 酶 B
(Granzyme B,GZMB)的表达差异,结果显示,未重

建组 ( Aspc1) 的肿瘤组织内无人 PD-L1、 CD45、
CD8、CD4 和 GZMB 表达,重建不治疗组 ( Aspc1 +

PBMC)与重建 K 药治疗组(Aspc1+PBMC+K)组的

肿瘤组织均有人 PD-L1、CD45、CD8、CD4 和 GZMB
表达,与重建不治疗组(Aspc1+PBMC)相比,重建 K
药治疗组(Aspc1+PBMC+K)的肿瘤组织中人 CD45
和 CD4 的表 达 无 显 著 性 差 异, 而 PD-L1 ( P <
0. 001)、CD8(P < 0. 01)和 GZMB(P < 0. 01)的表

达显著性增多(图 3A,3B),这些结果表明重建的人

源免疫系统能够被人抗 PD-1 单抗活化,而且人抗

PD-1 单抗治疗诱导的增强的抗肿瘤作用主要与

CD8+T 的活化有关。
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注:未重建组(Aspc1)、重建不治疗组(Aspc1+PBMC)及重建 K 药治疗组(Aspc1+PBMC+K)肿瘤组织中人 PD-L1、CD45、CD8、CD4

和 GZMB 的差异表达情况;与重建不治疗组(Aspc1+PBMC)相比,∗P < 0.05,∗∗P < 0.01,∗∗∗P < 0.001.

图 3　 重建的人源免疫系统能够被人抗 PD-1 单抗活化

Note. Differential expression of human PD-L1, CD45, CD8, CD4 and GZMB in tumor tissues of the non-reconstruction group (Aspc1),
reconstruction without treatment group (Aspc1+PBMC) and reconstruction of K drug treatment group (Aspc1+PBMC+K). Compared with

the reconstruction without treatment group (Aspc1+PBMC), ∗P < 0.05,∗∗P < 0.01,∗∗∗P < 0.001.

Figure 3　 Reconstructed humanized immune system can be activated by human anti-PD-1 monoclonal antibody

3　 讨论

CD45 分子在所有白细胞上都有表达,称为白

细胞共同抗原,是所有免疫细胞的共同标志物[20]。
Hu-PBMC 小鼠模型是一种构建较为简单和经济的

免疫系统人源化小鼠模型,当人 PBMC 植入重度联

合免疫缺陷小鼠后第 3 周,小鼠外周血免疫细胞中

人 CD45+细胞的比例大于 25%时,提示该模型构建

成功[19]。 Hu-PBMC 小鼠模型主要以重建人的 T 淋

巴细胞为主,比例可达 90%以上,因此该模型是研

究成熟 T 细胞功能及其效应的理想模型,可用于研

究人效应 T 细胞的活化过程或用于免疫治疗药物

的评估等[21]。 但是,该模型有一明显的局限性,由
于重建的人源免疫细胞与鼠源细胞的主要组织相

容性复合体(major histocompatibility complex,MHC)
不匹配,会出现致死性的移植物抗宿主反应( graft-
versus-host disease,GVHD),通常在 PBMC 植入后

4 ~ 6周开始出现,其严重程度与人 T 细胞的植入水
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平直接相关,可以通过小鼠体重减轻、炸毛、弓背等

症状来评估。 由于 GVHD 的发生,Hu-PBMC 小鼠

模型实验观察窗口期较短,在实验过程中需要充分

利用免疫系统人源化小鼠模型的窗口期,以保证肿

瘤免疫双人源化小鼠模型构建成功后还能有足够

的时间窗口进行后续实验,因此,在进行肿瘤免疫

双人源化小鼠模型的构建时,需要综合考虑免疫重

建所需的时间以及人源肿瘤的生长情况。 为了充

分利用实验窗口期,本研究实施了在构建胰腺癌免

疫系统人源化小鼠模型前,先在重度联合免疫缺陷

小鼠皮下植入胰腺癌细胞并对其生长情况进行动

态监测,以确定肿瘤植入与进行免疫重建的最佳时

间,从而实现最长的免疫治疗窗口。
在对临床患者的肿瘤标本进行免疫药物筛选

时,理想情况下应该使用患者自身的 PBMC 进行重

建,但是由于肿瘤患者接受过化疗或自身免疫力下

降等诸多原因,从肿瘤患者外周血中获取的 PBMC
数量非常有限,而 Hu-PBMC 小鼠模型构建的成功

率与植入的 PBMC 的数量密切相关,多数情况下从

肿瘤患者外周血中获取的 PBMC 数量不能满足实

验要求,因此,在无法从患者上获取足量的 PBMC
的情况下,可以考虑使用正常人的 PBMC 进行重建

并分组评估给予不同干预的治疗效果。 但由于不

同个体来源的 PBMC 可能会对免疫治疗药物产生

不同的反应,因此,我们在进行免疫系统人源化小

鼠模型的构建时会同时选用 3 个以上的 PBMC 供

体,对同一种免疫治疗药物进行评估,以明确该药

物在不同个体上是否具有普适性。 根据本实验结

果,不同的供体对帕博利珠单抗具有一致的反应性。
PD-1 是一种免疫负调控分子,能够在 T 细胞上

表达,PD-L1 是其配体,在肿瘤微环境中,PD-1 / PD-
L1 的相互作用可促使肿瘤细胞逃避免疫监测,从而

促进肿瘤进展。 与正常组织相比,肿瘤组织中 PD-
L1 的表达明显增多,大量研究认为这是由抗肿瘤免

疫反应诱导的,肿瘤浸润淋巴细胞在识别肿瘤抗原

后,释放 γ-干扰素( interferon-γ,IFN-γ)产生抗肿瘤

免疫反应,与此同时,肿瘤细胞会表达 PD-L1 产生

一种适应性免疫抵抗以逃避免疫细胞的杀伤[22-23],
因此,肿瘤组织中 PD-L1 的表达上调,可认为是一

种肿瘤免疫反应活化的标志。 CD8+ T 细胞是细胞

毒性 T 淋巴细胞,能够分泌各种细胞因子参与免疫

反应,如 IFN-γ、GZMB 等,对肿瘤细胞具有直接杀伤

作用,是机体发挥抗肿瘤作用的关键细胞[24]。 在本

研究中,未进行免疫重建的小鼠体内肿瘤组织不表

达人 PD-L1,无 CD8+ T 细胞浸润,而进行免疫重建

后,肿瘤组织中有人源性 CD8+T 细胞的浸润和 PD-
L1 的表达,表明小鼠体内的人源肿瘤组织能够诱导

重建的人源免疫系统发挥抗肿瘤免疫反应,抑制肿

瘤生长,即免疫系统人源化小鼠模型具有人免疫功

能。 在给予 K 药治疗后,与不治疗的免疫系统人源

化小鼠相比,肿瘤组织中浸润的人源性 CD45+细胞、
CD4+T 细胞的含量无明显变化,而 CD8+ T 细胞、
GZMB 和 PD-L1 的表达明显增多,表明抗 PD-1 单抗

治疗诱导的增强的肿瘤抑制作用主要与 CD8+T 的

活化有关,重建的人源性 CD8+T 细胞能够与抗PD-1
单抗发生反应。

本研究构建的胰腺癌免疫双人源化小鼠模型

具备人源肿瘤细胞和人源免疫系统,能够较好地模

拟胰腺癌患者体内肿瘤组织与免疫系统之间的相

互作用,可以作为临床肿瘤患者的“替身”用于评估

临床前胰腺癌免疫疗法的有效性及安全性,有望成

为推动肿瘤免疫治疗策略临床前研究的理想工具。
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大黄牡丹汤对急性胰腺炎大鼠肝损伤的保护作用
孙银凤1,2,杨丹1,白敏1,宋冰1,2,康万荣1,2,汪永锋1,2∗,张延英1,2∗

(1. 甘肃中医药大学,兰州　 730000;2. 甘肃中医药大学甘肃省实验动物行业技术中心,兰州　 730000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨大黄牡丹汤对急性胰腺炎大鼠肝损伤的保护作用。 方法　 将 96 只 SPF 级 Wistar 大鼠

随机分为空白组、模型组、大黄牡丹汤高、中、低剂量组(14、7、3. 5 g / ( kg·d))、奥曲肽组(10 μg / (kg·d)),各 16
只,采用 5%牛磺胆酸钠溶液逆行注射胰胆管复制模型,于造模前 1 h 及造模后 12、24 h 分别给药 1 次,采集样本。
观察大鼠一般体征,生化测定血清淀粉酶(AMS)、谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、胆碱酯酶(ChE)、C 反应

蛋白(CRP)含量,HE 染色观察胰腺和肝组织病理形态变化,ELISA 法检测大鼠肝组织 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量;
Western Blot 法检测大鼠肝组织 PI3K / Akt / NF-κB 通路关键蛋白表达水平。 结果　 (1)与空白组比较,模型组大鼠

一般生存状况相对较差,AMS、ALT、AST、CRP 含量增高,ChE 含量降低;HE 染色镜下可见胰腺组织结构不完整、坏
死、充血和炎性浸润严重,肝细胞排列紊乱、坏死、脂肪样变、炎症浸润明显;肝组织匀浆液中 TNF-α、IL-1β、IL-6 含

量均显著升高;肝组织中 PI3K、p-Akt、p-NF-κB p65、Bax 蛋白表达水平均升高,Bcl-2 蛋白表达水平下降(P <
0. 05)。 (2)与模型组比较,各治疗组大鼠生存状态改善;镜下胰腺组织水肿、充血、坏死程度明显改善,肝细胞排列

紊乱、坏死、脂肪样变、炎症浸润等情况明显减轻;AMS、ALT、AST、CRP 含量不同程度降低,ChE 含量升高;肝组织

匀浆液中 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量均下降;肝组织中 PI3K、p-Akt、p-NF-κB p65、Bax 蛋白表达水平均下降,Bcl-2 蛋白

表达水平升高(P < 0. 05)。 结论　 大黄牡丹汤有效改善急性胰腺炎(acute pancreatitis,AP)模型大鼠一般状态、生
化指标以及胰腺和肝组织病理改变,其作用机制可能是通过调控 PI3K / Akt / NF-κB 信号通路,从而减轻肝损伤。

【关键词】 　 急性胰腺炎;大黄牡丹汤;肝损伤;PI3K / Akt / NF-κB 信号通路
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the protective effects of Dahuang Mudan against liver injury in rats with acute
pancreatitis. Methods　 Overall, 96 SPF Wistar rats were randomly divided into blank, model, Dahuang Mudan decoction
high-, medium-, and low-dose (14, 7, 3. 5 g / (kg·d), respectively), and octreotide (10 μg / (kg·d)) groups, with
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16 animals in each group. The acute pancreatitis model was generated by retrograde injection of 5% sodium taurocholate
solution into the pancreaticobiliary duct. before the model and every 12 h after the model. Samples were collected 24 h after
the mold. To observe the rats’ general physical signs, serum amylase (AMS), alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), cholinesterase (ChE), and C-reactive protein (CRP) contents were biochemically determined,
and hematoxylin and eosin staining used to observe pancreatic and hepatic histopathological changes. ELISA was employed
to detect rat liver tissue TNF-α, IL-1β, and IL-6 contents, and western blotting was used to detect the expression of key rat
liver PI3K / Akt pathway proteins. Results　 (1) Compared with the blank group, the model group rats’ general survival
status was relatively poor; their contents of AMS, ALT, AST, and CRP increased and that of ChE decreased. Microscopic
analysis of HE staining showed the pancreatic tissue had incomplete structure, and was necrotic and congested with severe
inflammatory infiltration; liver cells showed disordered arrangement, and liver tissue showed necrosis, steatosis, and
inflammatory infiltration. The TNF-α, IL-1β, and IL-6 contents of the liver tissue homogenate were significantly increased;
PI3K, p-Akt, p-NF-κB p65, and Bax protein expression levels decreased and Bcl-2 protein expression increased,
especially in the Dahuang Mudan high-dose group, and the difference was statistically significant (P < 0. 05). ( 2)
Compared with the model group, the general condition of the rats in each treatment group improved to varying degrees: the
degree of pancreatic tissue edema, congestion, and necrosis visible under the microscope was significantly improved, and
liver cell arrangement disorder, necrosis, steatosis, inflammatory infiltration, among others, were alleviated. AMS, ALT,
AST, and CRP contents decreased to varying degrees, and the ChE content increased. Liver tissue homogenate TNF-α, IL-
1β, and IL-6 contents decreased; PI3K, p-Akt, p-NF-κB p65, and Bax protein levels decreased; while the levels of Bcl-2
protein increased, especially in the Dahuang Mudan high-dose group, and the differences were statistically significant (P<
0. 05).Conclusions 　 Dahuang Mudan decoction effectively improved the general health, biochemical indicators, and
pathological changes to the pancreas and liver of acute pancreatitis model rats. The mechanism of its liver-damage-reducing
action may involve regulation of the PI3K / Akt signaling pathway.

【Keywords】　 acute pancreatitis; Dahuang Mudan Decoction; liver injury; PI3K / Akt / NF-κB signaling pathway
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 急性胰腺炎(acute pancreatitis,AP)作为病情复

杂、并发症多、病死率高的急腹症,易合并心、脑、
肺、肾、肝等脏器的损害,发生多系统器官功能衰

竭[1]。 肝是 AP 最易受损器官之一,15% ~ 60%的

AP 患者会合并肝损伤[2]。 大黄牡丹汤由大黄、芒
硝、丹皮、桃仁、冬瓜仁 5 味中药组成,共奏泻热破

瘀、通腑散结之效。 本课题组前期研究表明该方能

够有效改善 AP 模型大鼠肝肾功能损伤,降低炎性

因子水平,促进胰腺组织修复[3-6]。 目前 AP 肝损伤

发病机制尚未明确,研究发现 AP 肝损伤的发病进

展与炎性因子级联效应息息相关,PI3K / Akt / NF-κB
途径与炎症介质密切相关。 因此,本研究进一步基

于 PI3K / Akt / NF-κB 信号通路关键分子深入探讨大

黄牡丹汤对 AP 肝损伤的保护机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

96 只 2 月龄 SPF 级雄性 Wistar 大鼠,体重(200
± 20)g,购自甘肃中医药大学 SPF 级实验动物中心

【SCXK(甘)2020-0001】。 饲养于甘肃中医药大学

SPF 级实验动物中心【SYXK(甘)2020-0009】。 饲

养条件:饮水自由,昼夜各半循环照明,湿度恒定

45% ~ 55%,温度维持 21 ~ 25℃,常规饲养2 d后进

行实验。 正式实验前常规饲养 1 周,所有操作均遵

守甘肃中医药大学实验动物伦理原则 (审批号:
2021-242)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

大黄牡丹汤实验处方[7]:大黄、桃仁、芒硝,牡
丹皮,冬瓜子,常规煎煮至浓度达到 1 g / mL,4℃冷

藏备用。 奥曲肽,国药一心制药有限公司,171003;
牛磺胆酸钠,北京索莱宝科技有限公司,1111J051;
大鼠 TNF-α、IL-1β、IL-6 ELISA 试剂盒,上海酶联生

物科技有限公司,05 / 2021;PI3K 抗体,abcam 公司,
GR3192684- 9;p-Akt 抗体、Bax 抗体、Bcl-2 抗体、
GAPDH 抗 体, ImmunoWay 公 司, B0601、 B5501、
B4101、B1501; p-NF-κB p65 抗体, GeneTex 公司,
821904930。 微量注射泵(深圳圣诺医疗设备有限

公司,SN-50T6,中国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物模型复制

采用 3%戊巴比妥钠进行麻醉,按文献[8-9]方法
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复制 AP 大鼠模型,麻醉后将大鼠固定,进行剔毛和

消毒,然后于剑突下切开,充分显露胰胆管与十二

指肠,夹闭胰胆管远端,从十二指肠肠壁穿刺进入

胰胆管,用动脉夹固定针头。 将 5%牛磺胆酸钠溶

液使用微量泵恒速向胰胆管管内注入,注射完成

后,继续夹闭 5 min,然后取下头皮针,等待 5 min 后

逐层缝合即可。
1. 2. 2　 动物分组及实验干预

大黄牡丹汤折算剂量参考《中药药理实验方法

学》 [10],根据人大鼠体表面积换算,大黄牡丹汤高、
中、低组分别给予(14、7、3. 5 g / kg)。 空白组、模型

组给予等体积蒸馏水灌胃。 奥曲肽组予 10 μg / kg
奥曲肽背部皮下注射。 各治疗组分别于造模前 1 h、
造模后 12、24 h 分别给药治疗。
1. 2. 3　 样本采集及指标检测

采用 3%戊巴比妥钠进行麻醉,心脏采血后,离
心机统一分离血清并冻存,取胰腺和肝组织,部分

组织用 4% 多聚甲醛固定,部分组织 - 80℃ 冰箱

冻存。
1. 2. 4　 各组大鼠一般状态。

观察大鼠的精神和活动状态、扭体反应、弓背

反应及便质改变等情况。
1. 2. 5　 各组大鼠胰腺、肝组织病理学改变

取用甲醛固定的胰腺组织和肝组织,进行 HE
染色,脱蜡→覆水→苏木精染色→乙酸分化→伊红

染色→脱水→封片等步骤,然后选取合适的放大倍

数观察胰腺、肝组织病理形态变化,肝组织 HE 染色

完毕后,参照 Camargo 等[11]病理组织评分法对肝组

织镜下病理进行评分(见表 1)。

表 1　 肝组织镜下病理评分标准

Table 1　 Pathological scoring criteria of liver tissue under microscope
评分

Grading
损伤程度

Degree of injury

0 无损伤
No injury

1 轻微损伤:细胞核固缩,局限性胞质空泡形成
Minor lesion. Nuclear pyknosis, localized cytoplasmic vacuole formation

2 中度损伤:广泛性细胞核固缩,血管充血、水肿,点状坏死
Moderate injury. Extensive nuclear pyknosis, vascular congestion, edema, punctate necrosis

3 严重损伤:中性粒细胞浸润,肝细胞坏死,严重充血
Severe injury. Neutrophil infiltration, hepatocyte necrosis, hepatic cord congestion

1. 2. 6　 血清生化指标检测

取冻存血清,用全自动生化仪检测 AMS、ALT、
AST、ChE、CRP 含量。
1. 2. 7　 ELISA 法检测各组大鼠肝组织 TNF-α、IL-

1β、IL-6 含量

将肝组织制备成匀浆液,用 ELISA 试剂盒进行

检测各组大鼠肝组织 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量,一切

操作严格按照说明书进行,依据标准曲线计算肝组

织匀浆样本中各个指标的含量。
1. 2. 8　 Western Blot 法检测各组大鼠肝组织 PI3K、
p-Akt、p-NF-κB p65、Bcl-2、Bax 蛋白表达水平

各组大鼠干预 24 h 后,将肝组织匀浆后,提取

总蛋白并测定浓度,然后电泳、转膜、封闭,分别经

过一抗过夜、二抗孵育和曝光等步骤,用 Image J 软

件进行扫描并分析条带。 以 GAPDH 为内参。
1. 3　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准差( x- ± s)表示。 采用

SPSS 24. 0 软件处理所有数据,组间均数差异的比

较用方差分析,方差齐用 LSD 法比较,方差不齐用

Tamhane′s T2 法比较。 以 P < 0. 05 表示差异具有

显著性。

2　 结果

2. 1　 大黄牡丹汤对各组大鼠一般体征的影响

空白组大鼠一切体征正常,无异常反应出现;
而模型组大鼠在造模后出现精神倦怠,眯眼,毛色

杂乱,弓背、纽体反应明显;各治疗组在药物干预后

观察到上述体征均有不同程度改善,其中大黄牡丹

汤高剂量组大鼠的改善作用最为明显。
2. 2　 大黄牡丹汤对各组大鼠胰腺组织 HE 染色

观察

如图 1 所示,空白组大鼠的胰腺组织病理切片

未见异常改变,模型组大鼠可见胰腺腺泡间隙扩

张,间质水肿和充血,部分腺泡细胞坏死,内含大量

炎细胞浸润;各治疗组大鼠可见部分腺泡细胞水

肿、出血及炎性细胞浸润均有不同程度减轻,尤以

大黄牡丹汤高剂量组胰腺组织损伤程度最轻。
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2. 3　 大黄牡丹汤对各组大鼠肝组织 HE 染色观察

如图 2 所示,空白组大鼠肝小叶结构完整,肝细

胞大小均匀,无变性、坏死等病理改变,无炎症细胞

浸润;模型组大鼠局部可见肝细胞点状坏死,明显

充血、水肿,胞质内可见微小的圆形脂肪空泡,并伴

有少量炎性细胞浸润;各治疗组大鼠血管充血、水
肿明显减轻,偶见点状坏死,少量炎细胞浸润,肝组

织炎症明显改善,未发现片状坏死等情况,以大黄

牡丹汤高剂量组肝组织损伤程度最轻。

2. 4　 大黄牡丹汤对各组大鼠肝组织病理学评分的

影响

空白组大鼠基本处于 0 分区域,模型组大鼠 6
只处于 3 分区域,2 只处于 2 分区域,奥曲肽组大鼠

1、2、3 分区域均散见,大黄牡丹汤高剂量组大鼠集

中散于 1、2 分区域,中剂量组超过半数散于 2 分区

域,低剂量组多处于 2、3 分区域,大黄牡丹汤组大鼠

明显呈剂量依赖性,提示大黄牡丹汤能够有效改善

大鼠肝损伤(见表 2)。

图 1　 各组大鼠胰腺组织病理变化

Figure 1　 Pathological changes of pancreatic tissue of rats in each group

图 2　 各组大鼠肝组织病理变化

Figure 2　 Pathological changes of liver tissue of rats in each group
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表 2　 大黄牡丹汤对 AP 大鼠模型肝损伤病理分级的影响(n = 8)
Table 2　 Effects of Dahuang Mudan Decoction on the pathological grading of liver injury in AP rat model(n = 8)

组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose(g / kg)

不同病变程度的分布例数
Number of cases with different degree of lesion

0 1 2 3

空白组
Blank group

- 8 0 0 0

模型组
Model group

- 0 0 2 6

奥曲肽组
Octreotide group 10-5 0 2 3 3

高剂量组
High-dose group 14 0 3 3 2

中剂量组
Medium-dose group 7 0 2 4 2

低剂量组
Low-dose group 3. 5 0 1 3 4

2. 5　 大黄牡丹汤对各组大鼠生化指标的影响

与空白组比较,模型组大鼠 AMS、ALT、AST、
CRP 含量显著性升高,而 ChE 含量显著性降低(P <
0. 05);在各治疗组大鼠中 AMS、ALT、AST、CRP 含

量均有下降趋势,而 ChE 含量有上升趋势,其中尤

以大黄牡丹汤高剂量组显著(P < 0. 05)(见表 3)。
2. 6　 大黄牡丹汤对各组大鼠肝组织 TNF-α、 IL-
1β、IL-6含量水平的影响

与空白组比较,模型组大鼠 TNF-α、IL-1β、IL-6
含量显著升高(P < 0. 05);与模型组比较,各治疗组

大鼠上述指标均呈下降趋势,其中尤以大黄牡丹汤

高剂量组显著(P < 0. 05)(见表 4)。
2. 7　 大黄牡丹汤对各组大鼠肝组织 PI3K、p-Akt、
p-NF-κB p65、Bcl-2、Bax 蛋白表达的影响

与空白组相比,模型组大鼠肝组织 PI3K、p-Akt、
p-NF-κB p65、Bax 蛋白表达显著升高,而 Bcl-2 蛋白

表达呈下降趋势(P < 0. 05);与模型组比,各治疗组

大鼠 PI3K、p-Akt、p-NF-κB p65、Bax 蛋白表达均不同

程度下降,而 Bcl-2 蛋白表达不同程度上升,其中尤以

大黄牡丹汤高剂量组显著(P < 0. 05)(见表 5、图 3)。

表 3　 大黄牡丹汤对 AP 大鼠肝组织 AMS、ALT、AST、ChE、CRP 含量的影响( x- ± s,n = 6)
Table 3　 Effects of DaHuang MuDan Decoction on the contents of AMS, ALT, AST, ChE and CRP liver tissues of

AP rats(􀭰x ± s,n = 6)
组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose(g / kg)

血清淀粉酶(U / L)
AMS(U / L)

谷丙转氨酶(U / L)
ALT(U / L)

谷草转氨酶(U / L)
AST(U / L)

胆碱酯酶(U / L)
ChE(U / L)

C 反应蛋白(mg / L)
CRP(mg / L)

空白组
Blank group

- 1390. 83 ± 246. 85 49. 80 ± 8. 44 67. 02 ± 10. 86 108. 50 ± 22. 85 0. 02 ± 0. 01

模型组
Model group

- 2704. 17 ± 403. 85# 152. 52 ± 25. 13# 415. 38 ± 56. 59# 55. 67 ± 20. 23# 0. 06 ± 0. 01#

奥曲肽组
Octreotide group 10-5 1946. 17 ± 355. 52∗ 113. 83 ± 29. 83∗ 232. 27 ± 71. 24∗ 77. 50 ± 22. 03 0. 04 ± 0. 01∗

高剂量组
High-dose group 14 1878. 67 ± 110. 77∗△ 73. 15 ± 24. 77∗ 173. 02 ± 51. 08∗ 88. 50 ± 20. 39∗ 0. 02 ± 0. 01∗

中剂量组
Medium-dose group 7 1883. 60 ± 436. 74∗△ 78. 02 ± 13. 03∗ 221. 98 ± 76. 88∗ 83. 00 ± 25. 63 0. 03 ± 0. 01∗

低剂量组
Low-dose group 3. 5 2411. 38 ± 527. 56 163. 58 ± 84. 03 370. 82 ± 143. 82 65. 17 ± 29. 43 0. 04 ± 0. 01∗

注:与空白组比较,#P < 0. 05;与模型组比较,∗P < 0. 05;与低剂量组比较,△P < 0. 05。 (下表同)
Note. Compared with blank group, #P < 0. 05. Compared with model group, ∗P < 0. 05. Compared with low-dose group, △P < 0. 05. (The same in the
following tables)
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表 4　 大黄牡丹汤对 AP 大鼠肝组织 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量的影响( x- ± s,n = 6)
Table 4　 Effects of DaHuang Mudan Decoction on the contents of TNF-α, IL-1β and IL-6 in liver tissues of AP rats(􀭰x ± s,n = 6)

组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose(g / kg) TNF-α(pg / mL) IL-1β(pg / mL) IL-6(pg / mL)

空白组
Blank group

- 116. 42 ± 8. 52 131. 66 ± 7. 61 83. 86 ± 6. 05

模型组
Model group

- 148. 63 ± 4. 61# 184. 50 ± 10. 25# 133. 83 ± 4. 11#

奥曲肽组
Octreotide group 10-5 130. 30 ± 3. 81∗ 154. 89 ± 5. 82∗ 105. 57 ± 3. 05∗

高剂量组
High-dose group 14 122. 07 ± 3. 96∗△ 144. 34 ± 7. 29∗△ 92. 88 ± 2. 97∗△

中剂量组
Medium-dose group 7 123. 09 ± 7. 51∗△ 159. 67 ± 5. 90∗△ 98. 45 ± 5. 93∗△

低剂量组
Low-dose group 3. 5 138. 92 ± 8. 37∗ 178. 41 ± 14. 85 115. 25 ± 6. 88∗

表 5　 大黄牡丹汤对各组大鼠肝组织 PI3K、p-Akt、p-NF-κB p65、Bcl-2、Bax 蛋白表达水平的影响( x- ± s,n = 3)
Table 5　 Effects of DaHuang Mudan Decoction on the protein expression levels of PI3K, p-Akt, p-NF-κB p65, Bcl-2 and

Bax in liver tissues of rats in each group( x- ± s,n = 3)
组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose(g / kg) PI3K / GAPDH p-Akt / GAPDH p-NF-κB p65 / GAPDH Bcl-2 / GAPDH Bax / GAPDH

空白组
Blank group

- 0. 97 ± 0. 06 0. 60 ± 0. 03 1. 15 ± 0. 09 1. 63 ± 0. 17 1. 01 ± 0. 05

模型组
Model group

- 1. 37 ± 0. 07# 1. 34 ± 0. 07# 1. 69 ± 0. 10# 1. 22 ± 0. 06# 1. 58 ± 0. 07#

奥曲肽组
Octreotide group 10-5 1. 20 ± 0. 05∗ 1. 26 ± 0. 05 1. 47 ± 0. 11∗ 1. 25 ± 0. 07 1. 29 ± 0. 06∗

高剂量组
High-dose group 14 1. 15 ± 0. 06∗△ 1. 08 ± 0. 06∗△ 1. 33 ± 0. 11∗△ 1. 43 ± 0. 14∗△ 1. 18 ± 0. 04∗△

中剂量组
Medium-dose group 7 1. 17 ± 0. 03∗△ 1. 10 ± 0. 07∗△ 1. 39 ± 0. 05∗△ 1. 19 ± 0. 09△ 1. 26 ± 0. 03∗△

低剂量组
Low-dose group 3. 5 1. 36 ± 0. 03 1. 42 ± 0. 09 1. 57 ± 0. 12 0. 92 ± 0. 10∗ 1. 40 ± 0. 03∗

图 3　 大黄牡丹汤对各组大鼠肝组织 PI3K、p-Akt、p-NF-κB p65、Bcl-2、Bax 蛋白表达电泳

Figure 3　 Protein expression electrophoresis of PI3K, p-Akt, p-NF-κB p65, Bcl-2 and Bax in liver tissues of rats in each
group treated by Rhubarb Mudan Decoction
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3　 讨论

AP 发生时,PI3K / Akt 通路活化,可以诱导促炎

细胞因子(如 TNF-α、IL-6、IL-1β)的趋化和表达,导
致“炎症级联风暴反应”,进一步损伤其他器官,肝
与胰腺毗邻,AP 发生时产生的炎症因子可通过局

部扩散或门静脉血流进入肝直接损伤肝细胞,使得

肝损伤成为 AP 发生时重要的并发症[12-13]。
大黄牡丹作为张仲景的经方之一,出自《金匱

要略》,主治湿热蕴结,气血凝滞所致肠痈。 方中大

黄与丹皮二者合用,共泻肠腑湿热瘀结,为方中君

药。 芒硝和桃仁俱为臣药,其中芒硝助大黄荡涤实

热,促其速下;桃仁破血逐瘀,协君药以通淤滞。 冬

瓜仁清理利湿,排脓消痈,涤荡湿热,是为佐药。 本

方泻热与逐瘀并用,使瘀结湿热速下,痛随利减,痈
肿得消,诸症自愈。

在 AP 炎症期间,炎性细胞因子使 PI3K / Akt /
NF-κB 通路活化,活化的 NF-κB 转录因子进入细胞

核,恢复其转录激活活性。 NF-κB 的活化可以诱导

促炎因子的表达,进而趋化大量炎性细胞浸润、聚
集到炎症部位,最终导致炎症反应[12]。

AP 在发展过程中,炎症级联效应的爆发,使大

量炎症因子进入肝, 引起肝细胞的异常凋亡。
Lapierre 等[14]发现,AP 发生时肝细胞的异常凋亡与

肝的损伤程度密切相关,且组织损伤情况与病理改

变相符合。 刘宏等[15] 研究发现,AP 肝损伤大鼠肝

细胞异常凋亡数量与凋亡指数呈正相关。 Bcl-2 蛋

白家族包括抗凋亡蛋白 ( Bcl-2) 和促凋亡蛋白

(Bax),Bax / Bcl-2 比率的升高是细胞凋亡的原因之

一,因此,可通过降低 Bax / Bcl-2 的比率来减轻肝

损伤[16]。
本实验通过对凋亡相关蛋白(Bcl-2 和 Bax)的

检测,发现蛋白表达含量治疗前后有差异变化,但
在病理切片上并未明确改变,以待后续进一步实验

证明。
本实验结果显示,模型组 AP 大鼠一般生存状

态相对较差,肝组织中 PI3K、p-Akt、p-NF-κB p65 蛋

白表达显著升高,炎性因子 TNF-α、IL-6、IL-1β 的分

泌水平显著升高。 与模型组比较,各治疗组 AP 大

鼠的一般生存状态不同程度缓解,肝组织病理损伤

不同程度修复,ELISA 结果表明 TNF-α、IL-1β、IL-6
含量呈下降趋势,肝组织中 PI3K、p-Akt、p-NF-κB
p65、Bax 蛋白表达水平均呈下降趋势,其中大黄牡

丹汤高剂量干预效果最为显著。 这可能与高剂量

大黄牡丹汤有效抑制了 PI3K / Akt / NF-κB 信号通路

的活化,进而抑制 TNF-α、IL-1β、IL-6 等炎性因子的

异常分泌,减轻了由此产生的炎性风暴级联放大反

应,提高了肝的防御功能,进而减轻了肝损伤。
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LCMV-CL13 慢性感染小鼠模型的建立及其 BCR 突变分析
李哲,蔡方舟,李丹,陈倩,苑一真,王卫∗

(北京协和医学院比较医学中心,中国医学科学院医学实验动物研究所,新发再发传染病动物模型研究北京市重点

实验室,卫健委人类疾病比较医学重点实验室,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒 LCMV-CL13 慢性感染小鼠模型,分析其作为 B 细胞受体

高频突变研究模型的可能性。 方法　 C57BL / 6N 小鼠经尾静脉途径接种 2 × 106 PFU 剂量 LCMV-CL13 病毒,感染

后第 10、20、30、40、50、60、70 天采集样品,通过 qPCR 检测组织病毒载量,流式检测分析外周血 CD4+ T、CD8+ T、
CD19+B 细胞及脾生发中心 B 细胞比例,免疫组库测序分析 BCR V 区基因丰度及突变率。 结果　 在 LCMV-CL13
病毒感染小鼠体内检测到 1 × 106copies / μL 水平的病毒复制;在感染平台期,小鼠外周血 CD4+T 细胞比例逐渐升

高(13. 15% ± 0. 72%),CD8+T 细胞先降低(2. 17% ± 0. 40%)后逐渐恢复(6. 65% ± 0. 52%),CD19+B 细胞以及生

发中心 B 细胞比例分别增加至(40. 32% ± 0. 46%)和(10. 03% ± 0. 60%);测序结果证明 BCR 重链 V 基因使用频

率下降、突变率显著性升高(P < 0. 05)。 结论　 成功建立 LCMV-CL13 慢性感染小鼠模型;此模型可用于 BCR 突变

研究,为研究慢性病毒感染导致的 B 细胞高频突变奠定了基础。
【关键词】 　 淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒;高频突变;生发中心 B 细胞;B 细胞受体
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Establishment of chronic infection mouse model by LCMV-CL13 virus
and analysis of BCR mutation

LI Zhe, CAI Fangzhou, LI Dan, CHEN Qian, YUAN Yizhen, WANG Wei∗

(Comparative Medicine Center, Peking Union Medical College (PUMC). Institute of Medical Laboratory Animal Science,
Chinese Academy of Medical Sciences (CAMS). Beijing Key Laboratory for Animal Models of Emerging and Reemerging

Infectious. NHC Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine, Beijing 100021, China)
Corresponding author: WANG Wei. E-mail:wangw@ cnilas.org

【Abstract】　 Objective　 To establish an LCMV-CL13 chronic infection mouse model and analyze its use for B cell
somatic hypermutation research. Methods　 C57BL / 6N mice were inoculated with 2×106 plaque-forming units of LCMV-
CL13 virus via tail vein injection. The tissue viral load was then detected by quantitative polymerase chain reaction on days
10, 20, 30, 40, 50, 60, and 70 post-infection. The CD4+ and CD8+T cell and CD19+ B cell ratios in peripheral blood and
the germinal center B cell percentage of the spleen were determined by flow cytometry, and the gene abundance and BCR V
region mutation rate were analyzed using immune repertoire technology. Results　 LCMV-CL13-infected mice maintained a
tissue viral load of 1×106 copies / μL virus. The percentage of CD4+ T cells in the peripheral blood gradually increased in
the infection plateau phase to (13. 15%±0. 72%), while the percentage of CD8+ T cells first decreased to (2. 17% ±
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0. 40%) and then gradually recovered to (6. 65% ± 0. 52%), and the percentages of CD19+ B cells and germinal center B
cells increased to (40. 32% ± 0. 46%) and (10. 03% ± 0. 60%), respectively. Sequencing result demonstrated that the
frequency of V gene usage decreased and the mutation rate of the heavy chain CDR3 V gene increased 1. 7-fold with
increasing infection time. Conclusions　 We successfully established a LCMV-CL13 chronic infection mouse model. This
model can be used to study BCR mutations, and provides a research tool for investigating B cell somatic hypermutation
caused by chronic viral infection.

【Keywords】　 lymphocytic choriomeningitis virus; somatic hypermutation; germinal center B cell; B cell receptor
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 人类免疫缺陷病毒 ( human immunodeficiency
virus,HIV)、甲型肝炎病毒(hepatitis B virus,HBV)、
丙型肝炎病毒(hepatitis C virus,HCV)等慢性病毒

感染威胁全球人类健康,是全球公共安全的重要威

胁[1-2],亟待研发能有效抑制慢性病毒感染的策略。
具有 高 频 突 变 特 点 的 广 谱 中 和 抗 体 ( broadly
neutralizing antibodies,bNAbs)被证明可抑制特定病

毒的多种突变毒株[3],成为控制慢性病毒感染的希

望所在。 体细胞高突变 ( somatic hypermutation,
SHM)是指抗体可变区(variable region,V)基因发生

高频率点突变[4],增加抗体基因的遗传多样性和亲

和力[5],是 bNAbs 诱导的关键环节。 因此,SHM 为

抗体亲和力成熟和抗体多样性的产生提供了分子

基础,也是优化抗体依赖性免疫反应的关键[6]。
尽管进行了多年的深入研究,但影响抗体基因

发生 SHM 以及 SHM 靶向机制尚不清楚,原因之一

是缺乏可用于 SHM 研究的动物模型。 建立可用于

SHM 研究的动物模型具有重要意义,淋巴细胞性脉

络 丛 脑 膜 炎 病 毒 克 隆 13 ( lymphocytic
choriomeningitis virus clone 13,LCMV-CL13)感染,作
为全身性慢性病毒感染模型被广泛使用,并被用于

研究驱动人类慢性病毒感染的机制[7-8]。 为了深入

探究 SHM 发生机制,本文使用 LCMV-CL13 病毒尾

静脉感染 C57BL / 6N 小鼠,分析感染小鼠中出现持

续的生发中心(germinal center,GC)反应,及 B 细胞

受体(B cell receptor,BCR)V 基因的突变情况,分析

其作为 B 细胞受体高频突变研究模型的可能性,以
期为 SHM 实验研究提供借鉴,同时为抗体生成、进
化机制研究奠定实验基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

80 只 SPF 级雌性 C57BL / 6N 小鼠,周龄为 6 ~
8 周,体重约 18 ~ 22 g,购自北京维通利华实验动物

技术有限公司【SCXK(京)2016-0006】。 实验动物

的饲养及实验操作在中国医学科学院医学实验动

物研究所动物生物安全二级实验室 ( ABSL-2)
【SYXK(京)2019-0039】进行。 饲养及实验环境:室
内温度 22 ~ 25℃,湿度 40% ~ 70%,12 h 光照 /黑
暗循环;动物在笼内自由摄食饮水。 本实验过程遵

循 3R 原则,已获得中国医学科学院医学实验动物

研究所实验动物使用与管理委员会( IACUC)的批

准(WW21001)。
1. 1. 2　 病毒株

淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒克隆 13 株

( lymphocytic choriomeningitis virus clone13, LCMV-
CL13)由第三军医大学叶丽林教授赠送,由本课题

组扩增。 扩增后的病毒液经 RNA 提取及 PCR 扩增

后送由中美泰和公司测序鉴定为目的序列,噬斑法

检测病毒滴度为 1. 72 × 107 PFU / mL。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

RPMI 1640 培养基(Gibco:C22400500BT)、PBS
(Gibco: C10010500BT)、 GK1. 5 抗体 ( Bio X cell:
BE0003-1-100)、抗凝剂(索莱宝:G0280)、RNA 提

取试剂盒(RNeasy Mini Kit:74104)、RNA 逆转录试

剂盒 ( Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit:
K1632)、实时荧光定量 PCR 试剂盒 ( TB Green􀅺

Premix Ex TaqTM II:RR820A)、总 RNA 提取试剂盒

(Mag MAXTM mir VanaTM Total RNA Isolation Kit:
A27828)、 BCR 建库试剂盒 ( KC-DigitalTM Stranded
BCR-seq Library Prep Kit for Illumina, DT0811-02,
Seq Health )、 红细胞裂解液 ( BD FACSTM Lysing
Solution:349202),流式抗体及染色方案见表 1。

高速冷冻型离心机(SCILOGEX,美国)、多用途

冷却离心机(HITACHI,日本)、普通 PCR 仪 T100TM

Thermal Cycler(Bio-Rad,美国),实时荧光定量 PCR
仪 Quant StudioTM 3 Real-Time PCR System(Applied
BiosystemsTM,美国)、流式仪型号为 BD FACS Aria II
(BD,美国)。
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表 1　 抗体使用一览表

Table 1　 List of used antibodies
组别 Panel 抗体 Antibody 克隆号 Clone 　 　 　 　 　 公司 Company

外周血流式
Peripheral blood flow

FITC anti-mouse CD45 30-F11 Biolegend
PerCP / Cyanine5. 5 anti-mouse CD3 17A2 Biolegend

PE / Cyanine7 anti-mouse CD19 6D5 Biolegend
PE anti-mouse CD4 GK1. 5 Biolegend

APC anti-mouse CD8a 53-6. 7 Biolegend

脾流式
Spleen flow

FITC anti-mouse / human CD45R / B220 RA3-6B2 Biolegend
PerCP / Cyanine5. 5 anti-mouse CD19 6D5 Biolegend

PE anti-mouse / human GL7 Antigen GL7 Biolegend
APC anti-mouse CD95 (Fas) SA367H8 Biolegend

1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及感染

80 只 C57BL / 6N 小鼠分成两组。 其中 70 只为

实验组,用于感染模型构建;10 只设立为对照组。
实验组 C57BL / 6N 小鼠感染前 1 d 腹腔注射 500 μg
CD4 抗体,感染当天经尾静脉注射 LCMV-CL13 病

毒 2 × 106 PFU,感染后第 2 天再次经腹腔注射 500
μg CD4 抗体[9];对照组小鼠经腹腔及尾静脉注射同

等体积的 PBS。
1. 2. 2　 LCMV-CL13 感染小鼠体重监测

C57BL / 6N 小鼠感染后,每日观察小鼠临床表

现,包括一般状况、体态、毛发、饮食、活动、排便等。
感染后前 15 d 每天称重 1 次,感染 15 d 后每 4 d 称

重 1 次。
1. 2. 3　 组织采集

病毒感染后第 10、20、30、40、50、60、70 天收集

动物血液及组织样本。 具体地,从小鼠眼眶静脉丛

取血 100 μL 置于装有 10 μL EDTA. 2K 抗凝剂

(10X)的 EP 管中,用于流式检测;排尽血液后,脱
颈椎处死小鼠收集肠、肾、肝、脑组织,用于病毒载

量检测;收集脾充分研磨制备单细胞悬液,用于流

式检测。
1. 2. 4　 组织病毒载量检测

使用 RNA 试剂盒提取小鼠肠、肾、肝、脑组织

RNA,反转录试剂盒将 RNA 反转为 cDNA,采用

SYBR Green 染料法检测组织中 LCMV-CL13 病毒

载量[9]。
1. 2. 5　 外周血淋巴细胞比例检测

取小鼠外周血 100 μL 置于流式管中,同时加入

流式荧光抗体 CD45-FITC、CD3-PerCP / Cyanine5. 5、
CD4-PE、CD8a-APC 和 CD19-PE / Cyanine7 各 5 ~ 10
μL,室温避光孵育 30 min,裂解红细胞,PBS 洗涤 2

次,2%多聚甲醛固定,流式上机检测荧光信号。
1. 2. 6　 脾淋巴细胞比例检测

取小鼠脾置于 RPMI 1640 不完全培养基充分

研磨,经 70 μm 滤网过滤、裂解红细胞,制备获得单

细胞悬液。 加入流式荧光抗体 CD45R / B220-FITC、
CD19-PerCP / Cyanine5. 5、GL7-PE、CD95(FAS)-APC
各 5 ~ 10 μL;冰上避光孵育 20 min,2%多聚甲醛固

定,流式上机检测荧光信号。 采用 Flow Jo V10 对多

色流式细胞仪上机结果进行分析。
1. 2. 7　 免疫组库建库、测序

制备小鼠脾单细胞悬液,分离淋巴细胞,由武

汉康测科技有限公司进行建库、测序。 具体地,提
取细胞总 RNA、逆转录获取单链 cDNA、UID(Unique
Identifier)标记、使用免疫球蛋白亚型 ( IgM、 IgA、
IgG、IgD、 IgE、 IgK 和 IgL ) 的 特 异 性 引 物 ( gene
specific primer,GSP)进行 PCR 扩增和文库构建,运
用高通量测序技术检测靶向扩增后 B 细胞 CDR3
区域[10]。
1. 2. 8　 生物信息学分析

首先,使用 MiXCR(v3. 0. 3)软件[11],将纠错和

去重后的数据与国际免疫遗传学数据库 IMGT
(http: / / www. imgt. org)的 V、D、J 基因片段进行比

对[12]。 获取比对结果并开展后续深度分析。 其次,
数据多样性指标至关重要,多样性与免疫应答密切

相关[13]。 采用 Shannon entropy 指数[14] 计算样本

IGH 组成多样性,Shannon entropy 值越大,说明样本

多样性越高。
1.3 统计学分析

实验数据使用 GraphPad Prism 8 软件进行作图

和统计分析,以平均值±标准差(􀭰x ± s) 表示,采用

单因素方差分析,两组间均数比较采用 t 检验,P <
0. 05 为差异具有统计学意义。
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2　 结果

2. 1　 LCMV-CL13 病毒在小鼠体内维持慢性感染

状态

为了解 LCMV-CL13 病毒对 C57BL / 6N 小鼠的

致病情况,每天观察小鼠疾病表现,监测体重变化,
小鼠感染后第 7 天出现明显疾病表现,如竖毛、弓
背、体重下降等症状,感染后 21 d 体征逐渐恢复;在
感染后 32 d 体重下降最为明显,并再次出现明显竖

毛、弓背、体重下降等症状,感染后 40 d 体征逐渐恢

复,可能受自身免疫反应影响[15],感染后实验组动

物较对照组体重明显下降(P < 0. 0001),说明病毒

感染可对小鼠致病(图 1A)。 为检测 LCMV-CL13
病毒在 C57BL / 6N 小鼠体内的复制扩增情况,每

10 d采集小鼠肠、肾、肝、脑组织提取病毒 RNA,使
用实时荧光定量 PCR 测定病毒载量。 根据组织病

毒载量结果,感染可分为急性感染期(0 ~ 10 d)及
平台期(10 ~ 70 d)(图 1B)。 急性感染期,小鼠组

织病毒载量迅速上升,在肠(7 × 106 copies / μL)、肝
(4. 5 × 107copies / μL)组织维持高水平复制;而后组

织病毒载量逐渐降低并保持在 106 copies / μL 水平

(图 1C、1E),进入平台期,主要在肾 ( 3. 5 × 107

copies / μL)、脑(4. 5 × 106copies / μL)组织维持高水

平复制;之后在肾组织病毒载量逐渐降低并保持在

107 copies / μL 水平复制,在脑组织中病毒载量逐渐

升高并保持在 6 × 106 copies / μL 水平复制(图 1D、
1F)。 综上结果表明,LCMV-CL13 病毒可在 C57BL /
6N 小鼠维持较高水平的病毒载量及慢性感染。

注:A:C57BL / 6N 小鼠感染 LCMV-CL13 后体重变化;B:C57BL / 6N 小鼠感染 LCMV-CL13 后组织病毒载量变化趋势;C、D、E、F:C57BL / 6N 小

鼠感染 LCMV-CL13 后肠、肾、肝、脑组织的病毒载量;与阴性对照组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001,∗∗∗∗P < 0. 0001。

图 1　 LCMV-CL13 小鼠感染模型体重、组织病毒载量的动态变化

Note. A. Changes in body weight of C57BL / 6N mice after infection with LCMV-CL13. B. The tissue viral load trend of C57BL / 6N mice infected with
LCMV-CL13. C、D、E、F. Viral load in the intestine, kidney, liver, and brain tissues of C57BL / 6N mice infected with LCMV-CL13. Compared with

the negative control group, ∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001,∗∗∗∗P < 0. 0001.

Figure 1　 Dynamic changes of body weight and tissue viral load of LCMV-CL13 mouse infection model

2. 2　 病毒感染引起 CD8+T 细胞耗竭、CD19+B 细

胞增加

为了解 LCMV-CL13 慢性感染是否会导致小鼠

外周血适应性免疫细胞(CD4+T、CD8+T 及 CD19+B
细胞)的动态变化,在不同时间点收集外周血进行

流式检测。 结果发现,与未感染状态相比,GK1. 5
抗体先清除 CD4+ T 细胞,感染后 20 d 开始 CD4+ T
细胞比例随感染时间延长而恢复,感染后第 70 天可

达到 13. 15% ± 0. 72%(图 2)。 CD8+T 细胞比例先

降低 后 增 加; 在 感 染 后 10 d 占 比 ( 9. 49% ±
1. 31%),随着感染的持续,感染后 40 d 降低最明显

(2. 17% ± 0. 40%);随之 CD8+ T 细胞比例开始升

高,感染后 70 d CD8+T 细胞比例可达到(6. 65% ±
0. 52%)(图 2),但未恢复到正常水平。 CD19+B 细

胞比例在感染前 40 d 无明显变化,感染后 40 d 比例

逐渐升高,感染后 70 d 达到(40. 32% ± 0. 46%)(图
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2),显著高于未感染状态。 综上所述,GK1. 5 抗体

注射成功耗竭了小鼠体内 CD4+T 细胞,帮助病毒感

染;CD8+T 细胞在感染过程出现持续耗竭,后随着

CD4+T 细胞比例增加而部分恢复;CD19+ B 细胞比

例受慢性病毒感染影响逐渐增加,提示病毒诱发了

显著的体液免疫反应。

图 2　 感染后不同时间点,病毒拷贝数与外周血 CD4+T、CD8+T、CD19+ B 细胞比例变化

Figure 2　 Trend of virus RNA copies and the proportion of CD4+ T, CD8+ T, and CD19+ B cells in the peripheral blood at
different time points after infection

2. 3　 病毒感染诱导 GC B 细胞比例增加

生发中心是免疫反应发生时,B 细胞在其中增

殖、生长和突变的特殊区域。 为了研究 B 细胞的成

熟及 BCR 的突变,本文研究了 LCMV-CL13 感染后

脾生发中心 B 细胞的变化趋势,我们对 LCMV-CL13
慢性感染小鼠脾中特异性 GC B 细胞(B220+CD19+

GL7+FAS+)进行流式检测。 结果发现,急性期感染

中,GC B 细胞比例急剧下降,感染后第 40 ~ 70 天,
GC B 细 胞 比 例 由 ( 2. 28% ± 2. 68%) 增 加 至

(10. 03% ± 0. 60%)(图 3)。 提示我们 LCMV-CL13
病毒感染初期可能对脾产生急性损伤,感染平台期

尤其感染后 30 ~ 70 d,GC B 细胞增加速率较快,提
示这一时期病毒特异性 GC B 细胞增殖较快,发生

针对病毒的体液免疫反应。

图 3　 感染后不同时间点,病毒拷贝数与脾中 GC B(B220+CD19+GL7+FAS+)细胞比例变化

Figure 3　 Trend of virus RNA copies and the proportion of GC B cell (B220+CD19+GL7+FAS+) in the spleen at different time
points after infection

2. 4　 样品多样性及 V 基因使用频率、突变率分析

BCR 是一种长在 B 淋巴细胞表面的免疫球蛋

白分子(immunoglobulin,Ig),由重链及轻链构成,与
抗体同属于免疫球蛋白家族。 BCR 库多样性主要

受免疫球蛋白基因中 V、D、J 基因片段重组及 V-D-J
连接时发生核苷酸突变、插入或删除的影响。 我们

采用香农指数(Shannon index)为组间多样性的评价

指标。 分析感染后 30 d 与感染后 60 d IGH、IGL 多

样性以及 V 基因使用频率、突变率(图 4),重链多样

性具有显著性差异(P < 0. 01) (图 4A),轻链多样

性无显著性差异(图 4B),重链 V 区基因片段中,感
染后 60 d 组 IGHV6-3、IGHV1-58、IGHV3-6 基因使用

181



中国实验动物学报 2022 年 4 月第 30 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2022,Vol. 30, No. 2

注:A,B:感染后 30、60 d,重轻链多样性分析;C,D:感染后 30、60 d,重链 V 区基因使用频率分析;E,F:感染后 30、60 d,轻链 V 区基因

使用频率分析,横坐标表示 V 基因亚型,Y 轴表示每个基因表达丰度;G,H:感染后 30、60 d,重轻链 CDR3 V 基因突变率分析;与感染

后 30、60 d 数据相比,∗P < 0. 05。

图 4　 分析感染后 30、60 d 重轻链多样性、V 基因丰度及突变率

Note. A, B. Diversity analysis of heavy and light chains at 30 and 60 days after infection. C, D. Frequency analysis of heavy chain V region
gene usage 30 and 60 days after infection. E, F. Frequency analysis of light chain V region gene usage 30 and 60 days after infection. The X-
axis represents V gene subtypes, and the Y-axis represents the expression abundance of each gene. G, H. Mutation rate analysis of heavy and

light chain CDR3 V gene at 30 and 60 days after infection. Compared with data of 30 and 60 days after infection, ∗P < 0. 05.

Figure 4　 Analysis of the diversity of heavy and light chains, the abundance and mutation rate of
Vgene on 30, 60 days after infection
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频率高于感染后30 d组(P < 0. 05),其他基因则在

感染后 30 d 组表达更多或两组表达无统计学差异

(图 4C,4D)。 轻链 V 区基因片段中,感染后 60 d
组基因使用频率与感染后 30 d 组无显著性差异(图
4E,4F)。 可能是感染后 60 d 形成了针对抗原的特

异性克隆。 SHM 定义为 V 基因片段的突变频率,
CDR3 区是抗原识别的重要部位,其特异性是被认

为是 SHM 突变的结果。 为了确定此小鼠模型是否

发生 SHM,本实验分析不同时间点 CDR3 区域 V 基

因突变率。 突变率采用每 10 000 个碱基中发生突

变的碱基数量表示。 如图 4G,4H 所示,感染后 60 d
相比于感染后 30 d,重链 V 基因突变率有显著性升

高(P < 0. 05),且突变率 CDR3(60 d) / CDR3(30 d)
约为 1. 7 倍。 结果证明:感染时间的增加,V 区基因

点突变增高。 综上,提示 Ig 基因发生 SHM,且突变

产生针病毒的特异性克隆,造成多样性降低。

3　 讨论

LCMV-CL13 慢性感染小鼠是一种广泛用于研

究病毒慢性感染机制的动物模型,为治疗人类慢性

病毒性疾病和其他慢性疾病(如癌症)提供了宝贵

的见解[16-19],包括抗原呈递的 MHC 限制、T 细胞效

应功能和记忆[20];LCMV-CL13 感染小鼠在感染 8 d
后体重下降 20%,具有明显临床疾病评分。 感染后

1 ~ 5 周病毒保持高水平复制,感染后 6 周血浆病

毒滴度下降;感染后 3 周内,CD8+T 细胞数量逐渐降

低,CD4+T 细胞数量先升高后降低[15]。 至今为止,
该小鼠模型多用于 T 细胞研究。 有研究证明,成年

小鼠在感染病毒时注射 CD4 单克隆抗体,小鼠组织

可终身保持高病毒水平[21]。 因此,为建立慢性感染

小鼠模型,本实验通过先消耗 CD4+T 细胞再经尾静

脉注射途径接种 LCMV-CL13 病毒,感染后小鼠出

现竖毛、弓背等体征,体重出现明显下降、在检测期

内组织病毒载量维持在相对较高水平。 我们同时

聚焦小鼠细胞、体液免疫反应。 通过流式检测小鼠

外周血 CD4+T 细胞、CD8+T 细胞以及 CD19+B 细胞

比例,发现 CD8+ T 细胞、 CD19+ B 细胞比例随着

CD4+ T 细胞比例的增加而增加,这与慢性病毒感染

研究结果相符合[22]。 以上结果证明,我们成功建立

LCMV-CL13 慢性感染小鼠模型,且小鼠外周适应性

免疫反应较为强烈。
Ig 基因 SHM 在抗体介导的免疫反应中起关键

作用。 在抗病毒感染过程中,生发中心 ( germinal

center,GC) B 细胞发生 SHM 及类别转换 ( class
switch recombination,CSR)诱导亲和力成熟,丰富抗

体可变区多样化、提高抗体中和活性[23-24]。 因此,
GC B 细胞是产生有效体液免疫的关键所在[25]。 基

于此,我们流式检测 GC B 细胞比例,发现感染前期

GC B 细胞比例急剧下降,这可能与 IFN-I 诱导的炎

症有关[26]。 在生发中心微环境中,GC B 细胞在暗

区(dark zone,DZ)进行增殖和 Ig 基因 SHM,在亮区

(light zone,LZ)进行基于亲和力的选择[27]。 我们结

果显示:感染后第 40 ~ 60 天,GC B 细胞比例增加

较快,说明此阶段 GC B 细胞快速增殖。 基于此,我
们推测感染后 40 ~ 60 d 可能发生 B 细胞高频突

变。 为了验证我们的假设,分离感染后 30、60 d 脾

B 细胞进行 BCR 建库以及测序分析。 对重链、轻链

多样性以及 V 基因使用频率、突变进行比较分析。
结果表明:感染后 60 d 重链多样性降低,V 基因使

用频率下降,但 V 基因突变率增高 1. 7 倍。 表明

LCMV-CL13 慢性病毒感染模型发生 B 细胞高频突

变,Ig V 基因突变率随感染时间逐渐增加,产生病毒

特异性克隆,导致 BCR 库多样性降低。
SHM 可以增加免疫球蛋白对抗原识别和结合

的亲和力,虽然过去对 SHM 的分子机制进行了详细

的研究,但仍有很多内容尚未阐明。 例如,影响

SHM 发生的关键基因及调控基因尚未明确。 在本

研究中,我们在成功建立 LCMV-CL13 慢性感染小

鼠模型的基础上,流式分析外周血、脾免疫细胞比

例,并首次对 B 细胞进行 BCR 突变分析,初步探究

V 区基因使用频率、突变率随感染时间的变化情况。
这为在 LCMV-CL13 慢性病毒感染小鼠模型中研究

B 细胞高频突变、探究中和抗体的形成机制提供了

基础信息以及数据支持。 本研究下一步将扩大组

内样本数量,从病毒与宿主共进化角度出发,筛选

影响 BCR 突变的关键基因以及 CDR3 序列特异性

识别的抗原特征,从而进一步探寻抗体生成及进化

机制。
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内皮细胞条件性敲除 EMCN 小鼠模型建立及肿瘤
肺转移对比分析
张国新1,2,3,高苒1,2,3∗

(1. 国家人类疾病动物模型资源库,国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室,北京　 100021;2. 北京市

人类重大疾病实验动物模型工程技术研究中心,北京　 100021;3. 中国医学科学院医学实验动物研究所 北京协和

医学院比较医学中心,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立内皮细胞条件性敲除 EMCN 基因小鼠模型,探讨 C57BL / 6 小鼠与内皮细胞条件性敲除

EMCN 小鼠模型体内肿瘤肺转移存在的差异。 方法 　 将内皮细胞特异性 Tek-CreERT2 小鼠与 EMCNflox / flox小鼠杂

交,将子代雄性 EMCNflox / wt / Tek-CreERT2+与雌性 EMCNflox / flox小鼠交配,取得内皮细胞特异性敲除 EMCN 基因小鼠

(EMCNflox / flox / Tek-CreERT2+,EMCNecko)。 通过在 DNA 和蛋白水平验证基因敲除准确性及效率,提取小鼠基因组

DNA 后,PCR 扩增检测 Tek-CreERT2 及 FLOX 位点,Tamoxifen 诱导后,Western Blot 检测组织中 EMCN 蛋白的表达。
对正常 C57BL / 6 小鼠与 EMCNecko小鼠表型进行观察及脏器 HE 染色。 为了证实 EMCN 敲除对肿瘤转移的影响,将
LLC 细胞尾静脉注射 C57BL / 6 与 EMCNecko小鼠,2 周后解剖取肺检测肺转移情况,并对 2 组小鼠的肺转移结果统计

对比分析。 将 LLC 细胞皮下注射 C57BL / 6 与 EMCNecko小鼠,2 周后手术切除皮下肿瘤,分别在术后 2、3 周观察肺

转移情况,将两组肺组织进行 HE 染色,并对两组小鼠的肺转移结果统计对比分析。 结果　 从 DNA 和蛋白水平证

实 EMCNflox / flox / Tek-creERT2+小鼠成功构建。 小鼠组织 HE 切片分析显示基因敲除小鼠脏器发育无异常。 尾静脉

注射 LLC 及皮下注射 LLC 后切除肿瘤的 C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠均可以发生肺转移,与 C57BL / 6 小鼠相比,内皮

细胞 EMCN 的缺失显著促进了小鼠肺转移。 结论　 成功获得内皮细胞 EMCN 条件性敲除小鼠,内皮细胞 EMCN 敲

除小鼠肿瘤肺转移的能力显著优于正常 C57BL / 6 小鼠,预期为肿瘤肺转移动物模型各项研究提供快速发生肺转移

的动物模型。
【关键词】 　 EMCN 基因;内皮细胞;Tek-CreERT2 / EMCNflox / flox;肺转移
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【Abstract】 　 Objective 　 To establish an endothelial conditional EMCN-knockout mouse model and explore the
differences between tumor lung metastases in these and C57BL / 6 mice. Methods　 Endothelial-cell-specific Tek-creERT2
mice were mated with EMCNflox / flox mice. Male EMCNflox / wt / Tek-creERT2+ mice were crossed with female EMCNflox / flox mice
to acquire endothelial cell-specific EMCN-knockout mice (EMCNflox / flox / Tek-creERT2+, EMCNecko ). To verify the gene
knockout accuracy and efficiency at the DNA and protein level, the genomic DNA of mice was extracted, and the Tek-
creERT2 and Flox sites were detected by PCR amplification. After tamoxifen induction, expression of the EMCN protein was
detected on Western Blot. The phenotypes of normal C57BL / 6 mice and EMCNecko mice were observed, and the organs were
stained with hematoxylin and eosin (HE). To confirm the effect of EMCN knockout on tumor metastasis, ( Lewis lung
carcinoma, LLC) LLC cells were intravenously injected into C57BL / 6 and EMCNecko mice. After 2 weeks, the lungs were
dissected to detect metastasis, and the result for the two groups of mice were compared and analyzed. LLC cells were
subcutaneously injected into C57BL / 6 and EMCNecko mice. The subcutaneous tumors were removed 2 weeks later, and lung
metastasis was observed 2 and 3 weeks after the operation. The lung tissues were stained with HE, and the metastasis result
of the two groups were compared and analyzed. Results 　 We confirmed the successful construction of EMCNflox / flox / Tek-
creERT2+ mice at the gene and protein level. Preliminary phenotypic analysis showed no abnormal organ development in the
gene-knockout mice. C57BL / 6 and EMCNecko mice given intravenous injection and tumor resection after subcutaneous
injection can develop lung metastases. Compared with C57BL / 6 mice, the deletion of endothelial cell EMCN expression
significantly promoted lung metastasis. Conclusions 　 Endothelial-cell-specific EMCN-knockout mice were successfully
obtained. The frequency of lung metastasis in endothelial cell EMCN-knockout mice was significantly higher than that in
normal C57BL / 6 mice. This approach is expected to provide an efficient lung metastasis animal model for the study of tumor
metastasis.

【Keywords】　 EMCN; endothelial cells; Tek-CreERT2 / EMCNflox / flox; lung metastasis
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 数十年的癌症研究揭示了介导癌症进展的遗

传和分子途径,发现了许多合理的治疗靶点,有望

改善肿瘤患者的临床治疗效果[1]。 但是,恶性肿瘤

的转移是一个包含多因素的动态复杂过程,仍是导

致 90%以上肿瘤患者死亡的主要原因[2]。 从原发

灶脱离的播散性癌细胞在远处器官部位引发新肿

瘤。 转移级联涉及多个步骤,包括侵袭、从原发肿

瘤进入循环、全身播散、外渗、再激活和生长。 肺转

移常见于不同类型的癌症,包括乳腺癌、胃肠道肿

瘤、肾癌、黑色素瘤、不同类型的肉瘤以及肺癌本

身[3-4]。 肿瘤微环境和细胞-细胞相互作用显著影

响肿瘤细胞转移和肿瘤进展[5],内皮细胞作为肿瘤

微环境中基质成分,与癌细胞之间的相互作用通过

生成新血管或破坏内皮细胞的屏障功能促进肿瘤

进展[6]。 因此,研究内皮细胞影响肿瘤转移的机制

需要进一步探索,建立一种良好的肺转移动物模型

是研究和治疗肿瘤转移的前提。
内皮粘蛋白(endomucin,EMCN)是一种 I 型完

整膜糖蛋白,在静脉和毛细血管内皮细胞中表达。
它由 261 个氨基酸组成,其胞外结构域在丝氨酸和

苏氨酸残基处高度 O-糖基化,并且具有几个潜在的

N-糖基化位点[7]。 在涉及的许多细胞粘附分子中,

EMCN 作为膜结合糖蛋白在毛细血管后小静脉内皮

细胞的管腔侧特异表达,并在生理和病理性血管生

成中发挥作用[8]。 然而,EMCN 在肿瘤转移中的作

用尚未见报道。 本研究拟采用尾静脉注射 LLC 细

胞和皮下接种 LLC 细胞后手术切除肿瘤的方法建

立肺转移小鼠模型,比较内皮细胞 EMCN 敲除小鼠

和 C57BL / 6 小鼠肿瘤肺转移的差异。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

10 只 8 周龄 SPF 级正常 C57BL / 6 小鼠,体重约

为 25 g,EMCNflox / flox纯合子转基因小鼠 6 只和 Tek-
CreERT2 转基因小鼠 6 只购自北京唯尚立德生物科

技有限公司【SCXK(京)2019-0008】。 小鼠于中国

医学科学院医学实验动物研究所 SPF 级动物饲养

间饲养【SYXK(京)2019-0039】,实验操作在中国医

学科学院医学实验动物研究所地下动物房进行,室
内温度控制在 20 ~ 25℃,湿度范围 40% ~ 70%。
小鼠用具每周进行 1 次清洗高压处理。 在实验时,
严格遵循 3R 原则及动物福利。 本课题使用小鼠通

过了中国医学科学院医学实验动物研究所实验动
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物伦理委员会审查(IACUC-GR21003)。
1. 1. 2　 细胞

LLC 小鼠肺癌细胞株为本课题组保藏。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

DMEM 培养基、胎牛血清均购买自美国 Gibco
公司,细胞培养瓶购自 NEST,手术器械购自德国

FST 公司,吸入麻醉剂异氟烷( Isoflurane)购自深圳

瑞沃德公司。 相差倒置显微镜(Zeiss,日本);离心

机(eppendorf,德国);数字游标卡尺(上海台海工量

具公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 转基因小鼠的繁殖与鉴定

将内 皮 细 胞 特 异 性 Tek-CreERT2 小 鼠 与

EMCNflox / flox小鼠杂交,获得子代后, 将子代雄性

EMCNflox / wt / Tek-CreERT2+与雌性 EMCNflox / flox小鼠交

配,取得内皮细胞特异性敲除 EMCN 基因小鼠

( EMCNflox / flox / Tek-CreERT2+, EMCNecko )。
EMCNflox / flox为纯合子小鼠,后续雌雄均取纯合子

EMCNecko小鼠与 EMCNflox / flox 小鼠杂交繁殖。 利用

DNA 提取试剂盒提取鼠尾 DNA,设计合成鉴定 flox
位 点 引 物 ( Forward: 5′-AACAAAATTATGGTCTTT
TCCG-3′, Reversed: 5′-CCTAAGATGCTAGTGTTCG
CC-3′) 和 Tek-creERT2 的 引 物 ( Forward: 5′-
AAGATACAGCCTTTCCCATCCTAAT-3′, Reversed:
5′-TTAAGCAAAATAATAGATTTGAGGC-3′)。 PCR
总反应体系 20 μL:2 × PCR Master Mix 10 μL,上
游引物和下游引物各1 μL,提取的 DNA 作为模

板 2 μL,无 RNA 酶的水 6 μL。 反应条件:94℃预

变性 5 min;95℃ 变性30 s;60℃ 退火 30 s,72℃
延伸 30 s,共 30 个循环;72℃ 再延伸 10 min。 结

束后,取 PCR 反应产物 7 μL 在 1. 2%琼脂糖凝

胶电泳,110 V 25 min,凝胶成像系统拍照分析。
1. 2. 2　 尾静脉肺转移模型构建

将对数生长期的 LLC 细胞消化离心,用 PBS 重

悬细胞,制成 1 × 107 / mL 的细胞悬液,尾静脉注射

C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠每只 100 μL,尾静脉注射

14 d 后,解剖取肺,HE 染色观察肺转移情况。
1. 2. 3　 皮下肿瘤手术切除肺转移模型构建

将对数生长期的 LLC 细胞消化离心,用 PBS 重

悬细胞,制成 3 × 106 / mL 的细胞悬液,皮下注射

C57BL / 6 和 EMCNecko 小鼠每只 100 μL,皮下注射

21 d后,手术切除皮下肿瘤,在肿瘤切除后 14、21 d
解剖取肺观察肺转移情况。

1. 2. 4　 HE 染色

将福尔马林固定的组织石蜡包埋后,组织切片

4 μm 厚度。 60℃烘箱 2 h 后进行切片的常规脱蜡,
二甲苯Ⅰ 20 min,二甲苯Ⅱ 10 min,无水乙醇 30 s,
95%乙醇 30 s,75%乙醇 30 s,蒸馏水 5 min,苏木素

染色 4 min,0. 5%盐酸酒精分化 9 s,流水冲洗 15
min,75%乙醇10 s,85%乙醇 10 s,伊红染色 10 s,后
续脱水 95%乙醇 10 s,无水乙醇 10 s,二甲苯Ⅰ 10
s,二甲苯Ⅱ 10 s,封片剂封片后观察。
1. 2. 5　 Western Blot

将小鼠麻醉后解剖,心脏灌注后取肺,使用

RIPA 裂解液冰上裂解 30 min,12 000 rpm 离心 30
min,取上清后加入 5 × loading buffer,金属浴中

100℃ 10 min。 通过 SDS-PAGE 将蛋白分离, 250
mA 90 min 电泳将蛋白转至 PVDF 膜,5 %脱脂奶粉

封闭后,一抗孵育过夜。 TBST 清洗后,二抗室温

1 h,在成像系统进行扫描分析。
1. 3　 统计学分析

肿瘤转移面积通过 Image J 测量,肿瘤体积的数

据通过 Graphpad Prime 8 软件进行分析。 实验数据

均采用平均值 ± 标准差( x- ± s)表示,使用 t 检验进

行分析比较。 P < 0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 EMCNecko小鼠表型分析

C57BL / 6 遗传背景的内皮细胞 EMCN 基因敲

除小鼠与野生型 C57BL / 6 鼠外观形态,繁殖能力无

显著性差异。 通过 HE 切片染色显示,与 C57BL / 6
小鼠比,EMCNecko小鼠主要脏器未见异常(见图 1)。
2. 2　 内皮细胞 EMCN 敲除小鼠基因和蛋白鉴定

对 C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠鼠尾基因组 DNA
扩增产物鉴定结果。 如图 2 所示:A 图中 1 号为野

生型对照,未见条带。 2,3,5 号样品条带在 1800
bp 位置左右,为 Tek-creERT2 阳性小鼠,4 号样品

未见条带,为 Tek-creERT2 阴性小鼠。 B 图中 1 号

样品条带大小在 180 bp 左右,为野生型小鼠。 对

于 EMCN flox / flox小鼠鉴定,2 号和 4 样品条带在 220
bp 位置左右,为 EMCN flox / flox纯合小鼠,3 号样品条

带 在 180 bp 和 220 bp 位 置 左 右, 为 杂 合

EMCN flox / flox 小鼠。 Western Blot 检测 C57BL / 6 和

EMCNecko小鼠肺组织中 EMCN 的表达情况,结果显

示 EMCNecko小鼠肺中 EMCN 被敲除(P < 0. 001)
(见图 3)。
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注:C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠相比无显著差异。

图 1　 C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠主要脏器 HE 染色

Note. There was no significant difference between C57BL / 6 and EMCNecko mice.

Figure 1　 HE staining of main organs of C57BL / 6 and EMCNecko mice

注:A:1:野生型小鼠,2、3、5:Tek-creERT2 阳性小鼠,4:Tek-creERT2 阴性小鼠;B:1:野生型小鼠,2、4:EMCNflox / flox

纯合小鼠,3:EMCNflox / flox杂合小鼠。

图 2　 部分小鼠 PCR 基因型鉴定结果

Note. A. 1. Wild type. 2, 3, 5. Tek-creERT2 positive mice. 4. Tek-creERT2 negative mice. B. 1. Wild type. 2, 4.

EMCNecko homozygous mice. 3. EMCNecko Heterozygote mice.

Figure 2　 Results of genotype identification of some mice by PCR

注:C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠肺组织中 EMCN 的表达水平。

图 3　 Western Blot 检测结果

Note. The expression of EMCN in lung tissue of C57BL / 6 and EMCNeckomice.

Figure 3　 Western Blot results
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2. 3　 C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠尾静脉肺转移情

况对比分析

C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠每组各 5 只,尾静脉

注射 LLC 细胞 14 d 后,解剖取肺,然而检测肺转移

情况,C57BL / 6 和 EMCNecko 小鼠均发生肺转移,与
C57BL / 6小鼠比,EMCNecko 组小鼠肺转移结节数目

显著增多,具有统计学意义(P < 0. 01),表明,内皮

细胞 EMCN 的敲除显著地促进了肺转移的发生。

注:A:C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠中肿瘤转移的肺;B:转移灶的数量;与 WT 组相比,∗∗P < 0. 01。

图 4　 肺转移检测

Note. A. Lung metastasis in C57BL / 6 and EMCNecko mice. B. The number of metastases foci. Compared with WT group, ∗∗P < 0. 01.

Figure 4　 Lung metastasis detection

2. 4　 C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠皮下肿瘤手术后

切除肺转移情况对比分析

为了更好的模拟临床肿瘤患者术后复发,我们构

建了皮下肿瘤手术后切除肺转移小鼠模型,该模型可

以模拟肿瘤细胞从原发灶脱离,突破基质穿入血管的

过程,比传统的尾静脉注射肿瘤细胞直接进入血液循

环系统更能模拟肿瘤转移的整个过程[9]。 结果显示:
C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠在手术后 3 周均可发生肺转

移,而 EMCNecko小鼠比 C57BL / 6 小鼠更容易发生肺转

移(P < 0. 05,P < 0. 01),EMCNecko小鼠作为一种快速肺

转移模型优于 C57BL / 6 小鼠,为肿瘤肺转移动物模型

各项研究提供快速发生肺转移的小鼠模型(见图 5)。

注:A:C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠皮下肿瘤切除后肺转移模型建立方案;B:C57BL / 6 和 EMCNecko小鼠中不同时间的肺转移;C:肺组织 HE 染

色;D:肺转移面积分析;与 WT 组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

图 5　 肺转移检测

Note. A. Establishment of lung metastasis model after subcutaneous tumor resection in C57BL / 6 and EMCNecko mice. B. Lung metastasis at different times in

C57BL / 6 and EMCNecko mice. C. Lung tissue HE staining. D. The analysis of lung metastasis area. Compared with WT group, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01.

Figure 5　 Lung metastasis detection
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3　 讨论

开发新的有效药物以阻断肿瘤转移的研究离

不开有效的动物模型[10]。 然而建立快速肺转移动

物模型用于肿瘤转移研究至关重要[11]。 以往的肿

瘤肺转移模型是通过尾静脉注射肿瘤细胞直接进

入血液循环系统,然而缺少了肿瘤细胞从原发灶进

入血液的过程,因此无法模拟人类肿瘤转移的过

程,在本研究中,我们通过手术切除原发肿瘤,观察

肺转移情况,构建了一种更好的模拟临床肿瘤患者

术后复发的肺转移小鼠模型。
粘蛋白属于构成粘液主要结构成分的糖蛋白

家族[12]。 EMCN 属于糖蛋白家族成员之一,是一种

膜结合糖蛋白,由毛细血管后小静脉内皮细胞内腔

表达[7]。 毛细血管后小静脉是炎症期间白细胞募

集的主要场所,EMCN 在维持正常的生理状态发挥

了重要作用[13]。 本实验采用 Cre-Loxp 系统构建了

内皮细胞条件性敲除小鼠模型,取鼠尾组织基因组

DNA、PCR 扩增和凝胶电泳等鉴定出 EMCN 敲除鼠

的基因型,通过 Western Blot 法检测不同脏器中

EMCN 的表达水平,结果显示内皮细胞条件性敲除

EMCN 基因小鼠模型构建成功。 HE 染色结果显示,
C57BL / 6 和 EMCNecko 小鼠肺能够观察到细胞肿瘤

转移的结节存在,这表明构建的手术后切除模型发

生肺 转 移, 建 模 成 功。 与 C57BL / 6 小 鼠 相 比,
EMCNecko小鼠肺转移结节数显著增加,表明内皮细

胞 EMCN 的敲除显著的促进了肿瘤的肺转移。
综上,与正常 C57BL / 6 小鼠比,在肿瘤肺转移

的形成能力上,EMCNecko小鼠具有明显优势,我们分

析推断内皮细胞 EMCN 基因缺失引起的肺部的改

变是易于形成肺转移的重要原因,在应用方面,预
期可将 EMCN 敲除小鼠肺转移动物模型应用于各

项分子机制探索及药物研发中,该方法模型构建周

期短,成功率高,节约成本,更能符合临床肿瘤患者

的术后复发,可用于肿瘤肺转移和复发的防治研究。
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莲心碱通过抑制 NF-κB 激活 Nrf2 / HO-1 通路发挥
抗炎抗氧化作用

张锐虎1,2#,姚茹1,2#,史泽雅1,2,郭民1,2,霍怡彤1,2,侯佳楠1,2,陈朝阳1,2∗

(1. 山西医科大学实验动物中心,太原　 030001;2. 山西省实验动物与人类疾病动物模型重点实验室,太原　 030001)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨莲心碱(liensinine,lie)在脂多糖(lipid polysaccharides,lPS)诱导的 RAW264. 7 细胞炎症

模型中的抗炎抗氧化作用机制。 方法　 将细胞分为对照组(Control group),LPS 组(LPS group),莲心碱(0. 5、1、2
μmol / L)组。 采用 CCK-8 法筛选莲心碱的无细胞毒性浓度,Griess 法检测一氧化氮(NO)的浓度,酶联免疫法

(ELISA)检测前列腺素 2(PGE2)的浓度以及促炎因子(TNF-α、IL-6 和 IL-1β)的含量、实时荧光定量 PCR(qRT-
PCR)检测 COX-2 和 iNOS mRNA 的表达,DCFH-DA 探针检测细胞中活性氧(ROS)含量,试剂盒检测细胞中超氧化

物歧化酶(SOD)的活性以及谷胱甘肽(GSH)和丙二醛(MDA)的含量,蛋白质免疫印迹法(Western Blot)检测 NF-
κB、MAPK 和 Nrf2 / HO-1 通路中关键蛋白的表达情况。 结果　 0 ~ 4 μmol / L 莲心碱对细胞活力无影响,与 LPS 组

相比,莲心碱组(0. 5、1、2 μmol / L)细胞中的促炎因子含量下降(P < 0. 05),NO 和 PGE2 浓度下降(P < 0. 05),
COX-2 和 iNOS mRNA 表达降低(P < 0. 05),NF-κB 和 MAPK 通路被抑制(P < 0. 05),且具有剂量依赖性,莲心碱

处理后 ROS 和 MDA 的含量显著低于 LPS 组(P < 0. 01),SOD 的活性和 GSH 的含量显著高于 LPS 组(P < 0. 01),
Nrf2 / HO-1 通路活性也较于 LPS 组显著增加(P < 0. 05)。 结论 　 莲心碱通过抑制 NF-κB 和 MAPK 通路与激活

Nrf2 / HO-1 通路发挥抗炎抗氧化作用。
【关键词】 　 莲心碱;脂多糖;RAW264. 7 巨噬细胞;炎症;氧化应激
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Liensinine exerts anti-inflammatory and antioxidant effects by inhibiting
nuclear factor-κB and activating the nuclear factor-erythroid factor

2-related factor 2 / heme oxygenase-1 pathway
ZHANG Ruihu1,2#, YAO Ru1,2#, SHI Zeya1,2, GUO Min1,2, HUO Yitong1,2, HOU Jianan1,2, CHEN Zhaoyang1,2∗

(1. Laboratory Animal Center of Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, China. 2. Shanxi Key Laboratory of Experimental
Animal Science and Animal Model of Human Disease, Taiyuan 030001)

Corresponding author: CHEN Zhaoyang. E-mail:ccytycn@ 163.com

【Abstract】　 Objective 　 To investigate the anti-inflammatory and antioxidant effects of liensinine ( LIE) derived
from lotus on a lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264. 7 macrophage inflammatory model, and to study the molecular
mechanisms responsible for these effects in relation to the nuclear factor ( NF-κB), mitogen-activated protein kinase
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(MAPK), and nuclear factor-erythroid factor 2-related factor 2 ( Nrf2) / heme oxygenase (HO)-1 pathways. Methods
RAW264. 7 macrophages were divided into Control group, LPS group and LIE (0. 5, 1, 2 μmol / L) groups. Cells were
subjected to Cell Counting Kit 8 screening of non-cytotoxic concentrations of LIE, nitric oxide (NO) was detected by the
Griess method, prostaglandin 2 (PGE2) and pro-inflammatory factors (TNF-α,IL-6 and IL-1β) were detected by enzyme-
linked immunoassay, cyclooxygenase-2 ( COX-2) and inducible nitric oxide ( iNOS) synthase gene expression were
detected by real-time polymerase chain reaction, and reactive oxygen species (ROS) were detected by dichloro-dihydro-
fluorescein diacetate assay ( which detects superoxide dismutase ( SOD ) activity and glutathione ( GSH ) and
malondialdehyde (MDA) contents), and NF-κB, MAPK, and Nrf2 / HO-1 pathway protein expression were detected by
Western Blot. Results　 LIE 0 ~ 4 μmol / L had no effect on cell viability. Levels of pro-inflammatory factors levels were
significantly lower in the LIE (0. 5, 1, 2 μmol / L) group compared with the LPS group, NO and PGE2 concentrations and
COX-2 and iNOS mRNA expression levels were all decreased, and NF-κB and MAPK pathways were inhibited ( P <
0. 05) in dose-dependent manners. The ROS and MDA contents were also significantly lower and SOD activity and GSH
were significantly higher compared with the LPS group (P < 0. 01), and the activity of the Nrf2 / HO-1 pathway was also
significantly higher than that of the LPS group (P < 0. 05). Conclusions　 LIE exerts anti-inflammatory and antioxidant
effects by inhibiting the NF-κB and MAPK pathways and activating the Nrf2 / HO-1 pathway.

【Keywords】　 liensinine; lipopolysaccharide; RAW264. 7 macrophages; inflammation; oxidative stress
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 氧化应激与炎症是造成许多疾病发生的重要

原因,如急性肺损伤等[1]。 因此,寻找同时具有抗

炎与抗氧化作用的药物将对此类疾病的治疗具有

积极作用。 RAW264. 7 细胞是小鼠巨噬细胞,巨噬

细胞在一些炎性组织损伤中起关键作用,是一种主

要的免疫效应细胞[2]。 LPS 是革兰氏阴性菌外膜的

主要成分,会通过抑制 Nrf2 / HO-1 通路与激活 NF-
κB、MAPK 通路刺激巨噬细胞 ROS 含量的增加和炎

症介质的生成[3]。 近年来,许多传统药物的活性成

分被提取用于疾病的研究[4],其中莲心碱是一种二

苄基四氢异喹啉类生物碱,从莲子中分离得到,具
有抗高血压、抗心律失常、血管平滑肌等生物活

性[5]。 已报道莲心碱对叔丁基过氧化氢诱导的人

肝细胞 HepG2 细胞系氧化应激具有细胞保护作

用[6],还可抑制大鼠灌注后炎性因子 TNF-α 和 IL-1
的表达[7],但并未报道其抗氧化抗炎作用靶点,前
期我们也在动物水平证明了莲心碱通过抗氧化与

抗炎作用对急性肺损伤具有显著预防效果[8]。 因

此,本研究我们将在细胞水平对莲心碱抗炎抗氧化

作用及分子机制进行研究。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 细胞

RAW264. 7 细胞购于上海细胞库。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

莲心碱(HPLC ≥ 98%)(北京中科质检生物有

限公司,批号:2586-96-1,中国);脂多糖( Sigma 公

司,美国);TNF-α、IL-1β、IL-6 ELISA 试剂盒(北京

四正柏生物科技有限公司,中国);CCK-8、NO、PGE2
试剂盒 (碧云天生物技术有限公司);ROS、GSH、
MDA、SOD 试剂盒(南京建成生物工程研究所,中
国);PrimeScriptTMRTMasterMix、SYBR PremixEX Taq
Ⅱ(TaKaRa 公司,日本);一抗、二抗(CST 公司,美
国);β-actin、COX-2、iNOS 引物由上海生工合成;化
学发光成像仪 (G-Box Chemixx9,Syngene 公司,英
国);流式细胞仪(FACS-Calibur,BD 公司,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养

RAW264. 7 细胞用完全培养基培养 ( 89% 的

DMEM 培养基、10%胎牛血清和 1%的 100 IU / mL 青

霉素-链霉素)培养在培养箱中(37℃和 5% CO2)。
1. 2. 2　 CCK-8 毒性检测

将 RAW264. 7 细胞接种到 96 孔板(5 × 104 个

细胞 /孔)中,培养 24 h 后,加入 100 μL 不同浓度

(0、0. 25、0. 5、1、2、4、8 和 16 μmol / L) 的莲心碱。
24 h后,倒掉培养基,每孔加入 10 μL 的 CCK-8 和

100 μL 含莲心碱的培养液,孵育 4 h 后在酶标仪

450 nm 下检测吸光度。
1. 2. 3　 细胞炎症相关指标的测定

RAW264. 7 细胞被接种到 24 孔板(1 × 105 个

细胞 /孔)中,培养 24 h 后,加入 100 μL 不同浓度的

莲心碱(0. 5、1、2 μmol / L)2 h,用 LPS(2 μg / mL)刺
激 24 h。 将细胞培养液离心(2000 rpm,10 min)后
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吸取上清至新的离心管,在各孔细胞中均加入 50
μL Griess Reagent Ⅰ、Griess Reagent Ⅱ后轻轻振荡,
于 540 nm 下检测,以测定 NO 浓度。 按 ELISA 试剂

盒说明书检测上清液中 PGE2、TNF-α、IL-6 和 IL-1β
的含量。
1. 2. 4　 qRT-PCR

RAW264. 7 细胞被接种在 6 孔板(2 × 105 个细

胞 /孔),培养 24 h,随后用不同浓度的莲心碱(0. 5、
1、2 μmol / L)处理细胞 2 h,用 2 μg / mL LPS 刺激细

胞 12 h。 采用 TRIzol 试剂裂解细胞提取总 RNA 后

进行浓度测定,反转录为 cDNA,进行 qRT-PCR 检

测,结果以 2-ΔΔct相对表达量表示。 引物为:COX-2:
F: 5′-CTGGAACATGGACTCACTCAGTTTG-3′, R: 5′-
AGGCCTTTGCCACTGCTTGTA-3′;iNOS:F:5′-CAAGC
ACATTTGGGAATGGAGA-3′,R: 5′-CAGAACTGAGGG
TACATGCTGGAG-3′; β-actin: F: 5′-CAAGCACATT
TGGGAATGGAGA-3′, R: 5′-CAGAACTGAGGGTACAT
GCTGGAG-3′。
1. 2. 5　 细胞氧化应激相关指标的测定

RAW264. 7 细胞被接种在 6 孔板(2 × 105 个细

胞 /孔),培养 24 h,随后用不同浓度的莲心碱(0. 5、
1、2 μmol / L)处理细胞 2 h,用 2 μg / mL LPS 刺激细

胞 1 h。 孵育 30 min(10 μmol / L DCFH-DA,37℃),
收集细胞悬液离心(1000 r / min,10 min),倒掉上清

加 200 μL Binding Buffer 用流式进行检测,结果以平

均荧光强度值表示,代表 ROS 含量。
RAW264. 7 细胞被接种到 6 孔板(2 × 106 个细

胞 /孔),培养 24 h 后,加入 100 μL 不同浓度的莲心

碱(0. 5、1、2 μmol / L)2 h,用 2 μg / mL LPS 刺激 12
h,倒掉上清,收集细胞后根据相应试剂盒说明书测

定 MDA、SOD 和 GSH 的含量。
1. 2. 6　 Western Blot

将 3 × 106 细胞接种于 T25 细胞培养瓶,培养

12 h,随后用 0. 5、1、2 μmol / L 的莲心碱干预细胞

6 h,2 μg / mL LPS 诱导细胞 1 h。 PBS 清洗两次细

胞,加入 1 mL 裂解液冰上裂解 30 min,吸至离心管

中离心(12 000 rpm,10 min,4℃),吸取上清测蛋白

浓度,加入 Loading Buffer 后煮沸 5 min。 进行凝胶

电泳,转膜,封闭,一抗孵育过夜,二抗孵育,曝光,
用 Image J 进行条带分析。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 19. 0 进行统计学分析,结果以平均

值 ± 标准差( x- ± s)表示,两组比较采用 LSD-t 检

验,P < 0. 05 与 P < 0. 01 被认为差异具有显著性以

及差异极具显著性。

2　 结果

2. 1　 莲心碱对 LPS 刺激的 RAW264. 7 细胞具有

抗炎作用

当用 0 ~ 4 μmol / L 莲心碱处理时,细胞存活率

没有降低,我们在随后的实验中使用了无毒浓度

(0. 5、1 和 2 μmol / L)莲心碱。
如图 1 所示,与对照组相比,LPS 组 NO(表示为

亚硝酸盐)、PGE2 和促炎性细胞因子(TNF-α、IL-6
和 IL-1)的含量显著增加(P < 0. 01),与 LPS 组相

比,莲心碱组显著抑制了这些促炎介质的生成(P <
0. 01),且与莲心碱剂量呈依赖性。
2. 2　 莲心碱抑制了 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞

中 COX-2、 iNOS mRNA 表达和 NF-κB、 MAPK
通路

qRT-PCR 结果如图 2A,2B 所示,与对照组相

比,LPS 组 COX-2 与 iNOS mRNA 表达量显著升高

(P < 0. 01),莲心碱处理后,与 LPS 组相比,显著降

低了 COX-2 与 iNOS 的 mRNA 表达量(P < 0. 01)。
Western Blot 检测结果如图 2C,2D,2E,2F 所

示,与对照组相比,LPS 组 IκBα 显著发生降解和磷

酸化,NF-κB p65、p38、ERK1 / 2、JNK1 / 2 显著发生磷

酸化(P < 0. 05);与 LPS 组相比,莲心碱组显著抑

制了 IκBα 的降解和磷酸化以及 NF-κB p65、p38、
ERK1 / 2 和 JNK1 / 2 的磷酸化(P < 0. 05),这些结果

表明莲心碱可以抑制 NF-κB 和 MAPK 通路。
2. 3　 莲心碱对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞的抗

氧化作用

如图 3 所示,通过对平均荧光值分析表明,与
对照组相比,LPS 组的 ROS 生成增加,但使用莲心

碱进行处理后,ROS 生成显著减少(P<0. 01),LPS
组 MDA 含量显著增加,GSH 含量和 SOD 活性显

著降低(P<0. 01),莲心碱进行处理后,MDA 含量

显著减少,SOD 活性和 GSH 含量显著增加( P <
0. 01)。
2. 4　 莲心碱激活了 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞

中 Nrf2 / HO-1通路

如图 4 所示,与 LPS 组相比,莲心碱组 Keap1
表达显著降低,并以剂量依赖的方式促进 Nrf2 和

HO-1 表达(P<0. 05)。 这些结果表明,莲心碱有效

地激活了 Nrf2 / HO-1 通路。
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注:与对照组相比,#P < 0. 05,##P < 0. 01;与 LPS 组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。 (下图同)

图 1　 莲心碱对 LPS 诱导的 RAW264. 7 巨噬细胞的 NO、PGE2、TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量的影响

Note. Compared with the control group, #P < 0. 05,##P < 0. 01. Compared with the LPS group, ∗P < 0. 05,∗∗P<0. 01. (The
same in the following figures)

Figure 1　 Effects of LIE on the concents of NO, PGE2, TNF-α, IL-6 and IL-1β in LPS-induced RAW264. 7 Macrophages

图 2　 莲心碱对 LPS 诱导的 RAW264. 7 巨噬细胞的 COX-2 和 iNOS 的表达以及 NF-κB 和 MAPKs 通路的影响

Figure 2　 Effects of LIE on iNOS mRNA expression and NF-κB and MAPKs pathway in LPS -induced RAW264.7 Macrophages
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图 3　 莲心碱对 LPS 诱导的 RAW264. 7 巨噬细胞中 ROS、MDA 和 GSH 的含量以及 SOD 活性影响

Figure 3　 Effects of LIE on the concents of ROS, MDA, GSH and SOD activity in LPS-induced RAW264.7 macrophages

图 4　 莲心碱对 LPS 诱导的 RAW264. 7 巨噬细胞中 Nrf2 / HO-1 通路的影响

Figure 4　 Effects of LIE on Nrf2 / HO-1 pathway in LPS-induced RAW364.7 macrophages
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3　 讨论

炎症与氧化应激是互相依赖存在的[9],许多疾

病同时伴随着炎症与氧化应激的发生,如急性肺损

伤,莲心碱已被证实具有抗炎抗氧化作用[8],但分

子机制尚未明确,因此明确其抗炎抗氧化机制对于

此类疾病的治疗具有重要意义。 我们通过 LPS 诱

导 RAW264. 7 细胞不仅验证了莲心碱的抗炎抗氧

化作用而且证明了其抗炎抗氧化作用的机制。
PGE2 和 NO 是两种重要的促炎介质[10];iNOS

向体内传递气体信号并参与 NO 的产生;环氧合酶

COX-2 参与 PGE2 的产生[11]。 我们的研究表明,莲
心碱通过降低 COX-2 和 iNOS 的转录水平,显著降

低了 PGE2 和 NO 的生成。 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 作

为促炎因子可以促进炎症[12]。 我们的研究结果表

明,莲心碱能显著降低 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的释

放,从而证实了莲心碱的抗炎活性。 LPS 通过促进

IκBα 的降解,将重要的抗炎分子靶标 NF-κB 从

IκBα 中分离出来。 许多炎症介质,包括诱导型

iNOS 和 COX-2,将随着 NF-κB 进入细胞核而增加表

达[13-14]。 当 LPS 诱导炎症时,MAPK 信号通路被激

活,P38、ERK 和 JNK 被磷酸化,还调节某些基因的

转录水平,包括 iNOS 和 COX-2[15-16]。 在我们的研

究中,莲心碱阻断了 IκBα 的降解,并抑制了 p65、
p38、ERK 和 JNK 的磷酸化。 因此,莲心碱的抗炎作

用可能是通过抑制 NF-κB 和 MAPK 通路来实现的。
当机体发生氧化应激会产生过量的 ROS,破坏

抗氧化系统,致使细胞发生氧化性损伤[17]。 MDA
可以破坏细胞膜,这是氧化应激的标志,氧化应激

造成的损害可以通过抗氧化酶的活性得到改善,包
括 SOD 和 GSH[18-19]。 实验表明,莲心碱能显著降

低 LPS 诱导的 ROS 和 MDA 的生成。 此外,LPS 诱

导巨噬细胞会降低 GSH 水平和 SOD 活性,莲心碱

可以有效地逆转这一改变。 许多天然植物化合物

可以通过 Nrf2 / HO-1 途径减轻 LPS 诱导的氧化应

激。 当抗氧化分子进入细胞时,Nrf2 从 Keap1 分离

并移位到细胞核,上调 HO-1 的表达,从而发挥抗氧

化作用[20]。 我们的研究表明,用莲心碱处理后显著

增加了 Nrf2 和 HO-1 的核表达,降低了 Keap1 的表

达。 在此,我们证明了莲心碱可能通过激活 Nrf2 /
HO-1 通路来减轻 LPS 引起的氧化应激。

综上所述,莲心碱通过抑制 NF-κB 和 MAPK 信

号通路,从而抑制 iNOS 和 COX-2 的表达和促炎因

子(TNF-α、IL-1β 和 IL-6)的释放,发挥抗炎作用;通
过活化 Nrf2 / HO-1 通路,抑制 ROS、MDA 的生成,增
加 SOD 的活性和 GSH 的含量,发挥抗氧化作用。
本研究对莲心碱抗炎抗氧化作用机制的研究期望

可以为伴有炎症与氧化应激的疾病的治疗提供一

个新的方向。
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复方中药提取物增强免疫力作用及初步机制研究
王涛1,戴明珠2,李延川1,彭逸2,李春启2∗

(1. 无限极(中国)有限公司,广州　 510610; 2. 杭州环特生物科技股份有限公司,杭州　 310051)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过体外细胞和体内斑马鱼实验,快速评价复方中药提取物增强免疫力作用,并进行初步机

制研究。 方法　 在体外实验中利用 RAW 264. 7 小鼠单核巨噬细胞白血病细胞初步评价复方中药提取物的生物活

性;再以酒石酸长春瑞滨诱导建立斑马鱼活体免疫低下模型,分别从斑马鱼巨噬细胞生成和吞噬功能、T 细胞生成

及相关炎症、免疫基因的表达等多个方面,观察复方中药提取物的干预作用。 结果　 体外实验中复方中药提取物

有良好的生物安全性,其在 250 μg / mL 条件下可提高酒石酸长春瑞滨诱导后的 RAW 264. 7 小鼠单核巨噬细胞存

活率。 体内研究表明,复方中药提取物在 222、667、2000 μg / mL 浓度时均可明显改善长春瑞滨诱发的斑马鱼巨噬

细胞数量的减少,同时增强巨噬细胞吞噬能力;222、667 μg / mL 浓度可显著增加 T 细胞荧光强度;222、667、2000
μg / mL 浓度均可明显恢复模型对照组中 rag1、rag2 基因相对表达量被下调的情况,并均可以显著下调模型斑马鱼

TNF-α 基因相对表达量;复方中药提取物 222 μg / mL 可显著上调免疫因子 IL-12 基因表达量,在 2000 μg / mL 时显

著上调 IFN-γ 基因表达量。 结论　 体内、外实验表明复方中药提取物具有明显的增强免疫力作用。
【关键词】 　 斑马鱼;复方中药提取物;巨噬细胞;T 细胞;基因水平

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2022) 02-0198-10

Study of the immunity-enhancing effect and mechanism of Chinese herbal
compound extract

WANG Tao1, DAI Mingzhu2, LI Yanchuan1, PENG Yi2, LI Chunqi2∗

(1. Infinitus (China) Co., Ltd., Guangzhou 510610, China. 2. Hunter Biotechnol Inc., Ltd., Hangzhou 310051)
Corresponding author: LI Chunqi. E-mail:jackli@ zhunter.com

【Abstract】　 Objective　 To quickly evaluate the immune enhancement effect of Chinese herbal compound extract
(CHCe) and study the potential mechanism using in vitro cell and in vivo zebrafish models. Methods 　 In the in vitro
experiments, RAW 264. 7 mouse mononuclear macrophage cells were treated with vinorelbine tartrate, and the protective
effect of CHCe on vinorelbine tartrate-induced toxicity was evaluated. The zebrafish immunocompromised model was
established using vinorelbine tartrate. The number of macrophages and their phagocytic function, the number of T-
lymphocytes, and the expression of inflammation- and immune-related genes in zebrafish were used to observe the effects of
CHCe in the zebrafish immunocompromised model. Results 　 The result showed that CHCe had good biosafety and
increased the survival rate of RAW 264. 7 cells treated with 250 μg / mL vinorelbine tartrate. In vivo studies showed that
222, 667 and 2000 μg / mL CHCe significantly inhibited the reduction of macrophages induced by vinorelbine and enhanced
the phagocytic ability of macrophages. Both 222 and 667 μg / mL CHCe significantly increased the number of T-
lymphocytes, and 222, 667 and 2000 μg / mL CHCe significantly restored the down-regulation of rag1 and rag2 genes in the
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model group, and down-regulated the expression of tumor necrosis factor-α. A dose of 222 μg / mL CHCe up-regulated the
relative expression level of interleukin-12, and 2000 μg / mL CHCe up-regulated the relative expression level of interferon-γ.
Conclusions　 In vivo and in vitro experiments showed that CHCe had a marked immunity enhancement effect.

【Keywords】　 zebrafish; Chinese herbal compound extract(CHCe); macrophages; T-lymphocytes; gene expression
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　 　 免疫力可以保护机体不受侵害,近年来,由于

生态失衡导致的免疫性疾病越来越多,西药不能起

到预防作用,治疗效果不甚明显且存在毒副作用。
而中药及其提取物在中医药基础理论指导下,擅治

未病,最讲究协调和平衡且毒副作用小,所以中药

及其提取物增强免疫力一直是新研究方向。 已有

研究表明,灵芝多糖和生物碱均能明显增强小鼠巨

噬细胞吞噬能力和 T 淋巴细胞转化能力,同时可提

高小鼠外周血中 IFN-γ 的表达水平[1-2]。 五味子多

糖[3-4]、白术多糖及内酯[5] 均具有抗氧化和增强机

体免疫力活性;菟丝子提取物是有效的抗菌剂,抗
氧化剂和抗炎剂[6-7];党参[8] 和茯苓[9] 在多种急性

和慢性炎症的不同实验模型中显示抗炎活性。 然

而大部分研究都是以传统的大小鼠为动物模型进

行评价,具有造模时间长、成本高、通量小等缺点。
斑马鱼(Danio rerio,zebrafish)是一种国际认可

的新型模式生物,其引人注目的优势是胚胎发育的

透明性,基于高通量的检测体系,以及短时-高效-
低 费 筛 选。 随 着 “ 3R ( reduction, replacement,
refinement)原则”的推行与实施,其在药物的靶点鉴

别、疾病的模型开发和毒性评价中应用越来越广

泛[10-13]。 本研究采用体外细胞实验和体内斑马鱼

免疫低下模型探究复方中药提取物对免疫力的影

响,从 RAW 264. 7 小鼠单核巨噬细胞白血病细胞活

性,斑马鱼巨噬细胞数量及其吞噬功能,T 细胞数

量,免疫相关基因水平多方面考察复方中药提取物

的生物安全性与增强免疫作用,对复方中药提取物

增强免疫功能进行验证并提供理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

转基因巨噬细胞绿色荧光(Tg(mpeg1:EGFP))
斑马鱼,转基因 T 细胞红色荧光(Tg( rag2:DsRed))
斑马鱼,均为受精后 2 d (2 days post fertilization,
dpf)已出膜幼鱼,体重每尾约 0. 25 mg,均来源于杭

州环特生物科技股份有限公司。 斑马鱼成鱼以自

然成对的交配方式进行胚胎繁殖,胚胎置于标准稀

释水中 (标准稀释水: 294. 0 mg / L CaCl2·2H2O,
123. 3 mg / L MgSO4·7H2O,63. 0 mg / L NaHCO3 和

5. 5 mg / L KCl)在 28℃ 条件下孵化,电导率 450 ~
550 μS / cm; pH 为 6. 5 ~ 8. 5; 硬 度 为 50 ~
100 mg / L CaCO3。 由杭州环特生物科技股份有限

公司养鱼中心繁殖提供【SYXK(浙)2022-0004】,并
通过国际 AAALAC 认证(001458) [14-15]。 所有操作

经杭州环特生物科技股份有限公司审批(001458)。
实验结束后,使用 0. 25 g / L 三卡因甲基磺酸盐对所

有斑马鱼进行麻醉安乐死,符合美国兽医协会

(American Veterinary Medical Association,AVMA)对
斑马鱼麻醉安乐死的要求[16]。
1. 1. 2　 细胞

RAW 264. 7 小鼠单核巨噬细胞白血病细胞,订
购于中国典型培养物保藏中心,培养条件:(89%
DMEM + 1%双抗 + 10% FBS)完全培养基,37℃,
5% CO2 培养箱培养。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

酒石酸长春瑞滨(上海麦克林生化科技有限公

司,批号:C10946321);盐酸小檗胺(上海源叶生物科

技有限公司,批号:R29J6F1);百令胶囊(杭州中美华

东制药有限公司,批号:180303);二甲基亚砜(DMSO,
Sigma 公司,批号:BCBZ1685);MTT 细胞增殖及细胞

毒性检测试剂盒(南京建成生物工程研究所,货号:
G020- 1 - 1);胎牛血清 ( FBS,Gibico 公司,批号:
2152441P); 双 抗 ( Gibico 公 司, 批 号: 2145455 );
DMEM(Gibico 公司,批号:8120203);RNA 快速提取

试剂盒(上海奕杉生物科技有限公司,货号:RN001);
iTaq Universal SYBR Green Supermix(Bio-rad 公司,货
号:1725124);Fast Quant RT Kit(With gDNase)试剂

盒(天根生化科技(北京)有限公司,货号:KR106);荧
光微球(Sigma 公司,批号:MKCB2036 V)。

多功能酶标仪( SPARK,TECAN,Switzerland);
细胞培养箱(3111,Thermo,USA);紫外-可见分光

光度计(Nanodrop 2000,Thermo,USA);普通 PCR 扩

增仪( T100,Bio-rad,Singapore);荧光定量 PCR 仪

(CFX Connect,Bio-rad,Singapore);低位裙边 96 孔

板(透明) (HSP9601,Bio-rad,USA);6 孔板 ( Nest
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Biotech,China);电动聚焦连续变倍荧光显微镜

(AZ100, Nikon, Japan ); 显 微 注 射 仪 ( IM - 300,
Narishige,Japan);拉针仪(PC-10,Narishige,Japan)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 复方中药提取物的制备

提取液 1:赤灵芝→提取罐中提取→过筛(80
目);提取液 2:菟丝子、茯苓、五味子、党参、白术→
提取罐中提取→过筛(80 目)。 将提取液进行浓缩,
浓缩过程中温度不可以超过 95℃,真空度-0. 03 ~
-0. 08 Mpa,浓缩至固形物含量在产品标准范围内

进行出料。
1. 2. 2　 RAW 264. 7 细胞培养及复方中药提取物

处理

取生长状态良好的 RAW 264. 7 小鼠单核巨噬

细胞白血病细胞,2000 个 /孔分别接种于 96 孔细胞

板使细胞贴壁完全。 弃去旧培养基:(1)每孔依次

加入复方中药提取物 62. 5、125、250、500 及 1000
μg / mL 浓度的培养基,加入体积均为 100 μL,24 h
后弃去旧的培养基,避光条件下每孔加入 100 μL 含

0. 5 mg / mL MTT 的培养基,继续孵育 4 h,弃去上

清,每孔加入 150 μL DMSO,摇床振荡 5 min,用酶标

仪在 490 nm 波长下测定各孔吸光度(OD)值,确定

复方中药提取物最佳处理浓度。 (2)除正常对照孔

及溶剂对照孔(0. 1% DMSO)外,其余每孔均加入酒

石酸长春瑞滨 12. 5 μg / mL 浓度的培养基后,再依

次加入复方中药提取物 27. 8、83. 3、250 μg / mL 浓

度以及阳性对照组盐酸小檗胺 25 μg / mL 浓度的培

养基。 孵育 24 h 后弃去旧的培养基,避光条件下每

孔加入 100 μL 含 0. 5 mg / mL MTT 的培养基,继续

孵育 4 h 弃去上清,每孔加入 150 μL DMSO,摇床振

荡 5 min,用酶标仪在 490 nm 波长下测定各孔 OD
值,评价复方中药提取物对 RAW 264. 7 细胞存活率

的影响。
1. 2. 3　 复方中药提取物安全性考察

选取受精后 2 d(2 days post fertilization,dpf)Tg
(mpeg1:EGFP)转基因斑马鱼于 6 孔板中,每孔(实
验组)均处理 30 尾斑马鱼,容量为 3 mL。 设置加药

组:复方中药提取物 62. 5、125、250、500、1000、2000
μg / mL;同时设置正常对照组(养鱼用水处理的斑马

鱼)。 加盖置于 28℃培养箱中孵育,每隔24 h统计

并及时移除死亡斑马鱼,记录孵育至 6 dpf 时斑马鱼

各脏器毒性表型与死亡情况,确定复方中药提取物

对正常斑马鱼的最大检测浓度(maximum tolerated

concentration,MTC)。
1. 2. 4　 复方中药提取物对斑马鱼巨噬细胞生成的

影响

取 2 dpf Tg(mpeg1:EGFP)转基因斑马鱼于 6
孔板中,设置加药组:复方中药提取物 222、667、
2000 μg / mL;同时设置对照组:阳性对照盐酸小檗

胺 5. 33 μg / mL,正常对照组及模型对照组。 除正常

对照组外,其余各组均水溶给予酒石酸长春瑞滨

400 μg / mL,建立斑马鱼巨噬细胞减少症模型。 各

组加盖置于 28℃培养箱中孵育至 3 dpf 时,在荧光

显微镜下观察斑马鱼尾部静脉血管中巨噬细胞荧

光强度 ( S1),并拍照。 使用尼康 NIS-Elements D
3. 20 高级图像处理软件采集数据。
1. 2. 5　 复方中药提取物对斑马鱼巨噬细胞吞噬功

能的影响

选取 2 dpf Tg(mpeg1:EGFP)转基因斑马鱼,均
静脉注射红色荧光微球(直接用生理盐水稀释为

2%溶液,每尾 10 nL)作为异物以建立斑马鱼巨噬细

胞吞噬功能模型。 将模型斑马鱼分配于 6 孔板中,
30 尾 / (孔·3 mL 体系),设置加药组:复方中药提

取物 222、667、2000 μg / mL;同时设置对照组:阳性

药百令胶囊 15. 0 μg / mL 和模型对照组。 加盖置于

28℃培养箱中孵育至 6 dpf 时,在荧光显微镜下观察

斑马鱼体内(全身)荧光微球残留的数目(N),并拍

照。 使用 Image J 高级图像处理软件采集数据。
1. 2. 6　 复方中药提取物对斑马鱼 T 细胞的影响及

初步机制研究

选取 2 dpf Tg(rag2:DsRed)转基因斑马鱼于 6 孔

板中,设置加药组:复方中药提取物 222、667、2000
μg / mL;同时设置对照组:阳性对照百令胶囊 60. 0
μg / mL,正常对照组及模型对照组。 除正常对照组

外,其余实验组均水溶给予酒石酸长春瑞滨 200 μg /
mL,建立斑马鱼 T 细胞减少症模型。 各组加盖置于

28℃培养箱中孵育至 5 dpf 时,(1)对 T 细胞生成的影

响:在荧光显微镜下观察斑马鱼 T 细胞荧光强度

(S2),并拍照,使用尼康 NIS-Elements D 3. 20 高级图

像处理软件采集数据;(2)机制研究:收集斑马鱼样

本,采用经典的 TRIzol 法提取各浓度组斑马鱼总

RNA,以 β-actin 作为基因表达的内参,通过 q-PCR 法

检测目的基因肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-
α,TNF-α)、重组激活型基因-1(rag1)、重组激活型基

因-2(rag2)、白细胞介素-12(interleukin-12,IL-12)和
γ-干扰素(interferon-γ,IFN-γ)的转录水平,进行复方
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中药提取物增强免疫力初步机制研究。 引物序列:β-
actin-FOR:5’-TCGA GCAGGAGATGGGAACC-3’, β-
actin-REV: 5 ’-CTCGTGGA TACCGCAAGATTC-3 ’;
TNF-α-FOR: 5 ’-AGGAGAGTTGCCTTTACCGC-3 ’,
TNF-α-REV: 5 ’-AATGGATGGCAGCCTTGGAA-3 ’;
rag1-FOR:5’-GGAAGGACTGAGAGAGAGGGCGC-3’,
rag1-REV: 5 ’-AGGACCAGATCCGTGCTTCTCG-3 ’;
rag2-FOR: 5’-TGGAAGCCCTGTCCTTACCT-3’, rag2-
REV: 5 ’-GACTCCCACATCATCCAGGC-3 ’; IL-12-
FOR: 5 ’-AACTCCTA CAAGCCCAGCAC-3 ’, IL-12-
REV: 5 ’-ACACTCGGTCGTCAAACGAA-3 ’; IFN-γ-
FOR: 5 ’-GCCTGGGGAGTATGTTTG CT-3 ’, IFN-γ-
REV:5’-CAGGAAGATGGGGTGTGCAT-3’。 基因相

对表达量计算公式: RNA 相对表达量 = 2-△△Ct;

ΔΔC(t) = ΔC (t)实验组 - ΔC(t)模型对照组;ΔC(t) = C
(t)目的基因 - C (t) β-actin

1. 3　 统计学分析

采用 GraphPad Prim 5. 0 软件进行统计学分析,

数据处理结果用平均值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示;多组

间采用方差分析和 Dunnett’s t 检验,两独立样本用

TTEST 检验,以 P < 0. 05 作为显著性差异判定

标准。

2　 结果

2. 1　 复方中药提取物对 RAW 264. 7 细胞存活率

的影响

当复方中药提取物浓度为 62. 5 ~ 250 μg / mL
时,RAW 264. 7 细胞存活率均 > 90. 0%;当复方中药

提取物浓度为 500 μg / mL 时,RAW 264. 7 细胞存活

率下降为 84. 0%。 故确定复方中药提取物对 RAW
264. 7 细胞最大安全浓度为 250 μg / mL(见表 1)。

由表 2 可知,酒石酸长春瑞宾可导致 RAW 264. 7
细胞存活率显著下降;同时复方中药提取物 3 倍浓度

梯度干预后,细胞存活率呈剂量依赖性升高,复方中

药提取物 250 μg / mL 可显著提高 RAW 264. 7 细胞存

活率(P < 0. 01)。

表 1　 复方中药提取物对 RAW 264. 7 细胞安全浓度评价实验结果(n= 4, 􀭰x ± s)
Table 1　 Experimental results of evaluating the safe concentration of CHCe on RAW264. 7 cells(n= 4, 􀭰x ± s)
组别 Groups 浓度(μg / mL)Concentrations(μg / mL) 细胞存活率(%)Cell survival rate(%)

正常对照组
Control group

- 100. 0 ± 3. 8

复方中药提取物
CHCe

63 92. 2 ± 8. 0
125 95. 2 ± 5. 5
250 91. 3 ± 3. 0
500 84. 0 ± 4. 2
1000 85. 1 ± 5. 6

表 2　 复方中药提取物对 RAW264. 7 细胞存活率的影响评价实验结果(n= 4, 􀭰x ± s)
Table 2　 Experimental results of CHCe on the survival rate of RAW264. 7 cells(n= 4, 􀭰x ± s)

组别
Groups

浓度(μg / mL)
Concentrations(μg / mL)

OD 值
OD value

细胞存活率(%)
Cell survival rate(%)

正常对照组
Control group

- 1. 9 ± 0. 3 100. 0

溶剂对照组
Solvent control group 0. 1% DMSO 2. 0 ± 0. 0∗∗∗ 100. 9

模型对照组
Model control group

- 0. 5 ± 0. 0 27. 9

盐酸小檗胺
Berbamine hydrochloride 25 0. 9 ± 0. 1∗ 48. 0

复方中药提取物
CHCe

28 0. 6 ± 0. 0 31. 1
83 0. 7 ± 0. 0 34. 1
250 0. 8 ± 0. 1∗∗ 41. 3

注:与模型对照组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001。 (下表同)
Note. Compared with the model control group, ∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001. (The same in the following tables)

2. 2　 复方中药提取物对斑马鱼的 MTC
在实验终点,复方中药提取物 62. 5 ~ 2000

μg / mL 浓度组斑马鱼均未见明显异常,各脏器和

行为状态与正常斑马鱼相似(见图 1) 。 提示复

方中 药 提 取 物 对 正 常 斑 马 鱼 的 MTC 为 2000
μg / mL。
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图 1　 复方中药提取物浓度摸索实验结果图片展示

Figure 1　 Picture display of the experimental results of the concentration of CHCe

2. 3　 复方中药提取物对斑马鱼巨噬细胞生成的影响

由统计结果可知(图 2,表 3),酒石酸长春瑞宾

可导致斑马鱼免疫力低下,表现为与正常对照组比

较,酒石酸长春瑞宾组斑马鱼中巨噬细胞荧光强度

显著降低;复方中药提取物低、中、高 3 倍浓度梯度

干预后,巨噬细胞荧光强度均显著升高,巨噬细胞

减少的改善功效分别为 18%(P< 0. 05)、21%(P <
0. 01)和 22%(P < 0. 01)。

注:绿色荧光颗粒为巨噬细胞,黄色虚线框内为分析区域(泄殖孔至尾部末端静脉血管)。

图 2　 复方中药提取物处理后斑马鱼尾部静脉血管巨噬细胞荧光强度典型图

Note. The green fluorescent particles are macrophages, and the yellow dotted frame is the analysis area (Veins from cloaca to tail end) .

Figure 2　 Typical graph of fluorescence intensity of macrophages after CHCe treatment
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表 3　 复方中药提取物对巨噬细胞减少改善功效评价实验结果(n= 4, 􀭰x ± s)
Table 3　 Experimental results of the effect of CHCe on macrophages(n= 4, 􀭰x ± s)

组别
Groups

浓度(μg / mL)
Concentrations(μg / mL)

巨噬细胞荧光强度(像素)
Fluorescence intensity of
macrophagespixel(pixel)

巨噬细胞减少改善功效(%)
Improved efficacy of macrophage

reduction(%)

正常对照组
Control group

- 42 681 ± 1279∗∗ -

模型对照组
Model control group

- 38 104 ± 849 -

盐酸小檗胺
Berbamine hydrochloride 5 51 059 ± 1095∗∗∗ 34

复方中药提取物
CHCe

222 44 898 ± 2189∗ 18
667 46 015 ± 1369∗∗ 21
2000 46 385 ± 1277∗∗ 22

2. 4　 复方中药提取物对斑马鱼巨噬细胞吞噬功能

的影响

由统计结果可知(图 3,表 4) ,与模型对照组

比较,复方中药提取物低、中、高 3 个浓度组均可

明显减少斑马鱼体内荧光微球残留数目 ( P <
0. 05) ,表明复方中药提取物具有促巨噬细胞吞

噬功能作用。
2. 5　 复方中药提取物对斑马鱼 T 细胞生成的影响

由统计结果可知(表 5,图 4),与正常对照组比

较,模型对照组 T 细胞荧光强度极显著降低,表明

酒石酸长春瑞宾可诱导斑马鱼免疫抑制。 与模型

对照组比较,复方中药提取物中浓度 T 细胞荧光强

度显著升高(P < 0. 01);但高浓度对 T 细胞荧光强

度无升高作用且呈现降低的作用趋势。
2. 6　 复方中药提取物对斑马鱼 T 细胞的影响及初

步机制研究

2. 6. 1　 RNA 浓度及纯度

在实验终点,提取斑马鱼总 RNA,用超微量分

光光度计测定 RNA 浓度及纯度 ( A260 / A280 比

值),结果表明 A260 / A280 比值均在 1. 88 ~ 2. 03
之间,表明提取得到斑马鱼总 RNA 质量较好,可用

于后续 q-PCR 实验(见表 6)。

注:红色荧光颗粒为荧光微球。

图 3　 复方中药提取物处理后斑马鱼体内(全身)残留荧光微球典型图

Note. Red fluorescent particles are fluorescent microspheres.

Figure 3　 Typical image of residual fluorescent microspheres in zebrafish whole body after CHCe treatment

302



中国实验动物学报 2022 年 4 月第 30 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2022,Vol. 30, No. 2

表 4　 复方中药提取物对巨噬细胞吞噬功能促进功效评价实验结果(n= 10, 􀭰x ± s)
Table 4　 Experimental results of CHCe on the promotion of macrophage phagocytic function(n= 10, 􀭰x ± s)

组别
Groups

浓度(μg / mL)
Concentrations(μg / mL)

荧光微球残留数目(个)
Residual number of fluorescent

microspheres(N)

巨噬细胞吞噬功能促进功效(%)
Promoting effect of macrophage

phagocytosis(%)

模型对照组
Model control group

- 90. 2 ± 1. 3　 -

百令胶囊
Bailing capsule 15 78. 7 ± 2. 8∗∗ 13

复方中药提取物
CHCe

222 73. 3 ± 4. 2∗ 19
667 74. 1 ± 5. 2∗ 18
2000 76. 0 ± 3. 7∗ 16

表 5　 复方中药提取物对 T 细胞减少改善功效评价实验结果(n= 10, 􀭰x ± s)
Table 5　 Experimental results of the effect of CHCe on T-lymphocytes(n= 10, 􀭰x ± s)

组别
Groups

浓度(μg / mL)
Concentrations(μg / mL)

T 细胞荧光强度(像素)
Fluorescence intensity of
T-lymphocytes(pixel)

T 细胞减少改善功效(%)
Improvement effect of

T-lymphocytes reduction(%)

正常对照组
Control group

- 48 178 ± 5225∗∗∗ -

模型对照组
Model control group

- 13 779 ± 1138 -

百令胶囊
Bailing capsule 60 25 799 ± 2534∗∗∗ 87

复方中药提取物
CHCe

222 23 153 ± 2752 　 68
667 29 760 ± 3784∗∗ 116
2000 9474 ± 1285 -31

注:发红色荧光的为 T 细胞。

图 4　 复方中药提取物处理后斑马鱼 T 细胞荧光强度典型图

Note. Red fluorescent particles are T cells.

Figure 4　 Typical graph of fluorescence intensity of T-lymphocytes after CHCe treatment

402



中国实验动物学报 2022 年 4 月第 30 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2022,Vol. 30, No. 2

2. 6. 2　 对重组激活型基因 rag1 和 rag2 的影响

根据基因相对表达量公式计算,与正常对照组

比较,模型对照组 rag1、rag2 基因相对表达量均显

著下调(P < 0. 01),复方中药提取物干预后,低、中、
高浓度组 rag1、 rag2 基因相对表达量均显著恢复

(见表 7)。
2. 6. 3　 对免疫因子 IL-12 和 IFN-γ 的影响

根据表 8 显示与正常对照组比,模型对照组 IL-
12 基因相对表达量极显著下调(P < 0. 001),复方

中药提取物干预后,在实验终点,低浓度组 IL-12 基

因相对表达量极显著上升(P< 0. 001),中、高浓度

组出现负反馈调节。

与正常对照组比较,模型对照组 IFN-γ 基因

相对表达量显著下调(P< 0. 01) ,复方中药提取

物 3 倍浓度梯度干预后, IFN-γ 基因相对表达量

呈剂量依赖性恢复,复方中药提取物高浓度组

IFN-γ 基因相对表达量极显著上升(P< 0. 001) 。
2. 6. 4　 对致炎症因子 TNF-α 的影响

模型对照组 TNF-α 基因相对表达量(1. 000)与
正常对照组(0. 006)比较极显著上调(P < 0. 001)。
复方中药提取物低、中、高浓度组 TNF-α 基因相对

表达量分别为 0. 023、0. 002 和 0. 008(P < 0. 001),
提示复方中药提取物可显著下调 TNF-α 基因相对

表达量(见表 9)。
表 6　 总 RNA 的浓度及纯度

Table 6　 Concentration and purity of total RNA
组别
Groups

浓度(μg / mL)
Concentrations(μg / mL)

总 RNA 浓度 / (μg / μL)
Total RNA concentration / (μg / μL) A260 / A280

正常对照组 1
Control group 1

- 0. 8 2. 0

正常对照组 2
Control group 2

- 0. 8 2. 0

正常对照组 3
Control group 3

- 0. 8 2. 0

模型对照组 1
Model control group 1

- 0. 9 1. 9

模型对照组 2
Model control group 2

- 0. 9 1. 9

模型对照组 3
Model control group 3

- 1. 0 1. 9

复方中药提取物
CHCe

222-1 0. 8 2. 0
222-2 0. 8 2. 0
222-3 0. 8 2. 0
667-1 0. 7 2. 0
667-2 0. 7 2. 0
667-3 0. 7 2. 0
2000-1 0. 9 2. 0
2000-2 0. 8 2. 0
2000-3 0. 8 2. 0

表 7　 复方中药提取物对 rag1 和 rag2 基因表达的影响(n= 3, 􀭰x ± s)
Table 7　 Effect of CHCe on rag1 and rag2 gene expression(n= 3, 􀭰x ± s)

组别
Groups

浓度(μg / mL)
Concentrations(μg / mL)

rag1 基因相对表达量
rag1 relative gene expression

rag2 基因相对表达量
rag2 relative gene expression

正常对照组
Control group

- 2. 0 ± 0. 1∗∗ 2. 2 ± 0. 2∗∗

模型对照组
Model control group

- 1. 0 ± 0. 0 1. 0 ± 0. 0

百令胶囊
Bailing capsule 60 1. 2 ± 0. 0∗∗∗ 1. 2 ± 0. 1∗

复方中药提取物
CHCe

222 1. 6 ± 0. 1∗∗ 1. 6 ± 0. 1∗

667 1. 6 ± 0. 0∗∗ 1. 5 ± 0. 2∗

2000 1. 9 ± 0. 2∗∗∗ 1. 6 ± 0. 0∗∗
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表 8　 复方中药提取物对 IL-12 和 IFN-γ 基因表达的影响(n= 3, 􀭰x ± s)
Table 8　 Effect of CHCe on IL-12 and IFN-γ gene expression(n= 3, 􀭰x ± s)

组别
Groups

浓度(μg / mL)
Concentrations(μg / mL)

IL-12 基因相对表达量
IL-12 relative gene expression

IFN-γ 基因相对表达量
IFN-γ relative gene expression

正常对照组
Control group

- 2. 3 ± 0. 1∗∗∗ 3. 0 ± 0. 4∗∗

模型对照组
Model control group

- 1. 0 ± 0. 0 1. 0 ± 0. 0

百令胶囊
Bailing capsule 60 1. 0 ± 0. 0 2. 5 ± 0. 4∗

复方中药提取物
CHCe

222 2. 5 ± 0. 0∗∗∗ 1. 0 ± 0. 1　
667 1. 0 ± 0. 1 1. 2 ± 0. 0
2000 1. 2 ± 0. 0 3. 5 ± 0. 1∗∗∗

表 9　 复方中药提取物对 TNF-α 基因表达的影响(n= 3, 􀭰x ± s)
Table 9　 Effect of CHCe on TNF-α gene expression(n= 3, 􀭰x ± s)

组别
Groups

浓度(μg / mL)
Concentration(μg / mL)

TNF-α 基因相对表达量
TNF-α relative gene expression

正常对照组
Control group

- 0. 006 ± 0. 000∗∗∗

模型对照组
Model control group

- 1. 000 ± 0. 060

百令胶囊
Bailing capsule 60 0. 044 ± 0. 002∗∗∗

复方中药提取物
CHCe

222 0. 023 ± 0. 003∗∗∗

667 0. 002 ± 0. 000∗∗∗

2000 0. 008 ± 0. 001∗∗∗

3　 讨论

复方中药提取物是灵芝[1-2]、五味子[3-4]、白

术[5]、菟丝子[6-7]、茯苓[9]和党参[8]提取物为主要原

料,在之前的研究中,这 6 味中药提取物均具有增强

免疫力相关报道;此外,菟丝子[6-7]、党参[8] 和茯

苓[9]在多种急性和慢性炎症模型中显示强抗炎活

性。 在本实验条件下,体外细胞实验中当复方中药

提取物在 62. 5 ~ 250 μg / mL 时,RAW 264. 7 细胞

存活率均 > 90. 0%,表明复方中药提取物具有良好

的生物安全性,且在巨噬细胞的免疫作用方面,对
于降低免疫力的造模剂来说,复方中药提取物也有

很好的改善作用,与对照组相比,细胞活性上升,这
可能是因为复方中药提取物主要原料的安全性和

促进免疫力的作用。 例如灵芝多糖可影响免疫细

胞和免疫相关细胞,包括促进 B 和 T 淋巴细胞,树
突状细胞,巨噬细胞和自然杀伤细胞活性[17-18]。 复

方中药提取物同时在本次实验中表现出较好的改

善免疫力低下模型中巨噬细胞数量和吞噬能力,以
及 T 细胞的荧光强度,表明复方中药提取物在体内

实验中能有效的增强机体免疫力,在之前的报道

中,复方中药提取物中具备的灵芝提取物可下调

LPS 诱导的促炎因子,并促进 BV-2 和原发性小胶

质细胞的抗炎细胞因子表达。 另外,灵芝提取物通

过改变巨噬细胞吞噬作用从而达到先天免疫应答

的激活[19],对于基因表达水平方面,不同浓度的复

方中药提取物对免疫力低下模型抗炎因子水平的

恢复,以及致炎因子水平的降低可以很好的从分子

机制解释复方中药提取物的增强免疫力的原理,另
外相当多的研究对复方中药提取物中的中药成分

免疫基因水平的表达给出了很好的解释[20-22],例如

五味子可通过增加衰老小鼠的血清 IL-2,IL-4,IFN-
γ,lgG,lgM 和 lgA 的水平,降低 TNF-α 和 IL-6 的含

量,并增加白血球数量,吞噬活性,淋巴细胞增殖和

体外脾指数去增强衰老小鼠的免疫力[23]。 这些研

究都为本实验提供了有效的实验依据的支撑,复方

中药提取物的增强免疫力功效也均与之报道相

符合。

4　 结论

在体外实验中复方中药提取物有良好的生物

安全性,且可明显提高酒石酸长春瑞滨诱导后小鼠

单核巨噬细胞的存活率。 体内研究表明,复方中药

提取物可明显改善长春瑞滨诱发的斑马鱼巨噬细
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胞及 T 细胞数量的减少,同时增强体内巨噬细胞的

活性和吞噬能力;复方中药提取物可明显恢复模型

对照组中 rag1、 rag2 基因相对表达量被下调的情

况,复方中药提取物上调免疫因子 IL-12 的表达量、
IFN-γ 基因的相对表达量,复方中药提取物可显著

下调 TNF-α 基因相对表达量。 体内、外实验表明复

方中药提取物具有明显的增强免疫力作用。 综上

所述,复方中药提取物具有明显的抗炎及增强免疫

力的作用。 本研究可为复方中药提取物作为新的

免疫保健食品和二次开发提供指导性依据。
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姜黄素和 / 或有氧运动对血脂紊乱大鼠肠道机能的
调节作用

王丽1,吉喆1,董丽1,路昕1,秦菲2,3,胡戈4,周海涛2,3∗,曹建民1∗

(1. 北京体育大学,北京　 100084;2. 北京联合大学,北京　 100101;3. 北京联合大学 生物活性物质与功能食品北京市

重点实验室,北京　 100191;4. 常州大学,江苏 常州　 213164)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨姜黄素(curcumin)和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠肠道机能的调节作用。 方法　 5 周龄

雄性 SPF 级 SD 大鼠 40 只,随机分为普通饮食+安静组(CON 组)、高脂饮食+安静组(HDC 组)、高脂饮食+姜黄素+
安静组(HDM 组)、高脂饮食+有氧运动组(HDE 组)和高脂饮食+姜黄素+有氧运动组(HDME 组)。 高脂饮食各组

以高脂饲料喂养,普通饮食组以维持饲料喂养。 第 3 周起,HDM、HDME 组以 200 g / (kg·d)姜黄素灌胃,其余组以

等体积 0. 5%羧甲基纤维素钠灌胃;HDE、HDME 组进行运动强度为 70% ~ 75%最大摄氧量的有氧运动,其余组无

任何运动干预。 6 周干预结束后 24 h,腹主动脉取血,取盲肠组织、盲肠内容物。 全自动生化分析仪检测血脂水平;
HE 染色后观察大鼠盲肠组织形态;Western Blot 法检测盲肠组织闭锁小带蛋白-1( zona occludens-1,ZO-1)蛋白质

表达水平;16S rDNA 基因测序技术检测盲肠内容物肠道菌群分布。 结果　 姜黄素和 /或有氧运动均可降低血脂紊

乱大鼠血清总胆固醇、甘油三酯(P < 0. 05);上调盲肠组织 ZO-1 蛋白质表达水平(P < 0. 05)并改善组织形态;改
善肠道菌群的多样性和均匀度(P < 0. 05)。 结论　 姜黄素和 /或有氧运动均可通过有效调节肠道菌群,改善血脂

紊乱大鼠肠黏膜屏障完整性及肠道机能。 其中联合干预效果最佳。
【关键词】 　 姜黄素;有氧运动;血脂紊乱;肠道菌群;闭锁小带蛋白-1
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Effects of curcumin and / or aerobic exercise on intestinal
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【Abstract】　 Objective 　 To investigate the effects of curcumin and / or aerobic exercise on intestinal function in
dyslipidemic rats. Methods 　 Forty specific-pathogen free male Sprague Dawley rats were divided randomly into the
following groups: normal diet + quiet (CON group), high-fat diet + quiet (HDC group), high-fat diet + curcumin + quiet
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(HDM group), high-fat diet + aerobic exercise (HDE group), and high-fat diet + curcumin + aerobic exercise (HDME
group). All the high-fat diet groups received a high-fat diet and the CON group received a maintenance diet. From the third
week, the HDM and HDME groups were also given 200 g / ( kg·d) curcumin, and the other groups were given 0. 5%
sodium carboxymethyl cellulose. The HDE and HDME groups underwent aerobic exercise intervention with 70% ~ 75%
maximal oxygen uptake, while the other groups did not undergo any exercise intervention. Twenty-four hours after the 6
weeks intervention, blood was taken from the abdominal aorta, and cecal tissue and contents were collected. Blood lipid
levels were detected using an automatic biochemical analyzer. Cecal morphology was observed by hematoxylin and eosin
staining. Expression of zonula occludens-1 (ZO-1) protein in cecal tissue was detected by western blot. The distribution of
the intestinal flora in the cecal contents was detected by 16S rDNA sequencing. Results　 Curcumin and / or aerobic exercise
significantly decreased serum total cholesterol and triglyceride levels (P < 0. 05), up-regulated ZO-1 expression in cecal
tissue (P < 0. 05), attenuated the cecal histopathological changes, and improved the diversity and evenness of the
intestinal flora in dyslipidemic rats (P < 0. 05). Conclusions　 Curcumin and / or aerobic exercise can reduce blood lipid
levels in dyslipidemic rats, regulate the cecal intestinal flora, protect the integrity of the intestinal mucosal barrier, and
adjust intestinal function, with the combination of curcumin and aerobic exercise having the greatest effect.

【Keywords】　 curcumin; aerobic exercise; dyslipidemia; intestinal flora; zonula occludens-1
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 随着生活水平提高,人民饮食结构发生巨大变

化,高糖、高脂饮食摄入大幅增加。 血脂紊乱、高血

压、非酒精性脂肪肝等疾病发病率持续增高。 近年

来,全球儿童、青少年血脂异常发生率呈现逐年上

升的趋势。 血脂紊乱极易诱发肠道菌群紊乱、肠黏

膜屏障损伤[1]。 血脂紊乱患者肠道菌群呈现明显

的特异性[2]。 研究证明调节肠道菌群不仅可以有

效保护血脂紊乱患者肠道黏膜屏障[3],还可以改善

其血脂水平[4]。 姜黄素及有氧运动均具有改善肠

道生理功能和降血脂作用[5-7]。 本实验以高血脂症

大鼠为模型,探讨姜黄素联合有氧运动干预对血脂

紊乱大鼠肠黏膜屏障、肠道菌群等肠道生理功能的

影响,以期为营养与运动的联合干预改善儿童、青
少年时期高脂饮食诱导血脂紊乱及其并发症提供

理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

40 只 5 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠,体重 180 ~
200 g,购于斯贝福(北京)生物技术有限公司【SCXK
(京)2019-0010】,饲养于北京体育大学 SPF 级动物

实验室【SYXK(京)2021-0053】,作息模拟正常生物

节律,室温 20 ~ 24℃,湿度 50% ~ 70%,标准大鼠

笼饲养,高脂饲料由斯贝福(北京)生物技术有限公

司提供【SCXK(京)2019-0010】。 所有操作均符合

北京体育大学动物科学实验伦理学要求(批准号:
2019094A)。

1. 1. 2　 主要试剂与仪器

姜黄素(纯度:95%,宁波中药制药股份有限公

司,批号:CP20191007);苏木精伊红染液(Servicebio
公司,批号:G1005)、一抗(兔抗):闭锁小带蛋白-1
( zonaoccludens-1, ZO-1) ( Immunoway 公 司, 批 号:
YN1410)、二抗:辣根酶标记山羊抗兔 IgG(天德悦公

司,批号:S004)、粪便 DNA 小提试剂盒(广州美基生

物科技有限公司,批号:IVD3301-50)。 病理切片机

(徕卡,德国);脱水机(DIAPATH,意大利);高速组织

研磨仪(Servicebio,中国);酶标检测仪(Thermo FC,
美国);VeritiProTM PCR 仪(ABI,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及饲养条件

大鼠适应性饲养 7 d 后称重,使用随机数字表

法分组,分为普通饮食+安静组(CON 组)、高脂饮食

+安静组 (HDC 组)、高脂饮食 +姜黄素 +安静组

(HDM 组)、高脂饮食+有氧运动组(HDE 组)和高

脂饮食+姜黄素+有氧运动组(HDME 组),每组 8
只,共 5 组。 各组自由摄食饮水;CON 组普通饲料

喂养,其他各组高脂饲料喂养。 根据预实验及参考

文献[8]确定姜黄素实验剂量为200 mg / (kg·d)。
1. 2. 2　 干预手段

第 3 周,HDM 组和 HDME 组训练前 0. 5 h 灌胃

姜黄素溶液,每天 1 次,其余各组均以等体积 0. 5%
羧甲基纤维素钠灌胃;HDE 组和 HDME 组进行有氧

运动干预[9],坡度 5°,运动强度:70% ~ 75%最大摄

氧量,运动时长:60 min,频率:每天 1 次,每周 6 d,训
练周期:6 周,其他组无任何运动干预。
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1. 2. 3　 实验取材

末次运动训练后 24 h 取材。 取材前称重,质量

分数 20%乌拉坦麻醉,腹主动脉取血,静置 2 h 后

3000 r / min 离心 10 min 制备血清。 冰上取盲肠部

位肠道内容物,置于冻存管中,-80℃冰箱冻存待测。
取盲肠全段,用预冷磷酸盐缓冲液冲洗干净后分为两

部分,部分组织置于 4%多聚甲醛溶液固定,其余组织

存于液氮中速冻,后转移至-80℃冰箱保存。
1. 2. 4　 血清血脂水平的测定

全自动生化分析仪测定血清总胆固醇 ( total
cholesterol,TC)、甘油三酯( triglyceride,TG)、高密度

脂蛋白胆固醇 ( high-density lipoprotein cholesterol,
HDL-C) 和 低 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 ( low-density
lipoprotein cholesterol,LDL-C)。
1. 2. 5　 HE 染色检测大鼠盲肠组织形态

制备大鼠盲肠组织石蜡切片,切片入苏木素染

液染 3 ~ 5 min,自来水洗,分化液分化,自来水洗,
返蓝液返蓝,流水冲洗。 切片依次入 85%、95%的梯

度酒精脱水各 5 min,入伊红染液染色 5 min。 切片

依次放入无水乙醇Ⅰ 5 min -无水乙醇Ⅱ 5 min-无
水乙醇Ⅲ 5 min -二甲苯Ⅰ 5 min-二甲苯Ⅱ 5 min 透

明,中性树胶封片。 最后显微镜镜检,图像采集分

析。 图像中细胞质呈红色,细胞核呈蓝色。
1. 2. 6　 Western Blot 检测盲肠组织 ZO-1 蛋白表达

称取适量大鼠盲肠组织,加入 RIPA 蛋白提取

剂匀浆,4℃离心提取后,使用 BCA 方法进行蛋白定

量,电泳时上样量为 20 μg。 一抗 ZO-1(1 / 1000)4℃
孵育过夜。 次日洗膜并加入一抗相同种属的二抗

(1 / 10000)孵育 2 h。 TBST 洗膜 6 次后进行化学发

光,凝胶成像仪中显像。 β-actin 为内参。
1. 2. 7　 16S rDNA 基因测序技术检测肠道菌群

取适量盲肠内容物,对内容物肠道菌群 DNA 样

本 V3-V4 区域进行 PCR 扩增、文库制备、文库质

检、定量,使用设定的 TAG 序列进行样本区分。

PCR 扩增程序:94℃预变性 5 min;94℃ 变性 30 s,
62℃退火 30 s,72℃延伸 1 min,30 个循环;72℃终端

延伸 8 min,4℃保存。 采用 Illumina Hiseq 2500 高通

量测序平台对检测合格的文库进行测序。
1. 2. 8　 生物信息学分析

参考 Silva 数据库,根据 97%相似度将序列聚类

获得操作分类单元,并进行分类注释[10]。 基于操作

分类单元聚类结果, 根据线性判别分析 ( liner
discriminant analysis,LDA)进行 LEfSe 多级物种差异

判别分析,并找出组间具有显著差异的物种[11];使
用 Rstudio 软件分析群落的多样性及差异并制图。
1. 3　 统计学分析

实验数据用平均值 ± 标准差( x- ± s)表示,数据

统计分析采用 SPSS 21. 0 软件。 组间分析采用单因

素方差分析(one-way analysis of variance,ANOVA),
方差 齐 采 用 最 小 显 著 差 数 法 ( Least Significant
Difference,LSD)法,方差不齐采用 Tamhane 法。 采

用适用于 2 × 2 析因设计(因素 A 为姜黄素,因素 B
为有氧运动)的方差分析方法。 P < 0. 05 表示为差

异具有显著性,P < 0. 01 表示为差异极具显著性。

2　 结果

2. 1　 姜黄素和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠血脂水

平的影响

TC:与 CON 组相比, HDC 组显著升高 ( P <
0. 05);与 HDC 组相比,HDM 组、HDE 组、HDME 组

显著降低(P < 0. 05);与 HDME 组相比,HDM 组显

著升高(P < 0. 05)。 TG:与 CON 组相比,HDC 组显

著升高(P < 0. 05);与 HDC 组相比,HDM 组、HDE
组、HDME 组显著降低(P < 0. 05)。 HDL-C:与 CON
组相比,HDC 组显著降低(P < 0. 05);与 HDC 组相

比,HDE 组显著升高(P < 0. 05)。 LDL-C:与 CON
组相比,HDC 组显著升高(P < 0. 05);与 HDC 组相

比,HDME 组显著降低(P < 0. 05)(见表 1)。

表 1　 姜黄素和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠血脂水平的影响(n = 8, x- ± s )
Table 1　 Effects of curcumin and / or aerobic exercise on lipid levels in dyslipidemia rats (n= 8, x- ± s )

组别 Groups TC(mmol / L) TG(mmol / L) HDL-C(mmol / L) LDL-C(mmol / L)

CON 组 Group CON 2. 21 ± 0. 42 0. 88 ± 0. 29 0. 71 ± 0. 15 0. 56 ± 0. 28

HDC 组 Group HDC 3. 45 ± 0. 53∗ 3. 42 ± 0. 93∗ 0. 52 ± 0. 17∗ 0. 96 ± 0. 31∗

HDM 组 Group HDM 2. 49 ± 0. 36#△ 1. 20 ± 0. 46# 0. 64 ± 0. 21 0. 87 ± 0. 15

HDE 组 Group HDE 2. 31 ± 0. 21# 0. 85 ± 0. 34# 0. 66 ± 0. 13# 0. 87 ± 0. 21

HDME 组 Group HDME 2. 09 ± 0. 29# 0. 92 ± 0. 33# 0. 64 ± 0. 05 0. 77 ± 0. 11#

注:与 CON 组相比,∗P < 0. 05;与 HDC 组相比,#P < 0. 05;与 HDME 组相比,△P < 0. 05。
Note. Compared with group CON, ∗P < 0. 05. Compared with group HDC, #P < 0. 05. Compared with group HDME, △P < 0. 05.
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2. 2　 姜黄素和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠盲肠组

织形态的影响

CON 组肠道纹理清晰,无炎症浸染;杯状细胞

清楚且内部无浸染。 与 CON 组相比,HDC 组细胞

核数量减少,肠道纹理模糊,出现炎症浸染;杯状细

胞不清楚且内部出现炎症浸染;与 HDC 组相比,
HDM 组、HDE 组、HDME 组肠道纹理清晰;杯状细

胞清楚且内部出现较少的炎症浸染;其中 HDME 组

改善更为显著(见图 1)。
2. 3　 姜黄素和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠盲肠组

织 ZO-1蛋白质表达的影响

盲肠组织 ZO-1 蛋白质表达:与 CON 组相比,
HDC 组显著降低(P < 0. 05);与 HDC 组相比,HDM
组、HDE 组、 HDME 组显著升高 ( P < 0. 05);与

HDME 组相比,HDM 组、HDE 组 ZO-1 蛋白表达有

降低趋势但无显著性差异(P > 0. 05)(见图 2)。

图 1　 姜黄素和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠盲肠组织形态的影响

Figure 1　 Effects of curcumin and / or aerobic exercise on cecal tissue morphology in dyslipidemia rats

图 2　 姜黄素和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠盲肠组织 ZO-1 蛋白质表达的影响

Figure 2　 Effects of curcumin and / or aerobic exercise on cecal ZO-1 expression in dyslipidemia rats

2. 4　 姜黄素和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠肠道菌

群结构的影响

Alpha Diversity 多样性通常用于衡量物种多样

性及均匀度[12]。 其中 Chao1 指数用于衡量物种多

样性,Simpson 指数用于衡量物种均匀度。 与 CON
组比,HDC 组大鼠肠道菌群 Chao1 指数、Simpson 指

数显著降低(P < 0. 05);与 HDC 组比,HDM 组、

HDE 组和 HDME 组大鼠粪便菌群 Chao1 指数、
Simpson 指数显著升高(P < 0. 05);与 HDME 组比,
HDM 组、 HDE 组 有 降 低 趋 势 但 无 显 著 性 差

异(P > 0. 05)。
Beta Diversity 多样性用于分析个体间微生物组

成的相似性[12]。 CON 组与 HDC 组大鼠肠道菌群分

离,无重叠部分;HDM 组、HDE 组、HDME 组分别与
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HDC 组分离,且与 CON 组重叠,HDME 组重叠百分

比最大(见图 3)。
为进一步揭示各组大鼠肠道菌群基因组特征,

对 5 组大鼠肠道菌群类群进行 LDA 分析,统计出具

有统计学差异的生物标识。 图 4A 是 5 组样本从门

水平到属水平的 LDA 值,基柱越长代表该分类单元

的差异越显著。 CON 组、 HDC 组、 HDM 组、 HDE

组、HDME 组起重要作用的生物标识分别有 13 个、
10 个、6 个、1 个、11 个。 图 4B 拟杆菌属、普雷沃氏菌

属、Papillibacter、Elusimicrobiaceae 等差异最大的前 4
个属在 CON 组中富集;梭菌属、厚壁菌属、疣微菌属

等在 HDC 组富集;Erysipelotrichaceae、Barnesiella 等

在 HDM 组富集;变形菌属、Epsilonproteobacteria、螺杆

菌属在 HDME 组富集(图 4)。

图 3　 姜黄素和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠肠道菌群丰度及多样性的影响

Figure 3　 Effects of curcumin and / or aerobic exercise on intestinal microflora abundance and diversity in dyslipidemia rats

3　 讨论

研究表明,宿主肠道菌群水平不仅取决于遗传

因素,还与年龄、饮食、生活环境等因素密切相

关[13]。 高脂饮食致血脂紊乱可诱发肠道菌群紊乱,
破坏肠黏膜屏障完整性,影响脂质的消化与吸收,
严重危害人体健康[14-15]。 Resta[16] 研究发现:高脂

饮食干预后,大鼠在脂质代谢过程中产生次生胆汁

酸、硫化氢等有害产物,损害结肠黏膜,破坏细菌赖

以生存的肠道微环境。 Chen 等[14] 研究发现,高脂

肪饮食降低了大鼠肠道菌群的丰度和多样性,拟杆

菌门丰度降低和厚壁菌门的丰度增加。 食物中的

热量可以被厚壁菌门吸收,从而促进脂肪在宿主体

内的储存,血清 TC、TG 显著升高。 ZO-1 蛋白是构

成紧密连接必须的多域支架蛋白,在维持紧密连接

结构和功能方面发挥着不可替代的作用[17]。 作为

标志性蛋白,ZO-1 蛋白与肠黏膜屏障功能呈正相

关[18]。 ZO-1 蛋白正常表达可以维持肠黏膜屏障完

整,并修复被损坏的肠道黏膜;其表达下调或活性

降低则会影响细胞间紧密连接形成,阻碍肠黏膜发

挥防御屏障功能,加剧有害细菌及毒素穿透肠道入

血引发肠源性感染、肠漏的风险。 血脂紊乱的发生

与发展,会严重损害肠黏膜屏障紧密连接处的结构

域结合“桥接”ZO-1 蛋白[19]。 调节肠道菌群不仅可

有效改变肠黏膜屏障的完整性和肠道上皮细胞,还
可调节脂质的代谢平衡[20]。 生短链脂肪酸菌群是

维持肠黏膜屏障完整性的关键因素[20]。 生短链脂

肪酸菌属丰度的增加,有效促进短链脂肪酸的生

成,可间接刺激杯状细胞分泌粘液增强肠黏膜屏障

功能和完整性,上调 ZO-1 蛋白质表达水平[20]。 本

研究中 HDC 组大鼠 8 周高脂饮食后血脂水平异常,
肠道菌群多样性和均匀度降低(生短链脂肪酸菌属

粪球菌属、瘤胃球菌属、双歧杆菌属、拟杆菌属丰度

降低,厚壁菌门与拟杆菌门比值升高),与 Chen
等[14]研究相一致;ZO-1 蛋白质表达水平降低,肠黏

膜屏障出现炎症浸润,通透性增强,说明 8 周高脂饮

食不仅可诱发大鼠血脂紊乱,还可诱发大鼠肠道菌

群紊乱,肠黏膜屏障功能及完整性破坏,建模成功。
姜黄素能够促进肠道益生菌生长,有效改善肠

道菌群紊乱,保护肠黏膜屏障完整[21]。 Li 等[22] 研

究发现,姜黄素可通过降低高脂饮食鼠厚壁菌门 /
拟杆菌门比值及脱硫弧菌丰度,升高阿克曼氏菌属

和生短链脂肪酸菌属丰度,预防高脂饮食诱导的肝

脂肪变性。 阿克曼氏菌可通过增加大鼠胃肠道黏

液层厚度,改善胃肠道粘膜屏障,从而阻止有害物

质通过肠道进入血液,阻止脂肪在体内大量储存,
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注:A:LDA 分值分布图,生物标识的筛选阈值是 LDA score = 2,将筛选出的生物标识按 LDA score 值由大到小排列;B:物种聚类树图。 根据筛选

出的 LDA 结果构建进化树(门到属水平)不同颜色节点表示在对应组别中显著富集,且对组间差异存在显著影响的微生物类群;黄色节点代表

该水平的细菌在两组之间的分布无显著性差异。

图 4　 姜黄素和 /或有氧运动对血脂紊乱大鼠肠道菌群差异性的影响(LEfSe 分析)
Note. A. Distribution of LDA scores. The screening threshold of biomarkers was LDA score = 2, and the screened biomarkers were arranged according to LDA score
value from large to small. B. Clustering tree of species. Phylogenetic trees (phylum to genus level) were constructed from the selected LDA results. Different color
nodes represent microbial groups that are significantly enriched in corresponding groups and have significant influence on the differences between groups. The yellow
nodes indicate that there is no significant difference in the distribution of bacteria at this level between the two groups.

Figure 4　 Effects of curcumin and / or aerobic exercise on intestinal microflora difference in dyslipidemia rats (LEfSe analysis)
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改善肥胖引起的高血脂相关代谢性疾病[23]。 短链

脂肪酸能够通过抑制肝脂肪生成酶活性和调节胆

固醇在血液和肝中的分布来降低 TG 和 TC 水

平[24-25]。 Ghosh 等[26]研究发现,姜黄素可通过改善

肠黏膜屏障紧密连接结构,上调肠黏膜屏障蛋白

occludin、ZO-1 蛋白质表达水平,保护高脂饮食鼠的

肠黏膜屏障。 运动能够有效促进肠道菌群的多样

性和均匀度。 Evans 等[5] 研究发现,运动可以抑制

高脂饮食小鼠拟杆菌属丰度的上升及放线菌属和

厚壁菌属丰度的下降,有效降低厚壁菌门 /拟杆菌

门比值。 人体实验中亦发现 12 周有氧运动可有效

增加老年女性肠道拟杆菌的相对丰度[27]。 此外,有
氧运动可通过减少炎症浸染的方式保护高脂饮食

鼠肠黏膜屏障的形态和完整性[28]。
本研究中姜黄素和 /或有氧运动干预均能提高

血脂紊乱大鼠肠道菌群的多样性和均匀度。 在门

水平上,厚壁菌门 /拟杆菌门比值显著降低。 在属

水平上,生短链脂肪酸菌瘤胃球菌属、粪球菌属丰

度升高,有助于短链脂肪酸的生成。 大量的短链脂

肪酸有助于提高肠组织 ZO-1 蛋白表达水平,修复受

损肠道黏膜屏障,有效降低血脂水平,与相关研究

较为一致。 其中 HDME 组效果最佳,说明联合干预

效果优于单一干预。

4　 结论

姜黄素和 /或有氧运动均能够显著改善血脂紊

乱大鼠血脂水平异常及肠道菌群的多样性和均匀

度,提高有益菌群的丰度;上调 ZO-1 蛋白质表达水

平,修复受损肠黏膜屏障,调节肠道肠能。 其中联

合干预效果最佳。
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从人体尿液中分离肾源细胞构建拟肾血管单位
小鼠皮下嵌合模型及其初步评价

蒋超,王超,任晓楠,周晓辉∗

(复旦大学附属公共卫生临床中心,上海　 201508)

　 　 【摘要】 　 目的 　 将健康人体尿液中分离培养的肾源细胞与人源间充质干细胞(mesenchymal stem cells,
MSCs)、人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells,HUVECs)以 3 ∶3 ∶2的比例混合,并移植到 NOD-
SCID 免疫缺陷小鼠皮下而构建人源化嵌合小鼠模型。 方法　 (1)体外培养 MSCs、HUVECs,同时从健康人体尿液

中分离培养肾源细胞,并对该细胞进行免疫荧光鉴定。 (2)将上述 3 种细胞以 3 ∶ 3 ∶ 2 的比例混合后与 Matrigel 基
质胶一起注射到 NOD-SCID 小鼠皮下形成人源组织,通过 HE 染色、免疫组织化学对移植模型进行鉴定。 结果

(1)成功地从尿液中分离培养出肾源细胞,并检测鉴定了肾小管上皮细胞和集合管细胞;(2)将 3 种细胞混合后注

射到 NOD-SCID 免疫缺陷小鼠皮下可初步形成小管结构以及与小鼠血管相连通的人源血管结构。 结论　 具有肾

小管上皮细胞和集合管细胞的肾源细胞与 HUVECs 和 MSCs 皮下移植入 NOD-SCID 免疫缺陷小鼠体内可形成嵌合

的人肾血管单位小鼠模型。 该模型可为肾病个体化治疗和相关病毒感染研究提供一个人源化动物模型。
【关键词】 　 肾源细胞;人肾血管单位小鼠模型;皮下注射;间充质干细胞;人脐静脉内皮细胞
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Construction and preliminary evaluation of a mouse subcutaneous
chimeric model of renal vascular unit based on isolation of

kidney-derived cells from human urine
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(Shanghai Public Health Clinical Center, Fudan University, Shanghai 201508, China)
Corresponding author: ZHOU Xiaohui. E-mail: zhouxiaohui@ shphc.org.cn

【Abstract】 　 Objective 　 To construct a humanized chimeric mouse model by subcutaneously transplanting NOD-
SCID immunodeficient mice with kidney-derived cells cultured from healthy human urine mixed with human mesenchymal
stem cells (MSCs) and human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). Methods 　 ( 1) Kidney-derived cells were
isolated from healthy human urine and cultured in vitro. MSCs and HUVECs were also cultured in vitro. All three kinds of
cells were identified by immunofluorescence. (2)The three cell types were then mixed in a ratio of 3 ∶ 3 ∶ 2 and injected
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subcutaneously with Matrigel into NOD-SCID mice to develop human tissue. The transplantation model was identified by
hematoxylin and eosin staining and immunohistochemistry. Results 　 ( 1) Kidney-derived cells were successfully isolated
and cultured from urine, and renal tubular epithelial cells and collecting duct cells were detectable and identified by
immunohistochemistry. (2) After subcutaneous injection into NOD-SCID immunodeficient mice, the three kinds of cells
initially developed tubule structures and human-derived vascular structures that communicated with the murine systemic
circulation. Conclusions 　 We successfully created a chimeric mouse model of the human renal vascular unit by
subcutaneous transplantation of kidney-derived cells, HUVECs, and MSCs, including renal tubular epithelial cells and
collecting tubular cells, into NOD-SCID immunodeficient mice. This model may provide a humanized animal model for
research into the individualized treatment of human chronic kidney disease and kidney-related viral infections

【Keywords 】 　 kidney-derived cells; human renal vascular unit mouse model; subcutaneous transplantation;
mesenchymal stem cells (MSCs); human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 当前肾病特别是慢性肾病 ( chronic kidney
disease,CKD)已成为一种全球性的疾病,为全球卫生

健康和经济领域造成巨大的负担[1]。 据估计,截至

2017 年全球 CKD 患者人数约 6. 9 亿人,其中中国的

患病率 10. 8%,患者人数约 1. 3 亿人,排名全球第一

位,给人民的健康和生活带来了巨大的威胁[2]。
CKD 病因较为复杂,其致病机制需要个体化精

准医学的深入研究。 而在 CKD 病程后期进展到终

末期肾病(end stage kidney disease,ESKD)的患者,
目前除了进行肾透析和肾移植,没有其它有效的治

疗方案。 肾透析的病人不仅要承受透析带来的痛

苦,严重影响了病人的生活质量,而且还需要承担

昂贵的医疗费用。 虽然肾移植病人比较于肾透析

病人有更好的生活质量和更长的存活率,但是由于

新增肾透析病人例数大于肾移植例数,待移植患者

数量持续增加,造成移植肾器官短缺问题[3]。 据

2015~ 2016 年的肾移植数据显示,在肾透析患者中

只有 1 例患者能够接受肾移植手术(供需比为 1 ∶
55 ~ 1 ∶ 44) [4]。 而且肾移植的病人由于需要长期

服用免疫抑制药物, 也会受到 BK polyomavirus
(BKV)感染,从而引发 BKV 相关肾病、出血性膀胱

炎等一系列疾病,甚至导致病人死亡[5]。 因此,亟
需为 CKD 患者提供更加有效的治疗方案以及解决

肾移植手术后 BKV 感染问题。 但无论是 CKD 个体

化精准医学研究还是 BKV 感染都缺乏合适的体内

研究( In vivo )模型。
人源化小鼠模型(humanized mice model),即把

有功能的人类基因、组织或细胞移植入小鼠体内构

建而成,其已经被广泛用于人类疾病的临床前研究

和病毒感染性研究[6]。 例如目前比较成熟的免疫

系统人源化小鼠,被用于移植物抗宿主疾病( graft
versus host disease,GVHD)、过敏性疾病和一些病毒

感染性疾病的研究;肝人源化小鼠模型,用于肝病、
药物代谢和肝炎病毒感染性等研究;人源性组织异

种移植(patient-derived xenografts,PDX)模型可用于

研究、评价筛选抗肿瘤药物,为癌症的个体化精准

医疗提供了不可缺少的研究工具[7]。
目前用于 CKD 个体化精准医学研究的肾人源

化小鼠模型还非常少见。 因此,本研究探索了一种

基于人源细胞构建人肾血管单位皮下嵌合小鼠模

型的方法,主要是将从尿液中分离的肾源细胞(其
中包括了肾小管上皮细胞和集合管细胞)与 MSCs
和 HUVECs 注射入 NOD-SCID 免疫缺陷小鼠皮下构

建而成,可为 CKD 等相关肾病的个体化精准医学研

究、药物筛选和 BKV 感染研究提供一种合适的人源

化小鼠模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

本实验选用 SPF 级 8 周龄 NOD-SCID 雌性小鼠

4 只,体重 18 ~ 20 g。 该小鼠购买于江苏集萃药康

生物科技股份有限公司【SCXK(苏)2018-0008】,并
在上海市(复旦大学附属)公共卫生临床中心实验

动物部无菌隔离器中饲养【SYXK(沪)2020-0019】。
小鼠饲养环境:温度为 18 ~ 25℃,湿度适宜,光照

12 h,黑暗 12 h,每笼 3 只,自由饮水取食。 本实验

所有操作均符合上海市公共卫生临床中心伦理委

员会的伦理批件(2019-D021)。
1. 1. 2　 细胞

人间充质干细胞(MSCs)(购买于上海然其生物科

技有限公司);人脐静脉内皮细胞(HUVECs)(上海交

通大学附属第九人民医院于士颜课题组馈赠);尿液中

分离的肾源细胞(具体方法见后 1. 2. 1)。
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1. 1. 3　 主要试剂与仪器

DMEM 培养基(11995-065,Gibco);DMEMF / 12
培养基(11320-033,Gibco);肾小管上皮增殖培养基

REGM(CC-3190 / CC-4127,Lonza);iCell 原代间充质

干细胞无血清培养基 ( PriMed-iCell-012-SF,赛百

康); PBS 含 钙 镁 离 子 ( SH30256. 01, Hyclone );
Washing Buffer(DMEM 培养基、HEPES(15630106,
Gibco)、GlutaMAXTM(35050-061,Gibco)、PrimocinTM

(invivogen)、Rho-kinase inhibitor(Y-27632)、1%青链

霉素);Primary Medium 基础培养基(DMEMF / 12 培

养 基、 10% 胎 牛 血 清 FBS ( Gibco )、 REGMTM

SingleQuots ( CC-4127, Lonza )、 PrimocinTM

(invivogen)、1%青链霉素);0. 25%胰酶 ( Gibco);
Villin (1D2C3)抗体( sc-58897,Santa Cruz);GATA3
抗体 ( AF2605-SP, R&D Systems ); HLA-A 抗 体

(ab52922, Abcam); CD13 抗 体 ( 32720 s, CST);
spectrum Cytokeratin 抗体( ab9377,Abcam);高分子

量 FITC-Dextran ( R-FD-007 ); Matrigel 基 质 胶

( 356234, Corning ); Cell AdhereTM 　 Laminin-521
(77004,Stem Cell)。

生 物 安 全 柜 ( HR40-11B2, Thermo Fisher
Scientific,美国);超净工作台( SW-CJ-2FD,苏州智

净净化设备有限公司);CO2 培养箱(3111,Thermo
Fisher Scientific, 美 国 ); 冷 冻 离 心 机 ( Heraeus
Multifuge X3R,Thermo Fisher Scientific,美国);普通

离心机(TDL80-2B,上海安亭科学仪器厂);无菌隔

离器;倒置相差显微镜(Leica,德国);荧光倒置显微

镜(DMI-3000,Leica,德国);恒温水浴锅(博讯,上海

博迅实业有限公司医疗设备厂)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养

(1)肾源细胞分离与培养:先收集健康成人尿

液 300 ~ 400 mL 于无菌的培养瓶中。 在生物安全

柜中将其分装到 50 mL 离心管中,2000 r / min,4℃
离心 10 min,弃上清剩余 1 mL,然后全部移入 1 个

新的 50 mL 离心管中;加入 15 ~ 20 mL Washing
Buffer,1000 r / min,4℃离心 10 min,弃上清剩余 0. 2
mL;然后加入 1 mL Primary Medium 悬浮沉淀,将其

转移到 12 孔板中(预先用 laminin-521 包被),再补

入 1 mL Primary Medium,接下来 3 d 每天加入 1 mL
Primary Medium,第 4 天时吸弃约 4 mL 培养基,并补

入 1 mL REGM 增殖培养基,之后每天更换一半的培

养基,培养 14 d 左右,细胞密度 80% ~ 90%,标记为

P0 代。 然后对 P0 代细胞进行 1 ∶ 2 传代。 PBS 清

洗 1 ~ 2 次,0. 25%胰酶,37℃,于 5% CO2 培养箱中

消化 5 min 后终止消化,1000 r / min,离心 5 min,弃
去上清,加入新的 REGM 增殖培养基继续培养。

(2)间充质干细胞(MSCs)培养:将冻存于液氮

中的 MSCs 置于 37℃水浴锅复苏后,加入 5 mL iCell
原代间充质干细胞无血清培养基于 T-25 培养瓶中

培养。 当培养 2 ~ 3 d 后细胞状态良好,密度长满

80% ~ 90%时,即可 1 ∶ 2 进行传代。 将细胞置于

生物安全柜中,PBS 清洗 1 ~ 2 次,0. 25%胰酶消

化,1000 r / min,离心 5 min,弃去上清,加入 5 mL 新

的培养基并温和的混匀细胞,置于 37℃,5% CO2 培

养箱继续培养。
(3 ) 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 ( HUVECs ) 培 养:

HUVECs 复苏后于 DMEM 完全培养基中,37℃,5%
CO2 培养箱中培养,当细胞汇合密度 80% ~ 90%,
可 1 ∶ 2 进行传代。 在灭菌的生物安全柜中,无菌

PBS 清洗 2 遍,加入 0. 25%胰酶于 37℃,5% CO2 培

养箱中消化 2 min 后终止消化,1000 r / min,离心 5
min,弃上清,加入 5 mL 新 DMEM 完全培养基,混匀

细胞,置于 37℃,5% CO2 培养箱继续培养。
1. 2. 2　 皮下移植肾源细胞、MSCs 和 HUVECs

将培养在 CO2培养箱中生长状态良好的肾源细

胞、MSCs 和 HUVECs 置于生物安全柜中,胰酶消

化、离心,台盼蓝染色并用血球计数板计数:分别取

1. 5×106 个肾源细胞,1. 5×106 个 MSCs 和 1×106 个

HUVECs /只小鼠。 然后用 200 μL Matrigel 基质胶

将上面 3 种细胞充分混匀,并用 1 mL 的无菌注射器

将细胞混合物注射入 NOD-SCID 小鼠皮下。 待 14 d
时,从隔离包中取出小鼠,通过尾静脉注射 50 mg /
mL,0. 2 mL 的 200 × 103 高分子量 FITC-Dextran(1
种可注射进入血管中的绿色体内示踪剂,能够在体

内血管中循环),待 0. 5 ~ 1 h 后处死小鼠取出移

植物。
1. 2. 3　 HE 染色

移植物 10%的福尔马林固定后,脱水、透明、石
蜡包埋切片、脱蜡,梯度乙醇复水等步骤后。 苏木

精染色 2 ~ 3 min,自来水冲洗,盐酸酒精溶液分化;
然后用伊红 1 ~ 2 min 染细胞质,进行脱水,中性树

胶封片,显微镜检测拍照。
1. 2. 4　 免疫组化

皮下移植物用 4%的多聚甲醛固定,脱水、透明、
石蜡包埋切片,然后将石蜡切片放于 60℃烤箱中烤
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片 1 h,二甲苯-Ⅰ、二甲苯-Ⅱ脱蜡处理后,依次放入无

水乙醇、85%乙醇、75%乙醇、蒸馏水中。 将复水后的

切片置于柠檬酸抗原修复液中,于微波炉内煮沸进行

抗原修复,再用 3%过氧化氢清除内源性过氧化物酶。
接下来进行抗体孵育,首先将切片组织用 5% BSA 室

温封闭 1 h。 加入一抗,人类白细胞抗原 HLA-A(用
于检测人源血管结构);细胞角蛋白 Cytokeratin(用于

检测人源小管结构)4℃冰箱孵育过夜。 第 2 天拿出

用 PBS 洗涤 3 次,每次 5 min。 加入抗 HLA-A 和

Cytokeratin 的荧光二抗,室温避光孵育 1 h,PBS 洗涤

3 次,每次 5 min,最后用 DAPI 染细胞核,封片后在荧

光显微镜下观察采集图像。
1. 2. 5　 细胞免疫荧光

将细胞铺板于 8 孔 NuncTM Lab-TekTM小室中,铺
板密度 80% ~ 90%。 用 4%组织细胞固定液或者遇

冷的 100%甲醇室温固定细胞 20 min,PBS 洗涤 3
次,每次 5 min;加入 0. 5% TritonX-100 通透 15 min,
PBS 洗涤 3 次,每次 5 min。 5% BSA 室温封闭 1 h,
分别加入一抗 Villin (肾近端小管上皮细胞标记

物),CD13(肾近端小管上皮细胞标记物),GATA3
(集合管细胞标记物),4℃ 孵育过夜。 第 2 天用

PBS 洗涤 3 次,每次 5 min,分别加入荧光二抗,室温

避光孵育 1 h,PBS 洗涤 3 次,每次 5 min;最后加入

DAPI 染色液复染细胞核,PBS 洗涤后于激光共聚焦

镜下观察拍照。

2　 结果

2. 1　 尿液中成功分离培养出肾源细胞

人类肾具有广泛的管状结构,如肾近端小管、
远端小管、集合管等结构。 研究发现人体每天大约

有几千个活细胞从肾的管状系统和尿路下游部分

(包括输尿管、膀胱和尿道)随着尿液排出体外。 其

中包括了肾小管上皮细胞、足细胞、尿路上皮细胞

和免疫细胞等[8]。 参照相关研究的培养方案[9],我
们用特定的肾上皮细胞培养基(REGM 培养基)定

向培养,成功地培养出了肾源细胞。 下图是第 5、7、
9、11 天生长状态良好的细胞(图 1A,1B,1C,1D)。
另外也成功培养了 HUVECs 和 MSCs(图 1E,1F)。

图 1　 人体尿液分离的肾源细胞和 HUVECs、MSCs
Figure 1　 Kidney-derived cells from human urine and HUVECs, MSCs

注:A:肾近端小管上皮细胞:CD13(红色);B:肾近端小管上皮细胞绒毛蛋白:Villin(绿色);C:集合管:GATA3(红色)。

图 2　 肾源细胞免疫荧光鉴定

Note. A. Renal proximal tubular epithelial cells. CD13 (red) . B. Renal proximal tubular epithelial cells. Villin(green) . C. Collecting
tubule. GATA3 (red) .

Figure 2　 Kidney-derived cells is detected by immunofluorescence
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2. 2　 免疫荧光检测到尿液分离的肾源细胞中存在

肾小管上皮细胞和集合管细胞

为了鉴定尿液中分离的肾源细胞组分,通过免

疫荧光检测了相关肾小管上皮细胞表面标记物,包
括肾近端小管上皮细胞表达的特异性 CD13 (图

2A),绒毛蛋白 Villin(图 2B)和集合管细胞表达的

GATA3(图 2C)。 结果初步表明,本实验分离获得

的肾源细胞中至少包含了肾近端小管上皮细胞和

集合管细胞。
2. 3　 皮下移植肾源细胞、MSCs 和 HUVECs 形成

的移植物及人源血管单位和小管结构的检测

按照比例 3 ∶ 3 ∶ 2,分别取 1. 5 ×106 个肾源细

胞、1. 5× 106 个 MSCs 和 1. 0 × 106 个 HUVECs,与
Matrigel 基质胶混合后移植到 NOD-SCID 小鼠皮下,
14 d 后取小鼠皮下移植物(图 3A)。 在取出移植物

之前,尾静脉注射了高分子量的 FITC-dextran(作为

一种体内的示踪剂,可在小鼠体内血管中随着血液

循环分布全身,用于检测人源血管是否和小鼠血管

相连通)。 检测结果如下,肉眼可见小鼠皮下形成

了较小的移植块(图 3B 和 3C)。 随后分别通过 HE
染色和免疫荧光对该移植物进行了分析检测。 首

先通过 HE 染色观察到移植物中具有血管结构(图
3D 中红色箭头所示)和小管结构(图 3D 中绿色箭

头所示)。 为了进一步确定移植物中形成的血管和

小管是否是人类来源的,随后对其进行了免疫荧光

检测。 免疫荧光检测结果显示,移植物中形成的血

管能够表达人类白细胞抗原 HLA-A(图 3E);而且

该血管中出现了经尾静脉注射的 FITC-dextran(绿
色),说明该血管是人源血管并与小鼠血管相连通。
同时免疫荧光也检测到细胞角蛋白(Cytokeratin)表
达,而该蛋白主要表达于小管管腔上皮细胞中,证
明了小管结构的存在(图 3F)。

注:A:皮下嵌合的人肾血管单位小鼠模型构建示意图;B,C:形成于小鼠皮下的移植物;D:移植物的 HE 染色结果:血管结构(红色箭头),小
管结构(绿色箭头);E:免疫荧光检测移植物 HLA-A 和 FITC-dextran 结果:人源血管结构(红色箭头);F:免疫荧光检测 Cytokeratin 结果:人源
小管结构(绿色箭头)。

图 3　 皮下移植物的组织病理形态、免疫荧光检测
Note. A. Schematic diagram of subcutaneous construction of human renal vascular unit mouse model. B, C. The grafts formed in the subcutaneous issue
of mice. D. HE staining result of the graft. Vascular structure (red arrow), Tubular structure (green arrow). E. Immunofluorescence detection of HLA-
A and FITC-dextran results of the graft. Human-derived vascular structure (red arrow). F. Immunofluorescence detection of Cytokeratin result. Human-
derived tubular structure (green arrow).

Figure 3　 Histopathological morphology and immunofluorescence detection of subcutaneous grafts
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3　 讨论

研究发现人体泌尿系统中的一些活细胞会随

着尿液排出体外,其中包含有肾小管上皮细胞、足
细胞、尿路上皮细胞和肾祖细胞等[8]。 已有研究利

用尿液中分离培养的肾源细胞建立体外细胞模型

来研究相关肾疾病[10]。 例如尿液来源的足细胞、肾
近端小管细胞可体外建立遗传性肾疾病 Alport
syndrome、遗传性纤毛病变的细胞模型,用于疾病诊

断和机制研究[11-12]。 2019 年,Schutgens 等[13] 用囊

性纤维化病人尿液中的细胞建立了肾类器官疾病

模型,并预测该类器官为临床药物有效性的评估提

供了一定的参考性价值。 该研究表明尿液来源的

细胞在建立肾病类器官体外模型以及评估药物治

疗效果等方面存在巨大潜力。 2021 年,Wang 等[8]

单独将尿液来源的肾祖细胞,注射到经过手术损伤

的免疫缺陷小鼠原位肾中,可形成肾小管管腔结

构,包括有肾近端小管、髓袢以及肾远端小管结构,
但未形成人源血管结构,且也未对肾小管结构进行

功能检测。 另外,由于该模型涉及较为复杂的肾切

除的肾损手术,而移植后肾功能恢复的程度还无法

精确掌控,因而在可推广性上有较大的限制。 也有

研究将从肾实质中分离获得的肾小管上皮细胞用

于肾人源化小鼠模型的构建,该实验最后也检测到

了相关肾小管结构[14]。 但是从肾实质中获取细胞

需要复杂的手术操作程序,因此难以针对每个疾病

个体构建研究模型并用于个体化精准医学研究,从
而限制了其推广。

本研究使用尿液分离的肾源细胞(包含肾小管

上皮细胞和集合管细胞等),相比较于从肾实质中

分离获得的细胞具有明显的优势。 除了临床来源

充足、容易获取以外,更能代表个体的特征,反映最

接近人体的生理表型,具有很大的潜力用于构建基

于 CKD 病人的个体化小鼠模型,为 CKD 个体化精

准医疗提供研究工具。 在精准医疗领域,当前 PDX
模型是被广泛用于肿瘤新药评价筛选,药物治疗策

略的选择以及肿瘤新靶标筛选等方面研究。 该模

型是直接将患者新鲜的肿瘤组织移植于免疫缺陷

小鼠体内构建而成,能够较好的保留原发肿瘤的异

质性和遗传特性,具有较好的临床结果预见性[15]。
本研究构建的模型与 PDX 模型较有一定相似性,均
采自人体的组织或细胞,均移植到免疫缺陷小鼠而

构建的模型。 由此方法可构建基于病人的个体化

肾疾病(例如遗传性肾病)研究模型,作为疾病药物

筛选和疾病机制研究的工具,因此可能具有较好的

应用前景。 另一方面,这两种模型也有所不同:本
研究从尿液分离的肾源细胞不属于肿瘤细胞,没有

肿瘤细胞的恶化及转移等特性;此外其体外培养需

要肾细胞生长所需的特殊细胞因子和培养基。
除了肾源细胞之外,本实验所构建模型所具有

的优势是加入了血管内皮细胞(HUVECs)和间充质

干细胞(MSCs)。 诚然,肿瘤瘤块等移植物接种到小

鼠体内,也可由周边小鼠血管形成增生和浸入,但
这种方式对形成功能单位的组织块并不利。 而人

源移植物如果能形成自身人源血管,并能与宿主小

鼠的体循环相连通,对于移植入的人源细胞体内存

活,形成甚至恢复相应的组织结构起到非常重要的

作用[14,16]。 HUVECs 具有形成人源血管的能力,可
在体内形成人源血管结构[17]。 而 MSCs 兼具了多

向分化能力和旁分泌功能[18],通过多种旁分泌机制

促进各种组织再生,血管生成、促细胞增殖、抑制凋

亡、抗炎和介导免疫反应等[19]。 此外相关研究也表

明将血管内皮细胞和 MSCs 同时移植入免疫缺陷小

鼠体内可形成稳定的、有功能的血管网络。 MSCs
还可形成血管周围细胞稳定血管[20]。 因此肾源细

胞与 HUVECs 及 MSCs 按比例同时移植入免疫缺陷

小鼠体内,更加有利于肾源细胞在宿主体内形成与

宿主小鼠循环系统相连通的模拟人肾血管单位的

组织结构,这也是本文重要的集成创新点之一。 当

然,本研究构建的皮下嵌合小鼠模型在一定程度上

模拟了肾血管单位,其成熟程度和功能还未知。 因

此,后续我们将进一步开展相关实验以及肾包膜下

原位嵌合的研究,进而对原位嵌合物进行结构和功

能的鉴定和检测,并深入分析基因表达特征。
慢性肾病(CKD)作为全球性的重大疾病,其发

病原因及病程结局复杂,亟需开展个体化精准医疗

相关研究;目前关于 CKD 个体化精准医学研究缺乏

合适的体内研究( In vivo)模型。 人源化小鼠模型是

开展人类疾病机制、药物筛选研发等相关研究比较

理想的模型。 本研究构建的人肾血管单位小鼠皮

下嵌合模型有可能成为 CKD 机制、药物筛选等个体

化精准医疗相关研究工具之一。 此外,目前对于

CKD 除了肾透析和肾移植外没有其它有效的治疗

方法,而肾移植则面临着移植器官短缺和移植后

BKV 感染问题[21-22]。 BKV 感染是临床上导致肾移

植术后排斥反应的一个重要诱因,而其感染尚缺乏

特异性的治疗药物;BKV 病毒受体尚不明确,主要
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特异性感染人类肾中肾小管上皮细胞,进而扩大感

染至肾实质、其它尿路部分和血液循环,从而引发

BKV 相关肾病[23]。 目前 BKV 相关研究多为体外细

胞培养以及基于人肾类器官的体外感染研究[13],尚
缺乏合适的动物模型。 本研究用肾源细胞(其中包

括了肾小管上皮细胞)与 MSCs 和 HUVECs 构建皮

下嵌合的肾血管单位人源化小鼠模型,能够形成与

宿主小鼠相连通的人肾血管单位以及肾小管结构,
在一定程度上模拟了人肾血管单位结构,从而也具

有用于 BKV 感染体内研究的潜力。
总之,目前肾人源化小鼠方面的研究尚不多

见。 本研究提供了一种基于人体尿液中肾源细胞

而构建的皮下肾血管单位嵌合小鼠模型,可能在肾

疾病的发病机制和药物筛选等精准个体化医学研

究以及肾特异的病毒感染研究等临床前研究中具

有广阔的应用前景。
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H1N1 流感病毒树鼩模型生物学特性的研究
金亮子1,2#,吴芳芳3#,邓伟1, 奎秀莹1,罕园园1,孙晓梅1,仝品芬1,

李娜1,王喜军3∗,代解杰1∗

(1. 中国医学科学院 /北京协和医学院医学生物学研究所,昆明　 650118;2. 昆明医科大学,昆明　 650500;
3. 广西壮族药用植物园,西南濒危药材资源开发国家工程中心,南宁　 530023)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立 H1N1 流感病毒感染树鼩模型,探讨流感病毒动力学变化和在呼吸系统组织中的分布

特征。 方法　 选择 3 ~ 3. 5 周岁成年树鼩(Tupaia Belangeri Chinensis)24 只,雌雄各半,随机分为空白组(B 组)和模

型组(M 组)各 12 只,使用 H1N1 流感病毒每只 600 μL(1 × 106. 8TCID50 / 0. 1 mL)经鼻腔感染 M 组树鼩,在-3 ~
10 d期间每天早晨测量肛温,同时采集咽拭子、鼻拭子和血液样本测定病毒载量。 并测定 2、4、7 d 血液中抗流感的

中和抗体。 2、3、5、10 d 随机处死 3 只树鼩,采集鼻甲、气管、咽部和肺组织进行病毒载量检测,取 3、5、10 d 组织进

行病理学检测。 结果　 M 组的树鼩表现为被毛蓬乱、食欲不振、运动迟缓、体温升高和鼻咽分泌物增加等临床症

状;感染后 1 d 开始可以在呼吸道中检测到病毒载量,3 d 血液中出现病毒载量;病理结果显示鼻甲、咽、气管和肺组

织中均有一定程度的病理改变。 结论　 树鼩感染流感病毒后出现的临床症状与人类极为相似,所建立的流感树鼩

模型对研究流感的发病机制与抗流感药物评价提供了有重要价值的工具。
【关键词】 　 流感;H1N1 A / PR8 / 34 病毒;树鼩;感染;动物模型

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847 (2022) 02-0223-07

Biological characteristics of a tree shrew model infected with H1N1
influenza virus

JIN Liangzi1,2#, WU Fangfang3#, DENG Wei1, KUI Xiuying1, HAN Yuanyuan1, SUN Xiaomei1,
TONG Pinfen1, LI Na1, WANG Xijun3∗, DAI Jiejie1∗

(1. Institute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College,
Kunming 650118, China. 2. Kunming Medical University, Kunming 650500. 3. National Engineering Laboratory for the

Development of Southwestern Endangered Medicinal Materials, Guangxi Botanical Garden of Medicinal Plants, Nanning 530023)
Corresponding author: DAI Jiejie. E-mail: djj@ imbcams.com.cn; WANG Xijun. xijunw@ sina.com



中国实验动物学报 2022 年 4 月第 30 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2022,Vol. 30, No. 2

【Abstract】 　 Objective 　 To establish a tree shrew model of H1N1 influenza virus infection and to explore the
dynamics of the influenza virus and its distribution in respiratory tissues. Methods　 Twenty-four 3 to 3. 5-years-old adult
tree shrews (Tupaia Belangeri Chinensis), with equal numbers of males and females, were randomly divided into a blank
group (group B) and a model group (group M) of 12 tree shrews each. H1N1 influenza virus 600 μL / bird (1 × 106. 8

TCID50 / 0. 1 mL) were inoculated into M group tree shrews through the nasal cavity; the rectal temperature was measured
every morning from rom 3 d before until 10 d after inoculation, and throat swabs, nasal swabs, and blood samples were
collected to determine the viral load. Blood levels of neutralizing antibodies against influenza were determined on days 2, 4,
and 7. Three tree shrews were randomly sacrificed on days 2, 3, 5,and 10, turbinate, trachea, pharynx, and lung tissues
were collected for viral load detection, 3, 5, and 10 days of tissue were taken for histopathology. Results　 Tree shrews in
group M showed clinical symptoms such as a disheveled coat, loss of appetite, slow movement, increased body
temperature, and increased nasopharyngeal secretion, and their blood viral load appeared. There were some pathological
changes to the turbinate, pharynx, trachea, and lung tissue of group M. Conclusions 　 The clinical symptoms of tree
shrews infected with influenza virus were very similar to those of humans. The established influenza virus tree shrew model
provides a valuable tool for studying the pathogenesis of influenza and evaluating anti-influenza drugs.

【Keywords】　 influenza; H1N1 A / PR8 / 34 virus; tree shrew; infection; animal model
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 流行性感冒简称流感,是由流感病毒引起的急

性呼吸道传染病。 流感病毒是一种正黏病毒科负

链 RNA 病毒,包含 8 个具有负极性的单链 RNA 分

子。 该科的 5 个属包括甲型流感病毒、乙型流感病

毒、丙型流感病毒、索戈托病毒和伊萨病毒(传染性

鲑鱼贫血病毒) [1]。 甲型流感病毒感染最为常见和

严重,它在短时间内迅速传播并影响大地理区域的

人口,在 1918 年至 1919 年的流感大流行期间,估计

有三分之一的世界人口、受到感染并患有临床症状

明显的疾病[2]。
流感病毒不断变异,流感大流行随时可能爆

发,合适的动物模型可以研究流感感染特性及传播

特性,为流感的防控、药物筛选及疫苗的研究提供

工作基础。 动物模型用于模拟复杂的生物现象和

人类疾病特征,多年来,动物模型已成功用于疾病

机理、药物发现、靶点验证和临床前试验[3]。 流感

动物模型提高了我们对疾病发生发展机理和病理

生理学的理解,是阐明流感发病机制的关键[4]。 小

鼠和雪貂常用于流感病毒研究,但也有一定的局限

性[5]。 小鼠体型较小,不易观察到疾病的表现,许
多流感毒株需要提前适应才能成功感染小鼠[6]。
雪貂模型由于价格高、大小不均、抗体反应性差[7],
有必要寻求新的流感动物模型,开展疾病的发生机

制研究具有重要的科学意义。 树鼩与灵长类动物

的亲缘关系比与啮齿类动物的亲缘关系更近,具有

体型小、易于繁殖、成本低等优点,成为研究人类疾

病的理想对象[8]。 从传染病的角度来看,树鼩容易

感染人类病原体,并表现出类似于人类感染的临床

症状[9]。 因此,本研究通过流感病毒感染树鼩,探
讨流感病毒在不同组织中的病毒动力学及其在各

组织中的分布规律,为其疾病的发病机制和药物研

发提供一种有科学价值新的动物模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

H1N1 流感病毒血清抗体阴性、3 ~ 3. 5 岁普通

级树鼩(中缅树鼩滇西亚种)24 只,雌雄各半,体重

105 ~ 150 g。 来源于中国医学科学院医学生物学

研究所树鼩种质资源中心 【 SCXK (滇) K2018 -
0002】,饲养于中国医学科学院医学生物学研究所

树鼩种质资源中心负压独立通风树鼩笼具(IVC)中
【SYXK(滇)K2018-0002】,饲养环境温度控制在 20
~ 25℃,湿度控制在 40% ~ 70%,人工光照每天 12
h,换气次数每小时大于 15 次。 所有操作均符合中

国医学科学院医学生物学研究所伦理要求(编号:
DWSP202004001)。
1. 1. 2　 细胞

犬肾上皮细胞(MDCK 细胞)购于北纳生物。
1. 1. 3　 病毒及感染途径

H1N1 A / Puerto Rico / 8 / 1934(A / PR / 8)流感病

毒株由中国医学科学院医学生物学研究所刘龙丁

教授惠赠。 经普通级鸡胚增殖后收集病毒尿囊液,
病毒滴度为 1 × 106. 8 TCID50 / 0. 1 mL,-80℃冰箱储

存备用,实验均在中国医学科学院医学生物学研究

所树鼩种质资源中心 BSL-2(生物安全 II 级)实验室

422



中国实验动物学报 2022 年 4 月第 30 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2022,Vol. 30, No. 2

中进行。
保定树鼩待稳定 5 min 后,用每只 600 μL / (1 ×

106. 8 TCID50 / 0. 1 mL)病毒液通过滴鼻的方式感染

树鼩。
1. 1. 4　 主要试剂与仪器

PBS(Hyclone,美国),病毒 RNA 提取试剂盒

QIAamp Viral RNA Mini Kit(Qiagen,德国),One Step
Prime Script TM RT-PCR Kit(TaKaRa,日本),4%多

聚甲醛固定液(美伦生物,中国),普通级 1%鸡红细

胞,血凝板(Nunc,丹麦),台式高速离心机(Hitachi,
CT15RE,日本),实时定量荧光 PCR 仪(BIO-RAD,
CFX-96,美国),生物安全柜(Forma,A / B3,美国),
切片机(徕卡,中国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

树鼩随机分为空白组(B 组)和模型组(M 组),
每组 12 只,感染后观察 10 d。 M 组用 H1N1 A / PR /
8 / 34 滴鼻方式感染树鼩,B 组用 PBS 滴鼻处理树鼩。
1. 2. 2　 体温的测定

每天上午 8:30 保定树鼩后保持 5 ~ 10 min,待
动物稳定后测定肛温。
1. 2. 3　 病毒载量的测定

每天采树鼩的鼻拭子、咽拭子,用尾静脉采血

法采集外周血样 0. 3 mL,使用实时定量荧光 PCR
(RT-PCR)绝对定量测定法研究了甲型 H1N1 A /
PR8 / 34 流感病毒在感染后 1 ~ 10 d 的病毒载量的

变化情况[10],引物及探针序列见表 1。
表 1　 H1N1 A / PR8 / 34 引物序列

Table 1　 H1N1 A / PR8 / 34 primer sequence
引物及探针

Primer
序列(5’-3’)

Sequence(5’-3’)

上游
Forward 5’-CTTCTAACCGAGGTCGAAACGTA-3’

下游
Reverse 5’-GGTGACAGGATTGGTCTTGTCTTTA-3’

探针
Probe 5’-FAM-TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA-TAMR-3’

1. 2. 4　 特异性抗体检测

分别测定感染后 2、4、7 和 10 d 血清样品。 首

先标记 96 孔微量滴定板,然后用高碘酸钾(KIO4)
处理血清以去除非特异性凝集原。 每孔加入 25 μL
生理盐水,第 1 个空孔加入 25 μL 处理过的血清样

品,稀释至最后一孔,丢弃最后一孔的最后 25 μL。
每孔(1 ∶ 1)加入等体积(25 μL)含有 4 个血凝单位

病毒的生理盐水,最后加入 1%鸡红细胞悬液 50

μL。 小心地敲击滴定板的 4 个侧面进行混合。 在

室温下放置 30 min 后读取抗体滴度[11]。
1. 2. 5　 病理学检测

腹腔注射 0. 4 mL(3%戊巴比妥钠)安乐死树

鼩,采集鼻甲、咽、气管和肺组织,4%多聚甲醛固定

液固定,石蜡包埋切片,HE 染色镜下观察拍照。
1. 3　 统计学分析

数据表示为平均值 ± 标准差( x- ± s)。 两组间的

数据采用独立样本 t 检验,组间比较采用方差分析,
组间比较用单因素方差分析。 P < 0. 05 为具有显着

性差异。 GraphPad Prism 7. 0 用于绘图和数据分析。

2　 结果

2. 1　 树鼩的体征及温度变化

所有树鼩 0 d 的临床体征均正常,感染后 1 ~ 7
d,M 组树鼩出现活动迟缓、被毛蓬乱、食欲减退和

鼻咽分泌物增加等的临床体征,并在 9 d 逐渐消失。
M 组树鼩在接种流感病毒株后体温有所升高,2 d
到达最高为 39. 2℃。 与 B 组相比,M 组温度显著性

升高(P < 0. 05),差异具有统计学意义(见图 1)。

注:与 B 组相比,∗P < 0. 05。

图 1　 H1N1 病毒感染树鼩后的体温变化

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

Figure 1　 Body temperature of tree shrews
infected with H1N1 virus

2. 2　 树鼩体内的流感病毒复制

感染后 1 ~ 10 d 收集树鼩咽拭子、鼻拭子和血

液样品。 鼻拭子中的病毒载量在 1 ~ 2 d 达到峰值

后开始下降,10 d 略有增加。 咽拭子和鼻拭子的病

毒载量趋势大致相同。 血液中的病毒载量在 3 d 开

始出现,5 d 到达最高,且可持续至 10 d(见图 2)。
感染后 2 d 鼻甲、咽部、气管和肺部组织可检测

到病毒载量(约 1 × 102~3 copies / mL),一直持续到

10,5 d 有明显的峰值,以肺组织病毒载量表达最高

(见图 3)。
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图 2　 H1N1 感染树鼩后鼻拭子、咽拭子和

血清中的病毒载量变化情况

Figure 2　 Changes on viral load in nasal swabs, pharyngeal
swabs and serum of tree shrews infected with H1N1 virus

2. 3　 血清病毒载量及特异性抗体

感染后 3 d 血液中可检测病毒到载量,在 5 d 达

到峰值。 感染后 2 d 开始产生血清抗体,并一直呈

上升趋势,表明病毒感染树鼩后在体内可复制,呈
持续性感染状态后不断产生血清抗体(见图 4)。

图 5　 H1N1 感染树鼩后不同时间点鼻甲、咽、气管和肺组织的病理变化

Figure 5　 Pathological changes of turbinate, pharynx, trachea and lung tissues of tree shrews infected with H1N1 during different time

2. 4　 树鼩组织的病理变化

在感染后 3、5 和 10 d 取鼻甲、咽、气管和肺组

织进行病理检查(见图 5)。 病理结果显示,B 组树

鼩的鼻甲、咽、气管和肺组织未见明显病理改变(图
5a,5b,5c,5d)。 M 组树鼩的鼻甲 3 d 有一定程度的

图 3　 H1N1 病毒感染树鼩后不同时间鼻甲、
咽、气管和肺组织的病毒载量变化

Figure 3　 Changes of viral load in turbinate, pharynx,
trachea and lung tissues during different time

after infection with H1N1 virus infection in tree shrews

图 4　 血液中病毒载量及抗体水平

Figure 4　 Viral load and antibody levels in blood
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损伤(图 5e),5 d 和 10 d 没有明显的病理改变(图
5i,5m)。 3、5 d 咽组织上皮细胞坏死、脱落(图 5f,
5j),10 d 未见明显病理改变(图 5n)。 感染后 3、5、
10 d 气管组织均出现上皮细胞坏死和脱落(图 5g,
5k,5o),随着感染天数的增加,损伤逐渐加重。 3 d
肺组织无明显病理变化(图 5h),5 d 肺泡壁出现小

面积增厚(图 5l),伴有少量的炎性细胞浸润,10 d
肺泡壁大面积增厚(图 5p),伴有少量的炎性细胞

浸润。
组织病理结果提示,流感病毒经上呼吸道感染

先损害鼻甲和咽,并逐渐蔓延至气管和肺,最后导

致肺部感染,引起肺组织的病理实质性改变。

3　 讨论

抗流感病毒药物和疫苗的研发都需要合适的

动物模型。 理想的流感动物模型,需要比较全面的

模拟流感疾病的临床表现及病理变化[12]。 目前常

用于建立流感模型的动物有雪貂、小鼠和非人灵长

类等。 雪貂和人类在肺生理学、细胞受体分布和感

染临床症状方面有相似之处[13],并且易感,主要用

于传播力方面的研究及致病机制研究,但个体差异

较大,价格较贵,商品化试剂少。 小鼠成本较低,但
小鼠个体较小,不易观察到疾病的表现,并且许多

流感毒株需要提前经过适应之后,才能成功感染小

鼠。 恒河猴、食蟹猴等其他非人灵长类动物不易操

作,价格昂贵,存在一定的伦理方面的制约[14]。 本

研究选择树鼩来建立流感动物模型,在动物出现流

感样的临床症状、血清病毒复制及抗体和病理变化

上进行有益的探索。 树鼩是一种小型的非灵长类

哺乳动物,树鼩与人类在生理学、分类学、基因组学

及免疫学等生理生化特性方面的相似性高于常用

的雪貂、小鼠等实验动物。 我们的研究结果表明,
H1N1 A / PR8 / 34 流感病毒在树鼩呼吸道能够有效

复制,在下呼吸道表现出典型的流感症状和病理变

化,如急性支气管炎和肺炎[15]。
人流感的临床症状主要以流涕、咳嗽、肌肉酸

痛等为主要表现[16]。 本研究中发现流感病毒感染

树鼩后,树鼩表现主要以鼻腔分泌物增加、流涕为

主,也存在被毛蓬乱及精神萎靡;恒河猴及食蟹猴

等非人灵长类动物模型临床表现为流涕,打喷嚏,
还有呼吸困难等症状[17];小鼠模型表现反应迟钝,
竖毛,弓背,食欲减退甚至出现死亡;雪貂模型出现

厌食、体重减轻、昏睡等症状[18]。 相比而言,树鼩模

型表现的临床症状与非人灵长类动物甚至人的表

现和程度更为相似。
病毒载量及抗体可以反映病毒复制与自我防

御机制之间的相互作用[19],高峰通常出现在出现症

状时[20]。 树鼩感染流感病毒后,鼻、咽拭子在 1 d
和 2 d 达到高峰,可以达到 1 × 108copise / mL,这与

人类感染流感病毒后出现的病毒载量高峰相似[21],
与恒河猴感染流感病毒的趋势相似但有些许不同。
恒河猴感染流感病毒后,在 1 d 和 2 d 达到高峰,5 d
和 6 d 再次上升[22]。 小鼠感染流感病毒后肺部可

能出现肺炎症状[23],病毒载量也可以检测到,但未

发现与人类相似的峰值[24],并且小鼠的临床症状与

人类不相似,更容易死亡[25],这是由于小鼠呼吸道

中的受体分布及蛋白质的相互作用与人类不同所

导致的[26]。 这从另一个方面反映出树鼩作为流感

动物模型比大鼠和小鼠更接近灵长类动物。 根据

临床的回顾性研究,病毒载量可以在人呼吸道中长

期存在[27],这和我们的结果相一致,在 10 d 依然可

以鼻甲、咽、气管及肺中检测到流感的病毒载量。
H1N1 流感病毒的主要感染为气管支气管炎,大量

病毒附着于气管和支气管[28]。 因此,我们还检测了

鼻甲、气管、咽和肺组织中的病毒载量。 发现 2 d 即

可在鼻甲、气管、咽组织中测出病毒载量,5 d 达到

峰值,最高可达到 1 × 109copise / mL,各组织病毒载

量趋势一致。 说明病毒在次日开始复制,并逐渐扩

散至下呼吸道。 流感病毒通过直接病毒感染或免

疫系统反应造成的损害影响呼吸道[29]。 肺组织病

毒载量在 5 d 达到高峰,同时出现病理损伤。 表明

流感病毒随着时间的推移逐渐从上呼吸道传播到

下呼吸道,感染组织器官。 之后,病毒载量缓慢下

降,因为流感病毒可以感染肺内皮细胞并造成损

伤,但提示不能在肺内皮细胞中进一步复制[30]。 而

小鼠肺的病毒载量高峰则在 3 d[31]。 10 d 各组织中

病毒载量仍可以检测到,有动物实验表明,肺中的

病毒载量一般要 25 d 才能完全清除[32]。
从病理结果可以看出,树鼩感染流感病毒 3 d

后,首先在鼻甲中进行复制并产生损伤,然后是咽

部,随着时间的推移,病毒逐渐扩散并在肺组织中

复制,气管损伤持续存在,肺泡出现弥漫性的增厚,
说明存在炎性病变,这与感染病人的尸检报告一

致,人感染后可出现气管和支气管炎[33],支气管壁
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的上皮细胞出现细胞脱落和坏死,肺出现了弥漫性

间质性肺炎[34]。 树鼩感染流感病毒表现的症状和

人类似的症状是由于受体分布和人类似[5],可能更

能模拟人感染流感病毒的病理变化情况。
在之前的报道中,流感病毒可以在没有适应的

情况下感染树鼩[5],这说明有新的流感病毒流行的

时候,树鼩可以作为一种快速替代模型。 这项研究

的结果表明,甲型流感可以感染树鼩并引起肺炎。
树鼩的症状与人类高度相似,有体温升高、流涕等

临床症状[35]。 在鼻咽拭子中,可以连续检测血液和

组织中的病毒载量,并诱导血清中特异性抗体的形

成。 树鼩能较好地模拟流感病毒感染后的病毒复

制和病理变化,是很好的流感动物模型。 树鼩的优

势是存在与人类相似的唾液酸受体,基因组与人类

相似。 流感病毒无需适应即可感染树鼩。 饲养方

便、体型小、价格低也是树鼩的优点。 本研究建立

的树鼩感染模型在临床表现、病毒复制和病理变化

等方面均能满足 H1N1 流感病毒疾病模型的建模要

求,此模型可以对开展甲型流感病毒的作用机制、
药物评价及疫苗学研究有较好的参考意义。
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人血管紧张素转化酶 2(ACE2)BAC 转基因小鼠
模型的制备及鉴定

朱孟敏1,2#,刘玲玲1,2#,牛博文1,2,彭秀华1,2,陈丽香1,2,秦波音1,2,杨华1,2,李峰1,2∗

(1. 上海市公共卫生临床中心,上海　 201508;2. 上海市新发再现传染病研究所,上海　 201508)

　 　 【摘要】 　 目的　 期望获得含有全长 hACE2 基因序列的 hACE2 人源化小鼠模型,为心血管疾病、新冠肺炎发

病机制研究、药物与疫苗研发提供重要工具。 方法　 将纯化含有 hACE2 完整编码序列的 BAC 质粒,利用小鼠受精

卵显微注射和输卵管移植技术获得多个首建鼠,分别育种建系,通过杂交育种获得稳定遗传 F2 代小鼠品系,进一

步对 F2 代小鼠 hACE2 基因整合、基因拷贝数、相对荧光定量 PCR、Western Blot 和免疫荧光进行分析。 结果　 育种

获得 hACE2-6-9、hACE2-14-3、hACE2-15-1 和 hACE2-15-2 共 4 个小鼠品系。 基因整合结果显示,hACE2-6-9、hACE2-
15-1 和 hACE2-15-2 小鼠品系含有完整的 hACE2 基因座位点及较长的基因调控区,hACE2-14-3 含有完整的 hACE2
基因座位点及 3’UTR 较短的基因调控区。 相对荧光定量 PCR 和 Western Blot 检测结果显示,hACE2-6-9、hACE2-
15-1 和 hACE2-15-2 品系小鼠肠道中 hACE2 mRNA 和蛋白表达水平较低,而整合较短调控序列的 hACE2-14-3 小鼠

品系则表达水平较高。 免疫荧光染色结果显示 hACE2-15-1 品系小鼠肾小管和肺血管内皮细胞中均有 hACE2 表

达。 结论　 获得了含有全长基因序列的 hACE2 人源化 BAC 转基因小鼠,保留完整的 hACE2 启动子及基因调控

区,从而为心血管疾病、新冠肺炎发病机制研究、hACE2 基因表达调控机制研究和药物、疫苗的研发提供重要工具。
【关键词】 　 ACE2;人源化小鼠;细菌人工染色体;基因表达
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Preparation and identification of human angiotensin converting
enzyme 2 (ACE2)BAC transgenic mouse model

ZHU Mengmin1,2#, LIU Lingling1,2#, NIU Bowen1,2, PENG Xiuhua1,2, CHEN Lixiang1,2, QIN Boyin1,2,
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(1. Animal Model Department, Shanghai Public Health Clinical Center, Shanghai 201508, China. 2. Shanghai Institute
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【Abstract】　 Objective　 To obtain a novel coronavirus pneumonia transgenic mouse model with constitutive human
angiotensin converting enzyme 2 (hACE2) gene expression, that can efficiently maintain human physiological levels of a
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bacterial artificial chromosome ( BAC) hACE2 gene. This model could provide an important tool for research into
cardiovascular disease, the pathogenesis of novel coronavirus pneumonia, and the development of drugs and vaccines.
Methods　 A BAC plasmid containing the complete coding sequence of human ACE2 (hACE2) was purified and transgenic
mice were established by fertilized egg microinjection and Fallopian tube transplantation. Stable F2 mouse strains were
obtained by cross-breeding and analyzed in relation to integration of the hACE2 gene, gene copy number, relative
fluorescence quantitative polymerase chain reaction (PCR), Western Blot, and immunofluorescence. Results　 Four mouse
strains (hACE2-6-9, hACE2-14-3, hACE2-15-1 and hACE2-15-2) were obtained. The result of gene integration showed
that the hACE2-6-9, hACE2-15-1 and hACE2-15-2 strains contained the complete hACE2 gene locus and long gene
regulatory region, while hACE2-14-3 contained the complete hACE2 gene locus and a short gene regulatory 3' untranslated
region. Relative fluorescence quantitative PCR and western blot showed that hACE2 mRNA and protein levels in the
intestine were lower in the hACE2-6-9, hACE2-15-1 and hACE2-15-2 strains, while expression levels were higher in the
hACE2-14-3 strain with shorter regulatory sequences. Immunofluorescence staining showed that hACE2 was expressed in
renal tubular epithelial cells and pulmonary vascular endothelial cells in hACE2-15-1 mice. Conclusions 　 We obtained
novel coronavirus pneumonia hACE2 transgenic mice with the full-length gene sequence and the complete promoter and gene
regulatory regions. This model will provide an important tool for the study of cardiovascular diseases and the pathogenesis of
novel coronavirus pneumonia, as well as for examining mechanisms regulating hACE2 gene expression and the development
of drugs and vaccines.

【Keywords】　 ACE2; humanized mice; bacterial artificial chromosome; gene expression
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 血管紧张素转化酶 2(ACE2)是近年来肆虐全

球疫情新冠病毒( severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2, SARS-CoV-2) 的功能宿主受体, 由

ACE2 功能基因编码翻译的蛋白质属于二肽基羧基

二肽酶血管紧张素转化酶家族[1]。 人血管紧张素

转换酶 2( hACE2)基因位于人的 X 染色体,编码

805 个氨基酸残基,属于Ⅰ型跨膜糖蛋白,相对分子

质量为 120 × 103。 基因编码区较大,长达 41 572
bp,目前有关 hACE2 基因的表达调控元件研究如火

如荼[2-4]。 通过基因序列同源性比对,人的血管紧

张素转化酶 1 与血管紧张素转化酶 2 有着较大的相

似性[5]。 ACE2 在维持体液平衡、血压的稳定、炎症

浸润和细胞增殖等方面有着非常重要的作用,同时

ACE2 在肾、肠道以及生殖泌尿系统特异性表达意

味着其在调节上述器官方面也起到不同的作用[6]。
此外,最为重要的是该基因编码蛋白是 SARS 病毒

糖蛋白的功能受体,该病毒的棘突 Spike 蛋白(S 蛋

白)可以和人类细胞表面的 ACE2 受体特异性结合,
造成宿主细胞内感染,从而导致人体内的细胞因子

风暴和级联免疫反应[7]。
近几年,hACE2 人源化小鼠模型已成为研究新

冠病毒 SARS-CoV-2 最具可靠的动物模型,其在新

冠疾病入侵途径、病变经过、发病机制和特效药物

筛选等热门研究领域扮演着不可或缺的工具载

体[8]。 目前,hACE2 人源化小鼠模型构建策略主要

有 3 种形式:(1)通过 CRISPR-Cas9 基因编辑技术

将鼠源部分序列或者胞外区全部替代为对应的人

源序列结构,这样的目的是能够将插入的人源序列

发挥最大的作用,并且在不影响小鼠正常生理功能

的情况下,使人 ACE2 的表达能够充分。 (2)在使用

人类角蛋白 18( cytokeratin 18,K18)启动子作为调

控和驱动 hACE2 时,将安全岛 H11 的位点进行过表

达的处理,该手段的主要目标是用于模拟人类易感

新冠病毒的感染研究。 (3)通过全长替换的方式,
将鼠源的 ACE2 全长序列替换为对应的人源 ACE2
序列[9]。 以上 3 种构建策略在目的基因 ACE2 的表

达水平上可能有所不同,而且使用不同物种的启动

子也会影响上述目的基因的表达。 我们的策略是

将人的 ACE2 功能基因、启动子、增强子和相关的调

控序列全部引入到小鼠基因组中,不去除鼠源

ACE2 的相关类似的区域,观察在后期基因表达和

组织蛋白水平的情况,尤其是研究人源的 ACE2 调

控序列在小鼠体内发挥的作用。
本文利用长片段 BAC 质粒随机整合的方法,

将包含有人的 ACE2 功能基因、启动子和相关调

控序列引入到小鼠基因组中,不仅可以研究人的

ACE2 目的功能基因和蛋白在肠道、肾小管和肺

血管内皮细胞组织中的表达水平,而且能够比较

不同调控序列的长度是否影响功能基因的蛋白

表达水平。
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1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

体重 15 ~ 18 g 的 4 周龄 C57BL / 6J 雌鼠 10 只,
体重 20 ~ 25 g 的 12 周龄 C57BL / 6J 雄鼠 10 只,体
重 25 ~ 30 g 的 6 ~ 8 周龄 ICR 雌鼠 30 只及体重 35
~ 40 g 的 3 月龄 ICR 雄鼠 15 只均为 SPF 级动物,
购自上海吉辉实验动物饲养有限公司【SCXK(沪)
2017-0012】。 转基因阳性小鼠为上海市公共卫生

临床中心实验动物部【SCXK(沪)2020-0002】保种

品系。 实验用鼠均饲养于上海市公共卫生临床中

心实验动物部【SYXK(沪)2020-0019】 SPF 动物设

施内。 饲养室内光照为 12 h 明暗交替,湿度 40% ~
60%,温度 22 ~ 25℃。 动物操作要求符合上海市公

共卫生临床中心实验动物伦理要求【公卫伦审 2020
-D069-01 号】。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

BAC 质 粒 ( BACPAC 资 源 中 心, RP11-
478H11),M16 培养液(Merk,M7292-100 ML),M2
培养液(Merk,M7176-100 ML),透明质酸酶(Merck,
H1136),孕马血清促性腺激素(宁波第二激素厂,
PMSG)人绒毛膜促性腺激素 (宁波第二激素厂,
HCG),动物基因组 DNA 小量提取试剂盒(上海莱

枫,DK611-02),EasyPure RNA Kit 试剂盒(北京全

式金, ER201-01 ), 反 转 录 试 剂 盒 ( 上 海 翊 圣,
11123ES60),qPCR 试剂盒(上海翊圣,11201ES03 /
08 / 60),Anti-ACE2 抗体(Abcam,ab108209)。

Leica 组织切片机(Lecia CM1950,德国),显微

操作系统(eppendorf,德国),倒置显微镜(Leica,德
国),拉针仪(SUTTER,美国),体式显微镜(奥林巴

斯,日本),高速冷冻离心机(Thermo,美国),台式摇

床(春兰仪器,中国),PCR 仪(eppendorf,德国),生
化培养箱(上海一横,中国),qPCR 仪(杭州博日,中
国),电泳仪 /电泳槽(上海天能科技有限公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 BAC 质粒的纯化

商 品 化 BAC 质 粒 RP11-478H11 ( 序 列 号:
AC097625. 11)全长 194 492 bp,包含 hACE2 基因及

其调控序列。 将上述 BAC 质粒菌种接种到 100 mL
氯霉素抗性 LB 培养液中,32℃过夜振荡培养 16 ~
20 h。 用质粒提取试剂盒抽提 BAC 质粒,用限制性

内切酶切并进行脉冲场凝胶电泳鉴定,脉冲场凝胶

电泳参数为电压:6 V / cm、脉冲角度:120℃、转换时

间:1 ~ 25 s、条带范围:2 ~ 300 kb、电泳时间:18 h。
将鉴定正确的 BAC 质粒在透析液(浓度为 0. 5 mL
的 1 mol / L Tris-HCl、10 μL 的 0. 5 mmol / L EDTA 和

1 mL 的 5 mol / L NaCl 用无菌水定容到 50 mL)中过

夜透析纯化,将 BAC 质粒溶液稀释到 1 ~ 3 ng / μL
注射备用。
1. 2. 2　 人源化 BAC 转基因小鼠获得

利用拉针仪制备注射针(外径:1. 0 mm,内径:
0. 78 mm,长度:10 cm)和固定针(外径:1. 5 mm,内
径:1. 1 mm,长度:10 cm),固定针口为外径 100 ~
120 μm,内径 20 ~ 30 μm 左右,最后弯针角度 15°
备用。 用注射针将稀释的 BAC 质粒注射到胚胎的

雄原核内,看到原核内部膨大为止,最后转移至 M16
培养液中培养。 于第 1 日 16:00,将 4 周龄 C57BL /
6J 雌鼠按每只 5U 腹腔注射 PMSG,饲养 47 h 后,按
每只 5U 腹腔注射 HCG 并与种公鼠合笼过夜。 第 4
天 9:00 输卵管膨大部收集受精卵进行显微注射。
用注射针将稀释的 BAC 质粒注射到胚胎的雄原核

内,看到原核内部膨大为止,最后转移至 M16 培养

液中培养。
胚胎移植:取 0. 5 d 假孕 ICR 受体鼠,麻醉,剔

除背部毛发,酒精及碘酊消毒,剪开脊柱背侧皮肤,
剪开脊柱两侧 0. 5 cm 处肌肉层,用钝头镊子夹住脂

肪垫拉出附带的卵巢及输卵管,用脂肪夹固定,在
体视显微镜下找出输卵管壶腹部,用 1 mL 注射器针

头在壶腹部前侧刺一切口,之后将胚胎经此切口吹

入输卵管壶腹部,分别缝合肌肉层及皮肤,碘酊消

毒。 18 d 后观察代孕鼠的妊娠分娩情况,将出生7 d
的小鼠打耳洞标记,并进行 hACE2 外源基因整合情

况鉴定。
1. 2. 3　 转基因小鼠外源基因的检测

利用表 1 中的引物来确定转基因小鼠基因的整

合情况。 反应体系和条件详见说明书,反应结束

后,进行琼脂糖凝胶电泳检测。
1. 2. 4　 绝对定量法测定外源基因的拷贝数

使用绝对定量 PCR 法对各品系 F2 代小鼠的的

拷贝数进行检测。 按照表 1 中的引物进行目的基因

的测定,具体的步骤如下:以 BAC 质粒为外源基因

拷贝数测定的标准样品,将质粒浓度稀释到 50 ng /
μL,依次 10 倍梯度稀释 5 次,最终获得 5 组标准样

品,每个浓度梯度标准品进行 3 次重复,来保证有效

数据的可靠性。 使用表 1 中的引物对以上的 5 个标
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准品 BAC 质粒进行 qRT-PCR 实验。 反应体系和条

件详见说明书,上述实验每组设置 3 个平行的样本。
获得的 Ct 值通过公式生成的绝对定量标准曲线,从
而得到转基因小鼠 ACE2 的拷贝数浓度。

表 1　 所需 PCR 引物名称、序列及产物大小

Table 1　 Name, sequence and product size of PCR primers required
引物名称

Primer name
引物序列(5’-3’)

Primer sequence(5’-3’)
产物大小(bp)
Product size(bp)

hACE2-E1 F:TCTGAGAGGTTGTGAGTGT R:GCATTGGCTTGGAAGTATATC 747
hACE2-E17 F:CCACCGATTATTCCTTGTTG R:GCACATTCTACACAGTCTCT 750

hACE2-ident10KB-5’UTR F:TCCAACCTCAACCTTCCTA R:CCTCTTCTTCCTCCTTACTAC 591
hACE2-ident6KB-5’UTR F:CCAATAAGAACCAGACACAAC R:ACCACCAAGCCACCATTA 977
hACE2-ident30KB-3’UTR F:GTGTTGCTTGTCCAGTCT R:TTCTCGGTGTTGTGCTTAT 964
hACE2-ident10KB-3’UTR F:GGTGCGTTACTCAATCCA R:CCTTGTCTGCTCTTCTTCA 743

lncRNA-genomic F:TGATGCCAGAGATGTAATGT R:GGTTGCTCAGTCCTTGTT 504
BMX-genomic F:GGCACCATCACTTCTACTT R:GGCTTACCTTGTCATTCCA 560

hACE2-3’UTR-5KB F:GGAATGAGATACCACCTTAATG R:ATAATAGCAACGCCACCAA 811
hACE2-qPCRcopy F:CCACTGTCATCTTCATCGTA R:ATCCACCTCCACTTCTCTAA 137
BMX-RT / qPCR F:AATGGCTGCTTGCTGAAT R:GTCTGACTTGCTGCTGTAT 303
PIR-RT / qPCR F:GATGGTGGAGCCTCAGTA R:GTTGGTGTGCGAGTGTAA 132

lncRNA-RT / qPCR F:AGCACACGAGTATCTGAAG R:TTCTGGTTGTCAAGGTCAC 244

1. 2. 5　 相对定量 PCR 法检测 hACE2、BMX、PIR 和

Inc 基因的表达量

收集各品系转基因小鼠的相应组织,进行 RNA
提取和 cDNA 制备,使用 qPCR 试剂盒 Hieff 􀅺
qPCR SYBR 􀅺 Green Master Mix(No Rox)进行荧光

定量 PCR。 反应体系及仪器操作步骤详见说明书。
所获得的 Ct 值与对照组进行比较分析。 以上 qRT-
PCR 实验中均设置 3 个平行样品,并通过 3 次重复

实验获得结果。
1. 2. 6　 Western Blot 检测 hACE2 蛋白表达

将组织剪碎匀浆后,离心取上清,并测定上样

蛋白浓度。 准备蛋白电泳的试剂物品,按顺序在梳

子孔内加入蛋白样品。 浓缩胶电压用 90 V,分离胶

电压用 120 V,待溴酚蓝快到底部时停止电泳。 之

后进行转膜,将 PVDF 膜用甲醇透膜,安装转膜装置

结构到电泳槽中,电泳仪调至恒流,220 mA,1 h。 转

膜完成后,取出 PVDF 膜,去除多余的膜,标记好正

反面。 孵育一抗(1 ∶ 500,4℃ 过夜) 和二抗(1 ∶
5000,室温 1 ~ 2 h),TBST 洗膜 3 次,打开化学 ECL
发光系统,用镊子将膜转移至发光用平板上,滴加

ECL 发光液,在化学发光系统中曝光观察,根据条

带情况适当调节曝光时间,保存图片。
1. 2. 7　 免疫荧光检测 hACE2 蛋白分布

组织的固定及包埋:新鲜组织取材后立刻置于

组织固定液中,4℃固定过夜。 固定组织 PBS 冲洗 3
遍后,置于 30%蔗糖溶液中,4℃ 冰箱中放置,直至

组织块完全沉淀于溶液底部。 将组织块取出按正

确方向放在包埋盒中,加入 OCT,置于液氮蒸汽中

速冻,待 OCT 完全凝固,放入-80℃冰箱保存待用。
切片及免疫荧光染色:对固定的组织块进行连

续切片,每张厚度为 10 μm,做好标记,-20℃保存备

用。 取出切片 40℃烘片 15 min,PBS 中漂洗 3 次,
每次 10 min;0. 3% TritonX-100 中 1:10 加入 H2O2

溶液避光处理 15 min;PBS 漂洗 3 次,每次 10 min;
1% BSA+1%马血清室温下封闭 2 h;加入一抗 ACE2
(1 ∶ 400),4℃放置 48 h;去除一抗,PBS 漂洗 3 次,
每次 10 min;加入连有荧光素的相应的二抗,室温避

光孵育 2 h;PBS 漂洗 3 次,每次 10 min;DAPI 染色

10 min;PBS 漂洗 3 次,每次 10 min;甘油封片,激光

共聚焦显微镜下观察并拍照。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 11. 0 软件进行统计分析。 所有数值

以平均值 ± 标准差( x- ± s)的方式显示。 用单因素

方差分析(ANVOA)进行 q 检验。 组间比较用方差

分析,P < 0. 05 为差异具有显著性,P < 0. 01 为差

异极具有显著性。

2　 结果

2. 1　 各品系小鼠整合及拷贝数测定

基因拷贝数检测(图 1A)显示,hACE2-15-1 拷

贝数最高,而 hACE2-14-3 最低。 分别在 5’UTR、3’
UTR、编码区设计鉴定引物(图 1B),将获得的 F0 代

小鼠基因组进行 PCR 鉴定,共获得 4 只阳性首建

鼠,分别与 C57BL / 6J 小鼠进行杂交育种获得 4 个
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品系,除 hACE2-ident30KB-3UTR 在 hACE2-14-3 品

系未能扩增出目的条带,其他引物均能在 4 个

hACE2 转基因小鼠基因组中扩增出单一明亮的条

带(图 1C),基因整合情况如图 1B所示。

注:A:4 个转基因小鼠外源基因 hACE2 的拷贝数柱状图;B:4 个转基因小鼠整合片段在 BAC 上的位置;C:4 个转基因小鼠基因组鉴

定 PCR 图。

图 1　 外源基因检测、拷贝数鉴定及在整合片段在 BAC 上的位置

Note. A. Four transgenic mice copy number histogram of foreign gene hACE2. B. PCR map of genome identification of four transgenic mice. C.
The position of four transgenic mouse integration fragments on BAC.

Figure 1　 Foreign gene detection, copy number identification and position of integrated fragment on BAC

注:A:4 个转基因小鼠在十二指肠中 mRNA 的表达;B:4 个转基因小鼠在空肠中 mRNA 的表达;C:4 个转基因小鼠在回肠中 mRNA 的表

达;D:4 个转基因小鼠在结肠中 mRNA 的表达;与 hACE2-14-3 相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

图 2　 十二指肠、空肠、回肠和结肠中 hACE2 的 mRNA 相对表达水平

Note. A. mRNA expression in duodenum of four transgenic mice. B. MRNA expression of four transgenic mice in jejunum. C. MRNA expression in

ileum of four transgenic mice. D. MRNA expression of four transgenic mice in colon. Compared with hACE2-14-3, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01.

Figure 2　 Relative expression levels of hACE2 mRNA in duodenum, jejunum, ileum and colon

2. 2　 相对荧光定量 PCR 法检测小鼠肠道四段中

hACE2 基因表达水平

相对荧光定量 PCR 结果显示,十二指肠、空肠、

回肠和结肠中,hACE-14-3 小鼠品系 hACE2 mRNA
表达最高,hACE2-6-9 最低,其余两个品系差异不大

(图 2)。 hACE2-6-9 和 hACE-14-3 品系在肠道四段

中人的 ACE2 的 mRNA 的相对表达量差异极具显著

性(P < 0. 01)。 hACE-14-3 与 hACE2-15-1 在十二

指肠和回肠中,mRNA 的相对表达量差异具有显著

性(P < 0. 05),空肠和结肠中,在 mRNA 的相对表
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达量差异极具显著性(P < 0. 01)。 hACE-14-3 与

hACE2-15-2 在十二指肠中,mRNA 的相对表达量差

异具有显著性(P < 0. 05),而在回肠中,无显著性差

异,在空肠和结肠中,mRNA 的相对表达量差异极具

显著性(P < 0. 01)。
2. 3　 Western Blot 检测小鼠肠道四段 hACE2 蛋白

的表达

在转基因 hACE2 小鼠的肠道四段组织中,
hACE2-14-3 的 hACE2 蛋白表达水平最高,hACE2-
15-1 次之,其他 2 个小鼠品系未检测相关蛋白的

表达(图 3)。 其中,在十二指肠组织中,hACE2-
14-3 有微量的 hACE2 蛋白表达,其他品系在小鼠

中未检测到相关蛋白的表达(图 3A)。 在空肠组

织中,hACE2-14-3 的蛋白表达水平最高,其他品系

在小鼠中未检测到相关蛋白的表达(图 3B)。 在

回肠组织中,hACE2-14-3 的蛋白表达水平依然最

高,hACE2-15-1 次之,其他品系在小鼠中未检测到

相关蛋白表达(图 3C)。 在结肠组织中,hACE2-
14-3 的 hACE2 蛋白表达水平最高,其他品系基本

无表达(图 3D)。

注:A:4 个转基因小鼠在十二指肠中 hACE2 蛋白的表达;B:4 个转基因小鼠在空肠中 hACE2 蛋白的表达;C:4 个转基因小鼠在回肠中

hACE2 蛋白的表达;D:4 个转基因小鼠在结肠中 hACE2 蛋白的表达;

图 3　 十二指肠、空肠、回肠和结肠中 hACE2 蛋白的相对表达水平

Note. A. Expression of hACE2 protein in duodenum of four transgenic mice. B. Expression of ACE2 protein in jejunum of four transgenic mice. C.
Expression of ACE2 protein in ileum of four transgenic mice. D. Expression of ACE2 protein in colon of four transgenic mice.

Figure 3　 Relative expression levels of hACE2 protein in duodenum, jejunum, ileum and colon

注:A:4 个转基因小鼠在空肠和结肠中 BMX 基因 mRNA 的表达水平;B:4 个转基因小鼠在空肠和结肠中 PIR 基因 mRNA 的表达水平;
C:4 个转基因小鼠在空肠和结肠中 Inc 基因 mRNA 的表达水平。

图 4　 空肠和结肠中 3 种 mRNA 剪切形式基因的表达水平

Note. A. Expression level of BMX gene mRNA in jejunum and colon of four transgenic mice. B. Expression level of PIR gene mRNA in jejunum
and colon of four transgenic mice. C. Expression level of Inc gene mRNA in jejunum and colon of four transgenic mice.

Figure 4　 Gene expression levels of three mRNA cleavage forms in jejunum and colon

2. 4　 相对定量 PCR 法测定小鼠空肠和结肠中

hACE2 基因座其他 3 个基因的表达水平

图 4A 是在 4 个品系小鼠空肠和结肠组织的

BMX 基因 mRNA 的表达水平,其中 hACE2-15-1
的 BMX 基 因 在 空 肠 中 mRNA 表 达 水 最 高,

hACE2-6-9 表达最低,结肠组织中, hACE2-15-2
的表达最高,hACE2-6-9 的表达依然最低。 图 4B
是在 4 个品系小鼠空肠和结肠组织的 PIR 基因

mRNA 的表达水平,其中 hACE2-15-2 的 PIR 基

因在空肠中 mRNA 表达水最高,而 hACE2-15-1
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表达最低,在结肠组织中,hACE2-6-9 的表达最

高,hACE2-15-1 的表达最低。 图 4C 是在 4 个品

系小鼠空肠和结肠组织的 Inc 基因 mRNA 的表达

水平, 其 中 hACE2-15-2 的 Inc 基 因 在 空 肠 中

mRNA 表达水最高,hACE2-6-9 表达最低,在结肠

组织中,hACE2-15-2 的表达最高,hACE2-15-1 的

表达最低。
2. 5　 免疫荧光检测肾小管和肺血管内皮细胞中

hACE2 的分布

免疫荧光染色结果显示,以对照组 hACE2-15-1
肾小管未加抗体为参照,可见实验组 hACE2-15-1 肾

小管中有较为丰富的的 hACE2 的蛋白表达(图 5a,
5b,5c,5d,5e,5f)。 在实验组肺血管内皮细胞中,如
红色箭头所示,hACE2 均匀的表达分布在血管内皮

细胞中(图 5g,5h,5i),对照组小鼠品系在肺血管内

皮细胞中 hACE2 则无表达(图 5j,5k,5l)。

图 5　 hACE2-15-1 肾小管和肺血管内皮细胞中 hACE2 的免疫荧光

Figure 5　 hACE2-15-1 immunofluorescence of ACE2 in vascular endothelial cells of renal tubules and lungs

3　 讨论

SARS-CoV-2 感染小鼠模型是有效解决新冠病

毒入侵人体后,病毒的复制增殖、致病机制机理和

疫苗药物研发的重要研究工具和手段[10]。 ACE2 人

源化转基因小鼠可能作为有价值的 SARS-CoV、
SARS-CoV-2 易感动物模型。 目前已报道多种 ACE2
人源化转基因小鼠。 研究结果显示这些 hACE2 人

源化转基因小鼠存在诸多缺陷[11]。 CAG 复合启动

子全身性普遍表达 hACE2 基因,CK18 启动子在上

皮细胞表达 hACE2 基因,这两种转基因小鼠不能模

拟 hACE2 基因的真实表达情况[12]。 小鼠 Ace2 启

动子由于不能含有全部的小鼠 Ace2 基因调控区而

只能部分模拟鼠源 性 hACE2 基 因 的 表 达[13]。

Donoghue 等[14]制作在心脏特异性表达 hACE2 的人

源化转基因小鼠,ACE2 超表达引起心脏传导异常

及室性心律失常。 感染实验显示 hACE2 转基因表

达水平和病毒感染后病理变化程度直接相关,即
hACE2 转基因表达水平严重影响 SARS-CoV 病毒复

制水平及感染后组织病理变化。 接近生理性表达

水平的 hACE2 人源化转基因小鼠预期更有利于心

血管疾病以及新冠肺炎(COVID-19)发病分子机制

研究和相关药物研发[15]。 我们利用含有 194 kb 的

hACE2 基因座位点的细菌人工染色体(BAC),结合

小鼠原核显微注射技术,成功制备 4 个含有全长

hACE2 基因序列的人源化 BAC 转基因小鼠品系。
人源化小鼠含有完整的 hACE2 基因调控序列,包括

hACE2 5’-UTR、3’-UTR 以及全部的内含子区和外
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显子区。 这些人源化小鼠均携带包括 rs2074192、
rs6632677、rs4646142、rs4240157、rs2048683 在内的

人 ACE2 的 5 个 SNP 突变位点,保留完整的人

hACE2 启动子及基因调控区,从而为心血管疾病、
新冠肺炎发病机制研究、hACE2 基因表达调控机制

研究和药物、疫苗的研发提供重要工具。
人 ACE2 基因表达调控比较复杂,受诸多因素

影响。 高血压和糖尿病小鼠肾内,ACE2 的蛋白表

达下调。 Zisman 等[16]发现,在人特发性扩张型心肌

病的终末期心脏中,ACE2 的表达明显增加。 Kuba
等[17]发现,在急性肺损伤小鼠动物模型中,ACE2 表

达明显减少。 Koitka 等[18] 发现,ACE2 在肾病和肾

次全切除大鼠体内的表达明显减少。 RAAS 抑制

剂,包括血管紧张素转换酶抑制剂或血管紧张素Ⅱ
型受体拮抗剂可以上调 ACE2 mRNA 水平[19]。 近

期研究表明 ACE2 可能参与了 SARS-CoV-2 感染人

体诱发多脏器损伤过程,其可能的机制是 SARS-
CoV-2 结合 ACE2 后,通过不明机制下调人体细胞

中 ACE2 含量,失调 ACE-Ang II-AT1R 轴和 ACE2-
Ang 1-7-Mas 轴之间的平衡,Ang 1-7 水平下降,而
Ang II 表达绝对或是相对升高,使细胞因子(尤其促

炎因子)表达升高,诱发炎症风暴,出现全身炎症反

应[20]。 本研究制备的几个小鼠品系,我们对肠道中

ACE2 的表达进行较深入的研究,hACE2-14-3 小鼠

品系整合最短的 3’ UTR 区域,检测肠道四段的

mRNA 水平和蛋白表达量发现,与其他未丢失 3’
UTR 区域的小鼠品系相比 ACE2 表达产物要高,表
明 3’UTR 基因组区域可能存在肠道特异性表达的

调控序列。
目前研究发现,自然 SARS-Cov-2 仅可感染树

鼩、雪貂、非人灵长类等动物,对小鼠无法感染,故
ACE2 转基因人源化小鼠普遍被应用于 SARS-Cov-2
等临床研究。 常见的 ACE2 转基因鼠有多种,包括

以小鼠 ACE2 启动子、CMV、HFH4、或 K18 启动子驱

动人 ACE2 cDNA 表达的转基因鼠,以及小鼠 ACE2
部分片段人源化的基因敲入小鼠,这些小鼠模型在

感染 SARS-Cov-2 病毒以后均出现不同程度的临床

症状,但与人临床症状还有一定的差异,这可能与

转基因小鼠中 hACE2 的表达调控与人存在差异有

关。 本研究制备的 BAC 转基因人源化小鼠含有较

完整的 ACE2 启动子区域及增强子区,相比于传统

的转基因鼠或者基因敲入小鼠,能够更好地在小鼠

体内模拟人 ACE2 的表达调控。 且本研究制备的小

鼠在肾小管上皮细胞、肺血管内皮细胞和肠道等组

织中均有人 ACE2 的表达,与人体中 ACE2 的定位

相近,是 ACE2 基因表达调控、心血管疾病和冠状病

毒感染机制等研究的良好小鼠模型,也为新冠药物

疫苗开发提供一些数据参考。
总之,本研究报道了 1 种全长基因序列的

hACE2 人源化 BAC 转基因小鼠。 该小鼠有以下特

点:(1)含有全长 hACE2 基因序列,包括全部的内含

子区;(2)含有人源 hACE2 基因自身的启动子,且包

含 hACE2 基因 5’-UTR 和 3’-UTR 基因表达调控

区;(3)携带包括 rs2074192、rs6632677、rs4646142、
rs4240157、rs2048683 在内的人 ACE2 的 5 个 SNP
突变位点,这 5 个 SNP 突变位点可能和病毒感染及

人群疫苗接种后免疫反应有关联。
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小细胞肺癌原代细胞脑转移模型研究初探
吕玥莹,赵庆亚,焦明,杨玉琴∗

(上海市第一人民医院,上海交通大学,上海　 201600)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟分离培养保留原始肿瘤的重要特征和功能的小细胞肺癌( small cell lung cancer,
SCLC)原代细胞,并在此基础上构建 SCLC 原代细胞脑转移小鼠模型,为 SCLC 脑转移患者的药物研发和评估提供

更贴近临床的动物模型。 方法　 收集临床病人的新鲜 SCLC 肿瘤组织样本进行小鼠皮下移植,通过小鼠的荷瘤情

况、肿瘤组织大小和肿瘤生长曲线的结果,确定小细胞肺癌人源肿瘤异种移植(patient-derived xenograft,PDX)模型

的构建情况。 并对成瘤后的肿瘤组织进行原代细胞分离培养,通过细胞划痕实验和增殖实验检测细胞的增殖和侵

袭能力。 通过颈动脉注射原代细胞构建 SCLC 脑转移模型,并通过临床表现和病理观察确定转移模型是否成功。
结果　 (1)成功构建 SCLC 皮下 PDX 模型,肿瘤传代时间约为 56 d,肿瘤生长曲线呈对数生长趋势。 (2)成功分离

筛选出具备成瘤性的 SCLC 原代 L0 细胞,并证实该 L0 细胞具备较强的细胞迁移和增殖能力。 (3)颈动脉注射法

成功构建 SCLC 脑转移模型,并分离出具备脑转移特性的 SCLC 脑转移 B0 细胞。 结论 　 本研究利用分离培养

SCLC 原代细胞,成功构建 SCLC 原代细胞的脑转移的模型。
【关键词】 　 小细胞肺癌;原代细胞;脑转移;模型构建;颈动脉注射
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Establishment of primary cell brain metastasis model of small cell
lung cancer: a preliminary study

LYU Yueying, ZHAO Qingya, JIAO Ming, YANG Yuqin∗

(Shanghai General Hospital, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 201600, China)
Corresponding author: YANG Yuqin. E-mail:fudanyan2007@ sina.com

【Abstract】 　 Objective 　 To isolate and culture primary small cell lung cancer ( SCLC) cells that retain the
important characteristics and functions of the original tumor, and use them to construct a brain metastasis model of SCLC,
as an animal model for drug development and the evaluation of patients with SCLC brain metastasis. Methods　 Fresh SCLC
tumor tissue samples were collected from patients and transplanted subcutaneously into mice. The result ing patient-derived
xenograft (PDX) mouse model of SCLC was assessed in terms of tumor presence, tumor size, and tumor growth. Primary
cells were isolated and cultured from the tumor tissue after tumor formation, and their proliferation and invasion abilities
were detected by cell scratch and proliferation tests. An SCLC brain metastasis model was constructed by injecting primary
cells into the carotid artery, and the model was assessed in terms of its clinical manifestations and pathological observations.
Results　 (1) A subcutaneous PDX model of SCLC was constructed successfully. The tumor passage time was about 56
days, and the tumor growth curve showed a logarithmic growth trend. (2)Primary L0 SCLC cells with tumorigenicity were
successfully isolated and screened, and demonstrated strong cell migration and proliferation abilities. (3)An SCLC brain
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metastasis model was successfully constructed by carotid injection, and SCLC B0 cells with brain metastasis characteristics
were isolated. Conclusions　 Primary SCLC cells were successfully isolated and cultured from SCLC tumor tissue samples,
and a brain metastasis model using primary SCLC cells was successfully constructed.

【Keywords】　 small cell lung cancer; primary cells; brain metastasis; model construction; carotid injection
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 肺癌是全球范围内恶性肿瘤最常见的疾病。
2020 年世界卫生组织国际癌症研究机构发布的全

球最新癌症负担数据中,中国癌症新发病例为 457
万例,肺癌位于第一位为 82 万例,约占总数的 18%;
中国癌症死亡人数为 300 万例,肺癌高达 71 万,占
癌症死亡总数的 23. 8%。 其中小细胞肺癌( small
cell lung cancer,SCLC)是肺癌中一种较常见的恶性

肿瘤,属侵袭性最强的亚型[1-2],首次就诊时脑转移

发生率为 10%,诊疗过程中为 40% ~ 50%,存活 2
年以上的达 60% ~ 80%。 同时脑转移瘤也是影响

小细胞肺癌患者生存的重要因素之一[3-5],未治疗

的脑转移瘤患者中位生存期 1 ~ 2 个月,治疗后延

长为 4 ~ 6 个月[6-8],因此,如何提高小细胞肺癌脑

转移瘤患者的生存期是目前小细胞肺癌研究和治

疗领域的重点。 而构建一个贴近临床的小细胞肺

癌脑转移模型对小细胞肺癌脑转移患者治疗方案

的研发具有重要意义。 基于以上原因,本研究拟分

离培养保留病人肿瘤重要特征和功能的 SCLC 原代

细胞,利用免疫缺陷小鼠构建 SCLC 原代细胞脑转

移模型,为 SCLC 脑转移患者的新型药物研发和评

估提供支撑。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

15 只 6 周龄 SPF 级 B-NDG 小鼠,体重约为 24
~ 27 g,从百奥赛图江苏基因生物技术有限公司订

购【SCXK(苏)2016-0004】。 饲养于上海市第一人

民医院实验动物中心【SYXK(沪)2019-0028】。 饲

养期间各组小鼠自由饮水,Co60 辐照饲料由江苏省

协同医药生物工程有限责任公司【苏饲证(2019)
01008】提供。 饲养环境:昼夜各半循环照明,湿度

恒定,温度控制在 22 ~ 25℃。 所有操作均符合上

海市第一人民医院实验伦理学要求(审批号:IACUC
2020AW139)。
1. 1. 2　 临床材料

临床小细胞肺癌标本来自上海市第一人民医

院,肿瘤标本的取得经过患者本人及家属同意,并

签署知情同意书,相应实验通过上海市医院医学伦

理委员会的批准(批准编号:2022sq252)。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

RPMI-1640 培养基购自美国 Gibco 公司,胎牛

血清(FBS)购自以色列 BiologicalIndustries 公司,磷
酸缓冲盐溶液(PBS)购自美国 Gibco 公司,双抗购

自 AMRESCO 公司,10%中性多聚甲醛购自北京索

莱宝生物科技有限公司,75%乙醇溶液购自山东安

捷高科消毒科技有限公司,1 mL 注射器购自中国双

鸽集团聚民生物科技有限公司,眼科镊购自上海医

疗器械(集团)有限公司手术器械厂,眼用剪购自上

海三友外科器材有限公司,持针器购自上海医疗器

械(集团)有限公司手术器械厂,生物安全柜购自美

国 Thermofisher-Scientific 公司,呼吸麻醉机购自美

国 Matrx 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 SCLC 人源肿瘤异种移植 ( patient-derived
xenograft,PDX)皮下接种动物模型

收集病人的新鲜肿瘤组织样本,使用 PBS 对活

性标本进行震荡洗涤。 将样本放于装有 10 mL 的含

20% FBS 的 4℃ RPMI-1640 培养基于 15 mL 离心

管中于 4℃条件下保存,接种前用含双抗的标本清

洗液洗涤 2 次,用剪子根据组织大小剪成 2 mm3 大

小的的组织块,采用少量的 FBS 重悬。 异氟烷麻醉

小鼠,剔出小鼠侧腰部的毛,再用乙醇棉球消毒,用
眼科剪剪开约 2 mm 长的切口,于切口两侧皮下分

别接种肿瘤组织,缝合切口,接种 5 只 B-NDG 小鼠

为 SCLC 的 PDX 皮下接种动物模型,成为 P0 代。
1. 2. 2　 SCLC 原代细胞分离方法

P0 代小鼠皮下肿瘤长至 800 ~ 1200 mm3 时通

过颈椎脱臼法处死,完整的剥离取出肿瘤组织,置
于干净的培养皿中拍照之后剪成 2 mm3 大小的组

织块,用含双抗的 1640 培养基洗涤 2 次,置于 1 个

新的培养皿中将组织块剪成 0. 2 ~ 0. 5 mm3 的碎

块,移入 1. 5 mL 的 EP 管中。 加入 1 mL 胰酶消化

液,置于 37℃水浴震荡,直至组织碎块弥散开。 收

集细胞悬液移除大的细胞团块,过 70 μm 细胞过滤

器,将过滤的液体转移至新的 15 mL 离心管中。
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1000 rpm 离心 3 min,移除上清,加入 3 ~ 5 mL 的

1640 培养基,用吹打重悬细胞,反复操作。 将细胞

悬液转移至新的培养皿中,37℃含 5% CO2 培养箱

中培养。 将从 SCLC 原代 PDX 模型中分离的细胞

记作原代 L0 细胞。
1. 2. 3　 原代 L0 细胞增殖实验

通过 CCK-8 测定法测量细胞增殖能力。 将细

胞铺在 96 孔板(2000 个细胞 /孔)中,并在培养 0、
6、12、18、24 h,加入 100 μL 培养基 / CCK-8 混合物

(培养基:CCK8,9 ∶ 1)孵育 3 h 后,测量 450 nm 处

吸光度值。
1. 2. 4　 原代 L0 细胞划痕实验

将分离的原代 L0 细胞接种于六孔板,待细胞

贴壁后,用 200 μL 的枪头制造划痕确保宽度一致。
后用 PBS 清洗 3 次,弃掉细胞碎片,加入新鲜的培

养基。 将 6 孔板箱继续培养,按 0、12、24、48 h 时倒

置显微镜观察拍照,确定细胞迁移情况。
1. 2. 5　 肿瘤生长曲线测定

皮下移植的肿瘤,定期监测肿瘤生长。 用游标

卡尺测量小鼠肿瘤体积,每周 2 次测量肿瘤体积,动
态反应肿瘤的增长情况。 测量肿瘤的长径( length)
与短径(width),通过公式计算肿瘤体积:V = Length
×Width2×0. 5,绘制肿瘤生长曲线。
1. 2. 6　 SCLC 脑转移模型颈动脉注射方法

异氟烷麻醉 10 只 B-NDG 小鼠后,用 29 G(胰岛

素针)针头颈动脉注射细胞悬液 100 μL(包含分离

的原代 L0 细胞 1 × 105 个),缝合皮肤,碘酒消毒。
1. 2. 7　 临床观察

在实验过程中,对 SCLC 的 PDX 皮下接种动物

模型 P0 代小鼠和颈动脉注射原代细胞构建 SCLC
脑转移模型小鼠进行小鼠临床症状观察,观察小鼠

的活动状况、背毛、呼吸、自主活动等情况。
1. 2. 8　 组织病理学检查

将病人的新鲜肿瘤组织样本、SCLC 的 PDX 皮

下模型 P0 代小鼠剥离的皮下肿瘤组织和 SCLC 脑

转移模型的小鼠分离脑部的肿瘤组织,按照病理取

材制作脑部石蜡切片,苏木素-伊红(HE)染色处

理,进行形态学观察。
1. 2. 9　 SCLC 脑转移瘤原代细胞分离方法

SCLC 脑转移瘤模型小鼠,通过颈椎脱臼法处

死,小鼠头部剃毛,用剪子剪开小鼠头部的皮肤和

头骨,将在小鼠脑部的肿瘤完整的剥离取下。 将新

鲜的肿瘤组织置于干净的培养皿中。 后续 SCLC 脑

肿瘤原代细胞分离方法具体操作同方法 1. 2. 2 所

述。 将分离过的 SCLC 细胞记作原代 B0 细胞。
1. 3　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准差(􀭰x ± s)表示。 所有数

据均用 GraphPad Prism 5 软件处理,多组间比较使

用单因素方差分析,两组间比较采用独立样本 t 检
验。 以 P < 0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 SCLC 的 PDX 模型建立

临床观察结果显示,小鼠状态良好,无异常反

应。 小鼠荷瘤情况显示成功构建 SCLC 原代 PDX
模型构建(图 1A)。 肿瘤组织表明光滑,瘤体呈白

色,质地韧性(图 1B)。 肿瘤体积生长曲线结果显

示,肿瘤增长呈对数生长趋势,符合肿瘤生长特点

(图 1C)。 通过 HE 染色病理结果显示,PDX 皮下模

型与 SCLC 患者肿瘤组织原始肿瘤形态具有较高的

相似性,表明皮下成瘤能较好地保持组织病理学特

征(图 1D)。
2. 2　 SCLC 原代 L0 细胞的获取和检测

P0 代小鼠肿瘤组织经胰蛋白酶消化和原代细

胞分离处理后,可以观察到形态呈梭形和多边形,
形态与纤维状的成纤维细胞明显不同,证明成功分

离 SCLC 原代 L0 细胞(图 2A)。 细胞增殖实验显

示,原代 L0 细胞具备较强的增殖能力(图 2B)。 细

胞划痕实验显示原代 L0 细胞具备较强的迁移能力

(图 2C)。 原代 L0 细胞具备肿瘤细胞的特性。
2. 3　 SCLC 脑转移模型构建

在 SCLC 脑转移模型构建实验中,脑转移成功

率为 25%,实验第 50 天开始小鼠出现共济失调和偏

瘫的情况,进食进水量显著减少(图 3A)。 HE 染色

显示肿瘤细胞呈巢团状排列,间质较少,细胞异质

性明显(图 3B)。 对脑转移模型成瘤的肿瘤组织细

胞分离处理筛选后细胞形态的观测,获得肿瘤细胞

B0(图 3C)。

3　 讨论

在小细胞肺癌脑转移的研究过程中,构建一个

合适的 SCLC 的脑转移模型对于研究脑转移的机

制、评估新型药物和为病人制定合理的治疗方案至

关重要[9]。
目前小细胞肺癌脑转移动物模型的研制整体

相对滞后,建立肿瘤转移动物模型的常用方法包
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注:A:小鼠荷瘤情况;B:肿瘤生长情况;C:肿瘤生长曲线;D:HE 染色结果。

图 1　 SCLC 的 PDX 模型的建立

Note. A. Tumor bearing mice. B. Tumor growth. C. Tumor growth curve. D. HE staining results.

Figure 1　 Establishment of PDX model of SCLC

注:A:细胞的生长形态(左:原代 L0 细胞;右:原代成纤维细胞);B:细胞增殖实验结果;C:细胞划痕实验结果。

图 2　 原代 L0 细胞的获取和检测

Note. A. Growth morphology of cells (Left. Primary L0 cells. Right. Primary fibroblasts) . B. Cell proliferation test results. C. Cell scratch test results.

Figure 2　 Acquisition and detection of primary L0 cells

括:PDX、基因敲除或转基因、肿瘤细胞系注射等。
其中 PDX 最大程度上保留肿瘤的微环境和原代肿

瘤的生物学和组织学特性,这一优点有利于抗肿瘤

药物的筛选,为个体化抗肿瘤治疗开辟新途径,然
而 PDX 多为皮下建立,发生转移机率低,目前未见

脑转移的报道[10-12]。 通过基因工程技术导入癌基

因或失活抑癌基因,可制备肿瘤的遗传性小鼠模

型,但由于原发瘤发展过快而导致转移瘤的发生机

率不高[13]。 Meuwissen 等[14]报道肺上皮细胞 Trp53
与 Rb1 条件性基因敲除产生的小细胞肺癌小鼠可
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注:A:小鼠荷瘤情况;B:HE 染色结果;C:肿瘤细胞 B0 的生长形态。

图 3　 SCLC 脑转移模型的构建

Note. A. Tumor bearing mice. B. HE staining results. C. Growth morphology of B0 tumor cell.

Figure 3　 Construction of brain metastasis cell line of SCLC

发生多处转移,但脑转移率低于 10%。
将成熟的细胞系注射到脏器或血管内,可以建

立各种肿瘤转移模型,由于细胞系肿瘤活性好、周
期短且可以通过反复筛选获得高转移株,是目前转

移瘤模型研究中最具潜能的方式[15]。 但成熟细胞

系由于长期体外培养,细胞特性与临床差距较大,
且目前未见有高脑转移细胞系的报道[16],同时目前

临床很难获得较大肿瘤样本,多为少量的穿刺样

本,无法进一步开展有效实验,这是研究小细胞肺

癌转移的主要障碍[17-18]。 在本研究中由于接收病

人的新鲜 SCLC 肿瘤组织样本量较少,分离原代细

胞实际操作存在困难,故先构建 SCLC 原代 PDX 模

型,使 SCLC 在小鼠体内进行扩增,并在 P0 代小鼠

成瘤后的肿瘤组织中分离 SCLC 原代 L0 肿瘤细胞。
在成功分离培养出原代细胞后,通过划痕实验和增

殖实验结果证明原代 L0 肿瘤细胞有较强的侵袭性

和增殖能力,通过颈动脉注射的方式成功构建 SCLC
脑转移模型。

本实验初次采用此原代细胞建立脑转移模型,
实验中还存在许多不足,仍需要解决一些问题:其
中最主要的就是脑转移模型成功率较低,实验中脑

转移成功率为 25%,但一个标准的模型除能贴近人

类疾病外还应有较高的可重复性,因此我们对脑转

移瘤进一步进行了分离和培养,后续将继续筛选

SCLC 高脑转移细胞株。 其次缺乏药效评价相关的

探索,模型的构建应该同临床需求紧密相关,后续

我们将在此研究的基础上继续开展药效评价和药

物的筛选工作,使模型的构建具备更多的临床价值。
参　 考　 文　 献(References)

[ 1 ]　 Shan QG, Shi JX, Wang XH, et al. A new nomogram and risk
classification system for predicting survival in small cell lung
cancer patients diagnosed with brain metastasis: a large

population-based study [J] . BMC Cancer, 2021, 21(1): 640.
[ 2 ] 　 张昆, 孙洋, 翟所锴, 等. 干扰 lncRNA HOXA-AS3 负调控

miR-340-5p 对小细胞肺癌细胞 DMS114 / DDP 顺铂耐药性的

影响 [J] . 中国比较医学杂志, 2021, 31(11): 96-101.
Zhang K, Sun Y, Zhai SK, et al. Interference of lncRNA
HOXA-AS3 negatively regulates the effect of miR-340-5p on
cisplatin resistance in DMS114 / DDP small cell lung cancer cells
[J] . Chin J Comp Med, 2021, 31(11): 96-101.

[ 3 ] 　 Norden AD, Wen PY, Kesari S. Brain metastases [ J] . Curr
Opin Neurol, 2005, 18(6): 654-661.

[ 4 ] 　 Quan AL, Videtic GM, Suh JH. Brain metastases in small cell
lung cancer [J] . Oncology, 2004, 18(8): 961-987.

[ 5 ] 　 朱亚如, 黄卫妹, 吴源周, 等. 人源性的小细胞肺癌异种移

植动物模型及耐药模型的建立 [ J] . 中国肺癌杂志, 2019,
22(1): 6-14.
Zhu YR, Huang WM, Wu YZ, et al. Establishment of a patient-
derived xenotransplantation animal model for small cell lung
cancer and drug resistance model [ J] . Chin J Lung Cancer,
2019, 22(1): 6-14.

[ 6 ] 　 Bray F, Ferlay J, Soerjomataram I, et al. Global cancer statistics
2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality
worldwide for 36 cancers in 185 countries [ J] . CA Cancer J
Clin, 2018, 68(6): 394-424.

[ 7 ] 　 Kallianos A, Rapti A, Zarogoulidis P, et al. Therapeutic
procedure in small cell lung cancer [J] . J Thorac Dis, 2013, 5
(4): 420-424.

[ 8 ] 　 Zhang J, Jin J, Ai Y, et al. Differentiating the pathological
subtypes of primary lung cancer for patients with brain metastases
based on radiomics features from brain CT images [ J] . Eur
Radiol, 2020, 31(2): 1022-1028.

[ 9 ] 　 Hellman B, Brodin D, Andersson M, et al. Radiation-induced
DNA-damage and gene expression profiles in human lung cancer
cells with different radiosensitivity [ J] . Exp Oncol, 2005, 27
(2): 102-107.

[10] 　 Hiroshima Y, Maawy A, Zhang Y, et al. Patient-derived mouse
models of cancer need to be orthotopic in order to evaluate
targeted anti-metastatic therapy [J] . Oncotarget, 2016, 7(44):
71696-71702.

342



中国实验动物学报 2022 年 4 月第 30 卷第 2 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,April 2022,Vol. 30, No. 2

[11] 　 Tew BY, Salhia B. The establishment and utilization of patient
derived xenograft models of central nervous system metastasis
[J] . J Vis Exp, 2021, 7: 171.

[12] 　 刘宏飞, 陈晓红, 黄志刚, 等. 类器官和人源性肿瘤组织异

种移植模型在肿瘤研究中的应用 [ J] . 中国比较医学杂志,
2019, 29(3): 103-108, 122.
Liu HF, Chen XH, Huang ZG, et al. Application of organoids
and patient-derived xenograft models in cancer research [ J] .
Chin J Comp Med, 2019, 29(3): 103-108, 122.

[13] 　 Sakamoto S, Inoue H, Kohda Y, et al. Interferon-induced
transmembrane protein 1 ( ifitm1) promotes distant metastasis of
small cell lung cancer [J] . Int J Mol Sci, 2020, 21(14): 4934.

[14] 　 Meuwissen R, Linn SC, Linnoila RI, et al. Induction of small
cell lung cancer by somatic inactivation of both Trp53 and Rb1 in
a conditional mouse model [J] . Cancer Cell, 2003, 4(3): 181
-189.

[15] 　 毛玉宁, 郭文文, 赵菊梅, 等. 基于动物模型筛选胃癌转移

相关基因及鉴定方法 [ J] . 中国比较医学杂志, 2021, 31
(7): 112-117.
Mao YN, Guo WW, Zhao JM, et al. Screening and identifying
gastric cancer metastasis-related genes using animal models [ J] .
Chin J Comp Med, 2021, 31(7): 112-117.

[16] 　 Zhang C, Lowery FJ, Yu D. Intracarotid cancer cell injection to
produce mouse models of brain metastasis [J] . J Vis Exp, 2017,
120: 55085.

[17] 　 Byers LA, Rudin CM. Small cell lung cancer: where do we go
from here? [J] . Cancer, 2015, 121(5): 664-672.

[18] 　 Gan Y, Liu P, Luo T. Successful treatment of an elderly patient
with combined small cell lung cancer receiving anlotinib: a case
report [J] . Front Oncol, 2021, 11: 775201.

[收稿日期] 　 2022-02-14

综述:成年后海马神经发生与阿尔茨海默病的神经再生治疗

阿尔茨海默氏病(Alzheimer’s disease,AD)是一种神经退行性疾病,是导致老年痴呆的最常见原因。 然

而,目前尚无能够终止 AD 病程进展的治疗药物和方法。 其中部分原因可能与老年 AD 患者脑内神经网络

退变的不可逆性有关,通过诱导神经元新生补偿神经元丢失以及重塑退变的神经元网络,有望成为 AD 治疗

的新方向。
来自遵义医科大学基础药理教育部重点实验室的研究者对 AD 与海马神经发生的研究进展进行了回

顾。 尽管成年海马神经元新生(adult hippocampal neurogenesis,AHN)数目有限,但数目不多的新生神经元仍

然可以赋予海马神经环路极高的可塑性,并在学习-记忆 /遗忘、情绪等功能调控中发挥重要作用。 文中对

目前 AD 患者和大 /小鼠中 AHN 改变的相关研究进行了总结和分析,指出尽管在 AD 前中期海马神经发生

可能呈现数量上的短暂增多,但在中后期 AHN 整体呈现为减少。 虽然内源性 AHN 在数量、范围和新生神经

元类型等方面具有较大局限性,促进 AHN 对于 AD 的预防和治疗仍可能具有一定意义。 同时,AHN 也可以

作为一个简单易得、稳定且最接近 AD 患者大脑实际情况的模型,用以研究和测试其他的 AD 促神经再生治

疗方法。
此外,本文还回顾了通过细胞移植以及诱导胶质细胞重编程两种手段诱导 AD 脑内神经再生相关研究

进展,分析了其在补偿神经元丢失和重塑退变神经元网络以治疗阿尔茨海默病存在广阔前景,以及在诱导

神经新生效率、特异性及安全性等方面尚存在的较多问题和可能的研究方向。 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): 3-14; https: / / doi.org /
10.1002 / ame2.12212)。
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复合微生态制剂对小鼠肠道免疫功能的影响
白培钿#,裴婷#,孔佳美,杨逢清,李涛,王海东,任玉红∗

(山西农业大学 动物医学学院,山西　 晋中　 030801)

　 　 【摘要】 　 目的　 旨在研究复合微生态制剂对小鼠肠道黏膜免疫功能的影响 方法　 选取 28 日龄 BALB / C 小

鼠 80 只,通过灌胃低、中、高不同剂量(2. 5、5、10 g / kg 体重)的复合微生态制剂,第 14 天和第 28 天采取血液样本和

空肠组织,并取材免疫器官进行免疫器官指数测定。 用比浊法检测血液中溶菌酶含量,用 ELISA 法检测小鼠空肠

黏膜免疫细胞因子(IL-4、IL-10、IFN-γ)和 SIgA 含量;用荧光定量 PCR 检测小鼠空肠黏膜免疫细胞因子 mRNA 表达

水平。 结果　 (1)不同剂量复合微生态制剂均可提高小鼠肠道黏膜免疫细胞因子及 SIgA 的含量和免疫细胞因子

mRNA 的表达水平。 第 14 天,中剂量组小鼠空肠黏膜免疫细胞因子 IL-4、IL-10、IFN-γ 及 SIgA 含量和 mRNA 表达

水平极显著高于对照组(P < 0. 01)。 第 28 天,低剂量组和中剂量组空肠黏膜 IL-4 含量极显著提高(P < 0. 01);中
剂量组 IL-10、IFN-γ 及 SIgA 含量和 mRNA 表达水平极显著高于对照组(P < 0. 01);中、高剂量组 IL-4、IL-10 及

IFN-γ 的 mRNA 表达水平均不同程度高于对照组(P < 0. 05 或 P < 0. 01);低剂量组 IL-4、IL-10 mRNA 表达水平与

对照组差异不显著(P > 0. 05)。 (2)第 14 天,中剂量组免疫器官指数显著高于对照组(P < 0. 05),第 28 天,各实

验组免疫器官指数均显著高于对照组(P < 0. 05)。 (3)各实验组小鼠溶菌酶含量显著高于对照组(P < 0. 05)。
结论　 复合微生态制剂能促进小鼠的生长,增加小鼠免疫器官指数,提高小鼠血液中溶菌酶含量及肠道粘膜免疫

功能,减少肠道感染性疾病发生。
【关键词】 　 微生态制剂;小鼠肠道;免疫细胞因子;SIgA;免疫器官指数
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Effect of compound microecological preparation on intestinal
immune function in mice

BAI Peitian#, PEI Ting#, KONG Jiamei, YANG Fengqing, LI Tao, WANG Haidong, REN Yuhong∗

(College of Animal Science and Veterinary Medicine, Shanxi Agricultural University, Jinzhong 030801, China)
Corresponding author: REN Yuhong. E-mail:renyuhong1963@ 163.com

【Abstract】　 Objective　 To study the effects of compound microecological preparation on the immune function of the
intestinal mucosa of mice. Methods　 BALB / C mice at 28 days of age were selected for use in this study, and composite
microecological preparations of high, medium, and low doses (2. 5, 5 and 10 g / kg body weight) were given by gavage.
Blood and jejunum tissue were sampled on the 14th and 28th days, and the immune organ index was measured. The blood
lysozyme content was detected by turbidimetry, and the jejunum mucosa SIgA and immune cytokine (IL-4, IL-10 and IFN-
γ) contents of mice were detected by ELISA. The expression of immunocytokine mRNA in the jejunum mucosa was detected
by fluorescence quantitative PCR. Results 　 (1) The different compound microecological preparation doses increased the
SIgA and immune cytokine contents and enhanced the expression of immune cytokine mRNA in the intestinal mucosa of
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mice. On the 14th day, the contents of IL-4, IL-10 and IFN-γ; the expression of IL-4, IL-10 and IFN-γ mRNA; and the
content of SIgA were significantly higher in the treated groups than the control group (P < 0. 01). On the 28th day, the
content of IL-4 in the jejunal mucosa of the low-dose and medium-dose groups was significantly increased (P < 0. 01). In
the middle-dose group, IL-10 and IFN-γ protein and mRNA levels and SIgA protein levels were significantly higher than
those in the control group (P < 0. 01). In the middle-dose and high-dose groups, IL-4, IL-10, and IFN-γ mRNA
expression was significantly higher than that in the control group (P < 0. 05 or P < 0. 01). There was no significant
difference in the expression of IL-4 and IL-10 mRNA between the low-dose and control groups (P > 0. 05). (2)On the
14th day, the immune organ index of the medium dose group was significantly higher than that of the control group (P <
0. 05). (3)On the 28th day, compared with the control group, each experimental group’ s immune organ index was
significantly increased (P < 0. 05). The lysozyme content of each experimental group was significantly higher than that of
the control group (P < 0. 05). Conclusion Compound microecological preparation promoted the growth and increased the
immune organ index, lysozyme content, and intestinal mucosal immune function of mice, consequently reducing the
incidence of intestinal infectious diseases.

【Keywords】　 microecological preparation; intestinal tract of mice; immunocytokines; sIgA; index of immune orga
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 随着我国养殖业的迅速发展,抗生素作为饲料

添加剂被大量用于畜禽疾病防治及促进畜禽生长。
然而,抗生素的滥用导致耐药细菌大量产生,大大

降低了药物疗效,同时药物在畜禽产品中大量残

留,直接危害动物源性食品安全和人类健康。 2017
年 6 月,我国农业农村部发布《全国遏制动物源细

菌耐药行动计划(2017 ~ 2020 年)》的通知,要求我

国从 2020 年起在动物养殖生产中全面禁止使用人

兽共用或容易产生耐药性的抗菌药物作为动物促

生长剂[1]。 微生态制剂能够改善动物肠道健康,提
高生长性能,增强机体免疫力,但是微生态制剂存

在活菌数低,不易保存等问题。 酶制剂能够补充动

物体内酶类的不足,消除抗营养因子,增强机体免

疫力,但是酶制剂也存在稳定性差,不易保存等一

系列的问题。 近年来,研究者开始对益生菌和酶制

剂的共同作用效果进行研究,提高益生菌剂和酶制

剂的质量和作用效果。 本课题组成功研制一种酶

与 微 生 态 制 剂 复 合 组 剂 ( 申 请 公 布 号:
CN113439798A) [2],以期应用于畜禽生产中,为养

殖业“减抗禁促”提供新的饲料添加剂。 本研究通

过对小鼠灌胃不同剂量复合微生态制剂,研究其对

小鼠肠道黏膜免疫功能、免疫器官指数及血液溶菌

酶含量的影响,旨在为复合微生态制剂在养殖业的

应用提供理论依据,同时为养殖业研制能替代抗生

素的安全、高效及绿色的饲料添加剂提供理论参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

80 只 28 日龄清洁级 BALB / C 小鼠,体重为(16 ±

2) g,雌雄各半购自山西医科大学实验动物中心

【SCXK(晋)2019-0005】。 饲养于山西农业大学动物

实验室【SYYK(晋)2020-0003】,维持饲料购自山西

医科大学动物实验中心。 实验期间同室分笼喂养,饲
养温度为(22 ± 2)℃,湿度为 40% ~ 60%,自由采光

和饮水。 本实验方案符合山西农业大学动物护理与

使用委员会的要求(SXAU-EAW-2020SD0201)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

复合微生态制剂:由枯草芽孢杆菌、嗜酸乳杆

菌、啤酒酵母菌、中性蛋白酶及纤维素酶所组成(总
活菌数 1. 0×1011 CFU / g),由微生态制剂研发课题

组研制(专利申请号:20211059339 2. 7)。 IL-4、IL-
10、IFN-γ、SIgA 检测试剂盒购自上海酶联生物科技

有限公司;溶菌酶(LZM)检测试剂盒购自南京建成

生物工程研究所;实时荧光定量试剂盒诺购自唯赞

生物科技有限公司;TRIzol(美国 life);反转录试剂

盒为 TaKaRa 产品等。
SpectraMax M5 酶标仪 ( Molecular Devices,美

国); StepOnePlus 实时荧光定量 PCR 仪 ( ABI,美

国)等。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验动物分组

小鼠正常饲喂饲养 7 d 后,按照随机分组原则

分为 4 组,每组雌雄各 10 只,实验组持续灌胃复合

微生态制剂 28 d,对照组灌胃生理盐水。 实验动物

分组及处理见表 1。
1. 2. 2　 样品采集

在第 14 天和第 28 天,从各组随机选取 10 只小

鼠(雌雄各半),麻醉后采血,置于非抗凝采血管内,
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　 　 　 表 1　 实验动物分组

Table 1　 Groups of experimental animals
分组 Groups 处理 Treatment

对照组
Control group

日粮+无菌蒸馏水灌胃 0. 2 mL
Daily diet+aseptic distilled water was intragastrically administered for 0. 2 mL

低剂量组
Low dose group

日粮+复合微生态制剂灌胃 2. 5 g / kg 体重
Daily diet+compound microecological preparation was administered intragastrically to 2. 5 g / kg body weight

中剂量组
Medium dose group

日粮+复合微生态制剂灌胃 5. 0 g / kg 体重
Daily diet+compound microecological preparation was administered intragastrically to 5. 0 g / kg body weight

高剂量组
High dose group

日粮+复合微生态制剂灌胃 10 g / kg 体重
Daily diet+compound microecological preparation was administered intragastrically to 10 g / kg body weight

分离血清,用于溶菌酶含量的测定。 采血后处死小

鼠,取胸腺、脾和肠系膜淋巴结并称重,用于免疫器

官指数测定。 小鼠空肠样品的采集处理方法参照

文献[3],用于总 RNA 的提取和免疫细胞因子含量的

测定,小鼠空肠黏膜免疫细胞因子(IL-4、IL-10、IFN-
γ)检测方法参照文献[4-5]。
1. 2. 3　 生长性能的测定

在实验期间 0、7、14、21 和 28 d 时,对每组小鼠

进行空腹称重,计算平均体重。
1. 2. 4　 免疫器官指数的测定

免疫器官指数=免疫器官重量(mg) /体重(g)
1. 2. 5　 溶菌酶的测定

按试剂盒说明测定各组小鼠血清溶菌酶浓度。
计算数据以每毫升血清中所含微克溶菌酶表示,即
μg / mL。 严格按照试剂盒操作要求检测溶菌酶的活

力,按公式计算溶菌酶含量。
溶菌酶含量=(测定透光度-空白透光度) / (标

准透光度-空白透光度) ×标准品浓度×样本测试前

稀释倍数

1. 2. 6　 空肠黏膜细胞因子及 SIgA 含量测定

空肠黏膜细胞因子 IL-4、IL-6、IFN-γ 以及 SIgA
含量测定参照 ELISA 试剂盒说明书进行所有标准

品和样本均设复孔。 酶标仪检测各孔 OD 值,计算

肠道黏膜内细胞各细胞因子的浓度。

1. 2. 7　 荧光定量测定肠道黏膜 IL-4、IL-10 和 IFN-γ
mRNA 相对表达量

根据 NCBI 上基因数据库查找目的基因 IL-4、
IL-10 和 IFN-γ 以及内参 GAPDH 相对应的基因序

列,运用 Primer 5. 0 软件设计各基因的上下游引物

(如表 2 所示)。 PCR 反应条件: 95℃ 预变性 10
min,95℃变性 15 s,60℃退火 30 s,65℃延伸 30 s,40
个循环。 目的基因的相对表达水平用 2-ΔΔCT表示。
1. 3　 统计学分析

用 SPSS 25. 0 软件进行统计学处理,各组数据

均采用单因素方差分析( one-way ANOVA),实验结

果用平均值 ± 标准误差(􀭰x ± s􀭰x)表示,用 GraphPad
Prism 5 绘制柱状图。 P < 0. 05 为差异具有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 复合微生态制剂对小鼠体重的影响

小鼠灌胃微生态复合制剂后,各阶段体重变化

如表 3 所示。 从表 3 可知小鼠在灌胃不同剂量的复

合微生态制剂第 7 天和第 14 天,各组小鼠体重均有

所增加,但无显著差异性(P > 0. 05);在第 21 天和

第 28 天,中剂量组和高剂量组的小鼠体重增加明

显,差异具有显著性(P < 0. 05),低剂量组的小鼠体

重无显著性差异(P > 0. 05)。

表 2　 引物序列

Table 2　 Primer sequence
引物名称 Genes 引物序列(5’-3’)Sequence of primer(5’-3’) 产物大小(bp)Product size(bp)

GAPDH F:GGCTCGGAACTCCAGAAAGAAG
R:CTCGGCAGTCAGACGCAAAG 139

IL-10 F:TTTCAAACAAAGGACCAG
R:ACTGGATCATTTCCGATAAGGCTTG 100

IL-4 F:TCCTGCTCTTCTTTCTCG
R:GCGTCCCTTCTCCTGTGACCTCGTT 101

IFN-γ F:GCCTCATACTCATAACCTCA
R:CATGCAGGACAGGGATAGCTTGAGC 142
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表 3　 各组小鼠体重变化情况(g)
Table 3　 Changes of mice body weight in different groups(g)

组别 Groups D0 D7 D14 D21 D28

对照组 Control group 17. 23 ± 0. 45 25. 65 ± 0. 51 31. 00 ± 0. 53 35. 25 ± 0. 23 37. 95 ± 0. 55

低剂量组 Low dose group 16. 00 ± 1. 54 26. 50 ± 0. 95 31. 33 ± 0. 84 36. 45 ± 0. 37 38. 20 ± 0. 57

中剂量组 Middle dose group 16. 50 ± 1. 60 28. 13 ± 0. 97 34. 16 ± 0. 78 38. 12 ± 0. 56# 39. 80 ± 0. 72#

高剂量组 High dose group 16. 50 ± 1. 56 25. 31 ± 0. 78 31. 00 ± 0. 56 36. 05 ± 0. 45# 38. 85 ± 0. 50#

注:与对照组相比,#P < 0. 05,##P < 0. 01。 (下图 / 表同)
Note. Compared with control group, #P < 0. 05, ##P < 0. 01. (The same in the following figures and tables)

2. 2　 复合微生态制剂对小鼠免疫器官指数的影响

由表 4 可以看出,灌胃复合微生态制剂第 14
天,不同剂量的复合微生态制剂均能不同程度提高

小鼠的免疫器官指数,且中剂量组差异具有显著性

(P < 0. 05)。 第 28 天,低剂量组和高剂量组小鼠的

脾指数和胸腺明显高于对照组,且差异具有显著性

(P < 0. 05);中剂量组免疫器官指数极显著高于对

照组(P < 0. 01)。

表 4　 复合微生态制剂对免疫器官指数的影响

Table 4　 Effect of the compound probiotics on immune organ index

组别
Groups

D14 D28
脾指数

Spleen index
淋巴结指数

Lymph node index
胸腺指数

Thymus index
脾指数

Spleen index
淋巴结指数

Lymph node index
胸腺指数

Thymus index

对照组 Control group 3. 05 ± 0. 02 3. 14 ± 0. 05 1. 78 ± 0. 10 3. 15 ± 0. 04 3. 21 ± 0. 07 1. 83 ± 0. 04

低剂量组 Low dose group 3. 08 ± 0. 03 3. 15 ± 0. 06 1. 83 ± 0. 08 3. 93 ± 0. 06## 3. 22 ± 0. 07 1. 98 ± 0. 07#

中剂量组 Middle dose group 3. 20 ± 0. 02∗ 3. 19 ± 0. 07∗ 1. 92 ± 0. 06# 4. 14 ± 0. 05## 3. 35 ± 0. 07## 2. 14 ± 0. 06##

高剂量组 High dose group 3. 09 ± 0. 02 3. 16 ± 0. 05 1. 82 ± 0. 04 3. 68 ± 0. 04## 3. 23 ± 0. 07 2. 08 ± 0. 04#

2. 3　 复合微生态制剂对血清溶菌酶含量的影响

由图 1 可知,在灌胃复合微生态制剂第 14 天和

第 28 天,不同剂量的复合微生态制剂均能不同程度

的提高小鼠血清中溶菌酶的含量。 第 14 天,低剂量

组和中剂量组小鼠的溶菌酶含量均明显高于对照

组,且差异极具显著性(P < 0. 01);高剂量组小鼠的

溶菌酶含量增加,差异具有显著性(P < 0. 05)。 第

28 天,各实验组溶菌酶含量均明显高于对照组,差
异极具显著性(P < 0. 01)。

注:与对照组相比,#P < 0. 05,##P < 0. 01。

图 1　 复合微生态制剂对小鼠血清溶菌酶含量的影响

Note. Compared with control group, #P < 0. 05, ##P < 0. 01.

Figure 1　 Effect of the compound probiotics on
lysozyme in serum

2. 4　 复合微生态制剂对空肠黏膜免疫细胞因子含

量的影响

由图 2 可知,小鼠灌胃复合微生态制剂第 14 天

和第 28 天,低剂量组空肠黏膜的 IL-4 含量均呈不

同程度高于对照组(P < 0. 05 或 P < 0. 01);中剂量

组空肠黏膜 IL-4 含量显著高于对照组(P < 0. 01);
高剂量组空肠黏膜 IL-4 含量均无显著性差异(P >
0. 05)。 第 14 天,中剂量组空肠黏膜 IL-10 含量高

于对照组,差异具有显著性(P < 0. 05)。 低剂量组

和高剂量组空肠黏膜 IL-10 含量与对照组无显著性

差异(P > 0. 05);第 28 天,各实验组小鼠空肠黏膜

IL-10 含量呈不同程度高于对照组,其中,低剂量组

和高剂量组显著高于对照组(P < 0. 05),中剂量组

空肠黏膜 IL-10 含量极显著增加(P < 0. 01)。 小鼠

在灌胃复合微生态制剂第 14 天和第 28 天,各实验

组小鼠肠道黏膜 IFN-γ 含量呈不同程度高于对照

组。 与对照组相比,中剂量组空肠黏膜 IFN-γ 含量

明显增加,差异极显著(P < 0. 01);低剂量组和高剂

量组空肠黏膜 IFN-γ 含量明显增加,差异显著(P >
0. 05)。
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图 2　 微生态复合制剂对 IL-4、IL-10 和 IFN-γ 含量的影响

Figure 2　 Effect of the compound probiotics on IL-4, IL-10 and IFN-γ content

2. 5　 复合微生态制剂对空肠黏膜免疫细胞因子

mRNA 表达水平的影响

由图 3 可知,小鼠灌胃复合微生态制剂第 14 天

和第 28 天,低剂量组空肠黏膜 IL-4、IL-10 mRNA 表

达量与对照组无显著性差异 ( P > 0. 05), IFN-γ

mRNA 表达水平显著高于对照组(P < 0. 05)。 中剂

量组空肠黏膜 IL-4、IL-10 和 IFN-γ mRNA 表达量增

加,差异极具显著性(P < 0. 01)。 高剂量组空肠黏

膜 IL-4、IL-10 和 IFN-γ mRNA 表达量不同程度高于

对照组(P < 0. 01 或 P < 0. 05)。

图 3　 复合微生态制剂对 IL-4、IL-10 及 IFN-γ mRNA 表达水平的影响

Figure 3　 Effect of the compound probiotics on the relative expression of IL-4, IL-10 and IFN-γ mRNA

2. 6　 复合微生态制剂对空肠黏膜 SIgA 含量的

影响

由图 4 可知,小鼠灌胃复合微生态制剂第 14
天,低剂量组 SIgA 含量显著高于对照组 ( P <
0. 05),中剂量组 SIgA 含量明显高于对照组,且差异

极具显著性(P < 0. 01);高剂量组的含量无显著性

差异(P > 0. 05)。 第 28 天,各实验组小鼠空肠黏膜

SIgA 含量均明显高于对照组,其中,中剂量组的

SIgA 含量显著高于对照组,差异极具显著性(P <
0. 01);低剂量组和高剂量组 SIgA 含量增加,差异均

具有显著性(P < 0. 05)。

图 4　 复合微生态制剂对空肠黏膜 SIgA 含量的影响

Figure 4　 Effect of the compound probiotics on SIgA
content in jejunal mucosa

3　 讨论

免疫器官指数是评价机体免疫力的一项重要

指标[6],能反映身体免疫反应的水平,免疫器官指

数升高代表机体免疫力提高,免疫器官指数降低则

为机体免疫能力降低[7-8]。 脾、胸腺和淋巴结是机

体的免疫器官,具有免疫功能,其中脾是免疫细胞

储存的场所,能清除血液中异物、抗原及衰老死亡

的红细胞[9];胸腺是 T 细胞成熟的场所,参与机体

细胞免疫[10]。 淋巴结具有滤过淋巴、产生淋巴细胞

的作用,还能进行免疫应答。 张雷等[11] 研究发现微

生态制剂能够使雏鸡的免疫器官指数的增加,提高

免疫力。 本实验结果表明,不同剂量复合微生态制

剂均可不同程度提高小鼠胸腺、淋巴结和脾的免疫

器官指数,且中剂量组免疫器官指数高于其它两

组,此结果与胡影等[12]的研究结果一致。 这说明复

合微生态制剂在一定程度上促进小鼠免疫器官的

生长、发育,可增强小鼠机体的免疫力。
溶菌酶作为一种体内碱性小分子量的蛋白水

解酶,是单核细胞、中性粒细胞和巨噬细胞的产物,
对革兰氏阳性菌有显著的抑菌效果[13]。 在动物体
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正常的防御、非特异性免疫和免疫反应中起着重要

的作用,是构成机体非特异性免疫系统的重要因子

之一。 通过测定溶菌酶的活力,可估测机体的非特

异性免疫的能力[14]。 本研究中,灌胃不同剂量复合

微生态制剂均可以增加小鼠血清中溶菌酶的含量,
此结果与刘宇等[15]的研究一致。 由此可见,复合微

生态制剂作用于小鼠后,可促进小鼠产生并释放出

溶菌酶,从而增加机体杀菌、抗感染的能力。
肠道黏膜免疫系统是肠道屏障的重要组成部

分,与肠道上皮细胞相互作用、相互影响,保护肠道

免受细菌、病毒等微生物的粘附和入侵及防止异物

的吸收,起到机体第一道防线的作用。 复合微生态

制剂是由酶制剂和益生菌复合制成的复合组剂,其
中的益生菌能够在肠道内定殖并改善菌群平衡,对
宿主健康有益。 益生菌进入机体后可参与活化肠

道相关淋巴组织,诱导 T、B 淋巴细胞和巨噬细胞分

泌细胞因子,也可作用于肠道黏膜上皮细胞使黏膜

局部 T 细胞增殖和活化产生白介素-4(IL-4)、白介

素-10(IL-10)和干扰素-γ(IFN-γ)等细胞因子以及

使 B 细胞产生 Ig,直接或者间接调控肠道黏膜免

疫[16-18]。 其中 IL-4 能够促进 Th0 细胞向 Th2 细胞

分化,促进 B 淋巴细胞增殖分化,诱导 IgE 和 IgG 产

生,也可促进 NK 细胞的增殖、分化使产生 IFN-γ 的

能力增强,调节免疫反应应答[19-20]。 IL-10 属于 Th2
型细胞因子,主要由 Treg 细胞分泌,有抑制 Th1 细

胞分泌 IL-2、IL-3、集落刺激因子和肿瘤坏死因子-α
的作用而发挥抗感染作用。 同时,也可刺激 B 细胞

分化增生,促进抗体生成[21]。 IFN-γ 主要由活化的

Th1 细胞和 NK 细胞产生,可刺激巨噬细胞活化的

作用,促进抗原呈递细胞表达 MHCⅡ类分子,提高

抗原递呈能力,增强 NK 细胞和 CTL 细胞的杀伤活

性,促进 B 淋巴细胞分化、增殖;抗病毒感染和抗肿

瘤作用[22]。 本研究发现复合微生态制剂可增加空

场粘膜 IL-4、IL-10 和 IFN-γ 的含量及 mRNA 表达水

平,其结果与崔畅婉等[23]的研究结果一致。 低剂量

组和中剂量组可促进小鼠肠道黏膜分泌 IL-4 和 IL-
10,这可能是由于益生菌在黏膜表面和黏膜下层被

肠黏膜淋巴样组织中的巨噬细胞吞噬并提取特征

抗原传递给 T、B 淋巴细胞和其他免疫细胞。 适量

的益生菌可刺激调节性 T 淋巴细胞分化,使 Th0 细

胞分化为 Th2 细胞,增加 IL-4、IL-10 的含量[24-25]。
复合微生态制剂可能通过不同途径来改善小鼠免

疫功能。 Rizzello 等[26] 认为,乳酸菌的免疫调节功

能主要体现在刺激 NK 细胞增殖并增强其细胞功

能,从而增强动物机体的抵抗力。 Fink 等[27]报道嗜

酸乳杆菌和干酪乳杆菌显著提高 NK 细胞的活力和

杀菌能力。 本研究中,灌服复合微生态制剂可以提

高小鼠空肠黏膜 IFN-γ mRNA 表达水平及含量,这
可能是由于嗜酸乳杆菌可通过 Toll 样受体 9 传导信

号,增加小鼠派尔集合淋巴结中 INF-γ 阳性细胞的

数量[28-29],且添加适量复合微生态制剂可以促进树

突状(DC)细胞分泌白介素-12,白介素-12 可以激

活 NK 细胞并促使其合成、分泌 INF-γ[27,30] 从而抑

制病毒的复制,起到免疫调节作用和增强抗病毒

能力。
肠道黏膜免疫系统由多种免疫成分组成,分泌

性免疫球蛋白 A(SIgA)是肠道黏膜免疫的主要保护

效应,是防御病原菌在肠道粘附和定植的第一道防

线。 SIgA 通 过 结 合 聚 合 免 疫 球 蛋 白 受 体

(pIgR) [31],从基底外侧表面传输到黏膜表面,用于

保护肠黏膜上皮细胞,提升消化道黏膜防御功

能[32]。 有研究表明微生物种群的变化会影响固有

免疫的激活,以维持黏膜稳态。 Nagayama 等[33] 给

小鼠灌胃酵母补充物后,小鼠的空肠的 SIgA 含量增

加。 本研究发现复合微生态制剂能够增加肠道黏

膜 SIgA 的分泌,这可能是益生菌在肠道定植后,自
身及代谢产物作为抗原物质被 M 细胞吞噬或内化

形成内体,M 细胞内的抗原快速释放并被树状突细

胞摄取,后者随之迁移至派尔集合淋巴结的 T 淋巴

细胞区或系膜淋巴结,将抗原提呈给初始 T 淋巴细

胞,激活 Th2 细胞,产生大量白介素-5,活化派尔集

合淋巴结生发中心的 B 淋巴细胞,使其转化为浆细

胞分泌 IgA,提高 SIgA 的含量水平[34]。 表明复合微

生态制剂可促进小鼠空肠粘膜 IgA 浆细胞分泌

SIgA,提高 SIgA 在空肠黏膜的含量,增强小鼠空肠

黏膜的免疫功能,减少肠道病原微生物的感染。

4　 结论

复合微生态制剂能促进小鼠的生长,提高小鼠

免疫器官指数及血液中溶菌酶的含量,增强小鼠抗

感染的能力;复合微生态制剂能提高肠道黏膜免疫

细胞因子的表达水平,促进肠道粘膜分泌免疫球蛋

白,进而增强肠道黏膜免疫功能,减少肠道感染性

疾病的发生。
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巨噬细胞 MED1 缺失对小鼠血糖水平及胰岛素抵抗的
影响

高杰1,2,夏聪聪2,张亚莉2,姚雷清2,席雨燕2,邹宇佳2,王令1∗,白亮2,刘恩岐2

(1. 陕西理工大学生物科学与工程学院, 陕西　 汉中　 723001;2. 西安交通大学医学部基础医学院,西安　 710061)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究巨噬细胞 MED1 在胰岛素抵抗发生中的调控作用。 方法　 选用 8 周龄 SPF 级雄性巨噬

细胞 MED1 敲除(MED1ΔMac)和野生型(MED1fl / fl)小鼠为模型,给予高脂饮食饲喂 0、4、8、12、16 和 20 周,诱导肥胖

和胰岛素抵抗发生。 在高脂饮食饲喂的不同时期,动态检测体重、总甘油三脂(TG)、总胆固醇(TC)和血糖水平。
高脂饲喂 20 周后,通过苏木素-伊红(HE)染色观察肝和脂肪组织病理学改变。 结果 　 高脂饮食饲喂后,与
MED1fl / fl对照组小鼠相比,MED1ΔMac小鼠体重有升高的趋势,但无显著性差异,且两组小鼠血浆 TC 和 TG 无差异。
两组小鼠血糖在高脂饮食饲喂的 0、4、8、12 和 16 周均无明显差异,但在 20 周时,MED1ΔMac小鼠血糖显著升高(P <
0. 01),肝脂肪变性增强,而且 MED1ΔMac小鼠肝重量、皮下脂肪和内脏脂肪均有增加趋势。 进一步葡萄糖耐受性试

验(glucose tolerance test,GTT)和胰岛素耐受性试验(insulin tolerance test,ITT)表明,两组小鼠的葡萄耐受性和胰岛

素敏感性无明显差异。 结论　 巨噬细胞 MED1 缺失促使血糖水平升高、肝脂肪变性,但对胰岛素抵抗无明显影响,
提示巨噬细胞 MED1 在糖代谢中可能具有关键调控作用。

【关键词】 　 MED1;炎症;巨噬细胞; 胰岛素抵抗
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Effects of macrophage MED1 deficiency on blood glucose levels and
insulin resistance in mice

GAO Jie1,2, XIA Congcong2, ZHANG Yali2, YAO Leiqing2, XI Yuyan2, ZOU Yujia2,
WANG Ling1∗, BAI Liang2, LIU Enqi2

(1. School of Biological Science Technology and Engineering, Shaanxi University of Technology, Hanzhong 723001, China.
2. Laboratory Animal Center, Xi’an Jiaotong University School of Medicine, Xi’an 710061)
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【Abstract】　 Objective　 To study the regulatory role of macrophage MED1 in the development of insulin resistance.
Methods　 Eight-week-old and specific-pathogen-free male macrophage-specific MED1 knockout(MED1ΔMac)and wild-type
(MED1fl / fl) mice were used in this animal model study. Mice were fed a high-fat diet (HFD) for 0, 4, 8, 12, 16, 20
weeks to induce obesity and insulin resistance. Body weight, total triglyceride, total cholesterol and blood glucose were
dynamically monitored every 4 weeks. Hematoxylin-eosin ( HE ) staining was used to observe liver and adipose
histopathology after an HFD for 20 weeks. Results 　 After an HFD regime, the body weight increase of MED1ΔMac mice
tended to be greater than that of the MED1fl / fl control group. The blood glucose of MED1ΔMac mice increased significantly (P
< 0. 01) compared with that of MED1fl / fl mice after an HFD for 20 weeks. Compared with the MED1fl / fl mice, the liver
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weight, subcutaneous fat weight and visceral fat weight of MED1ΔMac mice also showed a tendency to increase. In addition,
the hepatic steatosis was more severe in MED1ΔMac mice than in MED1fl / fl mice. Furthermore, a glucose tolerance test
(GTT) and insulin tolerance test (ITT) showed no significant difference in glucose tolerance or insulin sensitivity between
the two groups. Conclusions　 Deficiency of macrophage MED1 promoted an increase in blood glucose levels but had no
obvious effect on insulin resistance, suggesting macrophage MED1 has a key regulatory role in glucose metabolism.

【Keywords】　 MED1; inflammation; macrophage; insulin resistance
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

　 　 糖代谢紊乱、胰岛素抵抗 ( insulin resistance,
IR)与多种代谢综合征如 2 型糖尿病、肥胖、动脉粥

样硬化等心血管代谢性疾病存在着密切的相关关

系,严重危害人类健康和生活质量[1-3]。 迄今为止,
由于糖代谢紊乱、胰岛素抵抗病因复杂,发病机制

与病理过程尚未完全阐明,故仍缺乏有效的预防与

治疗策略。 慢性炎症是诱导胰岛素抵抗病理过程

的关键因素[4-5]。 已有研究表明,脂肪过多积累引

起的炎症和脂质代谢异常可导致肥胖相关胰岛素

抵抗的发生。 肥胖小鼠实验研究表明,巨噬细胞浸

润脂肪组织,分泌产生 TNF-α、IL-6 和 MCP-1 等炎

症细胞因子,使机体处于低度炎性反应状态[4]。 提

示巨噬细胞相关的炎症活动可能参与胰岛素抵抗

的发生。
转录辅激活子 MED1 是 Mediator 复合物的核心

成员,是多种核受体和转录因子的关键辅激活子,
调控机体各种生物学过程,如生殖、发育、分化和代

谢等[6]。 Chen 等[7]研究表明,骨骼肌 MED1 特异性

敲除之后,小鼠葡萄糖耐受性提高以及胰岛素敏感

性增强,并且能够抵抗高脂饮食诱导的肥胖。 前期

研究发现,肝 MED1 具有调控胰岛素敏感性的作

用[8];同时进一步研究显示,巨噬细胞 MED1 的表

达显著影响机体炎症反应程度[9]。 据此,我们猜想

MED1 通过巨噬细胞参与糖代谢及胰岛素抵抗的发

生发展。 为探讨巨噬细胞 MED1 调控胰岛素抵抗发

生的作用,本研究通过构建肥胖模型,在不同时期

分析 MED1ΔMac小鼠血糖水平和胰岛素抗性,为预防

和治疗胰岛素抵抗及代谢综合征提供了理论依据

和实验基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

MED1fl / fl小鼠由美国西北大学 Feinberg 医学院

Janardan K. Reddy 教授赠送,通过与巨噬细胞特异

性 Cre(Lyz2-Cre)小鼠(购买自美国 Jackson 实验

室) 杂 交, 获 得 MED1ΔMac 和 同 窝 野 生 型 对 照

MED1fl / fl小鼠 【 SCXK(陕) 2018 - 001】。 选取 9 只

MED1fl / fl和 7 只 MED1△Mac SPF 级雄性小鼠,8 周龄,
体重约为 21 g。 饲养期间,全部动物均在西安交通

大学医学部实验动物中心【SYXK(陕)2020-005】无
特定病原菌(specific pathogen free,SPF)屏障设施内

饲养,各组小鼠自由饮水。 饲养环境:昼夜各半循

环照明,湿度恒定,温度控制在 22 ~ 25℃。 所有操

作均符合西安交通大学医学部实验动物管理法规

定(审批号:IACUC 2017581)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

200 mg / mL 葡萄糖溶液 ( G8270-100G), 60%
Kcal 高 脂 饲 料 ( D12492 ), 胰 岛 素 注 射 液

(KVGY574),TG(198021)、TC(192061)试剂盒,4%
甲醛(ISO014),hematoxylin(G1005-1),eosin(G1005
-2)。

血糖仪(Ascensia Diabetes Cares Holdings AG,
Contour plus one,印度尼西亚),毛细管离心机(凯
达,TG12 M,中国),全波长酶标仪(TECAN,Infinite
M200 Pro,瑞士),莱卡切片机(LEIKA,RM2235,德
国),正置光学显微镜(尼康,Nikon Eclipse E100,日
本)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

动物分为两组:MED1fl / fl对照组和 MED1△Mac敲

除组。 分别给予高脂饮食(HFD)饲喂 0、4、8、12、16
和 20 周,动态监测体重、血糖和胰岛素抗性。
1. 2. 2　 葡萄糖耐受性试验( glucose tolerance test,
GTT)和胰岛素耐受性试验 ( insulin tolerance test,
ITT)

GTT 实验:小鼠禁食 16 h 腹腔注射葡萄糖(2
g / kg),尾部取血,运用血糖仪分别于注射后 0、30、
60、90 和 120 min 测定血糖水平。

ITT 实验:小鼠禁食 4 h,腹腔注射胰岛素(0. 75
U / kg),尾部取血,运用血糖仪分别于注射后 0、30、
60、90 和 120 min 测定血糖水平。
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1. 2. 3　 血浆与肝 TG、TC 测定分析

禁食 4 h,毛细管采集尾部血样,3000 r / min 离

心 15 min,收集血浆,测定血浆 TG、TC 含量。
1. 2. 4　 组织病理学检测

高脂饮食饲喂结束后,取小鼠肝和白色脂肪组

织,4%甲醛固定,常规石蜡包埋,制作石蜡切片(4
μm),HE 染色后,10 × 20 倍镜下观察肝、脂肪细胞

形态,用 Image J 软件分析脂肪细胞大小。
1. 3　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准差( x- ± s)表示。 所有数

据采用 SPSS 13. 0 和 GraphPad Prism 8 软件处理,多
组间比较使用单因素方差分析,两组间比较采用独

立样本 t 检验。 P < 0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 巨噬细胞 MED1 敲除(MED1ΔMac)小鼠模型

构建

为了确定 MED1 在胰岛素抵抗发生中的调控作

用,我们构建了 MED1ΔMac 模型鼠。 具体构建过程

为:将 8 周龄左右 MED1fl / fl小鼠与 Lyz2-Cre 小鼠进

行交配,获得 MED1fl / + / Lyz2-Cre+ / -杂合小鼠,此小鼠

再与 MED1fl / + / Lyz2-Cre- / - 小 鼠 杂 交, 筛 选 获 得

MED1ΔMac小鼠。 以子代小鼠尾巴基因组 DNA 为模

板,运用 loxP 引物进行 PCR 扩增,获得的 1. 8 kb 片

段代表筛选出的小鼠均带有两个 loxP 位点,2. 0 kb
片段代表野生型小鼠,若同时出现 1. 8 kb 和 2. 0 kb
条带,则代表杂合小鼠。 运用 Cre 引物进行扩增获

得 700 bp 的片段,表明筛选出的小鼠是 Cre 阳性

(+)(图 1A)。 如果小鼠携带 fl / fl 位点,同时 Cre 阳

性,则 表 明 巨 噬 细 胞 MED1 基 因 被 敲 除, 即

MED1ΔMac小鼠。 为进一步确定巨噬细胞 MED1 的敲

除效率,我们分别从 mRNA 水平检测 MED1 的表

达。 分离培养 MED1fl / fl和 MED1ΔMac小鼠腹腔巨噬细

胞,提取总 RNA,RT-PCR 结果表明,与 MED1fl / fl 小

鼠相比,MED1ΔMac小鼠巨噬细胞中 MED1 mRNA 表

达水平显著降低(P < 0. 05)(图 1B)。 以上实验结

果表明,MED1ΔMac小鼠模型构建成功,为后续功能学

实验研究奠定了坚实的基础。

注:A:Lyz2-cre 和 loxP 引物进行 PCR(+:Lyz2-cre 阳性小鼠;fl / fl:双 loxP 位点小鼠;fl / +:单 loxP 位点小鼠;+ / +:无

loxP 位点小鼠);B:腹腔巨噬细胞 MED1 mRNA 表达情况;与 MED1fl / fl小鼠相比,∗P < 0. 05。

图 1　 巨噬细胞 MED1 敲除小鼠基因型鉴定

Note. A. PCR Genotyping of MED1fl / fl and MED1ΔMacmice using Lyz2-cre and loxP primer (+. Lyz2-cre positive mice. fl /
fl. Double loxP locus mice. fl / +. Single loxP locus mice. + / +. loxP free mice) . B. Statistical analysis of expression of

MED1 in peritoneal macrophage by RT-PCR. Compare with MED1fl / flmice,∗P < 0. 05.

Figure 1　 Genotyping of macrophage-specific MED1 knockout mice

2. 2　 巨噬细胞 MED1 参与血糖调控,但不影响胰

岛素抗性

选用 8 周龄 MED1 fl / fl和 MED1ΔMac雄性小鼠为

模型,分别给予高脂饮食 0、4、8、12、16 和 20 周,
诱导小鼠肥胖发生。 在高脂饮食饲喂的不同时

期,动态检测体重、TG、TC 和血糖水平。 从图 2 可

以看出,高脂饮食饲喂后,与 MED1 fl / fl 小鼠相比,
MED1ΔMac小鼠体重有升高的趋势,但无显著性差

异,且两组小鼠血浆 TC 和 TG 无差异。 两组小鼠

血糖在高脂饮食饲喂的 0、4、8、12 和 16 周均无明

显差异,但在 20 周时,MED1ΔMac小鼠血糖显著升

高(P < 0. 01) (图 2),而且,MED1ΔMac 小鼠肝重

量、皮下脂肪和内脏脂肪均有增加趋势(图 3)。
然而,进一步葡萄糖耐受性试验和胰岛素耐受性

试验表明,两组小鼠的葡萄耐受性和胰岛素敏感

性无明显差异(图 4)。
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注:MED1fl / fl:野生型小鼠;MED1△ Mac:MED1 基因敲除小鼠;与 MED1fl / fl小鼠相比,∗∗P < 0. 01。

图 2　 高脂饮食诱导下巨噬细胞 MED1 缺失小鼠体重、血糖和 TC、TG 变化

Note. MED1fl / fl . Wild-type mice. MED1△ Mac . MED1 knockout mice. Compared with MED1fl / fl mice, ∗∗P < 0. 01.

Figure 2　 Changes in body weight, blood glucose, TC and TG of macrophage-specific MED1 knockout mice induced by HFD

图 3　 HFD 饲喂 20 周后巨噬细胞 MED1 缺失小鼠肝和脂肪重量

Figure 3　 Liver and fat weight of macrophage-specific MED1 knockout mice after 20 weeks of HFD feeding

2. 3　 巨噬细胞 MED1 缺失促进肝脂肪变性、内脏

脂肪细胞扩张

为评估巨噬细胞 MED1 缺失对肝脂肪变性的作

用,在 HFD 20 周后处理小鼠,肝石蜡切片进行 HE
染色,结果表明,喂食 HFD 的 MED1fl / fl小鼠的肝细

胞被大的细胞质脂质液滴扩张,而这种效应在喂食

HFD 的 MED1ΔMac小鼠中更为明显(见图 5)。
同时为了评估巨噬细胞 MED1 敲除对脂肪组

织炎性细胞浸润的影响,我们在皮下脂肪组织

(sWAT)、内脏脂肪组织( gWAT)石蜡切片进行 HE
染色,研究结果表明,无论是皮下脂肪组织还是内

脏脂肪组织,喂食 HFD 的 MED1ΔMac小鼠与其对照

组相比有巨噬细胞积累但并未看到明显巨噬细胞

浸润(图 6A),而 MED1ΔMac小鼠内脏脂肪细胞面积

更大, 小 鼠 皮 下 脂 肪 细 胞 大 小 未 见 明 显 差

异(图 6B)。
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图 4　 HFD 饲喂 20 周后巨噬细胞 MED1 缺失小鼠 GTT 和 ITT 测定

Figure 4　 Determination of GTT and ITT of macrophage-specific MED1 knockout mice after 20 weeks of HFD feeding

图 5　 小鼠肝切片 HE 染色

Figure 5　 HE staining of mouse liver tissue

注:A:脂肪组织 HE 染色;B:脂肪细胞面积频率。

图 6　 HFD 饲喂 20 周后 MED1fl / fl和 MED1△ Mac小鼠内脏、皮下脂肪 HE 染色及脂肪细胞大小分布

Note. A. HE staining of fat tissue. B. Adipocyte area frequency.

Figure 6　 HE staining of fat tissue and adipocyte size distribution in MED1 fl / fl and MED1△ Mac mice
after 20 weeks of HFD feeding
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3　 讨论

近年来,肥胖是导致胰岛素抵抗的主要危险因

素,肥胖与脂肪细胞功能紊乱、巨噬细胞浸润和轻

度炎症有关。 脂肪组织合成并分泌多种生物活性

分子,即脂肪因子和细胞因子,它们影响脂质和葡

萄糖的代谢。 有研究表明,胰岛素抵抗程度会由于

血清脂肪酸代谢作用的不同而变化[10]。 根据资料

显示,具有生物活性的脂质分子:长链酰基辅酶 A、
神经酰胺和二酰甘油,这些脂质在脂肪细胞中的积

累可能与胰岛素抵抗的发生有关[11]。 目前认为,巨
噬细胞在诱导胰岛素抵抗病理过程中扮演重要角

色。 巨噬细胞是一种具有高度可塑性和异质性的

细胞群体,在体内外不同微环境细胞因子和微生物

产物的影响下可表现出不同的表型和功能。 根据

活化状态和功能不同,主要分为 M1 型和 M2 型[12]。
M1 和 M2 型巨噬细胞在肥胖诱导胰岛素抵抗的发

生、发展中分别起到促进和抑制的作用。 M1 型巨

噬细胞浸润脂肪组织,促炎症反应因子如 TNF-α、
IL-6 等释放增多,使机体所处于的低度慢性炎症状

态,通过胰岛素干扰信号传导通路引起肝、骨骼肌

及脂肪组织的胰岛素抵抗。
MED1 是转录调控复合物的关键辅激活因子,

其调控多个基因表达,亦是组织中脂质和能量代谢

的关键调控者。 本课题组前期发现肝 MED1 特异性

敲除(MED1ΔLiv)小鼠能够抵抗高脂饮食和 PPARγ
诱导的脂肪肝形成,增强胰岛素敏感性。 有研究报

道骨骼肌 MED1 特异敲除小鼠葡萄糖耐受性和胰岛

素敏感性均增强,能够抵抗高脂饮食诱导的肥

胖[7]。 而本研究中,我们发现巨噬细胞 MED1 特异

性敲除小鼠对胰岛素的敏感性并没有增强,可能是

MED1 在不同细胞的功能差异引起,具体机制还需

进一步研究解析。
MED1 是 PPARs 的关键辅激活子,PPARα 激动

剂能减缓 NAFLD 大鼠脂质代谢失调,具有适度的胰

岛素增敏作用[13]。 Jia 等[14] 研究发现,与 PPARα
缺失表型相似,肝实质细胞 MED1 缺失导致脂肪酸

氧化代谢相关基因的表达受到严重阻滞。 肝 MED1
缺失能够减弱糖皮质激素受体激活剂诱导的肝细

胞脂肪变性[15]。 在本研究中,我们试图确定巨噬细

胞 MED1 缺失是否影响胰岛素抵抗,在巨噬细胞

MED1 缺失时,通过生理状态下肥胖导致的慢性炎

症来探究对胰岛素抵抗的影响。 通过 HFD 饲喂,巨
噬细胞 MED1 缺失小鼠更能表现出肥胖、血浆胆固

醇和甘油三酯水平的升高,葡萄糖耐量和胰岛素耐

量的受损,尽管两组之间的差异并不显著,但仍可

提示巨噬细胞 MED1 缺失在胰岛素抵抗中发挥的作

用,而结果不显著可能与生理状态下肥胖导致的免

疫细胞募集较慢产生的慢性炎症有关,因此可能没

有较多的巨噬细胞浸润,我们可以尝试用注射脂多

糖诱发小鼠快速炎症反应来观察巨噬细胞 MED1 缺

失后对靶组织的作用;而对于靶组织而言,在 HFD
喂养下主要表现为肥胖和巨噬细胞浸润,这点在肝

组织中较为明显,因此,当巨噬细胞 MED1 缺失后,
可能促进了胰岛素抵抗的发生发展。

本研究以巨噬细胞 MED1 特异性敲除小鼠为动

物模型,发现巨噬细胞缺失 MED1 引起 HFD 诱导的

血糖水平升高,肝脂肪变性和脂肪细胞增大,但无

显著胰岛素抵抗,为后续 MED1 功能解析和巨噬细

胞介导的肥胖性炎症研究提供参考。
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肌腱病动物模型的研究进展
李帝均1,2,王桂杉1,2,刘海峰1,2,王斌1,2,3∗

(1. 山西医科大学第二医院骨科,太原　 030001;2. 骨与软组织损伤修复山西省重点实验室,太原　 030001;
3. 浙江大学医学院第一附属医院,杭州　 310006)

　 　 【摘要】 　 肌腱病(tendinopathy)的患病率近年来在世界范围内持续上升,给人们带来巨大经济负担和精神压

力,不同程度降低了人类生活质量。 现有治疗方案仍无法对该类疾病实现治愈,动物模型是研究肌腱病的重要工

具,在肌腱病病理生理改变以及治疗方式的研究中发挥至关重要作用。 本文综述了近些年国内外肌腱病动物模型

研究现状,探讨了几种常见造模方案的优缺点,同时对造模动物和造模部位的选择、损伤肌腱的改变进行了阐述,
旨在为今后研究者选择更为合适、高效的动物实验模型提供参考。

【关键词】 　 肌腱病;动物模型;造模方法
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Advances in research into animal experimental models of tendinopathy
LI Dijun1,2, WANG Guishan1,2, LIU Haifeng1,2, WANG Bin1,2,3∗
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【Abstract】 　 The incidences of tendinopathies have been increasing worldwide in recent years, causing huge
economic burdens and mental stress in patients and reducing the quality of human life to varying degrees. Animal models are
important tools in tendinopathy research and play a crucial role in the study of pathophysiological changes and novel
treatment modalities. This article reviews the status of animal models developed in recent years and discusses the advantages
and disadvantages of several common modeling protocols, including the choice of modeling animal and modeling site and the
alterations to injured tendons, with the aim of providing a reference to help future researchers select suitable and efficient
animal models.
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　 　 肌腱病是由于过度使用、代谢以及血管改变等

因素而造成的肌腱微损伤,常引起局部疼痛、肿胀

并伴有不同程度的运动能力丧失的一系列综合

征[1-2],微观表现为受影响肌腱的结构、成分和细胞

异常[3]。 目前我国肌腱病的患病率呈逐年上升,给
人们带来了巨大的经济负担和精神负担[4]。 现有

的肌腱病治疗方式主要包括:物理治疗、非甾体消

炎药、局部注射糖皮质激素、富血小板血浆等[5]。
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目前虽然治疗方式众多,但是仍缺乏安全有效的治

疗方法,这也一直是国内外研究的重点及热点,同
时需要更优的动物模型开展临床前研究,为进一步

治疗方案的临床转化与研发提供重要依据。 本文

通过查阅相关文献总结并归纳,从实验动物的选

择、损伤部位、动物造模方法等方面展开综述。

1　 实验动物的选择

通过查阅文献并计算,目前应用于肌腱病模型

研究 的 各 动 物 占 比 约 为: 大 鼠 ( 53%)、 小 鼠

(14. 5%)、兔 (14. 5%)、羊 (11%)、马 (6%)、狒狒

(< 1%)。
1. 1　 小鼠

小鼠的遗传背景明确且遗传性状稳定,在基因

调控、蛋白质的表达等方面应用广泛,伴随小鼠动

物模型的扩增,促进了肌腱病在基因通路领域的快

速发展。 Abraham 等[6]在小鼠体内模型中发现特定

信号通路(NF-κB)有抑制肌腱炎症的潜力。 与其他

哺乳动物相比较,小鼠与人类基因匹配高达 80% ~
90%,并且其妊娠期短、繁育和生长速率快、寿命较

短,因此能够有效的进行动物模型研究[7]。 此外小

鼠活动时前肢抬高,双后肢为主要承重点,这与人

类跟腱病发生相似,进一步为小鼠跟腱病模型提供

了一定的解剖基础。 但小鼠体型结构较小,造模时

无论选择手术还是药物注射难度都较大,同时进行

相关操作需要配备精细的仪器以确保造模的疗效,
其应用也得到一定限制。
1. 2　 大鼠

常见大鼠种类包括:Wistar 大鼠、SD 大鼠等。
大鼠抗感染能力强,可实现多种方式造模,诸如:跑
台刺激、注射胶原酶等,且大鼠容易获取、饲养成本

低、生长速率快、实验转运管理方便。 但是大鼠损

伤后愈合较快,且局部容易形成瘢痕组织,使得动

物模型效果的观察与后期临床干预受到一定时间

限制。 目前大鼠在肌腱病研究领域的应用众多,
Norelli 等[8]使用肌腱手术缺损模型研究大鼠脂肪来

源干细胞对跟腱损伤修复影响,Lai 等[9] 在大鼠缺

损髌腱中研究衰老对肌腱愈合的影响,Shi 等[10] 发

现在缺损髌腱的大鼠中骨髓间充质干细胞可促进

髌腱的再生,Liu 等[11] 在跟腱胶原酶注射模型的研

究结果表明外泌体可促进肌腱病的愈合。 近些年,
基因编辑大鼠模型用于基因调节、通路选择、分子

表达等研究,推动了肌腱病治疗的研究进展[12]。 但

是目前基因编辑大鼠模型种类偏少,无法取代小鼠

在基因领域的核心作用。
综上所述,啮齿类动物目前作为小型动物肌腱

病模型研究已取得一定的进展,但仍需将其相关成

果应用于大型动物甚至临床实验中以确保安全有

效性。
1. 3　 兔

新西兰兔作为常见的实验动物,在细胞和组织

生理与人类相似[13]。 随着肌腱病领域相关研究的

迅速开展,如今兔已广泛用于肌腱损伤后肌肉变

化、附着点形成以及损伤后体内生长因子变化等研

究[14]。 兔肩胛下肌肉复合体与人肩部冈上肌复合

体在解剖和生物力学上相似,使得兔肩袖复合体成

为研究肩部损伤的可靠模型,为探索肩袖肌腱病研

究提供了基础[14]。 Kaminein 等[15] 利用胶原酶注射

构建兔的动物模型,观察到生长因子有改变趋势。
Ahn 等[16]通过外科手术制造兔跟腱损伤模型,观察

跟腱病变后肌肉组织的改变情况。 兔肌腱损伤与

人类肌腱病病变细胞外基质改变相似,在研究肌腱

损伤病理进程、致病机制分析以及治疗方案筛选具

有重要意义。 与啮齿类相比它们能够提供更大的

肌腱组织样本,也更利于外科手术操作;但是它们

花费相对较高,且兔机体耐受较差,在手术后易出

现腹泻甚至死亡,通常需要对其进行特殊护理。
1. 4　 大型哺乳动物

大型哺乳动物包括绵羊、马等动物,体型较大、
造模相对方便、容易进行外科操作。 其中绵羊作为

慢性肌腱损伤研究模型,局部组织可伴有大量纤维

组织及新生血管形成[17]。 有研究表明:在绵羊肌腱

组织部分断裂的肌腱病模型中,在不同时间点愈合

肌腱各区域的基因表达和组织学存在显著差异[18]。
但绵羊作为大型动物模型之一,喂养管理费用较

高,代价昂贵[19]。 马和人在病理组织上有很大相似

性,使得马成为临床肌腱病研究的一个重要模型。
已有 Gaesser 等[20] 通过给马注射胶原酶,研究自体

蛋白溶液注射改善肌腱病治疗。 另外马的肌腱病

模型还可用于研究 mirRNA29a 调节促进肌腱愈合

再生[21]。 与绵羊一样同为大型动物模型,马的成

本、饲养费用以及动物管理等方面经济性较差,同
时也缺乏大样本研究。 目前,此类研究主要以国外

团队为主,缺少国内相关动物实验报道。
1. 5　 非人灵长类动物

非人灵长类动物与人类在解剖结构、生理功能
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以及免疫学表现最接近。 此类模型已普遍应用于

流行性感冒病毒、肝炎病毒以及其他病毒研究。 随

着肌腱病研究的深入,非人灵长类动物肌腱损伤模

型也取得一定成果。 其中,与其他哺乳类动物比

较,只有此类动物才具有真正的肩袖[22],Sonnabend
等[23]认为:由于狒狒与人类肩部具有类似结构,狒
狒是研究肩袖损伤的最佳动物模型。 虽然此类动

物在多方面与人类有很大相似性,但是他们饲养管

理更加困难,同时伴随而来的伦理和经济问题也阻

碍了该类动物模型研究的进展,近些年来也缺乏相

关实验研究报道。

2　 损伤部位选择

2. 1　 肩袖

肩袖肌腱损伤是最常见的肩部损伤,同时肩袖

也是常见肌腱损伤动物模型部位之一,损伤后组织

常伴有不可逆的肌肉萎缩、僵硬和脂肪浸润[24]。 由

于肩部结构存在着解剖特殊性,肩峰的存在构成了

肩袖肌腱损伤模型不可缺少的条件,大鼠在解剖学

上与人最为相似,而其他动物的肩峰则与人类相差

较大,其次大鼠活动时前肢抬高与人类肢体伸展相

似[24-25]。 虽然兔肩袖模型损伤后伴有明显脂肪浸

润,也有类似于人类肩部的特殊结构,但综合考虑

解剖结构、病理改变、手术操作、经济学等各方面因

素,使得大鼠成为肩袖损伤的最佳模型[14]。 目前已

在大鼠模型中深入开展肩袖的慢性损伤研究,例如

通过跑步机构建慢性肌腱损伤模型,研究脂肪干细

胞外泌体能否通过改善 M2 巨噬细胞极化来改善慢

性肩袖病变[26]。 随着肌腱疾病研究进一步深入,肩
袖损伤模型将为今后肌腱病研究提供更坚实的理

论基础。
2. 2　 髌腱

髌腱位于膝关节表面,处在髌骨与小腿胫骨之

间并连接两者,主要协助大腿屈伸活动。 由于人体

膝关节不断运动,髌腱长期处于周期性负荷之下,
髌腱成为肌腱病常发、多发部位[27]。 膝关节是人体

下肢活动最频繁的关节,髌腱作为膝关节屈伸活动

的重要结构,该部位的动物模型也便于进行生物力

学测试研究。 Dan 等[28] 在研究手术对髌骨肌腱病

中生物力学的变化趋势中发现:与对照组相比,肌
腱组硬度明显下降。 另有研究利用干细胞疗法治

疗髌腱损伤,开启髌腱损伤修复的再生新思路[29]。
通常髌腱尺寸相对较大且解剖表浅、容易获得[7],

涉及髌腱的基础研究也是临床前研究的重点。 但

是髌腱整体呈宽薄型,药物注射造模难度大,局部

操作要求精细,对操作人员技术要求更高。
2. 3　 跟腱

跟腱作为人体最大最长的肌腱,通常可承受超

过个体 12. 5 倍的重量,长期高强度的负荷压力使得

跟腱病发生率增高[30]。 跟腱也是目前动物模型研

究最常用部位之一,其优势在于部位表浅、操作方

便、取材容易,有利于开展跟腱病机制的相关研究,
已广泛应用于多种不同种类动物模型的建立。 例

如在绵羊腱病模型中观察跟腱超声表现及其弹性

变化,作者通过注射Ⅰ型胶原酶构建跟腱损伤动物

模型[31];在小鼠体内糖代谢驱动肌腱病发展的潜在

机制研究中,利用跑步机和注射 TGF-β1 诱导跟腱

病变[32];利用大鼠外科手术跟腱造模,研究间充质

干细胞促进跟腱病愈合基质[33];兔胶原酶注射模型

中,研究增加软组织动员对肌腱损伤的影响[34]。 各

不同类型的跟腱病模型丰富了跟腱部位的基础研

究,为探索一条最佳跟腱病治疗道路提供了基础。
2. 4　 屈肌腱

涉及屈肌腱的动物模型包括指浅屈肌腱、指深

屈肌腱,此处肌腱由于其缺血性和低细胞性同时存

在,愈合过程很缓慢,符合肌腱病损伤愈合特点。
虽然目前已有动物模型用来研究屈肌腱的损伤修

复,但与其它部位肌腱组织相比,屈肌腱相对较小,
限制了在小型动物中应用。 同时大型动物也具有

肌腱病自然发生的优势[7],目前此类动物模型仍以

羊、马等大型哺乳动物为主。 Iacopetti 等[35] 通过绵

羊指深屈肌腱模型构建研究肌腱病新的治疗方案。
也有研究构建杂交马指浅屈肌病变手术模型,以比

较影像学、组织学、生化及生物力学等参数结果的

改变[36]。 近些年随着对马肌腱病的研究深入,其屈

肌腱造模方式应用更加普遍,进一步促进了大型动

物模型研究成果向临床转化。

3　 建模方法

3. 1　 机械刺激

3. 1. 1　 跑台跑步

动物跑台跑步作为一种肌腱病造模方法,它通

过构建肌腱过度使用方式引起肌腱内、外部机制变

化从而诱导肌腱病。 在内部利用超过组织的重复

负荷引起内部组织微创伤引起病理改变;外部通过

肌腱反复与周围的撞击导致损伤[37]。 该造模方法
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现已应用于跟腱[38]、肩袖、以及髌腱[39] 等多部位动

物模型研究。 Yoshida 等[40] 研究表明,40 d 大鼠跑

台跑步训练后,实验组的自发性运动活动次数明显

高于对照组。 另有研究:跑台跑步训练后可引起冈

上肌腱生化及组织病理发生改变[41]。 跑台跑步不

需要给予动物注射药物或者制造动物组织损伤,更
符合肌腱病慢性损伤模型;但通过跑台跑步构建动

物模型成本昂贵,且目前仅仅适合于鼠类,效果无

法在大型动物模型得到验证,其应用受到很大限制。
另一方面由于鼠类自身活动的影响,此类造模

方式的强度、 持续时间一直在不断探索。 Zhao
等[42]研究表明,12 周高强度跑步运动形式的长期

机械过载会引起炎症和分解代谢反应,进一步引起

小鼠跟腱病变。 针对如何准确量化动物运动量从

而设计动物模型训练,Yoshida 团队[39-40] 在多次研

究中提出 2 周适应性训练联合 40 d 跑台跑步训练

的方案,发现肌腱纤维束出现撕裂,组织病理评分

也明显降低。 而 Abraham 等[43] 研究在 2 周适应性

训练及 12 周运动训练后组织病理也呈现明显变化。
另有研究表明在一周适应性训练及 12 周运动训练

可出现明显肌腱生物力学改变[44]。 目前研究者们

对于跑台跑步训练具体方案的大体方案已达成统

一认识:首先为 1 或 2 周适应性训练,然后维持 4 ~
12 周的常规运动训练。 在适应性训练中,三分之一

选择 1 周,三分之二选择 2 周。 常规运动训练中,过
去 5 ~ 10 年的研究中,8 周或者 12 周的训练时间更

容易被研究者们所接受;但是最近 5 年时间里,更多

的实验选择 4 周或者 6 周这类时间相对较短的造模

方式。 尽管近些年跑台跑步模型的开发利用在肌

腱病动物模型研究中取得进展,但是人体肌腱病特

点为反复损伤而未能痊愈,可在几个月或者几年内

发展形成。 而动物模型的改变为连续性训练损伤

所致,两者损伤机制并非一致,因此动物模型不能

完全复制临床人体肌腱病改变。
3. 1. 2　 疲劳载荷

疲劳载荷是在一定范围内,给予肌腱不规则的

载荷刺激,以引起肌腱组织学和生物力学变化。
Bell 等[45]对大鼠髌腱施加 1 ~ 15 N 的疲劳载荷,肌
腱的组织学细胞密度出现增加,力学性能中硬度和

最大负荷出现下降。 该模型可产生与人类肌腱损

伤相似的组织学和生物力学改变,此类造模方式时

间短且可控性强,能够短期内达到预期效果,且肌

腱的损伤往往都是急性所致,而人类腱病的发生发

展则是长期反复刺激的结果,此类模型实际应用已

较少用于实验。
3. 2　 化学诱导

3. 2. 1　 胶原酶注射

胶原酶注射的腱病模型一直得到普遍接受,且
广泛应用于大鼠、小鼠、羊、兔、马的跟腱、冈上肌、
髌腱等部位。 de Cesar Netto 等[46] 给兔跟腱注射不

同剂量(0. 1、0. 3 mg / mL)胶原酶后,在后期结果中

发现高剂量(0. 3 mg / mL)注射胶原酶可表现出更为

明显的组织学及生物力学改变;低剂量连续注射则

更好的模拟人类跟腱病进行性和慢性的特征。 另

有研究表明,注射总剂量为 0. 3 mg Ⅰ型胶原酶作用

于大鼠跟腱可引发腱病样改变,肌腱的硬度、最大

拉力呈显著下降[47]。 综合研究发现:在鼠类动物模

型中,胶原酶每次最常用注射总剂量为 0. 3 mg;由
于厂家不同及胶原酶产品不断更新,很遗憾在兔及

大型哺乳动物研究中大部分作者未能给出明确的

标准剂量。 在注射频率选择中,既往强调单次注射

达到实验效果;近些年研究者们不断探索最佳实验

模型,同时伴随着部分文献研究结果公布,表明持

续性胶原酶注射更能模拟人类肌腱病特征。 Liu
等[11]在最新研究中使用持续两周胶原酶注射(共计

7 次)进行造模,结果与对照组相比可观察到实验组

明显的肌腱组织改变。 目前鉴于研究经费及实验

条件等限制,在肌腱病实验中,大鼠胶原酶注射模

型为比较理想造模方式,但该方式如何选择最佳注

射剂量及频率并使其标准化仍需要未来研究者提

供更加可靠证据。
尽管胶原酶注射法简单高效,药物剂量可控,

可在短期内完成动物模型构建,同时引起的组织学

及生物力学变化明显,与人类肌腱病后期改变相

似,但其也存在一定局限性。 诸如:体内肌腱病改

变为损伤后生理改变,而胶原酶通过降解肌腱组织

来诱导腱病的产生;注射胶原酶不能模拟肌腱病的

自然发生病程,特别是组织微环境中分子水平在不

同阶段变化过程,因此其无法也不能完全复制临床

肌腱病的发生。
3. 2. 2　 TGF-β 注射

TGF-β 是一种带有广泛活性的小分子蛋白,其
种类繁多、功能复杂,其中注射 TGF-β1 在肌腱病动

物模型中最为常见。 Bittermann 等[48]通过小鼠跟腱

注射 TGF-β1 诱导肌腱病模型,结果中观察到肌腱

肿大、增生,但外观形态基本正常。 另有在兔髌腱
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研究中:观察 TGF-β 注射后兔肌腱 4 周、16 周的组

织变化以及生物力学改变,得出结论 TGF-β 注射是

一种温和的、看似可逆的肌腱损伤模型[49]。 TGF-β
注射后引起的肌腱损伤较轻,涉及细胞基质改变不

明显,且肌腱损伤具有可逆转性[50],此类可用于早

期或者轻度肌腱损伤模型;而人类肌腱病呈渐进式

加重,近些年该种造模方式在肌腱模型中应用相对

少见。
3. 2. 3　 其他

注射卡拉明胶用于评估 IL-1 受体拮抗剂在肌

腱病病理改变中作用[51],注射后与对照组相比动物

活动性降低,肌腱长度变短。 另有研究显示该模型

诱导巨噬细胞增加多余中性粒细胞,因此在炎症引

起肌腱损伤的机制研究模型中可能具有潜在

作用[52]。
在过去的研究中可通过注射前列腺素引起肌

腱组织病变。 Khan 等[53] 将不同剂量前列腺素注射

兔髌腱中,发现明显的脂肪浸润、纤维组织降解缺

失。 至今前列腺素引起肌腱机制的改变未得到证

实,该模型对于临床应用也尚不清楚,近些年相关

研究已慢慢淡化此类模型的作用。
此外还包括利用 KGN(kartogenin)刺激软骨细

胞分化建立肌腱病模型等[54]。 涉及化学因子种类

繁多,各类因子被证实仅仅在肌腱病的发生机制某

一方面存在一定作用,在构建实验动物模型时需慎

重选择。
3. 3　 外科手术

近几年,外科手术在肌腱动物模型设计中得到

了一定应用,通过构建肌腱损伤、半离断、中间部分

切除等方式诱导肌腱病产生。 如小动物模型涉及

肩袖等难以操作部位可使用肌腱钳夹损伤方式构

建模型;而大型动物在跟腱、髌腱屈肌腱等相对容

易解剖等部位造模时,可进行肌腱部分横断或中间

部分切除制造缺损来诱导肌腱病产生。 Tsang 等[55]

研究在马的指浅屈肌外侧横断损伤后可出现明显

肌腱增厚。 外科手术造模过程简单易行、重复性

好、周期短,可在短期实现肌腱病模型构建;与其他

方式相比,外科手术费用较低,对实验过程器材要

求低,可实现反复建模。 近几年,随着人们对损伤

后炎症认识的加深,外科手术造模在大型动物中得

到应用,但外科手术伴随着有创的肌腱损伤,还有

一定风险破坏周围组织结构完整性,更适合急性肌

腱损伤研究。 同时损伤的动物恢复后遗留瘢痕组

织对动物的活动产生影响,局部病理生理改变与临

床慢性肌腱病发生机制相差较大,该模型在未来研

究中仍需要更完善的手术方案来构建临床有效的

动物模型。
动物模型的成功构建是实验动物研究关键,是

整个实验开展的基础。 在肌腱病中,造模成功后可

表现为:宏观上肌腱组织大体形态变粗、影像学局

部组织肿胀增厚以及微观组织病理改变等。 它们

是动物模型构建成功的主要标志,同样也是疾病研

究的观察指标。 目前肌腱模型构建方式种类多且

原理各不同,共同效果旨在引起肌腱组织疾病样改

变,以模拟临床肌腱病特征从而达到实验研究需要。

4　 总结与展望

肌腱病动物模型研究迅速发展,但鉴于人类肌

腱病发生的复杂性,动物实验模型与临床人体肌腱

损伤仍有很大差异。 综上,大鼠是目前造模最常见

动物,最常见的部位为跟腱组织,最常见的方式为

胶原酶注射,但临床应根据研究目的选择最适合的

动物模型,目前还没有一个完美的肌腱病动物模

型。 现有研究肌腱病建模方法各有优缺点,跑台跑

步在肌腱损伤机制上与人更为相似;而胶原酶注射

引发体内微环境改变更符合人体晚期肌腱病损伤。
腱病的损伤机制是一个复杂的过程,涉及从基因到

信号通路再到分子机制、从蛋白表达到组织改变、
从体内到体外等。 动物局部解剖结构、腱病损伤外

在机制、损伤后内部细胞分子改变等各方面与人类

腱病发生发展各有不同,现有动物模型只能从单一

某方面模拟肌腱损伤。 目前肌腱病造模方式众多,
它们从易行性、可重复性以及经济性考虑各有优

劣,为了更深层次推进肌腱病新的热点、难点研究,
未来仍需开发构建更合理的动物模型服务于临床。
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　 　 【摘要】 　 小鼠模型对于呼吸道病原的研究有着重要意义。 然而进化所带来的肺及免疫系统的物种差异,使
小鼠模型难以精准模拟人体的呼吸道病原感染。 通过构建免疫系统人源化小鼠,可更好地再现人体免疫系统对呼

吸道病原感染的应答。 构建肺组织人源化小鼠和肺 /免疫系统双人源化小鼠可实现人特异性的呼吸道病原感染及

其免疫响应。 本综述将从免疫系统、肺、肺 /免疫系统双人源化 3 个方面,回顾人源化小鼠在人类呼吸道病原研究

方面的进展。
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【Abstract】　 Mouse models are of great interest for studying human respiratory pathogens. However, evolutionary
species divergence has led to differences in lung structure and the immune system between humans and mice, making the
study of human respiratory pathogens in mouse models a longstanding challenge. In contrast, mice with a humanized
immune system can faithfully reproduce human immune responses to respiratory pathogen infection, and mice with
humanized lung and lung-immune systems can be used to examine human trophic respiratory pathogen infection and the
corresponding immune responses. This review summarizes the contributions and recent progress of these types of humanized
mice in respiratory pathogen research.
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　 　 世界卫生组织(WHO)的报告显示,呼吸系统疾

病是 2019 年全球最主要的三大死亡原因之一,其中

下呼吸道感染仍然是世界上最致命的传染病,排在

人类十大主要死亡原因的第四位[1]。 合适的动物
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模型不仅能够加速呼吸道病原致病机制的研究,更
能为呼吸道病原的预防与治疗方法提供评价工具。
目前已用于呼吸道病原研究的实验动物有很多,例
如小鼠、大鼠、豚鼠、雪貂和非人灵长类动物等。 小

鼠因具有容易饲养且饲养成本低和繁殖快等优点,
被广泛应用于科学研究。 遗传背景均一、实验结果

一致的近交系小鼠更是研究基因功能或疾病机制

的首选。 然而小鼠与人之间存在的物种差异,导致

人鼠肺及免疫系统有所不同,从而使一些人源呼吸

道病原无法直接感染小鼠,或者造成在小鼠与临床

显著不同的病理与免疫特征。 为了能更有效地研

究和治疗呼吸道病原感染,免疫系统人源化小鼠、
肺人源化小鼠、肺 /免疫系统双人源化小鼠等模型

在过去半个世纪逐渐发展和成熟。

1　 免疫系统人源化小鼠

免疫系统人源化小鼠主要指将人的造血干细

胞注射到免疫缺陷小鼠体内,然后在小鼠体内发

育出人免疫细胞谱系的小鼠模型。 早在 1980 年,
研究人员就发现了重症联合免疫缺陷 ( severe
combined immunodeficiency, SCID) 小 鼠 品 系———
CB17-Prkdcscid,该小鼠 T 细胞和 B 细胞均存在严

重缺陷,胸腺和外周淋巴组织严重萎缩。 而后在

1988 年,McCune 等[2] 在 SCID 小鼠中植入人胎肝

来源的造血干细胞和人体胸腺组织,构建出了

SCID 人源化小鼠。 SCID 人源化小鼠虽然支持人

类 T、B 细胞分化,但存在“泄露”———即小鼠随着

年龄增长发育出自体 T、B 细胞。 后来,研究人员

观察到具有非肥胖糖尿病 ( non-obese diabetes,
NOD)的 NOD-SCID 小鼠具有更强的支持人类造血

干细胞植入的能力,原因是 NOD 品系中小鼠巨噬

细胞的信号调控蛋白 α( Sirpa)具有突变,削弱了

小鼠巨噬细胞对人类细胞的吞噬作用[3-4] 。 但

NOD-SCID 人源化小鼠仍保留部分小鼠 NK 细胞,
且也存在“泄露”的情况。 此后研究人员一直在寻

求人源化小鼠背景品系上的突破。 2002 年,研究

者发现突变白细胞介素 2 ( IL-2) 受体共同 γ 链

( IL2rg),可导致小鼠 NK 细胞活性的丧失和 T、B
淋巴细胞谱系的消失。 据此,研究人员构建了

NOD-SCID IL2rg tm1sug(NOG)小鼠品系[5] 。 随后,研
究人员用完整的无效等位基因替代小鼠的 IL2rg,
在此基础上构建了 BRG、NSG 等小鼠品系。 以

NOG、BRG 和 NSG 为背景构建的免疫系统人源化

小鼠,表现出稳定的人免疫细胞的定植与分化能

力,过去十几年在人源病原感染以及肿瘤免疫治

疗中发挥着越来越重要的作用。
1. 1　 结核杆菌

结核病(tuberculosis,TB)仍然是严重威胁人类

健康安全的全球性传染病,然而唯一获得许可的结

核疫苗卡介苗(Bacille Calmette-Gué Rin,BCG)的保

护效力因人群和地区不同而不同[6]。 深入理解人

体对 结 核 分 枝 杆 菌 ( mycobacterium tuberculosis,
Mtb)的免疫应答,将帮助开发更有效的 TB 疫苗及

治疗方案。 目前,响应 Mtb 感染的核心免疫过程在

不同动物模型中未能得到一致的结论。 而通过免

疫系统人源化小鼠则可直接观察人免疫系统对 Mtb
感染的响应,与临床更为相关和接近。

2013 年,2 个课题组相继报道了在免疫系统人

源化小鼠鼻内感染 Mtb 可诱导肺肉芽肿形成[7-8]。
该病理特征与在结核病患者体内观察到的现象非

常相似,表现为人 T 细胞环绕着人巨噬细胞形成的

坏死中心,并被大量成纤维细胞包围。 同时,在没

有免疫系统人源化的小鼠中则观察不到肺肉芽肿

形成。 值得一提的是,2013 年 Heuts 等[7]发现 CD4+

T 细胞对结核分枝杆菌的感染具有意想不到的作

用。 他们发现人源化小鼠器官中的分枝杆菌数量

高于非人源化对照,并且细菌负荷的增加是由人

CD4+ T 细胞介导。 这一发现挑战了既往应用其他

动物模型进行的 Mtb 研究,体现出免疫系统人源化

小鼠模型的不可替代性,即探索人免疫系统在病原

感染中的物种特异性反应。
免疫系统人源化小鼠也常被用来评价结核病

疫苗,通过在免疫系统人源化 NOG 小鼠上接种卡介

苗或 CpG-C(一种含有结核分枝杆菌抗原 ESAT-6
的脂质体制剂),研究人员观察到 CD4+和 CD8+ T 细

胞分 泌 相 关 细 胞 因 子, 例 如 IFN-γ、 TNF-α 和

IL-2 [9]。 与 C57BL / 6 小鼠和 Hartley 豚鼠相比,人
源化小鼠模型提供了疫苗可以进一步诱导人类 T
细胞免疫反应的证据。 此外关于结核病疫苗的开

发方面,人源化小鼠也可以作为新型疫苗的评价平

台。 此前一项研究中,研究人员从 50 个预测多肽中

筛选出 6 个免疫优势肽,构建了一种新的多肽疫苗,
命名为 MP3RT[10]。 免疫系统人源化 NSG 小鼠经

MP3RT 免疫后,IFN-γ 的分泌、CD3+ IFN-γ+ T 细胞

和 MP3RT 特 异 性 IgG 抗 体 均 显 著 增 加, 证 明

MP3RT 是一种有潜力的多肽结核疫苗。
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1. 2　 流感病毒

在流感研究方面,特定基因敲除小鼠模型和人

源基因转基因小鼠模型被广泛应用于研究某一基

因在流感病毒感染中的作用。 而免疫系统人源化

小鼠模型则可以用来测试人免疫系统对疫苗及治

疗的响应等[11]。
理想的疫苗能够诱导长期免疫记忆,并产生高

滴度、广谱性的中和抗体。 然而,由于甲型流感病

毒包膜抗原 HA 的序列变异,甲型流感病毒的多个

亚型已经进化,使疫苗的开发变得困难。 例如,
H7N9 亚型流感疫苗对人类的免疫原性始终低于其

他亚型的疫苗[12]。 针对这一问题,Wada 等[13] 修饰

了 H7 特异性 T 细胞表位中的关键残基,然后在以

NOD-SCID / Jak3null(由于缺乏 IL-2R 介导的 Jak3 信

号传导从而导致 NK 细胞发育受损)为基础品系构

建的免疫系统人源化小鼠上进行了测试,他们发现

免疫后的人源化小鼠中 IgG 结合 HA 的能力和强度

有所改善,证明 H7N9 免疫原性弱是由于其特异性

的 T 细胞表位所导致的,同时体现了人源化小鼠模

型可以模拟人免疫细胞对不同抗原表位的响应能

力,并且是探究不同流感病毒亚型的感染过程及免

疫系统应答的优秀模型。 此外,使用不同策略开发

的疫苗,包括抗病毒 DNA 疫苗,也可以在免疫系统

人源化小鼠模型中进行测试。 研究者根据人单核

细胞上的 FcγRI 可增强体内抗原呈递的原理,将编

码抗人 FcγRI 单链可变抗体(scFv)的序列与编码含

有 T、B 细胞表位的甲型流感病毒血凝素亚基间肽

(hemagglutinin intersubunit peptide)的序列偶联,再
将其构建到真核表达载体系统 pTriEx-3 Neo 中[14]。
免疫系统人源化 NOD-SCID IL2rgnull小鼠注射该嵌

合载体分子后,可以产生抗流感的 IgG 和流感特异

性的细胞毒性 T 细胞。
为了在人源化小鼠体内能够更好地模拟人体

抗病毒反应,研究者通过基因工程手段进一步改造

免疫缺陷小鼠品系,用不同的 HLA 单倍型取代小鼠

MHC I 类和 II 类分子,从而使人 T 细胞在小鼠胸腺

中能够正确发育成熟。 例如,2016 年 Majji 等[15] 开

发了名为“DRAGA”的免疫缺陷小鼠品系,同时表达

人 II 类分子 HLA-DR4 和 I 类分子 HLA-A2。 而后

研究发现针对 H1N1 血凝素蛋白的人单克隆抗体能

够清除免疫系统人源化 DRAGA 小鼠的流感病

毒[16]。 另一项研究展示了人源化 DRAGA 小鼠可

以支持 H1N1 和 H3N2 甲型流感病毒的感染,且被

感染的人源化 DRAGA 小鼠可以产生抗病毒中和抗

体和驻肺的 CD103+ T 细胞[17]。 这些结果表明,人
源化 DRAGA 小鼠甲型流感病毒感染模型可以产生

与人类相似的肺部病理表现和抗病毒免疫反应。

2　 肺人源化小鼠

小鼠作为临床前模式动物有着诸多的优势,但
人鼠之间数百万年的进化隔离,物种差异造成一些

人源呼吸道病原不能感染小鼠,例如新型冠状病毒

(SARS-CoV-2)。 新型冠状病毒肺炎的爆发,对全球

公共卫生及经济都造成了巨大损失,直至现在仍严

重威胁着全世界人民的生命健康与安全。 通过对

小鼠进行改造,例如基因人源化、人肺组织异位移

植及人-鼠肺嵌合等方法,可以实现利用小鼠模型

对人源呼吸道病原进行研究。
2. 1　 基因人源化

为了克服物种特异性障碍,将人类受体蛋白通

过转基因或者腺病毒转导的方式在小鼠中表达,可
使小鼠对人源呼吸道病原易感。 转基因动物是指

将外源重组基因整合到宿主基因组且稳定表达,并
可遗传的一类动物。 转基因小鼠往往存在构建时

间久、繁育周期长等问题,但一旦构建完成,可通过

繁育大规模生产。 而采用腺病毒转导方式构建人

源化小鼠的技术方法简单,周期短(2 ~ 3 周),可在

多种基因修饰背景鼠上进行构建,但转导的基因不

能遗传给后代,因此需要重复构建。 两种基因人源

化方法各有优势,适用于不同条件下的实验设计。
以冠状病毒为例,根据其遗传学差异和血清学特性

可将冠状病毒分为 α、β、γ 和 δ 四个属,其中可感染

人的主要是 α 属中的 HCoV-229E 与 HCoV-NL63,
以及 β 属中的 HCoV-OC43、HCoV-HKUl、严重急性

呼吸系统综合症冠状病毒(SARS-CoV)、中东呼吸

综合征冠状病毒 (MERS-CoV) 和 SARS-CoV-2[18]。
除 HCoV-OC43 外[19],其余人冠状病毒均不可以很

好地感染普通小鼠。 因此,为了更好地研究人冠状

病毒的致病机制以及开发相关疫苗和抗病毒药物,
研究者们开发了一系列基因人源化小鼠。

ACE2 是 SARS-CoV 和 SARS-CoV-2 的共同受

体,同时也是研发新冠疫苗及治疗药物的重要靶

点。 2007 年,3 个课题组几乎同时对 hACE2 转基因

小鼠进行了报道。 这些转基因小鼠模型的主要差

别在于应用不同的启动子以驱动人 ACE2 在小鼠组

织中特异表达,包括上皮细胞 Krt18 启动子、小鼠内
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源性 ACE2 启动子以及外源性的复合启动子 CAG
(带有 CMV-IE 增强子的鸡 β-肌动蛋白启动子)
等[20-22]。 2016 年,Menachery 等[23]利用肺纤毛上皮

细胞启动子 HFH4 构建了 HFH4-hACE2 转基因小

鼠。 所有这些转基因小鼠都易感 SARS-CoV,但是

无论采取何种表达策略,在 SARS-CoV 研究中,小鼠

都死于病毒感染大脑,而大脑感染在临床中极少观

察到。 在新型冠状病毒肺炎爆发后,这些在 SARS
感染小鼠模型构建上积累的经验也很快被应用于

新冠病毒研究[24-26]。 这些模型同样支持 SARS-
CoV-2 的感染,但由于它们在人 ACE2 的表达上存

在差异,最终的感染程度也不尽相同。 其中,较高

剂量的 SARS-CoV-2 鼻内接种会导致 K18-hACE2 小

鼠死亡,并对包括肺、肝和肾在内的各种器官造成

严重损害,而较低剂量感染则引起的损伤症状较

轻[27],在大多数组织中表现为剂量依赖性效应,与
临床表型较为类似。 因此,K18-hACE2 模型似乎是

迄今为止报道的最敏感、最接近临床表型的新冠小

鼠模型。 除 hACE2 转基因小鼠外,2020 年 6 月,Sun
等[28]将表达人 ACE2 的腺病毒在鼠肺中转导,快速

建立了首个新冠肺炎非转基因小鼠模型。 该小鼠

在感染 SARS-CoV-2 后,肺中可检测到高滴度的新

冠病毒,并出现相应的肺炎症状和病理特征。
2012 年,MERS 爆发后,Zhao 等[29] 率先应用表

达 MERS-CoV 受体的人 DPP4 腺病毒构建了 MERS-
CoV 易感小鼠,并且证明这些小鼠可用于评估

MERS 疫苗和抗病毒疗法。 随后 Agrawal 等[30] 于

2015 年构建了在 CAG 启动子控制下表达 hDPP4 的

转基因小鼠,该小鼠感染 MERS-CoV 几天后出现了

体重持续减轻和死亡。 2017 年,研究人员又开发了

另一种 hDPP4 转基因小鼠,并证明 MERS-CoV 感染

引起的致命性肺炎具有病毒载量依赖性[31]。 目前,
针对 4 种低致病性人冠状病毒(HCoV-229E、HCoV-
NL63、HCoV-OC43、HCoV-HKUl)小鼠模型构建方面

的研究还相对比较少。 2005 年,Lassnig 等[32] 报道

了针对 229E 受体 APN 人源化的转基因小鼠,但是

免疫健全的 hAPN 转基因小鼠却对 229E 不易感,而
当小鼠同时存在 Stat1 缺陷时,可检测到病毒在肺部

和肠道的大量复制。 提示对一些人源呼吸道病原

来说,仅仅将感染受体人源化还不能够完全支持病

原在小鼠中感染。
2. 2　 组织异位移植

尽管可以通过基因人源化对小鼠进行改造,使

其适应人源呼吸道病毒的感染,但人鼠的物种差异

性可能会导致利用小鼠模型产生与临床相矛盾的

结果。 因此,直接利用人体器官或组织研究病毒感

染或许是更优的选择。
在过去的几十年中,通过移植一种或多种人体

组织或细胞到小鼠体内的方法已被广泛用于 HIV、
HBV、HCV 和其他重要病原体的研究。 早在 1994
年,已有将 8 ~ 12 周的人胎肺组织植入免疫缺陷

SCID 小鼠的肾包囊或者皮下的报道,结果显示异位

移植的人胎肺组织可快速生长发育,并分化成与正

常人肺相似的结构[33]。 2012 年,De Paepe 等[34] 通

过比较移植的部位(肾包膜下和皮下),证明肾包囊

移植更有利于人胎肺组织微血管的重塑。 同年,
Maidji 等[35]同样将胎肺组织移植入免疫缺陷 SCID
小鼠 肾 包 膜 下, 并 向 其 直 接 注 射 人 巨 胞 病 毒

(HCMV)临床分离株,发现 HCMV 能感染人肺泡上

皮和间充质细胞,并在 2 周内有效地在肺移植物中

复制,导致大量病变。 水痘-带状疱疹病毒(VZV)
和 HCMV 一样,感染具有种属限制。 2017 年,Wang
等[36]利用人肺肾包囊移植小鼠模型证实异位移植

的人肺组织也可支持 VZV 的感染。 而 2019 年Wahl
等[37]报道了人肺皮下移植小鼠模型(LoM),结果显

示 LoM 可支持例如 MERS-CoV、RSV、HCMV 和寨卡

病毒等人源病毒的感染和复制。 以上结果表明,这
种在免疫缺陷鼠上异位移植的人肺组织理论上可

支持所有人源呼吸道病原的感染,或许可作为今后

呼吸道病原感染的通用模式动物,包括 SARS-CoV-
2。 Wahl 等[38]于 2021 年将 LoM 应用于新冠研究,
结果显示 SARS-CoV-2 在人肺移植物中主要感染人

肺上皮细胞,如肺泡中的 2 型肺泡细胞(hAEC2s)和
气道中的纤毛细胞,而 EIDD-2801(一种目前处于

II / III 期临床试验的口服广谱抗病毒药物)的治疗

和预防给药能显著抑制 SARS-CoV-2 在肺移植物中

的复制。 同年,厦门大学的夏宁邵团队通过同样的

构建策略,也证实了异位移植的人肺组织可支持

SARS-CoV-2 的感染和复制[39]。
2. 3　 人-鼠肺嵌合

通过皮下或肾包囊异位移植的人胎肺组织虽

然可以生长发育,形成人肺类似结构,但其不具备

正常肺组织气体交换的生理功能。 因此,无法利用

该小鼠模型研究呼吸道病原的传播和流行动力学

等。 为了维持人肺细胞的生理功能,可在鼠肺原位

嵌合人肺细胞,构建人-鼠肺嵌合小鼠模型。 构建
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人-鼠肺嵌合与构建肝嵌合小鼠的思路相类似,都
需要先对鼠源细胞进行破坏,从而为植入的人源细

胞提供生长空间。 然而,肝细胞的组成较为均一,
可通过自身肝细胞基因缺陷或者转入毒性基因等

造成鼠源肝细胞损伤。 而肺细胞组成复杂,难以利

用基因工程方法同时损伤多种鼠肺细胞。 因此,研
究人员往往通过感染 H1N1 流感病毒和给予萘[40]

以及博来霉素[41] 这两种化学药物来诱导小鼠肺损

伤。 其中萘诱导的损伤较为特异,基本只针对 Club
细胞,而博来霉素较为广谱,可同时诱导气道和肺

泡细胞损伤。
通常情况下,可以通过静脉注射或者气管滴注

的方式移植人肺细胞。 目前,可用于移植的人肺细

胞主要有人肺干细胞、人胎肺细胞和胚胎干细胞

(ESCs)或诱导多能干细胞( iPSCs)定向分化的肺样

细胞等。 慢性阻塞性肺病(COPD)是一种以慢性支

气管炎和 /或肺气肿为特征的疾病,最终可发展为

肺心病和呼吸衰竭。 Wang 等[42] 通过移植表达转录

因子 p63 和角蛋白 - 5 ( Krt5) 的远端气道干细胞

(DASC)到 COPD 小鼠中,证实移植人 DASCs 可以

减轻 COPD 小鼠肺部炎症和肺气肿。 而 hAEC2s 同

样具 有 肺 干 细 胞 特 性, Kathiriya 等[43] 通 过 将

hAEC2s 移植到博来霉素诱导损伤的 NSG 小鼠肺

部,10 d 后可在肺泡受损区域检测到人细胞团。
ESCs 或 iPSCs 具有体外培养无限增殖、自我更新和

多向分化的特性,可体外定向诱导分化至肺细胞谱

系。 Soh 等[44] 通过干细胞标记物 CD166 进一步富

集 hESCs 分化产生的肺上皮细胞( LEC),可以在

LEC 移植后提高肺损伤 NOD-SCID 小鼠的生存能力

并改善其肺功能。 胎肺细胞因其处于生长发育阶

段,因此也具备一定的干细胞潜能。 2015 年,Rosen
等[45]将 20 ~ 22 周人胎肺单细胞悬液静脉输注到

萘损伤和辐照的 SCID 小鼠中,7 周后在鼠肺中检测

到 3%左右的人肺嵌合。 但目前应用人-鼠肺嵌合

模型来研究呼吸道病原感染的报道还比较少,一个

可能的原因是人肺嵌合的比例还有待提升。

3　 肺 /免疫系统双人源化小鼠

病原感染的预防和治疗通常与先天性和适应

性免疫有关,由于单纯的肺人源化小鼠模型缺乏人

的免疫细胞,限制了其在病原感染所引发的免疫反

应方面的研究。 所以在肺人源化小鼠模型的基础

上,进一步通过移植人的免疫细胞,可以建立肺 /免

疫系统双人源化小鼠模型。
近日,耶鲁大学 Flavell 团队利用腺病毒将人

ACE2 转导到人源化 MISTRG6 小鼠的肺部,建立了

MISTRG6-hACE2 小鼠模型[46]。 研究人员应用该模

型描述了 SARS-CoV-2 感染后长达 28 d 的人先天性

和适应性免疫反应,表明被感染的小鼠具有新冠慢

性感染的关键特征,包括体重减轻、病毒 RNA 持续

性存在、T 淋巴细胞减少等,同时还利用该模型评估

了患者来源的抗体和类固醇治疗对于控制新冠早

期感染的重要作用。 尼帕病毒(NiV)是一种人畜共

患的副粘病毒,可引起人类致命的呼吸道疾病和脑

炎。 2014 年,伊拉斯姆斯大学 Rockx 团队通过人肺

皮下移植模型证实了 NiV 病毒感染靶向人肺组织

中的内皮和上皮,并形成合胞体[47],但关于 NiV 病

毒诱导急性肺损伤(ALI)的分子机制仍不是非常清

楚。 在之后的一项研究中,该团队在人肺组织皮下

移植的基础上,结合了骨髓、肝和胸腺(BLT)免疫系

统重建来研究 NiV 病毒[48],结果显示人体免疫系统

的存在可干扰 NiV 病毒传播,感染区域浸润的免疫

细胞可产生大量的细胞因子和趋化因子。 2019 年,
Wahl 等[37]利用同样的双人源化小鼠模型(BLT-L)
感染 HCMV,观察到抗原特异性体液免疫应答和 T
细胞免疫反应。 2021 年 Wang 等[49] 也利用类似的

模型研究了 H1N1 流感病毒在肺 /免疫系统双人源

化小鼠中的感染,发现人肺移植物感染 H1N1 后,组
织驻留记忆 T 细胞显著增加,并产生病毒特异性 T
细胞和抗病毒 IgM 及 IgG。

4　 展望

新冠爆发后,由于人鼠物种差异,原始毒株不

能感染普通小鼠,因此基因人源化小鼠模型在新冠

初期研究中发挥了不可替代的作用。 而我国科学

家与病毒也在争分夺秒赛跑,为新冠小鼠模型的研

发作出了巨大贡献,如中国医学科学院医学实验动

物研究所秦川研究员团队在全球率先报道了

hACE2 转基因小鼠模型[24],而广州呼吸疾病国家重

点实验室赵金存教授团队则利用腺病毒载体(Ad5)
成功建立了首个非转基因新冠小鼠模型等[28]。 我

国起步较晚,近年来虽有一定发展,但仍需继续努

力,希望未来能吸引更多优秀的中国科学家加入人

源化小鼠研究。
人源化小鼠在呼吸道病原致病机制研究、药物

开发及疫苗评价等方面已有了诸多的应用,但是仍
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存在许多不足,有许多地方需要改进。 例如,免疫

系统人源化小鼠的人 B 细胞发育和激活存在问题,
导致产生的体液免疫反应较弱,难以产生抗原特异

性高亲和力抗体。 目前已有研究针对这一现状进

行优化,如构建人 BAFF 和 IL-6 转基因小鼠,为人 B
细胞的发育和激活提供必需的细胞因子等。 而基

因人源化小鼠虽然可以使人源特异性病原感染小

鼠,但转基因和腺病毒转导的方式都存在基因非特

异性表达不能完全还原人体生理表达水平的现象,
因此未来仍需要更深入地研究如何更精准地控制

基因表达。 皮下肺移植模型理论上可以感染所有

人源呼吸道病原,结合免疫系统双人源化还可以研

究病原感染后的免疫反应。 但人肺移植物无法模

拟人正常的气体交换生理功能,即人肺细胞处于一

种“功能不全”的状态。 而人-鼠肺嵌合模型内的人

肺细胞在鼠肺原位定植、发育,有希望参与到正常

的气体交换中。 但相关研究还比较少,且研究中所

展示的人肺嵌合比例还比较低,有待进一步提高,
可尝试诱导更强的肺损伤,移植重建功能更强的人

肺细胞等。 期望未来还会有更适合、更完善的人源

化小鼠模型被不断地开发出来,应用于更多种类呼

吸道病原的研究。
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神经干细胞移植在神经退行性疾病中的研究进展
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　 　 【摘要】 　 神经退行性疾病是一类可导致感觉丧失、运动功能丧失和记忆衰竭等症状的难治性疾病,传统治

疗方法虽能延缓疾病进展,但局限性明显。 而神经干细胞移植作为一种潜在的新型治疗方式能够有效促进神经细

胞的功能恢复及组织再生,在神经退行性疾病的治疗应用方面前景广阔。 因此,本文通过对神经干细胞的现有来

源及其在神经退行性疾病治疗中的研究进展进行综述,以期为神经干细胞移植在神经退行性疾病治疗中的应用提

供新的思路。
【关键词】 　 神经干细胞;神经退行性疾病;神经分化;神经营养因子
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　 　 神经干细胞(neural stem cell,NSC)能够分化为

多种细胞谱系,这些细胞谱系包括神经元、星形胶质

细胞和少突胶质细胞等,在神经再生中起到重要的作

用[1]。 NSC 分布在整个发育中的大脑中,位于大脑中

的两个主要神经源性生态位———侧脑室的脑室下区

(subventricular zone,SVZ)和海马齿状回的颗粒下区

(subgranular zone,SGZ) [2]。 中枢神经系统( central
nervous system,CNS)发生急性损伤、慢性损伤或退行

性变后,内源性 NSC 变得活跃并参与脑修复过程,但
受伤的 CNS 内的 NSC 被限制在分散的位置,数量很

少且被不支持神经元分化的微环境所包围,从而导致

CNS 内在自我修复能力不足或无效[3]。
随着生命科学领域各项研究技术的不断成熟,

对大脑进行全面深层次研究已经具备可能。 其中,
NSC 移植是近年来脑研究领域的重要热点之一,该
技术已广泛应用于各种神经性疾病的治疗研究。
有报道指出移植人神经诱导性干细胞可用于治疗

大小鼠模型中包括创伤性脑损伤、脊髓损伤及中风

等在内的多种神经疾病[4]。 当前,大多数 NSC 研究

依赖于啮齿动物模型。 但是,人与啮齿动物的 NSC

有很大不同,许多疾病风险基因在二者之间表达存

在较大差异。 因此,基于人神经细胞嵌合小鼠的模

型制备可在动物水平实现对人脑的模拟,且相关神

经诱导性干细胞移植已应用于各个领域,以便更加

深入了解干细胞在受伤大脑中的治疗作用的潜在

机制。 NSC 的体外分离分析已被证明是揭示神经

发生的细胞和分子机制的重要方法,能够进一步用

于基于干细胞疗法的神经系统疾病和损伤的治

疗[5]。 因此,外源性 NSC 移植是目前治疗神经退行

性疾病及研究的热点。 本文就 NSC 的来源及其在

神经退行性疾病治疗研究进展进行综述,以期为神

经退行性疾病的治疗提供新的思路。

1　 神经干细胞来源

NSC 移植所需要的细胞量巨大,细胞来源已成

为 NSC 移植应用于临床治疗及科学研究必须解决

的首要问题[6]。 研究表明,具有自我更新能力的

NSC 能够从啮齿动物的胚胎组织和人脑组织中分

离出来[7]。 目前已明确可从 3 种来源获得 NSC,包
括从原代组织中直接提取、从多能干细胞中分化以

及从体细胞中转分化(见图 1)。

图 1　 神经干细胞的来源

Figure 1　 Source of neural stem cells
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1. 1　 从原代组织中直接提取

从原代组织中直接提取的方法是直接从胎儿

或成人的脑和脊髓组织中直接提取 NSC,进而进行

体外诱导分化。 NSC 位于成人大脑和胚胎的不同

区域,它们有产生不同类型的神经元和胶质细胞的

趋势。 成年哺乳动物大脑中的脑室下区和胚胎脑

中的神经节隆起是富含 NSC 的区域,为 NSC 提供了

良好的来源[8]。 1992 年 Reynolds 等[9] 首次从成年

哺乳动物脑室管膜下区分离鉴定出 NSC;最近

Farshad 等[10]通过改进脑显微切割技术,缩短手术

时间,在适宜的环境温度和无菌条件下从胚胎小鼠

颅骨中取出整个脑组织并分离出较高比例的 NSC。
而通过大脑纹状体和胸脊髓的显微解剖可获得原

始 NSC,将分离出的原始 NSC 在含有表皮生长因子

(epidermal growth factor,EGF)和碱性成纤维细胞生

长因子(basic fibroblast growth factor,bFGF)的单细

胞悬浮液中进行体外培养,可形成称为“神经球”的
非粘附性球形簇,也可以选择性的在培养基中进行

单层贴壁培养。 但是由于提供三维环境的胚状体

(embryoid body,EB)更有利于 NSC 的分化和培养,
因此,EB 培养是目前分离和维持 NSC 最流行和最

可靠的方法[11]。
1. 2　 多能干细胞向神经干细胞的分化

多能干细胞包括胚胎干细胞( embryonic stem
cells,ESCs)和诱导多能干细胞( induced pluripotent
stem cells,iPSCs),两者都可通过分化产生所需要的

细胞[12]。 ESC 源自植入前胚胎,具有多能性,可以

分化为外胚层、内胚层和中胚层[13]。 有充分证据表

明,ESC 可以分化为 NSC,然后分化为神经元或神经

胶质[14]。 诱导 ESCs 向 NSC 转分化的实验技术方

法众多,其中,通过采用全反式视黄酸 ( all-trans
retinoic acid,RA)诱导 NSC 的方法最为经典。 研究

表明,RA 可以调节 ESC 的生殖细胞分化和神经分

化,建立并改善 ESC 分化为 NSC 所依赖的微环

境[15]。 诱导分化过程中加入 RA 的时间点及浓度

的不同会导致细胞命运的不同。 例如,高 RA 浓度

会增加神经分化的速度,而低 RA 浓度会诱导 ESCs
向心肌细胞分化;高 RA 浓度诱导 ESCs 为背侧表

型,低 RA 浓度诱导 ESCs 腹侧表型[16]。 然而这种

方法分化效率低,可能导致组织移植物中神经过度

生长或形成肿瘤,同时也包括伦理安全等问题,因
此,不适用于移植治疗[17]。

2006 年,日本京都大学 Takahashi 等[13] 首次报

道了有关诱导多能干细胞的研究,该研究使用逆转

录病毒转染多能性基因 ( Oct3 / 4、 Sox2、 c-Myc 和

Klf4),通过适当的信号输入有效地将成纤维细胞转

分化为 iPSCS。 随着技术发展,人类 iPSCs(hiPSCs)
可以通过使用一组相同的多能性相关基因获得[18],
从其他细胞类型如人角质形成细胞、人外周血细

胞、脂肪细胞、肝细胞、胃细胞等获得 hiPSCs 也成为

可能[19]。 Kozhich 等[20] 通过在无血清和缺乏营养

的培养基单层培养中,使 iPSCs 经过神经“玫瑰花

结”阶段直接分化为 NSC[21],这种方法适用于从人

类 iPSCs 标准化分化和生成神经细胞。 在形态学、
电生理特性和基因表达谱方面,iPSCs 衍生的神经

元与人类神经元具有相似的特征。 因此,iPSCs 衍

生的 NSC 已成为细胞疗法的一个理想的来源[22]。
1. 3　 从体细胞中转分化

随着诱导多能干细胞( iPSCs)技术的发展,使
用来自胚胎或胎儿神经组织的同种异体 NSC 的研

究方法正逐渐成为主流。 通过重编程成体细胞获

得 hiPSC 是研究疾病发生和发病机制的代表性方法

系统[23],然而,这种方式需要较长时间才能将这些

细胞分化为功能性神经细胞,且在重编程过程中表

观出遗传信息的重置。 相反,将体细胞直接转分化

为神经元细胞的速度更快、效率更高,细胞治疗更

安全,并且可以保留捐赠者的年龄特征[24]。
转分化,也称为谱系重编程,最初是由塞尔曼

和卡法托斯在 1974 年创造的[25]。 在这个过程中,
一种类型的成熟体细胞可不经历中间多能状态直

接转化为另一种类型的成熟体细胞,其主要特征在

于 iPSC 阶段的缺失或不明显,以及通过重编程增殖

细胞(例如成纤维细胞或星形胶质细胞) 直接获

得 NSC[24]。
研究证明谱系特异性转录因子 ( transcription

factor,TF)的强制表达可以重新编程各种体细胞类

型的发育潜力,将 TF 与培养基补充剂(例如稳定生

成 NSC 所需的小分子和生长因子)结合使用,可实

现体细胞直接转分化为 NSC[26]。 与 iPSC 生成相

比,能够转化为 iNSC 的 TF 的选择非常多样化。 第

一个直接转化策略是通过在小鼠成纤维细胞中过

表达三种 TF,即 Ascl1、Brn2 和 Myt1l(BAM 因子),
以将人类成纤维细胞转化为 NSC[27]。 近年来,人们

发现多种 TF 组合可以用来从成纤维细胞产生亚型

特异性蛋白,而在 TF 筛选转化研究中已经发现了

额外 的 促 神 经 元 因 子, 如 brn3a / b / c、 brn4s 和
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ezh2[28]。 此外,使用病毒载体将外源性基因引入细

胞是目前 NSC 诱导转分化中最突出的方法,其中慢

病毒和逆转录病毒因其能够有效地直接整合到宿

主细胞的基因组中并赋予适当水平的 TF 表达,是
目前最常使用的病毒载体[29]。 然而,TFs 的病毒传

递具有不良副作用,可能导致肿瘤发生及突变,影
响其临床应用[30]。 除了 TF 外,在体外培养中,还可

利用小分子调控特异性靶点和表观遗传机制来产

生神经祖细胞和神经元[31]。 小分子可以介导施加

病毒剂的 TF 输送,以提高重编程效率。 据报道,通
过将细胞连续暴露于 12 个小分子的组合中,可以有

效且直接地将人类成纤维细胞重编程为谷氨酸能

神经元,这些化学诱导神经元(ciN)显示出神经元

转录 网 络 及 成 熟 的 放 电 模 式, 并 形 成 功 能 性

突触[32]。
除此之外,通过向细胞培养基中添加多种因

子,特别是各种生长因子,如脑源性神经营养因子

(BDNF)、血小板源性生长因子(PDGF)、表皮生长

因子(EGF)、成纤维细胞生长因子 2(FGF-2)和全反

式视黄酸(RA),能够将骨髓来源的人类间充质干

细胞(Mesenchymal stem cell,MSC)重编程为神经干

细胞[33]。
与多能干细胞诱导得到的神经元相比,转分化

的 NSC 具有明显优势,它能够在体外进行扩增,并
保留产生多种神经元亚型和胶质细胞的能力[34]。
而这种来自体细胞如皮肤成纤维细胞、尿细胞和血

细胞转分化在临床上容易实现[35]。
NSC 作为中枢神经系统中的储备细胞,通过神

经祖细胞阶段分化为神经元、星形胶质细胞和少突

胶质细胞,替代凋亡和死亡细胞进行损伤后的修

复。 还可分泌神经营养因子、生长因子和细胞因子

促进突触生长,保护现有神经细胞免受原位损

伤[36]。 以上 3 种来源特别是从 iPSCs、ESCs 中获得

的 NSC 和胶质细胞可帮助急慢性损伤后的神经功

能恢复,用于神经退行性疾病的治疗[37]。

2　 神经干细胞在神经退行性疾病治疗

中的作用
　 　 神经退行性疾病 ( neurodegenerative diseases,
ND)是一种因外周或中枢神经系统内的神经元细胞

丢失而引起的疾病状态,内源性神经细胞的可修复

性不足或治疗失败是治疗该类疾病的重要障碍[38]。
基于干细胞的移植,特别是使用来自 iPSC、ESC 或

NSC 的神经元和神经胶质细胞,将成为神经退行性

疾病的常规治疗方法,并且可能通过不同的机制,
如神经营养因子的产生、神经炎症的降低、突触可

塑性的增强和细胞的替代,对神经退行性疾病产生

有益的作用[39]。 这一类疾病主要包括创伤性脑损

伤( traumatic brain Injury, TBI)、脊髓损伤 ( Spinal
cord Injury, SCI)、 中风 ( Stroke)、 阿尔茨海默病

( Alzheimer disease, AD ) 及 帕 金 森 综 合 征

(Parkinson,s disease,PD)等。
2. 1　 创伤性脑损伤

创伤性脑损伤(traumatic brain injury,TBI)是一

种常见疾病,其主要损害是血脑屏障(BBB)破坏和

神经元坏死[40]。 血脑屏障破坏导致缺氧增加,造成

神经损伤和死亡,损伤神经元释放异常神经递质导

致兴奋性毒性细胞损伤和死亡,继而出现慢性炎症

及进一步的细胞损伤等病理表现[41]。
研究发现,细胞治疗已成为 TBI 的一种新型治

疗方式,多种类型的细胞都可用于 TBI 的治疗,如
NSC、ESC、NPC、MSCs、人源性畸胎瘤细胞(NTera2,
NT2)、多能成体祖细胞和内皮祖细胞等[42]。 其中

通过 NSC 和 MSCs 的分化促进细胞置换是 TBI 后的

重要治疗作用机制[43]。 NSC 可通过“生物桥” 在

SVZ 和损伤部位之间形成通路,直接从 SVZ 迁移到

损伤部位并分化为神经元和神经胶质细胞,从而增

强宿主神经源性细胞的迁移[44]。 此外,内皮细胞通

过产生可溶性生长因子,如脑源性神经营养因子

(brain-derived neurotrophic factor,BDNF) 和血管内

皮 生 长 因 子 ( vascular endothelial growth factor,
VEGF)刺激 NSC 的增殖和分化以及成神经细胞的

迁移[45]。
目前,由于 NSC 和 NPCs 难以大量产生,在临床

试验中受到限制,而 MSCs 由于易于分离、免疫抑制

特性以及缺乏伦理争议的特点,被认为是具有临床

应用前景的治疗细胞[46]。 相关研究证明 TBI 后,
MSC 移植细胞可以在损伤部位存活和迁移,有助于

神经保护、 神经修复和运动功能。 在 Mahmood
等[47]的临床前研究中,将 MSC 直接递送到大脑中

的受损组织,或通过静脉内或动脉内注射间接递

送,可显着改善 TBI 引起的运动和认知缺陷,并且输

注的 MSC 能够绕过血脑屏障提高 TBI 后大脑中神

经保护因子的表达。 Munoz 等[48] 的研究表明,将
MSCs 直接植入海马体后,MSCs 促进了内源性 NSC
的增殖、迁移和分化。 此外,MSC 的分泌组可以通

过降低脑组织中细胞因子的表达来调节 TBI 后的炎
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症反应。 Zhang 等[49]在 TBI 患者的颅骨修复手术期

间将 MSCs 直接移植到受伤脑组织中未显示出不良

反应,表明 MSCs 在临床应用中治疗 TBI 的安全性。
2. 2　 脊髓损伤

脊髓损伤( spinal cord injury,SCI)可破坏神经

脉冲传导信号,导致脊髓的正常功能发生暂时或永

久的变化,是最致残的神经系统疾病之一[50]。 目

前,SCI 的治疗策略主要是促进大脑和脊髓受损神

经元的神经再生及突触重塑以恢复神经功能。 Zhao
等[51]研究证明,移植的 NSC 可以在宿主脊髓中分

化为神经元,并向损伤部位迁移,促进神经纤维的

修复和再生,使得脊髓神经元的凋亡显著减少。 通

过斜面测试、后肢运动功能评分(包括后肢运动的

频率和质量)以及运用 Mp150 数据采集分析系统评

估运动神经传导等显示,NSC 移植可显著改善脊髓

横断模型大鼠的运动功能。
Lu 等[52]的一项研究显示,NSC 移植能够特异

性支持脊髓损伤后的轴突再生。 这项研究中,用特

异性 ELISA 检测发现,移植前体外培养的 NSC 能够

分泌大量神经营养因子,移植 2 周后在 SCI 模型小

鼠中观察到,NSC 在脊髓损伤部位容易存活,有良

好的血管形成,并能短距离迁移,最主要的是宿主

中对 NSC 所分泌的神经营养因子敏感的轴突细胞

得到显著生长。
2. 3　 中风

中风( stroke)是一种急性脑血管疾病,包括缺

血性和出血性中风。 已有报道发现,人类 iPSCs 或

ESCs 衍生的 NSC 系在缺血性和出血性中风动物模

型中提供神经营养因子并促进血管生成和神经生

成[53]。 即移植的 NSC 可以通过分化为成熟的神经

细胞类型并整合到宿主脑组织中充当细胞替代疗

法,促进血管生成并启动神经修复机制,包括突触

重组和神经发生[54]。 近年来,能够产生成熟神经细

胞等多种细胞类型的 NSC 系得到发展,包括从胎儿

组织、 胚胎干细胞 ( ESCs) 和 诱 导 多 能 干 细 胞

(iPSCs)中分离出的 NSC,都被证明能促进中风和

类似神经障碍后的恢复。 胎儿来源的 NSC 是通过

在孕后 7 ~ 21 d 分离人胎儿皮层、中脑或脊髓组织

而产生的。 当这些细胞在有丝分裂原如表皮生长

因子(EGF)和成纤维细胞生长因-2(FGF-2)中培养

时,即使没有遗传修饰,也能长期扩增,同时保持其

神经源性和胶质源性多分化潜能[55]。 然而,也有研

究表明,胎儿 NSC 比其他 NSC 系衰老速度更快,不

利于大规模诱导分化[56]。 胚胎干细胞诱导的神经

干细胞(ESC-NSC)的治疗用途可能优于胎儿来源

的 NSC,因为理论上有无限永生的 ESC-NSC 来源,
可以扩大细胞制造以满足临床需求[57]。

目前为止,还没有临床试验测试 ESC-NSC 用于

中风,但是 Daadi 等[58] 在补充有 EGF、bFGF 和白血

病抑制因子的无血清培养基中,从 hESCs 中分离出

一种同质的可自我更新的 hNSC 系,并在大脑中动

脉闭塞(MCAO)中风模型大鼠中测试这些细胞的功

效,结果显示移植的细胞存活良好,并分化成神经

元、星形胶质细胞和少突胶质细胞。 行为学分析表

明,与移植前组和载体治疗组相比,移植 NSC 显著

增强了受损对侧前肢的独立使用。 该研究克服了

伦理和监管方面的挑战,解决了从 ESCs 衍生治疗

性 NSC 系的问题,为未来 ESC-NSC 治疗中风的临床

试验铺平了道路。
2. 4　 阿尔茨海默病

阿尔茨海默病(Alzheimer’ s disease,AD)是一

种因大脑皮层和皮层下区域神经元数量显著减少

导致的记忆丧失和认知障碍疾病[59]。 在病理学上,
AD 的特征是突触和神经元的广泛丢失、炎症以及 β
-淀粉样蛋白(Aβ)和过度磷酸化的 tau 神经原纤维

缠结[60],且 Poon 等[61] 在 AD 患者及动物模型中观

察到神经营养素表达减少和神经营养素轴突运输

受损。 由于神经营养因子在突触可塑性、神经元健

康以及学习和记忆中发挥重要作用,因此恢复 AD
大脑中丢失的神经营养因子是治疗的关键所在。
Marsh 等[62] 的研究将正常小鼠 NSC 移植到老年

3xTg-AD 小鼠的海马体中观察到,NSC 移植可以改

善海马突触密度,挽救海马体依赖性学习和记忆,
为改善认知提供了潜在的结构基础。 但是 NSC 移

植后淀粉样蛋白和 tau 的水平没有变化,而是由于

NSC 产生高水平的神经营养因子显著影响了认知

和突触可塑性。
早期研究表明,神经生长因子可防止神经元死

亡,改善兴奋性毒性和淀粉样蛋白毒性动物模型的

记忆功能[63],用于治疗 AD 脑中的神经元变性和细

胞死亡。 然而,神经生长因子不能穿过血脑屏障,
通过外周给药无法将神经生长因子输送到大脑。
最新的技术方法采用生物基因治疗方法(基因修饰

细胞),神经生长因子可直接插入大脑并扩散 2 ~ 5
mm[64]。 Tuszynski 等[65]在 8 名轻度 AD 患者中进行

了一项体外生物基因传递的Ⅰ期临床试验,将自体
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成纤维细胞经基因修饰后表达人神经生长因子植

入大脑。 经过 22 个月的随访,没有发现副作用。 最

终研究显示 NSC 可以进行遗传修饰产生新基因,并
且在移植后具有高迁移能力,可用来代替纤维母细

胞,纤维母细胞在移植后主要用于递送神经生长因

子以防止基底前脑胆碱能神经元的退化[66]。

图 2　 神经干细胞的治疗作用

Figure 2　 Therapeutic effects of neural stem cells

2. 5　 帕金森综合征

帕金森综合征(Parkinson’s disease,PD)是仅次

于阿尔茨海默病的第 2 种最常见的神经退行性疾

病,影响全球超过 600 万人,其临床表现主要是是运

动功能障碍,具体特征表现为运动迟缓、肌强直、静
止性震颤和姿势不稳[67]。 大多数与 PD 相关的神

经退行性过程是由病理性 α-突触核蛋白(α-syn)的
积累驱动的,α-突触核蛋白是一种突触前神经元蛋

白,在神经系统中聚集形成路易小体(Lewy bodies,
LBs)和路易神经突(Lewy neurites,LNs) [68]。 此外,
在病理学方面,中脑黑质致密部(SNpc)中多巴胺能

(DA)神经元的缺失以及剩余 DA 细胞中称为 LB 的

细胞质蛋白聚集体的存在是 PD 的标志[69]。 因此

SNpc 神经元的缺失导致纹状体多巴胺能(DA)神经

元的缺乏,是 PD 发病的主要原因。
DA 细胞移植被认为是最有前途的细胞替代疗

法,将中脑 DA 神经元移植到 DA 耗竭的纹状体中

可以恢复 DA 神经传递以替代 PD 患者丢失的神经

元。 最近 Zhang 等[70] 的研究表明神经干细胞体外

分化过程中,使用二苯乙烯苷( tetrahydroxystilbene
glucoside,TSG)(中药何首乌的活性成分),能够增

加 tuj-1 阳性神经元的数量,提高酪氨酸羟化酶( th)
阳性细胞及多巴胺转运体阳性神经元的比例,而后

者是成熟 DA 神经元的晚期标志。 此外中脑 DA 神

经元的纹状体移植物可以从各种来源获得,例如胎

儿组织、颈动脉体细胞及未成熟的视网膜细胞[71]。
而神经干细胞能够分化为支持性神经胶质亚型,如
星形胶质细胞,这些亚型可以产生关键的生长因子

来影响突触可塑性和神经元功能,并调节脑血管形

成,可能在功能恢复中发挥重要作用,因此许多人

尝试使用 NSC 进行神经元置换,推测在神经元分

化后细胞将与宿主神经元回路整合,以替换在 PD
中死亡的神经元[72] 。 然而,这项工作具有挑战性,
且结果喜忧参半。 相反,最近的研究表明[73] ,神经

营养因子(BDNF、GDNF、IGF-1、NGF)的内源性分

泌或遗传过度表达可能为基于 NSC 的治疗提供一

种替代且可能更有前景的方法。 移植 NSC 分泌的

神经营养因子能够增加突触可塑性,并促进神经

元存活,从而改善认知和运动表现,增强长期治疗

作用。
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3　 总结与展望

将外源性 NSC 通过不同的途径移植到 ND 模型

动物体内后可通过不同的机制,其发挥的作用可能

有[74](见图 2):(1)NSC 再分化为神经元和胶质细

胞,分泌神经营养因子等,改善受损神经元的存活

情况;(2)促进损伤部位的血管生成和神经再生;
(3)启动小胶质细胞或周围造血细胞所介导的抗炎

作用,保护新生血管;(4)促进神经纤维的修复和再

生,恢复神经动作电位。
对于大多数 CNS 损伤,已经提出应用不同来源

的干细胞来进行自发恢复,但大多只能产生出有限

的细胞表型。 最近研究建议将诱导多能干细胞

(iPSCs)用于自体移植,但在应用过程中,这些基因

调控的细胞由于逆转录病毒载体的不受控制整合

和重组事件的发生将导致癌症形成[75],因而目前临

床上用于神经性疾病治疗的最佳选择还是 NSC。
NSC 与受损细胞具有相同的组织来源,通常被认为

是细胞介导的神经疾病治疗的最佳细胞类型[76]。
NSC 移植到哺乳动物 CNS 的基础研究和临床

应用已经进行了几十年,尽管神经移植物可以促进

受损神经元的再生与重建,恢复神经功能缺陷,但
目前要实现临床应用,仍存在一些关键障碍需要克

服,其中包括[6-14]:(1)NSC 的诱导分化和增殖的机

制尚不明确,在目前研究水平下尚不能精准控制

NSC 的定向分化,从而影响了 NSC 移植的治疗效

果;(2)移植物与宿主之间的多种免疫学问题,鼠源

性 NSC 与人源性 NSC 的种属差异以及动物内环境

与人体内环境的差异导致的移植后排斥反应;(3)
移植的 NSC 具有成瘤的高风险以及伦理学问题等;
(4)NSC 在活生物体内生存率低和治疗效果不佳。

即使有诸多障碍与困难存在,但是在干细胞治

疗和研究方面,NSC 科学为人们更好理解疾病打下

了基础,NSC 移植的治疗潜力已经在不同的 ND 动

物模型中得到证实,这将是神经退行性疾病最具前

景的治疗方法。 目前,NSC 治疗的潜在机制尚不清

楚,还需要更多的基础研究进一步解决上述问题。
但是当前大多数 NSCs 研究依赖于啮齿动物模型,
而人与啮齿动物的 NSCs 有很大不同,许多疾病风

险基因在二者之间表达存在较大差异。 因此本文

通过综述 NSCs 的基本特性、来源及目前细胞移植

的技术手段在各种神经退行性疾病中的应用进展,
以期为建立人神经干细胞嵌合动物模型的成熟方

法提供参考,从而在动物水平实现对人脑的模拟,
更好地为神经科学研究提供动物模型和研究基础。
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功能性消化不良动物模型的研究进展
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　 　 【摘要】 　 功能性消化不良(functional dyspepsia,FD)是临床上的常见病,其难愈性、易复发性的特点使其成为

现代难治性疾病之一。 由于 FD 病因不明,其造模方法存在争议,造模后模型效果的持续时间对于模型合理性有重

要参考价值,但目前缺少全面概括现有模型持续效果的文章。 通过模型的持续效果,将 FD 动物模型概括为持续型

和临时型,以期为该动物模型的建立提供可靠参考。
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Progress of animal models of functional dyspepsia
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【Abstract】　 Functional dyspepsia (FD) is a common and recurring disease, which is difficult to treat so it becomes
a refractory disease. Because of the unknown etiology of FD, the current modeling method used in animal research remain
controversial. The lasting effect of animal models provides an important reference value for potential treatments of FD.
However, no article has comprehensively summarized the lasting effect of existing animal models of FD. To provide a
reliable reference for establishing an FD animal model, we classify each model as sustained type and temporary type based
on its lasting effect.

【Keywords】　 functional dyspepsia; duration; animal model; methods of modeling
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　 　 功能性消化不良(functional dyspepsia,FD)是以

上腹痛、上腹胀满、早饱、嗳气、食欲不振、恶心、呕
吐等为主要症状[1],排除器质性疾病后的一组临床

综合征,是临床最常见的功能性胃肠疾病之一[2]。
该疾病人群患病率在全球范围内变化很大,西方国

家的总体患病率较高(10% ~ 40%),亚洲的患病率

较低(5% ~ 30%) [3]。 FD 作为一种慢性疾病,在病

程上具有周期性和波动性的特点[4]。 罗马 IV 将 FD
诊断标准总结为:在过去 3 个月中每周至少有 3 d
伴有消化不良症状,发病在 6 个月以上,并且不能通
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过排便而得到缓解[5-7]。
动物模型已被广泛用于确定 FD 的病理机制的

研究,世界各地的研究人员尚未开发出针对 FD 特

定的模型和药物[8]。 FD 在病程上有持续时间的特

征[5-7],造模的成功时间与效果的持续时间对于实

验者操作以及模型合理性都有重要参考价值,但目

前缺少全面概括现有模型持续效果的文章。 检索

国内外文献,通过分析近几年发表的 FD 的造模方

法,从作用机制影响效果的长短将其大致分为持续

型和临时型两类[9],这两类模型在导致 FD 的机制

上有着不同特点。 由于 FD 的发病机制尚未完全明

确,内脏高敏感[10]、胃顺应性降低[11]、胃排空延

缓[12]目前被认为是 FD 的关键病理机制,焦虑也是

FD 患者的常见心理状态[13]。 临时型 FD 模型主要

通过急性压力刺激、药物临时干预来达到短暂的胃

肠动力障碍、内脏敏感性增加以及肠道炎症等;持
续型 FD 模型主要通过长期慢性刺激、长期药物干

预以及长期多因素干预的方法造成动物胃肠动力

障碍、内脏敏感性增高以及胃肠激素紊乱等来模拟

FD 的症状。
本文希望从持续效果来进行 FD 动物模型的分

类与整理,以期对 FD 的研究提供帮助。

1　 临时型 FD 模型

1. 1　 浸水压力应激

Lee 等[14] 选取 16 ~ 18 周的 SD 大鼠(250 ~
300 g),用浸水约束压力进行造模。 该课题组设置

了 2 h 压力组和 4 h 压力组,大鼠身体被固定在铁笼

内,除了头部以外身体浸没在水中(19 ± 1)℃,分别

持续 2 h 和 4 h。 处死大鼠后测定大鼠十二指肠组

织中 occludin 和 ZO-1 蛋白和 mRNA 水平以评价炎

症,血浆中 ACTH 和皮质醇的水平以评价应激状态。
与空白组相比, 4 h 组 occludin 和 ZO - 1 蛋白及

mRNA 水平明显降低,ACTH 及皮质醇水平明显升

高。 该模型通过应激改变肠上皮通透性来诱导炎

症,从而模拟 FD 的原发部位之一即十二指肠区域

的病理变化。
1. 2　 酸化刺激

Shin 等[15]选择 ICR 小鼠 21 ~ 26 g,在末次给

药 30 min 后,腹腔注射溶于生理盐水的 0. 6%的醋

酸(10 mL / kg)来进行造模,同时灌胃给予 5%伊文

斯兰溶液(0. 1 mL / kg),30 min 后处死小鼠来测定

小肠推进率,与正常组相比推进率明显降低。 Mine
等[16]给予大鼠结肠注射 0. 6%的醋酸,造成其内脏

运动反应(visceromotor response,VMR)明显增加,从

而制备 SD 大鼠内脏高敏感性 FD 动物模型;Kim
等[17]选取成年雄性 ICR 小鼠,在末次给药 30 min
后,腹腔注射 0. 5%的醋酸,30 min 后处死,观察小

肠推进率明显降低。 Chen 等[18]选取成年 SD 大鼠,
利用手术结肠滴注 4%醋酸(1 mL)来进行炎症后肠

易激综合征模型的制备,结果发现该模型能使大鼠

的胃肠动力明显紊乱该类模型造模时间短且效果

明显,能短暂引起胃内压升高,模拟 FD 模型。
1. 3　 顺铂注射

毕娉娉等[19] 选取 KM 小鼠,腹腔注射顺铂 2
mg / kg,连续 4 d 进行造模。 检测相关指标发现小鼠

胃 排 空 延 缓 对 照 组 为 64. 03%, 而 模 型 组 为

93. 86%。 同时, 小肠推进显 著 增 加, 对 照 组 为

56. 07%,模型组为 73. 18%。 张广龙等[20] 利用顺铂

注射液进行造模,在首次给药 60 min 后,给予成年

SD 大鼠腹腔注射顺铂注射液(6 mg / kg),于 4 d 后

处死,测定胃中的残留量,结果显示模型组胃残留

率(87. 9%)明显高于对照组(44. 8%)。 Shin 等[15]

同样通过腹腔注射给予 ICR 小鼠 5 mg / kg 的顺铂注

射液来延缓小鼠胃排空,使小鼠胃动力下降。
1. 4　 受体阻断剂 /激动剂注射

1. 4. 1　 阻断 M 受体

Chang 等[21]选取成年 KM 小鼠,通过末次给药

1 h 后,腹腔注射阿托品注射液(1. 5 mg / kg)来复制

胃肠动力障碍模型。 测定胃排空率以及激素变化

来评价小鼠胃肠动力的变化;放射免疫法测试大鼠

胃肠激素在体内血浆、胃窦、十二指肠、下丘脑含量

的变化。 结果表明,阿托品组胃排空能力降低,小
肠推进率降低,胃泌素含量下降,血管活性肠肽含

量升高,造模成功。 Zhang 等[22] 选取 8 周龄 SD 大

鼠,腹腔注射 1 mg / kg 的阿托品,15 min 后观察胃慢

波频率,发现其频率紊乱。
1. 4. 2　 阻断阿片受体

He 等[23] 选取 KM 小鼠进行慢性便秘(STC)造
模,灌胃给予小鼠 10. 0 mg / kg 洛哌丁胺每天 2 次,
持续 10 d。 对排便频率、湿便重、干便重进行评估。
Shin 等[15] 通过腹腔注射给予 ICR 小鼠 5 mg / kg 的

洛哌丁胺来延缓小鼠胃排空(空白组为 50. 2%,模
型组为 34. 9%),造成胃肠动力障碍。
1. 4. 3　 激动 α2 肾上腺素受体

Mine 等[16]利用可乐定(0. 03 mg / kg)给予 ddY
小鼠皮下注射来进行 FD 动物模型的造模,能够引

起内脏运动反应增加,改变干湿便重;邹璇[24] 选取

200 g 左右的成年 SD 雄性大鼠,在末次给药后 30
min,给予模型组以及给药组皮下注射 100 μg / kg 可

482
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乐定(CD)进行造模并 30 min 后对模型进行评价,
其胃顺应性及胃排空率均下降。
1. 4. 4　 激动多巴胺受体

Kanemasa 等[25] 选取 6 周成年 Wistar 大鼠,末
次给药 15 min 后,皮下注射 3 mg / kg 或口服 20 mg /
kg 吗啡来模拟胃肠动力障碍模型,60 min 处死后测

定小肠推进,发现同对照组相比明显降低;同样,
Mine 等[16]利用吗啡(1 mg / kg)皮下注射复制 ddY
小鼠 FD 模型,能够造成内脏运动反应增加。

2　 持续型模型

2. 1　 长期高脂饮食

Zhou 等[26]选取雄性 SD 大鼠(100 ~ 150 g),空
白组给予普通饮食(11. 3%大卡的脂肪),模型组给

予高脂饮食(58%大卡的脂肪),给予 2 周后,处死动

物并测定胃排空率,发现高脂饮食大鼠排空率降低

了 26%。
2. 2　 慢性压力应激

Liang 等[27] 选取雄性 Wistar 大鼠(180 ~ 220
g),通过夹尾使大鼠焦虑和紧张,持续 30 min 后,让
大鼠以适当速度在特定跑步机上跑步 10 min,使大

鼠疲劳。 每日 4 次,连续 10 d。 测定胃排空率、小肠

推进率以及血清 MTL、VIP 等水平,发现胃排空率和

小肠推进率明显降低,MTL 较对照组明显降低,VIP
水平明显升高。 大鼠胃肠蠕动减慢,出现运动障

碍,符合 FD 的特征。 谭树慧等[28] 通过对 SD 大鼠

每次随机采用慢性应激束缚、食物剥夺、过度疲劳

等刺激方式复制 FD 动物模型,相邻 2 d 采用不同的

慢性刺激方式,连续刺激 21 d。 此法认为大鼠长期

受到不规律的慢性刺激,长期处于应激状态下,出
现 FD 症状。 范梦男等[29] 采用改良郭氏夹尾刺激

法联合张氏不规则喂食法复制雄性 SD 大鼠 FD 模

型。 将使用纱布包裹的夹钳连续不断地夹大鼠尾

巴末端 1 / 3 处,每次夹尾刺激持续 30 min,每天

1 次,以此激怒大鼠并使其互相厮打,连续 21 d。 王

璟等[30]、王敏等[31] 采用了夹尾激怒加不规律饮食

法造模。 此法相对缓和,每日夹尾次数下降,通过

长期的夹尾刺激引起大鼠内脏敏感性增加,贴合临

床 FD 的症状。
2. 3　 c-Kit 单克隆抗体注射

陈峭等[32]选取 SD 大鼠,腹腔注射抗 c-Kit 单克

隆抗体(ACK2)各 100 μg,2 d 1 次,连续 5 次。 2 周

后取材前给予大鼠半固体糊,30 min 后测定胃残留

率、小肠推进率以及 Cajal 细胞超微结构。 结果发现

与对照组相比,模型组胃残留率显著增加,小肠推

进率显著减少,Cajal 间质细胞呈凋亡样改变,从而

造成小鼠持续胃肠动力障碍。
2. 4　 碘乙酰胺灌胃

吕林等[33]采用碘乙酰胺灌胃结合改良小平台

法。 选取 10 只 SD 幼鼠,给予 0. 1%蔗糖碘乙酰胺

溶液灌胃(0. 2 mL / d),连续灌胃 6 d。 出生后第 43
天,给予改良小平台法处理,造成小鼠劳倦,每日持

续 14 h,连续 14 d。 检测抓力、胃排空率、小肠推进

率、胃体纵行肌和胃窦环形肌条收缩力均降低;吴
震宇等[34]选取 9 只 10 日龄 SD 大鼠,给予每天 0. 2
mL 灌胃,持续 6 d。 灌胃结束后各组大鼠正常饲养

至 7 周龄,7 周龄起以郭氏夹尾刺激至 8 周龄。 检

测大鼠胃敏感性及顺应性、胃排空率等指标均降

低。 同样 Zhang 等[22] 通过选取 10 日龄 SD 大鼠灌

胃给与 2%蔗糖的 0. 1%碘乙酰胺溶液(每天 0. 2
mL)进行 FD 的造模,能够减慢大鼠胃排空,造成胃

慢波频率紊乱。
2. 5　 三硝基苯磺酸(2,4,6-trinitrobenzene sulfonic
acid,TNBS)注射

Winston 等[35] 选取 10 日龄雄性 SD 大鼠,从其

肛门向结肠中插入 2 cm 导管,肠内注射 0. 2 mL 用

10%乙醇溶解的三硝基苯磺酸(130 mg / kg),将动物

以朝下的姿势保持约 2 min,并保持肛门闭合 1 min,
以防止 TNBS 溶液泄漏来诱导新生儿动物结肠炎。
给予液体营养餐并进行大鼠饱腹感和胃排空检测,
结果表明模型大鼠与空白组相比进食量减少且胃

排空延迟。 该方法选取 10 日龄动物造成其幼年损

伤,引发炎症及内脏高敏感,持续效果时间长。
2. 6　 新型序贯应激法

景富春等[36] 运用新生幼崽胃刺激法和母婴分

离法 2 种方法并结合束缚应激法刺激幼龄动物,造
成焦虑,从而建立持续型胃高敏感大鼠模型。 该课

题组选取 1 日龄 SD 大鼠,自出生后第 2 天起,每天

与母鼠分离 3 h,至 3 周结束。 同时幼鼠于出生后第

10 天起给予 0. 1%碘乙酰胺的 2%蔗糖溶液灌胃(每
只 0. 2 mL),持续 6 d,并于第 8 周进行束缚应激实

验,持续 90 min 后放回原笼,持续 7 d。 分别于灌胃

后第 2 ~ 6、18、56 天进行称重,进行矿场试验、胃排

空试验,评价胃黏膜炎症反应等。 结果表明,模型

组大鼠体重低于空白组,胃排空率降低,大鼠在中

央格停留时间、穿行格数、直立次数明显减少,符合

焦虑样 FD 模型。

3　 总结

本文通过对近年来 FD 动物模型的整理(见表
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1),初步根据造模时间和持续效果时间的长短将 FD
动物模型分为临时型和持续型。 总结发现临时型

造模方法主要有急性刺激、药物干预等。 其中浸水

约束压力主要利用急性压力会破坏肠道稳态,短暂

引起十二指肠和胃运动障碍[14],通过增加黏膜

GDNF 扩增 ISC 和 EC 细胞分化诱导内脏超敏反

应[37];酸化刺激导致胃排空延迟,胃肠功能调节障

碍以及内脏超敏感[38];顺铂等化疗药物可作用于延

髓呕吐中枢,并直接损伤胃黏膜从而引起呕吐恶心

等胃肠道毒副反应[39];阿托品、洛哌丁胺、可乐定、
多巴胺可分别阻断胃肠道平滑肌的受体如 M 受

体[40] 或阿片受体[41] 以及激动 α2 肾上腺素受

体[16]、多巴胺受体[42] 来松弛平滑肌从而造成胃肠

动力障碍,模拟 FD 的症状。 该方法持续效果较短,
药物代谢之后,胃肠动力恢复,具有起效快,造模简

单的优点,可以基本模拟 FD 临床上腹痛及烧灼或

便秘等症状。 该模型以胃排空率、小肠推进率降低

及胃肠激素紊乱为指标,多选用成年动物。
持续型造模方法主要有慢性刺激、药物干预、

母婴分离、不规则喂食等。 其中慢性高脂饮食通过

上调胃肌层神经丛中胆汁酸受体 TGR5 和 nNOS,影
响胃肠激素水平如 GLP-1 的表达来延缓胃排空[26];
持续压力通过影响胃肠动力以及激素的分泌,造成

持续性的胃肠敏感性增加、功能障碍和消化不

良[43];体内注射 c-Kit 单克隆抗体(ACK2),可以造

成肠道动力基本单位 Cajal 间质细胞损伤[44-45],从
而导致小肠的异常运动[46];碘乙酰胺通过诱导细胞

缺氧、胃肠黏膜损伤从而引起动物焦虑和抑郁[47],
造成动物胃肠道固有损伤及炎症反应;三硝基苯磺

酸通过引起 Th1 型炎症反应[48] 来造成胃肠动力障

碍。 该模型可以基本模拟 FD 临床上焦虑、早饱、食
欲不振等症状[49-50],以动物体重下降,进食量减少,
胃排空率及小肠推进率下降、胃肠激素紊乱为评价

指标,既可选用成年动物,也可选用幼年动物。
临时型造模模型成功时间多在当天,在模拟症

状方面效果明显,适用于针对某一症状的动物实验

研究,其持续效果也相对短暂,多利用当天进行模

型评价。 但临时型往往难以从整体上反应 FD 的病

证[51],其在效果上还有待改进。 如今脑-肠轴以及

肠道菌群的研究成为热点[52],压力已被证明对于脑

-肠轴具有深刻影响,是多种慢性消化系统疾病和

肠道型炎症疾病的诱因[53],神经胃肠病学与 FD 存

在着密切联系[54]。 临床上 FD 大多病程迁延,大约

50%患有 FD 的人有持续性症状[4],其与患者的社

会心理状态以及压力影响有关。 采用持续型方法

进行 FD 造模虽然造模时间长,但可以基本模拟病

人焦虑以及压抑的特点,表现出 FD 作为慢性消化

道疾病的症状,与临床具有更高的吻合度。
表 1　 FD 动物模型汇总表

Table 1　 Summary of FD animal models

分类方式
Classifications

模型类别
Types

动物
Animals

方法
Methods

造模成功时间
Modeling success time

造模持
续时间
Modeling
duration

原理
Principles

持续效果
Lasting effect

临时型
Temporary type

持续型
Sustained type

成年 SD 大鼠
Adult SD rats

浸 水 约 束
压力
Immersion
restraint
pressure

约束 4 h
Restraint for 4 h 1 d

浸水压力刺激,产生肠道应激和炎症
反应
Immersion pressure stimulates intestinal
stress and inflammatory response

成年 SD 大鼠 / 成年
ICR 小鼠
Adult SD rat / Adult
ICR mice

酸化刺激
Acidification
stimulation

造模后 30 min
30 min after modeling 1 d

酸化胃肠部,刺激引起内脏高敏感
性,延迟胃排空
Acidify the gastrointestinal tract,
stimulate the visceral hypersensitivity
and delay gastric emptying

成年 SD 大鼠 / 成年
ICR 小鼠 / 成年 KM
小鼠
Adult SD rat / Adult
ICR mice / Adult
KM mice

顺铂注射
Cisplatin
( i.p.)

造模后 4 d 内
Within 4 d
after modeling

4 d

抗癌药物的胃肠道副作用导致恶心
呕吐,造成胃动力障碍
Gastrointestinal side effects of
anticancer drugs lead to nausea and
vomiting, resulting in gastric
motility disorders

成年 KM 小鼠 / 成年
SD 大鼠
Adult KM mice / Adult
SD rat

阿 托 品
注射
Atropine
( i.p.)

造模后 1 h 内
Within 1 h
after modeling

1 d

阻断 M 胆碱受体,松弛胃肠道平滑
肌,造成胃肠动力障碍
Block muscarinicreceptor to relax
gastrointestinal smooth muscle and
cause gastrointestinal motility disorder
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续表 1

分类方式
Classifications

模型类别
Types

动物
Animals

方法
Methods

造模成功时间
Modeling success time

造模持
续时间
Modeling
duration

原理
Principles

持续型
Sustained type

成年 KM 小鼠 / 成年
ICR 小鼠
Adult KM mice / Adult
ICR mice

洛 哌 丁 胺
灌胃 / 腹腔
注射
Loperamide
(i.g / i.p.)

造模后 8 h 内
Within 8 h
after modeling

1 d

阻断阿片受体,抑制乙酰胆碱和前列
腺素的释放,抑制平滑肌收缩
Block opioid receptor and inhibit the
release of acetylcholine,prostagl-andins
and inhibit the contraction of
smooth muscle

成年 SD 大鼠 / 成年
ddY 小鼠
Adult SD rat / Adult
ddY mice

可 乐 定
注射
Clonidine
( i.p.)

造模后 30 min
30 min after modeling 1 d

激动 α2 肾上腺素受体,舒张小肠平
滑肌,造成胃肠动力障碍
Activate α2 adrenoceptor to relaxe small
intestinal smooth muscle, causing
gastrointestinal motility disorder

成年 Wistar 大鼠 / 成
年 ddY 小鼠
Adult Wistar rat /
Adult ddY mice

多 巴 胺 受
体 激 动 剂
注射
Dopamine
receptor
agonist
( i.p.)

造模后 60 min
60 min after modeling 1 d

激动胃肠道多巴胺受体,松弛胃部平
滑肌,造成胃肠动力障碍
Activate the dopamine receptor of
gastrointestinal tract to relax the smooth
muscle of stomach and cause
gastrointestinal motility disorder

成年 SD 大鼠
Adult SD rat

长 期 高 脂
饮食
Long-term
high-
fat diet

造模后 14 d 内
Within 14 d
after modeling

14 d 以上
More than
14 days

高脂饮食,影响胆汁分泌和胃肠激素
表达
High-fat diet affects bile secretion and
gastrointestinal hormone expression

成年 Wistar 大鼠
Adult Wistar rat

夹尾激怒
Tail-
clip
irritation

造模后 10 d / 21 d 内
Within 10 d / 21 d
after modeling

10 d / 21 d
以上
More than
10 / 21
days

夹尾结合强迫运动,产生焦虑紧张情
绪,增加内脏敏感性
Tail clamping combined with forced
exercise can produce anxiety and
increase visceral sensitivity

成年 SD 大鼠
Adult SD rat

c-Kit 单 克 隆
抗体注射
C-kit
monoclonal
antibody(i.p.)

造模后 10 d 内
Within 10 d
after modeling

14 d 以上
More than
14 days

导致 Cajal 间质细胞凋亡样改变,造
成胃肠动力障碍
Apoptosis-like changes in Cajal stromal
cells result in gastrointestinal
motility disorders

幼龄 SD 大鼠
Neonatal SD rat

碘乙酰胺灌胃
Iodoacetamide
(i.g.)

造模后 6 d 内
Within 6 d
after modeling

56 d 以上
More than
56 days

损伤黏膜,刺激胃肠道产生高敏感
性,降低胃顺应性
The damage of mucosa leads to
gastrointestinal high sensitivity and
reduces gastric compliance

幼龄 SD 大鼠
Neonatal SD rat

三硝基苯磺酸
注射
TNBS injection

造模后 1 d 内
Within 1 d
after modeling

56 d 以上
More than
56 days

刺激胃肠道炎症反应,产生饱腹感,
造成胃肠动力障碍
Stimulate the inflammatory of
gastrointestinal tract to produce a sense
of satiety 　 and gastrointestinal
motility disorder

幼龄 SD 大鼠
Neonatal SD rat

新 型 序 贯 应
激法
New sequential
stress method

造模 18 d 后
18 d after modeling

56 d 以上
More than
56 days

束缚应激结合母婴分离产生焦虑,刺
激胃肠炎症反应,造成内脏高敏感性
Restraint stress combined with mother-
infant separation produces anxiety to
cause gastrointestinal inflammatory
response and visceral hypersensitivity

　 　 现今 FD 的病因病机还不完全明确,并没有一

个模型能够完全模拟 FD 的症状,临床与模型间的

“沟堑”客观存在,这需要科研工作者从临床出发,

进行更进一步的研究。 发病部位及机制上,应聚焦

于上消化道。 胃以及十二指肠的功能紊乱是 FD 病

理生理学的基础,对 FD 中胃及十二指肠病理学的
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细致认识有助于我们发现新的生物标记物和治疗

靶点;动物模型的选择和探究上,应当分型论治,先
明确功能性消化不良的亚型及其区别,寻找稳定可

靠具有代表性且的动物模型。
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　 　 【摘要】 　 高原肺水肿(high altitude pulmonary edema,HAPE)是指在高原缺氧条件下发生的急性呼吸衰竭,至
今发生机制不明确,尚无标准动物模型。 HAPE 动物模型是研究 HAPE 病理机制及寻找有效诊疗手段的基础,其制

备方法包括低张性缺氧暴露、缺氧暴露联合疲劳诱导、转基因技术等。 该文梳理了近七十年国内外 HAPE 模型发

展历程,并概括总结了 HAPE 动物模型的制备方法、评价指标,力争为科研和医务工作者提供有益参考。
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Evolution of animal models of high altitude pulmonary edema
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【Abstract】 　 High altitude pulmonary oedema (HAPE) is defined as acute respiratory failure following hypoxic
exposure to high altitude. The pathogenesis is not clear, and there is no standard animal model. Animal models is the basis
of exploring the pathogenesis and treatment on HAPE. Also, it’ s the basis of searching for effective diagnosis and
treatment. The method of production of animal models include singly hypoxia exposure, hypoxia exposure combined with
fatigue, transgenic technology, etc. This brief review focuses on the animal models from the model creation and model
evaluation, in order to provide useful information for researchers and medical practitioners.

【Keywords】　 high altitude pulmonary oedema; animal models; review
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　 　 高原肺水肿 ( high altitude pulmonary edema,
HAPE)是一种危及生命的疾病,主要发生在迅速上

升到高原但未适应高海拔环境的个体[1-3]。 HAPE
的患病率约为 1% ~ 2%[4],通常随着海拔的上升而

增加[5]。 HAPE 的早期体征表现为咳嗽、活动时呼

吸困难、劳累、作业能力下降,然后逐渐发展为静息

时呼吸困难、端坐呼吸、紫绀、咳嗽,重者因呼吸衰

竭而死亡[6]。 临床上将肺水肿分为肺泡性水肿和

间质性肺水肿,前者具有明显症状和体征,易为临

床所发现;后者发展隐匿缓慢,可无症状和体征,故
易被临床检查所忽略,通常也称为亚临床肺水肿。
HAPE 早期及恢复期多表现为间质性肺水肿,肺纹

理增粗;进展期与稳定期病变主要累及肺实质[7-8]。
自从 20 世纪 60 年代 HAPE 被认为是非心源性

肺水肿以来,已经提出过许多病理生理学假说来解

释在年轻且健康的个体中突然出现肺水肿的现象。
既往认为,肺动脉高压是 HAPE 产生的主要机制,
为 HAPE 的形成提供了血液动力学基础[9-10]。 目
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前认 为, 低 氧 引 起 的 低 氧 诱 导 因 子 ( hypoxia
inducible factor,HIF-1α)等介导的多个基因的转录

发生改变,进而引起生化代谢、神经调控、免疫应

答、血管功能、体液平衡等的异常改变。 近日,格日

力[11]、马四清等[12]、吴刚等[13]提出 HIF-1 或许将成

为调控低氧肺动脉高压的一个靶点,HIF-1 是细胞

适应低氧环境调控基因表达最重要的转录因子。
目前已证实 HIF-1 可以控制人体内多达数百种(占
2% ~ 5%基因组)低氧反应基因[14]。 HIF-1α 以氧

依赖性方式降解,在正常氧时被降解,缺氧时 HIF-
1α 被保护免于降解,增加低氧靶基因表达,增加对

低氧的适应性[15]。 这些靶基因的表达能够促进红

细胞、毛细血管的生成以保持氧供,加速糖酵解、抑
制线粒体的呼吸来维持 ATP 供给、调节血红蛋白水

平和氧化还原酶类活性来调控免疫及体液平衡、一
些能够调节血管紧张度、细胞凋亡和存活基因转录

因子的蛋白。 最新研究表明表观遗传学与 HIF 协

同参与低氧转录反应[16]。 总之,所有细胞和分子防

御的目的是为了恢复能量代谢和保持氧的稳态。
经过近 70 年的探索,HAPE 动物模型的制备方法及

病理生理特点取得一些进展[6,17-23]。 本文梳理了相

关进展,综述如下。

1　 HAPE 模型的制备方法

根据低氧暴露方式分为缺氧暴露、转基因动物

模拟缺氧、缺氧暴露联合其它方法 3 种,具体制备

如下。
1. 1　 缺氧暴露

低压低氧是国内外制备 HAPE 模型最常用的

方法,动物低氧方案各有利弊,尚无确切统一的标

准化方案。 接下来分为大鼠和其它动物两部分

阐述。
1. 1. 1　 大鼠

大鼠是最常用的动物,包括 Sprague-Dawley 品

系(SD)、Wistar 品系。 早在 1971 年就出现了用低

压低氧的方式制备 HAPE 模型,Bartlett 等[24] 将成

年 SD 雄性大鼠在低压舱中暴露于 4200 m ( 450
mmHg)21 d。 结果表明,暴露在高海拔环境下的动

物会经历 1 个早期阶段,此时,肺的重量增加,如果

暴露持续足够长的时间(在这些条件下为 20 ~ 21
d),水肿消退,肺泡增生的速度加快,肺泡表面积增

加,这一变化可能具有适应性意义。 虽然该研究并

没有获得典型的 HAPE 动物模型,可能是因为海拔

不够高,但为早期的 HAPE 模型研究提供了有益的

参考。
1983 年,刘士群等[25] 采用成年大白鼠,摸拟

5000 m 高原。 结果以斑块状分布的间质性肺水肿

为主,肺泡性肺水肿出现的数目少,且程度轻。 实

验证明了大白鼠在模拟5000 m下 48 ~ 72 h 可发生

间质性肺水肿,也证明了高原缺氧所引起的肺动脉

压升高和局部肺血液灌流增加是产生 HAPE 的主

要机制。 刘士群等[26]紧接着在 1984 年模拟6000 m
高原以观察大、小鼠的缺氧反应,发现在低压缺氧

的 24 ~ 72 h,大、小白鼠的肺含水量均趋向增高。
刘士群的这两项研究为国内的 HAPE 模型奠定了

基础。
随后,不管是在模型制备上,还是机制探索上

都取得了一定的进展。 首先,在模型制备上,Colice
等[27]选用两种 SD 的变异品系,即 Hilltop (H) 和

Madison(M)来探索 HAPE 动物模型,得到的都是轻

度间质性 HAPE,但 M 比 H 大鼠在 24000 英尺模拟

下暴露 9 ~ 12 h 后会出现更严重的 HAPE。 其次,
在 HAPE 的发生机制上,到 1999 年大多数研究低氧

致水肿机制的工作都集中在在肺毛细血管内皮细

胞通透性的改变和肺血管床张力改变的因素上。
Tomlinson 等[28] 将目光放到了气道上皮功能上,发
现像人类一样,中度低压缺氧的亚急性暴露(气压=
0. 5 atm,24 h)会抑制 SD 大鼠气道上皮的钠转运。
之后,在药物预防和治疗 HAPE 上,Berg 等[29] 假设

银杏叶提取物可以预防 HAPE,将 SD 大鼠置于高原

舱(380 mmHg,10%氧浓度)24 h,但该模型无 HAPE
典型的组织病理表现,猜测其原因可能是海拔不够

高,或者暴露时间不够长。 以上的这些研究以最终

获得间质性 HAPE 为主,少有肺泡性 HAPE。
2015 年,王雷琛等[30] 通过缺氧暴露的方法(模

拟海拔 6000 m,72 h),得到间质性和肺泡性 HAPE
模型,猜测其原因可能是海拔较高、暴露时间较长。
2020 年,林雪等[21]不仅重复了王雷琛等[30]的模型,
同时还设置了实地低氧组(4200 m,28 d),比较这两

种不同低氧胁迫方式构建 HAPE 模型的效果。 结

果两组 SD 大鼠 HAPE 模型构建成功,且都得到肺

泡性水肿。 以上两项研究提示 6000 m 72 h 低压低

氧暴露可得到肺泡性 HAPE 模型,未来需要更多的

研究判断其稳定性。 此外,这是初次在实地低氧环

境中建立适合高海拔地区的、简单有效且可复制的

大鼠 HAPE 实验模型[21]。
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综上所述,SD 大鼠在低压低氧条件下可诱导间

质性 HAPE 模型,也可诱导肺泡性 HAPE 模型,这
主要取决于海拔高度、持续时间、上升速率等[31]。

除了常用的 SD 大鼠,国内外学者也选用 Wistar
大鼠,模拟海拔 5000 ~ 6000 m,暴露 24 ~ 72 h 制

备 HAPE 模型,镜下可见明显的肺泡隔增宽、毛细

血管充血等间质性肺水肿表现,提示得到的 HAPE
模型以间质性肺水肿表现为主,肺泡性肺水肿

少见[32-34]。
1. 1. 2　 其它动物

除了大鼠,人们尝试用绵羊来制备 HAPE 模

型。 Bland 等[35]和 Landolt 等[36] 未能检测到成年绵

羊在缺氧期间肺淋巴流量的增加。 之后大量证据

表明,绵羊对缺氧的肺血管反应可能与其他哺乳动

物不同[37-39],甚至有文献报告缺氧会导致新生绵羊

血管外肺水减少[40]。 以上研究表明绵羊不适合制

备 HAPE 模型。
王雷琛等[41]采用小鼠(昆明种),雌雄各半,模

拟 6000 m 高原,共 72 h,观察到肺间质性及肺泡性

水肿。 王雷琛 2015 年发表的两篇文章[30,41] 所用的

大鼠品系不同,但高原条件一致,均表现出间质性

和肺泡型水肿,并与林雪等[21] 的报道一致,这是一

项可喜的发现,提示该条件下诱导的 HAPE 模型的

稳定性较好。
2003 年,Kleinsasser 等[42] 用猪制备 HAPE 模

型。 猪的体积大,可以使用肺部 X 射线来帮助诊断

肺水肿。 选用 8 ~ 10 周龄的家养白猪在缺氧(18
468 英尺,10%氧浓度)下暴露 1 周。 只有 1 头猪 X
射线阳性,但是肺气体交换障碍和支气管肺泡灌洗

液变化提示早期肺水肿。
常见的 HAPE 高原模拟以 6000 m 为主,暴露时

长在 24 ~ 72 h。 2020 年,石继鹏等[22] 探索新的

HAPE 模型,选用新的品系(BALB / c 小鼠),共暴露

72 h,且模拟的海拔高达 8000 m,此前最高的实验记

录为 25 000 英尺[43](约 7600 m),结果显示,肺泡壁

明显增厚,肺泡间充血伴大量炎症细胞浸润,提示

肺泡性 HAPE 模型建立成功。
综上所述,制备 HAPE 模型建议选用大鼠,其

病理生理表现与人类 HAPE 病例相似[37,44-48]。 海

拔越高,病理生理表现越明显,急性的暴露时长通

常在 1 ~ 3 d。
1. 2　 模拟缺氧-转基因工程技术

转基因工程是当今最先进的技术之一,将此技

术应用在 HAPE 模型领域的最新文献发表在 2020
年,并立即引起众多学者的关注。 Gojkovic 等[49] 条

件性删除小鼠骨髓细胞中的 Von Hippel-Lindau 因

子(VHL),研究低氧反应对肺水肿的影响,该模型

显示出一些最重要的 HAPE 症状,确定了髓系 VHL
缺失小鼠作为 HAPE 模型的可能性。

随后,Nikinmaa[50]对此进行评论,指出 Gojkovic
的模型具备 HAPE 的大多数的症状,并提出,这是

一种有潜力、有希望的 HAPE 动物模型。 稍后,
Swenson 等[51] 也展开评论,提出 Gojkovic 的小鼠炎

症性 HAPE 模型是分子生物学和基因操作的一个

杰作,是在无肺炎的情况下产生的炎性肺水肿,可
能在 HAPE 的晚期并依赖于 HIF 的机制中发挥作

用,但不能作为 HAPE 的标准模型,对于研究和治

疗 HAPE 的研究者而言,HAPE 的动物模型一直是

像圣杯一样的追求[52]。 一个好的小型动物模型将

允许进行更广泛和高通量的实验,以更好地了解病

理生理过程,并筛查预防和治疗的药物或非药物策

略,尚需更多的学者探索 HAPE 模型,不能停止建

立 HAPE 标准模型的脚步[51]。
1. 3　 缺氧暴露联合其它方法

1. 3. 1　 缺氧暴露联合疲劳诱导

缺氧和劳累已被确定为 HAPE 发展的两个主

要因素[53],使动物产生劳累的方法包括跑台力竭运

动、游泳、睡眠干扰等,其中使用得最多的是跑台力

竭运动[54]。
自 1937 年第 1 例 HAPE 病例报道后,到 1968

年仅有几百例的临床案例报道而无相关的机制报

道。 Whayne 等[48]人假设 HAPE 可能与肺小动脉收

缩、心输出量增加等有关,于是利用 Long-Evans 大

鼠(150 ~ 225 g)诱发了一种早期形式的肺水肿,即
血管周围水肿。 模型的制备方式为低氧暴露联合

游泳运动。 结果表明,缺氧或小动脉阻断后的肺动

脉高压均可引起幼鼠早期肺水肿。 该研究奠定了

大鼠作为研究 HAPE 机制实验动物的基础。
国内学者模拟高原 4000 ~ 6000 m,用游泳(每

日游 6 次,每次 40 min)或跑台力竭运动(15 ~ 20
m / min,每次 40 min)使动物劳累,用 SD 大鼠来进一

步复制 HAPE 动物模型,成功建立间质性 HAPE 模

型[55]、低氧习服模型[56]、出血性 HAPE 模型[23]。
在国外的报道中,2010 年,Bai 等[17] 模拟高原

4700 m,让大鼠行走 48 h,每 4 h 停顿 1 次,表现为

典型的出血性肺水肿,与单纯缺氧或单纯运动相
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比,缺氧和运动相结合对肺泡-毛细血管屏障的损

害更为严重,缺氧和劳累可以在不引起肺部炎症的

情况下出现 HAPE 样症状[17]。 2012 年 She 等[57]复

制以上 Bai 的模型研究了远端肺形态学的细节。 肺

片显示肺间质增厚和肺泡腔中红细胞的肿胀。 提

示通过复制 Bai 的模型,得到较好的重现效果。
2019 年,Paul 等[43] 引入肺部 chest X-ray 检查

更准确地诊断 HAPE,另外,模拟海拔高达 25 000 英

尺(约 7620 m),雄性 SD 大鼠游泳直到筋疲力尽,擦
干后立即放置在缺氧模拟室内 18 h。 经 X 射线检

测的该 HAPE 模型得到证实,大鼠死亡率很低,有
望应用于 HAPE 模型的建立。 Scott 等[45] 还观察到

炎症和 HAPE 是协同事件,彼此之间没有起因和

影响。
综上,低氧暴露联合疲劳诱导似乎适合制备肺

泡性、出血性等更为危重的 HAPE 模型。
1. 3. 2　 缺氧暴露联合内毒素感染

大鼠通常能很好地耐受高原,不容易发展成肺

水肿。 Ono 等[58] 用肠炎沙门氏菌内毒素预处理雄

性 SD 大鼠(重 200 ~ 250 g),模拟高原 4300 m,暴
露 24 h,组织学证据显示,内毒素预处理后低氧暴露

的大鼠肺内形成了斑块状分布的肺水肿,组织学形

态与 HAPE 患者类似。
1. 3. 3　 缺氧暴露联合病毒感染

正如 Ono 等[58](1993 年)研究了内毒素预处理

增加了大鼠对 HAPE 的易感性那样,Carpenter 等[59]

假设先前存在的病毒性呼吸道感染会增加幼小动

物对低氧引起的肺水肿的敏感性。 Carpenter 等[59]

用鼠副流感病毒(仙台病毒)感染幼鼠(22 ~ 24 d;
50 ~ 60 g),然后将幼鼠暴露在缺氧环境下(常压,
10%氧浓度)24 h,结果表明,先前存在的病毒性呼

吸道感染会使幼鼠对低氧环境下肺血管通透性的

敏感性增强。 这一发现与当时发表的一些文献相

似,即被诊断出 HAPE 的儿童往往在高海拔暴露之

前就已患有呼吸道感染[60],提示早前的呼吸道感染

可能增加了儿童患 HAPE 的机率。
1. 3. 4　 缺氧暴露联合化学药物诱导

2004 年,曾南阳[61] 在 5200 米高原实地,给

Wistar 大白鼠注射肾上腺素(0. 05 mg / 100 g)。 所

有动物给药后均出现心衰引起肺水肿最后死亡。
镜下见典型的肺泡性水肿病理特征。 该研究指出

肾上腺素诱发的大鼠高原性肺水肿均有心衰症状,
且高原性肺水肿体征出现早、病情发展快。

2011 年,陈有等[62] 也在高原实地(3700 m)展

开研究,他们给雄性新西兰大白兔注射生理盐水

(共 400 mL)。 该研究设计较全面,其一,输入生理

盐水诱导间质型 HAPE 向肺泡型肺水肿转变;其
二,加以地塞米松来促进肺水通道蛋白 5 表达,以减

轻肺水肿;其三,使用心得安抑制肺水通道蛋白 5 表

达,以降低重吸收功能,促进建立肺泡性 HAPE 模

型。 结果显示,地塞米松组未出现肺泡型 HAPE,而
心得安组出现 2 只肺泡型肺水肿动物,这与实验设

计相符。 此外,该研究考虑到临床上多数 HAPE 患

者发病前有夜间入睡困难的情况,设置睡眠干扰

组,通过输液加睡眠干扰方式,能使 37. 5%(3 / 8)动
物诱导出肉眼可见的肺泡型 HAPE 动物模型。

2　 HAPE 动物模型评价指标

动物暴露于低氧环境后,会引发一系列的缺氧

应激反应,主要表现为肺动脉压升高、动脉血气改

变、肺含水量增多,支气管肺泡灌洗液中的总蛋白

及炎性细胞因子水平增加,肺泡毛细血管渗透率增

加、肺泡液体清除能力下降、肺屏障通透性增加、生
化及氧化应激指标改变、 组织学表现异常等。
HAPE 模型常用评价指标见表 1。

3　 结语

在这篇综述中,我们描述了 HAPE 常用制备方

法以及部分病理生理特点。 由于高原低张性缺氧

是引起 HAPE 的根本原因[63],因此缺氧环境是制备

HAPE 模型必不可少的。 缺氧环境有 2 种方式可以

实现,第 1 种方式是在高原上进行实地研究,但由于

受到地理条件的限制,开展的并不多;第 2 种,同时

也是最常用的方式是进行高原模拟,即使用高原

舱,据报道已有复合低压舱可模拟高原低气压,高
温、低温、干热、紫外线照射等环境因素,为 HAPE
动物模型研究提供了实验平台[64]。 有时只依靠缺

氧暴露并不能得到满意的模型,为了进一步制备稳

定、可靠的 HAPE 模型,部分研究会联合其它方法,
包括疲劳、内毒素感染、病毒感染、药物注射等。
HAPE 模型最常用方法是缺氧暴露,其次是低氧暴

露联合疲劳,之后是低氧暴露联合其它方法。
用于创建 HAPE 的动物包括大鼠、小鼠、猪、

兔、灵长类和绵羊[42,65-67]。 国内外常用雄性大鼠,
因在临床上男性患病率比女性高。 不同于肺水肿

动物模型,其制备方法多种多样,包括化学药物、高
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　 　 　 　 表 1　 高原肺水肿动物模型的评价指标

Table 1　 Evaluation indicators of HAPE models

动物
模型
Animal
models

肺部生理
指标

Lung water
content

动脉
血气

Arterial
blood gas

生化
指标

Biochemical
index

炎性
指标

Inflammatory
index

氧化应
激指标
Oxidative

stress index

肺泡液体
清除率

Alveolar fluid
clearance

肺屏障
通透性
Barrier

permeability
of lung

支气管
肺泡灌
洗液

Bronchoalveolar
larage fluid
(BAL)

高原
肺水肿
HAPE

肺含
水量
Lung
water
content

↑ 酸碱度
pH ↓ 血红蛋白

Hemoglobin ↑

肿瘤
坏死

因子-α
TNF-α

↑
热休克
蛋白 70
HSP70

↑

钠和水
重吸收
Na and
water

reabsorption

↓

血管示
踪蛋白

(I125白蛋白)
Vascular

tracer protein
(I125Albumin)

↑ 白细胞
WBC ↑

平均肺
动脉压

Mean PAP
↑

动脉血
二氧化
碳分压
PaCO2

↓ 白蛋白
Albumin ↑ 白介素 6

IL-6 ↑
热休克
蛋白 72
HSP72

↑
上皮钠转运
Epithelial

Na-transport
↓

胸腔积液
总蛋白浓度
Total protein
concentration
of pleural
effusion

↑ 红细胞
RBC ↑

肺间质
水肿评分
Pulmonary
interstitial
edema
score

↑
动脉血
氧分压
PaO2

↓ 钙
Ca ↑ 白介素 1β

IL-1β ↑
血栓素 B2

TxB2
↑

β1-肾上
腺素

β1-adrenergics
↑

血浆蛋白
浓度
Plasma
protein

concentration

↑
中性粒
细胞

Neutrophils
↑

氧合
指数

Fio2 / PaO2

↓ 心率
Heart rate ↑ 白介素 β

IL-β ↑ 丙二醛
MDA ↑

β2-肾上
腺素

β2-adrenergics
↑ 渗透评分

Infiltration score ↑
免疫球
蛋白 M
IgM

↑

- -

肺泡动
脉氧分
压差
AaDO2

↓
碳酸
氢根

HCO3
-

↓
中性粒
细胞

Neutrophils
↑ - -

水通道
蛋白-1
AQP-1

↓

白蛋白渗
透指数
Albumin
leakage
index

↑ 淋巴细胞
Lymphocyte ↑

- - - -

跨血管
蛋白

Transvascular
protein

↑
巨噬
细胞

Macrophage
↑ - -

水通道
蛋白 β-5
AQPβ-5

↓ - 白蛋白
Albumin ↑

- - - -

血管内
红细胞

Transvascular
red cell

↑
乳酸脱
氢酶
LDH

↑ - -

Na+ / K+
ATP 酶 a-1
Na+ / K+

ATPase a-1

↓ -

肺泡灌
洗液总
蛋白

Total BAL
protein

↑

- - - - - - 白三烯 E4
LTE4 ↑ - - - - - 　 白三烯 B4

LTB4 ↑

原暴露等[68]。 HAPE 作为肺水肿的一部分,至今仍

缺乏标准、可靠的实验模型,随着新技术的发展与

普及,转基因工程小鼠模型已经出现并适用于炎性

HAPE 研究[50]。 另外,动物实验难以像临床一样通

过肺部 CT 或超声[69] 检查诊断 HAPE。 因此,并没

有明确的评价指标证实 HAPE 动物模型建立成功,
可通过完善 CT 检查以进行优化。

总的来说,标准的 HAPE 动物模型的缺失仍然

是阻碍 HAPE 研究发展的关键原因之一。 HAPE 动

物模型发展至今,取得了可喜的成果,但仍然存在

很多难题与痛点,包括动物对高原的耐受性、高原

条件限制、无明确的评价指标、指向性不强、重现性

不好等,有待进行更多的基础研究。
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