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　 　 【摘要】 　 目的　 研究四物合剂对原发性痛经小鼠模型的影响,探讨其可能的作用机制。 方法　 健康 SPF 级

KM 雌性小鼠 60 只,随机分为 4 组,分别为正常组、模型组、痛经宝颗粒组、四物合剂组。 采用雌激素联合缩宫素诱

导的原发性痛经小鼠模型,适应性喂养 3 d 后,小鼠皮下注射苯甲酸雌二醇 2 mg / kg,连续给药 10 d。 第 4 天开始,
正常组和模型组给予等剂量蒸馏水,阳性药痛经宝颗粒组按 4 g / kg 给药,四物合剂组按 8 mL / kg 给药,连续给药

7 d。 以注射缩宫素后 30 min 内扭体次数和扭体潜伏期为主要观测指标,考察四物合剂的镇痛作用,测定血清中的

超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA);酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测子宫组织前列腺素 F2α(PGF2α)、白介素

6(IL-6)、肿瘤坏死因子 α(TNF-α)含量;制备子宫病理切片观察腺体增生、炎性细胞浸润情况,免疫组化检测环氧

化酶 2(COX-2)表达。 结果　 与正常组相比,模型组 30 min 内扭体次数明显增加、扭体潜伏期显著缩短(P<0. 01),
血清 MDA 水平显著增加(P<0. 01),子宫组织 PGF2α、TNF-α 水平明显增加(P<0. 01),IL-6 含量增加(P<0. 05);子
宫内膜腺体扩张呈乳头状增生,间质水肿,炎性细胞增生、浸润,COX-2 表达增强。 与模型组相比,阳性药组、四物

合剂组 30 min 内扭体次数降低(P<0. 05,P<0. 01),四物合剂组扭体潜伏期增加(P<0. 05),阳性药组、四物合剂组

血清 MDA 水平降低(P<0. 01),子宫组织 PGF2α水平降低(P<0. 01,P<0. 05),IL-6、TNF-α 含量降低(P<0. 05),腺体

增生减少,间质紧密,炎性细胞浸润减少,COX-2 表达降低。 结论　 四物合剂能显著减少原发性痛经小鼠 30 min 扭

体次数,延长扭体潜伏期,其作用机制可能与降低血清 MDA 含量、子宫组织中 PGF2α、IL-6、TNF-α 水平以及 COX-2
表达,改善组织病理学变化有关,值得进一步深入研究。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 Siwu mixture is derived from Siwu decoction, a classical Chinese medicine prescription,
which is widely used in a variety of gynecological diseases. However, There are few studies on the therapeutic effect of Siwu
mixture on primary dysmenorrhea. This study aims to further explain its therapeutic effect. Methods　 Sixty healthy animals
were divided into four groups: the control group, model group, Siwu mixture group and Tongjingbao granule group. The
primary dysmenorrhea mice model was induced by estrogen combined with oxytocin. After 3 days of adaptive feeding, mice
were subcutaneously injected with estradiol benzoate 2 mg / kg for 10 days. The normal and the model group received the
same dosage of distilled water from the 4th day. The Tongjingbao granule group was given 4 g / kg for 7 days. The Siwu
mixture group was given 8 mL / kg for 7 days. The analgesic effect of Siwu mixture was studied by writhing and the latency of
writhing within 30 min after oxytocin injection. The serum contents of malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase
(SOD) were determined. Prostaglandin F2α(PGF2α), interleukin-6 ( IL-6) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) were
measured in tissue homogenates by ELISA method. Uterine pathological sections were prepared to observe glandular
hyperplasia and inflammatory cell infiltration, and the expression of cyclooxygenase-2 ( COX-2) was detected by
immunohistochemistry. Results　 Compared with result in the control group, the body twisting in the model group increased
(P<0. 01) and serum MDA increased (P<0. 01). Uterine tissue PGF2α, TNF-α and IL-6 increased. In the model group,
endometrial glands were dilated and papillary hyperplasia, interstitial edema, inflammatory cell proliferation and infiltration
were observed; COX-2 expression was enhanced. The number of writhing events within 30 min in Tongjingbao granule group
and Siwu mixture group decreased compared with controls (P<0. 05, P<0. 01); the writhing latency in the Siwu mixture
group increased (P<0. 05) and the level of serum MDA in the positive drug group and Siwu mixture group decreased (P<
0. 01). Conclusions 　 Siwu mixture could significantly reduced the 30 min writhing times and prolonged the writhing
latency of primary dysmenorrhea mice. The mechanism may be related to reducing the content of serum MDA and PGF2α,
TNF-α and IL-6 in uterine tissue and COX-2 expression are related to the improvement of histopathological changes.

【Keywords】　 Siwu mixture; primary dysmenorrhea; traditional Chinese medicine

　 　 原发性痛经(primary dysmenorrheal,PD)是指伴

随月经周期出现以下腹部疼痛为主要症状且无其

他生殖器官器质性病变的疾病,是最常见的妇科疼

痛性疾病,占痛经的 90%以上[1],在不同年龄、国籍

的女性人群中发病率占 45% ~ 97%不等,可以占到

学校与工作缺勤原因的 1%~3%[2]。 原发性痛经属

于中医“经行腹痛”的范围。 清代陈莲舫所著《女科

秘诀大全》中将经行腹痛称为“痛经”,后世医者沿

用此名。 针对原发性痛经的治疗,西医临床常使用

非甾体抗炎药和避孕药[3],此类药物主要作用靶点

为前列腺素,通过抑制前列腺素缓解疼痛[4]。 然而

长期使用非甾体抗炎药和口服避孕药对肝、肾、胃
肠功能甚至心脏系统都有许多副作用[5]。 中医临

床常使用四物汤及其类方或佐以针灸、穴位贴敷、
耳穴、熏蒸、灌肠等方法,疗效显著且副作用少[6-8]。
四物合剂始载于 2000 年版《中国药典》一部[9],源
于中医经典方剂“四物汤”其组成成分为:当归、熟
地黄、白芍、川芎。 四物汤最早记载于唐代蔺道人

所著的《仙授理伤续断秘方》,后世应用较为广泛的

药方则取自宋代《太平惠民和剂局方》中,具有调经

止痛、补血活血的功效,主治冲任虚损、月水不调

……经行腹痛等妇人诸疾[10]。 方中当归补血养肝,
和血调经,熟地黄补血滋阴,佐以白芍和营柔肝,川
芎活血行滞,通畅气血,被称为“妇科第一方”是治

疗妇科疾患的基础方。 通过网络药理学研究分析

得出四物汤治疗 PD 的关键作用机制为舒张子宫、
调节激素、抗炎镇痛等[3]。 基于此,本研究旨在探

究四物合剂治疗原发性痛经的作用及其可能的

机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 KM 雌性小鼠 60 只,SPF 级,体重 18 ~ 22 g,由
维通利华实验动物技术有限公司提供[SCXK(京)
2021-0006]。 动物饲养、实验操作均在中国中医科

学院西苑医院实验动物中心 [ SYXK (京) 2018 -
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0018]进行。 实验动物处置严格遵循“减少、替代、
优化”的 3R 原则,给予人道主义关怀。 本研究获得

中国中医科学院西苑医院动物伦理委员会批准

(2022XLC001)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 四物合剂,神威药业(四川)有限公司提供,每
瓶 10 mL,批号 2001141,有效期至 2022 年 1 月,根
据 2020 年版《中国药典》一部计算,每 1 mL 四物合

剂相当于 1 g 生药;缩宫素注射液,上海禾丰制药有

限公司,1 mL:10 单位,批号:09201009,有效期至

2022 年 10 月;苯甲酸雌二醇注射液,宁波第二激素

厂,2 mL:4 mg,批号:2011051,有效期至:2022 年 10
月;痛经宝颗粒,仲景宛西制药股份有限公司,每袋

10 g,批号:200704。
丙二醛(SOD)测定试剂盒:南京建成生物工程

有限公司,货号:A001-3-2;超氧化歧化酶(MDA)测
定试剂盒:南京建成生物工程有限公司,货号:A003-
1-2;前列腺素 F2α(PGF2α)ELISA 试剂盒:上海江莱

生物科技有限公司,货号:JL13273;白介素 6( IL-6)
ELISA 检测试剂盒:上海酶联生物科技有限公司,货
号:ml002293-C;肿瘤坏死因子 α(TNF-α)试剂盒:
上海酶联生物科技有限公司,货号:ml002095-C;环
氧合酶-2 抗体(COX-2):proteintech,货号:66351-1-
lg。 多功能酶标仪:BioTek 公司(美国)SYNERGY44
型;低温冷冻离心机:Thermo Fisher Scientific 公司

(美国)MP-150 型。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组

　 　 正常雌性小鼠 60 只,随机均分成 4 组,即空白

组、模型组、阳性药痛经宝颗粒组(4 g / kg)、四物合

剂组(8 mL / kg),按照药品说明书给药方式设置给

药剂量,适应性饲养 3 d 后各组给予相应药物灌胃

给药。
1. 3. 2　 造模与给药

　 　 小鼠皮下注射苯甲酸雌二醇(2 mg / kg),每日 1
次,连续 10 d。 第 4 天开始,空白组与模型组给予等

剂量蒸馏水,痛经宝组按 4 g / kg 给药,四物合剂组

每日按 8 mL / kg 给药,每日给药 1 次,连续给药 7 d。
1. 3. 3　 扭体次数、潜伏期测定

　 　 末次注射苯甲酸雌二醇后 1 h,按 10 U / kg 腹腔

注射缩宫素,制备小鼠原发性痛经模型。 小鼠腹腔

注射 10 U / kg 缩宫素后,即刻放入透明的观察箱中,
观察记录小鼠首次出现扭体时的潜伏期以及小鼠

30 min 内所有扭体次数,计算出药物扭体反应抑制

率。 观察标准:小鼠腹腔出现内凹,以及躯干与后

肢伸展,臀部与一侧肢体内旋。 抑制率(%)= (模型

组扭体反应均数-给药组扭体反应均数) /模型组扭

体反应均数×100%。
1. 3. 4　 血清 MDA、SOD 检测

　 　 观察出现扭体反应 30 min 后,进行小鼠麻醉。
小鼠眼底静脉丛取血放至不含抗凝剂试管中,室温

下静置 1 h 后,3500 r / min 离心,离心 10 min 后取上

清。 用黄嘌呤氧化酶法(羟胺法)检测血清 SOD 活

性,硫代巴比妥酸(TBA)法测定血清 MDA 含量。
1. 3. 5　 ELISA 法检测子宫组织 PGF2α、IL-6、TNF-α
　 　 小鼠眼底静脉丛取血后,冰上迅速摘取小鼠新

鲜的子宫组织,预冷的 PBS 冲洗子宫组织,去除残

留血液,称重后将组织剪碎。 将剪碎的组织与对应

体积的 PBS 按 1 ∶ 9 加入匀浆器中,充分研磨,将匀

浆液于 7300 r / min, 离心 10 min, 取上清检测。
ELISA 检测子宫组织 PGF2α、IL-6、TNF-α 的含量。
以上均严格按照说明书要求操作。
1. 3. 6　 子宫 HE 染色与免疫组化

　 　 取出子宫组织后用 4%多聚甲醛固定 24 h 后,
石蜡包埋,制备子宫组织切片,HE 染色后显微镜下

观察子宫组织。 石蜡切片常规脱蜡至水, 0. 3%
H2O2 氧化 15 min,PBS 洗 3 遍,每遍 5 min,滴加一

抗 COX-2(1 ∶ 200 稀释)4℃过夜,PBS 洗 3 遍,每遍

5 min,滴加 EnVision II 抗,室温 60 min ,PBS 洗 3
遍,每遍 5 min。 每张切片加 100 μL 新鲜配制的

DAB 溶液,显微镜下观察 3 min,阳性显色为棕色。
蒸馏水洗终止染色,苏木素复染,0. 1%盐酸分化,自
来水冲洗,PBS 冲洗返蓝,梯度乙醇脱水,透明,封
片。 采用 Image J 统计数据进行分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 应用 SPSS 25. 0 软件进行数据统计分析,计量

资料结果用平均数±标准差(􀭰x±s)示,将测定数据进

行正态性、方差齐性检验,组间比较采用 t 检验,多
样本均数比较采用单因素方差分析,P<0. 05 差异有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 小鼠扭体反应及潜伏期检测

　 　 与正常组相比较,模型组 30 min 内小鼠扭体反

应次数显著增多(P<0. 01),潜伏期显著缩短(P<
0. 01)。 与模型组比较,阳性药组 30 min 扭体次数
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增加(P<0. 05)四物合剂组 30 min 内扭体次数显著

减少,潜伏期明显增加(P<0. 01,P<0. 05),见表 1。
2. 2　 小鼠血清 SOD、MDA 含量测定

　 　 与正常组相比,模型组、阳性药组、四物合剂组

小鼠血清中 SOD 无显著性差异;与正常组相比,模
型组血清 MDA 显著增加(P<0. 01);与模型组相比,
阳性药组、四物合剂组血清 MDA 显著降低 ( P <
0. 01),见表 2。
2. 3　 小鼠子宫匀浆 PGF2α、IL-6、TNF-α 测定

　 　 与正常组相比,模型组子宫组织中 PGF2α显著

增高(P<0. 01);与模型组相比,阳性药组 PGF2α显

著降低 ( P < 0. 01),四物合剂组 PGF2α 降低 ( P <
0. 05);与正常组相比,模型组子宫组织 IL-6、TNF-
α 增加(P<0. 05),与模型组相比,阳性药组、四物

合剂组子宫组织 IL-6、TNF-α 降低(P< 0. 05),见

表 3。
2. 4　 小鼠子宫组织病理观察

　 　 小鼠子宫组织病理分析见图 1。 正常组小鼠子

宫腺体多,腔大饱满,间质疏密均匀,血管丰富,内
膜上皮固有层结构紧密,间质细胞丰富,未见明显

异常。
模型组子宫内膜腺体扩张,呈乳头状增生,间

质水肿血管扩张,炎性细胞浸润,说明模型制备成

功。 与模型组相比,阳性药组小鼠子宫水肿和炎性

细胞浸润明显减轻,四物合剂组小鼠子宫腺腔见少

量炎症细胞浸润。
2. 5　 小鼠子宫组织 COX-2表达

　 　 与正常组相比,模型组子宫组织 COX-2 表达增

加(P<0. 05);与模型组相比,阳性药组、四物合剂组

子宫组织 COX-2 表达降低(P<0. 05),见图 2、图 3。
表 1　 各组原发性痛经小鼠模型潜伏期、扭体次数(􀭰x±s,n= 15)

Table 1　 Comparison of latency and body twisting times of primary dysmenorrhea model mice in each group
组别
Groups

剂量
Dose

潜伏期(min)
Incubation period

30 min 扭体次数
30 min twisting times

抑制率(%)
Inhibition rate

正常组
Normal group / 30. 0±0. 00 0. 00±0. 00 100

模型组
Model group / 3. 07±0. 96## 22. 73±10. 35## 0

阳性药组
Positive drug group 4 g / kg 3. 25±1. 65 14. 00±8. 21∗ 38. 42

四物合剂组
Siwu mixture group 8 mL / kg 7. 33±9. 39∗ 12. 88±11. 25∗∗ 43. 33

注:与正常组比较,##P<0. 01;与模型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the normal group, ##P<0. 01. Compared with the model group, ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

表 2　 各组原发性痛经模型小鼠血清 SOD、MDA(􀭰x±s,n= 15)
Table 2　 Serum SOD and MDA of primary dysmenorrhea model mice in each group

组别
Groups

剂量
Dose SOD(U / mL) MDA(nmoL / mL)

正常组 Normal group / 21. 778±0. 473 3. 046±0. 427
模型组 Model group / 21. 686±1. 595 4. 680±0. 546##

阳性药组 Positive drug group 4 g / kg 21. 439±0. 884 3. 629±0. 516∗∗

四物合剂组 Siwu mixture group 8 mL / kg 21. 319±1. 027 3. 492±0. 331∗∗

注:与正常组比较,##P<0. 01;与模型组比较,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the normal group, ##P<0. 01. Compared with the model group, ∗∗P<0. 01.

表 3　 各组原发性痛经模型小鼠子宫组织 PGF2α、IL-6、TNF-α(􀭰x±s,n= 15)
Table 3　 Uterine tissue of primary dysmenorrhea model mice in each group PGF2α,IL-6,TNF-α

组别
Groups

剂量
Dose

PGF2α(pg / mL) IL-6(pg / mL) TNF-α(pg / mL)

正常组
Normal group / 31. 378±16. 922 16. 488±3. 489 88. 087±16. 276

模型组
Model group / 193. 205±19. 338## 20. 955±1. 973# 107. 426±7. 664#

阳性药组
Positive drug group 4 g / kg 117. 012±36. 872∗∗ 18. 626±2. 813∗ 100. 051±7. 981∗

四物合剂组
Siwu mixture group 8 mL / kg 158. 536±37. 652∗ 18. 564±2. 394∗ 97. 982±6. 759∗

注:与正常组比较,#P<0. 05,##P<0. 01;与模型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note. Compared with the normal group,#P<0. 05, ##P<0. 01. Compared with the model group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01.
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注:A:正常组;B:模型组;C:阳性药组;D:四物合剂组。

图 1　 原发性痛经模型小鼠 HE 染色切片

Note. A, Normal group. B, Model group. C, Positive drug group. D, Siwu mixture group.

Figure 1　 HE staining sections of primary dysmenorrhea model mice

注:A:正常组;B:模型组;C:阳性药组;D:四物合剂组。

图 2　 原发性痛经模型小鼠 COX-2 免疫组化切片

Note. A, Normal group. B, Model group. C, Positive drug group. D, Siwu mixture group.

Figure 2　 COX-2 immunohistochemical section of primary dysmenorrhea model mice

注:A:正常组;B:模型组;C:阳性药组;D:四物合剂组。 与正

常组相比,##P<0. 01;与模型组相比,∗∗P<0. 01。

图 3　 COX-2 在小鼠子宫组织中的表达

Note. A,Normal group.B,Model group.C,Positive drug group.D,

Siwu mixture group. Compared with the normal group, ##P<0. 01.

Compared with the model group, ∗∗P<0. 01

Figure 3　 Expression of COX-2 in mice uterus

3　 讨论

　 　 原发性痛经病位在子宫,变化在气血主要病机

为“不荣则痛、不通则痛” [4]。 清代《傅青主女科》的
“舒则通畅,郁则不扬,经欲行而肝不应,则抑拂其

气而疼生”进一步阐明原发性痛经形成原因为体

虚、寒、气郁、血结等。 四物合剂组成成分为:当归、
熟地黄、白芍、川芎,具有益气活血、补血养血功效,
为临床治疗原发性痛经常用药物。

缩宫素诱发的小鼠原发性痛经模型是被广泛

认可的痛经药效学实验模型,常应用于原发性痛经

的研究[11]。 原发性痛经的主要临床症状是剧烈的

急性腹痛,因此采用扭体反应为主要指标用来评价

实验药物的疗效[12-13]。 本研究发现,与正常组相

比,模型组小鼠 30 min 内扭体次数显著增加,潜伏

期缩短,阳性药组、四物合剂组有效降低了 PD 模型

小鼠 30 min 内扭体反应次数,延长疼痛潜伏期,说
明四物合剂可拮抗缩宫素诱发的小鼠急性腹痛。

现代研究发现,原发性痛经与子宫内膜平滑肌

阵发性收缩所导致的肌间血管受压而引起的子宫

肌层及内膜暂时性缺血,产生过多自由基有关[14]。
MDA 是脂质过氧化代谢的重要产物,可引起细胞损

伤,其含量可间接反映子宫细胞受自由基损伤的严

重程度[15]。 研究发现,与正常组相比,模型组小鼠

血清 MDA 水平显著增加,阳性药组、四物合剂组血

清 MDA 水平较模型组降低说明四物合剂组小鼠子
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宫组织内脂质过氧化程度低,提示四物合剂在一定

程度上减少子宫氧化应激水平。
子宫内膜是合成前列腺素的重要部位,研究表

明,PD 的病因是子宫前列腺素(PGs)的过多分泌使

子宫过度收缩[5],前列腺素的生物合成在疼痛模型

的疼痛机制中有重要作用[16]。 特别是 PGF2α 刺激

子宫收缩、缺血,导致月经痛[5]。 与正常组相比,模
型组小鼠子宫组织中的 PGF2 α 水平显著增高,阳性

药组、四物合剂组小鼠子宫组织 PGF2α水平较模型

组降低。 炎症与痛经息息相关,研究发现原发性痛

经的主要机制与前列腺素、白细胞介素的增高密切

相关[17]。 TNF-α 具有调控免疫应答、促进细胞生长

分化等多种生物学功能,参与了多种炎症反应和神

经相关慢性疼痛[17]。 白介素 6 是一种多效性细胞

因子,在免疫调节、再生过程、骨稳态调节、心血管

系统保护等方面发挥多种生物学作用[18]。 研究表

明子宫内膜异位症患者血清 TNF-α、IL-6 水平显著

升高且严重痛经患者较无痛经患者血清 TNF-α、IL-
6 显著升高[19]。 本研究中,模型组子宫组织 TNF-α、
IL-6 含量增高,阳性药组、四物合剂组子宫组织

TNF-α、IL-6 含量降低,表明四物合剂可能通过降低

TNF-α、IL-6 减轻痛经症状。
环氧化酶(COX)是参与 PGs 的生物合成限速

酶,临床常用非甾体类抗炎药治疗原发性痛经,其
机制主要是通过抑制 COX 减少 PGs 的生成,COX-2
高表达使 PGF2α升高加重痛经[20]。 本研究表明,四
物合剂可降低 COX-2 表达,其治疗痛经机制可能与

降低 COX-2 表达从而抑制 PGF2α治疗小鼠原发性痛

经有关。
综上所述,四物合剂能显著减少原发性痛经小

鼠 30 min 扭体次数,延长扭体潜伏期,其作用机制

可能与降低血清 MDA 含量、子宫组织中 PGF2α、IL-
6、TNF-α 水平以及 COX-2 表达,改善组织病理学变

化有关,其机制值得进一步深入研究。
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黑质 LAMP2A 过表达改善帕金森病恒河猴模型的
运动功能

朱旭超,窦长松,张　 钰,秦　 川,张　 玲∗

(中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较医学中心,国家卫生健康委员会人类疾病比较

医学重点实验室,国家中医药管理局人类动物模型三级实验室,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 在帕金森病(Parkinson’ s disease,PD)恒河猴模型上观察黑质过表达溶酶体相关膜蛋白 2A
( lysosome associated membrane protein 2A,LAMP2A)上调分子伴侣介导的自噬(chaperone-mediated autophagy, CMA)
对实验猴运动行为的影响。 方法　 应用立体定位注射仪向 7 只恒河猴的右脑纹状体区注射 PD 患者死亡后脑组织

(自愿捐献)的路易小体(Lewy bodies, LBs)提取物,同时在左脑纹状体区注射非 PD 病人死亡患者的脑组织(自愿

捐献)提取物来构建 PD 恒河猴模型。 模型动物随机分为两组,LAMP2A 过表达组(4 只)在其黑质区双侧注射过表

达 LAMP2A 的腺相关病毒载体;对照组(3 只)在黑质区双侧注射对照病毒载体。 通过阶梯实验、平板取食实验评

价 PD 恒河猴模型运动能力和 LAMP2A 对该 PD 模型运动功能的影响。 利用 ELISA 法对实验猴脑脊液、血清的总

α-突触核蛋白(α-synuclein,α-syn)及磷酸化 α-syn 水平进行测定。 结果　 阶梯实验和平板取食实验中对照组恒河

猴的左侧上肢的精细动作水平相较于其右侧出现下降;LAMP2A 过表达组恒河猴的左右两侧上肢的精细运动水平

没有出现明显差异;ELISA 测定对照组术后 12 月脑脊液、血清的总 α-syn 水平及磷酸化 α-syn 水平显著增高;
LAMP2A 过表达组脑脊液磷酸化 α-syn 水平和血清磷酸化 α-syn 水平在 8 月之后均低于同期的对照组。 结论　 过

表达 LAMP2A 可能通过增加 α-syn 的 CMA 清除改善 PD 恒河猴模型精细运动能力。
【关键词】 　 LAMP2A; 帕金森病; 行为学; 恒河猴
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Overexpression of LAMP2A in substantia nigra improves motor
function in rhesus monkey models of Parkinson’s disease

ZHU Xuchao, DOU Changsong, ZHANG Yu, QIN Chuan, ZHANG Ling∗

(Institute of Laboratory Animal Science, Chinese Academy of Medical Sciences;Center of Comparative Medicine,
Peking Union Medical College; NHC Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine; Key Laboratory of
Human Disease Animal Models, State Administration of Traditional Chinese Medicine, Beijing 100021, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To observe the effect of overexpression of lysosome associated membrane protein 2A
(LAMP2A) up-regulating chaperone-mediated autophagy (CMA) in the substantia nigra on the locomotor behavior of a



Parkinson’s disease (PD) rhesus monkey model. Methods　 We established a rhesus monkey model of PD. A stereotactic
injection device was used to inject Lewy bodies (LBs) extracts from the brain tissues donated by PD patients into the right
striatum of seven rhesus monkeys. At the same time, extracts of brain tissue donated by control (non-PD) patients were
injected into the striatum of the left brain. The animals were randomly divided into two groups. The LAMP2A overexpression
group (n= 4) was bilaterally injected with an adeno-associated virus vector overexpressing LAMP2A; the control group (n
= 3) was injected with a control virus vector in both sides of the substantia nigra. The motor function of monkeys was
evaluated by the hill and valley staircase experiment and the pick-up test. The levels of total α-synuclein (α-syn) and
phosphorylated α-syn in the cerebrospinal fluid and serum of experimental monkeys were determined by ELISA. Results
In the valley staircase task and the outside board pick up test, the fine motor level of the left upper limb of the control
group of rhesus monkeys was lower than that of the right side. There was no significant difference in the fine motor level of
the upper limbs on the left and right sides of the rhesus monkeys in the LAMP2A overexpression group. Cerebrospinal fluid
and serum total α-syn levels and phosphorylated α-syn levels of the control group increased significantly at 12 months after
operation. The levels of phosphorylated α-syn in cerebrospinal fluid and serum phosphorylated α-syn in the LAMP2A
overexpression group were lower than those in the control group at the same time after 8 months. Conclusions
Overexpression of LAMP2A improved the fine motor ability of experimental monkeys in the rhesus monkey model of PD
through up-regulating CMA-mediated α-syn elimination.

【Keywords】　 LAMP2A; Parkinson’s disease; behavior; rhesus monkey

　 　 帕金森病(Parkinson’s disease,PD)是以静止性

震颤、运动迟缓、肌强直等运动功能障碍为主要临

床表现的神经退行性疾病,主要病理机制是中脑黑

质致密部多巴胺能神经元变性丢失、纹状体多巴胺

水平显著降低,以残存神经元胞体中出现的 LBs 为

特征性标志物,目前无有效治疗手段。 如何清除形

成 LBs 的错误折叠 α-syn 是 PD 的重要研究方向[1]。
分子 伴 侣 介 导 的 细 胞 自 噬 ( chaperone-mediated
autophagy, CMA) 是 降 解 α-syn 的 重 要 途 径[2]。
LAMP2A 是 CMA 的限速步骤,在 PD 病人黑质致密

部和杏仁核中的表达水平降低导致 CMA 水平下

降[3-4]。 α-syn 因清除能力不足而出现异常聚积和

错误折叠,形成具有神经毒性作用的 α-syn 寡聚

体[5],导致多巴胺能神经元变性坏死。 PD 大鼠模

型中已经证实过表达 LAMP2A 可以改善 α-syn 病理

和运动能力[6]。 为进一步探究 LAMP2A 上调对 PD
是否有潜在的治疗价值,本研究利用恒河猴构建 PD
模型[7],给予腺相关病毒载体过表达 LAMP2A[8-9]。
通过行为学方法对接受 LAMP2A 过表达干预的 PD
恒河猴模型进行精细运动能力检测,为进一步研究

PD 的发病机制和治疗提供了参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 普通级 4 ~ 5 岁雄性恒河猴 7 只,体重(5. 28±
0. 6)kg,均购自于中国医学科学院医学实验动物研

究所北方中心[SCXK(京)2021-0004],并饲养于中

国医学科学院医学实验动物研究所北方中心

[SYXK(京)2017-0027]。 普通环境条件为 12 h / 12
h 昼夜周期,温度(23±2)℃,湿度 45% ~60%。 每天

饲喂特制猴饲料 3 次,中间 1 次给予适量水果。 在

本研究中所涉及的动物实验均经过中国医学科学

院医学实验动物研究所动物实验伦理委员会审核

批准(IACUC-QC19025),并遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 人 α 突触核蛋白 ELISA 试剂盒(生工,D71156-
0096); Human p-α-SYN ELISA Kit ( 茁 彩, ZC-
54871)。 主要的手术装置有大动物脑立体定位注

射仪(瑞沃德,中国);高周波 X 射线机(Mikasa,日
本);山和谷阶梯实验装置、平板取食实验装置

自制。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 帕金森病恒河猴模型的制备与分组

　 　 利用大动物立体定位注射仪并参考 Yu 等[10]的

方法。 以前连合为三维坐标系原点,纹状体坐标

为:前后值(antero-posterior,AP)= -4 mm,距中缝值

(media-lateral, ML) = ± 14 mm, 平 面 值 ( dorso-
ventral,DV)= -3 mm;黑质区坐标为 AP = -7 mm,
ML=±3 mm,DV = -4 mm[7,11]。 向所有 7 只恒河猴

的右脑纹状体区注射帕金森病患者死后脑组织的

LBs 提取物(100 μL,3 μL / min),而在左脑纹状体注

射非帕金森病人死后的脑组织提取物(100 μL,3
μL / min),以此作为自身对照来构建帕金森病模型

(图 1A)。 LAMP2A 过表达组在其黑质区双侧注射
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了过表达 LAMP2A 的腺相关病毒载体(10 μL 每侧,
1 μL / min);对照组在其双侧黑质区注射对照病毒

载体(10 μL 每侧,3 μL / min)(图 1B)。 人脑组织样

本来自荷兰脑库,脑组织提取物和病毒载体均来自

法国波尔多大学 Erwan Bezard 教授实验室[7]。

注:A:构建帕金森病恒河猴模型;B:对照组、LAMP2A 过表达组的靶点脑区和注射物。

图 1　 本研究中实验猴造模及分组示意图

Note. A, Construction of rhesus monkey models of Parkinson’s disease. B, Target brain area and injection in control group and
LAMP2A overexpression group.

Figure 1　 Experimental monkey modeling and grouping schematic diagram in this study

1. 3. 2　 阶梯实验

　 　 术后第 14 月,在实验人员能够通过食物引诱与

实验猴进行互动时,对动物进行行为学测试,将

1 cm3苹果块作为食物奖励,每次正式实验开始前对

实验猴禁食 1 餐。
分为山阶梯实验和谷阶梯实验,根据先前的研

究[12-13]设计制作而来(图 2A、2D)。 在动物适应阶

段(正式实验前 1 周,每天 1 次)训练动物穿过挡板

从阶梯模具上获得食物奖励,随后开始正式实验。
实验前在每层的阶梯模具上放置食物,摄像机记录

动物伸手穿越孔洞、取到食物后缩回孔洞的时间,
连续测试 10 d。 对动物每侧肢体每次抓取食物的时

间进行统计分析,用错误上肢取食的时间将不被记

录。 装置中透明挡板的孔道直径为 8 cm;阶梯模具

每个阶梯长 8 cm,宽 3 cm,高 4 cm;山阶梯中两模具

距离 2 cm,谷阶梯中两模具距离 12. 5 cm,模具距挡

板前方 10 cm。
1. 3. 3　 平板取食实验

　 　 分为两端平板取食和中央平板取食实验,依据

文献[14]由亚克力板制作改进而来(图 3A、3D)。 学

习适应阶段和正式实验阶段类似于阶梯实验。 使

用两个 2×4 排列的圆形孔槽亚克力板供实验猴取

食,实验时长和统计指标同阶梯实验。 每个平板模

具长 20 cm,宽 10 cm,厚 2 cm,上有 8 个直径 3 cm,
深 0. 5 cm 的孔槽,相邻两孔槽之间的距离为 2 cm;
中央平板取食实验中两模具并齐,两端平板取食实

验中两模具距离 15 cm,模具距挡板前方 10 cm。
1. 3. 4　 酶联免疫吸附测定

　 　 在手术前和手术后的第 4、8、12 月,分别采集动

物血清和脑脊液。 以 10 mg / kg 剂量的盐酸氯胺酮

肌肉注射麻醉动物后[15],局部去毛暴露下肢皮下静

脉,酒精棉球消毒,使用 5 mL 含肝素钠采血管取血。
血液在采血管内室温静置 30 min 后随即以 3000 r /
min 的转速 4℃离心 15 min,取上清。 恒河猴麻醉后

取立位坐姿,利用腰穿穿刺针在 L5 与 L6 椎间隙穿

刺。 有落空感时停止,旋转针头,引出脑脊液,从第

2 滴开始收集,每只动物每次取 1 ~ 1. 5 mL[16]。 按

照试剂盒内提供的操作手册分别对猴血清和猴脑

脊液进行总 α-syn 水平和磷酸化 α-syn 水平的测定

并进行数据分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据采用 Graphpad Prism 8. 0 软件进行统

计分析和绘图,以平均数±标准差(􀭰x±s)表示,多组

间比较采用双因素方差分析,两两比较应用 t 检验。
P<0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 LAMP2A 过表达改善 PD 恒河猴模型垂直方

向精细运动能力

　 　 本实验中帕金森病恒河猴模型采取右侧纹状

体区 LBs 注射的方式,因此研究中重点检测术后第
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12 月实验猴注射脑区对侧[17],即左侧上肢抓取食

物的精细运动能力。 将对照组和 LAMP2A 过表达

组的左右上肢取食时间分别统计分析,为了消除个

体差异,研究中采用该动物左手取食时间和其右手

取食时间的比值作为衡量指标。 由于山阶梯实验

(图 2A)中一侧上肢抓取同侧目标的运动路径较

短,因此山阶梯测试中没有显示出两组比值上的差

异(图 2B)。 为进一步探究 LAMP2A 对过表达组动

物抓取运动的影响,研究发现在山阶梯中 LAMP2A
过表达组动物的两侧肢体运动没有明显的变化(图
2C);但谷阶梯(图 2D)中对照组恒河猴的差异表明

对照组动物自身左手取食时间高于右手,P< 0. 01
(图 2E),同时说明对照组左手精细运动的差异是

由注射物 LBs 引起而非注射本身的机械损伤。 在

相对困难的谷阶梯实验中也明显提高了 LAMP2A
过表达组实验猴左手抓取的成绩,抓取时间缩短 P
<0. 05(图 2F),左手的取食效率提升。 阶梯实验

提示术后第 12 月的 PD 恒河猴模型,肉眼没有观

察到明显的肢体运动障碍,但精细运动能力下降;
同时黑质区 LAMP2A 的过表达可以改善其精细运

动表现。

注:A:山阶梯实验装置;B:山阶梯实验中左右手取食时间的比值;C:山阶梯实验中左、右手分别取食的时间;D:谷阶梯实验装置;E:谷阶梯实

验中左右手取食时间的比值;F:谷阶梯实验中左右手分别取食的时间。 与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 2　 阶梯实验装置及结果(􀭰x±s)
Note. A, Hill staircase task equipment. B, Ratio of time spent on the left hand to the right hand in hill staircase task. C, Time to get food from left and
right hands in hill staircase task. D, Valley staircase task equipment. E, Ratio of time spent on the left hand to the right hand in valley staircase task. F,

Time to get food from left and right hands in valley staircase task. Compared to the control group, ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure 2　 Staircase task equipment and results

2. 2　 LAMP2A 过表达改善 PD 恒河猴模型水平方

向精细运动能力

　 　 和阶梯实验类似,平板取食实验旨在测试实验

猴水平方向上的精细运动能力。 中央平板取食实

验(图 3A)因其运动路径短,相对简单,两组动物上

肢抓取时间的比值没有出现明显变化 (图 3B),
LAMP2A 过表达组上肢抓取时间的缩短也并不明显

(图 3C);在相对困难的两端平板取食实验(图 3D)
中,对照组动物上肢抓取时间的比值出现差异,P<
0. 05(图 3E),LAMP2A 过表达组动物左手抓取的

效率明显提高,抓取时间下降,P<0. 05(图 3F)。
2. 3　 LAMP2A 过表达组 PD 恒河猴模型磷酸化 α-
syn 水平降低

　 　 为了探究 LAMP2A 改善实验猴精细运动能力

的机制,我们对对照组和过表达组的猴血清、脑脊

液的总 α-syn 以及磷酸化 α-syn 水平进行检测。 结

果表明,对照组恒河猴脑脊液的总 α-syn 水平在术

后第 12 月显著增高(P<0. 001) (图 4A);LAMP2A
过表达组恒河猴脑脊液总 α-syn 水平在各时间点相

对平稳,但术后第 4 月的血清总 α-syn 浓度与术前

相比出现上升(P<0. 05),而后随时间趋于平稳,在
术后第 12 月低于同期对照组(图 4B);LAMP2A 过
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注:A:中央平板取食实验装置;B:中央平板取食实验中左右手取食时间的比值;C:中央平板取食实验中左、右手分别取食的时间;D:两端平板

取食实验装置;E:两端平板取食实验中左右手取食时间的比值;F:两端平板取食实验中左右手分别取食的时间。 与对照组相比,∗P<0. 05。

图 3　 平板取食实验装置及结果(􀭰x±s)
Note. A, Middle plate pick up test equipment. B, Ratio of time spent on the left hand to the right hand in middle plate pick up test. C, Time to get food
from left and right hands in middle plate pick up test. D, Outside plate pick up test equipment. E, Ratio of time spent on the left hand to the right hand

in outside plate pick up test. F, Time to get food from left and right hands in outside plate pick up test. Compared to the control group, ∗P<0. 05.

Figure 3　 Pick-up test equipment and results

注:A:实验猴脑脊液总 α-syn 水平;B:实验猴血清总 α-syn 水平;C:实验猴脑脊液磷酸化 α-syn 水平;D:实验猴血清磷酸化 α-syn 水平。 与同

时期对照组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 01;与对照组 0 月相比,##P<0. 01,###P<0. 001;与 LAMP2A 过表达组 0 月相比,%P<0. 05,%%%P<0. 001。

图 4　 实验猴脑脊液和血清总 α-syn 水平和磷酸化 α-syn 水平比较(􀭰x±s)
Note. A, Total α-syn level of experimental monkey cerebrospinal fluid. B, Total α-syn level of experimental monkey serum. C, Phosphorylated α-syn
level of experimental monkey cerebrospinal fluid. D, Phosphorylated α-syn level of experimental monkey serum. Compared with the control group in the

same period, ∗P<0. 05, ∗∗∗P<0. 01. Compared to the control group at 0 months, ##P<0. 01, ###P<0. 001. Compared to the LAMP2A overexpression

group at 0 months, %P<0. 05, %%%P<0. 001.

Figure 4　 Comparison of total α-syn levels and phosphorylated α-syn levels in the cerebrospinal
fluid and serum of experimental monkeys
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表达组脑脊液磷酸化 α-syn 浓度在术后第 4 月显著

增加(P<0. 001),而在术后第 8 月出现下降并于第

12 月恢复至术前水平,表明 LAMP2A 在第 8 月作用

凸显(图 4C);对照组恒河猴血清磷酸化 α-syn 水平

在术后第 4 月开始,也均高于同期的过表达组(图
4D)。 ELISA 结果说明 LAMP2A 降低了过表达组恒

河猴血清、脑脊液的总 α-syn 和磷酸化 α-syn 水平,
同时生物学证据也支撑了 LAMP2A 过表达组恒河

猴的较好的行为学表现,提示 LAMP2A 在帕金森病

病理进程中潜在的治疗作用。

3　 讨论

　 　 本研究行为学实验表明,过表达 LAMP2A 可以

改善 PD 恒河猴模型的精细运动能力,避免潜在的

肢体运动障碍。 我们在研究中并没有加入野生型

恒河猴和 1-甲基-4-苯基-1, 2, 3, 6-四氢吡啶 ( 1-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine,MPTP )
诱导的 PD 恒河猴模型进行比较分析。 但 Recasens
等[7]在研究中证实单侧纹状体注射 LBs 构建的 PD
恒河猴模型具备 α-syn 病理和黑质纹状体变性表

现,术后第 9 月开始出现纹状体多巴胺能神经元减

少,并发现同侧颞叶皮层的中央前回、额叶上回和

内嗅皮层的 α-syn 免疫组化信号增加。 这可能是由

于纹状体在解剖上的高度联接性导致 LBs 在同侧脑

区的扩散,在 PD 恒河猴模型和 PD 小鼠模型中尚未

有 LBs 单侧注射向对侧扩散的报告。 因此,本研究

中对照组实验猴左手抓取效率的下降是由于其右

侧纹状体 LBs 的注射引起。
Shimozawa 等[18] 将人工合成的 α-syn 原纤维注

射入野生型狨猴纹状体 3 月后便能够检测到磷酸化

α-syn 免疫反应阳性,但没有观察到明显的行为障碍。
本研究也未发现恒河猴明显的肢体运动障碍,这与先

前的研究一致。 人类黑质多巴胺神经元数量减少

50%以上、纹状体多巴胺含量降低 80%以上才会出现

明显的 PD 运动障碍症状[19]。 本研究中术后第 14 月

出现精细运动能力下降的实验猴在病理阶段可能已

经达到多巴胺能神经元损伤并出现行为异常的阈

值[20]。 不同于 MPTP 注射诱导的急性 PD 恒河猴模

型,早期即出现明显肢体运动障碍[21],本文中 PD 恒

河猴模型模拟慢性病理进程[22],早期肢体运动障碍

不明显,故对照组实验猴肢体精细运动能力的下降是

α-syn 病理进程的反映。
LAMP2A 是 CMA 的限速步骤,前期的 PD 大鼠

模型中已经证实,LAMP2A 可以显著提高 CMA 活

性,减少了黑质区酪氨酸酶阳性神经元的丢失,总
α-syn 也接近于对照组水平[6]。 我们分析恒河猴精

细运动能力下降是因为 α-syn 寡聚体可以抑制核心

蛋白复合体(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor,SNARE)的组成,抑制囊

泡内神经递质的释放[23],造成纹状体多巴胺含量的

降低,引起运动症状。 此外,α-syn 寡聚体可以损伤

线粒体复合体Ⅰ,造成线粒体脂质过氧化,导致多

巴胺能神经元死亡[24]。 因此,当 α-syn 的产生和清

除之间的平衡被打破时,α-syn 单体便会错误折叠

成 α-syn 寡聚体,引发神经毒性[25]。 而 α-syn 被热

休克蛋白 70(heat shock protein 70,HSP70)识别后,
LAMP2A 能够将 α-syn—HSP70 复合物募集到溶酶

体表面,随后进入溶酶体降解[23-24],因此 LAMP2A
过表达通过直接增加溶酶体膜表面的 LAMP2A 受

体,提高了 CMA 清除 α-syn 的效率。 更为重要的

是,磷酸化 α-syn 可以阻止高尔基体或者内质网形

成自噬体膜,以减少自噬溶酶体途径对自身的降

解[26]。 但磷酸化 α-syn 是否也抑制了溶酶体膜的

形成,尚未有更多的报道。 而且,LAMP2A 过表达可

以激活蛋白激酶 C(protein kinase C,PKC) [27],同时

PKC 可以诱导转录因子 EB( transcription factor EB,
TFEB)入核激活,促进溶酶体的产生[28]。 因此,
LAMP2A 不仅可以直接提高 CMA 活性增加 α-syn
的清除,可能同时也促进了溶酶体的产生。

最近的一项研究显示,研究人员靶向小鼠神经

元线粒体,小鼠初期表现出精细运动能力障碍[29],
这与我们的研究结论不谋而合。 但小鼠的研究中

没有进行 α-syn 病理分析,因此本研究也尚需进一

步的病理探究。 另外,一项前瞻性研究表明确诊帕

金森病 10 年后 28%的患者出现痴呆,确诊 17 年后

有 78%进展为帕金森病痴呆[30]。 而本研究中动物

接受手术时间较短,实验猴在由透明挡板和模具构

成的立体空间中没有表现出视觉空间认知[31] 的差

异,因此有必要对其进行长期的观察研究以确定

LAMP2A 对认知功能的影响。
综上所述,本研究在帕金森病恒河猴模型上初

次验证了过表达 LAMP2A 可能通过增加 α-syn 的

CMA 途径清除、促进溶酶体的产生和减少磷酸化 α-
syn 对溶酶体膜形成的抑制改善了 PD 恒河猴模型

的精细运动能力,为进一步研究其中的机制以及为

PD 的治疗提供了实验依据。
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多柔比星致小鼠慢性心脏毒性模型的构建及评估

金翠柳1,柴　 钰1,凌　 望1,吴美平1,金素安2∗

(1.上海中医药大学附属市中医医院,上海　 200071;2.上海中医药大学,上海　 201203)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于病理变化评估不同浓度多柔比星致小鼠心脏毒性模型的成模效果。 方法　 采用 8 周龄

SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠 36 只,随机分为生理盐水组(NS 组)、3 mg / kg 多柔比星组、4 mg / kg 多柔比星组、5 mg /
kg 多柔比星组、6 mg / kg 多柔比星组、7 mg / kg 多柔比星组,每组 6 只。 采用腹腔注射的给药方式,每 3 d 1 次,共 10
次,观察小鼠的状态,对小鼠心重、体重、心重比、心胫比、生存情况进行统计,并检测心脏组织中凋亡蛋白的表达情

况以及心肌纤维化程度,心脏中段横截面积与单个心肌细胞横截面积大小等来评价多柔比星诱导的小鼠慢性心脏

毒性模型。 结果　 统计整个实验周期中小鼠的生存情况,3~5 mg / kg 各给药组小鼠均存活 6 只,生存率为 100%,6
mg / kg 给药组小鼠存活 5 只,生存率为 83. 3%,7 mg / kg 给药组小鼠存活 1 只,生存率约达 16. 7%。 与 NS 组相比,
给药组小鼠的生存率呈下降趋势,且与多柔比星给药浓度呈负相关,而小鼠的心重、体重、心胫比则呈剂量依赖性

下降。 当多柔比星浓度达到 4 mg / kg 时,相较 NS 组,模型组小鼠心肌细胞凋亡比例增加,心肌纤维化面积增多,且
发现心脏整体缩小,心肌细胞横截面积相应缩小,有统计学差异(P<0. 05)。 结论　 小鼠心脏纤维化、心肌细胞凋

亡、萎缩及生存率等指标随着体内多柔比星蓄积量增加而恶化,造模时选用 4~ 6 mg / kg 浓度的多柔比星构建小鼠

慢性心脏毒性模型较为合适,超过该剂量则小鼠死亡率较高,不利于后期实验。
【关键词】 　 多柔比星;动物模型;小鼠;慢性心脏毒性
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Construction and evaluation of a doxorubicin-induced chronic
cardiotoxicity mouse model

JIN Cuiliu1, CHAI Yu1, LING Wang1, WU Meiping1, JIN Suan2∗

(1. Shanghai Municipal Hospital of Traditional Chinese Medicine, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine,
Shanghai 200071, China. 2. Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To evaluate the effect of different levels of doxorubicin-induced cardiotoxicity in mice by
examining pathological changes. Methods　 In total, 36 male C57BL / 6J mice (8 weeks old, SPF grade) were randomly
assigned to the normal saline group (NS group), 3 mg / kg doxorubicin group, 4 mg / kg doxorubicin group, 5 mg / kg
doxorubicin group, 6 mg / kg doxorubicin group and 7 mg / kg doxorubicin group (6 mice in each group). Mice received
intraperitoneal injection of saline or different concentrations of doxorubicin, 3 days / times, 10 times in total. We monitored
heart weight, body weight, ratio of body weight with heart weight, tibia to heart weight ratio, survival rate and evaluated
cardiomyocyte apoptosis and cardiac fibrosis, simultaneously measured the cross-sectional area of heart and single myocyte
cross-sectional area size. Results　 All six mice in each of the 3~5 mg / kg groups survived, with a survival rate of 100%.



Five mice in the 6 mg / kg group survived, the survival rate was approximately 83. 3%. One mouse in the 7 mg / kg group
survived, the survival rate was approximately 16. 7%. The survival rate of mice in the treatment groups decreased and was
negatively correlated with doxorubicin concentration. The heart weight, body weight and heart to tibia ratio of mice in the
treatment groups decreased in a dose-dependent manner. When the concentration of doxorubicin reached 4 mg / kg, the
proportion of cardiomyocyte apoptosis increased, the area of myocardial fibrosis increased, and the cross-sectional area of
the whole heart and cardiomyocyte decreased in the model groups compared with the NS group, and these differences were
statistically significant (P<0. 05). Conclusions 　 The indexes of cardiac fibrosis, cardiomyocyte apoptosis, atrophy and
survival rate of mice worsen with the increase of doxorubicin accumulation in vivo. A concentration of 4 ~ 6 mg / kg
doxorubicin is appropriate to build the model of chronic cardiotoxicity in mice, if doxorubicin exceeds this dose, the death
rate of mice will be high, which is not conducive to the later experiment.

【Keywords】　 doxorubicin; animal model; mouse; chronic cardiac toxicity

　 　 肿瘤心脏病是临床影响肿瘤患者生存率的一

类重要疾病,尤其是放疗或化疗药物诱发的心脏毒

性最为常见,其中化疗药物诱发心脏毒性在抗癌治

疗中发病率高,常常影响肿瘤患者的预后,是妨碍

肿瘤幸存者生命健康的一大挑战[1-4]。 目前针对化

疗药物诱发的心脏毒性尚无明确的治疗措施,建立

可靠的心脏毒性模型是进行药物研究的前提。 构

建心脏毒性模型多采用放疗或化疗药物进行干预,
化疗药物干预常以多柔比星药物腹腔注射构建心

脏毒性模型较为常见[5-6]。 且采用药物注射操作技

术简便、易于大量重复,是目前探索肿瘤心脏病治

疗方法的合适动物模型。
构建多柔比星诱导小鼠心脏毒性模型是心血

管基础研究常用的动物模型之一[7-8],也是探索肿

瘤心脏病的病理发生、发展以及治疗方法的前提,
然而通过查阅国内外相关文献发现,构建心脏毒性

模型采用的多柔比星药物浓度差异较大,给药策略

和评价指标不规范,给药浓度从 3 ~ 10 mg / kg 均有

涉及,其中有采用多柔比星给药浓度 3 mg / kg,隔天

给药 1 次,给药 2 周来构建该模型,以小鼠心超指

标:左室射血分数(LVEF)、左室短轴缩短率(LVFS)
下降为建模成功指标[9]。 也有采用 4 mg / kg 多柔比

星药物浓度连续注射 4 周,以血清中肌钙蛋白 T
(cTnT)、乳酸脱氢酶( LDH)和肌酸激酶-同功酶

(CK-MB)等指标上升视为建模成功指标[10]。 更甚

者提出在第 1、3、5 天给予多柔比星 10 mg / kg 腹腔

注射,1 周后也可检测到小鼠心功能下降,心肌细胞

凋亡[11],综合上述发现该模型对于造模用药剂量、
时间差异极大,且目前国内外研究对多柔比星构建

心脏毒性模型以何种浓度诱导,以及诱导的时间长

短均无定论[12-14]。 本研究通过参考临床多柔比星

化疗方案[15-16],并结合多柔比星药代动力学特征,
多柔比星血浆浓度呈多相衰减,终末相半衰期为 50
h[17],探讨在同等的造模时长(4 周)、给药周期(每
3 d 1 次)下系统地探讨不同浓度多柔比星对小鼠心

脏损伤、心脏组织结构变化的影响,以期构建出成

模率高且死亡率低的多柔比星慢性心脏损伤模型,
为后续开展多柔比星相关实验的广大研究者提供

造模参考依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级别实验雄性小鼠 C57BL / 6J,36 只,20 ~
22 g,6~8 周龄,购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司[SCXK(沪)2017-0005],在上海同济大学实验

动物中心[SYXK(沪)2018-0034]SPF 屏障环境(室
温 20℃ ~25℃,湿度 60%~70%)下饲养。 实验经上

海同济大学生物医学伦理委员会审批(TJHBLAC-
2019-057)。 实验过程遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂

　 　 盐酸多柔比星(Med Chem Express,美国;批号:
HY-15142);活化后的半胱氨酸蛋白 3 ( Cleaved-
caspase-3)(CST,美国;批号:9664S);促凋亡蛋白

(Bax) ( CST,美国;批号: ab182734);抑凋亡蛋白

(Bcl2)(CST,美国;批号:ab182858);抗-甘油醛-3
-磷酸脱氢酶(GAPDH)(CST,美国;批号:5174S);
山羊 抗 兔 IgG ( H + L ) ( Yeasen, 中 国; 批 号:
33101ES60);天狼猩红染色试剂盒(索莱宝科技有

限公司,中国;批号:S8060);麦胚凝集素染色试剂

盒(Thermo,美国;批号:L2785)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 造模

　 　 8 周龄 SPF 级别雄性 C57BL / 6J 小鼠 36 只,将
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其随机分为 NS 组、3 mg / kg 多柔比星剂量组、4 mg /
kg 多柔比星剂量组、5 mg / kg 多柔比星剂量组、6
mg / kg 多柔比星剂量组、7 mg / kg 多柔比星剂量组,
每组各 6 只。 实验小鼠根据分组腹腔注射不同浓度

多柔比星和生理盐水,每 3 d 1 次,共 10 次。 30 d
后,处死小鼠,取出心脏,用于后续实验。
1. 3. 2　 检测指标及方法

　 　 (1)HE 染色

参照文献[18],常规脱蜡至水后,按说明书使用

伊红-苏木素染料进行染色,心脏组织常规脱水透

明后进行封片处理,在显微镜下观察组织显色效果

并采集图像。
(2)天狼猩红染色

参照文献[19],常规脱蜡至水后,准备湿盒,用免

疫组化笔在组织周围画圈,按说明书使用天狼猩红

染料进行染色,心脏组织常规脱水透明后进行封片

处理,在显微镜下观察组织显色效果并采集图像。
(3)麦胚凝集素染色

参照文献[20],烤片,脱蜡至水,使用微波炉将组

织用柠檬酸钠修复液进行抗原热修复,甘氨酸室温

孵育 20 min,用 PBS 洗 1 次。 准备湿盒,用免疫组

化笔在组织周围画圈,按说明书要求进行麦胚凝集

素染色,染色完成后使用荧光显微镜观察组织显色

效果并采集图像,后续使用 Image J 软件统计心肌细

胞横截面积。
(4)蛋白免疫印迹(Western blot)
称取并研磨相同重量的心脏组织,裂解并提取

蛋白,测定蛋白浓度。 蛋白样品进行电泳、转膜、封
闭, 后 续 加 入 一 抗 GAPDH、 Bax、 Bcl2、 Cleaved-
caspase3 和相应二抗孵育,Bio-Rad 凝胶成像分析仪

曝光,Image J 统计各组灰度值。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 Graph Pad Prism 6. 0 统计软件进行统计

学分析,实验数据以平均数±标准差(􀭰x±s)表示,对
各项指标数据进行正态性检验,其中多组间比较用

One-Way ANOVA 分析法,多组间两两比较采用

Dunnett-t 检验,两组间均值差异采用两独立样本 t
检验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 不同浓度多柔比星对小鼠一般情况及生存率

的影响

　 　 与 NS 组相比,6 mg / kg 多柔比星模型组小鼠存

活 5 只,7 mg / kg 多柔比星模型组小鼠存活 1 只,其
余浓度模型组小鼠均存活,提示小鼠生存率随着多

柔比星的浓度增加而同步下降,见图 1A。 取材后对

各组小鼠心脏拍照观察,发现随着多柔比星浓度的

上升,小鼠心脏呈剂量依赖性的缩小,见图 1B。 同

时对小鼠心脏中段横截面进行 HE 染色,从图 1C 可

见,与生理盐水组相比,多柔比星组小鼠心脏整体

缩小,心室内径扩大,与肉眼观察相符。 后期对小

鼠的体重、心脏重量、心重比及其心胫比进行统计,
发现与 NS 组相比,多柔比星组小鼠的体重、心脏重

量、心胫比均下降,且随着多柔比星浓度的增加而

同步下降(P<0. 05),但在小鼠心重比参数上无统计

学差异(P>0. 05),可能与多柔比星注射后体重同步

下降有关,见图 1D~1G。
2. 2　 不同浓度多柔比星对心肌细胞凋亡的影响

　 　 心肌细胞凋亡是多柔比星诱导心肌细胞死亡

的方式之一,同时也是多柔比星诱导慢性心脏损伤

的病理表现之一[21]。 实验结果显示,与 NS 组相比,
多柔比星药物浓度为 3 mg / kg 时心脏组织中凋亡蛋

白 Cleaved-caspase3 的表达量未见明显增高,Bax /
Bcl2 比值也无明显上升(P>0. 05)。 而当药物浓度

达到 4 mg / kg 后,与 NS 组相比,Bax / Bcl2 比值明显

增加,有统计学差异,Cleaved-caspase3 的表达量增

加,但无统计学意义(P>0. 05)。 当给药浓度为 5~6
mg / kg 时,Bax / Bcl2 比值与 Cleaved-caspase3 表达均

明显增加,见图 2A~2F。
2. 3　 不同浓度多柔比星对小鼠心肌纤维化的影响

　 　 通过对心脏组织进行天狼猩红染色,结果显

示:3 mg / kg 多柔比星组与 NS 组相比,胶原纤维沉

积较少,心肌纤维化程度不明显,无统计学差异(P>
0. 05),见图 3A、3B。 当多柔比星剂量达到 4 mg / kg
以上时,与 NS 组相比,心脏组织中可见明显的胶原

纤维沉积,心肌纤维化程度加重,有统计学差异(P<
0. 05),图 3A、3B。 横向比较不同浓度多柔比星给

药组组间差异发现,小鼠心脏心肌纤维化程度并未

随着多柔比星给药浓度的增加而上升,可能是小鼠

心脏纤维化程度不具备明显的剂量依赖性特征,或
者是给药后观察时长不够导致。
2. 4　 不同浓度多柔比星对小鼠心肌细胞萎缩的

影响

　 　 前期通过对小鼠的一般情况进行统计,发现

61 中国比较医学杂志 2022 年 4 月第 32 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2022,Vol. 32,No. 4



多柔比星呈剂量依赖性降低小鼠的心脏重量,说
明多柔比星可能导致心脏萎缩。 通过对小鼠心

脏组织进行 WGA 染色发现,3 mg / kg 浓度造模组

与 NS 组相比,小鼠单个心肌细胞大小未见明显

缩小,无统计学差异( P> 0. 05) 。 而当多柔比星

浓度达到 4 mg / kg 以上时,小鼠单个心肌细胞可

见明显缩小,差异具有统计学意义(P<0. 05) ,见
图 4。

注:A:小鼠生存曲线;B:各组小鼠具有代表性的心脏图片;C:各组小鼠 HE 染色示意图;D:各组小鼠体重统计;E:各组小鼠心脏重量统计;

F:各组小鼠心重比统计;G:各组小鼠心胫比统计。 与生理盐水组比,∗∗∗P<0. 001,∗∗P<0. 01,∗P<0. 05,nsP>0. 05。

图 1　 不同浓度多柔比星对小鼠一般情况及生存率的影响(n= 6)
Note. A, Mouse survival curve. B, Pictures of representative hearts of mice in each group. C, Schematic diagram of HE staining of mice in each group.
D, Body weight statistics of mice in each group. E, Heart weight statistics of mice in each group. F, Statistics of the ratio of heart to body weight in

each group. G, Statistics of the tibia heart weight ratio of mice in each group. Compared with normal saline group, ∗∗∗P<0. 001,∗∗P<0. 01,∗P<

0. 05, nsP > 0. 05.

Figure 1　 Effects of different concentrations of doxorubicin on general condition and survival rate of mice
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注:A~D:蛋白免疫印迹检测 Cleaved-caspase3、Bax、Bcl2、GAPDH 的表达;E:Cleaved-caspase3 蛋白相对表达水平的统计图;F:Bax 蛋白相对水

平表达与 Bcl2 蛋白相对表达的比值统计图。 与生理盐水组比,∗∗∗P<0. 001,∗P<0. 05, nsP>0. 05。

图 2　 不同浓度多柔比星对心肌细胞凋亡的影响(n= 6)
Note. A~D, Representative Western blot of Cleaved-caspase3、Bax、Bcl2 and GAPDH protein expression. E, A statistical chart of Cleaved-caspase3
relative expression levels. F, Statistical diagram of the ratio of Bax protein relative level expression to Bcl2 protein relative level expression. Compared with

normal saline group, ∗∗∗P<0. 001, ∗P<0. 05, nsP>0. 05.

Figure 2　 Effects of different concentrations of doxorubicin on myocardial apoptosis

注:A:小鼠心肌细胞天狼猩红染色;B:小鼠心脏纤维化比例统计图。 与生理盐水组比,∗P<0. 05,nsP>0. 05。

图 3　 不同浓度多柔比星对小鼠心肌纤维化的影响(n= 6)
Note. A, Mice cardiomyocytes Sirius scarlet dye. B, Statistical map of the proportion of cardiac fibrosis in mice. Compared with normal saline group,
∗P<0. 05, nsP>0. 05.

Figure 3　 Effects of different concentrations of doxorubicin on myocardial fibrosis in mice
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注:A:小鼠心肌细胞麦胚凝集素染色; B: 不同浓度多柔比星对小鼠心肌细胞横截面积影响的统计图。 与生理盐水组比,
∗P<0. 05,nsP>0. 05。

图 4　 不同浓度多柔比星对小鼠心肌细胞萎缩的影响(n= 6)
Note. A, Mice cardiomyocytes wheat germ lectin staining. B, Statistical diagram of the effect of doxorubicin at different concentrations on the cross-

sectional area of myocardial cells in mice. Compared with normal saline group, ∗P<0. 05, nsP>0. 05.

Figure 4　 Effects of different concentrations of doxorubicin on myocardial cell atrophy in mice

3　 讨论

　 　 多柔比星为临床上治疗实体肿瘤的经典药物,
临床研究发现长期使用多柔比星会增加肿瘤病人

患心血管疾病的风险,以心律失常、左室功能障碍、
充血性心力衰竭等为主,其原因多数认为是多柔比

星随剂量及时间累积对心肌细胞损伤导致的凋亡、
萎缩以及对心肌纤维化的促进作用共同导致的心

室重构[3],在基础病理生理学以及药理学研究中,
小鼠腹腔注射多柔比星是常用的体内模型[5],可以

很好地模拟临床患者化疗后诱发的心脏毒性。
多柔比星除了急性大剂量心脏损伤外,小剂量

随时间和剂量蓄积是目前模型使用非常多的造模

方式,但因为国内外文献中对多柔比星诱导心脏模

型的给药浓度与给药时长不同,且未有统一定

论[13,22],前期课题组研究发现多柔比星损伤剂量与

致死量窗口非常窄,导致模型难以重复,本研究观

察不同剂量多柔比星在一定时间(4 周)内蓄积后体

重,心脏重量,生存率及病理学指标如凋亡、萎缩、
纤维化等指标,寻找比较合适的造模剂量。 从实验

结果可以看出,随着多柔比星药物浓度增加,小鼠

体重和心脏重量下降,生存率下降,但给药浓度低

于 4 mg / kg 则指标恶化不明显,高于 6 mg / kg 后小

鼠大量死亡,提示 4~6 mg / kg 的给药浓度是较合适

的造模方法。
多柔比星导致心室重构的主流观点是引起心

脏萎缩[23-24],在本研究中,我们使用了不同剂量的

多柔比星对小鼠心肌质量的影响进行评估。 研究

发现当多柔比星给药浓度达 4 mg / kg,且体内药物

累积剂量达 40 mg / kg 时,小鼠的心脏指数显著下

降,与目前的临床给药方案范围接近,且与临床实

验中发现的当人体内多柔比星的累积剂量接近为

30 mg / m2,会发生亚急性心肌萎缩的结论一致[25]。
对心肌细胞横截面积统计,进一步发现当多柔比星
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药物浓度达 4 mg / kg 是心肌细胞萎缩的开始,显微

镜下可见心脏中段横截面积与心肌细胞横截面积

明显缩小。 既往有观点认为心肌细胞凋亡亦可能

导致了心脏萎缩[26-27],本次课题组对心肌组织的凋

亡标志蛋白 Cleaved-caspase3、Bax、Bcl2 的观察佐证

了此观点:3 mg / kg 浓度的多柔比星组凋亡蛋白

Cleaved-caspase3 表达及 Bax / Bcl2 比值相较 NS 组

未见明显上升,而当多柔比星浓度达到 4 mg / kg 后,
心脏中凋亡蛋白 Cleaved-caspase3 的表达及 Bax /
Bcl2 的比值均明显上升。 在 4 ~ 6 mg / kg 给药浓度

范围内可见凋亡蛋白 Cleaved-caspase3 的表达及

Bax / Bcl2 的比值呈剂量依赖性上升,课题组不同剂

量多柔比星对乳鼠心肌细胞凋亡的体外研究(数据

未发布)亦佐证了体内的趋势。
除了心肌细胞萎缩、凋亡外,心肌纤维化也是

导致心室重构的另一中病理表现[28]。 为了探讨不

同浓度多柔比星对小鼠心脏纤维化程度的影响,课
题组对不同剂量多柔比星处理后小鼠的心脏石蜡

切片采用天狼猩红染色,结果显示 3 mg / kg 多柔比

星组小鼠相较 NS 组心肌纤维化比例未见明显增

加,当多柔比星浓度达到 4 mg / kg 时,可见明显的胶

原沉积在心脏间质中,心肌纤维化加重,4 ~ 6 mg / kg
模型组小鼠心肌纤维化程度明显比 3 mg / kg 模型组

严重,但 3 组模型组组间两两比较发现,小鼠心肌纤

维化程度大约一致,并未随着多柔比星浓度与剂量

的进一步增多而加重,可能是由于多柔比星剂量累

积到一定程度后,小鼠心脏纤维化程度不具备明显

的剂量依赖性特征,或者是给药后观察时长不够

导致。
本研究尚存一些不足之处,未对小鼠心功能、

血流动力学等指标进行检测,但是本研究通过心脏

重量、心胫比、心重比、心脏组织 HE 染色、WGA 染

色、天狼猩红染色及凋亡蛋白检测等指标从侧面反

映了多柔比星可诱导小鼠心室重构,相较心超更具

说服力。 本研究也未从药物时间依赖性角度对多

柔比星诱导小鼠心脏损伤进行研究,有待后续更进

一步深入探讨。
综上所述,当多柔比星给药浓度达到 4 mg / kg

时,小鼠心脏结构发生改变,可见心脏缩小,心肌细

胞萎缩,心肌细胞凋亡及心肌纤维化等,当给药浓

度达到 7 mg / kg 时,小鼠多数死亡,反应出多柔比星

造模小鼠心脏损伤窗口比较窄,4 ~ 6 mg / kg 可作为

多柔比星诱导小鼠慢性心脏损伤模型的参考浓度。

本实验从整体上对不同浓度给药剂量的多柔比星

模型组的诱导的心脏损伤加以全面地评价、分析并

提供安全、可靠的给药剂量。
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基于自噬探讨芬太尼复合丙泊酚对大鼠心脏缺血
再灌注损伤的影响

严　 琳,李亚萍,王　 冬,贾文琴,阎文军∗

(甘肃省人民医院麻醉手术科,兰州　 730000)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于自噬探讨芬太尼复合丙泊酚对大鼠心脏缺血再灌注(I / R)损伤的影响。 方法　 健康雄

性 SPF 级 SD 大鼠 30 只,随机分为 5 组:假手术组、模型组、芬太尼治疗组、丙泊酚治疗组和芬太尼+丙泊酚治疗组。
除假手术组外,其余大鼠均建立心肌缺血再灌注损伤模型,芬太尼治疗组、丙泊酚治疗组和芬太尼+丙泊酚治疗组

在造模前分别用 20 μg / kg 芬太尼、50 mg / kg 丙泊酚以及 20 μg / kg 芬太尼复合 50 mg / kg 丙泊酚预处理。 实验结束

后 30 min 处死大鼠,取心脏组织做后续检测。 通过 HE 和 TUNEL 染色观察大鼠心脏组织病理损伤,TTC 染色观察

大鼠心肌梗塞面积,电镜观察心肌自噬泡的形成情况,Western blot 检测自噬相关蛋白 Beclin1、ATG5 和 LC3B 的表

达情况。 结果　 与假手术组相比,模型组大鼠心肌病理变化损伤严重,心脏细胞凋亡与梗死面积百分比升高,心肌

细胞线粒体发生肿胀及自噬相关蛋白 Beclin1、ATG5 和 LC3B-II 表达增加;与模型组相比,20 μg / kg 芬太尼、50 mg /
kg 丙泊酚以及 20 μg / kg 芬太尼复合 50 mg / kg 丙泊酚预处理均显著减少了 I / R 大鼠心肌病理损伤,降低了心脏细

胞凋亡与梗死面积百分比,并减轻了心肌细胞线粒体肿胀程度及降低了自噬相关蛋白 Beclin1、ATG5 和 LC3B-II 的
表达,20 μg / kg 芬太尼复合 50 mg / kg 丙泊酚预处理在其中的表现最好,而芬太尼和丙泊酚之间没有显著差异。 结

论　 芬太尼和丙泊酚均能抑制心肌细胞自噬和线粒体肿胀,同时减轻心肌 I / R 损伤,20 μg / kg 芬太尼与 50 mg / kg
丙泊酚对心肌 I / R 损伤的治疗效果没有显著差异,此外,芬太尼和丙泊酚联合使用对心肌 I / R 损伤有协同作用。
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The effects of fentanyl combined with propofol on heart
ischemia-reperfusion injury in rats via autophagy
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(Department of Anesthesia Operation, Gansu Province People’s Hospital, Lanzhou 730000, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effect of fentanyl combined with propofol on cardiac autophagy and
cardiac ischemia reperfusion injury (I / R) in rats. Methods　 Thirty healthy male SPF SD rats were randomly divided into
five groups: the sham group, model group, fentanyl group, propofol group and fentanyl+propofol group. The I / R model was
established for all groups except the sham group. The fentanyl group, propofol group and fentanyl+propofol treatment group
were pretreated with 20 μg / kg fentanyl, 50 mg / kg propofol and 20 μg / kg fentanyl combined with 50 mg / kg propofol,



respectively. After 30 min, the rats were sacrificed and heart tissue was collected for analyses. HE and TUNEL staining
were used to observe the pathological injury of rat heart tissue, TTC staining was used to observe the area of myocardial
infarction and electron microscopy was used to observe mitochondrial structure. Western blot was used to detect the
expression of autophagy-related proteins Beclin1, ATG5 and L3B. Results　 Myocardial pathological changes were observed
in the model group but not the sham group; in addition, the percentage of cardiac cell apoptosis and infarct area were
increased, mitochondrial swelling in myocardial cells was observed and the expression of autophagy-related proteins
Beclin1, ATG5 and L3B-II were increased. Treatment of 20 μg / kg fentanyl, 50 mg / kg propofol and 20 μg / kg fentanyl
combined with 50 mg / kg propofol pretreatment significantly reduced myocardial pathological injury, cardiac apoptosis and
percentage of infarct area in I / R rats. The treatments alleviated mitochondrial swelling in myocardial cells and decreased the
expression of autophagy-related proteins Beclin1, ATG5 and L3B-II. Pretreatment of 20 μg / kg fentanyl combined with 50
mg / kg propofol showed the best performance among the three treatments; there was no significant difference between
fentanyl and propofol. Conclusions 　 Both fentanyl and propofol inhibit autophagy, alleviate mitochondrial swelling and
reduce myocardial I / R injury. There was not a significantly different effect between 20 μg / kg fentanyl and 50 mg / kg
propofol in the treatment of myocardial I / R injury. In addition, the combination of fentanyl and propofol had a synergistic
effect on myocardial I / R injury.

【Keywords】　 myocardial ischemia reperfusion; fentanyl; propofol; autophagy; autophagosome

　 　 心肌缺血是世界上最常见围术期死亡的原因。
目前心肌缺血的主要治疗方法是及时再灌注。 然

而,再灌注方法使心肌更容易受到严重损伤,称为

心肌缺血再灌注损伤( I / R),这限制了再灌注治疗

的发展[1]。 芬太尼(fentanyl)作为阿片受体激动剂,
作用于边缘系统与情绪有关的阿片类受体,有消除

紧张和焦虑的作用。 由于具有镇痛效价高、降低心

肌氧耗及无组胺释放的优势,目前已广泛应用于手

术前诱导、术中维持以及术后的镇静与镇痛,已基

本取代吗啡。 丙泊酚(propofol)具有起效快、苏醒迅

速的特点,目前已是临床上常用的静脉麻醉药物。
研究表明,芬太尼及丙泊酚可抑制 NF-κB 的过度产

生,从而减轻组织器官缺血 /再灌注损伤的作用[2]。
自噬在心肌 I / R 中是把双刃剑:在缺血时,自噬保护

心肌,但过度自噬在再灌注时损害心肌[3]。 然而目

前关于芬太尼以及丙泊酚二者单独使用对心肌缺

血再灌注损伤的保护效果如何以及联合应用在心

肌缺血再灌注损伤中是否优于单纯使用芬太尼或

丙泊酚尚不清楚。 因此,本研究基于自噬作用,探
究芬太尼、丙泊酚及其联合使用对心肌缺血再灌注

损伤的治疗作用,为进一步明确其具体机制提供

参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 健康雄性 SPF 级 SD 大鼠 30 只,8 周龄,(250±
20)g,购于成都达硕生物有限公司[SCXK(川)2020
-030]。 实验在甘肃中医药大学[SYXK(甘)2021-

0004]进行,整个实验饲养条件为自由采食及饮水,
12 h / 12 h 光照 /黑暗条件下正常饲养,温度约(22±
2)℃。 本研究的动物实验经甘肃省人民医院医学

伦理委员会批准(IACUC-2021-248),并遵守审批内

容实施,实验符合 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 TUNEL 试剂盒(Vazyme,南京,中国,No.A112-
01);TTC 试剂( Sangon,上海,中国,No. 298-96-4);
LC3B ( ab192890 )、 Beclin1 ( ab210498 )、 ATG5
(ab108327)、β-actin(ab8226)抗体均购自 Abcam 公

司( Cambridge,美国)。 CKX41 光学显微镜 ( 170
Olympus, Tokyo, 日本); EM-1400PLUS 透 射 电 镜

(JEOL,Tokyo,日本)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组与造模

　 　 (1)I / R 造模

造模方法根据已有报道进行造模[4],具体步骤

为:各组大鼠均腹腔注射 l%戊巴比妥钠 60 mg / kg
麻醉,固定于实验台。 胸部剃毛、常规消毒。 然后

将气管插管后接入动物呼吸机通气,通气频率为每

分钟 60~80 次,潮气量 5 mL。 于左锁骨中线第 4 肋

间开胸,暴露心脏,用尼龙线结扎左冠状动脉前降

支 30 min,后松开结扎线再灌注 2 h,建立心肌缺血

再灌注损伤大鼠模型。
(2)实验分组

将 30 只大鼠随机分为 5 组,每组 6 只大鼠:假
手术组 ( Sham)、模型组 (Model)、芬太尼治疗组

(Fentanyl)、丙泊酚治疗组(Propofol)和芬太尼+丙
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泊酚治疗组(Fentanyl+propofol)。 模型组只行左冠

状动脉前降支结扎 30 min,芬太尼治疗组结扎前给

予 20 μg / kg 芬太尼,之后结扎 30 min;丙泊酚治疗

组结扎前给予 50 mg / kg 丙泊酚,芬太尼+丙泊酚治

疗组给予 20 μg / kg 芬太尼以及 50 mg / kg 丙泊酚后

结扎 30 min。 假手术组按照 I / R 造模中同样的方式

打开胸腔,不进行左冠状动脉前降支结扎和药物治

疗,其余处理与 I / R 造模处理方法一致(与其余 4
组时间相同)。 实验完成后,处死,迅速取出大鼠心

脏用于后续检测。
1. 3. 2　 检测指标

　 　 (1)HE 染色

将心脏组织用 4%多聚甲醛固定后,石蜡块包

埋、脱水、切片,然后分别用苏木精和伊红染色,通
过光学显微镜观察染色结果。

(2)TUNEL 染色

采用 TUNEL 试剂盒对心脏组织凋亡进行检测。
Proteinase K 和 2%过氧化氢修复后,将心脏切片与

50 μL 末端脱氧核苷酸转移酶反应混合物在 37℃黑

暗环境中覆盖 60 min。 然后用 SSC 溶液停止 15
min,最后用 DAPI 染色对细胞核进行染色,在 488
nm 的激发光照射下可视化。

(3)TTC 染色

收集新鲜心脏,其切成 2~3 mm 的切片,将切片

在 1% 2,3,5-三苯基氯化四唑(TTC)溶液中于 37℃
避光孵育 20 min。 使用 Image J 软件拍摄和分析

图像。
(4)电镜

将新鲜心脏组织用 PBS 清洗后,先固定在冰冷

3%戊二醛溶液中,然后用 1%四氧化锇再固定。 脱

水切片后,先用醋酸铀染色 10 min,再用枸橼酸铅染

色 1 min,室温下染色, JEM-1400PLUS 透射电镜

观察。
(5)Western blot
使用蛋白提取试剂盒提取心脏组织中总蛋白,

通过 BCA 蛋白试剂盒测定总蛋白含量。 接下来采

用 SDS-PAGE 分离蛋白,将蛋白质转 PVDF 膜上,置
于 4℃ 下添加一抗 LC3B、Beclin1、ATG5 与 β-actin
抗体(1 ∶ 500),孵育过夜。 洗涤后添加对应的二抗

(1 ∶ 5000),常温下孵育 2 h。 以 β-actin 为内参,对
LC3B、Beclin1、ATG5 蛋白水平进行定量分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有数据采用 GraphPAD 8 软件进行处理,结

果用平均数±标准差(􀭰x±s)表示两组之间比较采用

非配对 T 检验,3 组及以上比较采用单因素方差分

析,组间两两比较采用 LSD 方法检验,P<0. 05 为差

异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 芬太尼复合丙泊酚对心脏缺血再灌注大鼠心

脏组织病理损伤的作用

　 　 假手术组大鼠心脏组织结构清晰,心肌纤维形

态正常,间质内无炎性细胞浸润,细胞凋亡数目极

少;跟假手术组相比,模型组大鼠出现多量心肌纤

维坏死,胞核溶解消失,坏死区域或间质见炎性细

胞浸润,亦见出血,少量红细胞溢出,此外还见细胞

大量凋亡。 与模型组相比,芬太尼治疗组、丙泊酚

治疗组和芬太尼+丙泊酚治疗组均减少了模型大鼠

的心肌纤维坏死、炎性细胞浸润、出血及细胞凋亡,
其中芬太尼+丙泊酚治疗在 3 个治疗组中表现了最

好的治疗效果,芬太尼治疗与丙泊酚治疗之间没有

显著差异,见图 1。
2. 2　 TTC 染色观察大鼠心肌梗塞面积

　 　 TTC 染色结果表明,假手术组大鼠未发生心肌

梗塞,而通过缺血再灌注造模后,模型组大鼠心脏

出现心肌梗塞;与模型组相比,芬太尼治疗组、丙泊

酚治疗组和芬太尼+丙泊酚治疗组大鼠心肌梗塞面

积显著减少,并且 3 个治疗组中,芬太尼+丙泊酚治

疗组大鼠心肌梗塞面积减少最显著,而芬太尼治疗

组与丙泊酚治疗组之间没有显著差异,见图 2。
2. 3　 透射电镜观察大鼠心肌线粒体结构

　 　 透射电镜结果表明,假手术组大鼠心肌细胞形

态结构较正常,肌原纤维排列整齐,暗带、Z 线及 M
线清晰平直,线粒体形态结构正常。 模型组大鼠心

肌细胞的多数线粒体发生肿胀,嵴断裂、溶解,甚至

消失。 与模型组相比,芬太尼治疗组、丙泊酚治疗

组和芬太尼+丙泊酚治疗组大鼠心肌细胞的线粒体

肿胀程度减轻,其中芬太尼+丙泊酚治疗组的线粒

体肿胀改善程度最显著,芬太尼治疗组和丙泊酚治

疗组之间没有显著差异,见图 3。
2. 4　 Western blot 检测大鼠心脏组织自噬相关蛋

白的表达

　 　 Western blot 检测自噬相关蛋白的结果如图 4
所示,与假手术组大鼠相比,模型组大鼠心脏组织

Beclin1、ATG5 和 LC3B-Ⅱ的蛋白表达以及 LC3B-
Ⅱ / LC3B-Ⅰ比值显著升高,LC3B-Ⅰ蛋白表达显著减
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注:与模型组比较,∗∗∗P<0. 001;与芬太尼+丙泊酚治疗组比较,&P<0. 05。

图 1　 通过 HE 和 TUNEL 染色观察大鼠心脏组织病理损伤

Note. Compared with model group, ∗∗∗P<0. 001. Compared with fentanyl+propofol group, &P<0. 05.

Figure 1　 HE and TUNEL staining were used to observe the pathological damage of rat heart tissue

注:与模型组比较,∗∗∗P<0. 001;与芬太尼+丙泊酚治疗组比较,&&&P<0. 001。

图 2　 TTC 染色观察大鼠心肌梗塞

Note. Compared with model group, ∗∗∗P<0. 001. Compared with fentanyl+propofol group, &&&P<0. 001.

Figure 2　 TTC staining was used to observe myocardial infarction in rats
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注:黑色箭头:线粒体肿胀。

图 3　 透射电镜观察心肌线粒体结构

Note. Black arrow, Mitochondrial swelling.

Figure 3　 Structure of myocardial mitochondria and the formation of autophagy vacuoles were
observed by transmission electron microscopy

注:与模型组比较,∗∗∗P<0. 001;与芬太尼+丙泊酚治疗组比较,&&&P<0. 001。

图 4　 Western blot 检测大鼠心脏组织自噬相关蛋白的表达

Note. Compared with model group, ∗∗∗P<0. 001. Compared with fentanyl+propofol group, &&&P<0. 001.

Figure 4　 Expression of autophagy related proteins were detected by western blot in rat heart tissue

少,表明缺血再灌注激活了大鼠心脏组织的自噬;
与模型组相比,芬太尼治疗组、丙泊酚治疗组和芬

太尼+丙泊酚治疗组大鼠心脏组织 Beclin1、ATG5 和

LC3B-Ⅱ的蛋白表达以及 LC3B-Ⅱ / LC3B-Ⅰ比值显

著降低,LC3B-Ⅰ蛋白表达显著增加,表明芬太尼治

疗、丙泊酚治疗和芬太尼+丙泊酚治疗均有效降低

I / R 大鼠的心脏组织自噬,其中芬太尼+丙泊酚治疗

表现最好,芬太尼治疗与丙泊酚治疗之间没有显著

差异。

3　 讨论

　 　 尽管对 I / R 损伤的研究历史悠久,但研究人员

仍在不断尝试进一步研究这一现象。 目前认为细

胞凋亡是缺血再灌注损伤引起细胞死亡的主要原

因[5-6]。 有报道表明芬太尼、丙泊酚可通过抑制细

胞凋亡作用进而减轻大鼠的 I / R 损伤[7-8]。 我们研

究发现,单独使用 20 μg / kg 芬太尼、50 mg / kg 丙泊

酚及其联合使用均能有效减少缺血再灌注引起的

心脏细胞凋亡,减轻心脏组织的损伤;其中,20 μg /
kg 芬太尼和 50 mg / kg 丙泊酚对 I / R 损伤的治疗效

果之间没有显著差异,而 20 μg / kg 芬太尼与 50 mg /
kg 丙泊酚联合使用比他们的单独使用疗效更好,说
明芬太尼与丙泊酚对抑制 I / R 损伤有协同作用。

心肌梗死面积大小也是评价 I / R 损伤疗效的重

要指标之一。 已有研究表明,20 mg / kg,40 mg / kg
和 60 mg / kg 丙泊酚能有效减少 I / R 大鼠心肌梗死

面积、心脏内膜出血和炎性细胞浸润,提示丙泊酚

可一定程度改善大鼠心肌再灌注心肌病理损伤[9]。
此外,李方江等[10]研究表明 5 μg / kg 芬太尼能有效

减少兔 I / R 损伤心肌梗死面积,并有效减少心率失
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常的发生率。 然而,丙泊酚与芬太尼联合使用是否

对 I / R 损伤心肌梗死有更好的治疗效果尚不清楚。
我们研究表明,20 μg / kg 芬太尼和 50 mg / kg 丙泊酚

均对 I / R 大鼠心肌梗死有显著的治疗效果,但两者

的治疗效果并没有显著差异;进一步地,我们研究

还发现 20 μg / kg 芬太尼和 50 mg / kg 丙泊酚联合使

用对 I / R 大鼠心肌梗死的治疗效果优于它们的单独

使用,说明芬太尼与丙泊酚对 I / R 损伤心肌梗死的

治疗有协同作用。
线粒体是急性 I / R 发作后心肌细胞命运的关键

决定因素。 特别是,急性 I / R 会诱导线粒体通透性

转换孔(MPTP)的开放,这是一种通过解偶联氧化

磷酸化并导致线粒体肿胀来介导心肌细胞凋亡的

事件[11-12]。 因此我们推测芬太尼和丙泊酚通过改

善线粒体损伤减少心肌细胞凋亡。 本研究结果表

明:20 μg / kg 芬太尼和 50 mg / kg 丙泊酚均显著抑制

了 I / R 大鼠的心肌细胞线粒体肿胀,两者之间并没

有显著差异;此外 20 μg / kg 芬太尼和 50 mg / kg 丙

泊酚联合使用对抑制 I / R 大鼠心肌细胞线粒体肿胀

比它们单独使用有更好的作用。 这些结果表明,芬
太尼和丙泊酚均可以抑制 I / R 损伤引起的心肌细胞

线粒体肿胀,从而减少细胞凋亡,并且芬太尼和丙

泊酚对抑制 I / R 损伤引起的心肌细胞线粒体肿胀有

协同作用。
自噬是一种生理过程,细胞中受损的蛋白质或

细胞器会被隔离在自噬体内,然后与溶酶体融合进

行降解[13]。 研究表明,肿胀的线粒体失去线粒体膜

电位(ΔΨm),启动 PINK1-PRKN 通路进行自噬[14]。
然而,过度的自噬会促进细胞死亡和凋亡[15-17],尤
其是心肌细胞和内皮细胞。 在某些情况下,自噬失

调和持续的自噬会抑制细胞增殖,甚至加速心肌细

胞死亡和凋亡[18-19],而心肌再灌注损伤是过度自噬

的结果[20]。 同时,功能失调的自噬也会加重线粒体

氧化应激和损伤[21]。 此前有研究表明,异丙酚通过

调控自噬相关基因抑制心肌凋亡,减轻 I / R 损

伤[22-23]。 为进一步地探究芬太尼、丙泊酚及其联合

使用对 I / R 损伤心肌自噬的调节作用,我们对自噬

相关蛋白进行了检测。 ATG5 作为 ATG12-ATG5-
ATG16 复合物的一部分,在自噬囊泡形成中必不可

少[24-25]。 ATG12-ATG5-ATG16 复合物定位于膜外

表面,使 ATG8(LC3)与磷脂酰乙醇胺(PE)结合形

成 ATG8-PE 复合物,促进自噬膜的伸长、闭合并形

成自噬体和溶酶体[24],而自噬体与溶酶体的融合需

要 Beclin1 介导[26-27]。 我们的研究显示,20 μg / kg
芬太尼和 50 mg / kg 丙泊酚抑制了 I / R 中心脏组织

Beclin1、ATG5 和 LC3B-Ⅱ 的 蛋 白 表 达, 降 低 了

LC3B-Ⅱ / LC3B-Ⅰ的比值,增加了 LC3B-Ⅰ蛋白的表

达,表明芬太尼与丙泊酚对I / R心肌细胞自噬有抑

制作用,此外,本研究也表明了芬太尼与丙泊酚对

I / R 心肌细胞自噬抑制的协同作用。
我们的研究发现芬太尼和丙泊酚都能抑制自

噬,同时减轻线粒体肿胀改善 I / R 大鼠心肌细胞损

伤,其中芬太尼与丙泊酚有协同作用,但芬太尼与

丙泊酚对改善 I / R 心肌细胞损伤的协同作用仅做了

一个初步探索,其具体机制及最佳配比还需进一步

研究。
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三点金中黄酮类化合物对溃疡性结肠炎小鼠的
干预作用及其对肠道菌群的影响

李　 婷,邹秋萍,毛泽伟,吴石丽,何红平,李艳平∗

(云南中医药大学中药学院,昆明　 650500)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨民族药三点金总黄酮及其中单体化合物毛蕊异黄酮和刺芒柄花素对右旋葡聚糖硫酸钠

(DSS)诱导的溃疡性结肠炎(UC)小鼠的干预作用及对其肠道菌群的影响。 方法　 用 3% DSS 构建 UC 小鼠模型,
将 30 只 C57BL / 6 小鼠分为正常组、模型组、三点金总黄酮组(500 mg / kg)、毛蕊异黄酮组(100 mg / kg)以及刺芒柄

花素组(100 mg / kg)。 观察小鼠体重变化,进行疾病活动指数(DAI)、结肠组织病理学评分,检测小鼠血清中 IL-1β
和 IL-6 含量,通过高通量测序分析小鼠肠道菌群的变化。 结果　 三点金总黄酮、毛蕊异黄酮以及刺芒柄花素可有

效减轻小鼠结肠炎症状,降低炎症因子表达;菌群测序结果显示三点金总黄酮、毛蕊异黄酮以及刺芒柄花素使得肠

道菌群的多样性明显提高,科水平上主要表现为致病菌群螺杆菌科比例降低,Muribaculaceae 和毛螺菌科比例升高;
属水平上主要表现为乳酸菌属的增加和条件致病菌拟杆菌的减少;种水平上主要表现对机会致病菌拟杆菌和大肠

杆菌的减少。 结论　 三点金总黄酮、毛蕊异黄酮以及刺芒柄花素对 UC 小鼠的体征及炎性因子有一定的改善作用,
对肠道菌群有良好的恢复作用。

【关键词】 　 三点金;总黄酮;毛蕊异黄酮;刺芒柄花素;溃疡性结肠炎;肠道菌群
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Therapeutic effect of flavonoids from Desmodium triflorum on an ulcerative
colitis mouse model and the influence on intestinal flora

LI Ting, ZOU Qiuping, MAO Zewei, WU Shili, HE Hongping, LI Yanping∗

(Yunnan University of Chinese Medicine, College of Chinese Medicine, Kunming 650500, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 The purpose of this study was to investigate the effect of total flavones of Desmodium
triflorum, calycosin and formononetin from D. triflorum on mice with dextran sodium sulfate ( DSS)-induced ulcerative
colitis (UC) and analyze the effects on intestinal flora. Methods 　 Thirty C57BL / 6 mice were treated with 3% DSS to
establish the UC model and divided into the normal group, model group, total flavones of Desmodium triflorum group (500
mg / kg), calycosin group (100 mg / kg) and formononetin group (100 mg / kg). Body weight changes, disease activity index
(DAI), colon histopathology score and IL-1β and IL-6 cytokine expression levels in the serum of the mice were



determined, and changes of intestinal flora in mice were detected by high-throughput sequencing. Results　 Administration
of total flavones of D. triflorum, calycosin and formononetin from D. triflorum effectively alleviated colonic inflammatory
symptoms and reduced the expression of inflammatory factors in UC mice, Resulting in a good therapeutic effect. Treatment
with total flavones of D. triflorum, calycosin and formononetin from D. triflorum significantly increased the diversity of
intestinal microflora. The proportion of Helicobacteraceae was decreased and those of Muribaculaceae and Lachnospiraceae
were increased at the family level. The proportion of Bacteroides was decreased and that of Lactobacillus was increased at the
genus level. Regarding the species level, the proportions of Bacteroides and Escherichia coli were decreased. Conclusions　
Total flavones of D. triflorum, calycosin and formononetin from D. triflorum improve the changes of physical signs and
inflammatory factors of UC mice and had a good recovery effect on intestinal flora.

【Keywords】　 Desmodium triflorum; total flavonoids; calycosin; formononetin; ulcerative colitis; intestinal flora

　 　 溃疡性结肠炎(ulcerative colitis,UC)是一种发

生在直肠和结肠黏膜的慢性炎症性疾病,病因未

明,反复发作是其典型特征,对患者的生活造成极

大的困扰,被 WTO 列为难治症之一,近年来 UC 的

发病率呈显著上升趋势[1-3]。 UC 发病机制复杂,涉
及患者的遗传、免疫系统和环境因素之间的相互作

用[4]。 其中,慢性炎症反应和免疫应答紊乱是造成

UC 的关键病理环节,而肠道内菌群紊乱又是造成

炎症反应和免疫应答改变的重要因素[5]。 近年来,
越来越多的研究表明肠道菌群失调与 UC 的发生密

切相关[6-7],主要表现为患者局部微脉管系统损伤,
产生趋化因子,引起白细胞游出,从而扩大炎症反

应,这使得上皮屏障破坏,肠道中有害菌产物进入

血液系统导致发病[8]。
三点金(Desmodium triflorum(L.)DC.)为豆科山

蚂蝗属多年生植物,又名斑鸠窝,遍地金钱,在多种

少数民族医学著作中记载它的全草可以用来治疗

各种炎症包括急性肠炎、大叶性肺炎、感冒发烧、咳
嗽和肝炎[9]。 本课题组前期的研究从云南省昆明

市嵩明县的豆科山蚂蝗属植物三点金中分离纯化

得到 12 个化合物,包括牡荆素、异牡荆素、刺芒柄花

素、毛蕊异黄酮等一系列黄酮及其苷类化合物。 这

些黄酮类化合物在抗炎方面表现出显著的作用。
如 Yang 等[10]发现刺芒柄花素是通过上调 Nrf2 的

表达而起到抑制溃疡性结肠炎的作用。 Chao 等[11]

发现毛蕊异黄酮可通过抑制 NF-κB 通路和 JNK 通

路活化抑制小鼠巨噬细胞炎性因子的产生。 上述

研究表明刺芒柄花素和毛蕊异黄酮可能对 UC 也有

一定的治疗作用。 因此,本研究探讨了是否是通过

三点金总黄酮及其两个单体化合物的干预起到了

对 UC 小鼠的改善作用及肠道菌群失衡的调节作

用,为民族药三点金总黄酮及其两个单体化合物作

为 UC 治疗药物提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 C57BL / 6 雄性小鼠购自湖南斯莱克景

达实验动物有限公司(30 只,6 周龄,体重 18~20 g)
[SCXK(湘)2019-0004]。 在 SPF 级动物房饲养,昼
夜节律 12 h / 12 h,实验前适应性饲养 1 周。 动物饲

养使用标准鼠饲料和水,饲养于云南中医药大学动

物房[SYXK(滇) K2017-0005]。 所有动物实验均

经云南中医药大学动物实验伦理委员会审查通过

(IACUC-06202006)并遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 刺芒柄花素(南京源植生物科技有限公司,批
号:20180801);毛蕊异黄酮(南京源植生物科技有

限公司,批号:20170926),纯度均大于 95%;DSS(美
国 MP 公司,批号 SR01606);IL-1β、IL-6 ELISA 试剂

盒( 杭 州 联 科 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司, 批 号

A201B90612 和 A20600643);DNA 提取试剂盒(美
国 Omega Bio-Tek 公司);GeneJET 胶回收试剂盒

(美 国 Thermo Scientific 公 司 ); Phusion􀅺 High-
Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer (美国 New
England Biolabs 公司)。 分析天平 AR224CN(常州

奥豪斯仪器有限公司);超低温冰箱(美国 Thermo
Scientific 公司);酶标仪 SPARK 10M(瑞士 TECAN
公司);Ion S5TMXL(美国 Thermo Fisher Scientific 公

司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组

　 　 将动物随机分为正常组(N1)、模型组(M1)、三
点金总黄酮组(TF1) (500 mg / kg)、毛蕊异黄酮组

(F1)(100 mg / kg)和刺芒柄花素组(F2) (100 mg /
kg),每组 6 只。
1. 3. 2　 三点金总黄酮的制备

　 　 在课题组前期工作的基础,将民族药用植物三
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点金的地上部分(1 kg)干燥后粉碎,用 70%丙酮在

室温下超声提取,提取液减压浓缩得到总浸膏。 所

得浸膏用蒸馏水混悬,用石油醚萃取除去叶绿素,
水相经乙酸乙酯萃取,萃取物浓缩后经大孔吸附树

脂柱,依此用水,90%,100%甲醇-水进行洗脱,90%
甲醇-水洗脱部分减压浓缩,经三氯化铁反应鉴定

90%甲醇-水洗脱部分富含黄酮类成分,即为三点金

总黄酮。
1. 3. 3　 造模方法及药物干预

　 　 参照参考文献 [12] 的造模方法及通过预实验

实践后,将小鼠适应性饲养 1 周,正常组和模型

组灌胃给予 0. 5%羧甲基纤维素钠溶液、3 个给

药组 TF1、F1 及 F2 组灌胃给予相应浓度的药物,
连续给药 11 d,从第 1 天开始,除正常组外,其余

各组小鼠的饮用水更换为 3% DSS 水溶液连续 8
d,第 9 天将 3% DSS 水溶液更换为饮用水至实验

结束。
1. 3. 4　 检测指标与方法

　 　 (1)UC 小鼠的观察与评分

参照参考文献[13] 中的方法,在实验期间,每天

观察小鼠的体征状态并记录体重。 通过小鼠的腹

泻及便血情况得出小鼠 DAI 评分,判断溃疡性结肠

炎模型是否构建成功。 DAI 评分=(体重下降分数+
大便性状分数+便血分数) / 3。 DAI 的具体评分标

准如表 1。
(2)结肠病理切片观察肠黏膜损伤程度

造模结束后,颈椎脱臼法处死小鼠,立即解剖,
取小鼠结肠中段约 1 cm 左右,于 4%多聚甲醛中浸

泡 48 h 固定,脱水,石蜡包埋,制片(4 μm 厚),HE
染色。 参照参考文献[14] 中的方法进行组织病理学

评分,如表 2 所示。
(3)动物取血及血清处理

实验结束当天,取眼眶血,3000 r / min,4℃离心

10 min,收集上清。 于 - 80℃ 冰箱储存备用。 按

ELISA 试剂盒说明书测定各组血清中 IL-1β、 IL-6
含量。
1. 3. 5　 小鼠粪便样本采集

　 　 在实验结束前 1 d,确认模型成功后,用左手抓

取小鼠,促使小鼠应激性排便,右手持无菌 EP 管保

证相对无菌环境下收集小鼠粪便。 粪便收集结束

后标记样本,置于冰盒中,及时放入-80℃冰箱保存

备用,避免反复冻融。
表 1　 DAI 评分标准

Table 1　 Score criteria of DAI
计分
Score

体重下降(%)
Loss of weight

大便性状
Stool characteristics

便血
Hematochezia

0 / 正常
Normal

阴性(-)
Negative(-)

1 1~5 松散但不黏肛周
Loose but not sticky around the anus

阳性(±)
Positive(±)

2 5~10 松散但不黏肛周
Loose but not sticky around the anus

阳性(+)
Positive(+)

3 10~15 松散黏肛周
Loose and sticky around the anus

阳性(++)
Positive(++)

4 >15 腹泻
Diarrhea

肉眼血便(>++)
Bloody stool(>++)

表 2　 病理切片评分
Table 2　 Score of pathological section

评分
Score

炎症程度
Degree of inflammation

隐窝损伤
Crypt injury

炎症深度
Depth of inflammation

炎症浸润面积
Inflammatory infiltration area

0 无
Nothing

无
Nothing

无炎症
Without inflammation 0

1 浅显炎症
Superficial inflammation

少量隐窝变形
A small amount of crypt deformation

黏膜层
Mucosal layer

0~10%低水平(含 1%)
0~10% low level ( including 1%)

2 轻微溃疡
Slight ulcer

中等水平隐窝变形
Moderate horizontal recess deformation

黏膜下层
Submucosa

11%~25%中等水平(不含 1%)
11%~25% medium level (excluding 1%)

3 明显溃疡
Obvious ulcer

高水平隐窝变形
High level recess deformation

肌层
Muscularis

26%~50%高水平
26%~50% high level

4 / 明显隐窝缺失
Obvious absence of crypt / 51%~100%
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1. 3. 6　 粪便 DNA 提取和 PCR 扩增纯化

　 　 用 DNA 提取试剂盒提取粪便中的总 DNA 并检

测其提取质量。 以带有 barcode 序列的 515F 和

806R 为引物,以细菌 16S rRNA 基因的 V4 可变区

序列为靶标进行 PCR 扩增,使用 1×TAE 浓度 2%的

琼脂糖胶电泳纯化 PCR 产物,剪切回收目标条带,
使用 GeneJET 胶回收试剂盒回收产物。
1. 3. 7　 文库构建和上机测序

　 　 使用 Ion Plus Fragment Library Kit 48 rxns 试剂

盒进行文库的构建,经 Qubit 定量和文库检测合格

后,使用 Ion S5TMXL 进行上机测序。 测序分析内

容包括:测序数据处理、OTU 聚类和物种注释、样品

复杂度分析、多样品比较分析及评估样品中细菌菌

群的丰富度和均匀度。

注:N1:正常组;M1:模型组;F1:毛蕊异黄酮组;F2:刺芒柄花素组;TF1:三点金总黄酮组。 与正常组比较,##P<

0. 01;与模型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 1　 各组小鼠体重变化和 DAI 评分的影响(􀭰x±s,n= 6)
Notes. N1, Control group. M1, Model group. F1, Calycosin group. F2, Formononetin group. TF1, Total flavones of

Desmodium triflorum group. Compared with control group,## P < 0. 01. Compared with model group, ∗P < 0. 05,
∗∗P<0. 01.

Figure 1　 Effect of weight change and DAI score in each group

1. 4　 统计学分析

　 　 采用 SPSS 22. 0 软件处理数据。 结果用平均数

±标准差 ( 􀭰x ± s) 表示,采用单因素方差分析方法

(ANOYA)分析,以 P<0. 05 表示统计学差异。 使用

Graphpad Prism7 软件制图。

2　 结果

2. 1　 一般体征及 DAI 评分结果

　 　 正常组小鼠精神状态,毛发色泽,进食及大便

性状均正常;模型组小鼠造模后第 3 天,开始出现体

重下降,精神萎靡,稀便并夹带脓血,第 5 天体重明

显下降,便血严重;TF1、F1 及 F2 组在给药后,虽然

也有稀便,血便情况,体重也呈下降趋势,但相比于

模型组,均有不同程度的改善(图 1A)。

从实验开始至结束,每天固定时间观察小鼠粪

便以进行 DAI 评分。 TF1、F1 及 F2 组的小鼠在给药

后的第 5 天,稀便,血便情况有所改善,第 8 天出现

活动增加,食量增加,其毛发、腹泻、大便性状等情

况均有所改善,DAI 评分显著降低(图 1B)。
2. 2　 HE 染色及病理组织学评分

　 　 正常组小鼠上皮组织完整,可见明显的隐窝及

杯状细胞,无炎症细胞侵入。 模型组小鼠上皮组织

损伤严重,隐窝变形,杯状细胞丢失,黏膜及黏膜下

层有炎性细胞浸润。 而三点金总黄酮组、毛蕊异黄

酮组及刺芒柄花素组组织学炎症程度减轻,结肠隐

窝结构变形不明显。 病理组织学评分显示,与模型

组相比,三点金总黄酮组和毛蕊异黄酮组评分显著

降低(P<0. 01)且改善效果优于刺芒柄花素组(P<
0. 05)(见图 2A、2B)。
2. 3　 血清炎症因子检测结果

　 　 模型组小鼠血清中 IL-1β、IL-6 水平相较于正

常组显著升高(P<0. 01),给药组 IL-1β、IL-6 的水平

有不同程度的降低,且毛蕊异黄酮组的效果优于三

点金总黄酮组和刺芒柄花素组(见图 3)。
2. 4　 小鼠肠道菌群测序结果

2. 4. 1　 测序样本质量检测

　 　 由图 4A 可见小鼠粪便中 OTU 数随测序量不断

增加,最后趋于平稳,达到饱和状态,表明样品测序

质量符合要求。 等级丰度曲线能够反映物种的丰

富度和均匀度。 结果表明,5 组样品的曲线最后都

趋于平稳,表明物种分布均匀(图 4B)。 其中正常

组的等级丰度在 400 ~ 580 之间,经 DSS 诱导后,各
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组小鼠肠道菌群的物种总数降低,模型组的等级丰

度在 350~ 450 左右,经给药治疗后,TF1 组的等级

丰度在 500~750 之间,表明其肠道菌群的多样性明

显提高; F1 组的等级丰度在 400~550 之间,其微生

物种群丰度趋向正常组,然而单体 F2 组的等级丰

度在 300~400 之间,并未有显著提高,且略低于模

型组。

注:(A):正常组;(B):模型组;(C):毛蕊异黄酮组;(D):刺芒柄花素组;(E):三点金总黄酮组。 与正常组比较,##P<0. 01;与模

型组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 2　 各组小鼠结肠 HE 染色及评分结果(HE 染色)(􀭰x±s,n= 6)
Notes. (A), Control group. (B), Model group. (C), Calycosin group. (D), Formononetin group. (E), Total flavones of Desmodium

triflorum group.Compared with control group,##P<0. 01. Compared with model group, ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure 2　 Colon HE staining and scoring results of mice in each group(HE staining)

2. 4. 2　 小鼠肠道菌群多样性分析

　 　 Observed species 和 Shannon 指数是评价结肠菌

群多样性的重要指数,其数值越高表明样品物种丰

富度越高。 由图 5A 可见,相比于模型组,F1、F2 组

观察到的物种差异显著,表明毛蕊异黄酮和刺芒柄

花素显著改变了小鼠的肠道微生物的多样性。 由

图 5B 可见,相比于正常组,模型组肠道菌群多样性

降低。 相较于模型组,TF1 组肠道菌群多样性明显

升高,且恢复到正常组水平;F1 组呈略微升高的状

态,但是 F2 组对于肠道菌群多样性没有起到改善

作用,表明三点金总黄酮对于肠道菌群多样性的改

善作用优于其两个单体化合物。
2. 4. 3　 小鼠肠道菌群的整体变化

　 　 韦恩图分析可提供各组间菌群 OTU 数量及其

种类交叉情况,主成分分析(PCA)检测样本间菌群

丰度整体差异。 结果表明,正常组、模型组、F1、F2
以及 TF1 组共有的 OTU 数为 453 个(图 6A)。 与模

型组相比,F1 处理组显著性增加了 OTU 数量但仍

然略低正常组;F2 组减少了 OTU 数量;TF1 组显著

性增加 OTU 的数量且比正常组的更为丰富。 由

PCA 结果表明,各组间样本均能明显区分,说明小

鼠肠道菌群的结构产生了一定的变化。 给药组肠

道菌群结构与模型组相比发生了一定偏移,值得注
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注:与正常组比较,##P<0. 01;与模型组比较,∗∗P<0. 01。

图 3　 各组小鼠血清中 IL-1β、IL-6 水平比较(􀭰x±s,n= 6)
Notes. Compared with control group,##P<0. 01. Compared with model group, ∗∗P<0. 01.

Figure 3　 Comparison of IL-1β and IL-6 levels in serum of mice in each group

注:N1:正常组;M1:模型组;F1:毛蕊异黄酮组;F2:刺芒柄花素组;TF1:三点金总黄酮组。

图 4　 样品稀释曲线和丰度分布曲线

Notes. N1, Control group. M1, Model group. F1, Calycosin group. F2, Formononetin group. TF1, Total flavones of
Desmodium triflorum group.

Figure 4　 Sample dilution curve and rank abundance curve

意的是 F1 和 TF1 组有向正常组回归的趋势,然而

刺芒柄花素并没有这个趋势(图 6B)。 说明毛蕊异

黄酮和三点金总黄酮能一定程度上促进肠道菌群

多样性及结构的恢复,而刺芒柄花素对于肠道菌群

多样性及结构没有起到恢复的作用,则可能主要是

通过降低致病菌的数量而起到治疗 UC 的作用。
2. 4. 4　 小鼠肠道菌群物种差异分析

　 　 在 科 水 平 上, Muribaculaceae 和 毛 螺 菌 科

(Lachnospiraceae)是正常组的优势菌株,其相对丰度

分别为 28. 52% 和 19. 35%; 模型组中拟杆菌科

(Bacteroidaceae),韦荣球菌科(Erysipelotrichaceae),
瘤胃球菌科(Ruminococcaceae)以及毛螺菌科系优势

菌株,相对丰度分别为 22. 84%, 16. 39%,11. 48%和

10. 74%。 与正常组相比,模型组中 Muribaculaceae
(7. 66%)和毛螺菌科(10. 74%)的相对丰度显著的

降低,而条件致病菌拟杆菌科的丰度(22. 84%)比

正常组 ( 2. 26%) 极大地升高。 F1 组中杆菌科

(Enterobacteriaceae),拟杆菌科以及毛螺菌科则为主

要的 优 势 菌 株, 其 相 对 丰 度 分 别 为 23. 54%,
18. 80%,以及 12. 46%,其中毛螺菌科的相对丰度较

模 型 组 非 常 接 近, 但 致 病 菌 群 螺 杆 菌 科

(Helicobacteraceae)的相对丰度(0. 78%)相较于正常

组(2. 49%)和模型组(2. 09%)发生了显著性地降

低。 F2 组杆菌科和拟杆菌科为其优势菌群,相对丰

度分别为 43. 50%和 13. 53%,其中拟杆菌科的丰度

与 F1 处理组较为接近,且致病菌群螺杆菌科的相
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对丰度(0. 43%)相较于 F1 组进一步的降低。 TF1
组中 Muribaculaceae,毛螺菌科以及拟杆菌科为其优

势菌群,相对丰度分别为 13. 81%, 20. 18% 以及

11. 12%,与以上各组相比,Muribaculaceae 和毛螺菌

科再次成为优势菌群(与正常组一致),这表明总黄

酮对于结肠炎小鼠肠道微生物的调节和恢复有较

好的作用(见图 7A)。
属水平上,有益菌乳酸菌属(Lactobacillus)为正

常组优势菌群,相对丰度为 15. 55%,而模型组该属

则降低为 1. 97%,取而代之的条件致病菌拟杆菌

(Bacteroides)的丰度则极为提升,为 22. 84%,说明

在结肠炎模型组中,有益菌极大的减少,机会致病

菌大量增殖。 通过 F1、F2、TF1 处理后,条件致病菌

拟杆菌虽然仍然为 3 个组中的优势菌群,但是其相

对丰度(18. 80,13. 52,11. 12)相比模型组均有显著

性地降低,同时 F1 与 TF1 处理组中,乳酸菌属的相

对丰度也比模型组(1. 97%)分别提升了约 2 ~ 3 倍

(4. 06%和 6. 28%)(见图 7B)。
进一步对种水平上对机会致病菌拟杆菌和大

肠杆菌的分析发现 F1、F2 以及 TF1 处理组可以显

著降低其丰度(见图 8)。

注:N1:正常组;M1:模型组;F1:毛蕊异黄酮组;F2:刺芒柄花素组;TF1:三点金总黄酮组。

图 5　 各组菌群多样性情况

Notes. N1, Control group. M1, Model group. F1, Calycosin group. F2, Formononetin group. TF1, Total flavones of Desmodium
triflorum group.

Figure 5　 Diversity of each group

2. 4. 5　 LefSe 分析

　 　 LefSe 分析可结合非参数检验和线性判别来确

定丰度较高的微生物。 由图 9 可看出,正常组显著

最 高 的 是 Muribaculaceae 科 和 厚 壁 菌 门

(Firmicutes),模型组是拟杆菌科和拟杆菌属,F1 处

理组显著最高的是肠杆菌科(Enterobacteriaceae)和

大肠杆菌(Escherichia coli),F2 处理组显著最高的

是 变 形 菌 门 ( Proteobacteria )、 变 形 菌

( Gammaproteobacteria )、 肠 杆 菌 科 和 肠 杆 菌 目

(Enterobacterales);TF1 处理组显著最高的是梭菌纲

(Clostridia)和梭菌目(Clostridiales)。 结果表明,经
三点金总黄酮、毛蕊异黄酮和刺芒柄花素可能是通

过改变菌群的结构组成而发挥作用。

3　 讨论

　 　 近年来,随着膳食结构和环境的变化,UC 发病

率在全球呈现逐年上升趋势,以欧洲和北美最高,
严重影响了患者的生活质量[15]。 临床上,虽然 5-
氨基水杨酸和皮质类固醇等药物可抑制炎症,一些

免疫调节剂和抗生素可用于治疗类固醇耐药或依

赖的患者,但价格昂贵及治疗后的继发感染、敏感

性降低和副作用大等安全性问题使得医生和 UC 患

者难以接受,严重影响 UC 的治疗效果[16]。 近年来

研究表明,多种黄酮类化合物如毛蕊异黄酮,黄芩

素,刺芒柄花素等对炎性肠病有一定的改善作

用[10,17-18]。 本研究通过对 DSS 诱导的 UC 小鼠的体

重、结肠组织病理及血清中 IL-1β 和 IL-6 因子水平

的检测,表明三点金总黄酮,毛蕊异黄酮及刺芒柄

花素均可以抑制小鼠的体重下降、DAI 评分的增高;
通过 HE 染色及病理组织学评分得出三点金总黄酮

和毛蕊异黄酮的改善效果优于刺芒柄花素;然而对
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注:N1:正常组;M1:模型组;F1:毛蕊异黄酮组;F2:刺芒柄花素组;TF1:三点金总黄酮组。

图 6　 肠道菌群整体轮廓变化韦恩图和 PCA 分析

Notes. N1, Control group. M1, Model group. F1, Calycosin group. F2, Formononetin group. TF1, Total
flavones of Desmodium triflorum group.

Figure 6　 Venn and PCA analysis of changes in the overall profile of intestinal flora

注:N1:正常组;M1:模型组;F1:毛蕊异黄酮组;F2:刺芒柄花素组;TF1:三点金总黄酮组。

图 7　 科水平和属水平小鼠肠道微生物的富集

Notes. N1, Control group. M1, Model group. F1, Calycosin group. F2, Formononetin group. TF1,
Total flavones of Desmodium triflorum group.

Figure 7　 Enrichment of intestinal microflora in mice at family level and genus level
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注:N1:正常组;M1:模型组;F1:毛蕊异黄酮组;F2:刺芒柄花

素组;TF1:三点金总黄酮组。

图 8　 机会致病菌拟杆菌

在小鼠肠道微生物中的富集

Notes. N1, Control group. M1, Model group. F1, Calycosin
group. F2, Formononetin group. TF1, Total flavones of
Desmodium triflorum group.

Figure 8　 Enrichment of Bacteroides acidifaciens in
intestinal microflora of mice

于 IL-1β、IL-6 水平的抑制效果,则毛蕊异黄酮的效

果优于三点金总黄酮和刺芒柄花素,综上结果表明

毛蕊异黄酮对于 UC 小鼠的治疗作用优于三点金总

黄酮和刺芒柄花素。
肠道菌群与溃疡性结肠炎的发生发展关系密

切,越来越多的学者研究发现,肠道菌群紊乱可能

是溃疡性结肠炎发生、发展的始动因素[19]。 肠道正

常菌群在肠道免疫系统的组成和营养物质的代谢,
肠道微生态平衡等多方面起到十分重要的作用。
Nishikawa 等[20]和吴瑞丽等[21] 发现 UC 患者人群的

肠道菌群数量和结构多样性明显低于健康人群。
梁淑文等[22]通过比较 UC 与健康组的肠道菌群,发
现 UC 活动期优势菌乳酸杆菌、双歧杆菌、拟杆菌、
真杆菌、消化球菌的菌群数量显著减少,而条件致

病菌如大肠杆菌,小梭菌菌群等数量显著增加。 以

上研究表明肠道细菌多样性降低、菌群结构的破坏

以及致病菌的增加等导致的肠道菌群失衡在 UC 中

起着重要的作用。 黄酮类天然产物被证明能够抑

制细菌生物膜的形成、抑制细菌的能量代谢,抑制

或杀死某些共生菌和病原体,减少细菌产生的毒素

如硫化氢和脂多糖,进而改善肠道的生态平衡,起

注:N1:正常组;M1:模型组;F1:毛蕊异黄酮组;F2:刺芒柄花

素组;TF1:三点金总黄酮组。

图 9　 线性判别分析效应大小识别细菌的不同丰度

Notes. N1, Control group. M1, Model group. F1, Calycosin group.
F2, Formononetin group. TF1, Total flavones of Desmodium
triflorum group.

Figure 9　 Linear discriminant analysis effect size to
identify different abundances of bacteria

到改善溃疡性结肠炎的作用[23]。
本研究探讨了三点金总黄酮,毛蕊异黄酮及刺

芒柄花素对 UC 小鼠肠道菌群的调节作用。 结果显

示,三点金总黄酮和毛蕊异黄酮能够改善和部分恢

复菌群多样性,但是刺芒柄花素对菌群多样性却没

有改善作用。 徐豪明[24] 的研究证实在 TNBS 诱导

肠炎小鼠肠道菌群中,条件致病菌拟杆菌和产酸拟

杆菌的相对丰度明显升高,而经 5-氨基水杨酸干预

之后均显著下降。 从目前的结果来看,总黄酮的效

果总体上优于其两个单体化合物,这很可能系协同

效果所致。 刺芒柄花素没有提高物种多样性,但是

可能从降低条件致病菌拟杆菌而发挥作用。
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综上所述,三点金总黄酮,毛蕊异黄酮以及刺

芒柄花素对 UC 有一定的治疗作用且毛蕊异黄酮优

于三点金总黄酮和刺芒柄花素,然而对于恢复肠道

菌群多样性和改善肠道菌群结构来看,三点金总黄

酮的效果总体上优于其两个单体化合物,这为 UC
治疗药物的研究提供了参考依据。
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阿尔茨海默病-痰瘀互结病证结合动物模型的
建立与评价

谭爱华1,2,3,冉思邈2,石和元2,杨　 硕1∗

(1.湖北中医药大学附属黄冈中医医院,湖北 黄冈　 438000;2.湖北中医药大学老年医学研究所,武汉　 430065;
3.北京中医药大学博士后流动站,北京　 100029)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究以探索建立一种可靠的阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease,AD)与痰瘀互结证的病证

结合动物模型为目的,为中医药防治 AD 提供相应的动物模型以及为建立病证结合动物模型的研究提供借鉴。 方

法　 以 APP / PS1 双转基因小鼠为 AD 模型动物,并以冰水浴模拟“瘀”的病理状态;给予高脂饮食饲喂模拟“痰”的
病理状态;二者结合以模拟“痰瘀互结”的病理状态。 不同组小鼠给予不同的处理,分别建立 AD-疾病模型组、AD-
痰证组、AD-瘀证组、AD-痰瘀互结组。 同系非转基因 C57BL / 6J 小鼠为对照组。 造模 14 d 后检测不同组小鼠的 AD
样行为学改变、舌象的客观变化、血液流变学和血脂改变,以及海马组织中相关蛋白含量的差异。 结果　 造模 14 d
后,与对照组比较,AD 各组小鼠行为学均存在明显改变、相关蛋白含量均升高。 与 AD-模型组比较,AD-各病理状

态组小鼠舌色偏暗红、AD-瘀证组血液流变指标及 AD-痰证组血脂指标均升高,其中 AD-痰瘀互结组相关指标均显

著升高。 结论　 通过冰水浴联合高脂饮食饲喂处理 APP / PS1 双转基因小鼠 14 d,可以成功建立 AD-痰瘀互结证的

病证结合动物模型,此方法建模成型率高、与临床症状相贴合,可为后续相关研究提供稳定的动物实验载体。
【关键词】 　 阿尔茨海默病;痰瘀互结证;病证结合;动物模型
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Establishment of Alzheimer’s disease with intermingled phlegm and
blood stasis in a transgenic mice model

TAN Aihua1,2,3, RAN Simiao2, SHI Heyuan2, YANG Shuo1∗

(1. Huanggang Hospital of TCM, Hubei University of Traditional Chinese Medicine, Huanggang 438000, China.
2. Institute of Geriatrics, Hubei University of Chinese Medicine, Wuhan 430065. 3. Postdoctoral Station,

Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100029)

　 　 【Abstract】　 Objective　 This study aimed to establish a reliable animal model of Alzheimer’s disease (AD) with
phlegm and stagnation to provide a corresponding animal model for the prevention and treatment of AD by Chinese medicine
and to provide a reference on animal modelling method ology for the establishment of animal models combining disease and
TCM evidence. Methods　 APP / PS1 2×Tg mice were used as AD model animals. The pathological state of “ stasis” was
simulated by ice water bath and the pathological state of “phlegm” was simulated by high-fat diet feeding. The two were



combined to simulate the pathological state of “ phlegm and stasis interconnection”. The mice in different groups were
treated differently: the AD-phlegm group was given a high-fat diet, the AD-stasis group was given an ice-water bath, the
AD-phlegm-stasis group was given both a high-fat diet and an ice-water bath, and the AD-disease model group was left
untreated. Non-transgenic C57BL / 6J mice with the same genetic background were the control group. The differences in AD-
like behavioral changes, objective changes in tongue image, blood rheology and lipid alterations and relevant protein
content in hippocampal tissue were examined at 14 days after modeling. Results　 After 14 days of modeling, the AD-like
behavioral changes and relevant protein content of mice in the AD groups were significantly changed compared with those in
the control group. The tongue color was dark red in the AD-disease model group compared with result in the AD-model
group; the hemorheology index of the AD-stasis group and the blood lipid index of the AD-phlegm group were increased.
The related indexes of AD-phlegm-stasis interconnection group were significantly increased. Conclusions　 The combination
of ice-water bath and high-fat diet to treat APP / PS1 mice for 14 days successfully established the combined animal model of
AD-phlegm-stasis syndrome. This method has a high modeling rate, fits well with clinical symptoms and may represent a
useful experimental animal system for subsequent studies.

【Keywords】 　 Alzheimer’ s disease; phlegm and stagnation syndrome; combination of disease and syndrome;
animal model

　 　 阿尔茨海默病(Alzheimer’ s disease,AD)是一

种认知及行为障碍进行性加重的神经系统疾病[1]。
据 2018 国际阿尔茨海默病报告显示,全球共有

5000 万 AD 患者,平均每 3 s 就能增加一例新患

者[2]。 年龄是 AD 的重要发病因素,随着我国老龄

化的加剧,我国将成为 AD 的重灾区[3]。 AD 属中医

学中“痴呆”“健忘” “不慧”等范畴,“痴呆”之名首

见于《华佗神医秘传·治痴呆神方》 [4]。 AD 病机总

属本虚标实,肾精不足为发病基础,痰、瘀为主要致

病因素,痰瘀互结,经脉不畅,精元不能上达于脑,
脑窍失养,发为本病[5]。 目前 AD-痰瘀互结证尚无

标准动物模型,本研究以 APP / PS1 双转基因小鼠为

AD 模型动物,通过冰水浴联合高脂饮食饲喂干预,
构建 AD-痰瘀互结模型。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 20 只 SPF 级 3 月龄 APP / PS1 双转基因雄性小

鼠,5 只 SPF 级 3 月龄同遗传背景的 C57BL / 6J 雄性

小鼠,体重均为(25±5)g,均订购于北京华阜康生物

科技股份有限公司[SCXK(京)2019-0008],饲养于

湖北中医药大学实验动物中心 SPF 级屏障环境独

立通气笼中[SYXK(鄂)2017-0067]。 饲养室温度

22℃ ~25℃,湿度 45% ~ 55%,12 h / 12 h 昼夜交替。
本研究通过了湖北中医药大学动物实验伦理审查

([2020]IEC(012)号),实验期间按照 3R 原则给予

小鼠人道主义关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 小鼠血生化检测试剂集成夹片(美国 IDEXX);

RIPA 裂解液、50×cook tail、PMSF(100 mmol / L)、磷
酸化蛋白酶抑制剂、BCA 蛋白定量检测试剂盒、5×
蛋白上样缓冲液、SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒、脱脂

奶粉、ECL、显影定影试剂、β-actin、GAPDH、Histone
H3、HRP 标记山羊抗兔、HRP 标记驴抗山羊、HRP
标记山羊抗小鼠、HRP 标记山羊抗大鼠、转移缓冲

液、电泳缓冲液、TBS 缓冲液均由武汉 Servicebio 公

司提供;PVDF 膜 (Millipore,0. 45 μm,0. 22 μm);
TWEEN 20 ( Solarbio, T8220 ); T-Tau 抗 体

(Servicebio, GB11178); TNF-α 抗体 ( 武汉三鹰,
17590-1-ap); IL-10 (武汉三鹰,60269-1-ap); IL1-β
(武汉 Abclonal,A11369)。

动物独立通气笼架(浙江苏杭,IVC-BP5 型);
高脂饲料(北京华阜康,D12492);制冰机(广州思

克,MIYA-ICS60 型);玻璃筒(四川蜀牛,60 cm / 1500
mL);Morris 水迷宫视频分析系统 ( 安徽正华,
ZH0065 型);血流变分析仪 (北京赛科希德,SA -
7000);Catalyst one 动物全自动生化分析仪(美国

IDEXX);酶标检测仪(BIO-RED);冷冻离心机(湖
南凯达);双垂直电泳仪( BIO-RED);转印电泳仪

(BIO-RED);感光胶片(日本 kodak);灰度分析软件

(美国 Protein Simple,Alpha Ease FC);匀浆仪(上海

测博);数码单反相机、镜头(日本 Canon,EOS 6D
Mark Ⅱ; 24 ~ 70 mm f / 2. 8 L USM); 140 Color
Checker(美国,X-RITE);D65 国际标准人工日光灯

管(荷兰 PHILIPS,6500 k / 18 w / 30 cm);摄影箱(浙
江昕昱发,Hakutatz 101260cm / LED);图片分析软件

Photoshop CC(美国 Adobe)。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验动物分组

　 　 按照随机数表法将 20 只 APP / PS1 双转基因小

鼠分为 4 组:AD-疾病模型组(Alzheimer’ s disease
model group,记作 AD-Model 组)、AD-痰证组(AD-
Phlegm syndrome group,记作 AD-Ps 组)、AD-瘀证组

(AD-Blood stasis syndrome group,记作 AD-Bss 组)、
AD-痰瘀互结组(AD-Phlegm and blood stasis group,
记作 AD-Pbs 组 ), 每 组 5 只。 同 系 非 转 基 因

C57BL / 6J 小鼠 5 只作为空白对照组(Blank control
group,记作 Control 组)。
1. 3. 2　 实验动物造模

　 　 各组小鼠适应性喂养 1 周后开始造模。 AD-Ps
组小鼠于入室后第 8 天开始饲喂高脂饮食,自由饮

水,持续 14 d。 AD-Bss 组小鼠于入室后第 8 天开

始,每天 14:00,将小鼠放入底面直径为 10 cm、深 25
cm、壁厚 0. 2 cm 的玻璃圆桶内,冰水混合物深 12
cm 左右,以小鼠后肢不能直接触到桶底为宜,冰水

混合物温度控制在 0℃ ~4℃。 待小鼠在冰水混合物

中挣扎动作明显减少,即将沉至桶底时立即捞出。
每天 1 次,持续 14 d[6]。 AD-Pbs 组同时予高脂饮食

和冰水浴处理,持续 14 d。 AD-Model 组和 Control
组正常饲养,不予处理。
1. 3. 3　 模型评价

　 　 (1)Morris 水迷宫法检测各组小鼠行为学变化

测试程序主要包括定位航行试验和空间探索

试验两个部分,主要检测小鼠的运动能力及空间记

忆能力。 定位航行试验共历时 5 d,每天训练 4 次。
记录最后一日上平台潜伏期(单位:s),同时记录各

组小鼠抵达平台前或 90 s 内游泳的总路程(单位:
cm),计算平均游泳速度(单位:cm / s)。 记录每只

小鼠在水池中的运动路线,生成定位航行试验运动

轨迹图。 空间探索试验在定位航行试验后,撤去池

中水下平台,记录各组小鼠穿越原平台所在位置的

次数,记作穿越平台次数(单位:次),并记录每只小

鼠在水池中的运动路线,生成空间探查试验运动轨

迹图。
(2)分析比色反应各组小鼠舌色客观变化

将小鼠用 0. 3%的戊巴比妥钠溶液(0. 15 mL /
10 g)麻醉术后移入摄影箱内,充分暴露小鼠舌头,
标准人工日光下拍照。 相同条件下,拍摄 140 色

Color Checker 标 准 比 色 卡。 用 Photoshop CC
(Adobe)处理小鼠舌面区域图像,统一调整为成大

小为 500×500 px 的图片,颜色选择 sRGB 模式。 校

正拍摄的标准比色卡,将校正后的各组小鼠舌象图

片分隔为 5×5 的区域,分别提取每个区域中心位置

R、G、B 数值并计算平均值和 r 值,r =R / (R+G+B),
用于反映各组小鼠舌色的客观变化。

(3)血液流变学反应各组小鼠血液粘稠度

各组小鼠实验前撤去食物,禁食 12 h,不禁水。
将小鼠用 0. 3%的戊巴比妥钠溶液(0. 25 mL / 10 g)
麻醉术后,心脏采血,分装为两支,其中一支置于含

有肝素的抗凝管中,血液流变分析仪分别检测血液

高切(200 / s)、中切(50 / s)、低切(1 / s)的全血黏度

及血浆黏度。
(4)生化分析反应各组小鼠血脂变化

上述采得另外一支血液,分离血清,Catalyst one
全自动生化分析仪,分别测定各组小鼠血清中的

TC、TG、HDL-C 和 LDL-C 的含量。
(5)Western blot 法检测各组小鼠海马组织相关

蛋白含量

采血后的小鼠迅速断头取脑,剥离出海马组

织,提取海马组织总蛋白,用 Western blot 法检测

TNF-α、IL-1β 及 T-Tau 蛋白含量。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有实验数据均使用 SPSS 23. 0 软件进行分

析,Graph Pad Prism 8. 0 软件和 Adobe AI 2020
软件绘制统计图。 结果以平均数±标准差( 􀭰x ± s)
表示,所有数据均保留小数点后 3 位。 方差齐性

检验 P>0. 05 时,采用 t 检验,方差齐性检验 P<
0. 05 时采用 T2 检验;两组间比较采用 LSD。 以

P<0. 05 判定差异为有统计学意义,P<0. 01 判定

为差异具有高度统计学意义,P> 0. 05 判定为差

异无统计学意义。

2　 结果

2. 1　 Morris 水迷宫实验结果

　 　 与 Control 组小鼠比较,AD 各组小鼠的平均游

泳速度差异无统计学意义(P>0. 05)。 AD 各组小

鼠的游泳总路程和上平台潜伏期明显更多,穿越平

台次数明显更少,其差异具有统计学意义 ( P <
0. 05)。

与 AD-Model 组小鼠比较,各组小鼠的平均游

泳速度差异无统计学意义(P>0. 05)。 AD 各组小

鼠的游泳总路程、上平台潜伏期和穿越平台次数差

异无统计学意义(P>0. 05)。

14中国比较医学杂志 2022 年 4 月第 32 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2022,Vol. 32,No. 4



说明各组小鼠运动能力没有明显差异。 与 C57
小鼠相比,APP / PS1 双转基因小鼠的学习记忆能力

明显降低,从统计数据来看,虽然冰水浴和高脂饮

食造模处理后的各组小鼠学习记忆能力存在一定

的差异,但这些差异并没有统计学意义(P>0. 05)。
统计结果如表 1,各组小鼠定位航行试验和空间探

查试验的运动轨迹代表图如图 1。
2. 2　 舌色客观化比较实验结果

　 　 与 Control 组小鼠相比,AD-Model 组小鼠舌色

偏暗红,但 r 值差异并没有统计学意义(P>0. 05)。
其余各组小鼠舌色偏暗红,r 值差异有统计学意义

(P<0. 05)。
与 AD-Model 组小鼠相比,AD 各组小鼠舌色偏

暗红,r 值差异有统计学意义(P<0. 05)。 对 AD-Ps
组、AD-Bss 组和 AD-Pbs 组进行两两 LSD 比较,AD-
Ps 组、AD-Bss 组小鼠舌色无明显差异,r 值差异也

没有统计学意义(P>0. 05),而 AD-Ps 组和 AD-Pbs
组、AD-Bss 组和 AD-Pbs 组之间的差异具有统计学

意义(P<0. 05)。 各组小鼠舌面 R、G、B 值及 r 值统

计表见表 2,小鼠舌象图片见图 2。
2. 3　 血液流变学检测实验结果

　 　 与 Control 组小鼠相比,AD-Model 组与 AD-Ps 组

小鼠全血黏度和血浆黏度较高,但其差异无统计学意

义(P>0. 05)。 AD-Bss 组和 AD-Pbs 小鼠全血黏度和

血浆黏度明显升高,具有统计学意义(P<0. 05)。
与 AD-Model 组小鼠相比,AD-Ps 组小鼠的全血

黏度和血浆黏度均有不同程度升高,但其差异不具

有统计学意义(P>0. 05);AD-Bss 组和 AD-Pbs 小鼠

全血黏度和血浆黏度明显升高,具有统计学意义(P
<0. 05)。 这说明冰水浴处理可以明显改变小鼠的

血液流变,能够较好地模拟“瘀”的病理状态。 各组

小鼠全血黏度和血浆黏度比较见表 3。
表 1　 各组小鼠 Morris 水迷宫检测结果(􀭰x±s,n= 5)

Table 1　 Results of Morris maze test for each group of mice

组别
Groups

平均游泳速度(cm / s)
Average swimming speed

游泳总路程(cm)
Total distance swam

上平台潜伏期(s)
Time taken to reach the
platform for the first time

穿越平台次数(n)
Number of crossings
of the platform area

空白对照组
Control group 7. 76±1. 01 207. 08±40. 60△ 20. 72±7. 46△ 2. 62±1. 33△

AD-疾病模型组
AD-Model group 7. 31±0. 35 480. 81±42. 42∗ 59. 43±7. 90∗ 0. 89±0. 78∗

AD-痰证组
AD-Ps group 7. 22±0. 62 504. 28±52. 92∗ 67. 11±14. 05∗ 0. 77±0. 45∗

AD-瘀证组
AD-Bss group 6. 75±0. 71 483. 14±44. 78∗ 65. 15±10. 79∗ 0. 85±0. 47∗

AD-痰瘀互结组
AD-Pbs group 6. 94±0. 66 497. 23±40. 26 62. 09±9. 18∗ 0. 73±0. 42∗

注:与空白对照组比较,∗P<0. 05;与 AD-疾病模型组比较,△P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared of with the AD-Model group, △P<0. 05.

表 2　 各组小鼠舌面 R、G、B 值及 r 值(􀭰x±s,n= 5)
Table 2　 R, G, B and r values of the tongue photos of mice in each group

组别
Groups

R 值
R value

G 值
G value

B 值
B value

r 值
r value

空白对照组
Control group 206. 001±4. 072 83. 680±1. 145 88. 160±1. 434 0. 545±0. 005

AD-疾病模型组
AD-Model group 183. 280±2. 979 66. 480±2. 027 93. 000±4. 830 0. 535±0. 010

AD-痰证组
AD-Ps group 170. 000±5. 694 71. 520±2. 013 98. 400±7. 848 0. 500±0. 012∗ △

AD-瘀证组
AD-Bss group 189. 440±0. 961 86. 400±1. 414 102. 080±2. 397 0. 501±0. 004∗ △

AD-痰瘀互结组
AD-Pbs group 174. 040±3. 506 81. 560±1. 609 110. 360±6. 474 0. 468±0. 011∗ △

注:与空白对照组比较,∗P<0. 05;与 AD-疾病模型组比较,△P<0. 05。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared of with the AD-Model group, △P<0. 05.
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注:上行图:定位航行试验;下行图:空间探索试验。

图 1　 各组小鼠 Morris 水迷宫试验轨迹图

Note. Upper figure, Positioning navigation test. Lower figure, Space exploration test.

Figure 1　 Action trajectory diagram of each group of mice in Morris test

图 2　 各组小鼠舌象图片

Figure 2　 Tongue images of mice in each group

表 3　 各组小鼠全血黏度、血浆黏度比较(􀭰x±s,mpa / s,n= 5)
Table 3　 Comparison of whole blood viscosity and plasma viscosity of mice in each group

组别
Groups

冰水浴处理
Ice and water

mixture

全血黏度
Full blood viscosity

高切(200 / s)
High-cutting viscosity

中切(50 / s)
Middle-cutting viscosity

低切(1 / s)
Low-cutting viscosity

血浆黏度
Plasma viscosity

空白对照组
Control group

- 5. 88±0. 10 8. 22±0. 08 15. 74±0. 33 1. 78±0. 06

AD-疾病模型组
AD-Model group

- 5. 97±0. 04 8. 24±0. 14 16. 06±0. 13 1. 95±0. 05

AD-痰证组
AD-Ps group

- 6. 07±0. 06 8. 30±0. 34 17. 55±0. 32 2. 05±0. 07

AD-瘀证组
AD-Bss group

+ 6. 41±0. 12∗ △ 9. 32±0. 29∗ △ 22. 78±0. 47∗ △ 3. 52±0. 37∗∗ △△

AD-痰瘀互结组
AD-Pbs group

+ 6. 84±0. 59∗ △ 9. 23±0. 55∗ △ 23. 67±0. 51∗∗ △△ 3. 66±0. 04∗∗ △△

注:+:进行冰水浴处理,-:不进行冰水浴处理。 各组小鼠与空白对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 AD-疾病模型组组比较,△P<0. 05,△△P
<0. 01。
Note. +, Ice and water mixture treatment. - , No Ice and water mixture treatment. Compared with the control group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01. Compared of
with the AD-Model group, △P<0. 05, △△P<0. 01.

34中国比较医学杂志 2022 年 4 月第 32 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2022,Vol. 32,No. 4



2. 4　 血脂检测实验结果

　 　 与 Control 组小鼠相比,AD-Model 与 AD-Bss 组

小鼠血脂指标差异无统计学意义(P>0. 05)。 AD-
Ps 组和 AD-Pbs 组小鼠的各项血脂指标均明显升

高,差异均具有高度统计学意义(P<0. 01)。
与 AD-Model 组小鼠相比,AD-Bss 组小鼠虽然在

血脂指标上略有升高,但其差异不具有统计学意义

(P>0. 05)。 AD-Ps 组和 AD-Pbs 组小鼠的各项血脂指

标均明显升高,差异均具有高度统计学意义(P<0. 01)。
对 AD-Ps 组和 AD-Pbs 组进行 LSD 分析,两者

之间的差异不具有统计学意义(P>0. 05)。 这说明

高脂饮食饲喂可以明显改变小鼠的血脂指标,能够

较好地模拟“痰”的病理状态。 各组小鼠血脂指标

比较见表 4。

表 4　 各组小鼠血清 TC、TG、HDL-C、LDL-C 水平比较(􀭰x±s,mmol / L,n= 5)
Table 4　 Comparison of serum levels of TC, TG, HDL-C and LDL-C in various groups of mice

组别
Groups

食物类型
Feed types

总胆固醇
TC

甘油三酯
TG

高密度脂蛋白
HDL-C

低密度脂蛋白
LDL-C

空白对照组
Control group

普通饲料
General feed 2. 22±0. 27 1. 47±0. 19 1. 75±0. 45 0. 18±0. 05

AD-疾病模型组
AD-Model group

普通饲料
General feed 2. 14±0. 13 1. 41±0. 56 1. 72±0. 25 0. 18±0. 04

AD-痰证组
AD-Ps group

高脂饲料
High-fat feed 8. 37±1. 75∗∗ △△ 4. 72±0. 58∗∗ △△ 0. 95±0. 07∗∗ △△ 1. 95±0. 07∗∗ △△

AD-瘀证组
AD-Bss group

普通饲料
General feed 2. 52±1. 06 1. 78±0. 99 1. 86±0. 12 0. 21±0. 08

AD-痰瘀互结组
AD-Pbs group

高脂饲料
High-fat feed 9. 75±1. 37∗∗ △△ 5. 81±1. 05∗∗ △△ 0. 68±0. 17∗∗ △△ 1. 02±0. 18∗∗ △△

注:各组小鼠与空白对照组组比较,∗∗P<0. 01;与 AD-疾病模型组组比较,△△P<0. 01。
Note. Compared with the control group, ∗∗P<0. 01. Compared of with the AD-Model group, △△P<0. 01.

2. 5　 Western blot 实验结果

　 　 与 Control 组相比,APP / PS1 双转基因的各组

小鼠的海马组织的炎症指标 TNF-α、IL-1β 和 AD 病

理改变指标 T-Tau 均明显升高,其差异均有统计学

意义(P<0. 05),这说明转基因小鼠海马组织内发生

了炎症反应,并产生了 AD 样病理改变。 与 AD-
Model 组比,AD-Bss 组和 AD-Ps 组在炎症指标和

AD 病理改变指标上虽然略有区别,但其差异不具

有统计学意义(P>0. 05);而 AD-Pbs 组中的炎症指

标和 AD 病理改变指标明显升高,其差异具有统计

学意义(P<0. 05)。 这说明同时模拟“痰”和“瘀”病
理状态的小鼠 AD 病变程度更为严重,脑神经炎症

的发生更加明显。 各组小鼠海马区不同蛋白 WB 电

泳条带图和相对灰度值统计见图 3。

3　 讨论

　 　 AD 是一种神经系统疾病,以记忆减退、痴呆、
生活能力减弱等为主要临床表现。 目前,其发病机

制尚不确切,主流观点认为炎症反应、Tau 蛋白的过

度磷酸化、氧化应激等均可对其造成影响[7]。 中医

学认为,老年人脾肾虚弱,无力运化水湿,聚湿成

痰。 《辨证录》记载:“痰积于胸中, 盘踞于心外, 使

神明不清而成呆病矣”。 老年人气血虚弱,无力推

动血液流转,血停则成瘀。 《景岳全书》曰:“凡心有

瘀血, 亦令健忘” [8]。 痰瘀互结,阻滞经脉,使气血

精微不能上达脑窍,脑失所养,发为本病。 因此,本
研究以痰瘀互结证为切入点,建立 AD-痰瘀互结证

病证结合动物模型。
《医林改错·积块》曰:“血受寒则凝结成块”。

寒邪克表,引起经脉痉挛、瘀阻,血行不畅,进而形

成瘀证。 郭文鹤、王丹丹等通过降低大鼠体表温

度,获得瘀证动物模型[9-10]。 对于瘀证动物模型的

评价可以观察舌苔的改变,也可通过检测血液流变

学的改变,常选取的指标有血液粘稠度、血浆粘稠

度、血沉等[11]。 “脾为生痰之源”,过食肥甘厚腻,
损伤脾胃,而致脾胃生化失司,聚液为痰。 彭丹虹

等通过喂养大鼠高脂饮食,可以获得以血脂升高为

主的痰证动物模型[12]。 Lee 等[13]、Han 等[14] 通过

喂养小鼠高脂饮食,可以稳定的升高小鼠血脂。 痰

证动物模型的评价,主要通过检测血脂的改变[15]。
辨证论治为中医的核心思想,以往涉及到 AD 的动

物实验主要以病为主,鲜有症状的辨识。 痰瘀互结
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注:A:各组小鼠海马区不同蛋白 Western blot 电泳条带图;B:各组小鼠海马区不同蛋白相对灰度值统计图。 各组小鼠与空白对照组

比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 AD-疾病模型组比较,△P<0. 05。

图 3　 各组小鼠 TNF-α、IL-1β、T-Tau 蛋白表达水平比较

Note. A,Western blot electrophoresis band of different proteins in the hippocampal region of each group of mice. B, Relative grayscale values of

different proteins in the hippocampal region of each group of mice. Compared with the control group, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01. Compared of with

the AD-Model group, △P<0. 05.

Figure 3　 Comparison of TNF-α, IL-1β and T-Tau protein expression levels in various groups of mice

为 AD 的主要症状,本次研究主要通过冰水浴加高

脂饮食干预 APP / PS1 双转基因小鼠来制造 AD-痰
瘀互结证动物模型。 通过观察小鼠舌色变化、血液

流变学改变、血脂改变等评价造模情况,通过水迷

宫实验以及 Western blot 实验评价 AD-痰瘀互结证

小鼠与正常小鼠的差别。
本次研究结果表明,与 Control 组相比较,AD 各

组小鼠的平均游泳速度无明显差异,表明各组小鼠

的运动能力无差别。 但 AD 各组小鼠游泳总路程和

上平台潜伏期明显增多,穿越平台次数明显减少,
表明 APP / PS1 双转基因小鼠的学习记忆能力明显

降于 C57 小鼠[16]。 AD 各组小鼠的 TNF-α、IL-1β、
T-Tau 的蛋白含量明显高于 Control 组,表明 AD 各

组小鼠海马组织内发生了炎症反应,并产生了 AD
样病理改变[17-18]。 说明本次实验中 AD 各组小鼠

模型均符合阿尔茨海默病的临床表现。 其中,AD-
Pbs 组各项指标改变最为明显,其 AD 病变程度更

加严重。
未经过冰水浴及高脂饮食干预的 AD-Model 组

与 Control 组在舌色、血液流变学及血脂方便无明显

差别,表明在干预之前,小鼠无“痰”、“瘀”证的表

现。 干预之后,与 AD-Model 组相比较,AD-Bss 组、
AD-Ps 组及 AD-Pbs 组小鼠舌色均偏暗红,AD-Bss

组与 AD-Pbs 组全血黏度和血浆黏度均升高,AD-Ps
组与 AD-Pbs 组血脂均升高,其中 AD-Pbs 组不但舌

色更加暗红,而且全血黏度、血浆黏度、血脂均明显

升高。 实验表明只接受冰水浴的小鼠,只会形成

“瘀”证的病理表现,只接受高脂饮食的小鼠,只会

形成“痰”证的病理表现,只有同时接受冰水浴及高

脂饮食的小鼠才能形成“痰瘀互结”的病理表现,而
且痰瘀症状相互搏结,瘀阻经脉,致使“痰”、“瘀”症
状表现的更加明显。

本次研究在借鉴以往“痰”、“瘀”动物模型的基

础上,结合 AD 病因病机特点,创立 AD-痰瘀互结证

动物模型。 与普通 APP / PS1 双转基因小鼠相比较,
本模型更加贴合中医辨证论治的思维体系,为相关

中药或方剂研究提供更加准确的动物模型,以期达

到方证对应。 本模型制备可控性强,能做到统一化

建模,且其证候表现与临床较一致。 同时该方法也

存在一定的缺点,如造模时间长,操作过程精细,过
程繁琐等。 通过以上分析,AD-痰瘀互结证动物模

型可为相应研究提供可靠的动物载体。
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小鼠第 13. 5 天胚肝细胞诱导 HepG2 细胞分化的
作用机制

肖志刚1,郑　 丽1,3,王梓瀛1,刘　 昆1,王　 瑜2,齐锦生1∗,栗彦宁2

(1.河北医科大学中西医结合学院,石家庄　 050017;2.河北医科大学实验动物学部,石家庄　 050017;
3.邢台医学高等专科学校,河北 邢台　 054000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨小鼠第 13. 5 天胚肝细胞是否通过抑制 β-Catenin 诱导人肝细胞肝癌细胞株 HepG2 细胞

分化及其作用机制。 方法　 用免疫荧光法检测肝细胞标记分子-白蛋白(ALB)的分布,以鉴定小鼠第 13. 5 天胚肝

细胞。 小鼠第 13. 5 天胚肝细胞与 HepG2 细胞株共培养 24 h、48 h 后,采用 qRT-PCR 方法检测 HepG2 细胞株中肝

癌标记分子-甲胎蛋白(AFP)、肝细胞分化调控因子-肝细胞核因子 4α(HNF-4α)和成熟肝细胞标记分子-细胞色

素 P450 家族成员 1B1(CYP1B1)和乙醇脱氢酶 1C(ADH1C)的 mRNA 表达。 共培养 48 h 后,观察 HepG2 细胞株形

态变化,采用 Western blot 法检测 AFP、HNF-4α 和 β-Catenin 的蛋白含量,免疫荧光法检测 β-Catenin 蛋白在细胞的

分布。 应用 β-Catenin 抑制剂处理后,观察 HepG2 细胞株形态变化并且检测 AFP 蛋白表达。 结果　 原代培养细胞

ALB 荧光显示阳性。 与对照组相比,共培养后 HepG2 细胞株中,AFP 相对 mRNA 表达量在 24 h 和 48 h 均显著降

低,HNF-4α、CYP1B1 和 ADH1C 的相对 mRNA 表达量在 24 h 和 48 h 均显著升高。 与对照组相比,共培养 48 h 后,
HepG2 细胞株生长明显抑制,细胞形态趋于正常肝细胞的六边形,AFP 和 HNF-4α 蛋白表达明显升高。 与对照组

相比,共培养 48 h 后,β-Catenin 的蛋白含量明显降低,同时 HepG2 细胞株中 β-Catenin 的荧光明显减弱。 与对照组

相比,β-Catenin 抑制剂处理可明显改变 HepG2 细胞株形态,引起共培养组 HepG2 细胞株形态更剧烈的变化,显著

抑制 AFP 的蛋白表达。 结论　 小鼠第 13. 5 天胚肝细胞可能主要通过抑制 β-Catenin,诱导 HepG2 细胞株分化。
【关键词】 　 　 HepG2;细胞分化;胚肝细胞;β-Catenin;HNF-4α
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The effect and mechanism of differentiation of HepG2 cells induced by mouse
embryonic hepatocytes at day 13. 5 of gestation

XIAO Zhigang1, ZHENG Li1,3, WANG Ziying1, LIU Kun1, WANG Yu2, QI Jinsheng1∗, LI Yanning2

(1. College of Integrated Chinese and Western Medicine of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, China.
2. Hebei Key Lab of Laboratory Animal Science of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017.

3. Xingtai Medical College, Xingtai 054000)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To explore the differentiation of HepG2 cells induced by mouse embryonic hepatocytes at
day 13. 5 of gestation through the inhibition of β-Catenin. Methods 　 The distribution of hepatocyte marker molecule-
albumin (ALB) was detected by immunofluorescence to identify the hepatocytes of mouse embryo on day 13. 5. After
HepG2 cells were co-cultured with embryonic hepatocytes at day 13. 5 of gestation for 24 h and 48 h, the mRNA



expressions of AFP (biomarker of hepatocellular carcinoma), HNF-4α (controller of hepatocyte differentiation), CYP1B1
(biomarker of mature hepatocytes) and ADH1C ( another biomarker of mature hepatocytes) were measured by reverse
transcriptional quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). After HepG2 cells were co-cultured with day 13. 5 of
gestation embryonic hepatocytes for 48 h, the morphology was observed; AFP, HNF-4α and β-catenin expressions were
measured by Western blot and β-Catenin distribution was determined by immunofluorescence. Following treatment with the
β-catenin inhibitor, morphology was observed and AFP content was measured. Results　 Most cells were ALB-positive. The
relative mRNA expression of AFP decreased significantly after 24 h and 48 h co-culture, and HNF-4α, CYP1B1 and ADH1C
increased significantly at 24 h and 48 h co-culture compared with the levels in the controls. The proliferation of HepG2 cells
was suppressed and cell morphology tended to be hexagonal like normal hepatocytes; AFP protein content decreased and
HNF-4α protein content increased after co-culture with embryonic hepatocytes at day 13. 5 of gestation for 48 h. Compared
with the levels in the control, β-Catenin protein content decreased in the co-culture group and β-catenin was markedly
attenuated in the co-cultured HepG2 cells in immunofluorescence result. Compared with the effects in the control group, β-
catenin inhibitor treatment caused notable morphological changes of HepG2 cells and induced more dramatic morphological
changes of HepG2 cells; furthermore, it reduced AFP protein content. Conclusions　 HepG2 cells may be induced to undergo
differentiation by embryonic hepatocytes at day 13. 5 of gestation mainly through the suppression of β-catenin.

【Keywords】　 HepG2; cell differentiation; embryonic hepatocytes; β-Catenin; HNF-4α

　 　 原发性肝癌是全球第四位的致死性癌症,我国肝

癌发病人数占全球一半以上,其中,肝细胞来源的肝细

胞肝癌(hepatocellular carcinoma,HCC)约占 90%,是原

发性肝癌中最常见的类型[1]。 目前,针对 HCC 治疗主

要以手术切除为主,切除率低及复发率高等,严重影响

了病人生存率,亟需治疗新思路[2-3]。 基于胚胎干细胞

和肿瘤细胞有很多共同特性,例:可塑性、永生化、免疫

逃逸等,齐锦生教授提出“同源同步诱导分化”理论,即
肿瘤是发育受阻于某个阶段而无限增殖的“干细胞”或
是“返祖细胞”,而胚胎发育过程包含了所有组织细胞

的所有发展阶段,用相同组织来源、发育阶段匹配的胚

胎干细胞可诱导相应肿瘤细胞分化,且根据越原始越

相似的理论,这种诱导作用是不受种属限制的[4-6]。 在

此理论指导下,本课题组前期研究证实小鼠第 13. 5 天

胚肝细胞可诱导 HepG2 细胞株分化,但机制尚未阐

明[5-6]。 已知,高度保守的 Wnt / β-Catenin 信号通路与

发育、分化等密切相关,也是促进 HCC 分化的重要因

素[7-8]。 那么,小鼠第 13. 5 天的胚肝细胞是否通过调

控 β-Catenin,诱导 HepG2 细胞株分化,尚不清楚。 本

文以小鼠第 13. 5 天胚肝细胞与 HepG2 细胞株体外共

培养模型,研究了小鼠第 13. 5 天胚肝细胞调控 β-
Catenin,诱导 HepG2 细胞株分化机制,为 HCC 治疗提

供新的理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 清洁级健康 KM 小鼠,雄鼠 30 只,雌鼠 90 只,

体重 25~30 g,6~8 周龄,由河北医科大学实验动物

中心提供[SCXK(冀)2018-004],饲养条件如下:自
由进食和饮水,温度约 25℃,湿度约 50%,12 h 光

照 / 12 h 黑暗,在河北医科大学实验动物中心饲养

动物[SYXK(冀)2018-008],动物实验经由实验动

物管理委员会批准(2018-0042),实验过程中严格

遵循实验动物使用的 3R 原则,给予人道主义关怀。
1. 1. 2　 细胞

　 　 人肝癌细胞 HepG2,购自中国科学院上海生命

科学研究院细胞库(TCHu 72)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 胎牛血清购自北京全式金公司(货号:FS101);
Gibco 的 DMEM 培养基(货号:C11885500BT) 购自

Life Technology 公司;Millicell 细胞培养小室(货号:
PICMORG50)购自美国Millipore 公司;β-Catenin 抑制

剂 XAV-939 购 自 Selleck (货 号: S1180); 白 蛋 白

(ALB,货号:sc-271605)、甲胎蛋白(AFP,货号:sc-
8399)、肝细胞核因子 4α(HNF-4α,货号:sc-374229)、
β-Catenin 抗体 (货号: sc-7963)、 β-actin (货号: sc-
8432)购自美国 Santa Cruz 公司;TRITC 标记二抗(货
号: BA1089 ) 购 自 博 士 德 公 司; DAPI ( 2-( 4-
Amidinophenyl )-6-indolecarbamidine dihydrochloride,
货号:D9542-1MG)购自 SIGMA 公司;TRIzol 试剂(货
号:15596-026)购自美国 Invitrogen 公司;反转录试剂

盒(货号:K1622)购自 Thermo Fisher Scientific 公司;
qPCR 试剂盒( SYBR 􀅺 Premix Ex TaqTM Ⅱ,货号:
RR820A)购自日本 TaKaRa 公司;PCR 引物由上海

捷瑞生物工程技术服务有限公司合成;0. 45 μm
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PVDF 膜(货号 IPVH00010)购自美国 Merk miliplore
公司。 二氧化碳培养箱(英国 NEW BRUNSWICK 公

司,型号:Galaxy 170R);体视显微镜(德国 Leica 公

司产 品, 型 号: S9 ); 倒 置 荧 光 显 微 镜 ( 日 本

OLYMPUS 公司产品,型号: IX-51);PCR 仪 (美国

Thermo 公司产品,型号:PX2);实时荧光定量 PCR
仪(中国香港 Gene 公司产品,型号:Corbett Rotor-
Gene 3000);Odyssey 双色红外荧光成像系统(中国

香港 Gene 公司产品,型号:9120)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 小鼠第 13. 5 天胚肝细胞分离纯化

　 　 采用本实验室方法,用 6 ~ 8 周龄 KM 小鼠,雌
鼠:雄鼠= 3 ∶ 1 合笼,次日出现阴栓日期为妊娠 0. 5
d,取 13. 5 d 孕鼠,消毒,在体视显微镜下取出胚肝,
分离成小块,采用Ⅳ型胶原酶消化。 过滤网后,采
用差速贴壁法纯化胚肝细胞,常规培养,备用于鉴

定及共培养实验[5-6]。
1. 3. 2　 小鼠第 13. 5 天胚肝细胞与 HepG2 细胞株

的共培养

　 　 将 HepG2 细胞株置于 37℃、5% CO2 细胞培养

箱中培养。 培养液为高糖培养基,含 1%的非必需

氨基酸,10%的新生牛血清。 利用“Transwell”小室

建立小鼠第 13. 5 天胚肝细胞与 HepG2 细胞株的非

接触式共培养模型,1 mL 胚肝细胞(每毫升 1×106

个)培养于六孔板中“ Transwell” 小室上层膜上,2
mL HepG2(每毫升 5×104 个)培养于六孔板中,于
37℃、5% CO2 细胞培养箱中培养。 分为对照组、共
培养组,培养 24、48 h 后检测相关指标。
1. 3. 3　 β-Catenin 抑制剂处理及分组

　 　 建立小鼠第 13. 5 天胚肝细胞与 HepG2 细胞株

的共培养模型后,给予 β-Catenin 抑制剂 XAV-939
处理,分为对照组、XAV-939 组(1 μmol / L)、共培养

+XAV-939 组(1 μmol / L)、共培养组,作用 48 h 后,
相差显微镜观察 HepG2 细胞株形态,同时检测

AFP、β-Catenin 的蛋白含量。
1. 3. 4　 免疫荧光法检测 ALB 的分布

　 　 取原代胚肝细胞,4%多聚甲醛固定后,1%的

TritonX-100 室温下处理 30 min,10%山羊血清 37℃
封闭 1 h。 弃除封闭液,加入 AFP 抗体(1:50),4℃
孵育过夜,加入 FITC 标记二抗(1 ∶50),避光 37℃孵

育 1 h,加入细胞核染色液 DAPI,避光室温作用 15
min,滴加适量的抗荧光衰减封片液(50%甘油),盖
玻片封片后荧光倒置显微镜下观察、拍照。 ALB 的

染色为绿色,细胞核的染色为蓝色。 采用 Image Pro
Plus 6. 0 版软件计数 3 个随机视野中免疫荧光阳性

细胞。
1. 3. 5　 qRT-PCR 检测 mRNA 水平

　 　 收集共培养 24 h、48 h 的 HepG2 细胞株,采用

TRIzol 法提取 RNA,并测定 RNA 浓度。 按照试剂盒

进行反转录和 PCR 反应。 PCR 反应条件:95℃ 30
s,95℃ 5 s,60℃ 20 s,72℃ 20 s,第 2 步至第 3 步进

行 40 个循环。 以 β-actin 为内参,采用 2-ΔΔCt计算相

关基因的 mRNA 的相对表达量。 引物见表 1。

表 1　 Real-time PCR 引物序列
Table 1　 Primers for Real-time PCR

基因名称
Gene name

序列(5’-3’)
Sequence

产物长度
Product length

AFP
F:AGAGGAGATGTGCTGGATTG
R:CTCCTGGTATCCTTTAGCAACT

327 bp

HNF-4α
F:GATGACAATGAGTATGCCTACCT
R:GTCGTTGATGTAGTCCTCCAA

132 bp

CYP1B1
F:TCTGTCTTGGGCTACCACATTCC

R:TGGGTTGGCCCTGAAATCG
270 bp

β-actin
F:CTCCATCCTGGCCTCGCTGT
R:GCTGTCACCTTCACCGTTCC

268 bp

1. 3. 6　 Western blot 检测蛋白含量

　 　 共培养及 β-Catenin 抑制剂处理 48 h 后,收集

HepG2 细胞株,用 RIPA 裂解液进行裂解,取上清至

预冷的 EP 管中,即为细胞总蛋白提取物。 蛋白精

准定量后,取蛋白样品每孔 150 μg 经 SDS-PAGE 电

泳分离后将蛋白转至 PVDF 膜上,5%脱脂牛奶封闭

后,一抗封闭(5%牛奶 1 ∶ 200 稀释),4℃过夜,二抗

(5%牛奶 1 ∶ 2000 稀释)室温孵育 2 h,采用 Odyssey
双色红外荧光成像系统读取图像。 将所得图片用

美国 UVP 公司 LabWorks 4. 5 软件对条带进行定量

分析,计算目的条带的灰度值。
1. 3. 7　 免疫荧光法检测 β-Catenin 的分布

　 　 方法同 1. 3. 2,共培养 48 h 的 HepG2 细胞株,
使用 β-Catenin 抗体(1:50)和 TRITC 标记的二抗,
检测 β-Catenin 蛋白的分布。 β-Catenin 的染色为红

色,细胞核的染色为蓝色。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS 21. 0 软件进行统计学分析,所得

结果采用平均数±标准差( 􀭰x ± s) 。 两组之间采用

独立样本 t 检验分析,多组之间分析先进行方差

齐性检验,组间比较采用 One-Way-ANOVA 法,进
一步两两比较,采用 LSD-t 检验,P<0. 05 为有统

计学差异。
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2　 结果　

2. 1　 小鼠 13. 5 天胚肝细胞的鉴定

　 　 原代胚肝细胞分离培养后,用免疫荧光法检测

肝细胞标记分子 ALB 蛋白的分布。 结果显示,
91. 84%的 ALB 荧光染色阳性,见图 1。
2. 2　 qRT-PCR 检测相关基因的 mRNA 表达水平

　 　 与对照组相比,共培养 HepG2 细胞株中 AFP 相

对 mRNA 表达量在 24 h 和 48 h 均显著降低(P<
0. 05,P<0. 01),HNF-4α 相对 mRNA 表达量在 24 h
和 48 h 均显著升高 (P < 0. 05,P < 0. 01),CYP1B1
mRNA 的相对表达量在 24 h 无明显差异,48 h 显著

升高(P<0. 01),ADH1C mRNA 的相对表达量在 24
h 无明显差异,48 h 显著升高(P<0. 01),见图 2。
2. 3　 显微镜下观察细胞形态变化　
　 　 对照组 HepG2 细胞株生长旺盛、密度大,形态

呈多角形或梭形,胞浆透亮,细胞核多且形状不规

则。 与小鼠第 13. 5 天胚肝细胞共培养 48 h 后,
HepG2 细胞株生长受到明显抑制,形态多为六边

形,接近正常成熟肝细胞,胞浆透亮度下降,细胞核

多为单核,见图 3。
2. 4 　 Western blot 法 检 测 AFP、 HNF-4α、 β-
Catenin 的蛋白含量

　 　 与小鼠第 13. 5 天胚肝细胞共培养 48 h 后,提
取总蛋白,Western blot 法检测 HepG2 细胞株中,
AFP、HNF-4α、β-Catenin 的蛋白含量。 计算 Western
blot 条带灰度值并统计,发现与对照组相比,AFP 蛋

白含量在共培养组(P<0. 05)显著降低,HNF-4α 蛋

白含量在共培养组显著升高(P<0. 05)。 同时,与对

照组相比,β-Catenin 蛋白含量在共培养组显著下降

(P<0. 05),见图 4。

注:a:明视场;b:ALB 荧光;c:DAPI 荧光;d:ALB 和 DAPI 荧光叠加图。

图 1　 小鼠第 13. 5 天胚肝细胞鉴定

Note. a, Bright field. b, ALB fluorescence. c, DAPI fluorescence. d, ALB and DAPI fluorescence merge.

Figure 1　 Identification of 13. 5 day mouse embryo hepatocytes

2. 5　 免疫荧光检测 β-Catenin 的分布

　 　 与小鼠第 13. 5 天胚肝细胞共培养 48 h 后,免
疫荧光法检测 HepG2 细胞株中 β-Catenin 的分布。
结果可见, 对照组 HepG2 细胞株增殖旺盛, β-
Catenin 的荧光染色明显,提示其高含量;相比于对

照组,共培养组 HepG2 细胞株数量明显减少,β-
Catenin 的荧光强度显著减弱。 结果验证了,与小鼠

第 13. 5 天胚肝共培养后, HepG2 细胞株中 β-
Catenin 的含量减少,见图 5。
2. 6　 抑制 β-Catenin 引起 HepG2 细胞株形态变化

　 　 与对照组 HepG2 细胞株相比,β-Catenin 抑制剂

XAV-939 处理后,细胞生长受到抑制,胞浆透亮度

下降,细胞形态不规则,趋于死亡。 而相对于共培

养组,β-Catenin 抑制剂 XAV-939 处理后,细胞形态

变化的基础上,接近崩解,见图 6。
2. 7　 抑制 β-Catenin 减少 AFP 的蛋白含量

　 　 对照及共培养 HepG2 细胞株,β-Catenin 抑制剂

XAV-939 处理 48 h 后,Western blot 法检测 AFP 和

β-Catenin 的蛋白含量。 与对照组相比,AFP 蛋白含

量和 β-Catenin 蛋白含量在 XAV-939 组显著降低(P

注:与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 2　 共培养后相关基因 mRNA 表达水平

Note. Compared with the control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure 2　 mRNA expression levels of related
genes after co-culture

<0. 01);同时,与共培养组相比,AFP 蛋白含量和 β-
Catenin 蛋白含量在共培养+XAV-939 组显著降低

(P<0. 01),见图 7。
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注:a:对照组;b:共培养组。

图 3　 对照组和共培养组 HepG2 细胞株的形态

Note. a, Control group. b, Co-culture group.

Figure 3　 Morphology of HepG2 cells in the control group and co-culture group

注:与对照组比较,∗P<0. 05。

图 4　 共培养 HepG2 细胞株中 AFP、HNF-4α 和 β-Catenin 的蛋白表达

Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05.

Figure 4　 Protein expression levels of AFP、HNF-4 and β-Catenin in co-culture group

注:a:对照组明视场;b:对照组 β-Catenin 荧光;c:对照组 DAPI 荧光;d:对照组 β-Catenin 和 DAPI 荧
光叠加图;e:共培养组明视场;f:共培养组 β-Catenin 荧光;g:共培养组 DAPI 荧光;h:共培养组 β-
Catenin 和 DAPI 荧光叠加图。

图 5　 HepG2 细胞株中 β-Catenin 的分布

Note. a, Bright field in the control group. b, β-Catenin fluorescence in the control group. c, DAPI
fluorescence in the control group. d, β-Catenin and DAPI fluorescence merge in the control group. e, Bright
field in the co-culture group. f, β-Catenin fluorescence in the co-culture group. g, DAPI fluorescence in the
co-culture group. h, β-Catenin and DAPI fluorescence merge in the co-culture group.

Figure 5　 Distribution of β-Catenin in HepG2 cells
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注:a:对照组;b:XAV-939 组;c:共培养组;d:共培养+ XAV-939 组。

图 6　 抑制 β-Catenin 引起 HepG2 细胞株的形态变化

Note. a, Control group. b, XAV-939 group. c, Co-culture group. d, Co-culture+XAV-939 group.

Figure 6　 Morphology of HepG2 cells induced by inhibition β-Catenin

注:与对照组和共培养组比较,∗∗P<0. 01。

图 7　 抑制 β-Catenin 减少 AFP 的蛋白含量

Note. Compared with the control group and the co-culture group, ∗∗P<0. 01.

Figure 7　 Reduced AFP protein content induced by inhibition β-Catenin

3　 讨论

　 　 目前,针对杀死肿瘤细胞的治疗策略,不能达

到完全治愈肿瘤的目的,反而会产生严重的毒副作

用。 因此,我们必须改变思路。 胚胎微环境是诱导

肿瘤细胞分化的天然而有效的治疗良方[4,9],然而,
并不是所有的胚胎诱导肿瘤细胞分化的实验都能

取得成功[10],因此有必要探寻其内在的诱导机制。
根据肿瘤细胞和胚胎干细胞之间 的 相 似

性[11-12],齐锦生教授提出“同源同步诱导分化”理

论[5-6]。 有证据表明,HCC 细胞表达胚胎抗原、具有

无限增殖等胚肝细胞的特性[12-13]。 在“同源同步诱

导分化”理论的指导下,我们前期的实验证实,特定

发育阶段的鸡胚或小鼠胚肝细胞可诱导 HepG2 细

胞株分化[6]。
鉴于小鼠胚肝细胞是在胚胎发育第 12 ~ 15 天

分化成熟[14],我们用小鼠第 13. 5 ~ 14. 5 天胚肝细

胞与 HepG2 细胞株共培养,能抑制 HepG2 细胞株增

殖,促进其分化成熟[5-6]。 HNF-4α 在肝发育和肝细

胞功能形成中,发挥着不可或缺的关键作用,也是

控制肝细胞分化的关键因子[15-16]。
本实验用免疫荧光法检测小鼠第 13. 5 天胚肝

细胞中肝细胞标记分子 ALB 蛋白表达,结果显示绝

大部分细胞的 ALB 荧光染色阳性,说明小鼠第 13. 5
天胚肝细胞成功分离培养。 HepG2 细胞株与小鼠

第 13. 5 天胚肝细胞共培养后,肝癌标记分子 AFP
相对 mRNA 表达量降低,而肝细胞分化调控因子

HNF-4α,成熟肝细胞标记分子 CYP1B1、ADH1C 基

因相对 mRNA 表达量升高。 并且与小鼠 13. 5 天胚

肝细胞共培养可诱导 HepG2 细胞株的形态趋于正

常肝细胞样。 Western blot 结果显示 HepG2 细胞株

中 AFP、HNF-4α 蛋白在共培养后表达变化与相对

mRNA 表达变化相一致。 这表明,小鼠第 13. 5 天胚
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肝细胞共培养可抑制 HepG2 细胞株中 AFP 表达,上
调 HNF-4α 表达, 诱导 HepG2 细胞株分化。 而

HNF-4α 还调控很多成熟肝细胞特异酶的表达,如
CYP1B1 和 ADH1C 等。 本实验也证实,与小鼠第

13. 5 天胚肝细胞共培养,可上调 HepG2 细胞株中

CYP1B1 和 ADH1C 的表达。 然而,小鼠第 13. 5 天胚

肝细胞是通过什么信号通路,诱导 HepG2 细胞株分

化成熟呢?
已知 Wnt / β-Catenin 信号通路是一个高度保守

的,调控胚胎发育、细胞增殖和分化的重要信号通

路[17]。 肝细胞分化过程中,Wnt / β-Catenin 信号通

路起关键调控作用,而其紊乱或过度激活,则导致

HCC 的发生发展[7-8]。 Western blot 和免疫荧光结

果均显示与小鼠 13. 5 天胚肝共培养后,HepG2 细胞

株中 β-Catenin 蛋白含量下降。 这说明与小鼠第

13. 5 天胚肝细胞共培养可显著抑制 HepG2 细胞株

中 β-Catenin 的含量和分布。 加入 β-Catenin 抑制剂

后,HepG2 细胞株出现明显的形态变化,细胞趋于

死亡,采用 Western blot 方法检测蛋白表达,发现抑

制 β-Catenin 可减少 HepG2 细胞株以及共培养的

HepG2 细胞株中 AFP 蛋白含量。 这说明抑制 β-
Catenin 可引起对照组及共培养组 HepG2 细胞株明

显的形态变化,减少 AFP 蛋白含量。 但是,抑制 β-
Catenin 并不能完全模拟小鼠第 13. 5 天胚肝细胞共

培养的效果。 总之,这说明,小鼠第 13. 5 天胚肝细

胞共培养很可能是主要通过抑制 Wnt / β-Catenin 信

号通路,促使 HepG2 细胞株分化成熟的。
然而,小鼠第 13. 5 天胚肝细胞还通过哪些信号

通路,及怎样抑制 β-Catenin,诱导 HepG2 细胞株分

化成熟,还需进一步的深入探讨。 此外,胚胎发育

和免疫形成之间亦是存在紧密的联系[10]。 因此,胚
胎诱导分化与免疫治疗之间内在的联系和机制,也
需不断探讨揭示[18]。

总之,本研究揭示,小鼠第 13. 5 天胚肝细胞共

培养可能主要通过抑制 β-Catenin,诱导 HepG2 细胞

株分化成熟。
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慢病毒介导的 HNRNPK 下调对肝癌细胞 HepG2 增殖
及迁移的影响

李梦媛,张文龙,杨星九,朱紫薇,张国新,魏育敏,高　 苒∗

(中国医学科学院医学实验动物研究所,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,北京市人类重大疾病实验动物模型工程技术研究中心,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建慢病毒介导 HNRNPK 下调的 HepG2 细胞稳转株,研究 HNRNPK 沉默对肝癌细胞增殖

与迁移功能的影响。 方法　 以构建的慢病毒感染 HepG2 细胞并筛选阳性细胞获得稳定表达的细胞株,并检测

HNRNPK 表达效率。 通过 CCK-8 法与细胞克隆形成实验研究 HNRNPK 下调对细胞增殖的影响。 通过划痕实验与

Transwell 实验研究 HNRNPK 下调对细胞迁移的影响。 结果　 成功构建了慢病毒介导 HNRNPK 沉默的 HepG2 细

胞稳转株,HNRNPK 沉默显著抑制了 HepG2 细胞的增殖与迁移能力。 结论 　 HNRNPK 下调能够在体外抑制

HepG2 细胞的增殖与迁移。
【关键词】 　 HNRNPK; HepG2; 细胞迁移; 细胞增殖
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Effect of HNRNPK downregulation mediated by lentivirus infection on
HepG2 cell proliferation and migration

LI Mengyuan, ZHANG Wenlong, YANG Xingjiu, ZHU Ziwei, ZHANG Guoxin, WEI Yumin, GAO Ran∗

(Institute of Laboratory Animal Science, Chinese Academy of Medical Science & Comparative Medical Center, Peking Union
Medical College;National Human Diseases Animal Model Resource Center;NHC Key Laboratory of Human Disease Comparative

Medicine;Beijing Engineering Research Center for Experimental Animal Models of Human Critical Diseases,Beijing 100021,China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To establish a HepG2 cell line with downregulated heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
K (HNRNPK) mediated by lentivirus and study the effects of HNRNPK downregulation on cell proliferation and migration.
Methods　 HepG2 cells were infected with packaged lentivirus, and positive cells were selected to obtain stable transgenic
cell lines. Then detected expression efficiency of HNRNPK. The effect of HNRNPK downregulation on cell proliferation was
detected using cell counting CCK-8 and colony formation assays. The effect of HNRNPK downregulation on cell migration
was detected using the wound healing and Transwell assays. Results　 The HepG2 cell line with downregulated HNRNPK
mediated by lentivirus infection was successfully constructed. HNRNPK-downregulation inhibited the proliferation and
migration of HepG2 liver cells. Conclusions　 HNRNPK-downregulation inhibits the proliferation and migration of HepG2
liver cells in vitro.

【Keywords】　 HNRNPK; HepG2; cell migration; cell proliferation



　 　 核 不 均 一 核 糖 核 蛋 白 K ( heterogeneous
nuclearribonucleoprotein K,HNRNPK)是一种能够在

细胞质和细胞核中穿梭的高度保守的 RNA 结合蛋

白,属于 hnRNPKs 家族成员。 HNRNPK 在人类基

因中广谱表达,能够作用于细胞的转录、翻译、染色

体重塑等多种生理功能[1-2]。 HNRNPK 能够参与肿

瘤生长和转移等调控,多种肿瘤的形成和发展都与

HNRNPK 密切相关[1-4]。 当前研究显示,HNRNPK
在人肺癌、胃癌、肝癌、结直肠癌、宫颈癌等多种肿

瘤中异常表达,其表达增多通常与恶性肿瘤患者的

预后负相关[3-4]。 原 发 性 肝 癌 ( primary hepatic
carcinoma,PHC)是世界最高发的恶性肿瘤之一,
在全球恶性肿瘤发病率中位居第 5 位,其发病机

制复杂,死亡率高,且发病率逐年上升 [5] 。 已有

研究证实 HNRNPK 在肝癌组织细胞核中表达上

调,并且随着肝癌细胞密度的增加,表达逐渐增

强,乙肝病毒( hepatitis B virus,HBV)感染还有可

能会促进 HNRNPK 的表达 [6] 。 目前, HNPNPK
在肝癌发生发展中的分子机制尚未完全明确。
本研究构建了通过强力霉素( doxycycline,DOX)
诱导 系 统 实 现 时 间 可 控 性 HNRNPK 沉 默 的

HepG2 细胞稳转株,为研究肝癌发病机制与治疗

手段提供了实验工具。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 HepG2 细胞系为本实验室冻存。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 TRIzol 试剂、反转录试剂盒购自 Thermo 公司;
SYBR green 荧光染料购自 Toyobo 公司;HNRNPK
抗体、HRP 标记的二抗购自 Abcam 公司;c-Myc、c-
Jun 等抗体购自 CST 公司;CCK-8 试剂盒购自东仁

化学科技有限公司;定量 PCR 专用 96 孔板购自 Life
公司;细胞培养板、Transwell 嵌套 24 孔板等购自

Corning 公司。 实时荧光定量 PCR 仪和酶标仪购自

BIO RAD 公司;拍照显微镜为 Zeiss Axio Imager Z2
光学显微镜。

PCR 实验所用引物由英潍捷基公司合成。
HNRNPK 的 siRNA 序列为 5’-GAGCTTCGATCAAAA
TTGA-3’,由本实验室设计并提供给吉凯基因进行慢

病毒载体的构建。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 稳转株的构建

　 　 按吉凯基因操作手册进行 HepG2 细胞的转染。
将处于对数生长期的 HepG2 细胞接种于 6 孔板,18
h 后,加入 MOI = 10 的病毒,8 h 后更换新鲜的培养

基。 并在 72 h 后,用工作浓度为 2 μg / mL 的嘌呤霉

素继续筛选 48 h。 观察细胞状态,用含有 1 μg / mL
嘌呤霉素的培养基维持并扩大培养阳性细胞。
1. 3. 2　 HNRNPK 下调的 HepG2 细胞的形态观察

　 　 将构建的 HepG2 稳转株细胞接种于细胞培养

板,用 DOX 诱导 HNRNPK 下调。 48 h 后观察

HNRNPK 下调后 HepG2 细胞的形态。
1. 3. 3　 Real time PCR 检测 HNRNPK 的下调水平

　 　 将构建的 HepG2 稳转株细胞接种于 12 孔板,
分别用 0、 1、 2、 5、 10 μg / mL 浓度的 DOX 诱导

HNRNPK 下调。 48 h 后,使用 TRIzol 试剂裂解细胞

并提取 RNA,并进行反转录。 采用 Real-time PCR
检测 HNRNPK mRNA 的相对表达量。 HNRNPK 与

GAPDH 基因的上下游引物以及 PCR 反应体系参考

本课题组前期研究[7]。 通过 HNRNPK mRNA 的相

对表达量确定 DOX 诱导 HepG2 细胞 HNRNPK 下

调的最适浓度。
1. 3. 4　 Western blot 检测 HNRNPK 的表达

　 　 接种构建的 HepG2 稳转株细胞,通过 DOX 诱

导 HNRNPK 下调, 48 h 后收集细胞。 通过 RIPA 裂

解液冰上裂解并提取蛋白,加入 5×loading buffer 煮
沸制成蛋白样品,进行 SDS-PAGE 凝胶电泳。 电泳

结束后按 300 mA 恒流转膜 90 min,用含 5%脱脂奶

粉的 TBST 室温封闭 1 h 后,用 HNRNPK 一抗(1 ∶
1000 稀释)4℃孵育过夜。 次日,用 HRP 标记的二

抗(1 ∶ 10000 稀释) 室温孵育 1 h,显影检测目的

蛋白。
1. 3. 5　 CCK-8 法检测细胞增殖

　 　 于 96 孔板按 3×103 个 /孔的密度接种稳转株细

胞,用 DOX 诱导 HNRNPK 下调。 接种当天取 1 组

培养上清,加入 CCK-8 试剂 (1 ∶ 100 稀释),按照

CCK-8 检测试剂盒说明书检测 OD450,随后每 24 h
检测 1 次,直至 96 h。
1. 3. 6　 细胞克隆形成实验检测细胞增殖

　 　 按 1×103 个 /孔的密度将稳转株细胞接种于 6
孔板。 DOX 诱导 HNRNPK 下调后,在显微镜下观
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察克隆大小。 待孔中大多数单个克隆中细胞数大

于 50 时终止实验,用 4%多聚甲醛固定细胞,洗涤细

胞后用 0.1%的结晶紫染色,洗去多余的结晶紫后,
在显微镜下观察计算单克隆数并拍照。
1. 3. 7　 划痕实验检测细胞迁移

　 　 按 2.5×105 个 /孔的密度将稳转株细胞接种于

12 孔板。 细胞贴壁后用 200 μL 枪头竖直划线。 除

去孔中漂浮的细胞,用含 DOX 与 1%胎牛血清的培

养基继续培养细胞。 在划痕后第 48 h 拍照记录细

胞迁移状态。
1. 3. 8　 Transwell 实验检测细胞迁移

　 　 将稳转株细胞接种于 6 孔板,用 DOX 诱导

HNRNPK 下调。 次日,用胰酶消化重悬细胞,并用

无血清培养基离心洗涤两次除去血清,随后用含

DOX 的无血清培养基重悬并制备细胞悬液。 在 24
孔板(下室)中加入 500 μL 含 20%胎牛血清的完全

培养基,在 Transwell 小室(上室)中加入含有 DOX
的 150 μL 细胞悬液。 将 Transwell 小室浸入 24 孔

板中,继续诱导培养 24 h。 除去 Transwell 小室中的

培养基,PBS 洗涤后用甲醇于室温固定细胞。 用

PBS 洗去多余的甲醇后,用 0.1%的结晶紫染色。 最

后用 ddH2O 洗去多余的结晶紫,并用棉签小心除去

Transwell 小室腔内多余的细胞,揭下基底膜固定于

载玻片,用中性树脂封片,晾干后在显微镜下观察

并计算迁移细胞的数量。
1.3.9　 Western blot 检测相关信号通路

检测步骤同 1.3.4,通过 Western blot 方法检测

β-Catenin、 c-Myc、 c-Jun、 MMP7、 CCND1、 Cyclin-D1
等蛋白的表达。
1. 4　 统计学方法

　 　 通过 GraphPad Prism V.5.0 软件对实验数据进

行统计学分析及 t 检验,数据以平均数±标准差( 􀭰x
± s )表示,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 HNRNPK 沉默不影响 HepG2 细胞的形态

　 　 实验结果如图 1 所示,DOX 诱导 HNRNPK 下

调后,HepG2 细胞在形态上无明显变化,但与对照

病毒组比较,细胞密度稍有不同,可能是增殖能力

受到影响,具体差异需进一步实验分析。

2. 2　 HepG2 稳转株中 HNRNPK 的表达显著下调

　 　 实验结果如图 2A 所示,DOX 诱导后 HepG2 稳

转株中 HNRNPK mRNA 显著下调。 在 DOX 的浓度

为 5、10 μg / mL 时,HNRNPK 均能下调约 60%,且二

者之间无显著差异,显示 5 μg / mL 是 DOX 诱导

HNRNPK 下调的最适浓度。 进一步检测 HNRNPK
蛋白水平的表达,如图 2B、图 2C 所示,用工作浓度

为 5、10 μg / mL 的 DOX 诱导细胞,HNRNPK 表达同

样下调。

图 1　 HNRNPK 下调的 HepG2 细胞形态

Figure 1　 Cellular morphology of HepG2 cells
after HNRNPK downregulation

2. 3　 HNRNPK 下调抑制了 HepG2 细胞的增殖

　 　 实验结果如图 3 所示,检测 HepG2 细胞的增殖

能力,经统计学分析,与对照组比较,HNRNPK 下调

的 HepG2 细胞增殖能力明显减弱,并且单克隆数量

明显减少,表明 HNRNPK 下调显著抑制了 HepG2
细胞的增殖。
2. 4　 HNRNPK 下调抑制了 HepG2 细胞的迁移

　 　 实验结果如图 4 所示, 通过划 痕 实 验 与

Transwell 实验检测 HepG2 细胞的迁移能力,经统计

学分析,HNRNPK 下调的 HepG2 细胞的迁移距离明

显减小,并且穿过基底膜的细胞数量明显减少,表
明 HNRNPK 下调显著抑制了 HepG2 细胞的迁移。
2. 5　 HNRNPK 下调对 HepG2 细胞增殖与迁移相

关的信号通路的抑制

　 　 实验结果如图 5 所示,检测稳转株细胞中增殖

与迁移相关的信号通路的蛋白表达。 HNRNPK 下

调 后, HepG2 细 胞 中 的 Cyclin-D1、 CCND1、 β-
Catenin、c-Myc、c-Jun、MMP7 等蛋白表达均降低。
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注:A:定量 PCR;B:Western blot;C:HNRNPK 蛋白相对表达量。 与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001。

图 2　 不同浓度 DOX 诱导 HNRNPK 下调(n= 3)
Note. A, qPCR. B, Western blot.C, Relative protein expression of HNRNPK. Compared with the control group, ∗P<0. 05, ∗∗∗P<0. 001.

Figure 2　 HNRNPK downregulated by different doses of DOX

注:A:CCK-8 分析实验;B:细胞克隆形成实验;C:单克隆计数。 与对照组比较,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 3　 HNRNPK 下调抑制 HepG2 细胞的增殖(n= 3)
Note. A, CCK-8 assay. B, Colony formation assay. C, Colony number. Compared with the control group,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001.

Figure 3　 HNRNPK downregulation inhibited the proliferation of HepG2 cells

3　 讨论

　 　 与正常人比较,HNRNPK 在慢性 HBV 性肝炎、
肝炎后肝硬化及乙肝相关性原发性肝癌患者的血

清、尿液中表达上调,表明其与乙肝相关性原发性

肝癌具有相关性[8]。 并且,HNRNPK 同样在肝癌组

织细胞核中表达上调,其表达随着肝癌细胞密度的

增加逐渐增强,提示 HNRNPK 的高表达可能与肝癌

细胞恶性转化和肿瘤发展密切相关[6]。 长链非编

码 RNA ( long non-coding RNAs, lncRNAs ) 是

HNRNPK 的主要调节因子,二者相互作用能够调控

基因的转录与翻译[3]。 Qin 等[9]通过研究证实一种

名为 p53 稳 定 和 激 活 RNA ( p53-stabilizing and
activating RNA,PSTAR) 的 lncRNA 能够通过抑制

HNRNPK 的去类泛素化促进 p53 信号传导,从而抑

制肝癌细胞的增殖。
Zhang 等[10] 发 现 lncRNA CASC11 能 够 与

HNRNPK 相互作用激活 Wnt / β-Catenin 信号通路,
继而促进结直肠癌的生长转移。 Liu 等[11]研究证实

Wnt / β-Catenin 信号通路能够参与 HNRNPK 驱动的

头颈鳞癌增殖和迁移抑制过程。 Wnt / β-Catenin 通

路在肝脏发育、再生和肝癌发生过程中也起着重要
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注:A:划痕实验;B:Transwell 实验。 与对照组比较,∗∗∗P<0. 001。

图 4　 HNRNPK 下调抑制 HepG2 细胞的迁移(n= 3)
Note. A, Wound healing assay. B, Transwell assay. Compared with the control group, ∗∗∗P<0. 001.

Figure 4　 HNRNPK downregulation inhibited the migration of HepG2 cells

注:与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001。

图 5　 HNRNPK 下调抑制 HepG2 细胞增殖与迁移相关的信号通路(n= 3)
Note. Compared with the control group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001.

Figure 5　 HNRNPK downregulation inhibited related signaling pathways of proliferation and migration in HepG2 cells

作用[12],已有研究显示激活 Wnt / β-Catenin 通路能

够促进 HepG2 细胞的增殖和迁移,因而该通路的激

活能够促进肝癌的发展,是肝癌发生的重要分子机

制[13]。 当 Wnt / β-Catenin 信号通路被激活时,包括

Cyclin-D1、c-Jun、c-Myc 和基质金属蛋白酶 7(matrix

metalloproteinase 7,MMP7)在内的下游靶向基因也

被异常激活[14]。 MMPs 能降解细胞外基质中的各

种蛋白成分、生长因子和细胞表面受体,破坏肿瘤

细胞侵袭的组织学屏障,从而被认为是肿瘤浸润转

移过程中主要的蛋白水解酶[15]。 HNRNPK 能够激
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活 Ras-raf-MARK 信号通路,上调在肿瘤转移中起关

键性作用的相关基因,如 MMP3、MMP10 等[16]。 肝

癌组织中 β-Catenin 的异常表达通常与 MMP-7 呈正

相关[17]。 本实验中,当 HNRNPK 下调时,HepG2 细

胞中的 β-Catenin 表达水平也降低,同时其通路下游

的 Cyclin-D1、 c-Jun、 c-Myc、MMP7 表达受到抑制。
表明 HNRNPK 的下调抑制了 Wnt / β-Catenin 通路的

激活,因而抑制其下游 MMP7 等一系列调控细胞迁

移的靶基因表达,最终导致 HepG2 细胞的迁移受到

抑制。 此外,已有研究证实 HNRNPK 能够参与细胞

周期 G0 / G1 期与调控 Cyclin-D1 开关蛋白 2,从而影

响膀胱癌细胞增殖和凋亡[18]。 原癌基因 Cyclin-D1
由 CCND1 基因所编码,是一种 G1 / S 期特异性周期

蛋白。 Cyclin-D1 在多种肿瘤中均被发现基因过表

达,过表达的 Cyclin-D1 能够导致细胞癌变[19]。 本

实验中,HNRNPK 的下调抑制了 CCND1 与 Cyclin-
D1 的表达,可能导致细胞周期阻滞,抑制了 HepG2
细胞的增殖。

本实验构建了由 DOX 诱导系统调控 HNRNPK
稳定下调的 HepG2 细胞株,能够实现时间可控性

HNRNPK 表达,为进一步研究 HNRNPK 对肿瘤形

成时间以及肿瘤转移的影响及作用机制提供了更

便利的条件与良好的实验基础。 当前的研究报导

显示,虽然 HNRNPK 在多种恶性肿瘤中均显示出异

常表达的现象,其在不同肿瘤发生发展中发挥的具

体作 用 却 不 甚 相 同[20-22], 因 此 不 能 单 纯 地 将

HNRNPK 划分为癌基因或抑癌基因。 HNRNPK 在

肿瘤中发挥的具体生物学功能可能与其和不同蛋

白、RNA 相互作用从而参与多种信号通路的调控有

关。 综上所述,HNRNPK 的下调抑制了肝癌细胞

HepG2 的增殖与迁移,表明 HNRNPK 的异常表达可

能促进了肝癌的发展、且对多种肿瘤都有着至关重

要的影响,深入研究 HNRNPK 的作用机制可能为临

床肿瘤治疗和预后提供新的思路。
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基于植入式渗透泵经异丙肾上腺素诱导心肌肥厚
模型大鼠条件的改进及评价

姜笑雨1,2,刘梦迪1,2,马嘉昕1,2,董　 伟1,2,3,张　 旭1,2,3,张连峰1,2,3,吕　 丹1,2,3∗

(1.中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较医学中心,国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点

实验室,北京　 100021;2.中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较医学中心,北京市人类重大疾病

实验动物模型工程技术研究中心,北京　 100021;3.中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较

医学中心,国家人类疾病动物模型资源库,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 心肌肥厚是一种缓慢发展的有效代偿功能,是对血流动力学或心肌损伤的适应性反应,是导

致心衰的独立风险因素。 已有报道显示,经异丙肾上腺素( isoproterenol,ISO)诱导的心肌肥厚大鼠模型,其给药途

径和诱导剂量差异很大,模型动物病理表型发展进程不均一。 方法　 综合以往方法的先进性、模型表型的均一性、
方法稳定性及复制的难易性等因素,本文利用皮下植入渗透泵的方式,采用低剂量长时程给予 ISO(4 mg / kg,持续

28 d)诱导构建心肌肥厚大鼠模型,并利用超声影像、病理组织学染色、免疫荧光染色及 Real-time PCR 等技术对模

型表型进行评估。 结果　 模型大鼠病理表型典型。 整体表型,包括增大的心脏体积、心室壁厚度及心重指数;细胞

表型,包括增大的心肌细胞,严重的心肌纤维化,心肌纤维断裂、溶解,线粒体脊消失、空泡化,心肌 Z 线、M 线以及

闰盘扭曲模糊等;分子表型,包括心肌肥厚标志物心钠肽(atrial natriuretic peptide,ANP)及脑钠肽(brain natriuretic
peptide,BNP)显著升高。 结论　 本文建立的心肌肥厚大鼠模型,方法稳定易复制,表型特征典型,更适于基因功能

分析及相关药物筛选等科学研究。
【关键词】 　 心肌肥厚;大鼠;异丙肾上腺素;植入式渗透泵
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Animal Model Resource Center, Institute of Laboratory Animal Science, Peking Union Medical College, Chinese Academy of

Medical Sciences, Beijing 100021)



　 　 【Abstract】　 Objective　 Cardiac hypertrophy (CH) is classified into physiologic and pathological types; it can be
induced under chronic stress and is an independent risk factor for heart failure. Previous reports have suggested that drug
delivery routes and dosage of isoprenaline ( ISO) vary widely. The pathological characteristic of CH animal models varies
induced by ISO treatment. Methods　 We established a rat CH model by subcutaneous implantation of an osmotic pump
with low dose of ISO and long duration (4 mg / kg, for 28 days). The phenotypes were determined by echocardiography,
histopathological observation, immunofluorescence and Real-time PCR. Results　 The pathological phenotypes of rats were
typical. The overall phenotypes included markedly increased heart size, heart weight to body weight ratio and heart wall
thickness. The cell phenotypes included enlarged cardiomyocytes and severe myocardial fibrosis, myocardial fiber rupture
and myolysis, mitochondria ridge disappearance and vacuolation, distortion of the Z-line, M-line and leap disk. The
molecular phenotypes including increased expression of ANP and BNP. Conclusions 　 The rat model established in this
study exhibited typical CH phenotypes. This method is stable and easy to replicate and this model can be used for scientific
research such as for gene function analysis and relevant drug screening.

【Keywords】　 cardiac hypertrophy; rat; isoproterenol; implantable osmotic pump

　 　 心肌肥厚,作为一种适应性效应,通常包括病

理性和生理性两种类型, 而病理性肥厚是导致心衰

的独立风险因素[1-2]。 心肌肥厚的主要特征包括心

重指数增大、收缩力增强,这些皆是心脏功能及心

肌耗氧量增加后的代偿效应,同时,它可以在某种

程度上维持相对正常的心输出量和血液循环功能。
所以,心肌肥厚是一个缓慢发展且有效的代偿进程。

尽管心肌肥厚在最初的阶段可以获得心肌功

能的代偿性适应效应,但长期的病理性心肌肥厚,
可以导致基因调控网络异常,诱发严重的心肌纤维

化和心肌功能受损,并最终失代偿发展为心衰,甚
至死亡。

动物模型是研究发病机制的重要工具,而目前

报道显示,通过手术或者药物皆可诱导建立心肌肥

厚动物模型。 通过手术诱导,如主动脉缩窄术

(transverse aortic constriction,TAC),对操作技术要

求较高,需要长期反复的练习,且因手法差异的原

因,不同技术员建立的模型,动物表型一致性较差,
实验室间数据变异亦较大。 利用药物诱导建立心

肌肥厚模型, 包括异丙肾上腺素 ( isoproterenol,
ISO),去甲肾上腺素(norepinephrine,NE)和血管紧

张素( angiotensin II,AngII)等药物[3-5],方法简易,
但造模剂量及给药方式差异较大,建立的模型动物

表型变异范围广。
异丙肾上腺素已广泛应用于临床基础医学研

究,包括疾病发病信号机制,疾病的代谢调节调控,
生理进程的应激反应等等多种生物进程。 其作为

非选择性 Beta 激动剂[6-9],其可诱发心脏骤停已经

心肌细胞传导障碍等,在这种情况下,增加处理剂

量后,可继而诱发心肌细胞的不可逆转的刺激和损

伤,进而引发心肌缺血性损伤[10-11]。 近年来,随着

研究的深入,其在血管内皮生成以及细胞氧化应激

损伤方面有了进一步的发现[7,12]。
ISO 可引起大鼠和小鼠心肌损伤、坏死、纤维化

和心室重构。 同时,随着心脏功能的下降,可出现

许多类似于人类心肌肥大的形态及代谢异常改变。
目前,已报道的经 ISO 建立的心肌肥厚动物模型,有
多种给药途径,且剂量范围差异亦较大,如大鼠皮

下注射 ISO(5 mg / (kg·d),7 d),大鼠皮下注射 ISO
(1 mg / (kg·d),10 d),微量渗透泵皮下植入小鼠

(50 mg / (kg·d),28 d)等。 此外,上述方法建立的

动物模型病理发展进程也存在不均一的问题[13-16]。
目前,心肌肥厚动物模型制备方法还没有统一的标

准,尤其是大鼠心肌肥厚模型的制备。
因此,我们通过总结已报道的构建方法,并综

合上述方法的先进性、模型表型的均一性,方法的

稳定性及复制的难易性等因素。 通过皮下植入渗

透泵给予 ISO,经低剂量长时程(4 mg / kg,持续 28
d)诱导建立心肌肥厚大鼠模型,从心脏整体形态及

功能改变、心肌细胞显微和超微结构的改变以及分

子标志物 3 个水平进行评估,结果显示模型动物间

病理表型均一性好,心肌肥厚表型典型。
综上所述,本研究建立的大鼠模型具有典型的

心肌肥厚表型,动物表型均一性好、方法稳定且易

于复制,更适合于基因功能分析及相关药物筛选等

科学研究。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SPF 级 SD 大鼠 7 只(10 ~ 12 周龄,体重

250 ~ 300 g),由中国医学科学院医学实验动物研

究所实验动物资源研究中心繁育并提供[ SCXK
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(京)2019-0011],大鼠饲养于中国医学科学院医

学实验动物研究所屏障环境动物房内[ SYXK(京)
2019-0014],同时饲养房间,采用每 12 h 进行交

替明暗式照明。 同时,动物实验中涉及的操作已

得到中国医学科学院医学实验动物研究所实验动

物使用及管理委员会( IACUC,ZLF18003)的许可

认证。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 异丙肾上腺素(I5627, sigma,美国);WGA 抗体

(W7024, Invitrogen,美国);磷钨酸 ( Innochem,中

国); 重 铬 酸 钾 ( Innochem, 中 国 ); TRIzol 试 剂

(Solarbio,中国);10%福尔马林(益利,中国)。 小动

物超声影像系统(加拿大,Vevo3100);逆转录试剂

盒(TaKaRa,PrimeScript RT reagent Kit,美国);切片

扫描机(徕卡 TCS SP2,德国);干燥仪(泰斯特,中
国);渗透泵(MODEL 2004,ALZET,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 异丙肾上腺素药物处理

　 　 选择的渗透泵(MODEL 2004,ALZET)腔体容

积为 200 μL,泵药容积为 6 μL / d。 配制好的 ISO
(I5627,sigma,药物剂量为 4 mg / ( kg·d))注入渗

透泵,随后置入无菌生理盐水中浸泡至少 40 h
(37℃)方可使用。 对照组渗透泵注入生理盐水,后
续操作相同。

大鼠经异氟烷(1. 5% ~ 2. 0%)麻醉后,俯卧位

放置于手术台热垫上,四肢固定,颈部皮肤经备皮

及消毒后,剪取 1 cm 左右纵向切口,渗透泵从切口

处植入颈部皮下位置。 经缝合消毒后,动物解除麻

醉。 将动物放置观察笼内,直至苏醒并恢复正常活

动状态,随后常规饲养,每日记录动物状态,于手术

后 28 d 时,对大鼠模型的表型,包括整体形态和功

能,心肌细胞显微和超微结构的改变以及分子标志

物 3 个水平进行评估。
1. 3. 2　 超声影像学检查

　 　 大鼠于超声检查前,需经麻醉(异氟烷,浓度为

1. 5%~ 2. 0%)及备皮(胸前区脱毛,以降低对超声

波的干扰),动物固定于超声仪自带操作台面上(含
加热板,动物采取仰卧位),对大鼠的四肢进行固

定,以保持检查全程图像的稳定性。 动物麻醉至其

呼吸平稳后,利用 201 探头,经胸前区长轴和短轴两

个切面,采集灰阶模式和运动模式信号,经 3100 工

作站数据分析系统,导出超声参数。 包括左室内径

(收缩末期和舒张模型两个节点);左室容积(收缩

末期和舒张模型两个节点);左心室室壁厚度(收缩

末期和舒张模型两个节点)以及左心室收缩功能等

多项超声参数。
1. 3. 3　 苏木素伊红染色

　 　 在观察终点时,对动物实施安乐死,开胸腔后

摘除心脏,并于 0℃ ~ 4℃的生理盐水中将心脏中残

余血液清洗干净,随即转入预冷的福尔马林固定液

中固定过夜。 修整固定后心脏组织并脱水后制成

蜡块。
切取厚度为 4 μm 石蜡切片,经干燥仪制片。

HE 染色完成后,将切片扫描成电子文档,并于专业

工作站进行图像分析并截图。
1. 3. 4　 Masson 三原色染色

　 　 在观察终点时,对动物实施安乐死,开胸腔后

摘除心脏,并于 0℃ ~ 4℃的生理盐水中将心脏中残

余血液清洗干净,随即转入预冷的福尔马林固定液

中固定过夜。 修整固定后心脏组织并脱水后制成

蜡块。
切取厚度为 4 μm 石蜡切片,经干燥仪制片。

经丽春红染色、磷钨酸分化、亮绿染色后,随后经脱

水透明。 染色完成后,将切片扫描成电子文档,并
于专业工作站进行图像分析并截图。
1. 3. 5　 透射电镜观察

　 　 大鼠经安乐死后,摘取心脏,经生理盐水清洗,
摘取左室处约 2 mm3 心肌组织,置于 2. 5%的戊二

醛固定液中固定 24 h(4℃)。 经锇酸固定、梯度乙

醇脱水、环氧丙烷置换,最后经环氧树脂 Epon812 包

埋。 经透射电镜观察心肌组织超薄切片结构变化。
1. 3. 6　 免疫荧光观察

　 　 在观察终点时,对动物实施安乐死,开胸腔后

摘除心脏,并于 0℃ ~ 4℃的生理盐水中将心脏中残

余血液清洗干净,随即转入预冷的福尔马林固定液

中固定过夜。 修整固定后心脏组织并脱水后制成

蜡块。
切取厚度为 4 μm 石蜡切片,经干燥仪制片。

经抗原修复、Tritox-100 穿透、羊血清封闭后,孵育抗

体,于荧光显微镜下观察并导出图片。
1. 3. 7　 RNA 提取及实时荧光定量分析

　 　 大鼠经安乐死后,摘取心脏,经生理盐水清洗

后,摘取约 20 mg 心肌组织,于自动破碎仪及 TRIzol
Reagent 裂解后,经氯仿分层、异丙醇沉淀及乙醇清

洗,即获得总 RNA 提取物。 经逆转录获得 cDNA。
经 PCR 扩 增 ( ANP 引 物 序 列, F: 5 ’-
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GAGCCTGCGAAGGTCAAG-3 ’, R: 5 ’-
GTCTGTCCGTGGTGCTGA-3’; BNP 引物序列, F:
5 ’-TAGCCAGTCTCCAGAACAA-3 ’, R: 5 ’-
AACAACCTCAGCCCGTCA-3’; GAPDH 引物序列,
F: 5 ’-TATCGGACGCCTGGTTAC-3 ’, R: 5 ’-
TGCTGACAATCTTGAGGGA-3’),鉴定 ANP 及 BNP
的表达情况。.

图 1　 基于植入式渗透泵经 ISO 诱导心肌肥厚大鼠模型及表型评估流程图

Figure 1　 Flow diagram of establishment and evaluation of cardiac hypertrophy rat model induced by ISO administered through
subcutaneously implanted osmotic pump

1. 4　 统计学方法

　 　 本文数据采用 GraphPad 软件(版本 Prism 7)统
计处理,获得数据表示为平均数±标准差(􀭰x±s),间
采用 Student’ s t 分析,且 P < 0. 05 认为有统计学

差异。

2　 结果

2. 1　 模型大鼠心脏整体形态及功能表型评价

　 　 通过总结已报道的构建方法,并综合上述方法

的先进性、模型表型的均一性、方法稳定性及复制

的难易性等因素。 我们利用植入式渗透泵给予

ISO,经低剂量长时程(4 mg / kg,持续 28 d)诱导建

立了心肌肥厚大鼠模型,并利用超声影像、病理组

织学观察、免疫荧光染色及 Real-time PCR 等技术,
从心脏整体形态及功能、心肌细胞显微和超微结构

以及分子标志物 3 个水平,对模型表型进行评估

(图 1)。
首先,超声影像分析显示模型大鼠收缩末期前

壁和后壁厚度显著增高(图 2A ~ 2C,LVAWS,P =
0. 0327,n= 3;LVPWS,P = 0. 0275,n = 3),反映心脏

收缩功能的射血分数和短轴缩短率(图 2D ~ 2E,

EF%,P= 0. 0206,n= 3;FS%,P = 0. 0188,n = 3)亦显

著增高,而模型大鼠左室腔内径没有显著改变,这
与临床上观察到的心肌肥厚表型一致,即心室壁增

厚,心脏收缩功能增强,心室腔减少或不改变。
随后,我们利用病理组织学染色观察模型大鼠

心肌组织学改变,首先,通过模型大鼠心脏长轴整

体切片的 HE 染色,发现模型大鼠心脏整体增大,心
室壁增厚。 同时,大体解剖时经心脏湿重获得的心

重 /体重比显著增高 (图 3A ~ 3B, HW / BW, P =
0. 0202,n= 3)。 这些观察结果与超声影像学观察结

果一致。
2. 2　 模型大鼠心肌显微和超微水平表型评价

　 　 我们首先通过 HE 染色,对模型大鼠心肌显微

结构形态的改变进行分析,发现模型大鼠心肌纤维

发生不均一性肥大,排列紊乱(图 3C)。
随后通过 Masson 染色观察模型大鼠心肌胶原

沉积情况,发现模型大鼠纤维化程度显著增高(图
3D~3E,P<0. 0001,n= 3)。

为进一步观察模型大鼠心肌细胞形态并对肥

大细胞进行定量分析,我们利用模型大鼠心肌切片

进行细胞膜标志物 WGA (Wheat Germ Agglutinin
Conjugate)免疫荧光染色。 结果显示模型大鼠心肌

细胞不均一性肥大、排列不齐、细胞膜不连续、膜结

构破损严重,经心肌细胞横截面积定量分析,显示

模型大鼠心肌细胞显著增大 (图 4A ~ 4B, P <
0. 0001,n= 3)。

随后,我们通过透射电镜观察了模型大鼠心

肌组织超微结构形态的改变,我们发现模型大鼠
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注:A:超声影像分析运动模式截图;B:LVAWS,左室收缩末期前壁厚度;C:LVPWS,左室后壁厚度(为收缩末期节点);

D:LVEF,射血分数(左心室);E:LVFS,短轴缩短率(左心室)。 与对照组比较,∗P<0. 05。

图 2　 对照组与处理组大鼠超声影像分析

Note. A, Typical M-mode screenshot of echocardiography. B, LVAWS, Left ventricular( LV) anterior walls thickness at end-
systole. C, LVPWS, LV posterior walls thickness at end-systole. D, LVEF, LV ejection fraction. E, LVFS, LV fraction

shortening. Compared with control group, ∗P<0. 05.

Figure 2　 Echocardiographic analysis of rats in control group and treatment group

注:A:模型大鼠心脏 HE 染色(为长轴纵向切面);B:模型大鼠心重指数;C:模型大鼠心肌染色后高倍截图(HE 染色);D:模型大鼠心肌组织

Masson 染色;E:模型大鼠心肌胶原面积占比定量分析。 n= 3 只 / 组,n= 9 视野 / 只。 与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 0001。

图 3　 对照组与处理组大鼠心肌病理组织学检查

Note. A, Whole-heart longitudinal sections with HE staining. B, Ratio of heart weight / body weight. C, Magnification of the whole-heart longitudinal
sections with HE staining. D, Magnification of Masson trichrome-stained left ventricle section, myocytes are stained red, and collagen is stained green. E,

Quantitative analysis of collagen area. n= 3 rats per group and n= 9 fields per rat. Compared with control group, ∗P<0. 05, ∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure 3　 Histological analysis in myocardial of rats in control group and treatment group
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注:A:模型大鼠心肌组织中细胞膜标志物 WGA 免疫荧光染色;B:心肌细胞横截面积定量分析。 n = 3 只 / 组,n = 18 视野 / 只。 与对照组比较,
∗∗∗∗P<0. 0001。

图 4　 对照组与处理组大鼠心肌细胞形态观察及定量分析

Note. A, Immunofluorescence detection of WGA in the heart tissues. B, Quantitative analysis of cross-sectional area of cardiomyocyte. n= 3 rats per group

and n= 18 fields per rat. Compared with control group, ∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure 4　 Morphological observation and quantitative analysis of cardiomyocytes in control group and treatment group rats

注:利用透射电镜观察模型大鼠心肌超微结构变化。 红色箭头:心肌纤维断裂溶解,排列不齐;蓝色六角星:部分被肌浆网代替;红色四角星:线
粒体肿胀;黄色箭头:Z 线和 M 线模糊;绿色箭头:闰盘结构扭曲。

图 5　 对照组与处理组大鼠心肌超微结构观察

Note. Ultrastructural analysis in left ventricular of heart tissues. Red arrow, Myocardial fiber rupture and myolysis. Blue star, Myocardium was occupied by
the sarcoplasmic reticulum. Red star, Mitochondria swelling. Yellow arrow, Ridge smear in the Z-Line and M-line. Green arrow, Leap disk distorted.

Figure 5　 Ultrastructural observation of heart tissue in control group and treatment group rats

心肌纤维断裂,部分区域出现心肌溶解,并被肌

浆网代替,心肌线粒体出现脊消失,甚至空泡化,
心肌 Z 线、M 线以及闰盘出现严重扭曲模糊等

(图 5) 。
2. 3　 模型大鼠心肌分子水平表型评价

　 　 我们随后利用实时荧光定量 PCR 技术,分析模

型大鼠心肌组织内心肌肥厚标志物心钠肽( atrial
natriuretic peptide,ANP)和脑钠肽( brain natriuretic
peptide,BNP)的表达变化,从而在分子水平,观察模

型大鼠心肌肥厚表型.结果显示模型大鼠心肌组织

内,这两个分子标志物的表达水平显著增高(图 6A
~6B,P<0. 001,P<0. 001,n= 3)。

注:利用实时荧光定量 PCR 分析模型大鼠心肌组织内肥厚标志
物,心钠肽(A)和脑钠肽(B)的表达水平。 n= 3 只 / 组,n= 3 个重
复 / 只。 与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001。

图 6　 对照组与处理组大鼠心肌肥厚标志物分析
Note. Quantitative analysis of markers of cardiac hypertrophy, ANP (A)
and BNP(B), which determined by Real-time PCR. n=3 rats per group
and 3 repeats per rat. Compared with control group, ∗P < 0. 05,
∗∗∗P<0. 001.
Figure 6　 Level of markers of cardiac hypertrophy from
heart tissues in control group and treatment group rats
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3　 讨论

　 　 已有研究报道显示,ISO 作为肾上腺素能激动

剂,其可诱发细胞内钙分布紊乱,并导致细胞内钙

离子水平异常增高,进而引发心室收缩期缩短耗氧

量增大,长期诱导下的心肌细胞可发生缺血性梗

死[17]。 同时,其在代谢过程中产生的氧化应激损

伤,可继发磷脂的过氧化损伤,对心肌细胞造成损

害。 研究表明,异丙肾上腺素可引起心肌肥大,心
肌纤维化增高,心肌炎症,长期诱导可引起心室重

构等不可逆转性损伤[18-22]。
目前,国内外心肌肥厚动物模型应用最广泛的

诱导方式,包括手术诱导和药物诱导两种。 手术诱

导方式对技术人员的操作要求较高,因技术水平及

操作手法差异等因素,不同课题组建立的手术诱导

模型,动物表型的一致性较差,实验室间数据变异

亦较大。 利用药物诱导建立心肌肥厚模型,包括异

丙肾上腺素,去甲肾上腺素和血管紧张素等药

物[3-5],虽然诱导方法简易,但造模剂量及给药方式

差异极大,同时建立的动物模型表型变异也较大,
从急性心肌缺血,心肌肥厚到心肌重度纤维化,建
立的动物模型病理表型特点也存在明显差异。 如,
腹腔注射 ISO(2 mg / (kg·d))连续 10 d 可引起大

鼠心肌纤维化[23],皮下注射 ISO(85 mg / ( kg·d))
连续 2 d 可诱导大鼠急性心肌缺血[24],皮下注射

ISO(0. 25 mg / (kg·d)7 d 可诱导大鼠心肌肥厚[25],
Chowdhury 等[26]发现皮下注射 ISO(5 mg / (kg·d))
连续 14 d 可诱导心肌肥厚,Ardjmand 等[27] 发现每

24 h 皮下注射 ISO(0. 25 mg / (kg·d))连续 2 d 诱

导心肌损伤。
总结已报道方法,ISO 药物用量差异大,诱发的

病理表型发展变异性大。 目前,利用 ISO 诱导建立

的包括心肌肥厚在内的多种心血管疾病动物模型,
特别是大鼠心肌肥厚模型,尚无统一的标准。

渗透泵给药系统,在疾病机理研究、药物筛选、
药理及药物代谢调控等领域应用广泛,被认为是目

前较为先进的给药系统之一。 该系统依据渗透原

理输送靶药物,并且给药速度可控[28]。 渗透泵植入

动物皮下,由于泵内渗透压的作用,当达到平衡后,
药物以恒定的速率输送到靶部位[29]。

与传统给药方式相比,可连续给药及给药剂量

准确,为该系统的优势。 所以模型表型的稳定性和

均一性可大大提高。 在药物筛选和发病机制研究

中,可以大大减少使用的动物数量,提高动物福利,
降低成本,同时,获得的数据离散程度更小,结果更

可信。
因此,综合以往方法的先进性、模型表型的均

一性,方法稳定性及复制的难易性等因素,我们通

过皮下植入渗透泵经 ISO 建立心肌肥厚大鼠模型,
并采用低剂量长时程的给药方案。 获得的模型表

现出典型的心肌肥厚表型,包括整体功能和结构形

态,心肌细胞和分子标志物,3 个层面的表型分析。
此外,以往关于 ISO 诱导心肌肥厚模型的报道,

主要集中在整体和显微结构层面的变化分析,对其

超微结构的观察研究较少。 本研究中,我们利用透

射电镜技术,发现了明显的超微结构变化,包括心

肌纤维紊乱、断裂和肌溶解,肌浆网扩张,线粒体嵴

消失和空泡化,Z 线、M 线和闰盘结构的严重扭曲和

模糊,这些都为进一步理解心肌肥大的组织学特征

提供了证据和线索。
总结以往的报道和我们的研究发现,本文建立

的大鼠模型具有典型的心肌肥厚表型,方法稳定且

易于复制,更适合于基因功能分析和相关药物筛选

等科学研究。
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阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠髓鞘修复及
RhoA / Rock1 通路的影响

张沁丽,王玉芬∗,刘　 红,刘博雯

(长治医学院附属和平医院神经内科,山西 长治　 046000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎(EAE)小鼠髓鞘修复及 RhoA / Rock1 通路的影响。
方法　 采用 MOG35-55 免疫建立 EAE 小鼠模型,小鼠随机分为空白组、模型组、阿托伐他汀组、高脂饮食组、高脂

饮食+阿托伐他汀组,每组 6 只,阿托伐他汀每只小鼠每天按 0. 5 mL 混悬液灌服,连续 28 d。 各组小鼠神经功能评

分,采用苏木精-伊红(HE)、固蓝(LFB)染色、透射电镜及免疫组化染色方法检测各组小鼠脊髓组织炎症反应、髓
鞘脱失及髓鞘再生情况;酶联免疫吸附法(ELISA)检测小鼠血清中肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白介素-6(IL-6)、一
氧化氮(NO)的表达;蛋白免疫印迹(Western blot)法检测脑组织 RAS 同源基因家族成员 A(RhoA)、Rho 相关蛋白

激酶 1(Rock1)蛋白表达;实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测脊髓组织硫酸软骨素蛋白多糖(NG2)、髓鞘碱性蛋白

(MBP)及脑组织 RhoA、Rock1 mRNA 表达。 结果　 与空白组比较,模型组小鼠见较多炎性细胞浸润、发生明显脱髓

鞘改变、部分髓鞘崩解、断裂、脱失;模型小鼠血清中 TNF-α、IL-6、NO 的含量及脑组织 RhoA、Rock1 蛋白和 mRNA
表达均明显升高(P<0. 01),脊髓组织 NG2、MBP 蛋白及 mRNA 表达明显降低(P<0. 01)。 与模型组比较,阿托伐他

汀组小鼠见极少量炎性细胞浸润、脱髓鞘程度明显好转,明显降低小鼠血清中 TNF-α、IL-6、NO 的含量及脑组织

RhoA、Rock1 蛋白和 mRNA 表达(P<0. 05),明显升高 MBP、NG2 蛋白和 mRNA 表达(P<0. 05);高脂饮食+阿托伐他

汀组明显降低小鼠神经功能评分、脑组织 RhoA、Rock1 蛋白表达,明显升高 NG2 mRNA 表达。 结论　 阿托伐他汀能

改善 EAE 小鼠炎性细胞浸润及脱髓鞘程度,降低高脂饮食 EAE 小鼠神经功能评分,其中作用机制可能与调节

RhoA / Rock1 通路改善脱髓鞘程度,从而发挥对 EAE 小鼠的治疗作用有关。
【关键词】 　 自身免疫性脑脊髓炎;髓鞘修复;阿托伐他汀;RhoA / ROCK-1 通路
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Effects of atorvastatin on myelin repair and the RhoA / Rock1 pathway
in mice with autoimmune encephalomyelitis

ZHANG Qinli, WANG Yufen∗, LIU Hong, LIU Bowen
(Department of Neurology, Heping Hospital, Changzhi Medical College, Changzhi　 046000, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect of atorvastatin on myelin repair and the RhoA / Rock1 pathway in
mice with autoimmune encephalomyelitis ( EAE). Methods 　 MOG35-55 immunization was used to establish an EAE
mouse model. The mice were randomly divided into the control group, model group, atorvastatin group, high fat diet group



and high fat diet+atorvastatin group (n = 6 per group). The atorvastatin was administered to each mouse daily by 0. 5 mL
suspension, for 28 consecutive days. Mice were scored for neurological function and clinical symptoms were observed.
Hematoxylin-eosin ( HE ) staining, Luxol fast blue ( LFB ) staining, transmission electron microscopy and
immunohistochemical staining method were used to detect inflammation and demyelination and remyelination of the spinal cord
tissue of each group of mice. The expression of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 ( IL-6) and nitric oxide
(NO) in serum was detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA); protein immanoblotting assay(Western blot)
method was used to detect the expression of Ras homologous gene family member A (RhoA) and Rho associated protein
kinase 1 (ROCK1) in brain tissue. Real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression of
chondroitin sulfate proteoglycan (NG2) and myelin basic protein (MBP) in spinal cord and RhoA and Rock1 mRNA
expression in brain tissue. Results 　 Compared with the control group, the model group showed more inflammatory cell
infiltration, marked demyelination, partial myelination disintegration, breakage and demyelination; TNF-α, IL-6 and NO in
serum and the expression of RhoA, Rock1 protein and mRNA in brain tissue were significantly increased, while the
expression levels of NG2 and MBP protein and mRNA in spinal cord tissue were significantly decreased (P<0. 01). Compared
with the model group, the atorvastatin group showed significant improvement in inflammatory cell infiltration and
demyelination, significantly decreased TNF-α, IL-6 and NO in serum, expression of RhoA and Rock1 protein and mRNA in
brain tissue and increased expression of MBP, NG2 protein and mRNA in brain tissue (P<0. 05). The high fat diet +
atorvastatin group showed significantly decreased neurological function scores, brain tissue RhoA and Rock1 expression and
significantly increased NG2 mRNA expression. Conclusions 　 Atorvastatin improved inflammatory cell infiltration and
demyelination in EAE mice and reduced neurological function scores in EAE mice on a high fat diet. The mechanism of action
may be related to the regulation of the RhoA / Rock1 pathway to improve the degree of demyelination and thus exert a
therapeutic effect on EAE mice.

【Keywords】　 autoimmune encephalomyelitis; myelin repair; atorvastatin; RhoA / ROCK-1 pathway

　 　 多发性硬化症(multiple sclerosis,MS)是中枢神

经系统(central nervous system,CNS)的一种慢性自

身免疫性和退行性疾病,其病理改变包括中枢神经

系统白质中的多发性脱髓鞘斑块,并伴有反应性胶

质增生和轴突损伤[1]。 尽管对 MS 的病因、发病机

制和治疗的研究越来越多,但目前对 MS 的治疗方

案尚相对有限,MS 仍然是世界范围内的治疗挑

战[2]。 虽然 MS 的病因和机制仍不清楚,但神经炎

症被证明在 MS 的发生和发展中发挥了关键作用,
过度的炎症会导致细胞死亡和组织损伤,如脱髓鞘

损伤和轴突损伤[3]。 在成人 CNS 中,受损神经元轴

突再生不良的部分原因是髓鞘相关轴突生长抑制

剂的存在,如髓鞘相关糖蛋白、Nogo、少突胶质细胞

-髓鞘糖蛋白等,这些抑制剂可以激活 RhoA[4]。 研

究表明 RhoA 的激活会导致生长锥的塌陷和轴突生

长的抑制,而 RhoA 的失活可以促进受损中枢神经

系统的轴突再生和功能恢复,RhoA 的下游效应因

子是 Rho 相关激酶(Rock),包括 Rock1 和 Rock2,
Rock 活化可促进肌球蛋白轻链磷酸酶的磷酸化[5]。
因此,我们推测 RhoA / Rock 信号通路可能参与自身

免疫性脑脊髓炎。 他汀类药物是 3-羟基-3-甲基

戊二酰辅酶 A(HMG-CoA)还原酶抑制剂,广泛用于

降低胆固醇,以减少动脉粥样硬化和心血管发病

率[6]。 最近在自身免疫性疾病动物模型中的研究

表明,他汀类药物的抗炎和免疫调节特性可能有益

于神经退行性疾病的治疗[7]。 目前关于阿托伐他

汀在治疗 MS 中的作用机制的研究主要集中在免疫

调节方面,关于其是否可通过调节髓鞘修复及

RhoA / Rock 通路来改善 MS 进展的研究尚少。 因

此,本研究旨在探讨阿托伐他汀对自身免疫性脑脊

髓炎小鼠髓鞘修复及 RhoA / Rock1 通路的影响,以
期为 MS 的治疗提供数据支撑。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

选用 30 只 SPF 级 C57BL / 6 雌性近交系小鼠,6
~8 周,18~ 20 g,购自成都达硕实验动物有限公司

[SCXK(川)2020-030],饲养于长治医学院动物实

验房[SYXK(晋)2022-0001],饲养条件为室温(24
±2)℃的环境中,维持光-暗 12 h 循环交替,并予以

充足的饲料和洁净饮水。 研究方案经长治医学院

实验动物伦理委员会批准(IACUC 2019072A),并按

照实验动物使用的 3R 原则给予人道关怀。
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1. 1. 2　 菌株

结核杆菌 H37Ra(批号:RNCC263834)购自美

国 ATCC 公司。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 阿托伐他汀(批号:20141008)购自辉瑞制药;
MOG35-55 购自西安联美生物,纯度>95%杆菌;百
日咳素(PTX,批号:C7897)、完全弗氏佐剂(CFA,批
号:F5881)购自美国 Sigma 公司;苏木素染液(批

号:R20568)、伊红染液 (批号:R24044) 购 yuanye
Bio-Technology Co., Ltd (上海); IL-6 (货号: ZC-
36404)、 TNF-α (货号: ZC-37624)、 NO (货号: ZC-
S0647)ELISA 试剂盒购自上海茁彩生物;相关一抗

NG2(货号:#52635)、MBP(货号:#2396)、RhoA(货
号:#2117)、Rock1(货号:# 4035)、生物素化山羊抗

兔 IgG(H+L)(货号:#32935)购自 CST;RNA TRIzol
Reagent (批号: 15596026 )、 TB GreenTM Premix Ex
TaqTM Ⅱ ( 货 号: A44662 ) 购 自 ThermoFisher
SCIENTIFIC(上海);Western blot 细胞裂解液 (货

号:P0013)、 BCA 蛋白浓度测定试剂盒 (货号:
P0009)购自上海碧云天生物;ECL 发光试剂盒(货
号:E-IR-R307)、Immobilon-PSQ PVDF 膜(货号:E-
BC-R266) 购自武汉 Elabscience。 实时荧光定量

(RT-PCR)仪(型号 PIKORed 96)和全功能酶标仪

MK3 均为美国 ThermoFisher 仪器。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 自身免疫性脑脊髓炎小鼠模型制备及分组

　 　 将实验小鼠随机分为 5 组,空白组、模型组(实
验性自身免疫性脑脊髓炎)、阿托伐他汀组、高脂饮

食组、高脂饮食+阿托伐他汀组,每组 6 只。 建模步

骤[8]:将抗原 MOG35-55 用生理盐水稀释成 5 mg /
mL,并按 1 ∶ 1 等体积加入 CFA,加入结核杆菌

H37Ra 使其终浓度为 4 mg / mL,充分混合乳化。 乳

化后按每只 0. 1 mL 于小鼠脊柱两侧分四点皮下注

射,0、48 h 每只小鼠腹腔注射 0. 5 mL PTX(百日咳

毒素 500 ng)。 空白组以等量生理盐水代替 MOG
多肽,其余步骤和方法相同。
1. 3. 2　 给药方法

　 　 高脂饮食组、高脂饮食+阿托伐他汀组均给予

高脂饲料喂养 3 周后开始免疫、干预,空白组、模型

组、阿托伐他汀组给予普通饲料喂养 3 周后开始免

疫、干预。 阿托伐他汀给药剂量为 8 mg / ( kg·d),
将 40 mg 阿托伐他汀溶于 125 mL 的 0. 1 mol / L PBS
溶液中形成混悬液,其终浓度为 0. 32 mg / mL。 免疫

后第 3 天开始应用小鼠灌胃针每只小鼠每天灌服

0. 5 mL 混悬液,连续 28 d。 其中,高脂饲料配比为:
胆固醇 1%、蛋黄粉 10%、猪油 10%、普通饲料 79%。
阿托伐他汀给药剂量参考 Zeyghami 等[9]的报道。
1. 3. 3　 神经功能评分

　 　 采用 Knoz 评分法[10] 评估小鼠病情变化,连续

观察直至动物处死,具体评分标准如下:0 分:无症

状;1 分:尾部失去张力;2 分:后肢力弱;3 分:后肢

瘫痪;4 分:后肢及前肢瘫痪;5 分:濒临死亡或死亡。
1. 3. 4　 HE 染色和 LFB 染色观察

　 　 苏木精-伊红( HE)染色:取小鼠脑脊髓,用
4%多聚甲醛固定 24 h 后,将组织标本放入含

30%蔗糖的 4%多聚甲醛中保存,脑脊髓组织石

蜡包埋,连续切片,厚度 5 μm,用 HE 染色评价炎

性细胞浸润情况。 并采用双盲法进行炎细胞浸

润评分:0 分,无炎性细胞浸润;1 分,脑膜细胞浸

润;2 分,血管周细胞浸润最多 4 个小区域;3 分,
血管周细胞浸润 5 个或 5 个以上小区域,和 /或
1 个以上大型细胞浸润;4 分,大量细胞浸润,累
及 20%以上的白质。

固蓝(LFB)染色:为了评估脱髓鞘,切片按上述

方法处理,并用 LFB 染色。 将组织切片在 60℃ 的

0. 1% LFB 溶液中孵育过夜,然后在 0. 05%的碳酸

锂溶液中进行区分,以区分白质和灰质,最后在光

学显微镜下观察切片。 采用以下评分标准对小鼠

的脱髓鞘情况进行双盲法评估:0 分,无髓鞘丢失;
1 分,小范围髓鞘丢失;2 分,2 个或 3 个小范围髓鞘

丢失;3 分,最多 2 个大规模髓鞘丢失;4 分,大范围

髓鞘丢失,累及超过 20%的白质。
1. 3. 5　 ELISA 法检测

　 　 按照 ELISA 试剂盒说明操作,检测小鼠血清中

TNF-α、IL-6、NO 的表达。
1. 3. 6　 透射电镜观察

　 　 取脑组织,切取胼胝体区域组织,组织块切成 1
mm3×1 mm3×3 mm3 大小转入 2. 5%戊二醛固定液

中 4℃固定 24 h。 组织块用 1%锇酸后固定 2 h,然
后梯度丙酮脱水,组织块用环氧树脂包被,切取半

薄切片 1%甲苯胺蓝染色后,超薄切片用醋酸铀酰

和柠檬酸铅染色,在透射电镜下观察中枢神经系统

胼胝体区髓鞘超微结构改变。
1. 3. 7　 免疫组织化学染色观察

　 　 脑脊髓组织切片脱蜡复水,用 3% H2O2 室温孵

育 30 min,加正常山羊血清后 37℃孵育 30 min,滴
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加一抗(NG2、MBP(1 ∶ 300))37℃孵育 1 h。 用山

羊抗兔 IgG-辣根过氧化物酶(1 ∶ 200)室温孵育 2
h。 用 DAB 试剂显示阳性细胞,苏木精复染、酒精盐

酸分化、脱水、中性树胶封片,显微镜观察,用 Image
Pro Plus 6. 0 软件对 NG2、MBP 进行定量分析。
1. 3. 8　 qRT-PCR 检测

　 　 根据制造商的说明,采用 TRIzol 试剂从脑组

织或脊髓组织中提取总 RNA,然后对 RNA 进行量

化,将一定量的 RNA 逆转录成 cDNA。 随后使用

TaKaRa TB GreenTM PreMix Ex TaqTM的聚合酶链式

反应对基因表达水平进行定量,用 2-ΔΔCT方法计算

基因表达水平,并用内源性参考 GAPDH 值进行归

一化。 本研究中使用的引物序列如表 1 所示。
qRT-PCR 反应条件为预变性 95℃ 30 s,变性 95℃
5 s,退火 55℃ 30 s,延伸 72℃ 30 s,45 个循环,记
录 CT 值。

表 1　 PCR 引物序列
Table 1　 PCR primer sequences

引物 Primer 正向引物 Forward primer(5’-3’) 反向引物 Reverse primer(5’-3’)
MBP ACACCCTTTCAAGTTCACCC GGAAGCCTGGACCACACAG
NG2 TCCAGTCATGCCGAAATCTCAC TGGTAGGGTCCACGACATGAAG
RhoA GGAGTGTTCAGCAAAGACCAAAG CACAAGATGAGGCACCCAGA
Rock1 GGAAACGCTCCGAGACACTG CTGGGATTTGCTGAAGGTAAG
GADPH ATCCCATCACCATCTTCCCAG CCATCACGCCAGTTTTCC

表 2　 各组小鼠神经功能评分
Table 2　 Neurological function scores of mice in each group

组别
Groups

给药前
Pre-administration

给药 15 d
Administered 15 d

给药 28 d
Administered 28 d

空白组 Control group 0. 00±0. 00 0. 00±0. 00 0. 00±0. 00
模型组 Model group 3. 36±0. 50∗∗ 3. 56±0. 53∗∗ 3. 49±0. 72∗∗

阿托伐他汀组 Atorvastatin group 3. 34±0. 41 1. 83±0. 88# 1. 14±0. 02#

高脂饮食组 High fat diet group 3. 33±0. 39 2. 25±0. 78 2. 08±0. 05
高脂饮食阿托伐他汀组 High fat diet + atorvastatin group 3. 39±0. 25 1. 86±1. 36# 1. 52±0. 02#

注:与空白组比较,∗∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with control group, ∗∗P<0. 01. Compared with model group, #P<0. 05.

1. 3. 9　 Western blot 分析

　 　 脑组织用冷 PBS 洗涤 2 次,用添加了蛋白酶和

磷酸酶抑制剂的裂解缓冲液从脑组织提取蛋白质,
冰上孵育,裂解产物在 12000 r / min 下离心 15 min,
收集上清液,并通过 BCA 蛋白检测试剂盒分析蛋白

浓度。 然后,将上清液与 12%十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶样品加载缓冲液混合,并转移到

PVDF 膜(微孔)上,根据制造商的说明,转移的印迹

与封闭剂(5%脱脂牛奶在 Tris 缓冲盐水中)室温封

闭 2 h 后,将膜与抗 RhoA(1 ∶ 500)、Rock1 (1 ∶
500)或 β-actin(1 ∶ 2500)的抗体在 4 抗下一起孵育

过夜。 然后,在摇床上用 TBST 缓冲液 (含 0. 1%

Tween 20 的 Tris 缓冲液,pH= 7. 6)和生物素化山羊

抗兔 IgG 抗体孵育 2 h。 使用增强型化学荧光检测

试剂盒(ECL)进行显影,使用化学发光成像仪检测

化学发光膜的免疫反应性,并通过使用 Image-
ProPlus 分析光密度,以 β-actin 为内参,对蛋白进行

量化,实验重复 3 次。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 SPSS 22. 0 软件(IBM Corp.)对数据进行统

计分析,数据表示为平均数±标准差(􀭰x±s),采用单因

素方差分析(one-way ANOVA)进行多组间比较分析,
方差齐性时用 LSD 检验,方差不齐时用Tamhane’s T2
检验。 P<0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠神经

功能评分的影响

　 　 与空白组比较,模型组小鼠神经功能评分于给

药前、给药 15 d、给药 28 d 时均明显升高 ( P <
0. 01),与模型组比较,阿托伐他汀组和高脂饮食+
阿托伐他汀组于给药 15 d 和给药 28 d 明显降低神

经功能评分,且 28 d 时降低更明显(P<0. 05),见
表 2。
2. 2　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠炎性

脑浸润和脊髓脱髓鞘的影响

　 　 空白组:未见明显炎性细胞浸润(炎细胞浸润

评分为 0 分)及未发生脱髓鞘改变(脱髓鞘评分 0
分)。 模型组:小鼠脑组织白质区神经纤维束间见

较多炎性细胞浸润,以核呈圆形深染的淋巴细胞为
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主,部分炎性细胞围绕在血管周围;脊髓组织 LFB
染色可见髓鞘蓝染区域的面积显著减少,可见大面

积髓鞘脱失后着色为白色的区域,即发生明显脱髓

鞘改变。 阿托伐他汀组和高脂饮食组:小鼠脑组织

白质区神经纤维束间见极少量炎性细胞浸润,以及

少量小胶质细胞增生;脱髓鞘程度较模型组好转。
高脂饮食+阿托伐他汀组:小鼠脑组织白质区神经

纤维束间见少量淋巴细胞浸润,少量小胶质细胞增

生;脱髓鞘程度较模型组好转。 进一步量化分析,

与模型组比较,阿托伐他汀组、高脂饮食+阿托伐他

汀组小鼠炎细胞浸润评分及脱髓鞘评分明显降低

(P<0. 01)(图 1)。
2. 3　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠炎性

细胞因子的影响

　 　 与空白组比较,模型组小鼠血清中 TNF-α、IL-
6、NO 的含量明显升高(P<0. 01),与模型组比较,阿
托伐他汀可明显降低小鼠血清中 TNF-α、IL-6、NO
的含量(P<0. 05),见表 3。

注:A:HE 染色及定量分析;B:LFB 染色及定量分析。 与空白组比较,∗∗P<0. 01;与模型组比较,##P<0. 01。

图 1　 小鼠炎性脑浸润和脊髓脱髓鞘变化

Note. A, HE staining and quantitative analysis. B, LFB staining and quantitative analysis. Compared with control group, ∗∗P<0. 01. Compared

with model group, ##P<0. 01.

Figure 1　 Changes of inflammatory brain infiltration and spinal cord demyelination in mice

表 3　 各组小鼠血清中 TNF-α、IL-6、NO 的含量
Table 3　 Contents of TNF-α, IL-6 and NO in serum of mice in each group

组别 Groups TNF-α(pg / mL) IL-6(pg / mL) NO(μmol / L)

空白组 Control group 93. 43±2. 29 17. 50±0. 88 0. 80±0. 03
模型组 Model group 104. 36±2. 50∗∗ 20. 81±0. 42∗∗ 0. 91±0. 03∗∗

阿托伐他汀组 Atorvastatin group 97. 00±3. 85# 18. 14±0. 88# 0. 83±0. 02#

高脂饮食组 High fat diet group 102. 13±3. 89 19. 05±1. 78 0. 88±0. 05
高脂饮食+阿托伐他汀组 High fat diet + atorvastatin group 99. 39±4. 85 19. 68±1. 36 0. 86±0. 02

注:与空白组比较,∗∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with control group, ∗∗P<0. 01. Compared with model group, #P<0. 05.
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2. 4　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠髓鞘

再生修复的影响

　 　 透射电镜观察结果显示,空白组小鼠的轴突间

距、髓鞘板层结构正常。 模型组髓鞘呈松散的层状

结构,排列极为松散,部分髓鞘崩解、断裂、脱失,轴
索萎缩变性,结构不清晰。 阿托伐他汀组和高脂饮

食+阿托伐他汀组可见髓鞘排列松散,少量髓鞘崩

解脱失及轴索萎缩,结构尚清晰。 高脂饮食组髓鞘

注:A:透射电镜观察;B:MBP 免疫组化染色;C:NG2 免疫组化染色;D:MBP 平均光密度;E:NG2 平均光密度;F:

MBP、NG2 mRNA 表达。 与空白组比较,∗∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 2　 各组小鼠髓鞘再生修复情况

Note. A, Transmission electron microscope observation. B, MBP immunohistochemical staining. C, NG2
immunohistochemical staining. D, MBP average optical density. E, NG2 average optical density. F, MBP and NG2

mRNA expression. Compared with control group, ∗∗P<0. 01. Compared with model group, #P<0. 05,##P<0. 01.

Figure 2　 Remyelination and repair of mice in each group

呈松散的层状结构,结构不清晰(图 2A)。 免疫组

化检测结果显示,模型组较空白组 NG2、MBP 表达

明显降低(P<0. 01),与模型组比较,阿托伐他汀组

NG2、MBP 表达明显升高(P<0. 01) (图 2B ~ 2E)。
qRT-PCR 检测表明,与空白组比较,模型组 MBP、
NG2 mRNA 表达明显降低(P<0. 01),与模型组比

较,阿托伐他汀可明显升高 MBP、NG2 mRNA 表达

(P<0. 05)(图 2F)。

2. 5 　 阿托伐他汀对自身免疫性脑脊髓炎小鼠

RhoA / ROCK-1通路的影响

　 　 与空白组比较,模型组小鼠脑组织 RhoA、Rock1
mRNA 和蛋白表达均明显升高(P<0. 01),与模型组

比较,仅阿托伐他汀可明显降低小鼠脑组织 RhoA、
Rock1 mRNA 和蛋白表达(P<0. 05),见图 3。

3　 讨论

　 　 MS 是一种以自身免疫性炎症、脱髓鞘和轴突

损伤为特征的中枢神经系统慢性疾病[11]。 文献[12]

显示脂质代谢和炎症途径在许多点相互交叉调节,
并通过局部机制参与调节中枢神经系统的神经功

能。 不仅如此,Mandoj 等[13] 认为与胆固醇异常稳

态相关的血栓形成和神经退行性机制可能有助于

MS 进展。 Tettey 等[14] 进行的一项前瞻性队列研究

亦表明高胆固醇水平对于 MS 患者产生不利影响,
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注:A:RhoA、Rock1 mRNA 相对表达;B:RhoA、Rock1 蛋白表达条带;C:RhoA、Rock1 蛋白相对表达。 与空白组比较,∗∗P<0. 01;与模

型组比较,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 3　 各组小鼠 RhoA / ROCK-1 通路相关因子的表达

Note. A, RhoA and Rock1 mRNA expression. B, RhoA and Rock1 protein expression bands. C, RhoA and Rock1 protein expression.

Compared with control group, ∗∗P<0. 01. Compared with model group, #P<0. 05, ##P<0. 01.

Figure 3　 Expression of RhoA / ROCK-1 pathway related factors in each group of mice

与残疾及疾病的进展相关。 故高脂与 MS 之间存在

一定联系。 阿托伐他汀作为临床常用的降血脂药

物,其安全性已经得到肯定,但目前关于其是否可

改善 MS 髓鞘修复及是否可通过调节降脂水平来改

善 MS 的研究尚少。 EAE 可较好的模拟 MS 临床表

现及病理特征,由此,本研究选用 MOG35-55 多肽片

段诱导 EAE 小鼠模型作为研究对象,设置阿托伐他

汀组的同时设置高脂饮食组、高脂饮食+阿托伐他

汀组,观察其对髓鞘再生修复情况及对 RhoA / Rock-
1 通路的影响,为他汀在 MS 治疗中的应用提供更多

依据,为 MS 的治疗提供更多契机。
神经炎症是中枢神经系统最基本的保护性反

应之一,在许多生理和病理过程中发挥着至关重要

的作用[15]。 大脑和脊髓作为一种自我防御机制,可
以对损伤产生免疫反应,这些反应包括消除侵袭性

病原体,清除受损细胞,促进组织修复[16]。 然而,神
经炎症过程是一把双刃剑,在不平衡的条件下,可
能导致不同程度的组织损伤和功能障碍[17]。 过度

的神经炎性反应已被认为是 MS 的病因之一,控制

炎症是该病早期的主要治疗目标[18]。 在 EAE 模型

小鼠连续给予阿托伐他汀、高脂饮食+阿托伐他汀

后,我们观察到与未治疗的小鼠相比,神经学评分

被明显改善,而高脂饮食组小鼠神经学评分未见明

显变化。 此外,脑部炎症浸润以及脊髓脱髓鞘程度

也有所减轻。 EAE 模型小鼠血清中 TNF-α、 IL-6、
NO 的含量明显高于空白组,阿托伐他汀可明显降

低 EAE 模型小鼠血清中 TNF-α、IL-6、NO 的含量,
高脂饮食+阿托伐他汀干预后 EAE 模型小鼠血清中

TNF-α、IL-6、NO 的含量无明显变化,但有降低趋

势。 在正常的中枢神经系统条件下,NO 调节多种

生理过程,如血流、免疫反应和突触传递。 然而,越
来越多的证据表明 iNOS 诱导的高 NO 水平与 MS
的许多病理表现有关[19]。 同样,本实验证实 EAE
模型小鼠的 NO 含量明显升高。 根据阿托伐他汀缓

解 EAE 症状的功能,阿托伐他汀可下调 NO 的产

生,高脂饮食+阿托伐他汀组可下调 NO 的水平,但
无明显改善。 因此,中枢神经系统抗炎能力的明显

提高可能归因于阿托伐他汀的神经保护作用,饲喂

高脂饲料的 EAE 小鼠给予阿托伐他汀后 TNF-α、IL-
6、NO 含量较 EAE 模型小鼠有降低趋势,提示阿托

伐他汀可能通过降脂改善 MS 病理学特征和促炎因

子的表达等。
髓鞘修复被认为是 MS 功能恢复的关键,然而,

脱髓鞘给轴突带来了巨大的新陈代谢负担,造成不

可逆的损害,导致 MS 的永久性神经缺陷[20]。 MS
的脱髓鞘病变是由神经炎症和自身免疫机制引起
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的,然而,中枢神经系统可以在脱髓鞘事件后再生,
特别是在 MS 的初期。 但随着脱髓鞘攻击次数的增

加和时间的延长,再髓鞘形成的效果似乎降低,并
导致具有神经症状的损伤[21]。 研究已表明 IFN-γ
诱导的炎症和少突胶质细胞死亡被认为是 MS 病变

髓鞘再生不良的主要因素[22]。 EAE 中过多的 IL-
1β 产生会杀死神经元和少突胶质细胞,但也会通过

诱导胰岛素样生长因子 1( IGF-1)的产生来促进髓

鞘再生[23]。 此外 TNF-α、IL-6 在 EAE 小鼠的脱髓

鞘免疫炎症病变中驱动脱髓鞘[24]。 由此,探讨髓鞘

修复对于开发抗 MS 进展的恢复性疗法至关重要。
NG2 是一种表达在少突胶质前体细胞膜上的糖蛋

白,可作为少突胶质前体细胞的特异性细胞标志

物[25]。 MBP 是一种具有黏附作用并在髓鞘的形成

中起到关键作用的一个重要的髓鞘组成成分[26],在
少突胶质前体细胞分化过程中,有丝分裂后期的少

突胶质细胞成熟阶段,髓鞘抗原 MBP 被合成,并在

髓鞘外缘形成稳定膜状板层结构,从而保证了髓鞘

的完整性[27]。 RhoA / ROCK-1 信号通路是体内普遍

存在的信号转导通路,参与细胞的形态发生、粘附、
迁移和增殖等多种生物学过程[28]。 在成人中枢神

经系统中,受损神经元轴突再生不良的部分原因是

髓鞘相关轴突生长抑制剂的存在,如髓鞘相关糖蛋

白、Nogo、少突胶质细胞-髓鞘糖蛋白等,这些抑制

剂可以激活 RhoA[4]。 激活的 RhoA 会导致生长锥

塌陷和轴突生长抑制,而 RhoA 的失活可以促进受

损中枢神经系统的轴突再生和功能恢复,RhoA 的

下游效应因子 Rock 活化可促进肌球蛋白轻链磷酸

酶的磷酸化[5]。 本研究结果显示,阿托伐他汀组和

高脂饮食+阿托伐他汀组可见髓鞘排列松散,少量

髓鞘崩解脱失,少量轴索萎缩,结构尚清晰;模型组

小鼠较空白组 NG2、MBP 蛋白及 mRNA 表达明显降

低,阿托伐他汀可明显升高小鼠 MBP、NG2 蛋白及

mRNA 表达;且模型组小鼠脑组织 RhoA、Rock1 蛋

白和 mRNA 表达均较空白组明显升高,仅阿托伐他

汀可明显降低小鼠脑组织 RhoA、 Rock1 蛋白和

mRNA 表达。 揭示阿托伐他汀在自身免疫性脱髓鞘

疾病中的有效保护作用,可能通过降脂改善 MS 髓

鞘崩解。
综上所述,阿托伐他汀明显缓解了 EAE 疾病的

进展,促进了 EAE 髓鞘修复,抑制炎症因子的产生,
并有降低高脂饮食 EAE 小鼠神经功能评分及髓鞘

崩解的作用,是潜在的治疗 MS 的药物,具有新的作

用机制,RhoA / Rock-1 可能是治疗 MS 的一个有前

途的治疗靶点。
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基于 miR-34a / SIRT1 轴研究柚皮素对 H2 O2 诱导的

人视网膜色素上皮细胞氧化损伤的保护作用

魏抗抗1∗,董伟华1,帖红艳2,何章彪1,赵　 琳1

(1.商丘医学高等专科学校五官科教研室,河南 商丘　 476006;
2.郑州大学基础医学院人体解剖学教研室,郑州　 450001)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于 miR-34a /沉默信息调节因子 1(SIRT1)轴探讨柚皮素对 H2O2 诱导的人视网膜色素上皮

细胞(RPE)氧化损伤的保护作用。 方法　 MTT 法检测不同浓度的柚皮素对 H2O2 诱导的人视网膜色素上皮细胞

ARPE-19 存活率的影响以选取适宜柚皮素浓度为后续实验浓度。 取对数期生长的 ARPE-19 细胞分为对照组、
H2O2 组(200 μmol / L)、20 μg / mL 柚皮素组、20 μg / mL 柚皮素+mimics NC 组、20 μg / mL 柚皮素+miR-34a mimics
组。 采用 RT-qPCR 检测细胞中 miR-34a 和 SIRT1 mRNA 的表达,MTT 法及 Annexin V-FITC / PI 双染分别检测细胞

存活与凋亡情况,荧光探针检测细胞内 ROS 水平,生化法检测 SOD 活性、MDA 和 GSH 水平,并采用 JC-1 法检测线

粒体膜电位(MMP),Western blot 检测 SIRT1 及 Bcl-2、Bax、Caspase-3 蛋白表达。 结果 　 与对照组相比,H2O2 组

ARPE-19 细胞中 miR-34a 表达、ARPE-19 细胞凋亡率、ROS、MDA 含量、Bax 和 Caspase-3 表达显著升高(P<0. 05),
SIRT1 mRNA 表达、ARPE-19 细胞存活率、SOD、GSH 含量、MMP 水平、SIRT1 和 Bcl-2 表达显著降低(P<0. 05);与
H2O2 相比,柚皮素可改善 H2O2 诱导的 ARPE-19 细胞损伤,下调 miR-34a 表达,降低 ROS、MDA、Bax 和 Caspase-3
含量(P<0. 05),上调 SIRT1、MMP、Bcl-2 表达,增加 GSH、SOD 活性(P<0. 05);上调 ARPE-19 细胞 miR-34a 的表达,
可逆转柚皮素对 H2O2 诱导的 RPE 细胞氧化损伤的保护作用。 结论　 柚皮素可能通过下调 miR-34a,促进 SIRT1
的表达,抑制 RPE 细胞凋亡,保护 H2O2 诱导的 RPE 细胞氧化损伤。

【关键词】 　 柚皮素;视网膜色素上皮细胞;氧化损伤;miR-34a;沉默信息调节因子 1
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The protective effect of naringenin on H2O2-induced oxidative damage of
human retinal pigment epithelial cells via the miR-34a / SIRT1 axis

WEI Kangkang1∗, DONG Weihua1, TIE Hongyan2, HE Zhangbiao1, ZHAO Lin1

(1. Department of Otolaryngology, Shangqiu Medical College, Shangqiu 476006, China.
2. Department of Human Anatomy, School of Basic Medicine, Zhengzhou University, Zhengzhou 450001)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the protective effect of naringenin on H2O2 -induced oxidative damage of
human retinal pigment epithelial (RPE) cells via the miR-34a / silent information regulator 1(SIRT1) axis. Methods 　
MTT assay was used to detect the effect of naringenin at different concentrations on the survival rate of ARPE-19 cells
treated with H2O2, and the appropriate naringenin concentration for subsequent experiments was identified. ARPE-19 cells



in logarithmic phase were divided into the control group, H2O2 group (200 μmol / L), 20 μg / mL naringenin group, 20 μg /
mL naringenin+mimics NC group and 20 μg / mL naringenin+miR-34a mimics group. RT-qPCR was used to detect the
expression of miR-34a and SIRT1 mRNA, MTT assay and Annexin V-FITC / PI double staining were used to detect cell
survival and apoptosis, respectively. A fluorescence probe was used to detect the level of ROS, and a biochemical method
was used to detect the activity of SOD and levels of MDA and GSH. JC-1 method was used to detect the mitochondrial
membrane potential (MMP), and Western blot was used to detect the proteins expression of SIRT1 and Bcl-2, Bax and
Caspase-3. Results　 The expression of miR-34a, apoptosis rate, contents of ROS and MDA and expression of Bax and
Caspase-3 in ARPE-19 cells were significantly increased in the H2O2 group compared with those in the control group (P<
0. 05). The expression of SIRT1 mRNA, survival rate of APRE-19 cells, contents of SOD and GSH, level of MMP,
expression of SIRT1 and Bcl-2 were significantly decreased in the H2O2 group compared with those in the control group (P<
0. 05). Naringenin improved the damage of ARPE-19 cells induced by H2O2, down-regulated the expression of miR-34a,
decreased the contents of ROS, MDA, Bax and Caspase-3 (P<0. 05), up-regulated the expression of SIRT1, MMP and
Bcl-2 and increased the activities of GSH and SOD compared with effects in the H2O2 group (P<0. 05). Up-regulation of
miR-34a expression in ARPE-19 cells reversed the protective effect of naringenin on H2O2 -induced oxidative damage in
RPE cells. Conclusions　 Naringenin down-regulates miR-34a, promotes the expression of SIRT1, inhibits the apoptosis of
RPE cells and protects RPE cells from oxidative damage induced by H2O2 .

【Keywords 】 　 naringenin; retinal pigment epithelial cells; oxidative damage; miR-34a; silence information
regulator 1

　 　 年龄相关性 黄 斑 变 性 ( age-related macular
degeneration,AMD)是一种累进性和变性性眼病,会
影响视网膜的黄斑区域,是导致老年人严重和永久

性视力障碍及失明的常见原因[1]。 AMD 发生率较

高,据估计全球范围内 AMD 的人数到 2040 年将增

加到 3 亿[2],严重影响患者的生活质量,也给经济

造成沉重负担。 AMD 的主要表现为视网膜色素上

皮细胞(retinal pigment epithelial cells,RPE)对视细

胞外节盘膜吞噬消化能力降低,导致未被完全消化

的盘膜残余小体存在,形成玻璃膜疣,从而导致视

力受损甚至失明[3]。 虽然 AMD 的发病机制尚未完

全了解,但 RPE 功能障碍在 AMD 的进展中发挥中

心作用[4-6]。
据报道,miR-34a 在调节细胞增殖、迁移、分化

和凋亡中至关重要,可抑制 RPE 细胞的增殖和迁

移[7];miR-34a 的调节功能与年龄相关性疾病(包括

AMD)中的沉默信息调节因子 1( silence information
regulator 1,SIRT1)有关,研究显示 miR-34a 的显著

上调,可导致细胞中 SIRT1 表达降低,使 ARPE-19
细胞对氧化应激的耐受性降低[8]。 氧化应激在

AMD 的发展进程中起关键作用,抗氧化系统组分活

性与 AMD 的严重程度有关,补充抗氧化剂可以保

护 RPE 免受氧化应激损伤,可预防或治疗 AMD[9]。
柚皮素是一类黄酮类化合物,在柑橘类物种中含量

丰富,具有强大的抗炎[10] 和抗氧化活性[11]。 研究

发现柚皮素可抑制视网膜组织神经节细胞凋亡,降
低糖尿病视网膜病变大鼠氧化应激损伤[12];然而,
目前尚不清楚柚皮素是否可以预防 AMD,且柚皮素

在氧化应激诱导的 RPE 损伤中的作用尚未可知。
为此,本研究采用 H2O2 诱导人 RPE 氧化损伤,初步

探讨柚皮素能否通过调控 miR-34a 减轻 RPE 氧化

应激损伤。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人视网膜色素上皮细胞系 ARPE-19(ATCC)购
自 上 海 青 旗 生 物 技 术 发 展 有 限 公 司, 货

号:BFN60807591。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 柚皮素(≥95%,货号:67604-48-2)、过氧化氢

(H2O2,≥98%,货号:247079 - 84 - 1) 均购自美国

Sigma-Aldrich 公司;miR-34a 模拟物(mimics) 和阴

性对照 ( NC) 购自上海 GenePharma 公司; TRIzol
RNA 分离试剂 (日本 TaKaRa, 货号: 9108 - 1);
SYBR􀅺 Premix Ex TaqTM 试剂盒 (日本 TaKaRa,货
号:HRR041A-1);PCR 引物的设计合成由美国赛

默 飞 世 尔 科 技 公 司 完 成; Lipofectamine 2000
(11668019) 购自美国 Invitrogen 公司;胎牛血清、
DMEM 培养基、胰蛋白酶(美国 Gbico 公司,货号:
16000044、10569 - 044、25200056),MTT、BCA、 JC-1
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法线粒体膜电位检测及 Annexin V-FITC 细胞凋亡

检测试剂盒、RIPA 裂解液均购自碧云天生物科技公

司(碧云天生物科技公司,货号:C0009 S、P0010、
C2006、C1062 L、P0013B);活性氧(ROS)检测试剂

盒 DCFH-DA (北京索莱宝科技有限公司,货号:
CA1410 - 500 ); WST - 1 法 超 氧 化 物 歧 化 酶

( superoxide dismutase, SOD )、 TBA 法 丙 二 醛

(malondialdehyde,MDA)及微板法还原型谷胱甘肽

(glutathione,GSH)测定试剂盒(南京建成生物工程

研究所,货号:A001-3-2、A003-1-2、A006-2-1);
兔抗 人 SIRT1 ( ab32441 )、 Bcl-2 ( ab32124 )、 Bax
( ab182733 )、 Caspase-3 ( ab32150 )、 β-actin
(ab8227)、山羊抗兔 IgG H&L(HRP)(ab205718)购
自英国 abcam 公司。

细胞培养箱购于美国赛默飞世尔科技公司;
IX73 倒置荧光显微镜购于日本奥林巴斯公司;ABI
Prism􀅺 7300 型荧光定量 PCR 仪购于美国应用生物

系统公司;BD FACSCanto II 流式细胞仪、iMark680
多功能酶标仪及蛋白转膜装置均来于美国 Bio-Rad
公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 柚皮素浓度的筛选

　 　 ARPE-19 细胞置于 DMEM 培养基(100 U / mL
青霉素、100 mg / L 链霉素及 10%胎牛血清)中培养,
条件为 37℃,5% CO2。 取对数期生长的 ARPE-19
细胞,以 6×103 细胞 /孔的浓度接种到 96 孔板中,待
细胞贴壁后,向培养基中添加不同浓度(0、5、10、
20、40 μg / mL)的柚皮素预处理 24 h,然后用 200
μmol / L H2O2 处理 12 h,每个浓度设置 6 个复孔。
在 37℃的 5% CO2 中继续培养,随后将 MTT 溶液(5
mg / mL,20 μL)在 12、24、48 h 时加入各孔并孵育 4
h,吸去上层清液后每孔加入 150 μL 的 DMSO,
490 nm波长处测定各孔吸光度(OD),计算细胞存

活率。 选取可增加 ARPE-19 细胞活性的柚皮素浓

度为后续实验浓度。 细胞存活率= (用药组 OD 值-
调零孔的 OD 值) / (对照组 OD 值 -调零孔的 OD
值)×100%。
1. 3. 2　 实验分组及转染

　 　 将对数期生长的 ARPE-19 细胞分成 5 个处理

组:(1) 对照组:未经处理的 ARPE-19 细胞; ( 2)
H2O2 组:ARPE-19 细胞用 200 μmol / L H2O2 处理 12

h[3];(3) 20 μg / mL 柚皮素组:ARPE-19 细胞用 20
μg / mL 柚皮素预处理 24 h,再用 200 μmol / L H2O2

处理 12 h; ( 4 ) 20 μg / mL 柚 皮 素 + NC 组: 用

Lipofectamine 2000 将 100 nmol / L miR-34a 阴性对照

(NC)转染 ARPE-19 细胞,转染 24 h 后,给予 20
μg / mL 柚皮素预处理 24 h,再用 200 μmol / L H2O2

处理 12 h;(5) 20 μg / mL 柚皮素+miR-34a mimics
组:用 Lipofectamine 2000 将 100 nmol / L miR-34a
mimics 转染 ARPE-19 细胞,转染 24 h 后,给予 20
μg / mL 柚皮素预处理 24 h,再用 200 μmol / L H2O2

处理 12 h。 在 37℃的 5% CO2 中继续培养 48 h。
1. 3. 3　 RT-qPCR 检测 mRNA
　 　 48 h 后从培养 ARPE-19 细胞中提取总 RNA,后
反转录为 cDNA 并扩增。 20 μL 反应体系: cDNA
(200 ng / μL)2 μL,SYBR􀅺 Premix Ex TaqTM(2×)10
μL,上下游引物各 0. 4 μL,ddH2O 7. 2 μL。 反应条

件:40 个循环,先预变性 10 min(94℃),后变性 15 s
(95℃),随后退火 20 s ( 60℃), 最后延伸 20 s
(75℃)。 相对 miR-34a(对照 U6)和 SIRT1 mRNA
(对照 GAPDH)的表达量采用 2-ΔΔCt方法计算,引物

序列见表 1。

表 1　 RT-qPCR 引物序列
Table 1　 Primer sequence of RT-qPCR

基因 Gene 引物序列 Primer sequence

miR-34a F:5’-GCCCTGGCAGTGTCTTAG-3’
R:5’-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3’

U6
F:5’-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3’
R:5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’

SIRT1
F:5’-GGAGGAGCTGGATTTTGGGACTGAT-3’
R:5’-GGTGGAACAATTCCTGTACCTGCACA-3’

GAPDH
F:5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’
R:5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’

1. 3. 4　 MTT 法检测细胞活力

　 　 对数期生长 ARPE-19 细胞接种到 96 孔板,浓
度 6×103 细胞 /孔,按照 1. 3. 2 项步骤处理,48 h 后

每孔中加入 20 μL 的 MTT 溶液(5 mg / mL),于培养

箱中孵育 4 h,吸去上层清液后加入 150 μL 的

DMSO,各孔吸光度(OD)在 490 nm 波长处测定,计
算细胞存活率。
1. 3. 5　 流式细胞术检测细胞凋亡

　 　 取对数期生长的 ARPE-19 细胞,按照 1. 3. 2 项

步骤处理,将培养的 ARPE-19 细胞用 0. 25%胰蛋白

酶进行消化处理,离心,去除上清液,PBS 洗涤,随后

将细胞重悬,密度为每毫升 1×106 细胞,避光孵育
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15 min(需加入 5 μL Annexin V-FITC 及 5 μL PI),
细胞凋亡率用流式细胞仪分析并依步骤操作。
1. 3. 6　 荧光探针检测细胞内 ROS 水平

　 　 取对数期生长的 ARPE-19 细胞,按照 1. 3. 2 项

步骤处理,ARPE-19 细胞用 PBS 洗涤 3 次,与 10
mmol / L 的 2’,7’ -二氯荧光黄双乙酸盐(DCFH-
DA)于 37℃避光孵育 30 min。 后用酶标仪检测二

氯荧光素(DCF)荧光(激发波长 488 nm、发射波长

525 nm),其荧光强度代表 ROS 水平。
1. 3. 7　 生化法检测 SOD 活性、MDA 和 GSH 水平

　 　 按照 1. 3. 2 项步骤处理 ARPE-19 细胞,收集细

胞培养上清液,按照试剂盒说明书的操作检测 SOD
活性、MDA 和 GSH 水平。

注:与对照组比,∗P<0. 05;与 H2O2 组比,#P<0. 05。

图 1　 不同浓度的柚皮素对细胞活性的影响

Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the H2O2 group, #P<0. 05.

Figure 1　 Effects of naringenin at different concentrations on cell viability

1. 3. 8　 JC-1 法检测线粒体膜电位(MMP)
　 　 按照线粒体膜电位检测试剂盒( JC-1 法)说明

书步骤进行染色。 按照 1. 3. 2 项步骤处理,向每孔

加入 JC-1(DMSO 溶解为浓度 5 mg / mL),使终浓度

为 10 μg / mL,于培养箱中避光孵育 20 min,将 96 孔

板置于多功能荧光酶标仪检测荧光值,激发光为

488 nm,发射光为 530 nm 时(绿色荧光,检测 JC-1
单体)的荧光值为 A1;激发光为 529 nm,发射光为

590 nm 时(红色荧光,检测 JC-1 聚合物)的荧光值

为 A2。 各组的荧光值 A =A2 / A1,最终以相对荧光

值对 MMP 进行定量分析。 相对荧光值=实验组 A /
对照组 A。
1. 3. 9　 Western blot 检测 SIRT1 和凋亡相关蛋白

表达

　 　 使用 RIPA 裂解液提取 ARPE-19 细胞中蛋白质

并测定蛋白浓度(BCA 法),随后取等量蛋白质样品

上样,每条泳道 30 μg /泳道,SDS-PAGE 凝胶电泳,
转膜封闭,加入一抗 SIRT1、Bcl-2、Bax、Caspase-3、β-
actin(1 ∶ 1000),孵育过夜(4℃)后加入二抗(1 ∶
5000),室温孵育 1 h,ECL 显色。 内参均为 β-actin,
并计算目的条带相对表达水平。
1. 4　 统计学方法

　 　 SPSS 22. 0 和 Image-Pro Plus 分析数据。 平均

数 ± 标 准 差 ( 􀭰x ± s ) 表 示, 采 用 单 向 方 差 分 析

(ANOVA)和 Tukey 事后检验比较多组测量数据之

间的差异。 以上所有实验均重复 3 次,P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 柚皮素的浓度筛选

　 　 MTT 结果显示,柚皮素在浓度为 10、20 μg / mL
时培养 48 h 后可显著提高 H2O2 诱导的 ARPE-19
细胞活力 ( P < 0. 05),且浓度为 20 μg / mL 时对

ARPE-19 细胞活力的促进作用优于 10 μg / mL,而
40 μg / mL 柚皮素处理的细胞活性较 20 μg / mL 柚皮

素明显降低,见图 1;因此选择 20 μg / mL 柚皮素为

后续实验药物干预浓度。
2. 2　 柚皮素对 H2O2 诱导的 ARPE-19 细胞 miR-
34a 和 SIRT1 mRNA 表达的作用

　 　 与对照组相比,H2O2 组 miR-34a 表达明显升

高,而 SIRT1 mRNA 表达明显降低(P < 0. 05);与
H2O2 组相比,20 μg / mL 柚皮素组和 20 μg / mL 柚皮

素+mimics NC 组细胞中 miR-34a 表达明显降低,
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SIRT1 mRNA 表达明显升高(P<0. 05);与 20 μg / mL
柚皮素组相比,20 μg / mL 柚皮素+miR-34a mimics
组细胞中 miR-34a 表达明显升高,SIRT1 mRNA 表

达明显降低(P<0. 05),见图 2。
2. 3　 柚皮素对 H2O2 诱导的 ARPE-19 细胞活力的

作用

　 　 与对照组相比,H2O2 组细胞存活率明显降低

(P<0. 05);与 H2O2 组相比,20 μg / mL 柚皮素组和

20 μg / mL 柚皮素+mimics NC 组细胞存活率明显升

高(P<0. 05);与 20 μg / mL 柚皮素组相比,20 μg /
mL 柚皮素+miR-34a mimics 组细胞存活率明显降低

(P<0. 05),见图 3。

注:与对照组比,∗P<0. 05;与 H2O2 组比,#P<0. 05;

与 20 μg / mL 柚皮素组比,&P<0. 05。 下同。

图 2　 各组细胞中 miR-34a 和 SIRT1 mRNA 的表达

Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with

the H2O2 group, #P < 0. 05. Compared with the 20 μg / mL

naringenin group, &P<0. 05. The same as below.

Figure 2　 Expression of miR-34a and SIRT1
mRNA in each group

2. 4　 柚皮素对 H2O2 诱导的 ARPE-19 细胞凋亡的

作用

　 　 与对照组(3. 28±0. 41)%相比,H2O2 组 ARPE-

19 细胞凋亡率 ( 17. 85 ± 1. 23)% 明显升高 ( P <
0. 05);与 H2O2 组相比,20 μg / mL 柚皮素组(9. 63±
0. 95)%和 20 μg / mL 柚皮素+mimics NC 组(10. 07±
1. 03)%细胞凋亡率明显降低(P<0. 05);与 20 μg /
mL 柚皮素组相比, 20 μg / mL 柚皮素 + miR-34a
mimics 组(14. 86±1. 17)%细胞凋亡率明显升高(P<
0. 05),见图 4。
2. 5 　 柚皮素对 H2O2 诱导的 ARPE-19 细胞内

ROS、SOD、MDA 和 GSH 含量的作用

　 　 与对照组相比,H2O2 组 ARPE-19 细胞内 ROS、

MDA 含量明显升高,SOD、GSH 含量明显降低(P<
0. 05);与 H2O2 组相比,20 μg / mL 柚皮素组和 20
μg / mL 柚皮素+mimics NC 组细胞内 ROS、MDA 含

量明显降低,SOD、GSH 含量明显升高(P<0. 05);与
20 μg / mL 柚皮素组相比,20 μg / mL 柚皮素+miR-
34a mimics 组细胞内 ROS、MDA 含量明显升高,
SOD、GSH 含量明显降低(P<0. 05),见图 5。
2. 6　 柚皮素对 H2O2 诱导的 ARPE-19 细胞 MMP

的作用

　 　 与对照组(1. 00±0. 00)相比,H2O2 组 ARPE-19

细胞内 MMP 水平 ( 0. 45 ± 0. 05) 明显降低 ( P <
0. 05);与 H2O2 组相比,20 μg / mL 柚皮素组(0. 83±
0. 07)和 20 μg / mL 柚皮素+mimics NC 组(0. 85 ±
0. 08)细胞内 MMP 水平明显升高(P<0. 05);与 20
μg / mL 柚皮素组相比,20 μg / mL 柚皮素+miR-34a
mimics 组(0. 69±0. 06)细胞内 MMP 水平明显降低

(P<0. 05),见图 6。

图 3　 各组细胞中细胞存活率

Figure 3　 Cell viability in each group of cells

2. 7　 柚皮素对 H2O2 诱导的 ARPE-19 细胞 SIRT1

和凋亡相关蛋白表达的作用

　 　 与对照组相比,H2O2 组 ARPE-19 细胞 SIRT1、

Bcl-2 表达明显降低,而 Bax、Caspase-3 表达明显升

高(P<0. 05);与 H2O2 组相比,20 μg / mL 柚皮素组

和 20 μg / mL 柚皮素+mimics NC 组细胞 SIRT1、Bcl-
2 表达明显升高,而 Bax、Caspase-3 表达明显降低(P
<0. 05);与 20 μg / mL 柚皮素组相比,20 μg / mL 柚

皮素+miR-34a mimics 组细胞 SIRT1、Bcl-2 表达明显

降低,而 Bax、Caspase-3 表达明显升高(P<0. 05),见
图 7。
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注:A:对照组;B:H2O2 组;C:20 μg / mL 柚皮素组;D:20 μg / mL 柚皮素+mimics NC 组;E:20 μg / mL 柚皮素+miR-34a mimics 组。
图 4　 各组 ARPE-19 细胞凋亡率

Note. A, Control group. B, H2O2 group. C, 20 μg / mL naringenin group. D, 20 μg / mL naringenin+mimics NC group. E, 20 μg / mL naringenin+
miR-34a mimics group.

Figure 4　 Apoptotic rate of ARPE-19 cells in each group

注:A:对照组;B:H2O2 组;C:20 μg / mL 柚皮素组;D:20 μg / mL 柚皮素+mimics NC 组;E:20 μg / mL 柚皮素+miR-34a mimics 组。
图 5　 各组 ARPE-19 细胞内 ROS、SOD、MDA 及 GSH 含量

Note. A, Control group. B, H2O2 group. C, 20 μg / mL naringenin group. D, 20 μg / mL naringenin+mimics NC group. E, 20 μg / mL naringenin+
miR-34a mimics group.

Figure 5　 Contents of ROS, SOD, MDA and GSH in ARPE-19 cells of each group
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图 6　 各组 ARPE-19 细胞 MMP
Figure 6　 MMP in ARPE-19 cells of each group

图 7　 各组细胞 SIRT1、Bcl-2、Bax、Caspase-3 蛋白表达

Figure 7　 Protein expression of SIRT1, Bcl-2, Bax and Caspase-3 in each group
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3　 讨论

　 　 眼睛持续暴露于环境刺激中,如辐射、化学物

质、大气中的氧气[13]。 在正常情况下,这些刺激引

起的氧化应激可以通过机体的抗氧化系统消除[14]。
然而,随着人口老龄化,年龄介导的氧化应激和抗

氧化剂水平下降导致蛋白质修饰和氧化,引起 RPE
功能障碍和随后的细胞凋亡[15],RPE 细胞介导的氧

化应激在 AMD 的发病机理和进程中起着重要作

用。 氧化应激是 ROS 水平在机体内大量产生和积

累的结果。 在各种 ROS 中,H2O2 被确定为可以介

导各种细胞作用的第二信使分子,其过量产生是氧

化还原信号传导和氧化应激的中心枢纽[16]。 因此,
H2O2 通常在体外实验中用于诱导氧化应激[17]。 据

报道,用 200 μmol / L 的 H2O2 处理 ARPE-19 细胞 12
h,可显著抑制 ARPE-19 细胞活力,促进 ARPE-19
细胞 ROS 产生和凋亡,并诱导细胞出现氧化应激损

伤[3]。 因此,本研究使用 200 μmol / L 的 H2O2 诱导

建立 RPE 细胞氧化损伤模型。 有文献报道,阿霉素

会诱导心肌细胞损伤,产生大量的 ROS,柚皮素可

升高 GSH 含量及 SOD 酶活力,降低 ROS 水平,产生

抗氧化应激作用,减轻心肌细胞损伤[18-19]。 本研究

发现 H2O2 诱导后细胞活力下降,而 ROS 水平增加,
柚皮素减轻了 RPE 细胞中 H2O2 对细胞活力和 ROS
产生的影响。 此外,柚皮素还可以降低 H2O2 诱导

的 RPE 细胞中 MDA 水平,增加内源性抗氧化剂

GSH 及抗氧化酶 SOD 活性。 表明柚皮素处理提高

了 H2O2 诱导的 RPE 细胞中的 GSH 水平和 SOD 活

性。 提示柚皮素处理逆转了 RPE 细胞中 H2O2 诱导

的氧化应激。
ROS 介导的氧化应激可能导致 RPE 细胞凋

亡[20]。 而柚皮素可以降低 Caspase-3 蛋白表达,升
高 Bcl-2 蛋白水平及 Bcl-2 / Bax 比值,抑制细胞凋

亡,减轻心肌细胞损伤[18-19]。 本研究结果显示,柚
皮素处理可抑制 H2O2 诱导的 RPE 细胞凋亡,
Western blot 结果进一步显示柚皮素抑制了 RPE 细

胞中促凋亡 Bax 蛋白的表达,并诱导抗凋亡蛋白

Bcl-2 的表达。 此外,柚皮素还阻止了 H2O2 诱导的

RPE 细胞中 Caspase-3 的活化。 MMP 参与细胞凋亡

的发展和进程,MMP 的降低是细胞凋亡的特异性标

志[21]。 JC-1 是一种碳氰化合物类阳离子荧光染料,
广泛用于检测 MMP。 正常情况下,JC-1 能依赖跨膜

电位聚集在线粒体的基质中,形成红色荧光的聚合

物;当发生凋亡则降低跨膜电位,释放线粒体中的

JC-1,在胞质内以单体的形式存在发绿色荧光[22];
柚皮素可明显升高红 /绿荧光比值,升高 MMP 水

平。 这些结果均提示柚皮素可抑制 H2O2 诱导的

RPE 细胞凋亡。
此外,本研究发现 H2O2 诱导的 RPE 细胞中

miR-34a 水平显著增加,而 SIRT1 mRNA 水平显著

降低。 有报道显示 miR-34a 是 RPE 细胞中高度表

达的调节因子之一,miR-34a 上调可通过直接或间

接抑制 c-Met 和其他细胞周期相关分子的表达来抑

制 RPE 细胞的增殖和迁移[7],证实了其可调节 RPE
细胞功能。 SIRT1 已被证明是 miR-34a 的靶基因,
在细胞分化、衰老、凋亡、转录调节、氧化应激等多

种重要的生物学过程中发挥重要作用;既往研究已

经证实 SIRT1 可通过抗炎、抗氧化、减少凋亡等机制

发挥细胞保护作用[23-24]。 Tong 等[8] 发现过表达

miR-34a 可显著抑制 SIRT1 转录后表达,同时 H2O2

诱导的 ARPE-19 细胞对氧化应激的耐受性降低。
本研究结果显示柚皮素可下调 miR-34a,促进 SIRT1
mRNA 和蛋白表达;采用 Lipofectamine 2000 将 miR-
34a 转染 ARPE-19 细胞上调 miR-34a,结果显示

miR-34a 转染 ARPE-19 细胞后,miR-34a 水平明显

增加,而 SIRT1 的表达降低,明显逆转了柚皮素对

H2O2 诱导的 RPE 细胞氧化损伤的保护作用。 提

示,柚皮素的保护作用可能是由 miR-34a / SIRT1 信

号通路介导的。
综上所述,柚皮素可通过下调 miR-34a,促进

SIRT1 表达,抑制 RPE 细胞凋亡,保护 H2O2 诱导的

RPE 细胞氧化应激损伤。 然而,本研究存在一定的

局限性,H2O2 诱导氧化损伤后柚皮素是否能发挥较

长时间的保护作用需要进一步的实验,且需要进行

体内动物研究以及柚皮素与其他药物相比的功效

进一步明确柚皮素的保护作用。
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和厚朴酚通过 Notch 信号通路抑制慢性阻塞性肺疾病
小鼠免疫失衡并提供肺保护作用

李　 彬∗,甘德堃,王璐璐

(河南省中医院肺病科,郑州　 450002)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨和厚朴酚(HNK)对慢性阻塞性肺疾病(COPD)小鼠免疫失衡及肺功能的影响,并考察

Notch 信号通路是否介导该过程。 方法 　 将 30 只 6 ~ 8 周龄雄性 BALB / c 小鼠随机分为 3 组:正常对照组

(Normal)、COPD 组和 COPD+HNK 组,每组 10 只。 通过香烟烟雾诱导 COPD 小鼠模型,然后对 COPD+HNK 组小鼠

隔日腹腔注射 HNK(10. 00 mg / kg),共 30 d。 采用法国 EMKA GYD-003 型动物肺功能测试系统检测吸气峰流速

(PIF)和呼气峰流速(PEF)。 苏木精-伊红(HE)染色评价肺组织病理变化。 用流式细胞仪检测小鼠脾 T 细胞

Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 亚群的比值。 Western blot 检测 T 细胞中 Notch 1 / 2 / 3 / 4、Hes1、Hes5 和 Hey1 的蛋白表达。 采

用 ELISA 法检测小鼠血清 IFN-γ、IL-4、IL-17 和 IL-10 水平。 结果　 与 COPD 组相比,COPD+HNK 组小鼠的 PIF 和

PEF 均显著升高(P<0. 05)。 COPD+HNK 组小鼠肺组织病变较 COPD 组减轻,炎性细胞浸润减少,肺泡数增多,肺
泡腔缩小。 与 COPD 组相比,COPD+HNK 组小鼠的 Th1 百分比、Th1 / Th2 比值、Th17 百分比和 Th17 / Treg 比值均显

著降低(P<0. 05)。 与 COPD 组相比,COPD+HNK 组小鼠脾 T 细胞中的 Notch1、Notch2、Notch3、Notch4、Hes1、Hes5、
Hey1 的蛋白相对表达量均显著降低(P<0. 05)。 与 COPD 组相比,COPD+HNK 组小鼠血清中的 IFN-γ 和 IL-17 水

平均显著降低(P<0. 05),而 IL-4 和 IL-10 水平显著升高(P<0. 05)。 结论　 和厚朴酚通过抑制 COPD 小鼠脾 T 细

胞 Notch 信号通路的激活,进而纠正了 COPD 小鼠 Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 细胞的失衡,从而改善了肺功能。
【关键词】 　 和厚朴酚;慢性阻塞性肺疾病;Notch 信号通路;免疫失衡;肺功能
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Honokiol inhibits immune imbalance and provides lung protection in mice with
chronic obstructive pulmonary disease through the Notch signaling pathway

LI Bin∗, GAN Dekun, WANG Lulu
(Henan Province Hospital of Traditional Chinese Medicine, Department of Pulmonary Disease, Zhengzhou 450002, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect of honokiol (HNK) on immune imbalance and lung function in
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) mice and to investigate whether the Notch signaling pathway mediates this
process. Methods　 BALB / c mice (male, 6~8 weeks old) were randomly divided into three groups: normal control group
(Normal), COPD group and COPD+HNK group ( n = 10 mice per group). A mouse model of COPD was induced by
cigarette smoke, and HNK (10 mg / kg) was intraperitoneally injected into the COPD+HNK group every other day for 30



days. The French EMKA GYD-003 animal lung function test system was used to detect the peak inspiratory flow rate (PIF)
and peak expiratory flow rate (PEF). Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to evaluate the pathological changes of
lung tissue. Flow cytometry was used to detect the ratio of Th1 / Th2 and Th17 / Treg subgroups of mouse spleen T cells.
Western blot was used to examine the protein expression of Notch 1 / 2 / 3 / 4, Hes1, Hes5 and Hey1 in T cells. ELISA was
used to detect the levels of serum IFN-γ, IL-4, IL-17 and IL-10 in mice. Results　 The PIF and PEF of the COPD+HNK
group mice were significantly increased compared with result in the COPD group (P<0. 05). In addition, the lung tissue
lesions of the mice in the COPD+HNK group were reduced, the inflammatory cell infiltration was reduced, the number of
alveoli increased and the alveolar cavity was reduced compared with result in the COPD group. Compared with the COPD
group, the COPD+HNK group mice showed significantly reduced Th1 percentage, Th1 / Th2 ratio, Th17 percentage and
Th17 / Treg ratio (P<0. 05). In addition, the relative expression levels of Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Hes1, Hes5
and Hey1 in the spleen T cells of the COPD+HNK group mice were significantly reduced (P<0. 05). The levels of IFN-γ
and IL-17 in the serum of the COPD+HNK group were significantly reduced (P<0. 05), while the levels of IL-4 and IL-10
were significantly increased (P<0. 05). Conclusions　 HNK inhibits activation of the Notch signaling pathway of T cells in
the spleen of COPD mice, thereby correcting the imbalance of Th1 / Th2 and Th17 / Treg cells in COPD mice and improving
lung function.

【Keywords】 　 honokiol; chronic obstructive pulmonary disease; Notch signaling pathway; immune imbalance;
lung function

　 　 慢性阻塞性肺疾病(COPD)是一种以不完全可

逆的气流受限为特征的肺部疾病[1-2]。 最近的研究

发现,COPD 患者存在 T 细胞亚群失衡的免疫紊乱。
T 细胞亚群执行以 Th1 和 Th17 为主的获得性免疫

反应,这种免疫反应可导致 COPD 慢性炎症的持续

和扩大,加速气道重塑,这与 COPD 的发病机制和病

情加重有关[3]。 杨鑫娜等[4] 报道,Notch 信号通路

可调节 COPD 患者 Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 的免疫失

衡,参与 COPD 的发病机制。 和厚朴酚( honokiol,
HNK,C18H18O2)是从厚朴或凹叶厚朴树皮中提取的

一种双酚类化合物,在中国和日本的传统医药中有

广泛的应用,多用于治疗血栓性中风、治疗焦虑和

胃肠道症状,并且还具有心脏保护作用、抗微生物

作用、抗炎作用、抗炎作用、抗血管生成作用和抗血

管生成作用[5-7]。 最近的研究报道和厚朴酚能显著

抑制哮喘小鼠嗜酸性粒细胞浸润,减轻气道炎症,
抑制炎性细胞因子的产生,这些结果提示和厚朴酚

可能是治疗肺哮喘相关疾病的候选药物[8]。 然而,
目前尚无文献报道和厚朴酚在 COPD 中的应用效

果。 因此,本研究旨在揭示和厚朴酚是否可改善

COPD 小鼠免疫平衡并提供肺保护作用,并进一步

探讨 Notch 信号通路是否介导和厚朴酚对 COPD 的

治疗机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 30 只 6 ~ 8 周龄无特定病原体 ( SPF) 雄性

BALB / c 小鼠购自凯学生物科技(上海)有限公司

[SCXK(沪)2020-0005],平均体重(20±2)g。 所有

小鼠于温度(22±1)℃、湿度(50±5)%、光照 /黑暗周

期 12 h / 12 h 的 SPF 级实验室内饲养,饲养室位于

河南中医药大学实验动物中心[ SYXK(豫) 2020-
0004],不限制食物和水。 本研究由河南省中医院

动物实验伦理委员会批准(IACUC:20200013),实验

研究过程中做到了 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 和厚朴酚(货号 SND-287)购自滁州仕诺达生

物科技有限公司;香烟购自河南安阳卷烟厂;苏木

精-伊红(HE)染色试剂盒(货号 C0105M)购自碧云

天生物技术研究所;异硫氰酸荧光素(FITC)标记的

CD3 抗体(货号 LM-10498R-FITC)购自上海联迈生

物工程有限公司;RPMI-1640(货号 PM150110A)购
自上海雅吉生物科技有限公司;藻红蛋白-花青苷 5
(PE / CY5)标记的 CD4 抗体(货号 100409)、藻红蛋

白(PE) 标记的 IL-4(货号 504103)、FITC 标记的

IFN-γ ( 货 号 505805 )、 PE 标 记 的 Foxp3 ( 货 号

364703)和 FITC 标记的 IL-17A(货号 512303)购自

美国 Bio Legend 公司; Notch 1 (货号 ab52627)、
Notch 2(货号 ab245325)、Notch 3(货号 ab23426)、
Notch 4 (货号 ab184742)、Hes1 (货号 ab119776)、
Hes5(货号 ab194111)、Hey1(货号 ab154077)和 β-
actin(货号 ab8227)一抗购自英国 Abcam 公司;辣根

过氧化物酶偶联 IgG 二抗(货号 ZB-2306)购自北

京中 杉 金 桥 生 物 科 技 有 限 公 司; IFN-γ ( 货 号
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439007)、 IL-4(货号 EA - 2510)、 IL-17 (货号 HIL-
17A-175)和 IL-10(货号 EA-2513)ELISA 试剂盒购

自深圳市达科为生物技术股份有限公司。
GYD-003 型动物肺功能测试系统购自法国

EMKA 公司;CytoFLEX 流式细胞仪购自美国贝克曼

库尔特公司;BP121S 电子天平购自德国赛多利斯公

司;动物恒温系统 ALC-HTP 购自上海奥尔科特生物

科技有限公司;Nanodrop 2000 紫外分光光度计、
MK3 酶标仪购自美国 Thermo 公司;Mini P-4 垂直电

泳槽、 电泳仪、 电转仪购自美国 Bio-Rad 公司;
Western blot 显影仪购自德国 QUANTUM 公司;Leica
RM2235 石蜡切片机购自德国 Leica 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 COPD 模型制备

　 　 将小鼠随机分为 3 组:正常对照组(Normal)、
COPD 组和 COPD+HNK 组,每组 10 只。 将 COPD
组和 COPD+HNK 组小鼠置于 50 cm、30 cm、35 cm
的有机玻璃盒子进行香烟烟雾诱导 (焦油量:14
mg,烟气烟碱量:1. 1 mg),每天吸烟 4 次(4 支,45
min),间隔 1 h,连续 90 d。 从造模第 61 天开始,
COPD+HNK 组隔日腹腔注射和厚朴酚(HNK,10. 00
mg / kg),至第 90 天。 和厚朴酚的使用剂量参考文

献[9-10]进行设置,前人文献中和厚朴酚的使用剂量

为 2 ~ 16 mg / kg,因此本文将的剂量设置为 10. 00
mg / kg。
1. 3. 2　 肺功能测试

　 　 治疗完成后,采用法国 EMKA GYD-003 型动物

肺功能测试系统检测吸气峰流速(PIF)和呼气峰流

速(PEF)。
1. 3. 3　 肺组织病理形态学观察

　 　 治疗完成后,采用颈椎脱位法处死小鼠。 取小

鼠肺组织,置于 10%多聚甲醛溶液中固定。 石蜡包

埋,切片,然后进行苏木精-伊红(HE)染色,检测方

法严格按照制造商说明书进行。
1. 3. 4　 小鼠脾 T 细胞分离

　 　 在无菌条件下,取小鼠脾,研磨后在 200 目滤网

上滤过,制成单细胞悬液,缓慢加入小鼠淋巴细胞

分离液中,以 2500 r / min 离心 20 min。 吸取中间层

淋巴细胞,调整细胞数至每毫升 1×106 个,加入异硫

氰酸荧光素(FITC)标记的 CD3 抗体,流式细胞仪检

测总 T 细胞(CD3+T)纯度。
1. 3. 5　 CD4+T 细胞亚群检测

　 　 使用 RPMI-1640 调整脾 T 淋巴细胞浓度为每

毫升 1 × 106 个,细胞中加入藻红蛋白 -花青苷 5
(PE / CY5)标记的 CD4 抗体。 然后,用 4%多聚甲醛

固定细胞。 分别加入膜裂解剂、藻红蛋白(PE)标记

的 IL-4、 FITC 标记的 IFN-γ、 PE 标记的 Foxp3 和

FITC 标记的 IL-17A。 用流式细胞仪检测 Th1、Th2、
Th17 和 Treg 的表达,计算 Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 亚

群的比值。
1. 3. 6　 Western blot
　 　 提取小鼠 T 淋巴细胞总蛋白,用 10%十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 50 μg 蛋白样品。
将蛋白质转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上,室温

下用 5% 脱脂牛奶封闭膜 30 min。 然后将膜与

Notch 1 / 2 / 3 / 4 ( 1 ∶ 500 稀释)、Hes1 ( 1 ∶ 1000 稀

释)、Hes5(1 ∶ 500 稀释)、Hey1(1 ∶ 2000 稀释)和

β-actin(1 ∶ 1000 稀释)4℃孵育过夜。 然后将膜与

辣根过氧化物酶偶联 IgG 二抗(1 ∶ 2000 稀释)在室

温下孵育 2 h,ECL 显影。 β-actin 作为内参蛋白,将
目标蛋白的灰度值标准化为 β-actin 的灰度值。
1. 3. 7　 血清 IFN-γ、IL-4、IL-17 和 IL-10 水平检测

　 　 采集小鼠静脉血,分离血清。 采用 ELISA 法严

格按照试剂盒说明书检测小鼠血清 IFN-γ、IL-4、IL-
17 和 IL-10 水平。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有实验数据用 SPSS 17. 0 统计软件进行分

析。 每组数据均以平均数±标准差(􀭰x±s)表示。 多

组间比较采用单因素方差分析(ANOVA)。 多重比

较采用最低显著性差法(LSD-t)。 P<0. 05 说明差

异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 和厚朴酚对 COPD 小鼠肺组织病理变化的

影响

　 　 通过 HE 染色评价各组小鼠肺组织病理变化

(图 1)。 Normal 组小鼠肺组织结构基本完整,未见

明显病理改变。 COPD 组小鼠肺泡间隔内可见炎性

细胞浸润,终末细支气管远端气腔膨胀,间隙变窄,
肺泡数明显减少,肺泡腔扩张,肺泡壁破裂,符合

COPD 的病理学表现。 COPD+HNK 组小鼠肺组织

病变较 COPD 组减轻,炎性细胞浸润减少,肺泡数增

多,肺泡腔缩小。
2. 2　 和厚朴酚对 COPD 小鼠肺功能的影响

　 　 HE 染色结果显示,小鼠肺组织形态符合 COPD
的病理学表现,表明建模成功。 通过吸气峰流速
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(PIF)和呼气峰流速(PEF)评价各组小鼠肺功能,
如图 2 所示,与 Normal 组相比,COPD 组小鼠的 PIF
和 PEF 均显著降低(P<0. 05)。 与 COPD 组相比,
COPD+HNK 组小鼠的 PIF 和 PEF 均显著升高(P<
0. 05)。 说明和厚朴酚能改善 COPD 模型小鼠的肺

功能。
2. 3　 和厚朴酚对 COPD 小鼠 T 细胞亚群的影响

　 　 各组小鼠 T 细胞亚群分布如图 3 所示,与

Normal 组相比,COPD 组小鼠的 Th1 百分比、Th1 /
Th2 比值、Th17 百分比和 Th17 / Treg 比值均显著升

高(P<0. 05),而 Treg 百分比和 Th2 百分比无显著

变化(P>0. 05)。 与 COPD 组相比,COPD+HNK 组

小鼠的 Th1 百分比、Th1 / Th2 比值、Th17 百分比和

Th17 / Treg 比值均显著降低(P<0. 05)。 这些结果说

明和厚朴酚可改善 COPD 小鼠 T 细胞亚群。
2. 4　 和厚朴酚对 COPD 小鼠 T 细胞 Notch 信号通

路的影响

　 　 通过 Western blot 检测各组小鼠脾 T 细胞中

Notch 信号通路的蛋白表达(图 4) ,结果显示,与
Normal 组 相 比, COPD 组 小 鼠 脾 T 细 胞 中 的

Notch1、Notch2、Notch3、Notch4、Hes1、Hes5、Hey1
的蛋白相对表达量均显著升高 ( P < 0. 05) 。 与

COPD 组相比,COPD+HNK 组小鼠脾 T 细胞中的

Notch1、Notch2、Notch3、Notch4、Hes1、Hes5、Hey1
的蛋白相对表达量均显著降低(P<0. 05) 。 这些

结果说明和厚朴酚抑制了 COPD 小鼠 T 细胞中

的 Notch 信号通路。
2. 5　 和厚朴酚对 COPD 小鼠血清细胞因子的影响

　 　 通过 ELISA 法检测各组小鼠血清细胞因子水

平(图 5),结果显示,与 Normal 组相比,COPD 组小

鼠血清中的 IFN-γ 和 IL-17 水平均显著升高(P <
0. 05),而 IL-4 和 IL-10 水平显著降低(P<0. 05)。
与 COPD 组相比,COPD+HNK 组小鼠血清中的 IFN-
γ 和 IL-17 水平均显著降低(P<0. 05),而 IL-4 和 IL-
10 水平显著升高(P<0. 05)。 说明和厚朴酚影响了

COPD 小鼠血清细胞因子的分泌。

图 1　 各组小鼠肺组织的 HE 染色

Figure 1　 HE staining of lung tissue of mice in each group

注:A:吸气峰流速(PIF);B:呼气峰流速(PEF)。 与正常组相比,∗P<0. 05;与 COPD 组相比,#P<0. 05。

图 2　 和厚朴酚对 COPD 小鼠肺功能的影响

Note. A, Peak inspiratory flow(PIF) . B, Peak expiratory flow( PEF). Compared with normal group, ∗P< 0. 05. Compared with COPD group,
#P<0. 05.

Figure 2　 Effect of honokiol on the lung function of COPD mice
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注:A:小鼠脾 Th1 百分比;B:Th2 百分比;C:Th1 / Th2 比值;D:Th17 百分比;E:Treg 百分比;F:Th17 / Treg 比值。 与正常组相比,∗ P<

0. 05;与 COPD 组相比,#P<0. 05。

图 3　 和厚朴酚对 COPD 小鼠 T 细胞亚群的影响

Note. A, Mouse spleen Th1 percentage. B, Th2 percentage. C, Th1 / Th2 ratio. D, Th17 percentage. E, Treg percentage. F, Th17 / Treg ratio.

Compared with normal group, ∗P<0. 05. Compared with COPD group, #P<0. 05.

Figure 3　 Effect of honokiol on T cell subsets in COPD mice

注:A~G:小鼠脾 T 细胞中 Notch1、Notch2、Notch3、Notch4、Hes1、Hes5、Hey1 的蛋白相对表达量;H:蛋白质印迹代表条带。 与正常组相比,
∗P<0. 05;与 COPD 组相比,#P<0. 05。

图 4　 和厚朴酚对 COPD 小鼠 T 细胞 Notch 信号通路的影响

Note. A~G, Relative expression of Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Hes1, Hes5, Hey1 in mouse spleen T cells in sequence. H, Western blot

representative band. Compared with normal group, ∗P<0. 05. Compared with COPD group, #P<0. 05.

Figure 4　 Effect of honokiol on the Notch signaling pathway of T cells in COPD mice
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注:A~D:依次为小鼠血清 IFN-γ、IL-4、IL-17、IL-10 水平。 与正常组相比,∗P<0. 05;与 COPD 组相比,#P<0. 05。

图 5　 和厚朴酚对 COPD 小鼠血清细胞因子的影响

Note. A~D, Levels of mouse serum IFN-γ, IL-4, IL-17 and IL-10 in sequence. Compared with normal group, ∗P<0. 05. Compared with COPD

group, #P<0. 05.

Figure 5　 Effect of honokiol on serum cytokines in COPD mice

3　 讨论

　 　 和厚朴酚最初是从厚朴或凹叶厚朴树皮中提

取的具有抗衰老、抗氧化、抗炎和抗肿瘤等作用的

一种双酚类化合物。 据报道,和厚朴酚通过激活

Akt 介导的胆碱能神经元存活通路改善快速老化

SAMP8 小鼠衰老相关的学习和记忆损伤[11]。 和厚

朴酚通过减少 ROS 的产生而减轻大鼠脑缺血再灌

注损伤[12]。 在肾缺血 /再灌注损伤( I / RI)模型中,
与 I / R 组相比,和厚朴酚预处理降低炎性标志物如

肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和白细胞介素-6( IL-6)
的表达水平[13]。 此外,和厚朴酚在多种癌细胞中显

示出强大的抗肿瘤活性[14-15]。 本研究中,和厚朴酚

显著升高 COPD 小鼠的 PIF 和 PEF,并且 HE 染色

也显示和厚朴酚减轻了香烟烟雾诱导的肺组织病

理变化,说明和厚朴酚能改善 COPD 模型小鼠的肺

功能。 其他学者报道和厚朴酚对哮喘也具有良好

的治疗作用[8],因此,和厚朴酚在治疗肺部疾病方

面可能具有较高的潜力。
T 淋巴细胞介导的过度免疫反应在 COPD 的发

生和发展中起着重要作用,并且这些细胞的数量随

着气流限制的增加和肺气肿的加重而增加[16]。 T
淋巴细胞可以分化为 Th1 或 Th2 细胞,具体取决于

它们产生的细胞因子类型。 目前,许多研究发现

COPD 存在 Th1 介导的免疫应答,表现为 IFN-γ
(Th1 细胞因子)水平升高,IL-4(Th2 细胞因子)水

平降低,Th1 / Th2 失衡[17]。 另外,IL-17 / Treg 的平衡

是维持免疫系统稳定和避免过度免疫反应的重要

因素。 最近的研究发现 COPD 患者也存在 Th17 /

Treg 失衡,表现为 IL-17(Th17 细胞因子)分泌增加,
IL-10(Treg 细胞因子)分泌减少[18]。 本研究中,和
厚朴酚显著降低了 COPD 小鼠的 Th1 百分比、Th1 /
Th2 比值、Th17 百分比和 Th17 / Treg 比值,显著降低

IFN-γ 和 IL-17 水平,而升高 IL-4 和 IL-10 水平,纠
正了 Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 细胞失衡。 Th1 细胞主

要分泌 IL-2、IFN-γ 和 TNF-α[19]。 Th2 细胞主要分

泌 IL-4,刺激 B 淋巴细胞增殖产生 IgG 和 IgE,并介

导体液免疫[20]。 此外,高水平的 IL-4 可通过激活

自然杀伤 T 细胞[21]。 大量的文献均证实,Th2 细胞

分泌的细胞因子在减轻炎症方面发挥着重要作用。
结合本研究结果可知,和厚朴酚可使 COPD 小鼠体

内 Th1 细胞向 Th2 细胞漂移,从而抑制了 Th1 / Th2
细胞失衡引起的过度炎症反应。 IL-17 是中性粒细

胞炎症的关键启动子。 既往研究报道 COPD 患者

IL17 水平升高,这可能导致中性粒细胞募集和浸润

到炎症部位,最终通过刺激肺微血管内皮细胞产生

CXCL8(IL-8)、E-选择素、血管细胞粘附分子-1 和

细胞间粘附分子-1,从而加重 COPD[22]。 IL-17 可

诱导急性炎症、募集 Th17 细胞并激活 Th1 细胞以促

进细胞免疫反应。 IL-10 是 B 淋巴细胞的经典刺激

物,它通过抑制核因子 κB(一种关键的炎症转录因

子)的表达来抑制 Th1 细胞产生 TNF-α、 IL-2 和

IFN-γ[23]。 因此,抑制 IL-17 的表达并增加 IL-10 的

表达可通过多种途径来抑制炎症。 本研究结果说

明,和厚朴酚抑制了 COPD 小鼠 IL-17 的表达并增

加 IL-10 的表达,从而使 Th17 细胞向 Treg 细胞漂

移,进而抑制了 Th17 / Treg 细胞失衡引起的过度炎

症反应。 另外,Wang 等[24]发现 COPD 患者 Th17 和
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调节性 T 细胞(Treg)失衡,血清 IL-6 和 IL-17 水平

升高,与用力肺活量 ( FVC)、第一秒用力呼气量

(FEV1)、FEV1 / FVC 值降低密切相关,这些变化与

COPD 患者病情严重程度相关。 总之,和厚朴酚通

过纠正 Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 细胞失衡,进而改善

了 COPD 小鼠的肺功能。
Notch 信号通路是一个高度保守的信号转导通

路,包括 4 个同源受体 Notch1 / 2 / 3 / 4 和 5 个配体

Delta1 / 3 / 4 和 Jagged1 / 2,它们表达在 T 细胞和多个

成熟免疫细胞表面,参与 T 细胞的分化[25]。 在

Notch 受体与配体结合后,下游的靶基因被激活以

抑制分化调节因子的表达,最终影响细胞的分化、
增殖和凋亡[26]。 Laky 等[27]发现抗原提呈细胞表面

的 Delta 样 4(DLL4)与 CD4 / T 细胞表面的 Notch 受

体结合,增加 IL-2 的分泌,调节适应性免疫反应。
Notch1 受体的激活可以调节 Th17 细胞分化[28]。 杨

鑫娜等[4] 报道,Notch 信号通路可调节 COPD 患者

Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 的免疫失衡,参与 COPD 的

发病机制。 Notch 配体 DLL1 和 DLL4 可以诱导 Th1
细胞分化,抑制 Th2 细胞分化,促进 CD4+T 细胞分

泌 IFN-γ,并下调 IL-4 和 IL-13 水平[25]。 在 CD4+ T
细胞的早期激活过程中,Notch 受体已经被激活,并
且可以启动 Th17 细胞中的基因转录[29]。 抑制

Notch 信号可以降低外周血中 Th17 细胞的百分比,
导致 Th17 / Treg 比值降低,进而减弱 Th17 细胞介导

的免疫应答,增强 Treg 细胞的免疫抑制功能[30]。
另外,Notch 受体通过细胞间相互作用和配体结合,
以及通过 γ-分泌酶的酶解激活下游靶基因 Hes 和

Hey 家族,这两个基因共同参与了 T 细胞的激活、增
殖和分化。 本研究中,Notch 信号通路在 COPD 小

鼠体内被激活,这是 Th1 和 Th17 介导的促炎性免疫

紊乱的主要原因。 然而,和厚朴酚显著降低了

COPD 小鼠脾 T 细胞中的 Notch1、Notch2、Notch3、
Notch4、Hes1、Hes5、Hey1 的蛋白表达。 结果表明,
和厚朴酚通过抑制 T 细胞 Notch 信号通路的激活降

低了 COPD 小鼠 Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 的比例,从
而减少血清 IFN-γ 和 IL-17 的分泌,并促进 IL-4 和

IL-10 的分泌。
综上所述,本研究表明香烟烟雾诱导的 COPD

小鼠模型存在 Th1 / Th2 和 Th17 / Treg 细胞失衡。 而

和厚朴酚通过抑制 COPD 小鼠脾 T 细胞 Notch 信号

通路的激活,进而纠正了 COPD 小鼠 Th1 / Th2 和

Th17 / Treg 细胞的失衡,从而改善了肺功能。
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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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人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 改善东莨菪碱致小鼠
认知障碍的作用比较

魏山山1,2,王孟迪1,姜　 宁3,Ayaz Ahmed4,刘新民1,3∗,王　 琼1,2∗

(1.西南医科大学附属中医医院中葡中医药国际合作中心 /中西医结合学院,四川 泸州　 646000;2.中国农业科学院

农产品加工研究所,北京　 100193;3.中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所药理毒理研究中心,北京　 100193;
4.巴基斯坦卡拉奇大学国际化学和生命科学研究院 Panjwani 博士分子医学和药物研究中心,巴基斯坦 卡拉奇 74200)

　 　 【摘要】 　 目的　 比较人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 改善东莨菪碱模型小鼠短期空间与非空间学习记忆的作

用及机制。 方法　 建立东莨菪碱所致认知障碍模型,采用物体认知实验、液相色谱-质谱联用(LC-MS / MS)法、比色

法观察人参皂苷 Rg1 或 Rb1(60 μmol / kg),Rg1+Rb1(各 30 μmol / kg 相加)对模型小鼠的行为学和神经递质及氧化

应激水平的影响。 结果　 与对照组比较,模型小鼠的短期空间学习记忆和非空间学习记忆都受到严重损伤(P<0.
001,P<0.001);而石杉碱甲和人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 给药能显著逆转模型小鼠所引起的短期非空间学习记

忆损伤,但人参皂苷 Rg1+Rb1 改善短期空间学习记忆的能力弱于人参皂苷 Rb1(P<0.01)。 与对照组比较,模型小

鼠海马 ACh、5-HT、Glu 水平都显著下降,石杉碱甲和人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 给药能使模型小鼠海马 ACh、5-
HT、Glu 水平显著增加。 与对照组比较,模型小鼠血清氧化应激水平显著增高,而石杉碱甲和人参皂苷 Rg1、Rb1、
Rg1+Rb1 给药能使模型小鼠血清 SOD、CAT、GSH 活力显著增加和 MDA 水平显著下降,虽然人参皂苷 Rg1+Rb1 调

节 GSH 活力水平的能力弱于人参皂苷 Rb1(P<0.01,P<0.05),但在调节 MDA 的能力上,人参皂苷 Rg1+Rb1 强于人

参皂苷 Rg1、Rb1。 结论　 尽管人参皂苷 Rg1+Rb1 在各自有效剂量减半组合的情况下,改善空间短时学习记忆的能

力有所下降,但三者在改善短时非空间学习记忆损伤的效果是一样的。 其差异可能与剂量的选择、调节脑内不同

类神经递质 ACh、5-HT、Glu 和氧化应激水平 SOD、CAT、GSH、MDA 的能力有关。
【关键词】 　 短期空间学习记忆;短期非空间学习记忆;人参皂苷 Rg1;人参皂苷 Rb1
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To compare the effects and mechanisms of the ginsenosides Rg1, Rb1 and Rg1+Rb1 on
improving spatial and non-spatial learning memory in a scopolamine-induced mouse model for cognitive impairment.
Methods　 A scopolamine-induced cognitive impairment mouse model was established, and the effects of ginsenoside Rg1
or Rb1(60 μmol / kg) and Rg1+Rb1(30 μmol / kg each combined) on behaviors were observed by using object cognition
experiments. Liquid chromatography-mass spectrometry-mass spectrometry will be used to determine neurotransmitter levels
in mice, while colorimetric methods will be used to determine oxidative stress levels. Results　 Compared with the control
group, the model mice showed severe impairment on both short-term spatial learning memory and non-spatial learning
memory (P<0.001). Huperzine A and ginsenoside Rg1, Rb1 and Rg1+Rb1 administration significantly reversed the short-
term non-spatial learning memory impairment in the model mice, but the effect of ginsenoside Rg1+Rb1 on improving short-
term spatial learning memory was weaker than that of ginsenoside Rb1 (P<0.01). Hippocampal Ach, 5-HT and Glu levels
were decreased in the model mice compared with controls. Administration of Huperzine A or ginsenosides Rg1, Rb1 and
Rg1+Rb1 significantly increased hippocampal Ach, 5-HT and Glu levels in the model mice. Serum oxidative stress levels
were significantly increased in the model mice compared with controls. Administration of ginsenoside Rg1, Rb1 and Rg1+
Rb1 significantly increased serum SOD, CAT and GSH activity and significantly decreased MDA levels in the model mice.
Although ginsenoside Rg1 + Rb1 was weaker than ginsenoside Rb1 in regulating GSH activity ( P < 0. 01, P < 0. 05),
ginsenoside Rg1+Rb1 was stronger than ginsenoside Rg1 and Rb1 in the ability to regulate MDA. Conclusion　 Although
half dosage combination of ginsenoside Rg1+Rb1 exhibited decline in the ability to improve spatial short-term learning
memory. However, ginsenosides Rg1, Rb1 and Rg1+Rb1 were comparable in their ability to improve short-term non-spatial
learning memory impairment. The differences may be related to the dose and the ability of different ginsenosides on the
regulation of neurotransmitters and oxidative stress levels in the brain.

【Keywords】 　 short-term spatial learning memory; short-term non-spatial learning memory; ginsenoside Rg1;
ginsenoside Rb1

　 　 认 知 障 碍 是 阿 尔 兹 海 默 病 ( Alzheimer ’ s
disease,AD)的主要症状,其短期学习记忆受损是该

疾病特征性的早期临床表现,也是脑疾病诊断和治

疗中最困难的问题之一[1-2]。 据阿尔茨海默病协会

报告,每 3 s 就会有一人患痴呆症[3]。 预计到 2050
年,国际上的痴呆症患者数将高达 1.52 亿,其照护

费用高达 2 万亿美元,给整个社会带来沉重的经济

负担[4-5]。
AD 发病机制复杂,至今为止,其详细明确的病

因仍不清楚,神经元结构及功能的损伤以及相关蛋

白通路的异常表达都会导致认知障碍。 尽管西医

标准化的靶向治疗能短期改善临床症状,但并不能

延缓疾病的发展,且副作用大[6]。
中药对于认知功能障碍的治疗,始终坚持" 辨

证论治"和"整体观"的原则,已在病因病机探讨、疾
病预防、药物治疗方面取得了大量的进展,且中药

具有副作用小,多靶点多途径的特点[7-8]。 在中医

学中,痴呆早期阶段多为虚证,且以补益药为主。
作为补益药之首的人参在不同疾病的不同阶段发

挥了重要作用[9]。 近年来,随着传统中药的现代药

理研究,借助分离技术的应用,我们发现人参具有

复杂的化学成分、广泛的生物活性和独特的药理作

用,其中最重要的活性成分是人参皂苷[10]。 在大量

现代药理研究中,人参皂苷已被证明其能应用多元

化的靶点治疗相关疾病[11]。 此外,在中药神经药理

学研究中,人参皂苷已被证明具有显著的神经保护

作用[12]。 其中,达玛烷型人参皂苷 Rg1、Rb1 已被

广泛证明在不影响中枢运动神经的情况下可从多

途径改善认知功能障碍,包括介导氧化应激引起的

细胞凋亡、抑制淀粉样蛋白的沉积、调节各类神经

递质水平等[13-15]。 尽管人参皂苷 Rg1、Rb1 的单独

使用已被证明能够改善认知功能障碍[16],但人参皂

苷 Rg1+Rb1 对于东莨菪碱(scopolamine,Scop)模型

小鼠所引起的短时空间与非空间学习记忆改善作

用及机制尚不清楚。 因此,本研究采用东莨菪碱腹

腔注射所致认知障碍模型,比较人参皂苷 Rg1、Rb1、
Rg1+Rb1 对东莨菪碱认知障碍模型所引起短时空

间与非空间学习记忆力的影响及差异,并对其作用

及机制进行初步探讨。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 60 只体重为 20 ~ 22 g 的雄性 SPF 级 ICR 小鼠

(3 周龄)购自北京维通利华实验动物公司[ SCXK
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(京)2021-0006]并饲养于中国医学科学院药用植

物研究所[SYXK(京) -2017-0020]。 小鼠在正式

实验前适应性喂养 7 d。 在此期间保持饮食和水源

的充足。 光暗将交替循环(12 h:12 h),室温 21℃ ~
24℃,湿度条件为(55±10)%。 本实验经中国医学

科学院药用植物研究所实验动物伦理委员会审批

(SLXD-202107020023)。
1.2　 主要试剂与仪器

　 　 人参皂苷 Rg1(CAS:22427-39-0)、人参皂苷

Rb1(CAS:41753-43-9)购自成都瑞芬思生物科技

有 限 公 司; 石 杉 碱 甲 ( Huperzine A, 批 号:
H10940156)购于河南太龙药业股份有限公司;氧化

应激的试剂盒包括超氧化物歧化酶 ( superoxide
dismutase,SOD,批号:20210924)、谷胱甘肽过氧化

物酶(glutathione peroxidase,GSH,批号:20210923)、
过氧化氢酶( catalase,CAT,批号:20210917)、丙二

醛(malondialdehyde,MDA,批号:20210916)购于南

京建 成 生 物 工 程 研 究 所; 东 莨 菪 碱 氢 溴 酸 盐

(Scopolamine hydrobromide trihydrate,1 g,CAS 号:
6533 - 68 - 2 ) 购 于 麦 克 林 公 司; 乙 酰 胆 碱

(Acetylcholine,Ach,批号:123K262)、5-羟色胺(5-
hydroxytryptamine,5 -HT,批号:114K702)、谷氨酸

(Glutamate,Glu,批号:140690-20120)均购于美国

Sigma 公司。
小鼠物体认知识别实验仪器是由中国医学科

学院药用植物研究所、中国航天员科研训练中心和

北京康森益友科技有限公司联合研发;Q-Trap5500
型质谱分析仪(美国应用生物技术公司);Vibra -
Cell 型超声波破碎仪(美国 Sonics 公司)。
1.3　 实验方法

1.3.1　 分组及给药

将 60 只实验鼠按照每组 10 只的标准分为对照

组,模型组(东莨菪碱组,Scop,1 mg / kg),石杉碱甲

组(Hup,0. 1 mg / kg),人参皂苷 Rg1 组(60 μmol /
kg),人参皂苷 Rb1 组(60 μmol / kg),人参皂苷 Rg1
+Rb1 组(30+30 μmol / kg)。 给药组灌胃给药 14 d,
其余组给予蒸馏水,第 15 天时,除对照组外,其余组

将在给药 30 min 后进行东莨菪碱腹腔注射,使其诱

导认知障碍。 腹腔注射间隔 30 min 再进物体认知

识别实验,每天持续给药直到行为学结束为止。
1.3.2　 物体位置识别实验

物体位置识别实验参考本实验室建立的方

法[17]并作细微修改后进行。 简而言之,该实验共计

4 d(3 个阶段)。 前 3 d 为适应期,熟悉期和测试期

在第 4 天分时段进行。 适应期时,动物每天同一时

间段被放于测试箱中自由活动 10 min。 第 4 天上半

时段为熟悉期,在两测试箱内右上角侧内固定位置

分别放一个相同的物体,将小鼠放入后 5 min 的探

索行为将被自动记录。 间隔 30 min 进入测试期。
测试期间,两个相似物体中的其中一个将被移到另

一物体的斜对角,5 min 的自由探索行为将再次被

记录。
1.3.3　 新物体识别实验

新物体实验的方法与物体位置识别实验基本

相同。 不同的是,测试期内将其中一个物体换为另

一新物体,其放置位置未作改变。 记录 5 min 内小

鼠对两物体的探索时间[18]。
1.3.4　 海马神经递质水平测定

(1)样品处理

所有行为学检测完成后,将小鼠处死,剥开头

骨,在冰上迅速分离出海马并称重之后加入超纯水

(50 μL)超声匀浆(10 s)。 20 μL 的 IS 溶液将被加

入到 50 μL 匀浆液中,涡旋混匀后,加入 10 μL 的三

氯乙酸沉淀蛋白,4℃ 低温离心 ( 2 × 104 r / min,15
min),取 40 μL 上清液放入 4℃冰箱,次日检测[19]。

(2)含量测定

含量测定参见本课题组先前建立的方法[20],用
于定量分析的离子为 m / z 146.1→87.4(ACh);m / z
177.0→160.0(5-HT);m / z 148.0→84.0(Glu)。
1.3.5　 氧化应激水平测定

四个氧化应激相关指标 ( SOD、 CAT、 GSH、
MDA)按照试剂盒标准方法进行测定。
1.4　 统计学方法

　 　 数据采用统计软件 SPSS 21.0 进行分析,所有

值记为平均数±标准误差(􀭰x±s􀭰x),P<0. 05 表示数据

有统计学差异。 物体位置识别实验和新物体识别

实验熟悉期对 A1 和 A2 的探索时间采用配对 t 检验

进行分析。 其余实验数据符合正太分布,各参数组

间差异采用单因素方差(One-way ANOVA)分析;若
数据为非正态分布或者方差不齐,使用非参数检验

(Nonparametric tests)进行组间比较。

2　 结果

2. 1　 人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 对东莨菪碱小

鼠短时空间记忆力的影响

　 　 图 1A 所示,在熟悉期实验阶段,与 Scop(1 mg /
kg)组比较,对照组人参皂苷 Rg1(60 μmol / kg)、Rb1
(60 μmol / kg)、Rg1+Rb1(30+30 μmol / kg)的探索总

时间没有显著差异,与人参皂苷 Rg1(60 μmol / kg)
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比较,Hup(0.1 mg / kg)的总探索时间显著减少(P<
0.01),表明模型组动物对物体的探索能力没有差

异。 图 1B 所示,各组动物对熟悉期的两物体未见

位置偏好。 图 1C 所示,与对照组比较,Scop(1 mg /
kg)的相对辨别指数显著下降(P<0.001);与 Scop(1
mg / kg)比较,HUP(0.1 mg / kg)、人参皂苷 Rg1(60
μmol / kg)、Rb1 ( 60 μmol / kg)、 Rg1 + Rb1 ( 30 + 30
μmol / kg)给药组都能显著提高东莨菪碱小鼠的相

对辨别指数(P<0.01,P<0.01,P<0.001,P<0.05)。
但与人参皂苷 Rb1(60 μmol / kg)比较,人参皂苷人

Rg1(60 μmol / kg)改善短时空间记忆力的能力无显

著性差异,而人参皂苷 Rg1+Rb1(30+30 μmol / kg)
改善短时空间记忆力的能力有所下降(P<0. 01)。

注:与对照组比较,∗∗∗P<0. 001;与模型组比较,#P<0. 05,##P<0. 01,###P<0. 001;与人参皂苷 Rb1 组比较,&&P<0. 01;与人

参皂苷 Rg1 组比较,^ ^P<0. 01。

图 1　 人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 对东莨菪碱小鼠物体位置识别实验中左右位置偏好、探索总时间、
相对辨别指数的影响(􀭰x±s􀭰x,n= 8~10)

Note. Compared with the control group, ∗∗∗P< 0. 001. Compared with the model group, #P< 0. 05, ##P< 0. 01, ###P < 0. 001.

Compared with ginsenoside Rb1, &&P<0. 01. Compared with ginsenoside Rg1, ^ ^P<0. 01.

Figure 1　 Effects of Ginsenoside Rg1, Rb1 and Rg1 + Rb1 on left-right position preference, total exploration time and relative
discrimination index of scopolamine mice in object recognition task

2. 2　 人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 对东莨菪碱小

鼠短时非空间记忆能力的影响

　 　 图 2A 所示,在熟悉期实验阶段,与 Scop(1 mg /
kg)组比较,对照组和人参皂苷 Rg1(60 μmol / kg)、
Rb1(60 μmol / kg)、Rg1+Rb1(30+30 μmol / kg)的探

索总时间没有显著差异;与人参皂苷 Rg1(60 μmol /
kg)、Rb1(60 μmol / kg)比较,模型组动物对物体的

探索能力没有差异。 图 2B 所示,各组动物对熟悉

期的两物体未见位置偏好。 图 2C 所示,与对照组

比较,Scop(1 mg / kg)组的相对辨别指数显著下降

(P< 0. 001);与 Scop (1 mg / kg) 组比较,HUP (0. 1
mg / kg)、 人 参 皂 苷 Rg1 ( 60 μmol / kg )、 Rb1 ( 60
μmol / kg)、Rg1+Rb1(30+30 μmol / kg)给药组都能

显著提高东莨菪碱小鼠的相对辨别指数(P<0.001,
P<0.001,P < 0. 001,P < 0. 01)。 此外,与人参皂苷

Rb1(60 μmol / kg) 比较,人参皂苷 Rg1 (60 μmol /
kg)、人参皂苷 Rg1+Rb1(30+30 μmol / kg)给药组改

善短时非空间记忆能力并未出现显著差异性。
2. 3　 人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 对东莨菪碱小

鼠海马神经递质的影响

　 　 图 3A~3C 所示,与对照组比较,Scop(1 mg / kg)
组海马中的神经递质 ACh、5-HT、Glu 水平都显著下

降(P<0. 01,P<0. 01,P<0. 01);与 Scop(1 mg / kg)
比较,Hup(0. 1 mg / kg)、人参皂苷 Rg1 (60 μmol /
kg)、Rb1(60 μmol / kg)、Rg1+Rb1(30+30 μmol / kg)
都能显著提高神经递质 ACh、5-HT、Glu 水平。 此

外,与人参皂苷 Rb1(60 μmol / kg)比较,人参皂苷

Rg1( 60 μmol / kg)、人参皂苷 Rg1 + Rb1 ( 30 + 30
μmol / kg)对于调节神经递质 ACh、5-HT、Glu 水平的

79中国比较医学杂志 2022 年 4 月第 32 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2022,Vol. 32,No. 4



能力并未出现显著性差异。
2. 4　 人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 对东莨菪碱小

鼠血清氧化应激的影响

　 　 如图 4A ~ 4D 所示,与对照组比较, Scop ( 1
mg / kg)组能使小鼠血清中 SOD、CAT、GSH 活力

显著下降和使 MDA 含量显著升高(P<0. 001,P<
0. 001,P<0. 05,P< 0. 001) 。 与 Scop( 1 mg / kg)
组比 较, Hup ( 0. 1 mg / kg) 、 人 参 皂 苷 Rg1 ( 60

μmol / kg) 、Rb1( 60 μmol / kg) 、Rg1 +Rb1 ( 30 + 30
μmol / kg)能显著提高血清中 SOD、CAT、GSH 活

力和降低 MDA 的含量。 此外,与人参皂苷 Rb1
(60 μmol / kg)比较,人参皂苷 Rg1 +Rb1( 30 + 30
μmol / kg)对于调节 GSH 的能力有所下降 ( P <
0. 01) 。 与人参皂苷 Rg1、Rb1 ( 30 μmol / kg) 比

较,人参皂苷 Rg1 + Rb1 ( 30 + 30 μmol / kg) 调节

MDA 含量的能力显著上升(P<0. 05) 。

注:与对照组比较,∗∗∗P<0. 001;与模型组比较,##P<0. 01,###P<0. 001;与人参皂苷 Rb1 比较,&P <0. 05;与人参皂苷 Rg1 比较,^P<0. 05。

图 2　 人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 对东莨菪碱小鼠新物体识别实验探索总时间、
左右位置偏好、相对辨别指数的影响(􀭰x±s􀭰x,n= 8~10)

Note. Compared with the control group, ∗∗∗P< 0. 001. Compared with the model group, ##P< 0. 01, ###P< 0. 001. Compared with ginsenoside Rb1,
&P<0. 05. Compared with ginsenoside Rg1, ^P<0. 05.

Figure 2　 Effects of Ginsenoside Rg1, Rb1 and Rg1 + Rb1 on left and total exploration time, right position preference and
relative discrimination index of scopolamine mice in novel object recognition

注:与对照组比较,∗∗P<0. 01;与模型组比较,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 3　 人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 对东莨菪碱小鼠海马神经递质的影响(􀭰x±s􀭰x,n= 8~10)
Note. Compared with the control group, ∗∗ P<0. 01. Compared with the model group,#P<0. 05, ##P<0. 01.

Figure 3　 Effects of Ginsenoside Rg1, Rb1 and Rg1 + Rb1 on hippocampal neurotransmitters of scopolamine mice
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注:与对照组比较,∗P<0. 05, ∗∗∗P<0. 001;与模型组比较,# P<0. 05,## P<0. 01,### P<0. 001;与人参皂苷 Rb1 比较,& P<0. 05,
&&P<0. 01;与人参皂苷 Rg1 比较,^P<0. 05。

图 4　 人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 对东莨菪碱小鼠血清氧化应激水平的影响(x-±sx- ,n= 8)
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05, ∗∗∗P<0. 001. Compared with the model group, #P<0. 05, ##P<0. 01, ###P<0. 001.

Compared with ginsenoside Rb1, &P<0. 05,&&P<0. 01. Compared with ginsenoside Rg1, ^P<0. 05.

Figure 4　 Effects of Ginsenoside Rg1, Rb1 and Rg1 + Rb1 on serum oxidative stress level of scopolamine mice

3　 讨论

　 　 在老年痴呆防治药物筛选的研究中,模拟痴呆

主要症状的认知障碍模型占据重要地位[21-22]。 胆

碱功能障碍假说在 AD 发病机制中占据不可估量的

地位[23-24]。 东莨菪碱腹腔注射所致认知障碍模型

是模拟认知障碍模型的经典模型[25]。 学习记忆的

行为学检测方法分为三大类:惩罚(跳台、避暗、穿
梭和迷宫)、奖赏(奖赏操作条件反射、食物性迷宫)
和自主选择(物体识别)等。 水迷宫、物体位置和新

物体识别是检测空间学习记忆和非空间学习记忆

的主要行为学检测方法,而后两者是公认的评价短

时空间和非空间学习记忆的动物行为学评价方

法[26]。 有研究表明,胆碱能神经功能障碍可引起短

时学习记忆的损伤[27]。 本实验结果与其一致,在物

体位置识别实验中,与空白组比较,东莨菪碱模型

小鼠的短时空间学习记忆显著下降;在新物体识别

实验中,与空白组比较,模型小鼠的短时非空间学

习记忆也出现显著性下降的结果。
越来越多的研究发现,除中枢胆碱能系统中胆

碱能神经递质维持正常水平是认知功能正常的重

要影响因素之外[28],单胺类、氨基酸类神经递质与

神经精神疾病密切相关[29-30]。 例如,大蒜素通过调

节神经递质 DA、NE、5-HT、GABA 和 Glu 的水平可

以改善铝和铜诱导 Wistar 大鼠导致的认知功能障

碍[31]。 本研究也表明,模型组的胆碱能神经递质

Ach、单胺类神经递质 5-HT、氨基酸类神经递质 Glu
水平显著下降。

氧化应激可引起神经细胞膜脂质过氧化、突触

功能受损及线粒体损伤。 大量研究证明, SOD、
GSH、MDA、CAT 的水平变化可以综合反应大脑的

氧化应激状态[32-35]。 GSH 和 SOD 为机体内的重要

抗氧化酶,MDA 是机体氧化应激反应中的脂质过氧

化产物,CAT 可清除体内的过氧化氢而保护机体免

受损害[36]。 本研究模型组的 SOD、GSH、CAT 水平

显著下降、MDA 的水平显著增高。
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人参作为治疗痴呆的中药已多有报道[37]。 近

几十年的现代药理研究中发现,人参皂苷是人参的

主要活性成分,其结构确定的皂苷成分就有 40 余

种,而人参皂苷 Rg1、Rb1 的含量最高[38]。 例如,向
玥等[39]通过惩罚类 Morris 水迷宫行为学检测方法

发现人参皂苷 Rg1 能显著改善 D-半乳糖(D-gal)所
致认知障碍小鼠的空间位置辨知的长时学习记忆

能力。 Zhang 等[40]通过惩罚类 Morris 水迷宫法发现

人参皂苷 Rb1 能显著改善淀粉样蛋白 1-42(Aβ1-
42)脑室注射学习记忆障碍模型大鼠的长时空间学

习能力。 本实验结果表明,人参皂苷 Rg1、Rb1、人参

皂苷 Rg1+Rb1 在改善空间短时学习记忆和非空间

短时学习记忆的能力有一定差异。 在新物体实验

中发现人参皂苷 Rg1、Rb1、人参皂苷 Rg1+Rb1 改善

模型组非空间短时学习记忆的能力相当,其主要表

现为对于神经递质 ACh、 5-HT、 Glu 和氧化应激

SOD、CAT 水平的调节。 在早期对 Rg1 和 Rb1 抗学

习记忆机制的初步研究中就发现[39],Rb1 可以拮抗

脂质过氧化,清除氧自由基,增加过氧化氢酶和

GSH-PX 活性,而 Rg1 没有。 在本研究中在 GSH 指

标,Rb1 的效果优于联合用药,可能是 Rg1、Rb1 联

合应用用药剂量减半组合后改善这类指标的剂量

未达到。 且先前有研究表明,人参皂苷 Rg1 和 Rb1
组合与黄芪甲苷联合应用会增强 MDA 含量的增

加。 在本研究中,与其结果一致,联合用药调节

MDA 含量的效果优于单独使用任何一个药[41]。
综上所述,本实验采用东莨菪碱小鼠腹腔注射

成功建立了短期空间与非空间学习记忆损伤的认

知障碍模型,并分别运用了动物认知行为学评价方

法、LC-MS-MS 法、比色法对人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1
+Rb1 改善认知障碍模型小鼠行为学和脑组织进行

了一系列的观察,发现尽管人参皂苷 Rg1+Rb1 在各

自有效剂量减半重新组合的情况下,人参皂苷 Rg1+
Rb1 改善短时空间短时学习记忆的能力有所下降。
但人参皂苷 Rg1、Rb1、Rg1+Rb1 在改善短时非空间

学习记忆损伤的能力依然相当,足以说明 Rg1+Rb1
联用依然显示出在改善学习记忆损伤上有一定的

优势。 其机制可能与有效调节脑内不同类神经递

质和氧化应激水平的能力有关。
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小型猪肺部三维重建与脉管 3D 打印模型

张润东1,2#,赵琳娜3#,姚　 华1∗

(1.北京农学院动物科学技术学院,北京　 102206;2.强生医疗专业教育学院,北京　 100016;
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　 探讨小型猪肺部三维重建模型建立方法及 3D 打印模型的应用。 方法　 4 头巴马小型猪行

全身麻醉做肺部 CT 血管成像,获取数据采用 MIMICS 软件重建肺段组织结构,3D 打印肺部脉管的实体模型。 结果

基于 CT 血管成像数据重建的三维模型,清晰展现小型猪肺部血管和支气管 3 ~ 4 级分支的解剖结构,并显示叶裂

和部分段间平面,可任意旋转和缩放。 结论　 利用三维重建和 3D 打印技术可成功创建巴马小型猪肺部解剖结构

模型,为比较医学研究和胸外科手术培训材料提供基础。
【关键词】 　 肺;三维重建;3D 打印;小型猪
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Three-dimensional modeling of pulmonary and 3D printing of vessels and
bronchus in Bama minipigs

ZHANG Rundong1,2#, ZHAO Linna3#, YAO Hua1∗

(1. Animal Science and Technology College, Beijing University of Agriculture, Beijing 102206, China. 2. Johnson & Johnson
Institute, Beijing 100016. 3. Institute of Laboratory Animal Sciences, Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing 100021)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To explore establishment method of three-dimensional modeling and 3D printing of
pulmonary in minipigs, and apply the constructures to clinical trials. Methods 　 Four Bama minipigs were subjected to
general anesthesia and CT angiography. Imaging data were reconstructed by MIMICS software into tissues of pulmonary and
used to print the indicated structures of pulmonary vessels and bronchus using a 3D printer. Results 　 The three-
dimensional model from the CT angiography data revealed three to four levels of anatomical structure of pulmonary vessels
and bronchus, lobar fissure and partial intersegmental planes. The 3D model, rotating and auto-zooming is consistent with
the pulmonary tissue. Conclusions 　 Constructures of pulmonary vessels, bronchus and whole pulmonary tissue in Bama
minipigs could be reconstructed by three-dimensional reconstruction and 3D printing technology, which provide reference for
comparative medical research and have been materinals for thoracic surgery training.

【Keywords】　 pulmonary; three-dimensional reconstruction; 3D printing; minipigs

　 　 肺癌是全球癌症死亡的主要原因。 2015 年,中
国肺癌的发病率和病死率为 57. 26 / 10 万和 45. 87 / 10
万,均为所有恶性肿瘤之首,总体五年生存率仅约为

20%[1-2]。 临床医学中,外科手术仍然是目前肺癌最

主要的治疗方法。 小型猪是开展胸外科手术培训的

良好模型[3-4],巴马小型猪由于具有遗传性能稳定、



体型小的特点[5-6],同时部分解剖结构与生理功能又

与人类非常相似[7],因此可以用于实验动物模型的建

立,以协助胸外科医生快速、熟练地掌握胸腔镜手术

操作技巧。 鉴于此,采用三维重建技术应用于胸腔镜

肺段手术的术前规划和术中定位,采用 3D 打印技术

创建小型巴马猪肺部组织结构模型,可应用于胸外科

规范化培训教学,帮助临床医生和外科医学生熟练应

用和掌握肺段切除手术,提高学习兴趣和临床思维能

力[8]。 本研究采用 CT 血管成像技术和 MIMICS 软件

重建小型巴马猪肺部模型,能够应用于临床实践,为
比较医学研究和胸外科手术培训提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 普通级广西巴马小型猪 4 头,雌雄各半,2 头雌

性小型猪分别为 3 月龄和 6 月龄,体重分别为 35 kg
和 45 kg;2 头雄性小型猪分别为 4 月龄和 6 月龄,
体重分别为 40 kg 和 45 kg,均由北京实创世纪小型

猪养殖基地提供[SCXK(京)2018-0011]。 动物麻

醉后的数据采集实验在强生医疗专业教育学院开

展[SYXK(京)2016-0037],CT 影像学检查在中国

农业大学动物医院影像学检查室进行。 本研究在

IACUC 强生(上海)医疗器材有限公司组建指导下

开展,伦理审批号(JNJBJ21-1806-2),并按实验动

物使用的 3R 原则给予人道的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 阿托品购于天津金耀药业有限公司 (批号:
H12020382);舒泰 50 购于法国维克(批号:外兽药

证字 43 号);盐酸赛拉嗪注射液购于吉林省华牧动

物保健品有限公司(批号:兽药字 070012926)。
MX-16 SLICE CT(荷兰飞利浦);呼吸麻醉机

(美国 MATRX);心电监护仪(美国 Cardell Touch);
ProX800 3D 打印机(美国 3D system 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 CT 血管成像技术

　 　 实验巴马猪扫描前 20 min 笼内给予阿托品

0. 02 mg / kg,10 min 后肌注舒泰 2. 2 mg / kg 和盐酸

赛拉嗪 2. 2 mg / kg,观察动物安静、眼睑反射消失后

转运至扫描床,行气管插管,连接呼吸机机械通气,
在股内侧建立静脉通路。 调整体位至俯卧位,监测

血氧、血压、呼末 CO2 和气道压力等指标。 静脉推

注碘海醇造影剂,扫描参数:管电压 120 kV,管电流

200 mAs,探测器准直器 16 mm×0. 75 mm,旋转时间

0. 75 s,层厚 1 mm,重建间隔 1. 5 mm,软组织滤波。
扫描结束后,持续动态监测动物体征,直至复苏,图
像数据以 DCIOM 格式保存。
1. 3. 2　 三维重建与 3D 打印模型制作

　 　 使用 Mimics Medical 21. 0 软件依次对支气管、
动脉和静脉进行重建。 肺裂和段间交界面采用自

动和手 动 相 结 合 的 方 式 进 行 分 割。 将 Mimics
Medical 21. 0 处理的支气管、动脉和静脉数据导入

ProX800 打印机,以光敏树脂为原料,通过计算机控

制紫外激光使其凝固成型。 打印精度 0. 025 mm,成
型尺寸 650 mm×750 mm×500 mm。

2　 结果

2. 1　 肺部脉管三维重建模型的建立

　 　 4 头巴马实验小型猪经增强薄层 CT 扫描,切面

图像显示巴马小型猪的肺组织边界清晰、脉管扫描

结构明确(见图 1),各肺段结构一致,符合实验动物

品系一致的基本属性,可用于三维重建数据的采集

及 3D 打印模型的创建。
分别建立肺部支气管、肺动脉和肺静脉,白色

标记为支气管,蓝色标记为肺动脉,红色标记为肺

静脉。 由图 2 可见,通过 CT 扫描数据创建的肺支

气管 III 及其远端 a、b 两个分支,L1 为右肺中叶支

气管且有 a、b 两个分支,右肺下叶支气管分别为外

侧面的 L2、L3、L4 以及背侧面的 D2、D3、D4 和 D5,肺
动脉和肺静脉结构清晰,脉络有致,符合动物肺部

结构的基本特征。
将肺部支气管、肺动脉和肺静脉模型组合,形

成三维重建肺部模型。 由图 3 可见,模型中肺动脉、
肺静脉和支气管的 3 ~ 4 级分支交叉错落、排列有

序,具立体感,同时可任意旋转和缩放。 正面观(图
3A)可见右肺门脉管从前到后的排布顺序为右上肺

静脉、肺动脉、右支气管和右下肺静脉。 右上叶脉

管从前向后排布为右上肺静脉 V1、V2 和 V2 t、右上

肺动脉 A1 和 A2、右上支气管 B1 和 B2,其中支气管

位置靠上,其次是动脉和静脉。 右中叶支气管 B4 和

B5、静脉 V4 和 V5 位于脏层浅表,后方是中叶动脉

A4 和 A5,支气管位于静脉的下方。 右下叶动脉 A8

位于最外侧,向内依次为支气管 B8 和静脉 V8。 左

肺门脉管从前到后的排布顺序为左上肺静脉 V1+2 +
V3 和 V4 +V5,肺动脉包括 A1+2 +A3、A4 +A5、A6 和

A8,左支气管 B1+2+B3、B4+B5、B6 和 B8,左下肺静脉

包括 V6 和 V8。 背面观(图 3B)可见肺部脉管结构
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图 1　 4 头巴马小型猪肺 CT 薄层扫描的切面图像

Figure 1　 Thin-section CT image of pulmonary in Bama minipigs

注:A:支气管正面观;B:肺动脉正面观;C:肺静脉正面观;D:支气管背面观;E:肺动脉背面观,F:
肺静脉的背面观。

图 2　 巴马小型猪肺部脉管三维重建图像

Note. A, Front view of bronchus. B, Front view of pulmonary artery. C, Front view of pulmonary vein.
D, Dorsal view of bronchus. E, Dorsal view of pulmonary artery. F, Dorsal view of pulmonary vein.

Figure 2　 Three dimensional reconstruction image of pulmonary vessels in Bama minipigs

层次与正面观相符。
2. 2　 肺实质模型的建立

　 　 考虑到影像学 CT 扫描对肺泡组织不显像的

原理,通过数据构建肺实质并采用肺灌注模型对

段间交界面进行分割。 如图 1 所示,右肺水平裂

发育不全,斜裂前份发育良好,后份发育较差;左
肺水平裂发育正常。 段间交界面在 CT 影像上并

不明确,根据肺段支气管、血管的解剖结构,基于

CT 影像资料人工标注,将肺段在形态上进行分

隔。 小型猪肺段单元较多且复杂,选取与人类最

为相似的几个肺段标注相应的段间交界面,参考

Nomori 等[9]肺癌解剖节段切除术图谱的原则对各

肺段进行命名。
在图 4 重建结构中,右上叶包括:右上叶尖段

(RS1)和右上叶后段(RS2),右中叶包括:右中叶外

侧段(RS4)和右中叶内侧段(RS5),右下叶包括:右
下叶背段(RS6)、右下叶∗(RS∗)段、右下叶前基底

段(RS8)和其他未标注的下叶各分段。 副叶相对独

立,未展示。
左上叶包括:左上叶固有段(LS1+2+LS3)和左上
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叶舌段(S4+S5),左下叶包括;左下叶背段(LS6)、左
下叶前基底段(LS8)和其他未标注的下叶各段。
2. 3　 肺部脉管 3D 模型的打印

　 　 根据 1. 3. 2 的方法,采用 3D 打印技术制作出

巴马小型猪的肺部脉管实体模型。
在肺部脉管 3D 打印模型(见图 5)上,右肺门脉

管从前到后的排布顺序为右上肺静脉、肺动脉、右
支气管和右下肺静脉。 右上叶从前向后排布为右

上肺静脉、右上肺动脉、右上支气管,其中支气管位

置靠上,其次是动脉和静脉。 右中叶脉管支气管和

静脉位于脏层浅表,后方是中叶动脉,支气管位于

静脉下方。 右下叶动脉位于最外侧,向内依次为支

气管和静脉。
左肺门脉管从前到后的排布顺序为静脉、支气

管和动脉。 左上叶脉管排布顺序与肺门相同,左下

叶脉管排布顺序同右下叶。

注:A:正面观;B:背面观。

图 3　 巴马小型猪肺血管和支气管三维重建模型

Note. A, Front view. B, Dorsal view.

Figure 3　 Three dimensional reconstruction model of pulmonary vessels and bronchus in Bama minipigs

注:A:右侧观;B:左侧观。

图 4　 巴马小型猪肺部分肺实质重建及段间交界面

Note. A, Right side view. B, Left side view.

Figure 4　 Partial pulmonary parenchymal reconstruction and
intersegmental border in Bama minipigs

注:与图 3A 对应的正面观。

图 5　 巴马小型猪肺血管和支气管 3D 打印模型

Note. Front view corresponding to Figure 3A.

Figure 5　 3D printing model of pulmonary vessels and
bronchus in Bama minipigs
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3　 讨论

　 　 巴马小型猪肺部解剖结构和人类有相似的解剖

单元,也存在一定的特异性,因此可参考人类肺部结

构的基本组成,创建巴马小型猪的肺部模型。 与传统

铸型标本的结构和命名方法[10-11] 相比,有研究观察

到右肺上叶头侧段的操作类似于人的 S6[12]。 本课题

综合解剖学结构命名法和临床命名法的特点,更关注

到肺部模型的外科手术切除术的临床应用,以临床命

名法为主要原则,有望协助临床医生或外科医学生更

熟悉肺部的组织名称,将更多精力集中在手术的熟练

度培训和手术术式研究的探索中。
试验中,雌雄性别差异在广西巴马小型猪作为

实验动物保证其品系的稳定性上显示:其肺部三维

重建模型的建立不产生显著影响,且均与 CT 影像

学观察结果相符[13]。 与 Nakakuki [11]创建的猪肺铸

型标本相比,巴马小型猪右肺中叶二级结构发育更

加完善,向远端发出内侧(B4)与外侧(B5)两段细支

气管,因此右肺中叶包含两个二级结构。 右肺下叶

背段支气管(B6)向外分化两支三级结构与 D2 和 D3

细支气管相似,鉴于 V6 和 A6 的结构与 B6 基本相

符,B6 两支细支气管是否共干,是否发育为两个二

级结构,还需要进一步研究和探讨。 本课题中,样
本数量较少,小型猪肺部解剖的相关文献尚不丰

富,目前还无法确定 B6 的结构分子是否可作为广西

巴马小型猪肺部结构的品系特征。
广西巴马小型猪在心脏解剖、消化系统与脂质

代谢等医学研究领域与人类较为相似,是优秀的动

物模型[7]。 本课题发现,广西巴马小型猪右上肺叶

仅包含两个二级结构 RS1 和 RS2,人类则为 3 个;巴
马猪 B1 从主干分出后,马上分化出两个主要细支气

管,分别向体前侧和腹侧走形,类似人类 B1 与 B3 支

气管共干。 右肺中叶两段(RS4、RS5)与人类在支气

管与血管分化上一致,但巴马小型猪的副叶结构向

心脏侧走行,对于临床部分肺段切除手术的操作不

会造成影响。 巴马小型猪左上肺叶两段(B1+2 +B3、
B4+B5)与人体肺部解剖结构相符,可作为理想的肺

部外科手术练习模型,为临床医生和外科医学生的

技术培训提供材料,帮助医生提高手术准确率和安

全性,实现精准的肺段切除[14-15]。
基于医学影像学的三维重建及虚拟手术规划

技术的快速发展,在解剖结构复杂且具有个体化差

异的胸腔镜解剖性肺段切除术中,利用三维重建技

术获得小型猪的清晰肺部解剖影像,再联合 3D 打

印技术创建肺部模型,对于肺部切除手术的术前规

划和术中导航以及手术熟练度的练习均有积极作

用,甚至对肺癌的手术治疗有一定的推动作用。
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小动物神经行为学实验平台规划设计原则及施工
建设要求

魏　 盛1,2,耿希文1,2,徐凯勇1,2,张　 浩1,2,赵　 峰1,2,胡明会1,2,艾志福3,
贺文彬4,5,秦冬冬6,王晓良7,葛加兵8,王　 斌9,徐子翔10,苏茜茜11,

李自发1,2∗,王可洲12∗

(1.山东中医药大学动物行为学实验平台,济南　 250355;2.山东中医药大学中医药与脑科学交叉学科研究中心,济南　 250355;
3.江西中医药大学实验动物科技中心,南昌　 330004;4.山西中医药大学分子中医药学国家级国际联合研究中心,太原　 030024;
5.山西中医药大学中医脑病学山西省重点实验室,太原　 030024;6.云南中医药大学基础医学院科研中心实验室,昆明　 650500;
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　 　 【摘要】 　 小动物神经行为学实验平台已经是神经科学和脑科学领域最基本的支撑条件,本文拟从小动物神

经行为学实验平台设计建设一般原则、小动物神经行为学实验平台布局及功能区划、小动物神经行为学实验平台

相应配套设施设备、小动物神经行为学实验平台施工建设要求方面系统论述小动物神经行为学实验平台规划设计

原则及施工建设要求,以期为小动物神经行为学专业化实验室建设提供可资借鉴的规划设计参考及施工建设

规范。
【关键词】 　 小动物神经行为学实验平台;规划设计;施工建设
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　 　 【Abstract】 　 The small animal neurobehavior experiment platform has been the most basic supporting condition in
the field of neuroscience and brain science. This paper systematically discusses the planning and design principles and
construction requirements of the small animal neurobehavior experiment platform, including general principles for design
and construction, platform layout and function division, the corresponding supporting facilities and equipment and the
construction requirements for the small animal neurobehavior experiment platform. These discussions help provide planning
and design references and construction specifications for the construction of specialized small animal neurobehavior
laboratories.
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　 　 动物行为学(ethology)主要任务是科学客观观

测自然条件下的动物行为,对象包括动物的沟通行

为、情绪表达、社交行为、学习行为、繁殖行为等,是
现代神经科学和脑科学领域的关键技术之一[1]。
神经行为学实验,尤其是啮齿类实验动物的神经行

为学评估可从整体上对大小鼠的学习记忆、精神情

绪、运动协调能力、痛觉等各方面进行综合评价,应
用于毒理、药理、精神病学、麻醉医学、运动医学、神
经退行性疾病等各个学科领域动物模型复制及药

效学评价。 尤其是近年来转基因及基因操纵动物

的行为损伤测定,更可为后续的机制及靶点探索提

供方向性支持[2]。
国外(主要以美国、欧洲和以色列为代表)的

小动物神经行为学检测起步较早,经过几十年的

发展,已形成了比较全面的学科体系,其实验技术

和方法也不断得到发展,相关的仪器设备也大多

来自这些国家,尤其以美国为领先[3] 。 美国是世

界上开展小动物神经行为学实验最为广泛、成果

最多的国家,同时也是实验过程中自动化、信息化

集成最好的国家[4] 。 90 年代中期,美国开始尝试

利用计算机技术和图像 /视频处理技术对小动物

神经行为作客观定量评价,并逐渐有一些公司 /院
所开发出用于小动物神经行为定量评价系统。 这

些系统被应用于包括临床前一般药效和毒性客观

定量评价、神经生物学、心理学、动物行为学等领

域,使用效果良好[5] 。 目前,国内对小动物神经行

为学检测还处于起步阶段,经费投入普遍不足,使
用的仪器普遍落后,工作开展得也不多,尤其是国

内特别缺乏动物行为学 /药理学专家与计算机软

件专家结合的开发队伍,当前,国内利用自主开发

的小动物神经行为定量评定系统来分析大小鼠的

行为,以及评价药物的药理学 /毒理学等的相关报

道不多[6] 。
对比国外相关领域进展,国内小动物神经行

为检测理论与技术的全面滞后也制约了专业化实

验平台设计建设领域的发展。 按生物学通行观

点,动物表型是自然(基因型)和后天(环境)之间

复杂而动态相互作用的产物,用以解释实验设计

和动物实验即是动物神经行为检测是对以最大有

效性(复杂性)模拟现实世界现象和设计切实可行

的实验项目(抽象性)之间的折衷和平衡[7] 。 受限

于理论知识的匮乏和检测技术的落后,国内专业

化小动物神经行为学实验平台阙如,平台设计及

建设中普遍具有如下问题:一是缺少科学规划设

计。 因为对动物神经行为检测相关背景知识了解

不多,国内公司 /院所动物行为学实验室普遍缺少

科学合理的规划设计。 二是缺少规范施工建设。
考虑到国内动物神经行为检测技术相对落后,很
多机构仍停留于人工观测或传感检测水平,动物

行为学实验室建设普遍缺少规范施工要求。 因

此,及时总结国内外专业化实验平台规划建设中

经验教训,联合国内多个平台建设单位推动建立

规范标准显得尤为迫切且必要。
山东中医药大学动物行为学实验平台是山东

中医药大学“十三五”期间专项规划建设的专业化

实验平台,主要用于开展啮齿类动物神经精神药理

学实验、情绪行为及学习记忆功能检测、成瘾及运

动行为检测、复杂精细行为检测及分析等。 本文拟

立足本单位建设实践系统论述小动物神经行为学

实验平台规划设计原则及施工建设要求,以期为小

动物神经行为学专业化实验室建设提供可资借鉴

的规划设计参考及施工建设规范。
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1　 小动物神经行为学实验平台规划设计一般原则

　 　 除必须依照屏障环境建设标准(实验动物设施

建筑技术规范 GB 50447-2008) [8-10]外,因神经行为

学实验要求的特殊性,还应注意遵循以下原则。

注:1:实验照明,光源为长条吸顶式净化灯,房顶均匀布置,红色,2 lx;2:动物照明,光源为圆形吸顶式净化灯,房顶均匀布置,淡黄色,15~20 lx;
3:工作照明,光源为长条嵌入式净化灯,墙壁均匀布置,白色,100~200 lx。

图 1　 小动物神经行为学实验室光照设计示意图

Note. 1, Experiment lighting, the light source is long strip ceiling purification lamp, the roof is evenly arranged, red, 2 lx. 2, Animal lighting, the light
source is circular ceiling purification lamp, the roof is evenly arranged, light yellow, 15~20 lx. 3, Working lighting, the light source is a long embedded
purification lamp, the wall is evenly arranged, white, 100~200 lx.

Figure 1　 Schematic diagram of lighting design for small animal neurobehaviour laboratory

1. 1　 光照要求

　 　 行为实验区光照要求(图 1):小动物神经行为

学实验室的灯光要求一定的控制,整体要求每个房

间里要灯光柔和均匀。 室内光照度恒定,阻断室外

光线(隔光窗帘或无窗户),室内光源由室内灯提

供,分为实验光源和工作光源。 实验光源根据不同

实验设备专门布置不同颜色灯具位置及角度(一般

为暗淡红色灯光,照度为 2 lx[11-13] ),实验时保持实

验光源提供的光照度恒定不变。 工作光源漫反射

光源(将光源分布于两侧相对的墙壁顶端上,离开

地面 1. 8 m 左右,避免分布于实验室中央),颜色为

白色,照度为 100~ 200 lx。 所有光源开关要求单独

控制且照度可调。
动物饲养区光照要求:动物房内要有较亮的工

作光线和较暗的生活光线调节,要装有昼夜明暗交

替照明系统,每 12 h 轮转照明。 工作照度 100~200
lx,颜色为白色;动物照度 15~20 lx,颜色为淡黄色,
调节实验动物节律和人类一致。
1. 2　 通风要求

　 　 实验动物一般对气味非常敏感,所以实验室、
动物房要有独立的通风系统,换气次数每小时 15 ~
20 次,气流速度 0. 1~0. 2 m / s[14]。

1. 3　 隔音要求

　 　 实验室于四周墙壁中加装隔音层,室内噪音低

于 60 dB,具有振动的设备务必做好减振处理。
1. 4　 温湿度要求

　 　 安装溶液空调保持室内恒温恒湿,室内温度恒

定 20℃ ~24℃(日温差小于 4℃),相对湿度控制为

50%~70%。
1. 5　 空间设计要求

　 　 小动物神经行为学实验设备一般体积较大、数
量较多,实验室空间根据实验设备的要求定制和设

计实验场地。
1. 6　 电力配备要求

　 　 实验室的电气指标要求三相,可拼配接 20 A 电

流。 实验室应配置 UPS 设备,保证实验室供电稳

定性。
1. 7　 端口预留要求

　 　 小动物神经行为学实验室传输线主要是电源

线和视频信号线,每面墙至少安装 3 个相应端口,必
须暗装。 考虑到大型小动物神经行为学实验室摄

像机电源较多,所以墙壁上要多预留电源插口。
1. 8　 给排水要求

　 　 Morris 水迷宫、强迫游泳等涉及用水房间,无菌

冷热水分别独立提供,水压 0. 3 ~ 0. 5 MPa,下水口

做洁净密闭处理。

2　 小动物神经行为学实验平台布局及功能区划

　 　 总体规划是设立符合生物安全规范要求的

901中国比较医学杂志 2022 年 4 月第 32 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2022,Vol. 32,No. 4



功能性齐备的动物实验室及相关配套设施(屏障

环境) ,涉及实验动物主要包括大鼠、小鼠 [15] 。
中心下设各实验室及配套设施基本功能见图 2、
表 1。

3　 小动物神经行为学实验平台相应配套设施设备

3. 1　 小动物神经行为学实验平台配套设施

　 　 依据国家相关规定及要求,特别是行业规范,
小动物神经行为学实验平台应满足动物实验环境

净化、温度、湿度、洁净度、噪声、换气等要求,同时

设立技术夹层满足设施设备及配套承载。 小动物

神经行为学实验平台建成后实现平台内全年全天

24 h 智能化信息化远程控温、控湿、隔噪音、空气全

进全排、尾气无害化处置,双电源、不停电,客货梯

分离(4 部电梯,楼两侧各有客梯和货梯),污染区与

洁净区分离,符合生物安全设施标准[16]。 基本配套

设施主要包括:
(1)脉动真空灭菌器(实验动物专用,自带洁净

蒸汽发生器):用于动物饲料、动物垫料、笼盒、饲养

员服装、器皿、金属制品等物品进行灭菌处理。
(2)垫料自动添加系统:配合隧道清洗机使用,

用于笼盒垫料的自动添加。
(3)全自动饮水瓶清洗机:用于自动清洗动物

饮水瓶。
(4)全自动饮水瓶灌装机:用于自动灌装动物

饮用水。
(5)实验动物消毒传递柜:用于活体动物传递

或各类实验仪器的消毒传递。
(6)大型消毒传递舱:用于笼架及大批量物品

的低温消毒、灭菌,适用于向屏障环境内大批量传

递物品及实验动物。
(7)大小鼠 IVC 系统:用于实验室饲养 SPF 级

大小鼠,实现实验动物生存空间的严格微生物控

制,防止不同笼盒间交叉感染。
(8)换笼工作站:适用于 SPF 级动物房的动物

笼交换、垫料添加,可同时对动物和人员起到防护

作用。
(9)生物安全柜:应用于实验室的生物安全防

护隔离,防止有害悬浮颗粒、气溶胶的扩散。
(10)洁净工作台:一种局部净化设备,可有效

保护被操作物品免受污染。
(11)集成式过氧化氢气体消毒器:用于设施空

间及设备舱体内的空气及物品表面进行彻底的消

毒或灭菌。
(12)电热清洁蒸汽发生器:用于为相关设备提

供洁净饱和蒸汽。

图 2　 小动物神经行为学实验平台布局规划图

Figure 2　 Layout plan of small animal neurobehaviour experiment platform

011 中国比较医学杂志 2022 年 4 月第 32 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2022,Vol. 32,No. 4



表 1　 小动物神经行为学实验平台主要功能实验室分布及基本功能表
Table 1　 Main functional laboratory distribution and basic function table of small animal neurobehaviour experiment platform
序号
Serial
number

　 　 实验室分布
　 　 Laboratory
　 　 distribution

基本功能
Basic function

1 数据存储与分析中心
Data strage and analysis center

主要用于开展行为数据备份存档,复杂精细行为微结构描述、时序分析、行为测序
等生物信息挖掘类实验。
It is mainly used to carry out biological information mining experiments such as behavior
data backup and archiving, complicated and elaborated behavior microstructure
description, T-pattern analysis and behavior sequencing.

2 屏障环境饲育室
Barrier environment breeding room

主要用于基因操纵或模型动物饲养繁育,标准屏障环境,分饲育前区和饲育区。
It is mainly used for gene manipulation or model animals breeding. The standard barrier
environment is divided into breeding font and breeding area.

3 情志病证模型制备室
Emotional disease model preparation room

主要用于开展情志病证啮齿类动物模型制备,统一设计成开放式笼盒便于各种应
激因子开展。
It is mainly used for the preparation of emotional disease rodent model. It is uniformly
designed into an open cage to facilitate the development of various stress factors.

4 情绪行为实验室
Emotional behavior lab

主要用于开展啮齿类动物情绪类行为检测,包括应用市售仪器开展抑郁焦虑类情
绪行为检测和应用自主开发仪器开展非抑郁焦虑类情绪行为检测。
It is mainly used to detect the emotional behavior in rodents, including the application of
commercially available instruments for depression and anxiety emotional behavior
detection and the application of self-developed instruments for non-depression and anxiety
emotional behavior detection.

5 学习记忆实验室
Learning & memory lab

主要用于开展啮齿类动物学习记忆类行为检测,包括基于空间和非空间的学习记
忆功能测试。
It is mainly used to detect the learning and memory behavior in rodents, including spatial
and non-spatial learning and memory function tests.

6 神经精神药理实验室
Neuropsycopharmacology lab

主要用于开展啮齿类动物微透析取样及检测、抗炎镇痛、镇静催眠、脑立体定位注
射、中枢毁损等神经精神药理类实验。
It is mainly used to carry out neuropsycho-pharmacological experiments in rodents such as
microdialysis sampling and detection, anti-inflammatory and analgesic, sedation and
hypnosis, brain stereotactic injection, central damage, etc.

7 运动成瘾行为实验室
Locomotor & addictive behavior lab

主要用于开展啮齿类动物抗疲劳、睡眠剥夺、运动训练、骨骼肌松弛、中枢神经抑
制、药物成瘾等神经精神药理类实验。
It is mainly used to carry out neuropsycho-pharmacology experiments in rodents such as
anti-fatigue, sleep deprivation, exercise training, skeletal muscle relaxation, central
nerve inhibition, drug addiction, etc.

8 复杂精细行为实验室
Complicated & elaborated behavior lab

主要用于开展啮齿类动物步态分析、操作行为训练、触屏认知等复杂精细行为
实验。
It is mainly used to carry out complex and elaborated behavior experiments in rodents such
as gait analysis, operation behavior training and touch screen cognition, etc.

9 神经内分泌实验室
Neuroendocrine lab

主要用于开展神经生化指标检测及分子生物学实验等。
It is mainly used for the detection of neurobiochemical indexes and molecular biology
experiments.

10 神经电生理实验室
Neuroelectrophysiology lab

主要用于开展单细胞和脑片膜片钳、多通道电生理实验等。
It is mainly used for single cell and brain slice patch clamp, multi-channel
electrophysiological experiments, etc.

11 神经成像实验室
Neuroimaging lab

主要用于开展双光子显微镜、光纤光度、光遗传实验等。
It is mainly used for two-photon microscope, optical fiber photometry, optogenetic
experiments, etc.

12 神经显微成像实验室
Neuromicroscopicimaging lab

主要用于开展啮齿类动物的微型光纤显微成像实验。
It is mainly used for micro optical fiber micro scopic imaging experiments in rodents.

13 配套功能区室
Supporting functional area & room

包括资料室、管理室、缓冲间、试剂耗材仓库、取材室、纯水间、样本处理及储存
室等。
Including reference room, management room, buffer room, reagent consumables
warehouse, execution & sampling room, pure water room, sample processing and storage
room, etc.
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3. 2　 小动物神经行为学实验平台配套设备

　 　 平台下设主要功能实验室包括如下几间,分别

配备不同专属仪器并提供不同实验服务,具体见

表 2。

表 2　 小动物神经行为学实验平台各功能实验室仪器配置表
Table 2　 Instrument configuration of each functional laboratory of small animal neurobehaviour experiment platform

序号
Serial number

　 　 实验室名称
　 　 Laboratory name

仪器名称
Instrument name

1 小动物代谢实验室
Small animal metabolism lab

小动物行为与代谢系统
Small animal behavior and metabolism system

2 情志病证模型制备室一室
Emotional disease model preparation room 1

频闪仪、白噪声发生器、旋转仪、水平振荡仪、小动物口鼻吸入式染毒系统等。
Stroboscope, white noise generator, rotator, horizontal oscillator, small animal oral
and nasal inhalation poisoning system, etc.

3 情志病证模型制备室二室
Emotional disease model preparation room 2

颅脑损伤仪、大小鼠密集型鼠笼、旁观电击实验系统、睡眠剥夺实验系统等。
Brain injury instrument, mouse and rat environmental enrichment cage, bystander
electric shock experiment system, sleep deprivation experiment system, etc.

4 学习记忆实验室二室
Learning & memory lab 2

三箱社交实验系统、物体识别系统、跳台实验系统、主动回避系统(穿梭)、被动
回避系统(避暗)等。
Three-box social interaction experiment system, object recognition system, step-down
experiment system, active avoidance system ( step through ), passive avoidance
system (dark avoidance), etc.

5 神经精神药理实验室一室
Neuropsycopharmacology lab 1

微透析取样系统、HPLC-ECD 检测分析系统、全自动动物多功能生化分析仪、五
分类动物血液分析仪等。
Microdialysis sampling system, HPLC-ECD detection and analysis system, automatic
animal multifunctional biochemical analyzer, five-category animal blood analyzer, etc.

6 情绪行为实验室二室
Emotional behavior lab 2

啮齿类攻击行为测试系统、自由探索箱、焦虑行为测试复合装置、等级焦虑测试
装置等。
Rodent aggressive behavior test system, free exploration box, anxiety behavior
integration apparatus, grade anxiety test device, etc.

7 学习记忆实验室一室
Learning & memory lab 1

Morris 水迷宫系统、巴恩斯迷宫系统、T 迷宫系统、Y 迷宫系统、八臂迷宫系
统等。
Morris water maze system, Barnes maze system, T maze system, Y maze system, 8-
arm maze system, etc.

8 情绪行为实验室一室
Emotional behavior lab 1

旷场实验系统、悬尾强迫游泳装置、习得性无助系统、EZM 实验系统、EPM 实验
系统、洞板实验系统、明暗箱实验系统等。
Open field experiment system, tail suspension and forced swimming device, learned
helplessness system, EZM experiment system, EPM experiment system, hole board
experiment system, light-dark box experiment system, etc.

9 神经精神药理实验室二室
Neuropsycopharmacology lab 2

动物无创血压分析系统、小动物尾部编号仪、冷热板测痛仪、鼠尾光照测痛仪、
足趾容积测量仪、大小鼠抓力测量仪、热刺痛仪、啮齿类阴道电阻仪、疼痛自动
分析系统、生理药理电刺激仪、清醒动物无创心电图分析系统、小动物无线遥测
系统、大小鼠脑电肌电记录监测系统等。
Animal non-invasive blood pressure analysis system, small animal tail numbering
instrument, cold and hot plate pain meter, rat tail light pain meter, toe volume
meter, mouse and rat grasp force meter, sting thermal pain meter, rodent vaginal
resistance meter, automatic pain analysis system, physiological and pharmacological
electric stimulation instrument, waking animals non-invasive ECG analysis system,
small animal wireless telemetry system, mouse and rat EEG and EMG recording and
monitoring system, etc.

10 手术操作室
Operating room

小动物呼吸机、小动物麻醉机、手术器械包、小动物脑立体定位注射系统、动物
手术台等。
Small animal ventilator, small animal anesthesia machine, surgical instrument set,
small animal brain stereotactic injection system, animal operating table, etc.
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续表 2
序号

Serial number
　 　 实验室名称

　 　 Laboratory name
仪器名称

Instrument name

11 运动成瘾行为实验室
Locomotor & addictive behavior lab

条件性位置偏爱实验系统、大小鼠轮棒式疲劳仪、小鼠转轮式疲劳仪、小动物跑
台、大小鼠成瘾测试分析系统、大小鼠爬杆实验系统、平衡杠实验系统、大小鼠
斜坡实验系统、大小鼠被动转轮实验系统、大小鼠圆筒测试系统、大小鼠活动节
律系统、小鼠琴键式运动行为分析系统等。
Conditioned place preference experiment system, mouse and rat rotarod test
instrument, mouse running-wheel instrument, small animal treadmill, mouse and rat
addiction test and analysis system, mouse and rat pole-climbing experiment system,
balance bar experiment system, mouse and rat slope experiment system, mouse and
rat passive running-wheel experiment system, mouse and rat cylinder test system,
mouse and rat activity rhythm system, mice ladder movement behavior analysis
system, etc.

12 复杂精细行为实验室一室
Complicated & elaborated behavior lab 1

恐惧制约与振惊反射实验系统、操作行为实验装置、大小鼠触屏实验系统等。
Fear conditioning and startle experiment system, operation behavior experiment
device, mouse and rat touch screen experiment system, etc.

13 复杂精细行为实验室二室
Complicated & elaborated behavior lab 2

啮齿类步态分析系统、小动物无线遥测系统、精细行为测序仪等。
Rodent gait analysis system, small animal wireless telemetry system, elaborated
behavior sequencer, etc.

14 神经电生理实验室
Neuroelectrophysiology lab

单细胞和脑片膜片钳实验系统、64 通道神经信号采集与分析系统、4096 通道离
体电生理平台等。
Single-cell and brain slice patch-clamp experimental system, 64-channel neural signal
acquisition and analysis system, 4096-channel in vitro electrophysiology platform, etc.

15 神经内分泌实验室
Neuroendocrine lab

多功能酶标仪、PCR 仪、电泳仪、倒置荧光显微镜、化学发光成像系统、恒温培养
摇床等。
Multifunctional microplate reader, PCR instrument, electrophoresis instrument,
inverted fluorescence microscope, chemiluminescence imaging system, constant
temperature incubation shaker, etc.

16 神经成像实验室
Neuroimaging lab

双光子荧光显微镜、虚拟实景行为系统、单通道光纤记录系统、多通道光纤记录
系统、双色光纤记录系统、光遗传实验系统、拉针仪等。
Two-photon fluorescence microscope, virtual reality behavior system, single-channel
optical fiber recording system, multi-channel optical fiber recording system, two-color
optical fiber recording system, optogenetic experiment system, needle pulling
instrument, etc.

17 神经显微成像实验室
Neuromicroscopicimaging lab

大规模脑神经网络成像及光遗传操控系统、真空抽吸机、微透镜埋植准直仪等。
Large-scale brain neural network imaging and optogenetic manipulation system,
vacuum suction machine, microlens implantation collimator, etc.

18 取材室
Execution & sampling room

动物手术台、小动物麻醉机、全自动振动切片机、全自动冰冻染色机、全自动冰
冻切片机等。
Animal operating table, small animal anesthesia machine, automatic vibrating
microtome, automatic cryo-staining machine, automatic cryostat microtome, etc.

19 样本室
Specimen room

液氮罐、-80℃超低温冰箱、4℃和-20℃冰箱、配药台等。
Liquid nitrogen tank, - 80℃ ultra-low temperature refrigerator, 4℃ and - 20℃
refrigerator, dispensing table, etc.

4　 小动物神经行为学实验平台施工建设具体要求

　 　 满足小动物神经行为学实验平台规划设计一

般原则前提下,饲养室及各功能实验室施工建设中

还应注意以下具体要求:
(1)饲养室及各功能实验室走廊宽度不应少于

1. 5 m,门宽度不少于 1. 0 m。 功能实验室净空要求

达到 2. 5 m 以上,最好 2. 8 m,便于安装行为设备宫

体支架。
(2)动物饲养区及实验区保持环境条件一致,

进行严格功能区分,饲养区内不应开展小动物神经

行为检测实验。
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(3)实验过程中禁止实验人员或其他人员于实

验室内或实验室门外频繁进出,避免同一间实验室

内同时进行两项或两项以上的实验,去除实验人员

对实验动物的影响。
(4)各功能实验室配置仪器设备尽量不要移动

位置,每套电脑工作站应单独控制一套设备为宜。
(5)实验室最好配置恒定白噪音发生器,避免

外界和动物间的声音干扰。
(6)饲养区及实验区地面铺设淡黄色亚光 PVC

地板,颜色与动物垫料颜色接近,符合动物生活环

境,避免对行为检测实验影响和干扰。

5　 总结

　 　 动物行为是指动物个体和动物社群为适应环

境变化所做出的反应,是对内部和外界条件间的关

系予以调整及对周围的生物和非生物环境的动态

适应。 动物的行为是一个运动、变化的动态过程,
并与其生存环境相适应[17-18]。 大多数的生理学家、
遗传学家和心理学家等多从实验室进行动物行为

学观测,因而小动物神经行为学实验室的建设是从

事神经行为学实验的基本条件。
动物神经行为学测试方法和技术的不断发展

导致观测仪器设备也不断升级换代[19-21],虽方便了

神经行为学的观察和记录,但对神经行为学实验的

条件建设提出了相应要求。 为了更全面的观察记

录小动物神经行为学测试中的表现,进行神经行为

学实验室建设时,注意房间的布局和设计是得到真

实可靠的实验数据的前提和保障。 由于科学实验

追求的是真实实验情况的观察和真实实验结果的

采集,所以小动物神经行为学实验中更要求观察到

的现象是动物本身的真实反应,尽可能减少干扰对

实验结果的影响。 从不被动物察觉的情况下进行

观察,实验动物拥有舒适的居住环境和合理的实验

顺序等是小动物神经行为学实验的必须条件。 相

应地,进行小动物神经行为学观测的实验室就要满

足以上这些条件,因而改造或建设神经行为学实验

室时必须要注意以上几个方面的问题。
正如前文中所讨论,制约国内小动物神经行为

学实验平台设计和建设的关键因素一是动物神经

行为检测理论薄弱,二是动物神经行为检测技术落

后。 相应地,要提升小动物神经行为学实验平台设

计和建设水平的关键环节则是一要注意广泛吸收

借鉴国外相关学科的前沿成果,提升我国有关领域

的理论水平和知识储备。 二要组建一支联合药理

学、行为学、计算机软件等专家的仪器设备开发队

伍,获得具有自主知识产权的产品,掌握核心技术,
不再受制于国外厂商,提升我国技术竞争力。

本文立足本单位多年建设实践,根据屏障环境

建设标准和神经行为学实验特殊要求详细论述了

小动物神经行为学实验平台设计建设一般原则,提
出了对光照、温湿度、通风、隔音等具体要求。 按照

神经科学与脑科学学科特点科学合理地进行了小

动物神经行为学实验平台布局及功能区划并开列

了平台相应配套洗消设施和实验设备。 结合具体

平台建设施工问题罗列了小动物神经行为学实验

平台工程建设中具体要求。 通过对以上平台设计

及建设问题的细致说明和讨论以期为小动物神经

行为学专业化实验室建设提供可资借鉴的规划设

计参考及施工建设规范。
随着“中国脑计划”的正式启动,作为神经科学

与脑科学领域最基本支撑条件的小动物神经行为

学实验室建设越来越引起更多神经科学工作者的

广泛关注,相信随着脑计划的深入开展,我国的小

动物神经行为学实验室设计和建设会越来越科学,
越来越规范。
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实验动物从业人员培养体系调查分析

邸　 冉∗,刘佩琳,杨海龙,石英杰

(中国医学科学院医学实验动物研究所,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 实验动物学是生命科学、医学与药学等诸多领域发展的支撑学科,实验动物从业人员的水平,不但

关系到实验动物行业规范发展,还影响到生物医药等行业的科技创新与产业发展,甚至涉及生物安全与社会文明,
因此对从业人员培养与资格的认定体系十分重要。 本文作者调研了欧洲、美国、日本和我国实验动物从业人员的

培养现状,包括从业人员标准、分类、等级、培训内容及水平评价现状等,分析发现当前国内外实验动物技术人员和

医师培养体系较为成熟,国内实验动物管理人员培训体系有待建立,国际普遍缺乏实验动物研究人员培养与评价

体系。 在此基础上,对建立适合实验动物研究人员自我发展的评价体系进行了分析与建议。
【关键词】 　 实验动物;从业人员;研究人员;培养体系
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Investigation and analysis on the training system of laboratory animal employees

DI Ran∗, LIU Peilin, YANG Hailong, SHI Yingjie
(Institute of Laboratory Animal Science, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College,

Beijing 100021, China)

　 　 【Abstract】　 Laboratory animal science is a supporting discipline for many fields such as life science, medicine and
pharmacy. The level of employees from laboratory animal science is not only related to the standardized development of
laboratory animal industry, but it also affects the scientific and technological innovation and industrial development of
biomedicine and other fields and is involved in biosafety and social civilization. Therefore, the training and qualification
system of employees in laboratory animal science is very important. We investigated the training processes of laboratory
animal employees in Europe, the United States, Japan and China, including the standards, classification, grade, training
content and level evaluation. The training system for laboratory animal technicians and doctors is relatively developed, while
the training system of domestic laboratory animal managers needs to be established. However, there is a general lack of
training and evaluation systems for laboratory animal researchers worldwide. Therefore, the establishment of an evaluation
system suitable for the self-development of laboratory animal researchers is analyzed and suggested.

【Keywords】　 laboratory animal; employee; researcher; training system

　 　 实验动物学科是一门支撑性的基础学科,为生

命科学、医学、药学、食品安全、环境、农业、生物安

全、航空航天、军事等领域提供规范化的研究材料。
在卫生健康领域,实验动物是认识人类疾病、检测

药物毒副作用和治疗效果必需的材料和转化技术,
被誉为药物和疫苗的“试金石”、医学研究“活的天

平” [1]。 以实验动物为基础的动物实验是科学研究

的主要实验内容之一,它涉及到实验动物法律法



规、饲养管理、实验动物医师、动物实验技术、动物

福利伦理等各个层面,每个层面均涵盖系统、精准

的技术环节,任何环节出现问题,会出现科学研究

结果不规范、无法重复、违反动物福利伦理、威胁生

物安全等风险,可能会影响科学研究、药品质量和

从业人员职业健康,甚至动物福利问题还会影响社

会文明形象[2]。
围绕各行业对实验动物从业人员的需求,针对

实验动物从业人员特点,依据《实验动物管理条例》
关于从事实验动物工作各类人员的规定,以及《实
验动物质量管理办法》和《国家职业标准制定技术

规程》,参考美国、欧盟等国的情况,全国实验动物

标准化技术委员会审批通过了《实验动物从业人员

要求》的团体标准,该标准将实验动物从业人员分

为实验动物技术人员、实验动物管理人员、实验动

物医师、实验动物研究人员、实验动物辅助人员和

实验动物阶段性从业人员六大类,并制定了从业人

员的资格要求[3]。 该标准成为我国实验动物从业

人员继续教育和水平评价的主要依据之一,促进了

从业人员培养体系的发展。 然而,由于交叉学科的

自身特点和生命科学技术日新月异发展的冲击,实
验动物研究与技术人员的培养与评价,存在创新研

究范畴界定难、与现有职称体系接轨难、成果与评

价体系不对称等难题,成为建立实验动物专业技术

人员培养体系的障碍[4-5]。
针对上述问题,本文综述了欧美和日本等发达

国家实验动物从业人员的培养现状,分析了我国实

验动物从业人员继续教育工作取得的成绩和存在

的主要问题,并对未来完善实验动物从业人员培养

体系提出了意见和建议。

1　 国际实验动物从业人员培养状况调查

　 　 以美国为代表的发达国家,在实验动物管理

师、实验动物医师和实验动物技术人员等从业人

员培训与资质认定方面建立了相对成熟的体系,
本章主要综述了欧洲、美国和日本的培养体系发

展情况。
1. 1　 欧洲实验动物从业人员培养现状

　 　 欧洲开展实验动物从业人员培训的首要原

因是遵守相关法律法规。 国际上关于实验动物

的立法主要集中在两个方面:一是保障实验动物

福利,二是保障科研工作对高质量实验动物的需

求。 英国是最早关注动物福利,且立法保护动物

的国家,并提出了“ 3R”原则,其法规涵盖了实验

动物购买、育种、饲养条件和科研使用等层面,管
理部 门 则 是 欧 洲 实 验 动 物 学 会 联 合 会 ( the
Federation of European Laboratory Animal Science
Associations, FELASA) ,主要发布相关科学政策、
指导方针和建议,培训方式包括现场教学、布置

解决实际问题的任务、现场演示教学、指导学生

操作等,其主旨则是在实验过程中保护动物福

利,该体系得到了实验动物学及相关研究领域人

士的基本认可 [6-9] 。
1. 2　 美国实验动物从业人员培养现状

　 　 美国是实验动物较早进入法制化管理的国家,
科研院所和大学的动物实验必须遵守美国的系列

法律和法规,包括《动物福利法》等[6]。 美国科研院

所和大学的实验动物设施实行准入制,博士后或者

实验人员必须完成相应的培训和办理相关手续后,
才能开展动物实验,例如生物安全、在线实验动物

培训和考核、实地操作培训等[10]。 除了机构内部的

培训外,最常规、也是最被社会认可的培训是由美

国实 验 动 物 科 学 协 会 ( American Association of
Laboratory Animal Science, AAALAS)举办的从业人

员培训,其将实验动物从业人员分为技术人员、管
理人员和兽医师 3 类,经过培训和考核后,分别给予

初级、中级和高级的资质。 与欧洲相同,动物福利

伦理制度与操作规范的学习是开展动物实验前必

须要进行的首要内容 [11]。
1. 3　 日本实验动物从业人员培养现状

　 　 日本实验动物技术者协会的成立主要是对实

验动物技术人员进行知识和技术的培训,从而提高

人员的资质和水平,并提高实验动物学科水平[12]。
日本实验动物从业人员分为实验动物技术人员、实
验动物研究人员和实验动物技术专家 3 种,其中技

术人员又分为初级、中级和高级 3 个等级,由日本实

验动物技术者协会进行培训,培训内容与欧美国家

大同小异,包括相关法律法规、动物实际操作技术

等。 在技术人员之外,实验动物研究人员和实验动

物技术专家则由日本的高校承担培养任务,毕业的

硕士和博士主要从事实验动物学的研究和教育

工作[13]。
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2　 国内实验动物从业人员培养现状调查

2. 1　 我国实验动物从业人员继续教育现状

　 　 根据《实验动物管理条例》与《实验动物从业人

员要求》标准,中国实验动物学会完成了关于实验

动物从业人员分类别、分等级的继续教育体系规

划,2017 年制定了《实验动物从业人员专业水平评

价管理办法》,随后陆续制定了《实验动物技术人员

专业水平评价实施细则(试行)》、《实验动物技术人

员水平评价考试大纲》、《实验动物医师专业水平评

价考试实施细则(试行)》、《实验动物医师水平评价

考试大纲》。 截止到 2021 年,中国实验动物学会依

据上述培养体系,在全国认证了 9 家继续教育基地,
每年完成 700 余名从业人员的分类别、分等级的继

续教育培训和水平评价,覆盖 18 个省市与自治区,
一方面提高了从业人员水平,另一方面为实验动物

及相关行业聘用实验动物科技人才提供了依据。
2. 2　 实验动物从业人员培养与评价存在的问题

　 　 国际上,欧美与日本等发达国家建立了较为成

熟的实验动物从业人员培养与资格认定体系,为高

等院校、科研院所与企业的实验动物中心规范化运

转奠定了基础,并向生命科学、医学、药学等行业输

送了大量的从业人员。 然而,从发达国家对实验动

物从业人员培养内容来看,其偏重于实验动物设施

的管理、动物繁育饲养、动物疾病预防、动物福利伦

理保障、动物实验技术等[9,13],培养内容映射了科学

界主流思想对实验动物从业人员的定位是科研辅

助人员,对实验动物学与比较医学专业研究人员的

培养重视程度不足。
我国缺乏实验动物学与比较医学的学历教育,

目前仅少数高校开展了实验动物学本科教育,个别

院校开设了实验动物学与比较医学的研究生教育。
我国实验动物从业人员的继续教育刚刚起步,尚存

在继续教育基地数量少、培训人员数量有限、对实

验动物管理师培训能力有待提高、尚未制定实验动

物研究人员培养与水平评价办法、从业人员等级证

书有待与专业技术人员职称体系挂钩等不足,这些

不足需要在培养体系不断发展中进行弥补。

3　 关于完善实验动物从业人员培养体系的分析

　 　 科技人员是社会活动中创造和发展科技生产

力的人力资源,科学研究与技术创新是学科发展的

根本,实验动物学科的创新能力与技术水平,关系

到生命科学、疾病与健康、生物安全与传染病防控、
药物创新、食品安全、航空航天、农业、环境安全等

领域的发展速度和成果转化效率[14],在发展好实验

动物技术人员、管理人员和医师的基础上,应该更

加注重研究人员的培养。 实验动物学基础研究是

学科创新与技术进步的基础。 实验动物遗传育种

学、实验动物医学、实验动物微生物学、比较医学等

是重要的研究领域,实验动物新品种及动物模型的

培育或创制、动物模型研制与分析技术研发、动物

实验设备与试剂研发等是重要的技术创新领域,在
这些领域的研究能力高低,影响到国家的生物医学

科技创新能力和药物原创能力[14]。 实验动物研究

人员是学科创新与技术进步的主体,然而,当前国

内外均缺乏针对研究人员的实验动物从业人员培

养与资格认定体系。
对科研人员研究成果准确的进行考核与评价,

是激发研究人员发展内因的主要途径之一。 实验

动物学科作为基础学科,其职能定位是产出实验动

物与动物模型资源、实验动物技术等成果,并将成

果应用于生命科学、医学与药学等领域。 因此,技
术成果的产出与应用是社会对从业研究人员的主

要需求,也应该成为评价与激励的主要手段。 当

前,推动科技成果转化、支撑高质量发展已经成为

科技领域改革的主流[15],实验动物学科的性质也决

定了成果转化将成为研究人员的主要评价方式。
针对科技成果转化的特点及主要形式,行业主管部

门可放开对高等院校与科研院所内实验动物研究

人员开展技术服务的限制,鼓励研究人员以技术服

务的形式实施成果转化,并根据成果转化管理办法

享受相关收益,从而以与学科使命吻合的方式提升

研究人员的积极性,促进研究人员良性发展。 同

时,通过技术服务方式开展的成果转化具有单一成

果多次转化的特点,重复进行单一成果的多次转化

活动,其行为本身不属于研究与创新的范畴,不应

成为研究人员的主体工作,因此有关管理部门可考

虑技术成熟度和市场需求等,适时推动技术成果向

企业的转移,将研究人员工作重心转移到新成果的

研发上。
管理、医师、技术、研究四类实验动物从业人员
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并重,是完善实验动物从业人员培养体系的前体条

件。 因此,不但要继续发扬实验动物技术人员与医

师培养体系的基础优势,又要发展好实验动物管理

人员的培养体系,更要创造有利于研究人员发展的

考核与评价环境,促进实验动物从业人员的全面

发展。
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去甲基化酶 JARID1D 在前列腺癌侵袭和转移中的
研究进展

谢清华1,2,张永斌1∗,师长宏2∗

(1.广州中医药大学动物实验中心,广州　 510405;2.空军军医大学实验动物中心,西安　 710032)

　 　 【摘要】 　 前列腺癌(prostate cancer,PCa)是全球男性第二大恶性肿瘤,发病率呈逐年升高趋势。 高度异质性

是它的主要临床特征,其不仅表现在不同患者之间肿瘤组织学的特征差异,还表现在同一患者不同肿瘤细胞在生

长、侵袭、转移速度上的差异。 近年来,研究发现,编码于 Y 染色体上的去甲基化酶 JARID1D 可特异性结合侵袭转

移相关基因,如 MMP1、MMP2、 MMP3 等,并通过 H3K4 这样一种基因激活标记,在启动子处进行去甲基化,抑制某

些侵袭性化合物的产生,从而降低前列腺癌的侵袭能力。 同时,敲低去甲基化酶 JARID1D 的表达会提高前列腺癌

的转移潜能,甚至促发包括骨转移在内的多器官转移。 因此,本文将结合最新的文献报道,从去甲基化酶 JARID1D
的结构基础、酶属种类以及调控机制等方面探讨其在前列腺癌侵袭和转移中的研究进展,期望为 PCa 的治疗探索

出新的干预靶点。
【关键词】 　 前列腺癌;去甲基化酶 JARID1D;侵袭;转移;基因表达
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Research progress of the JARID1D demethylase in the invasion and
metastasis of prostate cancer

XIE Qinghua1,2, ZHANG Yongbin1∗, SHI Changhong2∗

(1. Animal Experiment Center, Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510405, China.
2. Laboratory Animal Center, the Air Force Medical University, Xi’an 710032)

　 　 【Abstract】　 Prostate cancer (PCa) is the second most common malignant tumor among men worldwide and has an
increasing incidence. The main characteristic of PCa is heterogeneity, which includes not only variations of tumor
histological characteristics among patients, but also differences in growth, invasion and metastasis speed of tumor cells in
the same patient. Recent studies showed that the JARID1D demethylase, which is encoded from the Y chromosome,
specifically binds to the promoters of genes related to invasion and metastasis, such as MMP1, MMP2 and MMP3, and
demethylate at the promoter through a gene activation marker such as H3K4, so as to inhibit the production of some invasive
compounds and reduce the invasive ability of prostate cancer. Meanwhile, knocking down the expression of demethylase



JARID1D will improve the metastatic potential of prostate cancer and even promote multiple organ metastasis, including
bone metastasis.In this review, we summarize the recent progression on the research on the JARID1D demethylase. We
discuss its structure and the enzymatic and regulatory mechanisms, and we review the role of JARID1D in the invasion and
metastasis of prostate cancer. We also explore novel intervention targets for PCa therapy.

【Keywords】　 prostate cancer; JARID1D demethylase; invasion; metastasis; gene expression

　 　 前列腺癌(prostate cancer,PCa)是全球男性第

二大恶性肿瘤,异质性是其最为主要的临床特征,
也是影响其治疗效果的主要因素[1]。 虽然雄激素

剥夺可有效控制肿瘤生长,但大部分会形成去势抵

抗性 前 列 腺 癌 ( castrate-resistant prostate cancer,
CRPC) [2]。 若进一步使用雄激素受体 ( androgen
receptor,AR)靶向抑制剂治疗,在延长患者生存期

的 同 时 会 诱 导 神 经 内 分 泌 性 前 列 腺 癌

(neuroendocrine prostate cancer,NEPC)和侵袭变异

性 前 列 腺 癌 ( aggressive variant prostate cancer,
AVPC),出现特征性转移,导致临床上的难以治

愈[3]。 因此,开展前列腺癌侵袭和转移的相关机制

研究,探索新的治疗靶点,对前列腺癌的临床治疗

具有重要意义。
近年来,针对前列腺癌新兴治疗靶点的研究开

展了大量工作。 不少研究者开始关注前列腺癌的

性别特异性,亦即它的生物学性上的特征,并由此

将探索思路进一步延续到了 Y 染色体上的相关蛋

白。 根据已有文献的报道,在 Y 染色体上表达的雄

性特异性蛋白可起到抑制肿瘤侵袭的作用[3]。 其

中,作用比较明确是组蛋白去甲基化酶 JARIDID,它
的表达变化极有可能促发前列腺癌发生包括骨转

移在内的一系列转移表型。 2016 年 Li 等[4] 通过细

胞学实验和动物实验发现,去甲基化酶 JARIDID 能

通过抑制细胞侵袭相关基因的表达程序,从而达到

抑制前列腺肿瘤侵袭与转移的效果。 基于此,本文

将从去甲基化酶 JARID1D 的结构基础、酶属种类以

及调控机制等方面探讨其在抑制前列腺癌侵袭与

转移中的研究进展。

1　 去甲基化酶 JARID1D 的简介

1. 1　 JARID1D 的本质与属性

　 　 去甲基化酶 JARID1D 最初被报道为 Y 染色体

上的一种组织相容性抗原,是被研究得最少的一

种异构体。 近年来,随着实验研究的不断深入,
JARID1D 的结构和功能不断被解析。 它是组蛋白

H3 赖氨酸 4(H3K4)结构上的一种去甲基化酶,其
同类尚有 Paralogs UTY、KDM6C 等其它的去甲基

化酶。 值得一提的是,JARID1D 是一种男性特异

性蛋白,学界又常称之为 kdm5d 或者 smcy。 该表

观遗 传 调 节 剂 可 通 过 去 甲 基 化 H3K27me3 和

H3K4me3 来调节染色质的酶活性,从而对基因表

达产生深远的影响[5-7] 。 据 Isensee 等[8] 在 2008
年的研究发现,JARID1D 作为一种性别特异性基

因,在雄性小鼠的心脏和心肌中均有特异性表达,
其能降低心血管疾病的发病率。 2016 年,Li 等[4]

提出,JARID1D 能通过抑制与细胞侵袭相关基因

的表达,从而达到抑制前列腺癌细胞侵袭与转移

的作用,因此,JARID1D 与前列腺癌的关系不断被

深入研究。
关于癌细胞侵袭与转移之间的发展关系,肿瘤

学研究普遍认为,增强癌细胞的侵袭能力对于其转

移能力的强化是必不可少的,而无论是癌细胞的侵

袭还是转移,均是在表观遗传的调控下进行的[5-7]。
因此,主导表观调控的基因,其所表达的组蛋白甲

基化修饰物与肿瘤的侵袭和转移有着或正或负的

相关性[8]。
截至目前,已有多个明确的研究结果支持上述

观点。 例如,Harmeyer 等[9] 于 2017 年发现 H3K27
甲基转移酶 EZH2 可以通过抑制抑癌蛋白的表达而

诱导前列腺肿瘤的发生和转移;又如,该团队在胃

癌的研究之中发现,JARID1D 在癌细胞中的过度表

达可以明显降低癌细胞的活力,表明它具有直接的

抑制肿瘤生长的作用[9]。 除了上述促进转移的组

蛋白修饰物的过度表达之外,抑制转移的组蛋白甲

基化修饰剂的丢失还可能促进癌细胞的转移。 正

如 Komura 等[10]在 2016 年的研究中提出,JARID1D
在许多转移性前列腺癌中存在表达下调甚至缺失

的情况。
因此,系统性归纳和总结 JARID1D 在前列腺癌

中的已知功能,并探索该去甲基化酶在染色质调控

靶向性方面的作用,将为前列腺癌的临床治疗提供

更多的潜在靶点。
1. 2　 JARID1D 的结构基础与抑瘤功能

　 　 表观遗传是指由非 DNA 序列改变引起的、可遗

传的基因表达水平的改变,包括 DNA 甲基化、组蛋
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白修饰、RNA 调控和染色质重塑等。 组蛋白乙酰

化、磷酸化、泛素化、甲基化、sumo 化及 ADP 核糖糖

基化等组蛋白修饰发生在多种、特异的位点上,且
相互之间,调控影响,进而产生多种组合,构成了复

杂的调控网络,该过程被称之为“组蛋白密码”。 长

期以来,由于未发现组蛋白去甲基化酶,因此,组蛋

白甲基化被认为是不可逆的、稳定的表观遗传标

志[11]。 直到 2006 年,Chen 等[12]发现了第一个组蛋

白去甲基化酶 LSD1( lysine specific demethylase1),
继而组蛋白去甲基化酶被大量发现,并据此论证了

组蛋白去甲基化是一个可逆的过程,使得表观遗传

学的研究更为宽广和深入。 相关文献证实,组蛋白

去甲基化酶的作用位点在组蛋白赖氨酸或精氨酸

残基上。 截止到目前,已发现两类组蛋白赖氨酸去

甲基化酶,包括 LSD1 和含有 JmjC 结构域的组蛋白

赖氨酸去甲基化酶[5-7]。
JARID1D 就是这样一种含有 JmjC 结构域的

组蛋白赖氨酸去甲基化酶。 它作为 JARID 1 家

族的重要成员之一,与该家族的其它 3 个成员一

样,也包含多个保守结构域,这些结构域定义了

它们的活性和底物特异性。 其中,JmjC 结构域是

它的催化核心,该结构域由包括组蛋白脱乙基酶

在内的多种蛋白质构成,并可调控多种基因的转

录,进而影响到细胞的周期进程,参与癌症的发

生发展 [13] 。
去甲基化酶不仅能调节正常细胞的命运,而且

具有致癌和抑癌的双重功能[14]。 但在前列腺癌的

研究之中,讨论得最多的是去甲基化酶 JARID1D 在

调节肿瘤恶性转化的谱系可塑性方面的能力,亦即

其抑瘤的功能[15]。 Komura 等[10] 在体外和体内实

验中均发现 JARID1D 能特异性抑制前列腺癌侵袭

相关基因,如 MMP1、MMP2、MMP3、MMP7 等,并通

过 H3K4 这样一种基因激活物,在启动子处进行去

甲基化从而发挥抑瘤功能。
近年来,人们对 JARID1D 蛋白抑瘤功能的认识

越来越深入,越来越细化,更进一步认识到这些功

能的发挥是建立在其结构基础之上的。 由于

JARID1D 蛋白在抑制肿瘤侵袭性方面具有重要作

用,研究者开始关注 JARID1D 抑制剂的开发,例如

临床上所常用的一种抑制剂———组蛋白去乙酰化

酶抑制剂(HDACs),它对某些恶性肿瘤具有部分疗

效,其治疗靶点便与 JARID1D 所在的 JARID1 家族

密切相关。 有证据表明,JARID 1 蛋白可以直接与

HDACs 相互作用,以介导其抑制作用。 这些作用为

评估包括 HDACs 在内的抑制剂的疗效提供了理论

基础。 目前,基于 HDACs 已经建立起了一系列的临

床用药[16-17]。

2　 去甲基化酶 JARID1D 的酶属种类

2. 1　 JARID1D 的上游酶———H3K4 系列酶

　 　 去甲基化酶的功能发挥主要依赖于其结构基

础,结构基础决定了它对不同底物结合的亲和性。
保持酶活性的空间结构是维持其酶活性功能所必

备的环节。 一种酶只作用于一类化合物或一定的

化学键,以促进一定的化学变化,并生成一定的化

学产物,这种现象称之为酶的特异性或专一性。 而

酶的这种特异性,很大程度上取决于与其从属酶之

间的调控关系。 去甲基化酶 JARID1D 的上游酶称

之为单体化组蛋白 H3 赖氨酸 4(H3K4me1) [18-20],
该组蛋白是一种活性基因,它可以作为基因激活标

记,在启动子处参与多种转录复合物的抑制,通过

影响转录的起始,最终导致某些复合物的转录抑制。
2. 2　 JARID1D 的核心阻遏子———ZMYND 8
　 　 H3K4 作为一种组蛋白系列酶,其单体结构的种

类较多[21]。 其中,与 JARID1D 相关的两个单体结构

分别是 H3K14ac 和 H3K4me1。 此二者均为单体化的

组蛋白,亦为一种活性基因,具备基因激活功能。 然

而,以之为结构基础的合体———双组蛋白修饰标记

H3K4me1-H3K14ac,功能则与之相反[22]。 研究发

现,H3K4me1-H3K14ac 能被 ZMYND 8(又称 RACK
7)所识别和捕捉,并抑制基因的功能表达[23]。

而在该过程中,ZMYND 8 发挥了核心阻遏子的

作用,能拮抗转移相关基因的表达。 例如,Harmeyer
等[9]在 2017 年即证实,敲除该基因会增强肿瘤细胞

的体外和体内侵袭能力,从而反向证明了 ZMYND 8
的抑制侵袭与转移的能力。

作为 JARID1D 在 H3K4 去甲基化酶上的转录

核心阻遏子,ZMYND8 的这种拮抗能力亦延续到了

JARID1D 上面,因此,JARID1D 也具备了类似的抑

瘤功能。 同时,Harmeyer 等[9] 也发现,ZMYND 8 发

挥抑制侵袭和转移功能的结构基础,便是 ZMYND 8
中的同源结构域(PHD)和溴域盒,此二者介导了

ZMYND 8 对 H3K4me1-H3K14ac 的组合识别。 这

些发现揭示了 H3K4me1-H3K14ac 在抑制转移的基

因表达中所起的重要作用,并通过这种潜在的联

系,深层次揭示了 JARID1D 在与肿瘤转移相关的基
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因下调中,所延续的一种表观遗传机制[24-26]。
3　 JARID1D 在前列腺癌中的生物学性及其抑制侵

袭的功能

3. 1　 JARID1D 在前列腺癌生物学性中的体现

　 　 生物学性即为男女性别相关因素的差异,其对

生物体的生长发育和生理活动有着深远的影响,尤
其是在细胞信号、新陈代谢和免疫反应等方面。 它

们产生于激素暴露中特定性别的差异,以及与 XX
染色体补体和 XY 染色体补体相关的内在遗传和表

观遗传差异。 近年来,生物学性被认为是多种癌症

的发病率、临床表现和疗效预后的决定性因素,包
括与男女性别相关的癌症如前列腺癌、乳腺癌、卵
巢癌等等[27-29]。 例如,据 Jangravi 等[30] 在 2015 年

的研究指出,男性特异性 Y 染色体的全部或部分缺

失与前列腺癌的发生密切,而 JARID1D 正是 Y 染色

体上发挥抑制前列腺肿瘤侵袭作用的男性特异性

基因。 这一发现可以被认为是生物学性在前列腺

癌病程发展之中的一个具体体现,也侧面论证了

JARID1D 这样一种雄性特异性蛋白在前列腺癌发

展过程中的重要性与独特性。
3. 2　 JARID1D 抑制前列腺癌的侵袭

　 　 2015 年 Jangravi 等[30] 的研究发现,Y 染色体上

特有的去甲基化酶 JARID1D 具有抑制前列腺癌侵

袭和转移的作用。 其中一个关键性证据就是,在高

达 52%的前列腺癌患者中,Y 染色体存在完全和部

分缺失,而位于 Y 染色体上的去甲基化酶 JARID1D
的敲低,可以提高上皮-间质转化(EMT)的关键调

节分子如 N-Cadherin 和 Slug 的表达,从而达到抑制

前列腺癌侵袭的作用。 公共数据库分析亦表明,该
基因的缺失通常发生在转移性前列腺癌而非原发

性前列腺癌。 在转移性前列腺癌中,JARID1D 的表

达通常极低甚至缺失,且它的表达高低与前列腺癌

患者的预后良莠密切相关,亦为确凿之佐证。
上述发现表明,编码于 Y 染色体上的表观遗传

修饰物 JARID1D,具有抑制前列腺癌进展的抗侵袭

作用,这些证据也强调了使用 JARID1D 作为晚期前

列腺癌预后指标的可行性和可信度。
4　 JARID1D 在前列腺癌临床预后和异种移植中的

情况

4. 1　 JARID1D 作为前列腺癌的预后指标

　 　 分析临床宏观数据发现,与正常前列腺组织和

原发性前列腺癌相比, 在转移性前列腺癌中,
JARID1D 的 表 达 水 平 明 显 偏 低, 而 低 水 平 的

JARID1D 与前列腺癌患者的预后不良密切相关。
因此,临床上常常使用 JARID1D 作为晚期前列腺癌

预后疗效的一项观察指标。
正如 Li 等[4] 在 2016 的研究发现,为了确定

JARID1D 水平是否与前列腺癌患者的临床表现有

关,作者对 39 例前列腺癌患者进行了 Kaplan-Meier
生存分析,并对其进行了免疫组化评估。 结果表

明,低水平的 JARID1D 与前列腺癌患者的整体生存

状况密切相关。 为了确定 JARID1D 在原发性和转

移性前列腺肿瘤中的表达差异,研究者采用免疫组

化的方法比较了 JARID1D 在正常前列腺癌组织、原
发性前列腺肿瘤和转移性前列腺肿瘤中的表达水

平。 结果发现,与正常组织(10%,2 / 21)相比,转移

性前列腺肿瘤中 JARID1D 的蛋白水平显著降低

(100%,6 / 6),原发性前列腺肿瘤中 JARID1D 蛋白

水平亦明显降低 ( 41%, 28 / 68)。 此外, 低水平

JARID1D mRNA 组的前列腺癌患者总体生存率较

差[30-32]。 上述结果均提示,使用 JARID1D 作为前

列腺癌新的预后指标是切实可行的。
4. 2　 JARID1D 在前列腺癌异种移植模型中的表

达　
　 　 去甲基化酶 JARID1D 在前列腺癌的异种移植

模型中有着极为明确的表达方式———调控肿瘤的

发生与转移。 2015 年,Jangravi 等[30] 用 shJARID1D
和对照组 shRNA 处理前列腺癌细胞系 DU145 -
Luc2,将处理后的细胞注入小鼠的尾静脉。 结果发

现,在这种异种移植模型中,癌细胞通过血液系统

侵入远端器官,并在转移部位(主要是肺)以肿瘤的

形式生长。 实验结果显示,该种癌细胞注射之后,
shJARID1D 组小鼠(n = 15)的荧光素酶信号显著高

于对照组(n = 9)。 随后,作者分别使用 HE 染色和

免疫组化染色的方法,进一步证实了 shJARID1D 组

小鼠肿瘤的形成,无论是肿瘤的大小还是转移的范

围均显著高于对照组,提示 JARID1D 具备抑制前列

腺癌细胞系 DU145 侵袭的能力。

5　 展望

　 　 去甲基化酶 JARID1D 是抑制前列腺癌侵袭和

转移的重要驱动基因,其表达水平的高低多少、缺
失与否,均与前列腺癌的病情发展密切相关。 前列

腺癌的发病率、临床表现以及预后等因 JARID1D 的

表达水平而存在较大差异[33-35]。 这些发现揭示了

JARID1D 与转移相关基因之间的一种表观遗传机
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制,该去甲基化酶 JARID1D 的发现,对研究前列腺

癌如何利用染色质调节酶机制发挥调控疾病进展

等方面提供了新的思路,为前列腺癌的临床治疗,
提供了潜在的治疗靶点[36-38]。

但是,临床研究和实验研究均已证实,前列腺

癌的发生发展主要受 AR 信号的调控[6]。 然则,
JARID1D 是否也受 AR 信号的调控? 前列腺癌临床

常发的骨转移是否亦受 JARID1D 的调控,其具体促

发骨转移的机制又是什么[39-41]? JARID1D 的表达

与前列腺癌的激素依赖以及与 AVPC / NEPC 的转化

之间又有何具体关系[42-43]? 上述问题的解答清楚,
则尚需要一系列的转化模型,进行验证。
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TAAR1,CNS 单胺神经元调控新靶点

蔡晓雯1#,赖惠芹3#,梁开勇1,黄　 泳1,2∗

(1.南方医科大学中医药学院,广州　 510515;2.南方医院门诊针灸科,广州　 510515;
3.广州中医药大学附属中山中医院肿瘤科,广东 中山　 528400)

　 　 【摘要】 　 痕量胺相关受体 1(TAAR1)是神经精神疾病研究的新信号,在中枢神经系统(CNS)功能中具有重

要的生理作用。 研究发现,TAAR1 的作用发挥除了跟传统配体痕量胺有关,还与单胺类神经递质有密切关联。 本

文从 TAAR1 的表达、相关配体、作用机制通路和与单胺类神经递质的关系几个方面,介绍了 TAAR1 在 CNS 中通过

多巴胺能、5-羟色胺能、谷氨酸能神经元,从而影响细胞内外相关物质水平来调节中枢神经系统功能,且其激动剂

在药理实验中也表现出巨大潜能。 TAAR1 的研究在神经精神类疾病上展现的优势越来越明显,具有较好的研究

前景。
【关键词】 　 痕量胺相关受体 1;痕量胺;单胺类神经递质;中枢神经系统
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Trace amine-associated receptor 1 is a new regulating target of
monoamine neurons in the central nervous system

CAI Xiaowen1#, LAI Huiqin3#, LIANG Kaiyong1, HUANG Yong1,2∗

(1. School of Traditional Chinese Medicine, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China.
2. Department of Acupuncture, Nanfang Hospital, Guangzhou 510515. 3. Department of Oncology, Zhongshan Hospital of

Traditional Chinese Medicine, Guangzhou University of Chinese Medicine, Zhongshan 528400)

　 　 【Abstract】　 Trace amine-associated receptor 1 (TAAR1) is a new signal in neuropsychiatric research and plays an
important physiological role in the central nervous system. Various reports have shown that the role of TAAR1 is closely
related to trace amines and monoamine neurotransmitters. We discuss the research on TAAR1 in recent years from the
aspects of TAAR1 expression, related ligands, mechanism pathway and the relationship with monoamine neurotransmitters.
TAAR1 regulates dopaminergic, serotoninergic and glutamatergic neurons in the central nervous system and thus affects the
levels of related substances inside and outside the cell. TAAR1 agonists also show great potential for promoting the cognitive
function in pharmacological experiments. Targeting this receptor shows increasing advantages and potential for use in
neuropsychiatric diseases.

【Keywords】　 trace amine-associated receptor 1; trace amines; monoamine neurotransmitter; central nervous system



　 　 痕量 胺 相 关 受 体 ( trace amine-associated
receptors,TAARs)于 2001 年被发现,属于 G 蛋白偶

联受体(G-protein couple receptors,GPCRs)家族,是
聚集在染色体 6q23 的一个 108 kb 的小基因组区

域,通过连锁分析,一直被认为是精神分裂症和情

感障碍的易感性位点[1]。 人体 TAARs 家族主要包

括 6 个基因型,分别为 TAAR1、 TAAR2、 TAAR5、
TAAR6、TAAR8 和 TAAR9,其中 TAAR1 通过与 CNS
单胺神经元传统靶点单胺类物质受体、转运体等发

生相互作用,参与调节神经递质释放。 TAAR1 最初

在大脑中被发现,在哺乳动物的大脑中,TAAR1 可

以有效地调节 CNS 单胺能神经元的信息传递,这一

发现为 TAAR1 及其配体的功能和治疗意义的研究

注入了活力。 近年来 TAAR1 在学术和药物研发中

越发亮眼的表现让其有可能成为 CNS 单胺神经元

调控新靶点[2-4]。 接下来,结合最新的研究报道,我
们将从 TAAR1 的表达、相关配体、作用机制通路和

与单胺类神经递质的关系几个方面,阐述 TAAR1 可

能作为 CNS 单胺神经元调控新靶点的潜在作用。

1　 TAAR1 表达

　 　 TAAR1 是一种细胞内受体,主要表达于多个外

周器官和细胞(如胃、小肠、十二指肠和白细胞)、星
形胶质细胞和突触前内的胞内环境(如单胺神经元

的轴突末端) [5-6]。
在人 体 中, TAAR1 存 在 于 中 枢 神 经 系 统

(central nervous system,CNS)以及脂肪组织、血管、
心脏、肾、肝、肺、睾丸中[7]。 在 CNS 中,TAAR1 主

要表达于边缘系统和单胺能神经分布的区域,包括

多巴胺(dopamine,DA)能区的腹侧被盖区( ventral
tegmental area,VTA)、黑质(substantia nigra,SN)和 5
-羟色胺(5-hydroxytryptamine,5-HT)能区的中缝背

侧核 ( dorsal raphe nucleus, DRN) [8-10],以及蓝斑

(locus ceruleus,LC)、尾状核、壳核、伏隔核(nucleus
accumbens,NAc)、海马、下丘脑和杏仁核。 除此以

外,TAAR1 也在皮层区域表达,特别是在前额叶皮

层(prefrontal cortex,PFC)V 层锥体神经元[11]。
在哺乳动物体内,TAAR1 分布广泛。 在小鼠

中,TAAR1 mRNA 存在于大脑多个区域,包括小脑、
下丘脑、杏仁核、海马和背根神经节等,同时存在于单

胺能神经元区域,包括 SN、VTA、LC 和 DRN 等[12]。
在大鼠中,TAAR1 的 mRNA 在胃、肾、肺等周围组织

中的含量为中低等水平,在大脑中则含量低[13]。
1. 1　 VTA
　 　 VTA 是 DA 能区,对学习过程以及动机性和成

瘾性行为至关重要[14]。 中脑-边缘 DA 神经系统中

的 DA 受体 2(D2R)不仅介导精神病阳性症状,还参

与大脑的奖赏系统功能调节,特别是在被认为是大

脑快乐中枢的 NAc 中发挥作用[15]。 TAAR1 的

mRNA 和蛋白被证实在整个 DA 能投射区,如 VTA、
腹侧背侧纹状体、黑质均有表达[16]。 在小鼠大脑切

片上进行的电生理实验中显示,TAAR1 在 VTA 和

DRN 中均具有功能活性[17]。 还有报道发现 VTA 和

黑质 致 密 部 ( substantia nigra compact, SNc ) 中

TAAR1 mRNA 水平明显高于其他脑区[18]。 有实验

表明,抗抑郁药 trananylcypromine(TCP)能够减少野

生型小鼠 SN 内谷氨酸(Glu)的释放,但在 TAAR1
基因敲除(TAAR1-KO)小鼠上没有效果。 此外,用
TCP 处理的自由运动动物的 Glu 测量结果表明,
TAAR1 可以阻止在超运动状态下 Glu 在 SN 的积

累[19]。 其机制可能与 TAAR1 调节 Glu 转运体

EAAT2 的功能,从而导致 Glu 清除的改变有关,
TAAR1 过表达以及 TAAR1 激动剂甲基安非他命都

会降低 Glu 清除[20]。
1. 2　 PFC
　 　 有药理研究表明,TAAR1 激动剂具有促进认知

的作用[21],而 PFC 是认知功能的主导脑区。 目前

已发现一种新的 TAAR1-KO 大鼠模型在 TAAR1 启

动子的控制下表达红色荧光蛋白,可以证明 TAAR1
在 PFC V 层神经元中选择性表达。 与这种表达模

式一致的是,TAAR1-KO 小鼠 V 层锥体神经元中天

冬氨酸(NMDA)介导电流的功能缺陷和 NMDA 受

体亚基组成的改变,并在行为上表现为冲动和持续

性的异常的认知行为。 由此可见,TAAR1 在 PFC 中

调节 NMDA 受体介导的认知的某些方面发挥着重

要作用[12]。 最近在一项使用氯胺酮干预 BALB / cJ
小鼠的研究发现,内侧前额叶皮层(medial prefrontal
cortex,mPFC)中 5-HT 神经传递激活,与氯胺酮阻断

位于 mPFC 中 γ-氨基丁酸(GABA)释放中间神经元

上的 NMDA-R 子集的假设相一致。 Glu 和 GABA 是

大脑中主要的抑制性神经递质,减少 GABA 的释

放,从而促进 Glu 释放和诱导长时程增强样突触可

塑性,在治疗焦虑和抑郁中发挥关键作用[22]。 也有

证据称致幻剂 LSD 通过 5-HT2A / AMPA 受体和
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mTOR 信号通路增强 mPFC 兴奋性传递,能够选择

性地增强社会行为。 LSD 在 mPFC 中激活 5-HT2A /
AMPA / mTORC1,可用于自闭症谱系障碍、社交焦虑

障碍等具有社会行为损伤的精神疾病的治疗[23]。
除此以外,急性口服作用于 TAAR1 靶点的新型精神

药物 SEP-363856 后的大鼠立早基因 ( immediate
early genes,IEGs)表达在 PFC 强烈上调,在海马体

腹侧也有轻度上调,表明这些区域被激活,与此相

呼应的是 SEP-363856 急性给药纠正了亚慢性苯环

己哌啶(PCP)给药引起的认知缺陷[24]。
1. 3　 DRN
　 　 DRN 属于 5-HT 区,参与认知、奖励、疼痛敏感

性和昼夜节律的调节[14]。 TAAR1 受体在大脑中密

集表达,特别是在 DRN 和 VTA 中[25]。 TAAR1 活性

可以影响 DRN 中 5-HT 神经元的兴奋性。 有实验证

明,TAAR1 的激动剂 RO5256390 和 RO5166017 可

以抑制脑中的 5-HT 和 DA 神经元的体外兴奋性,而
TAAR1-KO 小鼠 5-HT 和 DA 神经元的体外兴奋性

降低[26]。 但在最近的研究中,与之相矛盾的是

TAAR1 部分激动剂 RO5263397 剂量依赖地增加

VTA 中 DA 神经元和 DRN 神经元 5-HT 的放电

率[27]。 目前来看可能还需要更多的研究去探讨

TAAR1 激动剂在这个区域对 5-HT 的影响。
1. 4　 其他

　 　 相关实验证实 TAAR1 在以下脑区分布,值得进

一步的研究:下丘脑和视前区,已知调节睡眠和能

量消耗[28-29];NAc,是产生快乐情绪的脑区,有研究

发现 TAAR1-KO 小鼠的 NAc 中儿茶酚胺浓度增加,
且有数据表明在 NAc 内其特发性、遗传或药物诱导

的 Glu 高状态是甲基苯丙胺成瘾易感性的中

介[25,30],此外 NAc 内 DA 水平的升高与海洛因成瘾

也密切相关[31]。

2　 TAAR1 配体

　 　 TAAR1 可被内源性或外源性单胺类物质激活,
但主要激活配体为痕量胺(trace amines,TAs)。 TAs
作为一种与生物胺神经递质(例如 DA、5-HT 和去甲

肾上腺素 NE)密切相关的内源性物质,自 20 世纪早

期就被认为具有生理和神经作用[8]。 目前 TAAR1
已被证明能够与内源性 TAs 结合[12]。 TAs 指的是

在生理状态下,一类组织浓度低于 100 ng / g 的胺类

物质,经典的 TAs 包括酪胺(tyramine,TYR)、β-苯基

乙胺( β-phenylethylamine,β-PEA)、色胺、3-甲氧基

酪胺(3-methoxytyramine,3-MT)和甲状腺素(如 3-碘
甲状腺素。 这些单胺类物质是在芳香氨基酸(分别

是酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸)的脱羧过程中产生

的,由芳香氨基酸脱羧酶催化[32]。 生物胺神经递质

稳态失常是多数神经精神性疾病发病的机制之一,
TAs 与生物胺神经递质的密切联系,使其在神经精

神性疾病发病和治疗中发挥潜在作用[8]。 近年来

DA 代谢物 3-MT 和甲状腺激素代谢物 3-碘甲状腺

素胺(3-Iodothyronamine,3-T1AM)被发现是 TAAR1
的高亲和力内源性激动剂[7]。
2. 1　 TYR
　 　 有研究表明,TAAR1-KO 小鼠对 TCP 的抗抑郁

反应增强。 在 TCP 给药时纹状体酪氨酸大量积累,
与野生型小鼠相比,TAAR1- KO 小鼠的 TYR 积累更

高,表明 TAAR1 在感知 TYR 水平时存在负反馈机

制[19]。 在微生物体内,酪氨酸被酪氨酸转运体

(tyrP)吸收并由酪氨酸的酶脱羧产生 TYR,最后通

过 tyrP 运输到细胞外空间。 有趣的是,TYR 已被证

明能刺激回肠快速收缩和神经肽 Y 的释放、以及增

加单胺神经递质的合成和分泌并进入循环,这跟最

近新兴的研究领域脑-肠道-微生物组轴,即胃肠道

微生物参与若干神经精神疾病相关。 粪便代谢组

学研究也发现, 与其他帕金森病 ( Parkinson ’ s
disease,PD)患者相比,需要更高频率的左旋多巴

(L-dopa)日剂量的 PD 患者中,酪氨脱羧酶基因及

其携带细菌肠球菌的相对丰度更高,因此有学者建

议将 TYR 作为 PD 的早期生物标记物[33]。
2. 2　 β-PEA
　 　 β-PEA 在人类 TAAR1 激活中表现出高效

力[34]。 β-PEA 有内源性安非他命之称,在大脑中增

加可以促进神经可塑性的变化,例如增加神经营养

生长因子、转化为减少应激诱导的促肾上腺皮质激

素释放因子的高分泌,并在动物抑郁症研究中试验

阳性[35]。 在 TAs 中,β-PEA 和酪胺是 TAAR1 有效

的激活剂,但在人和小鼠 TAAR1 中,β-PEA 比酪胺

激活效力更强,在大鼠 TAAR1 中则相反[11]。 早期

实验就发现,β-PEA 能显著抑制了猕猴和野生型小

鼠纹状体中 DA 和 5-HT、以及丘脑突触体中 NE 的

摄取和外泄,证明 TAAR1 被 β-PEA 激活后显著抑

制了转染细胞中单胺类物质的吸收和诱导流出[36]。
还有证据表明 β-PEA 增加了星形胶质细胞内 cAMP
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水平,而 TAAR1 敲低后的 β-PEA 反应的细胞内

cAMP 水平显著降低[20]。
2. 3　 3-T1AM
　 　 甲状腺激素及其衍生物是近年来精神疾病研

究的一个新分支。 已知 TAAR1 可以被甲状腺激素

衍生物 3-T1AM 激活,并通过 TAAR1 刺激腺苷酸环

化酶信号。 在用 10 μmol / L 3-T1AM 刺激 TAAR1 转

染的细胞实验中,环磷酸腺苷 ( cpyclic adenosine
monophosphate,cAMP) 积累显著高于基础信号传

导[37]。 近年来还有研究表明,基于 CaMKII 和蛋白

激酶 A(protein kinase A,PKA)的细胞内级联,T1AM
通过 TAAR1 促进背侧纹状体细胞的磷酸化和功能

活性, 增加了野生型小鼠纹状体 DA 释放, 而

TAAR1-KO 小鼠和 EPPTB(TAAR1 抑制剂)则减弱

了这种作用,从而支持对 DA 传递的调节影响[18]。
此外,有研究发现侧脑室内注射外源性 T1AM 可产

生促学习和抗遗忘作用,降低痛阈,减少非快速眼

动睡眠,调节 LC 肾上腺素能神经元的放电率[34]。

3　 TAAR1 的作用通路、途径

　 　 TAAR1 作为 CNS 单胺神经元调控的潜在新靶

点,通过与传统单胺类物质受体、转运体等发生相

互作用, 从而展现新的研究潜力。 研 究 表 明,
TAAR1 可能在细胞质内和质膜上都发挥作用,有证

据显示 GPCRs 在核内体腔室和核膜中发出信

号[12]。 TAAR1 的激活可触发细胞内 cAMP 的积

累,调节 PKA 和蛋白激酶 C(protein kinase C,PKC)
信号通路,并通过 G 蛋白独立机制干扰 β-arrestin2
依赖通路[11]。 这种 TAAR1 激活后的下游效应使突

触前细胞 cAMP 水平提高[38],从而产生多种细胞内

反应。 有研究证实,cAMP 的主要功能可能是上调

细胞胞浆内 TAs 的表达[39],从而激活细胞内的

TAAR1。 此外有研究发现,TAAR1 激动剂甲基安非

他命使星形胶质细胞内 cAMP 水平提高,而 TAAR1
敲低显著降低了甲基安非他命的细胞内 cAMP 水

平,表明信号通过星形胶质细胞 TAAR1 传递[20]。
目前,TAAR1 已被证明能够直接控制 DA 和 5-

HT 神经元活动和神经递质释放[11]。 细胞内 TAs 与

TAAR1 的结合有助于其与 D2R 的异源二聚,从而

导致 TAAR1-D2R 复合物移位到细胞膜上,并在 DA
能神经元中转运到膜上,降低 DA 神经元的放电速

率。 TAAR1 抑制了 DA 神经传递,可能是通过调节

DA 转运体(dopamine transporter,DAT)或与 D2R 相

互作用或激活内向性 K+ 通道来实现,可见 TAAR1
和 D2R 调节之间存在密切的相互作用[40]。 最近文

献报道,只转染 TAAR1 的 HEK-293 细胞中,TAAR1
的激活增加了细胞外调节蛋白激酶 ERK 和环磷腺

苷效应元件结合蛋白 CREB 的磷酸化水平。 在表达

DAT 的 HEK293 细胞中,TAAR1 可介导安非他命诱

导的下游 RhoA 蛋白和 cAMP 信号的激活,而不表

达 DAT 的细胞则不能,由此可见在 DA 神经元中,
TAAR1 是安非他命的直接胞内靶点。 有趣的是,在
两种不同的 G 蛋白 G13、GS 调节的 TAAR1 激活中,
使用安非他命诱导的 TAAR1-G13-RhoA 和 TAAR1-
Gs-PKA 信号的激活都依赖于 DAT[41-42]。

4　 TAAR1 与单胺神经递质释放关系

　 　 除了 TAs 外,经典单胺神经递质 DA、5-HT 和

NE 与 TAAR1 的关系密切。 TAAR1 是传统靶点单

胺神经递质的重要调节物,特异性激动剂激活

TAAR1 可以调节大脑中的经典单胺能系统,且数据

表明 TAAR1 大脑过表达在体内导致单胺能神经传

递的改变[43-44]。 早期报道发现单胺自身受体(例如

D2R、突触前 α2 和突触前 5-HT1A)与 TAAR1 作用

相反,两类受体共同调节单胺神经递质的释放[45]。
对于两者的关系,也有人提出了突触前受体平衡的

概念,即 TAAR1 和单胺自身受体平衡单胺神经递质

活性,前者抑制摄取,后者促进摄取,从而维持单胺

神经递质释放平衡的状态[11]。 但 TAs 对 TAAR1 具

有高结合亲和性,对单胺自身受体不具有高结合亲

和性[5]。 在影像学方面,还有研究证据表明,安非

他命和 TAs 抑制单胺再摄取依赖于相关单胺神经

元中 TAAR1 共定位的存在[45]。 在恒河猴中已经观

察到 TAAR1 与 DAT 的共定位,但 TAAR1 与 NE 转

运体(norepinephrine transporter,NET)和 5-HT 转运

体(serotonin transporter,SERT)的共定位仅体现于

mRNA 表达层面[45]。
4. 1　 DA
　 　 在具有共定位 TAAR1 的神经元中,TAAR1 激

动剂提高了突触间隙中相关单胺的浓度,从而增加

了突触后受体的结合[45]。 通过直接激活 G 蛋白偶

联的内向整流钾通道,TAAR1 可以降低 DA 神经元

的放电率,进而阻止高 DA 能状态[10]。 安非他命和

TAs 可通过 DAT 重摄取或直接扩散进入突触前神
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经元[45]。 TAAR1 被 TAs 激活后,通过 PKA 和 PKC
信号,引起 DAT 磷酸化。 两种蛋白激酶的磷酸化均

可导致 DAT 内化 (非竞争性再摄取抑制) [45]。
TAAR1 转基因小鼠身上也表现了相同的情况,数据

表明,NAc 内 TAAR1 过表达小鼠的细胞外 DA 和

NE 以及 mPFC 的 5-HT 水平增加,在体外则与异位

表达导致的 VTA、DRN 和 LC 单胺能神经元自发放

电率升高,尽管在基线条件下没有表现出明显的行

为异常,但这些数据再次证实 TAAR1 可以降低安非

他命的敏感性和改变单胺能神经传递[43]。 此外,
TAAR1 可以对 D2R 进行抑制性转录调节,而 D2R
是目前药物成瘾治疗研究最广泛的靶点[17]。
4. 2　 5-HT
　 　 TAAR1 和 SERT 主要在纹状体共表达[46]。 目

前正在 III 期临床研究中的 SEP-363856,不作用于

D2 受体,但在 TAAR1 和 5-HT1A 受体上具有激动

剂活性,在治疗精神分裂症的随机试验中表现了比

安慰剂更大的精神分裂评估量表总分基线下降,展
现 TAAR1 与 5-HT 可能作为精神分裂症患者的治疗

靶点的巨大潜力,已被证明通过 TAAR1 和 5-HT1A
介导的 DRN 和 VTA 神经元放电抑制来调节 DA 能

和 5-HT 能神经传递[47]。 同时研究还发现使用

SEP-363856 治疗的精神分裂症患者的睡眠质量得

到了改善,对于与睡眠障碍有关的一些神经精神疾

病的治疗以及对睡眠造成不同的影响的抗精神病

药物的使用无疑又提供了新的方向[48]。
有趣的是,5-HT 能系统和其他神经递质系统

(如 DA、NE、Glu 和 GABA)之间的相互作用控制着

纹状体神经元的活动,对于理解 PD 的病理和生理

学上也值得更多的思考[49]。 例如 LSD 以多效性作

用机制作用于脑不同区域的不同位点,涉及 DRN 内

5-HT1A、5-HT2A、5-HT2C;VTA 内 D2 受体、TAAR1
受体;LC 内 5-HT2A 等。 这 3 个位点效力共同投射

到 PFC,增强或抑制神经递质的释放,最终治疗精神

类效应和认知变化[15]。 有趣的是,低剂量(5 ~ 20
μg / kg,静脉注射)LSD 通过 5-HT2A 和 D2R 能够显

著降低 DRN 内 5-HT 的激发活性,而高剂量 LSD 对

DA 中边缘神经元的活性则不依赖于 5-HT 的

作用[50]。
4. 3　 NE
　 　 TAAR1 和 NET 主要在丘脑共表达[46]。 有研究

发现纹状体对安非他命的反应分析是研究 NE 能神

经元的有用工具。 使用 6-羟基多巴胺(6-OHDA)模
型的研究显示,NE 和 5-HT 消耗都会导致 PD 模型

动物的基底节功能失调。 此外,NE 在中枢神经系

统中还负责警觉性、注意力和能量等,而疲劳和注

意力难以集中是抑郁症的常见症状[25]。 NE 能 PFC
的神经传递在一些精神和神经疾病中常发生改变,
而目前最广泛使用的抗抑郁药物是 5-HT 和 NE 抑

制剂,由此可见,其与 TAAR1 的联系能够为精神疾

病的治疗提供更多的方向[49]。

5　 结语

　 　 综上所述,TAAR1 在动物模型、药品、人体随机

临床试验已经展现了它在 CNS 中发挥着显著的作

用,与精神分裂症、帕金森病精神病等神经精神疾

病有着密切联系,可能作为 CNS 单胺能神经元信息

调控的新靶点。 同时,TAAR1 的作用与传统靶点三

大神经递质的释放相互作用,TAAR1 起效可能主要

基于对 DA 能系的影响,5-HT 能、NE 能和 Glu 能信

号也可能起着重要作用。 事实上,这种多模式的作

用与 TAAR1 激动剂在改善药物副作用(运动失调、
体重增加)、滥用成瘾可能性(特别是 DA 能药物)
等方面有关。 其激动剂和抑制剂在多种精神类疾

病中的作用日益凸显,具有较好的研究价值和前

景,为神经精神疾病的治疗提供新思路。
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细胞焦亡在肝损伤微环境中的作用研究进展

张　 钊,葛乃嘉,马新月,刁佳雯,全吉淑∗

(延边大学医学院,吉林 延吉　 133002)

　 　 【摘要】 　 细胞焦亡(pyroptosis)是一种新型细胞程序性死亡方式,其特征是活化的消皮素 D(gasdermin D,
GSDMD)在细胞膜上形成微孔,使细胞内外的渗透压发生改变,最终细胞肿胀破裂,并释放大量的炎症因子及胞质

内容物,从而参与机体免疫炎性反应。 研究表明,细胞焦亡与肝损伤的发生发展有着密切的关系,过度的细胞焦亡

将会导致肝损伤的加剧,危害机体的健康。 本文主要对细胞焦亡的不同激活途径及其在肝损伤微环境中的作用机

制加以综述。
【关键词】 　 细胞焦亡;肝损伤;炎症小体;GSDMD;分子机制
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Research progress on the role of pyroptosis in the microenvironment of
liver injury

ZHANG Zhao, GE Naijia, MA Xinyue, DIAO Jiawen, QUAN Jishu∗

(College of Medicine, Yanbian University, Yanji 133002, China)

　 　 【Abstract】　 　 Pyroptosis is a novel type of programmed cell death characterized by the formation of micropores in
the cell membrane by activated gasdermin D, which changes the osmotic pressure between the inside and outside of the cell.
This eventually swells and ruptures the cell, and releases a large number of inflammatory factors and cytoplasmic contents,
thereby participating in the inflammatory immune response. Studies have shown that pyroptosis is closely related to the
occurrence and development of liver damage, and excessive pyroptosis aggravates liver damage. This article mainly reviews
the different activation pathways of pyroptosis and its mechanisms of action in the liver injury microenvironment.

【Keywords】　 　 pyroptosis; liver injury; inflammasome; GSDMD; molecular mechanism

　 　 细胞焦亡(pyroptosis)是一种新型的细胞程序

性死亡机制,其分子机制及形态学特征与凋亡,坏
死,自噬等其他形式的细胞死亡机制有着显著的差

别[1]。 细胞焦亡以形成细胞微孔、细胞肿胀、胞膜

破裂、最终导致炎症因子和细胞内容物的释放为主

要特征。 细胞焦亡激活后细胞内产生焦亡相关炎

症因子及炎症小体,最终引发局部或全身的炎症反

应[2]。 一方面,细胞焦亡可以协助机体免疫系统及

时清除病原体[3]。 另一方面,过度的炎症小体激活

可引起强烈的炎性反应,并最终导致疾病的加

剧[3]。 肝作为人体最大的腺器官,在维持机体代谢

和免疫稳态中发挥着极其重要的作用[4]。 而肝组

织中的许多细胞均能发生细胞焦亡,从而参与肝的

免疫防御反应,但是细胞焦亡的过度发生将会导致



肝损伤的加剧,危害机体的健康[5]。 本文主要就细

胞焦亡的分子机制及其对肝损伤微环境中的多种

细胞如免疫细胞、肝细胞、肝星状细胞的影响加以

综述。

1　 细胞焦亡的激活途径

　 　 细 胞 焦 亡 依 赖 于 半 胱 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶

(caspase),细菌感染以及细胞应激反应均能够激活

炎性小体而引起细胞焦亡[6],其特征是 caspase-1 /
4 / 5 / 11 被激活后,其下游蛋白如白细胞介素 - 1β
(IL-1β)、白细胞介素-18( IL-18)随之释放,并诱导

打孔蛋白消皮素 D(gasdermin D,GSDMD)的活化成

熟,使细胞膜微孔形成,细胞快速肿胀破裂,细胞内

容物及炎症因子释放,从而参与机体的免疫炎性反

应[7]。 细胞焦亡主要分为依赖 caspase-1 激活的经

典途径,以及依赖 caspase-4 / 5 / 11 激活的非经典

途径[8]。
1. 1　 经典途径

　 　 细胞焦亡的经典途径大多是由胞内多聚蛋白

复合物炎症小体( inflammasome)介导完成[9],其起

始于炎症小体识别各种外源性和内源性危险信号,
包括病原相关分子模式(PAMPs)和损伤相关分子

模式(DAMPs) [10]。 炎症小体系统的受体成分是由

核苷酸结合寡聚结构域(NOD)样受体(NLRs)形成

的,根据不同的胞质模式识别受体 ( PRR) 蛋白,
NLRs 可 分 为 NLRP1 ( NLR family pyrin domain
containing 1 )、 NLRP3 ( NLR family pyrin domain
containing 3)、NAIPs(NLR family apoptosis inhibitory
proteins)、 NLRC4 ( NOD-like receptor containing a
caspase activating and recruitment domain 4)或黑色

素瘤缺乏因子-2(absent in melanoma 2,AIM2)。 这

些受体蛋白与凋亡相关斑点样蛋白 ( apoptosis-
associated speck-like protein containing caspase
recruitment domains,ASCs)相结合,ASC 包含两个结

构域:分别是与 PRR 相互作用的 pyrin 结构域

(PYD),以及与 caspase-1 相互作用的 caspase 招募

结构域(CARD) [11]。 通过这两个结构域,ASC 可以

与 PRR 和 caspase 前体蛋白相互结合,最终组成炎

症小体[12]。
其中 caspase-1 是目前唯一确认的参与细胞焦

亡经典途径的 caspase 蛋白,而 NLRP3 炎症小体由

NLRP3 蛋白、ASC 和 caspase-1 组成[13],是目前研究

较为深入,且能够接收病原体、毒素等多种刺激信

号的一种炎症小体。 NLRP3 炎症小体激活 caspase-
1 导致 IL-1β 前体和 IL-18 前体的裂解,并使其产生

成熟的、具有生物活性的细胞因子[13]。 此外,活化

的 caspase-1 也将 GSDMD 切割成具有活性的片段,
并使其转移到细胞膜磷脂层,在胞膜上形成大小不

等的蜂窝状孔洞,继而引起细胞肿胀破裂,最终导

致 IL-1β、IL-18、乳酸脱氢酶(LDH)及其他可溶性胞

质内容物的大量释放,引起细胞发生焦亡[14]。 因

此,这证明了细胞焦亡是由炎症小体激活并通过

GSDMD 介导的细胞炎性坏死。
1. 2　 非经典途径

　 　 与典型的焦亡相比,焦亡的非经典途径是由

caspase-4 / 5(小鼠中的 caspase-11)激活介导的,它
可以直接被脂多糖(LPS)激活[15]。 LPS 的 lipidA 部

分可以识别并与 CARD 结构域结合,然后促进

caspase-4 / 5 / 11 寡 聚 和 激 活, 使 其 切 割 并 激 活

GSDMD, 这 一 过 程 类 似 于 焦 亡 经 典 途 径[16]。
caspase-4 / 5 / 11 也 可 以 激 活 泛 连 接 通 道 蛋 白 1
(pannexin-1),随后打开膜通道 P2X7,导致细胞膜

上形成微孔。 此外,激活的 pannexin-1 可以通过 K+

外排激活 NLRP3 炎症小体,导致 caspase-1 活化及

IL-1β 的产生和释放[16]。 通过 GSDMD 和 pannexin-
1,细胞焦亡的经典与非经典途径将协同发挥作用。

细胞膜上的 GSDMD 孔对细胞是有害的,但如

果质膜中的孔隙数量较少,细胞正常的修复能力可

以填补这些孔道。 然而,如果 GSDMD 孔的数量超

过细胞的自我修复能力,Na+和水将进入细胞,细胞

体积将逐渐增大,最终引起细胞的肿胀破裂[14]。 此

外,通过 GSDMD 孔释放的 IL-18 与 IL-1β,可以招募

免疫细胞至炎症部位,IL-18 可以刺激 T 细胞增殖,
加强 NK 细胞活性,诱导细胞因子的生成并触发炎

症急性期信号反应[17]。 而 IL-1β 能够引起肝中主

要的促纤维化细胞肝星状细胞(HSCs)的增殖和反

分化,导致肝纤维化组织的积累[18]。

2　 细胞焦亡在肝损伤微环境中的作用

　 　 肝是机体抵御血液循环系统中各种病原微生

物及毒素的第一道防线,而炎症小体作为焦亡的受

体,在肝中的免疫细胞、肝细胞、肝星状细胞等多种

细胞中均高表达[5]。 这些细胞的焦亡途径激活后,
可以及时发挥肝正常的免疫防御反应,也可以直接

或间接导致肝损伤的进一步加剧。
2. 1　 免疫细胞

　 　 肝组织中的免疫细胞主要包括巨噬细胞和粒
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细胞,其中巨噬细胞可以第一时间检测到肝中存在

的危险信号[19],因此巨噬细胞的焦亡是导致肝病发

展的重要原因之一。 Pelegrin 等[20]研究表明 LPS 与

ATP 协同作用可以诱导 J774a.1 巨噬细胞焦亡,并
激活 P2X7 受体,使其快速释放大量 IL-1β。 库普弗

细胞(Kupffer cell)是肝组织中可以自我更新的一种

巨噬细胞,它可以清除内毒素,并释放 IL-1β、IL-18
等炎症因子以维持肝组织微环境的免疫稳态[21]。
Mirshafiee 等[22] 研究表明稀土氧化物可以引起

NLRP3 炎性小体和 caspase-1 的激活,导致库普弗细

胞及其他巨噬细胞系,如 J774A.1 和 RAW264. 7 细

胞的焦亡。 因此,肝组织中巨噬细胞焦亡对肝损伤

微环境的影响主要表现在两方面:一是巨噬细胞的

焦亡可以影响免疫防御系统及时对病原体,内毒素

等危险信号作出应答;另一方面,巨噬细胞焦亡产

生的 IL-1β 等炎症因子可以进一步加深肝损伤的

程度。
研究表明许多慢性肝损伤疾病的明显特征是

免 疫 反 应 失 调 和 肝 细 胞 死 亡[23]。 Palacios-
Macapagal 等[24]的体内模型研究发现坏死肝细胞能

够诱导嗜酸性粒细胞的募集,使其分泌 IL-1β 和 IL-
18,并伴有脱颗粒和细胞死亡现象,而 caspase-1 抑

制剂能够阻断所有这些反应。 进一步研究表明曼

氏血吸虫感染小鼠肝窦中的曼氏菌卵可导致肝细

胞死亡、炎症和进行性肝纤维化,从中可以分离出

大量嗜酸性粒细胞,并证实其发生了由 caspase-1 介

导的细胞焦亡。 这表明,细胞焦亡是嗜酸性粒细胞

用来应对大规模肝细胞死亡的一种重要途径。
2. 2　 肝实质细胞

　 　 除免疫细胞外,细胞内在炎症小体的激活可以

引起肝细胞焦亡并加剧肝组织炎症及纤维化[25]。
Lebeaupin 等[26] 用 LPS 诱 导 内 质 网 应 激, 引 起

NLRP3 炎症小体的激活,从而导致肝细胞焦亡及炎

症的发生。 而 Chen YL 用盲肠结扎穿孔术诱导小鼠

肝脓毒症模型,引起 NLRP3 及 caspase-1 上调,进而

使肝细胞发生焦亡,并且其研究表明肝损伤程度与

焦亡相关蛋白如 NLRP3、caspase-1 表达量等呈正相

关[27]。 肝细胞可以感知循环系统中的 PAMPs,如
LPS,随后将高迁移率族蛋白 B1(high mobility group
box 1,HMGB1)释放到细胞外结合 LPS,并通过晚期

糖基化终产物受体( receptor for advanced glycation
end-products,RAGE)内化到巨噬细胞和内皮细胞的

溶酶体中。 随后 HMGB1 在溶酶体的酸性环境中使

磷脂双分子层通透性增强,导致 LPS 泄漏到细胞质

中引起 caspase-11 的激活,继而引起肝损伤的进一

步恶化[28]。 这一结果也证实了肝细胞焦亡在肝损

伤微环境中发挥着重要作用。
2. 3　 肝星状细胞

　 　 肝星状细胞中炎症小体的激活在肝纤维化的

发展中起着重要作用[29]。 肝纤维化的特征是细胞

外基质的沉积,而肝星状细胞是主要储存细胞外基

质的细胞[30]。 Boaru 等[31] 研究表明 NLRP3 炎症小

体激活后释放的促炎细胞因子( IL-1β 和 IL-18)可

以在体外激活肝星状细胞和组织成纤维细胞的焦

亡。 Watanabe 等[32]研究证实从损伤的肝细胞和巨

噬细胞中释放的细胞因子和 DAMPs 可以激活肝星

状细胞的焦亡并诱导肝纤维化。 Wree 等[25] 的体内

实验表明,NLRP3 突变小鼠高表达的 NLRP3 诱导

肝星状细胞发生焦亡,使其结缔组织生长因子

(connective tissue growth factor,CTGF)和基质金属

蛋白 酶 组 织 抑 制 剂 1 ( tissue inhibitor of matrix
metalloproteinase1,TIMP1)表达增高,致肝组织胶原

沉积增多,引起较为严重的肝炎及肝纤维化。 因

此,肝组织中肝星状细胞焦亡的激活是肝炎,肝纤

维化发生、发展的关键环节。

3　 总结与展望

　 　 综上所述,细胞焦亡对肝组织在抵御病原体及

各种危险信号时发挥的免疫防御作用极其重要,但
过度的焦亡会促进肝损伤的进一步加剧。 然而细

胞焦亡过程复杂,其在肝多种细胞中的详细分子机

制以及不同细胞间的窜扰作用有待进一步研究。
近年来,抗细胞焦亡药物以及针对焦亡的靶点治疗

在肝损伤的治疗上有着非常可观的发展前景。 我

们可以通过阻断相关分子(如 NLPR3、caspases 和

IL-1 等)来抑制焦亡对肝损伤的影响,这对于肝病

来说是一种潜在的治疗方法。 但是细胞焦亡是抵

御病原体及危险信号的一道重要防线,抑制焦亡可

能影响机体正常的免疫反应,进而增加机会性感染

的风险。 因此,如何在维持机体正常免疫的情况

下,抑制细胞焦亡的发生,并达到动态的平衡,仍需

要更多的研究。 所以,对于细胞焦亡机制的进一步

探索将有助于抗细胞焦亡药物与细胞焦亡相关靶

点治疗的研究与利用。
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病原体感染角膜炎机制及动物模型研究进展

陈　 柳1,邱　 敏2,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)

　 　 【摘要】 　 感染性角膜炎是世界范围内的眼科常见疾病,是导致视力丧失和失明的重要原因。 对微生物性角

膜炎发病机制的全面认识、建立相关疾病的动物模型在研究宿主感染的免疫应答和感染机制、药物研发等方面扮

演着重要作用,为临床治疗策略选择及基础研究提供了科学依据。 随着医学研究的深入,我们对感染性角膜炎动

物模型及致病机制进行归纳总结,期望对此有一个全面了解。
【关键词】 　 感染性角膜炎;发病机制;动物模型
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Research progress on the mechanism and animal models of keratitis
caused by pathogen infection

CHEN Liu1, QIU Min2, DAI Jiejie1∗

(1. Chinese Academy of Medical Sciences / Peking Union Medical College Institute of Medical Biology, Kunming 650118, China.
2. Kunming Medical University, Kunming 650500)

　 　 【Abstract】　 Microbial keratitis is a common ocular disease worldwide and is an important cause of vision loss and
blindness. A comprehensive understanding of the pathogenesis of microbial keratitis is required for the establishment of
animal models of related diseases. These models play an important role in studying the immune response and infection
mechanism of host infections and drug development, and provide a scientific evidence for the selection of clinical treatment
strategies and pursuing basic research。 Here we summarize the animal models and the pathogenic mechanism of infectious
keratitis　 to provide comprehensive understanding of the current research on these models.

【Keywords】　 infectious keratitis; pathogenesis; animal models

　 　 角膜是眼球最先接触外界的部分,易受外伤,
容易与各类微生物接触,继而引发感染性角膜

炎[1]。 完整的眼表屏障抵制了大多数微生物的入

侵,但一旦解剖屏障被打破,宿主对病原体的防御

就不足以抵制感染,可引起角膜炎症,严重时导致

失明。 感染性角膜炎是一种潜在的威胁视力的眼

部疾病,由细菌、真菌、病毒、原生生物等病原体引

起。 由致病病原体引起的角膜炎症,能侵入角膜基

质引起炎症,并最终破坏这些结构[2-3]。 探索其发

病机制,是目前研究的焦点,实验动物模型的建立

有助于感染机制及防治的研究。 本文就近年来病

毒、真菌和细菌感染的动物模型建立及相关的发病



机制进行归纳总结,为开展该领域研究的相关人员

提供帮助。

1　 病毒感染性动物模型

1. 1　 单纯疱疹病毒感染及动物模型

　 　 在发达国家,单纯疱疹病毒 1 型(herpes simplex
virus,HSV-1)是感染性失明的主要原因。 HSV-1 感

染可发生在眼睛的任何部位;最常见的表现是上皮

性或树突状角膜炎。 对兔眼部接种病毒证实 HSV-1
感染也可诱发角膜内皮炎[4]。 宿主细胞对 HSV-1
的应答在眼内 HSV-1 感染的发病机制中起着重要

作用[5]。
原发性 HSV 感染可发生在儿童或青年通过粘

膜直接接触,常表现为结膜炎伴眼睑囊泡。 大多数

眼部 HSV 是由三叉神经节潜伏的 HSV 感染再激活

引起的,并伴有角膜内的病毒脱落。 HSV 的再激活

是由各种环境因素引发的,包括压力、发烧、紫外线

照射以及激光治疗或外用糖皮质激素等医源性因

素[6]。 Li 等[7]研究了眼部接种后树鼩三叉神经节

中的 HSV-1 感染,证实 HSV-1 潜伏感染三叉神经

元。 并且发现与小鼠相比,树鼩三叉神经节的病毒

急性感染更微弱,没有来自感觉神经元的可检测的

传染性病毒。 其轻度感染可能与人类感染更相似,
树鼩可能是研究 HSV-1 潜伏感染的很好的模型。
夏丽坤等[8]用雌性 NIH 小鼠成功地先建立了 HSV-
1 潜伏感染的动物模型,再通过中波长紫外线照射

小鼠角膜建立起了复发性单纯疱疹性角膜炎的实

验模型。
感染期间,HSV-1 病毒在角膜上皮细胞中复制,

并形成巨大的合胞体结构。 这些细胞最终以坏死

的方式破裂,并在周围组织中释放 HSV-1 病毒粒

子,导致在角膜的不同层(上皮细胞、间质和内皮细

胞)形成较大的角膜炎病变[9]。 单纯疱疹病毒性角

膜炎(HSK)是由 HSV 感染的角膜细胞与浸润的炎

症细胞相互作用引起的,在 24 h 内,炎症细胞(主要

是中性粒细胞)涌入,但也有 NK 细胞、树突状细胞

和巨噬细胞,它们在这一阶段的功能是限制病毒在

组织内的传播。 在感染后 7 d 开始,CD4+T 细胞到

达角膜,产生各种细胞因子,如 IFN-g 和 IL-17,这些

细胞因子促进第二波中性粒细胞的浸润和激活,本
质上更具致病性。 这些中性粒细胞在角膜并被

CD4+T 细胞激活,脱粒并分泌炎症介质、蛋白酶和

自由基,这是 HSK 中观察到的大部分组织损伤的原

因。 有报道称,原发性 HSK 小鼠角膜中 IFN-γ、IL-2
和 TNFα / β 的水平显著升高,提示病毒感染后眼内

CD4+T 细胞均为 Th1 细胞[10]。 又有研究小组证明

CD8+T 细胞在小鼠单纯疱疹病毒潜伏感染中起旁

观者作用[11]。
Mott 等[12]用 FMS 样酪氨酸激酶 3 配体(Flt3L)

免疫 BALB / c 或 C57BL / 6 小鼠,其中 Flt3L 是体内

DCs( CD11+ CD8α+ ) 的强刺激因子, 发现 CD11+

CD8α+细胞数量的增加与 HSV-1 潜伏期的增加有

关。 此外,CD11c+ CD8α-树突状细胞的过继转移与

HSV-1 潜伏期的降低有关。 Bryant-Hudson 等[13] 已

经证明,抑制程序性死亡 1 配体(PD-L1)与其受体

PD-1 的相互作用阻碍了 DCs 的激活和病毒滴度的

升高。 此外,研究还发现,HSV-1 感染过程中树突状

细胞失活与多种树突状细胞命令性分子的下调有

关, 如 CD80、 CD86、 CD54、 CCR7、 CXCR4
和 MHC1[14]。

在 HSV-1 感染期间,角膜上皮细胞显示出 toll
样受体(TLRs)的不同表达动态,TLR-4,7,8,9 在活

动性角膜炎中显著上调[15]。 在小鼠模型中,敲除

TLR-2 已被证明是抑制角膜炎损伤的有效策略。 相

反,TLR-4 敲除小鼠出现严重角膜炎病变的速度更

快[16]。 虽然 TLR-9 与 HSV-1 DNA 的连接启动了清

除 HSV-1 的强烈免疫反应,但它也促进了导致角膜

破坏的炎症过程[17]。 因此,通过分子模拟技术阻断

TLR-2 和 TLR-9 并激活 TLR-4 可能是一种新的、有
效的策略来避免先天免疫介导的角膜损伤。
1. 2　 巨细胞病毒感染及动物模型

　 　 巨细胞病毒( cytomegalovirus,CMV)是 β-疱疹

病毒家族的成员,是世界范围内先天性感染的主要

原因之一[18]。 Zhang 等[19] 建立了大鼠巨细胞病毒

角膜炎动物模型,发现 CMV 可在体内广泛感染前段

组织,包括角膜内皮、虹膜和小梁网,诱发相应的临

床表现。 Kandori 等[20]的一项研究显示巨细胞病毒

倾向于角膜内皮炎,而不是上皮性或基质性角膜炎。
虽然不像 HSK 那么频繁,但 CMV 引起的角膜

炎由于确诊的角膜炎患者数量急剧增加而在最近

引起了人们的关注[21]。 使用小鼠中的鼠巨细胞病

毒(mouse cytomegalovirus,MCMV)作为模型系统,结
果表明持续性 MCMV 同时存在于慢性活动状态和

潜伏状态中[22]。 病毒对 CD34+髓系祖细胞(主要表

现为 CMV 潜伏期)和其他存在于肺、角膜、视网膜

和唾液组织中的细胞的嗜性使其成为最普遍和适
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应性最强的病原体之一。 因此,在免疫缺陷和免疫

抑制的宿主中,机会性巨细胞病毒感染会出现广泛

的症状:从无症状的病毒血症到巨细胞病毒综合征

和组织侵袭性疾病,主要是由于 1 型免疫激活[23]。
在 CMV 诱导的角膜炎期间,病毒在离开宿主细

胞感染邻近细胞之前有策略地在伪 G1 期复制和组

装[24]。 CMV 的这种复制现象已被证明与上皮性角

膜炎、基质角膜炎和伴有不透明、分支、非溃疡性上

皮病变的内皮炎有关[25]。 但是目前对于 CMV 如何

导致病毒性角膜炎的机理仍不明确,只有相关动物

模型的建立。 CMV 导致角膜炎发生的具体途径仍

在研究,尚无文献说明。
目前有关 CMV 感染的关键分子研究较多,可能

会对 CMV 导致角膜炎机制研究提供有效靶点。 比

如,Puttur 等[26] 利用转基因小鼠,CD11c+ 树突状细

胞中的 TLR9 / MyD88 信号通路通过促进 NK 细胞

CD69 的表达和 IFN-g 的产生,增强了 MCMV 的清

除。 同时,在浆细胞样树突状细胞 ( plasmacytoid
dendritic cells,pDCs)缺失的情况下,常规树突状细

胞(conventional dendritic cells,cDCs)可通过 TLR9 /
MyD88 依赖的方式促进健壮的 NK 细胞效应细胞功

能和 MCMV 的清除。 同时,cDCs 来源的 IL-15 通过

不依赖 TLR9 / MyD 88 的机制调控 NK 细胞脱颗粒。
Szomolanyi-Tsuda 等[27] 发现在 TLR2 KO 小鼠中,
MCMV 复制的早期控制受损,第 4 天在脾和肝中发

现病毒滴度升高,TLR2 对 MCMV 的清除作用是由

NK 细胞介导的。 以上研究发现 TLR2、TLR9 和 DC
与 CMV 感染有关,但病毒性角膜炎的潜在机制需要

进一步研究。

2　 真菌性感染动物模型

2. 1　 茄病镰刀菌感染及动物模型

　 　 镰刀菌属丝状真菌的成员,是最常引起人类角

膜真菌病的病原体之一。 镰刀菌角膜炎在炎热、潮
湿、热带或亚热带气候地区的农业工人中最常见。
镰刀菌病最常见的是角膜局部感染,但在不同国家

经培养证实的真菌性角膜炎病例中,镰刀菌的发病

率不同。 在许多调查中,镰刀菌是主要的角膜真菌

病病原,而曲霉属和念珠菌属则以其他研究为主,
报道 最 多 的 病 原 体 是 茄 病 镰 刀 菌 ( Fusarium
solani) [28]。

所有主要的真菌病原体都产生无性孢子(分生

孢子),从环境中引入泪膜和眼表。 Pinnock 等[29]用

手术刀伤法或注射法均成功诱导了兔和人角膜的

感染,对于茄病镰刀菌,感染后的体内培养组织学

与临床感染的组织学相似,有致密的白色真菌斑

块、角膜混浊、角膜浸润、水肿、溃疡形成、附着物病

变、角膜新生血管和细胞减少。 在兔和人的角膜中

观察茄病镰刀菌的分生孢子粘附在基质上,一段时

间后,菌丝穿透基质。 镰刀菌分生孢子的细胞表面

覆盖着一层保护性的疏水蛋白和小球藻层,这有助

于屏蔽高免疫原性真菌细胞表面蛋白 β-葡聚糖和

α-甘露聚糖(被称为病原体相关分子模式),使其无

法被免疫细胞识别[30]。
Mukherjee 等[31]利用体外接触镜方法建立的小

鼠模型研究发现,茄病镰刀菌和尖镰孢菌的生物膜

形成能力是致病的关键因素。 在小鼠模型中引起

角膜炎的能力似乎与生物膜的形成有关,但与生物

膜的厚度无关。 另外,镰刀菌产生的多种毒素包括

镰刀菌醇、T-2 毒素、脱氧镰刀菌醇、二乙酰氧环萜

醇和镰刀菌酸[32],具有抑制吞噬功能、细胞内杀伤、
细胞因子、抗原呈递和巨噬细胞活性氧(ROS)的产

生,此外, 它们还可能发挥抑制 T 细胞功能的

作用[33]。
Jin 等[34]用灭活的茄病镰刀菌刺激人永生化角

膜上皮细胞,证实了来自镰刀菌的菌丝片段增加了

TLR2、3、4 和 6 mRNA 的表达以及 IL-6 和 IL-8 的释

放。 TLR2 和 TLR4 蛋白的表达也通过暴露菌丝片

段得到增强。 抗 TLR2 和抗 TLR4 单克隆抗体预处

理也能抑制 IL-6 和 IL-8 的释放,结果表明 TLR2 和

TLR4 都参与了镰刀菌暴露后的信号响应。 苗雨润

等[35]用茄病镰刀菌感染树鼩角膜,发现树鼩角膜上

皮与角膜内皮经真菌刺激后表达 Dectin-1 与甘露糖

受体(MR),但并不能产生 IL-1β,提示真菌性角膜

炎的发生可能仍需要免疫系统的参与调节。 其建

立的真菌性角膜炎树鼩模型,病理表现与人类真菌

性角膜炎症状接近,甘露糖受体可能参与调控机体

对真菌感染的免疫应答反应,机体自身的免疫能力

可能对角膜炎病的发生与转归有重要作用,提示树

鼩是角膜炎适合的动物模型。 此外,角膜上皮细胞

中表达的 Dectin-1、Dectin-2 可通过激活 Syk-MAPK
通路,促进细胞因子 IL-2、IL-10 和 TNF-α 的分泌,
进而发挥抗真菌免疫功能[36-37]。
2. 2　 白色念珠菌感染及动物模型

　 　 白色念珠菌(Monilia albican)是温带地区真菌

性角膜炎的最常见原因。 慢性眼表疾病和长期或
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全身性使用皮质类固醇激素,似乎是念珠菌性角膜

炎的主要诱因[38]。 酵母样及相关真菌引起的角膜

炎可能类似细菌性角膜炎,具有上皮组织缺损、离
散浸润和缓慢进展等特征[39]。

酵母细胞壁的外层纤维由甘露聚糖或甘露蛋

白组成,黏附性甘露蛋白在真菌与角膜组织的结合

中发挥重要作用。 这些凝集素样蛋白识别角膜上

皮细胞表面的甘露糖或甘露糖糖蛋白。 角膜损伤

导致角膜表面上的甘露糖糖蛋白上调,因此,它可

能在真菌性角膜炎的粘连和发病机制中起重要作

用[40]。 形态发生是真菌病原体从酵母形态转变为

菌丝形态的能力。 虽然病原体在酵母阶段可以更

有效地传播,菌丝形式却可以很好地适应入侵和破

坏组织[41]。 菌丝能够生长并通过上皮细胞,进入间

质,如果不减少菌丝,将最终进入前房。 Sheppard
等[42]证明念珠菌和丝状真菌通过胞吞作用侵入角

膜上皮,胞吞作用由入侵蛋白介导,并通过蛋白水

解酶破坏上皮细胞的紧密连接。
对真菌的先天和适应性免疫反应主要是由信

号 c 型凝集素受体(CLR)介导的,其中 Dectin-1 在

真菌感染的背景下是最典型的[43]。 对于真菌感染,
先天和适应性免疫反应主要由 CLR 调节。 Dectin-1
可以识别 β-葡聚糖,并通过其胞质信号域诱导多种

细胞功能,在小鼠和人类对白色念珠菌和其他真菌

的保护性免疫应答中至关重要。 Marakalala 等[44]利

用小鼠模型发现,控制白色念珠菌对 Dectin-1 的要

求是菌株特异性的,因为不同的白色念珠菌菌株在

其细胞壁的组成和性质上存在差异,只有在体内感

染时才会明显。 Dectin-1 介导的对白色念珠菌感染

的保护最近也被认为是由于肾浸润 DC 产生 I 型

IFN,这需要 Syk、CARD9 和 IRF5[45]。 其他起重要

作用的信号 CLR 包括 Dectin-2、Mincle、DC-SIGN 和

MR[43]。 另 外, 邹 嫣 丽[46] 选 用 BALB / c 小 鼠 和

C57BL / 6 小鼠,用角膜基质注射法注射白色念珠菌

孢子建立了真菌性角膜炎模型,结果显示感染早期

两种品系小鼠血浆及受染角膜组织中均有较高水

平 IL-17 的表达,中后期 IL-17 的表达下降,IFN-γ 的

表达量明显升高。

3　 细菌性感染动物模型

3. 1　 铜绿假单胞菌感染及动物模型

　 　 细菌性角膜炎约占所有微生物性角膜炎病例

的 90%, 其 中 铜 绿 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas
aeruginosa,PA)最常见[47]。 其起病急、发展迅速,若

未及时治疗,极易形成角膜溃疡,严重时可致盲。
假单胞菌的角膜感染与隐形眼镜的使用有关,

在隐形眼镜出现之前很少被报道为一个问题。 其

菌毛与鞭毛以及细胞表面的疏水性都可以帮助其

隐形眼镜的黏附[47]。 一些研究报道了使用戴隐形

眼镜的动物模型来研究隐形眼镜相关的微生物角

膜炎的发病机制,例如建立铜绿假单胞菌性角膜炎

兔模型,研究中性粒细胞浸润和严重程度的关

系[48],铜绿假单胞菌性角膜炎大鼠模型研究细胞因

子和趋化因子的变化[49]。 但这些动物模型有一些

局限性,兔需要眼睑闭合或立膜手术来保留眼

镜[48],大鼠尽管反复进行细菌接种,但没有发生或

低水平明显的微生物性角膜炎[49]。 Metruccio 等[50]

成功地建立了小鼠隐形眼镜佩戴模型,该模型在小

鼠身上忠实地复制了几种与晶体相关的现象。 通

过佩戴隐形眼镜感染铜绿假单胞菌的小鼠模型,发
现其与人类配戴隐形眼镜时对机会性微生物的感

染风险是一致的。 还发现在其他健康的角膜中,未
接种铜绿假单胞菌的隐形眼镜佩戴可导致嗜中性

粒细胞募集的副炎症反应发生,这一反应依赖于

MyD88 和 IL-1R。 除此之外多种动物模型已被运

用。 例如,Pinnock 等[29]发现,角膜基质注射法和角

膜损伤法相比,前者角膜感染后表面覆盖的细菌更

多,而兔和人的角膜感染结果相似,在感染 24 或 48
h 后测定菌落形成单位(CFU),尽管每种模型的细

菌和处理技术存在差异,但 CFU 的变化很小。 与

Pinnock 等[29] 人的观点一致,Okurowska 等[51] 采用

两种不同菌株的铜绿假单胞菌,证实了在体外感染

的猪和兔的角膜 24 h 后,细菌活细胞计数没有显著

差异。 这些动物模型已广泛应用于细菌性角膜炎

诸多的研究。
当铜绿假单胞菌粘附于宿主表面时,细菌可以

向胞外分泌粘性物质,将形成的微菌落包裹,逐渐

形成生物膜[52]。 生物膜除了可以牢固粘附于宿主

细胞表面之外,还可以分泌胞外聚合物和毒力因

子,不但使生物膜具有自身的空间结构,保护细菌

免受宿主的免疫攻击,还能改变菌体结构或表型,
逃避免疫识别。 生物膜特异性免疫逃避的机制包

括机械保护、屏蔽免疫识别、改变基因表达和抑制

免疫细胞功能[53-55]。
铜绿假单胞菌能够分泌至少 7 种不同的蛋白

酶,其中一些在角膜炎的发病机制中发挥潜在作

用。 例如基质金属蛋白酶,特别是弹性蛋白酶 B
(Las B)和碱性蛋白酶(AP),在角膜炎中起着相当

重要的作用,因为将 Las B 注射到角膜基质中会导
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致严重的角膜损伤。 铜绿假单胞菌小蛋白酶

(PASP)能够破坏胶原蛋白,其是角膜基质的主要

构成部分,因此 PASP 可能在角膜损伤中发挥重要

作用。 将纯化的 PASP 注射到兔角膜中,会导致角

膜上皮细胞的破坏,并可进一步损伤基质[56]。
Cole 等[57] 证明 IL-6 在铜绿假单胞菌感染的角

膜组织中快速上调,IL-6 基因缺陷型小鼠与野生型

相比,病程延长,炎症反应更重,预后更差。 IL-1、IL-
6 等可以趋化多核中性粒细胞( polymorphonuclear,
PMN)向病变部位集中,募集的 PMN 浸润于感染角

膜,引起炎症反应以清除细菌。 机体抵抗铜绿假单

胞菌的特异性免疫主要是由 CD4+ T 细胞介导。 在

相关的研究中表明,倾向于 Th1 型反应的 C57BL / 6
小鼠角膜感染 PA 后在感染早期即可出现角膜混

浊,角膜基质及前房有大量炎性细胞浸润,病情较

重、发展迅速,极易导致角膜穿孔。 BALB / c 小鼠更

倾向于 Th2 型反应,感染后比 C57BL / 6 小鼠的病程

更长,但角膜溃疡或穿孔的发生率却明显更低[58]。
因此 Th1 和 Th2 型免疫应答的促炎与抗炎平衡对角

膜炎的病程发展起到重要作用。
3. 2　 金黄色葡萄球菌感染及动物模型

　 　 金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是细菌

性角膜感染的常见原因,其进展迅速,导致角膜瘢

痕形成、穿孔和严重的视力丧失。 它在免疫功能低

下、糖尿病和艾滋病患者中更常见,使用隐形眼镜

的人也更容易出现这种问题[59]。
Hume 等[60]建立金黄色葡萄球菌感染角膜炎小

鼠模型,研究表明葡萄球菌蛋白酶通过增加纤维连

接蛋白的结合而增加了角膜细胞的粘附和侵袭,其
抑制对金黄色葡萄球菌在角膜炎中的致病性有显

著影响。 不同动物的感染模型具有其局限性。 例

如,使用间质内注射细菌的兔角膜炎模型技术简

单、可控,重复率高[61],但该模型并没有复制人类细

菌性角膜炎的发展过程,而且它绕过了感染过程中

的重要步骤;与人类的感染不同,一些小鼠模型无

需治疗就能清除感染。 对小鼠角膜上皮进行清创

后接种细菌[59],也不是人类角膜在感染前受损的最

精确模型,除非有化学或机械创伤造成的大伤口。
迄今为止,划痕模型的假单胞菌和金黄色葡萄球菌

角膜炎研究中使用的模型相似[62],与人类角膜炎发

生的情况非常接近。
使用角膜炎兔模型最重要的发现是金黄色葡

萄球菌分泌的 α-溶血素是导致疾病严重程度的主

要细菌毒力因子,α-溶血素免疫对金黄色葡萄球菌

角膜炎具有保护作用[63]。 兔角膜注射纯化 α-毒素

可引起角膜和虹膜显著的、剂量依赖的炎症反

应[64]。 这些结果在角膜划痕术后的小鼠角膜炎模

型中得到了证实。 Putra 等[59] 在体外使用划痕试验

和体内使用小鼠上皮清创模型证实了金黄色葡萄

球菌对角膜上皮伤口愈合的抑制作用很大程度上

归因于 α-溶血素。 结果表明,金黄色葡萄球菌定植

的患者更容易出现角膜上皮伤口愈合延迟,而 α-溶
血素是这一过程的主要因子。 在建立的小鼠金黄

色葡萄球菌角膜炎也证实金黄色葡萄球菌的侵袭

力依赖于 α-溶血素。 此研究中使用的感染模型涉

及角膜上皮细胞的彻底清创,以促进细菌侵入基

质。 金黄色葡萄球菌相关 α-溶血素导致角膜上皮

细胞溶解暴露底层基质,增加中性粒细胞密度。 细

菌性角膜炎的角膜浸润是中性粒细胞的聚集,其聚

集是为了清除入侵的病原体及其抗原。 主要是浸

润的白细胞、角膜组织和角膜缘血管内皮之间的细

胞间连接决定了中性粒细胞的募集[65]。
在动物研究中,中性粒细胞快速募集是通过激

活感染部位的 Th1 细胞来驱动宿主的先天免疫应

答。 中性粒细胞长期募集可能会触发细胞外溶酶

体酶的释放,从而导致角膜进一步损伤。 巨噬细胞

炎性蛋白-2(MIP-2),也被称为 CXCL2,是一个强有

力的嗜中性粒细胞化学诱导物。 基因敲除 ( gene
knockout)和转基因小鼠角膜感染过程中炎症介质

的恢复表明,许多受体例如 CXCR2, TLR4,TLR9 与

IL-1β 蛋白共同介导 MIP-2 的释放和活性[66]。 例

如,在小鼠研究中发现,CXCR2 受体与 MIP-2 结合

是必要的,可以有效地使中性粒细胞趋化并渗出到

金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌角膜炎的部

位[67-68]。 尽管在 CXCR2 敲除小鼠的角膜感染后

MIP-2 水平高,中性粒细胞仍局限于外缘区域。
CXCR2 的缺失破坏了 MIP-2 驱动的中性粒细胞迁

移到感染部位,阻碍了细菌清除,导致角膜炎进展

甚至穿孔[67-68]。

4　 总结与展望

　 　 所有的角膜炎动物模型都有其局限性。 兔和

小鼠,已经被证明是研究微生物性角膜炎的有用模

型。 然而,当使用具有不同于人类特征的物种时,
也存在一些缺点。 大多数用作模型的小鼠都是近

交系,其优点是保证实验的一致性;然而,近交系动

物并不像远交系动物能真实代表人类的症状。 各

种实验动物和人类的解剖特征、组织组成和眼部成

分的各种功能差异明显。 例如,人类的角膜直径约
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为 11 mm,而兔和小鼠的角膜大小分别为 13 mm 和

2. 2~3. 5 mm[69-70];人类角膜厚度比兔和小鼠更大;
人类眨眼的时间间隔大约是 2. 8 s,而兔和小鼠眨眼

的时间间隔超过 30 s[69];兔有瞬态膜,而人类和小

鼠没有;兔、小鼠和人类的角膜胶原蛋白[69] 和角膜

上皮细胞[71]的排列方式不同,这可能导致角膜对入

侵的病原体产生不同的反应。 同样,人类的角膜上

皮基膜是由纤维组成的网状结构,类似于鸟窝,而
兔的角膜上皮基膜是直而平的。 所有这些解剖上

的差异,以及眨眼间隔时间,都对细菌粘附和可能

的入侵、对细菌酶和其他毒力因子的易感性以及泪

膜中宿主防御分子的可利用性有影响。 由于它们

是啮齿类动物,在进化上与灵长类动物距离较远,
在免疫方面也存在差异,因此在感染和发病机制上

与人类显著不同[72-73]。
即便如此,大多数动物模型都能提供有用的信

息。 动物模型不仅让我们了解了启动感染的过程,
而且还有助于研究宿主对感染的免疫反应,这是细

胞或组织培养模型中缺失的一个重要角色[74]。 通

过开发和使用与生理更相关的模型,并接近病原微

生物感染人眼的环境和机制,将促进对疾病的发生

发展有更全面的理解。
寻找一种接近人类但成本效益适中的合适动

物作为疾病研究的模型是一项长期追求的任务。
由于非人灵长类模型成本太高,难以进行大规模的

模型建立。 所以在非人灵长类动物中寻找到一种

合适的、且成本较低的动物模型是十分重要的。 小

鼠的角膜较小,且结构与人类角膜存在差异,但是

由于近年来转基因小鼠发展迅速,可以用其对某些

特定的因子进行研究,这个是其他的动物模型难以

替代的优点。 并且我们常用的 BALB / c 小鼠对细菌

感染的敏感性较好,可以作为细菌性角膜炎良好的

实验动物模型[75]。 而在真菌感染导致的角膜炎中,
兔模型和实际情况感染中的人表现出了相同的症

状,具有较好的参考价值。 而且由于兔角膜相对于

小鼠较大,易于观察其病变情况,所以在真菌感染

角膜炎模型的建立中,兔模型有其独有的优势[30]。
而目前角膜炎动物模型中,树鼩模型得到了更多的

关注。 树鼩是我国自主研发的实验动物新品种,在
基因组和转录组水平上比啮齿动物更接近灵长类

动物[76]。 树鼩有一个非常发达的视觉系统,它的视

觉功能与人类相似。 从解剖学上讲,树鼩角膜的 5
层结构(角膜上皮层,前弹力层,基质层,后弹力层

和角膜内皮层)、角膜厚度和形态排列等与人类的

极为相似,相似率接近 98%[77],相比非人灵长类动

物价格昂贵、繁殖周期长、研究周期长等原因,树鼩

是研究角膜炎、近视弱视等视觉系统疾病发生发展

机制与治疗研究的理想适合的动物。
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Nrf2-ARE 信号通路在帕金森病中的作用

刘继红1,邵思迈1,赵振荣1,史　 洺1,郝　 莉1,张紫娟1,2,张振强1,2∗

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

　 　 【摘要】 　 核因子 E2 相关因子 2(nuclear factor erythroid-2 related factor2,Nrf2) /抗氧化反应元件(antioxidant
response element,ARE)信号通路是一种受氧化还原信号调节的重要抗氧化通路,其通路的激活在调控氧化应激、维
持线粒体功能、抑制多巴胺能神经元铁死亡及恢复神经元功能等方面发挥重要作用,已逐渐成为近几年来帕金森

病(Parkinson’s disease,PD)研究的热点。 本文通过对近些年有关 Nrf2-ARE 通路的结构、功能及其在 PD 治疗中作

用机制的实验结论进行分析、总结,为进一步明确其与氧化应激在 PD 发生发展中的关系、开发新的靶向 Nrf2-ARE
通路的 PD 相关治疗药物提供思路。

【关键词】 　 帕金森病;氧化应激;Nrf2-ARE
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The role of the Nrf2-ARE pathway in Parkinson’s disease

LIU Jihong1, SHAO Simai1, ZHAO Zhenrong1, SHI Ming1, HAO Li1, ZHANG Zijuan1,2, ZHANG Zhenqiang1,2∗

(1. Medical School, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, China.
2. College of Traditional Chinese Medicine, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450046)

　 　 【Abstract】　 The nuclear factor erythroid-2-related factor2 (Nrf2) / antioxidant response element (ARE) signaling
pathway is an essential antioxidant pathway regulated by redox. Activation of this pathway plays an important role in
regulating oxidative stress, maintaining mitochondrial function, inhibiting ferroptosis in dopaminergic neurons and ptotecting
them against oxidative damage. Targeting this pathway for the treatment of Parkinson’ s disease ( PD) has become a
research focus. In this review, we summarize and analyze the current research on the Nrf2-ARE pathway, including the
mechanisms, function and relation with PD. These insights may help further clarify the relationship between Nrf2-ARE
pathway and PD and aid in developing new ideas for new PD drugs targeting the Nrf2-ARE pathway.

【Keywords】　 Parkinson’s disease; oxidative stress; Nrf2-ARE

　 　 帕金森病(Parkinson’s disease,PD)是目前除阿

尔茨海默病以外的第二大常见中枢神经系统退行

性疾病,其主要以上肢静止性震颤伴有运动迟缓、
僵硬和步态困难为主要临床症状。 随着老龄化人

口的增加,65 岁以上老年人的 PD 发病率急剧上升,

已成为全球增长最快的老年神经退行性疾病。 预

计到 2040 年,PD 患者将超过 1200 万[1]。 PD 引起

的高致残率给病人、家庭和社会带来了巨大的经济

损失。
PD 的主要病理特征是中脑黑质致密部多巴胺



能神经元的丢失及纹状体中多巴胺递质的丢失[2]。
迄今为止,还没有可以阻止 PD 进展的有效药物。
虽然抗胆碱能药、多巴胺类药和多巴胺受体激动剂

已用于治疗 PD,但其疗效不好,副作用也较明显,因
此对于 PD 有效药物的探求迫在眉睫。

PD 的发病机制涉及多种学说,如神经炎症学

说,线粒体功能障碍学说和氧化应激学说等,其中

氧化应激学说得到广泛认可,抗氧化疗法逐渐成为

近些年来攻克帕金森病的重要研究方向。 在神经

元对抗氧化应激的过程中,抗氧化信号通路发挥了

重 要 作 用。 Nrf2-ARE ( nuclear factor erythroid-2
related factor2, Nrf2 / antioxidant response element,
ARE)信号通路是一条重要的抗氧化通路,可通过调

控下游抗氧化蛋白的表达进而逆转机体的氧化损

伤,降低多巴胺能神经元的丢失,已成为研究帕金

森病抗氧化疗法的重要靶点。 本文从抗氧化应激

的角度探讨了 Nrf2-ARE 通路在帕金森病治疗中的

作用。

1　 氧化应激与帕金森病

　 　 正常人体中脑黑质致密部的多巴胺能神经元

通过分泌多巴胺(dopamine,DA)控制运动的灵活和

平衡[3]。 当黑质致密部的 DA 水平降至 70% ~ 80%
以下时,会出现包括运动迟缓、静止性震颤、僵硬和

姿势不稳等帕金森病的症状[4]。 黑质致密部的氧

化应 激 是 导 致 多 巴 胺 能 神 经 元 丢 失 的 重 要

机制[5-8]。
氧化应激是细胞内源性活性氧 ( rereactive

oxygen species,ROS)的代谢失衡即 ROS 产生过多而

清除减少,它通过对不同的生物分子造成不可逆转

的损伤和改变不同的信号通路而导致毒性[9]。
Angelova 等[10]认为氧化应激使得脂质过氧化的产

物代 谢 失 衡, 触 发 了 神 经 元 的 坏 死 和 凋 亡。
Musgrove 等[6]利用体内、外实验证实了 ROS 的聚集

会引起迷走神经背核的 α-突触核蛋白(α-synuclein,
α-syn)向中脑的转移并在中脑神经元中异常聚集,
触发神经元的凋亡,因此 ROS 的代谢失衡是 PD 重

要的致病机制。 而神经元高氧量的需求和高能量

的产生,使它成为了 ROS 产生的重要场所,也使 PD
患者中脑黑质致密部成为氧化应激的主要场

所[10-11]。 因此抗氧化疗法成为研究治疗 PD 的重要

方向。
虽然抗氧化剂在 PD 的体内外模型中显示出重

要的保护作用,但在临床试验中几乎没有一种抗氧

化剂被证明是有效的[10]。 因此科学家们将研究的

重点放在了抗氧化过程的重要信号通路上,如 Nrf2-
ARE 信号通路,因此探究 Nrf2-ARE 信号通路在生命

活动中的抗氧化作用对于阻断帕金森病的进行性

脑损伤具有巨大的研究价值。

2　 Nrf2-ARE 信号通路与氧化应激

2. 1　 Nrf2-ARE 信号通路的调节机制

　 　 核因子 E2 相关因子 2(nuclear factor erythroid-2
related factor 2,Nrf2)是真核生物中一个重要的抗氧

化转录因子,属于碱性亮氨酸拉链( cap‘ n’ collar-
basic leucime zipper,CNC-bZip)转录因子家族[12]。
Nrf2 由 605 个氨基酸组成,可分为七个功能结构域

(Neh1-7),其 N 端的 Neh2 结构域是抑制蛋白 E3 泛

素连接酶复合物底物(cullin 3 / ring-box1)接头蛋白

Kelch 样 ECH 相关蛋白 1(kelch-like ECH-associated
protein 1,Keap1)的结合位点,通常情况下,同源二

聚体 Keap1 通过两个基序(低亲和力的 DLG 基序和

高亲和力的 ETGE 基序)与一个 Nrf2 分子的 Neh2
结构域结合,一旦结合,Nrf2 就被 Cullin3 精确定位

于两个基序之间的七个赖氨酸残基上进行泛素化

降解,因此在细胞内的浓度较低[13-14]。 Nrf2 的

Neh1 结构域具有其基本的 CnC-bZip 基序,在氧化

和亲电应激条件下,由于 Keap1 中的半胱氨酸残基

的化学修饰(例如氧化和烷基化)改变了 Keap1 的

底物适配器功能,使其不能针对 Nrf2 进行降解,但
是 Nrf2 仍然能够与 Keap1 结合,使可用的 Keap1 同

源二聚体饱和,并允许新结合的 Nrf2 移位到细胞核

中,同小分子肌动蛋白(small Maf proteins,sMaf)进

行二聚化,并与细胞核中的抗氧化反应元件 ARE 序

列结合,促进了抗氧化物的转录和表达[15]。
抗氧化反应元件 ARE 是 Nrf2 的结合靶点,存在

于细胞保护基因的启动子调控区。 在正常情况下,
ARE 被 sMaf 蛋白阻断,sMaf 没有转录激活结构域,
即使与 ARE 结合,其靶基因的表达仍不能被激

活[16]。 而在亲电体和活性氧的刺激下,Nrf2 入核与

sMaf 形成异构二聚体,其形成的二聚体与 ARE 结合

才能激活靶基因的转录[17]。 因此在一般情况下,
Nrf2 不能入核进行其下游靶蛋白的表达,但在氧化

应激条件下 Nrf2 可入核并激活下游靶基因的转录。
2. 2　 Nrf2-ARE 信号通路调控的下游靶蛋白

　 　 Nrf2-ARE 通路激活后可调节一系列细胞保护

641 中国比较医学杂志 2022 年 4 月第 32 卷第 4 期　 Chin J Comp Med, April 2022,Vol. 32,No. 4



蛋白基因的表达,这些蛋白参与了许多细胞过程,
包括活性氧的清除、异物代谢、谷胱甘肽和烟酰胺

腺嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸 ( 又 称 还 原 性 辅 酶 Ⅱ,
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate,NAD(P)
H)的稳态以及自噬等[18-19]。 我们将这种保护途径

称为解毒系统,其所包含的物质包括氧化还原因子

(第一阶段),结合酶(第二阶段),药物外排转运体

(第三阶段)。 其中第一阶段包括 500 多种产物,包
括氧化还原平衡因子、应激反应蛋白、解毒酶和代

谢酶的编码基因, 如醌氧化还原酶 1 ( quinone
oxidoreductase 1, NQO1)、 血红素加氧酶-1 ( heme
oxygenase-1, HO-1)、超氧化物歧化酶 ( superoxide
dismutase,SOD)、谷胱甘肽 S-转移酶( glutathionine
S-transferase,GST)、 谷胱甘肽还原酶 ( glutathione
reductase,GSR)、谷胱甘肽过氧化物酶( glutathione
peroxidase,GSH-PX)以及羰基还原酶等等。 代谢物

在此之后经历第二相代谢,在那里它们与大的极性

基团(如葡萄糖醛酸、谷胱甘肽、硫酸盐或甘氨酸)
结合,以增加它们的水溶性并促进它们的排泄[20]。

3　 Nrf2-ARE 信号通路的激活与帕金森病

　 　 为探究 PD 与 Nrf2 之间的相关性,Petrillo 等[21]

采集了 45 名 PD 患者的外周血并对其进行检测,发
现 Nrf2 及其下游靶基因 NQO1、谷氨酸半胱氨酸连

接酶(glutamate-cysteine ligase,GCL)、GSR 在 PD 患

者外周血白细胞中表达上调,表明 PD 患者 Nrf2 通

路被激活,并且对细胞的氧化应激产生了良性调节

作用。 Nakano-Kobayashi 等[22] 在 1-甲基-4-苯基-1,
2, 3, 6-四 氢 吡 啶 ( 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-
tetrahydropyridine,MPTP)诱导的 PD 小鼠模型中,检
测到抗氧化药物可使 PD 小鼠纹状体中 Nrf2 及其下

游转录蛋白 NAD(P)H、NQO1 和 HO-1 均高表达。
MPTP 是一种神经毒性药物,对多巴胺能神经元具

有定向破坏性,可造成实验小鼠的类 PD 运动功能

障碍,已被证实是一种重要的帕金森小鼠模型药

物[23-24]。 因此,Nrf2-ARE 信号通路的激活对于 PD
中神经元的抗氧化具有重要意义。
3. 1　 Nrf2-ARE 信号通路促进 PD 中抗氧化应激

　 　 氧化应激是导致 PD 发病的重要机制,Nrf2-ARE
作为一条重要的抗氧化调节通路,在 PD 的抗氧化中

发挥了重要作用,虽然其具体机制尚未完全阐明,但
研究者们已通过建立多种 PD 体内、外模型,来探究

Nrf2-ARE 信号通路在 PD 中的抗氧化应激作用。

3. 1. 1　 Nrf2 调控 NQO1 的表达

　 　 越来越多的证据表明,在 PD 患者中 DA 的氧化

及随之而来的醌修饰所产生的多巴胺琨(dopamine
quinones,DAQ)具有高度的神经毒性,是造成多巴

胺能神经元丢失及 PD 运动障碍的重要机制[25]。
NQO1 是Ⅱ相解毒酶家族的成员,它可防止环化醌

类化合物在氧化还原循环过程中产生的破坏作用

和氧化应激。 Luo 等[26]证实了 NQO1 在 MPTP 诱导

的 PD 小鼠模型中通过抑制 ROS 来降低黑质神经元

的神经毒性。 Kaji 等[27]用鱼藤酮诱导的 PD 小鼠模

型进行实验观察到 Nrf2 的核转位与 NQO1 的表达

密切相关。 此研究被 Monir 等[28] 证实,即在鱼藤酮

诱导的 PD 大鼠模型中,通过观察大鼠纹状体中

Nrf2 与 HO-1 和 NQO1 表达上调的一致性,建立起

三者之间的密切相关性。 因此,多方面的研究表明

了 NQO1 为 Nrf2 通路下游靶蛋白产物之一。
3. 1. 2　 Nrf2 调控 HO-1 的表达

　 　 HO-1 是血红素加氧酶家族的一员,在体内介导

有毒的血红素分解代谢,使之分解为具有清除自由

基能力的胆绿素和胆红素来为细胞提供保护作

用[29]。 除此之外,在氧化应激条件下,HO-1 还可通

过保护氧化损伤,调节炎症来调节细胞凋亡以促进

血管生成[30]。 据报道,HO-1 对多巴胺能神经元的

保护也可通过激活胶质细胞源性和脑源性神经营

养因子的合成来实现。 因此,HO-1 在 PD 氧化损伤

的修复发挥着重要作用。
多种证据已经表明 HO-1 的表达受到 Nrf2 的调

控。 Kim 等[31]在 MPTP 诱导的 PD 小鼠模型中,通
过 Nrf2 激活剂上调 Nrf2 的表达,观察到 HO-1 与之

正相关性表达,这种高表达减轻了小鼠黑质中多巴

胺能神经元的变性以及运动障碍。 Kwon 等[32]用 6-
羟基多巴胺(6-hydroxydopamine,6-OHDA)诱导的神

经毒性和氧化应激在体外细胞模型中模拟 PD 的神

经病理症状,并用金丝桃苷作为治疗药物,观察到

了依赖于 Nrf2 的 HO-1 的强表达,并且抑制了 6-
OHDA 诱导的氧化应激引起的神经元死亡。 而柳雪

蕾等[33] 在通过艾灸治疗 6-OHDA 诱导的 PD 大鼠

模型中观察到,在纹状体中检测到 Nfr2 的激活及

HO-1 表达的增加。 这一点也在其它 PD 的体内模

型被证实,张辉等[34] 在鱼藤酮塑造的 PD 小鼠模型

中,用银杏叶提取物有效地激活了其脑内 Nrf2-ARE
抗氧化通路,诱导 HO-1 的高表达,改善其脑内的氧

化应激,保护黑质中的多巴胺能神经元,进而改善
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其运动障碍。 因此,多方面的证据表明了 HO-1 即

为 Nrf2 通路下游靶蛋白,在 PD 中发挥了积极作用。
3. 2　 Nrf2-ARE 促进了 PD 中线粒体功能的正常

运行

　 　 线粒体通常被称作“能量工厂”,这归结于它们

在 OXPHOS 过程中合成的三磷酸腺苷 ( adenosine
triphosphate,ATP)为细胞的生命环节提供能量[35]。
氧化磷酸化的过程对于神经细胞来说至关重要,因
神经元中的神经代谢较为旺盛,需要高水平的 ATP
来进行神经传递和维持跨膜细胞的离子梯度[36]。
但同时,线粒体也是细胞内源性 ROS 的主要来

源[37]。 线粒体中电子传递链 ( electron transport
chain,ETC)复合物 I 和 II 处的电子泄露、复合物 I
的损伤及线粒体的分裂都会导致氧的不完全还原,
从而形成超氧化物,对神经元造成不可逆的损

伤[38]。 Petrillo 等[21] 的临床研究证实了 Nrf2 在 PD
患者外周血白细胞中高表达,且参与细胞线粒体中

氧化应激的防御。
Nrf2 不仅可以通过其下游抗氧化蛋白的表达

来抑制线粒体内膜上所发生的氧化损伤,还可通过

影响线粒体动力相关蛋白来影响线粒体的发生,这
主要是通过抑制线粒体的异常分裂来完成的[39]。
Zhang 等[40]在鱼藤酮诱导的 PD 大鼠模型中,使用

岩藻糖胶激活 Nrf2 通路,改善线粒体形态和呼吸能

力,提高线粒体复合体 I 的活性,降低了 PD 模型鼠

纹状体中神经元的死亡。
Martinez 等[41]利用鱼藤酮和 MPTP 诱导了 PD

小鼠模型,并通过抑制 ETC 而诱发了 PD 的相关运

动障碍。 Holmström 等[42] 利用 Nrf2-KO(Nrf2 基因

敲除)小鼠胚胎成纤维细胞与野生型小鼠的成纤维

细胞对比发现,Nrf2-KO 细胞中的线粒体膜电位显

著降低并观察到线粒体去极化,ATP 水平降低及呼

吸功能受损,而 Nrf2 基因激活增加了线粒体膜电位

和 ATP 水平,提高了线粒体的呼吸速率和氧化磷酸

化的效率。
因此,Nrf2 除了通过上调其下游抗氧化蛋白的

表达进行抗氧化应激之外,还可提高线粒体膜电

位,上调线粒体呼吸作用,氧化磷酸化和 ATP 的合

成,并且在维持线粒体动态平衡等方面都发挥了重

要作用。
3. 3　 Nrf2-ARE 信号通路抑制了 PD 中的铁死亡

　 　 铁死亡是一种铁依赖性的、与氧化密切相关

的、非凋亡形式的细胞死亡。 铁是一种在生物圈中

普遍存在的过渡金属,由于其参与电子转移反应的

作用,对于正常的细胞功能必不可少。 但过量的铁

可以产生有毒的 ROS,对细胞造成不可逆的损

伤[43]。 Zucca 等[44] 对这一现象做出了更加详细的

解释,即当含有神经黑色素的细胞器在衰老过程中

积累了大量毒素和铁时,神经退化过程就会被触

发。 这个过程具体来说主要包括:多巴胺可以被铁

氧化形成多巴胺醌,此过程跟与铁依赖发生的芬顿

反应(H2O2 被亚铁还原生成羟自由基-OH,导致的

强氧化应激反应)密切相关,多巴胺醌可以进入细

胞的毒性途径,与不同蛋白质的氨基酸残基(主要

是半胱氨酸残基)形成加合物,对蛋白质造成损伤。
Nrf2 途径可通过挽救细胞氧化损伤进而抑制

PD 中多巴胺能神经元的铁死亡。 Han 等[45] 通过对

比发现,老龄鼠中脑黑质和纹状体中铁含量明显高

于青年小鼠,而在过表达 Nrf2 的 PD 模型鼠中,铁沉

积显著减少,同时该过表达组的 ROS 的生成和氧化

应激水平被显著减少。 这项研究直接证明了 Nrf2
通过减少氧化应激来降低 PD 中脑神经元的铁死

亡。 而 Sun 等[46]做了更加细致的研究,他们在体内

斑马鱼和体外人多巴胺能细胞系(SH-SY5Y 细胞)
模型中通过上调 Nrf2-ARE 信号通路,观察到促进

Nrf2 核移位和上调抗氧化蛋白血红素加氧酶-1
( HO-1 ) 的 表 达 对 6-羟 基 多 巴 胺 ( 6-
hydroxydopamine,6-OHDA)诱导的多巴胺能细胞铁

死亡具有保护作用。
因此,在 PD 中,神经黑色素的积累导致了细胞

内铁的沉积,进而促进了细胞过量的活性氧的生

成,触发了细胞死亡,但是 Nrf2-ARE 信号通路可通

过促进下游抗氧化蛋白的表达来抑制细胞的这种

铁依赖性死亡。
3. 4　 Nrf2 其它途径的神经保护作用

　 　 值得注意的是,虽然广泛的研究集中于 Nrf2-
ARE 通路的抗氧化作用,但其抗炎和抗凋亡作用也

值得深入研究。
核转录调节因子 κB ( nuclear factor kappa B,

NF-κB)是细胞中重要的炎症反应调节因子,对具有

神经毒性的炎症介质的产生发挥了关键作用[47-48]。
Wardyn 等[49] 认为 Nrf2 的缺失会提高 NF-κB 的活

性,导致细胞炎症因子产生增加,而 NF-κB 通路又

可反向调节 Nrf2 的转录和活性,对其靶基因表达有

双重影响,但其相互作用机制尚待进一步研究。
此外,Lim 等[50] 通过使用 Nrf2 激动剂观察到
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MPTP 诱导的 PD 小鼠模型中线粒体凋亡蛋白的表

达下调从而逆转了线粒体凋亡。 推测,Nrf2-ARE 通

路的激活可通过调节凋亡蛋白进而减轻多巴胺能

神经元的死亡。 因此 Nrf2-ARE 通路不仅在 PD 中

发挥了重要的抗氧化作用,而且在抗炎和抗凋亡途

径中也发挥了不可忽视的作用,但其具体作用机制

尚不清楚。

4　 结语

　 　 帕金森病的发病机制至今尚未完全探明,但氧

化损伤已被认为是重要的发病机制,抗氧化疗法已

成为治疗帕金森病的重要研究方向。 本文从分子

角度结合近几年的实验研究探究了 Nrf2-ARE 通路

在 PD 中的抗氧化作用:从 Nrf2-ARE 通路的结构,
分析其通过促进下游抗氧化酶的生成,进而逆转了

线粒体功能,降低了细胞的铁死亡途径。 除了抗氧

化作用的调节之外,Nrf2 还可通过抗炎和抗凋亡途

径,实现对 PD 的正向保护调节。 Nrf2-ARE 通路在

PD 中的抗氧化作用提示我们在日后对 PD 的研究

中,可通过探究此通路中相关蛋白的表达来研究药

物对于 PD 的神经保护作用,同时,Nrf2-ARE 通路在

抗炎与抗凋亡途径的作用机制尚未完全清楚,具有

较大的研究潜力,相信通过日后对调节此通路的药

物的相关研究将会为帕金森病患者带来希望。
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