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高脂高糖饮食诱导五指山小型猪动脉粥样硬化模型
肠道菌群的变化

沈利叶ꎬ潘永明ꎬ徐雁云ꎬ郁晨ꎬ黄俊杰ꎬ马全鑫ꎬ陈民利∗

(浙江中医药大学动物实验研究中心 /比较医学研究所ꎬ杭州　 ３１００５３)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察高脂高糖饮食致五指山小型猪动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡＳ)模型肠道菌群的变化ꎮ
方法　 雄性五指山小型猪 １２ 只ꎬ按体重分为两组ꎬ即正常对照(ＮＣ)组和模型(ＡＳ)组ꎬ每组 ６ 只ꎮ ＮＣ 组饲喂正常

饲料ꎬＡＳ 组饲喂高脂高糖饲料ꎬ连续饮食 ２４ 周后ꎬ前腔静脉采血测定糖脂代谢等生化指标ꎬ同时进行葡萄糖耐量

试验ꎮ 实验结束后行安死术ꎬ观察体内脂肪沉积ꎬ并取主动脉血管行苏丹 ＩＶ 染色和腹主动脉血管行 ＨＥ 染色分别

观察脂质沉积和组织病理学变化ꎮ 取盲肠内容物进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序分析肠道菌群的变化ꎮ 结果　 与 ＮＣ 组比较ꎬ
ＡＳ 模型组血清总胆固醇(ＴＣ)、高密度脂蛋白胆固醇(ＨＤＬ￣Ｃ)、低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬ￣Ｃ)、血糖(ＧＬＵ)、果糖胺

(ＦＭＮ)菌明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬＰ < ０􀆰 ０１)ꎬ体重和体内脂肪沉积亦显著增加(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ同时 ＡＳ 模型组主动脉血

管明显脂质沉积和 ＡＳ 病变ꎮ 肠道菌群测序分析显示ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬＡＳ 模型组肠道菌群 α￣多样性显著降低(Ｐ <
０􀆰 ０５ꎬＰ < ０􀆰 ０１)ꎮ 在门水平上ꎬＡＳ 模型组拟杆菌门和放线菌门明显下降(Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬＰ < ０􀆰 ０１)ꎬ变形菌门和厚壁菌

门 /拟杆菌门比值均显著升高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 在属水平上ꎬＡＳ 模型组黑斯伯利亚菌属(Ｈｅｓｐｅｌｌｉａ)、瘤胃球菌属

(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ)、毛螺菌属 ( Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａ ＿ ｉｎｃｅｒｔａｅ ＿ ｓｅｄｉｓ)、假丁酸弧菌属 ( Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ)、巴恩斯氏菌属

(Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ)等 １７ 个菌属的相对丰度显著下降(Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬＰ < ０􀆰 ０１)ꎬ沙壤土杆菌属(Ｒａｍｌｉｂａｃｔｅｒ)、鞘氨醇杆菌属

(Ｓｐｈｉｎｇｏｒｈａｂｄｕｓ)、污水管杆菌属(Ｃｌｏａｃｉｂａｃｉｌｌｕｓ)、草酸杆菌属(Ｏｘａｌｏｂａｃｔｅｒ)、鞘脂单胞菌属(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ)、新鞘脂

菌属(Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ)等 １１ 个菌属的相对丰度显著上升(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 功能预测分析显示ꎬ脂多糖生物合成、脂多

糖生物合成蛋白途径、初级胆汁酸的生物合成、花生四烯酸代谢等多条途径可能参与 ＡＳ 的形成ꎮ 相关分析显示ꎬ
ＴＣ、内中膜厚度、脂质沉积、果糖胺与草酸杆菌属、鞘氨醇单胞菌属、污水管杆菌属、梭菌属、瘤胃球菌属等 １４ 个菌

属存在关联ꎮ 结论　 高脂高糖饮食诱导的五指山小型猪 ＡＳ 模型具有肥胖、糖脂代谢紊乱和明显的 ＡＳ 病变的特

点ꎬ其发生可能与肠道菌群失调有关ꎮ
【关键词】 　 肠道菌群ꎻ高脂高糖饮食ꎻ动脉粥样硬化模型ꎻ五指山小型猪
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ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ ｇｌｕｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ＡＳ ｌｅｓｉｏｎｓꎬ ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｄｙｓｂｉｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａꎻ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｓｕｇａｒ ｄｉｅｔꎻ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌꎻ Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ ｍｉｎｉｐｉｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 心血管疾病是全世界人口死亡的主要原因[１]ꎬ
据统计我国心血管疾病死亡率一直占据首位[２]ꎬ并
呈逐年上升趋势ꎬ给我国的医疗卫生行业带来了巨

大的经济负担[３]ꎮ 动脉粥样硬化 ( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ
ＡＳ)是心血管疾病的主要病理基础[４]ꎬ也被认为是

一种慢性代谢综合征ꎬ其特征是由血管内皮损伤引

起的轻度血管炎造成的长期代谢紊乱ꎮ 大量的研

究已证实ꎬＡＳ 的发生与饮食、血脂异常、糖尿病、高
血压各种代谢紊乱性疾病等环境因素有关ꎬ而饮食

是引起 ＡＳ 的重要环境因素ꎮ 高脂高糖饮食是目前

常见的一种生活方式ꎬ研究发现高脂饮食能够改变

肠道中定植的微生物ꎬ从而导致肠道通透性的增加

和菌群代谢产物水平的变化ꎬ激活体内多条通

路[５]ꎬ加重肥胖与 ＡＳ 的发生发展[６]ꎮ
小型猪与人的各器官系统不仅在形态结构上

相似ꎬ而且生理学功能也基本相同ꎬ特别是心血管

系统与胃肠道系统ꎬ且 ＡＳ 病变与人类 ＡＳ 病变的分

布特点相一致ꎬ并具有人类成熟斑块的特点[７]ꎮ 五

指山小型猪是我国的特色小型猪品种ꎮ 前期研究

发现五指山小型猪在饲喂高脂 ６ 个月后ꎬ会发生明

显的脂质代谢异常和炎症反应ꎬ主动脉病理可见明

显的 ＡＳ 斑块[８]ꎬ但对肠道菌群的变化尚不清楚ꎮ
为此ꎬ本研究采用高脂高糖饮食诱导五指山小型猪

ＡＳ 模型ꎬ观察五指山小型猪 ＡＳ 模型肠道菌群的变

化ꎬ为五指山小型猪在 ＡＳ 研究中的应用提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１２ 只 ３ ~ ４ 月龄普通级雄性五指山小型猪ꎬ体
重 １２ ~ １５ ｋｇꎬ购买于五指山小型猪购自海南省农

业科学院畜牧兽医研究所【ＳＣＸＫ(琼)２０１４－０００６】ꎮ
所有小型猪饲养于浙江中医药大学动物实验研究

中心普通环境设施中【ＳＹＸＫ(浙)２０１８－００１２】ꎬ室温

(２２ ± ２)℃ꎬ相对湿度 ４０％ ~ ７０％ꎬ光照黑暗交替

１２ ｈ / １２ ｈꎮ 所有饲养和操作均经过浙江中医药大

００３



中国实验动物学报 ２０２２ 年 ６ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＪｕｎｅ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３０ꎬ Ｎｏ. ３

学实验动物管理与伦理委员会审查并批准(批准

号:ＺＳＬＬ￣２０１６￣００３１)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

苏丹 ＩＶ 粉末(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ曙红 Ｙ(国药

集团化学试剂有限公司)ꎻ苏木精(上海伯奥生物科

技有限公司)ꎻ总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、甘油

三酯 ( ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ ＴＧ)、高密度脂蛋白胆固醇

(ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＨＤＬ￣Ｃ)、低密度

脂蛋白胆固醇 ( ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ
ＬＤＬ￣Ｃ)、葡萄糖 ( ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＧＬＵꎬ)、果糖胺 ( ＦＭＮꎬ
ｆｒｕｃｔｏｓａｍｉｎｅ)等生化试剂盒均购自宁波美康生物科

技股份有限公司ꎮ ＲＭ２２４５ 半自动石蜡切片机(德
国徕卡公司)ꎻＡｕｔｏｓｔａｉｎｅｒ ＸＬ 自动染色机(德国徕卡

公司)ꎻ２􀆰 ０ ＲＳ Ｎａｎａ Ｚｏｏｍｅｒ 数字切片扫描设备(日
本滨松公司)ꎻ日立 ３１００ 全自动生化分析仪(日本

日立公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＡＳ 模型的建立

五指山小型猪经适应性饲养 ８ 周后ꎬ根据体重

随机分成 ２ 组ꎬ即正常对照( ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌꎬＮＣ)组

和 ＡＳ 组ꎬ每组 ６ 只ꎮ ＮＣ 组饲喂基础饲料ꎬＡＳ 组饲

喂高脂高糖(ｈｉｇｈ ｆａｔ / ｓｕｇａｒ ｄｉｅｔꎬＨＦＳ)饲料ꎬ连续饲

喂 ２４ 周ꎬＨＦＳ 饲料配方为 １􀆰 ５％胆固醇、１５􀆰 ０％起酥

油、１０􀆰 ０％蛋黄粉、２０􀆰 ０％果糖、１􀆰 ０％食盐和 ５２􀆰 ５％
基础饲料ꎬ每组饲喂量为体重的 ２􀆰 ５％ꎬ分成两等

份ꎬ上下午各 １ 次ꎬ每 ２ 周重新称重计算饲喂量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 生化检测

造模 ２４ 周后ꎬ禁食不禁水 １６ ｈꎬ取前腔静脉血

５ ｍＬꎬ３０００ ｒｐｍꎬ离心 １０ ｍｉｎꎬ分离血清ꎬ使用日立

３１００ 全自动生化分析仪检测血清 ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬ￣Ｃ、
ＬＤＬ￣Ｃ、ＧＬＵ、ＦＭＮ 等生化指标ꎮ 同时进行糖耐量试

验ꎬ耳缘静脉注射 １􀆰 ２ ｍＬ / ｋｇ ５０％葡萄糖注射液ꎬ在
１ ~ ２ ｍｉｎ 内注射完毕ꎬ检测注射后 ０、５、１５、３０、６０、
１２０ ｍｉｎ 的血糖值ꎬ计算糖耐量曲线下面积 ( ａｒｅａ
ｕｎｄｅｒ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｃｕｒｖｅꎬＵ￣ＧＬＵ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 体重与体脂观察

造模 ２４ 周后ꎬ禁食不禁水 １６ ｈꎬ称重ꎬ行安死

术ꎬ取腹部脂肪、大网膜脂肪、肠系膜脂肪、睾丸周

边脂肪进行称重ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 组织病理观察

动物安乐死后取主动脉弓至腹主动脉髂部的

主动脉血管ꎬ经 ４％中性甲醛固定 ２４ ｈ 后ꎬ用苏丹Ⅳ
染液染色 １５ ｍｉｎ 后ꎬ拍照后用 Ｉｍａｇｅ￣ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软

件测定主动脉的脂质沉积率(脂质沉积率 ＝红染面

积 /血管总面积×１００％)ꎮ 另取部分腹主动脉血管

组织经 １０％中性甲醛固定 ２４ ｈ 后ꎬ制备 ４ μｍ 石蜡

切片ꎬ进行 ＨＥ 染色后用 ＮＤＰ. ｖｉｅｗ ２ 软件观察腹主

动脉血管组织的病变情况ꎬ并计算腹主动脉内中膜

厚度(ｉｎｔｉｍａ￣ｍｅｄｉａ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎬＩＭＴ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序及生物信息学分析

每组随机取 ３ 只动物的盲肠内容物进行 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 测序ꎬ按照 Ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ(２００)试剂盒说明从

五指山小型猪盲肠内容物中提取微生物总 ＤＮＡꎮ
琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 质量ꎬ紫外分光光度计进

行 ＤＮＡ 定量ꎮ 随后使用引物扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的

可变区(Ｖ３ 和 Ｖ４)该部分及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序交由杭

州联川生物科技有限公司完成ꎮ 对获得的原始数

据进行预处理ꎬ质量优化ꎬ舍弃低质量序列ꎬ连接序

列ꎬ过滤连接的序列ꎬ获得最终用于分析的序列ꎮ
使用 Ｖｅｒｓｅａｃｈ ｖ２􀆰 ３􀆰 ４ 软件进行过滤ꎬ将相似度大于

９７％的操作分类单元 ( ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓꎬ
ＯＴＵ)进行分类ꎬ进一步使用核糖体数据库项目分类

器给每一个 ＯＴＵ 选择一条代表序列ꎬ最终得到各

ＯＴＵ 的代表序列和对应丰度ꎮ 在 Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅａｎａｌｙｓｔ
网站上分析菌群 α￣多样性和 β￣多样性ꎬ在门和属水

平上对比两个组的差异ꎬ找出具有显著性差异的微

生物类型ꎬ默认阈值为 ０􀆰 ０５ꎮ 在联川生物云平台上

使用 ＬＥｆＳｅ ( ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅꎬ
ＬＥｆＳｅ)分析两个组之间差异丰富的微生物分类群ꎬ
使用联川 ＰＩＣＲＵＳｔ２ 功能分析预测微生物基因功

能ꎬ然后使用京都基因和基因组百科全书 (Ｋｙｏｔｏ
ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬＫＥＧＧ)数据库对

预测的基因及其功能进行注释ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均采用平均值 ± 标准误差(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ)表
示ꎬ采用 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件统计处理ꎬ组间比

较采用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 有统计学意义ꎮ
肠道菌群数据组间比较使用 ＳＴＡＭＰ ( ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ) 软 件 分 析ꎬ 采 用

Ｗｅｌｃｈ’ｓ ｔ￣ｔｅｓｔ 检验ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 具有统计学意义ꎮ 联

川云工具进行 ＬＥｆＳｅ 分析和 ＰＩＣＲＵＳｔ２ 功能富集以

及相关性聚类分析ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 血脂变化

与 ＮＣ 组相比ꎬＡＳ 组血清 ＴＣ、ＨＤＬ￣Ｃ 和 ＬＤＬ￣Ｃ

１０３
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均显著升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ但 ＴＧ 差异不显著(Ｐ >
０􀆰 ０５)(见图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 血糖、果糖胺与糖耐量的变化

与 ＮＣ 组比ꎬＡＳ 组 ＧＬＵ 和 ＦＭＮ 均显著上升(Ｐ
< ０􀆰 ０５ꎬＰ < ０􀆰 ０１)ꎻ糖耐量试验结果显示ꎬＡＳ 模型

组给糖后的血糖曲线均高于 ＮＣ 组ꎬ在 １５、６０、９０

ｍｉｎ 时具有显著性差异ꎬ且 ＡＳ 模型组 Ｇ￣ＡＵＣ 显著

高于 ＮＣ 组ꎬ(Ｐ < ０􀆰 ０５)(见图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 体重和体脂分布的变化

与 ＮＣ 组相比ꎬＡＳ 组小型猪体重、腹部脂肪、大
网膜脂肪、肠系膜脂肪、睾丸周边脂肪和总脂肪重

量均显著增加(Ｐ < ０􀆰 ０１)(见表 １)ꎮ

注:与 ＮＣ 组相比ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 各组血脂水平的变化

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:与 ＮＣ 组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下图 / 表同)

图 ２　 各组血糖、果糖胺与糖耐量的变化

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ｆｒｕｃｔｏｓｅ ａｍｉｎｅ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 １　 各组体重和体脂分布的变化

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｆａｔ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

体重(ｋｇ)
Ｗｅｉｇｈｔ(ｋｇ)

体内脂肪沉积情况(ｇ)
Ｂｏｄｙ ｆａｔ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ(ｇ)

腹部脂肪
Ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｆａｔ

大网膜脂肪
Ｏｍｅｎｔｕｍ ｆａｔ

肠系膜脂肪
Ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｆａｔ

睾丸周边脂肪
Ｇｏｎａｄａｌ ｆａｔ

总脂肪
Ｔｏｔａｌ ｆａｔ

ＮＣ 组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 １３ ± １􀆰 ５７ ７７􀆰 ５６ ± １１􀆰 ８９ １２􀆰 ０２ ± ２􀆰 ０２ ２􀆰 １８ ± ０􀆰 ４２ ５􀆰 ８９ ± ０􀆰 ４３ ９７􀆰 ６５ ± １４􀆰 ３５

ＡＳ 组
ＡＳ ｇｒｏｕｐ ４１􀆰 ３５ ± １􀆰 ８０∗∗ ６７５􀆰 １２ ± １２３􀆰 ５３∗∗ ８５􀆰 ９０ ± １３􀆰 ３７∗∗ ２３􀆰 ７６ ± ３􀆰 ９５∗∗ ２３􀆰 ５７ ± ３􀆰 １３∗∗ ８０８􀆰 ３５ ± １３７􀆰 ８２∗∗

２􀆰 ４　 主动脉血管脂质沉积的变化

主动脉血管苏丹Ⅳ染色显示ꎬＮＣ 组血管内皮

无明显红染脂质沉积ꎬ无突起ꎻ而 ＡＳ 组主动脉血管

内皮上有明显红染脂质沉积与脂质条纹ꎬ且脂质沉

积处呈斑块状突起ꎮ 定量分析结果显示ꎬＡＳ 组主动

脉血管脂质沉积率显著增加(Ｐ < ０􀆰 ０１)(见图 ３)ꎮ
２􀆰 ５　 ＡＳ 模型腹主动脉血管组织病理学观察

ＨＥ 染色结果显示ꎬＮＣ 组腹主动脉血管结构

２０３
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完整清晰ꎬ内膜内皮细胞整齐排列ꎬ未见有突起斑

块ꎬ中膜外膜平滑肌细胞排列紧密ꎬ弹力纤维层结

构完整ꎬ未见明显异常ꎮ ＡＳ 组腹主动脉血管结构

破坏ꎬ内膜内皮细胞突起ꎬ含大量泡沫细胞及炎性

细胞ꎬ增生明显ꎬ外膜平滑肌细胞与弹力纤维层

排列松散ꎮ 定量分析结果显示ꎬ与 ＮＣ 组比ꎬＡＳ
组腹主动脉血管 ＩＭＴ 显著增加(Ｐ < ０􀆰 ０１) (见图

４) ꎮ

注:Ａ:主动脉血管苏丹Ⅳ染色代表图ꎻＢ:脂质沉积率ꎮ

图 ３　 各组主动脉血管脂质沉积的变化

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｓｕｄａｎ ＩＶ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｖｅｓｓｅｌｓ. Ｂ. Ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｖｅｓｓｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:Ａ:腹主动脉血管 ＨＥ 染色代表图ꎬ右图为左图黑框的 ４０ 倍放大图ꎻＢ:内中膜厚度ꎮ

图 ４　 各组腹主动脉血管组织病理学观察

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔｉｃ ｖｅｓｓｅｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｐｉｃｔｕｒｅ ｉｓ ａｎ ｅｎｌａｒｇｅｄ ４０￣ｆｏｌｄ ｏｆ ｔｈｅ
ｂｌａｃｋ ｆｒａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｐｉｃｔｕｒｅ. Ｂ. Ｉｎｔｉｍａ￣ｍｅｄｉａ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ６　 肠道菌群的分析结果

２􀆰 ６􀆰 １　 多样性分析

α￣多样性是体现体内肠道微生物物种的个数

(丰富度)以及每个物种的数量及分布(均匀度)ꎬ常
见指标为 Ｃｈａｏ１、ＡＣＥ、Ｏｂｓｅｒｖｅｄ、Ｓｈａｎｎｏｎꎮ Ｃｈａｏ１ 是

Ｃ 用 Ｃｈａｏ１ 算法估计样本 ＯＴＵ 数量的指数ꎬ可以度

量物种类别多样性ꎮ ＡＣＥ 也是用来估计群落种

ＯＴＵ 数目的指数ꎬ与 Ｃｈａｏ１ 的算法不同ꎬ这两个指

数可以显示肠道微生物群落的丰富度ꎮ Ｏｂｓｅｒｖｅｄ 描

述的是群落中实际的 ＯＴＵ 的个数ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 可以描

述群落物种的丰富度和均匀度ꎬ相同物种丰富度的

情况下ꎬ群落中的物种均匀度越高ꎬ则多样性越大ꎮ
与 ＮＣ 组 相 比ꎬ ＡＳ 组 的 Ｃｈａｏ１、 ＡＣＥ、 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ、
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均显著降低(Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬＰ < ０􀆰 ０１)(图
５Ａꎬ５Ｂꎬ５Ｃꎬ５Ｄ)ꎮ β￣多样性分析是对不同样本之间

的微生物群落构成进行比较分析ꎮ 将各样本在属

水平下ꎬ基于 Ｂｒａｙ￣Ｃｕｒｔｉｓ ｉｎｄｅｘ 距离进行 ＰＣｏＡ 分

析ꎮ 以第一主坐标(Ａｘｉｓ１)为基准ꎬＮＣ 组与 ＡＳ 组

相距较远ꎬ表明长期的高脂高糖饮食能够使五指山

小型猪 ＡＳ 模型的肠道菌群发生(图 ５Ｅ)ꎮ
２􀆰 ６􀆰 ２　 从门水平上分析 ＡＳ 模型小型猪肠道菌群

组成变化

３０３
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将样本进行 ＯＴＵ 聚类分析ꎬ在门的水平上对

物种进行分类ꎬ五指山小型猪的盲肠内容物中的

菌群主要包括厚壁菌门 ( Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、拟杆菌门

(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、螺旋体菌门 ( Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ)、变形

杆 菌 门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ )、 放 线 菌 门

(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、广古菌门 ( Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ)、疣微

菌门(Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ)、软壁菌门(Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ)、互
养 菌 门 ( Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ )、 纤 维 杆 菌 门

(Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ)、梭杆菌门 ( Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ) 等 １１ 个

门(图 ６Ａ)ꎮ ＮＣ 组的优势菌群为厚壁菌门与拟杆

菌门ꎬ占所有菌群的 ９０􀆰 ４％ꎬＡＳ 组的优势菌群为厚

壁菌门、 变形杆菌门和拟杆菌门ꎬ 占总菌群的

９７􀆰 ２％ꎮ 与 ＮＣ 组比ꎬＡＳ 组拟杆菌门和放线菌门丰

度均明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬＰ < ０􀆰 ０１)ꎬ变形菌门丰度

则明显升高(Ｐ < ０􀆰 ０５)(图 ６Ｃ)ꎻ同时厚壁菌门 /拟
杆菌门比值亦显著升高(Ｐ < ０􀆰 ０５)(图 ６Ｂ)ꎮ

注:Ａ:ＣＨＡＯ１ꎻＢ:ＡＣＥꎻＣ:ＯｂｓｅｒｖｅｄꎻＤ:ＳｈａｎｎｏｎꎻＥ:β－多样性ꎮ

图 ５　 各组肠道菌群多样性分析

Ｎｏｔｅ. Ａ. ＣＨＡＯ１. Ｂ. ＡＣＥ. Ｃ. Ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｄ. Ｓｈａｎｎｏｎ. Ｅ. β￣ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:Ａ:门水平各菌群相对丰度柱状图ꎻＢ:厚壁菌门 / 拟杆菌门比值ꎻＣ:差异菌门ꎮ

图 ６　 各组肠道菌群在门水平上的变化

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ. Ｂ. Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ / Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ｒａｔｉｏ. Ｃ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｈｙｌｕｍ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２􀆰 ６􀆰 ３　 从属水平上分析 ＡＳ 模型小型猪的肠道菌

群组成变化

ＮＣ 组与 ＡＳ 组肠道菌群种类在属水平上分别

发现 ９５ 个和 ６９ 个属ꎬ其中普氏菌属(Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ)、瘤
胃球菌属(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ)、粪球菌属(Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ)、
考拉杆菌属 ( Ｐｈａｓｃｏｌａｒｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、埃希氏菌属

(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ)为前 １５ 个丰度较高的菌属ꎮ 与 ＮＣ 组

相比ꎬＡＳ 组黑斯伯利亚属(Ｈｅｓｐｅｌｌｉａ)、瘤胃球菌属

(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ)、毛螺菌属(Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａ＿ｉｎｃｅｒｔａｅ＿
ｓｅｄｉｓ)、假丁酸弧菌属(Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ)、颤杆菌属

(Ｏｓｃｉｌｌｉｂａｃｔｅｒ)、巴恩斯氏菌属(Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ)等 １７ 个

菌属的相对丰度显著下降(Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬＰ < ０􀆰 ０１)ꎬ沙
壤 土 杆 菌 属 ( Ｒａｍｌｉｂａｃｔｅｒ )、 鞘 氨 醇 杆 菌 属

(Ｓｐｈｉｎｇｏｒｈａｂｄｕｓ)、污水管杆菌属(Ｃｌｏａｃｉｂａｃｉｌｌｕｓ)、草
酸 杆 菌 ( Ｏｘａｌｏｂａｃｔｅｒ )、 鞘 脂 单 胞 菌 属

(Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ)、新脂醇菌属(Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ)等

１１ 个菌属的相对丰度显著上升(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ ＬＥｆＳｅ
分析 发 现 普 氏 菌 属 ( Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ )、 瘤 胃 球 菌 属

( Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ )、 考 拉 杆 菌 属

(Ｐｈａｓｃｏｌａｒｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、梭杆菌属 ( Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)
和芽绿菌属(Ｇｅｍｍｉｇｅｒ)等这些菌属在 ＡＳ 发生过程

中产生了影响(见图 ７)ꎮ

注:Ａ:ＮＣ 组与 ＡＳ 组比较韦恩图ꎻＢ:前 １５ 个菌属的相对丰度ꎻＣ:属水平菌群差异图ꎻＤ:ＬＤＡ 条形图ꎻＥ:属水平 ＬＥｆＳｅ 图ꎮ

图 ７　 各组肠道菌群在属水平的变化

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＡＳ ｇｒｏｕｐ. Ｂ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｐ １５ ｇｅｎｅｒａ. Ｃ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｒａ. Ｄ. Ｔｈｅ ＬＤＡ
ｂａｒ ｃｈａｒｔ. Ｅ. ＬＥｆＳｅ ｄｉａｇｒａｍ.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ６􀆰 ４　 肠道菌群功能预测及与 ＡＳ 相关指标的关

联分析

ＰＩＣＲＵＳｔ２ 功能分析结果显示ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬ

ＡＳ 组肠道菌群的分泌系统、多糖的生物合成和代

谢、脂多糖(ＬＰＳ)的生物合成、脂多糖生物合成蛋白

等 １５ 条途径丰度显著增加(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ而谷胱甘肽

５０３
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代谢、甘油脂代谢、初级胆汁酸的生物合成、鞘糖脂

生物合成－神经节苷脂系列、ＮＯＤ￣样受体信号通路、
硫代谢、花生四烯酸代谢、亚油酸代谢、牛磺酸和次

生牛磺酸代谢等 ３７ 条途径丰度显著降低 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)(见图 ８Ａ)ꎮ 另外ꎬ相关分析显示ꎬ草酸杆菌

属与 ＩＭＴ、ＴＣ 明显正相关ꎬ鞘氨醇单胞菌属于 ＴＣ、
ＩＭＴ、脂质沉积率明显正相关ꎬ短波单胞菌属与脂质

沉积率、果糖胺明显正相关ꎬ污水管杆菌属、未分类

的梭菌属、瘤胃球菌属、锥杆菌属、盐生孢杆菌属、
毛螺菌属与 ＴＣ、ＩＭＴ、脂质沉积、果糖胺明显相关ꎬ
巴恩斯氏菌属与 ＩＭＴ、脂质沉积、果糖胺呈负相关ꎻ
未分类的厚壁菌属与脂质沉积、果糖胺呈负相关ꎬ
黑斯伯利亚属、梭菌属和未分类的毛螺菌属与果糖

胺呈负相关(见图 ８Ｂ)ꎮ

注:Ａ:ＰＩＣＲＵＳｔ２ 预测分析肠道菌群功能ꎻＢ:肠道菌群与 ＡＳ 相关指标的关联分析ꎮ

图 ８　 肠道菌群功能预测及与 ＡＳ 相关指标的关联分析

Ｎｏｔｅ. Ａ. ＰＩＣＲＵＳｔ２ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ＰＩＣＲＵＳｔ２. Ｂ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ＡＳ
ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ＡＳ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

３　 讨论

心血管疾病( ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＶＤ)是严

重危害人类健康的一类重大疾病ꎮ ＡＳ 是 ＣＶＤ 的主

要病理基础ꎬ过度食用富含高脂、高糖的食物和某

些环境因素均会导致严重的代谢变化[９]ꎬ但这种 ＡＳ
相关性进程的起始事件却不完全清楚ꎮ 最近研究

证实肠道菌群与心脏代谢疾病密切相关[１０]ꎬ营养的

摄入、肠道菌群及宿主之间的相互作用会改变 ＣＶＤ
的发生率[１１]ꎮ 五指山小型猪具有在高脂环境下易

出现血脂紊乱、肥胖以及易形成 ＡＳ 的特点[７－８]ꎮ 本

研究采用模拟人类的高脂高糖饮食饲喂五指山小

型猪 ２４ 周后ꎬ能呈现出肥胖和体内脂肪沉积、糖脂

代谢紊乱、糖耐量异常等代谢综合征现象ꎬ主动脉

血管有明显凸起的脂质条纹ꎬ中内膜厚度增加以及

典型的 ＡＳ 病变ꎮ 由此可见ꎬ五指山小型猪 ＡＳ 模型

的血管病变与人类临床 ＡＳ 血管病变较为相似ꎮ
１６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序结果显示ꎬ高脂高糖饮食后五

指山小型猪的肠道菌群多样性明显降低ꎬ表明肠道

菌群失衡ꎮ
正常人群的肠道优势菌门为厚壁菌门和拟杆

菌门ꎬ其次是放线菌门与疣微菌门[１２]ꎬ这与五指山

小型猪的肠道菌群总体特征十分相似ꎮ 拟杆菌门

是人类及小型猪体内的优势菌种ꎬ拟杆菌能够降解

食物中的大分子碳水化合物ꎬ降解成葡萄糖和其他

易消化的小分子糖类ꎬ从而提高食物的利用率ꎮ 拟

杆菌是体内维持体内肠道微生物稳态的重要菌

群[１０]ꎬ当体内拟杆菌门特殊物种发生变化ꎬ它们在

营养消化和能量吸收等代谢功能也会发生变化ꎬ可
能会导致肥胖、糖尿病、动脉粥样硬化和神经退行

性疾病等炎症性疾病[１３]ꎮ 在肥胖人群中ꎬ厚壁菌门

与拟杆菌门的比值上升ꎬ肥胖人群的心血管患病率

也高于正常人群ꎬ冠心病患者的拟杆菌门也存在显

著下降[１４]ꎮ 同样ꎬ在高脂高糖饮食诱导的 ＡＳ 模型

猪肠道菌群的拟杆菌门显著降低ꎬ厚壁菌门与拟杆

菌门的比值显著上升ꎬ提示高脂高糖饮食诱导五指
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山小型猪出现的肥胖、糖脂代谢紊乱和 ＡＳ 的形成ꎬ
可能与拟杆菌门丰度减少和肠道菌群失调有关ꎮ
放线菌门虽在肠道微生物中所占比例较小ꎬ但放线

菌门是维持肠道屏障稳态的主要菌门之一ꎬ它还能

参与调节肠道通透性、免疫系统、新陈代谢和肠脑

轴[１５]ꎮ 在本研究也发现 ＡＳ 模型猪的放线菌门显著

下降ꎬ提示可能存在肠道通透性增加ꎬ肠道屏障稳

态被破坏的现象ꎮ 另外ꎬ健康的哺乳动物肠道含有

少量变形菌门的细菌ꎬ当这些细菌的数量较少时ꎬ
这些细菌表现为良性ꎬ但是当数量增加并改变肠道

微生物结构ꎬ会成为引发炎症的微生物[１６]ꎮ 这与本

研究中观察到五指山小型猪 ＡＳ 模型中变形菌门丰

度上升相一致ꎬ表明高脂高糖饮食会引起五指山小

型猪肠道菌群结构改变ꎬ影响肠道通透性和肠屏障

功能ꎬ促发脂质紊乱和炎症ꎬ加速 ＡＳ 形成ꎮ
肠道菌群失衡可引起肠粘膜通透性的增加ꎬ特

别是革兰氏阴性菌外膜上的脂多糖(ＬＰＳ)可进入血

液循环ꎬ引发慢性炎症与血栓形成ꎬ促进 ＡＳ 的发

生ꎻ另外ꎬＬＰＳ 也可与 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ 结合ꎬ促进脂蛋

白相关受体的表达ꎬ摄取脂质并影响胆固醇转运ꎬ
加剧泡沫细胞生成和 ＡＳ 的发生发展ꎮ 在本研究

中ꎬ观察到五指山小型猪 ＡＳ 模型中鞘氨醇杆菌属、
梭状菌属、鞘氨醇单胞菌属、新鞘氨醇菌属等革兰

阴性菌丰度的增加ꎬ能产生低毒的 ＬＰＳꎬ且与菌群功

能预测到 ＬＰＳ 的生物合成和 ＬＰＳ 生物合成蛋白途

径丰度增加相一致ꎬ推测五指山小型猪 ＡＳ 的发生

发展可能与肠道菌群失调引发的 ＬＰＳ 慢性低度炎

症有关ꎮ
进一步关联分析显示ꎬＴＣ、内中膜厚度、脂质沉

积、果糖胺与草酸杆菌属、鞘氨醇单胞菌、污水管杆

菌属、梭菌属、瘤胃球菌属等 １４ 个菌属存在关联ꎮ
Ｂｒｉａｎｄ 等[１７]研究发现ꎬ在高胆固醇血症金黄地鼠中

Ｏｘａｌｏｂａｃｔｅｒ 菌属与总胆固醇水平明显相关ꎬ这与本

研究一致ꎮ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ 的 ＤＮＡ 被发现存在于 ＡＳ
斑块与血清中ꎬ该菌可产生脂化蛋白参与体内的免

疫反应[１８]ꎬ本研究相关分析也显示该菌与 ＴＣ、ＩＭＴ
和脂质沉积关联ꎬ推测该菌可能参与血管中斑块的

生成与发展ꎮ 短波单胞菌属普遍存在于土壤和水

中ꎬ被认为无处不在ꎬ有报告发现该菌在心内膜炎

的患者血液中存在[１９]ꎬ推测该菌能够激发机体免疫

反应ꎬ参与促炎反应ꎬ从而促进脂质沉积和斑块的

发展ꎮ 瘤胃球菌属被认为与肥胖等代谢性疾病相

关ꎬ在肥胖患者中与体重和血脂呈明显正相关[２０]ꎬ

且该菌属与机体肥胖、胃肠道炎症、血脂异常、胆汁

酸代谢以及 ＡＳ 斑块发生均相关ꎬ同时瘤胃球菌属

能够通过降解纤维素产生短链脂肪酸ꎬ调节机体免

疫反应和血脂代谢[２１－２２]ꎬ影响 ＡＳ 斑块发生ꎬ同时该

菌属能够产生炎性多糖ꎬ诱导 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ 产生肿

瘤坏死因子￣α(ＴＮＦ￣α)ꎬ而 ＴＮＦ￣α 在 ＡＳ 过程中发

挥促炎作用[２３]ꎮ 相关性分析结果发现ꎬ瘤胃球菌属

与 ＴＣ、ＩＭＴ、脂质沉积和果糖胺明显相关ꎬ提示瘤胃

球菌属在五指山小型猪 ＡＳ 模型中可能通过产生短

链脂肪酸和炎性多糖参与体内糖脂代谢和 ＡＳ 斑块

形成ꎮ 最近ꎬ毛螺菌属等菌群被发现在冠状动脉粥

样硬化患者中丰度降低ꎬ且这些患者的脂多糖生物

合成蛋白、脂多糖生物合成、蛋白质折叠等途径显

著上升[２４]ꎬ同时该菌还被发现与血糖水平相关联ꎬ
并能够通过产生短链脂肪酸进而调节机体的免疫

炎症反应[２５]ꎮ 同样ꎬ在五指山小型猪 ＡＳ 模型中毛

螺菌属丰度下降ꎬ提示该菌可能参与 ＡＳ 进程中的

炎症反应ꎮ 可见ꎬ通过这些菌属与 ＡＳ 相关指标的

关联分析ꎬ为进一步寻找 ＡＳ 发生的关键靶向菌群

提供了新的方向ꎬ同时也表明了五指山小型猪 ＡＳ
的发生与肠道菌群失调有关ꎮ

综上所述ꎬ高脂高糖饮食诱导的五指山小型猪

ＡＳ 模型具有肥胖、糖脂代谢紊乱和明显的 ＡＳ 病变

的特点ꎬ其发生可能与肠道菌群失调有关ꎮ
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复方地黄颗粒对帕金森病阴虚动风证小鼠血清
环核苷酸的调节及多巴胺能神经元的修复作用

何竹青ꎬ王利ꎬ王滢迪ꎬ郇鹏飞ꎬ杨玉芳∗ꎬ何建成∗

(上海中医药大学ꎬ上海　 ２０１２０３)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨复方地黄颗粒对帕金森病(Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＰＤ)阴虚动风证小鼠血清环核苷酸

(ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ)的调节及多巴胺神经元的修复作用ꎮ 方法 　 将 ２４ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠随机分为为正常组

(Ｎｏｒｍａｌ)、模型组(ＭＰＴＰ＋ＮＳ)、治疗组(ＭＰＴＰ＋ＣＤＧ)ꎬ每组 ８ 只ꎮ 正常组小鼠注射生理盐水ꎬ模型组腹腔注射 １－甲
基－４－苯基－１ꎬ２ꎬ３ꎬ６－四氢吡啶(１￣ｍｅｔｈｙｌ￣４￣ｐｈｅｎｙｌ￣１ꎬ２ꎬ３ꎬ６￣ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅꎬＭＰＴＰ)构建 ＰＤ 动物模型ꎬ两组均每

日 １ 次ꎬ连续注射 ５ ｄꎮ 治疗组造模后给予复方地黄颗粒(Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｈｕａｎｇ ＧｒａｎｕｌｅꎬＣＤＧ)灌胃治疗ꎬ每日 １ 次ꎬ连
续给药 ７ ｄꎮ 本研究从 ＰＤ 小鼠病因、症状、客观指标检测、以方测证等方面验证该模型的中医证候属性ꎬ并探讨

ＣＤＧ 对 ＰＤ 阴虚动风证小鼠血清中环核苷酸及酪氨羟化酶表达影响ꎮ 结果　 模型组小鼠行为学、舌色度值比率、
血清环核苷酸含量、酪氨酸羟化酶含量与正常组差异显著(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 给予 ＣＤＧ 治疗后能显著改善小鼠的行为

学及相关客观指标(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 给予ＭＰＴＰ 腹腔注射制备的帕金森病阴虚动风证小鼠模型稳定、可靠ꎬＣＤＧ
能调节血清中环核苷酸含量ꎬ有效修复损伤的多巴胺能神经元ꎮ

【关键词】 　 阴虚动风证ꎻ帕金森病ꎻ病证结合ꎻ复方地黄颗粒ꎻ模型制备
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｙｃｌｉｃ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ (ｃＡＭＰ ａｎｄ ｃＧＭＰ) ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｐａｉｒ ｏｆ
ｄｏｐａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｍｏｖｉｎｇ ｗｉｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ( ＰＤ) ｂｙ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｄｉｈｕａｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｏｖｅｒａｌｌꎬ ２４ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ( Ｎｏｒｍａｌ)ꎬ ｍｏｄｅｌ
(ＭＰＴＰ ＋ ＮＳ)ꎬ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (ＭＰＴＰ ＋ ＣＤＧ) ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ｅｉｇｈｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
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ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ １￣ｍｅｔｈｙｌ￣４￣ｐｈｅｎｙｌ￣１ꎬ２ꎬ３ꎬ６￣ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ
(ＭＰＴＰ) ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ＰＤ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ. Ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ５ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ. Ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｈｕａｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅ (ＣＤＧ) ｂｙ ｇａｖａｇｅ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ. Ｔｈｅ ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｔｔｒｉｂｕｔｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｔｉｏｌｏｇｙꎬ ｓｙｍｐｔｏｍｓꎬ ｔｈｅ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘꎬ ａｎｄ ｆｏｒｍｕｌａ ｔｅｓｔ ｉｎ ＰＤ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＤＧ ｏｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｃ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＰＤ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｍｏｖｉｎｇ ｗｉｎｄ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｂｅｈａｖｉｏｒꎬ ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ ｃｈｒｏｍａ ｖａｌｕｅ ｒａｔｉｏꎬ ｓｅｒｕｍ ｃｙｃｌｉｃ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ ａｎｄ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ < ０􀆰 ０５).
ＣＤＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｍｏｖｉｎｇ ｗｉｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＭＰＴＰ ｉｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ. ＣＤＧ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｙｃｌｉｃ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｐａｉｒｓ ｄａｍａｇｅｄ
ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｙｉｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｏｖｉｎｇ ｗｉｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎻＰａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎻ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎻ
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｈｕａｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓꎻ ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 帕金森病(Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＰＤ)是第二大神

经退行性疾病ꎬ属于中医“颤证”的范畴[１－２]ꎮ 根据

本课题组前期研究发现ꎬ阴虚动风证是临床最常见

的证型[３－４]ꎮ ＰＤ 根本病机为脏腑失调ꎬ以肝肾阴虚

为主ꎬ“瘀”“痰” “毒”互结为要ꎬ为虚实夹杂之疾ꎮ
复方地黄颗粒便是基于以上理论研制并经临床反

复验证ꎬ是治疗阴虚动风证帕金森病取得良好效果

的中药复方ꎮ 动物实验发现本方通过多途径、多靶

点、多环节发挥作用ꎬ其机制具体体现在抗氧化应

激[５]ꎬ抗细胞凋亡[６]ꎬ提高自噬水平[７] 等方面ꎮ 本

研究将从对血清环核苷酸的调节及损伤的多巴胺

能神经元修复作用两方面ꎬ进一步探讨 ＣＤＧ 发挥作

用的机制ꎮ
动物模型的选择对探索 ＰＤ 的发病机制及治疗

至关重要ꎮ 病证结合动物模型ꎬ具有中医学特色ꎬ
能够体现“病”与“证”的双重特性ꎬ对探索疾病的发

展规律ꎬ探究方药作用具有重要的价值ꎮ 课题组运

用 １－甲基－４－苯基－１ꎬ２ꎬ３ꎬ６－四氢吡啶(１￣ｍｅｔｈｙｌ￣４￣
ｐｈｅｎｙｌ￣１ꎬ２ꎬ３ꎬ６￣ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅꎬＭＰＴＰ)腹腔注射

制备 ＰＤ 阴虚动风证小鼠模型ꎬ本研究通过小鼠病

因、症状、客观指标变化、以方测证方面进一步对模

型进行评价ꎬ在此基础上探讨 ＣＤＧ 的作用机制ꎬ为
其临床应用提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２４ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性健康小鼠ꎬ７ ~ ８ 周

龄ꎬ体重 ２０ ~ ２２ ｇꎬ购自上海斯莱克实验动物有限

公司【ＳＣＸＫ(沪)２０１７－０００５】ꎬ实验动物饲养及观察

于上海中医药大学实验动物中心进行【ＳＹＸＫ(沪)
２０２０－０００９】ꎮ 小鼠适应性喂养 １ 周ꎬ自由进食、饮
水ꎮ 饲养环境:室温(２３ ± ２)℃ꎬ相对湿度(５５ ±
１０)％ꎬ光照、黑夜 １２ ｈ 循环ꎮ 本实验动物饲养及操

作皆符合上海中医药大学实验动物伦理委员会的

相关审批(ＰＺＳＨＵＴＣＭ２００７１７０３７)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

１－甲基－４－苯基－１ꎬ２ꎬ３ꎬ６－四氢吡啶(Ｓｉｇｍａꎬ
Ｍ０８９６￣１００ＭＧ)ꎻｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ 试剂盒(上海威奥生

物科技有限公司ꎬＥＭ３３６２Ｓ / ＥＭ３３６３Ｓ)ꎻＴＨ(Ｓｉｇｍａꎬ
ｓｃ￣２５２６９ ＡＣ)ꎻＢｅｔａ Ａｃｔｉｎ(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ２０５３６￣１￣ＡＰ)ꎮ

病理切片机 (上海徕卡仪器有限公司ꎬ型号

ＲＭ２０１６)ꎻ体视显微镜(中国麦克奥迪公司ꎬ型号

ＭｏｔｉｃＳＭＺ￣１７１ )ꎻ 多 功 能 酶 标 仪 ( 美 国 ＢｉｏＴｅｋꎬ
Ｓｙｎｅｒｇｙ ２)ꎻ近红外双色荧光成像系统(美国 ＬＩ￣ＣＯＲ
公司ꎬＯｄｙｓｓｃｙＣＬｘ)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组及造模方法

２４ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠适应性喂养 １ 周后ꎬ采用随

机数字表将 ２４ 只小鼠ꎬ随机分成正常组(Ｎｏｒｍａｌ)、
模型组(ＭＰＴＰ＋ＮＳ)、治疗组(ＭＰＴＰ＋ＣＤＧ)ꎮ １６ 只

小鼠采用 ＭＰＴＰ 腹腔注射法制备阴虚动风证 ＰＤ 模

型ꎬＭＰＴＰ 溶于无菌生理盐水中ꎬ按 ３０ ｍｇ / ｋｇ 剂量

腹腔注射ꎬ每日 １ 次ꎬ连续 ５ ｄꎻ设正常组 ８ 只ꎬ腹腔

注射相同体积的生理盐水ꎮ
造模成功标准:在帕金森病造模成功的基础上

兼有阴虚症状[８－１０]:(１)病理上出现多巴胺神经元

的丢失ꎻ(２)小鼠出现运动迟缓、震颤、僵直等神经

行为学症状ꎻ(３)小鼠出现毛发干枯ꎬ舌象红ꎬ小便

量少色黄ꎬ大便干燥等症状ꎮ

０１３
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１􀆰 ２􀆰 ２　 复方地黄颗粒制备及给药

复方地黄颗粒 ( Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｈｕａｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅꎬ
ＣＤＧ)ꎬ由熟地黄ꎬ白芍ꎬ钩藤ꎬ珍珠母ꎬ丹参ꎬ石菖

蒲ꎬ全蝎组成ꎬ由国家中药工程技术研究中心制备ꎮ
小鼠每日用量:参考«定量药理学» (孙瑞元.

«定量药理学»北京:人民卫生出版社ꎬ１９８７ ∶ ２４７)
计算ꎮ 小鼠每日用量＝标准体重成人每日用量 × １ /
３８８ꎮ

治疗组小鼠造模后按 １０ ｇ / ｋｇ 剂量给予复方地

黄颗粒灌胃ꎬ其它小鼠给予同等剂量的生理盐水灌

胃ꎬ每日 １ 次ꎬ给药 １ 周ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 行为学检测

旷场实验(ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ):旷场实验在 ３０ ｃｍ ×
３０ ｃｍ 的旷场中进行ꎮ 实验前小鼠先适应环境 １ ｈꎬ
开始时将小鼠放于旷场中心ꎬ摄像头记录小鼠运动

情况 ５ ｍｉｎꎮ 实验后得到实时录像ꎬ分析其距离中心

点的运动距离及中心区域的停留时间ꎮ
爬杆实验(ｐｏｌｅ ｔｅｓｔ):将小鼠头朝上置于杆上ꎬ

训练小鼠学会掉头以及爬完全杆路程ꎬ每只小鼠训

练 ３ 次ꎬ每次间隔 １ ｈꎮ 记录各组小鼠治疗后掉头时

间以及爬完全程所用时间ꎬ每只小鼠测试 ３ 次ꎬ取平

均值为最终结果ꎮ
各组小鼠造模前连续 ３ ｄ 进行行为学训练ꎬ治

疗结束后对其进行行为学检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 微舌象采集

运用 ＭｏｔｉｃＳＭＺ￣１７１ 体视显微镜ꎬＭｏｔｉｃ Ｉｍａｇｅｓ
Ｐｌｕｓ ３􀆰 ０(×６４)软件ꎬ治疗结束后ꎬ在同一光源下进

行小鼠舌苔的拍摄ꎮ 将所拍摄照片输入电脑ꎬ采用

Ａｄｏｂｅ Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ. ２０２０. 图像软件ꎮ 图像舌面从舌尖

到舌根均等分为 ５ 等份ꎬ取中间 １ / ５ 的面积作为舌

象的量化分析域[１１]ꎬ读取 Ｒ１、Ｇ１、Ｂ１[１２](分别代表

红、蓝、绿三种基本颜色)数值ꎬ分别进行红色度 Ｒ
的计算:Ｒ ＝ Ｒ１ / (Ｒ１＋Ｇ１＋Ｂ１)、绿色度 Ｇ 计算:Ｇ ＝
Ｇ１ / (Ｒ１＋Ｇ１＋Ｂ１)和蓝色度 Ｂ 的计算:Ｂ ＝ Ｂ１ / (Ｒ１＋
Ｇ１＋Ｂ１)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 环核苷酸含量检测

各组小鼠取血ꎬ静置 ２ ｈ 后ꎬ－４℃ 状态下离心

(３０００ ｒｐｍꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ取上清液－８０℃冰箱保存待测ꎮ
ＥＬＩＳＡ 法检测各组小鼠中环核苷酸ꎬ环磷酸腺苷

(ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓ￣ｐｈａｔｅꎬｃＡＭＰ)、环磷酸鸟

苷(ｃｙｃｌｉｃ ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬｃＧＭＰ)含量ꎬ并
计算 ｃＡＭＰ / ｃＧＭＰ 值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 多巴胺能神经元损伤评估

小鼠纹状体装离心管放液氮中ꎬ－８０℃ 冰箱保

存ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测小鼠纹状体中酪氨羟化酶

(ＴＨ)蛋白表达水平ꎮ 灌流后取小鼠全脑ꎬ放入 ４％
多聚甲醛固定ꎬ分别经 ２０％蔗糖、３０％蔗糖脱水后冰

冻切片机切片ꎬ取小鼠黑质层面进行免疫组化

(ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬＩＨＣ)法检测阳性 ＴＨ＋多巴胺

能神经元细胞ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件统计ꎬ实验数据以

平均值 ± 标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎮ 多组数据采用单因

素方差分析(Ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅꎬＯｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)ꎬ或双因素方差分析( Ｔｗｏ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅꎬＴｗｏ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 为具有统计学

意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠行为学检测

小鼠的运动轨迹显示ꎬ与正常组相比ꎬ模型组

小鼠运动距离减少ꎬ中心区域停留时间增加ꎬ经治

疗后ꎬ运动、探索能力得到改善ꎬ差异具有显著性(Ｐ
< ０􀆰 ００１)ꎮ 模型组小鼠的反应力较正常组减弱ꎬ运
动迟缓ꎬ具体表现在转头时间、爬杆时间明显增加ꎬ
经过治疗后运动能力改善(Ｐ < ０􀆰 ００１)(见图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 小鼠微舌象及舌色度值分析

经舌色度值分析发现ꎬ与正常组小鼠相比ꎬ模
型组小鼠舌色红色度值比例明显升高ꎬ绿色度值比

值 Ｇ、蓝色度比值 Ｂ 明显低于正常组小鼠 (Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 与模型组相比ꎬ治疗组小鼠舌色红色度值

比例明显降低ꎬ绿色度值比值 Ｇ、蓝色度比值 Ｂ 升高

(Ｐ < ０􀆰 ０１)(见图 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 环核苷酸(ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ)表达

与正常组相比ꎬ模型组小鼠血清中 ｃＡＭＰ 明显

升高(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ而 ｃＧＭＰ 显著下降(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ
且模型组 ｃＡＭＰ / ｃＧＭＰ 比值明显高于正常组(Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎮ 经过治疗后ꎬｃＡＭＰ 下降ꎬｃＧＭＰ 升高ꎬ其
比值较模型组明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０５)(见图 ３)ꎮ
２􀆰 ４　 多巴胺能神经元损伤评估

ＩＨＣ 显示ꎬ与正常组相比ꎬ模型组小鼠黑质

致密部 ＴＨ＋阳性多巴胺神经元细胞数量减少( Ｐ
< ０􀆰 ００１ ) ꎬ 经 治 疗 后ꎬ 其 含 量 显 著 增 加 ( Ｐ <
０􀆰 ０１ꎬｎ ＝ ３) ꎮ 模型组小鼠纹状体内 ＴＨ 蛋白表

达明显低于正常组ꎬ治疗后含量增加(Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ
ｎ ＝ ３) (见图 ４) ꎮ
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注:Ａ: 小鼠运动轨迹ꎻＢ: 旷场实验ꎻＣ: 爬杆实验ꎻ与正常组相比ꎬ※※※Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻ与模型组相比ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ (下图同)

图 １　 各组小鼠行为学检测

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｍａｐ ｏｆ ｍｉｃｅ. Ｂ. Ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ. Ｃ. Ｐｏｌｅ ｔｅｓｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ※※※Ｐ < ０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:与模型组相比ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 ２ 小鼠微舌象及舌色度值分析结果

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｔｏｎｇｕｅ ｉｍａｇｅ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｉｃｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｏｎｇｕｅ ｃｏｌｏｒ ｉｎ ｍｉｃｅ

注:与模型组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ (下图同)

图 ３ 环核苷酸表达及比值

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒａｔｉｏ
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注:Ａ: 酪氨酸羟化酶在黑质致密部表达ꎻＢ: 酪氨酸羟化酶在纹状体内表达ꎻ与正常组相比ꎬ※Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 酪氨酸羟化酶表达

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＨ ｉｎ ＳＮｐｃ. Ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＨ ｉｎ ｓｔｒｉａｔｕｍ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ※Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＨ

３　 讨论

ＰＤ 是第二大神经退行性疾病ꎬ病因多样ꎬ发病

机制复杂[１３]ꎬ中医将其归属于“颤证”范畴ꎮ 西药

短期内对改善 ＰＤ 症状有效ꎬ但长期使用副作用较

多ꎬ不能缓解患者病情ꎬ严重影响了其临床运用的

顺从性ꎮ 中医治疗 ＰＤ 强调辨证论治ꎬ早期中医药

的干预可扼发病之势[１４]ꎬ中晚期协同西药增效减

毒ꎬ避免、缓解并发症状[１５－１６]ꎮ 何建成教授认为ꎬ
“虚”“瘀”“痰” “毒”贯穿 ＰＤ 发病总过程ꎬ肝肾阴

虚ꎬ脏腑功能失调为本ꎬ肝风、痰浊、瘀热、毒聚络损

为实[１７]ꎮ 何建成教授研制的复方地黄颗粒(ＣＤＧ)
具有补肾养肝ꎬ息风止颤ꎬ化痰活血ꎬ通络解毒之

功ꎮ 临床运用 ＣＤＧ 能改善 ＰＤ 患者症状ꎬ联合西药

美多芭“增效减毒”ꎬ对 ＰＤ 患者有一定的神经保护

作用[１８]ꎮ
病证结合动物模型是现阶段中医药基础研究

的重要载体[１９]ꎮ 神经毒素 ＭＰＴＰ 制备 ＰＤ 小鼠动

物模型是目前研究者常用的建模方法[２０]ꎮ ＭＰＴＰ
能通过血脑屏障ꎬ生成代谢产物 ＭＰＰ ＋ꎬ抑制线粒体

呼吸链复合体Ⅰ的活性ꎬ导致氧化应激和 ＡＴＰ 生成

的减少ꎬ造成多巴胺能神经元死亡[２１]ꎮ 课题组前期

运用 ＭＰＴＰ 腹腔注射制备 ＰＤ 阴虚动风证小鼠模

型[１０]ꎮ 本实验进一步从小鼠的病因、行为学、舌象

等对该模型进行验证ꎬ在此基础上探讨 ＣＤＧ 治疗

ＰＤ 阴虚动风证小鼠的作用机理ꎮ 结果显示:造模

后小鼠病理显示多巴胺能神经元丢失ꎬ同时具备 ＰＤ
阴虚证的典型症状ꎮ 如造模后小鼠 ＴＨ 表达减少ꎬ
出现颤动、运动迟缓、抓握能力较差、便秘、毛色干

枯、舌红、小便量少、大便干燥等症状ꎮ 给予 ＣＤＧ 治

疗后ꎬ小鼠舌红色度值明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ运动综

合能力得到显著改善(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬＴＨ 表达增加(Ｐ
< ０􀆰 ０１)ꎮ 这说明 ＣＤＧ 在一定程度上能改善小鼠阴

虚症状ꎬ减轻小鼠多巴胺神经元的损伤ꎮ
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环核苷酸( ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ)可调节细胞功能ꎬ与
机体神经内分泌系统的功能密切相关[２２]ꎮ 本研究

对小鼠血清中环核苷酸测定ꎬ发现模型组小鼠血清

中 ｃＡＭＰ 明显升高ꎬｃＧＭＰ 显著下降ꎮ 已有的研究

表明ꎬｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ 两者作用常具有拮抗性ꎬ类似于

中医阴阳相互制约的关系ꎬ多数的研究将其作为判

断中医阴虚、阳虚证候的关键指标之一[２３－２４]ꎮ 本研

究中 ｃＡＭＰ / ｃＧＭＰ 比 值 明 显 高 于 正 常 组 ( Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎬ提示本模型具有阴虚特性ꎮ 给予 ＣＤＧ 干预

之后ꎬ血清 ｃＡＭＰ 明显下降ꎬｃＧＭＰ 升高ꎬ两者比值

降低(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎮ 提示 ＣＤＧ 可能通过调节血清环

核苷酸(ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ)含量改善小鼠阴虚的症状ꎮ
ＰＤ 发生的根本原因在于黑质中多巴胺能神经

元的变性缺失[２５]ꎮ ＴＨ 为多巴胺合成的限速酶ꎬ
ＭＰＴＰ 在体内形成的代谢产物能抑制 ＴＨ 的活性降

低多巴胺含量[２６]ꎬ因此ꎬＴＨ 含量在一定程度上反映

了多巴胺神经元的数量[２７]ꎮ 本研究分别用 ＩＨＣ、
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测小鼠黑质、纹状体中 ＴＨ 含量ꎬ
结果显示ꎬ模型组小鼠黑质中阳性 ＴＨ＋多巴胺能神

经元细胞数量减少ꎬ纹状体内 ＴＨ 蛋白水平表达降

低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ治疗后ꎬ两者表达皆明显增加(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ这表明 ＣＤＧ 能修复 ＰＤ 阴虚动风证小鼠损

伤的多巴胺能神经元ꎮ
综上ꎬ本研究进一步从 ＰＤ 小鼠病因、症状、客

观指标检测、以方测证等方面验证该模型的中医证

候属性ꎬ本模型可靠、稳定ꎮ 复方地黄颗粒ꎬ方以补

肾养肝为主ꎬ祛痰、化瘀、解毒为辅ꎬ其治疗切中帕

金森病的根本病机ꎮ 本研究证实复方地黄颗粒治

疗 ＰＤ 阴虚动风证小鼠疗效显著ꎬ能调节血清中环

核苷酸含量ꎬ有效修复损伤的多巴胺神经元ꎮ
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究中华眼镜蛇毒对大鼠凝血功能的影响ꎮ 方法　 体外实验采用中华眼镜蛇毒及其分离峰

与大鼠全血孵育ꎬ测定血栓弹力图ꎻ体内采用尾静脉或肌肉注射眼镜蛇毒ꎬ取不同时间点全血测定血栓弹力图ꎻ取
体内外实验分离的血浆测定 ＬＤＨ 活力、血红蛋白、ｖＷＦ、Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 含量并采用酶切发色底物法测定凝血相关酶活

性ꎮ 结果　 体内外实验结果表明ꎬ眼镜蛇毒及其部分分离峰可明显引起大鼠凝血功能的异常ꎬ表现为凝血因子减

少、纤维蛋白原水平低下、血小板功能减弱ꎻ同时大鼠血浆血红蛋白含量及 ＬＤＨ 活力显著升高ꎮ 体外实验中眼镜

蛇毒及其部分分离峰可显著下调酶切凝血酶及纤溶酶底物活性ꎮ 体内实验中肌肉注射后血浆中 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 含量

０􀆰 ５ ｈ 时显著升高ꎬ酶切凝血因子Ⅹａ 底物活性 ６ ｈ 内显著上调ꎻ尾静脉注射后血浆酶切凝血酶底物活性 ２ ｈ 内显著

上调ꎬ６ ｈ 内 ｖＷＦ 含量明显升高ꎮ 结论　 中华眼镜蛇毒能明显引起大鼠凝血功能的异常ꎬ其作用主要与激活凝血

系统导致凝血因子消耗、纤维蛋白原减少以及血小板消耗等有关ꎮ
【关键词】 　 中华眼镜蛇毒ꎻ凝血功能ꎻ蛇伤ꎻ血栓弹力图
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Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｍｅｔｈｏｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｏｆ ｉｔｓ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ａ ｌａｃｋ ｏｆ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎꎬ ａｎｄ ｌｏｗｅｒｉｎｇ
ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｃｏｕｎｔ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ.
Ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ａｎｄ ｉｔｓ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ａｎｄ Ｓ２２５１. Ｉｎ
ｖｉｖｏꎬ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ３０ ｍｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２７６５ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ６ ｈ. Ａｆｔｅｒ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８
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ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｗｉｔｈｉｎ ２ ｈ ａｎｄ ｖＷＦ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｗｉｔｈｉｎ ６ ｈ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ
ｉｎｄｕｃｅｓ ａｎ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ. Ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍꎻ ｂｌｏｏｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎻ ｓｎａｋｅｂｉｔｅꎻ ｔｈｒｏｍｂｏｅｌａｓｔｏｇｒａｍ.
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 蛇伤是危害劳动者生命健康的全球公共卫生

问题ꎬ根据世界卫生组织报道ꎬ每年毒蛇咬伤多达

２７０ 万人ꎬ其中眼镜蛇伤较为普遍[１]ꎮ 在我国ꎬ眼镜

蛇伤的发病率居蛇伤的第二位(１６􀆰 ６８％)ꎬ病死率

为 １􀆰 ６％ꎬ其临床表现主要有局部水肿ꎬ坏死ꎬ麻痹ꎬ
运动障碍等[２－３]ꎮ 临床眼镜蛇伤患者中有的表现出

凝血功能的异常[４]ꎬ而有的患者没有表现出凝血功

能的异常[５]ꎬ由于临床蛇伤的复杂性ꎬ对于凝血功

能的异常是否是眼镜蛇伤的必然结果并没有明确

的结论ꎬ迄今关于眼镜蛇毒对凝血功能的影响研究

较少ꎬ且早期研究大多采用血浆测定凝血 ４ 项[６－７]ꎬ
测定过程无血细胞参与ꎬ无法完全反映凝血变化过

程ꎬ因此有必要进一步开展眼镜蛇毒对凝血功能的

影响研究ꎮ 本研究基于全血凝血功能测定的方法ꎬ
进行眼镜蛇毒对大鼠凝血功能的影响ꎬ以期为临床

救治及相关新药研究提供科学参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

８０ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重 １８０ ~
２００ ｇꎬ购于北京华阜康生物科技股份有限公司

【ＳＣＸＫ(京)２０１９－０００８】ꎮ ＳＰＦ 级饲料购于北京华

阜康生物科技股份有限 公 司 【 京 饲 证 ( ２０１９ )
０６０７６】ꎬ饲养环境:相对湿度 ４０％ ~ ７０％ꎬ温度控制

在 ２２ ~ ２５℃ꎬ饲养期间各组大鼠自由饮水ꎬ饲养于

贵州医科大学天然产物化学重点实验室 【 ＳＹＸＫ
(黔)２０１８－０００１】ꎮ 实验动物方案经贵州医科大学

实验动 物 伦 理 委 员 会 审 查 通 过 ( 审 批 号: Ｎｏ.
２１０１０８２)ꎬ动物福利均符合相关实验动物管理

条例ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

中华眼镜蛇毒(Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ)冻干粉(贵州

省中国科学院天然产物化学重点实验室)ꎬ蛋白分

离介质 ＳＰ Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ (ＧＥ Ｈｅａｔｈｃａｒｅ 公司ꎬ美
国)ꎬ血栓弹力图试剂盒普通杯(北京乐普生物科技

有限公司ꎬ中国)ꎬ乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)试剂盒(南京

建成生物工程研究所有限公司ꎬ中国)ꎬｖＷＦ 以及

Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 试剂盒 (武汉基因美科技有限公司ꎬ中
国)ꎻ纤维蛋白原( ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎꎬＦＩＢ)试剂盒(上海太

阳生物技术有限公司ꎬ中国)ꎬ纤溶酶底物 Ｓ２２５１、凝
血因子Ⅹａ 底物 Ｓ２７６５、凝血酶底物 Ｓ２２３８、组织型

纤溶酶原激活剂底物 Ｓ２２８８、血浆激肽酶底物底物

Ｓ２３０２(上海船夫生物技术有限公司ꎬ中国)ꎬ其他所

用试剂均为国产分析纯ꎬ符合实验要求ꎮ
ＣＦＭＳ ＬＥＰＵ￣８８００ 血栓弹力图仪(北京乐普生

物科技有限公司ꎬ中国)ꎬＳｐｅｃｔｒａ ＭＡＸ￣１９０ 连续波长

酶标仪(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司ꎬ美国)ꎬＭｉｌｌｉ Ｑ 超纯

水系统(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎬ美国)ꎬ５８１０Ｒ 冷冻离心机

(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎬ德国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 眼镜蛇毒及其分离峰制备

称取 ０􀆰 １ ｇ 眼镜蛇蛇毒冻干粉溶于 １ ｍＬ ＰＢＳ
缓冲液ꎬ３０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清分装冻存ꎮ

经 ＳＰ Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 柱分离眼镜蛇毒ꎬ参照文

献[８]收集样品ꎬ编号为 ＦⅠ~ ＦⅦꎮ 测定 ＯＤ 值后换

算成蛋白含量ꎬ再使用含 ０􀆰 １５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的醋酸钠

缓冲液稀释成所需要的浓度后分装冻存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物样本采集

(１)体外实验:１０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠适应

性喂养 ３ ｄ 后禁食 １２ ｈꎬ腹腔注射 １０ ｍｇ / ｍＬ 戊巴比

妥钠麻醉ꎬ经腹主动脉取血ꎬ枸橼酸钠抗凝管中混

匀ꎬ每两只混合后共制备 ６０ ｍＬ 全血ꎬ一共 ５ 批全血

供实验使用ꎮ 取眼镜蛇蛇毒、ＦⅠ~ ＦⅦ分离峰不同

浓度 ５０ μＬ 加入至 １ ｍＬ 大鼠全血中ꎬ以 ＰＢＳ 为对

照ꎬ混匀ꎬ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ取 ３４０ μＬ 血样测定血栓

弹力图ꎬ其余血样 ３０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清分

装冻存ꎮ
实验设置眼镜蛇蛇毒高、中、低剂量组为 １２５、

１２􀆰 ５、１􀆰 ２５ μｇ / ｍＬꎻＦⅠ ~ ＦⅦ为 ２５ μｇ / ｍＬꎻＦＩ 高、
中、低剂量组为 ２５、２􀆰 ５、０􀆰 ８ μｇ / ｍＬꎻＦⅥ高、中、低剂

量组为 ５０、２５、１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎮ 上述浓度均为终浓度ꎮ
(２)体内实验:７０ 只 ＳＤ 大鼠适应性喂养 ３ ｄꎬ

随机分为肌肉注射组、尾静脉注射组和 ＰＢＳ 对照

组ꎬ每组 ６ ~ ９ 只不等ꎬ分别将眼镜蛇毒 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ
一次性尾静脉注射和 １ ｍｇ / ｋｇ 一次性肌肉注射至大

７１３
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鼠体内ꎬ于注射后 ０􀆰 ５、１、２、６ ｈ 取血ꎬ将血样混匀后

取 ３４０ μＬ 血样进行血栓弹力图测定ꎬ其余血样

３０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清分装冻存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 血栓弹力图(ＴＥＧ)测定

血栓弹力图普通杯测试试剂盒恢复至室温ꎬ血
栓弹力图仪升温至 ３７℃ꎬ取全血血样 １ ｍＬ 与试剂 １
混合ꎬ颠倒 ４ ~ ５ 次后静置 ４ ｍｉｎꎬ取 ３４０ μＬ 血样加

入普通杯杯槽中ꎬ加入 ２０ μＬ 试剂 ２ꎬ测定血栓弹

力图ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＬＤＨ 活性测定

取体内或体外制备的大鼠血浆按照酶活测定

方法测定 ＬＤＨ 活性ꎮ
按式(１)计算 ＬＤＨ 活性(Ｕ / Ｌ):

ＬＤＨ 活性 ＝
测定 ＯＤ４５０ － 对照 ＯＤ４５０

标准 ＯＤ４５０ － 空白 ＯＤ４５０

× ０􀆰 ２ × １０００(１)

１􀆰 ２􀆰 ５　 血浆血红蛋白含量测定

表 １　 ＦⅠ~ ＦⅦ血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ｏｆ ＦⅠ~ ＦⅦ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凝血因子激活时间(ｍｉｎ)
Ｒ(ｍｉｎ)

血块形成速率(ｍｉｎ)
Ｋ(ｍｉｎ)

血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００ ７９􀆰 ４７ ± ０􀆰 ８０ ７５􀆰 １０ ± ３􀆰 ０５ ６􀆰 ００ ± ０􀆰 ３６
ＦⅠ ３０􀆰 １３ ± ２􀆰 １５∗∗ － － － －
ＦⅡ ２􀆰 ０３ ± ０􀆰 ２１ １􀆰 ０７ ± ０􀆰 ３８ ７５􀆰 ９３ ± ５􀆰 ５７ ７０􀆰 ０３ ± ３􀆰 ９９ ４􀆰 ８０ ± １􀆰 ０４
ＦⅢ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 ５０ １􀆰 １０ ± ０􀆰 ３０ ７５􀆰 ０３ ± ３􀆰 ７５ ７０􀆰 ４０ ± ３􀆰 ７０ ４􀆰 ６０ ± ０􀆰 ７０∗

ＦⅣ ３􀆰 ５７ ± １􀆰 １０ １􀆰 ３０ ± ０􀆰 ３６ ７１􀆰 ６３ ± ４􀆰 ４４∗ ６９􀆰 ２７ ± ４􀆰 ２０ ３􀆰 ２７ ± ０􀆰 ７８∗∗

ＦⅤ ３􀆰 ２３ ± ０􀆰 ８１ １􀆰 １０ ± ０􀆰 １７ ７３􀆰 ９０ ± １􀆰 ９５∗∗ ６９􀆰 ９７ ± ２􀆰 ９７ ３􀆰 ８３ ± ０􀆰 ５５∗∗

ＦⅥ ３􀆰 ５７ ± ０􀆰 ６８∗ １􀆰 ６３ ± ０􀆰 ４２ ６５􀆰 ４０ ± ４􀆰 ０３∗∗ ６７􀆰 １７ ± ２􀆰 ０６∗ ２􀆰 ４７ ± ０􀆰 ９５∗∗

ＦⅦ ２􀆰 ６７ ± ０􀆰 ４２∗ ０􀆰 ８７ ± ０􀆰 １２ ７６􀆰 ５７ ± ３􀆰 ２７ ７３􀆰 ０３ ± ２􀆰 ６８ ４􀆰 ８３ ± ０􀆰 ３２∗

注:与空白组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下表同)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ)

　 　 取体内或体外制备的血浆用 ＰＢＳ 稀释 １０ 倍后

取 ２００ μＬ 加入 ９６ 孔板ꎬ于 ４１２ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ
以 Ａ４１２ ｎｍ 值表示血红蛋白含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 酶切发色底物活性测定

参照文献[９]ꎬ取体内或体外制备的血浆采用单

一时间点法和酶动力学方法测定酶切纤溶酶底物

Ｓ２２５１、凝血因子Ⅹａ 底物 Ｓ２７６５、凝血酶底物 Ｓ２２３８、
组织型纤溶酶原激活剂底物 Ｓ２２８８、血浆激肽酶底

物 Ｓ２３０２ 活 性ꎬ 以 １ ｍｇ / ｍＬ 原 矛 头 蝮 蛇 毒

(Ｐｒｏｔｏｂｏｔｈｒｏｐｓ ｍｕｃｒｏｓｑｕａｍａｔｕｓ ｖｅｎｏｍꎬＰＭＶ)为阳性

对照ꎬＰＢＳ 为阴性对照ꎬ取血浆 ２０ μＬ 或 ４０ μＬ、相
关底物 ４０ μＬ 或 ２０ μＬ、ＰＢＳ ４０ μＬꎬ总体系为 １００
μＬꎬ混匀后 ３７℃恒温避光孵育ꎬ设置孵育时间 ４ 或

６ ｈ、间隔检测时间 １５ 或 ３０ ｍｉｎ 测定 Ａ４０５ ｎｍꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＦＩＢ、Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ、ｖＷＦ 含量

取制备的血浆采用 ＥＬＩＳＡ 法测定 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ、

ｖＷＦ 含量ꎬ采用凝固法测定 ＦＩＢ 含量ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据以平均值 ± 标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎮ 采

用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 表示差

异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 眼镜蛇毒分离峰的制备

眼镜蛇毒经 ＳＰ Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 分离后获得 ７ 个

主要分离峰(图 １)ꎮ 命名为 ＦⅠ~ ＦⅦꎮ

图 １　 眼镜蛇毒 ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 层析图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｏｎ￣ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ
ｏｎ ａ ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ ｃｏｌｕｍｎ

２􀆰 ２　 体外实验结果

２􀆰 ２􀆰 １　 血栓弹力图结果

表 １ 显示ꎬ与空白组相比ꎬＦⅠ、ＦⅥ、ＦⅦ分离峰

能显著延长 Ｒ 值(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ提示凝血因子性低

凝ꎮ ＦⅣ、ＦⅤ、ＦⅥ分离峰显著减小 Ａｎｇｌｅ 值(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ表明纤维蛋白原功能性低凝ꎮ ＦⅢ、ＦⅣ、
ＦⅤ、ＦⅥ、ＦⅦ分离峰 ＣＩ 值显著减小(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ提
示血液处于低凝状态ꎮ

表 ２ 可知ꎬ与空白组相比 ＦⅠ(２５、２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)
及 ＦⅥ(５０ μｇ / ｍＬ)均延长 Ｒ 值(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 除 ＦⅠ
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(２５ μｇ / ｍＬ)ꎬＦⅠ、ＦⅥ其余各浓度均增大 Ｋ 值(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ减小 Ａｎｇｌｅ 值(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ提示纤维蛋白原

功能性低凝ꎮ ＦⅥ(５０、２５ μｇ / ｍＬ) 减小 ＭＡ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ提示血小板性低凝ꎮ ＦⅠ、ＦⅥ各浓度均降低

ＣＩ 值(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
表 ３ 显示ꎬ眼镜蛇毒(１２５、１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)延长 Ｒ

值( Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ ３ 个浓度均降低 Ａｎｇｌｅ 值 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ降低 ＣＩ 值(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ且浓度越大ꎬＣＩ 值

越小ꎮ
图 ２ 可知眼镜蛇毒 １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、ＦⅠ ２􀆰 ５ μｇ /

ｍＬ、ＦⅥ ２５ μｇ / ｍＬ 浓度下血栓弹力图与对照组相比

均产生明显变化ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＬＤＨ 结果

图 ３ 显示ꎬ与空白组相比ꎬ眼镜蛇蛇毒(１２５、
１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)、ＦⅠ (２５、２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)、ＦⅣ及 ＦⅦ分离

峰孵育后血浆显著增高 ＬＤＨ 活力(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ

表 ２　 ＦⅠ和ＦⅥ血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ｏｆ ＦⅠ ａｎｄ ＦⅥ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凝血因子激活时间(ｍｉｎ)
Ｒ(ｍｉｎ)

血块形成速率(ｍｉｎ)
Ｋ(ｍｉｎ)

血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０６　 ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００　 ７９􀆰 ４７ ± ０􀆰 ８　 ７５􀆰 １０ ± ３􀆰 ０５ ６􀆰 ００ ± ０􀆰 ３６　

ＦⅠ

２５􀆰 ０ ３０􀆰 １３ ± ２􀆰 １５∗∗ －　 － － －　
２􀆰 ５ ２􀆰 ８０ ± ０􀆰 ２６∗∗ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ２１∗ ６６􀆰 ６７ ± ２􀆰 ７４∗∗ ６４􀆰 ７７ ± ６􀆰 ３８ ２􀆰 ７０ ± ０􀆰 ９５∗∗

０􀆰 ８ ３􀆰 ２０ ± ０􀆰 ９５ １􀆰 ４３ ± ０􀆰 ２１∗ ７０􀆰 ４３ ± ２􀆰 １９∗∗ ６８􀆰 ７７ ± ２􀆰 １１∗ ３􀆰 ３３ ± ０􀆰 ５０∗∗

ＦⅥ

５０􀆰 ０ ３􀆰 ０７ ± ０􀆰 １５∗∗ １􀆰 ７０ ± ０􀆰 １０∗∗ ６６􀆰 ６７ ± ２􀆰 ２０∗∗ ６０􀆰 ４３ ± ６􀆰 １６∗ ２􀆰 ０３ ± ０􀆰 ９１∗∗

２５􀆰 ０ ３􀆰 ０７ ± ０􀆰 ６４ １􀆰 ３７ ± ０􀆰 １２∗ ６８􀆰 ６０ ± ３􀆰 ３９∗∗ ６７􀆰 １０ ± ２􀆰 １７∗ ３􀆰 １０ ± ０􀆰 ２６∗∗

１２􀆰 ５ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 ３２ １􀆰 ３７ ± ０􀆰 １５∗ ７０􀆰 ９０ ± １􀆰 ０８∗∗ ６７􀆰 ５３ ± ８􀆰 ５１ ３􀆰 ８３ ± ０􀆰 ９２∗

表 ３　 眼镜蛇毒不同浓度血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凝血因子激活时间(ｍｉｎ)
Ｒ(ｍｉｎ)

血块形成速率(ｍｉｎ)
Ｋ(ｍｉｎ)

血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０６　 ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００　 ７９􀆰 ４７ ± ０􀆰 ８０　 ７５􀆰 １０ ± ３􀆰 ０５　 ６􀆰 ００ ± ０􀆰 ３６　

眼镜蛇毒
Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ

１２５􀆰 ００ ６􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０６∗∗ ２􀆰 ４０ ± ０􀆰 ４４∗ ５９􀆰 ８７ ± ５􀆰 ２０∗ ６３􀆰 ０３ ± ５􀆰 ４５∗ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ４０∗∗

１２􀆰 ５０ ３􀆰 ６３ ± ０􀆰 ２９∗∗ １􀆰 ６０ ± ０􀆰 ６０ ６５􀆰 ２３ ± ２􀆰 ９８∗∗ ７１􀆰 ４０ ± ３􀆰 ９１ ２􀆰 ９３ ± ０􀆰 ７２∗∗

１􀆰 ２５ ２􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００ １􀆰 １３ ± ０􀆰 ０６∗∗ ７４􀆰 ３０ ± ０􀆰 ７２∗∗ ６９􀆰 ５０ ± ０􀆰 ８５∗ ４􀆰 １０ ± ０􀆰 １０∗∗

注:Ａ:对照ꎻＢ:眼镜蛇毒 １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎻＣ:ＦⅠ ２􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎻＤ:ＦⅥ ２５ μｇ / ｍＬ

图 ２　 体外孵育后大鼠全血血栓弹力图变化

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｂ. Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ １２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ. Ｃ. ＦⅠ ２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ. Ｄ. ＦⅥ ２５ μｇ / ｍＬ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ＴＥＧ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

２􀆰 ２􀆰 ３　 血红蛋白含量

图 ４ 可知眼镜蛇蛇毒 ( １２５、 １２􀆰 ５、 １􀆰 ２５ μｇ /
ｍＬ)、ＦⅠ(２５、２􀆰 ５、０􀆰 ８ μｇ / ｍＬ)、ＦⅡ、ＦⅣ、ＦⅥ(５０、
２５、１２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ)及 ＦⅦ分离峰血红蛋白含量显著升

高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 酶切发色底物活性测定结果

由图 ５Ａ、５Ｂ、５Ｃ、５Ｄ 可知与空白组相比眼镜蛇

毒(１２５、１２􀆰 ５、１􀆰 ２５ μｇ / ｍＬ) 及 ＦⅥ分离峰 (５０、２５

μｇ / ｍＬ)均下调酶切凝血酶 Ｓ２２３８ 底物活力(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ

由图 ５Ｅ、５Ｆ 可知空白组相比眼镜蛇毒(１２５、
１２􀆰 ５、１􀆰 ２５ μｇ / ｍＬ)酶切纤溶酶 Ｓ２２５１ 底物活性随

浓度增加而减小(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 图 ５Ｇ、５Ｈ、５Ｉ、５Ｊ、５Ｋ、
５Ｌ 可知 ＦⅠ、ＦⅡ、ＦⅢ、ＦⅥ(５０、２５ μｇ / ｍＬ)、ＦⅦ分离

峰酶切纤溶酶底物 Ｓ２２５１ 活性均显著上调 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ
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注:Ａ:不同浓度眼镜蛇毒ꎻＢ:ＦⅠ~ＦⅦꎻＣ:不同浓度 ＦⅠꎻＤ:不同浓度 ＦⅥꎻ与空白相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下图同)

图 ３　 体外孵育后大鼠血液中 ＬＤＨ 变化(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｂ. ＦⅠ~ ＦⅦ. Ｃ. ＦⅠ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｄ. ＦⅥ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＬＤＨ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)

注:Ａ:不同浓度眼镜蛇毒ꎻＢ:ＦⅠ~ＦⅦꎻＣ:不同浓度 ＦⅠꎻＤ:不同浓度 ＦⅥꎮ

图 ４　 体外孵育后大鼠血液中血红蛋白含量变化

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｂ. ＦⅠ~ＦⅦ. Ｃ. ＦⅠ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｆ. ＦⅥ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒａｔ ｂｌｏｏｄ ａｆｔｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 体内实验结果

２􀆰 ３􀆰 １　 血栓弹力图结果

表 ４ 可知ꎬ肌肉注射组 ０􀆰 ５、２、６ ｈ 内 Ｋ 值显著

增大(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＡｎｇｌｅ 及 ＣＩ 值 ６ ｈ 内显著减小(Ｐ
< ０􀆰 ０１)ꎬ１ ~ ６ ｈ ＭＡ 值显著减小(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ且该

注射方式 ６ ｈ 出现一定程度的纤溶亢进ꎬ与空白组

相比具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ提示低凝出血风

险增大ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ静脉注射眼镜蛇毒 １ ｈ 内 Ｋ
值显著增大(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＡｎｇｌｅ、ＭＡ、ＣＩ 显著减小(Ｐ
< ０􀆰 ０１)ꎬ１ ｈ 达最小值ꎬ提示低凝出血风险增大ꎮ
由图 ６ 可知肌肉注射和尾静脉注射组血栓弹力图与

空白组相比均有明显变化ꎮ
表 ４　 肌肉注射组不同时间点血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓ)

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ(􀭰ｘ ± ｓ)
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ 凝血因子激活时间(ｍｉｎ)

Ｒ(ｍｉｎ)
血块形成速率(ｍｉｎ)

Ｋ(ｍｉｎ)
血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

纤溶速率(％)
ＬＹ３０(％)

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １􀆰 ７８ ± ０􀆰 ５７ ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００ ８１􀆰 ８７ ± １􀆰 ９６ ７５􀆰 ４２ ± １􀆰 ８４ ６􀆰 １７ ± ０􀆰 ５６ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
０􀆰 ５ ｈ ７ ２􀆰 ９６ ± １􀆰 ０５∗ １􀆰 ０４ ± ０􀆰 ２１∗ ７５􀆰 ０９ ± ３􀆰 ７４∗∗ ７０􀆰 ７６ ± ４􀆰 ９７ ４􀆰 ２３ ± １􀆰 ２７∗∗ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
１ ｈ ７ ２􀆰 ４４ ± ０􀆰 ９６ １􀆰 ０３ ± ０􀆰 ２５ ７５􀆰 ７７ ± ４􀆰 １１∗∗ ６９􀆰 ７１ ± ３􀆰 ３３∗∗ ４􀆰 １５ ± １􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
２ ｈ ９ ２􀆰 ４３ ± ０􀆰 ６６ １􀆰 １４ ± ０􀆰 ３６∗ ７４􀆰 ４７ ± ５􀆰 ２８∗∗ ６７􀆰 ７８ ± ５􀆰 ４４∗∗ ４􀆰 １３ ± １􀆰 ４６∗∗ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
６ ｈ ６ ２􀆰 ５０ ± ０􀆰 ４３∗ ０􀆰 ９５ ± ０􀆰 １４∗ ７６􀆰 ７８ ± １􀆰 ７５∗∗ ６９􀆰 ６８ ± ４􀆰 ００∗∗ ４􀆰 ５８ ± ０􀆰 ４６∗∗ ８􀆰 ６５ ± ８􀆰 ０１∗∗

表 ５　 尾静脉注射组不同时间点血栓弹力图测定结果(􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＥＧ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ(􀭰ｘ ± ｓ)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ 凝血因子激活时间(ｍｉｎ)

Ｒ(ｍｉｎ)
血块形成速率(ｍｉｎ)

Ｋ(ｍｉｎ)
血凝速率(°)
Ａｎｇｌｅ(°)

最大振幅(ｍｍ)
ＭＡ(ｍｍ)

综合凝血指数
ＣＩ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 ４９ ０􀆰 ８５ ± ０􀆰 １２ ７９􀆰 ８２ ± ２􀆰 ６５ ７４􀆰 ４８ ± ２􀆰 ０７ ５􀆰 ５８ ± ０􀆰 ７４
０􀆰 ５ ｈ ８ ３􀆰 １６ ± １􀆰 １３ １􀆰 ２８ ± ０􀆰 ４３∗ ７２􀆰 １８ ± ５􀆰 ９１∗ ６６􀆰 ９３ ± ３􀆰 ８０∗∗ ３􀆰 ５０ ± １􀆰 ４６∗∗

１ ｈ ８ ３􀆰 ３６ ± １􀆰 ０６∗ １􀆰 ２９ ± ０􀆰 ４４∗ ７１􀆰 ９４ ± ５􀆰 ８９∗∗ ６５􀆰 ７１ ± ４􀆰 ６９∗∗ ３􀆰 ０６ ± １􀆰 ６８∗∗

２ ｈ ７ ３􀆰 ２４ ± １􀆰 ２９ ０􀆰 ９９ ± ０􀆰 ３８ ７５􀆰 ６０ ± ５􀆰 ２０ ７０􀆰 ７３ ± ５􀆰 ０７ ４􀆰 １１ ± １􀆰 ９０
６ ｈ ６ ２􀆰 ５５ ± ０􀆰 ３４ ０􀆰 ８７ ± ０􀆰 １６ ７８􀆰 ５０ ± ２􀆰 ８９ ６９􀆰 ９５ ± ４􀆰 ６５ ４􀆰 ７３ ± ０􀆰 ６８

０２３
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注:ＡꎬＢ:不同浓度眼镜蛇毒酶切 Ｓ２２３８ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻＣꎬＤ:不同浓度 ＦⅥ酶切 Ｓ２２３８ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻ
ＥꎬＦ:不同浓度眼镜蛇毒酶切 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻＧꎬＨ:不同浓度 ＦⅠ酶切 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻＩꎬＪ:
不同浓度 ＦⅥ酶切 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化ꎻＫꎬＬ:ＦⅠ~ ＦⅦ酶切 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化

图 ５　 体外孵育后血浆酶切 Ｓ２２３８ 和 Ｓ２２５１ 底物酶动力学曲线及酶活力变化(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｂ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｃꎬ Ｄ.
Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ｏｆ ＦⅥ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｅꎬ Ｆ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ
ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２５１ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｇꎬ Ｈ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２５１ ｏｆ ＦⅠ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｉꎬ Ｊ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ
Ｓ２２５１ ｏｆ ＦⅥ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｋꎬ Ｌ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２５１ ｏｆ ＦⅠ~ ＦⅦ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ａｎｄ Ｓ２２５１ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ(􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ ３)
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注:Ａ:肌肉注射对照组ꎻＢ:肌肉注射 ２ ｈꎻＣ:尾静脉注射对照组ꎻＤ:尾静脉注射 １ ｈꎮ

图 ６　 注射眼镜蛇毒后大鼠血栓弹力图变化

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｂ. Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ２ ｈ. Ｃ. Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｄ. Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ １ ｈ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＴＥＧ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｒａｔｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 ＬＤＨ 结果

由图 ７ 可知与空白组对比ꎬ两种注射方式 ６ ｈ
内 ＬＤＨ 活力显著增高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３　 血浆血红蛋白含量

由图 ８ 可知ꎬ与空白组相比ꎬ肌肉注射组 １、
６ ｈ 时血红蛋白含量显著增高( Ｐ < ０􀆰 ０５) ꎬ静脉

注射组 ２ ｈ 内 血 红 蛋 白 含 量 显 著 增 高 ( Ｐ <
０􀆰 ０１) ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＦＩＢ 测定结果

由图 ９ 知尾静脉注射组 ＦＩＢ 含量在 １ ｈ 和 ６ ｈ
时与空白组相比存在显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ肌肉

注射组各时间点 ＦＩＢ 含量均有一定降低ꎬ但无统计

学意义(数据未列出)ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ５　 酶切发色底物活性实验结果

由图 １０Ａꎬ１０Ｂ 可知尾静脉注射组在 ２ ｈ 内酶切

凝血酶底物 Ｓ２２３８ 活性与空白组相比产生显著性差

异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 由图 １０Ｃꎬ１０Ｄ 可知肌肉注射组 ６ ｈ
内酶切凝血因子Ⅹａ 底物 Ｓ２７６５ 活性与空白组比较

具有显著性差异 (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 酶切纤溶酶底物

Ｓ２２５１、血浆激肽酶底物 Ｓ２３０２ 及组织型纤溶酶原激

活剂底物 Ｓ２２８８ 活性与空白组相比无显著性差异

(数据未列出)ꎮ

图 ７　 大鼠注射眼镜蛇毒后不同时间点 ＬＤＨ 变化

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＬＤＨ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｒａｔｓ

图 ８　 大鼠注射眼镜蛇毒后不同时间点血红蛋白含量变化

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｒａｔｓ

２２３
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图 ９　 尾静脉注射眼镜蛇毒后不同时间点 ＦＩＢ 变化

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＦＩＢ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ

２􀆰 ３􀆰 ６　 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 测定结果

由图 １１ 可知ꎬ肌肉注射眼镜蛇毒 ０􀆰 ５ ｈ 时

Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 含量显著增高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 静脉注射 ０􀆰 ５
ｈ时 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 有上调但无统计学意义(数据未列

出)ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ７　 ｖＷＦ 测定结果

由图 １２ 可见ꎬ尾静脉注射眼镜蛇毒后 ６ ｈ 内

ｖＷＦ 含量显著增高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ１ ｈ 时变化最为明

显ꎮ 肌肉注射组有一定升高但无统计学意义(数据

未列出)ꎮ

注:ＡꎬＣ:酶切 Ｓ２２３８ 及 Ｓ２７６５ 底物动力学曲线变化ꎻＢꎬＤ:酶切 Ｓ２２３８ 及 Ｓ２７６５ 底物活力变化ꎮ

图 １０　 注射眼镜蛇毒后大鼠血浆酶切 Ｓ２２３８ 和 Ｓ２７６５ 底物动力学曲线及酶活力变化

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ａｎｄ Ｓ２７６５. Ｂꎬ Ｄ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ａｎｄ Ｓ２７６５.

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｉｎｇ Ｓ２２３８ ａｎｄ Ｓ２７６５ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ
ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ｒａｔｓ

图 １１　 肌肉注射眼镜蛇毒后大鼠血液中 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 变化

Ｆｉｇｕｒｅ １１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｌｏｏｄ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ

图 １２　 注射眼镜蛇毒后大鼠血液中 ｖＷＦ 变化

Ｆｉｇｕｒｅ １２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｖＷＦ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｌｏｏｄ ａｆｔｅｒ
ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ Ｎａｊａ ａｔｒａ ｖｅｎｏｍ

３　 讨论

临床上眼镜蛇伤病人情况复杂ꎬ部分眼镜蛇伤

病例中凝血功能障碍不明显[１０]ꎬ但少部分急危重症

眼镜蛇伤病人伴有凝血功能的异常ꎬ主要表现为活

化部分凝血活酶时间(ＡＰＴＴ)延长、凝血酶原时间

(ＰＴ) 延长、凝血酶时间 ( ＴＴ) 延长、纤维蛋白原

(ＦＩＢ)下降[１１－１２]ꎬ眼镜蛇伤是否与凝血功能障碍有

必然联系ꎬ尚未能完全确定ꎮ 目前眼镜蛇伤相关研

究多聚焦在其神经毒、细胞毒等毒素方面的影

响[１３－１４]ꎮ 关于眼镜蛇毒对凝血功能影响的基础研

究不多ꎬ从 １９７３ 年到 ２０２１ 年ꎬ在 ＣＮＫＩ、维普网、万
方数据、ＰｕｂＭｅｄ 数据库上可查询到文献较少ꎬ且早

期研究多采用血浆测定凝血四项ꎬ常规凝血四项主

要采用抗凝血浆检测 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＴＴ、ＦＩＢꎬ血浆中不

含血细胞ꎬ只检测血浆本身凝血功能ꎬ故不能完全

反应凝血变化的病理生理过程ꎮ 因此有必要从基

础研究的角度进一步认识和阐明眼镜蛇毒对凝血

功能的影响情况ꎮ 针对凝血四项的不足ꎬ血栓弹力

图可用全血监测血液凝固动态全过程ꎬ能比较好地

弥补传统凝血检测中无血细胞参与的不足ꎬ更接近

临床实际凝血变化ꎮ 基于此ꎬ本研究利用血栓弹力

３２３
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图研究和评价眼镜蛇毒对大鼠凝血功能的影响ꎬ以
便进一步认识眼镜蛇伤中凝血功能的影响ꎬ为临床

救治和新药研究提供科学参考ꎮ
研究表明眼镜蛇毒属于混合型毒素ꎬ既有血液

毒ꎬ又有神经毒ꎬ其主要功能组分有神经毒素、细胞

毒素、金属蛋白酶、眼镜蛇毒因子、氧化酶类、水解

酶类等成分[１５]ꎮ 为进一步认识眼镜蛇毒不同组分

对凝血功能的影响ꎬ本研究体外实验中采用能较好

地将眼镜蛇毒组分分开的 ＳＰ￣Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｃ￣２５ 凝胶进

行分离ꎬ得到 ７ 个分离峰ꎬ其中 ＦⅠ峰含有磷脂酶

Ａ２、Ｌ￣氨基酸氧化酶、眼镜蛇毒因子、蛇毒金属蛋白

酶[１６－１７]ꎬＦⅡ中主要含有乙酰胆碱酯酶ꎬＦⅢ中主要

含有磷酸二酯酶[１７]ꎬＦⅣ、ＦⅤ峰中富含半胱氨酸蛋

白、蛇毒金属蛋白酶及神经生长因子[１６]ꎬＦⅥ中主要

含有神经毒素[１７]ꎬＦⅦ中主要含有细胞毒素[１７]ꎮ 血

栓弹力图实验及相关活性结果表明 ＦⅠ峰孵育后全

血 Ｒ 值显著延长ꎬ血液未凝固ꎬ说明血液凝血功能

异常ꎬ这可能由于 ＦⅠ峰中磷脂酶 Ａ２、Ｌ￣氨基酸氧化

酶、蛇毒金属蛋白酶抑制血小板聚集所引起[１８－１９]ꎬ
同时血浆中血红蛋白含量显著上升ꎬＬＤＨ 活力升

高ꎬ表明细胞膜完整性遭到破坏ꎬ这可能由眼镜蛇

毒因子激活补体生成攻膜复合物、磷脂酶 Ａ２ 酶切

卵磷脂产生溶血卵磷脂等引起[２０－２１]ꎮ ＦⅣ峰综合凝

血指数 ＣＩ 显著降低ꎬ血红蛋白含量升高ꎬ提示该峰

中的金属蛋白酶可通过抑制血小板等表现出抗凝

作用ꎬ除此之外可能存在细胞毒素ꎬ造成血红蛋白

的升高ꎮ ＦⅤ、ＦⅥ峰血栓弹力图结果显示凝血因子

减少ꎬ纤维蛋白原减少ꎬ血小板功能减弱ꎬ可能是

ＦⅤ峰中某些金属蛋白酶切割直接凝血因子ꎬ水解纤

维蛋白原ꎬ抑制血小板聚集所导致[２２]ꎮ 此外 ＦⅥ、Ｆ
Ⅶ峰孵育后血浆血红蛋白含量升高ꎬ说明 ＦⅥ、ＦⅦ
组分含有细胞毒素可破坏细胞ꎬ溶解红细胞造成血

红蛋白含量升高[１７]ꎮ 酶切发色底物结果表明ꎬ随眼

镜蛇毒浓度增大ꎬ孵育处理后血浆切割凝血酶底

物、纤溶酶底物活性显著下调ꎬ这与血栓弹力图中

表现出凝血因子减少这一变化保持一致ꎮ
体内血栓弹力图实验表明眼镜蛇毒具有显著

的抗凝作用ꎬ０􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ 浓度下尾静脉注射组大鼠

及 １ ｍｇ / ｋｇ 浓度下肌肉注射组大鼠均表现出凝血因

子、纤维蛋白原减少ꎬ血小板功能的减弱ꎬ１ ｈ 内尾

静脉注射组大鼠抗凝效果略优于肌肉注射组ꎮ 大

鼠注射眼镜蛇毒后凝血因子的减少可能是凝血系

统激活导致凝血因子的消耗ꎮ 文献报导大鼠注射

眼镜蛇毒后能够延长 ＡＰＴＴ、ＰＴꎬ该结果也提示凝血

因子存在减少或缺乏[６]ꎮ 通过测定纤维蛋白原的

含量发现ꎬ尾静脉注射后大鼠血浆各时间点纤维蛋

白原均有一定的下降ꎬ这可能是体内凝血系统被激

活导致纤维蛋白原消耗也可能是纤维蛋白原被酶

切水解所致ꎮ 同时体内注射眼镜蛇毒后 Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ、
ｖＷＦ 含量、血红蛋白含量及 ＬＤＨ 活力均有不同程度

的增加ꎮ Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ 是内皮细胞和血小板含有的黏

附分子ꎬｖＷＦ 是内皮细胞含有的分子ꎬ二者均可作

为血小板活化和内皮细胞损伤的标志物[２３－２５]ꎮ
Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ、ｖＷＦ 含量上调提示眼镜蛇毒在体内引起

内皮细胞、血小板激活与消耗ꎬ从而在血栓弹力图

中表现为 ＭＡ 值降低ꎬ血小板功能的减弱ꎮ 同时血

浆血红蛋白含量及 ＬＤＨ 活力增高提示细胞损伤ꎬ其
原因为眼镜蛇毒中细胞毒素ꎬ磷脂酶 Ａ２ 等造成细

胞膜的破坏ꎬ进一步造成继发性凝血功能紊乱ꎮ 酶

切发色底物活性测定结果表明两种注射方式酶切

凝血酶、凝血因子Ⅹａ 底物活性均有一定上调ꎬ提示

眼镜蛇毒注射到大鼠体内后激活了凝血系统ꎬ导致

凝血因子被消耗ꎬ从而表现出凝血因子的减少ꎮ
本研究基于大鼠全血凝血功能评价ꎬ结合血管

内皮损伤等指标ꎬ通过体内体外实验展示了眼镜蛇

毒对大鼠凝血功能的影响ꎬ其作用与激活凝血系统

导致凝血因子消耗、纤维蛋白原减少、血小板消耗

等有关ꎮ 上述结果能够进一步认识眼镜蛇毒对凝

血功能毒性机理ꎬ本研究有助于为临床蛇伤防治策

略及新药研究提供参考ꎮ
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　 　 【摘要】 　 目的　 探究 Ｃｌｃｎ３ 敲除对幼龄小鼠实质器官发育的影响ꎬ为 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除动物应用提供理论参

考ꎮ 方法　 ＰＣＲ 鉴定 ＦＶＢ 小鼠基因型:野生型(Ｃｌｃｎ３＋ / ＋)、杂合子(Ｃｌｃｎ３＋ / －)及纯合子(Ｃｌｃｎ３－ / －)ꎻ小鼠 ３ 周龄时ꎬ采
集心、肝、脾、肺、肾和脑等主要实质器官并拍照ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量其投影面积ꎻ中性福尔马林溶液固定各实质

器官ꎬ石蜡切片进行 ＨＥ 染色ꎬ全切片利用全自动数字病理扫描分析系统扫描后观察器官细微结构ꎮ 结果 　 与

Ｃｌｃｎ３＋ / ＋和 Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠相比ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠体重显著降低(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻＣｌｃｎ３ 缺失会显著降低小鼠心、肝、脾、肺及肾

的体积(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ但不会影响小鼠脑的大小(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎻＨＥ 染色显示ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠各实质器官组织结构未见异

常ꎬ实质细胞体积相对较小ꎮ 结论　 Ｃｌｃｎ３ 敲除导致幼龄小鼠的实质器官减小ꎬ未对幼龄小鼠实质器官产生明显病

理损伤ꎮ
【关键词】 　 基因修饰小鼠ꎻＣｌｃｎ３ 敲除ꎻ实质器官ꎻＨＥ 染色
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(１. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ＩｎｓｔｉｔｕｔｅꎬＸｉ’ａｎ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｘｉ’ａｎ ７１０１００ꎬ Ｃｈｉｎａ. ２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｘｉ’ａｎ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ’ａｎ ７１００６１.

３. Ｌｉｓｈｕｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｌｉｓｈｕｉ ３２３０００. ４. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｇａｏｌｉｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｉｎ Ｘｉ’ａｎꎬ
Ｘｉ’ａｎ ７１０２９９)

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＺＨＡＮＧ Ｈａｉｆｅｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｚｈｆ１９８４１０１１＠ ｘｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｌｃｎ３ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄａｔａ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｃｎ３ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ( Ｃｌｃｎ３＋ / ＋ )ꎬ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ
(Ｃｌｃｎ３＋ / －)ꎬ ａｎｄ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ (Ｃｌｃｎ３－ / －) ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ. Ｈｅａｒｔꎬ ｌｉｖｅｒꎬ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｕｎｇꎬ
ｋｉｄｎｅｙꎬ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ３￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ ａｒｅａｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ
ＩｍａｇｅＪ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｔｈｅ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｆｉｘｅｄ ｉｎ ｎｅｕｔｒａｌ ｆｏｒｍａｌｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｉｎ ｐａｒａｆｆｉｎꎬ ｓｅｃｔｉｏｎｅｄꎬ
ａｎｄ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ (ＨＥ). Ｔｈｅ ｓｌｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｓｃａｎｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｄｉｇｉｔａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｃａｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｙｓｔｅｍ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ
ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｍｉｃｅ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｃｎ３ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ
ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｒｔꎬ ｌｉｖｅｒꎬ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｕｎｇꎬ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ｂｕｔ ｎｏｔ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ (Ｐ > ０􀆰 ０５). ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌ ｉｎ Ｃｌｃｎ３－ / － ｍｉｃｅꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｃｅｌｌ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
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ｓｍａｌｌ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ Ｃｌｃｎ３ ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｍｉｃｅꎬ ｂｕｔ ｄｉｄ ｎｏｔ
ｃａｕｓｅ ａｎｙ ｏｂｖｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅｓｅ ｏｒｇａｎｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｉｃｅꎻ Ｃｌｃｎ３ ｋｎｏｃｋｏｕｔꎻ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓꎻ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 电压门控氯离子通道 ３( ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ
ｃｈａｎｎｅｌ ３ꎬＣｌｃｎ３)在哺乳动物组织中广泛表达ꎬ主要

分布于细胞膜、胞浆ꎬ细胞核内少量分布ꎻ小鼠体内

共有 ４ 种不同的 Ｃｌｃｎ３ 亚型ꎬ分别为 Ｃｌｃｎ３ａꎬＣｌｃｎ３ｂꎬ
Ｃｌｃｎ３ｃꎬＣｌｃｎ３ｅꎬ其主要区别是不同亚型的 Ｃｌｃｎ３ 蛋

白 Ｎ 端和 Ｃ 端氨基酸序列不同[１]ꎮ 容积调控性阴

离子通道(ｖｏｌｕｍｅ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌꎬＶＲＡＣ)是
一类具有种属、组织细胞差异性的功能蛋白复合

体ꎮ Ｃｌｃｎ３ 被认为是一种潜在 ＶＲＡＣ 候选蛋白ꎬ其
胞膜组份对保持特定组织细胞体积平衡至关重

要[２－４]ꎻ多数 Ｃｌｃｎ３ 分布于胞浆内ꎬ位于溶酶体膜上

的 Ｃｌｃｎ３ 作为 ２Ｃｌ－ / Ｈ＋交换体ꎬ降低溶酶体内 ｐＨ 值

使其酸化ꎬ从而维持溶酶体系统的正常生物学功

能[５]ꎻ胞核内 Ｃｌｃｎ３ 功能研究少见报道ꎮ 亚细胞分

布的 Ｃｌｃｎ３ 通过复杂的分子机制ꎬ参与细胞增殖、迁
移、凋亡、分化、药物转运等生物学过程[６－１３]ꎬ在肿

瘤[１４]、免疫[１５]、炎症[１６]、神经[１７]、生殖[１８]、 心血

管[１９]等相关疾病的发生发展中具有重要作用ꎬ其可

作为相关疾病诊断和治疗的潜在靶点ꎮ
基因编辑动物是研究基因与人类疾病发生关

系的有效动物模型ꎬ通过构建 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除动物ꎬ
有助于揭示其参与相关疾病发生发展的分子机制ꎮ
本研究旨在收集 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋、Ｃｌｃｎ３＋ / －及 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠的

心、肝、脾、肾、肺和脑等主要实质器官组织ꎬ观察

Ｃｌｃｎ３ 缺失对主要实质器官大体和组织结构的影

响ꎬ为以 Ｃｌｃｎ３ 敲除小鼠为模型动物的科学实验提

供一定的理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

Ｃｌｃｎ３ 基因敲除 ＦＶＢ ＳＰＦ 级小鼠由中国苏州赛

业生物公司【ＳＣＸＫ(苏) ２０１８－０００３】通过 ＣＲＩＳＰＲ￣
ｃａｓ９ 技术生产ꎮ 简要步骤如下:靶向小鼠 Ｃｌｃｎ３ 的

ｓｇＲＮＡ 和 ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 共同注射到雌性小鼠的受精

卵中ꎬ 经 胚 胎 移 植 生 产 Ｃｌｃｎ３－ / － 小 鼠 ( ｇＲＮＡ１:
ＧＡＴＴＴＡＴＴＴＡＡＣＣＣＴＡＡＴＧＡＡＧＧ 和 ｇＲＮＡ２:
ＡＡＴＧＧＧＣＴＧＴＡＴＴＧＴＣＣＴＣＣＴＧＧ )ꎻ 将 Ｃｌｃｎ３－ / － 与

Ｃｌｃｎ３＋ / ＋小鼠交配ꎬ繁殖杂合子小鼠ꎻ后代 Ｃｌｃｎ３－ / －小

鼠由杂合子 Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠自交繁殖ꎮ Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠饲

养(深圳大学第一附属医院邓志钦馈赠)在西安交

通大学动物实验中心的 ＳＰＦ 级动物房【ＳＹＸＫ(陕)
２０１８－００１】ꎮ 本实验使用 １５ 只 ＳＰＦ 级 ＦＶＢ 小鼠ꎬ
３ 周龄ꎬ体重约为 ６ ~ １２ ｇꎬ其中野生型、杂合子和

纯合子小鼠各 ５ 只ꎮ 饲养环境:屏障环境、独立换

气ꎻ昼夜光照各半ꎬ湿度恒定ꎻ自由采食和饮水ꎮ 所

有动物实验操作符合西安交通大学伦理委员会要

求(２０２１－１４９９)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

引物合成(擎科生物ꎬ中国)ꎬ蛋白酶 Ｋ(天根生

物ꎬＲＴ４０３ꎬ中国)ꎬ２Ｘ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(苏州近岸蛋白

质 科 技ꎬ Ｅ００５￣０１Ｂꎬ 中 国 )ꎬ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ ( Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒꎬ８５１１１ꎬ美国)ꎬ１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ(天根生物ꎬ
ＭＤ１０９ꎬ中国)ꎬＴｒｉｓ(博奥拓达ꎬＴ６０６１ꎬ中国)ꎬ琼脂

糖(天根生物ꎬＲＴ１０１ꎬ中国)ꎮ 干式恒温器(合众生

物ꎬ ＧＨ￣１００ꎬ 中 国 )ꎬ 凝 胶 电 泳 仪 ( ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬ
１７０４４６９ꎬ美国)ꎬ凝胶成像系统(Ｂｉｏ￣ＲａｄꎬＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＭＰꎬ美国)ꎬ轮转式石蜡切片机(瑞沃德ꎬＳ７００Ａꎬ中
国)ꎬ全自动数字病理扫描分析系统(江丰生物ꎬＫＦ￣
ＰＲＯ￣００２ꎬ中国)ꎬＰＣＲ 仪(ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬＴ１００ꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠基因型鉴定

(１)小鼠基因组 ＤＮＡ 提取:小鼠出生后 ２ ~ ３
周ꎬ剪取鼠尾 ２ ~ ３ ｍｍ 放入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入

１００ μＬ 裂 解 液 ( １􀆰 ３７ ｇ ＫＣｌꎬ １􀆰 ２ ｇ Ｔｒｉｓꎬ １ ｍＬ
ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ꎬ溶于 １ Ｌ 纯水中ꎬ加入浓盐酸调节 ｐＨ
＝ ９􀆰 ０)和 ４ μＬ 的蛋白酶 Ｋꎬ５６℃过夜裂解ꎮ 裂解完

成后ꎬ９８℃ 金属浴加热 １５ ｍｉｎ 终止裂解ꎮ １０ ０００
ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎꎬ 取上清ꎬ 即可得到小鼠基因

组 ＤＮＡꎮ
(２)小鼠基因型鉴定:小鼠基因型均通过 ＰＣＲ

进行鉴定ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬꎬ其中 ２ × Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬꎬ上下游引物各 １ μＬ(１０ μｍｏｌ /
Ｌ)ꎬ基因组 ＤＮＡ ３ μＬꎬ纯水 ７􀆰 ５ μＬꎮ ＰＣＲ 鉴定小鼠

基因型共需要 ３ 条引物ꎬ引物的序列信息如表 １ 所

示ꎮ ＰＣＲ 反应条件为:预变性 ９４℃ １ ｍｉｎ ３０ ｓꎻ变性

９４℃ ２０ ｓꎬ退火 ６５℃ ３０ ｓꎬ延伸 ７２℃ １ ｍｉｎꎬ循环 ３０
次ꎻ７２℃ ５ ｍｉｎꎻ４℃保存ꎮ 取 １０ μＬ ＰＣＲ 产物加入

７２３
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到 ２％琼脂糖凝胶中ꎬ１００ Ｖ 电泳 ４０ ｍｉｎ 后在凝胶成

像系统中拍照ꎬ分析小鼠的基因型ꎮ Ｆ１、Ｒ１ 用来扩

增突变的 Ｃｌｃｎ３ 基因ꎬ产物大小为 ６５４ ｂｐꎻＦ２、Ｒ１ 用

来扩增正常的 Ｃｌｃｎ３ 基因ꎬ产物大小为 ７６９ ｂｐꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠样品采集

小鼠出生后ꎬ母鼠喂养至 ３ 周龄ꎬ脱颈处死ꎬ剪
开小鼠的胸腔和腹腔ꎬ采集小鼠的心、肝、脾、肾、肺
和脑组织ꎮ 采集的小鼠组织器官用 ＰＢＳ 冲洗干净

后ꎬ摆放在具有标尺的手术布上拍照ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件测量小鼠各器官的面积ꎮ 拍照完毕后ꎬ将小鼠

器官放入 １０％福尔马林溶液中常温保存ꎬ用于制作

石蜡切片ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 石蜡切片制作及 ＨＥ 染色

小鼠组织器官浸入 １０％中性福尔马林溶液(１０
倍体积)固定 ２４ ｈ 后ꎬ利用不同浓度梯度的乙醇溶

液进行脱水处理ꎬ步骤为:７０％、８０％和 ９０％的乙醇

溶液分别脱水 ２ ｈꎻ９５％和 １００％的乙醇溶液分别浸

泡脱水 １ ｈꎮ 接着ꎬ将小鼠器官放入 １００％二甲苯溶

液内透明 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ浸蜡包埋:将透明好的小鼠器

官放入石蜡二甲苯混合液中(１ ∶ １)３０ ｍｉｎꎬ然后浸

入石蜡Ⅰ和Ⅱ中各 ２ ｈꎮ 包埋好的小鼠组织利用切

片机切片ꎬ切片厚度为 ４ μｍꎮ 石蜡切片脱蜡后ꎬ利
用苏木素伊红染液行 ＨＥ 染色ꎮ 树胶封片后ꎬ利用

病理数字切片系统扫描 ＨＥ 切片ꎬＫＩＢＩＯ. ＳｌｉｄｅＶｉｅｗｅｒ
软件观察不同基因型小鼠主要实质器官细微结构ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

数据以平均值 ± 标准误差(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ)展示ꎮ 采用

Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ １２􀆰 ５ 中的单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)比较

组间差异ꎬ差异显著时采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ
检验进行事后多重比较ꎬ显著性水平置于 ０􀆰 ０５ꎮ

表 １　 小鼠基因型鉴定所使用的引物序列

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
引物序列(５’－３’)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)
靶基因

Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ
产物长度(ｂｐ)

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ(ｂｐ)
Ｆ１:ＴＣＴＧＡＴＧＧＧＧＡＣＴＡＡＧＴＡＴＧＣＡＧ
Ｒ１:ＴＣＣＣＡＧＡＧＡＣＡＡＴＧＡＧＧＣＴＡＡＧＧ

突变 Ｃｌｃｎ３
Ｍｕｔａｔｅｄ Ｃｌｃｎ３ ６５４

Ｆ２:ＴＴＡＧＴＧＣＴＧＧＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣ
Ｒ１:ＴＣＣＣＡＧＡＧＡＣＡＡＴＧＡＧＧＣＴＡＡＧＧ

正常 Ｃｌｃｎ３
ＷＴ Ｃｌｃｎ３ ７６９

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠基因型鉴定

三引物 ＰＣＲ 法鉴定野生型(Ｃｌｃｎ３＋ / ＋)、杂合子

(Ｃｌｃｎ３＋ / －)及纯合子(Ｃｌｃｎ３－ / －)ＦＶＢ 小鼠ꎻＦ１、Ｒ１ 引

物靶向扩增经 ＣＲＩＳＰＲ￣ＣＡＳ９ 编辑过的 Ｃｌｃｎ３ 基因ꎬ
产物大小为 ６５４ ｂｐꎬＦ２、Ｒ１ 引物靶向扩增正常的

Ｃｌｃｎ３ 基因ꎬ产物大小为 ７６９ ｂｐ(表 １)ꎮ 如图 １ 所

示ꎬ利用 Ｆ１、Ｒ１ 和 Ｆ２ 扩增鼠尾 ＤＮＡꎬ１ 和 ３ 号小鼠

只出现 ６５４ ｂｐ 的条带ꎬ为纯合子小鼠ꎻ１２ 和 １３ 号小

鼠经 ３ 条引物扩增后只出现了 ７６９ ｂｐ 的条带ꎬ为野

生型小鼠ꎻ其他小鼠经 ３ 条引物扩增后同时出现了

６５４ ｂｐ 和 ７６９ ｂｐ 的条带ꎬ为杂合子小鼠ꎮ
２􀆰 ２　 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠体重的影响

如图 ２Ａ 所示ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠头、体、尾、毛发、四
肢、耳、鼻、口、眼等器官未见明显畸形ꎮ Ｃｌｃｎ３ 敲除

小鼠生长明显缓慢ꎬ３ 周龄的 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠体型明显

小于 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋和 Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠ꎮ Ｃｌｃｎ３＋ / ＋与 Ｃｌｃｎ３＋ / －小

鼠的体重差异不显著(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ但均显著高于

Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠的体重(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ野生型、杂合子、纯
合子小鼠 ３ 周龄时的平均体重分别为 １０􀆰 ４、１０􀆰 ２ 和

注:Ａ:Ｆ１ 和 Ｒ１ 扩增产物(６５４ ｂｐ)ꎻＢ:Ｆ２ 和 Ｒ１ 扩增产物(７６９ ｂｐ).

图 １　 部分小鼠的基因型鉴定结果

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ１ ａｎｄ Ｒ１(６５４ ｂｐ).
Ｂ. Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ２ ａｎｄ Ｒ１(７６９ ｂｐ).

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

５􀆰 ９ ｇ(图 ２Ｂ)ꎮ
２􀆰 ３　 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠实质器官面积的影响

为进一步剖析 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠生长缓慢和体型矮

小之因ꎬ我们观察了小鼠主要实质器官的发育状

况ꎮ ３ 周龄小鼠处死后ꎬ采集心、肝、脾、肺、肾、脑等

组织并拍照ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量其面积ꎮ 如图 ３
所示ꎬＣｌｃｎ３＋ / ＋和 Ｃｌｃｎ３＋ / － 小鼠的心脏、肝、脾、肺、肾

８２３
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注:Ａ:不同基因型小鼠 ３ 周龄时的外形体征ꎻＢ:不同基因型小鼠 ３ 周龄时的体重ꎻ与 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋或 Ｃｌｃｎ３＋ / －小鼠相比ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ (下图同)

图 ２　 不同基因型小鼠 ３ 周龄时的外形体征及体重

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ. Ｂ. Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｌｃｎ３＋ / ＋ ｏｒ

Ｃｌｃｎ３＋ / － ｍｉｃｅꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０５. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ

等器官的投影面积差异不显著(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ但均显

著大于 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ脾变化最为明显ꎬ
野生型和杂合子小鼠的脾平均面积为 ５３􀆰 ６ ｍｍ２ 和

５０􀆰 １ ｍｍ２ꎬ而 Ｃｌｃｎ３ 敲除的纯合子小鼠的脾面积只

有 ２５􀆰 ５ ｍｍ２ꎬ减少了将近 ５０％ꎮ 此外ꎬ不同基因型

小鼠脑组织的面积没有显著差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 以上

数据提示 Ｃｌｃｎ３ 敲除会导致幼龄小鼠主要实质器官

减小ꎮ
２􀆰 ４　 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠实质器官微观结构的影响

Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠生长缓慢ꎬ体型矮小ꎬ主要实质器

官体积明显减小ꎮ ＨＥ 染色小鼠心、肝、脾、肺、肾、
脑组织切片ꎬ观察 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠主要实质器官

组织结构的影响ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ不同基因型小鼠心

脏的心肌纤维呈柱状ꎬ卵圆形细胞核位于心肌细胞

中央ꎬ没有发生明显变化ꎻ与 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋ 和 Ｃｌｃｎ３＋ / － 小

鼠相比ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠单位面积上的心肌细胞数量明

显增多提示 Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠心肌细胞的体积变小ꎮ 小

鼠肝的 ＨＥ 染色切片显示:不同基因型小鼠的肝结

构未发生明显改变ꎬ肝小叶结构正常ꎬ肝细胞核大

而圆ꎮ 敲除 Ｃｌｃｎ３ 导致小鼠脾红髓和白髓的面积相

对变小ꎬ脾结构组成未见明显变化ꎮ 小鼠肺组织切

片 ＨＥ 染色显示:与 Ｃｌｃｎ３＋ / ＋、 Ｃｌｃｎ３＋ / － 小鼠相比ꎬ
Ｃｌｃｎ３－ / － 小鼠的肺泡壁明显变薄ꎬ细胞数量减少ꎮ
Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠肾基本结构健全ꎬ肾小球血管球发育不

全ꎬ即细胞聚集、毛细血管袢不明显ꎮ 不同基因型

小鼠的脑组织结构未见明显改变ꎮ

３　 讨论

Ｃｌｃｎ３ 广泛表达于哺乳动物的各种组织细胞

中ꎬ在细胞增殖、迁移、凋亡、分化、生殖、脑发育以

及心血管疾病中等方面具有重要的作用[１１ꎬ１８－２２]ꎮ
Ｃｌｃｎ３ 基因编辑动物是探讨其功能、参与相关疾病

发生发展机制的理性动物模型ꎮ 黄雪莲等[２３] 利用

Ｃｌｃｎ３ 敲除小鼠研究匹伐他汀药物降脂作用的机

制ꎮ Ｘｉｏｎｇ 等[２４]利用基因编辑技术生产的小鼠在心

肌细胞中特异性高表达 Ｃｌｃｎ３ꎬ为研究 Ｃｌｃｎ３ 在心脏

中的作用提供了理想的动物模型ꎮ 利用基因编辑

模式动物探讨 Ｃｌｃｎ３ 基因的功能虽已被广泛报道ꎬ
但 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除对小鼠实质器官的影响还未被系

统阐述ꎬ尤其是幼龄小鼠ꎮ 本实验采集了野生型、
杂合子以及 Ｃｌｃｎ３ 敲除的纯合子小鼠的心脏、肝、
脾、肺、肾和脑组织ꎬ系统分析 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除对幼

龄小鼠实质器官大小和组织结构的影响ꎮ
本实验未使用成年小鼠ꎬ均使用 ３ 周龄的幼龄

小鼠ꎬ可排除因分笼、饮食等外界因素干扰ꎬ进而更

准确反映 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠实质器官发育的影响ꎮ
本实验发现 Ｃｌｃｎ３ 敲除的纯合子小鼠在 ３ 周龄时的

体重显著低于野生型和杂合子的体重ꎬ这与潘萌

等[１]所描述的一致ꎮ 测量不同基因型小鼠实质器

官的面积后发现ꎬＣｌｃｎ３－ / －小鼠心、肝、脾、肺、肾的面

积显著小于野生型和杂合子小鼠ꎬ提示 Ｃｌｃｎ３－ / － 小

鼠主要实质器官发育迟缓、体积小是小鼠体重明显

降低的主要原因之一ꎮ 不同基因型 ３ 周龄小鼠脑面

积无显著差异ꎬ推测:脑作为动物最重要的器官ꎬ在
动物器官未发育完全之前ꎬ机体会优先供应脑发育

之需ꎮ 总之ꎬ本研究发现 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除小鼠的实

质器官显著减小ꎮ

９２３
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图 ３　 不同基因型小鼠 ３ 周龄时的实质器官面积

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓ ａｒｅａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｍｉｃｅ ａｔ ３ ｗｅｅｋｓ

利用器官组织切片 ＨＥ 染色ꎬ我们进一步观察

了 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠主要实质器官组织结构的影

响ꎮ ＨＥ 染色结果提示 Ｃｌｃｎ３ 基因敲除未影响小鼠

心脏的结构ꎬ可导致心肌细胞变小ꎻＣｌｃｎ３ 敲除未

影响小鼠脾和肾的结构组成ꎬ但明显减小了小鼠

脾红髓和白髓的体积以及肾毛细血管球的体积ꎻ
Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠肺泡壁明显变薄ꎬ细胞数量减少ꎻ
Ｃｌｃｎ３－ / －小鼠肝和脑组织结构未见明显改变ꎬ而
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图 ４　 不同基因型小鼠实质器官的 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ ｏｒｇａｎｓ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ

Ｓｔｏｂｒａｗａ 等[２２]发现干扰 Ｃｌｃｎ３ 表达会导致小鼠的

海马区在 ７ 月龄时消失ꎬ而本实验的脑组织 ＨＥ 切

片显示 ３ 周龄小鼠的脑组织结构并没有产生明显

改变ꎬ这提示我们 Ｃｌｃｎ３ 敲除导致小鼠海马区丢失

可能是一个渐进的过程ꎮ 综上所述ꎬ敲除 Ｃｌｃｎ３ 不

会造成小鼠实质器官结构组成改变ꎬ但会导致小

鼠实质器官的结构或细胞体积减小ꎬ这是导致

Ｃｌｃｎ３ 敲除小鼠实质器官面积和体重显著降低的

主要原因之一ꎮ Ｃｌｃｎ３ 通过何种机制影响细胞生

长、延缓器官发育ꎬ有待运用高通量测序、翻译后

修饰、基因组、蛋白组学等多种技术手段更加深入

地探讨研究ꎮ
基因修饰动物在生物医学领域的应用十分广

泛ꎬ例如发病机制探究ꎬ药物筛选等[２５]ꎮ 本实验探

究了 Ｃｌｃｎ３ 敲除对小鼠实质器官的影响ꎬ发现敲除

Ｃｌｃｎ３ 会导致幼龄小鼠的实质器官减小ꎬ但未对幼

龄小鼠实质器官产生明显的病理损伤ꎬ可以为相关

实验研究提供理论参考ꎮ

４　 结论

Ｃｌｃｎ３ 基因敲除会降低幼龄小鼠体重和实质器

官的大小ꎬ但未对幼龄小鼠实质器官产生明显的病

理损伤ꎮ
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肌肉特异性表达 Ｃａｓ９ 示踪同源打靶载体的构建及
其在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中的整合
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　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟构建肌肉特异表达 Ｃａｓ９ 示踪同源打靶载体ꎬ为成肌细胞分化研究及肌肉特异表达

Ｃａｓ９ 小鼠模型制作奠定基础ꎮ 方法　 人工合成肌肉特异启动子 ＳＰꎬ替换 ＰＸ４５９ 载体中的 ＣＭＶ 启动子ꎬ构建肌肉

特异表达 Ｃａｓ９ 载体ꎻ载体在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中的编辑效率由 ＸｂａＩ 和 Ｔ７Ｅ１ 酶切检测ꎻ在此基础上通过同源重组引入

ＤｓＲｅｄ 红色荧光蛋白构建 Ｃａｓ９ 示踪载体ꎻ将示踪载体的 ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 部分连接至 Ｒｏｓａ２６ 位点左右同源臂之间ꎬ
构建肌肉特异表达 Ｃａｓ９ 示踪重组载体ꎻ将该载体与 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 共转染至 Ｃ２Ｃ１２ 细胞并进行嘌呤霉素筛选ꎬ观
察荧光的表达ꎬ同时ꎬ提取细胞 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定和测序ꎬ检测载体在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中的整合情况ꎮ 结果　 酶切鉴

定以及对目的片段的测序结果表明ꎬ成功构建了肌肉特异表达 Ｃａｓ９ 载体 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 和肌肉特异同源打靶示

踪载体 Ｄｏｎｏｒ￣Ｃａｓ９￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄꎻＸｂａＩ 和 Ｔ７Ｅ１ 酶切实验表明ꎬＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中具有较高的编辑效

率ꎻ转染后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞出现红色荧光ꎬ表明 Ｄｏｎｏｒ￣Ｃａｓ９￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 具有表达活性且在肌肉细胞中特异表达ꎻＰＣＲ
鉴定和测序结果表明ꎬＤｏｎｏｒ￣Ｃａｓ９￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞 Ｒｏｓａ２６ 位点成功整合ꎮ 结论　 成功构建了肌肉特异表

达 Ｃａｓ９ 示踪同源打靶载体 Ｄｏｎｏｒ￣Ｃａｓ９￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄꎬ在为肌肉特异表达 Ｃａｓ９ 小鼠模型制备提供载体基础的同时ꎬ也
为肌肉相关基因疾病的研究与基因治疗提供了新的思路ꎮ
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ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. ＤＮＡ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎ Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ ａｎｄ
Ｄｏｎｏｒ￣Ｃａｓ９￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ. Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ ｗａｓ １８􀆰 ３８％. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ｅｍｉｔｔｅｄ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｄｏｎｏｒ￣Ｃａｓ９￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ ｗａｓ
ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ. ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｄｏｎｏｒ￣Ｃａｓ９￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ａｔ ｔｈｅ Ｒｏｓａ２６ ｓｉｔｅ ｉｎ Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ ｍｕｓｃｌｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｃａｓ９￣ｔｒａｃｋｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａ ｍｕｓｃｌｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｃａｓ９￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｎｅｗ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ
ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＳＰ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎻ ｍｕｓｃｌｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻ Ｒｏｓａ２６ꎻ Ｃ２Ｃ１２
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 外源基因的组织特异性表达在研究基因功能、
细胞分化以及再生医学等领域具有广泛的应用前

景ꎮ 组织特异性启动子是调控基因表达的“开关”ꎬ
可实现外源基因在某些部位进行特异表达[１]ꎮ 骨

骼肌具有生命周期长ꎬ操作方便ꎬ合成的蛋白容易

进入体循环的特点[２－４]ꎬ是基因治疗及动物模型构

建的理想靶点ꎬ但肌肉特异载体的低表达水平限制

了肌肉作为靶点的可能性ꎮ 因此ꎬ选择高转录效力

的肌肉特异启动子尤为重要ꎮ α￣ａｃｔｉｎ 是一种天然

的骨骼肌启动子ꎬ可在骨骼肌细胞中特异表达ꎬ而
在其他非肌肉细胞中几乎没有活性[５]ꎬ但是由于受

多种因素的影响ꎬ α￣ａｃｔｉｎ 的转录活性不稳定[６]ꎮ
１９９９ 年ꎬＬｉ 等[７] 在对 α￣ａｃｔｉｎ 启动子和肌肉增强子

的结构进行分析后ꎬ对肌肉特异性调控元件进行了

重排与组装ꎬ合成包含 ＭＥＦ￣１、ＭＥＦ￣２、ＳＲＥ 和 ＴＥＦ￣１
四种作用元件的肌肉特异启动子 ＳＰꎬ其转录活性是

α￣ａｃｔｉｎ 的 ４ ~ ５ 倍ꎮ ２０２１ 年ꎬＭａｌｅｒｂａ 等[８]将 ＳＰ 启

动子调控的抗肌萎缩蛋白 ＭＤ１ 腺病毒载体注射到

肌萎缩小鼠模型中ꎬＳＰ 启动子驱动了 ＭＤ１ 在小鼠

心肌中的高水平表达ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统是细菌和古细菌抵御外来遗

传物质的一种获得性免疫防御机制[９]ꎬ包括能识别

靶基因的 ＣＲＩＳＰＲ 序列和具有核酸酶活性的相关蛋

白两个部分ꎮ 研究最为深入的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统

已被广泛运用于转基因动物的构建[１０－１３]ꎮ 在该系

统中ꎬｓｇＲＮＡ(ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ)中存在一段与靶点

ＰＡＭ 序列(ＮＧＧ)上游互补的序列ꎬ可引导 Ｃａｓ９ 结

合至靶位点ꎬ对靶 ＤＮＡ 的 ＰＡＭ 序列上游 ３ 个碱基

的位置进行切割使其双链断裂(ＤＳＢ) [１４]ꎮ 双链断

裂的修复通过非同源末端连接(ＮＨＥＪ)或同源定向

修复(ＨＤＲ)两种机制来实现ꎮ 因此ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 系统ꎬ并提供外源基因同源载体作为 ＨＤＲ 的

“原料”ꎬ即可实现外源基因的定点敲入ꎮ
利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统和组织特异启动子ꎬ可

进行组织特异的基因编辑ꎮ 为构建肌肉特异表达

Ｃａｓ９ 小鼠模型ꎬ本研究选取小鼠 Ｒｏｓａ２６ 位点作为打

靶位点ꎬ构建 ＳＰ 启动子驱动的肌肉特异性表达

Ｃａｓ９ 示踪同源打靶载体ꎮ 同时ꎬ这一研究也为构建

疾病模型和基因疾病的相关治疗提供了新的方法ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验菌株ꎬ载体和细胞

感受态细胞 ＤＨ５α(Ｃａｔ＃ ＤＬ１００１)购于上海唯

地生物技术有限公司ꎮ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 载体为实验

室自 存 载 体 ( 载 体 上 已 连 接 Ｒｏｓａ２６ 位 点 的

ｓｇＲＮＡ)ꎮ Ｒｏｓａ２６ 供体载体购于广州易锦生物技术

有限公司(Ｃａｔ＃ ＤＣ￣ＤＯＮ￣ＳＨ０２)ꎮ 载体详细信息见

图 １ꎮ Ｃ２Ｃ１２ 细胞和 ２９３Ｔ 细胞为实验室前期冻存

细胞ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

２ × Ｖａｚｙｍｅ ＬＡｍｐ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( Ｖａｚｙｍｅꎬ Ｐ３１２￣
０１)ꎬ ２ × ＥＳ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( ＣＷＢＩＯꎬ ＣＷ０６９０)ꎬ
Ｅｎｄｏ￣ｆｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ ＩＩ ( Ｏｍｅｇａꎬ Ｄ６９５０￣０１)ꎬ
Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ (ＣＷＢＩＯꎬＣＷ２３０２Ｍ)ꎬＬｉｐｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ１１６６８０３０)ꎬＧｅｎｅＪＥＴ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( Ｔｈｅｒｍｏꎬ Ｋ０７２１ )ꎬ Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ
(ＴＡＫＡＲＡꎬ ２０１１Ａ)ꎬ Ｔ７ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ｉ 酶 ( ＮＥＢꎬ
Ｅ３３２１)ꎬ同源重组酶(ＶａｚｙｍｅꎬＣ１１２￣０１)ꎬ限制性内

切 酶 ＫｐｎＩ ( Ｐｒｏｍｅｇａꎬ Ｒ６３４１ )ꎬ ＡｇｅＩ ( Ｐｒｏｍｅｇａꎬ
Ｒ７２５１)ꎬ ＸｂａＩ ( Ｐｒｏｍｅｇａꎬ Ｒ６１８１)ꎬ ＥｃｏＲＩ ( Ｐｒｏｍｅｇａꎬ
Ｒ６０１１)ꎬ ＭｌｕＩ ( Ｐｒｏｍｅｇａꎬ Ｒ６３８１ )ꎬ ＢｓｔＢＩ ( Ｔｈｅｒｍｏꎬ
ＥＲ０１２１)ꎮ

ＰＣＲ 仪(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ９７００ꎬ美国)ꎬ分光

４３３
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图 １　 载体示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐｌａｓｉｍｄ

光度计(ＴｈｅｒｍｏꎬＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ꎬ美国)ꎬ倒置荧光显

微镜(Ｃａｒｌ ＺｅｉｓｓꎬＡｘｉｏｖｅｒｔ ２００ꎬ德国)ꎬＣＣＤ 成像系统

(ＮｉｋｏｎꎬＤＳ￣Ｆｉ１ꎬ日本)ꎬ离心机 ( Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒꎬ
Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ １６ꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 肌肉特异性表达 Ｃａｓ９ 载体的构建

(１)ＳＰ 启动子的合成与 ＰＣＲ 扩增:ＳＰ 序列参

照 Ｌｉ 等[７]的报道ꎬ由南京金斯瑞生物科技公司合成

后连接于 ｐＵＣ５７ 载体ꎬ测序正确的载体命名为

ｐＵＣ５７￣ＳＰꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计 ＳＰ 启动子上下

游引物并命名为 ＳＰ￣Ｆ 和 ＳＰ￣Ｒ(引物序列见表 １)ꎬ
在上下游引物的 ５’端分别引入 ＫｐｎＩ 和 ＡｇｅＩ 的酶切

位点ꎬ引物交由哈尔滨睿博兴科生物技术有限公司

合成(本研究所用引物均由该公司合成)ꎮ 以载体

ｐＵＣ５７￣ＳＰ 为模板ꎬ进行 ＳＰ 启动子的 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反

应组成:模板 １０ ｎｇꎬＳＰ￣Ｆ １ μＬꎬＳＰ￣Ｒ １ μＬꎬ２ × ＥＳ
Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬꎬ补加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５ μＬꎮ
ＰＣＲ 反应程序:９５℃ ５ ｍｉｎ(预变性)ꎻ９５℃ ３０ ｓ(变
性)ꎬ６２℃ ３０ ｓ(退火)ꎬ７２℃ ９０ ｓ(延伸)ꎬ共 ３１ 个循

环ꎻ７２℃ ７ ｍｉｎ(终延伸)ꎮ １％琼脂糖凝胶电泳检测

后对目的条带进行胶回收ꎮ
(２) ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 的连接: ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６

为连有打靶 Ｒｏｓａ２６ 位点 ｓｇＲＮＡ 的 ＰＸ４５９ 载体ꎮ 采

用 ＫｐｎＩ 和 ＡｇｅＩ 分别对 ＳＰ 启动子扩增片段与

ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 载体双酶切ꎬ电泳检测后对目的条带

进行胶回收ꎮ 将上述获得的载体长片段和 ＳＰ 启动

子进行连接ꎬ反应组成:ＳＰ 回收产物 ４０ ｎｇꎬＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６ 回收产物 １００ ｎｇꎬＴ４ ＤＮＡ 连接酶 ０􀆰 ５ μＬꎬ
１０ × Ｂｕｆｆｅｒ １ μＬꎬ补加 ｄｄＨ２Ｏ 至 １０ μＬꎮ 连接条件

为 ４℃ １６ ｈꎮ 连接产物使用感受态细胞 ＤＨ５α 进行

转化ꎬ挑取单个菌落进行培养ꎬ按照质粒小提试剂

盒说明书对菌液进行提取ꎬ所得质粒经 ＫｐｎＩ 和 ＡｇｅＩ
酶切鉴定后送至哈尔滨睿博兴科生物技术有限公

司测序(本研究所有测序均由该公司完成)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中编辑活

性检测

(１)细胞转染与 ＤＮＡ 的提取:Ｃ２Ｃ１２ 细胞培养

条件为 ３７℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度ꎮ 传代后ꎬ待细胞融

合度达到 ６０％ ~ ７０％ꎬ使用 Ｌｉｐｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染

试剂转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 或 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体ꎬ
未转染的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞作为对照组ꎮ 转染 ７２ ｈ 后ꎬ提
取 Ｃ２Ｃ１２ 细胞 ＤＮＡꎮ

(２) 打靶位点的 ＰＣＲ 扩增:Ｒｏｓａ２６ 序列中ꎬ
ＸｂａＩ 酶切位点为 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 打靶位点ꎬ利用

Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件在 ＸｂａＩ 酶切位点左右为 ２０７ ｂｐ 和 ３９８
ｂｐ 处 设 计 引 物 并 命 名 为 ｍＲｏｓａ２６￣ＸｂａＩ￣Ｆ１ 和

ｍＲｏｓａ２６￣ＸｂａＩ￣Ｒ１(引物序列见表 １)ꎬ扩增产物理论

值为 ６００ ｂｐꎮ 对 Ｃ２Ｃ１２ ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ电泳

检测后对目的条带进行胶回收ꎮ
(３)编辑效率检测:采用两种方法检测 ＳＰ 启动

子和 ＣＭＶ 启动子带动 Ｃａｓ９ 蛋白的编辑效率ꎮ 对

ＰＣＲ 产物进行限制性内切酶 ＸｂａＩ 酶切检测ꎮ 反应组

成:ＸｂａＩ ０􀆰 ５ μＬꎬＰＣＲ 胶回收产物 ２００ ｎｇꎬ１０ × ＦＤ
Ｂｕｆｆｅｒ １ μＬꎬ补加 ｄｄＨ２Ｏ 至 １０ μＬꎮ 酶切条件为 ３７℃
１ ｈꎮ ２％的琼脂糖凝胶电泳检测酶切情况ꎮ

对 ＰＣＲ 产物进行 Ｔ７Ｅ１ 酶切检测ꎮ ＰＣＲ 产物

退火 杂 交ꎬ 反 应 组 成: ＰＣＲ 产 物 ２００ ｎｇꎬ １０ ×
ＮＥＢｕｆｆｅｒ２ ２ μＬꎬ补加 Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 至 １９ μＬꎮ
退火杂交条件:９５℃ ５ ｍｉｎ (预变性)ꎻ９５ ~ ８５℃ꎬ
－２℃ / ｓꎻ８５ ~ ２５℃ꎬ－０􀆰 １℃ / ｓ(条件降温)ꎮ 杂交后

５３３



中国实验动物学报 ２０２２ 年 ６ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＪｕｎｅ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３０ꎬ Ｎｏ. ３

的产物经 Ｔ７Ｅ１ 酶切鉴定ꎮ 反应组成:退火反应产

物 １９ μＬꎬＴ７Ｅ１ １ μＬꎮ 酶切条件为 ３７℃水浴 １５ ｍｉｎ
后加入 ０􀆰 ２５ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＥＤＴＡ １􀆰 ５ μＬ 终止反应ꎮ ２％
的琼脂糖凝胶电泳检测酶切情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 示踪载体的构建

(１)Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ 片段的 ＰＣＲ 扩增:根据实验室

保存的含有 Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ 的载体序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５
软件设计 Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ 上下游引物并命名为 Ｔ２Ａ￣
ＤｓＲｅｄ￣Ｆ 和 Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ￣Ｒꎬ引物 ５’ 端引入同源臂

(引物序列见表 １)ꎮ 通过 ＰＣＲ 进行 Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ 的

扩增ꎮ 反应组成:Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ￣Ｆ １ μＬꎬＴ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ￣Ｒ
１ μＬꎬ模板 １０ ｎｇꎬ２ × ＥＳ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬꎬ补
加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５ μＬꎮ 反应程序:９５℃ ５ ｍｉｎ(预变

性)ꎻ９５℃ ３０ ｓ(变性)ꎬ６２℃ ３０ ｓ(退火)ꎬ７２℃ ４５ ｓ
(延伸)ꎬ共 ３２ 个循环ꎻ７２℃ ７ ｍｉｎ(终延伸)ꎮ 电泳

检测后对目的条带进行胶回收ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列(５’－３’)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５’－３’)

ＳＰ￣Ｆ ＧＧＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＴＣＣＴＣＡＣＧＡＣＡＣＣＣ
ＳＰ￣Ｒ ＡＣＣＧＧＴＣＴＧＣＡＧＡＧＧＣＣＴＧＣＡＴＧＣＡＡ

ｍＲｏｓａ２６￣ＸｂａＩ￣Ｆ１ ＣＣＡＡＡＧＴＣＧＣＴＣＴＧＡＧＴＴＧＴＴＡＴＣＡＧＴ
ｍＲｏｓａ２６￣ＸｂａＩ￣Ｒ１ ＧＧＡＧＣＧＧＧＡＧＡＡＡＴＧＧＡＴＡＴＧＡＡＧ
Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ￣Ｆ ＣＡＡＡＡＡＡＧＡＡＡＡＡＧＧＡＡＴＴＣＧＧＣＡＧＴＧＧＡＧＡＧＧＧＣＡＧＡ
Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ￣Ｒ ＧＣＧＡＧＣＴＣＴＡＧＴＴＡＧＴＴＣＧＡＡＴＴＡＣＴＧＧＧＡＧＣＣＧＧＡＧＴＧＧＣＧ
Ｔ￣ＭｌｕＩ￣ＳＰ￣Ｆ ＣＴＣＣＡＧＴＣＴＴＴＣＴＡＧＡＣＧＣＧＴＣＧＴＴＡＣＡＴＡＡＣＴＴＡＣＧＧＴＡＡＡＴＧＧＣ
Ｔ￣ＢｓｔＢＩ￣Ｒ ＧＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＡＡＡＧＧＣＧＡＡＴＣＧＡＧＧＣＴＧＡＴＣＡＧＣＧＡＧＣ

５’￣Ｒｏｓａ２６￣Ｆ ＡＧＧＧＡＧＣＧＧＡＡＡＡＧＴＣＴＣＣＡ
５’￣ＳＰ￣Ｒ ＣＣＧＴＣＧＴＣＣＡＣＡＡＣＣＣＡＣＴＣ

３’￣Ｐｏｌｙ(Ａ)￣Ｆ ＧＡＣＣＧＴＧＴＡＣＡＡＧＧＣＣＡＡＧＡ
３’￣Ｐｏｌｙ(Ａ)￣Ｒ ＴＣＡＡＧＣＣＡＧＴＣＣＡＡＧＡＧＡＡＡＧＣＡ

(２)ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 的连接:将得到的

Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ 片 段 与 经 ＥｃｏＲＩ 酶 切 后 的 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体进行同源重组ꎮ 反应组成: Ｔ２Ａ￣
ＤｓＲｅｄ 片段 ２０ ｎｇꎬＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体大片段 ８０
ｎｇꎬＥｘｎａｓｅ Ⅱ １ μＬꎬ５ × ＣＥ Ⅱ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬ补加

ｄｄＨ２Ｏ 至 １０ μＬꎮ 同源重组条件为 ３７℃ ３０ ｍｉｎꎬ立
即至于冰上冷却ꎮ 同源重组产物使用感受态细胞

ＤＨ５α 进行转化ꎬ提取质粒后测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 示踪载体的检测

按 １􀆰 ２􀆰 ２ 中的条件和方法对 Ｃ２Ｃ１２ 细胞进行

培养和 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 载体的转染ꎬ设置

未转染的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞作为对照组ꎮ ４８ ｈ 后ꎬ观察荧

光表达情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 肌肉特异表达 Ｃａｓ９ 同源打靶示踪载体的

构建

(１)ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 的扩增:利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件

根据 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 载体 ＳＰ 启动子的上

游和 ＤｓＲｅｄ 下游设计引物ꎬ将 Ｄｏｎｏｒ 载体 ＭｌｕＩ 与

ＢｓｔＢＩ 酶切位点对应的同源臂分别引入上下游引物ꎬ
并命名为 Ｔ￣ＭｌｕＩ￣ＳＰ￣Ｆ 和 Ｔ￣ＢｓｔＢＩ￣Ｒ(引物序列见表

１)ꎮ 以 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 为模板ꎬ ＰＣＲ 扩

增ꎮ 反应组成:Ｔ￣ＭｌｕＩ￣ＳＰ￣Ｆ １ μＬꎬＴ￣ＢｓｔＢＩ￣Ｒ １ μＬꎬ
载体 １０ ｎｇꎬ２×Ｖａｚｙｍｅ ＬＡｍｐ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬꎬ补
加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序: ９８℃ ２ ｍｉｎ
(预变性)ꎻ９８℃ ３０ ｓ(变性)ꎬ６５℃ ３０ ｓ(退火)ꎬ７２℃
５ ｍｉｎ(延伸)ꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２℃ ７ ｍｉｎ(终延伸)ꎮ
电泳检测后对目的条带进行胶回收ꎮ

(２) 同源臂载体 Ｄｏｎｏｒ 的酶切:利用 ＭｌｕＩ 和

ＢｓｔＢＩ 对 ＤＣ￣ＤＯＮ￣ＳＨ０２ Ｒｏｓａ２６ 供体载体进行大量

双酶切ꎬ电泳检测后对大片段进行胶回收ꎮ
(３)Ｄｏｎｏｒ￣Ｃａｓ９￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 示踪载体的连接:将

得到的 ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 片段与 Ｄｏｎｏｒ 载体大片段进

行同源重组ꎮ 反应组成: ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 片段 ４０
ｎｇꎬＤｏｎｏｒ 载体大片段 ５０ ｎｇꎬＥｘｎａｓｅ Ⅱ １ μＬꎬ５ × ＣＥ
Ⅱ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬ补加 ｄｄＨ２Ｏ 至 １０ μＬꎮ 同源重组条

件为 ３７℃ ３０ ｍｉｎꎬ立即至于冰上冷却ꎮ 同源重组产

物使用感受态细胞 ＤＨ５α 进行转化ꎬ提取质粒ꎬ所得

质粒经 ＭｌｕＩ 和 ＢｓｔＢＩ 酶切鉴定后测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｄｏｎｏｒ￣Ｃａｓ９￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 示踪载体在 Ｃ２Ｃ１２ 细

胞中整合情况的检测

(１)细胞转染及荧光观察:按 １􀆰 ２􀆰 ２ 中的条件

和方法对 Ｃ２Ｃ１２ 细胞进行培养以及 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６
载体与 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 的共转染ꎮ ４８ ｈ 后ꎬ对
荧光表达情况进行观察ꎮ

(２)同源打靶载体整合情况的 ＰＣＲ 鉴定:转染

４８ ｈ 后加入 Ｐｕｒｏ 筛选 ７ ｄꎬ提取细胞 ＤＮＡꎮ 利用

６３３
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Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计两对鉴定引物并命名为 ５’￣
Ｒｏｓａ２６￣Ｆꎬ５’￣ＳＰ￣Ｒ 和 ３’￣Ｐｏｌｙ(Ａ)￣Ｆꎬ３’￣Ｐｏｌｙ(Ａ)￣Ｒ
(引物序列见表 １)ꎮ 对 Ｃ２Ｃ１２ 细胞 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ
扩增ꎮ 反应组成:上下游引物各 １ μＬꎬ２ ×Ｖａｚｙｍｅ
ＬＡｍｐ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬꎬＣ２Ｃ１２ 细胞 ＤＮＡ １０ ｎｇꎬ
补加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９８℃ ２ ｍｉｎ
(预变性)ꎻ９８℃ ３０ ｓ(变性)ꎬ６２℃ ３０ ｓ(退火)ꎬ７２℃
５ ｍｉｎ (终延伸)ꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２℃ ７ ｍｉｎ (终延

伸)ꎮ 电泳检测后对目的条带进行胶回收和测序ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 肌肉特异性表达 Ｃａｓ９ 载体 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ
的构建

ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 为实验室前期构建的载体ꎬ该载

体上已连有打靶 Ｒｏｓａ２６ 位点 ｓｇＲＮＡꎬ因此ꎬ选用

ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 作为骨架进行改造(图 ２Ａ)ꎮ 使用含

有限制性内切酶 ＫｐｎＩ 和 ＡｇｅＩ 酶切位点的引物 ＳＰ￣Ｆ
和 ＳＰ￣Ｒ 对 ＰＵＣ５７￣ＳＰ 载体进行 ＳＰ 启动子的扩增ꎮ
电泳结果显示ꎬ在约 ３００ ｂｐ 处观察到与理论值相符

的特异性条带(图 ２Ｂ)ꎬ即 ＳＰ 启动子扩增成功ꎮ 用

限制性内切酶 ＫｐｎＩ 和 ＡｇｅＩ 分别对 ＳＰ 启动子片段

和载体 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 进行酶切ꎬ如图 ２Ｃ 所示ꎬ在约

８００ ｂｐ 处出现 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 载体小片段ꎬ回收 ＳＰ
启动子目的片段及载体大片段并进行连接ꎮ 对重

组质粒进行 ＫｐｎＩ 和 ＡｇｅＩ 双酶切鉴定ꎬ结果显示ꎬ在
约 ７８００ ｂｐ 和 ３００ ｂｐ 处出现目的条带(图 ２Ｄ)ꎬ与理

论值相符ꎮ 重组质粒进行测序鉴定ꎬ目的片段未发

生突变ꎬ该重组质粒命名为 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰꎮ

注:Ａ:ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体构建示意图ꎻＢ:ＳＰ 启动子 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳图ꎻＭ:ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:阴性对照ꎬ２:ＰＣＲ 产物ꎻＣ:ＳＰ
启动子酶切产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:ＤＬ￣５０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:酶切产物ꎻＤ:ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 酶切产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:２５０ ｂｐ ＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒꎬ１:酶切产物ꎮ

图 ２　 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体的构建

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ. Ｂ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＳＰ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. ＤＬ￣２０００
Ｍａｒｋｅｒ. １. Ｃｏｎｔｒｏｌ. ２. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｃ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＳＰ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. ＤＬ￣５０００ Ｍａｒｋｅｒ. １.
Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. ２５０ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ. １.
Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ ｖｅｃｔｏｒ

２􀆰 ２　 肌肉特异性表达 Ｃａｓ９ 载体 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ
编辑效率的检测

将 ｐＡｃＧＦＰ１￣Ｎ１ 载体ꎬＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 载体ꎬＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体分别转染 Ｃ２Ｃ１２ 细胞ꎬ同时设置一组未

转染载体的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞为阴性对照ꎮ ４８ ｈ 后ꎬ转染了

ＧＦＰ 载体的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞观察到绿色荧光表达ꎬ表明外

源质粒已经转染至 Ｃ２Ｃ１２ 细胞ꎮ 转染 ７２ ｈ 后ꎬ分别提

取转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 载体ꎬＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体和

未转染的 ３ 组细胞的 ＤＮＡꎮ 使用引物 ｍＲｏｓａ２６￣ＸｂａＩ￣
Ｆ１ 和 ｍＲｏｓａ２６￣ＸｂａＩ￣Ｒ１ 分别对 ３ 组细胞的 ＤＮＡ 进行

扩增ꎮ 如图 ３Ａ 所示ꎬ在约 ６００ ｂｐ 处出现目的条带ꎮ
ＰＣＲ 产物进行 ＸｂａＩ 酶切后ꎬ理论上会被切为 ２００ ｂｐ 与
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注:Ａ:Ｃ２Ｃ１２ 细胞 ＤＮＡ ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 后细胞 ＤＮＡ ＰＣＲ 产物ꎬ２:转染 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６ 后细胞 ＤＮＡ ＰＣＲ 产物ꎬ３:未转染的细胞 ＤＮＡ ＰＣＲ 产物ꎻＢ:ＸｂａⅠ酶切产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:转染 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 的细胞ꎬ２:未转染的细胞ꎬ３:转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 的细胞ꎻＣ:Ｔ７Ｅ１ 酶切产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:未转染的细

胞酶切产物ꎬ２:转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 的细胞酶切产物ꎬ３:转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 的细胞酶切产物ꎮ

图 ３　 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 编辑效率检测

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌ ＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｍ. ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒ. １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ. ２. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６. ３. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ. Ｂ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＸｂａⅠ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒ １. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ. ２. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ. ３. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６. Ｃ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ Ｔ７Ｅ１
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒ. １. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ. ２. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ. ３. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ

注:Ａ:ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 载体构建示意图ꎻＢ:Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:ＰＣＲ 产物ꎻＣ:ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 酶切产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:Ｔｒａｎｓ８Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:酶切产物ꎻＤ:转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞(亮视野)ꎻ
Ｅ:转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞(激发光视野)ꎮ

图 ４　 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 构建及表达活性分析

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ. Ｂ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. ＤＬ￣
２０００ Ｍａｒｋｅｒ. １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｃ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. Ｔｒａｎｓ８Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｍａｒｋｅｒ.
１. Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｄ. Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ (Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ) . Ｅ. Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ (Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｆｉｅｌｄ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ
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４００ ｂｐ 两个片段ꎮ 酶切产物进行电泳后ꎬ结果显示ꎬ未
转染的细胞 Ｒｏｓａ２６ 位点被完全切开ꎬ转染 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６ 载体和 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体的两组Ｒｏｓａ２６ 位

注:Ａ:Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 载体构建示意图ꎻＢ:ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:Ｔｒａｎｓ８Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:ＰＣＲ 产物ꎻＣ:
Ｄｏｎｏｒ 载体酶切产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:Ｔｒａｎｓ８Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:酶切产物ꎻＤ:Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 酶切产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:２５０
ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒꎬ１:酶切产物ꎻＥ:转染 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞(亮视野)ꎻＦ:转染 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞(表达

ＧＦＰ 的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞)ꎻＧ:转染 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞(表达 ＤｓＲｅｄ 的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞)ꎮ

图 ５　 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 构建及表达活性分析

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ. Ｂ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ.
Ｔｒａｎｓ８Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ. １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｃ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ Ｄｏｎｏｒ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. Ｔｒａｎｓ８Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ. １. Ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. ２５０ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ. １. Ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｅ. Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ (Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ) . Ｆ. Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ
(Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＧＦＰ). Ｇ. Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ (Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＤｓＲｅｄ).

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ

点均未被完全切开(图３Ｂ)ꎬ这是ＸｂａＩ 酶切位点发生突

变后使酶切效率降低导致的ꎮ 使用 Ｔ７Ｅ１ 酶对载体编

辑效率进行进一步检测ꎬ电泳结果显示(图 ３Ｃ)ꎬ未转

染载体的对照组未发生切割ꎬ转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 载体

和 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体的酶切不完全ꎮ 实验结果使

用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件分析ꎮ 灰度分析显示ꎬ转染 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６ 载体的突变概率为 ４６􀆰 ４２％ꎬ转染载体 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 的突变概率为 １８􀆰 ３８％ꎮ
２􀆰 ３ 　 肌肉特异性表达 Ｃａｓ９ 示踪载体 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 的构建及表达活性检测

ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 载体构建过程见图
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４Ａꎮ 以实验室保存的连有 Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ 的载体为模

板ꎬ使用含有限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ 酶切位点的引物

Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ￣Ｆ 和 Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ￣Ｒ 进行 Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ 的

扩增ꎮ ＰＣＲ 产物的电泳结果显示ꎬ在约 ７４０ ｂｐ 左右

处观察到与理论值相符的特异性条带(图 ４Ｂ)ꎬ即
Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ 扩增成功ꎮ 用限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ 对载

体 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 进行酶切ꎬ在 ８００ ｂｐ 左右处出

现小片段(图 ４Ｃ)ꎮ 回收 Ｔ２Ａ￣ＤｓＲｅｄ 片段及 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 载体大片段进行同源重组ꎬ对重组质粒

进行测序鉴定鉴定ꎬ目的片段未发生突变ꎬ该重组

质粒命名为 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄꎮ 将 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 载体转染至 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中 (图

４Ｄ)ꎬ转染 ４８ ｈ 后ꎬ利用绿光照射 Ｃ２Ｃ１２ 细胞ꎬ可以

观察到红色荧光(图 ４Ｅ)ꎬ表明 ＳＰ 启动子可带动红

色荧光蛋白基因在成肌细胞中表达ꎮ

注:Ａ:共转染后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞(亮视野)ꎻＢ:共转染后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞(表达 ＧＦＰ 的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞)ꎻＣ:共转染后的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞(表达 ＤｓＲｅｄ 的

Ｃ２Ｃ１２ 细胞)ꎻＤ:基因组 ３’端 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬＭ:ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:ＰＣＲ 产物ꎻＥ:基因组 ５’端 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳图ꎬ
Ｍ:ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:ＰＣＲ 产物ꎮ

图 ６　 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 整合检测

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ (Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ) . Ｂ. Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ (Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＧＦＰ). Ｃ. Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ
ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ (Ｃ２Ｃ１２ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＤｓＲｅｄ). Ｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ３’ ＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒ. １. ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ５’ＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｍ. ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒ. １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｅｌｌ ｉｎｔｅｒｇａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ

２􀆰 ４　 肌肉特异表达 Ｃａｓ９ 示踪同源打靶载体

Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 的构建及检测

Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 载体构建过程见图 ５Ａꎮ
以 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ￣ＤｓＲｅｄ 为模板ꎬ扩增 ＳＰ￣Ｃａｓ９￣
ＤｓＲｅｄ 片段ꎬＰＣＲ 产物经电泳检测ꎬ如图 ５Ｂ 所示ꎬ
在约 ５３００ ｂｐ 处观察到与理论值相符的特异性条

带ꎬ表明 ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 扩增成功ꎮ 用限制性内切

酶 ＭｌｕＩ 和 ＢｓｔＢＩ 对 Ｄｏｎｏｒ 载体进行双酶切ꎬ电泳结

果显示ꎬ在 ８３００ ｂｐ 和 ５００ ｂｐ 左右处出现两条条带ꎬ
与理论值相符(图 ５Ｃ)ꎮ 回收 ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 片段

及 Ｄｏｎｏｒ 载体大片段进行同源重组ꎬ对重组质粒进

行酶切鉴定ꎬ如图 ５Ｄ 所示ꎬ在约 ８３００ ｂｐ 和 ５４００ ｂｐ
处出现目的条带ꎬ与理论值相符ꎮ 测序结果显示ꎬ
目的片段未发生突变ꎬ该重组质粒命名为 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣
Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄꎮ 将 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 载体转染至

Ｃ２Ｃ１２ 细胞中(图 ５Ｅ)ꎬ同时转染 ２９３Ｔ 细胞作为对

照组ꎮ ４８ ｈ 后ꎬＣ２Ｃ１２ 细胞中观察到红色荧光与绿

色荧光(图 ５Ｆꎬ５Ｇ)ꎬ而对照组的 ２９３Ｔ 细胞只观察

到绿色荧光的表达(图略)ꎬ表明所构建的 Ｄｏｎｏｒ￣
ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 载体能在细胞中正常表达且具有细

胞特异性ꎮ
２􀆰 ５　 肌肉特异表达 Ｃａｓ９ 示踪同源打靶载体

Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中整合

将 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６ 载体和 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ
载体共转染至 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中 (图 ６Ａ)ꎬ４８ ｈ 后ꎬ
Ｃ２Ｃ１２ 细胞表达绿色荧光和红色荧光(图 ６Ｂꎬ６Ｃ)ꎮ
对转染后的细胞进行终浓度为 １􀆰 １ μｇ / μＬ 的 Ｐｕｒｏ

０４３
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筛选ꎮ ７ ｄ 后ꎬ细胞表达绿色荧光和红色荧光ꎬ提取

细胞 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ 图 ６Ｄ 为 ３’端插入情

况ꎬ在约 １２００ ｂｐ 处出现特异性条带ꎬ与理论值相

符ꎮ 图 ６Ｅ 为 ５’端插入情况ꎬ在约 １０００ ｂｐ 处出现

与理论值相符的特异性条带ꎬＰＣＲ 产物回收后进行

测序ꎬ测序结果与理论序列相符ꎬ表明构建的 Ｄｏｎｏｒ￣
ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 载 体 整 合 到 Ｃ２Ｃ１２ 细 胞 Ｒｏｓａ２６
位点ꎮ

３　 讨论

与“锌指核酸内切酶(ＺＦＮ)”和“类转录激活因

子效应物核酸酶(ＴＡＬＥＮ)”技术相比[１５－１６]ꎬ第三代

“基因组定点编辑技术”ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎬ具有成本低、
制作便捷以及快捷高效等优点ꎬ并已成为科学研究

领域的有效工具[１７－１８]ꎮ Ｒｏｓａ２６ 位点位于小鼠六号

染色体上ꎬ被应用于整合转基因构建体以在小鼠中

实现普遍存在或条件基因表达[１９]ꎮ Ｒｏｓａ２６ 由 ３ 个

外显子构成ꎬ其转录产物为一种非必需、非编码的

ＲＮＡꎬ并且不会翻译成蛋白质[２０]ꎮ 因此ꎬＲｏｓａ２６ 位

点也有“安全港”之称ꎮ 经研究证实ꎬＲｏｓａ２６ 基因在

大部分组织和细胞中都有表达ꎬ因此ꎬ在此区域定

点插入外源 ＤＮＡꎬ在各组织中表达的可能性都会非

常高[２１]ꎮ Ｒｏｓａ２６ 位点基因编辑技术可以非常有效

地建立多用途的条件性转基因动物模型ꎬ因此ꎬ本
研究选取 Ｒｏｓａ２６ 位点作为打靶位点进行研究ꎮ

对特定组织进行基因改造时ꎬ需要保证个体其

它组织器官正常的生长发育不受影响ꎮ 为实现肌

肉特异打靶的同时不损害其它组织器官的生理功

能ꎬ本研究选用肌肉特异启动子 ＳＰ 驱动 Ｃａｓ９ 的表

达ꎬ并以打靶小鼠 Ｒｏｓａ２６ 位点的 Ｃａｓ９ 载体 ＰＸ４５９￣
Ｒｏｓａ２６ 为骨架ꎬ 构建肌肉 特 异 表 达 Ｃａｓ９ 载 体

ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰꎮ Ｃ２Ｃ１２ 细胞作为骨骼肌前体细

胞ꎬ是研究成肌细胞增殖分化的理想模型[２２]ꎮ 随

后ꎬ我们对成肌细胞 Ｃ２Ｃ１２ 进行转染和基因组编辑

效率的检测ꎮ 转染 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６￣ＳＰ 后ꎬ提取细胞

基因组并进行酶切验证ꎬ突变的概率为 １８􀆰 ３８％ꎬ表
明 ＳＰ 启动子可带动 Ｃａｓ９ 蛋白在 Ｃ２Ｃ１２ 细胞中表

达ꎮ 之后ꎬ我们在载体 Ｃａｓ９ 后引入 ＤｓＲｅｄ 红色荧光

报告基因ꎬ可通过荧光的表达来直观的观察 ＳＰ 启

动子在不同细胞中的特异表达情况ꎮ 在去除

Ｒｏｓａ２６ 位点 Ｄｏｎｏｒ 载体 ＯＲＦ 区的 ＣＭＶ 启动子后ꎬ
我们在该载体骨架上连接 ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄꎬ构建肌

肉特异表达 Ｃａｓ９ 示踪同源打靶载体 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣

ＤｓＲｅｄꎮ 将 Ｄｏｎｏｒ￣ＳＰ￣Ｃａｓ９￣ＤｓＲｅｄ 和 ＰＸ４５９￣Ｒｏｓａ２６
共转至 Ｃ２Ｃ１２ 细胞后ꎬ细胞可表达绿色荧光和红色

荧光ꎬ且这种现象是肌肉细胞特异性的ꎬ即 ＳＰ 启动

子可启动外源基因的肌肉特异性表达ꎮ 对转染后

的 Ｃ２Ｃ１２ 细胞进行 Ｐｕｒｏ 筛选后得到阳性细胞进行

基因组的提取和 ＰＣＲ 鉴定ꎬ该载体成功整合到

Ｃ２Ｃ１２ 细胞 Ｒｏｓａ２６ 位点ꎮ 我们构建的系统可用于

肌肉特异表达 Ｃａｓ９ 小鼠模型的制备和肌肉特异性

基因编辑的研究ꎮ
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联合法诱导内脏高敏感模型的比较研究
侯雨君１ꎬ赵映１ꎬ蒋慧灵１ꎬ谭玉１ꎬ张薇３ꎬ李瑛２ꎬ郑倩华１∗

(１. 成都中医药大学针灸推拿学院 /第三附属医院ꎬ成都　 ６１００７５ꎻ ２. 成都中医药大学研究生院ꎬ成都　 ６１００７５ꎻ
３. 什邡市人民医院中医科ꎬ四川　 德阳　 ６１８４９９)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察母婴分离联合机械刺激法和药物联合慢性应激法建立的肠易激综合征内脏高敏感性模

型的效应ꎬ并探讨上述两种方法的优劣ꎮ 方法　 将 ＳＤ 幼鼠、成年鼠随机分为母婴分离联合机械刺激组(ＣＲＤ 组)
和空白对照组(ＣＲＤ 对照组)、药物联合慢性应激组(ＣＵＭＳ 组)与空白对照组(ＣＵＭＳ 对照组)ꎬ模型建立后ꎬ观察大

鼠一般情况与大便情况ꎬ采用腹壁撤退反射(ＡＷＲ)与内脏痛阈值评价大鼠内脏敏感性ꎬ十字迷宫实验与旷场实验

评价大鼠焦虑抑郁状态ꎬ在上述评价后ꎬ取大鼠远端结肠进行病理观察ꎮ 结果　 与对应对照组相比ꎬ两个模型组大

鼠 ＡＷＲ 评分增高、内脏痛阈值降低、粪便含水量增高ꎮ 其中ꎬ药物联合 ＣＵＭＳ 组的 ＩＢＳ 内脏高敏感大鼠的十字迷

宫开臂停留时间缩短ꎬ旷场实验活动总距离与中心停留时间减少ꎮ 结论　 两种造模方式诱导的模型均出现 ＩＢＳ 内

脏高敏感性和粪便性状改变ꎬ可较好地模拟 ＩＢＳ 临床症状ꎬ且更趋向于腹泻型 ＩＢＳꎻ药物联合 ＣＵＭＳ 能更好地复制

ＩＢＳ 的情绪功能障碍ꎮ
【关键词】 　 肠易激综合征ꎻ内脏高敏感ꎻ母婴分离ꎻ结直肠扩张ꎻ慢性不可预知轻度应激ꎻ模型评价
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Ｒｅｓｕｌｔ　 Ｂｏｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ＡＷＲ ｓｃｏｒｅꎬ ｌｏｗｅｒ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｄ ｆｅｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ
ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ. Ｔｈｅ ＣＵＭＳ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ａ ｓｈｏｒｔｅｒ ｏｐｅｎ ａｒｍ ｒｅｓｉｄｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｏｔａｌ
ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｒｅｓｉｄｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ Ｂｏｔｈ ｍｏｄｅｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ａｇｒｅｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ＩＢＳꎬ ａｎｄ ａｒｅ ｍｏｒｅ ｉｎｃｌｉｎｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉａｒｒｈｅａ ｔｙｐｅ.
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ＣＵＭＳ ｇｒｏｕｐ ｍｏｄｅｌ ｈａｄ ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ｃｈａｎｇｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ( ＩＢＳ)ꎻ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎻ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎꎻ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｄｉｓｔｅｎｓｉｏｎꎻ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｍｏｄｅｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 肠易激综合征(ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＩＢＳ)常
以腹部不适以及粪便性状改变为主要临床特征ꎬ在
全世界发病率约为 １１％[１]ꎮ 由于其迁延不愈的特

点ꎬＩＢＳ 严重影响了患者的生活质量ꎬ并造成了巨大

的医疗与经济负担[２]ꎮ 内脏高敏性是肠道对刺激

敏感性增强的一种现象ꎬ是 ＩＢＳ 区别于其他功能性

肠病的重要特征ꎬ主要表现为腹痛和腹胀[３]ꎮ 建立

稳定、重复性好的 ＩＢＳ 内脏高敏感模型ꎬ对于 ＩＢＳ 的

病因病理研究、临床诊断与治疗有着重要意义ꎮ 课

题组前期研究发现ꎬＩＢＳ 内脏高敏感的动物模型制

作方法较多ꎬ各有优缺点[４]ꎮ 目前ꎬ常用方法包括

幼鼠 的 母 婴 分 离 ( ｎｅｏｎａｔａｌ ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎꎬ
ＮＭＳ) [５] 与 结 直 肠 扩 张 ( ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｄｉｓｔｅｎｓｉｏｎꎬ
ＣＲＤ) [６]ꎬ 成年鼠的慢性不可预知性温和应激

(ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬＣＵＭＳ)与灌胃或

灌肠给药[７－９]ꎮ 由于单一造模方法可能在模型稳定

性、持续性和模拟 ＩＢＳ 亚型方面存在缺陷[１０]ꎬ本研

究通过联合造模方法ꎬ即分别采用幼鼠母婴分离联

合机械刺激和成年鼠药物联合慢性应激诱导 ＩＢＳ 内

脏高敏感模型ꎮ 通过评价内脏高敏感状态、粪便特

征以及焦虑抑郁状态等指标ꎬ比较两种不同联合法

制作的 ＩＢＳ 内脏高敏感模型ꎬ为 ＩＢＳ 内脏高敏感动

物模型的制备方法及动物选择提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２０ 只 ２ 日龄清洁级 ＳＤ 大鼠ꎬ雌雄各半ꎬ体重 ５
~ ７ ｇꎻ２０ 只 ２ 月龄成年清洁级 ＳＤ 大鼠ꎬ雌性ꎬ体重

２３０ ~ ２５０ ｇꎬ均购于成都中医药大学实验动物研究

中心【ＳＣＸＫ(川)２０１９－１１】ꎬ饲养于成都中医药大学

ＳＰＦ 级实验动物中心【ＳＹＸＫ(川)２０１９－０４９】ꎬ昼夜

节律与湿度恒定ꎬ温度 ２０ ~ ２５℃ꎮ 实验方案与动

物饲养均符合成都中医药大学动物伦理要求(成都

中医药大学动物伦理备案号:２０１９－０６)ꎮ

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

无水乙醇 (批号: ＧＢ６７８￣９０)ꎻ二甲苯 (批号:
２０２１０１０１)ꎻ苏木素染液(批号:ＺＨ２０２５０９)ꎻ伊红染

液(批号:ＣＲ２０１１０６４)ꎻ盐酸(批号:２０２０１１１８)ꎻ中
性树胶(批号:７０１２０１５０)ꎻ番泻叶(生产许可证:川
２０１０００９４)ꎻ切片机(徕卡 ２０１６ꎬ德国)ꎻ包埋机(常州

郊区中威电子仪器厂ꎬ中国)ꎻ显微镜(麦克奥迪实

业集团有限公司ꎬ中国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

幼鼠与哺乳母鼠共同饲养ꎬ出生后第 ２２ 天断

奶ꎬ第 ３０ 天分笼ꎬ并进行雌雄分离ꎮ 将幼鼠随机分

为母婴分离联合结直肠扩张组(ＣＲＤ 组)和对照组

(ＣＲＤ 对照组)ꎬ各组 １０ 只ꎬ雌雄各占一半ꎮ 成年大

鼠饲养于金属笼内ꎬ随机分为药物联合慢性应激组

(ＣＵＭＳ 组)与对照组(ＣＵＭＳ 对照组)ꎬ各组 １０ 只ꎬ
均为雌性ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 模型的建立

ＣＲＤ 组:幼鼠出生后每天与母鼠分离 ３ ｈꎬ持续

２１ ｄꎬ第 ８ 天将自制球囊插入幼鼠结直肠对其进行

直肠扩张ꎬ共持续 １４ ｄꎮ ＣＲＤ 对照组:幼鼠在出生

后与母鼠共同饲养ꎬ不做任何处理ꎮ ＣＵＭＳ 组:
ＣＵＭＳ 共包含 ７ 种应激方式:束缚 １２０ ｍｉｎꎻ孤养 ２４
ｈꎻ拥挤 ２４ ｈꎻ距尾端 １ ｃｍ 夹尾 ２０ ｍｉｎꎻ４５℃温水游

泳 １０ ｍｉｎꎻ足底电击 １５ ｍｉｎ 和震荡摇摆 １ ｈꎮ 以上

应激方法每日通过抽签随机选取 １ 种进行ꎬ每种应

激方法出现 ２ 次并且不连续出现ꎮ 应激 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ
使用浓度为 ０􀆰 ３ ｇ / ｍＬ 番泻叶浸剂于以 １０ ｍＬ / ｋｇ 剂

量灌胃ꎬ１ 次 /日ꎬ共持续 １４ ｄꎮ ＣＵＭＳ 对照组:以 １０
ｍＬ / ｋｇ 剂量生理盐水每日灌胃ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 观察指标

(１)一般情况:分别在造模结束后与造模结束

后 １４ ｄ 对所有组别的大鼠进行体重测量ꎬ评估大鼠

的精神状态、毛发光泽度与活动度ꎮ

４４３
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(２)粪便情况:分别在造模结束以及造模结束

１４ ｄ 后观测各组大鼠的粪便性状与粪便含水量ꎮ
采用 Ｂｒｉｓｔｏｌ 量表对粪便形状进行评价ꎬ评分标准

为:１ 分ꎬ单个的硬团ꎻ２ 分ꎬ表面凹凸干硬的香肠状ꎻ
３ 分ꎬ干裂的香肠状ꎻ４ 分ꎬ柔软的香肠状ꎻ５ 分ꎬ团块

状ꎻ６ 分ꎬ糊状ꎻ７ 分ꎬ水样便[１１]ꎮ 对所有组别大鼠进

行单笼饲养ꎬ自由进食与饮水ꎬ共收集 ８ ｈ 粪便ꎬ每
２ ｈ 收集 １ 次ꎮ 粪便称重后放入 ２００℃烤箱内烘烤

１ ｈꎬ取出再次称重ꎬ计算粪便含水量ꎮ 粪便含水量

为干湿重之差占湿重的百分比ꎮ
(３) 内脏高敏感程度评价:腹壁撤退反射

( ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｒｅｆｌｅｘꎬ ＡＷＲ): 参 考 陈 颖

等[１２]总结的方法ꎬ实验前 ２４ ｈ 禁食不禁水ꎬ麻醉

后大鼠将大鼠放入自制透明容器中ꎬ将润滑后的

自制球囊导管缓慢插入大鼠肛门 ４􀆰 ５ ｃｍ 并固定ꎮ
等待大鼠苏醒后ꎬ向球囊中匀速充气ꎬ使压力分别

达到 ２０、４０、６０ 和 ８０ ｍｍＨｇꎮ 每个压力梯度保持

３０ ｓꎬ并由不清楚分组信息的实验人员观察记录

ＡＷＲ 评分ꎮ 评分标准:０ 分:大鼠情绪基本稳定ꎬ
无明显行为变化ꎻ１ 分:大鼠情绪出现不稳定ꎬ偶尔

转头ꎻ２ 分:大鼠腹部肌肉轻微收缩ꎬ未离开地面ꎻ
３ 分:大鼠腹部强烈收缩ꎬ从地面抬起ꎻ４ 分:大鼠

背部弓起ꎬ腹壁与会阴完全离开地面ꎮ 共测量

３ 次ꎬ最终结果取平均值ꎮ
内脏痛阈值:将大鼠放入固定器中并且插入球

囊导管 (方法同 ＡＷＲ)ꎬ向球囊内充气使压力从

０ ｍｍＨｇ 每次匀速递增 ５ ｍｍＨｇꎬ每次扩张持续 ３０ ｓ
以观察大鼠的反应ꎬ待大鼠安静后ꎬ加压直至大鼠

腹部收缩较强ꎬ并抬离地面(即 ＡＷＲ 评分为 ３ 分)
时的最低压力值作为内脏痛阈值ꎮ 共测量 ３ 次ꎬ最
终结果取平均值ꎮ

(４) 焦虑抑郁样行为测试: 十字迷宫实验

(ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔꎬＥＰＭＴ):参考郭晋良等[１３]

的方法ꎬ将大鼠放置于仪器一侧开臂的尽头ꎬ记录

３００ ｓ 大鼠活动情况后得出大鼠进入开放臂时间、进
入封闭臂时间以及在中央区域停留时间ꎬ计算出

ＯＴ％值ꎬＯＴ％值大鼠焦虑水平成反比ꎮ ＯＴ％值计算

方法:(开放臂时间 /开放臂时间 ＋封闭臂时间)
×１００％ꎮ

旷场实验 ( ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔꎬ ＯＦＴ) 参考张传领

等[１４]的方法ꎬ将大鼠放于旷场实验箱中央区域ꎬ记
录 ３００ ｓ 内大鼠的相关活动情况ꎬ得到活动总距离

与中央区域活动时间ꎬ总距离和中央区域活动时间

与大鼠抑郁水平呈反比ꎮ
(５)病理观察:检测结束后ꎬ处死大鼠ꎬ取 １ ｃｍ

左右的远端结肠ꎬ４％多聚甲醛中固定ꎬ石蜡包埋ꎬ切
片后使用苏木精伊红试剂染色ꎬ光镜下观察炎性细

胞浸润程度ꎬ并按结肠病理组织评价炎症分级[１０]ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 软件进行数据分析ꎬ正态性分

析后ꎬ符合正态分布的数据使用平均值 ± 标准差

(􀭰ｘ ± ｓ)与单因素方差分析进行描述ꎮ 不满足正态

分布的数据使用中位数(Ｐ２５ꎬＰ７５)与秩和检验进行

描述ꎮ 以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

如图 １ 所示ꎬ两个时间点 ＣＲＤ 组与 ＣＲＤ 对照

组比较ꎬ体重无明显差异ꎻＣＵＭＳ 组与 ＣＵＭＳ 对照组

比较ꎬ体重明显降低ꎬ且差异具有显著性 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ ＣＵＭＳ 组与 ＣＲＤ 组大鼠均出现精神较差、
毛发枯槁、活动度与饮食减少等情况ꎮ

注:与对应对照组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下图 / 表同)

图 １　 不同时间点各组体重比较

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ <

０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

２􀆰 ２　 粪便情况

如表 １ 所示ꎬ在造模完成时ꎬＣＲＤ 组与 ＣＵＭＳ
组的大便性状与大便含水量(Ｐ < ０􀆰 ０５)均高于对应

对照组ꎬ且差异具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 造模 １４ ｄ
后ꎬＣＲＤ 组的大便性状(Ｐ < ０􀆰 ０１)与大便含水量(Ｐ
< ０􀆰 ０５)均高于 ＣＲＤ 对照组ꎬ且差异具有显著性ꎻ
ＣＵＭＳ 组的大便性状与大便含水量均高于 ＣＵＭＳ 对

照组ꎬ且差异具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ

５４３
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表 １　 不同时间点各组粪便情况比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

造模完成
Ａｆｔｅｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｍｏｄｅｌ

造模 １４ ｄ 后
１４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｍｏｄｅｌ

大便性状
Ｓｔｏｏｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ

大便含水量(％)
Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ(％)

大便性状
Ｓｔｏｏｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ

大便含水量(％)
Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ(％)

ＣＲＤ 组
ＣＲＤ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ３０ ± ０􀆰 ４８∗∗ ０􀆰 ６１ ± ０􀆰 ０５∗∗ ４􀆰 ４０ ± ０􀆰 ７０∗ ０􀆰 ６７ ± ０􀆰 ０７∗

ＣＲＤ 对照组
ＣＲＤ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ７０ ± ０􀆰 ９５ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 １６ ３􀆰 ３０ ± １􀆰 ２５ ０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ２０

ＣＵＭＳ 组
ＣＵＭＳ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ９０ ± ０􀆰 ３２∗∗ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ４１∗∗ ５􀆰 １０ ± ０􀆰 ８８∗∗ ０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ０９∗∗

ＣＵＭＳ 对照组
ＣＵＭＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ２０ ± ０􀆰 ６３ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 １１ ４􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ５５ ± ０􀆰 １２

２􀆰 ３　 内脏高敏感情况

２􀆰 ３􀆰 １　 腹壁撤退反射评价

如图 ２ 所示ꎬ在造模完成时ꎬ与对应对照组相

比ꎬ两个模型组各梯度 ＡＷＲ 评分均升高ꎬ差异具有

显著性ꎮ 造模 １４ ｄ 后ꎬＣＲＤ 组与 ＣＲＤ 对照组低压

力梯度(２０、４０ ｍｍＨｇ)无显著性差异ꎻ与 ＣＵＭＳ 对照

组相比ꎬＣＵＭＳ 组各压力梯度明显降低ꎬ差异具有显

著性ꎮ 与 ＣＲＤ 组相比ꎬＣＵＭＳ 组 ＡＷＲ 总体评分更

高ꎬ且可持续到造模完成 １４ ｄ 后ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 内脏痛阈值

如图 ３ 所示ꎬ在造模完成时与造模 １４ ｄ 后ꎬ与
对应对照组比较ꎬ两个模型组内脏痛阈值更低ꎬ且
差异具有显著性ꎮ ＣＵＭＳ 组比 ＣＲＤ 组阈值更低ꎮ

图 ２　 不同时间点各组 ＡＷＲ 比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＷＲ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

２􀆰 ４　 焦虑抑郁情况

２􀆰 ４􀆰 １　 十字迷宫实验

如图 ４ 所示ꎬ两个时间点与 ＣＲＤ 对照组相比ꎬ
ＣＲＤ 组 ＯＴ％值无显著性差异ꎮ 与 ＣＵＭＳ 对照组相

比ꎬＣＵＭＳ 组 ＯＴ％值降低ꎬ在造模完成时ꎬ差异具有

图 ３　 不同时间点内脏痛阈值比较

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｐａｉｎ ｔｈｅｒｅｓｈｏｌｄｓ ｏｆ
ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

图 ４　 不同时间点十字迷宫 ＯＴ％值比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＯＴ％ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

显著性(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ ＣＵＭＳ 组 ＯＴ％值低于 ＣＲＤ 组

并在造模 １４ ｄ 后仍保持较低水平ꎮ

６４３
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２􀆰 ４􀆰 ２　 旷场实验

如图 ５ 所示ꎬ两个时间点 ＣＲＤ 组与 ＣＲＤ 对照

组总距离与中心停留时间差异无显著性ꎻ与 ＣＵＭＳ
对照组相比ꎬＣＵＭＳ 组在两个时间点的总距离与中

心停留时间缩短ꎬ且造模完成时ꎬ总距离差异具有

显著性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与对应对照组比较ꎬ两模型组中

心停留时间差异不具有显著性ꎮ 与 ＣＲＤ 组相比ꎬ
ＣＵＭＳ 组活动总距离与中心停留时间更短ꎮ

２􀆰 ５　 病理观察

如图 ６ 所示ꎬ各组结肠组织结构完整ꎬ黏膜层、
黏膜下层和肌层分层清晰ꎻ黏膜层上皮致密ꎬ未见

明显坏死ꎻ固有层内可见大量大肠腺ꎬ黏膜下层、肌
层和外膜连接紧密ꎬ未见明显病理变化ꎻＣＲＤ 组周

围疏松结缔组织内可见散在分布的淋巴细胞、中性

粒细胞或嗜酸性粒细胞ꎬ病理评分稍有升高ꎬ但无

显著性差异ꎮ

图 ５　 不同时间点旷场活动总距离与中心区域停留时间比较

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｃｅｎｔｅｒ ａｒｅａ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＦＴ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ

注:黄色箭头:淋巴细胞ꎻ黑色箭头:中性粒细胞ꎮ

图 ６　 各组结肠组织病理光镜观察图

Ｎｏｔｅ. Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ. Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ. Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ. Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

母婴分离应激法是模拟临床上 ＩＢＳ 患者童年生

活的缺失从而引起模型动物胃肠敏感性增高的常

用造模方法ꎬ此法在模拟排便次数与粪便性状方面

有一定局限性[４]ꎬ因此往往需要叠加其他形式的应

激ꎻＣＲＤ 已被证明可以有效地诱发幼鼠内脏高敏感

状态ꎬ但造模周期较长[１５]ꎬ且幼鼠死亡率高ꎻＣＵＭＳ

运用广泛ꎬ不易产生耐受ꎬ可使实验动物的内脏敏

感性增高并发生焦虑抑郁样行为改变ꎬ但影响肠道

传输功能不明显[１６]ꎻ使用番泻叶进行灌胃可以使模

型动物敏感性增高ꎬ并造成腹泻ꎬ且不会产生药物

依赖性ꎬ但对动物情绪指标影响较小[１７]ꎮ 因此ꎬ采
用两种造模方式联合可避免单一造模方式的缺陷ꎬ
并且能建立更加符合临床特征的 ＩＢＳ 模型[１８]ꎮ

临床上 ＩＢＳ 患者常出现因内脏感觉异常、胃肠

７４３
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功能紊乱导致食欲减退ꎬ进而出现体重停止增长甚

至减轻的情况ꎬ且常伴有焦虑、抑郁等情绪变化ꎮ
因此ꎬ本研究从一般情况、粪便情况、内脏高敏感情

况、焦虑抑郁样行为变化这几个方面评价模型效

应ꎮ 在造模后 １４ ｄ 进行再评价的主要原因是:以针

刺为例ꎬ目前多数针刺研究的干预周期为 １４ ｄꎬ因
此ꎬ模型的持续性能维持到干预结束是准确评价针

刺效应的先决条件ꎻ造模完成时ꎬ幼鼠尚未成年ꎬ而
母婴分离模型存在时间依赖性ꎬ随着年龄增长内脏

敏感性逐渐降低ꎬ在成年后内脏高敏感感状态消

失[１０]ꎬ故选择在造模 １４ ｄ 再评价ꎬ以评估大鼠自愈

性对模型效应的影响ꎮ
实验结果显示ꎬＣＵＭＳ 和 ＣＲＤ 均可使大鼠内脏

敏感性增高ꎬＣＵＭＳ 组增高更明显ꎬ持续性更好ꎬ并
伴有焦虑抑郁样行为改变ꎻ两个模型组均有腹泻型

肠易激综合征的表现ꎮ 前期研究发现ꎬ使用番泻叶

灌胃可使动物肠黏膜屏障功能受损ꎬ肠道通透性升

高ꎬ炎症物质增加刺激肠道初级传入神经ꎬ从而引

起内脏敏感性升高[１９－２０]ꎻ此外ꎬ不可预知的应激可

有效防止动物产生耐受ꎬ因此 ＣＵＭＳ 组内脏敏感性

更加稳定ꎮ 由于幼鼠死亡率高ꎬ操作难度大且造模

周期长ꎬ因此ꎬ选用成年鼠进行联合造模是在节约

时间与成本的前提下ꎬ建立典型、持续性好、成功率

高的模型的最佳选择ꎮ
本研究也存在一定的局限性ꎬ使用腹壁撤退反

射及内脏痛阈值评价内脏高敏感状态存在一定主

观性ꎬ且评价时间点欠缺ꎬ观察模型持续性方面存

在一定局限性ꎮ 因此ꎬ本研究采取的 ＡＷＲ 与三分

阈值共同评价内脏敏感性可一定程度上避免主观

性ꎬ后期可加入腹外斜肌肌电[２１] 或脊髓诱发电

位[２２]等相对客观指标进行评判ꎻ同时增加时间节点

并延长观察周期ꎬ以便更全面地观察模型持续性

效应ꎮ
本研究选择联合造模思路ꎬ分别制作了母婴分

离联合机械刺激与药物联合慢性应激法 ２ 种 ＩＢＳ 内

脏高敏感模型ꎬ并从一般情况、内脏高敏感情况、焦
虑抑郁状态几方面评价了模型效应ꎬ结果显示ꎬ
ＣＵＭＳ 组大鼠出现焦虑抑郁样行为变化ꎬ粪便形状

改变ꎬ内脏高敏感持续性较好ꎬ而 ＣＲＤ 组在后期对

低压力梯度(２０、４０ ｍｍＨｇ)敏感性变低ꎬ提示大鼠

可能存在自愈ꎬ内脏高敏感程度仅为轻中度ꎮ 综上

所述ꎬ两种造模方式均可制作出较符合临床特征的

ＩＢＳ 模型ꎬ而药物灌胃联合慢性应激建立的大鼠模

型内脏高敏感性稳定ꎬ且有明显的焦虑抑郁情绪及

腹泻型 ＩＢＳ 表现ꎬ该法能够更好地建立符合 ＩＢＳ￣Ｄ
特征的内脏高敏感模型ꎮ
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２０２０ꎬ ４５(５): ３５７－３６２.

[２０] 　 Ｎｇ ＱＸꎬ Ｓｏｈ ＡＹＳꎬ Ｌｏｋｅ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ (ＩＢＳ) [Ｊ] . Ｊ Ｉｎｆｌａｍｍ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ １１:
３４５－３４９.

[２１] 　 Ｆａｎ Ｆꎬ Ｔａｎｇ Ｙꎬ Ｄａｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｌｏｃｋａｄｅ ｏｆ ＢＤＮＦ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃｈｒｏｎｉｃ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ａｎ ＩＢＳ￣ｌｉｋｅ ｒａｔ
ｍｏｄｅｌ [Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｐａｉｎꎬ ２０２０ꎬ ２４(４): ８３９－８５０.

[２２] 　 郭玉婷ꎬ 李延青ꎬ 杨军ꎬ 等. 肠易激综合征内脏感觉过敏大

鼠脊髓诱发电位的研究 [ Ｊ] . 胃肠病学ꎬ ２００４ꎬ ９(６): ３４７
－３５０.
Ｇｕｏ ＹＴꎬ Ｌｉ ＹＱꎬ Ｙａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｓｐｉｎａｌ ｅｖｏｋｅｄ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ｏｆ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｏｆ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ
ｓｙｙｎｄｒｏｍｅ [Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒꎬ ２００４ꎬ ９(６): ３４７－３５０.
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张钰ꎬ周澧ꎬ张玲ꎬ等. 一种啮齿类动物脑内微透析记录的清醒活动装置的设计和应用研究 [Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２２ꎬ ３０
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Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｚｈｏｕ Ｌꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｏｄｅｎｔ ａｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ [Ｊ]. Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２２ꎬ ３０(３): ３５０－３５７
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ. ｉｓｓｎ. １００５－４８４７􀆰 ２０２２􀆰 ０３􀆰 ００７
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自然科学基金项目(３１９７０５１０)ꎮ
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Ｉ２Ｍ￣１￣０３４)ꎬ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ(３１９７０５１０) .
[作者简介]张钰(１９９０—)ꎬ女ꎬ医学博士ꎬ助理研究员ꎬ研究方向:医学神经生物学ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｚｈａｎｇｙｕ＠ ｃｎｉｌａｓ. ｏｒｇ
[通信作者]秦川(１９５９—)ꎬ女ꎬ北京协和医学院长聘教授ꎬ博士生导师ꎬ研究方向:人类疾病动物模型创制ꎬ神经系统退行性疾病的病理学

与病理生理学ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｑｉｎｃｈｕａｎ＠ ｐｕｍｃ. ｅｄｕ. ｃｎ

一种啮齿类动物脑内微透析记录的清醒活动装置的
设计和应用研究

张钰１ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ周澧１ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ张玲１ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ孙秀萍１ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ李祥磊１ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ秦川１ꎬ２ꎬ３ꎬ４∗

(１. 中国医学科学院医学实验动物研究所ꎬ北京协和医学院比较医学中心ꎬ北京　 １０００２１ꎻ２. 国家人类疾病动物模型

资源库ꎬ北京　 １０００２１ꎻ３. 国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室ꎬ北京　 １０００２１ꎻ４. 北京市人类重大

疾病实验动物模型工程技术研究中心ꎬ北京　 １０００２１)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过自行设计制作啮齿动物脑内微透析记录的清醒活动装置ꎬ并进行小鼠清醒活动的脑内

微透析采样应用和验证ꎮ 方法　 设计并利用相关材料自行制作啮齿动物脑内微透析记录的清醒活动装置ꎬ并通过

小鼠黑质－纹状体神经环路的多巴胺相关神经递质进行测定和验证ꎮ 向 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠的黑质、纹状体埋置微透析

探针ꎬ手术 ７ ｄ 后进行小鼠清醒活动下的黑质、纹状体的多巴胺(ＤＡ)及其代谢中间产物二羟基苯乙酸(ＤＯＰＡＣ)两
种神经递质的微透析采样ꎮ 微透析流速为 ２ μＬ / ｍｉｎꎬ每 ２０ ｍｉｎ 收集一管样品ꎬ共收集 ２００ ｍｉｎꎬ分析两种化学物质

浓度随时间的变化ꎮ 结果　 (１)啮齿动物脑内微透析记录的清醒活动装置可保证动物在装置内清醒活动的同时可

顺利进行微透析采样ꎮ (２)啮齿动物脑内样品的可检测到稳定的神经递质含量ꎬ样品测得小鼠的多巴胺浓度为黑

质(０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０１)ｎｍｏｌ / Ｌꎬ纹状体(０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０５)ｎｍｏｌ / Ｌꎻ小鼠的 ＤＯＰＡＣ 浓度为黑质(３􀆰 ３８ ± ０􀆰 ５９) ｎｍｏｌ / Ｌꎬ纹状体

(２０􀆰 ３５ ± ６􀆰 ８７)ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 各记录时段之间无明显差异ꎮ 结论　 啮齿动物脑内微透析记录的清醒活动装置设计实

用、稳定ꎬ具有较好的时间、空间应用效果ꎮ 已申请并授权获批国家专利两项:发明专利(２０２１１０５２５３４２􀆰 ５)ꎬ实用新

型专利(２０２１２１０２７２４７􀆰 ４)ꎮ
【关键词】 　 神经递质ꎻ微透析ꎻ清醒活动装置ꎻ多巴胺ꎻ纹状体ꎻ黑质
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ａｎａｌｙｚｅ ＤＡ ａｎｄ ＤＯＰＡＣ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ( １) Ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔａｂｌｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
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ｎｍｏｌ / Ｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｉａｔｕｍ. ＤＯＰＡＣ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ (３􀆰 ３８ ± ０􀆰 ５９) ｎｍｏｌ / Ｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ａｎｄ (２０􀆰 ３５ ± ６􀆰 ８７)
ｎｍｏｌ / Ｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｉａｔｕｍ. Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｒｏｄｅｎｔ
ａｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ ｉｓ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｐａｃｅ
ｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓ. Ｔｗｏ ｎａｔｉｏｎａｌ ｐａｔｅｎｔｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ａｎｄ ａｕｔｈｏｒｉｚｅｄ: Ｐａｔｅｎｔ ｆｏｒ ｉｎｖｅｎｔｉｏｎ ( ２０２１１０５２５３４２􀆰 ５) ａｎｄ
Ｐａｔｅｎｔ ｆｏｒ ｕｔｉｌｉｔｙ ｍｏｄｅｌｓ (２０２１２１０２７２４７􀆰 ４).

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒꎻ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓꎻ ａｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｖｉｃｅꎻ ｄｏｐａｍｉｎｅꎻ ｓｔｒｉａｔｕｍꎻ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 实验动物脑内微透析技术是神经系统研究中

的一种经典的微量化学采样与检测技术ꎬ用于在体

检测实验动物特定脑区的化学成分分泌情况ꎮ 实

验原理是局部微透析半透膜探针采样ꎮ 首先通过

脑内立体定位手术向啮齿类动物(大鼠、小鼠)或非

人灵长类动物的目标脑区植入微透析探针ꎬ探针含

有半透膜以及流入、流出两个方向的管路ꎮ 手术恢

复后ꎬ进行在体的微透析记录采样ꎮ 记录过程中缓

慢向探针流入管路泵入人工脑脊液ꎬ于探针的半透

膜处进行物质交换(即“微透析”)ꎬ目的脑区特定的

化学成分可以跨越半透膜ꎮ 按一定的时间间隔收

集流出端样品ꎬ记录结束后再对样品进行化学成分

的测定和分析ꎬ可以检测化学物质分泌的实时变

化[１]ꎮ 该实验的优势是动物无须麻醉ꎬ在一定空间

范围内进行清醒、自由活动ꎬ可以很好的反应动物

在清醒、自由活动的情况下目标脑区的化学物质、
神经递质分泌情况ꎬ同时也可实时结合动物的认知

或行为任务ꎬ观测化学物质合成和分泌规律ꎬ是研

究实验动物脑内化学物质分泌的关键技术方法[２]ꎮ
啮齿动物保持微透析收集阶段清醒活动ꎬ不受

到外界环境应激和刺激ꎬ是稳定记录的重要基础ꎮ
为实现啮齿动物微透析的清醒记录ꎬ本研究自行设

计制作一种啮齿动物可用的脑内微透析清醒活动

装置ꎬ结合现有商品化的装置并改进其多种不

足[３]ꎮ 发明目的是供啮齿类实验动物(大鼠、小鼠)
在此装置内进行清醒、自由活动的同时ꎬ头部的脑

内微透析液体管路不缠绕打结ꎬ稳定收集脑内微透

析的流出液样品ꎮ

为了验证该装置的有效性、科学性和稳定性ꎬ
进行了小鼠黑质－纹状体的多巴胺神经递质微透析

记录实验ꎮ 向小鼠的黑质、纹状体分别手术植入微

透析探针ꎬ通过微透析的清醒活动记录收集样品ꎬ
进行多巴胺神经递质(ＤＡ)和代谢产物二羟基苯乙

酸(ＤＯＰＡＣ)的分析测定ꎮ 实验结果表明ꎬ自行设计

制作的微透析清醒活动装置可以实现小鼠的自由

活动、线路不缠绕打结ꎬ多巴胺和 ＤＯＰＡＣ 的采样稳

定ꎬ可以获得理想实验结果ꎮ 设计成功后ꎬ申请国

家发明专利和实用新型专利两项ꎬ并顺利获批授权ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

９ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ体重 ２０
~ ２５ ｇꎬ购于北京华阜康生物科技股份有限公司

【ＳＣＸＫ(京)－２０２０－０００４】ꎬ饲养于中国医学科学院

医学实验动物研究所、北京协和医学院比较医学中

心南纬路啮齿动物行为学设施【ＳＹＸＫ(京) －２０１８－
００１９】ꎮ 动物设施内温度 ２４ ~ ２６℃ꎬ光照 １２ ｈ 明

亮:１２ ｈ 黑暗ꎬ小鼠自由饮水饮食ꎮ 本实验中动物

的使用已经过中国医学科学院医学实验动物研究

所实验动物使用与管理委员会(ＩＡＣＵＣ)批准(ＩＬＡＳ￣
ＱＣ￣２０１７－００２)ꎮ 实验中所有的动物实验操作过程

严格按照实验动物使用的 ３Ｒ 原则和实验动物福利

伦理的相关规定进行ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器

(１)微透析清醒活动装置的制作:双通道不锈

１５３
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钢转环( ＩＮＳＴＥＣＨꎬ美国)ꎬ液体管路、样品收集管

(ＣＭＡꎬ瑞典)ꎬ铁架台ꎬ１ ｍＬ 塑料吸头ꎬ小鼠饮水

瓶ꎬ塑料桶ꎬ铁丝ꎬ纸胶带ꎬ塑料板等ꎮ
(２)小鼠微透析探针埋置手术:啮齿动物脑立

体定位仪 (深圳市瑞沃德生命科技有限公司ꎬ中
国)ꎬ啮齿动物呼吸麻醉机(深圳市瑞沃德生命科技

有限公司)ꎬ微透析探针(ＣＭＡꎬ瑞典ꎬ其中纹状体探

针半透膜长度 ２ ｍｍ、黑质探针长度 １ ｍｍ)ꎬ异氟烷

(深圳市瑞沃德生命科技有限公司)ꎬ生理盐水、医
用酒精、牙科水泥、医用棉签、手术器械等ꎮ

注:Ａ:装置实物图ꎻＢ:装置整体示意图ꎻＣ:装置局部示意图ꎬ１２:铁架台垂直杆ꎬ１３:铁架台水平杆ꎬ２８:手工切割的塑料片结构ꎬ用于打

孔放置两个 １ ｍＬ 塑料吸头(２９)ꎬ记录过程中放置 ＥＰ 管收集管ꎬ３４:动物饮水瓶ꎮ

图 １　 微透析记录清醒活动装置及示意图

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｖｉｃｅ ｐｉｃｔｕｒｅ. Ｂ. Ｏｖｅｒａｌｌ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｖｉｃｅ. Ｃ. Ｐａｒｔｉａｌ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｄｅｔａｉｌ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｖｉｃｅ. １２. Ｖｅｒｔｉｃａｌ
ｒｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｉｒｏｎ ｆｒａｍｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ. １３. Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｒｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｉｒｏｎ ｆｒａｍｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ. ２８. Ｈａｎｄｍａｄｅ ｐｌａｓｔｉｃ ｓｈｅｅｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｒｉｌｌｉｎｇ ｈｏｌｅｓ ａｎｄ
ｐｌａｃｉｎｇ ｔｗｏ １ ｍＬ ｐｌａｓｔｉｃ ｔｉｐｓ (２９) . ＥＰ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｔｕｂｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ. ３４. Ｒｏｄｅｎｔ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｂｏｔｔｌｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｏｄｅｎｔ ａｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ ａｎｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍｓ

(３)小鼠的微透析清醒记录:四通道微量注射

泵ꎬ微透析液体管路(ＣＭＡꎬ瑞典)ꎬ自制记录装置ꎬ
啮齿动物腰部塑料固定扎环ꎬ５０ μＬ ＥＰ 管ꎬ高氯酸ꎬ
氯化钠ꎬ氯化钾ꎬ氯化钙ꎬ氯化镁ꎬ稀盐酸等ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 微透析清醒活动装置制作

参考相关文献和国外产品ꎬ根据实验需求和可

操作性ꎬ自行设计制作微透析的啮齿动物清醒活动

装置[４－５]ꎮ 取适量长度铁丝按示意图结构弯折ꎬ将

塑料片打孔连接铁丝ꎬ插入 １ ｍＬ 塑料吸头并固定ꎬ
用于记录过程中放入样品收集管ꎮ 将双通道转环、
铁丝、塑料片和纸胶带按装置示意图连接固定ꎬ最
下端铁丝为弯钩形ꎬ用于记录过程中与小鼠塑料圈

勾住固定ꎮ 铁架台通过直角夹固定横杆ꎬ将装置的

双通道转环用直角夹固定在横杆上ꎮ 塑料桶侧壁

打孔ꎬ将小鼠饮水瓶的瓶口插入固定ꎬ放置于铁架

台底座上(图 １)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物分组和微透析探针手术埋置

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ９ 只ꎬ分别在右侧黑质、右侧纹状

体脑区进行手术埋置微透析探针ꎮ 小鼠使用异氟

烷吸入麻醉ꎬ固定于小鼠脑立体定位仪上ꎬ眼睛涂

抹眼药膏ꎬ顶部头皮备皮ꎬ碘伏消毒ꎬ头顶正中切

口ꎬ钝性分离组织ꎬ暴露颅骨和前囟ꎬ黑质坐标(ＡＰ
＝ － ３􀆰 ２ ｍｍꎻ ＭＬ ＝ １􀆰 ２５ ｍｍꎻ ＤＶ ＝ ４􀆰 ６ ｍｍ)ꎬ纹
状体坐标(ＡＰ ＝ １􀆰 ０ꎻ ＭＬ ＝ １􀆰 ５ꎻ ＤＶ ＝ ３􀆰 ２)ꎬ颅骨

表面打孔ꎬ按目标脑区坐标颅骨开窗ꎬ旋入颅骨螺

丝固定ꎮ 缓慢垂直植入微透析探针ꎬ用牙科水泥固

定ꎮ 手术过程中注意无菌操作规范ꎬ手术结束后ꎬ

２５３
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小鼠腹腔注射非甾体抗炎药美洛昔康(２ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ
术后恢复 ７ ｄꎬ可进行记录实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠微透析清醒记录

将脑内已植入微透析探针的小鼠置于装置内ꎬ
连接管路ꎬ打开微透析泵ꎬ以 ２ μＬ / ｍｉｎ 流速缓慢泵

入人工脑脊液(表 １)ꎬ平衡 ４􀆰 ５ ｈꎬ动物在此期间在

装置内自由活动ꎮ 开始正式收集后ꎬ先收集 ３０ ｍｉｎ
空白样品ꎬ随后每 ２０ ｍｉｎ 更换 １ 次收集管ꎬ共记录

２００ ｍｉｎꎬ收集样品 １０ 管ꎮ 记录结束后将样品送样

上机ꎬ检测其中的神经递质 ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 浓度ꎮ 本

次实验样品委托法国波尔多大学 Ｅｒｗａｎ Ｂｅｚａｒｄ 教授

实验室进行化学成分检测[６]ꎮ

表 １　 微透析用人工脑脊液配方

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ
成分

Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＮａＣｌ １４７􀆰 ００
ＫＣｌ ２􀆰 ７０
ＣａＣｌ２ １􀆰 ２０
ＭｇＣｌ２ ０􀆰 ８５

溶液 Ｃｌ－总浓度 Ｔｏｔａｌ [Ｃｌ－] １５３􀆰 ８０
注:ｐＨ ＝ ６􀆰 ５ ~ ７􀆰 ４ꎬ４℃冰箱内可保存两周ꎮ
Ｎｏｔｅ. ｐＨ ＝ ６􀆰 ５ ~ ７􀆰 ４. Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃａｎ ｂｅ ｓｔｏｒｅｄ ｉｎ ４℃ ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｏｒ ｆｏｒ ｔｗｏ
ｗｅｅｋｓ.

１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据若无说明均采用平均值 ± 标准差( ｘ－

± ｓ)表示ꎮ 所有数据均用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 和采用统计软

件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 进行统计分析ꎬ两组间比较

采用独立样本 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 表示差异具有显

著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 啮齿动物脑内微透析清醒记录装置的埋置和

记录

本实验使用自主设计制作的啮齿动物脑内微

透析清醒记录装置ꎬ可实现啮齿类动物小鼠或大鼠

两个脑区的同时记录ꎮ 首先检测使用的有效性、科
学性、稳定性ꎮ 通过立体定位手术向小鼠纹状体和

黑质分别植入微透析探针ꎮ 动物术后恢复 ７ ｄ 后可

在记录收集阶段进行小鼠黑质和纹状体的神经递

质微透析采样ꎬ可以实现两个脑区同时的记录收集

(见图 ２)ꎮ
啮齿动物脑内微透析记录实验时ꎬ动物无须麻

醉ꎬ腰部用塑料环固定ꎬ将动物腰部固定环与装置

下方挂钩相连ꎬ头部埋置的微透析探针管路末梢与

图 ２　 微透析记录清醒活动装置用法示意图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｕｓａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｄｅｎｔ ａｗａｋｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ

装置的液体管路相连ꎬ动物置于塑料桶内ꎮ 连接注

射泵、微量进样针、液体管路、转环ꎮ 在装置上的 ２
个 １ ｍＬ 塑料吸头中放入样品收集管ꎬ将液体管路的

末端插入ꎬ并用纸胶带稍加固定ꎬ分别收集小鼠纹

状体、黑质的样品ꎮ 记录过程中ꎬ小鼠在塑料桶内

进行清醒活动ꎬ自由饮水、饮食ꎬ液体管路可随动物

的运动旋转ꎬ不易拆绕打结ꎮ 每 ２０ ｍｉｎ 更换 １ 次样

品收集管ꎬ取得小鼠脑内黑质或纹状体的微透析样

品ꎮ 整个记录过程中动物自由运动状态良好ꎬ装置

使用稳定ꎬ取样收集便利ꎮ
２􀆰 ２　 脑内在体微透析测定小鼠纹状体、黑质的多巴

胺递质

以啮齿动物的多巴胺能神经通路研究为例ꎬ
定量验证此装置的采样能力ꎮ 多巴胺( ｄｏｐａｍｉｎｅꎬ
ＤＡ)是中枢神经系统含量最丰富的儿茶酚胺类神

经递质ꎬ在中脑－皮层通路(ｍｅｓｏｃｏｒｔｉｃａｌ ｓｙｓｔｅｍ)、
中脑边缘通路(ｍｅｓｏｌｉｍｂｉｃ ｓｙｓｔｅｍ)、黑质－纹状体

通路 ( ｎｉｇｒｏ￣ｓｔｒｉａｔａｌ ｓｙｓｔｅｍ) 和 结 节 － 漏 斗 通 路

( ｔｕｂｅｒｏｉｎｆｕｎ￣ｄｉｂｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ) 发 挥 重 要 的 生 理 功

能[７] ꎬ其功能异常与成瘾、帕金森病、精神分裂症

３５３
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等神经系统疾病息息相关[８－１３] ꎮ 瑞典科学家阿尔

维德􀅰卡尔松(Ａｒｖｉｄ Ｃａｒｌｓｓｏｎ)和美国科学家保罗

􀅰格林加德(Ｐａｕｌ Ｇｒｅｅｎｇａｒｄ)有关神经递质多巴胺

的研 究 获 得 ２０００ 年 诺 贝 尔 生 理 学 或 医 学 奖

( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｏｂｅｌｐｒｉｚｅ. ｏｒｇ / ｐｒｉｚｅｓ / ｍｅｄｉｃｉｎｅ /
２０００ / ｐｒｅｓｓ￣ｒｅｌｅａｓｅ / ) [１４] ꎮ 多巴胺在神经元内主要

通过单胺氧化酶(ＭＡＯ)的作用转化为二羟基苯乙

酸(ＤＯＰＡＣ) [１５] ꎮ 在鼠脑中ꎬ多巴胺代谢的最终产

物是 ＤＯＰＡＣꎬ 而 在 人 或 非 人 灵 长 类 动 物 中ꎬ
ＤＯＰＡＣ 受到细胞外儿茶酚胺氧位甲基转移酶

(ＣＯＭＴ)的作用还可转化为高香草酸(ＨＶＡ) (图

３)ꎮ 实验研究大多通过啮齿动物多巴胺能神经突

触末梢释放神经递质 ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 的化学含量研

究脑内多巴胺能神经通路功能ꎮ 本研究对小鼠黑

质和纹状体分别手术植入脑内微透析探针ꎬ进行

自由活动状态下的在体微透析收集ꎮ 实验结束

后ꎬ对实验小鼠进行大脑取材和定位验证ꎬ纹状体

和黑质的微透析探针末梢定位准确ꎬ均位于目标

脑区(图 ４)ꎮ

图 ４　 小鼠脑内微透析探针埋置位点

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｐｒｏｂｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｒａｉｎ

记录完成后ꎬ对收集的样品送样ꎬ检测其中神

经递质 ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 的化学含量ꎮ 对于小鼠的黑

质－纹状体神经通路ꎬ神经元胞体位于黑质ꎬ在胞体

内实现神经递质的合成和传导ꎬ神经细胞发出轴突

投射到纹状体部位ꎬ与其他神经元形成大量突触ꎬ
通过突触前膜释放大量神经递质成分ꎬ通过突触间

隙作用于下游神经元ꎮ
经测定ꎬＤＡ 在小鼠黑质的含量在记录期间随

时间变化基本稳定ꎬ绝对浓度为 ( ０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０１)
ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 各时段之间无明显差异ꎬ其中最高为

(０􀆰 １５ ± ０􀆰 ０４) ｎｍｏｌ / Ｌꎬ 最 低 为 ( ０􀆰 １０ ± ０􀆰 ００ )

图 ３　 神经系统多巴胺代谢示意图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ

ｎｍｏｌ / Ｌꎮ ＤＡ 在小鼠纹状体的含量在记录期间随

时间变化基本稳定ꎬ绝对浓度为 ( ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０５)
ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 各时段之间无明显差异ꎬ其中最高为

(０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １１) ｎｍｏｌ / Ｌꎬ 最 低 为 ( ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０４ )
ｎｍｏｌ / Ｌ(图 ５)ꎮ

ＤＯＰＡＣ 在小鼠黑质的含量在记录期间随时间

变化基本稳定ꎬ绝对浓度为(３􀆰 ３８ ± ０􀆰 ５９) ｍｏｌ / Ｌꎮ
各时段之间无明显差异ꎬ其中最高为(３􀆰 ８０ ± ０􀆰 ７３)
ｎｍｏｌ / Ｌꎬ最低为(２􀆰 ４１ ± ０􀆰 ５４) ｎｍｏｌ / Ｌꎮ ＤＯＰＡＣ 在

小鼠纹状体的含量为在记录期间随时间变化基本

稳定ꎬ绝对浓度为(２０􀆰 ３５ ± ６􀆰 ８７) ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 各时段

之间无明显差异ꎬ其中最高为(２３􀆰 ８６ ± ７􀆰 １４)ｎｍｏｌ /
Ｌꎬ最低为(１９􀆰 ３３ ± ６􀆰 ２９)ｎｍｏｌ / Ｌ(图 ６)ꎮ

４５３
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图 ５　 微透析记录清醒活动装置测定小鼠黑质、纹状体多巴胺浓度

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ａｎｄ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｏｄｅｎｔ ａｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ

图 ６　 微透析记录清醒活动装置测定小鼠黑质、纹状体 ＤＯＰＡＣ 浓度

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ＤＯＰＡＣ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ａｎｄ ｓｔｒｉａｔｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｏｄｅｎｔ ａｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇ

３　 讨论

神经递质是神经系统重要的信号传导途径ꎬ通
过旁分泌的形式在神经元、神经胶质细胞之间实现

调控作用ꎮ 神经递质的合成、分泌、摄取和重吸收

是神经系统的重要生理功能ꎬ在疾病状态下ꎬ神经

递质的含量、分泌及重吸收障碍是病理学和病理生

理学改变的化学基础ꎮ 神经系统实验研究中ꎬ模型

动物的脑内化学物质分泌、浓度和受体的变化是疾

病机制研究的几个重要层次[１６]ꎮ 实现脑内化学递

质稳定、可靠的记录是本装置的制作目标ꎮ
３􀆰 １　 装置的设计和使用

国内外现有部分在售的脑内微透析清醒活动

装置ꎬ最常见的是国外产品ꎬ基本由动物活动箱(含
动物水瓶)和微透析转环装置两部分组成ꎮ 动物活

动箱大多为立方体的活动空间ꎬ在装置的外侧固定

有动物水瓶ꎮ 微透析转环装置从侧方固定在动物

活动箱的一个侧壁上缘ꎬ使二者一体化ꎮ 以上产品

有两点不足ꎮ 第一ꎬ动物活动箱通常为方形ꎬ对动

物的自由活动有所限制ꎬ活动箱的边缘和角落不易

清洗ꎬ容易藏匿污渍、动物尿液等ꎬ残留的个体气味

会对随后动物的检测产生干扰ꎮ 动物在不同位置

(如长边或角落)会出现生理性的位置偏好ꎬ啮齿类

动物具有筑巢、避光的习性ꎬ在方形空间中更偏爱

在角落中运动ꎬ因此对动物的自由活动有一定影

响ꎮ 第二ꎬ微透析转环装置(金属棒和转环线缆装

置)以侧方的上边缘处卡扣的形式固定在活动箱的

一侧ꎬ虽然装置已经尽量轻便ꎬ但该装置的重心在

一侧ꎬ容易造成整体放置不稳定ꎬ而且微透析转环

装置结构比较细ꎬ受力较易折断ꎬ易损耗报废ꎮ 进

口产品在购买和使用过程中存在诸多不便ꎬ如进度

缓慢、价格较高、维修困难、技术支持难等ꎬ本文装

置设计通过自主设计改进并制作ꎬ力求更好实现啮

齿类动物清醒状态下的脑内微透析记录ꎮ
本装置的适用范围是啮齿类实验动物ꎬ常用的

如大鼠、小鼠ꎬ根据研究需要也可进行金黄地鼠、豚
鼠等动物的脑内微透析采样ꎬ动物的自由活动可通

过更换相应尺寸的活动圆筒实现ꎮ 在本文的研究

５５３
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中ꎬ我们实验了清醒、自由活动小鼠的黑质和纹状

体微透析采样分析ꎬ小鼠在装置内清醒、自由活动ꎬ
可顺利采样记录ꎬ装置圆筒的直径为:底座 １７ ｃｍꎬ
上缘 ２０ ｃｍꎮ 如使用大鼠开展实验ꎬ为实现动物的

清醒、自由活动ꎬ可将装置的圆筒更换为较大尺寸ꎬ
并在铁架台上固定ꎻ同时在预实验过程中观察采样

管路长度是否合适ꎬ并进行微调ꎬ保证大鼠的自由

活动和稳定记录ꎮ 本实验室现有的大鼠活动装置

的圆筒直径为 ３０ ｃｍ 或 ４５ ｃｍꎮ
３􀆰 ２　 实验动物的化学物质采样和分析应用范围

在体微透析实验可用于多种化学成分的检测ꎬ
除本文的多巴胺和 ＤＯＰＡＣ 神经递质之外ꎬ该技术

还可检测 ＧＡＢＡ、谷氨酸、乙酰胆碱等神经递质ꎬ乳
酸、尿酸、丙酮酸、组胺、褪黑素、Ｐ 物质、缓激肽等代

谢产物ꎮ 该技术适用的实验动物ꎬ除啮齿动物大

鼠、小鼠以外ꎬ还可用于豚鼠、金黄地鼠、兔、狗、猫、
猪、羊、非人灵长类等动物ꎮ 检测的组织或器官包

括脑、脊髓、血液、心脏、肝、肾、脂肪组织和肾上腺

等[１７－１８]ꎮ 不同实验动物、不同组织的检测根据实验

需求选用相应的采样模式ꎬ可进行清醒或麻醉记

录ꎬ利用不同规格、不同实验目的的装置展开研究ꎮ
３􀆰 ３　 神经化学分析新技术和展望

脑内微透析实验属于神经化学检测方法ꎬ通过

在体采样、化学成分分析获得化学物质的浓度数

据ꎮ 在神经系统发挥功能的生理过程中ꎬ神经递质

常表现为低浓度的实时变化ꎬ因此对技术也提出更

高的挑战ꎬ如要求采样过程的稳定性、化学成分检

测的特异性和灵敏度、更高的时间和空间分辨率

等ꎮ 本装置可为实验动物在体神经化学检测提供

稳定的采样活动装置ꎮ 近年来发展的一系列神经

递质检测方法ꎬ如荧光探针、电化学检测等ꎬ具有较

好的特异性、灵敏度及时空分辨率ꎬ借助微电子、计
算机技术的飞速发展也实现了神经递质化学检测

的技术更新ꎮ
本研究基于脑内微透析清醒记录技术的原理

和现状ꎬ自行设计制作一种啮齿类动物脑内微透析

记录的清醒活动装置ꎬ并通过小鼠的黑质－纹状体

多巴胺能神经通路进行该装置的记录实验ꎬ取得稳

定的实验结果ꎮ 现已申请并授权获批国家专利两

项:发明专利(２０２１１０５２５３４２􀆰 ５) [１９]ꎬ实用新型专利

(２０２１２１０２７２４７􀆰 ４) [２０]ꎮ
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综述:左心疾病相关肺动脉高压动物模型

肺动脉高压是多种原因导致的以肺动脉压力和肺血管阻力进行性升高为特征的心肺血管疾病ꎮ 其中ꎬ
右心导管检测平均肺动脉压 ≥ ２５ ｍｍＨｇ 且肺动脉楔压> １５ ｍｍＨｇ 的肺动脉高压被定义为左心疾病相关肺

动脉高压(ＰＨ￣ＬＨＤ)ꎮ 根据世界卫生组织分类ꎬＰＨ￣ＬＨＤ 属于第 ２ 大类肺动脉高压ꎬ亦是最为常见的一种类

型ꎮ 来自德国慕尼黑大学及柏林洪堡大学的研究者们总结归纳了目前用于 ＰＨ￣ＬＨＤ 研究的 ３ 大类模型:压
力负荷诱导左心衰竭引起的 ＰＨ￣ＬＨＤ、缺血性心衰诱导的 ＰＨ￣ＬＨＤ、代谢紊乱伴随的 ＰＨ￣ＬＨＤꎮ

压力负荷诱导左心衰竭的造模方式主要包括主动脉束带术、主动脉缩窄术、肺静脉束带术及左心房狭

窄ꎮ 主动脉束带术是目前最常见的研究 ＰＨ￣ＬＨＤ 的方法ꎬ其操作简单ꎬ可重复性强ꎬ多适用于大鼠ꎮ 主动脉

缩窄术是另一种常见的 ＰＨ￣ＬＨＤ 诱导方式ꎬ主要适用于小鼠ꎮ 这两种方法均易造成急性左心衰甚至死亡ꎬ
且仅能诱导轻、中度 ＰＨ￣ＬＨＤꎮ 肺静脉束带术是最常见的研究大动物 ＰＨ￣ＬＨＤ 的方法ꎬ造模时间长ꎬ操作具

有一定难度ꎮ 前面三种术式均可用于诱导射血分数保留的心力衰竭相关肺动脉高压ꎮ 左心房狭窄的疾病

动物模型可用于模拟二尖瓣病变引起的 ＰＨ￣ＬＨＤꎬ多适用于大鼠ꎮ 缺血性心衰诱导的 ＰＨ￣ＬＨＤ 则主要用于

模拟射血分数降低的心力衰竭相关肺动脉高压ꎮ 该模型既可适用于大、小鼠等啮齿类动物ꎬ也可适用于猪ꎬ
多用于诱导中、重度 ＰＨ￣ＬＨＤꎮ 文中还介绍了单纯高脂饮食、高脂饮食或奥氮平联合压力负荷诱导左心衰及

肥胖 ＺＳＦ１ 大鼠联合 Ｓｕｇｅｎ ５４１６ 等多种方式诱导的伴有代谢综合征的 ＰＨ￣ＬＨＤ 啮齿类模型ꎬ这些模型造模

时间大多较长ꎬ且多引起轻度 ＰＨ￣ＬＨＤꎮ
综上所述ꎬ本文全面概括了目前用于模拟 ＰＨ￣ＬＨＤ 的动物模型及其优点和局限性ꎮ 加深对 ＰＨ￣ＬＨＤ 动

物模型的了解将有利于研究者选择合适的动物模型ꎬ从而助力 ＰＨ￣ＬＨＤ 的机制探索等临床前研究的顺利

开展ꎮ
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 Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０２２ꎬ
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ｈａｄ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｅｆｆｉｃａｃｙ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｐｏｓｅｓ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｔｉ￣ａｒｒｈｙｔｈｍｉｃ ｄｒｕｇｓꎬ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｖｅｒａｐａｍｉｌꎬ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ
ｂｒａｄｙｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ ｍｏｄｅｌ ｕｓｉｎｇ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｂｒａｄｙｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｒｕｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｂｒａｄｙｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａꎻ ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎻ ｖｅｒａｐａｍｉｌꎻ ｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙꎻ ａｎｔｉａｒｒｈｙｔｈｍｉｃ ｄｒｕｇｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 缓慢性心律失常(ｂｒａｄｙｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ)是以

心脏起搏和(或)传导功能异常导致心率降低(低于

每分钟 ６０ 次)为特征的心律失常[１]ꎬ其病因复杂ꎬ
受冠心病、心肌病、风湿性心脏病等疾病影响ꎮ 特

发性的传导系统退化、迷走神经兴奋、心脏外科手

术和导管射频术造成的损伤ꎬ甲状腺功能紊乱、电
解质紊乱、营养不良ꎬ以及一些药物(如抗心律失常

类药物、精神类药物等)的影响[２－４]也可导致缓慢性

心律失常的发生ꎮ 而且缓慢性心律失常能诱发其

他系统疾病ꎬ重者可出现晕厥、猝死等危急情况ꎬ严
重危害生命健康ꎮ «心律失常的紧急处理专家共

识»指出ꎬ缓慢性心律失常的治疗以药物[５] 和非药

物治疗[６－７]为主ꎮ 其中药物治疗多以阿托品、肾上

腺素、氨茶碱等急救药物为主ꎬ存在副作用大、不能

长期应用等不足ꎮ 非药物治疗主要是心脏起搏器、
心脏神经消融术等ꎬ其价格昂贵、普及性差ꎮ 因此ꎬ
研发有效治疗缓慢性心律失常且副作用小、价格低

的药物具有重要的意义ꎮ
目前特非那定[８]、阿司咪唑[９]、乌头碱[１０] 等药

物常用于建立心律失常动物模型ꎬ但缓慢性心律失

常模型的构建仍缺乏公认的造模方法和全面的评

价指标ꎮ 现有的缓慢性心律失常模型主要以药物

(普萘洛尔、维拉帕米等)诱导和手术建模为主[１１]ꎬ
目前用于构建缓慢性心律失常模型的动物有小鼠、
大鼠、家兔、犬等[１２]ꎮ 而常规的动物模型饲养周期

长、造模时间长、成本高[１３－１４]ꎬ难以实现大规模高通

量药物筛选[９]ꎮ 斑马鱼模型实验周期短、成本低、
观察方便可实现大规模高通量药物筛选[１５－１７]ꎬ其与

人虽属于不同物种ꎬ蛋白表达存在差异ꎬ但是基因

组相似度高达 ８７％[１８－１９]ꎮ 斑马鱼心脏发育的基因

级联与人类心脏发育的基因级联[２０]、心脏结构和功

能、心率和复极时间[２１] 等也存在相似性ꎬ其在心脏

疾病研究和新药药效评价方面发挥了重要的作

用[４]ꎮ 因此ꎬ斑马鱼能够完善现有的缓慢性心律失

常动物模型的不足ꎬ为缓慢性心律失常疾病模型的

评价提供了一种新方法(短时、高效、低廉)ꎮ 研究

表明[２－４]ꎬ抗心律失常药物存在心率减慢、心脏毒性

等副作用ꎮ 是否可以应用此类药物在斑马鱼体内

成功建立稳定的缓慢性心律失常模型ꎬ本文做出了

一定探索ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

野生型斑马鱼系 Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ 和心脏标记绿色荧

光蛋白的转基因斑马鱼系 Ｔｇ(ｃｍｌｃ２: ＧＦＰ)由上海

中医药大学附属龙华医院斑马鱼实验室提供ꎮ 参

照第五版 Ｔｈｅ Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ Ｂｏｏｋ[２２]ꎬ斑马鱼的养殖在全

封闭循环系统进行ꎬ鱼房内光照 /黑暗(１４ ｈ 光照 /
１０ ｈ 黑暗交替循环)、室内温度、水温、ｐＨ 值、电导

率以及各项水质指标均符合饲养要求ꎬ每日定时两

次喂食丰年虾ꎮ 所有操作均在上海中医药大学附

属龙华医院斑马鱼实验室进行ꎬ该实验室具备标准

化的斑马鱼养殖和实验技术ꎬ并在国内外发表了多

篇论文[１５－１７]ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

盐酸美西律片(批号:５５１９１１０１)、盐酸普罗帕

酮片(批号:１４４１９１００１)ꎬ购自上海上药信谊药厂有

限公司ꎻ琥珀酸美托洛尔缓释片(批号:ＳＷＮＷＡ)ꎬ
购自阿斯利康制药有限公司ꎻ盐酸胺碘酮片(批号:
９ＨＧ０４３６)ꎬ购自赛诺菲制药有限公司ꎻ盐酸维拉帕

米(批号:２０２０１１１７)ꎬ购自国药集团试剂有限公司ꎻ

９５３
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４％甲基纤维素(批号:Ｍ０５１２￣１００Ｇ)ꎬ购自 Ｓｉｇｍａ 公

司ꎻ０􀆰 ９％生理盐水(批号:２１０３２６０２)ꎬ购自华裕有限

公司ꎮ
斑马鱼养殖单元(北京爱生公司ꎬ中国)ꎻ恒温

培养箱(上海三腾仪器有限公司ꎬＰＴＣ￣３００ꎬ中国)ꎻ
荧光倒置显微镜 (尼康ꎬ Ｔｉ￣Ｕꎬ 日本ꎻ 配置 Ｎｉｋｏｎ
ＤＩＧＩＴＡＬ ＳＩＧＨＴ ＤＳ￣Ｒｉ１ 摄像头和 ＮＩＳ Ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＢＲ
软件)ꎻ体视显微镜(尼康ꎬＳＭＺ１８ꎬ日本ꎻ配置 Ｎｉｋｏｎ
ＤＩＧＩＴＡＬ ＳＩＧＨＴ ＤＳ￣Ｆｉ１Ｃ 摄像头和 ＮＩＳ Ｅｌｅｍｅｎｔｓ Ｆ
软件)ꎻ超纯水机(密理博ꎬＭｉｌｌｉ￣Ｑ Ｄｉｒｅｃｔ ８ꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 斑马鱼生存情况观察

选择发育良好的受精后 ２４ ｈ(２４ ｈｐｆ)的野生型

斑马鱼胚胎ꎬ用显微镊将其外层卵膜拆去ꎬ放入 ２４
孔板中ꎬ每孔 １０ 条ꎬ分别按照空白对照组、维拉帕

米、美西律、普罗帕酮、美托洛尔、胺碘酮不同浓度

组(１、３、１０、３０、１００、１０００ μｍｏｌ / Ｌ)给药干预ꎬ连续观

察 ５ ｄꎬ每天记录斑马鱼的生存情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 斑马鱼给药处理

选择发育良好 ２４ ｈｐｆ 的转基因斑马鱼 Ｔｇ
(ｃｍｌｃ２:ＧＦＰ)ꎬ放入 ２４ 孔板中ꎬ每孔 １０ 条ꎬ分别按

照空白对照组、维拉帕米不同浓度组(２０、４０、５０、
８０、１００ μｍｏｌ / Ｌ)、美西律不同浓度组 ( ３、 １０、 ３０
μｍｏｌ / Ｌ)、普罗帕酮不同浓度组(３、１０、３０ μｍｏｌ / Ｌ)、
美托洛尔不同浓度组(１０、３０、１００ μｍｏｌ / Ｌ)、胺碘酮

不同浓度组(１０、３０、１００ μｍｏｌ / Ｌ)给药干预 ４８ ｈꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 斑马鱼心脏形态观察

给药处理后ꎬ将斑马鱼放于载玻片上ꎬ用 ４％的

甲基纤维素进行固定ꎬ调整为侧卧位或俯卧位进行

观察ꎮ 侧卧位使两侧眼、体节重合ꎬ尾部和身体处

于同一水平面ꎮ 俯卧位使斑马鱼心室、心房充分暴

露ꎬ在显微镜下进行观察拍照和视频记录ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 斑马鱼心脏结构和功能的评价

给药处理后ꎬ按照文献的方法[２３－２４] 使斑马鱼处

于俯卧位(图 １)ꎬ在荧光倒置显微镜下视频记录 １５
ｓꎬ具体参数如下:曝光时间 ２５ ｍｓꎻ每秒帧数(Ｆｐｓ):
> ５０ ｆｐｓꎻ时长(Ｄｕｒａｔｉｏｎ):１５ ｓꎻ分辨率(Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ):
１２８０ × １０２４ 像素(Ｐｉｘｅｌ)ꎮ 从视频文件中找到心室

的舒张期末期和收缩期末期对应的图片ꎬ测量心室

的长轴(ａ)和短轴(ｂ)ꎮ 用椭球形的体积公式计算

心室的体积: Ｖ ＝ ４
３
π × ( ａ

２
) × ( ｂ

２
) ２ꎻ心搏量的计

算:ｓｔｒｏｋｅ ｖｏｌｕｍｅ ＝ Ｖ舒张期－Ｖ收缩期ꎻ心输出量:ｃａｒｄｉａｃ
ｏｕｔｐｕｔ ＝ ｓｔｒｏｋｅ ｖｏｌｕｍｅ × ｈｅａｒｔ ｒａｔｅꎻ 射 血 分 数

(ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬＥＦ)＝ (心室舒张末容积－心室收

缩期容积) /心室舒张末容积×１００％ꎻ心室舒张期和

收缩期面积差值:ΔＳ心室 ＝Ｓ舒张期－Ｓ收缩期ꎮ

注:ａ:长轴ꎻｂ:短轴ꎮ

图 １　 斑马鱼心室长轴和短轴的测量方法

Ｎｏｔｅ. ａ. Ｌｏｎｇ ａｘｉｓ. ｂ. Ｓｈｏｒｔ ａｘｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｎｇ ａｘｉｓ ａｎｄ ｓｈｏｒｔ
ａｘｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

１􀆰 ２􀆰 ５　 斑马鱼静脉窦与动脉球间距测量

给药处理后ꎬ参考文献[２５]使斑马鱼处于侧卧位

(图 ２)ꎬ在体视显微镜下拍照观察斑马鱼心脏形态、
静 脉 窦 ( ｓｉｎｕｓ ｖｅｎｏｓｕｓꎬ ＳＶ )、 动 脉 球 ( ｂｕｌｂｕｓ
ａｒｔｅｒｉｏｓｕｓꎬＢＡ)ꎬ具体参数如下:分辨率(Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ):
１２８０ × １０２４ 像素(Ｐｉｘｅｌ)ꎮ 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量斑

马鱼身长 ( ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ)、 ＳＶ￣ＢＡ 间的距离ꎮ 以

ＳＶ￣ＢＡ 间距 /斑马鱼身长对不同的斑马鱼进行归一

化比较ꎮ

注:ＳＶ:静脉窦ꎻＢＡ:动脉球ꎮ

图 ２　 斑马鱼身长、静脉窦－动脉球间距测量

Ｎｏｔｅ. ＳＶ. Ｓｉｎｕｓ ｖｅｎｏｓｕｓ. ＢＡ. Ｂｕｌｂｕｓ ａｒｔｅｒｉｏｓｕｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

１􀆰 ３　 统计学分析

多组间数据比较采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)ꎬ两组比较采用 ｔ 检验ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ 表示具

有统计学意义ꎮ 所有实验均独立重复 ≥ ３ 次ꎬ数据

均采用平均值 ± 标准差 ( 􀭰ｘ ± ｓ) 表示ꎬ并使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件作图ꎮ

０６３
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２　 结果

２􀆰 １　 药物对斑马鱼生存率的影响

如图 ３ 所 示ꎬ 维 拉 帕 米 的 半 数 致 死 浓 度

( ＩＣ５０) 值为 ２９１􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ９５％ 的置信区间为

[２８６􀆰 ２ꎬ ２９５􀆰 ９ ] ꎻ普罗帕酮的 ＩＣ５０ 值为 ４７􀆰 ０８
μｍｏｌ / Ｌꎻ美 托 洛 尔 的 ＩＣ５０ 值 为 ２９１􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌꎬ
９５％的置信区间为 [ ２８６􀆰 ２ꎬ ２９５􀆰 ９] ꎻ胺碘酮的

ＩＣ５０ 值 为 １４０􀆰 ６ μｍｏｌ / Ｌꎬ ９５％ 置 信 区 间 为

[ ５８􀆰 ６３ꎬ ３３７􀆰 ４ ] ꎻ 美 西 律 的 ＩＣ５０ 值 为 １０４􀆰 ７
μｍｏｌ / Ｌꎮ 因此ꎬ以上 ＩＣ５０ 的排序为普罗帕酮 < 美

西律 < 胺碘酮 < 美托洛尔和维拉帕米ꎬ说明美托

洛尔和维拉帕米毒性较低ꎮ
２􀆰 ２　 维拉帕米对斑马鱼心脏结构和功能的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 维拉帕米对斑马鱼心脏功能的影响

如图 ４ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ维拉帕米 ４０、

图 ３　 药物对斑马鱼生存率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

注:Ａ:斑马鱼心脏收缩和舒张形态图ꎬａ:心房ꎬｖ:心室ꎻＢ:心率ꎻＣ:心博量ꎻＤ:心输出量ꎻＥ:射血分数ꎻＦ:斑马鱼的心室舒张期和收

缩期面积差值 ΔＳ心室ꎻ与 Ｃｔｒｌ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻ放大倍数:１０Ｘꎮ (下图同)

图 ４　 维拉帕米对斑马鱼心脏功能的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃａｒｄｉａｃ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ａｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. ａ. Ａｔｒｉｕｍ. ｖ. Ｖｅｎｔｒｉｌｅ. Ｂ. Ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ. Ｃ. Ｓｔｒｏｋｅ ｖｏｌｕｍｅ. Ｄ. Ｃａｒｄｉａｃ

ｏｕｔｐｕｔ. Ｅ. Ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ. Ｆ. Ａｒｅａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉａｓｔｏｌｅ ａｎｄ ｓｙｓｔｏｌｅ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ΔＳ Ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗∗Ｐ <

０􀆰 ００１. Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ. １０Ｘ. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｅｒａｐａｍｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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５０、８０、 １００ μｍｏｌ / Ｌ 处理组斑马鱼的心率 ( ｈｅａｒｔ
ｒａｔｅ)均明显降低(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎮ 同时维拉帕米干预

后ꎬ与空白对照组相比ꎬ斑马鱼的心输出量(ｃａｒｄｉａｃ
ｏｕｔｐｕｔ)分别降低了约 ２６％、６７％、８５％、８８％ꎻ射血分

数(ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ)分别降低了约 ４２％、５９％、７０％、
７０％ꎻ斑马鱼的心室舒张期和收缩期面积差值

(ΔＳ心室)分别降低了约 ２２􀆰 １％、４８􀆰 ７％、５９􀆰 ６％、５９％ꎬ
差异均具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ且具有一定的量效

关系ꎮ 但与空白对照组相比ꎬ维拉帕米干预后斑马鱼

的心博量(ｓｔｒｏｋｅ ｖｏｌｕｍｅ)无显著性差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 维拉帕米对斑马鱼 ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

如图 ５ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ维拉帕米 ５０、

８０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 处理组静脉窦－动脉球 /身长( ＳＶ￣
ＢＡ / Ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ)均明显增加(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ提示高

浓度维拉帕米有一定的心脏毒性ꎬ且具有一定的剂

量依赖性ꎮ
２􀆰 ３　 普罗帕酮对斑马鱼心脏结构和功能的影响

２􀆰 ３􀆰 １　 普罗帕酮对斑马鱼心脏功能的影响

如图 ６ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ普罗帕酮 １０、３０
μｍｏｌ / Ｌ 处理组斑马鱼的心率显著降低(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ
且具有一定的量效关系ꎻ普罗帕酮 ３０ μｍｏｌ / Ｌ 处理组

斑马鱼的心输出量降低了约 ５６％(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ斑马鱼

的心博量、射血分数、心室舒张期和收缩期面积差值

(ΔＳ心室)无显著性差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ

注:Ａ:斑马鱼侧面心脏形态ꎻＢ:静脉窦－动脉球距离与斑马鱼身长的比例ꎻ与 Ｃｔｒｌ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎻ放大倍数:２Ｘꎮ (下图同)

图 ５　 维拉帕米对斑马鱼身长、ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｈｅａｒｔ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. Ｂ. Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｔｏ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ

Ｃｔｒｌꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ. ２Ｘ. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ)

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｅｒａｐａｍｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

注:Ａ:斑马鱼心脏收缩和舒张形态图ꎬａ:心房ꎬｖ:心室ꎻＢ:心率ꎻＣ:心博量ꎻＤ:心输出量ꎻＥ:射血分数ꎻＦ:心室舒张期和收缩期面积差值 ΔＳ心室ꎮ

图 ６　 普罗帕酮对斑马鱼心脏功能的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃａｒｄｉａｃ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ａｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. ａ. Ａｔｒｉｕｍ. ｖ. Ｖｅｎｔｒｃｌｅ. Ｂ. Ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ. Ｃ. Ｓｔｒｏｋｅ ｖｏｌｕｍｅ. Ｄ. Ｃａｒｄｉａｃ ｏｕｔｐｕｔ. Ｅ. Ｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｆｒａｃｔｉｏｎ. Ｆ. Ａｒｅａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉａｓｔｏｌｅ ａｎｄ ｓｙｓｔｏｌｅ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ΔＳＶｅｎｔｒｉｃｌｅ .

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐａｆｅｎｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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２􀆰 ３􀆰 ２　 普罗帕酮对斑马鱼 ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

如图 ７ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ普罗帕酮 ３、１０、
３０ μｍｏｌ / Ｌ 干预组斑马鱼静脉窦－动脉球 /身长(ＳＶ￣
ＢＡ/ Ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ)的比值无显著性差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ４　 美托洛尔对斑马鱼心脏结构和功能的影响

２􀆰 ４􀆰 １　 美托洛尔对斑马鱼心脏功能的影响

如图 ８ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ美托洛尔 １００
μｍｏｌ / Ｌ 处理组斑马鱼的心率降低了约 ２３％ꎬ且差异

具有显著性 ( Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎻ美托洛尔 １０、 ３０、 １００
μｍｏｌ / Ｌ 处理组斑马鱼的心输出量、心博量、射血分

数、心室舒张期和收缩期面积差值(ΔＳ心室)无显著

性差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 美托洛尔对斑马鱼 ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

如图 ９ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ美托洛尔 １０、３０、
１００ μｍｏｌ / Ｌ 处理组斑马鱼静脉窦－动脉球 /身长(ＳＶ￣
ＢＡ/ Ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ)的比值无显著性差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ

注:Ａ:斑马鱼侧面心脏形态ꎻＢ:静脉窦－动脉球距离与斑马鱼身长的比例ꎮ

图 ７　 普罗帕酮对斑马鱼身长、ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｈｅａｒｔ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. Ｂ. Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｔｏ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｐａｆｅｎｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

注:Ａ:斑马鱼心脏收缩和舒张形态图ꎬａ:心房ꎬｖ:心室ꎻＢ:心率ꎻＣ:心博量ꎻＤ:心输出量ꎻＥ:射血分数ꎻＦ:心室舒张期和收缩期面积差

值 ΔＳ心室ꎮ

图 ８　 美托洛尔对斑马鱼心脏功能的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃａｒｄｉａｃ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ａｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. ａ. Ａｔｒｉｕｍ. ｖ. Ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ. Ｂ. Ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ. Ｃ. Ｓｔｒｏｋｅ ｖｏｌｕｍｅ. Ｄ. Ｃａｒｄｉａｃ ｏｕｔｐｕｔ. Ｅ.
Ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ. Ｆ. Ａｒｅａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉａｓｔｏｌｅ ａｎｄ ｓｙｓｔｏｌｅ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ΔＳＶｅｎｔｒｉｃｌｅ .

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｏｐｒｏｌｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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２􀆰 ５　 胺碘酮对斑马鱼心脏结构和功能的影响

２􀆰 ５􀆰 １　 胺碘酮对斑马鱼心脏功能的影响

如图 １０ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ胺碘酮 １０、
３０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 处理组斑马鱼的心率分别降低了约

２３％、２４％、４８％ꎬ具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎻ胺
碘酮各剂量处理组斑马鱼的心输出量、心博量、射
血分数、心室舒张期和收缩期面积差值(ΔＳ心室)无

显著性差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５􀆰 ２　 胺碘酮对斑马鱼 ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

如图 １１ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ胺碘酮 ３０、
１００ μｍｏｌ / Ｌ 处理组静脉窦－动脉球 /身长( ＳＶ￣ＢＡ /
Ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ)ꎬ具有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ提示

胺碘酮有一定的心脏毒性ꎬ且具有一定的剂量依

赖性ꎮ

注:Ａ:斑马鱼侧面心脏形态ꎻＢ:静脉窦－动脉球距离与斑马鱼身长的比例ꎮ

图 ９　 美托洛尔对斑马鱼身长、ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｈｅａｒｔ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. Ｂ. Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｔｏ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ.

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｏｐｒｏｌｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

注:Ａ:斑马鱼心脏收缩和舒张形态图ꎬａ:心房ꎬｖ:心室ꎻＢ:心率ꎻＣ:心博量ꎻＤ:心输出量ꎻＥ:射血分数ꎻＦ:心室舒张期和收缩期面积差

值 ΔＳ心室ꎮ

图 １０　 胺碘酮对斑马鱼心脏功能的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃａｒｄｉａｃ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ａｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. ａ. Ａｔｒｉｕｍ. ｖ. Ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ. Ｂ. Ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ. Ｃ. Ｓｔｒｏｋｅ ｖｏｌｕｍｅ. Ｄ. Ｃａｒｄｉａｃ ｏｕｔｐｕｔ. Ｅ.
Ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ. Ｆ. Ａｒｅａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉａｓｔｏｌｅ ａｎｄ ｓｙｓｔｏｌｅ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ΔＳＶｅｎｔｒｉｃｌｅ .

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｍｉｏｄａｒｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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２􀆰 ６　 美西律对斑马鱼心脏结构和功能的影响

２􀆰 ６􀆰 １　 美西律对斑马鱼心脏功能的影响

如图 １２ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ美西律 １０、
３０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 处理组斑马鱼的心率、心输出量、心
博量、射血分数、心室舒张期和收缩期面积差值

(ΔＳ心室)均无显著性差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ６􀆰 ２　 美西律对斑马鱼 ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

如图 １３ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ美西律

３０ μｍｏｌ / Ｌ 处理组斑马鱼静脉窦－动脉球 /身长(ＳＶ￣
ＢＡ / Ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ)明显增加ꎬ具有显著性差异(Ｐ

< ０􀆰 ０５)ꎬ提示高浓度美西律有一定的心脏毒性ꎮ
２􀆰 ７　 缓慢性心律失常斑马鱼模型构建的综合评价

维拉帕米、普罗帕酮、美托洛尔、胺碘酮均可显

著降低斑马鱼心率ꎬ用于制备斑马鱼的缓慢性心律

失常模型ꎮ 然而ꎬ基于心博量、心输出量、射血分

数、ＳＶ￣ＢＡ 间距等斑马鱼心脏功能和毒性的评价指

标ꎬ维拉帕米诱导的斑马鱼缓慢性心律失常模型ꎬ
心功能变化更为明显(表 １)ꎬ并且呈现剂量依赖性ꎮ
因此ꎬ维拉帕米诱导的斑马鱼缓慢性心律失常模型

更加适合应用于抗缓慢性心律失常药物的研发ꎮ

注:Ａ:斑马鱼侧面心脏形态ꎻＢ:静脉窦－动脉球距离与斑马鱼身长的比例ꎮ

图 １１　 胺碘酮对斑马鱼身长、ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｈｅａｒｔ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. Ｂ. Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｔｏ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ.

Ｆｉｇｕｒｅ １１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｍｉｏｄａｒｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

注:Ａ:斑马鱼心脏收缩和舒张形态图ꎬａ:心房ꎬｖ:心室ꎻＢ:心率ꎻＣ:心博量ꎻＤ:心输出量ꎻＥ:射血分数ꎻＦ:心室舒张期和收缩期面积差值 ΔＳ心室ꎮ

图 １２　 美西律对斑马鱼心脏功能的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃａｒｄｉａｃ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ａｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. ａ. Ａｔｒｉｕｍ. ｖ. Ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ. Ｂ. Ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ. Ｃ. Ｓｔｒｏｋｅ ｖｏｌｕｍｅ. Ｄ. Ｃａｒｄｉａｃ ｏｕｔｐｕｔ. Ｅ.
Ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ. Ｆ. Ａｒｅａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉａｓｔｏｌｅ ａｎｄ ｓｙｓｔｏｌｅ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ΔＳｖｅｎｔｒｉｃｌｅ .

Ｆｉｇｕｒｅ １２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｘｉｌｅｔｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
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注:Ａ:斑马鱼侧面心脏形态ꎻＢ:静脉窦－动脉球距离与斑马鱼身长的比例ꎮ

图 １３　 美西律对斑马鱼身长、ＳＶ￣ＢＡ 间距的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｈｅａｒｔ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ. Ｂ. Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｔｏ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ.

Ｆｉｇｕｒｅ １３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｘｉｌｅｔｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＶ ａｎｄ ＢＡ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

表 １　 缓慢性心律失常斑马鱼模型疗效评价表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｂｒａｄｙｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ
心脏结构功能评价指标

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
维拉帕米
Ｖｅｒａｐａｍｉｌ

普罗帕酮
Ｐｒｏｐａｆｅｎｏｎｅ

美托洛尔
Ｍｅｔｏｐｒｏｌｏｌ

胺碘酮
Ａｍｉｏｄａｒｏｎｅ

美西律
Ｍｅｘｉｌｅｔｉｎｅ

心率 Ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ －
心博量 Ｓｔｒｏｋｅ ｖｏｌｕｍｅ － － － － －

心输出量 Ｃａｒｄｉａｃ ｏｕｔｐｕｔ ＋＋ ＋ － － －
射血分数 Ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ＋＋ － － － －

ΔＳ心室 ΔＳｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ＋＋ － － － －
静脉窦－动脉球

Ｓｉｎｕｓ ｖｅｎｏｓｕｓ￣ｂｕｌｂｕｓ ａｒｔｅｒｉｏｓｕｓ
＋＋ － － ＋＋ ＋

注:＋:有效ꎻ＋＋:有效且具有剂量依赖性ꎻ－:无效ꎮ
Ｎｏｔｅ. ＋. Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ. ＋＋. Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ. －. Ｉｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅ.

３　 讨论

缓慢性心律失常是由心脏窦房结、房室结或传

导束支功能障碍导致的疾病[２６]ꎬ以心率减慢为特

征ꎬ严重时可出现阿斯综合征甚至猝死ꎬ严重影响

患者的生活质量和生命安全ꎮ 缓慢性心律失常的

病因多种多样ꎬ抗心律失常药物是诱发缓慢性心律

失常的一个重要原因[２]ꎮ 常用于构建缓慢性心律

失常模型的药物有普萘洛尔、维拉帕米、特非那定、
阿司咪唑等[８－９]ꎮ 然而目前尚缺乏与临床病症一

致、操作简单、重复性好ꎬ并可系统全面评价缓慢性

心律失常的动物模型[２７]ꎬ同时现有缓慢性心律失常

动物模型存在实验周期长、成本高ꎬ不利于高通量

药物筛选等缺点ꎬ迫切需要利用新技术和新方法ꎬ
为缓慢性心律失常研究和药物筛选开发新的动物

模型和快速检测方法ꎮ
本研究运用斑马鱼模型评价抗心律失常药物

对斑马鱼幼鱼心脏功能的影响ꎮ 斑马鱼卵黄囊以

及心脏发育过程中出现的畸形可能和低氧环境[２８]

有关ꎬ本实验分组中设立了空白对照组排除斑马鱼

本身发育畸形等情况ꎬ造模前期进行药物毒性实验

排除药物本身毒性作用ꎮ 基于抗心律失常药物对

斑马鱼的 ＩＣ５０ 值ꎬ发现本研究所选抗心律失常药物

毒性的排序为普罗帕酮 < 美西律 < 胺碘酮 < 美托

洛尔和维拉帕米ꎮ 同时ꎬ实验中也观察发现维拉帕

米、胺碘酮、美西律干预后斑马鱼出现不同程度的

身体短小、心包水肿、心房和心室狭长、卵黄囊出血

等毒性表现ꎮ
通过检测斑马鱼心率ꎬ我们发现抗心律失常药

物 Ｃａ２＋通道阻滞剂维拉帕米、Ⅰｃ 类普罗帕酮、β 肾

上腺素能受体阻滞剂美托洛尔、Ｋ＋通道阻滞剂胺碘

酮均能显著降低斑马鱼心率ꎮ 心博量、心输出量、
射血分数是用于评价循环系统效率高低、心脏收缩

能力等心脏功能的重要指标[２９]ꎮ 同样ꎬ在斑马鱼的

心脏功能评估上ꎬ我们发现维拉帕米、普罗帕酮、美
托洛尔、胺碘酮干预后ꎬ损伤斑马鱼的心脏功能ꎬ表
现为心搏量、心输出量、射血分数的不同程度降低ꎮ
同时ꎬ实验中观察发现斑马鱼心脏传导异常ꎬ出现

心脏传导阻滞、心跳缓慢甚至停跳现象ꎬ血流缓慢

等现象ꎮ
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斑马鱼只存在一个体循环系统ꎬ心脏由一心

房、一心室、一个房室瓣膜和一个流出瓣膜组成ꎬ血
液从动脉球流出心室流至全身ꎬ最后通过静脉窦流

回心房[３０]ꎮ 通过测量静脉窦－动脉球的距离改变ꎬ
可以用于判断药物对斑马鱼心脏发育程度和心脏

毒性的影响[３１－３２]ꎮ 维拉帕米、胺碘酮、美西律干预

后ꎬ斑马鱼心脏心房和心室位置发生变化ꎬ静脉窦－
动脉球的距离增大ꎬ且随着药物浓度增大ꎬ静脉窦－
动脉球与身长的比例逐渐增大ꎮ 说明在斑马鱼模

型上ꎬ维拉帕米、胺碘酮、美西律随着浓度的增加ꎬ
表现出不同程度的心脏毒性ꎬ这与临床上抗心律失

常药物可能存在一定的心脏毒性相一致ꎮ
抗心律失常药物导致的心动过缓可能与药物

诱发的长 ＱＴ 综合征密切相关ꎮ 而药物导致的心脏

ＱＴ 间期延长是 ｈＥＲＧ 钾通道阻断的结果[３３－３６]ꎮ 与

ｈＥＲＧ 基因相关的抗心律失常药物主要包括Ⅰａ 类

和Ⅲ类心律失常ꎬⅠｂ 类药物未引起 ＱＴ 间期变化或

轻微下降[３]ꎮ 研究表明Ⅰｃ 类代表药物普罗帕酮对

ｈＥＲＧ 电流具有抑制作用ꎬ是一种开放通道的钾通

道阻滞剂[４]ꎮ 普罗帕酮一方面可以导致药物诱发

的长 ＱＴ 综合征ꎬ另一方面可通过延长难治期起到

抗心律失常的效果ꎮ Ⅱ类抗心律失常药物为 β 肾

上腺素能受体阻滞剂(普萘洛尔)被证明可预防先

天性长 ＱＴ 综合征ꎮ Ⅲ类抗心律失常药物索他洛尔

主要电生理效应是通过延长复极时间ꎬ延长动作电

位间期和有效不应期[２]ꎮ 胺碘酮用于治疗室性、室
上性快速心律失常ꎬ被证实有明显的 ＱＴ 间期延长ꎮ
第Ⅳ类抗心律失常药物为钙离子通道阻滞剂ꎬ通过

阻断慢钙通道的开放ꎬ来减低传导速度及延长有效

不应期ꎮ 硝苯地平、维拉帕米、地尔硫卓不会导致

ＱＴ 间期延长ꎬ也未被确定为尖端扭转ꎬ其导致心脏

功能损伤的机制仍需进一步研究[３６]ꎮ 以上研究为

维拉帕米、普罗帕酮、美托洛尔、胺碘酮、美西律等

抗心律失常药物诱发心律失常的机制提供了参考ꎮ
目前的缓慢性心律失常模型主要有化学药物

(胺碘酮、普萘洛尔[３７]、维拉帕米[１１])诱发动物模

型、冠状动脉结扎动物模型[３８]、化学消融动物模

型[３９]等ꎬ造模后分别检测大、小鼠心脏收缩压、心
率、心输出量、左室射血分数、呼吸、肛温水平等指

标ꎮ 虽然大小鼠模型与人类心脏结构和功能更相

似ꎬ但模型制备过程中死亡率高ꎬ操作复杂ꎬ并且实

验周期长ꎮ 因此ꎬ现有的缓慢性心律失常动物模型

均存在优势与不足[１１]ꎮ 本研究充分发挥斑马鱼模

型实验周期短、成本低、观察方便等优势ꎬ通过检测

心率、心博量、心输出量、射血分数等指标ꎬ评价斑

马鱼心脏功能ꎬ建立缓慢性心律失常模型ꎮ 在抗缓

慢性心律失常药物研发过程中ꎬ可以利用斑马鱼模

型做前期的药物筛选ꎬ发现有潜在活性的药物后ꎬ
再进入大小鼠动物实验进一步评价药效ꎮ 本研究

制备的斑马鱼缓慢性心律失常模型ꎬ可以为抗缓慢

性心律失常前期的潜在活性药物发现提供便利ꎮ
因此ꎬ维拉帕米、普罗帕酮、美托洛尔、胺碘酮

均可以作为制备斑马鱼的缓慢性心律失常模型ꎮ
然而ꎬ基于心博量、心输出量、射血分数、ＳＶ￣ＢＡ 间

距等斑马鱼心脏功能和毒性的评价指标ꎬ维拉帕米

诱导的斑马鱼缓慢性心律失常模型ꎬ其心功能变化

更为明显ꎬ并且呈现剂量依赖性ꎮ 维拉帕米诱导的

斑马鱼缓慢性心律失常模型可能更适合应用于抗

缓慢性心律失常药物的发现ꎮ
然而ꎬ本研究具有一定的局限性ꎬ主要包括:

(１)没有对维拉帕米等抗心律失常药物引起的缓慢

性心律失常的机制做深入的研究ꎻ(２)与传统动物

相比ꎬ斑马鱼体型小ꎬ解剖器官需要更专业的技术

和精密仪器[４０]ꎬ没有对心脏组织病理进行观察和研

究ꎻ(３)心电图是心脏功能的重要检测方法ꎬ而斑马

鱼胚胎目前很难进行心电测量ꎬ基于成像的模拟心

电图也没有在本研究中体现ꎮ
综上所述ꎬ本研究建立了维拉帕米等缓慢性心

律失常斑马鱼模型及心功能评价指标ꎬ对于缓慢性

心律失常模型的构建和抗缓慢性心律失常药物的

研发均具有重要意义ꎮ
参　 考　 文　 献(Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ)
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小鼠室管膜细胞体外培养及多纤毛形成过程分析
张源ꎬ武慧渊∗

(天津大学药物科学与技术学院ꎬ天津　 ３０００７２)

　 　 【摘要】 　 目的　 利用体外原代培养小鼠室管膜细胞(ＭＥＰＣ)ꎬ表征其分化过程形态特征ꎬ纤毛的形成及摆动

方式ꎮ 方法　 通过将分离的新生小鼠端脑组织细胞进行特殊培养和分化ꎬ获得具有生理功能的 ＭＥＰＣꎮ 利用免疫

组化方法跟踪 ＭＥＰＣ 分化过程中纤毛的形成ꎬ并在活细胞状态观察其纤毛摆动模式ꎮ 结果　 分离的端脑细胞在特

殊的培养条件下快速增殖ꎬ经过诱导分化可以得到具有多纤毛结构的 ＭＥＰＣꎮ 结论 　 本研究利用改进的原代

ＭＥＰＣ 培养方案ꎬ成功获得具有免疫组化特征及正常多纤毛摆动特性的 ＭＥＰＣꎬ并揭示了分化各个时期纤毛及相关

结构的形态特征ꎬ为以 ＭＥＰＣ 为模型的研究奠定了基础ꎮ
【关键词】 　 室管膜细胞ꎻ动纤毛ꎻ小鼠ꎻ原代培养
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｕｓｅ ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ (ＭＥＰＣｓ) ａｎｄ
ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＭＥＰＣｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｃｉｌｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｉｌｉａｒｙ ｍｏｔｉｌｉｔｙ
ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ＭＥＰＣｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＭＥＰＣｓ ｗｉｔｈ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍｏｕｓｅ ｔｅｌｅｎｃｅｐｈａｌｏｎ ｃｅｌｌｓ. Ｃｉｌｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＰＣｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ
ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ. Ｔｈｅ ｃｉｌｉａｒｙ ｂｅａｔｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｅｑｕｉｐｐｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｈｉｇｈ￣ｓｐｅｅｄ ｃａｍｅｒａ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｔｅｌｅｎｃｅｐｈａｌｏｎ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄ ｒａｐｉｄｌｙ ｕｎｄｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ＭＥＰＣｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｍｕｌｔｉｃｉｌｉａ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｕｓｉｎｇ ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌꎬ ＭＥＰＣｓ
ｗｉｔｈ ｐｒｏｐｅｒ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｍｕｌｔｉｃｉｌｉａ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ｍｕｌｔｉｃｉｌｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ＭＥＰＣ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｖｅａｌｅｄꎬ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｂｅｎｃｈｍａｒｋ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｕｓｉｎｇ
ＭＥＰＣｓ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｍｕｌｔｉｃｉｌｉａꎻ ｍｏｕｓｅꎻ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 脑室的室管膜细胞表面存在许多动纤毛ꎬ它们

的协调摆动确保了脑脊液的正常流动[１]ꎮ 室管膜

细胞缺陷可导致严重的神经系统疾病ꎬ如脑积

水[２－３]ꎮ 在发育过程中ꎬ室管膜细胞在小鼠出生后

由室管膜祖细胞放射状胶质细胞 ( ｒａｄｉａｌ ｇｌｉａ) 分

化[４]ꎮ 在这个分化过程中ꎬ中心粒由次胞质体在细

胞顶端大量复制、聚集ꎬ而后迁移并固定在细胞质

膜ꎬ在质膜上成熟成为基体[５]ꎮ 动纤毛由九对在外
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周排列的微管束以及一组在中心的中央微管束(９＋
２)组成ꎬ外周微管上由于动力蛋白的存在可以使纤

毛运动[６]ꎮ 原代培养的室管膜细胞是研究脑部动

纤毛和相关疾病的重要体外模型[７]ꎮ 本文参考相

关文献ꎬ通过条件优化ꎬ提供了一种稳定、高效在体

外培养小鼠室管膜细胞的方法[８－９]ꎮ 同时通过免疫

荧光染色的方法表征体外培养室管膜细胞分化及

动纤毛形成不同时期的特点ꎮ 通过活细胞成像观

察了培养室管膜的纤毛运动ꎬ为以 ＭＥＰＣ 为模型的

研究奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１ ~ ３ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 健康小鼠ꎬ新生 １ ｄꎬ
体重约 １􀆰 ５ ｇꎬ雌雄比均衡ꎬ购于北京斯贝福生物技

术有限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１９－００１０】ꎮ 饲养于天津

市中国医学科学院放射医学研究所动物房【 ＳＹＸＫ
(津)２０１９－０００２】ꎮ 饲养环境:昼夜各半循环照明ꎬ
湿度恒定ꎬ温度控制在 ２２ ~ ２５℃ꎬ湿度为 ４０％ ~
７０％ꎮ 所有操作均符合放射医学研究所实验动物实

验伦理学要求(审批号:ＩＲＭ￣ＤＷＬＬ￣２０２１０９４)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ 培养基(Ｃｏｒｎｉｎｇꎬ１００１３０５０)ꎬＬ１５ 培养

基(ＳｏｌａｒｂｉｏꎬＬＡ９５１０)ꎬ青霉素 /链霉素(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ /
ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎꎬ Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｐ１４００ )ꎬ 胎 牛 血 清 ( ＦＢＳꎬ
Ｎｅｗｚｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ￣Ｓ５００ )ꎬ 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( Ｄ￣ＰＢＳꎬ
ＳｏｌａｒｂｉｏꎬＤ１０４０)ꎬ平衡盐溶液(Ｄ￣Ｈａｎｋ’ ｓꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬ
Ｈ１０４５)ꎬ木瓜蛋白酶( ＰａｐａｉｎꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬＧ８４３０)ꎬ脱
氧核糖核酸酶(ＤＮａｓｅｌꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬＤ８０７１)ꎬＬ￣半胱氨

酸( Ｌ￣Ｃｙｓｔｅｉｎｅꎬ Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｃ００１２)ꎬ胰蛋白酶抑制剂

(Ｔｒｙｐｓｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬＴ８０３１)ꎬ多聚 Ｌ￣赖氨酸

(ｐｏｌｙ￣Ｌ￣ＬｙｓｉｎｅꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬＰ８１３０)ꎬ胰蛋白酶(Ｔｒｙｐｓｉｎ￣
ＥＤＴＡꎬ Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｔ１３２０ )ꎬ 抗 荧 光 淬 灭 封 片 液

( Ｆｌｕｏｒｏｍｏｕｎｔ￣Ｇꎬ ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈꎬ Ｋ２８２０ )ꎬ ＤＡＰＩ
(Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ ＩＤ２２５０)ꎬ细胞培养小瓶 ( Ｔ２５ꎬ Ｃｏｒｎｉｎｇꎬ
４３０６３９)ꎮ

抗体:ａｎｔｉ￣ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｔｕｂｕｌｉｎ( ＳｉｇｍａꎬＴ６７９３ꎬ１ ∶
５００)ꎬａｎｔｉ￣γ￣ｔｕｂｕｌｉｎ(ＳｉｇｍａꎬＴ６５５７ꎬ１ ∶ ５００)ꎬａｎｔｉ￣β￣
ｃａｔｅｎｉｎ(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ５１０６７￣２￣ＡＰꎬ１ ∶ ５００)ꎬ用于免疫

荧光分析的二抗为与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 偶联的山羊抗

鼠或 与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８ 偶 联 的 山 羊 抗 兔 抗 体

(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ１ ∶ ７５０)ꎮ

倒置生物显微镜 ( ＤＭＩ３０００ Ｂꎬ德国 Ｌｅｉｃａ 公

司)ꎬ超高分辨共聚焦显微镜 ( ＳＰ８ꎬ德国 Ｌｅｉｃａ 公

司)ꎬ生物安全柜(２０００ＬＣꎬ中国力康公司)ꎬ二氧化

碳培养箱(３１１１ 型ꎬ美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司)ꎬ配以 ４
× ４ × １５ ｍＬ(圆 /尖底) 转子的台式低速离心机

(Ｌ６００ꎬ中国湘仪公司)
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ２５ ｃｍ２ 培养瓶和 １４ ｍｍ 玻片包被

为了增加培养小瓶对细胞的粘附性ꎬ采用多聚

赖氨酸将小瓶底部包被ꎬ多聚赖氨酸可以增加培养

皿表面正电荷从而加强细胞的贴壁生长ꎮ 将多聚

赖氨酸(ｐｏｌｙ￣Ｌ￣Ｌｙｓｉｎｅ)粉末用无菌去离子水配制成

１０ ｍｇ / ｍＬ 的浓缩液ꎬ而后稀释成 ０􀆰 ００５％的工作液ꎮ
每个 ２５ ｃｍ２ 培养小瓶加入 ３ ｍＬ 多聚赖氨酸溶液ꎬ
３７℃包被 １ ｈ 或室温过夜包被ꎮ 包被结束后吸出多

聚赖氨酸工作液ꎬ用无菌去离子水冲洗 ３ 次并晾干ꎮ
包被好的培养瓶在 ４℃条件下可存放 ４ 周左右ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 消化工作液及终止工作液的配置

消化工作液的配制:取 ＤＭＥＭ 培养基中加入木

瓜蛋白酶(２ ｍｇ / ｍＬ)ꎬＤＮａｓｅＩ(０􀆰 １５ ｍｇ / ｍＬ)ꎬＬ￣半
胱氨酸(０􀆰 ３ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ１％青霉素 /链霉素ꎬ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜过滤后 ４℃ 保存备用ꎮ 终止工作液的配

制:取 Ｌ１５ 培养基中加入胰蛋白酶抑制剂(１ ｍｇ /
ｍＬ)ꎬＤＮａｓｅＩ(０􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ１０％胎牛血清ꎬ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜过滤后 ４℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠室管膜细胞的分化培养

以下操作步骤以 １ 只小鼠为例ꎬ将新生小鼠颈

椎脱位处死后ꎬ用剪刀剪取小鼠头部、镊子剥离小

鼠头部皮肤ꎬ小心剔除头骨ꎬ并去除附着的组织与

血管ꎮ 将分离的小鼠脑组织放入含有 １％青霉素 /
链霉素的 Ｈａｎｋ’ ｓ 溶液中ꎬ置于冰上ꎮ 用眼科剪剪

去嗅球和小脑ꎬ用 ５ 号镊子剥去端脑表面的脑膜ꎬ并
用弹簧剪将其剪切成 ０􀆰 ５ ~ １ ｍｍ 大小的碎片ꎮ 用

１０００ μＬ 移液器将所有脑组织碎片连同 Ｈａｎｋ’ ｓ 溶

液一同转移至 １５ ｍＬ 无菌离心管中ꎬ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １ ｍｉｎꎻ吸出上清液ꎬ加入配制好的消化工作液

１ ｍＬ 重悬细胞ꎬ３７℃ 孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 消化结束后以

８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎬ吸出上清液ꎬ加入配制的终止

工作液 ２ ｍＬ 重悬细胞静置 ２ ｍｉｎꎮ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１ ｍｉｎ 后ꎻ吸出上清液ꎬ并以 ２ ｍＬ Ｌ１５ 培养基重悬细

胞ꎬ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎻ吸出上清液ꎬ用 １ ｍＬ Ｌ１５
培养基重悬细胞ꎬ并用 １０００ μＬ 移液枪吹打悬液

５ 次ꎮ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后ꎻ移除上清液ꎬ并加入

１７３
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３ ｍＬ 含有 １０％ ＦＢＳ 和 １％青霉素 /链霉素的 ＤＭＥＭ
完全培养基重悬细胞ꎬ较少体积的重悬液是为了让

细胞更好的吸附ꎮ 将细胞悬液小心接种到包被了

多聚赖氨酸的 ２５ ｃｍ２ 培养瓶中ꎬ放入 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２

培养箱中培养ꎬ此时记为 ｄ１ꎮ 第 ２ 天(ｄ２)吸弃旧培

养基ꎬ加入 ８ ｍＬ 新鲜预热过的 ＤＭＥＭ 完全培养基ꎬ
随后每隔 ２ ｄ 更换 １ 次培养基至第 ７ 天(ｄ７)ꎮ

第 ７ 天细胞铺满整个培养瓶底部ꎬ室温下将培

养瓶放置在摇床上以 １００ ｒｐｍ 摇动培养 ４ ｈ 以去除

粘附较差的神经元细胞ꎮ 吸弃旧培养基ꎬ加入 ３ ｍＬ
ＤＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ再加入 １ ｍＬ Ｔｒｙｐｓｉｎ￣ＥＤＴＡ 于 ３７℃
消化 ６ ｍｉｎꎬ然后加入 ４ ｍＬ 的 ＤＭＥＭ 完全培养基终

止消化ꎮ 将细胞悬液收集至 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ于
８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎻ吸出上清液ꎬ加入 ５００ μＬ 的

ＤＭＥＭ 完全培养基重悬细胞ꎮ １ 只小鼠端脑大约可

收集 ２００ ~ ３００ 万个细胞ꎬ以细胞计数板计数后ꎬ按
照每孔 ２ × １０５ 个细胞的数量滴加到玻片上ꎬ此时

滴加的液滴应在玻片上形成球形水珠ꎬ放入培养箱

中培养 ３０ ｍｉｎꎻ待细胞粘附后ꎬ补加 ＤＭＥＭ 完全培

养基ꎻ２４ ｈ 后吸弃旧培养基ꎬ更换为含有 １％青霉

素 /链霉素的 ＤＭＥＭꎬ开始诱导细胞分化成室管膜细

胞ꎬ记为 Ｄ０ꎬ每 ３ ~ ４ ｄ 更换培养基ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫荧光标记方法

吸弃培养基ꎬ用 ５００ μＬ ＤＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ加入

４％ ＰＦＡ 于室温固定 １０ ｍｉｎ 或以冷甲醇在－２０℃固

定 １０ ｍｉｎꎮ 固定后的细胞用 ＤＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ用含

有 ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ １００ 和 １０％马血清的 ＰＢＳ 室温封

闭 １ ｈꎬ然后以按照比例稀释在含有 １％马血清的

ＰＢＳ 的一抗孵育 ４℃ 过夜ꎮ 第 ２ 天用 ＰＢＳ 清洗 ３
次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ用含有 １％马血清的 ＰＢＳ 稀释的荧

光二抗室温避光孵育 ９０ ｍｉｎꎮ 孵育结束后用含有

ＤＡＰＩ 的 ＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ再用 ＰＢＳ 清洗两次ꎬ封片后

在共聚焦显微镜下观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 活细胞动纤毛摆动拍摄

按照上述操作流程在体外将胶质细胞进行增

值培养 ７ ｄ 后ꎬ重新铺板到 ３５ ｍｍ 共聚焦小皿中进

行无血清培养并诱导分化为 ＭＥＰＣꎬ在饥饿培养

１２ ｄ 后进行观察ꎮ 将培养有 ＭＥＰＣ 的共聚焦小皿

转移至配有活细胞培养系统的显微镜中ꎬ设置温度

为 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ꎬ采用徕卡 ＤＭＩ８ 倒置荧光显微镜

与 ＤＦＣ９０００ 高速摄像机ꎬ在相差模式下将分辨率设

置为 １０２４ × １０２４ꎬ拍摄帧率为每秒 ９０ 帧ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＭＥＰＣ 培养不同时期细胞形态特征

小鼠胶质细胞消化分离后均匀铺板ꎬ铺板后

(Ｄ２)换无血清培养基诱导分化ꎬ此时细胞进入分

化阶段 Ｄ０(图 １)ꎬ通过倒置相差显微镜观察细胞

生长状况ꎬ细胞培养至 Ｄ３ꎬ细胞完全贴壁平铺在培

养皿上ꎬ细胞形态变大变圆(图 ２ａ)ꎻ 饥饿培养 Ｄ６
时ꎬ部分细胞开始进行纤毛发生ꎬ并有极少数细胞

形成可快速摆动的纤毛(图 ２ｂ)ꎻ Ｄ９ 时细胞边界

变得清晰可见ꎬ约有 １ / ３ 的细胞形成了多纤毛结

构(图 ２ｃ)ꎻ 分化培养 进 行 到 Ｄ１２ 后ꎬ培 养 的

ＭＥＰＣ 细胞基本成熟ꎬ可观察到 ＭＰＥＣ 快速摆动的

多纤毛(图 ２ｄ)ꎮ

图 １　 室管膜细胞原代培养时间示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 免疫荧光法鉴定 ＭＥＰＣ 分化不同时期纤毛形

成的特点

纤毛的主要结构由微管组成ꎮ 乙酰化微管蛋

白(ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｔｕｂｕｌｉｎ)在多纤毛轴丝上富集ꎬ常用

于标记多纤毛[１０－１１] ꎮ γ－微管蛋白(γ￣ｔｕｂｕｌｉｎ)为中

心粒 /基体的结构蛋白ꎬ用于标记 ＭＥＰＣ 分化过程

中中 心 粒 到 基 体 的 变 化[１２] ꎮ β￣连 环 蛋 白 ( β￣
ｃａｔｅｎｉｎ)是由 ＣＴＮＮＢ１ 基因编码的多功能蛋白质ꎬ
具有介导细胞间黏附与信号转导功能ꎬ用于标记

细胞边界[１３] ꎮ 对不同分化时期的 ＭＥＰＣ 进行免疫

荧光标记ꎬ可以清晰展示细胞分化各时期的不同

形态和免疫组化特征(图 ３ꎬ图 ４)ꎮ 在饥饿培养后

Ｄ０ꎬ分离培养细胞基本检测不到乙酰化微管蛋白

的信号ꎬ此时细胞较小密集排布(图 ３ａꎬ ３ｅꎬ ３ｍ)ꎮ
随着诱导分化的进行ꎬ乙酰化微管蛋白的信号逐

渐增强ꎬ同时细胞形态变大变圆(图 ３ｂꎬ ３ｎ)ꎮ Ｄ３
时ꎬ γ－微管蛋白标记显示少数细胞的基体也开始

分裂增多(图 ４ａꎬ ４ｊ)ꎮ Ｄ７ 时ꎬ乙酰化微管蛋白标

２７３
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记可见部分细胞已经形成明显的多纤毛结构ꎬ同
时伴随着基体数量的增加和分布范围的扩大(见

图 ３ｃꎬ ３ｏꎬ４ｂꎬ ４ｋ)ꎮ
分化培养 Ｄ１４ꎬＭＥＰＣ 分化状态良好ꎬ纤毛形态

清晰ꎬ成簇状分布在细胞的表面ꎬ具有明显的多纤

毛细胞特征(图 ３ｄꎬ ３ｐ)ꎬ同时由 γ－微管蛋白标记

的基体分布范围收缩ꎬ表明多纤毛成熟后聚集移动

到特定位置(图 ３ｄꎬ图 ４ｃ)ꎮ

图 ２　 倒置相差显微镜观察不同培养时间的室管膜细胞

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

图 ３　 共聚焦显微镜检测不同培养时间的室管膜细胞的动纤毛免疫荧光染色

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｍｕｌｔｉｃｉｌｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ３　 ＭＥＰＣ 多纤毛摆动观察结果

在饥饿培养 １２ ｄ 后 (Ｄ１２)ꎬ大部分细胞已经完

全分化ꎬ细胞排列整齐ꎬ其表面的动纤毛清晰可见

(图 ２ｄꎬＭｏｖｉｅ１)ꎮ 通过高速摄像机拍摄小鼠室管膜

细胞动纤毛运动状态ꎬ结果显示细胞的动纤毛分化

状态良好ꎬ纤毛清晰可见ꎬ成簇分布在细胞表面ꎮ
动纤毛细胞在整体细胞中分布均匀且数量较多

(Ｍｏｖｉｅ １)ꎮ 正常小鼠的动纤毛摆动速率很快ꎬ成簇

的动纤毛运动呈现协同、规律的往复摆动模式ꎮ

３　 讨论

目前常用研究哺乳动物纤毛的细胞模型主要

为经过饥饿培养后可生长初级纤毛的细胞ꎬ如永生

化的人视网膜色素上皮细胞ꎬ小鼠成纤维细胞等ꎮ
然而这些生长初级纤毛的细胞模型在动纤毛研究

中有很多局限性ꎬ一方面初级纤毛的结构与动纤毛

差异很大ꎬ在形成和功能方面所涉及的分子机理不

尽相同ꎬ另一方面也无法观察动纤毛特有的运动特

３７３
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图 ４　 共聚焦显微镜检测不同培养时间的室管膜细胞的基体免疫荧光染色

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂａｓａｌ ｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

性[５ꎬ１４]ꎮ 在本报告中ꎬ我们描述了一种简单、快速且

相对经济的方法ꎬ从新生小鼠中获得具有动纤毛的

室管膜细胞ꎮ 并在体外培养过程中ꎬ跟踪检验室管

膜细胞各发育阶段的形态特点及动纤毛的形成过

程和运动状态ꎬ为研究大脑动纤毛的形成、维持、以
及病变提供有效模型和基础ꎮ

室管膜细胞原代培养主要有以下步骤:首先取

出生 １ ~ ３ ｄ 内的小鼠端脑组织ꎬ此时的小鼠大脑

内的神经胶质细胞分化程度低ꎬ利用此阶段的端脑

提取诱导分化室管膜细胞可以获得较高的成功率ꎻ
再者注意将脑膜和内部小血管剥离干净ꎬ若剥离不

完全ꎬ后续血管膜细胞生长速度会快过室管膜细

胞ꎬ严重干扰实验结果ꎻ同时ꎬ分离过程中保持在冰

上且冰浴的缓冲溶液中进行ꎬ可以大大提高胶质细

胞的存活率ꎮ Ｈａｎｋ’ ｓ 溶液的无糖体系也可以降低

培养中端脑神经元的活力ꎮ 在后续培养过程中ꎬ端
脑组织经破碎消化得到单细胞悬液ꎬ将悬液全部接

种至 ２５ ｃｍ２ 的细胞小瓶中ꎬ此时胶质细胞进一步分

裂铺满ꎮ ７ ｄ 后用胰蛋白酶将其消化ꎬ以 ２ × １０５ 个

细胞 /孔的高密度接种到 ２４ 孔板中进行培养ꎬ此时

细胞的密度与后续诱导分化的成功直接相关ꎬ因此

将细胞以液珠的方式种植在培养皿上 ３０ ｍｉｎ 后进

行补充培养基可有效增加细胞密度ꎬ１ ｄ 后将接种

液换成不含血清的培养基进行分化培养ꎬ大约 １２ ｄ
(Ｄ１２)后可以观察到成熟的室管膜细胞ꎮ 分化成熟

的室管膜细胞具有几十根多纤毛ꎬ为不同于胶质细

胞的显著特征ꎻ其多纤毛可以正常摆动(频率 ２５ ~
３５ Ｈｚ)ꎮ 这些特征可以作为室管膜细胞原代培养是

否成功的鉴定标准[１４]ꎮ
室管膜细胞提取培养过程繁琐ꎬ操作要求精

细ꎬ目前国内尚未见这一方法的报道ꎮ 本研究在总

结其他研究者经验的基础上ꎬ不断摸索比较ꎬ对新

生小鼠室管膜细胞提取培养的操作步骤进行了优

化ꎬ首先将木瓜蛋白酶的消化过程进行了明确ꎬ采
用 ２ ｍｇ / ｍＬ 的较高浓度的蛋白酶进行消化 ３０ ｍｉｎ
可以更好地得到均匀且具有较高活性的单细胞悬

液[８]ꎮ 同时将胶质细胞培养时间延长至 ７ ｄꎬ一方

面更长的时间有利于胶质细胞的分裂ꎬ为后续高密

４７３
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度种植提供方便ꎬ另一方面长时间的血清培养也可

以进一步减少培养环境内神经元的活力和比例ꎮ
在后续分化培养这一步骤中经尝试发现室温下在

１００ ｒｐｍ 的摇床培养 ４ ｈ 可以有效的减少附着的神

经元ꎬ同时也不影响后续胶质细胞的分化活性ꎮ
利用上述的培养条件ꎬ本文进一步通过免疫荧

光染色的方法ꎬ以乙酰化微管蛋白和 γ－微管蛋白分

别标记并观察室管膜细胞发育不同时期动纤毛和

纤毛基体的典型免疫组化特征ꎮ 室管膜细胞的动

纤毛在饥饿培养 ７ ｄ(Ｄ７)后开始大量形成ꎬ并在饥

饿培养 １４ ｄ(Ｄ１４)左右成熟并形成可协同摆动的动

纤毛ꎮ 在室管膜细胞分化前期ꎬ纤毛的基体随着增

殖分布范围扩大ꎬ而在室管膜细胞成熟时收缩至细

胞表面特定区域ꎮ 在活细胞状态利用超高速摄影

机可以记录成熟室管膜细胞动纤毛摆动的方式以

及频率ꎮ 进一步显示本文报道的提取培养方法可

获得大量ꎬ生长状态良好的动纤毛细胞ꎮ
动纤毛形成于呼吸道上皮细胞ꎬ大脑中的脑室

内的室管膜细胞和输卵管的表面上ꎬ其正常协调的

运动保证呼吸道内颗粒的清除ꎬ脑室内流体的流动

和卵子的正常排出ꎬ因纤毛运动功能障碍导致的疾

病统称为原发性纤毛运动障碍(ＰＣＤ)ꎬ患者常患有

慢性气管炎、肺癌、脑积水和生育能力下降等疾

病[１５]ꎮ 由于该疾病涉及基因缺陷且目前无根治手

段ꎬ构建一个适合研究动纤毛的细胞模型将有助于

研究动纤毛形成、发育的分子机理及探索治疗 ＰＣＤ
的方法ꎮ 以往利用新生大鼠建立的室管膜细胞培

养的方法ꎬ虽然可以从单只动物中获得更多的室管

膜细胞ꎬ但培养过程复杂并需要特定的培养条

件[１６]ꎮ 采用成年大鼠进行培养的室管膜细胞则会

在培养过程中丢失动纤毛ꎬ不适于动纤毛发育的研

究[１７]ꎮ 此外ꎬ与大鼠相比ꎬ小鼠为更加常用的基因

操纵模式生物ꎮ 本文介绍的方法不仅过程相对简

单ꎬ可以追踪动纤毛发育过程ꎬ也可以更广泛地用

于基因操纵动物模型中室管膜细胞发育的研究ꎮ
本文所提供的方法ꎬ可以从 １ 只小鼠的端脑细胞诱

导分化获得大约 １５ 组的室管膜细胞ꎬ为一些以不易

获得的基因操纵纯合子小鼠进行室管细胞体外培

养的研究提供了实验方案ꎮ
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生殖细胞条件性敲除 Ｕｓｐ１６ 基因小鼠的建立、鉴定及
表型分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立生殖细胞特异性敲除去泛素化酶 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎬ并分析其生殖表型ꎬ探究 Ｕｓｐ１６ 是否在精

子发生过程发挥功能ꎮ 方法　 首先ꎬ将 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 转基因小鼠与 Ｕｓｐ１６ 条件性小鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ)杂交获得生殖细胞

特异性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎻ其次ꎬ利用 ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 和免疫荧光检测睾丸中 Ｕｓｐ１６ 表达ꎻ并通过合笼交配、计算

机辅助精子分析和 ＨＥ 染色法进行生殖表型分析ꎮ 结果 　 成功获得了生殖细胞特异性敲除 Ｕｓｐ１６ 纯合子

(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)ꎬ及杂合子小鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)ꎮ 与野生型相比ꎬＵｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋雄鼠生殖表型

没有显著性变化ꎬ但与纯合子雄鼠交配的雌鼠受孕率仅为 ７％ꎬ精子数量减少约 ７９％ꎬ活力下降约 ８７％ꎬ精子畸形率

高达 ８３％ꎬ睾丸曲细精管中出现多核细胞ꎬ附睾中早熟精子数增多了约 ３ 倍ꎮ 结论　 小鼠睾丸内生殖细胞 Ｕｓｐ１６
纯合敲除会严重降低精子质量ꎬ从而降低雄性生育能力ꎮ

【关键词】 　 精子发生ꎻＵｓｐ１６ꎻ生殖力ꎻＣｒｅ￣ｌｏｘＰ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ １６ ( Ｕｓｐ１６) ｉｎ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ Ｕｓｐ１６ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｉｎ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃｒｏｓｓｅｄ
ｗｉｔｈ Ｕｓｐ１６ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ (Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ) ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｕｓｐ１６ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ. Ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈａｔ Ｕｓｐ１６ ｈａｄ
ｂｅｅｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ Ｕｓｐ１６
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｉｎｉｔｉａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ (ＣＫＯ) ｍｉｃｅ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏ￣ｃａｇｅ
ｍａｔｉｎｇꎬ ｃｏｍｐｕｔｅｒ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｐｅｒｍ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｗｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ Ｕｓｐ１６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｍａｔｅｄ ｗｉｔｈ
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ＣＫＯ ｍｉｃｅ ｈａｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ ｏｎｌｙ ７％ꎬ ｗｈｉｌｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｍａｌｅ
ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ｓｐｅｒｍ ｃｏｕｎｔ ｏｆ ＣＫＯ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ７９％ꎬ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ８７％ꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ｄｅｆｏｒｍｉｔｙ ｗａｓ ａｓ ｈｉｇｈ ａｓ ８３％. Ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓ ｔｕｂｕｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｃｏｃｉｏｕｓ ｓｐｅｒｍ ｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ ｈａｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ７６％. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｉｎ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅｓ ｓｐｅｒｍ ｑｕａｌｉｔｙꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｍａｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ Ｕｓｐ１６ꎻ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙꎻ Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 精子发生是一个由一系列基因的精细调控完

成的复杂过程ꎬ其间经历剧烈的形态与功能的变

化ꎮ 我们前期发现ꎬ不育患者精子中的 Ｕｓｐ１６ 表达

下调[１]ꎬ提示 Ｕｓｐ１６ 可能与精子质量有关ꎮ
去泛素化酶 Ｕｓｐ１６ 可特异性去除组蛋白 Ｈ２Ａ

的泛素化修饰ꎬ调节 Ｈｏｘ 基因表达[２]、影响胚胎干

细胞和造血干细胞分化[３－４]、对 ＤＮＡ 损伤修复起着

负调控作用[５]ꎮ Ｕｓｐ１６ Ｓ５５２ 的磷酸化是细胞正常

增殖和细胞周期 Ｇ２ / Ｍ 期进程的基础[６－８]ꎮ 此外ꎬ
Ｕｓｐ１６ 参与 Ｗｎｔ 途径的调节[９]、参与 Ｔ 细胞介导的

自身免疫病的发展[１０]、还影响肿瘤的生长[１１]ꎮ 但

是 Ｕｓｐ１６ 在精子发生中相关的功能研究较少ꎮ
由于 Ｕｓｐ１６ 全身性敲除导致动物胚胎死亡[３]ꎬ

所以本研究拟通过 Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ 系统[１２] 构建生殖细胞

特异性(Ｖａｓａ￣ｃｒｅ)敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎬ并分析其生殖

表型来初步探究 Ｕｓｐ１６ 在小鼠生精过程中的功能ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３ 只野生型雄鼠(ＷＴ)、３ 只杂合敲除 Ｕｓｐ１６ 雄

鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)和 ３ 只纯合敲除 Ｕｓｐ１６ 雄

鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ )为 ４ 月龄ꎬ体重约为 ２８
ｇꎬ用于表型分析ꎮ ５ 只野生型雄鼠(ＷＴ)、２７ 只野

生型 雌 鼠 ( ＷＴ) 和 ２ 只 纯 合 敲 除 Ｕｓｐ１６ 雌 鼠

(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)用于生育实验ꎬ３ 月龄ꎬ体重

约为 ２６ ｇ(雄鼠)和 ２２ ｇ(雌鼠)ꎮ １ 只 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 转基

因雄鼠(Ｂ６. ＦＶＢ￣Ｔｇ(Ｄｄｘ４－ｃｒｅ) １Ｄｃａｓ / ＫｎｗＪ)购自

赛业模式生物研究中心 (太仓) 有限公司 【 ＳＣＸＫ
(苏)２０１８－０００３】ꎬ６ 月龄ꎬ约 ２９ ｇꎮ １ 只 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ

雌鼠由上海市肿瘤研究所刘永忠课题组 【 ＳＹＸＫ
(沪)２０１８－００２８】赠送ꎬ４ 周龄ꎬ约 １５ ｇꎮ 以上小鼠

均为 ＳＰＦ 级ꎬ遗传背景均为 Ｃ５７ＢＬ / ６ Ｎꎬ饲养于上海

交通大学实验动物中心【ＳＹＸＫ(沪)２０１８－００２８】ꎬ温
度为 ２０ ~ ２５℃ꎬ湿度为 ４０％ ~ ７０％ꎬ昼夜各半循环

照明ꎬ笼具、饲料、垫料和饮水经高压灭菌处理ꎮ 繁

殖采用雌雄比 １ ∶ １ 或 ２ ∶ １ 合笼ꎬ小鼠出生 ２１ ~ ２８
ｄ 后分笼ꎬ至 ８ 周龄性成熟ꎮ 所有操作均符合上海

交通大学实验动物伦理与使用委员会要求(审批

号:Ａ２０２１０２５)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

引物合成(上海桑尼生物科技有限公司)、血
液 /细胞 /组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＤＰ３０４ꎬ天
根生 化 科 技 ( 北 京 ) 有 限 公 司 )、 ２ × Ｅｓ Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ(Ｄｙｅ) (ＣＷ０６９０ꎬ北京康为世纪生物科技

有 限 公 司 )、 ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ ( ９１０９ꎬ ＴａＫａＲａ )、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ( ＲＲ０３７Ａꎬ ＴａＫａＲａ)、
ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ ( Ｒｏｘ )
(０４９１３８５０００１ꎬＲｏｃｈｅ)、兔抗小鼠 Ｕｓｐ１６ 抗体(１４０５５￣
１￣ＡＰꎬ武汉菲恩生物科技有限公司)、β￣ａｃｔｉｎ 抗体

(ａｂ６２７６ꎬＡｂｃａｍ)、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ 山羊抗兔荧光二抗

(Ａ￣１１０１２ꎬ赛默飞世尔科技公司)、山羊抗小鼠 ＩｇＧ
(Ｈ＋Ｌ)￣ＨＲＰ(ＣＷ０１０２Ｓꎬ北京康为世纪生物科技有限

公司)、山羊抗兔 ＩｇＧ (Ｈ＋Ｌ)￣ＨＲＰ(ＣＷ０１０３Ｓꎬ北京康

为世纪生物科技有限公司)、抗荧光淬灭封片液(含
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２)(Ｐ０１３３￣５ ｍＬꎬ上海碧云天生物技术有

限公司)、ＥＣＬ 发光试剂(Ｃ５１００４３ꎬ生工生物工程(上
海)股份有限公司)、Ｄｉｆｆ￣Ｑｉｃｋ 染色液(Ｇ１５４１ꎬ北京索

莱宝科技有限公司)ꎮ
迈朗精子分析仪(南宁松景天伦生物科技有限

公司ꎬ中国)、电泳仪、ＰＣＲ 扩增仪、实时荧光定量

ＰＣＲ 仪和凝胶成像仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)、荧光显微镜

(Ｚｅｉｓｓꎬ德国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠的繁殖与筛选鉴定

应用 Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ 基因编辑技术(图 １Ａ)ꎬ将 Ｖａｓａ￣
ｃｒｅ 转基因雄鼠与雌鼠 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 杂交ꎬ得 Ｆ１ 代雄

鼠 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋为杂合敲除组ꎬ继续与雌鼠

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 回交得 Ｆ２ 代雄鼠 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋

为纯合敲除组(图 １Ｂ)ꎮ
剪取 ７ 日龄左右小鼠脚趾ꎬ按照 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂

盒提取 ＤＮＡꎬ通过 ＰＣＲ 扩增并进行 ２％琼脂糖凝胶

７７３
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电泳的方法确定小鼠基因型ꎮ ＰＣＲ 扩增 １０ μＬ 体

系为 ２ × Ｅｓ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ(Ｄｙｅ)５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ４ μＬꎬ
１０ μｍｏｌ / Ｌ 引物各 ０􀆰 ２５ μＬꎬ模板 ＤＮＡ ０􀆰 ５ μＬꎮ
Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 基因扩增条件为 ９４℃ ３０ ｓꎬ６２℃ ３０ ｓꎬ７２℃

４５ ｓꎬ３３ 个循环ꎻＵｓｐ１６￣ｗｔ 基因扩增条件为 ９４℃ ３０
ｓꎬ５９℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ４５ ｓꎬ３８ 个循环ꎻＵｓｐ１６￣ｌｏｘＰ 基因

扩增条件为 ９４℃ ３０ ｓꎬ６１℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ６０ ｓꎬ３３ 个循

环ꎮ 所使用的引物信息见表 １ꎮ

注:Ａ:Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ 敲除原理ꎻＢ:繁殖策略ꎮ

图 １　 条件性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠的构建与繁殖

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃｒｅ￣ｌｏｘＰ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ. Ｂ. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

表 １　 小鼠基因型鉴定引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
基因
Ｇｅｎｅ

正向引物(５’－３’)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

反向引物(５’－３’)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

扩增片段(ｂｐ)
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ(ｂｐ)

Ｖａｓａ (ｃｒｅ) ＣＡＣＧＴＧＣＡＧＣＣＧＴＴＴＡＡＧＣＣＧＣＧＴ ＴＴＣＣＣＡＴＴＣＴＡＡＡＣＡＡＣＡＣＣＣＴＧＡＡ ２４０
Ｕｓｐ１６ (ｗｔ) ＣＴＧＴＡＴＴＧＣＴＣＴＴＧＴＣＴＡＧＴＴＧ ＣＴＡＣＴＴＧＴＡＣＴＴＴＣＣＡＧＴＣＣ ６０７
Ｕｓｐ１６ (ｌｏｘＰ) ＧＧＣＧＣＡＴＡＡＣＧＡＴＡＣＣＡＣＧＡＴ ＡＣＴＧＡＴＧＧＣＧＡＧＣＴＣＡＧＡＣＣ ９６１ / １７０

１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠组织总 ＲＮＡ 提取及 ｑＰＣＲ
新鲜组织经液氮研磨后ꎬ用 ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ 提取组

织总 ＲＮＡꎬ取 １ μｇ 总 ＲＮＡ 按反转录试剂盒合成

ｃＤＮＡꎮ ｃＤＮＡ 为模板ꎬ依照 Ｒｏｃｈｅ 荧光定量试剂盒

说明书ꎬ用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 荧光定量 ＰＣＲ 仪进行 ｑＰＣＲꎮ
目的 基 因 Ｕｓｐ１６ 上 游 引 物: ５ ’￣ＣＴＧＣＣＡＡＧＡＣＴ
ＧＴＡＡＧＡＣＴＧＡＣ￣３’ꎬ 下 游 引 物: ５ ’￣ＧＧＴＧＴＣＧＴＧ
ＴＡＧＴＧＣＴＴＣＡＡＧ￣３’ꎬ内参基因 ＧＡＰＤＨ 上游引物:
５’￣ＴＧＧＣＣＴＴＣＣＧＴＧＴＴＣＣＴＡＣ￣３’ꎬ 下 游 引 物: ５ ’￣
ＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡ￣３ ’ꎮ 反 应 体 系:
ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ (Ｒｏｘ) １０ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ８ μＬꎬ上下游引物各 ０􀆰 ６ μＬꎬｃＤＮＡ ２ μＬꎮ
反应条件: ９５℃ １０ ｍｉｎ 预变性ꎬ ９５℃ １０ ｓꎬ ６０℃
３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 用 ２－ΔΔＣｔ 法分析结果ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

用 ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ 提取组织总蛋白后ꎬ加入 ５×蛋
白质凝胶电泳上样缓冲液后煮沸 １０ ｍｉｎꎬ取 ３０ μＬ
上样ꎬ恒压 ６０ Ｖ 浓缩蛋白ꎬ恒压 １２０ Ｖ 分离蛋白

(８％分离胶)ꎬ恒流 ３００ ｍＡ 湿转 ９０ ｍｉｎꎬ将蛋白转

移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈꎬ加入一

抗(１ ∶２０００ 稀释)于 ４℃ 过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜后加入相

应 ＨＲＰ 偶联二抗(１ ∶ ２０ ０００ 稀释)室温孵育 １ ｈꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜后 ＥＣＬ 化学发光显色于成像仪成像ꎬ结
果用软件 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行灰度分析ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 为内参ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色和免疫荧光

组织于 ４％多聚甲醛中固定ꎬ常规石蜡切片ꎬＨＥ
染色ꎬ显微镜下拍照ꎮ 免疫荧光:切片脱蜡至水ꎬ放
入预热的柠檬酸钠抗原修复液中微波加热 ３０ ｍｉｎ
自然冷却后ꎬ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 通透 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗

后 ５％山羊血清 ３７℃封闭 ９０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗后一抗(１
∶ ２００ 稀释) ４℃ 孵育过夜ꎬＰＢＳ 洗后二抗(１ ∶ ２００
稀释)室温孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗后滴加抗荧光淬灭封片

液封片ꎬ荧光显微镜下拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 精液分析及精子涂片

取小鼠一侧附睾ꎬ剪开小口使精液置于精子获

能液 ＨＴＦ 中ꎬ放入二氧化碳培养箱 １０ ｍｉｎꎬ稀释 １００
倍后用迈朗精子分析仪分析ꎮ 其中取 １０ μＬ 精液涂

片风干后ꎬＤｉｆｆ￣Ｑｉｃｋ 快速染色ꎬ显微镜下拍照ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

独立重复实验３ 次ꎬ结果用ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件

统计分析ꎬ以平均值 ± 标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ两组间平均

值比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验ꎬ多组间平均数比较采用

单因素方差分析ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 为差异具有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｕｓｐ１６ 在野生型成年雄鼠不同组织中表达

情况

ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示 Ｕｓｐ１６ 在成年

８７３
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雄鼠睾丸组织表达量最高ꎬ在其他组织中(心、肝、
脾、肺、肾和胃)表达量较低(图 ２)ꎮ
２􀆰 ２　 Ｕｓｐ１６ 条件性小鼠的建立及验证

Ｕｓｐ１６ 条件性小鼠是在 Ｕｓｐ１６ 基因第 ４ 个外显

子两端插入 ｌｏｘＰ 位点ꎬＰＣＲ 条带大小为 ９６１ ｂｐꎬ若
被 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 重组酶敲除则为 １７０ ｂｐꎬ野生型和 Ｖａｓａ￣

ｃｒｅ 阳 性 条 带 大 小 分 别 为 ６０７ ｂｐ 和 ２４０ ｂｐꎬ
Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ 小 鼠 可 见 ６０７ ｂｐ 和 ９６１ ｂｐ 条 带ꎬ
Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 小鼠只可见 ９６１ ｂｐꎬ杂合子 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ /
Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋小鼠可见 ９６１、６０７ 和 ２４０ ｂｐ 条带ꎬ纯合子

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋小鼠可见 ９６１、１７０ 和 ２４０ ｂｐ
条带(图 ３)ꎮ

注:Ａ:ｑＰＣＲ 检测 Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 Ｕｓｐ１６ 蛋白表达水平ꎮ

图 ２　 Ｕｓｐ１６ 在野生型成年雄鼠不同组织中的表达情况

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ. Ｂ. Ｕｓｐ１６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｄｕｌｔ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ

注:１:野生型ꎻ２:Ｖａｓａ￣ｃｒｅꎻ３:Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔꎻ４:Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘꎻ５:Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ /

Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ꎻ６:Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ꎮ

图 ３　 小鼠脚趾 ＤＮＡ 经 ＰＣＲ 扩增后电泳条带

Ｎｏｔｅ. １. Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ. ２. Ｖａｓａ￣ｃｒｅ. ３. Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ . ４. Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ . ５.

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ . ６. Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ .

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｂａｎｄ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｔｏｅ ＤＮＡ

　 　 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋雄鼠与 Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 雌鼠杂

交共产仔 ８０ 只 (雄鼠 ４３ 只ꎬ雌鼠 ３７ 只)ꎮ 其中

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ 基因型小鼠 ２６ 只ꎬＵｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ 基因型小

鼠 ２１ 只ꎬＵｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋ 基因型小鼠 ２７ 只ꎬ
Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋基因型小鼠 ６ 只(雌鼠 ３ 只ꎬ雄

鼠 ３ 只)ꎮ
ｑＰＣＲ 结果显示:相较于野生型ꎬ杂合敲除组和

纯合敲除组雄鼠睾丸中 Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ 表达显著降

低ꎬ分别降低了约 ８３％和 ９９％(Ｍｅａｎ ０􀆰 １７ ＳＤ ０􀆰 ０１
ｖｓ Ｍｅａｎ １􀆰 ０３ ＳＤ ０􀆰 ０３ꎬＰ < ０􀆰 ０００１ꎻＭｅａｎ ０􀆰 ０１ ＳＤ
０􀆰 ０１ ｖｓ Ｍｅａｎ １􀆰 ０３ ＳＤ ０􀆰 ０３ꎬＰ < ０􀆰 ０００１)(图 ４Ａ)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示相较于野生型ꎬ杂合敲除组和

纯合敲除组雄鼠睾丸中 Ｕｓｐ１６ 蛋白表达显著降低ꎬ
分别降低了约 ２２％和 ４３％(Ｍｅａｎ ０􀆰 ５８ ＳＤ ０􀆰 １０ ｖｓ
Ｍｅａｎ ０􀆰 ７５ ＳＤ ０􀆰 ０３ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０４４５ꎻ Ｍｅａｎ ０􀆰 ４３ ＳＤ
０􀆰 ０５ ｖｓ Ｍｅａｎ ０􀆰 ７５ ＳＤ ０􀆰 ０３ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０００７)(图 ４Ｂ)ꎮ
免疫荧光结果显示 Ｕｓｐ１６ 高表达于圆形精子ꎬ在体

细胞中弱表达ꎬ纯合敲除组雄鼠睾丸中 Ｕｓｐ１６ 阳性

圆形精子明显少于野生型(图 ４Ｃ)ꎮ 这些结果从基

因和蛋白水平证明生殖细胞特异性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠

建立成功ꎮ
２􀆰 ３　 Ｕｓｐ１６ 条件性敲除小鼠表型分析

２􀆰 ３􀆰 １　 Ｕｓｐ１６ 敲除对睾丸组织形态的影响

野生型、杂合敲除组和纯合敲除组的睾丸中曲

细精管排列紧密ꎬ结构完整ꎬ直径大小没有明显变

化ꎬ管腔空腔化明显ꎬ管壁至管腔的各类生精细胞

层次分明ꎬ但纯合敲除组睾丸中部分管腔中含有少

量圆形精子相融形成的多核细胞(见图 ５)ꎮ

９７３
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注:Ａ:ｑＰＣＲ 验证野生型、杂合敲除组和纯合敲除组睾丸中 Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ与野生型对比ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验证野生

型、杂合敲除组和纯合敲除组睾丸中 Ｕｓｐ１６ 蛋白表达水平ꎬ与野生型对比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻＣ:睾丸中 Ｕｓｐ１６ 的免疫荧光ꎬ红色荧

光代表 Ｕｓｐ１６ꎬ蓝色荧光代表细胞核ꎬ箭头:阳性圆形精子ꎮ

图 ４　 条件性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠验证

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ａｎｄ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ

ｑＰＣＲ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１. Ｂ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ

ａｎｄ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ∗ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗ Ｐ < ０􀆰 ００１. Ｃ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ. Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｕｓｐ１６ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ａｒｒｏｗ. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｓｐ１６ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

注:箭头:多核细胞ꎮ

图 ５　 睾丸 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ. Ａｒｒｏｗ. Ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｅｄ ｃｅｌｌ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｕｓｐ１６ 敲除对附睾组织形态的影响

相较于野生型ꎬ纯合敲除组附睾中精子密度减

小ꎬ且附睾中早熟精子数显著增加了约 ３ 倍(Ｍｅａｎ
５􀆰 ７７ ＳＤ １􀆰 ６８ ｖｓ Ｍｅａｎ １􀆰 ４０ ＳＤ ０􀆰 ３６ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１１７)ꎬ
而杂合敲除组无明显差异(图 ６)ꎮ

２􀆰 ３􀆰 ３　 Ｕｓｐ１６ 敲除对精子质量及出生率的影响

野生型和杂合敲除组雄鼠生育能力正常ꎬ纯合

敲除雌鼠也能正常生育产仔ꎮ 而纯合敲除组雄鼠

仅与其交配的 １５ 只雌鼠中的 １ 只成功生育鼠仔ꎬ受
孕率约 ７％(表 ２)ꎮ

０８３
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纯合敲除组雄鼠的精子数量、活率和活力相较

于野生型显著下降ꎬ分别下降了约 ７９％、８１％ 和

８７％ꎬ精子运动速度(ＶＳＬ、ＶＣＬ、ＶＡＰ)与精子空间位

移程度(ＡＬＨ、ＢＣＦ、ＭＡＤ)也显著降低ꎬ分别降低了

约 ８０％、８０％、８０％、８０％、７８％和 ７８％ꎬ而杂合敲除

组精子各参数没有显著差异(表 ３)ꎮ

野生型和杂合敲除组中有一些精子的头部、颈
部和尾部会发生畸形ꎬ而纯合敲除组相较于野生型

精子畸形率显著增加了约 ４ 倍ꎬ高达约 ８３％(Ｍｅａｎ
８３􀆰 ３３ ＳＤ ６􀆰 １１ ｖｓ Ｍｅａｎ １８􀆰 ３３ ＳＤ ５􀆰 ５１ꎬ Ｐ ＝
０􀆰 ０００２)ꎮ 畸形类型有精子头部无钩状不定型畸

形ꎬ尾部和颈部出现卷曲或弯曲(图 ７)ꎮ

注:实心箭头:早熟精子ꎻ与野生型相比ꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 附睾 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ. Ｓｏｌｉｄ ａｒｒｏｗ. Ｐｒｅｃｏｃｉｏｕｓ ｓｐｅｒｍ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ

表 ２　 生育能力测试

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
雄鼠基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ
受孕雌鼠数 / 配繁雌鼠数

Ｐｒｅｇｎａｎｔ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ / ｍａｔｉｎｇ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ
产仔数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｉｔｔｅｒ

ＷＴ＃１ ２ / ２ (ＷＴ) ８ꎬ９

ＷＴ＃２ ２ / ２ (ＷＴ) １１ꎬ９

ＷＴ＃３ ２ / ２ (ＷＴ) ９ꎬ１０

ＷＴ＃４ １ / １ (Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋) ７

ＷＴ＃５ １ / １ (Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋) ８

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃１ ２ / ２ (ＷＴ) ８ꎬ９

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃２ ２ / ２ (ＷＴ) ７ꎬ９

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｗｔ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃３ ２ / ２ (ＷＴ) ７ꎬ８

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃１ ０ / ４ (ＷＴ) ０

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃２ ０ / ４ (ＷＴ) ０

Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ / Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋＃３ １ / ５ (ＷＴ) ６

注:实心箭头:精子颈部或尾部异常弯曲ꎻ空心箭头:精子头部异常ꎻ与野生型相比ꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１ꎮ

图 ７　 精子涂片染色

Ｎｏｔｅ. Ｓｏｌｉｄ ａｒｒｏｗ. Ｃｕｒｖｅｄ ｎｅｃｋ ａｎｄ ｔａｉｌ. Ｈｏｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ. Ａｂｎｏｒｍａｌ ｈｅａｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ｓｍｅａｒ

１８３



中国实验动物学报 ２０２２ 年 ６ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＪｕｎｅ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３０ꎬ Ｎｏ. ３

表 ３　 计算机辅助精子分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐｕｔｅｒ￣ａｉｄｅｄ ｓｐｅｒｍ ａｎａｌｙｓｉｓ
精子参数

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｓｐｅｒｍ
野生型

Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ
杂合敲除组

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ
纯合敲除组

Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ

密度(１０６ / ｍＬ)
Ｄｅｎｓｉｔｙ(１０６ / ｍＬ)

３０􀆰 ２７ ±１􀆰 ３９ ２９􀆰 ９３ ± １􀆰 ０９ｎｓ ６􀆰 ２７ ± ０􀆰 ９６∗∗∗∗

活率(％)
Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ(％) ９２􀆰 ０６ ± ７􀆰 ００ ９１􀆰 ９３ ± ２􀆰 ７１ｎｓ １７􀆰 ５４ ± ３􀆰 ９４∗∗∗

活力(％)
Ｍｏｔｉｌｉｔｙ(％) ８５􀆰 ８５ ± ９􀆰 ３６ ８１􀆰 ９６ ± ４􀆰 ８５ｎｓ １１􀆰 ２３ ± ２􀆰 １５∗∗∗

直线速度(μｍ / ｓ)
ＶＳＬ(μｍ / ｓ) ８２􀆰 １３ ± ３􀆰 １５ ８２􀆰 ２８ ± ４􀆰 ４８ｎｓ １６􀆰 ３２ ± ４􀆰 ８９∗∗∗∗

曲线速度(μｍ / ｓ)
ＶＣＬ(μｍ / ｓ) ８８􀆰 ５０ ± ３􀆰 ８２ ８７􀆰 ６６ ± ３􀆰 １５ｎｓ １７􀆰 ６２ ± ５􀆰 ３６∗∗∗

平均路径速度(μｍ / ｓ)
ＶＡＰ(μｍ / ｓ) ６２􀆰 １３ ± ２􀆰 ６８ ６１􀆰 ５５ ± ２􀆰 ２２ｎｓ １２􀆰 ３７ ± ３􀆰 ７６∗∗∗

侧摆幅度(μｍ)
ＡＬＨ(μｍ) ２６􀆰 ３７ ± １􀆰 １４ ２６􀆰 １２ ± ０􀆰 ９４ｎｓ ５􀆰 ２５ ± １􀆰 ６０∗∗∗

鞭打频率(Ｈｚ)
ＢＣＦ(Ｈｚ) １５􀆰 ０８ ± ２􀆰 ３２ １５􀆰 ４７ ± １􀆰 ３８ｎｓ ３􀆰 ３４ ± ０􀆰 ６５∗∗

平均移动角度(°)
ＭＡＤ(°) １６􀆰 ５２ ± １􀆰 ７６ １６􀆰 ４６ ± １􀆰 ３０ｎｓ ３􀆰 ６１ ± ０􀆰 ７４∗∗∗

摆动性
ＷＯＢ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ｎｓ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ｎｓ

直线性
ＬＩＮ ０􀆰 ９３ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 ０２ｎｓ ０􀆰 ９３ ± ０􀆰 ０２ｎｓ

前向性
ＳＴＲ １􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０４ １􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０３ｎｓ １􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０３ｎｓ

注:与野生型相比ꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬｎｓＰ > ０􀆰 ０５ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬ∗∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ０００１.

３　 讨论

本研究通过 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 转基因小鼠与 Ｕｓｐ１６ 条件

性小鼠(Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ)杂交成功获得生殖细胞特异性

敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎬ并从基因和蛋白水平得到证实ꎮ
Ｖａｓａ 蛋白从 １２􀆰 ５ ｄｐｃ 开始表达持续至减数分裂后

的精子细胞ꎬ通过与 Ｖａｓａ￣ｃｒｅ 小鼠杂交ꎬ雄鼠睾丸中

生殖细胞中的 Ｕｓｐ１６ 被定向敲除ꎬ而除了睾丸中生

殖细胞外ꎬＵｓｐ１６ 在支持细胞和间质细胞中也有表

达ꎬ故敲除后 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 中仍能看到条带ꎬ在免疫

荧光中也有荧光表达ꎮ
精子发生是一个复杂而有序的过程ꎬ从精原细

胞分化、精母细胞减数分裂至精子成熟ꎬ任何一个

环节出现问题都有可能造成生殖缺陷ꎮ 杂合敲除

组相对于野生型ꎬＵｓｐ１６ 表达量也显著降低ꎬ但生殖

细胞中还存在 Ｕｓｐ１６ꎬ可能降低的 Ｕｓｐ１６ 表达量不

足以影响精子发生ꎬ故其精子质量和数量与野生型

相比没有明显差异ꎮ 纯合敲除雄鼠 (Ｕｓｐ１６ｆｌｏｘ / ｆｌｏｘ /
Ｖａｓａ￣ｃｒｅ＋)附睾中精子浓度明显减少ꎬ曲细精管管

腔中出现更多的早熟精子被释放入附睾中ꎬ可能是

由于精子释放过程异常[１３]ꎬ使得精细胞未能完成重

塑形成成熟精子而被释放入附睾中ꎮ 而纯合敲除

雄鼠睾丸中出现的少量多核细胞可能是由于圆形

精子相融来抵抗细胞凋亡[１４]ꎮ 此外ꎬ精子变态形成

过程包含顶体发生、鞭毛形成和多余胞质脱落ꎬ其
中生殖细胞染色质重塑[１５] 和组蛋白与鱼精蛋白的

交换[１６]对精子形成至关重要ꎬ此过程的异常往往导

致精子畸形ꎬ精子质量下降ꎮ 例如ꎬＥ３ 泛素连接酶

ＲＮＦ８ 的缺失[１７] 或是 Ｍｉｗｉ 的杂合突变[１８] 都导致组

蛋白上泛素化修饰的缺失ꎬ使得组蛋白和鱼精蛋白

无法完全交换造成精子少弱畸形症ꎬ而纯合敲除

Ｕｓｐ１６ 雄鼠的生殖表型与其类似ꎮ 去泛素化酶

Ｕｓｐ１６ 可特异性去除组蛋白 Ｈ２Ａ 泛素化修饰ꎬ且它

在圆形精子细胞中表达上调[１９]ꎬ推测其可能参与圆

形精子至精子成熟的变态过程ꎬ其是否在此过程中

调节组蛋白的泛素化修饰使得组蛋白和鱼精蛋白

交换异常ꎬ从而造成精子畸形、精子活力低和精子

数量少等ꎬ还需进一步研究ꎮ 此外ꎬ纯合敲除雌鼠

能正常生育产仔ꎬ推测 Ｕｓｐ１６ 对其卵子形成没有明

显影响ꎮ
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综上所述ꎬ本文从基因和蛋白层面证实了成功

构建了生殖细胞特异性敲除 Ｕｓｐ１６ 小鼠ꎮ 通过对其

生殖表型进行分析ꎬ发现纯合敲除雄鼠精子数量和

活力严重下降ꎬ大量精子形态出现异常ꎬ这些表型

提示ꎬ去泛素化酶 Ｕｓｐ１６ 可调节精子生成过程来影

响精子质量和数量ꎬ最终对雄性生殖能力产生作

用ꎬ具体作用机制还需进一步研究ꎮ
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不同风格音乐对 ＣＵＭＳ 抑郁大鼠行为的影响及
机制研究

李懿ꎬ曾莉ꎬ何丽雯ꎬ谭冬梅ꎬ张倩ꎬ谭毅∗

(重庆医科大学实验动物中心ꎬ重庆　 ４０００１６)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过慢性温和不可预知刺激(ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ａｎｄ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬＣＵＭＳ)建立 ＳＤ 大鼠抑郁

模型ꎬ初步探讨不同风格音乐改善 ＳＤ 大鼠抑郁样行为的效果和机制ꎮ 方法　 通过孤养后持续 ４ 周慢性不可预知

刺激来构建 ＣＵＭＳ 大鼠ꎬ以糖水偏好实验(ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔꎬＳＰＴ)和强迫游泳实验( ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔꎬＦＳＴ)
筛选出 ３９ 只 ＣＵＭＳ 抑郁大鼠ꎬ随机均分为模型组、轻音乐组、古典音乐组ꎬ并另设一组不做任何刺激的对照组作空

白对照ꎮ 轻音乐组ꎬ古典音乐组各自每天播放久石让音乐、莫扎特音乐 ４ ｈꎬ持续 ３ 周后立即进行 ＳＰＴꎬＦＳＴ 和 Ｏ 迷

宫实验(Ｏ￣ｍａｚｅ)测试ꎮ 测试结束后立即取材ꎮ ＨＥ 染色观察海马组织的结构变化、免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测脑

源性神经营养因子(ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)的表达水平、液相色谱串联质谱( ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣
ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ ) 检 测 海 马 组 织 中 皮 质 酮 ( ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅꎬ ＣＯＲＴ )、 五 羟 色 胺 ( ５￣
ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅꎬ５￣ＨＴ)含量ꎮ ＥＬＩＳＡ 法检测外周血 ＢＤＮＦ、ＣＯＲＴ、５￣ＨＴ 和 ＩＬ￣１β 的浓度变化ꎮ 结果　 与模型组相

比ꎬ轻音乐组与古典音乐组大鼠的糖水偏好百分比均上升(Ｐ < ０􀆰 ０５)、ＦＳＴ 不动时间均缩短(Ｐ < ０􀆰 ０１)、进入 Ｏ 迷

宫开放臂的次数与停留时间均增加(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与模型组相比ꎬ轻音乐组和古典音乐组的海马组织结构完整、排
列整齐ꎬＢＤＮＦ 表达水平均升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 两组音乐干预后ꎬ血清 ＢＤＮＦ 水平均显著升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 两音乐组

海马中 ＣＯＲＴ 含量均降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ古典音乐组血清 ＣＯＲＴ 含量在古典音乐组显著降低(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 血清 ５￣ＨＴ
含量在轻音乐组升高(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ但在古典音乐组无显著性差异ꎮ 两音乐组血清 ＩＬ￣１β 浓度均显著降低(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 古典音乐和轻音乐均可以在一定程度上改善抑郁模型大鼠的行为ꎮ

【关键词】 　 音乐ꎻ抑郁模型ꎻ行为学ꎻ海马

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５￣４８４７(２０２２)０３￣０３８４￣０８

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｙｌｅ ｍｕｓｉｃ ｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ＣＵＭＳ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｓ
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(Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００１６ꎬ Ｃｈｉｎａ)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＴＡＮ Ｙｉ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｔａｎｙｅｅ６６＠ １２６. ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｙｌｅｓ ｏｆ ｍｕｓｉｃ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ￣ｌｉｋｅ
ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ａｎｄ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ (ＣＵＭＳ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｗｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ３９ ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ ｒａｔｓ ｂｙ
ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔｓ (ＳＰＴ) ａｎｄ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔｓ (ＦＳＴ). Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ Ｃｏｎｔｒｏｌ (ｎｏ ｍｕｓｉｃ)ꎬ
Ｌｉｇｈｔ ｍｕｓｉｃꎬ ａｎｄ Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ Ｌｉｇｈｔ ｍｕｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｔｏ ｍｕｓｉｃ ｂｙ Ｈｉｓａｉｓｈｉ
ａｎｄ Ｍｏｚａｒｔꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｆｏｒ ４ ｈｏｕｒｓ ｐｅｒ ｄａｙ ｆｏｒ ３ ｗｅｅｋｓꎬ ａｆｔｅｒ ｗｈｉｃｈ ＳＰＴꎬ ＦＳＴꎬ ａｎｄ Ｏ￣ｍａｚｅ ｔｅｓｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ. Ａ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＢＤＮＦ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ (ＬＣ￣
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ＭＳ / ＭＳ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＯＲＴ ａｎｄ ５￣ＨＴ. ＢＤＮＦꎬ ＣＯＲＴꎬ ５￣ＨＴꎬ ａｎｄ ＩＬ￣１ (ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣
１βꎬ ＩＬ￣１β) ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｇｒｅａｔｅｒ (Ｐ < ０. ０５)ꎬ ｔｈｅ ｉｍｍｏｂｉｌｅ ｔｉｍｅ ｉｎ ＦＳＴ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓ (Ｐ < ０. ０１)ꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｔａｙｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｏ￣ｍａｚｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｇｒｅａｔｅｒ (Ｐ < ０. ０５) ｉｎ ｔｈｅ Ｌｉｇｈｔ ａｎｄ Ｃｌａｓｓｉｃａｌ
ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｌｉｇｈｔ ａｎｄ Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｉｎｔａｃｔ. Ｔｈｅ ＢＤＮＦ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ (Ｐ < ０. ０１) ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｇｒｅａｔｅｒ (Ｐ < ０. ０１) ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ
ＣＯＲＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ < ０. ０１) ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｏｎｌｙ ｔｈｅ
Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ５￣ＨＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｉｇｈｔ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ (Ｐ < ０. ０１) ｔｈａｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ
ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＬ￣１β ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｉｎ ｂｏｔｈ ｍｕｓｉｃ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０. ０１). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
Ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｍｕｓｉｃ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ ｒａｔｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｍｕｓｉｃ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｍｅｎｔａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｕｓｉｃꎻ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌꎻ ｂｅｈａｖｉｏｒꎻ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 抑郁症是情感、情绪表达和调节紊乱的一类精

神疾病ꎬ常伴有焦虑症状ꎬ有高患病率、高复发率、
高致残率、高致死率等特点ꎬ严重危害人类身心健

康[１]ꎮ 抑郁症的发病机制迄今尚未完全阐明ꎬ主要

包括 单 胺 递 质 失 调、 下 丘 脑 － 垂 体 － 肾 上 腺

( ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ￣ｐｉｔｕｉｔａｒｙ￣ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓꎬ ＨＰＡ) 激 素 紊

乱、神经营养因子学说和炎症因子上调等学说ꎮ 目

前抑郁症治疗方式主要包括药物治疗与心理治

疗[２]ꎮ 然而ꎬ迄今为止ꎬ没有一种抗抑郁药能够覆

盖临床的抑郁症状谱ꎬ且长期服用会造成一系列副

作用ꎮ 因此ꎬ抑郁症的预防和治疗手段的优化正成

为我国医疗卫生工作的重点之一ꎮ
国内外已有研究显示ꎬ音乐因具有调节生理和

心理的双重功效而成为抑郁治疗的潜在方法[３－４]ꎬ
但仍存在很多挑战ꎮ 与常规治疗最大的区别在于

音乐治疗所使用的媒介即音乐是不可定量的ꎬ以
“聆听音乐的时间长短”作为音乐治疗的剂量没有

科学依据ꎬ而且音乐的风格、节奏、音色、旋律等特

征都可以影响个体的感知和治疗效果[５]ꎮ 音乐治

疗具有一定程度的经验性和主观性ꎬ需要更加深入

的实证研究来探索音乐中各种元素的效应ꎮ 因此ꎬ
本研究利用抑郁症研究使用最广泛的 ＣＵＭＳ 动物模

型ꎬ通过采取不同风格的音乐进行干预ꎬ初步探讨

音乐改善大鼠的抑郁样行为及其相关机制ꎬ为音乐

治疗抑郁的临床应用奠定实验基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

５２ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ６ ~ ８ 周龄ꎬ体重

２２０ ~ ２８０ ｇꎬ购买并饲养观察于重庆医科大学实验

动物中心【ＳＣＸＫ(渝)２０１８－００３】【ＳＹＸＫ(渝)２０１８－
０００３】ꎮ 饲养环境:相对湿度 ４０％ ~ ７０％ꎬ温度控制

在(２２ ± ３)℃ꎮ 光照周期为 １２ ｈ 明暗交替ꎬ自由采

食、饮水ꎮ 实验方案已获得重庆医科大学医学伦理

委员会审批通过(伦理审批号:２０２１０４７)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

山羊抗大鼠 ＢＤＮＦ 多克隆抗体(ＰＢ９０７５ꎬ武汉

博士德生物工程有限公司)、 ＮＴ￣３ 多克隆抗体

(ＢＡ１２９３ꎬ武汉博士德生物工程有限公司)、小鼠抗

β￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗体(ＡＢ８２２６ꎬ美国 Ａｂｃａｍ)、过氧化

物酶标记兔抗山羊二抗(ＺＢ２３０３ꎬ北京中山金桥公

司)、免疫组化试剂盒( ＰＶ９００１ꎬ北京中山金桥公

司)、大鼠 ５￣ＨＴ ＥＬＩＳＡ 试剂盒(ＲＸ３０３０５０ꎬ莫纳生物

科技生物有限公司)、大鼠 ＢＤＮＦ ＥＬＩＳＡ 试剂盒

(ＲＸ３０２４６１Ｒꎬ莫纳生物科技生物有限公司)ꎬ大鼠

ＣＯＲＴ ＥＬＩＳＡ 试剂盒(ＲＸ３０２４２５Ｒꎬ莫纳生物科技生

物 有 限 公 司 )、 大 鼠 ＩＬ￣１β ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒

(ＲＸ３０２８６９Ｒꎬ莫纳生物科技生物有限公司)ꎮ Ｒ１２Ｕ
台式音箱 (漫步者ꎬ 中国)、 液相色谱串联质谱

(Ａｇｉｌｅｎｔꎬ 美 国 )、 Ｔｈｅｒｍｏ 高 速 离 心 机 ( Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ美国)、石蜡切片机(Ｌｅｉｃａꎬ德国)、光学显

微镜(Ｌｅｉｃａꎬ德国)、凝胶成像仪(Ｇｅｎｅꎬ美国)ꎬ行为

学分析软件(Ａｎｙｍａｚｅꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 音乐曲目的选取

根据音乐的风格类型ꎬ筛选出 １０ 首音乐ꎮ 通过

音乐的结构、 和弦、 乐理将音乐分为轻音乐组

(Ｌｉｇｈｔ)和古典音乐组(Ｃｌａｓｓｉｃａｌ)ꎬ轻音乐组包含«龙
猫»«能看见海的街道» «伴随着你» «晴朗的日子»
«鸟人» «风之谷» 曲目ꎬ古典音乐组包含 « Ｐｉａｎｏ
Ｃｏｎｃｅｔｏ Ｎｏ. ２３ ｉｎ ＭａｊｏｒꎬＫ４８８(Ⅰ Ⅱ Ⅲ)»ꎮ 轻音乐

５８３
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组完整播放 １ 次 ２６ ｍｉｎ ３８ ｓꎬ古典音乐组完整播放

１ 次 ２４ ｍｉｎ ５０ ｓꎮ 轻音乐组中的 ６ 首曲目列表循环

播放ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＵＭＳ 抑郁模型的建立方法

ＳＤ 大鼠于实验前适应性饲养 １ 周ꎬ依据 ＳＰＴ 结

果剔除糖水偏好百分比小于 ８０％的个体ꎮ ＣＵＭＳ 刺

激方式包括空笼盒(２４ ｈ)、潮湿垫料(２４ ｈ)、禁食

(１２ ｈ)、禁水(２４ ｈ)、频闪(１２ ｈ)、４℃冷水游泳应激

(５ ｍｉｎ)、４５℃ 热水游泳应激(５ ｍｉｎ)、白噪音(２４
ｈ)、鼠笼倾斜 ４５°(２４ ｈ)、夹尾(１ ｍｉｎ)、束缚(４ ｈ)、
明暗交替(１２ ｈ)、昼夜颠倒ꎮ 为避免大鼠对单一或

有规律的刺激产生耐受性ꎬ每天随机选取两种刺

激ꎬ且相同刺激不连续出现ꎬ持续刺激 ４ 周ꎮ 刺激结

束后ꎬ通过 ＳＰＴ 和 ＦＳＴ 实验筛选出糖水偏好百分比

降低与强迫游泳不动时间增加的 ＣＵＭＳ 模型大鼠ꎬ
共 ３９ 只ꎮ 对照组 １３ 只大鼠不给予任何刺激ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 音乐干预

抑郁模型大鼠随机分为模型组(Ｍｏｄｅｌ)、轻音

乐组(Ｌｉｇｈｔ)、古典音乐组(Ｃｌａｓｓｉｃａｌ)ꎬ每组 １３ 只ꎮ
模型组每天继续给予刺激ꎬ轻音乐组、古典音乐组

除了给予与模型组相同的刺激外ꎬ还每天分别给予

轻音乐和古典音乐 ４ ｈ(２１:００ ~ ２３:００ꎬ２:００ ~ ４:
００)ꎬ鼠笼距播放源 １ ｍ 左右ꎬ呈弧形散开ꎬ音量 ６０
~ ７０ ｄＢꎬ持续 ３ 周ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 行为学测试

(１)ＳＰＴ:在第 ０ 周(即环境适应后)、第 ４ 周末

(即造模结束后)和第 ７ 周末(即音乐干预完成后)
进行ꎮ 实验前进行 ４ ｄ 的适应性训练ꎬ第 １、２ 天提

供两瓶纯水ꎬ第 ３ 天提供两瓶 １％蔗糖水ꎬ第 ４ 天提

供纯水和 １％蔗糖水各 １ 瓶ꎮ 正式实验时ꎬ白天禁

食禁水 １２ ｈ(８:００ ~ ２０:００)ꎬ随后给予纯水和 １％
蔗糖水 １２ ｈ(２０:００ ~ ８:００)ꎬ记录 １２ ｈ 溶液的消耗

量ꎮ 糖水偏好百分比(％) ＝ 蔗糖溶液饮用量( ｇ) /
[蔗糖溶液饮用量(ｇ)＋纯水饮用量(ｇ)] × １００％ꎮ

(２)ＦＳＴ:在第 ４ 周末和第 ７ 周末进行ꎮ 每只大

鼠在实验前 ２４ ｈ 进行 １５ ｍｉｎ 的适应性游泳ꎮ 泳桶

高 ８０ ｃｍꎬ直径 １５ ｃｍꎬ水面高度 ３０ ｃｍꎬ水温 ２２ ~
２６℃左右ꎮ 实验持续 ６ ｍｉｎꎬ用数码相机记录实验过

程ꎬａｎｙ￣ｍａｚｅ 视频分析软件统计 ６ ｍｉｎ 内小鼠不动

总时间ꎮ
(３)Ｏ￣ｍａｚｅ:将大鼠放进迷宫中央的封闭臂中ꎬ

ａｎｙ￣ｍａｚｅ 视频分析软件分析其行走路程、进入开放

臂次数和在开放臂内的停留时间ꎮ

(４)ＯＦＴ:将大鼠置于 １００ ｃｍ × １００ ｃｍ × ４０ ｃｍ
的黑色旷场箱的中心ꎬ自由探索环境 ５􀆰 ５ ｍｉｎꎬ安装

在旷场中心上方的摄像机记录大鼠的运动轨迹ꎬ前
３０ ｓ 用于适应环境ꎬ后 ５ ｍｉｎ 用于分析大鼠在旷场

箱的运动情况ꎬ包括大鼠在旷场箱运动的总距离、
进入中心区域(中心 ３０ ｃｍ × ３０ ｃｍ 的正方形区域)
的次数和时间ꎮ 每次测试后ꎬ用 ７５％的乙醇擦拭旷

场箱的内壁和底面ꎬ以消除大鼠的气味ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 取材

第 ７ 周末行为学实验结束后ꎬ麻醉大鼠ꎬ经眼眶

后静脉丛取血之后ꎬ二氧化碳过量吸入安乐死处死

大鼠ꎬ分离头身ꎮ 在冰袋上剪开头皮ꎬ打开颅腔取

出全脑ꎮ 每组取 ３ 只大鼠全脑固定于 ４％多聚甲醛

液中ꎬ其余大鼠脑组织分离海马组织ꎬ冰冻保存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＨＥ 染色

取多聚甲醛中固定的组织样本ꎬ经梯度乙醇脱

水、二甲苯透明、浸蜡ꎬ制作石蜡包埋块ꎬ４ μｍ 切片

并经过脱蜡水化后ꎬ将切片浸入苏木精染液染色

５ ｍｉｎꎬ缓流自来水冲洗 ３ ｍｉｎꎬ再用 １％盐酸乙醇溶

液分色 ３０ ｓꎬ自来水冲洗后ꎬ浸入伊红染液染色

２ ｍｉｎꎬ经脱水封片后光镜观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫组化

将切片 ３７℃烘烤 ３０ ｍｉｎꎬ二甲苯梯度脱蜡ꎮ 每

个组织滴加 ３％过氧化氢ꎬ消除过氧化氢酶活性ꎮ
抗原修复、封闭ꎬ与抗 ＢＤＮＦ 一抗(１ ∶ ５００ 稀释)４℃
孵育过夜ꎬ清洗后与生物素标记的羊抗兔二抗孵

育、ＤＡＢ 显色、苏木素复染ꎬ封片ꎮ 光镜下观察海马

ＣＡ１ꎬＣＡ３ 和 ＤＧ 区神经元细胞中 ＢＤＮＦ 的表达情

况ꎬ并进行图像采集ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

按照 １ ∶ ９(Ｗ / Ｖ)比例在匀浆管中加入冰冷的

ＲＩＰＡ 裂解液(含 １００ μｇ / ｍＬ ＰＭＳＦ)ꎬ充分研磨ꎬ形
成 １０％ 的组织匀浆液ꎬ ４℃ꎬ １１ ２００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ使用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度ꎮ
使用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶试剂盒配置 ＰＡＧＥ 胶ꎬ在样品槽

中加入 ５ × Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 预处理的蛋白样本ꎬ恒压

电泳后将蛋白转到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ经封闭、ＴＢＳＴ 清洗

３ 次后ꎬ与 ＢＤＮＦ 一抗(１ ∶ １０００ 稀释) ４℃ 孵育过

夜ꎬＴＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎬ加二抗(１ ∶ ５０００)室温孵育 ２ ｈ
后进行 ＥＣＬ 显色ꎮ Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析各条带灰度值ꎬ用
光密度比值表示其相对表达ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ９　 ＥＬＩＳＡ

用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定血清 ＢＤＮＦ、ＣＯＲＴ、５￣ＨＴ

６８３
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和 ＩＬ￣１β 水平ꎬ检测灵敏度为 ｐｇ / ｍＬꎮ 同一指标的

重复检测使用同一批次产品ꎬ以避免批间变异ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １０　 液相色谱串联质谱(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)

按照 １ ∶ ３(Ｗ / Ｖ)比例在匀浆管中加入冰冷的

超纯水ꎬ充分研磨ꎬ形成 ２５％的组织匀浆液ꎬ４℃ꎬ
４６００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ按照 １ ∶ ９ 比例

加入冰冷的乙腈ꎬ混匀后 ４℃ꎬ１５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎꎬ取 ６０ μＬ 上清液ꎬ加入 １１０ μＬ 乙腈和 １０ μＬ ＩＳ
溶液ꎬ混匀后 ４℃ꎬ１５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取 ２ μＬ
上清液上机检测ꎮ 所有蛋白均在正离子模式下扫

描ꎬ实验数据用 ＭａｓｓＬｙｎｘ(４􀆰 １)软件进行处理ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

注:Ａ:大鼠糖水偏好百分比ꎻＢ:大鼠强迫游泳的不动时间ꎻＣꎬＤ:大鼠进入高架 Ｏ 迷宫开放臂的次数和停留时间ꎻＥ、Ｆ:大鼠在旷场箱内移

动的总距离和在中心区域的停留时间ꎻ与模型组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 １　 不同风格音乐干预对抑郁模型大鼠行为的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ. Ｂ. Ｉｍｍｏｂｉｌｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｔｅｓｔ. Ｃꎬ Ｄ. Ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ｓｔａｙｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｏｆ

ｅｌｅｖａｔｅｄ Ｏ ｍａｚｅ. Ｅꎬ Ｆ. Ｔｏｔａｌ ｍｏｖｉｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｓｔａｙｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ <

０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｙｌｅｓ ｏｆ ｍｕｓｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ ｒａｔｓ

使用 ＳＰＳＳ ２３ 进行统计学分析ꎬ所有测试计量

资料以平均值 ± 标准误差(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ)表示ꎬ每个实验

至少重复 ３ 次ꎮ 两组数据比较使用独立样本 ｔ 检
验ꎮ 多组数据比较采用单因素方差分析(Ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)ꎬ使用 Ｌｅｖｅｎｅ 做方差齐性检验ꎬ事后两两

比较ꎬ使用 ＬＳＤ 法进行检验ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 被认为具有

统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 音乐干预改善 ＣＵＭＳ 模型大鼠的抑郁样行为

糖水偏好百分比和强迫游泳不动时间是评价

抑郁模型快感缺失的有效客观指标ꎮ 实验结果表

明:(１)模型组较对照组大鼠的糖水偏好百分比显

著降低(Ｐ ＝ ０􀆰 ００２３)ꎬ模型组强迫游泳不动时间极

显著延长(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ提示模型组大鼠保持了抑郁

状态(图 １Ａꎬ１Ｂ)ꎮ (２)轻音乐组与古典音乐组大鼠

的糖水偏好百分比较模型组均明显增加ꎬ其差异均

具有显著性(Ｐ＝ ０􀆰 ００６０ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０２１１)ꎮ 轻音乐和古

典音乐组大鼠强迫游泳不动时间较模型组也均显

著缩短(Ｐ＝ ０􀆰 ００１７ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００５８) (图 １Ａꎬ１Ｂ)ꎬ提示

轻音乐与古典音乐均能有效改善 ＣＵＭＳ 模型大鼠的

抑郁样行为ꎮ
抑郁症常伴有焦虑等情绪改变ꎬ高架 Ｏ 迷宫和

旷场实验可进一步评价大鼠的焦虑和自主活动等

７８３
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状况ꎮ 音乐干预 ３ 周后ꎬ与正常对照组相比ꎬ模型组

大鼠进入 Ｏ 迷宫开放臂的次数和停留时间均显著

减少(Ｐ ＝ ０􀆰 ０１０９ꎬＰ < ０􀆰 ０００１) (图 １Ｃꎬ１Ｄ)ꎬ在旷

场箱内移动的总距离减少(Ｐ ＝ ０􀆰 ０３９１) (图 １Ｅꎬ
１Ｆ)ꎬ提示模型组大鼠伴有焦虑情绪ꎬ自主活动能力

和探索能力均下降ꎮ 与模型组相比ꎬ轻音乐和古典

音乐组大鼠进入 Ｏ 迷宫开放臂次数(Ｐ ＝ ０􀆰 ００４９ꎬＰ
＝ ０􀆰 ００１２)和停留时间(Ｐ ＝ ０􀆰 ０２８０ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０１５６)
均显著增多(图 １Ｃꎬ１Ｄ)ꎮ 同时ꎬ在旷场实验中ꎬ两
两比较发现古典音乐组大鼠与模型组相比ꎬ在旷场

箱内移动的总距离和在旷场中心区域停留的时间

均显著增加 (Ｐ ＝ ０􀆰 ００２３ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０１０４) (图 １Ｅꎬ
１Ｆ)ꎮ 提示轻音乐与古典音乐改善了抑郁大鼠的焦

虑行为ꎬ古典音乐明显增强了大鼠的活动能力与探

索行为ꎮ

注:Ａ:ＨＥ 染色结果ꎻＢ:海马 ＢＤＮＦ 免疫组化染色ꎻＣ:ＢＤＮＦ 的免疫印迹结果ꎻＤ:ＢＤＮＦ 表达的半定量分析ꎮ

图 ２　 不同风格音乐干预对海马形态与 ＢＤＮＦ 表达的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｂ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＢＤＮＦ. Ｃ. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＢＤＮＦ. Ｄ. Ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ＢＤＮＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｙｌｅｓ ｏｆ ｍｕｓｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

此外ꎬ随着时间增长ꎬ大鼠体重均表现出明显

增加:其中对照组增加明显ꎬ模型组增加缓慢ꎮ 与

模型组相比ꎬ轻音乐组和古典音乐组大鼠的体重

增加显著(Ｐ ＝ ０００６５ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００５７)ꎮ 轻音乐组增

加幅度较古典音乐组较大ꎬ但相互之间差异无显

著性(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 表 １ 提示轻音乐与古典音乐能

拮抗 ＣＵＭＳ 刺激导致的体重降低ꎬ使其恢复到正

常水平ꎮ

表 １　 音乐干预后大鼠体重变化(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｕｓｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ａｎｄ

ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

３ 周总增重量(ｇ)
Ｔｏｔａｌ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ
ｉｎ ３ ｗｅｅｋｓ(ｇ)

体重增长率(％)
Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ
ｂｏｄｙ ｍａｓｓ(％)

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ６４􀆰 ９３ ± ４􀆰 ８６ １７􀆰 ４１ ± １􀆰 １２
模型组 Ｍｏｄｅｌ ３９􀆰 ４５ ± ４􀆰 １７＃＃ １０􀆰 ５３ ± １􀆰 １３＃＃

轻音乐组 Ｌｉｇｈｔ ５９􀆰 ３４ ± ４􀆰 ６０∗∗ １６􀆰 ９６ ± １􀆰 ３６∗∗

古典音乐组 Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ５４􀆰 ８７ ± ４􀆰 ２６∗ １６􀆰 ２６ ± １􀆰 ２２∗∗

注:与对照组比ꎬ＃＃Ｐ < ０. ０１ꎻ与模型组比ꎬ∗Ｐ < ０. ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃＃Ｐ < ０. ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１.

２􀆰 ２　 音乐改善 ＣＵＭＳ 抑郁大鼠行为的机制

２􀆰 ２􀆰 １　 音乐刺激对海马形态结构以及 ＢＤＮＦ 的

影响

大鼠脑组织的 ＨＥ 结果显示ꎬ对照组海马锥体

细胞排列整齐、密度较高、数量多、细胞核完整正

常ꎮ 模型组海马锥体细胞出现排列不齐ꎬ呈松散

状ꎬ胞体固缩、深染ꎬ胞质溶解ꎮ 音乐干预 ３ 周后ꎬ轻
音乐组与古典音乐组中海马神经细胞与对照组类

８８３
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似(图 ２Ａ)ꎮ 免疫组化检测发现ꎬ模型组大鼠海马

ＣＡ３ 区神经细胞的 ＢＤＮＦ 蛋白呈弱阳性ꎬ古典音乐

组与轻音乐组则为中强度阳性(图 ２Ｂ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ模型组 ＢＤＮＦ 蛋白表

达显著低于对照组(Ｐ ＝ ０􀆰 ００１)ꎬ经轻音乐和古典

音乐干预后ꎬＢＤＮＦ 蛋白表达水平较模型组均明显

回升(Ｐ ＝ ０􀆰 ００４４ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００２２)(图 ２Ｃꎬ２Ｄ)ꎮ 以上

结果说明ꎬ音乐一定程度改善了由于 ＣＵＭＳ 造模带

来的神经元损伤ꎮ
对照组和模型组的 ＢＤＮＦ 浓度分别为(１６３􀆰 ９２

± ４􀆰 ６８)ｐｇ / ｍＬꎬ(８８􀆰 １３ ± ６􀆰 ４０)ｐｇ / ｍＬꎬ其差异具有

显著性(Ｐ ＝ ０􀆰 ０００１)ꎮ 经过音乐干预后ꎬ轻音乐组

为(１２３􀆰 ５５ ± ９􀆰 ９３)ｐｇ / ｍＬꎬ古典音乐组为(１２４􀆰 ３１±
５􀆰 ７２)ｐｇ / ｍＬꎬ与模型组比较ꎬ两组 ＢＤＮＦ 含量均显

著升高(Ｐ ＝ ０􀆰 ００５５ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００３５)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 音乐刺激对 ＨＰＡ 轴的影响

ＨＰＡ 轴的 ＣＯＲＴ 变化是判断动物是否处于应

激状况的常见指标ꎮ 表 ２ 显示ꎬ较对照组ꎬ模型组血

清与海马的 ＣＯＲＴ 含量均显著升高(Ｐ ＝ ０􀆰 ００６ꎬＰ
＝ ０􀆰 ００２９)ꎮ 音乐干预后ꎬ轻音乐组的血清 ＣＯＲＴ
含量较模型组无显著变化(Ｐ ＝ ０􀆰 ９２７８)ꎬ但海马

ＣＯＲＴ 含量显著降低(Ｐ ＝ ０􀆰 ００２３)ꎮ 古典音乐组血

清和海马 ＣＯＲＴ 含量均显著降低(Ｐ ＝ ０􀆰 ０４５ꎬＰ ＝
０􀆰 ００２９)ꎮ 提示古典音乐减轻了抑郁大鼠的应激

状态ꎮ

表 ２　 大鼠 ＣＯＲＴ 含量比较(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘꎬ ｎ ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＯＲＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ａｎｄ

ｓｅｒｕｍ(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘꎬ ｎ ＝ １０)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

海马 ＣＯＲＴ 含量
(ｎｇ / ｍＬ)

ＣＯＲＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ(ｎｇ / ｍＬ)

血清 ＣＯＲＴ 含量
(ｐｇ / ｍＬ)

ＣＯＲＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ
ｓｅｒｕｍ (ｐｇ / ｍＬ)

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ４５􀆰 ５７ ± ８􀆰 ３８ １９１５􀆰 ５４ ± ３６􀆰 ７５
模型组 Ｍｏｄｅｌ ８８􀆰 ５２ ± １０􀆰 ８６＃＃ ２０６９􀆰 ４７ ± ２６􀆰 ８６＃＃

轻音乐组 Ｌｉｇｈｔ ２７􀆰 ６６ ± ６􀆰 ７９∗∗ ２０９６􀆰 ３１ ± ２３􀆰 ３８
古典音乐组 Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ２５􀆰 ２１ ± ４􀆰 ６３∗∗ １９４４􀆰 ７３ ± ３５􀆰 ９９∗

２􀆰 ２􀆰 ３　 音乐刺激对血清单胺类神经递质的影响

单胺类神经递质浓度水平下降是抑郁症的生

物学基础之一ꎮ 表 ３ 显示ꎬ与对照组相比ꎬ模型组大

鼠血清的 ５￣ＨＴ 含量降低(Ｐ ＝ ０􀆰 ００１６)ꎮ 音乐干预

后ꎬ轻音乐组较模型组的 ５￣ＨＴ 含量显著增加(Ｐ ＝
０􀆰 ００３３)ꎮ 各组大鼠血清 ＤＡ 含量无显著差异ꎮ 提

升轻音乐提高了抑郁大鼠的单胺神经递质的水平ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 音乐刺激对血清炎症因子的影响

细胞炎症因子可通过调节细胞间相互作用ꎬ进

而影响中枢神经系统ꎮ 根据检验结果发现模型组

大鼠血清 ＩＬ￣１β 含量为(２２􀆰 ８６ ± ２􀆰 １８)ｎｇ / ｍＬꎬ对照

组的 ＩＬ￣１β 含量为(６􀆰 ８８ ±１􀆰 ２５) ｎｇ / ｍＬꎬ两组差异

有显著性(Ｐ ＝ ０􀆰 ０００１)ꎮ 音乐干预后ꎬ轻音乐组与

古典音乐组的血清 ＩＬ￣１β 含量为(１１􀆰 ９９ ± １􀆰 ９９)
ｎｇ / ｍＬ、(１０􀆰 ３１ ± ２􀆰 ４８) ｎｇ / ｍＬ 均显著低于模型组

(Ｐ ＝ ０􀆰 ００２８ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０００５)ꎮ 提示音乐可以调整机

体的免疫平衡ꎬ减轻机体的炎症反应ꎮ

表 ３　 大鼠血清单胺神经递质含量比较(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘꎬ ｎ ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ

ｓｅｒｕｍ(􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘꎬ ｎ ＝ １０)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

５￣ＨＴ 含量
(ｎｇ / ｍＬ)

５￣ＨＴ ｃｏｎｔｅｎｔ
(ｎｇ / ｍＬ)

ＤＡ 含量
(ｐｇ / ｍＬ)
ＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ
(ｐｇ / ｍＬ)

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３０３８􀆰 ４４ ± ６１􀆰 ８９ １７５０􀆰 ０７ ± １９４􀆰 ０７
模型组 Ｍｏｄｅｌ ２４６４􀆰 ４８ ± １３３􀆰 ６１＃＃ １７００􀆰 ７１ ± ８８􀆰 １５
轻音乐组 Ｌｉｇｈｔ ３０１３􀆰 ３９ ± １４０􀆰 ８６∗∗ １６８７􀆰 １４ ± ５１􀆰 ９７

古典音乐组 Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ２７９９􀆰 １５ ± ４３􀆰 ７８ １５８７􀆰 ０３ ± １１􀆰 ３２

３　 讨论

ＣＵＭＳ 抑郁模型是研究抑郁症的常见动物模

型ꎬ可连续给予大鼠 ３ ~ ５ 周的多种温和性应激因

子ꎬ致其出现情绪低落、快感缺失、绝望无助和体重

减轻等[６]人类抑郁症相似的表现ꎬ且这种症状会持

续 ３ 个月左右[７]ꎮ 本实验中ꎬ每天给予 ２ 种不同的

应激刺激ꎬ连续 ４ 周后ꎬＣＵＭＳ 模型组的糖水偏好百

分比显著下降、强迫游泳不动时间明显延长ꎬ与研

究报道一致[８－１０]ꎮ 证实 ＣＵＭＳ 抑郁模型建模成功ꎬ
随后 ３ 周的音乐治疗阶段ꎬ除正常组大鼠外ꎬ其余组

仍给予 ＣＵＭＳꎬ第 ７ 周的 ＳＰＴ 和 ＦＳＴ 证实ꎬ模型组大

鼠仍保持抑郁状态ꎮ
音乐可能通过即时性提高体内特定激素、调节

神经内分泌系统活动ꎬ以调节人体节律并影响心

理、情绪[１１]ꎮ 音乐治疗在阿尔兹海默症[１２]、疼痛减

缓[１３]、抑郁[１４－１６]、肿瘤[１６]、癫痫[１７] 等临床疾病已有

一些探索性实践ꎮ 但使用的音乐常为单曲ꎬ音乐风

格各不相同ꎮ 大部分研究表明古典音乐对动物会

产生积极影响ꎮ 其中莫扎特的作品在研究中应用

较多ꎬ具有纯净、新鲜、明亮、节奏稳定、有独立周期

性的特点ꎬ符合人体内部特有的生理规律ꎬ这种音

乐结构可能是产生莫扎特效应的主要原因[１８－１９]ꎮ
在本研究中ꎬ我们的研究结果与先前对古典音乐的

研究结果一致ꎬ所筛选的古典音乐能明显改善

ＣＵＭＳ 大鼠的抑郁和焦虑行为ꎮ 我们选择的另一组

９８３
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久石让的轻音乐具有结构小巧简单、节奏明快舒

展、旋律优美动听、轻快、轻松和轻盈的特点ꎬＣＵＭＳ
抑郁大鼠经 ３ 周的干预后ꎬ抑郁和焦虑行为得到明

显缓解ꎮ 体重减轻是抑郁动物常见的症状之一ꎬ有
研究认为体重减轻可能是因为建模过程长时间禁

食导致[２０]ꎮ 课题组前期已证实ꎬ夜间禁食 １２ ｈ 会

极大降低大鼠体重ꎬ而白天禁食 １２ ｈ 则不会ꎬ这与

大鼠昼伏夜动的生活习性有关[２１]ꎮ 本研究中采用

白天禁食 １２ ｈ 的策略ꎬ因此古典音乐和轻音乐干预

后ꎬ大鼠体重较模型组明显增加ꎬ是音乐改善抑郁

的证据之一ꎮ 此外ꎬ古典音乐还能增强大鼠的自主

活动和探索能力ꎮ 不同风格的音乐对动物抑郁行

为具有相同的效果ꎬ但在探索活动行为上效果不

同ꎮ 有文献报道ꎬ在其他条件相同情况下ꎬ快节奏

音乐比慢节奏音乐更能唤起兴奋情绪[２２]ꎮ 所以我

们推测这可能是导致音乐对动物产生不同行为反

应的原因ꎮ
研究表明ꎬ大脑海马体对情绪有着至关重要的

调节功能[２３]ꎮ 抑郁症患者经常伴有海马体缩小、神
经元形态改变等病变[２４]ꎮ ＢＤＮＦ 在神经元存活、分
化及参与神经可塑性调节、改善学习记忆具有重要

作用[２５]ꎮ 动物实验证明ꎬ慢性应激会导致海马部位

ＢＤＮＦ 表达减少[２６]ꎬ临床试验也发现抑郁症患者的

海马和前额皮质 ＢＤＮＦ 表达水平较正常人降低[２７]ꎮ
本研究中 ＣＵＭＳ 模型大鼠的海马锥体细胞排列分布

不均ꎬ出现明显的核固缩ꎮ 海马 ＢＤＮＦ 含量较正常

组明显下降ꎬ但经轻音乐与古典音乐干预后ꎬ海马

的形态学病变得以改善ꎬＢＤＮＦ 含量明显高于模型

组ꎬ提示音乐可直接对机体产生生理作用ꎮ ＢＤＮＦ
可通过 ５￣ＨＴ 能神经系统调节 ５￣ＨＴ 表达ꎮ 本研究

中我们也发现模型组大鼠 ５￣ＨＴ 的表达明显降低ꎬ
与文献报道相符ꎮ 而轻音乐干预后ꎬ５￣ＨＴ 的含量升

高到正常组水平ꎮ 此外ꎬ模型组因为应激反应ꎬ海
马和血清 ＣＯＲＴ 的含量较对照组均显著升高ꎬ古典

音乐干预 ３ 周后ꎬ二者含量均显著下降ꎬ而轻音乐组

仅海马 ＣＯＲＴ 的含量下降ꎬ这可能与音乐风格差异

有关[２８]ꎮ 在应激状态时ꎬＩＬ￣１β 活性增强以诱发神

经炎症反应过度激活ꎬ使突触间隙单胺递质含量减

少以及 ＣＯＲＴ 分泌增多ꎬ参与抑郁症的发生[２９－３０]ꎮ
在应激状态下本研究中轻音乐与古典音乐干预明

显降低了血清 ＩＬ￣１β 含量ꎬ提示音乐可以调节机体

的免疫平衡ꎬ减轻机体的炎症反应ꎬ进而参与抑郁

情绪的调节ꎮ

综上所述ꎬ本研究证实了轻音乐与古典音乐能

够调节 ＢＤＮＦ、ＣＯＲＴ、５￣ＨＴ 和 ＩＬ￣β 等多种抑郁相关

因子的表达ꎬ改善大鼠焦虑和抑郁样行为ꎬ特定音

乐可作为抑郁症机制和抑郁症治疗研究策略的新

方向ꎬ为音乐治疗提供了一定的实验数据ꎮ 不过ꎬ
音乐治疗应用于临床还需要广泛深入的研究ꎬ音乐

的各个要素如节奏、频率、情绪等ꎬ以及音乐给予的

时长和频率等方式都可能会影响音乐对特定疾病

患者的干预效果ꎮ 同时ꎬ中枢神经系统感受音乐刺

激的信号通路ꎬ以及音乐诱导情绪心理、行为及生

理变化的分子机制都还值得深入研究ꎮ
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慢性皮肤溃疡大鼠模型的比较研究
张百荣１＃ꎬ李梦秋１＃ꎬ范华娜１ꎬ沈志滨１ꎬ尹永芹１ꎬ陶曙红１ꎬ郑芳昊２ꎬ陈艳芬１∗

(１. 广东药科大学中药学院ꎬ广州　 ５１０００６ꎻ２. 佛山市中医院ꎬ广东 佛山　 ５２８０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 采用不同方法构建大鼠慢性皮肤溃疡模型ꎬ通过多种指标比较评价不同模型的差异和各自特

征ꎮ 方法　 大鼠随机分为 ４ 组ꎬ在建立全层皮肤缺损的开放性创面基础上施加不同因素ꎬ分别为:皮肤缺损组(皮损

组)、皮肤缺损＋激素干扰组(皮损＋激素组)、皮肤缺损＋激素干扰＋菌感染组(皮损＋激素＋菌组)、皮肤缺损＋异物组

(皮损＋异物组)ꎻ实验期间测量大鼠的体重ꎬ观察其活动状态及创面愈合情况ꎬ第 １４ 天取材ꎬ进行溃疡组织局部病理

形态学观察ꎬ并检测免疫器官脏器指数、血液白细胞水平、肉芽组织中羟脯氨酸(Ｈｙｐ)、总蛋白和肿瘤坏死因子－α
(ＴＮＦ￣α)含量ꎮ 结果　 实验期间各组大鼠体重没有显著性差异ꎬ造模后皮损组大鼠创面愈合较快ꎬ皮损＋激素组的

“难愈”现象维持时间相对较短ꎬ皮损＋异物组前期新生肉芽颜色灰白ꎬ但后期肉芽生长速度较快ꎬ而皮损＋激素＋菌组

创面出现黄脓、肉芽组织生长速度较慢的特征ꎻ病理形态学观察显示ꎬ皮损＋激素＋菌组、皮损＋异物组的炎症细胞浸润

现象明显ꎻ与皮损组比较ꎬ其他 ３ 个模型组表现出脾指数增加、白细胞水平增加、创面组织羟脯氨酸含量显著降低(Ｐ
< ０􀆰 ０５ 或 Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ而且皮损＋激素＋菌组的总蛋白含量明显降低(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＴＮＦ￣α 含量明显增加(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 结

论　 在全层皮肤切除基础上叠加不同干预因素后ꎬ大鼠皮肤溃疡的愈合速度不同程度减慢ꎬ其中又以皮损＋激素＋细
菌模型病理特征较稳定、持续时间长ꎬ可作为慢性难愈性皮肤溃疡的首选模型ꎻ皮损＋激素、皮损＋异物模型可能更适

合短期难愈创面的有关研究ꎬ后者还可用于观察创面早期单纯肉芽生长情况的实验ꎮ
【关键词】 　 慢性皮肤溃疡模型ꎻ大鼠ꎻ比较研究ꎻ糖皮质激素ꎻ金黄色葡萄球菌ꎻ异物
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒｓ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｄｅｘｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ
ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｔｅｒ ｃｒｅａｔｉｎｇ ａ ｗｏｕｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｙ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｂａｃｋ ｓｋｉｎ: ｓｋｉｎ ｄｅｆｅｃｔꎬ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ
(ｓｋｉｎ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ＋ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ)ꎬ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｐｌｕｓ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ (ｓｋｉｎ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ＋ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ＋
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ)ꎬ ａｎｄ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ (ｓｋｉｎ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ＋ ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ) ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ
ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｅａｃｈ ｄａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｓｔａｔｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｅｒｅ ｄｒａｗｎ ｆｒｏｍ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ
１４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓꎬ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘꎬ ｂｌｏｏｄ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｌｅｖｅｌꎬ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ
(Ｈｙｐ)ꎬ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣α) ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ
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ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｅｒｉｏｄ. Ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｗｏｕｎｄｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｄｅｆｅｃｔ
ｇｒｏｕｐ ｈｅａｌｅｄ ｆａｓｔｅｒꎬ ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｈｏｒｔｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｏｆ
ｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｒａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｅｗ ｆａｓｔｅｒ ｉｎ
ｔｈｅ ｌａｔｅｒ ｓｔａｇｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｐｌｕｓ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｙｅｌｌｏｗ ｐｕｓ ｉｎ ｗｏｕｎｄｓ ａｎｄ ｓｌｏｗ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｓｓｕｅ. Ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｓｅｖｅｒｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｐｌｕｓ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐｓ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｄｅｆｅｃｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘꎬ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｌｅｖｅｌꎬ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｔｉｓｓｕｅ (Ｐ < ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ
ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎ＋ ｈｏｒｍｏｎｅ ＋ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ＴＮＦ￣α
ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｙｉｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｆｕｌｌ￣
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｓｋｉｎ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｏｆ ｒａｔ ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒｓ ｗａｓ ｓｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｋｉｎ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎ ＋ ｈｏｒｍｏｎｅ ＋ ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｏｄｅｌ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｌｏｎｇ ｌａｓｔｉｎｇ. Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ
ｔｈｅ ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｅｘｃｉｓｉｏｎ ＋ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｋｉｎ ｅｘｃｉｓｉｏｎ
＋ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｍｏｄｅｌｓ ｍａｙ ｂｅ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｒｔ￣ｔｅｒｍ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｗｏｕｎｄｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ
ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒｓ ｍｏｄｅｌꎻ ｒａｔꎻ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙꎻ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄꎻ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎻ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 皮肤作为人体最大的器官ꎬ保护机体内各种器

官和组织免受外界环境中机械性、物理性、化学性

和生物性等有害因素的损伤ꎬ但同时也容易由各种

内、外因素引起皮肤疾患[１]ꎮ 皮肤溃疡是临床的常

见病、多发病ꎬ指各种原因引起的局部皮肤组织缺

损ꎬ创口暴露容易感染ꎬ尤其是慢性皮肤溃疡长期

不能愈合或易复发ꎬ治疗比较棘手ꎬ严重影响患者

的生活质量ꎬ并带来一定的社会负担[２－３]ꎬ临床上亟

需更多安全、有效、经济的治疗方式及药物的研究

开发[１ꎬ４]ꎮ 优质的动物模型是开展皮肤病病因病机

及治疗药物研究的重要工具ꎬ由于慢性皮肤溃疡的

病因及发病机制不尽相同ꎬ虽有多种动物造模方法

供研究选择[５]ꎬ但与人体慢性皮肤溃疡过程仍然有

一定差距ꎬ且不同模型之间缺乏横向比较ꎬ难以为

研究者选择合适的动物模型提供参考ꎮ 因此ꎬ为了

建立操作便捷且创面愈合速度较慢的皮肤溃疡模

型ꎬ本研究在全层皮肤切除模型的基础上叠加不同

处理条件ꎬ如细菌感染、激素干预、埋置异物等ꎬ多
因素模拟皮肤溃疡病症ꎬ并从动物体征、创面愈合

情况、炎症等病理变化、局部组织生化指标等综合

比较各模型的特点ꎬ构建符合临床病理特征的慢性

难愈性皮肤溃疡模型ꎬ以期为相关研究提供实验动

物模型方法学借鉴ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２８ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重 ２００ ~

２４０ ｇꎬ购于广东省医学实验动物中心【 ＳＣＸＫ(粤)
２０１８－０００２】ꎮ 于广东药科大学实验动物中心 ＳＰＦ
级动物房饲养【ＳＹＸＫ(粤)２０１７－０１２５】ꎬ饲养环境室

温为 ２４ ~ ２６℃ꎬ相对湿度 ４０％ ~ ６０％ꎬ１２ ｈ 光照、
１２ ｈ 黑暗循环饲养ꎬ喂食普通饲料ꎬ自由进食、饮
水ꎮ 实验内容和过程符合广东药科大学实验动物

中心 动 物 伦 理 审 查 委 员 会 批 准ꎮ ( 审 批 号:
ｇｄｐｕｌａｃＣＶＦ２０１７１０３)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 实验菌株

金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎬ临床菌

种ꎬＭＳＳＡ２３)ꎬ由广东莱恩医药研究院赠与ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

注射用氢化可的松琥珀酸钠 ( ＨＳＳ)ꎬ批号:
０１１９１００３２ꎬ天津生物化学制药有限公司ꎻ４％多聚甲

醛溶液ꎬ批号:７０１１０９００ꎬ广州赛国生物科技有限公

司ꎻ白细胞稀释液ꎬ批号:２０２０１２１５ꎬＰｈｙｇｅｎｅꎻ羟脯氨

酸试剂盒ꎬ批号:２０２１０１０８ꎬ南京建成生物工程研究

所ꎻＢＣＡ 蛋白浓度试剂盒ꎬ批号:Ｐ００１２ꎬ上海碧云天

生物技术有限公司ꎻＲａｔ ＴＮＦ￣α Ｅｌｉｓａ 试剂盒ꎬ批号:
ＧＲ２０２１－０６ꎬ武汉基因美生物科技有限公司ꎮ

分析天平(ＳＨＩＭＡＤＺＵꎬ日本)ꎻ医用离心机(湖南

湘仪实验室仪器开发有限公司)ꎻ全自动酶标仪

(ＢｉｏＴｅｋ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓꎬ美国)ꎻ包埋机(武汉俊杰电子有

限公司)ꎻ病理切片机(上海莱卡仪器有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组及造模

大鼠适应性饲养 ３ ｄꎬ造模前 １ ｄ 进行大鼠背部

脱毛ꎮ ２８ 只大鼠按照体重随机分组:皮肤缺损组

３９３
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(皮损组)、皮肤缺损＋激素干扰组(皮损＋激素组)、
皮肤缺损 ＋激素干扰 ＋菌感染组 (皮损 ＋激素 ＋菌

组)、皮肤缺损＋异物组(皮损＋异物组)ꎬ每组 ７ 只ꎮ
造模方法:首先ꎬ所有大鼠建立全层皮肤缺损

的开放性创面模型ꎬ麻醉后用直径为 ２０ ｍｍ 的塑料

瓶盖在造模区(腰椎正中偏上)标记造模面积ꎬ乙醇

棉球皮肤消毒ꎬ沿标记线剪去皮下组织至肌筋膜ꎬ
止血ꎮ 皮肤缺损组不做其他处理ꎻ皮肤缺损＋激素

干扰组在创面模型建立后ꎬ即刻予以氢化可的松琥

珀酸钠单次肌肉注射ꎬ剂量为 ８０ ｍｇ / ｋｇ[６－７]ꎻ皮损＋
激素＋菌组在筋膜下注入 １ ｍＬ(每毫升 １０ 亿个)金
黄色葡萄球菌悬液ꎬ３ 层医用纱布覆盖创面ꎬ即刻单

次肌肉注射氢化可的松琥珀酸钠ꎬ剂量为 ８０ ｍｇ /
ｋｇ[８]ꎻ皮肤缺损＋异物组在皮肤剪开后ꎬ将 １ 个内径

为 ２０ ｍｍꎬ高度 ５ ｍｍꎬ长度约 ６３ ｍｍ 的硅胶管埋入

背部ꎬ深达肌筋膜深层[９]ꎬ造模时放置硅胶管于造

模区域皮下ꎬ使用手术缝线将皮肤与硅胶管进行对

角固定ꎬ一共固定 ４ 处ꎮ 待大鼠自然苏醒后分笼饲

养至实验结束ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 观察指标

(１)一般体征:造模后ꎬ每日观察并记录各组大

鼠的体重、进食量、饮水量、损伤部位局部温度等ꎮ
(２)创面愈合率及外观观察:造模次日起ꎬ每日

观察大鼠创面愈合情况ꎬ计算愈合率ꎮ 创面溃疡愈

合率(％)＝ (原始创面面积－第 ｎ 天创面面积) /原
始创面面积×１００％ꎬ使用 ＮＩＨ Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件

测量创面面积[７]ꎬ计算创面愈合率ꎬ参考文献并进

行调整ꎬ大鼠皮肤溃疡外观评分细则如下[１０]ꎬ３ 个

指标的评分之和为各大鼠的综合评分:ａ:溃疡面颜

色ꎬ０ 分:红润ꎻ２ 分:暗红ꎻ４ 分:灰白ꎻ６ 分:紫黑ꎻｂ:
溃疡皮损表面分泌物及气味ꎬ０ 分:无分泌物ꎻ２ 分:
少量ꎬ略带腥味ꎻ４ 分:中等量ꎬ腥味明显ꎻ６ 分:大量ꎬ
腥秽恶臭ꎻｃ:新生肉芽组织生长情况ꎬ０ 分:生长迅

速ꎻ２ 分:生长较快ꎻ４ 分:生长缓慢ꎻ６ 分:无生长ꎮ
(３)病理组织学观察:模型建立后第 １４ 天ꎬ麻

醉大鼠ꎬ剪取每只大鼠约 ３ ~ ５ ｃｍ２ 创面肉芽组织ꎬ
生理盐水清洗后ꎬ４％多聚甲醛溶液固定ꎮ 经过不同

浓度乙醇梯度脱水、二甲苯透明、石蜡包埋切片ꎻ脱
蜡后以苏木精－伊红(Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣Ｅｏｓｉｎ)染色ꎬ中性

树胶封片ꎬ常规光镜观察(１００×)溃疡创面炎性细

胞、肉芽组织、胶原纤维、新生血管生长等病理变化ꎮ
(４)大鼠白细胞水平:大鼠眼眶采血ꎬ移液枪吸

取 ２０ μＬ 血液ꎬ加入 ０􀆰 ３８ ｍＬ 白细胞稀释液ꎬ立即反

复吹打混匀血液ꎬ后滴加到计数板上ꎬ在光学显微

镜下计数ꎮ
(５)免疫器官脏器指数:摘取大鼠胸腺及脾脏ꎬ

精密称重并计算脏器指数ꎮ 脏器指数计算公式如

下:胸腺指数(％)＝ 胸腺重量(ｇ) /大鼠体重(１００ ｇ)ꎻ
脾脏指数(％)＝ 脾脏重量(ｇ) /大鼠体重(１００ ｇ)ꎮ

(６) ＥＬＩＳＡ 法检测溃疡组织 ＴＮＦ￣α 水平:剪取

新生肉芽组织ꎬ生理盐水清洗后ꎬ转至－２０℃ 保存ꎻ
择日取肉芽组织制备 １０％匀浆液ꎬ按照 ＴＮＦ￣α 试剂

盒进行检测ꎬ计算肉芽组织中 ＴＮＦ￣α 含量ꎮ
(７)生化法测定组织总蛋白和 Ｈｙｐ 含量:取肉

芽组织制备 １０％匀浆液ꎬ按照 ＢＣＡ 蛋白试剂盒进行

检测ꎬ计算肉芽组织中总蛋白含量ꎮ 采用碱水解法

测定 Ｈｙｐꎬ严格按试剂盒说明书操作ꎬ计算肉芽组织

中 Ｈｙｐ 含量ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎮ 计量资料

以平均值 ± 标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ多个样本间的比较

采用单因素方差分析ꎬ根据方差齐性检验ꎬ方差齐

及不齐时分别使用 ＬＳＤ 法和 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ Ｔ２ 分析ꎮ
Ｐ < ０􀆰 ０５ 说明差异具有显著性ꎬＰ < ０􀆰 ０１ 说明差异

极具显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠体征变化

造模后第 １ 天ꎬ各组大鼠体重有所下降ꎬ进食量

减少ꎬ出现尾冷、蜷卧等症状ꎬ但随后各组大鼠体重

逐渐上升ꎬ造模期间各组大鼠体重之间无统计学差

异(见图 １Ａ)ꎮ 造模期间ꎬ各组大鼠进食量均无明

显差异ꎻ而在造模前 ７ ｄꎬ皮损＋激素＋菌组大鼠饮水

量相对其他 ３ 组上升(见图 １Ｂ)ꎮ 动物体内发生感

染性炎症时ꎬ机体温度可能会升高ꎬ因此ꎬ与其他 ３
组比较ꎬ造模前 ７ ｄ 皮损＋激素＋菌组大鼠的局部体

温相对较高ꎬ但统计无显著差异(见图 １Ｃ)ꎮ
２􀆰 ２　 皮肤溃疡外观评分和愈合率变化

造模后ꎬ皮损组大鼠创面红润ꎬ分泌物较少ꎬ愈
合速度快ꎮ 皮损＋激素组创面色泽暗ꎬ愈合速度略

低于正常组ꎮ 皮损＋激素＋菌组大鼠创面在第 １ ~ ４
天表现出干燥、凹陷症状ꎬ第 ５ 天开始出现黄脓ꎬ肉
芽组织生长速度慢ꎮ 皮损＋异物组前 ３ ｄ 新生肉芽

湿润ꎬ第 ４ 天开始肉芽颜色灰白ꎬ第 ８ 天开始肉芽生

长速度加快ꎬ创面红润平整ꎮ 评分结果如图 ２Ａꎬ各
组创面愈合情况如图 ２Ｂꎮ
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图 １　 大鼠体征变化(ｎ ＝ ７)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ｒａｔｓ(ｎ ＝ ７)

注:与皮损组相比ꎬ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎮ

图 ２　 大鼠创面愈合变化情况(ｎ ＝ ７)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｋｉｎ ｄｅｆｅｃｔ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗Ｐ < ０. ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｗｏｕｎｄｓ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ(ｎ ＝ ７)
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　 　 对大鼠创面的愈合率进行动态观察发现ꎬ与单纯

皮损组相比ꎬ造模第 ３ 天ꎬ可观察到激素、激素＋菌、异
物干扰组大鼠的创面愈合率明显较低(Ｐ < ０􀆰 ０５)(见
表 １)ꎮ 但造模第 ６ 天开始ꎬ激素组的愈合开始加快ꎬ
创面愈合率在 ６ ~ １４ ｄ 和单纯皮损组比较均无明显

差异ꎮ 而皮损＋激素＋菌组、异物组的愈合率与单纯

皮损组比较ꎬ仍具有显著差异(Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬＰ < ０􀆰 ０５)ꎮ
结果表明不同叠加因素确实可以显著减慢大鼠皮肤

溃疡的愈合速度ꎬ但尤以皮损＋激素＋菌组和异物组

更能体现慢性难愈性皮肤溃疡模型的特点ꎮ

表 １　 大鼠的创面愈合率(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ７ꎬ％)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ７ꎬ％)

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｄ３ Ｄ６ Ｄ１０ Ｄ１４
皮损组

Ｓｋｉｎ ｄｅｆｅｃｔ ｇｒｏｕｐ １６􀆰 １４ ± ５􀆰 ９０ ５５􀆰 ８２ ± ４􀆰 ３２ ８３􀆰 ５６ ± ３􀆰 ５７ ９１􀆰 ２３ ± ２􀆰 ９７

皮损＋激素组
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ２９ ± ３􀆰 ９８∗ ５０􀆰 ２９ ± ３􀆰 ８８ ８２􀆰 ８３ ± ６􀆰 ４１ ９０􀆰 ７１ ± ４􀆰 ６５

皮损＋激素＋菌组
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ＋ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ２７ ± ８􀆰 ６２∗ ８􀆰 ７４ ± １６􀆰 ５２∗∗ ５４􀆰 ２７ ± １７􀆰 １７∗∗ ８１􀆰 ２６ ± ７􀆰 ５７∗

皮损＋异物组
Ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ９４ ± ６􀆰 ７１∗ ８􀆰 ４６ ± ９􀆰 ２３∗∗ ５９􀆰 ４５ ± １３􀆰 ５７∗ ８２􀆰 ８５ ± ６􀆰 ３８∗

注:与皮损组比较ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ (下表同)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｋｉｎ ｄｅｆｅｃｔ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ)

２􀆰 ３　 皮肤溃疡形态学观察

用 １００ 倍光学显微镜观察 ＨＥ 染色病理切片ꎬ结
果显示:皮损组创面炎症细胞浸润较少ꎬ毛细血管含

量丰富ꎬ成纤维细胞数目较多ꎮ 皮损＋激素组肉芽组

织中炎症细胞浸润现象明显ꎬ创面结构不完整ꎬ可见

新生血管ꎮ 皮损＋激素＋菌组肉芽组织中炎症细胞浸

润现象明显ꎬ创面结构不完整ꎮ 皮损＋异物组炎症细

胞浸润现象明显ꎬ成纤维细胞数目少(见图 ３)ꎮ
２􀆰 ４　 大鼠脏器指数

胸腺和脾脏是机体重要的免疫器官ꎬ胸腺指数

和脾脏指数其数值高低可在一定程度上反应机体

免疫功能的状态ꎮ 与单纯皮损组相比ꎬ模型组各组

脾脏指数增加(Ｐ < ０􀆰 ０５ 或 Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ提示由于慢

性炎症反应的存在可能导致这些大鼠的免疫系统

处于失衡状态见表 ２ꎮ
２􀆰 ５　 大鼠炎症反应水平

如表 ３ 所示ꎬ与单纯皮损大鼠相比ꎬ其余 ３ 组大

鼠的血液白细胞水平有所增加ꎬ尤以皮损＋激素组、
皮损＋激素＋菌组大鼠比较明显ꎮ ＴＮＦ￣α 作为机体

重要的免疫、炎症调控因子ꎬ在创伤愈合过程中发

挥着重要作用ꎮ 结果显示ꎬ与单纯皮损大鼠比ꎬ３ 个

模型组肉芽组织的 ＴＮＦ￣α 含量均比单纯皮损组高ꎬ
且皮损＋激素＋菌组、皮损＋异物组具有显著性差异ꎮ
上述结果表明激素、细菌感染、异物等施加因素可

能通过增强创面组织的炎症反应造成创面难愈ꎬ甚
至可能引发全身性反应ꎮ

图 ３　 大鼠创面皮肤形态学

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｓｋｉｎ ｉｎ ｒａｔｓ
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表 ２　 各组大鼠免疫器官脏器指数(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ７ꎬ％)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ７ꎬ％)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

胸腺指数
Ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ

脾指数
Ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ

皮损组
Ｓｋｉｎ ｄｅｆｅｃｔ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ３７ ± ０􀆰 ０６

皮损＋激素组
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ０６∗

皮损＋激素＋菌组
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ＋ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 １１∗∗

皮损＋异物组
Ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ４２ ± ０􀆰 １４

表 ３　 各组大鼠炎症水平(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ７)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒａｔｓ(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ７)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

血 ＷＢＣ 水平

(× １０９ / Ｌ)
ＷＢＣ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ

ｂｌｏｏｄ(× １０９ / Ｌ)

组织 ＴＮＦ￣α(ｐｇ / ｍＬ)
ＴＮＦ￣α ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ
ｔｉｓｓｕｅｓ(ｐｇ / ｍＬ)

皮损组
Ｓｋｉｎ ｄｅｆｅｃｔ ｇｒｏｕｐ １０􀆰 １４ ± １􀆰 ３５ ３０１􀆰 ７０ ± ２８􀆰 ８９

皮损＋激素组
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 ５９ ± ２􀆰 ９２∗∗ ３０３􀆰 ８０ ± ２３􀆰 ９３

皮损＋激素＋菌组
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ＋ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 ２５ ± ２􀆰 ７９∗∗ ３４０􀆰 １３ ± １８􀆰 ０２∗

皮损＋异物组
Ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ５４ ± ２􀆰 ３３ ３３３􀆰 １１ ± ３７􀆰 ４５∗

２􀆰 ６　 大鼠肉芽组织中羟脯氨酸和总蛋白含量

与单纯皮损组相比ꎬ其余 ３ 个模型组的创面组

织羟脯氨酸、总蛋白含量均有所降低ꎬ其中尤以皮

损＋激素＋菌组更为明显ꎬ与皮损组比较均有极显著

差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)(见表 ４)ꎮ

表 ４　 各组大鼠创面组织羟脯氨酸和总蛋白含量(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ７)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ ａｎｄ ｔｏｔａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｔｉｓｓｕｅ(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ７)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

羟脯氨酸
(μｇ / ｍｇ)

Ｈｙｐ(μｇ / ｍｇ)

总蛋白(ｍｇ / ｍＬ)
Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
(ｍｇ / ｍＬ)

皮损组
Ｓｋｉｎ ｄｅｆｅｃｔ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 １１ ± ０􀆰 ３５ ５􀆰 ６１ ± １􀆰 ３８

皮损＋激素组
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ２２∗ ４􀆰 ４６ ± ０􀆰 ７０∗

皮损＋激素＋菌组
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ＋ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３７ ± ０􀆰 ２４∗∗ ４􀆰 ０２ ± １􀆰 ００∗∗

皮损＋异物组
Ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ４７ ± ０􀆰 ２３∗∗ ４􀆰 ８２ ± ０􀆰 ６１

３　 讨论

临床上皮肤溃疡的发病机制复杂ꎬ通常可由外

伤、感染以及糖尿病等多种原因诱发[１１]ꎬ因为创面

溃烂而长时间不能愈合ꎬ病程很长ꎬ往往给病人带

来很大的痛苦ꎬ因此其治疗方法的研究一直是医学

研究中的热点和难点ꎮ 虽然目前尚未有一种统一

共识或指南治疗慢性溃疡[１２]ꎬ但在基础研究中ꎬ一
种合适的溃疡动物模型是首当其冲要考虑的关键

问题ꎮ 鉴于皮肤病理生理学的特殊性ꎬ针对皮肤溃

疡模型的研究并不多ꎬ徐凝等[５] 对慢性皮肤溃疡模

型进行分类归纳ꎬ认为主要分为全层皮肤切除模型

和复合损伤溃疡模型ꎬ目前远不能满足实验研究的

需要ꎬ而且各类模型之间缺乏横向比较ꎬ特征不清

晰ꎮ 考虑到糖尿病溃疡模型是复合损伤溃疡模型

的一种特殊病理情况ꎬ是糖尿病动物模型的叠加效

应[５]ꎬ操作稍显复杂ꎬ因此ꎬ本实验主要比较研究糖

皮质激素、金黄色葡萄球菌、异物三种干预方式建

立的大鼠复合损伤慢性皮肤溃疡模型ꎮ 文献研究

表明叠加法建立的模型与中、西医有较高的吻合

度[１３]ꎬ具有临床参考价值ꎮ 其中ꎬ糖皮质激素能抑

制蛋白质合成ꎬ造成负氮平衡ꎬ延缓肉芽组织的形

成ꎬ诱发或加重感染ꎬ使伤口愈合延长及感染[１４]ꎬ此
外ꎬ大剂量外源性糖皮质激素造成动物的“耗竭”现
象还被认为和中医的阴虚、阳虚状态想接近ꎬ因此

也有学者认为此动物模型符合肾阳虚疮疡的特点ꎻ
在皮肤形成创面的基础上使用不同的细菌感染ꎬ金
黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌可以模拟伤口感染ꎬ
可用于研究生物膜的形成[１５－１６]ꎬ且伤口被细菌感染

后ꎬ皮下中性粒细胞活性被影响ꎬ动物模型表现出

类似中医“阳证”疮疡特点ꎻ异物埋置能影响创伤组

织的血液循环和增加物理刺激ꎬ从而延迟其愈合时

间ꎮ 因此在造模过程中使用这几种因素分别叠加

处理ꎬ更能贴近慢性皮肤溃疡的发病机制和病理

特征ꎮ
根据创面愈合率结果显示ꎬ３ 种叠加干预因素

组的创面愈合速度虽然比单纯皮损组缓慢ꎬ但在本

研究中发现ꎬ单用糖皮质激素对延缓大鼠创面愈合

时间作用不明显ꎬ这可能和大鼠皮肤的自愈性、激
素的使用剂量都有关ꎬ而异物埋置或糖皮质激素叠

加细菌感染更能有效地延长创面愈合时间ꎮ 实验

中观察到ꎬ单纯皮损组大鼠创面红润ꎬ且恢复较快ꎬ
其余 ３ 组部分出现黄脓、干燥、颜色灰白等现象ꎬ肉
芽组织的生长速度较慢ꎬ创面愈合延长ꎬ尤以皮损＋
激素＋菌组比较明显ꎮ 病理检测结果和外观观察也

比较吻合ꎮ 金黄色葡萄球菌是一种临床上皮肤感

染最常见的致病菌ꎬ它能够造成局部化脓感染ꎬ通
过利用分泌毒素、黏附素、胞外酶等物质ꎬ对正常的

７９３
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组织进行摧毁并侵入而引起感染ꎬ经常用作构建大

鼠的溃疡模型[１７]ꎮ 实验证明在糖皮质激素的处理

基础上再叠加金黄色葡萄球菌感染ꎬ能明显延长溃

疡愈合时间造成溃疡难以痊愈ꎬ是一种难愈性皮肤

感染模型ꎮ 也有文献表明ꎬ金黄色葡萄球菌在伤口

感染时具有双重作用ꎬ小剂量感染时能够加快伤口

愈合ꎬ大剂量感染时则延缓愈合ꎬ因此需要确定感

染菌的浓度ꎬ避免模型的重复性差[１８]ꎮ
皮肤是机体与自然界之间的第一道屏障ꎬ创伤

后ꎬ皮肤组织的完整性被破坏ꎬ正常功能也被损坏ꎬ
创面修复过程也随之启动ꎮ 伤口的愈合包括止血、
炎症、增殖和重塑 ４ 个阶段ꎬ任何一个阶段出现异

常ꎬ都可能导致伤口愈合时间延长[１９]ꎮ 血液白细胞

水平可以从宏观上反映机体炎症水平ꎬＴＮＦ￣α 作为

炎症介质ꎬ主要由活跃的巨噬细胞和单核细胞分

泌ꎬ具有广泛的生物学活性ꎬ在皮肤创面中的含量

可以反应出体内炎症的变化情况ꎮ 与单纯皮损大

鼠相比ꎬ其余 ３ 个模型组肉芽组织的白细胞水平、
ＴＮＦ￣α 含量有所升高ꎬ尤其以皮损＋激素＋菌组变化

明显ꎬ统计均具有显著性差异ꎬ表明激素、细菌感

染、异物等施加因素可能主要通过影响创面愈合过

程中的炎症阶段造成创面难愈ꎮ 皮肤创面中肉芽

组织的填充是愈合的重要条件ꎬ其中存在大量的成

纤维细胞和巨噬细胞ꎮ 在肉芽的形成过程中由随

机排列的胶原蛋白纤维构成骨架ꎬ羟脯氨酸是胶原

合成的重要原料ꎬ它能间接反映胶原的含量ꎬ是较

好的创面评价指标ꎮ 肉芽组织的生长过程伴随着

蛋白质的合成ꎬ而蛋白质的合成受细胞内基因的调

控ꎬ因此肉芽组织中蛋白质的含量可反映出细胞的

增殖速度ꎬ进一步反映出创面的愈合速度[２０]ꎮ 与单

纯皮损组相比ꎬ其余 ３ 个模型组的创面组织羟脯氨

酸、总蛋白含量均有所降低ꎬ尤以皮损＋激素＋菌组

更为明显ꎮ 此外ꎬ在实验期间还对大鼠的体重、进
食量、饮水量、局部温度进行了动态观察记录ꎬ结果

显示造模期间各组大鼠体重、进食量之间无统计学

差异ꎬ但皮损＋激素＋菌组的饮水量、局部温度在造

模前 ７ ｄ 呈现偏高的趋势ꎬ这也符合中医“阳证”疮
疡特点ꎮ

现代医学研究的一个重要手段是建立疾病动

物模型ꎬ有利于研究人类疾病产生、发展、预防[２１]ꎮ
综上ꎬ本研究结果表明ꎬ由于实验动物皮肤的自愈

性ꎬ在造模后期ꎬ单纯激素的干扰并不能长时间维

持难愈创面ꎻ而激素＋菌的干预使动物创面脓性分

泌物较多ꎬ感染现象明显ꎬ创面维持时间可达 ２０ ｄꎬ
更符合慢性难愈性溃疡防治研究ꎬ尤其是抗感染类

的药物研发ꎻ异物干预由于造模是使用塑料圆环缝

合的方式进行ꎬ在前期通过限制周围正常皮肤的收

缩造成难愈ꎬ创面肉芽色泽暗淡ꎬ后期随着皮肤逐

渐愈合可能会出现塑料圆环的破坏ꎬ新生肉芽组织

增殖较快ꎬ实验中第 １０ 天愈合率开始超越“皮损＋
激素＋菌”组ꎬ因此异物埋置模型可能更适合短期难

愈创面有关研究以及创面早期单纯观察肉芽生长

情况的实验ꎬ上述研究结果将为皮肤疾病相关研究

模型的选取及临床病因病机研究提供参考依据ꎮ
在后续的工作中ꎬ还可以结合行为学指标、生化指

标、病理特征、药物反证等继续探讨不同的因素对

慢性皮肤溃疡病证结合动物模型的影响ꎮ
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Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｊ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ３４
(６): ８７７－８８１.

[ ９ ] 　 席建元ꎬ 贺春辉ꎬ 左和宁ꎬ 等. 象皮生肌散对实验大鼠慢性

皮肤溃疡表皮生长因子表达影响的研究 [Ｊ] . 中国中西医结

合皮肤性病学杂志ꎬ ２０１０ꎬ ９(４): ２１３－２１５.
Ｘｉ ＪＹꎬ Ｈｅ ＣＨꎬ Ｚｕｏ ＨＮꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｘｉａｎｇｐｉ ｓｈｅｎｇｊｉ ｐｏｗｄｅｒ
ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｏｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒ
ｏｆ ｒａｔ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｅｒｍａｔｏ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄꎬ ２０１０ꎬ ９
(４): ２１３－２１５.

[１０] 　 陈明岭ꎬ 耿福能ꎬ 沈咏梅ꎬ 等. 康复新液治疗慢性皮肤溃疡

多中心随机对照临床研究 [ Ｊ] . 中医杂志ꎬ ２０１９ꎬ ６０(１５):
１３０８－１３１１.
Ｃｈｅｎ ＭＬꎬ Ｇｅｎｇ ＦＮꎬ Ｓｈｅｎ ＹＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｍｕｌｔｉ￣ｃｅｎｔｅｒꎬ
ｒａｎｄｏｍｉｚｅ￣ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌ ｏｆ ｋａｎｇｆｕｘｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒ [Ｊ] . Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ
６０(１５): １３０８－１３１１.

[１１] 　 Ｇｏｍｅｓ Ａꎬ Ｔｅｉｘｅｉｒａ Ｃꎬ Ｆｅｒｒａｚ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｗｏｕｎｄ￣ｈｅａｌｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ ｕｌｃｅｒｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｓｋｉｎ ｉｎｊｕｒｉｅｓ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０１７ꎬ ２２(１０): １７４３.

[１２] 　 Ｌｉｎｄｈｏｌｍ Ｃꎬ Ｓｅａｒｌｅ Ｒ. Ｗｏｕｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ２１ｓｔ ｃｅｎｔｕｒｙ:
ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｗｏｕｎｄ Ｊꎬ ２０１６ꎬ
２(２): ５－１５.

[１３] 　 吴瑞ꎬ 李秀敏ꎬ 苗明三. 基于中西医临床病症特点的慢性皮

肤溃疡动物模型分析 [ Ｊ] . 中国中药杂志ꎬ ２０２１ꎬ ４６(４):
７８２－７８５.
Ｗｕ Ｒꎬ Ｌｉ ＸＭꎬ Ｍｉａｏ ＭＳ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ
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ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ
Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ ４６(４): ７８２－７８５.

[１４] 　 夏正坤. 糖皮质激素临床应用再认识 [ Ｊ] . 医学研究生学

报ꎬ ２０１８ꎬ ３１(２): １１３－１１７.
Ｘｉａ ＺＫ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ
[Ｊ] . Ｊ Ｍｅｄ Ｐｏｓｔｇｒａｄꎬ ２０１８ꎬ ３１(２): １１３－１１７.

[１５] 　 Ｈａｉｓｍａ ＥＭꎬ Ｒｉｅｔｖｅｌｄ ＭＨꎬ ｄｅ Ｂｒｅｉｊ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ
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ａｕｒｅｕｓ ｉｎ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｏｕｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ
２０１３ꎬ ８(１２): ｅ８２８００.

[１６] 　 Ｓｅｒｒａ Ｒꎬ Ｇｒａｎｄｅ Ｒꎬ Ｂｕｔｒｉｃｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｒｏｎｉｃ ｗｏｕｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ:
ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ａｎｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
[Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ａｎｔｉ Ｉｎｆｅｃｔ Ｔｈｅｒꎬ ２０１５ꎬ １３(５): ６０５－６１３.

[１７] 　 Ｄｅｎｇ Ｚꎬ Ｌｉｕ Ｆꎬ Ｌｉ Ｃ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｗｏｕｎｄ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ: ａｎ ａｎｉｍａｌ
ｓｔｕｄｙ [Ｊ] . Ｂｏｎｅ Ｊｏｉｎｔ Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ ８(５): １８９－１９８.

[１８] 　 李媛. 糖尿病慢性皮肤溃疡阴证模型建立与回阳生肌膏对糖

尿病阴证溃疡创面不同时相的影响 [Ｄ]. 北京: 北京中医药

大学ꎻ ２０１４.
Ｌｉ Ｙ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ Ｙｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｓｋｉｎ ｕｌｃｅｒ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｕｉｙａｎｇ ｓｈｅｎｇｊｉ ｏｉｎｔｍｅｎｔ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈａｓｅｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ Ｙｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｕｌｃｅｒ ｗｏｕｎｄ [ Ｄ]. Ｂｅｉｊｉｎｇ:
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎻ ２０１４.

[１９] 　 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓ Ｍꎬ Ｋｏｓａｒｉｃ Ｎꎬ Ｂｏｎｈａｍ ＣＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ: ａ
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ [ Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｖꎬ ２０１９ꎬ ９９ ( １ ): ６６５
－７０６.

[２０] 　 房志锐ꎬ 陈璐ꎬ 李春晓ꎬ 等. 芍药苷促进糖尿病创面愈合

[Ｊ] . 中国药理学通报ꎬ ２０１９ꎬ ３５(８): １０８４－１０９１.
Ｆａｎｇ ＺＲꎬ Ｃｈｅｎ Ｌꎬ Ｌｉ ＣＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｕｌｌꎬ ２０１９ꎬ ３５
(８): １０８４－１０９１.

[２１] 　 刘志学ꎬ 余琛琳ꎬ 蔡丽萍ꎬ 等. 人类疾病动物模型制备效果

评价软件应用评测 [Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０１０ꎬ ２０(１０):
２８－３２.
Ｌｉｕ ＺＸꎬ Ｙｕ ＣＬꎬ Ｃａｉ ＬＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｆｏｒ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ
[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１０ꎬ ２０(１０): ２８－３２.
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊｕｎｅ ２０２２

Ｖｏｌ. ３０　 Ｎｏ. ３

常品ꎬ张胜辉ꎬ陈童彤ꎬ等. 经宫颈机械损伤联合脂多糖灌注法构建小鼠宫腔黏连模型 [ Ｊ]. 中国实验动物学报ꎬ ２０２２ꎬ ３０
(３): ４００－４０７.
Ｃｈａｎｇ Ｐꎬ Ｚｈａｎｇ ＳＨꎬ Ｃｈｅｎ ＴＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｅｒｖｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎꎬ ２０２２ꎬ ３０(３): ４００－４０７.
Ｄｏｉ:１０􀆰 ３９６９ / ｊ. ｉｓｓｎ. １００５－４８４７􀆰 ２０２２􀆰 ０３􀆰 ０１３

[基金项目]新乡市科技攻关项目(ＧＧ２０１９０４５)ꎮ
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｘｉｎｘｉａｎｇ Ｃｉｔｙ(ＧＧ２０１９０４５).
[作者简介]常品(１９９０—)ꎬ女ꎬ在读硕士研究生ꎬ研究方向:宫腔粘连ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｐｉｎ２８２６６９９１９＠ １６３. ｃｏｍ
[通信作者]潘莹(１９７０—)ꎬ女ꎬ博士ꎬ研究方向:妇产科学ꎮ Ｅｍａｉｌ:ｐａｎｙｉｎｇ＠ ｘｘｍｕ. ｅｄｕ. ｃｎ

经宫颈机械损伤联合脂多糖灌注法构建小鼠宫腔
黏连模型

常品１ꎬ２ꎬ张胜辉１ꎬ２ꎬ陈童彤２ꎬ３ꎬ孙钰椋２ꎬ４ꎬ张花１ꎬ潘莹１∗ꎬ刘彦礼２ꎬ３ꎬ林俊堂２ꎬ４

(１. 新乡医学院第三附属医院ꎬ河南　 新乡　 ４５３００３ꎻ２. 新乡医学院干细胞与生物治疗技术研究中心ꎬ河南　 新乡　 ４５３００３ꎻ
３. 新乡医学院生命科学技术学院ꎬ河南　 新乡　 ４５３００３ꎻ４. 新乡医学院医学工程学院ꎬ河南　 新乡　 ４５３００３)

　 　 【摘要】 　 目的 　 通过微创的方式ꎬ利用机械损伤联合脂多糖灌注法构建符合临床损伤特征的宫腔黏连

(ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎꎬＩＵＡ)动物模型ꎬ为深入研究 ＩＵＡ 的发病机制、病理变化及探索临床治疗方案提供支持ꎮ 方法

取雌性 ＩＣＲ 小鼠 ２０ 只随机分为 ２ 组(ｎ ＝ １０)ꎬ间苯三酚松弛宫颈后ꎬ造模组动物经宫颈给予宫腔内机械损伤＋脂
多糖(ＬＰＳ)灌注(０􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ假手术组动物仅接受等体积生理盐水灌注ꎮ 分别于术后 ７、１４、２１ ｄ 收集子宫标本ꎬ
常规 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎬ检测子宫内膜形态及纤维化情况ꎻ免疫荧光检测子宫内膜中巨噬细胞(Ｆ４ / ８０)分布ꎬｑＰＣＲ
及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测造模 １４ ｄ 小鼠子宫内膜中炎症因子(ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣４、ＩＬ￣１０ 和 ＩＬ￣６)及子宫内膜容受性相关

标志物(Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 和 ＬＩＦ)的表达变化ꎮ 随后ꎬ取 ２０ 只小鼠随机分为经宫颈机械损伤＋脂多糖灌注组(ｎ ＝ １０)为
造模组和假手术组(ｎ ＝ １０)ꎬ造模 ２ 周后合笼ꎬ记录妊娠母鼠数量ꎻ妊娠约 １８ ｄ 处死母鼠ꎬ记录胚胎数量ꎮ 结果

机械损伤＋脂多糖灌注后小鼠子宫中炎症反应和纤维化程度显著增加ꎮ 其中模型组小鼠子宫内膜厚度较假手术组

显著降低ꎬ子宫内膜细胞坏死明显ꎬ腺体缺失ꎬ腔上皮和腺上皮细胞结构不完整ꎬ组织纤维化严重ꎮ 随后ꎬ检测发现

巨噬细胞标志物 Ｆ４ / ８０ 在模型组小鼠子宫内膜中表达显著上升(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ并且模型组小鼠子宫内膜中促炎因子

ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、和 ＩＬ￣６ 表达显著升高(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ而抑炎因子 ＩＬ￣４、ＩＬ￣１０ 表达明显下降(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 进一步研究发

现子宫内膜容受性标志物 ＬＩＦ 和 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 表达量显著下降(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ且生育实验结果发现妊娠母鼠及胎鼠数

量均显著下降(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 本研究通过微创的方式经宫颈机械损伤＋脂多糖灌注ꎬ成功建立小鼠 ＩＵＡ 模型

构建方法ꎬ符合临床 ＩＵＡ 损伤特征ꎬ可为后续针对 ＩＵＡ 发病机制及治疗方法研究提供稳定的动物模型ꎮ
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　 　 子宫内膜作为具有高度再生能力的组织ꎬ是由

上皮细胞(包括管腔上皮细胞和腺上皮细胞)和支

持间质细胞构成ꎬ其在女性育龄期内经历约 ４００ 多

个周期性的再生与脱落[１]ꎮ 子宫内膜被划分为功

能层和基底层ꎬ内膜表面约 ２ / ３ 厚度为致密层和海

绵层统称功能层ꎬ受卵巢性激素影响发生周期性增

殖和脱落ꎻ而基底层为靠近子宫肌层的约 １ / ３ 厚度

内膜ꎬ不受卵巢性激素影响ꎬ无周期性变化[２]ꎮ 宫

腔粘连(ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎꎬＩＵＡ)是指子宫内膜间

质大部分被纤维组织取代ꎬ功能层被单层上皮细胞

取代ꎬ由于单层柱状上皮细胞对雌激素刺激无反

应ꎬ子宫内膜无法正常再生ꎬ形成纤维性瘢痕组

织[３]ꎮ 已知 ＩＵＡ 的发生主要由不完全流产后的扩

张刮除术、产后出血及选择性流产引起ꎬ其他少见

诱发因素包括子宫肌瘤切除术、诊断刮除术、剖宫

产术、生殖道结核和子宫填塞等[４]ꎮ 随着宫腔镜和

妇科手术的普及ꎬＩＵＡ 的发生率不断上升ꎬ患者主要

表现为月经紊乱ꎬ如闭经、痛经和月经过少ꎬ上述变

化均显著影响胚胎着床ꎬ导致患者出现反复流产或

不孕等生育功能障碍[５]ꎮ 并且 ＩＵＡ 患者常规宫腔

镜手术后所引起的妊娠并发症如:早产、胎盘植入

及产 后 出 血 等ꎬ 严 重 影 响 患 者 的 生 理 和 心 理

健康[６]ꎮ
因此ꎬ建立符合临床损伤特征的 ＩＵＡ 动物模

型ꎬ可为深入研究 ＩＵＡ 的发病机制和病理变化ꎬ探

索临床治疗方法提供重要工具和保障ꎮ 前期研究

大多通过动物开腹后ꎬ利用机械、电凝及酒精等对

模型动物子宫内膜进行损伤ꎬ引发模型动物产生类

似临床 ＩＵＡ 症状[７－９] ꎮ 但通过开腹方式构建 ＩＵＡ
模型ꎬ必须经子宫外侧浆膜层及肌层进入ꎬ会造成

子宫局部全层的损伤ꎬ与临床常见原因造成 ＩＵＡ
的损伤特点存在差异ꎮ 因此ꎬ本构建方法采用小

鼠作为模型动物ꎬ通过微创的方式保留子宫全层

结构ꎬ经宫颈机械损伤＋脂多糖灌注法构建宫腔粘

连模型ꎬ为后续机制及治疗方法研究提供稳定的

动物模型ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

本研究采用 ４０ 只 １０ ~ １２ 周龄 ＳＰＦ 级性成熟

未交配的 ＩＣＲ 雌鼠ꎬ体重 ２８ ~ ３２ ｇꎬ购自北京维通

利华实验动物技术有限公司 【 ＳＣＸＫ (京) ２０２１ －
０００６】ꎮ 所有实验动物均饲养于新乡医学院 ＳＰＦ 级

实验动物中心【ＳＹＸＫ(豫)２０２０－００１１】ꎬ温度 ２０ ~
２５℃ꎬ相对湿度 ３５％ ~ ６５％ꎬ１２ ｈ / １２ ｈ 明暗交替ꎮ
研究中所涉及动物实验操作均获得新乡医学院动

物保护委员会批准(审批号:ＸＹＬＬ￣２０２１０２１５)ꎮ 每

日 ８:００ 行阴道涂片ꎬ显微镜观察阴道上皮细胞的形

态ꎬ确定小鼠动情周期ꎮ 选取正常发情周期为 ５ ｄ
的小鼠进行后续 ＩＵＡ 模型构建ꎬ所有后续操作均在

１０４
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发情期进行ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

脂多糖(ＳＩＧＭＡꎬ美国)、ＨＥ 染色试剂盒(碧云

天ꎬ中国)、Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒(南京凯基生物ꎬ中
国)、兔抗鼠 Ｆ４ / ８０ 单克隆抗体(ＡｂｃａｍꎬＣＩ:Ａ３￣１ꎬ美
国)、兔抗鼠 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 多克隆抗体(ＣＳＴꎬ４７０２ꎬ美
国)、兔抗鼠 ＬＩＦ 多克隆抗体( Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ２６７５７￣ｌ￣
ＡＰꎬ中国)、兔抗鼠 ＩＬ￣１β 单克隆抗体(ＣＳＴꎬＤ３Ｕ３Ｅꎬ
美国)、兔抗鼠 ＩＬ￣６ 单克隆抗体(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ６６１４６￣
１￣Ｉｇꎬ中国)、兔抗鼠 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体(Ａｂｃａｍꎬ
Ｄ１６Ｈ１１ꎬ美国)ꎬ所需引物由金唯智生物科技有限公

司合成ꎮ 荧光显微镜(ＳＤＰＴＯＰꎬ中国)ꎬｑＰＣＲ 仪(伯
乐 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＣＦＸ９６ꎬ美国)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 免疫印迹电

泳仪(伯乐 ＢＩＯ￣ＲＡＤ Ｐｏｗｅｒｐａｃ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌꎬ美国)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＩＵＡ 模型构建

本模型构建方法以机械搔刮引起的物理损伤ꎬ
以及脂多糖诱导的急性炎症反应为基础[１０]ꎬ以灌胃

针损伤联合脂多糖灌注ꎬ模拟临床 ＩＵＡ 的发病原

因ꎬ构建小鼠 ＩＵＡ 模型ꎮ 所有模型构建操作均由同

一名实验人员进行ꎬ具体步骤:使用呼吸麻醉机ꎬ２％
~ ３％浓度异氟烷麻醉小鼠ꎬ１􀆰 ５％ ~ ２％浓度异氟

烷维持麻醉效果ꎬ操作过程中小鼠保持自然呼吸与

心跳ꎻ麻醉成功后ꎬ４％间苯三酚(０􀆰 ０２ ｍｇ / ｇ)肌肉注

射松弛宫颈肌肉ꎬ２ ｍｉｎ 后使用连接注射器的小鼠

灌胃针从小鼠阴道进入ꎬ探查宫颈松弛后进入小鼠

右侧子宫角约 １ ｃｍꎮ 造模组实验动物分别从 ４ 个

不同方向(前、后、左、右)反复搔刮 ３０ 次小鼠子宫

内膜ꎬ然后灌注 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ 的脂多糖溶液(体积为

５０ μＬ)ꎻ假手术组实验动物接受等体积(５０ μＬ)生
理盐水灌注ꎮ 实验动物分别于术后 ７、１４、２１ ｄ 在全

处死取材ꎬ取右侧受损子宫组织ꎬ部分组织经多聚

甲醛固定后ꎬ常规石蜡包埋ꎬ取损伤区中央部位组

织连续切片(４ μｍ)ꎬ用于形态观察及组化实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＨＥ 染色

石蜡切片常规脱蜡ꎬ将载玻片浸入二甲苯中(３
ｍｉｎꎬ２ 次)ꎬ苏木素染核 ５ ｍｉｎꎬ伊红染细胞质 ３ ｍｉｎꎬ
随后分别在不同浓度的乙醇中脱水(１００％ꎬ１００％ꎬ
９５％ꎬ９５％ꎬ７５％和 ０％)ꎬ中性树胶封片ꎮ 使用正置

生物显微镜观察组织形态并拍照ꎬ随后利用显微镜

的测微标尺测量子宫内膜厚度ꎬ每组随机选取 ５ 个

切片ꎬ每个切片随机选取 ５ 个视野进行测量ꎬ计算子

宫内膜厚度ꎬ求取平均值ꎻ同时ꎬ在显微镜下统计视

野中腺体数量ꎬ求取平均值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

石蜡切片常规脱蜡ꎬ苏木精染核 ５ ｍｉｎꎬ水洗ꎬ丽
春红酸性复红液染 １０ ｍｉｎꎬ１％磷钼酸水溶液分化 ２
ｍｉｎꎬ苯胺蓝液染 ２ ｍｉｎꎮ 弱酸工作液冲洗 １ ｍｉｎꎬ无
水乙醇脱水ꎬ 中性树胶封片ꎮ 随后ꎬ 随机采集

Ｍａｓｓｏｎ 染色切片中 ５ 个视野ꎬ用 ＩＰＰ ( Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ Ｓｏｆｔｗａｒｅ)软件量化每个视野下子宫内膜纤

维化面积比例ꎬ即内膜间质纤维化面积占子宫内膜

面积的百分比ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫荧光

石蜡切片常规脱蜡、酒精梯度孵育复水ꎬ抗原

修复ꎻ使用封闭缓冲液封闭标本 ６０ ｍｉｎꎬ４℃ 一抗

(Ｆ４ / ８０ꎬ１: ２００)孵育过夜ꎻ使用荧光二抗ꎬ室温下孵

育 １ ｈ 后ꎬｄｄＨ２Ｏ 冲洗 ３ 次ꎻ用 ＤＡＰＩ 复染 ５ ｍｉｎ 后ꎬ
荧光显微镜观察并拍照ꎮ 进一步ꎬ随机采集 Ｆ４ / ８０
免疫荧光切片中各 ５ 个视野ꎬ用 ＩＰＰ 软件对阳性染

色区域的累计光密度进行量化ꎬ比较组间平均光密

度差异ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ｑＰＣＲ

收集 小 鼠 子 宫 样 本ꎬ 按 ＲＮＡ 的 提 取 试 剂

(ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ)说明提取样本总 ＲＮＡꎬ所提取的样品

ＲＮＡ Ａ２６０ / Ａ２８０ > １􀆰 ８ꎮ 取 ５００ ｎｇ 定量后总 ＲＮＡ
样品ꎬ 利 用 反 转 录 试 剂 盒 ( Ａｌｌ￣Ｉｎ￣Ｏｎｅ ５Ｘ ＲＴ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ) 合 成 ｃＤＮＡꎮ 采 用 Ａｌｌ￣Ｉｎ￣Ｏｎｅ ５Ｘ ＲＴ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ Ｋｉｔ 推荐的 ２０ μＬ 体系ꎬ引物(１０ ｐｍｏｌ / Ｌ)
用量为 １ μＬꎬ相关引物见表 １[１１]ꎮ 实时 ＰＣＲ 反应

在 ＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)上完成ꎬ反应条件为:９４℃
预变性 ３０ ｓꎬ４０ 个循环(９４℃变性 １５ ｓꎬ６０℃退火 ４５
ｓꎬ７２℃延伸 ４５ ｓ)ꎬ７２℃后延伸 ５ ｍｉｎꎮ 数据处理使

用较常见的 ２－△△Ｃｔ 法ꎬ以小鼠 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ
假设对照组 ｍＲＮＡ 表达量为 １ꎬ样本中相关 ｍＲＮＡ
表达量以倍数变化表示ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

收集造模 １４ ｄ 小鼠子宫组织ꎬ使用含蛋白酶抑

制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白ꎬＢＣＡ 法检测蛋白

浓度ꎻ取 ２５ μｇ 总蛋白每孔在 １０％ ~ １２％ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离ꎬ３００ ｍＡ 恒流转模 １ ｈꎬ５％
ＢＳＡ 室温封闭 ２ ｈꎬ４℃ 一抗(ＧＡＰＤＨ、Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３、
ＬＩＦ、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６)分别孵育过夜ꎬ室温二抗孵育

２ ｈꎻＥＣＬ 发光后凝胶成像仪采集图片ꎮ Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件分析目的条带灰度值ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参标准分

析目的蛋白的表达水平ꎮ

２０４
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表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＰＣＲ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
寡核苷酸序列(５’￣３’)

Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’￣３’)
大小(ｂｐ)
Ｓｉｚｅ(ｂｐ)

白细胞介素￣１β
ＩＬ￣１β

Ｆ:ＴＣＡＴＧＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＡＣＣＴＧＣＴ
Ｒ:ＣＣＣＡＴＡＣＴＴＴＡＧＧＡＡＧＡＣＡＣＧＧＡＴＴ

５０２

肿瘤坏死因子￣α
ＴＮＦ￣α

Ｆ:ＧＧＣＡＧＧＴＣＴＡＣＴＴＴＧＧＡＧＴＣＡＴＴＧＣ
Ｒ:ＡＣＡＴＴＣＧＡＧＧＣＴＣＣＡＧＴＧＡＡＴＴＣＧＧ

３０７

白细胞介素￣４
ＩＬ￣４

Ｆ:ＣＧＡＡＧＡＡＣＡＣＣＡＣＡＧＡＧＡＧＴＧＡＧＣＴ
Ｒ:ＧＡＣＴＣＡＴＴＣＡＴＧＧＴＧＣＡＧＣＴＴＡＴＣＧ

１８０

白细胞介素￣１０
ＩＬ￣１０

Ｆ:ＡＣＣＴＧＧＴＡＧＡＡＧＴＧＡＴＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡ
Ｒ:ＣＴＡＴＧＣＡＧＴＴＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧＴＣＡＡＡ

２３７

β￣肌动蛋白
β￣ａｃｔｉｎ

Ｆ:ＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＣ
Ｒ:ＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧ

３４８

注:Ａ:ＨＥ 染色后显微镜观察显微形态ꎻＢ、Ｃ:定量子宫内膜厚度及子宫内膜腺体数ꎻ与假手术组相比ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 １　 机械损伤联合脂多糖灌注对小鼠子宫形态学改变的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｍｉｃｒｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｆｔｅｒ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｂꎬ Ｃ. Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｌａｎｄｓ

ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

１􀆰 ２􀆰 ７　 生育力检测

取 ２０ 只实验小鼠随机分为造模组和假手术组

(ｎ ＝ １０)ꎮ 造模结束 ２ 周后与 ８ 周龄已确定过生育

能力的成年雄鼠合笼 ３０ ｄꎬ实验周期从合笼第 １ 天

开始ꎬ持续观察至 ６０ ｄꎮ 以合笼后阴道涂片见精子

为妊娠第 １ 天ꎬ同时观察雌鼠体重及腹形变化ꎬ于妊

娠约第 １８ 天开腹探查受试雌鼠双侧子宫的受孕情

况ꎬ统计每组孕鼠及胚胎数量ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎬ
数据用平均值 ± 标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎮ 两组间均值

比较采用独立样本 ｔ 检验ꎻ多组间均值比较采用单

因素 ＡＮＯＶＡ 中的 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检验ꎬＰ < ０􀆰 ０５ 表示差异

具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 机械损伤联合脂多糖灌注显著损坏小鼠子宫

内膜形态

ＨＥ 染色结果显示子宫内膜的形态明显改变ꎬ

如图 １Ａꎬ１Ｂ 和 １Ｃ 所示:假手术组小鼠子宫内膜结

构整齐ꎬ上皮细胞结构完整ꎬ间质中腺体丰富ꎮ 而

造模组小鼠在损伤 ７ ｄ 后子宫内膜变薄ꎬ腺体分布

稀疏ꎬ且腺体数量显著减少(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ同时间质细

胞增生、水肿ꎬ并存在明显炎性细胞浸润ꎮ 而损伤

１４ ｄ 的造模组小鼠子宫内膜明显变薄(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ
腺体数显著减少(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ腔上皮和腺上皮细胞

结构不完整ꎬ纤维细胞和成纤维细胞的数量增加ꎬ
同时炎症细胞浸润增强ꎬ宫腔被异常增生组织分割

为多个腔体ꎮ 进一步ꎬ损伤 ２１ ｄ 的造模组小鼠子宫

内膜腺体数显著减少(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ腺腔内有较多蛋

白性分泌物ꎬ腺腔扩张ꎬ多灶微脓肿形成ꎬ同时炎症

反应严重ꎬ粘膜层及子宫壁肌层有大量炎性细胞浸

润ꎬ部分子宫内膜腺体凝固性坏死ꎬ可见宫腔粘连

的形成ꎮ
２􀆰 ２　 机械损伤联合脂多糖灌注显著增加小鼠子宫

内膜纤维化程度

Ｍａｓｓｏｎ 染色用来检测 ＩＵＡ 模型中受损子宫内

膜的纤维化程度ꎬ结果如图 ２Ａ 所示:假手术组子宫

３０４
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内膜完整ꎬ粘膜及粘膜下层ꎬ血管和平滑肌被染成

深红色ꎬ基质胶原纤维呈蓝色ꎬ梭状排列ꎬ小鼠子宫

组织纤维化程度较低ꎮ 而造模组小鼠子宫纤维化

程度随损伤时间延长而显著增加 (图 ２Ｂꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ间质纤维组织增加ꎬ胶原蛋白聚集ꎬ且明显

可见因间质细胞过度修复而发生的宫腔粘连ꎮ
２􀆰 ３　 机械损伤联合脂多糖灌注显著引起小鼠子宫

内膜炎症反应

Ｆ４ / ８０ 作为经典的巨噬细胞特异性表面抗原ꎬ
在组织发育、创面愈合、血管生成等方面发挥重要

作用ꎬ且与组织炎症反应密切相关[１２] ꎮ 免疫荧光

结果如图 ３ 所示:与假手术组相比ꎬ造模组小鼠子

宫 内 膜 中 Ｆ４ / ８０ 阳 性 表 达 率 显 著 增 加 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ随后相关炎症因子在基因(图 ４Ａ)及蛋白

(图 ４Ｂꎬ４Ｃ)水平上的变化结果也肯定了模型组小

鼠子宫内膜中炎症反应显著增加ꎮ 其中ꎬ造模 １４
ｄ 后模型组小鼠子宫内膜组织中促炎因子 ＩＬ￣１β
和 ＴＮＦ￣α 的基因表达显著升高ꎬ而抑炎因子 ＩＬ￣４
和 ＩＬ￣１０ 基因表达则明显下降(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ与基因

表达结果一致ꎬ造模组小鼠子宫内膜中 ＩＬ￣１β 和

ＩＬ￣６ 蛋白表达水平也显著上调(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 上述

结果表明机械损伤联合脂多糖灌注后所引发的细

胞损伤可显著募集炎症细胞ꎬ大量释放炎症因子ꎬ
加剧炎症反应ꎮ

注:Ａ:Ｍａｓｓｏｎ 染色评估纤维化ꎻＢ:用 ＩＰＰ 软件定量子宫纤维化百分率(蓝色染色)ꎻ与假手术组相比ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 ２　 机械损伤联合脂多糖灌注对小鼠子宫组织纤维化的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｂ. Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ( ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ) ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＩＰＰ ｓｏｆｔｗａｒｅ.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

注:Ａ:采用常规免疫荧光法检测机械损伤联合脂多糖灌注小鼠子宫内 Ｆ４ / ８０ 的表达ꎻＢ:用 ＩＰＰ 软件定量子宫内 Ｆ４ / ８０ 的表达ꎻ与假手术组相

比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 ３　 机械损伤联合脂多糖灌注对小鼠子宫巨噬细胞的激活作用

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆ４ / ８０ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ. Ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆ４ / ８０ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＩＰＰ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ∗ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ
∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
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注:Ａ:ｑＰＣＲ 检测机械损伤联合脂多糖灌注小鼠子宫内 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣４ 和 ＩＬ￣１０ 的表达ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测机械损伤联合脂多糖灌注小鼠子

宫内 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 的表达ꎻＣ:用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 在子宫中的表达ꎻ与假手术组相比ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 ４　 机械损伤联合脂多糖灌注对小鼠子宫中炎症相关因子的表达的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣４ ａｎｄ ＩＬ￣１０ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ. Ｂ. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＩＬ￣１β ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ. Ｃ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＩＬ￣１β ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｉｍａｇｅ Ｊ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

２􀆰 ４　 机械损伤联合脂多糖灌注显著降低小鼠生育

能力

注:Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测机械损伤联合脂多糖灌注小鼠子宫内 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３、ＬＩＦ 的表达ꎻＢ:用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 在子宫中的表达ꎻＣ:假

手术组与模型组小鼠生育效果ꎻＤꎬＥ:记录并分析妊娠小鼠及胚胎数量ꎻ与假手术组相比ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ꎮ

图 ５　 机械损伤联合脂多糖灌注对小鼠生育能力的影响

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ ａｎｄ ＬＩＦ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ. Ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ ａｎｄ ＬＩＦ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｉｍａｇｅ Ｊ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｃ. Ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ Ｅ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ
∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ

蛋白水平检测发现造模组小鼠子宫组织中与

子宫内膜容受性相关蛋白(Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 和 ＬＩＦ)的表

达较假手术组显著降低(图 ５Ａꎬ５Ｂ)ꎮ 随后的生育

力检测结果(图 ５Ｃꎬ５Ｄ)显示ꎬ与假手术组相比ꎬ造

５０４
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模组小鼠妊娠率及子宫内胎鼠数量均显著减少(Ｐ
< ０􀆰 ０５)ꎬ并且部分造模组小鼠子宫局部损伤过度ꎬ
导致宫腔封闭ꎬ妊娠失败ꎻ而假手术组小鼠子宫两

侧均有胚胎植入ꎬ胚胎排列紧凑ꎬ植入数量较多ꎮ
该结果表明机械损伤联合脂多糖灌注后严重影响

母鼠生育能力ꎬ使妊娠母鼠及胎鼠数量均显著下降ꎮ

３　 讨论

ＩＵＡ 所引起盆腔疼痛、月经异常、反复妊娠损失

和不孕ꎬ对患者的生活造成严重影响[１２]ꎮ 因此ꎬ为
深入研究 ＩＵＡ 的发病机制及临床预防和治疗措施ꎬ
各种制备 ＩＵＡ 动物模型的方法相继被建立ꎮ 早在

１９７３ 年ꎬＳｃｈｅｎｋｅｒ 等[１３]将 １０％福尔马林溶液注入子

宫腔ꎬ引起子宫内膜损伤ꎬ纤维组织增生和子宫腔

闭塞ꎮ 随后ꎬＰｏｌｉｓｈｕｋ[１４]以家兔为模型动物ꎬ用器械

刮取子宫内膜ꎬ模拟临床常见的不完全流产后的刮

宫术ꎬ可以观察到子宫内膜在不使用雌激素和孕激

素的情况下在 ３ ｄ 内完全修复ꎬ该研究表明对于单

纯机械损伤的非妊娠动物ꎬ很难建立理想的 ＩＵＡ 动

物模型ꎮ Ｘｕ 等[１５] 通过对 ２１ 只新西兰兔进行子宫

内膜电凝损伤ꎬ虽然在造模后 ７ ~ １４ ｄ 内能有效引

起子宫内膜的破坏ꎬ但造模后 ２８ ｄ 的组织病理学检

查显示子宫内膜已部分再生并且纤维化程度不明

显ꎮ 尽管上述物理或化学方法可对子宫内膜造成

不同程度的损害ꎬ但由于子宫内膜较强的再生能

力ꎬ单纯损伤后难以建立符合临床特征的 ＩＵＡ 模型

动物模型[１６]ꎮ
而临床上 ＩＵＡ 的发生通常是由于创伤加感染

联合导致的ꎬ任何破坏子宫内膜基底层的创伤均可

能导致 ＩＵＡ 的发生ꎬ包括流产、刮宫和宫腔镜手术

等[１７]ꎮ 已知子宫内膜基底层受损后ꎬ若子宫内膜不

能有效再生ꎬ宫腔将出现瘢痕粘连等ꎻ并且研究表

明炎症反应在子宫内膜损伤后的异常修复中扮演

着重要角色ꎬ促进 ＩＵＡ 的发生发展[１８]ꎮ 而巨噬细胞

作为免疫应答的第一道防线ꎬ可通过识别清除病原

体、杀伤靶细胞、抗原提呈、免疫调节等功能维持机

体的稳态ꎬ但其过度的聚集和活化会导致机体的免

疫紊乱ꎬ引发组织损伤[１９]ꎮ 目前ꎬ脂多糖常被用于

构建诸如肺炎ꎬ败血症和子宫内膜炎等疾病的动物

实验模型ꎬ其诱导的巨噬细胞等释放的促炎因子造

成的级联反应可引起组织细胞的损伤[２０]ꎮ 本研究

结果表明造模组动物子宫内膜损伤后巨噬细胞在

子宫内膜损伤中大量聚集及活化ꎮ 并且ꎬ脂多糖与

可通过与 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ 结合后激活细胞旁分泌途

径ꎬ促进 ＩＬ￣１ 及 ＩＬ￣６ 等促炎因子的分泌[２１－２２]ꎮ 此

外ꎬ前期报道中 ＩＵＡ 造模方法大多需要开腹手术ꎬ
造成子宫内膜全层损伤ꎬ而该造模方法与多数引起

ＩＵＡ 的临床上发病原因具有明显差异ꎻ并且造模过

程中增加实验人员操作难度的同时ꎬ开腹手术及子

宫内膜全程损伤所引起的炎症反应对后续实验结

果的可靠性存在不确定因素ꎮ
因此ꎬ基于前期研究结果和经验ꎬ本研究通过

微创的方式经药物(间苯三酚)松弛宫颈后ꎬ利用机

械损伤联合脂多糖灌注来模拟临床上 ＩＵＡ 的发生ꎮ
后续组织水平实验结果显示:造模组小鼠子宫内膜

厚度明显变薄ꎬ腺体数量显著减少ꎻ且纤维化程度

随着取材时间的延长而显著加重ꎬ同时宫腔被间质

增生组织分隔为多个腔隙ꎻ进一步检测结果表明造

模组小鼠子宫内膜组织中巨噬细胞数量显著增加ꎬ
而且在损伤 １４ ｄ 后子宫内膜中促炎因子 ＩＬ￣１β、
ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 表达水平显著上调ꎬ而抑炎因子 ＩＬ￣４
和 ＩＬ￣１０ 表达水平明显下调ꎬ表明机械损伤联合脂

多糖灌注后造模组小鼠子宫内膜出现明显的炎症

反应ꎮ 此外ꎬ回顾性研究显示子宫相关手术其与不

孕之间存在因果关系[２３－２５]ꎮ 而 Ｉｎｔｅｇｒｉｎ β３ 及其受

体和 ＬＩＦ 表达水平是生殖功能的重要指标ꎬ其与子

宫内膜容受性低引起的反复不孕及妊娠损伤密切

相关[２６－２７]ꎮ 因此ꎬ本模型除观察统计子宫内膜形态

和腺体的数量外ꎬ对造模组小鼠的子宫内膜容受性

及生育力进行评估ꎬ作为动物模型构建成功的重要

参数ꎬ进一步生育力检测结果也显示机械损伤联合

脂多糖灌注后严重影响母鼠生育能力ꎬ使妊娠母鼠

及胎鼠数量均显著下降ꎮ
综上ꎬ本研究通过微创的方式ꎬ经机械损伤联

合脂多糖灌注成功诱导 ＩＵＡ 的发生发展ꎬ随后的体

外及体内实验结果证明本方法所构建模型特征符

合临床上 ＩＵＡ 病理特征ꎬ为深入研究 ＩＵＡ 的发病机

制、病理变化以及探索临床治疗方案提供支持ꎮ
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转基因人源化 ＡＣＥ２ 裸小鼠模型的建立
孙路ꎬ付函君ꎬ刘云鹏ꎬ武婧ꎬ林凯丽ꎬ石桂英ꎬ王敬竹ꎬ孙井江ꎬ高虹∗

(中国医学科学院医学实验动物研究所ꎬ北京　 １０００２１)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠为背景的人源化 ＡＣＥ２(ｈＡＣＥ２)转基因裸小鼠动物模型ꎮ 方法

利用 ｈＡＣＥ２ 转基因小鼠与雄性 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠杂交获得 Ｆ１ 代ꎬ将 Ｆ１ 代 ｈＡＣＥ２ 小鼠与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠

回交获得 Ｆ２ 代ꎬ再将 Ｆ２ 代 ｈＡＣＥ２ 小鼠互交获得 Ｆ３ 代 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠ꎮ 对 Ｆ３ 代中 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠的

生长发育、生理指标及免疫指标与 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生型小鼠、ｈＡＣＥ２ 小鼠和 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠对比分析ꎮ 结果

(１)ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠生长发育指标与 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生型小鼠、ｈＡＣＥ２ 小鼠和 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠无明显差异ꎮ
(２)ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠生理指标中ꎬ建立的 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠相似ꎬ病理解剖观察发

现ꎬ小鼠体内均无胸腺ꎮ 脏器系数结果与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠比较ꎬ脾系数和肝系数出现显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
血常规检测指标与 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生型小鼠、ｈＡＣＥ２ 小鼠比较ꎬ中性粒细胞百分比(ＮＥＵ)、淋巴细胞百分比(ＬＹＭ)和
单核细胞百分比(ＭＯＮＯ)均出现显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ (３)ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠免疫指标中ꎬ与 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生

型小鼠和 ｈＡＣＥ２ 小鼠比较ꎬＣＤ４５＋ＣＤ３＋、ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ４５＋ＣＤ１１Ｂ＋和 ＣＤ４５＋ＮＫ＋均出现显著差异(Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎬ与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠无明显差异ꎮ 结论　 成功建立了 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 为背景的 ｈＡＣＥ２ 转基因免疫缺陷裸

小鼠动物模型ꎮ
【关键词】 　 宿主血管紧张素转换酶 ２ꎻ转基因ꎻ人源化ꎻ裸小鼠
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(Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (ＣＡＭＳ)ꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２１ꎬ Ｃｈｉｎａ)
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＧＡＯ Ｈｏｎｇ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｇａｏｈｏｎｇｄｗｓ＠ ａｌｉｙｕｎ. ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ＡＣＥ２ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ａｇａｉｎｓｔ ａ ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ
ｍｏｕｓｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｅｍａｌｅ ｈｕｍａｎ ＡＣＥ２ (ｈＡＣＥ２) ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｌｅ ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ
ｍｉｃｅ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ａｎ Ｆ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ａｎ Ｆ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｂａｃｋｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｆ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｈＡＣＥ２ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ
ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ Ｆ３ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｒｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｆ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｈＡＣＥ２ ｍｉｃｅ. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ Ｆ３ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｉｃｅꎬ ｈＡＣＥ２ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ
ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓꎬ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 (１)Ｔｈｅｒｅ
ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｉｃｅꎬ ｈＡＣＥ２ ｍｉｃｅꎬ ｏｒ
ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ. (２) ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｈａｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｔｏ
ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｌａｃｋｅｄ ｔｈｙｍｕｓｅｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｄｅｘｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈＡＣＥ２
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ( Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｒｏｕｔｉｎｅ ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌꎬ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅꎬ ａｎｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ
ｍｉｃｅ ａｎｄ ｈＡＣＥ２ ｍｉｃｅ (Ｐ < ０􀆰 ０１). (３)Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈＡＣＥ２
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｈＡＣＥ２ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ＣＤ３ꎬ ＣＤ４ꎬ ＣＤ１１Ｂꎬ
ａｎｄ ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ ｂｕｔ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ
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ｍｉｃｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ Ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｌｉｎｅ ｏｆ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａ ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ
ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ￣ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ２ꎻ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃꎻ ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎꎻ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 宿 主 血 管 紧 张 素 转 换 酶 ２ ( ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ￣
ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ２ꎬＡＣＥ２)是一种锌金属蛋白酶ꎬ在
肺、肠胃及大脑等组织中广泛表达[１]ꎮ ＡＣＥ２ 是

ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ２ 及 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ 的受体ꎬ在研究 ＳＡＲＳ 发

病机制和抗病毒药物的评价具有重要作用ꎬ也是本

次新型冠状病毒的药物治疗及疫苗研发靶点[２－５]ꎮ
早在 ２００３ 年ꎬ研究者建立了人源化 ＡＣＥ２(ｈＡＣＥ２)
转基因小鼠动物模型[６]ꎮ 由于裸小鼠具有 Ｔ 细胞

缺乏的免疫缺陷等特点ꎬ本研究试图建立一种携带

ｈＡＣＥ２ 基因的免疫缺陷啮齿类模型ꎬ为研发抗

ＳＡＲＳ￣Ｃｏｖ２ 病毒药物和疫苗提供具有免疫缺陷的动

物模型ꎮ

注:Ｇｇ:ｈＡＣＥ２ 杂合子ꎻＧＧ:ｈＡＣＥ２ 纯合子ꎻｎｕｎｕ:裸鼠纯合子ꎮ

图 １　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠培育方案

Ｎｏｔｅ. Ｇｇ. ｈＡＣＥ２ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｓ. ＧＧ. ｈＡＣＥ２ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ. ｎｕｎｕ. Ｎｕｄｅ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｃｈｅｍｅ ｏｆ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠ꎬ雄性ꎬ１０ 周

龄ꎬ２３ ~ ２５ ｇꎬ购买于北京华阜康生物科技股份有

限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１９－０００８】ꎮ ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ
野生型小鼠ꎬ １０ 周龄ꎬ ２３ ~ ２５ ｇꎬ ６ 只ꎻ ＳＰＦ 级

ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠ꎬ１０ 周龄ꎬ２３ ~ ２５ ｇꎬ６ 只ꎬ购
买于斯贝福(北京)生物技术有限公司【ＳＣＸＫ(京)
２０１９－００１０】ꎮ ＳＰＦ 级 Ｋ１８－ｈＡＣＥ２ 转基因小鼠ꎬ雌
性ꎬ１０ 周龄ꎬ２３ ~ ２８ ｇꎬ１０ 只ꎬ由中国医学科学院医

学实验动物所【ＳＣＸＫ(京)２０１９－００１１】提供ꎮ

实验动物饲养于中国医学科学院医学实验动

物所动物屏障环境【ＳＹＸＫ(京)２０１９－００１４】ꎬ设施温

度为 ２１ ~ ２６℃、相对湿度为 ４０％ ~ ７０％、最小静压

差 ≤ １０ Ｐａ、动物光照为 １５ ~ ２０ ｌｘꎮ 实验动物饲养

于该设施独立通风笼( ＩＶＣ)中ꎬ实验动物饲养方法

严格按照 ＧＢ１４９２５－２０１０ 执行ꎬ实验动物操作按照

«实验动物使用及实验规程国家标准»执行ꎮ 所有

操作均通过中国医学科学院医学实验动物所实验

动物福利伦理审查委员会的批准(ＧＨ２００１７)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器

本研究中主要仪器为全自动血液分析仪(西门

子 ＳＧ９０００ / ＡＤＶ７Ａ２１２０ｉ)、流式细胞仪 ( ＢＤ ＬＳＲＩＩ
Ｆｏｒｔｅｓｓａ)、离心机(Ｔｈｅｒｍｏ Ｐｉｃｏ１７)、动物多功能麻醉

机(合浦工贸 ＨＯＰＥ￣ＭＥＤ ８１６０)、小鼠独立回风饲

养系统 ＩＶＣ(苏州顾创 ＦＭ１－１０８)、分析天平(赛多

利斯 ＧＬ３２３ｉ￣ＩＳＣＮ)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠的建立

ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠的培育方式如图 １ꎮ 首

先ꎬ采用雌性 ｈＡＣＥ２＋ / －小鼠与雄性 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸

小鼠按照 １ ∶ １ 的比例杂交获得 Ｆ１ 代小鼠ꎻ筛选 Ｆ１
代雌性 ｈＡＣＥ２＋ / －小鼠与雄性 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠

按照 １ ∶ １ 的比例回交获得 Ｆ２ 代ꎻ筛选 Ｆ２ 代

ｈＡＣＥ２＋ / －小鼠中雄性裸小鼠与雌性 ｈＡＣＥ２＋ / － 有毛

小鼠互交获得 Ｆ３ 代ꎬ在 Ｆ３ 代中获得稳定遗传的

９０４
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ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠ꎮ 各代仔鼠出生 ２１ ｄ 后断奶

分笼饲养ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠的筛选

对各代 ６ ~ ７ 日龄小鼠进行剪趾顺序编号ꎬ取 ２
~ ５ ｍｍ 鼠尾于 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ通过高盐法提取

ＤＮＡꎬ通过 ＰＣＲ 反应扩增 ＤＮＡꎬ琼脂糖凝胶电泳进

行 ＤＮＡ 鉴 定 ( ＰＣＲ 引 物 为 ｈ￣ＡＣＥ２￣ＭＡ￣ｓ１: ５ ’￣
ＧＧＡＣＡＡＧＴＴＴＡＡＣＣＡＣＧＡＡＧＣＣ￣３ ’ꎻ ｈ￣ＡＣＥ２￣ＭＡ￣
ａｓ１: ５ ’￣ＣＡＧＣＴＧＡＡＧＣＴＴＧＡＣＴＧＴＧＡＧＡＴ￣３’)ꎮ 根

据以上结果筛选出 ｈＡＣＥ２ 基因为阳性的 ｈＡＣＥ２ 转

基因裸小鼠ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 实验分组

实验中ꎬ取 ２ 月龄、５ 月龄的 Ｆ３ 代 ｈＡＣＥ２ 转基

因裸小鼠(Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２) ６ 只作为实验组ꎻ取 ２ 月

龄、５ 月龄的 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生型小鼠 ( Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣
ＷＴ)、Ｋ１８￣ｈＡＣＥ２ 小鼠( ｈＡＣＥ２)、ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸

小鼠(ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ)各 ６ 只作为对照组ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠生理指标的测定

(１)ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠表型及生长指标的测

定:自 Ｆ２ 代雌鼠见栓起ꎬ对孕鼠状态进行记录ꎮ Ｆ３
代小鼠出生后对 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠的体重、身
长、尾长等生长发育指标进行记录ꎮ

(２)ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠脏器系数的测定:取
Ｆ３ 代 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠(Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２)作为实

验组ꎬ取 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生型小鼠 ( Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ)、
ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠(ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ)作为对照组ꎮ
小鼠称量体重后ꎬ由眼眶静脉丛采血ꎬ随后进行病

理解剖观察ꎬ采取肝、脾、肾、心脏、肺、脑等脏器并

称重ꎮ 脏器系数计算公式:脏器系数 ＝ 脏器重量
体重

(ｍｇ / ｇ)ꎮ 通过统计学分析ꎬ与对照组进行脏器系数

间差异比较ꎮ
(３)ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠血常规检测:取 Ｆ３ 代

ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠(Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２)作为实验组ꎬ
取 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生型小鼠 ( Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ)、 Ｋ１８￣
ｈＡＣＥ２ 小 鼠 ( ｈＡＣＥ２ )、 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸 小 鼠

(ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ)作为对照组ꎮ 通过血液分析仪进行

血样血细胞分析ꎬ与对照组进行差异比较ꎮ
(４)ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠免疫指标的测定:取

Ｆ３ 代 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠(Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２)作为实

验组ꎬ取 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生型小鼠 ( Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ)、
Ｋ１８￣ｈＡＣＥ２ 小鼠 ( ｈＡＣＥ２)、 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠

(ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ)作为对照组ꎮ 通过流式细胞术检测

Ｔ 细胞总量占白细胞总量百分比(ＣＤ４５＋ＣＤ３＋)ꎬ辅

助 Ｔ 细胞量占 Ｔ 细胞总量百分比(ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ４
＋)ꎬ细胞毒 Ｔ 细胞量占 Ｔ 细胞总量百分比(ＣＤ４５＋
ＣＤ３＋ＣＤ８＋)ꎬ单核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞总

量占白细胞总量百分比(ＣＤ４５＋ＣＤ１１Ｂ＋)等指标ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计学处理ꎬ各组数

据在分析前进行正态性检验和方差分析ꎬ正态分布

数据以平均值 ± 标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎮ 两组均数比

较采用 ｔ 检验ꎬ多组均数比较采用单因素方差分析ꎬ
以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠的筛选

Ｆ３ 代共育有小鼠 ４４ 只ꎬ通过 ＰＣＲ 反应和琼脂

糖凝胶电泳进行基因型鉴定ꎬｈＡＣＥ２ 基因阳性率为

５０％ꎮ ｈＡＣＥ２ 基因阳性小鼠中ꎬ不同肤色的裸小鼠

共占 ３６􀆰 ３％ꎮ
２􀆰 ２　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠表型

ｈＡＣＥ２ 转基因小鼠 ( Ｆ０ 代) 与雄性 ＢＡＬＢ / ｃ￣
Ｎｕｄｅ 裸小鼠杂交获得的 Ｆ１ 代小鼠被毛均表现为棕

色毛发ꎻＦ２ 代小鼠被毛共有 ４ 种表型ꎬ分别为白色

毛发小鼠、棕色毛发小鼠、裸色裸小鼠、黑色裸小鼠

(见图 ２)ꎮ Ｆ３ 代表型与 Ｆ２ 代相同ꎬ其中 ｈＡＣＥ２ 转

基因裸小鼠共有 ２ 种表现型ꎬ被毛肤色为裸色裸小

鼠和黑色裸小鼠ꎮ
Ｆ３ 代 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠哺乳期生长情况见

图 ３ꎬ新生 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠为粉红色ꎬ双眼未

睁ꎬ耳廓与皮肤相连ꎬ脚趾粘连在一起ꎬ四肢和躯干

向腹部蜷缩ꎮ 仔鼠在 ３ 日龄前后耳廓张开ꎬ７ 日龄

前后脚趾完全张开、皮肤变厚部分出现褶皱ꎬ９ 日龄

前后下门齿生长ꎬ１５ 日龄前后睁眼ꎬ２１ 日龄前后活

动自如ꎬ可自行采食饮水ꎮ 黑色裸小鼠 ７ 日龄前后

肤色由粉红色逐渐转变为暗黑色ꎬ８ 周龄时四肢及

面部出现暗黑色变淡的现象ꎬ１６ 周龄前后全身颜色

退至裸色ꎬ其余表型无差异ꎮ
２􀆰 ３　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠生理指标

２􀆰 ３􀆰 １　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠生长发育指标

Ｆ３ 代 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠由阳性 Ｆ２ 代

ｈＡＣＥ２ 转基因小鼠互交繁殖获得ꎮ 在实验期间ꎬＦ２
代母鼠妊娠期为(１７􀆰 ８ ± １􀆰 ７)ｄꎬ哺乳期为 ２１ ｄꎮ Ｆ２
代母鼠共产 ５ 胎次ꎬ产仔数量共计为 ４４ 只ꎬ每只产

胎( ８􀆰 ８ ± １􀆰 ５ ) 只ꎬ 其中裸色裸小鼠出生率为

５４􀆰 ５％ꎬ黑色裸小鼠出生率为 ６􀆰 ８％(见表 １)ꎮ

０１４



中国实验动物学报 ２０２２ 年 ６ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＪｕｎｅ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３０ꎬ Ｎｏ. ３

图 ２　 Ｆ０ / Ｆ１ / Ｆ２ / Ｆ３ 代 ｈＡＣＥ２ 转基因小鼠表型

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｏｆ Ｆ０ / Ｆ１ / Ｆ２ / Ｆ３

图 ３　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠哺乳期生长情况

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｌａｃｔａｔｉｏｎ

表 １　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠生长发育指标测定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

妊娠期(ｄ)
Ｇｅｓｔａｔｉｏｎ
ｐｅｒｉｏｄ(ｄ)

出生率(％)
Ｎａｔａｌｉｔｙ
(％)

出生身长
(ｃｍ)

Ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ
ｂｏｒｎ(ｃｍ)

离乳身长
(ｃｍ)

Ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ
ｗｅａｎｉｎｇ(ｃｍ)

出生尾长
(ｃｍ)

Ｔａｉｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
Ｂｏｒｎ(ｃｍ)

离乳尾长
(ｃｍ)

Ｔａｉｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ｗｅａｎｉｎｇ(ｃｍ)

出生体重
(ｇ)

Ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ
ｂｏｒｎ(ｇ)

离乳体重
(ｇ)

Ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ
ｗｅａｎｉｎｇ(ｇ)

裸色裸小鼠
Ｎｕｄｅ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ １７􀆰 ８ ± １􀆰 ７ ５４􀆰 ５ ２􀆰 ６ ± ０􀆰 １ ５􀆰 ７ ± ０􀆰 ２ １􀆰 ３ ± ０􀆰 １ ５􀆰 ５ ± ０􀆰 ２ １􀆰 ５ ± ０􀆰 １ ７􀆰 ８ ± ０􀆰 ６

黑色裸小鼠
Ｂｌａｃｋ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ １７􀆰 ８ ± １􀆰 ７ ６􀆰 ８ ２􀆰 ９ ± ０􀆰 ３ ５􀆰 ７ ± ０􀆰 ３ １􀆰 １ ± ０􀆰 １ ４􀆰 ８ ± ０􀆰 ４ １􀆰 ４ ± ０􀆰 １ ７􀆰 ７ ± １􀆰 ２

　 　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠身长、尾长测量结果如

下ꎬ裸小鼠出生时ꎬ裸色裸小鼠身长为 ( ２􀆰 ５８ ±
０􀆰 １３)ｃｍ、尾长为(１􀆰 ３０ ± ０􀆰 １３) ｃｍꎬ黑色裸小鼠身

长为(２􀆰 ８５ ± ０􀆰 ２９) ｃｍ、尾长为(１􀆰 １４ ± ０􀆰 ０６) ｃｍꎮ
裸小鼠离乳时ꎬ裸色裸小鼠身长为(５􀆰 ７２ ± ０􀆰 ２４)
ｃｍ、尾长为(５􀆰 ５４ ± ０􀆰 １９) ｃｍꎬ黑色裸小鼠身长为

(５􀆰 ６６ ± ０􀆰 ３１) ｃｍ、尾长为(４􀆰 ８３ ± ０􀆰 ３７) ｃｍ(见图

４)ꎮ
ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠体重测量结果如下ꎬ

ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠出生时ꎬ裸色裸小鼠体重为

(１􀆰 ５ ± ０􀆰 １) ｇꎬ黑色裸小鼠体重为( １􀆰 ４ ± ０􀆰 １)

ｇꎮ ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠离乳时ꎬ裸色裸小鼠体

重为 ( ７􀆰 ８ ± ０􀆰 ６) ｇꎬ黑色裸小鼠体重为 ( ７􀆰 ７ ±
１􀆰 ２) ｇꎮ ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠性成熟时ꎬ裸色裸

小鼠体重为 ( ７􀆰 ８ ± ０􀆰 ６) ｇꎬ黑色裸小鼠体重为

(７􀆰 ７ ± １􀆰 ２) ｇꎮ 两种不同表型的 ｈＡＣＥ２ 转基因

裸小鼠相比较ꎬ身长、尾长和体重均无显著性差

异(见图 ５) ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠脏器系数

ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠解剖ꎬ该鼠体内无胸腺ꎬ
与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠解剖后情况相似ꎬ其他器官

解剖时眼观无明显差异ꎮ
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图 ４　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠哺乳期身长、尾长

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ ＆ ｔａｉｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｌａｃｔａｔｉｏｎ

图 ５　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠 ０ ~ １３３ 日龄体重

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｈＡＣＥ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｔ ０ ~ １３３ ｄａｙｓ

　 　 根据 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠体重及脏器系数结

果比较显示ꎬ２ 月龄时ꎬ实验组 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照

组 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 相比ꎬ脾系数出现显著性差异(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ其余各项均无明显差异ꎮ ５ 月龄时ꎬ实验组

Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照组 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 相比ꎬ肝系数

出现显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ其余各项均无明显差

异(见表 ２ ~ ３)ꎮ

表 ２　 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ、ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 与 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 体重及脏器系数结果比较(２ 月龄)(ｎ ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴꎬ ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ ａｎｄ Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘｅｓ(２ ｍｏｕｔｈｓ)(ｎ ＝ ６)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

体重(ｇ)
Ｗｅｉｇｈｔ
(ｇ)

肝(ｍｇ / ｇ)
Ｌｉｖｅｒ

(ｍｇ / ｇ)

脾(ｍｇ / ｇ)
Ｓｐｌｅｅｎ
(ｍｇ / ｇ)

肾(ｍｇ / ｇ)
Ｋｉｄｎｅｙ
(ｍｇ / ｇ)

肺(ｍｇ / ｇ)
Ｌｕｎｇ

(ｍｇ / ｇ)

心脏(ｍｇ / ｇ)
Ｃａｒｄｉａｃ
(ｍｇ / ｇ)

胸腺(ｍｇ / ｇ)
Ｔｈｙｍｕｓ
(ｍｇ / ｇ)

脑(ｍｇ / ｇ)
Ｂｒａｉｎ

(ｍｇ / ｇ)

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ ２４􀆰 ７０ ± ２􀆰 ２０ ５０􀆰 ２２ ± ５􀆰 ６４ ３􀆰 ６９ ± ０􀆰 ８４ １２􀆰 ５１ ± ０􀆰 ６１ ５􀆰 ９２ ± ０􀆰 ９２ ６􀆰 １１ ± ０􀆰 ４２ １􀆰 ６２ ± ０􀆰 ５４ １６􀆰 ３７ ± ３􀆰 ３５
ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ ２４􀆰 ８０ ± １􀆰 ３０ ６２􀆰 ９７ ± ６􀆰 ５４ ６􀆰 ９８ ± １􀆰 ３２ １９􀆰 ０１ ± ３􀆰 ０２ ６􀆰 ３７ ± ０􀆰 ５１ ６􀆰 ９６ ± ０􀆰 ７９ － １６􀆰 ７１ ± １􀆰 ９０
Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ ２４􀆰 ６０ ± ３􀆰 ７０ ５７􀆰 ０６ ± ６􀆰 ８４ ４􀆰 ８３ ± １􀆰 ８４Δ １５􀆰 ９６ ± ２􀆰 ５５ ６􀆰 １０ ± ０􀆰 ８５ ６􀆰 ３７ ± ０􀆰 ７０ － １７􀆰 １５ ± ２􀆰 ８３
注:与 ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ 相比ꎬΔＰ < ０􀆰 ０５ꎮ (下表同)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅꎬΔＰ < ０􀆰 ０５ꎬ (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ)

表 ３　 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ、ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 与 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 体重及脏器系数结果比较(５ 月龄)(ｎ ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴꎬ ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ ａｎｄ Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘｅｓ(５ ｍｏｕｔｈｓ)(ｎ ＝ ６)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

体重(ｇ)
Ｗｅｉｇｈｔ
(ｇ)

肝(ｍｇ / ｇ)
Ｌｉｖｅｒ

(ｍｇ / ｇ)

脾(ｍｇ / ｇ)
Ｓｐｌｅｅｎ
(ｍｇ / ｇ)

肾(ｍｇ / ｇ)
Ｋｉｄｎｅｙ
(ｍｇ / ｇ)

肺(ｍｇ / ｇ)
Ｌｕｎｇ

(ｍｇ / ｇ)

心脏(ｍｇ / ｇ)
Ｃａｒｄｉａｃ
(ｍｇ / ｇ)

胸腺(ｍｇ / ｇ)
Ｔｈｙｍｕｓ
(ｍｇ / ｇ)

脑(ｍｇ / ｇ)
Ｂｒａｉｎ

(ｍｇ / ｇ)

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ ３０􀆰 ００ ± ３􀆰 ９６ ５４􀆰 ２２ ± ３􀆰 ６７ ３􀆰 １０ ± ０􀆰 ８５ １３􀆰 ８５ ± ０􀆰 ３７ ５􀆰 ９３ ± ０􀆰 ８１ ６􀆰 ２４ ± ０􀆰 ３０ ５􀆰 ４０ ± ９􀆰 ００ １２􀆰 ３３ ± ２􀆰 ２３
ＢＡＬＢ / ｃ￣ｎｕｄｅ ２９􀆰 ０５ ± １􀆰 ４６ ６２􀆰 ６８ ± ４􀆰 ３２ ７􀆰 ０８ ± ３􀆰 ０２ １８􀆰 ６３ ± ２􀆰 ３６ ６􀆰 ０３ ± ０􀆰 ６６ ６􀆰 ０５ ± ０􀆰 ４８ － ８􀆰 ７１ ± １１􀆰 ５４
Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ ２８􀆰 ３３ ± ３􀆰 ４１ ５４􀆰 ４９ ± ２􀆰 ５９Δ ５􀆰 ６３ ± １􀆰 ８７ １６􀆰 ４１ ± ２􀆰 ７１ ６􀆰 １２ ± ０􀆰 ７７ ６􀆰 ５５ ± ０􀆰 ８４ － １２􀆰 ８８ ± １􀆰 ５１

２􀆰 ３􀆰 ３　 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠血常规

血常规检测结果所示ꎬ２ 月龄时ꎬ实验组 Ｎｕｄｅ￣
ｈＡＣＥ２ 与对照组 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ 相比ꎬＮＥＵ、ＬＹＭ、
ＭＯＮＯ 出现极显著性差异 ( Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ实验组

Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照组 ｈＡＣＥ２ 相比ꎬ ＮＥＵ、 ＬＹＭ、
ＭＯＮＯ 出现极显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬＢＡＳＯ、ＲＢＣ
出现显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ实验组 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２
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与对照组 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 相比ꎬＬＹＭ 出现极显著性差

异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬＨＧＢ、ＥＯＳ 出现显著性差异 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ ５ 月龄时ꎬ实验组 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照组

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ 相比ꎬＮＵＥ、ＬＹＭ、ＭＯＮＯ、ＰＬＴ 出现极

显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ实验组 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对

照组 ｈＡＣＥ２ 相比ꎬＮＵＥ、ＬＹＭ、ＭＯＮＯ 出现极显著性

差异 (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ实验组 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照组

ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 相比ꎬＮＵＥ、ＬＹＭ 出现极显著性差异

(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ (见表 ４ ~ ５)
２􀆰 ４　 ｈＡＣＥ２ 基因裸小鼠免疫指标检测

流式细胞术检测小鼠血液中 ＣＤ１９、ＣＤ３、ＣＤ４、
ＣＤ８、ＣＤ１１Ｂ 以及 ＮＫ 细胞占比的结果如表 ４ 所示ꎮ
２ 月龄时ꎬ实验组 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照组 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣

ＷＴ、ｈＡＣＥ２ 相比ꎬＣＤ４５＋ＣＤ３＋、ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ４＋、
ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ８＋和 ＣＤ４５＋ＣＤ１１Ｂ＋出现极显著性

差异 (Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎻ实验组 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照组

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ、ｈＡＣＥ２ 相比ꎬＣＤ４５＋ＮＫ＋出现显著性

差异 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ实验组 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照组

ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 相比均无显著性差异(见图 ６)ꎮ ５ 月

龄时ꎬ实验组 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照组 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ、
ｈＡＣＥ２ 相比ꎬ ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋、 ＣＤ４５ ＋ ＣＤ３ ＋ ＣＤ４ ＋和

ＣＤ４５＋ＮＫ＋均出现极显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬＣＤ４５
＋ＣＤ１１Ｂ＋均出现显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ实验组

Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 与对照组 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 相比各项指标

均无显著性差异(见图 ７)ꎮ

表 ４　 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ、ｈＡＣＥ２、ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 与 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 血常规结果比较(２ 月龄)(ｎ ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴꎬ ｈＡＣＥ２ꎬ ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ ａｎｄ Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２(２ ｍｏｕｔｈｓ)(ｎ ＝ ６)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＷＢＣ(１０９ / Ｌ) ＮＥＵ(％) ＬＹＭ(％) ＭＯＮＯ(％) ＥＯＳ(％) ＢＡＳＯ(％) ＲＢＣ(１０１２ / Ｌ) ＨＧＢ(ｇ / ｄＬ) ＰＬＴ(１０９ / Ｌ)

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ ６􀆰 ３４ ± １􀆰 ４９ ７􀆰 ３３ ± ２􀆰 １９ ８７􀆰 ９０ ± １􀆰 ９６ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ３１ ２􀆰 １５ ± ０􀆰 ５８ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０８ １０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ２７ １３􀆰 ８８ ± ０􀆰 ４４ ８６１􀆰 ５０ ± １９４􀆰 ５２
ｈＡＣＥ２ ６􀆰 ６９ ± １􀆰 ０７ ８􀆰 ８３ ± ３􀆰 ３０ ８５􀆰 ２０ ± ３􀆰 ９０ １􀆰 ０８ ± ０􀆰 ３１ ３􀆰 ５２ ± ２􀆰 ２７ ０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０４ １０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ６０ １３􀆰 ５８ ± ０􀆰 ８９ ９１８􀆰 ００ ± ４２０􀆰 ７８

ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ ６􀆰 ０４ ± ２􀆰 １６ ２５􀆰 ９３ ± ５􀆰 ２８ ６４􀆰 ５５ ± ４􀆰 １６ ２􀆰 １７ ± ０􀆰 ５５ ４􀆰 ９３ ± １􀆰 ６１ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １２ １０􀆰 ５５ ± ０􀆰 ４０ １４􀆰 ６５ ± ０􀆰 ５６ ８４８􀆰 ８３ ± １３１􀆰 ９１
Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ ４􀆰 ５８ ± １􀆰 ４０ ２０􀆰 ０３ ± ４􀆰 ２４∗∗＃＃ ７３􀆰 ４３ ± ４􀆰 ９１∗∗＃＃ΔΔ ２􀆰 ３８ ± ０􀆰 ７８∗∗＃＃ ２􀆰 ４５ ± ０􀆰 ９２Δ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １８＃ ９􀆰 ９２ ± ０􀆰 ４３＃ １３􀆰 ５７ ± ０􀆰 ４８Δ １０９８􀆰 ５０ ± ８０􀆰 ９３

注:Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ 相比ꎬ∗∗Ｐ <０􀆰 ０１ꎻ与 ｈＡＣＥ２ 相比ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ <０􀆰 ０１ꎻ与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 比较ꎬΔＰ < ０􀆰 ０５ꎬΔΔＰ < ０􀆰 ０１ꎮ (下图 /表同)
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴꎬ∗∗Ｐ <０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈＡＣＥ２ꎬ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ <０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＡＬＢ / ｃ￣ＮｕｄｅꎬΔＰ < ０􀆰 ０５ꎬΔΔＰ < ０􀆰 ０１. (Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ)

表 ５　 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ、ｈＡＣＥ２、ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 与 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 血常规结果比较(５ 月龄)(ｎ ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴꎬ ｈＡＣＥ２ꎬ ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ ａｎｄ Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２(５ ｍｏｕｔｈｓ)(ｎ ＝ ６)

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＷＢＣ(１０９ / Ｌ) ＮＥＵ(％) ＬＹＭ(％) ＭＯＮＯ(％) ＥＯＳ(％) ＢＡＳＯ(％) ＲＢＣ(１０１２ / Ｌ) ＨＧＢ(ｇ / ｄＬ) ＰＬＴ(１０９ / Ｌ)

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ ６􀆰 ６３ ± ０􀆰 ７５ １１􀆰 １０ ± ２􀆰 ０１ ８５􀆰 ２３ ± ２􀆰 ０２ ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 ３１ １􀆰 ７８ ± ０􀆰 ２１ ０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０４ １０􀆰 ６６ ± ０􀆰 ３２ １６􀆰 ２２ ± １􀆰 １３ １５２４􀆰 ６７ ± ２０５􀆰 ４２
ｈＡＣＥ２ ６􀆰 １５ ± １􀆰 ６７ １０􀆰 ４７ ± １􀆰 ９６ ８５􀆰 ７５ ± １􀆰 ８９ １􀆰 １５ ± ０􀆰 ２６ １􀆰 ５５ ± ０􀆰 ２３ ０􀆰 １０ ± ０􀆰 ０６ ９􀆰 ３８ ± １􀆰 ５３ １４􀆰 ４０ ± １􀆰 ７１ １１１６􀆰 ６７ ± １３８􀆰 ２５

ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ ５􀆰 ０３ ± １􀆰 ９８ ３４􀆰 ８３ ± ４􀆰 ９６ ５７􀆰 ２７ ± ４􀆰 ９６ ２􀆰 １０ ± ０􀆰 ４９ ３􀆰 ８５ ± １􀆰 ７３ ０􀆰 ８７ ± ０􀆰 ５９ １０􀆰 １２ ± ０􀆰 ７１ １５􀆰 ５５ ± ０􀆰 ９４ ８２６􀆰 ５ ± ３３８􀆰 ５３
Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ ５􀆰 ３０ ± １􀆰 ０５ ２２􀆰 ９０ ± ５􀆰 ８３∗∗＃＃ΔΔ ６８􀆰 ７３ ± ５􀆰 ５１∗∗＃＃ΔΔ ２􀆰 ０３ ± ０􀆰 ５３∗∗＃＃ ４􀆰 ９７ ± ４􀆰 ７６ ０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ５８ １０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ３６ １６􀆰 １５ ± ０􀆰 ６７１０３２􀆰 ６７ ± １６１􀆰 ９１∗∗

３　 讨论

本研究成功建立了 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 为背景的

ｈＡＣＥ２ 转基因免疫缺陷裸小鼠动物模型ꎮ
ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠(Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２)表现为无

毛裸小鼠ꎬ生长发育情况与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠相

近ꎮ 通过病理解剖观察ꎬｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠与

ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠相同ꎬ均缺少胸腺组织ꎮ 胸腺

作为机体重要的淋巴组织ꎬ来自骨髓的淋巴干细胞

在胸腺中分化为 Ｔ 细胞ꎬ成熟的 Ｔ 细胞再分化为辅

助 Ｔ 细胞和细胞毒性 Ｔ 细胞ꎬ随后输出胸腺ꎬ进入

外周淋巴器官ꎮ ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠胸腺的缺少

导致其无法正常分化 Ｔ 细胞ꎬ进而造成机体细胞免

疫缺陷ꎮ 血常规指标检测结果显示ꎬｈＡＣＥ２ 转基因

裸小鼠血液血细胞分布情况与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小

鼠相近ꎬ与 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生型小鼠、ｈＡＣＥ２ 小鼠比

较ꎬＬＹＭ 偏低主要与 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠先天性

免疫缺陷有关ꎻＮＥＵ、ＭＯＮＯ 偏高则可能是由于在环

境中饲养中因免疫缺陷造成的某些细菌感染有关ꎮ
免疫指标检测结果显示ꎬｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠

的 ＣＤ４５＋ＣＤ３＋、ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ４＋以及 ＣＤ４５＋ＣＤ３＋
ＣＤ８＋低于 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 野生型小鼠ꎬｈＡＣＥ２ 转基因裸

小鼠的 ＣＤ４５＋ＣＤ３＋、ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ４＋以及 ＣＤ４５＋
ＣＤ３＋ＣＤ８ ＋均与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠相近ꎬ反映

ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠体内 Ｔ 细胞无法正常表达且

在免疫水平上与 ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠具有很高的

相似性ꎬ无胸腺导致缺乏成熟的 Ｔ 细胞ꎬ进而导致

细胞免疫功能的缺失ꎮ
衰老对免疫系统有着深远的影响ꎬ免疫系统的

固有和适应性免疫应答都随着年龄增长而呈现功
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图 ６　 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴ、ｈＡＣＥ２、ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 与 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 血细胞免疫水平比较(２ 月龄)
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴꎬ ｈＡＣＥ２ꎬ ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ ａｎｄ Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ (２ ｍｏｕｔｈｓ)

图 ７　 Ｃ５７ＢＬ / ６￣ＷＴ、ｈＡＣＥ２、ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ 与 Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ 血细胞免疫水平比较(５ 月龄)
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｌｅｖｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ￣ＷＴꎬ ｈＡＣＥ２ꎬ ＢＡＬＢ / ｃ￣Ｎｕｄｅ ａｎｄ Ｎｕｄｅ￣ｈＡＣＥ２ (５ ｍｏｕｔｈｓ)

能下降[７－８]ꎮ 在老龄化过程中ꎬ由于胸腺的萎缩导

致小鼠体内 Ｔ 细胞数量明显减少ꎬ其分化增殖能力

下降ꎬ诱生新的 Ｔ 细胞记忆反应能力也受损ꎬ导致 Ｔ
细胞库的多样性减少[９－１０]ꎮ 根据不同月龄的免疫指

标结果ꎬ裸小鼠因具有胸腺退化的缺陷ꎬ自身的细

胞免疫功能缺失ꎬ故 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠与 ＢＡＬＢ /
ｃ￣Ｎｕｄｅ 裸小鼠相似ꎬ免疫能力自始至终都处于较弱

的水平且免疫能力不随年龄增长而发生改变ꎮ 同

时ꎬｈＡＣＥ２ 转基因裸小鼠由于其自身的免疫能力低

下ꎬ在日常饲养的过程中ꎬ随着年龄增加还需对其

提供清洁的生活环境、富含营养的饲料等ꎬ防止因

环境问题或饲养不当而导致动物产生细菌感染或

死亡ꎮ
ｈＡＣＥ２ 转基因小鼠作为啮齿类 ＣＯＶＩＤ￣１９ 动物

４１４
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模型ꎬ可应用于 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ２ 发病机理、疫苗及治疗

效果等方面的研究ꎬ其主要的优势表现在遗传背景

清晰ꎬ繁殖周期短ꎬ饲养条件可控以及伦理问题较

少[１１]ꎮ 通过与裸小鼠繁育出的 ｈＡＣＥ２ 转基因裸小

鼠不仅具有以上优点ꎬ还具有裸小鼠先天性细胞免

疫缺陷等特点ꎬ作为携带 ｈＡＣＥ２ 基因的免疫缺陷动

物模型ꎬ或许可以为 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ２ 疫苗研究过程中安

全性和免疫原性评价等方面提供一些支持ꎮ
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ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｍｅｍｏｒｙ ＣＤ８ Ｔ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａｇｅｄ ｍｉｃｅ ｕｐｏｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ
２０１０ꎬ １８４(９): ５１５１－５１５９.

[ ８ ] 　 Ｊｉａｎｇ Ｊꎬ Ｆｉｓｈｅｒ ＥＭꎬ Ｍｕｒａｓｋｏ ＤＭ. Ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ＣＤ８ Ｔ
ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ａｇｉｎｇ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
[Ｊ] . Ｅｘｐ Ｇｅｒｏｎｔｏｌꎬ ２０１３ꎬ ４８(６): ５７９－５８６.

[ ９ ] 　 Ｂｅｋｔａｓ Ａꎬ Ｓｃｈｕｒｍａｎ ＳＨꎬ Ｓｅｎ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ Ｔ ｃｅｌｌ
ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ａｇｉｎｇ [ Ｊ] . Ｊ Ｌｅｕｋｏｃ
Ｂｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ １０２(４): ９７７－９８８.

[１０] 　 Ｍａｕｅ ＡＣꎬ Ｙａｇｅｒ ＥＪꎬ Ｓｗａｉｎ ＳＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔ￣ｃｅｌｌ
ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ: ｌｅｓｓｏｎｓ ｌｅａｒｎｅｄ ｆｒｏｍ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｇｉｎｇ
[Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２００９ꎬ ３０(７): ３０１－３０５.

[１１] 　 杨钧婷ꎬ 王晓堂ꎬ 续国强ꎬ 等. 新型冠状病毒肺炎动物模型

的研究进展 [ Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０２０ꎬ ３０( ９): １１１
－１１６.
Ｙａｎｇ ＪＴꎬ Ｗａｎｇ ＸＴꎬ Ｘｕ ＧＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ ２０１９ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ
Ｍｅｄꎬ ２０２０ꎬ ３０(９): １１１－１１６.
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“１１１”引智基地ꎬ武汉　 ４３００６８)

　 　 【摘要】 　 斑马鱼作为一种新型模式动物已广泛应用于肿瘤疾病的相关研究ꎬ例如异种移植观察肿瘤转移、
抗肿瘤药物高通量筛选和安全性评价ꎬ此模型能够使我们更好的认识肿瘤与机体活动的关系ꎮ 恶性黑色素瘤是皮

肤和其他器官的黑色素细胞产生的一种恶性肿瘤ꎬ致死率高且转移性强ꎬ且近年来ꎬ患病人数激增且呈年轻化趋

势ꎮ 斑马鱼与人类的黑素细胞发育和功能具有高度的保守型和一致性ꎬ同时恶性黑色素瘤发生和转移涉及到的信

号通路在斑马鱼上高度保守ꎬ因此斑马鱼是研究黑色素瘤的发病机理和转移的新型常用模型ꎮ 本文论述最新的斑

马鱼模型运用于黑色素瘤疾病机制的研究的相关成果ꎬ及利用斑马鱼进行小分子化合物 /药物筛选和研发的现状ꎬ
最后总结了斑马鱼模型在黑色素瘤研究中的重要价值ꎬ将为黑色素瘤发病发生机制、寻找疾病治疗方法提供新的

方法和思路ꎮ
【关键词】 　 斑马鱼ꎻ黑色素瘤ꎻ异种移植ꎻ转移
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ｐａｐｅｒꎬ ｗｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅｉｒ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｍｅｌａｎｏｍａ ｒｅｓｅａｒｃｈ.
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.



中国实验动物学报 ２０２２ 年 ６ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＪｕｎｅ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３０ꎬ Ｎｏ. ３

　 　 斑马鱼(Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ)是生活在印度和南亚的热

带淡水鱼ꎬ成年野生型雄性斑马鱼身体细长ꎬ雌性

斑马鱼腹部有微微隆起ꎬ长度 ３ ~ ６ ｃｍꎬ背部有深色

条纹纵横类似斑马ꎬ寿命约为 ３ ~ ５ 年ꎮ 斑马鱼具

有其他模式动物(如小鼠)所不具备的天然优势ꎬ例
如体外授精、体外发育、性成熟快、繁殖力强及饲养

成本低ꎮ 斑马鱼最独特的优势是斑马鱼胚胎发育

在体外进行ꎬ早期胚体透明ꎬ适用于整体成像和实

时活体观察[１]ꎮ
斑马鱼在生命科学研究领域发挥着越来越明

显的作用ꎬ因为其基因组与人类基因组有着高度同

源性ꎬ在调控疾病的一些信号通路高度保守ꎬ在血

液、视觉、神经系统等方面与人类有着相似的机

制[２－４]ꎮ 使得其本身可以作为模式生物应用于大部

分人类的生态和疾病研究ꎮ 同时ꎬ因为现阶段各种

针对性基因下调技术或者敲除技术的发展ꎬ更高效

的异种移植技术ꎬ极大程度地推进了斑马鱼在各种

疾病机制与病理上的研究进度ꎮ
恶性黑色素瘤是较为常见的恶性皮肤癌的一

种ꎬ是目前全球增速最快的恶性肿瘤ꎬ且具有高度

转移性以及强致死性ꎮ 它们遍布全身ꎬ通常存在于

皮肤中ꎬ部分还可渗透进葡萄膜ꎬ脑膜和粘膜组织

等组织[５]ꎮ 中国黑色素瘤患者在不断增多且呈年

轻化ꎬ５ 年生存率仅为 ６５％ꎬ远低于欧美发达国家的

８０％ꎮ 目前对于黑色素瘤的治疗主要还是外科手

术ꎬ早期黑色素瘤患者经过手术治疗可以获得较好

的控制[６]ꎮ 然而ꎬ近几十年来对中晚期黑色素瘤的

治疗尚未有效果明显的治疗方法ꎮ 除大剂量注射

ＩＬ￣２ 和达卡巴嗪以外ꎬ世界各国还未批准过任何一

种新药用于晚期黑色素瘤患者的治疗ꎮ 黑色素瘤

发生受到多种基因的调控ꎬ比如黑色素细胞诱导转

录 因 子 ( ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ
Ｍｉｔｆ)、Ｂ￣Ｒａｆ 原癌基因(Ｂ￣Ｒａｆ ｐｒｏｔｏ￣ｏｎｃｏｇｅｎｅꎬｓｅｒｉｎｅ /
ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅꎬＢＲＡＦ)、细胞质多聚腺苷酸化原件

结 合 蛋 白 ４ ( ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ４ꎬＣＰＥＢ４)等[７]ꎮ 黑色素瘤极易发生

转移ꎬ初期进入到皮下组织ꎮ 之后色素瘤细胞会通

过血管系统和淋巴系统扩散至继发部位[８]ꎮ
当前ꎬ利用斑马鱼模型研究黑色素肿瘤ꎬ有一

系列的报道ꎮ

１　 斑马鱼作为动物模型研究黑色素瘤
的优势
　 　 目前常用的模式生物有果蝇、酵母、小鼠、斑马

鱼等ꎮ 黑色素瘤是皮肤癌的一种ꎬ黑色素前体细胞

的胚胎发育在小鼠上高度保守ꎬ这使得小鼠更适合

模拟人黑色素瘤的病理特征ꎮ 目前主要是小鼠黑

色素瘤模型ꎬ通常是将黑色素瘤细胞注入裸鼠体内

来观察成瘤情况ꎮ 恶性黑色素瘤的高转移性一直

是棘手的问题ꎬ肿瘤的转移以及微环境间的相互作

用对肿瘤的治疗有着很大的影响ꎬ小鼠模型在实时

追踪肿瘤以及观测微环境变化这一方面还是有一

定的限制[９－１０]ꎮ
斑马鱼作为在机体内研究黑色素肿瘤发生和

发展的模型具有独特的优势ꎮ 斑马鱼与人类黑色

素细胞相关的信号通路高度保守ꎬ透明的转基因斑

马鱼可以应用活体成像帮助我们更好的观察体内

的黑色细胞变化ꎮ 斑马鱼和哺乳动物的黑色素细

胞高度相似ꎮ 在这两个类群中ꎬ黑色素细胞前体

(黑素母细胞ꎬ起源于背部的神经嵴细胞的一个子

集)迁移到它们在动物皮中的最终目的地ꎮ 调节黑

素细胞的规格ꎬ增殖ꎬ存活ꎬ迁移ꎮ 参与分化成黑素

细胞这一过程的蛋白质在序列和功能上高度保守ꎮ
恶性黑色素瘤的发生和转移ꎬ涉及到 Ｒａｓ / Ｒａｆ /
ＭＥＫ / ＥＲＫ(ＭＡＰＫ)和 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 多种信号通路的

调控ꎬ 斑 马 鱼 为 这 类 研 究 提 供 了 一 个 可 靠 的

载体[１１]ꎮ
斑马鱼作为黑色素瘤的模式生物ꎬ在黑色素瘤

的相关调控途径中与哺乳动物具有高度同源性ꎬ例
如小眼症相关转录因子 Ｍｉｔｆꎮ Ｒａｆ / Ｒａｓ / ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ
等多种黑色素瘤发生相关信号通路高度保守[１２]ꎮ
相较于小鼠模型ꎬ斑马鱼因其通体透明可以更好地

观察色素的沉积ꎬ血管内的细胞流动ꎬ同时也可以

实时观察黑色素瘤的转移ꎬ这一直是肿瘤研究的热

点ꎮ 并且早期的胚胎没有成熟的自体免疫系统ꎬ可
通过异种移植肿瘤ꎬ达成更快的成瘤速度ꎬ使得用

更短的实验周期来检测药物效果ꎮ 同时斑马鱼所

需要的实验面积相较于小鼠需要的更少ꎬ以及遗传

易操作性等多方面优势使得斑马鱼模型为疾病的

研究提供了更好的帮助ꎮ

２　 斑马鱼黑色素瘤模型的建立

当前ꎬ已利用斑马鱼模型建立了多种人类疾病

模型(图 １) [９ꎬ１３]ꎮ 科学家已开发出多种实验技术以

建立斑马鱼黑色素瘤模型ꎮ 主要方法包括化学诱

变方法ꎬ利用基因编辑技术构建特异的转基因模型

和异种移植的方法ꎮ
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图 １　 斑马鱼黑色素瘤模型的建立流程图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｅｌａｎｏｍａ ｍｏｄｅｌ

２􀆰 １　 异种移植斑马鱼模型的建立

斑马鱼在早期的时候尚未形成成熟的免疫系

统ꎬ肿瘤异种移植的成功率较高ꎬ利用这个优势可

以在短时间内让斑马鱼获得人类肿瘤细胞ꎬ模拟肿

瘤在体内环境的“运动”ꎮ 运用斑马鱼异种移植模

型可以在初期对药物进行筛选ꎬ同时可以利用这个

特点来观察肿瘤细胞的转移ꎮ
Ｃａｓｐｅｒ 品系的斑马鱼敲除了线粒体内膜蛋白

(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｎｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＲＯＹ)和黑色

素 细 胞 诱 导 转 录 因 子 ( ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ ｉｎｄｕｃｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａꎬＮＡＣＲＥ)ꎬ使其色素生成能力缺

失[１４]ꎬ通体透明ꎬ易于观察ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１５] 基于转基

因技术使黑色素瘤细胞系与基因敲除的透明斑马

鱼相 结 合ꎬ 将 斑 马 鱼 特 异 性 黑 色 素 瘤 细 胞 系

(ＺＭＥＬ１－ＧＦＰ)通过不同部位注射入 Ｃａｓｐｅｒ 斑马鱼

体内ꎬ观察黑色素瘤与脂肪细胞相关作用ꎮ
建立斑马鱼异种移植模型ꎬ可以将荧光标记好

的人类转移性黑色素瘤细胞移植到囊胚期斑马鱼

卵黄囊中ꎮ 移植的卵细胞表现出存活ꎬ增殖ꎬ运动

性ꎬ能够分裂但不发展肿瘤ꎬ也没有整合进入器官ꎮ
细胞散布在整个囊胚的间隙中ꎬ通常被定义为原发

肿瘤细胞ꎮ 之前有发现一种从在牛肝菌蘑菇中提

取出的新型凝集素 ( ｂｏｌｅｔｕｓ ｅｄｕｌｉｓ ｌｅｃｔｉｎ β￣ｔｒｅｆｏｉｌꎬ
ＢＥＬ β￣Ｔｒｅｆｏｉｌ)存在着抗肿瘤的作用ꎬ为了研究 ＢＥＬ
β￣Ｔｒｅｆｏｉｌ 对黑素瘤迁移能力的影响ꎬＶａｌｅｎｔｉ 等[１６] 在

胚胎受精 ２ ｄ 后用 Ｔｒｉｃａｉｎｅ(三卡因)麻醉ꎬ将培养好

的肿瘤细胞与 ＢＥＬ β￣Ｔｒｅｆｏｉｌ 孵育ꎬ后经显微注射技

术ꎬ注射到麻醉后的斑马鱼幼虫卵黄囊中ꎬ在不同

的注射时间后观察ꎬ发现 ＢＥＬ β￣Ｔｒｅｆｏｉｌ 可以有效地

降低黑素瘤在斑马鱼体内的扩散和转移ꎮ Ｏｇｒｙｚｋｏ
等[１７]建立斑马鱼异种移植黑色素瘤模型ꎬ使用电脑

软件在斑马鱼体内对黑色素瘤细胞与巨噬细胞之

间的相互作用进行成像处理ꎬ发现了巨噬细胞会与

黑色素瘤相互作用ꎬ通过血管内运输ꎬ从而转移到

更远的地方ꎮ
斑马鱼的适宜温度为 ２８℃ꎬ而肿瘤细胞的适宜

温度为 ３７℃ꎮ 这种差异使得异种移植技术不能长

久的观察肿瘤细胞变化ꎬ肿瘤细胞生长受到影响ꎮ
最近新发现了 １ 种敲除了 ＤＮＡ 依赖性蛋白激酶的

催化 亚 基 ( ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ＤＮＡ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄꎬ ｃａｔａｌｙｔｉｃ
ｓｕｂｕｎｉꎬＰＲＫＤＣ)和白细胞介素 ２ 受体( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬｇａｍｍａ ａꎬｉｌ２ｒｇａ)的斑马鱼模型[１８]ꎬ可以让

斑马鱼适应人体温度 ３７℃ꎬ并利用该模型结合

Ｃａｓｐｅｒ 鱼系ꎮ 直接从患者处得到肿瘤细胞ꎬ在斑马

鱼体内观察生长发育的研究ꎬ为个性化治疗提供一

种有效思路ꎮ
２􀆰 ２　 斑马鱼黑色素瘤转基因模型的建立

在斑马鱼中ꎬ有两个 Ｍｉｔｆ 基因(Ｍｉｔｆａ 和 Ｍｉｔｆｂ)ꎬ
Ｍｉｔｆａ 对于神经 Ｃ 衍生的黑素细胞的发育至关重要ꎮ
基于转基因技术ꎬ将特异性黑色素瘤细胞系与基因

敲除的透明斑马鱼相结合ꎬＫｉｍ 等[１９] 建立了一个由

神经特异性 Ｍｉｔｆａ 启动子驱动的人 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ 基因ꎬ
并融合荧光蛋白的转基因斑马鱼品系ꎬ从而获得了

带绿色荧光标记的斑马鱼特异性黑色素瘤细胞

系———ＺＭＥＬ１￣ＧＦＰꎮ 将 ＺＭＥＬ１￣ＧＦＰ 癌细胞注射到

斑马鱼体内ꎮ ２１ ｄｐｆꎬ１００％的局部植入的皮肤肿瘤

出现色素异常堆积ꎬ黑色素瘤出现转移并表现出了

分化特征[１９]ꎮ 绿色荧光追踪了黑色素瘤的转移ꎬ肿

８１４
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瘤色素沉积的表型标志了黑素瘤的分化ꎬ利用该模

型可以实时观察肿瘤转移过程中的分化状态ꎬ帮助

我们更好的认识黑色素瘤细胞在机体内迁移的过

程ꎬ因此ꎬ此模型可以更好的帮助医疗人员了解疾

病发生的进程ꎮ 在人类黑色素瘤细胞中经常发现

ＢＲＡＦ 和 ＮＲＡＳ 的 激 活 突 变ꎮ Ｍｉｔｆａ 驱 动 的

ＮＲＡＳＱ６１Ｋꎬ在 Ｐ５３ 缺失的情况下ꎬ也可以稳定的观察

到黑色素瘤的生成ꎮ Ｋｉｔａ 在发育中的黑素细胞组细

胞中 表 达ꎬ 在 Ｋｉｔａ 启 动 子 下 表 达 致 癌 基 因

ＨＲＡＳＧ１２Ｖꎮ ２ ~ ４ 周后黑色素细胞在尾部积累ꎬ并
逐渐形成黑色素瘤[１３]ꎮ 目前使用的各种斑马鱼黑

色素瘤模型都与人类黑素瘤模型有一定的相似性ꎬ
都在黑色素瘤的研究中取得了一定的进展ꎮ 对比

各个模型发现影响黑色素瘤的更高的渗透率和更

早的发作可能是由于癌基因表达的水平和持续性ꎬ
而不是由于 Ｋｉｔａ 和 Ｍｉｔｆａ 两个启动子的细胞特异性

不同ꎮ Ｓｃａｈｉｌｌ 等[２０] 发现 ７ 个月大的赖氨酸(Ｋ)特

异性脱甲基酶 ２Ａａ( ｌｙｓｉｎｅ (Ｋ)￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ
２Ａａꎬｋｄｍ２ａａ)缺陷型的鱼可以生成肿瘤ꎬ同时发现

了黑色素细胞的异常沉积ꎬ也是目前发现的第 １ 个

单基因敲除的黑色素瘤动物模型ꎮ

３　 斑马鱼在黑色素瘤研究中的应用

３􀆰 １　 黑色素瘤药物安全性评价模型

斑马鱼因其体型小ꎬ胚胎透明ꎬ一次繁殖可以

多达几百条ꎮ 同时斑马鱼和哺乳动物在药物毒性

评估上具有高度一致性[２１]ꎮ 这些优势使得斑马鱼

可以在多孔板内进行高通量的药物安全性测试ꎬ测
试各种药物浓度的危险范围及其可能的副作用ꎬ一
方面可以检查药物对动物发育表型的不利影响ꎬ另
一方面通过荧光显微镜观察肿瘤的动态ꎮ 根据各

种药物的性质不同ꎬ给药方式可以采用水溶ꎬ卵黄

注射或血液循环注射等方式ꎮ 一般来说ꎬ判断药物

毒性可以通过观察心跳变化ꎬ生长发育变化等方法ꎮ
Ｆｉｓｅｔｉｎ 是一种膳食类黄酮ꎬ在抗关节炎和抗癌

活性都有一定的作用ꎬ为了探究 Ｆｉｓｅｔｉｎ 对黑色素细

胞的作用ꎬ使用 ２４ ｈｐｆ 的斑马鱼ꎬ用不同浓度的

Ｆｉｓｅｔｉｎ 进行处理ꎬ同时用立体显微镜观察幼虫的体

形与心率ꎬ算出每组的每分钟平均心跳数ꎬ可以发

现心率与对照组无差ꎬ但同时黑色素细胞有增多ꎮ
再用 ＦＨ５３５(ＷＮＴ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 抑制剂) 处理后加入

Ｆｉｓｅｔｉｎ 发现 ＦＨ５３５ 显著下调了 Ｆｉｓｅｔｉｎ 诱导的斑马

鱼幼虫中黑色素的生成ꎬ同样无明显心脏变化ꎮ 证

实了 Ｆｉｓｅｔｉｎ 可以在没有毒性的情况下作用于 Ｇｓｋ￣
３βꎬ抑制其活性ꎬ阻断对于 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的降解ꎬ来促进

斑 马 鱼 幼 虫 黑 色 素 的 生 成[２２]ꎮ 荜 茇 酰 胺

(ｐｉｐｅｒｌｏｎｇｕｍｉｎｅꎬＰＬ)ꎬ一种天然生物碱ꎬ可以通过增

加活性氧水平ꎬ来选择性杀死癌细胞ꎮ 对 ６ ｈｐｆ 的斑

马鱼胚胎进行了不同浓度的药物处理ꎬ虽然 ＰＬ 在

一定程度上对斑马鱼胚胎黑色素产生有抑制作用ꎬ
可高浓度的 ＰＬ 使斑马鱼幼虫有明显的脊柱弯曲ꎬ
ＰＬ 表现出了极大的发育毒性[２３]ꎬ高通量的斑马鱼

药物筛选实验大大提高了人类药物的安全性ꎮ
传统的肿瘤药物往往带有强烈的副作用ꎬ药物

到达患病处也会受到多种生物学阻碍[２４]ꎮ 纳米治

疗技术的发展ꎬ可以将药物靶向到患病部位ꎬ减少

药物副作用ꎬ这将对癌症治疗提供更高效安全的方

法ꎮ 斑马鱼模型的无创实时成像技术将为这项技

术提供一个很好的帮助ꎮ Ｋｏｃｅｒｅ 等[２５] 验证了载药

纳米颗粒在斑马鱼体内的功能ꎮ 在显微镜下可以

看到斑马鱼体内纳米颗粒协助药物聚集到了血管

周围的肿瘤区域ꎬ并有效减少了癌细胞的增殖与凋

亡ꎬ保证了更高的存活率ꎬ大大降低了肿瘤药物的

毒性ꎮ
针对不同的药物ꎬ要采取不同的给药方式ꎬ以

达到最好的效果ꎮ ＴＬＤ１４３３ 化合物作为光敏剂可以

治疗结膜黑色素细胞[２６]ꎬ使用 ３ 种不同的给药方

式:水溶暴露、静脉注射和眼后注射ꎬ观察各个部位

的最大耐受剂量ꎬ同时在高剂量下评判该药物的治

疗效果ꎬ发现在经眼后注射中ꎬ该药物对眼部的异

位肿瘤有着明显的抑制作用ꎮ 硫磺粉菌凝集素

(ｌａｅｔｉｐｏｒｕｓ ｓｕｌｐｈｕｒｅｕｓ ｌｅｃｔｉｎꎬＬＳＬ)被发现广泛存在

于传统药物中ꎬ与其同类型的乙醇提取物( ｅｔｈａｎｏｌ
ｅｘｔｒａｃｔꎬＬＳＥ)共同作用能有效抑制肿瘤生长发育ꎬ为
了验证 ＬＳＬ 的发育毒性ꎬ将 ６ ｈｐｆ 的斑马鱼胚胎暴

露在不同浓度的 ＬＳＬ 和 ＬＳＥ 中ꎬ１２０ ｈｐｆ 后检查存活

胚胎的心率无异常ꎬ在 ４００ ｍｇ / ｍＬ 的高剂量下仍没

有诱导出毒性ꎮ 目前ꎬ骨髓抑制和中性粒细胞减少

是目前多数抗癌药会让患者引起的副作用ꎮ 使用

转基因型斑马鱼胚胎 Ｔｇ(ｍｐｘ:ＧＦＰ)进行了 ＬＳＬ 和

ＬＳＥ 的骨髓毒性评测ꎬ处理后使用荧光显微镜观察ꎬ
相较于目前市面上的一些抗肿瘤药物ꎬ没有发现中

性粒细胞减少等副作用ꎬ证实了 ＬＳＬ 和 ＬＳＥ 不是影

响中性粒细胞减少的原因ꎬ证明了 ＬＳＬ 和 ＬＳＥ 无毒

性[２７]ꎬ为 ＬＳＬ 用作抗黑色素瘤的安全佐药作出了一

定贡献ꎮ
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３􀆰 ２　 黑色素瘤生成机制的研究

Ｍｉｔｆ 是黑色素瘤整个调节网络的中心位置[２８]ꎬ
且 Ｍｉｔｆａ 是黑色素存活和分化的主要调节因子ꎮ 同

时 Ｍｉｔｆ 影响了多条黑色素瘤相关的信号通路ꎬ例如

ｂｍｐ 信号通路的抑制会影响到 Ｍｉｔｆａ 表达ꎬ导致黑色

素细胞的降低[２９]ꎮ 之前也有发现低 Ｍｉｔｆ 活性加上

Ｐ５３ 突变可以导致黑素瘤的发生[３０]ꎮ Ｓａｎｔｏｒｉｅｌｌｏ
等[３１]在斑马鱼珍珠母突变型(Ｍｉｔｆａ－ / － ) 中培养了

Ｋｉｔａ￣ＧＦＰ￣Ｒａｓ 鱼系ꎬ９ 个月后观察到没有黑素瘤的

形成ꎮ 足以发现 Ｍｉｔｆａ 表达对于黑素细胞存活的重

要性ꎬ而致癌因子 ＨＲＡＳＶ１２ 的突变不足以使黑色素

瘤生成ꎮ Ｌｉｓｔｅｒ 等[３２] 使用条件性 Ｍｉｔｆａ 温度敏感的

斑马鱼突变体(Ｍｉｔｆａｖｒｃ７)模型揭示了 Ｍｉｔｆ 在黑素瘤

中的作用ꎬ该模型会因为温度的不同调节体内 Ｍｉｔｆ
的活性ꎬ通过控温将温度控制在 ３２℃ 时关闭 Ｍｉｔｆａ
活性发现黑素瘤消退ꎬ但在将水温重新调回到 ２６℃
以下时ꎬ黑色素瘤仍旧会出现ꎬ这一现象表明靶向

Ｍｉｔｆ 活性可能是一种有效的抗黑色素瘤机制ꎮ
Ｔａｙｌｏｒ 等[３３]用色素作为标记ꎬ从胚胎头部观察黑色

素细胞的发育ꎮ 再结合热敏感斑马鱼突变体

Ｍｉｔｆａｖｒｃ７ꎬ观察斑马鱼胚胎发育出黑色素细胞后追踪

不同的 Ｍｉｔｆ 活性下的斑马鱼黑色素细胞分化生长ꎬ
发现 Ｍｉｔｆ 的活性变化可以使黑色素细胞分裂的增

加ꎬ进一步说明了 Ｍｉｔｆ 在黑色素瘤中的重要地位ꎮ
ＢＲＡＦ 作为 Ｒａｆ 家族中的一员ꎬ有超过 ８０％的

黑色素瘤患者存在 ＢＲＡＦ 或 ＲＡＳ 突变[１３]ꎬ且在

ＭＡＰＫ 信号通路中有着一定的影响ꎮ 从数据上看ꎬ
很大一部分黑色素瘤患者有发生 ＢＲＡＦｖ６００Ｅ 的突

变[３４]ꎮ 目前ꎬ针对 ＢＲＡＦ 突变患者的治疗也是以抑

制 ＭＡＰＫ 和 ＢＲＡＦ 为主ꎬ尽管有很好的效果ꎬ但耐

药性的发展使得效果不持久也一直是研究的重点ꎮ
Ｄａｓ 等[３５]发现 ＡＸＬ 受体酪氨酸激酶(ＡＸＬ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅꎬＡＸＬ)和细胞质膜小凹蛋白(ｃａｖｅｏｌｉｎ￣
１ꎬＣＡＶ￣１) 与蛋白耐药性有关ꎬ同时受到 ＴＨ１５７９
(ＭＴＨ１ 抑制剂)的影响ꎮ 利用斑马鱼异种移植模

型ꎬ观察药物联合 ＴＨ１５７９ 可以有效增强对黑素瘤

的抑制作用ꎬ为药物治疗的耐药性提供了一种解决

方案ꎮ
３􀆰 ３　 黑色素瘤转移机制的研究

黑色素瘤是皮肤癌中转移能力较强的一种ꎬ其
高致死性也是因为转移所导致的ꎮ 肿瘤的转移通

常包括了血管内ꎬ淋巴道等途径ꎬ恶性黑色素瘤常

常表现出较强的血管倾向性[３６]ꎮ 转移性黑色素瘤

的患者治愈后存活率低ꎬ癌症的转移问题也一直是

国内癌症研究的热点ꎮ 斑马鱼被认为是最好的观

察肿瘤转移过程的模式生物ꎬ因为其体态透明ꎮ 利

用斑马鱼黑色素瘤模型可以很好的在显微镜下实

时观察到肿瘤由原发到继发的整个转移过程ꎬ这在

小鼠肿瘤模型中很难办到ꎬ大量的数据可以更直观

的评估肿瘤转移的能力ꎮ 为了评估细胞的扩散ꎬ通
常将分散在整个鱼体内的细胞被定义为转移细胞ꎬ
而聚集在注射部位卵黄囊间隙的细胞为非转移细

胞ꎮ 利用斑马鱼模型可以更好的揭示肿瘤转移方

式ꎬ帮助我们更好的研究肿瘤运动ꎮ
将 ＢＥＬ β￣Ｔｒｅｆｏｉｌ 与肿瘤细胞一同注射到斑马

鱼体内明显可以看到对细胞扩散和转移形成有一

定的抑制作用[１６]ꎬ最后ꎬ通过分析总的 ＲＮＡ 水平ꎬ
以 及 ＲＵＮＸ 家 族 转 录 因 子 ２ ( ＲＵＮＸ ｆａｍｉｌｙ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＲＵＮＸ２)的表达水平ꎬ发现 ＢＥＬ
β￣Ｔｒｅｆｏｉｌ 可以通过抑制 ＲＵＮＸ２(其 Ｈｕｎｔ 结构域与

黑色素瘤的增殖和迁移有关)来达到抑制肿瘤细胞

扩散转移的作用[３７－３８]ꎮ
丝氨酸肽酶抑制剂( ｓｅｒｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬ

Ｋｕｎｉｔｚ ｔｙｐｅ １ꎬＳｐｉｎｔ１)突变存在于 １０％的皮肤黑色素

瘤患者中ꎮ 用 Ｓｐｉｎｔ１ａｈｉ２２１７ / ｈｉ２２１７ 的母鱼[３９] 分别与

Ｓｐｉｎｔ１ａ＋ / ＋(野生型)和 Ｓｐｉｎｔ１ａｈｉ２２１７ / ｈｉ２２１７ 的公鱼杂交ꎬ
对比与野生型杂交ꎬ发现 Ｓｐｉｎｔ１ 缺陷型会显著增加

皮肤黑色素瘤的发生率ꎬ对成年斑马鱼注射 Ｓｐｉｎｔ１ａ
缺失的皮肤黑色素瘤细胞也能观察到更强的侵袭

性ꎮ 用斑马鱼模型揭示了 Ｓｐｉｎｔ１ 对黑素瘤的调

节[３４]ꎮ Ｂｃｌ￣２ 家族中的 Ｂｃｌ￣ｘｌ 是一种常见的抗凋亡

蛋白ꎮ 有研究指出葡萄膜黑色素瘤细胞逃避治疗

诱导的凋亡的主要手段之一是通过上调生存 Ｂｃｌ￣２
家 族 蛋 白 中 的 Ｂｃｌ￣Ｘｌ[４０－４１]ꎮ 除 了 抗 凋 亡 外ꎬ
Ｇａｂｅｌｌｉｎｉ 等[４２]还发现 Ｂｃｌ￣ｘｌ 可以调节肿瘤转移的

过程ꎬ通过 ＮＦ￣κＢ 途径来影响白细胞介素￣８(Ｃ￣Ｘ￣Ｃ
ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ８ꎬＣＸＣＬ８)的分泌ꎬＣＸＣＬ８ 可

以通过激活 ＣＸＣＲ１ 与 ＣＸＣＲ２ 受体来影响黑色素瘤

的进展ꎬ将稳定表达 Ｂｃｌ￣ｘｌ 蛋白的黑色素细胞异种

移植到斑马鱼卵黄囊中ꎬ对比干扰 ＣＸＣＬ８ 细胞表面

受体 ＣＸＣＲ１ꎬ发现在干扰 ＣＸＣＲ１ 后斑马鱼黑色素

瘤未发生明显侵袭ꎬ说明 Ｂｃｌ￣ｘｌ 调控肿瘤侵袭依赖

ＣＸＣＬ８ 的分泌ꎬ进一步揭示了 Ｂｃｌ￣ｘｌ 调控黑色素瘤

转移机制ꎮ

４　 总结与展望　
目前ꎬ已利用斑马鱼建立了多种黑色素瘤模型

０２４
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用于相关的研究ꎮ 近年来ꎬ更多的研究定位于通过

可视化的斑马鱼体内ꎬ观察肿瘤形成与治疗ꎬ同时

随着新型转基因型斑马鱼模型的出现ꎬ给人类移植

细胞提供了一个合适的观察场所ꎮ 同时ꎬ斑马鱼作

为黑色素瘤模型ꎬ基因编辑后的成年鱼也能保持全

身透明ꎬ便于观察ꎮ 纳米治疗技术的发展ꎬ可以靶

向到患病部位ꎬ更好的减少药物副作用ꎬ这将对癌

症治疗提供更有效更安全的方法ꎬ斑马鱼模型的无

创实时成像技术将为这项技术提供一个很好的帮

助ꎮ 相信随着科学进步ꎬ斑马鱼的应用将会更多的

被开发ꎬ也将为疾病的解决提供更多的可能性ꎮ
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ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｍｅｌａｎｏｍａ [Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０１７ꎬ １２３
(Ｓ１１): ２０８９－２１０３.

[１１] 　 Ｍｉｃｈａｉｌｉｄｏｕ Ｃꎬ Ｊｏｎｅｓ Ｍꎬ Ｗａｌｋｅｒ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｓｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ
Ｒａｆ￣ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ￣ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｍｅｌａｎｏｍａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ [Ｊ] . Ｄｉｓ Ｍｏｄｅｌ Ｍｅｃｈꎬ ２００９ꎬ ２
(７－８): ３９９－４１１.

[１２] 　 Ｈａｍｉｌｔｏｎ Ｎꎬ Ｄｉａｚ￣Ｄｅ￣Ｃｅｒｉｏ Ｎꎬ Ｗｈｉｔｍｏｒｅ Ｄ. Ｉｍｐａｉｒｅｄ ｌｉｇｈｔ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｌｏｃｋ ｉｎ ａ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｅｌａｎｏｍａ ｍｏｄｅｌ
[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｃｙｃｌｅꎬ ２０１５ꎬ １４(８): １２３２－１２４１.

[１３] 　 ｖａｎ Ｒｏｏｉｊｅｎ Ｅꎬ Ｆａｚｉｏ Ｍꎬ Ｚｏｎ ＬＩ. Ｆｒｏｍ ｆｉｓｈ ｂｏｗｌ ｔｏ ｂｅｄｓｉｄｅ: Ｔｈｅ
ｐｏｗｅｒ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｔｏ ｕｎｒａｖｅｌ ｍｅｌａｎｏｍａ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｏｖｅｒ
ｎｅｗ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ [ Ｊ] . Ｐｉｇｍｅｎｔ Ｃｅｌｌ Ｍｅｌａｎｏｍａ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ ３０
(４): ４０２－４１２.

[１４] 　 Ｗｈｉｔｅ ＲＭꎬ Ｓｅｓｓａ Ａꎬ Ｂｕｒｋｅ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ａｄｕｌｔ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ａｓ ａ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ [Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌꎬ
２００８ꎬ ２(２): １８３－１８９.

[１５] 　 Ｚｈａｎｇ ＭＭꎬ Ｄｉ Ｍａｒｔｉｎｏ ＪＳꎬ Ｂｏｗｍａｎ ＲＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｉｐｏｃｙｔｅ￣
ｄｅｒｉｖｅｄ ｌｉｐｉｄｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｍｅｌａｎｏｍａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ＦＡＴＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
[Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｄｉｓｃｏｖꎬ ２０１８ꎬ ８(８): １００６－１０２５.

[１６] 　 Ｖａｌｅｎｔｉ ＭＴꎬ Ｍａｒｃｈｅｔｔｏ Ｇꎬ Ｐｅｒｄｕｃａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. ＢＥＬ β￣ｔｒｅｆｏｉｌ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＵＮＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｍｅｌａｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０２０ꎬ ２５
(６): １２７０.

[１７] 　 Ｏｇｒｙｚｋｏ Ｎꎬ Ｆｅｎｇ Ｙ. Ｈｅｌｐｉｎｇ ｈａｎｄ ｆｏｒ ｍｅｌａｎｏｍａ ｉｎｖａｓｉｏｎ:
Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｃａｎ ｃａｔｃｈ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔ [ Ｊ] .
Ｐｉｇｍｅｎｔ Ｃｅｌｌ Ｍｅｌａｎｏｍａ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ ３１(４): ４５９－４６０.

[１８] 　 Ｙａｎ Ｃꎬ Ｂｒｕｎｓｏｎ ＤＣꎬ Ｔａｎｇ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖｉｓｕａｌｉｚｉｎｇ ｅｎｇｒａｆｔｅｄ
ｈｕｍａｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
[Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ ２０１９ꎬ １７７(７): １９０３－１９１４. ｅ１４.

[１９] 　 Ｋｉｍ ＩＳꎬ Ｈｅｉｌｍａｎｎ Ｓꎬ Ｋａｎｓｌｅｒ ＥＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ￣
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｄｒｉｖｉｎｇ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ｍｅｌａｎｏｍａ [Ｊ] . Ｎａｔ
Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１７ꎬ ８: １４３４３.

[２０] 　 Ｓｃａｈｉｌｌ ＣＭꎬ Ｄｉｇｂｙ Ｚꎬ Ｓｅａｌｙ ＩＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ｍｏｄｉｆｉｅｒ Ｋｄｍ２ａａ ｃａｕｓｅｓ ＢｒａｆＶ６００Ｅ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ
ｍｅｌａｎｏｍａ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ [ Ｊ ] . ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔꎬ ２０１７ꎬ １３
(８): ｅ１００６９５９.

[２１] 　 钟健ꎬ 朱佳瑞ꎬ 何欣宇ꎬ 等. 斑马鱼模型在纳米毒理学中的

研究应用与进展 [ Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０２０ꎬ ３０( ８):
１０７－１１３ꎬ １１８.
Ｚｈｏｎｇ Ｊꎬ Ｚｈｕ ＪＲꎬ Ｈｅ ＸＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｎａｎｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ
２０２０ꎬ ３０(８): １０７－１１３ꎬ １１８.

[２２] 　 Ｍｏｌａｇｏｄａ ＩＭＮꎬ Ｋａｒｕｎａｒａｔｈｎｅ ＷＡＨＭꎬ Ｐａｒｋ ＳＲꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＳＫ￣３β￣
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｆｉｓｅｔｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｅｌａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ Ｂ１６Ｆ１０ ｍｅｌａｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ ｔｈｒｏｕｇｈ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ
Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２０ꎬ ２１(１): ３１２.

[２３] 　 Ｊｅｏｎ ＨＪꎬ Ｋｉｍ Ｋꎬ Ｋｉｍ ＹＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｍｅｌａｎｏｇｅｎｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ
ｐｉｐｅｒｌｏｎｇｕｍｉｎｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ Ｐｉｐｅｒ ｌｏｎｇｕｍ ｏｎ ｍｕｒｉｎｅ Ｂ１６Ｆ１０
ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎ ｖｉｖｏ: ｉｔｓ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｏｄｅ ｏｆ ｄｅｐｉｇｍｅｎｔｉｎｇ ａｃｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ａｐｐｌ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ

１２４



中国实验动物学报 ２０２２ 年 ６ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＪｕｎｅ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３０ꎬ Ｎｏ. ３

２０１９ꎬ ６２(１): １－７.
[２４] 　 Ｔｒａｎ Ｓꎬ Ｄｅｇｉｏｖａｎｎｉ ＰＪꎬ Ｐｉｅｌ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｎｃｅｒ ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ: ａ

ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｒｅｃｅｎｔ ｓｕｃｃｅｓｓ ｉｎ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ [Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ
２０１７ꎬ ６(１): ４４.

[２５] 　 Ｋｏｃｅｒｅ Ａꎬ Ｒｅｓｓｅｇｕｉｅｒ Ｊꎬ Ｗｏｈｌｍａｎｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｉｍａｇｉｎｇ
ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｒｓｏｍｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ｅｎｇｒａｆｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｅｌａｎｏｍａ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ: Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ [Ｊ] . ＥＢｉｏＭｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０２０ꎬ ５８: １０２９０２.

[２６] 　 Ｃｈｅｎ Ｑꎬ Ｒａｍｕ Ｖꎬ Ａｙｄａｒ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＬＤ１４３３ ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｃｔｏｐｉｃ ａｎｄ
ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｕｍｏｕｒ ｍｏｄｅｌｓ [Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒｓ (Ｂａｓｅｌ)ꎬ ２０２０ꎬ １２(３):
５８７.

[２７] 　 Ｐｅｔｒｏｖｉ 'ｃ Ｊꎬ ＧｌａｍｏＬＡＭＯｃ̌ｌｊａ Ｊꎬ Ｉｌｉ 'ｃ￣Ｔｏｍｉ 'ｃ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｅｃｔｉｎ ｆｒｏｍ
Ｌａｅｔｉｐｏｒｕｓ ｓｕｌｐｈｕｒｅｕｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｍｅｌａｎｏｍａ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌꎬ ２０２０ꎬ １４８:
１２９－１３９.

[２８] 　 马家芳ꎬ 孔燕ꎬ 郭军. ＭＩＴＦ 在黑素瘤中的研究现状及进展

[Ｊ] . 肿瘤ꎬ ２０１３ꎬ ３３(１２): １１３０－１１３４.
Ｍａ ＪＦꎬ Ｋｏｎｇ Ｙꎬ Ｇｕｏ Ｊ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ＭＩＴＦ ｉｎ
ｍｅｌａｎｏｍａ [Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０１３ꎬ ３３(１２): １１３０－１１３４.

[２９] 　 Ｇｒａｍａｎｎ ＡＫꎬ Ｖｅｎｋａｔｅｓａｎ ＡＭꎬ Ｇｕｅｒｉｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｙ ｌｉｇａｎｄ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＢＭＰ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [Ｊ] . ｅＬｉｆｅꎬ ２０１９ꎬ ８: ｅ５００４７.

[３０] 　 Ｔｒａｖｎｉｃｋｏｖａ Ｊꎬ Ｗｏｊｃｉｅｃｈｏｗｓｋａ Ｓꎬ Ｋｈａｍｓｅｈ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ＭＩＴＦ￣ｌｏｗ ｍｅｌａｎｏｍａ ｓｕｂｔｙｐｅ ｍｏｄｅｌｓ ｒｅｖｅａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｓｕｂｃｌｕｓｔｅｒｓ ａｎｄ ＭＩＴＦ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ ７９(２２): ５７６９－５７８４.

[３１] 　 Ｓａｎｔｏｒｉｅｌｌｏ Ｃꎬ Ｇｅｎｎａｒｏ Ｅꎬ Ａｎｅｌｌｉ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｉｔａ ｄｒｉｖｅｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ＨＲＡＳ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｅａｒｌｙ ｏｎｓｅｔ ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ
ｐｅｎｅｔｒａｎｔ ｍｅｌａｎｏｍａ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ [Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１０ꎬ ５(１２):
ｅ１５１７０.

[３２] 　 Ｌｉｓｔｅｒ ＪＡꎬ Ｃａｐｐｅｒ Ａꎬ Ｚｅｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ＭＩＴＦ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｓ ＭＩＴＦ ｌｅｖｅｌｓ ａｒｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｍｅｌａｎｏｍａ
ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｖｓ. ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ [ Ｊ] . Ｊ Ｉｎｖｅｓｔ Ｄｅｒｍａｔｏｌꎬ ２０１４ꎬ
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　 　 酒精性肝病(ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓꎬＡＬＤ)是一

类从无症状肝细胞脂肪变性发展为肝纤维化、肝硬

化ꎬ或者发展为酒精性肝炎的疾病[１]ꎮ ＡＬＤ 是慢性

肝病的主要病因之一ꎬ占美国肝硬化相关疾病死亡

病例数的 ４８％[２]ꎮ 我国也因酗酒人数激增ꎬ产生了

大量酒精性肝病患者ꎮ 寻找酒精性肝病的治疗方

法和早期干预是当前需要解决的问题ꎮ
近年来的研究发现肝疾病与肠道微生物群落

有密切的相关性ꎮ 国内外以小鼠、大鼠及非人灵长

类动物为模型进行了关于肠道菌群失调在肝损伤

中的发生发展机制的相关研究ꎮ 随着对两者关系

研究的不断深入ꎬ逐渐明晰了其作用机制ꎮ 本文从

酒精性肝病与肠道微生物群落相关性研究进展ꎬ存
在问题及未来发展趋势几个方面进行综述ꎬ为利用

微生物治疗酒精性肝病探索有效方法ꎮ

１　 酒精性肝损伤

酒精是最常见的能导致肝损伤的物质ꎮ 酒精

一般指乙醇ꎬ乙醇主要利用细胞质中的醇脱氢酶代
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谢为乙醛ꎬ乙醛再由乙醛脱氢酶代谢为二氧化碳和

水ꎮ 过量饮酒后中间产物乙醛不能及时代谢为水

和二氧化碳ꎬ会与多种蛋白和 ＤＮＡ 结合形成加合

物ꎬ干扰多种酶活性ꎬ影响脂质代谢、ＤＮＡ 复制等ꎬ
导致肝损伤甚至癌变[３]ꎮ 乙醇可诱导肝细胞内质

网应激ꎬ经 ＳＴＩＮＧ￣ＩＲＦ３ 等信号传导通路导致肝细胞

凋亡[４]ꎮ 长期摄入酒精能产生脂质过氧化物ꎬ如丙

二醛、４－羟基壬烯醛等ꎬ过氧化物能与蛋白结合形

成蛋白加合物ꎬ作为抗原能激活适应性免疫应答ꎬ
增加肝中 Ｔ 细胞数量[３]ꎮ 乙醇能破坏肠道紧密连

接完整性ꎬ使肠道通透性增强ꎬ导致内毒素容易进

入血液中损伤肝[３]ꎮ 酒精性肝病也与肠道细菌过

度增殖ꎬ拟杆菌和益生菌比例变低有关[５]ꎮ
酒精性肝损伤模型是研究酒精对肝病及与肠

道微生物关系的有力工具ꎮ 本课题组建立了猕猴

酒精肝模型ꎬ研究酒精对肝的致病机制ꎬ探索治疗

酒精性肝病的新药和方法[６]ꎬ阐述了酒精性肝病和

肠道微生物群落之间的相关性[７]ꎮ

２　 肠道微生物群落与酒精性肝病

肠道微生物群落与酒精性肝病密切相关ꎬ并参

与肝细胞脂肪变性、脂肪性肝炎、肝纤维化、肝硬

化、肝癌等病理进程ꎮ 肠道微生物群落和肝互相作

为彼此的物质基础ꎬ共同促进疾病的发生发展过程ꎮ
２􀆰 １　 肠道微生物群落与酒精性肝病(ＡＬＤ)

酗酒是导致肝病的常见原因ꎮ 临床研究表明

摄入酒精影响肠道菌群的组成ꎮ 而且ꎬ肠道菌群对

酒精性肝损伤的发病机制也有重要作用ꎮ 酗酒能

诱导肠道菌群组成发生改变ꎬ虽然确切改变机制还

不清楚ꎬ但菌群产物通过门静脉入血对肝损伤有重

要影响[８]ꎮ 酒精具有肝毒性ꎬ因酒精导致的肝病仍

是世界上最常见的疾病之一[９]ꎮ 一方面酒精通过

毒性中间代谢产物乙醛刺激肝细胞ꎬ导致肝细胞脂

肪变性和炎症ꎮ 另一方面ꎬ肠道菌群在 ＡＬＤ 中也发

挥了重要作用ꎮ 滥用酒精导致某些肠道菌群过度

增殖ꎬ菌群失调和肠道屏障失去功能ꎬ继而细菌产

生的产物(如 ＬＰＳ)通过门静脉进入肝并刺激其发

生炎症和代谢紊乱[８]ꎮ
ＡＬＤ、细菌的过度增殖与拟杆菌、益生菌(乳酸

菌)有关ꎬ病因包括小肠运动障碍和胆酸池改变ꎮ
乙醇破坏小肠紧密连接的完整性ꎬ长期滥用酒精的

人肠道通透性增高ꎬ根据血浆内毒素水平较健康对

照组高可以判定ꎮ 动物模型中ꎬ通过基因突变、抗

生素或表达非功能性 ＴＬＲ４ 受体ꎬ可以降低酒精导

致的肝损伤[３]ꎮ 而 Ｐｅｔｒａｓｅｋ 等[４]发现乙醇诱导内质

网(ＥＲ)应激并通过干扰素基因刺激因子(ＳＴＩＮＧ)
活化 ＩＲＦ３ 相关通路使肝细胞发生凋亡ꎬＳＴＩＮＧ 缺乏

或 ＩＲＦ３ 缺乏均可防止肝细胞凋亡ꎬ说明乙醇本身也

对肝病发生发展起作用ꎮ
以上研究证实肝病与肠道微生物群落密切

相关ꎮ
２􀆰 ２　 肠道和肝相互作用的物质基础

肠道和肝通过与胆管、门静脉和循环系统紧密

连接沟通ꎬ形成肠－肝轴ꎮ 肝通过分泌胆酸到胆管ꎬ
以及分泌许多生物活性物质到体循环中ꎬ与肠道相

互作用ꎮ 宿主和微生物在肠道代谢胆酸、氨基酸等

内源性物质和摄入的食物等外源性物质ꎬ消化吸收

后再经门静脉转运到肝进而影响功能[１０]ꎮ
胆酸与肠道微生物群落相互作用相互调节ꎮ

胆酸直接控制肠道微生物群落ꎬ通过与肠细胞中的

法尼醇受体(ＦＸＲ)结合ꎬ诱导产生抗微生物肽ꎬ从
而抑制肠道微生物过度生长ꎬ保护肠道屏障功

能[１０]ꎮ 胆碱在维持肝功能、脑功能、神经功能、肌肉

运动和正常新陈代谢方面发挥重要作用ꎮ 胆碱能

被机体加工成磷脂酰胆碱ꎬ然后协助肝分泌极低密

度脂蛋白(ＶＬＤＬ)ꎬ避免肝积聚甘油三酯ꎬ防止肝细

胞脂肪变性ꎮ 胆碱还可以被肠道细菌转化成三甲

胺(ＴＭＡ)ꎬＴＭＡ 随肝门静脉到肝被转变成氧化三甲

胺(ＴＭＡＯ)ꎬＴＭＡＯ 增多会降低磷脂酰胆碱水平ꎬ进
而导致甘油三酯在肝积聚ꎬ诱发肝细胞脂肪变性等

一系列非酒精性脂肪肝[１０]ꎮ
游离脂肪酸(ＦＦＡ)是保护肠道健康的另一类物

质ꎮ 游离脂肪酸包括短链脂肪酸(ＳＣＦＡ)和饱和长

链脂肪酸(ＬＣＦＡ)ꎮ 丁酸和丙酸是大肠中的主要短

链脂肪酸ꎬ而且丁酸是肠细胞的能量来源并参与维

持肠道屏障功能ꎬ保护肝不受肠道有害菌侵袭ꎮ 乙

醇的不完全代谢产物乙醛增加会降低肠道屏障功

能ꎬ诱导肠道细菌等微生物或抗原转入肝增加损

伤ꎮ 以三丁酸甘油的形式补充丁酸可以减少乙醇

诱导的肠道通透性增加和肝损伤ꎬ但作用机制还不

清楚[１０]ꎮ
肠道屏障的主要组成是肠细胞ꎮ 肠细胞间通

过顶端连接蛋白紧密连接在一起ꎬ限制肠管内微生

物和分子穿过ꎬ只允许营养物质通过选择性渗透或

主动运输的方式穿过ꎮ 黏蛋白、抗菌凝集素、ｓＩｇＡ
抗体和共生菌是另外几种重要的肠道屏障成分ꎬ破

４２４
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坏其中 １ ~ ２ 种即可损伤肠道屏障完整ꎬ使肠道发

炎ꎬ菌群失调及通透性增加ꎮ 阿克曼嗜黏蛋白菌

(Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ ｍｕｃｉｎｉｐｈｉｌａ)是一种定殖在肠道黏液层

的革兰氏阴性厌氧菌ꎬ它能通过降解黏蛋白增加肠

道黏液层厚度ꎮ 该菌丰度降低会使肠道黏液层变

薄、炎性增强ꎬ 进而促进酒精性和非酒精性肝

损伤[１０－１１]ꎮ
综上所述ꎬ肠道菌群与肝损伤的相关机制复

杂ꎬ其发生发展是一个相互影响、相互促进的过程ꎮ
肝功能受损后ꎬ肝可通过改变胆汁分泌ꎬ减少肠道

血液供应及蠕动等ꎬ导致肠黏膜破坏和肠道菌群失

衡ꎮ 肠道菌群可通过产生毒性代谢产物如内毒素

等ꎬ增加肠壁通透性、激活肝免疫应答ꎬ诱发炎症反

应ꎬ进而加重肝损伤ꎮ

３　 微生物治疗现状

目前肝病治疗除了用各种化药外ꎬ微生物及其

代谢 产 物 疗 法 也 是 热 门 方 案ꎮ 包 括 益 生 菌

( ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ )、 益 生 元 ( ｐｒｅｂｉｏｔｉｃｓ )、 合 生 元

(ｓｙｎｂｉｏｔｉｃｓ)及后生元(ｐｏｓｔｂｉｏｔｉｃｓ)等ꎬ使用后能不同

程度改善有益微生物菌群数量、调节肠道菌群比

例、增强肠道粘膜完整性、抑制有害微生物产生酒

精等ꎬ发挥保肠护肝等作用ꎮ 小鼠模型中ꎬ使用艾

克曼嗜黏蛋白菌 (Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ ｍｕｃｉｎｉｐｈｉｌａ)和鼠李

糖乳酸杆菌 ＧＧ 株(Ｌ. ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ)能提高肠道屏

障功能ꎬ降低炎症反应ꎬ改善酒精性肝损伤[５ꎬ１１]ꎮ
Ｋｉｒｐｉｃｈ 等[１２] 用 分 叉 双 歧 杆 菌 ( Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｂｉｆｉｄｕｍ)和植物乳杆菌 ８ＰＡ３(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ
８ＰＡ３)治疗改善了患者肝损伤水平ꎮ Ｈａｎ 等[１３] 用

含有枯草芽孢杆菌 (Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ) 和屎肠球菌

(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ)的益生菌治疗酒精性肝炎患

者ꎬ结果显示粪便大肠杆菌丰度减少ꎬ内毒素血症

和肝功能相关的酶水平均有改善ꎬ但炎性因子水平

没有变化[１４]ꎮ 果聚糖和半乳聚糖是典型的益生元ꎬ
主要刺激肠道有益菌乳酸杆菌和双歧杆菌的增殖ꎮ
小鼠研究显示果聚糖通过改变肠道微生物组成减

少了饮食造成的肥胖、糖尿病、肝细胞脂肪变性和

炎症[１５]ꎮ 大鼠研究显示果聚糖使大鼠的胰岛素耐

受趋于正常ꎬ并减少了子代肥胖[１６]ꎮ ２０１７ 年国际

益生菌和益生元科学协会 ( Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ａｎｄ ＰｒｅｂｉｏｔｉｃｓꎬＩＳＡＰＰ)更新

了益生元概念ꎬ定义为能被宿主微生物选择性利用

并有益宿主健康的物质ꎬ拓宽了益生元的范围ꎬ如

对人来说不是益生元的纤维素却是反刍动物的益

生元[１７]ꎮ 利用益生菌和益生元的混合物也可促进

宿主机体健康ꎬ这种益生菌－益生元的混合物被称

为合生元[１８]ꎬ如双歧杆菌(Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)和低聚果

糖(ｆｒｕｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬＦＯＳ)、双歧杆菌和低聚半

乳糖( ｇａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬ ＧＯＳ)、鼠李糖乳杆菌

ＧＧ 株(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ)和菊粉( ｉｎｕｌｉｎｓ)
等ꎮ ２０１９ 年 ＩＳＡＰＰ 更新了合生元概念ꎬ即能够促进

宿主机体健康的微生物及其底物(能被微生物利用

的)混合物ꎬ该含义为合生元的研发提供了更广阔

的 空 间[１９]ꎮ 粪 菌 移 植 ( ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎬＦＭＴ)是将健康人粪便微生物群落移

植到菌群失调患者肠道的一种疗法ꎮ ＦＭＴ 最初用

作艰难梭菌 (Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ) 感染患者的治

疗ꎬ大量治疗案例表明 ＦＭＴ 有良好治疗效果ꎬ移植

菌群能稳定存在于患者肠道发挥作用[２０]ꎮ Ｆｅｒｒｅｒｅ
等[２１]给酒精敏感小鼠移植酒精耐受性高的小鼠的

新鲜粪便ꎬ饮酒结束后酒精敏感小鼠获得了与耐酒

精小鼠相似的肠道微生物群落ꎬ预防了肝细胞脂肪

变性、肝炎ꎬ维持了肠道平衡ꎬ显示通过粪菌移植调

控肠道微生物群落可以预防酒精性肝损伤ꎮ Ｐｈｉｌｉｐｓ
等[２２]选用 ＡＬＤ 病人做粪菌移植预实验ꎬ结果显示

肝病程度明显改善ꎮ 后续针对重度酒精性肝炎患

者ꎬ采用 ＦＭＴ、营养疗法、皮质类固醇或己酮可可碱

疗法对比治疗ꎬ结果显示 ３ 个月后 ＦＭＴ 生存率

７５％ꎬ远高于其它治疗组(２９％ ~ ３８％)ꎬ显示 ＦＭＴ
具有良好治疗优势[２３]ꎮ 由于印度患者的重度酒精

性肝炎患者死亡率较高ꎬ而欧美地区的死亡率较

低ꎬＳｃｈｎａｂｌ[２４]认为 Ｐｈｉｌｉｐｓ 的 ＦＭＴ 疗法对欧美重度

酒精肝患者疗效还有待进一步观察ꎮ 扩大不同地

区患者样本数量或者建立灵长类酒精肝疾病模型

用 ＦＭＴ 治疗ꎬ应是衡量 ＦＭＴ 疗法的有力手段ꎮ ＦＭＴ
疗法在西方世界并不是新概念ꎬ Ｂｒａｎｄｔ 等[２５] 和

Ｂｏｒｏｄｙ 等[２６]记载这种方法最早在 １７ 世纪用于兽医

治疗ꎮ 古代中国也有类似的治疗方式ꎬ公元 ４ 世纪ꎬ
东晋著名中医葛洪就描述了用人的粪汁口服治疗

了病人食物中毒或严重腹泻ꎬ该方法被收录到«肘
后备急方»中ꎮ 公元 １６ 世纪ꎬ明朝医学家李时珍在

中医专著«本草纲目»里也介绍了用发酵粪便悬液、
新鲜粪便悬液、干粪便或婴儿粪便等有效治疗重度

腹泻、发热、呕吐、便秘等病症[２７]ꎮ
微生物疗法是已被古今中外证实有效的治疗

方法ꎬ这些疗法是前人丰富实践经验的总结ꎮ 取得

５２４
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这样的成果离不开前人善于发现ꎬ勇于尝试ꎬ善于

总结的务实精神ꎮ 这些疗效显著的治疗方法提示

我们传统中医药中有很多宝贵经验有待发掘ꎮ 我

们不仅要学习前人行之有效的验方ꎬ更要学习古人

善于观察ꎬ善于向大自然学习的探索精神ꎮ

４　 存在问题及下一步发展趋势

肠道微生物群落与肝病之间有密切关系ꎬ科研

人员从多方面证实了两者之间的相互作用ꎬ但仍有

诸多问题有待研究ꎮ 如大多数益生菌不能持久定

殖在肠道ꎬ其机制仍不清楚ꎬ不同种类益生菌菌种

间的组合对慢性肝病的效果没有系统性评价等[２８]ꎮ
通过粪菌移植传播肠道病原(如诺如病毒)ꎬ或者通

过粪菌移植感染未知病原导致慢性病(如丙型肝

炎、艾滋病等)ꎬ打乱肠道微生物群落平衡(诱导肥

胖、糖尿病、动脉粥样硬化)等都存在潜在风险[２０]ꎮ
深入研究益生菌定殖机制ꎬ以及实现体外培养有益

微生物群落ꎬ避免通过粪菌移植感染有害微生物ꎬ
应是益生菌治疗需要解决的几个主要问题ꎮ

后生元(ｐｏｓｔｂｉｏｔｉｃｓ)和噬菌体(ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ)是
近年比较热门的研究治疗肝病的方向ꎬ有可能成为

未来发展趋势ꎮ 后生元是益生菌( ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ)发酵

加工后的多种代谢产物ꎬ包括短链脂肪酸(ＳＣＦＡｓ)、
细胞碎片、功能蛋白、胞外脂多糖、细胞裂解物、磷
壁酸、肽聚糖源胞壁肽、菌毛类结构等[２９]ꎮ ２０１９
年ꎬＩＳＡＰＰ 给后生元定义为“有益宿主机体健康的

灭活微生物和 /或微生物体成分” [３０]ꎮ 而且越来越

多证据显示后生元是推动益生菌发挥保健作用的

关键[３１]ꎮ 后生元能调节微生物群落ꎬ增强肠上皮细

胞的屏障功能ꎬ调节机体免疫应答ꎬ调节机体代谢ꎬ
向神经系统传递信号来调节行为和认知功能等ꎮ
后生元相比益生菌有诸多优点ꎬ如不需要考虑在肠

道定殖ꎬ是无生命体ꎬ稳定性高等[３０]ꎮ
利用噬菌体调节肠道菌群也是近年来研究比

较热门的方向ꎮ Ｄｕａｎ 等[３２] 利用粪肠球菌噬菌体杀

灭了酒精性肝病小鼠中的粪肠球菌菌群ꎬ改善了酒

精性肝病ꎮ 噬菌体具有感染特异性ꎬ只感染特定致

病菌而不影响其它共生菌ꎬ同样是治疗肠道菌群失

调非常有前景的方向ꎮ

５　 总结与展望

肠道微生物群落与肝病之间的密切关系ꎬ提示

我们需摆脱肝病只关注肝的局限研究思路ꎬ而应转

向全面观察相关脏器系统的整体观思路ꎮ 肠－肝

轴、肠－脑轴等理论的提出即是整体观最有力的表

现ꎮ 围绕肠－肝轴ꎬ研究人员开发了一系列动物模

型来探索肝病对肠道、肠道及其微生物群落对肝的

相互作用ꎮ
随着整体观的发展ꎬ我们研究和看待疾病的思

路也逐渐转向把机体调整到平衡状态ꎬ而不是直接

把病原微生物全部杀灭ꎮ 例如ꎬ艰难梭菌在肠道过

度增殖导致的腹泻ꎬ采用粪菌移植的效果就比抗生

素效果好ꎮ 每一个个体都是一个相对稳定的平衡

体系ꎬ艰难梭菌过量表现的腹泻只是一个平衡被打

破后表现出来的结果ꎬ真正的原因有可能是肠道菌

群失调(制约其过度增殖的微生物群落比例太低)
或机体稳态平衡被打破ꎬ如果采用抗生素杀灭艰难

梭菌ꎬ而肠道菌群没有恢复平衡ꎬ依然会有别的病

原微生物群落递补进来成为优势菌群ꎬ导致疾病迁

延不愈ꎮ 采用健康人的粪便微生物进行粪菌移植ꎬ
即是借助外力来重建肠道平衡状态ꎬ健康人肠道微

生物群落中有足以制衡艰难梭菌的微生物ꎬ肠道菌

群逐渐平衡后艰难梭菌占比下降ꎬ腹泻即逐渐痊

愈ꎮ 病毒细菌等微生物早于人类亿万年就已存在ꎬ
灭绝它们不现实也无必要ꎮ 我们与微生物共生了

很久ꎬ双方互利共赢ꎬ它们在维持人类健康过程中

发挥了重要作用ꎮ 即便有害微生物ꎬ在不同的环境

条件下也可能转变成有益微生物造福人类ꎬ它们的

存在为人类适应自然变化提供了多种可能ꎮ
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大小鼠失眠模型和评价方法研究进展
夏天吉ꎬ闫明珠ꎬ王智ꎬ靳苏维ꎬ刘新民ꎬ潘瑞乐ꎬ常琪∗

(中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所ꎬ北京　 １００１９３)

　 　 【摘要】 　 中国睡眠研究会 ２０２１ 年发布的数据显示我国超过 ３ 亿人存在睡眠障碍ꎬ而失眠是最常见的睡眠障

碍ꎮ 有关失眠发生机制和治疗药物的研究需涉及失眠动物模型及其相关的评价方法ꎮ 本文结合文献ꎬ总结了近十

年国内外常用的失眠动物模型ꎬ从物理因素、化学因素、病理因素和复合因素进行分类ꎬ分析总结其原理和特点ꎬ整
理收集失眠模型的评价方法ꎬ为失眠的研究提供基础ꎮ

【关键词】 　 失眠ꎻ动物模型ꎻ评价方法
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ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃａｌꎬ ｃｈｅｍｉｃａｌꎬ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌꎬ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆａｃｔｏｒｓ. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｓｏｍｎｉａ ｍｏｄｅｌｓ ａｒｅ
ａｌｓｏ ｏｕｔｌｉｎｅｄ. Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｉｎｓｏｍｎｉａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｓｏｍｎｉａꎻ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓꎻ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 睡眠是维持机体正常功能的重要生理活动ꎬ充
足、良好的睡眠可以使人恢复精力和体力ꎮ 随着人

们生活节奏的加快以及人口老龄化的加剧ꎬ失眠已

成为当今社会普遍存在的健康问题ꎮ
失眠是指患者对睡眠时间和(或)质量不满足

并影响日间社会活动的一种主观体验ꎬ主要表现为

入睡困难、睡眠难以维持、过早苏醒、醒后伴有烦

躁、意识不清或疲劳等[１]ꎬ长期失眠可能会引起记

忆减退、免疫功能降低、情绪障碍ꎬ甚至引发抑郁

症、焦虑症、糖尿病、高血压、肥胖症、心脑血管疾病

等ꎮ 我国 ２０１７ 年大于 １０ 万样本量的流行病学统

计[２－３]ꎬ失眠患病率为 １５％ꎬ其中老年人患病率为

３５􀆰 ９％ꎮ 失眠问题日益显著ꎬ因此研发能够改善睡

眠的药物或保健品已成为当今热点ꎬ而相关研究需

涉及动物实验ꎬ主要包括失眠动物模型的建立和评

价方法ꎮ 目前文献中使用较多的动物模型为大鼠
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和小鼠ꎮ 针对大小鼠失眠模型ꎬ构建方法甚多ꎬ各
具特点ꎬ可应用不同角度的评价方法判断造模是否

成功ꎬ同时可采用这些评价方法进行镇静催眠药物

药效学的评价ꎮ 本文将对常用的大小鼠失眠模型

和评价方法进行综述ꎬ以期为失眠的研究提供参考ꎮ

１　 失眠模型的文献分析

利用中国知网和 ＰｕｂＭｅｄ 数据库对近 １０ 年

(２０１０􀆰 ０１ ~ ２０２１􀆰 ０６)发表的文献进行检索ꎬ关键词

为“失眠动物模型( ｉｎｓｏｍｎｉａ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ)”、“失眠

(ｉｎｓｏｍｎｉａ)”、“睡眠障碍( ｓｌｅｅｐ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ)”、“睡眠

剥夺 ( ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ )” 和 “ 睡 眠 干 扰 ( ｓｌｅｅｐ
ｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ)”合并“大鼠( ｒａｔｓ)”或“小鼠(ｍｉｃｅ)”ꎬ
搜索后得到中文文献 １１４５ 篇、英文文献 ３４７０ 篇ꎮ
在共计 ４６１５ 篇的文献中ꎬ大部分是利用失眠动物模

型进行认知、焦虑、抑郁、血压、血糖等方面的研究ꎬ
而与睡眠直接相关的文献仅 ５０６ 篇ꎬ约占 １１％ꎮ 在

５０６ 篇研究睡眠相关的文章中ꎬ应用物理因素造模

共 ２１３ 篇ꎬ主要通过轻柔刺激法(８３ 篇)和平台水环

境法(６９ 篇)ꎻ化学因素造模有 ２２７ 篇ꎬ其中采用最

多的是对氯苯丙氨酸(１９０ 篇)ꎬ也可利用咖啡因(２０
篇)干扰睡眠ꎻ病理因素造模的文章较少ꎬ仅 ２０ 篇ꎻ
亦有采用上述多个因素相结合的造模方法ꎬ即复合

因素法ꎬ有 ３８ 篇ꎮ 下面对用于睡眠相关研究的大小

鼠失眠模型进行总结介绍ꎮ

２　 大小鼠失眠模型的构建方法

２􀆰 １　 物理因素

２􀆰 １􀆰 １　 触碰法

触碰法指通过轻柔触碰动物、晃动或拍打鼠笼

以干扰动物的睡眠造成动物失眠的方法ꎮ 触碰的

方式可为人工手动触碰ꎬ也可利用仪器ꎬ选取毛刷、
杠杆或木棒进行自动触碰[４]ꎮ 晃动笼具既可手动

摇晃ꎬ也可将其放在摇床或可移动的平面上以达到

使动物保持清醒的目的ꎮ 该方法具有刺激强度小、
对动物干扰小的优点ꎬ且无持续性压力ꎮ 人工干预

的方法较易实施ꎬ但对实验者的专注力、体力要求

较高ꎬ只适合短时间造模ꎮ 若采用仪器进行自动干

扰ꎬ短期或长期造模均可ꎮ Ｗａｌｌａｃｅ 等[５]利用此方法

研究睡眠碎片化对小鼠的影响ꎮ 动物放入含杠杆

的鼠笼中ꎬ杠杆每 ２ ｍｉｎ 自动转动 １０ ｓꎬ当触碰到动

物时ꎬ动物被唤醒ꎮ 脑电监测结果显示ꎬ这一过程

中动物的非快动眼睡眠 ( ｎｏｎｒａｐｉｄ ｅｙｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔｓ

ｓｌｅｅｐꎬＮＲＭＥＳ) 和快动眼睡眠( ｒａｐｉｄ ｅｙｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ
ｓｌｅｅｐꎬＲＥＭＳ)时间显著减少ꎬ觉醒次数明显增加ꎮ
研究多利用此方法观察不同处理的小鼠在短时睡

眠剥夺后ꎬ睡眠恢复的差异性ꎮ 现已成为最常用的

睡眠剥夺方法ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 平台水环境法

平台水环境法的原理是动物进入 ＲＥＭ 睡眠后

肌肉张力消失ꎬ从平台掉落水中惊醒ꎬ造成 ＲＥＭ 睡

眠剥夺ꎮ 造模方法为将动物放在实验箱内直径较

小的平台上ꎬ平台对于小鼠多设定为直径约 ２ ｃｍ、
高约 ５ ｃｍꎻ对于大鼠直径约 ６􀆰 ５ ｃｍꎬ高约 ８ ｃｍꎮ 实

验箱内注入自来水ꎬ水面高度距离平台面约 ０􀆰 ５ ~
１ ｃｍꎮ 此方法包括:(１)单平台法即实验笼内仅设

置一个平台ꎬ可避免动物相互干扰ꎬ但会造成单笼

饲养的隔离应激ꎬ甚至出现社交障碍ꎻ(２)多平台法

可同时进行多只动物的 ＲＥＭ 睡眠剥夺[６]ꎬ并且动

物可在各平台上自由活动ꎮ 故多平台法应用较广

泛ꎮ 该方法可针对性剥夺 ＲＥＭ 睡眠ꎬ缺点是若造模

时间过长或强度过大ꎬ可能出现动物掉落水中因体

力不支无法返回平台而死亡的现象ꎮ 故不适合长

期且高强度造模[７]ꎮ Ｍａｃｈａｄｏ 等[８] 应用直径为 ６􀆰 ５
ｃｍ 的平台ꎬ对大鼠进行单平台法和多平台法的睡眠

剥夺ꎬ发现在造模期间ꎬ两种方法不仅能基本完全

剥夺动物的 ＲＥＭ 睡眠ꎬ更显著减少慢波睡眠ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 滚筒法

滚筒法(转轮法)的原理是将动物放入滚筒等

装置中ꎬ装置自动旋转ꎬ动物被迫随装置转动而运

动ꎬ导致无法入睡或短暂睡眠后觉醒ꎮ 实验除设有

对照组和睡眠剥夺组外ꎬ常增加强迫运动组ꎬ目的

在于排除运动对动物睡眠相关指标的影响ꎮ 强迫

运动组的装置转速多设置为睡眠剥夺组的两倍ꎬ时
间减少一半ꎬ保证充足的睡眠[９]ꎮ 此方法的特点为

造模强度大ꎬ可实现完全睡眠剥夺ꎬ重复性和可靠

性高ꎬ但对动物的体力消耗大ꎬ对仪器的稳定性要

求较高ꎮ Ｄｉｓｐｅｒｓｙｎ 等[１０]将小鼠放入滚筒(外径 ３５.
６ ｃｍꎬ内径 ２０􀆰 ９ ｃｍ)中ꎬ滚筒以 ３ ｍ / ｍｉｎ 转 ３ ｓꎬ停
１２ ｓ 的方式自动旋转ꎬ以探究睡眠剥夺 ２４ ｈ 和恢复

期 ４８ ｈ 内小鼠睡眠的变化ꎮ 结果表明小鼠 ２４ ｈ 内

觉醒时间达 ９７％ꎬ恢复期第 １ 天 ７:００ ~ １９:００ꎬ小鼠

ＮＲＥＭ 和 ＲＥＭ 睡眠明显反弹ꎮ
除触碰法、平台水环境法和滚筒法外ꎬ水上网

格法、水上转盘法等也可应用于失眠动物的造模ꎬ
但据近十年文献统计发现已较少应用ꎮ

９２４
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２􀆰 １􀆰 ４　 慢性不可预知温和应激

慢 性 不 可 预 知 温 和 应 激 模 型 ( ｃｈｒｏｎｉｃ
ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬＣＵＭＳ)ꎬ早期又名慢性温和

应激模型( ＣＭＳ)ꎬ由 Ｋａｔｚ 等[１１] 于 １９８１ 年首先建

立ꎮ 造模期间动物历经潮湿垫料、空瓶、禁食、冰水

游泳、热水游泳、夹尾、昼夜颠倒、电击等操作ꎬ最终

造成快感缺失、焦虑、抑郁和学习记忆障碍等[１２]ꎮ
此模型大多用于焦虑、抑郁、认知等方面的研究ꎬ也
有研究显示其会对睡眠造成影响ꎮ Ｍｏｕ 等[１３] 对 ＳＤ
大鼠进行 ２８ ｄ 的慢性不可预知温和应激后ꎬ向大鼠

腹腔注射 ５０ ｍｇ / ｋｇ 戊巴比妥钠ꎬ观察到模型大鼠的

睡眠时间显著缩短ꎮ Ｎｏｌｌｅｔ 等[１４]对小鼠进行 ９ 周的

ＣＵＭＳ 造模ꎬ并间隔进行脑电监测ꎮ 结果显示ꎬ造模

仅 ３ ｄ 即可使小鼠的 ＲＥＭＳ 时间显著增加ꎬ并持续

至造模结束ꎻＮＲＥＭＳ 在整个周期内时长无显著变

化ꎬ但呈碎片化ꎮ
２􀆰 １􀆰 ５　 慢性束缚

束缚是将动物放入狭小的束缚装置中ꎬ限制动

物的运动空间和范围ꎬ造成心理和生理的双重压

力ꎬ具有简单易操作、无痛且持久的特点[１５]ꎮ 慢性

束缚不仅使动物情绪、学习记忆等行为学指标、炎
症指标发生变化[１６－１７]ꎬ也可造成睡眠障碍ꎮ 陆婷

婷[１８]将 ＩＣＲ 小鼠放入 ５０ ｍＬ 离心管制成的束缚器

中ꎬ进行 ３、５ 或 ７ ｄ 的束缚造模ꎬ每天 ９ ｈ 或 １２ ｈꎬ并
于束缚结束后腹腔注射戊巴比妥钠诱导动物入睡ꎬ
观察睡眠潜伏期和睡眠时间ꎮ 束缚后的各组小鼠

睡眠潜伏期均延长、睡眠时间均缩短ꎬ以每天束缚 ９
ｈꎬ持续 ７ ｄ 最为显著ꎮ Ｙａｓｕｇａｋｉ 等[１９] 对 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ
小鼠进行 ３ 周的浸水和束缚实验ꎬ将小鼠放入束缚

管内ꎬ垂直放入水中ꎮ 每天 ２ ｈꎬ每周 ６ ｄꎬ并于各周

第 ７ 天进行脑电监测ꎮ 小鼠在给予 １、２ 和 ３ 周的压

力刺激后 ２４ ｈ 内均显示出觉醒时间减少ꎬＮＲＥＭＳ
和 ＲＥＭＳ 时间增加ꎬ其中第 １ 周结果最显著ꎬ同时伴

随 ＲＥＭＳ 次数明显增加ꎮ
２􀆰 １􀆰 ６　 慢性社会挫败

慢性社会挫败动物模型模拟人在社会环境中

因社会地位等问题产生的心理压力ꎬ最终导致社交

恐惧和兴趣缺失[２０]ꎮ 动物模型常采用 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小
鼠ꎬ将其放入 ＣＤ１ 小鼠的笼中ꎬ因 ＣＤ１ 小鼠的领地

中突然出现其他动物ꎬ会攻击 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎮ 造

模一般采用每天攻击 １０ ｍｉｎꎬ其余时间用透明隔板

隔开的方式ꎮ 该方法不仅会引起动物的社交障碍ꎬ
同时 会 改 变 其 睡 眠 节 律ꎮ Ｈｅｎｄｅｒｓｏｎ 等[２１] 对

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠进行 １０ ｄ 慢性社会挫败造模ꎬ在第

１、３、１０ 天进行脑电监测ꎮ 结果显示 １、３、１０ ｄ 社会

挫败后 ３ ｈ 内觉醒时间显著增加ꎬＲＥＭＳ 时间显著

减少ꎬＮＲＥＭ 睡眠减少ꎻ造模后 １０ ~ ２２ ｈ 出现睡眠

反弹ꎬ觉醒时间极显著减少ꎬＮＲＥＭ 睡眠极显著增

加ꎬＲＥＭ 睡眠增加ꎮ Ｗｅｌｌｓ 等[２２] 同样用 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ
小鼠造成社会挫败模型ꎬ并每日监测脑电变化ꎮ 发

现造模期间ꎬ模型组 ＲＥＭＳ 平均时间显著增加ꎬ在第

４、５、６、７、９ 天与对照组有显著性差异ꎬＲＥＭＳ 次数对

应增加ꎮ 慢波睡眠时间也呈上升趋势ꎬ同时伴随觉

醒时间减少ꎮ
２􀆰 １􀆰 ７　 空瓶刺激

空瓶刺激模型由林文娟等[２３] 建立ꎬ指动物经过

定时喂水训练后ꎬ形成条件反射ꎬ随后进行不定时

空瓶刺激ꎬ１ ｄ 内 １ ~ ２ 次ꎬ以诱发其情绪应激ꎮ 于

鑫[２４]应用慢性情绪应激造大鼠失眠模型ꎮ 大鼠经

历 １０ ｄ 定时喂水训练后ꎬ进行 １４ ｄ 空瓶刺激ꎬ应激

后大鼠睡眠总时间、慢波睡眠、ＲＥＭ 睡眠均缩短ꎮ
２􀆰 １􀆰 ８　 电击

电击是可使动物产生恐惧的压力源ꎬ大量研究

表明其会对动物的睡眠产生影响ꎮ 王芳等[２５] 通过

电刺激造大鼠失眠模型ꎬ参数为电流 ０􀆰 ５ ｍＡꎬ频率

１ Ｈｚꎬ刺激 ３０ ｓ 间隔 ３０ ｍｉｎꎬ观察到 ８ ｈ 电刺激后

ＳＤ 大鼠睡眠总时间、慢波睡眠、ＲＥＭ 睡眠均减少ꎬ
觉醒时间增加ꎮ Ｙａｎ 等[２６] 也应用相同参数电击造

模ꎬ观察大鼠经受刺激前后睡眠的变化ꎬ结果与上

述研究一致ꎮ
触碰法、平台水环境法和滚筒法模拟因为外界

环境干扰所致的睡眠不足ꎬ根据造模时间可造成完

全睡眠剥夺或部分睡眠剥夺ꎬ使动物表现出以睡眠

时间减少为特征的失眠症状ꎮ 慢性不可预知温和

应激、慢性束缚、慢性社会挫败、空瓶刺激和电击是

通过心理和生理的双重应激ꎬ造成动物睡眠障碍ꎬ
普遍表现为觉醒时间增加ꎬ睡眠时间减少ꎮ 然而ꎬ
经历慢性社会挫败应激的动物多表现为睡眠时间

增加ꎮ 此外ꎬ创伤后应激、冲突性心理应激也可造

成动物睡眠障碍ꎬ出现失眠症状[２７－２８]ꎮ
２􀆰 ２　 化学因素

２􀆰 ２􀆰 １　 对氯苯丙氨酸诱导失眠模型

对 氯 苯 丙 氨 酸 ( ４￣ｃｈｌｏｒｏ￣ＤＬ￣ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅꎬ
ＰＣＰＡ)是色氨酸羟化酶的选择性和不可逆性抑制

剂ꎬ色氨酸羟化酶是合成 ５￣ＨＴ 的起始酶和限速

酶ꎮ ５￣ＨＴ 已被证实在睡眠－觉醒的调节中发挥重

０３４
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要作用ꎬ而 ＰＣＰＡ 可有效阻断 ９５％以上 ５￣ＨＴ 合

成[２９] ꎮ 腹腔注射 ＰＣＰＡ 造成失眠模型ꎬ常用的剂

量为 ３００ ~ ５００ ｍｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ连续注射 １ ~ ３ ｄꎮ
注射 ＰＣＰＡ 后ꎬ动物体内 ５￣ＨＴ 在至少 ７ ｄ 内维持

较低水平ꎬ９ ｄ 后可基本恢复正常[３０] ꎮ 该方法造模

成功率高ꎬ稳定性好ꎬ动物出现的失眠症状与人类

相似ꎬ目前已广泛用于失眠动物实验的研究ꎮ 本

文从动物品系、周龄或体重、给药剂量和方式等方

面总结近几年 ＰＣＰＡ 造成大小鼠失眠模型的方

法ꎬ见表 １ꎮ

表 １　 ＰＣＰＡ 造大 /小鼠失眠模型的方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｉｎｓｏｍｎｉａ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＰＣＰＡ
类型
Ｔｙｐｅ

品系
Ｓｔｒａｉｎｓ

性别
Ｇｅｎｄｅｒ

周龄或体重
Ａｇｅ ｏｒ ｗｅｉｇｈｔ

给药方式
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

剂量(ｍｇ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ(ｍｇ / ｋｇ)

给药时间
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

造模结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

小鼠
Ｍｉｃｅ ＫＭ 雄 Ｍ ８ 周

８ ｗｅｅｋｓ 腹腔注射 ｉ. ｐ. ３５０ ２ ｄ

小鼠
Ｍｉｃｅ ＩＣＲ 雄 Ｍ １８ ~ ２２ ｇ 皮下注射 ｉ. ｈ. ３５０ 检测前 ２４ ｈ

２４ ｈ ｂｅｆｏｒｅ ｔｅｓｔ

小鼠
Ｍｉｃｅ ＩＣＲ 雄 Ｍ ５ 周

５ ｗｅｅｋｓ 皮下注射 ｉ. ｈ. ２００ ２ ｄ

小鼠
Ｍｉｃｅ ＩＣＲ 雄 / 雌

Ｍ / Ｆ
６ ~ ８ 周

６ ~ ８ ｗｅｅｋｓ 腹腔注射 ｉ. ｐ. ３００ ２ ｄ

大鼠
Ｒａｔｓ ＳＤ 雄 Ｍ ２３０ ~ ２７０ ｇ 腹腔注射 ｉ. ｐ. ３００ １ ｄ

大鼠
Ｒａｔｓ ＳＤ 雄 Ｍ ８ ~ ９ 周

８ ~ ９ ｗｅｅｋｓ 腹腔注射 ｉ. ｐ. ３００ ２ ｄ

大鼠
Ｒａｔｓ ＳＤ 雄 Ｍ １８０ ~ ２２０ ｇ 腹腔注射 ｉ. ｐ. ３５０ ６ ｄ

５￣ＨＴ 含量下降ꎬ睡眠
潜伏期延长ꎬ睡眠时
间减少ꎬ慢波睡眠减
少ꎬＲＥＭＳ 减少ꎬ昼夜
节律消失ꎬ烦躁ꎬ精神
亢奋ꎬ毛发竖起且无
光泽ꎬ摄食量少于正
常动物ꎮ
Ａｎｉｍａｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ５￣ＨＴꎬ
ｔｈｅ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｌｅｅｐꎬ
ｓｌｏｗ￣ｗａｖｅ ｓｌｅｅｐꎬ
ＲＥＭＳ ｒｅｄｕｃｅｄ. Ｔｈｅｉｒ
ｓｌｅｅｐ ｌａｔｅｎｃｙ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ
ａｎｄ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ
ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ. Ａｎｉｍａｌｓ
ｗｅｒｅ ｉｒｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｅ. Ｅｒｅｃｔ ａｎｄ
ｄｕｌｌ ｈａｉｒ ａｎｄ ｌｅｓｓ ｆｏｏｄ
ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ
ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ.

[３１]

[３２]

[３３]

[３４]

[３５]

[３６]

[３７]

２􀆰 ２􀆰 ２　 咖啡因诱导失眠模型

咖啡因是腺苷 Ａ１ 和 Ａ２Ａ 受体的拮抗剂ꎬ其对二

者的亲和力相似ꎬ无选择性ꎮ 咖啡因在体内进一步

被代谢为黄嘌呤和茶碱ꎬ其代谢物可更有效地拮抗

Ａ１ 和 Ａ２Ａ 受体[３８]ꎮ 腺苷通过与 Ａ１ 和 Ａ２Ａ 受体结合

发挥促进睡眠的作用ꎬ故摄入咖啡因后会对睡眠造

成影响ꎮ 该方法非常经典ꎬ具有安全性高、成本低、
作用明确的优点ꎮ 但腺苷 Ａ２Ａ 受体基因的功能多态

性会导致咖啡因损害睡眠质量的个体差异[３９]ꎬ造成

实验数据波动较大ꎮ 咖啡因的造模剂量多选用 ５ ~
１５ ｍｇ / ｋｇꎬ也可使用 ２５、３０ 或 ５０ ｍｇ / ｋｇ 等较高剂

量ꎮ 在睡眠实验检测前 ３０ ~ ６０ ｍｉｎ 腹腔注射咖啡

因ꎬ可成功影响动物的睡眠ꎮ 总结近几年采用咖啡

因造模的文献ꎬ如表 ２ 所示ꎮ
ＰＣＰＡ 和咖啡因造模都会导致动物觉醒时间增

加ꎬ入睡潜伏期延长和睡眠时间减少ꎬ其中 ＲＥＭＳ、
ＮＲＥＭＳ 均减少ꎮ 除腹腔注射 ＰＣＰＡ 和咖啡因外ꎬ给
予动物乙醇ꎬ形成乙醇依赖ꎬ戒断后可造成动物觉

醒时间增加ꎬＲＥＭ、ＮＲＥＭ 睡眠时间显著减少[４６]ꎮ

中枢微量注射去甲肾上腺素、食欲素或促肾上腺皮

质激素释放激素等ꎬ皮下注射阿朴吗啡、氟西汀或

育亨宾等同样可导致动物失眠[４７]ꎮ
２􀆰 ３　 病理因素

慢性疼痛常引发失眠ꎬ现常采用坐骨神经部分

结扎造神经痛模型ꎬ研究动物睡眠的变化ꎮ 模型动

物表现出觉醒时间、次数增加ꎬＮＲＥＭ、ＲＥＭ 睡眠时

间及次数减少[４８－４９]ꎮ
此外ꎬ精神类疾病如抑郁症、焦虑症、创伤后应

激综合症、癫痫、自闭症等也会引发失眠ꎬ高血压、
缺血性中风同样会抑制睡眠ꎮ
２􀆰 ４　 复合因素

根据研究目的不同ꎬ常采用多种诱因的复合因

素造成失眠模型ꎮ 应用线栓法(ＭＣＡＯ)和 ＰＣＰＡ 联

合造模研究脑缺血后睡眠障碍ꎬ双侧颈总动脉闭塞

(ＢＣＣＡＯ)和平台水环境法造模研究慢性脑缺血伴

发失眠ꎬ去势或卵巢切除联合电刺激或触碰等方法

研究激素水平降低导致的失眠ꎮ 负重游泳和 ＰＣＰＡ
模拟运动性失眠大鼠ꎮ
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表 ２　 咖啡因造大 /小鼠失眠模型的方法

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｉｎｓｏｍｎｉａ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｃａｆｆｅｉｎｅ
类型
Ｔｙｐｅ

品系
Ｓｔｒａｉｎｓ

性别
Ｇｅｎｄｅｒ

周龄或体重
Ａｇｅ ｏｒ ｗｅｉｇｈｔ

给药方式
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

剂量(ｍｇ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ(ｍｇ / ｋｇ)

给药时间
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

造模结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

小鼠
Ｍｉｃｅ ＩＣＲ 雄Ｍ １８ ~ ２２ ｇ 腹腔注射 ｉ. ｐ. ７􀆰 ５ 检测前 ３０ ｍｉｎ

３０ ｍｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ｔｅｓｔ

小鼠
Ｍｉｃｅ ＩＣＲ 雄Ｍ ４周

４ ｗｅｅｋｓ 腹腔注射 ｉ. ｐ. １０、５０ 检测前
Ｂｅｆｏｒｅ ｔｅｓｔ

小鼠
Ｍｉｃｅ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｎ 雄Ｍ １１周

１１ ｗｅｅｋｓ 灌胃 ｉ. ｇ. ２５ 检测前
Ｂｅｆｏｒｅ ｔｅｓｔ

小鼠
Ｍｉｃｅ Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄Ｍ ６周

６ ｗｅｅｋｓ 腹腔注射 ｉ. ｐ. １５ 检测前 １０ ｍｉｎ
１０ ｍｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ｔｅｓｔ

小鼠
Ｍｉｃｅ ＫＭ 雄Ｍ ２３ ~ ２７ ｇ 腹腔注射 ｉ. ｐ. ７􀆰 ５ 检测前 ３０ ｍｉｎ

３０ ｍｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ｔｅｓｔ

大鼠
Ｒａｔｓ ＳＤ 雄Ｍ ８周

８ ｗｅｅｋｓ 灌胃 ｉ. ｇ. １０ 检测前
Ｂｅｆｏｒｅ ｔｅｓｔ

大鼠
Ｒａｔｓ ＳＤ 雄Ｍ ２６０ ~ ３２０ ｇ 腹腔注射 ｉ. ｐ. ７􀆰 ５ 检测前

Ｂｅｆｏｒｅ ｔｅｓｔ

觉醒时间增加ꎬ睡眠潜
伏期延长ꎬ总睡眠时间
减少ꎬＮＲＥＭＳ 减少ꎬ空
场实验运动路程增加ꎮ
Ａｎｉｍａｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｋｅ ａｎｄ
ｓｌｅｅｐ ｌａｔｅｎｃｙ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄꎬ
ｔｈｅ ｓｌｅｅｐ ｔｉｍｅ ａｎｄ
ＮＲＥＭ ｓｌｅｅｐ ｔｉｍｅ
ｒｅｄｕｃｅｄ. Ｉｎ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ
ｔｅｓｔꎬ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ’
ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ.

[３２]

[４０]

[４１]

[４２]

[４３]

[４４]

[４５]

　 　 此外ꎬ郜红利等[５０] 采用母乳鼠分离、多种焦虑

刺激和注射 ＰＣＰＡ 造心肾不交大鼠失眠模型ꎬ动物

表现为睡眠时间减少ꎬ血象水平降低ꎬ下丘脑－垂体

－肾上腺轴紊乱ꎮ 何博赛[５１]通过对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠连续

５ ｄ 腹腔注射 ５０ ｍｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ)氢化可的松ꎬ再连续

４ ｄ 腹腔注射 ３００ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ＰＣＰＡꎬ动物出现弓腰

无力、毛发少光泽、睡眠减少等现象ꎬ造成肝阴虚－失
眠模型ꎮ 林腊梅[５２]建立肝血虚失眠模型ꎬ切除 ＳＤ 大

鼠全肝的 ７０％且恢复后ꎬ利用平台水环境法进行 ７２ ｈ
ＲＥＭ 睡眠剥夺ꎬ动物呈现口唇、爪甲淡粉色ꎬ爪甲欠

光滑ꎬ目光呆滞、反应迟钝等状态ꎮ 黄攀攀等[５３]对动

物连续 ２８ ｄ 皮下注射 Ｄ－半乳糖 ６０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ叠
加 ８ ｄ 腹腔注射咖啡因 ３０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ再利用多平

台水环境法进行 ７ ｄ 睡眠剥夺ꎬ造成大鼠的睡眠时间

减少、心率加快、血压升高、耳温升高ꎬ成功建立老年

阴虚失眠动物模型ꎮ 朱洁等[５４] 采用夹尾和注射

ＰＣＰＡ 复合法造大鼠肝郁证失眠模型ꎬ连续 ２０ ｄ 每天

夹尾 ４５ ｍｉｎꎬ叠加连续 ２ ｄ 腹腔注射 ４００ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)
ＰＣＰＡꎮ 何林熹等[５５] 采用慢性束缚法复合夹尾 １５ ｄ
造成肝郁化火证失眠大鼠模型ꎮ

３　 评价方法

常用的评价方法为巴比妥类药物协同睡眠实

验ꎬ空场实验和脑电、肌电或眼动监测ꎮ 这些方法

既可用于评价失眠模型ꎬ也可用于药效学评价ꎮ 巴

比妥类药物协同睡眠实验可初步判断动物的睡眠

情况ꎬ实验操作简单、成本低ꎬ但结果指标较少ꎮ 空

场实验是通过观察动物一定时间内的运动参数ꎬ判
断其生理状态ꎬ多用于镇静催眠药物的评价ꎮ 脑电

和肌电监测可直接将动物的睡眠状态通过波形、波
频率等指标呈现ꎬ但实验操作复杂ꎬ对实验环境要

求高ꎮ
３􀆰 １　 巴比妥类药物协同睡眠实验

巴比妥类药物是常用的催眠药物ꎬ可应用其来

诱导动物入睡ꎬ通过观察动物的行为得到有效结

果ꎮ 实验分为 ３ 类:戊巴比妥钠阈下剂量协同睡眠

实验观察动物的入睡率、戊巴比妥钠阈上剂量协同

睡眠实验观察睡眠时间、巴比妥钠(或戊巴比妥钠)
实验观察入睡潜伏期ꎮ 阈下剂量指 ８０％ ~ ９０％动

物翻正反射不消失的戊巴比妥钠最大剂量ꎬ阈上剂

量指动物 １００％入睡的戊巴比妥钠最小剂量ꎮ 此

外ꎬ巴比妥类药物硫喷妥钠等也可用于该实验ꎮ
动物入睡以翻正反射消失为判断标准ꎮ 给药

后待动物基本停止运动时ꎬ对其体位进行翻转ꎬ即
呈仰卧位ꎬ若动物 ３０ ｍｉｎ 内仰卧位达 ６０ ｓ 以上ꎬ判
断其翻正反射消失进入睡眠状态ꎮ 一段时间后ꎬ当
翻正反射首次恢复时ꎬ立即将其翻转成仰卧位ꎬ３０ ｓ
内若再次恢复ꎬ判断为动物觉醒ꎬ并记录首次恢复

翻正反射的时间为睡眠终止时间ꎻ若 ３０ ｓ 内未恢

复ꎬ则在动物翻正反射再次恢复后重复翻转ꎬ直至

判定为睡眠结束[５６]ꎮ
３􀆰 ２　 空场实验

空场实验是将动物放入实验箱的中心ꎬ适应 ２
~ ５ ｍｉｎ 后ꎬ记录并分析动物在一段时间内(一般为

５ ~ １５ ｍｉｎ)的运动路程、运动时间、站立次数和运

动轨迹等指标ꎬ或对动物穿越网格数或直立次数进

行水平、垂直评分以反映动物的自主活动情况ꎮ 失

眠动物常表现为自主活动增加ꎬ而给予动物镇静催
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眠药物后ꎬ则表现为自主活动减少ꎮ
３􀆰 ３　 脑电图、肌电图、眼点图

脑电图(ＥＥＧ)和肌电图(ＥＭＧ)监测是将动物

麻醉ꎬ插入电极ꎬ恢复 ７ ~ １４ ｄ 后ꎬ通过 ＥＥＧ、ＥＭＧ
观察并统计动物觉醒、ＲＥＭ 睡眠、ＮＲＥＭ 睡眠时长ꎬ
时相出现次数、持续时间、转换次数等指标ꎮ 失眠

动物常表现为睡眠总时间缩短ꎬ觉醒增加ꎬ各相睡

眠时间不同程度缩短ꎻ睡眠呈碎片化ꎬ即时相出现

次数、转换次数增多ꎬ持续时间缩短ꎻ波形与正常动

物存在差异ꎮ 脑电图(ＥＥＧ)和肌电图(ＥＭＧ)可准

确反映睡眠过程ꎬ为最直接、可靠的评价方法ꎬ同时

也可应用眼点图(ＥＯＧ)进行辅助研究ꎮ

４　 小结和展望

理想的动物模型需遵循以下原则ꎬ动物疾病模

型与人类疾病具有相似的发生、发展过程ꎬ具备该

疾病的主要症状和体征ꎬ针对药物治疗ꎬ与人类疾

病具有相似的反应ꎬ模型可重复ꎮ 常用的大鼠、小
鼠失眠模型从不同角度模拟人类失眠特征ꎮ 物理

因素造模模拟外界环境刺激ꎬ例如触碰、滚筒、束缚

和社会挫败等模拟心理生理压力造成的失眠ꎻ化学

因素造模针对特异性靶点ꎬ使动物出现失眠症状ꎻ
病理、复合因素模拟各种原因伴发的失眠ꎮ 然而ꎬ
人类的失眠原因复杂ꎬ失眠动物模型仍存在一定局

限性ꎬ需进一步研发和摸索ꎮ 仅应用物理因素或化

学因素造模ꎬ无法全面模拟人类失眠的特征ꎬ可依

据不同的实验要求选择复合因素造模ꎮ 复合因素

造模应明确各个因素的意义ꎬ避免盲目选择ꎮ 针对

方法学研究ꎬ应进一步详细和清晰造模方法的时间

和强度以及影响睡眠的程度ꎬ为今后的科学研究提

供有力的理论依据ꎮ
常用的评价方法为巴比妥类药物协同睡眠实

验、空场实验和脑电、肌电监测ꎮ 目前的评价手段

较单一ꎬ且存在诸多问题ꎮ 巴比妥类药物协同睡眠

实验中ꎬ关键的判断指标为翻转反射消失ꎬ但手动

翻转动物这一操作对实验数据有一定主观影响ꎮ
空场实验中ꎬ若采用常规实验时长 ５ ~ １５ ｍｉｎꎬ无法

全面反映动物在整个睡眠周期中的行为学改变ꎬ无
法真实反映动物的睡眠情况ꎮ 脑电、肌电监测需在

动物脑内插入电极ꎬ会造成创伤而影响实验结果ꎮ
故针对现存的问题ꎬ需研发新型仪器设备或改进实

验方法ꎮ 例如通过仪器对动物进行翻转以判断是

否入睡ꎬ进行长时间睡眠监测ꎻ研究新的实验方法ꎬ

通过动物的行为学指标判断睡眠情况ꎬ避免造成创

伤ꎬ更加科学地进行评价ꎬ为失眠动物模型、新型镇

静催眠药物的研发和睡眠的相关研究奠定基础ꎮ
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基于肠道菌群的免疫调节策略用于结直肠癌联合
治疗研究的进展

李惠１ꎬ２ꎬ赵菊梅１∗ꎬ师长宏２∗

(１. 延安大学基础医学院ꎬ陕西　 延安　 ７１６０００ꎻ２. 空军军医大学实验动物中心ꎬ西安　 ７１００３２)

　 　 【摘要】 　 肠道菌群可形成特殊的免疫微环境ꎬ通过免疫调节机制影响结直肠癌的发生、发展和治疗ꎮ 本文

综述了肠道菌群用于结直肠癌免疫调节治疗的研究进展ꎬ回顾了肠道菌群与宿主免疫、肿瘤免疫的关系ꎬ重点分析

了相关动物实验和临床试验的结果ꎬ总结了基于肠道菌群免疫调节联合疗法用于结直肠癌治疗的机制和策略ꎬ期
望为结直肠癌的治疗提供新的参考ꎮ

【关键词】 　 肠道菌群ꎻ结直肠癌ꎻ免疫调节ꎻ联合治疗ꎻ动物模型
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Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ’ａｎ ７１００３２)
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｆｏｒｍ ａ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｉｍｍｕｎｅ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｔｈａｔ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｈｅｒｅꎬ ｗｅ ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｈｏｓｔ ｏｒ ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ.
Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｗｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌｓ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｓｔｒａｔｅｇｙ
ｏｆ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ. Ｔｈｕｓꎬ ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ
ｍａｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａꎻ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎻ ｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎻ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 人类肠道菌群由 １０１３ ~ １０１４ 种微生物组成ꎬ基
因组包含的基因数约是人类自身基因组的 １００ 倍ꎬ
被称为人类的“第二基因组”ꎬ它们与宿主细胞以多

种方式相互作用ꎬ例如代谢、免疫调节等[１]ꎮ 肠道

菌群通过诱导结肠组织的异常免疫反应削弱肠道

上皮屏障ꎬ形成特殊的免疫微环境ꎬ在疾病的发生、
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发展中发挥非常重要的作用ꎮ 研究证明具核梭杆

菌、产肠毒素脆弱拟杆菌和大肠杆菌等均与结直肠

癌(ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎬＣＲＣ)的发生、发展有一定的相

关性[２]ꎮ Ｙａｎｇ 等[３]最新研究发现ꎬ肠道菌群以脂多

糖(ＬＰＳ)作为触发器ꎬ以趋化因子依赖的方式调节

单核细胞样巨噬细胞的积累ꎬ产生癌前炎症环境ꎬ
促进肿瘤发生ꎮ 肠道菌群免疫调节联合免疫治疗、
放化疗等手段在 ＣＲＣ 的治疗中也获得了较好的效

果ꎮ 在免疫治疗中ꎬ生菌群通过激活 ＴＬＲ４(Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４)ꎬ刺激肿瘤相关髓系细胞产生炎性细胞

因子ꎬ从而改善患者的预后[４]ꎮ 除此之外ꎬ已证明

含有链球菌、乳杆菌和双歧杆菌属的制剂具有抗辐

射保护作用[５] 以及肠道菌群对化疗药物疗效和毒

性具有调节作用[６]ꎮ 总之ꎬ这些研究阐明了肠道菌

群可以影响结直肠癌的发生和治疗ꎮ
随着菌群测序和组学技术的发展ꎬ肠道菌群逐

渐成为 ＣＲＣ 筛查和预测的生物标志物ꎮ 此外ꎬ肠道

菌群联合疗法还可提高 ＣＲＣ 治疗疗效和减少毒副

作用ꎮ 本文就肠道菌群的免疫调节作用进行综述

和讨论ꎬ包括肠道菌群与宿主免疫ꎻ肠道菌群与肿

瘤免疫ꎻ重点分析了相关动物实验和临床试验的结

果ꎻ讨论了肠道菌群联合疗法在 ＣＲＣ 治疗中的作用

机制和策略ꎬ并提出了肠道菌群应用于临床前面临

的挑战ꎬ期望为 ＣＲＣ 联合肠道菌群免疫调节治疗提

供良好的策略ꎮ

１　 肠道菌群与宿主免疫

哺乳动物肠道内寄居的菌群大多数与宿主互

利共生ꎬ宿主为肠道菌群提供了生长和繁殖所必须

的场所和营养ꎬ并参与调节宿主正常发育[７]ꎮ 最新

研究发现孕中期的胎儿组织器官中存在免疫细胞ꎬ
通过组织培养分离出葡萄球菌和乳杆菌等菌属的

细菌ꎬ这些细菌能在体外诱导胎儿肠系膜淋巴结记

忆 Ｔ 细胞活化ꎬ提示胎儿体内的细菌在早期免疫发

育中的潜在作用[８]ꎮ Ｂｏｕｓｋｒａ 等[９] 研究发现ꎬ无菌

小鼠的肠道相关淋巴组织(隐窝结节和孤立淋巴滤

泡)发育不成熟ꎬ而肠道菌群可促进孤立淋巴滤泡

发育ꎬ其中革兰氏阴性菌对孤立淋巴滤泡的发育起

重要作用ꎮ
肠道菌群及其代谢物可影响免疫系统的功能ꎮ

Ｓｃｈａｕｐｐ 等[１０]研究发现肠道菌群在稳定状态下控制

浆细胞样树突状细胞产生 Ｉ 型干扰素( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣Ｉꎬ
ＩＦＮ￣Ｉ)ꎬ而无菌动物的 ｐＤＣｓ 无法启动适应性免疫反

应ꎮ 肠道菌群代谢物短链脂肪酸( ｓｈｏｒｔ￣ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓꎬＳＣＦＡ)可以调节固有免疫细胞和适应性免疫

细胞的产生和功能ꎬ其中丁酸可直接作用于肠道粘

膜免疫细胞ꎬ主要抑制巨噬细胞、中性粒细胞、树突

细胞和效应 Ｔ 细胞的活性ꎬ增加调节性 Ｔ 细胞

(ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓꎬＴｒｅｇｓ)的数量及活性[１１]ꎮ 肠道菌

群代谢物丁酸盐可通过作用于短链脂肪酸受体 １
(ＧＰＲ４１)及短链脂肪酸受体 ３(ＧＰＲ４３)促进活化

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的代谢ꎬ增强其记忆潜能ꎮ 无菌小鼠中

抗原活化后的 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞则无法分化成为记忆性

Ｔ 细胞[１２]ꎮ ＳＣＦＡ 还可减少巨噬细胞、中性粒细胞

及树突细胞的募集和迁移ꎬ并抑制 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞

的分化ꎬ以调节免疫应答和炎症[１３]ꎮ 更多有关肠道

菌群及其代谢物影响免疫系统的研究见表 １ꎮ
肠道菌群对宿主免疫系统发育及功能维持至

关重要ꎬ然而有些细菌可导致免疫失衡ꎬ从而诱发

ＣＲＣꎮ 产肠毒素脆弱拟杆菌会增加上皮细胞的通透

性、破坏黏膜屏障ꎬ产生炎症ꎬ诱发肿瘤[２４]ꎮ Ｋｏｓｔｉｃ
等[２５]研究发现ꎬ具核梭杆菌 ( Ｆｎ) 喂养 ８ 周后的

ＡｐｃＭｉｎ / ＋小鼠能够选择性的增加 ＣＤ１１ｂ＋ 髓样细胞ꎬ
包括骨髓抑制细胞(ＭＤＳＣｓ)、肿瘤相关巨噬细胞

(ＴＡＭｓ)和 ＤＣｓꎬ这些细胞能够抑制 Ｔ 细胞功能ꎬ从
而促进肿瘤发展ꎮ Ｊａｍｅｓ 等[２６]第一个详细的人类结

肠免疫细胞和肠道细菌图谱ꎬ显示了结肠中肠道菌

群和免疫细胞的变化ꎬ该图谱可作为“人类细胞图

谱”计划的其中一部分ꎬ将推进对结肠特定区域病

变的研究ꎬ例如溃疡性结肠炎和结直肠癌ꎮ

２　 肠道菌群与肿瘤免疫

肠道免疫环境中存在着大量淋巴细胞和髓系

来源的免疫细胞ꎬ在肠道局部免疫平衡和系统免疫

平衡的维持中具有重要作用[２７]ꎮ 当肠道菌群失衡

时ꎬ人体免疫稳态也会产生紊乱ꎬ这些免疫环境的

改变可能与 ＣＲＣ 发生有一定关系ꎮ 科学家们试图

将特定的菌群与 ＣＲＣ 相联系ꎬ然而至今ꎬ肠道菌群

影响 ＣＲＣ 发生和发展的机制仍待继续研究ꎮ 在此ꎬ
本节将汇总分析与 ＣＲＣ 发生和发展有关的菌群及

相应的免疫机制ꎮ
２􀆰 １　 产肠毒素脆弱拟杆菌

产肠毒素脆弱拟杆菌 ( Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｒａｇｉｌｉｓꎬＥＴＢＦ)可通过释放毒素ꎬ导致肠

上皮脱落和 γ 依赖的 Ｅ－钙黏蛋白裂解[２８]ꎮ ＥＴＢＦ
除了作用于上皮屏障外ꎬ还可作用于免疫细胞和免

７３４
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表 １　 肠道菌群及其代谢物对免疫系统的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ

免疫应答
Ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

肠道菌群及其代谢物
Ｂａｃｔｅｒｉａ / ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

免疫系统
Ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

主要研究成果
Ｍａｊｏｒ ｆｉｎｄｉｎｇｓ

固有免疫
Ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ

共生菌群
Ｃｏｍｍｅｎｓａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ

分节丝状菌
Ｓｅｇｍｅｎｔｅｄ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ

ｂａｃｔｅｒｉａ

短链脂肪酸
ＳＣＦＡｓ

艾克曼菌和海氏肠球菌
Ｅｃｋｍａｎ ａｎｄ

Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｈｉｒｓｃｈｉｉ

固有免疫系统
Ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ

分解吲哚衍生物促进芳烃受体(ＡｈＲ)介导的屏障功能[１４]

Ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｏｌｅ￣ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｂｙ ｃｏｍｍｅｎｓａｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅ
ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＡｈＲ[１４]

先天淋巴细胞
Ｉｎｎａｔｅ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｃｅｌｌｓ

提高先天性淋巴细胞 ３(ＩＬＣ３)产生 ＩＬ￣２２[１５]

Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣２２ ｂｙ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ３ (ＩＬＣ３) [１５]

肠上皮细胞
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

通过孕烷 Ｘ 受体(ＰＸＲ)强化上皮屏障功能[１６]

ＳＣＦＡｓ ｉｎｔｅｎｓｉｆｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＸＲ[１６]

肠上皮细胞
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

丁酸盐可使促炎细胞因子在肠上皮细胞中的表达下调[１７]

Ｂｕｔｙｒａｔｅ ｃａｎ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ[１７]

树突状细胞
Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ

诱导 ＤＣ 释放 ＩＬ￣１２[１８]

Ｉｎｄｕｃｅｄ ＤＣ ｔｏ ｒｅｌｅａｓｅ ＩＬ￣１２[１８]

适应性免疫
Ａｄａｐｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ

梭状芽孢杆菌
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ

脆弱拟杆菌
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｒａｇｉｌｉｓ

双歧杆菌
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

调节性 Ｔ 细胞
Ｔｒｅｇｓ

诱导 Ｔｒｅｇ 分化及 ＩＬ￣１０ 的表达[１９]

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｉｎｄｕｃｅｓ Ｔｒｅｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１０[１９]

调节性 Ｔ 细胞
Ｔｒｅｇｓ

通过 ＴＬＲ２ 诱导 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇｓꎬ并抑制 ＴＨ１７ 反应[２０]

Ｂ. ｆｒａｇｉｌｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ＴＬＲ２ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇｓ ａｎｄ
ａｃｔｉｖｅｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ＴＨ１７ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ[２０]

ＣＤ４＋ Ｔ 细胞和
Ｔｈ１ 细胞

ＣＤ４＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ

产生多聚糖 Ａ 诱导 ＣＤ４＋ Ｔ 和 Ｔｈ１ 细胞在体循环中积累[２１]

Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＳＡ ｂｙ Ｂ. ｆｒａｇｉｌｉｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＤ４＋ Ｔ ａｎｄ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ[２１]

Ｔｈ１７ 细胞
Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ

诱导 Ｔｈ１７ 细胞的积累[２２]

Ｂ. ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ[２２]

树突状细胞
Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ

改善肿瘤特异性 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的效应功能[２３]

Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｕｍｏｒ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ[２３]

疫分子ꎮ ＥＴＢＦ 通过激活 ＴＬＲꎬ 增加白介素 － ６
(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ ＩＬ￣６)) 和肿瘤坏死因子 － α ( ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)ꎬ并进一步激活转录因子 ３
(ＳＴＡＴ３)和核因子－κＢ(ＮＦ￣κＢ)ꎬ抑制抗肿瘤免疫ꎬ
促使肿瘤发生[２９]ꎮ 动物实验发现ꎬＥＴＢＦ 感染的

ＡＰＣｍｉｎ / ＋小鼠在 ２ 周内发生肿瘤ꎬ进一步研究发现ꎬ
ＥＴＢＦ 是通过激活小鼠体内 ＳＴＡＴ３ 诱导促癌 Ｔｈ１７
细胞产生 ＩＬ￣１７ꎬ进而诱导黏膜应答ꎬ抑制抗肿瘤免

疫ꎬ导致肿瘤发生[３０]ꎮ
２􀆰 ２　 具核梭杆菌

具核梭杆菌 ( Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍꎬ Ｆｎ) 在

ＣＲＣ 高度富集ꎬ其能诱导局部炎症ꎬ增加 ＩＬ￣６、ＩＬ￣８、
ＩＬ￣１２、转化生长因子－β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣
βꎬＴＧＦ￣β)、ＴＮＦ￣α 等炎性细胞因子ꎬ导致结直肠肿

瘤的发生ꎮ Ｆｎ 及其组分允许肿瘤浸润骨髓细胞上

的 ＴＬＲｓ 参与和激活 ｍｙｄ８８ 介导的炎症细胞因子的

产生ꎬ最明显的是 ＩＬ￣２３ 的产生ꎮ ＩＬ￣２３ 通过诱导

ＩＬ￣１７Ａ、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣２２ 的产生促进 ＣＲＣ 的发展[３１]ꎮ
Ｆｎ 通过促进肿瘤免疫逃逸、抑制自然杀伤细胞

(ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌꎬＮＫ)或 Ｔ 细胞抗肿瘤防御、调节

Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 来 支 持 ＣＲＣ 的 发 展 和 转

移[３２]ꎬ也有研究报道大肠癌组织中 Ｆｎ 会随着癌细

胞转移而转移[３３]ꎮ
２􀆰 ３　 粪肠球菌

粪肠球菌(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓꎬＥＦ)激活黏膜巨

噬细胞产生旁观者效应ꎬ当未转化的原代上皮细胞

暴露于粪肠球菌极化的巨噬细胞时ꎬ肠上皮细胞发

生染色体不稳定(ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙꎬＣＩＮ)ꎬ然后

转化为癌细胞[３４]ꎮ ＴＮＦ￣α 作为巨噬细胞诱导的旁

观者效应的扩散介质ꎬ这种炎性细胞因子由粪肠杆

菌触发ꎬ并通过神经突起导向因子 Ｎｅｔｒｉｎ￣１ 的抗凋

亡作用导致结肠上皮细胞增殖[３４]ꎮ 粪肠球菌可诱

８３４
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导肠上皮细胞内超氧化物的形成可增强巨噬细胞

中 ＣＯＸ￣２ 的表达ꎬ促进肠上皮细胞中 ＣＩＮ 的形成导

致结肠上皮细胞损伤ꎮ 动物实验研究发现ꎬ产超氧

化物粪肠球菌感染的无菌 ＩＬ￣１０－ / －小鼠产生结肠炎

和结肠癌ꎻ不产生超氧化物的粪肠球菌感染的无菌

ＩＬ￣１０－ / －小鼠仅产生结肠炎[３５]ꎮ
肠道菌群通过调节免疫微环境促进肿瘤发生、

发展ꎮ 将肠道菌群作为一种生物学指标ꎬ可用于健

康状态的评估和 ＣＲＣ 的发病风险及其预后的预测ꎮ
同时以肠道菌群为靶点ꎬ选择性的清除致癌菌群ꎬ
深入研究其致癌机制可为 ＣＲＣ 治疗提供参考依据ꎮ
此外ꎬ破译更多具有特异性的致癌肠道菌群并表征

其潜在机制也十分必要ꎮ

３　 肠道菌群免疫调节联合疗法治疗结
直肠癌的机制
　 　 癌症治疗会干扰宿主的免疫反应ꎬ并导致免疫

系统功能异常ꎬ进而影响治疗效率ꎮ 动物实验表

明ꎬ肠道菌群及其代谢物可激活抗肿瘤免疫反应ꎬ
从而提高药物疗效、减轻毒副作用ꎮ 双歧杆菌通过

干扰素刺激基因(ＳＴＩＮＧ)和 Ｔ 细胞表面腺苷 ２Ａ 受

体(Ａ２ＡＲ)信号通路以及鼠李糖乳杆菌(ＬＧＧ)通过

ＤＣ 中 ｃＧＡＳ / ＳＴＩＮＧ / ＴＢＫ１ / ＩＲＦ７ 轴均可增强免疫治

疗疗效[３６－３８]ꎻＬＧＧ 通过激活小肠隐窝周围巨噬细胞

ＴＬＲ２ 通路来减轻放疗造成的小肠损伤[３９]ꎻ肠道菌

群代谢物丁酸可通过提高 ＣＤ８＋Ｔ 细胞中 ＩＤ２ 的表

达来增强 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的抗肿瘤免疫应答ꎬ从而改善

化疗药物奥沙利铂的疗效[４０]ꎮ
３􀆰 １　 肠道菌群免疫调节联合免疫治疗的机制

肿瘤免疫治疗是通过激活机体自身免疫机能

对肿瘤细胞或组织进行识别并杀伤ꎬ已证实肠道菌

群通过改变肿瘤免疫微环境从而改善肿瘤免疫治

疗效果[４１]ꎮ ２０１５ 年发表的 ２ 篇意义重大的文章ꎬ首
次将 肠 道 菌 群 与 免 疫 检 查 点 抑 制 剂 ( ｉｍｍｕｎｅ
ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓꎬＩＣｌｓ) 疗效联系起来[２３ꎬ３２]ꎮ 其

中来自法国团队的研究表明抗细胞毒性 Ｔ 淋巴细

胞相 关 抗 原 ４ ( ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ￣ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ａｎｔｉｇｅｎ ４ꎬＣＴＬＡ￣４)不能抑制无菌小鼠的肿瘤生长ꎬ
而多形拟杆菌(Ｂ. ｔｈｅｔａｉｏｔａｏｍｉｃｒｏｎ)和脆弱类杆菌

(Ｂ. ｆｒａｇｉｌｉｓ) 可增加辅助性 Ｔ 细胞 １ ( Ｔ ｈｅｌｐｅｒ
ｃｅｌｌｓ１ꎬＴｈ１)免疫应答ꎬ促进瘤内 ＤＣ 的成熟ꎬ增强小

鼠对抗 ＣＴＬＡ￣４ 的抗癌反应[２３]ꎮ 来自美国团队以类

似的方法证明了双歧杆菌增强 ＤＣ 的活化ꎬ提高抗

ＰＤ￣Ｌ１ 的治疗效果[３２]ꎮ ２０１９ 年ꎬ首次表征了中国人

群肠道菌群与免疫治疗响应之间的关联ꎬ发现肠道

菌群的多样性与患者外周 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 ＮＫ 细胞以

及颗粒酶 Ｂ 的水平呈正相关[４２]ꎮ
研究表明在大肠癌模型小鼠中ꎬＬＧＧ 与抗 ＰＤ￣１

联合治疗后小鼠肠道疣微菌门减少、拟杆菌门增

加ꎬ并使鼠乳杆菌和单形拟杆菌富集ꎬ这两种细菌

分别与肠道 ＤＣ 的活化和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的肿瘤浸润相

关ꎻ口服 ＬＧＧ 活菌能通过增加肿瘤内 ＤＣ 和 Ｔ 细胞

来增强抗 ＰＤ￣１ 免疫治疗的抗肿瘤效果ꎬ其机制是

ＬＧＧ 通过 ＤＣ 中 ｃＧＡＳ / ＳＴＩＮＧ / ＴＢＫ１ / ＩＲＦ７ 轴诱导

其产生 ＩＦＮ￣βꎬ从而增强抗肿瘤 ＣＤ８＋Ｔ 细胞活化以

及肿瘤浸润[３８]ꎮ 有研究表明ꎬ肠道菌群还可以促进

ＣＤ４７ 单抗的抗肿瘤疗效ꎮ 不同肠道菌群背景的 Ｊａｘ
小鼠与 Ｔａｃ 小鼠对 ＣＤ４７ 单抗的反应有明显差别ꎮ
两种小鼠共饲养后ꎬ对 ＣＤ４７ 单抗均可产生应答ꎻ静
脉或瘤内注射双歧杆菌属可在原来无应答的 Ｔａｃ 小

鼠的肿瘤内富集ꎬ并对 ＣＤ４７ 单抗产生应答ꎮ 分析

机制发现瘤内的双歧杆菌可通过激活 ＳＴＩＮＧ 信号

以增强 ＩＦＮ￣Ｉꎬ从而促进 ＤＣ 的交叉呈递ꎬ增强了肿

瘤组织内抗 ＣＤ４７ 免疫治疗的抗肿瘤效果[３６]ꎮ
Ｍａｇｅｒ 等[３７]发现了 １ 种新的微生物代谢物相关免疫

通路ꎮ 在 ＣＲＣ 小鼠模型中ꎬ假长双歧杆菌 ( Ｂ.
ｐｓｅｕｄｏｌｏｎｇｕｍ)代谢产物肌苷在特定环境下(ＣｐＧ 和

树突状细胞分泌的 ＩＬ￣１２ 的协同刺激)通过 Ｔ 细胞

特异性腺苷 ２Ａ 受体(Ａ２ＡＲ)信号刺激 ｃＡＭＰ￣ＰＫＡ￣
ｐＣＲＥＢ 通路ꎬ在肿瘤抗原激活 Ｔ 细胞受体(ＴＣＲ)的
协同作用下ꎬＩＬ￣１２ 受体(ＩＬ￣１２Ｒ)表达上调ꎮ 随后ꎬ
ＤＣ 衍生的 ＩＬ￣１２ 刺激促进了肌苷诱导 ＣＤ４＋Ｔ 细胞

中 ＴＨ１ 基因的表达ꎬ加入免疫检查点抑制剂可促进

ＩＦＮ￣γ 的产生ꎬ从而提高了 ＩＣＩ 疗效ꎮ 研究人员还揭

示艾克曼菌(Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ ｍｕｃｉｎｉｐｈｉｌａ)同样也可产生

肌苷ꎬ具有相似的抗肿瘤效果ꎮ 在 ＭＣ３８ 结直肠癌

小鼠模型中ꎬ屎肠球菌(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ)表达并

分泌肽聚糖水解酶分泌抗原 Ａ(ＳａｇＡ)ꎬ能降解细菌

的胞壁肽聚糖成分ꎬ生成有免疫活性的胞壁肽(如
胞壁酰二肽 ＭＤＰ)ꎬ从而通过激活 ＮＯＤ２ 信号来增

强免疫治疗效果ꎮ 此外ꎬ通过转基因技术使乳酸菌

(Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃｔｉｓ)表达 ＳａｇＡꎬ也能增强 ＩＣＩ 抗肿瘤

疗效[４３]ꎮ
３􀆰 ２　 肠道菌群介导免疫调节联合放化疗治疗结直

肠癌的机制

放射疗法(ＲＴ)是通过破坏肿瘤细胞 ＤＮＡ 来杀

伤肿瘤细胞的有效方法[４４]ꎬ超过 ５０％的实体瘤患者

９３４
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在治疗期间的某个时间点接受了放疗ꎬ通常与化疗

联合使用[４５]ꎬ然而ꎬ放化疗引起的某些毒副作用通

常限制了其广泛应用[４６－４７]ꎮ 最近的研究发现肠道

菌群免疫调节可以降低毒副作用ꎬ提高放化疗的治

疗效果ꎮ
最新研究揭示了肠道菌群代谢产物在辐射防

护中的关键作用ꎬ为减轻辐射暴露的副作用提供了

有前景的治疗靶点[４８]ꎮ 接受高剂量电离辐射后幸

存的小鼠拥有特殊的肠道菌群及其代谢物ꎬ其中毛

螺 菌 科 ( Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ) 和 肠 球 菌 科

(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ)成员的丰度以及下游以丙酸和色

氨酸途径为代表的代谢物能够保护造血系统和胃

肠道系统免受辐射伤害[４９]ꎮ 腹部放疗治疗结肠癌

时ꎬ主要的毒副作用是小肠损伤ꎮ ＬＧＧ 通过释放脂

磷壁酸(ＬＴＡ)激活小肠隐窝周围巨噬细胞 ＴＬＲ２ 通

路ꎬ从而诱导趋化因子 ＣＸＣＬ１２ 表达ꎻ小肠固有层中

ＣＯＸ￣２＋ 间充质干细胞 ( ＭＳＣ) 表达的 ＣＸＣＲ４ 与

ＣＸＣＬ１２ 结合ꎬ激活 ＭＳＣ 向肠隐窝上皮干细胞附近

迁移ꎬ使辐射损伤得以迅速修复ꎮ 此外ꎬＭＳＣ 释放

前列腺素 Ｅ２ 保护上皮干细胞免受辐射诱导的凋

亡ꎬ减轻腹部放疗造成的小肠损伤[３９]ꎮ 在肿瘤小鼠

模型中ꎬ肠道菌群衍生的吲哚 ３－丙酸( ＩＰＡ)处理可

以抑制辐照诱导的小鼠死亡、体重减轻、造血系统

损伤及胃肠道毒性ꎮ 其中孕烷 Ｘ 受体 /酰基辅酶 Ａ
结合蛋白(ＰＸＲ / ＡＣＢＰ)信号在 ＩＰＡ 介导的辐射保

护中发挥关键作用[４８]ꎮ 最新研究发现肠道菌群代

谢产物丁酸盐可通过抑制其组蛋白去乙酰化酶活

性诱导 ＩＤ２ 的表达ꎬ促进 ＩＬ￣１２ 信号通路ꎬ从而在体

内及体外直接增强小鼠 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的增殖和功能ꎬ
促进化疗药物奥沙利铂的抗癌疗效ꎻ同时分离自健

康人的 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞体外培养中ꎬ丁酸盐也可增加

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的 ＩＤ２ 及 ＩＦＮ￣γ 表达[４０]ꎮ

４　 肠道菌群免疫调节联合疗法治疗结
直肠癌的策略
　 　 肠道菌群通过免疫调节影响 ＣＲＣ 免疫治疗、放
疗和化疗的分子机制逐渐被阐明ꎬ为利用肠道菌群

联合治疗策略提供参考ꎮ 部分动物实验和临床研

究已证明肠道菌群干预策略能一定程度上能提髙

免疫检查点抑制剂治疗、放化疗的敏感性或减轻不

良反应ꎮ
４􀆰 １　 肠道菌群免疫调节联合免疫治疗的策略

基础研究方面ꎬ在小鼠模型中ꎬ调节肠道菌群

可提高肿瘤免疫疗法的疗效以及缓解毒副作用[５０]ꎮ

ＣＤ８＋Ｔ 细胞介导抗肿瘤免疫反应ꎬ增强免疫治疗疗

效ꎮ 正常小鼠灌胃 ＬＧＧ 两周后ꎬ小肠 ＣＤ８＋ Ｔ 和

ＣＤ４＋ Ｔ 细胞数量扩增ꎬ结肠 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞特异性反

应升高ꎮ 转基因肿瘤模型小鼠和 ＤＳＳ￣ＡＯＭ 诱导的

结肠癌模型小鼠灌胃 ＬＧＧ 后ꎬＣＤ８＋ Ｔ 细胞数量增

加ꎬ肿瘤被显著抑制[５１]ꎮ 肠道菌群还可以有效增强

过继转移的自身 /肿瘤特异性 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的抗肿瘤

功能ꎬ抑制肿瘤生长ꎻ用抗生素处理宿主肠道菌群ꎬ
会显著降低肿瘤抑制作用ꎻ实验小鼠输注含微生物

配体血浆或者超纯脂多糖可增强 ＣＤ８＋细胞活化ꎬ抑
制肿瘤生长[５２]ꎮ 双歧杆菌以 ＣＤ４＋ Ｔｒｅｇ 依赖性方式

改变肠道菌群组成ꎬ缓解 ＣＴＬＡ￣４ 单抗诱导的小鼠

结肠炎ꎬ并鉴定出短双岐杆菌及 ＬＧＧ 在结肠炎的缓

解中发挥了关键作用[５３]ꎮ
临床研究方面ꎬ法国 Ｇｕｓｔａｖｅ Ｒｏｕｓｓｙ 癌症中心

对接受过 ＩＣＩｓ 治疗的 ２４９ 例患者进行分析ꎬ发现艾

克曼菌(Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ ｍｕｃｉｎｉｐｈｉｌａ)普遍存在于对 ＩＣＩｓ
治疗反应良好的患者体内ꎬ而使用抗生素(氨苄青

霉素＋黏菌素＋链霉素)的患者肠道菌群紊乱ꎬ在接

受 ＩＣＩｓ 治疗后ꎬ癌症很快复发ꎬ无进展生存期和中

位总生存期皆短于前者[１８]ꎮ 有研究表明ꎬ对 ７４ 名

接受 ＰＤ￣１ / ＰＤ￣Ｌ１ 单抗治疗的晚期胃肠道癌症(包
括 ＣＲＣ、胃癌、食管癌等)患者在治疗前及治疗期间

的粪便菌群进行分析ꎬ发现普氏菌属与拟杆菌属的

比值升高与更好的临床应答相关[５４]ꎮ 基于特定细

菌分类构建模型可较准确地预测患者的应答ꎮ
４􀆰 ２　 肠道菌群介导免疫调节影响结直肠癌放化疗

的策略

基础研究方面ꎬ辐射会导致造血和胃肠道等多

组织器官损伤ꎬ肠道菌群与抗辐射损伤存在关联ꎮ
一项关于富氢水(ｈｙｄｒｏｇｅｎ￣ｗａｔｅｒ)改善放射治疗副

作用的研究表明ꎬ小鼠中口服富氢水可提高小鼠小

肠组织中靶向 ＭｙＤ８８ 的 ｍｉＲ￣１９６８￣５ｐ 水平ꎬ有利于

保护肠道菌群ꎬ进而缓解放射治疗引起的胃肠道毒

性[５５]ꎮ 粪菌移植 ( ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎬ
ＦＭＴ)也可缓解急性辐射综合征ꎬＦＭＴ 增加外周血

白细胞计数并改善胃肠道功能和保护肠上皮完整

性ꎬ增加了辐照小鼠的生存率ꎬ是减轻放射毒性的

有效方法[５６]ꎮ 通过高通量测序技术发现不同性别

小鼠的胃肠道细菌群落组成不同ꎬ并与对辐射(放
射性)毒性的敏感度有关ꎮ 口服辛伐他汀仅能在雄

性小鼠中改善造血系统损伤、胃肠道功能和上皮完

整性ꎬ而喂食高脂饮食仅对雌性小鼠有效ꎬ明显减

０４４
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轻骨髓和胃肠道毒性ꎮ 使用抗生素或移植另一性

别的肠道菌群ꎬ会消除上述治疗效果ꎮ 不同治疗方

法(口服辛伐他汀或高脂饮食)对辐射损伤的治疗

效果具有性别差异性ꎬ这种差异为治疗策略提供新

的思路[５７]ꎮ
临床研究方面ꎬ有研究分析了 ４５ 例结肠癌患者

同步放化疗(ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｅｍｏｒａｄｉａｔｉｏｎꎬＣＣＲＴ)前的

粪便样品ꎬ发现完全缓解(ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬＣＲ)和
非 ＣＲ 患者之间的 α￣多样性无显著差异ꎬ而 β￣多样

性差异显著ꎬ非 ＣＲ 患者粪菌中的拟杆菌目(拟杆菌

科、理研菌科和拟杆菌属)多于 ＣＲ 患者[５８]ꎮ 在大

肠癌患者化疗后复发的癌组织中ꎬ发现 Ｆｎ 的丰度

占优势ꎬ并与病人的临床病理特征相关ꎬ通过生物

信息学和功能分析发现 Ｆｎ 可促进大肠癌化疗耐

药[５９]ꎮ 未来通过靶向 Ｆｎ 及相关信号通路ꎬ对大肠

癌患者的预后进行准确评价ꎮ 在一些临床研究中ꎬ
已证明益生菌有助于预防与辐射有关的肠病ꎬ含有

双歧杆菌、嗜酸乳杆菌、酪乳杆菌和链球菌等的制

剂可减少放化疗引起的肠道毒性ꎬ例如腹泻[５ꎬ６０]ꎮ
越来越多的研究证明肠道菌群在 ＣＲＣ 精准治

疗策略中发挥着关键作用ꎮ 因此ꎬ有针对性地干预

患者肠道菌群ꎬ制定具有患者个性化的治疗方案ꎬ
对提高免疫治疗、放疗以及化疗疗效ꎬ减少不良反

应有很大参考意义ꎮ

５　 结论与展望　
综上所述ꎬ大量研究证实了肠道菌群以免疫调

节的方式影响 ＣＲＣ 的治疗ꎮ 如果在 ＣＲＣ 治疗之前

或者治疗初期对肠道菌群进行靶向调控ꎬ可以增加

抗肿瘤作用ꎬ并且降低毒副作用ꎮ 随着新一代测序

技术和代谢组学的发展ꎬ将会发现更多与肿瘤特异

性相关的肠道菌群ꎬ并逐渐阐明其确切分子机制ꎮ
利用这些研究成果ꎬ可以直接或间接调节肠道菌群

及其代谢产物来达到精准治疗目标ꎮ 尽管肠道菌

群为 ＣＲＣ 的治疗开辟了一个新的途径ꎬ但要实现临

床应用仍存在诸多挑战ꎮ
(１)肠道菌群是否可以作为结直肠癌的生物标

志物需要进一步明确

在 ＣＲＣ 患者中检测到特异性菌群的变化可作

为疾病筛查和预后预测的生物标志物ꎬ例如ꎬ具核

梭杆菌与 ＣＲＣ 患者的发病和不良预后相关ꎮ 此外ꎬ
检测粪便微生物标记物具有补充现有检测方法或

提供非侵入性诊断 ＣＲＣ 的替代方案的潜力ꎮ 然而

其难以检测到与 ＣＲＣ 相关的息肉、腺瘤等早期病

变ꎬ且也难以应用于炎症性肠病( ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ
ｄｉｓｅａｓｅꎬＩＢＤ)、Ⅱ型糖尿病等肠道菌群已经发生异

常的人群ꎮ
(２)肠道菌群样本采集及测序和分析的方法亟

需标准化

标准化的菌群取样方法不仅局限于粪便样本ꎬ
还应包括组织样本、肠道内黏液等ꎬ不同类型的标

本取样方式不同ꎬ影响因素不同ꎬ亟需规范操作流

程ꎮ 此外ꎬ癌症患者之间的菌群差异也可能源于各

自研究小组应用的检测和分析技术的差异ꎬ需要建

立一个测序和生物信息学分析的统一标准ꎮ
(３)基础研究如何与临床研究协同发展促进临

床前转化

目前尚不清楚在 ＣＲＣ 患者治疗中到底哪些微

生物对哪一类免疫检查点抑制剂、放疗和化疗药物

起关键作用ꎬ以及个体间菌群组成及功能的不同是

否导致的药物应答的差异ꎬ动物试验结果需要与临

床研究数据进行系统比对ꎬ协同推进ꎬ从而可以有

效地将肠道菌群靶向治疗临床前模型转化为临床

应用ꎮ
总而言之ꎬ基于肠道菌群免疫调节联合免疫治

疗和放化疗已经在 ＣＲＣ 的治疗中取得了初步成效ꎮ
但需要克服上述挑战ꎬ从广度和深度上来探索肠道

菌群的功能ꎬ从而为 ＣＲＣ 患者制定个性化的干预措

施ꎬ提高抗癌疗效ꎬ减少不良反应ꎮ
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ｒａｄｉａｔｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓｉｔｉｓ￣ｃｕｒｒｅｎｔ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ [ Ｊ] . Ａｌｉｍｅｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒꎬ
２０１４ꎬ ４０: ４０９－４２１.

[ ６ ] 　 Ｃｈｅｎｇ ＷＹꎬ Ｗｕ ＣＹꎬ Ｙｕ Ｊ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ

１４４
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ｔｒｅａｔｍｅｎｔ: ｆｒｉｅｎｄ ｏｒ ｆｏｅ? [ Ｊ] . Ｇｕｔꎬ ２０２０ꎬ ６９ ( １０): １８６７
－１８７６.

[ ７ ] 　 Ｋａｍａｄａ Ｎꎬ Ｓｅｏ ＳＵꎬ Ｃｈｅｎ ＧＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ
２０１３ꎬ １３(５): ３２１－３３５.

[ ８ ] 　 Ｍｉｓｈｒａ Ａꎬ Ｌａｉ ＧＣꎬ Ｙａｏ ＬＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｄｕｒｉｎｇ
ｅａｒｌｙ ｈｕｍａｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｒｉｍｅｓ ｆｅｔａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ
２０２１ꎬ １８４(１３): ３３９４－３４０９.

[ ９ ] 　 Ｂｏｕｓｋｒａ Ｄꎬ Ｂｒ􀆧ｚｉｌｌｏｎ Ｃꎬ Ｂ􀆧ｒａｒｄ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ
ｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏｍｍｅｎｓａｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＮＯＤ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００８ꎬ ４５６(７２２１): ５０７－５１０.

[１０] 　 Ｓｃｈａｕｐｐ Ｌꎬ Ｍｕｔｈ Ｓꎬ Ｒｏｇｅｌｌ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｙｐｅ Ⅰ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｓ ｉｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｐｏｉｓｅｄ ｂａｓａｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] .
Ｃｅｌｌꎬ ２０２０ꎬ １８１(５): １０８０－１０９６.

[１１] 　 Ｇｏｎçａｌｖｅｓ Ｐꎬ Ａｒａúｊｏ ＪＲꎬ Ｄｉ Ｓａｎｔｏ ＪＰ. Ａ ｃｒｏｓｓ￣ｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｈｏｒｔ￣ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｏｓｔ ｍｕｃｏｓａｌ
ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ｉｎｆｌａｍｍ Ｂｏｗｅｌ Ｄｉｓꎬ ２０１８ꎬ ２４ ( ３): ５５８
－５７２.

[１２] 　 Ｂａｃｈｅｍ Ａꎬ Ｍａｋｈｌｏｕｆ Ｃꎬ Ｂｉｎｇｅｒ ＫＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｓｈｏｒｔ￣ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｍｅｍｏｒｙ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＣＤ８＋ Ｔ Ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ ２０１９ꎬ ５１ ( ２): ２８５
－２９７.

[１３] 　 Ｙａｏ Ｙꎬ Ｃａｉ Ｘꎬ Ｆｅｉ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｓｈｏｒｔ￣ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ
ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ [ Ｊ] . Ｃｒｉｔ Ｒｅｖ Ｆｏｏｄ
Ｓｃｉ Ｎｕｔｒꎬ ２０２０ꎬ ６２(１): １－１２.

[１４] 　 Ｓｔｏｃｋｉｎｇｅｒ Ｂꎬ Ｄｉ Ｍｅｇｌｉｏ Ｐꎬ Ｇｉａｌｉｔａｋｉｓ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ａｒｙｌ
ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ: ｍｕｌｔｉｔａｓｋｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ [ Ｊ] .
Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１４ꎬ ３２: ４０３－４３２.

[１５] 　 Ａｔａｒａｓｈｉ Ｋꎬ Ｔａｎｏｕｅ Ｔꎬ Ａｎｄｏ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈ１７ ｃｅｌｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ
ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｔｏ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ
２０１５ꎬ １６３(２): ３６７－３８０.

[１６] 　 Ｖｅｎｋａｔｅｓｈ Ｍꎬ Ｍｕｋｈｅｒｊｅｅ Ｓꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｖｉａ ｔｈｅ
ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃ ｓｅｎｓｏｒ ＰＸＲ ａｎｄ ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ [ Ｊ] . Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ
２０１４ꎬ ４１(２): ２９６－３１０.

[１７] 　 Ｓｅｇａｉｎ ＪＰꎬ Ｒａｉｎｇｅａｒｄ ｄｅ ｌａ Ｂｌ􀆧ｔｉèｒｅ Ｄꎬ Ｂｏｕｒｒｅｉｌｌｅ Ａꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｂｕｔｙｒａｔｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＮＦｋａｐｐａＢ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ Ｃｒｏｈｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ [Ｊ] . Ｇｕｔꎬ ２０００ꎬ ４７
(３): ３９７－４０３.

[１８] 　 Ｒｏｕｔｙ Ｂꎬ Ｌｅ Ｃｈａｔｅｌｉｅｒ Ｅꎬ Ｄｅｒｏｓａ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ＰＤ￣１￣ｂａｓｅｄ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ａｇａｉｎｓｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｕｍｏｒｓ [Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１８ꎬ ３５９(６３７１): ９１－９７.

[１９] 　 Ａｔａｒａｓｈｉ Ｋꎬ Ｔａｎｏｕｅ Ｔꎬ Ｏｓｈｉｍａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒｅｇ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ａ
ｒａｔｉｏｎａｌｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１３ꎬ ５００(７４６１): ２３２－２３６.

[２０] 　 Ｒｏｕｎｄ ＪＬꎬ Ｌｅｅ ＳＭꎬ Ｌｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ ｐａｔｈｗａｙ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ａ ｃｏｍｍｅｎｓａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１１ꎬ ３３２(６０３２): ９７４－９７７.

[２１] 　 Ｍａｚｍａｎｉａｎ ＳＫꎬ Ｌｉｕ ＣＨꎬ Ｔｚｉａｎａｂｏｓ ＡＯꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ
ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｏｆ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｒｅｃｔｓ
ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｓｔ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ ２００５ꎬ １２２

(１): １０７－１１８.
[２２] 　 Ｔａｎ ＴＧꎬ Ｓｅｆｉｋ Ｅꎬ Ｇｅｖａ￣Ｚａｔｏｒｓｋｙ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ

ｓｙｍｂｉｏｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｇｕｔ ｔｈａｔꎬ ａｌｏｎｅꎬ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ
２０１６ꎬ １１３(５０): Ｅ８１４１－Ｅ８１５０.

[２３] 　 Ｖｅｔｉｚｏｕ Ｍꎬ Ｐｉｔｔ ＪＭꎬ Ｄａｉｌｌｅｒｅ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ
ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｂｙ ＣＴＬＡ￣４ ｂｌｏｃｋａｄｅ ｒｅｌｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１５ꎬ ３５０(６２６４): １０７９－１０８４.

[２４] 　 Ｓｅａｒｓ ＣＬ. Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｒａｇｉｌｉｓ: ａ ｒｏｇｕｅ ａｍｏｎｇ
ｓｙｍｂｉｏｔｅｓ [Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｒｅｖꎬ ２００９ꎬ ２２(２): ３４９－３６９.

[２５] 　 Ｋｏｓｔｉｃ ＡＤꎬ Ｃｈｕｎ Ｅꎬ Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｎｕｃｌｅａｔｕｍ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ
ｔｕｍｏｒ￣ｉｍｍｕｎｅ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ [Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｈｏｓｔ Ｍｉｃｒｏｂｅꎬ ２０１３ꎬ
１４(２): ２０７－２１５.

[２６] 　 Ｊａｍｅｓ ＫＲꎬ Ｇｏｍｅｓ Ｔꎬ Ｅｌｍｅｎｔａｉｔｅ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｅ ｎｉｃｈｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｎ [Ｊ] . Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０２０ꎬ ２１
(３): ３４３－３５３.

[２７] 　 Ｂｒｏｗｎ ＥＭꎬ Ｓａｄａｒａｎｇａｎｉ Ｍꎬ Ｆｉｎｌａｙ ＢＢ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｇｏｖｅｒｎｉｎｇ ｈｏｓｔ￣ｍｉｃｒｏｂｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
[Ｊ] . Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１３ꎬ １４(７): ６６０－６６７.

[２８] 　 Ｙｕ ＹＮꎬ Ｆａｎｇ ＪＹ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] .
Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔ Ｔｕｍｏｒｓꎬ ２０１５ꎬ ２(１): ２６－３２.

[２９] 　 Ｓｏｎｇ ＸＹꎬ Ｇａｏ ＨＣꎬ Ｌｉｎ ＹＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｄｒｉｖｅ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７Ｃ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｏ
ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ [ Ｊ ] . Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ ２０１４ꎬ ４０ ( １ ): １４０
－１５２.

[３０] 　 Ｔｏｓｏｌｉｎｉ Ｍꎬ Ｋｉｒｉｌｏｖｓｋｙ Ａꎬ Ｍｌｅｃｎｉｋ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌａｓｓｅｓ ｏｆ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ Ｔ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ａｎｄ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌｓ (Ｔｈ１ꎬ
ｔｈ２ꎬ ｔｒｅｇꎬ ｔｈ１７) ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓꎬ ２０１１ꎬ ７１(４): １２６３－１２７１.

[３１] 　 Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｈｕｙｃｋｅ ＭＭ. Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ: ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｏｍｍｅｎｓａｌ
ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｂｙｓｔａｎｄｅｒ ｅｆｆｅｃｔｓ [Ｊ] . Ｇｕｔ Ｍｉｃｒｏｂｅｓꎬ ２０１５ꎬ ６(６):
３７０－３７６.

[３２] 　 Ｓｉｖａｎ Ａꎬ Ｃｏｒｒａｌｅｓ Ｌꎬ Ｈｕｂｅｒｔ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｍｅｎｓａｌ
ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ａｎｔｉ￣
ＰＤ￣Ｌ１ ｅｆｆｉｃａｃｙ [Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１５ꎬ ３５０(６２６４): １０８４－１０８９.

[３３] 　 Ｂｕｌｌｍａｎ Ｓꎬ Ｐｅｄａｍａｌｌｕ ＣＳꎬ Ｓｉｃｉｎｓｋａ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ａｎｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１７ꎬ ３５８(６３６９): １４４３－１４４８.

[３４] 　 Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｍｏｏｒｅ ＤＲꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＮＦ￣α ｍｅｄｉａｔｅｓ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙｓｔａｎｄｅｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｎｅｔｒｉｎ￣１ [ Ｊ ] .
Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ ７２(２０): ５２１９－５２２９.

[３５] 　 Ｗｉｎｔｅｒｓ ＭＤꎬ Ｓｃｈｌｉｎｋｅ ＴＬꎬ Ｊｏｙｃｅ ＷＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃａｓｅ￣
ｃｏｈｏｒｔ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｉ ｔｈａｔ
ｐｒｏｄｕｃｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｆｏｒ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ａｄｅｎｏｍａｓ ｏｒ ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ １９９８ꎬ ９３(１２):
２４９１－２５００.

[３６] 　 Ｓｈｉ Ｙꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｗꎬ Ｙａｎｇ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒａｔｕｍｏｒａｌ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ＣＤ４７￣ｂａｓｅｄ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｖｉａ ＳＴＩＮＧ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [Ｊ] . Ｊ Ｅｘｐ Ｍｅｄꎬ ２０２０ꎬ ２１７(５): ｅ２０１９２２８２.

[３７] 　 Ｍａｇｅｒ ＬＦꎬ Ｂｕｒｋｈａｒｄ Ｒꎬ Ｐｅｔｔ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｉｎｏｓｉｎｅ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ

２４４
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[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２０ꎬ ３６９(６５１０): １４８１－１４８９.
[３８] 　 Ｓｉ Ｗꎬ Ｌｉａｎｇ Ｈꎬ Ｂｕｇｎｏ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ

ｉｎｄｕｃｅｓ ｃＧＡＳ / ＳＴＩＮＧ￣ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｙｐｅ Ｉ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｉｍｍｕｎｅ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｂｌｏｃｋａｄｅ [ Ｊ] . Ｇｕｔꎬ ２０２１ꎬ ７１
(３): ５２１－５３３.

[３９] 　 Ｒｉｅｈｌ ＴＥꎬ Ａｌｖａｒａｄｏ Ｄꎬ Ｅｅ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｆｒｏｍ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｌｉｐｏｔｅｉｃｈｏｉｃ ａｃｉｄꎬ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｇｕｔꎬ ２０１９ꎬ ６８(６):
１００３－１０１３.

[４０] 　 Ｈｅ Ｙꎬ Ｆｕ Ｌꎬ Ｌｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ
ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ [Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２０２１ꎬ ３３(５): ９８８－１０００.

[４１] 　 郭文文ꎬ 乔天运ꎬ 张彩勤ꎬ 等. 免疫系统人源化小鼠模型的

构建及其在肿瘤治疗研究中的应用 [ Ｊ] . 中国比较医学杂

志ꎬ ２０１９ꎬ ２９(１１): ９８－１０４.
Ｇｕｏ ＷＷꎬ Ｑｉａｏ ＴＹꎬ Ｚｈａｎｇ ＣＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ａ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ [Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ ２９(１１):
９８－１０４.

[４２] 　 Ｊｉｎ Ｙꎬ Ｄｏｎｇ Ｈꎬ Ｘｉａ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆａｖｏｒａｂｌｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ａｎｔｉ￣ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ １
ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＮＳＣＬＣ [ Ｊ] . Ｊ Ｔｈｏｒａｃ
Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１９ꎬ １４(８): １３７８－１３８９.

[４３] 　 Ｇｒｉｆｆｉｎ ＭＥꎬ Ｅｓｐｉｎｏｓａ Ｊꎬ Ｂｅｃｋｅｒ ＪＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃａｎｃｅｒ
ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ [Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２１ꎬ ３７３(６５５８): １０４０－１０４６.

[４４] 　 Ｆｏｒｍｅｎｔｉ ＳＣꎬ Ｄｅｍａｒｉａ Ｓ. Ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｔｏ ｃｏｎｖｅｒｔ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ
ｉｎｔｏ ａｎ ｉｎ ｓｉｔｕ ｖａｃｃｉｎｅ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｒａｄｉａｔ Ｏｎｃｏｌ Ｂｉｏｌ Ｐｈｙｓꎬ ２０１２ꎬ
８４(４): ８７９－８０.

[４５] 　 Ｗａｔｔｓ Ｋꎬ Ｗｉｌｌｓ Ｃꎬ Ｍａｄｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｏ ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ
ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｉｎ １８００ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ａｄｖａｎｃｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０２１ꎬ １４９(９):
１７１３－１７２２.

[４６] 　 Ｈａｕｅｒ￣Ｊｅｎｓｅｎ Ｍꎬ Ｄｅｎｈａｍ ＪＷꎬ Ａｎｄｒｅｙｅｖ ＨＪ. Ｒａｄｉａｔｉｏｎ
ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｙ￣ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｎａｔ
Ｒｅｖ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０１４ꎬ １１(８): ４７０－４７９.

[４７] 　 Ｕｒｉｂｅ￣Ｈｅｒｒａｎｚ Ｍꎬ Ｒａｆａｉｌ Ｓꎬ Ｂｅｇｈｉ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｍｏｄｕｌａｔｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔꎬ ２０２０ꎬ
１３０(１): ４６６－４７９.

[４８] 　 Ｘｉａｏ ＨＷꎬ Ｃｕｉ Ｍꎬ Ｌｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｎｄｏｌｅ ３￣
ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｖｉａ ｒｅｔａｉｎｉｎｇ ａｃｙｌ￣

ＣｏＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ [Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ ２０２０ꎬ ８(１): ６９.
[４９] 　 Ｇｕｏ Ｈꎬ Ｃｈｏｕ ＷＣꎬ Ｌａｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｕｌｔｉ￣ｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｓｕｒｖｉｖｏｒｓ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｒａｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ａｎｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ [Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２０ꎬ ３７０(６５１６): ｅａａｙ９０９７.

[５０] 　 Ｓｎｙｄｅｒ Ａꎬ Ｐａｍｅｒ Ｅꎬ Ｗｏｌｃｈｏｋ Ｊ. Ｃｏｕｌｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｔｈｅｒａｐｙ ｂｏｏｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ? [Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１５ꎬ ３５０(６２６４): １０３１
－１０３２.

[５１] 　 Ｏｗｅｎｓ ＪＡꎬ Ｓａｅｅｄｉ ＢＪꎬ Ｎａｕｄｉｎ ＣＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅｓ ａｎ ａｎｔｉ￣ｔｕｍｏｒ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ [ Ｊ] .
Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０２１ꎬ １２(４): １３１１－１３２７.

[５２] 　 Ｐａｕｌｏｓ ＣＭꎬ Ｗｒｚｅｓｉｎｓｋｉ Ｃꎬ Ｋａｉｓｅｒ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ａｕｇｍｅｎｔｓ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｏｐｔｉｖｅｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｓｅｌｆ /
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慢性肾病相关性瘙痒症的动物模型研究进展
韩壤乐１ꎬ胡琼丹１ꎬ２ꎬ王丽１∗
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四川 泸州　 ６４６０００)

　 　 【摘要】 　 慢性肾病(ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅꎬＣＫＤ)是各种原因引起的慢性肾结构和功能障碍(肾损害病史大

于 ３ 个月)ꎮ 慢性肾病相关性瘙痒症(ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｕｒｉｔｕｓꎬＣＫＤ￣ａＰ)曾被称为尿毒症相关性瘙

痒(ｕｒｅｍｉｃ ｐｒｕｒｉｔｕｓꎬＵＰ)ꎬ是全球晚期慢性肾疾病和终末期肾病患者的常见症状ꎬ透析患者的发生率为 ２８％ ~ ７０％ꎮ
患者常因瘙痒而致皮肤损害、寝食难安ꎬ严重影响患者的生活质量和睡眠质量ꎬ甚至引起抑郁及自杀倾向ꎬ因此迫

切需要加强 ＣＫＤ￣ａＰ 发病机制及治疗研究ꎮ 目前围绕 ＣＫＤ￣ａＰ 相关的动物模型研究较为少见ꎬ建立一种可靠、有效

的 ＣＫＤ￣ａＰ 动物模型尤为重要ꎮ 本文就 ＣＫＤ￣ａＰ 的病因病理、相关慢性瘙痒模型及动物瘙痒行为评估展开综述ꎮ
【关键词】 　 慢性肾病相关性瘙痒症ꎻ尿毒症相关性瘙痒ꎻ动物模型
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ｅｔｉｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＣＫＤ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｕｒｉｔｕｓꎬ ｃｏｎｓｉｄｅｒ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｒｕｒｉｔｕｓ ｍｏｄｅｌｓꎬ ａｎｄ ａｓｓｅｓｓ ｐｒｕｒｉｔｕｓ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｕｒｉｔｕｓꎻ ｕｒｅｍｉａ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｕｒｉｔｕｓꎻ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.
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　 　 相关研究表明ꎬＣＫＤ￣ａＰ 与皮肤干燥、继发性甲

状旁腺功能亢进、血浆组胺水平增高、皮肤中二价

阳离子浓度增高、周围神经病变、促炎细胞因子升

高、免疫功能障碍及内源性阿片类激素失衡相

关[１]ꎮ 但有研究表明ꎬ组胺受体拮抗剂及肥大细胞

稳定剂对 ＣＫＤ￣ａＰ 患者的止痒效果并不明显[２]ꎮ 虽

然ꎬ甲状旁腺切除术可减轻继发性甲状旁腺功能亢

进患者的瘙痒[３]ꎬ但关于磷和甲状旁腺激素等常见

临床实验室参数的证据也相互矛盾[４]ꎮ 故 ＣＫＤ￣ａＰ
的发病机制至今尚不完全清楚ꎬ并且缺乏公认有效

的手段缓解及消除瘙痒ꎬ因此建立可靠、有效的

ＣＫＤ￣ａＰ 动物模型至关重要ꎬ以下就近年来的 ＣＫＤ￣
ａＰ 相关的动物模型展开论述ꎮ

１　 皮内注射诱导模型

１􀆰 １　 磷酸钙皮肤沉积模型

相关临床研究表明ꎬ尿毒症患者口服的碳酸钙

或醋酸钙将通过皮肤内沉积促进瘙痒ꎬ并在表皮层

中产生对瘙痒的周围敏感性[５]ꎮ 为了模拟透析患

者的磷酸钙(ＣａＰ)皮肤沉积ꎬＫｅｓｈａｒｉ 等[６] 将 ＣａＰ 溶

解于双蒸水中ꎬ通过多次皮内注射 ５ ｍｇ / ｍＬ 的 ＣａＰ
至 ＩＣＲ 小鼠的背部皮肤中以诱发慢性瘙痒ꎬ同时通

过计算后爪搔抓注射部位的次数来评估小鼠对 ＣａＰ
的反应ꎮ 由此验证了 ＣａＰ 皮内沉积诱导的瘙痒中

的信号传导通路为白介素 ６－磷酸化布鲁顿酪氨酸

激酶－磷酸化细胞外调节蛋白激酶( ＩＬ￣６ / ｐ￣ＢＴＫ / ｐ￣
ＥＲＫ) [６]ꎮ 皮内注射 ＣａＰ 导致小鼠轻度至重度瘙痒

呈现为剂 量 依 赖 性ꎮ 目 前 在 ＩＣＲ、 Ｃ５７ＢＬ / ６ 和

Ｃ５７ＢＬ / ６ 野生型(ＷＴ)小鼠品系中均已成功制造出

ＣａＰ 皮肤沉积模型ꎮ 尽管此模型模拟出皮肤内钙离

子沉积ꎬ且表现出与透析患者相同的皮肤瘙痒ꎬ为
人类对 ＣＫＤ￣ａＰ 的机制及 ＣａＰ 沉积诱导的瘙痒信号

传导的研究提供了较理想的实验模型ꎬ但该动物模

型仅模拟了 ＣＫＤ￣ａＰ 皮肤 ＣａＰ 的沉积ꎬ与人的 ＣＫＤ￣
ａＰ 发病机制并不完全一致ꎮ
１􀆰 ２　 β２－微球蛋白诱发小鼠瘙痒模型

β２－微球蛋白是体内有核细胞包括淋巴细胞、
血小板、多形核白细胞产生的一种小分子球蛋白ꎮ
相关研究表明ꎬβ２－微球蛋白水平在透析患者的血

浆中明显升高[７]ꎬ且皮肤组织中的 β２－微球蛋白会

随着透析时间延长而增加[８]ꎮ 在 ５ / ６ 肾切除术

ＮＰＣＴ 小鼠的皮肤中也明显增加[９]ꎮ Ａｎｄｏｈ 等[１０]先

将 ４ ~ ８ 周雄性 ＩＣＲ 小鼠的颈背部毛发剔除ꎬ随后

在颈背部皮内注射 ５０ μＬ β２－微球蛋白可观察到小

鼠搔抓行为ꎮ 研究表明ꎬ通过 β２－微球蛋白诱导的

小鼠的搔抓行为呈现剂量依赖性ꎬ且可通过 ＴＲＰＶ１
表达的初级感觉神经元引起瘙痒相关的反应[１０]ꎮ
虽然目前使用该动物模型的研究较少ꎬ可供参考的

具体实验经验匮乏ꎬ但该造模方法简便ꎬ造模周期

短ꎬ成功率较高ꎬ动物死亡率低ꎬ可为透析患者瘙痒

症的发病及治疗研究提供较好的实验动物模型ꎮ
１􀆰 ３　 组胺诱发小鼠瘙痒模型

组胺存在于肥大细胞和嗜碱性粒细胞内ꎬ是介

导瘙痒的重要的物质之一ꎮ Ｓｔｏｃｋｅｎｈｕｂｅｒ 等[１１]通过

临床研究发现ꎬ与没有瘙痒的透析患者相比:瘙痒

患者的血浆组胺水平明显升高ꎮ 推测组胺水平的

增高与尿毒症患者皮肤柱状细胞数量增加有关ꎮ
具体造模方法为:首先剔除小鼠颈背部毛发ꎬ 暴露

约 ２ ｃｍ × ２ ｃｍ 皮肤ꎬ然后再在小鼠的脱毛部位皮

下注射组胺ꎮ 组胺在小鼠中引起的搔抓行为为计

量依赖性[１２]ꎮ 相对于其他品系的小鼠ꎬＩＣＲ 小鼠对

组胺引起瘙痒更为敏感[１３]ꎮ 在使用相同剂量的组

胺时ꎬＤ７５ 小鼠比 Ｄ４５ 小鼠搔抓时间更长ꎬ由此推

测不同年龄组的小鼠对组胺诱导的瘙痒感存在不

同的感知水平[１４]ꎮ 但此模型的瘙痒持续时间过短ꎬ
故多用于急性瘙痒动物模型ꎮ 尽管抗组胺药物可

在一定程度上缓解 ＣＫＤ￣ａＰ 患者瘙痒ꎬ但相关临床

研究发现 ＣＫＤ￣ａＰ 与血浆组胺浓度并无相关性[１５]ꎮ
１􀆰 ４　 磷酸氯喹诱发小鼠瘙痒模型

磷酸氯喹(ＣＱ)是一种抗疟药ꎬ已知对人和动物

有瘙痒的副作用ꎮ ＣＱ 通过其对分子受体 Ｍａｓ 相关

Ｇ 蛋白偶联受体 Ｃ１１(ＭｒｇｐｒＣ１１)的作用引起严重瘙

痒[１６]ꎬ这与组胺诱发的瘙痒中涉及的组胺 Ｈ１ 和 Ｈ４
受体不同ꎮ 该模型常用于诱导非组胺依赖型瘙痒ꎮ
Ａｍａｎ 等[１７]将 ＣＱ 稀释至生理盐水中(３􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ
并以 ３２ ｍｇ / Ｋｇ 的剂量注射到雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠皮

下诱发瘙痒ꎮ 研究表明ꎬ在治疗人类疟疾过程中发

现氯喹导致瘙痒的严重程度与患者年龄呈正相关ꎬ
即老年患者比年轻患者瘙痒更频繁、更严重[１８]ꎬ但
这一观点尚未在动物实验中得到证实ꎮ ＣＱ 诱发的

瘙痒和慢性肾病相关性瘙痒均有内源性阿片类受

体参与[１９]ꎬ由此猜测两者间有共同的病理生理机

制ꎮ 但氯喹所致瘙痒是一种急性瘙痒ꎬ通常仅能维

持 ２ ~ ７ ｄꎮ

２　 物理介导

ＣＫＤ 患者通常伴有皮肤干燥的现象ꎬ且皮肤干

５４４



中国实验动物学报 ２０２２ 年 ６ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＪｕｎｅ ２０２２ꎬＶｏｌ. ３０ꎬ Ｎｏ. ３

燥与瘙痒的发生率存在显著的相关性[２０]ꎮ ２００２ 年

Ｍｉｙａｍｏｔｏ 等[２１] 首 次 采 用 丙 酮 /乙 醚 － 蒸 馏 水

(ａｃｅｔｏｎｅ￣ｅｔｈｅｒ￣ｗａｔｅｒꎬＡＥＷ)贯序涂抹法制备小鼠皮

肤干燥症瘙痒模型ꎮ 在造模 ３ ｄ 前需将 ＩＣＲ 小鼠背

脊部毛发剔除ꎬ随后将丙酮和乙醚(１ ∶ １)的混合物

涂抹于 ＩＣＲ 小鼠背脊部已脱毛的特定区域(约 １５
ｍｍ × １５ ｍｍ)１５ ｓꎬ然后立即用蒸馏水浸泡 ３０ ｓꎬ每
天 ２ 次ꎬ共 ８ ｄꎮ 丙酮 /乙醚可有效破坏皮肤的脂质

屏障ꎬ蒸馏水浸泡可使水分随着有机溶剂的挥发进

一步减少ꎬ从而模拟人类皮肤干燥症瘙痒ꎮ 相对于

其他品系的小鼠ꎬＣ５７ＢＬ / ６ 小鼠更易诱发出搔抓行

为[２２]ꎮ 根据相关研究报道ꎬ使用 ＡＥＷ 处理后的小

鼠搔抓行为至少会持续 ２ 周[２３]ꎬ当经 ＡＥＷ 处理后

皮肤出现角化过度、表皮明显增厚时即提示干性皮

肤瘙痒模型造模成功[２２]ꎮ Ｍｉｙａｍｏｔｏ 等[２１] 分别将阿

片类受体拮抗剂纳洛酮和纳曲酮皮下注射于 ＡＥＷ
处理 ５ ｄ 的 ＩＣＲ 小鼠后发现其自发性搔抓明显减

少ꎬ由此证实了 ＡＥＷ 小鼠的抓挠是由瘙痒导致的ꎮ
目前皮肤干燥症瘙痒的机制尚不完全清楚ꎮ 研究

表明ꎬＡＥＷ 使缺乏肥大细胞小鼠和正常小鼠均增加

了自发抓挠ꎬ由此认为肥大细胞可能并不参与 ＡＥＷ
处理后的自发性瘙痒[２１]ꎬ这与临床观察中ꎬＨ１ 组胺

受体拮抗剂通常对皮肤干燥症瘙痒无效一致ꎮ 使

用 ＡＥＷ 贯序涂抹法能高效地制造慢性皮肤干燥症

瘙痒模型ꎬ虽然该造模方法较为繁琐ꎬ但实验药品

易获得ꎬ成功率高ꎬ可为慢性皮肤干燥症瘙痒症的

发病及治疗研究提供较好的疾病动物模型ꎮ

３　 自发病变

３􀆰 １　 ＩＣＲ 源性肾小球肾炎小鼠模型(ＩＣＧＮ 小鼠)
ＩＣＧＮ 小鼠是一种涉及张力蛋白 ２ 基因突变并

具有遗传性肾病综合征的近交系小鼠[２４]ꎬ因其在幼

年时表现出蛋白尿ꎬ随后出现低蛋白血症、高脂血

症、贫血和全身水肿[２５]ꎬ所以是研究特发性肾病综

合征的良好模型ꎮ Ｍｉｙａｍｏｔｏ 等[２６] 发现ꎬＩＣＧＮ 小鼠

在 ２１ 周或 ２７ 周时即可出现持续或间歇性搔抓ꎬ伴
随部分小鼠肌酐明显升高ꎬ故考虑 ＩＣＧＮ 小鼠的搔

抓行为也许与肾功能障碍相关ꎮ 由此认为小鼠肌

酐升高是 ＩＣＧＮ 小鼠瘙痒模型成功的关键ꎮ 相关研

究表明ꎬ雄性 ＩＣＧＮ 小鼠的肌酐值升高得更为显

著[２７]ꎮ ＩＣＧＮ 小鼠在后期可出现促红细胞生成素代

谢紊乱、肾性贫血、肾间质纤维化等与人类慢性肾

病相似的病理表现[２８]ꎮ 该模型造模时间较长ꎬ产生

搔抓行为具有一定不确定性ꎬ且到目前为止无关于

使用 ＩＣＧＮ 小鼠瘙痒的研究报告ꎬ故该模型应用于

ＣＫＤ￣ａＰ 的研究还应开展进一步研究ꎮ
３􀆰 ２　 ＭＲＬ / ｌｐｒ 小鼠瘙痒模型

ＭＲＬ / ｌｐｒ 小鼠是携带 Ｆａｓ 缺失突变基因 ｌｐｒ 的

ＭＲＬ / Ｍｐ 小鼠[２９]ꎬ能自发地发展出各种自身免疫性

疾病ꎬ包括肾小球肾炎、系统性红斑狼疮、多动脉

炎、关节炎和唾液腺炎等[３０]ꎮ 常用于研究类似于人

类狼疮性肾炎的免疫复合物肾小球肾炎ꎮ Ｕｍｅｕｃｈｉ
等[３１]发现 １８ ~ ２０ 周的 ＭＲＬ / ｌｐｒ 小鼠在无病原体

环境中有自发持续搔抓行为ꎬ由此猜测ꎬ此类抓挠

行为与人类自身免疫性疾病相关瘙痒类似ꎮ 其搔

抓行为会随着小鼠年龄的增长而增加ꎮ ＭＲＬ / ｌｐｒ 小
鼠中出现 ＩｇＧ３ 抗体是导致自发性肾小球破坏和功

能障碍原因之一[３２]ꎮ 此模型的优势在于演绎了慢

性肾病相关性瘙痒症的免疫机制ꎬ但其具体机制有

待进一步研究ꎮ

４　 ＣＫＤ￣ａＰ 动物模型中搔抓行为的
评估
　 　 人类感受到瘙痒刺激时会引起两种反应ꎬ一种

是与感觉有关ꎬ如用语言表达出“我感觉到了轻微

的瘙痒”ꎬ另一种是对瘙痒的反应ꎬ即用动作来缓解

或消除瘙痒(例如抓挠)ꎮ 因此ꎬ痒通常被定义为一

种令人不快的感觉ꎬ并引起抓挠的欲望[３３]ꎮ 梳理毛

发是小鼠用于清洁皮肤或皮毛的常见行为ꎬ其动作

常常与搔抓反应非常相似(见图 １Ａ)ꎮ 同时ꎬ不同

种类的动物、性别及诱导瘙痒介质的剂量均对动物

的搔抓反应具有不同影响[３４]ꎮ 如 Ｋｌｅｉｎ 等[３５] 发现ꎬ
在 ＳＤ 大鼠的颈背部注射组胺后并未引起明显的后

肢抓挠ꎮ 在 ＳＬＩＧＲＬ￣ＮＨ２ 诱导的瘙痒中ꎬ雌性小鼠

的抓挠次数明显高于雄性小鼠[３６]ꎮ 除此之外ꎬＹｕ
等[３７]研究表明小鼠的搔抓行为与人类打哈欠类似ꎬ
均具有传染性ꎬ即小鼠在观察到同种搔抓行为后会

出现模仿性抓挠ꎮ 由此可见ꎬ建立准确评估动物搔

抓行为机制尤为重要ꎮ
辣椒素和组胺通常分别被作为致痛剂与致痒

剂用于小鼠ꎮ Ｓｈｉｍａｄａ 等[３８] 通过相关实验表明ꎬ小
鼠对脸颊疼痛刺激表现为前肢擦拭面部 (见图

１Ｂ)ꎬ而小鼠通过后肢搔抓脸颊(见图 １Ｃ)通常表明

小鼠瘙痒所致行为ꎮ 同时他们发现ꎬ当在雄性 ＣＤ￣１
小鼠的脸颊分别注射辣椒素和组胺时ꎬ小鼠分别表

现出用前肢擦拭脸颊和用后肢搔抓脸颊ꎬ但当在小

鼠的颈背部分别注射辣椒素和组胺时ꎬ小鼠均表现

６４４
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为后肢搔抓ꎮ 故相对于颈背部皮肤注射ꎬ脸颊的注

射更有利于区分小鼠的瘙痒和疼痛ꎮ 所以ꎬ在造模

时ꎬ除了要谨慎选择造模方法ꎬ更要严格选择合适

的致痒部位以将实验误差降到最低ꎮ 通常将一次

搔抓行为定义为:小鼠后肢从抬起到着地或放嘴里

之间的搔抓为一次搔抓ꎬ无论在此期间小鼠搔抓多

少次[３９]ꎮ 目前常用的评估小鼠瘙痒的方法包括肉

眼观察、声学检测和搔抓运动产生的感应电流检

测[４０－４２]ꎮ 但是肉眼观察费时费力ꎬ而声学检测及感

应电流检测方法需要专业设备与分析软件ꎮ 最近ꎬ
Ｋｏｂａｙａｓｈｉ 等[４３] 研究出的一种卷积递归神经网络

(ＣＲＮＮ)可以精确检测出小鼠的抓挠ꎬ并且准确地

区分动物的搔抓与梳理毛发行为ꎮ

注:Ａ:小鼠因清洁皮肤而产生的梳理毛发的行为ꎻＢ:小鼠因脸颊局

部疼痛而用前肢擦拭面部ꎻＣ:小鼠因瘙痒而用后肢搔抓面部ꎮ

图 １　 小鼠梳理毛发、疼痛及瘙痒的行为

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｍｉｃｅ ｇｒｏｏｍｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｄｕｅ ｔｏ ｃｌｅａｎ ｓｋｉｎ. Ｂ. Ｍｉｃｅ ｒｕｂｂｉｎｇ
ｔｈｅｉｒ ｆａｃｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｆｏｒｅｌｉｍｂｓ ｄｕｅ ｔｏ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｐａｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｅｅｋｓ. Ｃ.
Ｍｉｃｅ ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｆａｃｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｈｉｎｄｌｉｍｂｓ ｄｕｅ ｔｏ ｉｔｃｈｉｎｇ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｒｏｏｍｉｎｇꎬ ｐａｉｎｆｕｌ ａｎｄ ｉｔｃｈｙ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｍｉｃｅ

５　 总结与展望

慢性肾病相关性瘙痒症的发病机制在近 ２０ 年

的研究中得到越来越多的证实ꎬ但其动物模型建立

仍然面临极大的挑战与困难ꎮ 慢性肾病相关性瘙

痒症是由多方面因素导致ꎬ但目前的动物模型均采

用单一的致痒因素建立ꎬ未能综合反应慢性肾疾病

的病理过程ꎮ 同时ꎬ不同种类的动物、性别及致痒

介质的剂量均对动物的搔抓反应具有不同影响ꎮ
鉴于当前的 ＣＫＤ￣ａＰ 发病机制的主要假设ꎬ建立一

个免疫系统功能障碍和内源性阿片类激素失衡的

动物模型也许能更完善地开展相关研究ꎮ 除此之

外ꎬ在慢性肾病的动物模型上再加以多种致痒因素

共同致痒也许更为适用ꎮ
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Ｓｙｓｔ Ｒｅｖꎬ ２０２０ꎬ １２(１２): Ｃｄ０１１３９３.

[２０] 　 Ｈｕ ＴＨꎬ Ｗａｎｇ Ｂꎬ Ｌｉａｏ ＸＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｒｉｓｋ
ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｐｒｕｒｉｔｕｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ [Ｊ] . Ｅｘｐ
Ｔｈｅｒ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ １８(２): ９６４－９７１.

[２１] 　 Ｍｉｙａｍｏｔｏ Ｔꎬ Ｎｏｊｉｍａ Ｈꎬ Ｓｈｉｎｋａｄｏ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｔｃｈ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｒｙ ｓｋｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｊｐｎ Ｊ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２００２ꎬ ８８(３): ２８５－２９２.

[２２] 　 金锦花ꎬ 李科岩ꎬ 王玉慧ꎬ 等. 皮肤干燥症瘙痒小鼠模型的

建立 [Ｊ] . 中华实用诊断与治疗杂志ꎬ ２０２０ꎬ ３４( ３): ２４６
－２４９.
Ｊｉｎ ＪＨꎬ Ｌｉ ＫＹꎬ Ｗａｎｇ ＹＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｘｅｒｏｓｉｓ￣ｉｔｃｈ
ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌｓ [Ｊ] . Ｊ Ｃｈｉｎ Ｐｒａｃ Ｄｉａｇｎ Ｔｈｅｒꎬ ２０２０ꎬ ３４(３): ２４６－

２４９.
[２３] 　 Ａｋｉｙａｍａ Ｔꎬ Ｃａｒｓｔｅｎｓ ＭＩꎬ Ｃａｒｓｔｅｎｓ Ｅ. Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ

ｌｕｍｂａｒ ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｔｏ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ ＰＡＲ￣２
ａｇｏｎｉｓｔ ｂｕｔ ｎｏｔ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｈｉｎｄｐａｗ ｄｒｙ ｓｋｉｎ ｉｔｃｈ ｍｏｄｅｌ
[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１１ꎬ １０５(６): ２８１１－２８１７.

[２４] 　 Ｎａｇａｓｕ Ｈꎬ Ｓｏｇａｗａ Ｙꎬ Ｋｉｄｏｋｏｒｏ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂａｒｄｏｘｏｌｏｎｅ ｍｅｔｈｙｌ
ａｎａｌｏｇ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｕｂｕｌａｒ ｄａｍａｇｅ ｂｙ
ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ [ Ｊ] . ＦＡＳＥＢ Ｊꎬ ２０１９ꎬ ３３
(１１): １２２５３－１２２６３.

[２５] 　 Ｔａｔｓｕｍｉ Ｈꎬ Ｓａｔｏｈ Ｓꎬ Ｏｋａｍｏｔｏ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｎｅｐｈｒｏｔｉｃ ( ＩＣＧＮ) ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｌａｔｅ ｓｔａｇｅ [Ｊ] . Ｋａｉｂｏｇａｋｕ Ｚａｓｓｈｉꎬ １９９５ꎬ ７０(２): ９６－１０６.

[２６] 　 Ｍｉｙａｍｏｔｏ Ｙꎬ Ｕｍｅｕｃｈｉ Ｈꎬ Ｋｕｒｏｋａｗａ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ
ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ＩＣＲ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ (ＩＣＧＮ) ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｊ
Ｖｅｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉꎬ ２０１０ꎬ ７２(９): １２４３－１２４５.

[２７] 　 Ｏｇｕｒａ Ａꎬ Ａｓａｎｏ Ｔꎬ Ｍａｔｓｕｄａ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ
ｍｉｃｅ (ＩＣＧＮ) ｗｉｔｈ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｒｅｎａｌ ｌｅｓｉｏｎｓ: ａ ｎｅｗ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ
ｈｕｍａｎ ｎｅｐｈｒｏｔｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅ [Ｊ] . Ｌａｂ Ａｎｉｍꎬ １９８９ꎬ ２３(２): １６９
－１７４.

[２８] 　 Ｍｉｙａｍｏｔｏ Ｙꎬ Ｍｙｏｍｏｔｏ Ａꎬ Ｓａｋａｇｕｃｈｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｉｓｓｕｅ ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ( ｔＴＧ ) ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ＩＣＲ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ ( ＩＣＧＮ) ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｅｘｐ Ａｎｉｍꎬ ２００９ꎬ ５８
(４): ３７５－３８２.

[２９] 　 Ｏｋａｍｏｔｏ Ｍꎬ Ｔａｋａｇｉ Ｍꎬ Ｋｕｔｓｕｎａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｏｆ ＭＲＬ / ｌｐｒ ｍｉｃｅ ｉｓ
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ [ Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２００４ꎬ １３６(２): ２３９－２４４.

[３０] 　 Ｓｈａｒｍａ Ｊꎬ Ｃｏｌｌｉｎｓ ＴＤꎬ Ｒｏａｃｈ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ￣１ ｍｉｍｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ
ｔｈｅ ＭＲＬ / ｌｐｒ ｍｏｕｓｅ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｍｏｄｅｌ [Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０２１ꎬ １１
(１): ６３５４.

[３１] 　 Ｕｍｅｕｃｈｉ Ｈꎬ Ｋａｗａｓｈｉｍａ Ｙꎬ Ａｏｋｉ ＣＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ
ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ＭＲＬ / ｌｐｒ ｍｉｃｅꎬ ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ
ｐｒｕｒｉｔｕｓ ｉｎ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ａｎｄ ａｎｔｉｐｒｕｒｉｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａ
ｎｏｖｅｌ ｋａｐｐａ￣ｏｐｉｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔ ｎａｌｆｕｒａｆｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
[Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２００５ꎬ ５１８(２－３): １３３－１３９.

[３２] 　 Ｇｒｅｅｎｓｐａｎ ＮＳꎬ Ｌｕ ＭＡꎬ Ｓｈｉｐｌｅｙ ＪＷꎬ ｅｔ ａｌ. ＩｇＧ３ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｅｘｔｅｎｄｓ ｌｉｆｅｓｐａｎ ａｎｄ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ
ｉｎ ＭＲＬ / ｌｐｒ ｍｉｃｅ [Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｄｉｒｅｃｔꎬ ２０１２ꎬ ７: ３.

[３３] 　 ＬａＭｏｔｔｅ ＲＨꎬ Ｓｈｉｍａｄａ ＳＧꎬ Ｓｉｋａｎｄ Ｐ. Ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｃｕｔｅꎬ
ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｔｃｈ ａｎｄ ｐａｉｎ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ [Ｊ] . Ｅｘｐ Ｄｅｒｍａｔｏｌꎬ ２０１１ꎬ ２０
(１０): ７７８－７８２.

[３４] 　 Ｇｒｅｅｎ ＡＤꎬ Ｙｏｕｎｇ ＫＫꎬ Ｌｅｈｔｏ ＳＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅꎬ
ｄｏｓｅ ａｎｄ ｓｅｘ ｏｎ ｐｒｕｒｉｔｏｇｅｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｕｓｅ [Ｊ] . Ｐａｉｎꎬ ２００６ꎬ １２４(１－２): ５０－５８.

[３５] 　 Ｋｌｅｉｎ Ａꎬ Ｃａｒｓｔｅｎｓ ＭＩꎬ Ｃａｒｓｔｅｎｓ Ｅ. Ｆａｃｉａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｐｒｕｒｉｔｏｇｅｎｓ ｏｒ ａｌｇｏｇｅｎｓ ｅｌｉｃｉｔ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ａｎｄ ｅｘｃｉｔｅ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｅｎｓｏｒｙ ａｎｄ
ｔｒｉｇｅｍｉｎａｌ ｓｕｂｎｕｃｌｅｕｓ ｃａｕｄａｌｉｓ ｎｅｕｒｏｎｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｐｈｙｓｉｏｌꎬ
２０１１ꎬ １０６(３): １０７８－１０８８.

[３６] 　 Ｙａｍａｕｒａ Ｋꎬ Ｔｏｍｏｎｏ Ａꎬ Ｓｕｗａ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｘ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｉｎ ＳＬＩＧＲＬ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｕｒｉｔｕｓ ｉｎ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ｌｉｆｅ Ｓｃｉꎬ ２０１４ꎬ ９４
(１): ５４－５７.

[３７] 　 Ｙｕ ＹＱꎬ Ｂａｒｒｙ ＤＭꎬ Ｈａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｎｅｕｒａｌ ｂａｓｉｓ ｏｆ
ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓ ｉｔｃｈ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｍｉｃｅ [ Ｊ ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１７ꎬ ３５５
(６３２９): １０７２－１０７６.

[３８] 　 Ｓｈｉｍａｄａ ＳＧꎬ ＬａＭｏｔｔｅ ＲＨ. Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｉｔｃｈ ａｎｄ ｐａｉｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ [Ｊ] . Ｐａｉｎꎬ ２００８ꎬ １３９(３): ６８１－６８７.

[３９] 　 Ｙａｍａｎｏｉ Ｙꎬ Ｋｉｔｔａｋａ Ｈꎬ Ｔｏｍｉｎａｇａ Ｍ. Ｃｈｅｅｋ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ
ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｉｎ ａｎｄ ｉｔｃｈ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ
[Ｊ] . Ｊ Ｖｉｓ Ｅｘｐꎬ ２０１９ꎬ １５１: ｅ５８９４３.

[４０] 　 Ｉｎａｇａｋｉ Ｎꎬ Ｉｇｅｔａ Ｋꎬ Ｋｉｍ ＪＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｕｎｉｑｕｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ＢＡＬＢ / ｃ
ｍｉｃｅ ｂｙ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ４８ / ８０ [Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２００２ꎬ ４４８(２－

３): １７５－１８３.
[４１] 　 Ｉｎａｇａｋｉ Ｎꎬ Ｉｇｅｔａ Ｋꎬ Ｓｈｉｒａｉｓｈｉ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｂｙ ａ ｎｅｗ ａｐｐａｒａｔｕｓꎬ
ＭｉｃｒｏＡｃｔ [ Ｊ] . Ｓｋｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ａｐｐｌ Ｓｋｉｎ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２００３ꎬ １６
(３): １６５－１７５.

[４２] 　 Ｅｌｌｉｏｔｔ Ｐꎬ Ｇ’ Ｓｅｌｌ Ｍꎬ Ｓｎｙｄｅｒ ＬＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｍａｔｅｄ ａｃｏｕｓｔｉｃ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ [ Ｊ ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２
(７): ｅ０１７９６６２.

[４３] 　 Ｋｏｂａｙａｓｈｉ Ｋꎬ Ｍａｔｓｕｓｈｉｔａ Ｓꎬ Ｓｈｉｍｉｚｕ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｍａｔｅｄ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｕｒ ｕｓｉｎｇ ｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎａｌ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ [Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０２１ꎬ １１(１): ６５８.

[收稿日期] 　 ２０２１－０９－０７
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