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橙皮素通过 Nrf2 / HO-1 信号通路对非酒精性脂肪肝
体外模型氧化应激的保护作用

罗　 娟1,2,楼迪栋3,肖巧巧3,李晓洁1,李　 毅4∗,周谊霞1,2∗

(1. 贵州中医药大学护理学院,贵阳　 550025;2. 贵州医科大学护理学院,贵阳　 550001;3. 贵州中医药大学基础医学院,
贵阳　 550025;4. 贵州医科大学分子生物学重点实验室,贵阳　 550001)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨橙皮提取物橙皮素对非酒精性脂肪肝(NAFLD)体外模型中氧化应激的保护作用。 方法
 

CCK-8 法筛选油酸(OA)及橙皮素(HES)的药物浓度。 通过 OA 作用于 LO2 细胞建立体外 NAFLD 模型,设正常对照

组(NC 组)、模型组(Model 组)、低剂量组(L-HES)、中剂量组(M-HES)、高剂量组(H-HES 组)。 低中高剂量组用 HES
干预 24

 

h,行油红 O 染色,检测细胞内 ROS、MDA、SOD、CAT 的含量,Western
 

blot 检测 LO2 细胞内 Nrf2、HO-1、NQO1、
GCLC 蛋白的表达。 结果　 与 NC 组相比,Model 组细胞内脂滴大量形成(P<0. 05);ROS、MDA 表达增加,SOD、CAT 表

达减少(P<0. 05);Nrf2、HO-1、NQO1、GCLC 表达均下调(P<0. 05);与 Model 组相比,HES 低中高组脂滴逐渐减少(P<
0. 05);ROS、MDA 生成减少,SOD、CAT 含量增加(P<0. 05);Nrf2、HO-1、NQO1、GCLC 蛋白的表达均上调(P<0. 05)。
结论　 HES 通过抗氧化应激对 NAFLD 体外模型具有保护作用,可能与激活 Nrf2 / HO-1 信号通路有关。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

hesperidin
 

extract
 

from
 

orange
 

peel
 

on
 

oxidative
 

stress
 

in
 

an
 

in
 

vitro
 

model
 

of
 

nonalcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

(NAFLD).
 

Methods　 CCK-8
 

method
  

was
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

drug
 

concentrations
 

of
 

oleic
 

acid
 

(OA)
 

and
 

hesperidin
 

(HES).
 

An
 

in
 

vitro
 

NAFLD
 

model
 

was
 

established
 

by
 

OA
 

action
 

on
 

LO2
 

cells,
 

with
 

a
 

normal
 

control
 

group
 

( NC
 

group),
 

model
 

group
 

( Model
 

group),
 

low-dose
 

group
 

( L-HES),
 

medium-
dose

 

group
 

(M-HES)
 

and
 

high-dose
 

group
 

(H-HES
 

group).
 

The
 

groups
 

were
 

treated
 

with
 

HES
 

for
 

24
 

h;
 

oil
 

red
 

O
 

staining
 



was
 

performed
 

to
 

detect
 

intracellular
 

ROS,
 

MDA,
 

SOD
 

and
 

CAT,
 

and
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Nrf2,
 

HO-1,
 

NQO1
 

and
 

GCLC
 

proteins
 

in
 

LO2
 

cells.
 

Results 　 Compared
 

with
 

result
  

in
 

the
 

NC
 

group,
 

numerous
 

intracellular
 

lipid
 

droplets
 

were
 

formed
 

in
 

the
 

Model
 

group
 

(P<0. 05);
 

ROS
 

and
 

MDA
 

expression
 

increased,
 

SOD
 

and
 

CAT
 

expression
 

decreased
 

(P< 0. 05)
 

and
 

Nrf2,
 

HO-1,
 

NQO1
 

and
 

GCLC
 

expression
 

were
 

all
 

down-regulated
 

(P< 0. 05).
 

Compared
 

with
 

observations
 

the
 

Model
 

group,
 

fewer
 

lipid
 

droplets
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

HES
 

low-medium-high
 

group
 

(P<
0. 05).

 

ROS
 

and
 

MDA
 

production
 

decreased,
 

SOD
 

and
 

CAT
 

contents
 

increased
 

(P<0. 05)
 

and
 

Nrf2,
 

HO-1,
 

NQO1
 

and
 

GCLC
 

protein
 

expressions
 

were
 

all
 

upregulated
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 HES
 

has
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

the
 

NAFLD
 

in
 

vitro
 

model
 

through
 

anti-oxidative
 

stress,
 

which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

activation
 

of
 

Nrf2 / HO-1
 

signaling
 

pathway.
【Keywords】　 NAFLD;

 

hesperidin;
 

oxidative
 

stress;
 

Nrf2;
 

HO-1;
 

ROS

　 　 我国是世界上非酒精性脂肪肝病(non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,NAFLD)患病率增长最快的国家,
也是亚洲患病率、发病率、死亡率最高的国家[1-2] 。
NAFLD 发病机制复杂[3] ,且目前尚无特异性治疗药

物。 氧化应激是 NAFLD 的主要发病机制,肝发生氧

化应激后会触发肝炎症,增加肝受损程度[4-5] 。 因

此,减轻肝的氧化应激水平,可能为防治 NAFLD 带

来新思路。 核因子 E2 相关因子 2 ( nuclear
 

factor
 

erythroid-2
 

related
 

factor
 

2,Nrf2)是机体重要的抗氧

化因子[6] ,可调节下游血红素加氧酶-1( HO-1)、谷
氨酸半胱氨酸连接酶催化亚基(GCLC)以及醌氧化

还原酶(NQO1),发挥抗氧化作用[7-8] 。 已有多项研

究报 道 Nrf2 信 号 通 路 对 NAFLD 具 有 保 护 作

用[9-10] 。 橙皮素( hesperetin,HES)是一种富含于柑

橘类水果中的生物类黄酮,是对抗超氧化物和羟基

自由基的有效药物[11-12] , 但是其能否通过影响

Nrf2 / HO-1 信号通路缓解 NAFLD 尚不明确,本研究

旨在通过体外 NAFLD 模型探讨 HES 是否缓解

NAFLD,并探讨其可能的作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人正常肝细胞 LO2 购自上海中乔新舟生物科

技有限公司,货号 ZQ0031。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 CCK-8、油酸(OA)购于大连美仑生物技术有限

公司,货号 MA0218-2、MB2405;HES 购于上海麦克

林生化科技有限公司,纯度 97%,货号 C10358475;
饱和油红 O 染液,购于索莱宝科技有限公司,货号

G1260;丙二醛(MDA)测定试剂盒(TBA 法)购于万

类生物科技,货号为 WLA048a;ROS、SOD、CAT 测试

试剂盒购于南京建成科技有限公司,货号 E004-1-1、
A001-3、A007-1-1;Nrf2、GCLC、NQO1、HO-1、β-actin
以及羊抗兔 IgG 均购于 Affinity 公司,货号 AF0639、

DF8550、DF6437、 AF5393、 S0001。 冷冻离心机,美

国 Thermo
 

Fisher 公司,型号 Heraeus
 

Fresco
 

21;多功

能酶标仪,美国 Bio-Tek 公司,型号 ELX800UV;正置

光学显微镜,日本 Nikon 公司,型号 Nikon
 

Eclipse
 

E100;倒置荧光显微镜,日本 Nikon 公司;电泳仪,武
汉赛维尔生物科技有限公司,型号 BV-2。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养　
　 　 LO2 细胞培养于含 10%

 

FBS 及 1% 双抗的

DMEM 培养基中,将其置于含 5%
 

CO2 的 37℃ 恒温

培养箱中,2 ~ 3
 

d 换液 1 次,当细胞密度达 80% ~
90%时用胰酶消化,按 1 ∶ 3 进行传代。
1. 3. 2　 细胞活力分析

 

　 　 以每孔 1. 0×104 个细胞接种于 96 孔板中,待细

胞贴壁后,将 OA 和 HES 以浓度梯度分组给药,继
续培养 24

 

h,采用 CCK-8 法测定细胞活力。
1. 3. 3　 细胞分组

 

　 　 将 LO2 细胞分为正常对照组( NC,正常培养基

培养)、模型组(Model,0. 125
 

mmol / L 的 OA 造模)、
HES 低、中、高剂量组( L-HES、M-HES、H-HES,10、
100、200

 

μmol / L 的 HES 干预 24
 

h)。
1. 3. 4　 油红 O 染色及定量　
　 　 4%多聚甲醛固定 30

 

min,60%异丙醇快速浸

洗,油红 O 染液室温染色 10
 

min,60%异丙醇分化

10
 

s,洗去多余染料,苏木素复染细胞核 10
 

s,PBS 清

洗两遍,于倒置显微镜观察细胞脂质蓄积情况。 每

孔加入 500
 

μL 异丙醇,于脱色摇床上振荡 10
 

min,
取 100

 

μL 上清液于 96 孔板中,在 500
 

nm 处测

OD 值。
1. 3. 5　 抗氧化指标(ROS、MDA、SOD、CAT)测定

 

　 　 收集细胞于 EP 管中,加入 PBS,超声裂解细

胞,4℃ ,12000
 

r / min,离心 10
 

min,取上清液测定。
具体操作步骤按测定试剂盒说明书进行,ROS 染色

后置于荧光显微镜下拍摄。
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1. 3. 6　 Western
 

blot 检测　
　 　 将 LO2 细胞收集至 EP 管中,加入 RIPA 裂解

液,超声裂解细胞,4℃ ,12000
 

r / min,离心 20
 

min,
提取细胞总蛋白。 蛋白样品用 10%

 

SDS-聚丙烯酰

胺凝胶进行电泳,电泳结束进行转膜、封闭,一抗

4℃孵育过夜,二抗室温孵育 1
 

h。 最后用化学发光

检测系统进行蛋白显影。 蛋白密度值用 Image
 

J 软

件进行分析。

注:A:不同浓度 OA 对 LO2 细胞活力的影响;B:不同浓度 HES 对 LO2 细胞活力的影响。 与 0
 

mmol / L 比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 1　 不同浓度 OA 及 HES 对 LO2 细胞活力的影响

Note.
 

A,
 

Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

OA
 

on
 

LO2
 

cell
 

viability.
 

B,
 

Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

HES
 

on
 

LO2
 

cell
 

viability.
 

Compared
 

with
 

0
 

mmol / L,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

OA
 

and
 

HES
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

LO2
 

cells

1. 4　 统计学方法　
 

　 　 用 SPSS
 

22. 0 进行统计学分析,用 Graphpad
 

Prism
 

8 绘制统计图。 符合正态分布的数据用平均

数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间比较用单因素方差分

析,组间比较用 LSD-t 检验。 以 P<0. 05 表示差异具

有统计学意义。

2　 结果
 

2. 1　 细胞活力分析结果　
　 　 与 0

 

mmol / L 相比, 当 OA 浓度在 0. 5 ~ 2. 0
 

mmol / L 时细胞活力下降(P<0. 01);与 0
 

μmol / L 相

比,当 HES 浓度达到 250
 

μmol / L 时,抑制细胞活力

(P<0. 05)。 因此,后续实验选用 0. 125
 

mmol / L 的

OA,10、100、200
 

μmol / L 的 HES。 见图 1。
2. 2　 HES 呈剂量依赖性减少 LO2 细胞内脂滴的

形成　
　 　 与 NC 组相比,Model 组细胞内的脂滴形成明显

增多,可见细胞内大面积红染;与 Model 组相比,各
HES 组脂滴形成均明显减少,随着剂量的增加,各
HES 组内的红染面积逐渐减少。 油红 O 定量结果

与上述结果一致。 见图 2。
2. 3　 HES 减轻 LO2 细胞的氧化应激

 

　 　 与 NC 组相比,Model 组 ROS、MDA 生成增加,

SOD、CAT 生成减少(P< 0. 01);与 Model 组相比,
高、中、低剂量 HES 组 MDA、 ROS 生成逐渐减少,
SOD、CAT 生成增多(P<0. 5)。 见图 3。
2. 4　 HES 对增加 Nrf2 / HO-1信号通路表达

 

　 　 与 NC 组相比, Model 组 HO-1、 NQO1、 GCLC、
Nrf2 表达减少(P<0. 05);与 Model 组相比,HES 低、
中、高剂量组上述蛋白表达水平逐渐升高 ( P <
0. 05)。 见图 4。

3　 讨论

　 　 目前 NAFLD 仍无特异性治疗药物,“二次打击

学说”指出了氧化应激在 NAFLD 发病机制中的重

要性,因此控制氧化应激有助于延缓 NAFLD 进程。
HES 可以抗氧化和清除自由基,在 NAFLD 防治方

面具有广阔前景[13] ,但是目前还没有其他研究报道

过 HES 对 NAFLD 模型脂质氧化及对 Nrf2 / HO-1 信

号通路的影响。 本研究利用 LO2 细胞作为 NAFLD
体外模型,研究 HES 对 NAFLD 的作用及其机制。
结果表明,模型组中脂滴大量形成,ROS 和 MDA 生

成增加,SOD 和 CAT 含量减少,Nrf2 / HO-1 信号通

路蛋白表达水平减少,提示 NAFLD 体外氧化应激模

型成功建立。
MDA 是机体脂质过氧化的主要代谢产物,具有

细胞毒性;ROS 可以诱导多不饱和脂肪酸启动细胞

内的脂质过氧化,扩大氧化应激影响范围[14] ,两者

生成量增多会损伤肝。 SOD 是生物体内最重要的

抗氧化酶[15] , CAT 参与活性氧代谢过程,二者与

POD 组成清除自由基的反应体系[16] 。 本研究发

现,HES 呈剂量依赖性减少 NAFLD 模型脂滴的形

成,降低 MDA 和 ROS 的生成,增加抗氧化酶 SOD、
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注:A:油红 O 染色;B:油红 O 定量。 1:NC 组;2:Model 组;3:L-HES 组;4:M-HES 组;5:H-HES 组。 与 NC 组相比,∗∗P<0. 01;与 Model 组

相比,##P<0. 01。

图 2　 HES 对 LO2 细胞内脂质蓄积的影响(油红 O)
Note.

 

A,
 

Oil
 

red
 

O
 

staining.
 

B,
 

Oil
 

red
 

O
 

quantification.
 

1,
 

Normal
 

control
 

group.
 

2,
 

Model
 

group.
 

3,
 

Hesperidin
 

low
 

dose
 

group.
 

4,
 

Hesperidin
 

medium
 

dose
 

group.
 

5,
 

Hesperidin
 

high
 

dose
 

group.
 

Compared
 

with
 

NC
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

HES
 

on
 

intracellular
 

lipid
 

accumulation
 

in
 

LO2
 

cells
 

(Oil
 

Red
 

O)

注:A:HES 对 ROS 的影响;B:HES 对 MDA 的影响;C:HES 对 SOD 的影响;D:HES 对 CAT 的影响。 1:NC 组;2:Model 组;3:L-HES 组;4:M-

HES 组;5:H-HES 组。 与 NC 组比,∗∗P<0. 01;与 Model 组比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 3　 HES 对 LO2 细胞内 ROS、MDA、SOD、CAT 生成的影响

Note.
 

A,
 

Effect
 

of
 

HES
 

on
 

ROS.
 

B,
 

Effect
 

of
 

HES
 

on
 

MDA.
 

C,
 

Effect
 

of
 

HES
 

on
 

SOD.
 

D,
 

Effect
 

of
 

HES
 

on
 

CAT.
 

1,
 

NC
 

group.
 

2,
 

Model
 

group.
 

3,
 

L-HES
 

group.
 

4,
 

M-HES
 

group.
 

5,
 

H-HES
 

group.
 

Compared
 

with
 

NC
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

HES
 

on
 

the
 

production
 

of
 

ROS,
 

MDA,
 

SOD
 

and
 

CAT
 

in
 

LO2
 

cells

4 中国比较医学杂志 2022 年 6 月第 32 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

6



注:A:Nrf2、HO-1 的蛋白条带;B:Nrf2 的蛋白表达量;C:HO-1 的蛋白表达量;D:GCLC、NQO1 的蛋白条带;E:GCLC 的蛋白表

达量;F:NQO1 的蛋白表达量。 1:NC 组;2:Model 组;3:L-HES 组;4:M-HES 组;5:H-HES 组。 与 NC 组比,∗ P< 0. 05,∗∗ P<

0. 01;与 Model 组比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 4　 HES 对 LO2 细胞 HO-1、NQO1、GCLC、Nrf2 蛋白表达的影响

Note.
 

A,
 

Protein
 

bands
 

of
 

Nrf2,
 

HO-1.
 

B,
 

Protein
 

expression
 

of
 

Nrf2.
 

C,
 

Protein
 

expression
 

of
 

HO-1.
 

D,
 

Protein
 

bands
 

of
 

GCLC,
 

NQO1.
 

E,
 

Protein
 

expression
 

of
 

GCLC.
 

F,
 

Protein
 

expression
 

of
 

NQO1.
 

1,
 

NC
 

group.
 

2,
 

Model
 

group.
 

3,
 

L-HES
 

group.
 

4,
 

M-HES
 

group.
 

5,
 

H-HES
 

group.
 

Compared
 

with
 

NC
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<
 

0. 01.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

HES
 

on
 

HO-1,
 

NQO1,
 

GCLC,
 

Nrf2
 

protein
 

expression
 

in
 

LO2
 

cells

CAT 的含量,抵抗 NAFLD 体外模型的氧化应激,发
挥保护作用。 Kheradmand 等[17] 、Chen 等[18] 的研究

也表明 HES 在阿尔兹海默病和肾损伤模型中具有

减少 ROS、MDA,增加 SOD、CAT 生成的作用,这与

我们的研究结果一致。 以上的实验结果提示,HES
可能通过减轻 NAFLD 体外模型的氧化应激水平,发
挥肝保护作用。

Nrf2 / HO-1 信号通路是机体抵御氧化应激的重

要信号通路,其激活可以促进下游多个抗氧化因子

的表达[19] ,可以治疗多种氧化损伤疾病。 Nrf2 是氧

化应激的中枢细胞感受器;HO-1 可以将血红素分解

为具有抗氧化能力的胆绿素、 一氧化碳和游离

铁[20] ;NQO1 可以催化醌类及其衍生物还原,降解

其毒性,从而阻止氧化还原反应和 ROS 生成[21] ;
GCLC 是 GCL 的组成亚单位,而 GCL 是细胞 GSH
的合成限速酶,可以调控 GSH 生成的量和速度,从
而保护细胞免受氧化应激伤害。 为进一步研究

HES 的在 NAFLD 体外模型中的抗氧化作用机制,
进行蛋白免疫印迹实验检测 Nrf2 / HO-1 信号通路的

表达情况。 Parhiz 等[22] 、Wan 等[23] 及 Prema 等[24]

的研究分别在药物肝损伤模型和心脏肥大模型中

探讨 HES 对 Nrf2、HO-1、GCLC、NQO1 表达的影响,
他们的研究结果均表明 HES 可以增加上述蛋白的

表达并对疾病起到保护作用。 本研究对 HES 在体

外 NAFLD 模型中的抗氧化作用进行研究,证明了

HES 可以降低脂质蓄积,减少氧化应激产物的生
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成,并发现 HES 可以增加 Nrf2、HO-1、GCLC、NQO1
的蛋白表达量,这表明 HES 对 NAFLD 的体外氧化

应激模型具有保护作用。
综上所述,HES 对 NAFLD 的体外氧化应激模

型具有保护作用,其作用机制可能与增加 Nrf2 / HO-
1 信号通路表达有关。
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小鼠烧伤创面脓毒症模型的建立与评价

范仕郡,吴　 丹,夏　 林,魏　 燕,陈　 倩,彭　 曦∗

(陆军军医大学第一附属医院临床医学研究中心,重庆　 400038)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种稳定的小鼠烧伤创面脓毒症模型,检测其病理生理指标,为烧伤脓毒症相关研究提

供标准化的动物模型。 方法　 将小鼠背部侵入 90℃水面接触 8
 

s 建立小鼠Ⅲ度烫伤模型,烫伤面积约 15% ~ 20%。
2

 

h 后痂下注射 100
 

μL 浓度为 0. 75×105
 

CFU / mL 的铜绿假单胞菌(Pseudomonas
 

aeruginosa,PA)造伤后创面脓毒

症。 连续 12
 

d 观测记录小鼠的体重、采食量、生存率和一般状态指标。 在注射后 1、2、3、5、7
 

d 取小鼠外周血和肝

组织,测定血清生化和炎症因子指标,观察肝组织病理改变。 结果　 模型组建模后 12
 

d 的死亡率为 30. 2%。 血清

生化指标中 ALT、AST、UREA 和 CREA 均较建模前显著上升(P<0. 05 或 P<0. 01),TP 和 TBIL 指标无明显变化。 血

清炎症指标中 TNF-α、IL-6 在建模后第 1 天升至最高值(P<0. 01),随后逐日递减,分别至第 3、7 天恢复至造模前水

平。 肝组织病理切片结果显示在各个时相点均出现肝损伤表现。 结论　 建立了操作简便可控、严重程度适宜的烧

伤脓毒症模型,符合烧伤脓毒症的病理生理特点,可为相关机制研究和药物研发提供标准化的实验动物模型。
 

【关键词】 　 烧伤脓毒症模型;病理生理;生化;炎症因子
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

establish
 

a
 

stable
 

mouse
 

burn
 

wound
 

sepsis
 

model,
 

determine
 

its
 

pathophysiological
 

indicators,
 

and
 

provide
 

a
 

standardized
 

animal
 

model
 

for
 

the
 

study
 

of
 

burn
 

sepsis.
 

Methods 　 The
 

back
 

of
 

a
 

mouse
 

was
 

exposed
 

for
 

8
 

s
 

to
 

water
 

with
 

a
 

temperature
 

of
 

90℃
 

to
 

establish
 

a
 

third
 

degree
 

scald
 

model,
 

and
 

the
 

scald
 

area
 

was
 

about
 

15% ~ 20%.
 

Two
 

hours
 

later,
 

100
 

μL
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

(PA)
 

with
 

a
 

concentration
 

of
 

0. 75×105
 

colony-forming
 

units / mL
 

was
 

injected
 

under
 

the
 

eschar
 

to
 

create
 

wound
 

sepsis.
 

The
 

bodyweight,
 

feed
 

intake,
 

survival
 

rate
 

and
 

general
 

status
 

of
 

the
 

mice
 

were
 

observed
 

and
 

recorded
 

for
 

12
 

days.
 

Peripheral
 

blood
 

and
 

liver
 

tissues
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

mice
 

on
 

post-infection
 

days
 

1,
 

2,
 

3,
 

5
 

and
 

7,
 

the
 

serum
 

biochemical
 

and
 

inflammatory
 

factors
 

were
 

measured,
 

and
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

liver
 

tissues
 

were
 

observed.
 

Results 　 The
 

mortality
 

of
 

the
 

model
 

mice
 

on
 

the
 

twelfth
 

day
 

post-
infection

 

was
 

30. 2%.
 

The
 

levels
 

of
 

the
 

serum
 

biochemical
 

indexes
 

ALT,
 

AST,
 

UREA
 

and
 

CREA
 

were
 

significantly
 

increased
 

from
 

baseline
 

(P< 0. 05
 

or
 

P< 0. 01),
 

whereas
 

the
 

levels
 

of
 

TP
 

and
 

TBIL
 

exhibited
 

no
 

obvious
 

changes.
 

The
 

serum
 

inflammatory
 

indexes
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

increased
 

to
 

their
 

highest
 

values
 

on
 

the
 

first
 

day
 

after
 

infection
 

(P<0. 01)
 

and
 

then
 

decreased
 

daily,
 

recovering
 

to
 

their
 

baseline
 

levels
 

on
 

the
 

third
 

and
 

seventh
 

days
 

post-infection,
 

respectively.
 

The
 

histopathological
 

sections
 

of
 

liver
 

revealed
 

liver
 

injury
 

at
 

all
 

tested
 

timepoints.
 

Conclusions　 A
 

simple
 

burn
 

sepsis
 

model
 

with
 

a
 

manageable
 

protocol
 

and
 

appropriate
 

severity
 

was
 

established;
 

the
 

model
 

characteristics
 

are
 

in
 

line
 

with
 

the
 

pathophysiological
 

characteristics
 

of
 

burn
 

sepsis;
 

and
 

this
 

approach
 

can
 

provide
 

a
 

standardized
 

experimental
 

animal
 

model
 

both
 

for
 

relevant
 

mechanism
 

research
 

and
 

for
 

drug
 

research
 

and
 

development.
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model;
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　 　 烧伤是由高温、化学物质或电引起的组织损

伤。 其严重程度主要与烧伤深度、面积、伤前疾病、
合并伤有关。 患者还可能伴随系列严重并发症如

休克、吸入性损伤、感染、多器官功能障碍、应激性

溃疡等[1] 。 感染是烧伤患者的常见并发症,一旦进

展为全身性感染,极易引发全身性炎症反应和脏器

功能障碍,导致烧伤脓毒症的发生,致死率居高不

下[2] 。 烧伤患者可经多种途径引发全身感染,其中

又以经皮肤创面感染为最主要的途径。 烧伤直接

破坏皮肤的完整性,打破了局部组织炎症和免疫平

衡,因而极易发生皮肤创面感染,并导致创面脓毒

症的发生[3-6] 。 自 1962 年 Teplitz 等[7] 首次提出该

概念以来,烧伤创面脓毒症作为烧伤特有的脓毒

症,一直是烧伤研究领域的核心和热点问题。
建立稳定、可靠且贴近临床病情的动物模型,

是研究疾病发生发展和评价治疗手段的重要依托。
常规的烧伤模型或脓毒症模型仅能部分模拟烧伤

脓毒症的病理生理特点。 烧伤创面脓毒症模型则

是在上述基本模型的基础上,通过制作深度烧伤模

型造成创面局部组织损伤,并在伤后一定时间内通

过涂布或注射等方式接种细菌,造成重度的创面感

染,在模型动物中诱导创面脓毒症的发生[8-9] 。 该

模型既保留了烧伤本身的致伤作用,又通过引入创

面感染并造成脓毒症发病,较好的模拟了烧伤创面

脓毒症的病理生理过程[10] 。
尽管烧伤创面脓毒症模型已得到广泛应用,但

已有研究往往关注特点的病理生理改变或疗效指

标,而缺乏对模型本身的规范化和标准化操作的研

究,对于反映烧伤脓毒症的动态变化特点和发生发

展规律等指标的关注也较少。 为此,本研究旨在建

立一种操作简便可控、严重程度适宜的创面脓毒症

模型,符合烧伤脓毒症的病理生理特点,为脓毒症

发病机制和防治研究提供了有意义的基础数据。
同时为开展不同程度的创面脓毒症的机制研究、临
床药物研发、临床治疗等提供一种标准化动物模型

的有效探索路径。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料
 

1. 1. 1　 实验动物

　 　 健康 SPF 级 BALB / c 雄性小鼠 135 只(体重 22
~ 24

 

g),购自北京华阜康生物科技股份有限公司

[SCXK(京)2019-0008]。 饲养于陆军军医大学第

一附属医院实验动物中心[SYXK(渝)2017-0011],
饲养于万级屏障环境(温度:22℃ ~ 24℃ ;湿度:50%
~ 60%;饲料为钴 60 辐照实验鼠维持饲料;饮水为

纯净水)。 本课题经第三军医大学实验动物福利伦

理委员会审核批准( AMUWEC20191840),符合 3R
原则。
1. 1. 2　 菌株

铜绿假单胞菌(ATCC
 

27853)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 异氟烷 ( 瑞沃德生命科技有限公司, 批号:
217181101);生理盐水(四川科伦药业股份有限公

司, 批 号: M18082105 - 2 ); TNA-α 试 剂 盒

( Invitrogen, LOT227846 - 005 ); IL-6 试 剂 盒

( Invitrogen, LOT218546 - 001 )。 保 温 箱

(LyonTechno,EWIDE);水浴锅(上海瑞稳仪器设备

厂,DK-8AD);电子天平 ( sartorius, QUINTIX2102 -
1CN);小动物麻醉机( MATRX,VMR);动物全自动

生化仪(Beckman
 

Coulter,AU480)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 模型制备方法

　 　 (1)假烫伤组 10 只(以下简称 S 组)
小鼠吸入麻醉后,小鼠背部备皮脱毛后放入自

制烫伤模具。 将背部侵入 37℃ 水面接触 8
 

s(接触

面积约 15%)。 后转入 IVC 笼具继续饲养观察。
(2) 烧伤 + 铜绿假单胞菌 125 只 ( 以下简称

Sepsis 组)
小鼠吸入麻醉后,小鼠背部备皮脱毛后放入自

制烫伤模具。 将背部侵入 90℃ 水面接触 8
 

s(烫伤

深度:Ⅲ度,烫伤面积约 15%)。 按 50
 

mL / kg 体积

腹腔补液后放入 30℃保温箱保温。 2
 

h 后痂下注射

100
 

μL 铜绿假单胞菌(PA)0. 75×105
 

CFU / mL,造成

烧伤脓毒症模型。 48
 

h 后转入 IVC 笼具继续饲养

观察。
1. 3. 2　 存活率观察、体重称量、动物状态评分、采食

量记录
 

　 　 实验中每 12
 

h 记录一次各组动物存活情况;每
日定时称量小鼠的体重及每组剩余饲料重量,同时

为动物状态评分,评价指标共 6 项( 1 ~ 5 分 / 项)。
分别是外观及被毛(竖毛、脱毛、耳壳曲折、口腔有

无流涎、肛门处有无腹泻 / 血便 / 脱肛)、活动状况

(自主活动频率、步态)、神经反应(震颤,痉挛)、呼
吸状态(呼吸频率、深浅的异常)、精神反应(精神是

否活泼,外界反应是否正常)、姿势和步态(立、卧、
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坐的姿势有无异常)。
1. 3. 3　 检测指标

　 　 模型建立完成后分别在 1、2、3、5、7
 

d 五个时相

点取外周血及肝,每个时相点取 5 只。
(1)血液取材

血液标本取材:小鼠吸入麻醉后仰卧位。 用碘

伏消毒胸部区域后眼科剪剪开表皮,使用 1
 

mL 一次

性注射器行心尖无菌采血。
(2)病理取材

病理标本取材:碘伏消腹部区域。 眼科剪剪开

腹部后,取肝放入组织固定液中。 经组织脱水、石
蜡包埋处理制作石蜡标本切片,HE 染色后在光学

显微镜下观察组织病变情况。
1. 3. 4　 检测方法

　 　 血清炎症因子采用 ELISA 法检测,具体操作按

照 TNA-α 和 IL-6 试剂盒检测说明书。 血清生化采

用动物全自动生化仪检测。

注:与 S 组相比,Sepsis 组采食量呈先下降后缓慢上升趋势。

图 1　 两组平均采食量情况

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

S
 

group,
 

the
 

food
 

consumption
 

in
 

the
 

sepsis
 

group
 

decreased
 

rapidly
 

and
 

then
 

restored
 

slowly.

Figure
 

1　 Average
 

food
 

intake
 

in
 

two
 

groups

1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,采用 SPSS
 

13. 0 软件进行统计学分析,采用 GraphPad
 

Prism
 

6
作图。 多组间比较采用单因素方差分析,两组间比

较方差齐时采用 Bonferroni 检验, 方差不齐时用

Dunnett’s
 

T3 检验,P<0. 05 或 P<0. 01 视为差异有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 死亡率

　 　 建模 12
 

d 内死亡率为 30. 2%,其中第 2 ~ 6 天死

亡率为 27. 9%,第 7 ~ 12 天死亡率为 2. 3%,说明该

模型死亡情况符合脓毒症模型的发病规律。

2. 2　 平均采食量

　 　 S 组与 Sepsis 组的平均采食量见图 1,可见

Sepsis 组在实验后的采食量呈先下降后上升的趋

势,至第 4 天开始逐渐上升,至第 12 天达到 S 组平

均采食量。
2. 3　 动物状态评分

　 　 S 组与 Sepsis 组的状态评分见图 2,Sepsis 组在

实验后的状态逐步变差,主要表现为眼睛分泌物增

多、竖毛、弓背、活动度降低等。 至第 5 天开始逐步

恢复,至第 12 天接近对照组。

注:与 S 组相比,Sepsis 组动物状态逐步下降后缓慢回升接近

正常。

图 2　 两组动物状态情况

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

S
 

group,
 

the
 

status
 

of
 

animals
 

in
 

the
 

sepsis
 

group
 

became
 

deteriorated
 

quickly
 

and
 

then
 

recovered
 

gradually
 

approaching
 

to
 

the
 

normal
 

status.

Figure
 

2　 Animal
 

status
 

in
 

two
 

groups

2. 4　 体重变化

　 　 S 组与 Sepsis 组的体重变化见图 3,可见 Sepsis
组在实验后的体重逐步下降,至第 5 天下降至最低

日趋稳定,一周后体重开始缓慢上升,至第 12 天仍

低于对照组。 说明该模型的高代谢、高消耗特征。
2. 5　 建模前后小鼠创面变化情况

　 　 建模前后小鼠创面情况如图 4 所示,假烫伤组

小鼠创面均无明显变化;烫伤后 24
 

h 小鼠创面呈痂

状,创面干燥,表层组织变厚,创周略红肿无渗出

液,皮温稍低。 痂下给菌后 24
 

h 创面整体呈黄绿

色,中心及周边出现部分溃疡呈红褐色,出现出血

点或坏死斑。 创周有少量分泌物,皮温偏高。 创面

周围略肿胀。 小鼠活动明显减少,对外界刺激反应

迟钝,走路呈蜷缩弓背状。
2. 6　 炎症因子(TNF-α、IL-6)
　 　 炎症因子如图 5,TNF-α 在第 1 天升至最高值

后呈递减趋势,至第 3 天恢复至正常。 与 S 组相比,
Sepsis 组第 1、2 天表达明显升高,差异具有统计学

意义(P<0. 01,P<0. 05);IL-6 第 1 天升至最高值后
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呈递减趋势,至第 7 天恢复至正常。 与 S 组相比,
Sepsis 组第 1、2 天表达明显升高,差异具有统计学

意义(P<0. 01)。
2. 7　 肝功

　 　 如图 6 所示 Sepsis 组 TBIL、TP 在第 1、2、3、5、7
 

天与 S 组比较均无显著差异;Sepsis 组 AST 在第 5
天升至最高值后呈递减趋势,与 S 组相比,AST 在第

1、2、3、5、7
 

天均明显升高,差异具有统计学意义(P
<0. 01 或 P<0. 05);ALT 在第 3 天升至最高值后呈

递减趋势,且与 S 组相比差异具有统计学意义(P<
0. 01)。
2. 8　 肾功

　 　 如图 7 所示 Sepsis 组 CREA 在第 3 天升至最高

值后呈递减趋势,与 S 组相比,CREA 在第 1、2、3、5、
7

 

天均明显升高,差异具有统计学意义(P<0. 01 或

P<0. 05);同时 UREA 在第 3 天升至最高值后呈递

减趋势,与 S 组相比,第 1、2、3、5、7
 

天均明显升高,

差异均具有统计学意义(P<0. 01)。
2. 9　 肝病理

　 　 肝 HE 染色结果如图 8 所示,S 组小鼠肝细胞未

注:与 S 组相比,Sepsis 组体重逐步下降后缓慢回升。

图 3　 两组动物体重情况

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

S
 

group,
 

the
 

weight
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

sepsis
 

group
 

was
 

quickly
 

reduced
 

and
 

then
 

recovered
 

slowly.

Figure
 

3　 Animal
 

weight
 

in
 

two
 

groups

注:A:假烫伤组;B:烫伤后;C:给菌后。

图 4　 建模前后小鼠创面变化情况

Note.
 

A,
 

Sham
 

burn
 

group.
 

B,
 

Post
 

burn.
 

C,
 

After
 

PA
 

inoculation.

Figure
 

4　 Changes
 

of
 

wound
 

surface
 

conditions
 

in
 

mice
 

before
 

and
 

after
 

model
 

establishment

注:与 S 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 5　 不同时相点 TNF-α、IL-6 的表达与 S 组比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

S
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

TNF-α,
 

IL-6
 

with
 

S
 

group
 

at
 

different
 

time
 

points
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注:与 S 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 6　 不同时相点肝功与 S 组比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
  

S
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

6　 Comparison
 

of
 

liver
 

function
 

with
 

the
 

S
 

group
 

at
 

different
 

time
 

points

注:与 S 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 7　 不同时相点肾功与 S 组比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

S
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

7　 Comparison
 

of
 

renal
 

function
 

with
 

the
 

S
 

group
 

at
 

different
 

time
 

points

注:A:S 组;B、C、D、E、F:Sepsis 组第 1、2、3、5、7 天。

图 8　 不同时相点肝 HE 染色与 S 组比较

Note.
 

A,
 

S
 

group.
 

B,
 

C,
 

D,
 

E
 

and
 

F,
 

Sepsis
 

group
 

at
 

1,2,3,5,7
 

days.

Figure
 

8　 Comparison
 

of
 

HE
 

staining
 

in
 

liver
 

with
 

the
 

S
 

group
 

at
 

different
 

time
 

points
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见变形和坏死,肝窦清晰,未见炎症浸润。 Sepsis 组

小鼠肝织在各个时相点均可见炎性细胞浸润、肝细

胞水肿和部分坏死。 且第 2、3、5 天肝部分面积结构

紊乱,中央静脉存在变形,并伴有充血。 肝切片病

理显示,第 2、3、5 天肝损伤程度明显高于第 1 天和

第 7 天。

3　 讨论

　 　 规范化操作流程的建立是确保实验动物模型稳

定稳定可靠的关键。 为此,本研究以 BALB / c 小鼠这

一广泛使用的小鼠品种作为研究对象,结合既往制作

轻中度烫伤模型(15%,Ⅲ度)的工作基础,进一步对

痂下接种铜绿假单胞菌的剂量和接种方法等进行摸

索,主要经验要点如下:第一,为避免烫伤后小鼠早伤

后早期因发生休克导致死亡,进而对后续实验产生干

扰,在烫伤后我们对小鼠采取快速保温、液体复苏等

模拟临床的综合治疗措施,保证模型小鼠均可稳定顺

利度过烧烫伤早期休克期[11-14] 。 第二,我们对痂下

接种铜绿假单胞菌的方法进行了标化和规范,如细菌

培养条件(温度、转速时间)及痂下接种位置(创面中

心)进行了统一。 流行病学资料显示,导致创面脓毒

症的常见致病菌为金葡菌、铜绿假单胞菌和大肠埃希

菌等[15] ,其中铜绿假单胞菌既是创面感染的常见菌

种[16] ,又在脓毒症继发性感染中具有重要意义[17] ,
因而在建模中应用最为广泛。

第三,经多次实验结果证实,模型动物的 12
 

d
死亡率也稳定在 30% ~ 40%以内,表明此方法具有

良好的可操作性,既保证死亡率符合重度脓毒症动

物模型的相关标准,同时也避免了因死亡率过高或

过低造成模型指标的波动。 本研究结合前期相关

报道,进一步对小鼠烧伤创面脓毒症模型的规范化

建模方法进行了探索,建立了标准化操作方法。
为进一步评价模型小鼠在建模后的病理生理

变化规律,我们对假烫伤组和烫伤合并细菌感染组

小鼠进行了包括基本生理状态和脓毒症相关指标

在内的综合性对比研究。 首先,既往较少有研究关

注模型小鼠的基本状态,我们在本研究中采用长时

相点观测动物体重、采食量、动物状态等指标[18-20] ,
结果显示模型组小鼠以上指标在建模后均长时间

低于对照组,虽然进食量在伤后 1
 

d 即开始缓慢上

升,但体重和状态在 7
 

d 之前一直持续下降,提示烫

伤和感染均造成模型小鼠长期处于高代谢、高消耗

状态。 伤后 7
 

d 后,虽然进食量仍未恢复到伤前水

平,但因模型小鼠病情显著改善,故体重和状态均

得到恢复。 其次,我们对脓毒症相关的炎症和脏器

功能指标进行检测。 既往研究主要对单一时相点

或 7
 

d 内的炎症和脏器功能指标检测[21] 。 同样采

用烫伤+铜绿假单胞菌感染,观察发现,伤后 7 d 小

鼠炎症指标虽有下降,但仍处于高位。 我们的结果

则与单独注射细菌模型的研究结果更为接近,即注

射后 24
 

h 内达到峰值,随后逐渐下降,7
 

d 基本恢

复。 该差异可能与我们的模型死亡率偏低,而该作

者的研究中细菌菌量偏高有关。 对于脏器功能指

标而言,我们发现模型组小鼠肝织在各个时相点可

见大量炎性细胞浸润和显著的肝细胞水肿和坏死

此外模型小鼠血清 ALT、AST、UREA 和 CREA 等反

映急性肝、肾功能损伤的指标也持续升高,且在伤

后 7
 

d 仍高于对照小鼠,表明肾功及肝功能在该模

型中影响显著。 我们前期在单独脓毒症模型小鼠

中并未观察到肝出现显著的坏死现象,但在本模型

中肝组织坏死非常显著,提示多重打击下,机体脏

器功能可能发生叠加损伤效应,该现象值得进一步

研究探讨。 既往多次研究结果表明,脓毒症模型组

的小鼠死亡集中发生在建模后 2 ~ 6
 

d(占死亡数的

90%左右),这期间的死亡无明显的趋势。 模型组死

亡情况均发生于 24
 

h 以后(烫伤后感染期),符合当

前国际通用的“二次打击”模型(two-hit
 

model)的特

点和基本要求[22] ,即一次打击(创伤) 导致亚致死

性伤情,二次打击(感染)引发模型动物死亡。 同时

也与当前临床烧伤患者多能度过早期休克期,但易

并发后续感染,引发脓毒症并导致预后不佳的病理

生理特点较为一致[23] 。
常用的脓毒症模型包括:(1) 盲肠结扎穿孔术

(CLP)造成单纯的腹腔感染。 该模型是应用较广

泛,具代表意义的一种模型,更类似于人类脓毒症

的进展和特点。 但该模型对施术者手法和动物个

体差异的影响较大,不易操作。 (2)采用细菌(内毒

素)对机体的直接损伤。 该模型易于控制,模型重

现性较好。 但并不完全模拟脓毒症的发病过程。
更为重要的是,上述模型与烧烫伤后创面感染所致

脓毒症具有一定的差异,并不能有效模拟其临床病

程[24] 。 此外,目前已有的创面脓毒症动物模型缺乏

标准化的操作方法,同时尚未进行长时段的指标检

测。 为此,本实验在规范制作烫伤创面和标化痂下

细菌接种的同时,对模型小鼠各项指标进行了长时

段观测。 结果显示,该模型可以提供了一个较好的
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讨论烫伤创面与烫伤脓毒症关系的感染模型,同时

较好的反应其病理发展过程中的休克期、感染期及

修复期的阶段性变化规律,为研究轻度烫伤合并创

面感染提供了一种良好的动物模型,较其他模型可

能更适于临床轻度创面烫伤脓毒症的相关研究,也
为开展不同类型的脓毒症临床药物、临床治疗、机
制研究等提供合适的动物模型。

创面脓毒症的发生机制及治疗方法的研究一直是

研究的热点与重点。 建立标准化的脓毒症动物模型是

探索全身性感染、感染性休克和多器官功能障碍综合

症的病理生理学机制和防治措施的需要。
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天门冬水提物对人结肠癌细胞增殖、凋亡、迁移的
影响

赵嘉宁1,梁惠玲1,杨　 姁1,李艳菊2,王飞清1,3,陶奕汐3,王　 琨3,
严雪梅3,刘　 洋1,3∗

(1. 贵州中医药大学,贵阳　 550025;2. 贵州医科大学,贵阳　 550004;3. 贵州中医药大学第一附属医院,贵阳　 550001)

　 　 【摘要】 　 目的　 本实验研究天门冬水提取物对人结肠癌 HCT116 细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响。 方法
 

本研究利用结晶紫染色法观察结肠癌 HCT116 细胞形态学变化,采用 CCK-8 法、集落形成实验、EdU / Hoechst
 

33258
荧光染色检测天门冬水提取物对 HCT116 细胞增殖的影响,AnnexinV-FITC / PI 流式细胞术检测细胞凋亡率,伤口愈

合实验和 Transwell 侵袭实验检测细胞的迁移和侵袭情况,Real-time
 

PCR 检测基因 p53 和 Bax 的 mRNA 水平。 结

果　 天门冬水提取物处理 HCT116 细胞 24
 

h 后,细胞数目较对照组明显减少,贴壁不牢,出现不同程度核固缩。 天

门冬水提取物以剂量依赖的方式抑制 HCT116 细胞活性,促进细胞凋亡。 集落形成实验、EdU / Hoechst
 

33258 荧光

染色法、伤口愈合实验、Transwell 侵袭实验结果提示天门冬水提取物抑制细胞增殖、迁移和侵袭。 Real-time
 

PCR 的

结果显示天门冬组凋亡基因 p53 和 Bax
 

mRNA 高表达。 结论　 天门冬水提物可导致凋亡基因 p53 和 Bax 的 mRNA
高表达从而抑制结直肠癌 HCT116 细胞的增殖、迁移和侵袭,促进其凋亡。

【关键词】 　 天门冬水提物;HCT116 细胞;增殖;凋亡;迁移;侵袭
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　 　 【 Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

study
 

the
 

effects
 

of
 

water
 

extract
 

of
 

asparagus
 

on
 

the
 

proliferation,
 

apoptosis,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

of
 

human
 

colorectal
 

cancer
 

cell
 

line
 

HCT116.
 

Methods 　 A
 

CCK-8
 

assay,
 

colony-forming
 

experiment
  

and
 

EdU / Hoechst
 

33258
 

fluorescent
 

dye
 

test
 

were
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

water
 

extract
 

of
 

asparagus
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

human
 

colorectal
 

cancer
 

HCT116
 

cells.
 

The
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

observed
 

via
 

Annexin
 

V-
FITC / PI

 

flow
 

cytometry.
 

The
 

detection
 

of
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

were
 

investigated
 

by
 

a
 

wound
 

healing
 

test
 

and
 



Transwell
 

invasion
 

test,
 

respectively.
 

Real-time
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

levels
 

of
 

genes
 

p53
 

and
 

Bax.
 

Results
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

cells,
 

the
 

HCT116
 

cells
 

that
 

had
 

been
 

treated
 

with
 

water
 

extract
 

of
 

asparagus
 

for
 

24
 

h
 

were
 

significantly
 

fewer
 

in
 

number,
 

adhered
 

to
 

the
 

wall
 

less
 

firmly,
 

and
 

exhibited
 

different
 

degrees
 

of
 

nuclear
 

pyknosis.
 

The
 

water
 

extract
 

of
 

asparagus
 

could
 

inhibit
 

the
 

activity
 

of
 

HCT116
 

cells
 

and
 

promote
 

apoptosis
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner.
 

The
 

result
  

of
 

a
 

colony
 

formation
 

test,
 

EdU / Hoechst
 

33258
 

fluorescence
 

staining,
 

wound
 

healing
 

test,
 

and
 

Transwell
 

invasion
 

test
 

reveal
 

that
 

the
 

water
 

extract
 

of
 

asparagus
 

inhibited
 

cell
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

invasion.
 

The
 

Real-time
 

PCR
 

result
  

show
 

that
 

the
 

water
 

extract
 

of
 

asparagus
 

could
 

upregulate
 

the
 

expression
 

of
 

apoptosis
 

genes
 

p53
 

and
 

Bax.
 

Conclusions 　 The
 

water
 

extract
 

of
 

asparagus
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

invasion
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

HCT116
 

cells,
 

promote
 

their
 

apoptosis,
 

and
 

lead
 

to
 

the
 

high
 

expression
 

of
 

apoptosis
 

genes
 

p53
 

and
 

Bax.
【Keywords】　 asparagus;

 

HCT116
 

cells;
 

proliferation;
 

apoptosis;
 

migration;
 

invasion

　 　 结直肠癌是消化系统高发的恶性肿瘤,由于其

起病较隐匿、发病时多已属中晚期,预后较差。 据

最新全球癌症数据统计显示,结直肠癌是男性第

三、女性第二高发肿瘤,一般人群累计终生风险为

5%,恶性致死率排名第三[1-2] 。 在中国,结直肠癌

死因排位上升到第 5 位,且呈年轻化趋势[3] ,这给

患者、家庭乃至整个国家带来了巨大的身体和经济

负担[4] 。 众所周知,化学疗法的毒副反应较大,而
新兴的靶向治疗方法面临耐药性和价格昂贵的严

峻挑战,因此,开发具有多种化学结构和药理作用

的天然抗肿瘤药物与治疗肿瘤疾病需求的殷切期

盼不 谋 而 合[5] 。 天 门 冬 是 百 合 科 植 物 天 冬

(asparagus
 

cochinchinensis
 

( Lour)
 

Merr)的块根[6] ,
是我国一种传统中草药,《神龙本草经》将其归为上

品,记载此药主风湿偏痹,强骨髓,杀三虫,去浮尸,
言久服轻生益气延年,当代临床常用于治疗阴虚发

热、咳嗽吐血、肺痈、咽喉肿痛、消渴、便秘等病症。
近年来国内外研究从天门冬分离出天门冬素、甾体

皂苷、低聚糖和多糖类等多种成分[7-8] ,据文献报道

这些成分具有抗炎、抗氧化、增强免疫力、抗肿瘤活

性等药理作用,且几乎对人体没有毒副反应[9-11] 。
目前有关天门冬抗肿瘤作用的研究主要集中在单

体及粗提物通过诱导肿瘤细胞凋亡、周期阻滞,抑
制其增殖、迁移、肿瘤生长,延长荷瘤小鼠生存期等

方面[12-15] ,然而有关天门冬对人结直肠癌 HCT116
细胞的影响报道尚属空白。 本研究评价了天门冬

水提取物对人结肠癌 HCT116 细胞的增殖、迁移、侵
袭的抑制及促进凋亡等作用效果,旨为天门冬的开

发和应用提供依据。

1　 材料和方法　
 

1. 1　 细胞　
　 　 人结肠癌 HCT116 细胞系由中国科学院上海细

胞生物所提供。
1. 2　 主要试剂与仪器　
　 　 天门冬 ( 贵阳济仁堂药业有限公司); 高糖

DMEM 细 胞 培 养 基 ( 美 国 GIBCO 公 司, 批 号
 

2200905); 胎 牛 血 清 ( 以 色 列 BI 公 司, 批 号
 

1706126); PBS 缓冲液 ( 北京索莱宝公司, 批号
 

422R023);青 / 链霉素混合液(北京索莱宝公司,批
号

 

20201023);胰酶细胞消化液(南京碧云天公司,
批号

 

70120500);二甲基亚砜(北京索莱宝公司,批
号

 

710N0317);4%多聚甲醛(北京索莱宝公司,批号
 

70085400);结晶紫染料 ( 北京索莱宝公司, 批号
 

20191119);细胞增殖-毒性检测试剂盒 CCK-8(日

本同仁公司);EdU / Hoechst
 

33342 试剂盒(广州锐

博公司,批号
 

S0626);Annexin
 

V-FITC 细胞凋亡检

测 试 剂 盒 ( 南 京 凯 基 生 物 科 技 公 司, 批 号
 

20210727);逆转录试剂盒、荧光定量 PCR 检测试剂

盒(北京全式金生物技术有限公司);氯仿、异丙醇、
无水乙醇(国药集团化学试剂有限公司);引物合

成、DEPC 处理水(上海生物工程有限公司)。
CO2 恒温培养箱、酶标仪(美国

 

Thermo 公司);
超净工作台(上海博讯实业有限公司);低速离心

机、微量移液器(德国 Eppendorf 公司);流式细胞分

析仪 ( 美国 BD 公司);倒置显微镜、荧光显微镜

BX53(日本 Olympus 公司);PCR 扩增仪(北京东胜

创新生物科技有限公司);6 孔培养板、48 孔培养

板、96 孔培养板、 Transwell 小室 (美国 Corning 公

司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 天门冬水提取物制备

　 　 精密称取天门冬饮片 50
 

g,加 10 倍体积水称

重,浸泡 2
 

h,回流提取 2 次,每次 1
 

h,抽滤,合并滤

液,用水补足减少的重量,药液在 70℃ 减压浓缩,浓
缩至含生药 1

 

g / mL 浓度,取浓缩液 2
 

mL 加水稀释
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至 10
 

mL,1000
 

r / min 离心 5
 

min,上清液用 0. 22
 

μm
微孔滤膜过滤,滤液分装于无菌离心管,置于-20℃
冰箱中保存备用。 天门冬水提取物的制备方法参

考了先前的研究[16-17] 。
1. 3. 2　 细胞培养　
　 　 将人结肠癌 HCT116 细胞培养于添加 100

 

U /
mL 青霉素、100

 

U / mL 链霉素、10%胎牛血清的高糖

DMEM 培养基,置于 37℃ 、5%
 

CO2 的恒温加湿培养

箱中培养,2 ~ 3
 

d 以 1 ∶ 3 的比例传代 1 次。 取对数

生长期的细胞用于后续实验。
1. 3. 3　 CCK-8 检测天门冬水提取物对人结肠癌细

胞 HCT116 增殖的影响　
　 　 取生长状态良好的 HCT116 细胞接种于 96 孔

板中,接种密度为 6×103 个 / 孔,置于 37℃ 、5%
 

CO2

的培养箱中培养,待细胞完全贴壁生长后,去除原

培养基,添加含不同浓度的天门冬水提取物的完全

培养基,各组对应浓度分别为 25、50、100、150、200
 

μg / mL,并设置空白对照组(control),每个药物浓度

设 6 个复孔,96 孔板周围一圈均每孔加入 200
 

μL
 

PBS 溶液,培养 24、48 或 72
 

h,换液,每孔加入含

10%
 

CCK-8 的完全培养基 100
 

μL,培养箱中继续孵

育 4
 

h。 用酶标仪测定 450
 

nm 波长处的 OD 值。 实

验重复 3 次,记录每块板的数值,并计算 IC50 及抑制

率。
细胞增殖抑制率= (1-实验组吸光度值 / 对照组

吸光度值) ×100%
1. 3. 4　 结晶紫染色　
　 　 待细胞生长至 70% ~ 90%融合度时,消化收集

细胞,按细胞密度为每毫升 1×105 个的要求在 6 孔

细胞培养板进行接种,37℃ ,5%的 CO2 细胞培养箱

培养 24
 

h,待细胞融合度达 50%时开始加药,以完

全培养基作为空白对照组, 分别加入 50、 100、
200

 

μg / mL(依据 CCK-8 实验结果确定此浓度为余

下实验设计浓度)天门冬水提取物的完全培养基作

用 24
 

h。 PBS 洗涤 2 遍,4%多聚甲醛固定 20
 

min,
PBS 洗涤 2 遍,1%结晶紫染色 15

 

min,自来水洗去

多余结晶紫染料,室温自然晾干后在倒置显微镜下

对细胞形态变化进行观察分析、拍照。
1. 3. 5　 集落形成实验　
　 　 将细胞密度为 700 个 / 孔生长状态良好的

HCT116 细胞接种到 6 孔板中,37℃ ,5%的 CO2 细胞

培养箱培养 24
 

h,吸弃旧培养基,给药组分别加入含

50、100、200
 

μg / mL 浓度天门冬水提取物培养基,对

照组加入完全培养基,每 3
 

d 换液 1 次,待细胞集落

形成合适大小时(药物处理 14
 

d),吸弃条件培养

基,PBS 洗涤 2 次,然后将细胞集落固定在 4%多聚

甲醛中 20
 

min,弃液后 PBS 洗涤 2 次,结晶紫溶液

染色 15
 

min,吸弃染色液,PBS 洗涤 2 ~ 3 次,室温自

然晾干,用光镜计数含有 50 个以上细胞的集落数。
实验重复 3 次。
1. 3. 6　 EdU 染色检测细胞 DNA 合成率　
　 　 将生长对数期细胞按每毫升 2×104 个细胞悬液

接种在 48 孔板中,待细胞贴壁且融合度达 50%时,
吸弃旧培养基,添加含 50、100、200

 

μg / mL 天门冬

水提取物的完全培养基,对照组添加完全培养基,
继续培养 24

 

h,加入 1000 ∶ 1 浓度的 EdU 标记液在

37℃温箱内孵育 2
 

h。 PBS 洗涤细胞 2 次,4%多聚

甲醛中固定 30
 

min,2
 

μg / mL 甘氨酸溶液中摇床孵

育 5
 

min,PBS 洗涤 5
 

min,0. 5%
 

TritonX-100 摇床 10
 

min,PBS 洗涤 5
 

min,荧光染料避光孵育 30
 

min,
PBS 每次洗涤 10

 

min,共 3 次。 然后用倒置荧光显

微镜成像。 实验重复 3 次,并对每个孔中至少 10 个

来自 3 个位置的细胞进行拍照、分析。
DNA 合成率 = (红色荧光细胞数 / 蓝色荧光细

胞数) ×100%
 

1. 3. 7　 Annexin
 

V-FITC / PI
 

双染法检测细胞凋亡

率　
　 　 选取生长状态良好的 HCT116 细胞消化并计

数,按为每毫升 1×105 个细胞密度求接种于 6 孔板

中,放入 CO2 孵箱中培养 24
 

h。 根据实验分组设计

加入相应药物浓度的条件培养基,药物作用 24
 

h 后

使用不含 EDTA 的胰酶消化,消化时间不宜过长,
2000

 

r / min 离心 5
 

min,收集细胞,并用预冷的 PBS
缓冲液洗涤细胞 2 次,每个样品管加入 500

 

μL
 

Binding
 

Buffer 重悬细胞,加入 Annexin
 

V-FITC / PI
荧光染料,避光反应 5

 

min 后,利用流式细胞仪分析

结果。 实验重复 3 次,FlowJo
 

10. 0 软件分析细胞凋

亡率。
1. 3. 8　 伤口愈合试验　
　 　 用伤口愈合法测定细胞迁移率,将 2×105 个 / 孔
细胞接种到 6 孔板上,在 37℃ 温箱、完全培养基中

培养 24
 

h。 天门冬水提取物与不含 FBS 的新鲜培

养基配置成实验设计浓度,将单层划伤,分别在不

同药物浓度环境中孵育 24
 

h。 在倒置显微镜下拍摄

了 6 个不同的位置,实验重复 3 次。 用 Image
 

J 软件

分析伤口面积。

61 中国比较医学杂志 2022 年 6 月第 32 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

6



1. 3. 9　 Transwell 侵袭试验　
　 　 将各浓度组处理 24

 

h 并饥饿 24
 

h 的 HCT116
细胞(5×104 个 / 孔) 重悬于 200

 

μL 的无 FBS 高糖

DMEM 培养基中,接种到上室内(有基质凝胶涂层

膜),下室加入 600
 

μL 含 20%FBS 完全培养基,孵育

24
 

h 后,用棉签从膜上表面取出未侵入的细胞,侵
入细胞固定,结晶紫染色,倒置显微镜拍照,每组随

机 6 各视野。 实验重复 3 次,Image
 

J 软件计数。
1. 3. 10　 Real-time

 

PCR 检测 p53、Bax 基因表达　
　 　 取生长对数期 HCT116 细胞按实验设计药物浓

度组接种细胞于 6 孔板中,每组 3 个复孔,处理 24
 

h。 用预冷的 PBS 洗涤细胞 2 次,TRIzol 法提取总

RNA,按 TRIzol 试剂说明书进行操作,紫外分光光

度计测定 RNA 溶液浓度和纯度。 取总 RNA
 

1
 

μL
按要求逆转录为 cDNA 循环进行扩增。 再以此为模

版,按 25
 

μL 体系进行 PCR 反应。 以 GAPDH 基因

为内参, 反应条件为: 95℃
 

5
 

s, 59℃
 

20
 

s, 72℃
 

20
 

s, 40
 

cycles。 Melt
 

curve: 95℃
 

5
 

s, 65℃
 

5
 

s,
60

 

cycles。 结果通过 PCR 仪记录的 Ct 值对起始模

板相对定量分析,每个样本设 3 个复孔,重复 3 次。

注:A:对照组;B:天门冬 50
 

μg / mL;C:天门冬 100
 

μg / mL;D:天门冬 200
 

μg / mL。

图 2　 天门冬水提取物对 HCT116 细胞形态的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Asparagus
 

50
 

μg / mL.
 

C,
 

Asparagus
 

100
 

μg / mL.
 

D,
 

Asparagus
 

200
 

μg / mL.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

the
 

water
 

extract
 

of
 

asparagus
 

on
 

HCT116
 

cells
 

morphology

1. 4　 统计学方法
  

　 　 采用 SPSS
 

22. 0 统计学软件进行数据处理,用
Graph

 

Pad
 

Prism
 

8 软件进行统计作图。 数据结果用

平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,获得数据分析为正态性

分布,多组间比较采用单因素方差分析,当 P<0. 05
视为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 天门冬水提取物抑制 HCT116 细胞的增殖

　 　 CCK-8 法检测天门冬水提取物对 HCT116 细胞

活性的影响,结果如(图 1)所示,天门冬水提取物以

浓度和时间依赖性方式抑制 HCT116 细胞的活性,
且差异均具有统计学意义(P< 0. 01)。 通过 Graph

 

Pad
 

Prism
 

8 软件计算其 24
 

h 半抑制浓度 IC50 为

(200. 17±12. 08)μg / mL,结果表明天门冬水提取物

在 24
 

h 已发挥抑制 HCT116 细胞生长的作用,接下

来我们的实验均采取天门冬水提取物浓度为 50、
100、200

 

μg / mL,以 0
 

μg / mL 作为空白对照组,处理

时间为 24
 

h 的干预条件。
结晶紫染色观察到随着天门冬水提取物浓度

的增加,细胞数量逐渐减少,贴壁不牢,细胞皱缩,
出现不同程度的核固缩,细胞核内空泡化(图 2)。

集落形成试验结果表明,药物组的集落数明显

低于空白对照组(图 3),且差异均具有统计学意义

(P<0. 01),提示天门冬水提取物对 HCT116 细胞的

集落形成能力有明显抑制作用。
EdU / Hoechst

 

33342 荧光双染法结果如(图 4)
所示,在天门冬水提取物中培养 24

 

h 的细胞数量与

对照组相比随浓度梯度显著减少,EdU 相对荧光强

度百分率随浓度增加显著降低,且差异均具有统计

学意义(P<0. 05)。 表明天门冬水提取物对 HCT116
细胞的 DNA 合成能力有明显抑制作用。

注:与对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 1　 各组细胞 12~ 72
 

h
 

细胞存活率

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

1　 12~ 72
 

h
 

cell
 

survival
 

rate
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group
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注:A:对照组;B:天门冬 50
 

μg / mL;C:天门冬 100
 

μg / mL;D:天门冬 200
 

μg / mL。 与对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 3　 各组细胞克隆形成能力比较

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Asparagus
 

50
 

μg / mL.
 

C,
 

Asparagus
 

100
 

μg / mL.
 

D,
 

Asparagus
 

200
 

μg / mL.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

cell
 

clone
 

formation
 

ability
 

in
 

each
 

group

注:A:对照组;B:天门冬 50
 

μg / mL;C:天门冬 100
 

μg / mL;D:天门冬 200
 

μg / mL。 与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 4　 各组 EdU 阳性细胞率比较

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Asparagus
 

50
 

μg / mL.
 

C,
 

Asparagus
 

100
 

μg / mL.
 

D,
 

Asparagus
 

200
 

μg / mL.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

EdU
 

positive
 

cell
 

rate
 

in
 

each
 

group
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2. 2　 天门冬水提取物促进 HCT116 细胞的凋亡

　 　 流式细胞术检测分析结果表明,50、100、200
 

μg / mL 的天门冬水提取物均可促进 HCT116 细胞凋

亡,且呈浓度依赖性, 总凋亡率分别为 ( 4. 20
 

±
 

0. 19)%、(6. 68
 

±
 

0. 04)%、(12. 45
 

±
 

0. 17)%,与对

照组比较差异均具有统计学意义(P<0. 01),其中早

期凋亡率较对照组增加,且差异均具有显著统计学

意义(P<0. 05),晚期凋亡率与对照组相比,100、200
 

μg / mL 组差异具有统计学意义(P<0. 01)(图 5)。
Real-time

 

PCR 结果表明,随着天门冬水提取物

浓度的增加,凋亡相关基因 p53、Bax 的 mRNA 表达

水平升高,与空白对照组比较,100、200
 

μg / mL 组差

异具有显著的统计学意义(P<0. 01)(图 6)。

2. 3　 天门冬水提取物抑制 HCT116 细胞的迁移和

侵袭

　 　 天门冬水提取物处理 HCT116 细胞 24
 

h 后,伤
口愈合实验检测结果显示,划伤 24

 

h 后,随着药物

浓度的增加,其迁移率逐渐降低,具体结果如(图 7)
所示,各浓度组与 control 组比较均具有统计学差异

(P< 0. 01)。 提示天门冬水提取物能抑制 HCT116
细胞的迁移能力。

Transwell 侵袭试验结果表明,不同浓度的天门冬

水提取物均能抑制 HCT116 细胞的侵袭能力,且呈现

剂量依赖关系。 统计学分析显示在 HTC116 细胞侵

袭能力方面,各天门冬水提取物浓度组与 control 组

之间比较存在统计学差异(P<0. 01)(图 8)。

注:A:对照组;B:天门冬 50
 

μg / mL;C:天门冬 100
 

μg / mL;D:天门冬 200
 

μg / mL。 与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 5　 各组细胞凋亡比较

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Asparagus
 

50
 

μg / mL.
 

C,
 

Asparagus
 

100
 

μg / mL.
 

D,
 

Asparagus
 

200
 

μg / mL.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

apoptosis
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group

注:与对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 6　 各组细胞中 p53、Bax 基因 mRNA 表达水平变化

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

6　 Changes
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

mRNA
 

levels
 

of
 

p53
 

and
 

Bax
 

genes
 

in
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

changed
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注:A:对照组;B:天门冬 50
 

μg / mL;C:天门冬 100
 

μg / mL;D:天门冬 200
 

μg / mL。 与对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 7　 天门冬水提取物对 HCT116 细胞迁移能力的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Asparagus
 

50
 

μg / mL.
 

C,
 

Asparagus
 

100
 

μg / mL.
 

D,
 

Asparagus
 

200
 

μg / mL.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

asparagus
 

on
 

the
 

migration
 

ability
 

of
 

colon
 

cancer
 

HCT116
 

cell

注:A:对照组;B:天门冬 50
 

μg / mL;C:天门冬 100
 

μg / mL;D:天门冬 200
 

μg / mL。 与对照组比较,
 ∗∗P<0. 01。

图 8　 天门冬水提取物对 HCT116 细胞侵袭能力的影响

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Asparagus
 

50
 

μg / mL.
 

C,
 

Asparagus
 

100
 

μg / mL.
 

D,
 

Asparagus
 

200
 

μg / mL.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

8　 Effect
 

of
 

asparagus
 

on
 

the
 

invasion
 

ability
 

of
 

colon
 

cancer
 

HCT116
 

cell

3　 讨论

　 　 结直肠癌的形成是一个复杂的过程,中医学认

为,大抵是患者正气亏损,邪毒侵袭,导致气滞、痰
凝、湿聚等病理变化所致,是一个整体为虚,局部为

实的全身性疾病。 临床研究发现结直肠癌患者大

多出现免疫抑制[18] ,这种免疫功能紊乱可对应中医

“正气虚损”的微环境。 基于此,扶正法是中医理论

中非常重要的治疗大法,刘嘉湘教授主张[19] “扶正

治癌”,认为准确辨证、严守病机,立足扶正,据实祛

邪,把握疾病的主要矛盾和矛盾的主要方面,让扶

正与祛邪有机结合,如此可掌握治疗肿瘤的主动

权。 所以近年来益气扶正类中药在恶性肿瘤治疗

中的研究与应用越来越受到重视[20-22] 。
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天冬始载于《神农本草经》,包含天门冬素、甾
体皂苷、低聚糖和多糖类等多种成分[6-7] ,具有清

热、养肺肾阴的功效。 天冬除了显著的抗炎、抗氧

化、增强免疫力等作用,亦被发现具有抗癌活性。
临床常采用以天门冬等中药组成的复方治疗恶性

肿瘤性疾病[23] ,其能够发挥稳定病灶、改善生存质

量及延长生存期等功效。 研究发现天门冬皂苷提

取物对结直肠癌细胞[24] 有显著的细胞毒性作用,
Bousserouel 等[13]结果更详细地表明,ASP 的甲醇提

取物可以通过激活人结肠腺癌细胞 SW480 和

SW620 的 TRAIL 死亡受体通路诱导细胞凋亡。 程

伟[25]研究表明天冬多糖体在外常氧和缺氧下可抑

制人 肝 癌 细 胞 ( SK-Hep1 和 Hep-3B ) HIF1α 和

VEGF 表达,从而抑制人肝癌细胞(SK-Hep1 和 Hep-
3B)增殖、迁移、侵袭和血管形成。 本课题以天门冬

水提物为研究对象,因前期药物分析发现,天门冬

水提物主要活性成分包括总皂苷、多糖、槲皮素、β-
谷甾醇和 7-甲氧基-2-甲基异黄酮,故天门冬水提

物可能具有多效协同抑制结直肠癌增殖的作用,且
天门冬水提物获取程序较简化, 易于临床广泛

推广[26] 。
本研究采用人结直肠癌 HCT116 细胞为载体,

通过 CCK-8 法、集落形成实验、EdU 荧光染色法检

测天门冬水提取物对 HCT116 细胞增殖的影响,结
果表明,天门冬水提取物可有效抑制 HCT116 细胞

增殖,并呈一定的时间和浓度依赖性。
细胞凋亡又称细胞程序性死亡 ( programmed

 

cell
 

death,PCD),在大多数恶性肿瘤发病学上占有

重要地位。 Liu 等[27]用流式细胞术进行细胞凋亡分

析,评价天门冬皂苷 G(7)对细胞凋亡的影响,结果

显示,随着天门冬皂苷浓度的增加,肺癌细胞 NCI-
H460 的凋亡细胞的百分比增加,天门冬皂苷可呈剂

量依赖性地促进人大细胞肺癌细胞系 NCI-H460 的

凋亡,从而发挥抑制肿瘤细胞增殖的作用。 本研究

采用流式细胞术检测天门冬水提物对 HCT116 细胞

的抑制作用,结果显示经天门冬水提物处理后,细
胞凋亡率随浓度升高而升高。 另外,通过伤口愈合

实验和 Transwell 侵袭实验模拟 HCT116 细胞的侵袭

迁移状况,结果显示天门冬水提取物干预 HCT116
细胞后,迁移距离减少,细胞侵袭穿过小室的细胞

数目明显减少。 提示天门冬水提物可诱导 HCT116
细胞发生凋亡,并以浓度依赖方式明显抑制人结肠

癌 HCT116 细胞增殖、迁移和侵袭。

p53 基因是肿瘤领域研究最为广泛的基因之

一,大多数人类肿瘤与其变化有关[28] 。 Bax 是 Bcl-
2 基因家族的成员,通过剪切露出 BH3 结合域,释
放细胞色素 C,激活细胞内 Caspase 酶原,其表达量

增多往往导致细胞凋亡加速[29] 。 近年研究发现,
Bax 基因是 p53 的转录靶标[30] ,Bax 基因表达上调

可能是由激活的 p53 诱导的。 薯蓣皂苷元是天冬抗

肿瘤的活性成分,有研究表明其能抑制乳腺癌生存

和增殖,主要是通过增强 p53 蛋白表达,抑制核因子

-κB(NF-κB)与 DNA 结合和 p38 有丝分裂原活化

的蛋白激酶(MAKP)的活化,诱导细胞凋亡[31] 。 本

研究发现,天门冬水提物可上调 HCT116 细胞 p53
和 Bax 的 mRNA 表达水平,提示天门冬水提物可调

控凋亡相关因子,促进 HCT116 细胞的凋亡,且其对

信号分子的调控具有一定的剂量依赖性趋势。
中药复方现代研究中,由于水与乙醇的极性不

同,醇提取物和水提取物有效成分的含量、种类存

在差异[32] ,考虑到醇提法的成本及对工人的毒性,
本研究以水作为提取溶剂,提高提取效率的同时的

保留了天冬中的多糖和总氨基酸等活性成分,在诱

导结肠癌肿瘤细胞凋亡,抑制肿瘤细胞增殖方面,
取得了较好的结果[33-35] 。 本实验以人结肠癌肿瘤

细胞系 HCT116 为研究对象,通过 CCK-8 实验、细胞

凋亡率及凋亡相关基因 p53、Bax 表达的检测,发现:
一定浓度的天门冬水提取物能够上调 HCT116 结肠

癌细胞 p53、Bax
 

mRNA 的表达、诱导 HCT116 结肠

癌细胞凋亡,降低其迁移、侵袭能力,具有较好的抗

肿瘤潜力,其机制可能与上调 Bax、p53 的表达有关,
进而为扶正类中药水提物治疗结肠癌提供一定的

实验依据,为其后期的研究与开发奠定基础。
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基于代谢组学技术筛选与血压升高相关的差异性
代谢物

李淑敏1,蒋海强2,4,5,齐冬梅3,4,5∗,杨雯晴2,5∗

(1. 山东中医药大学,中医学院,
 

济南　 250355;2. 山东中医药大学,中医药创新研究院,济南　 250355;
3. 山东中医药大学,实验中心,

 

济南　 250355;4. 山东省中医药基础研究重点实验室,济南　 250355;
5. 教育部中医药经典理论重点实验室,济南　 250355)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨与自发性高血压大鼠(spontaneously
 

hypertensive
 

rats,SHR)血压升高相关的潜在差异性

代谢物及代谢通路。 方法　 采用非靶向代谢组学技术,研究 5、7、9 周龄的 SHR 与正常组血清代谢物的变化并筛选

出不同周龄中共同存在的代谢物,结合 SIMCA-P 软件进行代谢组学数据与血压的相关性分析,发现其对血压升高

的影响,利用 MetaboAnalyst 平台对相关代谢物进行通路分析,发现与血压变化相关的通路。 结果　 经数据库查询

鉴定出 10 个同时存在于不同周龄的差异性代谢物,分别是:胆碱、花生四烯酸、二十二碳六烯酸、血栓烷 B2 、尿酸、
16-羟基十六烷酸、十二烷二酸、胆酸、12(13) -DiHOME、牛磺鹅去氧胆酸。 7 周时血栓烷 B2 与血压正相关,二十二

碳六烯酸、尿酸、十二烷二酸、胆酸、花生四烯酸与血压呈负相关;9 周时十二烷二酸、二十二碳六烯酸、胆酸与血压

呈正相关,血栓烷 B2 、尿酸、花生四烯酸与血压呈负相关。 花生四烯酸通路是高血压中血压升高的主要影响通路。
结论　 以花生四烯酸为主的脂质代谢通路是高血压发生发展的主要影响通路,从整体来看二十二碳六烯酸、胆汁

酸发挥一定的降压作用,尿酸促进了血压的升高,而血栓烷 B2 、花生四烯酸在血压升高过程中与血压的相关性尚不

统一,但对血压的升高有重要影响。
【关键词】 　 高血压;代谢组学;相关性分析
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

explore
 

the
 

potential
 

differential
 

metabolites
 

related
 

to
 

blood
 

pressure
 

changes
 

in
 

spontaneously
 

hypertensive
 

rats
 

( SHR ).
 

Methods 　 We
 

applied
 

non-targeted
 

metabolomics
 

technology
 

to
 

study
 

the
 

differences
 

in
 

serum
 

metabolites
 

between
 

SHR
 

and
 

normal
 

groups
 

at
 

5,
 

7
 

and
 

9
 

weeks
 

of
 

age,
 

screening
 

out
 

metabolites
 

that
 

co-existed
 

in
 

rats
 

of
 

different
 

ages.
 

We
 

then
 

used
 

SIMCA-P
 

software
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

metabolomics
 



data
 

and
 

blood
 

pressure
 

and
 

to
 

discover
 

its
 

impact
 

on
 

blood
 

pressure
 

elevation.
 

Finally,
 

we
 

used
 

the
 

MetaboAnalyst
 

platform
 

to
 

conduct
 

a
 

pathway
 

analysis
 

of
 

related
 

metabolites
 

and
 

to
 

identify
 

the
 

related
 

pathways
 

that
 

cause
 

blood
 

pressure
 

changes.
 

Results　 Through
 

database
 

query,
 

the
 

following
 

10
 

differential
 

metabolites
 

that
 

were
 

present
 

at
 

different
 

ages
 

were
 

identified:
 

choline,
 

arachidonic
 

acid,
 

docosahexaenoic
 

acid,
 

thromboxane
 

B2 ,
 

uric
 

acid,
 

16-hydroxyhexadecanoic
 

acid,
 

dodecanedioic
 

acid,
 

cholic
 

acid,
 

12(13)-DiHOME,
 

and
 

taurochenodeoxycholic
 

acid.
 

At
 

7
 

weeks
 

of
 

age,
 

thromboxane
 

B2
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

blood
 

pressure,
 

while
 

docosahexaenoic
 

acid,
 

uric
 

acid,
 

dodecanedioic
 

acid,
 

cholic
 

acid,
 

and
 

arachidonic
 

acid
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

blood
 

pressure;
 

at
 

9
 

weeks,
 

docosahexaenoic
 

acid,
 

dodecanedioic
 

acid
 

and
 

bile
 

acids
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

blood
 

pressure,
 

while
 

thromboxane
 

B2 ,
 

uric
 

acid,
 

and
 

arachidonic
 

acid
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

blood
 

pressure.
 

Conclusions　 The
 

arachidonic
 

acid
 

pathway
 

is
 

the
 

main
 

influencing
 

pathway
 

for
 

the
 

occurrence
 

of
 

hypertension.
 

From
 

overall
 

view,
 

docosahexaenoic
 

acid
 

and
 

bile
 

acids
 

have
 

a
 

certain
 

antihypertensive
 

effect.
 

Uric
 

acid
 

promotes
 

the
 

increase
 

of
 

blood
 

pressure,
 

while
 

the
 

correlation
 

of
 

thromboxane
 

B2
 and

 

arachidonic
 

acid
 

with
 

blood
 

pressure
 

is
 

not
 

uniform
 

in
 

the
 

process
 

of
 

blood
 

pressure
 

increase,
 

but
 

they
 

have
 

important
 

effects
 

on
 

the
 

increase
 

of
 

blood
 

pressure.
【Keywords】　 hypertension;

 

metabolomics;
 

correlation
 

analysis

　 　 高血压是全球性危害较大的心血管疾病,也是

引起心脏、肾等器官损害等的主要因素,具有较高

的发病率和致死率[1] ,而在发展中国家对血压的控

制并不理想[2] 。 近年来 SHR 血清的代谢组学研究

发现在高血压病理状态下存在多种代谢紊乱,如脂

质代谢(甘油磷脂、鞘磷脂和花生四烯酸)、氨基酸

(色氨酸、酪氨酸)、三羧酸循环、尿素代谢、5-羟色

胺突触传导通路等[3-5] 。
针对代谢紊乱的研究,代谢组学是近二十年来

发展的系统生物学方法,旨在识别生物系统内源性

代谢物在内在和外在因素影响下的变化,通过非靶

向、半靶向及靶向方式揭示人体在生理病理状态下

的整体的、动态的代谢变化,是医学药学研究的重

要研究手段[6-7] 。 为进一步筛选在血压升高过程中

与血压变化相关联的代谢物,本研究采用非靶向代

谢组学技术,将筛选出处于血压升高阶段的不同周

龄 SHR 大鼠与正常组大鼠的差异代谢物与血压值

进行相关性分析,从而阐明高血压发病过程中的代

谢模式和代谢标志物变化,以期为高血压的防治提

供指导。

1　 材料和方法
 

1. 1　 实验动物

　 　 24 只 4 周龄 SPF 级雄性 Wistar 京都种大鼠

(Wistar-Kyoto
 

rats,WKY)分为 3 个正常组(C1、C2、
C3)和 24 只 4 周龄 SPF 级雄性 SHR 分为 3 个模型

组(M1、M2、M3) 每组均为 8 只,WKY 大鼠体重约

45 ~ 60
 

g,SHR 体重约 40 ~ 55
 

g,购自北京维通利华

实验动物科技有限公司[SCXK(京)2021-0006],所
有大鼠喂以标准饲料,饲养在山东中医药大学实验

中心[ SYXK (鲁) 2017
 

0022] SPF 设施中,温度为

(23±1)℃ ,相对湿度环境为 55%±5%,标准的 12
 

h /
12

 

h(光 / 暗)循环,每笼 4 只,并按实验动物使用的

3R 原则给予人道的关怀。 实验方案及过程经山东

中医药大学实验动物中心动物伦理委员会批准

(SDUTCM20201019003)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 乙 腈、 甲 醇、 甲 酸 ( 批 号: 190268、 172071、
186935,色谱级,美国 Fisher 公司);超纯水(屈臣

氏,屈臣氏(中国有限公司));2-氯-L-苯丙氨酸(批

号:C10007806,MACKLIN,上海麦克林生化科技有

限公司)。
智能无创血压计( BP-2010A,Softron,北京,中

国);高速台式离心机,美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific
公司;Vortex-Genie2

 

型涡旋震荡器,美国 SI 公司;静
电场轨道阱质谱仪( QE)和 Ultimate

 

3000
 

UPLC 系

统(Thermo
 

Fisher,CA,USA);Halo-C18 色谱柱(2. 1
×100

 

mm,2. 7
 

μm;AMT,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 血压测量

　 　 采用无创套尾法检测大鼠安静状态下的血压,
打开电源,选取安静、无人、温暖的环境,将温度调

至 38℃ ,敏感度设置为 2,预热 5
 

min,控制测定时笼

内温度保持不变,将大鼠前半身用鼠网网住并置入

保温筒中,配合鼠袋包裹住,暴露尾巴在鼠袋外,将
尾部穿过加压感应装置,加压感应器标志的尖端与

鼠尾尖端方向保持一致,将加压感应器置于大鼠尾

根处,待大鼠稳定 5 ~ 10
 

min 后,点击血压测定,图像

波动平稳时记录数据,每周同一时间测量血压 3 次

取平均值。
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1. 3. 2　 血清非靶向代谢组学分析

　 　 (1)样本准备

5 周龄时取 C1、M1 组,7 周龄时取 C2、M2 组,9
周龄时取 C3、M3 组,按照 30

 

mg / kg 剂量的腹腔注

射 1. 5%戊巴比妥钠麻醉后采集腹主动脉血。 将血

样置于 Eppendorf 管中, 室温凝固 30
 

min, 离心

(4500
 

r / min,4℃ ) 15
 

min,得到血清样品。 将血清

样品储存在-80℃直至下次检测。
血清样品在冰上 4℃解冻,加入 400

 

μL 预冷甲

醇,涡旋 1
 

min,以 2-氯-L-苯丙氨酸(60
 

μg / mL) 作

为内标,取 100
 

μL
 

血清样品。 将混合物在 4℃ 下以

15
 

000
 

r / min 的速度离心 15
 

min。 将上清液 ( 400
 

μL)置于 2
 

mL
 

Eppendorf 管中,用氮气吹干,然后加

入 100
 

μL 初始流动相重新溶解。 随后,将上清液转

移到 LC-MS 小瓶中。 为确保代谢分析的数据质量,
通过混合来自每个样品的 5

 

μL 上清液制备混合质

量控制样品(quality
 

control,QC)。
(2)血清非靶向代谢组学分析

使用 UltiMate3000 超高效液相色谱仪和四极

杆 / 静电场轨道阱高分辨质谱联合分析。 应用 Halo-
C18 色谱柱进行分析,柱温:45℃ ,进样量:10

 

μL。
流动相由溶剂 A ( 0. 05% 甲酸水溶液) 和溶剂 B
(0. 05%甲酸乙腈溶液)组成。 线性梯度程序如下:
0

 

min,2%
 

B;3
 

min,40%
 

B;9
 

min,98%
 

B;18
 

min,
98%

 

B;18. 1
 

min,2%
 

B;3. 0
 

min 的平衡。 流速为

0. 3
 

mL / min。 运行样品前,运行 6 个 QC 样品以平

衡仪器,然后每运行 6 个样品后运行 1 个 QC 样品。
质谱条件:毛细管温度 350℃ ;正离子模式和负离子

模式毛细管电压:3. 5
 

kV 和 3. 5
 

kV;鞘气 45
 

arb;辅
助气 10

 

arb;质量扫描范围:80 ~ 1200
 

Da;质量分辨

率:70000;S-Lens
 

RF
 

Level 为 55。
(3)血清非靶向代谢组学数据处理

LC-MS 色谱数据的整体分析通过使用 CD3. 1
( Compound

 

Discoverer, Thermo
 

Fisher, CA, USA) 软

件对数据进行预处理,包括峰值检测、峰值对齐和

数据清洗,从 CD 中筛选出各周龄中 P<0. 05 的差异

性代谢物,通过 SIMCA-P (13. 0 版;Umetrics,Umea,
瑞典)对不同周龄的正常组和模型组分别采用无监

督的主成分分析(principal
 

component
 

analysis,PCA)
及有监督的偏最小二乘判别分析 ( partial

 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis,PLS-DA)以寻找正常组

与模型组之间及不同周龄的模型组间的差异,对数

据进行 100 次随机排列实验,根据 R2 和 Q2 检验数

学模型建立的准确性。 筛选投影变量重要性

(Projected
 

Variable
 

Importance,VIP) >1 的变量为潜

在生 物 标 记 物。 通 过 MS / MS、 HMDB 数 据 库

(http: / / www. hmdb. ca / ) 和 KEGG ( https: / / www.
kegg. jp / )分析鉴定内源性代谢物的鉴定和确认的

代谢物。
使用 MetaboAnalyst

 

5. 0 软件[8] ( http: / / www.
metaboanalyst. ca) 进行通路分析。 Coefficients 是代

谢表征与小分子代谢物相关联程度,将血压值设置

为 Y 变 量 与 非 靶 向 代 谢 数 据 相 关 联, 通 过

Coefficients 值筛选差异代谢物与血压变化的相关

性。 原始数据经过 CD 软件数据处理后可得到具体

的生物标志物,包含 mass 值、保留时间、相对峰面积

在内的数据矩阵,将同周龄的正常组模型组分析后

与不同周龄相比较,观察不同周龄相对峰面积的变

化趋势。
1. 4　 统计学方法

　 　 计量资料表示为平均数±标准差( 􀭰x
 

±
 

s),统计

学采用 t 检验比较两组数据,P<0. 05 为有差异有统

计学意义,P<0. 01 为差异有显著统计学意义。

2　 结果

2. 1　 不同周龄下大鼠血压的变化

　 　 由表 1 发现与正常组相比,模型组各周龄的收

缩压与舒张压在五周龄时具有显著差异性,且随着

周龄的增大模型组血压显著升高尤以收缩压变化

最为明显,而正常组各周龄之间的收缩压变化无明

显差异性。
2. 2　 血清代谢组学结果

2. 2. 1　 代谢组学图谱

　 　 在各周龄正、负离子模式下正常组与模型组的

总离子流图有一定的差异,以 5 周龄正常组与模型

组大鼠为例说明两组之间存在不同的代谢物(图

1)。
2. 2. 2　 潜在代谢物及代谢趋势

　 　 将质谱获得的原始数据导入 CD 软件进行分

析,以 P<0. 05 为条件分别筛选出各周龄的差异性

代谢物。 在将以上数据导入 SIMCA-P 软件中进行

下一步分析,采用有监督的 PLS-DA 进行模式识别

发现在正负离子下两组大鼠分离较好,各周龄的模

型的拟合能力和预测能力指数分别为:5 周龄正离

子:R2Y = 0. 998,Q2 = 0. 985;负离子:R2Y = 0. 994,Q2

= 0. 956,7 周龄正离子:R2Y = 0. 994,Q2 = 0. 989;负
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表 1　 不同周龄的正常组与模型组收缩压和舒张压的变化( 􀭰x±s)
Table

 

1　 Changes
 

of
 

systolic
 

and
 

diastolic
 

blood
 

pressure
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

of
 

different
 

ages
周龄

Weeks
模型组 SHR 正常组 WKY

收缩压 SBP
 

(mmHg) 舒张压 DBP
 

(mmHg) 收缩压 SBP
 

(mmHg) 舒张压 DBP
 

(mmHg)
4 139±6 80±3 135±6 76±5
5 154±2∗ 88±8∗ 140±3 85±6
7 160±3∗ 95±6∗ 154±2 86±3
9 174±4∗ 107±7∗∗ 156±6 84±5

注:与正常组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

注:A:正离子模式下正常组;B:负离子模式下正常组;C:正离子模式下模型组;D:负离子模式下

模型组。

图 1　 正常组和模型组在正负离子模式下的总离子流图

Note,
 

A,
 

Normal
 

group
 

in
 

positive
 

ion
 

mode.
 

B,
 

Normal
 

group
 

in
 

negative
 

ion
 

mode.
 

C,
 

Model
 

group
 

in
 

positive
 

ion
 

mode.
 

D,
 

Model
 

group
 

in
 

negative
 

ion
 

mode.

Figure
 

1　 Total
 

ion
 

current
 

diagram
 

of
 

normal
 

group
 

and
 

model
 

group
 

in
 

positive
 

and
 

negative
 

ion
 

mode
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离子:R2Y = 0. 996,Q2 = 0. 977,9 周龄正离子:R2Y =
0. 993,Q2 = 0. 948;负离子:R2Y = 0. 989,Q2 = 0. 901
表明模型预测能力较好,且不同周龄下 100 次随机

排列实验验证模型成功,在此模型下进一步通过

VIP>1 筛选重要的差异性代谢物,通过比对 HMDB
及 KEGG 数据库找出在 5、7、9 周大鼠正负离子模式

下共有的 10 个差异性代谢物(图 2),分别是:胆碱、
花生四烯酸(arachidonic

 

acid,AA)、二十二碳六烯酸

( docosahexaenoic
 

acid, DHA )、 血 栓 烷 B2

(thromboxanes
 

B2,TXB2)、尿酸、16-羟基十六烷酸、
十二烷二酸、12(13) -DiHOME、胆酸、牛磺鹅去氧胆

酸,详细信息见表 2。

表 2　 不同周龄大鼠共有的 10 中差异性代谢物
Table

 

2　 10
 

different
 

metabolites
 

shared
 

by
 

rats
 

of
 

different
 

ages
编号
No.

名称
Name

质荷比
M / Z

保留时间(min)
Rt

结构式
Formula

1 胆碱 Choline 103. 1002 12. 658 C5
 H13

 N
 

O
2 花生四烯酸 Arachidonic

 

acid 304. 2401 17. 646 C20
 H32

 O2

3 二十二碳六烯酸 Docosahexaenoic
 

acid 328. 2401 17. 381 C22
 H32

 O2

4 血栓素 B2 Thromboxane
 

B2 370. 2357 10. 557 C20
 H34

 O6

5 尿酸 Uric
 

acid 168. 0272 1. 145 C5
 H4

 N4
 O3

6 16-羟基十六烷酸 16-Hydroxyhexadecanoic
 

acid 272. 2354 13. 911 C16
 H32

 O3

7 十二烷二酸 Dodecanedioic
 

acid 230. 1514 9. 493 C12
 H22

 O4

8 胆酸 Cholic
 

acid 408. 2879 10. 003 C24
 H40

 O5

9 12(13)-DiHOME 314. 2461 12. 725 C18
 H34

 O4

10 牛磺鹅去氧胆酸 Taurochenodeoxycholic
 

acid 499. 2973 10. 434 C26
 H45

 N
 

O6
 S

对代谢物进行动态分析(见图 3),结果显示在 5
周龄时 10 种代谢物在正常组与模型组大鼠均无明显

变化,7 周龄时胆碱、AA、DHA、尿酸、16-羟基十六烷

酸、十二烷二酸、12(13) -DiHOME、牛磺鹅去氧胆酸

相对含量与正常组相比升高(P<0. 01),TXB2 在 7 周

龄时相对含量较 5 周龄下降(P>0. 05);在 9 周龄时

十二烷二酸、尿酸、胆酸与 7 周龄及正常组相比相对

含量相比降低(P<0. 01)。 在上述 10 种代谢物中胆

酸、16-羟基十六烷酸、12(13) -DiHOME、牛磺鹅去氧

胆酸在 5、7、9 周中相对含量持续上升(P<0. 01)与正

常组无明显差异。
2. 3　 代谢通路分析及相关性分析

　 　 代谢通路代表一组代谢物通过生物化学方式

联系在一起的生物途径,从代谢物异常到代谢通路

的变化可以深入了解在生理及病理条件下的机制,
通常用来表示从非靶向代谢组学中获得的表示病

理状态下受到干扰的常见通路,为下一步疾病中的

生 物 学 联 系 的 验 证 提 供 依 据[6] 。 通 过

MetaboAnalyst 将上述代谢物输入,筛选影响值大于

0. 1 的代谢通路(图 4),发现花生四烯酸通路与血

压的升高密切相关。 进一步进行与血压相关性分

析如图 5,5 周时尿酸与血压成负相关,DHA、TXB2、
十二烷二酸、胆酸、AA 与血压呈正相关,由于 5 周

时 10 种差异性代谢物两组相比均无差异性;7 周时

TXB2 与血压正相关,DHA、尿酸、十二烷二酸、胆酸、
AA 为负相关;9 周时十二烷二酸、DHA、胆酸与血压

呈正相关,TXB2、尿酸、AA 与血压呈负相关。

3　 讨论

　 　 SHR 高血压模型与人类高血压病高度类似,是
目前研究高血压病发病机制的理想动物模型[9] 。
SHR 模型血压值在大鼠出生后随着鼠龄增大而升

高,大量研究表明 2 ~ 4 月为高血压的确立期[10] ,在
4 周时 SHR 和 WKY 血压无明显差异,在 6 周时高

血压的病理状态仍不稳定,在 9 ~ 11 周时血压值逐

渐达到稳定状态[11-12] ,根据我们的实验数据分析发

　 　 　

图 2　 5、7 及 9 周下差异性代谢物韦恩图

Figure
 

2　 Venn
 

diagram
 

of
 

differential
 

metabolites
 

at
 

5,
 

7
 

and
 

9
 

weeks

72中国比较医学杂志 2022 年 6 月第 32 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

6



注:
 

与正常组相比,∗∗P<0. 01。

图 3　 不同周龄大鼠体内生物标志物相对含量比较( 􀭰x±s)

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗∗

P<0. 01.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

the
 

relative
 

content
 

of
 

biomarkers
 

in
 

rats
 

of
 

different
 

ages

图 4　 10 种差异代谢物的通路分析

Figure
 

4　 Pathway
 

analysis
 

of
 

10
 

different
 

metabolites

现在第 9 周时血压已经是较稳定的高血压状态。 综

合以上我们选取了高血压确立期内的 5、7、9 周为研

究对象,在高血压前期阶段分析血压升高过程中的

代谢紊乱,有利于准确发现与血压升高相关的生物

标志物。 高血压的发生发展与早期的代谢紊乱密

切相关,代谢紊乱进一步引起代谢综合症的发生,
最终导致高血压、高尿酸血症、动脉粥样硬化等疾

病及心脏、肾脏等靶器官损伤的发生,因此我们选

用早期 SHR 大鼠,探究高血压早期的代谢紊乱,以
期在早期恢复正常代谢,从而达到降低血压延缓靶

器官损害的目的[13-14] 。 本研究运用代谢组学对不

同周龄大鼠体内小分子代谢物持续观察,筛选出在

血压升高过程中共有的 10 种代谢物,进一步与血压
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注:A:5 周龄;B:7 周龄;C:9 周龄。

图 5　 与血压的相关分析

Note.
 

A,
 

5
 

weeks
 

old.
 

B,
 

7
 

weeks
 

old.
 

C,
 

9
 

weeks
 

old.

Figure
 

5　 Correlation
 

analysis
 

with
 

blood
 

pressure

进行相关性分析,结果表明花生四烯酸代谢通路与

血压的升高密切相关,同时发现脂质类代谢物密切

影响血压的变化,如 AA、TXB2、DHA。
在正常组和模型组大鼠中有差异性变化的代

谢物中包括多种脂类化合物,如 TXB2、DHA、AA 等,
脂质代谢物的异常与血管炎症、动脉粥样硬化等心

血管疾病的发生发展密切相关[15] 。 DHA 是一种长

链、高度不饱和的 omega-3( n-3) 脂肪酸,存储在脂

肪组织中以转化为甘油三酯释放到血液中[16] ,
omega-3 脂肪酸通过激活内皮型一氧化氮合酶,增
加一氧化氮的可用性改善内皮功能,此过程只发生

在心血管疾病人群中[17] ,在本研究中发现 5 周时无

显著性差异,在 7、9 周时模型组的 DHA 相对峰面积

高于正常组,尽管在 9 周低于 7 周,通过相关性分析

发现,7 周时 DHA 与血压呈负相关,9 周时虽然呈正

相关,但 7 周时候相关系数绝对值远大于 9 周时相

关系数的绝对值,说明 DHA 的升高不能引起血压的

升高,符合上述结论,并由此推测 DHA 在血压升高

中仍发挥抑制作用。
AA 也属于一种 omega-6 多不饱和脂肪酸,广泛

存在于各种组织结构中[18] ,在磷脂酶 A2 的作用下

从细胞膜磷脂中释放出游离的花生四烯酸[19] 。 AA
也是多种常见脂质代谢产物的前体,在环氧合酶

(cyclooxygenase,COX)、脂氧合酶和细胞色素 P450
途径下产生多种生物活性的代谢衍生物,如前列腺

素 ( prostaglandins, PGs ) 及 血 栓 素 ( thromboxane,
TXs)、白三烯及环氧二十二烷基类化合物。 其中前

列腺素类代谢物,如 PGD2、PGF2α 等,具有改变血管

张力、促进血小板的聚集作用,与高血压、动脉粥样

硬化及糖尿病等心血管疾病密切相关[20] 。 在本研

究中发现 5 周龄时正常组与模型组 AA 相对丰度值

无差异性,在 7、9 周时模型组的 AA 相对丰度值迅

速增加且与血压呈负相关,可能与 AA 释放具有血

压调节作用的代谢物相关。
在高血压状态下,COX 的表达增加促进了 AA

向前列腺素类代谢物的转化,促进前列腺素类及血

栓烷类代谢物的释放,其中血栓烷类代谢物发挥重

要的血压调节作用,TXA2、TXB2 作为前列腺素类物

质是一种有效的血管收缩物质,它在高血压动物的

内皮细胞中合成增加,TXA2 半衰期较短,半小时内

可代谢成更稳定无活性的 TXB2,引起血管收缩升高

血压[20] 。 在本研究中 TXB2 在 5、7 周时无差异性且

与血压的升高呈正相关,在 9 周时相对丰度高于正

常组,且在 9 周时与血压的升高呈负相关,通过研究

表明补充 DHA 能够减少大鼠前列腺素和活性氧的

释放,增加一氧化氮的产生和抗氧化能力,改善脂

质代谢,且激活钾离子并恢复血管超极化机制参与

血管扩张反应,在一定程度上减少 SHR 大鼠中

TXA2、PGI2 和 PGE2 释放的增加,改善血管内皮功

能障碍[21] ,因此发生这种变化的原因根据以上研究

猜测 7 周时 TXB2 的下降可能与同时期 DHA 的升

高有关。
众多研究表明尿酸与高血压密切相关,尿酸主

要通过引起对肾的损害引起的血压升高,包括肾脏

中肾素-血管紧张素系统的激活和尿腔内尿酸盐晶

体沉积,尿酸盐在血管中的沉积能进一步引发促炎

因子的转录,从而更直接的导致血管内皮功能障

碍,促进了心血管疾病的发生[22] 。 另外尿酸在缺氧

条件下通过降低内皮型一氧化氮合酶磷酸化而损

伤血管内皮功能[23] 。 有研究表明尿酸可以上调内

皮中的醛糖还原酶的表达[24] ,醛糖还原酶的表达上

调可以阻断一氧化氮和内源性果糖的产生,这一机

制是高血压状态下血压升高的重要发病机制[25] 。
本研究中在 5 周时正常组与模型组无差异性,7 周
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时正常组高于模型组同时相关分析为负相关,9 周

时模型组尿酸相对丰度值高于正常组,且与血压升

高具有正相关性,证明尿酸含量的增多与血压的升

高相关,符合上述结果。
本研究在高血压自然发展状态下将外在血压

表征与大鼠体内小分子代谢物相关联,发现花生四

烯酸通路代谢异常是引起高血压发生发展的主要

通路,由于 DHA、TXB2 等脂质类代谢物及尿酸等的

异常对血压的变化起到主要的调控作用,因此可以

依据这一结果指导我们从改善生活饮食方式来减

少胰岛素抵抗、尿酸水平等方面精准的发挥对血压

的调节作用。 然而,本实验中与血压升高相关代谢

物对高血压发生发展具体的促进或抑制作用仍需

通过设计全面的实验加以阐明,并以公认的降压药

作为对照药物进一步明确上述代谢物对高血压发

生发展的具体作用,为阐明高血压的发生发展机制

做出新的探索,以期为延缓高血压的发生发展提供

可靠的实验依据。
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弗氏完全佐剂肌肉注射诱发炎性痛敏及免疫应答的
转录组测序分析

石惊涛1,张晓宁1,曹婉萦1,何　 伟1,刘一寒1,王　 睿2,宿杨帅1,万红叶1,
曲正阳1,景向红1,王晓宇1∗

(1. 中国中医科学院针灸研究所,北京　 100700;2. 北京理工大学,北京　 100081)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察弗氏完全佐剂(complete
 

Freund’ s
 

adjuvant,CFA)肌肉注射后 1 ~ 15
 

d 的炎性反应,明确

免疫应答反应的发生,通过分析转录组学的差异,为肌肉炎性反应及其诱发的痛觉敏化研究提供重要的参考。
方法

 

90 只 Wistar 大鼠随机分为正常组和 CFA 注射后第 1 天( MD1)、第 3 天( MD3)、第 5 天( MD5)、第 7 天

(MD7)、第 9 天(MD9)、第 11 天(MD11)、第 13 天(MD13)和第 15 天(MD15)模型组。 在模型组大鼠左侧股二头肌

肌腹注入 200
 

μL 的 CFA,观察各组大鼠左侧足底的机械痛阈值和热痛阈值变化;采用电化学发光法检测各组大鼠

肌肉组织和外周血中炎性因子的含量;使用 HE 染色对正常组、MD3 和 MD13 组大鼠注射侧局部肌肉组织进行形态

学观察;采用基因组学的方法,分析这两组大鼠差异基因的表达。 结果　 (1)股二头肌肌肉注射 CFA 可诱发同侧

足底持续的机械痛敏和热痛敏。 (2)CFA 肌肉注射后 24
 

h 后,外周血和局部组织中 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 的含量明

显升高,局部组织中促炎因子含量在注射后第 13 天再次明显升高。 (3)在 CFA 注射后第 3 天局部组织以中性粒细

胞浸润为主,在 CFA 注射后第 13 天则以单核细胞浸润为主。 (4)与 MD3 组相比,MD13 组大鼠局部组织中与免疫

反应相关的差异表达基因上调,其中涉及到 Th 细胞的分化、细胞因子受体相互作用等与适应性免疫相关的生物学

通路。 (5)CFA 注射后局部组织中痛敏相关基因的表达水平升高,包括 Ccl3、Cxcl1、Cxcl2、Cxcl9、Cxcl10 等基因。 结

论　 CFA 的注射可有效刺激固有免疫和适应性免疫的发生,诱导炎性痛敏,其中不同趋化因子家族基因在不同的

免疫应答中发挥了重要的作用。
【关键词】 　 弗氏完全佐剂;肌肉炎性痛;细胞因子;固有免疫反应;适应性免疫反应;转录组测序
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

observe
 

1~ 15
 

days
 

of
 

local
 

inflammatory
 

responses
 

after
 

an
 

intramuscular
 

injection
 

of
 

complete
 

Freund’s
 

adjuvant
 

( CFA),
 

clarify
 

the
 

result
 

ing
 

immune
 

response,
 

analyze
 

transcriptomics
 

differences
 

amongst
 



different
 

immune
 

responses,
 

and
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

studies
 

of
 

muscle
 

inflammatory
 

responses.
 

Methods 　 Ninety
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomized
 

into
 

control
 

and
 

model
 

groups
 

at
 

day
 

1
 

(MD1),
 

3
 

(MD3),
 

5
 

(MD5),
 

7
 

(MD7),
 

9
 

(MD9),
 

11
 

(MD11),
 

13
 

(MD13)
 

and
 

15
 

(MD15)
 

after
 

CFA
 

injection
  

after
 

CFA
 

injection.
 

The
 

200
 

μL
 

of
 

CFA
 

was
 

injected
 

in
 

the
 

left
 

femoral
 

biceps
 

abdomen
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

model
 

groups.
 

The
 

changes
 

in
 

mechanical
 

pain
 

and
 

heat
 

pain
 

thresholds
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

left
 

hindpaw
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

were
 

measured
 

in
 

the
 

muscle
 

tissue
 

and
 

peripheral
 

blood
 

of
 

each
 

group
 

by
 

electrochemiluminescence.
 

Morphological
 

observations
 

of
 

the
 

local
 

muscle
 

tissue
 

on
 

the
 

injection
 

side
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

control,
 

MD3
 

and
 

MD13
 

groups
 

were
 

performed
 

using
 

HE
 

staining.
 

The
 

differential
 

expression
 

of
 

genes
 

in
 

the
 

control
 

and
 

model
 

groups
 

was
 

analyzed
 

using
 

genomics.
 

Results 　 ( 1)
 

Intramuscular
 

CFA
 

injection
 

induced
 

sustained
 

mechanical
 

and
 

heat
 

hyperalgesia
 

of
 

the
 

hindpaw.
 

( 2)
 

At
 

24
 

h
 

after
 

CFA
 

intramuscular
 

injection,
 

the
 

levels
 

of
 

IL-6,
 

IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

were
 

significantly
 

elevated
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

and
 

local
 

tissues,
 

and
 

the
 

pro-inflammatory
 

factor
 

content
 

in
 

the
 

local
 

tissue
 

was
 

significantly
 

elevated
 

again
 

at
 

day
 

13
 

after
 

CFA
 

injection.
 

(3)
 

Local
 

tissue
 

was
 

infiltrated
 

mainly
 

by
 

neutrophils
 

on
 

day
 

3
 

after
 

CFA
 

injection
 

and
 

mainly
 

by
 

monocytes
 

on
 

day
 

13
 

after
 

CFA
 

injection.
 

(4)
 

The
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

associated
 

with
 

the
 

immune
 

response
 

are
 

upregulated
 

in
 

local
 

tissues
 

in
 

MD13
 

group
 

as
 

compared
 

with
 

their
 

levels
 

in
 

MD3
 

group;
 

These
 

genes
 

are
 

involved
 

in
 

biological
 

pathways
 

related
 

to
 

adaptive
 

immunity,
 

such
 

as
 

Th-cell
 

differentiation
 

and
 

cytokine-cytokine
 

receptor
 

interaction.
 

(5)
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

pain-related
 

genes,
 

including
 

Ccl3,
 

Cxcl1,
 

Cxcl2,
 

Cxcl9
 

and
 

Cxcl10,
 

were
 

elevated
 

in
 

local
 

tissues
 

after
 

CFA
 

injection.
 

Conclusions　 An
 

injection
 

of
 

CFA
 

can
 

effectively
 

stimulate
 

innate
 

and
 

adaptive
 

immune
 

responses
 

and
 

induce
 

inflammatory
 

pain
 

sensitization,
 

in
 

which
 

different
 

chemokine
 

family
 

genes
 

play
 

important
 

roles
 

in
 

the
 

different
 

immune
 

responses.
 

【Keywords】 　 complete
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adjuvant;
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inflammatory
 

pain;
 

cytokines;
 

innate
 

immune
 

response;
 

adaptive
 

immune
 

response;
 

RNA-sequencing

　 　 将弗氏完全佐剂( complete
 

Freund’ s
 

adjuvant,
CFA)注射到实验动物不同组织中(如关节[1] 、足

底[2] 、尾根[3] 、肌肉[4] )是基础研究中最常用的炎症

模型造模方法。 它能够诱导局部发生强烈而持久

的炎症反应,并伴随着剧烈疼痛[5] ,同时 CFA 也是

许多自身免疫性疾病实验动物模型诱导方案中不

可替代的组成部分[6] 。 CFA 注射部位中较常见的

是足底注射,用于观察急性和慢性炎症所带来的痛

觉过敏和原发痛行为[7] ,以及慢性炎性痛诱发的焦

虑抑郁样情绪行为[8] 。 其次是关节腔内或尾根部

皮下注射 CFA[1,3,9] ,常用于类风湿关节炎的基础研

究[10] 。 肌肉注射 CFA 则较多的运用于抗体的制

备[11] 。 近几年来,在肌肉中注射 CFA 并观察肌肉

炎性疼痛和反应的研究逐渐增多,相关研究较多的

聚焦于 CFA 诱发的肌肉炎性反应所带来的实验动

物行为学上的改变[12-13] ,而对肌肉炎性反应中免疫

应答的病理生理过程及其痛敏相关基因组学的观

察和研究仍较少。
细胞因子参与不同免疫细胞亚群的发育、成

熟、分化、活化、效应过程,能直接调节免疫应答的

过程。 基于 Meso
 

Scale
 

Discovery(MSD)的微孔板电

化学发光的多重免疫测定法是目前细胞因子检测

中灵敏度和准确度最高的技术,并可同时检测疾病

组织模型样本中多种细胞因子的含量[14-15] 。 RNA

测序( RNA-sequencing,RNA-Seq) 是近年来发展迅

速的高通量测序技术,具有分辨率高、应用广泛等

特点,可从转录组水平揭示疾病模型的基因表达模

式[16] 。 本研究通过观察股二头肌 CFA 注射后 1 ~
15

 

d 痛行为学、局部组织结构细胞形态的变化,使
用电化学发光法测量局部组织和外周血中炎性因

子含量,对 CFA 肌肉炎性模型进行系统的观察;采
用 RNA-Seq 技术比较炎症前期和炎症后期局部肌

肉中的基因表达变化,分析差异基因的功能,为在

此模型上进行的基础实验研究提供重要的参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 本实验选用 7 周龄清洁级 Wistar 大鼠 90 只,体
重(209. 47±4. 86)g,由斯贝福(北京)生物技术有限

公司提供[SCXK(京) 2019-0010]。 实验动物均饲

养于中国中医科学院基础研究所[SYXK(京)2021-
0017]。 实验动物的喂养遵守《实验动物照料和使

用指南》的要求,室温在(24 ± 1)℃ ,室温维持照明

12
 

h、黑暗 12
 

h 交替的昼夜光照节律。 Wistar 大鼠

随机分为正常组和 CFA 注射后第 1 天( MD1)、第 3
天( MD3)、第 5 天( MD5)、第 7 天( MD7)、第 9 天

(MD9)、第 11 天(MD11)、第 13 天(MD13)和第 15
天(MD15)模型组。 每组 10 只大鼠,观察各组大鼠
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左侧足底的机械痛和热痛阈值变化、各组大鼠随机

选择其中 8 只进行局部组织和外周血中炎性因子表

达水平的检测;从正常组、MD3 组和 MD13 组大鼠

中每组选取 6 只,用于转录组测序进行差异表达基

因分析,2 只大鼠用于局部组织的形态学观察。 全

部实验内容经中国中医科学院针灸研究所伦理委

员会审查批准(中科针伦 D2018-04-13-1),实验过

程严格遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 弗氏完全佐剂(货号:F5881,Sigma,美国);异
氟烷(宁芬,中国);高效 RIPA 组织 / 细胞快速裂解

液(货号:R0010,索莱宝,中国);10%福尔马林固定

液( 货号: G2160, 索莱宝, 中国); 二甲苯 ( 货号:
CAS1330-20-7 国 药 集 团, 中 国 ); V-PLEX

 

Pro-
inflammatory

 

Panel
 

2
 

Rat
 

Kit(货号:K153A0H,Meso
 

Scale
 

Discovery,美国);TRIzol(货号:15596026,赛默

飞,美国)。
大(小) 鼠热辐射痛测定仪 ( Ugo

 

Basile,意大

利);动态足底触觉仪( Ugo
 

Basile,意大利);大鼠呼

吸麻醉机(瑞沃德,中国);Thermo
 

4℃低温高速离心

机(Thermo,美国);EG1150H 组织包埋机(徕卡,德
国);RM2235 石蜡切片机(徕卡,德国);光学显微镜

(奥林巴斯, 日本); 多因子检测仪 ( Meso
 

Scale
 

Discovery,美国);Agilent
 

2100(Agilent,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 炎性痛模型的建立

　 　 在异氟烷吸入麻醉下,将大鼠固定于俯卧位,
对左侧后肢进行备皮。 在左侧股二头肌肌腹注入

200
 

μL 的 CFA,注射深度约 0. 5
 

cm,注射时间大于

30
 

s,缓慢出针防止药液渗漏。
 

1. 3. 2　 足底机械痛阈和热痛阈的测量

　 　 测试前将大鼠放入玻璃板面上的围箱,适应环

境 30
 

min。 测机械痛阈时,匀速上升的金属探针穿

过网眼垂直刺激大鼠左、右侧足底,当出现明显缩

腿反应时,计时器计时结束,记录大鼠缩足潜伏期

(paw
 

withdraw
 

latency,PWL)。 左、右侧各测 3 次,
每次间隔 10

 

min,分别记录双侧缩足潜伏期数值平

均后为机械痛的缩足潜伏期。
测试前将大鼠放入玻璃板面上的围箱内,适应

环境 30
 

min,测热痛阈时,将红外光源移至玻璃板下

方,对准大鼠左右侧足底,按下红外光发射器的按

钮,测试即开始,直至大鼠感觉到疼痛,缩回后爪致

使发热反射突然下降并切断红外光源,计时器计时

结束,此时记录大鼠 PWL。 左、右侧各测 3 次,每次

间隔 10
 

min,分别记录双侧缩足潜伏期数值平均后

为热痛的缩足潜伏期。
1. 3. 3　 局部肌肉组织石蜡切片的观察

　 　 随机选取正常组、MD3 组和 MD13 组中 2 只大

鼠进行灌流固定,取左侧股骨头至踝关节的肌肉组

织,使用 4%的多聚甲醛溶液进行固定,组织修块后

进行石蜡包埋、切片并进行 HE 染色,染色完成后使

用中性树脂封片进行观察。
1. 3. 4　 外周血及局部肌肉组织中炎性因子含量的

测量

　 　 大鼠在异氟烷麻醉状态下经心脏采血,使用含

抗 EDTA 的采血管收集血液,然后将大鼠放入二氧

化碳箱内处死。 用 12
 

mm 取皮器取炎症部位的肌

肉组织并放入液氮中冷冻,研磨称量后置于-80℃
冰箱保存。 收集到的血浆静置 15

 

min 后离心取上

清液,而组织则加入 10 倍质量体积的高效 RIPA 裂

解液进行裂解,提取蛋白。 根据说明书,使用 V-
PLEX

 

Pro-inflammatory
 

Panel
 

2
 

Rat
 

Kit 测量组织和

血浆中炎性因子含量。 利用多因子检测仪对样本

进行分析,以量化电化学发光信号,测定各细胞因

子的浓度。
1. 3. 5　 转录组测序分析

　 　 随机挑选正常组、MD3 组和 MD13 组大鼠每组

6 只,采集 CFA 注射部位的肌肉组织进行转录组测

序分析。 TRIzol 法提取各组样本总 RNA,并在北京

奥维森基因科技有限公司完成 RNA 测序分析。 用

Nanodrop 和 Agilent
 

2100 分别检测 RNA 纯度和完整

性。 样品检测合格后,使用带有 Oligo( dT) 的磁珠

富集得到 mRNA, 再加入 fragmentation
 

buffer 将

mRNA 打断成短片段。 随后,用六碱基随机引物

(random
 

hexamers)以 mRNA 为模板进行反转录合

成 cDNA,并进行末端修复、 加 A、 加接头。 通过

AMPure
 

XP
 

beads 对双链 cDNA 进行片段大小选择,
最后进行 PCR 扩增以构建 cDNA 文库。

建好的文库先进行文库质检,质检合格的文库

使用 Illumina 高通量测序平台,采用 PE150 测序策

略。 对下机的原始数据 Raw
 

reads 质控后, 获得

Clean
 

reads。 分别利用 star 和 Cufflinks
 

软件完成比

对和转录本拼接分析,然后对所有基因进行定量分

析。 获得基因表达量后,使用 DESeq 进行差异表达

分析,以 Q
 

value < 0. 05 为标准,筛选出 MD3 组和

MD13 组大鼠与正常组之间显著差异表达的基因。
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利用 GOseq 软件对差异表达的基因进行 GO( Gene
 

Ontology) 功 能 及 利 用 KOBAS 软 件 进 行 KEGG
(kyoto

 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes)通路富集

分析,帮助了解差异表达基因的功能。 将得到的差

异表达基因互作网络数据文件导入 Cytoscape 软件,
进行蛋白互作( protein-protein

 

interaction,PPI)网络

分析。 计算每个基因的连通性连接程度,即其连接

的基因数量,以评估其在该网络中的重要性。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

21. 0 软件进行数据处理,计量资料

以平均数±标准误差( 􀭰x±s􀭰x)表示。 符合正态分布且

方差齐者,采用单因素方差分析,进一步两两比较

采用 SNK-q 检验;不满足方差齐性或正态分布则采

用 Dunnett’s
 

T3 检验,以 P<0. 05 作为差异有统计

学意义的标准。 配对样本数据采用配对样本 t 检
验,以 P<0. 05 作为差异有统计学意义的标准。

2　 结果
 

2. 1　 肌肉注射 CFA 对大鼠患侧足底机械痛阈值和

热痛阈值的影响

　 　 CFA 肌肉注射 1
 

d 后,模型组大鼠患侧足底对

于机械刺激的缩足潜伏期为(10. 94 ± 1. 71) s,与正

常组大鼠(23. 69±4. 21) s 相比明显降低,差异具有

统计学意义(P<0. 05)。 CFA 注射 3、5、7、9、11、13
和 15

 

d 后大鼠机械痛缩足潜伏期分别为( 9. 57 ±
2. 88)s、(11. 69 ± 3. 01) s、(9. 70 ± 3. 48) s、(10. 17 ±
2. 56)s、(8. 98±2. 10)s、(10. 13±4. 30) s 和(10. 54±
1. 77)s,与正常组相比均显著降低(P<0. 05) (见图

1A)。 在注射 CFA
 

1
 

d 后,模型组大鼠对热刺激的

缩足潜伏期为(9. 54±2. 15) s,与正常组大鼠(17. 03
±3. 81)s 相比明显降低,差异具有显著的统计学意

义(P<0. 05)。 CFA 注射 3、5、7、9、11、13 和 15
 

d 后

大鼠热痛缩足潜伏期分别为(8. 65±2. 01)s、(9. 07±
1. 19) s、 ( 7. 89 ± 1. 96) s、 ( 7. 47 ± 0. 94) s、 ( 7. 27 ±
1. 28)s、(7. 52±1. 7) s 和(6. 09±0. 76) s,与正常组

相比均显著降低(P<0. 05)(见图 1B)。 说明肌肉注

射 CFA 造成的炎症反应可诱导大鼠同侧足底产生

持续的机械和热痛敏。
2. 2　 肌肉注射 CFA 对大鼠局部组织中细胞因子含

量的影响

　 　 CFA 肌肉注射 1
 

d 后,模型组大鼠局部组织中

IL-6、IL-1β 含量分别为 ( 103. 76 ± 29. 69 ) ng / mg、
(9615. 42± 3941. 95) pg / mg,与正常组大鼠( 4. 51 ±

1. 00) ng / mg、( 269. 81 ± 96. 07) pg / mg 相比明显升

高,具有极显著的统计学差异(P<0. 01)。 造模后不

同时间大鼠局部肌肉组织中 IL-6、IL-1β 均高于正

常组(P<0. 05),其中 CFA 肌肉注射 13
 

d 后,模型组

大鼠局部组织中 IL-6、 IL-1β 含量分别为( 36. 76 ±
22. 54) ng / mg、( 5134. 07 ± 2955. 51) pg / mg,与正常

组大鼠相比均明显升高,具有极显著统计学差异(P
<0. 01)(图 2A、2B)。 CFA 肌肉注射 1

 

d 后,模型组

大鼠局部组织中 TNF-α 含量为( 644. 33 ± 208. 81)
pg / mg,与正常组大鼠(52. 71±11. 41) pg / mg 相比明

显升高,差异具有统计学意义(P<0. 05)。 造模后不

同时间大鼠局部肌肉组织中 TNF-α 均高于正常组

(P<0. 05),其中 CFA 肌肉注射 13
 

d 后,模型组大鼠

局部组织中 TNF-α 含量达到最高值 ( 1110. 99 ±
541. 99)pg / mg,与正常组大鼠相比明显升高,具有

极显著统计学差异(P<0. 01)(图 2C)。 造模后第 1
天组大鼠局部组织中抗炎因子 IL-10 含量为(90. 60
±13. 19)pg / mg,与正常组大鼠(141. 35±41. 42) pg /
mg 相比明显降低,差异具有统计学意义(P<0. 05)。
造模后不同时间大鼠局部肌肉组织中抗炎因子 IL-
10 含量均明显低于正常组大鼠,差异具有统计学意

义(P<0. 05)(图 2D)。 提示肌肉注射 CFA 后,注射

局部的肌肉组织分别在注射后第 1 ~ 3 天和第 13 天

发生两次明显的炎性反应。
2. 3　 肌肉注射 CFA 对大鼠外周血中细胞因子含量

的影响

　 　 CFA 肌肉注射 1
 

d 后,模型组大鼠外周血中 IL-
6、 IL-1β 含量分别为 ( 570. 45 ± 225. 86 ) pg / mL、
(14. 30 ± 3. 40 ) pg / mL, 与 正 常 组 大 鼠 ( 83. 20 ±
22. 92)pg / mL、(7. 96±5. 05) pg / mL 相比明显升高,
差异具有显著的统计学意义(P<0. 05)。 造模后不

同时间大鼠局部外周血中 IL-6、IL-1β 与正常组相

比无统计学差异(图 3A、3B)。 CFA 肌肉注射 1
 

d
后,模型组大鼠外周血中 TNF-α 含量为 ( 45. 92 ±
7. 19) pg / mL,与正常组大鼠( 26. 65 ± 2. 63) pg / mL
相比明显升高,差异具有统计学意义(P<0. 05)。 造

模后不同时间大鼠局部外周血中 TNF-α 与正常组

相比无统计学差异(图 3C)。 而外周血中 IL-10 的

含量在局部肌肉注射 CFA 后,随着时间的变化逐渐

降低。 在造模后的第 7、9、11、13、15
 

d,外周血中 IL-
10 的含量分别为(7. 04±1. 86)pg / mL、(5. 68±2. 98)
pg / mL、(6. 10 ± 2. 96) pg / mL、(6. 59 ± 1. 67) pg / mL、
(5. 07± 0. 92) pg / mL,与正常组大鼠( 9. 69 ± 3. 28)
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pg / mL 相比明显降低,差异具有统计学意义 (P <
0. 05)(图 3D)。 提示肌肉注射 CFA 后,在注射后第

1 天可诱导发生全身性的炎性反应。
2. 4　 CFA 注射后对炎症局部组织结构、细胞形态

的影响

　 　 基于细胞因子的结果,我们选择 CFA 注射后第 3
天(去除 CFA 注射后第 1 天全身性炎性反应对局部

炎症的影响)和第 13 天的大鼠作为观察对象,使用

HE 染色方法对局部组织结构、细胞形态进行观察。

正常组大鼠股二头肌肌肉组织纹理清晰,结构正常,
未见炎性细胞浸润。 造模后第 3 天,可观察到注射

CFA 后肌肉组织被大量中性粒细胞浸润,并出现一定

数量的脓性空泡和肉芽肿。 CFA 注射后第 13 天,浸
润在肌肉组织中的细胞种类主要为以淋巴细胞为主

的单核细胞,及少量的中性粒细胞(图 4)。 通过细胞

形态的差异推测发生于 CFA 注射后第 3 天的炎性反

应是由固有免疫所介导的,而发生于 CFA 注射后第

13 天的炎性反应是由适应性免疫所介导的。

注:A:对机械刺激的缩足潜伏期变化;B:对热刺激的缩足潜伏期变化。 与正常组相比,∗P<0. 05。

图 1　 肌肉注射 CFA 对大鼠足底机械和热痛阈的影响( 􀭰x±s􀭰x,n= 10)
Note.

 

A,
 

Changes
 

of
 

PWL
 

for
 

mechanical
 

stimulation.
 

B,
 

Changes
 

of
 

PWL
 

for
 

heat
 

stimulation.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

1　 Effects
 

of
 

plantar
 

mechanical
 

and
 

thermal
 

pain
 

thresholds
 

in
 

rats
 

after
 

injection
 

of
 

CFA
 

in
 

muscle

注:与正常组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 2　 CFA 注射对大鼠局部组织中炎性因子含量的影响( 􀭰x±s􀭰x,n= 8)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

CFA
 

injection
 

on
 

the
 

inflammatory
 

factors
 

levels
 

in
 

the
 

local
 

tissues
 

of
 

rats
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2. 5　 CFA 诱导大鼠肌肉炎症中固有免疫和适应性

免疫基因表达的比较

　 　 为了进一步比较 CFA 诱导大鼠肌肉炎症中固

有免疫和适应性免疫基因表达的差异,我们将取材

于 CFA 注射后第 3 天和第 13 天的组织样本进行了

转录组测序分析。 首先为了证明实验的可重复性

及评估结果的可靠性,我们对样本间 RNA 相关性进

行了分析。 由图 5A 可见组内样本之间的表达模式

相似度高,差异性小,具有可重复性。 在转录组中,
获得基因表达量后,以 Q

 

value<0. 05 标准对差异基

因进行筛选。 在 MD3 组大鼠与 MD13 组大鼠之间

确定了 5661 个差异表达基因,包括 2950 个上调基

因和 2711 个下调基因。 绘制火山图以展示差异显

著性基因的整体分布情况(图 5B)。

注:与正常组相比,∗P<0. 05。

图 3　 CFA 注射对血浆中炎性因子含量的影响( 􀭰x±s􀭰x,n= 8)
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

CFA
 

injection
 

on
 

the
 

inflammatory
 

factors
 

levels
 

in
 

plasma

注:A:正常组;B:MD3 组;C:MD13 组。 A1、B1、C1 分别为 A、B、C 图中黑色方框区的放大图。

图 4　 各组大鼠局部组织病理改变(HE 染色)
Note.

 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

MD3
 

group.
 

C,
 

MD13
 

group.
 

A1,
 

B1,
 

C1
 

is
 

the
 

enlarged
 

diagram
 

of
 

the
 

black
 

block
 

area
 

in
 

the
 

A,
 

B,
 

C
 

diagram
 

respectively.

Figure
 

4　 Local
 

histopathological
 

changes
 

in
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

(HE
 

staining)
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注:A:样本间 RNA 相关性分析;方格里数值为两个样本间的相关系数 R2 值;R2 越接近 1,表明样

品之间表达模式的相似度越高;B:差异表达基因火山图。 横坐标表示基因在不同样本中的表达

倍数变化(log2
 fold

 

change),纵坐标表示表达差异的显著性水平( -log10
 Padj);C:GO 富集分析;与

MD3 组相比,MD13 组中上调的差异表达基因所参与的生物过程;D:KEGG 富集分析。

图 5　 RNA-Seq 分析

Note.
 

A,
 

RNA
 

correlation
 

analysis
 

between
 

samples.
 

Value
 

within
 

the
 

square
 

represent
 

the
 

correlation
 

coefficient
 

R2
 

between
 

the
 

two
 

samples.
 

The
 

closer
 

R2
 

value
 

is
 

to
 

1,
 

higher
 

the
 

similarity
 

of
 

expression
 

patterns
 

between
 

the
 

samples.
 

B,
 

Heatmap
 

of
 

differential
 

expressed
 

genes.
 

Abscissa
 

indicates
 

the
 

expression
 

of
 

multiple
 

genes
 

in
 

different
 

samples
 

( log2
 fold

 

change)
 

and
 

the
 

ordinate
 

indicates
 

the
 

significance
 

of
 

the
 

difference
 

in
 

expression
 

( - log10
 Padj) .

 

C,
 

GO
 

enrichment
 

analysis.
 

Biological
 

process
 

involved
 

in
 

upregulated
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

the
 

MD13
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

MD3
 

group.
 

D,
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis.

Figure
 

5　 RNA-Seq
 

analysis

　 　 之后我们对差异基因集进行 GO 功能富集分析

和 KEGG 通路富集分析,进一步揭示差异表达基因

所参与的生物学功能。 由图可见,与 CFA 注射后第

3 天的炎症组织相比,第 13 天的炎症组织中上调基

因 GO 富集的生物过程主要有免疫系统对抗原刺激

的防御反应和处理过程、白细胞的激活等(图 5C)。
KEGG 富集分析结果显示差异基因参与了核糖体、
细胞粘附分子、抗原加工和呈递、细胞因子-细胞因

子受体相互作用、Th1 和 Th2 细胞分化、T 细胞受体

信号通路、NF-κB 信号通路、趋化因子信号通路等

(图 5D)。 说明第 13 天的炎症组织中存在明显的抗

原呈递、淋巴细胞分化并发挥效应的现象,这与适

应性免疫的功能相符。

2. 6　 CFA 注射诱导的固有和适应性免疫应答中与

痛敏相关基因表达的差异

　 　 研究人员继续对既往文献中确认炎性机械和

热痛 敏 相 关 Ccl3 基 因[17-18] , 进 行 蛋 白 质 互 作

(protein
 

protein
 

interaction,PPI)网络分析。 在正常

组与 MD3 组和 MD13 组相比的差异表达基因网络

图中,分别鉴定出 24 和 30 个基因。 通过 PPI 分析

得到主要枢纽基因包括 Ccl3、Cxcl1、Cxcl2、Cxcl9、
Cxcl10 等(图 6A、6B)。 利用上述基因定量分析所

获得的 FPKM(Fragments
 

Per
 

Kilobase
 

of
 

exon
 

model
 

per
 

Million
 

mapped
 

reads)值,绘制热图以展示目的

基因在各组的表达水平(图 6C)。 由图可见 CFA 注

射后上述基因的表达水平均高于正常组大鼠。 其
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注:A:MD3 组中 Ccl3 相关的 PPI 网络分析;B:MD13 组中 Ccl3 相关的 PPI 网络分析。 体积越大

反映基因连接点越多;C:热图中红色表达高表达,蓝色表示低表达。 D:与 MD3 组相比,∗ P<

0. 05,∗∗P<0. 01。

图 6　 PPI 网络分析与聚类热图

Note.
 

A,
 

PPI
 

network
 

analysis
 

of
 

the
 

Ccl3-related
 

in
 

the
 

MD3
 

group.
 

B,
 

PPI
 

network
 

analysis
 

of
 

the
 

Ccl3-related
 

in
 

the
 

MD13
 

group.
 

Larger
 

volume
 

indicates
 

more
 

gene
 

junction
 

points.
 

C,
 

High
 

expression
 

is
 

shown
 

in
 

red,
 

while
 

low
 

expression
 

is
 

shown
 

in
 

blue.
  

D,
 

Compared
 

with
 

the
 

MD3
 

group,
 

∗P<0. 05.
  ∗∗P<0. 01.

Figure
 

6　 PPI
 

network
 

analysis
 

and
 

heatmap

中与 MD3 组大鼠相比,MD13 组大鼠局部组织中

Cxcl9、Cxcl10 基因的表达水平明显升高,而 Ccl3、
Cxcl1 和 Cxcl2 基因表达水平明显降低(图 6D)。 固

有和适应性免疫应答中与痛敏相关基因表达的差

异,说明不同的免疫应答通过调节不同的趋化因子

基因表达对疼痛的敏化发挥作用。

3　 讨论

　 　 本研究观察到肌肉注射 CFA 可引起足底持续

性的机械和热痛敏,造成局部组织明显的炎性反

应。 其具体表现为外周血和炎症组织中 IL-6、IL-1β
和 TNF-α 的水平在注射后 24

 

h 显著升高,局部组织

中此类促炎因子在注射后第 13 天再次升高,说明在

这两个时间均出现了明显的免疫反应[19] 。 我们通

过观察浸润在炎症组织中的细胞形态差异推测

CFA 注射后第 3 天的炎性反应是由固有免疫所介

导的,而发生于注射后第 13 天的炎性反应是由适应

性免疫所介导的。 通过转录组测序分析,观察到相

对于注射后第 13 天,在 CFA 注射后第 3 天局部组

织中与免疫反应相关的差异表达基因上调并增强

免疫系统对抗原的处理和反应,其中涉及到 Th 细

胞的分化、细胞因子受体相互作用等重要生物学通

路。 CFA 注射后局部组织中痛敏相关基因的表达

水平升高,包括 Ccl3、Cxcl1、Cxcl2、Cxcl9、Cxcl10 等基

因。
在 CFA 所诱导的固有免疫反应中,外周血和炎

症组织中促炎因子主要由聚集到损伤部位的中性

粒细胞所释放。 前哨白细胞(如巨噬细胞和树突状

细胞)与病原体接触时表面 toll 样受体识别并激活,
从而产生炎性介质,包括血管活性物质(如组胺、5-
羟色胺)和趋化因子[19] 。 组织驻留和招募的免疫细

胞在炎症局部分泌大量炎症介质(如 IL-6、IL-1β、
TNF-α),与伤害性感受神经末梢上相应的受体结

合,激发伤害性感受神经元动作电位和降低动作电

位阈值,导致疼痛敏感性或“痛觉过敏” [20] 。 有研

究表明足底内注射 CFA 可明显降低后足对机械刺
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激和热刺激的痛阈值(3
 

h),同时炎症足中 TNF-α、
IL-1β 和 NGF 水平显著升高。 在注射 CFA 前 1

 

h,
足底注射抗 TNF-α 血清能显著延迟炎症性痛觉过

敏[21] 。 随后激活的中性粒细胞释放出颗粒蛋白,促
进单核-巨噬细胞向炎症病灶的募集与浸润[22] ,共
同发挥以中性粒细胞为主导的吞噬、杀菌作用,来
限制损伤或感染的范围,完成固有免疫反应[23] 。 随

着中性粒细胞的吞噬凋亡以及脓疱的形成[24] ,巨噬

细胞对凋亡中性粒细胞的摄取促进脂质蛋白的产

生,进而降低中性粒细胞活性,减少促炎趋化因子

和细胞因子的合成[25] 。 脂质蛋白抑制中性粒细胞

进入炎症部位,防止白细胞的进一步浸润,并促进

单核-巨噬细胞迁移,增强对凋亡细胞的摄取和清

除,从而促使炎症的消退[26] 。 这也解释了本研究观

察到炎症组织中 IL-6、IL-1β 含量在注射 CFA
 

24
 

h
后逐渐降低的现象。 而组织中 TNF-α 水平保持升

高,则是因为炎症部位的 TNF-α 主要来源于巨噬

细胞。
除了清除凋亡的中性粒细胞外,吞噬细胞(以

及密切相关的树突状细胞)对病灶中的抗原进行摄

取、吞噬和处理后,迁移到引流淋巴结并发育成熟,
将抗原成分呈递给 T 淋巴细胞[27] 。 Th 细胞表面受

体被 DC 细胞以 MHCⅡ类分子途径递呈的抗原性

多肽激活,开始增值分化产生相同的 Th 效应细

胞[28-29] ,促进适应性免疫的发生。 本研究针对
 

CFA
诱导的肌肉炎性痛模型大鼠在固有免疫和适应性

免疫应答中基因表达水平的变化,对差异表达基因

进行 GO
 

功能和
 

KEGG
 

富集分析。 研究结果表明,
差异表达基因主要参与了 Th 细胞分化、Rap1 信号

通路、NF-κB 信号通路和细胞因子受体相互作用等

重要生物学通路。 随着免疫应答的进展,Th1 细胞

受趋化因子诱导迁移到外周炎症部位,分泌细胞因

子(主要为 IL-2、IFN-γ 和 LT),使巨噬细胞高度活

化、吞噬作用增强,并上调附近其他抗原呈递细胞

MHCⅡ类分子的表达[6] 。 NK 细胞作为天然免疫细

胞,能够通过释放细胞毒蛋白杀死感染和恶性细

胞,以及产生细胞因子( IFN-γ 和 TNF-α)来终止炎

症[30] 。 Th 细胞以特异性识别抗原,辅助 NK 细胞、
巨噬细胞清除并吞噬被感染的细胞宿主,发挥细胞

免疫反应。 在炎症后期组织中 TNF-α 主要来源于

巨噬细胞和 NK 细胞,而 TNF-α 的释放增加又可以

诱导组织中 IL-6、IL-1β 水平升高[21] 。
在 CFA 诱导的不同免疫反应时期,免疫系统通

过对调整基因的差异性表达来控制疼痛。 痛觉的

感知依赖于伤害性信息从外周伤害性感受器神经

元到脊髓二级中间神经元的有效传递。 其中脊髓

背角是这些神经元之间发生联系的区域,对疼痛强

度起着至关重要的控制作用[31] 。 由于持续的炎性

刺激使得伤害性感受器通过其中枢神经末梢表达

和释放炎症介质到脊髓,包括三磷酸腺苷、降钙素

基因相关肽和集落刺激因子 1 等。 这些介质激活了

中枢神经系统的常驻免疫细胞-小胶质细胞,使其

产生炎症介质(如 TNF-α、IL-1β 和前列腺素 E2),
从而诱导初级痛觉感受器神经元和二级疼痛介导

的中间神经元过度兴奋(中枢敏化) [32] 。 有研究观

察到紫杉醇诱导的周围神经病变模型大鼠在后爪

出现持久的机械痛和热痛超敏反应,同时伴随着脊

髓背角中星形胶质细胞和小胶质细胞的激活,并在

模型组大鼠的脊髓背角中鉴定出 Ccl3 基因表达水

平显著增加[33] 。 小胶质细胞中 Ccl3 基因的表达与

紫杉醇诱导的机械性异常性疼痛有关,鞘内注射

CCL3 中和抗体可显著减轻大鼠机械性痛觉超

敏[18] 。 在本研究中通过差异表达基因网络图分析

Ccl3 基因,得到参与 CFA 诱导的炎性痛敏机制的趋

化因子家族基因。 我们注意到趋化因子家族基因

在 CFA 诱导的固有和适应性免疫应答中表达水平

有所差异,将会在下一步的研究工作中继续关注。
综上所述 CFA 的注射可有效刺激免疫反应的发生,
诱导炎性痛敏,其中趋化因子家族基因发挥了重要

的作用。
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咪喹莫特致不同免疫状态小鼠银屑病模型比较研究

赵　 亚1,吴亚运1,3,刘丽娟1,赵瑞芝1,2,3∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过建立不同免疫状态小鼠银屑病模型探讨不同免疫细胞及非免疫因素对银屑病发病的影

响。 方法　 Balb / c 小鼠、裸鼠、NOG 小鼠各 20 只,分别分为空白组和模型组,每组 10 只。 模型组均采用咪喹莫特

涂抹小鼠背部皮肤诱导类银屑病模型,末次造模后取材,检测皮肤、脾病理组织,皮肤炎症因子,以及皮肤和脾能量

代谢因子等指标。 结果　 与正常组相比,3 种模型动物小鼠皮肤表观状态及病理组织均表现出银屑病样病变,炎症

因子(IL6、IL17、IL22、IL23)水平均显著升高,脾均出现肿大,脾病理切片显示 Balb / c 小鼠,裸鼠白髓区增大,淋巴细

胞显著增多,皮肤及脾中的 Na+ K+ -ATP 酶和 Ca2+ Mg2+ -ATP 酶活性均下降,3 种模型成模的严重程度为 Balb / c 小鼠

>裸鼠>NOG 鼠。 结论　 多种免疫细胞活化特别是 T 细胞活化在银屑病发病中具有关键作用,但免疫细胞严重缺

失的动物仍能诱发银屑病,其中非免疫因素 ATP-ATP 酶活性下降可能也是银屑病发病的诱导因素之一。
【关键词】 　 　 银屑病;动物模型;免疫细胞;ATP 酶
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

immune
 

cells
 

and
 

nonimmune
 

factors
 

on
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

psoriasis.
 

Methods　 Balb / c
 

mice,
 

nude
 

mice
 

and
 

NOG
 

mice
 

were
 

each
 

divided
 

into
 

a
 

blank
 

group
 

and
 

model
 

group,
 

with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

In
 

the
 

model
 

groups,
 

imiquimod
 

was
 

applied
 

to
 

the
 

back
 

skin
 

of
 

the
 

mice
 

to
 

induce
 

a
 

psoriasis-
like

 

model,
 

and
 

samples
 

of
 

the
 

skin
 

and
 

spleen
 

were
 

taken
 

after
 

the
 

last
 

application
 

of
 

imiquimod.
 

The
 

pathological
 

changes
 

to
 

the
 

skin
 

and
 

spleen
 

induced
 

by
 

imiquimod
 

were
 

observed,
 

and
 

skin
 

inflammatory
 

factors
 

and
 

energy
 

metabolic
 

factors
 

of
 

the
 

skin
 

and
 

spleen
 

were
 

detected.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 

the
 

skin
 

appearance
 

and
 

pathological
 

tissue
 

of
 

the
 

model
 

group
 

in
 

all
 

three
 

mouse
 

types
 

showed
 

psoriasis-like
 

lesions,
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

( IL6,
 

IL17,
 

IL22
 

and
 

IL23)
 

were
 

significantly
 

higher.
 

In
 

the
 

model
 

groups,
 

the
 

spleen
 

was
 

swollen
 

for
 

all
 

three
 

mouse
 

types,
 

and
 

the
 

pathological
 

spleen
 

section
 

exhibited
 

a
 

larger
 

white
 

pulp
 

area
 

and
 

higher
 

amount
 

of
 

lymphocytes
 

compared
 

with
 

the
 



blank
 

groups
 

in
 

the
 

Balb / c
 

mice
 

and
 

nude
 

mice.
 

The
 

activities
 

of
 

Na+ K+ -ATPase
 

and
 

Ca2+ Mg2+ -ATPase
 

in
 

the
 

skin
 

and
 

spleen
 

were
 

lower
 

in
 

the
 

model
 

groups.
 

The
 

relative
 

severity
 

of
 

the
 

three
 

models
 

was
 

as
 

follows:
 

Balb / c
 

mice
 

>
 

nude
 

mice
 

>
 

NOG
 

mice.
 

Conclusions　 Immune
 

cell
 

activation,
 

especially
 

T-cell
 

activation,
 

plays
 

a
 

key
 

role
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

psoriasis,
 

but
 

psoriasis
 

can
 

still
 

be
 

induced
 

in
 

animals
 

with
 

a
 

severe
 

immune
 

deficiency.
 

A
 

decrease
 

in
 

ATPase
 

activity,
 

which
 

is
 

a
 

non-immune
 

factor,
 

may
 

also
 

be
 

an
 

inducing
 

factor
 

of
 

psoriasis.
【Keywords】　 psoriasis;

 

animal
 

model;
 

immune
 

cells;
 

ATPase

　 　 银屑病是一种常见的慢性、炎症性表皮增殖

性、无传染性的红斑鳞屑性皮肤病,其发病率高,是
目前国内外皮肤科领域内的研究热点[1] 。 然而,银
屑病发病机制不清,导致银屑病的治疗目前主要还

是对症治疗,复发率极高,且无法预防[2-3] 。 目前普

遍认为其发病机制主要是与 T 细胞异常活化相关,
其中辅助 T 细胞 Th1、Th17 及其相关因子 IFN-γ、
TNF-α、IL6、IL23、IL17 和 IL22 等以及调节性 T 细胞

Treg 已先后发现成为影响银屑病的关键因子,然

而,这些因子在银屑病中的具体作用机制并未完全

阐明或存在争议[4-5] 。 此外目前也有报道认为 B 细

胞、NK 细胞、中性粒细胞等其他免疫细胞介导的免

疫功能紊乱在银屑病疾病进展过程中起着重要作

用[6-7] 。 然而其他免疫细胞是否与 T 细胞对银屑病

发病起着同样重要的作用,是否存在其他非免疫因

素对银屑病发病有影响也值得深入探讨。
近年来,大量研究表明,不同疾病机体状态的

单一或多种组织器官中 ATP 酶活性能被疾病状态

所影响,生理及病理的变化在一定程度上会影响机

体内的 ATP 酶的改变,从而影响 ATP 酶催化 ADP
氧化磷酸化成 ATP,进而影响机体的能量供给[8-10] 。
因此,研究疾病状态下 ATP 酶活性有助于研究疾病

的发病机制及临床用药。 ATP 酶与细胞功能,繁殖

密切相关,而皮肤细胞过度增生是银屑病表现之

一,且前期有文献报道银屑病病人红细胞中 Ca2+

Mg2+ -ATP 酶活性下降,提示非免疫因素 ATP 酶活

性改变可能与银屑病发病相关[11] 。
因此本文拟通过比较不同免疫状态小鼠 Balb / c

鼠(免疫细胞正常)、裸鼠(T 免疫细胞缺陷)和 NOG
小鼠(重度免疫细胞缺陷)在咪喹莫特诱导下皮肤

和脾外观及组织病理变化的不同,及其 ATP 酶活性

变化研究探讨不同免疫细胞及非免疫因素对银屑

病发病的影响,为银屑病发病机制的阐明提供实验

依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SPF 级 Balb / c 小鼠、裸鼠、NOG 小鼠各 20

只,体重 18 ~ 22
 

g,由北京维通利华实验动物技术有

限公司[SCXK(京)2021-0011]提供,大鼠饲养于广

东省中医院 SPF 级动物实验中心[SYXK(粤)2018-
0094],饲养温度为 ( 24 ± 2 )℃ , 相对湿度 ( 60 ±
10)%,采用 12

 

h:12
 

h 昼夜间断照明,动物自由饮

食饮水。 动物实验方案通过广东省中医院广东省

中医 药 科 学 院 试 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 批

(2014001),并按实验动物使用的 3R 原则给予人道

的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 咪喹莫特 ( 四川明欣药业有限责任公司,
20030128);超微量 Na+ K+ 、Ca2+ Mg2+ 、总 ATP 酶测试

盒(南京建成生物工程研究所,20170228);BCA 蛋

白浓度测定试剂盒 (美国 Thermo
 

scientific 公司,
ML166920);IL6、IL17、IL22、IL23

 

ELISA 试剂盒(美

国 Raybiotech 公司, EKL54698-BM, EKL54533-BM,
EKL58293-BM,EKL58298-BM);氯化钠(天津市富

宇精细化工有限公司,20160524)。 Saturius
 

BS224S
电子天平 ( 北京赛多利斯科学仪器有限公司);
VICTOR

 

X5 酶标仪(美国 PerkinElmer 公司);T10
匀浆机(德国 IKA 公司);Centrifuge

 

5430 离心机(德
国 Eppendorf 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及药物诱导银屑病动物模型的

建立

　 　 Balb / c 小鼠、NOG 小鼠、裸鼠各 20 只适应性饲

养 1 周后均无异常后纳入实验。 每种小鼠随机分为

模型和空白 2 组,每组 10 只,称重标记。 将鼠尾根

部以上长 3
 

cm、宽 2
 

cm 长方形皮肤上被毛除去,模
型组每日上午于小鼠背部涂抹 5%咪喹莫特乳膏

(每只 50
 

mg),空白组不做任何处理。
1. 3. 2　 取材及处理

　 　 每日拍照观察皮肤皮损情况,参照银屑病样皮

损面积和疾病严重程度(PASI)评分标准进行评分。
造模 5

 

d 后,小鼠禁食不禁水 12
 

h,称重,麻醉后处

死。 取小鼠背部皮肤、脾,脾拍照称重,生理盐水冲

洗皮肤和脾后分为 2 份,1 份置于 10%甲醛溶液固
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定用于 HE 染色,另 1 份置于-80℃保存,备用。
1. 3. 3　 皮肤中炎症因子的测定

　 　 取皮肤 50
 

mg,精密称定,按重量 ( g) ∶ 体积

(mL)= 1 ∶ 9 的比例,加入预冷的 9 倍体积蛋白裂解

液,匀浆机下机械匀浆 12000
 

r / min 离心 5 min,取上

清液,精密吸取 100
 

μL 样品加入包被好抗体的 96
孔板,在室温下孵育 2. 5

 

h,弃孔中废液后洗涤;加入

100
 

μL 二抗,孵育 1
 

h,弃废液后洗涤;加入 100
 

μL
 

streptavidin-HRP 溶液,孵育 45
 

min 后弃废液洗涤;
加入 100

 

mL
 

TMB 后避光孵育 30
 

min;加入终止液

后使用酶标仪在 450
 

nm 下检测,根据制作好的标准

曲线计算各组蛋白表达量差异。 采用酶联免疫吸

附法( ELISA) 检测小鼠皮肤中 IL6、 IL17、 IL22
 

及

IL23 蛋白表达水平。
1. 3. 4　 皮肤、脾中 ATP 酶活力的测定

　 　 取皮肤和脾组织 50
 

mg,精密称定,按重量(g):
体积(mL)= 1 ∶ 9 的比例,加入预冷的 9 倍体积的生

理盐水,匀浆机下机械匀浆,低温高速离心机中

2000
 

r / min 离心 10
 

min,取上清液(即 10%的匀浆上

清液),再用生理盐水 10 倍稀释成 1%,制得组织混

悬液。 严格按照超微量 Na+ K+ -ATP 酶、 Ca2+ Mg2+ -
ATP 酶、总 ATP 酶试剂盒说明书测定酶活力。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据使用 SPSS
 

20. 0 统计软件处理,计量资料

以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,P<0. 05 表示具有显

著性差异,两均数比较采用 t 检验。

2　 结果

2. 1　 皮肤外观、病理组织切片比较

　 　 由图 1A 可见,空白组动物均皮肤光滑,颜色正

常;而造模组在涂抹咪喹莫特 5
 

d 后,Balb / c 小鼠出

现皮肤粗糙、红色,起皱,触之变硬伴斑片、严重起

皮、脱屑;裸鼠粗糙、红色,起皱,触之变硬,部分起

皮;NOG 小鼠皮肤红色,起皱,皮肤稍硬,少量起皮。
3 种小鼠造模组 PASI 评分均显著高于空白对照组

(P< 0. 05, P < 0. 01), 且按评分从高到低排序为

Balb / c 小鼠>裸鼠>NOG 鼠(见图 1B)。
皮肤 HE 染色结果显示空白组颗粒层完整,棘

层较薄、基底整齐,真皮层小血管正常;3 种模型小

鼠均出现角化过度或角化不全,棘层明显增厚,颗
粒层细胞减少或排列异常,真皮层小血管增生、扩
张,真皮乳头向下突出,炎细胞浸润现象,且 Balb / c
小鼠角质层中可见 Munro 小脓疡,按病理严重程度

排序为 Balb / c 小鼠>裸鼠>NOG 鼠(见图 2)。
2. 2　 皮肤中炎症因子水平比较

　 　 与空白组比较,Balb / c 小鼠、裸鼠、NOG 小鼠模

型组皮肤中 IL6 蛋白表达水平均显著升高,依次为

81. 7%、39. 4%和 37. 5% (P< 0. 05,P< 0. 01) (见图

3A);IL17A 蛋白表达水平也均显著升高,依次为

41. 0%、43. 8%和 46. 4% (P< 0. 05,P< 0. 01) (见图

3B);IL22 蛋白表达水平均有升高,依次为 41. 0%,
24. 4%和 18. 9%,但仅 Balb / c 小鼠模型组差异具有

显著性(P<0. 05) (见图 3C);IL23 蛋白表达水平也

均显著升高, 增加幅度依次为 53. 3%、 63. 7%、
66. 4%(P<0. 05)(见图 3D)。
2. 3　 脾外观、脾指数和病理组织切片比较

　 　 我们接着观察了 3 种小鼠造模前后脾外观和病

理学变化。 如图 3A 所示,我们观察到与正常组比

较,Balb / c 小鼠、裸鼠、NOG 小鼠模型组的脾均明显

增大,脾指数结果显示其脾指数增加幅度依次为

200. 0%、102. 2%、 118. 2% ( P < 0. 01 ) ( 见图 4A、
4B)。 脾病理学结果显示正常 Balb / c 小鼠脾红、白
髓结构清晰,生发中心清晰可见。 与 Balb / c 小鼠比

较,正常裸鼠脾白髓中中央动脉周围淋巴细胞大量

减少,白髓区相对变小,正常 NOG 小鼠脾白髓萎缩,
淋巴细胞严重缺失。 与正常组比较,Balb / c 小鼠和

裸鼠模型组脾中白髓均明显增大,生发中心不可

见,红髓区扩张充血,NOG 小鼠模型组白髓区无明

显变化,红髓区扩张充血(见图 4C)。
2. 4　 皮肤和脾中 ATP 酶活力比较

 

　 　 与空白组比较,Balb / c 小鼠、裸鼠模型组皮肤

中 Na+ K+ -ATP 酶活力显著下降,下降幅度依次为

41. 7%和 20. 0%(P<0. 05)(见图 5A);Balb / c 小鼠、
裸鼠、NOG 小鼠模型组皮肤中 Ca2+ Mg2+ -ATP 酶活

力均显著下降,下降幅度依次为 40. 7%、34. 3%和

14. 2%(P<0. 05,P<0. 01)(见图 5B)。
与空白组比较,Balb / c 小鼠、裸鼠、NOG 小鼠模

型组脾中 Na+ K+ -ATP 酶活力均略有降低,但无显著

性(见图 5C);但 3 种小鼠模型组脾中 Ca2+ Mg2+ -
ATP 酶活力均显著下降,下降幅度依次为 55. 6%、
6. 8%

 

和 17. 5%(P<0. 05)(见图 5D)。

3　 讨论

　 　 银屑病是常见的以鳞屑性红斑为临床特点的

慢性复发性炎症性皮肤病,通常认为其为免疫介导

的器官特异性自身免疫性疾病。 本研究采用咪喹
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注:与空白组比较,∗∗P<0. 01。

图 1　 咪喹莫特诱导银屑病 3 种动物模型皮肤形态学改变及 PASI 评分

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

blank
  

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

1　 Skin
 

morphological
 

changes
 

and
 

PASI
 

score
 

of
 

three
 

animal
 

models
 

of
 

psoriasis
 

induced
 

by
 

imiquimod

图 2　 咪喹莫特诱导银屑病 3 种动物模型组织病理改变(HE 染色)
Figure

 

2　 Histopathological
 

changes
 

of
 

three
 

animal
 

models
 

of
 

psoriasis
 

induced
 

by
 

imiquimod(HE
 

staining)
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注:与空白对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 3　 咪喹莫特诱导银屑病 3 种动物模型皮肤中 IL6、IL17A、IL22 和 IL23 蛋白水平比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

IL6,
 

IL17A,
 

IL22
 

and
 

IL23
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

skin
 

of
 

three
 

animal
 

models
 

of
 

psoriasis
 

induced
 

by
 

imiquimod

注:与空白对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 4　 咪喹莫特诱导银屑病 3 种动物模型脾外观、脾指数和病理组织切片比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

spleen
 

appearance,
 

spleen
 

index
 

and
 

pathological
 

sections
 

in
 

three
 

animal
 

models
 

of
 

psoriasis
 

induced
 

by
 

imiquimod

54中国比较医学杂志 2022 年 6 月第 32 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

6



注:与空白对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 5　 咪喹莫特诱导银屑病 3 种动物模型皮肤和脾中 ATP 酶活力比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

ATPase
 

activities
 

in
 

skin
 

and
 

spleen
 

of
 

three
 

animal
 

models
 

of
 

psoriasis
 

induced
 

by
 

imiquimod

莫特对 3 种不同免疫状态小鼠诱导银屑病模型由结

果可知,3 种小鼠都出现了银屑病病变现象,皮肤外

观显示 3 种小鼠均出现皮肤红色,起皱,但免疫细胞

无缺失的 Balb / c 小鼠模型组皮肤还显著变硬伴斑

片、严重起皮、脱屑;T 细胞缺失的裸鼠皮肤变硬,部
分起皮,重度免疫缺陷的 NOG 小鼠皮肤稍变硬,仅
少量起皮或不起皮。 3 种动物比较,Balb / c 小鼠银

屑病样模型症状更严重,银屑病样皮损更典型,其
次为裸鼠, 再次为 NOG 小鼠。 PASI 评分比较,
Balb / c 小鼠远高于裸鼠和 NOG 小鼠,裸鼠稍高于

NOG 小鼠。 病理切片结果显示 3 种动物模型均出

现角化过度或不全,棘层增厚,真皮乳头向下突出,
炎细胞浸润等现象,但与皮肤外观形态改变一致,
Balb / c 小鼠的各项病理指标变化较裸鼠和 NOG 小

鼠更显著。 3 种模型动物各炎症因子水平均升高,3
种动物之间 IL17 和 IL23 因子水平差异不明显,但
IL6 和 IL22 变化趋势与外观形态和病理切片结果一

致,Balb / c 小鼠>裸鼠>NOG 小鼠,以上结果均表明

体内有 T 细胞的 Balb / c 小鼠比体内 T 细胞缺失的

裸鼠和 NOG 小鼠更易诱导为典型的银屑病样症状,
提示 T 细胞在银屑病发病中起最为关键的作用,且
银屑病的诱发是多种 T 细胞相关因子综合作用的

结果。 此外仅 T 细胞缺失的裸鼠比重度免疫缺陷

的 NOG 小鼠银屑病样症状显著,提示其它免疫细胞

活化也对银屑病发病有促进作用。 而由于重度免

疫缺陷 NOG 小鼠仍然可以诱发出银屑病,提示在银

屑病发病过程中还存在一些非免疫因素的刺激因

素。 脾是体内最大的免疫器官,主要由白髓和红髓

组成,其中白髓由密集的淋巴细胞构成,特别是 T
细胞和 B 细胞,分别占 25%和 55%,是机体发生特

异性免疫的主要场所[12] 。 本实验结果显示 3 种小

鼠的脾均明显变大,病理结果显示造模后 Balb / c 小

鼠和裸鼠的白髓区明显增大,其中淋巴细胞明显增

多,进一步证实免疫细胞特别是 T、B 细胞活化是银

屑病发病的重要因素。 但是 NOG 模型小鼠的白髓

与正常组相比无明显差异,但与其余 2 种模型小鼠

一样出现了红髓扩张充血现象,红髓储血、滤血的

主要场所,当滤血功能异常时,机体内异物与毒素

的排出受到阻碍,该结果也进一步提示存在一些非

免疫细胞活化因素与银屑病发病有关。
ATP 是体内组织细胞一切生命活动所需能量

的直接来源,被誉为细胞内能量传递的 “ 分子货

币”,用来储存和传递化学能。 ATP 酶是一类介导

主动转运的膜蛋白,可将细胞内的
 

ATP 水解为
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ADP,利用高能磷酸键贮存的能量完成离子的跨膜

转运,其中重要的是
 

Na+ K+ -ATP 酶和 Ca2+ Mg2+ -ATP
酶[13] 。 当 Na+ K+ -ATP 酶和 Ca2+ Mg2+ -ATP 酶活性降

低时,细胞内 Na+ 和 Ca2+ 外流减少,胞浆内 Na+ 和

Ca2+ 大量积累它打破了生物膜上跨膜转运的平衡,
进而影响物质的交换和毒素的排出[14] 。 我们的研

究显示 3 种银屑病模型小鼠皮肤和脾中 Ca2+ Mg2+ -
ATP 酶和 Na+ K+ -ATP 酶活性均降低,提示机体内物

质交换以及毒素排出受到了阻碍,该结果与脾病理

结果中红髓功能可能存在异常的结果相符,而其中

深入的内在机制有待进一步研究。
综上可见,本实验通过采用咪喹莫特对 3 种不

同免疫状态小鼠诱导银屑病模型,整体直观的验证

了 T 细胞异常活化在银屑病发病中关键性的作用,
但其他多种免疫细胞活化也在银屑病发病中有重

要作用,此外在后续研究中我们还需关注可能诱导

银屑病发病的非免疫因素,有助于银屑病发病机制

的全面深入阐明。
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树鼩睾丸间质细胞的分离培养及寨卡病毒感染
特性的研究

邓　 伟1,2,金亮子1,3,奎秀莹1,王文广1,李　 娜1,仝品芬1,代解杰1∗

(1. 中国医学科学院 / 北京协和医学院
 

医学生物学研究所,昆明　 650031;2. 云南大学生命科学学院,昆明　 650091;
3. 昆明医科大学,昆明　 650500)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立树鼩原代睾丸间质细胞分离培养方法,探究寨卡病毒( Zika
 

virus,Zikv)对该细胞的感染

特性,为 Zikv 感染导致的睾丸损伤及不育提供研究基础。 方法　 3 月龄的雄性树鼩 0. 4
 

mL
 

3%戊巴比妥钠麻醉处

死后采集睾丸,采用 IV 胶原酶和胰蛋白酶联合消化法获得单细胞悬液,通过 percoll 密度梯度离心结合差异贴壁法

对细胞进行纯化,3β-羟类固醇脱氢酶(3β-HSD)对细胞荧光染色鉴定,ELISA 检测细胞分泌睾酮的能力;用 Zikv 感

染树鼩睾丸间质细胞,并用对寨卡病毒易感的非洲绿猴肾细胞( Vero)作为对比参照,测定感染不同时间点的细胞

及其培养上清液中病毒载量,镜下观察细胞病变,ELISA 检测睾酮含量。 结果　 分离培养的睾丸间质细胞经 3β-
HSD 鉴定阳性率高达 98%以上,且增殖迅速,能够连续分泌睾酮,第 4 代睾丸间质细胞在 0 ~ 24

 

h 和 24 ~ 48
 

h 睾酮

分泌量分别为 1. 253
 

ng / mL 和 1. 163
 

ng / mL;用 Zikv 感染树鼩睾丸间质细胞,6
 

h 内病毒拷贝数可达 2. 15 × 105
 

copies / mL,且感染 48
 

h 后基本丧失睾酮分泌能力,感染第 3 天可见明显的细胞病变。 结论　 成功建立树鼩睾丸间

质细胞的分离培养方法,Zikv 可感染树鼩睾丸间质细胞并能导致该细胞睾酮分泌功能缺失,为 Zikv 入侵生殖系统

机制研究提供基础。
【关键词】 　 树鼩;睾丸间质细胞;3β-HSD;睾酮水平;Zikv
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

establish
 

a
 

method
  

for
 

the
 

isolation
 

and
 

culture
 

of
 

primary
 

Leydig
 

cells
 

in
 

tree
 

shrew,
 

to
 

explore
 

the
 

infection
 

characteristics
 

of
 

Zika
 

virus
 

(Zikv)
 

on
 

these
 

cells,
 

and
 

to
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

research
 

on
 

the
 

damage
 

and
 

sterility
 

of
 

testis
 

caused
 

by
 

Zikv
 

infection.
 

Methods　 A
 

3-month-old
 

male
 

tree
 

shrew
 

was
 

sacrificed
 

with
 

0. 4
 

mL
 

of
 

3%
 

sodium
 

pentobarbital
 

anesthetized
 

and
 

the
 

testis
 

was
 

collected.
 

A
 

single-cell
 

suspension
 

was
 

obtained
 

by
 

combined
 

digestion
 



with
 

collagenase
 

IV
 

and
 

trypsin.
 

After
 

purification,
 

cells
 

were
 

identified
 

by
 

fluorescent
 

staining
 

with
 

3β-hydroxysteroid
 

dehydrogenase,
 

and
 

the
 

ability
 

of
 

cells
 

to
 

secrete
 

testosterone
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Tree
 

shrew
 

Leydig
 

cells
 

were
 

infected
 

with
 

Zikv,
 

as
 

were
 

kidney
 

cells
 

from
 

African
 

green
 

monkeys
 

susceptible
 

to
 

Zika
 

virus
 

for
 

comparison.
 

The
 

viral
 

loads
 

in
 

the
 

cells
 

and
 

their
 

culture
 

supernatants
 

at
 

different
 

time
 

points
 

of
 

infection
 

were
 

determined,
 

cytopathic
 

changes
 

were
 

observed
 

under
 

a
 

microscope,
 

and
 

testosterone
 

content
 

was
 

determined
 

by
 

ELISA.
 

Results 　 The
 

positive
 

rate
 

of
 

isolated
 

and
 

cultured
 

Leydig
 

cells
 

identified
 

by
 

3β-hydroxysteroid
 

dehydrogenase
 

was
 

as
 

high
 

as
 

98%.
 

They
 

proliferated
 

rapidly
 

and
 

continuously
 

secreted
 

testosterone.
 

The
 

forth-generation
 

Leydig
 

cells
 

secreted
 

1. 253
 

and
 

1. 163
 

ng / mL
 

testosterone
 

at
 

0 ~
24

 

h
 

and
 

24~ 48
 

h,
 

respectively.
 

Upon
 

infection
 

of
 

Leydig
 

cells
 

of
 

tree
 

shrew
 

with
 

Zikv,
 

the
 

virus
 

copy
 

number
 

reached
 

2. 15×105
 

copies / mL
 

within
 

6
 

h,
 

the
 

cells’
 

ability
 

to
 

secrete
 

testosterone
 

was
 

basically
 

lost
 

after
 

48
 

h
 

of
 

infection,
 

and
 

cytopathic
 

effects
 

were
 

seen
 

on
 

the
 

third
 

day
 

of
 

infection.
 

Conclusions　 A
 

method
  

for
 

isolating
 

and
 

culturing
 

Leydig
 

cells
 

from
 

tree
 

shrew
 

was
 

successfully
 

established.
 

The
 

findings
 

showed
 

that
 

Zikv
 

could
 

infect
 

Leydig
 

cells
 

of
 

tree
 

shrew
 

and
 

lead
 

to
 

the
 

loss
 

of
 

their
 

testosterone
 

secretion
 

function,
 

providing
 

a
 

basis
 

for
 

research
 

on
 

the
 

mechanism
 

by
 

which
 

Zikv
 

affects
 

the
 

reproductive
 

system.
【Keywords】　 tree
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　 　 寨卡病毒(Zika
 

virus,Zikv)为单股正链 RNA 病

毒,属于黄病毒的一种,研究表明 Zikv 感染可导致

睾丸发生炎症,引起睾丸内部结构受损及细胞大量

死亡[1] ,对男性生殖健康带来潜在威胁。 研究发现

Zikv 感染可导致小鼠睾丸间质充血、睾酮水平下

降、睾丸间质细胞(Leydig
 

cells,LCs)产生大量炎症

因子及趋化因子,说明 LCs 与 Zikv 感染睾丸密切相

关,但具体感染机制尚不明确。
LCs 主要分布于生精小管之间,是睾丸主要细

胞类型之一[2] ,在毒理学、药理学及生殖遗传学等

研究方面具有十分重要的应用意义,是睾丸中唯一

能够分泌睾酮的细胞[3] ,可促进精子的发生和男性

生殖器官发育,以及维持第二性征和性功能,大约

95%的雄性激素由其分泌[4] 。 研究发现 LCs 数量缺

少会导致雄性激素缺乏[5] ,体外分离培养纯度高、
活性强的 LCs 可更好的研究其相关机制和特性。

LCs 占睾丸细胞总数的 2% ~ 4%[6] ,数量较少

且纯化难度较大,目前对于 LCs 的分离培养主要有

机械分离法[7] 、 组织块贴壁法[8] 、 酶消化法[9] 、
percoll 密度梯度离心法[10]等几种方法,机械分离法

对细胞损伤较大,组织块贴壁法杂细胞太多且周期

较长,percoll 密度梯度离心法得到的细胞仍存在其

他杂细胞,并且采用单一方法难以实现 LCs 分离

培养。
树鼩 ( Tupaia

 

belangeri, tree
 

shrew) 在生理、生

化、新陈代谢、解剖结构以及基因组[11] 等生物学特

性比啮齿类更接近于非人灵长类,已广泛应用于人

类疾病模型的研究,包括病毒感染模型[12] 、肿瘤模

型[13] 、呼吸系统疾病模型[14] 和神经系统疾病模

型[15]等。 本文旨在参考其他动物 LCs 培养与纯化

方法的基础上,采用酶消化、percoll 密度梯度离心及

差异贴壁等分离纯化方式结合,建立树鼩 LCs 原代

培养和纯化方法,为利用树鼩开展相关研究提供新

的实验材料;通过 Zikv 对 LCs 的感染特性研究,建
立 Zikv 感染的睾丸细胞模型,为研究 Zikv 感染雄性

生殖系统的相关研究提供实验基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 2 只 3 月龄普通级雄性滇西亚种树鼩,体重 95
~ 110

 

g,由中国医学科学院医学生物学研究所树鼩

种质资源中心饲养繁殖[ SCXK(滇) K2018-0002];
所有实验均在中国医学科学院医学生物学研究所

树鼩种质资源中心进行[ SYXK(滇) K2018-0002],
本实验经中国医学科学院医学生物学研究所审批

(DWSP202008014),并遵循实验动物使用的 3R 和

福利伦理原则。
1. 1. 2　 病毒株

　 　 Zikv
 

GZ01 株,由军事医学科学院秦成峰教授馈

赠。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 DMEM / F12 培养基 ( Gibco 公司);胎牛血清

(FBS,以色列 Biological
 

Industries);IV 型胶原酶(北
京索莱宝);PBS(美国 Hyclone);0. 25%

 

trypsin-EDTA
胰蛋白酶、青-链霉素(美国 Gibco);无血清冻存液

(美国 Cyagen);Testosterone
 

ELISA
 

kit(上海碧云天);
3β-HSD 小鼠单克隆 IgG 抗体(Santacruz);荧光标记

的羊抗鼠 IgG(英国 Abcam);病毒 RNA 提取试剂盒

QIAamp 􀅺
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit (德国 Qiagen); One
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Step
 

Prime
 

Script
 

TM
 

RT-PCR
 

Kit(日本 TaKaRa)。 生

物安全柜和 CO2 恒温培养箱(美国 Forma);台式高速

离心机 (美国 Beckman);细胞计数仪 (美国 Bio-
Rad);倒置荧光相差显微镜(日本 Nikon)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 树鼩 LCs 分离、纯化

　 　 取 3 月龄的雄性树鼩,腹腔注射 0. 4
 

mL
 

3%戊

巴比妥钠麻醉处死后,无菌取出睾丸,75%乙醇中浸

泡 20
 

s, 取出后用 PBS 冲洗两遍去乙醇。 移入

Heraguard
 

ECO 超净工作台,用眼科剪和镊子去除

睾丸的白膜、附睾及血管,小心取出睾丸实质组织,
置于装有 D-Hanks 液的无菌培养皿中,洗涤 2 遍。
用眼科剪将其剪碎后转入离心管内。 加入 1

 

mg / mL
 

IV 胶原酶,放入 37℃ 、5%
 

CO2 培养箱孵育 30
 

min,
1000

 

r / min 离心 5
 

min,加入 0. 25%胰酶消化 10
 

min
后,用含血清的培养基终止消化,吸管吹打混匀,将
细胞悬液放入 40 目细胞筛网中过滤,使之分散成单

个细胞。 收集到 15
 

mL 离心管中,1000
 

r / min 离心 5
 

min,弃上清,加入 DMEM / F12 培养液重悬细胞,重
复离心 1 次。

纯化方法采用 percoll 密度梯度离心法[16] :将分

离得到的细胞悬液加于不同密度梯度的 Percoll 分

离液上,从分离管底部向上密度依次为 60%、37%、
26%、21%,4℃ 、3000

 

r / min 离心 30
 

min。 收集 37%
和 60%之间的细胞,后用 DMEM / F12 培养液稀释,
再将悬液以 1500

 

r / min 离心 10
 

min,沉淀加入含胎

牛血清的培养液,摇匀得细胞悬液。 将分离纯化得

到的细胞悬液计数,后稀释成每毫升 1×106 个浓度

的细胞悬液,接种于培养瓶或培养板中 37℃ ,5%
 

CO2 培养箱中培养,培养基配方为 DMEM / F12 培养

基加 10%
 

FBS、1%青-链霉素。 此时细胞中还含有

少量支持细胞和其他杂细胞,根据间质细胞和支持

细胞贴壁时间不同,在传代后 6
 

h 更换培养液以去

除杂细胞达到纯化目的,第 2 代和第 3 代的细胞仍

按此步骤进一步纯化。
1. 3. 2　 树鼩 LCs 免疫荧光鉴定

　 　 间质细胞鉴定采用 3β -羟类固醇脱氢酶(3β-
HSD)鉴定法[17] 。 将纯化后的第 3 代细胞接种在 24
孔板中,待细胞长满 70% ~ 80%时,吸去培养基,PBS
洗 3 次,每次 3

 

min,加入 4%多聚甲醛固定 20
 

min,
PBS 清洗 3 次,每次 3

 

min,加入 0. 5%
 

Triton
 

X-100
室温孵育 20

 

min,PBS 清洗 3 次,每次 3
 

min;5%山

羊血清封闭 30
 

min,PBS 清洗 3 次,每次 3
 

min,加入

稀释好的鼠源性 3β-HSD 一抗(稀释比例 1 ∶50),同
时设置对照孔(加 PBS),4℃ 孵育过夜,将孔板用

PBS 清洗 3 次,每次 3 min;避光条件下加入羊抗鼠

荧光二抗(1 ∶ 400)室温孵育 1
 

h,PBS 清洗 3 次,每
次 3

 

min;加入 DAPI 染色液孵育 2
 

min,PBS 清洗 3
次,每次 3

 

min,置于荧光显微镜下拍照观察。
1. 3. 3　 树鼩 LCs 增殖曲线测定

　 　 将纯化后的第 3 代 LCs 消化成细胞悬液,按每

孔 1×105 个接种于 48 孔板,设置 1 ~ 7
 

d 共 7 个组,
每组设置 2 个副孔,从接种时间起每隔 24

 

h 吸去培

养液并消化计数,取平均值,以培养时间为横坐标、
细胞密度为纵坐标绘制增殖曲线。
1. 3. 4　 树鼩 LCs 分泌睾酮水平测定

　 　 采用 Testosterone
 

ELISA
 

kit 检测睾酮水平,将
培养第 4 代至第 7 代的 LCs 按 1×105 个每孔接种于

12 孔板的培养皿上,之后每 24
 

h 更换培养液,分别

在培养
 

24、48
 

h 后收取培养液,每个时间点收取 3
个样本测定睾酮含量,取平均值。
1. 3. 5　 寨卡病毒感染实验

　 　 将对数生长期的第 3 代树鼩 LCs 用 0. 25%胰蛋

白酶消化重悬,以密度为每毫升 1×105 个每孔接种

于 24 孔板内, 24
 

h 后将寨卡病毒 ( 滴度 1 × 106
 

copies / mL)以 MOI = 1 感染细胞,在感染后 2、6、12、
24、36、48、72 和 96

 

h 时间点收集细胞和上清液,
QIAamp􀅺

 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit 试剂盒提取核酸,RT-
qPCR 检测病毒载量,显微镜下观察细胞形态变化,
并以对寨卡病毒易感的 Vero 细胞按相同步骤作对

比实验。
感染细胞后睾酮水平测定:以上述方法感染细

胞 2
 

h 后,PBS 洗掉未吸附的病毒,添加 1
 

mL 细胞

培养液,分别在 12、24、36、48
 

h 收集感染组和对照

组培养液(不同时间段感染组和对照组样品收集均

为相应的同一个孔,每个时间点收取 3 个样本),同
时补加 1

 

mL 培养液,竞争法酶联免疫吸附测定检测

睾酮水平,取平均值。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

17. 0 统计学软件进行数据处理。 数

据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,采用两两独立样本

的 t 检验分析。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 树鼩 LCs 形态学观察和鉴定

　 　 经 percoll 密度梯度离心分离后的细胞 6
 

h 后开

始贴壁,呈不规则的形态,培养至第 3 天后细胞开始

长出触角(图 1A),培养至 7
 

d 进行第 1 次传代,待
传代细胞培养 6

 

h 后换液,去除未贴壁的杂细胞;传
至第 3 代后细胞活性开始增高,能够快速增殖,细胞
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呈典型的拉网状(图 1B),之后根据密度 1 ∶ 3 ~ 5 传

代即可。 传至第 6 代后,细胞形态略微有点变化,细
胞长度稍微变短,宽度增加,但仍有触角伸出(图

1C)。 随着细胞数量的增多,细胞间的界限和触角

不在明显,从无序状变为纹理状(图 1D),细胞可稳

定传至 15 代以上。
细胞鉴定:3β-羟类固醇脱氢酶是睾酮合成的关

键酶之一,是公认的 LCs 鉴定指标。 3β-HSD 免疫荧

光鉴定显示,细胞均为阳性表达,证明所分离培养的

细胞为 LCs,且细胞纯度高达 98%以上,见图 2。

2. 2　 树鼩 LCs 增殖曲线的测定

　 　 睾丸间质细胞生长曲线结果显示,在培养前 3
 

d
增殖迅速,活力较强,为对数增长期,3 ~ 5

 

d 为增殖

平台期。 提示可选择第 3 天的细胞进行后续实验,
见图 3。
2. 3　 树鼩 LCs 分泌睾酮活性检测

　 　 酶联免疫吸附测定法检测结果显示,第 4 代至

第 7 代的 LCs 在培养 48
 

h 内能够分泌睾酮,分泌量

在 1. 1 ~ 1. 3
 

ng / mL 左右,说明分离的 LCs 具有持续

分泌睾酮的能力,见图 4。

注:A:LCs 培养第 3 天;B:培养第 3 代;C:培养第 6 代;D:培养第 15 代。

图 1　 树鼩睾丸间质细胞形态学观察

Note.
 

A,
 

3rd
 

day
 

of
 

LCs
 

culture.
 

B,
 

3rd
 

generation
 

of
 

culture.
 

C,
 

6th
 

generation
 

of
 

culture,
 

D,
 

15th
 

generation
 

of
 

culture.

Figure
 

1　 Morphological
 

observation
 

of
 

Leydig
 

cells
 

in
 

tree
 

shrew

注:3β-HSD:3β-羟类固醇脱氢酶;DAPI:4’,6-二脒基-2-苯基吲哚;Merge:3β-HSD 和 DAPI 的结合。

图 2　 树鼩睾丸间质细胞 3β-HSD 免疫荧光鉴定

Note.
 

3β-HSD,
 

3β-hydroxysteroid
 

dehydrogenase.
 

DAPI,
 

4’,
 

6-diamidino-2-phenylindole.
 

Merge,
 

Combination
 

of
 

3β-HSD
 

and
 

DAPI.

Figure
 

2　 3β-HSD
 

lmmunofluorescence
 

ldentification
 

of
 

Leydig
 

cells
 

in
 

tree
 

shrew

注:LCs 接种后第 0、1、2、3、4、5、6、7 天的细胞数量。

图 3　 树鼩睾丸间质细胞增殖曲线

Note.
 

Number
 

of
 

cells
 

on
 

days
 

0,
 

1,
 

2,
 

3,
 

4,
 

5,
 

6
 

and
 

7
 

after
 

LCs
 

inoculation.

Figure
 

3　 Tree
 

shrew
 

testicular
 

Leydig
 

cells
 

proliferation
 

curve

注:P4、P5、P6、P7 分别表示树鼩 LCs 第 4 代、第 5 代、第 6 代和第 7
代。 第 4 代至第 7 代 LCs 在 0 ~ 24

 

h 和 24 ~ 48
 

h 内睾酮分泌量的

比较。

图 4　 不同代次树鼩睾丸间质细胞睾酮分泌能力测定

Note.
 

P4,
 

P5,
 

P6,
 

and
 

P7
 

represent
 

the
 

4th,
 

5th,
 

6th
 

and
 

7th
 

generations
 

of
 

tree
 

shrew
 

LCs,
 

respectively.
 

Comparison
 

of
 

testosterone
 

secretion
 

in
 

0 ~ 24
 

h
 

and
 

24 ~ 48
 

h
 

from
 

the
 

4st
 

generation
 

to
 

the
 

7th
 

generation
 

LCs.
 

Figure
 

4　 Determination
 

of
 

testosterone
 

secretion
 

capacity
 

of
 

tree
 

shrew
 

LCs
 

at
 

different
 

passages
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2. 4　 树鼩 LCs 感染寨卡病毒后形态学观察

　 　 感染结果表明,36
 

h 时 LCs 已经大量病变,
96

 

h 几乎观察不到活细胞,而 96
 

h 时对照组细胞

形态正常; Vero 细胞在感染 96
 

h 后才能观察到

轻微的细胞病变,初步说明 LCs 比 Vero 更易感染

Zikv,见图 5。
2. 5　 细胞和上清液病毒载量测定

　 　 RT-qPCR 结果表明,感染 2
 

h 后 LCs 细胞中病

毒载量可达 1. 93×105
 

copies / mL,且 6
 

h 内持续上升

达到峰值 2. 15×105
 

copies / mL,36
 

h 后由于细胞死

亡裂解病毒载量逐渐下降,细胞上清液中病毒载量

在感染 12
 

h 后迅速上升,在 48
 

h 后达到峰值 1. 3×
105

 

copies / mL;Vero 细胞在感染 36
 

h 后细胞中病毒

载量才开始增加,到 96
 

h 病毒载量仍在上升,但病

毒拷贝数小于同期的 LCs,表明 Zikv 能够在 LCs 中

迅速增殖并释放出子代病毒,见图 6。
2. 6　 Zikv 感染树鼩睾丸间质细胞睾酮分泌能力

测定

　 　 ELISA 睾酮水平测定结果显示,正常培养的

LCs 在前 36
 

h 内,其睾酮分泌量为 1. 168 ~ 1. 352
 

ng / mL,而感染寨卡病毒 36
 

h 内细胞睾酮分泌量为

1. 051 ~ 1. 156
 

ng / mL,略低于正常培养的细胞,并且

在感染 36 ~ 48
 

h 内睾酮分泌量下降到 0. 122
 

ng /
mL,而正常培养的细胞仍然具有正常分泌睾酮的能

力,分泌量为 1. 133
 

ng / mL。 并且细胞数量测定结

果显示,感染组和对照组的的活细胞数量在测定时

间内无显著差异,表明 Zikv 感染树鼩 LCs 能够使其

睾酮分泌能力下降甚至缺失,见图 7、8。

注:A:LCs 感染寨卡病毒 36
 

h;B:LCs 感染 96
 

h;C:LCs
 

96
 

h 对照组;D:Vero 感染寨卡病毒 36
 

h;E:Vero 感染 96
 

h;F:Vero
 

96
 

h 对照组。

图 5　 寨卡感染树鼩睾丸间质细胞和 Vero 细胞后形态学观察

Note.
 

A,
 

LCs
 

were
 

infected
 

with
 

Zikv
 

for
 

36
 

h.
 

B,
 

LCs
 

infected
 

for
 

96
 

h.
 

C,
 

LCs
 

96
 

h
 

control
 

group.
 

D,
 

Vero
 

infected
 

with
 

Zikv
 

for
 

36
 

h.
 

E,
 

Vero
 

infection
 

96
 

h.
 

F,
 

Vero
 

96
 

h
 

control
 

group.

Figure
 

5　 Morphological
 

observation
 

of
 

testicular
 

Leydig
 

cells
 

and
 

Vero
 

cells
 

in
 

tree
 

shrews
 

infected
 

by
 

Zikv

注:LCs 和 Vero 在感染 Zikv 后
 

2、6、12、24、36、48、72、96
 

h 细胞和上清

中病毒载量。

图 6　 寨卡病毒感染睾丸间质细胞和 Vero
细胞后病毒增殖曲线

Note.
  

Viral
 

loads
 

in
 

cells
 

and
 

supernatants
 

of
 

LCs
 

and
 

Vero
 

at
 

2,
 

6,
 

12,
 

24,
 

36,
 

48,
 

72
 

and
 

96
 

h
 

after
 

infection
 

with
 

Zikv.

Figure
 

6　 Virus
 

proliferation
 

curve
 

after
 

Zikv
 

infection
 

of
 

testicular
 

Leydig
 

cells
 

and
 

Vero
 

cells

注:LCs 在感染 Zikv 后 12、24、36、48
 

h 活细胞数量与正常对照组的

比较。

图 7　 感染组与对照组活细胞数量的测定

Note.
 

Comparison
 

of
 

the
 

number
 

of
 

viable
 

cells
 

of
 

LCs
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

at
 

12,
 

24,
 

36
 

and
 

48
 

h
 

after
 

infection
 

with
 

Zikv.

Figure
 

7　 Determination
 

of
 

the
 

number
 

of
 

viable
 

cells
 

in
 

the
 

infected
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
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注:LCs 在感染 Zikv 后 0~ 12、12 ~ 24、24 ~ 36、36 ~ 48
 

h 睾酮

分泌含量。 与正常对照组比较,∗P<0. 05。

图 8　 细胞感染后睾酮水平测定

Note.
 

Comparison
 

of
 

tes
 

tosterone
 

secretion
 

content
 

of
 

LCs
 

at
 

0
~ 12,

 

12 ~ 24,
 

24 ~ 36,
 

36 ~ 48
 

h
 

after
 

infection
 

with
 

Zikv.

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

8　 Determination
 

of
 

testosterone
 

levels
 

after
 

cell
 

infection

3　 讨论

　 　 Zikv 不仅能够感染神经系统,研究表明睾丸也

是 Zikv 感染的主要靶器官,Zikv 病毒能够在睾丸中

大量增殖和复制,引起睾丸结构破坏及大量细胞死

亡,从而导致雄性性功能受损。 本实验利用分离培

养的树鼩 LCs 作为 Zikv 感染的细胞模型,研究其感

染特性,为探讨 Zikv 入侵雄性生殖系统的作用机制

提供基础。
树鼩睾丸中 LCs 的数量稀少,其分离纯化方法

尤为关键。 实验使用 3 ~ 4 月龄的树鼩作为实验材

料,这段时期正处于树鼩的青春期,细胞活力旺盛,
具备良好的睾酮分泌能力;其次,此时树鼩的睾丸

白膜,血管易分离,能有效去除原代培养中成纤维

细胞和血管内皮细胞污染,更容易成功分离细胞。
传统的 percoll 密度梯度法虽然能够去除大部

分杂细胞,但仍然有支持细胞存在,本研究多次实

验发现在支持细胞和 LCs 共同培养时,支持细胞为

优势细胞,单一的 percoll 密度梯度法虽然能够成功

得到大部分 LCs,但培养后期纯度逐渐降低,差异贴

壁法能够有效去除杂细胞而达到进一步纯化目的。
本实验通过 percoll 密度梯度离心得到较为纯化的

LCs,根据 LCs 和支持细胞的贴壁速率不同,睾丸间

质细胞先贴壁[18] ,待原代细胞培养 6 ~ 7
 

d 时可进行

第 1 次差速贴壁纯化,在传代 6
 

h 后换一次液去除

还没贴壁的细胞,按此操作传至第 3 代后基本无杂

细胞,并且活力旺盛,增殖迅速,3β-HSD 免疫荧光

鉴定细胞结果表明纯度高达 98%。 此外,酶联免疫

吸附测定结果表明所得到的 LCs 具备连续分泌睾酮

能力,与 Risberidge 等[19]报道的结果一致。

本实验结合 Percoll
 

密度梯度离心和差速贴壁

法对 LCs 进行纯化,此方法与传统的 Percoll
 

密度梯

度纯化方法相比更能达到纯化目的,有效去除了杂

细胞,使 LCs 在培养过程有效避免了优势贴壁细胞

(支持细胞)的排挤,实现了 LCs 的长期培养;培养

基采用 DMEM / F12 培养基加 10%
 

FBS、1%青-链霉

素,该培养基配制方法简单,与传统的 LCs 培养基相

比无需添加生长因子及其他成分,节约了培养时间

和成本。
临床资料表明 Zikv 可感染男性生殖系统中的

多个器官并长期潜伏,其中睾丸是主要的靶器官,
有研究人员曾以人类睾丸组织进行 Zikv 感染实验,
但因多方面原因导致该项研究失败。 目前用于 Zikv
研究的动物模型主要有小鼠、鸡胚、恒河猴、树鼩

等,鸡胚与人类结构相差甚远,恒河猴是较为理想

的实验动物,但在恒河猴感染 Zikv 的研究主要集中

于神经系统方面,当前关于 Zikv 感染睾丸的研究主

要以小鼠为主,但小鼠大多需要干扰素拮抗处理后

才能成功感染 Zikv。 研究表明树鼩对 Zikv 易感,且
不需要拮抗处理,在 Zikv 感染树鼩的研究中发现病

毒能够在睾丸中大量复制,免疫组化实验结果表明

Zikv 主要集中在 LCs[20] ,但未进一步在细胞水平上

进行验证。
多项研究表明 LCs 是 Zikv 感染的主要靶细

胞[21] ,Zikv 感染免疫缺陷型小鼠可导致雄性小鼠睾

丸萎缩、LCs 数量减少、睾酮水平及与睾酮产生相关

的基因表达水平下降,阻碍精子成熟、睾丸萎缩;
Zikv 也能够在体外培养的小鼠 LCs 中高效复制。 本

实验首次使用 Zikv 感染树鼩 LCs,发现 6
 

h 内病毒

迅速增殖和复制,36
 

h 后细胞开始大量死亡,证明

树鼩 LCs 对 Zikv 易感;ELISA 结果表明感染后能导

致 LCs 睾酮分泌能力下降甚至缺失。 这些实验结果

与已报道的 Zikv 感染睾丸的研究结论相辅证,提示

Zikv 感染 LCs 可能是引起睾丸损伤及不育的主要原

因之一,表明树鼩 LCs 可作为 Zikv 感染的体外细胞

模型。
综上所述,本实验采用两步酶消化、percoll

 

密度

梯度离心结合差速贴壁法能够获得产量高、活性

强、可连续传代和稳定增殖的树鼩 LCs,为树鼩 LCs
体外分离培养进行了实验性探索,成功建立树鼩

LCs 体外分离培养方法;并利用寨卡病毒感染树鼩

LCs,定量检测病毒增殖情况和睾酮分泌水平,证明

Zikv 可成功感染树鼩 LCs,可建立寨卡病毒感染树

鼩间质细胞模型,为寨卡病毒感染导致雄性睾丸损

伤及不育的致病机制提供研究基础。
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MMP-9、TIMP-1 水平变化参与 FIRS 早产儿心肌
损伤的机制研究

闫祎炜1,江　 莲1∗,李　 梅1,张文浩1,张文婷1,王晓玲2,张原苏1,张会芬1

(1. 河北医科大学第四医院儿科,石家庄　 050000;2. 河北医科大学第四医院病理科,石家庄　 050000)
 

　 　 【摘要】 　 目的　 通过临床研究及构建小鼠胎儿炎症反应综合征( fetal
 

inflammatory
 

response
 

syndrome,FIRS)
模型,探究早产儿 FIRS 体内 MMP-9 / TIMP-1 表达水平变化参与 FIRS 引发心肌损害的可能机制及其潜在药物的

发掘。 方法　 本研究分为临床观察和动物实验两部分。 临床部分:纳入 2018 年 5 月至 2019 年 12 月于河北医科

大学第四医院生产的全部早产儿 118 例作为研究对象,根据是否诊断 FIRS 分为 FIRS 组(n= 61)和非 FIRS 组(n
= 57) ,比较两组患儿 IL-6、MMP-9、TIMP-1、MMP-9 / TIMP-1( M / T)比值水平及心肌损伤发生情况。 动物部分:构
建 FIRS 小鼠模型,根据不同药物干预方式,分为 FIRS 组、RA 组、对照组,留取 3 组小鼠心脏及胎盘组织,观察心

脏及胎盘组织病理改变及心脏组织中 IL-6、MMP-9、TIMP-1、MMP-9 / TIMP-1( M / T)比值水平变化。 结果 　 临床

部分:FIRS 组 IL-6、 MMP-9、 TIMP-1 及 M / T 比值分别为 ( 38. 53 ± 9. 01) pg / L、 ( 42. 27 ± 12. 53) ng / L、 ( 110. 48 ±
17. 06) ng / L、(38. 30± 9. 93) %,显著高于非 FIRS 组,差异具有统计学意义 ( P < 0. 05) ; FIRS 组心肌损伤率

(27. 87%)显著高于非 FIRS 组(5. 26%) ,差异具有统计学意义(P= 0. 001) 。 动物部分:FIRS 组小鼠心肌组织明

显水肿、心室壁变薄,RA 干预后心脏结构变化程度减轻。 不同时间点 FIRS 组小鼠 IL-6、MMP-9、TIMP-1
 

mRNA
表达量及 M / T 比值显著高于对照组(P<0. 05) ;RA 干预后,相同时间节点 IL-6、MMP-9

 

mRNA 表达量及 M / T 比

值显著高于对照组(P<0. 05) ,但是低于 FIRS 组(P<0. 05) 。 结论　 FIRS 可通过释放 IL-6,调节 MMP-9、TIMP-1
及 M / T 比值水平,介导早产儿心肌损伤的发生,应用 MMP-9 抑制类药物可在心肌损伤过程中发挥保护作用,为
发掘临床潜在治疗药物提供线索。

【关键词】 　 胎儿炎症反应综合征;心肌损伤;金属基质蛋白酶-9;金属蛋白酶组织抑制因子-1;白介素-6
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

explore,
 

by
 

constructing
 

a
 

mouse
 

fetal
 

inflammatory
 

response
 

syndrome
 

( FIRS)
 

model,
 

the
 

possible
 

mechanism
 

by
 

which
 

MMP-9 / TIMP-1
 

expression
 

in
 

premature
 

infants
 

with
 

FIRS
 

induces
 

myocardial
 

damage
 

and
 

potential
 

drugs
 

against
 

this.
 

Methods　 This
 

study
 

was
 

divided
 

into
 

two
 

parts:
 

clinical
 

observation
 

and
 

animal
 

experiment.
 

In
 

part
 

1,
 

a
 

total
 

of
 

118
 

premature
 

infants
 

who
 

were
 

in
 

the
 

Fourth
 

Hospital
 

of
 

Hebei
 

Medical
 

University
 

during
 

the
 

period
 

from
 

May
 

2018
 

to
 

December
 

2019
 

were
 

included
 

as
 

the
 

study
 

participants.
 

According
 

to
 

whether
 

FIRS
 

was
 

diagnosed,
 

they
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

FIRS
 

group
 

(n= 61)
 

and
 

control
 

group
 

(n = 57).
 

The
 

levels
 

of
 

IL-6,
 

MMP-9
 

and
 

TIMP-1,
 

the
 

MMP-9 / TIMP-1
 

( M / T)
 

ratio,
 

and
 

the
 

occurrence
 

of
 

myocardial
 

injury
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups.
 

For
 

part
 

2
 

( the
 

animal
 

experiment),
 

FIRS
 

mice
 

were
 

constructed
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

following
 

three
 

drug
 

intervention
 

groups:
 

FIRS
 

group,
 

RA(retinoic
 

acid)group,
 

and
 

control
 

group.
 

Heart
 

tissue
 

was
 

collected
 

from
 

the
 

mice
 

in
 

these
 

groups
 

and
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

IL-6,
 

MMP-9
 

and
 

TIMP-1
 

levels
 

and
 

the
 

M / T
 

ratio.
 

Results　 The
 

IL-6,
 

MMP-9
 

and
 

TIMP-1
 

levels
 

and
 

M / T
 

ratio
 

in
 

the
 

FIRS
 

group
 

were:
 

(38. 53±9. 01)
 

pg / L,
 

(42. 27±12. 53)
 

ng / L,
 

(110. 48±17. 06)
 

ng / L
 

and
 

(38. 30±9. 93)%,
 

respectively;
 

these
 

values
 

were
 

significantly
 

higher
 

(P<0. 05)
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-FIRS
 

group.
 

The
 

myocardial
 

injury
 

rate
 

was
 

significantly
 

higher
 

(P= 0. 001)
 

in
 

the
 

FIRS
 

group
 

(27. 87%)
 

than
 

in
 

the
 

non-FIRS
 

group
 

(5. 26%).
 

In
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

FIRS
 

group,
 

there
 

were
 

significant
 

levels
 

of
 

edema,
 

the
 

ventricular
 

wall
 

became
 

thinner,
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

cardiac
 

structure
 

changes
 

was
 

reduced
 

by
 

RA
 

intervention.
 

The
 

IL-6,
 

MMP-9
 

and
 

TIMP-1
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

and
 

M / T
 

ratios
 

in
 

the
 

FIRS
 

group
 

at
 

different
 

timepoints
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05),
 

whereas
 

the
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

IL-6
 

,MMP-9
 

levels
 

and
 

M / T
 

ratios
 

in
 

the
 

RA
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05)
 

but
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

FIRS
 

group
 

(P
<0. 05).

 

Conclusions　 FIRS
 

can
 

mediate
 

the
 

occurrence
 

of
 

heart
 

injury
 

in
 

premature
 

infants
 

by
 

releasing
 

IL-6
 

and
 

by
 

regulating
 

the
 

levels
 

of
 

MMP-9
 

and
 

TIMP-1
 

and
 

the
 

M / T
 

ratio.
 

The
 

application
 

of
 

RA
 

can
 

play
 

a
 

protective
 

role
 

in
 

the
 

process
 

of
 

heart
 

injury
 

and
 

could
 

be
 

a
 

potential
 

drug
 

for
 

providing
 

clinical
 

treatment
 

of
 

FIRS.
【Keywords】　 FIRS;

 

myocardial
 

damage;
 

MMP-9;
 

TIMP-1;
 

IL-6

　 　 心 肌 损 害 是 胎 儿 炎 症 反 应 综 合 征 ( fetal
 

inflammatory
 

response
 

syndrome, FIRS) 的并发症之

一,在成人研究中近 40%脓毒症患者可出现不同程

度心肌损伤[1] 。 心肌损伤起病隐匿,临床表现多

样,早期无特异性预测指标,容易漏诊,以致延迟治

疗、预后不良。 心肌损伤在早产儿中发病率约 30%
左右,而在 FIRS 早产儿中可上升至 46. 8%,严重者

可并发心律失常(发生率约 4. 28%),死亡率 0. 6%
~ 1%[2] 。 因此,FIRS 患儿心肌损伤的早期诊断尤

为重要,部分学者积极探寻高诊断效能的心肌损伤

标志物[3] 。 但是,FIRS 所致心肌损伤具体机制及特

异性治疗药物尚无明确结论。 既往文献表明,脓毒

症大鼠模型中,可检测到心脏组织基质金属蛋白酶

(matrix
 

metalloprotein
 

9,MMP-9) 水平显著升高,并
上调肌钙蛋白酶,过度降解肌钙蛋白,诱发心肌损

伤[4] 。 虽然 FIRS 与全身炎症反应综合征( systemic
 

inflammatory
 

response
 

syndrome,SIRS)的病程进展相

近,但是 MMP-9 及其抑制剂金属蛋白酶组织抑制因

子-1( tissue
 

inhibitor
 

of
 

metalloproteinase-1,TIMP-1)
的水平变化是否参与 FIRS 介导的心肌损伤尚不明

确。 本研究临床验证 MMP-9 及 TIMP-1 表达水平,
并构建 FIRS 小鼠模型,探寻 FIRS 诱发心肌损害的

具体机制,为临床诊治提供新思路。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 采用清洁级 10 周龄 KM 小鼠 45 只购自河北省

实验动物中心[ SCXK(冀) 2018-004],雄鼠 15 只,
体重分布 35 ~ 40

 

g,雌鼠 30 只,体重分布 30 ~ 35
 

g。
饲养和实验于河北医科大学第四医院动物实验中

心[SYXK(冀)2018-001],本实验符合 3R 原则,经
河北医科大学第四医院实验动物伦理委员会审核

通过(IACUC-4th
 

Hos
 

Hebmu-2019006)。
1. 1. 2　 研究人群

　 　 本临床部分研究人群和作者既往发表论文

《 FIRS 早产儿脐血 MMP-9、TIMP-1 水平变化及其

与肺损伤关系的研究》 相同, 但是研究方向不

同[5] 。 研究人群纳入连续生产的早产儿共 118
例,纳入时间区间为 2018 年 5 月到 2019 年 12 月。
依据是否符合 FIRS 诊断标准[6] 分为 FIRS 组( n =
61)和非 FIRS 组( n = 57) 。 其中 FIRS 组男性 32
人,女性 29 人,平均孕周为(29. 35±1. 44)周,出生

体重为(1489±178) g,1
 

min
 

Apgar 评分为( 7. 28 ±
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1. 42)分,5
 

min
 

Apgar 评分为( 8. 59 ± 1. 39) 分,10
 

min
 

Apgar 评分为(9. 01±1. 26)分;非 FIRS 组男性

30 人,女性 27 人,平均孕周为( 29. 29 ± 1. 51) 周,
出生体重为 ( 1482 ± 169 ) g, 1

 

min
 

Apgar 评分为

( 7. 32 ± 1. 34 ) 分, 5
 

min
 

Apgar 评 分 为 ( 8. 72 ±
1. 26)分,10

 

min
 

Apgar 评分为 ( 9. 12 ± 1. 32) 分。
两组新生儿基线资料无统计学差异(P

 

> 0. 05) 。
研究方案经河北医科大学医学伦理委员会审核通

过(2020004) 。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 人血清 ELISA 试剂盒( IL-6、MMP-9、TIMP-1、
CRP) ,来源中国艾莱萨生物科技有限公司;维甲

酸( retinoic
 

acid,RA) ,来源中国山东良福制药;脂
多糖( lipopolysaccharide,LPS) ,来源美国 Sigma 公

司;瑞姬氏染色液,来源中国温州康泰生物科技公

司。 离心机( YXI-2) ,来源日本三洋公司,超低温

冰箱购( - 80℃ ) ,来源日本 SANYO 公司;显微镜

( CX-21)来源日本 OLYPUS 公司;荧光定 PCR 仪

(型号:Mx3000P) ,来源美国 Agilent 公司;全自动

酶标检测仪,来源美国 VERS
 

Amax 公司;电热恒温

水浴箱(型号:JY-17-1) ,来源中国上海森信实验

有限公司;蛋白分析 ( 型号: Au2700) ,来源日本

OLYPUS 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 临床实验部分

　 　 通过 ELLSA 法检测脐血中的白细胞介素- 6
(interleukin-6,IL-6)、金属蛋白酶组织抑制因子- 1
(tissue

 

inhibitor
 

of
 

metalloproteinase-1, TIMP-1)、基

质金属蛋白酶-9(matrix
 

metalloprotein-9,MMP-9)水

平。 所有入组新生儿通过病房治疗及门诊定期随

访,每周随访 1 次,随访至出生后 28
 

d,明确是否发

生心肌损伤结局。
新生儿心肌损伤诊断标准参照[7] 执行,共纳入

包括心肌酶、肌钙蛋白在内的两个必要诊断指标,
以及心电图、超声心动图两个辅助诊断指标。 详见

如下:①心肌酶升高(天冬氨酸转移酶>25
 

U / L 和 /
或乳酸脱氢酶> 407

 

U / L 和 / 或肌酸激酶> 725
 

U / L
和 / 或肌酸激酶同工酶>39

 

U / L);②肌钙蛋白升高

(心肌肌钙蛋白 I>1. 12
 

μg / L 和 / 或心肌肌钙蛋白 T
>0. 14

 

μg / L);③心电图异常(心动过缓、心律不齐

等改变);④超声心动图异常(心脏收缩功能和射血

功能减退等)。
1. 3. 2　 动物实验部分

　 　 (1)实验分组

实验分组根据是否为 FIRS 小鼠及不同药物干

预,随机分为 3 组,详细如下:FIRS 组为 LPS 构建

FIRS 小鼠(模型构建详见下文) 组、RA 组为 FIRS
小鼠+RA 组、NS 组为非 FIRS 组(空白对照,生理盐

水)。
(2)构建 FIRS 小鼠动物模型

FIRS 小鼠动物模型构建 FIRS 小鼠模型构建参

考国外学者[8-9]进行。 饲养 1 周将雌雄小鼠按 2 ∶ 1
合笼,次日观察到阴栓的雌鼠视为怀孕第 1 天。 孕

15
 

d 时对 FIRS 组及 RA 组小鼠进行羊膜囊内注射

LPS( USA,sigma,0. 25 ~ 2. 5
 

μg / sac),总量不超过

100
 

μg / kg,NS 组注射等量生理盐水。 注药后观察

孕鼠感染、流产等征象,其中流产率 10. 00%。 建模

成功标志:孕鼠分娩后进行胎盘组织镜下观察,可
见炎细胞大量浸润、正常绒毛结构消失,伴随水肿

及部分纤维化。 本实验小鼠建模成功建模成功率

为 83. 73%。
(3)药物干预

药物干预对上述 3 组小鼠进行不同干预,RA
组建模成功后于孕 17

 

d 开始,通过 MMP-9 抑制剂

维甲酸(retinoic
 

acid,RA) (山东良福制药)灌胃,剂
量 50

 

μg / (kg·d),至分娩。 FIRS 组、NS 组在孕 17
 

d 使用和 RA 组等量生理盐水(normal
 

saline,NS)灌

胃,至分娩。
(4)留取标本

组织留取及指标观察从 3 组中各随机取 3 只孕

19
 

d 孕鼠,行剖宫产手术,留取胎鼠的胎盘、心脏组

织,余孕鼠待自然分娩,分别于产后 1、7、14
 

d 处死

仔鼠(每组每时间点 n= 10 只),均留取心脏组织,部
分甲醛溶液中固定后石蜡包埋用于 HE 染色,余于

液氮中迅速冷冻后置-80℃保存用以 RT-PCR 检测。
(5)HE 染色观察心肌病理损伤

胎盘及小鼠心脏组织 HE 染色镜检:采集的胎

盘及心脏组织中性甲醛中固定 4
 

h 后进行制片、HE
染色。

(6) RT-PCR 检测 IL-6、 MMP-9 及 TIMP-1 表

达量

小鼠心脏组织中 IL-6、MMP-9 及 TIMP-1 表达

量的 RT-PCR 测定:将留取的心脏组织中提取总

RNA,并进行 RNA 纯度及完整性测定。 样本进行反

转录,其中引物设计如表 1。 并进行实时荧光定量

PCR 扩增,读取相对表达量。
1. 4　 统计学方法

　 　 数 据 通 过 SPSS ( 21. 0, IBM ) 及 R 软 件
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( RStudio
 

2021. 09. 0
 

Build
 

351) 进行统计分析,
相关 矩 阵 图 通 过 R 软 件 ( RStudio

 

2021. 09. 0
 

Build
 

351)进行绘制。 计量资料采用 t 检验进行

分析,多组均数的比较采用重复测量方差分析,
相关性分析采用 Spearman’ s 线性相关。 计数资

料比较采用卡方检验或 Fisher 确切概率法进行。
α = 0. 05 为检验水准。

2　 结果

2. 1　 早产儿脐血中 IL-6、MMP-9、TIMP-1 及 M/ T
比值表达水平

　 　 FIRS 组 IL-6、MMP-9、TIMP-1 及 M / T 比值分别
表 1　 相关指标扩增引物序列

Table
 

1　 Amplification
 

primer
 

sequence
 

of
 

related
 

indicators

名称
Name

引物序列(5’ -3’)
Primer

 

sequence

扩增片段长度(bp)
Amplified

 

fragment
 

length

内参
β-Action

F:GGGAAATCGTGCGTGAC
R:AGGCTGGAAAAGAGCCT 176

白介素-6
IL-6

F:GCCTTCCCTACTTCACAA
R:CAACTCTTTTCTCATTTCCAC 138

基质金属
蛋白酶-9
MMP-9

F:TCACTTTCCCTTCACCTTC
R:ATTTGCCGTCCTTATCGT 113

基质金属蛋白
酶抑制剂-1

TIMP-1

F:TCTGGCATCCTCTTGTTG
R:GGTGGTCTCGTTGATTTCT 144

为 ( 38. 53 ± 9. 01 ) pg / L、 ( 42. 27 ± 12. 53 ) ng / L、
(110. 48±17. 06) ng / L、(38. 30 ± 9. 93)%和非 FIRS
组(对照组)比较,均高于对照组,差异具有统计学

意义(P<0. 05),详见表 2。
2. 2　 不同组别早产儿心脏损伤结局比较

　 　 随访期间,FIRS 组患儿心肌损害发生 17 例,非
FIRS 组心肌损伤发生 3 例, FIRS 组心肌损伤率

(27. 87%)显著高于非 FIRS 组(5. 26%),差异具有

统计学意义(P= 0. 001),详见表 3。
2. 3　 胎 /仔鼠心脏病理组织改变

　 　 分别在小鼠孕 19
 

d、产后 1
 

d、产后 7
 

d、产后

14
 

d
 

4 个时间节点获取胎 / 仔鼠心脏标本,制备 HE
染色组织切片。 结果显示:结果可见 FIRS 组心肌组

织可见明显出血灶及水肿,心室壁变薄;RA 干预后

与 FIRS 组病变相似心脏结构变化,但是程度明显减

轻,NS 组未见明显心脏组织结构改变,见图 1。
2. 4　 不同日龄组别胎 /仔鼠心脏组织 IL-6、MMP-
9、TIMP-1表达水平

　 　 FIRS 组小鼠在孕 19
 

d、产后 1
 

d、产后 7
 

d、产后

14
 

d
 

4 个时间节点 IL-6、MMP-9、TIMP-1
 

mRNA 表达

量及 M / T 比值显著高于对照组,差异具有统计学意

义,P<0. 05。 RA 组通过 RA 干预后,相同时间节点

IL-6、MMP-9
 

mRNA 表达量及 M / T 比值显著高于对

照组(P<0. 05),但是低于相同时间节点的 FIRS 组

(P<0. 05),详见表 4。

表 2　 不同组别脐血 IL-6、MMP-9、TIMP-1、M / T 比值水平比较(n= 118)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

cord
 

blood
 

IL-6,
 

MMP-9,
 

TIMP-1,
 

M / T
 

ratio
 

levels
 

in
 

different
 

groups
组别

Groups IL-6
 

(pg / L) MMP-9(ng / L) TIMP-1
 

(ng / L) M / T
 

比值(%)
M / T

 

rate
非 FIRS 组(n= 57)

Non-FIRS
 

group 4. 45±1. 00 3. 43±1. 95 39. 72±24. 86 10. 48±4. 49

FIRS
 

组(n= 61)
FIRS

 

group 38. 53±9. 01∗ 42. 27±12. 53∗ 110. 48±17. 06∗ 38. 30±9. 93∗

注:与非 FIRS 组比较,∗P<0. 05。
Note.

  

Compared
 

with
 

non-FIRS
 

group,
 ∗P<0. 05.

表 3　 不同组别新生儿心肌损伤发生率比较(n= 118)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

incidence
 

rates
 

of
 

neonatal
 

myocardial
 

injury
 

in
 

different
 

groups
组别

Groups
心肌损害
Occurrence

无心肌损害
Nonoccurrence

总例数
Total

比值(%)
Rate

非 FIRS 组(n= 57)
No-FIRS

 

group 3 54 57 5. 26

FIRS 组(n= 61)
FIRS

 

group 17 44 61 27. 87∗

注:与非 FIRS 组比较,∗P<0. 05。
Note.

  

Compared
 

with
 

non-FIRS
 

group,
 ∗P<0. 05.
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注:A1~ D1:对照组(NS 组)孕 19
 

d、产后 1、7、14
 

d 小鼠心脏组织;A2~ D2:FIRS 组孕 19
 

d、产后 1、7、14
 

d 小鼠心脏组织;A3 ~ D3:
RA 组孕 19

 

d、产后 1、7、14
 

d 小鼠心脏组织。 红色箭头所标注的的位置:病理表现典型部位;其中 A2 和 A3 箭头所指的为同一张

载玻片上两枚不同的心脏,A2:FIRS 组,A3:RA 组。

图 1　 不同时间点胎 / 仔鼠心脏组织切片图(HE 染色)
Note.

 

A1 ~ D1,
 

Control
 

group
 

(NS
 

group) mouse
 

heart
 

tissue
 

at
 

19
 

days
 

of
 

gestation,
 

1,
 

7,
 

and
 

14
 

days
 

after
 

delivery.
 

A2 ~ D2,
 

FIRS
 

group
 

at
 

19
 

days
 

of
 

gestation,
 

1
 

after
 

delivery
 

heart
 

tissue
 

of
 

mice
 

at
 

day
 

7,
 

14
 

days
 

after
 

delivery.
 

A3~ D3,
 

RA
 

group
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

at
 

19
 

days
 

of
 

gestation,
 

1,
 

7,
 

and
 

14
 

days
 

after
 

delivery.
 

The
 

positions
 

marked
 

by
 

the
 

red
 

arrows,
 

Typical
 

parts
 

of
 

pathological
 

manifestations.
 

Arrows
 

of
 

A2
 

and
 

A3
 

point
 

to
 

two
 

different
 

hearts
 

on
 

the
 

same
 

slide,
 

A2,
 

FIRS
 

group.
 

A3,
 

RA
 

group.

Figure
 

1　 Tissue
 

sections
 

of
 

fetal / offspring
 

hearts
 

at
 

different
 

time
 

points
 

(HE
 

staining)

注:蓝色圆点:正相关;红色圆点:负相关;坐下角数字:相关系数。

图 2　 小鼠心脏组织中 IL-6 与 MMP-9、TIMP-1 及

MMP-9
 

/
 

TIMP-1 比值相关矩阵图

Note.
 

Blue
 

dot,
 

Positive
 

correlation.
 

Red
 

dot,
 

Negative
 

correlation.
 

Number
 

of
 

sitting
 

angles,
 

Correlation
 

coefficient.

Figure
 

2　 Correlation
 

matrix
 

of
 

IL-6
 

with
 

MMP-9,
 

TIMP-1
 

and
 

MMP-9
 

/
 

TIMP-1
 

ratio
 

in
 

mouse
 

heart
 

tissue

2. 5　 FIRS 小鼠心脏组织 IL-6 与 MMP-9、TIMP-1
及 M/ T 的相关性分析

　 　 对 FIRS 小鼠心脏组织中 IL-6、MMP-9、TIMP-1
及 M / T 进行相关性分析,结果显示:IL-6 与 MMP-9
[ rMMP-9 = 0. 82,95% CI(0. 69,0. 90)]、TIMP-1[ rTIMP-1

= 0. 66,95% CI ( 0. 44,0. 81)] 及 M / T [ rM/ T = 0. 36,
95%CI(0. 06,0. 61)]呈正相关,见图 2。

3　 讨论

　 　 FIRS 是胎儿时期较为严重的炎症反应疾病,其
主要机制为胎儿体内大量炎症因子释放,并激活体

内不可控炎症级联反应,最终可能导致患儿的不同

脏器损伤[10] 。 Tang 等[11] 人进行的一项纳入了 10
项研究共计 1116 例患者的 Meta 分析,评价了 FIRS
导致的新生儿不良结局,结果显示:FIRS 可导致新

生儿早发败血症( neonatal
 

early-onset
 

sepsis,EOS)、
支气管肺发育不良 ( bronchopulmonary

 

dysplasia,
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　 　 　 　 　 　 表 4　 不同组别不同胎龄下指标表达量比较(n= 10)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

index
 

expression
 

in
 

different
 

groups
 

and
 

gestational
 

ages
组别

Groups IL-6
 

mRNA MMP-9
 

mRNA TIMP-1
 

mRNA MMP-9 / TIMP-1

G19 NS
 

组 NS
 

group 1. 05±0. 40 0. 70±0. 15 1. 57±0. 41 0. 47±0. 17
FIRS

 

组 FIRS
 

group 10. 49±1. 10∗ 15. 85±0. 67∗ 4. 90±0. 55∗ 3. 28±0. 25∗

RA
 

组 RA
 

group 6. 98±0. 96∗# 6. 43±0. 83∗# 3. 52±0. 49∗# 1. 85±0. 27∗#

P1 NS
 

组 NS
 

group 0. 51±0. 24 0. 63±0. 22 2. 11±0. 56 0. 33±0. 14
FIRS

 

组 FIRS
 

group 9. 53±1. 10∗ 13. 09±1. 54∗ 5. 40±0. 79∗ 2. 46±0. 40∗

RA
 

组 RA
 

group 4. 07±0. 78∗# 3. 69±0. 65∗# 2. 84±0. 76∗# 1. 36±0. 32∗#

P7 NS
 

组 NS
 

group 0. 53±0. 11 0. 50±0. 13 1. 24±0. 24 0. 40±0. 08
FIRS

 

组 FIRS
 

group 7. 44±0. 68∗ 10. 48±0. 98∗ 4. 20±0. 44∗ 2. 52±0. 35∗

RA
 

组 RA
 

group 3. 58±0. 94∗# 3. 53±0. 31∗# 2. 74±0. 53∗# 1. 34±0. 32∗#

P14 NS
 

组 NS
 

group 0. 46±0. 09 0. 44±0. 11 0. 96±0. 10 0. 45±0. 11
FIRS

 

组 FIRS
 

group 6. 74±0. 69∗ 9. 09±0. 40∗ 3. 46±0. 57∗ 2. 69±0. 44∗

RA
 

组 RA
 

group 2. 87±0. 89∗# 3. 36±0. 59∗# 2. 06±0. 46∗# 1. 67±0. 98∗#

注:与 NS 组比较,∗P<0. 05;与 FIRS 组比较,#P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

NS
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

FIRS
 

group,
 #P<0. 05.

BPD)等相关疾病。 此外,尚有报道证实 FIRS 可诱

导新生儿的心肌损伤[2,12] 。 本研究结果也证实

FIRS 新生儿心肌损伤发生率为 27. 87%,显著高于

非 FIRS 组(5. 26%)。
但是截至目前,FIRS 介导的心肌损伤具体分子

机制,尚不明确。 Mitchell 等[13] 通过构建灵长类宫

内感染模型,来探求 FIRS 患者所致心肌损伤的具体

机制,结果显示:通过 PCR 技术共 609 个分子探针

来鉴别心脏组织中差异表达的分子,其中 FIRS 组心

脏组织中 IL-6 和白细胞介素- 8( interleukin-8,
 

IL-
8)显著高于对照组。 此外,炎症因子作为 FIRS 重

要的致病机制已经成为共识,IL-6 水平变化值已经

成为重要的诊断依据[7,14-17] 。 因此,炎症因子 IL-6
的升高,可能是 FIRS 导致心肌损伤的潜在病因。

但是 IL-6 是直接导致 FIRS 介导的心肌损伤,
还是通过其他分子途径进行调节,其机制尚不明

确。 既往研究表明,炎性细胞因子 IL-6 可在炎症感

染后发生结构改变,成为活化的前体物质并上调

MMP-9 表达。 而 MMP-9 可促进炎性细胞的趋化、
聚集,加速血管内皮 IV 型胶原纤维的降解,破坏脏

器结构并加重炎症损伤[18] 。 本研究首先对 FIRS 新

生儿和对照组进行了 IL-6、MMP-9 水平的检测,结
果显示,FIRS 组中 IL-6 和 MMP-9 水平显著增加。
笔者基于此,进一步设计动物实验,来探讨 IL-6 通

过调节 MMP-9 表达水平介导 FIRS 所致心肌损伤的

可能机制。
本研究通过羊膜囊注射 LPS 来构建小鼠 FIRS

模型。 结果通过胎盘组织学检测,来判定建模的成

功率,本研究建模成功率为 83. 73%,和既往研究报

道相仿[19-21] 。 本研究中, FIRS 组心脏组织 IL-6、
MMP-9、TIMP-1 及 M / T 比值显著高于对照组,P <
0. 05。 此外,人体内存在 MMP-9 天然抑制剂 TIMP-
1,而结果显示 FIRS 组 M / T 比值显著高于对照组,
这提示 MMP-9 在心肌损伤的结局中起到了关键性

作用。 而进一步的相关性分析结果显示,IL-6 水平

的表达和 MMP-9、TIMP-1 及 M / T 比值呈正相关,进
一步验证了 IL-6 通过调节 MMP-9 发挥 FIRS 心肌

损伤的机制。
维甲酸(RA) 是维生素 A 的代谢中间产物,是

已经上市获批肿瘤治疗的药物,研究表明 RA 具有

抑制 MMP-9 表达的作用[22] 。 Axel 等[23] 研究表明

RA 可显著降低血管内皮细胞
 

MMP-9 的表达水平,
可逆转心血管疾病的进展。 此外,阳双健等[24] 研究

发现维甲酸可下调 MMP-9 的表达,并进一步增强滋

养层细胞侵袭及促血管形成能力。 本研究通过应

用 RA 来干预 FIRS 小鼠,结果显示 IL-6、 MMP-9、
TIMP-1 及 M / T 比值相较于 FIRS 组均有不同程度

下降,P 均< 0. 05。 结果提示,RA 能减轻小鼠体内

的炎症反应,对炎症所致的心肌损伤起保护作用,
MMP-9 抑制剂相关的药物有可能成为治疗 FIRS 早

产儿心肌损伤的潜在药物。
综上所述:FIRS 可通过释放 IL-6,调节 MMP-9、

TIMP-1 水平及 M / T 比值,介导早产儿心肌损伤的

发生,应用 MMP-9 抑制剂相关药物可在心肌损伤过

程中发挥保护作用,为临床提供潜在治疗药物。
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新冠肺炎寒湿疫小鼠模型的建立及其评价
朱淑敏1,宁为民2,董明国2,欧健钊2,黄海阳2,侯少贞1,3,高　 洁1∗

(1. 广州中医药大学中药学院,广州　 510006;2. 东莞市中医院,广东
 

东莞　 523000;
3. 东莞广州中医药大学研究院,

 

广东
 

东莞
 

523808)

　 　 【摘要】 　 目的　 为中医理论下新冠肺炎归属“寒湿疫”提供病理模型,本实验通过脂多糖诱导小鼠引发细胞

因子风暴,结合寒湿刺激,旨在建立合理、实用的寒湿疫小鼠模型。 方法　 24 只雄性 KM 小鼠随机分为两个造模组

和正常组。 造模组 1(脂多糖组)为腹腔注射 5
 

mg / kg 脂多糖生理盐水溶液,造模组 2(脂多糖+寒湿刺激组)为腹腔

注射 5
 

mg / kg 脂多糖生理盐水溶液+寒湿刺激,正常组给予等量生理盐水。 造模 8
 

d 后,评价模型小鼠在中医理论

下的相关外观行为表征,以及肺指数、脾指数、胸腺指数,ELISA 检测肺组织细胞因子的水平,检测环氧化酶 2
(COX-2)、瞬时受体电位通道蛋白 V1 和 A1(TRPV1 和 TRPA1)的表达量。 结果　 与正常组比较,脂多糖+寒湿刺

激组小鼠的外在状态和行为表现与中医理论定义的寒湿证相一致,包括活跃程度下降、精神状态不佳。 模型组的

肺指数,胸腺指数,脾指数高于正常组;脂多糖+寒湿刺激组 TNF-α,IFN-γ,IL-6 和 PGE2 的水平明显高于正常组及

脂多糖组;HE 染色显示,模型组肺组织损伤明显。 模型组中 COX-2 和 TRPA1 蛋白表达显著升高,TRPV1 蛋白表达

显著降低。 结论　 脂多糖+寒湿刺激小鼠模型可作为构建中医理论下新冠肺炎引起的“寒湿疫”病证较为理想的

方法,模型组小鼠指标变化符合文献报导的新冠肺炎造成的机体损伤。
【关键词】 　 脂多糖+寒湿刺激模型;中医药;模型评价;病证结合模型

【中图分类号】
  

R-33　 　 【文献标识码】
  

A　 　 【文章编号】
 

1671-7856
 

(2022)
 

06-0062-07

Establishment
 

and
 

evaluation
 

of
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

COVID-19
 

as
 

“cold-dampness
 

epidemic”

ZHU
  

Shumin1 ,
 

NING
  

Weimin2 ,
 

DONG
  

Mingguo2 ,
 

OU
  

Jianzhao2 ,
 

HUANG
  

Haiyang2 ,
 

HOU
  

Shaozhen1,3 ,
 

GAO
  

Jie1∗

(1.
 

School
 

of
 

Pharmaceutical
 

Sciences,
 

Guangzhou
 

University
 

of
 

Chinese
 

Medicine,
 

Guangzhou
 

510006,
 

China.
2.

 

Dongguan
 

Hospital
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,
 

Dongguan
 

523000.
 

3.
 

Dongguan
 

Institute
 

of
 

Guangzhou
 

University
 

of
 

Chinese
 

Medicine,Dongguan
 

523808)

　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

establish
 

a
 

reasonable
 

and
 

practical
 

pathological
 

mouse
 

model
 

for
 

the
 

attribution
 

of
 

coronavirus
 

disease
 

2019
 

( COVID-19)
 

as
 

“ cold-dampness
 

epidemic”
 

under
 

the
 

theory
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

(TCM).
 

Methods　 Twenty-four
 

male
 

KM
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

three
 

groups:
 

normal
 

group
 

and
 

two
 

model
 

groups.
 

The
 

mice
 

in
 

model
 

group
 

1
 

(lipopolysaccharide
 

[LPS]
 

group)
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

with
 

5
 

mg / kg
 

of
 

LPS
 

saline
 

solution,
 

those
 

in
 

model
 

group
 

2
 

(“ LPS
 

+
 

cold-dampness
 

stimulation”
 

syndrome
 

group)
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

with
 

5
 

mg / kg
 

of
 

LPS
 

saline
 

solution
 

and
 

cold
 

dampness
 

stimulation,
 

and
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

were
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

normal
 

saline.
 

After
 

8
 

days,
 

the
 

appearance
 

and
 

behavior
 

of
 

model
 

mice
 

were
 

evaluated
 

under
 

the
 

theory
 

of
 

TCM;
 

additionally,
 

the
 

lung
 

index,
 

spleen
 

index,
 

and
 

thymus
 

index
 

were
 

evaluated,
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

the
 

lung
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA,
 

and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

COX-2,
 

TRPV1
 

and
 



TRPA1
 

were
 

detected.
 

Results　 Mice
 

in
 

the
 

LPS
 

+
 

“cold-dampness
 

stimulation”
 

syndrome
 

group
 

exhibited
 

an
 

appearance
 

and
 

behavior
 

similar
 

to
 

those
 

of
 

cold-dampness
 

syndrome,
 

e. g. ,
 

decreased
 

activity
 

and
 

poor
 

mental
 

state.
 

The
 

lung
 

index,
 

thymus
 

index,
 

and
 

spleen
 

index
 

of
 

model
 

groups
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

normal
 

group.
 

The
 

levels
 

of
 

TNF-α,
 

IFN-γ,
 

IL-6
 

and
 

PGE2
 

in
 

the
 

LPS
 

+
 

“ cold-dampness
 

stimulation”
 

syndrome
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

or
 

the
 

LPS
 

group.
 

HE
 

staining
 

revealed
 

that
 

the
 

extent
 

of
 

injury
 

in
 

the
 

model
 

groups
 

were
 

more
 

severe
 

than
 

that
 

in
 

the
 

normal
 

group.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

COX-2
 

and
 

TRPA1
 

protein
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

model
 

groups,
 

whereas
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

TRPV1
 

protein
 

was
 

significantly
 

lower.
 

Conclusions 　 The
 

LPS
 

+
 

“ cold-dampness
 

stimulation”
 

syndrome
 

mouse
 

model
 

can
 

be
 

used
 

as
 

an
 

ideal
 

method
  

to
 

construct
 

the
 

syndrome
 

of
 

“ HanShiYi”
 

caused
 

by
 

COVID-19
 

under
 

the
 

theory
 

of
 

TCM,
 

and
 

the
 

changes
 

of
 

indexes
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

LPS
 

+
 

“ cold-dampness
 

stimulation”
 

syndrome
 

model
 

group
 

are
 

consistent
 

with
 

the
 

body
 

damage
 

caused
 

by
 

COVID-19
 

reported
 

in
 

the
 

literature.
【Keywords】　 LPS+cold-dampness

 

stimulation
 

syndrome;
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine;
 

model
 

evaluation;
 

disease-
syndrome

 

combination
 

model

　 　 在中医理论中,新冠肺炎的病因属于中医“疫

病”的范畴,具有发病急骤、症状相似、传染性强、病
情较重的特点[1] 。 COVID-19 发病状态与疫毒侵袭

能力、地域环境,人群状态密切相关。 有研究文章

称为“寒湿疫”,病位在肺、脾,可波及心、肝、肾[2] 。
岭南是我国南方五岭以南地区的概称,受亚热带季

风海洋性气候影响,全年雨水丰富,空气湿度高,具
有温暖、潮湿的特点[3] 。 温病学家叶天士提到“粤

地潮湿,长夏涉水,外受之湿下起”,此描述体现了

岭南地区气候潮湿的特点[4] 。 根据中医药治疗的

思路,对于病毒导致的疾病,不针对其本身治疗,而
是先确定疾病的病因病机,然后进行辨证论治,重
点关注机体整体状态和机体免疫转化调节方面[5] 。
故而对于新冠肺炎,建立符合岭南地区特点的中医

药理论的动物模型十分重要。 目前,关于新冠肺炎

模型 报 道 中 医 科 学 院 的 模 型, 耿 子 涵 等[6] 将

BALB / c 幼龄小鼠放置于寒湿环境的人工气候箱中

结合滴鼻感染 hCoV-229E 的方法建立小鼠模型,此
方法建造模型与新冠肺炎临床表现有一致性。 本

研究依据实验平台本身条件,考虑到实验的普适

性,简化相关的操作,从更基础的实验造模方向模

拟新冠肺炎导致的细胞因子风暴,以及根据中医理

论,增加寒湿刺激。
本研究基于中医理论对岭南地区新冠肺炎病

因的认识,对小鼠采取注射脂多糖引起细胞因子风

暴叠加寒湿刺激的造模方法,建立符合中医病因的

证候模型。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SPF 级 KM 小鼠 24 只,体重 18 ~ 22
 

g,购
于珠海百试通生物科技有限公司[SCXK(粤)2020-

0051]。 自由摄水饮食,自然光照,在广州中医药大

学中药学院动物房[ SYXK(粤) 2019 - 0202],室温

(23±2)℃ ,相对湿度(55±5)%的 SPF 级环境中饲

养。 本实验通过广州中医药大学伦理要求( ZYD-
2021-126),符合 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 脂多糖( lipopolysaccharide,LPS,北京索莱宝科

技有限公司,批号:325D031);ELISA 试剂盒购自江

苏酶免实业有限公司:TNF-α(批号:202107),IFN-γ
(批号:202107),IL-6(批号:202107),IL-10(批号:
202108 ), PGE2 ( 批 号: 202108 ); TRPV1 抗 体

(Affinity,批号: #66k4063); TRPA1 抗体 ( SAB,批

号:20211019);COX-2 抗体( SAB,批号:2609)。 冷

冻高速离心机(赛默飞世尔科技,批号:75002420);
光学显微镜 ( 奥林巴斯 ( 中国) 有限公司, 批号:
CKC2000);1510 型全波长酶标仪(赛默飞世尔科

技,批号:1510-01208)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组

　 　 动物分笼适应性饲养 4
 

d 后,脂多糖+寒湿刺激

组在笼底铺与笼底面积相当的冰袋制造寒湿刺激,
进行温度及湿度监测。 脂多糖+寒湿刺激组小鼠第

5 天到第 8 天,每天进行寒湿刺激造模,在 8
 

h 内处

于温度为 0℃ ~ 8℃ ,湿度为 90% ~ 55%的环境,其余

时间处于正常饲养环境。 脂多糖组和脂多糖+寒湿

刺激组于第 5 天上午注射 5
 

mg / kg 的脂多糖生理盐

水溶液,于第 8 天下午 2 点进行解剖。 取材前所有

动物禁食 12
 

h,禁水 2
 

h。
1. 3. 2　 标本留取

　 　 血清分装后放置于-80℃ ,需要时取出进行测

定。 肺组织一部分装于组织固定液中固定,后石蜡

包埋;一部分保存于液氮中。
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1. 3. 3　 炎症因子检测

　 　 称量保存在液氮中的小鼠左肺组织 50
 

mg 于离

心管中,加 800
 

μL
 

PBS 后于匀浆机进行匀浆,取匀

浆上清,按酶联免疫吸附试剂盒说明书步骤测定匀

浆中前列腺素 E2(PGE2)水平、白细胞介素-6( IL-
6)、 白细胞介素 - 10 ( IL-10)、 肿瘤坏死因子 - α
(TNF-α)、γ 干扰素(IFN-γ)的含量。
1. 3. 4　 病理检测及分析

　 　 将在 4%多聚甲醛中固定后的小鼠肺组织用

75%,90%,95%,100%的乙醇和二甲苯在室温下进

行脱水,并用组织包埋机进行包埋。 用切片机将蜡

块切为 5
 

μm 的薄片放置于载玻片上,于烘箱中烘

干。 用苏木素-伊红( hematoxylin-eosin,HE)将石蜡

切片染色后,于显微镜下观察肺组织病理变化情况

并拍照。
1. 3. 5　 造模后小鼠相关行为表征评价

　 　 造模完成后,观察第 2、4、6、8 天各组小鼠的行

为状态和精神状态,并进行评分,评分标准如表 1。

表 1　 评分标准
Table

 

1　 Standard
 

for
 

evaluation
分值标准

Score
 

standard
1 分

 

1
 

Score
 

2 分
2

 

Score
3 分

3
 

Score
4 分

4
 

Score
5 分

5
 

Score
行为状态
Behavior

缩聚成团
Gather

少动
Less

 

activity
正常活动

Normal
 

activity
活跃

Active
兴奋多动

Excited
 

to
 

move
 

more
精神状态

Mental
 

state
迟滞

Sluggish
倦怠

Accidie
适度

Normal
易激惹

Be
 

easily
 

angered
焦躁

Anxious

1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据以平均数±标准差( 􀭰x±s)形式表示,采
用 SPSS

 

Statistics
 

22 或 GraphPad
 

Prism
 

8 软件分析

各组之间差异。 组间比较采用 One-way
 

ANOVA 进

行统计学分析,当方差齐时,采用 LSD 法比较,当方

差不齐时,采用 Tamhane’ s
 

T2 比较,当 P<0. 05
 

时

表示差异具有统计学意义。 小鼠脾指数和胸腺指

数计算公式如下:脾指数 = 脾重量 / 体重×100,胸腺

指数=胸腺重量 / 体重×100。

2　 结果

2. 1　 动物模型的行为表征观察

　 　 小鼠的行为状态、精神状态观察结果如图 1 所

示。 结果发现,在造模第 2 天,脂多糖+寒湿刺激

组小鼠行为状态较为活跃,精神状态较为焦躁;造
模第 4 天,增加寒湿刺激小鼠行为状态评分降低,
精神状态评分也相应降低;随造模时间推移,相较

于第 4 天的情况,在造模第 6 天时脂多糖+寒湿刺

激组小鼠的行为状态和精神状态明显下滑。 在造

模第 8 天,脂多糖组与脂多糖+寒湿刺激组小鼠行

为状态和精神状态与正常组的水平差距极大。 总

结以上结果,小鼠能够表现出与中医理论下寒湿

证相似的行为表征,说明增加寒湿刺激造模相对

成功。
2. 2　 各组小鼠脏器指数变化

　 　 由图 2 可知,与正常组比较,脂多糖组和脂多糖

+寒湿刺激组肺湿干重比(W / D)、脾指数、胸腺指数

均有明显上升趋势,且两组间脾指数、胸腺指数具

有显著性差异(P<0. 05);与脂多糖组比较,脂多糖

+寒湿刺激组的 W / D 数值增加,说明寒湿刺激加重

小鼠肺组织的损伤;与脂多糖组相比,脂多糖+寒湿

刺激组的胸腺指数增加,脾指数下降,说明寒湿刺

激加重小鼠免疫组织的损伤。
2. 3　 小鼠肺组织细胞因子水平变化

　 　 采用酶免吸附法对各组小鼠肺组织匀浆中细

胞因子的水平变化情况进行检测。 由图 3、4 可知,
与正常组比较,脂多糖组和脂多糖+寒湿刺激组小

鼠肺组织匀浆中 TNF-α、IFN-γ、IL-6 升高,IL-10 降

低。 与脂多糖组相比,增加寒湿刺激组小鼠肺组织

中 TNF-α、IFN-γ、IL-6 水平均显著升高,且 TNF-α 的

差异具有统计学意义(P<0. 01)。 IL-10 的水平呈下

降趋势,脂多糖+寒湿刺激组与脂多糖组相比有显

著性差异。 (P<0. 01)。
2. 4　 病理结果

　 　 小鼠肺组织病理结果显示(图 5),正常组小鼠

的肺组织结构完整,无渗出液,肺泡间隔正常;脂多

糖组小鼠与正常组小鼠比较,发现肺组织结构出现

紊乱的情况,且肺泡的间隔增厚,出现明显的间质

水肿和炎性浸润的病理现象;而脂多糖+寒湿刺激

组小鼠肺泡支架塌陷,肺组织结构更加紊乱,肺泡

间隔增厚程度更加明显,且肺组织间质水肿和炎性

浸润的现象比脂多糖组小鼠更加严重。
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图 1　 各组小鼠第 2、4、6、8 天的行为表征评分( 􀭰x±s,n= 8)
Figure

 

1　 Evaluation
 

of
 

behavior
 

scores
 

at
 

the
 

2nd ,4th ,6th
 

and
 

8th
 

day

注:A:肺湿干重比( W / D);B:脾指数;C:胸腺指数。 与正常组比较,∗ P< 0. 05,∗∗ P< 0. 01;与脂多糖组比

较,NSP>0. 05。

图 2　 造模对小鼠脏器指数的影响( 􀭰x±s,n= 8)
Note.

 

A,
 

Weight
 

and
 

dry
 

ratio
 

( W / D)
 

in
 

lung.
 

B,
 

Changes
 

in
 

mice
 

spleen
 

weight.
 

C,
 

Changes
 

in
 

mice
 

thymus
 

weight.
 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

LPS
  

group,
 NSP>0. 05.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

modeling
 

on
 

organ
 

index
 

in
 

mice

注:与正常组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与脂多糖组比较,NSP

>0. 05,##P<0. 01。

图 3　 各组肺组织匀浆中 TNF-α 和 IFN-γ 的水平( 􀭰x±s,n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗P < 0. 05,

 ∗∗P < 0. 01.
 

Compared
 

with
 

LPS
  

group,
 NSP>0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Levels
 

of
 

the
 

TNF-α
 

and
 

IFN-γ
 

in
 

lung
 

tissue

注:与正常组比较,∗∗P<0. 01;与脂多糖组比较,NSP>0. 05,##P
<0. 01。

图 4　 各组肺组织匀浆中 IL-6 和 IL-10 的水平( 􀭰x±s,n= 6)
Note.

  

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗∗P< 0. 01.

 

Compared
 

with
 

LPS
  

group,
 NSP>0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

4　 Levels
 

of
 

the
 

IL-6
 

and
 

IL-10
 

in
 

lung
 

tissue
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2. 5　 COX-2 / PGE2 通路结果

　 　 如图 6 所示,与正常组相比,脂多糖组和脂多糖

+寒湿刺激组肺组织中 COX-2 蛋白表达上升,且寒

湿刺激增加了 COX-2 蛋白表达水平(P<0. 05)。 与

正常组相比,脂多糖组和脂多糖+寒湿刺激组肺组

织中 PGE2 的水平上升,且加了寒湿刺激后,与脂多

糖组相比,PGE2 的水平有显著性差异(P<0. 05)。
2. 6　 各组小鼠肺组织中 TRPV1 和 TRPA1 蛋白表

达情况

　 　 与正常组相比,脂多糖组小鼠肺组织 TRPV1 蛋

白表达水平明显下调;增加寒湿刺激后,与脂多糖

组相比,TRPV1 蛋白表达水平明显下调。 见图 7。
与对照组比,脂多糖组和脂多糖+寒湿刺激组小鼠

肺组织 TRPA1 蛋白表达水平显著上调(P<0. 05),
且经寒湿刺激后,TRPA1 蛋白表达水平上升。

3　 讨论

　 　 在此次新冠肺炎的临床治疗中,岭南地区在中

医药使用上,表现出积极的疗效,然而,大部分临床

使用处方缺乏动物实验数据支持。 其中的主要原

因是缺乏相应的动物模型。 而中医药治疗病毒性

肺炎的方式,重点在于根据疾病证候特点,从而进

行辨证论治, 在机体整体状态调节上有更多关

注[7-8] 。 因此,构建符合中医证候、适用于中医药药

效评价的动物模型极其重要。 相关研究表明,新冠

肺炎与细胞因子风暴密切相关[9] 。 故而在本研究

中,采用脂多糖诱导小鼠产生细胞因子风暴及根据

中医理论增加寒湿刺激来模拟新冠肺炎的生理及

病理变化。

图 5　 小鼠肺组织 HE 染色情况

Figure
 

5　 HE
 

staining
 

of
 

mice
 

lung
 

tissues

注:与正常组比较,∗∗P<0. 01;与 LPS 组比较,#P<0. 05。

图 6　 各组小鼠肺组织中 COX-2 蛋白表达情况和 PGE2 水平

Note.
 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

LPS
  

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

6　 COX-2
 

protein
 

expression
 

and
 

PGE2
 

level
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
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注:A:TRPV1 蛋白印记条带图;B:TRPV1 蛋白表达量;C:TRPA1 蛋白印记条带图;D:TRPA1 蛋白表达量。 与正常组比较,∗ P<

0. 05,∗∗P<0. 01;与 LPS 组比较,NSP>0. 05。

图 7　 各组小鼠肺组织中 TRPV1 和 TRPA1 蛋白表达情况

Note.
 

A,
 

Western
 

blot
 

strip
 

of
 

TRPV1.
 

B,
 

Protein
 

expression
 

of
 

TRPV1.
 

C,
 

Western
 

blot
 

strip
 

of
 

TRPA1.
 

D,
 

Protein
 

expression
 

of
 

TRPA1.
 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

LPS
 

group,
 NSP>0. 05.

Figure
 

7　 Protein
 

expression
 

of
 

TRPV1
 

and
 

TRPA1
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

　 　 本研究中,在中医寒湿证表现方面,脂多糖+寒
湿刺激模型小鼠从造模第

 

6 天开始,小鼠出现扎堆

不动、蜷卧笼角、减少活动、精神状态颓唐等这些表

现均符合文献报道中寒湿证动物模型的特征[10-11] ,
且与临床患者状态相似[12] 。

实验结果表明,造模后,脂多糖+寒湿刺激组的

W / D 值与正常组相比有统计学差异,说明小鼠的肺

水肿比较严重。 对于脾指数和胸腺指数,因为胸腺

和脾是重要的免疫器官,检测其脏器指数可间接在

一定程度上反映机体免疫功能的状态。 实验中脂

多糖+寒湿刺激组小鼠脾指数和胸腺指数明显高于

正常组,可能是免疫功能紊乱,使胸腺、脾代偿性增

生。 与脂多糖组相比,脂多糖+寒湿刺激组的脾指

数有下降趋势,说明寒湿刺激可能会降低脾的免疫

功能。
本实验通过 HE 染色直观展现小鼠肺组织损伤

情况,发现脂多糖组小鼠和脂多糖+寒湿刺激组小

鼠肺组织明显出现水肿、肺泡结构发生破坏、炎性

细胞浸润等病理学现象,这些病理学现象的改变与

临床中肺炎的病理学表现一致。 模型小鼠 TNF-α、
IFN-γ 和 IL-6 显著升高,与冠状病毒感染的肺炎临

床表现一致[13-14] 。
TNF-α、IL-6 等细胞因子可诱导 COX-2 表达,导

致 PGE2 水平增高,PGE2 对肺泡细胞发挥细胞抑制

和毒性效应[15] 。 本研究发现寒湿刺激能够明显增

加肺 COX-2 蛋白表达水平,提示寒湿刺激可能通过

激活 COX-2 / PGE2 通路的表达来加重肺损伤。
对于实验数据中,脂多糖+寒湿刺激小鼠模型

比脂多糖模型的炎症更加严重,猜测与瞬时受体电

位通道有关。 相关研究表明,TRPV1、TRPA1 属于

瞬时受体电位通道家族成员,TRPV1 可被辣椒素激

活,也能被伤害性热刺激( >
 

43℃ )和低 pH
 

( pH
 

<
 

6.
 

0)活化,而 TRPA1 主要参与 18℃ 以下的损伤性

冷感 受, 两 者 在 呼 吸 系 统 也 有 较 为 广 泛 的 表

达[16-17] 。 有研究发现,TRPV1 能通过够降低 CD11b
的表达,从而降低大鼠肺组织中单核及中性粒细胞

炎症趋向性,抑制炎症扩散[18] 。
通过实验数据,可以知道寒湿环境因素可能通

过上调 TRPA1 蛋白的表达水平来加重炎症反应。
此外,蛋白印迹法结果显示,相比于脂多糖组,增加

寒湿刺激后可下调 TRPV1 蛋白表达,提示寒湿刺激

可能通过抑制 TRPV1 蛋白表达来加重小鼠的肺

损伤。
本研究显示,脂多糖+寒湿刺激模型小鼠能够

模拟新冠肺炎的临床变化,包括外观和行为表征、
肺部病理学变化、肺部炎性细胞因子水平,为中医

理论下岭南地区的新冠肺炎病证提供可能的动物

模型。 且在瞬时受体电位方向为寒湿环境如何加

重小鼠肺组织损伤提供浅显的证明,具体的机制机

理还需要更加深入的研究。
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精氨酸加压素 1b 受体敲除对雌性大鼠焦虑和社交
行为的影响

赵崟机,樊　 圃∗

(中国医学科学院基础医学研究所
 

医学分子生物学国家重点实验室,北京　 100005)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究精氨酸加压素 1b 受体(arginine
 

vasopressin
 

1b
 

receptor,AvpR1b)基因敲除对雌性大鼠血

浆皮质酮含量、焦虑和社交行为的影响。 方法　 以精氨酸加压素 1b 受体敲除(AvpR1bKO )和野生型( wild
 

type,WT)
的 SD 雌性大鼠为研究对象,首先采用原位杂交技术检测 WT 和 AvpR1bKO 大鼠大脑室旁核( paraventricular

 

nucleus,
PVN)与视上核(supraoptic

 

nucleus,SON)中精氨酸加压素 1b 受体的表达水平;采用高效液相色谱串联高分辨质谱

分析 WT 和 AvpR1bKO 大鼠静息状态下血浆皮质酮含量;通过旷场实验中 WT 和 AvpR1bKO 大鼠进入中心区域的时

间、次数,以及高架十字迷宫实验中 WT 和 AvpR1bKO 大鼠进入开放臂的时间和次数来评价大鼠的焦虑水平;通过三

箱实验中 WT 和 AvpR1bKO 大鼠探索陌生鼠的时间来评价大鼠社交能力;并根据 WT 和 AvpR1bKO 大鼠探索熟悉程度

不同陌生大鼠的时间来评价大鼠社交新颖性。 结果　 在 AvpR1bKO 大鼠室旁核与视上核脑区精氨酸加压素 1b 受体

均无表达;静息状态下,AvpR1bKO 大鼠血浆中皮质酮含量较 WT 大鼠无差异(P>0. 05);旷场实验中 AvpR1bKO 大鼠

进入中心区域的时间、次数与 WT 大鼠无差异(P>0. 05);高架实验中 AvpR1bKO 大鼠进入开放臂区域的时间、次数

与 WT 大鼠无差异(P>0. 05);在三箱实验中 AvpR1bKO 大鼠的社交能力指数与 WT 大鼠的社交能力指数无显著差

异(P>0. 05);同时 AvpR1bKO 大鼠的社会新颖指数与 WT 大鼠的社会新颖指数无显著差异(P>0. 05)。 结论　 精氨

酸加压素 1b 受体敲除不影响雌性大鼠静息状态下血浆中皮质酮含量、焦虑水平、社交能力以及社交新颖性。
【关键词】 　 精氨酸加压素 1b 受体;雌性大鼠;焦虑水平;社交行为

【中图分类号】
  

R-33　 　 【文献标识码】
  

A　 　 【文章编号】
 

1671-7856
 

(2022)
 

06-0069-07

Effects
 

of
 

arginine
 

vasopressin
 

1b
 

receptor
 

knockout
 

on
 

anxiety
 

behavior
 

and
 

social
 

behavior
 

in
 

female
 

rats

ZHAO
  

Yinji,
 

FAN
  

Pu∗

(State
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Medical
 

Molecular
 

Biology,
 

Institute
 

of
 

Basic
 

Medical
 

Sciences,
 

Chinese
 

Academy
 

of
 

Medical
 

Sciences,
 

Beijing
 

100005,
 

China)

　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

arginine
 

vasopressin
 

1b
 

receptor
 

(Avpr1b)
 

gene
 

knockout
 

on
 

the
 

plasma
 

corticosterone
 

level,
 

anxiety,
 

and
 

social
 

behaviors
 

in
 

female
 

rats.
 

Methods 　 Female
 

AvpR1b
 

knockout
 

(AvpR1bKO )
 

and
 

wildtype
 

(WT)
 

SD
 

rats
 

were
 

used.
 

First,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Avpr1b
 

in
 

the
 

paraventricular
 

nucleus
 

(PVN)
 

and
 

supraoptic
 

nucleus
 

( SON)
 

of
 

the
 

brains
 

of
 

WT
 

and
 

AvpR1bKO
 

rats
 

were
 

examined
 

by
 

performing
 

in
 

situ
 

hybridization.
 

The
 

basal
 

plasma
 

corticosterone
 

levels
 

of
 

WT
 

and
 

AvpR1bKO
 

rats
 

were
 

then
 

analyzed
 

by
 

conducting
 

high-



performance
 

liquid
 

chromatography
 

tandem
 

high-resolution
 

mass
 

spectrometry.
 

Additionally,
 

the
 

anxiety
 

levels
 

of
 

rats
 

were
 

evaluated
 

by
 

using
 

an
 

open
 

field
 

test
 

and
 

elevated
 

plus
 

maze
 

test.
 

Finally,
 

the
 

social
 

ability
 

and
 

social
 

novelty
 

of
 

WT
 

and
 

AvpR1bKO
 

rats
 

were
 

measured
 

by
 

performing
 

a
 

three-chamber
 

experiment.
 

Results　 There
 

was
 

no
 

expression
 

of
 

AvpR1b
 

in
 

paraventricular
 

nucleus
 

or
 

supraoptic
 

nucleus
 

of
 

AvpR1bKO
 

rats.
 

The
 

basal
 

plasma
 

corticosterone
 

level
 

of
 

AvpR1bKO
 

rats
 

was
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

that
 

of
 

WT
 

rats
 

(P>0. 05).
 

The
 

duration
 

and
 

bouts
 

of
 

AvpR1bKO
 

rats
 

entering
 

the
 

central
 

area
 

in
 

the
 

open
 

field
 

experiment
 

were
 

not
 

different
 

from
 

those
 

of
 

WT
 

rats
 

(P> 0. 05).
 

Similarly,
 

the
 

duration
 

and
 

bouts
 

of
 

AvpR1bKO
 

rats
 

entering
 

the
 

open
 

arm
 

area
 

in
 

the
 

elevated
 

plus
 

maze
 

were
 

not
 

different
 

from
 

those
 

of
 

WT
 

rats
 

(P>0. 05).
 

In
 

the
 

social
 

interaction
 

experiment,
 

the
 

socialbility
 

index
 

of
 

AvpR1bKO
 

rats
 

was
 

not
 

different
 

from
 

that
 

of
 

WT
 

rats
 

(P>0. 05).
 

In
 

the
 

social
 

novelty
 

experiment,
 

the
 

social
 

novelty
 

index
 

of
 

AvpR1bKO
 

rats
 

was
 

not
 

different
 

from
 

that
 

of
 

WT
 

rats
 

(P>
0. 05).

 

Conclusions　 A
 

knockout
 

of
 

AvpR1b
 

in
 

female
 

SD
 

rats
 

does
 

not
 

affect
 

their
 

basal
 

plasma
 

corticosterone
 

level,
 

anxiety
 

level,
 

sociability,
 

or
 

interest
 

in
 

social
 

novelty.
【Keywords】　 arginine

 

vasopressin
 

1b
 

receptor;
 

female
 

rats;
 

anxiety
 

level;
 

social
 

behavior

　 　 精氨酸加压素( arginine
 

vasopressin,AVP ),简
称为加压素,也称为抗利尿激素。 加压素主要在下

丘脑室旁核和视上核中合成[1] ,经由神经垂体后叶

释放于血液中,通过作用于动脉血管和肾的 AvpR1a
和 AvpR2 受体来调节动脉压和水的再吸收。 同时

精氨酸加压素也会通过作用于垂体前叶的 AvpR1b
受体 来 促 进 促 肾 上 腺 皮 质 激 素 释 放 激 素

(corticotropin-releasing-hormone, CRH) 和促肾上腺

皮质激素( adrenocorticotropic
 

hormone,ACTH) 的分

泌以及通过激活位于肾上腺髓质的 AvpR1b 受体释

放儿茶酚胺( catecholamine,CA),在应激和焦虑中

发挥多重调节作用[2] 。
研究表明,在哺乳类中枢神经系统中仅存在

AvpR1a 和 AvpR1b 受体,其中 AvpR1b 受体不仅参

与调控下丘脑 - 垂体 - 肾上腺轴 ( hypothalamic-
pituitary-adrenal

 

axis,HPA)的活性[3] ,还通过调控其

它脑区来影响啮齿动物的焦虑水平及多种行为。
如向基底外侧杏仁核(basolateral

 

amygdala,BLA)注

射 AvpR1b 受体拮抗剂之后,发现大鼠焦虑程度降

低,向中央杏仁核 ( central
 

amygdala, CEA ) 注射

AvpR1b 受体拮抗剂之后有抗抑郁的作用[4] 。 此外

AvpR1b 受体还调节社会行为,如 AvpR1b 受体缺失

导致攻击性增强[5] ,并且 AvpR1b 受体在控制情绪

识别[6] 、社会动机[7] 、母婴照顾[8] 等方面都起到了

重要作用。
研究表明,室旁核加压素神经元缺失会使雄性

小鼠焦虑水平升高,但不影响雌性小鼠的焦虑行

为[9] 。 研究表明,向侧间隔( lateral
 

septal
 

nucleus,
LS)脑区注射 AVP,可增强幼年雄性大鼠的社会认

知,但对雌性大鼠社会认知没有影响[10] 。 并且 AVP
调控攻击行为具有性别特异性[11] ,提示 AVP 在调

节焦虑水平和社会行为方面存在性别差异。 大脑

中的 AVP 发挥功能依赖于 AVP 在大脑中的受体,
这暗示着精氨酸加压素的受体在调节焦虑以及社

会行为方面也可能存在着性别差异。 已有文献报

道在 AvpR1a 受体敲除小鼠中焦虑水平存在性别差

异[12] ,但 AvpR1b 受体对焦虑水平的调控是否存在

性别差异并无研究报道,以往研究多针对雄性中

AvpR1b 受体敲除的对焦虑以及社会行为的影响,
对于 AvpR1b 受体敲除在雌性中对焦虑以及社会行

为造成影响的研究较少。 一些精神疾病的发病率

存在性别差异,例如女性被诊断出患有焦虑症的频

率是男性的 2. 25 倍[13] ,关注雌性动物可能会解释

发病率中的性别差异,并提供针对不同性别的治疗

方法。 但目前多数研究缺乏对雌性动物的关注,因
此,本研究采用雌性大鼠作为模式动物研究敲除

AvpR1b 受体对雌性大鼠焦虑以及社会行为的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 10 周龄的 AvpR1bKO 雌性 SD 大鼠和野

生型雌性 SD 大鼠各 12 只,体重 210 ~ 230
 

g。 SPF
级 SD 大鼠,购于北京维通利华[ SCXK(京) 2021 -
0006],使用 CRISPR / Cas9 技术构建了 AvpR1bKO 的

SD 大鼠,由北京大学饶毅实验室惠赠。 后进行扩大

繁殖,通过 AvpR1b+ / -杂合子交配得 WT 和 AvpR1bKO

大鼠。 大鼠饲养和行为实验均在中国军事医学研

究院国家蛋白质科学中心 SPF 级动物房 [ SYXK
(军)2020-0002]进行,饲养温度为(25±2)℃ ,湿度

控制在 40% ~ 60%,暗周期为中午 12:00-24:00。 本

实验所有动物饲养和行为实验均符合实验动物

“3R”原则,经由中国医学科学院基础医学研究所动

物伦理委员会批准(IACUC-A01-2021-048)。
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1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 Denharts(赛默飞,美国,批号:2191092);Yeast
 

RNA( 罗氏,美国,批号: 50678421); Herring
 

sperm
 

DNA ( 赛默飞, 美国, 批号: 2149750 ); DIG
 

RNA
 

Labeling
 

Mix ( 罗氏, 美国, 批号: 39354521); Anti-
Digoxigenin-AP

 

Fab
 

fragments ( 罗氏, 美国, 批号:
32871922)。 Bond

 

Elut
 

Plexa
 

柱(安捷伦,美国,批

号:6588422- 02);冰冻切片机(徕卡,德国,型号:
CM3050s);三重四极杆液质联用系统(安捷伦,美
国,型号:6495C);正置显微镜(徕卡,德国,型号:
DM6B); 旷场装置 ( 上海欣软, 中国, 型号: XR-
XZ301);高架十字迷宫装置(上海欣软,中国,型号:
XR-XG201)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 AvpR1bKO 大鼠鉴定

　 　 剪取出生第 10 天左右的大鼠脚趾,进行加入蛋

白酶 K 进行裂解。 根据 NCBI 中 AvpR1b 基因序列

设计 引 物, 引 物 序 列 为: F: 5 ’-CTCCTTTCATTG
 

TCCTTTCCATC-3’; R:5’-CAGGTTCTTGTAGATCTC
 

GTGGC-3’。 反应程序为:94℃预变性 2
 

min,94℃变

性 30
 

s,60℃退火 25
 

s
 

,72℃延伸 60
 

s,进行 35 个循

环,72℃延伸 10
 

min,4℃ 保存,扩增产物使用 1%的

琼脂糖凝胶进行电泳。
1. 3. 2　 原位杂交

　 　 根据 NCBI 中的 AvpR1b 基因序列设计并制备

探针。 AvpR1bKO 和 WT 大鼠各 3 只,腹腔注射 1%戊

巴比妥钠(4
 

mL / kg)后进行心脏灌流,剥离脑组织。
于 4℃环境下利用多聚甲醛灌注液固定 24

 

h,后利

用蔗糖对组织进行梯度脱水。 取出脱水组织,用冷

冻切片包埋剂包埋,进行冠状切片。 贴片后将干燥

的脑片在 50℃烘箱中烘烤 20 ~ 30
 

min。 加入 4%多

聚甲醛溶液,室温放置 20
 

min。 浸入磷酸缓冲盐溶

液中 5
 

min。 加蛋白酶 K 缓冲液,室温放置 10
 

min。
浸入磷酸缓冲盐溶液中 5

 

s。 加 4%多聚甲醛溶液,
室温放置 10

 

min。 浸入磷酸缓冲盐溶液中 5
 

min。
加入三乙胺缓冲液,室温放置 10

 

min。 浸入磷酸缓

冲盐溶液中 5
 

min。 加入预杂交液,室温放置 1
 

h。
加入制备好的探针,混匀后置于 85℃ 金属浴锅中 5

 

min,随后立即放入冰水混合物中 3
 

min,震荡混匀

后,将混合均匀的杂交液加入到载玻片,盖上盖玻

片,置于 65℃水浴锅中孵育 12 ~ 16
 

h。 划掉盖玻片,
在 65℃的缓冲液中浸泡 60

 

min。 在室温的缓冲溶

液中分别浸泡 5
 

min。 加入含有羊血清的缓冲液室

温放置 1
 

h。 加入抗地高辛并携带碱性磷酸酯酶标

记的探针,在湿盒中 4℃ 孵育过夜。 在室温的缓冲

液中浸泡 20
 

min。 脑片加入碱性磷酸酯酶显色反应

液,湿盒中孵育 2
 

h。 后用磷酸缓冲盐溶液冲洗,停
止反应后封片。 使用徕卡正置显微镜 DM6B 显微

镜的 20 倍镜头拍摄。
1. 3. 3　 高效液相色谱法测皮质酮含量

　 　 用皮质酮标准品制备 10、20、30、40、50
 

ng / mL
的标准品,进行标准曲线的绘制。 测试样品为静息

状态下 AvpR1bKO 和 WT 雌性大鼠经尾静脉取血得

到的血清。 使用安捷伦公司 Agilent
 

Bond
 

Elut
 

Plexa
 

30
 

mg,1
 

mL 小柱进行样品前处理。 处理后样品使

用高效液相色谱串联高分辨质谱检测血清中皮质

酮含量。 测试参数为:C8 色谱柱,柱温为 35℃ ,流动

相 A 为水+1%甲酸,流动相 B 为甲醇+1%甲酸,流
速为 0. 3

 

mL / min,液相梯度为:80% ~ 0% A,20% ~
100%B,0 ~ 4

 

min;100% B,4 ~ 6
 

min;0% ~ 80% A,
100% ~ 20%B,6 ~ 8

 

min。
1. 3. 4　 旷场实验

　 　 旷场测试箱尺寸为 100
 

cm×100
 

cm×50
 

cm,将
大鼠放入测试箱的中心区域,摄像机记录其探索旷

场过程 5
 

min,利用 Anymaze 软件分析其进入中心区

域的时间和次数。
1. 3. 5　 高架十字迷宫实验

　 　 高架十字迷宫由两个开放臂、两个闭合臂和中

央平台组成,将大鼠头部正对开放臂放放入高架十

字迷宫。 摄像记录其 5
 

min 内运动轨迹, 利用

Anymaze 软件分析其进入开放臂区域的时间和

次数。
1. 3. 6　 位置偏好实验

　 　 三箱实验设备为 100
 

cm×40
 

cm×30
 

cm,由一个

中央室和左右两个侧室组成,大鼠可以通过中央室

和侧室的开口自由探索整个设备,在左右侧室中各

有一个空的束缚器,将大鼠放入中央室。 使大鼠自

由地探索 10
 

min,记录并分析其进入左右侧室的时

间。 将大鼠进入左右侧室的总时间作为分母,大鼠

进入左侧室的时间作为分子,计算位置偏好指数。
1. 3. 7　 社交能力测试实验

　 　 将大鼠放入中央室,此时一侧室的束缚器中有

一只同年龄同性别的陌生大鼠 1,另一侧室中的束

缚器没有大鼠。 使大鼠自由地探索 10
 

min,记录并

分析其探索陌生大鼠和空束缚器的时间。 将大鼠

探索空束缚器和陌生大鼠 1 的总时间作为分母,将
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大鼠探索陌生大鼠 1 的时间作为分子,计算社交能

力指数。
1. 3. 8　 社会新颖性测试实验

　 　 将大鼠放入中央室,此时左右侧室中其中一侧

室束缚器中是陌生大鼠 1 保持不变,另一侧室中的

束缚器中有一只新的同年龄同性别的陌生大鼠 2。
使大鼠自由探索 10

 

min,记录并分析其探索陌生大

鼠 1 和陌生大鼠 2 的时间。 将大鼠探索陌生大鼠 2
和陌生大鼠 1 的总时间作为分母,将大鼠探索陌生

大鼠 2 的时间作为分子,计算社交新颖性指数。
1. 4　 统计学方法

　 　 本研究所得数据采用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 进行

统计分析并作图,计量资料以平均数±标准差( 􀭰x±s)
表示。 使用 t 检验进行组间数据比较,P<0. 05 表示

具有显著差异,P<0. 01 表示具有极显著差异。

2　 结果

2. 1　 AvpR1bKO 大鼠的鉴定

　 　 PCR 鉴定结果如图 1 所示,WT 大鼠 PCR 产物

大小为 883
 

bp,而 AvpR1bKO 大鼠 PCR 产物大小为

786
 

bp,PCR 表明 AvpR1bKO 大鼠中 AvpR1b 基因第一

外显子中 97
 

bp 序列被成功敲除。 利用探针对大鼠

室旁核与视上核脑区的 AvpR1b 受体进行原位杂

交,结果如图 2 所示,AvpR1bKO 雌性大鼠室旁核与视

上核不表达 AvpR1b 受体。

注:M:DNA
 

marker;1:AvpR1b 基因敲除大鼠;2:野生

型大鼠。

图 1　 AvpR1bKO 大鼠的鉴定

Note.
 

M,
 

DNA
 

marker.
 

1,
 

AvpR1bKO
 

rats.
 

2,
 

WT
 

rats.

Figure
 

1　 Identification
 

of
 

AvpR1bKO
 

rats

2. 2　 AvpR1b
 

基因敲除对大鼠静息状态下皮质酮

含量的影响

　 　 静息状态下的 WT 大鼠和 AvpR1bKO 大鼠血浆

中皮质酮含量如图 3 所示。 WT 雌性大鼠在静息状

态下血浆皮质酮含量与 AvpR1bKO 雌性大鼠在静息

状态下血浆皮质酮含量无显著性差异(P>0. 05)。
2. 3　 AvpR1b

 

基因敲除对大鼠焦虑水平的影响

　 　 在旷场实验中,WT 大鼠和 AvpR1bKO 大鼠进入

中心区域的时间和次数如图 4 所示。 与 WT 雌性大

鼠相比,AvpR1bKO 大鼠探索中心区域的时间和次数

无显著性差异(P>0. 05)。
在高架十字迷宫实验中, WT 雌性大鼠和

AvpR1bKO 雌性大鼠进入开放臂区域的时间和次数

如图 5 所示。 与 WT 雌性大鼠相比,AvpR1bKO 大鼠

进入开放臂区域的次数无显著性差异(P>0. 05),进
入开放臂区域的时间也无统计学上的差异 (P >
0. 05)。
2. 4　 AvpR1b

 

基因敲除对大鼠社交能力的影响

　 　 在位置偏好实验中,如图 6 所示,WT 大鼠和

AvpR1bKO 大鼠进入左室和右室的时间总和无显著

性差异(P>0. 05)。 同时,WT 和 AvpR1bKO 大鼠的位

置偏好指数无显著性差异(P>0. 05),证明 AvpR1bKO

大鼠具有正常的位置偏好。

图 2　 AvpR1b 基因敲除对大鼠室旁核和

视上核精氨酸加压素 1b 受体表达的影响

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

AvpR1b
 

gene
 

knockout
 

on
 

AvpR1b
 

expression
 

level
 

in
 

PVN
 

and
 

SON

图 3　 AvpR1b
 

基因敲除对大鼠静息状态下

皮质酮含量的影响

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

AvpR1b
 

gene
 

knockout
 

on
 

basal
 

corticosterone
 

(CORT)
 

content
 

in
 

rats

27 中国比较医学杂志 2022 年 6 月第 32 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

6



在社会互动能力实验中,如图 7 所示,WT 大鼠

和 AvpR1bKO 大鼠探索空室和陌生大鼠 1 的时间总

和无显著性差异 ( P > 0. 05)。 同时, WT 大鼠和

AvpR1bKO 大鼠的社交能力指数无显著性差异(P>
0. 05),证明 AvpR1bKO 雌性大鼠具有正常的社交

能力。
2. 5　 AvpR1b

 

基因敲除对大鼠社会新颖性的影响

　 　 在社会新颖性的测试中,如图 8 所示,WT 大鼠

和 AvpR1bKO 大鼠探索熟悉程度高的陌生大鼠 1 和

熟悉程度低的陌生大鼠 2 的时间总和无差异(P>
0. 05)。 同时 WT 和 AvpR1bKO 雌性大鼠的社会新颖

性指数无显著性差异(P> 0. 05),证明 AvpR1bKO 雌

性大鼠的具有正常的社会新颖性。

图 5　 AvpR1b
 

基因敲除对大鼠探索

高架十字迷宫开放臂时间和次数的影响

Figure
 

5　 Effects
 

of
 

AvpR1b
 

gene
 

knockout
 

on
 

open
 

arm
 

exploring
 

duration
 

and
 

entries
 

in
 

EPM
 

in
 

rats

图 7　 AvpR1b 基因敲除对大鼠社交能力的影响

Figure
 

7　 Effects
 

of
 

AvpR1b
 

gene
 

knockout
 

on
 

sociability
 

in
 

rats

图 4　 AvpR1b
 

基因敲除对大鼠探索旷场

中心区域时间和次数的影响

Figure
 

4　 Effects
 

of
 

AvpR1b
 

gene
 

knockout
 

on
 

central
 

zone
 

exploring
 

duration
 

and
 

entries
 

in
 

OFT
 

in
 

rats

图 6　 AvpR1b
 

基因敲除对大鼠位置偏好的影响

Figure
 

6　 Effects
 

of
 

AvpR1b
 

gene
 

knockout
 

on
 

location
 

preference
 

in
 

rats

图 8　 AvpR1b 基因敲除对大鼠社会新颖性的影响

Figure
 

8　 Effects
 

of
 

AvpR1b
 

gene
 

knockout
 

on
 

social
 

novelty
 

in
 

rats
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3　 讨论

　 　 AvpR1b 受体在大脑中分布广泛, 研究表明

AvpR1b 受体存在于室旁核、视上核以及海马等区

域[14] 。 本研究利用原位杂交方法验证了在 WT 大

鼠室旁核和视上核脑区存在 AvpR1b 受体, 而

AvpR1bKO 雌性大鼠的室旁核和视上核脑区不存在

AvpR1b 受体,并且 PCR 结果显示 AvpR1b 第一外显

子 97
 

bp 敲除成功。 因而 AvpR1bKO 鼠可用于研究

AvpR1b 的缺失对雌性大鼠静息状态下血浆中皮质

酮含量、焦虑水平以及社交能力的影响。
下丘脑-垂体-肾上腺轴在维持基础和应激状

态下的内环境平衡中起着重要作用。 在 HPA 轴中,
AvpR1b 受体表达于垂体前叶和肾上腺髓质,有调

控激素释放的作用。 本研究发现,在静息状态下

WT 雌性大鼠与 AvpR1bKO 雌性大鼠血浆中的皮质酮

含量没有差异。 在雄鼠的研究中,WT 雄性小鼠与

AvpR1bKO 雄性小鼠在静息状态下的皮质酮含量也

无显著性差异[15] ,表明 AvpR1b 受体的缺失不影响

HPA 轴的基础调节能力。 但在面临长期压力或有

害刺激的情况下,AvpR1b 受体的缺失会损害 HPA
轴的反应, 例如在强迫游泳以及束缚压力后,
AvpR1bKO 雄性小鼠血浆中促肾上腺皮质激素水平

较 WT 雄性小鼠血浆中促肾上腺皮质激素水平显著

下降[16] 。 提示着 AvpR1b 受体在 HPA 轴应对刺激

中起到调控作用。
旷场与高架十字迷宫实验可以测试动物焦虑

水平,进入旷场中央区域和开放臂区域的时间和次

数显示焦虑程度,进入时间越长、次数越多表明焦

虑程度越低。 在本实验中,与 WT 组相比,AvpR1bKO

大鼠未表现出焦虑样表型。 这与 AvpR1bKO 雄性小

鼠焦虑水平不变的结论相符合[5,17] 。 但在向雄性小

鼠腹腔注射 AvpR1b 受体拮抗剂会降低焦虑水

平[18] ,转基因大鼠和药理学数据之间的差异可能由

于转基因大鼠 AvpR1b 受体在其整个发育过程中的

缺失,引起了代偿作用。
三箱行为实验中,啮齿类动物通常花费更多时

间去探索同类,而在陌生鼠和熟悉鼠之间,更偏向

于选择探索陌生大鼠[19] 。 本实验中 AvpR1bKO
 

和 WT
大鼠都具有正常的社交能力与社交新颖性。 符合

雄性小鼠具有正常的社会互动性[20] 和社交新颖

性[5]的研究。 本实验中 AvpR1bKO 大鼠在短期内能

够识别出与其进行互动过的鼠,证明 AvpR1bKO 大鼠

短期社交记忆正常。 更多关于 AvpR1b 受体的研究

则聚 焦 于 长 期 的 社 交 记 忆 形 成 中, 研 究 报 道

AvpR1bKO 雄性小鼠的长期社交记忆受到了损伤[5] ,
具体表现为 AvpR1bKO 雄性小鼠不能识别出 30

 

min
之前进行过社会互动的鼠。 特异性激活海马

AvpR1b 神经元延长了社交记忆的维持时间[21] 。 这

些研究结果提示,AvpR1b 受体在长期社交记忆形

成中起到了重要作用,而对社交能力与社交新颖性

无显著影响。
综上所述,AvpR1b 基因敲除降低了 AvpR1b 受

体在室旁核与视上核的表达,不影响雌性大鼠的焦

虑行为、社会互动能力与社交新颖性。
本研究测试了 AvpR1bKO

 

雌性大鼠基础焦虑水平

与社交水平,结果表明缺失 AvpR1b 基因并不影响这

些行为,为深入研究 AvpR1bKO
 

雌性的社会记忆、攻击

行为、应激等复杂行为提供了参考依据。 本研究聚

焦于静息状态下的焦虑与社交水平,而 AvpR1b 受

体还参与 HPA 轴的动态活动的调控,并且 HPA 轴

在应激与压力的调节中也起到重要作用[22] 。 这提

示 AvpR1b 受体有可能参与应激、压力、恐惧状态下

的行为调控。 所以本研究下一步要对应激、压力状

态下 AvpR1bKO
 

大鼠进行行为研究,能帮助我们进一

步理解 AvpR1b 受体在调控啮齿类动物行为中的作

用。 本研究弥补了对 AvpR1bKO 大鼠基础焦虑和社

交行为研究中的雌性空缺,与 AvpR1bKO 雄性小鼠表

现出类似的行为特征。 但大鼠与小鼠之间存在物

种差异,为排除物种差异对行为的影响,后续需要

测试 AvpR1bKO 雄性大鼠的基础焦虑以及社交行为

进行后,再对性别差异进行比较。
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两个 CBA 亚系流产模型数据比较

王　 蕾1,吴旭颖1,高玉龙1,张文明1,李　 斌1,刘云波1,2∗

(1. 北京华阜康生物科技股份有限公司,北京　 102202;2. 中国医学科学院医学实验动物研究所,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的 　 观察了 CBA / J 和 CBA / Ola 两个亚系流产模型数据。 10 ~ 16 周龄 CBA / J 胚胎吸收率为

12. 8% ~ 22. 2%高于 10~ 16 周龄 CBA / Ola 胚胎吸收率的 11. 4% ~ 13. 0%。 方法　 设计 CBA / J 和 CBA / Ola 两个亚系

的流产模型实验,每个亚系分别 6 组动物互配并进行观察。 六组中三组为 10 周龄 CBA 组,另外三组为 16 周龄

CBA 组。 每个周龄三组包括 CBA 自交组,BALB / c 和 CBA 互配组和 DBA2 和 CBA 互配组。 结果　 CBA / J 比 CBA /
Ola 成模率高,且 16 周雌性 CBA / J 造模成功率比 10 周雌性 CBA / J 高。 CBA / J 和 CBA / Ola 亚系本品系互配都存在

胚胎吸收问题,原因还有待于进一步研究。 结论　 16 周 CBA / J 雌鼠更适用于流产模型造模。
【关键词】 　 CBA / Ola;CBA / J;CBA;流产模型;亚系
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

observe
 

the
 

abortion
 

model
 

data
 

of
 

the
 

CBA / J
 

and
 

CBA / Ola
 

sub-strains
 

of
 

mice.
 

The
 

Embryo
 

resorption
 

rate
 

of
 

10~ 16
 

weeks
 

CBA / J
 

mice
 

was
 

12. 8% ~ 22. 2%
 

higher
 

than
 

11. 4% ~ 13. 0%
 

of
 

10 ~ 16
 

weeks
 

CBA / Ola
 

mice.
 

Methods 　 Abortion
 

model
 

experiments
 

on
 

CBA / J
 

and
 

CBA / Ola
 

mice
 

were
 

designed.
 

Each
 

murine
 

subline
 

was
 

matched
 

with
 

six
 

groups
 

of
 

animals
 

and
 

observed.
 

Three
 

of
 

the
 

six
 

groups
 

are
 

10-week-old
 

female
 

CBA
 

groups
 

and
 

three
 

are
 

16-week-old
 

female
 

CBA
 

groups. Three
 

groups
 

for
 

each
 

week
 

of
 

age
 

include
 

the
 

mutual
 

mating
 

of
 

CBA,
 

BALB / c
 

and
 

CBA,
 

DBA2
 

and
 

CBA.
 

Results　 CBA / J
 

mice
 

have
 

a
 

higher
 

Embryo
 

resorption
 

rate
 

compared
 

with
 

CBA / Ola
 

mice,
 

and
 

the
 

Embryo
 

resorption
 

rate
 

of
 

16-week-old
 

female
 

CBA / J
 

mice
 

is
 

higher
 

than
 

the
 

rate
 

of
 

10-week-old
 

female
 

CBA / J.
 

Both
 

the
 

CBA / J
 

and
 

CBA / Ola
 

murine
 

sublines
 

have
 

embryo
 

absorption
 

problems
 

in
 

their
 

mutual
 

mating,
 

the
 

reasons
 

for
 

which
 

need
 

to
 

be
 

further
 

studied.
 

Conclusions 　 16-week-old
 

CBA / J
 

female
 

mice
 

are
 

more
 

suitable
 

for
 

the
 

establishment
 

of
 

abortion
 

models.
 

【Keywords】　 CBA / ola;
 

CBA / J;
 

CBA;
 

abortion
 

model;
 

sub-strains

　 　 CBA 和 DBA / 2 是较常用的两个小鼠近交品系。
CBA(雌性)和 DBA / 2(雄性)交配组合具有易患反

复自然流产(recurrent
 

spontaneous
 

abortion,RSA)的

特点。 近年来这一组为 RSA 动物模型,其重要价值

在国际上正逐步引起重视,近些年在国内逐渐引起

关注[1] ,参考文献报道 CBA(雌性)和
 

DBA / 2(雄性)



交配胚胎吸收率 21% ~56%[2] ,各家文献差异较大。
本公司有两种 CBA 品系,一种 CBA / J,一种

CBA / Ola。 CBA / J 小鼠是 1920 年由 Strong 用 Bagg
白化雌鼠与 DBA

 

雄性鼠交配后进行近交培育,1947
年引到 Andervont 处,1948 年引到 JAX[3] 。 CBA / Ola
小鼠是 1983 年从 JAX 引到 OLAC,1985 年由 OLAC
引到 IMLAS[4] 。 CBA / Ola 亚系虽然来源于 CBA / J,
但是通过长期的选育形成不同的亚系。

本研究对 CBA / J 和 CBA / Ola 小鼠的自然流产

模型造模情况进行观察比较。 自然流产是指胚胎

或胎儿因某种原因自动脱离母体,终止妊娠而排

出。 胚胎吸收是由于小鼠子宫的特殊结构,由于某

种原因胎儿停育,而不会出现出血和流产,但是胎

儿被母体吸收,却不影响其他胚胎的妊娠。 根据小

鼠这种特殊生理情况,研究小鼠自然流产模型造模

情况主要观察胚胎吸收率、胚胎吸收数量、胎盘直

径大小和体积等[5] 。

表 1　 流产模型实验动物
Table

 

1　 Experimental
 

animals
 

of
 

abortion
 

model
品系

Strain
 

of
 

mice
性别

Sex
 

of
 

mice
周龄(周)

Age
 

of
 

mice(week)
小鼠数量

Number
 

of
 

mice
体重(g)

Weight
 

of
 

mice

CBA / J
 

􀳜 10 10 28. 14±1. 34
♀ 10 50 20. 85±1. 35
♀ 16 30 25. 46±2. 56

CBA / Ola
 

􀳜 10 10 28. 20±1. 31
♀ 10 50 21. 02±1. 40
♀ 16 30 25. 58±2. 67

DBA2 􀳜 10 20 23. 10±2. 01
BALB / c 􀳜 10 20 25. 12±1. 63

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 流产模型实验动物为 SPF 级,详见表 1,由北京

华阜康生物科技股份有限公司提供 [ SCXK ( 京)
2019-0008]。 实验小鼠均饲养在北京华阜康生物

科技股份有限公司屏障环境 ( 隔离器) 内 [ SYXK
(京)2019-0022],隔离环境为洁净度 5 级,温度(24
±2)℃ ,相对湿度(50±10)%,换气次数为每小时 20
次,明暗周期为 12

 

h:12
 

h,动物自由采食和饮水,饲
料为华阜康生产的60Co 辐照灭菌的鼠繁殖料 1035。
所有动物实验均经过北京华阜康实验动物伦理委

员会审批(HFKIACUC-20190321),符合动物伦理学

要求和实验动物保护的相关规定,实验动物饲养和

实验过程中做到实验动物使用的 3R 原则,并给予

实验动物人道关怀。

饮用水为酸化过滤自来水( pH = 2. 7 ~ 3. 0) 并

经高压蒸汽灭菌 30
 

min(121℃ )。 所用笼具、垫料、
水瓶等物品均经过高压蒸汽灭菌

 

30
 

min(132℃ ),
每周更换垫料 1 次,进出隔离器的物品均应进行消

毒处理,操作严格遵守隔离系统规程。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 75%乙醇购自山东利尔康医疗科技股份有限公

司,批号 20210101。
Canon 单反数码相机,型号 EF-S

 

18-55
 

mmU;
上匠游标卡尺(0 ~ 150

 

mm),型号 SJ455515,用于测

量胎盘的直径;手术器械,用于解剖怀孕 14
 

d 小鼠。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组

　 　 为了研究两个 CBA 亚系( CBA / J 和 CBA / Ola)
流产模型的造模情况,分别对 2 个周龄(10 周和 16
周)雌鼠的造模情况进行研究。 每个周龄又设计 3
组,分别为 1 组:本品系互配组 CBA 􀳜 × CBA ♀;2
组:流产模型对照组 BALB / c􀳜×CBA♀;3 组:流产

模型实验组 DBA2􀳜×CBA♀。
1. 3. 2　 实验步骤

　 　 雌性 CBA 小鼠饲养在雄鼠脏垫料中,2 ~ 3
 

d 后

挑选发情的雌性小鼠按照上述分组合笼。 详细操

作为:实验当天下午挑选发情的 CBA / J 和 CBA / Ola
雌鼠,17:00 放入雄鼠的笼盒中,互配 10 ~ 12

 

h 检查

阴道栓。 见栓为怀孕 0. 5
 

d。 继续按照互配分组饲

养 13. 5
 

d 后,进行解剖、拍照、胎盘直径测量。 对各

组动物见栓及怀孕、胚胎吸收情况进行统计;对各

组胎盘直径进行测量和统计分析及胚胎吸收的

判定。
1. 4　 统计学方法

　 　 数据分析采用 SPSS
 

17. 0 软件进行单因素方差

分析。 数值以平均数±标准差( 􀭰x ± s) 表示,以 P <
0. 05 为差异有显著性。
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2　 结果

2. 1　 各实验组见栓、怀孕、胚胎吸收情况

　 　 由于挑选发情雌鼠时间跨度长(本实验从 2021
年 3 月 24 日开始,2021 年 5 月 20 日结束),所以 10
周组数据为 9 ~ 15 周雌鼠数据,16 周组数据为 15 ~
21 周雌鼠数据。 各组配动物见栓及怀孕、胚胎吸收

情况见表 2。
2. 2　 各实验组胚胎直径及体积数据分析

　 　 解剖观察 CBA / J 与 CBA / Ola 各周龄雌鼠胚胎

吸收外观特征相似。 剖开可见未完全吸收的胎

盘,胚胎已经消失。 正常 14
 

d 胚胎全部大小基本

一致(长:0. 8 ~ 1 cm;宽 0. 4 ~ 0. 5 cm) ,但是胚胎长

和宽也会随着胎儿数量的多少而稍微有些变化,
观察到如果胎儿数量多则胚胎偏小,数量少则胚

胎偏大。
用游标卡尺测量胎盘直径,并做好记录,用组

间单因素方差分析检验对各组胎盘的直径数据进

行测量和统计分析,各组之间比较,10 周 CBA / Ola
 

2
组胎盘直径显著长于 10 周 CBA / Ola

 

1 组和 3 组(P
<0. 05);16 周 CBA / Ola

 

2 组胎盘直径显著长于 16
周 CBA / Ola

 

1 组和 3 组(P<0. 05)。 其余组间未见

显著差异(见表 3)。 有报道胎盘体积 = πd3 / 6,小于

同孕龄胎鼠胎盘单位平均体积减去
 

2 个标准差者

判为体积明显缩小,判定为胚胎丢失[5] 。 按照上述

公式计算出胎盘体积(见表 3)。

表 2　 各组配动物见栓及怀孕、胚胎吸收情况
Table

 

2　 Embolism,
 

pregnancy
 

and
 

embryo
 

absorption
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice

流产模型组
Abortion

 

model
 

groups

共配只数
Total

 

number
 

of
 

breeding

怀孕只数
Number

 

of
 

pregnancies

见栓只数
Number

 

of
 

mice
 

with
 

vaginal
 

plug

14
 

d 胚胎数
Number

 

of
 

embryos
 

of
 

14
 

days

胚胎吸收数
Number

 

of
 

absorbed
 

embryos

胚胎吸收率(%)
Embryo

 

absorption
 

rate

10 周 CBA / J
10

 

weeks
 

CBA / J

1 组
 

First
 

group 17 6 0 38 4 10. 5
2 组

 

Second
 

group 25 5 5 31 4 12. 9
3 组

 

Third
 

group 31 6 1 39 5 12. 8

16 周 CBA / J
16

 

weeks
 

CBA / J

1 组
 

First
 

group 9 4 1 34 8 23. 5
2 组

 

Second
 

group 28 4 4 34 3 8. 8
3 组

 

Third
 

group 14 4 0 36 8 22. 2

10 周 CBA / Ola
10

 

weeks
 

CBA / Ola

1 组
 

First
 

group 28 3 1 27 1 3. 7
2 组

 

Second
 

group 27 7 6 57 4 7. 0
3 组

 

Third
 

group 19 8 2 54 7 13. 0

16 周 CBA / Ola
16

 

weeks
 

CBA / Ola

1 组
 

First
 

group 19 3 0 23 0 0　
2 组

 

Second
 

group 27 8 2 56 4 7. 1
3 组

 

Third
 

group 13 5 1 35 4 11. 4

表 3　 各组正常胎盘直径及体积数据
Table

 

3　 Nomal
 

placenta
 

diameter
 

and
 

volume
 

datas
 

of
 

each
 

group
流产模型组

Abortion
 

model
 

groups
正常胎盘直径(mm)

Nomal
 

placenta
 

diameters
正常胎盘体积(mm3 )
Nomal

 

placenta
 

volume
10 周 CBA / J

10
 

weeks
 

CBA / J
1 组

 

First
 

group 6. 38±0. 50 138. 17±35. 29
2 组

 

Second
 

group 6. 59±0. 51 152. 68±36. 75
3 组

 

Third
 

group 6. 75±0. 59 165. 00±42. 92∗

16 周 CBA / J
16

 

weeks
 

CBA / J
1 组

 

First
 

group 6. 86±0. 86 177. 02±62. 71
2 组

 

Second
 

group 6. 73±0. 45 161. 96±33. 97
3 组

 

Third
 

group 6. 67±0. 43 156. 98±31. 28

10 周 CBA / Ola
10

 

weeks
 

CBA / Ola
1 组

 

First
 

group 6. 40±0. 65 141. 54±39. 95
2 组

 

Second
 

group 6. 90±0. 53∗ 175. 96±42. 08∗

3 组
 

Third
 

group 6. 14±0. 33 122. 19±20. 41

16 周 CBA / Ola
16

 

weeks
 

CBA / Ola
1 组

 

First
 

group 6. 37±0. 50 138. 15±34. 66
2 组

 

Second
 

group 6. 73±0. 60∗ 163. 13±48. 01∗

3 组
 

Third
 

group 6. 39±0. 56 139. 48±38. 32
注:同组比较,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

mice
 

of
 

the
 

same
 

group,
 ∗P<0.

 

05.
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表 4　 各组胚胎吸收胎盘直径及胎盘体积数据
Table

 

4　 Absorbed
 

placenta
 

diameter
 

and
 

volume
 

datas
 

of
 

each
 

group

流产模型组
Abortion

 

model
 

groups
胚胎吸收胎盘直径(mm)

Absorbed
 

placenta
 

diameters
胚胎吸收胎盘体积(mm3 )
Absorbed

 

placenta
 

volume

10 周 CBA / J
10

 

weeks
 

CBA / J

1 组
 

First
 

group 3. 68±0. 81 30. 07±24. 77
2 组

 

Second
 

group 3. 09±0. 41 16. 24±6. 82
3 组

 

Third
 

group 3. 26±0. 40 18. 91±8. 52

16 周 CBA / J
16

 

weeks
 

CBA / J

1 组
 

First
 

group 3. 24±0. 47 18. 92±8. 23
2 组

 

Second
 

group 3. 13±0. 17 16. 24±3. 12
3 组

 

Third
 

group 3. 97±1. 08∗ 40. 15±33. 05∗

10 周 CBA / Ola
10

 

weeks
 

CBA / Ola

1 组
 

First
 

group 5. 22(一个 One) 74. 44(一个 One)
2 组

 

Second
 

group 3. 21±0. 25 17. 63±4. 90
3 组

 

Third
 

group 3. 12±0. 56 17. 35±9. 48

16 周 CBA / Ola
16

 

weeks
 

CBA / Ola

1 组
 

First
 

group / /
2 组

 

Second
 

group 2. 97±0. 32 14. 18±5. 05
3 组

 

Third
 

group 2. 75±0. 48 11. 87±7. 45
注:同组比较,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

mice
 

of
 

the
 

same
 

group,
 ∗P<0.

 

05.

　 　 通过胎盘体积计算和统计,10 周 CBA / J
 

3 组显

著高于本组其他两组 (P < 0. 05), 10 周 CBA / Ola
 

2 组显著高于本组其他两组(P<0. 05),16 周 CBA /
Ola

 

2 组显著高于本组其他两组(P< 0. 05) (见表

3)。 有报道指出新生儿出生体重正常者较低体重

者,其胎盘体积较大[6] 。 胎盘体积可能与胎儿数量

及体重有关。
对吸收胎盘的直径进行数据分析,只有 16 周

CBA / J
 

3 组胚胎吸收胎盘直径显著高于本组其他组

(P<0. 05),其他各组间差异不显著(见表 4)。 对胚

胎吸收胎盘平均体积进行数据分析,只有 16 周

CBA / J
 

3 组胚胎吸收胎盘体积显著高于本组其他组

(P<0. 05)。
从表 4 数据可以看出,参考文献[5] 中的判断方

法可取。 但是发现 10 周 CBA / Ola1 组胚胎吸收胎

盘直径数据计算的胎盘体积按照文献判断方法,体
积大于平均值减去两个标准差,本品系互配发现的

胚胎吸收情况,原因可能与 CBA 品系的背景基因有

关,还需要进一步研究。

3　 讨论

　 　 与雄性 DBA / 2 小鼠 ( H - 2d) 交配后的雌性

CBA 小鼠(H-2k)的流产率高达 20% ~ 30%,而且这

种流产具有隐性、反复性和父系特异性的特征;在
同为 H-2k×H-2d 交配方式的 CBA×BALB / c 中,孕
鼠的胚胎吸收率仅为 5% ~ 10%。 这个发现为深入

研究妊娠这一复杂生理现象提供了两个经典的动

物模型[1] 。

大多关于自然流产模型的一般认为母胎界面

的免疫异常导致的[7-13] 。 而且通过观察发现,
CBA / J

 

雌鼠比 CBA / Ola 雌鼠造模率高。 CBA / J
 

16
周雌鼠比 CBA / J

 

10 周雌鼠造模率高,这与相关文献

报道一致[14] 。 此外有报道指出环境越洁净,造模率

越高[15] 。 造模第一胎流产率小,第二胎流产率增

加[2] 。 但是一般实验很少用二胎来进行。
还有报道指出 DBA2 存在天然的 Klrd1(CD94)

缺失,笔者认为与流产模型的造模机理有一定的

关系[14] 。
本研究进一步探讨两个 CBA 两个亚系流产模

型数据比较,流产模型的造模机理较复杂,还需要

进一步研究,本文为科学研究提供快速建模的数据

支持。
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非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统运行效果
评价

李庆妮1,2,陈云丰1,2,刘元浪1,2,唐　 定1,2,华婉璐1,2,张瑞安1,2,
卢　 佳1,2∗,李新国1,2∗

(1. 武汉生物制品研究所有限责任公司新发传染病研究室,武汉　 430207;
2. 武汉生物制品研究所有限责任公司生物安全三级实验室,武汉　 430207)

　 　 【摘要】 　 目的　 利用流感病毒作为模式病毒评价非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统的运行效果,为非

人灵长类动物气溶胶吸入研究奠定实验基础。 方法　 在生物安全三级实验室中,使用非人灵长类动物口鼻式气溶

胶暴露系统产生流感病毒气溶胶,以此评价该装置能否正常运行并产生特定粒径大小的气溶胶颗粒,同时评价装

置运行过程中病毒气溶胶输出均一性、稳定性、气密性以及装置的消毒效果。 结果　 该装置产生的气溶胶颗粒中

值直径为(1. 04±0. 03)μm,不同浓度气溶胶发生液产生的病毒气溶胶均能到达头罩,且 6 个头罩间气溶胶浓度无

显著性差异(P>0. 05);流感病毒雾化 30
 

min 后存活率>50%;病毒气溶胶浓度与发生器病毒浓度的线性相关良好

(R2 = 0. 9989);装置易泄漏处未检测到感染性病毒,使用过氧化氢消毒剂对气溶胶暴露系统管道及负压柜腔体消

毒后无指示菌生长。 结论　 非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统运行效果良好,装置管道气密性好,可消毒完

全,为将来建立 SARS-CoV-2 及其它病毒气溶胶感染非人灵长类动物模型奠定了基础。
【关键词】 　 非人灵长类动物;气溶胶;暴露;均一性;稳定性;气密性;流感病毒
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

evaluate
 

the
 

operation
 

of
 

an
 

oral
 

and
 

nasal
 

aerosol
 

exposure
 

system
 

for
 

non-human
 

primate
 

(NHP)
 

models
 

using
 

influenza
 

virus
 

and
 

establish
 

the
 

experimental
 

basis
 

for
 

aerosol
 

inoculation
 

of
 

NHPs
 

with
 

SARS-CoV-2.
 

Methods 　 In
 

a
 

biosafety
 

level
 

3
 

laboratory,
 

we
 

generated
 

influenza
 

virus
 

B / Phuket / 3073 / 2013
 

aerosol
 

using
 

an
 

oral
 

and
 

nasal
 

aerosol
 

exposure
 

system
 

for
 

NHP
 

models
 

and
 

evaluated
 

whether
 

the
 

device
 

could
 

run
 

normally
 

and
 

produce
 

aerosol
 

particles
 

of
 

a
 

specific
 

size.
 

Furthermore,
 

the
 

uniformity
 

of
 

distribution
 

and
 

stability
 

of
 

the
 

aerosol
 

particles
 



were
 

analyzed.
 

Influenza
 

virus
 

was
 

collected
 

at
 

sites
 

where
 

leakage
 

could
 

easily
 

occur.
 

A
 

solution
 

of
 

35%
 

H2 O2
 was

 

run
 

through
 

the
 

nebulizer
 

to
 

disinfect
 

the
 

system.
 

Results 　 The
 

mass
 

median
 

aerodynamic
 

diameter
 

of
 

aerosol
 

particles
 

was
 

(1. 04
 

±
 

0. 03)
 

μm.
 

The
 

viral
 

aerosols
 

produced
 

by
 

different
 

concentrations
 

of
 

influenza
 

virus
 

reached
 

the
 

hood.
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

aerosol
 

concentration
 

among
 

the
 

6
 

hoods
 

(P>0. 05).
 

The
 

survival
 

rate
 

of
 

influenza
 

virus
 

was
 

greater
 

than
 

50%
 

after
 

atomization
 

for
 

30
 

min.
 

A
 

linear
 

relationship
 

was
 

observed
 

( R2
 

=
 

0. 9989)
 

with
 

an
 

average
 

difference
 

of
 

2. 4
 

log10
 CCID50 / mL

 

between
 

input
 

(Collison
 

Nebulizer)
 

and
 

output
 

(All
 

Glass
 

Impinger-30)
 

virus
 

titers.
 

No
 

influenza
 

virus
 

was
 

detected
 

at
 

potential
 

leakage
 

sites
 

of
 

the
 

device.
 

There
 

was
 

no
 

indication
 

of
 

bacterial
 

growth
 

after
 

sterilizing
 

the
 

pipeline
 

of
 

the
 

aerosol
 

exposure
 

system
 

and
 

the
 

cavity
 

of
 

the
 

negative
 

pressure
 

cabinet
 

with
 

hydrogen
 

peroxide
 

disinfectant.
 

Conclusions　 Our
 

result
  

suggest
 

that
 

the
 

oral
 

and
 

nasal
 

aerosol
 

exposure
 

system
 

for
 

non-human
 

primates
 

is
 

useable
 

and
 

effective.
 

This
 

study
 

provides
 

a
 

foundation
 

for
 

establishing
 

SARS-CoV-2
 

and
 

other
 

viral
 

aerosol
 

infection
 

models
 

using
 

NHPs
 

in
 

the
 

future.
【Keywords】　 non-human

 

primates;
 

aerosol;
 

exposure;
 

uniformity;
 

stability;
 

air
 

tightness;
 

influenza
 

virus

　 　 对于呼吸道病原微生物而言,气溶胶吸入是其

感染宿主的重要途径[1-2] 。 鉴于非人灵长类动物

(non-human
 

primates,NHP)与人类密切的基因相关

性,因此在候选疫苗、治疗性药物的临床前研究中,
NHP 具有独特而重要的作用[3-9] 。 非人灵长类动物

口鼻式气溶胶暴露系统可以通过装有细菌、病毒等

病原微生物悬浮液的雾化器雾化产生微生物气溶

胶,NHP 吸入气溶胶后,在感染过程中避免了消化

道、皮肤等其他暴露途径感染,可以模拟呼吸道病

原自然感染途径,为致病性病原微生物吸入感染、
疫苗气溶胶免疫、肺给药、气溶胶攻毒评价疫苗或

药物效果的研究提供了良好的评价技术平台[10] 。
本研究选择流感病毒作为模式病毒,在生物安全三

级实验室中使用非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴

露系统装置产生病毒气溶胶,评价了病毒气溶胶粒

径、气溶胶输出均一性、稳定性、气密性等重要参

数,以及装置的消毒效果验证,为将来建立 SARS-
CoV-2 及其它病毒气溶胶感染 NHP 模型奠定基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 细胞

　 　 MDCK 细胞由武汉生物制品研究所有限责任公

司国家联合疫苗工程技术研究中心提供。
1. 1. 2　 病毒株

　 　 流感病毒 B / Phuket / 3073 / 2013 ( B / Yamagata
 

lineage)由武汉生物制品研究所有限责任公司国家

联合疫苗工程技术研究中心提供。
流感 病 毒 B / Phuket / 3073 / 2013 ( B / Yamagata

 

lineage)是 WHO 推荐并经国家药品监督管理部门

批准的乙型流行性感冒病毒的疫苗株,属于《人间

传染的病原微生物名录》 中的第三类病原微生物,

不属于高致病性病原。 由于其致病性较弱,属囊膜

病毒,对消毒剂较敏感,易于在三级生物安全实验

室操作, 其细胞培养物病毒滴度较高可达 108
 

CCID50 / mL,可满足实验需要,因此被本研究选作

SARS-CoV-2 的代替病毒。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 DMEM 培养基(美国 Gibco 公司);新生牛血清

(杭州四季青公司);青链霉素 ( 美国 HyClone 公

司);TPCK-胰酶(美国 Sigma 公司);1% 鸡红血球

(自制)。
非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统(北京

慧荣和科技有限公司);TSI
 

3321 气溶胶粒径分析仪

(美国 TSI 公司);B2 生物安全柜(苏州安泰空气技术

有限公司);二氧化碳培养箱(美国 Thermo 公司);汽
化过氧化氢灭菌器(杭州美卓生物科技有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统

　 　 非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统如图 1
所示,主要由气溶胶发生模块(过滤器、流量控制

器、Collison 气溶胶发生器、正交稀释器)、染毒模块

(口鼻罩、头罩、猴椅)、分析模块(AGI-30 采样器)、
控制模块(调节阀、流量控制器)、废气处理模块(过

滤器)组成。 整体采用分布式动态气溶胶口鼻暴露

技术。 实验室的洁净压缩空气进入系统后分成两

路,一路经过流量控制器后进入气溶胶发生器用于

气溶胶发生,然后进入正交稀释器,另一路经过流

量控制器后作为稀释气流直接进入正交稀释器。
两路气流经过涡旋混合后形成特定浓度的气溶胶

进入气溶胶静压腔,并经过顶部的 6
 

路分流管路分

别输送到 6
 

个实验猴口鼻罩的进气口处,实验猴吸

入后产生的废气经口鼻罩出气口处排出,汇流过滤

后经过流量控制器由抽气泵排出。
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图 1　 非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统示意图

Figure
 

1　 Schematic
 

figure
 

of
 

the
 

oral
 

and
 

nasal
 

aerosol
 

exposure
 

system
 

in
 

non-human
 

primates

1. 3. 2　 流感病毒滴度测定

　 　 使用微量细胞病变法进行病毒滴度的测定,胰
酶消化 MDCK 细胞制备细胞悬液,接种至 96 孔细

胞培养板中,每毫升 2. 0×104 ~ 3. 0×104 个,每孔 100
 

μL。 将流感病毒样本 10 倍系列梯度稀释后接种至

96 孔板中,每个稀释度 8 个复孔,33℃ 二氧化碳培

养箱中培养 6
 

d。 观察出现细胞病变的孔数,使用

Kaber 法计算病毒滴度。
1. 3. 3　 气溶胶发生参数和采样参数设定

　 　 将 20
 

mL 一定浓度的流感病毒加入六孔

Collison 气溶胶发生器中,设置气溶胶发生流量为

12
 

L / min,稀释流量为 40
 

L / min,抽气流量为 55
 

L /
min,维持头罩负压,气溶胶稳定发生 5

 

min 后使用

AGI-30 液体冲击式采样器连接头罩采样口采样,
采样溶液为 30

 

mL 的 DMEM 培养基,采样流量为 10
 

L / min,采样时间 5
 

min。
1. 3. 4　 气溶胶粒径大小、均一性和稳定性评价

　 　 将 30
 

mL 气溶胶发生液加入六孔 Collison 气溶

胶发生器中,按照 1. 3. 3 设定气溶胶发生参数,分别

在静压腔和头罩采样处接入 TSI
 

3321 气溶胶粒径

分析仪检测气溶胶总粒子的中值直径,检测时间点

分别为气溶胶发生后 5、10、20、30 和 40
 

min,评价气

溶胶粒径大小、均一性和稳定性。
1. 3. 5　 流感病毒气溶胶达到头罩评价

　 　 将 20
 

mL
 

3. 5×106
 

CCID50 / mL 流感病毒液加入

到六孔 Collison 气溶胶发生器中产生气溶胶,将 AGI
-30 液体冲击式采样器连接至头罩采样口处进行采

样,测定样品中流感病毒滴度,评价气溶胶是否能

到达供气静压腔和头罩。
1. 3. 6　 流感病毒气溶胶头罩分布均一性评价

　 　 非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统染毒

模块共包含 6 个头罩,分别向六孔 Collison 气溶胶

发生器中分别加入 20
 

mL 低浓度(3. 5×106
 

CCID50 /
mL)和高浓度(7. 1×107

 

CCID50 / mL)流感病毒液产

生气溶胶,并将 AGI-30 液体冲击式采样器连接头

罩采样口进行采样,测定样品中流感病毒滴度,评
价不同病毒浓度的气溶胶发生液产生的气溶胶能

否均匀分布达到至 6
 

个头罩。
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1. 3. 7　 流感病毒的耐雾化能力评价

　 　 向六孔 Collison 气溶胶发生器中加入 20
 

mL
 

7. 1×107
 

CCID50 / mL 的流感病毒液产生气溶胶,分
别在气溶胶发生 0、3、5、8、10、15、20、25、30、35 和 40

 

min 时采集发生器中流感病毒样品,测定样品中流

感病毒滴度,测定气溶胶发生状态下流感病毒存

活率。
1. 3. 8　 气溶胶发生器和采样器中流感病毒浓度的

线性关系

　 　 将 1. 3×107
 

CCID50 / mL 的流感病毒液 10
 

倍系

列梯度稀释,分别取 1. 3 × 107
 

CCID50 / mL、1. 3 × 106
 

CCID50 / mL、1. 3 × 105
 

CCID50 / mL、1. 3 × 104
 

CCID50 /
mL 各 20

 

mL 加入到六孔 Collison 气溶胶发生器中

产生气溶胶,用 AGI-30 液体冲击式采样器采集头

罩处的气溶胶样品,测定样品中流感病毒滴度,评
价 Collison 发 生 器 ( Input ) 和 Impinger 采 样 器

(Output)中流感病毒浓度的线性关系。

表 1　 气溶胶粒子中值直径、均一性和稳定性
Table

 

1　 Median
 

diameter,
 

uniformity
 

and
 

stability
 

of
 

aerosol
 

particles
采样时间点

Sampling
 

time
 

points
T5

5th
 

minute
T10

10th
 

minute
T20

20th
 

minute
T30

30th
 

minute
T40

40th
 

minute
平均中值直径(μm)
Mean

 

median
 

diameter
静压腔(μm)

Air
 

supply
 

static
 

pressure
 

chamber 1. 00±0. 04 1. 03±0. 02 1. 03±0. 01 1. 04±0. 01 1. 05±0. 01

头罩(μm)
Hood 1. 02±0. 01 1. 03±0. 01 1. 04±0. 01 1. 07±0. 03 1. 06±0. 01

1. 04±0. 03

1. 3. 9　 装置气密性评价

　 　 在 1. 3. 6 中使用高滴度流感病毒作为气溶胶发

生液产生气溶胶时,在非人灵长类动物口鼻式气溶

胶暴露系统易发泄露的管道连接处(如气溶胶发生

器出口、静压腔入口、6 个口鼻罩出口、预实验采样

器进口、预实验采样器出口、采样器进气口、采样器

出气口)使用拭子涂抹采样 30
 

s,将采样拭子放入 2
 

mL
 

DMEM 培养基中,充分混匀后,加入到生长致密

的 MDCK 细胞中,33℃ 二氧化碳培养箱培养 72
 

h,
观察是否发生细胞病变,评价装置在运行过程中是

否发生气溶胶泄露。
1. 3. 10　 装置消毒效果评价

　 　 采用 35%过氧化氢及气体发生器分批次对气

溶胶暴露系统管道及负压柜腔体进行消毒,使用嗜

热脂肪芽孢杆菌菌片(ATCC
 

7953,菌种浓度为每片

5×105 ~ 5×106
 

cfu)作为生物指示剂。 消毒前,分别

在管道和负压柜腔体布置生物指示剂。 消毒完成

后,及时取出指示剂,放入加有 0. 5%中和剂硫代硫

酸钠的溴甲酚紫葡萄糖蛋白胨水培养基中,56℃ 培

养 7
 

d 后进行结果判定。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 本研究数据采用 GraphPad
 

Prism
 

9. 0. 0 统计分

析软件,对结果进行 t 检验和方差分析,P<0. 05 为

差异有统计学意义,P<0. 01 为差异有显著统计学意

义,P<0. 001 为差异有极显著统计学意义。

2　 结果

2. 1　 气溶胶粒径大小、均一性和稳定性评价

　 　 气溶胶发生后,使用 TSI
 

3321 气溶胶粒径分析仪

在不同时间点分别检测静压腔和头罩处的气溶胶总

粒子的中值直径,结果如表 1 所示,非人灵长类动物

口鼻式气溶胶暴露系统产生的气溶胶颗粒中值直径

为(1. 04±0. 03)μm,对应安德森采样器的 6 级(0. 65
~1. 1)μm,气溶胶发生后 40

 

min 内,静压腔和头罩处

的气溶胶的中值直径的均一性和稳定性良好。
2. 2　 流感病毒气溶胶达到头罩评价

　 　 使用 AGI-30 冲击式采样器采集静压腔和头罩

处的气溶胶,通过微量细胞病变法检测静压腔和头

罩处病毒气溶胶浓度,结果如图 2 所示,静压腔和头

罩中都能检测到一定滴度的流感病毒,表明该装置

能正常运行并能产生病毒气溶胶,产生的气溶胶能

经静压腔途径管道到达头罩处,且传递过程中气溶

胶浓度无显著差异(P>0. 05)。
2. 3　 流感病毒气溶胶头罩分布均一性评价

　 　 分别使用低浓度(3. 5×106
 

CCID50 / mL)和高浓

度(7. 1×107
 

CCID50 / mL)流感病毒进行气溶胶发生,
使用 AGI-30 冲击式采样器收集 6 个头罩气溶胶并

进行病毒滴度检测,结果见图 3 所示。 实验结果表

明同一滴度流感病毒产生的气溶胶在 6 个头罩的浓

度无显著差异(P>0. 05),说明气溶胶在 6 个头罩分

布均匀,且气溶胶浓度与发生器病毒滴度有关。
2. 4　 流感病毒的耐雾化能力评价

　 　 为评价气溶胶发生过程中流感病毒的耐雾化

能力,分别检测气溶胶发生 3、5、8、10、15,20、25、
30、35 和 40

 

min 时气溶胶发生器中流感病毒存活
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率,见图 4。 实验结果表明气溶胶发生 0 ~ 5
 

min,流
感病毒存活率迅速下降,5 ~ 30

 

min 流感病毒存活率

较为稳定,存活率高于 50%,30
 

min 后流感病毒活

性继续迅速下降。 根据上述结果,气溶胶发生后 5 ~
30

 

min 可作为 NHP 感染的窗口期,约为 25
 

min。
2. 5　 发生器和采样器中流感病毒气溶胶浓度的线

性关系

　 　 根据“2. 3 流感病毒气溶胶头罩分布均一性评

价”实验结果,流感病毒气溶胶浓度和气溶胶发生

器中流感病毒滴度有关。 为进一步确定二者之间

的关系,在气溶胶发生器中加入不同滴度的流感病

毒溶液,检测对应流感病毒气溶胶浓度,结果如图 5
所示,实验结果表明流感病毒气溶胶浓度与发生器

病毒滴度的对数值具有良好的线性关系,标准曲线

方程为 y = 0. 8625x-2. 4173(R2 = 0. 9989)。
2. 6　 装置气密性评价

　 　 使用拭子在非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴

露系统中病毒气溶胶易发生泄露部位(气溶胶发生

器出口、静压腔入口、6 个头罩出口、预实验采样器

进口、预实验采样器出口、采样器进气口和采样器

出气口)涂抹采样,将采集样本接种到 MDCK 细胞

中,培养后 12
 

个采样点样本接种的细胞均未发生病

变。 提示非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统

在气溶胶发生过程中未发生气溶胶泄露,装置气密

性良好。
2. 7　 装置消毒效果评价

　 　 嗜热脂肪芽孢杆菌生物指示剂培养 7
 

d 后,对
指示剂逐支进行检查,实验组接种生物指示剂的培

养基均未变色(呈现紫色),阳性对照培养基颜色变

色(紫色变黄色),阴性对照培养基未变色(呈现紫

色)。 实验结果表明使用 35%过氧化氢采用汽化方

式对非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统可以

进行有效地消毒,消毒效果完全。

图 2　 采样器采集静压腔和头罩处的气溶胶浓度

Figure
 

2　 Aerosol
 

concentrations
 

of
 

samplers
 

which
 

collect
 

in
 

the
 

static
 

pressure
 

chamber
 

and
 

the
 

hood

图 4　 流感病毒的耐雾化能力

Figure
 

4　 Atomization
 

resistance
 

of
 

influenza
 

virus

图 3　 不同头罩处的流感病毒气溶胶浓度

Figure
 

3　 Aerosol
 

concentrations
 

of
 

samplers
 

which
 

collect
 

in
 

the
 

six
 

hoods

图 5　 流感病毒 Input(Collison)和 Output
(Impinger)的线性关系

Figure
 

5　 Correlation
 

between
 

input
 

(Collison)
 

and
 

output
 

(Impinger)
 

virus
 

titres
 

of
 

influenza
 

virus
 

when
 

aerosolized
 

using
 

the
 

oral
 

and
 

nasal
 

aerosol
 

exposure
 

system
 

for
 

non-human
 

primates
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3　 讨论

　 　 非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴露系统能正

常运行,产生具有感染性的气溶胶颗粒,气溶胶颗

粒的中值直径为(1. 04±0. 03) μm,颗粒大小可直接

进入肺泡。
在气溶胶暴露感染实验动物时,基于动物的氧

气消耗,推荐气溶胶气体流量为每分钟呼吸体积的

1. 5 倍,使用动物呼吸量 2. 5 ~ 4 倍的气溶胶气体流

量可将气溶胶浓度保持在目标浓度的 90%[11] 。 2 ~
4

 

岁恒河猴呼吸量为 1. 5 ~ 3. 8
 

L / min[12] 。 美国陆军

传染病医学研究所和匹兹堡大学疫苗研究中心进

行不同种类的 NHP 气溶胶暴露感染时,提供给每只

NHP 的气体流量为 7. 5
 

L / min 左右[13-14] 。 本系统

装置可同时进行 6 只 NHP 的气溶胶暴露感染,在本

研究中使用 6
 

孔 Collison 气溶胶发生器,将气溶胶

流量设为 12
 

L / min,稀释流量设为 40
 

L / min,提供

给每只试验猴的气溶胶气体流量为 8. 7
 

L / min 左

右,为恒河猴呼吸量的 2. 3 ~ 5. 8 倍,同时本生物安

全三级实验室前期进行恒河猴适应性模拟气溶胶

感染时,采用此染毒程序参数进行气溶胶感染,恒
河猴在整个 20

 

min 感染过程中呼吸均匀状态良好。
Collison 气溶胶发生器使用压缩空气使液体雾

化产生气溶胶颗粒,雾化过程由于剪切力、撞击力、
浓缩作用等的影响,会导致部分微生物衰亡或失去

活性[15] ;同时 AGI-30 液体撞击式采样器在采样过

程中存在微生物粒子撞击时的损伤、逃逸及再次气

溶胶化等问题[16] ,因此本研究中采集到的气溶胶中

流感病毒滴度比气溶胶发生液中滴度低 2. 4
 

log10
 

CCID50。 采用 Collison 发生器 ( Input) 发生 SARS-
CoV-2 气溶胶或东方马脑炎病毒,采用 AGI - 30 液

体撞击式采样器(Output)采集病毒气溶胶,Input 和
Output 病毒滴度之间具有良好的线性关系,分别损

失 2
 

log10
 pfu[17]和 3. 4

 

log10
 pfu[18] ,这与本研究的实

验结果相一致。
本研究中,在气溶胶发生 30

 

min 内,Collison 气

溶胶发生器中流感病毒的存活率高于 50%,这与噬

菌体 D29 的存活率基本相符[19] ,Mainelis 等[20] 也报

道了荧光假单胞菌经 Collison 气溶胶发生器雾化 90
 

min 后,活力损伤了 50%,然而 Hermann 等[21] 指出

病毒在机械上比细菌更容易雾化,Ibrahim 等[22] 研

究显示用 Collison 气溶胶发生器连续雾化 60
 

min 的

过程中,H1N1 流感病毒活力出现轻微的损失,Kim

等[23]报道有囊膜的冠状病毒在雾化 30
 

min 后,病
毒存活率仅下降了 15%。 高致病性禽流感、SARS-
CoV-2、尼帕病毒、埃博拉病毒等重大呼吸道病毒性

传染病有可能通过气溶胶传播,SARS-CoV-2 气溶胶

吸入暴露剂量在 3. 7 ~ 4. 2
 

log10
 pfu 可以感染非洲绿

猴[17] ,2. 6 ~ 4. 7
 

log10
 pfu 的埃博拉病毒可以通过气

溶胶感染恒河猴[24] ,2. 0 ~ 3. 0
 

log10
 pfu 的尼帕病毒

可以通过气溶胶感染非洲绿猴[25] ,这些呼吸道病毒

对 NHP 的气溶胶暴露剂量在 2. 0 ~ 4. 7
 

log10
 pfu 即

可成功建立感染模型,因此尽管本研究中使用的我

国自主研发的气溶胶暴露系统在气溶胶发生过程

中流感病毒存活率方面与先进国际水平相比仍然

存在较大差距,但若使用高浓度(107
 

CCID50 / mL 以

上)病毒发生液产生气溶胶时,在 5 ~ 30
 

min 的感染

窗口期内,实验猴吸入气溶胶 10 ~ 20
 

min,可以达到

104
 

CCID50 左右的感染剂量,理论上可以成功建立

病毒气溶胶 NHP 感染模型。
使用高浓度流感病毒液产生气溶胶进行装置

气密性测试评价时,未检测到具有感染性的流感病

毒,表明该暴露装置没有发生气溶胶泄露,对生物

安全三级实验室保护良好。 嗜热脂肪芽孢杆菌对

各种消毒方式具有较强的抵抗力,可以作为消毒效

果验证的直接指标[26] 。 以嗜热脂肪芽孢杆菌作为

消毒指示菌的效果验证,表明使用 35%过氧化氢采

用汽化方式可对该系统进行有效地消毒,消毒效果

完全。
综上所述,本研究在生物安全三级实验室中以

流感病毒评价了非人灵长类动物口鼻式气溶胶暴

露系统运行中病毒气溶胶的重要参数,包括气溶胶

粒径、气溶胶输出气密性、均一性、稳定性等。 这些

广泛的基础性数据使我们能够对非人灵长类动物

口鼻式气溶胶暴露系统的基本情况有客观深入的

认识,并为有效地利用这一系统建立 SARA-CoV-2
和其它病毒气溶胶感染 NHP 模型提供了可能。
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多物种中非肌肉肌球蛋白 IIA 相关功能的研究进展
黎国安,钟望涛,张晶晶∗

(广东医科大学附属医院,广东
 

湛江　 524001)

　 　 【摘要】 　
 

非肌肉肌球蛋白 IIA(non-muscle
 

myosin
 

IIA,
 

NM
 

IIA)由非肌肉肌球蛋白重链 9(Non-muscle
 

myosin
 

heavy
 

chain
 

9,
 

MYH9)基因编码,是非肌肉肌球蛋白 II 的家族成员,在多种细胞中表达,参与调控细胞收缩、细胞迁

移和细胞形状维持等细胞生理过程。 NM
 

IIA 对脑、肾、血管等发育至关重要,其基因突变导致 MYH9 相关疾病

(MYH9-related
 

disease,MYH9-RD)。 此外,近年来有研究表明 NM
 

IIA 还参与其他生理和病理过程的调节,如血管新

生和肿瘤进展等。 本文将对人、小鼠和斑马鱼中 NM
 

IIA 相关功能的研究进展进行综述。
【关键词】 　 非肌肉肌球蛋白 IIA;非肌肉肌球蛋白重链 9;小鼠;斑马鱼;MYH9 相关疾病
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　 　 【Abstract】　
 

The
 

non-muscle
 

myosin
 

IIA
 

(NM
 

IIA),
 

encoded
 

by
 

non-muscle
 

myosin
 

heavy
 

chain
 

9
 

(MYH9),
 

is
 

a
 

member
 

of
 

the
 

non-muscle
 

myosin
 

II
 

family.
 

NM
 

IIA
 

is
 

expressed
 

in
 

a
 

variety
 

of
 

cell
 

types
 

and
 

plays
 

a
 

critical
 

role
 

in
 

cellular
 

physiological
 

processes,
 

such
 

as
 

cell
 

contraction,
 

cell
 

migration,
 

and
 

cell
 

shape
 

maintenance.
 

NM
 

IIA
 

is
 

essential
 

for
 

the
 

development
 

of
 

the
 

brain,
 

kidney,
 

vessels,
 

and
 

other
 

organs.
 

A
 

mutation
 

of
 

NM
 

IIA
 

causes
 

MYH9-related
 

disease
 

(MYH9-RD).
 

Recently,
 

it
 

has
 

been
 

shown
 

that
 

NM
 

IIA
 

is
 

also
 

involved
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

other
 

physiological
 

and
 

pathological
 

processes,
 

such
 

as
 

angiogenesis
 

and
 

tumor
 

progression.
 

Here,
 

we
 

summarize
 

the
 

recent
 

progress
 

of
 

research
 

on
 

NM
 

IIA
 

functions
 

in
 

humans,
 

mice,
 

and
 

zebrafish.
 

【Keywords】　 non-muscle
 

myosin
 

IIA
 

( NM
 

IIA);
 

non-muscle
 

myosin
 

heavy
 

chain
 

9
 

( MYH9);
 

mice;
 

zebrafish;
 

MYH9-related
 

disease

　 　 肌球蛋白超家族是三大主要动力蛋白超家族

之一,其分类超过 30 种,主要与肌动蛋白结合,并以

镁离子依赖的方式水解 ATP 获得能量从而发挥动

力作用[1-3] 。 肌球蛋白 II 是其中的一种,包括肌肉

肌球蛋白 II 和非肌肉肌球蛋白 II。 非肌肉肌球蛋白

II 几乎在所有细胞都有表达,参与细胞的多种生理

活动,如细胞迁移、极化和粘附、细胞形状维持和信

号转导等[2] 。 在脊椎动物中,非肌肉肌球蛋白 II 有

3 个亚型:非肌肉肌球蛋白 IIA(NM
 

IIA)、非肌肉肌

球蛋白 IIB ( NM
 

IIB) 和非肌肉肌球蛋白 IIC ( NM
 

IIC), 分 别 由 MYH9、 MYH10 和 MYH14 基 因 编

码[4-5] 。 本文将对人、小鼠和斑马鱼中 NM
 

IIA 相关

功能的研究进展进行综述。

1　 人类发育与疾病中 NM
 

IIA 相关功能的研究

　 　 人 NM
 

IIA 的结构包括氨基端的头部结构域和



羧基末端的尾部结构域。 头部结构域由动力蛋白

(由 MYH9 的 1 到 19 号外显子编码) 和颈部区域

(由 MYH9 的 20 号外显子编码)组成。 尾部结构域

包含长卷曲螺旋结构(由 MYH9 的 21 到 40 号外显

子编码)和短非卷曲螺旋区域(由 MYH9 的 41 号外

显子编码) [2] 。 MYH9 基因突变引起的 MYH9-RD,
是一种常染色体显性遗传性疾病,主要表现为巨大

血小板减少、粒细胞 NM
 

IIA 分布异常,且可能同时

并发肾疾病、耳聋和白内障[6] 。
1. 1　 人类多系统器官组织中 NM

 

IIA 功能的研究

　 　 NM
 

IIA 在人类中的研究主要涉及血液系统、肾
和听觉系统等。 报道指出,MYH9 -RD 在血液系统

的异常表现主要是巨大血小板减少、中性粒粒细胞

NM
 

IIA 分布异常和粒细胞有包涵体等[6-7] 。 除此

之外,NM
 

IIA 动力蛋白结构域的突变将导致患者出

现异常形态的红细胞, 主要表现为细胞形态细

长[8] 。 研究表明这可能与 NM
 

IIA 动力蛋白无法产

生维持红细胞形状的膜表面张力有关[9] 。 在肾方

面,Arrondel 等[10] 通过原位杂交和免疫荧光技术发

现 MYH9 的 mRNA 和蛋白在胚胎期和成人肾的小

动脉、肾小球和肾小管周围的毛细血管内皮细胞中

表达,同时在近端小管的刷状缘和足细胞中也有表

达。 有研究表明欧裔美国人、尼日利亚人和西班牙

人的 NM
 

IIA 遗传变异可导致非糖尿病肾病的发病

率上升[11-13] ,而汉族人的 NM
 

IIA 遗传变异则导致

糖尿病肾病发病率的升高[14] 。 进一步研究发现,糖
尿病肾病患者的肾小球和足细胞的 NM

 

IIA 表达减

少,足细胞内肌动蛋白应力纤维缩短且数量减少,
细胞间紧密连接蛋白 ZO-1 表达下调。 这些病理生

理改变导致肾小球白蛋白滤过率上升,肾功能受

损。 而实验证实过表达 NM
 

IIA 可使血管紧张素 II
诱导的肾功能损害得到恢复[15] 。 这提示 NM

 

IIA 可

能与肾发育与肾功能维持有关。 而在听觉系统中,
NM

 

IIA 突变还与听力障碍有关,有研究发现 MYH9
的 p. D1424N 突变将导致成年发病和进行性恶化的

听力损伤[16] ,而 p. R705H 位点的突变除导致患者

肝功能异常和血细胞缺陷外, 还导致神经性耳

聋[7,17] 。 Verver 等[18]指出,不同的位点突变可导致

不同程度的神经性耳聋,而同一位点的不同突变类

型也会有不同的影响,如 p. R702C 位点的突变导致

的耳聋比 p. R702H 严重,p. R1165L 突变导致耳聋

的程度比 p. R1165C 严重。 对于有 MYH9 突变家族

史的幼儿,可在早期进行此基因突变位点的筛查,

以便在发病初期实施治疗,以改善患者生活质量。
1. 2　 人类肿瘤中 NM

 

IIA 功能的研究

　 　 NM
 

IIA 与多个瘤种的发生发展有关,在不同瘤

种中分别扮演促癌或抑癌的角色。 Coaxum 等[19] 研

究发现抑制 NM
 

IIA 的表达可增加 P53 野生型头颈

部鳞状细胞癌的侵袭能力,提示了其在头颈鳞状细

胞癌中起到抑癌作用。 而更多的研究表明 NM
 

IIA
在肿瘤中起到促癌作用。 在一项关于胃癌的研究

中发现,肿瘤组织高表达 NM
 

IIA,且与患者病情进

展和不良预后相关[20] 。 体外实验研究表明抑制 NM
 

IIA 的表达导致 c-Jun 氨基末端激酶( JNK) 水平的

降低从而抑制胃癌细胞的迁移和侵袭[21] 。 此外,有
研究表明结直肠癌组织高表达 NM

 

IIA,且与患者的

低生存率相关,这可能与它激活 AMPK / mTOR 信号

通路有关[22] 。 Zhou 等[23] 发现 NM
 

IIA 在胰腺癌中

高表达,其主要通过激活 Wnt / β-catenin 信号而促进

胰腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭。 在肺癌的研究中

表明,通过 DT-13(一种从麦冬中分离得到的具有生

物活性的皂苷单体)下调 NM
 

IIA 的表达可激活 Raf-
ERK1 / 2 信号通路进而有效抑制肺癌细胞的迁

移[24] 。 Gao 等[25] 研究表明,通过 DT-13 靶向抑制

NM
 

IIA 的表达可显著抑制乳腺癌细胞的迁移。 综

上所述,NM
 

IIA 通过作用于不同的分子机制在不同

的瘤种中发挥促癌或抑癌作用。 除了上述的瘤种

外,其是否参与其他肿瘤的发生发展尚不明确,有
待进一步研究。 阐明 NM

 

IIA 在不同瘤种中的作用

机制可为其在未来的临床应用提供理论支撑。

2　 小鼠中 NM
 

IIA 相关功能的研究

　 　 小鼠 NM
 

IIA 主要在肝、肾、肺和脾表达,在心脏

和大脑中有低表达,而在骨骼肌中不表达,与人类

NM
 

IIA 同源度达 98%[26] 。 近年来有研究表明 NM
 

IIA 参与脑卒中病理生理过程的调节,与肾疾病的

发生发展密切相关。 其突变除了导致肾和血管的

发育异常外,还影响血细胞的成熟和形态。
2. 1　 小鼠脑卒中中 NM

 

IIA 功能的研究

　 　 NM
 

IIA 与脑卒中的发病机制有关。 体内外研

究表明,脑卒中导致脑血管内皮细胞紧密连接蛋白

occludin、claudin-5、ZO-1 表达下调,引起血脑屏障通

透性增加,而特异性敲降或者使用 NM
 

II 的抑制剂

Blebbistatin 抑制脑血管内皮细胞的 NM
 

IIA 的表达

可恢复紧密连接蛋白的表达水平,降低血脑屏障通

透性,减轻脑损伤[27-28] 。 此外,NM
 

IIA 还通过其他
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机制调节脑卒中的发生发展。 Wang 等[29-30] 发现,
抑制 NM

 

IIA 的表达可通过抑制神经元凋亡和促进

神经元自噬发生而改善缺血性脑损伤。 综上说明,
NM

 

IIA 可以通过多个途径参与调节脑卒中病理生

理过程,而靶向抑制 NM
 

IIA 的表达有望成为卒中治

疗的新策略。
2. 2　 小鼠肾发育与疾病中 NM

 

IIA 功能的研究

　 　 NM
 

IIA 与肾的发育和疾病相关。 研究表明小

鼠 NM
 

IIA 的 R702C、D1424 N 和 E1841K 位点突变

会导致肾小球硬化和肾功能进行性下降,表现为足

细胞消失和蛋白尿逐渐加重[31] 。 除了点突变外,
NM

 

IIA 的缺失突变也会导致肾的 发 育 异 常。
Recuenco 等[32] 研究发现条件性敲除肾间质细胞

NM
 

IIA 不影响小鼠存活至成年但可导致小鼠肾功

能衰竭,并出现肾小囊和肾小管扩张、肾囊肿等病

理改变;而同时敲除肾间质细胞的 NM
 

IIA 和 NM
 

IIB 则会导致小鼠出生不久后死亡,表现为双肾体

积减小,皮质的肾单位缺失和凋亡等病理变化。 除

了调控肾发育外,NM
 

IIA 还与足细胞分离和缺失相

关的肾疾病有关。 Fan 等[33] 指出神经导向因子-2
(SLIT2)及其受体(ROBO2)的激活可以抑制肾足细

胞 NM
 

IIA 的活性,从而引起足细胞间黏着斑形成的

减少、细胞间黏附力减弱,导致蛋白尿等肾功能下

降的表现。 NM
 

IIA 的突变导致肾异常发育的机制

尚不明确,有待进一步研究。 而 NM
 

IIA 活性的抑制

导致足细胞分离和缺失相关的肾疾病的发生,提示

我们靶向激活 NM
 

IIA 有利于提高足细胞的存活,从
而恢复肾小球滤过屏障功能,最终实现对这类肾疾

病的有效治疗。
2. 3　 小鼠血细胞成熟和凝血机制中 NM

 

IIA 功能

的研究

　 　 NM
 

IIA 参与调控血小板形成、止血与凝血、红
细胞成熟与形态维持等生理过程。 研究发现 NM

 

IIA 在巨核细胞和血小板表达[34] ,且与小鼠巨核细

胞中血小板形成和释放过程有关[35-36] ,其缺失会导

致小鼠的血小板减少症[37] 。 另外,NM
 

IIA 缺失通

过影响巨核细胞肌动蛋白的结构,而影响细胞器分

布,进而导致成熟的血小板细胞器含量的异常[38] 。
NM

 

IIA 在止血和血栓形成过程中具有重要作用,Li
等[39]发现条件性敲除血管内皮细胞 NM

 

IIA 导致分

泌性细胞器 WPB(Weibel-Palade
 

body)释放障碍,即
影响 vWF( von

 

Willebrand
 

factor)的释放,导致凝血

时间延长。 NM
 

IIA 除了与血小板形成和促凝血机

制有关,还与网织红细胞的成熟和红细胞双凹圆盘

状形态的维持有关[40-41] 。 而 Kanematsu 等[42] 发现

NM
 

IIA 突变导致小鼠血红蛋白减少,促红细胞生成

素升高和巨脾症。 但因其突变并不影响红细胞的

分化过程,故作者认为这可能与 NM
 

IIA 突变导致造

血微环境异常有关,具体机制有待进一步研究。
2. 4　 小鼠血管发生中 NM

 

IIA 功能的研究

　 　 NM
 

IIA 在小鼠血管发育方面具有不可替代的

作用。 Ma 等[43]发现条件性敲除血管内皮细胞 NM
 

IIA 将导致胚胎小鼠背部皮肤的血管密度减少、血
管异常聚集成团等,而同时敲除 NM

 

IIA 和 NM
 

IIB
则会加重血管异常的程度。 新近的研究认为,血管

发生由内皮细胞上的丝状伪足来源的指状突起介

导,指状突起与胞外无血管基质联系紧密,从而引

导血管发生,丝状伪足与指状突起的数量平衡在调

节血管发生中起重要作用。 体外实验表明,NM
 

IIA
在尖细胞中的表达水平明显高于茎细胞,且通过调

节指状突起和丝状伪足之间的数量平衡从而调控

血管出芽,引导血管发生[44] 。 综上表明 NM
 

IIA 是

维持血管正常发育中的重要因子,其缺失是导致血

管发生缺陷的重要原因,但其中的调控机制尚未完

全明确,有待进一步研究。

3　 斑马鱼中 NM
 

IIA 相关功能的研究

　 　 斑马鱼是新兴的模式生物。 斑马鱼的 myh9 有

两个亚型,myh9a 和 myh9b,与人类 MYH9 基因同源

度分别为 77%和 79%,其中 myh9a 位于 6 号染色体

的反义链,而 myh9b 位于 3 号染色体的反义链[45] 。
myh9a 和 myh9b 在斑马鱼幼鱼表皮层表达,此外,
myh9b 还在脑组织表达[46-47] 。 研究表明 NM

 

IIA 对

斑马鱼脑、肾、颅面发育至关重要。
3. 1　 斑马鱼脑发育中 NM

 

IIA 功能的研究

　 　 在斑马鱼脑形态发生过程中,NM
 

IIA 具有重要

作用。 Gutzman 等[46] 利用斑马鱼来研究调节脊椎

动物高度保守的中脑-后脑边界(midbrain-hindbrain
 

boundary,MHB)首次折叠的分子机制,发现 NM
 

IIA
可通过调节细胞缩短从而促进 MHB 收缩,形成正

常的脑形态。 利用 myh9b 特异性吗啉代寡核苷酸

(morpholino
 

oligonucleotide,MO) 抑制 NM
 

IIA 的表

达导致斑马鱼 MHB 收缩区域上的细胞明显变长,
引起 MHB 收缩减弱、MHB 交角变大,脑形态异常。
综上表明 NM

 

IIA 对细胞形状的维持和脑形态的发

育至关重要。
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3. 2　 斑马鱼肾发育中 NM
 

IIA 功能的研究

　 　 在斑马鱼前肾的研究中,利用 myh9 特异性 MO
抑制 NM

 

IIA 的表达除了可观察到幼鱼肾小球形态

发育异常、肾小球的毛细血管数量减少和畸形、肾
小囊囊腔增大和系膜细胞数量减少等现象外,还可

观察到肾小球基膜不均匀增厚、内皮窗孔减少等超

微结构改变。 通过肾功能评价实验表明,抑制 NM
 

IIA 的表达将导致肾小球滤过率下降[48] 。 因此,NM
 

IIA 对维持斑马鱼肾的正常发育及功能至关重要,
但其在肾发育中的分子机制尚不明确,有待进一步

研究。
3. 3　 斑马鱼其他组织中 NM

 

IIA 功能的研究

　 　 除了调控斑马鱼脑和肾发育外,NM
 

IIA 还参与

其他组织器官发育。 研究表明,NM
 

IIA 通过与 Trio
(Rho-GEF 家族成员之一) 相互作用来调控神经嵴

细胞迁移和分化从而维持颅面结构的正常发育[49] 。
Casalou 等[50]证实,NM

 

IIA 在 Arl13b(一种 Arf 样蛋

白)的介导下参与斑马鱼圆形背部皱褶形成。 在血

液系统中,抑制 NM
 

IIA 的表达后并未发现血小板聚

集和血栓形成[48] ,但抑制 NM
 

IIA 是否影响血小板

形态尚不明确。 此外 NM
 

IIA 是否参与其他血液细

胞的形态和功能调控也有待进一步研究。

4　 结语

　 　 NM
 

IIA 在物种间是保守的,几乎在所有细胞中

表达,参与调控细胞黏附、细胞迁移、极化和粘附、
细胞形状维持和信号转导等细胞生理过程。 NM

 

IIA 对器官发育至关重要,其突变可导致脑、肾和血

管的发育异常。 近年来有研究报导 NM
 

IIA 通过多

个途径参与调控脑卒中的病理生理过程,抑制 NM
 

IIA 表达通过上调紧密连接蛋白从而减少脑卒中的

血脑屏障渗漏,同时,抑制 NM
 

IIA 的表达可减少神

经元凋亡和促进神经元自噬发生进而减轻脑损伤,
但其是否还通过其他途径参与脑卒中的发生发展

的调控尚不明确,有待进一步研究。 此外,有研究

表明,NM
 

IIA 在肿瘤的发生发展中表现出双面性,
例如在头颈鳞癌中表现出抑癌作用,而在胃癌和胰

腺癌中表现出促癌作用。 但目前仍有多个瘤种未

见其报道,明确其在其他瘤种中的具体作用机制,
可为 NM

 

IIA 在肿瘤诊断和治疗方面的应用提供理

论支撑。
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　 　 【摘要】 　 杜氏肌营养不良症(Duchenne
 

muscular
 

dystrophy,DMD)是一种严重的致死性肌肉疾病,定位于肌膜

的抗肌萎缩蛋白 dystrophin 功能缺失是其致病因素。 目前 DMD 研究的热点聚焦于如何对疾病进行治疗,其中膜功

能的恢复已经成为临床治疗的密切关注点。 本综述将着重总结 dystrophin 异常引起肌膜损伤的机制及膜修复治疗

的研究进展,通过从肌膜的角度理解 DMD 的病理机制来促进干预治疗的研究进程。
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　 　 【Abstract】 　 Duchenne
 

muscular
 

dystrophy
 

( DMD)
 

is
 

a
 

fatal
 

muscle
 

disease
 

caused
 

by
 

the
 

loss
 

of
 

dystrophin
 

protein,
 

which
 

is
 

localized
 

in
 

the
 

sarcolemma.
 

Currently,
 

DMD
 

research
 

concentrates
 

on
 

how
 

to
 

treat
 

the
 

disease,
 

and
 

the
 

restoration
 

of
 

membrane
 

function
 

has
 

become
 

a
 

promising
 

therapeutic
 

approach.
 

This
 

review
 

focuses
 

on
 

the
 

mechanism
 

by
 

which
 

muscle
 

membrane
 

damage
 

is
 

caused
 

by
 

dystrophin
 

abnormality
 

and
 

summarizes
 

the
 

research
 

progress
 

regarding
 

membrane
 

repair
 

therapy
 

toward
 

its
 

clinical
 

application.
【Keywords】　 Duchenne

 

muscular
 

dystrophy;
 

sarcolemma
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repair
 

treatment

　 　 杜氏肌营养不良症( DMD)是由抗肌萎缩蛋白

(dystrophin)基因突变造成的一种 X 染色体连锁的

隐性遗传病[1] ,在世界上新生男婴的发病率约为 1 /
3500 ~ 1 / 5000[2] 。 患者会在 2 ~ 3 岁时开始发病,表
现出肌肉退化,行走困难等症状,随着年龄的增长

基本丧失行动能力,生活不能自理,在 20 ~ 30 岁,
DMD 患者会发展为严重的扩张型心肌病,出现心律

失 常, 最 终 会 因 心 脏 或 呼 吸 衰 竭 而 亡[3-4] 。
Dystrophin 作为 DMD 的靶蛋白定位于肌膜内表面,
包含四个结构域:N-末端结构域、血影样棒状结构

域,半胱氨酸丰富域及 C-末端结构[5] 。 在肌细胞

内,N-末端结构域与 F-actin 结合,C-末端结构域与

肌纤维膜上的抗肌萎缩蛋白相关糖蛋白( DAGs)结

合[5] , DAGs 与 dystrophin 共 同 组 成 DAPC
(dystrophin

 

associated
 

protein
 

complex),这样的结合

使 dystrophin 作为分子缓震器对肌细胞胞内基质与

肌细胞膜的连接及细胞膜的稳定起着至关重要的

作用[6] 。 DAGs 作为多种蛋白质的复合物,包含以

下成份:dystroglycans( α、β)、sarcoglycans( α、β、γ、
δ、 ε )、 sarcospan、 α-dystrobrevins、 syntrophins ( α1、



β1 )、 syncoilin、 nNOS、 Laminin-2、 caveolin-3、 sodium
 

channels。 同样,其中部分蛋白质的缺失也与许多肌

肉疾病有关,这说明了该复合物在维持肌膜完整性

方面的重要作用[7] 。 因为 dystrophin 定位在膜上,
所以有相当一部分研究关注膜的变化,虽然我们早

已发现 DMD 会发生肌膜损伤,但是具体的损伤机

制还需进一步的探讨。 肌膜的完整性对于肌肉功

能维持具有重要作用,本文将对 DMD 肌膜损伤的

机制和功能修复治疗的研究进行综述和分析。

1　 DMD 肌膜损伤的机制

　 　 正常的肌肉组织具有完整的保护和修复机制。
肌肉在离心收缩,也即发生拉伸的收缩时更容易引

起肌肉损伤。 例如,在正常的下坡过程中,股四头

肌肌群反复拉伸,会导致立即无力,随后几天又会

引起疼痛、肿胀和发炎(迟发性肌肉酸痛)。 这种轻

度的肌肉损伤通常在 1 ~ 2 周后即可完全恢复,当损

伤严重时,肌纤维会发生损坏,然后激活的卫星细

胞分裂产生成肌细胞,从而融合并替换肌纤维的受

损区域[8] 。
但是,在 DMD 患者中,由于 dystrophin 的缺乏

以及相关 DAGs 的丢失,肌细胞的稳态发生失衡,而
对于 DMD 肌膜完整性受损的探究, 定然是从

dystrophin 本身或者是 dystrophin 缺失引起的一系列

次级反应着手。 dystrophin 连接到多个机械转导和

信号通路,这些通路共同起作用以感知和传递肌肉

收缩力和膜完整性的信号。 到目前为止,对肌膜脆

性和通透性增加的原因有以下 4 种假设:(1) DAPC
在肌肉收缩过程中为肌膜提供了机械稳定性[9-10] ;
(2)dystrophin 作为拉伸激活离子通道的支架蛋白,
影响了其对钙的渗透性[11] ;(3) 与 dystrophin 连接

的信号复合物神经元型一氧化氮合酶( nNOS)的缺

失影响血管舒张和向工作肌肉的血流[12] ;(4)由于

再生不完全导致的纤维分支引起肌肉变性和再生

的恶性循环[13] 。
1. 1　 肌膜的完整性需要 DAPC 的支持

　 　 从结构的角度来看,单纯的磷脂双分子层不足

以抵消肌肉收缩过程中施加在膜上的显著作用力,
肌膜的结构完整性还需要各种细胞骨架蛋白的参

与,比如 dystrophin、 F-actin 等[14] 。 dystrophin 作为

肌细胞中重要的膜蛋白,它直接或者间接地与各种

细胞骨架蛋白相联系,这种结构组成能够有效地将

肌细胞收缩产生的压力传递出去,从而保护其免受

肌肉收缩过程中产生的膜应力的影响[15] 。 目前,被

广泛接受的解释膜通透性增加的理论是:dystrophin
缺乏使膜更易破碎,收缩应力导致膜撕裂,从而增

加了膜通透性。 作为判断肌膜是否出现破裂最为

直观的方式就是进行电镜观察,早在 1975 年,Mokri
等[16]就通过透射电镜分析直接显示了 DMD 病人股

外侧肌中肌膜的破损,并将其称为 delta 损伤。 在

DMD 的秀丽隐杆线虫模型中,电镜结果同样揭示了

肌膜完整性的丧失[17] 。 实际上,在 DMD 的临床诊

断中,一般通过检测肌细胞“泄露”到血清中的可溶

性肌酸激酶来判断肌肉损伤[18] 。
总之,dystrophin 在保护肌膜免受机械损伤中起

着重要的作用。 虽然细胞膜自身具有修复能力,但
是对于 DMD 病人,由于 dystrophin 的缺失,膜破损

的频率更高,反复的膜破损和修复只会加速肌细胞

的稳态失调,最终导致肌肉的损伤。
1. 2　 Ca2+稳态失调增加肌膜透性

　 　 肌膜破损只是膜通透性增加的原因之一。 为

了更好的将其与膜通透性增加的其他原因区分开

来,2003 年,Bansal 等[19]直接利用激光人工破膜,通
过荧光标记实时观测肌膜的自动修复过程。 实验

结果发现,在不到 1
 

min 的时间内肌膜就完成了自

我修复,而且,mdx 小鼠的肌膜修复能力表现正常,
与对照组相比没有差异。 通过以上实验我们可以

合理假设,由离心收缩引起的肌膜破损会同步导致

膜通透性增加并在 1
 

min 左右后恢复正常。 然而,
Yeung 等[20]和 Sonobe 等[21]对 mdx 小鼠肌纤维的研

究发现,细胞内钙浓度([Ca2+ ] i)在拉伸收缩后缓慢

增加,并在 10 ~ 20
 

min 后达到最大值,并且离子浓度

的增加可被拉伸激活通道的阻断药物所消除,另一

项实验发现[Ca2+ ] i 没有显示出与损伤一致的近膜

局部升高,这些证据表明[Ca2+ ] i 升高是由通道激活

而不是膜损伤引起的。
拉伸激活通道最初是由 Guharay 和 Sachs 在

1984 年提出[22] ,这些通道可渗透大多数阳离子,并
在正常条件下允许 Na+和 Ca2+进入。 这类拉伸激活

通道(SAC)对非特异性阳离子(NSC)具有渗透性,
因此称为 SACNSC。 已有研究表明,SACNSC 在 mdx 小

鼠肌肉中更活跃[23-24] 。 SACNSC 本身的分子结构目

前尚不明确,TRPC1、TRPC6 和 TRPV2(瞬时受体电

位)是其潜在的分子组成。 针对 SACNSC 的膜片钳实

验发现,SACNSC 并不是通过拉伸收缩直接激活的,
进一步的研究后,Allen 等[25] 提出了如下通路:拉伸

收缩引起 ROS(活性氧)的产生,ROS 可激活 src 激

酶,该激酶的活性导致 SACNSC 的开放进而增加了
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Ca2+的内流。 为了支持通道激活理论,Allen 团队已

证明对 mdx 肌肉拉伸收缩后,肌细胞对染料的摄入

可逐渐增加并持续 60
 

min 以上,并且使用 SACNSC

阻滞剂能阻止大部分这种增加的膜渗透性。 另外,
使用 ROS 清除剂也可减少膜渗透性。

Ca2+稳态对肌细胞正常的生理功能至关重要,
对于缺乏 dystrophin 的肌纤维来说,拉伸收缩将会

引起[Ca2+ ] i 的异常升高,同时造成胞内 Ca2+相关通

路的异常激活和扰动,最终导致肌细胞结构改变和

功能失调。 线粒体作为细胞的能量供应中心,当线

粒体 Ca2+ 过载时, 会引起线粒体通透性转换孔

(mitochondrial
 

permeablity
 

transition
 

pore,mPTP ) 不

可逆打开,最终导致线粒体功能失调甚至细胞死

亡。 此外,线粒体产生的 ROS 可以导致肌膜上相应

通道开放和膜脂的过氧化,这些均会增加肌膜的通

透性[26] 。
1. 3　 神经元型一氧化氮合酶(nNOS)的缺失间接

加剧肌膜的损伤

　 　 nNOS 是 NO 合成的关键酶,在肌肉中,nNOS 作

为 DAPC 之一定位于肌膜上。 nNOS 产生的 NO 可

以释放到肌细胞外引起血管扩张,确保肌肉在运动

过程中能获得大量血液输送来的葡萄糖和氧气[27] 。
因为 DMD 病人中 nNOS 缺失,所以其肌肉的运动并

不会引起血管的扩张,继而会导致运动部位缺血,
加重肌膜损伤,诱发局部坏死[28] 。

在 mdx 小鼠中 nNOS 也同样丢失,当恢复肌膜

上 nNOS 的表达后,可以显著改善 mdx 小鼠的病理

表型。 在对 min-dystrophin 进行设计时,保留 nNOS
的结合位点对后续的治疗疗效至关重要[29-30] 。 这

些实验结果都说明 nNOS 在肌肉当中充当着重要的

角色。 总之,nNOS 虽然不是 DMD 病理的基础,但
它在活动肌肉中可以对血管收缩进行调节,保证肌

肉的正常工作, nNOS 的缺失间接加剧了肌膜的

损伤[12] 。
1. 4　 肌纤维分支增加诱发损伤的易感性

　 　 很多研究已经发现,离心收缩后,mdx 小鼠的肌

肉比野生型小鼠的更易受损。 然而,事实并非总是

如此,当使用年轻的小鼠(≤8 周)进行实验时,肌肉

损伤就不再具有差异性[31] 。 这两组实验的区别在

于实验对象年龄的不同,那么 mdx 小鼠的年龄对其

肌肉有什么影响呢?
通常纤维分支是肌纤维再生期间肌管异常融

合的结果[32] ,早期研究发现,随着年龄的增加,mdx
小鼠肌纤维的分支数量和复杂性均增加[33] 。 同时,
我们也能看到肌肉的损伤程度与纤维分支的扩张

存在明显的相关性[31] 。 为了直接分析分支纤维的

影响,Head 等[34] 分离出 mdx 小鼠单个的 EDL 纤

维,并对分支纤维进行检测,发现分支纤维在相同

收缩力下更易受损,事实上,纤维分支是肌肉萎缩

症的典型病理表现。 我们不难发现,分支纤维的易

损性导致肌肉退化,而这又会刺激新的肌肉再生和

肌管的异常融合,由此造成了一个恶性循环,加重

肌肉的损伤和肌膜的不完整性。
目前来看,DMD 肌膜损伤主要来自运动的直接

机械损伤、膜上离子通道的异常激活,以及肌肉缺

血和纤维分支引起的间接膜损伤。 随着疾病进程

的发展,多种损伤途径均会加重肌肉负荷,肌膜发

生撕裂不仅造成胞内物质发生泄漏,同时也促进了

Ca2+的内流,受损的肌膜同样需要 Ca2+ 参与激活修

复途径,再加上本身就异常激活的 SACNSC,这就导

致了肌膜损伤的恶性循环,另外,肌肉缺血和纤维

分支也只会加剧膜的损伤。 因此,针对 DMD 肌膜

不同的损伤途径开展相应的治疗措施具有重要

意义。

2　 基于改善 DMD 肌膜透性的干预治疗策略

　 　 DMD 的肌膜损伤会引起一系列的 DMD 病理表

型,因此从肌膜损伤机制的阐述到治疗方式的探索

研究是改善 DMD 的重要一步。 不同的肌膜损伤机

制需要不同的修复策略:直接的膜破损需要膜稳定

剂来维持膜的完整性,肌膜通透性增加需要对应的

抑制剂来调节细胞内外离子的稳态,肌肉缺血需要

提高 NO 的含量来增加血管扩张,而纤维分支的增

加则需要对肌纤维进行修复。
2. 1　 合成的膜稳定剂

　 　 因为 DMD 患者肌细胞最明显的病理特征就是

肌膜破损,所以针对破损肌膜使用合成的膜稳定剂

来防止膜损伤是一种独特的治疗方法。
泊洛沙姆 188(Pl88)是聚氧乙烯-聚氧丙烯-聚

氧乙烯(PEO-PPO-PEO)三嵌段共聚物,它作为一种

非离子型表面活性剂,主要用作乳化剂、增溶剂、基
因药物载体等药用辅料,并且是目前应用于静脉注

射唯一人工乳化剂。 另外,P188 在细胞膜的保护方

面也有重要应用[35-38] 。 P188 第一次在肌肉中的应

用是在 1992 年,研究人员使用 P188 显著减少了由

电穿孔引起的肌细胞破损[35] 。 在 DMD 领域,具有

开创性研究的是 Yasuda 等[36] 在 2005 年证明对于

分离的 mdx 小鼠心肌细胞,P188 可以通过阻断被动

拉伸介导的 Ca2+过载,改善心肌细胞的功能。 体内

实验同样取得了良好的结果,使用 mdx 小鼠全身给
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药 P188 能够改善心室构型并预防急性心力衰

竭[36] 。 在 经 典 的 DMD 狗 模 型 ( golden
 

retriever
 

muscular
 

dystrophy,GRMD)中,长期的 P188 注射可

以预防左心室重塑、减少心肌纤维化、阻止心肌肌

钙蛋白Ⅰ的释放[39] 。 对于 DMD 骨骼肌,早期研究

并未看到 P188 的保护效果[40] ,直到最近一项研究

发现给药方式在其中起着重要作用。 他们通过皮

下给药,便能显著改善 mdx 小鼠后肢肌肉功能,降
低伊文思蓝染料的吸收[41] ,此外,皮下长期注射

P188 也能改善 mdx:utr- / - 小鼠的膈肌功能[42] 。 对

应的,腹腔给药或静脉注射就无法达到这样的治疗

效果[40,43] 。 2015 年, Phrixus 和 Ethicor 公 司 就

Carmeseal-MD(P-188NF)的欧洲准入计划( EAP)进

行合作,将 Carmeseal-MD 作为未经许可的医药产品

提供给 DMD 呼吸和心脏缺陷患者。 据报道,一名

治疗长达 15 个月的患者具有良好的耐受性并观察

到肌酸激酶和心肌肌钙蛋白Ⅰ的降低。 在未来,需
要更大规模的人类临床数据来充分评估膜稳定剂

对 DMD 患者的治疗效果。
2. 2　 肌膜上离子通道的抑制

　 　 对于 DMD,除了肌膜破损,肌膜上拉伸激活通

道的过度激活同样会引起肌膜通透性增加、Ca2+ 大

量内流和过载。 链霉素可用作 Ca2+通道的非特异阻

滞剂[44] ,链霉素治疗延缓了年轻 mdx 小鼠肢体肌营

养不良症状的发作,但不能阻止疾病进展。 而长期

使用链霉素治疗 mdx 小鼠可减少肢体肌肉病理,但
在膈肌和心肌的治疗中并没有效果[44] 。 另外一种

SACNSC 的阻滞剂 GsMTx - 4 能够改善肌力、减少肌

肉退化[20] ,降低心肌细胞的静息 [ Ca2+ ] i
[45] 。 在

DMD 骨骼肌中,TRPC 家族已被证明可以作为靶点

减少胞外 Ca2+ 的内流。 通过反义寡核苷酸抑制

TRPC1 和 TRPC4 的表达能够降低 mdx 小鼠肌纤维

中 Ca2+ 的进入[46] 。 此外, 转基因抑制 TRPC3 在

mdx 和 Scgd- / -小鼠中的表达,可以减少纤维化、血
清肌酸激酶和核中心化等肌营养不良表型[47] 。

钠氢离子交换蛋白 1 ( Na+ / H+
 

exchanger-1,
NHE-1)是一种跨膜蛋白,它不仅能够控制细胞体积

而且参与调节胞内离子浓度[48] 。 在 mdx 小鼠和

DMD 病人的骨骼肌中,胞内 Na+浓度增加,而 Na+过

载往 往 会 引 起 肌 肉 水 肿 和 肌 肉 的 退 化[49-50] 。
Rimeporide 是一种 NHE-1 的抑制剂,它在 mdx 小鼠

上显示出了抗炎和抗纤维化的效果[51] ,也在 GRMD
狗模型上看到了对心脏的保护作用[52] 。 在 2016 年

开展的Ⅰb 期临床试验中,Rimeporide 显示出良好

的剂量耐受性,同时作为一种心脏保护治疗表现出

了对 DMD 的治疗潜力,这为进一步的疗效研究提

供了依据[51] 。 离子通道抑制剂能够针对特定的膜

通道改善离子稳态,但是仍需要临床的检验来确定

其疗效和安全性。 另外,由于骨骼肌和心肌之间存

在差异,抑制剂的具体作用也需进一步的研究。
2. 3　 血管扩张

　 　 肌肉收缩过程中,NO 合酶产生 NO,它激活鸟

苷酸环化酶合成 cGMP,NO-cGMP 通路可以引起血

管扩张,增加血液流动,为运动中的肌肉提供足够

的氧气和营养[53] 。 因为 DMD 患者缺乏 NO 合酶,
相应的 cGMP 形成也减少,所以 DMD 的一个潜在治

疗策略是放大 NO-cGMP 信号来改善血管舒张[54] 。
磷酸二酯酶 5( Phosphodiesterase

 

5,PDE5)抑制

剂可以抑制 cGMP 的降解,从而放大 NO-cGMP 信号

通路[55] 。 西地那非和他达拉非是 PDE5 的两种抑

制剂,这两种药物具有血管舒张作用,最初是用于

治疗勃起功能障碍和心力衰竭[56] 。 通过对 mdx 小

鼠使用,能够显著改善小鼠的肌营养不良病理表

型[57-58] 。 但是一项Ⅲ期临床试验证明他达拉非并

不能改善 DMD 病人的活动能力(NCT01865084),因
此目前已停止关于他达拉非的相关研究[59] 。 同样,
另外一种抑制剂西地那非在一项临床试验中未显

示出对心脏功能的改善,而且由于较多的副作用,
此项试验也已停止[60] 。

在正常肌肉组织中,L-精氨酸可以转化为 NO,
但是 DMD 病人中高合成的非对称性二甲基精氨酸

和低合成的高精氨酸导致 NO 合酶转化率降低[61] 。
因此,通过提高 L-精氨酸水平也是一种治疗策略。
实验证明,L-精氨酸可以减轻 mdx 小鼠的炎症、增
强肌肉再生[62] 。 最近的一项Ⅲ期临床试验显示,L-
精氨酸和二甲双胍联合用药能够减缓 DMD 病人肌

肉功能的下降[63] 。
总的来说, 通过放大 NO-cGMP 信号通路的

PDE5 抑制剂对 DMD 病人的肌肉功能改善没有积

极作用,而利用 L-精氨酸向 NO 的转化,不仅在 mdx
小鼠中看到了病理表型的改善,而且临床试验也取

得了良好的效果,这为将来减轻 DMD 病人的肌肉

缺血提供了新方案。
2. 4　 肌纤维分支的降低

　 　 肌纤维分支增加属于 DMD 后期的病理表型,
随着肌肉不断地再生和坏死

 

,脆弱的分支纤维只会

加剧肌膜的损伤,而降低纤维分支的发生是预防和

改善 DMD 肌肉病理的一项有效措施。
嗅觉受体(olfactory

 

receptor,OR)是 G 蛋白偶联
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受体,主要存在于嗅觉上皮的神经元中,但它们也

在大脑,舌头,睾丸,脾脏,前列腺,肾脏以及平滑肌

和骨骼肌等非嗅觉组织中表达[64-65] 。 早在 2009
年,Griffin 等[66] 就发现小鼠嗅觉受体 23 ( mOR23,
olfr16)是小鼠肌肉中调节肌纤维分支的分子,2016
年他们通过在骨骼肌中特异性表达 mOR23,发现能

够降低肌肉损伤后肌纤维分支的发生率[67] 。 肌肉

细胞内的 mOR23 信号通路可以作为改善 DMD 患者

肌肉结构功能的有效药物靶标,不过,目前需要进

一步的研究来确定 mOR23 及其相关分子的途径,才
能为后续使用小分子激活信号通路提供实验基础。

DMD 肌膜损伤的修复治疗策略主要以对应信

号通路的抑制或激活为切入点,或者是使用膜稳定

剂直接进行膜密封。 我们可以看到,针对肌膜的损

伤修复能够大大改善 DMD 的病理表型,这体现了

肌膜完整性对延缓 DMD 疾病进程的重要性。 但

是,不论是哪种治疗方法,既要验证其在动物模型

上的作用,也要走上临床,保证其安全性和有效性,
这是漫长的一步,但也是疾病研究到临床转化的必

经之路。

3　 总结与展望

　 　 杜氏肌营养不良症作为一种严重的神经肌肉

疾病,虽然我们早已确定 dystrophin 缺失是该疾病

的发生原因,但是目前还没有完全治愈的方法。
dystrophin 是肌细胞中重要的膜结构蛋白,它的缺失

直接影响了肌膜的稳态并触发下游多种病理途径。
DMD 肌膜破损和 Ca2+ 稳态失调是引起肌膜损伤的

直接原因,除此之外,nNOS 的缺失和纤维分支的增

加也间接加剧了膜损伤。 根据不同的损伤机制,我
们可以采取相应的药物来改善肌膜的功能,不论是

使用 P188 直接稳定肌膜还是使用 Rimeporide 等改

善胞内外离子稳态,相比于基因疗法,这些药理学

的治疗策略不用考虑患者的突变类型,适用于所有

的 DMD 患者。 目前,关于 DMD 肌膜修复的研究发

展迅速,比如最近徐浩新团队利用小分子激活溶酶

体上的 TRP 通道,促进溶酶体胞吐来修复肌膜损

伤,改善了 mdx 小鼠的病理表型[68-69] 。 此外,有关

肌细胞损伤修复的研究也在不断发展,除了依赖于

肌卫星细胞,Roman 等[70] 最近还发现肌细胞损伤后

可以触发钙离子、Cdc42 和磷酸激酶 C 的信号级联

反应,通过微管和动力蛋白,肌核能够迁移到损伤

区域在局部递送 mRNA 加快肌细胞的修复。 由此

我们可以看到肌膜的损伤修复机制仍在不断完善

中,肌膜本身的复杂性以及 dystrophin 这个重要膜

蛋白的缺失使得 DMD 中的膜损伤受到多方面的影

响,因此在未来需要更多的研究去探索新的 DMD
肌膜损伤机制。 同时我们可以看到,DMD 肌膜完整

性的维持与整体组织健康之间有着重要的联系,
DMD 病理的开始和进展也以膜损伤为特征,因此膜

修复机制的调节具有巨大的治疗潜力。
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新型冠状病毒非人灵长类动物感染模型的评价指标

唐　 定,张瑞安,卢　 佳∗,李新国∗

(武汉生物制品研究所有限责任公司生物安全三级实验室,武汉　 430207)

　 　 【摘要】 　
 

随着新型冠状病毒肺炎疫情的爆发,新型冠状病毒(新冠病毒,SARS-CoV-2)发病机制、功能结构、
相关疫苗和药物的研究步伐迅速加快,动物感染模型对 SARS-CoV-2 的相关研究不可或缺,非人灵长类动物在生理

上与人类非常相似,因此新冠病毒非人灵长类动物感染模型是新冠病毒研究中最重要的动物模型之一。 然而,基
于伦理道德、研究资质和成本等条件限制,新冠病毒的非人灵长类动物感染模型数量相对较少,所以保证每次动物

试验结果的有效性就显得尤为关键。 本文结合现已发表的新冠病毒动物感染模型相关文献和人类患者临床数据

对新冠病毒非人灵长类动物感染模型的评价指标进行总结分析,包括临床表现指标、影像学诊断、血液学指标、病
原学指标、病理学指标、免疫学指标等,为新冠病毒非人灵长类动物感染模型的成功建立提供参考。

【关键词】 　 新型冠状病毒;非人灵长类动物;感染模型;评价指标
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　 　 【Abstract】 　
 

With
 

the
 

outbreak
 

of
 

the
 

novel
 

coronavirus
 

pneumonia,
 

coronavirus
 

disease
 

2019
 

( COVID-19),
 

research
 

on
 

the
 

pathogenesis
 

and
 

functional
 

structure
 

of
 

the
 

causative
 

virus,
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2
 

(SARS-CoV-2),
 

as
 

well
 

as
 

on
 

COVID-19-related
 

vaccines
 

and
 

drugs,
 

has
 

accelerated
 

rapidly.
 

Animal
 

infection
 

models,
 

especially
 

those
 

using
 

non-human
 

primates,
 

are
 

indispensable
 

for
 

research
 

on
 

COVID-19.
 

Owing
 

to
 

their
 

physiological
 

similarity
 

to
 

humans,
 

non-human
 

primate
 

models
 

are
 

among
 

the
 

most
 

important
 

animal
 

models
 

in
 

SARS-CoV-2
 

research.
 

However,
 

there
 

are
 

relatively
 

few
 

studies
 

using
 

non-human
 

primate
 

infection
 

models
 

for
 

COVID-19
 

owing
 

to
 

various
 

constraints,
 

including
 

ethics,
 

research
 

qualifications,
 

and
 

cost;
 

therefore,
 

it
 

is
 

particularly
 

critical
 

to
 

ensure
 

the
 

validity
 

of
 

each
 

animal
 

test
 

result
 

.
 

This
 

article
 

summarizes
 

and
 

analyzes
 

evaluation
 

indicators
 

for
 

the
 

non-human
 

primate
 

model
 

of
 

SARS-CoV-2
 

infection,
 

including
 

clinical
 

scores,
 

imaging
 

diagnosis,
 

hematology
 

indicators,
 

and
 

pathogens,
 

from
 

the
 

published
 

literature
 

on
 

SARS-CoV-2-infected
 

animal
 

models
 

and
 

clinical
 

data,
 

which
 

could
 

provide
 

a
 

useful
 

reference
 

for
 

the
 

successful
 

establishment
 

of
 

more
 

effective
 

non-human
 

primate
 

models
 

of
 

SARS-CoV-2
 

infection.
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　 　 一种被命名为 SARS-CoV-2 的新型冠状病毒爆

发,导致呼吸系统疾病,病死率约为 2. 2%[1] 。 我国

将 SARS-CoV-2 按照第二类病原微生物进行管理,

涉及病毒培养和动物感染实验则必须在生物安全

三级或以上级别实验室进行[2-3] 。 尽管人类患者的

数量非常的庞大,但 SARS-CoV-2 某些方面的发病



机制和疫苗的前期评估只能在动物感染模型中才

能够实现反复采样和病理解剖。 因为非人灵长类

动物(non-human
 

primates,NHP)在亲缘关系上与人

类非常接近,并且生理结构和解剖病理结构等都与

人类十分类似,所以疫苗或药物一般会选择 NHP 进

行临床前研究[4-5] 。 在非人灵长类动物新冠病毒感

染模型研究中发现,SARS-CoV-2 能够导致恒河猴的

呼吸系统疾病,但 NHP 感染新冠病毒后大多表现为

轻度到中度的临床症状,并且在感染后 1 周左右开

始恢复[6] 。 因此,单一的评价指标难以准确判断实

验猴的感染阶段和感染模型的建立是否成功,正确

选择能观察或检测表现疾病关键特征性的指标不

仅能够节省人力、物力和时间,也更能保证实验结

果的有效性。 新冠病毒非人灵长类动物感染模型

关键特征性评价指标包括临床表现指标、影像学诊

断、血液学指标、病原学指标、病理学指标、免疫学

指标等,结合这些指标综合判断动物感染模型的建

立是否成功对后续实验结果的分析至关重要[7-8] 。

1　 临床表现指标

　 　 临床评分是对实验动物的一些主要症状、体征

和生理参数等进行加权或赋值,从而量化评价疾病

的严重程度,预测后续发展,也能控制研究时的组

间可比性[9] 。 实验表明,非人灵长类动物在感染新

冠病毒后会产生与人类患者相似的临床症状,主要

表现为呼吸模式的变化、弓背姿势、体表苍白、脱

水、食欲下降、偶尔咳嗽和体温变化等[6] 。 对 NHP
感染新冠病毒后的临床症状进行赋值,建立临床评

分标准,再根据标准对实验猴进行临床评分,其结

果可以有效评估实验猴的感染阶段,有助于判断实

验进程和实验终点(见表 1) [6] 。

2　 影像学诊断

　 　 计算机断层扫描(CT)和 X 射线检查是影像学

检查中非常重要的检查方法。 在新冠病毒感染早

期,实时荧光定量 PCR(Real-time
 

PCR)方法很容易

出现假阴性[10] ,因此,识别该病的早期影像表现及

临床特征在新冠肺炎诊断方面具有重要意义。 临

床诊断结果也证明使用 CT 或胸部 X 射线检查能对

新冠病毒患者进行有效诊断,其中 CT 通常会产生

更准确的结果。 人类患者的影像特征包括单发或

散在磨玻璃密度阴影,病变部位主要分布在胸膜下

缘或肺中央,伴随征象包括胸腔积液、纵隔及肺门

区淋巴结增大等[11] 。 通过制定新冠病毒非人灵长

类动物感染模型的肺部 CT 评分方法,能够半定量

分析肺内病变程度,评分标准为:无异常密度影,0
分;存在少量异常密度影,累及面积<5%,1 分;累及

面积<25%,2 分;累及面积<50%,3 分;累及面积<
75%,4 分;累及面积>75%,5 分[12] 。 根据 CT 评分

结果能够客观的评价实验猴的感染阶段,及时调整

实验方案,取得更加理想的实验结果。

3　 血液学指标

3. 1　 血常规检验

　 　 血常规是临床检测中应用最普遍的检测项目,
其中外周白细胞计数、中性粒细胞与淋巴细胞比率

(NLR)、衍生
 

NLR
 

比率(d-NLR,中性粒细胞计数除

以白细胞计数减去中性粒细胞计数的结果)、血小

板与淋巴细胞比率(PLR)和淋巴细胞与单核细胞比

率(LMR)是炎症反应的指标[13] 。 对动物感染模型

临床检查中收集的血液进行血常规分析显示,大多

数实验猴的单核细胞和中性粒细胞计数都在感染

后短暂上升,然后恢复到基线水平;淋巴细胞则短

暂下降再恢复;所有动物都观察到红血细胞压积、
红细胞计数和血红蛋白下降,网织红细胞的百分比

和计数也有所下降[6] 。 淋巴细胞数量的下降与

COVID-19 感染的严重程度成正比,并且该疾病的存

活率与淋巴细胞尤其是 T 淋巴细胞的更新能力有

关,这对摧毁受感染的细胞至关重要[14] 。 近年来,
有研究表明平均血小板体积( MPV)可能是预测肺

炎患者病情发展及预后的一个指标[15] 。 研究发现

NLR 也可用作评估 COVID-19 患者的预后情况和临

床症状的严重程度,NLR 与 COVID-19 的严重程度

呈正相关[12] 。
3. 2　 血液生化检测

　 　 通过对临床病例分析发现,部分新冠患者的肝

功能指标出现异常,主要表现为谷草转氨酶升高,
谷丙转氨酶升高,谷草转氨酶和谷丙转氨酶比例异

常,乳酸脱氢酶升高;但这不是普遍现象,与感染的

毒株和患者年龄有较大关系[16] 。 血尿素氮和血清

肌酐都是肾损伤的常规指标,现有数据表明,新冠

患者中急性肾损伤( AKI)的患病率相对较低,各项

研究结果显示在 0. 5% ~ 19. 1%之间[17] 。 但是,在
新冠病毒非人灵长类动物感染模型中,生化指标的

变化较小, 肾功能和肝功能的标志物基本保持

不变[18] 。
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表 1　 临床评分表
Table

 

1　 Clinical
 

scoring
 

sheet
动物编号

 

Animal
 

number
评分日期

 

Scoring
 

date
评分人

 

Rater
分值
Points

得分
Score

总体外观
General

 

appearance

正常、警觉
Normal,

 

alert 0

弓背姿势、眼神呆滞
Hunched

 

posture,
 

dull
 

appearance
 

to
 

eyes 5

脱水、体重减轻、明显肿胀、组织肿块
Dehydration,

 

notable
 

weight
 

loss,
 

obvious
 

swelling,
 

tissue
 

mass 10

任何天然孔出血(非生理性)
Bleeding

 

from
 

any
 

orifice
 

(not
 

related
 

to
 

routine
 

procedures
 

or
 

menstruation) 15
 

皮肤、毛发
Skin,

 

haircoat

被毛杂乱、脏污
Ruffled

 

fur,
 

unkept
 

appearance 5

皮疹、苍白、发红、出血点、瘀斑、伤口、脓肿、溃疡
Rash,

 

pallor,
 

redness,
 

icterus,
 

ecchymoses,
 

wound,
 

abscess,
 

ulcera 10

五官
Facial

 

features
流鼻涕、流涎、流泪、眼发红、眼分泌物增多、上睑下垂

Nasal
 

discharge,
 

salivation,
 

lacrimation,
 

reddened
 

eyes,
 

ocular
 

discharge,
 

ptosisa 5

呼吸
Respiration

呼吸增加或减少、咳嗽
Increased

 

or
 

decreased
 

respiration,
 

cough 5

呼吸困难、张口呼吸、发绀
Dyspnea,

 

open
 

mouth
 

breathing,
 

cyanosisa 15

粪便、尿液
Feces,

 

urine

粪便减少、粪便干或糊状、水样便、尿液减少
Decreased

 

feces,
 

dry,wet
 

and
 

pasty,
 

watery
 

feces,
 

decreased
 

urine
 5

无粪便、无尿、血便、血尿、
Feces

 

absent,
 

urine
 

absent,
 

blood
 

in
 

feces
 

or
 

urinea 10

食欲
Appetite

下降(进食少于一半)
Decreased(eating

 

less
 

than
 

half
 

the
 

biscuits) 3

吃了水果,但没吃饲料
Eating

 

fruit
 

but
 

no
 

biscuits 5

食欲废绝
Severely

 

decreased
 10

活力
Activity

多动症(盘旋,攻击性增加)、活动减少
Hyperactivity(circling,

 

increased
 

aggression),hypoactivity
 5

共济失调、神经系统症状(震颤、头部倾斜)、对零食失去兴趣
Ataxia,neurological

 

signs( tremors,
 

head
 

tilt),
 

loss
 

of
 

interest
 

in
 

treats 10

不愿意移动、长期靠在笼子上、对人反应减弱
Reluctant

 

to
 

move,
 

uses
 

cage
 

for
 

support,
 

decreased
 

response
 

to
 

human
 

presence 15

对人接近基本没有反应、昏迷
Minimal

 

response
 

to
 

human
 

approach,
 

coma 35

总分
Total

 

score
注:分值达到 35 分则执行安乐死。
Note.

 

Euthanasia
 

will
 

be
 

performed
 

if
 

the
 

score
 

reaches
 

35.

4　 病原学指标

　 　 Real-time
 

PCR 是世界卫生组织( WHO)、中国

国家卫生健康委员会等单位推荐的新冠肺炎确诊

的标准之一,能够高效处理较大数量样本[19] 。 在恒

河猴的新冠感染模型中,鼻拭子、咽拭子和支气管

肺泡灌洗液中的病毒载量都很高,并且能够从感染

早期的鼻拭子、咽拭子和肺泡灌洗液中分离出新冠

病毒,也能从肺组织匀浆上清中分离出新冠病

毒[6] ;在呼吸系统及其附近的淋巴结中不仅检测到

了高病毒载量,还检测到了新冠病毒的 mRNA,这表

明新冠病毒在呼吸系统中有较高的复制活性[20-21] 。
通过新冠病毒的核酸检测,可以有效指示新冠病毒

能够侵入的组织器官以及在其中的病毒载量,这对

疫苗的免疫保护力评价、病毒感染模型的构建和其

它相关生物或化学制剂的作用研究都至关重要。
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5　 病理学指标

　 　 常用的病理学技术有苏木精-伊红( HE)染色

和免疫组化技术,HE 染色可以观察细胞结构、组织

层次,对组织器官的病理学诊断非常重要;免疫组

化染色技术能对新冠病毒抗原进行定位、定性及相

对定量的研究[22-23] 。 迄今为止描述的 COVID-19 肺

组织病理学表现在很大程度上是非特异性的,包括

水肿、蛋白质渗出物、伴有透明膜形成的弥漫性肺

泡损伤
 

(DAD)、反应性肺细胞增生、以淋巴细胞为

主的间质单核炎性浸润和多核巨细胞,通常没有出

现病毒致细胞病变的变化或特性核内或胞浆内病

毒包 涵 体[24-30] 。 然 而, 血 管 血 栓 形 成 似 乎 在

COVID-19 患者的肺中更为常见[31] 。 研究发现,非
人灵长类动物新冠病毒感染模型中的病理学变化

主要表现为以淋巴细胞为主的炎性细胞浸润,形成

间质性肺炎;同时在多个组织器官中检测到新冠病

毒抗原,包括整个呼吸道、扁桃体、纵膈淋巴结、肠
系膜淋巴结、颈部淋巴结、胃肠道,在部分实验动物

的心脏中也检测到了新冠病毒抗原[6,20] 。

6　 免疫学指标

6. 1　 细胞免疫

　 　 细胞因子风暴被认为是急性呼吸窘迫综合征

和多器官衰竭的主要原因之一,它在疾病加重过程

中起着重要的作用。 临床研究已经证实 COVID-19
的危重症患者体内存在细胞因子风暴[32] 。 研究发

现,与非重症患者相比,重症监护病房患者血浆中

IL-2、 IL-7、 IL-10、 GCSF、 IP-10、 MCP-1、 MIP-1a 和

TNF-α 的水平更高,提示重症患者体内可能存在细

胞因子风暴[33-34] 。 尽管呼吸道中的病毒滴度相似,
但感染 SARS-CoV-2 的老年非人灵长类动物比受感

染的年轻非人灵长类动物更容易出现免疫失调,导
致更严重的临床症状,可能是过度的炎症反应而不

是高病毒滴度导致老年非人灵长类动物的死

亡[35-38] 。 以上研究结果表明,细胞因子风暴与疾病

严重程度呈正相关,因此在新冠病毒非人灵长类动

物感染模型建立过程中监测实验猴的细胞因子水

平有助于判断感染情况和疾病发展阶段。
6. 2　 体液免疫

　 　 大多数 COVID-19 患者在出现症状后 1 ~ 2 周内

可检测到抗体反应[39] 。 具体而言,在出现临床症状

的第 2 天能够检测到 IgA 抗体,在临床症状出现后

的第 5 天能够检测到 IgM 和 IgG 抗体[40-43] 。 最近

的研究表明,中和抗体水平与 COVID-19 患者的严

重程度密切相关,并且抗体反应在感染后数周内消

退[44] 。 此外,与有症状的个体相比,无症状个体的

中和抗体水平下降得更快,并且水平较低[45] 。 在新

冠病毒恒河猴感染模型中,血清中 IgG 抗体水平在

感染后第 7 天快速上升,在感染后第 14 天达到峰

值;中和抗体水平在感染后第 10 天开始迅速上升,
在感染后第 15 天左右达到峰值[6] 。 监测实验动物

血清中抗体水平的变化有助于判断其感染阶段和

评估疫苗的免疫保护力。
6. 3　 固有免疫

　 　 固有免疫,即非特异性免疫,包括皮肤、粘膜、
血脑屏障、固有免疫细胞等。 作为基础保护屏障,
虽然不存在病原特异性,但稳定性强,同时涉及到

的免疫细胞种类繁多,因此同样具有重要的检测意

义。 采集黏膜拭子是对固有免疫系统指标监测的

最常见途径,同时对相关免疫细胞,如单核-巨噬细

胞、自然杀伤细胞、树突状细胞等的变化趋势检测

也尤为重要。 研究发现 SARS-CoV-2 能够侵入大脑

并感染脑血管内皮细胞,导致动物模型中的脑损

伤,但是病毒如何进入大脑的机制尚未可知[46] 。

7　 总结

　 　 非人灵长类动物对大多数人类致病性病毒都

具有易感性,可以很好地模拟人类感染病毒后的临

床症状和病理变化等,非人灵长类动物感染模型对

研究疾病的发病机制,疫苗、药物的评价都发挥着

非常重要的作用。 但是非人灵长类动物繁殖周期

长,资源比较稀缺,并且成本高昂,所以选择合适的

评价指标以正确评估动物模型是否成功建立,从而

获得准确、有效的实验结果才能减少不必要的重复

实验。 临床表现指标、影像学诊断、血液学指标、病
原学指标、病理学指标、免疫学指标对评价新冠病

毒非人灵长类动物感染模型的建立具有重要作用。
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抗冠状病毒药物研究进展

秦聖乐,王玉涛,蔡雪君,王新华∗,杨子峰∗

(广州医科大学附属第一医院,广州呼吸健康研究院,呼吸疾病国家重点实验室,广州　 510182)

　 　 【摘要】 　 新冠疫情持续至今,对人类健康、经济及社会发展造成深远影响。 由于其感染性强,传播速度快,以
及变异株的不断出现,导致防控难度极大。 药物是防治病毒性感染疾病的重要措施之一,目前尚无批准用于临床

的抗新冠病毒特效药物。 根据冠状病毒的致病特点和发病机制,已有较多关于抗病毒药物靶点研究,本文对以冠

状病毒刺突蛋白,核糖核酸(ribonucleic
 

acid,RNA)依赖性 RNA 聚合酶,3C 样蛋白酶(3C-like
 

proteinase,3CLPro)等

为靶点的药物研究以及抗冠状病毒中药的体内研究现状进行综述,为冠状病毒感染,尤其是新冠病毒感染防治提

供药效学依据,并为其后续的临床应用提供参考。
【关键词】 　 冠状病毒;抗病毒药物;作用靶点
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　 　 【Abstract】　
 

The
 

ongoing
 

coronavirus
 

disease
 

2019
 

( COVID-19)
 

pandemic
 

is
 

having
 

a
 

profound
 

impact
 

on
 

human
 

health,
 

economics,
 

and
 

social
 

development.
 

This
 

disease
 

has
 

been
 

extremely
 

difficult
 

to
 

prevent
 

and
 

control
 

because
 

of
 

its
 

strong
 

infectivity
 

and
 

rapid
 

transmission,
 

along
 

with
 

the
 

constant
 

emergence
 

of
 

mutant
 

strains
 

of
 

the
 

causative
 

virus,
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2
 

(SARS-CoV-2).
 

Drugs
 

are
 

an
 

important
 

measure
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

viral
 

infectious
 

diseases.
 

At
 

present,
 

there
 

are
 

no
 

specific
 

anti-SARS-CoV-2
 

drugs
 

approved
 

for
 

clinical
 

use.
 

There
 

have
 

been
 

many
 

studies
 

on
 

antiviral
 

drug
 

targets
 

guided
 

by
 

present
 

understanding
 

of
 

the
 

characteristics
 

and
 

mechanism
 

of
 

coronavirus
 

pathogenesis.
 

This
 

review
 

discusses
 

the
 

current
 

research
 

status
 

of
 

drugs
 

targeting
 

coronavirus
 

Spike
 

protein,
 

ribonucleic
 

acid
 

( RNA)-dependent
 

RNA
 

polymerase
 

and
 

3C-like
 

proteinase,
 

as
 

well
 

as
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

against
 

coronaviruses;
 

it
 

details
 

the
 

pharmacodynamic
 

basis
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

coronaviruses,
 

especially
 

SARS-CoV-2,
 

by
 

these
 

drugs
 

and
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

their
 

subsequent
 

clinical
 

application.
【Keywords】　 coronavirus;

 

antiviral
 

drugs;
 

targets

　 　 新冠疫情已在世界范围大流行,死亡人数超过

520 万, Severe
 

Acute
 

Respiratory
 

Syndrome
 

Coronavirus
 

2(SARS-CoV-2)是一种新型的人类感染

性 β 冠状病毒[1] 。 迄今为止,已发现 7 种冠状病毒



可引起人类呼吸道疾病。 冠状病毒是有包膜、单股

正链 Ribonucleic
 

Acid( RNA) 病毒,分为 α、β、γ、δ
4 个属,其中 α、β 冠状病毒属与人类疾病有关。 目前

引起人类呼吸道疾病的冠状病毒 Human
 

coronavirus
 

229E(HCoV-229E)、Human
 

coronavirus
 

NL63( HCoV-
NL63)属于 α 属, Human

 

coronavirus
 

OC43 ( HCoV-
OC43)、Human

 

coronavirus
 

HKU-1( HCoV-HKU-1)、
SARS-CoV、 Middle

 

East
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

( MERS-CoV)、 SARS-CoV-2 属于 β 属。
HCoV-229E、HCoV-NL63、HCoV-OC43、HCoV-HKU-1
冠状病毒可引起轻度呼吸道疾病,在免疫力低下人

群中,还会引起肺炎和下呼吸道疾病[2] 。 SARS-
CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2 病毒有高变异性和传

染性,可引起严重急性呼吸道综合征。 由于 RNA 病

毒的高变异性,使得药物研究困难重重。 本文对以

冠状病毒刺突蛋白,RNA 依赖性 RNA 聚合酶,3C
样蛋白酶以及抗冠状病毒中药的体内研究现状进

行综述,为抗冠状病毒药物研究提供理论依据。

1　 冠状病毒复制周期

　 　 吸附与进入:冠状病毒是有包膜、单股正链

RNA 病毒。 病毒的膜表面有 3 种蛋白,分别是刺突

蛋( spike
 

protein, S
 

蛋 白 )、 包 膜 蛋 白 ( envelope
 

protein,
 

E 蛋白)、膜蛋白 ( membrane
 

protein, M 蛋

白),其中 S 蛋白是病毒入侵宿主细胞的关键[3] 。
病毒进入人体后,其 S 蛋白被宿主蛋白酶切割成 S1
和 S2 两个亚基,S1 亚基的受体结合区域与受体结

合,病毒黏附在宿主细胞表面,S2 构象发生改变。
病毒进入细胞包括膜融合和内吞两种方式,S2 的两

个串联域七肽重复序列 1( heptad
 

repeat
 

domains
 

1,
HR1) 和七肽重复序列 2 ( heptad

 

repeat
 

domains,
HR2),介导病毒与细胞之间膜融合途径,使病毒进

入宿主细胞[4] ,如 MERS-CoV 病毒[5] ;此外,低 pH
值和 pH 依赖性的内质体半胱氨酸蛋白酶等组织蛋

白酶协助冠状病毒由内吞途径进入宿主细胞,如

SARS-CoV 和 SARS-CoV-2 病毒[6-7] 。
复制与转录:病毒基因组的复制和转录主要是

由病毒的复制酶介导。 病毒进入宿主细胞并脱壳,
病毒基因组 RNA 释放到细胞质中后,Open

 

Reading
 

Frame
 

1a ( ORF
 

1a )、 ORF
 

1b 翻 译 多 聚 蛋 白

(polyprotein,pp) pp1a 和 pp1ab,pp1a 和 pp1ab 随后

被木 瓜 蛋 白 酶 样 蛋 白 酶 ( papain-like
 

protease,
PLpro)和 3C 样蛋白酶( chymotrypsin-like

 

protease,
 

3CLpro) 切 割, 产 生 15 ~ 16 个 非 结 构 蛋 白

(nonstructure
 

protein,NSPs),NSPs 组装成复制-转

录复合物( replicase-transcriptase
 

complex,RTC),负
责病 毒 RNA 的 复 制 和 多 个 亚 基 因 组 RNA
(subgenomic

 

RNAs,sgRNAs) 的转录。 冠状病毒复

制以其正链 RNA 为模板,通过 RNA 依赖性 RNA 聚

合酶( RNA-dependent
 

RNA
 

polymerase,RdRp) 生成

全长的反义负链模板,用于合成新的基因组 RNA 和

重叠的亚基因组负链模板。
蛋白翻译:亚基因组 mRNAs 的翻译产生病毒的

结构蛋白和辅助蛋白,如刺突蛋白(S)、核衣壳磷酸

蛋白( N)、血凝素 - 酯酶糖蛋白 ( HE)、膜糖蛋白

(M)、外膜蛋白(E)在内质网进行翻译,并转运至高

尔基体[8] 。
组装与释放:病毒颗粒组装过程主要是在内质

网-高尔基体中间体中发生,N 蛋白与新生的基因

组 RNA 在胞浆内组成螺旋核衣壳,核衣壳首先与 M
蛋白结合,E 蛋白与 M 蛋白相互作用引发芽生,包
装核衣壳。 S 蛋白与 HE 蛋白在翻译时形成三聚

体,包装到成熟的病毒颗粒,最后通过胞吐释放到

胞外。

2　 基于病毒蛋白靶点的抗冠状病毒药物

　 　 病毒复制周期中的酶和蛋白都是抗冠状病毒

药物潜在的作用靶点,目前对于抗冠状病毒药物的

研究 热 点 主 要 集 中 在 S 蛋 白、 RdRp、 3CLpro、
PLpro 等。
2. 1　 靶向于病毒刺突(S)蛋白

　 　 刺突( S)蛋白属于病毒的结构蛋白,成熟的 S
蛋白为稳定的三聚体,具有受体及膜融合活性,S1
和 S2 之间存在蛋白酶的裂解位点,S 蛋白的裂解活

化是病毒入侵宿主细胞的关键[3] 。 S 蛋白上的受体

结合域(receptor-bindingdomain,RBD)与细胞表面受

体结合,使病毒黏附于细胞表面,不同的冠状病毒

其受体不同,亲和力也有区别,MERS-CoV 以人细胞

表面蛋白二肽基肽酶 4 ( dipeptidyl
 

peptidase-4,
DPP4)作为进入受体,而 SARS-CoV-2 和 SARS-CoV
以血管紧张素转化酶 II ( angiotensin-converting

 

2,
ACE2) 作为受体, 由于 SARS-CoV-2 的 S 蛋白与

ACE2 受体亲和力比 SARS-CoV 高 20 倍,导致该病

毒在人类中的传播速度更快[9] 。
SARS-CoV-2 不仅需要 ACE2 作为进入受体,还

须同时结合位于细胞表面上的硫酸乙酰肝素
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(heparan
 

sulfate,HS)才能进入宿主细胞,肝素结构

上类似于 HS,可结合并诱导 SARS-CoV-2
 

S 蛋白受

体结合域构象变化,抑制 SARS-CoV-2 对 Vero 细胞

的感染[10] ,此外,肝素是一种硫酸多糖,有研究证实

海参硫酸多糖( SCSP) 可能通过抑制 HS 和 S 蛋白

结合,阻止 SARS-CoV-2 进入宿主细胞[11] 。
部分药物可通过直接与病毒 S 蛋白结合,如单

克隆抗体 7D10 与 MERS-CoV
 

S 蛋白的 N 端结构域

(amino
 

terminal
 

domain,NTD)结合,与 DPP4 竞争性

结合病毒 S 蛋白,抑制了 S 蛋白融合前到融合后的

构象变化,从而阻止 MERS-CoV 进入宿主细胞[12] 。
或通过其他方式作用于 S 蛋白, 如重组蛋 白

Griffithsin 与 SARS-CoV 的 S 蛋白存在多个具有高亲

和力结合位点,但其并不抑制 S 蛋白与 ACE2 结合,
研究表明 Griffithsin 在体外可预防 SARS-CoV 感染,
预处理可预防小鼠致命性的肺部感染,减轻小鼠肺

部病理改变,降低小鼠肺部炎症因子 IL-1α、IL-1β、
IL-6、G-CSF、MCP-1、和 IL-12 的表达[13] 。 化合物阳

离子改性壳聚糖 N-(2-羟丙基) -3-三甲基铵壳聚

糖氯(HTCC)通过与病毒 S 蛋白之间的静电相互作

用,有效地阻断了 MERS-CoV 和 SARS-CoV-2 进入

宿主细胞,且通过微调 HTCC 可以靶向其他冠状病

毒,但目前该化合物尚未用于人类,需要进一步深

入研究[14] 。
冠状病毒 S 蛋白与受体结合后,通过破坏融合

前 S 蛋白三聚体的稳定性,引起 S1 亚基脱落并从

S2 亚基过渡到稳定的融合后构象,Arbidol 就通过阻

断 SARS-CoV-2 刺突蛋白的三聚反应,从而抑制病

毒的感染性[15] ,但其有效性和安全性需要进一步的

临床研究。
S2 的两个串联域七肽重复序列 1( HR1) 和七

肽重复序列 2(HR2)可形成一个 6-HB 的螺旋结构,
协助 SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2 与细胞之

间膜融合途径[4,16] ,SARS-CoV-2 的 HR1 比 SARS-
CoV

 

具有更高的螺旋度和热稳定性,与对应的 HR2
亲和性也更强[17] ,丹参的亲水化合物丹参酚酸 C,
通过结合 SARS-CoV-2 的 HR1 区域中处于融合中间

状态的保守疏水囊,阻断 HR1 和 HR2 之间 6-HB 的

形成,从而抑制 SARS-CoV-2 感染[18] 。 通过 SARS-
CoV-2 蛋白 HRC 结构域设计出的 SARS-CoV-2

 

HRC
脂肽,可通过抑制 SARS-CoV-2、SARS-CoV 和 MERS-
CoV 的 S 蛋白介导的细胞膜融合,从而有效地抑制病

毒感染[19] 。

Furin 裂解位点在 S 蛋白融合活性中至关重要,
有助 于 病 毒 合 胞 体 形 成, 其 抑 制 剂 CMK 和

Naphthofluorescein 在体外可抑制 SARS-CoV-2 的复

制,该类抑制剂可作为先导化合物,进一步开发为

抗病毒药物[20] ,此外,组织蛋白酶 L ( CTSL) 切割

SARS-CoV-2 刺突蛋白,协助病毒进入宿主细胞,有
研究表明 COVID-19 患者的组织蛋白酶 L(CTSL)水

平升高,且与疾病的严重程度呈正相关,因此组织

蛋白酶 L(CTSL)有望开发成为抗 SARS-CoV-2 病毒

药物的靶标[21] 。
2. 2　 靶向于 RNA 依赖性 RNA 聚合酶

　 　 RNA 依赖性 RNA 聚合酶( RdRp,Nsp12) 是冠

状病毒 RTC 的重要组成部分,冠状病毒在复制过程

需自身编码的 RdRp 参与,主要负责病毒复制过程

中链引发和链延伸两个阶段,是研究抗冠状病毒的

主要靶标[22] 。
瑞德西韦(remdesivir)是一种新型核苷类似物,

靶向于 RdRp,通过掺入到 RNA 复制过程中,添加 3
个核苷酸从而诱导 RdRp 遇到易位屏障,终止链延

伸,抑制病毒复制[23] ,因此瑞德西韦也具有广谱性,
对 SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2 均有抗病毒

活性[24] ,临床上瑞德西韦副作用小,多用于治疗呼

吸道病毒感染,但对于 COVID-19 重症患者没有显

著的临床和抗病毒效果[25] 。 苏拉明( suramin)在酶

水平上,是瑞德西韦的三磷酸活性形式的 20 倍以

上,通过与 RdRp 活性位点结合,抑制病毒 RNA 模

板与引物和底物结合,同时抑制了 RdRp 聚合酶活

性[26] 。 而利托那韦可与 SARS-CoV-2
 

RdRp 蛋白结

合,可能通过抑制 RdRp 蛋白 3’到 5’外切酶活性,
可提高药物治疗 COVID-19[27] 。 利巴韦林多被用于

治疗由呼吸道合胞病毒( RSV) 引起的呼吸道相关

疾病,其在宿主细胞内磷酸化后,可能通过竞争性

地抑制病毒的三磷酸鸟苷合成, 或是抑制病毒

mRNA 合成和抑制 RdRp 实现抗病毒作用[28] ,有研

究提出干扰素-α2b 和利巴韦林联合使用可有效减

少 MERS-CoV、SARS-CoV
 

的体外复制[29] ,且能改善

被 MERS-CoV 感染后恒河猴体内病毒载量和肺组

织病理变化[30] ,对于严重的 MERS-CoV 感染患者,
干扰素-α2b 和利巴韦林联合治疗可改善 14

 

d 生

存率[31] 。
2. 3　 靶向于 3C 样蛋白酶

　 　 3C 样蛋白酶(3CLpro,
 

Nsp5)负责切割病毒基

因组翻译的蛋白前体,是冠状病毒复制的重要酶。
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3CLpro 在 β 属冠状病毒中保守性较高[32] ,其相关

的抑制剂对于 MERS-CoV、SARS-CoV 和 SARS-CoV-
2 有广泛的抗病毒活性[33] 。

目前有许多化合物通过靶向 3CLpro 显示抗病

毒活性,如吲哚-氯吡啉基酯衍生物 GRL-0820 和

GRL-0920 可与 SARS-CoV-2 的 3CLpro 共价结合,在
体外具有抑制 SARS-CoV-2 作用。 GRL-0820 吲哚

氮上有一个额外的丙烯取代基,相比之下 GRL-0920
对 SARS-CoV-2 具有更强的抗病毒活性[34] 。 针对

3CLpro 设计出的 TG-0205221 能够减少 SARS-CoV
和 HCoV-229E 病毒滴度,显示出一定的抗病毒活

性[35] 。 GC-376 和钙蛋白酶抑制剂 II、XII 则具有双

重作用机制,在 Vero 细胞中同时抑制病毒 3CLpro
和宿主组织蛋白酶 L 的活性, 对 SARS-CoV-2、
SARS-CoV、 MERS-CoV 以及 HCoV-229E、 OC43 和

NL63 均有抗病毒活性[36] 。 阿扎那韦与 3CLpro 氢

键结合,可抑制 SARS-CoV-2 的 3CLpro 酶活性,与利

托那韦联用还可以下调病毒诱导的 IL-6 和 TNF-α
水平[37] 。 洛匹那韦是 HIV-1 蛋白酶抑制剂,常与利

托那韦联合使用提高血药浓度,其靶向于 3CLpro,
对冠状病毒有一定的抗病毒活性,预防性给予洛匹

那韦 / 利托那韦可降低 MERS-CoV 在小鼠体内病毒

载量,治疗性使用可改善肺功能,但不减少病毒复

制和严重的肺病理改变[38] ,早期的洛匹那韦 / 利托

那韦治疗可缩短 SARS-CoV-2 病毒在病人体内的排

毒时间[39] 。
通过体外分子筛查,筛选出槲皮素有望成为靶

向于 3Clpro 的抗 SARS-CoV-2 候选药物[40] 。 肉桂

硫胺可能通过抑制 3Clpro 来抑制 SARS-CoV 复

制[41] 。 表 没 食 子 儿 茶 素 - 3 - 没 食 子 酸 酯

( epigallocatechin-3-gallate, EGCG ) 和 Nsubstited
 

Isatin 可抑制 3Clpro,具有作为抗冠状病毒药物的潜

力[32,42] 。 中 药 双 黄 连 制 剂 靶 向 于 SARS-CoV-2
 

3Clpro,抑制病毒在 VERO-E6 细胞中复制,成剂量

依赖关系,其活性成分黄芩苷和黄芩素在体外也显

示较好抗病毒活性[43] 。

3　 抗冠状病毒中药的体内研究

　 　 传统中药在我国已广泛使用,其成本低,疗效

好,能有效缓解症状,减少从轻度到中度或重度的

发展,改善治愈率,降低死亡率,促进患者的康复

等。 新冠病毒流行期间,以“三药三方”为代表的中

药在新冠病毒的防治方面发挥了重大作用[44] ,基于

中药多成分、多靶点、多通路的特点,因此体内模型

验证其有效性具有重要意义,由于冠状病毒受体限

制,因此中药抗冠状病毒的动物模型评价研究有限。
3. 1　 甘草干燥根和山茶水提物的小鼠体内抗新冠

病毒研究

　 　 GB - 2 主要由甘草干燥根和山茶通过水提获

得,为了研究 GB-2 的体内抗 SARS-CoV-2 效应,以
小鼠为实验动物模型每天口服 200

 

mg / kg 的 GB-2。
在 GB-2 治疗 1 周后,小鼠未有死亡,且小鼠活动或

体重都没有显著变化。 此外,GB -2 组与对照组比

较,血清肌酐、谷氨酸草酰乙酸转氨酶和谷氨酸-丙
酮酸转氨酶水平没有显著升高,表明 GB-2 没有明

显的肾毒性或肝毒性。 肺和肾是 ACE2 相对高表达

的重要器官,是 SARS-CoV-2 的潜在靶点,因此研究

了 GB-2 对 ACE2 和 TMPRSS2 蛋白在两个器官组

织中的表达影响。 GB -2 治疗 1 周(200
 

mg / kg,口
服),肺和肾的免疫组织化学(IHC)数据显示,GB-2
组的 ACE2 和 TMPRSS2 与对照组比较明显减少。
结果表明,GB-2 可能阻断 ACE2 和 ACE2TMPRSS2
在肺和肾组织中的表达且无副作用,包括肾毒性和

肝毒性[45] 。
3. 2　 通过建立人冠状病毒肺炎疫毒袭肺证小鼠模

型,该研究评价热炎宁合剂、复方芩兰口服液、柴银

颗粒、金柴抗病毒胶囊的有效性

　 　 热炎宁合剂由蒲公英、虎杖、北败酱、半枝莲 4
味中药组成,结果显示热炎宁合剂能显著降低人冠

状病毒肺炎疫毒袭肺证小鼠的肺指数,提高小鼠外

周血 CD8+
 

T 淋巴细胞和 CD4+
 

T 淋巴细胞百分比,
其低剂量组(14. 67

 

mL / ( kg·d))能提高总 B 淋巴

细胞百分比,降低小鼠肺组织中人冠状病毒载量和

炎症因子 TNF-α、IFN-γ、IL-6、IL-10
 

含量,提示热炎

宁合剂对人冠状病毒肺炎疫毒袭肺证具有较好疗

效,主要表现在改善肺部病变,增强小鼠免疫机能,
降低体内炎症因子等方面[46] 。

复方芩兰口服液由金银花、黄芩、连翘、板蓝根
 

4
 

味中药组成,其高(22
 

mL / ( kg·d))、低剂量(11
 

mL / (kg·d)) 可降低人冠状病毒肺炎疫毒袭肺证

小鼠的肺指数,抑制率分别为 59. 01%、47. 72%,此
外,复方芩兰口服液可降低人冠状病毒肺炎疫毒袭

肺证小鼠的肺组织病毒载量,提升其外周血 CD4+
 

T
淋巴细胞、CD8+

 

T 淋巴细胞及总 B 淋巴细胞百分

比,降低肺组织中炎症因子 IL-6、 IL-10、 TNF-α 及

IFN-γ 表达,明显改善肺组织炎症[47] 。
柴银颗粒是由柴葛解肌汤和银翘散化裁,由柴

胡、金银花、黄芩、葛根、荆芥、青蒿、连翘、桔梗、苦
杏仁、薄荷、鱼腥草 11 味中药组成,其高(8. 8

 

g / (kg
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·d))、低剂量(4. 4
 

g / (kg·d))能降低人冠状病毒

肺炎疫毒袭肺证小鼠的肺指数, 抑制率分别为

61. 02%,55. 45%,提高小鼠外周血 CD4+
 

T 淋巴细

胞、CD8+
 

T 淋巴细胞、总 B 淋巴细胞百分比,降低小

鼠肺组织炎症因子 IL-10、TNF-α、IFN-γ 含量[48] 。
金柴抗病毒胶囊由金银花、柴胡、连翘、黄芩、

清半夏、西洋参、绵马贯众等中药组成,可增加寒湿

疫毒袭肺证小鼠的活动度和反应能力,改善小鼠皮

毛和大便状态,金柴抗病毒胶囊高(1. 76
 

g / ( kg·
d))、低剂量组(0. 88

 

g / ( kg·d))可以显著降低肺

指数,明显提升 CD4+
 

T 细胞,CD8+
 

T 细胞,B 细胞

含量,低剂量组显著降低血清中 MTL 含量,降低肺

组织中病毒载量和炎症因子 IL-6、 IL-10、 TNF-α、
IFN-γ 表达,改善肺组织病理损伤[49] 。

4　 结语

　 　 新冠病毒感染具有潜伏期长、传染性强等特

点,且不断出现变异株,导致传播性增强,免疫逃

逸,增加疾病严重性以及降低疫苗的有效性[50] 。 目

前尚无有效的抗新冠病毒药物批准用于临床,现有

药物研究主要集中在病毒相关靶蛋白,由于冠状病

毒为 RNA 病毒,易发生突变,因此单靶点药物极易

产生耐药性。 因此,针对冠状病毒及可能的新出现

毒株的药物治疗,应根据其致病特点,深入研究病

毒复制周期及病毒-宿主相互作用的特点,不断探

索新靶点,将不同靶点药物联合使用降低耐药性及

减少毒副作用,此外,“老药新用”及中西医并重的

治疗策略都为抗病毒药物研究提供了新思路。
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膳食乳化剂对结直肠癌影响的研究进展

王晨曦,王秀宏∗

(哈尔滨医科大学,哈尔滨　 150081)

　 　 【摘要】 　
 

结直肠癌(colorectal
 

cancer,CRC)是世界上最常见的诊断癌症之一,已成为癌症相关死亡的主要原

因。 最近的研究显示,广泛使用的食品添加剂———膳食乳化剂羧甲基纤维素钠( carboxymethylcellulose,CMC)和聚

山梨酯 80(polysorbate
 

80,P80)能影响肠道菌群,改变肠道菌群代谢产物及促进结肠炎症。 而且目前对 CRC 的研

究显示,CRC 的发生发展与肠道菌群、肠道菌群代谢产物、炎症等密切相关。 故本综述将主要围绕这些影响因素去

探讨膳食乳化剂 CMC 和 P80 促进 CRC 发生发展的可能性,为研究 CMC 和 P80 对 CRC 发生发展的影响提供参考。
【关键词】 　 羧甲基纤维素钠;聚山梨酯 80;肠道菌群;炎症;结直肠癌
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Research
 

progress
 

on
 

the
 

effect
 

of
 

dietary
 

emulsifiers
 

on
 

colorectal
 

cancer

WANG
  

Chenxi,
 

WANG
  

Xiuhong∗

(Harbin
 

Medical
 

University,
 

Harbin
 

150081,
 

China)

　 　 【Abstract】　
 

Colorectal
 

cancer
 

( CRC)
 

is
 

one
 

of
 

the
 

most
 

commonly
 

diagnosed
 

cancers
 

in
 

the
 

world,
 

and
 

it
 

has
 

become
 

the
 

leading
 

cause
 

of
 

cancer-related
 

deaths.
 

Recent
 

studies
 

have
 

shown
 

that
 

the
 

dietary
 

emulsifiers
 

carboxymethylcellulose
 

(CMC)
 

and
 

polysorbate
 

80
 

( P80),
 

which
 

are
 

widely
 

used
 

food
 

additives,
 

can
 

affect
 

the
 

gut
 

microbiota,
 

change
 

the
 

metabolites
 

of
 

intestinal
 

flora,
 

and
 

promote
 

colon
 

inflammation.
 

The
 

current
 

research
 

on
 

CRC
 

indicates
 

that
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

CRC
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

gut
 

microbiota,
 

intestinal
 

flora
 

metabolites,
 

and
 

inflammation.
 

Therefore,
 

this
 

review
 

focuses
 

on
 

these
 

influencing
 

factors
 

to
 

explore
 

the
 

possibility
 

of
 

whether
 

dietary
 

emulsifiers
 

CMC
 

and
 

P80
 

promote
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

CRC,
 

and
 

it
 

provide
 

references
 

for
 

studying
 

the
 

influences
 

of
 

CMC
 

and
 

P80
 

on
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

CRC.
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　 　 结直肠癌( colorectal
 

cancer,CRC) 在全球是位

于第三位最常见的恶性肿瘤和第二位致死性癌症,
但发病率的原因尚不完全明确[1] 。 在影响 CRC 的

危险因素中,饮食是一个可改变的危险因素[2] 。 随

着加工食品的出现,人们接触到越来越多的食品添

加剂,虽然可以通过选择食物来限制某些食品添加

剂的食用,但完全避免摄入食品添加剂可能做不

到[3] 。 最近有研究表明,食品添加剂中的膳食乳化

剂羧甲基纤维素钠( carboxymethylcellulose,CMC)和

聚山梨酯 80(polysorbate
 

80,P80)可能促进 CRC 的

发生发展[4-5] 。 在一项动物实验中,CMC 和 P80 被

报道能影响小鼠肠道菌群,改变肠道菌群代谢产

物,促进结肠炎症[6] 。 同时,越来越多的证据表明,
肠道菌群与 CRC 的发生发展密切相关[7] 。 而且持



续的慢性炎症[8] 和一些肠道菌群代谢产物的改

变[9-10]是 CRC 发生发展的重要危险因素。 故本综

述根据现有的研究,将从这些方面去探讨 CMC 和

P80 可能对 CRC 发生发展的影响。

1　 肠道菌群失调与 CRC 发生发展的相关性

　 　 肠道菌群失调与人类多种疾病有关,比如炎性

肠病、癌症等。 CRC 患者的粪便经灌胃给予无菌小

鼠、Apcmin / + 小鼠和偶氮甲烷诱导的小鼠,发现 CRC
患者的肠道菌群能促进肿瘤的发生[11-12] ,这表明与

CRC 有关的肠道菌群在其中发挥了作用。 在过去

的十几年里,几种细菌因其与 CRC 发生的关系和潜

在作用而受到关注,如大肠杆菌、产毒素的脆弱拟

杆菌、具核梭杆菌等[13] 。 此外,在一项涉及中国和

丹麦 CRC 患者的宏基因组关联研究中,发现了两个

与 CRC 相 关 的 新 物 种, 即 Parvimonas
 

micra 和

Solobacterium
 

moorei[14] ,而且 Parvimonas
 

micra 检测

CRC 的 特 异 性 达 到 了 87. 3%[15] , Solobacterium
 

moorei 从致癌的早期到晚期阶段的丰度显示出逐渐

增加[7] 。 而且对 526 份粪便宏基因组分析确定了 7
种 CRC 的富集细菌,这些富集的细菌与 CRC 中减

少的有益细菌呈负相关关系[16] 。
有研究显示,食品中的 P80 会影响肠道菌群组

成[17] 。 而且利用人体肠道菌群生态系统的粘膜模

拟器(M-SHIME) 模型显示,P80 和 CMC 都直接改

变了肠道菌群组成[18] 。 在吲哚美辛诱导的小鼠模

型中,P80 的添加会导致小鼠小肠菌群组成发生变

化,其中产生硫化物的肠杆菌增加以及奇异变形杆

菌的“变群” 行为增强[19] ,而结肠肿瘤的形成与奇

异变形杆菌的存在相关[20] 。 在野生型小鼠中,P80
会导致空肠弯曲菌、梭菌属等增加[21] 。 最近的研究

发现,空肠弯曲菌能通过基因毒素 CDT 的作用促进

CRC 的发生[22] ,而且粪便中的共生梭菌可能作为一

种用于 CRC 早期检测的生物标志物[23] 。 此外,用
CMC 和 P80 喂 养 野 生 型 小 鼠、 IL-10- / - 小 鼠 及

TLR5- / -小鼠 12 周,发现 CMC 和 P80 都极大地改变

了这 3 种模型中小鼠粪便和粘膜粘附的菌群组成。
而在 IL-10- / -小鼠中,CMC 和 P80 均引起 α-多样性

降低和稳定性降低, 疣微菌门中的 Akkermansia
 

muciniphilia 和与粘膜相关的具有促炎性的变形菌

门增加[6] 。 值得注意的是,用 CMC 和 P80 喂养野

生型小鼠 9 周后,就导致了肠道菌群多样性显著降

低,拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌门发生显著变

化[5] 。 而拟杆菌门与肿瘤易感性和促进作用密切

相关[24] 。 此外,有研究显示,厚壁菌门中的厌氧消

化链球菌能增加活性氧的水平[25] 、影响肿瘤微环境

及激活 PI3K-Akt-NF-κB 信号通路[26] ,从而促进细

胞增殖。 厚壁菌门中的解没食子酸链球菌通过激

活 Wnt / β-catenin 信号进而促进细胞增殖[27-28] ,而
且还通过招募肿瘤浸润免疫细胞,形成免疫抑制微

环境,有利于 CRC 的肿瘤生长[29] 。
虽然有些与 CRC 有关的肠道菌群改变与 CRC

的发生发展机制尚不明确,但现有的研究提示我们

肠道菌群的变化与 CRC 密切相关,一些特殊肠菌的

富集和肠道益生菌的减少可能会促进 CRC 的发生

发展。 因此,随着研究的进展,在 CRC 中富集的特

殊肠菌阐明,它们可能成为该病早期诊断的重要

标志。

2　 肠道菌群代谢产物对 CRC 发生发展的影响

　 　 肠道菌群参与代谢过程,其种类和比例决定了

宿主的能量平衡。 维持肠道平衡是维持宿主正常

健康,预防多种疾病的必要条件[30] 。 当肠道菌群失

调时,其产生代谢产物的水平也会发生相应变化,
对机体产生影响。 在野生型小鼠中,CMC 和 P80 显

著降 低 了 短 链 脂 肪 酸 ( short-chain
 

fatty
 

acids,
SCFAs)中丁酸盐的产生量及改变了胆汁酸的水平,
但在无菌小鼠中未发生变化[6] ,表明肠道菌群参与

其中。 而且用 P80 喂养的小鼠,其粪便中的乙酸

盐、丙酸盐等水平也降低[21] 。 这些结果表明,膳食

乳化剂 CMC 和 P80 影响了肠道菌群代谢产物的

水平。
2. 1　 SCFAs 对 CRC 发生发展的影响

　 　 食物消化吸收后产生的食物残渣经结肠时,它
们被肠道菌群分解,产生 SCFAs,其中丁酸盐是肠道

菌群和肠上皮细胞的主要能量来源,其可以发挥抗

肿瘤特性,对结肠的健康发挥重要作用[31] 。 但在

CRC 患者血浆中 SCFAs 含量明显降低,说明降低

SCFAs 可能促进 CRC 的进展[32] ,而且在 CRC 患者

中已观察到产生丁酸盐的细菌显著减少。 对于产

丁酸的丁酸梭菌,其能抑制肠道肿瘤的发生[33] 。 在

免疫方面,SCFAs 诱导 CD4+
 

T 细胞和先天性淋巴样

细胞产生 IL-22,从而保护肠道免受炎症的影响以维

持肠道稳态[34] 。 SCFAs 可通过抑制 IL-6、TNF-α 和

IL-17 等细胞因子的表达,改善结肠炎症,显著降低

了肿瘤的发生率和大小,对 CRC 具有保护作用[35] 。
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总的来说,SCFAs 发挥着有益的作用,但当 SCFAs
含量减少时,对结肠的保护作用减弱,可能会增加

CRC 的风险。
2. 2　 胆汁酸对 CRC 发生发展的影响

　 　 最近有研究表明,肠道菌群失调可能改变胆汁

酸的代谢, 促进结肠炎相关的结直肠癌 ( colitis-
associated

 

colorectal
 

cancer, CAC ) 的 发 生[36] 。 在

Apcmin / + 小鼠模型中, 脱氧胆酸 ( deoxycholic
 

acid,
DCA)破坏了肠道屏障,诱导肠道低度炎症,促进 M2
型巨 噬 细 胞 的 极 化, 从 而 促 进 肠 道 肿 瘤 的 发

生[37-38] 。 而且将 DCA 处理的小鼠粪便转移到

Apcmin / +小鼠中,同样出现了上述情况,还激活了肿瘤

相关的 Wnt / β-catenin 信号通路[38] ,说明 DCA 诱导

肠道菌群的改变促进了肠道癌变。 在 CAC 小鼠模

型中,胆酸促进肿瘤的发生[39] 。 而在 Apcmin / + 小鼠

模型中,当使用抗生素耗尽肠道菌群时,会减弱胆

酸导致的肠道致癌作用[40] ,表明肠道菌群在该过程

中起主导作用。 从机制上,胆汁酸在相关核受体的

作用下,与肠道菌群相互作用,可能通过扰乱细胞

增殖 / 凋亡信号、促进炎症、导致 DNA 损伤等促进

CRC 的发生发展[9] 。 以上研究说明,胆汁酸可能促

进肠道肿瘤的发生发展,这其中会与肠道菌群相互

作用。 而由 CMC 和 P80 引起胆汁酸水平的变化,可
能会增加 CRC 的风险。
3　 CMC 和 P80 促进炎症发生进而促进 CRC 的

发生

3. 1　 CMC 和 P80 破坏肠道屏障从而增加细菌

侵袭

　 　 肠道菌群和人体肠道被一道物理屏障隔开。
物理屏障是由一层肠上皮细胞和一层黏液层构成,
肠上皮细胞通过紧密连接、粘连连接和桥粒紧密排

列在单层中[41] 。 肠腔外面有一层由杯状细胞分泌

的黏液所包裹,分为内外两层。 外层黏液层可以建

立起排除病原体的生物膜,内层黏液层含有一些细

胞所分泌的抗菌物质,抵制病原菌[42] 。 黏液层是抵

御微生物的第一道防线,保护人类肠道免受微生物

和炎症的侵袭[43-44] 。 用 CMC 和 P80 处理野生型小

鼠和 IL-10- / -小鼠,黏液层厚度降低到一定程度,以
至于某些细菌入侵肠上皮,而细菌和肠上皮细胞之

间的距离比正常饮水组缩短了 50%以上,但在无菌

小鼠中, CMC 和 P80 引起的黏液变薄并没有发

生[6] 。 这表明 CMC 和 P80 对黏液厚度的影响是由

肠道菌群所驱动的。 最新的动物实验研究表明,母

体摄入 P80 后,黏液蛋白 2 的表达水平下降,紧密连

接蛋白中的闭合蛋白 3 和闭合小环蛋白 1 表达下

降[45] ,这表明母体摄入 P80 后,破坏了子代小鼠肠

道屏障。
使用多粒子跟踪技术对黏液中的荧光纳米颗

粒和大肠杆菌进行跟踪,结果显示,当用 CMC 处理

时,黏液孔径减小,导致大肠杆菌和颗粒通过黏液

的扩散速度显著减慢。 而接触 P80 时,最低限度地

影响了黏液的微观结构和颗粒扩散,但增加了黏液

中大肠杆菌的运动速度[46] 。 此外,相对于正常饮水

组,浓度为 0. 1%的 P80 导致大肠杆菌跨 M 细胞的

转运能力提高了 59 倍,而 P80 的浓度与大肠杆菌跨

M 细胞的转运能力之间存在着剂量依赖性关系[47] 。
值得注意的是,CMC 也会作为一种纤维加入到商业

食品中,经常食用膳食纤维有助于防止肠道菌群对

肠道黏液屏障的侵蚀,减少病原体感染,降低结肠

炎的发病率[48] 。 但克罗恩病患者会增加 CMC 的摄

入量而限制其他膳食纤维的摄入量,这可能会加剧

现有的肠道生态失调,使其向更多黏液蛋白降解的

方向 发 展, 从 而 提 高 对 黏 液 相 关 病 原 体 的 敏

感性[49] 。
最近的研究显示,CMC 和 P80 可提高粘附性侵

袭性大肠杆菌(AIEC)的活性以及粘附肠上皮细胞

的能力[4] 。 而且野生型小鼠和 IL-10- / - 小鼠在摄入

CMC 或 P80 后,血清中鞭毛蛋白和脂多糖的表达量

增加,这表明肠道通透性增加以及有相关的微生物

易位[5-6,21] 。 值得注意的是,在 CRC 人群中,脂多糖

的循环水平显著升高[50] 。 在人体内,血清抗鞭毛蛋

白和抗脂多糖抗体浓度与 CRC 风险呈正相关[51] 。
综上,CMC 和 P80 会破坏肠道屏障,导致肠道

通透性和细菌易位的变化,这可能会影响微生物群

与肠上皮之间的相互作用,促进炎症的发生。 而与

细菌 / 细菌产物的直接接触会导致固有层中 TLR4 /
MyD88 信号传导途径通过与肠道细菌衍生的脂多

糖相互作用,进而激活免疫细胞,导致促炎性介质

的分泌,从而使局部炎症长期存在[36] 。
3. 2　 CMC 和 P80 促进炎症的发生

　 　 用 CMC 和 P80 喂养野生型小鼠,小鼠粪便和血

清中的脂质运载蛋白 2 水平增加,表现出肠道炎

症[6,21] 。 而在 IL-10- / -小鼠中,炎症更加严重(结肠

长度进一步缩短,组织学评分进一步增加及粪便中

脂质运载蛋白 2 表达升高),这其中伴随着肠道菌

群的变化[6] 。 用 CMC 和 P80 处理后的 M-SHIME
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悬浮液灌胃无菌小鼠时,促进了低度炎症相关表

型[18] ,这表明由 CMC 和 P80 引起的肠道菌群变化

促进了低度炎症反应。 在 IL-10- / - 小鼠模型中,用
CMC 处理后,发现白细胞向肠腔内迁移,表现出炎

症,并伴随着肠道菌群的变化,这些变化与克罗恩

病患者中观察到的变化相似[52] 。 最新的动物实验

研究表明,母体摄入 P80 后,可促进子代小鼠肠道

低度炎症反应,这是由肠道菌群所介导的。 而且还

加重了子代小鼠成年后葡聚糖硫酸钠诱导的结肠

炎症[45] 。 根据最近的研究发现,炎症性肠病患者中

CRC 的发展风险是时间依赖性的,10 年增加 2%,20
年增加 8%,30 年增加 18%[53] 。

此外,CMC 和 P80 显著增加了趋化因子配体 1
的表达,说明 CMC 和 P80 促进了肠道低度炎症的发

展。 而在 CAC 小鼠模型中,炎症因子和趋化因子的

水平进一步增加,炎症更加严重,同时促进了肿瘤

的发生发展[5] 。 即使只单独使用偶氮甲烷诱导的

小鼠模型, CMC 和 P80 也能够导致肠道炎症,而

CMC 导致的肠道炎症足以诱导动物癌变[5] 。 最新

的研究显示,在 AIEC 定植的相关小鼠模型中,CMC
和 P80 能改变肠道菌群,直接诱导细菌毒力基因的

表达来介导炎症反应,促进 CRC 的发生发展[4] 。 而

且在一项跟踪调查的研究结果显示,在 20 年的随访

中,饮食中含有最促炎性食物的 25%个体与饮食中

含最少炎性食物的 25%个体相比,患 CRC 的可能性

要高 21%[54] 。
2014 年,McAllister 等[55] 得出结论,与肿瘤相关

性炎症是肿瘤的第七个标志。 临床和流行病学证

据也表明,慢性炎症是几个胃肠道恶性肿瘤( CRC、
胃癌、食管癌等)的主要危险因素[56] 。 此外,动物和

人类研究发现促癌性肠道菌群可能通过多种潜在

机制(包括诱导炎症反应)促进 CRC 的发展[57] 。 有

研究显示,在慢性肠道炎症状态下,肠道菌群改变

可促进肝癌进展[58] 。 根据以上相关研究,本综述推

测由 CMC 和 P80 导致的肠道炎症和肠道菌群的紊

乱可能会促进 CRC 的发生发展。
3. 3　 CMC 和 P80 改变肠上皮细胞增殖 /凋亡水平

　 　 在 野 生 型 小 鼠 中, CMC 和 P80 摄 入 后,
CyclinD1、CyclinD2 和 Ki67 编码基因的表达显著失

调,而在 CAC 小鼠模型中,这些基因的表达进一步

失调。 但在无菌小鼠中,这些基因的表达都未改

变[5] 。 值得注意的是,将小鼠(用 CMC 和 P80 喂养

12 周的野生型小鼠)的粪便悬液经灌胃给予正常的

无菌小鼠,发现 CyclinD1 和 CyclinD2 编码基因的表

达发生改变[5] 。 这表明 CMC 和 P80 诱导的肠道菌

群组成改变在促进癌变中起着中心和直接的作用。
以上这些结果表明,CMC 和 P80 以微生物依赖的方

式改变肠上皮细胞的增殖 / 凋亡水平, 进而促进

CRC 的发生发展。
根据最近的研究显示,在 CAC 小鼠模型中,

CMC 和 P80 的摄入会增加肿瘤的大小和数量,促进

CRC 的发展。 同时,在野生型小鼠中,CMC 和 P80
摄入后会增加 Ki67 和 TUNEL 阳性细胞的数量。 而

在 CAC 小鼠模型中,CMC 和 P80 会进一步显著增

加这两种阳性细胞的数量[5] 。 这表明在炎症状态

下,CMC 和 P80 的摄入更易扰乱肠上皮细胞的增

殖 / 凋亡平衡,从而增加细胞的更新,为肿瘤的发生

创造一个合适的环境。
维持慢性增殖的能力是癌细胞最基本的特性

之一,某些抗癌药物(如洛铂)可能是通过抑制细胞

增殖以及诱导细胞凋亡而作为一种抗结肠癌的药

物[59] 。 而 CMC 和 P80 促进肠上皮细胞增殖,扰乱

了肠上皮细胞增殖 / 凋亡水平,可能对 CRC 的发生

发展有一定影响。

4　 小结与展望

　 　 本课题组前期研究表明,食品添加剂中的三氯

蔗糖会导致肠道菌群失调和肠道屏障受损,并加剧

肠道炎症以及促进结肠肿瘤的发生[60] 。 结合以上

研究,本综述推测膳食乳化剂 CMC 和 P80 可能通过

导致肠道菌群失调,改变肠道菌群代谢产物水平或

通过破坏肠道屏障,增加细菌入侵,从而导致肠道

炎症和 / 或改变肠上皮细胞增殖 / 凋亡水平,促进

CRC 的发生发展。 但 CMC 和 P80 驱动肠道炎症和

CRC 的关键细菌种类尚不明确以及改变肠道菌群

导致炎症和 CRC 的确切机制也尚不清楚,这都值得

进一步深入探索。 我们或许可以通过宏基因组分

析和粪菌移植的方法来寻找 CMC 和 P80 影响 CRC
的关键细菌,从该细菌的特点出发去研究其促进

CRC 发生发展的机制等。 此外,我们平时需要注意

健康饮食,营造一个良好的肠道环境以减少肠道相

关疾病的发生,期望将来可能通过饮食指导以达到

预防 CRC 的发生或降低 CRC 的发病率。
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线粒体动力相关蛋白 1 与帕金森病相关性研究

赵振荣1,史　 洺1,刘继红1,邵思迈1,游言文1,张紫娟1,郝　 莉1,张振强2∗

(1. 河南中医药大学医学院,郑州　 450046;2. 河南中医药大学中医药科学院,郑州　 450046)

　 　 【摘要】 　
 

线粒体动力学包括融合和分裂。 动力相关蛋白 1( dynamin-related
 

protein1,Drp1)是线粒体分裂的

关键蛋白。 帕金森病(Parkinson’s
 

disease,PD)中 Drp1 表达增加,其导致的线粒体碎片化和功能障碍参与 PD 病理

过程。 本文就线粒体动力学、线粒体动力相关蛋白 1 及其与 PD 中异常表达的 α -突触核蛋白、LRRK、PINK1,
Parkin 等的病理关系进行综述。
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　 　 【Abstract】 　
 

Mitochondrial
 

dynamics
 

include
 

fusion
 

and
 

division.
 

Dynamic-related
 

protein
 

1
 

( Drp1)
 

is
 

a
 

key
 

protein
 

in
 

mitochondrial
 

division.
 

The
 

expression
 

of
 

Drp1
 

is
 

increased
 

during
 

Parkinson’ s
 

disease
 

( PD),
 

which
 

leads
 

to
 

mitochondrial
 

fragmentation
 

and
 

dysfunction
 

and
 

participates
 

in
 

the
 

pathological
 

process
 

of
 

PD.
 

This
 

paper
 

reviews
 

mitochondrial
 

dynamics,
 

Drp1
 

and
 

their
 

pathological
 

relationships
 

with
 

the
 

abnormal
 

expression
 

of
 

α-synuclein,
 

LRRK,
 

PINK1
 

and
 

Parkin
 

in
 

PD.
【Keywords】　 mitochondrion
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mitochondria;
 

Drp1;
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　 　 帕金森病 ( Parkinson’ s
 

disease, PD) 的主要

症状是运动迟缓、静止性震颤和肌强直 [ 1] 。 PD
主要神经病理改变是中脑黑质多巴胺能神经元

变性死亡,由此引起纹状体多巴胺含量减少和 α
-突触核蛋白( α-synuclein, α-syn) 沉积。 这些病

理改变可能与神经元氧化应激、炎症反应和线粒

体功能障碍等有关。 线粒体功能障碍可由多种

原因 引 起, 如 线 粒 体 生 物 发 生 障 碍、 活 性 氧

( reactive
 

oxygen
 

species,ROS)生成增加及线粒体

动力学异常等 [ 2] 。 近年来,PD 中线粒体动力学

异常引起了广泛关注。 所以,本文就线粒体动力

学、线粒体动力相关蛋白 1 及其与 PD 中异常表

达的 α-syn、 LRRK、 PINK1、 Parkin 等的病理关系

进行综述。



1　 线粒体动力学

　 　 线粒体是存在于大多数真核细胞中的细胞

器[3] , 是 一 系 列 细 胞 生 命 过 程 如 三 磷 酸 腺 苷

(Adenosine
 

triphosphate,ATP) 的产生、关键代谢物

的合成、内源性 ROS 的产生等,并且是细胞程序性

和非程序性死亡发生的场所[4] 。 线粒体动力学是

指线粒体通过不断的分裂和融合,为细胞提供能

量,调节细胞自噬和凋亡的过程[5] 。 其中,线粒体

分裂有利于新线粒体的生物发生和通过自噬清除

功能异常的线粒体, 动力相关蛋白 1 ( dynamin-
related

 

protein1,Drp1)参与的线粒体分裂异常可引

起神经退行性病变、心血管疾病和癌症等[6] ;线粒

体融合包括线粒体融合蛋白 1( mitofusion
 

1,Mfn1)
和线粒体融合蛋白 2( mitofusion

 

2,Mfn2)介导的外

膜融合和由视神经萎缩症蛋白 1 ( optic
 

atrophy
 

1,
OPA1)介导的内膜融合,融合缺陷可引起线粒体

DNA 丢失[7] 。 分裂与融合的动态平衡有助于维持

线粒体的正常功能[8] 。

2　 线粒体动力相关蛋白 1

　 　 Drp1 又名 DNM1L( dynamin-1
 

like) [9] ,正常情

况下,Drp1 主要分布于细胞质内,可维持线粒体动

力学平衡,调节分裂和融合。 线粒体分裂时,细胞

质内的 Drp1 被募集到分裂处,水解 GTP 释放能量,
微管环收缩继而切断线粒体。 随着 Drp1 的表达水

平降低,分裂逐渐停止,转向融合[10] 。 因此,Drp1
水平的上调或下调可用于检测线粒体动力学的

变化。
Drp1 由 Shin 等[11] 首 先 报 道, 分 布 于 人 的

12p11. 21,小鼠的 16 和大鼠的 11q23[12] 。 人 Drp1
有六个剪接变体:变体 1 编码 736 个氨基酸,分子量

为 81. 6×103;变体 2 外显子 15 被剪切;变体 3 编码

699 个氨基酸,外显子 15 和 16 被剪切;变体 4 编码

725 个氨基酸;变体 5 编码 710 个氨基酸;变体 6 编

码 749 个氨基酸[13] 。 与人 Drp1 相似,小鼠也存在

Drp1 的多种变体。 变体 1 编码 712 个氨基酸组成,
分子量为 78. 3×103;变体 2 的外显子 3 被剪接掉;
变体 3 的外显子 15 和 16 被剪接掉[13] 。

Drp1 是 一 种 高 度 保 守 的 GTP ( Guanosine
 

triphosphate)酶,包括 4 个结构域[12] 。 不同结构域

的不同位点可以与线粒体外膜上的受体结合,其中

GTP 酶结构域与线粒体外膜上的受体结合;中间结

构域主要介导 Drp1 的寡聚化,裂变过程由 Drp1 在

分裂点周围形成环状螺旋结构,然后由 GTP 酶依赖

性收缩;C 末端 GTP 酶效应结构域刺激 GTP 酶的活

性并 介 导 Drp1 同 源 二 聚 体 复 合 物 的 形 成 和

稳定[14] 。
Drp1 翻译后修饰主要包括磷酸化、小泛素相关

修饰物( smallubiquitin-relatedmodifier,SUMO) 化、泛
素化和 S - 亚硝基化, 它们调控着 Drp1 的活性。
Ser637 的磷酸化抑制 Drp1 活性,而 Ser616 的磷酸

化激活 Drp1 活性。 当 SUMO 蛋白附着在 Drp1 上

时,有助于 Drp1 修饰,尤其是在线粒体外膜( outer
 

mitochondrial
 

membrane,
 

OMM )。 然 而, Drp1 在

OMM 的 SUMO 化结果尚不明确。 定位于线粒体外

膜的 E3 泛素连接酶可使从胞质转移到线粒体的

Drp1 发生泛素化,并被蛋白酶体降解,同时诱导线

粒体自噬。 Drp1 中 Cys644 半胱氨酸残基的 S-亚硝

基化增强 Drp1 活性,促进线粒体分裂[15] 。

3　 Drp1 参与 PD 的病理过程

　 　 PD 是仅次于阿尔茨海默病 ( Aizheimer ’ s
 

disease,AD)的第二大神经退行性疾病[16] 。 1-甲基
-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(1-methyl-4-phenyl-1,
2,3,6-tetrahydropyridine,MPTP)促进 Drp1 表达,继
而引起 ATP 减少和 ROS 产生增多[17] 。 MPTP 可选

择性引起多巴胺神经元变性损伤[18] 。 由于 1-甲基
-4 -苯基 -吡啶离子 ( 1-methyl-4-phenylpyridinium,
MPP+)是 MPTP 的活性代谢物,被选择性地吸收到

DA 神经元中,抑制线粒体复合物 I 的活性,减少

ATP 合成[19] 。 研究发现,MPP +可使 Drp1 表达增

加,导致处于融合、分裂平衡的线粒体趋向于过度

分裂,出现线粒体碎片化并伴有线粒体功能障碍,
这些改变的出现早于神经元自噬和死亡[20] 。 所以

在 PD 神经毒素模型中,Drp1 在介导 MPP +毒性中

发挥了重要作用[21] 。
PD 黑质中残存的神经元胞质内不溶性 α-syn

聚集形成路易小体。 PD 模型发生机制研究表明,α-
syn 通过调节分裂、融合蛋白影响线粒体动力学[22] 。
α-syn 定位于线粒体膜,影响线粒体分裂,直接或间

接影响着 Drp1 活性。 α-syn 促进 Drp1 从细胞质移

位至线粒体外膜,与相应受体结合,形成螺旋寡聚

体,包裹线粒体使其分裂[23] ,同时还可引起线粒体

自噬减少[22] 。 实验发现 α-syn 聚集形成的毒性可

被 Drp1 抑制剂降低,这进一步说明 α-syn 聚集与

Drp1 介导的线粒体分裂相关[24] 。 但是,PD 中线粒

体分裂主要是由 α-syn 触发还是由 α-syn 与 Drp1 之

间的相互作用引起的仍不清楚[25] 。
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LRRK2( Leucine-rich
 

repeat
 

kinase
 

2) 是 PD 的

致病基因[26] ,具有调控囊泡运输、自噬、氧化应激、
神经毒性和线粒体动力学等功能。 LRRK2 基因编

码的蛋白包含功能性 激 酶 和 GTP 酶 结 构 域。
LRRK2 在多巴胺能神经元表达高于其他神经元,促
使 Drp1 从胞质向线粒体转移和募集[27] 。 LRRK2
通过转移磷酸盐来增加线粒体自噬, 从而激活

Drp1。 Ho 等[28]等发现 LRRK2 通过 Drp1 以激酶依

赖性方式引起神经元线粒体分裂和动力学失衡,继
而参与 PD 病理过程。 LRRK2 基因突变与 PD 相

关,G2019S 是 LRRK2 家族中最常见的致病突变,它
可增加激酶活性。 PD 模型中,野生型 LRRK2 直接

与 Drp1 相互作用,导致线粒体分裂,这在 G2019S
 

LRRK2 突变中更加明显[29] 。
PINK1(PTEN

 

induced
 

putative
 

kinase
 

1) 与 PD
相关,是丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶,主要位于 OMM,
促进 PD 中受损的线粒体通过自噬被清除[30] 。
PINK1 可在 Ser616 位点磷酸化 Drp1,缺乏 PINK1
的细胞和小鼠组织中 Drp1

 

Ser616 磷酸化明显降低。
在 PINK1 突变的 PD 患者成纤维细胞中检测到

Drp1
 

Ser616 磷酸化降低[31] 。 PINK1 通过抑制 Drp1
从胞质移位线粒体,恢复线粒体功能,减少线粒体

分裂,保护神经细胞免受损伤[32] 。 PD 线虫模型中,
ROS 的产生和线粒体膜电位的丢失上调 Drp1 表达,
进行 PINK1 依赖的线粒体分裂和自噬[33] 。 PINK1
缺陷果蝇的线粒体复合体 I 的功能受影响,引起线

粒体膜电位降低和 ATP 减少[34] 。 在 PINK1 基因敲

除小鼠中,Drp1 抑制剂可促进多巴胺的释放,改善

线粒体功能障碍和缓解氧化应激。
Parkin 是一种 E3 泛素连接酶,也是 PD 相关蛋

白。 Parkin 可在体内外与 Drp1 相互作用并泛素化

Drp1,促进其蛋白酶体降解。 若 Parkin 突变或敲低

可使 Drp1 泛素化和降解均减少,Drp1 活性增强和

线粒体分裂增加,最终导致 PD[35] 。 Parkin 在神经

元过度表达不仅会增加线粒体数量还能延长果蝇

的寿命。
PINK1 对底物的磷酸化有利于 Parkin 从胞质

移位 到 线 粒 体 和 参 与 后 续 的 线 粒 体 自 噬[36] 。
PINK1 和 Parkin 突变的果蝇体内,过表达 Drp1 引起

线粒体过度分裂,分裂后形成的碎片通过线粒体自

噬消除[37] 。 PINK1 或 Parkin 功能缺失会增加 Drp1
依赖的线粒体片段化[38] 。 在 PD 的 Drp1 敲低或敲

除模型中,PINK1 / Parkin 调节的线粒体自噬在黑质

中受到明显抑制,这提示 Drp1 参与了 PINK1 / Parkin
调节的线粒体自噬,Drp1 在其中除了依赖性线粒体

分裂作用以外,是否还有其他的作用方式还需进一

步的实验证实。

4　 Drp1 作为治疗靶点的相关研究

　 　 诱发 PD 的神经毒素和相关蛋白与线粒体动力

学有关。 神经毒素如 6-羟基多巴胺、鱼藤酮和 MPP
+可诱导 Drp1 从胞质转移至线粒体,引起线粒体分

裂,从而导致多巴胺能神经元缺失。 PD 相关蛋白

如 Pink1、Parkin 和 α-syn 可通过 Drp1 调控线粒体

融合 / 分裂来影响线粒体形态和功能。 另外,条件

性敲除 Drp1 的小鼠黑质和纹状体多巴胺能神经元

容易受到分裂蛋白缺失的影响。 因此,PD 中靶向

Drp1 介导的线粒体分裂对抑制神经变性非常重要。
十余年来,线粒体分裂抑制剂的开发取得了一

定的 进 展。 第 一 个 线 粒 体 分 裂 抑 制 剂 1
(mitochondrial

 

division
 

inhibitor
 

1,Mdivi-1)可透过血

脑屏障、特异性降低 Drp1 活性。 2008 年,Cassidy-
Stone 等[39]在酵母中发现 Mdivi-1 可明显减弱线粒

体分裂,是 DNM1 的 GTP 酶特异性抑制剂。 随后,
Mdivi-1 逐渐被证实可阻止人和哺乳动物细胞中的

Drp1 从胞质转移到 OMM 聚集,可防止 GTP 酶激活

水解 GTP 和 Drp1 寡聚化,从而抑制线粒体分裂,增
加线粒体网络稳定。 此外,Reddy 等[40] 研究表明,
Midvi-1 在降低 Drp1 的同时,增加线粒体融合蛋白

水平,这说明 Midvi-1 在抑制分裂的同时可促进

融合。
Mdivi-1 在 Pink1 基因敲除和 MPTP 处理的 PD

小鼠模型中具有神经保护作用[41] 。 在过表达人

A53T 突变 α-syn 基因的 PD 大鼠模型体内的实验结

果显示 Mdivi-1 减少了神经变性、α-syn 聚集,并使

模型大鼠运动功能正常化,这可能与 Mdivi-1 减少

线粒体过度分裂、改善氧化应激有关[24] 。 PD 中,
Pink1 突变促进线粒体分裂并阻止融合,而 Mdivi-1
明显减轻了 Pink1 突变诱导的线粒体缺陷[42] 。 这

些结果表明 Drp1 是一种治疗 PD 的潜在靶点,特异

性抑制 Drp1 活性可直接减少线粒体分裂和片段化,
进而缓解或逆转 PD 症状。 截至目前,Mdivi-1 是研

究最多的 Drp1 抑制剂,但是,实验结果尚未显示

Mdivi-1 在 PD 中如何影响 Drp1 的 GTP 酶活性及其

机制,因此,需要进一步研究 Mdivi-1 如何靶向 PD
中神经元 Drp1 和线粒体分裂。

另一种 Drp1 选择性抑制剂是 P110,它是一种

能透过血脑屏障的生物可利用肽。 P110 通过减少

线粒体碎片和 ROS 产生来改善线粒体膜电位,减少

PD 细胞模型中多巴胺能神经元的丢失[43] 。 在加入
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MPP+的神经元中,P110 通过抑制 Drp1 介导的线粒

体功 能 障 碍 来 减 少 多 巴 胺 能 神 经 元 变 性[44] 。
LRRK2

 

G2019S 突变是 PD 最常见的遗传原因。
P110 减少了携带 LRRK2

 

G2019S 的 PD 患者成纤维

细胞的线粒体分裂,并降低了自噬水平。 LRRK2
 

G2019S 在 Ser595 直接结合并磷酸化 Drp1,而 P110
可消除这种磷酸化,抑制了 Drp1 活性[45] 。 除了磷

酸化,目前尚不清楚 P110 是否还能通过其他修饰

方式起作用。
另外,Dynasore 是一种细胞渗透分子,它不仅会

产生一种构象来阻止 Drp1 聚合,还会阻止 Drp1 的

GTP 水解[46] 。 Mitoquinone 是一种线粒体靶向抗氧

化剂,它通过抑制 Drp1 从胞质转向线粒体,明显减

轻由 PD 相关神经毒素诱导的线粒体分裂[47] 。

5　 结语

　 　 Drp1 对于线粒体分裂至关重要,PD 中 Drp1 表

达水平升高,增加的 Drp1 会导致线粒体过度分裂、
融合减少以及线粒体功能缺陷。 降低 Drp1 表达水

平可减少线粒体分裂,有助于维持线粒体稳态,这
对于治疗 PD 起到了重要作用。

目前,在 Drp1 抑制剂 Mdivi-1、P110 和 Dynasore
等的体内外研究中已初步取得了一些成果[48] 。 因

此以 Drp1 为切入点开发线粒体分裂的抑制剂有望

成为治疗 PD 等神经退行性疾病的新靶标。 但是,
现有的 Drp1 抑制剂在不同 PD 模型中作用机制尚

不十分明确,进一步深入研究其中的作用机制是当

务之急。 从而为 Drp1 抑制剂应用于 PD 等神经退

行性疾病的临床治疗奠定坚实的理论和实验基础。
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SARS-CoV-2 奥密克戎变异株的研究进展

刘　 宏1,凌子旭2,张　 净2,李思雨2,白天科2,李　 剑3∗

(1. 河北医科大学第二医院,石家庄　 050000;2. 河北医科大学临床学院,石家庄　 050031;
3. 河北医科大学基础医学院,石家庄　 050017)

　 　 【摘要】 　 严重急性呼吸道综合征冠状病毒 2( SARS-CoV-2)的新变异株奥密克戎( Omicron,B. 1. 1. 529)因其

传染性强和对疫苗的逃逸突变在世界各地引起了广泛关注。 SARS-CoV-2 变异株的易感染性和抗体抗性主要由病

毒刺突(S)蛋白受体结合域(RBD)上的突变决定。 然而,对奥密克戎变异株的完整实验评估可能需要数周甚至数

月才能完成。 在此,研究人员将对奥密克戎株的传染性、疫苗策略以及血清抗体中和活性等方面进行分析,以期为

尽快科学了解奥密克戎变异株的关键特性,提早制定长远对策提供思路。
【关键词】 　 奥密克戎株;SARS-CoV-2;新型冠状病毒肺炎;变异株
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　 　 【Abstract】 　 The
 

latest
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2
 

( SARS-CoV-2)
 

variant
 

Omicron
 

( B.
1. 1. 529)

 

has
 

incited
 

panic
 

responses
 

around
 

the
 

world
 

owing
 

to
 

its
 

higher
 

level
 

of
 

contagiousness
 

and
 

vaccine-escape
 

mutations.
 

The
 

susceptibility
 

of
 

potential
 

hosts
 

to
 

the
 

SARS-CoV-2
 

mutant
 

and
 

the
 

antibody
 

resistance
 

of
 

this
 

virus
 

are
 

determined
 

mainly
 

by
 

the
 

mutation
 

in
 

the
 

receptor-binding
 

domain
 

(RBD)
 

of
 

its
 

spike
 

(S)
 

protein.
 

However,
 

a
 

complete
 

experimental
 

evaluation
 

of
 

Omicron
 

may
 

take
 

weeks
 

or
 

even
 

months.
 

Here,
 

we
 

analyze
 

the
 

infectivity,
 

vaccine
 

strategy,
 

and
 

serum
 

antibody
 

neutralization
 

activity
 

of
 

Omicron,
 

the
 

result
  

of
 

which
 

are
 

expected
 

to
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

scientifically
 

understanding
 

the
 

key
 

characteristics
 

of
 

the
 

Omicron
 

mutant
 

as
 

soon
 

as
 

possible
 

and
 

for
 

formulating
 

appropriate
 

long-term
 

countermeasures
 

against
 

SARS-CoV-2.
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　 　 2021 年 11 月 26 日世界卫生组织( WHO)将新

型严重急性呼吸道综合征冠状病毒( SARS-CoV-2)
变异株 B. 1. 1. 529 命名为奥密克戎( Omicron)—一

种需要高度关注的变异株 ( variant
 

of
 

concern,

VOC) [1-2] 。 不论是病毒感染或疫苗接种产生抗体

的主要靶标都是 SARS-CoV-2 的刺突( spike,S) 蛋

白[3] ,在 S 蛋白上有 5 个突变位点的德尔塔(Delta)
突变株已经造成了全球范围的传播[4] ,而奥密克戎



株在 S 蛋白上的突变位点高达 30 余个[5] ,因此奥密

克戎变异株的出现,在世界范围内按下了“紧急按

钮”,许多国家都颁布了旅行限制令,以防止奥密克

戎株的迅速蔓延。
计算机分析表明,奥密克戎株的感染性可能比

原病毒高 10 倍以上,大约是德尔塔株的 2 倍。 根据

NICD ( south
 

Africa’s
 

national
 

institute
 

for
 

communicable
 

diseases) 的数据,德尔塔株是南非 8
月、9 月和 10 月的主要流行毒株。 序列分析显示德

尔塔株在 11 月仅占 23% ( 72 / 312),而 73% ( 228 /
312)是奥密克戎株。 从 11 月 30 日到 12 月 3 日,南
非确诊的奥密克戎变异株感染病例从 4373 例增加

到 16055 例[6] 。 这些数据表明,奥密克戎株已经成

为南非的主要流行毒株,并在南非引发新一波疫

情。 在其他国家,奥密克戎毒株也展现了更快、更
广的传播特点。 截至 2021 年 1 月 20 日,全球共有

百余个国家报道了超过 190000 例奥密克戎确诊病

例[7] 。 奥密克戎变异株正在逐渐取代德尔塔株,成
为多数国家的主要流行毒株[8] 。 本文将分析奥密

克戎变异株的传染性、疫苗策略和血清中和抗体活

性等特点,以期为今后新冠疫情的防控工作提供参

考依据。

1　 奥密克戎变异株的进化来源及传染性

　 　 新冠病毒变异株奥密克戎(B. 1. 1. 529)最早于

2021 年 11 月初在非洲博茨瓦纳的一名实验室确诊

病例中发现[1] ,在 2021 年 11 月 24 日于南非等地报

道,仅仅 2 d 该毒株就被世界卫生组织判定为“需要

高度关注的变异株(VOC)”。 截至 2021 年 12 月 22
日,全球 110 个国家和地区已经发现感染奥密克戎

变异株的确诊病例[2] ,且该变异株的传染速度明显

快于德尔塔毒株[9-10] 。 在南非出现奥密克戎变异株

的地区,SARS-CoV-2 检测呈阳性的病例相对增加,
为此当地流行病学家正着力研究其混杂因素。 目

前,与南非旅行史有关的奥密克戎株阳性病例几乎

遍布全球,但在美国[11] 或欧洲[12] 的个别病例却没

有南非的旅行史。
在病毒的生物学特征中,我们对可以促进其增

殖的特征知之甚少。 研究发现,SARS-CoV-2 奥密克

戎变异株具备 32 个位点的基因突变,这些基因突变

会导致病毒刺突的氨基酸序列发生变化,其中有 15
个突 变 位 点 位 于 受 体 结 合 域 ( receptor-binding

 

domain,RBD),而 RBD 正是 ACE-2 受体介导的病毒

-细胞相互作用的关键位置[13-14] 。 由于自然选择,
病毒通过突变来增强 ACE2-RBD 亲和力,或通过突

变逃避抗体,进而增强其在 RBD 的进化优势[15] 。
据报道,人们已经试图通过奥密克戎变异株刺突的

基因序列推断病毒的传播速率。 有数据显示,有一

组突变出现在 S1-S2 弗林蛋白酶切割位点,这可能

会增强病毒的传染性。 此外,RBD 中的突变组合将

导致奥密克戎变异株与人类 ACE2 产生高度亲和

力[10] 。 今后这些假设仍需要体外研究的佐证。 如

果奥密克戎株具备高感染性的特点,它将有可能取

代德尔塔株成为主要的流行变异株。

2　 奥密克戎变异株的检测方法

　 　 在检测新冠病毒的过程中,除了使用 Thermo
 

Fischer
 

TaqPath 时观测到的一个特异性 S 基因靶向

失效 ( specific
 

S-gene
 

target
 

failure, SGTF ) 外[16] ,
Real-time

 

PCR 测试( NAAT 测试)的结果并没有受

到奥密克戎基因变异的影响[17] ,这是由于新变异株

与先前检测的阿尔法(Alpha)变异株一样具有病毒

刺突基因序列 69 ~ 70 位点的基因缺失[18] 。 所以这

也提示了针对 SARS-CoV-2 的检测至少需要测试两

个不同的基因组区域,以防止由于其中一个目标区

域发生变异而导致的假阴性结果。
变异筛选是检测和防止一种新的 VOC 扩散的

最快方法。 所以与检测阿尔法变异株类似,目前

SGTF 可以作为疑似奥密克戎变异株感染的检测指

标[16] 。 根据这些病毒之间刺突基因序列的差异,有
针对性地检测某变异株特异性的突变序列,可以揭

示德尔塔或奥密克戎变异株的存在[19] 。 截至目前,
人们已经实现了对于一些突变株的特异性检测,例
如检测 E484K / Q、L452R、N501Y 等,从而可以快速

完成对奥密克戎株的筛选。 此外,对所有可疑感染

者进行病毒全基因测序,对于在全球范围监测这一

新变种至关重要。 该工作是通过在数据库 ( 如

GISAID)上收集、比对序列来实现的[20] 。 这种监测

还可能观察到新出现的病毒进化株或亚系。
在检测新冠病毒抗原时,为了避免因刺突蛋白

变异而导致的假阴性结果,多数实验室是开展基于

核衣壳(nucleocapsid,N)抗原的快速试验。 需要注

意的是,人们已经在奥密克戎株核衣壳序列上检测

到了一些突变位点,而目前尚不清楚这些突变是否

会对快速检测新冠病毒造成影响。 总体而言,抗原

试验不如 Real-time
 

PCR 试验敏感[21] 。 通常,在高
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度怀疑感染的情况下,抗原试验的阴性结果必须通

过 Real-time
 

PCR 试验再次确认。 所以在疑似奥密

克戎变异株感染时(如根据旅行史或接触史)建议

首选 Real-time
 

PCR 检测。
3　 预防奥密克戎的疫苗策略与血清中和抗体活性

分析

3. 1　 疫苗策略

　 　 疫苗接种已被证明是预防和控制新冠病毒感

染的最有效手段。 目前已经有四种疫苗,即病毒灭

活疫苗、病毒载体疫苗、DNA / RNA
 

疫苗和蛋白疫

苗[22] 。 这些疫苗主要针对刺突蛋白[23] 。 然而奥密

克戎变异株出现的 32 个氨基酸的变化,包括 3 个小

的基因缺失和 1 个小的基因插入,可能会极大地提

高其逃避当前疫苗的能力。
一种人工智能(AI)模型已经对 SARS-CoV-2 进

行过数万次实验数据分析[24] ,该模型显示奥密克戎

株的传染性可能是原始病毒的十倍以上,或者是德

尔塔变异株的两倍左右。 研究者通过对 132 个抗体

-RBD 复合物的三维(3D)结构进行分析,揭示了奥

密克戎逃避当前疫苗免疫的可能性是德尔塔变异

株的两倍。 因此,美国食品和药品管理局( FDA)批

准的 Eli
 

Lilly 公司单克隆抗体(monoclonal
 

antibody,
MAb)的作用效果可能会严重受损。 奥密克戎株也

可能降低 Celltrion 和 Rockefeller 大学单克隆抗体的

效力。 然而,它对 Regeneron 单克隆抗体“鸡尾酒”
的影响甚微[24] 。

由于现在已证实疫苗诱导的抗病毒免疫会随

时间的推移逐渐下降[25] ,因此无论正在流行哪种变

异株,目前最重要的是进行加强免疫接种,以应对

持续存在且可能倍速增加的病例[26] 。 因为氨基酸

发生改变的位点已经涵盖了参与免疫逃逸的位置,
如 E484(E484A 代表奥密克戎变异株,E484K 代表

贝塔和伽马变异株),所以奥密克戎变异株潜在的

免疫逃逸现象,可能与该变异株的刺突序列突变频

率较高有关[27] 。 到目前为止,人们尚未对奥密克戎

株刺突序列中所有突变位点的组合或协同作用进

行研究,所以这些突变对免疫逃逸的影响仍有待确

定。 多数制药公司已经开始评估疫苗对这种新变

种的效力(如莫德纳、辉瑞和阿斯利康),其中一些

公司的实验室表示,他们可以根据需要调整疫苗设

计方案。
另一个关键问题是,异种疫苗能否对新变种产

生有效的保护力。 所以,对感染不同 SARS-CoV-2

变异株的患者,以及接种不同疫苗(包括异源疫苗)
人群的血清进行体外中和试验时,必须同时检测奥

密克戎变异株。 由于细胞免疫直接针对不同的病

毒刺突表位,所以我们可以认为病毒进化对细胞免

疫的影响可能不如体液免疫那么大。 目前有目共

睹的是 COVID-19 疫苗能降低感染率,并且对预防

重症 COVID-19 有很好的效果。
2022 年 4 月 26 日,中国国家药品监督管理局

正式批准了科兴控股生物、国药集团中国生物基于

奥密克戎变异株研制的新冠病毒灭活疫苗进入临

床研究,用以评价新冠病毒变异株疫苗在各类人群

中的安全性和免疫原性[28] 。 2022 年 5 月 1 日下午,
由国药集团中国生物北京生物制品研究所研发的

奥密克戎变异株新冠病毒灭活疫苗临床研究,正式

在浙江省杭州市完成第一剂接种,这也是全球首支

针对奥密克戎变异株进入临床试验的新冠病毒灭

活疫苗[29] 。
3. 2　 血清中和抗体活性分析

　 　 目前有 5 种需要高度关注的新冠病毒变异株

(Alpha、Beta、 Gamma、 Delta、 Omicron),另外还有 2
种待观察的变异株( Lambda,Mu)。 人类对新冠病

毒的免疫反应因人而异[30] 。 王佑春团队利用假病

毒技术,设计构建了 SARS-CoV-2 变异株奥密克戎

的假病毒,对 28 份恢复期患者的血清样品进行了中

和抗体检测,并与其他 VOCs( Alpha、
 

Beta、Gamma、
Delta)和 VOIs(Lambda,Mu)毒株进行了比较[31] ,结
果表明这些恢复期血清对奥密克戎株的平均中和

活性 ED50 降低约 8. 4 倍,而对其他 VOCs 和 VOIs
假病毒的中和活性仅降低约 1. 2 ~ 4. 5 倍。 而且血

清中和抗体水平不同,对奥密克戎株的中和活性降

低倍数也不同。 这一体外假病毒研究结果表明奥

密克戎株能显著逃逸新冠病毒既往感染引起的免

疫保护,逃逸效果远超其它 VOC 和 VOI 变异株。
此外,新冠康复者、接种两剂新冠疫苗、接种 3

剂新冠疫苗、新冠康复者接种两剂新冠疫苗、新冠

康复者接种 3 剂疫苗等人群产生的抗体对奥密克戎

变异株的中和活性可能存在差异。 了解不同群体

的血清对奥密克戎株的中和活性和结合能力,对于

评估疫苗对新冠轻症患者、重症患者的保护水平至

关重要。 Carreño 等[32]收集了不同免疫状态人群的

血清 85 份, 其中包括: 新冠康复者、 接种两剂

BNT162b2( 辉瑞 mRNA 疫苗)、 接种两剂 mRNA-
1273(莫德纳 mRNA 疫苗)、接种 3 剂 BNT162b2(辉
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瑞 mRNA 疫苗)、 接种 3 剂 mRNA-1273 ( 莫德纳

mRNA 疫苗)、新冠康复者接种两剂 BNT162b2、新
冠 康 复 者 接 种 两 剂 mRNA-1273、 接 受 3 剂

BNT162b2 的人群。 通过体外试验评估对野生株、
贝塔株(Beta,B. 1. 351)、奥密克戎株的中和活性和

结合能力差异。 研究发现,新冠康复者的血清标本

对野生株和贝塔株的中和活性普遍较低,对奥密克

戎株的中和活性降低超过 11. 1 倍;对于接种两剂

BNT162b2 和 mRNA-1273 疫苗的样本,对奥密克戎

株的中和活性分别降低了 23 倍和 42 倍,但大多数

个体还是保留了低水平但可检测到的中和抗体活

性;与仅接种两针疫苗的个体相比,接种疫苗加强

针的个体血清对奥密克戎株的中和抗体活性明显

升高。 接种两针 BNT162b2、两针 mRNA-1272 或 3
针 BNT162b2 疫苗的新冠康复者血清都保持了相对

稳定的中和活性。 这些数据都证明接种疫苗对新

冠康复者同样具有保护意义。
总体来讲,虽然中和抗体滴度明显下降,但总

抗体滴度水平变化较小,对奥密克戎株仍有较好的

结合力。 各组人群血清对奥密克戎变异株的 RBD
结合能力下降 2. 4 倍、NTD 结合能力下降 1. 4 倍、S
蛋白结合能力下降 5. 2 倍。 这进一步说明新冠变异

株逃逸的很可能是中和抗体。 这些数据阐释了新

冠康复者仍需接种疫苗的意义,以及接种第三针

(加强针)对提升中和抗体水平的重要作用。 但由

于样本量有限,疫苗对变异株的保护作用究竟如

何、能持续多长时间等问题还需进一步探讨。

4　 奥密克戎变异株的治疗方案

　 　 对流行病学监测数据的回顾性分析表明,奥密

克戎突变株可能会增加原发感染后再次感染的风

险[33] 。 这一结果是通过对实验室确认的 2796982
例 SARS-CoV-2 感染者中 35670 例疑似再感染病例

的监测数据得出的[34] ,它表明奥密克戎变异株具有

逃避先前免疫记忆的能力。 因为在研究期间,南非

的疫苗接种率非常低,所以该结果不适用于疫苗研

究。 在每个新的变异体中,都有可能出现 COVID-19
的严重性增加或减少的情况。 所以,有太多的混杂

因素使人们目前无法将南非的奥密克戎株感染者

与其他变异株感染者进行比较。 事实上,COVID-19
的严重程度和死亡率在很大程度上取决于疫苗接

种率、人口特征(包括年龄、社会经济水平或合并

症)、医疗管理水平以及导致卫生系统饱和的同时

病例数等多种因素[34] 。 所以,在深入调查临床病例

的严重程度时,对以上这些影响因素进行尽可能多

的控制是至关重要的。
感染奥密克戎变异株确诊病例的治疗方案预

计不会随着病毒变异而出现较大改变。 与皮质类

固醇相关的氧疗可能仍然是主要的治疗手段[35] 。
在最严重的病例中,如 IL-6 抑制剂(托西利珠单

抗) [36]或 JAK 抑制剂(巴利西替尼) [37] 等靶向抗炎

药,可能会发挥作用。
4. 1　 单克隆抗体

　 　 新冠病毒的单克隆抗体( MAbs)是较有效的抗

病毒药物。 现在一些国家无论是在感染前预防还

是感染后治疗,尤其是对于新冠肺炎重症患者,都
推荐使用 MAbs。 这些疗法中使用的大多数单克隆

抗体,都是针对 SARS-CoV-2 刺突蛋白的 RBD,而该

蛋白在奥密克戎变异株出现了多处突变。 目前科

研人员已经探究了每个单一突变对单克隆抗体效

力的影响,并通过体外实验证实几种突变的组合会

使假病毒对单克隆抗体产生耐药性[38] 。 在体内实

验中,我们可以通过抗体的效价预测奥密克戎变异

株对单克隆抗体的敏感性[39] 。 针对奥密克戎单突

变体的数据初步表明,VIR-7831(索曲单抗)和 VIR
-7832 可能仍具备抵抗病毒的活性。 此外,目前关

于 Casirivimab / Imdevimab 的数据鲜有报道[40] ;由于

人们已经证明 Bamlanivimab / Etesevimab 对德尔塔株

疗效甚微[41] ,所以预计它们也不会对奥密克戎株有

明显效果。 当然,这需要结合变异株的中和试验来

得出结论。
4. 2　 直接抗病毒药物

　 　 关于口服药抗病毒疗法,人们发现目前有两种

药物可能对 SARS-CoV-2 发挥有限的疗效,它们是

抑制 SARS-CoV-2 复制的核糖核苷类似物[42]和蛋白

酶抑制剂[43] 。 由于新冠病毒的两个非结构基因

(NSP14 和 NSP5)分别编码两种蛋白酶,而基因突

变仅会出现在这些基因的某一个位点,所以这两种

酶不会同时受到突变的影响,这在一定程度上保证

了作为蛋白酶抑制剂的口服抗病毒药不易脱靶,但
目前这两种药物的效力在感染奥密克戎变异株的

病例中仍未得到证实。

5　 总结与展望

　 　 SARS-CoV-2 的突变是一个连续的过程,会导致

多种变异株的出现。 高度关注变异株是造成严重
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感染背后的原因,这种感染会随着新变种奥密克戎

的出现而持续下去。 尽管最新变异株的传染性、流
行率和致病机制仍不得而知,但涉及这些方面的科

研工作仍需持续跟进,以获得有关奥密克戎变异株

的每一个细节,从而提出有效的方法来防止即将到

来的病例数量激增。 奥密克戎变异株的出现实际

上增强了全球对疫苗接种重要性的认知。 因为病

毒会在非疫苗接种人群中自由传播,会直接导致新

冠肺炎重症及死亡病例数攀升;其次,病毒的基因

变异会迅速积累起来,从而提升病毒的传染性和传

播速度,甚至在全球引发新毒株的致命浪潮。
目前关于奥密克戎变异株的研究正在继续。

以往关于阿尔法和德尔塔变异株的研究经验使我

们相信,只有长时间的严密监测才能为我们提供更

多关于这种新变种的信息,例如它引起疾病的传播

特点、疫苗效力和严重性等。 我们已经可以肯定,
科学的防疫措施和疫苗接种仍将是遏制新毒株传

播和防止出现新冠肺炎重症和死亡病例的关键

因素。
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伊维菌素用于新型冠状病毒肺炎防治的研究

葛沐子,伍一军∗

(中国科学院动物研究所分子毒理学实验室,北京　 100101)

　 　 【摘要】 　 新型冠状病毒肺炎(COVID-19)是由新型冠状病毒(SARS-CoV-2)感染引发的高传染性和高感染率

的疾病,导致全球数百万人死亡。 除了利用疫苗进行预防外,研发能够治疗或缓解新型冠状病毒肺炎的有效药物

极为迫切。 但病毒的高突变率导致目前研发的疫苗和药物有效性降低甚至完全无效。 大环内酯类化合物伊维菌

素(ivermectin)是一种常用的抗寄生虫药物,但它具有包括抗炎、抗病毒、抗肿瘤在内的多种药理作用。 近期研究表

明,伊维菌素有抑制 SARS-CoV-2 感染及缓解症状的作用。 本文基于对伊维菌素和 SARS-CoV-2 互作的生物信息学

分析、实验室细胞模型验证和动物实验研究结果以及流行病学数据研读,分析伊维菌素用于抗 SARS-CoV-2 感染的

可行性与改进策略,认为有必要深入开展相关动物实验研究和临床应用疗效评价,并考虑采用联合用药策略提高

其防治效果。
【关键词】 　 伊维菌素;新型冠状病毒;新型冠状病毒肺炎;联合用药;预防;治疗
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Can
 

ivermectin
 

be
 

used
 

in
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

COVID-19?
 

—
 

A
 

review
 

study
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Yijun∗

(Laboratory
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Molecular
 

Toxicology,
 

Institute
 

of
 

Zoology,
 

Chinese
 

Academy
 

of
 

Sciences,
 

Beijing
 

100101,
 

China)

　 　 【Abstract】　
 

Coronavirus
 

disease
 

2019
 

(COVID-19)
 

is
 

an
 

extremely
 

infectious
 

disease
 

with
 

a
 

high
 

infection
 

rate
 

that
 

is
 

caused
 

by
 

infection
 

with
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2
 

(SARS-CoV-2).
 

This
 

disease,
 

which
 

can
 

cause
 

severe
 

respiratory
 

symptoms
 

and
 

lung
 

damage,
 

has
 

killed
 

millions
 

of
 

people
 

worldwide
 

since
 

the
 

COVID-19
 

pandemic
 

began.
 

In
 

addition
 

to
 

the
 

necessity
 

for
 

vaccine
 

prevention
 

to
 

control
 

this
 

pandemic,
 

there
 

is
 

also
 

an
 

extremely
 

urgent
 

need
 

to
 

develop
 

drugs
 

that
 

can
 

effectively
 

inhibit
 

SARS-CoV-2
 

infection
 

or
 

treat
 

symptomatic
 

COVID-19.
 

However,
 

the
 

high
 

mutation
 

rate
 

of
 

the
 

SARS-CoV-2
 

virus
 

has
 

led
 

to
 

frequent
 

failures
 

of
 

the
 

vaccines
 

and
 

drugs
 

that
 

have
 

been
 

developed
 

to
 

date.
 

Ivermectin,
 

a
 

macrolide
 

compound,
 

is
 

a
 

commonly
 

used
 

anti-parasitic
 

drug,
 

and
 

it
 

also
 

has
 

a
 

variety
 

of
 

pharmacological
 

effects,
 

including
 

anti-inflammatory,
 

anti-viral,
 

and
 

anti-tumor
 

effects.
 

Recent
 

studies
 

have
 

shown
 

that
 

ivermectin
 

may
 

inhibit
 

SARS-CoV-2
 

infection
 

or
 

relieve
 

COVID-19
 

symptoms.
 

The
 

feasibility
 

of
 

an
 

improved
 

strategy
 

of
 

ivermectin
 

use
 

against
 

SARS-CoV-2
 

infection,
 

based
 

on
 

a
 

bioinformatics
 

analysis
 

of
 

the
 

interaction
 

between
 

ivermectin
 

and
 

SARS-CoV-2
 

receptors,
 

cell
 

model
 

validation,
 

animal
 

infection
 

model
 

studies,
 

and
 

epidemiological
 

data,
 

is
 

discussed
 

in
 

this
 

review
 

article.
 

The
 

existing
 

research
 

data
 

are
 

insufficient,
 

so
 

it
 

remains
 

necessary
 

to
 

perform
 

a
 

clinical
 

efficacy
 

evaluation
 

for
 

determining
 

whether
 

ivermectin
 

can
 

be
 

used
 

clinically
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

COVID-19
 

caused
 

by
 

SARS-CoV-2
 



infection.
 

In
 

addition,
 

a
 

strategy
 

of
 

drug
 

combination
 

could
 

be
 

adopted
 

to
 

improve
 

the
 

effect
 

of
 

ivermectin
 

on
 

the
 

inhibition
 

of
 

SARS-CoV-2
 

and
 

the
 

treatment
 

of
 

COVID-19.
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　 　 新型冠状病毒肺炎( coronavirus
 

disease
 

2019,
COVID-19)(以下简称“新冠肺炎”),是由新型冠状

病毒(severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,
SARS-CoV-2)感染引发的高传染性疾病。 其感染的

初始症状主要包括发烧、咳嗽、肌痛、疲劳,疾病后

期出现呼吸困难,严重的会发展为急性呼吸窘迫综

合征(acute
 

respiratory
 

distress
 

syndrome,ARDS)或多

脏器衰竭( multiple
 

organ
 

failure,MOF) [1] 。 研究发

现,SARS-CoV-2 感染可加重已有的基础性疾病(如

心血管疾病、糖尿病),并导致更严重的靶器官损

伤[2] 。 在病理方面,新冠肺炎患者的尸检和活检报

告显示肺部表现为严重水肿,并伴有组织渗出液,
局灶性反应性增生,肺细胞和肺泡巨噬细胞受损以

及片状细胞浸润[3] 。 由于新冠肺炎的高传染性,需
要采取有效措施抑制其传播。

目前应对新冠肺炎主要是依靠疫苗预防以及

药物治疗。 在预防方面,由于疫苗研发周期较长且

作用滞后,以及新毒株的不断出现,疫苗的有效性

难以保证。 在治疗方面,暂无确证有效的药物被研

发出用于新冠肺炎的治疗。 此外,疫苗研发由于病

毒株的突变导致疫苗实际效用呈现降低趋势[4] ,这
些使得全球疫情控制遭遇困难,迫切需要新的药物

防治策略。
1 　 新型冠状病毒肺炎 (COVID-19)的药物治疗

现状

1. 1　 新冠肺炎的防治策略

　 　 针对新冠肺炎的防治措施主要有以下几个方

面:预防其病原 SARS-Co-V-2 的感染;阻断 SARS-
CoV-2 在患者体内的增殖;对因 SARS-CoV-2 感染导

致的组织器官损伤给予对症治疗。 在预防病毒感

染方面,开展了 SARS-CoV-2 的基础生物学的研究,
已知该病毒属于单链正向 RNA 病毒,其基因组序列

与其他冠状病毒种类相似,与重症急性呼吸综合征

冠 状 病 毒 ( severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus,SARS-CoV)约有 80%的相似性,与中东

呼吸 综 合 征 冠 状 病 毒 ( middle
 

east
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus,MERS-CoV) 有 50%左右的相

似性[5] 。 由于 RNA 病毒具有易突变的特性,SARS-
CoV-2 目前已出现大量的变异株。 由于 SARS-CoV-
2 的刺突蛋白中的 D614 G 位点突变、ORF7a 基因的

缺失、nsp1 基因缺失等突变,导致现在的流行病毒

株从 基 因 组 水 平 到 蛋 白 质 结 构 都 已 发 生 了

改变[6-7] 。
在阻断 SARS-CoV-2 体内增殖方面,早期开发

的抗体药物在新冠肺炎发展初期使用可以降低重

症率和死亡率,例如:中和抗体 LY-CoV555 对降低

新冠肺炎的死亡率有一定效果[8] ,但后期病毒基因

组变异,德尔塔株( delta
 

strain) 流行(目前又出现

omicron 变种),抗体药物治疗新冠肺炎的有效率显

著下降。 实际上,抗体疗法同疫苗一样,亦受限于

病毒变异性的影响。
当因感染 SARS-CoV-2 导致组织器官出现损伤

时,临床上常根据损伤器官的特点给予对症治疗,
例如:用糖皮质激素治疗肺部乃至全身的炎症[9] 、
用已获治愈新冠肺炎患者康复期血浆治疗 SARS-
CoV-2 感染的重症患者[10] 、用体外膜肺氧合技术

(extracorporeal
 

membrane
 

oxygenation, ECMO) 救治

急性呼吸衰竭患者[11] 等。 但这些措施的效果并不

十分确切,甚至会让患者留下严重的后遗症(例如,
大剂量激素治疗引起骨质疏松症、 库欣综合征

等) [12] ,临床上迫切需要更为有效的化疗药物,以便

在病毒造成严重损伤之前将其从体内清除或使其

失活。
采用相对广谱的抗病毒药物是应对新冠肺炎

传染的重要策略之一[13-14] 。 新冠肺炎治疗的化学

药物的研发目前主要有两种途径:一是从头研发新

药,但新药研发周期长,能否应对不断突变的流行

毒株存疑。 另外,新药研发难度大,失败风险高。
有报道美国默沙东公司研发的药物莫努匹拉韦

(molnupiravir)可使新冠肺炎患者住院 / 死亡率降低

50%[15] ,但其代谢物 β-d-N4-羟基胞苷 ( β-d-N4-
hydroxycytidine)可被宿主细胞通过核糖核苷酸还原

酶代谢为 2’ -脱氧核糖核苷形式进而掺入宿主细胞

的 DNA[16] ,其安全性存在很大隐患,且售价高昂。
此外,先后有包括瑞德西韦(remdesivir)和利巴韦林

(ribavirin)在内的多种药物已经完成测试或尚在测

试中[17-18] 。 这些化疗药物在理论上可以通过不同

机制来抑制病毒的感染和增殖,但遗憾的是,到目

前为止,所得到的实验结果都不太理想(对大多数

患者无效或者存在严重的副作用等) [17-18] 。 除了研
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发新药外,“老药新用”的概念也同样适用于新冠肺

炎的治疗药物的开发。 一种曾经被美国 FDA 批准

用于抗寄生虫病的“老药”伊维菌素( ivermectin)从

一开始就受到(不同寻常的)关注,有研究者报道了

伊维菌素对抗 SARS-CoV-2 的相关实验效果[19-21] ,
体外药物实验显示伊维菌素对新流行的奥密克戎

变异株也有较好的抑制作用[22] 。 这些研究给出的

结果虽然是比较初步的研究数据,但提示伊维菌素

有可能用于新冠肺炎的防治。
2　 伊维菌素药物的特点及其用于新冠肺炎防治的

可行性

2. 1　 伊维菌素简介

　 　 伊维菌素是一种十六元大环内脂化合物,它是

阿维菌素( avermectin)家族的一员。 阿维菌素来源

于土壤中的放线菌 Streptomyces
 

avermitilis 的发酵产

物,并非单一化合物,目前在医学及动物医学临床

上应用的阿维菌素类药物有 8 种,分别是伊维菌素

( ivermectin )、 阿 维 菌 素 ( abamectin )、 多 拉 菌 素

(doramectin)、依普菌素 ( eprinomectin)、莫西菌素

(moxidectin)和司拉菌素( selamectin)。 这 8 种药物

通常是含不同比例的 4 种主要成份( A1a、A2a、B1a
和 B2a)和 4 种次要成分(A1b、A2b、B1b 和 B2b)的

混合物[23] ,其中伊维菌素是 22,23-二氢阿维菌素

B1a 和 B1b 的混合物,已经被美国 FDA 批准用于抗

寄生虫病的治疗。 除了作为驱虫剂和杀虫剂,伊维

菌素也被认为具有抗病毒和抗疟等多种药理作

用[24-26] 。 伊维菌素的作用谱广、效用高且较为安

全,自 1987 年以来,该药物在动物疾病与人类疾病

的治疗中一直被广泛应用[27] 。
2. 2　 伊维菌素作为药物的作用特点

　 　 伊维菌素的抗寄生虫作用机制研究最为透彻,
它能够与谷氨酸门控氯离子通道特异性结合,使氯

离子大量流入细胞,细胞处于持续超极化状态,导
致动作电位形成减少,从而导致进一步功能阻断。
最终表现为全身运动麻痹,进食也会受到影响,从
而使寄生虫死亡[28] 。 由于谷氨酸门控氯离子通道

只存在于无脊椎动物中,而脊椎动物体内无此作用

靶点,所以对哺乳动物的毒性较小[23] 。
除了抗寄生虫作用以外,伊维菌素还被证明具

有治疗癌症的潜在用途[29] 。 其通过诱导癌细胞程

序性死亡(主要是凋亡),在处理 Hela 细胞后,直接

能检测到细胞色素 c 从线粒体的释放[30] ,凋亡相关

的形态变化也伴随发生,包括染色质凝聚、核断裂、

DNA 断裂和凋亡小体形成等。 而凋亡的诱发能够

使得受病毒感染的细胞死亡, 破坏病毒复制周

期[31] 。 前期 FDA 批准的 12 种抗新冠药物中,就有

多种可作用于调节程序性细胞死亡的过程[32] 。 这

暗示着伊维菌素或具备抗 SARS-CoV-2 感染的潜

力。 FDA 批准伊维菌素作为抗寄生虫化疗药使用

时,成人的使用剂量为 200
 

μg / kg,有报道伊维菌素

的最高使用剂量达 1700
 

μg / kg[33] ,半衰期约 18
 

h。
这些数据表明,伊维菌素对人体的毒性低,使用

安全。

3　 伊维菌素应用于新冠肺炎防治的实验研究　

3. 1　 伊维菌素抗 SARS-CoV-2感染的研究

　 　 已知伊维菌素具有广谱抗病毒活性[19] ,可通过

抑制靶向宿主核转运输入蛋白 ( importin
 

α / β1
 

protein,IMP
 

α / β1)的功能抑制病毒的胞内复制[34] 。
病毒通过其表面的刺突蛋白( spike

 

protein)与宿主

细胞膜上的血管紧张素转化酶 2 号 ( angiotensin-
converting

 

enzyme
 

2,ACE2)受体蛋白结合进入细胞

后,可利用胞内 “ 非结构蛋白 5 号 ( non-structural
 

protein
 

5,NS5)”抑制宿主的抗病毒反应以增强自身

感染能力。 理论上,如果可以抑制或者阻断 NS5 入

核,就可以有效地减少病毒增殖[35] 。 IMPα / β1 核

转运蛋白是核转运过程的关键蛋白。 伊维菌素可

以解离预先形成的 IMPα / β1 异二聚体,并通过与

IMPα 重复序列结合来影响 IMPα 的热稳定性和 α-
螺旋度,导致 IMPα 蛋白无法形成[34] 。 由于缺少核

转运蛋白 IMPα / β1,整合酶和 NS5 等无法入核,缺
少相应的组件,RNA 病毒就无法在胞内进行有效增

殖,进而可被宿主的抗病毒反应清除,具体详见

图 1。
除了直接抑制病毒的有效增殖外,伊维菌素还

可能通过间接作用产生广谱抗病毒活性。 已知伊

维菌素是细胞内核法尼酯 X 受体 ( farnesoid
 

X
 

receptor,FXR)的配体,与后者特异性结合,以依赖

于 FXR 的方式改变细胞对胰岛素的敏感性,导致血

清中的胆固醇和葡萄糖水平降低[36] ,而后者作为重

要的细胞能量供给组成,其含量降低可影响病毒增

殖效率。 最近的相关研究揭示,SARS-CoV-2 在复制

过程中如果抑制细胞糖酵解途径的限速酶,复制可

被完全阻断,而抑制 ATP 合成却达不到相同的效

果,说明该病毒在宿主细胞内复制过程中主要利用

糖酵解途径供给能量[37] ,提示伊维菌素有可能通过
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抑制细胞葡萄糖水平从而间接抑制 SARS-CoV-2 的

增殖。
生物信息学分析也证明伊维菌素很可能有抑

制 SARS-CoV-2 的作用。 利用生物信息技术对

SARS-CoV-2 重要药物靶点受体结合区 ( receptor
 

binding
 

domain,RBD) 和伊维菌素结构的结合能力

的预测分析发现, 伊维菌素可停靠在细胞膜上
 

ACE2 蛋白的第 91 位亮氨酸和第 378 位组氨酸区

域。 伊维菌素与 SARS-CoV-2 的刺突蛋白和细胞膜

的 ACE2 蛋白复合物( spike-ACE2
 

complex)的结合

能值为-18
 

kcal / mol,结合常数为 5. 8×10-8[38] 。 已

知 ACE2 是可以与 SARS-CoV-2 结合的主要靶点,所
以伊维菌素很可能干扰 SARS-CoV-2 刺突蛋白与细

注:伊维菌素与细胞表面 ACE2 受体结合抑制 SARS-CoV-2 病毒进入细胞,并通过抑制靶向宿主核

转运输入蛋白 IMPα / β 抑制病毒 NS5 蛋白入核,阻止其发挥抑制宿主抗病毒响应的功能;此外,伊
维菌素可通过抑制细胞因子风暴缓解炎症反应。

图 1　 伊维菌素抗新冠肺炎的可能机制

Note.
 

Ivermectin
 

binds
 

to
 

the
 

receptor
 

ACE2
 

on
 

the
 

cell
 

surface
 

to
 

inhibit
 

SARS-CoV-2
 

entry
 

into
 

the
 

cell,
 

and
 

blocks
 

the
 

translocation
 

of
 

viral
 

NS5
 

protein
 

to
 

nucleus
 

by
 

inhibiting
 

host
 

IMPα / β
 

heterodimer
 

which
 

is
 

responsible
 

for
 

protein
 

nuclear
 

import
 

to
 

prevent
 

the
 

inhibitory
 

action
 

of
 

the
 

virus
 

on
 

the
 

host
 

antiviral
 

response.
 

In
 

addition,
 

ivermectin
 

alleviates
 

the
 

inflammatory
 

response
 

by
 

inhibiting
 

the
 

so-called
 

cytokine
 

storm
 

induced
 

by
 

the
 

virus.

Figure
 

1　 Mechanisms
 

of
 

action
 

of
 

ivermectin
 

against
 

COVID-19

胞膜的附着,阻止病毒感染(参见图 1)。 另一项研

究用伊维菌素(20
 

μmol / L)处理人卵巢癌细胞株后

通过蛋白质组学分析发现,有 52 个与 SARS-CoV-2
相关的蛋白表达水平受到调控[21] ,提示伊维菌素可

通过扰动病毒的响应而抑制病毒感染。 但这只是

从组学层面的分析,实际对 SARS-CoV-2 的作用效

果还需要进一步实验验证。
通过对伊维菌素抗 SARS-CoV-2 的体外抑制实

验发现,伊维菌素确实具有抗 SARS-CoV-2 的效果。
例如:利用表达细胞表面信号淋巴细胞激活分子

(signaling
 

lymphocytic
 

activation
 

molecule,SLAM) 的

猴肾细胞进行的体外抗病毒测试的结果显示,单剂

量伊维菌素能够使 SARS-CoV-2(澳大利亚分离株)
在 Vero / hSLAM 细 胞 中 的 复 制 总 量 降 低 5000
倍[20] 。 然而,这一研究结果的临床应用存在疑问。
经测试,伊维菌素对 SARS-CoV-2 的半数抑制浓度

(IC50)比该药物的最大血浆浓度(Cmax )高 35 倍,若
要在 SARS-CoV-2 的主要侵染器官肺部达到 IC50 所

需的药物浓度,则必须将伊维菌素的使用剂量提高

到目前推荐使用剂量的 25 倍以上[39] ,这很可能会

出现严重的副作用甚至导致机体的损伤。 此外,该
研究测试所用细胞系为肾细胞,并不是 SARS-CoV-2
侵染的主要靶细胞。 到目前为止,尚未见有关伊维
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菌素抗 SARS-CoV-2 的效果在肺细胞系中的测试

报道[20] 。
3. 2　 伊维菌素可能具有防治新冠肺炎的作用

　 　 有报道伊维菌素可以有效降低轻症和重症新

冠肺炎患者的死亡率[40-41] 。 相较于安慰剂组和药

物联用组(解热药和抗组胺药及抗生素联合使用),
伊维菌素组的患者鼻拭子转阴时间较短,中位数为

4
 

d,而药物联用组中位数为 7
 

d;且伊维菌素组的患

者死亡率同样显著低于药物联用组,在随机回访出

院 20
 

d 的病人中未发现明显并发症患者[41] 。 提示

伊维菌素对新冠肺炎的治疗具有一定的效果。
已有研究表明,伊维菌素很可能对 SARS-CoV-2

感染有预防作用。 研究者从使用包括伊维菌素在

内的 药 物 进 行 常 规 预 防 性 化 疗 ( prophylactic
 

chemotherapy,PCT)的国家收集数据,并将这些国家

分为 3 个类别:不使用任何 PCT 的国家;使用不含

伊维菌素 PCT 的国家;以及使用含伊维菌素 PCT 的

国家,比较新冠肺炎在不同组别之间的发病率。 结

果表明,伊维菌素使用组新冠肺炎的发病率明显低

于其他两组,提示伊维菌素很可能有预防 SARS-
CoV-2 感染的作用[42] 。 此外,在这个研究中有一个

很有趣的现象,使用含伊维菌素 PCT 的国家总人口

百分比范围广泛(30% ~ 90%),但这些国家新冠肺

炎发病率却没有明显差异,即使是较低治疗覆盖率

的国家,新冠肺炎的发病率也没有显著上升,且任

何一国给药时间范围或间隔不同也没有导致明显

差别。 即便是在不同剂量(150 ~ 200
 

μg / kg)的接受

者中,新冠肺炎的发病率也未见显著差异[40] 。 这说

明伊维菌素很有可能在较低的血药浓度下就能发

挥作用,这个浓度远低于其他研究认为的对患者具

有较大副作用的药物浓度。 如果这项实验的结论

正确,将给伊维菌素应用于新冠肺炎的预防提供非

常好的思路,但是这个推测缺乏有力的实验证据和

具体机制分析。 如果后续的研究能够证明较低的

伊维菌素血药浓度就能抑制 SARS-CoV-2 的复制水

平,将进一步证实这种假设。
3. 3　 伊维菌素可在新冠肺炎治疗中发挥其抗炎

作用

　 　 新冠肺炎的发展分为 3 个阶段:首先是早期

SARS-CoV-2 感染阶段,而后是病毒增殖导致肺部局

部炎症阶段,少数患者会过渡到最后的全身性炎症

阶段,其中最后阶段病症最为严重,会引起肺外全

身性炎症反应综合征(systemic
 

inflammatory
 

response
 

syndrome,SIRS),在这一阶段,肺组织产生大量的炎

症因子,如:IL-1、IL-6、IL-12、IFN-γ 和 TNF-α 等。 这

些炎症因子在病情较重的患者中显着升高,并导致

全身组织器官损伤[43] 。 在此过程中,SARS-CoV-2
表面的刺突蛋白可以通过 PI3K / AKT / mTOR 信号通

路促进炎症发生和细胞凋亡[44] 。
研究表明,伊维菌素具有抗炎作用,在体内和

体外均可以减少 TNF-α、IL-1 和 IL-6 的产生[21] ,并
抑制脂多糖诱导的 NF-κB[45] ,减轻炎症反应(参见

图 1)。 在小鼠实验中,剂量为 2
 

mg / kg 的伊维菌素

可抑制气道中的粘液分泌过多的症状,并减少免疫

细胞的募集以及支气管肺泡中细胞因子和 IgE /
IgG1 的产生[39] 。 这表明伊维菌素不仅在整体水平

上具有抗炎作用,而且在 SARS-CoV-2 的主要感染

器官肺部组织也具有抗炎作用。 相关作用机理的

研究显示,伊维菌素在胶质瘤细胞中可作为 AMPK
激活剂抑制 AKT / mTOR 通路[46] 。 mTOR 通路调控

先天性免疫反应,在炎症因子的产生中起至关重要

的作用[47] 。 伊维菌素很可能通过该机制下调炎症

因子的表达,减少 SIR 损伤。 这一推测也得到实验

证实:对特异性皮炎模型小鼠给予伊维菌素可以降

低 T 细胞激活、增殖和细胞因子的产生[48] 。
在由 SARS-CoV-2 感染诱导产生的诸多炎症因

子中,只有 TNF-α 和 IFN-γ 的组合能诱导炎症细胞

自噬,而采用二者的特异性中和抗体治疗可减少感

染小鼠的淋巴组织增生和细胞因子休克。 伊维菌

素可以有效下调 TNF-α 因子生成,减少炎症细胞自

噬,而在治疗寄生虫感染时,伊维菌素可以诱导体

内 IFN-γ 水平上调[49] 。 TNF-α 和 IFN-γ 需要以组

合形式起作用的特性使得伊维菌素很容易呈现抑

制炎症的效果。
4　 伊维菌素用于新冠肺炎防治存在的问题及应对

措施

4. 1　 目前研究的局限

　 　 关于伊维菌素在新冠肺炎的防治方面已有一

些研究报道,但仍然有很多问题未得到答案。 首先

是伊维菌素用于新冠肺炎治疗的临床实验调查存

在不足,例如:病例样本量小,一个实验组只纳入 3 ~
4 个患者;设计对照不完善,未将老年患者和青年患

者区别统计。 另外,由于临床上大部分患者都会同

时接受多种药物治疗,或者同时存在其他的辅助治

疗方式,所以即使伊维菌素单变量组显现出一定的

优势,也很难排除是由于伊维菌素与其他药物治疗
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方式相互作用或共同作用导致的结果。 同时,相关

报道都是回溯性研究,研究者通过医院提供的数据

进行分析,而对具体操作的实际情况可能不够了

解,这也降低了分析结果的可信度。
其次是药物使用剂量方面的问题。 有报道证

明伊维菌素在体外对 SARS-CoV-2 有抑制效果,所
用浓度为 5

 

μmol / L[20] ,如果要在人体中达到这一浓

度,则需要口服约 1000 ~ 1200
 

mg 伊维菌素,而在人

体(健康志愿者) 中测试的剂量(单次剂量) 仅为

100 ~ 120
 

mg[50] 。 大剂量给予伊维菌素会导致不良

反应,甚至可能引发严重副作用,如:共济失调或癫

痫发作等[50] 。 虽然有研究表明伊维菌素在低剂量

下也可能具有较高药理活性[42] ,但还缺少进一步的

实验数据的支持。 然而,一项对 280 名新冠肺炎患

者的回顾性研究给出了伊维菌素临床用量的参考,
调查发现,接受伊维菌素治疗的患者总体死亡率明

显低于对照组[51] ,所用剂量(200
 

μg / kg)为该药被

推荐用于寄生虫病治疗的安全剂量。 但这项调查

中患者也同时接受其他药物治疗,所以伊维菌素应

用于新冠肺炎治疗的剂量仍有待进一步研究,就现

有数据来看,更高的剂量并不增加安全风险但可能

有助于改善伊维菌素的防治效果[52-54] 。
目前的研究进展已可以通过改进给药途径来

提高有效血药浓度。 由于呼吸道是 SARS-CoV-2 感

染的主要部位,可以通过改进肺部给药途径,使伊

维菌素药物在呼吸道和肺部沉降[55] 。 但这种想法

的应用很大程度上受药代动力学参数限制,如:高
细胞毒性和低溶解性等。 针对这些问题,可以采用

新的给药策略来提高伊维菌素的生物利用度,如:
采用脂质体系统并用纳米材料作载体递送伊维菌

素,可有效降低过高血药浓度造成的细胞毒性[19] 。
已有研究将伊维菌素制成脂质体和聚乳酸-羟基乙

酸共聚物(poly( lactic-co-glycolic
 

acid),PLGA)纳米

粒子,后者在通过口服途径给药时可以穿过肠上皮

屏障[56] 。 这种策略原本是针对寨卡病毒设计的,但
在对新冠肺炎治疗中同样具有应用价值[57] 。 伊维

菌素有广谱抗病毒的药理活性,这在其他冠状病毒

感染的动物实验中已有研究报道[58] ,预期在阻止

SARS-CoV-2 感染方面也有较好效果,甚至有可能对

SARS-CoV-2 的变种都有效。
在实验动物研究方面,主要是在金仓鼠( Syrian

 

hamster)上做的研究,发现伊维菌素虽然不能减少

感染鼠的肺部病毒载量,但可降低肺部炎症反应,

减轻肺部病理损伤及缓解相关症状[59] 。 另一个也

是在金仓鼠上的实验显示, 伊维菌素不能减少

SARS-CoV-2 的 beta 变异株( B. 1. 351)在感染鼠的

肺部病毒载量也不能减轻肺部病理损伤[60] 。 需要

注意的是实验中伊维菌素给药方式为 0. 4
 

mg / kg 皮

下注射而不是灌胃。 目前可能由于 SARS-CoV-2 的

高危特性及研究条件的限制(例如:需要 P3 实验

室[61]等),还未见有在常规实验动物(例如:小鼠、
豚鼠等)上开展的伊维菌素抗 SARS-CoV-2 的实验

研究报告。 为了避开 SARS-CoV-2 的操作条件限

制,有研究者尝试以小鼠肝炎病毒( mouse
 

hepatitis
 

virus,MHV ) [62] 及蝙蝠冠状病毒 ( bat
 

coronavirus
 

RaTG13) [63]等作为抗新冠肺炎研究的替代模型,但
这并未得到大多数学者认可。 期待 SARS-CoV-2 的

动物实验以更合适的方式进行,以便获得的研究数

据更可靠且更具有临床应用价值。
4. 2　 联合用药或可更有效应对新冠肺炎

　 　 SARS-CoV-2 的高突变性使其容易产生对所用

药物的抵抗。 近年来,越来越多的研究表明,联合

用药的策略有利于延缓机体对药物耐受性的发

生[64] 。 所以,伊维菌素与其他具有抗冠状病毒作用

的 药 物, 如: 氯 喹 ( chloroquine ) 或 羟 氯 喹

(hydroxychloroquine)联用,可望在获得更好治疗效

果的同时能够抑制耐药毒株的产生。 已知羟氯喹

是一种抗疟疾药,是氯喹的类似物,也是一种免疫

调节剂。 有报道称羟氯喹和氯喹均能在体外抑制

SARS-CoV-2[65] ,研究发现,羟氯喹比氯喹更加有

效,且急性毒性更低[66] 。 事实上,羟氯喹可通过抑

制病毒进入宿主细胞而起到一级屏障作用,而伊维

菌素可以减少细胞内的病毒复制,有可能因此加强

羟氯喹的抗病毒作用[67] 。 羟氯喹的生产成本低廉

且药物安全性高;伊维菌素同样安全性高、耐受性

良好且没有严重的药物不良反应[68] 。 二者对

SARS-CoV-2 突变株都可能起到良好的抑制作用。
此外,到目前为止,尚未发现这两种药物存在药物

间相互作用使药效降低的现象[50] 。 综上,伊维菌素

与羟氯喹 / 氯喹联合用于抗 SARS-CoV-2 感染很可

能会有良好效果,但其可行性需要进一步验证。
除氯喹外,多西环素(doxycycline)也可与伊维菌

素联用发挥更好的作用。 前已述及伊维菌素的体外

实验有效剂量为体内最大允许使用浓度的 35 倍,但
如果将伊维菌素与多西环素联用,则可以在二者较低

的剂量(浓度)下使轻中症患者较快康复[69] 。
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5　 总结与展望

　 　 本文从新冠肺炎的发生与发展特征出发,综述

了伊维菌素抗 SARS-CoV-2 感染和用于新冠肺炎防

治的实验研究进展,并对将伊维菌素应用于新冠肺

炎防治的可能性、相关实验研究的局限性及联合用

药的预期效果进行了分析和讨论。
到目前为止,新冠肺炎尚未得到有效遏制。 尽

管已经有大量的实验和临床研究开展,但由于病原

SARS-CoV-2 的高突变率导致变异株不断出现,疫苗

防效降低,新疫苗的开发及新药的研发遇到困难。
而在应对真菌和细菌感染时采用的“老药新用”和

“多药联用”策略也使得我们更多关注对已有药物

的筛选。 伊维菌素由于其安全性、有效性、作用机

制多样性、价格相对低廉等特性成为很好的抗新冠

肺炎的候选药物, 如何进一步开展伊维菌素抗

SARS-CoV-2 的动物实验和临床药效试验以及研究

如何让伊维菌素与其他药物合理联用以产生更好

的防治新冠肺炎的效果是摆在相关研究者面前亟

待解决的问题。 在应用动物实验时,或应考虑采用

非人灵长类实验动物[70] 代替小鼠进行进一步的药

物研究,以促进实验药物更加快速地进入临床,减
少直接对病人联合用药造成的潜在不良影响。
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猴痘病毒感染动物模型研究及应用进展

刘江宁∗

(中国医学科学院医学实验动物研究所,北京协和医学院比较医学中心,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　
 

2022 年 5 月世界多个国家发生超过百例人猴痘病例,引发世界卫生组织的疫情爆发预警。 猴痘病

毒与天花病毒同属,临床典型特征为皮疹,死亡率 1% ~ 10%。 突发疫情引起了世人的担忧,现有疫苗的有效性、应
急药物的筛选,以及猴痘病毒学、免疫学与病理学机制的阐述,均对动物模型提出重大需求。 本文就常用的食蟹猴

模型、土拨鼠模型、松鼠模型、冈比亚袋鼠模型、睡鼠模型、狨猴模型、小鼠模型和兔模型等,针对模型研制中的动物

选择、感染途径与剂量、模型病毒学和病理学特征等进行了详细的评述,并介绍了动物模型在致病与传播研究、药
物与疫苗评价中的应用,希望可为研究人员研制及应用动物模型提供参考。

【关键词】 　 人猴痘;动物模型;病毒复制;病理表现;应用
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China)

　 　 【Abstract】 　 In
 

May
 

2022,
 

more
 

than
 

100
 

cases
 

of
 

Monkeypox
 

were
 

identified
 

in
 

several
 

countries,
 

triggering
 

an
 

outbreak
 

warning
 

by
 

the
 

World
 

Health
 

Organization.
 

Monkeypox
 

virus
 

and
 

Smallpox
 

virus
 

belong
 

to
 

the
 

same
 

genus,
 

and
 

the
 

typical
 

clinical
 

manifestation
 

is
 

a
 

rash
 

and
 

a
 

mortality
 

rate
 

of
 

1% ~ 10%.
 

The
 

sudden
 

outbreak
 

of
 

Monkeypox
 

has
 

aroused
 

concern
 

worldwide,
 

and
 

the
 

demand
 

for
 

an
 

animal
 

model
 

for
 

evaluating
 

the
 

efficiency
 

of
 

vaccines
 

and
 

drugs,
 

as
 

well
 

as
 

understanding
 

its
 

mechanisms
 

of
 

virology,
 

immunology,
 

and
 

pathology,
 

is
 

urgent.
 

In
 

this
 

paper,
 

the
 

common
 

models
 

using
 

cynomolgus
 

monkey,
 

prairie
 

dogs,
 

squirrel,
 

Gambian
 

pouched
 

rats,
 

dormouse,
 

marmoset,
 

mouse,
 

and
 

rabbit
 

were
 

reviewed
 

by
 

focusing
 

on
 

the
 

selection
 

of
 

animal
 

species,
 

infection
 

route
 

and
 

dose,
 

and
 

characteristics
 

of
 

virology
 

and
 

pathology.
 

The
 

application
 

of
 

these
 

animal
 

models
 

in
 

studies
 

on
 

pathogenesis,
 

transmission,
 

and
 

the
 

evaluation
 

of
 

vaccines
 

and
 

drugs
 

are
 

introduced
 

to
 

provide
 

references
 

for
 

the
 

development
 

and
 

application
 

of
 

animal
 

models
 

for
 

Monkeypox.
 

【Keywords】　 Monkeypox;
 

animal
 

model;
 

virus
 

replication;
 

histopathology;
 

application

　 　 2022 年 5 月,世界上多个国家发生人感染猴痘

病毒(Monkeypox)病例,确诊和疑似病例在 1 个月

内超过百例,患者主要来自欧洲和美洲[1-2] 。 同年 5
月 21 日,世界卫生组织(WHO)发布猴痘病毒疫情



爆发预警。 猴痘病毒最早发现于 1958 年,猴痘病毒

感染人病例最早于 1970 年发现于刚果[3] ,通常在西

非和中非国家出现猴痘散发病例,病例通过直接接

触感染动物的血液、体液、皮肤或粘膜损伤而被病

毒感染。 因密切接触感染者的呼吸道分泌物、皮肤

损伤或病人污染物可导致人际间的二次传播[4] 。
猴痘主要症状为发热、头痛、肌肉疼痛,典型特征为

不同程度的皮疹。 猴痘通常是一种自限性疾病,持
续 14 ~ 21 d 多可自愈。 猴痘病毒主要包括西非和刚

果盆地两个分支,其中西非分支的致死率约 1%,刚
果盆地分支的致死率约 10%,儿童、青年和免疫缺

陷者感染后致死率较高[4] 。
猴痘病毒属于痘病毒科(Poxviridae),痘病毒为

病毒颗粒最大的一类 DNA 双链线性病毒,病毒颗粒

呈砖形或椭圆形,大小为 200 ~ 400
 

nm,病毒在感染

细胞的细胞质中复制。 痘病毒科包括两个病毒亚

科:脊椎动物痘病毒亚科(Chordopoxvirinae)和昆虫

痘病毒亚科(Entomopoxvirinae)。 脊椎动物痘病毒

亚科包含 9 个属:正痘病毒属(Orthopoxvirus)、副痘

病毒属(Parapoxvirus)、猪痘病毒属(Suipoxvirus)、山
羊 痘 病 毒 属 ( Capripoxvirus )、 鹿 痘 病 毒 属

(Cervidopoxvirus)、兔痘病毒属(Leporipoxvirus)、鸡痘

病毒属(Avipoxvirus)、雅塔痘病毒属(Yatapoxvirus)
和软疣病毒属(Molluscipoxvirus),猴痘病毒、牛痘病

毒(Cowpoxvirus)与著名的天花病毒(Smallpox)同属

于正痘病毒属。 其中,可导致人类疾病的主要是正

痘病毒和副痘病毒,包括天花病毒、猴痘病毒、牛痘

病毒、 骆驼痘病毒 ( Camelpox
 

virus) 和痘苗病毒

(Vaccinia
 

virus) [5] 。 由于亲缘关系相近,接种天花

疫苗可有效抵抗猴痘病毒感染[6] ,但自 1980 年停止

接种 天 花 疫 苗 后, 猴 痘 病 毒 感 染 病 例 呈 上 升

趋势[7-8] 。
动物模型是研究传染病的病原学、免疫学和病

理学机制的工具,也是评价疫苗、抗体和药物有效

性的工具,基于动物模型开展传染病基础研究和防

治策略转化是控制疫情扩散和临床救治的基础。
传染病动物模型构建的主要难点是非人兽共患病

的人类病原的宿主范围窄,导致人类病原对大部分

动物的嗜性较差,表现为动物对病原感染不敏感,
病原难以在动物体内复制并引发病理损伤。 对于

猴痘动物模型研制来说,幸运的是,据报道多种动

物对猴痘病毒敏感,包括松鼠、树松鼠、跳鼠、冈比

亚袋鼠、负鼠、刺猬、土拨鼠、睡鼠、豪猪、家猪、食蚁

兽、象鼩,以及各种非人灵长类动物如恒河猴与食

蟹猴等[8-9] ,为猴痘动物模型的研制带来了便利,而
豚鼠和金黄地鼠等则对猴痘病毒敏感性较差。 本

文将综述猴痘病毒感染不同物种动物模型的研究

进展,并比较不同动物模型的病原学和病理学特

征,以及动物模型的应用情况。

1　 人猴痘临床表现及诊断

　 　 人感染猴痘病毒后的疾病潜伏期为 7 ~ 14
 

d,前
4

 

d 可出现头疼和疲劳症状,随后出现发热症状,面
部出现丘疹、水泡和脓疱,皮疹从面部向全身扩散,
包括四肢、手部和脚部,以及生殖器,进而形成结痂

病变,并出现淋巴结病。 猴痘的并发症包括呕吐和

腹泻、结膜炎和角膜瘢痕、败血症、脑炎和支气管肺

炎。 疾病一般持续 4 周,随后皮疹脱落自愈,常见的

后遗症包括继续性细菌感染导致的永久性瘢痕[10] 。
孕妇感染后易流产和出现更严重的疾病[11] 。 皮肤

病变的组织病理学特征为表皮增生、角化细胞球囊

变性并伴有包浆内包涵体、表皮内小泡和脓疱,皮
肤水肿并伴随淋巴细胞与巨噬细胞浸润,角质细胞

内可见痘病毒颗粒[12] 。 人感染猴痘病毒与天花病

毒最主要的区别之一是前者会导致淋巴结病,但缺

乏淋巴结病及其它脏器病理的临床研究报道。
猴痘病毒的实验室诊断主要采用实时荧光定

量 PCR 法检测病毒 DNA[13-14] ,采用猴肾细胞(Vero
或者 Vero

 

E6) 进行分离培养, 并辅助以电镜观

察[15] 。 免疫学检测方法包括 ELISA 检测病毒特异

的 IgG 和 IgM,以及免疫组化方法检测病毒抗原[16] 。
临床检测可见白细胞增多、轻度至中度的低蛋白血

症和血小板减少[17] 。

2　 猴痘动物模型

　 　 非人灵长类动物对猴痘病毒天然敏感,此外,
地松鼠、冈比亚袋鼠、睡鼠和绳松鼠等啮齿类动物

在猴痘病毒从非洲向美洲的传播中起到了中间宿

主作用,这些动物将病毒传播至圈养的美国土拨

鼠,从而导致人感染猴痘病毒疫情的发生[18] 。 因

此,非人灵长类动物和啮齿类动物常被用于猴痘感

染动物模型的研究。
2. 1　 非人灵长类动物模型

2. 1. 1　 食蟹猴模型

　 　 最具有猴痘特征的是静脉感染食蟹猴(Macaca
 

fascicularis)为代表的非人灵长类动物模型[19] 。 但
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是,静脉感染方式绕过了潜伏期和原发性病毒血症

阶段,人工导致了继发性病毒血症,直接导致主要

器官和皮肤感染病毒。 而在临床上,猴痘病毒被普

遍认为是通过密切接触或吸入液滴。 由于静脉感

染途径不同于临床感染途径,且没有潜伏期,不适

用于评价抗气溶胶暴露感染的疫苗和药物[20] 。 Goff
等[20]与 Zaucha 等[21]

 

先后采用气溶胶感染途径,建
立了猴痘病毒感染食蟹猴模型。 动物感染后出现

皮肤和黏膜损伤、轻度厌食、发热、咳嗽和流鼻涕症

状,随后出现呼吸困难,9 ~ 17
 

d 死亡。 感染动物的

肺、脾内病毒滴度最高,同时可从肝、肾和肾上腺内

分离到病毒。 动物尸检均见肺重、充血和实变,出
现深红色的小叶斑驳水肿、肺失张和坏死,偶尔可

见纤维蛋白性胸膜炎和内脏胸膜多灶性白色斑块

样增厚,组织病理学表现为支气管肺炎、肺水肿、坏
死性血管炎,可观察到坏死性淋巴结炎和淋巴滤泡

坏死,巨噬细胞和中性粒细胞浸润的脾炎,上皮细

胞肿胀、坏死、溃疡和增生,可见胞质包涵体。 此

外,可观察到胃肠道、气管、喉部、纵膈、扁桃体、胸
腺、生殖系统和肝的病变(见表 1)。 食蟹猴模型的

特点是可模拟临床症状,但静脉感染对病毒剂量要

求高,且与自然感染途径不吻合,气溶胶感染模型

较好的解决了该问题,适合于阻断型疫苗和药物的

评价。
2. 1. 2　 狨猴模型

　 　 食蟹猴模型对猴痘病毒的感染剂量要求高,研
究报道中使用的感染剂量一般超过每只 104

  

PFU,
甚至达到每只 106

  

PFU[20] ,如此高的感染剂量不同

于自然感染方式。 Mucker 等[22] 发现狨猴(Callithrix
 

jacchus)对猴痘病毒十分敏感,分别采用不同剂量的

猴痘病毒静脉注射感染狨猴后,发现接种超过 48
 

PFU 即可导致部分动物死亡,而超过 510
 

PFU 可导

致动物全部死亡。 动物感染后出现嗜睡、活动度下

降和皮肤红斑等症状,部分动物全身出血,并出现

淋巴结病。 动物感染后 3
 

d 出现明显的病毒血症,
上皮细胞、肝、粘膜和淋巴结可检测到病毒。 尸检

可见外周淋巴结增大并呈深红色、皮下水肿、肝和

肺病变,以及膀胱、睾丸、肾、胃、结肠和结膜等出

血,多个组织可见广泛的巨噬细胞浸润(见表 1)。
狨猴模型与睡鼠模型类似,均出现了严重的出血症

状,与出血型天花类似。 狨猴模型的特点是对猴痘

病毒十分敏感,低剂量致死,且可出现出血症状,适
合于研究感染机制和重症机制。

2. 2　 啮齿类动物模型

2. 2. 1　 土拨鼠模型

　 　 土拨鼠(Cynomys
 

ludovicianus) 被认为是 2003
年美国人感染猴痘病毒疫情的中间宿主[18] ,由于其

对猴痘病毒的易感性,被不同的研究团队用于构建

动物模型。 Xiao 等[23] 分别通过滴鼻和腹腔注射两

种途径,对土拨鼠感染西非分支的猴痘病毒,感染 4
 

d 后动物出现嗜睡和厌食症状,唇部和舌部出现水

泡,伴随鼻塞和脓性鼻涕,并在 8 ~ 14
 

d 内死亡,其
中滴鼻感染动物存活时间较长。 感染 5 ~ 6

 

d 后咽

部和血液可检测到病毒,肝和脾内病毒滴度最高,
肾和肺内较低,滴鼻感染动物的病毒滴度相对较

低。 尸检可见肺水肿、出血和坏死,滴鼻感染动物

肺部病变相对严重,腹腔注射感染动物脾呈中度至

重度坏死和肝小叶坏死,脂肪组织呈多灶性坏死

(见表 1)。
Hutson 等[24]通过滴鼻和皮内注射两种途径,分

别对土拨鼠感染西非分支和刚果盆地分支的猴痘

病毒,6 ~ 12
 

d 后,动物头部、四肢和躯干出现典型的

黄斑、水泡和脓疱,部分动物死亡。 血液、口、鼻和

眼部分泌物、粪便中可检测到病毒,除血液外,上述

样品均可分离到病毒。 尸检时病变部位、心、肺、
肝、脾、肾、皮肤、淋巴结和脑内可检测到病毒,但未

进行组织病理学观察。 在该模型中,动物在囊泡和

脓疱病变、口腔病变、呼吸道症状、嗜睡和厌食等方

面与人感染猴痘病毒症状相似。 此外,猴痘病毒与

天花病毒的典型区别之一是前者感染会导致淋巴

结病,土拨鼠模型虽然未出现淋巴结病,但可在淋

巴结中检测到猴痘病毒(见表 1)。
土拨鼠模型的特点是可出现典型的猴痘症状,

且高剂量排毒,适用于发病机制和病毒传播研究。
2. 2. 2　 松鼠模型

　 　 松 鼠 是 猴 痘 病 毒 的 敏 感 物 种 之 一[9] 。
Marennikova 等[25]和 Hutson 等[26] 分别采用滴鼻、经
口和皮肤划痕等方式对成年普通松鼠 ( Sciurus

 

vulgaris)感染猴痘病毒。 滴鼻和经口感染的动物疾

病进程快于皮肤划痕感染动物,症状包括发热、活
动度下降、厌食、鼻炎、咳嗽和呼吸困难,7 ~ 8

 

d 后死

亡率达 100%,但动物未出现皮肤病变。
Tesh 等[27] 应 用 地 松 鼠 ( Spermophilus

 

tridecemlineatus)进行了猴痘病毒感染模型的探索研

究。 腹腔注射或滴鼻感染后,动物均在 4 ~ 5
 

d 出现

嗜睡和厌食症状,并在 5 ~ 7
 

d 内死亡,未见皮肤损
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伤、呼吸窘迫或其它症状。 感染 3
 

d 后可在血液中

检测到病毒,其中肝和脾内病毒滴度最高,肾和肺

内其次,心和脑内最低。 组织病理学改变主要为肝

细胞变性或坏死,细胞质中可见包涵体,脾出现中

度至明显的坏死,肺实变和间质性肺炎,淋巴结局

灶性坏死等(见表 1)。 与土拨鼠模型相比,地松鼠

感染后的存活时间更短,病变程度更重,提示其适

用于研究人感染猴痘病毒重症的发病机制。
研究人员曾在刚果民主共和国发现 1 只濒死的

绳松鼠( Funisciurus
 

sp. ),在其体内分离到猴痘病

毒[28] 。 随后,在绳松鼠、太阳松鼠和非人灵长类动

物血清内检测到病毒抗体,其中绳松鼠的血清阳性

率最高[29] ,流行病学研究推测绳松鼠与几起人猴痘

病毒疫情相关[30] 。 因此,Falendysz 等[31] 分别采用

皮内注射和滴鼻途径对绳松鼠感染猴痘病毒,动物

出现皮肤和口腔痘样病变和脓疱、鼻涕等症状,部
分动物死亡。 大部分动物可检测到病毒血症,皮内

注射可导致皮肤和口腔部位较高的病毒含量,而滴

鼻感染后病毒主要分布于唇部和舌部,肺、脾和唾

液腺可检测到病毒,动物口腔排毒。 组织病理学改

变为上皮增生和坏死,皮内中性粒细胞和巨噬细胞

浸润,肺水肿和间质性肺炎,肾、心脏和胃可见炎症

(表 1)。 绳松鼠模型表现出与感染途径无关的较强

排毒能力,因此,绳松鼠有可能作为病毒的放大宿

主,增加了猴痘病毒向人类更可能接触的其他物种

动物传播的可能性,适用于病毒学和传播研究。
2. 2. 3　 冈比亚袋鼠

　 　 2003 年,由于进口了几种啮齿类动物,猴痘病

毒传播至美国,最初感染了圈养的北美土拨鼠,随
后传播至人类,当时在环尾鼠( Hybomys

 

sp. )、树松

鼠 ( Heliosciurus
 

sp. )、 冈 比 亚 袋 鼠 ( Cricetomys
 

gambianus)、 睡鼠 ( Graphiurus
 

kelleni)、 帚尾豪猪

(Atherurus
 

sp. )和绳松鼠( Funisciurus
 

sp. ) 等 6 种

非洲啮齿类动物体内分离到了活病毒[18] ,其中,冈
比亚袋鼠存在持续性病毒感染[32] 。 Falendysz 等[33]

使用冈比亚袋鼠进行了猴痘病毒滴鼻感染实验,动
物无明显症状,而皮内注射感染后动物出现嗜睡、
厌食和体重减轻等症状,并出现皮肤损伤和口腔水

泡。 两种感染途径均可在眼、鼻、口和颈部浅表淋

巴结检测到病毒,动物的口、鼻、肛和结膜部位排

毒。 皮内注射感染可在唾液腺、肺、小肠、睾丸、卵
巢、脑、皮肤、舌和腹股沟淋巴结中分离到滴度较高

的病毒,颌下淋巴结和肾内含活病毒。 滴鼻感染后

肺、脾、食管和肾内病毒核酸阳性,但未分离到活病

毒(见表 1)。 冈比亚袋鼠较强的排毒能力,提示其

可能为潜在的猴痘病毒传播宿主,适用于病毒传播

研究。 Huston 等[34] 分别用西非分支和刚果盆地分

支猴痘病毒经皮内注射感染冈比亚袋鼠,结果与前

者研究结果一致,动物症状较轻,绝大多数动物存

活,且排出大量活病毒,验证了其作为潜在传播动

物的可能性。 遗憾的是,两个研究团队均没有观察

动物组织病理学改变。
2. 2. 4　 睡鼠模型

　 　 虽然土拨鼠和松鼠是较为理想的猴痘病毒感

染动物模型,但由于这两种动物每年仅繁育 1 胎,因
此导致动物供应有限,部分实验用动物来自野外栖

息地捕获,动物的微生物背景和健康状况难以控

制。 睡鼠是产自非洲的一种体型与小鼠相似的啮

齿类动物,也是 2003 年非洲猴痘病毒传播至美国的

疑似元凶之一[18] 。 Schultz 等[35] 使用非洲睡鼠建立

了猴痘病毒感染模型,足垫注射感染后,动物在 7 ~
11

 

d 内死亡。 滴鼻感染剂量每只大于 200
 

PFU 时

致死率也达到 100%,且动物感染 3
 

d 后出现脱水和

结膜炎症状,可在鼻腔灌洗液、脾、肝、肺和血液中

检测到病毒,其中肝内病毒滴度最高。 尸检可见消

化道出血、肝肿大和淋巴结病,组织病理学表现为

鼻炎、淋巴结坏死、肝细胞坏死、多器官出血,多组

织胞浆内可见病毒包涵体(见表 1)。 猴痘病毒感染

睡鼠模型的许多表现与天花病人类似,尤其是出血

型的天花病。 出血型天花病人占比为 10%,但死亡

率接近 100%[36] ,睡鼠模型的多器官出血特性使其

适用于做为研究天花出血机制的参比模型,且由于

睡鼠的繁育特点,以及对猴痘病毒的敏感性,可批

量用于评价疫苗和药物的有效性。
2. 2. 5　 小鼠模型

　 　 除上述特色的动物模型之外,Osorio 等[37] 对猴

痘病毒改造并引入荧光标记,随后通过灌胃感染

BALB / c 小鼠和 SCID 免疫缺陷小鼠,实时观察了病

毒在小鼠体内的分布。 BALB / c 小鼠感染后,5
 

d 出

现竖毛、厌食和或动物下降等症状,10
 

d 后恢复正

常,可在腹腔内一过性的观察到病毒复制,偶尔可

在腋窝淋巴结观察到病毒,BALB / c 小鼠仅表现为

症状较轻的自限性感染。 SCID 小鼠感染后初期症

状与 BALB / c 小鼠相似,但在 9
 

d 内死亡,可在卵

巢、肠肌壁和足部皮肤观察到病毒,肺、心、肝、肾和

胰腺中也可观测到病毒。 主要组织病理学表现为

041 中国比较医学杂志 2022 年 6 月第 32 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

6



卵巢严重坏死、中性粒细胞和巨噬细胞浸润,皮肤

过度角化、棘皮病和炎症,皮内大疱水肿和气球样

变性(表 1)。 免疫缺陷小鼠虽然感染后出现全身性

疾病,并在多个组织和器官内检测到病毒,但是没

有观察到类似于人和猴感染猴痘病毒后的皮疹症

状,表明该模型在研究皮疹发生机制方面有所欠

缺。 随后,Huston 等[38]分别采用西非分支和刚果盆

地分 支 猴 痘 病 毒, 经 足 垫 注 射 或 滴 鼻 感 染 了

BALB / c 小鼠和 C57BL / 6 小鼠,动物仅在 6
 

d 后出

现了一过性的竖毛、体重下降等症状,足垫注射组

动物出现了注射部位水肿,无其它明显的疾病表

现。 BALB / c 小鼠与 C57BL / 6 小鼠相比,对猴痘病

毒感染更加敏感,表现为体重下降更明显。 Sergeev
等[39]对 ICR 小鼠经滴鼻感染了猴痘病毒,并与兔和

小型猪做了致病力比较。 结果发现成年兔与小型

猪对病毒感染不敏感,ICR 小鼠感染后 7 ~ 13
 

d 内出

现化脓性结膜炎、眼睑炎和竖毛等症状,随后逐渐

康复。 2 ~ 9
 

d 为病毒复制高峰期,血液、鼻腔粘膜、
肺、脾、十二指肠、脑、气管、肝和肾内均可检测到较

高的病毒滴度,9
 

d 后病毒滴度逐渐下降。 主要组

织病理变化发生在肺部和气管,表现为肺间隔增宽

和水肿、毛细血管渗出。 电镜观察可见气管和支气

管上皮细胞损坏、细胞核变形、血管内皮细胞凋亡

等(表 1)。 上述研究表明,免疫功能健全的成年小

鼠对猴痘病毒敏感性低,不适用于病毒学、免疫学、
病理学和药效学研究。

虽然成年小鼠对猴痘病毒敏感性低,但研究发

现感染结果可受动物日龄和接种途径的影响。
Marennikova 等[9]发现成年小鼠颅内接种猴痘病毒

的死亡率是 100%,与此类似,乳鼠滴鼻感染猴痘病

毒的死亡率也是 100%。 8 日龄小鼠经足垫注射、腹
腔注射和滴鼻接种猴痘病毒后, 死亡率也可达

100%,而皮内注射或灌胃感染的致死率分别为 50%
与 40%。 随着小鼠日龄增长,对病毒敏感性下降,
灌胃感染 14 日龄小鼠的死亡率下降至 14%。 但滴

鼻感染 15 日龄小鼠的死亡率依然为 100%[9] 。 同

样,1 ~ 3 日龄大鼠滴鼻感染猴痘病毒死亡率达

100%。 但是,低日龄大小鼠在评价药物和疫苗有效

性方面存在操作和实验设计上的困难,且由于其免

疫系统尚未发育完全,限制了其应用范围。
近年来随着技术发展,人源化小鼠成为研究传

染病的有力模型。 Huston 等[40] 应用 NSG 小鼠分别

进行人的外周血单核细胞、造血干细胞和胎肝的移

植,研制了不同类型的人源化小鼠模型,随后对动

物滴鼻接种天花病毒。 感染后部分动物出现了皮

肤病变,主要症状为体重下降,高剂量组发生死亡。
病理表现为多灶性合并肝坏死,皮肤呈表皮增生和

过度角化,其它多个器官也可见病变。 与猴痘病毒

较为广泛的宿主范围不同,天花病毒只感染人类,
给天花动物模型构建带来困难,人源化小鼠模型是

天花动物模型研制的一次成功尝试,也对研究猴痘

病毒与人免疫系统互作有一定的借鉴意义。
2. 3　 兔模型

　 　 Sergeev 等[39]发现兔对滴鼻接种猴痘病毒不敏

感。 但是,Marennikova 等[9]研究发现兔对猴痘病毒

的敏感性与日龄和感染途径相关。
静脉接种猴痘病毒可导致成年兔发生急性疾

病,出现发热、结膜炎和鼻炎,以及皮肤与粘膜部位

广泛的皮疹。 皮疹在感染后 5 ~ 6
 

d 出现,并从丘疹

进展为脓疱,甚至出血,仅极少数动物死亡。 感染

之初可从血液中分离到病毒,7
 

d 后可从部分淋巴

结和肾分离到活病毒,甚至部分动物睾丸内也可分

离到病毒[9] 。 该研究表明静脉接种成年兔是较为

成功的猴痘感染动物模型,但由于接种方式不同于

自然感染途径,限制了其在病毒入侵机制研究方面

的应用。
年幼兔对猴痘病毒更敏感。 10 日龄兔经口感

染猴痘病毒后,4 ~ 6
 

d 出现症状,包括皮疹、食欲不

振和腹泻,皮疹在耳朵内侧、鼻部和唇部出现,继发

化脓性结膜炎和鼻炎,皮疹进而扩散至全身,体重

下降并在 4 ~ 14
 

d 内死亡。 可从感染动物的血液、
肺、肝、肾和脾内分离到病毒。 10 日龄兔对滴鼻接

种同样敏感,表现为厌食和体重下降,动物在 4 ~ 5
 

d
内死亡,但未出现皮疹[9] 。 10 日龄兔模型可作为非

人灵长类动物模型和土拨鼠模型等的补充,适用于

病毒性核病理学研究,以及药物评价,但由于其日

龄低、免疫系统尚未发育成熟,限制了其在免疫学

研究和疫苗评价方面的应用。

3　 猴痘动物模型的应用

　 　 猴痘动物模型被应用于药物筛选与评价、西非

分支与刚果盆地分支致病力比较研究、猴痘病毒传

播研究、疫苗保护效果评价,以及免疫学、病理学等

研究,本文主要介绍其在前四个方面的应用情况。
3. 1　 药物筛选与评价

　 　 在感染途径、感染剂量、病毒复制水平和症状
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等方面接近临床的动物模型可以用于药物评价,目
前,土拨鼠、睡鼠、地松鼠和小鼠模型曾被用于评价

猴痘药物。 Schultz 等[35] 在构建猴痘病毒感染非洲

睡鼠模型的基础上, 用该模型评价了西多福韦

(Cidofovirb)对猴痘的抗感染效果。 作者发现在感

染前 4
 

h 内给予一次西多福韦治疗,可将干预组动

物的死亡率降低至 19%,而安慰剂组的死亡率为

100%。 Smith 等[41] 应用土拨鼠模型评价了 ST246
对猴痘的治疗效果,对土拨鼠滴鼻接种猴痘病毒

后,分别选择感染后 0、3
 

d 或出现皮疹后 3 个时间

点,开始每日给予 ST246 治疗,与安慰剂组相比,0
 

d
和 3

 

d 开始给药组动物未出现明显的疾病症状或死

亡,而出现皮疹后给药组动物体重依然下降,症状

与安慰剂组相似但是相对较轻,且病变很快恢复。
但 3 种治疗方式都未能阻止动物排毒。 在猴痘药物

的动物模型评价方面,Huston 等[26]进行了较为系统

的概括总结。
3. 2　 不同分支毒株致病力比较

　 　 根据临床表现、流行病学特征、地理位置和基

因分型,猴痘病毒包含刚果盆地和西非两个分支。
其中,刚果盆地分支感染致死率显著高于西非分

支,可达到 10%,且可以在人间传播,而西非分支感

染症状相对温和,且少见人间传播的报道。 针对这

一特性,研究人员在构建动物模型的过程中,经常

会对两个分支的致病力进行比较研究,以期揭示导

致症状差异的发病机制区别。 Saijo 等[42] 使用食蟹

猴模型比较了两个猴痘病毒分支的致病力,发现刚

果盆地分支在感染动物的皮肤、淋巴结和网状内皮

系统、生殖泌尿系统、呼吸系统和消化系统中广泛

复制,而西非分支仅在皮肤、淋巴结和网状内皮系

统中复制,表明刚果盆地分支在内脏器官中的复制

效率远高于西非分支,且刚果盆地分支感染猴的肺

受到严重影响,胃肠和生殖泌尿器官功能障碍,提
示刚果盆地分支的食蟹猴毒力高于西非分支。

Huston 等[43]基于土拨鼠模型,比较了西非分支

和刚果盆地分支的致病力,作者分别采用滴鼻和皮

内注射两种途径,对动物分别接种西非分支和刚果

盆地分支病毒,两种病毒感染后大体症状一致,但
刚果盆地分支感染动物发热的比例较高、体重下降

幅度较大、致死率高[24] 。 在此基础上,作者进一步

采用不同剂量病毒滴鼻接种土拨鼠,深入比较了两

种分支病毒的致病力,发现刚果盆地分支的 LD50 比

西非分支低近百倍。 与西非分支相比,刚果盆地分

支感染动物口腔病毒滴度更高,排毒时间更长。 后

续,作者基于土拨鼠模型深入比较了两个分支毒株

感染动物的病毒学和病理学差异,发现可从刚果盆

地分支感染动物的粘膜、口咽部淋巴结和脾中相对

较早的分离到病毒,两个分支感染动物组织病理学

差异不明显,但刚果盆地分支感染动物的脾内发生

更多的细胞凋亡[44] 。 这些研究表明,刚果盆地分支

的体内复制效率高于西非分支,但毒力差异的病理

学机制还有待深入研究。
3. 3　 病毒传播研究

　 　 2003 年猴痘病毒自非洲传播至美国,其途径首

先是非洲啮齿类动物将病毒传播至美国的土拨鼠,
土拨鼠再将病毒传播至人,从而爆发猴痘疫情[18] 。
不同于其它动物,土拨鼠是常见的宠物,分布在家

庭、宠物店和公园等环境中,猴痘病毒在土拨鼠间

的传播风险值得关注。 因此,Huston 等[45] 使用土拨

鼠模型,对土拨鼠滴鼻接种猴痘病毒后,采用 3 种策

略评估了传播风险。 第一种策略为间接接触,将未

感染动物置于感染动物生活过的笼具和垫料中;第
二种策略为密切接触,将未感染动物与感染动物合

笼饲养;第三种策略为呼吸道传播,未感染动物与

感染动物饲养在 1 英寸间隔且带有通风孔的生物安

全柜内,气流单向从感染动物向未感染动物流动,
允许呼吸道飞沫传播或空气传播。 间接接触组的 3
只未感染动物暴露后均被感染,可从口腔内检测到

病毒 DNA,后续在血液中检测到病毒 DNA,动物感

染后体重下降,出现腹泻和口腔病变;直接接触组

的 3 只未感染动物暴露后均被感染,可从口腔内检

测到病毒 DNA,动物腹泻和口腔病变较为严重。 呼

吸道传播组的未感染动物出现眼部感染,可在眼部

和口腔分离到病毒,腹部和腿部出现病变,体重下

降。 暴露后濒死动物的舌部、脾、皮肤和病变部位

都分离到了活病毒,且肝功指标显著提高,提示出

现了严重的肝疾病。
3. 4　 疫苗保护效果评价

　 　 天花病毒、猴痘病毒和牛痘病毒均属于痘病毒

科的正痘病毒属,研究认为天花疫苗可对猴痘病毒

感染提供保护[6] 。 1977 年以后未发生过天花病毒

自然感染病例,1980 年 WHO 宣布在全球范围内成

功消灭了天花,随后,停止了广泛的天花疫苗接种,
此后出生的人群(儿童和青年)缺乏对天花病毒和

猴痘病毒的免疫力[6] 。 Schultz 等[35] 用非洲睡鼠模

型研究了天花疫苗对猴痘病毒感染的保护效果,发
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　 　 　 　 表 1　 猴痘病毒感染动物模型比较分析
Table

 

1　 Comparison
 

analysis
 

on
 

different
 

animal
 

models
 

of
 

Monkey
 

pox
动物

Animal
感染方式

Inoculation
 

route
病毒复制

Virus
 

replication
病理损伤

Pathological
 

changes
动物症状
Symptoms

参考文献
References

非人灵
长 类
动物
Nonhuman

 

Primates

食蟹猴
Cynomolgus

 

monkey

每只 104 ~
1. 4 × 105

 

PFU,气
溶胶

未检测到病毒血症;
肺、脾内病毒滴度最
高;可从肝、肾和肾上
腺分离到病毒。

肺重、充血和实变,深红色小叶斑驳水肿、肺
失张和坏死,纤维蛋白性胸膜炎和内脏胸膜
多灶性白色斑块样增厚,胃肠道病灶;支气
管肺炎、肺水肿、坏死性血管炎;气管炎、喉
炎和纵隔炎;坏死性淋巴结炎;巨噬和中性
粒细胞浸润脾炎;扁桃体炎、胸腺炎;上皮肿
胀、坏死、溃疡、增生和胞质包涵体;坏死性
涎腺炎;消化系统粘膜坏死、糜烂或溃疡;阴
道炎、卵巢炎、子宫炎、附睾炎和睾丸炎;弥
漫性肿大肝细胞病灶。

6 ~ 7
 

d 皮疹、黏膜损
伤、轻度厌食、发烧、
咳嗽和鼻涕,白细胞
增多;腹部、胸部、腹
股沟、会阴和面部皮
疹; 口 腔 病 变 或 溃
疡;8

 

d 呼吸困难;9
~ 17

 

d 死亡。

[20-
21]

狨猴
Marmoset

每 只 ≥ 48
 

PFU,静脉
注射

3
 

d 出现明显的病毒
血症;上皮细胞、肝、
粘膜和淋巴结内可检
测到病毒。

白细胞增多,血小板减少;外周淋巴结增大
呈深红色;皮下水肿;肝肿大和弥漫性苍白;
肺叶扁平白色 / 棕褐色病灶;淋巴结淋巴细
胞耗竭;肝细胞变性或消失,嗜酸性胞浆内
包涵体;骨髓白细胞前体减少并坏死;轻度
上皮增生伴空泡变性和多合胞体细胞,及水
泡性和出血性皮炎伴坏死;肾上腺轻度空泡
变性到坏死和出血;肺、心脏、胃肠道、泌尿
生殖系统和脑膜出血和水肿。

嗜睡、活动减少;面
部、 下 巴、 胸 部、 腹
部、腋窝和腹股沟出
现红斑性皮疹;部分
动物全身出血;淋巴
结病; 大 多 数 动 物
死亡。

[22]

啮 齿 类
动物
Rodents

土拨鼠
Prairie

 

dogs

地松鼠
Ground

 

squirrels

每 只 105. 1
 

PFU,腹腔
注射

5 ~ 6
 

d 咽部和血液可
检测到病毒;病毒滴
度在 肝、 脾 内 最 高,
肾、肺内较低。

脂肪组织多灶性坏死,血管炎,成纤维细胞
增生、巨噬和其它炎细胞浸润;脾中度至重
度坏死;肝小叶坏死,炎细胞浸润,病毒抗原
阳性包涵体;肺间隔轻度至重度增宽,单核
细胞浸润。

4
 

d 嗜睡和厌食;8
~ 11

 

d 死亡;皮肤
和粘膜未见损伤。

每 只 105. 1
 

PFU,滴鼻
感染

咽部最早检测到病
毒,随后是血液;肝、
脾、肾和心脏内可检
测到少量病毒。

无明显肝或脾病变或坏死,观察到大量病毒
阳性包涵体;脂肪组织和骨骼肌炎症及坏
死,成纤维细胞和巨噬细胞增生;淋巴结和
胸腺的淋巴坏死,炎细胞浸润;肺水肿、出血
和坏死。

4
 

d 嗜睡和厌食;
部分动物 11 ~ 14

 

d 死亡;唇和舌部
水泡,鼻塞和脓性
鼻涕。

每 只 105. 1
 

PFU,皮内
注射

病毒 DNA 最初可在
血液检测到,9 ~ 15

 

d
咽、鼻、结膜和肛拭子
检测到病毒 DNA,可
分离到活病毒;病变
部位、心、肺、肝、 脾、
肾、皮肤、淋巴结、脑
和 可 检 测 到 病
毒 DNA。

未检测

6 ~ 12
 

d 头部、 四
肢和躯干出现典
型的黄斑、水泡和
脓疱; 部 分 动 物
死亡。

每 只 105. 1
 

PFU,腹腔
注射

3
 

d 后血液内检测到
病毒;病毒滴度在肝、
脾内最高,肾、肺内较
高,心、脑内最低。

肝细胞变性或坏死,细胞质中可见包涵体;
脾中度至明显的坏死,包括白髓淋巴细胞核
破裂,红髓中纤维蛋白样坏死、充血和内皮
细胞肿胀、碎裂;肺间隔多灶性增宽或实变。

4 或 5
 

d 嗜睡和厌
食,5 ~ 7

 

d 死亡,
未见皮肤损伤、呼
吸 窘 迫 或 其 它
症状。

每 只 105. 1
 

PFU,滴鼻
感染

2 ~ 4
 

d 咽拭子可检测
到病毒;病毒滴度在
肝、脾内最高,肾、肺
内 较 高, 心、 脑 内
最低。

肝多灶性脂肪变性,弥漫性细胞坏死,细胞
质可见包涵体;脾中度至重度坏死;肺实变
和间质性肺炎;淋巴结局灶性坏死。

4 或 5
 

d 嗜睡和厌
食;2

 

d 开始死亡;
未见皮肤损伤、呼
吸 窘 迫 或 其 它
症状。

[23-
24]

[27]
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续表 1

动物
Animal

感染方式
Inoculation

 

route
病毒复制

Virus
 

replication
病理损伤

Pathological
 

changes
动物症状
Symptoms

参考文献
References

绳松鼠
African

 

rope
 

squirrels

冈比亚
袋鼠
Gambian

 

pouched
 

rats

睡鼠
Dormouse

每只

106
 

PFU,
皮内
注射

大部分动物可检测到
病毒血症;皮肤和口
腔病变部位病毒含量
最高;舌部、胃、肺、颌
下淋巴结、脾和唾液
内可检测到病毒; 11
~ 13

 

d 口腔排毒。

皮肤皮增生和坏死,基底层和深层棘层上皮
内脓疱和血管周围多发性淋巴浆细胞炎症,
表皮海绵状增生、棘皮病、棘皮松懈和偶尔
细胞坏死,导致溃疡;口腔上皮增生、细胞水
肿、坏死和溃疡,以及相邻粘膜下层混合炎
症,散在嗜酸性胞浆内包涵体;轻度淋巴浆
细胞性间质性肺炎,支气管周围相关淋巴组
织增生,肺泡隔轻度增厚,水肿和巨噬细胞
浸润;肾小管变性以及皮质和肾盂血管周围
淋巴和浆细胞炎;多灶性淋巴和浆细胞性心
包炎、心肌炎和心内膜炎,心房血管周围淋
巴浆细胞浸润。

6
 

d 皮肤和口腔明
显的痘样病变和
鼻涕,皮肤丘疹发
展到 脓 疱, 再 结
痂,50%死亡率。

每只

106
 

PFU,
滴鼻
感染

大部分动物可检测到
病毒血症;唇部和舌
部病毒含量最高;肺、
膀胱、 颌 下 淋 巴 结、
脾、唾液和脑部可检
测到病毒; 11 ~ 13

 

d
口部排毒

浅表皮肤中性粒细胞和巨噬细胞浸润,血管
反应性内皮细胞和血管壁水肿、纤维蛋白和
急性炎症浸润;中度至重度肺泡组织细胞增
多症,伴大量多核巨细胞;轻度淋巴浆细胞
性间质性肺炎,支气管周围相关淋巴组织增
生,肺泡隔轻度增厚,水肿和巨噬细胞浸润;
肾小管变性以及皮质和肾盂血管周围淋巴
和浆细胞炎症;多灶性淋巴和浆细胞性心包
炎、心肌炎和心内膜炎,心房血管周围淋巴
浆细胞浸润;淋巴细胞性胃炎和食管炎。

6
 

d 部分动物眼部
病变,8

 

d 口腔病
变,9

 

d 呼吸频率
和鼻涕增加,11 ~
13

 

d 痘病毒型皮
肤 病 变, 死 亡
率 75%。

每只

106
 

PFU,
皮内
注射

7
 

d 在眼、鼻、口和皮
肤内检测到病毒,8 ~
14

 

d 达高峰并排毒,
21

 

d 消失; 唾液腺、
肺、小肠、睾丸、卵巢、
脑、皮肤、舌和腹股沟
淋巴结病毒较高。

未检测

嗜睡、 厌食、 体重
减轻,大量皮肤损
伤、 口 腔 内 出 现
水泡。

每只

106
 

PFU,
滴鼻
感染

在鼻腔、口腔、颈部浅
表淋巴结和皮肤检测
到病毒,8 ~ 14

 

d 达高
峰并排毒,21

 

d 后消
失;肺、脾、食管和肾
病毒核酸阳性,但未
分离到活病毒。

未检测
未见皮肤或口腔
病变。

每只 1. 4×
104

 

PFU,
足垫注射

/ 未检测
7 ~ 10

 

d 死 亡
率 92%。

每只

2×104
 

PFU,
滴鼻感染

2
 

d 在鼻腔、脾、肝、肺
和血液中检测到病
毒,肝内最高;肺内病
毒来自病毒血症或淋
巴结。

消化道出血、肝肿大和淋巴结病。 鼻炎,颌
下淋巴结、脾和胸腺的淋巴结坏死,肝细胞
坏死,肺、胃和小肠出血,间或鼻腔、胆囊和
大脑出血,鼻粘膜上皮细胞可见合胞体细
胞,肝、脾和鼻粘膜可见胞浆内病毒包涵体。

剂 量 大 于 200
 

PFU 时致死率达
到 100%,3

 

d 后脱
水和结膜炎。

[31]

[33-
34]

[34]
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续表 1
动物

Animal
感染方式

Inoculation
 

route
病毒复制

Virus
 

replication
病理损伤

Pathological
 

changes
动物症状
Symptoms

参考文献
References

小鼠
Mouse

成年
BALB / c 小鼠
Adult

 

BALB / c

成年 SCID
小鼠 Adult

 

SCID
 

mouse

ICR 小鼠
ICR

 

mouse

每只

105
 

PFU,
灌胃感染

病毒一过性的在腹腔
内器官中原位复制,
偶尔可感染腋窝淋
巴结。

未检测
5

 

d 竖毛、厌食和
活动度下降,10

 

d
后可康复。

每只

105
 

PFU,
灌胃感染

病毒可在卵巢、肠肌
壁和足部皮肤中检测
到;肺、心、肝、肾和胰
腺 中 也 存 在 少 量
病毒。

卵巢严重坏死,卵巢壁中性粒细胞和巨噬细
胞浸润;肠浆膜轻度增生,伴随下层平滑肌
坏死;皮肤过度角化、棘皮病和炎症,嗜酸性
细胞质内病毒包涵体;皮内大疱水肿、散在
碎片、上皮呈气球样变性。

5
 

d 后竖毛、厌食
和活动度下降, 9

 

d 内死亡。

每只 103. 8 ~
105

 

PFU,
滴鼻感染

2
 

d 血液、鼻腔、肺、脾
和十二指肠可检测到
病毒; 5

 

d 脑、 气管、
肝、肾和血清内检测
到病毒,肺和鼻腔病
毒滴度最高;7

 

d 脑和
肝病毒急剧增加;9

 

d
病毒滴度下降。

肺和气管呈局部或弥散性肺间隔增宽、水
肿,毛细血管渗出;电镜可见气管和支气管
上皮细胞损坏,细胞核变形,上皮细胞、粘膜
固有层结蹄组织和下层血管内皮细胞可见
病毒颗粒;气管和支气管粘膜的坏死蔓延至
固有层;粘膜及下层毛细血管内皮细胞核浓
缩凋亡,可见病毒颗粒。

7 ~ 13
 

d 出现化脓
性结膜炎、眼睑炎
和竖毛。

[37]

[39]

兔
Rabbit

成年兔
Adult

 

rabbit

10 日龄兔
10-day-
old

 

Rabbit

每只 107
 

PFU, 静 脉
注射

感染初期可从血液中
分离到病毒,7

 

d 后可
从淋巴结和肾分离到
病毒,部分动物睾丸
可分离到病毒。

未检测

发热、 结膜炎、 鼻
炎,5 ~ 6

 

d 皮疹,
发展为脓疱,甚至
出血,极少数动物
死亡(1 / 12)。

每只 106 ~
107

 

PFU,经
口感染

可从血液、肺、肝、肾
和脾内分离到病毒。 未检测

4~ 6
 

d 皮疹、厌食
和腹泻,继发化脓
性结膜炎和鼻炎,
皮疹扩散至全身,
体重下降,4 ~ 14

 

d
内死亡。

每只 106 ~
107

 

PFU,滴
鼻感染

未检测 未检测
厌食和体重下降,
4~ 5

 

d 内死亡,但
未出现皮疹。

[9,
 

39]

现对动物接种一次疫苗,4 周后再进行猴痘病毒感

染时存活率为 100%,而安慰剂对照组动物死亡率

为 100%。 传统的天花疫苗和第二代疫苗接种依赖

于病毒的复制,此类疫苗虽然效果较好,但存在一

定的副反应。 第三代疫苗是复制缺陷型的减毒疫

苗,但由于天花已经被消灭,无法通过 III 期临床试

验来证实其有效性,Hatch 等[46] 用食蟹猴模型评价

了第三代天花疫苗对猴痘病毒感染的有效性,从而

评估其对天花病毒的有效性,实验证实单次接种第

三代疫苗不能完全避免严重 / 致死性的感染,而加

强接种则可有效保护动物。
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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。 其中,
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)。 根据世界卫生组织分类,PH-LHD 属于第 2 大类肺动脉高压,亦是最为常见的一种类

型。 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 研究的三大类模型: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-LHD。

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

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

有一定难度。 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。 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-LHD,多适用于大鼠。 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。 该模型既可适用于大、小鼠等啮齿类动物,也可适用于猪,
多用于诱导中、重度 PH-LHD。 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,这些模型造模

时间大多较长,且多引起轻度 PH-LHD。
综上所述,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。 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,从而助力 PH-LHD 的机制探索等临床前研究的顺利

开展。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal

 

Models
 

and
 

Experimental
 

Medicine,
 

2022,
5(3):197-206;

 

https:
 

/ / doi. org / 10. 1002 / ame2. 12214)。
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医用激光设备动物试验的决策与审评要求探讨
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　 　 【摘要】 　 医用激光设备是向人体靶组织输出能量的电气设备,动物试验是激光设备开展非临床 / 临床评价的

重要手段之一,也可作为该类设备在临床试验前提供安全性和有效性的证据。 本文通过参考现有医疗器械动物试

验相关的法规、标准、指南,分析医用激光设备的作用机理;结合常见激光治疗设备的审评经验,概述了激光治疗设

备决策开展动物试验研究的考量因素及规范要求;并举例分析了开展动物试验的目的、方案设计要求和评价指标;
为医用激光治疗设备的动物试验研究提供参考,也可供该类医疗器械相关的技术审评人员及注册人员参考。

【关键词】 　 医用激光设备;临床前动物试验;审评要求
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　 　 【Abstract】　 Medical
 

laser
 

equipment
 

is
 

an
 

electrical
 

equipment
 

that
 

outputs
 

energy
 

to
 

human
 

target
 

tissues.
 

Animal
 

experiment
 

is
 

one
 

of
 

the
 

important
 

method
  

for
 

preclinical / clinical
 

evaluation
 

of
 

laser
 

equipment,
 

and
 

it
 

can
 

also
 

be
 

used
 

as
 

evidence
 

of
 

safety
 

and
 

effectiveness
 

of
 

such
 

equipment
 

before
 

clinical
 

trials.
 

This
 

article
 

analyzes
 

the
 

mechanism
 

of
 

action
 

of
 

medical
 

laser
 

equipment
 

by
 

referring
 

to
 

existing
 

regulations,
 

standards,
 

and
 

guidelines
 

related
 

to
 

animal
 

experiment
 

of
 

medical
 

equipment.
 

Based
 

on
 

the
 

evaluation
 

experience
 

of
 

common
 

laser
 

therapy
 

equipment,
 

the
 

factors
 

and
 

standard
 

requirements
 

for
 

the
 

decision
 

making
 

of
 

animal
 

experiments
 

with
 

laser
 

therapy
 

equipment
 

were
 

summarized.
 

In
 

addition,
 

design
 

requirements
 

and
 

evaluation
 

indexes
 

of
 

animal
 

tests
 

were
 

analyzed
 

with
 

examples.
 

The
 

purpose
 

of
 

this
 

paper
 

is
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

animal
 

experimental
 

study
 

of
 

medical
 

laser
 

therapy
 

equipment,
 

as
 

well
 

as
 

for
 

the
 

technical
 

reviewers
 

and
 

registrants
 

related
 

to
 

this
 

medical
 

device.
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　 　 随着激光技术的进步,激光医学也发展成新型

交叉学科[1] 。 在临床活动中,激光作为电气设备的

光源,主要应用于诊断和治疗。 典型的用于诊断的

产品有光学相干断层扫描设备[2] 、激光扫描检眼镜

等[3] ;激光治疗分为强激光治疗、弱激光治疗、光动

力治疗[4] 。 弱激光治疗是指激光作用于生物组织



时不造成不可逆的损伤,但刺激机体产生一系列的

生理生化反应,对组织或机体起到调节、增强或抑

制作用来达到治疗疾病的目的[5] 。 光动力治疗主

要通过光敏剂在特定波长激光的激活下,产生光物

理化学反应,生成具有生物毒性的活性氧物质作用

于靶组织,进而实施靶向治疗[6] 。 强激光治疗是利

用激光的光热效应,对生物组织进行凝固、汽化或

切割来达到消除病变的目的。 强激光治疗因具有

出血少、操作定位精确、非接触、无菌、对周围组织

损伤小等优点,已广泛应用于皮肤科、眼科、泌尿外

科、口腔科、耳鼻喉科等。 常见的获得医疗器械注

册证的产品有半导体激光脱毛仪[7] 、眼科倍频 Nd:
YAG 激光光凝仪、钬激光治疗仪[8] 、半导体激光治

疗仪[9] 、二氧化碳激光治疗仪[10]等。 本文概述医用

激光设备的工作原理和使用功能,并对激光治疗类

产品决策开展动物试验和规范要求进行探讨。

1　 医用激光设备概述

1. 1　 注册单元

　 　 根据 2017 版《医疗器械分类目录》 [11] ,医用激

光治疗类设备包括:(1)激光手术设备,参考分类编

码 01-02-01,管理类别三类;预期用途为对机体组

织进行汽化、碳化、凝固,以达到手术治疗的目的。
(2)眼科激光治疗设备,参考分类编码 16-05-02,
管理类别三类;预期用途为屈光矫正、角膜切割、青
光眼、白内障、或视网膜病变等眼科疾病的手术治

疗。 (3)激光治疗设备:参考分类编码 09-03-01,
管理类别三类;预期用途为用于皮肤浅表性病变、
烧伤等整形科、皮肤科的治疗或辅助治疗。 一般情

况下,激光手术设备用于手术室,分类属于 01;激光

治疗设备用于门诊手术,分类属于 09。
1. 2　 工作原理与用途

　 　 按照注册单元中三种不同预期用途的情况,分
别以钬激光治疗仪(分类编码 01-02-01)、眼科激

光光凝仪(分类编码 16-05-02)、Nd:YAG 皮秒激

光治疗仪(分类编码 09-03-01)举例说明产品的工

作原理与使用功能。
1. 2. 1　 钬激光治疗仪

　 　 钬激光治疗仪是由主机(含钬激光激光器、激
光电源、冷却装置、防护装置)、脚踏开关、光纤、激
光防护眼镜等组成,可用于泌尿系结石和泌尿系肿

瘤的汽化、切割、凝固,皮肤科尖锐湿疣、肉芽肿、肿
瘤的汽化、切割、凝固[12-17] 。 激光发生的原理,以

2. 1
 

μm 激光器为例,激光腔包括一个激光发生单

元、一个高反射镜和一个输出耦合镜。 激光发生单

元包含钇铝石榴石( Ho:YAG)晶体棒、一个激光激

励源闪光灯和一个聚光腔。 聚光腔将闪光灯的光

线聚焦到晶体棒上,被反射镜引入光路,再将瞄准

光耦合进主光束中,通过聚焦透镜引入到光纤,用
于照射治疗部位。 钬激光碎石的原理是 2. 1

 

μm 的

激光主要被结石中的水分吸收,能量蓄积到一定程

度,局部结石温度上升,直至达到临界。 在该临界

值下,结石成分可能会脱水、分解成小结石,或者结

石中的间隙水可能会发生爆裂汽化,达到治疗的

目的[9-10] 。
1. 2. 2　 眼科激光光凝仪

　 　 眼科激光光凝仪是由激光器、裂隙灯显微镜、
脚踏开关、裂隙灯适配器、激光防护眼镜、支架台等

组成,可用于眼科的视网膜激光光凝术、激光小梁

成形术、虹膜切开术、虹膜成形术,以及治疗开角型

青光眼和闭角型青光眼等[18-22] 。 激光发生的原理,
以 577

 

nm 为例,在激光腔中,半导体泵浦源发射泵

浦光,经过准直后照射到工作物质 OPS 芯片,在

OPS 芯片内发生受激辐射;辐射出的光子在 OPS 芯

片内的反射层和激光腔的反射镜之间谐振放大,形
成 1154

 

nm 激光震荡;1154
 

nm 激光,经过激光腔内

LBO 晶体倍频后,产生二次谐波效应,转化为 577
 

nm 激光,透过 OC 镜(输出耦合镜)输出,再经过聚

焦等光学处理,从激光耦合口输出,通过裂隙灯适

配器将激光引导到患者眼中。 光凝的原理是 577
 

nm 的激光主要被脉络膜血管中的氧化血红蛋白和

视网膜色素上皮层的黑色素吸收,黄斑区的叶黄素

几乎不吸收,通过激光的热效应,导致组织温度升

高,蛋白质变性,达到光凝的效果[10,23] 。
1. 2. 3　 Nd:YAG 皮秒激光治疗仪

　 　 Nd:YAG 皮秒激光治疗仪是由主机(含激光器、
激光电源、控制面板、冷却装置)、导光臂、脚踏开

关、治疗手具(532
 

nm、1064
 

nm)、激光防护眼镜等

组成,可用于治疗真皮和表皮色素性病变,如激光

祛红血丝、激光祛斑、皮秒激光、激光去文身、洗眉、
洗眼线等[24-27] 。 激光发生的原理,以半导体泵浦的

固体 532
 

nm 激光为例,激光二极管发射 810
 

nm 泵

浦光,泵浦光经过聚焦准直后照射至激光工作物质

Nd:YAG),发生受激辐射后激发出 1064
 

nm 光子;
1064

 

nm 光子在前镜和输出镜之间反射,互相之间

不断发生相干放大形成 1064
 

nm 激光;1064
 

nm 激
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光经过倍频晶体后,发生非线性光学效应中的二次

谐波效应,一部分转化为 532
 

nm 激光,透过输出镜

形成 532
 

nm 激光输出;532
 

nm 激光经过偏振片和

分光镜,小部分被发射至能量探测器,转化为电信

号反馈至控制及安全电路,大部分输出至光纤聚焦

镜,经过光纤聚焦镜后,与调节至同光路的瞄准光,
一起从激光耦合口输出,通过手具将激光引导到治

疗部位。 Nd:YAG 皮秒激光治疗仪去除文身、治疗

雀斑的原理是基于激光选择性的光热作用,针对表

皮和真皮中的黑色素特异性较高,可用于治疗良性

色素性病变[28-29] 。

2　 决策开展动物试验

　 　 在临床上,在一定条件下,利用激光设备作用

于同一组织的能量恒定,如果功率提高,手术时间

就减少,手术效率也会提高。 但不同靶组织特性不

同,如利用眼科激光光凝仪对视网膜进行光凝时,
眼内组织厚度值较低,尤其是视网膜组织,功率提

高也许会伤害视神经细胞,增加视野范围减小、视
功能减退的风险;若调整脉宽、脉冲间隔,延长手术

时间,会导致热能量累积,增加传导至周边组织的

风险,也会影响视野范围、视功能。 理论上,组织的

温升由热传导效率和热驰豫时间决定,如果激光作

用于组织的时间小于热弛豫时间,组织中的热量积

累不会因热传导损伤靶组织的周边组织。 因此,衡
量激光设备安全有效性的关键证据之一是量效关

系及热损伤的研究资料。 量效关系及热损伤研究

应为申报产品临床前的体内外试验(离体及在体的

动物试验、台架试验等)、临床试验等一项或多项研

究所获得数据的分析和总结。
根据《医疗器械动物试验研究技术审查指导原

则第一部分:决策原则》,当体外试验不能充分评估

激光设备在临床应用中的安全有效性风险时,需要

开展体内动物试验。 通过动物试验,可为产品设计

定型提供相应的证据支持,也可为开展临床试验

前,评估医疗器械能否用于人体研究提供支持,降
低临床试验受试者及使用者的风险以及为临床试

验设计提供参考。
在申报产品的研发早期,设计输入及输出的阶

段时,激光产品的性能评估可选择台架试验或离体

组织试验,如钬激光治疗仪可开展体外试验,模拟

体内使用环境或情形,验证在不同工作模式 / 能量

参数设置的情况下产品用于碎石的效率,然后再开

展动物试验;如已有类似的初步研究或证据时,也
可直接开展动物试验研究。

激光设备可以通过动物试验评价在不同波长

下的各种工作模式、激光输出方式等对临床使用

(包括各种适应症或各种类型的组织)的影响。 应

当对申报产品能量参数的设置、激光与靶组织的作

用机理、适用范围及适应症等因素进行综合考量,
结合已有的研究或证据,开展适当的风险分析评估

后,决策是否需要开展动物试验。 决策时至少应当

评估以下几种情形:
(1)相比于成熟已上市的产品,选择一种新的

激光波长作用于原适用范围中的靶组织或增加新

的适应症。 例如:已上市的产品中,Nd:YAG 皮秒激

光治疗仪的激光传输装置为手柄,532
 

nm 用于治疗

雀斑、1064
 

nm 用于去除黑色和蓝色文身。 根据皮

肤分层及分级,同样作用于黑色素,由于不同波长

的激光穿透深度不同,靶组织也不同。 常见的良性

色素增加性皮肤病包括:色素分界线、雀斑、黄褐

斑、蒙古斑(皮肤青、蓝色胎记)、咖啡斑、单纯雀斑

样痣(单纯黑子、痦子)、老年性雀斑样痣(老年性黑

子、寿斑)、太田痣、伊藤痣、文身等及其他原因引起

的色素沉着等。 根据皮肤科常见的应用情况,532
 

nm 作用于表皮层黑色素,694
 

nm 和 755
 

nm 可作用

于真皮层、表皮层黑色素,1064
 

nm 进而作用于真皮

深部的黑色素。 若申报产品的 730
 

nm 用于治疗良

性色素性增加性皮肤病,属于新的激光波长增加新

的适应症;若 730
 

nm 用于治疗良性表皮色素性增加

性皮肤病、恶性黑素瘤,属于选择一种新的激光波

长作用于原适用范围中的靶组织。
(2)相比于成熟已上市的产品,选择一种新的

作用机理作用于原适用范围中的靶组织或增加新

的适应症。 以输出 577
 

nm 的眼科激光光凝仪为例,
成熟已上市产品采用的是连续波及脉冲波的情况,
通过激光的热效应,针对视网膜微血管缺血区或毛

细血管无灌注区进行治疗,阻止眼内新生血管的发

生和发展,改变视网膜区域的缺氧状态。 可用于治

疗糖尿病视网膜病变、视网膜静脉阻塞等。 新的激

光输出方式是通过软件控制调制出阈值下的脉冲

波,通过激光的热效应产生生物学效应,产生“阈

值”(激光凝固组织所需的能量的临界值)下的脉冲

波,作用于视网膜色素上皮层,视网膜色素上皮细

胞产生中等程度损伤,引起部分因子发生变化,可
以减少新生血管及改变血管通透性,用于治疗中心
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性浆液性脉络膜视网膜病变,糖尿病视网膜病变以

及视网膜静脉阻塞引起的黄斑水肿,属于选择一种

新的激光输出方式增加新的适应症。
(3)相比于成熟已上市的产品,选择一种新的

能量参数范围作用于原适用范围中的靶组织或增

加新的适应症,如申报产品设置的治疗参数(功率、
脉宽、脉冲间隔、光斑大小等)与已上市产品有明显

差异的情形。 以钬激光治疗仪为例,已批准的产品

关键性能参数是最大单脉冲能量为 4. 6
 

J,最大重复

频率为 42
 

Hz,终端最大平均输出功率为 80
 

w,脉宽

为 200 ~ 500
 

μs,适用范围是用于治疗泌尿系结石,
泌尿系肿瘤的汽化和凝固。 新的能量参数设置是

最大单脉冲能量为 6
 

J,最大重复频率为 50
 

Hz,终端

最大平均输出功率为 90
 

w,若适用范围不变,属于

选择一种新的能量参数范围作用于原适用范围中

的靶组织;若适用范围增加了皮肤科用于尖锐湿

疣、肉芽肿、浅表肿瘤的汽化和凝固,属于选择一种

新的能量参数范围增加新的适应症。

3　 动物试验审评要求

3. 1　 动物试验规范基本要求

　 　 依据《医疗器械动物试验研究注册审查指导原

则第二部分:试验设计、实施质量保证》,医用激光

设备的动物试验要根据试验目的,选用符合试验要

求的动物,在预先设计研究方案规定下,进行产品

可行性和 / 或安全性和 / 或有效性研究,观察、记录

动物的反应过程及结果,以评估医用激光设备对生

命活动的作用与影响,动物试验数据应具有重复性

和再现性。 为保障动物试验结果的真实、可靠、可
追溯,应参照相关国家标准(GB / T

 

35823)动物试验

的通用要求进行,并要注意以下几个方面。
3. 1. 1　 人员

　 　 动物试验研究人员应具备相应的技能且涵盖

不同学科的专业知识,如相关的临床医学、动物学、
兽医学、激光学、病理学、医学检验学、影像学等。
3. 1. 2　 设施

　 　 开展动物试验的环境应避免对试验结果造成

干扰的因素,如噪音刺激、光污染、化学污染、辐射

污染等,同时,应能模拟临床使用场景。
3. 1. 3　 动物

　 　 应根据不同的试验目的选择使用质量合格的

试验动物或检疫合格的试验用动物。 建议详细说

明选择试验动物模型的依据。 如选择的试验动物

模型对于产品应用于人体的安全有效性分析具有

局限性,应对研究结果的影响进行详细说明。 试验

动物数量应保证试验结果具有可靠性,且符合 3R
原则。
3. 1. 4　 操作规范

　 　 动物试验应严格按照研究方案和相应的操作

规范,记录试验产生的所有数据包括任何偏离试验

方案和操作规范的情况,并保证数据记录及时、直
接、准确、清晰和不易消除。 确保动物试验记录、数
据的完整性和可追溯性。
3. 2　 动物试验设计基本要求

　 　 开展决策评估时,当已有数据不能充分评估激

光设备在临床应用中的安全有效性的风险时,需要

开展体内动物试验。 动物试验的方案设计及结果

应能反映激光设备在不同波长下的各种工作模式

或激光输出方式与作用于靶组织位点的量效关系,
根据不同的适应症可进行相应的典型性试验。 还

应验证申报产品不同能量参数对靶组织及周边非

治疗区域热扩散情况。 动物试验的研究结果应可

以更客观、完整地提供支持激光产品作用于靶组织

的可行性、安全性、有效性的证据。
3. 2. 1　 动物试验目的

　 　 根据决策评估的情形,开展动物试验设计前,
明确试验目的。 例 1:钬激光治疗仪,通过调节脉宽

或提高功率,输出新的能量参数(终端最大平均输

出功率、单脉冲最大能量、最大重复频率等)作用于

原适用范围中的靶组织,试验目的为通过观察猪的

膀胱组织表面损伤及愈合情况、碎石残留情况,评
估量效关系及热损伤范围,考核产品用于泌尿系碎

石,汽化和凝固泌尿系肿瘤的安全性和有效性。 例

2:眼科激光光凝仪,选择一种新的激光波长增加新

的适应症,试验目的为通过观察兔的视网膜光凝反

应,热损伤范围,并评估量效关系,考核产品治疗视

网膜疾病的安全性。 例 3:二氧化碳激光治疗仪,增
加超脉冲的激光输出方式,新适应症为治疗良性表

皮色素性增加性皮肤病。 试验目的为观察棕色豚

鼠的皮肤组织中的黑色细胞及黑素颗粒去除情况,
观察皮肤组织损伤及愈合情况,评估量效关系及热

损伤范围,考核产品用于治疗良性表皮色素性增加

性皮肤病的安全性和有效性。
3. 2. 2　 试验方案设计基本要求

　 　 选择已在中国获准上市、具有相同或更宽的适

用范围、市场反应良好的激光设备进行随机平行对
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照。 应设置可反映申报产品量效关系的能量参数

进行试验,且应当能够涵盖产品技术要求中的性能

参数范围,如波长、光斑大小、激光输出方式、功率、
脉宽及脉冲间隔、占空比等关键参数。 试验组及对

照组的能量参数设置应相同 / 相似且应满足临床需

求。 确保每次试验前,动物 / 靶组织都处于相同的

生理状态,且能证明可用于开展动物试验。
3. 2. 3　 评价方法及指标

　 　 安全性,主要通过观察激光设备对治疗区域内

靶组织及周边组织的热损伤范围。 可以采用组织

病理学或 OCT 等方法对对急性及慢性热损伤情况

进行评估,应评估不同时间点,试验组与对照组的

凝固带最大宽度及最大深度、水肿、细胞空泡化等

情况,提供对比表并附图并分析热损伤范围对临床

使用的影响。
有效性,通常应分析试验组和对照组的激光仪

治疗相同 / 相近 / 相似的靶组织,使用能量的差异。
试验结果应给出梯度能量与治疗靶组织的量效关

系图,应至少包含组别、波长、工作模式、治疗能量

参数的范围、靶组织的变化,并给出有效能量参数

范围。
例 1:应分析试验组和对照组的钬激光治疗仪

治疗相同大小的结石,比较能量参数、碎石效果、碎
石时间、碎石残留量的差异并进行组间分析。 有效

性评价指标至少应包含:碎石能量、碎石时间、碎石

效果及残留量、损伤膀胱组织能量;安全性评价指

标至少应包含:膀胱组织病理学、动物存活率、血及

尿生化指标、其它生理状况、与术前相比是否存在

尿路感染、膀胱穿孔、继发性血尿等。 有些钬激光

治疗仪的适用范围还包括汽化和凝固泌尿系肿瘤,
考虑动物模型的经济性及便利性,可通过比较治疗

仪作用于正常尿路上皮组织,给出梯度能量与汽

化、凝固组织厚度的量效关系图,分析试验结果对

临床使用的影响。
例 2:利用 Nd:YAG 皮秒激光治疗仪 / 二氧化碳

激光治疗仪治疗良性色素性增加性皮肤病。 有效

性,评价试验组和对照组的激光仪治疗相同区域的

黑色素,比较能量参数、治疗时间、色素沉着、黑色

素颗粒的差异并进行组间分析。 安全性评价,观察

并分析术后动物存活率、皮肤组织病理学、术后并

发症。 有效性评价指标应至少包含:治疗能量、治
疗时间、色素沉着评分、黑色素颗粒计数等;安全性

评价指标应至少包含:皮肤组织病理学、皮肤感染、

红肿、出血、出现疤痕等。
例 3:由于动物与人眼组织的差异,眼科激光光

凝仪的评价指标应体现可行性及安全性。 通过观

察光凝反应分析术前、术后的视网膜厚度、脉络膜

厚度、光斑大小及形态变化情况,给出能量(梯度功

率)与术前后视网膜、脉络膜厚度变化的量效关系

图;通过检眼镜 / 裂隙灯显微镜观察视网膜损伤斑,
计算损伤发生率(损伤斑数 / 照射斑数),给出光凝

仪不同波长、不同激光输出方式下对试验动物的视

网膜热损伤阈值的评价,按照射梯度功率绘制损伤

发生率与能量的关系表。 主要评价指标应包含:视
网膜组织形态学及组织病理学变化。 次要评价指

标应包含:与激光光凝术前相比,是否存在视网膜

前和视网膜下的纤维化及增殖、视网膜出血、新生

血管形成、激光斑扩大、视网膜水肿等。

4　 讨论

　 　 医用激光设备是通过向人体输出能量达到治

疗目的的高风险设备,临床前动物试验的目的是通

过动物模型来考察激光产品的可行性、安全性和有

效性,可为制定临床方案选择合理治疗参数提供建

议,并观察潜在的不良事件,降低临床活动中的风

险。 目前,我国医疗器械临床前的安全性评价现状

是无相关的质量管理规范,无试验室资质要求。 建

议申请人根据申报产品的实际情况,决策开展动物

试验的情形,通过选择合理的动物试验方案,验证

激光产品的可行性、有效性和安全性,保证研究数

据的科学性、真实性和可追溯。
4. 1　 动物模型的考量

　 　 申请人可根据产品的实际预期用途,开展动物

试验的目的综合评估后决策。 眼科研究的常用实

验动物包括小鼠、 大鼠、 兔、 比格犬、 小型猪、 猴

等[30-31] ,但普遍存在生理结构及功能与人眼有不同

差异的情形,如小鼠、大鼠、兔、犬、小型猪等动物不

存在类似于人眼的黄斑区[32] ,无法验证激光产品治

疗黄斑区疾病的有效性,只能通过试验组与对照组

的产品作用于试验动物眼后,比较视网膜厚度的变

化情况评估激光产品的可行性及安全性。 此外,还
需考虑开展动物试验的经济性、便利性等因素,恒
河猴眼与人眼相似度较高,但动物试验成本较高。
因此,本文动物试验举例仅作参考。
4. 2　 研究观察时间点

　 　 动物试验应能观察到产品作用于动物之前、之
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后不同时间点的组织状态,研究中选择的观察时间

点,应有合理依据。 由于试验动物模型和人体之间

组织损伤与愈合应答存在差异,且不同激光产品能

量参数设置也存在差异性,因此,应合理设置最终

观察时间点。 同时,尽可能对临床相关的安全性事

件进行观察,分析对临床使用的影响。
4. 3　 决策方案中的试验与对照组

　 　 按照《医疗器械临床试验质量管理规范》、《医

疗器械临床评价指导原则》,医用激光治疗设备可

以通过同品种医疗器械临床试验或临床试用获得

的数据开展评价(同品种比对)。 若需要开展临床

试验,动物试验应在临床试验前完成,可为临床试

验的方案设计提供依据,并可预测在临床试验中可

能出现的不良事件,降低临床试验受试者和临床使

用者承担的风险。 如果只有试验组无对照组的数

据,可以作为申报产品开展临床试验前的研究资

料;如果同时有试验组及对照组的数据,可以作为

开展临床试验前的研究资料,也可作为通过同品种

比对开展临床评价时用于证明安全性和有效性的

支持性资料。
综上所述,本文在参考《药物非临床研究质量

管理规范》、《医疗器械动物试验研究技术审查指导

原则第一部分:决策原则》、《医疗器械动物试验研

究注册审查指导原则第二部分:试验设计、实施质

量保证》等规范性文件基础上,结合审评经验,分析

医用激光设备的作用机理,归纳强激光治疗类产品

决策开展动物试验的情形,并举例分析开展动物试

验的目的、方案设计要求和评价指标等,为医疗器

械相关技术审评人员、研发人员及注册人员提供

参考。
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