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脾虚湿蕴证溃疡性结肠炎模型构建
及 Ｔ 淋巴细胞变化的研究

肖秋萍１，钟友宝２，３，喻松仁２，李姗姗２，罗小泉２，刘漩２，陈丽玲２∗

（１． 江西中医药大学药学院，南昌　 ３３０００４；２． 江西中医药大学实验动物科技中心，南昌　 ３３０００４；
３． 江西中医药大学方证中心，南昌　 ３３０００４）

　 　 【摘要】 　 目的 　 构建脾虚湿蕴证溃疡性结肠炎小鼠模型及探明 Ｔ 淋巴细胞在该模型中的特征。 方法

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，随机分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＦＸＹ 组、３％ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组。 采用 ＤＳＳ 联合番泻

叶（ＦＸＹ）建立脾虚湿蕴证溃疡性结肠炎小鼠模型，造模结束后，ＨＥ 染色观察结肠组织结构变化；ＥＬＩＳＡ 法检测结

肠组织炎性细胞因子的浓度，流式细胞术测定 ＣＤ４ ／ ＣＤ８ Ｔ 淋巴细胞、Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２、Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞水平。 结果 　 ＦＸＹ
组小鼠的临床症状以腹泻为主，３％ＤＳＳ 组的小鼠以便血为主，而 ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组小鼠表现出

腹泻和便血同行，但 ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组小鼠生存率低至 ５０％。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，３％ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和

ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组体重、结肠长度及抗炎性细胞因子 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 浓度均显著降低，而 ＤＡＩ、结肠重量、促炎性细胞

因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 浓度均显著上升；ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组肠系膜淋巴结中的 ＣＤ４、Ｔｈ１、Ｔｈ１７
细胞百分比显著上升，而 ＣＤ８、Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ 细胞显著下降。 结论　 番泻叶联合 ２％ＤＳＳ 诱导能成功构建脾虚湿蕴证溃

疡性结肠炎小鼠模型，并表现出典型的 ＣＤ４ ／ ＣＤ８ Ｔ 细胞、Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２、Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞失衡特征。
【关键词】 　 脾虚湿蕴证；溃疡性结肠炎；模型构建；Ｔ 淋巴细胞
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ｄａｍｐｎｅｓｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｉｎ ｍｉｃｅ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｙｐｉｃａｌ ＣＤ４ ／ ＣＤ８， Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２， ａｎｄ Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌ ｉｍｂａｌａｎｃｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ； ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ； ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ； Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）属于慢性

非特异性肠道炎症［１］，临床上多表现为消化不良、
腹泻、脓血便、腹痛、里急后重等症状，使患者生活

质量明显下降［２］。 近年来，随着工业化进程加快、
饮食结构西化、生活方式转变，我国 ＵＣ 的发病率和

患病率逐年攀升［３］。 反复发作、迁延不愈等典型特

征是当前治疗 ＵＣ 的主要困境之一［４］。 因此，寻找

更安全、有效、易获取的 ＵＣ 治疗策略迫在眉睫。 中

医学将 ＵＣ 列为“痢疾”“泄下”“肠辟”等范畴，中医

药在治疗 ＵＣ 上展现了良好疗效，然而其模糊的作

用机制制约发展。
中华中医药学会脾胃病分会制定了《ＵＣ 中医

诊疗共识意见》，将 ＵＣ 辨证分为脾虚湿蕴证、大肠

湿热证、热毒炽盛证、脾肾阳虚证、寒热错杂证、阴
血亏虚证和肝郁脾虚证 ７ 型［５］；据流行病学调查，
脾虚湿蕴证是 ＵＣ 临床发病的主要证型之一［６－８］。
脾虚湿蕴证动物模型常采用大黄、芒硝和番泻叶诱

导，具腹泻症状，但结肠病理变化不明显；葡聚糖硫

酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ，ＤＳＳ）自由饮水法常

用于诱导小鼠 ＵＣ［９］，容易复制且稳定性好，但此法

仅部分结肠炎小鼠表现为脾虚湿蕴证。 因此，既贴

合临床症状又符合病理变化的脾虚湿蕴证型 ＵＣ 动

物模型仍待开发，此模型的成功建立将有利于阐明

中医药治疗 ＵＣ 的有效性，助力中医药现代化和国

际化发展。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０ 只 ７ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，体重

２０ ～ ２４ ｇ，购买于南京集萃药康生物科技股份有限

公司【ＳＣＸＫ（苏）２０１８－０００８】。 小鼠自由饮水和采

食标准全价饲料，昼夜各半，温度 ２２ ～ ２４℃，湿度

５０％ ～ ６０％，饲养于江西中医药大学实验动物科技

中心 ＳＰＦ 屏障环境内【ＳＣＸＫ（赣）２０２２－０００２】。 本

研究方案得到江西中医药大学动物伦理委员会的

批准（ＪＺＬＬＳＣ２０２０⁃３４４），整个实验操作过程遵守实

验动物标准操作规范。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

番泻叶（江苏永健医药，３００１７４⁃１７０２２６）；ＤＳＳ
（美国 ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，１６０１１）；４％多聚甲醛、苏木

素⁃伊红染色液、ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒、ＲＭＰＩ１６４０
培养基（北京索莱宝）；小鼠 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
１０、ＴＧＦ⁃β１ 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 试 剂 盒 （ 美 国

Ｔｈｅｒｍｏ）；流式细胞 ＰｅｒＣＰ⁃Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＤ３、ＢＶ５１０⁃
Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＤ４、 ＰＥ⁃Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＤ４、 ＦＩＴＣ⁃Ａｎｔｉ⁃
Ｍｏｕｓｅ ＣＤ８、ＡＦ４８８⁃Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＸＣＲ３、ＢＶ４２１⁃Ａｎｔｉ⁃
Ｍｏｕｓｅ ＣＣＲ４、ＢＶ５１０⁃Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＣＲ６、ＡＦ６４７⁃Ａｎｔｉ⁃
Ｍｏｕｓｅ ＣＤ２５、ＰＥ⁃Ｃｙ７⁃Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ Ｆｏｘｐ３ 抗体 （美国

ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。
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全自动包埋机（Ｌｅｉｃａ，型号：ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ＿Ａｒｃａｄｉａ，
德国）；石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，型号：Ｌｅｉｃａ２２４５，德国）；徕
卡多人共览显微镜（Ｌｅｉｃａ，型号：ＤＭ２５００，德国）；全波

长酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ，型号：Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｓｐｅｃｔｒｕｍ，美国）；
ＭｉｎＱ 超纯水仪 （密理博，型号：Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ａｄｖａｎｔａｇｅ
Ａ１０，美国）；流式细胞仪（ＢＤ，型号：ＦＡＣＳ Ｖｅｒｓｅ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模试剂制备

１００ ｇ 番泻叶，置于 ５００ ｍＬ 的水浸泡 ３０ ｍｉｎ，加

热至沸腾后持续 １０ ｍｉｎ，四层纱布过滤收集药

液［１０］。 将药液浓缩至生药含量为 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ，置于

４℃冰箱中保存。 ＤＳＳ 溶液直接溶于正常饮用水中，
每天现配现用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物分组与模型建立

将 ６０ 只小鼠随机分成 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＦＸＹ 组、３％
ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组，每组

１２ 只，适应性饲养 ３ ｄ 后开始持续 ２１ ｄ 的实验。
５ 组的小鼠处置方法如图 １ 所示。

图 １　 小鼠分组及模型建立方法

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｇｒｏｕｐｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ

１􀆰 ２􀆰 ３　 脾虚湿蕴证辨证分型标准

小鼠脾虚湿蕴模型体征诊断标准［１１］：（１）黏液

脓血，白多赤少；粪便时软、时溏。 （２）便溏泄泻，夹
有不消化食物。 （ ３） 食少纳呆，消瘦，体重减轻。
（４）神态萎靡，四肤不收，毛色枯槁。 （５）脘腹胀满，
腹部隐痛，卷缩聚堆。 （６）易疲劳。 第（１） （２）项为

主证，第（３） ～ （６）项为兼证。 具备 ２ 项主证和 ２
项兼证时，即认为造模成功。
１􀆰 ２􀆰 ４　 疾病活动指数测定

实验过程中，每天同一时间对小鼠称重，并观

察粪便粘稠度、便血情况，进行 ＤＡＩ（ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ）评价观察，ＤＡＩ ＝ 体重损失评分 ＋ 粪便粘稠

度评分 ＋ 便血情况评分，标准执行：体重损失依据

无明显下降、下降 １％ ～ ５％、下降 ６％ ～ １０％、下降

１１％ ～ ２０％、下降超过 ２０％依次评判为 ０ ～ ４ 分；粪
便粘稠度：正常粪便为 ０ 分、松软便（干性）为 ２ 分、
稀便或腹泻（水样便）为 ４ 分；便血情况：无出血为 ０
分、大便潜血阳性为 ２ 分、粪便带血为 ３ 分、肛门出

血为 ４ 分。

１􀆰 ２􀆰 ５　 结肠及脾指数测定

第 ２１ 天小鼠 ２％戊巴比妥钠深度麻醉安乐死，分
离结肠、脾，测量结肠长度；脾、结肠称重并计算其重

量指数（脾重量指数 ＝ 脾重量 ／小鼠体重 × １００％，
结肠重量指数 ＝ 结肠重量 ／小鼠体重 × １００％）。
１􀆰 ２􀆰 ６　 结肠组织损伤评分

近端结肠组织经 ４％多聚甲醛溶液固定、冲洗、
梯度乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋，制成 ４ μｍ
厚切片，常规苏木素⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染
色，病理学家基于炎性细胞浸润和溃疡形成［１２］，随
机盲法对结肠病理图片进行病理损伤评分。
１􀆰 ２􀆰 ７　 炎性细胞因子水平检测

结肠组织经裂解、匀浆、离心后取上清液，ＢＣＡ
法检测上清总蛋白浓度，根据 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说

明书，测定结肠组织中炎性细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β１ 浓度。
１􀆰 ２􀆰 ８　 流式细胞术检测 Ｔ 细胞水平

收集小鼠肠系膜淋巴结，经碾磨、过滤、洗涤后

制备为单细胞悬液；ＣＤ１６ ／ ＣＤ３２ 抗体封闭 １５ ｍｉｎ；
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流式抗体（ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＸＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＣＲ６），
室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ； ｓｔａｉｎ ｂｕｆｆｅｒ 洗涤 ２ 次，Ｆｉｘ ／
Ｐｅｒｍ 溶液孵育 ３０ ｍｉｎ 固定；ｓｔａｉｎ ｂｕｆｆｅｒ 重悬，Ｐｅｒｍ ／
Ｗａｓｈ 溶液孵育 １５ ｍｉｎ 破核；流式抗体 Ｆｏｘｐ３ 室温孵

育 ３０ ｍｉｎ 胞内染色； Ｐｅｒｍ ／ Ｗａｓｈ 溶液重悬， ｓｔａｉｎ
ｂｕｆｆｅｒ 洗涤 ２ 次；ｓｔａｉｎ ｂｕｆｆｅｒ 定容 ５００ μＬ，流式上机

检测；Ｆｌｏｗｊｏ ７􀆰 ６􀆰 １ 软件分析流式结果。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件进行数据分析，计量

资料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示；采用单因素方

差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）组间差异，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为

差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 脾虚湿蕴证型结肠炎小鼠体重及 ＤＡＩ 的变化

整个实验期内 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠被毛光泽、饮水、

采食及精神状态良好，ＦＸＹ 组小鼠被毛粗糙、腹泻

严重。 ３％ＤＳＳ 组结肠炎小鼠精神沉郁、蜷缩、采食

下降、消瘦，５０％小鼠伴有肛血且 ＯＢ 检测阳性。
ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组小鼠精神很

差、水样腹泻、便血且 ＯＢ 检测呈强阳性。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组（图 ２Ａ）相比，ＦＸＹ 组、３％ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ
组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组小鼠体重从在实验中均有显

著下降 （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠 ＤＡＩ （图

２Ｂ）相比，ＦＸＹ 组从实验第 ３ 天开始显著上升，３％
ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组从实

验第 ２ 天开始显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 与 ＦＸＹ 组小

鼠 ＤＡＩ 相比，ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组从第 ７ 天开始显著上

升，３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组从实验第 ８ 天开

始显著性上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 可见，ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ
组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组小鼠符合脾虚湿蕴证辨证分

型标准。

注：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ｎ ＝ １２）、ＦＸＹ 组（ｎ ＝ １１）、３％ＤＳＳ 组（ｎ ＝ ８）、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组（ｎ ＝ ６）和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组（ｎ ＝ ９）；ＬＳＤ 法进行组间两

两比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ２　 小鼠体重和 ＤＡＩ 的变化趋势（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １２）， ＦＸＹ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １１）， ３％ＤＳＳ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ８）， ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ６） ａｎｄ ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝

９）． ＬＳＤ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ ｄａｉｌｙ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ＤＡＩ ｏｆ ｍｉｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ）

２􀆰 ２　 脾虚湿蕴证结肠炎小鼠生存率、结肠和脾指数

如图 ３Ａ 所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＦＸＹ 组、３％ＤＳＳ 组、
ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组小鼠的生存率

依 次 为 １００％、 ９１􀆰 ６７％、 ７５％、 ６６􀆰 ６７％、 ５０％。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组结肠长度（图 ３Ｂ，３Ｃ）相比，ＦＸＹ 组、３％ＤＳＳ
组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组显著下降（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）；与 ＦＸＹ 组结肠长度相比，３％ＤＳＳ 组、ＦＸＹ
＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ ＤＳＳ 组显著下降 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组结肠重量（图 ３Ｄ）相比，３％ＤＳＳ
组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＦＸＹ
＋ ３％ＤＳＳ 组结肠重量相比，３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％

ＤＳＳ 组显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＦＸＹ、ＤＳＳ 干预后结

肠重量 ／结肠长度、结肠重量指数、脾重量及其指数

亦出现了显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ３Ｅ ～ ３Ｈ）。
２􀆰 ３　 脾虚湿蕴证结肠炎小鼠结肠组织病理分析

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组结肠组织黏膜完整，隐窝清晰可见，
无明显炎性细胞浸润；ＦＸＹ 组结肠组织黏膜较完

整，偶见少量炎性细胞弥散性浸润，未见明显溃疡

形成；３％ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ
组结肠组织黏膜上皮脱落，隐窝增生，有明显的溃疡

形成，大量的炎性细胞浸润，其病理组织损伤评分均

高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＦＸＹ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）（见图 ４）。
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图 ３　 各组生存率、结肠和脾指数的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ， ｃｏｌｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ

图 ４　 结肠组织形态结构

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２􀆰 ４　 脾虚湿蕴证结肠炎小鼠结肠组织炎性细胞因

子表达

促炎性细胞因子（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６）和抗炎性

细胞因子（ ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１）动态失衡导致的炎性因

子风暴是 ＵＣ 发病的典型特征［１３］。 如图 ５ 所示，３％
ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组结肠

组织中的促炎性细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 的浓

度均显著性高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＦＸＹ 组，而抗炎性细

胞因子 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β１ 显著性下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 此

外，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的炎性细胞因子与 ＦＸＹ 组相比，无显

著性差异（Ｐ ≥ ０􀆰 ０５）。

图 ５　 各组结肠组织中的炎性细胞因子浓度

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ５　 脾虚湿蕴证结肠炎小鼠肠系膜淋巴结中的 Ｔ
细胞水平

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＦＸＹ 组比，３％ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋
３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组的 ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ ＣＤ８－Ｔ
细胞百分比（图 ６Ａ）均显著性上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ３％
ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组的 Ｔ
细胞百分比（图 ６Ｂ）均显著性低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而与 ＦＸＹ 组比，无显著性差异（Ｐ ≥ ０􀆰 ０５）。

２􀆰 ６　 脾虚湿蕴证结肠炎小鼠肠系膜淋巴结中的

Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞水平

３％ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ
组的 ＣＤ４５＋ ＣＤ４＋ ＣＸＣＲ３＋Ｔｈ１ 细胞（图 ７Ａ）百分比

均显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＦＸＹ 组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）。
３％ＤＳＳ 组、ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组的

ＣＤ４５＋ ＣＤ４＋ ＣＣＲ４＋Ｔｈ２ 细胞（图 ７Ｂ）百分比均显著

低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而与 ＦＸＹ 组相比，无显

著性差异（Ｐ ≥ ０􀆰 ０５）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＦＸＹ 组、
３％ＤＳＳ组、 ＦＸＹ ＋ ３％ ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ组

ＣＤ４５＋ ＣＤ４＋ ＣＣＲ６＋Ｔｈ１７ 细胞百分比均显著性上升

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；此外，ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ组和 ＦＸＹ ＋ ２％
ＤＳＳ 组的 Ｔｈ１７ 细胞百分比均显著性高于 ＦＸＹ 组（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）（见图 ７Ｃ）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＦＸＹ 组、３％
ＤＳＳ 组、 ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ组和 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组的

ＣＤ４５＋ ＣＤ４＋ Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ 细胞百分比均显著性下降

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；此外， ＦＸＹ ＋ ３％ ＤＳＳ 组和 ＦＸＹ ＋
２％ＤＳＳ组的 Ｔｒｅｇ 细胞百分比亦显著性低于 ＦＸＹ 组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ７Ｄ）。
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图 ６　 各组肠系膜淋巴结中的 Ｔ 细胞水平

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

图 ７　 各组肠系膜淋巴结中的 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞水平

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

７４２１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

３　 讨论

脾胃运化水谷精微，转化精、气、血、津液并维

持生命活动。 脾居中央，喜燥恶湿，脾虚则易被湿

邪所困［１２］。 ＵＣ 的病位在大肠，但其病机根本在脾。
饮食不节，损伤脾胃，运化失健，湿浊内生，形成脾

虚湿蕴证［１１］。 脾虚湿蕴证 ＵＣ 的主要病机为脾虚

湿困、湿阻中焦，症见脘腹胀满，食欲不振，神疲乏

力，肢体困重，大便溏薄或泄泻，脉缓等［５］。
ＵＣ 已被世界卫生组织列入十大难治性疾

病［１４－１５］，主要累及结直肠，表现为浅表性、弥漫性结

肠炎症，光学显微镜下可观察到结肠组织明显的溃

疡及炎性细胞浸润［２，１６］。 本研究发现，单用番泻叶

或 ＤＳＳ 不足以诱导典型的脾虚湿蕴证 ＵＣ，番泻叶

诱导的小鼠多表现为体重下降、腹泻；３％ＤＳＳ 诱导

的小鼠多表现为便血、消瘦；而采用番泻叶联合 ＤＳＳ
诱导的小鼠多表现出黏液脓血、便溏泄泻、消化不

良、体重减轻、精神萎靡、卷缩聚堆等症状，呈典型

的脾虚湿蕴证 ＵＣ。
尽管番泄叶可诱导小鼠结肠重量指数显著性

增大，但结肠组织的溃疡形成和炎性细胞浸润并不

明显，且炎性细胞因子没有显著性差异。 然而，番
泻叶联合 ＤＳＳ 诱导的脾虚湿蕴证 ＵＣ 小鼠不仅出现

结肠缩短并增重，结肠组织还存在明显的溃疡及大

量炎性细胞浸润，促炎性细胞因子浓度显著上升，
而抗炎性细胞因子显著下降。 值得一提的是，这些

指标变化在 ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组与 ＦＸＹ ＋ ２％ＤＳＳ 组

之间无显著性差异，但 ＦＸＹ ＋ ３％ＤＳＳ 组小鼠生存

率更低（６６􀆰 ６７％ ＶＳ ５０％）。 综合考虑模型的临床

吻合度及动物损耗，认为番泻叶联合 ２％ＤＳＳ 诱导脾

虚湿蕴证 ＵＣ 效果更佳。
众所周知，ＵＣ 的发病机制涉及遗传易感性、肠

道菌群失调及免疫反应异常等［１７］。 近年来，Ｔ 淋巴

细胞亚群分化异常在 ＵＣ 的发病机制中备受关

注［１８］。 ＵＣ 患者的外周血液中 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８ Ｔ 淋

巴细胞显著高于健康个体，而活动期 ＵＣ 患者结肠

固有层组织亦存在此种变化［１９－２１］。 在 ＤＳＳ 和三硝

基苯磺酸诱导的实验性结肠炎模型中，脾和肠系膜

淋巴结中的 ＣＤ４、ＣＤ８ 的数量明显增多，结肠固有层

ＣＤ４＋Ｔ 细胞高表达 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃１７Ａ［２２］。 本研究首次

发现脾虚湿蕴证结肠炎小鼠肠系膜淋巴结中的

ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ ＣＤ８－ Ｔ 淋巴细胞明显增多，而 ＣＤ３＋

ＣＤ４－ＣＤ８＋Ｔ 细胞明显减少。

ＵＣ 过度的炎症反应是由多种类型的免疫细胞

所介导的，包括 ＣＤ４＋Ｔ 细胞，在 ＵＣ 的发生、维持、缓
解中扮演关键性角色［２３］；而效应性 Ｔ 细胞亚群

（Ｔｈ１、Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ 细胞）和调节亚群（Ｔｒｅｇ 细胞）通
过调节肠道的免疫平衡而影响 ＵＣ 的进程［２４］。 肠

道巨噬细胞分泌的 ＩＬ⁃１２ 和 ＩＬ⁃１８ 刺激 Ｔｈ１ 细胞表

达 Ｔ⁃ｂｅｔ 转录因子，并诱导分泌 ＩＬ⁃２ 和 ＩＦＮ⁃γ［２５］。
Ｔｈ２ 细胞表达 ＧＡＴＡ３ 并分泌 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３，其
中 ＩＬ⁃４ 有助于维持免疫耐受，而 ＩＬ⁃１３ 参与肠道炎

症反应［２６］。 Ｔｈ１７ 细胞的发育和分化需要两个关键

的转录因子，即维甲酸相关孤儿受体（ＲＯＲ） γｔ 和
ＲＯＲα，并分泌 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２１ 和 ＩＬ⁃２２［２７］。 另外，Ｔｒｅｇ
细胞主要表达转录调节因子 Ｆｏｘｐ３，同时分泌 ＩＬ⁃１０
和 ＴＧＦ⁃β１ 抑制宿主的免疫反应，从而诱导自我耐

受，而 Ｔｒｅｇ 细胞功能缺陷或遏制能力低下可导致

ＵＣ 更易复发［２８］。 活动期 ＵＣ 患者外周血中 Ｔｈ１、
Ｔｈ１７ 细胞的百分比显著增多，而 Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ 细胞明

显减少，ＤＳＳ 诱导的结肠炎小鼠结肠组织中 Ｔｈ１ ／
Ｔｈ２ 细胞和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞明显失衡［２９］，本研究中

ＤＳＳ 诱导的结肠炎小鼠肠系膜淋巴结中亦表现出了

此失衡状态。 另外，研究发现脾虚湿蕴证结肠炎小

鼠肠系膜淋巴结中 ＣＤ４５＋ ＣＤ４＋ ＣＸＣＲ３＋Ｔｈ１、ＣＤ４５＋

ＣＤ４＋ ＣＣＲ６＋ Ｔｈ１７ 细胞显著增多，而 ＣＤ４５＋ ＣＤ４＋

ＣＣＲ４＋Ｔｈ２、ＣＤ４５＋ ＣＤ４＋ Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞显著减少，
Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 细胞和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞失衡程度也严重于

单纯 ＤＳＳ 诱导的结肠炎。
综上，番泻叶联合 ２％ＤＳＳ 能成功建立脾虚湿蕴

证溃疡性结肠炎小鼠模型，且表现出典型的 Ｔ 细胞

失衡特征。 后期，将应用此模型探讨中医药治疗脾

虚湿蕴证 ＵＣ 的疗效及机制，同时验证此模型的稳

定性和有效性。
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［ ３ ］ 　 Ｎｇ ＳＣ， Ｓｈｉ ＨＹ， Ｈａｍｉｄｉ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ
ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ２１ｓｔ ｃｅｎｔｕｒｙ： ａ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ ｓｔｕｄｉｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｌａｎｃｅｔ，
２０１７， ３９０（１０１１４）： ２７６９－２７７８．

［ ４ ］ 　 黄彪， 谢璐霜， 吴巧凤． 溃疡性结肠炎的中西医治疗进展及

思考 ［Ｊ］ ． 实用医学杂志， ２０１８， ３４（１３）： ２２６７－２２６９， ２２７４．
Ｈｕａｎｇ Ｂ， Ｘｉｅ ＬＳ， Ｗｕ ＱＦ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｔｈｉｎｋｉｎｇ ｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｒａｃｔ Ｍｅｄ， ２０１８， ３４（１３）： ２２６７－２２６９， ２２７４．

８４２１
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［ ５ ］ 　 沈洪， 唐志鹏， 唐旭东， 等． 消化系统常见病溃疡性结肠炎

中医诊疗指南（基层医生版） ［ Ｊ］ ． 中华中医药杂志， ２０１９，
３４（９）： ４１５５－４１６０．
Ｓｈｅｎ Ｈ， Ｔａｎｇ ＺＰ， Ｔａｎｇ ＸＤ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｉｄｅ ｔｏ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ， ａ ｃｏｍｍｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ
ｓｙｓｔｅｍ （ ｂａｓｉｃ ｄｏｃｔｏｒｓ ｅｄｉｔｉｏｎ） ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍ， ２０１９， ３４（９）： ４１５５－４１６０．

［ ６ ］ 　 姜丰， 王惠娟． 溃疡性结肠炎中医证型与肠外表现的相关性

研究 ［Ｊ］ ． 中国中西医结合消化杂志， ２０２２， ３０（ ５）： ３６０
－３６３．
Ｊｉａｎｇ Ｆ， Ｗａｎｇ ＨＪ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ａｎｄ ｅｘｔｒａ⁃ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ Ｄｉｇ， ２０２２，
３０（５）： ３６０－３６３．

［ ７ ］ 　 郑安锐， 顾园， 王品发， 等． 溃疡性结肠炎的中医证候与内

镜分型及黏膜组织分期的相关性研究 ［ Ｊ］ ． 时珍国医国药，
２０２２， ３３（９）： ２２０９－２２１０．
Ｚｈｅｎｇ ＡＲ， Ｇｕ Ｙ， Ｗａｎｇ ＰＦ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＣＭ
ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ｏｆ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｕｃｏｓａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔａｇｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ，
２０２２， ３３（９）： ２２０９－２２１０．

［ ８ ］ 　 朱玉梅． 溃疡性结肠炎中医证型和相关理化检查的研究

［Ｄ］． 南京： 南京中医药大学； ２０２１．
Ｚｈｕ ＹＭ． Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ
［Ｄ］． Ｎａｎｊｉｎｇ： Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０２１．

［ ９ ］ 　 Ｋａｔｓａｎｄｅｇｗａｚａ Ｂ， Ｈｏｒｓｎｅｌｌ Ｗ， Ｓｍｉｔｈ Ｋ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ
ｄｉｓｅａｓｅ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｐｒｅ⁃ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ
［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ２３（１６）： ９３４４．

［１０］ 　 李姿慧． 健脾化湿法对脾虚湿困型溃疡性结肠炎大鼠水通道

蛋白 ３、４ 表达的影响及机制研究 ［Ｄ］． 北京： 北京中医药大

学； ２０１２．
Ｌｉ ＺＨ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｖｉｇｏｒａｔｉｎｇ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｏｎ
ａｑｕａｐｏｒｉｎ ３ ａｎｄ ａｑｕａｐｏｒｉｎ ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ［ Ｄ ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１２．

［１１］ 　 张声生， 沈洪， 郑凯， 等． 溃疡性结肠炎中医诊疗专家共识

意见（ ２０１７） ［ Ｊ］ ． 中华中医药杂志， ２０１７， ３２ （ ８）： ３５８５
－３５８９．
Ｚｈａｎｇ ＳＳ， Ｓｈｅｎ Ｈ， Ｚｈｅｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｏｐｉｎｉｏｎ ｏｆ ＴＣＭ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅｘｐｅｒｔｓ ｏｎ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ （２０１７） ［Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍ， ２０１７， ３２（８）： ３５８５－３５８９．

［１２］ 　 张晓明， 柳越冬， 都静， 等． 中医学理论指导下的溃疡性结

肠炎病因病机研究进展 ［ Ｊ］ ． 中华中医药学刊， ２０２３， ４１
（９）： ４６－５２．
Ｚｈａｎｇ ＸＭ， Ｌｉｕ ＹＤ， Ｄｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｅｔｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ｕｎｄｅｒ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｔｈｅｏｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ａｒｃｈ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ，
２０２３， ４１（９）： ４６－５２．

［１３］ 　 Ｎａｋａｓｅ Ｈ， Ｓａｔｏ Ｎ， Ｍｉｚｕｎｏ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｕｔｏｉｍｍｕｎ

Ｒｅｖ， ２０２２， ２１（３）： １０３０１７．
［１４］ 　 Ａｎａｎｔｈａｋｒｉｓｈｎａｎ ＡＮ． Ｕｐａｄａｃｉｔｉｎｉｂ ｆｏｒ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ．

Ｌａｎｃｅｔ， ２０２２， ３９９（１０３４１）： ２０７７－２０７８．
［１５］ 　 Ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ： ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ［Ｍ］． Ｌｏｎｄｏｎ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ

ｆｏｒ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｃａｒｅ Ｅｘｃｅｌｌｅｎｃｅ （ＮＩＣＥ）； ２０１９．
［１６］ 　 Ｆｅｄｏｒ Ｉ， Ｚｏｌｄ Ｅ， Ｂａｒｔａ Ｚ． Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｃｏｌｉｔｉｓ ｉｎ ｏｌｄｅｒ ａｄｕｌｔｓ：

ｉｍｐａｃｔ， ｄｉａｇｎｏｓｉｓ， ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｔｈｅｒ Ａｄｖ Ｃｈｒｏｎｉｃ Ｄｉｓ，
２０２２， １３： ２０４０６２２３２２１１０２８２１．

［１７］ 　 Ｅｉｓｅｎｓｔｅｉｎ Ｍ． Ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ： ｔｏｗａｒｄｓ ｒｅｍｉｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ，
２０１８， ５６３（７７３０）： Ｓ３３．

［１８］ 　 Ｄｉ Ｓａｂａｔｉｎｏ Ａ， Ｌｅｎｔｉ ＭＶ， Ｇｉｕｆｆｒｉｄａ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ
ｉｍｍｕｎｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ［ Ｊ］ ． Ａｕｔｏｉｍｍｕｎ Ｒｅｖ， ２０１５， １４ （ １２）：
１１６１－１１６９．

［１９］ 　 Ｓｍｉｄｓ Ｃ， Ｈｏｒｊｕｓ Ｔａｌａｂｕｒ Ｈｏｒｊｅ ＣＳ， Ｄｒｙｌｅｗｉｃｚ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
Ｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ： ｌｉｎｋｉｎｇ Ｔ ｃｅｌｌ
ｓｕｂｓｅｔｓ ｔｏ ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｕｒｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｒｏｈｎｓ
Ｃｏｌｉｔｉｓ， ２０１８， １２（４）： ４６５－４７５．

［２０］ 　 Ｈｕａｎｇ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｉｎ
ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２２， １３： １００８１４６．

［２１］ 　 Ｇｉｕｆｆｒｉｄａ Ｐ， Ｃｏｒａｚｚａ ＧＲ， Ｄｉ Ｓａｂａｔｉｎｏ Ａ． Ｏｌｄ ａｎｄ ｎｅｗ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｐｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｄｉｇ Ｄｉｓ
Ｓｃｉ， ２０１８， ６３（２）： ２７７－２８８．

［２２］ 　 Ｌｉ Ｇ， Ｗｕ Ｘ， Ｇａｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｅｘｃｌｕｓｉｖｅ ｅｎｔｅｒａｌ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ
ｒｅｍｏｄｅｌｓ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ＴＮＢＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｌｉｔｉｓ
ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｆｕｎｃｔ， ２０２２， １３（４）： １７２５－１７４０．

［２３］ 　 Ｎｅｕｒａｔｈ ＭＦ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌ ｃｉｒｃｕｉｔｓ ａｎｄ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｉｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１９， ２０（８）：
９７０－９７９．

［２４］ 　 Ｖａｎ Ｕｎｅｎ Ｖ， Ｏｕｂｏｔｅｒ ＬＦ， Ｌｉ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １０

单文婷，王潇，杨晓龙，等． 基于 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路探讨铁筷子对 ＣＩＡ 大鼠骨破坏的防护作用 ［Ｊ］． 中国实验动物

学报， ２０２３， ３１（１０）： １２５０－１２６０．
Ｓｈａｎ ＷＴ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｙａｎｇ ＸＬ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｉｎ
ＣＩＡ ｒａｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１０）： １２５０－１２６０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００２

［基金项目］ 国家自然科学基金 （ ８１７６０７３８），贵州中医药大学 ２０２１ 年国家自然科学基金后补助资金科研创新探索专项基金

（２０１８ＹＦＣ１７０８１０５２４）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８１７６０７３８）， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｓｕｂｖｅｎｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｕｎｄ （２０１８ＹＦＣ１７０８１０５２４） ．
［作者简介］单文婷（１９９４—），在读硕士研究生，研究方向：中医药治疗炎性疾病的物质基础及分子机制。

Ｅｍａｉｌ：ｓｈａｎｔｉｎｇｔｉｎｇｓｍｉｌｅ＠ １６３．ｃｏｍ
［通信作者］刘霞（１９８０—），教授，硕士导师，博士，研究方向：中药药效物质基础。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｘｉａ０８５１＠ １２６．ｃｏｍ

基于 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路
探讨铁筷子对 ＣＩＡ 大鼠骨破坏

的防护作用
单文婷，王潇，杨晓龙，艾飞，刘杨，魏鑫，刘霞∗

（贵州中医药大学，贵阳　 ５５００２５）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨铁筷子对胶原诱导性关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）模型大鼠的抗炎作用及对

ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路的影响。 方法　 雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ６０ 只分为：正常组、模型组、阳性药物组（甲氨蝶

呤，ＭＴＸ）、低剂量组、中剂量组和高剂量组。 采用胶原抗体诱导法于大鼠尾根部注射牛Ⅱ型胶原蛋白建立 ＣＩＡ 大

鼠模型，模型建立成功后进行灌胃给药，正常组：给予 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）生理盐水；模型组：给予 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）生理盐

水；阳性药物组每次给予 ２􀆰 ０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ） ＭＴＸ，每周 ３ 次；铁筷子低、中、高剂量组每次分别给予 ０􀆰 ２５ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、
０􀆰 ５ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、１􀆰 ０ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；连续灌胃治疗 ２５ ｄ。 通过记录大鼠体重；观察大鼠足肿胀程度；大鼠踝关节炎指数评

分；ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 观察踝关节骨组织病理改变；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色对大鼠踝关节骨组织和滑膜病理变化；抗酒石酸

酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色法检测观察破骨细胞数量的改变；ＰＣＲ 检测骨保护素（ＯＰＧ）、核因子⁃κＢ 受体激活剂

（ＲＡＮＫ）、ＲＡＮＫ 配体（ＲＡＮＫＬ）、肿瘤坏死因子（ ＴＮＦ⁃α）和骨形成蛋白 ２（ＢＭＰ⁃２）的 ｍＲＮＡ 水平，ＯＰＧ、ＲＡＮＫ、
ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α 和 ＢＭＰ⁃２ 蛋白相对表达量检测用蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ），以确定铁筷子对类风湿关节炎大

鼠的治疗作用及其对骨关节保护的潜在药理机制。 结果　 数据统计结果表明，与正常组相比，ＣＩＡ 大鼠体重增长

减慢（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），足底厚度增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），踝关节出现关节腔变窄，骨组织啃噬样骨质破坏、滑膜的病理性变化，
如炎性细胞增生和滑膜异常增生浸润；Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 结果显示：与正常组相比，模型组、低剂量组、中剂量组，踝关节表

面凹凸不平、外形不完整，踝关节表面出现啃噬样骨质破坏，高剂量组与正常组相比，各项指标变化都不明显；ＨＥ
染色发现模型组大鼠踝关节出现关节腔变窄，骨组织啃噬样骨质破坏、滑膜组织增生和炎性细胞浸润等病理改变；
与模型组相比，低、中、高剂量组大鼠踝关节骨组织增生和炎性浸润显著改善；ＴＲＡＰ 染色观察与正常组比，模型组

破骨细胞数量最多，低、中、高剂量组干预下 ＴＲＡＰ 染色阳性破骨细胞数量逐渐减少；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的结果，与模型组相

比，低、中、高剂量组 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 相对表达量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对表达量降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果，与模型组比，低、中、高剂量组 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ 蛋白相对表达量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α 蛋白相对表达量降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 铁筷子可能通过调节 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通

路缓解 ＲＡ 大鼠体内炎症反应，发挥其抗类风湿关节炎机制的作用。
【关键词】 　 类风湿关节炎；铁筷子；骨破坏；ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） １０⁃１２５０⁃１１
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Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ａｌｃｏｈｏｌ
ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ＣＩＡ ｒａｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ

ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ＳＨＡＮ Ｗｅｎｔｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｘｉａｏ， ＹＡＮＧ Ｘｉａｏｌｏｎｇ， ＡＩ Ｆｅｉ， ＬＩＵ Ｙａｎｇ， ＷＥＩ Ｘｉｎ， ＬＩＵ Ｘｉａ∗

（Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕｉｚｈｏｕ ５５００２５， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩＵ Ｘｉａ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｕｘｉａ０８５１＠ １２６．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ （ＣＩＡ） ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｉｘｔｙ ｆｅｍａｌｅ
Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ （ＭＴＸ） ｇｒｏｕｐ， ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，
ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＣＩＡ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｂｏｖｉｎｅ ｔｙｐｅ Ⅱ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔａｉｌ
ｒｏｏｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ， ａｎｄ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｂｙ ｇａｖａｇｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ） ｓａｌｉｎｅ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ． Ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，
１０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ） ｓａｌｉｎｅ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ． Ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ， ２ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ＭＴＸ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａ
ｗｅｅｋ． Ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ０􀆰 ２５， ０􀆰 ５， ａｎｄ １􀆰 ０ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｇａｖａｇｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ２５ ｄａｙｓ． Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｏｏｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ． Ｔｈｅ ａｎｋｌｅ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ ｓｃｏｒｅ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｂｏｎｅ．
Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔａｒｔａｒｉｃ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ＴＲＡＰ） ｓｔａｉｎｉｎｇ． ＰＣＲ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ （ＯＰＧ）， ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ （ＲＡＮＫ）， ＲＡＮＫ ｌｉｇａｎｄ
（ＲＡＮＫＬ）， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ （ＴＮＦ）⁃α， ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ （ＢＭＰ⁃２）． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＯＰＧ， ＲＡＮＫ， ＲＡＮＫＬ， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ＢＭＰ⁃２ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ＣＩＡ ｒａｔｓ ｈａｄ ａ ｌｏｗｅｒ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔａｒ ｆｏｏｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ｎａｒｒｏｗｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ， ｇｎａｗｉｎｇ⁃ｌｉｋｅ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉｕｍ，
ｓｕｃｈ ａｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｎｏｒｍａｌ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ， ｌｏｗ ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｕｎｅｖｅｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｓｕｒｆａｃｅ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｈａｐｅ ａｎｄ
ｇｎａｗｉｎｇ⁃ｌｉｋｅ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｌｌ ｉｎｄｅｘｅｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｙ ｎａｒｒｏｗｉｎｇ， ｇｎａｗｉｎｇ⁃ｌｉｋｅ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ， ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＲＡＰ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ． ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＢＭＰ⁃２ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫ， ＲＡＮＫＬ， ａｎｄ
ＴＮＦ⁃α ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＢＭＰ⁃２ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫ， ＲＡＮＫＬ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｍａｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＲＡ ｒａｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ａｎｔｉ⁃ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｔｈｅ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ； ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ； ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．
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　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）属于一

种慢性进行自身免疫性疾病［１］，其病理特点包括慢

性炎症浸润、血管翳形成、进行性骨侵蚀、骨丢失和

关节破坏，在疾病晚期可导致多脏器的并发症［２］，
且 ＲＡ 女性的发病率高于男性，致残率约占全球人

口的 １％ ～ ２％［３］。 目前临床上用于治疗 ＲＡ 主要

以抗风湿病药物、糖皮质激素及生物制剂为主，如
甲氨蝶呤、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α 抑制剂、白细胞介

素（ＩＬ⁃６）抑制剂、羟氯喹、甲泼尼龙［４］，这些药物对

于 ＲＡ 的关节改善有限，而脏器的不良反应较多且

价格昂贵，因此需要找到在治疗 ＲＡ 方面更具有临

床意义和研究价值的药物。
中医认为 ＲＡ 引起骨破坏的发生与发展属于气

滞血瘀证范畴，而活血化瘀、理气止痛类药物在该

类疾病的临床应用中可取得较好疗效［５］。 苗药铁

筷子（ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ）又名黑毛七、小桃

儿七、九龙丹、见春花、九朵云、九莲灯，为腊梅科腊

梅 （ Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ ） 属 植 物 腊 梅 （ ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ
ｐｒａｅｃｏｘ Ｌ． Ｌｉｎｋ）及山腊梅（ ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓｉｔｅｎｓ Ｏｌｉｖ）
的干燥根［６］。 药用部位为植物干燥的根部，性温味

辛，具有理气止痛、活血化瘀的功效［７］，是苗族人民

常用于治疗 ＲＡ、跌打损伤、疮疡肿毒的传统用药。
目前临床研究和实验研究均已证明铁筷子醇提物

能够显著改善血管翳异常增生以及骨关节的生理

特性和功能异常［８］，但目前对其作用机制的认识还

不够深入。
骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）是肿瘤坏死因

子受体（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ）之一，
通过与核因子 κＢ 受体活化因子配体 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）竞争性

结合 ＲＡＮＫ（ＮＦ⁃κＢ 受体激活子），阻断 ＲＡＮＫ 与其

配体结合，抑制破骨细胞的活化和成熟，诱导破骨

细胞凋亡［９］。 由此，ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ 信号通路

构成新的调控网络，不仅调控破骨细胞的激活和骨

重建，还在骨破坏相关疾病中起至关重要的作用。
研究表明，类风湿关节炎组织中破骨细胞数量与活

性明显增加，提示活化的破骨细胞参与 ＲＡ 的骨破

坏。 可见抑制破骨细胞的活化可能是治疗该疾病

的关键。 基于此，本研究采用胶原和不完全弗氏佐

剂复制 ＣＩＡ 大鼠模型［１０］，通过观察铁筷子对 ＣＩＡ 大

鼠的治疗效果及 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 信号通路关

键因子的检测，以探讨铁筷子对模型大鼠骨组织的

防护机制，为铁筷子治疗 ＲＡ 奠定实验基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０ 只 ５ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 雌性健康大鼠，体重

１１０ ～ １５０ ｇ，由斯贝福（北京）生物技术有限公司提

供【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 本研究于室内温度 ２１
～ ２５℃，相对湿度 ４０％ ～ ５０％，每日光照时间 ５ ｈ
环境进行，饲养于贵州中医药大学动物研究实验中

心【ＳＹＸＫ（黔）２０２１－０００５】，通过贵州中医药大学实

验动物伦理委员会的批准（２０２２０１０８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

铁筷子购于贵阳市乌当区三江镇农场，经贵州

中医药大学药学院生药教研室进行初步鉴定，铁筷

子为山腊梅科腊梅属植物腊梅的根茎。 购来的铁

筷子用水清洗弃其杂质后，进行晒干，将其打成粗

粉。 称取粉碎后铁筷子 １０００ ｇ，７ 倍量甲醇回流提

取 ２ 次，每次 ３ ｈ，甲醇热回流提取蒸干，将混合的滤

液过滤以获得总提取物，减压浓缩后在水浴锅将提

取物平铺于托盘蒸干浓缩得浸膏，将其放入 ４℃冰

箱保存，动物给药时用 ２５％乙醇溶解以达到所需生

药浓度，以 ０􀆰 ２５、０􀆰 ５０、１􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 作为后续实验的

药物浓度，记为低剂量组、中剂量组、高剂量组。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

甲氨蝶呤 （上海上药信谊药厂有限公司，
１９７２２０７０４）；牛Ⅱ型骨胶原蛋白（美国 ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公

司，２００２２）、不完全弗氏佐剂（美国 ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司，
７００２ ）； Ｍｏｌｐｕｒｅ􀅺 Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ
（ＹＥＡＳＥＮ 公司，１９２２１ＥＳ５０）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ（宝日医生物技术有限公司，ＲＲ０４７Ａ）、ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） （宝日医生物

技术有限公司，ＲＲ８２０Ａ）；苏木素染液（武汉塞维尔

生物科技有限公司，Ｇ１００４）；伊红染液（合肥博美生

物科技有限责任公司，ＹＥ２０８０）；ＴＲＡＰ 染色试剂盒

（德国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，３８７Ａ⁃１ＫＴ）；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ
（ａｂｃｌｏｎａｌＲＭ，１９００１）、ＲＡＮＫＬ（ａｂｃｌｏｎａｌ，Ａ２５５０）、β⁃
ａｃｔｉｎ（ ａｂｃｌｏｎａｌ， ＡＣ０３３）、 ＯＰＧ （ ａｂｃｌｏｎａｌ， Ａ１２９９７）、
ＲＡＮＫ（ａｂｃｌｏｎａｌ，Ａ２１００）、ＨＲＰ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ
（ Ｈ ＋ Ｌ ） （ ａｂｃｌｏｎａｌ， ＡＳ００３ ）； ＴＮＦ⁃α （ ｂｏｓｔｅｒ，
ＢＡ０１３１ ）； ＢＭＰ⁃２ （ ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ， ６６３８３⁃１⁃Ｉｇ ）； Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ） ＨＲＰ（Ａｆｆｉｎｉｔｙ，Ｓ０００１）。 实

时荧光定量（ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）仪（四川西陇科学有限公

司）；转轮式切片机（２０１６ 德国徕卡）；组织包埋机
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（常州郊区中威电子仪器）；ＪＹ⁃ＳＣＺ４ ＋ 型垂直电泳

槽（北京君意东方电泳设备有限公司）；超声波细胞

粉碎机（宁波新芝生物科技股份有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

随机将大鼠分为正常组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ ）、 模型组

（Ｍｏｄｅｌ）、阳性药物组（ＭＴＸ）、低剂量组、中剂量组

和高剂量组，共 ６ 组，每组 １０ 只。 用戊巴比妥钠（５０
ｍｇ ／ ｋｇ）对正常组以外的剩余大鼠进行腹腔注射麻

醉后，进行第 １ 次免疫（Ｄａｙ ０）：在每只大鼠的尾根

部 ３ ｃｍ 的位置进行皮下注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 的牛Ⅱ型胶原

蛋白乳剂；在 １ 次免疫后 ７ ｄ 进行 ２ 次免疫：在大鼠

的尾根部 ３ ｃｍ 的位置用 ０􀆰 ４ ｍＬ 牛Ⅱ型胶原蛋白乳

剂以加强免疫刺激。 胶原蛋白乳剂的配制：将等体

积的 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 牛Ⅱ型胶原溶液与 １ ｍｇ ／ ｍＬ 不完全

弗氏佐剂混合在冰浴状态下用匀浆器搅拌均匀，使
其充分混合乳化，待牛Ⅱ型胶原蛋白乳液完全乳化

后（乳化条件为：乳液滴水面成球状，不分散），置于

冰上待用，以避免胶原蛋白的变性和失活。 ＣＩＡ 模

型构建成功后（模型成功标准：用游标卡尺法测定

造模大鼠踝关节肿胀 ≥ ６ ｍｍ），于一次免疫第 １４
天，正常组与模型组分别灌胃 １０ ｍＬ ／ （ ｋｇ·ｄ）浓度

０􀆰 ９％生理盐水；阳性药物组给予 ＭＴＸ，每周 ３ 次，均
按照实时体重计算给药量；低剂量组、中剂量组和

高剂量组大鼠，０􀆰 ２５、０􀆰 ５０、１􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 浓度铁筷子每

天 １ 次，连续灌胃给药 ２５ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 形态指标检测及取材

末次给药后，禁食禁饮 １ ｄ，用戊巴比妥钠（５０
ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射全麻基础下断颈处死大鼠，于冰上

取左踝关节骨组织，做好标记，放入－８０℃冰箱中保

存。 取右踝关节骨组织，多聚甲醛固定一部分骨组

织，做石蜡切片。 将包埋好的石蜡切成 ６ μｍ 厚的

石蜡切片备用。 于冰上取骨组织并置入配制好

１０％ ＥＤＴＡ 脱钙溶液中 １ 个月。 ＰＢＳ 缓冲液冲洗 ３
次，将 １ ｍＬ 蛋白提取液添加到试管中，骨组织蛋白

液超声匀浆化，离心，取上清，以备测定。
１􀆰 ２􀆰 ３　 一般情况的观察

大鼠体重、进食量、行为状态、毛发等一般状

况。 用游标卡尺分别在 ７、１４、２０、２６、３２、３８ ｄ 测量

大鼠双侧后肢肿胀程度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测

造模成功后 ＲＡ 大鼠取材，对各组大鼠关节损

伤进行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测，扫描胫骨和踝关节骨组织获

取骨体积分数（ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ／ ｔｉｓｓｕｅｖｏｌｕｍｅ，ＢＶ ／ ＴＶ）、
骨密度（ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ）及骨表面体积比

（ｂｏｎｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ／ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ，ＢＳ ／ ＢＶ）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 踝关节组织病理学观察（ＨＥ 染色）

４％多聚甲醛将大鼠踝关节骨组织固定 ４８ ｈ
后，将组织取出放入配制好的 １０％ ＥＤＴＡ 脱钙溶液

中 １ 个月。 脱钙组织置于 ７５％乙醇脱水 ３０ ｈ、８５％
乙醇脱水 ４ ｈ、９５％乙醇脱水 ８ ｈ、１００％乙醇脱水

２ ｈ、 １００％乙醇脱水 １ ｈ，二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ各 ４５
ｍｉｎ 进行透明处理后进行石蜡包埋，石蜡切片（厚为

４ μｍ）， 用常规脱蜡至水，将各标本的蜡块各取

５ 张切片，再于苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色下用光学显

微镜观察，收集图像并进行分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 踝关节组织病理学观察（ＴＲＡＰ 染色）

石蜡切片常规脱蜡至水，切片于纯水洗 ５ ｍｉｎ
后，吸水纸吸干。 置于盛有纯水的湿盒中，用纯水

３７℃孵育 ２ ｈ。 倒去组织上纯水后，切片重新放入湿

盒，加现配好的 ｔｒａｐ 工作液完全覆盖于切片组织上，
放于 ３７℃烤箱避光染色 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ。 倾去染液，水
洗玻片，用抗酒石酸酸性磷酸酶浸染 １ ～ ２ ｍｉｎ（破
骨细胞呈酒红色，细胞核呈蓝色）水洗；切片经 ３ 次

无水乙醇，每次 ５ ｍｉｎ，放入二甲苯 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ。
待染色切片透明后，滴加中性树胶封片剂密封切

片，切片干燥后在显微镜下对其进行观察，并进行

图像采集和分析。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术测定踝关节组织中 ＯＰＧ、
ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α、ＢＭＰ⁃２ 基因表达

从－８０℃ 超低温冰箱取出冻存的踝关节骨组

织，液氮下研磨成粉，按 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒说明提取总

ＲＮＡ，根据逆转录试剂盒说明书进行操作获取

ｃＤＮＡ，以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参。 引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司设计并合成，序列如表 １ 所

示。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 扩增体系为 ２０ μＬ；Ｔｅｍｐｌａｔｅ（ＤＮＡ）
２ μＬ， 上下游引物各 ０􀆰 ８ μＬ，加无菌蒸馏水 ６􀆰 ４
μＬ。 反应条件：４２℃预变性 ２ ｍｉｎ；扩增反应：９５℃
反应 ３５ ｓ，５５℃反应 ３０ ｓ，７２℃反应 ３０ ｓ，收集荧光

信号，共 ４５ 个循环；熔点曲线 ５５ ～ ９５℃，扩增反应

在 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ 多重实时荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行。
采用 ２－ΔΔＣｔ 方法， 比较各组 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ、 ＲＡＮＫ、
ＢＭＰ⁃２、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对表达水平。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测踝关节组织中 ＯＰＧ、
ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃α、ＢＭＰ⁃２ 蛋白表达

　 　 在－８０℃下，将保存的骨组织放入含有 ２％ＳＤＳ
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 １　 实时定量荧光 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
上游

Ｕｐｓｔｒｅａｍ
下游

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
β⁃ａｃｔｉｎ ５’⁃ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴ⁃３’ ５’⁃ＧＣＧＧＣＡＧＴＧＧＣＣＡＴＣＴＣ⁃３’
ＢＭＰ⁃２ ５’⁃ＡＡＧＣＧＴＣＡＡＧＣＣＡＡＡＣＡＣＡＡＡＣＡＧ⁃３’ ５’⁃ＣＣＣＣＡＣＡＴＣＡＣＴＧＡＡＧＴＣＣＡＣＡＴＡＣ⁃３’
ＯＰＧ ５’⁃ＴＧＴＧＴＣＣＣＴＴＧＣＣＣＴＧＡＣＴＡＣＴＣ⁃３’ ５’⁃ＣＴＣＧＧＴＴＧＴＧＧＧＴＧＣＧＧＴＴＧ⁃３’
ＲＡＮＫ ５’⁃ＣＡＡＧＧＧＡＣＧＡＣＧＧＡＡＴＣＡＧＡＴＧＴＧ⁃３’ ５’⁃ＴＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＧＧＡＣＧＡＴＧＡＧＡＣ⁃３’
ＲＡＮＫＬ ５’⁃ＧＡＧＣＧＡＡＧＡＣＡＣＡＧＡＡＧＣＡＣＴＡＣＣ⁃３’ ５’⁃ＧＡＧＣＣＡＣＧＡＡＣＣＴＴＣＣＡＴＣＡＴＡＧＣ⁃３’
ＴＮＦ⁃α ５’⁃ＣＡＣＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣＴＡＣＴＧＡＡＣ⁃３’ ５’⁃ＴＧＧＧＣＴＡＣＧＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣ⁃３’

裂解液的 Ｅｐ 管中，试管内加入钢珠，用匀浆装置研

磨，室温放置 ２０ ｍｉｎ，在室温下以 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

３０ ｍｉｎ。 取上清液，用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对蛋白

进行定量，并对其总浓度进行测定，各实验组取 ５０
μＬ，在 ９５℃条件下变性 １５ ｍｉｎ，取 ３０ μｇ 蛋白样品，
用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离 １ ｈ，之后将样品转移

到 ＰＶＤＦ 膜上，在室温下，用 ５％脱脂奶粉将 ＰＶＤＦ
膜封闭 １ ～ ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，并在 ４℃时加入针

对靶蛋白 ＯＰＧ（１ ∶２０００）、ＲＡＮＫ （１ ∶２０００）、 ＲＡＮＫＬ
（１ ∶２０００）、ＴＮＦ⁃α（１ ∶２０００）、ＢＭＰ⁃２（１ ∶２０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶５００００）的一抗孵育过夜，将膜用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次

后，与辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔二抗

体 ＩｇＧ 稀释缓冲剂（１ ∶５０００）在室温孵育 ２ ～ ３ ｈ，采
用 ＥＣＬ 荧光显像技术，以 β⁃ａｃｔｉｎ 的表达量作为内

参，应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行条带灰度值分析，并以正

常组结果为 １，对各组蛋白表达结果进行归一化

处理。

表 ２　 给药结束时各组小鼠的体重、足趾肿胀度测定结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｎｄ ｔｏｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

左足趾肿胀度（ｍｍ）
Ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ｌｅｆｔ ｔｏｅ（ｍｍ）

右足趾肿胀度（ｍｍ）
Ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｔｏｅ（ｍｍ）

关节炎评分（分）
Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅ（ｓｃｏｒｅ）

体重（ｇ）
Ｗｉｇｈｔ（ｇ）

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２１ ２􀆰 ２３ ± ０􀆰 １９ ０ ２３３􀆰 ３７ ± ３􀆰 ７５

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ３３ ± ０􀆰 ８３ａ ５􀆰 ３２ ± ０􀆰 ８７ａ ７􀆰 ３０ ± １􀆰 ５７ａ １９４􀆰 ０８ ± １􀆰 ５２ａ

阳性药物组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ２１ ± ０􀆰 ５４ｂ ４􀆰 ８７ ± ０􀆰 ８６ ５􀆰 ００ ± ２􀆰 ０８ｂ １９２􀆰 ９４ ± ４􀆰 ２０

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ８３ ± １􀆰 ０３ ４􀆰 ７８ ± ０􀆰 ９１ ５􀆰 ６７ ± １􀆰 ９１ｂ ２０３􀆰 ４９ ± ５􀆰 ０６

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ４１ ± １􀆰 ０２ ４􀆰 ６７ ± １􀆰 １５ ５􀆰 ３３ ± ２􀆰 ０７ｂ ２００􀆰 ９６ ± ３􀆰 ７２

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ７５ ± ０􀆰 ７６ｂ ３􀆰 ８０ ± ０􀆰 ７３ｂ ５􀆰 ０３ ± ２􀆰 ２６ｂ ２０８􀆰 ４６ ± ３􀆰 ０７ｂ

　 　 注：与正常组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）
　 　 Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

１􀆰 ３　 统计学分析

结果用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，所有数据

均使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 统计软件展

开数据分析。 两组样本间的比较采用 ｔ 检验；以单

因子方差分析 ／重复计量方差分析（ＡＮＯＶＡ）进行多

组之间的比较，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般状况及足肿胀度的影响

药物铁筷子有毒性，将总提取物以 ０􀆰 ２５、０􀆰 ５０、
１􀆰 ００、２􀆰 ００、４􀆰 ００、８􀆰 ００、１６􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 的浓度梯度进行

动物急性毒性检测，发现 １􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 以上浓度可致

大鼠死亡，在急性毒性浓度梯度进行动物检测时发

现 １􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ 以上大鼠出现毒性反应，将 １􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ
记为安全范围。 故选择低剂量组（０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）、中剂

量组（０􀆰 ５０ ｇ ／ ｋｇ）、高剂量组（１􀆰 ００ ｇ ／ ｋｇ）。
一次免疫的第 ７ 天记录测量足肿胀度、关节炎

指数、体重（表 ２），各组大鼠体重增长率变化情况

（图 １Ａ）、足底厚度改变情况（见图 １Ｂ，１Ｃ）。 正常

组大鼠发育良好、被毛致密光亮，日常活动及食、水
摄入量均正常；与正常组相比，模型组大鼠在二次

免疫后，被毛变黄无光泽，精神躁动不安，食、水摄

入量减少，后肢沉重呈拖行状态、四肢明显肿胀，体
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图 １　 铁筷子对 ＲＡ 大鼠体重和足肿胀度的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｆｏｏｔ ａｎｄ ｐｌａｎｔａｒ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＲＡ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

重下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，阳性药物组与高

剂量组大鼠一般状况、体重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、足肿胀度

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）均显著改善。

注：白色箭头：骨组织破坏。

图 ２　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨组织 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ． Ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

２􀆰 ２　 踝关节 ｍｉｃｒｏＣＴ 的影响

正常组踝关节表面光滑、外形完整（图 ２）。 与

正常组比，模型组踝关节表面凹凸不平、外形不完

整，骨组织表面出现啃噬样骨质破坏。 骨密度

（ＢＭＤ）和骨体积分数（ＢＶ ／ ＴＶ）均显著下降（Ｐ ＜

０􀆰 ０５），骨表面积体积比（ＢＳ ／ ＢＶ）则明显升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与模型组比，阳性药物组踝关节表面光滑，
外形完整。 相比 ＢＳ ／ ＢＶ 均降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＢＭＤ、
ＢＶ ／ ＴＶ 升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与阳性药物组相比，低、
中剂量组踝关节表面较凹凸不平，外形不完整，骨
组织表面出现啃噬样骨质破坏；ＢＳ ／ ＢＶ 降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ 升高较明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 高剂

量组踝关节表面光滑，外形完整。 ＢＳ ／ ＢＶ 明显降低

５５２１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ 明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），高
剂量组效果与阳性药物组接近（表 ３）。 可见随着铁

筷子剂量加大，ＢＳ ／ ＢＶ 降低更加明显，ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ
升高明显，说明铁筷子药物作用呈量效关系。

表 ３　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨组织 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

骨量百分比（％）
Ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（％）

骨表面体积（％）
Ｂｏｎｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｖｏｌｕｍｅ（％）

骨密度（％）
Ｂｏｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ （％）

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ８４􀆰 ０７ ± ４􀆰 ８１ ６􀆰 ８７ ± ０􀆰 ２８ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ５９􀆰 ６６ ± ７􀆰 ２１ａ １２􀆰 ４１ ± １􀆰 ９０ａ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０９ａ

阳性药物组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ６９􀆰 ７１ ± ２􀆰 ８５ｂ １０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ７６ｂ ０􀆰 ６８ ± ０􀆰 １５ｂ

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ８３􀆰 ８７ ± ７􀆰 ０４ｂ ８􀆰 ２５ ± １􀆰 ９７ｂ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０７ｂ

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ８１􀆰 ２１ ± ９􀆰 ３８ｂ ７􀆰 ８０ ± ２􀆰 ０５ｂ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 １０ｂ

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ８３􀆰 １８ ± ３􀆰 ５５ｂ ７􀆰 １０ ± ０􀆰 ５２ｂ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ０２ｂ

注：黑色箭头：啃噬样骨破坏；蓝色箭头：炎症细胞浸润；绿色箭头：骨关节腔滑膜组织。

图 ３　 各组大鼠踝关节不同组织病理形态学观察（ＨＥ 染色）（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ． Ｇｎａｗｉｎｇ ｂｏｎｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

２􀆰 ３　 踝关节组织病理学的影响（ＨＥ 染色）
正常组大鼠踝关节骨组织中的成骨细胞和骨

细胞均有规整排列，且结构完整，滑膜表面光滑，没
有明显增生，亦无炎性浸润（见图 ３）；模型组骨关节

腔内有大量的成纤维细胞和大量的炎症细胞浸润，
滑膜表面可见“啃噬”样病理改变，滑膜上的细胞排

列不规则，关节腔增生、肿胀明显。 低、中、高剂量

组较模型组明显减轻了滑膜的炎性细胞浸润和增

生；其中，铁筷子高剂量组对踝关节滑膜组织和骨

组织有显著的保护作用。
２􀆰 ４　 踝关节组织（ＴＲＡＰ 染色）

铁筷子低、中、高剂量组作用于 ＲＡ 大鼠，破骨

细胞的 ＴＲＡＰ 染色结果，正常组破骨细胞数目明显

较少；模型组破骨细胞数目显著增加（图 ４），有明显

的骨破坏形成；与模型组相比，铁筷子中剂量组和

铁筷子高剂量组干预下破骨细胞数量减少，大鼠骨

损伤程度减轻，证明了铁筷子可以抑制 ＲＡＮＫ 诱导

的破骨细胞的生成。
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注：蓝色箭头：破骨细胞。

图 ４　 各组大鼠踝关节破骨细胞活化情况观察（ＴＲＡＰ 染色）（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ）（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

表 ４　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨组织中 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 通路 ｍＲＮＡ 表达水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ

ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＯＰＧ ＲＡＮＫ ＲＡＮＫＬ ＢＭＰ⁃２ ＴＮＦ⁃α

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０５ａ １􀆰 ６３ ± ０􀆰 ０２ａ ２􀆰 ５９ ± ０􀆰 ２８ａ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０７ａ ４􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０４ａ

阳性药物组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０９ｂ １􀆰 ０４ ± ０􀆰 １２ｂ １􀆰 ０５ ± ０􀆰 １３ｂ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０１ｂ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 １３ｂ

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０１ １􀆰 ９４ ± ０􀆰 ０３ｂ ２􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０１ｂ ３􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０６ｂ

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０４ １􀆰 ６０ ± ０􀆰 ０６ １􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０５ｂ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０２ｂ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 ０８ｂ

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 ０２ｂ ０􀆰 ８８ ± ０􀆰 １４ｂ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０４ｂ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０２ｂ １􀆰 ４２ ± ０􀆰 ０５ｂ

２􀆰 ５　 踝关节骨组织 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃
α、ＢＭＰ⁃２基因表达的影响

采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对类风湿关节炎大鼠踝关节骨

组织中 ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ、ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ
水平进行检测（图 ５）。 结果显示，与正常组相比（表
４），模型组大鼠踝关节骨组织 ＯＰＧ ｍＲＮＡ 表达水平

显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ、ＢＭＰ⁃２
ｍＲＮＡ 表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，铁
筷子高剂量组大鼠踝关节骨组织 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ
表达升高，ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ 表达降低，改善效果

最为明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与阳性药物组相比，铁筷子中

剂量组 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫ 表达降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；铁筷子低剂量组

大鼠踝关节骨组织 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升高，
ＴＮＦ⁃α 表达降低，具有一定的改善作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 踝关节骨组织 ＯＰＧ、ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ、ＴＮＦ⁃
α、ＢＭＰ⁃２蛋白表达的影响

与正常组相比（表 ５），模型组大鼠踝关节骨组

织中 ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ 蛋白表达水平升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ 蛋白表达水平降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
与模型组比较，阳性药物组、铁筷子中、高剂量组大

鼠踝关节滑膜组织中 ＴＮＦ⁃α、ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ 蛋白表
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　 　 　 　 　 　 　 　表 ５　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨组织中 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 通路关键蛋白表达水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ ｂｙ

ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＯＰＧ ＲＡＮＫ ＲＡＮＫＬ ＢＭＰ⁃２ ＴＮＦ⁃α

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ０９ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０５ａ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０５ａ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ０７ａ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０２ａ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０４ａ

阳性药物组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 １１ｂ ０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０１ｂ

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ４７ ± ０􀆰 ０３ｂ

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０８ｂ ０􀆰 ４３ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０２ｂ

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０８ｂ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０４ｂ ０􀆰 ６１ ± ０􀆰 ０７ｂ ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 ０４ｂ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０２ｂ

达水平降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ 蛋白表达水平

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而铁筷子低剂量组与阳性药物组

比较差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

注：Ⅰ：正常组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：阳性药物组；Ⅳ：低剂量组；Ⅴ：中
剂量组；Ⅵ：高剂量组。

图 ５　 铁筷子对类风湿关节炎大鼠骨

组织中 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 通路关键

蛋白表达水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ⅰ． Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ． Ⅱ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ⅲ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ．
Ⅳ． Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ⅴ． Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ⅵ． Ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｈｅｌｌｅｂｏｒｕｓ ｔｈｉｂｅｔａｎｕｓ ｆｒａｎｃｈ ｏｎ ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

３　 讨论

ＲＡ 是一种以关节腔内滑膜异常增生、血管翳

组织增多，骨破坏为病理特征的对称性慢性自身免

疫疾病［１１］。 其基本病理机制是滑膜组织炎症过程

中滑膜细胞增生，伴有血管翳形成，软骨和骨受损，
最后导致关节畸形和功能丧失［１２］。 病理变化可能

是由滑膜细胞损伤、滑膜组织浸润过程中炎症细胞

释放的促炎细胞因子、趋化因子等因素共同作用引

起的［１３］。 有研究报道，炎症因子在 ＲＡ 的发展中起

着重要作用［１４］。 ＲＡ 发病初期患者会感到关节肿

胀、屈伸不利、晨僵产生疼痛、关节变形、严重会导

致残疾并伴随全身性并发症、脏腑功能的紊乱［１５］。
尽管 ＲＡ 在临床治疗中取得一定的进展，如利用生

物制剂、激酶抑制剂、ＭＴＸ 等进行治疗，但上述药物

均存在因众多不良反应，总体疗效仍不理想，因此

寻找副作用小且疗效确切的抗 ＲＡ 药物十分重要。
在 ＲＡ 的模型中，ＣＩＡ 模型被研究得最为广泛，

与人类 ＲＡ 在形态学上有许多相似之处，包括血管

翳的形成、滑膜炎和软骨的模式以及骨侵蚀［１６］。 因

此，本研究采用抗体牛Ⅱ型胶原和不完全弗氏佐剂

配成胶原蛋白乳剂诱导 ＲＡ 大鼠模型，模型组大鼠

出现食欲不振、体重减轻、足爪肿胀度升高等典型

症状，提示 ＲＡ 大鼠模型的成功建立。
苗药铁筷子是一种具有理气止痛、祛风解毒作

用的药物，主治风湿痹痛、胃痛、腹痛等常见的疼痛

病症，是苗族常用于治疗风湿痹痛、跌打损伤的药

物之一，对于消除关节肿胀，改善关节功能具有较

好的疗效［１７］。 在此疗效上，贵州许多医药企业还在

此基础上以铁筷子为主开发了“筋骨伤喷雾”“通络

骨宁”等药物，具有祛风除湿、通经活血、败毒止痛

的功效，此外，铁筷子还是苗药透骨香方中的主要

方药［１８］。
研究证实，铁筷子具有抗菌、抗炎症、抗肿瘤和

止痛等多方面的功能，其提取物对 ＲＡ 有着较好的

治疗作用，能减轻关节肿胀程度、抑制血清炎症因

子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、ＰＡＦ，还能明显下调关节组织中
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ＨＩＦ⁃１α 及 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ⁃３ 的表达［１９－２０］。
ＲＡ 局灶骨破坏主要发生在关节表面骨血管翳

附着处和软骨及骨小梁处，且破坏处组织中破骨细

胞数量与活性明显增加［２１］，研究显示破骨细胞的活

化是 ＲＡ 的骨质破坏的关键环节。 ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ ／
ＯＰＧ 信号通路是破骨细胞分泌的一种跨膜信号分

子，在 ＲＡ 发病的骨破坏过程中发挥着重要作用。
ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ 及 ＯＰＧ 均属于糖蛋白，ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ
在成骨细胞中发挥重要作用，抑制破骨细胞的分化

和活性。 而 ＲＡＮＫ 蛋白在破骨细胞前体细胞有高

表达。 ＲＡＮＫＬ 可以通过诱导破骨细胞参与促进骨

质破坏，而 ＯＰＧ 则可以通过抑制 ＲＡＮＫＬ 与其受体

ＲＡＮＫ 的结合来阻止骨质破坏，ＲＡ 病理过程中产生

的多种促炎细胞因子上调该信号通路，刺激破骨细

胞的活性，从而导致骨破坏。 因此防治 ＲＡ 骨破坏

的调节 ＲＡＮＫＬ 和 ＯＰＧ 表达之间的相对平衡有助于

预防和治疗骨破坏。 本实验通过 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测：在
铁筷子各治疗组中，相对于低剂量组，高剂量组铁

筷子的大鼠骨量和骨密度明显增高，骨表面体积指

数显著降低；高剂量组对 ＲＡ 大鼠的关节骨质破坏

起到了保护作用［２２］。 ＴＲＡＰ 染色结果提示：与低剂

量组相比，中剂量组和高剂量组干预下 ＴＲＡＰ 染色

阳性破骨细胞数量减少，铁筷子有效抑制了 ＲＡ 大

鼠关节破骨细胞的生成和活化。 进一步检测结果

显示：在 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果中，铁筷子不同剂量 ３ 组对

比，只有铁筷子高剂量组 ＯＰＧ ｍＲＮＡ 相对表达明显

上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），证明铁筷子可以有效抑制 ＲＡＮＫ
的转录和表达，同时促进 ＯＰＧ、ＢＭＰ⁃２ 的转录和表

达，其中以铁筷子高剂量组改善效果最为明显。 上

述结果提示，铁筷子可能通过调节 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ ／
ＲＡＮＫ 信号通路，抑制破骨细胞的生成与活化，从而

对 ＲＡ 大鼠的骨关节起到保护作用。
本项目以 ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ ／ ＯＰＧ 系统为切入点，

从防治骨质破坏的角度，综合运用植物化学、药理

学以及分子生物学等研究手段，观察铁筷子对 ＲＡ
的治疗作用，探索其治疗机制，为充实铁筷子治疗

ＲＡ 的科学内涵提供新的思路。
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Ｐｓｏｒａｌｅｎ ｏｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ
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Ｌｉｕｊｕｎｚｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１０）： １２６１－１２７０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００３

［基金项目］国家自然科学基金（８２１０４５５２）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２１０４５５２） ．
［作者简介］冷雪（１９８３—），女，高级实验师，博士，硕士研究生导师，研究方向：中西医结合基础。 Ｅｍａｉｌ：２９０４０４０２５＠ ｑｑ．ｃｏｍ

ＴＭＡＯ 对脾虚高脂血症大鼠脂代谢的影响及香砂
六君子汤的干预作用

冷雪１∗，李阳２

（１． 辽宁中医药大学中西医结合学院，沈阳　 １１０８４７；２． 辽宁中医药大学实验动物医学与科学学院，沈阳　 １１０８４７）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟探讨肠道菌群代谢物 ＴＭＡＯ 对脾虚高脂血症大鼠肝脂质代谢的影响，并进一步探

讨香砂六君子汤干预肝脂质代谢紊乱的可能机制。 方法　 ＳＤ 大鼠分为：空白对照组（Ｃ 组）；空白对照组 ＋ ＤＭＢ
（Ｃ ＋ Ｄ 组），ＤＭＢ 为 ＴＭＡＯ 抑制剂；脾虚高脂血症组（ＰＧ 组）；脾虚高脂血症 ＋ ＤＭＢ 组（ＰＧ ＋ Ｄ 组）；脾虚高脂血症

＋ 香砂六君子汤组（ＰＧ ＋ ＸＳ 组）。 除 Ｃ 组、Ｃ ＋ Ｄ 组外各组构建以劳倦过度和高脂饲料相结合建立脾虚高脂血症

模型（造模 １２ 周），模型建立后 Ｃ ＋ Ｄ 组、ＰＧ ＋ Ｄ 组每天饮用水中给予 １％ＤＭＢ，ＰＧ ＋ ＸＳ 组每天灌胃香砂六君子汤

（每天 １１􀆰 ３４ ｇ 生药 ／ ｋｇ），其余给予等量生理盐水，４ 周后进行取材检测。 全自动生化仪检测大鼠血脂含量；ＨＥ 染

色、油红 Ｏ 染色观察大鼠肝变化及脂质沉积情况；ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠肝 ＦＦＡ 变化；试剂盒法检测各组大鼠 ＴＧ、ＴＣ
含量；ＬＣ⁃ＭＳ 法检测大鼠血浆 ＴＭＡＯ 含量；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测大鼠肝 ＰＥＲＫ、ＦＯＸＯ１、ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１、ｍｉＲ⁃３３ ｍＲＮＡ
相对表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测大鼠肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ 蛋白表达。 结果 　 （ １） ＰＧ 组大鼠血清中 ＴＣ、ＴＧ 和

ＬＤＬ⁃Ｃ 含量较 Ｃ 组升高明显，ＨＤＬ⁃Ｃ 含量较 Ｃ 组下降显著；ＰＧ 大鼠肝组织中 ＦＦＡ、ＴＧ、ＴＣ 含量较 Ｃ 组增加显著；肝
脂质沉积较 Ｃ 组加深，脂肪空泡数量大幅度增加；以上指标中 Ｃ ＋ Ｄ 组较 Ｃ 组比较无显著性差异；ＰＧ ＋ Ｄ 组、ＰＧ ＋
ＸＳ 组与 ＰＧ 组相比可显著降低大鼠血清中 ＴＣ、ＴＧ 和 ＬＤＬ⁃Ｃ 含量，升高 ＨＤＬ⁃Ｃ 含量，降低肝组织中 ＦＦＡ、ＴＧ、ＴＣ 含

量，缓解肝组织脂质沉积现象，减少肝空泡；ＰＧ ＋ Ｄ 组与 ＰＧ ＋ ＸＳ 组之间比较无显著性差异。 （２）与 Ｃ 组比较，ＰＧ
组大鼠血浆中 ＴＭＡＯ 含量增加显著，肝 ＰＥＲＫ 和 ＦＯＸＯ１、ｍｉＲ⁃３３ａ ｍＲＮＡ 相对含量明显增加，肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达均降低显著；以上指标中 Ｃ ＋ Ｄ 组较 Ｃ 组比较无显著性差异；ＰＧ ＋ Ｄ 组及 ＰＧ ＋ ＸＳ 组与 ＰＧ 组

相比可显著降低大鼠血浆中 ＴＭＡＯ 含量，降低肝 ＰＥＲＫ 和 ＦＯＸＯ１、ｍｉＲ⁃３３ａ ｍＲＮＡ 表达，升高肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１
基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表达；ＰＧ ＋ Ｄ 组与 ＰＧ ＋ ＸＳ 组之间无显著性差异。 结论　 ＴＭＡＯ 可能通过 ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１ 轴调

控 ＳＲＥＢＰ⁃２ ／ ｍｉＲ⁃３３ａ ／ ＡＢＣＡ１ 信号通路引起大鼠肝脂代谢紊乱，香砂六君子汤可能通过抑制 ＴＭＡＯ 含量达到抑制

肝脂代谢紊乱。
【关键词】 　 氧化三甲胺；脾虚高脂血症；脂代谢；香砂六君子汤；大鼠
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ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｌｉｖｅｒ ＦＦＡ， ＴＧ， ａｎｄ ＴＣ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ． Ｐｌａｓｍａ
ＴＭＡＯ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＬＣ⁃ＭＳ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＥＲＫ， ＦＯＸＯ１， ＳＲＥＢＰ⁃２， ＡＢＣＡ１， ａｎｄ
ｍｉＲ⁃３３ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ． ＳＲＥＢＰ⁃２ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＴＣ， ＴＧ， ａｎｄ ＬＤＬ⁃Ｃ ｉｎ ｔｈｅ ＰＧ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｃ ｇｒｏｕｐ，
ａｎｄ ＨＤＬ⁃Ｃ ｗａｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｃ ｇｒｏｕｐ． ＦＦＡ， ＴＧ， ａｎｄ ＴＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＰＧ
ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｔｈｅ Ｃ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃ ｇｒｏｕｐ， ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ
ｗａｓ ａｇｇｒａｖａｔｅｄ ａｎｄ ｖａｃｕｏｌｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｅｘｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐ
Ｃ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｃ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＧ ｇｒｏｕｐ， ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＰＧ ＋ ＸＳ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＴＣ， ＴＧ， ａｎｄ ＬＤＬ⁃Ｃ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＨＤＬ⁃Ｃ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｒｅｄｕｃｅｄ ＦＦＡ， ＴＧ， ａｎｄ ＴＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ，
ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｖａｃｕｏｌｅｓ． Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＰＧ ＋ ＸＳ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ＴＭＡＯ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＰＧ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＰＥＲＫ， ＦＯＸＯ１， ａｎｄ ｍｉＲ⁃３３ａ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ
ＳＲＥＢＰ⁃２ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｅｘｅｓ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ ＋ Ｄ ａｎｄ Ｃ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＧ ｇｒｏｕｐ， ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＰＧ ＋ ＸＳ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｐｌａｓｍａ ＴＭＡＯ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＥＲＫ， ＦＯＸＯ１， ａｎｄ ｍｉＲ⁃３３ａ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ＳＲＥＢＰ⁃２ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ． Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＧ ＋ Ｄ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＰＧ ＋ ＸＳ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＴＭＡＯ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ＳＲＥＢＰ⁃２ ／ ｍｉＲ⁃３３ａ ／ ＡＢＣＡ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１ ａｘｉｓ ｔｏ ｃａｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｉｎ ｒａｔｓ， ａｎｄ Ｘｉａｎｇｓｈａ Ｌｉｕｊｕｎｚｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｌｉｖｅｒ
ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ＴＭＡＯ ｃｏｎｔｅｎｔ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＴＭＡＯ； ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ； ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； Ｘｉａｎｇｓｈａ Ｌｉｕｊｕｎｚｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｒａｔ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 血脂代谢异常是动脉粥样硬化等心血管疾病

发生的潜在独立因素之一，随着人们日常饮食变

化，血脂异常的发生率呈现逐年升高的趋势［１］。 中

医多认为血脂代谢异常与脾失健运膏脂转输障碍

密切相关［２］，脾气失运，膏脂滞留体内，聚化痰浊，
痰浊又加剧脾运失司，往复循环，致使膏脂内摄而

难化。 脾虚引起的血脂代谢异常通常引起肝脂质

沉积现象［３］，可见脾、血脂代谢、肝脂代谢之间存在

一定关联，研究脂代谢紊乱引起血脂代谢异常类疾

病的作用机制具有重要意义。
氧化三甲胺（ｔｒｉｍｅｔｌｙｌａｍｉｎｅ ｏｘｉｄｅ，ＴＭＡＯ） ［４－５］为

肠道菌群产生的代谢物。 研究发现 ＴＭＡＯ 水平与

血脂代谢存在明显相关性［６］，同时 ＴＭＡＯ 可以作为

多种心血管疾病发生的潜在关键生物标志物［７］，关

键受体⁃蛋白激酶 Ｒ 样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｒ⁃
ｌｉｋｅ ＥＲ ｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）为内质网跨膜蛋白，其可通过

启动未折叠蛋白反应达到保护细胞损伤的作用［８］；
叉头框蛋白 Ｏ１（ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１，ＦｏｘＯ１）是 ＦＯＸ 家

族 ＦＯＸＯ 亚科中成员之一［９］，控制介导代谢调节的

下游基因转录［１０］；ＦＯＸＯ１ 可调控下游固醇调节元

件 结 合 蛋 白⁃２ （ ｓｔｅｒｏｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃２，ＳＲＥＢＰ⁃２） ［１１］，ＳＲＥＢＰ⁃２ 进而可调控下游

ｍｉＲ⁃３３ａ［１２］，同时 ｍｉＲ⁃３３ａ 参与下游三磷酸腺苷结

合盒转运体 Ａ（ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１，
ＡＢＣＡ１） 的调控，进而 ＦＯＸＯ１ 可通过 ＳＲＥＢＰ⁃２ ／
ｍｉＲ⁃３３ａ ／ ＡＢＣＡ１ 信 号 轴 影 响 肝 脂 代 谢 调 控 过

程［１３］；Ｃｈｅｎ 等［１４］ 发现 ＴＭＡＯ ／ ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１ 信号

轴可能与脂代谢调控密切相关，前期研究也发现

２６２１
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ＴＭＡＯ 与肝甘油三酯形成有一定的关联性［１５］。 因

此，通过预防和 ／或恢复 ＴＭＡＯ 水平可能是预防肝

和血脂代谢异常发生发展的有效策略。 健脾益气

降浊之名方香砂六君子汤可干预脾虚高脂血症大

鼠血脂代谢异常及肝代谢紊乱的作用［１６］。 但是肠

道菌群 ＴＭＡＯ 如何影响血脂及肝脂代谢异常及香

砂六君子汤是否通过调控肠道菌群代谢物 ＴＭＡＯ
进行的干预机制还需要深层次探究。 本研究以

ＴＭＡＯ 为主要切入点，探讨其通过 ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１
轴调控 ＳＲＥＢＰ⁃２ ／ ｍｉＲ⁃３３ ／ ＡＢＣＡ１ 信号通路影响肝

脂代谢紊乱的作用机制，以及探讨香砂六君子汤

对干预脂代谢异常的机制是否与 ＴＭＡＯ 有关，以
期为中医药防治血脂代谢异常类疾病提供一定的

基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

５０ 只 ７ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，体重 １８０ ～
２２０ ｇ，购于辽宁长生生物技术股份有限公司【ＳＣＸＫ
（辽）２０２０ － ０００１】。 辽宁中医药大学动物实验室

【ＳＹＸＫ（辽）２０１９－０００４】进行常规饲养（恒温 ２２ ～
２５℃，恒湿 ４０％ ～ ６０％，昼夜各半照明），饲料由小

黍有泰（北京）生物科技有限公司提供。 实验通过

辽宁 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 批

（２１００００４２０２２００８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ａｎｔｉ⁃ＳＲＥＢＰ⁃２（ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ， ２８２１２⁃１⁃ＡＰ ）， Ａｎｔｉ⁃
ＡＢＣＡ１（Ａｂｃａｍ， ａｂ６６２１７），ＤＭＢ （３，３⁃二甲基⁃１⁃丁
醇，上海麦克林，Ｄ８３２０２６），４％多聚甲醛、苏木素染

液、油红 Ｏ 染液 （ 上海碧云天 Ｐ００９９、 Ｃ０１０５Ｓ、
Ｃ０１５８Ｓ），胆固醇试剂盒、甘油三酯试剂盒，（南京建

成 ２０２１０８０６、２０２１０８０９）；大鼠游离脂肪酸 （ ＦＦＡ）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海源桔，ＹＪ５６６６５６）。

全自动生化分析仪（日立，７１８０ 型，日本）、多功

能全波长酶标仪（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉ３，ＭＤ，美国）；高性能

组织脱水机（ＡＳＰ ６０２５，Ｌｅｉｃａ，日本）、数字扫描显微

成像系统 （Ｍ８， Ｐｒｅｃｉｐｏｉｎｔ，德国）；实时荧光定量

ＰＣＲ 仪（７５００，ＡＢＩ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

５０ 只大鼠适应 １ 周后，随机分为 ５ 组，分别为：
①空白对照组（Ｃ 组）：普通饲料饲喂，正常饮水；

②空白对照 ＋ ＤＭＢ 组（Ｃ ＋ Ｄ 组）：普通饲料饲喂，
饲养 １２ 周后饮水中加入 １％ ＤＭＢ（ＴＭＡＯ 抑制剂），
饮用 ４ 周；③脾虚高脂血症组（ＰＧ 组）：采用高脂饲

料＋脾虚复合造模方法［１７］，造模 １２ 周；④脾虚高脂

血症 ＋ ＤＭＢ 组（ＰＧ ＋ ＤＭＢ 组）：采用高脂饲料 ＋ 脾

虚复合造模方法［１７］，造模 １２ 周，之后给予 ＤＭＢ（饮
水中加入 １％ ＤＭＢ），４ 周；⑤脾虚高脂血症 ＋ 香砂

六君子汤组（ＰＧ ＋ ＸＳ 组）：采用高脂饲料 ＋ 脾虚复

合造模方法［１７］，造模 １２ 周，灌胃香砂六君子汤 ４
周，据前期结果［１５］取最高剂量每天 １１􀆰 ３４ ｇ 生药 ／ ｋｇ，
为本实验给药剂量，每组 １０ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 取材

模型构建及给药干预完成后，腹主动脉采血，
全血一部分静置 ２ ｈ 后离心 ２０ ｍｉｎ（３０００ ｒ ／ ｍｉｎ）取
上清为血清备用，一部分全血用抗凝管采血（３０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ）取上清血浆，肝组织分别分装固

定于 ４％多聚甲醛中及冻存在－８０℃冰箱中。
１􀆰 ２􀆰 ３　 全自动生化仪检测大鼠血清血脂变化

应用全自动生物化学分析仪进行大鼠血清 ＴＧ、
ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ、ＨＤＬ⁃Ｃ 含量的检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 形态学染色法（ＨＥ 染色、油红 Ｏ 染色）观察

肝变化

取固定好的组织进行石蜡切片，操作按照 ＨＥ
染色试剂盒进行，光学显微镜 １０ × ４０ 倍镜下拍照；
固定好的肝组织用 ＯＣＴ 包埋上机进行冰冻切片

（６ μｍ）， 根据油红 Ｏ 染色试剂盒进行操作，甘油明

胶封片后，１０ × ４０ 倍镜下拍照。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法及酶标仪试剂盒法检测肝 ＴＧ、ＴＣ、
ＦＦＡ 含量

按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒和酶标仪试剂盒的操作要

求，取离心后的肝组织上清液进行操作，之后绘制

标准曲线并计算肝中 ＦＦＡ、ＴＧ、ＴＣ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＬＣ⁃ＭＳ 法检测血浆 ＴＭＡＯ 水平

将样本溶液、内标溶液、８０％乙腈水溶液进行混

合沉淀；再取 ２５ μＬ 空白血浆，作为空白基质样本，
加入 ２５ μＬ 内标溶液和 ５０ μＬ ８０％乙腈水溶液进行

沉淀；将上述样本分别涡旋混匀后，４℃离心 ３０ ｍｉｎ
（３５００ ｒ ／ ｍｉｎ），提取 ５０ μＬ 上清液操作上机。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测肝 ＰＥＲＫ、ＦＯＸＯ１、ＳＲＥＢＰ⁃
２、ＡＢＣＡ１、ｍｉＲ⁃３３ ｍＲＮＡ 表达水平

ＲＮＡ 后提取后反转录成 ｍＲＮＡ 之后进行扩增。
内参为 ＧＡＰＤＨ、Ｕ６，２－ΔΔＣｔ法进行最后统计分析，引
物序列（表 １）。
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表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因
Ｇｅｎｅ

上游引物（５’－３’）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’）

下游引物（５’－３’）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’）

ＧＡＰＤＨ ＡＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡ ＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＴＡＴＴＣＡＴＴＧ⁃３
ＰＥＲＫ ＴＣＧＧＡＴＡＣＧＧＣＡＴＴＴＧＧＣＴＴ ＣＧＴＣＴＴＣＣＡＣＧＧＴＣＡＣＴＴＣＧ
ＦＯＸＯ１ ＣＡＧＣＣＡＧＧＣＡＣＣＴＣＡＴＡＡＣＡ ＴＣＡＡＧＣＧＧＴＴＣＡＴＧＧＣＡＧＡＴ
ＡＢＣＡ１ ＧＣＡＧＣＧＡＣＣＡＴＧＡＡＡＧＴＧＡＣ ＧＡＧＧＣＧＧＴＣＡＴＣＡＡＴＣＴＣＧＴ
ＳＲＥＢＰ⁃２ ＧＧＧＡＣＡＴＣＧＡＣＧＡＧＡＴＧＣＴＡ ＣＣＡＧＧＧＡＡＧＧＡＧＣＴＡＣＡＴＡＧＴ

Ｕ６ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ｍｉＲ⁃３３ａ ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＧＣＡＡＴＧＣＡＡＣＴＡＣＡ ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ

１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ 蛋白

含量

　 　 提取肝蛋白，蛋白定量（ＢＣＡ 法）后依次进行上

样、电泳、转膜、４℃过夜一抗孵育、ＴＢＳＴ 洗涤、二抗

１ ｈ、ＴＢＳＴ 洗涤、曝光操作等步骤，最后应用 Ｉｍａｇｅ
Ｓｔｕｄｉｏ 软件分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计结果数据，以平均值 ± 标准差

（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间比较应用单因素方差分析，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 血脂变化

与 Ｃ 组相比，ＰＧ 大鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平

升高明显， ＨＤＬ⁃Ｃ 水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜
０􀆰 ０１），Ｃ ＋ Ｄ 组无显著变化；与 ＰＧ 组相比，分别给

予 ＴＭＡＯ 抑制剂 ＤＭＢ 及灌胃香砂六君子汤后，ＰＧ
＋ Ｄ 组和 ＰＧ ＋ ＸＳ 组大鼠血清中的 ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平

明显降低，ＨＤＬ⁃Ｃ 水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），各组 ＴＣ 含

量有降低趋势无显著性差异；与 ＰＧ ＋ Ｄ 组相比，ＰＧ
＋ ＸＳ 组除 ＬＤＬ⁃Ｃ 含量减少程度较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其
余无变化（表 ２）。
２􀆰 ２　 肝 ＨＥ 染色

ＨＥ 染色可见，Ｃ 组及 Ｃ ＋ Ｄ 组肝细胞质地均

匀，无脂质空泡出现；与 Ｃ 组相比，ＰＧ 组出现肝空

泡现象；与 ＰＧ 组相比，ＰＧ ＋ Ｄ 组及 ＰＧ ＋ ＸＳ 组大

鼠肝组织内细胞脂质空泡数量显著减少，细胞空隙

有所恢复（图 １）。
表 ２　 各组大鼠血脂水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｎ ＝ ６）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｎ ＝ ６）
分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＴＣ ＴＧ ＬＤＬ⁃Ｃ ＨＤＬ⁃Ｃ

Ｃ 组
Ｃ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ６２ ± ０􀆰 ２３ １􀆰 ４７ ± ０􀆰 １４ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０７

Ｃ ＋ Ｄ 组
Ｃ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ６３ ± ０􀆰 ３５ １􀆰 ３５ ± ０􀆰 ３３ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ５４ ± ０􀆰 ０８

ＰＧ 组
ＰＧ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ００ ± ０􀆰 ３５∗ ２􀆰 １６ ± ０􀆰 １７∗∗ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０５∗∗

ＰＧ ＋ Ｄ 组
ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ７２ ± ０􀆰 ２８ ０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ３５ ± ０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ４５ ± ０􀆰 １０＃＃

ＰＧ ＋ ＸＳ 组
ＰＧ ＋ ＸＳ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 ３０ ０􀆰 ６７ ± ０􀆰 ４０＃＃ ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０５＃＃ΔΔ ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 ０６＃＃

注：与 Ｃ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＰＧ 组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＰＧ ＋ Ｄ 组相比，ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＧ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ， ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ３　 肝脂质沉积情况

通过油红 Ｏ 染色进行观察发现 Ｃ 组、Ｃ ＋ Ｄ 组

大鼠肝无脂质沉积；与 Ｃ 组相比，ＰＧ 组大鼠肝红色

油滴出现，具有明显的脂质沉积现象；与 ＰＧ 组相

比，ＰＧ ＋ Ｄ 组及 ＰＧ ＋ ＸＳ 组大鼠肝内脂质沉积现象

有一定程度的减弱（图 ２）。
２􀆰 ４　 肝 ＦＦＡ、ＴＧ、ＴＣ 含量

与 Ｃ 组相比，ＰＧ 组大鼠肝 ＦＦＡ、ＴＧ、ＴＣ 水平升

高明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｃ ＋ Ｄ 组无显著性差异；与 ＰＧ
组相比，给予 ＴＭＡＯ 抑制剂 ＤＭＢ、香砂六君子汤分

别干预后，ＰＧ ＋ Ｄ 组及 ＰＧ ＋ ＸＳ 组大鼠 ＦＦＡ、ＴＧ、
ＴＣ 水平降低明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＰＧ ＋ Ｄ
组相比，ＰＧ ＋ ＸＳ 组无显著性差异（表 ３）。
２􀆰 ５　 血浆 ＴＭＡＯ 含量及肝 ＰＥＲＫ、ＦＯＸＯ１ ｍＲＮＡ
变化

如表 ４ 所示，与 Ｃ 组相比， ＰＧ 组大鼠血浆
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图 １　 各组大鼠肝 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 各组大鼠肝脂质沉积情况

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｉｖｅｒ ｌｉｐｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 各组大鼠肝 ＦＦＡ、ＴＧ、ＴＣ 含量（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｖｅｒ ＦＦＡ， ＴＧ ａｎｄ ＴＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＦＦＡ（μｍｏｌ ／ Ｌ） ＴＣ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

Ｃ 组
Ｃ ｇｒｏｕｐ １４４２􀆰 １１ ± １２９􀆰 ６４ １􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０５ １８􀆰 ２３ ± ３􀆰 １２

Ｃ ＋ Ｄ 组
Ｃ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ １４６６􀆰 ０８ ± ８０􀆰 ５２ １􀆰 ４１ ± ０􀆰 １６ １５􀆰 ６８ ± １􀆰 １８

ＰＧ 组
ＰＧ ｇｒｏｕｐ １７５４􀆰 ８２ ± ２１８􀆰 ４８∗∗ ２􀆰 ９０ ± １􀆰 １８∗∗ ２４􀆰 ８０ ± ２􀆰 ８７∗∗

ＰＧ ＋ Ｄ 组
ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ １３７４􀆰 ３５ ± ６４􀆰 １９＃＃ １􀆰 ７３ ± ０􀆰 １７＃＃ ２１􀆰 ４８ ± ３􀆰 ２５＃

ＰＧ ＋ ＸＳ 组
ＰＧ ＋ ＸＳ ｇｒｏｕｐ １３８３􀆰 ７３ ± １１５􀆰 １９＃＃ １􀆰 ６２ ± ０􀆰 ２２＃＃ １９􀆰 ６１ ± ２􀆰 ２７＃＃

注：与 ＰＧ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＧ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）
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ＴＭＡＯ 水平、肝 ＰＥＲＫ、ＦＯＸＯ１ ｍＲＮＡ 表达水平升高

显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｃ ＋ Ｄ 组并无显著性差异；与 ＰＧ
组相比，ＰＧ ＋ Ｄ 组和 ＰＧ ＋ ＸＳ 组大鼠肝血浆 ＴＭＡＯ
水平、肝 ＰＥＲＫ、ＦＯＸＯ１ ｍＲＮＡ 表达水平均降低明显

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＰＧ ＋ Ｄ 组相比，ＰＧ ＋ ＸＳ 组 ＰＥＲＫ
ｍＲＮＡ 表达降低明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

表 ４　 各组大鼠血浆中 ＴＭＡＯ 及肝 ＰＥＲＫ、ＦＯＸＯ１ ｍＲＮＡ 变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｌａｓｍａ ＴＭＡＯ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ＰＥＲＫ ａｎｄ ＦＯＸＯ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＴＭＡＯ（ｎｇ ／ Ｌ） ＰＥＲＫ ＦＯＸＯ１

Ｃ 组
Ｃ ｇｒｏｕｐ ３４４􀆰 ８６ ± １７􀆰 ４０ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０２ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０８

Ｃ ＋ Ｄ 组
Ｃ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ ３２８􀆰 ３８ ± ４６􀆰 ９３ １􀆰 １１ ± ０􀆰 １６ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０６

ＰＧ 组
ＰＧ ｇｒｏｕｐ ７２１􀆰 ５２ ± ３􀆰 ２６∗∗ ９􀆰 １１ ± ０􀆰 ５０∗∗ ２􀆰 ２２ ± ０􀆰 １０∗∗

ＰＧ ＋ Ｄ 组
ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ １９４􀆰 ７８ ± １０􀆰 ５４＃＃ ３􀆰 １７ ± ０􀆰 ０６＃＃ １􀆰 ４９ ± ０􀆰 １８＃＃

ＰＧ ＋ ＸＳ 组
ＰＧ ＋ ＸＳ ｇｒｏｕｐ １９３􀆰 ８６ ± ３􀆰 ３３＃＃ １􀆰 ５４ ± ０􀆰 ０２＃＃ΔΔ １􀆰 ３７ ± ０􀆰 ２５＃＃

表 ５　 各组肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ｍｉＲ⁃３３ａ、ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 的表达水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ５　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ⁃２， ｍｉＲ⁃３３ａ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＳＲＥＢＰ⁃２ ｍｉＲ⁃３３ａ ＡＢＣＡ１

Ｃ 组
Ｃ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０２ １􀆰 ０８ ± ０􀆰 ５４ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０７

Ｃ ＋ Ｄ 组
Ｃ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９６ ± ０􀆰 ０７ １􀆰 １１ ± ０􀆰 ３１ １􀆰 ０７ ± ０􀆰 １１

ＰＧ 组
ＰＧ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １５ ± ０􀆰 ０２∗∗ ７􀆰 ２３ ± ０􀆰 ４１∗∗ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０２∗∗

ＰＧ ＋ Ｄ 组
ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０２＃ ２􀆰 ７０ ± ０􀆰 ３９＃＃ ０􀆰 ２６ ± ０􀆰 ０１

ＰＧ ＋ ＸＳ 组
ＰＧ ＋ ＸＳ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３８ ± ０􀆰 ０２＃＃ΔΔ ２􀆰 ５１ ± ０􀆰 １４＃＃ ０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ０３＃＃ΔΔ

２􀆰 ６　 肝中 ＳＲＥＢＰ⁃２、ｍｉＲ⁃３３ａ、ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ 变化

与 Ｃ 组相比， ＰＧ 组大鼠肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１
ｍＲＮＡ 表达降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｍｉＲ⁃３３ａ ｍＲＮＡ 表达

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｃ ＋ Ｄ 对照组无显著性差异；与
ＰＧ 组比，ＰＧ ＋ Ｄ 组大鼠肝 ＳＲＥＢＰ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升

高（ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｍｉＲ⁃３３ａ ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 表达也升高但是无显著性差

异，ＰＧ ＋ ＸＳ 组大鼠肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｍｉＲ⁃３３ａ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；与 ＰＧ ＋ Ｄ 组比，ＰＧ ＋ ＸＳ 组 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１
ｍＲＮＡ 表达进一步升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ｍｉＲ⁃３３ａ ｍＲＮＡ
表达有进一步降低趋势，但无显著性差异（表 ５）。
２􀆰 ７　 肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ 蛋白表达变化

如表 ６、图 ３ 所示，与 Ｃ 组相比，ＰＧ 组大鼠肝

ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ 蛋白表达降低明显（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
Ｃ ＋ Ｄ 对照组并无显著性差异；与 ＰＧ 组比，ＰＧ ＋ Ｄ
组 ＳＲＥＢＰ⁃２、 ＡＢＣＡ１ 蛋 白 表 达 升 高 明 显 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＰＧ ＋ ＸＳ 组 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ 蛋白表达升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＰＧ ＋ Ｄ 组比，ＰＧ ＋ ＸＳ 组 ＳＲＥＢＰ⁃２、
ＡＢＣＡ１ 蛋白表达升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

图 ３　 大鼠肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ 蛋白表达变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ⁃２ ａｎｄ
ＡＢＣＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ６　 各组大鼠肝 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ 蛋白表达相对

含量（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＳＲＥＢＰ⁃２ ａｎｄ ＡＢＣＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
分组 Ｇｒｏｕｐｓ ＳＲＥＢＰ⁃２ ＡＢＣＡ１

Ｃ 组
Ｃ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １７ ± ０􀆰 １３ １􀆰 ０９ ± ０􀆰 １６

Ｃ ＋ Ｄ 组
Ｃ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０４ １􀆰 １６ ± ０􀆰 １１

ＰＧ 组
ＰＧ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７４ ± ０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ５７ ± ０􀆰 ０１∗∗

ＰＧ ＋ Ｄ 组
ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ８４ ± ０􀆰 ０４＃＃

ＰＧ ＋ ＸＳ 组
ＰＧ ＋ ＸＳ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０１ ± ０􀆰 ２１＃＃ １􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０７＃＃Δ

注：与 ＰＧ ＋ Ｄ 组相比，ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＧ ＋ Ｄ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

脂代谢紊乱极易引起脂肪肝、动脉粥样硬化、
高脂血症等疾病，也给患者带来了巨大的经济负

担［１８］，因此调控血脂代谢是迫切之需。 《素问·经脉

别论篇》说：“饮入于胃，游溢精气，上输于脾。 脾气

散精， 上归于肺， 通调水道， 下输膀胱， 水津四

布……”， 可见脾运化的重要性［１９］。 “血脂”类似于

中医的“膏脂” ［２０］，脾的运化功能也与血脂代谢、脂
代谢等密切关联， “脾失运化，浊滞血脉” ［２１－２２］。
《杂病源流犀烛·痰饮源流》云：“好食油面猪脂，以
至脾气不利，壅滞为痰。”可见常油腻饮食，引起脾

虚导致运化功能减弱，进一步引起痰浊内生，而大

量的痰浊凝滞于肝脉，造成肝脂代谢紊乱。 近期研

究发现肠道菌群可产生代谢物 ＴＭＡＯ［２３－２４］。 目前

研究显示 ＴＭＡＯ 与脂代谢紊乱引起 ＡＳＣＶＤ 的发生

发展具有一定相关性，其参与了动脉粥样硬化［２５］、
冠心病［２６］、糖尿病［２７］等多种疾病的发生、发展及相

关并发症的产生过程。 汤景辉等［２８］ 发现植物乳杆

菌 ＺＤＹ０４ 可减轻 ＴＭＡＯ 诱导的 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠体内的

动脉粥样硬化，其机制可能是通过促进 ＲＣＴ 过程；
此外发现 ＴＭＡＯ 含量与斑块的形成有相关性，并能

抑制胆固醇的逆向转运，进而导致脂代谢异常［２９］；
靳步等［３０］ 发现 ＴＭＡＯ 可通过影响微管蛋白聚合、
Ｔ 小管重构等促进心力衰竭的发生。 提示 ＴＭＡＯ 水

平变化与 ＡＳＣＶＤ 疾病的发展至关重要，ＴＭＡＯ 的调

控是治疗 ＡＳＣＶＤ 疾病的有效策略之一。 香砂六君

子汤出自《古今名医方论》，可对脾失健运引起的膏

脂代谢异常起到一定的干预作用［３１－３２］。 课题组前

期发现香砂六君子汤对肝脂代谢异常具有一定的

干预作用，具体机制还未明晰［１６］。
本实验造模方法遵循以往团队方法，在脾虚高

脂血症模型基础上分别给予 ＴＭＡＯ 抑制剂（ＤＭＢ）、
香砂六君子汤进行干预，观察 ＴＭＡＯ 对脾失健运引

起膏脂转输障碍引起的肝脂质沉积的影响及香砂

六君子汤的干预机制研究。 本次发现 ＰＧ 组大鼠血

脂变化、形态学变化及血浆中 ＴＭＡＯ 变化与团队前

期结果一致［１５］，同时大鼠肝 ＴＧ、ＴＣ、ＦＦＡ 水平明显

增加；给予 ＤＭＢ 对 ＴＭＡＯ 进行干预，发现 ＤＭＢ 可

以显著抑制 ＴＭＡＯ 的生成，此外 ＴＭＡＯ 被抑制后，
可缓解血脂代谢水平，同时改善了肝脂代谢紊乱现

象。 研究发现给予香砂六君子汤可通过降低血浆

ＴＭＡＯ 含量，进而改善血脂代谢紊乱、肝脂代谢紊乱

的现象，其效果类似于 ＴＭＡＯ 抑制剂 ＤＭＢ。 体外实

验发现 ＴＭＡＯ 对内质网应激过程具有一定的干

扰［３３］；Ｓａａｏｕｄ 等［３４］同样发现抑制内质网（ＥＲ）应激

介质 ＰＥＲＫ （ ＴＭＡＯ 受体），会抑制 ＴＭＡＯ 诱导的

ＨＡＥＣｓ 激活。 叉头框（ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ＦＯＸ）家族参与

代谢的关键蛋白转录因子［３５］，研究显示 ＦＯＸＯ１ 参

与小鼠肝细胞脂质沉积的调节［３６］，同时也是调控心

脑血管疾病的关键作用靶点［３７］，ＦＯＸＯ１ 通路功能

障碍易导致非酒精性脂肪肝、动脉粥样硬化等疾

病［９］。 Ｃｈｅｎ 等［１４］ 发现 ＰＥＲＫ 与 ＴＭＡＯ 结合，通过

激活 ＰＥＲＫ 分支，可进一步诱导转录因子 ＦＯＸＯ１，
进而影响血脂异常类疾病的发生发展，提示 ＴＭＡＯ ／
ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１ 信号轴可能与脂代谢调控密切相关。

本研究显示，ＰＧ 组大鼠血浆 ＴＭＡＯ 含量升高，
通路轴上 ＰＥＲＫ、ＦＯＸＯ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达明显增

加，提示 ＴＭＡＯ 可以启动 ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１ 轴参与

ＦＯＸＯ１ 对下游脂代谢的调节；给予 ＤＭＢ 后可以显

著降低 ＴＭＡＯ 的含量从而抑制下游 ＰＥＲＫ、ＦＯＸＯ１
的表达；同样给予香砂六君子汤后，可以通过抑制

ＴＭＡＯ 来抑制 ＴＭＡＯ ／ ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１ 轴的表达。
ＦＯＸＯ１ 可参与下游多种因子代谢调节，研究显

示固醇调节元件结合蛋白⁃２（ＳＲＥＢＰ⁃２）可以在转录

水平上被 ＦＯＸＯ１ 调控［１１］，ＳＲＥＢＰ⁃２ 参与胆固醇代

谢调控过程，通常特异性结合 ＬＤＬＲ、ＨＭＧＣＲ 等基

因［３８］，研究显示电针可通过调控 ＳＣＡＰ ／ ＳＲＥＢＰ⁃２ 通

路干预高脂血症大鼠胆固醇代谢紊乱的现象［３９］；此
外小鼠巨噬细胞脂质蓄积也与 ＳＲＥＢＰ２ 表达相

关［４０］；课题组前期发现脾虚高脂血症大鼠肝脂质沉

积、血脂紊乱可能与 ｍｉＲ１２２ａ ／ ＳＲＥＢＰ⁃２ 通路有

关［４１］。 ｍｉＲＮＡｓ 是一类非编码 ＲＮＡ，参与机体内多
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种代谢调控过程［４２］。 ｍｉＲ⁃３３ａ 由 ＳＲＥＢＰ 基因内含

子编码，参与肝脂代谢调控过程［１２］。 研究发现

ｍｉＲ⁃３３ａ 可与 ＳＲＥＢＰ⁃２ 联合提高细胞内胆固醇水

平，并加剧肝脂 代 谢 紊 乱［４２］， 可 见 ｍｉＲ⁃３３ａ 与

ＳＲＥＢＰｓ 协同作用是促进肝脂质合成的关键步骤。
三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ（ＡＢＣＡ１）参与 ＨＤＬ 生

成过程［４３］，其可受到 ｍｉＲ⁃３３ 的调控，ｍｉＲ⁃３３ａ 水平

降低可增加 ＡＢＣＡ１ 表达和细胞内胆固醇流出［４４］；
小鼠体内注射 ｍｉＲ⁃３３ 腺病毒抑制 ＡＢＣＡ１ 表达，相
反注射反义寡核苷酸 ｍｉＲ⁃３３ 腺病毒的小鼠体内

ＡＢＣＡ１ 表达增高，可见 ＡＢＣＡ１ 是 ｍｉＲ⁃３３ 真正的靶

标基因［４５］。
ＳＲＥＢＰ⁃２ ／ ｍｉＲ⁃３３ａ ／ ＡＢＣＡ１ 三个关键基因，形成

调控脂代谢的代谢通路，这对肝脂质沉积的形成至

关重要。 本实验研究发现， 在 ＰＧ 组大鼠肝中

ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达均不同程度降

低，ｍｉＲ⁃３３ａ ｍＲＮＡ 表达显著上升；给予 ＤＭＢ 后可

以进一步促进 ＳＲＥＢＰ⁃２、ＡＢＣＡ１ｍＲＮＡ 及蛋白表达，
抑制 ｍｉＲ⁃３３ａ ｍＲＮＡ 表达，同样香砂六君子汤对

ＳＲＥＢＰ⁃２ ／ ｍｉＲ⁃３３ａ ／ ＡＢＣＡ１ 轴的调控作用与 ＤＭＢ 一

致。 可见 ＤＭＢ 可以通过抑制 ＴＭＡＯ 的表达从而影

响 ＴＭＡＯ ／ ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１ 轴介导的下游 ＳＲＥＢＰ⁃２ ／
ｍｉＲ⁃３３ａ ／ ＡＢＣＡ１ 通路从而抑制肝脂代谢紊乱导致

的脂质沉积现象；香砂六君子汤也可通过抑制

ＴＭＡＯ 的表达起到影响 ＴＭＡＯ ／ ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１ 轴介

导的下游 ＳＲＥＢＰ⁃２ ／ ｍｉＲ⁃３３ａ ／ ＡＢＣＡ１ 通路作用，进
而干预脂代谢紊乱的作用，起到抑制大鼠肝脂质沉

积发生和发展。
综上所述，ＴＭＡＯ 可能通过参与调控 ＰＥＲＫ ／

ＦＯＸＯ１ 代谢轴， 靶向下游的 ＳＲＥＢＰ⁃２ ／ ｍｉＲ⁃３３ａ ／
ＡＢＣＡ１ 信号通路，影响 ＡＢＣＡ１ 表达，进而引起肝脂

质沉积；香砂六君子汤可通过抑制 ＴＭＡＯ 的表达，
调控 ＰＥＲＫ ／ ＦＯＸＯ１ 代谢轴，影响下游 ＳＲＥＢＰ⁃２ ／
ｍｉＲ⁃３３ａ ／ ＡＢＣＡ１ 通路，进而改善肝脂代谢紊乱现

象。 但本研究也存在一定的局限性，香砂六君子汤

是否通过干预肠道菌群来干预 ＴＭＡＯ 的作用机制

达到调控脂代谢紊乱的作用，仍需深入研究。
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ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｈｅｐａｔｉｃ ｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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范正媛，李亚，李素云，等． 慢性阻塞性肺疾病合并慢性肾病大鼠模型建立与评价 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１０）：
１２７１－１２７７．
Ｆａｎ ＺＹ， Ｌｉ Ｙ， Ｌｉ ＳＹ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１０）： １２７１－１２７７．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００４

［基金项目］国家自然科学基金面上项目（８２０７４４１３，８２３７４４１６），河南省科技研发计划联合基金项目（２２２３０１４２００８１）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２０７４４１３，８２３７４４１６）， Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｊｏｉｎｔ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２２２３０１４２００８１） ．
［作者简介］范正媛（１９９４—），女，在读博士研究生，研究方向：中医药防治呼吸系统疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｆａｎｚｈｅｎｇｙｕａｎ０２２５＠ １６３．ｃｏｍ
［通信作者］李素云（１９６５—），教授，主任医师，研究方向：中医药防治呼吸系统疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｓｕｙｕｎ２０００＠ １２６．ｃｏｍ

慢性阻塞性肺疾病合并慢性肾病大鼠
模型建立与评价

范正媛１，２，李亚２，３，李素云３，４∗，李高峰１，李景梅１

（１． 河南中医药大学第一临床医学院，郑州　 ４５００４６；２． 河南中医药大学第一附属医院

中药药理（呼吸）实验室河南省呼吸病防治中医药重点实验室，郑州　 ４５００００；
３． 河南中医药大学第一附属医院呼吸科，郑州　 ４５００００；４． 河南中医药大学

呼吸疾病中医药防治省部共建协同创新中心，郑州　 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立与评价慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）合并慢性肾病（ＣＫＤ）大鼠模型。 方法　 将 ４０ 只雌雄

各半 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠随机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、ＣＯＰＤ 组、ＣＫＤ 组、ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 模型组（ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组），
每组 １０ 只。 采用香烟烟雾暴露联合细菌滴注法制备 ＣＯＰＤ 大鼠模型，利用腺嘌呤诱导建立 ＣＫＤ 大鼠模型，两种方

法协同制备 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 的大鼠模型，８ 周后取材检测肺、肾功能，观察组织形态学及血清炎症因子的表达水

平。 结果　 造模成功后 ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组大鼠肺功能指标 ＦＶＣ、ＦＥＶ０􀆰 １及 ＦＥＶ０􀆰 １ ／ ＦＶＣ 显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肺组织

病理学表现为肺泡壁断裂、融合的肺气肿改变及炎细胞浸润；血 Ｃｒ、ＢＵＮ 及 ２４ ｈ 尿蛋白显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肾组

织病理学表现为肾小球系膜增生，基底膜增厚，肾小管扩张及间质纤维化，超微结构显示肾小球毛细血管襻部分闭

合，足突融合，肾小管线粒体融合崩解，溶酶体增多；血清 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１３、ＩＬ⁃１β 和 ＴＧＦ⁃β１ 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且
明显高于单一模型组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 采用香烟烟雾暴露联合细菌感染合并 ２􀆰 ５％腺嘌呤诱导的方法可成功构

建 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 的大鼠模型，炎性反应可能在 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 过程中起关键作用。
【关键词】 　 慢性阻塞性肺疾病；慢性肾病；大鼠模型
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ （ ＣＯＰＤ）
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ （ＣＫＤ） ｉｎ ｒａｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ ＳＰＦ ｇｒａｄｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ， ＣＫＤ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＣＯＰＤ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＫＤ ｍｏｄｅｌ （ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ） ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ １０ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＣＯＰＤ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｉｐ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ
ＣＫＤ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ａｄｅｎｉｎｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ＣＯＰＤ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＫＤ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｂｏｔｈ
ｍｅｔｈｏｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎｃｌｕｉｄｎｇ ｆｏｒｃｅｄ ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ （ ＦＶＣ）， ｆｏｒｃｅｄ
ｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ ｖｏｌｕｍｅ ｉｎ ０􀆰 １ ｓ （ ＦＥＶ０􀆰 １ ）， ａｎｄ ＦＥＶ０􀆰 １ ／ ＦＶＣ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｌｕｎｇ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ｅｍｐｈｙｓｅｍａｔｏｕｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｉｔｈ ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌ ｆｒａｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｓｉｏｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｓｅｒｕｍ Ｃｒ， ＢＵＮ， ａｎｄ ２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｒｅｎａｌ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓｅｎｔｅｒｙ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ， ｔｕｂｕｌａｒ ｄｉｌａｔａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｌｏｏｐｓ ｗｅｒｅ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｃｌｏｓｅｄ， ｆｏｏｔ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｗｅｒｅ
ｆｕｓｅｄ， ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗｅｒｅ ｆｕｓｅｄ ａｎｄ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ， ａｎｄ ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１３， ＩＬ⁃１β，
ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ２􀆰 ５％ ａｄｅｎｉｎｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣＯＰＤ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＫＤ ｉｎ ｒａｔｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ ａ ｍａｊｏｒ
ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＣＯＰＤ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＫＤ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ； ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 慢性阻塞性肺病（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种进行性发展的慢性气道疾病，
由于气道和（或）肺泡暴露于有害颗粒或气体而导

致不完全可逆的气流受限和相应的呼吸系统症状，
已成为我国和全球第三大疾病死亡原因［１－２］。
ＣＯＰＤ 的病理生理变化不仅局限于气道和肺部，更
是一种累及全身，具有多种合并症的系统性炎症综

合征，其中慢性肾病（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）
是 ＣＯＰＤ 常见的并发症之一［３－４］，发病率 ６􀆰 ５％ ～
２６􀆰 ２％［５］，老年 ＣＯＰＤ 患者发病率高达 ３１％［６］。
ＣＫＤ 是一种慢性进行性肾疾病，以肾结构和功能改

变为特征，全球患病率超过 １０％，预计 ２０４０ 年将成

为全球第五大疾病死亡原因［７－８］，ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ
可进一步增加患者的住院时间、死亡风险和经济负

担［９］。 然而目前有关 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 的研究多集

中于临床流行病学调查，相关的实验研究仍非常有

限，因此本研究拟建立 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 大鼠模型，
为深入探讨其发病机制、寻求有效治疗方法提供实

验基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４０ 只 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 健康大鼠，体重 １８０
± ２０ ｇ，雌雄各半，由北京斯贝福生物技术有限公司

提供【 ＳＣＸＫ（京） ２０１９ － ００１０】。 饲养环境湿度为

４５％ ～ ５５％，维持 ２５℃恒温，每天 １２ ｈ 光照，适应性

喂养 １ 周，饲养于河南省中医药大学第一附属医院

中心实验室 ＳＰＦ 级动物房 【 ＳＹＸＫ （ 豫） ２０１７ －
０００１】。 本研究由河南中医药大学第一附属医院实

验动物伦理委员会审查通过（ＹＦＹＤＷ２０２１００２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细菌

肺炎克雷伯杆菌（４６１１７），购自中国医学细菌

保藏管理中心。
１􀆰 １􀆰 ３　 红旗渠过滤嘴香烟

购自河南中烟工业有限责任公司，焦油量 １０
ｍｇ，烟气一氧化碳含量 １２ ｍｇ，烟碱量 １􀆰 ０ ｍｇ。
１􀆰 １􀆰 ４　 药物

腺嘌呤（Ｖ９００４７１）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。
１􀆰 １􀆰 ５　 主要试剂与仪器

ＨＥ 染 液 （ ＣＲ２２０３２３５ ）、 ＰＡＳ 染 液 （ ＣＲ２２０６
０２２）、Ｍａｓｓｏｎ 染液（ＣＲ２２０３２２２）试剂盒购自武汉赛

维尔生物科技有限公司。 大鼠白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６，
Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ００１５ｃ）、 白 细 胞 介 素⁃１β （ ＩＬ⁃１β， Ｅ⁃ＥＬ⁃
Ｒ００１２ｃ）、白细胞介素⁃１３（ ＩＬ⁃１３，Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ０５６３ｃ）、肿
瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α，Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ２８５６ｃ）试剂盒购自武

汉 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 公司；转化生长因子 β１ （ ＴＧＦ⁃β１，
ＫＥ２００１０）试剂盒购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。

ＩＶＣ⁃Ⅱ型独立送风隔离笼具（江苏冯氏实验动

物设备有限公司）；ＦｉｎｅＰｏｉｎｔｅＴＭ型 ＰＦＴ 测量系统及

全身体积描记系统（美国 ＢＵＸＣＯ 公司）；ＵＲＩＴ⁃１６００
型全自动尿液分析仪（桂林优利特医疗电子有限公

２７２１
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司）； Ｃ８０００ 全 自 动 生 化 仪 （ 美 国 雅 培 公 司 ）；
Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ 型脱水机、Ｇｉｏｔｔｏ 型染色机（意大利 Ｄｉａｐａｔｈ
公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉ３ｘ 型酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）；ＲＭ２２４５ 型切片机、ＤＭ６０００Ｂ 光学显

微镜、全自动树脂处理机、全自动超薄切片机（德国

Ｌｅｉｃａ 公司）；ＥＭ⁃１４００ 型透射电子显微镜（日本 ＪＥＯＬ
公司）；ＢＳ２１０Ｓ 电子天平（德国赛多利斯公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组与处理

将大鼠随机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、慢性阻塞

性肺疾病模型组（ＣＯＰＤ 组）、慢性肾病模型组（ＣＫＤ
组）、ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 模型组（ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组），每
组各 １０ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＯＰＤ 模型的制备

１ ～ ８ 周，将大鼠连接熏烟箱，使箱内烟雾浓度

达到 ３０００ ± ５００ ｐｐｍ，熏吸暴露 ３０ ｍｉｎ，每天 ２ 次，
同时将浓度为 ６ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的肺炎克雷伯杆菌

液滴入大鼠鼻腔，每只 ０􀆰 １ ｍＬ，５ ｄ １ 次。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
给与等体积的生理盐水滴鼻。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＣＫＤ 模型的制备

１ ～ ２ 周不予处理，３ ～ ６ 周给予大鼠含有

２􀆰 ５％腺嘌呤的 ＣＭＣ⁃Ｎａ 混悬液，２５０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）灌
胃，７ ～ ８ 周减为 １２５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）灌胃。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组给

予等体积 ０􀆰 ５％ ＣＭＣ⁃Ｎａ 溶液灌胃。
１􀆰 ２􀆰 ４　 建立 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 模型

采用香烟暴露联合细菌感染合并腺嘌呤诱导

的方法协同建立 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 大鼠模型。 １ ～ ２
周先给予香烟暴露联合细菌感染，３ ～ ８ 周在此基

础上进行 ２􀆰 ５％腺嘌呤灌胃。
１􀆰 ２􀆰 ５　 留取血、尿、肺、肾组织标本

造模结束后，收集大鼠 ２４ ｈ 尿液测定 ２４ ｈ 尿蛋

白；经腹主动脉取血，分离血清检测肾功能及炎症

因子水平；处死动物后取肺、肾组织进行组织形态

学观察。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肺功能检测

以 ３％戊巴比妥钠麻醉大鼠（６０ ｍｇ ／ ｋｇ，腹腔注

射）后，气管插管检测大鼠用力肺活量（ ＦＶＣ）、第
０􀆰 １ 秒用力呼气容积（ＦＥＶ０􀆰 １）及 ＦＥＶ０􀆰 １ ／ ＦＶＣ。
１􀆰 ２􀆰 ７　 肺组织病理学观察

将大鼠左右肺分离，结扎右主支气管，左肺连

灌流系统，用 ４％甲醛溶液灌注固定 ２０ ｍｉｎ，脱水，
固定，石蜡包埋，切片后进行 ＨＥ 染色，观察大鼠肺

泡、细支气管、小血管的结构变化。

１􀆰 ２􀆰 ８　 肾功能检测

应用全自动生化仪检测大鼠血清 尿 素 氮

（ＢＵＮ）和肌酐（Ｃｒ）水平。
１􀆰 ２􀆰 ９　 肾组织病理学观察

将大鼠左肾去除包膜， 取一部分组织切成

１ ｍｍ３ 小块，Ｇｌｕｔａ 固定液固定，经脱水、渗透、包埋、
聚合、切片、染色后进行投射电镜观察肾组织超微

结构变化（电镜图片由河南中医药大学电镜中心提

供）。 将剩余肾组织横切厚度为 ３ ｍｍ 的组织块，固
定、石蜡包埋、切片分别进行 ＨＥ、ＰＡＳ 及 Ｍａｓｓｏｎ 染

色，观察大鼠肾基本病理形态、基底膜及间质纤维

化改变。
１􀆰 ２􀆰 １０　 炎症因子检测

取大鼠血清，按试剂盒说明书，ＥＬＩＳＡ 法检测血

清炎症因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１３ 和 ＴＧＦ⁃β１ 水平。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件分析数据，结果以平均值

± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较使用单因素方差分

析，方差齐使用最小显著值法， 方差不齐使用

Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 法，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠肺功能情况

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＣＯＰＤ 组大鼠肺功能值显著

降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＣＫＤ 组大鼠肺功能呈降低趋势，
但与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比无显著性差异。 ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ
组大鼠肺功能显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且
ＦＥＶ０􀆰 １ 及 ＦＥＶ０􀆰 １ ／ ＦＶＣ 显 著 低 于 ＣＯＰＤ 组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见表 １。
２􀆰 ２　 大鼠肺组织病理变化

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组肺泡结构完整，大小均匀，气道管周

存在少量炎性细胞。 ＣＯＰＤ 组肺泡壁断裂，肺泡腔

融合，出现肺大疱，肺泡腔内及气道管周炎性细胞

浸润，结合肺功能情况说明成功构建 ＣＯＰＤ 大鼠模

型。 ＣＫＤ 组肺泡结构较完整，但与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比气

道及肺泡内存在大量的炎性细胞。 ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组

病理改变同 ＣＯＰＤ 组，且肺气肿、炎细胞浸润更明

显，可见红细胞漏出。 见图 １。
２􀆰 ３　 大鼠肾功能情况

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＣＯＰＤ 组大鼠血 Ｃｒ 及 ２４ ｈ
尿蛋白定量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＣＫＤ 组及 ＣＯＰＤ
＋ ＣＫＤ 组大鼠血 Ｃｒ、ＢＵＮ 及 ２４ ｈ 尿蛋白均显著高

于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且 ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组大鼠血
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 １　 大鼠肺功能情况（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８ ～ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８ ～ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

用力肺活量（ｍＬ）
ＦＶＣ（ｍＬ）

第 ０􀆰 １ 秒用力呼气容积（ｍＬ）
ＦＥＶ０􀆰 １（ｍＬ） ＦＥＶ０􀆰 １ ／ ＦＶＣ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 １９ ± １􀆰 ４６ ７􀆰 ５１ ± １􀆰 ０３ ９２􀆰 ２８ ± ３􀆰 ７９

ＣＯＰＤ 组
ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ０７ ± ０􀆰 ４４ａａ ４􀆰 ７０ ± ０􀆰 １４ａａ ７７􀆰 ６６ ± ５􀆰 １３ａａ

ＣＫＤ 组
ＣＫＤ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ０５ ± １􀆰 ７０ ６􀆰 ７７ ± １􀆰 ０４ ８４􀆰 ９７ ± ５􀆰 １４

ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组
ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ８０ ± ０􀆰 ７１ａａ ２􀆰 ７２ ± ０􀆰 ７６ａａｂｂ ５７􀆰 ３６ ± １５􀆰 ５４ａａｂｂ

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＣＯＰＤ 组相比，ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ， ｂｂＰ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

图 １　 大鼠肺组织病理

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｕｎｇ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｔｓ

表 ２　 大鼠肾功能情况（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８ ～ １０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８ ～ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

尿素氮（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＢＵＮ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

肌酐（μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｃｒ（μｍｏｌ ／ Ｌ）

２４ ｈ 尿蛋白定量（ｇ ／ ２４ ｈ）
２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ（ｇ ／ ２４ ｈ）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ３９ ± １􀆰 ７３ ６９􀆰 ８５ ± ２９􀆰 ２３ ２７􀆰 ９１ ± ６􀆰 ２２

ＣＯＰＤ 组
ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ １４􀆰 ２３ ± １􀆰 ０２ １７９􀆰 ５０ ± ２７􀆰 ３６ａ ７０􀆰 ５９ ± １４􀆰 ６０ａａ

ＣＫＤ 组
ＣＫＤ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 ４０ ± ２􀆰 ４４ａ ２９９􀆰 ６０ ± ４７􀆰 ８６ａａ １６６􀆰 ７０ ± ２２􀆰 ９５ａａ

ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组
ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ ｇｒｏｕｐ ３２􀆰 ４８ ± ７􀆰 ３３ａａｂｂｃｃ ５７７􀆰 ２０ ± １１１􀆰 ３０ａａｂｂｃｃ １９４􀆰 ６０ ± ２６􀆰 ５２ａａｂｂｃ

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＣＫＤ 组相比，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｃｃＰ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＫＤ ｇｒｏｕｐ， ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｃＰ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

Ｃｒ、ＢＵＮ 及 ２４ ｈ 尿蛋白水平较 ＣＯＰＤ 组及 ＣＫＤ 组

均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 ２。
２􀆰 ４　 大鼠肾组织病理变化

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组肾小球、肾小管及肾间质未见明显异

常。 ＣＫＤ 组肾小球系膜增生，基底膜增厚，球囊腔

扩张，肾小管细胞脱落坏死，管腔扩张，可见褐色结

晶沉积，肾间质炎细胞浸润，纤维组织增生，结合肾

功能表现说明 ＣＫＤ 大鼠模型构建成功。 ＣＯＰＤ 组

肾小球未见明显异常，肾小管上皮细胞排列紊乱，
细胞肿胀，胞质染色不均，肾间质有纤维组织增生。
ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组病理改变同 ＣＫＤ 组，可见更明显的

肾小管扩张和间质纤维化。 见图 ２。
２􀆰 ５　 大鼠肾组织超微结构改变

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＣＯＰＤ 组大鼠肾小球足细胞

部分足突融合，肾小管细胞间隙增大，线粒体脊减

少。 ＣＫＤ 组肾小球内皮细胞增生，毛细血管襻部分

闭合，基底膜厚度不均，足细胞足突融合、微绒毛

化，肾小管细胞破裂，线粒体融合崩解、脊模糊减

少，溶酶体增多。 ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组超微结构改变同

ＣＫＤ 组，且肾小管细胞内出现脂滴沉积。 见图 ３。
２􀆰 ６　 大鼠血清炎症因子表达

如表 ３ 所示，ＣＯＰＤ 组、ＣＫＤ 组及 ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ
组血清 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１３ 和 ＩＬ⁃１β 水平均显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＣＫＤ 组及 ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组血清

ＴＧＦ⁃β１ 表达均较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
其中， ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１３、 ＩＬ⁃１β 和

ＴＧＦ⁃β１ 水平不仅高于 ＣＯＰＤ 组，也高于 ＣＫＤ 组（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。
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图 ２　 大鼠肾组织病理

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｎａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｔｓ

图 ３　 大鼠肾组织超微结构

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｎａｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ

表 ３　 大鼠血清炎症因子表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８ ～ １０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８ ～ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

白介素⁃６（ｐｇ ／ ｍＬ）
ＩＬ⁃６（ｐｇ ／ ｍＬ）

白介素⁃１３（ｐｇ ／ ｍＬ）
ＩＬ⁃１３（ｐｇ ／ ｍＬ）

白介素⁃１β（ｐｇ ／ ｍＬ）
ＩＬ⁃１β（ｐｇ ／ ｍＬ）

转化生长因子⁃β１（ｐｇ ／ ｍＬ）
ＴＧＦ⁃β１（ｐｇ ／ ｍＬ）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６３􀆰 ０６ ± １２􀆰 ４７ ２２􀆰 ８０ ± ２􀆰 ９９ ５􀆰 ９５ ± ３􀆰 ７０ ４􀆰 ６２ ± ０􀆰 ５８

ＣＯＰＤ 组
ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ １０３􀆰 ４０ ± １３􀆰 ０４ａａ ３５􀆰 ３２ ± ３􀆰 ２２ａ ４８􀆰 ３４ ± ２０􀆰 ８２ａａ １１􀆰 ８８ ± １􀆰 ６９

ＣＫＤ 组
ＣＫＤ ｇｒｏｕｐ １１９􀆰 ９０ ± １０􀆰 ９３ａａ ４７􀆰 ０３ ± ３􀆰 ４５ａａ ４４􀆰 ４１ ± １５􀆰 ４２ａａ ２２􀆰 ２１ ± ７􀆰 ８３ａａ

ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组
ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ ｇｒｏｕｐ １７６􀆰 ３０ ± ２１􀆰 ００ａａｂｂｃｃ ６５􀆰 ４１ ± １５􀆰 ６１ａａｂｂｃｃ ９１􀆰 ５８ ± １６􀆰 ０４ａａｂｂｃｃ ５４􀆰 ４５ ± ８􀆰 ９８ａａｂｂｃｃ

３　 讨论

越来越多的研究表明，ＣＫＤ 是 ＣＯＰＤ 的重要合

并症之一，由于 ＣＫＤ 起病隐匿，早期常无明显临床

症状，被发现时肾功能大多受损较重进入终末期，
除肾替代治疗，尚无有效的措施以延缓肾功能恶

化［１０］，ＣＫＤ 在 ＣＯＰＤ 合并症医疗花费支出中排在首

位，也加大了 ＣＯＰＤ 的死亡风险和治疗难度［１１－１２］。

因此， 建立 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 大鼠模型， 对阐释

ＣＯＰＤ 引发 ＣＫＤ 的分子机制，寻求新的治疗手段至

关重要。
ＣＯＰＤ 大鼠模型分为单因素及复合因素诱

导［１３］，课题组前期建立的香烟暴露联合细菌鼻腔滴

注的复合方法，可成功构建 ＣＯＰＤ 大鼠模型，较单因

素诱导的 ＣＯＰＤ 模型更符合人类 ＣＯＰＤ 的病理生理

特征，且造模时间更短［１４］。 本研究采用 ＣＯＰＤ 诊断
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金标准的肺功能检测结合肺病理学观察发现 ＣＯＰＤ
大鼠模型制备成功［１５］，且 ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组肺功能指

标 ＦＥＶ０􀆰 １、ＦＥＶ０􀆰 １ ／ ＦＶＣ 显著低于 ＣＯＰＤ 组，肺组织

肺气肿及炎细胞浸润更明显。
近年来研究报道单一 ＣＯＰＤ 模型即可引发肾损

伤。 张伟等［１６］以改良烟熏加气管滴注脂多糖法干

预 ２８ ｄ 建立 ＣＯＰＤ 大鼠模型，发现 ＣＯＰＤ 组大鼠尿

Ｃｙｓ⁃Ｃ 表达显著升高，肾病理表现可见肾小管上皮

细胞肿胀，超微结构改变；Ｐａｂ􀆩ｎ 等［１７］ 以单纯香烟

暴露 ６ 个月建立 ＣＯＰＤ 小鼠模型，发现慢性香烟暴

露导致肾小球基底膜增厚、间质胶原沉积和肾小管

细胞脂质沉积。 本研究结果与以上研究基本一致，
ＣＯＰＤ 组大鼠血 Ｃｒ 及 ２４ ｈ 尿蛋白定量显著升高，肾
小球部分足突融合，肾小管细胞肿胀，线粒体脊减

少，肾间质胶原纤维增多。
ＣＫＤ 的造模方法有手术干预、化学诱导等，考

虑到手术操作死亡率较高、可用肾组织较少等因

素，本研究采用腺嘌呤诱导建立 ＣＫＤ 大鼠模型［１８］。
肾功能指标 Ｃｒ、ＢＵＮ、２４ ｈ 尿蛋白定量在 ＣＫＤ 的临

床诊断、疗效判定、动物模型构建中具有较为重要

的地位［１９］。 腺嘌呤可代谢生成难溶性的 ２，８⁃二羟

基腺嘌呤，在肾小管中形成晶体，增加血清 Ｃｒ 和

ＢＵＮ 水平，产生蛋白尿，并诱发肾小管萎缩和间质

纤维化，这与 ＣＫＤ 患者的临床病理特征相似［２０］，因
此腺嘌呤诱导法被广泛应用于探索 ＣＫＤ 发病机制

和治疗靶点的研究［２１］。 本研究结合肾功能及肾组

织病理变化证实 ＣＫＤ 大鼠模型复制成功，同时

ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组肾功能指标显著高于 ＣＫＤ 组，肾小

管扩张及间质纤维化更明显，电镜结果显示肾小管

细胞内出现脂滴沉积。 以上结果均证实 ＣＯＰＤ 合并

ＣＫＤ 大鼠模型制备成功。
研究表明多种病理生理机制促进 ＣＯＰＤ 与

ＣＫＤ 的关联性，其中炎性因子诱发的免疫炎症反应

可能在 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 中起到重要作用［２２］。 气道

上皮作为天然免疫的第一道防线，受各种外界环境

刺激的影响。 香烟烟雾中的有害成分、细菌等可刺

激巨噬细胞、中性粒细胞和 Ｔ 细胞等多种免疫细胞

高度活化，释放 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 等多种促炎细胞因子和

趋化因子，不仅导致肺组织破坏，产生肺气肿、气流

受限等肺内炎症表现［２３］，还可造成全身炎症状态，
引发血管生成、内源性生长因子 ＴＧＦ⁃β 等释放、成
纤维细胞募集，促进肾实质细胞损伤，诱导肾间质

纤维化［２４］。 据报道，ＣＫＤ 患者体内 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１３、ＩＬ⁃

１β 及 ＴＧＦ⁃β 水平升高，且炎症状态的加重与肾功

能下降呈正相关［２５－２８］。 同时，肾损伤后由于炎症介

质的清除不足，又可进一步加重肺部疾病，研究报

道 ＣＫＤ 小鼠肺组织炎细胞浸润，间质纤维化，氧化

应激水平升高［２９］；肾缺血再灌注大鼠模型中，肺
ＴＮＦ⁃α 水平升高，诱发肺部炎症损伤，形成肺肾串扰

的恶性循环［３０］。 本研究结果发现 ＣＯＰＤ、 ＣＫＤ、
ＣＯＰＤ ＋ ＣＫＤ 组血清炎症因子水平均升高，联合组

升高最为显著，高于单一模型组，这些结果进一步

证实了炎症反应在 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 中的关键作用。
综上，通过对大鼠肺肾功能及组织病理学的检

测表明采用香烟烟雾暴露联合细菌感染合并 ２􀆰 ５％
腺嘌呤诱导的方法可成功构建 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 的

大鼠模型。 相较于单一模型，合并模型在肺、肾功

能、组织形态学、炎症指标方面表现出明显的差异，
说明两种造模方法联合可进一步促进疾病进展，与
临床相符合，可应用于 ＣＯＰＤ 合并 ＣＫＤ 的基础研

究。 但由于目前对该合并模型的相关研究尚不充

分，有待进一步研究评估其稳定性和代表性。
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［通信作者］何光志（１９７７—），男，博士生导师，博士，教授，研究方向：实验动物，预防兽医学，中医学，中西医结合。

Ｅｍａｉｌ：３９２７２４５４＠ ｑｑ．ｃｏｍ

基于血清代谢组学研究黄连解毒汤
对 ＳＤ 大鼠胆汁酸

代谢的影响
杨光勇，杜海洋，张庚鑫，苏钢，涂小华，何光志∗

（贵州中医药大学基础医学院，贵阳　 ５５００２５）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过血清非靶向代谢组学技术研究黄连解毒汤对健康 ＳＤ 大鼠生理功能的影响。 方法　 大

鼠 ２４ 只适应性喂养 ７ ｄ 后，随机分为空白组（Ｎ 组）、黄连解毒汤高剂量组（Ｈ 组）、中剂量组（Ｍ 组）、低剂量组（Ｌ
组），每组 ６ 只。 Ｎ 组灌胃生理盐水，Ｈ 组、Ｍ 组、Ｌ 组分别按照每次 ６􀆰 ２５０ ｇ ／ ｋｇ、３􀆰 １２５ ｇ ／ ｋｇ、１􀆰 ５６０ ｇ ／ ｋｇ 剂量灌胃

１ ｍＬ、 每天 ２ 次、连续 ２１ ｄ。 采取大鼠血清样本前禁食禁水 １２ ｈ，经麻醉后腹主动脉取血并分离血清。 通过 ＧＣ⁃
ＴＯＦ⁃ＭＳ 检测各组大鼠血清中代谢产物的变化，采用多元分析 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 以及单变量统计学方法筛选其差异代谢

物，再经过 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ 平台进行代谢通路分析。 结果　 与 Ｎ 组相比，Ｈ 组、Ｍ 组、Ｌ 组大鼠血清中显著改变的代

谢小分子主要有胆固醇、胆酸、核糖、白皮杉醇、皮质醇、油酸、琥珀酸、亚麻酸、醋酸和丙酮醇等（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 相关

分析表明黄连解毒汤能显著影响机体的初级胆汁酸代谢、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、α⁃亚麻酸代谢、甘油磷

脂代谢，且其发挥体内作用可能与摄入的剂量有关，为深入揭示黄连解毒汤促进胆汁酸代谢的作用机制提供一定

参考。 结论　 黄连解毒汤能促进体内初级胆汁酸生成并增强胆汁酸代谢通路的作用。
【关键词】 　 血清代谢组学；黄连解毒汤；气相色谱⁃飞行时间质谱；胆汁酸代谢
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＨＥ Ｇｕａｎｇｚｈｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ３９２７２４５４＠ ｑｑ．ｃｏｍ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ（ＨＬＪＤ） ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｅａｌｔｈｙ ＳＤ ｒａｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｅｒｕｍ ｎｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ａｄａｐｔｉｖｅ ｆｅｅｄｉｎｇ， ２４ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｎ） ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ＨＬＪＤ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｈ）， ｍｅｄｉｕｍ⁃ｄｏｓｅ ＨＬＪＤ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ
Ｍ）， ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ＨＬＪＤ ｇｒｏｕｐ （ｇｒｏｕｐ Ｌ） ｗｉｔｈ ｓｉｘ ｒａｔｓ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ． Ｇｒｏｕｐ Ｎ ｗａｓ ｇａｖａｇｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｉｎｅ， ｇｒｏｕｐ
Ｈ， ｇｒｏｕｐ Ｍ， ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｌ ｗｅｒｅ ｇａｖａｇｅｄ ｗｉｔｈ ６􀆰 ２５０ ｇ ／ ｋｇ， ３􀆰 １２５ ｇ ／ ｋｇ， ａｎｄ １􀆰 ５６０ ｇ ／ ｋｇ ＨＬＪＤ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｇａｖａｇｅｄ ｗｉｔｈ １ ｍＬ ｔｗｉｃｅ ｐｅｒ ｄａｙ ｆｏｒ ２１ ｄ． Ｂｅｆｏｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ， ｆａｓｔｉｎｇ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ
１２ ｈ． Ａｆｔｅｒ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ， ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔａ， ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｇａｓ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃Ｆｌｉｇｈｔ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＧＣ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）． Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓ ｔｏ Ｌａｔｅｎｔ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） ａｎｄ ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｍｅｔａｂｏ Ａｎａｌｙｓｔ
ｐｌａｔｆｏｒｍ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｎ， ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｔｅｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｇｒｏｕｐ
Ｈ， ｇｒｏｕｐ Ｍ， ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｌ， ｗｈｉｃｈ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ｒｉｂｏｓｅ， ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ， ｃｏｒｔｉｓｏｌ， ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ，
ｓｕｃｃｉｎｉｃ ａｃｉｄ， ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ， ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｅ ａｌｃｏｈｏｌ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＬＪＤ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ， ａｌａｎｉｎｅ， ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｉｎ α⁃ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ
ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｆｆｅｃｔｓ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔａｋｅ ｄｏｓｅ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＨＬＪＤ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＨＬＪＤ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ
ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｓｅｒｕｍ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ； Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ＧＣ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ； ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 黄连解毒汤（Ｈｕａｎｇｌｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＨＬＪＤ）
由黄连、黄芩、黄柏、栀子四味中药组成，功效为清

热燥湿、泻火解毒，用于病机为实热火毒、三焦热盛

之证。 中医基础理论中强调“异病同治”，故而黄连

解毒汤在临床上广泛地用于实热火毒、三焦热盛之

证的治疗，在现代医学的研究中常用于心脑血管

病、糖尿病、阿尔茨海默病等疾病的研究。 大量文

献证实黄连解毒汤具有降糖、降脂、抗炎、抗菌、抗
肿瘤、抗内毒素、抗脑缺血及抗氧化等药理学作

用［１－４］。 在代谢组学的研究方面主要是从肠道菌群

以及肠道内代谢产物、血清学代谢组学以及相关细

胞因子检测等方面对其作用机制进行验证与论述。
血清代谢组学是对血清成分中所包含的生物标志

物的组成进行研究，从而发现这些标志物在健康与

疾病中的重要意义。 而胆汁酸是机体糖类、脂质和

氨基酸这些能量代谢过程中能够共同影响到的物

质，可调节这三大类物质在体内代谢过程中的相互

转换。 血清中总胆汁酸含量较低，检测方法以 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 的灵敏度、精密度最高［５－６］，而血清代谢组

学属于非靶向检测，通常检测不出明显的胆汁酸变

化，但能检测出与胆汁酸代谢相关的其他物质，与
粪便代谢组学结果结合综合分析，从而更加全面地

发现胆汁酸代谢的作用机制。
本研究探讨方向为黄连解毒汤对健康大鼠血

清代谢组的影响，实验中采用气相色谱⁃飞行时间质

谱 （ ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｔｉｍｅ⁃ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＧＣ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）非靶向代谢组学技术进

行检测，筛选并鉴定差异代谢物，发现黄连解毒汤

可能干预与胆汁酸代谢相关的代谢通路，进而分析

总结其在机体内影响胆汁酸调节的作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ２４ 只，１０ ～ １２ 周龄，体重 ２００ ｇ
左右，雌雄各半，购于北京华阜康生物科技股份有

限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８】。 饲养期间自由饮

水，饲喂普通维持饲料由贵州中医药大学实验动物

研究所提供。 饲养环境：昼夜各半循环照明，湿度

恒定 ４０％ ～ ７０％，温度控制在 ２２ ～ ２５℃，饲养于贵

州中医药大学实验动物研究所【 ＳＹＸＫ（黔） ２０２１－
０００５】。 所有操作均符合贵州中医药大学实验动物

研究所实验伦理学要求（ＩＡＣＵＣ ２０２１００９１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

黄连、栀子、黄柏和黄芩（购买于北京同仁堂贵

阳分店）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

Ｌ⁃２⁃氯苯丙氨酸（批号 １０３６１６⁃８９⁃３，上海恒柏

生物科技）。 气相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ；Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司，美国）；质谱仪（ＰＥＧＡＳＵＳ ＨＴ， ＬＥＣＯ；ＬＥＣＯ 公

９７２１
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司，美国）；色谱柱（ＤＢ⁃５ ＭＳ，３０ ｍ × ２５０ μｍ × ０􀆰 ２５
μｍ；Ａｇｉｌｅｎｔ 公司美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 黄连解毒汤的制备

取黄连 ９０ ｇ、栀子 ９０ ｇ、黄柏 ６０ ｇ、黄芩 ６０ ｇ，置
于煎药锅内，加 １０ 倍量的纯水浸泡 １ ｈ，加热沸腾后

改中火煎煮 ４０ ｍｉｎ，倒出药液，然后加 ４ 倍量的纯水

中火煎煮 ３０ ｍｉｎ，合并药液，最后分别浓缩至 ０􀆰 ６３、
０􀆰 ３１、０􀆰 １６ ｇ ／ ｍＬ（为生药量计算）即得黄连解毒汤，
冷却分装后于 ４℃冰箱保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物分组及样本采集

ＳＤ 大鼠适应性喂养 ７ ｄ 后，随机分为 ４ 组：空
白组（Ｎ 组）、ＨＬＪＤ 高剂量组（Ｈ 组）、中剂量组（Ｍ
组）、低剂量组（Ｌ 组），每组 ６ 只。 Ｈ 组、Ｍ 组、Ｌ 组

分别以 ６􀆰 ２５、３􀆰 １２５、１􀆰 ５６ ｇ ／ ｋｇ 的 ＨＬＪＤ 煎剂灌胃，
每次 １ ｍＬ，每天 ２ 次，Ｈ 组、Ｍ 组、Ｌ 组每次灌胃量

０􀆰 ６３、０􀆰 ３１、０􀆰 １６ ｇ ／ ｍＬ，Ｎ 组灌胃生理盐水，各自连

续给药 ２１ ｄ。 实验结束禁食不禁水 １２ ｈ 后，麻醉

后，腹主动脉取血，室温静置 ４０ ｍｉｎ，３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ，取上清即为血清。
１􀆰 ２􀆰 ３　 代谢物萃取

在 １􀆰 ５ ｍＬ 无菌无酶的 Ｅｐ 管中依次加入 ５０ μＬ
血清样本、２００ μＬ 色谱级甲醇、５ μＬ Ｌ⁃２⁃氯苯丙氨

酸（１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ），再依次进行如下操作：涡旋混匀

３０ ｓ，冰水浴中超声 １０ ｍｉｎ，４℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ。 质控（ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ）样本由每个样本

各取 ４０ μＬ 混合而成，移取 ２００ μＬ 上清液于 １􀆰 ５
ｍＬ Ｅｐ 管中，在真空浓缩器中干燥提取物，再用 ３０
μＬ 甲氧胺盐试剂（ＣＨ６ＣｌＮＯ ２０ ｍｇ ／ ｍＬ，溶质 Ｃ５Ｈ５Ｎ）
溶解，轻轻混匀后在 ８０℃环境下孵育 ０􀆰 ５ ｈ，而后向每

个样品中加入 ４０ μＬ Ｃ２Ｈ２Ｆ３ＮＯ（１％ Ｃ４Ｈ１１ＣｌＳｉ），每
组随机选取 ６ 个样本，进行上机检测［７］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 上机检测

进样量：１ μＬ；分流模式：Ｓｐｌｉｔｌｅｓｓ Ｍｏｄｅ；隔垫吹

扫流量 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；载气氦气；柱流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱箱

升温程序：５０℃保持 １ ｍｉｎ，以 ２０℃ ／ ｍｉｎ 的速率升到

３１０℃，保持 ６ ｍｉｎ；前进样口温度 ２８０℃；传输线温

度 ２８０℃；离子源温度 ２５０℃；电离电压－７０ ｅＶ；质量

范围（ｍ ／ ｚ）：５０ ～ ５００；扫描速率每秒 １２􀆰 ５ 光谱；溶
剂延迟 ４􀆰 ７８ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ５　 数据处理

数据峰提取、基线矫正、解卷积、峰积分、峰对

齐等分析采用 Ｃｈｒｏｍａ ＴＯＦ 软件（Ｖ ４􀆰 ３Ｘ，ＬＥＣＯ）进

行［８］。 质谱、保留时间指数匹配等物质进行定性分

析采用 ＬＥＣＯ⁃Ｆｉｅｈｎ Ｒｔｘ ５ 数据库。 数据降噪采用基

于四分位数距对偏离值为主进行过滤，峰面积数据

删除单组空值大于 ５０％的结果，缺失值用最小值的

１ ／ ２ 填充，最后利用内标进行归一化处理［９］。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＩＭＣＡ １５􀆰 ２ 软件对降噪后的数据进行正

交偏最小二乘法判别分析（ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ⁃
ｓｑｕａｒｅｓ⁃ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＯＰＬＳ⁃ＤＡ），通过第一

主成分的变量投影重要度（ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）值找到两组差异的变量［１０］。 同时采

用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ Ｔ 检验比较各组间差异的显著性，并计

算差异倍数 ｌｏｇ２（ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ）。 最后以 ＶＩＰ ＞ １ 和

Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 分别筛选出差异代谢物。 对于筛选出来

的代 谢 物 导 入 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ 平 台 进 行 拓 扑 分

析［１１］，找到最相关代谢通路。

２　 结果

２􀆰 １　 原始数据的预处理

原始数据包含 ６ 个 ＱＣ 样本和 ３０ 个实验样本，
从中共提取到 ５８６ 个峰。
２􀆰 ２　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析

各组间样本区分显示，样本全部处于 ９５％置信

区间内。 在置换检验中（２００ 次），与空白组比较，Ｈ
组 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ６９３，Ｑ２ ＝ ０􀆰 ９５；Ｍ 组 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ６５２，Ｑ２ ＝
０􀆰 ９６４；Ｌ 组 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ６５４，Ｑ２ ＝ ０􀆰 ９６３，结果表明模型

组间差异具有显著性（图 １）。
２􀆰 ３　 差异代谢物的筛选

ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析各组大鼠肠道内容物，ＶＩＰ ＞ １
被认为是有潜在差异的代谢物，组间样本 ｔ 检验中，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 被认为是组间的差异代谢物，选用上述两

种统计方法及阈值进行差异代谢物筛选提高数据

可信度（见图 ２，表 １）。 从检测结果发现，Ｈ 组、Ｍ
组、Ｌ 组大同小异，３ 组分别筛选出 １６、２７、２５ 种差异

代谢物。
２􀆰 ４　 差异代谢物的代谢通路分析

通过 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ４􀆰 ０ 对差异代谢物进行通路

分析（图 ３）；图中纵坐标轴为 ｌｇｐ（⁃ｌｏｇ（Ｐ）），来自通

路富集分析，代表通路的显著性水平，Ｐ 越小即 ｌｇｐ
越大，节点的颜色越深；横坐标轴为通路的影响值

（Ｉｍｐａｃｔ），来自通路拓扑分析，代表代谢通路的影响

程度的重要性，Ｉｍｐａｃｔ 值越大，节点半径越大。 以

Ｉｍｐａｃｔ ＞ ０􀆰 ０５ 为标准筛选主要代谢通路，即潜在的

０８２１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

　 　 　 　 　 　 　 　

注：Ａ ～ Ｃ：分别为 Ｈ 组、Ｍ 组、Ｌ 组与 Ｎ 组分散点图；Ｄ ～ Ｆ：分别为 Ｈ 组、Ｍ 组、Ｌ 组与 Ｎ 组模型置换检验图。

图 １　 各组 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型的分散点图及置换检验

Ｎｏｔｅ． Ａ ～ Ｃ． Ｓｃａｔｔｅｒｅｄ ｐｏｉｎｔ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｇｒｏｕｐ Ｈ， ｇｒｏｕｐ Ｍ， ｇｒｏｕｐ Ｌ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｎ． Ｄ ～ Ｆ． Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｈ， ｇｒｏｕｐ Ｍ， ｇｒｏｕｐ Ｌ ａｎｄ
ｇｒｏｕｐ Ｎ ｍｏｄｅｌｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ａｎｄ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｍｏｄｅｌ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 １　 血清差异代谢物比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

物质
Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

保留时间（ｍｉｎ）
Ｈ 组 ／ Ｍ 组 ／ Ｌ 组

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ｍｉｎ）
ｇｒｏｕｐ Ｈ ／ ｇｒｏｕｐ Ｍ ／ ｇｒｏｕｐ Ｌ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

变量投影重要度
ＶＩＰ

趋势
Ｔｒｅｎｄ

２⁃酮⁃异戊酸 １
２⁃ｋｅｔｏｎｅ ｉｓｏｖａｌｅｒａｔｅ １

－ ／ ５􀆰 ７５ ／ ５􀆰 ７５ － ／ ０􀆰 ０３６２ ／ ０􀆰 ０２９９ － ／ １􀆰 ４０ ／ １􀆰 ４８ ↑

硫酸
Ｓｕｌｐｈｕｒｉｃ ａｃｉｄ

－ ／ ６􀆰 １５ ／ － － ／ ０􀆰 ００４８ ／ － － ／ １􀆰 ６１ ／ － ↑

琥珀酸半醛 ２
Ｓｕｃｃｉｎｉｃ ｓｅｍｉａｌｄｅｈｙｄｅ ２ ６􀆰 ２９ ／ ６􀆰 ２９ ／ ６􀆰 ２９ ０􀆰 ０３３３ ／ ０􀆰 ０３４５ ／ ０􀆰 ０２６３ １􀆰 ９８ ／ １􀆰 ７２ ／ １􀆰 ８１ ↑

萘
Ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ ６􀆰 ５８ ／ ６􀆰 ５８ ／ ６􀆰 ５８ ０􀆰 ０４０７ ／ ０􀆰 ０４７２ ／ ０􀆰 ０３１４ ２􀆰 １０ ／ １􀆰 ８１ ／ １􀆰 ８１ ↑

Ｎ⁃环己基甲酰胺 １
Ｎ⁃ｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ １ ７􀆰 ０４ ／ ７􀆰 ０４ ／ ７􀆰 ０４ ０􀆰 ０４１７ ／ ０􀆰 ０４５４ ／ ０􀆰 ０３１７ ２􀆰 ２２ ／ １􀆰 ９２ ／ ２􀆰 ０３ ↑

马来酸
Ｍａｌｅｉｃ ａｃｉｄ

－ ／ － ／ ７􀆰 １４ － ／ － ／ ０􀆰 ００１１ － ／ － ／ １􀆰 ０１ ↓

１，４⁃环己二酮
１，４⁃ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅｄｉｏｎｅ

－ ／ － ／ ７􀆰 ２２ － ／ － ／ ０􀆰 ０４５３ － ／ － ／ １􀆰 ６７ ↑

琥珀酸
Ｓｕｃｃｉｎｉｃ ａｃｉｄ

－ ／ ７􀆰 ２４ ／ － － ／ ０􀆰 ０００８ ／ － － ／ １􀆰 ０９ ／ － ↓

双（２⁃羟丙基）胺
Ｂｉｓ （２⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌ） ａｍｉｎｅ ７􀆰 ３ ／ ７􀆰 ３ ／ ７􀆰 ３ ０􀆰 ００１５ ／ ０􀆰 ０４２２ ／ ０􀆰 ０１６８ ２􀆰 ２２ ／ １􀆰 ２３ ／ １􀆰 ６７ ↑

胸腺嘧啶
Ｔｈｙｍｉｎｅ ７􀆰 ８３ ／ － ／ － ０􀆰 ００２７ ／ － ／ － １􀆰 ５８ ／ － ／ － ↑

２⁃脱氧四烯酸
２⁃ｄｅｏｘｙｔｅｔｒａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ ８ ／ ８ ／ ８ ０􀆰 ００６７ ／ ０􀆰 ００９８ ／ ０􀆰 ０１４３ １􀆰 ６９ ／ １􀆰 ４５ ／ １􀆰 ５２ ↑

苏糖
Ｓｕｏｓｅ

－ ／ － ／ ８􀆰 ０２ － ／ － ／ ０􀆰 ０４３４ － ／ － ／ １􀆰 ２８ ↓

４⁃羟基⁃６⁃甲基⁃２⁃吡喃酮
４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃６⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃２⁃ｎｅｎｅｎｅｂａ ｐｙｒａｎｏｎｅ ８􀆰 ４６ ／ ８􀆰 ４６ ／ ８􀆰 ４６ ０􀆰 ０００１ ／ ０􀆰 ０００１ ／ ０􀆰 ０００１ ２􀆰 ５６ ／ ２􀆰 ２１ ／ ２􀆰 ３４ ↑

１８２１
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续表 １

物质
Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

保留时间（ｍｉｎ）
Ｈ 组 ／ Ｍ 组 ／ Ｌ 组

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ｍｉｎ）
ｇｒｏｕｐ Ｈ ／ ｇｒｏｕｐ Ｍ ／ ｇｒｏｕｐ Ｌ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

变量投影重要度
ＶＩＰ

趋势
Ｔｒｅｎｄ

谷氨酰胺
Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ

－ ／ ８􀆰 ７５ ／ ８􀆰 ７４ － ／ ０􀆰 ０００１ ／ ０􀆰 ００４４ － ／ ２􀆰 ２７ ／ １􀆰 ９８ ↑

苏木⁃β⁃羟天冬氨酸
Ｓｕｍｕ⁃β⁃ｈｙｄｒｏｘｙ ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ

－ ／ ９􀆰 ０９ ／ － － ／ ０􀆰 ０２８６ ／ － － ／ １􀆰 ２３ ／ － ↑

β⁃谷氨酸
β⁃ｇｌｕｔａｍａｔｅ

－ ／ ９􀆰 １５ ／ ９􀆰 １５ － ／ ０􀆰 ００１７ ／ ０􀆰 ００５３ － ／ １􀆰 ４５ ／ １􀆰 ３０ ↓

洋地黄毒糖 １
Ｄｉｇｉｔａｌｉｓ ｔｏｘｉｎ １

－ ／ ９􀆰 １７ ／ ９􀆰 １７ － ／ ０􀆰 ０４８５ ／ ０􀆰 ０３９２ － ／ １􀆰 ５３ ／ １􀆰 ６２ ↑

核糖
Ｒｉｂｏｓｅ ９􀆰 ４２ ／ － ／ ９􀆰 ４２ ０􀆰 ００５４ ／ － ／ ０􀆰 ００８６ １􀆰 ８７ ／ － ／ １􀆰 ７０ ↑

丙酮醇
Ａｃｅｔｏｎｅ ａｌｃｏｈｏｌ

－ ／ ９􀆰 ６７ ／ － － ／ ０􀆰 ００５ ／ － － ／ １􀆰 ５０ ／ － ↑

丙酮 ４
Ａｃｅｔｏｎｅ ４ ９􀆰 ６７ ／ － ／ － ０􀆰 ０２５８ ／ － ／ － １􀆰 ３９ ／ － ／ － ↑

Ｄ⁃（甘油 １⁃磷酸）
Ｄ⁃（ｇｌｙｃｅｒｏｌ １⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ） ９􀆰 ９８ ／ ９􀆰 ９８ ／ ９􀆰 ９８ ０􀆰 １２１ ／ ０􀆰 ００１４ ／ ０􀆰 ００１９ １􀆰 ４５ ／ １􀆰 ６２ ／ １􀆰 ６９ ↑

扁桃醇二环氧化物
Ｍａｎｄｅｌｉｃ ｏｘｉｄｅ

－ ／ － ／ １１􀆰 ０４ － ／ － ／ ０􀆰 ０１７５ － ／ － ／ １􀆰 ０８ ↓

鸟嘌呤
Ｇｕａｎｉｎｅ

－ ／ － ／ １１􀆰 ３３ － ／ － ／ ０􀆰 ０３７２ － ／ － ／ １􀆰 ３４ ↑

棕榈油酸
Ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ １１􀆰 ４２ ／ － ／ １１􀆰 ４２ ０􀆰 ０２４３ ／ － ／ ０􀆰 ００３４ １􀆰 ０３ ／ － ／ １􀆰 ０４ ↓

尿酸
Ｕｒｉｃ ａｃｉｄ １１􀆰 ７２ ／ １１􀆰 ７２ ／ － ０􀆰 ００１６ ／ ０􀆰 ００１ ／ － １􀆰 １４ ／ １􀆰 ３１ ／ － ↓

Ｄ⁃葡萄糖庚糖
Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｈｅｐｔｏｓｅ

－ ／ １２􀆰 ００ ／ １１􀆰 ９７ － ／ ０􀆰 ００６６ ／ ０􀆰 ００６１ － ／ ２􀆰 ０４ ／ ２􀆰 １８ ↑

植物醇
Ｐｌａｎｔ ａｌｃｏｈｏｌ １２􀆰 １０ ／ １２􀆰 １０ ／ １２􀆰 １０ ０􀆰 ００５３ ／ ０􀆰 ０００１ ／ ０􀆰 ０００１ １􀆰 ８ ／ １􀆰 ９１ ／ ２􀆰 ０３ ↑

油酸
Ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ

－ ／ １２􀆰 ３２ ／ － － ／ ０􀆰 ０３９４ ／ － － ／ １􀆰 ０５ ／ － ↑

亚麻酸
Ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ １２􀆰 ３１ ／ １２􀆰 ３１ ／ １２􀆰 ３１ ０􀆰 ００４３ ／ ０􀆰 ０００１ ／ ０􀆰 ０００１ １􀆰 ５５ ／ １􀆰 ７１ ／ １􀆰 ８０ ↑

胱氨酸
Ｃｙｓｔｉｎｅ

－ ／ １２􀆰 ６１ ／ － － ／ ０􀆰 ０３０５ ／ － － ／ １􀆰 ０７ ／ － ↑

白皮杉醇
Ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ

－ ／ １３􀆰 ５７ ／ － － ／ ０􀆰 ０３８９ ／ － － ／ １􀆰 １５ ／ － ↑

１⁃单棕榈精
１⁃ｍｏｎｏｐａｌｍｉｔｏｌ

－ ／ １３􀆰 ８５ ／ － － ／ ０􀆰 ００６９ ／ － － ／ １􀆰 １９ ／ － ↑

２’⁃脱氧鸟苷
２’⁃ｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ

－ ／ １４􀆰 ５３ ／ １４􀆰 ５３ － ／ ０􀆰 ００６４ ／ ０􀆰 ０３ － ／ １􀆰 ５０ ／ １􀆰 ２０ ↑

４⁃雄甾烯⁃１１β⁃醇⁃３，１７⁃二酮
４⁃ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅ⁃１１β ａｌｃｏｈｏｌ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ

－ ／ １５􀆰 ５３ ／ １５􀆰 ５３ － ／ ０􀆰 ０１４７ ／ ０􀆰 ００５ － ／ １􀆰 ３２ ／ １􀆰 ４４ ↑

二十六（烷）酸
Ｈｅｘａｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄ １５􀆰 ８０ ／ １５􀆰 ８０ ／ １５􀆰 ８０ ０􀆰 ０００５ ／ ０􀆰 ００７９ ／ ０􀆰 ００４４ １􀆰 ７３ ／ １􀆰 ０２ ／ １􀆰 ５１ ↑

３，７，１２⁃三羟基粪甾烷
３，７，１２⁃ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ ｃｏｐｒｏｓｔａｎｅ １６􀆰 ８１ ／ １６􀆰 ８２ ／ １６􀆰 ８１ ０􀆰 ０１９４ ／ ０􀆰 ０３６８ ／ ０􀆰 ０１６７ ２􀆰 ３６ ／ ２􀆰 ０３ ／ ２􀆰 １５ ↑

胆固醇
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ １７􀆰 ０３ ／ － ／ － ０􀆰 ０４４ ／ － ／ － １􀆰 １３ ／ － ／ － ↑

注：↑：含量上升；↓：含量下降。
Ｎｏｔｅ．↑． Ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ． ↓． Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ．
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注：从左至右依次为 Ｎ 组与 Ｈ 组、Ｎ 组与 Ｍ 组、Ｎ 组与 Ｌ 组的对比结果。

图 ２　 各剂量的 ＨＬＪＤ 与空白组差异代谢物的火山图

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｎ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｈ， ｇｒｏｕｐ Ｎ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｍ， ｇｒｏｕｐ Ｎ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｌ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｖｏｌｃａｎｉｃ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＬＪＤ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ

靶标代谢路径。 与 Ｎ 组相比，Ｈ 组筛选得到潜在靶

标代谢路径为：初级胆汁酸生物合成（ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｉｌｅ
ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ）、 甘 油 磷 脂 代 谢

（ ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ）、 α⁃亚 麻 酸 代 谢

（ａｌｐｈａ⁃ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）；Ｍ 组与正常组相

比，筛选得到潜在靶标代谢路径为：甘油磷脂代谢

（ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、丙氨酸、天冬氨酸

和谷 氨 酸 代 谢 （ ａｌａｎｉｎｅ， ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｎｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、硫代谢（ ｓｕｌｆｕｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、α⁃亚麻酸

代谢（ａｌｐｈａ⁃ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）；Ｌ 组与正常组

相比，筛选得到潜在靶标代谢路径为：甘油磷脂代

谢、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、α⁃亚麻酸代谢。
在结果中发现，Ｈ 组相较于 Ｍ 组和 Ｌ 组显示出高剂

量 ＨＬＪＤ 才能让初级胆汁酸生物合成代谢路径产生

强相关性，Ｍ 组和 Ｌ 组丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢路径相关性基本相同，Ｈ 组、Ｍ 组、Ｌ 组 ３ 个组

对于 α⁃亚麻酸代谢和甘油磷脂代谢的相关性基本

相同。

注：从左至右依次为 Ｎ 组与 Ｈ 组、Ｎ 组与 Ｍ 组、Ｎ 组与 Ｌ 组的对比结果。

图 ３　 差异代谢的代谢通路图

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｎ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｈ， ｇｒｏｕｐ Ｎ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｍ， ｇｒｏｕｐ Ｎ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｌ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

３　 讨论

肝细胞内由胆固醇合成初级胆汁酸后排泄到

肠道中被肠道菌群代谢成次级胆汁酸参与机体多

种正常生理机能活动，而进入血液中胆汁酸含量极

低很难检测。 胆汁酸的生成代谢可通过血清中代

谢物进行综合分析来推断药物对胆汁酸代谢的作

用机制，不过血清与粪便中的代谢物变化存在不一

致，这需要进行一定的分析总结。

首先，经过代谢通路分析可知各剂量黄连解毒

汤都可干预 α⁃亚麻酸代谢和甘油磷脂代谢。 Ｂａｒ
等［１２］对人类血清代谢组研究发现肠道菌可独立于

饮食因素来调控血清代谢物的生成，而高剂量黄连

解毒汤促进了初级胆汁酸生成，却并未对丙氨酸、
天冬氨酸和谷氨酸代谢路径产生强相关作用。 对

比课题组前期实验中粪便代谢组学的检测结果发

现，Ｈ 组、Ｍ 组、Ｌ 组都存在与硫代谢的强相关性，但
关联性强弱与剂量成反比，Ｈ 组和 Ｍ 组都与类固醇
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激素生物合成强相关，Ｈ 组和 Ｍ 组都与半乳糖代谢

强相关，而 Ｈ 组还具有与淀粉和蔗糖代谢、脂肪酸

生物合成的强相关性，Ｍ 组还有与三羧酸循环、二
羧酸代谢、酪氨酸代谢、初级胆汁酸生成的强相关

性［１３］。 因此，粪便代谢组学和血清代谢组学代谢通

路预测结果中具有关联的主要是初级胆汁酸生

成［１４］，而丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢路径［１５］、
半乳糖代谢［１６］、淀粉和蔗糖代谢［１７］、脂肪酸生物合

成［１８］、三羧酸循环［１９］、二羧酸代谢［２０］、酪氨酸代

谢［２１］、硫代谢［２２］ 都可以在生物体内的代谢相互转

化关系中影响胆固醇的生成，进而影响初级胆汁酸

的合成。
其次，对比前期实验粪便代谢产物结果发现［１３］

（表 ２），胆固醇含量显著增加的情况分别是粪便样

本 Ｍ 组及血清样本 Ｈ 组。 胆固醇是初级胆汁酸生

成的原料，与胆酸同是胆汁酸生成及代谢的重要部

分，而胆酸是胆汁酸池的重要组成部分［２３］，Ｈ 组粪

便样本中胆酸含量显著增加说明了体内胆汁酸生

成量相应升高。 此外，比较特别的是 ２⁃酮⁃异戊酸 １
分别在粪便样本 Ｈ 组和血清样本 Ｍ 组、Ｌ 组中上

升，α⁃酮异戊酸是一种由支链氨基酸缬氨酸不完全

分解代谢产生的中间异常代谢产物，正常情况下缬

氨酸应该代谢产生 α⁃酮戊二酸并参与三羧酸循

环［２４］，这也从另一方面说明了黄连解毒汤促进氨基

酸代谢增强进而引起初级胆汁酸生成增加。 硫酸

在粪便样本中含量全部下降，而在血清样本中只有

Ｍ 组上升，硫酸还原和硫酸化是两条硫代谢的重要

途径，而硫酸还原是多种菌群的主要能量来源，同
时菌群又可以通过硫酸化将含硫废物转化为无害

的硫酸盐，硫酸盐在激活和解毒异生物素、类固醇、
神经递质和胆汁酸方面起着重要的生理作用，硫酸

化的胆汁酸盐是胆汁酸池的重要组成部分［２２，２５］，粪
便样本中硫酸含量降低而血清样本中含量升高说

明硫酸还原和硫酸化途径增强。

表 ２　 血清与粪便差异代谢物中相同物质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓａｍｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｆｅｃｅｓ

物质
Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

保留时间（ｍｉｎ）
Ｈ 组 ／ Ｍ 组 ／ Ｌ 组

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ｍｉｎ）
ｇｒｏｕｐ Ｈ ／ ｇｒｏｕｐ Ｍ ／ ｇｒｏｕｐ Ｌ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

变量投影重要度
ＶＩＰ

趋势
Ｔｒｅｎｄ

２⁃酮⁃异戊酸 １
２⁃ｋｅｔｏｎｅ ｉｓｏｖａｌｅｒａｔｅ １ ７􀆰 ９６８ ／ － ／ － ０􀆰 ００２ ／ － ／ － １􀆰 ７５５ ／ － ／ － ↑

硫酸
Ｓｕｌｐｈｕｒｉｃ ａｃｉｄ ８􀆰 ８６３ ／ ８􀆰 ８６３ ／ ８􀆰 ８６３ ０􀆰 ０１７ ／ ０􀆰 ０１９ ／ ０􀆰 ０１４ １􀆰 ５４４ ／ １􀆰 ３８７ ／ ２􀆰 １０７ ↓

马来酸
Ｍａｌｅｉｃ ａｃｉｄ

－ ／ １４􀆰 ２３９ ／ － － ／ ０􀆰 ０２５ ／ － － ／ １􀆰 １９８ ／ － ↑

２⁃脱氧四烯酸
２⁃ｄｅｏｘｙｔｅｔｒａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ １２􀆰 ４７０ ／ １２􀆰 ４７０ ／ １２􀆰 ４７０ ０􀆰 ００８ ／ ０􀆰 ００７ ／ ０􀆰 ００９ １􀆰 ３１３ ／ １􀆰 ７３９ ／ １􀆰 ３８３ ↓

４⁃羟基⁃６⁃甲基⁃２⁃吡喃酮
４⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃６⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃２⁃ｎｅｎｅｎｅｂａ １３􀆰 ３７３ ／ － ／ － ０􀆰 ０２７ ／ － ／ － １􀆰 ５０ ／ － ／ － ↑

核糖
Ｒｉｂｏｓｅ １５􀆰 ５１３ ／ １５􀆰 ５１３ ／ － ０􀆰 ００４ ／ ０􀆰 ０４５ ／ － ２􀆰 ３７４ ／ ２􀆰 １５２ ／ － ↑

胆酸
Ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ２９􀆰 ５２６ ／ － ／ － ０􀆰 ００８ ／ － ／ － ２􀆰 ０９４ ／ － ／ － ↑

棕榈油酸
Ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ １９􀆰 ３９６ ／ １９􀆰 １８１ ／ － ０􀆰 ０２０ ／ ０􀆰 ０１６ ／ － １􀆰 ５３８ ／ １􀆰 １０５ ／ － ↓

胆固醇
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

－ ／ ２８􀆰 ５６９ ／ － － ／ ０􀆰 ０４６ ／ － － ／ １􀆰 ３０３ ／ － ↑

注：↑：含量上升；↓：含量下降。 粪便差异物数据来源于已发表的前期研究［１３］ 。
Ｎｏｔｅ．↑． Ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ． ↓． Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ． Ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｓ ｓｏｕｒｃｅｄ ｆｒｏｍ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ［１３］ ．

　 　 胆汁酸代谢与糖尿病、肥胖、血脂异常、动脉粥

样硬化等多种疾病相关，具有潜在治疗作用［２６－２７］。
核糖在细胞内的遗传和能量结构上有着重要作用，
比如，Ｄ⁃核糖是一种天然存在的 ５⁃碳单糖，其五边

形环结构（呋喃糖） 是核酸（ＤＮＡ 和 ＲＮＡ）、辅酶

（ＮＡＤＨ、ＮＡＤＰＨ、ＦＡＤＨ２ 和乙酰辅酶 Ａ）和能量分

子（ＡＴＰ、ＧＴＰ 等）结构的前体，在补充 Ｄ⁃核糖的心

力衰竭动物模型研究中发现可以增强心肌缺血后

的心肌代谢和性能［２８］，本实验结果发现核糖在粪便

和血清样本中的基本趋势都是上升，证明黄连解毒

汤能够改善心脏功能。 Ｂｅｒｍúｄｅｚ 等［２９］ 研究发现血

浆中游离棕榈油酸的高水平与糖尿病和肥胖相关，
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可被视为非糖尿病患者胰岛素敏感性、β 细胞功能

和葡萄糖耐量的独立决定因素，且血浆中含棕榈油

酸的磷脂水平与 ＨＤＬ⁃胆固醇升高、ＬＤＬ⁃胆固醇降

低但三酰基甘油水平升高有关。 本研究结果中大

鼠血清和粪便样本棕榈油酸都下降，证明黄连解毒

确有改善心血管及糖尿病相关疾病的作用。 马来

酸和苹果酸的区别在于苹果酸是饱和二羧酸而马

来酸是不饱和二羧酸，是二羧酸代谢的产物，与延

胡索酸互为顺反异构物，在三羧酸循环中可抑制酵

素，有一定的毒性［３０］，在粪便样本 Ｍ 组其含量上

升，而血清样本 Ｌ 组则下降，说明黄连解毒汤能够

清除一定的马来酸，促进三羧酸循环。 ２⁃脱氧四烯

酸在粪便中全部检测出上升但在血清样本中则全

部下降，４⁃羟基⁃６⁃甲基⁃２⁃吡喃酮在血清样本中都上

升，但在粪便样本中上升的只有 Ｈ 组，相关生物活

性研究较少，目前在体内的作用还没有明确，但其

在血清和粪便中显著相反的变化可作为潜在标志

物。 从以上对比结果可以发现，两种代谢组学中存

在不一致的关联性，就如同 Ｄｅｎｇ 等［３１］ 在进行粪便

和血液代谢产物的比较肠道微生物群发现的与心

脏代谢疾病的不一致关联类似，而出现这种情况的

原因是黄连解毒汤剂量的不同导致对机体产生的

效果不同。
在前期研究中发现提纯的黄连解毒汤比未提

纯方剂对大鼠结肠内容物中胆汁酸生成的影响更

大，这可能是因为提纯的黄连解毒汤中栀子苷含量

丰富。 王坤等［３２］ 研究黄连解毒汤中促进胆汁酸生

成的物质是栀子苷，但栀子苷有一定的肝毒性，过
量使用栀子可诱导肝细胞的坏死与凋亡，而黄连解

毒汤中其他成分可通过去除自由基酶的活性以及

抑制炎症反应等作用缓解这种肝毒性。 刘毓等［３３］

在使用栀子苷单体对大鼠血清及粪便胆汁酸的研

究发现，基于大鼠 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ 的栀子苷即可导致肝

损伤，但对粪便和血清样本中同种胆汁酸的含量的

影响却存在一定的差异，这与本研究结果相似，但
是否只有栀子苷促进胆汁酸代谢及黄连解毒汤的

保护机制还需要进一步研究。
综合以上结果分析得出结论，从血清代谢物中

筛选出的潜在的差异代谢产物和靶标代谢路径分

析研究发现，黄连解毒汤可通过正向调节血清中胆

固醇、胆酸、核糖、白皮杉醇、皮质醇、亚麻酸和油酸

等水平促进体内初级胆汁酸生成进而增强胆汁酸

代谢通路。
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黄玉叶，蔡艳贞，蔡春梅，等． 强直性脊柱炎食蟹猴膝关节及肠道组织病理变化分析 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１０）：
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［基金项目］２０２１ 年国家重点研发计划（２０２１ＹＦＦ０７０２６０５），广东省自然科学基金（２０２２Ａ１５１５０１００１４，２０２３Ａ１５１５０１０４７０），２０２１ 年广州市

南沙区民生科技计划项目（２０２１ＭＳ００２）。
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（２０２２Ａ１５１５０１００１４， ２０２３Ａ１５１５０１０４７０）， ２０２１ Ｎａｎｓｈａ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｃｉｔｙ， Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｌｉｖｅｌｉｈｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ
（２０２１ＭＳ００２）．
［作者简介］黄玉叶（１９９９—），女，在读硕士研究生，研究方向：药学研发与转化。 Ｅｍａｉｌ： １４０１９０５７９３＠ ｑｑ．ｃｏｍ
［通信作者］李文德（１９７７—），男，博士，教授，研究方向：基础医学。 Ｅｍａｉｌ：ｇｄｍｃｌｉ＠ ｑｑ．ｃｏｍ；

卢丽（１９８０—），女，博士，副教授，研究方向：生物医药。 Ｅｍａｉｌ： ５４１６０８１８０＠ ｑｑ．ｃｏｍ。
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强直性脊柱炎食蟹猴膝关节及肠道组织
病理变化分析

黄玉叶１，蔡艳贞１，蔡春梅１，祝合朋１，丁煌冠１，贾欢欢２，肖文德３，
陈珺１，李文德２∗，卢丽１∗

（１． 广东药科大学，广州　 ５１１４００；２． 广东省实验动物监测所（广东省实验动物重点实验室），
广州　 ５１０６６３；３． 广州市第一人民医院，广州　 ５１０１８０）

　 　 【摘要】 　 目的　 强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）是一种免疫介导的累及中轴关节、周围关节和肠道

的慢性疾病，但外周膝关节和肠道的病因病机未明。 本研究旨在研究 ＡＳ 食蟹猴膝关节和肠道主要病理变化及机

制。 方法　 通过组织形态学分析及免疫组化实验，研究 ＡＳ 外周膝关节及肠道组织的关键特征并初步分析其发病

机制。 结果　 ＡＳ 食蟹猴外周膝关节病理特征在早期主要表现为关节表面软骨侵蚀、软骨下骨暴露、关节表面呈锯

齿状；晚期主要表现为软骨表层肥大软骨细胞异位增生，通过软骨成骨和纤维成骨形成骨赘，软骨基本丢失。 软骨

和血管中 ＭＭＰ⁃３ 的表达上调，引起软骨破坏并刺激血管增生。 ＡＳ 食蟹猴小肠绒毛严重萎缩且隐窝增生明显，空
肠和回肠的黏膜肠腺中可见大量 γδＴ 细胞。 结论　 本研究通过对 ＡＳ 食蟹猴膝关节和肠道的病理分析，获得了该

自发模型膝关节与肠道组织的关键特征，并提出可能的发病机制。 为探讨 ＡＳ 的骨骼病变与外周疾病间的潜在关

联，以及 ＡＳ 的治疗提供新的见解。
【关键词】 　 强直性脊柱炎；食蟹猴；膝关节；基质金属酶 ３
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ＨＵＡＮＧ Ｙｕｙｅ１， ＣＡＩ Ｙａｎｚｈｅｎ１， ＣＡＩ Ｃｈｕｎｍｅｉ１， ＺＨＵ Ｈｅｐｅｎｇ１， ＤＩＮＧ Ｈｕａｎｇｇｕａｎ１， ＪＩＡ Ｈｕａｎｈｕａｎ２，
ＸＩＡＯ Ｗｅｎｄｅ３， ＣＨＥＮ Ｊｕｎ１， ＬＩ Ｗｅｎｄｅ２∗， ＬＵ Ｌｉ１∗

（１． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１１４００， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ
Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ （Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ）， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６６３．

３． Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｆｉｒｓｔ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０１８０）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＵ Ｌｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ５４１６０８１８０＠ ｑｑ．ｃｏｍ； ＬＩ Ｗｅｎｄｅ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇｄｍｃｌｉ＠ ｑｑ．ｃｏｍ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ （ＡＳ） ｉｓ ａｎ ｉｍｍｕｎｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ａｘｉａｌ ｊｏｉｎｔｓ，
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｊｏｉｎｔｓ， ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｋｎｅｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｉｓ ｕｎｋｎｏｗｎ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｔｈｅ
ｍａｉｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｉｎ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ ｗｉｔｈ ＡＳ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ
ｍａｉｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＡＳ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｗａｓ
ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ｉｎ ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｅｒｏｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔ ｓｕｒｆａｃｅ， ｅｘｐｏｓｅｄ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ
ｂｏｎｅ， ａｎｄ ａ ｊａｇｇｅｄ ｊｏｉｎｔ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｌａｔｅ ｓｔａｇｅ， ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ｍａｉｎｌｙ ｍａｎｉｆｅｓｔｅｄ ａｓ ｅｃｔｏｐｉｃ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ， ｏｓｔｅｏｐｈｙｔｅｓ ｆｏｒｍｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ
ｆｉｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓ， ａｎｄ ｌｏｓｓ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ． ＭＭＰ⁃３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｃａｕｓｉｎｇ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ． ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ ｈａｄ ｓｅｖｅｒｅ ａｔｒｏｐｈｙ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｉ ａｎｄ ｏｂｖｉｏｕｓ
ｃｒｙｐｔ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ， ａｎｄ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ γδＴ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｇｌａｎｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｊｅｊｕｎｕｍ ａｎｄ ｉｌｅｕｍ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｉｎ ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅｉｒ ｍａｉｎ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｌｉｎｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ＡＳ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ； ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ； ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ； ＭＭＰ⁃３
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 强直性脊柱炎（ ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）以中

轴关节的疼痛、僵直为主要临床特征，包括骶髂关

节和脊柱，也会累及外周关节，尤其是伴随出现的

膝关节肿胀、疼痛。 目前 ＡＳ 的病因病机尚未明确，
除与已知的 ＨＬＡ⁃Ｂ２７ 的相关性外，近年来基质金属

酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）参与 ＡＳ 发病的作

用机理也逐渐引起关注［１］。 有报道称，部分 ＡＳ 患

者最先发病于外周关节，例如膝关节，逐渐累及髋

关节，甚至几年后才出现脊柱的病变，年龄越小首

发外周关节的概率越高。 由于对 ＡＳ 外周关节病理

变化及诊断方法的认识不足，临床上容易误诊为类

风湿性关节炎和骨关节炎等，严重影响 ＡＳ 早期的

诊断和治疗［２］。 通过研究 ＡＳ 膝关节的病理变化及

进程，有助于更好地认识 ＡＳ 在外周关节的发生发

展，减少误诊漏诊的发生，并尽早治疗疾病，具有重

要的临床实用价值及社会效益。
在 ＡＳ 患者中，炎症性肠病是常见的关节外表

现，约 ７０％ ＡＳ 患者存在肠道黏膜炎症，其中 ５％进

展为临床炎症性肠病［３］，与之对应的是 １０％ ～ ２０％
炎症性肠病患者同时患有 ＡＳ。 这提示 ＡＳ 和炎症性

肠病具有相似的遗传风险因素和病因，在临床遗传

和免疫学方面都有重叠，ＡＳ 患者肠道炎症是否与脊

柱发病相关也引起了关注。 近年来对肠道微生物

的多项研究表明肠道菌群失调与 ＡＳ 的发生、发展

有着密切关联，然而，尚不清楚这种微生物失调是

炎症的起因还是结果，而微生物失调是如何调节 ＡＳ
的免疫反应也有待研究，因此使肠道⁃脊柱关节炎成

为研究的新兴领域［４］。 目前许多学者认为，微生物

感染是脊柱关节病或 ＡＳ 疾病活动的诱发因素，也
就是说，肠道可能是抗原暴露的第一个位置，随后

是关节内致病机制的激活［５］。
构建疾病动物模型是研究疾病发生机理以及

防治策略的基础，但对于病因不明的病种而言，缺
乏病因相似的动物模型，是阻碍该病种基础研究发

展的瓶颈。 近年来对强直性脊柱炎病因病机的研

究主要是在啮齿类动物模型上进行的，但与 ＡＳ 患

者临床表现具有较大差异，在啮齿类动物模型获得

的实验结果，很难真正“落地”到临床。 本实验是在

课题组已建立的自发性强直性脊柱炎食蟹猴模型

上开展的，前期研究已明确了 ＡＳ 食蟹猴脊柱病程

进展以及血液学、影像学及分子生物学方面的相关

改变［６］，对该自发性疾病模型有夯实的研究背景数

据。 本文将探讨 ＡＳ 食蟹猴膝关节及肠道病因及病

程中主要病理变化，有助于更好地认识 ＡＳ 在外周

关节及肠道炎症的病程发展，为进一步阐明 ＡＳ 病

程中复杂的网络调控机制奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１３ 只普通级雌性食蟹猴，年龄（１５􀆰 ２２ ± ３􀆰 ００）
岁，体重 ４􀆰 ４６ ± １􀆰 ９３ ｋｇ 均购自广东春盛生物科技

发展有限公司【ＳＣＸＫ（粤）２０１９－００２７】。 饲养条件：
群居饲养于广东春盛生物研究院有限公司【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１９－０１５２】，环境温度 １８ ～ ２６℃，相对湿度

４０％ ～ ７０％，定时定量饲养，自然采光。 课题组前

８８２１
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期对 ２０ ０００ 只食蟹猴的筛查过程中发现并确立一

个自发性 ＡＳ 食蟹猴疾病模型种群，进一步对这些

出现关节异常的食蟹猴进行了长达 ３ 年的追踪性检

查，通过比对血液学指标检查、影像学（Ｘ 线、ＭＲＩ
及 ＣＴ）检查、家族复发性分析、基因检测及病理学分

析，最终建立了非人灵长类自发性 ＡＳ 实验动物种

群的病理资料库，筛选并鉴定了 ５７ 只自发性强直性

脊柱炎食蟹猴模型（雄性 １９ 只，雌性 ３８ 只），其发

病率为 ０􀆰 ２７５％，与人相似［６］。 在 ５７ 只强直性脊柱

炎食蟹猴中，外周关节炎发病率约为 ４５􀆰 ６１％，发病

率与强直性脊柱炎患者外周关节发病率接近。 基

于实验动物研究的“３Ｒ”原则，本研究中各组实验动

物的数量分别为：正常对照组 ３ 只、ＡＳ 早期组 ３ 只、
ＡＳ 晚期组 ７ 只。 所有操作均已通过广东省实验动

物监测所 ＩＡＣＵＣ 的审查（ＩＡＣＵＣ２０１８００２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＭＭＰ⁃３ 一抗 （武汉三鹰， 中国）、 Ｈ⁃４１ 一抗

（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，美国）、兔 ／鼠通用型链霉亲和素⁃ＨＲＰ
（江苏康为世纪，中国）、透明质酸酶（源叶，中国）；
Ｍｉｋａｓａ ＨＦ４００ＶＡ Ｘ 光机（Ｍｉｋａｓａ，日本）、石蜡包埋

机（Ｌｅｉｃａ，德国）、石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，德国）；病理组

织漂烘仪（Ｈｉｓｔｏｌｉｎｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，米兰）；倒置显微镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

对食蟹猴进行体格检查，使用测角仪初步筛查

自发性 ＡＳ 食蟹猴，评估动物脊柱曲率和膝关节和

髋关节活动度（ＲＯＭ），随后进行 Ｘ 线检查，判断标

准与临床相同，本研究参照 １９８４ 年美国纽约修订 Ｘ
线诊断分级标准进行分级（ｍＮＹ）：０ 级：影像学检查

无病变，骨骼结构正常；Ⅰ级：疑似骨关节硬化、糜
烂；Ⅱ级：可见明显的硬化和侵蚀，有轻微异常，但
关节间隙不是很明显；Ⅲ级：骨硬化和浸润明显，骨
异常严重，关节间隙明显改变，部分强直改变；Ⅳ
级：大部分脊柱出现强直性改变或完全强直，表现

为严重的骨关节结构异常［７－８］。 结合细胞因子检查

和排除其他疾病影响，根据 ｍＮＹ 分级系统进行双盲

评分，按不同等级将食蟹猴分为两组，评分 ０ 级为正

常组（ｎ ＝ ３），评分Ⅱ级为 ＡＳ 早期组（ｎ ＝ ３）、评分

Ⅲ级及以上为 ＡＳ 晚期组（ｎ ＝ ７），且本实验所用

ＡＳ 食蟹猴均伴发外周关节及肠道病变。
１􀆰 ２􀆰 ２　 食蟹猴膝关节样本的取材固定、脱钙与包埋

安乐死后，取食蟹猴膝关节放入 ４％多聚甲醛

中常温固定 ４８ ｈ 以上，固定完毕后流水冲洗 ９ ｈ 以

上去除多余固定液后用 ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 脱钙直至组织变

得柔软说明达到脱钙终点，进行常规脱水包埋，４℃
保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 食蟹猴肠道样本的取材固定与包埋

动物经安乐死后取出不同的肠段，包括小肠和

大肠，将肠腔清洗干净后放入 ４％多聚甲醛中常温

固定 ４８ ｈ 以上，固定完毕后流水冲洗 ９ ｈ 以上去除

多余固定液后分装于包埋盒中，进行常规脱水包

埋，４℃保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 番红⁃固绿染色法 （ ｓａｆｒａｎｉｎｅ Ｏ⁃ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ
ｓｔａｉｎ，ＳＯ）

切片常规脱蜡至水后，苏木素染色 １ ｍｉｎ，流水

清洗后 １％盐酸乙醇分化 １５ ｓ。 ０􀆰 ０５％固绿染色

５ ｍｉｎ， １％乙酸酸化。 蒸馏水清洗后，０􀆰 ５％番红 Ｏ
染色液 ２ ｍｉｎ。 脱水透明，封片。 通风橱过夜后拿至

显微镜下观察，根据需求，使用 Ｏｌｙｍｐｕｓ 倒置显微镜

在不同倍镜下进行拍摄，每张切片均观察了 ５ 个视

野，并对软骨厚度和关节直径进行定量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 苏木精⁃伊红染色（ＨＥ 染色）

切片常规脱蜡至水后，苏木素染色 ８ ｍｉｎ，流水

浸洗 １ ｍｉｎ 后浸入 １％盐酸乙醇分化 ３ ～ ８ ｓ，肉眼观

察组织为淡紫色即可，流水冲洗返蓝 １０ ｍｉｎ，再浸入

水性伊红染色液染色 ３ ｍｉｎ。 脱水透明，封片。 通风

橱过夜后拿至显微镜下观察， 根据需求， 使用

Ｏｌｙｍｐｕｓ 倒置显微镜在不同倍镜下进行拍摄，每张

切片均观察了 ５ 个视野。
１􀆰 ２􀆰 ６　 食蟹猴小肠绒毛长度和隐窝深度的测量

使用 Ｏｌｙｍｐｕｓ 倒置显微镜拍摄并测量从绒毛顶

端至隐窝开口处的垂直距离为小肠绒毛长度，隐窝

开口至隐窝基部的垂直距离为隐窝深度，每张切片

均选取了 ５ 个视野。
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫组织化学染色

经常规烤片、脱蜡获水流程后，采用酶修复法

进行抗原修复，５％ＢＳＡ 封闭，滴加 ＭＭＰ⁃３（１ ∶１００）
一抗，４℃湿盒孵育过夜后回收，ＰＢＳ 清洗后滴加二

抗，置于湿盒避光孵育 １０ ｍｉｎ，经 ＤＡＢ 显色、苏木素

复染后脱水、透明及封片，置于通风橱过夜后显微

镜下观察。
１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件对实验数据进行统

计学比较分析。 两组独立样本比较采用 ｔ 检验，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 认为是有统计学意义。
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２　 结果

２􀆰 １　 外周膝关节 Ｘ 线及大体标本观察

Ｘ 线检查发现，正常组食蟹猴关节表面完整，未
见明显破损，ＡＳ 早期食蟹猴病变位置关节表面为锯

齿状，软骨损伤（蓝色箭头指示），ＡＳ 晚期关节间隙

变窄，软骨边缘骨赘生成明显（红色箭头指示）。 由

膝关节的大体外观可见，正常组食蟹猴股骨下段和

胫骨上段关节软骨透明，关节面光滑有光泽，呈蓝

白色，关节边缘整齐。 ＡＳ 早期组食蟹猴股骨下段和

胫骨上段软骨层变薄，表面粗糙，色泽暗淡，偶见软

骨缺损溃疡面，暴露软骨下骨，弹性差。 ＡＳ 晚期组

食蟹猴股骨下段和胫骨上段周围骨赘明显，关节间

隙狭窄，关节软骨层结构基本完全丢失（见图 １）。

注：ＨＢ：异位骨；红色虚线：透明软骨边界；蓝色虚线：软骨侵蚀空洞；绿色虚线：异位肥大软骨团；红色箭头：血管；蓝色箭头：炎症细胞和

骨髓样细胞；黄色箭头：纤维成骨。

图 ２　 ＡＳ 食蟹猴股骨下段病理进展（ＨＥ 染色）（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． ＨＢ． Ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｂｏｎｅ． Ｒｅｄ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ． Ｈｙａｌｉｎｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｂｏｒｄｅｒ． Ｂｌｕｅ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ． Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｅｒｏｓｉｏｎ ｃａｖｉｔｙ． Ｇｒｅｅｎ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ． Ｅｃｔｏｐｉｃ
ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｍａｓｓ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ． Ｆｉｂｒｏ⁃ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｆｅｍｕｒ ｉｎ ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）（ｎ ＝ ３）

２􀆰 ２　 外周膝关节的病理变化

关节软骨主要由软骨细胞、软骨基质及纤维构

成的透明软骨。 膝关节软骨主要分为透明软骨层、
钙化软骨层及软骨下骨层。
２􀆰 ２􀆰 １　 股骨下端病理变化

食蟹猴股骨下段 ＨＥ 染色发现，正常组股骨软

骨表面光滑平整，软骨下骨未见增生血管（图 ２Ａ，
２Ｂ）。 ＡＳ 食蟹猴软骨基质随病情加重逐渐剥落，软
骨层变薄变性，表面纤维增生，可明显观察到成骨

（图 ２Ｃ，２Ｄ，２Ｅ），随着病情加重可观察到异位肥大

软骨细胞向软骨下骨层方向进展（图 ２Ｇ，２Ｈ），大面

注：蓝色箭头：软骨破损位置；红色箭头：骨赘形成位置。

图 １　 ＡＳ 食蟹猴膝关节 Ｘ 线及标本外观

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｂｒｅａｋａｇｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ Ｘ⁃ｒａｙ
ａｎｄ ｓｐｅｃｉｍｅｎ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ

积的纤维成骨导致松质骨增多，并在钙化软骨层附

近发现密集分布的血管（图 ２Ｆ，２Ｉ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 胫骨上段病理变化

食蟹猴胫骨上段 ＨＥ 染色发现，正常组胫骨上
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段软骨表面完整，ＡＳ 食蟹猴组透明软骨层纤维紊乱

甚至中断，异常增生，软骨内部可观察到纤维成骨

（图 ３Ａ，３Ｂ），钙化软骨层厚度明显增加，随着病情

发展，可观察到异位肥大软骨细胞向成骨方向发展

以及向纤维化方向分化（图 ３Ｃ，３Ｄ），以及分布密集

的血管（图 ３Ｅ，３Ｆ）。

注：ＨＢ：异位骨；绿色线段：钙化软骨层；橘色虚线：肥大软骨细胞与新生骨的边界；绿色虚线：肥大软骨细胞与纤维细胞的边界；红色虚

线：新生血管网络；黄色箭头：纤维成骨；红色箭头：血管。

图 ３　 ＡＳ 食蟹猴胫骨上段病理进展（ＨＥ 染色）（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． ＨＢ． Ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｂｏｎｅ． Ｇｒｅｅｎ ｌｉｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔ． Ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｌａｙｅｒ． Ｏｒａｎｇｅ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ． Ｂｏｒｄｅｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｓｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｎｅｗ ｂｏｎｅ．
Ｇｒｅｅｎ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ． Ｂｏｒｄｅｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｓｔ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ． Ｒｅｄ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ． Ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ． Ｆｉｂｒｏ⁃ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ．
Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｔｉｂｉａ ｏｆ ｔｈｅ ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ） （ｎ ＝ ３）

２􀆰 ３　 股骨下段表面软骨厚度及直径的变化

为了更好地观察与评估关节表面软骨层的变

化，对食蟹猴股骨下段进行 ＳＯ 染色。 结果如图 ４
所示，正常对照组软骨细胞排列有序，软骨基质层

呈明显桔红色；ＡＳ 组软骨基质丢失，蛋白多糖含量

减少，软骨内成骨明显，纤维增生明显，以炎性肉芽

组织为主要特征（图 ４Ａ），在软骨下骨区域可见纵

向发展的大面积肥大软骨细胞，往成骨方向进展活

跃（图 ４Ｂ）。 随着病程发展，ＡＳ 晚期动物股骨下段

软骨层完全被破坏，取而代之的是表面增生的纤维

组织。 图 ４Ｃ 为表面软骨厚度及直径的测量结果，
ＡＳ 组股骨下段表面软骨层的厚度显著下降；关节直

径有逐渐上升趋势，但无显著性差异，提示 ＡＳ 食蟹

猴膝关节软骨面被破坏的主要原因是软骨内骨化

及纤维增生。
２􀆰 ４　 股骨下段 ＭＭＰ⁃３的表达变化

食蟹猴股骨下段 ＭＭＰ⁃３ 的 ＩＨＣ 染色如图 ５ 所

示，正常组表面软骨细胞染色呈现弱阳性；生长板

也观察到阳性染色，血管平滑肌细胞染色为阴性。

与正常组相比，ＡＳ 组软骨表面和生长板中 ＭＭＰ⁃３
的表达明显增强，软骨表面可见排列紊乱的阳性软

骨细胞和异位肥大软骨细胞团；软骨表面纤维增生

处血管中也检测到较高的 ＭＭＰ⁃３。
２􀆰 ５　 外周肠道的组织学特征

食蟹猴外周小肠样本的 ＨＥ 染色发现，小肠绒

毛出现严重绒毛萎缩、增粗，同时隐窝增生明显。
与正常组相比，ＡＳ 组十二指肠、空肠、回肠的绒毛长

度显著变短，隐窝深度显著增大（见图 ６），与目前临

床上 ＡＳ 患者的病理特征一致［９］。
２􀆰 ６　 肠道 γδＴ 细胞数量的变化

γδＴ 细胞的免疫组织化学染色发现，与对照组

相比，ＡＳ 组肠道粘膜肠腺处可观察到大量的 γδＴ 细

胞。 γδＴ 细胞可参与 ＩＬ⁃１７ 介导的免疫反应。 实验

结果表明，ＡＳ 组只有空肠和回肠可见 γδＴ 细胞阳性

染色，结肠和盲肠中并未见（见图 ７）。 这提示浸润

在空肠和回肠处的 γδＴ 细胞可能透过受损的肠黏

膜屏障和肠血管屏障，通过血液运输或直接转移到

脊柱，引起脊柱局部的炎症［１０］。
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注：ＦＨ：纤维增生；黄色箭头：纤维成骨；红色线段：股骨表面软骨的厚度；软骨厚度在 × ４０ 视野下进行测量，关节直径采用游标卡尺

测量；与正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ４　 ＡＳ 食蟹猴股骨下段表面软骨厚度及直径的变化（ＳＯ 染色）（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． ＦＨ． Ｆｉｂｒｏｕｓ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ． Ｆｉｂｒｏｕｓ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ｒｅｄ ｌｉｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔ． Ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｕｒ．
Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ × ４０ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｖｉｅｗ ａｎｄ ｊｏｉｎｔ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｖｅｒｎｉｅｒ ｃａｌｉｐｅｒｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，
∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｆｅｍｕｒ ｉｎ ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ
ｍｏｎｋｅｙｓ （ＳＯ ｓｔａｉｎｉｎｇ）（ｎ ＝ ３）

注：ＨＢ：Ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｂｏｎｅ 异位骨；红色虚线：生长板边界；红色箭头：血管。

图 ５　 ＡＳ 食蟹猴股骨下段 ＭＭＰ⁃３ 的表达（ＩＨＣ 染色）（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． ＨＢ． Ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｂｏｎｅ ｅｃｔｏｐｉｃ ｂｏｎｅ． Ｒｅｄ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ． Ｇｒｏｗｔｈ ｐｌａｔｅ ｂｏｕｎｄａｒｙ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ⁃３ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｆｅｍｕｒ ｏｆ ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ （ＩＨＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ）（ｎ ＝ ３）
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注：橘色：绒毛长度；红色：隐窝深度。

图 ６　 ＡＳ 食蟹猴小肠绒毛和隐窝的测量（ＨＥ 染色）（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｏｒａｎｇｅ． Ｖｉｌｌｉ ｌｅｎｇｔｈ． Ｒｅｄ． Ｃｒｙｐｔ ｄｅｐｔｈ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｉ ａｎｄ ｃｒｙｐｔ ｆｏｃｉ ｉｎ ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）（ｎ ＝ ３）

图 ７　 ＡＳ 食蟹猴肠道 γδＴ 细胞的 ＩＨＣ 染色（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＩＨＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ γδＴ ｃｅｌｌｓ ｉｎ

ＡＳ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓ（ｎ ＝ ３）

３　 讨论

ＡＳ 发病隐匿，部分首发于外周关节，而在目前

的啮齿类 ＡＳ 模型中对外周关节的研究还较少，并
且肠道免疫细胞浸润与 ＡＳ 的发生、发展有着密切

的关联。 本研究以 ＡＳ 食蟹猴膝关节和肠道样本为

对象，探讨了外周膝关节病理进展及肠道炎症可能

的发生机制。

本研究基于影像学和膝关节大体外观的检查

结果，可以初步确定早期膝关节的病变主要以软骨

表面破损为主，晚期病变主要以软骨表面的骨形成

为主。 通过对膝关节股骨下段和胫骨上段形态学

的分析发现，随着 ＡＳ 病程进展，膝关节从软骨表面

轻微纤维化、软骨破损及成骨进一步发展为软骨退

化，表面纤维成骨，异位肥大软骨成骨，炎症细胞侵

袭以及血管增生。 经组织学测量结果表明，ＡＳ 组食

蟹猴股骨下段肿大，表面软骨厚度显著下降。 ＩＨＣ
结果显示，ＡＳ 组股骨下段 ＭＭＰ⁃３ 表达上调，这提示

滑膜增生以及软骨侵蚀和破坏是由于 ＡＳ 食蟹猴中

ＭＭＰ⁃３ 的表达上调导致的。 这与 ＡＳ 患者脊柱中

ＭＭＰ３ 表达增强的结果一致［１１］。 ＭＭＰｓ 则是一组具

有许多共同生化性质的可降解细胞外基质酶，能降

解细胞外基质的多种成分，包括蛋白多糖和糖蛋

白。 据报道，ＡＳ 关节滑液中 ＭＭＰ⁃３ 水平升高，其血

清水平与 ＡＳ 疾病活动指数 ＢＡＳＤＡＩ 及 ＡＳ 疾病功

能指数 ＢＡＳＦＩ 呈正相关；而血清ＭＭＰ⁃３ 水平无论在

临床患者治疗前后 ＭＭＰ⁃３ 的表达水平与 ＥＳＲ 和

ＣＲＰ 有很好的相关性，体现了 ＭＭＰ⁃３ 与 ＡＳ 患者疾

病的活动性密切相关。 因此，ＭＭＰ⁃３ 可能是 ＡＳ 的

潜在诊断生物标志物，甚至可以作为 ＡＳ 患者结构

损伤进展的独立预测因子［７，１２－１６］。 本研究从成骨相
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关研究 ＡＳ 外周膝关节，增强了炎症和骨进展之间

的潜在联系，为日后治疗外周关节疾病提供新的参

考方向。
Ｔ 细胞抗原受体（ＴＣＲ）有 α、β、γ、δ 四种肽链。

根据 ＴＣＲ 异二聚体的不同组成，可将其分为 ＴＣＲ
αβ 和 ＴＣＲ γδ 两种类型，特性和功能各不相同。 其

中 ＴＣＲ γδ 细胞主要分布在黏膜和上皮组织中，而
在人外周血中仅占 Ｔ 细胞总数的 １％ ～ ５％，具有抗

感染、识别和杀伤靶细胞的功能，又可被其识别的

抗原激活，产生分泌 ＩＬ⁃２、３、４、５，ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＮＦ⁃α 等

多种细胞因子参与免疫调节，介导炎症反应，增强

机体早期非特异性免疫防御功能，在研究一些慢性

疾病的机制中受到关注。 本研究中，主要关注 γδＴ
细胞在患病动物中肠道组织的作用。 研究表明，ＩＬ⁃
２３ 受体基因（ＩＬ⁃２３Ｒ）与 ＡＳ 的遗传多态性有关［１７］。
ＡＳ 患者外周血中表达 ＩＬ⁃２３Ｒ 的 γδＴ 细胞数量比正

常人高出 ３ ～ ５ 倍，ＡＳ 患者通过 ＩＬ⁃２３Ｒ 刺激 γδＴ
细胞产生 ＩＬ⁃１７，表现出 Ｔｈ１７ 样免疫反应。 γδＴ 细

胞数量在患有回肠炎的 ＳｐＡ 患者的上皮和黏膜，以
及在 ＳｐＡ 患者的炎症关节中升高，这表明 γδＴ 细胞

可能在 ＡＳ 的发病机制中有着重要的作用［１０，１８－１９］。
因此，本研究通过检测肠道中 γδＴ 细胞的数量，显
示 ＡＳ 食蟹猴空肠和回肠与炎症相关的 γδＴ 细胞数

量增多，基于肠道组织学检查表明 ＡＳ 小肠均有一

定程度的绒毛萎缩和隐窝增生。 本研究结果增加

了 ＡＳ“肠漏发病假说”的佐证证据［２０］，即引发 ＡＳ
的抗原或炎症细胞可能由于“肠漏”机制由肠道迁

移至脊柱等患病部位，ＡＳ 患者中肠道来源的抗原呈

递细胞可能在驱动 ＡＳ 患者的全身炎症中起核心作

用。 而 γδＴ 在肠道组织中所扮演的角色是作为抗

原呈递细胞介导了炎症反应，还是在肠道组织中作

为效应细胞，直接识别和杀伤靶细胞则有待进一步

实验探讨。
肠道炎症的发生是由于肠道免疫系统失去对

正常菌群某些抗原的耐受而引起的，可以通过淋巴

系统扩散到骶髂关节和进入体循环而引起系统性

症状，如周围关节、肌腱等的强直性改变。 已有研

究表明，约有 ７０％的强直性脊柱炎患者患有肠道炎

症疾病，其中有 ５７％ ～ ７０％ 会发展为外周关节

炎［２１］，并且，肠道病变与 ＡＳ 的病情及预后相关，肠
道炎症症状重的患者其关节炎症状也较重，治疗肠

道疾病也可以间接缓解关节病变［２２］。 这说明在强

直性脊柱炎病程发展中，外周关节的病变与肠道炎

症的发展密不可分。 据文献报道，２０％ ～ ４５％的 ＡＳ
患者首先有外周关节病变，数年后才出现腰背痛。
外周关节肿、痛常较明显，以膝关节及踝关节受累

居多，肩、肘及手、足小关节偶有受累。
将外周膝关节发病及肠道炎症与 ＡＳ 关联起来

的历史由来已久，三者在遗传背景、发病机制及治

疗药物上均有较大的重叠部分，然而，在外周膝关

节及肠道炎症的发病机制研究上仍存在局限性，因
此，本研究通过对 ＡＳ 食蟹猴的外周组织进行病理

组织研究，发现 ＡＳ 食蟹猴膝关节病变主要是 ＭＭＰ⁃
３ 上调所致，肠道病变特征以 γδＴ 细胞上调为主，而
在其他啮齿类动物 ＡＳ 模型上仍以肠道菌群研究为

主［２３］，对肠道 γδＴ 细胞的研究甚少，综合对 ＡＳ 食蟹

猴肠道菌群变化的研究，发现本研究所用的自发性

食蟹猴 ＡＳ 模型与临床上患者具有更高的相似

性［９］，对日后研究 ＡＳ 治疗能提供新的实验基础和

研究方向。
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １０

程怡怡， 赵伟伟， 宋振峰， 等． 胶原蛋白肽联合海藻酸钠通过下调 ＮＬＲＰ３ 炎症小体表达改善小鼠宫腔粘连 ［Ｊ］． 中国实验动

物学报， ２０２３， ３１（１０）： １２９６－１３０３．
Ｃｈｅｎｇ ＹＹ， Ｚｈａｏ ＷＷ， Ｓｏｎｇ ＺＦ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ｉｍｐｒｏｖｅ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１０）：１２９６－１３０３．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００７

［基金项目］国家重点研发计划资助（２０１８ＹＦＣ１１０５８００），新乡医学院第三附属医院开放课题（ＫＦＫＴＹＢ２０２１２７，ＫＦＫＴＺＤ２０２１０６），新乡医学

院研究生科研创新支持计划（ＹＪＳＣＸ２０２１２４Ｚ）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｇｒａｎｔ （２０１８ＹＦＣ１１０５８００）， Ｏｐｅｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉｎｘｉａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
（ ＫＦＫＴＹＢ２０２１２７， ＫＦＫＴＺＤ２０２１０６ ）， Ｐｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｘｉｎｘｉａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
（ＹＪＳＣＸ２０２１２４Ｚ）．
［作者简介］程怡怡（１９９０—），女，在读硕士研究生，研究方向：宫腔粘连。 Ｅｍａｉｌ：１３９７３３９６２２＠ ｑｑ．ｃｏｍ
［通信作者］潘莹（１９７０—），女，博士，研究方向：妇产科学。 Ｅｍａｉｌ：ｐａｎｙｉｎｇ＠ ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；

孙永琨（１９８１—），女，博士，研究方向：创伤修复，再生医学与组织工程。 Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎ＠ ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。
∗共同通信作者

胶原蛋白肽联合海藻酸钠通过下调
ＮＬＲＰ３ 炎症小体表达改善

小鼠宫腔粘连
程怡怡１，２，赵伟伟２，宋振峰２，童福雯２，３，刘刚４，张花１，施磊磊５，

郭志坤４，王现伟１，２，４，潘莹１∗，孙永琨１，２，４∗

（１． 新乡医学院第三附属医院，河南 新乡　 ４５３００３；２． 新乡医学院基础医学院，河南 新乡　 ４５３００３；
３． 新乡医学院三全学院，河南 新乡　 ４５３００３；４． 河南省医用组织再生重点实验室，河南 新乡　 ４５３００３；

５． 南通业盟新材料股份有限公司，江苏 南通　 ２２６０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨胶原蛋白肽（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＰ）联合海藻酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ，ＳＡ）对子宫内膜损伤的

修复作用及机制。 方法　 将 ４８ 只 ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠随机分为假手术组、模型组和治疗组，每组各 １６ 只。
模型组采用微创法经小鼠子宫颈向宫腔注射 ９５％乙醇造成子宫内膜损伤，制备小鼠宫腔粘连模型；假手术组向宫

腔注射 ０􀆰 ９％生理盐水；治疗组向宫腔注射 ９５％乙醇后给予宫腔注射 ＣＰ ＋ ＳＡ 混合液。 于造模 ７ ｄ 后每组分别取

８ 只小鼠采集样本用于各项检测。 ＨＥ 染色观察小鼠子宫组织病理形态学变化；改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色观察子宫内

膜纤维化情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测子宫组织中炎症因子 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平；ＥＬＩＳＡ 检

测小鼠血清中炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的表达。 各组剩余的 ８ 只小鼠按照雄雌比例为 １ ∶２合笼，记录各组小鼠妊娠数

量，于妊娠第 １４ 天处死妊娠小鼠，记录胚胎数量。 结果　 （１）与假手术组相比，模型组小鼠子宫内膜厚度变薄，子
宫内膜纤维化增加，并有炎症细胞浸润。 此外，模型组子宫组织中炎症因子 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
蛋白表达水平以及血清中炎症因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 水平均显著高于假手术组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （２）与模型组相比，治疗

组小鼠子宫内膜损伤程度、子宫内膜纤维化程度及炎症细胞浸润均减轻；此外，治疗组子宫组织中炎症因子

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平及血清中炎症因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 水平均显著低于模型组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 （３）与假手术组相比，模型组小鼠生殖能力下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组相比，治疗组小鼠生殖能力明显改善

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用可有效改善宫腔粘连模型小鼠子宫组织病理改变，减轻子宫内膜损伤、炎
症反应及纤维化程度，改善小鼠生殖能力，其作用机制可能与下调 ＮＬＲＰ３ 炎症小体表达有关，为 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应

用治疗宫腔粘连提供可靠的实验依据。
【关键词】 　 宫腔粘连；胶原蛋白肽；海藻酸钠；ＮＬＲＰ３ 炎症小体

【中图分类号】 Ｑ９５⁃３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０２３） １０⁃１２９６⁃０８
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Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ｉｍｐｒｏｖｅ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ
ａｄｈｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ

ＣＨＥＮＧ Ｙｉｙｉ１，２， ＺＨＡＯ Ｗｅｉｗｅｉ２， ＳＯＮＧ Ｚｈｅｎｆｅｎｇ２， ＴＯＮＧ Ｆｕｗｅｎ２，３， ＬＩＵ Ｇａｎｇ４， ＺＨＡＮＧ Ｈｕａ１，
ＳＨＩ Ｌｅｉｌｅｉ５， ＧＵＯ Ｚｈｉｋｕｎ４， ＷＡＮＧ Ｘｉａｎｗｅｉ１，２，４， ＰＡＮ Ｙｉｎｇ１∗， ＳＵＮ Ｙｏｎｇｋｕｎ１，２，４∗

（１． ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉｎｘｉａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉｎｘｉａｎｇ ４５３００３， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｘｉｎｘｉａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉｎｘｉａｎｇ ４５３００３． ３． Ｓａｎｑｕａｎ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｘｉｎｘｉａｎｇ

Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉｎｘｉａｎｇ ４５３００３． ４． ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｔｉｓｓｕｅ Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｘｉｎｘｉａｎｇ ４５３００３． ５． Ｎａｎｔｏｎｇ Ｙｅｍｅｎｇ Ｎｅｗ Ｍａｔｅｒｉａｌ Ｃｏ．， Ｌｔｄ， Ｎａｎｔｏｎｇ ２２６０００）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＰＡＮ Ｙｉｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｐａｎｙｉｎｇ＠ ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ； ＳＵＮ Ｙｏｎｇｋｕｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｕｎ＠ ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ （ＣＰ） ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ （ＳＡ） ｏｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ⁃ｅｉｇｈｔ ＳＰＦ ｆｅｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｓｈａｍ， ｍｏｄｅｌ， ａｎｄ ＣＰ ＋ ＳＡ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｉｔｈ １６ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ
ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ９５％ ｅｔｈａｎｏｌ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｃａｖｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃｅｒｖｉｘ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ． Ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ０􀆰 ９％ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｃａｖｉｔｙ． Ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｍｉｘｔｕｒｅ
ｏｆ ＣＰ ａｎｄ ＳＡ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ９５％ ｅｔｈａｎｏｌ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｃａｖｉｔｙ． Ａｔ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｅｉｇｈｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓａｍｐｌｅｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ． Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｍａｓｓｏｎ
ｔｒｉｃｏｌｏｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ． ＥＬＩＳＡ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ＩＬ⁃１β
ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｓｅｒｕｍ． Ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｅｉｇｈｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｃｏｈｏｕｓｅｄ ｉｎ ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ａ ｍａｌｅ ∶ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ
１ ∶ ２， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ． Ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ ｏｎ ｄａｙ １４ ｏｆ
ｐｒｅｇｎａｎｃｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ａ ｔｈｉｎｎｅｒ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ
ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． （２） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ， ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． （３） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＰ ａｎｄ ＳＡ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＰ ａｎｄ ＳＡ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ； ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ； ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ； ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 育龄期女性子宫内膜在性激素的作用下经历

周期性的脱落、修复和再生，其中子宫内膜修复不

会形成瘢痕［１］。 然而当子宫内膜基底层损伤后易

导致子宫内膜修复障碍从而形成宫腔内粘连［２－３］。
宫腔粘连（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ，ＩＵＡ）是女性生殖系

统中常见的一种子宫内膜纤维化疾病，主要因子宫

内膜损伤或感染引起子宫内膜基底层损伤，诱发异

常的炎症反应，造成大量胶原纤维沉积在子宫腔

内，导致子宫内膜纤维化，主要表现为宫腔堵塞、盆
腔疼痛、月经紊乱、闭经、继发性不孕、妊娠异常等，
严重影响女性的身心健康［４－５］。 目前，尚缺乏有效

治疗 ＩＵＡ 的方法，因此有效预防 ＩＵＡ，减少 ＩＵＡ 并

发症，对提高 ＩＵＡ 患者的生活质量具有重要的临床

意义［６］。 ＮＬＲＰ３ 炎症小体是涉及免疫调节和炎症
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反应的蛋白质复合物，主要是由 ＮＬＲＰ３ 受体蛋白、
凋亡相关的斑点样蛋白（ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃
ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ）和效应蛋白半

胱氨酸的天冬氨酸酶⁃前体（Ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１）３ 种不同

类型的蛋白质组成，在机体免疫和疾病发生过程中

起到重要作用［７－８］。 研究发现 ＮＬＲＰ３ 炎症小体参

与肾、肝、肺等多器官纤维化的发生发展，而抑制

ＮＬＲＰ３ 炎症小体活化可减轻炎症反应和纤维化程

度［９－１１］。 然而，ＮＬＲＰ３ 炎症小体在 ＩＵＡ 中的作用尚

未见报道。 研究显示胶原蛋白肽（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ，
ＣＰ）和海藻酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ，ＳＡ）具有抗炎、促
进创面的愈合等功能［１２－１４］，但其对 ＩＵＡ 的作用机制

还需要进一步的研究。 因此，本研究将 ＣＰ 和 ＳＡ 应

用于损伤后的小鼠子宫内膜，探讨其对 ＩＵＡ 形成的

影响，为临床防治 ＩＵＡ 提供新的治疗思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４８ 只 ＳＰＦ 级性成熟且未交配雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ
小鼠，９ ～ １２ 周龄，体重 １９ ～ ２４ ｇ，购于河南斯克贝

斯生物科技股份有限公司动物实验中心 【 ＳＣＸＫ
（豫）２０２０－０００５】。 每笼 ５ 只，饲养环境：温度 ２０ ～
２６℃，湿度 ４０％ ～ ７０％，光照明暗时间为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，
循环照明，饲养期间各组小鼠自由获取标准鼠食和

水，饲养于新乡医学院实验动物中心 ＳＰＦ 级环境

【ＳＹＸＫ（豫）２０２０－００１１】，常规适应 １ 周后用于实验。
实验中所涉及操作均符合新乡医学院第三附属医院

实验动物伦理学的相关要求（Ｋ２０２１⁃０３３⁃０１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

胶原蛋白肽和海藻酸钠（南通业盟新材料股份

有限公司，中国），异氟烷（深圳市瑞沃德生命科技

有限公司，中国），多聚甲醛（国药集团化学试剂有

限公司，中国），ＨＥ 染色试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｃ１０５Ｓ，
中国），改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色试剂盒 （ Ｓｏｌａｒｂｉｏ，
Ｇ１３４５，中国）， ＮＬＲＰ３ ／ ＮＡＬＰ３ （ Ａｄｉｐｏｇｅｎ， ＡＧ⁃２０Ｂ⁃
００１４⁃Ｃ１００，美国），ＡＳＣ（ＡＢｃｌｏｎａｌ，Ａ１１４３３，中国），
Ａｎｔｉ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１（Ａｂｃａｍ，ａｂ１３８４８３，英国），Ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃１β
（Ａｂｃａｍ，ａｂ９７２２，英国），ＩＬ⁃１８（ＡＢｃｌｏｎａｌ，Ａ２０４７３，中
国），ＧＡＰＤＨ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，６００４⁃１⁃ｌ，中国），β⁃Ａｃｔｉｎ
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，ＡＦ５００３，中国），辣根酶标记山羊抗兔

（ＺＳＧＢ⁃ＢＩＯ，ＺＢ⁃２３０１，中国），辣根酶标记山羊抗小

鼠（ ＺＳＧＢ⁃ＢＩＯ，ＺＢ⁃２３０５，中国），小鼠 ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ

试剂盒（ＣＵＳＡＢＩＯ，ＣＳＢ⁃Ｅ０８０５４ｍ，中国），小鼠 ＩＬ⁃１８
ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ ＭＵＬＴＩ ＳＣＩＥＮＣＥＳ， ＥＫ２１８⁃９６， 中

国）。 小动物呼吸麻醉机（瑞沃德，中国），研究级正

置多功能显微镜（Ｎｉｋｏｎ ＮＩ⁃Ｕ，日本），小型垂直电泳

转印系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠 ＩＵＡ 模型的建立

本模型的构建以 ９５％乙醇作用于子宫内膜引

起子宫内膜化学性损伤、炎症反应及纤维化为基

础，构建稳定且有效的小鼠 ＩＵＡ 模型［１５－１６］。 选取正

常发情周期的小鼠，于动情期造模，操作步骤如下：
使用小动物呼吸麻醉机进行麻醉，令小鼠吸入 ２％
～ ３％浓度的异氟烷麻醉剂诱导麻醉后，将小鼠置于

小动物操作台上给予持续吸入 １􀆰 ５％ ～ ２􀆰 ５％异氟

烷维持麻醉，再使用连接注射器的灌胃针探查宫颈

口，经宫颈注入 ９５％乙醇直至观察到有乙醇从阴道

口流出，维持 １ ｍｉｎ，再经宫颈注射 ０􀆰 ９％生理盐水

２ ｍＬ 冲洗子宫腔内残余的乙醇。
１􀆰 ２􀆰 ２　 实验动物分组及处理

将 ４８ 只小鼠随机分为 ３ 组，分别为假手术组、
模型组和治疗组（ＣＰ ＋ ＳＡ），每组 １６ 只。 模型组按

上述方法经小鼠子宫颈宫腔注射 ９５％乙醇进行子

宫内膜损伤，制备 ＩＵＡ 模型。 假手术组经小鼠子宫

颈向宫腔注射 ０􀆰 ９％生理盐水。 治疗组（ＣＰ ＋ ＳＡ）
经小鼠子宫颈向宫腔注射 ９５％乙醇进行造模后再

向宫腔注射 ５％ＣＰ ＋ ２􀆰 ５％ＳＡ 混合液。 各组小鼠造

模后均饲予正常食物和水。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本取材及处理

造模 ７ ｄ 后每组随机取 ８ 只小鼠取材，采用 ２％
～ ３％异氟烷吸入麻醉，取血后，离心，取上层血清冻

存，用于 ＥＬＩＳＡ 实验。 取子宫组织，部分置于－８０℃
保存备用，用于蛋白含量测定；部分置入新鲜配置

的 ４％多聚甲醛液中固定，常规石蜡包埋切片，用于

后续组织形态学染色以及改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色。
１􀆰 ２􀆰 ４　 生殖能力检测

剩余各组小鼠于造模 ７ ｄ 后按照雄鼠与雌鼠比

例１ ∶ ２于 ２０：００ 合笼，第 ２ 天 ８：００ 阴道涂片检查，以
显微镜下见精子记为妊娠第 １ 天，观察小鼠怀孕情

况，记录各组妊娠小鼠数量，于妊娠第 １４ 天处死妊

娠小鼠，记录胚胎数量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察子宫内膜形态

学变化

子宫组织切片常规脱蜡至水， 苏木素染色
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５ ｍｉｎ， 浸入流动自来水中冲洗约 １０ ｍｉｎ，伊红染色

１ ｍｉｎ， 脱水透明，中性树胶封固，随后在 １０ × ４ 倍

和 １０ × ２０ 倍显微镜下观察子宫内膜病理形态学变

化并拍照，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计数子宫内膜腺体数量。
１􀆰 ２􀆰 ６　 改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色观察子宫内膜纤维化

程度

子宫组织切片常规脱蜡至水，切片入 Ｂｏｕｉｎ 液

媒染 ２ ｈ，天青石蓝染色 ２ ｍｉｎ，Ｍａｙｅｒ 苏木素染色

２ ｍｉｎ， 酸性乙醇分化液分化 １０ ｓ，磷钼酸溶液处理

１０ ｍｉｎ， 苯胺蓝染色 ５ ｍｉｎ，弱酸处理 ２ ｍｉｎ，脱水透

明，中性树胶封片后，在显微镜下观察子宫内膜纤

维化程度，１０ × ４ 倍和 １０ × ２０ 倍显微镜下拍照，用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各组子宫内膜纤维化程度。

注：Ａ：ＨＥ 染色评估子宫组织形态学变化；Ｂ：用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 定量子宫内膜腺体数量；与假手术组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与模型组相比，＃Ｐ ＜
０􀆰 ０５。 （下图同）

图 １　 子宫组织横切形态学观察

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｂ． Ｉｍａｇｅ Ｊ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｇｌａｎｄｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ

１􀆰 ２􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组子宫组织 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达情况

将各组小鼠子宫组织匀浆后，提取蛋白后测定

蛋白浓度，依次进行配胶、上样、电泳、电转、封闭，
分别孵育对应的一抗和二抗，洗膜后在 Ａｚｕｒｅ 电化

学发光成像系统显影，用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析

计算目的蛋白及内参蛋白的灰度值。
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的含量

取各组小鼠血清，严格按照 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

的操作流程，检测各组小鼠血清 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的含

量，以标准品浓度作纵坐标，以 ＯＤ 值作横坐标，作
标准曲线，计算各血清样本中所测指标的水平。
１􀆰 ３　 统计学分析

本研究数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ、 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ⁃ｐｌｕｓ 进行定量分析， 采用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 进行统计学分析作图。 多组间

数据比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ ｗａｙ⁃ＡＮＯＶＡ）
和多重比较检验进行分析。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异

具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠子宫组织 ＨＥ 染色形态学观察

由图 １ 可见，与假手术组相比，模型组子宫内膜

变薄、破坏，子宫腔上皮消失，子宫内膜腺体数量减

少，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），并伴有较多炎性

细胞浸润。 与模型组相比，治疗组子宫内膜损伤程

度明显改善，子宫内膜厚度较前增加，炎性细胞浸

润减轻，子宫内膜腺体数量也相应增加，差异具有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 小鼠子宫组织改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色结果

由图 ２ 可见，与假手术组相比，模型组显示子宫

组织内可见蓝染面积明显增加，提示胶原纤维增

多，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 子宫内膜间质细

胞和胶原纤维排列紊乱，分布不均，且胶原纤维与

肌层粘连，子宫腔内炎性细胞浸润增多，提示小鼠

宫腔粘连造模成功。 与模型组相比，ＣＰ ＋ ＳＡ 治疗

组子宫组织内蓝染胶原纤维面积明显减少，差异具

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测小鼠子宫组织中 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达量

由图 ３ 可见，与假手术组相比，模型组小鼠子宫

组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白相对

表达量均明显升高，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，

９９２１
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注：Ａ：改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色评估纤维化程度，胶原纤维被染成深蓝色，肌纤维被染成红色；Ｂ：用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 定量子宫内膜纤维化面积；与模

型组相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ２　 子宫组织横切纤维程度观察

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｍａｓｓｏｎ ｔｒｉ⁃ｃｏｌｏｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｔｈｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｙｅｄ ｂｌｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ ｗｅｒｅ

ｄｙｅｄ ｒｅｄ． Ｂ． Ｉｍａｇｅ Ｊ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 各组子宫组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的蛋白表达

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

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与模型组相比，ＣＰ ＋ ＳＡ
治疗组小鼠子宫组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白相对表达量均明显降低，差异具有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 小鼠血清中 ＩＬ⁃１β和 ＩＬ⁃１８ 炎性因子分泌水

平的影响

由图 ４ 可见，与假手术组相比，模型组小鼠血清

中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的水平均明显升高，差异具有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 与模型组相比，治疗

组小鼠血清中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的水平均明显降低，差
异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ５　 小鼠生殖能力检测

由图 ５ 可见，与假手术组相比，模型组小鼠妊娠

能力下降，子宫呈现不同程度受损，子宫内妊娠胚

胎数量也相应降低，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
与模型组相比，ＣＰ ＋ ＳＡ 治疗组小鼠妊娠能力改善，
子宫内妊娠胚胎数量明显升高，差异具有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：Ａ：血清中 ＩＬ⁃１β 的分泌水平；Ｂ：血清中 ＩＬ⁃１８ 的分泌水平。

图 ４　 各组小鼠血清中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的分泌水平

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｂ． Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１８ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ａ：小鼠妊娠数量；Ｂ：妊娠后胚胎数量量化图。

图 ５　 各组小鼠妊娠情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍａｐ ｏｆ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

ＩＵＡ 是多种子宫手术或感染后的严重并发症，
最终引起子宫腔内异常纤维化。 患有 ＩＵＡ 的女性

可伴有因月经不调引起的周期性盆腔疼痛、月经过

少、闭经，甚至出现月经逆行导致子宫内膜异位症

的发生，还会出现不孕不育或反复流产，导致胎儿

宫内生长受限和胎盘植入［６，１７］。 目前在临床上对于

ＩＵＡ 的预防措施，主要包括术后宫腔内放置节育器、
子宫球囊支架、生物屏障、干细胞移植以及药物综

合治疗等［１８］。 其中生物屏障因其刺激性小、可降解

性、低毒性、低免疫原性等优点，在 ＩＵＡ 的防治中发

１０３１
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挥着重要作用。 ＣＰ 是从动物组织中提取的一种具

有抗氧化特性的生物活性肽，具有较高的营养价

值、良好的保湿性能、良好的生物相容性和生物降

解性等特性，可促进成纤维细胞的生长和透明质酸

的合成，减轻炎症反应，从而促进伤口的愈合，在制

药、保健和食品保鲜等方面应用广泛［１９－２０］。 ＳＡ 作

为一种从褐藻中获得的天然存在的阴离子多糖聚

合物，能与阳离子接触形成凝胶，在制药中得到了

广泛的应用。 因其具有低毒、低成本、良好的生物

相容性和生物降解性而成为创面敷料的首选

材料［１３，２１］。
因此，在本研究中，通过制备了一种由 ＣＰ 和

ＳＡ 组成的可注射混合液，作用于受损后的小鼠子宫

内膜，观察 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用对子宫内膜修复的影

响。 结果显示，与假手术组相比，模型组小鼠子宫

内膜明显受损，子宫内膜腺体数量减少，子宫内膜

呈现纤维化改变，符合临床 ＩＵＡ 特征。 与模型组相

比，ＣＰ 和 ＳＡ 治疗组小鼠子宫内膜损伤程度明显改

善，子宫内膜腺体数量明显增加，且子宫内膜纤维

化程度减轻。 提示 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用对 ＩＵＡ 的形

成有明显的改善作用。
以往研究表明，炎症反应与组织再生修复过程

密切相关，如皮肤再生修复、血管再生修复和神经

再生修复［２２－２４］。 多种生物材料，如 ＣＰ、ＳＡ 等，已被

证明能够调节伤口愈合中的炎症反应［１４，２５］。 胶原

蛋白肽混合物可通过降低炎症因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
的水平促进糖尿病小鼠的创面愈合［１４］。 载药 ＳＡ 水

凝胶可通过抑制巨噬细胞的聚集降低炎症反应［２６］。
本研究结果显示，ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用可减少由 ９５％
乙醇诱导的 ＩＵＡ 所产生的炎症反应。

ＮＬＲＰ３ 炎症小体信号通路在炎症过程中发挥

重要作用。 ＮＬＲＰ３ 炎症小体是由 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和

Ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 组成的多蛋白质复合体。 正常情况

下，ＮＬＲＰ３ 炎症小体处于抑制状态，当机体受到炎

症等刺激后，ＮＬＲＰ３ 与 ＡＳＣ 之间相互作用，ＡＳＣ 与

Ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 之间相互作用，激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 诱导自

我切割，促进促炎症细胞因子的成熟和分泌，如 ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃１８［２７］。 本研究显示，与假手术组相比，ＩＵＡ
模型小鼠子宫组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平显著升高，血清中 ＩＬ⁃１β 和

ＩＬ⁃１８ 的水平也显著升高。 与模型组相比，ＣＰ 和 ＳＡ
治疗组小鼠子宫组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平不同程度降低，血清中 ＩＬ⁃

１β 和 ＩＬ⁃１８ 的水平也显著降低。 此外，还检测了造

模后小鼠的生殖能力，发现模型组小鼠妊娠数量及

妊娠后胚胎数量下降，而 ＣＰ 和 ＳＡ 治疗组小鼠妊娠

数量及妊娠后胚胎数量明显高于模型组，提示 ＣＰ
和 ＳＡ 联合应用可有效改善小鼠生殖能力。 以上研

究表明，ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用明显抑制 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的表达，提示 ＣＰ 和 ＳＡ 联

合应用可能通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体，进而抑制了

ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 炎症因子的分泌，减轻了产生的炎症

级联反应，促进子宫内膜修复，从而提高小鼠生殖

能力。
综上所述，ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用可有效抑制子宫

内膜损伤后的炎症反应，加速子宫内膜修复，改善

小鼠生殖能力。 其作用机制可能与下调 ＮＬＲＰ３ 炎

症小体表达有关。 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用有助于改善

受损后子宫内微环境，提高其在子宫内膜损伤中的

治疗效果，为预防 ＩＵＡ 的发生提供了一种新的

途径。
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ｓｅｖｅｒｅ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ ｂｙ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ ｍｅｎｓｔｒｕａｌ ｂｌｏｏｄ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１８， ４１ （ ４）： ２２０１
－２２１２．

［ ５ ］ 　 郭罗培， 隋龙． 子宫内膜损伤修复与宫腔粘连形成机制研究

进展 ［Ｊ］ ． 中国实用妇科与产科杂志， ２０１９， ３５（ ６）： ７０６
－７０９．
Ｇｕｏ ＬＰ， Ｓｕｉ Ｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ
ｉｎｊｕｒｙ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｒａｃｔ Ｇｙｎｅｃｏｌ
Ｏｂｓｔｅｔ， ２０１９， ３５（６）： ７０６－７０９．

［ ６ ］ 　 Ｍｅｎｔｕｌａ Ｍ， Ｍäｎｎｉｓｔö Ｊ， Ｇｉｓｓｌｅｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ： ａ ｎａｔｉｏｎｗｉｄｅ
ｃｏｈｏｒｔ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． ＢＪＯＧ， ２０１８， １２５（１１）： １４２４－１４３１．

［ ７ ］ 　 Ｆｕ Ｊ， Ｗｕ Ｈ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２３， ４１：
３０１－３１６．
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［ ８ ］ 　 Ｓｃｈｉｅｆｆｅｒ Ｌ， Ｍａｎｚｌ Ｃ， Ｓｃｈａｔｚ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｎｒｆ２ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ
ｄｅｎｔｉｓｔｒｙ ｗｉｔｈ ｓｐｅｃｉａｌ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｔｏ ＮＬＲＰ３ ［ Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ，
２０２２， １１（１）： １４９．

［ ９ ］ 　 Ｈｅ Ｓ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｌｉｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＳＩＲＴ１ ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｅｓ ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５ ｔｏ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ＮＬＲＰ３ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０２３， ２０
（４）： ５０５－５１９．

［１０］ 　 Ｈｕａｎｇ Ｇ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ： Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｐ， ２０２３，
３３： １０１４１７．

［１１］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｗ， Ｃｈｅｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ
ｂｉｌｏｂａｌｉｄｅ ［ Ｊ］ ． Ｅｖｉｄ Ｂａｓｅｄ Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ａｌｔｅｒｎａｔ Ｍｅｄ， ２０２３，
２０２３： １９７３１６３．

［１２］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｌｉ Ｚ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ／ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｈｙｄｒｏｇｅｌ
ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｎｄ ｓｋｉｎ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｔｉｓｓｕｅ
Ｒｅｓ， ２０２１， ３８３（２）： ８０９－８２１．

［１３］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｍ， Ｑｉａｏ Ｘ， Ｈａｎ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｇｉｎａｔｅ⁃ｃｈｉｔｏｓａｎ
ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ＺｎＯ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｆｏｒ ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｎｇ ｗｏｕｎｄ
ｈｅａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ Ｐｏｌｙｍ， ２０２１， ２６６： １１８１００．

［１４］ 　 Ｘｉｏｎｇ Ｘ， Ｌｉａｎｇ Ｊ， Ｘｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｔｉｌａｐｉａ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ＴＹ００１ ｉｎ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｓｃｉ Ｆｏｏｄ Ａｇｒｉｃ， ２０２０， １００（７）： ２８４８－２８５８．

［１５］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｓ， Ｓｕｎ Ｙ， Ｊｉａｎｇ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｅｒｖｉｃａｌ ｅｔｈａｎｏｌ
ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｒｅｐｒｏｄ Ｓｃｉ， ２０２１， ２８（３）： ６９３－７０２．

［１６］ 　 祖珍玉， 罗敏， 申东翔， 等． 四种新西兰大白兔宫腔粘连模

型的建立与评价及其对子宫内膜容受性的影响 ［ Ｊ］ ． 中国比

较医学杂志， ２０２１， ３１（９）： ３０－３８．
Ｚｕ ＺＹ， Ｌｕｏ Ｍ， Ｓｈｅｎ ＤＸ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｆｏｕｒ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ
ｒｅｃｅｐｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ，
２０２１， ３１（９）： ３０－３８．

［１７］ 　 Ｍａｒｃｈ ＣＭ． Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ａｓｈｅｒｍａｎ’ ｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｒｅｐｒｏｄ
Ｂｉｏｍｅｄ Ｏｎｌｉｎｅ， ２０１１， ２３（１）： ６３－７６．

［１８］ 　 Ｋｏｕ Ｌ， Ｊｉａｎｇ Ｘ， Ｘｉａｏ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｏｐｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｒｕｇ
ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｒｅｌｅａｓｅ， ２０２０， ３１８： ２５－３７．

［１９］ 　 Ｓａｔｏ Ｋ． Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｆｏｏｄ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｂｏｄｙ⁃ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｆｕｎｃｔ， ２０１７， ８
（１２）： ４３２５－４３３０．

［２０］ 　 Ｘｉｅ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｙｕ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｃｏｗｈｉｄｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉ， ２０２１，
８６（５）： １８０２－１８１８．

［２１］ 　 Ｊａｄａｃｈ Ｂ， Ｓ＇ｗｉｅｔｌｉｋ Ｗ， Ｆｒｏｅｌｉｃｈ Ａ． Ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ａｓ ａ
ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔ： ｎｏｖｅｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａ ｗｅｌｌ⁃ｋｎｏｗｎ
ｐｏｌｙｍｅｒ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｈａｒｍ Ｓｃｉ， ２０２２， １１１（５）： １２５０－１２６１．

［２２］ 　 Ｔｉａｎ Ｈ， Ｌｕ Ｙ， Ｓｈａｈ ＳＰ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔａｃｏｉｄ １４Ｓ， ２１Ｒ⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃
ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｎｔｅｒａｃｔｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｏｆ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｒｏｈｅａｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１１， １７９
（４）： １７８０－１７９１．

［２３］ 　 Ｂａｂａ Ｎ， Ｗａｎｇ Ｆ， Ｉｉｚｕｋａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｇｉｏｎａｌ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍｏｕｓｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１９， １４（９）： ｅ０２２１１１１．

［２４］ 　 Ｔａｏ Ｂ， Ｌｉｎ Ｃ， Ｑｉｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｌａｔｉｎ⁃ｂａｓｅｄ ａｎｄ
Ｚｎ２＋ ⁃ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｆｏｒ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｍａｔｅｒ Ｔｏｄａｙ Ｂｉｏ， ２０２２， １３： １００２１６．

［２５］ 　 Ｒａｇｕｖａｒａｎ Ｒ， Ｍａｎｕｊａ ＢＫ， Ｃｈｏｐｒａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ａｎｄ
ｇｕｍ ａｃａｃｉａ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ ｏｆ ＺｎＯ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｈｏｗ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌ， ２０１７， ９６：
１８５－１９１．

［２６］ 　 Ｗａｎｇ Ｘ， Ｇｕａｎ Ｓ， Ｚｈａｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｎｌｙｓｔａ⁃ｌｏａｄｅｄ ｓｏｄｉｕｍ
ａｌｇｉｎａｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｓｋｉｎ ｃｅｌｌ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． ＡＣＳ Ｏｍｅｇａ， ２０２０， ５
（１８）： １０３９５－１０４００．

［２７］ 　 Ｒａｔｈｉｎａｍ ＶＡＫ， Ｃｈａｎ ＦＫ． Ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｔｉｓｓｕｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１８， ２４（ ３）： ３０４
－３１８．
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（ＪＢＧＳ２０２１００４，ＺＺ２０１８００９）， Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ（７２１２１８７）．
［作者简介］吴启鑫（１９９５—），女，在读硕士研究生，研究方向：中药活性物质的筛选及分析。 Ｅｍａｉｌ：ｐｈａｒｍａｃｙ＿ｗｕ＠ １６３．ｃｏｍ；

赵小亮（１９８２—），女，副研究员，博士，研究方向：中药药代动力学。 Ｅｍａｉｌ：１３２１５３７２＠ ｑｑ．ｃｏｍ。
＃共同第一作者

［通信作者］刘长振（１９７４—），男，研究员，博士，研究方向：中药活性物质的筛选及分析。 Ｅｍａｉｌ：ｌｃｚ０２２０＠ １６３．ｃｏｍ；
李涛（１９８７—），男，副研究员，硕士，研究方向：中药药效物质基础、药代动力学及代谢流分析。 Ｅｍａｉｌ：ｈｎｄｘｌｉｔａｏ＠ １６３．ｃｏｍ。
∗共同通信作者

小鼠血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 定量
分析方法建立与药代动力学特征研究
吴启鑫１＃，赵小亮１＃，焦玥１，罗明珠１，王怡婷１，李晶哲１，

王靖怡１，马琰岩１，李涛１，２∗，刘长振１∗

（１． 中国中医科学院医学实验中心，北京市中医药防治重大疾病基础研究重点实验室，
北京　 １００７００；２． 中国中医科学院中药研究所，北京　 １００７００）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立小鼠血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的高效液相色谱⁃质谱联用（ＨＰＬＣ ／ ＭＳ⁃ＭＳ）定量分析方法，
并研究其在小鼠体内的药代动力学特征。 方法　 ＫＭ 小鼠采用尾静脉注射（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、腹腔注射（２０、４０ 和 ６０ ｍｇ ／
ｋｇ）和灌胃（２００、４００ 和 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ）给药后，在 ０、５、３０ ｍｉｎ 及 １、２、４、６、８、１２、１６ 和 ２４ ｈ 眼底静脉丛取血，分离血浆

样品，ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析样品中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的浓度，计算药代动力学参数，并评价不同途径给药下黄卡瓦胡椒

素 Ｂ 的生物利用度。 结果　 在 ０􀆰 ２ ～ ８００􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度范围内，黄卡瓦胡椒素 Ｂ 线性关系良好（ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９５），定量

下限为 ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ，准确度在－ ８􀆰 ５０％ ～ １２􀆰 ５０％，精密度在 １􀆰 ７３％ ～ １２􀆰 ０３％，且无明显基质效应（８８􀆰 ６８％ ～
１０２􀆰 ０４％），确证该方法适用于小鼠血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的定量分析。 药代动力学结果显示，黄卡瓦胡椒素 Ｂ 腹

腔注射和灌胃给药后在体内吸收迅速，血药浓度在给药 ０􀆰 ０８３ ｈ 即为峰值，在腹腔注射 ２０ ～ ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 和灌胃 ２００
～ ６００ ｍｇ ／ ｋｇ 给药范围内呈现良好的线性药代动力学过程。 黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的绝对生物利用度腹腔注射给药为

５３􀆰 ２９％，灌胃给药为 １􀆰 ３８％。 结论　 本研究建立的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 定量分析方法，操作简便、准确、灵敏度高，成功

应用于小鼠血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的药代动力学特征研究。
【关键词】 　 黄卡瓦胡椒素 Ｂ；药代动力学；生物利用度；ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
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ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｓｔｒａｉｇｈｔｆｏｒｗａｒｄ， ｐｒｅｃｉｓｅ， ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｍｉｃｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ； ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ； ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ； ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 卡瓦胡椒（Ｐｉｐｅｒ ｍｅｔｈｙｓｔｉｃｕｍ）是一种原产于南

太平洋地区的药食同源植物，属胡椒科，入药部位

主要为根及根茎。 在当地，卡瓦胡椒作为一种失

眠、焦虑和更年期症状的自然疗法，现临床多用于

镇静催眠、抗痉挛、局部麻醉、抗真菌等方面［１－２］。
近年，其相关制剂已作为非处方药或食品添加剂进

入欧美国家，我国亦有相关报道［２］。 黄卡瓦胡椒素

Ｂ（Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ，ＦＫＢ）是从卡瓦胡椒中分离出来的

一种天然甲氧基化查耳酮，具有抗炎［３－４］、抗癌［５－６］、
镇痛［７］、抗血管生成［８－９］ 和免疫调节等多种治疗作

用。 ＦＫＢ 在治疗恶性肿瘤方面表现出色，尤其是胃

癌、肺癌、前列腺癌和乳腺癌，其开发前景令人瞩

目，引起了全球的广泛关注［５，１０－１４］。 另外，ＦＫＢ 有潜

在的肝毒性报道［９，１５］。 但截至目前，对 ＦＫＢ 的体内

过程了解尚不充分，为阐明 ＦＫＢ 的药代动力学特

征，本研究利用高效液相色谱⁃质谱联用 （ ＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ）建立血药浓度定量分析方法，并进一步比

较了静脉给药、腹腔注射和灌胃给药后血浆中 ＦＫＢ
的药代动力学特征和生物利用度数据，这将为 ＦＫＢ
药理机制、安全性研究和进一步开发提供方法和数

据支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１６８ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＫＭ 小鼠，７ ～ ８ 周龄，体重

（３１􀆰 ０ ± １􀆰 ５）ｇ，购自北京华阜康生物科技股份有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８】。 在昼夜交替照明、恒
温（２３ ～ ２５℃）、恒湿 （４９％ ～ ５１％） 环境中喂养

３ ｄ， 适应饲养环境，自由饮食饮水。 实验前禁食 １２
～ １６ ｈ，自由饮水。 所有动物饲养于中国中医科学

院中医基础理论研究所【ＳＹＸＫ（京）２０２１－００１７】，实
验均经过中国中医科学院医学实验中心伦理委员

会批准（ＥＲＣＣＡＣＭＳ２１⁃２１０６⁃０８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

木犀草素（批号：ＲＤＤ⁃００７０２００５０１４）、黄卡瓦胡

椒素 Ｂ（批号：ＲＤＤ⁃Ｈ⁃０２８０２３０１００４）购于成都瑞芬

思德丹生物科技有限公司，纯度均大于 ９８％；二甲

基亚砜（Ｓｉｇｍａ 公司，批号：１０３２０９５２８），羧甲基纤维

素钠（国药集团，批号：２０１２０３３０），Ｔｗｅｅｎ８０（ＭＣＥ 公

司，批号：ＨＹＳ０００００６６３４），ＰＥＧ⁃３００（ＭＣＥ 公司，批
号：ＨＹＷ００００８４０１８）；甲醇、乙腈（ ＬＣ ／ ＭＳ 级，北京

迪马公司），甲酸（ＬＣ ／ ＭＳ 级，美国 Ｓｉｇｍａ 公司），甲
酸铵（ＬＣ ／ ＭＳ 级，美国 Ｓｉｇｍａ 公司），其他试剂均为

分析纯。
Ｔａｒｇｉｎ ＶＸ⁃Ⅲ多管涡旋振荡器（北京踏锦科技

有限公司）；Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ｉｎｔｅｇｒａｌ ５ 超纯水制备仪（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＫＱ⁃５００ＤＥ 型数控超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司）；Ｒｏｔａｎｔａ ４６０Ｒ 高速冷

冻离心机（德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ 公司）。 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 系统

（美国 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ 公司），包括 ＥｘｉｏｎＬＣ⁃２０ＡＣ 高效液

相色谱仪、Ｉｏｎ ＤｒｉｖｅＴＭ Ｔｕｒｂｏ Ｖ 离子源、Ｓｃｉｅｘ６５００＋三

重四极杆检测器、 Ａｎａｌｙｓｔ １􀆰 ７ 数据采集系统和

ＭｕｔｉＱｕａｎｔ ３􀆰 ０􀆰 ３ 数据处理系统等。

５０３１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 药品配制

（１）尾静脉注射组和腹腔注射组：称取适量的

ＦＫＢ，加入所需药液体积的 ４％二甲基亚砜，充分振

荡使药物完全溶解，再加入所需药液体积的 ４０％
ＰＥＧ⁃３００ 和 ５％ Ｔｗｅｅｎ８０，最后加入剩余体积的生理

盐水，振荡并超声处理 ６０ ｓ，配制成 ４ ｍｇ ／ ｍＬ、８ ｍｇ ／
ｍＬ、１２ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＦＫＢ 溶液。

（２）灌胃组：称取适量的 ＦＫＢ，加入 ４％二甲基

亚砜和 ５％ Ｔｗｅｅｎ８０，混合后溶于 ０􀆰 ５％羧甲基纤维

素钠，振荡并超处理声 ６０ ｓ，最终配制成 ４０ ｍｇ ／ ｍＬ、
８０ ｍｇ ／ ｍＬ、１２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＦＫＢ 溶液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物实验

７ 周龄雄性 ＫＭ 小鼠，随机分成 ７ 个组：（１）尾
静脉注射组（ ｉ．ｖ． ２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、（２）低剂量腹腔注射组

（ ｉ．ｐ． ２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、（３）中剂量腹腔注射组（ ｉ． ｐ． ４０
ｍｇ ／ ｋｇ）、（４）高剂量腹腔注射组（ ｉ． ｐ． ６０ ｍｇ ／ ｋｇ）、
（５）低剂量灌胃组（ ｉ． ｇ． ２００ ｍｇ ／ ｋｇ）、（６）中剂量灌

胃组（ ｉ．ｇ． ４００ ｍｇ ／ ｋｇ）、（７）高剂量灌胃组（ ｉ． ｇ． ６００
ｍｇ ／ ｋｇ），每个组由 ２４ 只小鼠组成 １１ 个取血时间点

（每只小鼠 ３ 个取血时间点），每个时间点平行 ６ 只

小鼠。 实验于小鼠给药后 ０、５、３０ ｍｉｎ 及 １、２、４、６、
８、１２、１６、２４ ｈ，于眼底静脉丛取血 １００ μＬ，迅速装入

ＥＤＴＡ·Ｎａ２抗凝管中，在 ４℃ ４３６２ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心

１５ ｍｉｎ，弃沉淀，取上层血浆装于新 Ｅｐ 管中，－８０℃
保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样品溶液配制

（１）对照品溶液配制：精密称取 ＦＫＢ 对照品约

１０ ｍｇ，倒入 ５ ｍＬ 容量瓶中，加入甲醇，超声 ５ ｍｉｎ
助溶，将溶液稀释至刻度，摇匀即得。 所配制贮备

液浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ，逐级稀释后得到 １􀆰 ０、２􀆰 ０、４􀆰 ０、
８􀆰 ０、１６􀆰 ０、３２􀆰 ０、６１􀆰 ５、１２５􀆰 ０、２５０􀆰 ０、５００􀆰 ０、１０００􀆰 ０、
２０００􀆰 ０ 和 ４０００􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度的对照品系列溶液，
置于－８０℃保存备用。

（２）内标溶液配制：精密称取木犀草素对照品

约 １０ ｍｇ，倒入 ５ ｍＬ 容量瓶中，后加入甲醇，超声

５ ｍｉｎ 助溶，将溶液稀释至刻度，摇匀即得内标母

液，－８０℃ 冰箱中备用。 临用前用甲醇将内标母液

稀释成 １０ μｇ ／ ｍＬ 的内标溶液。
（３）质量控制（ＱＣ）样品的配制：取低、中、高

３ 个浓度的对照品溶液，加入一定量的空白血浆充

分混合，摇匀即得低浓度质控（ＬＱＣ，０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ）、中
浓度质控（ＭＱＣ，２０ ｎｇ ／ ｍＬ）和高浓度质控（ＨＱＣ，

６００ ｎｇ ／ ｍＬ）样品，置于－８０℃条件下保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血浆样品的处理

血浆样品在室温下融化后，充分混匀，精密量

取 ５０ μＬ，置于 ０􀆰 ６ ｍＬ 干净离心管中，精密加入 １０
μＬ 内标溶液和 １４０ μＬ 乙腈，６０００ ｒ ／ ｍｉｎ 涡旋混合

５ ｍｉｎ， ４℃ １３ ７９５ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，
４℃ １３ ７９５ ｒ ／ ｍｉｎ 再次离心 １０ ｍｉｎ，取上清待测。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 条件

（１）色谱条件：色谱柱为 ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱

柱（２􀆰 ５ μｍ，２􀆰 １ × ５０ ｍｍ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；流动

相为 Ａ（水，含 ０􀆰 １％甲酸） ∶ Ｂ（乙腈⁃异丙醇［５０ ∶
５０］），梯度洗脱程序如下： ０ ～ ４􀆰 ０ ｍｉｎ， ２０％ ～
１００％ Ｂ；４􀆰 ０ ～ ６􀆰 ０ ｍｉｎ，１００％ Ｂ ～ １００％ Ｂ；６􀆰 ０ ～
６􀆰 １ ｍｉｎ，１００％ Ｂ ～ ２０％ Ｂ；６􀆰 １ ～ ８􀆰 ０ ｍｉｎ，２０％ Ｂ
～ ２０％ Ｂ。 柱温为 ３５℃；样品室温度为 ４℃；流速为

０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量为 ２ μＬ。
（２） 质谱条件：电喷雾离子源 （ ＥＳＩ），气帘气

（Ｎ２）为 ４０ ｐｓｉ，碰撞气（Ｎ２）为 ９ ｐｓｉ，喷雾电压为 ＋
５５００ Ｖ，雾化温度为 ５５０℃，雾化气（ＧＳ１，Ｎ２）和辅

助气（ＧＳ２，Ｎ２）均为 ５５ ｐｓｉ。 实验采用多反应监测

（ＭＲＭ）模式正离子扫描，ＦＫＢ 和内标木犀草素离子

对及相应的去簇电压、碰撞能量、保留时间等质谱

参数见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ６　 方法学的建立与验证

（１）选择性：随机取 ６ 只小鼠空白血浆，除不加

内标（等体积纯水替代）外，按“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操

作，进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，并记录相应的色谱图。
通过色谱图比较定量限（ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）
样品、小鼠空白血浆样品和小鼠给药后血浆样品，
考察该方法的选择性。

（２）线性范围及定量限：取 ＦＫＢ 对照品系列溶

液，分别随机加入小鼠空白血浆，得到 ０􀆰 ２、０􀆰 ４、
０􀆰 ８、１􀆰 ６、３􀆰 ２、６􀆰 １、１２􀆰 ５、２５􀆰 ０、５０􀆰 ０、１００􀆰 ０、２００􀆰 ０、
４００􀆰 ０ 和 ８００􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ 的模拟生物样品，同样按

“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操作，进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
横坐标 Ｘ 为血浆样品中待测物的浓度，纵坐标 Ｙ 为

待测物与内标的峰面积比值，１ ／ Ｘ 为权重系数，回归

分析采用加权最小二乘法，最终得到各成分的标准

曲线和线性范围。 各成分的 ＬＯＱ 经信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝
１０ 计算，并以 ＬＯＱ 作为标准曲线的最低浓度点。

（３）基质效应与提取回收率：取 ＱＣ 和 ＬＯＱ 样

品，每一浓度配制 ６ 份，按“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操作，
进样分析得到 ＦＫＢ 与内标的色谱峰面积比值 Ａ；取
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用纯水配制以上等浓度的样品，进样分析得到 ＦＫＢ
与内标的色谱峰面积比值 Ｂ；另随机取空白血浆，
按“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操作，上述相应等浓度的对照

品和内标溶液分别加入于经提取的上清液中，进
样分析后可得 ＦＫＢ 与内标的色谱峰面积比值 Ｃ。
Ａ 与 Ｂ 的比值即基质效应，Ａ 与 Ｃ 的比值即提取

回收率。

图 １　 质谱碎片及可能的裂解过程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ

（４）准确度与精密度：ＬＯＱ 样品和 ＱＣ 样品 １ ｄ
之内测定 ６ 次，且连续 ３ ｄ 检测，计算日内、日间精

密度及准确度。
（５）残留：取定量上限样品，按“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方

法操作，然后进样空白样品；该循环连续操作 ３ 次，
之后统一分析各待测物的残留。

（６）稀释可靠性：配制 ６ 份模拟生物样品，约 １０
倍 ＱＣ 样品浓度（６０００ ｎｇ ／ ｍＬ），稀释到 ６００ ｎｇ ／ ｍＬ
（使用空白血浆稀释），如“１􀆰 ２􀆰 ４”的步骤操作，进样

以分析，并计算稀释后样品的准确度及精密度。
　 　 （７）稳定性：配制 ３ 份相同浓度的 ＱＣ 样本，按
“１􀆰 ２􀆰 ４”步骤操作，考察室温稳定性是通过室温放

置 ０􀆰 ５ ｈ 和 ２ ｈ；考察后期稳定性是通过 ４℃条件下

放置 １２ ｈ 和 ２４ ｈ；考察冻融稳定性是通过－８０℃冻

存，室温融化，重复 ３ 次；考察长期稳定性是通过

－８０℃ 冻存 １ 个月。
取 ＱＣ 样品，每一浓度配制 ３ 份，并按“１􀆰 ２􀆰 ４”

项下方法操作，在 ４℃放置 １２ ｈ 和 ２４ ｈ，考察后期稳

定性；在室温下放置 ０􀆰 ５ ｈ 和 ２ ｈ，考察室温稳定性；
经历 ３ 次冻融（－８０℃冻存，室温融化），考察冻融稳

定性；在 － ８０℃ 条件下冷冻 １ 个月，考察长期稳

定性。
１􀆰 ３　 统计学分析

本实验使用 ＭｕｔｉＱｕａｎｔ（版本：３． ０． ３，美国 ＡＢ
Ｓｃｉｅｘ 公司）处理数据，Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ ２０１６（版本：ｂ９． ３．
２２６，美国 ＯｒｉｇｉｎＬａｂ 公司）和 ＣｈｅｍＢｉｏＤｒａｗ Ｕｌｔｒａ（版
本：１４． ０，美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司）绘图 ＤＡＳ 软件（版
本：３􀆰 ０，上海博佳医药）的非房室模型计算药代参

数。 最大血药浓度（Ｃｍａｘ）和达峰时间（Ｔｍａｘ）均为实

测值， 采 用 梯 形 法 计 算 时 间 浓 度 曲 线 下 面 积

（ＡＵＣ），使用 ＡＵＣ０⁃ｔ和相应给药剂量进行多剂量线

性关系分析。

２　 结果

２􀆰 １　 质谱分析

选择低分子质量模式下进行 ＦＫＢ 的质谱分析，
结果正离子模式监测优于负离子模式，在正离子模

式下 ＦＫＢ 主要生成［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋峰。 对［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋峰的

主要碎片离子进行扫描分析，结果见图 １。
选择丰度最高且稳定性好的离子对 （２８５􀆰 １ ／

１８１􀆰 １）作为定量离子对用于 ＦＫＢ 的定量分析，另外

选择一对丰度高且稳定性好的离子对 （ ２８５􀆰 １ ／
１３１􀆰 １）作为定性离子对用于 ＦＫＢ 的确认。

由于 ＦＫＢ 尚无商业化的稳定同位素标记物可

供使用，本实验选择的内标是黄酮类化合物木犀草

素，在正离子模式下对木犀草素进行离子扫描和离

子对优化，结果见图 １。 在 ＭＲＭ 模式下，ＦＫＢ 和内
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标木犀草素的各离子对的保留时间、碰撞能量和去

簇电压等液相⁃质谱参数结果见表 １。
２􀆰 ２　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 １　 残留效应　
使用含高浓度 ＦＫＢ 的模拟生物样品（８００ ｎｇ ／

ｍＬ） 及内标，考察 ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ Ｔ３、 ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ

ＰＦＰ 等不同色谱柱的残留，结果 ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ Ｔ３ 色

谱柱残留最少；考察甲醇⁃水、乙腈⁃水、乙腈⁃异丙醇⁃
水等不同洗脱体系下系统的残留，结果乙腈⁃异丙

醇⁃水洗脱条件下残留最少，结果见图 ２。 因此使用

ＸＳｅｌｅｃｔ＠ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱以乙腈⁃异丙醇⁃水为洗脱相

来进行方法学的验证。

表 １　 黄卡瓦胡椒素 Ｂ 和内标木犀草素优化后的液相色谱质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｌｕｔｅｏｌｉｎ
分析物
Ａｎａｌｙｔｅ

离子对
Ｉｏｎ ｐａｉｒ

驻留时间（ｍｓ）
Ｄｗｅｌｌ ｔｉｍｅ（ｍｓ）

去簇电压（Ｖ）
Ｄｅ⁃ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｖｏｌｔａｇｅ（Ｖ）

碰撞能量（ｅＶ）
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ（ｅＶ）

保留时间（ｍｉｎ）
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ（ｍｉｎ）

黄卡瓦胡椒素 Ｂ
Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ２８５􀆰 １ ／ １８１􀆰 １ １００ １０５ ２７ ４􀆰 ０６

木犀草素（内标）
Ｌｕｔｅｏｌｉｎ（Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ） ２８７􀆰 １ ／ １５３􀆰 １ １００ １５０ ４４ ２􀆰 ６５

注：ＡⅠ，ＡⅡ：黄卡瓦胡椒素 Ｂ（８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ 内标（ ＩＳ）在甲醇⁃水洗脱体系下残留的离子流图；ＢⅠ，ＢⅡ：黄卡瓦胡椒素 Ｂ（８００ ｎｇ ／
ｍＬ） ／ 内标（ＩＳ）在乙腈⁃水洗脱体系下残留的离子流图；ＣⅠ，ＣⅡ：黄卡瓦胡椒素 Ｂ（８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ 内标（ＩＳ）在乙腈⁃异丙醇⁃水洗脱体系

下残留的离子流图。

图 ２　 不同洗脱体系下的残留色谱图

Ｎｏｔｅ． ＡⅠ， ＡⅡ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ （８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ＩＳ） ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ｗａｔｅｒ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ． ＢⅠ，
ＢⅡ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ （８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ ＩＳ） ｉｎ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃ｗａｔｅｒ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ． ＣⅠ， ＣⅡ．
Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ （８００ ｎｇ ／ ｍＬ） ／ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ＩＳ） ｉｎ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ ｗａｔｅｒ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃａｒｒｙ⁃ｏｖｅｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ

２􀆰 ２􀆰 ２　 提取溶剂选择

将含 ＦＫＢ 的模拟生物样品 （ １００ ｎｇ ／ ｍＬ） 按

“１􀆰 ２􀆰 ４”项下方法操作，考察 ＦＫＢ 和内标木犀草素

在 ３ 倍甲醇和 ３ 倍乙腈提取条件下的提取率。 提取

率结果表明 ３ 倍乙腈（ＦＫＢ 为 ９７􀆰 ０８％ ± ６􀆰 ６０％、ＩＳ
为 ９２􀆰 １２％ ± ４􀆰 ２４％） 稍优于 ３ 倍甲醇 （ ＦＫＢ 为

８４􀆰 ７０％ ± １􀆰 ８９％、ＩＳ 为 ９６􀆰 ８３％ ± ４􀆰 ５０％），因此采

用 ３ 倍乙腈作为提取溶剂进行后续方法学验证。
２􀆰 ３　 方法学确证

２􀆰 ３􀆰 １　 方法的选择性

如图 ３ 所示，待测成分峰形和分离效果较好，
ＦＫＢ 出峰时间约为 ４􀆰 ０６ ｍｉｎ，内标出峰时间约为
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２􀆰 ６５ ｍｉｎ，小鼠血浆和脑组织中的内源性物质、代谢

产物等基本不干扰以上成分的检出。

注：Ａ，Ｆ：空白血浆样品提取离子流图；Ｂ，Ｇ：空白血浆样品加入内标（ＩＳ，木犀草素）和 ＦＫＢ（ＬＯＱ 浓度，０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ）的提取离子流图；Ｃ，Ｈ：
小鼠尾静脉注射给药 ０􀆰 ０８３ ｈ 后的血浆样品提取离子流图；Ｄ，Ｉ：小鼠腹腔注射给药 ０􀆰 ０８３ ｈ 后的血浆样品提取离子流图；Ｅ，Ｊ：小鼠灌胃给

药 ０􀆰 ０８３ ｈ 后的血浆样品提取离子流图。

图 ３　 血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 和内标的 ＭＲＭ 色谱图

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｆ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ． Ｂ， Ｇ． Ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ （ ＩＳ， ｌｕｔｅｏｌｉｎ） ａｎｄ
Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ （ＬＯＱ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ）． Ｃ， Ｈ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ０􀆰 ０８３ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｄ， Ｉ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ０􀆰 ０８３ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｅ， Ｊ． Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ０􀆰 ０８３ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ

２􀆰 ３􀆰 ２　 线性范围及定量限

血浆中 ＦＫＢ 典型的标准曲线回归方程为 Ｙ ＝
０􀆰 ０１０Ｘ ＋ ０􀆰 ００３３，相关系数 ｒ 为 ０􀆰 ９９９５，在 ０􀆰 ２ ～

８００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，经信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝
１０ 计算的 ＬＯＱ 为 ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ３􀆰 ３　 基质效应与提取回收率

ＬＯＱ 样品及各浓度 ＱＣ 样品的基质效应为

８８􀆰 ６８％ ～ １０２􀆰 ０４％， 提取回收率 在 ９５􀆰 ４２％ ～
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１０１􀆰 ５５％，表明样品提取和分析方法良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 准确度与精密度

结果 显 示， ＬＯＱ 相 对 误 差 在 － ４􀆰 ４５％ ～
１２􀆰 ５０％，各浓度 ＱＣ 样品相对误差在 － ８􀆰 ５０％ ～
９􀆰 ７０％；日内和日间精密度 ＬＯＱ 样品的 ＲＳＤ 在

１３􀆰 ００％以内，各浓度 ＱＣ 样品的 ＲＳＤ 在 １０􀆰 ００％以

内，表明分析方法准确、稳定可行。
２􀆰 ３􀆰 ５　 残留与稀释效应

进样高浓度 ＱＣ 样品后，空白样品的残留均低

于内标响应的 ０􀆰 ０３％，低于 ＬＯＱ 样品的 １１􀆰 ０３％；
稀释后样品准确度为 ２􀆰 ４３％ ～ ８􀆰 ６２％，精密度

为 ２􀆰 ４８％，表明分析方法的残留及稀释可靠性

良好。

注：Ａ：小鼠尾静脉注射给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的平均药时浓度曲线；Ｂ：小鼠腹腔注射给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的平均药时浓度曲线；Ｃ：小
鼠灌胃给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的平均药时浓度曲线；Ｄ：小鼠腹腔注射给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 在 ０ ～ ４ ｈ 的平均药时浓度曲线局部放大

图；Ｅ：小鼠灌胃给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 在 ０ ～ ４ ｈ 的平均药时浓度曲线局部放大图。

图 ４　 小鼠给药后黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的平均药时浓度曲线（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ
ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｃ． Ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｄ． Ｐａｒｔｉａｌｌｙ
ｅｎｌａｒｇｅｄ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｆｒｏｍ ０ ～ ４ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ； Ｅ． Ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｖｉｅｗ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ０ ～ ４ ｈ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

２􀆰 ３􀆰 ６　 稳定性

测定低、中、高浓度 ＱＣ 样品在不同处理条件的

稳定性，实验结果表明 ＦＫＢ 在室温放置 ２ ｈ（回收

率：９２􀆰 ８９％ ～ １０９􀆰 ２０％），经过 ３ 次冻融（回收率：
９５􀆰 ６９％ ～ １０３􀆰 ９８％），－８０℃条件下储存 １ 个月（回
收率：９０􀆰 ８６％ ～ １０３􀆰 ４６％），及处理后的样品在进

样室内放置 ２４ ｈ（回收率：１０９􀆰 ０４％ ～ １１１􀆰 ７０％），
稳定性基本良好。
２􀆰 ４　 药代动力学结果

小鼠在静脉（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、腹腔注射（２０、４０ 和

６０ ｍｇ ／ ｋｇ）和灌胃（２００、４００ 和 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ）给药后未

发现明显不良反应，ＦＫＢ 的平均药时浓度曲线见图

４，计算的主要药代动力学参数见表 ２。 ＦＫＢ 在小鼠

体内吸收速度很快，各给药组在第 １ 个采血时间点

０􀆰 ０８３ ｈ 即为峰值；体内滞留时间 ＭＲＴ０⁃ｔ 较短，为
２􀆰 ７８ ～ ４􀆰 ５１ ｈ；表观分布容积较大，均高于 ２４３􀆰 ６３
Ｌ ／ ｋｇ。 与尾静脉注射和腹腔注射给药 （半衰期：
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　 　 　 　 　 　 　 　表 ２　 小鼠尾静脉注射、腹腔注射和灌胃黄卡瓦胡椒素 Ｂ 后血浆中药代动力学参数（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，

ａｎｄ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
参数

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
ｉ．ｖ．２０
（ｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｐ．２０
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｐ．４０
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｐ．６０
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｇ．２００
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｇ．４００
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｉ．ｇ．６００
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＡＵＣ０⁃ｔ（ｈ·ｎｇ ／ ｍＬ） ８５２􀆰 ９４０ ５２９􀆰 ３２０ ７８６􀆰 ９６０ １４３６􀆰 ２８０ １５４􀆰 ４９０ ２１７􀆰 ６４０ ２９２􀆰 １３０
ＡＵＣ０－∞（ｈ·ｎｇ ／ ｍＬ） ８９８􀆰 ８２０ ５７８􀆰 ８４０ ８９８􀆰 ５６０ １４３７􀆰 ０８０ １５８􀆰 ３１０ ３４１􀆰 １９０ ２９９􀆰 ７１０

ＭＲＴ０⁃ｔ（ｈ） ４􀆰 ５１０ ４􀆰 ２２０ ３􀆰 ２７０ ５􀆰 ０９０ ３􀆰 ７３０ ３􀆰 ５８０ ２􀆰 ７８０
ＭＲＴ０－∞（ｈ） ６􀆰 ０６０ ５􀆰 ８３０ ６􀆰 ３５０ ５􀆰 １００ ３􀆰 ９９０ １１􀆰 ２５０ ３􀆰 ０９０

ｔ１ ／ ２ｚ（ｈ） ７􀆰 ６００ ４􀆰 ８９０ ８􀆰 ３３０ ２􀆰 ０４０ １􀆰 ８１０ ８􀆰 ８４０ ２􀆰 １８０
Ｔｍａｘ（ｈ） ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０８３

Ｖｚ ／ Ｆ （Ｌ ／ ｋｇ） ２４４􀆰 ０６０ ２４３􀆰 ６３０ ５３４􀆰 ９２０ １２２􀆰 ９５０ ３２９􀆰 ０８０ １４９５􀆰 ８８０ ６３０􀆰 ４００
ＣＬｚ ／ Ｆ Ｌ ／ （ｈ·ｋｇ） ２２􀆰 ２５０ ３４􀆰 ５５０ ４４􀆰 ５２０ ４１􀆰 ７５０ １２６􀆰 ３４０ １１７􀆰 ２４０ ２００􀆰 ２００

Ｃ５ ｍｉｎ ｏｒ Ｃｍａｘ（ｎｇ ／ ｍＬ） ５０３􀆰 ８６０ ２９４􀆰 １６０ ５３２􀆰 ４６０ ６０２􀆰 ３９０ ６２􀆰 ２９０ ９７􀆰 ５１０ ２１１􀆰 ４４０
Ｆ（％） － ６２􀆰 ０６０ ４６􀆰 １３０ ５６􀆰 １３０ １􀆰 ８１０ １􀆰 ２８０ １􀆰 １４０

４􀆰 ８９ ～ ９􀆰 ７０ ｈ；清除率：２２􀆰 ２５ ～ ４４􀆰 ２３ Ｌ ／ （ｈ·ｋｇ）相
比，ＦＫＢ 灌胃给药体内半衰期（１􀆰 ７１ ～ ２􀆰 ７８ ｈ）明显

减小；清除率（１２６３􀆰 ３８ ～ ２００１􀆰 ９５ Ｌ ／ （ｈ·ｋｇ））明显

加快。 与静脉给药相比，腔腔注射 ＦＫＢ 的绝对生物

利用度为 ４６􀆰 ３１％ ～ ６２􀆰 ０６％，灌胃 ＦＫＢ 的绝对生物

利用度仅为 １􀆰 １４％ ～ １􀆰 ８１％。 腹腔注射和灌胃给

药 ＦＫＢ 多剂量线性关系分析结果见图 ５，可知小鼠

在腹腔注射 ２０ ～ ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 及灌胃 ２００ ～ ６００ ｍｇ ／
ｋｇ 给药剂量范围内，药代动力学过程呈明显的线性

关系（Ｐｅａｒｓｏｎ’ｓ ｒ ＞ ０􀆰 ９７）。

注：Ａ：小鼠腹腔注射给药后血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的 ＡＵＣ０⁃ｔ与给药剂量间的线性关系；Ｂ：小鼠灌胃给药后血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的

ＡＵＣ０⁃ｔ与给药剂量间的线性关系。

图 ５　 小鼠给药后血浆中黄卡瓦胡椒素 Ｂ 的 ＡＵＣ０⁃ｔ与给药剂量间的线性关系（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＵＣ０⁃ｔ ａｎｄ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＵＣ０⁃ｔ ａｎｄ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＵＣ０⁃ｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｆｌａｖｏｋａｗａｉｎ Ｂ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

３　 讨论

关于卡瓦胡椒相关制剂中 ＦＫＢ 的含量测定方

法有多种，如 ＨＰＬＣ⁃紫外光谱法、高效薄层色谱法、
核磁共振波谱法和 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 法等［１６－１９］，但 ＦＫＢ 在

生物样品中检测方法的报道相对较少。 Ｋａｎｕｍｕｒｉ
等［１７］报道了健康志愿者血浆中 ＦＫＢ 的超高效液相

（ＵＨＰＬＣ）⁃ＭＳ 方法，Ｙａｎｇ 等［２０］ 报道了大鼠血浆中

ＦＫＢ 的 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ 方法，以上检测方法的血浆样品

来源分别为人和大鼠，定量限分别为 ０􀆰 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ 和

０􀆰 ５３ ｎｇ ／ ｍＬ，在小鼠血浆中 ＦＫＢ 的检测方法尚未见

报道。 为深入了解 ＦＫＢ 在小鼠体内的药代动力学

特征，本研究利用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 建立灵敏、准确度

高的血药浓度分析方法，并进一步探讨该方法在小

鼠尾静脉注射、腹腔注射和灌胃给药不同剂量后血

药浓度分析的适用性，这将为后期 ＦＫＢ 在小鼠体内

药理机制和安全性研究提供依据。 在前期实验中，
发现 ＦＫＢ 容易在色谱柱残留，因此优化了不同色谱
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柱和不同洗脱条件的残留，提高了 ＦＫＢ 的检测准确

度，同时还考察了样品的稀释效应，控制定量上限，
达到进一步减少 ＦＫＢ 残留的目的。 并且，通过色谱

柱等液相条件和质谱参数的优化，本方法检测 ＦＫＢ
的 ＬＯＱ 低至 ０􀆰 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ，和上述方法相比有一定的

提高。 本文建立的 ＦＫＢ 的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析方

法，经验证符合中国药典《生物样品分析方法指导

原则》的要求［２１］，可同时满足小鼠尾静脉注射、腹腔

注射和灌胃给药不同剂量 ＦＫＢ 后血浆中药物浓度

的样品检测（０􀆰 ３４ ～ １８１４􀆰 ３２ ｎｇ ／ ｍＬ）， 并完整绘制

了各给药途径血浆中 ＦＫＢ 的药时曲线，成功用于

ＦＫＢ 的药代动力学特征及生物利用度研究。
文献报道 ＦＫＢ 小鼠灌胃剂量为 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ［２２］，

在此基础上依据初步的急性毒性结果对剂量进行

了探索，ＦＫＢ 的最终剂量范围设计为腹腔注射 ２０ ～
６０ ｍｇ ／ ｋｇ、灌胃 ２００ ～ ６００ ｍｇ ／ ｋｇ，尾静脉注射为 ２０
ｍｇ ／ ｋｇ。 在整个实验过程中小鼠状态良好，未发现

明显不良反应。
小鼠灌胃和腹腔注射后，ＦＫＢ 吸收速度很快，

血药浓度在给药后第一个采血时间点 ５ ｍｉｎ 即为峰

值，通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 网站查询 ＦＫＢ 的油水分配系数

ＬｏｇＰ 为 ３􀆰 ８，说明 ＦＫＢ 的脂溶性高、渗透性高，这可

能是其体内迅速吸收的重要原因。 ＦＫＢ 表观分布

容积（高于 ２４３􀆰 ６３ Ｌ ／ ｋｇ）远大于小鼠的体液体积

（０􀆰 ７３ Ｌ ／ ｋｇ） ［２３］，说明 ＦＫＢ 在小鼠体内的分布极为

广泛。 ＦＫＢ 灌胃给药的绝对生物利用度极差

（１􀆰 ３８％），这与灌胃给药的体内消除半衰期较短及

清除率较快有关。 文献报道查尔酮等黄酮类成分

代谢稳定性差，口服后以原型形式吸收入血少，并
且药 物 极 易 受 胃 酸、 消 化 酶 和 肠 道 菌 群 的 影

响［２４－２５］，亦能导致进入体循环的药量相对变少，这
提示在后期 ＦＫＢ 的相关制剂开发过程中对生物利

用度需要特别关注。 另外，在 ＦＫＢ 质谱检测的

２８５􀆰 １ ／ １８１􀆰 １ 离子对通道上约 ２􀆰 ６９ ｍｉｎ 处有一色谱

峰（图 ３Ｈ ～ ３Ｊ），并随 ＦＫＢ 的浓度变化而呈规律性

变化，推断可能是 ＦＫＢⅡ相代谢物，如 ＦＫＢ 的葡萄

糖醛酸苷等进一步电离而形成的。 关于 ＦＫＢ 体内

主要代谢物及相关活性的研究，课题组未来将进一

步探索。 ＦＫＢ 腹腔注射给药的绝对生物利用度为

５３􀆰 ２９％，相比灌胃给药有很大提升，并且在 ２０ ～ ６０
ｍｇ ／ ｋｇ 给药剂量范围内呈现线性的药代动力学过

程，这为使用腹腔给药进行 ＦＫＢ 相关药理机制的探

索提供了依据。

在研究中，发现受试药物 ＦＫＢ 溶解度低（０􀆰 ０１２
ｇ ／ Ｌ，２５℃），几乎不溶于水，因而使用 ５％ Ｔｗｅｅｎ８０
和 ４％ ＤＭＳＯ 辅料助溶。 虽然 Ｔｗｅｅｎ８０ 和 ＤＭＳＯ 是

科研常用的助溶剂，但我国近年临床研究发现，不
少品种中药注射剂出现的严重不良反应均与使用

了 Ｔｗｅｅｎ８０ 相关［２６－２７］。 此外，高剂量的 ＤＭＳＯ 静脉

注射可能也会带来副作用［２８］。 因此，本研究中静脉

注射方式给药在助溶剂用量上存在一定的不足之

处。 在未来研究中，将尝试通过化学修饰等手段增

加 ＦＫＢ 溶解度或减少药物起效浓度等方式来减少

助溶剂的用量，进而再次开展其药代动力学相关研

究。 总之，本研究建立的 ＨＰＬＣ ／ ＭＳ⁃ＭＳ 测定小鼠血

浆中 ＦＫＢ 的方法简便、准确、灵敏度高，适用于 ＦＫＢ
在小鼠血浆中药代动力学特征和生物利用度研究，
研究结果为 ＦＫＢ 相关制剂的进一步研究开发提供

了新方法和数据参考。
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基于肠道菌群和短链脂肪酸代谢探讨不同饮食
条件下高脂血症大鼠发病机制

杨宗统１，２，孙铁锋２∗，李晓晶２，徐东川２，袁敏２，靳光乾２，王雯慧１∗

（１． 甘肃农业大学动物医学院，兰州　 ７３００７０；２． 山东省中医药研究院，济南　 ２５００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟对比两种不同高脂饮食方式诱导的高脂血症大鼠肠道菌群变化与短链脂肪酸代谢

特征，以宿主⁃肠道菌群⁃代谢角度探讨高脂血症可能的微观机制。 方法 　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠分为：正常饮食组（ＣＧ
组）：饲喂大鼠维持饲料；高脂饮食组（ＨＦＤ１ 组）：每天足量饲喂高脂饲料；限饲高脂饮食组（ＨＦＤ２ 组）：每天限量饲

喂高脂饲料 ８０ ｇ，不限量饲喂维持饲料。 ８ 周后检测血清总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇

（ＬＤＬ⁃Ｃ）和高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬ⁃Ｃ）水平；苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色观察大鼠肝组织和肾周脂肪病理学变化；取
结肠内容物进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序，观察肠道菌群结构与功能的变化，并检测结肠内容物中短链脂肪酸的含

量。 结果　 与 ＣＧ 组相比，ＨＦＤ１ 组和 ＨＦＤ２ 组大鼠摄食量下降，体重升高；血清中 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 均显著升高；肝组

织发生明显脂肪变性，肾周脂肪出现炎性病变；高脂干预后大鼠肠道菌群相对丰度显著变化，其中乳杆菌属相对丰

度明显降低，菌群结构和功能变化明显，总短链脂肪酸、乙酸、丁酸、异丁酸下降显著。 结论　 两种高脂饮食方式均

能引起大鼠高脂血症，且发病机制基本一致，均与脂质代谢以及肠道菌群紊乱有关。 每日限制一定的高脂饲料饲

喂量不仅能够降低高脂饲料对大鼠食欲的影响，还能提高大鼠高脂血症模型制备的稳定性，是一种值得推广应用

的大鼠高脂模型制备方法。
【关键词】 　 高脂血症；肠道菌群；短链脂肪酸；发病机制
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ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｐｅｒｉｒｅｎａｌ ｆａｔ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｌｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ １６Ｓ ｒＤＮＡ

ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ

ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＧ ｇｒｏｕｐ， ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，

ｓｅｒｕｍ ＴＣ， ＴＧ， ａｎｄ ＬＤＬ⁃Ｃ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｅｒｉｒｅｎａｌ ｆａｔ ｓｈｏｗｅｄ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ＨＦＤ１ ａｎｄ ＨＦＤ２ ｇｒｏｕｐｓ． Ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ

ｉｎ ｒａｔｓ ｗａｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｎｄ ｓｅｘ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ， ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｗａｓ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｏｔａｌ ｓｈｏｒｔ⁃

ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ， ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ｉｓｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｃａｕｓｅｄ

ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｗａｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ

ｄｉｓｏｒｄｅｒ． Ｄａｉｌｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｏｎ ａｐｐｅｔｉｔｅ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆ ｒａｔ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ； ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ； ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ； ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 高脂血症（ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ，ＨＬＰ）是一种常见的

代谢紊乱性疾病，由于脂肪代谢紊乱而造成血浆脂

质失衡［１］，临床上主要表现为血液中总胆固醇（ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、甘油三酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、低密度

脂蛋白胆固醇 （ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＬＤＬ⁃Ｃ） 水平升高或高密度脂蛋白胆固醇 （ ｈｉｇｈ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）水平降低。 这

种血脂异常会增加多种疾病发生的潜在风险，如心

脑血管疾病［２］、脂肪肝［３］ 和动脉粥样硬化［４］ 等。 目

前人们生活质量大大提高，生活方式也发生了很大

的变化，生活节奏加快以及不健康的饮食方式等导

致了高脂血症的发生率逐渐增加，年轻趋势明显，
已日益凸显为影响健康的重要因素［５］。

研究表明疾病的发生和发展过程受肠道菌群

和宿主代谢表型改变的影响［６］。 肠道微生态具有

参与食物消化吸收、营养与物质代谢过程，增强宿

主的免疫等功能，可影响高脂血症、肥胖及其相关

代谢性疾病的发生和发展过程［７－８］。 禁食和热量限

制会降低肠道菌群的总量及多样性，改变肠道菌群

数目，有利于宿主代谢健康［９］。 短链脂肪酸（ ｓｈｏｒｔ⁃
ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，ＳＣＦＡ）和肠道微生物代谢直接相

关，可为宿主代谢提供能量，是维持机体健康的重

要信息介质［１０］。 在肠道中发挥着维持水和电解质

平衡、调节肠道菌群平衡、改善肠道功能、抗炎、抗
肿瘤和调控基因表达等重要作用［１１］。 短链脂肪酸

大多数产生在盲肠和近端结肠，肠道菌群可通过代

谢产物短链脂肪酸来影响脂代谢，因此现代研究提

出肠道微生态与机体健康密切相关，肠道菌群可能

是高脂血症防治的新靶点［１２－１５］。
制备高效、合理、稳定的高脂血症动物模型以

及探讨实验中高脂血症的发病机制对于预防和治

疗高脂血症至关重要。 目前国内外研究中最常见

建立方法是高脂饲喂法，即通过高脂膳食诱导在饮

食方面进行干预，该方法的形成机制与大多数高脂

血症患者的高血脂病因和发病机制相似，但是在实

验中发现长期的高脂膳食导致大鼠的食欲下降、摄
食量不足以及进食个体差异较大，从而造成模型不

稳定，降低了模型制备的效率［１６－１７］。 因此，本研究

中采用高脂饲料限制饲喂和不限量饲喂的两种喂

养方式建立高脂血症大鼠模型，基于肠道菌群变化

与短链脂肪酸代谢特征分析从宿主⁃肠道菌群⁃代谢

角度探讨高脂血症可能的微观机制，以期为高脂血

症发病机制的研究提供新方向；并对两种高脂饲喂

方式建立的模型大鼠血清生化指标、肝病理、肠道

菌群及短链脂肪酸的变化进行比较分析，以期为降

脂药物的研发建立一种新的动物模型制备方法。

５１３１
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３０ 只 ５ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，雌雄各半，体重

１５０ ～ ２００ ｇ，购于济南朋悦实验动物繁育有限公司

【ＳＣＸＫ（鲁）２０１９０００３】。 饲养期间各组大鼠自由饮

水，维持饲料（含蛋白质 ２３􀆰 ７６％，粗纤维 ５％，脂肪

３􀆰 ５％），高脂饲料（含蛋白质 ２６％，粗纤维 ８％，脂肪

２１􀆰 ５％）。 室温 ２２ ～ ２５℃，相对湿度 ５０％ ～ ６０％，
每 １２ ｈ 明暗交替的环境中，饲养于山东省食品药品

检验研究院动物实验室【 ＳＹＸＫ（鲁） ２０１８－００１３】。
本动物实验经山东省中医药研究院实验动物福利

与伦理委员会批准（ ＳＤＺＹＹ２０２１０１０６００１），且严格

按照替代、减少和优化的“３Ｒ”原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＢＣＡ 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 （ Ｓｐａｒｋｊａｄｅ，
ＥＣ０００１ ）； 苏 木 素⁃伊 红 （ ＨＥ ） 染 色 试 剂 盒

（Ｓｐａｒｋｊａｄｅ，ＥＥ００１２）；戊巴比妥钠（上海化学试剂采

供供 应 站 分 装 厂， １２０５０５ ）； Ｔ⁃ＣＨＯ 测 试 盒

（２０２２０１１０）、ＴＧ 测试盒（２０２２０１１１）、ＨＤＬ⁃Ｃ 测试盒

（２０２２０１１０）、ＬＤＬ⁃Ｃ 测试盒（２０２２０１１０）均购自南京

建成生物工程研究所；磁珠法提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，
Ｖａｌｅｎｃｉａ， Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ）；Ｐｈｕｓｉｏｎ 􀅺 Ｈｉｇｈ⁃Ｆｉｄｅｌｉｔｙ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ ＣＧ Ｂｕｆｆｅｒ （ Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ， Ｍ０５３１Ｓ ）； Ｐｈｕｓｉｏｎ 􀅺 Ｈｉｇｈ⁃Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｍ０５３０Ｓ）；ＤＮＡ 纯

化回收试剂盒 （ ＴｉａｎＧｅｎ， ＤＰ２１４）； 建库试剂 盒

（ＩＩＩｕｍｉｎａ，Ｅ７３７０Ｌ）。 乙酸乙酯（ Ｓｉｇｍａ，ＣＧ⁃ＭＳ 级，
２４０３７０）； 乙 酸 （ Ｓｉｇｍａ， Ａ６２８３ ）； 丙 酸 （ Ｓｉｇｍａ，
４０２９０７）；丁酸 （ Ｓｉｇｍａ， Ｂ１０３５００）；异丁酸 （ Ｓｉｇｍａ，
Ｉ１７５４）； 戊 酸 （ Ｓｉｇｍａ， ２４０３７０ ）； 异 戊 酸 （ Ｓｉｇｍａ，
１２９５４２）；己酸（Ｓｉｇｍａ，１５３７４５）。

高速冷冻离心机（ＶＥＬＯＣＩＴＹ １８Ｒ；Ｄｙｎａｍｉｃａ，德
国）；微孔板分光光度计（ＥＰＯＣＨ；ＢｉｏＴｅｋ，美国）；电
子天平（ＢＳＡ２２４Ｓ⁃Ｃ；Ｗｓａｒｔｏｒｉｕｓ，德国）；封闭式自动

组织脱水机（Ｅｘｃｅｌｓｉｏｒ ＡＳ；ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美
国）；组织包埋机（ＨｉｓｔｏＳｔａｒ；ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
美国）；轮转式切片机 （５３１ＣＭ⁃Ｙ４３；Ｌｅｉｃａ，德国）；
Ｂｉｏ⁃ｒａｄ Ｔ１００ 梯度 ＰＣＲ 仪（Ｔ１００；Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；基
因测序仪（Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００；ＩＩＩｕｍｉｎａ，美国）；气⁃质联用

仪（ Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ ／ ５９７５Ｃ； Ａｇｉｌｅｎｔ，美国）；色谱柱

（Ａｇｉｌｅｎｔ ＤＢ⁃ＷＡＸ；Ａｇｉｌｅｎｔ，美国）毛细管柱 ３０ ｍ ×

０􀆰 ２５ ｍｍ ＩＤ × ０􀆰 ２５ μｍ。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及模型制备

３０ 只 ＳＤ 大鼠，雌雄各半，适应性喂养大鼠维持

饲料 ３ ｄ，禁食不禁水 １２ ｈ 后称定体重，根据体重随

机分成 ３ 组：正常饮食组 （ ＣＧ 组）、高脂饮食组

（ＨＦＤ１ 组）、限饲高脂饮食组（ＨＦＤ２ 组），每组 １０
只。 ＣＧ 组：每天不限量饲喂维持饲料；ＨＦＤ１ 组：每
天不限量饲喂高脂饲料；ＨＦＤ２ 组：每天定量饲喂高

脂饲料 ８０ ｇ，高脂饲料吃完后不限量饲喂维持饲料。
为了验证大鼠高脂血症模型是否成功建立，观察模

型建立后继续饲喂高脂饲料对各项检测指标的影

响，４ 周后分别测定各组大鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ、
ＨＤＬ⁃Ｃ 水平，与正常对照组相比，血清 ＴＧ 或 ＴＣ 或

ＬＤＬ⁃Ｃ 升高，差异具有显著性，判定模型成立；高脂

饲料持续饲喂 ８ 周。
１􀆰 ２􀆰 ２　 样本采集及处理

（１）血清样本：分别于高脂饲料喂养的第 ４ 周

和第 ８ 周取血，每次取血前禁食 １２ ｈ，第 ４ 周采用眼

眶后静脉丛采血法取血；第 ８ 周采用戊巴比妥钠麻

醉后，腹主动脉取血。 得到全血样品之后，室温下

静置 ３０ ｍｉｎ 之后，４℃ ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 收集

上清液，－２０℃保存备用。 （２）脂肪和肝组织：大鼠

腹主动脉取血处死后解剖取肾周脂肪和肝，用镊子

夹住肝门部门静脉根部剪断血管和韧带取出肝，分
离左外叶，将大鼠肾与肾门周围脂肪组织一并摘

出，分离左肾周围棕黄色脂肪组织，分离后的组织

置于 ４％多聚甲醛溶液中固定。 （３）肠道内容物：用
无菌解剖刀，在无菌状态下取出整个肠道；在无菌

操作台内切取结肠部位，用无菌手术刀挖取内容

物，立即放在冰上进行分装并标记；分装好后立即

进行液氮速冻，置于－８０℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 大鼠体重、摄食量及血脂检测

每天观察大鼠一般状态（毛色、活动量、排便、
死亡情况等），每周称量并记录大鼠体重 １ 次，每天

称量并计算各笼大鼠的饲料摄食量，计算各笼的平

均摄食量。 依照试剂盒说明书方法检测第 ４ 周和第

８ 周各组大鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 和 ＨＤＬ⁃Ｃ 含量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 大鼠肝、脂肪组织形态学观察

大鼠肝和脂肪组织进行苏木精⁃伊红（ＨＥ）染

色，光镜下观察其形态学变化。
１􀆰 ２􀆰 ５　 大鼠肠道内容物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增子测序

采用 ＣＴＡＢ 方法从结肠内容物中提取总 ＤＮＡ，
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并对 ＤＮＡ 的纯度和浓度进行检测。 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增

子测序（１６Ｓ ｒＤＮＡ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ），检测各组

大鼠肠道菌群变化情况。
１􀆰 ２􀆰 ６　 大鼠肠道内容物短链脂肪酸检测

基于气相色谱⁃质谱联用（ＣＧ⁃ＭＳ）技术检测各

组大鼠肠道内容物菌群关键代谢产物短链脂肪酸

含量。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 统计学软件进行

统计分析，组间比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为有统计学意义。

注：Ａ：高脂饮食对大鼠体重的影响；Ｂ：高脂饮食对大鼠摄食量的影响；与 ＣＧ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 １　 高脂饮食对大鼠体重和摄食量的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

表 １　 高脂饮食对肥胖大鼠血脂水平的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

时间
Ｔｉｍｅ

总胆固醇（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＣ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

甘油三酯（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＴＧ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

高密度脂蛋白（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＨＤＬ⁃Ｃ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

低密度脂蛋白（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＬＤＬ⁃Ｃ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

ＣＧ
ＨＦＤ１
ＨＦＤ２

４ 周
４ ｗｅｅｋｓ

２􀆰 ２４９ ± ０􀆰 ０５４ ０􀆰 ９６７ ± ０􀆰 ０５０ １􀆰 ２８８ ± ０􀆰 １７８ ０􀆰 ４８６ ± ０􀆰 ０７９
２􀆰 ６９０ ± ０􀆰 １０３∗ １􀆰 ３２１ ± ０􀆰 ０６３∗ ０􀆰 ８１０ ± ０􀆰 １３９∗ １􀆰 ０８８ ± ０􀆰 ０３９∗∗

３􀆰 ４５８ ± ０􀆰 ２１８∗∗ １􀆰 ４１０ ± ０􀆰 １３５∗∗ １􀆰 ２１４ ± ０􀆰 １５５ １􀆰 ０９６ ± ０􀆰 ０７３∗∗

ＣＧ
ＨＦＤ１
ＨＦＤ２

８ 周
８ ｗｅｅｋｓ

２􀆰 ２７１ ± ０􀆰 １０８ ０􀆰 ７６５ ± ０􀆰 ０３５ １􀆰 ７８５ ± ０􀆰 １９９ ０􀆰 ７０８ ± ０􀆰 ０５５
３􀆰 ６３８ ± ０􀆰 ３０４∗∗ １􀆰 ４７０ ± ０􀆰 ２０４∗∗ ０􀆰 ６５５ ± ０􀆰 １５０∗∗ １􀆰 ３４８ ± ０􀆰 １４６∗∗

４􀆰 １６０ ± ０􀆰 ２２４∗∗ １􀆰 ５４２ ± ０􀆰 １４５∗∗ ０􀆰 ７６２ ± ０􀆰 １６３∗∗ １􀆰 ３７２ ± ０􀆰 １８２∗∗

２　 结果

２􀆰 １　 高脂饮食对大鼠体重、摄食量及血脂水平的

影响

各组大鼠皮毛光泽度好，正常进食饮水和排

便，活动自如，无死亡现象。 由图 １ 可知，各组大鼠

体重均有不同程度变化，饲喂高脂饲料 ３ 周后

ＨＦＤ１ 组和 ＨＦＤ２ 组的大鼠体重均高于 ＣＧ 组，６ 周

后 ＨＦＤ２ 组的大鼠体重显著高于 ＣＧ 组 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０１）。 各组大鼠的摄食量也存在不同程度变化，
饲喂高脂饲料 ４ 周后，ＨＦＤ１ 组和 ＨＦＤ２ 组大鼠的摄

食量均低于 ＣＧ 组，且 ＨＦＤ１ 组大鼠的摄食量低于

ＨＦＤ２ 组（图 １Ｂ）。 分析高脂饮食对大鼠体重和摄

食量影响的结果发现，长期饲喂高脂饲料影响大鼠

食欲，降低了大鼠的摄食量，每天限量饲喂高脂饲

料可以减轻高脂饲料对大鼠食欲的影响，增加体重

增长速度。
检测第 ４、８ 周各组大鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 和

ＨＤＬ⁃Ｃ 含量，与 ＣＧ 组相比，第 ４ 周 ＨＦＤ１ 组和

ＨＦＤ２ 组大鼠血清中 ＴＣ、ＴＧ 均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），两组大鼠血清 ＬＤＬ⁃Ｃ 均显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＨＦＤ１ 组 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
第 ８ 周 ＨＦＤ１ 组和 ＨＦＤ２ 组大鼠血清中 ＴＣ、ＴＧ 和

ＬＤＬ⁃Ｃ 均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＨＤＬ⁃Ｃ 水平显著降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），结果显示改变高脂饮食方式均引起

大鼠体内血脂代谢紊乱，发生高脂血症（表 １）。
２􀆰 ２　 高脂饮食对大鼠肝和脂肪组织形态学的影响

剖检各组大鼠肝组织发现 ＣＧ 组肝表面光滑呈

暗褐色，质地柔软；ＨＦＤ１ 组颜色微黄，出现黑褐色

点斑，ＨＦＤ２ 组整个肝颜色较黄，边缘圆钝。 肝 ＨＥ
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染色表明，ＣＧ 组肝小叶中肝细胞排列正常，肝小叶

结构清晰，肝细胞板呈放射状排列，未见细胞变性

和炎细胞浸润；ＨＦＤ１ 和 ＨＦＤ２ 组肝小叶均出现脂

肪变性，肝脂滴较多，可见明显气球样变（见图 ２），
ＨＦＤ２ 组出现肝索排列紊乱，部分肝细胞破裂，肝小

叶结构模糊（见图 ２）。 肾周脂肪 ＨＥ 染色表明，ＣＧ
组肾周脂肪组织细胞排列紧密，大小均匀；ＨＦＤ１ 组

和 ＨＦＤ２ 组脂肪组织细胞大小不均，少量细胞胞质

断裂，脂滴空泡融合，脂肪细胞有损伤（见图 ３），
ＨＦＤ２ 组脂肪组织多灶状炎细胞浸润（见图 ３）。

图 ２　 高脂饮食对大鼠肝组织的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ

图 ３　 高脂饮食对大鼠肾周脂肪组织的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｐｅｒｉｒｅｎａｌ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ

２􀆰 ３　 高脂饮食对肠道菌群多样性的影响

收集各组新鲜粪便，采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序方法

分析 菌 群 多 样 性。 主 坐 标 分 析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃
ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰｃｏＡ）用于分析样本群落组成的

相似性或相异性，是一种非约束性的数据降维分析

方法。 对测序数据进行 Ａｌｐｈａ 多样性分析，绘制大

鼠肠道菌群的 Ｃｈａｏ１ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ
指数、Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指数箱线图，可以看出高脂

饲料喂养后，α 多样性降低，但无统计学意义（Ｐ ＞

０􀆰 ０５）（见图 ４Ａ）。 本次实验各组间 ＰｃｏＡ 分析显示

ＨＦＤ１ 组与 ＨＦＤ２ 组和 ＣＧ 组在主坐标 １（ＰＣ１）上相

距较远，说明 ＨＦＤ１ 组和 ＨＦＤ２ 组与 ＣＧ 组间菌群组

成有差异；ＨＦＤ１ 组与 ＨＦＤ２ 组重合度较高，说明

ＨＦＤ１ 组与 ＨＦＤ２ 组菌群组成相似（见图 ４Ｂ）。 韦

恩图显示了 ＣＧ、ＨＦＤ 和 ＨＦＤ２ 各组之间的 ＡＳＶ 分

布。 ３ 个组共有的 ＡＳＶ 有 ６６５ 个，ＨＦＤ 物种数量较

ＣＧ 组物种数量有所减少（见图 ４Ｃ）。 在门分类水

平上，共挑选出丰度前 １０ 的菌门，由图可知厚壁菌
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门（ｐ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、变形菌门（ｐ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、

注：Ａ：各组样本菌群 α 多样性分析；Ｂ：各组样本菌群 ＰｃｏＡ 分析；Ｃ：ＡＳＶ 维恩图；Ｄ：门水平上的肠道微生物群组成；Ｅ：属水平上的肠

道微生物群组成。

图 ４　 高脂饮食对大鼠肠道菌群的影响（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ． Ｂ． ＰｃｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． ＡＳＶ Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ． Ｄ．
Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ａｔ ｔｈｅ ｇａｔｅ ｌｅｖｅｌ． Ｅ． Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｒａｔｓ（ｎ ＝ ６）

放线杆菌门 （ ｐ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、疣微菌门 （ ｐ
Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、拟杆菌门（ｐ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、蓝菌

门 （ ｐ Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 酸 杆 菌 门 （ ｐ
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 芽 单 胞 菌 门 （ ｐ

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、绿弯菌门（ｐ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）是优

势菌门（见图 ４Ｄ）。 在属分类水平上，共挑选出丰

度前 １０ 的 菌 属， 由 图 可 知， 乳 杆 菌 属 （ ｇ
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、罗尔斯通菌属（ｇ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ）、罗姆

布茨菌属 （ ｇ Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ）、埃希氏菌属 （ ｇ
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Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ ）、 梭 杆 菌 属 （ ｇ
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｅｎｓｕｓｔｒｉｃｔｏ１）、 苏 黎 世 杆 菌 属 （ ｇ
Ｔｕｒｉｃｉｂａｃｔｅｒ）、链球菌属（ ｇ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、罗斯氏

菌属（ｇ Ｒｏｔｈｉａ）、阿克曼菌属（ｇ Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）
是优势菌属（见图 ４Ｅ）。

注：Ａ：ＣＧ 组和 ＨＦＤ 组间生物标志物的 ＬＤＡ 值分布直方图，ＬＤＡ 评分阈值为 ＞ ４；Ｂ：ＣＧ 组和 ＨＦＤ２ 组间生物标志物的 ＬＤＡ 值分布直方图，
ＬＤＡ 评分阈值为 ＞ ４；Ｃ：基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 相似性的肠道微生物群功能单元的 ＰＬＳ⁃ＤＡ，椭圆置信度为 ０􀆰 ９５；Ｄ：组间肠道菌群差异代谢通路，颜
色强度代表物种在各样本中的丰度分布（红色：相应丰度高；蓝色：相应丰度低）。

图 ５　 高脂饲料对大鼠肠道内容物属水平上调控生物标志物的丰度和功能影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＤＡ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＧ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ ＞ ４． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＤＡ ｖａｌｕｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＧ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＨＦＤ２ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ ＞ ４． Ｃ． ＰＬＳ⁃ＤＡ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｕｎｉｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ
Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ． Ｔｈｅ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｅｌｌｉｐｓｅ ｉｓ ０􀆰 ９５． Ｄ． Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ （Ｒｅｄ． Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｈｉｇｈ ａｂｕｎｄａｎｃｅ． Ｂｌｕｅ． Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｌｏｗ ａｂｕｎｄａｎｃｅ） ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｒａｔｓ

２􀆰 ４　 高脂饲料对大鼠肠道内容物属水平上调控生

物标志物的丰度和功能影响

ＬＥｆＳｅ（ＬＤＡ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ）分析是一种将非参数的

Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 以及 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验，与线性判别

分析 （ ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＬＤＡ ） 效 应 量
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注：与 ＣＧ 组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ６　 高脂饮食对大鼠肠道短链脂肪酸含量的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

注：Ａ：ＨＦＤ１ 组与 ＣＧ 组中差异菌群与差异短链脂肪酸皮尔森相关性分析；Ｂ：ＨＦＤ２ 组与 ＣＧ 组中差异菌群与差异短链脂肪酸皮尔森相关性

分析，颜色表示相关性。

图 ７　 高脂饮食中肠道菌群与短链脂肪酸相关性分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ Ｐｅａｒｓｏｎ ｉｎ ＨＦＤ１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＣＧ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ Ｐｅａｒｓｏｎ ｉｎ ＨＦＤ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＣＧ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｌｏｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ

（ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ）相结合的分析手段可以深入到不同的

子分组（ｓｕｂｇｒｏｕｐ）中，挑取在不同子分组中表现一

致的标志微生物类群，通过图 ５Ａ 和图 ５Ｂ 发现乳杆

菌属（ ｇ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ），在 ＣＧ 组、ＨＦＤ 组、ＨＦＤ２
组中发挥重要作用。 其中图 ５Ａ 可以看出乳杆菌属

在 ＣＧ 组的丰度高于 ＨＦＤ 组，图 ５Ｂ 中乳杆菌属在

ＣＧ 组的丰度高于 ＨＦＤ２ 组，乳杆菌属可能是发挥重

要作用的菌属。 图 ５Ｃ 表明 ３ 组可以在功能上有较

好的区分。 差异菌属主要在能量代谢、酵素家族和

糖的生物合成与代谢发挥重要作用（图 ５Ｄ）。
２􀆰 ５　 高脂饮食对大鼠肠道内容物短链脂肪酸含量

的影响

通过 ＧＣ⁃ＭＳ 方法检测肠道内容物短链脂肪酸，
结果如图 ６ 所示，ＨＦＤ１ 组与 ＣＧ 组间相比，短链脂
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肪酸含量均有所下降，其中总短链脂肪酸、乙酸、丁
酸、异戊酸和戊酸含量下降显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，其中异

戊酸 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＨＦＤ２ 组与 ＣＧ 组相比，短链脂肪

酸含量也均有下降，其中总短链脂肪酸、乙酸、丁酸

和戊酸含量下降显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ６）。
２􀆰 ６　 高脂饮食中肠道菌群与短链脂肪酸相关性

分析

基于上文对大鼠的肠道微生物组成变化分析

以及短链脂肪酸含量分析，对 ＨＦＤ１ 组与 ＣＧ 组间

差异菌群和差异短链脂肪酸进行皮尔森相关分析

分析，如图 ７Ａ 发现 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ 菌与所有差异短链

脂肪酸均呈现正相关（红色），其中与异丁酸呈显著

性正相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 其余菌属与所有差异短链脂

肪酸呈负相关（蓝色）。 其中 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓｅｎｓｕ ｓｔｒｉｃｔｏ
１ 菌与乙酸和总短链脂肪酸呈极其显著性负相关

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 对 ＨＦＤ２ 组与 ＣＧ 组间差异菌群和差

异短链脂肪酸进行皮尔森相关分析分析，如图 ７Ｂ，
发现 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ 菌和 Ｊｅｏｔｇａｌｉｃｏｃｃｕｓ 菌与所有差异

短链脂肪酸均呈现正相关（红色），但 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
菌只与异丁酸具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 其余菌属与

所有差异短链脂肪酸呈负相关（蓝色）。

３　 讨论

ＳＣＦＡｓ 来源于肠道内菌群对未消化的碳水化合

物的进一步发酵，是肠道微生物的重要代谢产物之

一。 ＳＣＦＡｓ 由乙酸、丙酸和丁酸等组成，可调控肠道

内多种营养物质的吸收，同时对改善肥胖、糖尿病

等慢性代谢病，维持肠道内的酸性环境十分重

要［１８－１９］。 研究发现不同饲喂方式的高脂模型均显

著降低了总短链脂肪酸、乙酸、丁酸和异丁酸的含

量。 对于乙酸来讲，有研究表明乙酸可以通过分泌

肠激素影响宿主能量代谢，从而通过降低全身脂解

作用和全身促炎性细胞因子水平来影响食欲，并增

加能量消耗和脂肪氧化［２０］。 通过与肠道菌群进行

关联分析，发现乳酸杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）与短链脂肪

酸含量呈正相关，与先前报道的相关研究结论相

似。 乳酸杆菌作为益生菌中广泛应用的一种，其对

肠道菌群的调节显著［２１］。
本研究发现与 ＣＧ 组相比，ＨＦＤ１ 组和 ＨＦＤ２ 组

大鼠摄食量下降，体重升高；血清中 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ
均显著升高；肝组织发生明显脂肪变性，肾周脂肪

出现炎性病变；高脂饮食明显降低乳杆菌相对丰

度、高脂干预后大鼠肠道菌群相对丰度变化显著，

菌群结构和功能变化明显，其中总短链脂肪酸、乙
酸、丁酸、异丁酸下降显著。 结果表明两种高脂饮

食方式均能引起大鼠发生高脂血症，且发病机制基

本一致，均与脂质代谢以及肠道菌群紊乱有关。 但

与高脂饲料不限量饲养的造模方式相比，每日限制

一定的高脂饲料饲喂量不仅能够降低高脂饲料对

大鼠食欲的影响，还能更大程度地增加体重，升高

血液中 ＴＣ 和 ＴＧ 的含量，从而提高了大鼠高脂血症

模型制备的稳定性，降低了模型制备的成本，是一

种值得推广应用的大鼠高脂模型制备方法。
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卵巢癌动物模型的特点及应用分析
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（１． 暨南大学中医学院，广州　 ５１０６３２；２． 南方医科大学第一临床医学院，广州　 ５１０５１５；
３． 暨南大学第一临床医学院，广州　 ５１０６３０）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究卵巢癌动物模型的特点及应用现况，为当下卵巢癌模型的规范化制备提供参考指导。
方法　 通过从中国知网、万方、维普以及 ＰｕｂＭｅｄ 数据库中以“卵巢癌”和“动物模型”为主题词，ＰｕｂＭｅｄ 数据库中

检索建库至 ２０２３ 年 ３ 月 １ 日的卵巢癌动物实验性期刊文献，均进行建库至今的文献搜索，共收集相关文献共 １４２８
篇。 从实验动物种类、年龄、实验造模方法、检测指标等方面进行总结，建立数据库进行系统分析。 结果　 筛选后

共获得符合标准的实验性研究文献 １７８ 篇。 构建建立卵巢癌动物模型多选用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 品种的雌性鼠；大部分周龄

选择 ４ ～ ６ 周龄、６ ～ ８ 周龄；造模方法使用最普遍的是异位移植，多接种在腋部皮下；在卵巢癌动物模型造模方法

的使用上，以移植性模型使用最多，其中异位移植远高于原位移植的使用量；使用的细胞株或卵巢癌组织多为人

源。 检测指标检测最多的是肿瘤组织的外观指标、肿瘤病理及免疫组化。 结论　 卵巢癌动物模型在卵巢癌研究中

应用广泛，但缺少专业规范的制备和评价标准，本文通过文献整理、数据归类分析，对卵巢癌的动物模型应用现状

进行了详细分析，以期为构建规范化卵巢癌动物模型提供参考。 实验多选用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 品系鼠，以浓度为 １ × １０７ ／ ｍＬ
的人卵巢癌 ＳＫＯＶ３ 细胞注射于腋部皮下进行为期 １０ ｄ 异位移植造模，短时间内能获得大量模型，成瘤率高且个体

差异小，可为研究卵巢癌提供参考。
【关键词】 　 卵巢癌；动物模型；模型特点；应用分析；检测指标
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　 　 卵巢癌（ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ，ＯＣ）是全球最常见的妇

科恶性肿瘤之一，其死亡率在妇科癌症中排名第

二，在年轻女性中的发病率有上升趋势［１－２］。 其病

因尚未明确，已知有关的风险因素主要包括卵巢癌

或有其他癌症的家族史、绝经年龄晚、肥胖、缺乏运

动、吸烟等［３］。 卵巢癌发病较为隐匿，初起症状不

明显，发现时往往已到晚期，且治疗后复发率高［４］。
因此，对卵巢癌进行深入研究势在必行。 然而，构
建标准的卵巢癌动物模型是进行卵巢癌实验研究

的前提条件。 使用卵巢癌动物模型不仅能够避免

给人体带来的风险，还能有效地控制各种影响因

素，短时间内可获得大量的卵巢癌动物模型，方法

学上的可比性增加。 动物模型的使用，还使得样品

收集和结果分析更加简便，进一步提高了实验结果

的可靠度。 另外，卵巢癌动物模型能够模拟卵巢癌

发生发展的全过程，并表现出相应病理特征，有助

于人们进行更全面且更深入的卵巢癌发病机制研

究。 然而，当前卵巢癌动物模型的构建方法还有待

进一步完善。 根据已有研究表明，诱发性卵巢癌动

物模型是最符合卵巢癌临床症状的动物模型，但依

旧存在临床贴切不完全的情况［５］。 本文通过收集

截至目前国内外在卵巢癌领域所发表的实验性研

究文献，对卵巢癌动物模型进行归纳总结，以期为

构建标准化的卵巢癌动物模型提供思路线索。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 数据来源

在中国知网、万方、维普数据库中，以“卵巢癌”
和“动物模型”为主题词，进行两个主题词呈并列关

系的高级检索。 在 ＰｕｂＭｅｄ 数据库中，以 “ ｏｖａｒｉａｎ
ｃａｎｃｅｒ” ＡＮＤ “ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ”为检索语法进行检索。
时间范围均设置为自建库以来至 ２０２３ 年 ３ 月 １ 日，
共得到文献 １４２８ 篇。
１􀆰 ２　 纳入标准

筛选出使用了卵巢癌动物模型的相关实验性

文献，选用卵巢癌造模方法叙述清晰且完整的文

章，符合纳入条件的文章具体可表现为具备卵巢癌

动物模型的种类、造模方式及检测指标等造模基本

要素，且可获得全文。
１􀆰 ３　 排除标准

排除资料不全面、综述、会议、报纸、硕博士学

位论文以及细胞实验等文献，重复发表的文献选取

发表时间最早的文献。 最终得到符合标准的文献

１７８ 篇。 文献检索流程见图 １。
１􀆰 ４　 数据处理及分析

将实验所选实验动物名称、种类均按照《实验

动物和动物实验技术》进行规范，将动物年龄、造模

方法、癌细胞株种类、浓度、实验造模方法、实验结

果检测指标等数据录入 Ｅｘｃｅｌ 中，对每项数据进行

频数、百分比统计分析。 需要说明的是，在统计过

程中，一篇文章中可能出现两种或多品种鼠类，也
可能出现多品种细胞株、不同接种浓度、接种部位

及不同给药周期等。

２　 结果

２􀆰 １　 卵巢癌模型实验动物种类

从入选的 １７８ 篇实验文献中，对卵巢癌实验动物

模型的应用情况进行统计，按照动物种类、频次分布
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图 １　 文献检索流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｏｆ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｓｅａｒｃｈ

及相应百分比进行列表。 由于研究内容为卵巢癌，实
验动物性别均为雌性。 实验动物种类分布具体情况

见表 １，其中 ２ 篇文章中出现 ２ 种不同动物种类。
使用频数超过 １５ 次的共有 ３ 种，累计出现 １２７

次。 使用频数较高的前 ３ 位分别是 ＢＡＬＢ ／ ｃ 鼠（９３
　 　 　 　 　 　 　 　

次，５１􀆰 ６７％）、重度联合免疫缺陷（ＳＣＩＤ）鼠（１９ 次，
１０􀆰 ５６％）、Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 鼠（１５ 次，８􀆰 ３３％）。 其他品种

中包括家兔、东方田鼠、蛋鸡等动物，以及未注明具

体品系的裸鼠，共出现 ２９ 次。 而实验动物周龄多选

用 ４ ～ ６ 周龄、６ ～ ８ 周龄。
表 １　 卵巢癌动物模型实验动物应用情况分布表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ
动物种类

Ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ
频数（次）

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（ｔｉｍｅｓ）
百分比

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
年龄
Ａｇｅ

ＢＡＬＢ ／ ｃ 鼠
ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｏｕｓｅ ９３ ５１􀆰 ６７％ ４ ～ ６ 周、６ ～ ８ 周

４ ～ ６ ｗｅｅｋｓ， ６ ～ ８ ｗｅｅｋｓ

重度联合免疫缺陷（ＳＣＩＤ）鼠
Ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ （ＳＣＩＤ） ｍｉｃｅ １９ １０􀆰 ５６％ ６ ～ ８ 周、４ ～ ６ 周

６ ～ ８ ｗｅｅｋｓ， ４ ～ ６ ｗｅｅｋｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 鼠
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ １５ ８􀆰 ３３％ ６ ～ ８ 周

６ ～ ８ ｗｅｅｋｓ

Ｆｉｓｈｅｒ ３４４ 大鼠
Ｆｉｓｈｅｒ ３４４ ｒａｔｓ １４ ７􀆰 ７８％ ８ ～ １０ 周

８ ～ １０ ｗｅｅｋｓ

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ５ ２􀆰 ７８％ ８ 周、１０ ～ １２ 周

８ ｗｅｅｋｓ， １０ ～ １２ ｗｅｅｋｓ

Ｂ６Ｃ３Ｆ１ 小鼠
Ｂ６Ｃ３Ｆ１ ｍｉｃｅ ３ １􀆰 ６６％ ４ ～ ６ 周、６ ～ ８ 周

４ ～ ６ ｗｅｅｋｓ， ６ ～ ８ ｗｅｅｋｓ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔｓ ２ １􀆰 １１％ ３ ～ ６ 个月

３ ～ ６ ｍｏｎｔｈｓ

其他品种
Ｏｔｈｅｒ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ２９ １６􀆰 １１％ －

２􀆰 ２　 动物模型造模方法分类

卵巢癌动物模型构建中，有 ４ 种构建动物模型

的方式：移植性卵巢癌动物模型、诱发性卵巢癌动

物模型、自发性卵巢癌动物模型和转基因卵巢癌动

物模型（表 ２）。 以移植性卵巢癌动物模型使用频率

最高，占比高达 ８８％。
２􀆰 ３　 卵巢癌细胞株应用情况

在筛选出来的 １７８ 篇文献中，使用细胞株构建

模型的共有 １４０ 篇（表 ３）。 其中，人源性卵巢癌细

胞株 ＳＫＯＶ３ 使用率最高，出现 ６７ 次，占比 ４７􀆰 ８６％；
其次是人源卵巢癌 ＨＯ⁃８９１０ 细胞，出现频次达 ２４

次，占比 １７􀆰 １４％。 鼠源细胞株使用最多的是来自

Ｆｉｓｃｈｅｒ３４４ 大 鼠 的 ＮＵＴＵ⁃１９ 细 胞； 其 次 是 成 年

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠卵巢上皮在体外恶性转化形成的 ＩＤ⁃
８ 细胞。

１４０ 篇使用细胞株构建卵巢癌动物模型的文章

中共出现 １５２ 次细胞株接种，存在同一篇文章中一

种细胞株接种不同部位的情况。 其中，有 ６ 篇文章

出现 ２ 个部位，３ 篇文章出现 ３ 个部位。 在卵巢癌

动物模型构建中，以腋部皮下接种癌细胞最为常

见，其次是腹腔注射，见表 ４。
注射细胞悬液时，使用较多的量是每只鼠每次
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 ２　 卵巢癌动物模型造模方法应用情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

动物模型分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

制备方法
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

应用百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

移植性模型
Ｍｏｄｅｌ ｏｆ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

原位移植［６］

Ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［６］

将肿瘤组织或细胞悬液移植到与动物器官组织相对应的部位。
Ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｒ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｉｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｉｔｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ
ａｎｉｍａｌ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅ．

１７％

异位移植
Ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｇｒａｆｔ

将肿瘤组织或细胞悬液接种到实验动物体内非卵巢部位。
Ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｒ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｎ⁃ｏｖａｒｉａｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ．

７１％

诱发性模型
Ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｅｌｉｃｉｔａｔｉｏｎ

在致癌因素条件下诱使动物发生肿瘤，常用二甲基苯并蒽试剂诱发［７］ 。
Ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｔｕｍｏｒ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ， ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｂｅｎｚｏａｎｔｈｒａｃｅｎｅ ｒｅａｇｅｎｔ ｉｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ［７］ ．

６％

自发性模型
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｍｏｄｅｌ

自然发生。
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． ４％

转基因模型
Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

通过重组 ＤＮＡ 技术将外源肿瘤基因或相关基因导入动物染色体基因组，使
之稳定表达并能遗传给后代的一类肿瘤动物模型。
Ａ ｋｉｎｄ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｆｏｒｅｉｇｎ ｔｕｍｏｒ ｇｅｎｅｓ ｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ
ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ａｎｉｍａｌ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｇｅｎｏｍｅ ｂｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ
ｍａｋｅ ｔｈｅｍ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｐａｓｓｅｄ ｏｎ ｔｏ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ．

２％

０􀆰 ２ ｍＬ，这或许与实验动物的体重相关。 癌细胞浓

度使用最多的是 １ × １０７ ／ ｍＬ，癌细胞浓度具体使用

情况见表 ５。

表 ３　 卵巢癌造模癌细胞株应用情况

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｍｏｄｅｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
细胞株

Ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎ
来源
Ｓｏｕｒｃｅ

频次（次）
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（ｔｉｍｅｓ）

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ＳＫＯＶ３ 人
Ｈｕｍａｎ ６７ ４７􀆰 ８６％

ＨＯ⁃８９１０ 人
Ｈｕｍａｎ ２４ １７􀆰 １４％

ＮＵＴＵ⁃１９ 鼠
Ｍｉｃｅ １１ ７􀆰 ８６％

ＩＤ８ 鼠
Ｍｉｃｅ １０ ７􀆰 １４％

Ａ２７８０ 人
Ｈｕｍａｎ ７ ５􀆰 ００％

３ＡＯ 人
Ｈｕｍａｎ ６ ４􀆰 ２９％

ＯＶＣＡＲ⁃３ 人
Ｈｕｍａｎ ３ ２􀆰 １４％

ＳＷ６２６ 人
Ｈｕｍａｎ ２ １􀆰 ４３％

ＯＶＨＭ 鼠
Ｍｉｃｅ ２ １􀆰 ４３％

ＲＭＧ⁃Ｉ 人
Ｈｕｍａｎ ２ １􀆰 ４３％

ＥＳ⁃２ 人
Ｈｕｍａｎ ２ １􀆰 ４３％

ＣＯＣ１ 人
Ｈｕｍａｎ ２ １􀆰 ４３％

ＣＯＣ２ 人
Ｈｕｍａｎ １ ０􀆰 ７１％

ＯＣ⁃３⁃ＶＧＨ 人
Ｈｕｍａｎ １ ０􀆰 ７１％

表 ４　 细胞株接种部位及各部位应用频次分布情况

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｉｔｅ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

接种部位
Ｓｉｔｅ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

频次（次）
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（ｔｉｍｅｓ）

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

１ 腋部皮下
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ａｘｉｌｌａ ４９ ３２􀆰 ２４％

２ 腹腔注射
Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ３２ ２１􀆰 ０５％

３
腋背部皮下

Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｂａｃｋ ｏｆ ｔｈｅ ａｘｉｌｌａ

１７ １１􀆰 １８％

４ 背部皮下
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｃｋ １０ ６􀆰 ５８％

５ 卵巢深部
Ｄｅｅｐ ｏｖａｒｙ ３０ １９􀆰 ７３％

６ 肾包膜下
Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｃａｐｓｕｌｅ ３ １􀆰 ９７％

７
上、下肢皮下

Ｕｐｐｅｒ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ
ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ

３ １􀆰 ９７％

８ 爪垫
Ｐａｌｍｕｌａ ２ １􀆰 ３２％

９ 右臀
Ｒｉｇｈｔ ｂｕｔｔｏｃｋ ２ １􀆰 ３２％

１０
侧腹壁皮下

Ｌａｔｅｒａｌ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗａｌｌ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ

２ １􀆰 ３２％

１１
腹膜后右髂血管周围

Ｒｅｔｒｏｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ
ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｉｌｉａｃ ｖｅｓｓｅｌｓ

１ ０􀆰 ６６％

１２
右胸壁皮下

Ｒｉｇｈｔ ｃｈｅｓｔ ｗａｌｌ ｗａｓ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ

１ ０􀆰 ６６％

２􀆰 ４　 卵巢癌鼠类动物模型阳性药

去除未使用阳性药的研究性文章，使用阳性药
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的有 ４１ 篇文献。 根据收集文献数据库中统计显示，
卵巢癌实验研究中阳性药主要选择的是顺铂，剂量

多选用 ２ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）。 其次为紫杉醇、卡铂、环磷酰

胺、５⁃氟尿嘧啶等阳性药，具体使用情况见表 ６。 给

药方式包括灌胃、腹腔注射、尾静脉注射。
表 ５　 癌细胞株浓度使用频次分布情况

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｓｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

癌细胞浓度（ ／ ｍＬ）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓ （ ／ ｍＬ）

频次（次）
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（ｔｉｍｅｓ）

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

１ １ × １０７ ４５ ２９􀆰 ６１％
２ ２ × １０７ ３２ ２１􀆰 ０５％
３ ５ × １０６ １８ １１􀆰 ８４％
４ １ × １０６ １３ ８􀆰 ５５％
５ ５ × １０７ ６ ３􀆰 ９５％
６ ３ × １０７ ６ ３􀆰 ９５％
７ ２ × １０５ ６ ３􀆰 ９５％
８ １ × １０８ ５ ３􀆰 ２９％
９ ２ × １０６ ４ ２􀆰 ６３％

１０ ４ × １０７ ３ １􀆰 ９７％
１１ １ × １０１０ ２ １􀆰 ３２％

１２ 其他
Ｏｔｈｅｒｓ １２ ７􀆰 ８９％

表 ６　 卵巢癌动物模型阳性药使用情况

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｕｓｅ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

阳性药名称
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｎａｍｅ

频次（次）
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
（ｔｉｍｅｓ）

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

１ 顺铂
Ｃｉｓ⁃ｐｌａｔｉｎｕｍ ２７ ６５􀆰 ８５％

２ 紫杉醇
Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ８ １９􀆰 ５１％

３ 卡铂
Ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ ２ ４􀆰 ８８％

４ 环磷酰胺
Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ １ ２􀆰 ４４％

５ ５⁃氟尿嘧啶
５⁃ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ １ ２􀆰 ４４％

６ 吉西他滨
Ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ １ ２􀆰 ４４％

７ 脂质体多柔比星
Ｌｉｐｏｓｏｍａｌ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ １ ２􀆰 ４４％

２􀆰 ５　 卵巢癌鼠类动物模型给药周期

排除非药物实验性文章及未说明给药周期的

文献后，含受试药的文献有 ４４ 篇，其中 ２ 篇存在 ３
种给药周期，２ 篇存在 ２ 种给药周期，共计频次 ５０
次，具体给药周期情况见表 ７。 根据数据库统计显

示，卵巢癌受试药以灌胃、腹腔注射和尾静脉注射

的方式进行给药。 统计文献中各给药周期后，１０ ｄ
１ 次的给药周期最为常见。

表 ７　 卵巢癌动物模型给药周期

Ｔａｂｌｅ ７　 Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

给药周期
Ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

频数（次）
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（ｔｉｍｅｓ）

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

５ ｄ １ ２％
６ ｄ １ ２％
７ ｄ １ ２％
８ ｄ １ ２％
１０ ｄ ９ １８％
１２ ｄ １ ２％
１３ ｄ １ ２％
１４ ｄ ５ １０％
１６ ｄ １ ２％
１８ ｄ ５ １０％
２７ ｄ １ ２％
３０ ｄ ３ ６％
２１ ｄ ７ １４％
２８ ｄ ６ １２％

３１􀆰 ５ ｄ １ ２％
３５ ｄ １ ２％
４２ ｄ １ ２％
５０ ｄ １ ２％
５６ ｄ １ ２％
６０ ｄ １ ２％

１２６ ～ １６８ ｄ １ ２％

２􀆰 ６　 卵巢癌鼠类动物模型检测指标

主要从小鼠表观表现、肿瘤组织表观表现、肿
瘤组织病理学检查、免疫组织检查、肿瘤组织蛋白

免疫印迹实验、抑瘤率、血清学检查、转移情况、肿
瘤组织凋亡情况等方面进行统计描述，不同检测指

标与文章研究的不同内容有关，具体分析见表 ８。
统计数据表明，当前构建动物模型多关注的是肿瘤

组织的表观指标、肿瘤组织病理及免疫组化结果。
在构建卵巢癌动物模型中，人们更关注的是肿瘤的

生长状况及肿瘤组织的病理结果，而对于模型动物

表观表现的重视度不高。 然而，模型动物的精神状

态、活动等这类表观指标不仅易于获得而且能直观

地反映动物模型的构建状况。 另外，这对构建中医

证候相关的动物模型也有一定的参考意义。 因此，
除了重视肿瘤组织的变化，在今后的模型构建中，
还可加强对动物本身状态的关注。 此外，还可加强

荧光成像，彩色多普勒超声及核磁共振等技术的应

用，拓宽构建卵巢癌动物模型的评价方式，从而促

进卵巢癌动物模型的应用发展。

３　 讨论

卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤。 卵巢癌患者

早期常无明显症状或轻微不适，晚期常出现腹
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Ｔａｂｌｅ ８　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ
检测指标类型

Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
频数（次）

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（ｔｉｍｅｓ）
百分比

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

肿瘤组织表观指标（肿瘤体积、直径、个数等）
Ａｐｐａｒｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ（ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ， ｄｉａｍｅｔｅｒ， ｎｕｍｂｅｒ， ｅｔｃ．） １２１ ２１􀆰 １２％

肿瘤组织病理
Ｔｕｍｏｒ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ９０ １５􀆰 ７１％

免疫组化
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ７１ １２􀆰 ３９％

小鼠表观（精神状态、活动、排便、饮食、对外界反应等）
Ｍｏｕｓｅ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ（ｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅ， ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｄｅｆｅｃａｔｉｏｎ， ｄｉｅｔ， ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｈｅ ｏｕｔｓｉｄｅ ｗｏｒｌｄ， ｅｔｃ．） ５５ ９􀆰 ６０％

蛋白免疫印迹法（ＶＥＧＦ、ＮＦ⁃ＫＢ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 等）
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ （ＶＥＧＦ， ＮＦ⁃ＫＢ， Ｂｃｌ⁃２， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｅｔｃ．） ３５ ６􀆰 １１％

肿瘤标志物（如 ＣＡ１２５、ＣＥＡ、ＡＦＰ、ＣＡ⁃１９９ 等）
Ｔｕｍｏｒ ｍａｒｋｅｒｓ（ｓｕｃｈ ａｓ ＣＡ１２５， ＣＥＡ， ＡＦＰ， ＣＡ⁃１９９， ｅｔｃ．） ３３ ５􀆰 ７６％

抑瘤率
Ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ ｒａｔｅ ３０ ５􀆰 ２４％

血清中生化指标（ＡＬＴ、乳酸脱氢酶、血肌酐、尿素氮等）
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ（ＡＬＴ， ＬＤＨ， ＳＣＲ， ＢＵＮ， ｅｔｃ．） ２８ ４􀆰 ８９％

肿瘤组织细胞凋亡率
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ２５ ４􀆰 ３６％

脏器转移情况（肝、肾、脾等）
Ｏｒｇａｎ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ（ ｌｉｖｅｒ， ｋｉｄｎｅｙ， ｓｐｌｅｅｎ， ｅｔｃ．） ２４ ４􀆰 １９％

癌症相关基因及其蛋白检测（Ｐ５３、Ｐ１６、Ｆａｓ、ＫＩ⁃６７ 等）
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （Ｐ５３， Ｐ１６， Ｆａｓ， ＫＩ⁃６７， ｅｔｃ．） ２１ ３􀆰 ６６％

活体组织或立体组织荧光成像
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｉｎｇ ｏｒ ｓｔｅｒｅｏｓｃｏｐｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ２０ ３􀆰 ４９％

肿瘤微血管密度（ＭＶＤ）
Ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｄｅｎｓｉｔｙ（ＭＶＤ） １１ １􀆰 ９２％

彩色多普勒超声
Ｃｏｌｏｒ ｄｏｐｐｌｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ７ １􀆰 ２２％

核磁共振（ＭＲＩ）
Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ（ＭＲＩ） ２ ０􀆰 ３４％

胀、腹部肿块、胃肠道症状及与肿瘤浸润或压迫相

关的症状［８］。 其症状具体可表现为腹部膨隆、便
秘、腹泻、早饱、疲劳、恶心、背部疼痛、骨盆疼痛等，
身体检查结果有腹部肿块，腹股沟淋巴结肿大，盆
腔或附件包块等［９］。 传统中医学认为卵巢癌是由

于正气亏虚，邪毒侵犯冲任而导致病理产物蓄积于

胞宫致病［１０］。 并将卵巢癌归属中医学“腹痛” “积
聚”“癥瘕”等范畴［１１］。 在治疗上，以扶正祛邪为基

本治疗原则，调肝理脾解毒为卵巢癌基本治法［１２］。
目前，西医学对卵巢癌的具体病因和发病机制尚未

清晰，初次肿瘤细胞减灭术配以铂基化疗是当下对

于卵巢癌患者治疗的标准方法［４］。 不论中医还是

西医，当前医疗手段对卵巢癌的治疗均未达到令人

十分满意的效果，患者依旧存在疗效不佳的问题和

复发的风险。 因此，深入对卵巢癌的实验研究，构
建贴切的卵巢癌实验动物模型，有助于明确卵巢癌

的病因及发病机制，为治疗及预防打下坚实基础。

３􀆰 １　 卵巢癌动物模型属性

３􀆰 １􀆰 １　 动物种类

在实验研究中，鼠类是卵巢癌的动物模型使用

最多的动物品种类型。 通过统计分析显示，卵巢癌

实验动物模型主要以 ＢＡＬＢ ／ ｃ 品系的鼠类使用最

多，其次是 ＳＣＩＤ 小鼠。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 属近交系小鼠，个
体间 差 异 小， 基 因 高 度 纯 合， 基 因 型 稳 定， 且

ＢＡＬＢ ／ Ｃ 对致癌因子敏感，生产性能良好，繁殖期

长，实验结果具有规律性和可重复性［１３］。 ＳＣＩＤ 小

鼠是一种细胞和体液严重联合免疫缺陷为特征的

近交系小鼠，既可携带人类肿瘤，又可利用人类淋

巴细胞进行免疫功能重建，是较为理想的免疫治疗

临床前实验动物模型［１４］。
３􀆰 １􀆰 ２　 动物周龄

在实验动物的周龄选择上，小鼠多选用 ４ ～ ６
周龄或 ６ ～ ８ 周龄；大鼠平均选用周龄周期均大于

小鼠周龄周期，多在 ８ 周龄左右。 根据鼠类的生长

９２３１
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特点，小鼠在成长到 ４ ～ ６ 周龄时，身体器官已慢慢

成熟［１５］。 实验时可根据人源细胞系成瘤的难易程

度适当降低周龄，如 ４ ～ ６ 周龄，此时小鼠的免疫系

统还尚不完善，更容易成瘤，提高实验的成功率，有
利于节约时间，减少成本。
３􀆰 ２　 造模方式及特点

在卵巢癌动物模型造模方法的使用上，以移植

性模型使用最多，其中异位移植远高于原位移植的

使用量。 移植性卵巢癌动物模型使用的细胞株或

卵巢癌组织多为人源，对人类肿瘤具有高保真

度［１６］。 移植性卵巢癌动物模型遗传操作简单，且肿

瘤生长迅速，将癌细胞通过皮下、腹膜内或囊内接

种到实验动物体内，因此，成为卵巢癌研究中使用

最广泛的体内模型［１７］。 动物移植性肿瘤模型的优

点有生长速率基本一致、个体差异小、接种成活率

高，可传代移植［１８］。 原位移植虽能更客观反映肿瘤

的生物学特征，但存在操作困难、时间成本高，且成

瘤率较皮下移植瘤成瘤率低［１９］。 移植性模型多选

用裸鼠，不能贴合人的免疫微环境，也存在一定局

限性［２０］。
诱发性卵巢癌动物模型对小鼠创伤较大，需要

将卵巢分离，置入化学药物缝合［２１－２３］。 虽存在一定

缺点，但也有自身独特优势。 如沈忠飞等［２４］ 的研究

中 ＤＭＢＡ 构建的诱发性卵巢癌原发肿瘤灶以腺癌

为主，局部浸润、腹膜、肠系膜、横膈和腹腔脏器等

种植转移等充分显示了卵巢癌恶性肿瘤的内在生

物学特性。
相较于诱发性动物模型而言，自发性动物模型

通常与人类所患的卵巢癌更为相似，自发性发生条

件比较自然，且有可能通过观察和统计分析发现新

的致癌因素。 但此种方式肿瘤发生情况参差不齐，
不能短时间内获得大量数据材料、时间周期长、精
力耗费也大，因此使用较少。

卵巢癌基因工程模型又称转基因小鼠模型，本
质是将目的基因注入到小鼠的受精卵，再将受精卵

置入实验动物输卵管内（或子宫），构建含有外源基

因的转基因小鼠［２５］。 Ｔｅｎｇ 等［２６］结合体内电穿孔和

ＣＲＩＳＰＲ⁃９ 介导的基因组编辑生成体细胞卵巢癌小

鼠模型，这种方法在选择突变组合和靶向区域非常

灵活，对卵巢癌的深入研究有重要意义。 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术在卵巢癌上的应用繁多，能够简便地制备

基因敲除模式的卵巢癌转移动物模型，节约时间和

资源成本，而且还能利用敲除基因控制症状［２７－２８］。

卵巢癌的转基因动物模型前景广阔，可通过基因层

面的编辑操作构建不同基因卵巢癌动物模型。
３􀆰 ２􀆰 １　 造模材料及应用

卵巢癌动物模型构建中， 以人源性细胞株

ＳＫＯＶ３ 细胞株使用率最高 （６７，４７􀆰 ８６％），其次是

ＨＯ⁃８９１０（２４，１７􀆰 １４％）。 目前对这两种细胞株研究

较为深入，建立的卵巢癌动物模型较为成熟。 经统

计，在卵巢癌细胞浓度的选择上，使用频次最高的

浓度是 １ × １０７ ／ ｍＬ。 在接种部位上以腋部皮下移

植率最高，其次是腹腔和腋背部皮下接种较多。 选

用皮下注射操作不仅简单方便，还可以很大程度上

避免小鼠自身活动对种植部位造成干扰，也易于观

察和测量［２９］。 在对卵巢癌动物模型进行药物实验

研究的文献中，统计分析发现，给药周期最常见的

是 １０ ｄ。 铂类药物属卵巢癌标准治法中的必用药

物［３０］。 在化疗药物使用上，阳性药多选用顺铂，其
次是紫杉醇［３１］。
３􀆰 ２􀆰 ２　 造模周期及建模成功的特点

据统计分析，卵巢癌建立动物模型的周期短可

达 １ ｄ，长可达 １４ 个月。 苏丹等［３２］建立迷你人源性

肿瘤移植模型，将肿瘤细胞接种于 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠背

部皮下 １ ｄ 后即开始进行用药实验。 葛海良等［３３］

构建卵巢癌 ＳＣＩＤ 小鼠模型时，用人新鲜浆液性乳

头状腺癌的组织接种于小鼠，待原代移植瘤长至

１ ｃｍ３ 左右时，处死动物取肿瘤进行鼠间传代，连续

５ 代， 历时 １４ 个月构建人卵巢癌移植瘤动物模型。
根据数据统计显示，模型建模是否成功当前主

要包括以下判断方式： （ １） 肿瘤大小体积：袁金

等［３４］在构建上皮性卵巢癌裸鼠移植瘤模型时，每日

测量裸鼠肿瘤大小体积，将裸鼠在接种细胞后第 １０
天，移植瘤平均体积达到 １４５ ～ １５５ ｍｍ３ 判定为造

模成功。 （２）肿瘤最长直径。 如徐蕾等［３５］ 研究葡

萄籽原花青素对人卵巢癌裸鼠移植瘤细胞增殖和

凋亡的影响时，以皮下移植瘤长至直径约 ３ ｍｍ 时

即为构建卵巢癌动物模型建模成功。 （３）症状及病

理检验符合：模型鼠如果出现大量腹水，肿瘤细胞

与腹壁及周围组织黏连，肿瘤的组织学类型与卵巢

浆液性腺癌或黏液性腺癌一致，即符合临床卵巢上

皮性腺癌的诊断标准［３６］。 （４）一般状态：毛发乱、
反应迟钝、耳廓苍白、消瘦、腹部可触及肿块等外观

表现［３７］也被应用于判断模型是否建立成功。
３􀆰 ３　 检测指标

成功构建动物模型后，会出现最典型的卵巢癌
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临床表现，如消瘦、蛙状腹、血性腹水［３８］。 这类指标

易于观察且可给予研究者一些直观判断信息。 各

文献根据不同研究内容，对卵巢癌动物模型的指标

进行了相关检测，肿瘤组织表观指标记录最多，其
次是肿瘤组织病理检查、免疫组化等。

４　 卵巢癌动物模型当前存在的不足及
改进方法

４􀆰 １　 缺少对病因模型的构建

除了自发性动物模型需通过研究者仔细观察、
发现致病因素，诱发性、基因性、移植性卵巢癌动物

模型均不能很好地体现卵巢癌的发病整个过程，不
能模拟人类患病的特点，缺少外界致病因素的干

扰，不能完全贴合临床。 这点可采纳中医的思维方

法，重视对疾病病因病机的认识，应用卵巢癌动物

模型时加入病因因素，提高模型构建的完整性。 如

买鹏宇等［３９］利用湿热病因建造自身免疫性前列腺

炎模型，选用定时置入湿热的环境作为研究背景，
对正常组给予常规普通饲料结合自由饮水饲养，模
型组采用高脂饲料喂食，饮水给予米酒、蜂蜜饲养。
此种建模方式在环境、饮食的因素上促进和完善了

模型的构建。
４􀆰 ２　 缺少统一量化的造模因素及造模周期、给药周

期长短

多数指标杂乱不规范，尚无统一衡量标准。 针

对这种情况，可构建对各症状的评分表格进行量化

分析，以科学量化的形容方式规范描述。 通过本文

所归纳的信息，可进一步规范卵巢癌动物模型的构

建与使用。
４􀆰 ３　 缺少系统规范的评价方式

仅在观察动物体重变化情况及一般状态表现

后即分组治疗［４０］，未明确动物体重具体应改变多

少，或是改变至什么范围，一般状态表现为何种程

度才算模型构建成功，成瘤率的多少等均无具体的

说明。 因此，制定系统规范的评价方式有助于标准

化卵巢癌动物模型。 当前，如何进行规范化评价还

需要不断深入研究，构建统一完善的标准卵巢癌动

物模型有待实现。
４􀆰 ４　 对中医证候的重视度不够

统计发现，当前结合中医证候构建的卵巢癌动

物模型不多，且缺乏对中医证候指标的描述。 结合

中医证候构建模型，加入单因素、多因素不同方法

造模，将中医证型对造模表现的描述加入至造模成

功指标的统计中，结合西医指标共同分析，可使模

型更贴切临床［４１］。 构建“病证结合”的卵巢癌动物

模型，能够同时满足西医疾病特点和中医证候特

征，实现中西医完美结合［４２］。

５　 结语

本文通过数据挖掘对目前卵巢癌动物模型的

应用情况进行分析，得出卵巢癌动物实验中构建卵

巢癌动物模型使用 ４ ～ ６ 周龄或 ６ ～ ８ 周龄的

ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性鼠居多；移植性卵巢癌动物模型使用

率最高；多注射 １ × １０７ ／ ｍＬ 浓度的人卵巢癌细胞

ＳＫＯＶ３ 于小鼠腋部皮下构建卵巢癌异种移植动物

模型；模型构建成功后，检测肿瘤组织表观指标，检
验肿瘤组织病理等结果，佐证模型的成功构建。

当前，对于卵巢癌的研究依旧处于不断探索

中。 本文深入分析了当前卵巢癌动物模型研究现

状，为进一步规范卵巢癌动物模型的建立方法提供

思路与线索，非常具有指导意义。
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不同干预因素建立小鼠动脉粥样硬化模型
的研究进展

白旭峰１，王姝雯１，曹清雨２，刘亚丽２，３，胡慧明２，１，４∗

（１． 江西中医药大学，南昌　 ３３０００４；２． 南昌医学院，南昌　 ３３００５２；
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　 　 【摘要】 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是常见心脑血管疾病的潜在危险因素，严重威胁着人类的健康和

生命。 ＡＳ 的防治和抗 ＡＳ 新药的研发是医药学界一直关注的热点。 选择理想的 ＡＳ 动物模型是研究 ＡＳ 防治措施

及新药研发的关键。 理想的 ＡＳ 动物模型应是与人类 ＡＳ 发病机理相似，病理及生化反应一致，且 ＡＳ 模型复制的重

复性高、操作简便、易于推广。 小鼠具有繁殖性强、遗传性高、可塑性好、ＡＳ 成模性快等特点，成为了 ＡＳ 研究的理

想动物。 本文就不同干预因素建立小鼠 ＡＳ 模型的复制方法进行了比较分析，以期为开展 ＡＳ 防治和中药新药研发

提供参考和思路。
【关键词】 　 动脉粥样硬化；干预因素；小鼠；动物模型

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） １０⁃１３３４⁃０８

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ

ＢＡＩ Ｘｕｆｅｎｇ１， ＷＡＮＧ Ｓｈｕｗｅｎ１， ＣＡＯ Ｑｉｎｇｙｕ２， ＬＩＵ Ｙａｌｉ２，３， ＨＵ Ｈｕｉｍｉｎｇ２，１，４∗

（１． Ｊｉａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３０００４， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｎａｎｃｈａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，
Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３００５２． ３． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ａｎｄ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｎ Ａｎｔｉ⁃Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｈｅｒｂｓ， Ｊｉａｎｇｘｉ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３００５２． ４． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ， Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３００５２）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＨＵ Ｈｕｉｍｉｎｇ． Ｅｍａｉｌ： ｈｕｈｍ９１３＠ １６３．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ （ＡＳ） ｉｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ．
Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＡＳ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＡＳ ｄｒｕｇｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ａ ｆｏｃｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｍｅｄｉｃｉｎｅ．
Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅａｌ ＡＳ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｅａｓｕｒｅｓ ｏｆ ＡＳ ａｎｄ ｔｏ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｆｏｒ ＡＳ． Ｔｈｅ ｉｄｅａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡＳ ｓｈｏｕｌｄ ｈａｖｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｏ ｈｕｍａｎ ＡＳ，
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ， ｈｉｇｈ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ， ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｅａｓｙ ａｄｏｐｔｉｏｎ． Ｍｉｃｅ ｈａｖｅ ｔｈｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒｏｎｇ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ｈｉｇｈ ｈｅｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ， ｇｏｏｄ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ， ａｎｄ ｆａｓｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ＡＳ， ａｎｄ ｔｈｅｙ ｈａｖｅ ｂｅｃｏｍｅ
ｉｄｅａｌ ａｎｉｍａｌｓ ｆｏｒ ＡＳ ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ， ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ＡＳ ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ
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ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＡＳ ａｎｄ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｆｏｒ ＡＳ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ； ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ； ｍｉｃｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是心脑血管

疾病的潜在危险因素，是全球死亡和发病的主要原

因［１］。 ＡＳ 被认为是由多种因素引起的，包括遗传和

环境因素，其特征是动脉腔硬化和狭窄，因在动脉

内壁上形成了称为斑块的脂肪沉积物［２］。 人类 ＡＳ
的起始机制虽未被完全阐明，但从 ＡＳ 病变标本和

动物模型角度来看，ＡＳ 已被定义为一种慢性炎症性

疾病，涉及内皮细胞功能障碍、脂质浸润、巨噬细胞

募集和血管平滑肌细胞迁移［３］。
研究表明，高水平的血浆低密度脂蛋白 （ ｌｏｗ

ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ⁃Ｃ）是 ＡＳ 最主要的危险因素

之一［４］。 ＬＤＬ⁃Ｃ 倾向于积聚在动脉壁的内皮下空

间，通过逐步氧化过程，产生最小修饰的低密度脂

蛋白（ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｍｍ⁃
ＬＤＬ），其中只有脂质成分被氧化，然后是完全氧化

的低密度脂蛋白 （ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ｏｘ⁃ＬＤＬ） ［５］。 ｏｘ⁃ＬＤＬ 通过氧化低密度脂蛋白受体⁃１
（ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃１， ＬＯＸ⁃１）
作用于内皮细胞，从而诱发内皮功能障碍，细胞表

面粘附分子过表达，包括血管细胞粘附分子 １
（ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １，ＶＣＡＭ⁃１）、细胞内

粘附 分 子 １ （ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １，
ＩＣＡＭ⁃１） 和 内 皮 白 细 胞 粘 附 分 子 （ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ，Ｅ⁃ｓｅｌｅｃｔｉｎ），最终诱导动

脉壁的炎症反应［６］。 炎症反应促使循环单核细胞

附着在受损的内皮上，将单核细胞迁移到脉管系统

内皮下基质下方的内膜层，浸润的单核细胞进一步

分化为巨噬细胞，巨噬细胞通过清道夫受体识别和

摄取 ｏｘ⁃ＬＤＬ 形成泡沫细胞，这种泡沫细胞内皮下的

积聚也被称为“脂肪条纹形成”，这就是 ＡＳ 形成的

早期阶段［７－８］。 炎症反应还能促进循环单核细胞和

Ｔ 细胞的募集， 刺激血管平滑肌细胞 （ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）从血管壁内侧层迁移到

内膜层，表现出异常高的增殖并分泌细胞外基质蛋

白，在 ＡＳ 晚期形成纤维帽以稳定脆弱的斑块［９－１０］。
在 ＡＳ 晚期，随着斑块的进化，泡沫细胞和 ＶＳＭＣ 发

生死亡，细胞外脂质从垂死或死细胞的碎片中积聚

并积累脂蛋白，在许多斑块中形成脂质核心。 纤维

帽通常在脂质核心上方形成，由于合成减少和细胞

外基质大分子（如胶原蛋白）的分解增加，使得这种

纤维帽变薄，形成薄帽 ＡＳ［１１］。 这种高风险脆弱斑

块的纤维帽一旦破裂，叠加的血栓形成可能会阻塞

动脉腔并破坏血流，最终导致心肌梗死、中风或猝

死，这也是 ＡＳ 发病率和死亡率最高的原因之一［１２］。
ＡＳ 动物模型是提高对 ＡＳ 斑块形成与斑块破

裂及其相关心血管事件发生认识的重要工具。 因

此，选择合适的 ＡＳ 动物模型至关重要。 理想的 ＡＳ
动物模型应尽可能与人类临床发病机理相似，并可

用于医学与药物研究，且成本合理、重复性高。 小

鼠是 ＡＳ 研究中使用最广泛的动物模型，具有繁殖

性强、遗传性高、转基因的可塑性好、以及 ＡＳ 病变

部位形成快等优势［１３］。 本文简要介绍饮食、转基

因、新技术、遗传和环境等不同干预因素对小鼠 ＡＳ
模型的研究进展并进行比较分析，以期为 ＡＳ 的基

础研究提供新的参考和思路。

１　 饮食与小鼠 ＡＳ 模型

ＡＳ 是一种慢性的炎症过程，饮食对高脂血症促

进 ＡＳ 斑块形成的影响颇大［１４］。 长期高胆固醇饮食

会引起小鼠血清胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）水平

升高，其与主动脉病变的不断加剧呈正相关［１５］。 自

２０ 世纪 ９０ 年代以来，２１％脂肪结合 ０􀆰 １５％胆固醇

的西方饮食是 ＡＳ 动物模型常用的饲料配方［１６］。
早在 ２０ 世纪 ６０ 年代末，学者们就开始探究小

鼠 ＡＳ 模型建立的方法。 Ｖｅｓｓｅｌｉｎｏｖｉｔｃｈ 等［１７］通过高

脂饮食、辐射诱导 ＣＦ１ 小鼠 ＡＳ 病变。 但是，在高脂

饮食和辐射及环境因素的共同作用下，使得这项研

究个体差异极大，甚至伴随着较高死亡率。 随后，
Ｔｈｏｍｐｓｏｎ［１８］率先采用高胆固醇高脂肪 （ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ／
ｈｉｇｈ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＦＨＣ） 的饲料喂养近交系小鼠

（Ｃ５７ＢＬ ／ ６）诱导 ＡＳ，２５ 周后，小鼠的存活率高达

１００％，并且发现 ＡＳ 模型小鼠泡沫细胞普遍出现在

主动脉瓣区域。 从此，近交系小鼠逐渐成为 ＡＳ 模

型的研究基础［１９］。 １９８５ 年，Ｐａｉｇｅｎ 等［２０］ 以（１５％脂

肪 ＋ １􀆰 ２５％胆固醇 ＋ ０􀆰 ５％胆酸）饮食诱导 １０ 种近

交系 Ｃ５７ＢＬ ／ ６，结果发现小鼠 １４ 周后就形成高胆固

醇血症，且主动脉瓣大量细胞内脂肪沉积，并含有

大量泡沫细胞，同时病变已开始侵入下层介质形成

５３３１
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脂肪条纹。 以半合成高脂肪饮食诱导 ９ 种近交系小

鼠 １８ 周，同样发现 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 是最容易发生 ＡＳ 病变

的小鼠［２１］。 可见，Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠是 ＡＳ 模型基础研

究的常用研究对象。

２　 基因敲除小鼠 ＡＳ 模型

２􀆰 １　 经典 ＡｐｏＥ－ ／ －、ＬＤＬＲ－ ／ －ＡＳ 模型

载脂蛋白 Ｅ（ＡｐｏＥ）是一种双域抗 ＡＳ 脂质转运

蛋白，作为低密度脂蛋白 （ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＬＤＬ） 受 体 的 配 体， 可 以 介 导 含 载 脂 蛋 白 Ｂ
（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ，ＡｐｏＢ）的致 ＡＳ 脂蛋白的清除，包
括极低密度脂蛋白 （ ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＶＬＤＬ ）、 中 密 度 脂 蛋 白 （ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， ＩＤＬ） 的受体， 从而降低血浆脂质水

平［２２－２３］。 Ｐｌｕｍｐ 等［２４］ 基于 Ｃ５７ＢＪ ／ ６ 菌株制备了

ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠模型。 该模型身体健康，在外形上与

Ｃ５７ＢＪ ／ ６ 小鼠并无差异。 采用普通饮食分别喂养

ＡｐｏＥ－ ／ －和 Ｃ５７ＢＪ ／ ６ 小鼠 １６ 周后，ＡｐｏＥ－ ／ － 小鼠的

ＬＤＬ、ＴＣ 水平较 Ｃ５７ＢＪ ／ ６ 小 鼠 升 高 数 倍， 同 时

ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠主动脉血管伴随脂质沉积［２５］。 这表明

在没有环境刺激的情况下，ＡｐｏＥ 的缺乏能引起脂蛋

白代谢的巨大变化。 研究发现，ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠在正常

饮食下，１０ 周后出现了动脉僵硬，１５ 周后 ＴＣ 水平

提高了 ５０％，２０ 周后斑块出现在胸主动脉及其主要

的分叉节点处；而在西方饮食下则会加快 ＡｐｏＥ－ ／ －小

鼠 ＡＳ 病变的进程，如大量胶原沉积、主动脉僵硬程

度成 倍 增 加、 钙 化 严 重， ４０ 周 后 主 动 脉 完 全

受损［２６－２７］。
低密度脂蛋白受体敲除（ＬＤＬＲ－ ／ －）小鼠是另一

种常用的 ＡＳ 研究的动物模型。 ＬＤＬＲ 是一种膜受

体，可介导含有载脂蛋白 ＡｐｏＢ１００ 或 ＡｐｏＥ 的血浆

脂蛋白的肝清除率，从而维持血浆 ＬＤＬ 的水平［２８］。
１９９４ 年，Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ 等［２９］ 率先建立了 ＬＤＬＲ－ ／ －小鼠模

型，与 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠不同，ＬＤＬＲ－ ／ －小鼠不会在普通饮

食的基础上发生 ＡＳ 病变，但 ＴＣ 水平通常保持在

２５０ ｍｇ ／ ｄｌ 左右［３０－３１］。 而采用西方饮食（２１％的脂

肪、０􀆰 １５％的胆固醇）喂养 ＬＤＬＲ－ ／ －小鼠 １２ 周后，小
鼠血浆 ＴＣ、甘油三脂（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、ＬＤＬ⁃Ｃ 的水

平远远高于普通饮食喂养的 ＬＤＬＲ－ ／ － 小鼠，并且其

主动脉根部有大量脂质沉积［３２］。
２􀆰 ２　 复杂 ＡｐｏＥ－ ／ －、ＬＤＬＲ－ ／ －ＡＳ 病变模型

研究 表 明， 采 用 高 脂 饲 料 喂 养 ＡｐｏＥ－ ／ － 与

ＬＤＬＲ－ ／ －双敲除小鼠（ｄＫＯ），结果发现小鼠溶栓活性

因素减少，增加了 ＡＳ 的进展；采用普通饲料喂养

ＡｐｏＥ－ ／ －与 ＬＤＬＲ－ ／ － 受体双敲除小鼠，其 ＡＳ 的形成

或病变比单敲除 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠更明显，说明 ＡｐｏＥ－ ／ －

与 ＬＤＬＲ－ ／ －受体双敲除小鼠比 ＡｐｏＥ－ ／ －单敲除小鼠更

易形成 ＡＳ［３３－３４］。 亦有学者研究发现，ＩＬ⁃１９ ／ ＬＤＬＲ
ｄＫＯ 小鼠和 ＬＤＬＲ－ ／ － 小鼠高脂饲料共同喂养 １４ 周

后，ＩＬ⁃１９ ／ ＬＤＬＲ ｄＫＯ 小鼠巨噬细胞和 ＶＳＭＣ 的炎症

因子表达增加，油红 Ｏ 染色发现 ＩＬ⁃１９ ／ ＬＤＬＲ ｄＫＯ
小鼠主动脉根部病变的面积是 ＬＤＬＲ－ ／ － 小鼠的 ２
倍，这表明在 ＬＤＬＲ－ ／ －的基础上缺乏 ＩＬ⁃１９ 更易形成

或加重 ＡＳ 的病变［３５］。 ＡｐｏＥ－ ／ － 小鼠与含有原纤维

蛋白⁃（Ｆｂｎ１） 基因的突变（Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －） 的小鼠杂

交，成为 ＡｐｏＥＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ － 小鼠，其中原纤维蛋

白⁃１ 的 Ｆｂｎ１ 基因突变导致马凡综合征（ＭＦＳ），突
变的 ＦＢＮ１ 蛋白可能导致弹性结构不稳定，从而扰

乱 ＴＧＦ⁃β 信号通路，导致主动脉表型受累更严重，
主动脉根部直径更大，扩张速度更快，死亡和夹层

风险往往增加［３６－３９］，同时加剧了 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠 ＡＳ 高

度不稳定斑块表型形成。 在西方饮食的影响下，
ＡｐｏＥＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －小鼠核心扩大，纤维帽薄，胶原

纤维大量损失，在头臂动脉、升主动脉均发生了斑

块破裂，表现出临床终末期 ＡＳ 患者的许多特征。
随着西方饮食的饲养周期延长，ＡｐｏＥＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －

小鼠不可避免地出现了 １ ／ ５ 的死亡［３９］。 Ｗａｎｇ
等［４０］研究发现，将 Ｆｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ － 小鼠与 ＬＤＬＲ－ ／ －

小鼠杂交以获得 ＡＳ 易感斑块的新模型，相较于

ＡｐｏＥＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －小鼠在整个高脂肪饮食喂养期

间，所有小鼠都处于良好状态，并且没有记录到神

经系统并发症或急性心血管事件，避免了在 ＡｐｏＥ－ ／ －

小 鼠 中 观 察 到 的 高 死 亡 率 问 题。 但 是

ＬＤＬＲＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －实验研究仅使用少量小鼠用于

斑块染色实验，缺乏有力的证据。
２􀆰 ３　 ＳＲ⁃ＢＩ－ ／ －ＡＳ 模型

清道夫受体 Ｂ 类Ⅰ型（ＳＲ⁃ＢＩ ／ ＳＣＡＲＢ１）最初被

发现是一种清除蛋白，可与一系列天然和修饰的脂

蛋白结合，同时 ＳＲ⁃ＢⅠ是一种高亲和力高密度脂蛋

白（ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）生理膜蛋白受体，
其通 过 肝 细 胞 介 导 ＨＤＬ 颗 粒 中 胆 固 醇 酯

（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒ，ＣＥｓ）的选择性摄取［４１］。 ＳＲ⁃ＢⅠ
是促 进 细 胞 和 ＨＤＬ 之 间 游 离 胆 固 醇 （ ｆｒｅｅ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＦＣ）的双向通量［４２］。 除肝外，ＳＲ⁃ＢⅠ在

巨噬细胞和内皮细胞中大量表达［４３］。 研究表明，
ＳＲ⁃ＢⅠ和 ＡＴＰ 结合盒转运蛋白 Ａ１（ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ
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ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ａ１，ＡＢＣＡ１）负责胆固醇从单核

细胞衍生巨噬细胞向 ＨＤＬ 外排［４４］。 采用高胆固醇

饲料喂养 ＳＲ⁃ＢⅠ敲除（ＳＲ⁃ＢⅠ－ ／ －）小鼠，结果发现

小鼠血浆 ＶＬＤＬ 大小范围内富含 ＦＣ 和 ＡｐｏＥ 的

ＨＤＬ 颗粒显著积累，血浆胆固醇接近 １０００ ｍｇ ／ ｄｌ，
促进了 ＡＳ 的发展［４５］。 因此，ＳＲ⁃ＢⅠ－ ／ －高脂血症背

景的小鼠能促进 ＡＳ 的形成，但其更容易导致冠状

动脉闭塞、心肌梗死甚至死亡［４６］。
２􀆰 ４　 载脂蛋白（Ａｐｏ）Ｅ３⁃Ｌｅｉｄｅｎ ＡＳ 模型

突变的 ＡｐｏＥ 亚型 ＡｐｏＥ３⁃Ｌｅｉｄｅｎ 与人类显性遗

传形式的 β⁃脂蛋白血症有关，过表达 ＡｐｏＥ３⁃Ｌｅｉｄｅｎ
的转基因小鼠极易发生饮食诱导的高脂血症和 ＡＳ，
还能表现出从胸主动脉和腹主动脉的早期脂肪条

纹到主动脉弓的晚期病变［４７－５０］。 因此， ＡｐｏＥ３⁃
Ｌｅｉｄｅｎ 转基因小鼠也可以用作 ＡＳ 的模型。 转基因

ＡｐｏＥ３⁃Ｌｅｉｄｅｎ．ＣＥＴＰ 小鼠是人类脂蛋白代谢的成熟

模型，具有人源化的脂蛋白代谢和对 ＡＳ 病变的异

质反应，含 ＡｐｏＢ 脂蛋白中的胆固醇更多，ＨＤＬ 胆固

醇水平相对较低，类似于人类，能导致肝对循环中

富含甘油三酯的脂蛋白残留物的摄取减少［４９］。 与

ＡｐｏＥ３⁃Ｌｅｉｄｅｎ 小鼠相比，高脂饲料喂养 １９ 周后，
ＡｐｏＥ３⁃Ｌｅｉｄｅｎ．ＣＥＴＰ 小鼠体内 ＶＬＤＬ 和 ＬＤＬ 水平明

显升高，主动脉根部 ＡＳ 病变面积增加，是评估 ＡＳ
药物治疗的成熟模型［５０］。
２􀆰 ５　 一种 ＭｉｃｒｏＲＮＡ ＡＳ 模型的新探索

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲｓ）是一类短的非编码 ＲＮＡ，与
ＲＮＡ 诱导的沉默复合物 （ ＲＮＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）结合，并与靶 ｍＲＮＡ 的互补序列（通
常在 ３’ＵＴＲ 中）结合，通过抑制转录和转录后编码

基因的表达来影响许多生物学途径，许多 ｍｉＲＮＡ 已

被证明参与生物途径并影响发病机制［５１］。 ｍｉＲＮＡ
参与调节脂质代谢、炎症反应、细胞周期、氧化应

激、血小板活化、内皮及 ＶＳＭＣ 功能，从而影响 ＡＳ
的发生与发展［５２］。 研究表明，ｍｉＲ⁃３３ 在体内的拮

抗作用会增加循环 ＨＤＬ 和 ＲＣＴ，从而抑制 ＡＳ 的发

生与发展，并增强其消退［５３］。 采用高脂饲料喂养

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠和 ｍｉＲ⁃３３ （ｍｉＲ⁃３３－ ／ － ） 敲除小鼠 １２
周，结果发现 ｍｉＲ⁃３３－ ／ －小鼠体内 ＴＧ 水平和肝中的

脂质积累增多，引发了中度肝脂肪变性和高甘油三

酯血 症［５４］。 此 外， ｍｉＲ⁃２７ｂ、 ｍｉＲ⁃１４４ 也 代 表 了

ｍｉＲＮＡ 作为胆固醇稳态的关键介质，其可能作为

ＡＳ 的潜在生物标志物［５５］。 研究显示高脂肪饮食诱

导 ｍｉＲ⁃１４４ 基因敲除小鼠（ｍｉＲ⁃１４４－ ／ －）的 ＡＳ 病变

是正常小鼠的 １􀆰 ５ 倍［５６］。

３　 新技术 ＡＡＶ⁃ＰＣＳＫ９ 的 ＡＳ 模型

作为脂蛋白代谢的关键调节因子，蛋白转化酶

枯草溶菌素 ９（ ｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｖｅｒｔａｓｅ ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ ｋｅｘｉｎ
９，ＰＣＳＫ９）可以增强肝 ＬＤＬ 受体的降解，从而导致

ＬＤＬ 水平升高［５７］。 腺相关病毒 （ ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）载体可以有效地、特异性地将转基因递

送到肝，且能够持续表达［５８］。 ＡＡＶ⁃ＰＣＳＫ９ 小鼠是

１０ 年前开发的一种无种系基因工程的致 ＡＳ 小鼠模

型新品系［５９］，高脂喂养同时注射 ＡＡＶ⁃ＰＣＳＫ９ 的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠 ３ 个月，显示 ＴＣ 浓度升高至 １０００
ｍｇ ／ ｄｌ 以上，远远高于普通饮食组小鼠 ＴＣ 浓度，油
红 Ｏ 染色结果显示接受 ＡＡＶ⁃ＰＣＳＫ９ 注射的小鼠主

动脉根部斑块和脂肪明显增加；同时确定，在西方

饮食的基础上注射 ＡＡＶ⁃ＰＣＳＫ９ 病毒载量为 １􀆰 ０ ×
１０１１ＶＧ 是诱发 ＡＳ 病变的最佳剂量［６０］。 与 ＡｐｏＥ－ ／ －

或 ＬＤＬＲ－ ／ －小鼠的常规杂交相比，单次 ＡＡＶ 注射足

以在更快的时间内产生新的 ＡＳ 小鼠模型。

４　 遗传和环境因素

４􀆰 １　 母体遗传导致后代 ＡＳ 病变发展

长期以来，人们一直认为胎儿发育期间的致病

事件会影响 ＡＳ 相关的疾病［６１］。 研究发现，不论在

人类还是动物体内，ＡＳ 病变在胎儿期间开始形成，
并且这一病变过程因母亲高胆固醇血症而加速［６２］。
通过以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌性小鼠为研究对象，在其整个

交配、妊娠期与哺乳期之间，补充外源性胆固醇，观
察其雄性后代，结果发现雄性后代血清 ＶＬＤＬ 颗粒

数量与大小均增加，肝脂谱的早期变化（单不饱和

脂肪酸浓度较低，多不饱和脂肪酸浓度较高），并持

续到成年期［６３］。 研究人员给 ８ 周龄 ＡｐｏＥ－ ／ －雌鼠在

妊娠与哺乳期间喂养高脂饲料，６ 个月后其生产的

雄性后代中，整个主动脉 ＡＳ 病变是普通饲料喂养

的雌鼠组的 ２ ～ ３ 倍［６４］。
４􀆰 ２　 慢性应激加速 ＡＳ 的发展

慢性应激是指当身体长时间受到各种内部和

外部的负面因素刺激下发生的非特异性全身反应。
长期以来，在慢性应激下暴露的生理反应一直被认

为与 ＡＳ 发生有着密切联系［６５］。 研究表明，慢性应

激能增加血管疾病的发展及冠状动脉疾病的发病

率和死亡率，其机制可能是由于慢性应激引起内皮

损伤，直接激活巨噬细胞，促进泡沫细胞形成并产
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生 ＡＳ 斑块［６６］。 Ｆｉｇｕｅｉｒｏ 等［６７］ 给予 ＬＤＬＲ－ ／ － 小鼠高

脂饮食的同时，每周连续 ４ ｄ 的逆转明暗、３ ｄ 的常

规明暗（ ｒｏｔａｔｉｎｇ ｓｈｉｆｔ ｓｃｈｅｄｕｌｅｓ，ＲＳＳ）模式，持续 １１
周，结果发现 ＲＳＳ 模式下的小鼠出现较大的 ＡＳ 病

变，同时，原纤维胶原减少，并增加了内质网应激、
细胞凋亡和病变内的坏死区域，加速了 ＬＤＬＲ－ ／ － 小

鼠 ＡＳ 的发展。 此外，ＡｐｏＥ－ ／ －在轻度慢性应激暴露

１２ 周 后， 与 未 暴 露 ＡｐｏＥ－ ／ － 小 鼠 相 比， 暴 露 的

ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠的 ＡＳ 斑块面积增加了一倍［６８］。 说明

慢性应激和高脂饮食复合因素对基因编辑小鼠 ＡＳ
病变发展具有很强的协同作用。

表 １　 不同 ＡＳ 模型小鼠的优势与弊端

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｙｐｅ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｍｉｃｅ
干预因素

Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ
优势

Ａｄｖａｎｔａｇｅ
弊端

Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ

ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠
ＡｐｏＥ－ ／ － ｍｉｃｅ

无需高脂饲养自发性形成 ＡＳ 病变，高脂饲养下
加重
Ｎｏ ｎｅｅｄ ｆｏｒ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｆｅｅｄｉｎｇ ｔｏ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｆｏｒｍ ＡＳ
ｌｅｓｉｏｎｓ， ｗｈｉｃｈ ｗｏｒｓｅｎｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｆｅｅｄｉｎｇ

ＡｐｏＥ 的多重功能、不能自发性形成斑块破裂和心肌
梗死［６９］

ＡｐｏＥ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ， ｉｎａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｆｏｒｍ
ｐｌａｑｕｅ ｒｕｐｔｕｒｅ， ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ［６９］

ＬＤＬＲ－ ／ －小鼠
ＬＤＬＲ－ ／ － ｍｉｃｅ

更加符合人类的脂质谱，ＬＤＬ 受体的缺失对炎症没
有影响
Ｍｏｒｅ ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｌｉｐｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅ， ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ
ｏｆ ＬＤＬ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｈａｓ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

病变过程需要高脂喂养或物理干预
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｆｅｅｄｉｎｇ ｏｒ
ｐｈｙｓｉｃａｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

ｄＫＯ（ＡｐｏＥ－ ／ －、ＬＤＬＲ－ ／ －、
ＩＬ⁃１９－ ／ －、ＳＲ⁃Ｂ１－ ／ －小鼠）
ｄＫＯ（ＡｐｏＥ－ ／ －、ＬＤＬＲ－ ／ －、
ＩＬ⁃１９－ ／ －、ＳＲ⁃Ｂ１－ ／ － ｍｉｃｅ）

ＡＳ 的严重程度增加，能自发性形成斑块破裂和心
肌梗死
Ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ＡＳ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ａｎｄ ｃａｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｆｏｒｍ
ｐｌａｑｕｅ ｒｕｐｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

易发生严重管腔闭塞，导致过早死亡［７０］

Ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｓｅｖｅｒｅ ｌｕｍｅｎ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ
ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｄｅａｔｈ［７０］

ＡＡＶ⁃ＰＣＳＫ９ 小鼠
ＡＡＶ⁃ＰＣＳＫ９ ｍｉｃｅ

无需基因操作，经济性高
Ｎｏ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｄ， ｈｉｇｈ ｅｃｏｎｏｍｙ

病变需要饮食干预，可能存在抗病毒宿主免疫反应［７１］

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｒｅｑｕｉｒｅ ｄｉｅｔａｒｙ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ
ｍａｙ ｂｅ ａｎ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｈｏｓｔ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ［７１］

ＡｐｏＥ３⁃Ｌｅｉｄｅｎ 小鼠
ＡｐｏＥ３⁃Ｌｅｉｄｅｎ ｍｉｃｅ

ＣＥＴＰ 表达脂质代谢更加贴近“人源化”
ＣＥＴＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｓ ｃｌｏｓｅｒ ｔｏ
“ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎ”

病变过程需要高脂喂养，并且缺乏复杂病变的证据
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｆｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ｌａｃｋｓ
ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ｌｅｓｉｏｎｓ

ＭｉｃｒｏＲＮＡ 小鼠
ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉｃｅ

更加符合 ＡＳ 病变的过程
Ｍｏｒｅ ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＡＳ ｌｅｓｉｏｎｓ

缺乏复杂病变的证据［７２］

Ｌａｃｋ ｏｆ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ｌｅｓｉｏｎｓ［７２］

ＳＲ⁃ＢＩ－ ／ －小鼠
ＳＲ⁃ＢＩ－ ／ － ｍｉｃｅ

加速 ＡＳ 的形成
Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳ

存活率低
Ｌｏｗ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

ＡｐｏＥＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －小鼠
ＡｐｏＥＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ － ｍｉｃｅ

自发性形成斑块破裂和心肌梗死
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｑｕｅ ｒｕｐｔｕｒｅ ａｎｄ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

随着饲养周期延长，易出现死亡
Ａｓ ｔｈｅ ｆｅｅｄｉｎｇ ｃｙｃｌｅ ｐｒｏｌｏｎｇｓ， ｄｅａｔｈ ｉｓ ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｏｃｃｕｒ

ＬＤＬＲＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －

小鼠
ＬＤＬＲＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －

ｍｉｃｅ

自发性形成斑块破裂和心肌梗死
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｑｕｅ ｒｕｐｔｕｒｅ ａｎｄ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

缺乏有力的证据
Ｌａｃｋ ｏｆ ｓｔｒｏｎｇ ｅｖｉｄｅｎｃｅ

母体遗传后代至 ＡＳ 小鼠
Ｍａｔｅｒｎａｌ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｏｆ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｔｏ ＡＳ ｍｉｃｅ

模拟胎儿发育期间的致病过程，后代病变率高
Ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｅｔａｌ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ａ ｈｉｇｈ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｌｅｓｉｏｎｓ

操作复杂，不确定因素多
Ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍａｎｙ ｕｎｃｅｒｔａｉｎ ｆａｃｔｏｒｓ

慢性应激小鼠
Ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｍｉｃｅ

符合当下人们的工作方式
Ｉｎ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｗａｙ ｐｅｏｐｌｅ ｗｏｒｋ

单独使用压力或高脂喂养无法成功诱导 ＡＳ 病变
Ｕｓｅ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｒ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｆｅｅｄｉｎｇ ａｌｏｎｅ ｃａｎｎｏｔ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｉｎｄｕｃｅ ＡＳ ｌｅｓｉｏｎｓ

５　 结语

综上，实验性 ＡＳ 小鼠模型复制方法种类较多，

且不同干预因素建立小鼠 ＡＳ 模型各有 优 劣

（表 １）。 ＡｐｏＥ－ ／ － 小鼠可以自发性的产生 ＡＳ 病变，
是建立 ＡＳ 的经典模型。 ＬＤＬＲ 受体的缺失更加符

合高脂血症诱导的 ＡＳ，但其需要高脂喂养或物理操

作才能较好地实现 ＡＳ 病变。 ＡｐｏＥ３⁃Ｌｅｉｄｅｎ． ＣＥＴＰ
小鼠克服了经典小鼠模型中非人类脂蛋白代谢的

缺陷，但仍需要高脂喂养。 ＳＲ⁃ＢＩ－ ／ －、 ＡｐｏＥ ／ ＬＤＬＲ
ｄＫＯ、ＩＬ⁃１９ ／ ＬＤＬＲ ｄＫＯ 小鼠 ＴＣ 水平升高，加速 ＡＳ 斑

块形成，是实现 ＡＳ 快速造模的方法，但易造成严重管

腔闭塞，导 致 过 早 死 亡。 而 ＡｐｏＥＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －、
ＬＤＬＲＦｂｎ１－ ／ －Ｃ１０３９Ｇ ＋ ／ －小鼠模型能够自发性 ＡＳ 斑块破

裂，给晚期病变和自发性斑块破裂在经典小鼠中的发

生提供了可用模型，但复杂病变的证据较少，尚待进

一步深入研究。 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 敲除小鼠能加快 ＡＳ 病变

８３３１
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的进程，但目前并未见到 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 在小鼠体内动

态影响 ＡＳ 病变的报道，仍需进一步研究。 除基因

缺失，以 ＡＡＶ 为载体注射 ＰＣＳＫ９，导致体内 ＬＤＬ 积

聚，从而建立 ＡＳ 小鼠模型，该模型操作简便，但可

能存在抗病毒宿主免疫反应。 从现有的小鼠 ＡＳ 模

型来看，用于评价或筛选防治 ＡＳ 中药新药研发的

模型动物是经典的 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠，同时结合高脂饲料

长期喂养，则更易形成 ＡＳ 斑块破裂或心肌梗死。
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刘昊，王馨嫒，李文静，等． 病证结合的功能性消化不良动物模型的研究进展 ［ Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１０）： １３４２
－１３５０．
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ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１０）： １３４２－１３５０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ０１２

［基金项目］国家自然科学基金（８１４０３３１２）。
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［作者简介］刘昊（１９９７—），男，硕士，研究方向：功能性消化不良。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｈａｏ１９５３＠ ｏｕｔｌｏｏｋ．ｃｏｍ
［通信作者］肖洪玲，女，博士，教授，研究生导师，研究方向：功能性消化不良。 Ｅｍａｉｌ：ｄｉｎｇｘｉｙｕａｎ３０３＠ ｓｉｎａ．ｃｏｍ

病证结合的功能性消化不良动物模型的研究进展
刘昊１，王馨嫒１，李文静１，吴亚轩１，王晨琪１，肖洪玲２∗

（１． 天津中医药大学研究生院，天津　 ３０１６００；２． 天津中医药大学护理学院，天津　 ３０１６００）

　 　 【摘要】 　 功能性消化不良（ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ，ＦＤ）是以胃和十二指肠区域功能障碍为主的非器质性疾病，
中医学将其归为“痞满”和“胃脘痛”等范畴，并分为脾虚气滞、肝郁（肝胃不和、肝郁脾虚、肝郁气滞）、脾胃湿热、脾
胃虚寒（弱）与寒热错杂等证型。 中医药治疗 ＦＤ 效果明显且接受度高，而病证结合的动物模型是开展相关研究的

基础和前提。 因此，本文对现有的 ＦＤ 病证结合动物模型的研究进行整理和归纳，对具体造模方式和评价指标的选

择原因进行探讨，同时提出目前研究的不足之处，以期为今后 ＦＤ 病证结合动物模型的研究提供支持。
【关键词】 　 功能性消化不良；动物模型；病证结合；中医证候
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ （ＦＤ） ｉｓ ａ ｎｏｎ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｈａｔ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｄｕｅ ｔｏ ｒｅｇｉｏｎａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｔｏｍａｃｈ ａｎｄ ｄｕｏｄｅｎｕｍ． Ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ＴＣＭ）， ｉｔ ｉｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｓ ｅｐｉｇａｓｔｒｉｃ ｆｕｌｌｎｅｓｓ ａｎｄ ｅｐｉｇａｓｔｒｉｃ ｐａｉｎ，
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ａｃｃｅｐｔａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＦＤ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｓ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ａｎｄ
ｐｒｅｒｅｑｕｉｓｉｔｅ ｆｏｒ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｗｅ ｏｒｇａｎｉｚｅｄ ａｎｄ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＦＤ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｔｈｅ ｒｅａｓｏｎｓ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ． Ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｓｈｏｒｔｃｏｍｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ
ＦＤ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 功能性消化不良（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ，ＦＤ）是以

胃和十二指肠区域功能障碍为主的一种非器质性

疾病，其病因尚未明确，但研究表明，幽门螺杆菌感

染［１］、十二指肠嗜酸性粒细胞增多［２］和脑⁃肠互动障

碍［３］等因素均与其发病机制相关。 中医学则将其

归于“胃脘痛”和“痞满”等范畴，认为其病机在于中
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焦气机失衡，脾胃升降失职所导致。
中医辨证分型是治疗 ＦＤ 的重要步骤之一，直

接决定治疗方式和中药方剂的选择。 目前 ＦＤ 动物

模型更倾向于模拟疾病的病理特点，但与中医证型

相联系进行造模仍占少数。 病证结合的 ＦＤ 动物模

型是指在中医理论指导下，采用西医辨病与中医辨

证相结合，制备出同时具备西医病理特征与中医证

候特点的动物模型［４］。 稳定而可靠的动物模型是

开展 ＦＤ 中医研究的关键和基础，病证结合的 ＦＤ 动

物模型可以优化 ＦＤ 的中医治疗方案，促进中医药

治疗 ＦＤ 的机制研究。 因此，本文对病证结合的 ＦＤ
动物模型造模方式进行收集和归纳，并对具体造模

措施的选择原因进行分析，以期对今后 ＦＤ 的中医

药研究提供动物模型基础。

１　 ＦＤ 的中医分型

现代医学多参考 Ｒｏｍｅ 标准将 ＦＤ 划分为上腹

痛综合征和餐后窘迫综合征两类，但其标准制订的

样本来源仅包含少部分我国人群［５］，因此 Ｒｏｍｅ 标

准并不能完全地代表我国 ＦＤ 人群的发病症状，而
立足于我国人群并更贴合症状表现的中医辨证分

型对 ＦＤ 的治疗则更为适用。
刘汶等［６］对 ２４７ 例 ＦＤ 患者进行中医辨证分型

发现，肝气犯胃者占 ２６􀆰 ２％，肝气郁结者占 ２５􀆰 ８％，
湿热滞胃者和脾胃气虚者分别占 ２４􀆰 ７％和 ２３􀆰 ２％。
由于生活环境的不同和饮食文化差异，我国不同地

区间存在证型的侧重。 因此，应根据具体的研究目

的或治疗方式，选择合适的证型后进行对应造模更

为科学。 目前 ＦＤ 的中医分型尚未有统一定论，主
要参考《功能性消化不良中医诊疗专家共识意见

（２０１７）》 ［７］中的诊断分型，包括脾虚气滞证、肝胃不

和证、脾胃湿热证、脾胃虚寒（弱）证和寒热错杂证

５ 种证型。 但未有研究表明，选择何种证型进行造

模可以代表 ＦＤ 患者的临床表现。 因此，本文对 ＦＤ
动物模型的证型归纳采用专家共识分类与常用临

床证型相结合，以期更为全面地归纳且贴近临床患

者的真实情况。

２　 不同证型 ＦＤ 动物模型的制备方法

２􀆰 １　 脾虚气滞型 ＦＤ 动物模型

脾虚气滞，胃失和降是 ＦＤ 的主要病机之一。
中医学认为脾主运化，而胃主受纳，脾升胃降，则运

化无阻，饮食不节（洁）或过度倦劳伤脾则气机阻

滞。 《丹溪心法》云“脾气不和，中央痞塞”，现代医

学研究表明 ＦＤ 患者胃排空延迟肠蠕动减慢，与中

医学中脾虚气滞导致胃降失和的理论相一致。
何桂花等［８］在 ＳＤ 大鼠 １０ ～ １６ 日龄时，每天给

予含 ０􀆰 １％碘乙酰胺的 ２％蔗糖混合液 ０􀆰 ２ ｍＬ 灌胃

１ 次，１６ ｄ ～ ６ 周龄期间常规喂养，６ 周龄后采用水

环境小平台站立联合隔日禁食，继续喂养 １４ ｄ 后进

行模型评价，并应用此模型成功验证健脾理气颗粒

治疗 ＦＤ 大鼠的疗效。 此外，甘国兴等［９］、吴晓芳

等［１０］采用“慢性束缚 ＋ 游泳 ＋ 不规则饮食”的多因

素复合造模法进行模型制备，具体为每日束缚

２􀆰 ５ ｈ， 游泳 １０ ｍｉｎ，隔日禁食，持续 ２１ ｄ，并采用此

模型成功验证五磨饮的治疗效果。
对于脾虚气滞证动物模型，目前造模方式主要

分为两类：一类是选择碘乙酰胺蔗糖混合液灌胃结

合水环境小平台站立，造模多从动物幼年开始，利
用碘乙酰胺将胃肠蛋白组织烷基化造成内脏炎症，
胃肠敏感性升高，模拟 ＦＤ 内脏高敏状态，同时采取

水中小平台站立使动物长期疲倦，二者结合进行模

型制备；另一类则更为贴合脾虚的病机，即采用慢

性束缚、强迫游泳、水环境小平台站立和不规则饮

食等多因素慢性不可预知性刺激，使模型动物长期

倦劳和饮食不节，导致脾气不升、胃气不降、脾胃运

化失调产生“痞满” “胃痞”等症状。 结合临床实际

情况和脾虚气滞的产生病机，动物造模方式可从过

度倦劳与饮食不节（洁）入手，延长造模时间，同时

避免规律性刺激使实验动物产生耐受，影响最终成

模水平。
２􀆰 ２　 肝郁型 ＦＤ 动物模型

肝胃不和型、肝郁脾虚型和肝郁气滞型是临床

中较为常见的肝郁型 ＦＤ 证型，主要由于情志改变

造成肝郁进而影响胃肠功能。 中医学认为肝属木

主疏泄，喜条达而恶抑郁，脾属土主运化，肝郁将直

接导致脾胃运化失司，是为“木郁戕土”。 现代医学

认为 ＦＤ 是脑⁃肠互动紊乱而产生的疾病，且 ＦＤ 患

者常伴焦虑、抑郁等精神症状，胃肠症状与精神疾

病互联互作，但其具体机制仍不明确，而通过中医

学中“怒伤肝，思伤脾”和“郁而生热，或素有热，虚
热相搏，结郁于胃脘而痛”等理论则能得到较好的

解释。
２􀆰 ２􀆰 １　 肝胃不和型

早期研究者多采用单因素夹尾刺激制备肝胃

不和型 ＦＤ 动物模型［１１－１２］，因其急性刺激直接激怒

３４３１
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动物，使之产生愤怒情绪后相互打斗，长期刺激导

致动物暴躁易怒，使之“郁怒”，是早先最为常用且

便捷的 ＦＤ 模型制备方法。 随着对 ＦＤ 研究的深入，
潜在的发病机制和脑肠轴等概念的提出，ＦＤ 动物的

造模方式逐步由单一的夹尾刺激产生“郁怒”，转变

为多因素复合刺激产生“肝郁”。 如龚彦溶等［１３］ 采

用慢性束缚、电击和强迫游泳联用，使小鼠产生疲

倦状态，连续干预 ３０ ｄ 后，通过糖水消耗实验证明

小鼠产生抑郁状态，成功制备出肝胃不和型小鼠

模型。
２􀆰 ２􀆰 ２　 肝郁脾虚型

“夹尾刺激 ＋ 饮食失节” ［１４－１５］ 是目前常用的肝

郁脾虚证造模方式，夹尾刺激可激怒实验动物使之

相互厮打产生“郁怒”，而单双日不规则饮食可使脾

胃运化失调，脾升胃降失司，二者结合可对肝郁脾

虚证的病机进行模拟。 范明明等［１６］采取“慢性疲劳

＋ 夹尾刺激 ＋ 饮食失节”联用，连续造模 ２８ ｄ 后进

行模型评价，评价指标包括实验动物一般情况、胃
肠动力、胃窦组织学形态和胃肠激素含量，结果表

明其成功制备出肝郁脾虚型 ＦＤ 大鼠模型，并成功

验证中药方剂柴术理胃饮对 ＦＤ 大鼠的疏肝健脾疗

效。 龙飘等［１７］采用“慢性束缚 ＋ 夹尾刺激 ＋ 游泳

＋ 饮食不节”联用，通过慢性不可预知性刺激连续对

大鼠造模 ２１ ｄ，结果表明大鼠同样出现肝郁脾虚证

的临床表现。
２􀆰 ２􀆰 ３　 肝郁气滞型

谭树慧等［１８］ 采用慢性不可预知性刺激对实验

动物进行造模，具体措施包括慢性束缚、食物剥夺

和过度疲劳，每日选择上述刺激中的一种，相邻两

日刺激不能重复，持续 ２１ ｄ 后进行模型评价表明造

模成功，并验证传统理气药乌药、木香对肝郁气滞

型 ＦＤ 大鼠的理气作用。
中医学认为“肝为起病之源，胃为传病之所”，

脾胃病的产生和治疗多强调肝的重要性。 因此，ＦＤ
动物模型的制作也多从情志干预入手，如单因素造

模法中的夹尾刺激，但单纯夹尾刺激导致动物产生

的暴躁情绪并不符合 ＦＤ 患者长期低迷的精神状

态。 而慢性不可预知性刺激已被证明可以诱导动

物产生抑郁样行为［１９］，使实验动物产生焦虑、抑郁

情绪导致肝郁。 同时，长期慢性刺激也会使动物疲

倦导致脾虚气滞，二者结合制备肝郁型动物模型。
需要注意的是，由于造模周期长、刺激温和且相对

无创，慢性不可预知性刺激有时难以建立 ＦＤ 动物

模型，如采用水环境小平台站立剥夺动物睡眠，每
日应至少剥夺 ８ ｈ，持续最少 ３ 周［２０］，对干预水平的

降低和造模周期的缩短将直接影响实验动物的成

模结局。 因此，对选择何种刺激联用、具体某一刺

激产生的应激程度的把控、造模总周期的选择等问

题，仍需进一步研究。 此外，脾虚型和肝郁型动物

模型都可采用慢性不可预知性刺激进行造模，在具

体刺激因素的选择上应格外注意，采用何种刺激联

用模拟不同证型仍是需要解决的关键问题。
２􀆰 ３　 脾胃湿热型 ＦＤ 动物模型

目前，脾胃湿热证动物多作为器质性胃肠疾病

的研究模型，而对于非器质性的 ＦＤ 尚未有可靠的

脾胃湿热证动物制备方法。 脾胃湿热证可通过“内
因湿热 ＋ 外因湿热” ［２１］或“内因湿热 ＋ 外因湿热 ＋
外邪入侵” ［２２］ 的多因素复合造模法进行模拟，“肥
甘饮食 ＋ 湿热环境”是研究者选择较多的造模方

式，即采用高脂高糖饮食模拟内湿，结合 ３２℃、９５％
湿度的环境模拟外湿进行造模，检测指标多选取粪

便性状、舌苔颜色、体温、皮色等外在症状和体征进

行成模评价［２３］。 此外，“肥甘饮食 ＋ 湿热环境 ＋ 生

物因子”也是常用的湿热证模型制备方法，在内湿

和外湿的基础上，采用幽门螺杆菌［２４］ 或大肠埃希

菌［２５］等致病因子灌服使其出现病毒感染症状，同时

具备湿热证特征。
朱洁等［２６］采用高脂饲料（８４％玉米粉 ＋ １５􀆰 ５％

猪油 ＋ ０􀆰 ５％胆固醇）喂养 ＳＤ 大鼠 ２ 周进行 ＦＤ 模

型制备，评价结果表明大鼠出现毛发干枯、活跃度

低、急躁易怒或抑郁焦虑等情况，胃肠动力学检测

表明其胃排空率和小肠推进比均有所降低。 刘成

全等［２７］采用食积内热法对 ＦＤ 腹泻模型进行造模，
将肉松、蛋黄粉、玉米粉、猪油、白糖和牛奶粉等比

例混合，连续喂养 ４２ ｄ 后进行模型评价，观测结果

表明大鼠出现毛色枯黄、体重减轻、精神低靡、稀便

和进食减少等症状，尿 Ｄ⁃木糖排泄率和血清胃泌素

含量降低，血清乳酸含量升高。 尽管以上研究都采

用高脂高糖饮食对实验动物进行饲养，但均未表明

其动物模型为湿热证 ＦＤ 模型，也未有湿热证的评

价指标出现。 因此，脾胃湿热证的 ＦＤ 动物模型制

备方法仍在研究中，对于该证型的成模方式值得更

多研究者予以重视。
２􀆰 ４　 脾胃虚寒（弱）型 ＦＤ 动物模型

对相关文献进行整理发现，有关脾胃虚寒（弱）
型 ＦＤ 动物模型的研究较少，但有数据表明［２８］，仅
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在广州 ３２６ 例 ＦＤ 人群中就有 ３６ 例（１１􀆰 ０４％）患者

属脾胃虚寒证，因此该证型的动物模型制备需要研

究者予以重视。 中医学认为 “阴盛伤阳，阳盛伤

阴”，脾胃虚寒（弱）的成模方式可依据“寒邪直中脾

胃”进行选择，使寒邪伤阳导致脾胃虚弱。
邱赛红等［２９］采用冷水灌胃 ＋ 冰氢氧化钠灌胃

结合进行造模，在持续造模期间大鼠出现脾胃虚寒

证，但造模结束后相关指标迅速回归正常，模型持

久性差，而采用 ４℃的冷食醋以 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 连续灌胃

１０ ｄ 则可以在造模后维持较长时间。 陈苏宁等［３０］

采用该法成功制备出脾胃虚寒型 ＦＤ 大鼠模型，证
明其可行性较好。 此外，何杰滢等［３１］ 采用 ２５℃
ＨＣｌ、８℃ ＨＣｌ、８℃ ＮａＣｌ 和 ０ ～ ４℃ ＮａＣｌ 对大鼠灌

胃分别进行模型制备，结果表明 ８℃ ＨＣｌ 灌胃 ＋ 夹

尾刺激 ＋ 不规则饮食可以成功制备出脾胃虚寒型

ＦＤ 动物模型。 目前，脾胃虚寒型动物模型的制作难

点在于灌胃溶液类型和温度的选择上，有研究者采

用番泻叶水煎剂灌胃［３２］制作脾胃虚寒型动物模型，
但其掌握不当会造成不同程度的胃肠黏膜损伤，并
不符合 ＦＤ 的病理表现。 《素问》中提到“味过于酸，
肝气以津，脾气乃绝”，食醋作为常见的调味品，可
以有效地防止动物产生病理性损伤，采取凉食醋灌

胃可同时达到脾虚胃寒的目的。
对相关文献的整理结果表明，脾胃虚寒证 ＦＤ

动物模型的制备方式仍存在不足之处，仅从现代医

学的角度出发进行模型制备仍不完善，合理选用中

医理论进行指导可以对造模方法的选择提供不同

的思路。
２􀆰 ５　 寒热错杂型 ＦＤ 动物模型

在临床证候分型中，患者同一时间出现寒证和

热证交错表现为寒热错杂证，但同时对实验动物采

取冷热刺激易导致作用相抵，造模难度大、实验周

期长、动物死亡率高等原因使寒热错杂型 ＦＤ 动物

模型的研究相对较少。
廖志成［３３］采用夹尾刺激 ＋ 不规则饮食 ＋ 冷热

水喂养法连续造模 １４ ｄ，选择 ４℃和 ４０℃冷热水交

替喂养，通过冷热刺激影响大鼠正常的胃肠功能，
研究者认为该方法可以成功建立 ＦＤ 模型。 但对文

献进行阅读后发现，造模方式中冷热水喂养的效果

并不明确，且评价指标仅包含胃排空率、乙酰胆碱

及其酯酶和转移酶含量的改变，其结果难以证明寒

热错杂证的产生。
宋捷民等［３４］ 依据“虚寒为本，表热为标”的理

论指导，采用凉中药石膏 ＋ 知母 ＋ 番泻叶灌胃 ４ 周

制备虚寒证大鼠模型，并在第 ２９ 天皮下注射 ２０％干

酵母混悬液 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 模拟热证。 有研究表明，酵母

菌可激活内源性致热源（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｙｒｏｇｅｎ，ＥＰ）细
胞产生和释放 ＥＰ，直接影响体温调节中枢释放发热

性中枢介质，从而升高体温［３５］。 检测结果表明大鼠

血清 Ｔ３、Ｔ４、ＮＯ、ＳＯＤ 含量降低，体温持续升高约

４０ ｈ， 综合其他研究者对虚寒证的评价指标显示造

模成功［３６－３９］。 在未来，研究者可以据此对 ＦＤ 模型

进行优化，进一步制作出更具寒热错杂证型特点的

ＦＤ 动物模型。

３　 思考与展望

近年来，随着中医药现代化进程的快速发展，
病证结合的动物模型制备方法也在随之完善。 但

作为研究体系中的重要组成部分，病证结合动物模

型应同时符合西医病理特点，又满足中医证候表

现，二者缺一不可。 因此造模方式的选择和评价指

标的选取是当下亟需解决的重点和难点。 常见的

ＦＤ 病症结合动物模型见表 １。
　 　 在评价指标的选择上，病证结合模型的评价维

度仍局限在西医病理特点的检测，而缺少对中医证

候维度的评价指标。 尽管多数研究者在造模完成

后都对动物外在表现及精神状态等进行观测，但仍

是从现代医学角度出发，仅与正常组模型进行对

照，观测结果未侧重于四诊辨证，也未对所模拟证

型的证候表现进行科学的评价。 中医证候模型的

评价指标体系仍在研究中，由于无法收集实验动物

的主诉，研究者可采取客观指标对其进行评价。 如

李灿等［４４］将唾液淀粉酶分泌比值和 Ｄ⁃木糖排泄率

作为脾虚证模型的评价指标；钟宇晨等［４５］ 将血液流

变学、凝血功能等作为血瘀证的模型评价指标。 需

要注意的是，客观指标只能对特定证型的某一方面

进行量化评价，采用多指标结合可以增加模型的科

学性与可靠性，但实验动物与人类、不同品系间实

验动物存在的差异性，使证候评价的实施过程产生

较大阻碍，因此，选择合适的证候评价指标是未来

急需解决的首要问题之一。
对文献进行整理发现，目前的研究仍存在以下

不足：（１）造模方式与证型不符：部分文献标注为病

证结合动物模型，但造模方式仍按研究者的经验进

行选择，所选的刺激因素并不符合该证型的发病机

制。 应结合中医相关理论，根据该证型的病机选择
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 １　 ＦＤ 常见病证结合动物模型归纳

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦＤ ｃｏｍｍｏｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

证型
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅ

动物品系
Ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎ

造模方式
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

造模时间
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ

ｔｉｍｅ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

文献来源
Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ
ｓｏｕｒｃｅ

脾虚气滞型
Ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

ａｎｄ ｑｉ
ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

ＳＤ 大鼠（雄性）
ＳＤ ｒａｔ （ｍａｌｅ）

碘乙酰胺蔗糖混合液 ＋ 水环境小平
台站立
Ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ ｓｕｃｒｏｓｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ＋ ｓｍａｌｌ
ｐｌａｔｆｏｒｍ ｓｔａｎｄｉｎｇ ｉｎ ｗａｔｅｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

２０ ｄ

一般情况，胃排空率，血清 Ｇｈｒｅｌｉｎ、
ＭＴＬ、ＶＩＰ、ＣＣＫ８、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０
Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｇａｓｔｒｉｃ ｅｍｐｔｙｉｎｇ
ｒａｔｅ， ｓｅｒｕｍ Ｇｈｒｅｌｉｎ， ＭＴＬ， ＶＩＰ，
ＣＣＫ８， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１０

［８］

ＳＤ 大鼠（雄性）
ＳＤ ｒａｔ （ｍａｌｅ）

慢性束缚 ＋ 游泳 ＋ 饮食不节
Ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ＋ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ＋
ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｄｉｅｔ

２１ ｄ

血 浆 Ｇｈｒｅｌｉｎ、 ＭＴＬ、 ＧＡＳ、 ＶＩＰ、
ＣＣＫ、ＣＧＲＰ
Ｐｌａｓｍａ Ｇｈｒｅｌｉｎ， ＭＴＬ， ＧＡＳ， ＶＩＰ，
ＣＣＫ， ＣＧＲＰ

［１０］

肝郁型
Ｌｉｖｅｒ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ

ｔｙｐｅ

ＳＤ 大鼠 （雌雄各
半）
ＳＤ ｒａｔｓ （ ｈａｌｆ ｍａｌｅ
ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｅｍａｌｅ）

慢性束缚 ＋ 过度疲劳 ＋ 饮食不节
Ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ＋ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｆａｔｉｇｕｅ ＋
ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｄｉｅｔ

２１ ｄ

体重，胃排空率，病理学形态，小肠推
进比，血清 ＭＴＬ、ＧＡＳ、ＣＣＫ
Ｗｅｉｇｈｔ， ｇａｓｔｒｉｃ ｅｍｐｔｙｉｎｇ ｒａｔｅ，
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ， ｓｅｒｕｍ ＭＴＬ，
ＧＡＳ ａｎｄ ＣＣＫ

［１８］

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠（雌雄
各半）
Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ （ ｈａｌｆ
ｍａｌｅ ａｎｄ ｈａｌｆ
ｆｅｍａｌｅ）

夹尾刺激
Ｐｉｎｃｈ⁃ｔａｉｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ １４ ｄ

一般情况，进食量，胃排空率，下丘脑
和胃窦 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达
Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ， ｇａｓｔｒｉｃ
ｅｍｐｔｙｉｎｇ ｒａｔｅ， Ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ａｎｄ ａｎｔｒｕｍ

［４０］

ＳＤ 大鼠（雄性）
ＳＤ ｒａｔ （ｍａｌｅ）

慢性疲劳 ＋ 夹尾刺激 ＋ 饮食不节
Ｃｈｒｏｎｉｃ ｆａｔｉｇｕｅ ＋ ｔａｉｌ⁃ｃｌａｍｐｉｎｇ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ＋ ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｄｉｅｔ

２８ ｄ

一般情况，进食量，体重，胃排空率，
小肠 推 进 率， 病 理 学 形 态， 血 清
ＧＡＳ、ＭＴＬ
Ｇｅｎｅｒａｌｌｙ， ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ， ｗｅｉｇｈｔ， ｇａｓｔｒｉｃ
ｅｍｐｔｙｉｎｇ ｒａｔｅ， ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ， ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｓｅｒｕｍ ｇａｓ ａｎｄ ＭＴＬ

［４１］

ＳＤ 大鼠（雄性）
ＳＤ ｒａｔ （ｍａｌｅ）

慢性束缚 ＋ 游泳 ＋ 电刺激 ＋ 脑震荡
＋ 饮食不节
Ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ＋ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ＋
ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ＋ ｃｏｎｃｕｓｓｉｏｎ ＋
ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｄｉｅｔ

２８ ｄ

一般情况，海马组织 ＮＰＲＢ、 ＢＤＮＦ
表达
Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＰＲＢ
ａｎｄ ＢＤＮＦ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ

［４２］

ＳＤ 大鼠（雄性）
ＳＤ ｒａｔ （ｍａｌｅ）

夹尾刺激 ＋ 饮食不节
Ｔａｉｌ⁃ｃｌａｍｐｉｎｇ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ＋
ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｄｉｅｔ

２１ ｄ

一般情况，胃残留率，小肠推进率，下
丘脑和胃窦 ５⁃ＨＴ 表达
Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｇａｓｔｒｉｃ ｒｅｓｉｄｕａｌ
ｒａｔｅ， ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ， ５⁃
ＨＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ
ａｎｄ ａｎｔｒｕｍ

［１５］

ＳＤ 大鼠 （雌雄各
半）
ＳＤ ｒａｔ （ ｈａｌｆ ｍａｌｅ
ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｅｍａｌｅ）

慢性束缚 ＋ 夹尾刺激 ＋ 游泳 ＋ 饮食
不节
Ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ＋ ｔａｉｌ⁃ｃｌａｍｐｉｎｇ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ＋ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ＋ ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｄｉｅｔ

２１ ｄ

一般情况，旷场实验，尿 Ｄ⁃木糖排泄
率，下丘脑和胃窦 ＣＣＫ、ＣＧＲＰ 表达
Ｇｅｎｅｒａｌ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ， ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｕｒｉｎａｒｙ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ
ｒａｔｅ， ＣＣＫ ａｎｄ ＣＧＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ａｎｔｒｕｍ

［１７］

ＫＭ 小鼠（雌性）
ＫＭ ｍｉｃｅ （ｆｅｍａｌｅ）

慢性束缚 ＋ 夹尾刺激 ＋ 游泳 ＋ 电刺
激 ＋ 过度疲劳
Ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ＋ ｔａｉｌ⁃ｃｌａｍｐｉｎｇ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ＋ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ＋ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ＋ ｆａｔｉｇｕｅ

３０ ｄ

旷场实验，糖水偏好实验，胃残留率，
病理学形态，血清 ＭＴＬ、ＳＰ、５⁃ＨＴ，脑
组织 ５⁃ＨＴ
Ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ｓｕｇａｒ ｗａｔｅｒ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｔｅｓｔ， ｇａｓｔｒｉｃ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｒａｔｅ， ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｓｅｒｕｍ ＭＴＬ， ＳＰ， ５⁃ＨＴ，
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ５⁃ＨＴ

［１３］
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续表 １

证型
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅ

动物品系
Ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎ

造模方式
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

造模时间
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ

ｔｉｍｅ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

文献来源
Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ
ｓｏｕｒｃｅ

脾胃虚寒（弱）型
Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｓｔｏｍａｃｈ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ
ｃｏｌｄ （ｗｅａｋ）ｔｙｐｅ

ＳＤ 大鼠 （雌雄各
半）
ＳＤ ｒａｔ （ ｈａｌｆ ｍａｌｅ
ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｅｍａｌｅ）

夹尾刺激 ＋ ８℃ＨＣｌ ＋ 饮食不节
Ｔａｉｌ⁃ｃｌａｍｐｉｎｇ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ＋ ８℃ ＨＣｌ ＋
ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｄｉｅｔ

１４ ｄ

一般情况，进食量，糖水偏好实验，旷
场实验，胃排空率，小肠推进率，血清
５⁃ＨＴ，病理学形态
Ｇｅｎｅｒａｌ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ， ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ， ｓｕｇａｒ
ｗａｔｅｒ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ， ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ，
ｇａｓｔｒｉｃ ｅｍｐｔｙｉｎｇ ｒａｔｅ， ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ， ｓｅｒｕｍ ５⁃ＨＴ，
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

［３１］

Ｗｉｓｔａｒ 大 鼠 （ 雌
性）
Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ
（ ｆｅｍａｌｅ）

４℃食醋
４℃ ｖｉｎｅｇａｒ １０ ｄ

一般情况，进食量，病理学形态
Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ，
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

［３０］

ＳＤ 大鼠（雄性）
ＳＤ ｒａｔ （ｍａｌｅ）

碘乙酰胺蔗糖混合液 ＋ 游泳 ＋ 饮食
不节
Ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ ｓｕｃｒｏｓｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ＋
ｓｗｉｍｍｉｎｇ ＋ ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｄｉｅｔ

１４ ｄ

一般情况，体重，进食量，胃排空率，
病理学形态
Ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｗｅｉｇｈｔ， ｆｏｏｄ
ｉｎｔａｋｅ， ｇａｓｔｒｉｃ ｅｍｐｔｙｉｎｇ ｒａｔｅ，
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

［４３］

寒热错杂型
Ｃｏｌｄ ａｎｄ ｈｅａｔ
ｍｉｘｅｄ ｔｙｐｅ

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠（雌雄
各半）
ＳＤ ｒａｔ （ ｈａｌｆ ｍａｌｅ
ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｅｍａｌｅ）

夹尾刺激 ＋ 冷热水（４０℃ 和 ４℃）喂
养 ＋ 饮食不节
Ｔａｉｌ⁃ｃｌａｍｐｉｎｇ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ＋ ｆｅｅｄｉｎｇ
ｗｉｔｈ ｈｏｔ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｗａｔｅｒ （ ４０℃ ａｎｄ
４℃） ＋ ｉｍｐｒｏｐｅｒ ｄｉｅｔ

１４ ｄ

胃排空率，血清乙酰胆碱、乙酰胆碱
酯酶、乙酰胆碱转移酶
Ｇａｓｔｒｉｃ ｅｍｐｔｙｉｎｇ ｒａｔｅ， ｓｅｒｕｍ
ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，
ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，
ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

［３３］

具体刺激因素单用或联用，尽可能模拟真实患者的

起病过程。 （２）部分证型的研究存在不足：有关脾

胃虚寒型和寒热错杂型的制备研究较少，这与造模

周期长、刺激因素相互冲突、实验动物易死亡等原

因有关。 因此，造模周期的选择和干预因素的刺激

程度仍需更多实验予以验证。 此外，目前尚未有科

学可靠的脾胃湿热型 ＦＤ 动物模型制备方法，可以

采取“异病同治”的中医学思想，完善部分证型制备

方式的短缺情况。 （３）成模指标的选择主观性强，
评价体系不完善，且缺少对中医证候的评价维度：
ＦＤ 模型制备的成功与否尚未有公认的评价标准，成
模指标多依据研究者自身的经验进行选择，模型评

价主观性较强。 此外，评价指标仍依据以往病理特

点进行选择，未与中医证型特点相联系。 尽管无法

收集动物主诉，但仍可根据体表症状进行证候评

价，如观察动物耳廓、鼻唇、舌质颜色等［４６］。 未来，
需建立统一的评价体系，选取贴合西医病理特征和

中医证候特点的检测指标，增加模型评价的客观性

与科学性，完善评价指标的多系统与多维度。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）
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广西医学， ２０２０， ４２（８）： ９８５－９８９．

７４３１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

Ｈｅ ＧＨ， Ｚｈｏｎｇ ＺＳ， Ｙｅ ＺＨ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｌｉｑｉ Ｇｒａｎｕｌｅｓ
ｏｎ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ｓｕｆｆｅｒｉｎｇ ｆｒｏｍ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｗｉｔｈ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｑｉ
ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｇｕａｎｇｘｉ Ｍｅｄ Ｊ， ２０２０， ４２（ ８）： ９８５
－９８９．

［ ９ ］ 　 甘国兴， 吴晓芳， 冯伟勋， 等． 五磨饮对脾虚气滞证功能性

消化不良大鼠的干预作用 ［ Ｊ］ ． 中国医药导报， ２０１９， １６
（１９）： ２０－２４．
Ｇａｎ ＧＸ， Ｗｕ ＸＦ， Ｆｅｎｇ ＷＸ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
Ｗｕｍｏｙｉｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｒａｔｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ Ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｈｅｒ，
２０１９， １６（１９）： ２０－２４．

［１０］ 　 吴晓芳， 甘国兴， 冯伟勋， 等． 五磨饮对脾虚气滞证功能性

消化不良大鼠脑肠肽的影响 ［Ｊ］ ． 中国现代应用药学， ２０２０，
３７（７）： ８１４－８２０．
Ｗｕ ＸＦ， Ｇａｎ ＧＸ， Ｆｅｎｇ ＷＸ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｗｕｍｏｙｉｎ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｂｒａｉｎ⁃ｇｕｔ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｍｏｄ
Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍ， ２０２０， ３７（７）： ８１４－８２０．

［１１］ 　 李蕙， 李国成． 肝胃不和型功能性消化不良大鼠胃动素和 Ｐ
物质的表达及中药情志舒的干预作用 ［ Ｊ］ ． 中国中西医结合

消化杂志， ２００３， １１（１）： １２－１５．
Ｌｉ Ｈ， Ｌｉ ＧＣ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＭＯＴ ａｎｄ ａｎｔｒｏｄｕｏｄｅｎａｌ ＳＰ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｑｉｎｇｚｈｉｓｈｕ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ Ｄｉｇ， ２００３， １１
（１）： １２－１５．

［１２］ 　 伍早安， 李国成， 胡道松． 肝胃不和型功能性消化不良大鼠

幽门括约肌乙酰胆碱酯酶及一氧化氮合酶的表达 ［ Ｊ］ ． 中国

中西医结合消化杂志， ２００４， １２（１）： ８－１０．
Ｗｕ ＺＡ， Ｌｉ ＧＣ， Ｈｕ ＤＳ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＣｈＥ ａｎｄ ＮＯＳ ｉｎ ｐｙｌｏｒｉｃ
ｓｐｈｉｎｃｔｅｒ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ
Ｔｒａｄ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ Ｄｉｇ， ２００４， １２（１）： ８－１０．

［１３］ 　 龚彦溶， 梁晓霞， 王术玲． 肝胃不和型功能性消化不良小鼠

模型的建立 ［Ｊ］ ． 中药药理与临床， ２０２０， ３６（１）： ２１８－２２２．
Ｇｏｎｇ ＹＲ， Ｌｉａｎｇ ＸＸ， Ｗａｎｇ ＳＬ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｏｎ ａｃｃｏｕｎｔ ｏｆ “ ｇａｎｗｅｉｂｕｈｅ ”
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２０， ３６（１）：
２１８－２２２．

［１４］ 　 范梦男， 张博， 陈苏宁． 胃痛消痞方对肝郁脾虚型功能性消

化不良大鼠 ５⁃ＨＴ 及其受体表达影响的实验研究 ［ Ｊ］ ． 中华

中医药学刊， ２０２０， ３８（１１）： ２２９－２３２， ２９９．
Ｆａｎ ＭＮ， Ｚｈａｎｇ Ｂ， Ｃｈｅｎ ＳＮ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｗｅｉｔｏｎｇ Ｘｉａｏｐｉ
ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ５⁃ＨＴ ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｌｉｖｅｒ⁃ｑｉ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｔｙｐｅ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ａｒｃｈ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０， ３８（１１）： ２２９
－２３２， ２９９．

［１５］ 　 范梦男， 张博， 陈苏宁． 胃痛消痞方对肝郁脾虚型功能性消

化不良大鼠胃及下丘脑 ＢＤＮＦ 影响的实验研究 ［Ｊ］ ． 实用药

物与临床， ２０２０， ２３（７）： ５８９－５９３．
Ｆａｎ ＭＮ， Ｚｈａｎｇ Ｂ， Ｃｈｅｎ ＳＮ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
Ｗｅｉｔｏｎｇｘｉａｏｐｉ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＢＤＮＦ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ａｎｔｒｕｍ ａｎｄ
ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｉｎ ＦＤ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ［Ｊ］ ． Ｐｒａｃｔ Ｐｈａｒｍ Ｃｌｉｎ Ｒｅｍｅｄｉｅｓ， ２０２０， ２３（７）： ５８９
－５９３．

［１６］ 　 范明明， 林伟， 韩海瑞， 等． 疏肝健脾法对肝郁脾虚型功能

性消化不良大鼠 ＳＰ、ＧＡＳ、ＭＴＬ、ＶＩＰ 的影响 ［Ｊ］ ． 现代中西医

结合杂志， ２０２２， ３１（８）： １０２７－１０３３．
Ｆａｎ ＭＭ， Ｌｉｎ Ｗ， Ｈａｎ ＨＲ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｏｔｈｉｎｇ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ
ｆｏｒｔｉｆｙｉｎｇ ｓｐｌｅｅｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ＳＰ， ＧＡＳ， ＭＴＬ ａｎｄ ＶＩＰ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｒａｔｓ ｏｆ ｔｙｐｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
［Ｊ］ ． Ｍｏｄｅｒｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ， ２０２２， ３１ （ ８）：
１０２７－１０３３．

［１７］ 　 龙飘， 雎世聪， 邹旭峰， 等． 小柴胡汤对肝郁脾虚型功能性

消化不良大鼠 ＣＣＫ、ＣＧＲＰ 蛋白的影响 ［Ｊ］ ． 山东中医药大学

学报， ２０２０， ４４（３）： ２９６－３００， ３３２．
Ｌｏｎｇ Ｐ， Ｊｕ ＳＣ， Ｚｏｕ ＸＦ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｘｉａｏｃｈａｉｈｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ
ＣＣＫ ａｎｄ ＣＧＲＰ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｏｆ ｌｉｖｅｒ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｐａｔｔｅｒｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖ
Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０， ４４（３）： ２９６－３００， ３３２．

［１８］ 　 谭树慧， 任卫琼， 夏伯候， 等． 醋炙乌药－木香对肝郁气滞型

功能性消化不良模型大鼠胃排空及胃肠激素的影响 ［ Ｊ］ ． 中

国药房， ２０１９， ３０（５）： ６８４－６８８．
Ｔａｎ ＳＨ， Ｒｅｎ ＷＱ， Ｘｉａ ＢＨ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｉｎｄｅｒａ ａｇｇｒｅｇａｔｅ ｏｆ
Ｓｔｉｒ⁃ｂａｋｉｎｇ ｗｉｔｈ Ｖｉｎｅｇａｒ⁃Ａｕｃｋｌａｎｄｉａ ｌａｐｐａ ｏｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｅｍｐｔｙｉｎｇ
ａｎｄ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｌｉｖｅｒ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｑｉ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍ， ２０１９，
３０（５）： ６８４－６８８．

［１９］ 　 陈亚婷， 雷梦珠， 张波， 等． 慢性应激诱导动物抑郁样行为

机制研究进展 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（６）： ８１１
－８１９．
Ｃｈｅｎ ＹＴ， Ｌｅｉ ＭＺ， Ｚｈａｎｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｃｈｒｏｎｉｃ⁃ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ⁃ｌｉｋｅ
ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（６）：
８１１－８１９．

［２０］ 　 刁华琼， 张婧， 王敏， 等． 改良的多平台水环境法在睡眠剥

夺动物模型中的应用与评价 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２３，
３１（１）： １２０－１２８．
Ｄｉａｏ ＨＱ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｕｌｔｉ⁃ｐｌａｔｆｏｒｍ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｌｅｅｐ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（ １）： １２０
－１２８．

［２１］ 　 于静波， 韩越， 谢新， 等． 脾胃湿热证大鼠模型的尿液代谢

组学分析 ［ Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志， ２０２３， ２９（１０）： １６６
－１７３．
Ｙｕ ＪＢ， Ｈａｎ Ｙ， Ｘｉｅ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｉｎ ｒａｔ
ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｓｐｌｅｅｎ⁃ｓｔｏｍａｃｈ ｄａｍｐ⁃ｈｅａｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ
Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０２３， ２９（１０）： １６６－１７３．

［２２］ 　 李威莹， 吴威， 孟岩， 等． 湿热证动物模型造模方法及评价

研究 ［Ｊ］ ． 世界科学技术⁃中医药现代化， ２０２１， ２３（ １２）：
４４４１－４４５１．
Ｌｉ ＷＹ， Ｗｕ Ｗ， Ｍｅｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄａｍｐ⁃ｈｅａｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｄ
Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｗｏｒｌｄ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２１， ２３（１２）：
４４４１－４４５１．

８４３１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

［２３］ 　 陈佳美， 朱青， 朴胜华， 等． 湿热证动物模型造模方法的文

献挖掘研究 ［ Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂志， ２０２１， ２７（９）：
１３９９－１４０４．
Ｃｈｅｎ ＪＭ， Ｚｈｕ Ｑ， Ｐｉａｏ ＳＨ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｍｉｎｉｎｇ
ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｄａｍｐ⁃ｈｅａｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂａｓｉｃ Ｃｈｉｎ
Ｍｅｄ， ２０２１， ２７（９）： １３９９－１４０４．

［２４］ 　 王红梅， 胡锦洋， 肖梅英， 等． 脾胃湿热型幽门螺杆菌相关

性胃炎小鼠模型建立的初步研究 ［ Ｊ］ ． 新中医， ２０１４， ４６
（１２）： ２００－２０１．
Ｗａｎｇ ＨＭ， Ｈｕ ＪＹ， Ｘｉａｏ ＭＹ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｇａｓｔｒｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｄａｍｐ⁃ｈｅａｔ ｔｙｐｅ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｓｔｏｍａｃｈ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｗ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１４， ４６（１２）： ２００－２０１．

［２５］ 　 陈阳， 崔波， 范燕豪， 等． 葛根芩连汤中各成分在正常与大

肠湿热证模型大鼠的肠吸收差异研究 ［ Ｊ］ ． 中国中药杂志，
２０２０， ４５（１）： １６９－１７８．
Ｃｈｅｎ Ｙ， Ｃｕｉ Ｂ， Ｆａｎ ＹＨ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｅｇｅｎ Ｑｉｎｌｉａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ ａｎｄ
ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｄａｍｐ⁃ｈｅａｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ
Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２０， ４５（１）： １６９－１７８．

［２６］ 　 朱洁， 王叶， 郭璇， 等． 新型造模法制备功能性消化不良肝

郁脾虚证大鼠模型 ［ Ｊ］ ． 湖南中医药大学学报， ２０１８， ３８
（４）： ３７２－３７５．
Ｚｈｕ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｇｕｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｂｕｉｌｄｉｎｇ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１８，
３８（４）： ３７２－３７５．

［２７］ 　 刘成全， 邓青， 谭志超， 等． 四磨汤口服液对幼年大鼠功能

性消化不良腹泻的影响 ［Ｊ］ ． 中南药学， ２０１７， １５（１）： ８－１２．
Ｌｉｕ ＣＱ， Ｄｅｎｇ Ｑ， Ｔａｎ ＺＣ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｉｍｏ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｗｉｔｈ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｎｔｒａｌ
Ｓｏｕｔｈ Ｐｈａｒｍ， ２０１７， １５（１）： ８－１２．

［２８］ 　 胡学军， 何桂花， 钟子劭． 广州地区功能性消化不良的中医

证型分布特点及相关性研究 ［ Ｊ］ ． 广州中医药大学学报，
２０１７， ３４（４）： ４７５－４７８．
Ｈｕ ＸＪ， Ｈｅ ＧＨ， Ｚｈｏｎｇ ＺＸ． Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｉｎ ｇｕａｎｇｚｈｏｕ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｏｍｅ ｆａｃｔｏｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖ
Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１７， ３４（４）：４７５－４７８．

［２９］ 　 邱赛红， 李飞艳， 尹健康， 等． 两种大鼠脾胃虚寒模型制备

方法的比较研究 ［Ｊ］ ． 湖南中医学院学报， ２００４， ２４（６）： ３０
－３３．
Ｑｉｕ ＳＨ， Ｌｉ ＦＹ， Ｙｉｎ ＪＫ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ
ｏｆ ｍｅｔｈｏｄｓ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ⁃
ｓｔｏｍａｃｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｃｏｌｄ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ Ｈｕｎａｎ，
２００４， ２４（６）： ３０－３３．

［３０］ 　 陈苏宁， 梁靓靓， 史业东． 胃痛消痞方对脾胃虚寒型功能性

消化不良大鼠胃肠动力和胃动素的影响 ［ Ｊ］ ． 世界华人消化

杂志， ２０１０， １８（７）： ６９９－７０２．
Ｃｈｅｎ ＳＮ， Ｌｉａｎｇ ＬＬ， Ｓｈｉ ＹＤ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｗｅｉｔｏｎｇｘｉａｏｐｉ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｍｏｔｉｌｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｓｐｌｅｅｎ⁃ｓｔｏｍａｃｈ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ⁃ｃｏｌｄ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｇ， ２０１０， １８ （ ７）： ６９９
－７０２．

［３１］ 　 何杰滢， 桂蓓， 李梦秋， 等． 胃寒型功能性消化不良大鼠模

型的构建 ［Ｊ］ ． 中药药理与临床， ２０２２， ３８（２）： ２１２－２１７．
Ｈｅ ＪＹ， Ｇｕｉ Ｐ， Ｌｉ ＭＱ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｗｅｉｈａｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２２， ３８（２）： ２１２－２１７．

［３２］ 　 宋厚盼， 曾梅艳， 陈小娟， 等． 脾胃虚寒型胃溃疡病证结合

大鼠实验模型的建立及评价研究 ［Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂

志， ２０２０， ２６（４）： ４６８－４７３．
Ｓｏｎｇ ＨＰ， Ｚｅｎｇ ＭＹ， Ｃｈｅｎ ＸＪ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｓｔｏｍａｃｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃｏｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ
ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂａｓｉｃ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０， ２６（４）： ４６８
－４７３．

［３３］ 　 廖志成． 黄连吴茱萸不同比例配伍对寒热错杂型功能性消化

不良大鼠胆碱能神经系统的影响机制研究 ［Ｄ］． 成都： 成都

中医药大学； ２０１３．
Ｌｉａｏ ＺＣ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｏｐｔｉｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ａｎｄ Ｅｖｏｄｉａ ｒｕｔａｅｃａｒｐａ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｎ ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｃｏｌｄ⁃ｈｅａｔ ｍｉｘｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ［ Ｄ］． Ｃｈｅｎｇｄｕ： Ｃｈｅｎｇｄｕ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０１３．

［３４］ 　 宋捷民， 钱旭武， 滕晔， 等． “寒热并见”大鼠模型的建立及

评价 ［Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂志， ２０１４， ２０（１）： ３９－４１．
Ｓｏｎｇ ＪＭ， Ｑｉａｎ ＸＷ， Ｔｅｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｏｌｄ⁃ｈｅａｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄ Ｔｒａｄｉｔ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１４， ２０（１）： ３９－４１．

［３５］ 　 卢芳， 董培良， 陈平平， 等． 三种热病证候模型最佳造模方

法的探索与评价 ［ Ｊ］ ． 山东中医杂志， ２００９， ２８（ ２）： １１４
－１１６．
Ｌｕ Ｆ， Ｄｏｎｇ ＰＬ， Ｃｈｅｎ ＰＰ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｆｅｖｅｒ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２００９， ２８（２）： １１４－１１６．

［３６］ 　 李敏， 张冰， 刘小青， 等． 虚寒状态大鼠 ｃＡＭＰ 变化机制的实

验研究 ［Ｊ］ ． 中国中医药信息杂志， ２０１０， １７（２）： ３３－３４．
Ｌｉ Ｍ， Ｚｈａｎｇ Ｂ， Ｌｉｕ ＸＱ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃＡＭＰ ｉｎ Ａｓｔｈｅｎｉａ ｃｏｌｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｆ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１０， １７（２）： ３３－３４．

［３７］ 　 薛春苗， 张冰， 金锐， 等． 虚寒状态动物模型的评价研究

［Ｊ］ ． 中华中医药杂志， ２０１２， ２７（８）： ２０３７－２０４２．
Ｘｕｅ ＣＭ， Ｚｈａｎｇ Ｂ， Ｊｉｎ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｖｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃｏｌｄ ｓｔａｔｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍ， ２０１２， ２７（８）： ２０３７－２０４２．

［３８］ 　 黄仕文， 戴启刚． 乌头赤石脂丸对寒凝胸痹大鼠血液黏度、
ＴＸＢ２、６⁃ｋｅｔｏ⁃ＰＧＦ１α、ＥＴ、ＮＯ、ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 的影响 ［ Ｊ］ ． 山西

中医学院学报， ２０１２， １３（３）： ５６－５８．
Ｈｕａｎｇ ＳＷ， Ｄａｉ ＱＧ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｃｏｎｉｔｕｍ Ｃｈｉｓｈｉｚｈｉ Ｐｉｌｌ ｏｎ ｂｌｏｏｄ
ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ， ＴＸＢ２， ６⁃ｋｅｔｏ⁃ＰＧＦ１ α， ＥＴ， ＮＯ， ＳＯＤ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ
ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｅｓｔ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｄｕｅ ｔｏ ｃｏｌｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｓｈａｎｘｉ
Ｕｎｉｖ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１２， １３（３）： ５６－５８．

［３９］ 　 苏健， 杜惠兰． 月经病寒凝血瘀证与 ＥＴ、ＮＯ 的关系及加减温

经汤对其影响 ［Ｊ］ ． 中成药， ２００７， ２９（１１）： １５７１－１５７４．

９４３１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

Ｓｕ Ｊ， Ｄｕ ＨＬ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＥＴ， ＮＯ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｄｕｅ ｔｏ
ｃｏｌｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｍｅｎｉｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｐａｔ Ｍｅｄ，
２００７， ２９（１１）： １５７１－１５７４．

［４０］ 　 张鑫， 刘阳， 姜巍， 等． 和胃理气方对肝郁型功能性消化不

良大鼠 Ｇｈｒｅｌｉｎ 表达的影响 ［ Ｊ］ ． 云南中医中药杂志， ２０２１，
４２（４）： ６３－６６．
Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｌｉｕ Ｙ， Ｊｉａｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｗｅｉ Ｌｉｑｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｏｎ ｇｈｒｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ⁃ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ ｏｆ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ［Ｊ］ ． Ｙｕｎｎａｎ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ，
２０２１， ４２（４）： ６３－６６．

［４１］ 　 范明明， 林伟， 韩海瑞， 等． 柴术理胃饮对肝郁脾虚型功能

性消化不良大鼠血清 ＭＴＬ、ＧＡＳ 的影响 ［ Ｊ］ ． 中医药信息，
２０２１， ３８（１０）： １８－２２．
Ｆａｎ ＭＭ， Ｌｉｎ Ｗ， Ｈａｎ ＨＲ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＺＬＷＹ ｏｎ ｓｅｒｕｍ
ＭＴＬ ａｎｄ ＧＡＳ ｉｎ ＦＤ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ［Ｊ］ ． Ｉｎｆ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２１， ３８（１０）： １８－２２．

［４２］ 　 胡俊秀， 蔡正旭， 郭慧淑． 肝郁脾虚型功能性消化不良大鼠

海马组织钠尿肽 Ｂ 受体与脑源性神经营养因子关系探讨及

逍遥散的干预作用 ［Ｊ］ ． 辽宁中医杂志， ２０２０， ４７（２）： １９４－

１９８， ２２４．
Ｈｕ ＪＸ， Ｃａｉ ＺＸ， Ｇｕｏ ＨＳ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ
ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂ ａｎｄ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｒａｔ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｘｉａｏｙａｏ ｐｏｗｄｅｒ
［ Ｊ ］ ． Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０， ４７ （ ２ ）： １９４ －

１９８， ２２４．
［４３］ 　 刘梦雅， 成映霞， 白敏， 等． 香砂六君子汤调控 ＲｈｏＡ ／

ＲＯＣＫ２ ／ ＭＹＰＴ１ 信号通路改善功能性消化不良大鼠胃动力

的机制 ［Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志， ２０２３， ２９（４）： １－８．
Ｌｉｕ ＭＹ， Ｃｈｅｎｇ ＹＸ， Ｂａｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｘｉａｎｇｓｈａ
Ｌｉｕｊｕｎｚｉ Ｔａｎｇ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ２ ／ ＭＹＰＴ１ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｙｓｐｅｐｓｉａ ［ Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０２３， ２９（４）： １－８．

［４４］ 　 李灿， 张海艇， 陈玉龙． 采用唾液淀粉酶和 Ｄ⁃木糖排泄率对

利血平脾虚证模型的评价研究 ［ Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂

志， ２０１１， １７（７）： ７４６－７４８．
Ｌｉ Ｃ， Ｚｈａｎｇ ＨＴ， Ｃｈｅｎ ＹＬ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｅｒｐｉｎｅ ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｏｄｅｌ ｕｓｉｎｇ ｓａｌｉｖａｒｙ ａｍｙｌａｓｅ ａｎｄ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１１， １７（７）：
７４６－７４８．

［４５］ 　 钟宇晨， 匡海学， 王秋红． 酒炙前后当归多糖对血瘀证大鼠

的作用研究及机制探讨 ［ Ｊ］ ． 中药新药与临床药理， ２０２０，
３１（５）： ４９５－５０１．
Ｚｈｏｎｇ ＹＣ， Ｋｕａｎｇ ＨＸ， Ｗａｎｇ ＱＨ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｎｇｅｌｉｃａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｒａｔｓ ｂｅｆｏｒｅ
ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｉｎｅ⁃ｂｒｏｉｌｅｄ ［ Ｊ ］ ． Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓ Ｃｌｉｎ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０， ３１（５）： ４９５－５０１．

［４６］ 　 方肇勤， 潘志强， 卢文丽， 等． 小鼠常见证候的辨证标准

［Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂志， ２００６， １２（７）： ５０８－５１０．
Ｆａｎｇ ＺＱ， Ｐａｎ ＺＱ， Ｌｕ ＷＬ， ｅｔ ａｌ．． Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｃｒｉｔｅｒｉａ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂａｓｉｃ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ，
２００６， １２（７）： ５０８－５１０．

［收稿日期］ 　 ２０２３－０３－０３

０５３１



２０２３ 年 １０ 月

第 ３１ 卷　 第 １０ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １０

王雯，侯雨君，王路，等． 胃溃疡中医证候动物模型研究进展 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１０）： １３５１－１３６０．
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［基金项目］国家重点研发计划项目（２０２２ＹＦＣ３５００６０４）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ（２０２２ＹＦＣ３５００６０４）．
［作者简介］王雯（１９９９—），女，在读硕士研究生，研究方向：针灸治疗功能性胃肠病的效应及其机制。 Ｅｍａｉｌ：１１５８００１１４５＠ ｑｑ．ｃｏｍ
［通信作者］李瑛（１９６４—），女，教授，博士，研究方向：针灸治疗功能性胃肠病的效应及其机制。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｙｉｎｇ＠ ｃｄｕｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ

胃溃疡中医证候动物模型研究进展
王雯１，侯雨君１，王路１，鄢香芸１，李艳秋１，孙路强１，陈帅１，

石云舟１，郑倩华１，李瑛２∗

（１． 成都中医药大学针灸推拿学院，成都　 ６１００７５；２． 成都中医药大学研究生院，成都　 ６１００７５）

　 　 【摘要】 　 胃溃疡是一种常见的消化系统疾病，中医药治疗该病效果显著，但其治疗机制至今尚未明确。 建

立一套科学客观的胃溃疡中医证候动物模型及模型评价体系，对促进中医药在此领域的发展以及进一步的研究具

有重大意义。 笔者对近 １０ 年中医药治疗胃溃疡相关文献进行整理，总结和分析了胃溃疡中医证候动物模型的制

作与评价方法，对肝胃不和证、脾胃湿热证、胃络瘀阻证、脾胃虚寒证、胃阴不足证、肝郁脾虚证等动物模型的制作

方法进行总结，发现目前的胃溃疡动物模型存在中医辨证分型不够统一、造模思路与证型局限、造模方法标准不

一、模型病证结合不紧密、模型评价体系不规范等问题，并提出模型改进意见，以期为此领域的研究提供参考。
【关键词】 　 胃溃疡；中医证候；动物模型；评价方法
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ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ． Ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ ｈａｄ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐｒｏｂｌｅｍｓ： ｔｈｅ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ
ｗａｓ ｎｏｔ ｕｎｉｆｉｅｄ， ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｌｉｍｉｔｅｄ， ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ
ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ， ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ ｗａｓ ｎｏｔ ｃｌｏｓｅ ｅｎｏｕｇｈ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
ｗａｓ ｎｏｔ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ． Ｓｕｇｇｅｓｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｍｏｄｅｌ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ａｒｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ ｔｈｉｓ ｆｉｅｌｄ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇａｓｔｒｉｃ ｕｌｃｅｒ； ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ； ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．
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　 　 胃溃疡是一种常见的、多发的消化道疾病，属
于消化性溃疡病中最常见的一种，其典型表现为饥

饿不适、饱胀嗳气、泛酸或者餐后定时的慢性中上

腹疼痛，严重时可见黑便与呕血［１］，甚至诱发穿孔

和癌变［２］。 流行病学显示，胃溃疡全球发病率高达

５％ ～ １０％［３］，严重影响患者的生活质量，加重社会

的医疗负担，已成为亟待解决的健康问题。 胃溃疡

是现代医学病名，根据其临床特征可以归入祖国医

学“胃脘痛” “痞证” “嘈杂” “吐酸”等病的范畴［４］。
大量研究证明，中医药治疗胃溃疡有效［５］，中药、针
灸等可显著缓解患者症状、缩小溃疡面积、降低溃

疡复发率，在临床治疗上具有独特的优势，但其作

用机制尚未完全明确。 辨证论治是中医药理论的

核心，科学可靠的不同证型的动物模型是中医药在

胃溃疡领域进一步探索的前提和保障。 本文整理

分析近 １０ 年来胃溃疡中医证候动物模型的造模和

评价方法，以期为今后的研究者制备模型提供参考。

表 １　 不同中医证型模型评价方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌｓ
证型
Ｔｙｐｅ

动物表征
Ａｎｉｍａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

行为学测试
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔｉｎｇ

微观指标检测
Ｍｉｃｒｏ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

病理学改变
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ

方药反证
Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

肝胃不和证
Ｌｉｖｅｒ ａｎｄ
ｓｔｏｍａｃｈ
ｄｉｓｈａｒｍｏｎｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ

毛发杂乱，缺乏光泽，
黑便、大便颜色变深
或便质干结
Ｔｈｅ ｈａｉｒ ｉｓ ｍｅｓｓｙ ａｎｄ
ｌａｃｋｓ ｌｕｓｔｅｒ， ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ
ｏｆ ｓｔｏｏｌ ｄａｒｋｅｎｓ ｏｒ
ｂｅｃｏｍｅｓ ｄｒｙ

进水进食量减少、体
重降低，易激惹，活动
减少，喜扎堆，旷场实
验评分减低
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｔａｋｅ， ｗｅｉｇｈｔ
ｌｏｓｓ， ｉｒｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ，
ｒｅｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ，
ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｔｏ ｃｌｕｓｔｅｒ，
ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ
ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

胃排空率降低，血清
５⁃ＨＴ 含量增高
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ
ｅｍｐｔｙｉｎｇ ｒａｔｅ ａｎｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ５⁃ＨＴ
ｃｏｎｔｅｎｔ

溃疡面大，覆白苔或
黄苔，黏液湖呈黄色
或黄绿色
Ｔｈｅ ｕｌｃｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｓ
ｌａｒｇｅ， ｃｏｖｅｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｗｈｉｔｅ ｏｒ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓｓ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｃｏｕｓ ｌａｋｅ ｉｓ
ｙｅｌｌｏｗ ｏｒ ｃｈａｒｔｒｅｕｓｅ

肝胃百合汤、疏肝和
胃丸、柴胡疏肝散
Ｇａｎｗｅｉ Ｂａｉｈｅ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， Ｓｈｕｇａｎ
Ｈｅｗｅｉ ｐｉｌｌ， Ｃｈａｉｈｕ
Ｓｈｕｇａｎ ｐｏｗｄｅｒ

脾胃湿热证
Ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ
ｓｔｏｍａｃｈ
ｄａｍｐｎｅｓｓ⁃ｈｅａｔ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ

毛发无光，倦怠萎靡，
肛温上升，大便稀溏
Ｍａｔｔｅ ｈａｉｒ， ｆａｔｉｇｕｅ，
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｃｔａｌ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌ

进水进食量减少、体
重降低
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｔａｋｅ，
ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ

无特异性指标
Ｎｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

溃疡面大且深，周边
充血水肿明显，上覆
黄厚苔
Ｔｈｅ ｕｌｃｅｒ ｉｓ ｌａｒｇｅ ａｎｄ
ｄｅｅｐ， ｗｉｔｈ ｏｂｖｉｏｕｓ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｄｅｍａ， ｃｏｖｅｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｉｃｋ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓｓ

连朴饮、清中愈疡汤
Ｌｉａｎｐｏ ｙｉｎ， Ｑｉｎｇｚｈｏｎｇ
Ｙｕｙａｎｇ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

胃络瘀阻证
Ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｉｎ
ｓｔｏｍａｃｈ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ

毛发无光，爪尾紫暗，
耳色暗红，寒战，小便
色清，大便湿烂
Ｔｈｅ ｈａｉｒ ｉｓ ｍａｔｔｅ， ｔｈｅ
ｐａｗ ｔａｉｌ ｉｓ ｐｕｒｐｌｅ ａｎｄ
ｄａｒｋ， ｔｈｅ ｅａｒ ｃｏｌｏｒ ｉｓ
ｄａｒｋ ｒｅｄ， ｓｈｉｖｅｒｉｎｇ，
ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｃｏｌｏｒ ｉｓ ｃｌｅａｒ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｏｏｌ ｉｓ ｄａｍｐ
ａｎｄ ｒｏｔｔｉｎｇ

进水进食量减少、体
重降低，蜷缩少动，喜
扎堆
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｔａｋｅ， ｗｅｉｇｈｔ
ｌｏｓｓ， ｃｕｒｌｉｎｇ ｕｐ ｗｉｔｈ
ｌｉｔｔｌｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ，
ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｔｏ ｃｌｕｓｔｅｒ

胃黏膜血流量锐减，
血液黏滞度、红细胞
压 积、 血 沉 等 指 标
上升
Ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｂｌｏｏｄ
ｆｌｏｗ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｈａｒｐｌｙ，
ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ，
ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ， ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ
ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

溃疡 面 有 出 血 或 血
痂，周围瘀暗肿胀，上
覆污苔
Ｔｈｅ ｕｌｃｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｓ
ｂｌｅｅｄｉｎｇ ｏｒ ｓｃａｂｂｉｎｇ，
ｗｉｔｈ ｄａｒｋ ａｎｄ ｓｗｏｌｌｅｎ
ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ａｒｅａｓ
ｃｏｖｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｒｔｙ ｍｏｓｓ

失笑散合丹参饮、良
附丸
Ｓｈｉｘｉａｏ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ
Ｄａｎｓｈｅｎ Ｙｉｎ，
Ｌｉａｎｇｆｕ ｐｉｌｌ

１　 模型的建立与评价
胃溃疡根据中医辨证分型主要分为肝胃不和

证、脾胃湿热证、胃络瘀阻证、脾胃虚寒证、胃阴不

足证和肝郁脾虚证等，其中医证候动物模型的评价

方法主要包括动物模型表征、行为学测试、微观指

标检测、病理学改变、以方测证等［６］。 下面按证型

虚实分类对模型的建立与评价进行归纳总结

（表 １）， 并列出其余未分类的中医证候模型，补充

从病理模型中筛选出病证模型的方法。
１􀆰 １　 实证

胃溃疡实证包括肝胃不和证、脾胃湿热证、胃
络瘀阻证。 肝胃不和证表现为胃脘胀满或疼痛、两
胁胀满，常因情志不畅而发作或加重；脾胃湿热证

主要症状有脘腹痞满或疼痛，口干或口苦；胃络瘀

阻证典型症状是胃脘胀痛或刺痛，痛处不移。
１􀆰 １􀆰 １　 肝胃不和证模型

肝胃不和证为肝气郁滞、胃失和降所致。 邓雪

等［７］采用 Ｗｉｌｌｎｅｒ 慢性不可预见性刺激法 ＋ 醋酸烧

灼法建立肝郁气滞胃溃疡模型，刺激包括：断水

２４ ｈ、 断食 ２４ ｈ、夹尾 ５ ｍｉｎ、摇晃、昼夜颠倒、电击

足底、束缚 ２ ｈ，每日随机选择 １ 种刺激，每种刺激平

均使用 ３ 次，同时规避相邻 ２ ｄ 使用同种刺激，共
２１ ｄ， 同时在第 １０ 天进行冰醋酸注射手术以制备

胃溃疡模型。 徐寅等［８］ 在之前研究基础上增加刺

２５３１
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　 　 　 　 　 　 　 　续表 １
证型
Ｔｙｐｅ

动物表征
Ａｎｉｍａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

行为学测试
Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔｉｎｇ

微观指标检测
Ｍｉｃｒｏ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

病理学改变
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ

方药反证
Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

脾胃虚寒证
Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃｏｌｄ
ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ
ｓｔｏｍａｃｈ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ

毛发枯槁，鼻唇、爪趾
淡白无光，舌质暗紫，
精神萎靡，畏寒怕冻，
肛温降低，便溏脱肛
Ｔｈｅ ｈａｉｒ ｉｓ ｗｉｔｈｅｒｅｄ，
ｔｈｅ ｎｏｓｅ， ｌｉｐｓ， ａｎｄ
ｃｌａｗｓ ａｒｅ ｐａｌｅ ａｎｄ
ｃｏｌｏｒｌｅｓｓ， ｔｈｅ ｔｏｎｇｕｅ ｉｓ
ｄａｒｋ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ， ｔｈｅ
ｓｐｉｒｉｔ ｉｓ ｗｅａｋ， ａｆｒａｉｄ ｏｆ
ｃｏｌｄ， ｔｈｅ ｒｅｃｔａｌ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ｒｅｄｕｃｅｄ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｏｏｌ ｉｓ ｌｏｏｓｅ
ａｎｄ ｐｒｏｌａｐｓｅｄ

进水进食量减少、体
重降低，行动缓慢，喜
扎堆，耐寒能力下降
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｔａｋｅ， ｗｅｉｇｈｔ
ｌｏｓｓ， ｓｌｏｗ ｍｏｖｅｍｅｎｔ，
ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｔｏ ｃｌｕｓｔｅｒ，
ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｃｏｌｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ

血清 ＧＡＳ 含量降低
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ
ＧＡＳ ｃｏｎｔｅｎｔ

溃疡较浅，范围不大，
上覆少量白苔，周围
黏膜水肿色淡湿润，
反光性强
Ｔｈｅ ｕｌｃｅｒ ｉｓ ｓｈａｌｌｏｗ
ａｎｄ ｎｏｔ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ， ｗｉｔｈ
ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｗｈｉｔｅ
ｍｏｓｓ ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｉｔ． Ｔｈｅ
ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｍｕｃｏｓａ ｉｓ
ｓｗｏｌｌｅｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｉｓ
ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｍｏｉｓｔ， ｗｉｔｈ
ｓｔｒｏｎｇ ｒｅｆｌｅｃｔｉｖｉｔｙ

香砂六君子汤、黄芪
建中汤、大建中汤、枳
术姜参汤、附子理中
汤、芪术建中汤、温胃
饮、理中丸
Ｘｉａｎｇｓｈａ Ｌｉｕｊｕｎｚｉ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， Ｈｕａｎｇｑｉ
Ｊｉａｎｚｈｏｎｇ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，
Ｄａｊｉａｎ Ｚｈｏｎｇ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， Ｚｈｉｚｈｕ
Ｇｉｎｓｅｎｇ ｇｉｎｇｅｒ， Ｆｕｚｉ
Ｌｉｚｈｏｎｇ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，
Ｑｉｚｈｕ Ｊｉａｎｚｈｏｎｇ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， Ｗｅｎｗｅｉ
ｙｉｎ， Ｌｉｚｈｏｎｇ ｐｉｌｌ

胃阴不足证
Ｓｔｏｍａｃｈ Ｙｉｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ

毛发蓬松无泽，结膜
颜色深红，舌质暗红，
鼻头出血，大便干，足
温显著升高
Ｔｈｅ ｈａｉｒ ｉｓ ｆｌｕｆｆｙ ａｎｄ
ｃｏｌｏｒｌｅｓｓ， ｔｈｅ
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｔｏｎｇｕｅ ａｒｅ ｄａｒｋ ｒｅｄ，
ｔｈｅ ｎｏｓｅ ｉｓ ｂｌｅｅｄｉｎｇ，
ｔｈｅ ｓｔｏｏｌ ｉｓ ｄｒｙ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｆｏｏｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

进水进食量减少、体
重降低，易激怒
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｔａｋｅ，
ｒｅｄｕｃｅｄ
ｗｅｉｇｈｔ， ｉｒｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ

胃黏膜血流量、胃液
分泌量均显著降低
Ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｂｌｏｏｄ
ｆｌｏｗ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ

溃疡面较小，多呈嫩
红色
Ｔｈｅ ｕｌｃｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｓ
ｓｍａｌｌ ａｎｄ ｏｆｔｅｎ ａｐｐｅａｒｓ
ｔｅｎｄｅｒ ｒｅｄ

益胃汤、芍药甘草汤
Ｙｉｗｅｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，
Ｓｈａｏｙａｏ
Ｇａｎｃａｏ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

肝郁脾虚证
Ｌｉｖｅｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ

毛发 枯 黄， 足 蹼、 鼻
尖、耳缘黏膜苍白，精
神萎靡，大便软溏
Ｔｈｅ ｈａｉｒ ｉｓ ｗｉｔｈｅｒｅｄ
ａｎｄ ｙｅｌｌｏｗ， ｔｈｅ ｆｅｅｔ，
ｎｏｓｅ ｔｉｐ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｕｃｏｕｓ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｏｆ
ｅａｒｓ ａｒｅ ｐａｌｅ， ｔｈｅ ｓｐｉｒｉｔ
ｉｓ ｗｅａｋ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｏｏｌ
ｉｓ ｓｏｆｔ ａｎｄ ｌｏｏｓｅ

进水进食量减少、体
重降低，易激怒，拉尾
排便反应阳性
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｔａｋｅ， ｗｅｉｇｈｔ
ｌｏｓｓ， ｉｒｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｏｗｅｌ
ｍｏｖｅｍｅｎｔｓ ｄｕｅ ｔｏ
ｔａｉｌ ｐｕｌｌｉｎｇ

血 清 中 ＧＡＳ、 ５⁃ＨＴ、
Ｄ⁃木糖含量降低，ＮＥ
指标升高，血清和尿
木糖排泄水平下降
Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＡＳ，
５⁃ＨＴ， ａｎｄ Ｄ⁃ｘｙｌｏｓｅ ｉｎ
ｓｅｒｕｍ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ＮＥ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，
ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ
ｘｙｌｏｓｅ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ

胃黏膜呈现溃疡征象
Ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｓｈｏｗｓ
ｓｉｇｎｓ ｏｆ ｕｌｃｅｒ

痛泻要方、安胃汤
Ｔｏｎｇｘｉｅ Ｙａｏｆａｎｇ，
Ａｎｗｅｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

激种类，包括潮湿垫料 ＋ 倾斜喂养、热水泳、陌生物

品、陌生气味等共 １０ 种因素作用于小鼠 ４ 周，刺激

手段更为多样，造出模型更贴合于临床，但刺激因

素过多，导致模型可控性和可重复性降低。 张

渊［９］、董俊［１０］则只使用了 ５ 种刺激因素作用于大

鼠：禁食不禁水 ２４ ｈ、禁水不禁食 ２４ ｈ、行为束缚

４ ｈ、 束缚水浸 ４ ｈ、冰水游泳 ５ ｍｉｎ，适当减少刺激

因素，模型更为可控，５ 周后成功制备了肝胃气滞证

大鼠模型。 此类证型通过多种刺激，使动物产生行

为学应激以诱导肝郁，肝气郁结，木不疏土，胃失和

降，符合肝胃不和证病机。 且相邻 ２ ｄ 刺激不同，动
物更不易产生耐受，造模成功率更高，更贴合于临

床，但也存在周期较长、动物饲养成本较高等问题。
肝胃不和证胃溃疡动物模型的表征为毛发杂

乱，缺乏光泽，进食进水量减少，体重下降，易激惹，
活动减少喜聚集，解黑便、大便颜色变深或大便质

干结；指标上，模型组小鼠旷场实验水平穿越格子

数、直立次数明显减少，静止时间明显延长，胃排空

实验 示 胃 排 空 率 降 低， 血 清 中 ５⁃羟 色 胺 （ ５⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ） 含量明显升高［９］；病理方

面，模型组胃溃疡指数明显高于空白组，胃黏膜可

见明显溃疡征象，溃疡面较大，上覆白苔或黄苔，并
多见黄色或黄绿色黏液湖；可用于反证肝胃不和证

的方药主要有肝胃百合汤［８－１０］、疏肝和胃丸［１１］、柴
胡疏肝散等。
１􀆰 １􀆰 ２　 脾胃湿热证模型

脾胃湿热型胃溃疡因“热毒”滞于脾胃，湿热蕴

久而肉腐。 王洪京等［１２］、傅斌等［１３］ 将大鼠养育于

３５３１
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潮湿环境中，隔日进食，不限饮水，从第 ５ 天起将饮

水替换为 １０％蜂蜜与 １０％白糖混合饮料，并自第

５ 天起，隔日给予每只大鼠猪脂 ２０ ｇ、每隔 ３ 日用

１ ｍＬ 白酒（酒精含量 ５６％）对大鼠进行灌胃。 于造

模第 ３０ 天，灌无水乙醇 ５ ｍＬ ／ ｋｇ 制备胃溃疡模型。
徐敏等［１４］在普通饲料喂养的基础之上，自由饮用质

量浓度为 ２００ ｇ ／ Ｌ 的蜂蜜水，并按照大鼠的体重进

行 ５２°白酒（２０ ｍＬ ／ ｋｇ）和猪油（１０ ｇ ／ ｋｇ）隔日交替

灌胃 ２０ ｄ。 此外，李沁媚等［１５］还将大鼠放入恒温恒

湿箱（３３ ～ ３５℃）、中高温高湿度（９５％ ± ３％），每
天 ６ ｈ 饲养，进一步加重大鼠湿热。 该证型通过创

造高脂高糖饮食的内热因素，再加湿热的外部因

素，使“热毒”壅滞于脾胃，制备的动物模型贴合于

临床。
该证动物模型一般表现为毛发无光，倦怠嗜

卧，精神萎靡，进食、饮水量减少，体重下降，肛温上

升，大便表现为粪质稀溏、湿粪数量和重量增多；病
理上，模型组胃溃疡指数明显高于空白组，苏木精⁃
伊红（ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色法示胃黏膜明显

溃疡征象，溃疡面较大较深，周边充血水肿明显，或
有新鲜出血，上覆黄厚苔；常用于脾胃湿热证的方

药有连朴饮、清中愈疡汤［１３］等。
１􀆰 １􀆰 ３　 胃络瘀阻证模型

造成胃部血瘀的病理因素主要有气滞和寒凝。
赵岑［１６］、吴卓霖等［１７］ 采用冷暴露结合吲哚美辛灌

胃法建立寒凝血瘀证胃溃疡模型，具体方法是：置
大鼠于冰柜－１０ ± ２℃中，并将含氧 ８􀆰 ５％的氮氧混

合气体袋放入冰柜内缓慢放气，冷冻 １ ｈ 后将大鼠

取出，随后使用吲哚美辛 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃，以制备胃

溃疡模型，如此连续处理 ５ ｄ。 寒为阴邪，主收引和

凝滞，冷暴露使阳气受损，阴寒凝滞，气血不行，血
脉停滞，形成寒凝血瘀之证。 此种造模方法操作简

便、成功率高、死亡率低、稳定性强、重复性好，值得

推广运用。
寒凝血瘀证动物模型表征为被毛无光泽、爪尾

部紫暗、耳色暗红、呼吸微弱、蜷缩少动、反应迟钝、
寒战、喜扎堆、饮水量少、小便色清、大便湿烂等；微
观指标上，模型胃黏膜血流量锐减，血液黏滞度、红
细胞压积、血沉等血液流变学指标上升［１６］；病理方

面，模型组胃溃疡指数明显高于空白组，胃黏膜可

见明显溃疡征象，溃疡面有出血或血痂，周围瘀暗

肿胀，上覆污苔；此证型可以用失笑散合丹参饮、良
附丸等进行方药反证。

１􀆰 ２　 虚证

胃溃疡虚证包括脾胃虚寒证、胃阴不足证。 脾

胃虚寒证表现为胃脘隐痛，喜温喜按，得食痛减；胃
阴不足症见胃脘痛隐隐，饥而不欲食。
１􀆰 ２􀆰 １　 脾胃虚寒证模型

饮食失节、喜食生冷、过度劳倦等均会导致脾

胃虚寒，诱发胃溃疡。 牛凤云等［１８］、刘敏等［１９］ 采用

饮食失节法建立模型，沈科书等［２０］ 使用大黄苦寒泻

下法，毕珺辉等［２１］、白敏等［２２］、范珉珏等［２３］ 综合上

述两种方法，采用了饥饱失常喂养 ＋ 大黄苦寒泻下

法。 吴青等［２４］、宋厚盼等［２５］ 在此前基础上，将大黄

换为番泻叶，加用劳倦过度法构建模型。 邱赛红

等［２６］通过灌服冰氢氧化钠和冰食醋两种方法建立

脾胃虚寒证胃溃疡模型，比较得出，食醋法造模制

备的脾胃虚寒模型更接近于中医脾胃虚寒的临床

表现，王琳［２７］、余凌英等［２８］ 便采用冰食醋法进行造

模，邵占梅等［２９］另加猪油脂灌胃，提高造模成功率。
此外，与此证型相近的脾胃气虚模型的构建，杜娟

等［３０］采用厚朴三物汤耗气破气 ＋ 饥饱失常法；孙虎

等［３１］采用耗气破气 ＋ 过食酸味法；张泓等［３２］ 使用

了大黄苦寒泻下法。 此类证型造模方法繁杂且混

乱。 例如，饮食失节法中，喂食频率和食物种类难

以统一，用于苦寒泻下的药物也各不相同，且溶液

浓度、剂量、频次等不一。 因此更统一、规范、科学、
简便的造模方法还有待进一步研究。

此类动物模型表征为毛发疏散枯槁，鼻唇、爪
趾淡白无光泽，舌质暗紫，精神萎靡，行动缓慢，畏
寒怕冻，喜扎堆，体重下降，进食及饮水量减少，肛
温降低，便溏脱肛；指标上，模型组血清胃泌素

（ｇａｓｔｒｉｎ，ＧＡＳ）降低，耐寒实验表明大鼠耐寒能力下

降；病理上，模型组胃溃疡指数明显高于空白组，胃
黏膜可见明显溃疡征象，溃疡一般较浅，范围不大，
上覆少量白苔，周围黏膜水肿色淡湿润，反光性强；
常用于脾胃虚寒证型的方药有香砂六君子汤［２１］、黄
芪建中汤［２２］、大建中汤［３３］、枳术姜参汤［２７］、附子理

中汤［１９］、芪术建中汤［２４］、温胃饮［２０］、理中丸等。
１􀆰 ２􀆰 ２　 胃阴不足证模型

胃阴不足是由于外感热邪、胃病久而不愈、情
志不舒、过食辛辣等耗伤胃阴，胃络失于濡润。 目

前在胃溃疡的研究中尚无此类病症结合模型的建

立，笔者通过查阅文献，发现胃阴不足证型常利用

温燥伤阴的食物或药物刺激而成。 陈青青等［３４］ 用

白酒和辣椒液的混合液（１ ∶１）灌胃小鼠，第 １ 天灌

４５３１
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３０％白酒与 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 的辣椒液混合液，０􀆰 ０１ ｍＬ ／ ｇ 每

天 ２ 次，此后每天白酒酒精度增加 １０％，辣椒液质量

浓度增加 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ，直至终浓度为 ６０％ 白酒和

１ ｇ ／ ｍＬ 辣椒液混合液，共造模 ３０ ｄ；方媛等［３５］ 在构

建阴虚型慢性萎缩性胃炎大鼠模型时，采用了复合

温热药、复合甲状腺激素灌胃两种方法构造胃阴虚

模型；李莉等［３６］用燥热伤阴中药草乌水煎剂予以大

鼠灌胃以造出胃热阴虚模型。
该证动物模型表征为被毛蓬松无光泽、双眼结

膜颜色加深变红、舌质暗红、鼻头出血、易激惹等，
摄食量、饮水量、体重、粪便含水率及粪便颗粒数均

显著降低，足温显著升高；微观指标显示，胃黏膜血

流量、胃液分泌量均显著降低；从病理上来看，模型

组胃溃疡指数明显高于空白组，胃黏膜可见明显溃

疡征象，溃疡面较小，多呈嫩红色；可用于胃阴不足

证的方药有益胃汤、芍药甘草汤等。
１􀆰 ３　 虚实夹杂证

胃溃疡虚实夹杂证主要指肝郁脾虚证，症见胃

脘胀满或疼痛，胁肋胀痛，腹痛泄泻，泻后痛减，常
随情志变化发作或加重。

常用造模方法有多因素复合模拟中医病因，并
联合乙酸烧灼法或配合阿司匹林灌胃法。 郑小伟

等［３７］、朱梓铭等［３８］、罗蔚等［３９］ 采用多因素复合模

拟中医病因结合乙酸法来建立大鼠模型，３ 种模拟

刺激因素为大黄泻下法：每只 ３ ｍＬ、每天 １ 次，尾关

笼法：每只 ３０ ｍｉｎ、每天 １ 次，游泳力竭法：负体重

１０％的保险丝，置深 ５０ ｃｍ、水温 ２８℃ 的水槽中游

泳，大鼠鼻尖没入水面 １０ ｓ 为准，第 １４ 天向胃部注

射 ５０％冰乙酸以制造胃溃疡。 此种方法造模，兼顾

了致肝实和致脾虚，如夹尾关笼可致肝郁，大黄泻

下、游泳力竭可致脾虚，致病刺激因素全面，造出的

模型基本符合肝郁脾虚证，但存在病机先后的问

题。 肝郁脾虚是由情志失调，气机郁结，肝失疏泄，
木不疏土，脾失健运所致，理论上应先是肝郁，后发

脾虚。 上述造模方法并未体现出病机的先后，不能

完全模拟临床上患者疾病发展过程。 王敏等［４０］ 通

过多种情志刺激 ＋ 阿司匹林灌胃法构建模型，此方

法与肝胃不和证型造模方法相似，都采用应激刺激

法造成肝郁，但此法致脾虚的刺激因素不显著，对
病势难以把控，所以此方法可控性和稳定性较差。

肝郁脾虚证动物模型主要表现为毛发枯黄，足
蹼、鼻尖、耳缘黏膜苍白，精神萎靡，反应迟钝，易激

惹，食量减少，体重下降，拉尾排便反应阳性，大便

软溏；微观指标方面，模型血清中 ＧＡＳ、５⁃ＨＴ、Ｄ⁃木
糖含量降低，去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）含

量升高［３７，４１］，血清和尿木糖排泄水平下降［４２］；病理

显示，模型组胃溃疡指数明显高于空白组，胃黏膜

可见明显溃疡征象；常用于肝郁脾虚证的方药有痛

泻要方［４０］、安胃汤［３８］等。
１􀆰 ４　 其他中医证候模型

其他证型有胃溃疡实寒证、实热证、寒热错杂

证、脾肾阳虚证等。 临床上较少出现单纯的实寒

证、实热证，其往往伴随其他的致病因素，且其缺乏

具体的辨证病位；其余证型在临床上占比较少，对
应的基础研究也较缺乏，故一并论述。 胃溃疡实寒

证和实热证模型的构建方法是寒、热刺激因素加胃

溃疡形成刺激因素，常用灌服冰水、０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧

化钠 １０ ｍＬ ／ ｋｇ，每天 １ 次复制寒证模型，灌服 ８％干

辣椒粉的 ６０％乙醇混悬液 １０ ｍＬ ／ ｋｇ，每天 ２ 次复制

热证模型［４３］。 王江等［４４］ 采用大承气汤苦寒泻下法

＋ 辣椒乙醇混合液灌胃法 ＋ 乙酸注射法构建寒热

错杂证胃溃疡模型。 孙锋等［４５］ 用灌服大黄粉悬液

＋ 乙酸烧灼法构造胃溃疡脾肾阳虚证模型。
１􀆰 ５　 从病理模型中筛选病证模型

现代医学中，制作胃溃疡模型的方法主要有幽

门结扎法、束缚水浸法、乙酸乙醇、非甾体抗炎药等

药物诱发法。 研究者用以上传统方法制作出实验

性胃溃疡动物模型，再采用已通过量化、标准化的

动物辨证法、四诊检测法，计量辨证动物寒热、气
血、阴阳程度，从病理模型中筛选出相应的病证结

合模型。 有研究者认为，幽门结扎法可致胃内气滞

而血瘀，从而建成胃络瘀阻证模型［１］；卢文丽等［４６］

对比多种胃溃疡病理模型小鼠后发现，束缚水浸法

构建模型阴阳气血损伤不显著，无明显证候偏向；
乙酸型小鼠偏于胃寒阳竭、气血亏虚；乙醇早期致

模型小鼠胃实热证明显，小鼠恢复后期出现气盛症

状；消炎痛构建出的小鼠早期气阳两虚，后期持续

性血虚；磷酸组胺小鼠模型仅在早期有胃热证的倾

向；李金铭等［４７］采用皮下注射利血平法构建出气血

阴阳俱虚证胃溃疡小鼠模型。

２　 讨论

２􀆰 １　 存在的问题

２􀆰 １􀆰 １　 中医辨证分型不够统一

目前对于胃溃疡的中医辨证分型没有一个统

一的标准。 据《消化性溃疡中医诊疗专家共识意见
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（２０１７）》 ［４８］，消化性溃疡辨证分型包括肝胃不和

证、脾胃湿热证、肝胃郁热证、胃络瘀阻证、脾胃虚

弱（寒）证、胃阴不足证，并未将肝郁脾虚型胃溃疡

放入其中，但临床上较多患者辨证属肝郁脾虚型，
也有较多学者做了此证型方面的研究；另外，实寒

证、实热证、寒热错杂证、脾肾阳虚证以及气血阴阳

俱虚等，未被归纳入分型中。 建立一个统一的分型

标准，是中医药作用机制探索的重要前提。
２􀆰 １􀆰 ２　 造模思路与造模证型局限

当前用于造模的方法以病证结合法为主，病理

造模筛选法研究较少，方法局限。 不同病理造模法

中医证候特点还不够明确，且另有多种造模方法未

被对应到“证”中，包括常用的阿司匹林法，同种药

物不同给药方式如乙酸灌胃法、涂抹法、浆膜下注

射法所造出的不同模型等；目前的研究中，可供选

择的证候模型还不够全面。 如胃络瘀阻模型，目前

仅有寒凝因素致血瘀的模型，缺少气虚、气滞等因

素的模型。 再者，虽然一些证型的实验性研究较为

成熟，但某些证型几乎没有实验性的研究，如肝胃

郁热、胃阴不足证。 有研究显示，肝胃郁热证在胃

溃疡的中医证型分布中占 ２１􀆰 ９％［４９］，因此，深入此

类型的研究有利于更好地服务临床，更有利于中医

药在此领域全面而充分地发展。
２􀆰 １􀆰 ３　 造模方法标准不一

对于同一个建模方法，不同的研究学者采用不

同的执行标准。 例如在构建肝郁模型时，研究者使

用的刺激因素各不相同，刺激方法繁多，操作复杂，
虽然很好地模拟了人类多因素致病的现实情况，但
各种造模因素之间缺少对比研究，无法为后续的研

究者提供良好的造模选择。 另外，同一实验动物，
同一药物的使用量、使用频次等却各有不同，而目

前暂无研究表明最佳药物和最佳用量，所以为提高

实验的规范化、合理性和节约实验成本等，还需要

进一步实验对比［５０］。
２􀆰 １􀆰 ４　 模型病证结合不紧密

胃溃疡中医证候模型通常采用病 ＋ 证的方式

构造，即将中医病因造模和西医病理造模直接叠加

在动物模型上，但从中医整体观理论来讲，病、证并

不是截然对立的两种状态，两者是密不可分的。 在

病证结合建模过程中，病、证施加先后顺序也不统

一，有先证后病、先病后证、病证同步 ３ 种；其次，人
类疾病的发生发展受多种因素影响，而实验制备的

动物模型与人类疾病的相似度仍有一定距离，同一

个病因可导致不同的证候，不同的病因也可能发展

为相同的证候，例如在寒凝血瘀证型中使用了冷暴

露法，动物不仅会寒凝血瘀，也可能因为寒邪外袭

而感冒；再者，中医药的诊疗需要根据病情阶段不

断辨证施治，而在动物建模过程中几乎不会考虑这

个动态的过程，实验过程中不会再次辨证。 如何将

病、证更好地在动物模型上结合、构建的动物模型

更贴近于临床，促进中医证候模型的科学合理性，
值得进一步探究。
２􀆰 １􀆰 ５　 模型评价体系不规范

在对动物模型表征以及行为学评价时，其评价

形式较为主观。 虽然近些年已有研究者对此类评

价进行了量化规范，但量化打分还是以研究者自身

的判断为主，另外中医舌脉辨证在动物模型中仍难

以实现，且人类与动物模型在证型上的表现是否一

致，有待考证；生化指标评价方面，一些证型具有特

异评价指标，如肝郁模型可检测血清中 ５⁃ＨＴ 和 ＮＥ
含量、脾虚模型可检测血清中 ＧＡＳ 和 Ｄ⁃木糖水平、
胃络瘀阻模型可观察血液流变学指标的改变，但大

部分模型缺乏特异性生化指标，且缺少一个具体的

量化标准；病理改变方面，不同证型的胃溃疡，其病

变黏膜在光镜下应呈现出特异性改变，但尚无科

学、权威的区分评价标准。
２􀆰 ２　 模型的改进建议

针对模型存在的问题，可以考虑从以下角度来

改进。
首先，研究者应尽早制定统一的胃溃疡辨证分

型，重视先前未深入探究的证型、领域。 统一辨证

分型，可从规范症状、证名、证症关系 ３ 个方面入

手［５１］；对于暂时没有的动物模型，可以参考其他相

同证型不同疾病的造模方法，如胃阴不足证型可参

考慢性萎缩性胃炎胃阴不足模型，肝胃郁热型可参

照肝郁模型加热证模型。
其次，开展更多的模型对比研究，以确定最佳

的造模方法，包括实验动物选择标准、造模因素、药
物剂量、时间周期等［６］。 例如，在动物选择方面，
Ｗｉｓｔａｒ 大鼠相比于 ＳＤ 大鼠更容易受到外界因素的

影响［５２］，故更适用于制作肝郁模型，体重偏大、体脂

偏高的中年雄性动物更易形成脾胃湿热模型［５３］，缩
短造模周期；在配比高脂高糖等饲料时，兼顾饲料

的口感、成型，可以保证造模过程更稳定、可靠地

进行［５４］。
再次，从中医角度出发，侧重中医相关概念及
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理论与证候模型的融合。 建模前，应先掌握疾病本

质及其病因病机，确定病、证施加的先后顺序，使其

符合疾病的发生与发展；中医证的形成因素多样

化，如脾胃气虚证病因有过食生冷、饥饱失常、过度

劳倦等，研究者应根据实验目的合理选择致病因

素；“辨证”是中医理论的核心，在实验过程中，应密

切关注动物情况，对动物进行多次辨证，及时调整

造模方案，以更好地模拟临床疾病发展过程。
最后，探索更客观、更全面、更规范的模型评判

指标。 中医“整体观念”和“藏象理论”提示，五脏六

腑相连相通，一脏病变则引发全身，胃溃疡病位在

胃，但也会累及肝、脾等，因此检测指标应同时关注

多个脏腑，使评价更加全面；推广“以方测证”方法

的应用，逆向判断证候模型是否成功，增加模型评

价方式广度。 “有是病便有是证”，“有是证，用是

方”，实验中可将胃溃疡病理造模法和以方测证法

联合使用。 先根据动物四诊法和辨证法基本判断

模型证候类型，再用证候对应方剂反作用于动物模

型，观察症状是否好转，判断证候类型与动物模型

贴合程度，增加从病理模型中挑选相应证候可靠

度，为筛选病证结合模型扩宽思路。
建立病证结合的中医证候模型是中医药在胃

溃疡领域现代化发展的关键，虽已有胃溃疡中医证

候动物模型为研究者提供了参考，但仍需进一步完

善。 通过对前期模型的改进，以期建立更加统一、
规范、可行的胃溃疡中医症候模型，推动胃溃疡的

研究以及中医药现代化进程的发展。
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　 　 【摘要】 　 随着老龄化社会的进程加快，神经退行性疾病发病率呈现逐年上升趋势。 斑马鱼因拥有其他模式

动物所不具备的优点，作为模式动物被广泛应用于医学和生命科学的各个研究领域。 本文就近年来斑马鱼在常见

的神经退行性疾病，如阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿舞蹈症、肌萎缩侧索硬化、脊髓性肌萎缩、遗传性痉挛性截

瘫及其他神经系统相关疾病的研究应用进行综述。
【关键词】 　 神经退行性疾病；斑马鱼；阿尔茨海默病；帕金森病；亨廷顿舞蹈症

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） １０⁃１３６１⁃０７

Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ

ＬＩＵ Ｙａｎｙｉｎｇ∗

（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｑｉｎｇｄａｏ Ｈｕａｎｇｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６４２７， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩＵ Ｙａｎｙｉｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｌｌｄｊ２００６＠ １６３．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｇｉｎｇ ｓｏｃｉｅｔｙ， ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ
ｙｅａｒ ｂｙ ｙｅａｒ． Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｉｅｌｄｓ ｏｆ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅ ｄｕｅ
ｔｏ ｉｔｓ ｍａｎｙ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｔｈａｔ ｏｔｈｅｒ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｄｏ ｎｏｔ ｈａｖｅ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ， Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ｓｐｉｎａｌ ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ， ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ ｓｐａｓｔｉｃ ｐａｒａｐｌｅｇｉａ， ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ； ｚｅｂｒａｆｉｓｈ； Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 斑马鱼（ｚｅｂｒａｆｉｓｈ， Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）是原产于印度东

部、巴基斯坦、尼泊尔等地的一种热带淡水硬骨鱼，
属于辐鳍亚纲（Ａｃｔｉｎｏｐｔｅｒｙｇｉｉ）、鲤科（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）、
短担尼鱼属（Ｄａｎｉｏ），因其体侧有类似斑马样条纹

而得名。 斑马鱼成鱼体长一般约为 ３ ～ ５ ｃｍ，寿命

约为 ２ ～ ３ 年。 １９ 世纪 ７０ 年代，美国俄勒冈大学著

名遗传学家 Ｇｅｏｒｇｅ Ｓｔｒｅｉｓｉｎｇｅｒ 研究小组对斑马鱼进

行了系统研究，为斑马鱼日后能够成为一种模式动

物奠定了基础。 后来，随着斑马鱼基因突变体筛选

成功、测序技术和相关遗传操作技术的发展，斑马

鱼以其独特的优势成为一种能够将胚胎学、遗传学

和分子生物学有机结合在一起的模式动物被用于
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神经发育、遗传学和毒理学等相关研究领域。 由于

斑马鱼的基因序列、信号传导通路与人类保持高度

相似性，被用于某些疾病模型制备及药物筛选、器
官发育与再生、生物安全等方面的研究［１－２］。 研究

表明，斑马鱼神经系统的基本解剖结构、包含的细

胞群和化学成分与人类神经系统在整体上相似且

在进化上保守［３］，已成为研究人类神经系统疾病发

病机制的理想模式动物。 本文就近年来，斑马鱼作

为模式动物用于神经退行性疾病以及与神经系统

相关疾病的研究进行综述。

图 １　 斑马鱼模型用于神经退行性疾病的研究

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ

１　 斑马鱼

斑马鱼的生物学特性及特点包括：（１）体外发

育、胚胎透明和强大的器官再生能力。 随着活体成

像技术和遗传学操作技术的发展，斑马鱼已为研究

器官发育和再生及某些疾病的发病机制和病理过

程提供了理想的操作平台。 （２）极强的繁殖能力、
成熟周期短和廉价的饲养成本等特点使斑马鱼在

用于大规模遗传筛选、化合物筛选和小分子化合物

的高通量筛选时优于小鼠等其他哺乳类动物。 （３）
与细胞培养时忽略内环境的影响不同，斑马鱼在被

用于药物筛选时能够提供活的生物有机体整体的

毒理信息，增加了获得信息的可靠性。 此外，在斑

马鱼早期胚胎中，其血脑屏障的不完整性有利于药

物进入中枢神经系统，为研究人员进行大规模药物

筛选提供了一个既经济又有效的筛选工具［４］。 总

之，与其他脊椎模式动物相比，斑马鱼的上述优势，

使其成为研究疾病发病机制的可靠动物模型，在人

类某些疾病尤其是神经退行性疾病的发病机制等

研究中经常应用。

２　 斑马鱼与神经退行性疾病

中枢神经系统常见的神经退行性疾病主要有

阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿舞蹈症等。 此外，
由运动神经元损伤导致的运动系统疾病包括脊髓

性肌萎缩、遗传性痉挛性截瘫和肌萎缩性侧索硬化

症等患者最终也发生神经退行性病变。 神经退行

性疾病的发病机制至今不明。 为了明确此类疾病

的发病机制，研究者以不同类型的模式动物开展了

大量研究。 斑马鱼因具有上述不同于其他模式动

物的特点，在神经退行性疾病模型的选择上，备受

研究者青睐。 已被广泛用于阿尔茨海默病等多种

常见的神经退行性疾病的研究（图 １）。
２􀆰 １　 阿尔茨海默病

阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一

种起病隐匿、进行性发展的神经系统退行性疾

病［５］。 在疾病早期，患者仅表现为老年性健忘，随
着病情的进展，患者逐渐出现认知能力损害、人格

与性情改变等精神症状，最终死亡。 尽管 ＡＤ 的发

病机制不明确，但是，现已证明 ＡＤ 的发病与某些蛋

白编码基因的改变密切相关［６］。 这些蛋白包括淀

粉样前体蛋白（ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ），早
老素 １（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ １，ＰＳＥＮ１）、早老素 ２（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ ２，
ＰＳＥＮ２）、Ｔａｕ 蛋白和载脂蛋白 Ｅ（ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ，
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ＡｐｏＥ）等。
迄今为止，不同的实验室用斑马鱼模式动物开

展了上述与 ＡＤ 发病密切相关基因的研究，并取得

了一些研究成果。 在斑马鱼体内存在 ａｐｐａ 和 ａｐｐｂ
两种基因。 Ａｐｐａ 基因突变的斑马鱼表现为朊病毒

依赖的惊厥反应性增强［７］。 Ａｐｐａ 和 ａｐｐｂ 的基因敲

除导致反常的室管膜纤毛和小脑室的形成［８］。 通

过原位杂交证明两种淀粉样蛋白前体蛋白分别与

不同的神经细胞外黏附分子结合，为脊椎动物感觉

回路的形成奠定了基础［９］。 此外，纳米药物在斑马

鱼体内对 Ａβ 毒性抑制作用的发现，为 ＡＤ 的治疗提

供了新思路［１０］。 近期研究证明，在含有高度磷酸化

Ｔａｕ 蛋白的斑马鱼模型中，Ｓｕｒｆｅｎ 和 ｏｘａｌｙｌ ｓｕｒｆｅｎ 可

以降低 Ｔａｕ 的磷酸化和减少神经元的丢失［１１］。 另

外，利用斑马鱼模型探讨药物通过血脑屏障通透性

及对 Ｔａｕ 蛋白聚集影响的研究，对 ＡＤ 治疗药物的

靶向传递和提高疗效具有意义［１２］。 最近， Ｋｉｐｅｒ
等［１３］对利用斑马鱼基因模型研究 ＡＤ 的病理进展

进行了详细归纳和总结。
在斑马鱼体内，ｐｓｅｎ１ 突变对机体的影响与年龄

相关。 例如，在年龄为 ７ ｄ 的斑马鱼，ｐｓｅｎ１ 基因突

变可影响机体内的氧化磷酸化、细胞外基质和铁离

子稳态等［１４］；而在成年斑马鱼（年龄：６ ～ ２４ 月）
ｐｓｅｎ１ 基因突变虽然改变了斑马鱼对低氧的反

应［１５］，但是其脑血管结构并未发生变化［１６］。 Ｐｓｅｎ２
是斑马鱼体内的另外一种 ｐｓｅｎ 基因。 据报道，在正

常的成年斑马鱼中，ｐｓｅｎ２ 基因是黑色素性皮肤色素

沉着所必需的［１７］。 Ｐｓｅｎ２ 基因敲除的斑马鱼幼鱼表

现为对刺激的过度运动反应和自噬作用的增强［１８］。
将人类 ＰＳＥＮ２ 基因（Ｋ１１５ｆｓ）表达在斑马鱼体内，斑
马鱼的大脑则快速衰老 ［１９］。

斑马鱼除了作为上述基因模式动物研究 ＡＤ 的

发病机制，也被用于研究其他因素对 ＡＤ 发病的影

响。 例如，以冈田酸（ｏｋａｄａｉｃ ａｃｉｄ）诱导的 ＡＤ 斑马

鱼模型发现了镧硫烯酮亚胺⁃５⁃乙酯 （ ｌａｎｔｈｉｏｎｉｎｅ
ｋｅｔｉｍｉｎｅ⁃５⁃ｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ）的神经保护作用［２０］。 上述研

究从不同的角度对 ＡＤ 的发病机制进行了探讨，证
明了斑马鱼用于 ＡＤ 研究的可靠性和可行性。
２􀆰 ２　 帕金森病

帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种常见

的进行性发展的神经系统退行性疾病。 ＰＤ 的发生

是由于中脑黑质⁃纹状体多巴胺能神经元通路的破

坏，引起多巴胺能神经元的大量死亡，导致多巴胺

的合成和分泌减少所致。 现已证明与 ＰＤ 的发生密

切相关的基因包括 ＳＮＣＡ（α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ）、ＤＪ⁃１、ＰＲＫＮ
（ｐａｒｋｉｎ）、ＰＩＮＫ１（ＰＴＥＮ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｎａｓｅ １）和 ＬＲＲＫ２
（ｌｅｕｃｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｋｉｎａｓｅ ２） ［２１］ 等。 据报道，在胚

胎期，将突变 Ａ３０Ｐ 或 Ａ５３Ｔ 的 α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｍＲＮＡ 注

射入斑马鱼体内能够导致幼鱼体内嗅觉纤毛的数

量减少和长度缩短［２２］。 某些基因敲除或缺失导致

斑马鱼出现一些类似 ＰＤ 的病理改变。 Ｐｉｎｋ１ 基因

敲除阻碍了多巴胺能神经元的再生［２３］；敲除 ｐａｒｋ７
（ｄｊ⁃１）基因影响氧化磷酸化过程尤其是对脑转录组

中铁反应元件（ ｉｒｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ，ＩＲＥ）基因表

达的影响，引起线粒体功能失常［２４］；缺失 ｐａｒｋｉｎ 基

因引起线粒体功能障碍和多巴胺能神经元丢失［２５］

等。 关于 ｌｒｒｋ２ 基因的作用，至今备受争议。 有报道

称 ｌｒｒｋ２ 基因敲除导致斑马鱼胚胎发育畸形，酪氨酸

羟化酶阳性神经元数目的减少［２６］。 后来， Ｒｅｎ
等［２７］在相同的实验条件下，未能重复出此实验结

果。 因此，关于 ｌｒｒｋ２ 在斑马鱼中的作用需要进一步

研究与探讨。
ＰＤ 的发生除了和上述基因因素有关，与环境

因素也密切相关［２８］。 这些因素包括 １⁃甲基⁃４⁃苯基⁃
１，２， ３， ６⁃四氢吡啶 （ １⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃ｐｈｅｎｙｌ⁃１， ２， ３， ６⁃
ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ， ＭＰＴＰ ）、 ６⁃羟 基 多 巴 胺 （ ６⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ，６⁃ＯＨＤＡ）、鱼藤酮（ｒｏｔｅｎｏｎｅ）、百草

枯（ｐａｒａｑｕａｔ） 和其他重金属离子如铁和锌等。 近

期，利用 ＭＰＴＰ 诱导的斑马鱼 ＰＤ 模型，研究者们分

别探讨了银杏内酯 Ｂ（Ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅ Ｂ） ［２９］ 和前花青素

（ｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ） ［３０］的作用；以 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的斑马鱼

ＰＤ 模型，不同的实验室分别研究了酪氨酸磷酸酶

１Ｂ［３１］和岩藻黄素的作用［３２］；以鱼藤酮诱导的斑马

鱼 ＰＤ 模型被用于探究益生菌的作用［３３］；以百草枯

制备的斑马鱼 ＰＤ 模型则被用于研究了黏附分子 Ｌ１
激动剂模拟物的作用［３４］ 等。 近期的一篇综述对各

种神经毒素分别诱导斑马鱼胚胎或幼鱼成为 ＰＤ 模

型的神经行为功能进行了系统分析和比较，这将对

研究者如何选择合适的神经毒素诱导理想的 ＰＤ 模

型提供借鉴和参考［３５］。 上述这些研究证明，环境毒

素作用于斑马鱼可以成功地模拟出 ＰＤ 的某些临床

症状和 ／或病理学特征，为进一步明确 ＰＤ 的发病机

制开辟了一条新途径。
２􀆰 ３　 亨廷顿舞蹈症

亨廷顿舞蹈症（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）是一

种常染色体显性遗传性疾病，大多数患者的临床症
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状主要表现为进行性运动异常，不自主的舞蹈样动

作，伴随智力的衰退和精神症状，最终患者活动能

力完全丧失直至死亡。 亨廷顿舞蹈病基因同源染

色体的成功克隆，使明确该疾病的病理生理学成为

可能。 遗传学检查表明，患者位于第 ４ 号染色体上

的亨廷顿（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ，ＨＴＴ）基因有不稳定且数目大

于 ４２ 的 ＣＡＧ 重复序列。 因为斑马鱼对亨廷顿舞蹈

症基因同源物缺失的反应不同于小鼠［３６］，所以更适

合用于 ＨＤ 发病机制的研究。 以往研究证明，在发

育期的 ｈｔｔ 基因缺陷将导致斑马鱼形态学异常和中

枢神经系统坏死［３７－３８］。 最近研究显示，ｈｔｔ 在斑马

鱼胚胎发育的早期可有可无，而在斑马鱼后期的发

育中发挥重要作用［３９］。 斑马鱼模型的应用，为明确

ＨＤ 的发病机制和有效防治 ＨＤ 的发生及降低该病

的发病率带来希望。

表 １　 斑马鱼模型用于其他神经系统相关疾病的研究

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ
疾病

Ｄｉｓｅａｓｅ
斑马鱼模型

Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌｓ
主要效应 ／ 变化

Ｍａｊｏｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ／ ｃｈａｎｇｅｓ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

结节性硬化症
Ｔｕｂｅｒｏｕｓ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ｃｏｍｐｌｅｘ（ＴＳＣ）

野生型和 Ｔｓｃ２－ ／ －

Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ （ＷＴ） ａｎｄ Ｔｓｃ２－ ／ －

在结节性硬化症，致病转录因子 ＳＰＩ１ ／ ＰＵ．１ 上调
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＳＰＩ１ ／
ＰＵ．１ ｉｎ ＴＳＣ

［５２］

视网膜疾病
Ｒｅｔｉｎａ ｄｉｓｅａｓｅ

野生 型， 转 基 因 （ ｖｓｘ１： Ｇａｌ４ ） ｑ２６ 和 转 基 因
（１４ｘＵＡＳ：ｍｅｍＴａｇＲＦＰ⁃Ｔ）
ＷＴ， Ｔｇ （ ｖｓｘ１： Ｇａｌ４ ） ｑ２６ ） ａｎｄ Ｔｇ （ １４ｘＵＡＳ：
ｍｅｍＴａｇＲＦＰ⁃Ｔ）

神经再生和分化
Ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

［５３］

多发性硬化
Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ

野生型和 ｍｙｄ８８－ ／ －

ＷＴ ａｎｄ ｍｙｄ８８－ ／ －
髓鞘和轴突损伤
Ｍｙｅｌｉｎ ａｎｄ ａｘｏｎａｌ ｄａｍａｇｅ

［５４］

胎儿运动障碍
Ｆｅｔａｌ ａｋｉｎｅｓｉａ

野生型和 Ｎｕｐ８８ｓａ２２０６

ＷＴ ａｎｄ Ｎｕｐ８８ｓａ２２０６

运动行为和功能表型的变化
Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

［５５］

脊髓小脑性共济失调
Ｓｐｉｎｏｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ ａｔａｘｉａ

ＴＬＮ 系 和 ＴＬＮ 转 基 因 （ ｌａ１１８Ｔｇ： Ｔｇ （ ａｌｄｏｃａ：
ｇａｐ４３⁃Ｖｅｎｕｓ））
ＴＬＮ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ＴＬＮ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅ （ ｌａ１１８Ｔｇ：Ｔｇ
（ａｌｄｏｃａ：ｇａｐ４３⁃Ｖｅｎｕｓ））

发育中的浦肯野细胞
Ｐｕｒｋｉｎｊｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

［５６］

遗传性失明
Ｉｎｈｅｒｉｔｅｄ ｂｌｉｎｄｎｅｓｓ

失明幼鱼和对照
Ｄｙｅ ｌａｒｖａｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌｓ

视觉 功 能 和 视 网 膜 形 态 Ｖｉｓｕａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｔｉｎａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

［５７］

沃尔弗拉姆综合征
Ｗｏｌｆｒａｍ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

野生型、ｗｆｓ１ａ－ ／ －和 ｗｆｓ１ｂ－ ／ －

ＷＴ， ｗｆｓ１ａ－ ／ － ａｎｄ ｗｆｓ１ｂ－ ／ －

视觉功能障碍和神经元发育迟缓
Ｖｉｓｕａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｌａｙｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

［５８］

腓骨肌萎缩症
Ｃｈａｒｃｏｔ⁃Ｍａｒｉｅ⁃Ｔｏｏｔｈ

ｄｉｓｅａｓｅ

转基因（ｎｇｎ１：ＧＦＰ）、转基因（ｍｎｘ１：ｍＣｈｅｒｒｙ）
Ｔｇ （ｎｇｎ１：ＧＦＰ）， Ｔｇ （ｍｎｘ１：ｍＣｈｅｒｒｙ）

发育中斑马鱼的运动神经元和感觉神经元
Ｍｏｔｏｒ ａｎｄ ｓｅｎｓｏｒｙ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

［５９］

骨质疏松症
Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ

野生型 ＡＢ⁃系、转基因（ ｓｐ７：ＥＧＦＰ）
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ＡＢ⁃ｓｔｒａｉｎ， Ｔｇ （ ｓｐ７：ＥＧＦＰ）

骨损伤
Ｂｏｎｅ ｄａｍａｇｅ

［６０］

肥胖症
Ｏｂｅｓｉｔｙ

野生型 ＡＢ⁃系
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ＡＢ⁃ｓｔｒａｉｎ

内脏脂肪组织、血浆甘油三酯和总胆固醇
Ｖｉｓｃｅｒａｌ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ， ｐｌａｓｍａ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ ａｎｄ
ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

［６１］

２􀆰 ４　 肌萎缩性侧索硬化症

肌 萎 缩 性 侧 索 硬 化 症 （ ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ

ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）是一个发生在脊髓、脑干和运动皮层

的运动神经元选择性丢失和颅脑神经核及脊髓前

角运动神经元受损的渐进性神经退行性疾病。 患

者主要表现为肌肉进行性萎缩，肌张力减退和混合

性瘫痪，晚期可能出现吞咽困难，最终因呼吸衰竭

而死亡。 家族遗传性 ＡＬＳ 与超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ） 基因 ＳＯＤ１ 的突变有

关［４０］。 近期研究表明，一种合成的 ＳＯＤ ／过氧化氢

酶模拟化合物可以将 ＳＯＤ１Ｇ９３Ｒ 突变斑马鱼 ＡＬＳ
模型的运动能力提高 ３０％［４１］。 除了 ＳＯＤ１ 基因，其
他基 因 如 ＦＵＳ （ ｆｕｓｅｄ ｉｎ ｓａｒｃｏｍａ ）、 ＴＡＲＤＢＰ 和

Ｃ９ｏｒｆ７２ 等也与 ＡＬＳ 的发病有关。 据报道，斑马鱼

ｆｕｓ 基因突变模型已经成功构建［４２］。 斑马鱼体内

ｔａｒｄｂｐ 编码的 ＴＤＰ⁃４３ 寡聚体的形成加速了 ＡＬＳ 的

病理进程［４３］。 最近，通过综合遗传分析 ＡＬＳ 遗传的

可能性，研究者提供了核孔缺陷与 ＡＬＳ 联系起来的

遗传证据，确定神经元剪接的改变在 ＡＬＳ 的重要
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性［４４］。 关于 Ｃ９ｏｒｆ７２ 基因与 ＡＬＳ 之间关系的研究，
Ｆｏｒｔｉｅｒ 等［４５］对 ｃ９ｏｒｆ７２ 相关 ＡＬＳ 病理学的斑马鱼模

型进行了概括总结，讨论了在理解疾病的发病机制

方面的价值以及在药物研发中的潜在用途。
２􀆰 ５　 脊髓性肌萎缩

脊髓性肌萎缩（ｓｐｉｎａｌ ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）是
一种常染色体隐性遗传的神经退行性疾病。 患者

的临床表现为进行性对称性以肢体近端为主的广

泛性弛缓性麻痹和肌肉萎缩，但其智力发育及感觉

均正常。 研究证明，ＳＭＡ 的发病机制与维持运动神

经元存活的蛋白（ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎ，ＳＭＮ）水平

下降有关。 与人类拥有 ＳＭＮ１ 和 ＳＭＮ２ 两个基因不

同，斑马鱼只有一个 ｓｍｎ 基因。 Ｂｏｙｄ 等［４６］ 报道了

在斑马鱼 ＳＭＡ 模型中，体内生物能量状态调控运动

神经元的敏感性和疾病病理进程。 斑马鱼 ＳＭＡ 模

型经荧光相关光谱学分析显示其运动神经元轴突

中并不存在 ＳＭＮ 的主动转运［４７］。 在斑马鱼中，
ｅｘｏｓｃ９ 基因的改变可以表现出人类脊髓性肌萎缩病

的一些特征，影响 ＲＮＡ 外泌体，导致大脑半球萎

缩［４８］。 上述研究表明，斑马鱼 ＳＭＡ 模型的成功建

立，为明确该病的发病机制，进行有效的预防和治

疗提供了新思路。
２􀆰 ６　 遗传性痉挛性截瘫

遗 传 性 痉 挛 性 截 瘫 （ ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ ｓｐａｓｔｉｃ
ｐａｒａｐｌｅｇｉａ，ＨＳＰ）是一种比较少见的家族遗传性疾

病，以常染色体显性遗传多见。 其病理改变主要是

胸段脊髓双侧皮质脊髓束的轴索变性和 ／或脱髓鞘

导致的进行性神经系统退行性疾病。 Ｗｏｏｄ 等［４９］ 对

容易引起 ＨＳＰ 的第 ４ 个基因座 ＳＰＧ４ 突变和该基因

表达产物微管切割蛋白（ｓｐａｓｔｉｎ）的研究证明了对斑

马鱼的 ｓｐｇ４ 基因敲除会导致明显的运动神经元的

突触障碍和其他类型神经元连接性下降及广泛的

中枢神经细胞凋亡。 这些研究成果有助于明确

ＨＳＰ 的发病机制。 ＲＥＥＰ１ 是与 ＨＳＰ 发病相关的另

一基因。 在斑马鱼幼鱼中，ｒｅｅｐ１ 基因敲除导致运动

神经元轴突生长缓慢，运动障碍、线粒体功能失常

和氧化应激［５０］。 Ｎａｅｆ 等［５１］ 对斑马鱼模型在 ＨＳＰ
研究中的应用进行了概述。
２􀆰 ７　 斑马鱼模型在其他神经系统相关疾病研究中

的应用

斑马鱼除了用于上述常见神经退行性疾病的研

究，还用于其他与神经系统相关疾病的研究［５２－６１］。
这些研究进一步证明，斑马鱼是一种广泛被认可的模

式动物，助力医学发展与进步（见表 １）。

３　 结语

斑马鱼模式动物本身也存在不足和应用局限

性，如缺乏人类某些重要组织器官，给药途径受限

制，国际尚无斑马鱼行为学检测和分析判断的统一

标准，检测斑马鱼的抗体制备繁琐且数量较少等，
但是此种模式动物的建立为人类明确某些疾病，尤
其是神经退行性疾病的发病机制提供了新选择和

新途径。 斑马鱼不但已经成为研究神经退行性疾

病发病机制的一种理想的模式动物，而且在昼夜节

律和学习记忆等复杂行为学研究和现代分子遗传

机制研究中，也初步成为一种具有潜在应用价值的

动物模型。 未来，随着新研究技术手段的不断发现

和研究策略的改进与完善，斑马鱼这一模式动物的

应用将成为早日明确人类神经退行性疾病的发病

机制，开发和评价治疗药物的技术工具。
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　 　 【摘要】 　 支气管肺泡灌洗术是研究呼吸系统疾病的一项重要技术，已经在疾病研究中得到广泛运用。 目

前，临床患者的支气管肺泡灌洗操作流程已经逐步规范化，而小鼠作为研究肺部疾病重要的模型动物之一，尚缺乏

针对小鼠的支气管肺泡灌洗液标准采集和检测流程，不规范的流程会导致该技术在研究中的推广和应用受阻，同
时也会影响实验结果的准确性和可靠性。 本文对国内外研究中小鼠支气管肺泡灌洗方法进行了系统总结，以期为

今后运用并建立规范的灌洗流程提供参考和指导。
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　 　 支气管肺泡灌洗术 （ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ，
ＢＡＬ）在呼吸系统疾病中发挥着重要作用。 医务人

员可以借助这项技术了解患者肺部的炎症水平、细
胞类型等信息，以便更准确地对呼吸系统疾病进行

诊断和治疗［１］。 同时，这项技术也可以用于评估药

物的疗效［２］、探索疾病的发病机制等［３］，为呼吸系

统疾病的治疗提供更好地指导。 目前，已有多项指

南提出了临床患者支气管肺泡灌洗标准操作方

法［４－５］，还包括支气管肺泡灌洗液的规范化检测流

程等，这为临床操作提供了有益指导。
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小鼠作为肺部疾病研究常用的模型动物，被广

泛运用于肺部感染［６］、肺纤维化［７］、哮喘［８］ 等疾病

的研究中。 由于缺乏统一的小鼠支气管肺泡灌洗

标准流程，研究者在实验小鼠支气管肺泡灌洗液的

取样和检测方法上存在较大差别，不同的取样和处

理方法可能会对后续的检测结果产生影响，这不仅

限制了支气管肺泡灌洗术在领域内的推广和应用，
还可能导致实验结果间缺乏可比性及可重复性。
因此，建立一套规范并易于推广的支气管肺泡灌洗

流程就显得尤为重要。 本文系统地总结了国内外

研究中小鼠支气管肺泡灌洗的操作方法，以期能为

研究者运用并建立规范的小鼠支气管肺泡灌洗流

程提供参考和指导。

１　 麻醉

为了获得一份高质量的小鼠支气管肺泡灌洗

液，研究者通常需要对实验小鼠进行适当的麻醉。
常用的全身性麻醉药物从给药途径上大致分为两

类：注射类麻醉药和吸入性麻醉药。 注射类麻醉药

物主要包括戊巴比妥钠、三溴乙醇、氯胺酮及甲苯

噻嗪等，而吸入性麻醉药主要包括异氟烷、七氟烷

等［９］。 小鼠常用的麻醉剂及其剂量、特点等相关信

息汇总见表 １。

表 １　 小鼠常用麻醉剂汇总

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｍｏｎ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｆｏｒ ｍｉｃｅ
麻醉途径

Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ
名称
Ｎａｍｅ

常用剂量
Ｕｓｕａｌ ｄｏｓｅ

特点
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

注射麻醉
Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ

氯胺酮、甲苯噻嗪
Ｋｅｔａｍｉｎｅ，ｘｙｌａｚｉｎｅ

氯胺酮 ８０ ～ １００ ｍｇ ／ ｋｇ、
甲苯噻嗪 ５ ～ １０ ｍｇ ／ ｋｇ
Ｋｅｔａｍｉｎｅ ８０ ～ １００ ｍｇ ／ ｋｇ，
Ｘｙｌａｚｉｎｅ ５ ～ １０ ｍｇ ／ ｋｇ

常用的注射麻醉组合，可实现有效镇痛等作用。 对小鼠肺
泡灌洗液中总细胞或总蛋白水平影响较小。
Ｋｅｔａｍｉｎｅ ／ ｘｙｌａｚｉｎｅ ｉｓ ａ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃ
ｄｒｕｇ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔｈａｔ ｃａｎ ａｃｈｉｅｖｅ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｎａｌｇｅｓｉａ ｅｆｆｅｃｔ．
Ｉｔ ｈａｓ ｌｉｔｔｌｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｃｅｌｌ ｏｒ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ｍｉｃｅ．

［９－１０］

注射麻醉
Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ

戊巴比妥钠
Ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ ３０ ～ ５０ ｍｇ ／ ｋｇ

麻醉起效快且维持时间较长。 但可能引起动物的血压下
降及呼吸抑制。
Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｈａｓ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ
ｒａｐｉｄ ｏｎｓｅｔ ａｎｄ ａ ｌｏｎｇ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ， ｉｔ
ｍａｙ ｃａｕｓｅ ａ ｄｒｏｐ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ．

［９］

注射麻醉
Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ

三溴乙醇
Ｔｒｉｂｒｏｍｏｅｔｈａｎｏｌ ２４０ ｍｇ ／ ｋｇ

麻醉时间短、起效快。 对动物的呼吸和心脏功能均有抑制
作用且容易引起注射部位的炎症。
Ｔｒｉｂｒｏｍｏｅｔｈａｎｏｌ ｈａｓ ａ ｓｈｏｒｔ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｏｎｓｅｔ ｏｆ
ａｃｔｉｏｎ， ｂｕｔ ｉｔ ｈａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｒｄｉａｃ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｓ ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｃａｕｓｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｓｉｔｅ．

［９］

吸入麻醉
Ｉｎｈａｌａｎｔ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ

异氟烷
Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ

诱导麻醉使用 ２％ ～ ３％浓
度，维持使用 １􀆰 ５％ ～ ２％
浓度
Ｉｎｄｕｃｅ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ： ２％ ～
３％， Ｍａｉｎｔａｉｎ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ：
１􀆰 ５％ ～ ２％

可以快速诱导和恢复，并且能精确控制和调整麻醉水平。
可能导致小鼠肺泡灌洗液中总细胞计数升高。
Ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｑｕｉｃｋｌｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｓ
ｒａｐｉｄ， ａｎｄ ｃａｎ ａｌｓｏ ｐｒｅｃｉｓｅｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ａｄｊｕｓｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ． Ｉｔ ｍａｙ ｃａｕｓｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｔｏｔａｌ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｓ ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ
ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ ｉｎ ｍｉｃｅ．

［９－１０］

　 　 由于支气管肺泡灌洗会对小鼠造成较大的损

伤，并且为了确保插管被正确放置在气管内，多数

研究者选择将实验小鼠安乐死后再进行解剖和灌

洗。 戊巴比妥钠是最常见的安乐死制剂。 在使用

戊巴比妥钠对小鼠进行安乐死时，联合使用局部麻

醉药和抗惊厥药以帮助动物缓解疼痛是有必要的。
同时，为了确保小鼠气管及肺部的完整并顺利完成

后续的灌洗操作，一般不采用颈椎脱臼法和断头法

处理小鼠。
对非临终小鼠进行支气管肺泡灌洗存在以下

困难和挑战：（１）尽管灌洗方法在不断改进，但灌洗

液总会残留一部分在肺内，导致小鼠出现急性肺损

伤等并发症［１１］；（２）研究者需要谨慎选择麻醉药

物，应尽可能选择对小鼠呼吸、循环系统影响较小

的药物，此外，对实验小鼠进行多次支气管肺泡灌

洗时，研究者还应当注意麻醉剂可能会影响肺泡灌

洗液中细胞总数或总蛋白水平［１１］；（３）在手术操作

和术后恢复过程中，研究者都需要注意对小鼠进行

保温及生命体征监测，以确保其存活。

２　 灌洗方式

小鼠支气管肺泡灌洗常用的操作方式包括在

体灌洗和离体灌洗。 离体灌洗是将动物支气管及
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肺部完整解剖分离后在体外进行灌洗，其优点是灌

洗回收率相对较高，但可能会对灌洗液中的细胞活

性产生影响。 此外，离体灌洗的解剖过程耗时较

长，要求研究者具有丰富的解剖经验，在过程中还

需要注意避免手术器械刺伤肺叶等情况。
在体灌洗是多数研究者选用的灌洗方式，根据

操作方式不同又可进一步分为气管切开灌洗和气

管插管灌洗。 气管切开灌洗是目前的主流灌洗方

式［１２－１３］，主要包括麻醉小鼠、暴露小鼠气管并半剪

开、导管插入气管后尼龙绳固定、灌洗等步骤。
Ｌｕｃｋｏｗ 等［１４］提出，气管切开灌洗操作步骤复杂、耗
时较长，操作者在实验前需要经过大量培训；而经

口气管插管只需要使用导管从口咽插入气管即可

开始灌洗，相对气管切开更为简便、花费时间较短，
并且经口气管插管获得的灌洗液中细胞数量更多。
值得注意的是，经口气管插管虽然较气管切开相对

简便，但经口气管插管仍需要暴露小鼠肺部及气

管，以确保插管正确进入并保持在合适的位置，并
且小鼠气管插管存在一定难度，反复插管失败可能

会导致小鼠咽喉部出现伤口，血液混入灌洗液中造

成污染。 在体灌洗的两种方法都有各自的优缺点，
研究者可以结合自身操作经验并进行预实验以确

定操作方式。 最后，不论选择哪种方法，研究者都

应仔细操作，避免破坏小鼠气管及肺部的完整性，
导致灌洗液漏出或污染。

３　 灌洗装置

目前，商业化的小鼠支气管肺泡灌洗装置尚未

普及，研究者在进行实验时往往需要自行组装实验

所需的操作设备，这些设备虽然更贴合实验者的个

人习惯，但存在一定的缺陷。 研究者组装所用的部

分装置或工具，可能在其他国家或地区难以购买

到，这会导致部分经过改良的灌洗装置难以在其他

国家或地区推广和应用。 因此，实验者在组装和改

进灌洗装置时，应考虑到设备在其他国家或地区是

否可获得并且易于组装。
灌洗设备主要依据实验者采用气管切开还是

气管插管灌洗而组装，下面将分别论述不同灌洗方

式所采用的基本装置组成。
气管切开灌洗：气管切开灌洗所用装置主要包

括注液部分（注射器）、插管部分（针头和套管）、固
定部分（尼龙绳）。 注液部分由注射器构成，小鼠肺

泡灌洗通常选择 １ ｍＬ 注射器。 插管部分由针头和

套管组成，套管较柔软，单独使用不能很好地进入

小鼠气管；注射器针头尖锐，单独使用可能会损伤

气管，并且也不能很好地堵塞气管。 因此需要在注

射器针头上套入一段硅胶软管，这样既可以避免针

头戳伤气管，也能起到防止灌洗液漏出的作用。 这

种方法的弊端是套入的硅胶软管需要研究者自行

裁剪，而且软管口径与针头口径存在差别，可能导

致针头与软管之间难以固定。 张效云等［１５］ 将静脉

滞留针用于气管灌洗，成功回收 ８９％以上的肺泡灌

洗液。 此外，Ｓｕｎ 等［１３］成功使用 ２２Ｇ 静脉穿刺针用

于支气管肺泡灌洗。 静脉留置针在临床中广泛使

用，商业化产品丰富，可选用 ２２Ｇ 或 ２４Ｇ 型号的留

置针进行支气管肺泡灌洗。 静脉留置针与穿刺针

都是使用具有一定硬度的针芯引导软管进入气管，
可酌情选用。

气管插管灌洗：气管插管灌洗所用装置主要包

括注液部分（注射器）、插管部分（插管针）。 注液部

分同样选用 １ ｍＬ 注射器，而插管针则可使用小鼠直

头灌胃针或直型橄榄尖插管［１４］。 气管插管法虽然

没有使用尼龙绳固定，但插管的钝端可堵住小鼠声

门部，防止灌洗液倒流。
气管切开法适用于对临终小鼠进行支气管肺

泡灌洗，而气管插管灌洗虽然也需要暴露气管部

分，但完整地保留了小鼠气管，因此更适合于非临

终小鼠的支气管肺泡灌洗。

４　 灌洗液

一份高质量的灌洗液可以提高后续结果的准

确性及可靠性，而灌洗液的种类、保存方法和处理

方式等条件则是影响灌洗液质量的重要因素。
灌洗液通常为中性、等渗的液体，常用的灌洗

液包括生理盐水、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）以及平衡盐

溶液，其中生理盐水和磷酸盐缓冲液因为其生理特

性更受国内外研究者喜爱［１６－１７］。 对于灌洗液的温

度设置，研究者们通常将灌洗液预冷后使用［１８］，但
并没有解释其原因。 一般而言，以细胞收集、培养

为目的的研究，可以将灌洗液保持在 ３７℃左右，这
样做可能减少灌洗过程中对组织和细胞的刺激，如
小鼠肺泡巨噬细胞的分离和培养，研究者多选择将

灌洗液加热后使用［１９－２０］。 另外值得参考的是，３７℃
预热的生理盐水在临床支气管肺泡灌洗中更为常

用［５］；如果研究目的是对灌洗液中的细胞进行计

数、分类以及检测上清中炎症因子，那么将灌洗液
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预冷并将其低温保存则是更好的选择。 因此，灌洗

液的选择及温度控制需要依据实验目的进行选取

和设定。 相比于不含添加剂的生理盐水或者 ＰＢＳ，
复合型灌洗液通常具有提高酶和细胞活力等优势。
常用的添加剂包括胎牛血清（ＦＢＳ） ［２１］、乙二胺四乙

酸（ＥＤＴＡ） ［１９］ 等，胎牛血清可以提高灌洗液中细胞

的活性，而 ＥＤＴＡ 可以螯合钙、镁等金属离子，加速

细胞的脱离，便于灌洗时尽可能多地采集到肺内的

细胞。 研究表明，复合 ＰＢＳ 灌洗液（３７℃，２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ 和 ０􀆰 ５％ ＦＢＳ）在灌洗中能收获更多数量的细

胞［１９］。 此外，如果灌洗液中含有较多红细胞，可以

加入红细胞裂解液以降低红细胞对后续结果的影

响。 总的来说，根据实验目的来选择合适的添加剂

将有助于获得更高质量的灌洗液，提高检测结果的

准确性。

表 ２　 支气管肺泡灌洗参数汇总

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
小鼠
Ｍｏｕｓｅ

灌洗液
Ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ

灌洗部位
Ｌａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ

灌洗次数
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

离心参数
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ＰＢＳ（预冷，０􀆰 ４ ｍＬ）
ＰＢＳ （ｐｒｅ⁃ｃｏｏｌｅｄ， ０􀆰 ４ ｍＬ）

左肺
Ｌｅｆｔ ｌｕｎｇ ３ ４℃，３５０ ｇ，５ ｍｉｎ ［１７］

Ｂａｌｂ ／ ｃ 生理盐水（常温，０􀆰 ８ ｍＬ）
Ｓａｌｉｎｅ （ｎｏｒｍａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ０􀆰 ８ ｍＬ）

左肺
Ｌｅｆｔ ｌｕｎｇ ３ ４℃，１２００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ ［２３］

Ｂａｌｂ ／ ｃ 生理盐水（预冷，１􀆰 ０ ｍＬ）
Ｓａｌｉｎｅ （ｐｒｅ⁃ｃｏｏｌｅｄ， １􀆰 ０ ｍＬ）

右肺
Ｒｉｇｈｔ ｌｕｎｇ ３ ４℃，１５００ ｇ，１０ ｍｉｎ ［２４］

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ＰＢＳ（０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ，预冷，０􀆰 ５ ｍＬ）
ＰＢＳ （０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ， ｐｒｅ⁃ｃｏｏｌｅｄ， ０􀆰 ５ ｍＬ）

双肺
Ｗｈｏｌｅ ｌｕｎｇ ５ ４℃，２００ ｇ，５ ｍｉｎ ［２５］

Ｂａｌｂ ／ ｃ ＰＢＳ（预冷，０􀆰 ５ ｍＬ）
ＰＢＳ （ｐｒｅ⁃ｃｏｏｌｅｄ， ０􀆰 ５ ｍＬ）

左肺
Ｌｅｆｔ ｌｕｎｇ ３ ４℃，１０００ ｇ，１５ ｍｉｎ ［２６］

Ｂａｌｂ ／ ｃ 生理盐水（预冷，０􀆰 ８ ｍＬ）
Ｓａｌｉｎｅ （ｐｒｅ⁃ｃｏｏｌｅｄ， ０􀆰 ８ ｍＬ）

左肺
Ｌｅｆｔ ｌｕｎｇ ５ ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ ［２７］

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ ＰＢＳ（预冷，０􀆰 ５ ｍＬ）
ＰＢＳ （ｐｒｅ⁃ｃｏｏｌｅｄ， ０􀆰 ５ ｍＬ）

双肺
Ｗｈｏｌｅ ｌｕｎｇ ３ ４℃，２００ ｇ，１０ ｍｉｎ ［２８］

Ｂａｌｂ ／ ｃ ＰＢＳ（预冷，１􀆰 ５ ｍＬ）
ＰＢＳ （ｐｒｅ⁃ｃｏｏｌｅｄ， １􀆰 ５ ｍＬ）

双肺
Ｗｈｏｌｅ ｌｕｎｇ ３ ４℃，１２００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ ［２９］

Ｂａｌｂ ／ ｃ ＰＢＳ（常温，０􀆰 ４ ｍＬ）
ＰＢＳ （ｎｏｒｍａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ０􀆰 ４ ｍＬ）

左肺
Ｌｅｆｔ ｌｕｎｇ ３ ４℃，２５００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ ［３０］

Ｂａｌｂ ／ ｃ ＰＢＳ（预冷，０􀆰 ５ ｍＬ）
ＰＢＳ （ｐｒｅ⁃ｃｏｏｌｅｄ， ０􀆰 ５ ｍＬ）

双肺
Ｗｈｏｌｅ ｌｕｎｇ ６ ４℃，２５００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ ［３１］

　 　 对于灌洗液的保存装置，大多数研究者选择将

灌洗液收集后置于塑料离心管中，并没有特别强调

离心管的种类。 一般而言，用于生化检测和细胞因

子分析的液体可以保存在普通离心管中，而用于病

原学分析则应使用无菌容器收集［２２］，尤其在细胞分

析时最好选用硅化玻璃容器或者无细胞粘附的塑

料容器［１０］，尽可能地减少细胞损失。
在获得肺泡灌洗液后，研究者需要及时对灌洗

液进行处理，可以将灌洗液试管置于冰上或冷藏，

将灌洗液离心后分为细胞成分及上清液分别保存，
以供后续检测。 细胞成分可以通过总细胞或白细

胞计数进行分析。 不同方式获得的灌洗液中，其细

胞总数可能存在差异，但不同细胞群的比例是相对

固定的。 传统的细胞计数法主要通过将细胞重悬

后制成细胞涂片，利用瑞氏染液进行染色，再由研

究者在显微镜下进行计数并进一步判断出中性粒

细胞、嗜酸性粒细胞、巨噬细胞等细胞类型。 这种

方法目前正受到许多研究者的质疑，因为细胞的计

数和分类可能因为人为错误而影响结果的准确性。
相比而言，基于流式细胞术的细胞计数和分类法正

成为一种更快速、更准确的检测方法。
上清液常用于生化及细胞因子检测，检测方法

主要包括 ＥＬＩＳＡ、活性氧检测等。 此外，基于流式的

多因子检测法因为其高效、快速、所需样本量少等

优点，正受到越来越多的研究者的关注。 检测细胞

因子时需要注意，多次的洗涤会稀释细胞因子的浓

度，因此检测第一次灌洗所得灌洗液会更加合适。
若不能及时对灌洗液进行检测，则应将灌洗液

进行保存，通常来说，细胞在灌洗液（４℃）中的保存

时间应尽可能短，而上清液则可保存在－８０℃条件

中直至检测。
表 ２ 汇总了国内外部分研究中灌洗液的种类、

处理方法等参数信息，可以看到，不同的研究之间
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灌洗液的处理条件存在较大差异，未来还需要更多

的研究探讨不同的灌洗液处理条件对后续结果的

影响，并且研究者也需要在文献中更加详细地描述

灌洗液的参数，便于其他研究者参考和借鉴。

５　 灌洗部位

由于小鼠支气管口径较小，难以使用支气管镜

进行操作，通常采取全肺灌洗或灌洗单侧肺部以获

得灌洗液。 研究者若期望获得更多的灌洗标本，则
需要采用全肺灌洗的方法进行操作，但这种方法的

弊端是在一定程度上降低了动物组织标本的利用

度，可能会导致实验动物数量增加，违反了实验动

物减量化、再利用和再循环的原则［３２］。 同时还应该

注意到，灌洗的过程对肺组织有一定的损伤，一些

细胞或者分泌物可能被冲刷掉，虽然有部分研究者

选择将灌洗后的肺叶用于组织学检查［２８］，但夹闭小

鼠单侧肺叶再进行灌洗，将未灌洗的肺叶用于组织

学检查可能是更好的选择［２６－２７］，研究者应结合疾病

模型特点等，选择病变显著侧肺叶进行灌洗。

６　 灌洗量及速度

过量的灌洗液会导致小鼠肺内压力升高，可能

会出现灌洗液从肺组织包膜渗入胸腔等情况，严重

影响灌洗液回收。 常用的单次小鼠支气管肺泡灌

洗液量通常为 ０􀆰 ２ ～ １􀆰 ０ ｍＬ。 研究表明，灌洗液产

生的拉伸力和剪切力可能会对细胞造成一定的影

响［３３］，相比于 １ ｍＬ 灌洗液，０􀆰 ５ ｍＬ 及 ０􀆰 ７５ ｍＬ 的

灌洗液收集到的细胞活性更高。
而对于灌洗液的推注速度，目前尚缺乏研究探

讨这一参数对结果的影响。 大部分研究者采取的

是手工推注灌洗液而并非使用可调节流量速度的

微量注射泵，因此难以对该参数进行量化和比较。
较为公认的是，研究者在灌洗时应略缓慢地将灌洗

液注入肺部，并仔细观察肺部膨胀程度，避免液体

渗漏［１０］。

７　 回收率

灌洗液的回抽依赖于肺部的弹性。 相比于急

性肺损伤而言，一些疾病如肺气肿等会严重影响小

鼠的肺部弹性，最终影响灌洗液的回收率。 虽然灌

洗液的回收率似乎可以作为评估实验操作成功与

否的重要指标，但由于不同的实验者间灌洗的操作

方法并不统一，而且动物疾病模型也不同，所以很

难对回收率进行比较。 因此，是否可以将灌洗液的

回收率作为小鼠支气管肺泡灌洗术成功的标准之

一，还需要更进一步的讨论。

８　 总结与结论

近年来，随着新型冠状病毒感染的流行，急性

肺损伤、肺纤维化等疾病受到了越来越多研究者的

关注。 支气管肺泡灌洗作为呼吸疾病研究中的重

要检测手段之一，目前仍存在许多亟待解决的问

题，如灌洗液采集和检测流程的不统一，这些都可

能会限制该技术的传播和推广，同时也可能导致部

分实验结果难以被复现，影响实验的可靠性。 因

此，推进小鼠支气管肺泡灌洗术标准化流程的建立

便显得十分必要。
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　 　 【摘要】 　 许多肽或蛋白质药物治疗的一个主要挑战是血浆半衰期短。 通过将该类药物与白蛋白结合获得的

药物称为白蛋白相关药物，有效延长血浆半衰期。 动物模型作为研究药物药代动力学的重要工具是药物研究中不
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（猴）在白蛋白相关药物药代动力学研究中的应用与发展，为其进一步研究发展提供参考。
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　 　 人血清白蛋白（ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＨＳＡ）是

血浆中含量最丰富的蛋白质，占血浆蛋白总量的

４０％，与脂肪酸、激素和化学药物在内的多种物质进

行可逆结合，调节这些物质在体内的运输，因此也

是一种天然的运输载体［１］。 白蛋白体内半衰期为

１９ ｄ［２－４］，远高于除免疫球蛋白 Ｇ（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ

Ｇ，ＩｇＧ）以外的其他血浆蛋白，ＦｃＲｎ 受体（ ｎｅｏｎａｔａｌ
Ｆｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ，ＦｃＲｎ）是白蛋白半衰期的主要调节因

子［５－８］。 ＦｃＲｎ 受体最初发现于肠道，功能主要为新

生幼体提供被动免疫。 随后发现 ＦｃＲｎ 是血液中

ＩｇＧ 和白蛋白的特异性受体，几乎表达在所有细胞

表面［９－１１］。 ＦｃＲｎ 与白蛋白的结合具有 ｐＨ 依赖性，
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弱酸性环境下结合，中性或碱性条件下解离［１２－１３］。
血管内皮细胞是 ＦｃＲｎ 介导白蛋白再循环的主要场

所，包含白蛋白的细胞外液被血管内皮细胞非特异

性胞饮后，白蛋白与含有 ＦｃＲｎ 的酸化内体结合形

成复合物，随后该复合物被转运至细胞膜表面，暴
露于血液中，由于血液中 ｐＨ 值为微碱性，复合物解

离，白蛋白再次被释放至血液循环。 而在酸化内体

中未能与 ＦｃＲｎ 相结合的蛋白则会被运送至溶酶体

中降解［７］。
由于在血浆中含量丰富、结合位点多、半衰期

长、不会产生免疫原性等诸多优势使得白蛋白被广

泛应用于药物载体研究，以延长药物的半衰期，改
善药物的药代动力学特征［１４－１５］。 目前基于白蛋白

的药物研发主要有两种：（１）重组白蛋白药物：重组

白蛋白药物又包括两类，一类是通过共价键作用针

对白蛋白的氨基酸进行修饰，如目前正处于三期临

床实验用于治疗癌症和关节炎疾病的人血清白蛋

白 偶 联 甲 氨 蝶 呤 （ ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ⁃ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ，ＭＴＸ⁃ＨＳＡ） ［１６］；另一类是通过基因融合技

术［１７］将治疗性多肽或者蛋白与白蛋白融合，这些治

疗性多肽或者蛋白包括凝血因子［１８］、干扰素［１９］ 等。
（２）白蛋白结合药物，即将药物进行脂肪酸化或亲

白蛋白有机小分子修饰后，药物通过脂肪酸或有机

小分子与内源性白蛋白结合位点结合，如已经上市

的 用 于 治 疗 糖 尿 病 的 药 物 Ｌｅｖｅｍｉｒ［２０］ 和

Ｖｉｃｔｏｚａ［２１－２２］，用于治疗癌症的 Ａｂｒａｘａｎｅ［２３］等。
建立用于评价白蛋白相关药物的动物模型是

白蛋白相关药物开发与研究中的重要环节。 随着

对白蛋白认识的深入、实验动物学的不断发展以及

基因编辑等技术的高速进步，用于评价白蛋白相关

药物动物模型种类也更加全面。 本综述概括了用

于评价白蛋白相关药物药代动力学的啮齿类与非

啮齿类动物模型，为白蛋白相关药物进一步研究发

展提供一定参考。

１　 白蛋白相关药物啮齿类动物模型

啮齿类动物模型因其操作简便、获得容易、繁
殖周期短，具有经济、可重复性高等优势，被广泛应

用于药物临床前药效评价。 目前，白蛋白相关药物

啮齿类动物模型主要包括野生型鼠模型和基因修

饰小鼠模型两大类。
１􀆰 １　 野生型小鼠模型

野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠（表 １）具有遗传背

景明确、品系多、价格便宜等优势，此外，鼠与人类

有大约 ９０％的相似基因，许多生理通路在临床上是

相关的［２４］，成为早期白蛋白相关药物药代动力学研

究的一线模型［２５］。 例如，研究人员通过将锚蛋白重

复 结 构 域 （ ｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｋｙｒｉｎ ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＤＡＲＰｉｎｓ） ［２６－２９］ 与鼠白蛋白（ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，
ＭＳＡ）共价结合后注入到野生型小鼠中，使其血浆

半衰期从原来的几分钟延长到 ５０ ｈ 左右，而在进一

步将与白蛋白结合的 ＤＡＲＰｉｎｓ 结构域与其他

ＤＡＲＰｉｎｓ 结构域结合时，白蛋白相关药物在小鼠的

半衰期进一步提高了 ４８％［３０－３１］。 除此之外，在 ＷＴ
小鼠中检测白蛋白结合多肽融合到其他蛋白质结

构域的体内代谢， 如将链球菌蛋白 Ｇ 结构域

（ａｌｂｕｍｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ，ＡＢＤ）与 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ 的 Ｆａｂ
（ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ｂｉｎｄｉｎｇ，Ｆａｂ）片段、二抗或者小

螺旋蛋白结合，在小鼠体内检测发现血浆半衰期分

别从 ２􀆰 １ ｈ 延长到 ２０􀆰 ９ ｈ、５􀆰 ６ ｈ 延长到 ４７􀆰 ５ ｈ 和

３０ ｍｉｎ 延长到 ４１ ｈ［３２－３６］。
ＦｃＲｎ 是白蛋白长半衰期的主要调节因子，体外

研究表明小鼠 ＦｃＲｎ（ｍｏｕｓｅ ＦｃＲｎ，ｍＦｃＲｎ）对 ＭＳＡ
的结合能力比对 ＨＳＡ 的结合能力高 ２５ 倍［１７，３７］。 因

此，虽然白蛋白相关药物体内血浆半衰期延长在

ＷＴ 小鼠模型中被成功模拟，但 ｍＦｃＲｎ 对于体内

ＭＳＡ 的高结合力可能会使与 ｍＦｃＲｎ 结合的白蛋白

相关药物明显减少，导致用野生型小鼠评价重组白

蛋白药物的半衰期所获得的数据可能低于实际值。
已经证明，在低白蛋白患者中注射重组人白蛋白的

循环半衰期相较于正常患者增加了 ４ ～ ５ 倍，这可

能是由于患者中内源性白蛋白对 ＦｃＲｎ 受体的竞争

较少［３８］，导致注射的重组人白蛋白与 ＦｃＲｎ 受体的

结合增加，从而导致其半衰期相较于正常患者有所

增加。
ｍＦｃＲｎ 对于 ＭＳＡ 及 ＨＳＡ 结合力的高差异性，

使得 ＷＴ 小鼠模型用于评价白蛋白相关药物受到质

疑，为此科学家开发了一系列的基因修饰动物模型

用于白蛋白相关药物的药代动力学评价。
１􀆰 ２　 基因修饰小鼠模型

基因修饰小鼠模型是指通过基因编辑对小鼠

特定基因进行改造而获得表达目的基因的小鼠，该
类模型广泛应用于各类药物临床前研究。 目前用

于评估白蛋白相关药物药代动力学的基因修饰小

鼠包括以下 ３ 类：（１）人 ＦｃＲｎ（ｈｕｍａｎ ＦｃＲｎ，ｈＦｃＲｎ）
单基因修饰（ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋）小鼠；（２） ｈＦｃＲｎ、小鼠白蛋

５７３１
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白基因 （ ｍｏｕｓｅ ａｌｂｕｍｉｎ， ｍＡｌｂ） 敲除双基因修饰

（ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋， ｍＡｌｂ－ ／ － ） 小鼠； （ ３） ｈＦｃＲｎ、 人白蛋白

（ｈｕｍａｎ ａｌｂｕｍｉｎ， ｈＡｌｂ ） 双 基 因 修 饰 （ ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋，
ｈＡｌｂ＋ ／ ＋）小鼠。
１􀆰 ２􀆰 １　 ｈＦｃＲｎ 单基因修饰（ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋）小鼠

已有研究表明 ｍＦｃＲｎ 对ＭＳＡ 及 ＨＳＡ 的结合能

力存在明显差异，为了更好地模拟白蛋白与 ＦｃＲｎ
之间的相互作用，科研工作者构建了 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋小鼠

模型，主要包括 Ｔｇ２７６ 和 Ｔｇ３２［３９－４０］。 这两类小鼠都

是通过在 ｍＦｃＲｎ 第一外显子处插入 Ｎｅｏｍｙｃｉｎ 破坏

小鼠内源性 ｍＦｃＲｎ 的完整表达。 并且用 ｈＦｃＲｎ 替

换小鼠 ｍＦｃＲｎ 基因。 Ｔｇ２７６ 小鼠在 ＣＡＧ 启动子的

控制下表达 ｈＦｃＲｎ 基因 ｃＤＮＡ，而 Ｔｇ３２ 小鼠则在

ｈＦｃＲｎ 启动子的控制下表达含有完整 ｈＦｃＲｎ 基因组

ＤＮＡ 序列［４１］。 ＨＳＡ 的血浆半衰期对比于 ＷＴ 小鼠

６２􀆰 ４ ± ２􀆰 ４ ｈ，在 Ｔｇ３２ 的血浆半衰期为 １３９􀆰 ２ ±
１２ ｈ［４２－４４］， 与 ＨＳＡ 在人类中的血浆半衰期更加接

近，说明该模型相较于 ＷＴ 小鼠能够很好地模拟

ＨＳＡ 在人体中的代谢情况。 Ｔｇ３２ 小鼠高 ＦｃＲｎ 亲和

力白蛋白变体（Ｋ５７３Ｐ）的血浆半衰期与 ＷＴ 小鼠相

比，从 ３０􀆰 ６ ｈ 延长到了 ９５􀆰 ２ ｈ［４３］；具有 ３ 种氨基酸

取代的白蛋白突变体 ＱＭＰ（Ｅ５０５Ｑ ／ Ｔ５２７ Ｍ ／ Ｋ５７３Ｐ）
Ｔｇ３２ 小鼠中的血浆半衰期（４􀆰 ８ ｄ）比 ＷＴ ＨＳＡ 在该

小鼠模型中 （ ２ ｄ） 的两倍还多［１２］。 在 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋

Ｔｇ２７６ 小鼠中，也观察到了相似的结果。 Ｓｃｈｍｉｄｔ
等［４２］采用另外两种对 ＦｃＲｎ 具有高亲和力的白蛋白

突变体：ＨＳＡ５（Ｖ５４７Ａ）和 ＨＳＡ７（Ｖ５４７Ａ ／ Ｅ５０５ Ｇ）于
Ｔｇ２７６ 小鼠中检测相应的血浆半衰期，发现这两种

ＨＳＡ 突变体的半衰期分别为 ４６􀆰 ２ ｈ 和 ４４􀆰 ９ ｈ，相较

于 ＷＴ ＨＳＡ 的半衰期（２９􀆰 ２ ～ ３１􀆰 ４ ｈ）均延长了 １􀆰 ５
倍左右。 以上结果表明 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋ 小鼠能更好地模

拟对 ｈＦｃＲｎ 具有较高亲和力的 ＨＳＡ 变体在人体内

的代谢情况。 除此之外，ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋ 小鼠对比于 ＷＴ
小鼠也能够更好地模拟重组白蛋白物在人体内的

药代动力。 例如，Ｌｏｍｂａｒｄｉ 等［４５］ 利用 ＱＭＰ 与凝血

因子Ⅶ结合，并在 Ｔｇ３２ 小鼠中检测，发现对比于与

ＨＳＡ 结合的凝血因子Ⅶ（２ ｄ），其显著延长了血浆

半衰期（７ ｄ）。
尽管 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋小鼠增强了其对 ＨＳＡ 的结合能

力，能够更好地模拟包括 ＨＳＡ 变体及重组白蛋白药

物在人体内的代谢，但是已有研究表明 ＭＳＡ 对

ｈＦｃＲｎ 的结合力是 ＨＳＡ 的 ５ 倍［２５，３７，４３］。 因此，
ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋小鼠中内源性 ＭＳＡ 会与 ＨＳＡ 竞争性地结

合 ｈＦｃＲｎ， 从 而 影 响 白 蛋 白 药 物 药 代 动 力 学

评估［１７］。
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 ｈＦｃＲｎ、 ｍＡｌｂ 双 基 因 修 饰 （ ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋，
ｍＡｌｂ－ ／ －）小鼠

为了克服内源性 ＭＳＡ 与 ＨＳＡ 竞争性的结合

ｈＦｃＲｎ 对白蛋白药物药代动力学评价带来的负面影

响，Ｒｏｏｐｅｎｉａｎ 等［４４］ 通过 ＴＡＬＥＮ 技术在 ＦｃＲｎ 人源

化（Ｔｇ３２）小鼠的基础上进一步构建缺乏自身白蛋

白表达的品系（Ｔｇ３２⁃Ａｌｂ－ ／ －），即在 Ｔｇ３２ 小鼠的基础

上敲除小鼠内源性 ＭＳＡ 基因 ４ 号外显子 ２ｂｐ，使其

过早形成终止密码子来实现自身白蛋白表达的缺

陷，该小鼠模型排除了内源性 ＭＳＡ 的影响，更加适

合用于评估 ＨＳＡ 药代动力学。 借助该小鼠模型发

现 ＨＳＡ 的血浆半衰期为 ２４ ｄ，与在人体中的半衰期

（１９ ｄ） 相当。 因此，认为这种 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋、ｍＡｌｂ－ ／ －

（Ｔｇ３２⁃Ａｌｂ－ ／ －）小鼠模型是一种能够很好地模拟人

体评估白蛋白药物药代动力学的啮齿类动物模型，
这也说明了 ｈＦｃＲｎ 的存在和缺乏竞争的内源性

ＭＳＡ 竞争可有效地保护 ＷＴ ＨＳＡ，防止被降解。
虽然 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋、ｍＡｌｂ－ ／ － 小鼠模型能够使 ＨＳＡ

的血浆半衰期延长至与在人体中相当，且在白蛋白

药物评估中发挥着巨大作用，但是给白蛋白药物

后，外源性白蛋白与内源性 ＨＳＡ 会竞争性结合

ＦｃＲｎ 受体，而 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋、ｍＡｌｂ－ ／ －小鼠不能正常模拟

内源性竞争，致使该类模型用于白蛋白药物评价受

到质疑。
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 ｈＦｃＲｎ、 ｈＡｌｂ 双 基 因 修 饰 （ ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋，
ｈＡｌｂ＋ ／ ＋）小鼠

虽然 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋小鼠模型及 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋、ｍＡｌｂ－ ／ －小

鼠可以模拟 ｈＦｃＲｎ 对 ＨＳＡ 的结合能力， 但 是

ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋小鼠 ＭＳＡ 对 ｈＦｃＲｎ 的亲和力远高于 ＨＳＡ
对 ｈＦｃＲｎ 的亲和力［２５］，使内源性 ＭＳＡ 比 ＨＳＡ 更易

结合 ｈＦｃＲｎ 受体［１７］，ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋、ｍＡｌｂ－ ／ －小鼠缺乏内

源性白蛋白与外源性白蛋白竞争性结合 ｈＦｃＲｎ 受

体。 为了更加真实地模拟人体内白蛋白药物及

ＨＳＡ 与 ｈＦｃＲｎ 受体的竞争结合，Ｖｉｕｆｆ 等［２５］ 于 ２０１６
年建立了第一个由内源性启动子控制并且同时携

带 ｈＦｃＲｎ 和 ＨＳＡ 基因（ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋，ｈＡｌｂ＋ ／ ＋）的双转

基因小鼠模型，通过将 ｈＦｃＲｎ ｃＤＮＡ 定点插入到鼠

ｍＦｃＲｎ 基因的 ２ 号外显子处，同时将编码 ＨＳＡ 的

ｃＤＮＡ 序列定点插入小鼠 ＭＳＡ 基因 １ 号外显子处，
因此，ｈＦｃＲｎ 和 ＨＳＡ 的表达都受到小鼠对应基因内

源性启动子的控制。 该小鼠模型的血清 ＨＳＡ 浓度

６７３１
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为 １７ ｍｇ ／ ｍＬ，而另外 ３０ 种血清成分的水平与野生

型小鼠相当，体外实验发现来源于该基因修饰小鼠

的血清白蛋白（５０１􀆰 ９ ± １０１􀆰 ２ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）、来源于人

的血清白蛋白（６４１􀆰 １ ± ８９􀆰 ７ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）和天然序列

的重组人血清白蛋白（７９７􀆰 ９ ± １５５􀆰 ０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 对

ｈＦｃＲｎ 有 着 相 似 的 结 合 能 力。 进 一 步 采 用

ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋，ｈＡｌｂ＋ ／ ＋小鼠进行体内实验，发现与 ＦｃＲｎ
具有低结合能力的低结合蛋白（ ｌｏｗ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＬＢ）血清半衰期为 ２９ ± ３ ｈ，高结合蛋白 （ ｈｉｇｈ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ，ＨＢ）的半衰期为 ８０ ± １８ ｈ，重组白

蛋白半衰期为 ５７ ± １３ ｈ［４５］，当中 ＬＢ 的血浆半衰期

最短，ＨＢ 的血浆半衰期最长。
该模型同时克服了 ＦｃＲｎ 和白蛋白结合存在物

种差异及外源性与内源性白蛋白与 ＦｃＲｎ 结合存在

竞争这两个难题，能更好地模拟人类生理条件，是
白蛋白关联药物的药代动力学研究中较好的模型。

表 １　 白蛋白相关药物评价实验动物比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｌｂｕｍｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ
实验动物

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ
优点

Ａｄｖａｎｔａｇｅ
缺点

Ｓｈｏｒｔｃｏｍｉｎｇ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

野生型小鼠
Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ

成本相对较低、操作便捷、生长繁殖周期短、获取
容易
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｃｏｓｔ， ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ｓｈｏｒｔ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｃｙｃｌｅ， ｅａｓｙ ａｃｃｅｓｓ

与人类的关系较远，白蛋白与 ＦｃＲｎ 受体结合存
在明显物种差异
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｄｉｓｔａｎｔ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎｓ， ｏｂｖｉｏｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｌｂｕｍｉｎ ａｎｄ ＦｃＲｎ ｂｉｎｄｉｎｇ

［２５，４９－５１］

ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋小鼠模型
ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋ ｍｏｕｓｅ

成本相对较低、生长繁殖周期短、人源化 ＦｃＲｎ
受体
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｃｏｓｔ， ｓｈｏｒｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｃｙｃｌｅ， ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ＦｃＲｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ

增强内源性 ＭＳＡ 对 ＦｃＲｎ 受体的结合，存在内源
性 ＭＳＡ 会与 ＨＳＡ 竞争 ＦｃＲｎ 受体从而影响药物
评价结果
Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆｏｒｃｅ ｔｏ ＭＳＡ ｉｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ＭＳＡ ｃｏｍｐｅｔｅｓ ｗｉｔｈ ＨＳＡ ｆｏｒ ＦｃＲｎ， ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｆｆｉｃａｃｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

［１２，５２］

ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋、ｍＡｌｂ－ ／ －

小鼠模型
ＦｃＲｎ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ，ＭＳＡ

ｋｎｏｃｋ⁃ｏｕｔ ｍｏｕｓｅ

成本相对较低、生长繁殖周期短、敲除 ＭＳＡ，ＨＳＡ
在 ＭＳＡ 敲除模型小鼠中的半衰期与在人体中的
相当
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｃｏｓｔ， ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｃｙｃｌｅ ａｒｅ ｓｈｏｒｔ， ｔｈｅ ＭＳＡ ｉｓ ｋｎｏｃｋｅｄ ｏｕｔ， ｔｈｅ ｈａｌｆ⁃
ｌｉｆｅ ｏｆ ＨＳＡ ｉｎ ＭＳＡ ｋｎｏｃｋ⁃ｏｕｔ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ｉｓ
ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｔｏ ｔｈａｔ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ

人类 ＨＳＡ 未敲除，与该模型不一致
ＨＳＡ ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｒｅ ｎｏｔ ｋｎｏｃｋｅｄ ｏｕｔ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ
ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ

［４４］

ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋、ｈＡｌｂ＋ ／ ＋

小鼠模型
ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋， ｈＡｌｂ＋ ／ ＋

ｍｏｕｓｅ

生长繁殖周期短，同时人源化 ＭＳＡ 与 ＦｃＲｎ 受体
Ｓｈｏｒｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅ， ｈｕｍａｎｉｚｅｄ
ＭＳＡ ａｎｄ ＦｃＲｎ

生理条件与人类差异较大
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｄｉｆｆｅｒ ｇｒｅａｔｌｙ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ

［５３］

非人灵长类
Ｎｏｎｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅｓ

与人的关系相对更加紧密，遗传物质与人类高度
同源，其生理特性与人接近
Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｉｓ ｃｌｏｓｅｒ， ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｍａｔｅｒｉａｌ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ，
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｒｅ ｃｌｏｓｅ ｔｏ ｈｕｍａｎ

成本相对较高、繁殖周期较长，通常单胎繁殖，存
在较严格的伦理问题
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｃｏｓｔ， ｌｏｎｇ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｃｙｃｌｅ， ｇｅｎｅｒａｌ
ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ｅｔｈｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｒａｌ ｉｓｓｕｅｓ

［４３，４６］

２　 白蛋白相关药物非啮齿类动物模型

啮齿类动物虽然在药物药代动力学临床前研

究中发挥着巨大作用，为白蛋白药物临床前研究提

供了良好模型，但是啮齿类动物在生理特征上与人

类之间差异较大，与之相对应的非啮齿类动物具有

与人类更加接近的生理特征，可以更好地反映药物

在体内的药代动力学特征。 目前，用于研究白蛋白

相关药物的非啮齿类动物主要为食蟹猴、犬儒猴、
猕猴 等 非 人 灵 长 类 动 物 （ ｎｏｎｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅｓ，
ＮＨＰｓ）。

ＮＨＰｓ（食蟹猴、犬儒猴、猕猴等）在生理、病理

等多方面与人类高度相似，其遗传物质最高可以与

人类达到 ９８􀆰 ５％的同源性［４６－４７］，因此，ＮＨＰｓ 能够更

好地模拟人类体内代谢条件，有望促进各种 ＨＳＡ 药

物药代动力学研究进展。
在食蟹猴中，ＨＳＡ 的半衰期为 １３１ ～ １６９ ｈ ，而

食蟹猴白蛋白在食蟹猴中的血浆半衰期为 １４４
ｈ［２，４２－４３］，说明 ＨＳＡ 在食蟹猴体内有着与食蟹猴白

蛋白相似的竞争力。 例如，Ｓｔｅｉｎｅｒ 等［３０］ 将 ＤＡＲＰｉｎｓ
结构域与白蛋白结合，使其在食蟹猴中的血浆半衰

期相较于在 ＷＴ 小鼠中（３􀆰 ４２ ｄ）延长至 ２０􀆰 ７ ｄ，这
与类比到人体中的 ５０􀆰 ３ ｄ 更加接近，另一项报道中

通过将凝血因子Ⅷ（ＦⅧ）与人白蛋白融合后静脉注

射到犬儒猴中，发现重组 ＦⅧ的半衰期达到 ５６􀆰 １ ～
６６􀆰 １ ｈ，比未重组的 ＦⅧ增加 ２􀆰 ６ ～ ５􀆰 ０ 倍［４８］。

虽然 ＮＨＰｓ 对比于非啮齿类动物与人之间有着

更加接近的亲缘关系，体型更大更便于监测，但是
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有研究表明，食蟹猴血清白蛋白对猴 ＦｃＲｎ 的亲和

力高于人血清白蛋白对猴 ＦｃＲｎ 的亲和力［２５］，这在

一定程度上阻碍了猴 ＦｃＲｎ 与 ＨＳＡ 的结合，同时由

于伦理和经济的限制，猴子在非临床试验的广泛应

用受到一定限制。

３　 总结与展望

白蛋白作为药物载体的主要优势是通过与

ＦｃＲｎ 受体的相互作用来延长药物的血浆半衰期。
动物模型作为研究药物药代动力学的重要工具是

药物研究中不可或缺的一部分，目前用于评估白蛋

白相关药物药代动力学的动物模型包括啮齿类（野
生型小鼠、基因修饰小鼠模型）与非啮齿（猴）两大

类。 由于白蛋白与 ＦｃＲｎ 的结合存在物种差异，导
致无论是使用野生型小鼠还是 ｈＦｃＲｎ＋ ／ ＋ 小鼠得到

的药代动力学数据都不能很好地模拟白蛋白相关

药物在人体内的药代动力学。 因为内源性的小鼠

白蛋白也会竞争性地与 ＦｃＲｎ 受体结合，为了更加

真实地模拟人体内白蛋白药物及 ＨＳＡ 与 ｈＦｃＲｎ 受

体的竞争结合，制备 ＦｃＲｎ 和白蛋白双人源化的动

物模型至关重要，因此，Ｈｏｗａｒｄ 团队建立了 ＦｃＲｎ 和

白蛋白双人源化的小鼠模型，为白蛋白相关药物研

究提供了较好的小鼠模型［２５］。
但小鼠与人类在生长发育、生理代谢、体型大

小等方面都相差较大，获得的实验数据不能真实反

映蛋白药物在人体内的代谢过程。 我国的《化学药

物非临床药代动力学研究技术指导原则》要求：新
药临床前药代动力学研究应选用至少两种动物，包
括啮齿类和非啮齿类。 然而，迄今为止，基于白蛋

白和 ＦｃＲｎ 双人源化的非啮齿类动物模型尚未建

立，严重阻碍了白蛋白药物研究。 双人源化小鼠模

型为白蛋白评估模型提供了新的思路，该模型在一

定程度上模拟了 ＨＳＡ 与 ＦｃＲｎ 在人体内的相互作用

及白蛋白相关药物进入人体后与源性 ＨＳＡ 竞争性

结合 ＦｃＲｎ 受体的生理状态。 ＮＨＰｓ 与人有着极高

的相似性，包括生理代谢水平等，在未来是否可以

在伦理道德允许的范围构建 ＨＳＡ 与 ＦｃＲｎ 双人源化

的 ＮＨＰｓ 模型，理论上这种双人源化 ＮＨＰｓ 模型可

以作为最理想的评价白蛋相关药物药代动力学的

动物模型。
总之，对于药物临床前研究，动物模型发挥着

巨大作用，建立能够更好地模拟人类生理学特征的

动物模型是任重道远的。 随着各种实用技术的发

展与检测水平的提高，评价白蛋白相关药物动物模

型将会更加完善，也能更真实地模拟临床特征，推
进白蛋白药物更进一步的研究与发展。
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一种动物联合模型测定生长猪在不同粗纤维水平下大肠
挥发性脂肪酸的净吸收量

　 　 厌氧微生物在动物胃肠道中发酵一系列碳水化合物从而生成有机酸和气体等产物，而单胃动物主要在

大肠（盲肠、结肠）中进行微生物厌氧发酵产生挥发性脂肪酸（ＶＦＡｓ）和乳酸等。 有研究发现：猪大肠利用发

酵产生的 ＶＦＡｓ 能满足自身约 ５％ ～ ２０％能量维持需求，除此之外，这部分 ＶＦＡｓ 还为动物肠道和动物健康

提供营养。 然而，大肠内微生物发酵生成 ＶＦＡｓ 的产量和模式受到多种因素的影响，如何监控大肠内内源性

ＶＦＡｓ 的产生情况是一大难点问题，这也是难以对动物进行精准营养调控的原因。
基于上述背景，武汉轻工大学湖北省动物营养与饲料科学重点实验室赵胜军团队研究构建“血管瘘⁃肠

瘘”结合“同位素标记法”的动物联合模型，测定生长猪在不同粗纤维水平下大肠 ＶＦＡｓ 的净吸收量情况。 其

中为了动态检测 ＶＦＡｓ 吸收情况采用手术造肠系膜、门静脉、股左动脉血管瘘，来测定单位时间门静脉对

ＶＦＡｓ 的吸收量。 为消除前肠道以及外源性 ＶＦＡｓ 的干扰，手术构建回肠瘘管并在测定期间灌注碳 １３ 标记

的 ＶＦＡｓ（ １３Ｃ⁃ＶＦＡｓ），通过检测门静脉血液和大肠组织中１３ Ｃ⁃ＶＦＡｓ 含量来计算大肠对 ＶＦＡｓ 的动态净吸

收量。
总的来说，本项研究构建了一种新方法来探索动物大肠对 ＶＦＡｓ 的净吸收量，对精准监控大肠的营养吸

收提供了新的思路并为进一步的研究奠定了基础。
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