
２０２３ 年 １０ 月

第 ３３ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

纪爽，潘慧，李天骐，等． 左向右分流减缓肺动脉高压大鼠心脏重构 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３（１０）： １－７．
Ｊｉ Ｓ， Ｐａｎ Ｈ， Ｌｉ ＴＱ， ｅｔ ａｌ． Ｌｅｆｔ⁃ｔｏ⁃ｒｉｇｈｔ ｓｈｕｎｔ ｓｌｏｗｓ ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ，
２０２３， ３３（１０）： １－７．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００１

［基金项目］国家自然科学基金（８２１７０４０８）；北京市自然科学基金（７２２２１４２）；心血管疾病国家重点实验室重点项目（２０２２ＺＤ⁃０５）；北京市

自然科学基金面上项目（７２２２１４２）。
［作者简介］纪爽（１９９５—），女，硕士研究生，研究方向：肺血管疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｊｉｓｈｕａｎｇ２０２０＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］王晓建（１９８１—），男，副教授，博士生导师，研究方向：肺动脉高压遗传学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗａｎｇ＿ｘｉａｏｊｉａｎ＠ ｖｉｐ． １６３． ｃｏｍ

杨晓敏（１９７３—），女，教授，硕士生导师，研究方向：心血管疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｎｇｘｍ２０９＠ １６３． ｃｏｍ
∗共同通信作者

左向右分流减缓肺动脉高压大鼠心脏重构

纪　 爽１，２，潘　 慧２，李天骐２，叶梦婷５，马铭婕２，张学佳２，王晓建２∗，杨晓敏３，４∗

（１．内蒙古科技大学包头医学院，内蒙古 包头　 ０１４０４０；２．中国医学科学院，北京协和医学院，阜外医院肺血管医学重点实验室，
心血管疾病国家重点实验室，国家心血管病中心，北京　 １０００３７；３．包头医学院第二附属医院心内科，内蒙古 包头　 ０１４０３０；

４．浙江大学医学院附属邵逸夫医院全科医学科，杭州　 ３１００１６；５．衢州市柯城区人民医院，浙江 衢州　 ３２４０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 左向右分流型先心病相关肺动脉高压患者预后要显著好于特发性肺动脉高压患者，但具体

机制不清。 本项目旨在制作特发性肺动脉高压与先心病合并肺动脉高压大鼠模型，比较两种模型在肺血管重构和

心脏重构方面的异同。 方法　 雄性 ＳＤ 大鼠分成 ３ 组：对照组（ｎ ＝ ８），单纯野百合碱（ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ，ＭＣＴ）组（５０
ｍｇ ／ ｋｇ）模拟特发性肺动脉高压（ｎ＝ ８）；颈部动静脉分流手术＋ＭＣＴ 组（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）模拟左向右分流型先心病合并肺

动脉高压（ｎ＝ ８）。 造模后 ３ 周进行超声心动图检测、左右心导管测压和肺组织病理学染色，比较大鼠心肺表型。
结果　 与对照组相比，单纯 ＭＣＴ 组和手术＋ＭＣＴ 组大鼠在术后 ３ 周右室肥厚、右室功能障碍、平均肺动脉压、肺血

管重构等多项指标上均无明显差异。 但在左心相关多项指标上，手术＋ＭＣＴ 组大鼠显著优于单纯 ＭＣＴ 组。 与对照

组相比，手术＋ＭＣＴ 组大鼠舒张期左室腔径（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｄｉａｍｅ，ＬＶＩＤ；ｄ）未降低，左心射血分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）未升高；手术＋ＭＣＴ 组大鼠右心等容收缩期心室内压上升最大速率（ｍａｘｉｍａｌ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｉｓｉｎｇ
ｒａｔｅ，ｄｐ ／ ｄｔ Ｍａｘ）和等容舒张期心室内压下降最大速率（ｍａｘｉｍａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｄｐ ／ ｄｔ Ｍｉｎ）均
低于单纯 ＭＣＴ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 左向右分流手术不能改变 ＭＣＴ 诱导产生的肺动脉高压和右心重构，但能够产

生左心代偿作用，可能有利于患者预后。 本项目动物模型为研究特发性肺动脉高压及先心病相关肺动脉高压的不

同病理机制建立基础。
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ｃｈａｎｇｅ ＭＣＴ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｏｒ ｒｉｇｈｔ ｈｅａｒｔ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｂｕｔ ｃａｎ ｐｒｏｄｕｃｅ ｌｅｆｔ ｈｅａｒｔ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ
ｍａｙ ｂｅ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｖａｒｉｏｕｓ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｈｅａｒｔ
ｄｉｓｅａｓｅ．

【 Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ； ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ； ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肺动脉高压 （ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，
ＰＡＨ ） 是 第 一 大 类 肺 高 血 压 （ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ），根据病因不同可分为先心病相关

肺 动 脉 高 压 （ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＣＨＤ⁃ＰＡＨ）、特发性

肺动 脉 高 压 （ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，
ＩＰＡＨ）、遗传性肺动脉高压、药物和毒素相关肺动脉

高压等多种亚型［１］。 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 和 ＩＰＡＨ 是我国排

名前两位的肺动脉高压类型，分别占第一大类肺动

脉高压 ４３􀆰 ４％ ～ ５６􀆰 １％、３０􀆰 ８％ ～ ３５􀆰 ４％［２－３］。 这两

种肺动脉高压预后差异很大，ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 的 １ 年、５
年和 １０ 年生存率分别是 ９９％、９１％和 ８５％，而 ＩＰＡＨ
只有 ９０％、６３％和 ４６％［４］。 为何 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 患者的

预后优于 ＩＰＡＨ，具体机制尚不十分清楚。
本课题组在之前的研究中发现，单纯左向右分

流手术不会诱导大鼠产生肺动脉高压，但会在术后

１ 周诱导大鼠出现快速的左心代偿性重构，并在术

后 ８ 周持续存在［５］。 有研究表明，严重的 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ
患者尽管会产生右心结构的改变，但右心收缩功能

却可以在数十年内保持正常。 这种改变可能是由

于分流的存在，导致左心部分分担了右心的压

力［６］。 在先天性心脏病的早期关闭心脏内左向右

的分流，使肺血流动力学和血管回到正常环境，这
些患者仍有部分会发展成肺动脉高压且预后明显

比未进行矫治的 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 患者差［７－１０］。 所以，我
们推断左向右分流引起的左心代偿是心脏整体的

“预适应”，可能在先心病合并肺动脉高压患者的预

后中起积极的作用。
本项目中，我们利用大鼠颈部分流手术叠加野

百合碱（ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ，ＭＣＴ）来模拟左向右分流型

ＣＨＤ⁃ＰＡＨ，设置单纯 ＭＣＴ 组来模拟 ＩＰＡＨ，比较两

组肺动脉高压大鼠在表型差异，进而探究两种不同

类型肺动脉高压患者预后不同的可能原因。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ２４ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠（１５０ ～ ２００ ｇ，８ 周

龄），购买自北京维通利华动物实验技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京） ２０２１－０００６］。 动物饲养条件为 １２ ｈ ／
１２ ｈ 的明 ／暗交替、湿度（５０±１０）％、温度（２２±１）℃，
自由获取饮食，饲养在清洁环境，饲养于心血管疾

病国家重点实验室［ＳＹＸＫ（京）２０２２－００５２］。 所有
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动物实验严格遵守 ３Ｒ 原则，本项目研究方案通过

阜外医院动物伦理委员会批准（ＦＷ⁃２０２２⁃００２８）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 异氟烷（广州硕恒生物科技有限公司，批号：
２０２２１００１）；野百合碱（ＭＣＴ） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司，批
号：ｍｆｃｄ０００８４６５６）；４％多聚甲醛溶液（北京雷根生

物技术有限公司，批号：０１１１Ａ２３）；ＥＶＧ 染色试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司，批号：ＧＲ３３８２１４０－
１）。 小动物超声仪（加拿大 ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ 公司，序列

号：０４１ＱＰＲ）；小动物气麻醉机（美国 Ｍａｔｒｘ 公司，序
列号：Ｖ１６４３８５９）；多导生理记录仪（Ｐｏｗｅｒｌａｂ ８ ／ ３０）
及其配套的压力换能器（北京华睿宝科技有限公

司，序列号：ＤＢ７６３）；全景玻片扫描系统（厦门精艺

兴业科技有限公司，序列号：１７４９０９５７）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

　 　 将大鼠随机分为 ３ 组：对照组（ ｃｏｎｔｒｏｌ，ｎ ＝ ８）；
单纯野百合碱组（ｓｉｍｐｌｅ ＭＣＴ，ｎ＝ ８），皮下注射 ＭＣＴ
（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）；手术＋ＭＣＴ 组（ｏｐｅｒａｔｉｏｎ＋ＭＣＴ，ｎ ＝ ８），
颈部动静脉吻合术的同时注射 ＭＣＴ（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）。
造模后 ３ 周为实验终点，各组大鼠进行超声心动图

检查、右心导管检测和肺组织病理学分析。
１􀆰 ３􀆰 ２　 颈部动静脉吻合术

　 　 吸入异氟烷麻醉后，大鼠仰卧固定于手术

台，颈部剃毛备皮后，做一斜形切口。 分离颈部

动、静脉，腹腔注射肝素 ２００ Ｕ，夹住动、静脉近

端，绑扎远端，剪断动、静脉，吻合动、静脉残端。
动静脉吻合后，拔除血管夹，立即可见静脉搏动，
吻合口无漏血，手术成功。 缝合颈部皮肤，消毒

伤口表面。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＭＣＴ 皮下注射

　 　 在大鼠后颈背部皮下注射 ＭＣＴ（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）。
１􀆰 ３􀆰 ４　 超声心动图检查

　 　 将大鼠吸入异氟烷麻醉，仰卧于测量台上，暴
露胸部皮肤并涂抹耦合剂，使用小动物超声装置

（Ｖｅｖｏ ２１００ 成像系统）检测主动脉短轴切面上右心

室流出道宽度，在多普勒模式下的主动脉短轴图像

上测量肺动脉血流量，在四腔切面上观察三间瓣环

收缩期位移，舒张期右心室游离壁厚度和管腔直径

是在胸骨旁右心短轴切面上测量的。
１􀆰 ３􀆰 ５　 左右心导管检查

　 　 当大鼠吸入异氟烷麻醉后，在胸骨上方 １ ｃｍ 处

切开皮肤，暴露颈外静脉。 剥离并切断颈外静脉，

结扎远端，近端打松结，拉紧近端结扎线以防止出

血。 用针刺破颈外静脉，将导管插入血管，将近心

端结扎线扎紧以固定导管。 导管缓慢推进，导管穿

过右心进入肺动脉。 用波形验证导管位置，并记录

右心室和肺动脉压力。 取 ３ 个稳定波形，每个波形

由 １０ 个心动周期组成，记录平均肺动脉压和右心室

收缩压。 保存 ３ 组数据的平均值作为大鼠的压力

值，并采用相同的方法测量左心。
１􀆰 ３􀆰 ６　 病理检查

　 　 取出完整的大鼠左叶肺组织，在室温下用 ４％
多聚甲醛固定 ２ 周，然后脱水并包埋在石蜡中。 ＨＥ
和 ＥＶＧ 染色后计算肺小动脉（ ＜５０ μｍ 和 ５０ ～ １００
μｍ）中膜厚度（肌层厚度 ／血管外径）的百分比。 每

组至少计数 ５ 只大鼠，每只大鼠至少有 １５ 只血管。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行分析，连续

变量表示为平均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）。 多组间均值比

较采用单因素方差分析，两组间均值比较采用独立

样本 ｔ 检验两组比较，Ｐ＜０􀆰 ０５ 认为差异有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 手术＋ＭＣＴ 组大鼠的左心室重构优于单纯

ＭＣＴ 组大鼠

　 　 与对照组相比，单纯 ＭＣＴ 组和手术＋ＭＣＴ 组的

舒张期右室前壁厚度（ ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗａｌ，ＲＶＡＷ；
ｄ） 和舒张期右 室 腔 径 （ ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＲＶＩＤ；ｄ）显著增加（表 １，Ｐ＜０􀆰 ０１）；三尖瓣

环 收 缩 期 位 移 （ ｔｒｉｃｕｓｐｉｄ ａｎｎｕｌａｒ ｐｌａｎｅ ｓｙｓｔｏｌｉｃ
ｅｘｃｕｒｓｉｏｎ，ＴＡＰＳＥ）和肺动脉血流加速时间 ／肺动脉

射血时间（ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ／
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ，ＰＡＴ ／ ＰＥＴ）均降低，提示两

组大鼠均出现右心重构和右心功能障碍（表 １，Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 单纯 ＭＣＴ 组与手术＋ＭＣＴ 组两组之间在

右心重构指标上无明显差异。 单纯 ＭＣＴ 组大鼠的

左心受扩张的右心室压迫，舒张期左室腔径（ ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｄｉａｍｅ， ＬＶＩＤ；ｄ）减小，左心射血

分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ， ＥＦ）升高，显著高于对照组

（图 １，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与单纯 ＭＣＴ 组相反，手术＋ＭＣＴ
组大鼠虽然右心室也发生重构，但是 ＬＶＩＤ；ｄ 未降

低，ＥＦ 值未升高，总体上更接近正常对照组，提示

左向右分流手术部分缓解了 ＭＣＴ 引起的左心

重构。
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表 １　 实验终点三组大鼠超声结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

舒张期
右室前壁

厚度
（ｍｍ）

ＲＶＡＷ； ｄ

舒张期
右室腔径
（ｍｍ）

ＲＶＩＤ； ｄ

三尖瓣环
收缩期
位移
（ｍｍ）
ＴＡＰＳＥ

肺动脉血流
加速时间 ／
肺动脉

射血时间
ＰＡＴ ／ ＰＥＴ

舒张期
左室前壁厚度

（ｍｍ）
ＬＶＡＷ； ｄ

舒张期
左室腔径
（ｍｍ）

ＬＶＩＤ； ｄ

舒张期左室
后壁厚度
（ｍｍ）

ＬＶＰＷ； ｄ

左心射
血分数
（％）
ＥＦ

对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ５±０􀆰 ７ ２􀆰 ４±０􀆰 ４ ３􀆰 ８±０􀆰 １ ０􀆰 ４±０􀆰 １ １􀆰 ９４±０􀆰 ２ ７􀆰 ４６±１􀆰 ２ ２􀆰 １±０􀆰 ４ ８８􀆰 ０±１􀆰 ４

单纯 ＭＣＴ
Ｓｉｍｐｌｅ ＭＣＴ １􀆰 ６±０􀆰 ３ａ ４􀆰 ５±１􀆰 １ａ ２􀆰 ４±０􀆰 ４ａ ０􀆰 ２±０􀆰 １ａ １􀆰 ９±０􀆰 ３ ５􀆰 ８±０􀆰 ７ａ ２􀆰 １±０􀆰 ２ ９３􀆰 ０±２􀆰 ７ａ

手术＋ＭＣＴ
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ＋ＭＣＴ １􀆰 ７±０􀆰 ７ａ ４􀆰 ７±１􀆰 ７ａ ２􀆰 ２±０􀆰 ６ａ ０􀆰 ２±０􀆰 １ａ ２􀆰 ０±０􀆰 ５ ７􀆰 ０±０􀆰 ７ｂ ２􀆰 ０±０􀆰 ３ ８６􀆰 ０±６􀆰 ７ｂ

注：与对照组相比， ａＰ＜０􀆰 ０５；与单纯 ＭＣＴ 组相比， ｂＰ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａＰ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｍｐｌｅ ＭＣＴ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ＜０􀆰 ０５．

注：Ａ：对照组（ｎ＝ ５）；Ｂ：单纯 ＭＣＴ 组（ｎ＝ ８）；Ｃ：手术＋ＭＣＴ 组（ｎ＝ ８）；Ｄ：舒张期左室腔径统计图；Ｅ：左心射血分数统计图。 与对照组相

比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 实验终点大鼠胸骨旁右心短轴切面 Ｍ 模式检测图及结果统计图

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（ｎ＝ ５）． Ｂ， Ｓｉｍｐｌｅ ＭＣＴ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ８）． Ｃ， Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ＋ＭＣＴ ｇｒｏｕｐ （ ｎ ＝ ８）． Ｄ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ｃａｖｉｔｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｉｎ ｄｉａｓｔｏｌｅ． Ｅ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍ⁃ｍｏｄｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐａｒａｓｔｅｒｎａｌ ｒｉｇｈｔ ｈｅａｒｔ ｓｈｏｒｔ⁃ａｘｉｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２􀆰 ２　 手术＋ＭＣＴ 组大鼠的右心室功能处于代偿期

　 　 与对照组相比，其余两组的平均肺动脉压

（ｍｅａｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｍＰＡＰ）和右室收缩

压（ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＲＶＳＰ）均升高

（表 ２，Ｐ＜０􀆰 ０１），提示两组大鼠均发生肺动脉高压。
与单纯 ＭＣＴ 组相比，手术 ＋ ＭＣＴ 组的 ｍＰＡＰ 和

ＲＶＳＰ 稍低， 左室收缩压 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｏｌｉｃ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＳＰ ） 显 著 升 高 （ ７１􀆰 ２ ｖｓ １０５􀆰 １， Ｐ ＜
０􀆰 ０５） （表 ２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ，在右心功能方面，单纯

ＭＣＴ 大鼠的右心等容收缩期心室内压上升最大

速率（ｍａｘｉｍａｌ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｉｓｉｎｇ ｒａｔｅ，ｄｐ ／ ｄｔ
Ｍａｘ） 和 等 容 舒 张 期 心 室 内 压 下 降 最 大 速 率

４ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



（ｍａｘｉｍａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，
ｄｐ ／ ｄｔ Ｍｉｎ）均显著高于对照组，提示肺动脉压力

升高使该组大鼠右心室处于功能代偿期。 如图 ２
所示，ＭＣＴ＋分流组大鼠右心代偿虽然高于对照

组，但显著低于单纯 ＭＣＴ 组，提示该组大鼠右心

后负荷和代偿反应明显低于单纯 ＭＣＴ 组 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５） 。 这与 ＭＣＴ＋分流组大鼠肺血管压力稍低

于单纯 ＭＣＴ 组相一致。
２􀆰 ３　 ＭＣＴ 注射诱导严重肺血管重构

　 　 在明确右室重构和肺动脉压力变化的前提下，对
三组大鼠肺组织病理学染色，分析肺血管病变程度

（ 图３） 。将肺小动脉分为直径＜５０μｍ和直径５０ ～
表 ２　 实验终点三组大鼠导管结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｔｈｅｔｅｒ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ

单纯 ＭＣＴ
Ｓｉｍｐｌｅ ＭＣＴ

手术＋ＭＣＴ
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ＋ＭＣＴ

平均肺动脉压（ｍｍＨｇ） ｍＰＡＰ １７． ６±２． ３ ４３． ６±１１． １ａ ３３． ８±８． ４ａ

右室收缩压（ｍｍＨｇ） ＲＶＳＰ １９． １±２． ４ ５９． ８±２０． ５ａ ４７． ８±１３． ８ａ

右室舒张压（ｍｍＨｇ） ＲＶＤＰ １０． ９±２． ７ ８． １±９． ０ ４７． ８±１３． ８ａ

右心等容收缩期心室内压上升最大速率　 Ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｄｐ ／ ｄｔ Ｍａｘ ３２８． ８±２３． ２ １０８８． ４±４５３． ５ａ ６３８． ５±１３３． ６ａ

右心等容舒张期心室内压上升最大速率　 Ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｄｐ ／ ｄｔ Ｍｉｎ －３１７． ５±２１． １ －１１２３． ６±５２４． ２ａ －５９２． １±１２９． ０ａｂ

左室收缩压（ｍｍＨｇ） ＬＶＳＰ ７１． ２±７． ４ ９２． ０±９． ６ １０５． １±６． ９ａ

左室舒张压（ｍｍＨｇ） ＬＶＤＰ －３． ０±８． ０ ２． ９±１． ７ －３． ９±３． ０ａｂ

左心等容收缩期心室内压上升最大速率　 Ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｄｐ ／ ｄｔ Ｍａｘ ２２７５． ０±２９２． ６ ３４５８． ０±５９６． ２ａ ３４６４． ３±４６４． ３
左心等容收缩期心室内压上升最大速率　 Ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｄｐ ／ ｄｔ Ｍｉｎ －２１１２． ５±４５５． ６ －２１８４． ６±３６３． ６ －２７５４． ８±３５７． ６ａ

注：与对照组相比， ａＰ＜０􀆰 ０５；与单纯 ＭＣＴ 组相比， ｂＰ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａＰ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｍｐｌｅ ＭＣＴ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ＜０􀆰 ０５．

注：Ａ：各组大鼠平均肺动脉压力波形图（ｎ＝８）；Ｂ：各组大鼠右室收缩压波形图（ｎ＝８）；Ｃ：右心等容收缩期心室内压力上升最大速率（ｄｐ ／

ｄｔ Ｍａｘ）统计图；Ｄ：右心等容舒张期心室内压下降最大速率（ｄｐ ／ ｄｔ Ｍｉｎ）统计图。 与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ２　 各组大鼠右心导管测压波形图

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗａｖｅｆｏｒｍ ｏｆ ｍｅａｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ （ｎ＝８）． Ｂ， Ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｗａｖｅｆｏｒｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ （ｎ＝８）． Ｃ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｒａｔｅ ｏｆ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｉｓｅ （ｄｐ ／ ｄｔ Ｍａｘ） ｄｕｒｉｎｇ ｉｓｏｖｏｌｕｍｉｃ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｉｇｈｔ ｈｅａｒｔ． Ｄ， Ｍａｘｉｍｕｍ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ （ｄｐ ／ ｄｔ Ｍｉｎ） ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｈｅａｒｔ ｄｕｒｉｎｇ ｉｓｏｖｏｌｕｍｉｃ ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｗａｖｅｆｏｒｍ ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｃａｔｈｅｔｅｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

５中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



１００ μｍ 两组，分别统计中膜厚度百分比。 与对照组

相比，单纯 ＭＣＴ 组和手术＋ＭＣＴ 组肺小动脉中膜增

厚，肺血管明显重构（表 ３，Ｐ＜０􀆰 ００１）。 单纯 ＭＣＴ 组

和手术＋ＭＣＴ 组两组之间肺小动脉重构程度没有明

显差异（图 ３Ｇ、３Ｈ，Ｐ＜０􀆰 ０５），提示左向右分流不影响

肺血管重构，主要影响心脏重构，进而影响预后。

注：Ａ～Ｃ：对照组、单纯 ＭＣＴ 组、手术＋ＭＣＴ 组大鼠肺小动脉 ＨＥ 染色图；Ｄ～Ｆ：对照组、单纯 ＭＣＴ 组、手术＋ＭＣＴ 组大鼠肺小动

脉 ＥＶＧ 染色图；Ｇ：直径 ５０ μｍ 以下血管中膜厚度百分比统计图（ｎ＝ ８）；Ｈ：直径 ５０～１００ μｍ 血管中膜厚度百分比统计图（ｎ＝

８）。 与对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ３　 各组大鼠肺组织病理染色及统计图

Ｎｏｔｅ． Ａ～Ｃ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉｏｌｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｓｉｍｐｌｅ ＭＣＴ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ＋ＭＣＴ ｇｒｏｕｐ． Ｄ～ Ｆ， ＥＶＧ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉｏｌｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｓｉｍｐｌｅ ＭＣＴ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ＋ ＭＣＴ ｇｒｏｕｐ． Ｇ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｍｅｄｉａ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｂｅｌｏｗ ５０ μｍ （ｎ＝ ８）． Ｈ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｍｅｄｉａ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ５０～

１００ μｍ （ｎ＝ ８）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 实验终点三组大鼠肺小动脉中膜厚度百分比结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉｏｌａｒ ｍｅｄｉａ

ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＜５０ μｍ ５０～１００ μｍ

对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ １４􀆰 １±１􀆰 ０ １２􀆰 ０±０􀆰 ９

单纯 ＭＣＴ
Ｓｉｍｐｌｅ ＭＣＴ ２０􀆰 ７±０􀆰 ７ａ １６􀆰 ８±２􀆰 １ａ

手术＋ＭＣＴ
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ＋ＭＣＴ ２２􀆰 ６±２􀆰 ８ａ １６􀆰 ９±２􀆰 ６ａ

注：与对照组相比， ａＰ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａＰ＜０􀆰 ０５．

３　 讨论

　 　 本研究中，单纯 ＭＣＴ 组和手术＋ＭＣＴ 组大鼠术

后 ３ 周均出现肺动脉高压和右心室重构，且两组大

鼠之间无明显差异。 但对更多表型数据进行分析

后，发现手术＋ＭＣＴ 组大鼠的 ＬＶＩＤ；ｄ、ＥＦ、右心 ｄｐ ／
ｄｔ Ｍａｘ 和 ｄｐ ／ ｄｔ Ｍｉｎ 均明显优于单纯 ＭＣＴ 组，提示

ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 与 ＩＰＡＨ 在心脏重构方面有很大的不同。
注射 ＭＣＴ 是制造肺动脉高压动物模型的经典

方法，单次皮下注射剂量范围为 ４０ ～ ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 体
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重，最常用的的剂量为 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 体重［１１－１２］。 本研

究中，我们将 ＭＣＴ 的注射量从常规的 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 体

重降低到 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 体重，更好地展示了左向右分流

在 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 中所起的作用。 与腹主动脉－腔静脉

分流术模型相比［１３－１４］，本研究采用的颈部分流更靠

近大鼠心脏，所产生的分流也更加强烈，更加符合

患者的临床特征。 本研究所模拟的 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 在肺

动脉压力、右室重构、肺血管病理重构等多方面与

ＩＰＡＨ 大鼠没有明显差别，但 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 大鼠的左室

功能更好，右室因肺动脉压力升高引起的代偿性反

应性更低。 这些发现与临床研究相一致。 ２０１３ 年

一项针对不同类型肺动脉高压患者临床特征的研

究表明，ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 患者肺动脉压力和肺血管阻力

最高，但患者肺动脉高压功能分级（ＷＨＯ⁃ＦＣ）和运

动耐量较好，提示 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 患者心功能与肺动脉

压力和肺血管阻力并不一致［１５］。 关于中国肺动脉

高压特征的多中心人群队列研究结果显示，与 ＩＰＡＨ
患者相比 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 组患者更容易延误诊断导致肺

动脉压力更高，但心脏的性能更好，生存率明显优

于其他病因组［１６－１７］。
真实世界中，ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 与 ＩＰＡＨ 患者病程很

长。 本次实验时间较短，仅观察了造模后 ３ 周的表

型变化，并且未设计多个实验终点对各组大鼠进行

超声心动图、左右心导管和肺组织病理学检测，观
察左心代偿作用产生的时间点。 后续我们将做更

多研究，明确这两个模型在长期预后和各个时间点

心肺功能的改变。
肺动脉高压患者的病灶部位在肺血管，但预后

主要取决于心脏整体功能和代偿能力。 本研究比

较了 ＩＰＡＨ 和 ＣＨＤ⁃ＰＡＨ 两种不同病理情况大鼠模

型心脏结构、肺动脉压力和肺小动脉病理变化，发
现先心病合并肺动脉高压与特发性肺动脉高压的

心脏重构有着很大不同，在肺血管重构相似的情况

下，左向右分流的先心病显著改变了心脏整体对肺

动脉压力升高的代偿反应。 我们的初步实验结果

为后续研究这两种不同肺动脉高压亚型的病理机

制打下基础。
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穴位埋线通过 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 信号通路影响类风湿
关节炎的炎症水平

陈丽川∗，段　 波，喻　 昭，马志毅，孟倩文

（武汉市中医医院 风湿病科针灸科，武汉　 ４３００５０）

　 　 【摘要】 　 目的　 本实验研究穴位埋线通过调控 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 信号通路抗类风湿关节炎（ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＲＡ）的作用及其机制。 方法　 取 ２５ 只 ＳＤ 雌性大鼠，用完全弗氏佐剂进行诱导，建立 ＲＡ 模型大鼠，然后进行穴位

埋线和药物治疗，将大鼠分成 ５ 组：对照组、模型组、来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组，通过评价关

节炎指数判断炎症程度；ＥＬＩＳＡ 检测血清白细胞介素－６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６，ＩＬ⁃６）和白细胞介素－８（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ８，ＩＬ⁃８）的
含量；ＨＥ 染色观察滑膜炎性细胞浸润、滑腹组织、纤维组织、巨噬细胞增生及血管形成等情况；流式检测 ＰＤ⁃１ ／
ＯＸ４０ 及 ＣＤ４＋ＣＤ２８＋细胞含量。 结果　 除对照组外，各组大鼠踝关节至跖骨处或掌关节出现红斑和中度肿胀，在 １４
ｄ 以后模型组评分没有明显的变化，而来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组炎症因子评分开始下降，
其中穴位埋线＋来氟米特组下降最快。 模型组血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），来氟米特组、穴位埋线

组和穴位埋线＋来氟米特组大鼠血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 模型组大鼠滑膜组织遭到破坏，有
大量的炎症细胞浸润，血管扩张，纤维细胞增生，在进行来氟米特和穴位埋线处理后大鼠滑膜组织中炎症细胞浸润

明显降低，血管增生被抑制，且在来氟米特和穴位埋线共同作用时效果最明显。 模型组中大鼠的 ＰＤ⁃１ 表达增加，
ＯＸ４０ 表达显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＣＤ４ 和 ＣＤ２８ 表达显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟

米特组大鼠的 ＯＸ４０ 的表达显著增加，ＣＤ４、ＣＤ２８ 和 ＰＤ⁃１ 表达显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 穴位埋线能够改善 ＲＡ
症状，并且与来氟米特具有联合治疗的作用，其作用机制可能与 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 信号通路有关。

【关键词】 　 穴位埋线；类风湿关节炎；ＰＤ⁃１；ＯＸ４０
【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２３） １０－０００８－０７

Ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｗｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｏｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
（ＲＡ） ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｉｖｅ ＳＤ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
Ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ＲＡ ｍｏｄｅｌ． Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｍｏｄｅｌ， Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ， ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ
ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ， ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ． Ｓｅｒｕｍ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６ （ ＩＬ⁃６） ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ８ （ ＩＬ⁃８） ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ
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ｐａｌｍ ｊｏｉｎｔ． Ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ， ｔｈｅ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ
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ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｆａｓｔｅｓｔ． Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｅｒｅａｓ
ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｉｎ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ， ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ， ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ ｗａｓ ｄａｍａｇｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｆｉｂｒｏｕｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ
ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｗｈｅｎ ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｗｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ． Ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ， ＰＤ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ＯＸ４０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＣＤ４ ａｎｄ ＣＤ２８
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＯＸ４０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ， ａｃｕｐｏｉｎｔ
ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ， ａｎｄ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｈｉｌｅ ＣＤ４， ＣＤ２８， ａｎｄ ＰＤ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ＲＡ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｈａｓ ａ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｗｉｔｈ ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ． Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ； ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ＰＤ⁃１； ＯＸ４０
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）作为一

种常见的炎症性关节炎，主要表现为关节疼痛和僵

硬，伴随终生的发病率在世界范围内高达 １％［１］，其
诊断标准包括至少一个关节有明确的肿胀［２］。 ＲＡ
的主要特征是炎症途径导致的关节滑膜细胞增殖，
形成的血管翳可能导致软骨的破坏和骨质的侵蚀，
促炎因子大量产生更加促进了这一过程的发生［３］。
在 ＲＡ 患者治疗中，两种或两种以上的抗风湿药物

联合治疗比单药治疗更有效，但是两种以上的生物

制剂的使用会带来很大的不良反应风险。
穴位埋线（ ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ，ＡＣＥ）是

现代针灸的一种，是指用无菌镊子将肠线（１． ０ ～ １􀆰 ５
ｃｍ）放入一次性无菌针的针尖，肠线与针尖内缘平

行，针头随针用钝针，将消毒过的针头插入消毒过

的穴位，将针刺针推入片刻，取出无菌针，将肠线留

在穴位［４－５］。 穴位埋线结合了针灸和穴位的优点，
对穴位和机体产生全面持久的作用，此方法价格低

廉，疗效持久，临床上被广泛应用。 研究证明，在与

炎症反应有关的急性呼吸窘迫综合征研究中，通过

穴位埋线治疗降低了白细胞介素－６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６，
ＩＬ⁃６）水平，抑制了促炎细胞因子的产生［６］。 Ｌｕ
等［７］总结发现，在治疗以肠道炎症为主的溃疡性结

肠炎疾病中，通过穴位埋线治疗效果更持久，愈合

所需时间更短。 目前也有很多研究通过穴位埋线

能够有效治疗 ＲＡ，但是对其机制研究尚不明确。
此外，程序性死亡受体 １（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ⁃１，

ＰＤ⁃１）信号缺失或被阻断可以导致一系列自身免疫

性疾病，而肿瘤坏死因子受体超家族成员 ４（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ４，ＯＸ４０）
信号敲除或被阻断则对自身免疫性疾病有治疗作

用。 ＰＤ⁃１ 和 ＯＸ４０ 共刺激信号失衡可促进 ＲＡ 疾病

的进展［８］。 因此，本研究通过建立 ＲＡ 模型大鼠，对
大鼠穴位埋线和给药治疗，从炎症因子、滑膜形态

以及流式检测 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 及分化决定族抗原 ４
（ＣＤ４） ／ Ｔ 细胞特异性表面糖蛋白（ＣＤ２８）细胞含量

方面，进一步探讨穴位埋线在 ＲＡ 中可能作用机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＤ 大鼠，ＳＰＦ 级，雌性，８ 周龄，体重 １５０ ～ １８０
ｇ，共 ２５ 只，来源于三峡大学 ［ ＳＣＸＫ （鄂） ２０２２ －
００１２］，在武汉华联科生物技术有限公司无特定病

原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）条件下饲养［ＳＹＸＫ
（鄂）２０１８－０１０４］。 所有动物实验均由华联科生物

技术有限公司伦理委员会审批 （ ＨＬＫ⁃２０２００１１０⁃
００１）。 实验过程严格按照 ３Ｒ 原则给予人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 来氟米特（上海阿拉丁生化科技股份有限公

司，Ｌ１２９５１８）；戊巴比妥钠和完全弗氏佐剂（美国

ｓｉｇｍａ 公司，Ｐ３７６１、Ｆ５８８１）；ＩＬ⁃６ 和白细胞介素－ ８
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ８，ＩＬ⁃８）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（武汉贝茵莱生物

科技有限公司，ＲＡ２０６０７）；二甲苯（北京沃凯生物科

技有限公司，４００９１０６０）；苏木素和伊红（北京碧云

天生物科技有限公司，Ｃ０１０７ 和 Ｃ０１０９）；大鼠全血
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单个核细胞分离液 ＫＩＴ（上海微科生物技术有限公

司，ＬＤＳ１０８０）；所有抗体 ＰＤ１ （ ＰＡＢ４７９０２）、 ＯＸ４０
（ＰＡＢ４７９６８ ）、 ＧＡＰＤＨ （ ＰＡＢ３６２６９ ） 和 Ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃
Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ（ＳＡＢ４３７１４）均购自武汉贝茵莱生物科技

有限公司。 可吸收缝合线 （上海浦东金环医疗，
６６Ｖ１２２８Ａ）；埋线针（高冠医械，２０１６２２７１０５９）；酶标

仪（芬兰雷勃，ＭＫ３）；电泳仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ｍｉｎｉ ｐｒｏｔｅａｎ
３ ｃｅｌｌ）；全自动化学发光分析仪（上海天能，Ｔａｎｏｎ⁃
５２００）；流式细胞仪（艾森，ＮｏｖｏＣｙｔｅ）；倒置荧光显微

镜（Ｌｅｉｃａ 公司，ＭＩＬ ＬＥＤ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

　 　 将动物按照随机数字表（由 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 程序生

成）随机分为 ５ 组，每组 ５ 只。 对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组：造
模后第 １０ 天开始予以等剂量生理盐水灌胃，连续

４２ ｄ。 模型（ｍｏｄｅｌ）组：造模后第 １０ 天开始予以等

剂量 生 理 盐 水 灌 胃， 连 续 ４２ ｄ。 来 氟 米 特

（Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ）组：造模后第 １０ 天开始予以大鼠灌胃

来氟米特量为 １０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），灌胃剂量 １ ｍＬ ／ １００
ｇ，连续 ４２ ｄ。 穴位埋线（ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ，
ＡＣＥ）组：按照上述造模过程，造模后第 １０ 天进行穴

位埋线，处理 ４２ ｄ，埋线 ３ 次。 穴位埋线＋来氟米特

（ＡＣＥ＋ Ｌｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ）组：造模后第 １０ 天开始予以大

鼠灌胃来氟米特量为 １０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ），灌胃剂量 １
ｍＬ ／ １００ ｇ，连续 ４２ ｄ，并进行上述穴位埋线操作。
１􀆰 ３􀆰 ２　 模型构建

　 　 将各组大鼠右后足趾皮下注射完全弗氏佐剂

（ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）０􀆰 １ ｍＬ 致炎。 其

中对照组按照造模过程注射等量 ＰＢＳ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 穴位埋线

　 　 实验前动物禁食不禁饮 １２ ｈ。 以 ３％戊巴比妥

钠麻醉大鼠。 背部、右后腿剃毛后消毒备用。 参照

文献进行穴位埋线［９］，定位双侧“足三里” “肾腧”。
“肾腧”位于第二腰椎下两旁，左右各一穴，“足三

里”位于膝关节后外侧，在腓骨小头下约 ５ ｍｍ 处。
将大鼠俯卧位固定，将 ９ 号针头（含 ０􀆰 ８ ｃｍ 长无菌

羊肠线），刺入已消毒的双侧“足三里”和“肾腧”，将
肠线完全置入穴内。 操作完成后使用碘伏消毒

创面。
１􀆰 ３􀆰 ４　 取材

　 　 用 ３％戊巴比妥钠麻醉大鼠，取抗凝新鲜全血

用于细胞流式检测；血清用于 ＥＬＩＳＡ 检测；滑膜组

织用于病理 ＨＥ 染色。

１􀆰 ３􀆰 ５　 关节炎指数

　 　 参照前期方法［９］，每 ７ ｄ 对大鼠进行关节炎评

分。 其标准见表 １。
１􀆰 ３􀆰 ６　 炎症因子检测

　 　 采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定大鼠血清中的 ＩＬ⁃６ 和

ＩＬ⁃８ 水平，其测定步骤严格按照按照试剂盒说明书

进行，通过标准品的稀释，加样，加酶及温育，洗涤，
显色，最终加入终止液，在 ４５０ ｎｍ 波长依序测量各

孔的吸光度，计算 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８ 的浓度。
１􀆰 ３􀆰 ７　 滑膜组织病理检测

　 　 将样本经过脱钙、浸蜡及包埋、切片（３ μｍ）、烤
片后进行 ＨＥ 染色，并采集样本相关部位。 根据炎

症滑膜中的三大类细胞群（定居细胞群、迁移细胞

群和内膜细胞群）对 ＨＥ 染色进行定量评分［１０］。 评

分范围依次为 ０ 分（正常）、１ 分（轻度）、２ 分（中
度）、３ 分（重度）。 将 ３ 种炎症特征的参数进行汇

总，总分 ０～ １ 分表示正常，炎症级别为 ０；总分 ２ ～ ３
分为轻度滑膜炎，炎症级别为 １；总分 ４～６ 为中度滑

膜炎，炎症级别为 ２；总分 ７ ～ ９ 分为重度滑膜炎，炎
症级别为 ３。

表 １　 关节炎评分标准
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｃｏｒｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ

状态
Ｓｔａｔｕｓ

分值
Ｓｃｏｒｅ

正常
Ｎｏｒｍａｌ ０

踝或腕关节出现轻微红斑、肿胀
Ｓｌｉｇｈｔ ｅｒｙｔｈｅｍａ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｏｒ ｗｒｉｓｔ １

后足踝关节及跗骨出现红斑和肿胀
Ｅｒｙｔｈｅｍａ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ａｎｄ ｔａｒｓａｌ

ｂｏｎｅ ｏｆ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｆｏｏｔ
２

踝关节至跖骨处或掌关节出现红斑和中度肿胀
Ｅｒｙｔｈｅｍａ ａｎｄ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ａｎｋｌｅ ｔｏ

ｍｅｔａｔａｒｓａｌ ｏｒ ｍｅｔａｃａｒｐａｌ ｊｏｉｎｔｓ
３

踝关节至跖骨处严重肿胀和红斑，且不能负重
Ｓｅｖｅｒｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｅｒｙｔｈｅｍａ ｆｒｏｍ ａｎｋｌｅ ｔｏ

ｍｅｔａｔａｒｓａｌ ａｎｄ ｎｏ ｗｅｉｇｈｔ ｂｅａｒｉｎｇ
４

１􀆰 ３􀆰 ８　 流式检测

　 　 分离大鼠外周血单个核细胞进行流式检测。
取各组样本，１×１０６ 个细胞，１００ μＬ ＰＢＳ 重悬后，每
管加入 ２ μＬ ＯＸ４０⁃ＡＰＣ、ＣＤ４⁃ＰｅｒＣＰ⁃ｅＦｌｕｏｒ ７１０ 和

ＣＤ２８⁃ＰＥ 抗体，４℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ；加入 ２ ｍＬ ＰＢＳ
洗涤 １ 次，４℃ ４００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液；加
入 １ ｍＬ ４％多聚甲醛室温固定 ３０ ｍｉｎ；用 １ ｍＬ ＰＢＳ
洗 ２ 次，每次 ３ ｍｉｎ，弃去 ＰＢＳ；加入 ２００ μＬ 用 ＰＢＳ
１ ∶ ２００ 稀释后的抗体 ＰＤ⁃１，室温孵育 １ ｈ，用 １ ｍＬ
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ＰＢＳ 洗 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ，弃去 ＰＢＳ；加二抗稀释液：
加入 ２００ μＬ 用 ＰＢＳ １ ∶ ２００ 稀释后的二抗，３７℃，孵
育 １ ｈ；用 １ ｍＬ ＰＢＳ 洗 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ，弃去 ＰＢＳ；
４００ μＬ 的 ＰＢＳ 重悬细胞，４℃避光保存，上机检测，
使用 ＮｏｖｏＣｙｔｅ 分析软件分析实验结果。
１􀆰 ３􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
　 　 取各组样本，采用蛋白抽提试剂盒提取不同组

别细胞总蛋白。 采用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 采用

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离总蛋白，每道孔上样 ５０ μｇ 总蛋

白质。 电泳 ２ ｈ 后，采用湿法转膜至 ＰＶＤＦ 膜，将膜

用 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，４℃ 孵育一抗 ＰＤ１（１ ∶
１０００）、ＯＸ４０（１ ∶ １０００）过夜，次晨采用 ＴＢＳＴ 漂洗

膜，加入 ＨＲＰ 标记的二抗 Ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ（１ ∶２０
０００），３７℃ 孵育 １ ｈ， ＥＣＬ 显影，保存图像，采用

Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 侧光密度值。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计学分析，计量资

料采用平均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示。 多组间比较使

用单因素方差分析，两组间比较采用 ＬＳＤ 检验。 以

Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 模型鉴定

　 　 对照组大鼠的足均正常（图 １），跖骨和足骨形

图 １　 大鼠模型的鉴定

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ

态规则，而模型组大鼠右后足出现明显红肿，炎症

严重，跖骨和足骨出现多处红斑，足趾明显肿胀，大
鼠行走受限。 此模型构建成功。
２􀆰 ２　 关节炎指数

　 　 在大鼠免疫后每 ７ ｄ 进行 １ 次关节炎评分，结
果如图 ２ 所示，在第 ７ 天除对照组外，各组大鼠踝关

节至跖骨处或掌关节出现红斑和中度肿胀，在第 １４
天时除对照组外，各组大鼠炎症加重，炎症因子评

分均在 ３ 分以上，在 １４ ｄ 以后模型组评分没有明显

的变化，但是来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋
来氟米特组炎症因子评分开始下降。 在第 ４９ 天时，
与对照组比较，模型组炎症因子评分显著升高；与
模型组比较，来氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋
来氟米特组炎症因子评分明显下降，且穴位埋线＋
来氟米特组最低。

注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组关节炎指数

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２􀆰 ３　 血清中炎症因子水平

　 　 模型组与对照组比较（图 ３），大鼠血清中 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃８ 含量均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，来
氟米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组大

鼠血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量均显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量

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

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 大鼠滑膜组织 ＨＥ 染色

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

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

２􀆰 ４　 组织病理形态观察

　 　 对大鼠滑膜组织进行 ＨＥ 染色（图 ４），结果发

现，对照组大鼠的关节滑膜组织结构和形态正常，
模型组大鼠滑膜组织遭到破坏，有大量的炎症细胞

浸润，血管扩张，纤维细胞增生，在进行来氟米特和

穴位埋线处理后大鼠滑膜组织中炎症细胞浸润明

显降低，血管增生被抑制，且在来氟米特和穴位埋

线共同作用时效果最明显。 此外，与对照比较，模
型组评分显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，来氟

米特组、穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组评分

显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 流式检测

　 　 流式检测的大鼠血中 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 及 ＣＤ４ ／
ＣＤ２８ 细胞含量（图 ５），与对照组比较，模型组中大

鼠的 ＰＤ⁃１ 和 ＣＤ４ ／ ＣＤ２８ 细胞含量显著增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＯＸ４０ 显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，
穴位埋线组和穴位埋线 ＋来氟米特组的 ＰＤ⁃１ 和

ＣＤ４ ／ ＣＤ２８ 细胞含量显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＯＸ４０ 显

著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 如图 ６ 所示，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 流式检测 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 及 ＣＤ４ ／ ＣＤ２８ 细胞含量

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

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ａｎｄ ＣＤ４ ／ ＣＤ２８ ｃｅｌｌ

注：与对照组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＤ⁃１ 和 ＯＸ４０ 的蛋白表达

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

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＤ⁃１ ａｎｄ ＯＸ４０ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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检测相关通路的变化，与对照组比较，模型组 ＰＤ⁃１
的蛋白表达显著上调（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＯＸ４０ 的蛋白表达

显著下调（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，来氟米特组、
穴位埋线组和穴位埋线＋来氟米特组 ＰＤ⁃１ 的蛋白

表达显著下调（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＯＸ４０ 的蛋白表达显著上

调（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

３　 讨论

　 　 ＲＡ 是一种慢性的炎症性关节疾病，可导致不

可逆的关节损伤和严重残疾，在过去的几年里，在
ＲＡ 治疗方面已经取得了很大的进展，但其治疗机

制尚不明确［１１］。 而且，仍有一部分的患者对这些治

疗并没有得到有效的反应。 基于目前对穴位埋线

的研究发现，穴位埋线不仅能够有效治疗多种疾

病，而且还弥补了传统针灸治疗周期长和刺激时间

短的缺点［１２－１４］。 李小兰等［１５］ 研究发现，通过穴位

埋线联合西药治疗类风湿关节炎，结果实现其治疗

效果显著改善。 本研究中，通过对大鼠的关节炎评

分发现，穴位埋线和来氟米特治疗后，大鼠的关节

炎指数明显降低。 在 ＲＡ 发病机制中，活化的 Ｔ 细

胞产生炎性细胞因子刺激巨噬细胞和单核细胞。
本研究中，在 ＲＡ 治疗中通过穴位埋线能够显著降

低大鼠血清中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 的含量，缓解了大鼠关节炎

症，通过 ＨＥ 染色观察滑膜组织发现，在穴位埋线后

大鼠滑膜关节的损伤明显的得到缓解。
程序性死亡受体 １（ＰＤ⁃１），是一种重要的免疫

抑制分子，负责 Ｔ 细胞的激活增殖和细胞毒性的分

泌［１６］。 在慢性感染期间，ＰＤ⁃１ 由于失去甲基化启

动子而在耗尽的 ＣＤ８ 细胞中表达［１７］。 在一项研究

中表明，与健康者比较，三名 ＨＬ 患者肿瘤浸润性 Ｔ
细胞中的 ＰＤ⁃１ 水平显著升高［１８］。 ＰＤ⁃１ 能够向下

调节免疫系统对人体细胞的反应，以及通过抑制 Ｔ
细胞炎症活动来调节免疫系统。 ＯＸ４０ 是一种有效

的共刺激受体，能够增强 Ｔ 淋巴细胞表面的 Ｔ 细胞

受体信号，是能被特异性识别的信号［１９］，其主要由

Ｔ 细胞表达，并在 ＣＤ４＋Ｔ 细胞上的表达较高［２０］，能
够增强 Ｔ 细胞对效应分子和细胞因子的增殖和表

达，对促炎细胞因子的产生有明显的抑制作用。
之前有研究证明，ＰＤ⁃１ 的缺失或阻断可导致自

身免疫性疾病［２１］，而 ＯＸ４０ 信号对自身免疫性疾病

具有治疗作用［２２］。 Ｍａ 等［２３］ 发现，具有高水平的

ＯＸ４０ 和低水平的 ＰＤ⁃１ 会使晚期胰腺导管腺癌患

者具有更长的生存时间。 本研究中，在穴位埋线和

给予来氟米特后 ＯＸ４０ 的含量显著增加， ＣＤ４＋

ＣＤ２８＋和 ＰＤ⁃１ 细胞含量显著下降；而 ＲＡ 模型组中

ＯＸ４０＋的含量最低，ＣＤ４＋ＣＤ２８＋和 ＰＤ⁃１ 细胞含量较

高。 我们推测这是在 ＲＡ 病理中可能存在 ＰＤ⁃１ 和

ＯＸ４０ 共刺激信号的不平衡，使 ＣＤ４＋Ｔ 细胞异常激

活，从而导致自身免疫。 共刺激分子 ＰＤ⁃１ 和 ＯＸ４０
分别属于免疫球蛋白家族和 ＴＮＦ 家族，均在 ＣＤ４＋Ｔ
细胞的激活直接具有重要的作用，其异常信号与多

种自身免疫性疾病有关［９］。
综上所述，本研究采用 ＣＦＡ 诱导构建 ＲＡ 模

型，通过实验进行穴位埋线和来氟米特治疗后，能
够明显降低 ＲＡ 的炎症程度，其作用机制可能与调

控 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 信号通路有关。
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ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： １５－２２．
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［基金项目］２０２１ 年河南省中医药拔尖人才培养项目资助（豫卫中医函（２０２１）１５ 号）；河南省中医药科学研究专项课题（２０２１ＪＤＺＸ２１２１）。
［作者简介］郭中华（１９８１—），男，硕士，副主任医师，研究方向：骨关节与骨质疏松。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｇｚｈ１９８１＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］曹玉举（１９７２—），男，硕士，副主任医师，研究方向：骨关节相关疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃａｏｙｕｊｕ＠ １２６． ｃｏｍ

柴胡桂枝汤加减通过调节 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路
对骨质疏松大鼠的改善作用及机制研究

郭中华１，史栋梁１，曹玉举２∗，王云飞１，杨少祥１，秦合伟３，张仲博１，任博文１，
周松林４，王俊杰１，王莉莎１，万小冠５

（１．河南省中医院骨病一科，郑州　 ４５００５３；２．郑州中医骨伤病医院骨科，郑州　 ４５００１６；
３．河南省中医院康复科，郑州　 ４５００５３；４．河南省中医院疼痛科，郑州　 ４５００５３；

５．郑州市第九人民医院骨科，郑州　 ４５００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨柴胡桂枝汤加减（ＣＧＤ）调节 Ｗｎｔ ／ β⁃连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）信号通路对骨质疏松大鼠的

改善作用。 方法　 将 ＳＤ 大鼠分组为 Ｍｏｄｅｌ 组、ＣＫ 组、高剂量 ＣＧＤ 组（ＣＧＤ⁃Ｈ 组，２０ ｇ ／ ｋｇ）、低剂量 ＣＧＤ 组（ＣＧＤ⁃Ｌ
组，５ ｇ ／ ｋｇ）、戊酸雌二醇组（ＥＶ 组，９ ｍｇ ／ ｋｇ）、ＤＫＫ⁃１ 组（Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路抑制剂，１００ ｍｇ ／ ｋｇ）和 ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１
组（２０ ｇ ／ ｋｇ＋１００ ｍｇ ／ ｋｇ），每组 １２ 只。 除 ＣＫ 组外，其他组大鼠均通过灌胃 ７０ ｍｇ ／ ｋｇ 维甲酸的方式构建骨质疏松症

（ＯＰ）大鼠模型，ＣＫ 组大鼠灌胃等量的生理盐水。 造模 ４ 周开始给予相应的药物干预 ４ 周。 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血

清中Ⅰ型胶－原 Ｃ 端肽（ＣＴＸ⁃Ⅰ）、骨钙素（ＢＧＰ）水平；观察股骨微观结构相关指标骨体积分数、骨小梁厚度、骨密

度、骨小梁数量的变化；ＨＥ 染色检测大鼠股骨病理变化；碱性磷酸酶（ＡＬＰ）钙－钴染色检测大鼠股骨中成骨细胞活

性；抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色检测大鼠股骨组织中破骨细胞活性；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠股骨组织中

Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白。 结果　 与 ＣＫ 组比较，Ｍｏｄｅｌ 组大鼠股骨组织病理损伤严重，ＣＴＸ⁃Ⅰ水平、破骨细胞活性升

高，ＢＧＰ 水平、骨体积分数、骨小梁厚度、骨密度、骨小梁数量、成骨细胞活性、Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｍｏｄｅｌ 组比较，ＣＧＤ⁃Ｌ 组、ＣＧＤ⁃Ｈ 组、ＥＶ 组大鼠股骨组织病理损伤减轻，ＣＴＸ⁃Ⅰ水平、破骨细胞活性降

低，ＢＧＰ 水平、骨体积分数、骨小梁厚度、骨密度、骨小梁数量、成骨细胞活性、Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达升高，而
ＤＫＫ⁃１ 组对应指标变化趋势与上述相反（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组比较，ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ 组大鼠股骨组织病理损伤严

重，ＣＴＸ⁃Ⅰ水平、破骨细胞活性升高，ＢＧＰ 水平、骨体积分数、骨小梁厚度、骨密度、骨小梁数量、成骨细胞活性、
Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＣＧＤ 可能通过激活 Ｗｎｔ ／ β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ 通路改善大鼠 ＯＰ。

【关键词】 　 　 柴胡桂枝汤加减；Ｗｎｔ ／ β⁃连环蛋白信号通路；骨质疏松症；成骨细胞；破骨细胞
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ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＤＫＫ⁃１ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＧＤ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ， ｆｅｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｏｆ ｔｈｅ ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｄａｍａｇｅｄ， ｔｈｅ ＣＴＸ⁃Ⅰ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ＢＧＰ
ｌｅｖｅｌ， ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ， ｂｏｎｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ｂｏｎｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ， ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ，
ａｎｄ Ｗｎｔ３ａ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＣＧＤ ｍａｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ＯＰ ｉｎ ｒａｔｓ ｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ．

【 Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｃｈａｉｈｕ Ｇｕｉｚｈｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ；
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ； ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种全身性多

因素骨骼疾病，其特征是骨量减少、骨微结构破坏

和骨脆性增加［１－２］。 随着人口老龄化程度的扩大，
ＯＰ 的患病率不断上升，已成为许多国家的重要公

共卫生问题［３－４］。 目前，ＯＰ 的治疗主要采用药物疗

法、物理疗法和运动疗法。 尽管 ＯＰ 的治疗取得了

很大进展，但治疗效果仍不能达到临床预期，如许

多新开发的抗 ＯＰ 药物价格昂贵，限制了其广泛的

临床应用，药物不良反应最终影响患者服药依从性

等［５］。 因此开发新的治疗 ＯＰ 的药物变得非常重

要。 柴胡桂枝汤出自张仲景《伤寒论》，已有研究显

示其在临床上治疗类风湿关节炎方面疗效显著［６］。
但关于柴胡桂枝汤能否改善 ＯＰ 尚不清楚。 最近的

研究显示，激活 Ｗｎｔ ／ β⁃连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）信号通

路可延缓 ＯＰ 的发生和发展［７］。 而柴胡桂枝汤能否

通过调节 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路改善 ＯＰ 尚不明

确。 因此，本研究严格参考临床相关研究［８］ 在柴胡

桂枝汤原方的基础上通过加减一些药物合为柴胡

桂枝汤加减（Ｃｈａｉｈｕ Ｇｕｉｚｈｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＣＧＤ），观察

ＣＧＤ 对 ＯＰ 大鼠的影响并探究相应的作用机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ８４ 只 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠（７ 周龄，体重 ２００ ～
２１０ ｇ）购于广东南模生物公司［ ＳＣＸＫ（粤） ２０２２ －
００６２］，饲养于河南省中医院 ＳＰＦ 级实验室［ＳＹＸＫ
（豫）２０２１－００１８］。 本研究遵循 ３Ｒ 原则，且所有动

物实验都已获得河南省中医院动物伦理委员会的
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审核及批准（ＨＮＳＺＹＹ２０２２０１００１２）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＣＧＤ 由黄芩 １０ ｇ、葛根 ３０ ｇ、党参 １０ ｇ、桂枝 １５
ｇ、柴胡 ２４ ｇ、生姜 １０ ｇ、白芍 １５ ｇ、清半夏 １２ ｇ、炙甘

草 １０ ｇ、焦神曲 １０ ｇ、白术 ２０ ｇ、大枣 １０ ｇ 组成，购于

河南省中医院中药房。 加入 ５ 倍药材质量的水浸泡

药材 ２ ｈ，大火烧开后转文火煮 １ ｈ，经过滤得煎液，
重新加水再煎煮第 ２ 次。 将两次所得的煎煮液混合

并加热浓缩至 ５ ｇ ／ ｍＬ。
维甲酸（规格 ５０ ｍｇ，批号：２０２１１１２８）购自深圳

振强生物公司；戊酸雌二醇（ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｖａｌｅｒａｔｅ，ＥＶ）
（批号：２０２２０２１３）购自北京凯诗源生物公司；Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路抑制剂 ＤＫＫ⁃１（批号：２０２１１２１８）购自

上海禾午生物公司；大鼠 Ⅰ 型胶原 Ｃ 端肽 （ Ｃ⁃
ｔｅｌｏｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅰ ｃｏｌｌａｇｅｎ， ＣＴＸ⁃Ⅰ）、 骨 钙 素

（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＢＧＰ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒（批号：２０２１１１２３、
２０２２０７０６）购自上海钰博生物公司；碱性磷酸酶

（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）钙－钴染色试剂盒、抗酒

石酸酸性磷酸酶（ ｔａｒｔｒａｔｅ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＴＲＡＰ）染色试剂盒（批号：２０２２０７０４、２０２２０６１９）购

自上海歌凡生物公司；兔源一抗 Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
ＧＡＰＤＨ 和二抗（批号：ａｂ２１９４１２、ａｂ３２５７２、ａｂ８２４５、
ａｂ９７０５１） 均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。 ＳｋｔＳｃａｎ １１７６
ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 仪购自德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司；ＢＸ５３ 光学显微

镜购自日本奥林巴斯；ＤＹＹ⁃７Ｃ 型蛋白电泳仪购于

北京六一仪器厂。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组及 ＯＰ 模型的构建

　 　 将 ８４ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 Ｍｏｄｅｌ 组、ＣＫ 组、高
剂量 ＣＧＤ 组（ＣＧＤ⁃Ｈ 组）、低剂量 ＣＧＤ 组（ＣＧＤ⁃Ｌ
组）、戊酸雌二醇组（ＥＶ 组）、Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路抑

制剂（ＤＫＫ⁃１）组和 ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ 组，每组 １２ 只。
除 ＣＫ 组外，其他组大鼠均通过灌胃 ７０ ｍｇ ／ ｋｇ 维甲

酸的方式（每天 １ 次，持续 ４ 周）构建 ＯＰ 大鼠模

型［９］。 ＣＫ 组大鼠在相同时间段内灌胃等量的生理

盐水。 通过观察股骨微观结构以及股骨病理损伤

来判断造模是否成功。 造模成功后，根据参考文献

及前期预实验结果进行给药处理，ＣＧＤ⁃Ｌ 组、ＣＧＤ⁃
Ｈ 组、ＥＶ 组［１０］ 大鼠分别需灌胃 ５ ｇ ／ ｋｇ ＣＧＤ、２０ ｇ ／
ｋｇ ＣＧＤ、９ ｍｇ ／ ｋｇ ＥＶ，且均需腹腔注射等量的生理

盐水； ＤＫＫ⁃１ 组［１１］ 大鼠需腹腔注射 １００ ｍｇ ／ ｋｇ
ＤＫＫ⁃１ 且灌胃等量的生理盐水；ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ 组

大鼠在灌胃 ２０ ｇ ／ ｋｇ ＣＧＤ 的同时还需腹腔注射 １００

ｍｇ ／ ｋｇ ＤＫＫ⁃１；Ｍｏｄｅｌ 组、ＣＫ 组大鼠均需灌胃及腹腔

注射等量的生理盐水，每天给药 １ 次，给药共持续

４ 周。
１􀆰 ３􀆰 ２　 标本收集

　 　 末次给药 ２４ ｈ 后，腹腔注射 ２％戊巴比妥钠麻

醉所有大鼠，尾静脉取血 （离心收集血清） 用于

ＣＴＸ⁃Ⅰ、ＢＧＰ 的检测；处死大鼠并收集其左右两侧

的股骨组织，利用 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 仪检测左侧股骨微观结

构相关指标骨体积分数、骨小梁厚度、骨密度、骨小

梁数量的变化；将大鼠右侧股骨组织，分为两部分，
一部分固定于 ４％多聚甲醛中用于 ＨＥ、ＡＬＰ 钙－钴、
ＴＲＡＰ 染色，另一部分冻存于－８０℃中用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清中 ＣＴＸ⁃Ⅰ、ＢＧＰ 水平

　 　 按照试剂盒说明检测血清中 ＣＴＸ⁃Ⅰ、 ＢＧＰ
水平。
１􀆰 ３􀆰 ４　 股骨微观结构相关指标的检测

　 　 取各组大鼠左侧股骨固定于 １０％福尔马林溶

液中，利用 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 仪平扫大鼠左侧股骨，扫描参

数设置为：管电压 ５０ ｋＶ，管电流 ４００ μＡ，分辨率 １０
μｍ，曝光时间 ３００ ｍｓ，扫描角度 ３６０°。 使用 Ｍｅｄ
Ｐｒｏｊｅｃｔ ４􀆰 １ 和 Ｍｉｃｒｏ Ｖｉｅｗ 软件对大鼠左侧股骨二维

图像生成三维渲染，并自动计算骨体积分数、骨小

梁厚度、骨密度、骨小梁数量的变化。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＨＥ 染色检测大鼠股骨病理变化

　 　 将固定于 ４％多聚甲醛中的股骨组织脱钙、包
埋、切片 （ ５ μｍ 厚）、ＨＥ 染色后，观察股骨病理

变化。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＡＬＰ 钙－钴染色检测大鼠股骨中成骨细胞

活性

　 　 取 １􀆰 ３􀆰 ５ 中的组织切片，经脱蜡后，用 ＡＬＰ 孵

育液孵育 １２ ｈ，自来水冲洗；加入硝酸钴孵育 ５ ｍｉｎ，
自来水冲洗；加入硫化工作液孵育 ２ ｍｉｎ，自来水冲

洗；核固红染色，自来水冲洗；将切片脱水、透明、封
片。 利用光学显微镜观察细胞质内深褐色沉淀形

成情况，褐色沉淀形成越多，表明成骨细胞活性

越高。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＴＲＡＰ 染色检测大鼠股骨组织中破骨细胞

活性

　 　 取 １􀆰 ３􀆰 ５ 中的组织切片，经脱蜡后，用 ＴＲＡＰ 固

定液固定 １ ｍｉｎ，自来水冲洗；ＴＲＡＰ 孵育液孵育 １
ｈ，自来水冲洗；苏木素染液染色 ７ ｍｉｎ，自来水冲洗；
将切片脱水、透明、封片。 利用光学显微镜观察细
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胞质内紫红色沉淀形成情况，紫红色沉淀形成越

多，表明破骨细胞活性越高。
１􀆰 ３􀆰 ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠股骨组织中

Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白

　 　 用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取股骨组织总蛋白，提
取的蛋白经定量、电泳、转膜、封闭后，在 ４℃下将膜

分别与一抗 Ｗｎｔ３ａ（１ ∶ １０００）、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ（１ ∶ ２０００）、
ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １０００）过夜孵育。 次日，将膜与二抗（１
∶ ２０００）共同孵育 ２ ｈ。 ＥＣＬ 试剂用于蛋白印迹观

察，ＩｍａｇｅＰｒｏ Ｐｌｕｓ 软件评估条带强度。

图 １　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 仪检测大鼠股骨微观结构

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ａｐｐａｒａｔｕｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｔ ｆｅｍｕｒ

１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行数据分析，所有数

据均以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，各组数据均符合

正态且方差齐。 单因素方差分析多组间的差异，进
一步两两比较行 ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统

计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＣＧＤ 对大鼠血清中 ＣＴＸ⁃Ⅰ、ＢＧＰ 水平的

影响

　 　 与 ＣＫ 组比较，Ｍｏｄｅｌ 组大鼠血清中 ＣＴＸ⁃Ⅰ水

平升高，ＢＧＰ 水平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｍｏｄｅｌ 组相比，
ＣＧＤ⁃Ｌ 组、ＣＧＤ⁃Ｈ 组、ＥＶ 组大鼠血清中 ＣＴＸ⁃Ⅰ水

平降低，ＢＧＰ 水平升高，ＤＫＫ⁃１ 组大鼠血清中 ＣＴＸ⁃
Ⅰ水平升高，ＢＧＰ 水平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组

比较，ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ 组大鼠血清中 ＣＴＸ⁃Ⅰ水平升

高，ＢＧＰ 水平降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 １。
２􀆰 ２　 ＣＧＤ 对大鼠股骨微观结构的影响

　 　 与 ＣＫ 组比较，Ｍｏｄｅｌ 组大鼠股骨骨体积分数、

骨小梁厚度、骨密度、骨小梁数量降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与
Ｍｏｄｅｌ 组比较，ＣＧＤ⁃Ｌ 组、ＣＧＤ⁃Ｈ 组、ＥＶ 组大鼠股

骨骨体积分数、骨小梁厚度、骨密度、骨小梁数量升

高，ＤＫＫ⁃１ 组大鼠股骨骨体积分数、骨小梁厚度、骨
密度、骨小梁数量降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组比

较，ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ 组大鼠股骨骨体积分数、骨小梁

厚度、骨密度、骨小梁数量降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 １
和表 ２。
２􀆰 ３　 ＣＧＤ 对大鼠股骨病理损伤的影响

　 　 ＣＫ 组大鼠股骨组织切片呈现出丰富、连续、致
密的骨小梁；Ｍｏｄｅｌ 组大鼠股骨组织切片表现为有

大的骨髓腔形成以及骨小梁数量减少，符合 ＯＰ 的

典型特征，见图 ２。 与 Ｍｏｄｅｌ 组比较， ＣＧＤ⁃Ｌ 组、
ＣＧＤ⁃Ｈ 组、ＥＶ 组大鼠股骨病理损伤减轻，ＤＫＫ⁃１ 组

大鼠股骨中形成的骨髓腔变大，骨小梁数量减少；
　 　 　 表 １　 ＣＧＤ 对各组大鼠血清中 ＣＴＸ⁃Ⅰ、ＢＧＰ

水平的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ １２）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＧＤ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ＣＴＸ⁃Ⅰ ａｎｄ ＢＧＰ

ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＣＴＸ⁃Ⅰ（ｎｇ ／ ｍＬ） ＢＧＰ（ｎｇ ／ ｍＬ）

ＣＫ １２􀆰 ２５±１􀆰 ０３ １３􀆰 ７５±１􀆰 ０１
Ｍｏｄｅｌ ２８􀆰 ７４±１􀆰 ７５∗ ６􀆰 ２８±０􀆰 １７∗

ＣＧＤ⁃Ｌ ２３􀆰 ４５±１􀆰 ６１＃ ８􀆰 ２５±０􀆰 ２８＃

ＣＧＤ⁃Ｈ １４􀆰 ４６±０􀆰 ９８＃△ １２􀆰 ３１±０􀆰 ６９＃△

ＥＶ １４􀆰 ５７±１􀆰 ０５＃△ １２􀆰 ５１±０􀆰 ７６＃△

ＤＫＫ⁃１ ３５􀆰 ５６±１􀆰 ７３＃ ３􀆰 ６９±０􀆰 ２２＃

ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ ２０􀆰 ３２±１􀆰 ７７▲ ９􀆰 ３２±０􀆰 ４５▲

注：与 ＣＫ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 Ｍｏｄｅｌ 组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＣＧＤ⁃Ｌ
组比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＫ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧＤ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＣＧＤ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５．
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与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组相比，ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ 组大鼠股骨大的

骨髓腔形成以及骨小梁数量减少的特征更加明显。
２􀆰 ４　 ＣＧＤ 对大鼠股骨组织中成骨细胞活性的影响

　 　 如图 ３ 所示，与 ＣＫ 组相比，Ｍｏｄｅｌ 组股骨组织

中成骨细胞质内深褐色沉淀减少；与 Ｍｏｄｅｌ 组比较，

ＣＧＤ⁃Ｌ 组、ＣＧＤ⁃Ｈ 组、ＥＶ 组大鼠股骨组织中成骨细

胞质内深褐色沉淀增多，ＤＫＫ⁃１ 组大鼠股骨组织中

成骨细胞质内深褐色沉淀减少；与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组比较，
ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ 组大鼠股骨组织中成骨细胞质内深

褐色沉淀减少。
表 ２　 ＣＧＤ 对各组大鼠股骨骨体积分数、骨小梁厚度、骨密度、骨小梁数量的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ １２）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＧＤ ｏｎ ｆｅｍｏｒａｌ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ， ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， ｂｏｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

骨体积分数（％）
Ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ

骨小梁厚度（ｍｍ）
Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

骨密度（ｇ ／ ｍｍ３）
Ｂｏｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ

骨小梁数量（ｎ ／ ｍｍ）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｒａｂｅｃｕｌａｅ

ＣＫ １９􀆰 ６７±０􀆰 ５４ ０􀆰 ０７８±０􀆰 ００２ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０１ ５􀆰 ８９±０􀆰 ２３
Ｍｏｄｅｌ ９􀆰 ８９±０􀆰 ３４∗ ０􀆰 ０２３±０􀆰 ００１∗ ０􀆰 １２±０􀆰 ０１∗ １􀆰 ７２±０􀆰 １４∗

ＣＧＤ⁃Ｌ １２􀆰 ６２±０􀆰 ４２＃ ０􀆰 ０３９±０􀆰 ００２＃ ０􀆰 １８±０􀆰 ０１＃ ２􀆰 ３２±０􀆰 １５＃

ＣＧＤ⁃Ｈ １７􀆰 ７２±０􀆰 ４８＃△ ０􀆰 ０６６±０􀆰 ００４＃△ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０２＃△ ５􀆰 ２１±０􀆰 ２６＃△

ＥＶ １７􀆰 ８１±０􀆰 ５０＃△ ０􀆰 ０６８±０􀆰 ００３＃△ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０１＃△ ５􀆰 ２４±０􀆰 ２７＃△

ＤＫＫ⁃１ ６􀆰 ３１±０􀆰 ２７＃ ０􀆰 ０１１±０􀆰 ００１＃ ０􀆰 ０６±０􀆰 ０１＃ １􀆰 ０６±０􀆰 ０９＃

ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ １３􀆰 ６６±０􀆰 ４５▲ ０􀆰 ０４２±０􀆰 ００２▲ ０􀆰 １９±０􀆰 ０２▲ ２􀆰 ９４±０􀆰 ２０▲

注：与 ＣＫ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 Ｍｏｄｅｌ 组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＣＧＤ⁃Ｌ 组比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＫ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧＤ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧＤ⁃Ｈ
ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５．

注：箭头所指处为骨髓腔。

图 ２　 ＨＥ 染色检测大鼠股骨病理变化

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒａｔ ｆｅｍｕｒ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注：箭头所指处为成骨细胞质内深褐色沉淀。

图 ３　 ＡＬＰ 钙－钴染色检测大鼠股骨中成骨细胞活性

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｅｄ ｔｏ ａ ｄａｒｋ ｂｒｏｗｎ ｄｅｐｏｓｉｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒａｔ ｆｅｍｕｒ ｂｙ ＡＬＰ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｂａｌｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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２􀆰 ５　 ＣＧＤ 对大鼠股骨组织中破骨细胞活性的影响

　 　 图 ４ 结果显示，与 ＣＫ 组比较，Ｍｏｄｅｌ 组大鼠股

骨组织中的破骨细胞质内紫红色沉淀（箭头所指

处）明显增多；与 Ｍｏｄｅｌ 组比较，ＣＧＤ⁃Ｌ 组、ＣＧＤ⁃Ｈ
组、ＥＶ 组大鼠股骨组织中的破骨细胞质内紫红色

沉淀明显减少，ＤＫＫ⁃１ 组大鼠股骨组织中的破骨细

胞质内深褐色沉淀增多；与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组比较，ＣＧＤ⁃Ｈ
＋ＤＫＫ⁃１ 组大鼠股骨组织中的破骨细胞质内深褐色

沉淀增多。

２􀆰 ６　 ＣＧＤ 对大鼠股骨组织中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 相关

蛋白表达的影响

如图 ５ 所示，与 ＣＫ 组比较，Ｍｏｄｅｌ 组大鼠股骨

组织中 Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与 Ｍｏｄｅｌ 组比较，ＣＧＤ⁃Ｌ 组、ＣＧＤ⁃Ｈ 组、ＥＶ 组大鼠

股骨组织中 Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达升高，ＤＫＫ⁃１
组大鼠股骨组织中Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低（Ｐ
＜０􀆰 ０５）；与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组比较，ＣＧＤ⁃Ｈ＋ＤＫＫ⁃１ 组大鼠股

骨组织中 Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注：箭头所指处为破骨细胞质内紫红色沉淀。

图 ４　 ＴＲＡＰ 染色检测大鼠股骨组织中破骨细胞活性

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｅｄ ｔｏ ａ ｐｕｒｐｌｉｓｈ ｒｅｄ ｄｅｐｏｓｉｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒａｔ ｆｅｍｕｒ ｂｙ ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注：与 ＣＫ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 Ｍｏｄｅｌ 组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＣＧＤ⁃Ｌ 组比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＣＧＤ⁃Ｈ 组比较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠股骨组织中 Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＫ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧＤ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ＣＧＤ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ３ａ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｆｅｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

０２ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



３　 讨论

　 　 ＯＰ 是一种以矿化骨量减少为特征的疾病，在
解剖学上主要表现为皮质厚度和孔隙率减少，松质

骨小梁的数量和大小减少，髓质空间扩大［１２］。 有研

究报道，骨的生物力学能力不仅与存在的骨量有

关，还与它的微观结构（骨体积分数、骨小梁厚度、
骨密度、骨小梁数量等）有关［１３］。 本研究通过灌胃

维甲酸的方式构建 ＯＰ 大鼠模型，结果显示，Ｍｏｄｅｌ
组大鼠的股骨组织切片表现为有大的骨髓腔形成

以及骨小梁数量减少，Ｍｏｄｅｌ 组大鼠股骨骨体积分

数、骨小梁厚度、骨密度、骨小梁数量显著低于 ＣＫ
组，提示成功构建了 ＯＰ 模型大鼠。 研究报道，破骨

细胞介导的骨吸收和成骨细胞介导的骨形成之间

的不平衡导致了 ＯＰ，其中，成骨细胞和破骨细胞活

性的不平衡起主要作用［１４］；ＣＴＸ⁃Ⅰ是骨吸收标志

物，而 ＢＧＰ 为骨形成的标志物，因此，血清中 ＣＴＸ⁃
Ⅰ、ＢＧＰ 水平可作为衡量 ＯＰ 过程中骨形成的重要

指标［１５－１６］。 本研究发现，与 ＣＫ 组相比，Ｍｏｄｅｌ 组破

骨细胞活性升高、成骨细胞活性降低，血清中 ＣＴＸ⁃
Ⅰ水平升高、ＢＧＰ 水平降低，表明成骨细胞介导的

骨形成低于破骨细胞介导的骨吸收，导致了骨量减

少，进而形成了 ＯＰ。
ＯＰ 属“骨痿”范畴，中医认为其主要病机为肝

失所养、脾失健运，故主张以疏肝理气、健脾为治疗

原则［１７］。 ＣＧＤ 在原方的基础上通过去人参避免补

益太过；加入焦神曲健脾和胃；白术健脾益气；党参

补中益气，合为 ＣＧＤ 方，以增强其疏肝和胃、健脾之

功效。 目前，不同种类的的 ＣＧＤ 方已应用于多种疾

病的研究，如 ＣＧＤ 可抑制三阴性乳腺癌裸鼠体内肿

瘤的生长［１８］； ＣＧＤ 治疗功能性消化不良效果显

著［１９］。 而关于 ＣＧＤ 对 ＯＰ 的影响尚未见报道。 本

研究显示，ＣＧＤ 可抑制破骨细胞活性及 ＣＴＸ⁃Ⅰ水

平，上调成骨细胞活性并促进 ＢＧＰ 表达，且 ＣＧＤ 剂

量越高，对应的趋势越明显，而 ＣＧＤ⁃Ｈ 组与 ＥＶ 组

相比对应指标的趋势变化差异不显著，说明 ＣＧＤ 可

能是通过促进成骨细胞介导的骨形成，并抑制破骨

细胞介导的骨吸收来改善大鼠 ＯＰ 的。 此外，尽管

ＥＶ 治疗 ＯＰ 效果显著，但其极易产生胃肠道反应、
精神状态不佳等副作用［２０］。 提示 ＣＧＤ 可能成为治

疗 ＯＰ 的潜在优良药物。
大量研究表明，Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路可以刺激成

骨细胞增殖和分化，在 ＯＰ 进展中发挥重要作

用［２１］。 如二甲双胍激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路可治疗

糖尿病性 ＯＰ ［２２］；益肾健骨颗粒通过激活 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路促进去卵巢大鼠成骨细胞增殖而改

善绝经后骨质疏松［２３］。 以上研究表明激活 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路可以改善 ＯＰ。 本研究显示，经 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路抑制剂 ＤＫＫ⁃１ 处理后，Ｍｏｄｅｌ 组大鼠

对成骨细胞介导的骨形成的抑制作用以及对破骨

细胞介导的骨吸收的促进作用增强，表明 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路确实参与了 ＯＰ 过程。 本研究还发

现，ＣＧＤ 可上调 Ｍｏｄｅｌ 组大鼠股骨组织中 Ｗｎｔ３ａ、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达， 且 ＣＧＤ 剂 量 越 高， Ｗｎｔ３ａ、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达上调趋势越明显，猜想 ＣＧＤ 改善

大鼠 ＯＰ 可能是通过激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路实现

的。 为了验证该猜想，本研究在高剂量 ＣＧＤ 处理的

基础上再用 ＤＫＫ⁃１ 干预 ＯＰ 大鼠，结果发现，ＤＫＫ⁃１
减弱了高剂量 ＣＧＤ 对大鼠 ＯＰ 的改善作用。

综上所述，ＣＧＤ 可能通过激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
通路改善大鼠 ＯＰ。 该研究可能为 ＯＰ 的治疗提供

了一个新的视角。 ＣＧＤ 对大鼠 ＯＰ 的改善作用可能

还涉及其他通路，本研究尚未探究，这将是后续研

究的重点内容之一。
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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％的能量维持需求，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 的产量和模式会受到多种因素的影响，如何监控大肠内产生

的内源性 ＶＦＡｓ 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。
其中为动态检测 ＶＦＡｓ 吸收情况采用手术造肠系膜、门静脉和股左动脉血管瘘，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１３Ｃ⁃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。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学（英文）》期刊（Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２３，

６（４）：３７５－３８０，ｈｔｔｐ ／ ／ ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３２９）。
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［基金项目］河南省医学科技攻关计划项目（２０２１０２３１０１０８）。
［作者简介］唐晓旭（１９８７—），男，实验师，研究方向：临床医学骨科方向。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｔａｎｇｘｉａｏｘｕ３６７０＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］王楠（１９８２—），男，博士，副主任医师，研究方向：创伤骨科（专业），围骨盆骨折（临床方向），骨代谢研究（基础方向）。
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ＡＤＡＭ１０ 在骨髓间充质干细胞成骨分化及胫骨骨折
愈合中的作用及可能机制

唐晓旭１，张志乾２，李福琴３，王　 楠４∗

（１．郑州澍青医学高等专科学校临床医学系，郑州　 ４５００６４；２．河南省洛阳正骨医院脊柱外科，郑州　 ４５７０００；
３．郑州大学第一附属医院感染管理科，郑州　 ４５００５２；４．郑州大学第一附属医院急诊外科，郑州　 ４５００５２）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索解整合素金属蛋白酶 １０（ＡＤＡＭ１０）在骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）成骨分化及胫骨骨折

愈合中的作用及可能机制。 方法　 培养 ＳＤ 大鼠 ＢＭＳＣｓ，建立稳定转染阴性对照（ＮＣ） ｓｈＲＮＡ ｐＧＦＰ⁃Ｖ⁃ＲＳ 载体的

ＢＭＳＣｓ 并分为 ｓｈ⁃ＮＣ 组和 ｓｈ⁃ＮＣ＋ＤＭＳＯ 组，建立稳定转染 ＡＤＡＭ１０ ｓｈＲＮＡ ｐＧＦＰ⁃Ｖ⁃ＲＳ 载体的 ＢＭＳＣｓ 并分为 ｓｈ⁃
ＡＤＡＭ１０ 组、ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＤＭＳＯ 组、ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋丙戊酸（ＶＰＡ）组。 成骨诱导 １４ ｄ 后进行茜素红染色并检测 ４０５
ｎｍ 波长吸光值、ＡＬＰ 活性及 ＡＤＡＭ１０、成骨标志物基因（骨钙素（ＯＣＮ）、Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２（Ｒｕｎｘ２）、胶原蛋白－Ｉ
（Ｃｏｌ⁃Ｉ））、Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路分子（Ｎｏｔｃｈ 细胞内片段（ＮＩＣＤ）、Ｈｅｓ１）的表达水平。 建立 ＳＤ 大鼠的胫骨骨折模型，局
部注射 ＮＣ ｓｈＲＮＡ、ＡＤＡＭ１０ ｓｈＲＮＡ 的 ｐＣＭＶ５􀆰 ０ 载体，４ 周后观察骨折愈合的情况以及基因表达水平。 结果　 ｓｈ⁃
ＡＤＡＭ１０ 组 ＢＭＳＣｓ 中 ＡＤＡＭ１０ 的表达水平低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，成骨诱导后茜素红染色的 ４０５ ｎｍ 波长吸光值、ＡＬＰ 活性

及 ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１ 的表达水平均高于 ｓｈ⁃ＮＣ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＶＰＡ 组 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后

茜素红染色的 ４０５ ｎｍ 波长吸光值、ＡＬＰ 活性及 ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ 的表达水平均低于 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＤＭＳＯ 组（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组胫骨骨折大鼠的骨折愈合情况优于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，骨折部位 ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１ 的表达

水平均高于 ｓｈ⁃ＮＣ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 敲低 ＡＤＡＭ１０ 表达促进 ＢＭＳＣｓ 的成骨分化及胫骨骨折愈合，这一作用与

抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 通路有关。
【关键词】 　 胫骨骨折；骨髓间充质干细胞；解整合素金属蛋白酶 １０；成骨分化；骨折愈合
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ｄｏｗｎ ＡＤＡＭ１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ａｎｄ ｔｉｂｉａｌ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ１ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｔｉｂｉａｌ ｆｒａｃｔｕｒｅ； ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； ａ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １０；
ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ； ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 胫骨骨折是临床常见的四肢骨折类型，多由高

能量暴力引起，容易造成局部软组织及血供的破

坏，进而增加内固定手术后骨折不愈合或延迟愈合

的发生风险［１－２］。 骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）在骨折愈合过程中

发挥重要作用，骨折断端趋化和浸润的 ＢＭＳＣｓ 能够

发生成骨分化，进而促进骨质形成、加速骨折愈

合［３］；ＢＭＳＣｓ 的浸润及成骨分化受阻时，对骨折愈

合产生不利影响［４］。 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的影响因素

复杂，通过有效的干预手段促进 ＢＭＳＣｓ 的成骨分化

有助于增强 ＢＭＳＣｓ 在骨折愈合中的作用。
近些年，基因治疗在干细胞成骨分化、骨折愈

合中的应用备受关注，解整合素金属蛋白酶 １０（ ａ
ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １０，ＡＤＡＭ１０）基因的

编码产物定位于细胞膜，在调控细胞黏附、运动、分
化中均起到作用［５－７］。 一项口腔科相关的研究证实

在牙周膜干细胞成骨分化过程中 ＡＤＡＭ１０ 的表达

逐步降低，通过慢病毒感染的方式进行 ＡＤＡＭ１０ 过

表达对牙周膜干细胞的成骨分化具有抑制作用且

这一作用与抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路有关［８］，但该基因

在 ＢＭＳＣｓ 成骨分化中的作用及其在骨折愈合中的

潜在效应尚不清楚。 因此，本实验通过稳定敲低

ＡＤＡＭ１０ 表达的细胞实验及胫骨骨折的动物实验分

析 ＡＤＡＭ１０ 基因对 ＢＭＳＣｓ 成骨分化及胫骨骨折愈

合的影响，同时也分析 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路在 ＡＤＡＭ１０
基因调控 ＢＭＳＣｓ 成骨分化及胫骨骨折愈合中的作

用，旨在深入认识 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的调控机制，发
现促进胫骨骨折愈合的新治疗靶点。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠购自上海杰思捷实验动物

有限公司［ＳＣＸＫ（沪）２０１８－０００４］，共 ２０ 只，８ ～ １０
周龄，体重 １８０～２００ ｇ，实验动物于郑州澍青医学高

等专科学校动物房饲养［ＳＹＸＫ（豫）２０２２－０００４］，温
度 ２０～２２℃，湿度 ５０％ ～ ５５％，１２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／黑暗

交替，自由饮食摄水。 实验经郑州市澍青医学高等

专科学校医学伦理委员会批准（２０２１ＫＹＬＬ⁃Ｙ⁃０１９），
动物实验遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 ＳＤ 大鼠 ＢＭＳＣｓ（货号：ＲＡＳＭＸ⁃０１００１）购自广

州赛业生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 阴 性 对 照 （ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＮＣ ） ｓｈＲＮＡ 及

ＡＤＡＭ１０ ｓｈＲＮＡ 的 ｐＧＦＰ⁃Ｖ⁃ＲＳ 载体、ＮＣ ｓｈＲＮＡ 及

ＡＤＡＭ１０ ｓｈＲＮＡ 的 ｐＣＭＶ５􀆰 ０ 载体（北京傲锐东源

生物公司）；转染试剂 Ｌｉｐｏ２０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公
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司，批号：１１６６８０２７）；地塞米松（批号：Ｄ１７５６）、β⁃甘
油磷酸钠（批号：Ｇ６２５１）、维生素 Ｃ（批号：Ａ７５０６）、
茜素 红 （ 批 号： Ａ５５３３ ）、 Ｎｏｔｃｈ１ 激 动 剂 丙 戊 酸

（Ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ， ＶＰＡ） （批号： Ｐ４５４３） （储存液用

ＤＭＳＯ 配置、浓度 １􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ）（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；碱
性磷酸酶（ＡＬＰ）活力检测试剂盒（北京索莱宝公

司，批号：ＢＣ２１４５）；ＨＥ 染色试剂盒（上海碧云天公

司，批号：Ｃ０１０５）；ＡＤＡＭ１０（批号：ａｂ１２４６９５）、骨钙

素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ） （批号：ａｂ１３３６１２）、Ｒｕｎｔ 相关

转录 因 子 ２ （ Ｒｕｎｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２，
Ｒｕｎｘ２）（批号：ａｂ７６９５６）、Ｉ 型胶原（Ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ，
Ｃｏｌ⁃Ｉ）（批号：ａｂ３４７１０）、Ｎｏｔｃｈ 受体胞内部分（Ｎｏｔｃｈ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ，ＮＩＣＤ）（批号：ａｂ５２６２７）、发状分

裂相关增强子 １（ｈａｉｒｙ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｏｆ ｓｐｌｉｔ １，Ｈｅｓ１）
（批号： ａｂ１０８９３７） 的特异性一抗 （美国 Ａｂｃａｍ 公

司）。 ＨＥＲＡｃｅｌｌ １５０ｉ 型细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）；Ｔａｎｏｎ４８００ 型凝胶成像系统（上海天能仪器公

司）；ＶＩＳＩＯＮ９０ 型小动物科研 Ｘ 光机检测仪（丹东

奥龙射线仪器集团有限公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞实验

　 　 ＢＭＳＣｓ 在完全培养基中贴壁培养，消化传代后

接种在培养皿内进行分组转染，转染 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＣ
ｓｈＲＮＡ 的 ｐＧＦＰ⁃Ｖ⁃ＲＳ 载体、５ ｍｇ ／ Ｌ ＡＤＡＭ１０ ｓｈＲＮＡ
的 ｐＧＦＰ⁃Ｖ⁃ＲＳ 载体，４８ ｈ 后更换为含有 １ ｇ ／ Ｌ 嘌呤

霉素的筛选培养基，筛选得到稳定转染的 ＢＭＳＣｓ。
稳定转染的 ＢＭＳＣｓ 分组：为验证 ＡＤＡＭ１０ 的调

控作用，不进行转染的 ＢＭＳＣｓ 作为对照组，稳定转

染 ＮＣ ｓｈＲＮＡ 的 ＢＭＳＣｓ 作为 ｓｈ⁃ＮＣ 组、稳定转染

ＡＤＡＭ１０ ｓｈＲＮＡ 的 ＢＭＳＣｓ 作为 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组；为
验证 Ｎｏｔｃｈ１ 在 ＡＤＡＭ１０ 发挥调控作用中的生物学

意义，稳定转染 ＮＣ ｓｈＲＮＡ 的 ＢＭＳＣｓ 加入体积分数

０􀆰 １％的 ＤＭＳＯ 作为 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＤＭＳＯ 组，稳定转染

ＡＤＡＭ１０ ｓｈＲＮＡ 的 ＢＭＳＣｓ 加入体积分数 ０􀆰 １％的

ＤＭＳＯ 作 为 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ ＋ ＤＭＳＯ 组， 稳 定 转 染

ＡＤＡＭ１０ ｓｈＲＮＡ 的 ＢＭＳＣｓ 加入终浓度 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＶＰＡ 作为 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＶＰＡ 组。

各组 ＢＭＳＣｓ 按照 １ × １０５ 个 ／孔加入 ６ 孔培养

板，待细胞密度达到约 ８０％ 后更换为含有 ０􀆰 １
μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松、 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘油磷酸钠、 ５０
ｍｇ ／ Ｌ 维生素 Ｃ、１０％胎牛血清的成骨诱导培养基，
每 ２ ｄ 更换 １ 次培养基，连续进行成骨诱导 １４ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物分组、造模及给药

　 　 ＳＤ 大鼠随机分为 ｓｈ⁃ＮＣ 组和 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组，

每组各 １０ 只，均参照文献［９］ 进行胫骨骨折造模，方
法如下：腹腔注射 ２％戊巴比妥钠、３０ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉，
在左下肢前外侧、胫骨中上 １ ／ ３ 处做纵行切口，显露

胫骨骨干，手术刀来回横截造成骨折，术中能够明

显听到骨头断裂的裂纹声且术后进行胫骨 Ｘ 线摄

片检查、出现骨折线判断为造模成功。 用长度 １７
ｍｍ 的克氏针固定骨折的胫骨，完成造模后在骨折

局部进行 ｐＣＭＶ５􀆰 ０ 载体的注射。 ｓｈ⁃ＮＣ 组注射 ５
ｍｇ ／ ｋｇ ＮＣ ｓｈＲＮＡ 的 ｐＣＭＶ５􀆰 ０ 载体、ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组

注射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＤＡＭ１０ ｓｈＲＮＡ 的 ｐＣＭＶ５􀆰 ０ 载体，４
周后评价骨折愈合情况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细胞的茜素红染色

　 　 成骨诱导 １４ ｄ 时，收集细胞并在 ０􀆰 １％茜素红

中染色 ３０ ｍｉｎ，在显微镜下观察茜素红阳性染色的

钙结节，拍照记录后每孔加入 １０％氯化十六烷基吡

啶 ５００ μＬ，充分震荡使钙结节溶解，将 ５０ μＬ 液体

移入 ９６ 孔培养板的培养孔内，在酶标仪上检测 ４０５
ｎｍ 的波长值。
１􀆰 ３􀆰 ４　 细胞 ＡＬＰ 活性的检测

　 　 成骨诱导 １４ ｄ 时，收集细胞并采用细胞 ＡＬＰ 活

性检测试剂盒进行实验，裂解细胞后分别检测 ＡＬＰ
活性（以 Ｕ ／ Ｌ 表示）及蛋白浓度（以 ｍｇ ／ Ｌ 表示），计
算每 ｍｇ 蛋白对应的 ＡＬＰ 活性。
１􀆰 ３􀆰 ５　 细胞及组织中蛋白表达的检测

　 　 收集成骨诱导 １４ ｄ 时的 ＢＭＳＣｓ 和胫骨骨折处

骨组织，加入裂解液后进行细胞裂解或组织匀浆，
提取得到蛋白后检测浓度，将含有 ３０ μｇ 蛋白样本

用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，电泳、电转 ＰＶＤＦ 膜、５％脱

脂牛奶室温封闭 １ ｈ 后 ４℃ 孵育 １ ∶ １０００ 稀释的

ＡＤＡＭ１０、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１ 一抗或 １ ∶
５０００ 稀释的 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗过夜。 次日，室温孵育二

抗 １ ｈ，最后在凝胶成像仪中显影得到蛋白条带，根
据条带的灰度值、以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，计算 ＡＤＡＭ１０、
ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ、ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１ 的表达水平。
１􀆰 ３􀆰 ６　 骨折愈合的评价

　 　 首先采用 ＶＩＳＩＯＮ９０ 型小动物科研 Ｘ 光机检测

仪进行 Ｘ 线检查，观察骨折局部的影像学变化；而
后收集胫骨骨折处的骨组织，４％多聚甲醛固定后制

作组织蜡块及病理切片，采用 ＨＥ 染色试剂盒完成

染色操作，封片后在显微镜下观察骨折局部的骨痂

及骨小梁特征。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件对实验数据进行统计学处
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理，计量资料以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，组间比

较均采用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检
验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后不同时间点 ＡＤＡＭ１０ 表

达水平的比较

　 　 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后不同时间点 ＡＤＡＭ１０ 表达

水平的比较均有统计学差异（Ｐ＜０􀆰 ０５），随着成骨诱

导时间延长，ＢＭＳＣｓ 中 ＡＤＡＭ１０ 的表达水平呈逐步

降低 趋 势， 提 示 在 ＢＭＳＣｓ 成 骨 分 化 的 过 程 中

ＡＤＡＭ１０ 的表达受到抑制。 见图 １。
２􀆰 ２　 不同转染组 ＢＭＳＣｓ 中 ＡＤＡＭ１０ 表达水平的

比较

　 　 对照组与 ｓｈ⁃ＮＣ 组 ＢＭＳＣｓ 中 ＡＤＡＭ１０ 表达水

平的比较无显著差异 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组

ＢＭＳＣｓ 中 ＡＤＡＭ１０ 表达水平均低于对照组和 ｓｈ⁃ＮＣ
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），表明稳定转染 ｓｈ⁃
ＡＤＡＭ１０ 使 ＢＭＳＣｓ 中 ＡＤＡＭ１０ 表达降低。 见图 ２。
２􀆰 ３　 抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达对 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的

影响

　 　 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后茜素红染色

的 ４０５ ｎｍ 吸光值、ＡＬＰ 的活性均高于对照组和 ｓｈ⁃
ＮＣ 组，差异有统计学意义 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明敲低

ＡＤＡＭ１０ 表达促进 ＢＭＳＣｓ 的成骨分化。 见图 ３。
２􀆰 ４　 抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达对 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后成

骨标志基因表达的影响

　 　 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组 ＢＭＳＣｓ 成 骨 诱 导 后 ＯＣＮ、
Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ 的表达水平均高于对照组和 ｓｈ⁃ＮＣ 组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），表明敲低 ＡＤＡＭ１０
表达促进 ＢＭＳＣｓ 中成骨标志基因的表达。 见图 ４。
２􀆰 ５　 抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达对 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后

Ｎｏｔｃｈ１ 通路的影响

　 　 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后 ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１
的表达水平均低于对照组和 ｓｈ⁃ＮＣ 组，差异有统计

学意义 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明敲低 ＡＤＡＭ１０ 表达抑制

ＢＭＳＣｓ 中 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路的激活。 见图 ５。
２􀆰 ６　 Ｎｏｔｃｈ１ 通路激动剂 ＶＰＡ 对抑制 ＡＤＡＭ１０ 表
达促进 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的影响

　 　 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＤＭＳＯ 组 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后茜素

红染色的 ４０５ ｎｍ 吸光值、ＡＬＰ 的活性均高于 ｓｈ⁃ＮＣ
＋ＤＭＳＯ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＶＰＡ 组 ＢＭＳＣｓ
成骨诱导后茜素红染色的 ４０５ ｎｍ 吸光值、ＡＬＰ 的活

性均低于 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＤＭＳＯ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），表明激

活 Ｎｏｔｃｈ１ 通路使敲低 ＡＤＡＭ１０ 表达促进 ＢＭＳＣｓ 成

骨分化的作用减弱。 见图 ６。
２􀆰 ７　 Ｎｏｔｃｈ１ 通路激动剂 ＶＰＡ 对抑制 ＡＤＡＭ１０ 表
达促进 ＢＭＳＣｓ 中成骨标志基因表达的影响

　 　 ｓｈ ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＤＭＳＯ组ＢＭＳＣｓ成骨诱导后ＯＣＮ、

注：与诱导 ０ ｄ 时比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与诱导 ７ ｄ 时比较， ＆Ｐ＜
０􀆰 ０５。

图 １　 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后不同时间点 ＡＤＡＭ１０
表达水平的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｄ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＤＡＭ１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ

注：与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较， ＆ Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 不同转染组 ＢＭＳＣｓ 中 ＡＤＡＭ１０ 表达水平的比较

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

ｓｈ０ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＤＡＭ１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＢＭＳＣｓ
ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

６２ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



注：Ａ：茜素红染色；Ｂ：４０５ ｎｍ 吸光值的比较； Ｃ：ＬＰ 活性的比较。 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 不同转染组 ＢＭＳＣｓ 中 ＡＤＡＭ１０ 表达水平的比较

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ， Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ａｔ ４０５ ｎｍ． Ｃ， Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＤＡＭ１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＢＭＳＣｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

注：与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 不同转染组 ＢＭＳＣｓ 中 ＯＣＮ、Ｃｏｌ⁃Ｉ 和 Ｒｕｎｘ２ 表达水平的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＯＣＮ， Ｃｏｌ⁃Ｉ ａｎｄ Ｒｕｎｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＢＭＳＣｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

注：与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 不同转染组 ＢＭＳＣｓ 中 ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１ 表达水平的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＮＩＣＤ， Ｈｅｓ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＢＭＳＣｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

７２中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ 的表达水平均高于 ｓｈ⁃ＮＣ＋ＤＭＳＯ 组（Ｐ
＜０􀆰 ０５）； ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ ＋ＶＰＡ 组 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导后

ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ 的表达水平均低于 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋
ＤＭＳＯ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），表明激活 Ｎｏｔｃｈ１ 通路使敲低

ＡＤＡＭ１０ 表达促进 ＢＭＳＣｓ 中成骨标志基因表达的

作用减弱。 见图 ７。
２􀆰 ８　 抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达对大鼠胫骨骨折愈合的

影响

　 　 经 Ｘ 射线检查，ｓｈ⁃ＮＣ 组胫骨骨折大鼠的骨折

线清晰，ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组胫骨骨折大鼠的骨折线几乎

消失；经 ＨＥ 染色，ｓｈ⁃ＮＣ 组大鼠的骨痂纤维较多、
成熟的小梁骨较少，ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组大鼠的骨痂明显

增多、且形成成熟的小梁骨，表明敲低 ＡＤＡＭ１０ 表

达促进胫骨骨折愈合。 见图 ８。
２􀆰 ９　 抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达对大鼠胫骨骨折中成骨标

志基因表达的影响

　 　 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０ 组胫骨骨折大鼠骨折部位中 ＯＣＮ、
Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ 的表达水平均高于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，差异有统

注：Ａ：茜素红染色；Ｂ：４０５ ｎｍ 吸光值的比较；Ｃ：ＡＬＰ 活性的比较。 与 ｓｈ⁃ＮＣ＋ＤＭＳＯ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＤＭＳＯ 组

比较， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 Ｎｏｔｃｈ１ 通路激动剂 ＶＰＡ 对抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达促进 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ， Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ａｔ ４０５ ｎｍ． Ｃ， Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ＋

ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ｐａｔｈｗａｙ ａｇｏｎｉｓｔ ＶＰＡ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＤＡＭ１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ

注：与 ｓｈ⁃ＮＣ＋ＤＭＳＯ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＤＭＳＯ 组比较， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 Ｎｏｔｃｈ１ 通路激动剂 ＶＰＡ 对抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达促进 ＢＭＳＣｓ 中成骨标志基因表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈ⁃ＡＤＡＭ１０＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ｐａｔｈｗａｙ ａｇｏｎｉｓｔ ＶＰＡ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＤＡＭ１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ

８２ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），结果表明敲低 ＡＤＡＭ１０ 表达

促进胫骨骨折愈合过程中的成骨标志基因表达。
见图 ９。

２􀆰 １０ 　 抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达对大鼠胫骨骨折中

Ｎｏｔｃｈ１ 通路的影响

如图１０所示，ｓｈ ⁃ＡＤＡＭ１０组胫骨骨折大鼠骨

注：Ａ：胫骨骨折的 Ｘ 射线检查，箭头所指为骨折线；Ｂ：胫骨骨折的 ＨＥ 染色。

图 ８　 抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达对大鼠胫骨骨折愈合的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｘ⁃ｒａｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｂｉａｌ ｆｒａｃｔｕｒｅ． Ｂ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｉｂｉａｌ ｆｒａｃｔｕｒｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＤＡＭ１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｉｂｉａｌ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ｒａｔｓ

注：与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达对大鼠胫骨骨折中成骨标志基因表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＤＡＭ１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｔｉｂｉａ ｆｒａｃｔｕｒｅ

注：与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １０　 抑制 ＡＤＡＭ１０ 表达对大鼠胫骨骨折中 Ｎｏｔｃｈ１ 通路的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５．
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折部位中 ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１ 的表达水平均低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），表明敲低 ＡＤＡＭ１０
表达促进胫骨骨折愈合过程中 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路的

激活。

３　 讨论

　 　 胫骨骨折多由交通事故、高处坠落等高能量暴

力引起，胫骨局部存在软组织薄弱、穿支血管少的

解剖特点，高能量暴力容易引起局部软组织缺损及

血供损害，进行切开复位内固定治疗后的不愈合或

延迟愈合发生风险较高。 国内葛向荣等［１０］ 和赵国

平等［２］的临床研究分别报道胫骨骨折后延迟愈合

的发生率为 ３４􀆰 ３１％和 ２７􀆰 １６％。 骨折延迟愈合或

不愈合不仅影响肢体功能、降低生活质量，还增加

二次手术风险、加大经济负担，因此需要进行积极

防治［１１－１２］。 本研究通过细胞实验和动物实验分析

了 ＡＤＡＭ１０ 基因对 ＢＭＳＣｓ 成骨分化及胫骨骨折愈

合的影响。
ＡＤＡＭ１０ 的主要生物学功能是对各种细胞因子

及受体、结构蛋白实现剪切，进而调控不同的生物

学过程［５－７］。 本研究对 ＢＭＳＣｓ 进行成骨诱导分化，
在分化过程中 ＡＤＡＭ１０ 的表达水平也呈逐步降低趋

势，与朱永翠等［８］ 的研究结果一致。 为了验证

ＡＤＡＭ１０ 基因在 ＢＭＳＣｓ 成骨分化中的调控作用，本
研究在成骨诱导前先构建了稳定转染 ｐＧＦＰ⁃Ｖ⁃ＲＳ
载体的 ＢＭＳＣｓ，而后进行成骨诱导分化并检测，结
果显示，敲低 ＡＤＡＭ１０ 表达使 ＢＭＳＣｓ 成骨诱导分化

后的钙结节数量及 ＡＬＰ 活性均明显增加。 干细胞

的成骨分化过程涉及多种标志基因的变化，Ｃｏｌ⁃Ｉ 和
ＯＣＮ 分别是骨基质中主要的胶原成分和非胶原成

分，Ｒｕｎｘ２ 是调控成骨分化的关键基因［１３－１４］，本研

究在稳定敲低 ＡＤＡＭ１０ 的 ＢＭＳＣｓ 进行成骨诱导后

检测到 Ｃｏｌ⁃Ｉ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２ 的表达水平增加，与成骨

诱导后钙结节数量及 ＡＬＰ 活性增加的结果吻合。
以上结果表明敲低 ＡＤＡＭ１０ 基因显著抑制 ＢＭＳＣｓ
的成骨分化。

根据朱永翠等［８］ 的研究，ＡＤＡＭ１０ 对牙周膜干

细胞中 Ｎｏｔｃｈ１ 通路具有调控作用。 Ｎｏｔｃｈ１ 通路在

成骨分化及骨折愈合中起重要作用，有研究报道抑

制 Ｎｏｔｃｈ１ 通路对干细胞的成骨分化具有促进作用，
在骨折愈合过程中 Ｎｏｔｃｈ１ 表达下调是骨形成的必

备条件［１５－１６］。 Ｎｏｔｃｈ１ 是一类膜受体，与配体结合后

通过三次酶切反应将胞内结构域 ＮＩＣＤ 释放进入胞

浆，作用与 Ｈｅｓ１ 并调控细胞增殖及分化。 ＡＤＡＭ１０
具有水解细胞膜受体胞内或胞外结构域的功能，多
项研究证实 ＡＤＡＭ１０ 能够水解 Ｎｏｔｃｈ１ 的胞内结构

域并产生 ＮＩＣＤ［１７－１９］。 本研究在稳定敲低 ＡＤＡＭ１０
的 ＢＭＳＣｓ 进行成骨诱导后检测到 ＮＩＣＤ 及 Ｈｅｓ１ 的

表达均明显降低，在成骨诱导的过程中持续给予

Ｎｏｔｃｈ１ 激动剂 ＶＰＡ 干预后、稳定敲低 ＡＤＡＭ１０ 促

进成骨分化的作用被削弱，表明敲低 ＡＤＡＭ１０ 促进

成骨分化的作用与抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 通路有关。
在胫骨骨折的愈合过程中，ＢＭＳＣｓ 在骨折局部

迁移、浸润并发生成骨分化对新骨形成具有重要意

义。 为了更深入认识 ＡＤＡＭ１０ 基因调控 ＢＭＳＣｓ 成

骨分化在胫骨骨折愈合中的生物学意义，本研究建

立了胫骨骨折大鼠模型，在骨折局部注射 ＡＤＡＭ１０
ｓｈＲＮＡ 的 ｐＣＭＶ５􀆰 ０ 载体以敲低 ＡＤＡＭ１０，通过观察

骨折愈合情况可知：敲低 ＡＤＡＭ１０ 后加速了胫骨骨

折的愈合，骨折部位的骨折线几乎消失且胶原形

成、ＡＬＰ 活性及 ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｃｏｌ⁃Ｉ 的表达水平均明

显增加，同时还观察到 Ｎｏｔｃｈ１ 通路中 ＮＩＣＤ、Ｈｅｓ１ 的

表达降低。 以上动物实验结果与干细胞实验的结

果吻合，表明敲低 ＡＤＡＭ１０ 显著促进胫骨骨折的

愈合。
综上所述，本研究通过细胞实验及动物实验证

实敲低 ＡＤＡＭ１０ 促进 ＢＭＳＣｓ 的成骨分化及胫骨骨

折的愈合，这一促进作用与抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 通路有关，
这为今后胫骨骨折后不愈合及延迟愈合的防治提

供了新思路。
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ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ｏｓｔｅｏｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｉｎｔｒａｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｂｏｎｅ ｈｅａｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ．
ＮＰＪ Ｒｅｇｅｎ Ｍｅｄ， ２０２１， ６（１）： ２９．

［１７］ 　 Ｃｈｅｎｇ Ｙ， Ｌｉｎ Ｌ， Ｌｉ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＡＤＡＭ１０ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｃｈｅｍｏ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｎｏｔｃｈ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ＣＤ４４ ａｎｄ ＰｒＰｃ
［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ Ｉｎｔ， ２０２１， ２１（１）： ３２．

［１８］ 　 Ａｌａｂｉ ＲＯ， Ｌｏｒａ Ｊ， Ｃｅｌｅｎ ＡＢ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｔｈａｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ Ｎｏｔｃｈ１ ｂｙ
ＡＤＡＭ１０ ａｎｄ ＡＤＡＭ１７ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２
（４）： １８４６．

［１９］ 　 Ｌｉｎｄｓｅｙ ＲＣ， Ｘｉｎｇ Ｗ， Ｐｏｕｒｔｅｙｍｏｏｒ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｖｅｌ ｒｏｌｅ ｆｏｒ
ｃｌａｕｄｉｎ⁃１１ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｖｉａ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＡＤＡＭ１０⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｏｎｅ Ｍｉｎｅｒ Ｒｅｓ，
２０１９， ３４（１０）： １９１０－１９２２．

〔收稿日期〕２０２２－０９－１４

１３中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



２０２３ 年 １０ 月

第 ３３ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

陈爽，谢燕燕，徐菊菊，等． 骨髓骨片法体外培养大鼠骨髓间充质干细胞和 ＰＫＨ２６ 标记 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３
（１０）： ３２－３７．
Ｃｈｅｎ Ｓ， Ｘｉｅ ＹＹ， Ｘｕ ＪＪ， ｅｔ ａｌ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒａｔｓ ｂｙ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ａｎｄ ｓｌｉｃｅ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ＰＫＨ２６ ｌａｂｅｌｉｎｇ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： ３２－３７．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００５

［基金项目］河北省自然科学基金面上资助项目（Ｈ２０１９２０９１５４）；２０１９ 年河北省政府资助临床医学优秀人才培养项目。
［作者简介］陈爽（１９９７—），女，硕士研究生，研究方向：血液内科学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｔｙｄｗｌｌｙ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］闫振宇（１９７４—），男，博士，教授，主任医师，研究方向：止血与血栓。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｂｙｚｙ２０１１＠ １６３． ｃｏｍ

骨髓骨片法体外培养大鼠骨髓间充质干细胞
和 ＰＫＨ２６ 标记

陈　 爽１，谢燕燕２，徐菊菊１，闫振宇１，２∗

（１．华北理工大学，河北 唐山　 ０６３０００；２．华北理工大学附属医院，河北 唐山　 ０６３０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 旨在建立一种高效的方法分离和培养大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）的方法，并应用 ＰＫＨ２６ 进行体外标记，探讨 ＰＫＨ２６ 标记对 ＢＭＳＣｓ 生物学特性的影响，以及体外示踪

情况。 方法　 将大鼠 ５ ｄ 乳鼠双后肢骨进行分离，去除周围的肌肉和筋膜，并将其剪成小块进行培养，利用换液、传
代提纯 ＢＭＳＣｓ，应用流式细胞仪测定第 ３ 代细胞表面抗原。 在培养条件相同的情况下，取第 ３ 代 ＢＭＳＣｓ 应用

ＰＫＨ２６ 进行标记，标记组与未标记组在荧光显微镜下对细胞形态学、增殖状态进行观察，比较标记组与未标记组成

骨成脂诱导特点及鉴定。 结果　 骨髓骨片法分离乳鼠双后肢骨，培养 ＢＭＳＣｓ 呈细长梭形，形态均一，短时间内可迅

速获得大量 ＢＭＳＣｓ；经流式细胞仪鉴定结果表明，表达 ＣＤ２９ 为（９１􀆰 １８±１􀆰 ２９）％，表达 ＣＤ９０ 为（９５􀆰 ０４±０􀆰 １１）％，表
达 ＣＤ４５ 为（１􀆰 ７４±０􀆰 ３６）％；ＰＨＫ２６ 标记对 ＢＭＳＣｓ 细胞形态，增殖无明显影响（Ｐ＞０􀆰 ０５），对成骨成脂诱导无影响。
结论　 采用大鼠 ５ ｄ 乳鼠骨髓骨片法能够快速培养出大量高纯度的 ＢＭＳＣｓ，该细胞可作为种子细胞用于骨组织工

程；ＰＫＨ２６ 可对体外大鼠 ＢＭＳＣｓ 进行标记。
【关键词】 　 大鼠骨髓间充质干细胞；细胞标记；ＰＫＨ２６；骨组织工程

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２３） １０－００３２－０６

Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒａｔｓ ｂｙ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ａｎｄ ｓｌｉｃｅ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ＰＫＨ２６ ｌａｂｅｌｉｎｇ

ＣＨＥＮ Ｓｈｕａｎｇ１， ＸＩＥ Ｙａｎｙａｎ２， ＸＵ Ｊｕｊｕ１， ＹＡＮ Ｚｈｅｎｙｕ１，２∗

（１． Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３０００， Ｃｈｉｎａ．
２． ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３０００）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ （ＢＭＳＣｓ） ａｎｄ ａｐｐｌｙ ＰＫＨ２６ ｔｏ ｌａｂｅｌ ｔｈｅｍ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＫＨ２６ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ａｃｈｉｅｖｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｒａｃｉｎｇ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅｓ ｏｆ ５⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ， ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ
ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｆａｓｃｉａ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｕｔ ｉｎｔｏ ｓｍａｌｌ ｐｉｅｃｅｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅ． ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｌｕｉｄ
ｅｘｃｈａｎｇｅ ａｎｄ ｐａｓｓａｇｉｎｇ． Ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｏｆ ｔｈｉｒｄ ｐａｓｓａｇｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｉｒｄ ｐａｓｓａｇｅ ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＰＫＨ２６． Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｄ
ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｄ ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｌｉｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｅｐａｒａｔｅ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ



ｂｏｎｅｓ ｏｆ ５⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ＢＭＳＣ ｓｈａｐｅ ｗａｓ ｓｌｅｎｄｅｒ， ｓｐｉｎｄｌｅ， ａｎｄ ｕｎｉｆｏｒｍ． Ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｗａｓ ｒａｐｉｄｌｙ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ａ ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ＣＤ２９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ （ ９１􀆰 １８ ± １􀆰 ２９） ％ ｏｆ ｃｅｌｌｓ， ＣＤ９０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
（９５􀆰 ０４ ± ０􀆰 １１）％ ｏｆ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ＣＤ４５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ （１􀆰 ７４ ± ０􀆰 ３６） ％ ｏｆ ｃｅｌｌｓ． ＰＨＫ２６ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ｏｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｒ ａｄｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｐｕｒｉｔｙ ＢＭＳＣｓ ｗａｓ ｒａｐｉｄｌｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｒｏｍ ５⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｌｉｃｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ
ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｓｅｅｄ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ． ＰＫＨ２６ ｃａｎ ａｌｓｏ ｌａｂｅｌ ｒａｔ ＢＭＳＣｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； ｃｅｌｌ ｍａｒｋｅｒｓ； ＰＫＨ２６； ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨再生是各种类型的骨创伤研究的难点问题，
因为外伤、车祸等外力难以抵抗的因素造成骨损

伤、骨缺损，手术治疗是临床唯一有效的彻底治愈

手段。 但是，由于身体不能耐受手术、置换材料发

生排斥反应、手术费用昂贵等因素使其在临床应用

上受到一定限制，部分患者常因无法行走而产生心

理抑郁。 有研究证实，向牵张成骨模型注射自体骨

髓间充质干细胞 （ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）可以对矿化区形成骨再生［１］，并且能

够分化为成骨细胞，再通过旁分泌发挥作用，此细

胞易分离、扩增、免疫原性低，间充质干细胞提供了

骨再生的新方向之一［２］。 ＢＭＳＣｓ 属于修复机体某

些特定组织的一类干细胞，是一种能够自我复制和

分化为多种细胞类型的祖细胞。 另外，多项试验的

研究结果证实了 ＢＭＳＣｓ 与生物材料具有很好的相

容性，形成复合支架促进骨缺损修复、骨组织再生

的优势［３－４］。 近年来，ＢＭＳＣｓ 已经成为理想的骨组

织工程种子细胞。 有实验研究表明，骨髓的收集技

术会影响 ＢＭＳＣｓ 的异质性，最后影响软骨细胞分

化，而对成骨或成肪潜力方面无明显影响［５］。 本实

验中，研究者通过 ５ ｄ 大鼠乳鼠骨髓骨片法对

ＢＭＳＣｓ 进行分离培养， 并作出鉴定。 然后应用

ＰＫＨ２６ 程序性标记，观察对细胞形态、增殖、诱导分

化的影响，为 ＢＭＳＣｓ 体内移植到软骨的进一步研究

提供了实验依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ５ ｄ 乳鼠和 ３ ～ ４ 周 ＳＤ 雄

性大鼠分别 ２ 只，前者体重 １１～１３ ｇ，后者体重 ８０ ～
９０ ｇ，实验动物均购买于北京华阜康生物科技股份

动物公司［ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８］。 动物均饲养在

华北理工大学医学实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障实验

室环境内［ＳＹＸＫ（冀） ２０２０－００７］，饲养条件：室温

１８～２６℃，相对湿度 ４０％～７０％。 实验动物福利伦理

审查获得华北理工大学伦理委员会批准（２０２２⁃ＳＹ⁃
０１２），所有实验动物在实验过程中均遵守 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 α⁃ＭＥＭ 培养基、０􀆰 ２５％ ＥＤＴＡ 胰酶、双抗（青链

霉素） 均购买于 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司，货号 ＳＨ３０２６５􀆰 ０１、
ＳＨ３００４２􀆰 ０１、ＳＶ３００１０；胎牛血清购买于 Ｇｉｂｃｏ 公

司，货号 １００９９⁃１４１；ＰＫＨ２６ 试剂盒购买于贝博生物

科技有限公司，货号 ＢＢ⁃４４１１２５；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购买

于北京聚合美生物科技有限公司，货号 ＭＦ１２８⁃０１；
油红 Ｏ 染色试剂盒、茜素红 Ｓ 染色液（０􀆰 ２％）购买

于北京索莱宝科技有限公司，货号为 Ｇ１２６２、Ｇ１４５０；
Ａｎｔｉ Ｒａｔ ＦＩＴＣ⁃ＣＤ２９、Ａｎｔｉ Ｒａｔ ＦＩＴＣ⁃ＣＤ９０、Ａｎｔｉ Ｒａｔ
ＦＩＴＣ⁃ＣＤ４５ 均购买于美国 ＢＤ 公司。 细胞培养箱购

买于美国 Ｔｅｒｍｏ 公司；流式细胞仪购买于美国

Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 公司；荧光倒置相差电子显微镜购

买于日本 Ｎｉｋｏｎ 公司；酶标仪购买于美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公

司；生物安全柜购买于美国 Ｆａｒｍａ 公司，型号为

ＨＲ６０⁃ＩＩＡ２；微量电子天平购买于德国 Ｓａｔｏｒｉｕｓ 公

司，型号为 ＴＥ６０１⁃Ｌ。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 大鼠 ＢＭＳＣｓ 提取与培养

　 　 采用大鼠 ５ ｄ 乳鼠骨髓骨片法分离培养大鼠

ＢＭＳＣｓ，具体方法为：取 ＳＤ 雄性大鼠 ５ ｄ 乳鼠 ２ 只，
颈椎脱臼法处死后，用无菌镊子、眼科剪轻轻将其

后肢皮肤剥离掉，充分暴露双后肢，分离双侧完整

的后肢，去除附着的肌肉和筋膜，用含有 １％双抗的

ＰＢＳ 清洗 ２ 次，并用眼科剪剪成体积小于 ３ ｍｍ３ 的

小碎块转移至含 １０％血清的 α⁃ＭＥＭ 培养基中，混
匀后接种在细胞培养瓶中，放置在 ３７℃的 ５％ ＣＯ２

细胞培养箱中。 接种 ４８ ｈ 后，可观察到骨片周围爬

出的是细长的梭形细胞，继续培养至细胞密度达

８０％左右，可进行 １ ∶ ２ 传代，倒置相差显微镜下观

察细胞生长情况。
传统大鼠 ＢＭＳＣｓ 的分离培养方法是采用 ３ ～ ４

周 ＳＤ 雄性大鼠 ２ 只，使用 ３％戊巴比妥钠腹腔麻
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醉，麻醉剂量 ２ ｍＬ ／ ｋｇ，然后用 ７５％ 酒精浸泡 １０
ｍｉｎ，传递至超净台内。 取仰卧位，充分暴露膝关节，
将后肢皮肤剪开，小心分离股骨胫骨以及肌肉筋膜

等，用无菌 ＰＢＳ 浸泡后，使用 １ ｍＬ 注射器冲洗骨髓

腔，直至无红色后，收集全部液体，离心，转移到含

１０％血清的 α⁃ＭＥＭ 培养基中，混匀后接种在细胞培

养瓶中，放置在 ３７℃的 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中。 ４８ ｈ
后首次换液，继续培养至细胞密度达 ８０％左右，可进

行 １ ∶ ２ 传代，倒置相差显微镜下观察细胞生长情况。
１􀆰 ３􀆰 ２　 大鼠 ＢＭＳＣｓ 鉴定

　 　 取第 ３ 代 ＢＭＳＣｓ，对其进行消化、离心、重悬后

得到密度为 １×１０６ ／ ｍＬ 的单细胞悬液，分别加入抗

大鼠单克隆抗体 ＣＤ２９、ＣＤ４５、ＣＤ９０，在 ４℃ 下进行

３０ ｍｉｎ 避光孵育，最后加入 ＰＢＳ 重悬，上机检测，重
复检测 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＫＨ２６ 标记大鼠 ＢＭＳＣｓ
　 　 应用 ＰＫＨ２６ 对第 ３ 代细胞进行染色，配制

ＰＫＨ２６ 染色工作液：用无血清 α⁃ＭＥＭ 培养基将

ＰＫＨ２６ 母液稀释 ２５０ 倍后备用。 用 １００ μＬ 染色工

作液将消化完成的细胞沉淀重悬，直至细胞浓度为

１０７ ／ ｍＬ，吹打混匀后加到用锡纸包裹的 ＥＰ 管中，放
入 ３７℃的培养箱进行 １０ ｍｉｎ 的孵育，４℃冰箱中孵

育 ２５ ｍｉｎ，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液，收集细

胞，用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次细胞上未结合的 ＰＫＨ２６ 染色

液，加入 ４ ｍＬ 完全培养基重悬细胞，充分吹打混匀，
接种在细胞培养瓶中，注意避光，在培养箱内继续

培养，传代扩增，随后可以直接在倒置荧光电子显

微镜下观察到细胞标记的效果以及荧光的强弱。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测标记与未标记细胞增殖活力

　 　 取第 ３ 代被 ＰＫＨ２６ 标记（实验）组和未被标记

ＢＭＳＣｓ（对照） 组，制备成单细胞悬液，操作依据

ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测细胞增殖能力，具体步骤：分别将

实验组和对照组的细胞浓度调整为 ２×１０３ ／ Ｌ，每孔

１００ μＬ，接种到 ９６ 孔培养板，设 ５ 个复孔，在相同条

件下培养，每 ２４ ｈ 分别取 ５ 个实验组和对照组孔加

入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂，培养箱中孵育 ３ ｈ，在酶标仪

４５０ ｎｍ 参数下读取 ＯＤ 值，连续检测 １０ ｄ，以培养时

间为横坐标，以吸光度为纵坐标，将 ＰＫＨ２６ 标记与

未标记大鼠 ＢＭＳＣｓ 的生长曲线绘制出来。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＰＫＨ２６ 标记与未标记细胞成骨成脂诱导及

鉴定

　 　 （１）细胞成骨诱导及鉴定：成骨诱导液配方为

向含 １０％血清的 α⁃ＭＥＭ 培养基中加入 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

β⁃甘油磷酸钠、０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｖｃ 和 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 地塞

米松。 取第 ３ 代细胞调整密度为 ５×１０５ ／孔后，在 ６
孔板中接种；当细胞达到 ７０％的融合度时，再替换

成骨诱导液，培养至第 ２１ 天用茜素红染色。
（２）细胞成脂诱导及鉴定：成脂诱导液配方为

向含 １０％血清的 α⁃ＭＥＭ 培养基中加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
胰岛素、１ μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松、０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ３－异丁基

－卜甲基黄嘌呤和 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 吲哚美辛。 取第 ３ 代

细胞调整密度为 ５×１０５ ／孔后接种于 ６ 孔板培养；当
细胞达到 ７０％融合度时，再替换成脂诱导液，培养

至第 １４ 天用油红 Ｏ 染色。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 所有实验数据采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计分

析，用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行绘制统计图。 计

量资料表示为平均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ），多组数据间

差异比较采用单因素方差分析，两组数据之间差异

比较采用独立样本 ｔ 检验，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 细胞的形态观察

　 　 将骨髓骨片接种于培养瓶，经过大鼠 ＢＭＳＣｓ 原

代 ３６ ｈ 的培养，可见少量从骨片周围爬出，贴壁生

长，有大量悬浮的细胞；培养到 ７２ ｈ，第一次半定量

换液，悬浮细胞降低，贴壁细胞逐渐增加，大量细胞

爬出，它是细长的梭形、三角形、纺锤形；继续培养

到 ９６ ｈ 以后细胞密集生长，出现大片融合现象，呈
漩涡状，可进行 １ ∶ ２ 传代培养。 传代到第 ３ 代细胞

均是呈长梭形，形态一致，具有较强的折光性，融合

密度较高时可呈漩涡状、鱼群状（图 １）。
传统方法培养的 ＢＭＳＣｓ 在 ３６ ｈ 仅观察到少量

细胞贴壁，培养到 ４８ ｈ 进行首次换液，观察到细胞

贴壁数量增加，继续培养到第 ７２ ｈ，观察到细胞尚未

形成群落，排列分散，呈细长梭形；继续培养到 ９６ ｈ，
细胞密度可达 ５０％以上，但仍需继续培养，尚无法

传代（图 １）。
２􀆰 ２　 流式细胞鉴定

　 　 如图 ２ 所示，经流式细胞仪对表面标志物进行

检测， 第 ３ 代大鼠 ＢＭＳＣｓ 阴性对照为 （ ０􀆰 ５５ ±
０􀆰 ７３）％，高表达 ＣＤ２９、ＣＤ９０，表达量分别为（９１􀆰 １８
±１􀆰 ２９）％、（９５􀆰 ０４±０􀆰 １１）％，而低表达 ＣＤ４５，仅有

（１􀆰 ７４±０􀆰 ３６）％，差异显著（Ｐ＜０􀆰 ００１），证明分离培

养的是大鼠 ＢＭＳＣ（表 １）。
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图 １　 原代 ＢＭＳＣｓ 细胞形态

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ＢＭＳＣｓ

图 ２　 流式细胞仪检测细胞表面抗原的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２􀆰 ３　 ＰＫＨ２６ 标记结果

　 　 第 ３ 代细胞经 ＰＫＨ２６ 染色 ２４ ｈ 后，在荧光显

微镜下观察呈红色，荧光在细胞膜上分布均匀一

致，标记率为 ９８％，染色前后 ＢＭＳＣｓ 细胞形态没有

变化（图 ３）。
２􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８法测定细胞生长曲线

　 　 ＰＫＨ２６ 标记组与未标记组大鼠 ＢＭＳＣｓ 第 ２ 天

缓慢生长，第 ３ 天加快生长，到第 ７ 天达到生长增殖

高峰期，第 ８ 天至第 １０ 天生长进入平台期，大体生

长曲线表现为倒“Ｓ”形。 两组细胞在 ４６０ ｎｍ 处的

ＯＤ 值无显著差异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明 ＰＫＨ２６ 标记

ＢＭＳＣｓ 对增殖无显著影响（图 ４）。
２􀆰 ５　 成骨成脂诱导及染色结果

　 　 成骨诱导 ２１ ｄ 后观察到大量细胞呈絮状，结节

状生长，茜素红染色呈红色结节，这种结节就是沉

积下来的钙盐；成脂诱导 １４ ｄ 后观察到大量细胞内

含有空泡状透亮圈，具有强折光性，油红 Ｏ 染色偏

红，是脂滴的形成（图 ５）。
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表 １　 第 ３ 代大鼠 ＢＭＳＣｓ 表面抗原表达
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｉｎ ｔｈｅ

３ｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｓ
抗体分类

Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
表达率（％）

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５５±０􀆰 ７３

ＣＤ２９ 组 ＣＤ２９ ｇｒｏｕｐ ９１􀆰 １８±１􀆰 ２９∗∗∗

ＣＤ９０ 组 ＣＤ９０ ｇｒｏｕｐ ９５􀆰 ０４±０􀆰 １１∗∗∗

ＣＤ４５ 组 ＣＤ４５ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ７４±０􀆰 ３６

注：与对照组比较， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

注：ＰＫＨ２６ 标记 ＢＭＳＣＳ ２４ ｈ 后。

图 ３　 ＰＫＨ２６ 标记结果

Ｎｏｔｅ． ２４ｔｈ ｈｏｕｒ ｏｆ ＰＫＨ２６ ｍａｒｋｉｎｇ ＢＭＳＣＳ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＰＫＨ２６ Ｍａｒｋ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ４　 ＰＫＨ２６ 标记组与未标记组生长曲线的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＫＨ２６
ｌａｂｅｌｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｇｒｏｕｐ

注：Ａ：ＢＭＳＣｓ 成骨诱导 ２１ ｄ 后茜素红染色；Ｂ：ＢＭＳＣｓ 成脂诱导

１４ ｄ 后油红 Ｏ 染色。

图 ５　 ＢＭＳＣｓ 成骨茜素红染色和成脂油红 Ｏ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ．
Ｂ， Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ ｏｆ ｌｉｐｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＢＭＳＣｓ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆａｔｔｙ
ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ

３　 讨论

　 　 ＢＭＳＣｓ 具有免疫调节、抗炎、抗纤维化等作用，
在炎症环境下，关节腔内注射 ＢＭＳＣｓ 可能会增加骨

异常增殖和异位钙化的风险［６］。 值得肯定的是，
ＢＭＳＣｓ 可以代替软骨细胞进行多次扩增，对最终形

成的组织几乎没有影响，这使它们成为组织工程中

移植细胞来源的主要细胞［７］。 传统的培养方法如

胶原 酶 消 法、 贴 壁 法 和 差 速 离 心 法 等 可 培 养

ＢＭＳＣｓ［８－１０］，但短期内大量提取细胞具有一定困难，
因此，寻找一种快速高效且稳定的分离纯化途径显

得尤为重要。 本实验分离培养大鼠 ＢＭＳＣｓ 采用大

鼠 ５ ｄ 乳鼠骨髓骨片法，传代至第 ３ 代，经流式细胞

学鉴定高表达 ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ９０，低表达 ＣＤ４５，并
向成骨、成脂方向诱导，证明该方法可获得纯度较

高的大鼠 ＢＭＳＣｓ。
近年来发现，ＢＭＳＣｓ 已成为细胞移植、组织工

程、基因治疗等领域的研究热点。 有实验结果证实

ＢＭＳＣｓ 移植作为治疗大鼠肺纤维化模型具有前景

性的治疗策略，能明显缓解肺泡炎症及肺纤维

化［１１］。 同时，脑动脉栓塞大鼠模型进行 ＢＭＳＣｓ 移

植的实验结果表明，ＢＭＳＣｓ 可增加趋化因子和聚唾

液酸化酶的表达，增加脑缺血条件下内源性神经元

祖细胞的迁移，说明该机制可能有助于改善脑缺

血［１２］。 另外，间充质干细胞对关节炎的修复作用机

制已逐渐变得成熟，有研究表明 ＢＭＳＣｓ 可促进软骨

修复［１３－１４］。 以上这些治疗作用的关键在于移植过

程中对细胞进行标记来观察其分化、存活及迁移。
常用的标记细胞方法包括 ＤＡＰＩ 标记、ＢｒｄＵ 标记、
Ｄｉｌ 标记等，不过，这些荧光染料都有局限性，ＤＡＰＩ
标记是一种标荧光染料，标记细胞核，当标记的细

胞死亡后会释放出 ＤＡＰＩ，不需要标记的细胞也会被

标记出来，从而引起假阳性，且容易淬灭，不适合用

于长期标记［１５］。 ＢｒｄＵ 标记是通过免疫组化的方式

进行间接观察，操作不方便，并且标记的细胞死亡

后会释放出 ＢｒｄＵ，与 ＤＡＰＩ 类似，同样会造成较高假

阳性率［１６］。 Ｄｉｌ 标记细胞 ３ ｄ 后会出现严重的细胞

毒性反应，３５ ｄ 后能被检测到的标记细胞不足 １ ／ ２，
在体外细胞扩增过程中染色的稳定性低［１７］。 因此，
选择一种合适的染料，对大鼠 ＢＭＳＣｓ 进行标记、示
踪尤为重要。

荧光染料 ＰＫＨ２６ 是一种新型染料，用于标记活

细胞可以发出强烈稳定的红色荧光。 被标记的细

６３ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



胞与未被标记的细胞相比，形态良好，没有明显的

区别，标记率为 ９８％，这种方法能较好地检测出体

外细胞诱导分化的情况，或将标记的细胞注射到动

物体内，便于观察活体内移植细胞的迁移情况，从
而达到示踪细胞的目的。 由于 ＰＫＨ２６ 染色方法简

便、毒性小，不用放射性同位素，安全系数高。 因

此，ＰＫＨ２６ 是大鼠 ＢＭＳＣｓ 的理想标记方式，为大鼠

ＢＭＳＣｓ 在体内迁移分化实验的后续研究打下了坚

实基础。
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ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｏｆ ａｄｕｌｔ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００２， ２９７（５５９０）： ２２５６－２２５９．

［１６］ 　 Ｂｕｒｎｓ ＴＣ， Ｏｒｔｉｚ⁃Ｇｏｎｚ􀅡ｌｅｚ ＸＲ， Ｇｕｔｉ􀆧ｒｒｅｚ⁃Ｐ􀆧ｒｅｚ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ ａｎａｌｏｇｓ ａｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｐｒｅｌａｂｅｌｅｄ ｄｏｎｏｒ ｔｏ ｈｏｓｔ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ： ａ ｗｏｒｄ ｏｆ
ｃａｕｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ， ２００６， ２４（４）： １１２１－１１２７．

［１７］ 　 Ｆｒｏｅｌｉｃｈ Ｋ， Ｓｔｅｕｓｓｌｏｆｆ Ｇ， Ｓｃｈｍｉｄｔ Ｋ， ｅｔ ａｌ． ＤｉＩ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ａｄｉｐｏｓｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ： ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ，
ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ Ｔｉｓｓｕｅｓ Ｏｒｇａｎｓ，
２０１３， １９７（５）： ３８４－３９８．

〔收稿日期〕２０２２－０９－２１

７３中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



２０２３ 年 １０ 月

第 ３３ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

黄冬妍，吴双双，邵丛丛，等． 低剂量 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对成年大鼠前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３ 的影响 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３
（１０）： ３８－４４．
Ｈｕａｎｇ ＤＹ， Ｗｕ ＳＳ， Ｓｈａｏ ＣＣ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ＢＰＡ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｏｎ ＡＫＲ１Ｃ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ ｒａｔ ｐｒｏｓｔａｔｅ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： ３８－４４．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００６

［基金项目］上海市自然科学基金（１９ＺＲ１４４４４００）。
［作者简介］黄冬妍（１９８９—），女，硕士，助理研究员，研究方向：药物生殖药理毒理学研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｄｙ０４３＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］吴建辉（１９７６—），男，博士，研究员，研究方向：药物药理毒理学研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗｕｊｈ＿７３１＠ １６３． ｃｏｍ

低剂量 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对成年大鼠前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３
的影响

黄冬妍１，２，３，吴双双１，３，邵丛丛１，２，３，苏　 欣１，２，３，杨荣富１，２，３，王凯玥１，３，
周　 萍１，２，３，吴建辉１，２，３∗

（１．上海市生物医药技术研究院，上海　 ２０００３２；２．国家卫生健康委员会计划生育药具重点实验室，上海　 ２０００３２；
３．复旦大学生殖与发育研究院，上海　 ２０００３２）

　 　 【摘要】 　 目的　 明确低剂量 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对成年大鼠前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３ 的影响。 方法　 ５６ 只成年雄性 ＳＤ 大

鼠随机分成 ７ 组，每组 ８ 只，分别灌胃给予 ＢＰＡ（１０ 、３０ 和 ９０ μｇ ／ ｋｇ），ＤＥＨＰ（３０、９０ 和 ２７０ μｇ ／ ｋｇ）和溶媒，连续 ４
周。 动物于末次给药 ２４ ｈ 后，麻醉后采血，剖取前列腺并分叶，利用 ＥＬＩＳＡ 法检测血清和前列腺中 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平，
利用免疫组化法分析各叶前列腺中 ＡＫＲ１Ｃ３ 的表达情况。 结果 　 给予 ＢＰＡ 后，腹侧前列腺 ９０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组

ＡＫＲ１Ｃ３ 表达显著性高于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；背侧前列腺 １０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平和蛋白表达均显著性高于

对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１）。 给予 ＤＥＨＰ 后，２７０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组血清 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平显著性高于对照组（Ｐ＜０􀆰 ００１），
腹侧前列腺各组 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平均显著性高于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），２７０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组 ＡＫＲ１Ｃ３ 蛋白表达显著

性高于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；背侧前列腺 ３０ μｇ ／ ｋｇ 和 ９０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组 ＡＫＲ１Ｃ３ 表达显著性高于对照组（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 低剂量 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 均能促进成年大鼠前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３ 表达，但各叶前列腺对 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 的敏

感度有所不同。
【关键词】 　 环境内分泌干扰物；双酚 Ａ；邻苯二甲酸二（２－乙基）己酯；醛酮还原酶 １Ｃ３；雌激素；雄激素

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２３） １０－００３８－０７

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ＢＰＡ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｏｎ ＡＫＲ１Ｃ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ ｒａｔ ｐｒｏｓｔａｔｅ

ＨＵＡＮＧ Ｄｏｎｇｙａｎ１，２，３， ＷＵ Ｓｈｕａｎｇｓｈｕａｎｇ１，３， ＳＨＡＯ Ｃｏｎｇｃｏｎｇ１，２，３， ＳＵ Ｘｉｎ１，２，３， ＹＡＮＧ Ｒｏｎｇｆｕ１，２，３，
ＷＡＮＧ Ｋａｉｙｕｅ１，３， ＺＨＯＵ Ｐｉｎｇ１，２，３， ＷＵ Ｊｉａｎｈｕｉ１，２，３∗

（１． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０００３２， Ｃｈｉｎａ．
２． ＮＨＣ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０００３２． ３． Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｆｕｄａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０００３２）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ （ＢＰＡ） ａｎｄ ｄｉ （２⁃ｅｔｈｙｌ） ｈｅｘｙｌ
ｐｈｔｈａｌａｔｅ （ＤＥＨＰ） ｏｎ ａｌｄｏ⁃ｋｅｔｏ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ １Ｃ３ （ＡＫＲ１Ｃ３） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｄｕｌｔ ＳＤ ｒａｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｉｆｔｙ⁃ｓｉｘ ａｄｕｌｔ ｍａｌｅ ＳＤ
ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｅｖｅｎ ｇｒｏｕｐｓ （ｎ＝ ８ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄ ＢＰＡ （１０， ３０ ａｎｄ ９０ μｇ ／ ｋｇ， ｉ．



ｇ． ）， ＤＥＨＰ （３０， ９０ ａｎｄ ２７０ μｇ ／ ｋｇ， ｉ． ｇ． ）， ｏｒ ｔｈｅ ｖｅｈｉｃｌｅ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ． Ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｓｓｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄ ｉｎｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｂｅｓ．
Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＫＲ１Ｃ３ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ａｎ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ａｎｄ ＡＫＲ１Ｃ３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｌｏｂｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｆｔｅｒ ＢＰＡ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ＡＫＲ１Ｃ３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｎｔｒａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ９０ μｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５）．
ＡＫＲ１Ｃ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ １０ μｇ ／ ｋｇ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． Ａｆｔｅｒ ＤＥＨＰ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＫＲ１Ｃ３ ｉｎ ｔｈｅ ２７０ μｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ００１）， ｔｈｅ ＡＫＲ１Ｃ３ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｖｅｎｔｒａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＫＲ１Ｃ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ２７０ μｇ ／ ｋｇ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ＡＫＲ１Ｃ３ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ３０ ａｎｄ ９０ μｇ ／ ｋｇ
ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ００１， Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ＢＰＡ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ＡＫＲ１Ｃ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｏｆ ａｄｕｌｔ ＳＤ ｒａｔｓ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｖｅｎｔｒａｌ ａｎｄ ｄｏｒｓａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｌｏｂｅｓ ｔｏ ＢＰＡ ａｎｄ
ＤＥＨＰ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｏｒ； ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ； Ｄｉ （２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ） ｐｈｔｈａｌａｔｅ； ａｌｄｏ⁃ｋｅｔｏ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
１Ｃ３； ｅｓｔｒｏｇｅｎ； ａｎｄｒｏｇｅｎ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 双酚 Ａ（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ，ＢＰＡ）和邻苯二甲酸二（２⁃
乙基）己酯（ｄｉ （２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ） ｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＤＥＨＰ）是两

种较为重要的环境内分泌干扰物 （ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｏｒｓ，ＥＤＣｓ），广泛存在于填充剂原

料、高分子材料、化妆品以及增塑剂中，以类激素的

形式产生生物学效应，使体内原有的内分泌机能出

现紊乱，从而对生物或人体的生殖、神经和免疫系

统等的功能产生影响［１］。 随着工业的发展，ＢＰＡ 和

ＤＥＨＰ 环境暴露剂量及在人体内的蓄积量逐年上

升。 尽管美国食品与药物管理局 （ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ＦＤＡ ） 和 美 国 环 保 署 （ Ｕ． Ｓ．
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ Ａｇｅｎｃｙ，ＥＰＡ）将 ５０ μｇ ／ ｋｇ
视为每日摄入的“安全”剂量［２］，但是 ＢＰＡ 低水平

暴露仍是一种潜在的破坏剂，会对生殖系统如前列

腺的生长发育产生影响。 研究表明妊娠期口服

ＢＰＡ（１０ μｇ ／ （ｋｇ·ｄ））会导致雄性胎小鼠背外侧前

列腺导管数量和体积增加；青春期长期摄入 ＢＰＡ
（４０ μｇ ／ （ｋｇ·ｄ））促进前列腺细胞增殖，诱导沙鼠

成年前列腺增生［３］。 同样作为一种常见的 ＥＤＣ，
ＤＥＨＰ 的低水平暴露研究相对较少，有学者发现，在
典型的饮食方式下，育龄妇女、青少年和婴儿 ＤＥＨＰ
暴露剂量分别为 ５􀆰 ７、８􀆰 １ 和 ４２􀆰 １ μｇ ／ （ ｋｇ·ｄ） ［４］。
欧洲食品安全局规定 ＤＥＨＰ 日耐受摄入剂量为 ５０
μｇ ／ （ｋｇ·ｄ），而 ＥＰＡ 将 ２０ μｇ ／ （ｋｇ·ｄ）作为安全参

考剂量［５］。 由于 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 的广泛应用，我们想

明确在环境暴露剂量下两者对前列腺的影响，为评

估 ＥＤＣｓ 潜在的健康风险提供理论基础。
我们在前期研究中发现，给予成年和老年大鼠

１０～ ９０ μｇ ／ ｋｇ 的 ＢＰＡ 能引起或促进前列腺增生，
０􀆰 ０１～１ ｎｍｏｌ ＢＰＡ 可以促进大鼠原代前列腺上皮细

胞增殖，３０～２７０ μｇ ／ ｋｇ ＤＥＨＰ 对老年大鼠前列腺有

促进增生作用［６－８］。 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 促进前列腺增生

的作用主要通过模拟，增强或抑制内源性雌激素活

性，干扰雄激素系统，影响神经－内分泌作用以及诱

导激素调控下细胞因子和通路的改变来实现［６－８］，
同时我们还发现在诱导成年大鼠前列腺增生中前

列腺素 Ｄ２ 合成酶基因 （ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｄ２ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｇｅｎｅ，ＰＴＧＤＳ）的转录水平上调［６］，提示前列腺素合

成酶基因调控可能与前列腺疾病的进展相关。
前列腺素合成酶（ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＧＳ）

是与膜结合的多酶系统，在体内的花生四烯酸代谢

途中催化底物生成各种具有生理活性的前列腺

素［９］，主要包括环氧化酶 ２（Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃２，ＣＯＸ⁃
２）、前列腺素 Ｅ 合成酶 （ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＰＧＥＳ）、膜结合型前列腺素 Ｅ２ 合成酶 １（ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌ
ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ ｓｙｎｔｈａｓｅ⁃１，ｍＰＧＥＳ⁃１）、Ｌｉｐｏｃａｌｉｎ 型

前列腺素 Ｄ 合成酶 （ ｌｉｐｏｃａｌｉｎ⁃ｔｙｐｅ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｄ
ｓｙｎｔｈａｓｅ， Ｌ⁃ＰＧＤＳ ） 和 前 列 腺 素 Ｆ 合 成 酶

（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｆ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＧＦＳ） 等。 在 ＰＧＳ 家族

中，多种前列腺素合成酶都具有激素反应性，如

ＰＧＦＳ 是催化前列腺素 Ｈ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｈ２，ＰＧＨ２）
和前列腺素 Ｄ（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｄ，ＰＧＤ）转化为前列腺

素 Ｆ（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｆ，ＰＧＦ）的末端酶，ＰＧＦ 在雌性动

物中的表达多与妊娠、动情周期、分娩相关，雌激素

水平升高可能促进 ＰＧＦＳ 的表达和 ＰＧＦ 增多［１０］。
醛酮还原酶 １Ｃ３（ａｌｄｏ⁃ｋｅｔｏ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｆａｍｉｌｙ １ ｍｅｍｂｅｒ
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Ｃ３，ＡＫＲ１Ｃ３）是 ＰＧＦＳ 的一种，可催化 ５α－二氢睾酮

（强雄激素）转化为 ３α－雄甾烷二醇（弱雄激素），β４
－雄烯－３，１７ 二酮（弱雄激素）转化为睾酮（强雄激

素），将雌酮（弱雌激素）转化为 １７β 雌二醇（强雌激

素）等［１１］。 ＡＫＲ１Ｃ３ 参与睾酮和雌激素代谢，可以

参与到激素敏感性组织的生长发育和疾病发生发

展中，如乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌、精子发生异常

等［１２］。 有研究表明，ＡＫＲ１Ｃ３ 位于雄激素合成通路

终末端，是前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）细胞合成

睾酮和双氢睾酮的关键酶，在一些 ＰＣａ 细胞中

ＡＫＲ１Ｃ３ 可 通 过 激 活 雄 激 素 受 体 （ ａｎｄｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＡＲ）信号通路放大外源低水平雄激素信号

并增加自身雄激素合成［１３］。
我们还发现低剂量的 ＢＰＡ 可以上调 ＣＯＸ⁃２ 和

Ｌ⁃ＰＧＤＳ 的表达，影响细胞增殖和凋亡，从而诱导前

列腺增生［１４］。 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 作为典型的环境内分

泌干扰物，是否还能影响其他前列腺素合成酶的表

达？ 目前还鲜少有人研究。 因此，本文将初步探讨

环境 暴 露 剂 量 下 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对 前 列 腺 种

ＡＫＲ１Ｃ３ 的影响，研究结果将为前列腺疾病的发生

机制提供理论支持。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ５６ 只成年雄性 ＳＤ 大鼠（ＳＰＦ 级），６～７ 周龄，接
收时体重 １４０ ～ １６０ ｇ，购自浙江维通利华实验动物

技术有限公司［ＳＣＸＫ（浙）２０１９－０００１］。 在上海市

生物医药技术研究院［ＳＹＸＫ（沪）２０１９－００１２］屏障

系统内饲养至 ３ 月龄，室温 ２０～２６℃，相对湿度 ４０％
～７０％，光照和黑暗各 １２ ｈ；用大小鼠高压饲料喂

养，自由饮水。 动物实验已通过上海市生物医药技

术研究院动物实验伦理审查批件（２０１９－２８），严格

按照 ３Ｒ 原则给予人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＢＰＡ（货号：２３９６５８，含量≥９９％）、ＤＥＨＰ （货

号：Ｄ２０１１５４，含量≥９９􀆰 ５％） 均购于 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ
公司；羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ⁃Ｎａ）（货号：２０１４０５２０）
购于国药集团化学试剂有限公司；供试品使用前以

０􀆰 ５％的 ＣＭＣ⁃Ｎａ 均匀分散。 大鼠 ＰＧＦＳ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ
（ＭＢＳ９３１０１５１⁃９６ ） 购 于 美 国 ＭｙＢｉｏｓｏｕｒｃｅ 公 司；
Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ⁃ＡＫＲ１Ｃ３ Ａｎｔｉｂｏｄｙ （ ａｂ１９６６７３ ） 购 于

Ａｂｃａｍ 公司；即用型免疫组化 ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅ ＴＭ ＳＰ
试剂盒（鼠 ／兔）（货号：ＫＩＴ９７２０）、粉剂型抗原修复

液（货号：ＭＶＳ⁃００６６）、ＤＡＢ 显色试剂（２０×） （货号：
ＤＡＢ⁃００３１）、 苏 木 素 体 细 胞 染 色 液 （ 货 号 ＣＴＳ⁃
１０９０）、ＰＢＳ 磷酸盐缓冲液（粉型）（货号：ＰＢＳ⁃００６０）
均购自福州迈新生物科技有限公司。

低 温 水 平 式 离 心 机 （ Ａｌｌｅｇｒａ⁃１２Ｒ， 美 国

Ｂｅｃｋｍａｎ）；恒温振荡培养箱 （ ＳＩ⁃６００Ｒ，韩国杰奥

特）； 电 脑 洗 板 机 （ ＤＮＸ⁃９６２０， 北 京 普 朗 新 ）；
Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ 全波长酶标仪（１５１０⁃０４１７７Ｃ，Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；Ｌｅｉｃａ 石蜡切片机（ＲＭ２１２６，德国

徕卡）；Ｌｅｉｃａ 全自动染色机（ Ｌｅｉｃａ ＳＴ５０１０ 德国徕

卡）；光学显微镜（ＤＭ３０００，德国徕卡）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分组和给药

　 　 ５６ 只 ３ 月龄雄性 ＳＤ 大鼠按照体重随机分为 ７
组，依次为对照组、ＢＰＡ １０ μｇ ／ ｋｇ、３０ μｇ ／ ｋｇ、９０ μｇ ／
ｋｇ 剂量组和 ＤＥＨＰ ３０ μｇ ／ ｋｇ、９０ μｇ ／ ｋｇ 及 ２７０ μｇ ／
ｋｇ 剂量组，每组 ８ 只动物，分别灌胃 （ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ｉ． ｇ． ）给予 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 溶媒，相应剂量

的 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ，连续 ４ 周。 动物体重每周称量 １
次，根据体重调整给药剂量，于第 ４ 周末次给药 ２４ ｈ
后，腹腔注射 ３％戊巴比妥钠，麻醉大鼠，腹主动脉

采血，处死动物。
１􀆰 ３􀆰 ２　 前列腺取材

　 　 动物处死后，剖取前列腺组织，并将其分为腹

侧叶和背侧叶，将各叶前列腺组织分为三部分，一
部分用 １０％的福尔马林溶液固定，用于病理分析；
另外两部分均保存于液氮中，用于进一步的分析。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平

　 　 腹主动脉采血，静置两小时后离心 （３５９０ ｒ ／
ｍｉｎ，１５ ｍｉｎ），分离出血清。 前列腺组织称重后剪碎

按照 １ ∶ １０（ｗ ∶ ｖ）比例加入生理盐水，用手动匀浆

器在冰上超声匀浆，重复 ３ 次，充分匀浆后离心

（３５９０ ｒ ／ ｍｉｎ，１５ ｍｉｎ），收集匀浆上清液。 ＥＬＩＳＡ 法

检测血清和前列腺中 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平。 将所有的试

剂平衡至室温；蒸馏水稀释浓缩洗涤液，用去离子

水重配标准品至相应的浓度，室温放置 １０ ｍｉｎ 备

用。 测定步骤如下：
加样：加入标准品、样品、和样品稀释液（空白

孔）至相应的孔中。
孵育：每孔加入结合剂，混合均匀，封板膜封板

后 ３７℃孵育 １ ｈ。
洗涤：撕掉封板膜后弃去液体，设置洗板机注

水量为 ４００ μＬ，浸润 １０ ｓ，震荡 ５ ｓ，洗板 ５ 次，洗涤
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后用吸水纸拍干。
显色：每孔依次加入显色试剂，封板膜封板后

３７℃避光孵育 １０ ｍｉｎ。
终止：每孔加入 ５０ μＬ 的终止液，混合均匀，终

止反应（颜色由蓝色变为黄色）。
测定：１５ ｍｉｎ 以内用酶标仪进行测定（４５０ ｎｍ

波长）。
计算：拟合出标准曲线并生成曲线方程，带入

样本 ＯＤ 值计算样本浓度。

注：Ａ：血清；Ｂ：腹侧前列腺；Ｃ：背侧前列腺。 与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对 ＳＤ 大鼠血和前列腺组织中 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｅｒｕｍ． Ｂ， Ｖｅｎｔｒａｌ ｐｒｏｓｔａｔｉｃ ｌｏｂｅ． Ｃ， Ｄｏｒｓａｌ ｐｒｏｓｔａｔｉｃ ｌｏｂｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＰＡ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＫＲ１Ｃ３ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ

１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫组化法检测 ＡＫＲ１Ｃ３ 表达情况

　 　 取前列腺腹侧叶和背侧叶组织，按照免疫组化

试剂盒说明书进行如下操作：脱蜡水化：二甲苯（５
ｍｉｎ ／次，２ 次）→无水乙醇（５ ｍｉｎ ／次，２ 次）→９５％乙

醇（５ ｍｉｎ ／次，２ 次）→７５％乙醇（５ ｍｉｎ ／次，２ 次）去
离子水 （３ ｍｉｎ ／次，３ 次）；抗原修复：切片浸没于

０􀆰 ０１ ｍｏｌ 原修复液中，微波修复 ２０ ｍｉｎ，室温冷却，
取出后 ＰＢＳ 浸洗 ２ ｍｉｎ ／次，３ 次；内源性过氧化物酶

阻断：每张切片滴加一滴试剂 Ａ，室温孵育 １０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 浸洗 ３ ｍｉｎ ／次，３ 次；血清封闭：每张切片滴加

一滴试剂 Ｂ，室温孵育 １０ ｍｉｎ；加一抗：每张切片加

５０ μＬ 一抗（阴性对照用 ＰＢＳ 替代），４℃孵育过夜，
ＰＢＳ 浸洗 ３ ｍｉｎ ／次，３ 次；加二抗：每张切片滴加一

滴试剂 Ｃ，室温孵育 １０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 浸洗 ３ ｍｉｎ ／次，３
次，每张切片滴加一滴试剂 Ｃ，室温孵育 １０ ｍｉｎ；ＰＢＳ
浸洗 ３ ｍｉｎ ／次，３ 次；显色：配制 ＤＡＢ 溶液（现用现

配）每张切片加 １００ μＬ 显色液，显微镜下观察显示

棕黄色颗粒即终止显色；复染：苏木素复染 ４ ｍｉｎ，水
化 １ ｍｉｎ，盐酸分化 ４ ｓ，流水洗 １１ ｍｉｎ；干燥透明：
７５％乙醇（５ ｍｉｎ ／次，２ 次）→９５％乙醇（５ ｍｉｎ ／次，２
次）→无水乙醇（５ ｍｉｎ ／次，２ 次）→二甲苯（５ ｍｉｎ ／

次，２ 次）；封片：中性树胶封片，显微镜下观察。
每组选取 ６ 个动物组织切片，随机观察每张切

片的 １０ 个视野，切片出现的棕黄色颗粒为阳性反

应，用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 测定切片图像的平均光密

度，进行蛋白表达的半定量统计，组间比较采用单

因素方差分析，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验结果以平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表示，使用

ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行统计分析，组间比较采用单因

素方差分析，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平变化

　 　 ＥＬＩＳＡ 检测结果显示（图 １），给予 ＢＰＡ 后，与
对照组相比，各剂量组血清 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平无显著性

变化；腹侧前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３ 的水平无明显变化，但
９０ μｇ ／ ｋｇ 剂 量 组 略 高 于 对 照 组； 背 侧 前 列 腺

ＡＫＲ１Ｃ３ 的水平升高，１０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组有显著性差

异（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 给予 ＤＥＨＰ 后，随着剂量增加血清

ＡＫＲ１Ｃ３ 的水平上升，２７０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组显著性高于

对照组（Ｐ＜０􀆰 ００１）；腹侧前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平均显

著性高于对照组（Ｐ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；背侧前列腺

中，３０ μｇ ／ ｋｇ 和 ９０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组 ＡＫＲ１Ｃ３ 的水平高

于对照组。 （表 １）
２􀆰 ２　 前列腺组织中 ＡＫＲ１Ｃ３ 的表达情况

　 　 免疫组化结果显示，给予 ＢＰＡ 后，与对照组相

比，腹侧前列腺中，３０ μｇ ／ ｋｇ 和 ９０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组

ＡＫＲ１Ｃ３ 表达升高，且 ９０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组有统计学意

义（Ｐ＜０􀆰 ０５），背侧前列腺中，各剂量组 ＡＫＲ１Ｃ３ 表

达均升高， １０ μｇ ／ ｋｇ 剂量组有统计学意义 （ Ｐ ＜
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０􀆰 ００１）；给予 ＤＥＨＰ 后，与对照组相比，腹侧前列腺

中，各剂量组 ＡＫＲ１Ｃ３ 表达均升高，２７０ μｇ ／ ｋｇ 剂量

组有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），背侧前列腺中，各剂量

组 ＡＫＲ１Ｃ３ 表达也均升高，３０ μｇ ／ ｋｇ 和 ９０ μｇ ／ ｋｇ 剂

量组有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０５） （见表 ２，图
２～图 ４）。

表 １　 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对 ＳＤ 大鼠 ＡＫＲ１Ｃ３ 水平的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＰＡ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｏｎ ＡＫＲ１Ｃ３ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 剂量（μｇ ／ ｋｇ）
Ｄｏｓｅｓ

血清（ｎｇ ／ ｍＬ）
Ｓｅｒｕｍ

腹侧前列腺叶（ｎｇ ／ ｇ）
Ｖｅｎｔｒａｌ ｐｒｏｓｔａｔｉｃ ｌｏｂｅ

背侧前列腺叶（ｎｇ ／ ｇ）
Ｄｏｒｓａｌ ｐｒｏｓｔａｔｉｃ ｌｏｂｅ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０ １􀆰 １８±０􀆰 ０９ １８􀆰 ０８±３􀆰 ５５ １１􀆰 ６０±３􀆰 ７８　

ＢＰＡ
１０ ０􀆰 ９６±０􀆰 １３ １７􀆰 ６１±１􀆰 ２４ １８􀆰 １０±４􀆰 ５７∗

３０ ０􀆰 ９８±０􀆰 １１ １７􀆰 ８４±２􀆰 ２２ １２􀆰 ３０±０􀆰 ７３
９０ １􀆰 １３±０􀆰 ０８ １９􀆰 ８４±１􀆰 ０６ １６􀆰 ５２±２􀆰 ４３

ＤＥＨＰ
３０ １􀆰 １４±０􀆰 １７ ２１􀆰 ６６±１􀆰 ３６∗ １６􀆰 ６２±６􀆰 ７９　
９０ １􀆰 ３１±０􀆰 １８ ２１􀆰 ２５±０􀆰 ５１∗ １４􀆰 ３９±３􀆰 ７５

２７０ 　 ２􀆰 ７６±０􀆰 ３８∗∗∗ ２２􀆰 ０３±１􀆰 ２１∗∗ １１􀆰 ６７±０􀆰 ８２
注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

图 ２　 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对 ＳＤ 大鼠腹侧前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３ 表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＰＡ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＫＲ１Ｃ３ ｉｎ ｖｅｎｔｒａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ

图 ３　 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对 ＳＤ 大鼠背侧前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３ 表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＰＡ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＫＲ１Ｃ３ ｉｎ ｄｏｒｓａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ
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注：Ａ：腹侧前列腺；Ｂ：背侧前列腺。 与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对 ＳＤ 大鼠前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３ 表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｖｅｎｔｒａｌ ｐｒｏｓｔａｔｉｃ ｌｏｂｅ． Ｂ， Ｄｏｒｓａｌ ｐｒｏｓｔａｔｉｃ ｌｏｂｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＰＡ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＫＲ１Ｃ３ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ

表 ２　 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 对 ＳＤ 大鼠前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３
表达的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ８）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＰＡ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＡＫＲ１Ｃ３ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅＯｆ ＳＤ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量（μｇ ／ ｋｇ）
Ｄｏｓｅｓ

腹侧前列腺
Ｖｅｎｔｒａｌ ｐｒｏｓｔａｔｉｃ

ｌｏｂｅ

背侧前列腺
Ｄｏｒｓａｌ ｐｒｏｓｔａｔｉｃ

ｌｏｂｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０ ０􀆰 １８１±０􀆰 ０１５ ０􀆰 １２８±０􀆰 ０２９　 　

ＢＰＡ
１０ ０􀆰 １７７±０􀆰 ００９ ０􀆰 ２０６±０􀆰 ０２０∗∗∗

３０ ０􀆰 １９７±０􀆰 ０１０ ０􀆰 １５１±０􀆰 ０１１
９０ ０􀆰 ２３６±０􀆰 ０１６∗ ０􀆰 １５７±０􀆰 ０２１

ＤＥＨＰ
３０ ０􀆰 ２１１±０􀆰 ０２１ ０􀆰 ２２５±０􀆰 ０１０∗∗∗

９０ ０􀆰 ２０１±０􀆰 ０２０ ０􀆰 １７１±０􀆰 ０１９∗

２７０ ０􀆰 ２４７±０􀆰 ０４７∗ ０􀆰 １５４±０􀆰 ０２２
注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

３　 讨论

　 　 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 应用广泛，人们可以通过摄取、
吸入、皮肤接触等多种途径暴露其中。 本次研究发

现，给予 １０～９０ μｇ ／ ｋｇ 的 ＢＰＡ 和 ３０ ～ ２７０ μｇ ／ ｋｇ 的

ＤＥＨＰ 后，ＡＫＲ１Ｃ３ 水平和蛋白表达均升高，腹侧前

列腺叶中高剂量组表现比较明显，而背侧前列腺叶

中低剂量组表现更为明显，提示背侧前列腺叶对

ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 更敏感。 曾有报道称在成纤维细胞

生长因子－２（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃２，ＦＧＦ⁃２）表达

的转基因小鼠中，背侧前列腺上皮增生比腹侧叶明

显，小鼠背侧前列腺可能与人前列腺周围带同源，
而前列腺增生和前列腺癌几乎都源于移行带和周

围带［１５］。 有研究发现雌激素通过细胞核内受体途

径促进奶牛输卵管平滑肌组织中 ＰＧＦＳ 的表达，而
植物雌激素及其代谢物可以刺激 ＰＧＦ２α 的分泌，明

显增加前列腺素 ＦＬ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ ＦＬ２，ＰＧＦＬ２）基
因的表达，从而促进生殖细胞的活力和增殖［１６－１７］，
ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 作为 ２ 种植物雌激素，与雌激素作用

类似，可能通过同样的途径对 ＡＫＲ１Ｃ３ 的表达产生

影响。
ＡＫＲ１Ｃ３ 是 ＰＧＦＳ 的一种，可催化强弱雄激素

之间的转化以及弱雌激素转化为强雌激素，这种调

节靶组织中雌雄激素局部浓度的作用使其成为多

种激素依赖性病变的研究靶点。 ＡＫＲ１Ｃ３ 可以激活

ＡＲ 信号诱导雄激素合成，不仅调节雄激素的生成，
还可以作为 ＡＲ 的共激活因子以浓度依赖性方式激

活 ＡＲ。 ＡＫＲ１Ｃ３ 在前列腺素化合物合成中也有重

要作用，分别催化 ＰＧＨ２ 和 ＰＧＤ２ 生成前列腺素

ＰＧＦ２α、ＰＧＦ９α 和 １１β⁃ＰＧＦ２，尤其对 ＰＧＤ２ 的催化

活性最高［１８］。 前列腺作为雄性生殖系统中重要的

附属性腺器官，其生长发育与雌雄激素调节密切相

关。 在前列腺癌中，ＡＫＲ１Ｃ３ 过表达，能调节类固醇

类激素，与前列腺腺素受体结合，激活依赖于生长

因子的 ＭＡＰ 激酶途径促进细胞增殖，还能促进肿瘤

的侵袭性［１０］。 此外，ＰＧＤ２ 和 ＮＦ⁃κＢ 信号通路相

关，ＡＫＲ１Ｃ３ 介导的 ＰＧＤ２ 缺失会抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路，
ＡＫＲ１Ｃ３ 还可以直接与 ＮＦ⁃κＢ 和雌激素受体 α
（ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃α，ＥＲα） 的 ＤＮＡ 结构域残基反

应，使 ＮＦ⁃κＢ 和 ＥＲα 依赖性基因转录增加，从而促

进肿瘤的发生［１１］。
综上所述，低剂量 ＢＰＡ 和 ＤＥＨＰ 可以促进成年

ＳＤ 大鼠前列腺 ＡＫＲ１Ｃ３ 的表达，我们之前有关环境

内分泌干扰物促进前列腺增生的研究，发现 ＡＲ 信

号通路和 ＮＦ⁃κＢ 信号通路在 ＢＰＨ 的发展中均发挥
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重要作用［１９－２０］，提示 ＡＫＲ１Ｃ３ 的过表达可能是 ＢＰＡ
和 ＤＥＨＰ 引起前列腺增生的作用机制之一。 但是，
前列腺素合成酶在前列腺细胞增殖中的作用机制

以及与雌雄激素受体之间的调控关系还需要进一

步的研究。
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４４ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



２０２３ 年 １０ 月

第 ３３ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志
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Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

王剑，孙永东，周兴玮，等． 黄芩素介导自噬经由 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ 轴抑制喉癌细胞增殖及迁移的机制研究 ［Ｊ］． 中国比较医学
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黄芩素介导自噬经由 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ 轴抑制喉癌
细胞增殖及迁移的机制研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 探究黄芩素抑制喉癌细胞增殖及迁移的机制。 方法　 采用 Ｈｅｐ⁃２ 细胞为研究对象。 ＭＴＴ 法

检测各组细胞增殖活力；划痕实验检测细胞迁移；流式细胞术检测细胞凋亡情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３ＩＩ ／ Ｉ、ｐ６２ 及 ＨＤＡＣ１ 的表达水平；ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达水平；生物信息学软件分析 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１ 的靶向结合位点，双荧光素酶报告基因实验鉴定；透射电子显微镜观察自噬小体数量。 结果　 黄芩

素显著抑制了喉癌细胞的增殖和迁移，并诱导细胞凋亡；黄芩素增加了细胞内 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 及 ＬＣ３ＩＩ 的蛋白表达水平，
减少了 ｐ６２ 及 ＬＣ３Ｉ 的蛋白表达水平；黄芩素显著增加喉癌细胞 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达水平，降低 ＨＤＡＣ１ 的蛋白表达量；
ＨＤＡＣ１ 与 ｍｉＲ⁃４４９ａ 存在结合作用；黄芩素联合 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 处理喉癌细胞，可以更显著的抑制细胞增殖及

ＨＤＡＣ１ 的蛋白表达水平，以及更为有效地上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的相对表达量和诱导自噬。 结论　 黄芩素可以介导自噬

经由 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ 轴抑制喉癌细胞增殖及迁移。
【关键词】 　 喉癌；黄芩素；自噬；ｍｉＲ⁃４４９ａ；ＨＤＡＣ１
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　 　 喉癌起源于喉黏液上皮组织的恶性肿瘤，多为

鳞状细胞癌。 发病率占全身性癌症的 １􀆰 ５％［１］。 尽

管对早期喉部鳞状细胞癌进行手术干预有很好的

治疗效果，但对晚期和转移性肿瘤患者来说临床治

疗效果较差，放疗和化疗是晚期病例的主要治疗方

法，但有许多患者对放疗敏感或耐药［２］，导致晚期

喉癌 ５ 年生存率仅有 ５１％左右［３］。 喉癌具有易复

发、易转移等特点，严重危害着人类的生命健康，因
此确定喉癌的进展和分子调控机制，寻找新型治疗

药物，并为喉癌患者制定新的治疗策略迫在眉睫。
自噬是一种溶酶体降解的途径，可以阻碍早期

癌症的发生，又可以促进晚期肿瘤的发展［４］。 当细

胞自噬发生异常的时候，会打破平衡导致癌症的发

生，将自噬抑制剂与已建立的癌症治疗相结合可以

提高癌症细胞的耐受性，起到更好的治疗作用［５］。
ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类内源性非蛋白质编码

小分子 ＲＮＡ，长度约为 ２０ ～ ２４ 个核苷酸，通过与

ｍＲＮＡ 互补结合，在转录后水平抑制靶基因的表

达［３］。 由于 ｍｉＲＮＡ 发挥着类似于癌基因或抑癌基

因的作用，因此通过外源补充 ｍｉＲＮＡ 或 ｍｉＲＮＡ 抑

制物可以调控 ｍＲＮＡ 及其蛋白的表达，从而控制肿

瘤恶性增殖和促进细胞凋亡［６］。 其中 ｍｉＲ⁃４９９ 被检

测出有多重靶标，可以通过调控基因表达对多种恶

性肿瘤发挥抑癌作用［７］。 根据生物信息学在线软

件预测发现，ＨＤＡＣ１ 与 ｍｉＲ⁃４４９ａ 有靶向结合位点。
最新研究发现，ｍｉＲ⁃４４９ａ 能够通过靶向抑制 ＨＤＡＣ１
的表达，抑制肺癌细胞的增殖、侵袭和转移［８］。 多

项研究表明，ＨＤＡＣ 可以调节各种癌症的晚期恶性

肿瘤和化疗耐药性，其在喉癌细胞中表达上调［９］。
黄芩素是我国传统中药黄芩的主要有效成分。

黄芩素对多种恶性肿瘤有抑制作用，包括肝癌、结
肠癌等［１０－１２］。 同时，近年来的多项研究发现，黄芩

素对喉癌细胞的增殖、迁移和侵袭也具有明显的抑

制作用，且可以诱导其发生凋亡和自噬［１３－１５］。 基于

上述研究背景，本实验将 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达情况与黄

芩素抑制喉癌细胞的作用联系起来，探究了 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 的靶点，以此深入探究黄芩素的抑癌机制。 即

探究黄芩素是否能通过介导自噬经由 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／
ＨＤＡＣ１ 轴抑制喉癌细胞增殖及迁移，为临床喉癌治

疗提供充分实验依据和理论基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 人喉癌细胞（Ｈｅｐ⁃２） （货号：ＨＴＸ２２４７）购于深

圳豪地华拓生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 黄芩素 （ Ｃ１２４５５２１７）、６ －氨基 － ３ 甲基嘌呤

（Ｃ１２６２１６１３）购自上海麦克林生化科技有限公司；
ＤＭＥＭ 高糖培养基（Ｇ４５１０）购自武汉赛维尔生物科

技有限公司；胰酶（ ＋ＥＤＴＡ） （ＳＨ３００４２􀆰 ０１）购自美

国 ＨｙＣｌｏｎｅ；胰酶（－ＥＤＴＡ） （０４２０Ａ２１）、ＲＮＡ ＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ（ＢＭ１１４４）购自合肥博美生物科技有限责任

公司；胎牛血清（Ｐ２０５２２）购自北京鼎国生物技术公

司；ＭＴＴ（１３３４ＧＲ００１）购自德国 ＢｉｏＦＲｏｘｘ；二甲基亚

砜（ ＤＭＳＯ， Ａ６１０１６３） 购自美国 Ｓｉｇｍａ； ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃
ＡＰＣ ／ ＰＥ 凋亡试剂盒（ＫＧＦ００３－２０ Ｔ）购自江苏凯基

生物技术股份有限公司；ｍｉｃｒＯＮ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃５ｐ
ｍｉｍｉｃ（ｍｉＲ１００００４２３－１－５）、ｍｉｃｒＯＦＦ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃
５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ ｍｉＲ２００００４２３ － １ － ５ ）、 Ｂｕｌｇｅ⁃ＬｏｏｐＴＭ

ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ （ Ｒ１００３１􀆰 ７）、Ｂｕｌｇｅ⁃ＬｏｏｐＴＭ

ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ Ｓｔａｒｔｅｒ Ｋｉｔ（Ｒ１１０６７􀆰 ２）购买于中国

锐博生物； Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 抗体 （ Ａ７３５３ ）、 ＨＤＡＣ１ 抗体

（ Ａ１９５７１ ）、 ＬＣ３Ｂ 抗 体 （ Ａ１９６６５ ）、 Ｐ６２ 抗 体

（Ａ１１２５０）、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（ＡＣ０２６）及生物素化山羊抗

兔 ＩｇＧ（ａｂ６７２１）均购自武汉爱博泰克生物科技有限

公司。
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实时荧光定量（ＲＴ⁃ＰＣＲ）仪（ＰＩＫＯＲｅｄ ９６，美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 仪器有限公司）；电泳仪（ＪＹ２００Ｃ，北京

君意东方电泳设备有限公司）；倒置生物显微镜

（ＤＭＩ１，上海徕卡显微系统贸易有限公司）；台式低

速离心机（ＴＤＺ４⁃ＷＳ，长沙湘仪离心机仪器有限公

司）；流式分析仪（ ｃｙｔｏｆｌｅｘ，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ）；化学发

光凝胶成像仪（５２００，上海天能科技有限公司）；透
射电子显微镜（ＪＥＭ⁃１４００ＦＬＡＳＨ，日本电子 ＪＥＯＬ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 ＨＥＰ⁃２ 细胞接种于含有 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 高糖培养基中，放入 ３７℃，含 ５％ ＣＯ２ 的孵箱

培养。 选取状态良好的对数生长期的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞进

行传代，加入胰蛋白酶体积 ３ 倍的新鲜培养基终止

消化，消化后的细胞加入新鲜培养基，以 １ ∶ ３ 传代

培养。 进行细胞计数并按要求稀释细胞悬液，胰蛋

白酶消化收集细胞，吸取上清液后丢弃并加入 １ ｍＬ
冻存液（５５％ ＦＢＳ＋４０％ ＦＢＳ＋５％ ＤＭＳＯ），混匀后转

移至冻存管中密封。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖抑制率

　 　 取对数生长期的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞，进行细胞计数后

调节细胞密度为 ５×１０４ ／ ｍＬ，每孔 １００ μＬ 接种于 ９６
孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下进行恒温培养。 待细

胞贴壁后，设置组别：正常组、黄芩素组（２００ μｍｏｌ ／
Ｌ）、黄芩素（２００ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋３⁃ＭＡ（４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）组、３⁃
ＭＡ 组（４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），加入相对应浓度的药物。 药物

作用 ２４ ｈ 后，吸弃上清，每孔加入 ２００ μＬ 终浓度为

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＴＴ 溶液，３７℃、５％ＣＯ２ 恒温继续培

养 ４ ｈ。 使用酶标仪在 ５７０ ｎｍ 波长处测定各孔的吸

光值。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细胞划痕实验

　 　 取对数生长期的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞，进行细胞计数后

调节细胞密度为 １×１０５ ／ ｍＬ，每孔 ２ ｍＬ 接种于 ６ 孔

板中，３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下恒温培养。 待细胞贴壁

后，设置组别同 １􀆰 ３，培养 ２４ ｈ。 待细胞长满至单

层，吸除上清液，移液枪取 ２００ μＬ 枪头垂直于背后

横线划痕。 ＰＢＳ 轻轻洗涤 ２ 次以去除划下细胞，放
入 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养。 在 ０ ｈ 及 ２４ ｈ 时间

点分别取样，５０ 倍镜下在各水平直线标记处跟踪拍

摄细胞划痕状态。 测量划痕距离，计算 ０ ｈ 和 ２４ ｈ
内迁移距离的平均值与标准差。
１􀆰 ３􀆰 ４　 流式细胞仪检测细胞凋亡率

　 　 取对数生长期的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞，每孔 ２ ｍＬ 接种于

６ 孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养。 待细胞贴壁后，
按 １􀆰 ３ 所述方法设置组别加入不同浓度药物培养。
根据闫婷婷［５］ 的试验方法处理细胞并获得细胞沉

淀。 用 ５００ μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞后，加入 ５
μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＡＰＣ 轻轻吹匀，再加入 ５ μＬ 的 ＰＥ 混

匀；室温避光反应 １５ ｍｉｎ，上机检测分析。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　
　 　 收集黄芩素或 ３⁃ＭＡ 处理过或经 ｍｉＲ⁃４４９ａ
ｍｉｍｉｃ 转染的喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２，加入预冷的 ＲＩＰＡ 裂

解缓冲液 ２００ μＬ，碎冰上裂解 １０ ｍｉｎ，收集裂解液，
在 ４℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １５ ｍｉｎ。 取出上清液，
用 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒对蛋白质进行定量。 样品

加载到 １０％聚丙烯酰胺进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，并转

移到硝酸纤维素薄膜上（ＰＶＤＦ 膜）。 将 ＰＶＤＦ 膜放

入用 ＴＢＳＴ Ｂｕｆｆｅｒ 稀释的 ５％脱脂奶粉并在室温下摇

晃并孵化 ２ ｈ，加入一抗（Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ １ ∶ ２０００；ＨＤＡＣ１
１ ∶ ２０００；ＬＣ３Ｂ １ ∶ ２０００；ｐ６２ １ ∶ ２０００；β⁃ａｃｔｉｎ １ ∶
１００ ０００）。 在 ４℃下孵育过夜后，ＴＢＳＴ 将膜洗涤 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ。 然后加入相应的二抗（１ ∶ ５０００），
在室温下孵育 ２ ～ ３ ｈ，ＴＢＳＴ 膜洗 ３ 次共 ３０ ｍｉｎ，进
行化学发光反应显色。 用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｊ 图像分析软件分

析目标蛋白的表达水平，以同一泳道的目标蛋白与

β⁃ａｃｔｉｎ 的灰度值比作为测量结果进行比较分析。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

　 　 按照试剂盒的说明，分别用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取转

染、黄芩素或 ３⁃ＭＡ 处理后的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞的总 ＲＮＡ。
取 ５ μｇ 的总 ＲＮＡ，通过反转录反应合成 ｃＤＮＡ。 纯

化的 ＲＮＡ 作为模板，使用试剂盒合成 ｃＤＮＡ。 用

ｃＤＮＡ、Ｍｉｒ⁃Ｘ ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀅺试剂盒和

ｍｉＲ⁃４４９ａ 的基因特异引物进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ。 所有引

物都是由生工生物技术 （上海） 有限公司合成。
ｍｉＲ⁃４４９ａ 的 引 物 序 列， 正 向： ５ ’⁃
ＡＣＴＴＴＴＡＴＴＧＧＴＣＴＣＡＡＧＴＣＡＧＴＧＴＡＣＡＧ⁃３’， 反 向

由 Ｍｉｒ⁃Ｘ ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀅺 Ｋｉｔ 提供。 Ｕ６
的引物序列由 Ｍｉｒ⁃Ｘ ｍｉＲＮＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀅺

Ｋｉｔ 提供。 反应结束后，计算机自动分析每个样品的

Ｃｔ 值，ｍｉＲ⁃４４９ａ 以 Ｕ６ 为内参对照，通过 ２－△△Ｃｔ 计算

相对 ｍＲＮＡ 表达量。
１􀆰 ３􀆰 ７　 生物信息学分析及双荧光素酶试验

　 　 为了确定 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１ 之间的调节关

系，本研究使用专门设计的荧光素酶载体进行了荧

光素酶试验。 含有 ｍｉＲ⁃４４９ａ 结合位点的 ＨＤＡＣ１ 的
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完整 ３’ＵＴＲ 序列被扩增并亚克隆到 ｐＳＩ⁃Ｃｈｅｃｋ２ 载

体中，生成 ＨＤＡＣ１ 的野生型载体（ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃
ｗｔ）。 设计不含有 ｍｉＲ⁃４４９ａ 结合位点的 ＨＤＡＣ１ 的

３’ＵＴＲ 序列被扩增并亚克隆到 ｐＳＩ⁃Ｃｈｅｃｋ２ 载体中，
生成 ＨＤＡＣ１ 的突变型载体（ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｍｕｔ）。
根据涂友慧［１６］的试验方法，准备好用于转染的细胞

和目的质粒 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ，将细胞转染后分为四

组：ＮＣ ｍｉｍｉｃｓ＋ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｗｔ、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ＋ｈ⁃
ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｗｔ、 ＮＣ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３⁃ＵＴＲ⁃ｍｕ
及 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ＋ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｍｕ。 细胞转染后

于 ３７℃，５％ ＣＯ２ 条件下培养。 转染 ６ ｈ 后换取新鲜

培养基， ４８ ｈ 后收集细胞， 使用 Ｐｒｏｍｅｇａ Ｄｕａｌ⁃
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ 试剂盒检测。
１􀆰 ３􀆰 ８　 透射电子显微镜观察自噬小体

　 　 Ｈｅｐ⁃２ 人喉癌细胞共分为 ５ 组，包括 ＮＣ 组、黄
芩素组、ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组、黄芩素＋ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组及

黄芩素＋ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组。 样品经 ３％戊二醛预

固定，１％四氧化锇再固定，丙酮逐级脱水，Ｅｐ８１２ 包

埋，半薄切片用甲苯胺蓝染色作光学定位，用钻石

刀作超薄切片，醋酸铀和枸橼酸铅染色，切片使用

ＪＥＭ⁃１４００ＦＬＡＳＨ 透射电镜观察，每张铜网先于 ６０００
倍下观察，选择要观察的区域采集图片，观察具体

病变。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 数据以平均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，采用 ＳＰＳＳ
１７􀆰 ０ 对组间差异进行单因素分析和 Ｔｕｋｅｙ 多重比

较检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 被认为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 黄芩素对喉癌细胞增殖、迁移的影响

　 　 ＭＴＴ 实验用于检测细胞存活和生长。 结果观

察到， 黄 芩 素 组 细 胞 增 殖 抑 制 率 为 （ ２７􀆰 ６９ ±
５􀆰 ６６）％，正常组增值抑制率为（０􀆰 ００±０􀆰 ００）％，黄
芩素组对比正常组细胞增殖抑制率增加极为明显

（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 仅加入 ３⁃ＭＡ 处理的细胞增殖抑制率

为（－３􀆰 ２３±４􀆰 ０３）％，低于正常组，即抑制喉癌细胞

自噬后会诱导增加细胞的增殖。 同时加入黄芩素

后，黄芩素 ＋ ３⁃ＭＡ 组细胞增殖抑制率为 （１４􀆰 ９７ ±
４􀆰 ７１）％，相较于 ３⁃ＭＡ 组细胞极显著增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 以上结果说明黄芩素可以抑制喉癌细胞

增殖，且黄芩素联合 ３⁃ＭＡ 处理喉癌细胞后可逆转

３⁃ＭＡ 抑制自噬引起的细胞增殖。
细胞划痕实验可用来检测细胞的迁移能力变

化。 实验分别观察了细胞在 ０ ｈ、２４ ｈ 的划痕愈合

情况，结果如图 １Ａ，各组细胞 ０～２４ ｈ 平均迁移距离

如图 １Ｂ，其中经黄芩素处理后的细胞迁移距离为

（１６８􀆰 ９１±９􀆰 ７８） μｍ，极显著小于正常组迁移距离

（２８４􀆰 ２６±９􀆰 ６６）μｍ（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 ３⁃ＭＡ 组细胞迁移

距离较大为（２７９􀆰 ３２±１９􀆰 ３９０）μｍ，而黄芩素＋３⁃ＭＡ
组细胞迁移距离显著小于 ３⁃ＭＡ 组为 （ ２１４􀆰 １８ ±
１６􀆰 ３３）μｍ（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 以上结果证明黄芩素可使

喉癌细胞迁移能力减弱，加入细胞自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ
时同时加入黄芩素处理可以恢复细胞自噬能力，减
弱迁移能力。

注：Ａ：细胞划痕实验观察细胞 ２４ ｈ 内迁移情况；Ｂ：各组细胞平均迁移距离。 ａ：正常组；ｂ：黄芩组；ｃ：黄芩组＋３⁃ＭＡ 组；ｄ：３⁃ＭＡ 组。 与正常组

相比，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ３⁃ＭＡ 组相比， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 １　 黄芩素抑制喉癌细胞的迁移

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｔｅｓｔ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ２４ｈ． Ｂ， Ｍｅａｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ａ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ

ｇｒｏｕｐ． ｃ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． ｄ， ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
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注：Ａ：细胞凋亡率（流式细胞术）；Ｂ：流式细胞图。 ａ：正常组；ｂ：黄芩组；ｃ：黄芩组＋３⁃ＭＡ 组；ｄ：３⁃ＭＡ 组。 与正常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ３⁃ＭＡ

组相比， ＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ２　 黄芩素诱导细胞凋亡

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ （ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ） ． Ｂ， Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｇｒａｍ． ａ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｇｒｏｕｐ． ｃ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． ｄ， ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

注：Ａ：Ｈｅｐ⁃２ 细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３Ｉ、ＬＣ３ＩＩ、ｐ６２ 蛋白的表达水平；Ｂ：Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达统计；Ｃ：ｐ６２ 蛋白表达统计；Ｄ：ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ｉ 蛋白表达

比值大小；ａ：正常组；ｂ：黄芩组；ｃ：黄芩组＋３⁃ＭＡ 组；ｄ：３⁃ＭＡ 组。 与正常组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ３⁃ＭＡ 组相比， ＃Ｐ＜０． ０５，
＃＃Ｐ＜０． ０１，＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 ３　 黄芩素调控自噬相关基因表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， ＬＣ３Ｉ， ＬＣ３ＩＩ， ａｎｄ ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｈｅｐ⁃２ ｃｅｌｌｓ． Ｂ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ

Ｈｅｐ⁃２ ｃｅｌｌｓ． Ｃ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈｅｐ⁃２ ｃｅｌｌｓ． Ｄ， Ｓｉｚｅ ｏｆ ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｉｎ Ｈｅｐ⁃２ ｃｅｌｌｓ． ａ，

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｇｒｏｕｐ． ｃ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ＋ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． ｄ， ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０． ０５，＃＃Ｐ＜０． ０１，＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２􀆰 ２　 黄芩素对喉癌细胞凋亡的影响

　 　 进一步采用流式细胞仪检测经 ３⁃ＭＡ 或黄芩素

处理后 Ｈｅｐ⁃２ 细胞的凋亡率变化。 在图 ２Ａ 的流式

细胞图中，Ｉ 象限呈现晚期凋亡细胞，ＩＶ 象限呈现早

期凋亡细胞，细胞凋亡率即第一象限和第四象限百

分率的和。 细胞凋亡率统计结果详见图 ２Ｂ。 结果

显示，与正常组相比，黄芩素处理后的喉癌细胞

Ｈｅｐ⁃２ 在 Ｉ 和 ＩＶ 象限出现了晚期凋亡和早期凋亡，
凋亡率为（１７􀆰 ９３±１􀆰 ５）％，高于正常组细胞的凋亡

率（３􀆰 ７１±０􀆰 ３６）％（Ｐ＜０􀆰 ０５），具有统计学意义，表
明黄芩素具有诱导喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 凋亡的作用。 ３⁃
ＭＡ 组细胞凋亡率为（３􀆰 ２５±０􀆰 １５）％，与之相比，黄
芩素＋３⁃ＭＡ 组细胞在 Ｉ 象限及 ＩＶ 象限的凋亡率有

显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），为（９􀆰 ９６±０􀆰 ５７）％。 说明加入

黄芩素可以逆转 ３⁃ＭＡ 对细胞自噬的抑制作用，从
而诱导细胞凋亡。
２􀆰 ３　 黄芩素对喉癌细胞自噬流调控的影响

　 　 为探究黄芩素对喉癌细胞自噬的影响，检测了

各组喉癌细胞中自噬相关蛋白的表达水平。 其中，
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白是参与自噬的特异性基因之一，在自

噬的溶酶体降解途径中发挥抑制肿瘤的作用。 ＬＣ３
是自噬体形成过程中的特异性标记蛋白，包括 ＬＣ３Ｉ
及 ＬＣ３ＩＩ。 ＬＣ３ＩＩ 与 ＬＣ３Ｉ 的比值与自噬体形成的数

量和自噬发生的程度成正比［１７］。 另外，ｐ６２ 会通过

与 ＬＣ３ 的直接结合并选择性地结合到自噬体中，最
终在自噬溶酶体内有效降解。 因此，ＬＣ３ＩＩ 升高联

合 ｐ６２ 降低可以被认为是自噬水平提高的指标［１８］。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ３ 所示，黄芩素组细胞的

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达显著高于正常组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ｉ 比值极显著高于正常组（Ｐ＜０􀆰 ００１），而
ｐ６２ 蛋白表达水平则显著低于正常组（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。
结果表明，黄芩素可以调控喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 的自噬

相关基因表达，诱导喉癌细胞自噬。 经自噬抑制剂

３⁃ＭＡ 处理后的细胞，自噬相关基因蛋白表达水平

变化显著，但当黄芩素与 ３⁃ＭＡ 联合作用于 Ｈｅｐ⁃２
细胞后，其中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达高于 ３⁃ＭＡ 组（Ｐ＜
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０􀆰 ０５）和正常组，ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ｉ 比值极显著高于 ３⁃ＭＡ
组（Ｐ＜０􀆰 ００１）和正常组，而 ｐ６２ 表达水平显著低于

３⁃ＭＡ 组（Ｐ＜０􀆰 ０１）和正常组，说明黄芩素可以逆转

３⁃ＭＡ 的细胞自噬抑制作用并诱导细胞自噬。

注：Ａ：ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平；Ｂ：ＨＤＡＣ１ 蛋白表达统计；Ｃ：ＨＤＡＣ１ 蛋白表达结果。 ａ：正常组；ｂ：黄芩组；ｃ：黄芩组＋３⁃ＭＡ 组；ｄ：３⁃ＭＡ 组。 与正

常组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ３⁃ＭＡ 组相比， ＃Ｐ＜０． ０５，＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ４　 黄芩素上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平和下调 ＨＤＡＣＩ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， ｍｉＲ⁃４４９ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｂ， Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔ ｏｆ ＨＤＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃ， ＨＤＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ． ａ， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ｂ，

Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｇｒｏｕｐ． ｃ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． ｄ， ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜ ０． ０５，
＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＨＤＡＣＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

注：Ａ：生物信息学分析 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ 靶位点结合示意图；Ｂ：双荧光素酶报告基因检测 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ

相互作用。 与 ＮＣ ｍｉｎｉｃｓ＋ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｗｔ 组相比， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 双荧光素酶报告基因检测荧光素酶活性

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｈ⁃ＨＤＡＣ１－ ３ＵＴＲ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ． Ｂ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ

ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｍｉｎｉｃｓ＋ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ｗｔ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｄｕａｌ⁃ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ

２􀆰 ４　 黄芩素对喉癌 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ 轴的影响

　 　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 被发现在多种癌症中发挥肿瘤抑制

作用［８］，但在喉癌细胞中的作用尚不清楚。 ＰＣＲ 结

果如图 ４Ａ 所示，黄芩素作用下喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 的

ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达相比正常组细胞有一定增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ 作用下喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 的

ｍｉＲ⁃４４９ａｍＲＮＡ 表达减少，但 ３⁃ＭＡ 与黄芩素联合

处理后，ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍＲＮＡ 表达对比正常组细胞和 ３⁃
ＭＡ 组细胞均显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），说明黄芩素可以

上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达，并且可以逆转 ３⁃ＭＡ 抑制细胞

自噬后引起的 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达下调。

ＨＤＡＣ１ 经研究发现在喉癌细胞中表达上

调［１９］，而 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示（图 ４Ｂ、４Ｃ），黄芩素

组 ＨＤＡＣ１ 蛋白表达量低于正常组（Ｐ＜０􀆰 ０５），黄芩

素联合 ３⁃ＭＡ 组低于 ３⁃ＭＡ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 这说明黄

芩素可以下调喉癌细胞中 ＨＤＡＣ１ 表达。
２􀆰 ５　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１ 的靶向关系验证

　 　 经生物信息学在线软件预测，发现 ＨＤＡＣ１ 与

ｍｉＲ⁃４４９ａ 的靶位点结合示意图如图 ５Ａ。 双荧光素

酶报告结果如图 ５Ｂ，与 ＮＣ 组相比，ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ 能

够显著下调 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ＷＴ 的荧光素酶的表达

（Ｐ＜０􀆰 ００１），说明本实验中两者间存在结合作用。
２􀆰 ６　 黄芩素抑制喉癌细胞增殖及迁移的机制研究

　 　 ＭＴＴ 法检测各组细胞增殖活力，结果如图 ６Ａ
所示，黄芩素组细胞增殖抑制率相比 ＮＣ 组显著增

加（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｈｅｐ⁃２ 细胞转染 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 后，
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注：Ａ：ＭＴＴ 法检测细胞增殖抑制率；Ｂ：ＨＤＡＣ１ 蛋白表达情况；Ｃ：ＨＤＡＣ１ 蛋白表达统计图；Ｄ：ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平；Ｅ：透射电镜（ ＪＥＭ⁃

１４００ＦＬＡＳＨ）观察细胞自噬小体。 ａ： ＮＣ 组；ｂ： 黄芩素组 ｃ： ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组；ｄ： 黄芩素＋ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组；ｅ： 黄芩素＋ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组。 与

ＮＣ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组相比，＃＃＃Ｐ＜０． ００１。

图 ６　 黄芩素诱导细胞自噬，经由 ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ 轴作用喉癌细胞

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ． Ｂ， ＨＤＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃ， ＨＤＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． Ｄ， ｍｉＲ⁃

４４９ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｅ， Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ＪＥＭ⁃１４００ＦＬＡＳＨ）． ａ， ＮＣ ｇｒｏｕｐ． ｂ，

Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｇｒｏｕｐ． ｃ， ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ． ｄ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋ｍｉｍｉｃ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． ｅ， Ｂａｉｃａｌｅｉｎ＋ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜

０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０． ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｃｔｓ ｏｎ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃４４９ａ ／ ＨＤＡＣ１ ａｘｉｓ

细胞的增殖抑制率极显著增加（Ｐ＜０􀆰 ００１），说明细

胞可以通过黄芩素处理或 ｍｉＲ⁃４４９ａ 上调抑制喉癌

细胞的增殖；黄芩素组与黄芩素＋ｍｉｍｉｃ 组结果相

近，说明 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 对黄芩素的抑制作用没有影响；
若黄芩素联合 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 转染，其增殖抑制率

不仅比黄芩素 ＋ ｍｉｍｉｃ ＮＣ 组细胞显著增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），同时比仅转染组的细胞极显著增高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），说明黄芩素联合 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 处理细胞

可以更显著地抑制喉癌细胞的增殖。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ６Ｂ、６Ｃ，黄芩素联合 ｍｉＲ⁃

４４９ａ ｍｉｍｉｃ 转染时，喉癌细胞 ＨＤＡＣ１ 表达水平最

低，黄芩素组和 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 组均显著低于 ＮＣ
组（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。 说明细胞通过黄芩素处理或上调

ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达均可以降低 ＨＤＡＣ１ 蛋白表达从而抑

制喉癌细胞。 ＰＣＲ 结果如图 ６Ｄ，黄芩素组相比 ＮＣ
组，细胞 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平有一定升高但不显著，
联合 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 转染后则有极显著增加（Ｐ＜
０􀆰 ００１）。

为了更直观地证明黄芩素能够诱导 Ｈｅｐ⁃２ 细胞

的自噬，通过透射电子显微镜观察自噬小体数量的

变化，结果如图 ６Ｅ，ＮＣ 组细胞内细胞质均匀，经黄

芩素处理后的 Ｈｅｐ⁃２ 细胞，细胞质中出现囊泡状双

膜结构，即自噬小体，当自噬发展到后期则形成自

噬溶酶体，当黄芩素与 ｍｉＲ⁃４４９ａ ｍｉｍｉｃ 联合作用于

细胞，喉癌细胞中自噬溶酶体数量明显增加，细胞

核开始出现皱缩和裂解，细胞状态变差，更进一步

证明了黄芩素可以诱导喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 自噬。

３　 讨论

　 　 喉癌是最常见的头颈部恶性肿瘤之一，其病因

主要有吸烟、慢性喉炎及空气污染等，发病率极高

且容易复发，这也是其预后效果较差的主要原

因［２０］。 最近几年来，有关中药抗喉癌的研究取得一

定进展。 郭俊宇等［２１］研究发现，丹酚酸 Ｂ 能够抑制

喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 增殖并诱导细胞凋亡；周华群等［２２］

研究发现姜黄素与白藜芦醇联合处理会抑制 Ｈｅｐ⁃２
细胞集落的形成并促进凋亡。 实验前期通过 ＭＴＴ
实验及细胞划痕实验，证明了黄芩素对 Ｈｅｐ⁃２ 细胞

增殖及迁移的抑制作用。
细胞凋亡是程序性细胞死亡的一种表现形态，

主要负责移除机体多余的以及受损的细胞［２３］。 癌

细胞的凋亡在癌症的恶性进展和转移中起着关键

作用［２４］。 诱导肿瘤细胞凋亡可用于治疗癌症［２５］，
但由于凋亡的诱发和调节机制不同，各种肿瘤药物

诱发细胞凋亡的机制也不同。 有许多天然化合物

被证明可以诱导肿瘤细胞中被阻断的细胞凋亡通

路［２６］，其中包括黄酮类化合物。 本研究通过流式细

胞仪检测细胞凋亡率发现，黄芩素可以诱导喉癌细
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胞 Ｈｅｐ⁃２ 的凋亡。 并且，黄芩素与 ３⁃ＭＡ 共同作用

于细胞时，可以逆转由 ３⁃ＭＡ 抑制自噬引起的凋亡

抑制作用。
细胞自噬是一种高度保守的自我降解过程，在

细胞应激中起关键作用，自噬可以调节肿瘤的形

成、增殖、转移及能量代谢等［２７］。 凋亡与自噬之间

的关系错综复杂，当细胞处于应激条件下，自噬被

诱导发生，细胞凋亡被激活，两者之间可以互相转

换［２８］。 自噬和凋亡过程中涉及到的关键调节蛋白

具有双重调节作用。 例如，Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 作为自噬过程

中的调节蛋白，同时可以调控凋亡过程。
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 是 ＩＩＩ 类 ＰＩ３Ｋ 复合物的亚基，其与自

噬前体的结合启动自噬体的形成，该蛋白是自噬体

形成所必需［２９］。 ＬＣ３Ｉ 会在自噬形成时被酶解，使
其与磷脂酰乙醇胺结合转变为 ＬＣ３ＩＩ，因此检测

ＬＣ３ＩＩ 与 ＬＣ３Ｉ 的比值可用来评估自噬水平的高

低［３０］。 ｐ６２ 是一种泛素结合蛋白，参与多种细胞信

号转导调控及自噬调控，ｐ６２ 表达水平高低与自噬

负相关［３１］。 为进一步确定黄芩素对喉癌细胞自噬

的影响，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测以上四种自噬相

关基因蛋白表达的水平。 结果发现黄芩素在作用

于 Ｈｅｐ⁃２ 细胞时，同样可以诱导细胞自噬现象。 并

且实验通过透射电子显微镜观察发现，上调 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 表达与黄芩素处理均可诱导细胞自噬增加细

胞内自噬小体数量。
大量实验证明，ｍｉＲＮＡ 可以通过多个相关基因

调控喉癌的发展和转移［３２］，虽然黄芩素对喉癌细胞

的作用研究较多，但黄芩素调控 ｍｉＲＮＡｓ 在喉癌中

扮演何种的角色，这方面的研究仍然未见报道。
ｍｉＲＮＡ 可以通过多种细胞调节通路调节细胞发育、
分化、增殖和凋亡［３３］，其中 ｍｉＲ⁃４９９ａ 是 ｍｉＲ⁃４９９ 家

族中最常见的亚型，可以调节多种癌症中的细胞增

殖、凋亡、迁移及细胞侵袭［３４－３５］。 ｍｉＲ⁃４４９ａ 下调会

促进乳腺癌细胞迁移和侵袭［３６］，抑制 ＮＣＣＬＣ（非小

细胞肺癌） 细胞的增殖、迁移和侵袭［３７］，且 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 在喉癌细胞中表达下调［３８］。 本研究通过 ＰＣＲ
实验检测确定，黄芩素可以上调喉癌细胞 ｍｉＲ⁃４４９ａ
的表达水平，从而达到抑制喉癌细胞增殖等作用。

ｍｉＲ⁃４４９ 作用机制包括三种，最常见的途径即

通过下调组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ１）和沉默调节

蛋白 １（ＳＩＲＴ１），诱导肿瘤蛋白 ｐ５３ 依赖性细胞凋

亡。 有研究发现 ＨＤＡＣ１ 促进了喉癌的形成和发

展［３９］，但 ＨＤＡＣ１ 在喉癌细胞增殖和迁移中的作用

尚不明确。 本实验经过生物信息学软件预测分析

推测 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１ 靶向结合参与了喉癌的发

生发展，通过双荧光素酶报告基因实验鉴定验证，
ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４４９ａ 能够显著下调 ｈ⁃ＨＤＡＣ１⁃３ＵＴＲ⁃ＷＴ 的

荧光素酶的表达，两者间的确存在结合作用。 接着

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＰＣＲ 实验检测发现黄芩素处理

或上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 均可以下调 ＨＤＡＣ１ 在喉癌细胞中

的表达水平，说明黄芩素作用下过表达的 ｍｉＲ⁃４４９ａ
抑制了 ＨＤＡＣ１ 的表达，与软件预测结果一致。

综上所述，黄芩素可以介导喉癌细胞 Ｈｅｐ⁃２ 自

噬，通过上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达达到下调 ＨＤＡＣ１ 表达

的作用，进而抑制喉癌细胞的增殖及迁移，并诱导

细胞凋亡。 中药单体可以通过调控多条信号通路

来影响喉癌的发展，但对于这些通路如何相互影响

的研究不多，本研究结果证明 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＨＤＡＣ１
在喉癌细胞发展中的结合作用，可对黄芩素成为临

床潜在的新的化疗药物，从而辅助治疗喉癌提供理

论及实验依据，黄芩素对于喉癌细胞的作用还需要

更加深入研究分子机制，为后期临床试验补充依据。
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ｃａｎｃｅｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［Ｊ］ ．

Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１７， ９３： １２８５－１２９１．
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ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ， ２０２１，

２０２１： ８８４４２６１．

［１３］ 　 孙吉凤， 刘剑凯． 黄芩素对喉癌细胞周期、凋亡率及细胞核

ＤＮＡ 的影响 ［Ｊ］ ． 中国医学创新， ２０１８， １５（１６）： １３－１６．

［１４］ 　 李登辉， 康健． 黄芩素在人喉癌 Ｈｅｐ⁃２ 增殖抑制中的作用及

机制 ［Ｊ］ ． 中国中医基础医学杂志， ２０１５， ２１（５）： ５２６－５２９．

［１５］ 　 孙吉凤， 何海涛． 黄芩素通过 Ｅｚｒｉｎ 相关信号转导通路对喉

癌细胞迁移、侵袭的影响 ［ Ｊ］ ． 中国老年学杂志， ２０２１， ４１

（１２）： ２５９５－２５９８．

［１６］ 　 涂友慧． 流感病毒Ｈ３Ｎ２ 激活 ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ ／ ｍｉＲ⁃１４５⁃５ｐ ／ ＮＦ⁃

κＢ 信号通路调控慢性阻塞性肺疾病急性加重气道炎症反应

的分子机制及临床研究 ［Ｄ］． 合肥： 安徽医科大学， ２０２１．

［１７］ 　 刘炜， 于锋， 周毅波， 等． 原花青素介导的自噬流对喉癌细

胞增殖影响及其机制探讨 ［ Ｊ］ ． 中华肿瘤防治杂志， ２０１８，

２５（２０）： １４１３－１４２１．

［１８］ 　 Ｎａｚｉｍ ＵＭ， Ｊｅｏｎｇ ＪＫ， Ｐａｒｋ ＳＹ． Ｏｐｈｉｏｐｏｇｏｎｉｎ Ｂ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ
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ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌｕｌａｒ ＦＬＩＣＥ⁃ｌｉｋｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ［ Ｊ ］ ．

Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ９（３）： ４１６１－４１７２．
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ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２１，

８９６： １７３９２３．

［２０］ 　 Ｈｅ Ｇ， Ｋａｒｉｎ Ｍ． ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ＳＴＡＴ３⁃ｋｅｙ ｐｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２０１１， ２１ （ １）： １５９
－１６８．

［２１］ 　 郭俊宇， 陈应超． 丹酚酸 Ｂ 对人喉癌 Ｈｅｐ⁃２ 细胞增殖、凋亡

及侵袭转移能力的影响及机制研究 ［ Ｊ］ ． 医学研究杂志，

２０１５， ４４（１２）： １１２－１１６．

［２２］ 　 周华群， 张立庆， 徐朝琪， 等． 姜黄素联合白藜芦醇抑制人

头颈部肿瘤细胞系增殖的机制研究 ［Ｊ］ ． 山东大学耳鼻喉眼

学报， ２０１７， ３１（２）： ６７－７２．

［２３］ 　 李敏， 林俊． 细胞凋亡途径及其机制 ［ Ｊ］ ． 国际妇产科学杂

志， ２０１４， ４１（２）： １０３－１０７．

［２４］ 　 Ｗａｎｇ ＲＡ， Ｌｉ ＱＬ， Ｌｉ ＺＳ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｒｉｖｅｓ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｚｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１３， １７（１）：

２０５－２１１．

［２５］ 　 方成， 陈钧辉． 细胞凋亡与癌症治疗 ［ Ｊ］ ． 中国生化药物杂

志， ２０００， ２１（６）： ３１３－３１５．

［２６］ 　 ｄｅ Ａｒａúｊｏ Ｊúｎｉｏｒ ＲＦ， ｄｅ Ｓｏｕｚａ ＴＰ， Ｐｉｒｅｓ ＪＧ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｄｒｙ

ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｈｙｌｌａｎｔｈｕｓ ｎｉｒｕｒｉ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ

（Ｍａｙｗｏｏｄ）， ２０１２， ２３７（１１）： １２８１－１２８８．

［２７］ 　 刘虹， 邵荣光． 自噬在肿瘤发生与发展过程中的调节作用

［Ｊ］ ． 药学学报， ２０１６， ５１（１）： ２３－２８．

［２８］ 　 张杨， 孙弯弯， 陆丽丹， 等． 细胞自噬与凋亡相互作用分子

机制的研究进展 ［Ｊ］ ． 基础医学与临床， ２０２１， ４１（９）： １３４２
－１３４６．

［２９］ 　 Ｓｈｉ Ｂ， Ｍａ Ｍ， Ｚｈｅｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ｍＴＯＲ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ１： ｔｗｏ ｋｅｙ

ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ

ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１９， ２３４

（８）： １２５６２－１２５６８．

［３０］ 　 Ｔａｎｉｄａ Ｉ， Ｕｅｎｏ Ｔ， Ｋｏｍｉｎａｍｉ Ｅ． ＬＣ３ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ［ Ｊ］ ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２００８， ４４５： ７７－８８．

［３１］ 　 于海涛， 张春晶， 刘立琨， 等． 氯喹促进顺铂诱导的人非小

细胞肺癌细胞凋亡及其机制 ［ Ｊ］ ． 中国新药杂志， ２０１８， ２７

（６）： ６９５－７０１．

［３２］ 　 龚勇． ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 靶向作用喉癌候选抑瘤基因 ＬＣＲＧ１ 对

Ｈｅｐ２ 细胞生物学性状影响的研究 ［ Ｄ］． 衡阳：南华大

学， ２０１５．

［３３］ 　 Ｋｏｚａｋｉ Ｋ， Ｉｍｏｔｏ Ｉ， Ｍｏｇｉ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃
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ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２００８， ６８（７）： ２０９４－２１０５．

［３４］ 　 Ｋｕｍａｒ Ｐ， Ｓｈａｒａｄ Ｓ， Ｐｅｔｒｏｖｉｃｓ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｓｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｉｎ

ＥＲＧ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ＳＩＲＴ１ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１６， ７ （ １６）： ２２７９１
－２２８０６．

［３５］ 　 Ｌｉ Ｑ， Ｐｅｎｇ Ｊ， Ｌｉ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃４４９ａ ｔａｒｇｅｔｓ Ｆｌｏｔ２ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＧＦ⁃β⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＥＭＴ ［Ｊ］ ．

Ｄｉａｇｎ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１５， １０： ２０２．

［３６］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｇａｏ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃

４４９ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄ５２ （ＴＰＤ５２） ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０１７，

２５（５）： ７５３－７６１．

［３７］ 　 Ｗｕ Ｄ， Ｌｉｕ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃４４９ａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｕｍｏｒ

ｇｒｏｗｔｈ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａ ＨＭＧＢ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ．

Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０１９， ２７（２）： ２２７－２３５．

［３８］ 　 Ｐｉｏｔｒｏｗｓｋｉ Ｉ， Ｚｈｕ Ｘ， Ｓａｃｃｏｎ ＴＤ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲＮＡｓ ａｓ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ

ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｓｑｕａｍｏｕｓ

ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｎｃｅｒｓ （ Ｂａｓｅｌ ）， ２０２１， １３

（１６）： ３９８０．

［３９］ 　 龚正鹏， 于明， 喻望博， 等． ＨＤＡＣ１ 和 ＳＩＲＴ１ 在喉鳞癌中的

表达及意义 ［Ｊ］ ． 贵阳医学院学报， ２０１３， ３８（４）： ３５６－３５８．

〔收稿日期〕２０２２－１１－１３

３５中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

鲍丹，郭蕊，侯道荣． 角蛋白 １７ 基因敲除加剧糖尿病小鼠的创面愈合障碍 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３（１０）： ５４－６０．
Ｂａｏ Ｄ， Ｇｕｏ Ｒ， Ｈｏｕ ＤＲ． Ｋｅｒａｔｉｎ １７ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： ５４
－６０．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００８

［作者简介］鲍丹（１９８７—），女，博士，研究方向：糖尿病相关动物模型的建立与相关调节基因功能分析及分子机制研究。
Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｂａｏｄａｎ＠ ｐｕｍｃｄｅｒｍ． ｃａｍｓ． ｃｎ

［通信作者］侯道荣（１９７９—），男，博士，研究方向：动物模型的表型分析。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｏｕｄａｏｒｏｎｇ＠ ｎｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

角蛋白 １７ 基因敲除加剧糖尿病小鼠的创面愈合障碍

鲍　 丹１，郭　 蕊１，侯道荣２∗

（１．中国医学科学院皮肤病医院（中国医学科学院皮肤病研究所），北京协和医学院，南京　 ２１００００；
２．南京医科大学，南京　 ２１００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究角蛋白 １７（ｋｅｒａｔｉｎ １７，Ｋｒｔ１７）基因敲除对糖尿病小鼠创面愈合的影响。 方法　 取 ６ 周龄

野生型小鼠和 Ｋｒｔ１７ 基因敲除小鼠，利用 ６０％高脂饲料喂养 ４ 周和腹腔注射链脲佐菌素（４０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），连续

５ ｄ）联合诱导建立糖尿病小鼠模型；于造模成功后 １ 周，小鼠异氟烷全身麻醉，背部剃毛，用 ６ ｍｍ 环钻制造在体的

皮肤圆形损伤；于制造创面后第 ８ 天，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫荧光染色检测 ＫＲＴ１７ 在创面近端中的表达和定位及

病理组织学分析；并于制造创面后第 ０、２、４、６ 和 ８ 天拍照记录，计算伤口愈合速率。 结果 　 在正常生理情况下，
ＫＲＴ１７ 主要在小鼠毛囊中表达；当皮肤受到损伤时，创面近端的角质形成细胞中 ＫＲＴ１７ 的表达显著升高；而糖尿

病小鼠创面中 ＫＲＴ１７ 的表达较对照组小鼠显著下调。 与野生型小鼠相比，Ｋｒｔ１７ 基因敲除小鼠的伤口愈合速率显

著降低；创面局部炎症反应更持续。 结论　 Ｋｒｔ１７ 基因敲除加剧了糖尿病小鼠的创面愈合障碍，Ｋｒｔ１７ 可能是参与

该病理进程的重要调控基因之一。
【关键词】 　 角蛋白 １７；糖尿病创面；创面愈合
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Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００００， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００００）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｋｅｒａｔｉｎ １７ （Ｋｒｔ１７） ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ， ａ ６０％ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｗａｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａｎｄ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ａｔ ４０ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｎｃｅ ｐｅｒ ｄａｙ ｆｏｒ ５ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ ｉｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ （ＷＴ） ａｎｄ Ｋｒｔ１７ ｋｎｏｃｋｏｕｔ （Ｋｒｔ１７－ ／ －） ｍｉｃｅ
ａｔ ６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｉｓｏｆｌｕｒａｎｅ， ｔｈｅ ｂａｃｋ ｗａｓ ｓｈａｖｅｄ， ａｎｄ ａ ６ ｍｍ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎ ｗａｓ
ｍａｄｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｔ １ ｗｅｅｋ ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１７， ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｏｎ ｄａｙ ８． Ｉｍａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ａｔ ０，
２， ４， ６， ａｎｄ ８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｗｏｕｎｄｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＫＲＴ１７ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｕｎｄｅｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ｗｈｅｎ ｓｋｉｎ ｗａｓ ｉｎｊｕｒｅｄ， ＫＲＴ１７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｘｉｍａｌ ｗｏｕｎｄ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ＫＲＴ１７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｗｏｕｎｄｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ



ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｍｉｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｎｄ
ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｋｒｔ１７ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ． Ｋｒｔ１７ ｍａｙ ｂｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｏｄｉｆｉｅｒ ｇｅｎｅ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｋｅｒａｔｉｎ １７； ｄｉａｂｅｔｉｃ ｗｏｕｎｄ； ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是一种由于胰岛

素分泌缺陷和 ／或胰岛素生物作用受损所致的，以
高血糖为特征的代谢性疾病。 国际糖尿病联合会

最新数据统计显示，２０２１ 年，全球 ２０ ～ ７９ 岁的人群

ＤＭ 患病率为 １０􀆰 ５％（５􀆰 ３６６ 亿人），预计到 ２０４５ 年

将上升至 １２􀆰 ２％ （７􀆰 ８３２ 亿人） ［１］。 据报道，全球

３０％ ～ ９７％ＤＭ 患者可能有皮肤病变或并发皮肤

病［２］。 在中国大庆糖尿病研究中，ＤＭ 患者皮肤病

的患病率为 ９３􀆰 ７％，７５􀆰 ７％的 ＤＭ 患者有两种或两

种以上的皮肤病［３］，且 ＤＭ 患者的皮肤病变多发生

在 ＤＭ 诊断之前［４］，因此，皮肤的病理性改变对 ＤＭ
的初步识别和诊断具有重要意义。

创面愈合障碍是 ＤＭ 最常见、最严重的皮肤并

发症之一，也是当前 ＤＭ 治疗中的一个重要医学问

题。 ＤＭ 患者更容易出现慢性伤口，如糖尿病腿和

足溃疡。 研究报道，ＤＭ 患者慢性伤口的终生患病

风险为 １２％ ～ ２５％［５］。 ＤＭ 患者的慢性创伤已成为

非创伤性下肢截肢的主要原因（在美国，每年约有

６５ ７００ 例），并造成严重的经济负担［６］。 现阶段，关
于 ＤＭ 创面愈合障碍发生发展的分子机制仍不完全

清楚。
本实验室的前期研究发现，当皮肤受到损伤

时，创面近端的角质形成细胞中角蛋白 １７（ ｋｅｒａｔｉｎ
１７，ＫＲＴ１７）的表达显著升高；而 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面中

ＫＲＴ１７ 的表达较对照组小鼠显著下调。 ＫＲＴ１７ 是

一种 Ｉ 型角蛋白，在正常生理情况下，ＫＲＴ１７ 主要表

达于皮肤的附属物中；在某些疾病，如银屑病、乳腺

癌、口腔鳞状细胞癌、胃癌等恶性肿瘤中，ＫＲＴ１７ 异

常过表达［７－８］。 现阶段，关于 ＫＲＴ１７ 的研究主要集

中在其对银屑病的调控作用和潜在的临床治疗方

面。 在银屑病的皮肤中，上调的 ＫＲＴ１７ 与 Ｔ 细胞及

细胞因子形成一个自身免疫环路［９］；下调 ＫＲＴ１７ 的

表达可减轻银屑病模型小鼠皮损的严重程度［１０］。
然而，ＫＲＴ１７ 在 Ｔ２ＤＭ 创面愈合中的研究仍较少，
因此，本文旨在结合前期研究结果通过 Ｋｒｔ１７ 基因

敲除小鼠（Ｋｒｔ１７－ ／ － ）分析 Ｋｒｔ１７ 基因敲除对 Ｔ２ＤＭ
小鼠的创面愈合的影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 本实验所使用的实验动物为野生型（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，
ＷＴ）Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ（雄性 ３０ 只） ＳＰＦ 级小鼠和 Ｋｒｔ１７－ ／ －

（雄性 ３０ 只）ＳＰＦ 级小鼠，５～６ 周龄，体重 １８～２０ ｇ，
由南京医科大学医药实验动物中心提供 ［ ＳＣＸＫ
（苏）２０２１－０００１］，小鼠饲养于中国医学科学院皮肤

病医院（中国医学科学院皮肤病研究所）实验动物

中心 ＳＰＦ 级屏障设施的饲养间［ＳＹＸＫ（苏） ２０２２－
００１７］，饲养间温度（２３ ± ２）℃，１２ ｈ ／ １２ ｈ 明 ／暗灯

照，动物自由饮水和摄食。 实验中涉及动物操作程

序均遵循 ３Ｒ 原则并已取得中国医学科学院皮肤病

医院（中国医学科学院皮肤病研究所）实验动物福

利伦理审查委员会的批准（２０２２⁃ＤＷ⁃０２６）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 链脲佐菌素（ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ） （Ｓ０１３０）购自

美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；柠檬酸钠（＃Ｃ１２９３１０２４）和
柠檬酸（＃Ｃ１３０５６３２２）购自上海麦克林生化科技有

限公司；ＫＲＴ１７ 抗体（＃４５４３）购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；６０％高脂饲料购自江苏省协同医

药生物工程有限责任公司。 电泳仪和电泳槽购自

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；组织脱水机、石蜡包埋机、石蜡切片

机和荧光显微镜均购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠模型

并建立创面模型

　 　 选用 ５ 周龄雄性 ＷＴ 小鼠和 Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠普通

饲料饲养 １ 周适应环境后，随机分成 ６ 组：ＷＴ 空白

组、Ｋｒｔ１７－ ／ －空白组、ＷＴ 对照组、Ｋｒｔ１７－ ／ －对照组、ＷＴ⁃
Ｔ２ＤＭ 组和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组（ｎ＝ １０）。 空白组小鼠

普通饮料喂养且不制造任何伤口；对照组小鼠继续

普通饲料喂养，Ｔ２ＤＭ 组小鼠 ６０％高脂饲养喂养；４
周后，Ｔ２ＤＭ 组小鼠腹腔注射 ＳＴＺ，剂量为 ４０ ｍｇ ／
（ｋｇ·ｄ），连续注射 ５ ｄ，对照组小鼠腹腔注射同等

量的生理盐水；ＳＴＺ 注射 １ 周后，对照组和 Ｔ２ＤＭ 组

小鼠禁食 １２ ｈ 后检测血糖，空腹血糖值≥１１􀆰 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 视为 Ｔ２ＤＭ 造模成功［１１－１３］。 Ｔ２ＤＭ 造模成

５５中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



功后 １ 周，小鼠异氟烷全身麻醉，背部剃毛，用 ６ ｍｍ
环钻制造在体的皮肤圆形损伤，Ｔ２ＤＭ 组分为 Ｔ２ＤＭ
空白组（未制造创面）和 Ｔ２ＤＭ 对照组（制造创面）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＫＲＴ１７
在创面愈合中的定位和表达

　 　 于制造创面后第 ８ 天，安乐死牺牲小鼠，取对照

组和 Ｔ２ＤＭ 组小鼠创面周围 ２ ｍｍ 的皮肤组织，一
部分进行 ４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后进行修块、脱水、
包埋和切片；一部分进行 ＲＩＰＡ 裂解液裂解、匀浆提

取皮肤总蛋白。 免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＫＲＴ１７ 的定位和表达。
１􀆰 ３􀆰 ３　 创面愈合速率的计算

　 　 于制造创面后的第 ０、２、４、６ 和 ８ 天拍照记录，
运用 ＩｍａｇｅＪ 软件定量分析创面愈合速率，创面愈合

速率＝（基线创面面积－第 ｎ 天创面面积） ／基线创

面面积×１００％。
１􀆰 ３􀆰 ４　 创面愈合近端皮肤的病理组织学观察

　 　 于制造创面后第 ８ 天，安乐死牺牲小鼠，取对照

组和 Ｔ２ＤＭ 组小鼠创面周围 ２ ｍｍ 的组织，进行 ４％
多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后进行修块、脱水、包埋、切片和

苏木素－伊红（ｈａｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据以平均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，数据

运用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 统计软件处理。 如果数据符合正态

分布，采用单因素方法分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）进行

组间比较，若组间差异有统计学意义，进一步采用

Ｔｕｋｅｙ’ｓ ｐｏｓｔ⁃ｈｏｃ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 认为差异有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠和创

面愈合模型的建立

　 　 本研究采用高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导的方法

建立 Ｔ２ＤＭ 小鼠模型，Ｔ２ＤＭ 造模成功后，再进行创

面愈合模型的建立（图 １Ａ）。 ＳＴＺ 注射前，与正常饮

食的对照组小鼠相比，ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ
组小鼠 ６０％高脂饮食 ４ 周后，均表现出体重显著升

高的表型（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 １Ｂ）；ＳＴＺ 注射后 １ 周，与
ＳＴＺ 注射前相比，ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小

鼠的体重均显著下降（Ｐ＜０􀆰 ００１，图 １Ｂ），呈现临床

上 Ｔ２ＤＭ 患者体重减轻的表型。 于 ＳＴＺ 注射 １ 周

后，对 ４ 组小鼠禁食 １２ ｈ 后的空腹血糖检测发现，
与 ＷＴ 对照组和 Ｋｒｔ１７－ ／ － 对照组小鼠相比， ＷＴ⁃
Ｔ２ＤＭ 组和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠的空腹血糖值均

显著升高，且均≥１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ（Ｐ＜０􀆰 ００１，图 １Ｃ），
表明高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠造模

成功。

注：Ａ：高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠和创面愈合模型的实验设计；Ｂ：ＳＴＺ 注射前后的体重；Ｃ：ＳＴＺ 注射 １ 周后的空腹血糖。 与ＷＴ 对

照组和 Ｋｒｔ１７－ ／ －对照组相比， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与处理前后相比， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠和创面愈合模型的建立

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＺ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ Ｔ２ＤＭ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｍｏｄｅｌｓ． Ｂ， Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ

ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｃ， Ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｆｔｅｒ ＳＴＺ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ １ ｗｅｅｋ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ Ｔ２ＤＭ ａｎｄ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＺ
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注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＫＲＴ１７ 在 ＷＴ 空白组和 Ｔ２ＤＭ 空白组（未制造创面）皮肤组织及 ＷＴ 对照组和 Ｔ２ＤＭ 对照组小鼠创面周围皮肤组织

中的表达，内参：ＧＡＰＤＨ；Ｂ：运用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析密度定量 ＫＲＴ１７ 的相对表达水平；Ｃ：ＩＦ 检测 ＫＲＴ１７ 在 ＷＴ 和 Ｔ２ＤＭ 空白组及 ＷＴ 和

Ｔ２ＤＭ 对照组小鼠创面周围皮肤组织中的表达。 蓝色：ＤＡＰＩ，细胞核；绿色：ＫＲＴ１７。 与 ＷＴ 空白组和 Ｔ２ＤＭ 空白组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜

０􀆰 ００１；与 ＷＴ 对照组相比， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 ＫＲＴ１７ 在正常小鼠和 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面愈合皮肤中的表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１７ ｉｎ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＷＴ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， Ｔ２ＤＭ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｔ２ＤＭ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｕｓｉｎｇ ＧＡＰＤＨ ａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ． Ｂ， Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＫＲＴ１７ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ＩｍａｇｅＪ ｓｏｆｔｗａｒｅ． Ｃ，

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１７ ｉｎ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＷＴ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， Ｔ２ＤＭ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｔ２ＤＭ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＩＦ． Ｂｌｕｅ，

ＤＡＰＩ， ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ． Ｇｒｅｅｎ， ＫＲＴ１７． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｔ２ＤＭ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＲＴ１７ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ Ｔ２ＤＭ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 ＫＲＴ１７ 在 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面皮肤组织中的表

达显著下调

　 　 高脂饮食和 ＳＴＺ 联合诱导 Ｔ２ＤＭ 小鼠造模成功

后，对 ＷＴ 和 Ｔ２ＤＭ 组小鼠在背部制造 ６ ｍｍ 在体的

皮肤圆形损伤，于制造创面后第 ８ 天，取 ＷＴ 空白组

和 Ｔ２ＤＭ 空白组小鼠的皮肤及 ＷＴ 对照组和 Ｔ２ＤＭ
对照组小鼠创面周围 ２ ｍｍ 的皮肤组织， 检测

ＫＲＴ１７ 的表达水平。 结果显示，在未制造创面的情

况下，ＷＴ 和 Ｔ２ＤＭ 小鼠皮肤组织中 ＫＲＴ１７ 的表达

水平无显著差别；制造在体皮肤创面后，ＷＴ 和

Ｔ２ＤＭ 小鼠创面周围皮肤组织中 ＫＲＴ１７ 的表达水

平均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０１，图 ２）；但与 ＷＴ
对照组小鼠相比，Ｔ２ＤＭ 小鼠创面周围皮肤组织中

ＫＲＴ１７ 的表达显著降低（Ｐ＜０􀆰 ００１，图 ２）。 ＩＦ 染色

的检测结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果趋势一致，即在未制

造创面情况下，ＫＲＴ１７ 主要定位在毛囊中，ＷＴ 和

Ｔ２ＤＭ 小鼠无显著差异；制造在体皮肤创面后，ＷＴ
和 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面近端的角质形成细胞中 ＫＲＴ１７
的表达均显著升高，但与 ＷＴ 小鼠相比，Ｔ２ＤＭ 小鼠

创面近端的角质形成细胞中 ＫＲＴ１７ 的表达水平较

低（图 ２Ｃ）。
２􀆰 ３　 Ｋｒｔ１７ 基因敲除减慢 Ｔ２ＤＭ 小鼠的创面愈合

速率

　 　 于制造创面后的第 ０、２、４、６ 和 ８ 天分别对 ４ 组

小鼠的创面拍照记录，运用 ＩｍａｇｅＪ 软件定量分析创

面愈合速率发现，在正常生理情况下，与 ＷＴ 组小鼠
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相比，Ｋｒｔ１７－ ／ －组小鼠的创面愈合速率显著减慢，制
造创面后的第 ８ 天，ＷＴ 组小鼠创面愈合率达到

注：Ａ：制造创面后的第 ０、２、４、６ 和 ８ 天的照片；Ｂ：运用 ＩｍａｇｅＪ 软件定量分析创面愈合速率。 与 ＷＴ 对照组和 Ｋｒｔ１７－ ／ －对照组相比， ∗∗Ｐ＜

０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ＷＴ 对照组和 ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 组相比， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ３　 ＷＴ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠在正常生理和糖尿病病理情况下的创面愈合速率

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｐｈｏｔｏｓ ｔａｋｅｎ ｏｎ ｄａｙｓ ０， ２， ４， ６ ａｎｄ ８ ａｆｔｅｒ ｗｏｕｎｄ ｍａｄｅ． Ｂ， Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＩｍａｇｅＪ ｓｏｆｔｗａｒｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ＜

０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｉｎ ＷＴ ａｎｄ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ

８８􀆰 ９４％， 而 Ｋｒｔ１７－ ／ － 组 小 鼠 仅 为 ７８􀆰 ０６％ （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），表明在正常生理情况下，Ｋｒｔ１７ 基因敲除对

正常的创面愈合产生一定的影响。 在糖尿病病理

情况下，与同一品系的对照组小鼠创面愈合率相

比，ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 模型小鼠的创面愈

合速率分别显著减慢 ３７􀆰 ６５％和 ４９􀆰 ８３％（Ｐ＜０􀆰 ０１，
Ｐ＜０􀆰 ００１），表明 Ｔ２ＤＭ 存在创面愈合障碍；此外，与

ＷＴ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠相比，Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠的创

面愈合速率显著减慢，表明 Ｋｒｔ１７ 基因敲除加剧了

Ｔ２ＤＭ 创面愈合障碍的表型（图 ３）。
２􀆰 ４　 Ｋｒｔ１７ 基因敲除小鼠创面病理组织学变化

　 　 于制造创面后第 ８ 天，分别取 ４ 组小鼠创面周

围 ２ ｍｍ 的皮肤组织，进行病理组织学表型分析（图
４）。 结果显示，对照组：ＷＴ 小鼠创面几乎完全愈

合，新生表皮较周围组织无显著差别；Ｋｒｔ１７－ ／ － 组小

鼠仍可见明显的创面床，且创面新生表皮较周围组
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注：创面周围 ２ ｍｍ 的皮肤 ＨＥ 染色观察。

图 ４　 ＷＴ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠在正常生理和糖尿病病理情况下的皮肤病理组织学表型分析

Ｎｏｔｅ． Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＥ⁃ｓｔａｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｒｏｕｎｄ ｗｏｕｎｄ ２ ｍｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｋｒｔ１７－ ／ － ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ

织显著增厚。 Ｔ２ＤＭ 组：与对照组小鼠相比，ＷＴ⁃
Ｔ２ＤＭ 组和 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠创面愈合均显著

延迟，且 Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 组小鼠创面近端有较多的

炎性细胞浸润，创面局部仍处于持续的炎症状态。

３　 讨论

　 　 本研究发现，在 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面近端皮肤组织

中，ＫＲＴ１７ 的表达水平较 ＷＴ 对照组小鼠显著降低；
Ｃｈａｒｌｅｓ 等［１４］利用互补的 ＤＮＡ 微阵列技术比较愈合

的和未愈合的腿慢性伤口的差异表达基因时也发

现，与正常皮肤创面愈合相比，在未愈合的慢性伤

口中，Ｋｒｔ１７ 是前 １５ 个表达下调的基因之一；提示

ＫＲＴ１７ 表达水平的下调可能阻碍了 Ｔ２ＤＭ 慢性伤

口的创面愈合。 随后，在对 ＷＴ 和 Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠进行

Ｔ２ＤＭ 创面造模后的观察中发现，与 ＷＴ 小鼠相比，
Ｋｒｔ１７－ ／ －小鼠表现出明显的创面愈合延迟和炎症反

应持续的表型，说明 Ｋｒｔ１７ 基因敲除加剧了 Ｔ２ＤＭ
小鼠的创面愈合障碍。

创面愈合由 ４ 个高度整合和重叠的阶段组成：
止血、炎症、增殖和组织重构［１５］，表皮层的角质形成

细胞、真皮层的成纤维细胞和微血管内皮细胞［１６］ 以

及各种炎症免疫细胞共同参与一系列的细胞和分

子创面愈合过程。 当皮肤发生损伤时，角质形成细

胞能迅速被激活并产生各种重要的皮肤屏障损伤

相关分子，吸引和 ／或激活免疫细胞对损伤信号提

供及时和长期的保护。 同时，创面近端的角质形成

细胞也暂时中止末端分化，细胞大小形状、细胞之

间的联系和细胞与基质间的黏附等方面的蛋白翻

译也发生巨大变化，为创面愈合的迁移和增殖做

准备［１７］。
研究证实，ＫＲＴ１７ 是关键的皮肤屏障损伤相关

的重要分子之一［１７］，皮肤损伤时，角质形成细胞中

的 ＫＲＴ１７ 迅速被激活，持续表达至创面愈合的重构

阶段，直至皮肤屏障功能恢复。 激活的磷酸化的

ＫＲＴ１７ 与哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （ ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｍｔｏｒ）通路的正调控因子 １４⁃３⁃３σ
蛋白特异性相互作用［１８］，通过激活 Ｍｔｏｒ—蛋白激酶

Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ Ｂ，ＡＫＴ）通路促进蛋白质的合成和

角质形成细胞的增殖，促进创面愈合［１９］。 本研究中

Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 小鼠表现出明显的创面愈合延迟，可
能与 Ｋｒｔ１７ 基因缺失后，Ｍｔｏｒ⁃ＡＫＴ 信号下调有关；此
外，Ｋｒｔ１７－ ／ － ⁃Ｔ２ＤＭ 小鼠创面局部持续的炎症状态也

是导致其创面愈合障碍的一个重要因素［２０］。
如前所述，角蛋白是创面愈合过程中角质形成

细胞产生的第一波重要的皮肤屏障损伤相关的分

子，为细胞提供锚定骨架、调节角质形成细胞增殖 ／
分化和炎症反应［２１］，在创面愈合中发挥重要作用。
研究发现，角蛋白敷料可通过增强小鼠角质形成细

胞的活化从而加速创面愈合和再上皮化［２２－２３］。 由

此可见，角蛋白的补充在促进创面愈合方面有很大

的前景。 本研究发现 ＫＲＴ１７ 在 Ｔ２ＤＭ 小鼠创面中

表达下调，且敲除 Ｋｒｔ１７ 加剧了 Ｔ２ＤＭ 小鼠的创面

愈合，这一发现为角蛋白在临床上治疗 Ｔ２ＤＭ 创面

愈合障碍的应用研发提供了一定的理论和实验

依据。
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Ｎａｔｕｒｅ， １９９９， ４０２（６７６２）： ６８９－６９２．

［１９］ 　 Ｋｉｍ Ｓ， Ｗｏｎｇ Ｐ， Ｃｏｕｌｏｍｂｅ ＰＡ． Ａ ｋｅｒａｔｉｎ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ［ Ｊ ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， ２００６， ４４１（７０９１）： ３６２－３６５．

［２０］ 　 Ｈｏｋｅ ＧＤ， Ｒａｍｏｓ Ｃ， Ｈｏｋｅ ＮＮ， ｅｔ ａｌ． Ａｔｙｐｉｃａｌ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ
ｕｌｃｅｒ ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｉｍｐａｉｒｅｄ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｒｅｓ， ２０１６， ２０１６： １５８６９２７．

［２１］ 　 Ｔｏｉｖｏｌａ ＤＭ， Ｂｏｏｒ Ｐ， Ａｌａｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｋｅｒａｔｉｎｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ
ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１５， ３２： ７３－８１．

［２２］ 　 Ｐｅｃｈｔｅｒ ＰＭ， Ｇｉｌ Ｊ， Ｖａｌｄｅｓ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｋｅｒａｔｉｎ ｄｒｅｓｓｉｎｇｓ ｓｐｅｅｄ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｅｐ ｐａｒｔｉａｌ⁃ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｗｏｕｎｄｓ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｕｎｄ
Ｒｅｐａｉｒ Ｒｅｇｅｎ， ２０１２， ２０（２）： ２３６－２４２．

［２３］ 　 Ｋｏｎｏｐ Ｍ， Ｓｕｌｅｊｃｚａｋ Ｄ， Ｃｚｕｗａｒａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ａｌｌｏｇｅｎｉｃ
ｋｅｒａｔｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｒｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ．
Ｗｏｕｎｄ Ｒｅｐａｉｒ Ｒｅｇｅｎ， ２０１７， ２５（１）： ６２－７４．

〔收稿日期〕２０２２－１０－２７

０６ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



２０２３ 年 １０ 月

第 ３３ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

王文博，汪清云，郭卫，等． ＬＡＭＣ２ 通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路调控胃癌细胞增殖的研究 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３
（１０）： ６１－７０．
Ｗａｎｇ ＷＢ， Ｗａｎｇ ＱＹ， Ｇｕｏ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＬＡＭＣ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： ６１－７０．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ００９

［作者简介］王文博（１９８３—），男，博士，副主任医师，研究方向：消化道肿瘤的综合治疗，肿瘤的放射敏感性。
Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗａｎｇｗｅｎｂｏ＠ ｗｈｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

［通信作者］夏泠（１９７７—），女，博士，研究方向：消化道肿瘤的综合治疗，胃癌的精准治疗。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｈｒｉｓｔｉｎｅ＿ｘｌ＠ １６３． ｃｏｍ

ＬＡＭＣ２ 通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路调控胃癌细胞增殖
的研究

王文博１，汪清云１，郭　 卫２，夏　 泠１∗

（１．武汉大学中南医院腹部肿瘤放化疗科，武汉　 ４３００７１；２．武汉大学泰康医学院（基础医学院）病理教研室，武汉　 ４３００７１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨层粘连蛋白 γ２（ＬＡＭＣ２）通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 对胃癌细胞增殖的影响。 方法　 利用癌症基因

组图谱（ＴＣＧＡ）及基因表达综合数据库（ＧＥＯ）联合分析胃癌中与细胞增殖相关差异基因，根据差异倍数确定候选

基因 ＬＡＭＣ２。 ＵＡＬＣＡＮ 及 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ ｐｌｏｔｔｅｒ 在线数据库分析 ＬＡＭＣ２ 在胃癌中的表达及其与临床病理特征的关

系，采用蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）法检测人胃癌细胞株（ＨＧＣ⁃２７、ＮＣＩ⁃Ｎ８７、ＳＮＵ⁃１）中 ＬＡＭＣ２ 的表达。 构建 ＬＡＭＣ２
敲减胃癌细胞模型，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＡＭＣ２ 的表达，确定模型构建效果。 将 ＨＧＣ⁃２７ 及 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞分成空白对

照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、阴性对照（ ｓｉ⁃ＮＣ）组及 ＬＡＭＣ２ 敲减（ ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２）组，５⁃乙炔基⁃２’脱氧尿嘧啶核苷（５⁃ｅｔｈｙｎｙｌ⁃２’⁃
ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）及平板克隆实验分析细胞增殖及克隆形成能力，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞增殖蛋白（ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＰＣＮＡ、ｃ⁃Ｍｙｃ）表达及 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路激活情况。 结果　 ＬＡＭＣ２ 是胃癌中与细胞增殖相关的差异倍数最大的差异基

因，其在胃癌中的表达显著上调，与胃癌的分期、分级及生存等临床病理相关。 ＬＡＭＣ２ 在人胃癌细胞（ＨＧＣ⁃２７、
ＮＣＩ⁃Ｎ８７、ＳＮＵ⁃１）中的表达均显著高于 ＧＥＳ⁃１ 细胞（均 Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ 显著抑制 ＨＧＣ⁃２７ 及

ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞增殖，降低细胞克隆形成率（Ｐ＜０􀆰 ０１），细胞增殖蛋白（ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ 及 ｃ⁃Ｍｙｃ）表达均被显著降低

（均 Ｐ＜０􀆰 ０１），ＰＩ３Ｋｐ８５ 及 Ａｋｔ 磷酸化水平均被显著下调（均 Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 ＬＡＭＣ２ 在胃癌中的表达上调，与胃

癌的分期、分级及生存等临床病理相关，其可通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路促进细胞增殖。
【关键词】 　 胃癌；层粘连蛋白 γ２；细胞增殖；磷脂酰肌醇 ３－激酶 ／蛋白激酶 Ｂ
【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２３） １０－００６１－１０

ＬＡＭＣ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＷＡＮＧ Ｗｅｎｂｏ１， ＷＡＮＧ Ｑｉｎｇｙｕｎ１， ＧＵＯ Ｗｅｉ２， ＸＩＡ Ｌｉｎｇ１∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ， Ａｂｄｏｍｉｎａｌ Ｔｕｍｏｒ Ｄｉｖｉｓｉｏｎ， Ｚｈｏｎｇｎａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｗｕｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｗｕｈａｎ ４３００７１， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｗｕｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ＴａｉＫａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌ （Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）， Ｗｕｈａｎ ４３００７１）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌａｍｉｎｉｎ ｓｕｂｕｎｉｔ γ２（ ＬＡＭＣ２） ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｏｍｅ ａｔｌａｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓ ｄａｔａｂａｓｅｓ． Ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ＬＡＭＣ２
ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ． ＵＡＬＣＡＮ ａｎｄ Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ ｏｎｌｉｎｅ ｄａｔａｂａｓｅｓ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ＬＡＭＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ



ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＬＡＭＣ２ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ＨＧＣ⁃２７， ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ａｎｄ ＳＮＵ⁃１． Ａｎ ＬＡＭＣ２ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ａｎｄ ＬＡＭＣ２ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ． ＨＧＣ⁃２７ ａｎｄ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｃｏｎｔｒｏｌ）， ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（ｓｉ⁃ＮＣ）， ａｎｄ
ＬＡＭＣ２ ｋｎｏｃｋｏｕｔ（ ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２） ｇｒｏｕｐ． ５⁃Ｅｔｈｙｎｙｌ⁃２’⁃ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｏｎａｌｉｔｙ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ（ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１，
ＰＣＮＡ ａｎｄ ｃ⁃Ｍｙｃ）ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＬＡＭＣ２ ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ， ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ， ｗｈｉｃｈ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｓｔａｇｅ， ｇｒａｄｅ， ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＬＡＭＣ２ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ （ＨＧＣ⁃２７， ＮＣＩ⁃Ｎ８７， ＳＮＵ⁃１） ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＧＥＳ⁃１ ｃｅｌｌｓ（ａｌｌ Ｐ
＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＨＧＣ⁃２７ ａｎｄ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＣｙｃｌｉｎＤ１， ＰＣＮＡ ａｎｄ ｃ⁃Ｍｙｃ） （ ａｌｌ Ｐ＜ ０􀆰 ０１）． ＰＩ３Ｋｐ８５ ａｎｄ Ａｋｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ（ ａｌｌ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＡＭＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｓｔａｇｅ， ｇｒａｄｅ， ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ； ｌａｍｉｎｉｎ γ２； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 胃癌（ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ）是常见的恶性消化道肿瘤

之一，是全球癌症相关死亡的重要原因［１］。 虽然目

前的诊断手段上有较大的改进，但大部分胃癌发病

比较隐匿，确诊时，患者已处于中晚期，这是导致胃

癌患者生存率低、预后差的主要原因［２－３］，因此，筛
选胃癌早期诊断标志物仍是胃癌的研究热点［３－４］。
层粘连蛋白 γ２（ｌａｍｉｎｉｎ ｓｕｂｕｎｉｔ ｇａｍｍａ ２，ＬＡＭＣ２）是
异三聚体糖蛋白层黏连蛋白 ３３２（ ｌａｍｉｎｉｎ⁃３３２，Ｌｎ⁃
３３２）的 γ２ 亚基，是上皮基底膜的基本成分，调节细

胞粘附、运动，但越来越多的研究发现 ＬＡＣＭ２ 与肿

瘤的发生及进展关系密切［５］。 ＬＡＭＣ２ 在胰腺导管

癌、卵巢癌、喉癌及肺癌等多种肿瘤中均高表达，促
进细胞增殖、上皮－间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），降低肿瘤细胞对化疗药物的敏感

性，已成为多种肿瘤的候选诊治靶标［６－９］。 但目前，
ＬＡＭＣ２ 的表达是否影响胃癌细胞的增殖，目前报道

较少。 本研究利用肿瘤基因图谱 （ ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｏｍｅ
ａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）、基因表达综合数据库（ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）等数据库，结合细胞生物学的检测手

段，观察 ＬＡＭＣ２ 的表达对人胃癌细胞增殖的影响

及可能调控机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 人胃癌细胞（ＨＧＣ⁃２７、ＮＣＩ⁃Ｎ８７、ＳＮＵ⁃１）均购自

于国家模式与特色实验细胞资源库，由本实验室保

存；ＧＥＳ⁃１ 人胃黏膜上皮细胞购自于赛百慷（上海）

生物技术股份有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＲＰＭＩ １６４０ 细胞培养基（货号：１１８７５１０１）及优

质胎牛血清（货号：１６０００⁃０４４）购自于美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司； ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 转 染 试 剂 盒 （ 货 号：
Ｌ３００００１５）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；ＲＩＰＡ 裂解

液（货号：ＬＳ⁃Ｗ⁃０３２６８）、ＰＢＳ（货号：ＬＳ⁃Ｐ⁃０１０６）、甲
醇（货号：ＬＳ⁃Ｈ⁃０２４８）、结晶紫染色液（货号：ＬＳ⁃Ｈ⁃
０１２）、４％多聚甲醛（货号：ＬＳ⁃Ｐ⁃１１３）及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
试剂盒（货号：ＬＳ⁃Ｈ⁃１２８）购自于武汉灵思生物技术

有限公司；ＬＡＭＣ２（货号：ａｂ２７４３７６）、ＰＣＮＡ （货号：
ａｂ２９）、ＰＩ３ Ｋｉｎａｓｅ ｐ８５ α （ ｐｈｏｓｐｈｏ Ｙ６０７） （货号：
ａｂ１８２６５１）、 ｐａｎ⁃ＡＫＴ （ 货 号： ａｂ８８０５ ） 及 ＡＫＴ
（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ３０８） （货号：ａｂ３８４４９）抗体购自于英国

Ａｂｃａｍ 公司；ＣｙｃｌｉｎＤ１（货号：２６９３９⁃１⁃ＡＰ）、ＧＡＰＤＨ
（货号：６０００４⁃１⁃Ｉｇ）、ｃ⁃Ｍｙｃ（货号：１０８２８⁃１⁃ＡＰ）及辣

根过氧化物酶 （ ＨＲＰ ） 标记的二抗 （货号： ＡＰＣ⁃
６５２１０）购自于武汉三鹰生物技术有限公司；细胞培

养所需 ６ 孔板、２５ ｃｍ２ 培养瓶、９６ 孔板及 １５ ｍＬ 离

心管购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司。 阴性对照及 ＬＡＭＣ２
敲减 ｓｉＲＮＡ 由广州锐博生物科技有限公司设计及

合成，序列参考课题组前期研究［９］。
ＢＢ１５０ 型 ＣＯ２ 细胞培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ 公司；Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ４８０ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪购自

美国罗氏公司；ＤＭ３０００ 正置荧光显微镜购自德国

莱卡；Ｖａｒｉｏｓｋａｎ ＬＵＸ 酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司；Ｍｉｎｉ Ｇｅｌ Ｔａｎｋ 型垂直电泳槽购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司。

２６ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 胃癌差异表达的基因筛选

　 　 基于􀰙 ｌｏｇＦＣ 􀰙＞２ 及 Ｐ＜０􀆰 ０５ 标准，ｅｄｇｅＲ Ｒ
分析 ＴＣＧＡ 及 ＧＥＯ 数据库中 ＧＳＥ１２２５３０ 数据，获得

胃 癌 差 异 表 达 基 因 ［９］。 通 过 ＣＴＤ 数 据 库

（ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｔｏｘｉｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ ｄａｔａｂａｓｅ， ＣＴＤ， ｈｔｔｐ： ／ ／
ｃｔｄｂａｓｅ． ｏｒｇ ／ ） 检索与细胞增殖相关的基因。 将

ＴＣＧＡ、ＧＥＯ 所获得的差异基因与 ＣＴＤ 数据库所检

索得到的细胞增殖相关基因联合分析，以 ＴＣＧＡ 及

ＧＥＯ 中上调倍数最大的基因为候选基因。 利用

ＵＡＬＣＡＮ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｕａｌｃａｎ． ｐａｔｈ． ｕａｂ． ｅｄｕ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）
及 Ｋａｐｌａｎ Ｍｅｉｅｒ ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｋｍｐｌｏｔ． ｃｏｍ ／
ａｎａｌｙｓｉｓ ／ ）分析候选基因表达与胃癌临床特征的

关系。
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞复苏及培养

　 　 ＧＥＳ⁃１、ＨＧＣ⁃２７、ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 及 ＳＮＵ⁃１ 细胞复苏

后，均利用含有 １０％胎牛血清及 １％双抗（青霉素

１００ Ｕ ／ ｍＬ，链霉素 １００ μｇ ／ ｍＬ）的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养

基，置于 ３７℃，５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养，正常

更换培养基，待细胞数量铺满培养瓶 ８０％左右时，
按照 １ ∶ ２～３ 的比例传代。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＡＭＣ２ 在人胃癌细胞中

的表达

　 　 参考课题组前期文献方法［９］，收集 ＧＥＳ⁃１ 细胞

及人胃癌细胞（ＨＧＣ⁃２７、ＮＣＩ⁃Ｎ８７、ＳＮＵ⁃１），ＲＩＰＡ 裂

解液（ＲＩＰＡ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ）裂解，提取总蛋白，ＢＣＡ 蛋

白定量试剂盒定量后，每组细胞按照 ２０ ｍｇ 蛋白样

品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，电泳完成后转印至 ＰＶＤＦ
膜上，以 ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １０ ０００）为对照，ＬＡＭＣ２（１ ∶
８００）抗体 ４℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ，加入 ＨＲＰ 标记的兔抗二抗（１ ∶ １０００），３７℃孵

育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 漂洗，加入 ＥＣＬ 发光液，凝胶成像系统

拍照， ＩｍａｇｅＪ ２ｘ 软件分析各细胞中 ＬＡＭＣ２ 及

ＧＡＰＤＨ 的灰度值，以 ＬＡＭＣ２ 灰度值 ／ ＧＡＰＤＨ 灰度

值的比值代表各细胞中 ＬＡＭＣ２ 的相对表达量。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＬＡＭＣ２ 敲减胃癌细胞模型构建

　 　 按照 １ × １０５ ／孔处于对数生长期的胃癌细胞

（ＨＧＣ⁃２７、ＮＣＩ⁃Ｎ８７）接种于 ６ 孔板中，待细胞铺满 ６
孔板底部时，参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 转染试剂盒

的说明书，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组给予 ４ μＬ ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００
＋１９６ μＬ ＯｐｔｉＲＰＭＩ 处理；转染组处理如下：４ μＬ
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００＋１９６ μＬ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 孵育 ５ ｍｉｎ
后，将其分别加入 ４０ μＬ ｓｉ⁃ＮＣ ｓｉＲＮＡ＋６０ μＬ Ｏｐｔｉ⁃

ＭＥＭ 和 ４０ μＬ ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ ｓｉＲＮＡ＋６０ μＬ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ
的混合液中，混合后静置 ３０ ｍｉｎ，将混合液分别添加

至对应的 ６ 孔板中，６ ｈ 更换成新的完全培养基。 转

染 ２４ ｈ 后，参考文献［１０］，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＡＭＣ２
的表达，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ＬＡＭＣ２ 表达差

异有统计学意义，表示 ＬＡＭＣ２ 敲减胃癌细胞模型

构建成功；同时，比较 ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃１＃及 ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃２＃
的敲减效率，筛选敲减效果最明显的 ｓｉＲＮＡ 进行后

续实验。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＥｄＵ 检测胃癌细胞增殖能力

　 　 按照 １ × １０５ ／孔处于对数生长期的胃癌细胞

（ＨＧＣ⁃２７、ＮＣＩ⁃Ｎ８７）接种于 ６ 孔板中，将胃癌细胞

分成：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ 组；各组细胞

处理参照 １􀆰 ３􀆰 ４，２４ ｈ 后，每孔细胞中加入总浓度为

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＥｄＵ 工作液，置于细胞培养箱中继续

培养 ２ ｈ 后，吸去培养基，３７℃预热 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，
每次 ３ ～ ５ ｍｉｎ，４％多聚甲醛室温固定 ２０ ｍｉｎ，荧光

显微镜拍照，计算每组细胞中阳性细胞占总细胞数

百分比。
１􀆰 ３􀆰 ６　 平板克隆实验检测胃癌细胞克隆形成能力

　 　 取对数生长期的胃癌细胞 （ ＨＧＣ⁃２７、 ＮＣＩ⁃
Ｎ８７），按照 １ × １０３ ／孔接种于 ６ 孔板中，分组同

１􀆰 ３􀆰 ５。 细胞培养 ２ 周后，观察到每组培养孔形成团

状细胞时，ＰＢＳ 清洗 ３ 次，５ ｍｉｎ ／次，４℃预冷甲醇固

定细胞 ２０ ｍｉｎ，结晶紫染色 １ ｈ，超纯水漂洗后晾干，
倒置显微镜拍照，计数每组细胞中的总克隆数。
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测胃癌细胞增殖相关蛋白

表达

　 　 取对数生长期的胃癌细胞 （ ＨＧＣ⁃２７、 ＮＣＩ⁃
Ｎ８７），按照 １ × １０４ ／孔接种于 ６ 孔板中，分组同

１􀆰 ３􀆰 ５。 ２４ ｈ 后，参考文献［９］，以 ＧＡＰＤＨ（１：１０ ０００）
为对照，ＰＣＮＡ（１ ∶ ８００）、ＣｙｃｌｉｎＤ１（１ ∶ ８００） 及 ｃ⁃
Ｍｙｃ（１ ∶ １０００）为一抗，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，凝胶成像

系统拍照，ＩｍａｇｅＪ２ｘ 软件分析各组细胞中各目的蛋

白（ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃ⁃Ｍｙｃ）及 ＧＡＰＤＨ 的灰度值，
以各目的蛋白灰度值 ／ ＧＡＰＤＨ 灰度值的比值分别

代表各目的蛋白相对表达量。
１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测胃癌细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路

激活情况

　 　 取对数生长期的胃癌细胞 （ ＨＧＣ⁃２７、 ＮＣＩ⁃
Ｎ８７），按照 １ × １０４ ／孔接种于 ６ 孔板中，分组同

１􀆰 ３􀆰 ５。 参考文献［９］， ＰＩ３Ｋｐ８５（１ ∶ １０００）、ＰＩ３Ｋｐ８５
（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｙ６０７） （１ ∶ ５００）、Ａｋｔ （１ ∶ １０００）及 ＡＫＴ
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（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ３０８）（１ ∶ ８００）为一抗，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

各 组 胃 癌 细 胞 中 ＰＩ３Ｋｐ８５、 ＰＩ３Ｋｐ８５ （ ｐｈｏｓｐｈｏ
Ｙ６０７）、Ａｋｔ 及 ＡＫＴ（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ３０８）的相对表达量，
评价各组细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路激活情况。

注：Ａ：通过 ＴＣＧＡ、ＧＥＯ 及细胞增殖相关基因联合分析获得包括 ＬＡＭＣ２ 在内的 ９ 个候选基因；Ｂ：ＴＣＧＡ 分析 ＬＡＭＣ２ 在胃癌中表达；Ｃ：
ＬＡＭＣ２ 与胃癌分期关系；Ｄ：ＬＡＭＣ２ 与胃癌分级的关系；Ｅ：ＬＡＭＣ２ 与胃癌生存的关系；Ｆ、Ｇ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测胃癌细胞中 ＬＡＭＣ２ 表达。

与正常组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＧＥＳ⁃１ 细胞比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＬＡＭＣ２ 在胃癌中的表达及其与临床病理特征相关性分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｎｉｎｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＬＡＭＣ２ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＴＣＧＡ，
ＧＥＯ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｂ， ＴＣＧＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＡＭＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ． Ｃ， Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＡＭＣ２ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｓｔａｇｅ． Ｄ， Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＡＭＣ２ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒａｄｅ． Ｅ， Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＡＭＣ２ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ． Ｆ ／ Ｇ，

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＡＭＣ２ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＥＳ⁃１

ｃｅｌｌｓ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＬＡＭＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ

１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 进行数据统计及绘图，所
有实验数据重复 ３ 次，数据以平均数±标准差（ 􀭰ｘ ±
ｓ ）表示，多组间比较利用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ ＜

０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＬＡＭＣ２ 在胃癌细胞中的表达

　 　 ＴＣＧＡ 及 ＧＳＥ１２２５３０ 数据联合分析发现，９ 个

基因与细胞增殖相关，其中 ＬＡＭＣ２ 上调倍数最大

（图 １Ａ），为此，ＬＡＭＣ２ 为研究的候选基因。 胃腺癌

是胃癌主要病理表现形式［１－３］，利用 ＵＡＬＣＡＮ 及

Ｋａｐｌａｎ Ｍｅｉｅｒ ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库分析发现，ＬＡＭＣ２ 在胃
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腺癌中的表达显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， 见图 １Ｂ。
ＬＡＭＣ２ 表达与胃腺癌的分期（Ｐ＜０􀆰 ０１）、分级（Ｐ＜
０􀆰 ０１）及生存密切相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），如图 １Ｃ ～ １Ｅ。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现，胃癌细胞中（ＨＧＣ⁃２７、ＮＣＩ⁃
Ｎ８７、ＳＮＵ⁃１）中 ＬＡＭＣ２ 的表达显著高于 ＧＥＳ⁃１ 细胞

（Ｆ ＝ ９３􀆰 ７８０，Ｐ ＝ ０􀆰 ０００），如图 １Ｆ、１Ｇ。 其中，ＨＧＣ⁃
２７ 细胞中 ＬＡＭＣ２ 表达量最低， ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中

ＬＡＭＣ２ 表达量最高，同时，参考文献［１１－１２］ 及中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库及本实验室胃

癌细胞种源保藏情况，后续实验选用 ＨＧＣ⁃２７ 及

ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞进行研究。

注：Ａ：ＬＡＭＣ２ 抑制后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＧＣ⁃２７ 细胞中 ＬＡＭＣ２ 表达；Ｂ：ＬＡＭＣ２ 抑制后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中 ＬＡＭＣ２ 表达。

在 ＨＧＣ⁃２７ 细胞中，与阴性对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃１＃比较， ＾＾Ｐ＜０􀆰 ０１；在 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中，与阴性对照组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；

与 ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃１＃比较， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测胃癌细胞中 ＬＡＭＣ２ 表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｆｔｅｒ ＬＡＭＣ２ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＡＭＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ． Ｂ， ＬＡＭＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｆｔｅｒ ＬＡＭＣ２ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ． Ｉｎ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃１＃，
＾＾Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｉｎ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃１＃， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＡＭＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 ＬＡＭＣ２ 在 ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ 组中胃癌细胞中的

表达

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现，在 ＨＧＣ⁃２７ 细胞中，ｓｉ⁃
ＮＣ 组中 ＬＡＭＣ２ 的表达与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组无显著变化（ ｔ
＝ ０􀆰 ３７９，Ｐ ＝ ０􀆰 ７２４）；ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃１＃、ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃２＃胃
癌细胞中 ＬＡＭＣ２ 的表达均显著低于 ｓｉ⁃ＮＣ 组（ ｔ ＝

６􀆰 ７７４、１６􀆰 ２９０，Ｐ ＝ ０􀆰 ００２、０􀆰 ０００）；与 ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃１＃
比较，ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃２＃中 ＬＡＭＣ２ 蛋白表达显著降低（ ｔ
＝ １３􀆰 ６１０，Ｐ＝ ０􀆰 ０００），如图 ２Ａ 所示。 在 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细

胞中，得到类似的结果。 同时，在 ＨＧＣ⁃２７ 及 ＮＣＩ⁃
Ｎ８７ 细胞中，ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃２＃具有更高的抑制效率，后
续实验采用 ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２⁃２＃构建 ＬＡＭＣ２ 敲减胃癌细

胞模型。 如图 ２ 所示。
２􀆰 ３　 ＬＡＭＣ２ 对胃癌细胞增殖的影响

　 　 ＨＧＣ⁃２７ 细胞中，ｓｉ⁃ＮＣ 组细胞 ＥｄＵ 阳性率与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组无显著差异 （ ｔ ＝ １􀆰 ５４９， Ｐ ＝ ０􀆰 １９６）； ｓｉ⁃
ＬＡＭＣ２ 组细胞 ＥｄＵ 阳性率较 ｓｉ⁃ＮＣ 组显著减少（ ｔ＝
６􀆰 ５４０，Ｐ＝ ０􀆰 ００２）。 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中，ｓｉ⁃ＮＣ 组细胞

ＥｄＵ 阳性率与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组无显著差异（ ｔ ＝ ０􀆰 １２６，Ｐ ＝
０􀆰 ９０６）；ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ 组细胞 ＥｄＵ 阳性率较 ｓｉ⁃ＮＣ 组显

著降低 （ ｔ ＝ ８􀆰 ３５２， Ｐ ＝ ０􀆰 ００１）。 以上暗示抑制

ＬＡＭＣ２ 后，可显著抑制胃癌细胞增殖。 见图 ３，
表 １。
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２􀆰 ４　 ＬＡＭＣ２ 对胃癌细胞克隆形成能力的影响

　 　 通过细胞克隆数量检测分析：ＨＧＣ⁃２７ 细胞中，
ｓｉ⁃ＮＣ 组细胞克隆数与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，无显著变化

（ ｔ＝ ０􀆰 ５１９，Ｐ ＝ ０􀆰 ６３１）；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２
组较 ｓｉ⁃ＮＣ 组，细胞克隆数显著减少（ ｔ ＝ １１􀆰 ４２０，Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中， ｓｉ⁃ＮＣ 组细胞克隆数与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，无显著变化（ ｔ ＝ ０􀆰 ４８４，Ｐ ＝ ０􀆰 ６５４）；
ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ 组细胞克隆数较 ｓｉ⁃ＮＣ 组，显著降低（ ｔ ＝
１２􀆰 ７６０，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ４，表 ２。
２􀆰 ５　 ＬＡＭＣ２ 对胃癌细胞增殖蛋白表达的影响

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现：ＨＧＣ⁃２７ 细胞中，Ｃｏｎｔｒｏｌ
组 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 及 ｃ⁃Ｍｙｃ 的表达分别为（０􀆰 ５８±
０􀆰 ０５）、 （ ０􀆰 ６８ ± ０􀆰 ０３ ）、 （ ０􀆰 ６６ ± ０􀆰 ０３ ）， ｓｉ⁃ＮＣ 组

ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ 及 ｃ⁃Ｍｙｃ 的表达分别为 （ ０􀆰 ５９ ±
０􀆰 ０２）、（０􀆰 ６７ ± ０􀆰 ０３）、（０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０３），ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ 组

ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ 及 ｃ⁃Ｍｙｃ 的表达分别为 （ ０􀆰 ３５ ±
０􀆰 ０２）、（０􀆰 ２６±０􀆰 ０１）、（０􀆰 ３２±０􀆰 ０４），与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比

较，ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ 显著抑制 ＣｙｃｌｉｎＤ１ （ ｔ ＝ ２７􀆰 ６３０， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）、 ＰＣＮＡ （ ｔ ＝ １１􀆰 ３４０，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 及 ｃ⁃Ｍｙｃ （ ｔ ＝

１１􀆰 ３４０，Ｐ＜０􀆰 ０１）的表达。 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中得到类

似的结果。 见图 ５。
２􀆰 ６　 ＬＡＭＣ２ 对胃癌细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路激活的

影响

　 　 如图 ６ 所示，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现：ＨＧＣ⁃２７ 细

胞中， Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ＰＩ３Ｋｐ８５ （ ｐｈｏｓｐｈｏ Ｙ６０７） 及 Ａｋｔ
（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ３０８）的表达分别为（０􀆰 ６６±０􀆰 ０２）、（０􀆰 ５６
±０􀆰 ０４）； ｓｉ⁃ＮＣ 组 ＰＩ３Ｋｐ８５ （ ｐｈｏｓｐｈｏ Ｙ６０７） 及 Ａｋｔ
（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ３０８）的表达分别为（０􀆰 ６５±０􀆰 ０１）、（０􀆰 ５４
±０􀆰 ０６）； ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ 组 ＰＩ３Ｋｐ８５ （ ｐｈｏｓｐｈｏ Ｙ６０７） 及

Ａｋｔ（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ３０８） 的表达分别为 （ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０３）、
（０􀆰 １８±０􀆰 ０４），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ｓｉ⁃ＮＣ 对 ＰＩ３Ｋｐ８５
（ ｐｈｏｓｐｈｏ Ｙ６０７ ） （ ｔ ＝ １􀆰 ３３１， Ｐ ＝ ０􀆰 ２５４ ） 及 Ａｋｔ
（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ３０８）（ ｔ＝ ０􀆰 ３０８，Ｐ＝ ０􀆰 ７７３）的表达无显著

影响。 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组 比 较， ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ 显 著 抑 制

ＰＩ３Ｋｐ８５（ ｐｈｏｓｐｈｏ Ｙ６０７） （ ｔ ＝ ２０􀆰 ５７０，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 及

Ａｋｔ（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ３０８）（ ｔ＝ ８􀆰 ４３７，Ｐ＜０􀆰 ０１）的表达显著

降低。 ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中得到类似的结果。

图 ３　 ＥｄＵ 检测细胞增殖

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥｄＵ

表 １　 各组 ＥｄＵ 阳性细胞比例（􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｄｕ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＨＧＣ⁃２７
ＥｄＵ 阳性率（％）

Ｅｄｕ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｅ

ＮＣＩ⁃Ｎ８７
ＥｄＵ 阳性率（％）

Ｅｄｕ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｅ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ７１􀆰 １２±６􀆰 ５５ ６６􀆰 ３４±６􀆰 ５６

阴性对照组
ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ６３􀆰 ００±６􀆰 ０８ ６５􀆰 ３３±６􀆰 ４３

ＬＡＭＣ２ 敲减组
ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ ｇｒｏｕｐ ３０􀆰 ６７±６􀆰 ０３∗∗ ２５􀆰 ６７±５􀆰 １３＃＃

Ｆ ３５􀆰 ２８０ ４３􀆰 ３８０
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注：ＨＧＣ⁃２７ 细胞中，与阴性对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中，
与阴性对照组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｉｎ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｉｎ ＮＣＩ⁃
Ｎ８７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 ２　 各组细胞克隆数量（􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＨＧＣ⁃２７
克隆数（ｎ）

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ

ＮＣＩ⁃Ｎ８７
克隆数（ｎ）

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｅｓ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６０９􀆰 ６７±１８􀆰 １５ ４５７􀆰 ２７±２４􀆰 １２

阴性对照组
ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ５９４􀆰 １６±２９􀆰 ３７ ４３９􀆰 ００±３５􀆰 ３４

ＬＡＭＣ２ 敲减组
ｓｉ⁃ＬＡＭＣ２ ｇｒｏｕｐ １４８􀆰 ５４±１８􀆰 ０３∗∗ １１０􀆰 ４２±１８􀆰 ５８＃＃

Ｆ ６７０􀆰 ５００ １５６􀆰 ２００
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注：ＨＧＣ⁃２７ 细胞中，与阴性对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中，
与阴性对照组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｉｎ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｉｎ ＮＣＩ⁃
Ｎ８７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．
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图 ４　 克隆形成能力检测胃癌细胞增殖

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ

注：ＨＧＣ⁃２７ 细胞中，与阴性对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中，与阴性对照组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞增殖相关蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ｉｎ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｉｎ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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注：ＨＧＣ⁃２７ 细胞中，与阴性对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；ＮＣＩ⁃Ｎ８７ 细胞中，与阴性对照组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测胃癌细胞中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃Ａｋｔ 表达

Ｎｏｔｅ． Ｉｎ ＨＧＣ⁃２７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｉｎ ＮＣＩ⁃Ｎ８７ ｃｅｌｌｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ⁃Ａｋｔ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨论

　 　 胃癌是常见恶性消化道肿瘤之一，是引起全球

范围内癌症相关死亡的主要恶性肿瘤，严重影响人

类的身体健康和生活质量［１，１３－１４］。 我国是胃癌发病

率较高的国家之一，约占全球病例的 ４０％［１２］。 手术

切除和 ／或化疗是胃癌目前临床主要治疗策略，但
由于胃癌确诊时已处于中晚期，导致胃癌患者 ５ 年

总生存率仍低于 ２０％，并出现远端转移，预后较

差［１５－１７］。 因此，深入探讨胃癌发生及进展的分子机

制，筛选胃癌早期诊断靶标，对胃癌患者的诊治均

具有重要意义。
ＬＡＭＣ２ 是 ｌａｍｉｎｉｎｓ 家族成员，作为 Ｌｎ⁃３３２ 的

γ２ 亚基，参与细胞增殖、侵袭、粘附及迁移等生物学

的过程［１８］。 但越来越多的研究发现，ＬＡＣＭ２ 单亚

基与肿瘤的发生及进展关系密切［５］。 ＬＡＭＣ２ 在喉

癌中的表达显著升高，其表达量与喉癌患者的 ＴＮＭ
分期、淋巴结转移、分化程度和总生存期相关，
ＬＡＭＣ２ 可显著促进喉癌细胞增殖［１９］。 在卵巢癌

中，ＬＡＭＣ２ 的表达较癌旁组显著升高，抑制 ＬＡＭＣ２

的表达显著降低卵巢癌细胞的增殖及侵袭；作为

ｍｉＲ⁃５５８０⁃３ｐ 的靶基因， ＬＡＭＣ２ 的表达可被 ｍｉＲ⁃
５５８０⁃３ｐ 显著抑制［２０］。 阴茎鳞状细胞癌患者肿瘤组

织及血清中 ＬＡＭＣ２ 的表达均显著升高，ＬＡＭＣ２ 可

影响细胞的迁移、侵袭和 ＥＭＴ，进而促进肿瘤进展，
ＬＡＭＣ２ 可作为阴茎鳞状细胞癌潜在的诊治靶

标［２１］。 ＬＡＭＣ２ 在口腔鳞状细胞癌中的表达显著升

高，沉默 ＬＡＭＣ２ 可抑制口腔鳞状细胞癌细胞增殖，
促进细胞凋亡，上调 Ｎ⁃ｃａｄ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ，下调 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋

白表达，抑制上皮间质转化（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ） 过程［２２］。 多组学联合分析发现，
ＬＡＭＣ２ 在多种肿瘤的表达显著上高，ＬＡＭＣ２ 的表

达不利于泛癌的临床预后，并跟多种肿瘤免疫浸润

相关［２３］。 课题组前期研究发现，抑制 ＬＡＭＣ２ 后，胃
癌细胞的侵袭、迁移能力被显著抑制［９］。 本研究首

先通过 ＴＣＧＡ、ＧＥＯ 及介导细胞增殖相关基因联合

分析筛选影响胃癌增殖的相关差异表达的候选基

因，结果发现 ＬＡＭＣ２ 在胃癌中的表达显著升高，与
胃癌患者的分级、分期及生存等临床病理相关；体
外实验分析发现，ＬＡＭＣ２ 的表达与胃癌细胞的增殖
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关系密切。
磷脂酰肌醇 ３ － 激酶 （ Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃

ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ） ／蛋白激酶 Ｂ（Ｐｏｒｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＰＫＢ）
信号通路在胃癌、肝癌、肺癌等肿瘤中均被显著激

活，参与肿瘤的发生及进展［２４］。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路激

活与肿瘤细胞的发生、增殖、凋亡、侵袭及转移、
ＥＭＴ、免疫微环境和耐药密切相关，该通路抑制剂可

显著抑制肿瘤的进展［２５－２６］。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路可促进

ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１、ＰＣＮＡ、ｃ⁃Ｍｙｃ 等相关蛋白的表达，继
而促进细胞增殖［２７－２９］。 ＬＡＭＣ２ 可通过激活 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ 通路促进口腔鳞状细胞癌中肿瘤干细胞的侵袭

及迁移，进而导致肿瘤的增殖及复发［３０］；ＬＡＭＣ２ 可

通过 ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１ ／ ＦＡＫ ／ Ｓｒｃ 激活 ＡＫＴ 促进喉鳞状细胞

癌细胞增殖、侵袭和迁移［３１］；ＬＡＭＣ２ 可通过 ＥＧＦＲ ／
ＥＲＫ１ ／ ２ 通路激活 Ａｋｔ，导致胰腺导管癌的进展［３２］；
ＬＡＭＣ２ 可激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路促进卵巢癌细胞增

殖，抑制其对吉西他滨的敏感性［３３］。 以上研究说明

ＬＡＭＣ２ 可通过直接或者间接激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路，
参与肿瘤的进展。 本研究检测发现，抑制 ＬＡＭＣ２
的表达后，胃癌细胞中 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路被显著抑制，
降低 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 及 ｃ⁃Ｍｙｃ 等细胞增殖等相关

蛋白的表达，抑制胃癌细胞增殖，初步说明，ＬＡＭＣ２
可通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 促进胃癌细胞增殖。

综上所述，初步说明 ＬＡＭＣ２ 在胃癌中的表达

显著上调，与胃癌的分期、分级及生存等临床组织

病理相关，ＬＡＭＣ２ 可通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路促进

细胞增殖。 但本研究仅局限于细胞水平，后续还需

利用动物及临床水平深入研究 ＬＡＭＣ２ 与胃癌细胞

增殖的关系及其影响 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 的具体作用机制。
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［ ２ ］ 　 Ｌｅｅ ＩＳ， Ｌｅｅ Ｈ， Ｈｕｒ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ
ａ ｒｉｓｋ ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ
ａｎｄ ｍｉｃｒｏｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０２１， ２７（８）： ２２９２－２３００．

［ ３ ］ 　 Ｂａｔｔｉｓｔａ Ｓ， Ａｍｂｒｏｓｉｏ ＭＲ， Ｌｉｍａｒｚｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ
ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｐｒｅｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｅａｒｌｙ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ
Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２（１３）： ６６５２．

［ ４ ］ 　 许恒敏， 李哲轩， 张阳， 等． 胃癌早期诊断相关生物标志物

研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国临床医生杂志， ２０２１， ４９（ １１）： １２６６
－１２７０．

［ ５ ］ 　 Ｌｉｕ Ｍ， Ｃａｉ Ｒ， Ｗａｎｇ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＬＡＭＣ２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２１， ９（１７）： １３９２．

［ ６ ］ 　 Ｏｋａｄａ Ｙ， Ｔａｋａｈａｓｈｉ Ｎ， Ｔａｋａｙａｍａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＬＡＭＣ２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ＥＭＴ ａｎｄ ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ［Ｊ］ ． Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ， ２０２１， ４２（４）： ５４６
－５５６．

［ ７ ］ 　 Ｃａｖｅ ＤＤ， Ｂｕｏｎａｉｕｔｏ Ｓ， Ｓａｉｎｚ Ｂ Ｊｒ， ｅｔ ａｌ． ＬＡＭＣ２ ｍａｒｋｓ ａ
ｔｕｍｏｒ⁃ｉｎｉｔｉａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｎ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｉｎ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０２２， ４１
（１）： ３１５．

［ ８ ］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｄ， Ｇｕｏ Ｈ， Ｆｅｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＬＡＭＣ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１２５ａ⁃５ｐ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ
ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐ３８ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ［ Ｊ ］ ． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０１９，
２３２： １１６６４８．

［ ９ ］ 　 汪清云， 王文博， 郭卫， 等． ＬＡＭＣ２ 对胃癌细胞侵袭、迁移

的作用及其机制研究 ［ Ｊ］ ． 海南医学， ２０２３， ３４（ ６）： ７６１
－７６８．

［１０］ 　 吴晓婷， 路志国， 田金成， 等． ＴＲＩＭ３３ 基因对人胃癌细胞

ＳＧＣ⁃７９０１ 增殖及迁移的影响及意义 ［Ｊ］ ． 解放军医学杂志，
２０２２， ４７（３）： ２１９－２２６．

［１１］ 　 Ｊｉｎ Ｇ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｃａｏ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｒｅｖｅｒｓｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｌｎｃ＿ＡＣ００６５４８􀆰 ２８⁃ｍｉＲ⁃２２３⁃
ＬＡＭＣ２ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｃｏｍｐｕｔ Ｉｎｔｅｌｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２２，
２０２２： ６１４０７２７．

［１２］ 　 Ｘｕ Ｌ， Ｈｏｕ Ｙ， Ｔｕ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｎｕｃｌｅａｒ Ｄｒｏｓｈａ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｃｅｌｌ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｖｉａ ａｎ ＥＧＦＲ⁃ＥＲＫ１ ／ ２⁃ＭＭＰ７ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｉＲＮＡ⁃６２２ ／ １９７ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔｓ ＬＡＭＣ２ ａｎｄ
ＣＤ８２ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ， ２０１７， ８
（３）： ｅ２６４２．

［１３］ 　 Ｍａｃｈｌｏｗｓｋａ Ｊ， Ｂａｊ Ｊ， Ｓｉｔａｒｚ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ：
ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ， ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ， ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｇｅｎｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， ２１
（１１）： ４０１２．

［１４］ 　 Ｔｈｒｉｆｔ ＡＰ， Ｅｌ⁃Ｓｅｒａｇ ＨＢ． Ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０２０， １８（３）： ５３４－５４２．

［１５］ 　 Ｊｏｈｎｓｔｏｎ ＦＭ， Ｂｅｃｋｍａｎ Ｍ． Ｕｐｄａｔｅｓ ｏｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ， ２０１９， ２１（８）： ６７．

［１６］ 　 Ｊｉｎ Ｇ， Ｌｖ Ｊ， Ｙａｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｉｓｋ， ｉｎｃｉｄｅｎｔ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ， ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｌｉｆｅｓｔｙｌｅ： ａ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃｏｈｏｒｔ ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ
Ｏｎｃｏｌ， ２０２０， ２１（１０）： １３７８－１３８６．

［１７］ 　 Ｓｍｙｔｈ ＥＣ， Ｎｉｌｓｓｏｎ Ｍ， Ｇｒａｂｓｃｈ ＨＩ， ｅｔ ａｌ． Ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ．
Ｌａｎｃｅｔ， ２０２０， ３９６（１０２５１）： ６３５－６４８．

［１８］ 　 Ｊｉｎ Ｇ， Ｒｕａｎ Ｑ， Ｓｈａｎｇｇｕａｎ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ＲＵＮＸ２ ａｎｄ ＬＡＭＣ２：
ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ａｎ
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｄａｔａ ｍｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ ［Ｊ］ ．
Ａｇｉｎｇ （Ａｌｂａｎｙ ＮＹ）， ２０２１， １３（１９）： ２２９６３－２２９８４．

［１９］ 　 Ｗａｎｇ ＱＹ， Ｌｉｕ ＹＣ， Ｚｈｏｕ ＳＨ， ｅｔ ａｌ． ＬＡＭＣ２ ａｃｔｓ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｉｎ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］ ．
Ｎｅｏｐｌａｓｍａ， ２０２１， ６８（６）： １２５７－１２６４．

［２０］ 　 Ｆａｎｇ Ｒ， Ｌｕ Ｑ， Ｘｕ Ｂ． Ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５５８０⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ， ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ＬＡＭＣ２
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ， ２０２１， ２３（６）： ４５３．

９６中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



［２１］　 Ｚｈｏｕ ＱＨ， Ｄｅｎｇ ＣＺ， Ｃｈｅｎ ＪＰ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ＬＡＭＣ２ ｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｓ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
ｉｎ ｐｅｎｉｌｅ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｍａｎａｇ Ｒｅｓ，
２０１８， １０： ２９８３－２９９５．

［２２］ 　 黄莹莹， 李海朋， 裴浩． 沉默 ＬＡＭＣ２ 基因对口腔鳞状细胞癌

细胞增殖、凋亡的影响 ［Ｊ］ ． 实用癌症杂志， ２０２２， ３７（１１）：
１７４５－１７４９．

［２３］ 　 苏路瑛， 黄容， 邹定峰， 等． 多组学分析发现 ＬＡＭＣ２ 是调节

泛癌微环境的关键因子 ［ Ｊ］ ． 基础医学与临床， ２０２２， ４２
（４）： ５４５－５５２．

［２４］ 　 Ｎｏｏｒｏｌｙａｉ Ｓ， Ｓｈａｊａｒｉ Ｎ， Ｂａｇｈｂａｎｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ， ２０１９，
６９８： １２０－１２８．

［２５］ 　 Ｊｉａｎｇ Ｎ， Ｄａｉ Ｑ， Ｓｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ： ｔｈｅ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｏｆ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｅｈａｖｉｏｒ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｒｅｐ，
２０２０， ４７（６）： ４５８７－４６２９．

［２６］ 　 杨志强， 陈路， 张雅茜， 等． 紫草素通过调节 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 途

径抑制骨肉瘤生长和作用机制研究 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂

志， ２０２２， ３２（１）： ６８－７４， ９６．
［２７］ 　 Ｈｅ Ｓ， Ｃｈｅｎ Ｍ， Ｌｉｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＰＤＧＦ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＭＣｓ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｇ０ ／ Ｇ１ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｒｒｅｓｔ ａｎｄ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＫＴ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ｃｙｃｌｉｎＤ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ．
Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０， ８６７： １７２８１１．

［２８］ 　 徐倩娟， 段海婧， 宁艳梅， 等． 贞芪扶正颗粒调控 ＰＴＥＮ ／
ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路影响肺癌 Ａ５４９ 细胞的增殖与凋亡 ［ Ｊ］ ．

中药药理与临床， ２０２２， ３８（５）： ５７－６２．
［２９］ 　 张键， 康敏． ＥｐｈＢ１ 通过 ＰＩ３ Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路促进食管鳞状

细胞癌 ＥＣ⁃９７０６ 细胞增殖、迁移、侵袭并抑制其凋亡 ［ Ｊ］ ． 现

代肿瘤医学， ２０２２， ３０（２４）： ４４４５－４４５３．
［３０］ 　 Ｚｈｏｕ ＹＭ， Ｙａｏ ＹＬ， Ｌｉｕ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１３４ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒ

ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｉｎ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ
ｖｉａ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ＬＡＭＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏｍａｒｋ， ２０２０， ２９ （ １）： ５１
－６７．

［３１］ 　 Ｙｉｎ Ｃ， Ｍａ Ｂ， Ｚｈａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌａｍｉｎｉｎ ５γ２
ｃｈａｉｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｐｏｏｒ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｏｎｃｏｌ，
２０２２， ２０２２： ７２４８０６４．

［３２］ 　 Ｋｉｒｔｏｎｉａ Ａ， Ｐａｎｄｅｙ ＡＫ， Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ Ｂ， ｅｔ ａｌ．
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌａｍｉｎｉｎ⁃５ ｇａｍｍａ⁃２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｈｒｏｕｇｈ ＥＧＦＲ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＡＫＴ ／
ｍＴＯＲ ｃａｓｃａｄｅ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２２， ７９（７）： ３６２．

［３３］ 　 Ｑｉｕ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１４６ａ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｄｏｃｅｔａｘｅｌ ａｎｄ ｔａｘａｎｅ ｖｉａ ａ ＬＡＭＣ２⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ａｘｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２０， ４６（ ２）：
６０９－６２０．

〔收稿日期〕２０２２－０８－０５

０７ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



２０２３ 年 １０ 月

第 ３３ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

陈小丽，罗富里，童梦瑶． ＨＤＡＣ６ 抑制剂通过保护肾小球内皮细胞线粒体稳态和 ＥＭＴ 改善糖尿病肾病 ［Ｊ］． 中国比较医学杂

志， ２０２３， ３３（１０）： ７１－８０．
Ｃｈｅｎ ＸＬ， Ｌｕｏ ＦＬ， Ｔｏｎｇ ＭＹ． Ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ ６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ
ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： ７１－８０．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ０１０

［基金项目］江西省青年科学基金资助项目（２０１９２ＢＡＢ２１５０５１）。
［作者简介］陈小丽（１９７６—），女，副主任医师，研究方向：肾病学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｋｙｅｒ２００２０７＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］童梦瑶（１９９３—），女，主治中医师，研究方向：肾病学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｑｑ０９ｗｗｑ＠ １６３． ｃｏｍ

ＨＤＡＣ６ 抑制剂通过保护肾小球内皮细胞线粒体
稳态和 ＥＭＴ 改善糖尿病肾病

陈小丽１，罗富里２，童梦瑶３∗

（１．井冈山大学附属医院肾病风湿免疫科，江西 吉安　 ３４３０００；２．江西中医药大学附属医院肾病科，南昌　 ３３０００６；
３．江西中医药大学第二附属医院呼吸科，南昌　 ３３０００６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨组蛋白去乙酰化酶 ６（ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ ６，ＨＤＡＣ６）特异性小分子抑制剂 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ
对糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）小鼠肾损伤的保护作用和机制。 方法　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为 ３ 组：对
照组、ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组。 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组行包膜下肾切除术以切除右肾，并通过腹膜内注射 ＳＴＺ 诱

导 ＤＮ。 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组接受 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗，每 ３ ｄ １ 次，连续治疗 ８ 周。 ＲＮＡ 测序分析 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组

肾组织中差异表达基因。 通过透射电子显微镜评估线粒体受损情况，以及 ＤＨＥ 染色估计肾组织中的活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平。 将小鼠肾小球内皮细胞（ｍｉｃｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ，ｍＧＥＣ）暴露于高葡萄

糖（ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）培养基或 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇（对照），加入或不加入 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理。 采用蛋白质印迹分析

ＨＤＡＣ６、肾损伤标志物 ＫＩＭ１ 和上皮细胞－间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）标志物的表达情况，
以及流式细胞仪检测细胞中线粒体 ＲＯＳ 和细胞凋亡情况。 结果　 ＤＮ 小鼠肾组织和暴露于 ＨＧ 的 ｍＧＥＣ 细胞中

ＨＤＡＣ６ 表达上调，并与 ＫＩＭ１ 水平升高一致。 组织学分析显示 ＤＮ 小鼠的显著形态学变化，包括肾小球肥大、肾小

球系膜基质积聚、肾小球基底膜增厚、肾小管基底膜增厚和出现肾小球、肾小管间质纤维化；Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗缓解

了这些不良改变。 与对照 ＤＭＳＯ 相比，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 在 ＨＧ 处理下显著降低了 ｍＧＥＣ 细胞中肾损伤分子 １（ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ１，ＫＩＭ１）、ＨＤＡＣ６、α 平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）、Ｎ⁃钙粘蛋白、波形蛋白表达（Ｐ
＜０􀆰 ０５），并上调 Ｅ－钙粘蛋白表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 透射电子显微镜显示 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠的肾小球内皮细胞受损线

粒体的比例较 ＤＮ 组显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠肾组织中 ＲＯＳ 水平较 ＤＮ 组降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＲＮＡ
测序结果表明，与 ＤＮ 组小鼠相比，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠肾组织中与 ＥＣＭ－受体相互作用和与三羧酸（ＴＣＡ）循环相关

的基因富集。 在 ｍＧＥＣ 细胞中，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理下调了 ＨＧ 诱导的 ｍＧＥＣ 细胞中的线粒体 ＲＯＳ 水平（Ｐ＜０􀆰 ０１），以
及减少了细胞凋亡（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善了 ＨＧ 诱导的肾小球内皮细胞损伤和 ＤＮ 进展，其作用机制

与保护线粒体稳态和抑制 ＥＭＴ 发生相关。
【关键词】 　 组蛋白去乙酰化酶 ６；Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ；糖尿病肾病；线粒体；肾小球内皮细胞

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２３） １０－００７１－１０

Ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ ６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ



ＣＨＥＮ Ｘｉａｏｌｉ１， ＬＵＯ Ｆｕｌｉ２， ＴＯＮＧ Ｍｅｎｇｙａｏ３∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉｎｇｇａｎｇｓｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｊｉ’ａｎ ３４３０００， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３０００６．

３． Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３０００６）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ６ （ＨＤＡＣ６）⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｏｎ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ （ＤＮ） ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＤＮ ａｎｄ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐｓ． Ｍｉｃｅ ｉｎ ＤＮ ａｎｄ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ８０ ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｏｎｅ ｋｉｄｎｅｙ． Ｔｈｅ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ
ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｅｖｅｒｙ ３ ｄａｙｓ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ． ＲＮＡ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＤＮ ａｎｄ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐｓ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ． ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ＤＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｍｏｕｓｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ｍＧＥＣｓ） ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ （ＨＧ） ｍｅｄｉｕｍ ｏｒ ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｍａｎｎｉｔｏｌ （ｃｏｎｔｒｏｌ） ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ａｎａｌｙｚｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６， ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｍａｒｋｅｒ ＫＩＭ１， ａｎｄ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＥＭＴ） ｍａｒｋｅｒｓ． Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＨＤＡＣ６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ
ＤＮ ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｍＧＥＣｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＨＧ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＫＩＭ１． Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＤＮ ｍｉｃｅ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ， ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｍａｔｒｉｘ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ， ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ， ｔｕｂｕｌａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ
ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｔｕｂｕｌａｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，
ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＩＭ１， ＨＤＡＣ６， α⁃ＳＭＡ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ｖｉｍｅｎｔｉｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ａｎｄ ｕｐ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ｉｎ ｍＧＥＣｓ ｕｎｄｅｒ ＨＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． ＲＮＡ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＥＣＭ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮ ｇｒｏｕｐ． Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｍａｇｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ
ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ
ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｍＧＥＣｓ，
ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＨＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ＨＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ＤＮ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ６； Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ； ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ； ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 糖尿病肾病（ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是全球

终末期肾病的主要原因，因为一半以上需要透析的

患者患有糖尿病［１］。 尽管目前建议对 ＤＮ 治疗进行

早期干预，以最佳血糖和血压控制来预防主要不良

肾结果，但不良肾和心血管结果的残余风险仍然很

高［２］。 因此，理解 ＤＮ 的发病分子机制、识别可靠的

生物标志物，是开发新的治疗方法来阻止或逆转

ＤＮ 进展的必要途径。
肾小球内皮细胞由于其持续高水平的能量消

耗而含有丰富的线粒体［３］。 肾疾病的早期阶段通

常发生代谢改变，它们会破坏线粒体稳态，如线粒

体功能障碍和能量代谢受损［４］，并伴随着线粒体的

一系列变化，包括破碎的形态、活性氧的产生升高

和线粒体膜电位的丧失，导致足细胞丢失和脱离以

及足突消失，最终出现肾小球滤过屏障破坏和蛋白

尿［５］。 最近的研究证明组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅ

ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ，ＨＤＡＣ）在维持足细胞功能平衡方面发

挥着至关重要的作用［６］。 在人类鉴定的 １８ 种

ＨＤＡＣ 中，ＨＤＡＣ６ 是特异性的 ＨＤＡＣ，因为它有两

个活性去乙酰化酶结构域和一个锌指基序，可优先

定位于细胞质［７］。 ＨＤＡＣ６ 的亚细胞定位使其与影

响细胞迁移、增殖和错误折叠蛋白分解代谢的其他

细胞质蛋白和多泛素链相互作用［８－９］。 最近研究证

实，ＨＤＡＣ６ 可能是 ＤＮ 治疗的有希望的治疗靶

点［７］。 此外，ＨＤＡＣ６ 抑制通过抑制上皮细胞－间充

质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）减轻

梗阻性肾病的肾纤维化［８］。 还有研究发现 ＨＤＡＣ６
是线粒体动力学多种机制中的关键调节因子，其抑

制与减轻线粒体功能障碍密切相关［１０］。 然而，目前

尚不清楚 ＨＤＡＣ６ 是否通过破坏肾小球内皮细胞线

粒体稳态参与 ＤＮ 的病理机制。
在本研究中，我们从 ＥＭＴ 以及线粒体介导的细

２７ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



胞凋亡等方面检测了 ＨＤＡＣ６ 特异性小分子抑制剂

Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 对 ＤＮ 小鼠肾损伤的保护作用。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 ３０ 只 ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠（体重

１８～２２ ｇ）购自南京君科生物科技有限公司［ＳＣＸＫ
（苏）２０１９－００４６］。 小鼠喂养于江西中医药大学实

验动物中心［ ＳＹＸＫ（赣） ２０１９ － ０００２］，在标准 ＳＰＦ
级动物房饲养，湿度为 ４０％ ～ ７０％，温度为 ２０ ～
２２℃，１２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗循环。 动物实验经井冈山大

学附 属 医 院 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 审 核 批 准

（ＪＧＳＨ２０２００１６），并严格遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 小 鼠 肾 小 球 内 皮 细 胞 （ ｍｉｃｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ，ｍＧＥＣ）购自美国 ＡＴＣＣ，维持在含有

１０％ ＦＢＳ 和 １％青霉素 ／链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 中。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ、ＳＴＺ 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；
尿蛋白、血清尿素氮和血清肌酐商业试剂盒购自南

京建成生物工程研究所；ＤＨＥ 染色剂、ＲＩＰＡ 缓冲

液、ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒购自上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公

司；５％白蛋白牛 Ｖ 购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；ＨＤＡＣ６、
ＫＩＭ１ 兔一抗购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、α⁃ＳＭＡ、β⁃ａｃｔｉｎ 兔一抗、抗兔 ＩｇＧ
二抗均购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。

ＢＸ⁃５１ 光学显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；
Ｈ７６５０ 显微镜购自日本日立公司；蛋白质印迹检测

系统购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；ＣｙｔｏＦＬＥＸ Ｓ 流

式细胞仪购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

　 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为 ３ 组（ｎ＝ １０）：对照组、
ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组。 参照文献方法［１１］，对 ＤＮ
组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠进行 ＤＮ 诱导，具体操作

为：在异氟醚麻醉下，小鼠进行包膜下肾切除术以

切除右肾。 每天对小鼠腹膜内注射 ＳＴＺ（８０ ｍｇ ／
ｋｇ），持续 ３ ｄ。 在 ＳＴＺ 注射后，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组腹膜

内注射 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ，剂量为 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ［１２］，每 ３ ｄ 注

射 １ 次，连续治疗 ８ 周。 对照组和 ＤＮ 组在相同时

间注射等体积 ＤＭＳＯ。 对照组接受剖腹手术，但不

进行肾切除和腹膜内注射 ＳＴＺ。

１􀆰 ３􀆰 ２　 生化测量

　 　 使用商业试剂盒测量小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白、血清尿

素氮和血清肌酐。
１􀆰 ３􀆰 ３　 组织病理学分析

　 　 对于苏木精和伊红（ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染

色，肾组织用 １０％中性甲醛固定，乙醇梯度脱水，二
甲苯透明，石蜡包埋并切片（５ μｍ）。 然后将切片分

别用苏木精和伊红染色 １５ ｍｉｎ 和 ５ ｍｉｎ。 对于 ＰＡＳ
分析，肾切片首先用高碘酸孵育 １５ ｍｉｎ，然后用希夫

溶液染色 １０ ｍｉｎ。 洗涤后，切片用苏木精复染 ３
ｍｉｎ。 对于 Ｍａｓｓｏｎ 测定，在对肾石蜡切片进行常规

脱蜡后，用 Ｍａｓｓｏｎ 三原色染料对切片进行染色。 在

ＢＸ⁃５１ 光学显微镜下观察组织学变化。 从每个肾中

随机选择 ２０ 个肾小球，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件量化系膜

面积和 Ｍａｓｓｏｎ 染色的阳性区域。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＲＮＡ 测序分析

　 　 ８ 周后，从 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组各取 ３ 只小

鼠的肾组织中提取总 ＲＮＡ。 ＲＮＡ 测序由北京基因

组研究所按照标准方案进行。 使用 ＢＧＩＳＥＱ⁃５００ 平

台对文库进行测序。
１􀆰 ３􀆰 ５ 　 透 射 电 子 显 微 镜 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）
　 　 对小鼠的肾组织进行 ＴＥＭ 分析。 将肾组织切

成 １ ｍｍ３ 块并浸入 ２􀆰 ５％戊二醛中。 用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸冲洗肾组织并用锇酸固定 ３０ ｍｉｎ。 然后将切片

脱水并包埋在丙酮中。 ５０ ～ ６０ ｎｍ 切片用 ３％醋酸

铀－柠檬酸铅钠染色，并安装在铜网格上，在 Ｈ７６５０
显微镜下拍照。 将底片数字化，获得最终放大倍数

约为×２３ ０００ 的图像。 畸形线粒体被定义为具有可

见嵴的局灶性丧失、在外周线粒体膜处残留嵴聚集

和碎片化（长度＜２ μｍ）的线粒体。
１􀆰 ３􀆰 ６　 细胞处理

　 　 对于高葡萄糖 （ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＨＧ） 处理， 将

ｍＧＥＣ 细胞暴露于补充有 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄ－葡萄糖的完全培养基 ４８ ｈ［１３］。 用 ５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄ－
葡萄糖或 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇培养的细胞用作对照。
为了考察 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 对 ＨＧ 环境下的 ｍＧＥＣ 细胞

损伤的改善作用，将细胞以 ５×１０４ ／孔接种于 ６ 孔板

中，并 分 为 以 下 ４ 组： 对 照 ＋ ＤＭＳＯ 组、 对 照 ＋
Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组、ＨＧ＋ＤＭＳＯ 组和 ＨＧ＋Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ
组。 对照 ＋ ＤＭＳＯ 组加入 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇和

ＤＭＳＯ 处理细胞 ４８ ｈ；对照＋Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组加入 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇和 ５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理细胞
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４８ ｈ；ＨＧ ＋ＤＭＳＯ 组加入 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄ －葡萄糖和

ＤＭＳＯ 处理细胞 ４８ ｈ；ＨＧ＋Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组加入 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄ－葡萄糖和 ５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理

细胞 ４８ ｈ。 所有分组一式三份。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＲＯＳ 水平检测

　 　 使用线粒体超氧化物指示剂测量 ｍＧＥＣ 细胞

中的线粒体 ＲＯＳ。 细胞用 ＰＢＳ 洗涤两次以去除培

养基，随后在 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 中于 ３７℃孵育

１０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 然后通过流式细胞术检

测细胞。 使用 ＤＨＥ 染色估计肾组织中的 ＲＯＳ 水

平。 将冷冻肾切片在丙酮中浸泡 ３０ ｍｉｎ，并在 ３７℃
下与 ＤＨＥ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）一起孵育 ３０ ｍｉｎ。 使用 ＢＸ⁃
５１ 光学显微镜捕获图像。
１􀆰 ３􀆰 ８　 蛋白质印迹分析

　 　 使用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取细胞或肾组织中的

总蛋白。 使用 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒测量蛋白质

浓度。 通过十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离蛋白质并转移到聚偏二氟乙烯膜上。 在室温

下用含 ５％牛血清白蛋白 ＰＢＳ 液封闭 １ ｈ 后，将膜与

兔一抗 （ ＨＤＡＣ６， １ ∶ ８００； Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、α⁃ＳＭＡ，１ ∶ ５００；ＫＩＭ１，１ ∶ ５００）在 ４℃孵育

过夜。 然后洗涤膜并与二抗（抗兔 ＩｇＧ，１ ∶ ３０００）在
室温下孵育 １􀆰 ５ ｈ。 抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（１ ∶ １０００）作为

对照。 用增强的化学发光试剂观察蛋白质条带，并

使用蛋白质印迹检测系统量化信号密度。
１􀆰 ３􀆰 ９　 流式细胞仪检测细胞凋亡

　 　 通过流式细胞术估计培养细胞的凋亡。 将处

理后的细胞加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ，在室温下避

光孵育 １０ ｍｉｎ。 然后加入 １０ μＬ 碘化丙啶染色液，
冰浴避光放置 １５ ｍｉｎ，随后使用 ＣｙｔｏＦＬＥＸ Ｓ 流式细

胞仪进行分析。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 所有数据均使用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行分析，并
表示为平均数±标准误差（􀭰ｘ±ｓ􀭰ｘ）。 ｔ 检验用于两组

之间的比较，单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）和 Ｔｕｋｅｙ 多

重比较后检验用于 ３ 组或更多组的比较。 以 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＤＡＣ６ 在 ＤＮ 小鼠的肾组织中上调

　 　 为了初步评估 ＨＤＡＣ６ 在 ＤＮ 中的潜在参与，首
先使用免疫印迹分析显示 ＤＮ 小鼠肾组织中

ＨＤＡＣ６ 的上调，这与肾损伤标志物 ＫＩＭ１ 水平升高

一致（图 １Ａ、１Ｂ）。 在不同浓度葡萄糖（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
和 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的 ｍＧＥＣ 细胞中，ＨＤＡＣ６ 表达也上

调，伴随着 ＫＩＭ１ 的表达增加（图 １Ｃ、１Ｄ）。 这些结

果表明 ＨＤＡＣ６ 表达在 ＤＮ 肾组织中增加，提示

ＨＤＡＣ６ 可能参与 ＤＮ 的发病机制。

注：Ａ、Ｂ：对照组小鼠（ｎ＝ ５）和 ＤＮ 组小鼠（ｎ＝ ５）肾组织中 ＨＤＡＣ６ 和 ＫＩＭ⁃１ 表达的蛋白质印迹分析和蛋白相对量。 Ｃ、Ｄ：用高葡萄糖处

理的 ｍＧＥＣ 细胞中 ＨＤＡＣ６ 和 ＫＩＭ⁃１ 的蛋白质印迹分析和蛋白相对量。 与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＨＤＡＣ６ 在 ＤＮ 小鼠的肾组织和高葡萄糖处理的 ｍＧＥＣ 细胞中上调

Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｂ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６ ａｎｄ ＫＩＭ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ （ｎ＝ ５）
ａｎｄ ＤＮ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ （ｎ＝ ５）． Ｃ ／ Ｄ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６ ａｎｄ ＫＩＭ⁃１ ｉｎ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ

ｇｌｕｃｏｓｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＤＮ ｍｉｃｅ
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注：Ａ、Ｃ：ＤＮ 组小鼠（ｎ＝ ５）和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠（ｎ＝ ５）肾组织中 ＨＤＡＣ６ 和 ＫＩＭ⁃１ 表达的蛋白质印迹分析和相对蛋白量；Ｂ：对照组小鼠

（ｎ＝ ５）、ＤＮ 组小鼠（ｎ＝ ５）和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠（ｎ＝ ５）肾的 ＨＥ、ＰＡＳ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色；Ｄ：肾系膜面积 ／ 肾小球面积的量化；Ｅ：肾胶原蛋白面

积的量化；Ｆ：血清尿素氮；Ｇ：血清肌酐；Ｈ：２４ ｈ 的尿蛋白。 与对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＤＮ 组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 减轻肾的形态变化并改善肾功能

Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｃ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６ ａｎｄ ＫＩＭ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＤＮ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝

５） ａｎｄ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ５）． Ｂ， ＨＥ， ＰＡＳ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ５）， ＤＮ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ５） ａｎｄ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ
ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ５）． Ｄ， Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｒａｃｔ ａｒｅａ ／ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ａｒｅａ． Ｅ， Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｒｅａ． Ｆ， Ｓｅｒｕｍ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ． Ｇ， Ｓｅｒｕｍ

ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ． Ｈ， Ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ ２４ ｈ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＮ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 可减轻 ＤＮ 中的肾损伤和纤

维化

　 　 为了进一步评估 ＨＤＡＣ６ 在 ＤＮ 进展中的作用，

我们向小鼠腹腔注射 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 有效降低了肾组

织中 ＨＤＡＣ６ 表达（图 ２Ａ、２Ｃ）。 ＨＥ 和 ＰＡＳ 染色显

示 ＤＮ 小鼠发生显著形态学变化，包括肾小球肥大、
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肾小球系膜基质积聚、肾小球基底膜增厚和肾小管

基底膜增厚。 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗缓解了这些不良改

注：Ａ、Ｃ：ＫＩＭ１ 和 ＨＤＡＣ６ 表达的蛋白质印迹分析和相对蛋白量；Ｂ、Ｄ、Ｅ：α⁃ＳＭＡ、Ｎ⁃钙粘蛋白、波形蛋白和 Ｅ－钙粘蛋白的蛋白质印迹分析和

相对蛋白量。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＤＭＳＯ 组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＨＧ＋ＤＭＳＯ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ３　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善 ＨＧ 环境下的 ｍＧＥＣ 细胞损伤和 ＥＭＴ
Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｃ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＩＭ１ ａｎｄ ＨＤＡＣ６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ ／ Ｄ ／ Ｅ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ， Ｎ⁃ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ， ｗａｖｅｆｏｒｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｅ⁃ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ＋

ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ＥＭＴ ｉｎ ＨＧ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

变（图 ２Ｂ、２Ｄ）。 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示 ＤＮ 小鼠出现肾

小球和肾小管间质纤维化，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗后纤维

化程度得到缓解（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ２Ｅ）。 此外，与对照

组相比，ＤＮ 组肾功能标志物尿蛋白 ／ ２４ ｈ、血清尿素

氮和血清肌酐显著升高，而 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗降低了

它们的水平（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ２Ｆ ～ ２Ｈ）。 这些数据表

明，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善了 ＤＮ 小鼠的肾功能。
２􀆰 ３　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善 ＨＧ 环境下的 ｍＧＥＣ 细胞

损伤和 ＥＭＴ
　 　 使用 ｍＧＥＣ 进一步证实了 ＨＤＡＣ６ 参与 ＨＧ 诱

导的肾小球内皮细胞。 与体内数据一致，与对照

ＤＭＳＯ 相比，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 在 ＨＧ 处理下显著降低了

ｍＧＥＣ 细胞中 ＫＩＭ１、ＨＤＡＣ６、α⁃ＳＭＡ、Ｎ⁃钙粘蛋白、
波形蛋白表达（Ｐ＜０􀆰 ０５），并上调 Ｅ－钙粘蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３）。

２􀆰 ４　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善线粒体稳态并减少 ＨＧ 环

境下 ｍＧＥＣ 凋亡

　 　 ＴＥＭ 显示 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠的肾小球内皮细

胞受损线粒体的比例较 ＤＮ 组显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），
表现为线粒体肿胀、内膜和 ／或外膜断裂以及线粒

体嵴 破 裂 （ 图 ４Ａ、 ４Ｂ ）。 此 外， ＤＨＥ 染 色 显 示

Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠肾组织中 ＲＯＳ 水平较 ＤＮ 组降

低（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ４Ｃ、４Ｄ），为了进一步研究 ＨＤＡＣ６
如何调节 ＨＧ 诱导的肾小球内皮细胞损伤和 ＥＭＴ
进展，我们对 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠的肾进行

了转录组学分析。 ＲＮＡ 测序（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）揭示了总

共 １２９４ 个差异表达基因（ＤＥＧ），包括 ８２１ 个下调基

因和 ４７３ 个上调基因，Ｉ 定义为倍数变化≥２􀆰 ００，调
整后 Ｐ≤０􀆰 ００１（图 ５Ａ）。 基因集富集分析（ＧＳＥＡ）
揭示了与 ＤＮ 组小鼠相比，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠肾组

织中与 ＥＣＭ－受体相互作用和与三羧酸（ＴＣＡ）循环

相关的基因富集（图 ５Ｂ、５Ｃ），证实了 ＨＤＡＣ６ 的调
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节在 ＥＭＴ 过程和线粒体受损中的作用。 在 ｍＧＥＣ
细胞中，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理下调了 ＨＧ 诱导的 ｍＧＥＣ

细胞中的线粒体 ＲＯＳ 水平（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ５Ｄ、５Ｅ），
以及减少了细胞凋亡（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５Ｆ、５Ｇ）。

注：Ａ、Ｂ：线粒体形态的 ＴＥＭ 图像和受损线粒体的统计图（箭头表示细胞中的畸形线粒体）；Ｃ、Ｄ：ＤＨＥ 染色的代表性图像和统计图。 与 ＤＮ

组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与对照组相比， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善 ＨＧ 诱导线粒体损伤和肾氧化损伤

Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｂ， ＴＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｄａｍａｇｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ （ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｂｅｒｒａｎｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ｃｅｌｌｓ） ． Ｃ ／

Ｄ， Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ＤＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＮ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．
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注：Ａ：对来自 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠的肾组织进行 ＲＮＡｓｅｑ 分析（Ｌｏｇ２（倍数变化）与 Ｌｏｇ１０（Ｐ 值）的火山图，图中箭头指示 ＤＥ 基因中的

ＥＭＴ 指标）；Ｂ、Ｃ：与 ＥＣＭ－受体相互作用和柠檬酸循环相关的失调基因的 ＧＳＥＡ 分析；Ｄ、Ｅ：ｍＧＥＣ 细胞中 ＭｉｔｏＳｏｘ 的流式细胞术分析的代表

性图和统计图。 与 ＤＭＳＯ 组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。 Ｆ、Ｇ：ｍＧＥＣ 细胞中凋亡细胞的流式细胞术分析的代表性图和统计图。 与 ＨＧ＋ＤＭＳＯ

组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 调节 ＨＧ 诱导的肾小球内皮细胞损伤和 ＥＭＴ 进展

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＲＮＡｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮ ａｎｄ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐｓ （ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ Ｌｏｇ２ （ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ｖｅｒｓｕｓ Ｌｏｇ１０ （Ｐ ｖａｌｕｅ） ．
Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ＥＭＴ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ＤＥ ｇｅｎｅ） ． Ｂ ／ Ｃ， Ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥＣＭ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ

ｆｏｒ ＧＳＥＡ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｄ ／ Ｅ， Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｉｔｏＳｏｘ ｉｎ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ

＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｆ ／ Ｇ， Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ＋

ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ＨＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ＥＭＴ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

３　 讨论

　 　 越来越多的研究证实，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 通过抑制

ＨＤＡＣ６ 表达在许多疾病中发挥保护作用［１４］，如 Ｃｈｉ
等［１５］报道 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 可有效减轻血管紧张素 ＩＩ 诱
导的高血压；Ｚｈｅｎｇ 等［１６］发现 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 通过改善

线粒体功能减轻骨关节炎的进展。 近年来，有学者

发现，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 能够阻止了错误折叠的蛋白质聚

集体在慢性肾病大鼠模型肾小管上皮细胞中的积

累，减轻了蛋白尿的进展，限制了肾小管细胞的死

亡和减少了肾小管间质胶原基质的沉积［１２］。 此外，
最近研究证实，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 抑制肾小管上皮细胞－
间充质转化及肾间质成纤维细胞活化，表明其有希

望成为防治肾间质纤维化的新型药物靶点［１７］。 与

先前的研究一致，本研究确定了 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 对 ＤＮ
小鼠肾损伤的保护作用，提示 ＨＤＡＣ６ 在调节 ＤＮ 进

展中的关键作用。 在 ＨＧ 条件下，ＨＤＡＣ６ 破坏肾小

球内皮细胞中的线粒体稳态和诱导了 ＥＭＴ 发生。
我们的数据表明，ＨＤＡＣ６ 上调是肾小球内皮细胞损

伤和 ＥＭＴ 的催化剂，通过 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 抑制 ＨＤＡＣ６
上调，最终减缓了 ＤＮ 的发展。

近年来肾小球损伤在糖尿病肾病发病机制中

的重要性得到强调［１８－１９］。 据报道，肾小球损伤是

ＤＮ 进展的独立预测因子，并且 ＥＭＴ 是肾小球损伤

的始动因素之一［２０］。 我们的数据表明，ＨＤＡＣ６ 表

达在 ＤＮ 小鼠模型的肾组织中显著上调。 重要的

是，通过腹腔注射 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 抑 制 肾 组 织 中

ＨＤＡＣ６ 表达显著减弱了 ＳＴＺ 诱导的糖尿病小鼠的
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肾损伤和纤维化，而且还改善了肾功能（即尿蛋白 ／
２４ ｈ、血清尿素氮和血清肌酐显著降低）。 与体内数

据一致，体外结果证实了 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 抑制了 ＨＧ 诱

导的 ｍＧＥＣ 细胞的 ＥＭＴ 发生，表明 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 可

能通过减轻 ＥＭＴ 的发生减缓 ＤＮＤＮ 的发展。 因此，
ＨＤＡＣ６ 是 ＤＮ 肾小球细胞损伤的关键调节因子。

肾小球内皮细胞富含线粒体以满足高代谢能

量需求，因此，它们容易受到线粒体生物能量学紊

乱的影响［２１］。 肾小球内皮细胞线粒体中 ＡＴＰ 产生

不足与各种肾疾病有关，包括 ＤＮ［２２］。 越来越多的

证据表明，线粒体动力学缺陷和线粒体过度氧化应

激是 ＤＮ 肾小管损伤的主要原因［２３］。 因此，目前正

在开发许多新的线粒体靶向策略来治疗肾疾病［２４］。
在这项研究中，我们发现 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 显著改善了线

粒体形态，同时在 ＨＧ 条件下降低了线粒体 ＲＯＳ 水

平。 因此，ＨＤＡＣ６ 的抑制降低了肾小球内皮细胞的

凋亡率。 这些数据表明，ＨＤＡＣ６ 通过破坏线粒体稳

态导致 ＨＧ 诱导的肾小球内皮细胞凋亡。 先前研究

将 ＨＤＡＣ６ 确定为参与坏死性凋亡和细胞凋亡的候

选分子［７］。 据报道 ＨＤＡＣ６ 通过作用于多种信号通

路来调节细胞死亡，例如 Ｒａｃ１ 和 ｐ５３ 通路［２５］。 本

研究扩展了先前的发现，证明了 ＨＤＡＣ６ 破坏线粒

体稳态并导致细胞凋亡，突出了 ＨＤＡＣ６ 在操纵细

胞命运中的多种调节机制。
总之，这项研究表明，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善了 ＨＧ

诱导的肾小球内皮细胞损伤和 ＤＮ 进展，其作用机

制与保护线粒体稳态和抑制 ＥＭＴ 发生相关。 这些

发现为 ＤＮ 的治疗策略提供新的启示。 然而，
Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 通过何种途径调节线粒体稳态和 ＥＭＴ
有待于进一步研究。
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ｕｓｉｎｇ ｐｏｄｏｃｙｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＴＲＡＰ ｍＲＮＡ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ［ Ｊ］ ． Ｄｉａｂｅｔｅｓ，
２０２１， ７０（１０）： ２３７７－２３９０．

［ ３ ］ 　 Ｄａｅｈｎ ＩＳ， Ｄｕｆｆｉｅｌｄ ＪＳ． Ｔｈｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｂａｒｒｉｅｒ： ａ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｎｏｖｅｌ ｋｉｄｎｅｙ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｒｕｇ
Ｄｉｓｃｏｖ， ２０２１， ２０（１０）： ７７０－７８８．

［ ４ ］ 　 Ｈｅｒｎ􀅡ｎｄｅｚ⁃Ｃｒｕｚ ＥＹ， Ａｍａｄｏｒ⁃Ｍａｒｔíｎｅｚ Ｉ， Ａｒａｎｄａ⁃Ｒｉｖｅｒａ ＡＫ， ｅｔ
ａｌ． Ｒｅｎａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃａｄｍｉｕｍ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｈｅｒａｐｙ
ｂｙ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ Ｉｎｔｅｒａｃｔ， ２０２２，
３６１： １０９９６１．

［ ５ ］ 　 Ｂｒｉｎｋｋｏｅｔｔｅｒ ＰＴ， Ｂｏｒｋ Ｔ， Ｓａｌｏｕ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ
ｍａｉｎｔａｉｎｓ ｔｈｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ， ２０１９，
２７（５）： １５５１－１５６６．

［ ６ ］ 　 Ｌｉｕ Ｑ， Ｃｕｉ Ｙ， Ｄｉｎｇ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｃｉｒｃ ＿ ０００３９２８
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｔｕｂｕｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃５０６⁃３ｐ ／ ＨＤＡＣ４ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｍｅｄ Ｒｅｓ， ２０２２， ２７（１）： ５５．

［ ７ ］ 　 Ｌｉａｎｇ Ｔ， Ｑｉ Ｃ， Ｌａｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＨＤＡＣ６⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ α⁃ｔｕｂｕｌｉｎ
ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｐｏｄｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２０，
２４（１９）： １１５５８－１１５７２．

［ ８ ］ 　 Ｃｈｅｎ Ｘ， Ｙｕ Ｃ， Ｈｏｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ６ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｍｉｔｉｇａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ＥＧＦＲ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｒｅｎａｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２０， ３１９（６）： Ｆ１００３－Ｆ１０１４．

［ ９ ］ 　 Ｍａｇｕｐａｌｌｉ ＶＧ， Ｎｅｇｒｏ Ｒ， Ｔｉａｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＨＤＡＣ６ ｍｅｄｉａｔｅｓ ａｎ
ａｇｇｒｅｓｏｍｅ⁃ｌｉｋｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ｐｙｒｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２０， ３６９（６５１０）： ｅａａｓ８９９５．

［１０］ 　 Ｇｕｏ ＳＤ， Ｙａｎ ＳＴ， Ｌｉ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＨＤＡＣ６ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｓｅｐｓｉｓ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｙ ｉｍｐａｉｒｉｎｇ ＰＨＢ１ ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ （Ａｌｂａｎｙ ＮＹ）， ２０２０， １２
（６）： ５４１１－５４２２．

［１１］ 　 Ｓｈａｒｍａ Ｄ， Ｋｕｍａｒ Ｔｅｋａｄｅ Ｒ， Ｋａｌｉａ Ｋ． Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ｉｎ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇ ｄｉａｂｅｔｅｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｄａｍａｇｅ： ａｎ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｓｔｕｄｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ．
Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２０， ７６： １５３２３５．

［１２］ 　 Ｂｒｉｊｍｏｈａｎ ＡＳ， Ｂａｔｃｈｕ ＳＮ， Ｍａｊｕｍｄｅｒ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＨＤＡＣ６
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｓ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，
２０１８， ９： ３４．

［１３］ 　 Ｗａｎｇ Ｑ， Ｒｅｎ Ｄ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｋｌｏｔｈｏ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｎａｌ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌ
Ｃｙｃｌｅ， ２０１９， １８（６－７）： ６９６－７０７．

［１４］ 　 Ｓｈｅｎ Ｓ， Ｓｖｏｂｏｄａ Ｍ， Ｚｈａｎｇ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ， ａ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ
６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ［Ｊ］ ． ＡＣＳ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ Ｌｅｔｔ， ２０２０， １１（５）： ７０６－７１２．

［１５］ 　 Ｃｈｉ Ｚ， Ｂｙｅｏｎ ＨＥ， Ｓｅｏ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｂｙ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ γ⁃ｌｙａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ．
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０１９， １４６： １０４２８１．

［１６］ 　 Ｚｈｅｎｇ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｙ， Ｌｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ
６ ｂｙ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｖｉａ
ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２０２０， １９０
（１２）： ２３７６－２３８６．

［１７］ 　 施映枫， 周璕， 马晓燕， 等． 组蛋白去乙酰化酶 ６ 在肾小管

上皮细胞－间充质转化及成纤维细胞活化中的作用 ［ Ｊ］ ． 中

华肾病杂志， ２０２１， ３７（１１）： ９１１－９１７．
［１８］ 　 查淑娟， 晏继喜． 己酮可可碱对间充质干细胞修复糖尿病肾

病小鼠肾小球内皮细胞损伤的促进作用 ［ Ｊ］ ． 医药导报，
２０２０， ３９（９）： １１９２－１１９８．

９７中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



［１９］　 Ｔｕｎｇ ＣＷ， Ｈｓｕ ＹＣ， Ｓｈｉｈ ＹＨ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌ
ａｎｄ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ｉｎｊｕｒｉｅｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙ
（Ｃａｒｌｔｏｎ）， ２０１８， ２３（Ｓｕｐｐｌ ４）： ３２－３７．

［２０］ 　 聂广燕， 孙连芹， 钱军， 等． 肾小球补体 Ｃ１ｑ 及 Ｃ３ｃ 沉积与

糖尿病肾病进展的相关性分析 ［ Ｊ］ ． 中华糖尿病杂志，
２０２０， １２（１２）： ９９９－１００５．

［２１］ 　 Ｂｈａｔｉａ Ｄ， Ｃａｐｉｌｉ Ａ， Ｃｈｏｉ ＭＥ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ： ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｋｉｄｎｅｙ Ｒｅｓ Ｃｌｉｎ Ｐｒａｃｔ， ２０２０， ３９ （ ３）： ２４４
－２５８．

［２２］ 　 Ｔａｎ ＳＭ， Ｚｉｅｍａｎｎ Ｍ， Ｔｈａｌｌａｓ⁃Ｂｏｎｋｅ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ｃ５ａ
ｉｎｄｕｃｅｓ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ａｇｉｌｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｄｉａｂｅｔｅｓ， ２０２０， ６９（１）： ８３
－９８．

［２３］ 　 Ｗｅｉ ＰＺ， Ｓｚｅｔｏ ＣＣ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａ， ２０１９， ４９６： １０８－１１６．

［２４］ 　 Ｄａｉ Ｗ， Ｌｕ Ｈ， Ｃｈｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｌｏｓｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ，
２０２１， ９： ７０６８３２．

［２５］ 　 Ｐｈａｍ ＴＱ， Ｒｏｂｉｎｓｏｎ Ｋ， Ｘｕ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＨＤＡＣ６ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｇｒｏｗｔｈ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ／ ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ ｏｆ ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ ［ Ｊ］ ．
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ２０２１， ４０（３）： ５７８－５９１．

〔收稿日期〕２０２２－０９－２３

（上接第 １４ 页）
［１１］　 Ｒａｎｇａｎａｔｈａｎ Ｐ， ＭｃＬｅｏｄ ＨＬ． Ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｅｔｉｃｓ： ｔｈｅ

ｆｉｒｓｔ ｓｔｅｐ ｔｏｗａｒｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｉｚｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
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中国实验动物许可证管理现状比对分析及对策建议

李会萍，陈梅丽，赵维波∗

（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）

　 　 【摘要】 　 目的　 归纳和梳理 ２０１８ 年～２０２２ 年来中国的实验动物许可证情况，分析当前中国的实验动物许可

证管理现状以及发展趋势，为我国的实验动物管理工作提供依据。 方法　 将实验动物许可证数据按被许可总体情

况、被许可的四大区域、被许可省（市）、被许可动物种类、被许可环境设施的不同维度进行数据整理和数据预处理，
通过数据统计、图表化比对和相关文献查阅比对研究相结合的方法进行分析、总结。 结果　 中国的实验动物许可

证数量总体呈上升趋势，充分体现中国实验动物行政许可管理逐步实现法制化与科学监管，行政许可管理效能和

服务不断提升。 结论　 文章阐述和分析了中国实验动物许可证发展趋势和存在问题并提出对策和建议，建议完善

实验动物法规制度，加强实验动物行政许可监管力度，提升实验动物增量资源标准化程度，对推动中国实验动物行

业的健康发展具有重要作用。
【关键词】 　 实验动物；行政许可；许可证；对策
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Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｄｅｓｃｒｉｂｅｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｒｅｎｄ ａｎｄ ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ａｎｄ
ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｓ ａｎｄ ｓｕｇｇｅｓｔｉｏｎｓ． Ｉｔ ｉｓ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ，
ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ｆｏｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ， ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔａｌ



ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｈｉｎａ’ ｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ
ｉｎｄｕｓｔｒｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ； ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ｌｉｃｅｎｓｅ； ｌｉｃｅｎｓｅ； ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 实验动物是生命科学、医学创新研究的重要组

成部分，是“创新型国家”的战略资源之一，对保障

人类健康、食品安全、生物安全等具有重要的战略

意义［１－３］。 与欧洲、美国等发达国家或地区相比，美
国、日本、英国及其他欧洲国家在 ２０ 世纪 ５０ 到 ７０
年代先后对实验动物施行行业立法、自律管理，使
其逐步走上了法制化管理的道路［４］。 实验动物学

在中国的起步和发展始于 ２０ 世纪 ８０ 年代初，实验

动物管理工作由国家科学技术部统一规划管理。
１９８２ 年，国家科学技术委员会召开了第一届全国实

验动物工作会议，首次将发展实验动物科学纳入国

家计划，１９８８ 年，经国务院批准，国家科学技术委员

会第 ２ 号令发布了中国首部 《实验动物管理条

例》 ［５－６］（以下简称《条例》），开启了中国政府对实

验物的法制化管理的轨道，《条例》明确提出国家实

行实验动物的质量监督和质量合格证制度［７］。
１９９７ 年，国家科委、国家技术监督局共同发布《实验

动物质量管理办法》 （国科发财字［１９９７］ ５９３ 号），
要求全国实验动物实行统一的质量标准，生产、使
用实验动物的单位和个人必须申领许可证［８］。
２００１ 年，国家科技部等七部局联合发布《实验动物

许可证管理办法（试行）》 （国科发财字［２００１］ ５４５
号）（以下简称《管理办法》），中国的实验动物许可

证管理工作正式实施，《管理办法》明确：各省、自治

区、直辖市科技主管部门是具体的实施部门，全国

实验动物管理办公室负责军队实验动物许可证的

发放，军队系统实验动物许可证具有与地方许可证

相同的效能，并且针对实验动物许可证的申请、审
批、发放与监督管理等相关工作提出了要求［９］。
《实验动物许可证管理办法（试行）》是中国实验动

物质量管理的一个核心性文件，为实验动物单位和

个人从事实验动物工作设置了行业准入的门槛，实
施实验动物许可证制度也是中国实验动物法制化

管理的重要举措，通过该许可证认证这一法制化管

理模式，既规范了科学研究行为，同时又促进实验

动物行业的发展［１］。 随后，各省、自治区、直辖市也

先后出台地方管理办法，如《上海市实验动物许可

证管理办法》 《江苏省实验动物许可证管理办法》
《湖南省实验动物许可证管理实施细则》等，为贯彻

落实实验动物许可证管理工作提供了具体的措施。
２０１９ 年，国家科技部印发《自贸区实验动物许可“证
照分离”改革工作实施方案》 （国科发基〔２０１９〕３９８
号） ［１０］，２０２１ 年，国家科技部印发《实验动物许可

“证照分离”改革工作实施方案》（国科发基〔２０２１〕
３５４ 号） ［１１］，在一系列国家推出的“放管服”“证照分

离”等重大改革举措下，中国的实验动物许可证管

理工作稳步推进，特别是近 ５ 年来发展迅猛，取得了

显著成效，对我国生命科学、生物医药产业发展发

挥了重要的支撑作用。
本文对 ２０１８ 年～２０２２ 年的中国大陆地区 ３１ 个

省、自治区、直辖市（除西藏）的实验动物许可证数

据进行比对，分析近年来中国的实验动物许可证管

理现状以及发展趋势。

１　 数据对象和范围

　 　 数据主要来自全国实验动物许可证查询管理

系统 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌａｓｃｎ． ｎｅｔ ／ Ｃａｔｅｇｏｒｙ ＿１３７７ ／ Ｉｎｄｅｘ．
ａｓｐｘ） ［１２］，重点收集和整理的数据范围为系统保存

的中国大陆地区 ３１ 个省、自治区、直辖市（除西藏

外）２０１８ 年、２０２０ 年和 ２０２２ 年获得实验动物生产和

使用许可证的单位数据。 需要说明的是本文主要

以中国大陆地区 ３１ 个省、自治区、直辖市（除西藏、
部队系统外）实施实验动物许可证制度地区获得的

实验动物许可证数据为代表进行统计分析，其中西

藏自治区的西藏军区总医院申领了全军动管办发

放的实验动物使用许可证［１］，其归属部队系统管

理，由于部队系统的实验动物许可证受严格保密管

理，因此就部队系统的实验动物许可证不纳入此次

数据统计的范围；另外，港、澳、台所涉及的实验动

物管理体系不一致［１３］，也不在本次讨论的范围。

２　 研究方法

　 　 将实验动物许可证数据按被许可总体情况、被
许可的四大区域、被许可省（市）、被许可动物种类、
被许可环境设施的不同维度进行数据整理和数据

预处理，通过数据统计、图表化比对、相关文献查阅

比对、深层次关联比对研究相结合的方法，对中国

实验动物许可证的现状进行梳理，总结、分析当前
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中国实验动物行政许可管理成效、存在问题，并提

出相关对策建议。

表 １　 ３１ 个省、自治区、直辖市实验动物许可证发放情况
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｓｓｕａｎｃｅ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ｉｎ ３１ ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ， ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｉｅｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ

Ｃｅｎｔｒａｌ Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ
地区
Ａｒｅａｓ

生产许可
Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｌｉｃｅｎｓｅｓ

使用许可
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｌｉｃｅｎｓｅｓ

合计
Ｔｏｔａｌ

比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

江苏 Ｊｉａｎｇｓｕ ５６ ２９８ ３５４ １３􀆰 １５％
北京 Ｂｅｉｊｉｎｇ ６６ ２６７ ３３３ １２􀆰 ３７％

广东 Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ３７ ２００ ２３７ ８􀆰 ８１％
浙江 Ｚｈｅｊｉａｎｇ ３５ １６８ ２０３ ７􀆰 ５４％
上海 Ｓｈａｎｇｈａｉ ２８ １５４ １８２ ６􀆰 ７６％
山东 Ｓｈａｎｄｏｎｇ ３２ １３７ １６９ ６􀆰 ２８％
四川 Ｓｉｃｈｕａｎ ２６ １０２ １２８ ４􀆰 ７６％
吉林 Ｊｉｌｉｎ １１ １０５ １１６ ４􀆰 ３１％

黑龙江 Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ ２０ ７１ ９１ ３􀆰 ３８％
河南 Ｈｅｎａｎ １４ ６８ ８２ ３􀆰 ０５％
湖北 Ｈｕｂｅｉ １７ ６４ ８１ ３􀆰 ０１％
天津 Ｔｉａｎｊｉｎ １２ ５８ ７０ ２􀆰 ６０％

重庆 Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ２０ ４４ ６４ ２􀆰 ３８％
河北 Ｈｅｂｅｉ １５ ４６ ６１ ２􀆰 ２７％
湖南 Ｈｕｎａｎ １５ ４１ ５６ ２􀆰 ０８％

昆明 Ｋｕｎｍｉｎｇ １６ ３４ ５０ １􀆰 ８６％
安徽 Ａｎｈｕｉ ４ ４５ ４９ １􀆰 ８２％

辽宁 Ｌｉａｏｎｉｎｇ １２ ３５ ４７ １􀆰 ７５％
陕西 Ｓｈａｎｘｉ ９ ３６ ４５ １􀆰 ６７％
福建 Ｆｕｊｉａｎ ６ ３４ ４０ １􀆰 ４９％
广西 Ｇｕａｎｇｘｉ １４ ２６ ４０ １􀆰 ４９％
山西 Ｓｈａｎｘｉ ９ ２８ ３７ １􀆰 ３７％
江西 Ｊｉａｎｇｘｉ ３ ２９ ３２ １􀆰 １９％
甘肃 Ｇａｎｓｕ ６ １９ ２５ ０􀆰 ９３％
贵州 Ｇｕｉｚｈｏｕ ６ １８ ２４ ０􀆰 ８９％
云南 Ｙｕｎｎａｎ １１ １０ ２１ ０􀆰 ７８％
新疆 Ｘｉｎｊｉａｎｇ ５ １２ １７ ０􀆰 ６３％

内蒙古 Ｎｅｉｍｅｎｇｇｕ ２ １２ １４ ０􀆰 ５２％
海南 Ｈａｉｎａｎ ３ ７ １０ ０􀆰 ３７％
青海 Ｑｉｎｇｈａｉ ０ ８ ８ ０􀆰 ３０％
宁夏 Ｎｉｎｇｘｉａ １ ４ ５ ０􀆰 １９％

合计 Ｔｏｔａｌ ５１１ ２１８０ ２６９１ １００􀆰 ００％

３　 实验动物许可证现状分析比对

３􀆰 １　 实验动物许可证发放总体情况

　 　 截至 ２０２２ 年 １２ 月底，对中国大陆地区 ３１ 个

省、自治区、直辖市数据统计显示，中国目前共发放

实验动物许可证 ２６９１ 家，其中生产许可证单位 ５１１
家，使用许可证单位 ２１８０ 家，分别占许可证总数量

１９％、８１％。 江苏省、北京市、广东省、浙江省、上海

市、山东省、四川省、吉林省等地区实验动物许可证

数量位居前 ８ 位，分别占 １３􀆰 １５％、１２􀆰 ３７％、８􀆰 ８０％、
７􀆰 ５４％、６􀆰 ７６％、６􀆰 ２８％、４􀆰 ８０％、４􀆰 ３１％，合计占全国

实验动物许可证总数量的 ６４％，且他们的实验动物

使用许可证单位超过 １００ 家以上。 除青海省未发放

实验动物生产许可证外，中国大陆地区 ３０ 个省、自
治区、直辖市均有发放生产和使用许可证，其中北

京市实验动物生产许可证数量居首位，其次是江苏

省、广东省、浙江省、山东省和上海市。 见表 １。
３􀆰 ２　 ２０１８ 年～２０２２ 年实验动许可证发放情况比对

　 　 从 ２０１８ 年～２０２２ 年的统计数据显示，中国的实

验动物许可证发放数量呈逐年上升趋势，与 ２０１８ 年

相比，实验动物许可证数量总体增长 ２７􀆰 ３％。 ２０１８
年、２０２０ 年、２０２２ 年期间中国的实验动物许可证分

别新增 １２９ 家、１９６ 家、３８１ 家单位，增长率为 ６􀆰 ５％、
９􀆰 ３％、１６􀆰 ５％。 其中实验动物生产许可证增长率为

６􀆰 ０％、９􀆰 ７％、１０􀆰 ４％，实验动物使用许可证增长率

为 ６􀆰 ６％、９􀆰 ２％、１８􀆰 ０％，可见，实验动物生产许可证
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增幅相对比较平缓，实验动物使用许可证的增幅明

显。 总体来看，特别是近 ３ 年中国的实验动物许可

证呈快速增长势头。 见图 １。
３􀆰 ３　 被许可单位按区域比对分析

　 　 按中国大陆 ４ 个区域（华东区、北方区、华南

区、西部区）分布来看，２０１８ ～ ２０２２ 年中国实验动物

许可证数量以长江三角洲（江苏、上海、浙江等）定

位的华东区占据领先地位，第二是以京津冀（北京、
天津、河北等）定位的北方地区，其次是以珠江三角

洲、粤港澳大湾区（广东等）定位的华南地区，西部

地区相对较少。 见表 ２。
从 ２０１８ ～ ２０２２ 年各区域许可证数量比对分析

来看，各区域的实验动物生产和使用许可证均呈上

升态势。 其中 ２０２２ 年实验动物许可证数量华东区

有 １０２９ 家，北方区有 ７６９ 家，华南区 ５０６ 家，西部区

３８７ 家， 分 别 占 全 国 总 数 量 的 ３８􀆰 ２％、 ２８􀆰 ６％、
１８􀆰 ８％、１４􀆰 ４％，见表 ２。 从增长趋势来看，各区域许

可证 ２０２０ 年同比 ２０１８ 年增长率为：１１􀆰 ４％、４􀆰 ９％、
９􀆰 ７％、 １２􀆰 ４％， ２０２２ 年 同 比 ２０２０ 年 增 长 率 为

１７􀆰 ９％、１６􀆰 ２％、１７􀆰 ４％、１２􀆰 ５％，５ 年合计增长率分

别为 ３１􀆰 ３％、２１􀆰 ９％、２８􀆰 ８％、２６􀆰 ５％，可见，各区域

总体增长趋势华东地区居首位，华南区增长态势迅

猛，其次是西部和北方区域。
３􀆰 ４　 被许可单位按省（市）比对分析

　 　 从 ２０１８ ～ ２０２２ 年中国大陆地区 ３１ 个省、自治

区、直辖市的实验动物许可证统计数据可见，５ 年

来，中国大陆地区的 ２７ 个省（市）的实验动物许可

证发放数量均有一定比例的增长，浙江省、山东省、
陕西省、广东省呈快速增长趋势，增长水平超 ５０％。
有 ４个省（市）的实验动物许可证发放数量呈下降

图 １　 ２０１８ 年～２０２２ 年中国实验动物许可证发放情况比对

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｌｉｃｅｎｓｅ ｉｓｓｕａｎｃｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｆｒｏｍ ２０１８ ｔｏ ２０２２

表 ２　 ２０１８ 年～２０２２ 年各区域实验动物许可证发放情况
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｓｓｕａｎｃｅ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｒｅｇｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ２０１８ ｔｏ ２０２２

年度
Ｙｅａｒ

类型
Ｔｙｐｅ

华东区
Ｅａｓｔｅｒｎ Ｃｈｉｎａ

北方区
Ｎｏｒｔｈｅｒｎ Ｒｅｇｉｏｎ

华南区
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｃｈｉｎａ

西部区
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｒｅｇｉｏｎ

合计
Ｔｏｔａｌ

生产许可 Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｌｉｃｅｎｓｅｓ １３６ １３１ ７９ ７６ ４２２

２０１８ 使用许可 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ６４８ ５００ ３１４ ２３０ １６９２
合计 Ｔｏｔａｌ ７８４ ６３１ ３９３ ３０６ ２１１４

占比（％） Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ３７． １％ ２９． ８％ １８． ６％ １４． ５％ １００％

生产许可 Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｌｉｃｅｎｓｅｓ １４３ １３９ ９２ ８９ ４６３

２０２０ 使用许可 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ７３０ ５２３ ３３９ ２５５ １８４７
合计 Ｔｏｔａｌ ８７３ ６６２ ４３１ ３４４ ２３１０

占比（％） Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ３７． ８％ ２８． ６％ １８． ７％ １４． ９％ １００％

生产许可 Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｌｉｃｅｎｓｅｓ １６４ １４７ １００ １００ ５１１

２０２２ 使用许可 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ８６５ ６２２ ４０６ ２８７ ２１８０
合计 Ｔｏｔａｌ １０２９ ７６９ ５０６ ３８７ ２６９１

占比（％） Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ３８． ２％ ２８． ６％ １８． ８％ １４． ４％ １００％
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趋势，分别是海南、新疆、福建、辽宁，其中海南从

２０１８ 年的 １９ 家到 ２０２２ 年减少为 １０ 家许可证单位，
降幅达 ４７􀆰 ３７％，其它 ４ 省份降幅不大。 见表 ３。

表 ３　 ２０１８ 年～２０２２ 年 ３１ 个省、自治区、直辖市实验动物许可证发放情况
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｓｓｕａｎｃｅ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｌｉｃｅｎｓｅ ｉｎ ３１ ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ， ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｉｅｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ

Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ２０１８ ｔｏ ２０２２

地区
Ａｒｅａｓ

获得许可证的单位数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｌｉｃｅｎｓｅｓ

增长率比对
Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

２０１８ ２０２０ ２０２２

２０２０ 年同比
增长率

Ｙｅａｒ⁃ｏｎ⁃ｙｅａｒ ｇｒｏｗｔｈ
ｒａｔｅ ｉｎ ２０２０

２０２２ 年同比
２０２０ 年增长率

Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｉｎ ２０２２
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ２０２０

增长率
（５ 年合计）
Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ

（Ｔｏｔａｌ ５⁃ｙｅａｒ）

江苏 Ｊｉａｎｇｓｕ ３０７ ３０６ ３５４ －０􀆰 ３３％ １５􀆰 ６９％ １５􀆰 ３１％
北京 Ｂｅｉｊｉｎｇ ２８３ ３０５ ３３３ ７􀆰 ７７％ ９􀆰 １８％ １７􀆰 ６７％

广东 Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ １５６ １９２ ２３７ ２３􀆰 ０８％ ２３􀆰 ４４％ ５１􀆰 ９２％
浙江 Ｚｈｅｊｉａｎｇ ９８ １２６ ２０３ ２８􀆰 ５７％ ６１􀆰 １１％ １０７􀆰 １４％
上海 Ｓｈａｎｇｈａｉ １６１ １７８ １８２ １０􀆰 ５６％ ２􀆰 ２５％ １３􀆰 ０４％
山东 Ｓｈａｎｄｏｎｇ ９４ １３９ １６９ ４７􀆰 ８７％ ２１􀆰 ５８％ ７９􀆰 ７９％
四川 Ｓｉｃｈｕａｎ １０１ １１３ １２８ １１􀆰 ８８％ １３􀆰 ２７％ ２６􀆰 ７３％
吉林 Ｊｉｌｉｎ ９８ ８９ １１６ －９􀆰 １８％ ３０􀆰 ３４％ １８􀆰 ３７％

黑龙江 Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ ７２ ６７ ９１ －６􀆰 ９４％ ３５􀆰 ８２％ ２６􀆰 ３９％
河南 Ｈｅｎａｎ ６８ ７１ ８２ ４􀆰 ４１％ １５􀆰 ４９％ ２０􀆰 ５９％
湖北 Ｈｕｂｅｉ ６８ ６８ ８１ ０􀆰 ００％ １９􀆰 １２％ １９􀆰 １２％
天津 Ｔｉａｎｊｉｎ ４８ ５３ ７０ １０􀆰 ４２％ ３２􀆰 ０８％ ４５􀆰 ８３％

重庆 Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ５０ ５３ ６４ ６􀆰 ００％ ２０􀆰 ７５％ ２８􀆰 ００％
河北 Ｈｅｂｅｉ ４６ ５０ ６１ ８􀆰 ７０％ ２２􀆰 ００％ ３２􀆰 ６１％
湖南 Ｈｕｎａｎ ５１ ４７ ５６ －７􀆰 ８４％ １９􀆰 １５％ ９􀆰 ８０％

昆明 Ｋｕｎｍｉｎｇ ４４ ４７ ５０ ６􀆰 ８２％ ６􀆰 ３８％ １３􀆰 ６４％
安徽 Ａｎｈｕｉ ４２ ４１ ４９ －２􀆰 ３８％ １９􀆰 ５１％ １６􀆰 ６７％

辽宁 Ｌｉａｏｎｉｎｇ ４９ ５２ ４７ ６􀆰 １２％ －９􀆰 ６２％ －４􀆰 ０８％
陕西 Ｓｈａｎｘｉ ２９ ４１ ４５ ４１􀆰 ３８％ ９􀆰 ７６％ ５５􀆰 １７％
福建 Ｆｕｊｉａｎ ５０ ４９ ４０ －２􀆰 ００％ －１８􀆰 ３７％ －２０􀆰 ００％
广西 Ｇｕａｎｇｘｉ ３１ ３８ ４０ ２２􀆰 ５８％ ５􀆰 ２６％ ２９􀆰 ０３％
山西 Ｓｈａｎｘｉ ２７ ３４ ３７ ２５􀆰 ９３％ ８􀆰 ８２％ ３７􀆰 ０４％
江西 Ｊｉａｎｇｘｉ ３２ ３４ ３２ ６􀆰 ２５％ －５􀆰 ８８％ ０􀆰 ００％
甘肃 Ｇａｎｓｕ １９ ２０ ２５ ５􀆰 ２６％ ２５􀆰 ００％ ３１􀆰 ５８％
贵州 Ｇｕｉｚｈｏｕ ２２ ２２ ２４ ０􀆰 ００％ ９􀆰 ０９％ ９􀆰 ０９％
云南 Ｙｕｎｎａｎ １５ １７ ２１ １３􀆰 ３３％ ２３􀆰 ５３％ ４０􀆰 ００％
新疆 Ｘｉｎｊｉａｎｇ ２０ ２３ １７ １５􀆰 ００％ －２６􀆰 ０９％ －１５􀆰 ００％

内蒙古 Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ １２ １２ １４ ０􀆰 ００％ １６􀆰 ６７％ １６􀆰 ６７％
海南 Ｈａｉｎａｎ １９ １５ １０ －２１􀆰 ０５％ －３３􀆰 ３３％ －４７􀆰 ３７％
青海 Ｑｉｎｇｈａｉ ２ ４ ８ １００􀆰 ００％ ５０􀆰 ００％ ３００􀆰 ００％
宁夏 Ｎｉｎｇｘｉａ ４ ４ ５ ０􀆰 ００％ ２５􀆰 ００％ ２５􀆰 ００％
合计 Ｔｏｔａｌ ２１１４ ２３１０ ２６９１ ９􀆰 ２７％ １６􀆰 ４９％ ２７􀆰 ２９％

从 ２０１８～２０２２ 年许可证数量在全国前 １０ 位省

份的排名变化情况看，２０１８ 年排名前 １０ 位的省份

分别是江苏、北京、上海、广东、四川、浙江、吉林、山
东、黑龙江和湖北，１０ 个省份合计实验动物许可证

发放 １４３８ 家，占全国总数量的 ６８％；２０２０ 年排名前

１０ 位的省份分别是江苏、北京、广东、上海、山东、浙
江、四川、吉林、河南和湖北，广东排位从原第 ４ 位上

升至第 ３ 位，山东排位从原第 ８ 位上升至第 ５ 位，１０
个省份合计实验动物许可证发放 １５８７ 家，占全国总

数量的 ６８􀆰 ７％；２０２２ 年排名前 １０ 位的省份分别是

江苏、北京、广东、浙江、上海、山东、四川、吉林、黑
龙江和河南，浙江排位从原第 ６ 位上升至第 ４ 位，１０
个省份合计实验动物许可证发放 １８９５ 家，占全国总

数量的 ７０􀆰 ４％。 ５ 年来前 １０ 位排名省份基本比较

平稳，江苏、北京稳居第一、第二，其他省份排位上

有所变化，尤其是广东、浙江、山东的许可证数量明

显增加其排位相应的得到上升。

５８中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



３􀆰 ５　 被许可的动物种类比对分析

　 　 截至 ２０２２ 年 １２ 月底，中国生产的实验动物种

类有 １６ 种，使用的实验动物种类有 ２７ 种。 与 ２０１８
年相比，中国生产和使用的实验动物各种类的许可

证数量均呈上升趋势（２０１８ 年生产动物种类 １５ 种，
使用动物种类 ２４ 种） ［１４］。 小鼠、大鼠、实验兔、豚鼠

的许可证数量总体增长率分别为：３０􀆰 ３％、３６􀆰 ９％、
１６􀆰 ２％、２１􀆰 ５％，其许可证数量仍位居前 ４ 位。 据不

完全估计，由于受到新冠肺炎疫情的影响，中国的

实验用大动物许可证数量增长迅猛，实验犬、小型

猪、实 验 猴 大 动 物 许 可 证 数 量 总 体 增 长 率 达

４６􀆰 ８％、５３􀆰 ７％、４０􀆰 ７％。 近年来，特色实验动物如

实验羊、牛、鸭、实验鱼、雪貂、树鼩等使用许可证增

加显著，与 ２０１８ 年同比分别增加 ５５ 家、１８ 家、１６
家、１１ 家、１０ 家、８ 家。 见表 ４。
３􀆰 ６　 被许可的环境设施分析

　 　 按照 《实验动物环境及设施》 （ ＧＢ１４９２５ －
２０１０），把环境设施分为普通环境、屏障环境和隔离

环境［１５］。 不同设施环境其使用功能也不同，其中普

通环境设施适用的等级为普通级动物；屏障环境设

施适用的等级为 ＳＰＦ 级动物；隔离环境设施适用的

等级包括 ＳＰＦ 级、悉生动物和无菌级动物［１６］。
据不完全统计，中国大陆地区 ３１ 个省、自治区、

直辖市 ２０２２ 年的环境设施实验动物许可证（包括

生产和使用许可证）中普通环境有 １５９０ 家、屏障环

境 １９５８ 家、隔离环境 １０４ 家。 其中实验动物生产设

施普通环境许可证数量排名前五位的是北京、江
苏、广东、浙江、重庆，分别有 ３２ 家、２８ 家、１６ 家、１４
家、１４ 家；屏障环境排名前五位的是上海、北京、江
苏、广东以及浙江、山东，分别有 ３０ 家、２６ 家、２６ 家、
２３ 家、２０ 家。 实验动物使用设施普通环境许可证数

量排名前五位的是北京、江苏、广东、浙江、山东，分
别有 １４７ 家、１２９ 家、１２３ 家、１００ 家、９７ 家，屏障环境

排名前五位的是北京、广东、江苏、上海、浙江。 而

隔离设施无论是生产还是使用许可证数量均北京

最多。 见图 ２、图 ３。

４　 中国实验动物许可证管理现状分析

　 　 中国自 ２００１ 年颁布《实验动物许可证管理办

法（试行）》至今已实施 ２０ 年，对实验动物许可证法

制化管理提供了依据，推动了中国实验动物行业的

快速发展，是实验动物生物安全的重要保障。 从以

上数据比对分析可见，中国实验动物许可证数量总

体呈上升趋势，按被许可的中国大陆四大区域、被
许可省（市）、被许可动物种类、被许可环境设施的

划分进行比对分析均呈增长态势，中国实验动物许

可证分布与管理呈现出鲜明的特点，也间接说明中

国实验动物行业的管理逐渐规范。 同时，受中国经

济、社会、科技发展长期向好趋势影响，实验动物资

源与动物实验市场需求潜力巨大，实验动物学科与

实验动物资源优势明显，也进一步推动了中国实验

动物行业的快速发展［１７］。
４􀆰 １　 实验动物行政许可管理实现法制化与科学

监管

　 　 截至目前，中国大陆地区 ３１ 个省、自治区、直辖

市科技主管部门严格按照《实验动物许可证管理办

法（试行）》 进行许可证申请、审批、发放和管理。
《实验动物管理条例》 《实验动物质量管理办法》和
《实验动物许可证管理办法（试行）》是中国实验动

物管理政策法规的主要架构和主旨思想，《条例》是
中国实验动物法制化管理的法律基础，《实验动物

质量管理办法》和《实验动物许可证管理办法（试
行）》是贯彻落实《条例》的具体措施和方法［１８－１９］。
在《条例》的基础上，北京、黑龙江、广东、湖北、云
南、吉林等 ６ 个省（市）颁布了实验动物地方性管理

条例，相关省（市）出台了《实验动物管理办法》 《实
验动物许可证管理办法》或 ／和《实验动物许可证管

理办法实施细则》，有效完善了中国实验动物管理

制度体系［１９］。 该套机制是具有中国特色的实验动

物管理模式，无论从国家层面还是到地方基层，自
上而下的建立有针对性的实验动物行业的监督与

管理机制，以此对加强中国及各地区实验动物工作

规范化、法制化管理、科学监管起到关键性的作用，
有力地促进了实验动物行业健康发展。
４􀆰 ２　 实验动物行政许可管理效能和服务不断提升

　 　 《实验动物许可证管理办法（试行）》明确规定：
实验动物许可证有效期 ５ 年，到期重新审查发证；许
可证实行年检管理制度；年检不合格的单位，由省、
自治区、直辖市科技主管部门吊销其许可证，并报

科技部及有关部门备案予以公告［９］。 随着国家推

出一系列“放管服”政策以及科技部推出“实验动物

许可‘证照分离’”等重大改革措施，各地方依据国

家依法行政的新要求、新举措，进一步明确和规范

实验动物行政许可管理权责和流程，以广东为例，
广东省科技厅先后出台了《广东省科技厅关于实验

动物行政处罚自由裁量权的规定》和《广东省科学
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　 　 　 表 ４　 ２０１８ 年～２０２２ 年实验动物种类许可证发放情况
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｉｃｅｎｓｉｎｇ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｔｙｐｅｓ ｆｒｏｍ ２０１８ ｔｏ ２０２２

年度
Ｙｅａｒ

种类
Ｔｙｐｅ

生产许可
Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｌｉｃｅｎｓｅｓ

使用许可
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｌｉｃｅｎｓｅｓ

合计
Ｔｏｔａｌ

小鼠 Ｍｏｕｓｅ １９０ １３３７ １５２７
实验兔 Ｒａｂｂｉｔ １３７ １０６５ １２０２
豚鼠 Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ １３７ ９４３ １０８０

大鼠 Ｒａｔ １２０ ９０６ １０２６
实验犬 Ｄｏｇ ３４ ３５１ ３８５

小型猪 Ｍｉｎｉ ｐｉｇ ２７ ３０１ ３２８
实验猴 Ｍｏｎｋｅｙ ４４ ２０２ ２４６

实验猫 Ｃａｔ ３ １８７ １９０
鸡 Ｃｈｉｃｋｅｎ ２３ １２２ １４５

地鼠 Ｈａｍｓｔｅｒ １８ １１６ １３４
实验羊 Ｓｈｅｅｐ １ ４２ ４３

鸭 Ｄｕｃｋ １ ２３ ２４
２００８ 树鼩 Ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ １ ９ １０

牛 Ｃａｔｔｌｅ ０ １０ １０
沙鼠 Ｇｅｒｂｉｌ １ ８ ９
鹅 Ｇｏｏｓｅ ０ ８ ８
鸽子 Ｄｏｖｅ ０ ７ ７
雪貂 Ｍａｒｔｅｎ １ ４ ５
实验鱼 Ｆｉｓｈ １ ４ ５
马 Ｈｏｒｓｅ ０ ２ ２
鹌鹑 Ｑｕａｉｌ ０ ２ ２

貉 Ｒａｃｃｏｏｎ ｄｏｇ ０ １ １
蟾蜍 Ｔｏａｄ ０ １ １
驴 Ｄｏｎｋｅｙ ０ １ １
鹿 Ｄｅｅｒ ０ １ １

小鼠 Ｍｏｕｓｅ ２４６ １７４８ １９９４
大鼠 Ｒａｔ １６１ １２４４ １４０５

实验兔 Ｒａｂｂｉｔ １６１ １２３６ １３９７
豚鼠 Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ １４６ １１６６ １３１２

实验犬 Ｄｏｇ ６５ ５００ ５６５
小型猪 Ｍｉｎｉ ｐｉｇ ５０ ４５４ ５０４
实验猴 Ｍｏｎｋｅｙ ６０ ２８６ ３４６
地鼠 Ｈａｍｓｔｅｒ １６ ２０７ ２２３
实验猫 Ｃａｔ ６ ２０５ ２１１
鸡 Ｃｈｉｃｋｅｎ ２３ １４４ １６７

实验羊 Ｓｈｅｅｐ ７ ９７ １０４
鸭 Ｄｕｃｋ １ ４０ ４１
牛 Ｃａｔｔｌｅ ０ ２８ ２８

２０２２ 树鼩 Ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ２ １７ １９
实验鱼 Ｆｉｓｈ ３ １５ １８
鹅 Ｇｏｏｓｅ ０ １６ １６

沙鼠 Ｇｅｒｂｉｌ ２ １３ １５
雪貂 Ｍａｒｔｅｎ １ １４ １５
马 Ｈｏｒｓｅ ０ ５ ５
鹌鹑 Ｑｕａｉｌ ０ ５ ５

貉 Ｒａｃｃｏｏｎ ｄｏｇ ０ ３ ３
鸽子 Ｄｏｖｅ ０ ３ ３
蟾蜍 Ｔｏａｄ ０ ２ ２
狐 Ｆｏｘ ０ ２ ２

驴 Ｄｏｎｋｅｙ ０ ２ ２
棉鼠 Ｃｏｔｔｏｎ ｒａｔ ０ ２ ２

鹿 Ｄｅｅｒ ０ １ １
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图 ２　 ２０２２ 年 ３１ 个省、自治区、直辖市实验动物生产许可证中环境设施情况汇总

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｌｉｃｅｎｓｅ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ３１ ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ， ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
ｒｅｇｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｉｅｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ ｉｎ ２０２２

图 ３　 ２０２２ 年 ３１ 个省、自治区、直辖市实验动物使用许可证中环境设施情况

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｌｉｃｅｎｓｅ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ３１ ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ， ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
ｒｅｇｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｉｅｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ ｉｎ ２０２２

技术厅实验动物行政处罚自由裁量权执行标准》，
规范了广东省实验动物行政处罚自由裁量权的相

关标准，并通过缩减行政许可事项承诺办理时限和

申请材料、实行行政许可“０ 跑动”“不见面审批”等
举措，广东省实验动物行政许可管理质量和服务效

率不断提升［２０－２１］。 北京市的实验动物行政许可检

查推出实验动物质量抽查、定期检查以及针对设施

管理的双随机抽查和网上年检机制且实验动物行

政检查的结果全部公开发布［１９］。 山西省经过优化

调整，实验动物生产和使用许可事项办理时限由原

来 ２０ 个工作日减少到 １５ 个工作日，时限压缩了

２０％，山西省实验动物行政许可审批效能大幅提

升［２２］。 各项制度和举措的实施有力地推动了中国

实验动物行政许可工作整体水平的提升与发展。
４􀆰 ３　 实验动物行政许可区域性特征显著

　 　 数据显示，中国大陆地区发放的实验动物许可
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证呈现出明显的区域性分布状态，以长三角的华东

区居首位，第二是京津冀区域，其次是以珠三角、粤
港澳大湾区的华南地区，西部地区相对薄弱，说明

了实验动物科技发展与区域经济发展水平、科学研

究活跃程度、生命科学与生物医药的发展水平有着

密切的关系。 从地区性来看，突显了各地方优势，
如广东、广西、云南、四川、海南等其地理和资源环

境适合实验猴的繁育，成为实验猴的主要生产省

份［２３－２４］。 江苏省拥有雪貂、史宾格犬和实验猪等地

方特色品种［２５－２８］。 而农业实验动物（指马、牛、羊、
貂、猪、禽、狐、貉等）主要分布在黑龙江省，是黑龙

江省实验动物行业的明显特色［１７］。 近年来上海、江
苏、重庆等地区还发放了隔离环境无菌级小鼠的生

产和使用许可证，对实验动物科研和产业发展具有

非常重要的作用。

５　 中国实验动物行政许可管理存在的问题及建议

　 　 通过数据进一步分析，中国实验动物管理工作

推进过程中也发现和暴露出了当前管理工作的一

些新问题和新需求。
５􀆰 １　 实验动物法规制度有待加快完善

　 　 随着国家一系列“放管服”政策的实施，依法治

国的不断深入，当前中国一些实验动物行政法规及

规章制度已不能满足实验动物行业发展的需要，如
１９８８ 年颁布的《条例》已和当前实验动物管理工作

的实际需要不符，对中国实验动物行政许可监管和

实验动物资源建设等工作带来严峻挑战［２９］。 目前

中国 ３１ 个省、自治区、直辖市仅 ６ 个省（市）颁布了

实验动物地方性条例，江苏省作为实验动物科技与

产业发展大省其法规尚无“条例”。 广东、北京先后

于 ２０１９ 年、２０２０ 年对地方性《实验动物管理条例》
进行了修订［３０－３１］。 黑龙江等其他省（市）的法规及

相关配套管理办法在讨论或启动修订中，制修订进

展缓慢。 因此，进一步加快制修订中国及地方性相

关实验动物法规及配套的规章制度，对完善中国实

验动物管理体系，促进实验动物行政许可的精准监

管，推动实验动物产业的健康发展具有重要的现实

意义。
５􀆰 ２　 实验动物行政许可监管力度有待加强

　 　 实验动物行政许可监管是指对获得实验动物

生产、使用许可证的单位和个人开展的定期与不定

期的监督检测，包括实验动物遗传、微生物、寄生虫

和病理，以及对实验动物饲料、饮用水、笼具、设施

环境等的质量检测，并依据相关国家标准、行业标

准或地方标准判定检测结果的符合性［１３］。 目前，北
京、上海、广东等具有地方性法规的省份有设立专

职机构、专职人员开展实验动物许可监督和检测，
而在中国大陆其他大部分省级科技主管部门主要

以委托本省相关机构开展实验动物许可监督和检

测，缺少专门负责监督及检测和管理的机构，实验

动物行政执法专业人员不足，行政许可奖惩制度欠

缺，造成许可事项监管不充分、 许可延期等现

象［３２－３４］。 建议有条件的省（市）成立专门实验动物

监管单位或部门，加强监管力度，及时掌握被许可

单位的实验动物生产和使用情况，执行有力的管理

制度。
５􀆰 ３　 实验动物增量资源标准化程度有待提升

　 　 世界上用于实验动物研究的动物物种有 ２００ 多

种，中国的实验动物物种资源约 ３０ 种，最常用的实

验动物涉及这七种包括小鼠、大鼠、地鼠、豚鼠、兔、
犬、猴［３５－３７］。 随着中国的生命科学、生物医药产业

发展，实验动物生产和使用资源进一步丰富，常用

实验动物基本能满足需求，但特殊实验动物增量资

源存在倒挂现象。 从实际数据结果显示，中国的生

产与使用许可实验动物种类差距明显，生产许可动

物种类 １６ 种，使用许可动物种类 ２７ 种，其中牛、鹅、
鸽子、马、鹌鹑、貉、蟾蜍、驴、鹿、狐、棉鼠等由于目

前尚没有相关国家标准、地方标准，这些使用动物

均未发放生产许可证，因此使得实验动物使用种类

远远超出合法生产实验动物的范围。 当前，实验动

物相关国家标准、行业标准以及地方标准等的制修

订跟不上发展需求，标准覆盖面不全，特色实验动

物、农用实验动物等标准缺乏，严重影响中国的科

学研究、重大疫病、药品研发与检验以及生物制品

研发。 因此，在当前国家标准受控制情形下，建议

有条件的省（市）加快推进急需的、有地区优势的地

方标准的制定，从而提升中国实验动物新资源、增
量资源的标准化程度，为实验动物行政许可与科学

监管提供重要的技术支撑作用。

参考文献：

［ １ ］ 　 夏咸柱， 秦川， 钱军． 实验动物科学技术与产业发展战略研

究 ［Ｍ］． 北京： 科学出版社； ２０１６．

［ ２ ］ 　 秦川， 孔琪， 钱军， 等． 实验动物科学技术是生命科学和健

康中国建设的基础支撑条件 ［Ｊ］ ． 科技导报， ２０１７， ３５（１１）：

１０－１４．

［ ３ ］ 　 贺争鸣． 基于能力提升的我国实验动物资源发展愿景 ［ Ｊ］ ．

９８中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



实验动物与比较医学， ２０２１， ４１（２）： ８５－９０．
［ ４ ］ 　 赵心刚， 卢凡， 程苹， 等． 我国实验动物资源建设的问题与

展望 ［Ｊ］ ． 中国科学院院刊， ２０１９， ３４（１２）： １３７１－１３７８．
［ ５ ］ 　 中国科学技术协会． ２０１４－２０１５ 实验动物学学科发展报告

［Ｍ］． 北京： 中国科学技术出版社； ２０１６．
［ ６ ］ 　 秦川． 中国实验动物学科发展 ４０ 年 ［ Ｊ］ ． 科技导报， ２０１７，

３５（２４）： ２０－２６．
［ ７ ］ 　 国家科学技术委员会． 实验动物管理条例 ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ［２０２３

－０３－０３］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｏｖ． ｃｎ ／ ｚｈｅｎｇｃｅ ／ ２０２０－１２ ／ ２５ ／ ｃｏｎｔｅｎｔ
＿５５７４００３． ｈｔｍｌ．

［ ８ ］ 　 国家科委、国家技术监督局． 关于印发《实验动物质量管理
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ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ｐｏｓｔ＿２６８６７９０． ｈｔｍｌ．
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气虚湿瘀型肾纤维化动物模型的研究进展
高冉冉１，申　 振２，连梦慧２，韩　 聪３，４∗，李　 伟４∗

（１．山东中医药大学中医学院，济南　 ２５００１４；２．山东中医药大学第一临床医学院，济南　 ２５００１４；
３．山东中医药大学，济南　 ２５００１４；４．山东中医药大学附属医院，济南　 ２５００１４）

　 　 【摘要】 　 动物模型是中医药基础研究的重要手段，气虚湿瘀是肾纤维化的主要证候。 随着慢性肾病患病率

及死亡率的逐年升高，气虚湿瘀型肾纤维化研究成为近年来的热点，亟须其病证结合动物模型的建立。 本研究综

述近年来相关造模方法，基于西医外科手术及化学因素建立肾纤维化病理模型，通过劳则气耗或饥则气损、内外湿

相引加之客邪影响理论以及化学药物因素等从病因、病理角度建立气虚湿瘀病证结合模型，并从宏观表征、实验室

指标、病理改变等角度制定气虚湿瘀型肾纤维化动物模型评价标准。 将中医病证模型同现代科学相结合，构建相

对完善的气虚湿瘀型肾纤维化动物模型造模方法及评价标准，为今后探究其发病机制及新的治疗思路提供模型支

持，更有效地发挥中医药在肾纤维化中的治疗作用，推动中医药走向国际。
【关键词】 　 气虚湿瘀；肾纤维化；动物模型；模型评价方法；病证结合
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　 　 动物模型最早可追溯到公元前 ６ 世纪，人类疾

病发生发展复杂，借助动物模型间接研究可调控变

量，有助于方便、有效地认识人类疾病的发生发展

规律，促进医学发展与进步［１］。 传统医学因其独特

性及病证复杂性，单纯西医病理模型不能充分反映

其病因及临床实际，在现代实验研究中病证结合动

物模型发挥着重要作用。 近年来有关中医动物模

型的研究不断发展，逐渐由单纯病理模型到病因模

型再到病证结合模型，使动物模型同时具备疾病与

证候的特征，更加贴近于中医理论特色。 但是目前

病证结合动物模型仍缺乏规范化的评价体系及可

重复性，建立规范且具有复刻性的病证结合动物模

型成为近年来研究的热点。
气虚湿瘀是慢性肾病（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，

ＣＫＤ）的常见证候，肾纤维化是 ＣＫＤ 的主要病理特

征，胡洪贞等［２］提出 ＣＫＤ 以气虚为本，血瘀、湿浊为

标，主要由劳倦、内外湿邪及外邪侵袭等所致。 气

虚湿瘀型肾纤维化动物模型的建立有助于把握该

证候疾病的本质及病理生理变化特点，利于 ＣＫＤ 的

研究及更好地指导临床用药诊疗。 目前并无气虚

湿瘀型肾纤维化动物模型造模的先例，本文从病理

造模、病因造模及病证结合造模、模型评价角度出

发，综述并探讨气虚湿瘀型肾纤维化动物模型的造

模方法及模型评价，以期为气虚湿瘀型肾纤维化动

物模型的构建及复制提供参考。

１　 气虚湿瘀

１􀆰 １　 气虚血瘀

　 　 中医认为气为血之帅，气行则血行、气止则血

止，气虚无力推动血液运行，血行不畅而致瘀；血为

气之母，血瘀致脏腑失养，生化乏源，进一步导致气

虚，气虚与血瘀二者互为因果，相互关联，临床多气

虚血瘀并见。 该证候动物模型的构建可从其病理

及病因角度出发，单因素与多因素相结合。
１􀆰 １􀆰 １　 病理造模

　 　 气虚血瘀多表现为免疫学、血液流变学及行为

学上的改变如免疫功能下降、能量代谢紊乱、神疲

乏力、血液高凝状态、黏度增高、纤维蛋白原含量增

高等。 病理造模根据气虚血瘀特定的病理表现，运
用相关实验技术对动物进行造模，使动物表现出该

特定的病理改变。
林家茂等［３］ 通过阿霉素腹腔注射联合丙基硫

氧嘧啶混悬液灌胃，从血流动力学方面降低心肌收

缩力，减少心排量制备心气虚兼血瘀证心衰模型，
造模 ６ 周后，造模组出现饮食量减少、生长缓慢、精
神萎靡、活动力下降、甲状腺激素 Ｔ３、Ｔ４ 降低等气

虚表现以及毛色枯槁、爪甲紫绀、左室射血分数下

降、心排量减少等血瘀表现，提示心气虚兼血瘀证

的 ＳＤ 大鼠模型造模成功。 罗泽飞等［４］ 以环磷酰胺

腹腔注射使血液呈高凝状态制备气虚血瘀大鼠模

型，模型组大鼠全血黏度、血沉、血浆黏度、红细胞

压积和内皮缩血管肽（ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ，ＥＴ）⁃１ 均明显高

于空白组，ＮＯ 含量低于空白组，提示造模成功。 张

玉昆等［５］通过注射博来霉素生理盐水溶液（５ ｍｇ ／
ｋｇ）法过表达 ＴＧＦ⁃β１，制备气虚血瘀动物模型，造模

结束后大鼠的中、低、高切变率的全血黏度、血小板

聚积性相关指标 ｃＧＭＰ、血小板纤溶相关指标 ＰＡＩ⁃１
以及血小板释放相关指标如 β⁃ＴＧ 和 ＰＦ４ 水平均升

高，ｃＡＭＰ、ＴＴ 缩短，并以方测证，运用行气活血方丹

参饮后，大鼠气虚血瘀状态得到改善。 此外，还有

研究采用利血平肌肉注射，消耗小鼠体内儿茶酚胺

导致脾虚，模型小鼠出现耳缘、脚趾等局部微循环

血流量的降低，表现出气虚血瘀的临床及病理

改变［６－７］。
１􀆰 １􀆰 ２　 病因造模

　 　 病因造模指基于中医病因学说和发病理论将

符合单一或多种病因理论的致病因素作用于实验

动物［８］，符合“因－证理论”，符合中医机理，具有逻

辑性。 气虚血瘀依据中医“劳则气耗、饥则气损”的
病因，多采用力竭游泳、疲劳跑步、睡眠剥夺法进行

“气虚血瘀”模型构建。 扈新刚等［９］ 以大鼠沉入水

中 １０ ｓ 不能自行浮出水面为力竭标准，制备大鼠气

虚血瘀模型，对大鼠表征进行动态观察并检测相关

血液流变学指标，发现经过长期的力竭游泳后均表

２９ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



现出气虚相关表征，血液流变学指标符合气虚血瘀

表现。 郝婷婷等［１０］ 通过对大鼠每天睡眠剥夺 １６ ｈ
造成中枢性神经疲劳并联合长时间站立所致形体

疲劳制备气虚血瘀型大鼠，大鼠出现舌象、足底图

像 Ｒ、Ｇ、Ｂ 下降，足底变紫暗、舌呈淡紫，耳廓、足底

体表激光多普勒血流灌注量降低等气虚血瘀表现。
后陈进成等［１１］采用睡眠剥夺法成功复制气虚血瘀

动物模型。 甘加宽等［１２］ 曾用睡眠剥夺、力竭游泳、
睡眠剥夺结合力竭游泳 ３ 种方法进行小鼠造模，对
小鼠体重、抓力、舌象、脉搏、脾指数与胸腺指数、脾
淋巴细胞亚群进行比较，结果显示三种造模方式均

能引起小鼠乏力，睡眠剥夺与力竭游泳均能引起小

鼠脉象变细，并最终得出睡眠剥夺组为三者间更优

造模方法。 李雅君等［１３］ 通过饥饿和力竭游泳的方

法成功复制大鼠气虚血瘀模型，与王晚霞等［１４］ 的实

验结果基本一致，表现为血液黏度低、纤维蛋白原

等凝血因子显著不足的低流变性型血瘀证。 彭桂

原等［１５］采用小承气汤耗气破气加饥饱失常（足量给

食－限量给食循环）进行气虚造模后，再用光化学反

应法制备气虚血瘀证耳蜗 Ｃｏｒｔｉ 器毛细胞损伤的豚

鼠动物模型，造模后豚鼠均出现不同程度的中医气

虚证的典型症状表现，耳蜗病理切片提示耳蜗血管

纹、Ｃｏｒｔｉ 器等结构出现不同程度的缺血性病变，体
现血瘀表现，提示造模成功。
１􀆰 １􀆰 ３　 病证结合造模

　 　 病证结合造模即在充分考虑气虚血瘀证类疾

病病因的前提下，人为地制造病理产物，使之既符

合西医病理特点又符合中医证候特点，同时使用一

些动物体表特征来模拟人类证候特征的生物表征，
可更好地体现中医理论和评价中药疗效［１６］。

杨霓芝等［１７］ 在 Ｔｈｙ⁃１ 抗体制备慢性肾炎模型

的基础上采用游泳疲劳实验制备气虚血瘀病证结

合模型，模型组大鼠出现气虚血瘀表征，机体细胞

免疫功能紊乱，血液流变学异常。 任建勋等［１８］ 依据

“劳则气耗”理论，采用睡眠剥夺复合冠状动脉左前

降支结扎的方法建立心力衰竭气虚血瘀病证结合

大鼠模型，模型组体重、抓力、脉搏幅度及自主活动

总路程和平均速度较空白对照组均明显下降，主动

脉血流速度下降，在多因素复合干预下气虚血瘀病

证结合更为明显。 王瑾茜等［１９］ 通过控食复合力竭

游泳联合结扎左冠状动脉前降支造模，造模结束后

分析大鼠舌面 ＲＧＢ 值属“紫舌”，舌面微血管数量

增加，符合冠心病气虚血瘀病证结合模型特点。 戴

姣等［２０］依据“生物表征”及“因、脉、证、治”理论通

过声、光、电、夹尾、冰水浴、束缚等消耗正气，“元气

既虚，必不能达于血管；血管无气，必停留而瘀”，从
而构建气虚血瘀大鼠模型，通过注射野百合碱诱导

肺动脉高压，大鼠注射部分出现不同程度的紫肿、
出血等血液循环瘀滞表现，同时血流动力学指标体

现血瘀。
综上，气虚血瘀模型多表现为血流动力学及肢

体行为学上的改变，可采用化学法如阿霉素、环磷

酰胺、博来霉素等靶向病理造模，同时采用劳倦过

度、饮食失节的方法进行病因造模，病证结合。
１􀆰 ２　 气虚湿盛

　 　 气主推动，气行津行，气虚气化无力、气机阻滞

可致运化失司，水湿停聚。 《景岳全书》云“盖水为

至阴，故其本在肾；水化于气，故其标在肺；水唯畏

土，故其制在脾”。 肾者水脏，主津液。 肾气虚，气
化不利，水液输布失常，则湿浊内生。 肾气虚，邪能

客之，外湿客表，久则深入血络，导致气滞湿阻，气
化失司，加重湿浊。 湿浊内停化热，可见湿热，而浊

毒日久损及肾阳，失于温煦，可致寒湿。 故从湿热

与寒湿两方面论述。
１􀆰 ２􀆰 １　 湿热证

　 　 肾者，胃之关也，关门不利，故聚水而从其类

也。 肾气亏虚，失于气化蒸腾，可见水湿停聚。 徐

灵胎云：“有湿则有热，虽未必尽然，但湿邪每易化

热。”肾气亏虚，津液输布排泄障碍，水湿停聚，郁久

化热。 肾与脾先后天相互滋生、相互影响，薛生白

云“太阴内伤，湿饮停聚，客邪再至，内外相引，故病

湿热”。 嗜食肥甘厚味、饮酒无度、年老久病或房劳

过度损伤脾肾、聚湿生热，加之外界环境湿热氤氲，
同气感召，另受客邪引动致湿热，故湿热模型构建

可从“内湿＋外湿＋客邪＋脾肾亏虚”角度出发，内外

因结合。
（１）　 病理造模

湿热证病理多表现为舌苔黄腻、小便黄赤、大
便黏滞或溏泄、炎症因子升高等，杜恒［２１］ 通过在口

服并定时尾静脉注射牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的基础上

注射葡萄球菌肠毒素 Ｂ 制备大鼠肾炎湿热证模型，
大鼠出现大便溏泄等湿热证表征同时伴有 ＩＬ⁃６ 等

炎症因子升高。 齐文杰等［２２］、Ｃａｏ 等［２３］通过用胆胰

管推注 ５％牛磺胆酸钠、异硫氰酸 α－萘酯和四氯化

碳进行病理造模，呈现湿热证候。 此外，多研究发

现在肥甘饮食＋恒温恒湿的基础上加用水杨酸、大
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肠杆菌、克林霉素磷酸酯、鼠伤寒沙门氏菌灌胃等

生物、化学因子均可制备湿热模型［２４－２７］。
（２）　 病因造模

基于饮食不节、外感湿邪及脾胃不和酿湿生热

病因，季旭明等［２８］ 通过高脂饮食＋游泳内外相引制

备湿热证小鼠模型，模型小鼠出现脂质代谢紊乱。
王婷等［２９］ 通过高蛋白饲料＋糖水＋酒营造内湿，恒
温恒湿气候箱制备外湿，分别用花生油脂模拟肥甘

厚腻致脾气虚、番泻叶寒凉致脾阳虚，两种湿热模

型均出现喜聚堆蜷卧、喜闭眼、嗜睡懒动、被毛无光

泽、尾部肛周、腹部毛色黯黄、饮水减少、大便溏泄

等湿热证的临床表现和体征，以及干扰素 γ（ ＩＮＦ⁃
γ）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）等炎症因子的改变和

肠道菌群结构的失调。 周祎青等［３０］ 通过高蛋白饮

食＋人工气候箱＋隔日灌服白酒＋跑步制造“外湿＋内
湿＋脾虚”的复合因素造模，模型组小鼠出现湿热证

症状，机体发生炎性改变以及小肠组织黏膜层上皮

细胞破坏，舌组织黏膜层角化增加、舌乳头排列不

均匀等湿热证的病理表现。
（３）　 病证结合造模

病证结合模型可反映疾病病理与湿热证候特

征，熊宁宁等［３１］ 早在 １９９１ 年就报道了采用给家兔

注射血清白蛋白并加用大肠杆菌内毒素感染造成

免疫复合物沉积模仿人类反复感染后导致的湿热

型进行性肾炎，制备肾炎湿热病证结合模型。 刘晓

鹰等［３２］复刻肾炎湿热动物模型，通过在对 Ｗｉｓｔａｒ 大
鼠口服并定时尾静脉注射牛血清白蛋白的基础上，
分别施以葡萄菌肠毒素 Ｂ 或高糖高脂饮食联合恒

温恒湿外环境影响构建湿热模型动物，造模中晚期

动物出现血尿、蛋白尿、血清胆固醇、三酰甘油、血
肌酐、尿素氮等升高，弥漫性肾小球系膜区增宽、系
膜细胞、系膜基质增生、肾小管间质炎细胞浸润等

类似于肾炎湿热证的生化及病理改变。
１􀆰 ２􀆰 ２　 寒湿证

　 　 疾病日久，损及肾阳，肾阳不足，命门火衰，火
不暖土，寒湿内生，另加之外受寒邪影响，内外寒湿

互病。 劳则耗气、饮食失节、苦寒药物、年老久病等

损伤脾肾、寒湿内生，外界寒湿环境、寒湿邪气乘虚

而入，内外因相互影响导致寒湿证候。 故寒湿模型

构建可基于“内伤＋外感”，病因病理相结合。
寒湿证病理多表现为畏寒肢冷、肤色青暗、大

便稀溏、体重下降、炎症因子升高、血清皮质醇下降

等，病因多与饮食不节、苦寒泻下、年老久病气耗阳

损、外感寒湿侵袭等有关。 戴冰等［３３］ 基于抑制下丘

脑－垂体－肾上腺轴原理通过给予 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 氢化可

的松灌胃 １０ ｄ 后小鼠出现肢尾冷、体重下降、大便

稀溏等寒湿表征。 刘同林［３４］、吴君等［３５］ 选取老年

大鼠与青年大鼠比较，发现老年大鼠具有体温下

降、尿量增多、血清皮质醇下降等阳虚寒湿表现。
靳荃等［３６］以冷水游泳力竭联合人工气候箱模拟外

界寒湿环境制备小鼠寒湿证疼痛模型，造模后小鼠

出现尾巴皮肤青暗、体重增长变慢等寒湿证病理特

征。 雷鸣等［３７］ 基于外湿病因以温度 ４℃，湿度 ６０％
构建外湿环境进行寒湿痹阻模型造模，大鼠皮下胶

原及肌组织出现肌纤维变性、坏死，纤维化伴淋巴

细胞浸润提示造模成功。 王常松等［３８］ 通过采取寒

湿环境＋寒凉饮食＋高脂饲料的多因素造模，在外在

表现及尿 Ｄ－木糖排泄率、血浆胃动素等微观指标上

均符合寒湿证模型特征。
综上，气虚湿盛证候模型分为湿热与寒湿两个

方面。 湿热证主要根据中医“肥甘厚腻，酿湿生热”
“湿热胶着，内外相引”理论再加以生活因素、生物

化学因素等影响而建立，大致可概括为“内外湿热＋
脾肾亏虚＋致病因子”的多因素病证结合造模。 气

虚阳损可见寒湿，寒湿证动物模型可通过糖皮质激

素等抑制下丘脑－垂体－肾上腺轴靶向病理联合中

医寒湿“内生＋外感”病因建立。

２　 肾纤维化病理模型

　 　 肾纤维化发生发展机制复杂，涉及多细胞及多

条细胞信号通路，其动物模型的制备方式多样。 胡

安康等［３９］ 通过大鼠肾大部分切除（Ｐｌａｔｔ 法）和腺嘌

呤（Ｙｏｋｏｚａｗａ 法）灌胃法制备肾衰竭模型，两组大鼠

肾均见局灶性间质纤维化，伴大量淋巴和单核细胞

的浸润。 麻志恒等［４０］ 成功复刻 ５ ／ ６ 肾切除慢性肾

纤维化小鼠模型，可见肾小球明显肿大、增生，系膜

细胞增殖变大变厚，局部粘连和硬化，基底膜增宽

明显，肾小管管腔不完整，有蛋白管型，胶原纤维增

生。 李艺文等［４１］单侧输尿管结扎大鼠后，大鼠肾盂

扩张、皮质变薄，上皮标志物 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下降，
肌成纤维细胞标志 α⁃ＳＭＡ 表达增加，ＥＭＴ 形成，提
示肾纤维化模型成功。 Ｈａｎ 等［４２］用环孢素（３０ ｍｇ ／
ｋｇ）灌胃配合低盐饮食建立环孢素肾毒性小鼠模

型，造模后小鼠体质量减轻，肾功能下降，肾小球基

底膜增厚、肾小管扩张，空泡化或萎缩。 高健［４３］ 通

过单侧肾切除加阿霉素尾静脉注射制作大鼠肾小
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球硬化模型，模型组可见肾小球局灶节段性肾小球

硬化，肾小球毛细血管内皮细胞和足细胞肿胀、足
突融合消失，加重病理进展，最终致肾纤维化。 多

项实验研究采用链脲佐菌素均成功制备糖尿病肾

病肾纤维化模型，方便稳定且对组织器官的毒性

小，相对安全，实验动物的死亡率小［４４－４７］。
综上，肾纤维化造模方式多样，主要基于其病

理变化可通过肾大部分切除、单侧输尿管结扎等外

科手术方法及腺嘌呤、环孢素 Ａ 灌胃，阿霉素尾静

脉注射、链脲佐菌素腹腔注射等化学方法造成肾功

能和结构的损害，最终导致肾纤维化。

３　 “气虚湿瘀”肾纤维化模型造模方法

　 　 气虚无力推动运化水湿，水液输布代谢障碍可

致水湿停滞，湿饮停聚，客邪再至内外相引，故病湿

浊。 湿浊阻滞气机加之热伤阴损络、寒凝络阻，使
血瘀加重，湿瘀又可耗伤人体正气，故气虚湿瘀相

互影响，互为因果。
目前并无气虚湿瘀型肾纤维化造模先例，基于

以上气虚血瘀、湿热、寒湿证及肾纤维化造模方法，
总结气虚湿瘀型肾纤维化模型可通过劳则气耗或

饥则气损联合内外湿邪及多因素破坏肾结构及功

能的原理制备，具体造模方法见表 １。

４　 “气虚湿瘀”肾纤维化模型评价

４􀆰 １　 宏观表征

　 　 动物模型所指宏观表征常涵盖习性、一般生活

状态、生命体征、外观形态及舌象等多个方面［４８］。
气虚运化失常可见饮食减少、体重下降以及消瘦等

症状。 气为“神之母”，气充则神明，气虚则神衰，故
气虚可见精神倦怠、眼光无神、活动性差。 脾气亏

虚，脾失健运，肌肉毛发失于濡养可见皮毛色暗、无
光；脾气亏虚转运不利、清浊不分可见大便稀溏。
气虚无力推动血行，血液瘀滞，气虚血瘀常并见，血
瘀多见舌质紫暗，舌面瘀斑瘀点，实验小鼠尾部可

出现不同程度的瘀紫或青斑［４９］。 湿热内蕴舌苔多

黄腻，熏蒸水液常见小便黄赤，湿热壅阻大肠，大肠

传导失常可见大便溏泄。 湿热下注而为蛋白尿，久
则耗血伤阴，终致肾气匮乏，肾阳耗损，肾虚无力主

水、司开合，而见尿少等症。 肾阳虚衰、失于温煦见

畏寒肢冷、肤色青暗、大便稀溏、体重下降等症。 同

时根据《中医临床诊疗术语证候部分（修订版）》、

《中药新药临床研究指导原则》概括动物模型宏观

表征主要为：（１）气虚：倦怠嗜睡，精神萎靡，四肢蜷

缩，活动性差，对外界刺激反应迟钝；进食量逐渐减

少，消瘦，大便稀薄；皮毛色暗、蓬松无光；（２）血瘀：
舌面瘀点，舌质淡紫；尾部出现不同程度瘀紫或青

斑。 （关于舌象分析多采用 Ａｄｏｂｅ Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ＣＳ５ 软

件进行，选取舌面 ３ 点，读取像素区域 Ｒ（红色）、Ｇ
（绿色）及 Ｂ（蓝色）分量值进行比较）；（３）湿热：小
便黄赤、量少、泡沫尿；大便溏泄或黏滞；体温不变

或升高；舌苔黄厚；（４）寒湿：畏寒肢冷、倦怠乏力、
食少纳呆、小便清长，肢体水肿，大便溏泄，舌苔

白腻。
４􀆰 ２　 实验室指标

　 　 所谓“正气存内，邪不可干”，有研究表明气虚

证与机体免疫能力紊乱有关，临床上气虚患者多伴

有免疫功能低下，ＣＤ４＋、ＣＤ１９＋等免疫指标及血浆免

疫球蛋白 ＩｇＧ、ＩｇＡ 下降［５０－５２］。 ２０２１ 年国际血瘀证诊

断指南［５３］将血流动力学、血液流变学、血小板功能、
凝血功能、纤溶功能列为血瘀证的主要诊断标准。 血

瘀证血液流变学特征主要包括浓、黏、凝、聚四个方

面，体现在血液黏度增高、血小板黏附率增高、凝血时

间缩短、纤维蛋白原含量增高等。 Ｒａｎ 等［５４］ 采用血

液流变学指标评价血瘀证大鼠模型，血瘀证大鼠的全

血黏度和血浆黏度较正常大鼠显著增加。
钟云良等［５５］ 综述见肾系疾病湿热证与感染之

间存在一定的相关性，湿热证 Ｃ－反应蛋白（ＣＲＰ）、
肿瘤坏死因子（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素－２（ＩＬ⁃２）、白细

胞介素－６（ＩＬ⁃６）水平明显高。 此外，慢性肾病湿热

病理可表现蛋白尿、血尿、胆固醇血症、氮质潴留、
血流变异常等［５６］。 李威莹等［５７］ 得出脾胃湿热证模

型评价多涉及血糖血脂、氧化应激、炎症细胞、水通

道蛋白等指标。 陈佳美等［５８］ 制定了湿热证动物的

模型评价指征，通过评估氧化物歧化酶（ ＳＯＤ）、丙
二醛（ＭＤＡ）等氧化指标，ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＣＤ４＋ Ｔ、ＣＤ８＋ Ｔ
等免疫指标，ＣＲＰ、ＴＧＦ⁃α、ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃６ 等炎症指标，
水通道蛋白（ＡＱＰ２、ＡＱＰ３、ＡＱＰ４）等水液代谢相关

指标进行评价。 糖尿病肾病寒湿证可见血清 ＭＣＰ⁃
１、ＩＬ⁃６ 等炎症因子升高［５９］，在肾阳气虚寒湿证中血

清皮质醇及三碘甲状腺原氨酸（Ｔ３）、甲状腺素（Ｔ４）
下降［３４］。 此外，血肌酐 （ Ｓｃｒ）、尿素氮 （ ＢＵＮ）、尿
ＮＡＧ 酶（ＮＡＧ）、尿蛋白 ／肌酐比值升高，ｅＧＦＲ 下降

是 ＣＫＤ 的主要表现。
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表 １　 气虚湿瘀型肾纤维化模型构建方法
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｔａｓｉｓ ｔｙｐｅ

气虚血瘀
Ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ

气虚湿盛
Ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ

湿热
Ｄａｍｐ ａｎｄ ｈｏｔ

寒湿
Ｃｏｌｄ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ

肾纤维化（手术 ／ 化学）
Ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ （ｓｕｒｇｅｒｙ ／ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）

１． 阿霉素腹腔注射联合丙
基硫氧嘧啶灌胃
１． Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｒｏｐｙｌｔｈｉｏｕｒａｃｉｌ

１． 大肠杆菌
１． Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏｌｉ

１． 糖皮质激素
１． Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ

１． ５ ／ ６ 肾切除
１． ５ ／ ６ Ｒｅｎａｌ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ

２． 环磷酰胺腹腔注射
２． Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＴＸ

２． 水杨酸
２． Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ

／ ２． 单侧输尿管结扎
２． Ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

病理造模
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ

３． 博来霉素气管注射
３． Ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ

３． 克林霉素磷酸酯
３． Ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

／ ３． 腺嘌呤灌胃
３． Ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｄｅｎｉｎｅ

４． 利血平肌肉注射
４． Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｓｅｒｐｉｎｅ

４． 鼠伤寒沙门氏菌
４． Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ

／ ４． 低盐饮食＋环孢素灌胃
４． Ｌｏｗ ｓａｌｔ ｄｉｅｔ ＋ ｏｒａｌ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｓＡ

／ ５． 血清白蛋白＋大肠杆菌
５． Ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ＋Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏｌｉ

／ ５． 单侧肾切除＋阿霉素尾静
脉注射
５． Ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ＋ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ

／ ６． 血清白蛋白＋葡萄球菌肠毒素
６． Ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ ＋ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ
ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ

／ ６． 链脲佐菌素腹腔注射
６． Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ

１． 力竭游泳
１． Ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｓｗｉｍｍｉｎｇ

１． 高糖高脂＋游泳
１． Ｈｉｇｈ⁃ｓｕｇａｒ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ ＋
ｓｗｉｍｍｉｎｇ

１． 年老动物
１． Ａｇｅｄ ａｎｉｍａｌ

／

２． 睡眠剥夺
２． Ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ

２． 高蛋白饲料＋糖水＋酒＋恒温恒湿＋
花生油
２． Ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｅｅｄ ＋ ｓｕｇａｒ ｗａｔｅｒ ＋
ｃｏｎｓｔａｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｈｕｍｉｄｉｔｙ ＋
ｐｅａｎｕｔ ｏｉｌ

２． 寒湿环境
２． Ｃｏｌｄ⁃ｄａｍｐ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

／

病因造模
Ｅｔｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ

３． 疲劳跑步
３． Ｔｉｒｅｄ ｒｕｎｎｉｎｇ

３． 高蛋白饲料＋糖水＋酒＋恒温恒湿＋
番泻叶
３． Ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｅｅｄ＋ｓｕｇａｒ ｗａｔｅｒ＋ａｌｃｏｈｏｌ
＋ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｈｕｍｉｄｉｔｙ ＋
ｆｏｌｉｕｍ ｓｅｎｎａｅ

３． 冷水游泳力竭＋寒
湿环境
３． Ｃｏｌｄ ｗａｔｅｒ
ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ ＋
ｃｏｌｄ⁃ｄａｍｐ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

／

４． 饥饿＋力竭游泳
４． Ｈｕｎｇｅｒ ＋ ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ
ｓｗｉｍｍｉｎｇ

４． 高蛋白饮食＋恒温恒湿＋隔日灌服白
酒＋跑步
４． Ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｅｅｄ ＋ ｃｏｎｓｔａｎｔ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｈｕｍｉｄｉｔｙ＋ａｌｃｏｈｏｌ＋ｒｕｎ

４． 寒湿环境＋寒凉饮
食＋高脂饲料
４． Ｃｏｌｄ⁃ｄａｍｐ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ＋ｃｏｌｄ
ｄｉｅｔ＋ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ

／

５． 耗气破气＋饥饱失常
５． Ｅｘｈａｕｓｔｉｎｇ， ｄｉｓｓｉｐａｔｉｎｇ ｑｉ
＋ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｄｉｅｔ

／ ／ ／

注：各因素选其一组合进行“气虚湿瘀肾纤维化造模”。
Ｎｏｔｅ． Ｅａｃｈ ｆａｃｔｏｒ ｓｅｌｅｃｔｓ ｏｎｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ “ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｔａｓｉｓ ｔｙｐｅ” ．

４􀆰 ３　 病理表现

　 　 肾固有细胞凋亡，炎细胞浸润，肌成纤维细胞

异常增殖，ＥＣＭ 过度沉积最终形成肾纤维化，主要

病理表现是肾小球的硬化、肾小管间质的纤维化以

及肾内血管的硬化或堵塞等。 李春庆等［５６］ 综述各

医家研究，认为系膜细胞增生和基质增多、纤维素

样坏死及炎细胞浸润是肾小球疾病湿热证的特异

性表现。 寒湿证可表现为系膜细胞增生，小管上皮

空泡样变，肾间质炎细胞浸润［６０］。 局灶增生硬化、
肾小球肥大在慢性原发性肾小球疾病气虚证中多

见［６１］。 血瘀证主要表现为胶原纤维增生、毛细血管

襻内微血栓形成［６２］。
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综上，气虚湿瘀肾纤维化的模型评价标准主要

涉及宏观表征、实验室指标以及病理改变 ３ 个方面，
宏观表征主要表现为气虚、血瘀与湿热、寒湿证的

症状与体征；化学指标与病理改变通过现代分析检

测技术，明确疾病引起的微观改变，将评价指标量

化，具体评价标准见表 ２。
表 ２　 气虚湿瘀型肾纤维化模型评价标准

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｔａｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
指标类型

Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｔｙｐｅ
具体表现

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

肾功能指标
Ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

实验室指标
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

血肌酐（Ｓｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）、尿 ＮＡＧ 酶（ＮＡＧ）、尿蛋白 ／ 肌酐比值升高，ｅＧＦＲ 下降
Ｂｌｏｏｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ （ Ｓｃｒ）， ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （ ＢＵＮ）， ｕｒｉｎａｒｙ ＮＡＧ ｅｎｚｙｍｅ （ ＮＡＧ）， ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ／
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｒａｔｉｏ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｅＧＦＲ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ

影像学
Ｍｅｄｉｃａｌｉｍａｇｅｏｌｏｇｙ

肾变小或弥漫性病变
Ｓｍａｌｌ ｏｒ ｄｉｆｆｕｓｅ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ

气虚（脾肾）
Ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
（ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ
ｋｉｄｎｅｙ）

宏观表征
Ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

实验室指标
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

病理表现
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

进食量逐渐减少、体重减轻
Ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ

精神萎靡、倦怠嗜睡、四肢蜷缩、活动性差、对外界刺激反应迟钝
Ｍｅｎｔａｌ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｔｉｒｅｄｎｅｓｓ ａｎｄ ｌｅｔｈａｒｇｙ， ｌｉｍｂｓ ｃｕｒｌｉｎｇ ｕｐ， ｐｏｏｒ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｌｏｗ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔｉｍｕｌｉ

皮毛色暗、蓬松无光
Ｆｕｒ ｉｓ ｄａｒｋ ａｎｄ ｄｕｌｌ

大便稀薄
Ｔｈｉｎ ｓｔｏｏｌ

免疫指标：ＣＤ４＋、ＣＤ１９＋、血浆免疫球蛋白 Ｉｇ Ｇ、Ｉｇ Ａ 下降
Ｉｍｍｕｎｅ ｉｎｄｅｘ： ＣＤ４＋， ＣＤ１９＋， ｐｌａｓｍａ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ＩｇＧ， ＩｇＡ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ

肾小球硬化、小管萎缩
Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｕｂｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ

肾组织凋亡细胞增多
Ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ

血瘀
Ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ

宏观表征
Ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

实验室指标
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

病理表现
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

舌面瘀点、舌下脉络紫暗、尾部出现不同程度瘀紫或青斑
Ｔｏｎｇｕｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｓ ｐｅｔｅｃｈｉａｅ， ｔｈｅ ｓｕｂｌｉｎｇｕａｌ ｖｅｉｎ ｉｓ ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｉｌ ａｐｐｅａｒｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ
ｐｕｒｐｌｅ ｏｒ ｇｒｅｅｎ ｓｐｏｔｓ

肾血流指数升高
Ｒｅｎａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

血流动力学改变：全血粘度切变率（ＷＢＶ）、血浆粘度（ＰＶ）、红细胞压积（ＨＣＴ）升高
Ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ： ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅ （ ＷＢＶ）， ｐｌａｓｍａ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ （ ＰＶ ） ａｎｄ
ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ （ＨＣＴ） ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

胶原纤维增生
Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

湿热
Ｄａｍｐ ａｎｄ ｈｏｔ

宏观表征
Ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

实验室指标
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

病理表现
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

小便黄赤、量少、泡沫尿
Ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｒｅｄ ｕｒｉｎｅ， ｌｉｔｔｌｅ ｕｒｉｎｅ， ｆｏａｍ ｕｒｉｎｅ

体温不变或升高
Ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｕｎｃｈａｎｇｅｄ ｏｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

舌苔黄腻
Ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｇｒｅａｓｙ ｏｆ ｔｏｎｇｕｅ

血糖血脂：血糖升高或不变，总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ⁃Ｃ）升高
Ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ： Ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｒ ｕｎｃｈａｎｇｅｄ， ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ ＴＣ），
ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ （ＴＧ）， ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ （ＬＤＬ⁃Ｃ） ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

氧化指标：血清超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）降低、丙二醛（ＭＤＡ）升高
Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ： ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ ＳＯＤ） ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ
（ＭＤＡ）

炎性指标：血 Ｃ 反应蛋白（ＣＲＰ）、白介素 ６（１Ｌ⁃６）升高
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｄｅｘ：ｂｌｏｏｄ Ｃ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＣＲＰ）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６ （１Ｌ⁃６） ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

水液代谢：尿液水通道蛋白（ＡＱＰ２ 与 ＡＱＰ４）升高
Ｗａｔｅｒ⁃ｆｌｕｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：ＡＱＰ２ ａｎｄ ＡＱＰ４ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

肾炎细胞浸润
Ｒｅｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
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续表２

指标类型
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｔｙｐｅ

具体表现
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

寒湿
Ｃｏｌｄ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ

宏观表征
Ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

畏寒肢冷、倦怠乏力、食少纳呆、小便清长，肢体水肿，大便溏泄
Ｃｈｉｌｌｓ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｌｉｍｂｓ， ｔｉｒｅｄ ａｎｄ ｗｅａｋ， ｅａｔｉｎｇ ｌｅｓｓ， ｃｌｅａｒ ａｎｄ ｌｏｎｇ ｕｒｉｎｅ， ｂｏｄｙ ｅｄｅｍａ， ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌ

实验室指标
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

ＭＣＰ⁃１、ＩＬ⁃６ 升高，血清皮质醇、三碘甲状腺原氨酸（Ｔ３）、甲状腺素（Ｔ４）下降
ＭＣＰ ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｓｅｒｕｍ ｃｏｒｔｉｓｏｌ， ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ （ Ｔ３ ） ａｎｄ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ （ Ｔ４ ）
ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ

病理表现
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

系膜细胞增生，炎细胞浸润
Ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ

注：指标至少满足一半。
Ｎｏｔｅ． Ａｔ ｌｅａｓｔ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ａｒｅ ｍｅｔ．

５　 总结与展望

　 　 “病证结合”动物模型以中医理论为基础，要求

不仅符合西医各种疾病的病理特征，具备与临床疾

病相似的演变和发展过程，而且要与中医临床病证

特点相结合，是中医药基础研究的重要手段。
气虚湿瘀型病证结合肾纤维化的造模方法基

于中医病因并结合西医病理制备，可通过肾大部分

切除、单侧输尿管结扎等外科手术方法或腺嘌呤、
环孢素 Ａ 灌胃，阿霉素尾静脉注射、链脲佐菌素腹

腔注射等化学方法建立西医肾纤维化模型，结合饥

饿、力竭游泳、疲劳跑步、睡眠剥夺、高糖高脂饮食、
外湿环境、灌服白酒、注射药物、选择年老体虚动物

等单一或者复合手段建立气虚湿瘀模型，此模型同

时满足病证特征，符合中医与现代医学理论，具有

可行性。 此外，模型评价从疾病与证候分而论之，
将中医临床表现与西医微观指标结合，多维度、标
准化、具体化。 但是本证候模型无先例，造模中考

虑条件众多，需下一步实验验证。 制备稳定有效，
成本低，操作简便的气虚湿瘀型肾纤维化模型，可
为气虚湿瘀型肾纤维化的研究提供有效的模型支

持，并进一步促进其基础及临床研究，更有效地发

挥中医药在肾纤维化中的治疗作用。
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环状 ＲＮＡ 在缺血性脑卒中领域的研究进展

唐　 琛１，兰　 瑞２∗，付雪琴１，王玮玮１，邹旭欢１，王漫漫１，李泓宇１，刘　 双１

（１．河南中医药大学，郑州　 ４５００００；２．河南中医药大学第一附属医院，郑州　 ４５００００）

　 　 【摘要】 　 环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）是一种非编码 ＲＮＡ，其 ３’和 ５’端连接在一起，构成了一种共价闭合的环状结

构。 缺血性脑卒中后，机体发生了包括氧化应激、线粒体功能障碍、炎症、内质网应激、细胞凋亡和自噬在内的多种

病理生理机制。 ｃｉｒｃＲＮＡ 主要通过海绵吸附微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ），调节缺血性脑卒中相关基因表达水平，参与脑

卒中的调控。 在缺血性脑卒中发生后，部分 ｃｉｒｃＲＮＡ 对大脑发挥保护作用，而另一些 ｃｉｒｃＲＮＡ 则对大脑有损害作

用。 研究表明 ｃｉｒｃＲＮＡ 很有潜力在未来为缺血性脑卒中提供新的诊疗方法。 本文就 ｃｉｒｃＲＮＡ 在缺血性脑卒中领域

的研究进展进行综述，并对 ｃｉｒｃＲＮＡ 的未来应用进行展望。
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ＴＡＮＧ Ｃｈｅｎ１， ＬＡＮ Ｒｕｉ２∗， ＦＵ Ｘｕｅｑｉｎ１， ＷＡＮＧ Ｗｅｉｗｅｉ１， ＺＯＵ Ｘｕｈｕａｎ１， ＷＡＮＧ Ｍａｎｍａｎ１， ＬＩ Ｈｏｎｇｙｕ１， ＬＩＵ Ｓｈｕａｎｇ１

（１． Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００， Ｃｈｉｎａ．
２． ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ （ｃｉｒｃＲＮＡ） ｉｓ ａ ｔｙｐｅ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｉｎ ｗｈｉｃｈ ３’ ａｎｄ ５’ ｅｎｄｓ ａｒｅ ｊｏｉｎｅｄ ｔｏｇｅｔｈｅｒ
ｔｏ ｆｏｒｍ ａ ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ ｃｌｏｓｅｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ， ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｕｎｄｅｒｇｏｅｓ ｖａｒｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，
ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ． ＣｉｒｃＲＮＡｓ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｏｋｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ， ｍａｉｎｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｐｏｎｇｅ⁃ａｄｓｏｒｂｅｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ． Ａｆｔｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ， ｓｏｍｅ ｃｉｒｃＲＮＡｓ ｈａｖｅ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｂｒａｉｎ， ｗｈｉｌｅ ｏｔｈｅｒｓ ｈａｖｅ ａ ｄａｍａｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｃｉｒｃＲＮＡｓ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｆｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ ｏｕｔｌｏｏｋ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｉｒｃＲＮＡ； ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ； ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｓｐｏｎｇｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 缺血性脑卒中是由于血栓阻塞大脑动脉而出

现局部脑组织缺血缺氧的一种血管疾病，已经成为

了全球致残和死亡的第二大原因［１］。 急性缺血性

卒中会引起不可逆转的脑损伤，最终导致局灶性神

经功能障碍［２］。 患者由于神经功能的损伤，失去了

正常工作和学习的能力，给国家与人民带来了沉重

的负担。 最近有证据表明，非编码 ＲＮＡ 参与了缺血

性脑卒中的细胞和分子过程，触发了特定的生理病

理反应，对卒中后的功能恢复造成了较大影响［３－４］。
近年来，随着检测技术的不断发展，越来越多



非编码 ＲＮＡ 在不同生物学过程中被发现。 环状

ＲＮＡ 是一种非编码 ＲＮＡ，其经历了一个环化过程，
没有典型末端结构，是一种共价闭合的连续环［５］。
ｃｉｒｃＲＮＡ 能通过调节 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 来调控基因表达，
并作为潜在的生物标志物发挥作用。 其对 ＲＮＡ 外

切酶具有抵抗力，能够被 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 转化为线形

ＲＮＡ，成为内源 ＲＮＡ 的竞争者。 ｃｉｒｃＲＮＡ 能在体内

进行翻译，其异常的表达与人体多种疾病都具有

联系［６］。

１　 缺血性脑卒中的病理机制

　 　 缺血性脑卒中的基本病理因素是血管内的血

栓形成，进而造成局灶性神经元缺失和脑组织的坏

死。 ５０％的缺血性脑卒中是由动脉粥样硬化及其斑

块破裂所引起，２０％是心源性的脑卒中，２５％是由小

血管病变所致的腔隙性脑梗死，５％的缺血性卒中是

由一些特殊原因，如颅外动脉夹层等因素导致［７］。
卒中后，机体经历了小胶质细胞的激活，线粒体功

能障碍，内质网应激等多个病理过程。 当卒中发生

后，神经元细胞形态发生变化，程序性死亡通路被

激活［８］；损伤的脑细胞释放出鞘氨醇－１－磷酸，趋化

因子等多种物质，促使小胶质细胞迅速向病变部位

迁移，并使其形态与功能产生巨大变化，对死亡细

胞和细胞碎片进行吞噬［９］。 脑组织缺氧后，启动糖

酵解进行能量代偿，代偿产生的乳酸使 ｐＨ 下降，引
发酸中毒和线粒体膜电位的降低。 同时能量代谢

障碍使 ＡＴＰ 酶所依赖的离子泵失活，引起细胞内的

钙离子超载，对线粒体造成损伤［１０］。 在脑组织恢复

血供后，“缺血－再灌注损伤”对内质网的稳态造成

影响，使得将大量未折叠的错误蛋白在内质网中聚

集，激活未折叠蛋白反应，进一步加重脑损伤，甚至

引发细胞凋亡［１１］。

２　 ｃｉｒｃＲＮＡ 的生物学功能

　 　 １９７６ 年，ｃｉｒｃＲＮＡ 首次被人类报道发现［１２］。 由

于数量较少，ｃｉｒｃＲＮＡ 最初被研究人员认为是一种

“类病毒”，是选择性剪接错误产生的副产品，对某

些高等植物具有致病性。 随着生物信息技术的不

断发展， 经过大量的转录分析后， 越来越多的

ｃｉｒｃＲＮＡ 出现在人类的视野中［１３］。 Ｓａｌｚｍａｎ 等［１４］ 不

仅在人类的细胞中检测出了多种 ｃｉｒｃＲＮＡ，还证明

了这是人类细胞基因表达程序的普遍特征。 研究

发现，组织细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡ 的含量比长链信使 ＲＮＡ

（ｌｉｎｅａｒ ｍＲＮＡ）更为丰富，有些甚至能够达到 ｌｉｎｅａｒ
ｍＲＮＡ 的 １０ 倍以上［１５－１６］。 此外，ｃｉｒｃＲＮＡ 在人体组

织中的分布也十分广泛，其存在于各种器官和组

织，如大脑、肠道、心脏、肝、肺、皮肤、骨骼肌、脂肪、
血管等［１７］。 ｃｉｒｃＲＮＡ 可根据结构分为内含子环化、
外显子环化以及内含子－外显子共同环化三种类

型［１８］；与 ｌｉｎｅａｒ ｍＲＮＡ 相比，其元典型的末端结构，
ｃｉｒｃＲＮＡ 的 ３’和 ５’端连接在一起，形成了一个共价

闭合 的 环 状 结 构， 因 此 其 更 加 稳 定［１９］。 由 于

ｃｉｒｃＲＮＡ 的独特结构，使它们能够在样品处理中选

择性富集，更适合一些疾病的诊断，其在某些疾病

当中的异常表达已得到证实，如神经元紊乱、动脉

粥样硬化等［２０］。 ｃｉｒｃＲＮＡ 有一定的特异性，在不同

的时间、不同物种、不同疾病中的表达差异巨大；而
且 ｃｉｒｃＲＮＡ 还能模拟竞争性内源 ＲＮＡ 的角色，改变

基因的表达方式［２１］。 微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ）是一

种小型非编码 ＲＮＡ，其参加了细胞增殖、迁移、分化

和凋亡在内的多种细胞事件的转录后基因表达调

控，在基因调控与生物的正常发育方面扮演着重要

角色［２２］。 研究表明，部分 ｃｉｒｃＲＮＡ 可以通过调控

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 的活性，从而在基因表达调控中发挥着

关键作用，这一过程被称为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 海绵［２３］。 值

得关注的是，尽管 ｃｉｒｃＲＮＡ 在基因表达调控中的机

制和其确切作用尚未被完全阐明，但学者普遍认

为，ｃｉｒｃＲＮＡ 在未来具有很大潜力成为临床诊断标

记物和疾病的新型治疗靶点。

３　 ｃｉｒｃＲＮＡ 与缺血性脑卒中的相关性

　 　 由于只有一小部分基因能够合成 ｃｉｒｃＲＮＡ，
ｃｉｒｃＲＮＡ 的表达水平在所有组织中都较低。 然而，
在大脑中 ｃｉｒｃＲＮＡ 的含量远高于心脏、肝、肺等其他

组织［２４］。 在人脑中发现的 ｃｉｒｃＲＮＡ 高达 ６５ ７３１
种［２５］，因此 ｃｉｒｃＲＮＡ 很有可能参与了大脑的功能调

节。 最近的研究结果显示，ｃｉｒｃＲＮＡ 及其调控网络

与神经系统和血管系统关系密切，ｃｉｒｃＲＮＡ 可以抑

制神经元凋亡和自噬，增强神经可塑性，促进微血

管的生成，减少血脑屏障的损伤［２６］。 脑卒中发病机

制与神经炎症、能量衰竭、兴奋性毒性、细胞凋亡、
氧化应激、铁死亡等相关［２７－２８］，上调卒中后 ｍｉＲＮＡｓ
水平，如 ｍｉＲ⁃９、ｍｉＲ⁃４２４、ｌｅｔ⁃７ｃ、ｍｉＲ⁃９９ａ、ｍｉＲ⁃２０７、
ｍｉＲ⁃２９ｃ、ｍｉＲ⁃１２２ 和 ｍｉＲ⁃２１０ 等能够预防上述病理

事件。 卒中后改变的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 被发现包含许多

ｍｉＲＮＡｓ 结合位点，表明它们可能调节 ｍｉＲＮＡ 介导
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翻译过程，从而影响脑卒中的病理过程［２９］。

表 １　 ｃｉｒｃＲＮＡ 在缺血性脑卒中领域的意义
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｉｓｃｈａｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ

ｃｉｒｃＲＮＡ 对脑卒中后的作用
Ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｐｏｓｔ⁃ｓｔｒｏｋｅ

临床意义
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

ｃｉｒｃＳＣＭＨ１ 保护
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

增强神经元的可塑性，显著促进患者卒中后的功能恢复。
Ｅｎｈａｎｃｅｓ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅ．

ｃｉｒｃＲＮＡ⁃００２５９８４ 保护
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

通过 ｍｉＲ⁃１４３⁃３ｐ ／ ＴＥＴ１ ／ ＯＲＰ１５０ 通路减轻缺血性卒中损伤并保护星形胶质
细胞。
Ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃１４３⁃
３ｐ ／ ＴＥＴ１ ／ ＯＲＰ１５０ ｐａｔｈｗａｙ．

ｃｉｒｃ⁃ＦｏｘＯ３ 保护
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

通过抑制 ｍＴＯＲＣ１ 来促进自噬，以减少缺血 ／ 再灌注时血脑屏障的损伤。
Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｍＴＯＲＣ１ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｄａｍａｇｅ
ｄｕｒｉｎｇ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．

ｃｉｒｃ⁃ＤＬＧＡＰ４ 保护
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

减轻 ＡＩＳ 的炎症反应。
Ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＡＩＳ．

ｃｉｒｃＣＤＣ１４Ａ 损害
Ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

下调 ｃｉｒｃＣＤＣ１４Ａ 表达能减轻脑梗死周围皮质星形胶质细胞的激活，减轻缺血
性卒中急性期的脑损伤。
Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃＣＤＣ１４Ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｉ⁃ｉｎｆａｒｃｔ
ｃｏｒｔｉｃａｌ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｓ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｕｔｅ ｐｈａｓｅ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ．

ｃｉｒｃＴＴＣ３ 损害
Ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

ｃｉｒｃＴＴＣ３ 的缺失可减轻脑梗死、提升神经功能评分和降低脑含水量。
Ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｃｉｒｃＴＴＣ３ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ， ｅｌｅｖａｔｅｓ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｓｃｏｒｅｓ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｓ ｂｒａｉｎ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ．

ｃｉｒｃＣＥＬＦ１ 损害
Ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

ｃｉｒｃＣＥＬＦ１ 的基因敲除有助于抑制星形胶质细胞的凋亡和自噬，减少神经功能
的损伤。
Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｃｉｒｃＣＥＬＦ１ ｈｅｌｐｓ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

ｃｉｒｃＨＩＰＫ２ 损害
Ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

沉默 ｃｉｒｃＨＩＰＫ２ 可以有效促进卒中后的功能恢复，改善脑可塑性。
Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｉｒｃＨＩＰＫ２ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅ ａｎｄ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｂｒａｉｎ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ．

４　 缺血性脑卒中领域 ｃｉｒｃＲＮＡ 的应用

４􀆰 １　 ｃｉｒｃＲＮＡ 有望成为缺血性脑卒中的治疗靶点

　 　 随着高通量测序技术的不断发展，ｃｉｒｃＲＮＡ 在

缺血性脑卒中领域的研究也不断深入。 大量的临

床观察和实验研究证明，多数 ｃｉｒｃＲＮＡ 能够通过海

绵吸附 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 或作用于下游调节因子等方式参

与缺血性脑卒中的调控。 虽然 ｃｉｒｃＲＮＡ 的具体调控

机制仍需要进一步的研究，但不少学者认为在缺血

性脑卒中领域 ｃｉｒｃＲＮＡ 具有非常良好的应用前景。
ｃｉｒｃＲＮＡ 在临床诊疗上具有重大意义，其对缺血性

脑卒中具有双重调节作用。 某些 ｃｉｒｃＲＮＡ 能够减轻

急性缺血性脑卒中（ａｃｕｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ，ＡＩＳ）的炎

症反应、保护星形胶质细胞、增强神经元的可塑性，
促进患者卒中后的功能恢复。 而另一些 ｃｉｒｃＲＮＡ 则

发挥负面作用，如激活脑梗死周围皮质的星形胶质

细胞；加剧脑水肿；加重缺血性卒中急性期的脑损

伤等。 增加具有保护作用 ｃｉｒｃＲＮＡ 的表达，可以促

进患者的病情恢复；对负面效果的 ｃｉｒｃＲＮＡ 进行沉

默或者基因敲除，同样能够对脑卒中起到治疗作用

（表 １）。
４􀆰 １􀆰 １　 缺血性脑卒中后发挥保护作用的 ｃｉｒｃＲＮＡ
　 　 ｃｉｒｃＳＣＭＨ１：Ｙａｎｇ 等［３０］发现，与常人相比，急性

缺 血 性 卒 中 患 者 血 浆 中 环 状 ＲＮＡ ＳＣＭＨ１
（ｃｉｒｃＳＣＭＨ１）的水平显著降低，在卒中小鼠的血浆

和梗死灶周围皮质中 ｃｉｒｃＳＣＭＨ１ 的水平也明显下

降。 并且使用细胞外囊泡 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ，
ＥＶｓ）技术，将 ｃｉｒｃＳＣＭＨ１ 输入卒中患者脑内，显著

促进了患者卒中后的功能恢复。 证明 ｃｉｒｃＳＣＭＨ１ 的

应用增强了神经元的可塑性，抑制了神经胶质细胞

的反应和外周免疫细胞的渗透。
ｃｉｒｃＲＮＡ⁃００２５９８４：Ｚｈｏｕ 等［３１］ 使用荧光素酶报

告基因分析，证实了 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃００２５９８４ 和 ｔｅｎ⁃ｅｌｅｖｅｎ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ １ （ ＴＥＴ１） 分

别是 ｍｉＲ⁃１４３３ｐ 的海绵和靶标。 在模拟缺血条件下

培养的星形胶质细胞中，ｃｉｒｃＲＮＡ⁃００２５９８４ 显著减

少。 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃００２５９８４ 过表达明显减少了星形胶质

细胞的自噬和凋亡，这种神经保护作用与 ｍｉＲ⁃１４３⁃
３ｐ 的直接海绵作用有关，ｍｉＲ⁃１４３⁃３ｐ 进而直接靶向

ＴＥＴ１。 ＴＥＴ１ 通过使其启动子去甲基化而显著诱导

ＯＲＰ１５０ 表达，从而增加 ＧＲＰ７８ 水平。 该研究表明
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ｃｉｒｃＲＮＡ⁃００２５９８４ 可 以 通 过 ｍｉＲ⁃１４３⁃３ｐ ／ ＴＥＴ１ ／
ＯＲＰ１５０ 通路减轻缺血性卒中损伤并保护星形胶质

细胞。
ｃｉｒｃ⁃ＦｏｘＯ３：Ｙａｎｇ 等［３２］ 发现在小鼠大脑中动脉

阻塞 ／再灌注模型中，ｃｉｒｃ⁃ＦｏｘＯ３ 上调了脑微血管内

皮细胞的自噬通量。 ｃｉｒｃ⁃ＦｏｘＯ３ 通过与 ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ（ｍＴＯＲ）和 Ｅ２Ｆ１ 相互作用激活自

噬，从而触发细胞毒性聚集体的自噬降解。 自噬能

够把受损的细胞器清除，并将它们转化为营养物

质，从而确保细胞的病理状态下存活［３３］。 ｃｉｒｃ⁃
ＦｏｘＯ３ 通过抑制 ｍＴＯＲＣ１ 来促进自噬，以减少缺血 ／
再灌注时血脑屏障的损伤。

ｃｉｒｃ⁃ＤＬＧＡＰ４：Ｚｈｕ 等［３４］ 采用定量聚合酶链式

反应检测了 １７０ 名 ＡＩＳ 患者外周血单核细胞中 ｃｉｒｃ⁃
ＤＬＧＡＰ４ 和 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达。 研究显示 ＡＩＳ 患者外

周血单核细胞中 ｃｉｒｃ⁃ＤＬＧＡＰ４ 的表达水平明显下

调，且与 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达水平呈负相关；而 ｍｉＲ⁃１４３
已经被证明是一个促炎基因［３５－３６］。 ｃｉｒｃ⁃ＤＬＧＡＰ４ 能

通过海绵吸附促炎 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，如 ｍｉＲ⁃１４３，来减轻

ＡＩＳ 的炎症反应，且其表达水平与 ＡＩＳ 病情严重程

度呈负相关。
４􀆰 １􀆰 ２　 缺血性脑卒中后发挥损害作用的 ｃｉｒｃＲＮＡ
　 　 ｃｉｒｃＣＤＣ１４Ａ：Ｚｕｏ 等［３７］ 发现在急性卒中后，患
者血 浆 中 ｃｉｒｃＣＤＣ１４Ａ 表 达 明 显 升 高， 证 实

ｃｉｒｃＣＤＣ１４Ａ 和卒中有关，并且可作为急性缺血性卒

中诊断和预测预后生物标志物［３８］。 进一步研究发

现，通过慢病毒干扰卒中小鼠 ｃｉｒｃＣＤＣ１４Ａ 表达，可
显著减少再灌注 ７２ ｈ 的脑死塞体积和 ３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ
梗死区皮质活化的星形胶质细胞密度。 表明下调

ｃｉｒｃＣＤＣ１４Ａ 表达能减轻脑梗塞周围皮质星形胶质

细胞的激活，从而减轻缺血性卒中急性期脑损伤。
ｃｉｒｃＴＴＣ３：Ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４（ＴＬＲ４）已被证实

在卒中进展过程中参与神经干细胞的调控［３９］。
Ｙａｎｇ 等 ［４０］发现脑缺血再灌注损伤小鼠 ｃｉｒｃＴＴＣ３
的表达显著增加，ｃｉｒｃＴＴＣ３ 的缺失可减轻脑梗塞、改
善神经功能和降低脑含水量。 同时，ｃｉｒｃＴＴＣ３ 的缺

失下调了 ＴＬＲ４ 的表达，ｍｉＲ⁃３７２⁃３ｐ 抑制剂可以逆

转这一作用。 研究证实，在脑梗死中，ｃｉｒｃＴＴＣ３ 可通

过 ｍｉＲ⁃３７２⁃３ｐ ／ ＴＬＲ４ 轴调控脑缺血再灌注损伤。
ｃｉｒｃＣＥＬＦ１：Ｌｉ 等［４１］通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 法分别检测了 ＲＮＡ 和蛋白质的表达水平，从而

探究 ｃｉｒｃＣＥＬＦ１ 的表达对星形胶质细胞凋亡和自噬

的影响。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的结果分析表明，在缺氧－葡萄

糖剥夺 ／复氧（ＯＧＤ ／ Ｒ）诱导的星形胶质细胞模型

中，ｃｉｒｃＣＥＬＦ１ 的表达显著增加，通过上调 ＮＦＡＴ５ 水

平，诱导星形胶质细胞的凋亡和自噬。 在 ｃｉｒｃＣＥＬＦ１
的基因敲除后，星形胶质细胞的凋亡和自噬受到了

抑制。 用短暂性大脑中动脉闭塞（ ｔＭＣＡＯ）小鼠模

型进行的体内研究也表明 ｃｉｒｃＣＥＬＦ１ 的基因敲除有

助于减轻神经损伤。
ｃｉｒｃＨＩＰＫ２：Ｗａｎｇ 等［４２］ 发现，在神经干细胞中

过表达的 ｃｉｒｃＨＩＰＫ２ 减少了神经元的分化； 而

ｃｉｒｃＨＩＰＫ２ 的沉默促进了神经元的分化。 沉默

ｃｉｒｃＨＩＰＫ２ 后对神经元具有持续的保护作用。 除此

之外，研究还发现精胺氧化酶 （ ｓｐｅｒｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ，
Ｓｍｏｘ）是 ｃｉｒｃＨＩＰＫ２ 重要的下游调节因子，而 Ｓｍｏｘ
属于多胺氧化酶的一种，其已经被证明与缺血性脑

损伤密切相关［４３］。 沉默 ｃｉｒｃＨＩＰＫ２ 可以有效促进

卒中后的功能恢复，改善脑可塑性；ｃｉｒｃＨＩＰＫ２ 的沉

默有望成为缺血性卒中治疗的有效手段。
４􀆰 ２　 ｃｉｒｃＲＮＡ 有望成为缺血性脑卒中的生物标记

物并进行预后评价

　 　 生物标记物有助于进行疾病的早期诊断及后

期监测，对了解疾病的病因和发病机制具有很好的

辅助作用。 长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡ）已经被认为

是卒中潜在的生物标记物［４４］。 在缺血性脑卒中的

发生发展中，ｃｉｒｃＲＮＡ 同样起到了重要作用，其成为

缺血性脑卒中诊断方法和评估患者预后的可能性

正在被众多学者关注。
Ｚｕ 等［４５］对 ２００ 例 ７２ ｈ 内 ＡＩＳ 的患者进行了研

究，发现大动脉粥样硬化性卒中、小动脉闭塞型卒

中、心源性栓塞型卒中 ３ 种 ｃｉｒｃＲＮＡ 水平均显著升

高；在起病 ２４ ｈ 内入院的患者中，早期神经功能恶

化 （ ｅａｒｌｙ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ， ＥＮＤ ） 患 者 的

ｃｉｒｃＦＵＮＣ１ 水平显著高于无 ＥＮＤ 的患者。 发病 ２４
ｈ 内的 ｃｉｒｃＦＵＮＤＣ１ 的表达水平与患者的基线及第 ７
天 ＮＩＨＳＳ 评分呈正相关。 研究表明，在卒中 ２４ ｈ 之

内，检测外周血中 ｃｉｒｃＦＵＮＣ１ 水平能够反映神经功

能障碍的严重程度，对于急性卒中的转归和长期存

活而言，ｃｉｒｃＦＵＮＣ１ 可能是一个潜在的预测指标。
Ｚｈｅｎｇ 等［４６］ 对急性缺血性卒中患者进行了一

项病例对照研究，探究了患者 ＮＩＨＳＳ 评分、脑缺血

时间与 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４０９９ 表达水平的相关性，并构

建了接收者操作特性分析（ＲＯＣ）曲线。 结果表明，
ＮＩＨＳＳ 评分、脑缺血时间均与 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４０９９ 表

达水平呈负相关；ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４０９９ 的表达水平在
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一定程度上反映了脑缺血的严重程度。 ＲＯＣ 曲线

分析显示， ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿０００４０９９ 的表达曲线下面积

（ＡＵＣ）是 ０􀆰 ９２３，其对 ＡＩＳ 的发生有良好的预测价

值。 因此 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４０９９ 是一种能够诊断 ＡＩＳ 和

判断患者预后的潜在工具，具有极大的临床价值。
Ｌｉｕ 等［４７］从大脑中动脉闭塞小鼠的缺血半暗带

中筛选 ｃｉｒｃＯＧＤＨ，并采用定量聚合酶链式反应检测

ＡＩＳ 患者血浆中的 ｃｉｒｃＯＧＤＨ 含量。 结果显示，大脑

中动脉闭塞小鼠的缺血半暗带和 ＡＩＳ 患者血浆中的

ｃｉｒｃＯＧＤＨ 表达显著提升。 与无脑血管疾病的对照

组相比，ｃｉｒｃＯＧＤＨ 的表达增强了 ５０ 倍以上。 此外，
在 ＡＩＳ 患者血浆中 ｃｉｒｃＯＧＤＨ 的表达水平与缺血半

暗带的大小呈正相关。 这些结果表明 ｃｉｒｃＯＧＤＨ 可

能是检测缺血半暗带的一种敏感的特异性标记物；
在临床中，检测患者血浆中 ｃｉｒｃＯＧＤＨ 的含量将是

一种方便、快速、经济的缺血半暗带预测方法。

５　 总结和展望

　 　 缺血性脑卒中的早诊断，早治疗是影响患者预

后转归的关键所在。 现今缺血性脑卒中的诊断主

要依靠影像学检查，如 ＣＴ、ＭＲＩ 等方法，暂时缺乏能

够广泛运用于临床和判断患者预后的生物标志

物［４８］。 目前的治疗方式以药物治疗、血管治疗以及

静脉溶栓等方式为主；但静脉溶栓治疗存在治疗时

间窗口窄、疗效差等缺点。 因此，寻找可靠的生物

标记物和新型治疗方法对本病至关重要。 近年来，
随着高通量测序技术的不断发展，人们对非编码

ＲＮＡ 的研究也逐渐增多。 研究发现，在神经血管单

元中，ｃｉｒｃＲＮＡ 扮演了重要角色，参与了缺血性脑卒

中如神经炎症、神经元死亡、血脑屏障损伤、动脉粥

样硬化等多个环节，其可能是缺血性脑卒中诊疗的

理想靶点［４９］。 尽管 ｃｉｒｃＲＮＡ 与缺血性脑卒中之间

的关系研究还处在初级阶段，但随着众多学者的密

切关 注， ｃｉｒｃＲＮＡ 已 经 成 为 了 新 的 研 究 热 点，
ｃｉｒｃＲＮＡ 有望在未来几年内应用于缺血性脑卒中的

诊断和治疗。
缺血性脑卒中后，ｃｉｒｃＲＮＡ 出现显著的差异性

表达，大多 ｃｉｒｃＲＮＡ 可通过海绵吸附 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，引
起 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 下游脑卒中相关靶基因的释放，通过

作用于星形胶质细胞、激活细胞自噬、减少炎症反

应等过程对缺血性卒中进行调控。 动物实验和临

床研究结果显示，沉默或过表达某些 ｃｉｒｃＲＮＡ 能够

对缺血性脑卒中起到显著治疗作用；ｃｉｒｃＲＮＡ 的研

究成果为缺血性脑卒中的诊疗提供了新的可能。
但由于目前对 ｃｉｒｃＲＮＡ 的机制研究仍较缺乏，
ｃｉｒｃＲＮＡ 的应用仍面临许多挑战，希望在未来能够

对 ｃｉｒｃＲＮＡ 的作用进行深入研究，并将其应用于临

床，成为缺血性脑卒中的新疗法。
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ｉｓｃｈｅｍｉａ ［Ｊ］ ． Ｓｔｒｏｋｅ， ２０１７， ４８（９）： ２５４１－２５４８．

［３０］ 　 Ｙａｎｇ Ｌ， Ｈａｎ Ｂ， Ｚｈａｎｇ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ＳＣＭＨ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｎ
ｒｏｄｅｎｔ ａｎｄ ｎｏｎｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｍｏｄｅｌｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０２０， １４２（６）： ５５６－５７４．

［３１］ 　 Ｚｈｏｕ Ｄ， Ｈｕａｎｇ Ｚ， Ｚｈｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ００２５９８４
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｍｉＲ⁃１４３⁃３ｐ ／ ＴＥＴ１ ／ ＯＲＰ１５０ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ，
２０２１， ５８（１１）： ５９３７－５９５３．

［３２］ 　 Ｙａｎｇ Ｚ， Ｈｕａｎｇ Ｃ， Ｗｅｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｃｉｒｃ⁃ＦｏｘＯ３
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｄａｍａｇｅ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｄｕｒｉｎｇ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ， ２０２２， ３０ （ ３）：
１２７５－１２８７．

［３３］ 　 Ｌｅｖｉｎｅ Ｂ， Ｋｒｏｅｍｅｒ Ｇ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｇｅｎｅｓ： ａ
ｄｉｓｅａｓｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１９， １７６（１－２）： １１－４２．

［３４］ 　 Ｚｈｕ Ｘ， Ｄｉｎｇ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ＤＬＧＡＰ４ ｉｓ ｄｏｗｎ⁃

ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｉｔｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｇｅｎｅ ｍｉＲ⁃１４３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｐａｔｈｏｌ， ２０１９， １２（３）： ９４１－９４８．

［３５］ 　 Ｙａｎｇ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｐａｎ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃１４３⁃３ｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌ
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ｒｅｓｐｏｎｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ Ｉｎｔ， ２０１８， ４２（１１）： １５８４－１５９３．

［３７］ 　 Ｚｕｏ Ｌ， Ｘｉｅ Ｊ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ
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ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ２０２１， １８（１）： ２８３．

［３８］ 　 Ｚｕｏ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， Ｚｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ａｓ
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［３９］ 　 Ｓｕｎ Ｚ， Ｗｕ Ｋ， Ｇｕ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＩＧＦ⁃１Ｒ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｌｔｅｒｓ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ
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ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ Ｂｕｌｌ， ２０２０， １６４： ２２１－２３４．

［４０］ 　 Ｙａｎｇ Ｂ， Ｚａｎｇ ＬＥ， Ｃｕｉ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ＴＴＣ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
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ｍｉＲ⁃３７２⁃３ｐ ／ ＴＬＲ４ ａｘｉｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ
Ｔｈｅｒ， ２０２１， １２（１）： １２５．

［４１］ 　 Ｌｉ Ｗ， Ｔｅｎｇ Ｊ． ｃｉｒｃＣＥＬＦ１ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ
ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｖｉａ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＮＦＡＴ５ ［ Ｊ ］ ．
Ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃ Ｄｉｓ， ２０２３， ５２（３）： ３０６－３１７．

［４２］ 　 Ｗａｎｇ Ｇ， Ｈａｎ Ｂ， Ｓｈｅｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ
ＨＩＰＫ２ ｉｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｉｓｃｈａｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［Ｊ］ ． ＥＢｉｏＭｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２０， ５２： １０２６６０．

［４３］ 　 Ｆａｎ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｍ， Ｗａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｍｏｘ ｉｓ
ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｂｒａｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｓｃｉ， ２０１９， １６８（２）： ３８１
－３９３．

［４４］ 　 Ｗａｎｇ Ｑ， Ｌｉｕ Ｘ， Ｚｈｕ Ｒ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ａｓ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ
ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｐｈａｒｍ Ｄｅｓ，
２０１９， ２５（１０）： １１１５－１１２１．

［４５］ 　 Ｚｕ Ｊ， Ｚｕｏ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ＦＵＮＤＣ１ ｆｏｒ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｐｈａｓｅ ｏｕｔｃｏｍｅ ａｎｄ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｎｅｕｒｏｌ， ２０２２， １３： ８４６１９８．

［４６］ 　 Ｚｈｅｎｇ Ｊ， Ｌｕｏ Ｓ， Ｌｏｎｇ Ｙ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００４０９９ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ
［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０２２， １７（１１）： ｅ０２７７８３２．

［４７］ 　 Ｌｉｕ Ｙ， Ｌｉ Ｙ， Ｚａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＣｉｒｃＯＧＤＨ ｉｓ ａ ｐｅｎｕｍｂｒａ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ
ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｉｒｃ Ｒｅｓ，
２０２２， １３０（６）： ９０７－９２４．

［４８］ 　 王智， 冯念苹． 长链非编码 ＲＮＡ 在缺血性脑卒中的研究进

展 ［Ｊ］ ． 中国临床神经科学， ２０２２， ３０（６）： ７０７－７１２．
［４９］ 　 Ｗａｎｇ Ｑ， Ｌｉｕ Ｘ， Ｚｈａｏ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ： ｎｏｖｅｌ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ

ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ
Ｄｉａｇｎ， ２０２０， ２０（１０）： １０３９－１０４９．

〔收稿日期〕２０２３－０１－３１

５０１中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



２０２３ 年 １０ 月

第 ３３ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

李勃深，张宇轩，范容晖，等． 高原对线粒体功能及能量代谢影响研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３（１０）： １０６－１１３．
Ｌｉ ＢＳ， Ｚｈａｎｇ ＹＸ， Ｆａｎ ＲＨ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： １０６－１１３．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ０１４

［基金项目］ 国家自然科学基金项目 （ ８２００３９８２）； 后勤科研项目 （ ＣＬＢ２１Ｊ０３６ ）； 拔尖培育项目 （ ２０２１ｙｘｋｙ００１ ）； 青年培育项目

（２０２１ｙｘｋｙ０６０）；甘肃省卫生行业科研计划项目（ＧＳＷＳＫＹ２０２０－４１）。
［作者简介］李勃深（１９９８—），男，硕士研究生，研究方向：高原损伤防治药物和中药药理。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：６７４６００５７５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］李茂星（１９７３—），男，教授，博士生导师，研究方向：天然药物化学和高原损伤药物防治。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｍａｏｘ２０２０＠ ａｌｉｙｕｎ． ｃｏｍ

刘天龙（１９８９—），男，主管药师，研究方向：中药药理学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｕｔｌ＿０３１８＠ １２６． ｃｏｍ
∗共同通信作者

高原对线粒体功能及能量代谢影响研究进展

李勃深１，２，３，４，张宇轩１，２，３，４，范容晖１，２，３，４，李茂星１，３，４∗，刘天龙１，２，３，４∗

（１．甘肃中医药大学药学院，兰州　 ７３００００；２．中国人民解放军联勤保障部队第九四〇医院全军高原医学实验室，兰州　 ７３００５０；
３．军事科学院军事医学研究院辐射医学研究所，北京　 １００８５０；４．甘肃省高原药学行业技术中心，兰州　 ７３００５０）

　 　 【摘要】 　 高原是一个低压、低氧、高寒的特殊环境，高原环境将降低能量物质代谢与线粒功能，从而影响高

原作业，近年来，线粒体损伤引起了广泛关注，线粒体作为细胞的能量工厂，与机体运动紧密相关。 以高原线粒体

损伤为研究核心，通过网络数据库检索总结高原对于基础能量物质的代谢影响以及对线粒体生化供能反应关键酶

活性和线粒体结构功能的改变，发现蛋白质、糖类与脂质代谢在高原受到负面影响，导致高原作业时易疲劳、高血

脂症与机体修复受阻；丙酮酸代谢、三羧酸循环、β⁃氧化和氧化磷酸化相关酶活性被抑制，线粒体形态与数目改变，
导致线粒体功能受损，影响运动供能。 未来高原细胞损伤机制的探明将大力推动高原损伤防治药物的研究。
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　 　 自 ２０１０ 年以来线粒体相关研究的发文量逐年

增加［１］，线粒体损伤作为近年来备受关注的研究领

域，得到了广泛关注。 不同诱因造成的损伤将通过

不同机制表达，目前对于高原环境下线粒体损伤的

具体机制了解仍不充分。 高原对能量代谢和线粒

体的负面影响，在机体中可能引发易疲劳、高血脂

症、组织修复受阻等问题。 此前的研究表明，高原

缺氧会降低生化供能反应关键酶活性，导致线粒体

功能异常及细胞凋亡等现象。 在高原，为适应环

境，供能反应关键酶活性与线粒体会发生一系列的

适应性改变，这对于高原供能与运动效能存在负面

影响［２］。 迄今为止，关于高原环境对能量代谢与线

粒体损伤的相关报道相对较少。 通过深入研究高

原环境对线粒体代谢和功能的影响，我们可以更好

地理解高原疾病的发生机制，并为其预防和治疗提

供理论依和更多药物防治靶点。 本文旨在综述高

原能量代谢和线粒体损伤机制，推进高原损伤模型

和防治药物的研究。

１　 高原对能量来源物质代谢的影响

１􀆰 １　 高原作业所需大分子能量物质

　 　 糖、蛋白质、脂肪是运动所需的三大能量来源。
糖作为人体能量的主要来源，运动作业时通过线粒

体 有 氧 氧 化 产 生 三 磷 酸 腺 苷 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）为机体供给能量；蛋白质作为能

量来源发挥的作用并不大，但在保持运动状态或长

时间运动作业时间接为身体供给能量有重要作用，
如血红蛋白及肌红蛋白具有携带、运输和贮藏氧的

能力［３］，蛋白质是保证运动作业的基石；脂肪是体

内最丰富的酯类物质，不仅是机体产能最多的营养

物质，也是机体最有效的储能形式，在运动过程中

脂肪参与糖酵解过程，在进入身体活化之后通过线

粒体的 β⁃氧化过程生成乙酰辅酶 Ａ，从而进入三羧

酸循环（ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ，ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ），释放大

量能量。
１􀆰 ２　 缺氧与大分子能量物质代谢关系

　 　 缺氧环境下，肝、心肌、骨骼肌等脏器中糖类含

量均有降低趋势，以肝糖原、肌糖原的减少尤为明

显［４］。 肝、肌糖原减少，人体容易出现疲劳感、无力

感及运动能力下降等问题，且体内的蛋白质分解量

多于合成量，将出现消化率下降和负氮平衡，同时

血红蛋白、肌红蛋白等一系列关键蛋白的合成发生

障碍，人体的运动能力和损伤修复受到负面影

响［５－６］。 脂肪的消耗需要氧气的直接参与，缺氧导

致了体内脂肪酸的含量升高，超过了体内脏器的转

运能力，同时缺氧又导致本来脂肪动员下加速生产

的磷脂代谢出现障碍，加重了脂肪在脏器内的堆

积，并可能引起高血脂症［７］。
机体运动时，糖原作为人体内糖类成分的储存

形式会分解释放产生能量，但高原环境下糖原释放

和反应供能受阻。 研究表明，在高原环境中开展运

动训练会导致肝糖原的含量降低［８］，而肌糖原含量

的减少又将无法保证肌肉活动的能量供给，从而影

响高原作业。 陶文迪等［９］ 对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠进行模拟

急进高原运动，发现与对照组大鼠相比，缺氧组大

鼠的肝糖原、肌糖原含量显著降低，游泳力竭时间

显著缩短。 另有研究称，大鼠在 ６０００ ｍ 模拟海拔高

度下血糖降低，胰岛素水平升高，肝糖原含量增加，
肌糖原含量减少，糖脂代谢出现功能紊乱，运动过

程中无法维持机体稳态［１０］。 倪倩等［１１］ 发现，在进

入高原早期肝糖异生环节的限速酶葡萄糖－６－磷酸

酶以及肝糖原含量显著增高，这是机体习服高原环

境的机制之一。 氧气在合成 ＡＴＰ 中起着重要作用，
在常氧条件下维持蛋白质合成的生产速率。 在缺

氧状态下，各类生化反应所需的蛋白质合成速率由

于 ＡＴＰ 有限而显著减慢和受损［１２］。 在高原缺氧环

境下作业消耗大量能量时，糖原含量减少、脂质代

谢减慢和蛋白质合成受损将直接导致高原运动效

降低能甚至是高原疾病的发生。 高原环境从来源

上抑制了整个能量代谢途径，通过合理调整饮食结

构，增加能量供给和营养物质摄入，有助于缓解代

谢异常和提高适应能力。

２　 高原缺氧与能量代谢及相关酶

　 　 高原缺氧条件对线粒体内关键的生化供能反
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应关键酶的抑制作用将导致机体作业的易疲劳、运
动效能降低和一系列的代谢性疾病（图 １）。

图 １　 高原缺氧环境下线粒体内的生化供能反应

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｎｅｒｇｙ ｓｕｐｐｌｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ

２􀆰 １　 丙酮酸代谢过程相关酶

　 　 丙酮酸是天然存在于体内的小分子物质，是机

体整个生命活动的中间产物，丙酮酸通过生成乙酰

辅酶 Ａ 参与三大营养物质代谢过程，起着重要的枢

纽作用，为三羧酸循环奠定物质基础，通过保护糖

酵解过程改善乳酸堆积，提高机体在缺氧状态下的

耐受性并减少自由基形成和缺氧损伤［１３－１４］。 线粒

体中丙酮酸的代谢受多种酶调控，包括线粒体丙酮

酸载体酶复合物 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ，
ＭＰＣ ）、 丙 酮 酸 脱 氢 酶 复 合 物 （ ｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＰＤＨＣ）决定了丙酮酸参与供

能的反应速率，间接调节能量供给［１５］。 研究称，丙
酮酸作为糖酵解的终末产物，慢性缺氧时将导致糖

酵解水平提高，线粒体丙酮酸代谢过程受 ＰＤＨＣ 的

调节。 急性缺氧时人骨骼肌和小鼠胚胎细胞中

ＰＤＨＣ 活性显著降低，激活 ＰＤＨＣ 将有效改善慢性

缺氧期间的丙酮酸代谢阻滞［１６］。 Ｗａｎｇ 等［１７］ 发现

缺氧状态下人脐静脉内皮细胞糖酵解水平升高，乳
酸分泌增加，ＭＰＣ１ 和 ＭＰＣ２ 水平降低。 高原缺氧

将抑制丙酮酸代谢过程中的关键酶活性，导致代谢

过程受阻从而导致运动产物堆积、氧化应激、糖类

代谢不完整并影响三羧酸循环及运动效能。
２􀆰 ２　 三羧酸循环相关酶

　 　 ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ 是物质氧化而获得能量的最有效方

式。 高原缺氧将导致 ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ 中有氧呼吸相关酶

含量与活性降低，导致高原作业因供能不足而效能

下降。 长期暴露于缺氧环境可能引起参与 ＴＣＡ
ｃｙｃｌｅ 的柠檬酸合酶 （ ｃｉｔｒａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＳ）、乌头酸

酶、异柠檬酸脱氢酶（ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＩＤＨ）、
α⁃酮戊 二 酸 脱 氢 酶、 琥 珀 酸 脱 氢 酶 （ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＳＤＨ ） 和 苹 果 酸 脱 氢 酶 （ ｍａｌａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＭＤＨ）活性降低［１８－１９］。

研究表明，柠檬酸合酶活性与细胞呼吸能力呈

线性关系［２０］，缺氧将导致细胞呼吸能力的降低，从
而影响线粒体代谢［２１］。 Ｐｅｎｇ 等［２２］ 发现，缺氧将抑

制氧化型共济失调毛细血管扩张突变基因（ ａｔａｘｉａ
ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ⁃ｍｕｔａｔｅｄ ｇｅｎｅ，ＡＴＭ）活性，从而降低磷

酸果糖激酶和柠檬酸合酶水平，这是两种葡萄糖代

谢相关的关键酶。 Ｔｓｕｉ 等［２３］ 对缺氧人体前列腺细

胞中乌头酸酶的基因表达影响进行实验发现，缺氧
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将上 调 人 体 前 列 腺 细 胞 中 缺 氧 诱 导 因 子 １α
（ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １α，ＨＩＦ⁃１α）的水平而减少

乌头酸酶的表达。 Ｃａｒｖａｌｈｏ 等［２４］ 对常氧与慢性缺

氧大鼠脑血管和突触体进行氧化状态研究，检测线

粒体 乌 头 酸 酶 活 性、 过 氧 化 氢 和 谷 胱 甘 肽

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）水平等，发现缺氧后大鼠脑血管

与突触体中乌头酸酶活性显著降低；过氧化氢水平

在脑血管中呈升高，突触体中降低；ＧＳＨ 水平在脑

血管中无显著性差异，在突触体中降低。 徐建方

等［２５］发现大鼠比目鱼肌中 ＩＤＨ 因缺氧而表达抑制，
但由于时间的延长而有显著缓解；α⁃酮戊二酸脱氢

酶的表达在缺氧运动第一周开始显著下降，然后以

较低表达量至实验结束。 ＩＤＨ 在低氧存活的细胞中

表达抑制［２６］。 在线粒体中，缺氧将导致谷氨酰胺转

化 α⁃酮戊二酸的速率因 ＩＤＨ 的抑制而降低［２７］。 徐

玉明等［２８］发现 ＳＤ 大鼠在进入模拟海拔 ４３００ ｍ 后

ＭＤＨ 水平均显著降低，运动后降低趋势更加明显。
李茂星等［２９］发现 ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠在模拟海拔 ４０００ ｍ 负

重游泳后肝、肌肉与血清中 ＭＤＨ、ＳＤＨ 活性显著降

低。 缺氧细胞将依靠有氧氧化通路代偿性升高相

关酶活性来补偿缺氧导致的能量供应不足，有报道

称，人体肝癌细胞缺氧后出现了 ＳＤＨ 与 ＭＤＨ 的活

性代偿性升高，但在持续缺氧后活性出现显著下

降［３０］。 高原缺氧通过抑制关键酶活性降低三羧酸

供能效率，直接导致高原疾病或运动效能的降低。
２􀆰 ３　 β⁃氧化相关酶

　 　 β⁃氧化是脂肪酸在线粒体内由一系列酶催化转

化为乙酰辅酶 Ａ 继而为机体供给能量的过程。 肉

碱脂酰转运酶（ ｃａｒｎｉｔｉｎｅ ｐａｌｍｉｔｏｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣＰＴ）
是 β⁃氧化过程中的关键酶，在缺氧状况下，脂酰辅

酶 Ａ 数量增多，同时 ＣＰＴ 也被急剧消耗，导致线粒

体 β⁃氧化速率降低［３１］。 Ｋｅｎｎｅｄｙ 等［３２］ 发现 ＳＤ 大

鼠在模拟海拔 ４３００ ｍ 处，急、慢性暴露后心脏与指

伸长肌中 ＣＰＴ⁃Ｉ 活性以及心脏组织中 β⁃羟脂酰辅

酶 Ａ 脱氢酶 （ β⁃ｈｙｄｒｏｘｙａｃｙｌ ＣｏＡ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓ， β⁃
ＨＡＤ）活性对比平原对照组显著降低；慢性暴露后

心脏组织中 β⁃ＨＡＤ 活性显著降低，急性暴露时无显

著差异。 Ｄｕｔｔａ 等［３３］发现缺氧和冷缺氧暴露 １ ｄ 会

显著降低 ＳＤ 大鼠肌肉和肝中 ＣＰＴ⁃Ｉ 活性，而单纯

的冷暴露则显著提高 ＣＰＴ⁃Ｉ 活性；缺氧和冷缺氧暴

露 ７ ｄ 会导致肌肉和肝的 ＣＰＴ⁃Ｉ 活性显著降低，而
冷暴露虽显著降低肌肉的 ＣＰＴ⁃Ｉ 活性，但却显著提

高肝的 ＣＰＴ⁃Ｉ 活性。 此外，缺氧、冷暴露和冷缺氧暴

露 １ ｄ 和 ７ ｄ 会显著降低肌肉和肝的 β⁃ＨＡＤ 活性。
２􀆰 ４　 氧化磷酸化相关酶

　 　 氧化磷酸化是一个复杂生物化学过程，氧化磷

酸化过程在线粒体中发生，线粒体内膜上的线粒体

复合酶是该过程的关键酶，由五个复合物组成：线
粒体复合物 Ｉ （ ＮＡＤＨ⁃ＣｏＱ 还原酶或 ＮＡＤＨ 脱氢

酶）、Ⅱ（琥珀酸脱氢酶）、Ⅲ（细胞色素 Ｃ 还原酶）、
Ⅳ（细胞色素 Ｃ 氧化酶）和Ⅴ（Ｆ１Ｆ０⁃ＡＴＰ 合成酶）构
成呼吸链，也称电子传递链，其功能是进行电子传

递、Ｈ＋传递及将 ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ 产生的辅酶通过氧化呼

吸链产生 Ｈ２Ｏ 和 ＡＴＰ。 研究表明，将 Ａ５４９ 细胞在

５ ｍｍｏｌ 葡萄糖、２５ ｍｍｏｌ 葡萄糖和 １０ ｍｍｏｌ 半乳糖

代谢环境中培养 ７２ ｈ 后，发现，葡萄糖基细胞在常

氧时产生的 ＡＴＰ 量显著高于低氧培养时；半乳糖基

细胞在低氧时能产生更多 ＡＴＰ ［３４］。 低氧导致线粒

体能量代谢障碍，这与线粒体呼吸链酶活性下降有

关。 靳婉君等［３５］ 对雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠进行模拟海

拔 ８０００ ｍ 缺氧 ７２ ｈ 处理后发现，缺氧模型组对比

空白对照组线粒体膜电位、线粒体复合物Ⅰ、Ⅱ出

现显著降低。 研究表明，在线粒体能量代谢障碍

时，出现认知损伤患者的脑组织线粒体复合物Ⅱ、
Ⅲ、Ⅳ均有不同程度的下降［３６－３７］。 另有报道称，对
ＳＤ 大鼠进行低氧处理 ７ ｈ 后发现，缺氧模型组对比

正常组大鼠脑、心、肾组织中线粒体复合物Ⅰ、Ⅳ均

显著下降［３８］。
Ｆ１Ｆ０⁃ＡＴＰ 合成酶又称线粒体 ＡＴＰ 合酶，参与

催化氧化磷酸化；同时在电子传递链产生的跨膜质

子动力势的推动下合成 ＡＴＰ。 有研究称，缺氧将导

致 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠肺组织线粒体 ＡＴＰ 合酶缺氧 ４ 周时

活性显著下调［３９］。 另有研究称，雄性 ＳＤ 大鼠于模

拟 １１􀆰 ３％氧浓度（等效海拔 ５０００ ｍ）的环境中持续

暴露 ４ 周发现，与常氧对照组比较，常氧运动组和低

氧运动组的 ＡＴＰ 合酶的活性显著升高，低氧对照组

线粒体复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ和 ＡＴＰ 合酶的活性和膜电

位显著降低；低氧运动组和对照组比较，线粒体复

合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ和 ＡＴＰ 合酶的活性和膜电位显著升

高［４０］。 低氧运动对 ＡＴＰ 需求更大，更加考验线粒

体中各环节生化供能相关酶的活性及协调转运

能力。

３　 高原环境下线粒体形态结构及数目变化

　 　 总的来说，缺氧对于线粒体内、外各生化反应

环节都存在抑制作用，这极大程度影响了细胞活力
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和正常代谢。 除此之外，线粒体数目的减少与超微

结构的变化对于线粒体合成 ＡＴＰ 的效率也有直接

影响（图 ２）。

图 ２　 高原缺氧后线粒体形态结构及数目的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｆｔｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈｌａｎｄｓ

３􀆰 １　 高原使线粒体数目减少

　 　 Ｌｅｖｅｔｔ 等［４１］选取 ＣＸＥ 探险队为实验对象，在平

原（海拔 ７５ ｍ）和尼泊尔珠穆朗玛峰大本营（海拔

５３００ ｍ）对所有受试者进行活检取样，通过电镜观

察肌肉形态（包括线粒体密度和分布）后发现，在暴

露于海拔高度 １９ ｄ 后，大本营的人肌肉活检中线粒

体密度无显著变化，登山队在暴露于低压缺氧 ６６ ｄ
后，总线粒体密度降低 ２１％，线粒体体积变小。 肌

原纤维间线粒体降低了 １４％，而肌膜下线粒体丢失

７３％。 肌膜下线粒体被认为在为细胞膜上的离子泵

提供 ＡＴＰ 方面很重要。 Ｈｏｐｐｅｌｅｒ 等［４２］ 以在 ５２００ ｍ
大本营停留至少 ６ 周并部分暴露于海拔超过 ８０００
ｍ 环境下的人群为研究对象，进行肌肉活检并利用

透射电镜进行形态学分析。 结果表明，与低海拔相

比，暴露于高海拔下的肌肉线粒体体积密度降低了

近 ２０％。 此外，该研究还发现，线粒体体积密度的

降低主要是由于肌膜下线粒体减少导致的，而纤维

间线粒体的降低比例相对较小。
线粒体密度与功能和缺氧暴露时间及海拔直

接相关，高原环境将导致活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）加速生成，损害蛋白质、脂质、线粒体

ＤＮＡ 及 ＡＴＰ 的合成，从而影响细胞正常功能［４３－４４］。
有研究称，ＲＯＳ 的产生伴随着海拔的上升而增加，

在 ７０００ ｍ 以上将迅速生成［４５］，迅速生成的 ＲＯＳ 将

造成缺氧细胞的凋亡和线粒体的主动减少。 线粒

体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）
的稳定是维持氧化磷酸化过程合成 ＡＴＰ 的先决条

件 ＭＭＰ 的稳定利于细胞正常生理功能，研究称

ＭＭＰ 将随缺氧时间的延长出现下降（称 ＭＭＰ 耗

散），ＭＭＰ 的耗散影响了 ＡＴＰ 合成且加速了缺氧细

胞的凋亡，造成了线粒体密度的降低［４６］。
３􀆰 ２　 高原使线粒体体积与内脊形态改变

　 　 Ｌｕｋｙａｎｏｖａ 等［４７］选择在极高海拔（１１ ０００ ｍ）存
活时间在 ２ ｍｉｎ 以下的近交系大鼠为低缺氧耐性组

（ｌｏｗ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＬＲ），存活时间在 ６～８ ｍｉｎ 为高缺氧

耐性组（ｈｉｇｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＨＲ），观察不同海拔高度下

大鼠大脑皮层线粒体的超微型态变化，以常氧空白

组作为对照组，结果发现，常氧时 ＨＲ 的小体积、长、
超长线粒体（长度：０􀆰 １４～０􀆰 ２５、０􀆰 ５～３、＞４ μｍ）和总

线粒体数分别为 ＬＲ 的 １􀆰 １５、１􀆰 ３１、３􀆰 ６７ 以及 １􀆰 １８
倍。 这种常氧下线粒体的“拉长”是线粒体中 ＡＴＰ
增加生成、ＭＭＰ 升高和 ＲＯＳ 生产减少的典型特

征［４８］；与此同时，在模拟海拔 ５０００ ｍ 时，ＬＲ 组小体

积线粒体数目对比对照组大鼠提高 ３􀆰 ６ 倍；同时，长
线粒体与超长线粒体数目明显减少，线粒体脊形状

与密度无变化；在 ＨＲ 中小线粒体数目对比对照组

几乎不变，长线粒体与超长线粒体数目明显减少，
但线粒体脊排列更加紧密；在模拟海拔 ７０００ ｍ 时，
ＬＲ 中小线粒体、长线粒体、超长线粒体对比对照组

均显著增加，分别为对照组的 １􀆰 ８、１􀆰 ４ 和 ２􀆰 １ 倍，线
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粒体排列杂乱、基质浓缩、脊肿胀［４７］；增多的小线粒

体中出现了“球状”特征，这可能是线粒体 ＭＭＰ 降

低、钙代谢紊乱和 ＲＯＳ 增加的信号［４９］。
蔡明春等［５０］在一项研究中比较了平原与急、慢

性缺氧（模拟海拔 ４０００ ｍ，４０ ｄ）后 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠脑线

粒体超微结构。 结果发现，急性缺氧后大鼠脑线粒

体体积增大、膜结构不清、脊紊乱、脊肿胀等病理形

态；此外，脑线粒体平均直径和截面积增大，比表面

积减小。 慢性缺氧后大鼠脑线粒体形态参数与平

原大鼠相比无显著差异，说明在 ４０ ｄ 模拟 ４０００ ｍ
海拔的低压缺氧暴露后，脑线粒体形态结构已经恢

复正常，这可能是对缺氧适应性的表现。 低压低氧

会导致部分线粒体肿胀和扩张，体现为内部脊结构

缺失，线粒体形态与脊的数目决定了线粒体复合物

和 Ｆ１Ｆ０⁃ＡＴＰ 合酶的分布区域和活性［５１－５２］。

４　 小结

　 　 缺氧是高原地区能量物质利用与线粒体功能

受影响的最直接因素。 在高原缺氧时，食欲下降、
机体代谢效率降低、内分泌水平失调等现象使得机

体出现能量供给不平衡、细胞活力低下，导致细胞

凋亡与组织损伤。 此外，高原缺氧条件下，线粒体

的氧化磷酸化功能减弱，进而对糖代谢产生负面影

响。 作为重要的能量来源之一，糖需要通过酵解来

满足机体在缺氧环境下的能量需求。 然而，由于线

粒体功能受限，糖酵解效率降低，导致能量供应不

足，多脏器组织内糖原加速消耗。 缺氧后，机体可

能更倾向于利用脂肪作为能量储存形式。 然而，受
损的线粒体功能与生化过程导致脂肪的氧化代谢

能力下降，使其难以有效转化为能量，发生脂类代

谢障碍，加重组织与脏器的脂肪堆积。 此外，缺氧

将增加体内蛋白质分解，以提供必要的氮源，用于

新蛋白质的合成。 这种失衡状况可能导致肌肉组

织的损失和一众生化反应的停滞，从而影响高原作

业效能。
线粒体作为细胞的“动力工厂”，是细胞与组织

能量代谢和有氧氧化的重要场所。 高原环境中，丙
酮酸代谢、三羧酸循环、β⁃氧化、氧化磷酸化过程等

生化反应途径因关键酶的低缺氧耐性受到抑制，这
影响了组织的有氧代谢与线粒体 ＡＴＰ 的合成，与此

同时，线粒体超微结构也会根据海拔高度升高而发

生改变，高海拔时线粒体总密度、总数目、线粒体内

膜脊的形态与线粒体大小等均出现不同程度的负

效应。 线粒体呼吸链复合物及 Ｆ１Ｆ０⁃ＡＴＰ 合酶的分

布和活性受到影响、ＭＭＰ 缺氧耗散、ＲＯＳ 含量激增，
线粒体数目减少；与此同时，线粒体的内脊肿胀将

影响线粒体内部的物质运输和能量转换效率，这阻

碍了 ＡＴＰ 的合成并加速了缺氧细胞的凋亡。 有报

道称，低氧线粒体的丢失可能是一种适应性反应，
其目的是减少有害的 ＲＯＳ 的产生，延缓缺氧细胞凋

亡速度［５３］；也有可能是细胞内有氧代谢水平降低，
机体做出的适应性调整，而有高负荷的供能需求时

线粒体又能做出“拉长”这样增加供能的形态改变。
在进行高原作业时机体易疲劳、易出现运动损伤和

高血脂症，可通过增加能量摄入和高碳水化合物配

给、药物干预、高原习服训练等方式改善作业效能

与机体损伤修复功能。
总之，高原缺氧对于能量代谢、生化供能反应

和线粒体超微结构的负效应会导致线粒体损伤甚

至是高原作业效能的降低，高原条件下的缺氧、氧
化应激、能量代谢紊乱等因素可能共同作用，导致

线粒体损伤的发生。 然而，相关机制的深入探究仍

待开展。 不完善的损伤机制意味着在筛选符合机

制的防治药物时选择面更为狭窄。 因此，对于这种

影响机制的深入研究将极大推动多药物、多靶点防

治高原损伤的发展。
近年来，线粒体损伤新机制的发现造就了线粒

体研究热，如“铁死亡”这一新兴的研究领域；研究

称，缺氧会促进铁死亡［５４］。 铁死亡是一种新型细胞

程序性死亡方式，铁死亡对于线粒体功能及形态特

征有直接的调节作用［５５］；缺氧细胞中 ＲＯＳ 和氧化

应激水平升高，线粒体体积减小、内脊数目减少，加
剧细胞在缺氧状态下的损伤［５４，５６］。 高原铁死亡还

可能导致机体脑损伤与神经行为损伤，出现高原认

知障碍，影响精细工作能力［５７－５８］。 未来，铁死亡的

发生水平可能作为高原线粒体损伤或高原细胞损

伤的验证标准，对于高原损伤疾病、动物模型和高

原损伤防治药物的研究有重大意义［５９］。 线粒体损

伤机制的完善有助于寻找新的治疗策略和药物靶

点，从而提高进入高原人群的适应能力和健康水平。
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　 　 【摘要】 　 慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是临床常见的呼吸系统疾病，发病

率高，死亡率高，已成为当今社会一个重要的卫生问题。 中医药在 ＣＯＰＤ 的治疗中积累了丰富的历史经验，并且具

有独特的临床优势。 为深入发掘中医药对本病的治疗效果，制备病证结合的 ＣＯＰＤ 动物模型是关键前提。 本文归

纳总结的病证结合模型包括肺气虚证动物模型、肺脾两虚证动物模型、痰热郁肺证动物模型、痰瘀阻肺证动物模

型、寒饮证动物模型五大类。 现将近几年常见的病证结合类造模方法进行简单的阐述与梳理，以期为研究人员提

供新思路，推动中医药治疗本病的研究进程。
【关键词】 　 慢性阻塞性肺疾病；病证结合；动物模型
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　 　 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ），简称慢阻肺，是一种常见

的可防可治的慢性呼吸系统疾病，其特征在于持续

的呼吸系统炎症和不可逆的气流受限，通常是由于

大量暴露于有毒颗粒或气体引起的［１］，具有患病

率、致残率、病死率均较高的特点［２］。 在我国，４０ 岁

及以上人群患病率为 １３􀆰 ７％，有近 １ 亿 ＣＯＰＤ 患者，
在成年人群中高度流行，位居我国居民死因第三

位［３］，显然已成为当今社会一个重要的卫生问题。
西医常规治疗包括控制性氧疗、口服支气管扩张

剂、雾化吸入激素、注射抗炎药物等，虽在一定程度

上可以缓解症状，但依旧具有耐药性及诸多不良反

应［４－６］。 中医药在 ＣＯＰＤ 的综合治疗中积累了丰富

的经验，在抑制氧化应激反应及炎性细胞因子释

放［７］、抑制气道粘液高分泌及有效改善病理损

害［８－９］、提高患者肺功能及生活质量［１０］ 等方面发挥

了关键作用。 为了更好地发现中医药治疗 ＣＯＰＤ 的

潜在靶点和阐述其治疗机理，制备病证结合的动物

模型必不可少，其可以辅助我们准确模拟 ＣＯＰＤ 的

病理生理状态及证候特征，为辨证施治奠定基础，
推动中医药治疗疾病的发展。

１　 中医病因病机

　 　 ＣＯＰＤ 在中医学中并没有与之相对应的确切病

名，根据患者临床表现，多将其归属于“肺胀” “哮
病”“喘病” “咳嗽” 等范畴，稳定期表现类似 “咳

嗽”，急性加重期多属“肺胀” ［１１］。 关于“肺胀”论

述，早在《黄帝内经》中就有提及，《灵枢·胀论》云
“夫胀者，皆在于藏府之外，排藏府而郭胸胁、胀皮

肤，故命曰：‘胀’”，这里首次提出“胀”病［１２］。 后代

医家也多有补充与发展，《金匮要略》言，“咳而上

气，此为肺胀，其人喘，目如脱状”详细描述其症状，
《丹溪心法》又言“肺胀而咳，或左或右不得眠，此痰

夹瘀血碍气而病”，提出痰、瘀与疾病进展密切相

关。 中医学认为本病发生多因病久肺虚、年老体

弱，外加感受六淫侵袭而引起，病机为肺体、肺气损

伤，痰瘀阻滞，肺管气道不利，张缩无力，嗽则气还

肺间，加之外邪侵袭而触动伏邪，致使疾病发生［１３］。

２　 ＣＯＰＤ 动物模型

　 　 临床上，ＣＯＰＤ 因其高发病率一直成为研究热

点，经过长期探索与实践，造模技术已渐趋完善，研
究者在复制 ＣＯＰＤ 疾病模型时选用单因素诱导或复

合因素诱导，常见的单因素诱导包括烟雾暴露

（ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ， ＣＳ ） ［１４］、 气 管 脂 多 糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）滴注［１５］、基因敲除［１６］，复
合因素诱导有 ＣＳ＋ＬＰＳ［１７］、ＣＳ 联合病毒［１８］ 等，以
Ｗｉｓｔａｒ 大鼠、ＳＤ 大鼠、Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠等为造模对象，
将动物肺组织形态（肺泡、支气管、肺间质），肺组织

病理评分（肺组织损伤程度、气道炎症评分、气道黏

液分泌评分），肺组织定量分析（肺泡损伤程度、气
道重塑程度、血管重构程度）作为评判依据，去验证

造模是否成功［１９］。

３　 ＣＯＰＤ 病证结合动物模型

　 　 “病证结合”动物模型是指在中医药理论、现代

医学理论与实验动物学知识的有机结合下，模拟出

的与人类疾病表现和证候特征相同或相似的实验

观察动物［２０］。 病证结合造模的原理为先根据西医

理论复制目标疾病模型，如慢性支气管炎、哮喘等，
后在该疾病模型基础上，根据中医证候概念复制出

证候模型，两者结合起来使西医的疾病中呈现出对

应的中医证型，体现了临床辨病与辨证的结合，是
当前用于研究中医药治疗疾病的理想模型［２１－２２］。
在 ＣＯＰＤ 病证结合动物模型中，实验者多采用“先
病后证”的造模方式，先以“ＣＳ＋ＬＰＳ”的方法复制出

ＣＯＰＤ 动物模型，使模型具备与 ＣＯＰＤ 相关的病理

表现，进一步根据中医病因病机去模拟证候特征，
换而言之，在西医病理损害的基础上叠加中医病因

刺激，最后制备出 ＣＯＰＤ 病证结合模型，合格且稳定

的病证结合模型，能够更好地为中医药治疗慢阻肺

提供模型支撑。
３􀆰 １　 肺气虚证动物模型

　 　 李瑞祥等［２３］ 采用复合因素造模，总计 ２８ ｄ：在
第 １ 天、第 １４ 天气管滴注 ＬＰＳ（１ ｍｇ ／ ｍＬ），其余时

间每天对其烟熏 ３０ ｍｉｎ，烟熏结束后再次将其置于

冷空气刺激 １ ｈ，以此建立肺气虚证 ＣＯＰＤ 大鼠模

型，并利用此模型验证了利金方通过升高肺组织免

疫细胞的水平来改善肺气虚证 ＣＯＰＤ 的症状。
沈俊希等［２４］于造模第 １ 天、第 １４ 天气管注射

２００ μＬ ＬＰＳ 溶液（浓度：１ ｇ ／ Ｌ），第 ２ ～ ２３ 天（除第

１４ 天）点燃 ７􀆰 １１ ｇ 烟丝和 ５０ ｇ 锯末烟熏，每天 １
次，每次 ３０ ｍｉｎ，第 ２４～３０ 天将烟熏频次改为每天 ３
次，每次 ３０ ｍｉｎ，造模时常为 ３０ ｄ，并以补肺汤的治

疗效果去判定模型的有效性。
肺为华盖，主气而司呼吸，主一身之表，外邪侵
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袭首先犯肺，病久而肺气必虚，因此肺气虚证是

ＣＯＰＤ 中最常见的证型。 临床以咳喘反复发作、咳
痰清稀，咳声微弱、语声低怯，面色淡白、自汗恶风，
舌淡苔白脉弱为肺气虚常见症状［２５］，治以补肺益气

平喘。 该模型主要通过“ＣＳ＋ＬＰＳ”的方法来复制

（表 １），个别造模方法略有变动，但差异不大，在该

证型造模的后期通过加大肺部的烟雾暴露次数或

进行冷刺激，对肺造成损伤，一定程度上模拟肺气

的损伤，使模型具备一定的合理性，但在模型评价

方面尚无统一标准。

表 １　 常见病证结合动物模型总结
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

证候类型
Ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ

动物品系
Ａｎｉｍａｌ ｂｒｅｅｄ

造模方法及周期
Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｍｅａｓｕｒｅｓ

ａｎｄ ｐｅｒｉｏｄ

模型表现
Ｍｏｄｅｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ

观测指标
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

肺气虚［２３］

Ｌｕｎｇ
ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

Ｗｉｓｔａｒ
大鼠
Ｗｉｓｔａｒ
ｒａｔ

“烟熏＋气管滴注 ＬＰＳ＋
冷刺激”
２８ 天
“ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ＬＰＳ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ＋ ｃｏｌｄ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ”
２８ ｄａｙｓ

毛色暗淡脱落，体重下降，呼吸频率增高，口鼻分
泌物增多，偶可闻及痰鸣音，肺大泡形成，炎性细
胞浸润；ＣＤ４＋Ｔ 细胞数量降低，Ｔｈ１７ 细胞数量上
升；ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃２１ 含量升高。
Ｆｕｒ ｗａｓ ｄｕｌｌ ａｎｄ ｓｈｅｄ， ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，
ｔｈｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｏｒａｌ ａｎｄ ｎａｓａｌ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｓｐｕｔｕｍ ｓｏｕｎｄｓ ｃａｎ ｂｅ
ｈｅａｒｄ ｏｃｃａｓｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｂｕｌｌａｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＤ４＋Ｔ
ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃２１ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

症状体征、肺组织形态；肺组织
免疫细胞；血清及 ＢＡＬＦ 中炎
症细胞。
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ， ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｃｅｌｌｓ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ＢＡＬＦ．

肺气虚［２４］

Ｌｕｎｇ
ｑｉ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

Ｗｉｓｔａｒ
大鼠
Ｗｉｓｔａｒ
ｒａｔ

“烟熏＋气管滴注 ＬＰＳ”
３０ 天
“ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ＬＰＳ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ”
３０ ｄａｙｓ

蜷伏少动，被毛蓬起无光泽，呼吸急促，闻及咳嗽
及痰鸣音，进食减少；肺泡萎缩塌陷，肺实质化，
炎症细胞浸润；ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 含量升高。
Ｃｕｒｌｅｄ ｕｐ ａｎｄ ｍｏｖｅｄ ｌｅｓｓ， ｄｕｌｌ ｃｏａｔ， ｓｈｏｒｔｎｅｓｓ ｏｆ
ｂｒｅａｔｈ， ｔｈｅ ｓｏｕｎｄｓ ｏｆ ｃｏｕｇｈ ａｎｄ ｓｐｕｔｕｍ ｗｅｒｅ ｈｅａｒｄ，
ｒｅｄｕｃｅｄ ｅａｔｉｎｇ． Ａｌｖｅｏｌａｒ ｃｏｌｌａｐｓｅ， ｌｕｎｇ
ｐａｒｅｎｃｈｙｍａ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

症状体征，肺组织形态；肺组织
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 含量。
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ， ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＴＮＦ⁃
α ａｎｄ ＩＬ⁃８ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ．

肺脾两虚［２６］

Ｌｕｎｇ ａｎｄ
ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

Ｗｉｓｔａｒ
大鼠
Ｗｉｓｔａｒ
ｒａｔ

“烟熏＋气管滴注 ＬＰＳ＋
灌服冰冷番泻叶浸液”
４２ 天
“ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ＬＰＳ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ＋ ｄｒｉｎｋ ｃｏｌｄ
ｓｅｎｎａ ｉｎｆｕｓｉｏｎ”
４２ ｄａｙｓ

扎堆眯眼，精神倦怠，毛发干枯，体型消瘦，食少
便稀；肺大疱形成，支气管腔渗出物出现，炎性细
胞浸润；肺功能下降；ＩＬ⁃１、ＴＮＦ⁃α 升高。
Ｓｑｕｉｎｔｉｎｇ ｅｙｅｓ ｇａｔｈｅｒ ｔｏｇｅｔｈｅｒ， ｍｅｎｔａｌ ｆａｔｉｇｕｅ， ｄｒｙ
ｆｕｒ， ｂｏｄｙ ｗａｓｔｉｎｇ， ｌｉｔｔｌｅ ｆｏｏｄ ａｎｄ ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌ．
Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｂｕｌｌｏｓａ ｆｏｒｍｅｄ， ｅｘｕｄａｔｅ ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ
ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｃａｖｉｔｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ． ＩＬ⁃１ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

症状体征，肺组织形态；肺功
能；血清炎症因子。
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ， ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
Ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ．

肺脾两虚［２７］

Ｌｕｎｇ ａｎｄ
ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ ｒａｔ

“烟熏＋气管滴注 ＬＰＳ＋
大黄液灌胃”
２８ 天
“ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ＬＰＳ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ＋ｒｈｕｂａｒｂ ｌｉｑｕｉｄ
ｂｙ ｇａｖａｇｅ＂
２８ ｄａｙｓ

神倦体弱，咳嗽短气，纳少便溏；气道和肺实质出
现炎性病变，气道狭窄；肺功能下降；脾脏指数、
胸腺指数低下。
Ｆａｔｉｇｕｅｄ ａｎｄ ｗｅａｋ， ｃｏｕｇｈ ａｎｄ ｓｈｏｒｔｎｅｓｓ ｏｆ ｂｒｅａｔｈ，
ｌｉｔｔｌｅ ｆｏｏｄ ａｎｄ ｌｏｏｓｅ ｓｔｏｏｌ． Ａｉｒｗａｙ ａｎｄ ｌｕｎｇ
ｐａｒｅｎｃｈｙｍａ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｌｅｓｉｏｎｓ， ａｉｒｗａｙ ｓｔｅｎｏｓｉｓ．
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ
ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ ｗｅｒｅ ｌｏｗ．

症状体征，肺组织形态；肺功
能；脾指数，胸腺指数。
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ， ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
Ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ， ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ．

痰热郁肺［２８］

Ｐｈｌｅｇｍ⁃ｈｅａｔ
ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｕｎｇ

Ｗｉｓｔａｒ
大鼠
Ｗｉｓｔａｒ
ｒａｔ

“烟熏＋肺炎双球菌滴
鼻”
２８ 天
“ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋
Ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃｕｓ ｎａｓａｌ
ｄｒｏｐｓ”
２８ ｄａｙｓ

咳嗽喘息，鼻部分泌物增多，毛发脱落，面部水
肿，舌质紫黯舌苔黄；支气管黏膜坏死、脱落，管
壁炎性细胞浸润，肺泡壁断裂；肺功能下降；炎性
因子升高。
Ｃｏｕｇｈ ａｎｄ ｗｈｅｅｚｉｎｇ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｎａｓａｌ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ， ｆｕｒ
ｌｏｓｓ， ｆａｃｉａｌ ｅｄｅｍａ， ｄａｒｋ ｔｏｎｇｕｅ ａｎｄ ｙｅｌｌｏｗ ｔｏｎｇｕｅ
ｃｏａｔｉｎｇ． Ｎｅｃｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｆｏｌｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ
ｍｕｃｏｓａ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ
ｗａｌｌ ａｎｄ ｒｕｐｔｕｒｅ ｏｆ ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ．
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

症状体征，肺组织形态；肺功
能；ＢＡＬＦ 中炎症细胞数量及百
分比。
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ， ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＢＡＬＦ．
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续表１

证候类型
Ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ

动物品系
Ａｎｉｍａｌ ｂｒｅｅｄ

造模方法及周期
Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｍｅａｓｕｒｅｓ

ａｎｄ ｐｅｒｉｏｄ

模型表现
Ｍｏｄｅｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ

观测指标
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

痰热郁肺［２９］

Ｐｈｌｅｇｍ⁃ｈｅａｔ
ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｕｎｇ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ Ｒａｔ

“烟熏＋气道滴注 ＬＰＳ”
２８ 天
“ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ＬＰＳ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ”
２８ ｄａｙｓ

急躁多动，毛发暗淡无泽，大便质硬，呼吸道分泌
物色黄质稠；支气管壁增厚，肺泡壁断裂，肺大泡
形成；肺功能下降；ＩＬ⁃６、ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３ 上升。
Ｉｒｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ， ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ， ｄｕｌｌ ｃｏａｔ， ｈａｒｄ ｓｔｏｏｌｓ，
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｓｔｉｃｋｙ． Ｔｈｅ
ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｗａｌｌ ｗａｓ ｔｈｉｃｋｅｎｅｄ， ａｌｖｅｏｌａｒ ｗａｌｌ ｗａｓ
ｂｒｏｋｅｎ， ａｎｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｂｕｌｌａｅ ｗｅｒｅ ｆｏｒｍｅｄ．
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ； ＩＬ⁃６， ＳＴＡＴ１ ａｎｄ ＳＴＡＴ３
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

症状体征；肺组织形态；肺功
能；肺组织炎性因子及相关蛋
白含量。
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ． Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ
ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ．

痰热郁肺［３０］

Ｐｈｌｅｇｍ⁃ｈｅａｔ
ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｕｎｇ

Ｗｉｓｔａｒ
大鼠
Ｗｉｓｔａｒ
Ｒａｔ

“烟熏＋气道滴注 ＬＰＳ＋
风热刺激”
３７ 天
“ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋
ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ＬＰＳ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ＋ ｗｉｎｄ ａｎｄ ｈｅａｔ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ”
３７ ｄａｙｓ

肺泡融合、间隔破坏，气道黏膜脱落、管腔内有痰
液潴留，粘膜下腺体肥大、杯状细胞增生；ＩＬ⁃８、
ＴＮＦ⁃α 水平上升；ＭＵＣ５ＡＣ、ＮＥ 含量显著升高。
Ａｌｖｅｏｌａｒ ｆｕｓｉｏｎ， ｓｅｐｔｕｍ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ａｉｒｗａｙ ｍｕｃｏｓａ
ｅｘｆｏｌｉａｔｉｏｎ， ｓｐｕｔｕｍ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｍｅｎ，
ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌ ｇｌａｎｄ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ， ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＭＵＣ５ＡＣ ａｎｄ ＮＥ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

肺组织形态；血清炎性因子及
ＢＡＬＦ 中相关蛋白的含量。
Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ
ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ＢＡＬＦ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

痰瘀阻肺［３１］

Ｐｈｌｅｇｍ⁃ｓｔａｓｉｓ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｌｕｎｇ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ Ｒａｔ

“强迫游泳＋被动吸烟
＋低氧环境”
３０ 天
“ Ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ＋
ｐａｓｓｉｖｅ ｓｍｏｋｉｎｇ ＋
ｈｙｐｏｘｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ”
３０ ｄａｙｓ

喜静恶动，毛发发黄，呼吸急促，唇舌爪甲发绀，
体质量减轻；肺泡局限性增大，肺泡间隔增厚或
损坏，支气管壁黏液腺增生；肺功能下降；ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α 升高。
Ｑｕｉｅｔ ｂｕｔ ｎｏｔ ａｃｔｉｖｅ， ｈａｉｒ ｔｕｒｎｓ ｙｅｌｌｏｗ， ｓｈｏｒｔｎｅｓｓ ｏｆ
ｂｒｅａｔｈ， ｃｙａｎｏｓｉｓ ｏｆ ｌｉｐｓ， ｔｏｎｇｕｅ ａｎｄ ｎａｉｌｓ， ｗｅｉｇｈｔ
ｌｏｓｓ． Ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ， ａｌｖｅｏｌａｒ ｓｅｐｔｕｍ
ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ ｏｒ ｄａｍａｇｅ， ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｗａｌｌ ｍｕｃｕｓ ｇｌａｎｄ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃８ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

症状体征；肺组织形态；肺功
能；血清炎性因子水平。
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ． Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
Ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ．

痰瘀阻肺［３２］

Ｐｈｌｅｇｍ⁃ｓｔａｓｉｓ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｌｕｎｇ

ＳＤ 大鼠
ＳＤ Ｒａｔ

“烟熏＋低氧”
２８ 天
“ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋ ｈｙｐｏｘｉｃ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ”
２８ ｄａｙｓ

肺泡结构破坏、融合，肺血管增厚，管壁炎症细胞
浸润，管腔狭窄；Ｂａｘ 蛋白表达降低，Ｂｃｌ⁃２ 增加；
ＶＥＧＦ 表达升高。
Ａｌｖｅｏｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ａｎｄ ｆｕｓｅｄ， ｔｈｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｗｅｒｅ ｔｈｉｃｋｅｎｅｄ， ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｗａｌｌ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｌｕｍｅｎ ｗａｓ ｎａｒｒｏｗｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

肺组织形态；肺血管组织 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２ 蛋 白 水 平， 血 清 ＶＥＧＦ
水平。
Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｃｕｌａｒ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ
ｓｅｒｕｍ ＶＥＧＦ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

寒饮证［３３］

Ｃｏｌｄ⁃
ｆｌｕｉｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

Ｗｉｓｔａｒ
大鼠
Ｗｉｓｔａｒ
Ｒａｔ

“烟熏＋气管滴注 ＬＰＳ＋
饮冷及寒冷刺激”
５６ 天
＂ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋ ｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＰＳ ＋
ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｃｏｌｄ ａｎｄ ｃｏｌｄ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ＂
５６ ｄａｙｓ

精神萎靡，呼吸急促，毛发少泽脱落，食少体轻，
口鼻分泌物增加；气管、支气管上皮细胞肿胀坏
死脱落，支气管管腔炎细胞浸润；肺功能下降。
Ｌｉｓｔｌｅｓｓｎｅｓｓ， ｓｈｏｒｔｎｅｓｓ ｏｆ ｂｒｅａｔｈ， ｔｈｅ ｈａｉｒ ｃｏｌｏｒ ｉｓ
ｄａｒｋ ａｎｄ ｓｈｅｄｄｉｎｇ， ｌｅｓｓ ｆｏｏｄ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｌｉｇｈｔ， ｍｏｕｔｈ
ａｎｄ ｎｏｓｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａｌ ａｎｄ
ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｗｏｌｌｅｎ， ｎｅｃｒｏｔｉｃ ａｎｄ
ｅｘｆｏｌｉａｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｌｕｍｅｎ ｗａｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ
ｂｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ． Ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．

症状 体 征； 肺 组 织 形 态； 肺
功能。
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ． Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

寒饮证［３４］

Ｃｏｌｄ⁃
ｆｌｕｉｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

Ｗｉｓｔａｒ
大鼠
Ｗｉｓｔａｒ
Ｒａｔ

“烟熏＋气管滴注 ＬＰＳ＋
饮冷＋冷刺激”
“ Ｓｍｏｋｉｎｇ ＋ ｔｒａｃｈｅａｌ
ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＰＳ ＋
ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｃｏｌｄ ａｎｄ ｃｏｌｄ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ”
３０ ｄ

形体消瘦，被毛零乱，鼻腔可见淡白色分泌物，饮
水量下降；肺功能下降；ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１３ 和 ＴＮＦ⁃
ａ 上升，ＡＱＰ１ 含量降低，Ｍｕｃ５ａｃ 蛋白上升。
Ｂｏｄｙ ｗａｓ ｔｈｉｎ， ｈｉｓ ｆｕｒ ｗａｓ ｍｅｓｓｙ， ｎａｓａｌ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅ ｐａｌｅ ｗｈｉｔｅ， ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ； ＩＬ⁃８， ＩＬ⁃１０， ＩＬ⁃１３ ａｎｄ
ＴＮＦ⁃ａ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ＡＱＰ１ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ Ｍｕｃ５ａｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．

症状体征；肺功能；血清中炎性
因子含量及肺组织部分蛋白
表达。
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｓ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

３􀆰 ２　 肺脾两虚证动物模型

　 　 张旭辉等［２６］ 在造模第 １ 天、第 １４ 天气管滴注

ＬＰＳ，第 ２ ～ ４２ 天进行烟雾暴露，每天 ２ 次，每次 ３０
ｍｉｎ（滴注 ＬＰＳ 当天不烟熏），同时自造模第 ７ 天起
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在熏烟前 ３０ ｍｉｎ 给予浓度为 １ ｇ ／ ｍＬ 的冰冷番泻叶

浸液，连续灌胃至第 ４２ 天，利用苦寒药损伤脾胃的

机理建立脾虚证慢阻肺动物模型，研究者使用该动

物模型观察到 ｇｈｒｅｌｉｎ 及 ｏｂｅｓｔａｔｉｎ 与炎症因子的相

互作用在 ＣＯＰＤ 合并营养不良中起重要作用。
何嘉等［２７］于造模第 １ 天、第 １４ 天气管滴注 ０􀆰 ２

ｍＬ ＬＰＳ，第 ２～２８ 天（气管滴注 ＬＰＳ 日除外）对其进

行烟熏，１ ｈ ／ ｄ；同时以“二次造模”的方式在造模开

始后第 ７ 天以大黄混悬液灌胃，２ ｍＬ ／ ｄ，共 ８ ｄ，第
２８ 天成功制备 ＣＯＰＤ 肺脾两虚证模型，并使用该模

型验证了健脾益肺口服液可提高 ＣＯＰＤ 患者的免疫

功能。
肺气虚证为慢阻肺主要证型，肺虚日久，子盗

母气，脾失健运，同时母病及子，又进一步加重肺脏

的失常，二者相互影响，终成肺脾两虚之证，该证型

也主要集中出现在 ＣＯＰＤ 稳定期，主要表现为咳嗽

喘息气短，动则加重，或神疲乏力易感冒，或食少纳

呆便溏，舌体胖大舌苔腻，脉沉细或细弱，治疗以益

气健脾为主［３５］。 此类模型先进行 ＣＯＰＤ 的复合造

模，后期以苦寒药物煎剂灌胃处理模拟中医证候

（表 １），体现了疾病发展过程中的动态变化，番泻

叶、大黄苦寒攻下，药效峻猛，易伤脾阳，母病及子，
因此可致肺脏失养，较为符合肺脾两虚证产生的

机理。
３􀆰 ３　 痰热郁肺证动物模型

　 　 金朝晖等［２８］点燃 ５０ ｇ 烟叶、１０ ｇ 硫磺对其烟雾

暴露，每次 ３０ ｍｉｎ，每天 ２ 次，两次间隔 ４ ｈ 以上，随
后鼻腔滴入 ０􀆰 １ ｍＬ 肺炎双球菌菌液（浓度：６×１０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ，最后两次浓度：１８×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ），每周 ２
次，共计滴 ８ 次，造模 ２８ ｄ 结束，成功制备 ＣＯＰＤ 痰

热郁肺证模型，作者借此模型证实了清金畅肺饮对

ＣＯＰＤ 气道炎症具有抑制作用［３６］。
许光兰等［２９］在实验第 １ 天、第 １４ 天经气管滴

注 ＬＰＳ（浓度：１ ｇ ／ Ｌ）２００ μＬ，第 ２ ～ ３０ 天（除第 １４
天）进行烟雾暴露，早晚各 ３０ ｍｉｎ，首先制备 ＣＯＰＤ
疾病模型。 在此基础上，于造模第 ２６ 天气管多滴注

ＬＰＳ １ 次，以此模拟痰热郁肺证型，使“病” “证”相

结合，并设置清金化痰颗粒治疗作为对照组，以方

测证，结果对照组大鼠病理改变有所好转，模型制

备成功。
陈锦标等［３０］ 在实验第 １、８、１５ 天气道滴入 ２００

μＬ ＬＰＳ 溶液（浓度：１ ｍｇ ／ ｍＬ），第 ２～２８ 天烟雾暴露

（ＬＰＳ 滴注当日除外），每次 ３０ ｍｉｎ，上、下午各一

次。 后在第 ２９ ～ ３７ 天将其置于风箱中（温度（３９±
１）℃，风速 ０􀆰 ７ ｍ ／ ｓ，相对湿度 ５０％）进行风热刺激，
依旧每次 ３０ ｍｉｎ，每天 ２ 次，造模时长 ３７ ｄ，成功制

备 ＣＯＰＤ 痰热郁肺证模型。
该证型多出现在急性加重期，肺失宣肃，津液

失于布散而聚集体内，日久积热化痰，或感受风热

之邪侵袭，灼伤津液，炼液成痰，痰热壅结于肺而发

病［３７－３８］。 咳嗽喘息，发热痰黄，口渴喜饮，舌红苔黄

为痰热蕴肺证常见症状［２５］，治以清热化痰。 在痰热

郁肺证模型中，研究者在造模后期多将动物置于人

为制造的风热环境中进行刺激（表 １），以此模拟风

热侵袭，从而使动物产生与风热证相似的症状，值
得借鉴。
３􀆰 ４　 痰瘀阻肺证动物模型

　 　 朱张求等［３１］ 将大鼠放入水槽中 （恒温：４３ ±
１℃）强迫游泳 ３０ ｍｉｎ，后进行烟雾暴露，每天 １ 次，
每次 ０􀆰 ４ ｈ，最后将其置于通入氮气的低氧箱内（氧
浓度：１０􀆰 ０％±０􀆰 ５％，ＣＯ２ 浓度：０􀆰 ０３％），每天低氧 ７
ｈ，连续造模 １ 个月，由此成功建立 ＣＯＰＤ 痰瘀阻肺

证模型。 作者基于此模型明确了芪白平肺胶囊通

过降低炎症因子表达来改善肺血管重塑及炎症［３９］。
石孟瑶等［３２］将大鼠置于烟箱内，１ ｈ ／ ｄ，随后将

其置于低氧装置内（氧浓度：１０􀆰 ０％～１０􀆰 ５％，ＣＯ２ 浓

度：０􀆰 ０３％左右），每天低氧 ５ ｈ，每周 ６ ｄ，连续造模

４ 周，成功复制出目标模型。
肺气亏虚，津液不布，聚为痰浊；气与血相互依

存相互为用，气为血之帅，气能行血，亦能摄血，气
虚无力助血运行，则血留成瘀，痰瘀共为病理因素，
二者相互影响，终成气虚痰瘀之证。 临床以咳嗽咳

痰气短，神疲乏力自汗，口唇发绀，舌质淡暗，脉沉

细或涩为主要表现，治以补肺益气、化瘀祛痰［４０］。
研究者多采用复合因素造模（表 １），强迫大鼠在水

中游泳，使其劳累损伤肺气，正是利用了“气虚则无

力助血运行”这一理念，模型动物症状表现稳定，造
模时间短，周期基本一致，均为 １ 个月左右。
３􀆰 ５　 寒饮证动物模型

　 　 周健美［３３］ 在造模第 １、１４、２８ 天气管滴注 ２００
μＬ ＬＰＳ，第 ２～ ５６ 天（第 １４、２８ 天除外）进行烟雾暴

露，每天 ２ 次，每次 ３０ ｍｉｎ，两次间隔 ４ ｈ 左右。 后

在低温环境下（温度：０℃左右）冷冻，１ ｈ ／ ｄ，同时将

其置于冷水游泳，持续 ４ 周，伴随冰水混合物喂养，
总计 ５６ ｄ，复制出目标模型。

杨淑等［３４］以药测证，选用生姜为治疗药物，在
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第 １、１４ 天鼻腔滴注 ２００ μＬ 脂多糖（浓度：１ ｍｇ ／
ｍＬ），第 ２ ～ ３０ 天（第 １４ 天除外）进行烟熏，每天 ２
次，每次 ３０ ｍｉｎ，每次间隔 ４ ｈ，随后置于低温环境中

（温度：０℃左右）刺激 １ ｈ，同时以冰水混合物喂养，
１２ ｈ ／ ｄ，持续 ３０ ｄ。 生姜具有解表散寒、温中止呕之

药效，实验中给予生姜治疗后大鼠寒症明显减轻，
加之造模完成后动物表现出明显寒象，表明寒饮蕴

肺模型造模成功。
在寒饮证模型中，研究者遵循中医“苦寒伤阳”

的理论，以冰水灌胃伤及脾阳，使得脾胃运化水饮

功能失职，加之感受寒邪，内克于肺，肺主通调水道

功能紊乱，造成水液内停，终成寒饮内停之证，以
“饮冷＋寒冷刺激”的方式（表 １）复制寒饮蕴肺中医

证型，共建 ＣＯＰＤ 寒饮蕴肺证大鼠模型。

４　 讨论

　 　 病证结合的治疗方法既能对某种疾病有宏观

上的把握，又可以了解疾病某一阶段或某一类型的

具体本质，做到辨病为先，辨证为主，二者有机结

合，从宏观和微观两个层次去认识疾病，从而进行

有效治疗，具有事半功倍的效果。 总结发现，不同

类型的 ＣＯＰＤ 病证结合动物模型均具有造模周期适

中（大部分为 ２８ ｄ），可操作性强以及花费成本低的

特点，可以作为用于研究中医药治疗 ＣＯＰＤ 的模型

基础，同时研究者多选用大鼠为造模对象，因其具

有繁殖周期短、饲养方便易成活等优点。 验证目标

模型是否成功时，研究者将动物的行为学表现与病

理形态改变相结合，同时会辅助一些相关的实验室

指标，如炎症因子等，综合去判定，使动物模型更具

说服力。
４􀆰 １　 存在问题

　 　 病证结合动物模型虽在一定程度上可以模拟

目标疾病及中医证候，展示干预手段对动物产生的

影响，支持中医药防治疾病的研究进展。 但依旧存

在以下问题：（１）所选动物种类及品系不统一，由于

它们存在个体差异性，势必会产生实验数据的不一

致；（２）在此类造模方式下，对动物模型证候的评价

多依赖实验者的主观判断，并没有明确规范的评价

标准，制定科学的模型评价标准依旧是 ＣＯＰＤ 病证

结合模型领域的难点；（３）众所周知，中医认识疾病

讲求整体观念，某种疾病或证型的形成并不是通过

单纯的一种外在干预方式就可以蹴就的，同时在疾

病发展过程中，伴随诸多并发症，研究人员单纯以

一种致病因素对实验动物进行干预会使模型具有

片面性，另一方面，疾病与证候同时存在，实验者以

“先病后证”的造模方式割裂了二者原先相辅相成

的关系；（４）关于病证结合 ＣＯＰＤ 动物模型的研究

及相关文献数量较少，供研究人员参考的方法较为

缺乏；（５）中医辨证注重四诊合参，重视对舌象和脉

象的观察与鉴别，由于采集动物的舌象、脉象比较

困难且不能将动物与人体的生理表现混为一谈，因
此在目前所报道的诸多文献中，均缺乏描述；（６）
ＣＯＰＤ 患者以中老年男性为主要患病人群，但大多

数研究者在选用模型动物时经常忽略动物性别及

年龄这一细节，使实验结果出现偏差。
４􀆰 ２　 发展思路

　 　 病证结合动物模型是将实验研究与临床治疗

相衔接的桥梁，复制一个恰当准确、切合临床的病

证结合动物模型，对开发新型制剂及研究量效关系

具有极高价值，但目前病证结合动物模型的建立依

旧处于探索阶段，针对在造模过程中存在的诸多问

题，研究者需统一动物品系与年龄性别，完善证候

评价标准，设计合理的实验计划，利用好现代医学

检测手段，探寻规范采集动物四诊信息的技术，从
诸多方面去规避造模过程中的不足，从而建立一个

符合中西医发病机制的高质量动物模型，推动中医

药防治疾病的发展，为人类的健康做出贡献。
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　 　 【摘要】 　 神经退行性疾病（ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＮＤｓ）是一类慢性、进行性发展的神经疾病，以特异性神

经元的大量丢失为主要特征，主要包括阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）、帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＰＤ）、亨廷顿病（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）及肌萎缩性脊髓侧索硬化症（ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）等。 虽然

不同类型神经退行性疾病的病变部位和病因各不相同，但大脑特定区域的迟发性神经细胞退行性病变、神经元或

突触丢失是它们的共同特征，因此统称为神经退行性疾病。 由于神经退行性疾病的复杂性、多基因调控性，导致其

病因和发病机制尚不明确，因此这类疾病的治疗举步维艰。 近年来，斑马鱼（ｚｅｂｒａｆｉｓｈ）作为一种新型的模式生物，
因其神经传导系统、神经元和神经胶质细胞类型及疾病相关基因同源性与人类都十分相似，受到越来越多的关注。
目前，斑马鱼已广泛应用于神经退行性疾病的研究，并在此领域研究中已取得一定的成果，提高了我们对神经退行

性疾病的认识。 本文通过查阅近几年国内外相关文献，综述斑马鱼作为模式生物近年来在神经退行性疾病研究中

的研究进展。
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　 　 斑马鱼，因体侧有像斑马一样纵向的蓝色与银

色相间的条纹而得名。 斑马鱼作为一种脊椎动物

模型，具有物种稳定、个体差异小、发育周期短、繁
殖能力强、神经系统发育迅速等特点。 大约 ８２％的

人类疾病基因在斑马鱼中有同源基因［１］，基因组信

号调控也与人类有很高的相似性，可应用于高通量

筛选［２］。 斑马鱼的大脑拥有哺乳动物大脑中的所

有主要结构，斑马鱼的主要神经递质系统，包括去

甲肾上腺素能、５－羟色胺能、多巴胺能和组胺能系

统，显示出与哺乳动物系统的许多相似性［３］。 此

外，斑马鱼具有与人类相似的血脑屏障功能［４］。 这

些都说明了斑马鱼与人类具有高度保守的大脑组

织，可用于研究神经退行性疾病，这使得斑马鱼在

神经退行性疾病研究中有独特的优势，是理想的模

式动物（图 １），应用前景广阔，弥补了啮齿动物的不

足（表 １）。

１　 斑马鱼在神经退行性疾病中的研究进展

１􀆰 １　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）
　 　 ＡＤ 是一种慢性进行性神经退化性疾病，以进

行性记忆减退、认知障碍、人格改变为主要临床特

征，是痴呆最常见的类型［５］。 随着社会老龄化的加

剧，ＡＤ 的发病率也迅速增长。 大脑神经细胞外不

溶性淀粉样蛋白 β 斑块（ａｍｙｌｏｉｄ⁃ｂｅｔａ，Ａβ）、细胞内

Ｔａｕ 蛋白过度磷酸 化 所 致 神 经 纤 维 缠 结 形 成

（ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ｔａｎｇｌｅｓ，ＮＦＴｓ） ［６］ 以及突触和神经元

丢失是 ＡＤ 的主要病理特征［５］。 ＡＤ 的发病机制复

杂，至今尚无完全明确，关于其致病假说主要有 Ａβ

图 １　 斑马鱼构建神经退行性疾病模型

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

２２１ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



表 １　 模式生物斑马鱼与啮齿动物实验优势比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｅｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｎｄ ｒｏｄｅｎｔｓ

比较项目
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｉｔｅｍｓ

啮齿动物
Ｒｏｄｅｎｔ

斑马鱼
Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

实验周期短和繁殖力强
Ｓｈｏｒｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｆｅｃｕｎｄｉｔｙ × √

试验费用低
Ｌｏｗ ｔｅｓｔ ｃｏｓｔ × √

受试物用量少
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｕｂｊｅｃｔ ｍａｔｔｅｒ ｉｓ ｓｍａｌｌ × √

体外受精和体外发育
Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ × √

产卵量大，胚胎透明
Ｅｇｇ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｓ ｌａｒｇｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏ ｉｓ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ × √

高通量筛选药物
Ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｄｒｕｇｓ． × √

研究多器官
Ｓｔｕｄｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎｓ √ √

评价代谢物的活性
Ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ √ √

评价药效和药动学
Ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ √ √

准确判断对药物的吸收和利用率
Ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ √ ×

高级认知功能
Ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ √ ×

行为丰富，三维运动方式，有典型社交行为
Ｒｉｃｈ ｂｅｈａｖｉｏｒ， ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｍｏｖｅｍｅｎｔ， ｔｙｐｉｃａｌ ｓｏｃｉａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ × √

难做或无法做的疾病模型或毒性评价模型
Ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｏｒ ｉｍｐｏｓｓｉｂｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｒ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ × √

操作简单，模型稳定，影响因素较少
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ａｒｅ ｆｅｗ × √

毒性学说，微管相关蛋白 Ｔａｕ（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔａｕ，ＭＡＰＴ）异常学假说等［７］。
　 　 研究表明，应用于研究 ＡＤ 的斑马鱼模型包括

突变 型 ＡＰＰ ｓｗｅ、 突 变 型 ＰＳＥＮ１ 或 ＰＳＥＮ２、 Ｔａｕ⁃
Ｐ３０１Ｌ⁃Ｔｇ 斑马鱼，东莨菪碱、蛋白磷酸酶 ２Ａ 抑制剂

冈田酸（ｏｋａｄａｉｃ ａｃｉｄ，ＯＫＡ）、Ａβ１－４２、铝（Ａｌ）、氯化铝

（ＡｌＣｌ３）和氯化铜（ＣｕＣｌ２）等物质诱导的 ＡＤ 模型

等。 研究者们基于此类模型探究了部分物质抗 ＡＤ
的药理作用。

通过斑马鱼细胞移植技术构建可调控突变型

ＡＰＰ ｓｗｅ 表达的 ＡＤ 动物模型，探究 Ａβ 沉积对脑血

管系统的损伤及动物行为学的影响，为研究 ＡＤ 的

治疗构建一个具有时空可控性的动物模型，这项研

究建立的 ＡＰＰ ｓｗｅ 斑马鱼表现为脑内神经元数量减

少［８］。 编码基因 ＰＳＥＮ１ 和 ＰＳＥＮ２ 的突变在早发型

家族性 ＡＤ 患者中被发现，突变型 ＰＳＥＮ１ 或 ＰＳＥＮ２
已被证实可增加大脑中长时间的高纤维原性 Ａβ 形

成，从而诱发 ＡＤ 的发生［９］。 斑马鱼 ＰＳＥＮ１ 剪接干

扰可诱导早发性 ＡＤ 表型，如认知障碍、Ａβ１－４２ 聚集

和突触减少［１０］。 人类 Ｔａｕ⁃Ｐ３０１ Ｌ 突变体已被广泛

用于建立转基因动物模型［１１－１２］，此类模型因仿效了

ＡＤ 患者 Ｔａｕ 蛋白异常修饰而被广泛应用［１３］。 Ｔａｕ⁃

Ｐ３０１ Ｌ 过表达会导致成年斑马鱼脑内 Ｔａｕ 过度磷

酸化［１４］。 Ａｌａｖｉ Ｎａｉｎｉ 等［１５］在 Ｔａｕ⁃Ｐ３０１ Ｌ⁃Ｔｇ 斑马鱼

中使用硫酸肝素拮抗剂和草酰硫酸肝素拮抗剂可

以减少 ｐ⁃Ｔａｕ、减轻神经元丢失。 Ｂａｒｂｅｒｅａｕ 等［１４］ 利

用 Ｔａｕ⁃Ｐ３０１ Ｌ⁃Ｔｇ 斑马鱼研究了早期 Ｔａｕ 诱导的神

经毒性如何改变脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）信号，结果表明 Ｔａｕ 神经

毒性引起 ＢＤＮＦ 系统的改变。
东莨菪碱为胆碱能拮抗剂，腹腔注射后可出现

胆碱功能障碍和氧化应激，此模型可以造成动物学

习记忆障碍。 Ｃａｐａｔｉｎａ 等［１６］ 用东莨菪碱诱导的斑

马鱼记忆损伤模型探讨百里香精油对胆碱能神经

元的作用，证实了百里香精油可以降低 ＡＣｈＥ 活性

和大脑抗氧化能力。 Ｂｏｉａｎｇｉｕ 等［１７］等用可替宁和 ６
－羟基－ｌ－尼古丁治疗东莨菪碱诱导的 ＡＤ 斑马鱼模

型，发现二者均能减弱东莨菪碱诱导的焦虑样行为

和记忆障碍，并降低斑马鱼大脑中的 ＲＯＳ 水平和

ＡＣｈＥ 活性。 研究报道，ＯＫＡ 作为斑马鱼 ＡＤ 疾病

模型的诱导物，可以诱导斑马鱼氧化应激、胶质细

胞激活、神经炎症、胆碱功能障碍、谷氨酸兴奋性毒

性和线粒体功能障碍［１８－１９］，表现出 ＡＤ 的大部分症

状［２０］。 Ｋｏｅｈｌｅｒ 等［２１］ 利用 ＯＫＡ 建立了斑马鱼 ＡＤ
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模型，研究 ４－苄基－２－甲基－１，２，４－噻二唑烷－３，５－
二酮（ＴＤＺＤ⁃８）对 ＡＤ 模型 ＧＳＫ３β 的抑制作用，发
现注射 ＯＫＡ 后能够重现与 ＡＤ 相关的大部分神经

病理，降低 ｐ⁃Ｔａｕ、Ｐｐ２Ａ 和 ＧＳＫ⁃３β 活性 ／失活比。
研究发现，ＡＤ 患者脑组织内 Ａβ 明显增多，并形成

大量的老年斑［５］。 人体内 Ａβ 最常见的亚型是

Ａβ１－４０ 和 Ａβ１－４２。 其中 Ａβ１－４２ 更容易聚集且更强的

毒性，从而形成 Ａβ 沉淀的核心，引发神经毒性作

用［５］。 Ｒｅｉｎｈａｒｄｔ 等［２２］ 选用 Ａβ１－４２ 来诱导斑马鱼

ＡＤ 模型，发现细胞周期蛋白依赖性激酶 ５（ＣＤＫ５）
抑制剂 ＬＤＣ８ 在斑马鱼 ＡＤ 模型中起到保护神经元

的作用。 Ｓａｎｇ 等［２３］ 研究发现阿魏酸衍生物 ＴＭ⁃１０
对 Ａβ１－４２ 诱导的斑马鱼血管损伤具有有效的神经

保 护 作 用， 可 以 抑 制 人 类 丁 酰 胆 碱 酯 酶

（ ｂｕｔｙｒｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ， ＢｕＣｈＥ ）、 单 胺 氧 化 酶

（ｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＭＡＯ）活性，减少 Ａβ 聚集。 Ａｌ
是一种已知会导致大脑神经毒性的金属，它会促进

神经退化，影响记忆和认知能力，诱发 ＡＤ 的发

病［２４］。 Ｇａｏ 等［２５］通过建立 Ａｌ 诱导的斑马鱼 ＡＤ 模

型探讨其特异性坏死抑制剂 Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ 是否能有

效缓解斑马鱼 ＡＤ 模型的学习记忆障碍，结果表明

Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ 可以逆转 Ａｌ 诱导的学习记忆损伤、提
高 Ａｃｈ 水平和神经细胞数量。 钟绮媚等［２６］用 Ａｌ 诱
导的斑马鱼 ＡＤ 模型来研究不同 ω⁃３ 多不饱和脂肪

酸二十碳五烯酸（ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ，ＥＰＡ）、二十

二碳五烯酸 （ ｄｏｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ，ＤＰＡ）、二十二

碳六烯酸（ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ，ＤＨＡ）对斑马鱼 ＡＤ
模型记忆损伤和神经病理学变化影响，结果显示 Ａｌ
显著激活斑马鱼幼鱼脑内的小胶质细胞；ＥＰＡ、ＤＰＡ
和 ＤＨＡ 均显著降低 Ａβ 蛋白浓度和 ＧＦＡＰ 的 ｍＲＮＡ
表达。 ＡｌＣｌ３ 是一种用于诱导啮齿类 ＡＤ 模型的标

准化学品［２７］。 Ｋａｕｒ 等［２７］ 用 ＡｌＣｌ３ 处理斑马鱼，发
现斑马鱼体内还原型谷胱甘肽和超氧化物歧化酶

水平显著降低，而丙二醛水平升高。 汪雪雁等［２８］ 利

用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术敲除斑马鱼 ｕｃｐ２ 基因，研究

ｕｃｐ２ 基因在 ＡｌＣｌ３ 致斑马鱼痴呆中的作用，研究发

现鱼体内 ＲＯＳ 水平显著升高；ｐｓｅｎ１、ｐｓｅｎ２、ｔｎｆ⁃α 和

ｉｌ⁃１β ｍＲＮＡ 转录水平显著上调。 夏乐旋［２９］ 用选用

ＡｌＣｌ３ 诱导 ＡＤ 斑马鱼模型，研究生慧汤抗 ＡＤ 的作

用机制，结果显示生慧汤能改善 ＡＤ 斑马鱼模型的

学习记忆能力和认知功能障碍、减少 ＡＤ 斑马鱼模

型脑部异常 Ａβ 的积累，抑制 Ａβ 的毒性损伤，促进

神经元的修复和再生。 用 ＡｌＣｌ３ 诱导 ６ 月龄斑马

鱼，发现补肾益智方［３０］ 能有效改善 ＡＤ 斑马鱼的学

习记忆能力，减少 Ａβ 生成，减轻 ＲＯＳ。 黄连解毒

汤［３１］、钩藤碱［３２］ 以及黄精多糖［３３］ 作用于 ＡｌＣｌ３ 诱

导的 ＡＤ 斑马鱼模型可以通过下调 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８ 的比

值，上调 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平，进而改善 ＡＤ 模型斑

马鱼的学习记忆能力。 Ｃｕ＋ ／ Ｃｕ２＋ 离子是人体必需

的，严重的神经和代谢紊乱与 Ｃｕ＋ ／ Ｃｕ２＋稳态的异常

相关，如 ＡＤ。 Ｒａｋｓｈｉｔ 等［３４］ 使用 ＣｕＣｌ２ 处理斑马鱼

模型来评估化合物 ２ｃ 和 ３ｃ 在体内的功效，实验表

明，用 ＣｕＣｌ２ 处理的野生型斑马鱼幼鱼表现出氧化

应激增强。 表 ２ 总结了近几年使用斑马鱼来构建

ＡＤ 模型的建立方式、治疗药物及其作用机制。
１􀆰 ２　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）
　 　 ＰＤ 是一种伴有为震颤、肌强直、进行性运动徐

缓及姿势异常等典型症状的神经退行性疾病。 病

理特征主要表现为中脑黑质纹状体多巴胺能

（ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ，ＤＡ）神经元变性缺失和 α⁃突触核蛋

白 （ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ， α⁃Ｓｙｎ ） 组 成 的 路 易 小 体 （ Ｌｅｗｙ
ｂｏｄｉｅｓ，ＬＢｓ） 形成［３５］。 ＰＤ 的确切病因至今未明。
神经毒物和遗传因素均可能参与 ＰＤ 中 ＤＡ 神经元

的变性死亡过程。 斑马鱼具有腹侧间脑，这与哺乳

动物的黑质是同源的［３６］。 一些神经毒素如 ６－羟多

巴胺（６⁃ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ，６⁃ＯＨＤＡ）、１－甲基－４－苯
基－１，２，３，６－四氢吡啶（１⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃ｐｈｅｎｙｌ⁃１，２，３，６
ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）、百草枯（Ｐａｒａｑｕａｔ）和鱼藤

酮（Ｒｏｔｅｎｏｎｅ）是现今常被用于复制 ＰＤ 的斑马鱼模

型，均会不同程度地影响斑马鱼模型的多巴胺神经

系统并出现 ＰＤ 的主要症状［３７］。
６⁃ＯＨＤＡ 暴露于斑马鱼会导致 ＤＡ 神经元的丧

失和运动活动的降低［３６］。 Ａｂｉｄａｒ 等［３８］ 探究长角豆

叶水提物对 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的斑马鱼 ＰＤ 模型的认知

影响和抗氧化活性，结果表明，长角豆叶水提物具

有抗氧化和抗乙酰胆碱酯酶活性。 Ｗｕ 等［３９］采用 ６⁃
ＯＨＤＡ 诱导的斑马鱼 ＰＤ 模型评价岩藻黄质的神经

保护作用，发现岩藻黄质预处理显著增加了斑马鱼

幼虫的总游动距离， 改善了脑组织损伤。 Ｋｅｓｈ
等［４０－４１］检测柚皮素和橙皮苷对 ６⁃ＯＨＤＡ 毒性的神

经保护作用，发现二者均降低了 ＲＯＳ 水平，改善斑

马鱼幼鱼的运动能力。 ＭＰＴＰ 是一种能够引起动物

类 ＰＤ 症状和病理的神经毒素，可用作构建 ＰＤ 模

型［４２］。 Ｓｅｌｖａｒａｊ 等［４３］ 利用 ＭＰＴＰ 构建了斑马鱼的

ＰＤ 模型，发现其体内 ＤＡ 神经元及转运体显著减

少，并表现出焦虑、运动迟缓、运动范围受限的症
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状。 Ｒｅｎ 等［４４］用 ＭＰＴＰ 诱导斑马鱼幼鱼做 ＰＤ 模型

评价甘草酸素对斑马鱼 ＰＤ 的治疗效果，结果证明

甘草酸素可以缓解细胞凋亡和自噬，抑制炎症反

应。 Ｚｈａｏ 等［４５］探讨迷迭香酸对 ＭＰＴＰ 诱导的斑马

鱼胚胎多巴胺能神经毒性的影响，发现迷迭香酸具

有神经保护作用。 Ｄｕａｎ 等［４６］ 研究苦茶碱在 ＭＰＴＰ

诱导的斑马鱼 ＰＤ 模型中的作用，苦茶碱被证明可

以恢复 ＤＡ 神经元的损失和行为表现的损害。 牟蕾

等［４７］用 ＭＰＴＰ 诱导斑马鱼 ＰＤ 模型，发现 ＭＰＴＰ 造

模组的斑马鱼 ＤＡ 神经元出现不同程度的损伤，出
现运动迟缓、焦虑、与 ＰＤ 相关的基因表达异常等。
百草枯是一种能引起多巴胺能神经元死亡并影响

表 ２　 ＡＤ 模型斑马鱼建立方式、治疗药物及其作用机制
Ｔａｂｌｅ ２　 ＡＤ ｍｏｄｅｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

建立方式
Ｍｏｄｅ ｏｆ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ

抗 ＡＤ 药物
Ｄｒｕｇｓ ａｇａｉｎｓｔ

Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ

作用机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

瑞典突变型 ＡＰＰ
ＡＰＰ ｓｗｅ 突变

ＡＰＰ ｓｗｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ
／ 损伤脑血管系统的、影响动物行为学［８］

Ｉｍｐａｉｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ａｎｉｍａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ

早老素 １、早老素 ２ 突变
ＰＳＥＮ１ ａｎｄ
ＰＳＥＮ２ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

／
Ａβ 形成、认知障碍、Ａβ４２ 聚集和突触减少［９－１０］

Ａβ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ， Ａβ４２ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｓｙｎａｐｔｉｃ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ

Ｐ３０１Ｌ 突变 Ｔａｕ 转基因
Ｔａｕ⁃Ｐ３０１Ｌ⁃Ｔｇ

硫酸肝素拮抗剂和草酰硫酸肝素拮
抗剂
Ｈｅｐａｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ａｎｄ ｏｘａｌｙｌ
ｈｅｐａｒｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ

减少 ｐ⁃Ｔａｕ、减轻神经元缺陷［１５］

Ｒｅｄｕｃｅ ｐ⁃Ｔａｕ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ

东莨菪碱
Ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ

① 百里香精油
①Ｔｈｙｍｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ Ｏｉｌ
②可替宁和 ６－羟基－ｌ－尼古丁
②Ｃｏｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ ６－Ｈｙｄｒｏｘｙ⁃Ｌ⁃Ｎｉｃｏｔｉｎｅ

① 降低 ＡＣｈＥ 活性和大脑抗氧化能力［１６］

①Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＡＣｈＥ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ
②减弱焦虑样行为和记忆障碍，降低 ＲＯＳ 和 ＡＣｈＥ 活性［１７］

②Ｒｅｄｕｃｅ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＲＯＳ
ａｎｄ ＡＣｈＥ ａｃｔｉｖｉｔｙ

冈田酸
ＯＫＡ

４－苄基－２－甲基－１，２，４－噻二唑烷－３，５
－二酮
ＴＤＺＤ⁃８

降低 ｐ⁃Ｔａｕ、Ｐｐ２Ａ 和 ＧＳＫ⁃３β 活性［２１］

Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐ⁃Ｔａｕ，Ｐｐ２Ａ ａｎｄ ＧＳＫ⁃３β ａｃｔｉｖｉｔｙ

β⁃淀粉样肽（１－４２）
Ａβ１－４２

① 化合物 ＬＤＣ８
①Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＬＤＣ８
②阿魏酸衍生物 ＴＭ⁃１０
②Ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ＴＭ⁃１０

① 减少 ｐ⁃Ｔａｕ；抑制 Ｇｓｋ３β 和 ＣＤＫ５［２２］

①Ｒｅｄｕｃｅ ｐ⁃Ｔａｕ； Ｇｓｋ３β ａｎｄ ＣＤＫ５ ｗｅｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
②抑制 ＢｕＣｈＥ、ＭＡＯ 活性；减少 Ａβ 聚集［２３］

②Ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＢｕＣｈＥ ａｎｄ ＭＡＯ

铝
Ａｌ

① 坏死抑素－１
①Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１
②不同 ω－３ 多不饱和脂肪酸（二十碳
五烯酸、二十二碳五烯酸、二十二 碳六
烯酸）
②Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｍｅｇａ （ω）⁃３ ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ （ＥＰＡ， ＤＰＡ， ＤＨＡ）

①抑制 Ａβ４２ 积聚，逆转 ＢｕＣｈＥ 活性，抑制 ＭＡＯＢ 活性［２５］

①Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａ ｂｅｔａ ４２ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ， ｒｅｖｅｒｓｅ ＢｕＣｈＥ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｉｎｈｉｂｉｔ
ＭＡＯＢ ａｃｔｉｖｉｔｙ
②降低 Ａβ、ＧＦＡＰ 的 ｍＲＮＡ 表达。 降低 ｐ⁃Ｔａｕ、ＡＣｈＥ 和 ＩＬ⁃１β、抑制

Ｈｅｘｂ、上调 ＢＤＮＦ［２６］

②ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａβ ａｎｄ ＧＦＡＰ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐ⁃Ｔａｕ，
ＡＣｈＥ ａｎｄ ＩＬ⁃１β， ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｈｅｘｂ， ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＢＤＮ

氯化铝
ＡｌＣｌ３

① 生慧汤
①Ｓｈｅｎｇｈｕｉ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
②补肾益智方
②Ｂｕｓｈｅｎ Ｙｉｚｈｉ Ｆｏｒｍｕｌａ
③黄连解毒汤
③ＨｕａｎｇＬｉａｎ Ｊｉｅｄｕ Ｄｅｃｏｃｔｉ
④钩藤碱
④Ｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌｌｉｎｅ
⑤黄精多糖
⑤Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

①改善学习记忆能力和认知功能障碍、减少 Ａβ 聚集，抑制 Ａβ 的毒

性损伤，促进神经元的修复和再生［２９］

①Ｉｍｐｒｏｖｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ， ｒｅｄｕｃｅ
ｔｈｅ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ， ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃ ｄａｍａｇｅ ｏｆ Ａβ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ
ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ
②改善学习记忆能力，减少 Ａβ 生成，减轻 ＲＯＳ［３０］

② Ｉｍｐｒｏｖｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ， ｒｅｄｕｃｅ Ａβ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，
ｒｅｄｕｃｅ ＲＯＳ
③④⑤上调 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，阻碍 ｐ３８ 磷酸化，改善学习记忆能力［３３］

③ ④ ⑤ Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ， ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｐ３８ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ

铜离子

Ｃｕ２＋
化合物 ２ｃ ／ ３ｃ
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ２ｃ ／ ３ｃ

显著降低氧化应激水平［３４］

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌ
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多巴胺生物合成的农药［４８］。 斑马鱼幼鱼暴露于百

草枯会引起 ＤＡ 神经元的氧化损伤，导致行为障

碍［４９］。 Ｍｏｈａｍａｄ Ｎａｊｉｂ 等［５０］ 研究人金属硫蛋白 ２
肽（ｈｕｍａｎ ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ ２ ｐｅｐｔｉｄｅ，ｈＭＴ２）在百草枯

诱导的斑马鱼脑损伤中的作用，结果发现百草枯处

理导致 ＤＡ 神经元减少，而 ｈＭＴ２ 处理后 ＤＡ 神经元

数量增加。 鱼藤酮诱导斑马鱼可以产生 ＰＤ 症状，
经过鱼藤酮处理的斑马鱼，表现出运动能力下降、
焦虑、抑郁、记忆力下降等症状［５１］。 Ｓａｎｔｏ 等［５２］ 用

鱼藤酮诱导的斑马鱼 ＰＤ 模型为实验模型，评价正

己烷提取物对 ＰＤ 的神经保护作用。 Ｙｕｒｔｓｅｖｅｒ
等［５３］评价利福平在鱼藤酮诱导斑马鱼 ＰＤ 实验模

型中的作用，将成年斑马鱼暴露鱼藤酮和利福平 ３
周，研究结果表明利福平有效地减轻神经炎症。 氰

戊菊酯是一种广谱、高效的杀虫剂，具有干扰人类

神经 功 能 的 潜 力。 Ｚｈｕ 等［５４］ 利 用 氰 戊 菊 酯

（ｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅ，ＦＥＮ）来诱导斑马鱼 ＰＤ 模型，结果产生

了典型的 ＰＤ 症状，并伴有泛素和路易体相关基因

的增加，产生 ＰＤ 相关症状。 斑马鱼也成为评估金

属离子、纳米材料和污染物等对 ＰＤ 发病机制影响

的比较流行的动物模型。 过多接触锰（Ｍｎ）会损害

精神，认知和运动功能。 有报道称成年斑马鱼慢性

暴露于氯化锰（ＭｎＣｌ２）２１ ｄ 会产生 ＰＤ 样症状，表现

出运动功能的缺陷［５５］。 将斑马鱼胚胎暴露于石墨

烯家族纳米材料中可诱导神经毒性并改变 ＰＤ 相关

基因的表达［５６］。 用氧化锌纳米材料破坏斑马鱼的

运动活动，可诱导细胞凋亡和神经元损失［５７］。 长期

接触来自广泛污染物的杂环胺，会增加患 ＰＤ 的潜

在风险［５８］。
近年来，基于 ＰＤ 相关基因的斑马鱼 Ｔｇ 模型也

得到了广泛的应用。 研究表明，ＰＤ 的发病与 α⁃
Ｓｙｎ、Ｐａｒｋｉｎ、 ＤＪ⁃１、 ＰＩＮＫ⁃１、 ＬＲＲＫ２ 等基因突变有

关［５９］，而 ＰＤ 的相关致病基因在斑马鱼中均有直系

同源。 对上述转基因或基因敲减斑马鱼模型的研

究揭示了这些基因在 ＤＡ 神经元的发育和存活过程

中具有保守功能［６０］。 α⁃Ｓｙｎ 的积累和聚集是 ＰＤ 的

一个重要特征，表达人类野生型或 Ａ５３Ｔ 突变体 α⁃
Ｓｙｎ 的模型可用于研究 α⁃Ｓｙｎ 聚集动力学，研究控

制可溶 α⁃Ｓｙｎ 和聚集 α⁃Ｓｙｎ 清除的机制和潜在的新

靶点［６１］。 与人类 Ｐａｒｋｉｎ 相似，斑马鱼中 Ｐａｒｋｉｎ 活性

降低会导致多巴胺能神经元数量显著减少，Ｐａｒｋｉｎ
活性增加可以保护转基因斑马鱼免受蛋白质毒性

应激引起的细胞死亡［６２］。 ＤＪ⁃１ 由 Ｐａｒｋ７ 编码，在保

护神经元免受氧化应激方面具有多重作用，斑马鱼

敲除 Ｐａｒｋ７ 会产生 ＰＤ 表型［６３］。 Ｐｉｎｋ１ 是与早发性

ＰＤ 相关的线粒体相关基因，单独敲除 Ｐｉｎｋ１ 会导致

斑马鱼的 ＤＡ 神经元减少。 ＬＲＲＫ２ 基因突变与家族

性和散发性 ＰＤ 病例有关，ＬＲＲＫ２⁃ｇ２０１９ ｓ 突变是最

常见的［６４］。 斑马鱼中 ＬＲＲＫ２ 的破坏会导致严重的

发育缺陷和神经元丢失［６５］。 ＰＡＲＬＡ 基因的功能缺

失使主要位于嗅球的 ＤＡ 神经元减少［６６］。 Ｖｐｓ４１ 基

因敲除会导致溶酶体异常以及小胶质细胞和小脑

功能障碍［６７］。 Ｎｕｓ１ 基因的变异可能是 ＰＤ 发病机

制的诱因。 斑马鱼敲除 Ｎｕｓ１ 基因会表现出运动障

碍［６８］。 表 ３ 总结了化学诱导和基因编辑方式建立

的 ＰＤ 斑马鱼模型。
１􀆰 ３　 亨廷顿病（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）
　 　 ＨＤ 是一种病变累及纹状体、大脑皮层为主的

中枢神经系统退行性变性疾病，呈常染色体显性遗

传，是由致病蛋白的异常积聚和细胞自身清除异常

蛋白能力失调造成的［７７］。 ＨＤ 的发病机制主要是亨

廷 顿 蛋 白 （ ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ， ＨＴＴ ） 上 的 多 谷 氨 酰 胺

（ＰｏｌｙＱ）束上的 ＣＡＧ 三联体异常扩增［７８］。 有研究

发现抑制元件 １－沉默转录因子（ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ｅｌｅｍｅｎｔ⁃１⁃
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ， ＲＥＳＴ ） 是 ＨＴＴ 调 节

ＢＤＮＦ 表达的分子靶点，并且 ＨＴＴ ｍＲＮＡ 和蛋白的

可溶性突变形式是导致细胞死亡的有毒成分［７９］。
病理学上，ＨＤ 患者主要在纹状体和大脑皮层内出

现大量神经元死亡，大脑皮层萎缩，脑室系统扩大。
化学物质 ３－硝基丙酸（３⁃ｎｉｔｒｏｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ，３⁃

ＮＰＡ）、喹啉酸（ｑｕｉｎｏｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ）和 ｍＨＴＴ⁃ΔＮ１７⁃９７Ｑ
过表达实验模型被用来探索 ＨＤ 确切的致病机制和

寻找新的药物靶点，以开发新的治疗方法［７８］。
３⁃ＮＰＡ 是一种毒素，斑马鱼幼鱼暴露于 ３⁃ＮＰＡ

会导致形态和心率发生改变，对成年斑马鱼进行 ３⁃
ＮＰＡ 腹腔注射，其体重、运动和攻击行为均有所下

降，表现出长期厌恶记忆受损［８０］。 Ｋｕｍａｒ 等［８１］ 用

３⁃ＮＰＡ 处理成年斑马鱼，发现斑马鱼体重、认知和运

动活动显著降低，并伴有渐进性神经元损伤。 喹啉

酸是一种兴奋毒素，已被用于诱发啮齿类动物的脑

损伤，以建立 ＨＤ 模型。 Ｓｋａｇｇｓ 等［８２］ 用喹啉酸损伤

成年斑马鱼的端脑来研究神经修复过程。 ＨＴＴＮ 末

端 １７ 个氨基酸（Ｎ１７）结构域在大脑纹状体区高度

表达。 Ｋｕｍａｒ 等［８３］ 认为 ＨＤ 中的 Ｎ１７ 结构域可能

是开发治疗亨廷顿病的新治疗策略的潜在治疗靶

点。 ｍＨｔｔ⁃ΔＮ１７⁃９７Ｑ 转基因斑马鱼是第一个概括
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　 　 　 表 ３　 化学诱导和基因编辑方式建立斑马鱼 ＰＤ 模型
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ＰＤ ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ

化学诱导方式
Ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｙ

对表型的影响或分子机制
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

基因编辑方式
Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ

对表型的影响或分子机制
Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

６⁃羟基多巴胺
６⁃ＯＨＤＡ

①抗氧化和抗乙酰胆碱酯酶活性［３８］

①Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔ ａｃｅｔｙｌ
ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
② 降低 ＲＯＳ 水平［３９］

②Ｒｅｄｕｃｅ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ
③ 调节 ＰＤ 基因的表达［４０］

③Ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＤ ｇｅｎｅ
④改善运动能力；下调 ＰＤ 基因的表达［４１］

④Ｉｍｐｒｏｖｅ ａｔｈｌｅｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ；
Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＤ ｇｅｎｅ

α⁃突触核蛋白
α⁃Ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ

运动减退和多巴胺水平降低［６９］

Ｍｏｖｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｄｒｏｐ

ＰＴＥＮ 诱导激酶 １
ＰＩＮＫ⁃１

调节多种线粒体功能［７０，７１］

Ｒｅｇｕｌａｔｅ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

帕金森病蛋白 ２
Ｐａｒｋ２

控制线粒体功能和吞噬有丝分裂，维持能量生

成和减少，障碍线粒体的氧化损伤［７２］

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ
ｍｉｔｏｓｉｓ， ｍａｉｎｔａｉｎ ｅｎｅｒｇｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ，
ｈｉｎｄｅｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

１－甲基－４－苯
基－ １，２，３，６－
四氢吡啶
ＭＰＴＰ

①缓解细胞凋亡和自噬，并抑制炎症反应［４４］

① Ｒｅｌｉｅｖｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
② 抑制 ＲＯＳ 的增加［４５］

②Ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＲＯＳ
③恢复 ＤＡ 神经元的损失和行为表现的损害［４６］

③Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｌｏｓｓ ｏｆ ＤＡ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｏｆ
ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
④损伤 ＤＡ 神经元，出现运动迟缓、焦虑、ＰＤ 相

关的基因表达异常［４７］

④ＤＡ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄａｍａｇｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｒａｄｙｋｉｎｅｓｉａ， ａｎｘｉｅｔｙ ａｎｄ ＰＤ
ｗａｓ ａｂｎｏｒｍａｌ

帕金森病蛋白 ７
Ｐａｒｋ７ （ＤＪ⁃１）

参与线粒体质量的调节，并在氧化应激反应中

发挥保护作用［６３，７３－７５］

Ｉｔ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍａｓｓ ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

百草枯
Ｐａｒａｑｕａｔ

① 行为障碍［４９］

①Ｂｅｈａｖｉｏｒ ｄｉｓｏｒｄｅｒ
② 减少 ＤＡ 神经元［５０，７６］

②Ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ＤＡ ｎｅｕｒｏｎｓ

富亮氨酸重复激酶 ２
Ｌｒｒｋ２

与许多细胞过程有关，包括细胞骨架动力学、
轴突生长、囊泡运输、蛋白质翻译和自噬［６４，６５］

Ｉｔ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｄｙｎａｍｉｃｓ， ａｘｏｎ
ｇｒｏｗｔｈ， ｖｅｓｉｃｌｅ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ， ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，
ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ．

鱼藤酮
Ｒｏｔｅｎｏｎｅ

① 防止氧化应激［５２］

①Ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
②抗炎［５３］

②Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

液泡蛋白分选相关
蛋白 ４１
Ｖｐｓ４１

溶酶体异常以及小胶质细胞和小脑功 能

障碍［６７］

Ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ａｎｄ
ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ

氰戊菊酯
ＦＥＮ

激活自噬系统导致 ＴＨ
和 ＤＡ 水平下降、促
使路易体生成［５４］

Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｌｅａｄｓ ｔｏ ＴＨ
ａｎｄ ＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ｄｒｏｐ， ｐｒｏｍｏｔｅ
Ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ Ｌｅｗｙ ｂｏｄｉｅｓ

ＮＵＳ１ 基因
Ｎｕｓ１

运动障碍［６８］

Ｄｙｓｋｉｎｅｓｉａ

锰 ／ 氯化锰
Ｍｎ ／ ＭｎＣｌ２

运动活动减少，运动功能的缺陷；表现出焦虑和

抑郁样行为 ［５５］

Ｓｐｏｒｔｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ， ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ； Ｔｈｅｙ
ｓｈｏｗｅｄ ａｎｘｉｅｔｙ ａｎｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ

／ ／

ＨＤ 病理特征之一的转基因斑马鱼［８４］，其显示出快

速进展的运动障碍［７９］。
１􀆰 ４　 肌萎缩性脊髓侧索硬化症 （ ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）
　 　 ＡＬＳ 是一种在脊髓、脑干和运动皮层中运动神

经元选择性丢失的神经退行性疾病。 ＡＬＳ 的病理学

特征是运动神经损伤，但运动神经元缺失的机制尚

不清 楚。 β － Ｎ － 甲 氨 基 － Ｌ － 丙 氨 酸 （ β⁃Ｎ⁃
ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ⁃Ｌ⁃ａｌａｎｉｎｅ，ＢＭＡＡ） 和双酚 Ａ（ ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ
Ａ，ＢＰＡ） 等环境因素已被证实与 ＡＬＳ 的病因有
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关［８５－８７］。 但绝大多数家族性 ＡＬＳ 病例与基因改变

有关， 基 因 改 变 主 要 与 ＳＯＤ１、 ＴＤＰ⁃４３、 ＦＵＳ 和

Ｃ９ＯＲＦ７２ 有关［８７］，通过研究 ＡＬＳ 相关致病基因，构
建了 ＡＬＳ 斑马鱼模型，研究疾病发生的分子机制，
并最终开发出具有治疗前景的方案。

ＡＬＳ 疾病多是由 ＳＯＤ１ 突变引起的，Ｓｏｌｌ 等［８８］

使用 ＳＯＤ１⁃Ｇ９３Ｒ 突变斑马鱼 ＡＬＳ 模型来评估 １⁃Ｆｅ
是否在体内显示治疗优点，结果表明 １⁃Ｆｅ 通过特异

性靶向 ＳＯＤ１ ＡＬＳ 机制提高了幼鱼的运动能力。 在

斑马鱼中敲除 ＴＤＰ４３ 直系同源物 ＴＤＰ⁃４３ 会导致运

动表型的早期缺陷和 ＮＭＪ 的分解，降低 ＡＣｈＥ 的表

达［８９］。 ＦＵＳ 是 ＦＵＳ 相关的 ＡＬＳ 和额颞叶痴呆的标

志，Ｓａｌａｍ 等［９０］证明了过表达突变 ＦＵＳ 改变了原始

神经元和斑马鱼模型的突触数量和神经元复杂性。
Ｃ９ｏｒｆ７２ 基因内的六核苷酸重复扩张是 ＡＬＳ 最常见

的遗传原因。 Ｆｏｒｔｉｅｒ 等［９１］ 总结了斑马鱼模型已被

用于研究 Ｃ９ｏｒｆ７２ 相关 ＡＬＳ 的病理，探讨它们在提

供机制方面的价值和它们在药物发现方面的潜在

用途。
１􀆰 ５　 其他神经退行性病

　 　 多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是一种慢性

自身免疫性疾病，其组织学特征是中枢神经系统中

出现脱髓鞘和再髓鞘斑块。 Ｎｅｅｌｙ 等［９２］ 为了确定成

熟少突胶质细胞是否参与髓鞘再生，利用转基因品

系 Ｔｇ（ｍｂｐ：ＴＲＰＶ１⁃ｔａｇＲＦＰｔ）和成年斑马鱼的视神

经髓鞘再生模型，通过在成年斑马鱼中的实时体内

成像研究了成熟少突胶质细胞增殖。
脊髓性肌萎缩症（ｓｐｉｎａｌ Ｍｕｓｃｌａｒ Ａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）

是儿童最常见的遗传性疾病，由生存运动神经元

（ｓｕｒｖｉｖａｌ Ｍｏｔｏｒ Ｎｅｕｒｏｎ，ＳＭＮ）蛋白缺失导致运动神

经元丢失。 Ｋｏｈ 等［９３］ 在转基因 ｈｂ９：ｍＣｈｅｒｒｙ⁃ｌｉｎｋｅｒ⁃
Ｓｍｎ 斑马鱼胚胎中使用了一种体内荧光相关光谱方

法来评估 ＳＭＮ 在运动神经元细胞体和轴突中的细

胞动力学。

２　 斑马鱼作为神经退行性疾病模型的局限性

　 　 动物模型与人类神经退行性疾病症状相似，但
目前尚没有一种模型能够完全模拟人类神经退行

性疾病的发病机制。 尽管但斑马鱼的神经传导系

统、神经元和神经胶质细胞类型及疾病相关基因同

源性与人类都十分相似，但斑马鱼对人类来说仍然

是一种不同的脊椎动物，所以斑马鱼神经退行性疾

病模型存在一些局限性：第一，目前对斑马鱼脑组

织的研究报道甚少［９４］。 斑马鱼的端脑区功能与人

类动物的海马区功能相似，与学习记忆等行为有

关，但由于斑马鱼体形较小，取材定位和制样较困

难。 此外，星形胶质细胞的一些生理、细胞和分子

方面可能在斑马鱼和人类之间有所不同［９５］。 第二，
斑马鱼模型需要克服的重要的问题之一是控制和

量化药物暴露的挑战，很难预测药物吸收率［９６］。 第

三，作为模式动物，斑马鱼缺乏详细的解剖和组织

学参考。 斑马鱼除了能提供无特定病原体动物外，
与机体重要组织脏器相关的形态标准亟需建立，斑
马鱼的神经系统及其组织形态结构特征与人类相

比，组织细胞学数据的匿乏，阻滞了斑马鱼作为模

式动物的进一步应用［９７］。

３　 总结与展望

　 　 神经退行性疾病大部分是不可治愈的疾病，这
给全世界造成了巨大的健康和社会负担。 基于该

现状，在世界范围内的掌握神经退行性疾病的发病

机制及治疗方法迫在眉睫。 近年来在神经退行性

病变研究领域，斑马鱼的关注度越来越高，斑马鱼

模型虽然与人类中枢神经系统有区别，但是斑马鱼

在基本的神经传导系统、神经元和神经胶质细胞类

型以及与疾病相关基因同源性上与人类都很相似，
所以目前斑马鱼模型在神经退行性疾病生理、病理

以及相关药物的研究中发挥着重要作用，并且选用

斑马鱼可进行多方面的实验，包括活体检测、多靶

点研究、药物的代谢过程、药物前期检测、高通量筛

选、行为检测等，这些优点都可以为人类深入研究

神经退行性疾病提供一个极具研究意义的方向。
随着未来科技的不断发展，相信其不足之处将被人

类妥善解决，并能发挥更为重要的作用。
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（２０１９Ｍ６６１９５７）；扬州大学“高端人才支持计划”；扬州大学“青蓝工程”培养对象资助。
［作者简介］陈祥和（１９８６—），男，博士，副教授，硕士生导师，研究方向：运动改善神经系统疾病的机制研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｕａｓｈｉｘｈ＠ １６３． ｃｏｍ

自噬：运动改善神经退行性疾病的关键机制
陈祥和∗，仇　 啸，刘　 驰，沈梓铭，周香香

（扬州大学体育学院，江苏 扬州　 ２２５１２７）

　 　 【摘要】 　 自噬调控神经类疾病是当前神经科学领域的研究焦点。 自噬紊乱导致 Ａβ、Ｔａｕ、α⁃ｓｙｎ 等蛋白表达、
沉积和功能失调，引发阿尔茨海默症、帕金森病、亨廷顿病等神经退行性疾病。 运动是改善神经退行性疾病的重要

手段，这与 ＡｄｉｐｏＲ１ ／ ＡＭＰＫ ／ ＴＦＥＢ、ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ 等途径被激活后上调 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、Ｌａｍｐ１ 等自噬因子表达密切相

关，较高的自噬水平可清除脑中沉积的 Ａβ、Ｔａｕ、α⁃ｓｙｎ 等蛋白，改善神经退行性疾病引起的神经元变性、突触结构

和功能紊乱等。 本研究综述分析了自噬在运动改善神经退行性疾病中的作用机制，将为运动改善神经退行性疾病

研究提供坚实的理论依据和新的研究思路。
【关键词】 　 自噬；运动；神经退行性疾病；作用机制
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ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｖｉｅｗｅｄ
ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｂｙ ｅｘｅｒｃｉｓｅ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ
ｓｏｌｉｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ａｎｄ ｎｅｗ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｄｅａｓ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｂｙ ｅｘｅｒｃｉｓｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｕｔｏｐｈａｇｙ； ｅｘｅｒｃｉｓｅ； ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ； ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 神经退行性疾病是指神经元变性、缺失和 ／或
其髓鞘丧失导致的慢性、进行性神经系统疾病的总

称，临床常见有阿尔茨海默症（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＡＤ）、帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）、亨廷顿病

（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＨＤ）、肌萎缩性侧索硬化

（ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）、多发性硬化症

（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）等。 特定蛋白的错误折叠及

其在细胞内堆积是神经退行性疾病发生的重要机

制，研究发 现， 脑 内 β⁃淀 粉 样 蛋 白 （ ａｍｙｌｏｉｄ β⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）和 Ｔａｕ 蛋白沉积引发 ＡＤ，α－突触蛋白

（α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃ｓｙｎ）在脑内的大量聚集导致 ＰＤ，而
皮层下区域病变导致 ＨＤ［１］。 然而，自噬作为高度



保守的代谢途径，钙离子途径（如钙通道调节分子

（ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｌｅａｓｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ １，
Ｏｒａｉ１）、 瞬 时 受 体 电 位 通 道 （ ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｈａｎｎｅｌｓ，ＴＲＰＣ）等通过自噬调控

ＡＤ 等神经退行性疾病发生［２］。 而自噬关键因子

ｐ６２ 过表达会竞争性抑制 Ｋｅｌｃｈ 样 ＥＣＨ 相关蛋白 １
（Ｋｅｌｃｈ⁃ｌｉｋｅ ＥＣＨ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１，Ｋｅａｐ１）与核因

子 Ｅ２ 相关因子 ２⁃ＥＴＧＥ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ ２⁃ＥＴＧＥ，Ｎｒｆ２⁃ＥＴＧＥ）谷氨酸残基的 ３５１ 位丝

氨酸残基（Ｓ３５１）结合，清除海马等脑区沉积的 Ａβ、
α⁃ｓｙｎ 并抑制 Ｔａｕ 蛋白过磷酸化，从而改善 ＡＤ、ＰＤ
等神经退行性疾病［３］。 目前，有关神经退行性疾病

的相关研究中，ＡＤ 和 ＰＤ 的研究较多，ＨＤ、ＡＬＳ、ＭＳ
等的研究较少且自噬是否在此过程中发挥关键调

节作用还存在一点争议。
运动激活自噬，甚至有研究还将运动新定义为

自噬诱导剂。 ８ 周跑台训练后，淀粉样前体蛋白 ／早
老蛋 白 １ （ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ／ Ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ⁃１，
ＡＰＰ ／ ＰＳ１）转基因小鼠（ＡＤ 小鼠）海马中自噬关键

因子 ｐ６２ 和 溶 酶 体 相 关 膜 蛋 白 １ （ ｌｙｓｏｓｏｍｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １，Ｌａｍｐ１）表达下调会激

活其自噬－溶酶体活性［４］，亦可激活 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转

基因 ＡＤ 模型小鼠脑中脂联素受体 １（ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，ＡｄｉｐｏＲ１） ／腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰ⁃
ａｃｔｉｖｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ） ／外源性转录因子

ＥＢ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥＢ，ＴＦＥＢ）信号通路，增强溶

酶体吞噬、分解功能并减轻异常自噬，从而减少海

马等脑区的 Ａβ 沉积进而改善 ＡＤ 样异常［５］。 有关

ＰＤ 研究中，耐力训练激活 ＰＤ 小鼠黑质神经细胞中

ＡＭＰＫ ／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ
ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）途径从而上调微管相关蛋白 １
轻链 ３⁃Ⅱ （ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ⁃ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔ⁃ｃｈａｉｎ⁃
３⁃Ⅱ，ＬＣ３⁃Ⅱ） 表达，改善其异常自噬及 ＰＤ 样行

为［６］。 目前，有关运动通过自噬来改善神经退行性

疾病的研究较少且集中在 ＡＤ、ＰＤ 上，缺少较为全

面的综述、分析，并且有关 ＨＤ、ＡＬＳ 和 ＭＳ 的相关研

究尚鲜有报道。 基于此，本研究将综述、分析自噬

在神经退行性疾病发生及运动改善神经退行性疾

病中的作用机制，以期为该领域研究提供一定的理

论依据和新思路。

１　 自噬在神经退行性疾病发生中的作用机制

１􀆰 １　 自噬调控 ＡＤ
　 　 ＡＤ 神经元中清除受损线粒体的自噬－溶酶体

途径（ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ，ＡＬＰ）被抑制，导
致功能障碍线粒体的大量积聚［７］。 氧化损伤和细

胞能量的缺乏引起线粒体自噬损伤增加，导致 Ａβ
和 Ｔａｕ 蛋白异常积累，造成突触功能丧失和认知功

能障碍，损害线粒体自噬［８］。 其机制有：Ａβ 聚集形

成神经元细胞外淀粉样斑块沉积；高度磷酸化的微

管相关蛋白 Ｔａｕ 沉积导致神经元内神经纤维缠

结［９］。 自噬是调控 ＡＤ 的关键因素，ＡＤ 患者脑内因

神经营养因子缺乏出现神经突触肿胀、变性甚至坏

死，自噬囊泡内出现 Ａβ 异常积累，使得自噬小体成

熟受损、自噬小体在营养不良神经突触中显著积聚

等导致神经变性，引起神经元、神经胶质细胞等数

量减少［１０］。 自噬小体的积聚是由自噬诱导增加或

溶酶体清除率降低或两者联合所致，引起自噬体

ＡＤ 样堆积和轴突营养不良［１１］。 ＬＣ３ 是自噬体形成

过程中与磷脂酰乙醇胺（ Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ，
ＰＥ）结合的泛素化蛋白，而作为自噬关键因子的自

噬效应蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 在 ＡＤ 脑细胞中表达下调会降

低海马神经元中微管相关蛋白 １ 轻链 ３ 阳性（ＬＣ３
阳性） 小泡数量及皮层裂解物中 ＬＣ３⁃ＩＩ ／ ＬＣ３⁃Ｉ 比

率［１２］。 并且，敲除 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 后发现 ＡＰＰ＋Ｂｅｃｎ１＋ ／ －小

鼠细胞外 Ａβ 免疫反应性沉积物、球状硫黄素 Ｓ 阳

性斑块数量和神经元内 Ａβ 水平显著增加［１３］。 此

外，敲除 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 后溶酶体异常更为明显，Ａβ 沉积

增加 导 致 敲 除 小 鼠 神 经 突 触 和 树 突 变 性［１４］。
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 还可通过内胚体 ／溶酶体途径来影响神经

细胞隔室中 Ａβ 表达及其在细胞外的沉积［１５］。 而

ｐ６２ 具有调节自噬和凋亡的双重作用，其 ＵＢＡ 结构

域与半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－８（Ｃａｓｐａｓｅ⁃８）泛素

化蛋白作用调控神经细胞凋亡，并且其 Ｃ 端 ＬＩＲ 结

构域与自噬相关基因 ８ （ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ８，
ＡＴＧ８） ／ ＬＣ３ 结合，上调 ＡＴＧ ５ 表达后加速 ＡＤ 脑中

沉积 Ａβ 的清除和增加神经元突触、树突数量［１６］。
再者，ＡＴＧ５ 与 ＡＴＧ１２ 在 ＡＴＧ７ 的调节下结合形成

自噬蛋白复合体，促进自噬体与神经元细胞的内胚

体 ／多泡体融合，使得 ＡＤ 受损的神经轴突及神经

元、神经胶质细胞等增多［１７］。 而 ＡＤ 脑中 Ａβ 自噬

清除失败与丝氨酸 ／苏氨酸激酶 １１（ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ １１，ＳＴＫ１１） ／肝激酶基因 Ｂ１（ ｌｉｖｅｒ ｋｉｎａｓｅ Ｂ１，
ＬＫＢ１）失活后抑制 ＡＭＰＫ 途径介导的自噬密切相

关，这可显著降低海马区中 Ａβ 清除率［１８］。 但另有

研究发现，ＡＭＰＫ ｍＲＮＡ 表达上调不会通过增强神

经细胞自噬来促进沉积 Ａβ 清除，而抑制 ｍＴＯＲＣ１

３３１中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



却可增强海马神经元自噬来加快 Ａβ 清除［１９］。 以

上研究存在的差异与 ＡＭＰＫ 的磷酸化水平有关，当
ＡＭＰＫ 磷酸化时能够下调下游的 ｍＴＯＲ 蛋白表达，
而且 ＡＭＰＫ 促自噬作用是其 ４８５ ／ ４９１ 号位的丝氨

酸磷酸化后促进丝裂原活化蛋白激酶 （ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ） ／ ｍＴＯＲ 途径激活来

诱导自噬关键因子 ＬＣ３⁃Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＡＴＧｓ 表达后

发挥作用［２０］。 有研究发现，ＰＴＥＮ 诱导假定激酶 １
（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｎａｓｅ １，
ＰＩＮＫ１）是清除受损线粒体的线粒体自噬关键因子，
其表 达 上 调 通 过 激 活 自 噬 受 体 （ ＯＰＴＮ 蛋 白

（ ｏｐｔｉｎｅｕｒｉｎ， ＯＰＴＮ） 和 核 点 蛋 白 ５２ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｄｏｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ５２，ＮＤＰ５２））后增强线粒体自噬，促进受损

线粒体清除并减少 Ａβ 沉积［２１］。
除 Ａβ 外，超磷酸化微管相关 Ｔａｕ 蛋白在细胞

内聚集到神经纤 维 缠 结 （ ｎｅｕｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ｔａｎｇｌｅｓ，
ＮＦＴ）中来调节微管动力学、轴突运输和神经突起生

长，Ｔａｕ 蛋白突变 Ａ１５２ Ｔ 导致其编码 Ｔａｕ 蛋白重复

结构域和负责微管（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ，ＭＴ）结合的侧翼区

域与小胶质细胞、星型胶质细胞的微管结合减少，
导致突触丧失和神经元死亡；而 ＮＦＴ 形成程度与

ＡＤ 认知功能障碍发生的关系显著大于 Ａβ 斑块的

作用［２２］。 在 ＡＤ 脑中，ＮＦＴ 形成始于内嗅皮层，接
着到海马区，随后至皮层区域，这与 ＡＤ 的认知缺陷

发生相关［２３］。 而 Ｔａｕ 蛋白积累和聚集被认为是 ＡＤ
等神经退行性疾病发生的主因［２４］。 激活自噬会抑

制 Ｔａｕ 蛋白聚集并可消除其细胞毒性，ｐ６２ 的 ＵＢＡ
结构域结合泛素化蛋白会促进 Ｔａｕ 蛋白清除［２５］。
而 ｐ６２ 缺失通过自向性过程导致神经病理损伤、高
磷酸化 Ｔａｕ 蛋白聚集、突触缺损和 Ｔａｕ 淀粉样结构

形成，这与 ＡＤ 的神经保护作用相一致［２６］。 并且，
ｐ６２ 高表达亦可通过减少 Ｔａｕ 蛋白表达和斑块聚集

来改善 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠的认知缺陷［２７］。 另外，ＡＤ 脑

神经元中 ＦＫ５０６ 结合蛋白（ＦＫ５０６⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＦＫＢＰｓ ） 表 达 下 调 抑 制 背 根 神 经 节

（ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎ，ＤＲＧ）神经元微管相关蛋白 １ 轻

链 ３ （ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３，
ＭＡＰ１ＬＣ３）表达，降低自噬溶酶体系统功能，导致

Ｔａｕ 蛋白异常沉积进而引发 ＡＤ［２８］。 近来一项研究

中，ＡＤ 脑细胞中聚集的 Ｔａｕ 蛋白呈现朊病毒样特

性［２９］。 Ｔａｕ 蛋 白 会 被 泛 素 化 蛋 白 酶 体 途 径

（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｓｙｓｔｅｍ，ＵＰＳ）和 ＡＬＰ 降解，而
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 对其翻译后修饰、聚集水平、突变变体及其

与伴侣蛋白会作用于大脑神经元数量和突触可塑

性［３０－３１］。 综上，自噬和 ／或线粒体自噬激活会促进

Ａβ 和 Ｔａｕ 蛋白清除来改善 ＡＤ。
１􀆰 ２　 自噬调控 ＰＤ
　 　 黑质多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）神经元变性坏死，
且多脑区以 α⁃ｓｙｎ 聚集形成的路易小体以及多巴胺

神经递质减少是 ＰＤ 运动系统功能紊乱的病理表

征［３２］。 α⁃ｓｙｎ 与脑神经元中热休克蛋白 ７０ （ ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓ７０，ＨＳＰ７０）的 ＨＳＰ 氨基酸序列结合，
激活 分 子 伴 侣 介 导 的 自 噬 （ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ，ＣＭＡ）途径与伴侣蛋白自噬－溶酶体相关

的 ２Ａ 型膜蛋白受体（ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ２Ａ，ＬＡＭＰ⁃２Ａ）结合后会清除 α⁃ｓｙｎ 蛋白，降
低其对神经元的毒性［３３］。 自噬是调控 ＰＤ 的重要

机制，脑细胞自噬水平下降导致 α⁃ｓｙｎ 异常堆积，而
其可被泛素化蛋白酶体系统和 ＡＬＰ 降解［３４］。 另

外，α⁃ｓｙｎ 突变体 Ａ３０Ｐ 和 Ａ５３Ｔ 优先与自噬溶酶体

相关 ２Ａ 型膜蛋白受体结合，阻断自噬小体形成［３５］。
研究发现，ＰＤ 脑中的两关键自噬因子—ＡＴＧ７ 和

Ｒａｐａ 激活后上调微 ＲＮＡ⁃７（ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃７，ｍｉＲＮＡ⁃７）
介导的 ｍＴＯＲ 途径来清除沉积的 α⁃ｓｙｎ，进而改善

ＰＤ［３６］。 研究表明，自噬途径清除 α⁃ｓｙｎ 可改善 ＰＤ。
长链非编码 ＲＮＡ 核富集转录本 １（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ ｎｕｃｌｅａｒ ｐａｒａｓｐｅｃｋｌｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ １，
ＬｎｃＲＮＡ ＮＥＡＴ１）通过负向调节 ｍｉＲ１３２⁃３ｐ 来激活

磷脂酰肌醇－３ 激酶（ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ⁃ｎｏｓｉｔｏｌ⁃３ ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ） ／苏氨酸激酶（ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ）途径减

少脑细胞中 α⁃ｓｙｎ 沉积，改善 ＰＤ 损伤的神经细胞并

发挥神经保护作用［３７］。 而 ｍｉＲ⁃２１４⁃３ｐ 可靶向作用

于 Ａｔｇ１２ 的 ３’非翻译区来下调 Ａｔｇ１２ 表达， 从而抑

制自噬水平并减轻 ＰＤ 海马神经元凋亡。 这与 ｍｉＲ⁃
２１４⁃３ｐ 下调组织蛋白酶 Ｂ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｂ，ＣＴＳＢ）蛋白

表达后通过 ＡＬＰ 清除聚集的 α⁃ｓｙｎ 密切相关。 小胶

质细胞中 ｐ６２ 与 ＡＴＧ８ ／ ＬＣ３ 结合后上调 ＡＴＧ５ 表

达，可改善 ＰＤ 小鼠多巴胺神经元损伤，这与 ＮＯＤ
样受体蛋白 ３（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ⁃
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）与 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 结合形成

炎性小体进而抑制白细胞介素－１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１，
ＩＬ⁃１β）和 ＩＬ⁃１８ 表达密切相关［３８］。 自噬还可通过吲

哚衍生物（ｍｉｔｏｃｈｏｎｉｃ ａｃｉｄ ５，ＭＡ⁃５）激活 ＡＭＰＫ 途

径、Ａｐｅｌｉｎ⁃３６、过氧化物酶体增殖激活受体 γ 辅助激

活因子 α （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｇａｍｍａ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃α，ＰＧＣ⁃１α）等来调控 ＰＤ［３９］。
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线粒体自噬亦是调节 ＰＤ 的重要因素［４０］，神经

元细胞中 α⁃ｓｙｎ 异常沉积形成的路易小体抑制线粒

体自噬体形成［４１］。 而线粒体自噬水平较低或过高

均可通过促进神经元死亡来诱发 ＰＤ，ＰＩＮＫ１ ／帕金

蛋白（Ｐａｒｋｉｎ）途径、ＤＪ⁃１ 蛋白及核蛋白 ＡＳ 是调控

线粒体自噬紊乱的重要途径［４２］。 ＰＩＮＫ１ 在线粒体

外膜（ ｏｕｔｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＯＭＭ）上表达，
将 Ｐａｒｋｉｎ 从胞质中招募到 ＯＭＭ，其 Ｅ３ 活性通过线

粒体蛋白泛素化促进线粒体自噬，导致线粒体降

解［４３］。 并且，ＰＩＮＫ１ 和 Ｐａｒｋｉｎ 突变还会以级联方式

调节线粒体完整性，抑制受损线粒体堆积，提高损

伤线粒体自噬，进而改善 ＰＤ 等神经元退行性病

变［４４］。 Ｐａｒｋｉｎ 非依赖性线粒体自噬也可分为两种

类型：受体介导自噬和泛素连接酶介导自噬。 在受

体介导的自噬中，多种受体蛋白如 Ｎｉｐ 样蛋白（Ｎｉｐ⁃
ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｘ，ＮＩＸ）、Ｂｃｌ⁃２－腺病毒 Ｅ１Ｂ 相互作用蛋

白 ３（Ｂｃｌ⁃２⁃ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ｅ１Ｂ １９ ｋＤａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
３，ＢＮＩＰ３）、 ＦＵＮ１４ 结构域蛋白 １ （ ＦＵＮ１４ ｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １，ＦＵＮＤＣ１）的 Ｃ－末端位于线粒体外膜，
其 Ｎ－末端具有 ＬＣ３ 相互作用域 （ ＬＣ３ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｒｅｇｉｏｎ， ＬＩＲ）， 被招募后会诱导线粒体自噬［４５］。
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 调节的自噬激活分子（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎ
Ｂｅｃｌｉｎ１⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ，ＡＭＢＲＡ１） 是自噬的上

游调节因子，ＬＣ３ 与 ＬＩＲ 结合形成复合体后诱导线

粒体自噬，而 ＡＭＢＲＡ１ 同时诱导 Ｐａｒｋｉｎ 依赖或独立

的自噬途径［４６］。 在线粒体自噬中，磷酸酶及张力蛋

白同源物（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ ｄｅｌｅｔｅｄ
ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｔｅｎ， ＰＴＥＮ） 诱 导 的 ＰＩＮＫ１ 招 募

Ｐａｒｋｉｎ 与 ＲＢＲ 型 Ｅ３ 泛素蛋白连接酶进而发生蛋白

泛素化，促进受损线粒体降解和内膜微细结构、功
能改善，从而招募 ＬＣ３ 自噬小体诱导线粒体自

噬［４７］。 然而，ＤＪ⁃１ 激活能代偿 ＰＩＮＫ１ 功能缺失进

而抑制线粒体自噬，导致受损线粒体堆积，诱发

ＰＤ［４８］。 但是 ＡＳ 可特异性与线粒体外膜受体结合，
抑制线粒体融合并引起线粒体断裂；ＡＳ 激活会减少

自噬泡形成从而抑制线粒体自噬，导致 ＡＳ 激活和

自噬异常的恶性循环，氧化应激反应和毒性物质增

多引起易感神经元死亡进而引发 ＰＤ［４９］。
１􀆰 ３　 自噬调控其他神经退行性疾病

　 　 除 ＡＤ 和 ＰＤ 外，自噬在其他神经退行性疾病中

也具有重要调控作用。 ＨＤ 表现为舞蹈性运动和痴

呆，亨廷顿蛋白（ｍｕｔａｎｔ ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ，ｍＨＴＴ）突变发生

在胞浆中的沉积造成神经毒性，使得神经元变性及

功能受损［５０］。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 作为经典自噬途

径，ｍＨＴＴ 表达增加会将其激活进而抑制自噬，加重

ＨＤ 症状；另外，抑制纹状体中 ｍＴＯＲ 表达，使脱磷

酸化依赖 Ｕｎｃ⁃５１ 样激酶 １（Ｕｎｃ⁃５１ ｌｉ ＫＥ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｋｉｎａｓｅ １，ＵＬＫ１）、ＵＬＫ２ 活化及其介导的

ＡＴＧ１３、２００ ｋＤａ 的 家 族 相 互 作 用 蛋 白 （ ｆａｍｉｌｙ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ２００ ｋＤａ，ＦＩＰ２００）和 ＵＬＫ１ 磷酸

化，激活自噬进而通过泛素－蛋白酶体系统来减少

ＨＤ 神经元内质网中 ｍＨＴＴ 表达及沉积，改善 ＨＤ 病

变［５１］。 研 究 证 实， 同 源 域 结 合 蛋 白 激 酶 ３
（ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ３，ＨＩＰＫ３）和
ＭＡＰＫ１１ 作为 ｍＨＴＴ 阳性调节因子，将其敲除可显

著降低 ｍＨＴＴ 表达及聚集［５２］；ｍＨＴＴ 表达下调导致

线粒体代谢能力、电子传递链、钙离子通道、超微结

构等受损，而线粒体自噬水平提高会显著清除沉积

ｍＨＴＴ 进而改善 ＨＤ 脑细胞线粒体功能［５３］。 ＵＬＫ１
和Ⅲ型磷脂酰肌醇激酶 ３４（ ｖａｃｕｏｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｒｔｉｎｇ
３４，Ｖｐｓ３４）作为关键自噬因子，其功能发挥依赖于

ｍＴＯＲ 依赖方式在丝氨酸 ２９ 位点磷酸化 ＡＴＧ，通过

上调 ＴＦＥＢ 表达来激活 ＬＡＭＰ⁃２Ａ、ＬＣ３⁃Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
等表达，减少 ｍＨＴＴ 沉积来改善 ＨＤ［５４］。 目前，自噬

调控 ＡＬＳ 和 ＭＳ 的研究较少，ＡＬＳ 神经元中 ＬＣ３⁃Ⅱ
和磷酸化 ｍＴＯＲ 标记的阳性运动神经元数量显著

减少，而自噬体和自噬蛋白增加导致 ＡＬＳ 神经元死

亡。 并且， ＡＬＳ 中超氧化物歧化酶 １ （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ １，ＳＯＤ１）突变引起微管轴突运动受损导

致线粒体分裂、融合以及自噬清除功能紊乱［５５］。 神

经元自噬水平升高导致髓鞘轴突功能障碍引发 ＭＳ，
研究证实脱髓鞘轴突比有髓鞘轴突线粒体功能、结
构更易受损，这与 Ｎａ⁃Ｋ⁃ＡＴＰ 酶缺乏或功能障碍轴

突导致 Ｎａ＋ 外流调节的静息膜电位紊乱密切

相关［５６］。

２　 运动调控自噬改善神经退行性疾病的作用机制

２􀆰 １　 运动调控自噬改善 ＡＤ 的作用机制

　 　 运动可显著改善 ＡＤ 患者或 ＡＤ 动物模型的病

理表征及认知功能［５７－５８］。 众多研究将 Ａβ 和 Ｔａｕ 蛋

白作为运动干预靶点，发现跑台运动可显著降低

ＡＤ 小鼠海马组织中 Ａβ 和 Ｔａｕ 蛋白水平，减轻 ＡＤ
认知功能障碍［５９］。 这与跑台运动显著提高 ＡＤ 小

鼠脑组织自噬水平进而清除脑细胞中沉积的 Ａβ 密

切相关，而减少的 Ａβ 对神经元毒性及损伤显著下

降。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 是调控自噬的关键因子，８ 周自由跑
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轮、游泳和跑台运动后，ＡＤ 小鼠海马中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表

达上调，细胞自噬被启动［６０］；而在细胞自噬形成阶

段，４ 周跑台训练可显著增加 ＡＤ 小鼠基底节区自

噬体，同时上调 ＬＣ３⁃Ⅱ和 ＬＣ３⁃Ⅰ表达且 ＬＣ３⁃Ⅱ ／
ＬＣ３⁃Ⅰ比值升高［６１］。 ｐ６２ 可与 ＬＣ３ 作用而退化为

自噬异质基质，运动干预后 ＦＵＮＤＣ１ 表达上调的同

时，线粒体自噬标志蛋白 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值增高

会抑制 ｐ６２ 表达，加快自噬体形成从而改善 ＡＤ 病

理表征。 自噬激活介导运动改善 ＡＤ，还与脂联素

（ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，ＡＰＮ）表达上调后，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠（ＡＤ
小鼠） 海马神经元膜上 ＡｄｉｐｏＲ１ 结合从而激活

ＡＭＰＫ ／ ＴＦＥＢ 途径来提高自噬进而减少 Ａβ 沉积密

切相关［６２］。 综上，运动可通过激活神经细胞自噬和

加速自噬体形成，促进神经细胞自噬来清除沉积的

Ａβ 进而改善 ＡＤ。
Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化形成的 ＮＦＴ 引发 ＡＤ，长时

间运动激活 Ｔａｕ 蛋白调节激酶，抑制 ＡＤ 小鼠高磷

酸化 Ｔａｕ 蛋白表达［６３］。 并且，与 Ａβ 一样，Ｔａｕ 蛋白

磷酸化亦是运动干预 ＡＤ 的作用靶点，运动诱导自

噬水平升高促进 Ｔａｕ 蛋白寡聚体和不溶性聚集体形

成，使得自噬水平显著提高［６４］。 并且，Ｔａｕ 蛋白过

度磷酸化亦会诱导自噬功能紊乱，而自噬介导的

ＡＤ 神经元中 Ｔａｕ 蛋白清除受 ｍＴＯＲ 靶向调节［６５］，
运动 激 活 ＰＩ３Ｋ 后 产 生 的 磷 酸 肌 醇 结 合 蛋 白

（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＰＩＰ３）与含有 ＰＨ
结构 域 的 ＡＫＴ 和 磷 酸 肌 醇 依 赖 性 激 酶 １
（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ⁃１， ＰＤＫ１） 结合，
使得 ＰＤＫ１ 在 Ａｋｔ 的 Ｓｅｒ４７３ 位点上将其磷酸化，进
而抑制 ｍＴＯＲ 磷酸化从而减少 Ｔａｕ 蛋白沉积［６６－６７］。
说明，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 途径介导 ｍＴＯＲ 激活是运动改善

ＡＤ 的分子机制。 并且，ｍＴＯＲ 是运动通过细胞自噬

来减少 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化和聚集来达到防治 ＡＤ
的关键因子。 当利用运动对 ＡＤ 小鼠进行干预后，
脑细胞自噬被启动可显著改善 ＡＤ，这与 ＡＭＰＫ ／
ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 途径被运动激活从而上调脑源性神

经 生 长 因 子 （ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，
ＢＤＮＦ） 来激活 线 粒 体 自 噬 以 及 激 活 ＡｄｉｐｏＲ１ ／
ＡＭＰＫ ／ ＴＦＥＢ 途径来增强溶酶体并降低异常升高的

自噬水平，减少 Ｔａｕ 蛋白沉积密切相关［６８－６９］。 以上

研究表明，运动提高自噬可显著清除沉积的 Ｔａｕ 蛋

白，进而改善 ＡＤ。
２􀆰 ２　 运动调控自噬改善 ＰＤ 的作用机制

　 　 ＰＤ 脑内 α⁃ｓｙｎ 异常堆积，而 α⁃ｓｙｎ 可被泛素化

蛋白酶体系统介导的自噬溶酶体或线粒体自噬途

径降解［７０］。 运动可通过提高自噬来改善 ＰＤ，耐力

训练干预后 ＰＤ 小鼠黑质神经细胞自噬水平显著升

高；并且，运动亦可通过上调自噬因子 （ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
ＡＴＧ１２、ＡＴＧ５、ＬＣ３ 等）表达来改善 ＰＤ［７１］。 ＰＩＮＫ１ ／
Ｐａｒｋｉｎ 途径亦是调控 ＰＤ 线粒体自噬的关键途径，ｐ⁃
ＰＩＮＫ１ 使 Ｐａｒｋｉｎ 的 Ｕｂｌ 与 ＲＩＮＧ１ 和 ＹＹ１ 结合蛋白

（ｒｉｎｇ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＲＩＮＧ１）发生解离并在 Ｕｂｌ 位
点发生磷酸化修饰、活化，进而上调 ｐ６２、ＬＣ３ 等表

达，使得受损线粒体被自噬小体包裹、清除［７２］。 并

且，ＰＩＮＫ１ 作为力学刺激敏感因子，６ 周自主跑轮运

动后 ＰＤ 小鼠海马中 Ｐａｒｋｉｎ 及其调控的 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
ＡＴＧ５ 等自噬因子表达增加，减少沉积 α⁃ｓｙｎ［７３］。 １
－甲基 ｖ⁃４－苯基－１，２，３，６－四氢吡啶（１⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃
ｐｈｅｎｙｌ⁃１，２，３，６⁃ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＭＰＴＰ）诱导的 ＰＤ
小鼠脑中 ＰＩＮＫ１ 和 Ｐａｒｋｉｎ 表达下降，而 ８ 周跑台训

练通过激活 ＰＤ 小鼠海马中 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 途径可

显著上调 ｐ６２、ＬＣ３ 等表达，减少沉积的 α⁃ｓｙｎ［７４］；另
外，６ 周跑台运动激活 ＰＤ 小鼠中脑自噬水平来改善

线粒体内膜受损微结构及能量代谢，对抗 ＭＰＴＰ 的

神经毒性［７５］。 此外，有学者对跑台运动在 ＰＤ 建模

前后（先运动后注射 ＭＰＴＰ 造模和先注射 ＭＰＴＰ 造

模后进行运动的对比研究）的改善作用进行对比，
发现 ＭＰＴＰ 神经毒性均会破坏线粒体自噬，而造模

后运动可显著上调 ＰＩＮＫ１ 表达，改善 ＭＰＴＰ 造成的

线粒体自噬水平下降［７６］。 分析其机制，发现运动在

Ｔｈｒ２２２ 位点上将 ＰＤ 脑中 ＡＭＰＫ 磷酸化， 而 ｐ⁃
ＡＭＰＫ 上调 ＴＦＥＢ 表达后激活自噬途径 ＡＴＧ１ ／
ＵＬＫ１，改善 ＰＤ 海马神经元变性［７７］。 再者与运动上

调 ｍＴＯＲ、ＴＦＥＢ 等关键因子表达密切相关，以上因

子可显著激活 ＰＤ 脑中自噬途径，促进沉积 α⁃ｓｙｎ 清

除［７８］。 以上研究表明，运动激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 途

径后自噬水平提高可改善 ＰＤ，受限于当前研究较

少，其他作用机制尚待揭示。

３　 小结与展望

　 　 本研究发现，自噬调控神经退行性疾病，而运

动 可 通 过 激 活 ＡｄｉｐｏＲ１ ／ ＡＭＰＫ ／ ＴＦＥＢ、 ＡＭＰＫ ／
ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 等途径来提高自噬水平进而清除沉

积 Ａβ、Ｔａｕ 蛋白和 α⁃ｓｙｎ 等，改善 ＡＤ、ＰＤ 等神经退

行性疾病受损的神经元突触、结构和功能（见图 １）。
但尚存一些问题待研究揭示，具体如下：

（１）加强自噬调控神经退行性疾病的作用机制
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图 １　 自噬介导运动改善神经退行性疾病的可能机制

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ

研究，利用基因测序、ＣＲＩＳＰＥＲＣａｓｅ⁃９、免疫共沉淀

等技术揭示各自噬因子的作用机制、相互之间的作

用机制网络以及自噬调控 ＨＤ、ＡＬＳ、ＭＳ 等。
（２）探究不同运动方式、强度、频率、时间等在

改善神经退行性疾病上的作用，并利用扩增阻滞突

变系统（ＡＲＭＳ）⁃ＰＣＲ 法、Ｓａｎｇｅｒ 测序法、荧光原位

杂交等揭示其分子机制，为神经退行性疾病的运动

干预研究提供科学有效的运动处方策略和扎实的

理论依据。
（３）加强运动改善神经退行性疾病的应用研

究：针对不同神经退行性疾病患者的患病程度、不
同人群、不同性别等进行运动干预，揭示其作用机

制，为运动有效改善神经退行性疾病提供坚实的理

论依据并促进其推广应用。
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外泌体 ｍｉＲＮＡ 在早期筛查与治疗阿尔茨海默病
的相关研究进展

张俊峰∗，郝丽亚，高红艳，刘光甫，张祖源，郭永刚

（平顶山学院医学院基础医学系，河南 平顶山　 ４６７０００）

　 　 【摘要】 　 外泌体作为一种能被不同细胞分泌的小分子细胞外囊泡，通过运输 ｍｉＲＮＡ 等多种生物活性物质在

阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的病理过程中发挥重要作用。 研究表明，外泌体 ｍｉＲＮＡ 的表达在 ＡＤ 患者

早期阶段发生变化，并且通过外源性注射间充质干细胞来源的外泌体 ｍｉＲＮＡ 可以改善 ＡＤ 动物模型的学习记忆能

力。 本文就该领域对外泌体在早期筛查和治疗 ＡＤ 的研究情况进行综述。
【关键词】 　 外泌体；微小 ＲＮＡ；阿尔茨海默病；间充质干细胞
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是临

床常见的一种神经退行性疾病，神经病理学特征是

大脑内老年斑形成以及神经纤维缠结，主要临床表

现为认知功能下降和记忆能力减退。 随着全球人

口的老龄化，ＡＤ 的发病率也呈现逐年上升趋势。
然而由于 ＡＤ 的病理机制复杂且尚未明确，目前仍

然没有发现高效灵敏的 ＡＤ 早期诊断生物标记物，

同时临床常用药物治疗 ＡＤ 的效果也差强人意，这
些都给社会和患者家庭带来了巨大的医疗经济负

担。 近年研究发现，外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）是一种携带

多种生物活性物质的细胞外囊泡，在 ＡＤ、帕金森症

（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）和亨廷顿病（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）等神经退行性疾病中发挥重要作用［１］。
在中枢神经系统中，外泌体微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，



ｍｉＲＮＡ）可以由神经元和胶质细胞等各种细胞分泌

而来，在不同细胞之间的通讯发挥重要作用并且通

过观察表达含量变化间接反映大脑病变损伤程度，
可以作为 ＡＤ 早期筛查的生物标志物［２］。 最重要的

是外泌体可以通过血脑屏障从而到达病变脑区域

发挥疗效，具有治疗神经退行性疾病的潜在价

值［３］。 本文就外泌体 ｍｉＲＮＡ 在 ＡＤ 中的诊断意义

及治疗前景进行综述，以期为临床早期筛查和治疗

预防 ＡＤ 提供思路参考。

１　 外泌体 ｍｉＲＮＡ 概述

　 　 外泌体是由内泌体衍生而来直径为 ３０～１５０ ｎｍ
的脂质层包膜囊泡，Ｔｒａｍｓ 等［４］ 于 １９８１ 年首次在羊

网织红细胞发现。 随后的研究陆续发现，外泌体可

以由神经元、神经胶质细胞、免疫细胞、间充质干细

胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＭＳＣ）等多种类型细胞产

生并释放到血清、血浆、尿液、唾液、脑脊液和羊水

中［２］。 外泌体发挥生物学效应的主要活性物质由

蛋白质、脂质、ｍｉＲＮＡ 等多种成分组成，供体细胞合

成释放外泌体后，通过与靶细胞间接结合信号受体

或直接与质膜融合将外泌体中活性成分输送至细

胞质中，从而介导细胞之间的信息传递发挥生物学

作用［５］。 作为外泌体的重要组成部分之一，ｍｉＲＮＡ
是一类由 ２２～２５ 个核苷酸组成的小的非编码 ＲＮＡ，
通过与靶基因的 ３’ 未翻译区 （ ３ ’⁃Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ
ｒｅｇｉｏｎ，３’⁃ＵＴＲ）结合从而抑制转录或阻滞翻译［６］。
越来越多的研究证明 ｍｉＲＮＡ 与 ＡＤ 的病理过程密

切相关。 ｍｉＲＮＡ 可以调节 α⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ 和 β⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ
等淀粉前体蛋白代谢相关酶蛋白的表达，还可以下

调载脂蛋白 Ｅ４（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ，ａｐｏＥ４）和 ２ 型髓样

细胞 触 发 受 体 （ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｏｎ
ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ２，ＴＲＥＭ２）的表达介导 β 淀粉样蛋白

（β⁃ａｍｙｌｏｉｄ，Ａβ）的清除，同时 ｍｉＲＮＡｓ 的表达水平

与 Ｔａｕ 蛋白磷酸化水平密切相关；ｍｉＲＮＡ 还参与了

其他与 ＡＤ 发病相关的机制，比如氧化应激、线粒体

自噬、神经炎症、突触可塑性和神经递质释放与清

除异常［７］。

２　 外泌体 ｍｉＲＮＡ 参与阿尔茨海默病的病变过程

　 　 近年来已经有很多研究证实海马神经发生抑

制、突触可塑性损伤、神经炎症等多种因素是 ＡＤ 发

生的重要病理机制［８－９］。 Ａｂｄｕｌｌａｈ 等［１０］ 使用 Ａβ 刺

激星形胶质细胞后发现，ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ｃ⁃Ｊｕｎ

Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）磷酸化增加从而减少外泌体

的生成。 同时另外一项研究指出炎症因子白介素

１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １β，ＩＬ⁃１β）刺激星形胶质细胞后发现

多个外泌体 ｍｉＲＮＡ 的表达发生了改变［１１］。 这提示

外泌体 ｍｉＲＮＡ 可能参与 ＡＤ 的病变过程。 神经元

来源的外泌体 ｍｉＲ⁃１２４ 通过间接调控星形胶质细胞

中谷氨酸转运体 １（ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ⁃１，ＧＬＴ⁃１）
的蛋白表达，从而介导突触可塑性变化［１２］。 反复轻

度颅脑外伤 （ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｍｉｌｄ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ，
ｒｍＴＢＩ）也被认为是 ＡＤ 的重要风险因素。 Ｇｅ 等［１３］

在 ｒｍＴＢＩ 小鼠模型的海马和皮质损伤区域中发现有

十个小胶质细胞来源外泌体 ｍｉＲＮＡ 的表达发生改

变，其中变化最明显的是 ｍｉＲ⁃１２４⁃３ｐ。 有趣的是

ＡＤ 不同病程阶段的同个小胶质细胞源性外泌体

ｍｉＲＮＡ 变化也大相径庭，这提示外泌体 ｍｉＲＮＡ 在

ＡＤ 不同时期的作用可能有差异，因此需要在 ＡＤ 的

不同时期确定特异性改变外泌体 ｍｉＲＮＡ 从而明确

其具体作用机制。 随后通过体内外实验证实随着

外泌体 ｍｉＲ⁃１２４ 的表达增加，可以直接调节 Ｒｅｌａ ／
ＡｐｏＥ 信号通路活性使脑源性营养因子 （ ｂｒａｉｎ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）表达增加且淀粉

前体蛋白（ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）和 Ａβ 的

生成减少，改善海马神经元损伤从而恢复小鼠的学

习记忆能力［１３］。 此外，Ｍｉｃｃｉ 等［１４］ 发现海马神经干

细胞来源的外泌体 ｍｉＲ⁃１７、ｍｉＲ⁃３２２ 和 ｍｉＲ⁃４８５ 的

表达比成熟海马神经元来源的外泌体高，并且在

ＡＤ 小鼠模型中通过脑室注射海马神经干细胞来源

的外泌体后，海马 Ｃａ２＋ ／钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ
（Ｃａ２＋ ／ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ＩＩ，ＣａＭＫＩＩ）的磷

酸化水平上升，神经元轴突上 Ａβ 表达减少，从而使

兴奋性突触后电位幅度增加，ＡＤ 小鼠的学习记忆

能力得到改善；然而脑室注射成熟海马神经元来源

的外泌体并没有得到上述治疗效果，说明不同细胞

来源的外泌体对 ＡＤ 的治疗效果具有一定差异性，
未来研究还需要注意比较不同细胞来源的同种外

泌体 ｍｉＲＮＡ 的表达是否有差别。 综上可知，外泌体

ｍｉＲＮＡ 参与了 ＡＤ 病理生理过程，然而多种外泌体

ｍｉＲＮＡ 联合运用是否具有协同或拮抗调控作用值

得后续深入分析研究。
３　 外泌体 ｍｉＲＮＡ 作为阿尔茨海默病患者早期筛

查生物标记物的应用

　 　 ＡＤ 患者在表现认知和记忆功能减退等症状之

前，海马和前额叶皮层等脑区就已经出现 β 淀粉样
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蛋白沉积形成细胞外斑块和 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化形

成细胞内神经纤维缠结等病理改变［１５］。 因此早期

筛查 ＡＤ 的生物标记物使用对疾病的预防治疗具有

重要意义。 Ｘｉｎｇ 等［１６］ 通过 ｍｅｔａ 分析发现，外泌体

ｍｉＲＮＡ 生物标志物在 ＡＤ 尤其是轻度认知功能障碍

（ｍｉｌｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＭＣＩ）患者的早期筛查中

具有潜在诊断价值。 最新研究还发现，外泌体

ｍｉＲＮＡ 可以作为有效早期筛查生物标志物在 ＭＣＩ
出现前 ５～ ７ 年检测出 ＡＤ 高患病率人群［１７］。 外泌

体在中枢神经系统中由神经元和胶质细胞合成释

放后可以通过血脑屏障进入脑脊液或外周血液中，
同时由于外泌体的双层磷脂酶层结构，可以使

ｍｉＲＮＡ 不被循环系统中的核糖核酸酶所降解［１８］。
因此可以在 ＡＤ 患者的外周血液以及脑脊液中检测

到外泌体 ｍｉＲＮＡ 的表达变化，对 ＡＤ 患者进行早期

筛查从而达到预防治疗效果。
目前关于对临床常见样本的外泌体分离技术

已逐渐成熟，主要分离方法有超速离心法、密度梯

度分离法、尺寸排除色谱法、聚合物沉淀和免疫亲

合力捕获法等［１９－２０］。 然而直接检测外泌体中的

ｍｉＲＮＡ 比较困难，并且在生物体液中，大多数体液

循环的 ｍｉＲＮＡ 通常与蛋白质结合或被捕获在外泌

体中［１８］。 因此，需要特定的技术工具释放这些低分

子量 ＲＮＡ 分子才能对其进行分析和检测，这也是影

响 ＡＤ 早期临床诊断效率的重要原因之一。 但是随

着生物技术的发展和纳米医学的兴起，已经有多种

新型检测方法被陆续研发使用，如电化学生物传感

器、荧光生物传感器、表面等离子体共振生物传感

器、ＤＮＡ 纳米技术等［２１－２３］。
３􀆰 １　 外泌体 ｍｉＲＮＡ 在阿尔茨海默病患者血清和

血浆的变化

　 　 血液外泌体是由活细胞分泌到循环血液中的

细胞外囊泡，被认为是一种相对无创的监测脑生理

和疾病状态的新型工具［２４］。 越来越多的研究发现

血液外泌体 ｍｉＲＮＡ 可能作为检测 ＡＤ 的重要生物

标志物之一，Ｎｉｅ 等［２５］ 通过测序技术发现 ＡＤ 患者

血浆中外泌体 ｍｉＲＮＡ 有 ２２ 个表达上调和 ２１ 个表

达下调。 此外，Ｌｕｇｌｉ 等［２６］也检测到 ＡＤ 患者血浆外

泌体 ｍｉＲＮＡ 有 ２０ 个的表达发生变化。 这两项研究

数据中都显示外泌体 ｍｉＲ⁃３４⁃３ｐ 在 ＡＤ 患者血浆中

表达下调，说明血浆外泌体 ｍｉＲ⁃３４２⁃３ｐ 的表达变化

与 ＡＤ 的病理过程密切相关。 值得注意的是不同种

族人群的 ＡＤ 患者外泌体 ｍｉＲＮＡ 表达谱变化还是

具有差异性，这也提示未来的研究还需要进一步精

细不同种族人群 ＡＤ 患者的血液外泌体 ｍｉＲＮＡ 的

诊断变化标准［２７］。 同时，Ｃｈａ 等［２８］ 利用 Ｌ１ 细胞粘

附分子（Ｌ１ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ，Ｌ１ＣＡＭ）抗体结

合磁珠的方法捕获神经元来源的外泌体并发现

ｍｉＲ⁃２１２ 和 ｍｉＲ⁃１３２ 水平下调；Ｌｉ 等［２９－３０］ 神经细胞

粘附分子 （ ｎｅｕｒａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ， ＮＣＡＭ） ／
ａｍｐｈｉｐｈｙｓｉｎ １ 双标记方法检测 ＡＤ 患者血浆中外泌

体 ｍｉＲ⁃２９ｃ 和 ｍｉＲ⁃３８４ 的表达上升，并且与 Ａβ４２、
Ａβ４２ ／ ４０、Ｔａｕ 和 Ｐ⁃Ｔ１８１⁃Ｔａｕ 的表达呈正相关，这提

示可以根据对不同细胞来源的血浆外泌体 ｍｉＲＮＡ
进行表达分析可能会使诊断结果更精准化。 还有

研究对 ＡＤ 患者血清中外泌体 ｍｉＲＮＡ 变化进行分

析并发现 ｍｉＲ⁃１３５ａ 和 ｍｉＲ⁃３８４ 表达上调，而 ｍｉＲ⁃
１９３ｂ 表达下调；同时，ＡＤ 患者血清外泌体 ｍｉＲ⁃３８４
的表 达 水 平 明 显 高 于 血 管 性 痴 呆 （ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶＤ） 和帕金森病伴痴呆 （ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｄｅｍｅｎｔｉａ，ＰＤＤ）患者［３１］。 这说明多种血

清外泌体 ｍｉＲＮＡ 的同时检测有可能会使 ＡＤ 的早

期诊断方面更加具体化。 另外，Ｗｅｉ 等［３２］ 发现 ＡＤ
患者血清外泌体 ｍｉＲ⁃２２３ 表达降低，且与简易精神

状 态 检 查 量 表 （ ｍｉｎｉ⁃ｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ，
ＭＭＳＥ）评分、临床痴呆分级量表（ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｅｍｅｎｔｉａ
ｒａｔｉｎｇ，ＣＤＲ）评分以及血清中炎症因子 ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃６
和肿瘤坏死因子 α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α，ＴＮＦ⁃α）
表达水平呈负相关性。 以上均提示血清外泌体

ｍｉＲＮＡ 也是一种具有潜在诊断价值的 ＡＤ 生物标记

物。 值得注意的是外周血外泌体中 ｍｉＲＮＡｓ 的水平

是否受性别、种族、年龄、受教育程度等因素的影响

还亟待进一步研究。
３􀆰 ２　 外泌体 ｍｉＲＮＡ 在阿尔茨海默病患者脑脊液

的变化

　 　 脑脊液含有一定的细胞及化学成分，病理情况

下这些物质成分会发生改变，可以通过对脑脊液检

测分析从而进行疾病的初步诊断［３３］。 Ｇｕｉ 等［３４］ 通

过提取 ＡＤ 患者脑脊液中的外泌体进行 ｍｉＲＮＡ 表

达谱变化检测发现 ＡＤ 患者脑脊液中外泌体 ｍｉＲＮＡ
的表达与健康人群相比有 ６ 个 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ⁃２９ｃ、
ｍｉＲ⁃１３６⁃３ｐ、 ｍｉＲ⁃１６⁃２、 ｍｉＲ⁃３３１⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃１３２⁃５ｐ 和

ｍｉＲ⁃４８５⁃５ｐ）表达水平发生改变。 但是，Ｌｉｕ 等［３５］ 发

现 ＡＤ 患者脑脊液中外泌体 ｍｉＲ⁃１９３ｂ 的表达下降。
而 ＭｃＫｅｅｖｅｒ 等［３６］在 ＡＤ 患者脑脊液中检测到外泌

体 ｍｉＲ⁃６０５⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃４５１ａ、ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃１６⁃５ｐ
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的变化都发生了不同变化。 造成这些研究结果出

现差异性的原因，可能是由于不同样品中 ｍｉＲＮＡ 的

稳定性和浓度差异以及分析方法使用多样性等因

素造成，这些因素也阻碍了外泌体 ｍｉＲＮＡ 作为 ＡＤ
患者早期筛查的生物标志物在临床实践中的推广。

在临床诊断标准中将小于 ６５ 岁的 ＡＤ 患者归

类为早发型 ＡＤ（ ｙｏｕｎｇ⁃ｏｎｓｅｔ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＹＯＡＤ），而将大于 ６５ 岁的 ＡＤ 患者归类为晚发型

ＡＤ （ ｌａｔｅ⁃ｏｎｓｅｔ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＬＯＡＤ ）。 在

ＹＯＡＤ 患者脑脊液中外泌体 ｍｉＲ⁃１６⁃５ｐ 的表达下

降，而在 ＬＯＡＤ 中没有发现这种变化［３６］。 Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ
等［３７］发现脑脊液外泌体 ｍｉＲ⁃２０４⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃６３２ 可

能是遗传性额颞叶痴呆 （ ｆｒｏｎｔｏｔｅｍｐｏｒａｌ ｄｅｍｅｎｔｉａ，
ＦＴＤ）的诊断生物标志物，而 ｍｉＲ⁃６３２ 可能是散发性

ＦＴＤ 的诊断生物标志物。 以上提示不同病程阶段

或不同类型的 ＡＤ 可以使用多种特异性外泌体

ｍｉＲＮＡ 作为生物标记物进行早期筛查。 此外，
Ｒｉａｎｃｈｏ 等［３８］发现 ＡＤ 患者脑脊液外泌体中 ｍｉＲ⁃９
和 ｍｉＲ⁃５９８ 的含量明显高于无外泌体的脑脊液中

ｍｉＲ⁃９ 和 ｍｉＲ⁃５９８ 的含量，提示这两种 ｍｉＲＮＡ 可能

被选择性包裹在外泌体中。 虽然这些研究发现了

ＡＤ 患者脑脊液中外泌体 ｍｉＲＮＡ 的差异表达变化，
为 ＡＤ 早期筛查方法提供新的参考。 但目前临床抽

取脑脊液需要进行有创操作，具有一定的难度和风

险，因此在早期筛查中具有局限性，选择外周血液

外泌体 ｍｉＲＮＡ 作为 ＡＤ 的特异性标记物比脑脊液

外泌体 ｍｉＲＮＡ 更具优势。 与此同时，尿常规也是临

床检测中常用手段，Ｓｏｎｇ 等［３９］ 在 ５ｘ ＦＡＤ 小鼠模型

尿液中发现 ４８ 种外泌体 ｍｉＲＮＡ 表达发生变化，并
且周颖等［４０］已经在 ＡＤ 患者的尿液中成功提取出

外泌体。 未来可以对 ＡＤ 患者尿液中外泌体 ｍｉＲＮＡ
表达是否发生变化展开进一步研究工作。
４　 间充质干细胞来源外泌体 ｍｉＲＮＡ 作为阿尔茨

海默病潜在治疗方法的研究前景

　 　 改善 ＡＤ 治疗有效性的主要困难之一就是缺乏

有效转运载体来运输药物穿过血脑屏障进入中枢

神经系统发挥治疗功效。 作为纳米载体的外泌体

具有免疫原性低和天然稳定性好的特点，同时不会

被单核巨噬细胞系统所吞噬且运输效率高并能穿

过血脑屏障［４１］。 近年研究报告，通过转染技术使

ＭＳＣ 内的 ｍｉＲＮＡ 表达升高或降低，随后提取的外

泌体都检测到 ｍｉＲＮＡ 发生相应的变化并将其通过

不同的方式注射到 ＡＤ 大鼠体内可以改善其学习记

忆功能［４２］。 将 ＭＳＣ 来源的外泌体注射到 ＡＤ 大鼠

海马 ＣＡ１ 区，观察到过表达 ｍｉＲ⁃２９ｂ 的外泌体可以

降低 β 位淀粉样前体蛋白裂解酶 １（β⁃ｓｉｔｅ ａｍｙｌｏｉｄ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｌｅａｖｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ １，ＢＡＣＥ１）和 Ｂｃｌ⁃２
相互作用细胞凋亡介导因 子 （ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｍｅｄｉａｔｏｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ，ＢＩＭ）的表达，减少 Ａβ 的形成

和神经元丢失从而改善空间学习记忆能力［４３］。 Ｍａ
等［４４］通过尾静脉注射过表达 ｍｉＲ⁃１３２⁃３ｐ 的外泌体

后发现靶基因 Ｒａｓ ｐ２１ 蛋白活化子 １ （ Ｒａｓ ｐ２１
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ １，ＲＡＳＡ１）在 ＶＤ 小鼠海马和皮质区

域的表达减少，Ｒａｓ ／ Ａｋｔ ／ ＧＳＫ⁃３β 信号通路激活，导
致海马和皮质区域的树突分支和树突棘数量增加

且神经元凋亡率降低，从而减轻学习记忆能力下降

症状。 Ｎａｋａｎｏ 等［４５］将过表达 ｍｉＲ⁃１４６ａ 的骨髓ＭＳＣ
（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭ⁃ＭＳＣ）注射

到 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠的侧脑室脉络丛中，突触数量恢复

正常，提高学习记忆能力的同时也可以在脑脊液中

检测到外泌体中的 ｍｉＲ⁃１４６ａ 表达也增加；随后在体

外实验中观察到，ＢＭ⁃ＭＳＣ 分泌的外泌体 ｍｉＲ⁃１４６ａ
作用于星形胶质细胞，导致靶基因肿瘤坏死因子受

体 相 关 因 子 ６ （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ６，ＴＲＡＦ６）的表达下降，核因子⁃κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）生成减少从而减轻

神经炎症反应；值得注意的是 Ａβ 的生成和神经元

丢失的病变情况并没有得到改善，可能的原因是不

同的外泌体 ｍｉＲＮＡ 改善 ＡＤ 症状的机制不相同或

者使用不同类型的 ＡＤ 动物模型所导致。 然而 ＡＤ
的病理机制复杂，目前常用实验动物模型并不能很

好地模拟 ＡＤ 患者的所有临床分期的特点和病理特

征。 例如 Ｗｅｎｇｅｒ 等［４６］使用基于定性和定量质谱的

蛋白质组学方法对两种常用的 ＡＤ 小鼠模型（Ｔｈｙ１⁃
ｈＴａｕ． Ｐ３０１ Ｓ 和 ｒＴｇ（ｔａｕＰ３０１ Ｌ）４５１０）进行深入分析

发现这两种 ＡＤ 小鼠模型在疾病期间都会积累不溶

性 Ｔａｕ 种类，这反映了人类 ＡＤ 早期阶段携带 Ｐ３０１
Ｌ Ｔａｕ 突变的病理学特征。 然而，对于人类 ＡＤ 晚期

阶段很重要的 Ｔａｕ 泛素化和乙酰化在小鼠模型中没

有表现出来［４６］。 因此外泌体 ｍｉＲＮＡ 是否可以作为

ＡＤ 的一种临床治疗手段还需要在临床试验中进一

步验证。
虽然外泌体是 ｍｉＲＮＡ 的一种理想转运载体，但

在实际应用上 ｍｉＲＮＡ 的装载效率并不高，并且静脉

注射的方式会使经过循环系统传递后的外泌体被

肝、肾和脾等其他器官所摄取［４７］。 因此如何提高外

３４１中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０



泌体的装载效率以及精准靶向且高效运输至病变

脑区是需要未来不断完善解决的技术问题。 近年

有研究报告，外界条件干预可以影响外泌体内

ｍｉＲＮＡ 的含量［４８］。 与正常氧处理组相比，低氧预

处理 ＭＳＣ 可以使分泌的外泌体内 ｍｉＲ⁃２１ 的表达增

加，并且能更好恢复 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠的学习记忆能

力。 此外，利用基因工程方法在外泌体表面添加生

物分子可以改变其靶向能力。 使用狂犬病病毒糖

蛋白（ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒａｌ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＶＧ）多肽修饰 ＭＳＣ
来源的外泌体可以提高静脉注射后靶向 ＡＰＰ ／ ＰＳ１
小鼠海马和皮质区域的数量，更有效地抑制星形胶

质细胞活化和减少 Ａβ 沉积［４９］。

５　 总结与展望

　 　 综上而言，在 ＡＤ 患者的早期阶段，脑脊液和外

周血液中的外泌体 ｍｉＲＮＡ 表达发生变化，可以作为

早期诊断 ＡＤ 的有效生物标记物；并且作为小分子

物质的外泌体能穿过血脑屏障，可以将装载 ｍｉＲＮＡ
的外泌体作为一种小分子治疗药物靶向输送至受

损脑区，从而为临床诊治 ＡＤ 提供一种新的方案。
但外泌体 ｍｉＲＮＡ 作为一种基因治疗方法在临床的

应用仍然存在一些疑问。 例如 ｍｉＲＮＡ 通常可以同

时调节许多下游靶基因，然而不同靶基因之间的相

互作用是否可以影响治疗效果知之甚少。 同时由

于这种生物特性，外泌体 ｍｉＲＮＡ 的治疗方法是否还

存在副作用也需要在未来动物实验和临床试验中

留意。
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外泌体的提取鉴定 ［Ｊ］ ． 山东医药， ２０１８， ５８（３５）： ５８－６０．
［４１］ 　 Ｋｉｍ Ｊ， Ｌｅｅ Ｙ， Ｌｅｅ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ

Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ［Ｊ］ ．
Ｊ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ Ｄｉｓ， ２０２０， ７７（１）： １－１４．

［４２］ 　 Ｎａｋａｎｏ Ｍ， Ｆｕｊｉｍｉｙａ Ｍ． Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓ， ２０２１， １６（１２）：
２３５９－２３６６．

［４３］ 　 Ｊａｈａｎｇａｒｄ Ｙ， Ｍｏｎｆａｒｅｄ Ｈ， Ｍｏｒａｄｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｉＲ⁃２９ｂ ｔｏ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２０， １４： ５６４．

［４４］ 　 Ｍａ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｓｈｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲ⁃１３２⁃３ｐ ｆｒｏｍ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ［Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ，
２０２２， １３（１）： ３１５．

［４５］ 　 Ｎａｋａｎｏ Ｍ， Ｋｕｂｏｔａ Ｋ， Ｋｏｂａｙａｓｈｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｍｐｒｏｖｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ ａｎ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１４６ａ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２０， １０
（１）： １０７７２．

［４６］ 　 Ｗｅｎｇｅｒ Ｋ， Ｖｉｏｄｅ Ａ， Ｓｃｈｌａｆｆｎｅｒ ＣＮ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｍｏｎ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｔａｕｏｐａｔｈｙ ｒｅｆｌｅｃｔ ｅａｒｌｙ ｂｕｔ ｎｏｔ ｌａｔｅ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ．
Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒ， ２０２３， １８（１）： １０．

［４７］ 　 Ｌａｉ ＣＰ， Ｍａｒｄｉｎｉ Ｏ， Ｅｒｉｃｓｓｏｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｙｎａｍｉｃ ｂｉｏｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｕｌｔｉｍｏｄａｌ ｉｍａｇｉｎｇ
ｒｅｐｏｒｔｅｒ ［Ｊ］ ． ＡＣＳ Ｎａｎｏ， ２０１４， ８（１）： ４８３－４９４．

［４８］ 　 Ｃｕｉ ＧＨ， Ｗｕ Ｊ， Ｍｏｕ ＦＦ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｈｙｐｏｘｉａ⁃
ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｄｅｃｌｉｎｅ ｂｙ ｒｅｓｃｕｉｎｇ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． ＦＡＳＥＢ Ｊ， ２０１８，
３２（２）： ６５４－６６８．

［４９］ 　 Ｃｕｉ ＧＨ， Ｇｕｏ ＨＤ， Ｌｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＲＶＧ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｒｅｓｃｕｅ ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ
［Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎ Ａｇｅｉｎｇ， ２０１９， １６： １０．

〔收稿日期〕２０２３－０１－０３
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２３

Ｖｏｌ． ３３　 Ｎｏ． １０

苏黑艳·帕尔哈提，张姣姣，马壮，等． 肠道微生物菌群与肥胖相关代谢性疾病的研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３
（１０）： １４６－１５４．
Ｓｕｈｅｉｙａｎ Ｐ， Ｚｈａｎｇ ＪＪ， Ｍａ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｏｂｅｓｉｔｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ
Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： １４６－１５４．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２３􀆰 １０􀆰 ０１９

［基金项目］新疆维吾尔自治区自然科学基金资助项目（２０２２Ｄ０１Ａ１００）；新疆自治区高校科研计划项目（ＸＪＥＤＵ２０２３Ｊ０３１）；新疆师范大学

２０２２ 年硕士研究生科研创新项目（ＸＳＹ２０２２０１００８）。
［作者简介］苏黑艳·帕尔哈提（１９９９—），女，硕士，研究方向：应用生物化学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：３４３４９９０７３８＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］李艳红（１９８１—），女，博士，副教授，硕士生导师，研究方向：应用生物化学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：４９６９１７８３５＠ ｑｑ． ｃｏｍ

肠道微生物菌群与肥胖相关代谢性疾病的研究进展
苏黑艳·帕尔哈提１，张姣姣１，马　 壮２，王俊人１，李艳红１∗

（１．新疆特殊环境物种多样性应用与调控实验室，新疆特殊环境物种保护与调控生物学实验室，
新疆师范大学生命科学学院，乌鲁木齐　 ８３００５４；２．新疆师范大学体育学院运动人体科学重点实验室，乌鲁木齐　 ８３００５４）

　 　 【摘要】 　 以肥胖为中心的糖尿病、高血压和癌症等代谢性疾病在全球范围内正以惊人的速度增长，已成为

全球公共健康问题。 肥胖及相关代谢性疾病的治疗逐渐成为了研究热点。 目前，越来越多的研究证明肠道微生物

菌群可调节能量平衡和糖脂代谢，并调节肥胖及相关代谢性疾病的发生和发展。 肠道微生物菌群很有可能是治疗

和防控代谢性疾病的潜在新靶标。 本文总结了肠道微生物菌群在肥胖相关代谢性疾病发生发展中的研究进展，并
分析了肠道微生物菌群在代谢性疾病中的作用。

【关键词】 　 肠道微生物菌群；肥胖；代谢性疾病
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ； ｏｂｅｓｉｔｙ； ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肥胖作为一种代谢性疾病，主要特征是能量平

衡动态被破坏，能量摄入超过能量消耗［１］。 据报

道，全世界大约有 １３％的成年人患有肥胖症［２］。 我

国超重 ／肥胖的患病率逐年增长。 ２０２０ 年我国成年

人超重 ／肥胖率超过 ５０％［３］。 另外，肥胖还是导致 ２
型糖尿病、高血压、癌症等代谢性疾病风险增加的

元凶之一。 ２０１９ 年中国因代谢性疾病死亡人数占

总死亡人数的 ８８􀆰 ５％［３］。 代谢性疾病已成为威胁



生命和健康的主要疾病。
近年来，诸多研究表明，肠道微生物菌群及其

代谢物（特别是短链脂肪酸和胆汁酸）在肥胖及相

关代谢性疾病的发生和发展中发挥着重要的作

用［４－６］。 因此，充分了解肠道微生物菌群与代谢相

关疾病的联系，有助于对代谢性疾病的预防、诊断

和治疗。 本文梳理了肠道微生物菌群在肥胖相关

代谢性疾病发生发展中的作用及机制研究。

１　 肠道微生物的概念，组成及功能

　 　 肠道微生物（ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｅｓ，ＧＭ）指人类胃肠道

内存在的所有微生物的遗传组成，包括细菌、病毒、
酵母、 原 生 动 物、 真 菌 和 古 菌［７］。 胃 肠 道

（ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ，ＧＩＴ）内的细菌细胞是宿主细

胞的 １０ 倍，而且在 ＧＩＴ 内的细菌基因组是宿主基因

组的 １００ 倍以上［８］。 Ｅｃｋｂｕｒｇ 等［９］ 对健康成年人的

粪便进行分析发现，肠道微生物组在系统发育地位

上基本分为厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门、放线菌

门、疣微球菌门和梭杆菌门六大门，以厚壁菌门和

拟杆菌门为主，占据了肠道微生物的 ８０％ ～ ９０％。
厚壁菌门和拟杆菌门对人体的健康尤为重要，如厚

壁菌门具有许多发酵膳食纤维的基因，并且还可以

与肠粘膜相互作用，从而有助于体内平衡［１０］。 杆菌

门都具有多糖利用能力，可以为其他细菌提供营

养，同时拟杆菌可加速肠粘膜中的血管生成，提高

宿主免疫力，并维持肠道微生态平衡［１１］。
ＧＭ 是宿主与微生物长期协同进化中相互选择

和适应的结果。 正常情况下，ＧＭ 与宿主机体处于

共生关系，ＧＭ 参与机体的各种代谢，帮助人体将不

可消化的食物成分发酵成可吸收的代谢物、合成必

需维生素、去除有毒化合物、抵抗病原体、加强肠道

屏障和刺激以及调节免疫系统［１２－１４］。 肠道微生物

代谢产物短链脂肪酸（ｓｈｏｒｔ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＳＣＦＡ）、
胆汁酸（ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ，ＢＡ）、吲哚衍生物等在维持宿主

健康方面也发挥着重要作用。 ＳＣＦＡ 是由肠道微生

物群发酵不溶性膳食纤维和难消化多糖产生的具

有少于 ６ 个碳原子数的代谢物，主要包括乙酸盐、丙
酸盐、丁酸盐、戊酸盐、丙二酸盐等［１５］。 其中，乙酸

盐、丙酸盐和丁酸盐是三种主要 ＳＣＦＡ，占肠道微生

物产生 ＳＣＦＡ 的 ９０％左右［１６］。 丁酸盐主要由厚壁

菌门产生，是结肠细胞的重要能量来源并维持肠道

中的厌氧环境；丙酸盐和乙酸盐分别由黏蛋白－阿
克曼菌、醋杆菌、葡糖杆菌等产生，在肠内稳态中也

起重要作用，还增强肠屏障功能并有助于防御病原

体［１５，１７］。 胆汁酸等其他代谢产物在调节炎症反应，
提高免疫力等方面发挥着作用。 因此，ＧＭ 失调会

引起肠道微生物代谢产物的变化，进而导致各种代

谢性疾病［１８］。

２　 肠道微生物与肥胖及相关代谢性疾病

　 　 代谢性疾病以肥胖为中心，会引发或加剧全身

代谢稳态有关的组织和器官的炎症反应，当炎症持

续存在时，导致局部脂肪沉积，降低胰岛素敏感和

增强全身性代谢异常，从而发展成代谢性疾病［１９］。
在多种代谢性疾病研究中发现，其肠道微生物菌群

发生变化，参与代谢性疾病的发生和发展（表 １）。
２􀆰 １　 肠道微生物与肥胖　
　 　 肥胖已成为世界范围内主要公共健康问题，是
脂肪堆积过多导致的疾病，会提高患代谢性疾病的

风险，如高血压、癌症等［２９］。 越来越多的研究表明，
肥胖与肠道微生物失调有关。 Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ 等［３０］ 发

现，分别将正常小鼠和运动小鼠的 ＧＭ 移植到高脂

喂养的肥胖小鼠中，能有效降低肥胖小鼠的体重和

脂肪含量。 Ｋｕｌｅｃｋａ 等［２０］ 发现，将正常小鼠的 ＧＭ
移植到肥胖小鼠后，肥胖小鼠体重明显下降，并且

肠道菌群的丰富度也上升。 Ｌｅｙ 等［３１］ 对肥胖 ｏｂ ／ ｏｂ
小鼠、瘦 ｏｂ ／ ＋小鼠和野生型同胞小鼠的盲肠微生物

进行 １６ Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析，发现肥胖小鼠的拟

杆菌门丰度减少了 ５０％，而厚壁菌门则成比例增

加，认为厚壁菌门 ／拟杆菌门的增加可能导致肥胖。
２􀆰 ２　 肠道微生物与 ２ 型糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ
ｔｙｐｅ ２，Ｔ２ＤＭ）
　 　 肥胖状态下，因机体的脂肪含量增多，容易导

致胰岛素抵抗，而胰岛素抵抗是发展成为 Ｔ２ＤＭ 的

主要因素。 最近研究表明，肠道微生物群在 Ｔ２ＤＭ
发病机制中发挥重要作用［２１］。 Ａｌｍｕｇａｄａｍ 等［３２］ 研

究发现，Ｔ２ＤＭ 患者的肠道微生物群的丰富度（粪杆

菌属、梭杆菌属、小类杆菌属等）和多样性与健康人

相比均显著下降。 最近一项研究显示，Ｔ２ＤＭ 患者

中丰富的变形杆菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌 ／拟杆菌

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ／ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，Ｆ ／ Ｂ）之比均高于健康受试

者［３３］。 另有研究表明，Ｔ２ＤＭ 患者肠道内产生丁酸

的罗氏菌属 （ Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ） 丰度下降， 而乳杆菌属

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）富集，与血糖增量呈正相关［２２］。
２􀆰 ３　 肠道微生物与高血压（ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＨＴＮ）
　 　 基于人群及动物模型的研究表明，ＨＴＮ 与肠道
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　 　 　 　 表 １　 肥胖及相关代谢性疾病中肠道微生物变化
Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｏｂｅｓｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ

代谢性疾病　
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ

肠道微生物
Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｅｓ

肥胖［２， ２０］

Ｏｂｅｓｉｔｙ
二型糖尿病［２１－２２］

Ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
高血压［２３］

Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ
脂肪肝［２４－２５］

Ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
高血脂［２６］

Ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ
癌症［２７－２８］

Ｃａｎｃｅｒ

ｐ＿ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓

ｐ＿ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑

ｐ＿ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ／ ↑ ／ ／ ↑ ↑

ｐ＿ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ ↓ ↑ ↓ ／ ／ ↓

ｇ＿ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ ↑ ／ ／ ／ ／ ／

ｇ＿ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ ↑ ／ ／ ／ ／ ／

ｇ＿ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ ↓ ／ ／ ↑ ／ ／

ｇ＿ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ↑ ↑ ↓ ／ ／ ／

ｇ＿ Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ ／ ↑ ↓ ／ ／ ／

ｇ＿ Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ ／ ↓ ／ ↑ ／ ／

ｇ＿ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ／ ↑ ／ ↓ ／ ／

ｇ＿ Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ ／ ／ ↓ ／ ↑ ／

ｇ＿ Ａｌｌｏｐｒｅｒｏｔｅｌｌａ ／ ／ ／ ↑ ↑ ／

注：“↑”表示微生物被显著富集；“↓”表示微生物被显著减少。
Ｎｏｔｅ． “↑” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ． “↓” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ．

菌群组成、丰富度、多样性及代谢产物短链脂肪酸

密切相关。 研究表明，短链脂肪酸（ＳＣＦＡ）影响宿主

代谢和炎症反应，同时 ＳＣＦＡ 可以抑制血管扩张，从
而降低 ＨＴＮ［３４］。 另一项研究发现，自发性高血压大

鼠的肠道微生物丰富度，多样性降低，Ｆ ／ Ｂ 比值有所

提高产生乙酸盐和丁酸盐的细菌（放线菌和双歧杆

菌）减少，而产生乳酸的细菌增多［２３］。 一项类似的

研究表明，补充丙酸盐可以有效地减少 ＨＴＮ，炎症

反应和心脏损伤［３５］。
２􀆰 ４ 　 肠道微生物与非酒精性脂肪肝 （ ｎｏｎ⁃
ａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）
　 　 许多动物模型实验表明肠道微生物群及其代

谢物在 ＮＡＦＬＤ 的发病中也起着重要的作用。 Ｌｅ
Ｒｏｙ 等［２４］发现，将 ＮＡＦＬＤ 小鼠的粪便微生物群移

植到野生型小鼠体内会导致 ＮＡＦＬＤ。 另一项研究

发现，患有脂肪肝的肥胖小鼠粪便移植到无菌小鼠

后，肝甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）水平升高且与脂肪

生成相关基因表达上调。 最近一项研究发现，肝脂

肪变性小鼠盲肠内容物厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和疣

微菌 （ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ） 增加，导致结合型胆汁酸

（Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ，ＣＢＡ）的增加，从而发展为肝

脂肪 变 性［２５］。 已 有 研 究 表 明， 肠 道 微 生 物 与

ＮＡＦＬＤ 密切相关，但哪种菌属会引起 ＮＡＦＬＤ 还需

进一步研究。

２􀆰 ５　 肠道微生物与高血脂　
　 　 高血脂是代谢紊乱的常见症状，通常伴随肥

胖、高血压、２ 型糖尿病和非酒精性疾病。 高血脂是

动脉粥样硬化性心血管疾病的主要因素。 研究指

出，高脂肪和高胆固醇饮食以各种方式改变肠道微

生物菌群，如降低厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）与拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）的比例、减少 α 多样性、抑制产 ＳＣＦＡ
的细菌等。 推断肠道微生物与高血脂有关。 Ｙａｎ
等［２６］研究发现，对高脂血症小鼠灌胃益生菌发酵米

荞麦，能降低厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 与拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）的比例，增加产 ＳＣＦＡ 的细菌，抑制肝

胆固醇合成和脂肪生成并促进脂肪分解，从而改善

高血脂。 Ａｎ 等［３６］ 研究表明，豆豉通过调节肠道菌

群来调节脂质代谢，降低血清炎症因子水平起到抗

高血脂的作用。
２􀆰 ６　 肠道微生物与癌症　
　 　 癌症是一种异常细胞无限增生的疾病，是全世

界各种代谢性疾病中死亡率最高的疾病之一。 多

项研究表明，胃癌、大肠癌等多种癌症的发生、发展

与肠道微生物菌群相关。 研究发现，幽门螺杆菌通

过细胞毒素影响胃癌的进展［２７］。 结直肠癌患者体

内产生 ＳＣＦＡ 的有益菌水平较低。 小鼠模型中膳食

纤维以微生物和丁酸盐依赖的方式预防结直肠肿

瘤［２８］。 最近一项研究显示，与健康人相比，肺癌患
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者肠道中普拉梭菌、普雷沃氏菌、罗氏菌、罕见小球

菌等产 ＳＣＦＡ 和抗炎细菌的数量减少，而一些致病

菌则更为富集［３７］。

３　 肠道微生物影响代谢性疾病的机制分析

３􀆰 １　 影响能量平衡

　 　 影响能量平衡的机制主要包括以下几个方面

（图 １）。

图 １　 肠道微生物及其代谢产物影响能量平衡

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｆｆｅｃｔ ｅｎｅｒｇｙ ｂａｌａｎｃｅ

３􀆰 １􀆰 １　 影响能量摄入

　 　 ＳＣＦＡ 被认为通过刺激肠道激素的释放来调节

食欲。 研究表明，中枢神经系统中的 ＳＣＦＡ 对能量

稳态有直接影响。 在中枢神经系统中，下丘脑的弓

状核（ａｒｃｕａｔｅ ｎｕｃｌｅｕｓ，ＡＲＣ）是调节食欲信号的关键

核，ＡＲＣ 中有 ２ 个神经元群体接收营养状态信号：
阿片促黑色素原和可卡因－安他非明转录调节肽

（ ｐｒｏ⁃ｏｐｉｏｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ ／ ｃｏｃａｉｎｅ ａｎｄ ａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＰＯＭＣ ／ ＣＡＲＴ）和刺鼠相关蛋白

和神经肽 Ｙ（ ａｇｏｕｔｉ ａｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ／ ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ Ｙ，
ＡｇＲＰ ／ ＮＰＹ）的神经元。 在下游的二级神经元中，
ＰＯＭＣ ／ ＣＡＲＴ 和 ＡｇＲＰ ／ ＮＰＹ 神经元释放信号分子

与相应的受体竞争性结合，从而调节食欲来影响能

量摄入［３８－４０］。
ＳＣＦＡ 是 Ｇ 蛋白偶联受体 （ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＧＰＣＲｓ）的配体，在肠道内 Ｌ 分泌细胞中

表达。 有研究表明，ＳＣＦＡ 与结肠细胞中的特异性 Ｇ
蛋白偶联受体 ＧＰＲ⁃４１、ＧＰＲ⁃４３ 结合，刺激肠激素释

放胰高血糖素样肽－１（ｇｌｕｃａｇｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃１，ＧＬＰ⁃
１）和肽 ＹＹ（ｐｅｐｔｉｄｅ ＹＹ，ＰＹＹ），ＧＬＰ⁃１ 和 ＰＹＹ 穿过

血脑屏障与中枢神经系统中的受体结合并调节

ＰＯＭＣ ／ ＣＡＲＴ 或 ＡｇＲＰ ／ ＮＰＹ 神经元状态，从而作用

于肠－脑轴来促进肠蠕动和营养吸收［３８，４１］。 另一项

研究表明，ＳＣＦＡ 也可以通过迷走神经影响能量摄

入。 ＳＣＦＡ 增加［Ｃａ２＋］ｉ，钙水平升高影响肌醇 １，４，
５⁃三磷酸受体（ｉｎｏｓｉｔｏｌ １，４，５⁃ｔｒｉｐｈａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏ，ＩＰ３Ｒ）
和兰尼碱受体（ｒｙａｎｏｄｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＲｙＲ），产生钙波，
将信号传递到中枢神经系统并促进神经递质的释

放，从而影响能量摄入［３８，４２］。 最近的一项研究表

明，调节肠道菌群及代谢产物能激活肠道 ＡＭＰＫａ１，
从而促进棕色脂肪组织的产热［４３］。
３􀆰 １􀆰 ２　 影响能量消耗

　 　 当机体内能量摄入超过能量消耗时促进各种

代谢性疾病的发展。 研究表明，肠道微生物代谢产

物 ＳＣＦＡ 和 ＢＡ 具有调节能量消耗的作用。 研究发

现， ＢＡ 能 够 通 过 法 尼 醇 Ｘ 受 体 （ ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＦＸＲ） 和 Ｇ 蛋白偶联胆汁酸受体 １ （ Ｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＧＰＢＡＲ１， 又 称

ＴＧＲ５）调节脂质的积累［３４，４４］。 ＢＡ 与 ＴＧＲ５ 结合导

致 ｃＡＭＰ 积累， ｃＡＭＰ 激活蛋白激酶 Ａ （ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ａ， ＰＫＡ），从而调节能量消耗［３４］。 Ｐａｒｓ􀆧ｕｓ
等［４４］研究发现，肠道微生物菌群以 ＦＸＲ 依赖的方

式促进体重增加和肝脂肪变性。
此外，研究发现，从肠道吸收的 ＳＣＦＡ 进入静脉

并转到肝，激活 ＡＭＰＫ 途径，降低过氧化物酶体增

殖物 激 活 受 体⁃γ （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ，ＰＰＡＲγ）活性和增加过氧化物酶体增殖

物 激 活 受 体⁃α （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃Ａｃｔｉｖａｔｅｄ
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃Ａｌｐｈａ，ＰＰＡＲα） 活性，导致解偶联蛋白 ２
（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＵＣＰ２）的上调表达，从而增加能
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量消 耗［４５］。 Ｌｕｏ 等［４６］ 发 现， 高 脂 饮 食 诱 导 的

ＮＡＦＬＤ 小鼠灌胃阿魏酸能通过激活 ＰＰＡＲα，增加

能量消耗 并 减 少 肝 中 ＴＧ 的 积 累 来 有 效 预 防

ＮＡＦＬＤ。 说明，肠道微生物代谢产物 ＳＣＦＡ 和 ＢＡ
在维持机体能量平衡中发挥着重要作用。

图 ２　 肠道微生物及其代谢物影响葡萄糖稳态的方式

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｗａｙｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ

３􀆰 ２　 影响葡萄糖稳态　
　 　 肠道微生物衍生的 ＳＣＦＡ 和 ＢＡ 以多种方式影

响葡萄糖稳态，见图 ２。 研究表明，ＳＣＦＡ 可作为底

物前体参与糖异生。 例如：肝中，丙酸盐可通过生

物素转化为琥珀酰辅酶 ａ 参与 ＴＣＡ 循环，增加草酰

乙酸，从而促进糖异生［３８］。 研究发现，ＳＣＦＡ 可激活

游离脂肪酸受体 ３（ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３，ＦＦＡＲ３）
刺激内分泌细胞释放肠激素 ＰＹＹ，增强肌肉和脂肪

组织对葡萄糖的吸收［４７］。 Ｂａｒｒｅｒａ 等［４８］ 研究发现，
ＳＣＦＡ 能够激活游离脂肪酸受体 ２ （ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，ＦＦＡＲ２），促进其分泌 ＧＬＰ⁃１，增加胰岛素

的释放。 最近研究表明，膳食补充丁酸盐或丙酸盐

可改善饮食诱导肥胖小鼠的葡萄糖耐量和胰岛素

敏感性［４９］。 另一项研究发现，在遗传性肥胖糖尿病

ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠中补充丁酸盐并没有改善 ＨＦＤ 诱导的

体重增加，但改善了血糖和胰岛素［５０］。 此外，葡萄

糖稳态与 ＡＭＰＫ 的激活有关。 Ｈａｒｄｉｅ 等［５１］ 指出在

骨骼肌中 ＡＭＰＫ 激活，抑制糖原和蛋白质合成，促

进葡萄糖转运和脂肪酸氧化。 Ｓａｋａｋｉｂａｒａ 等［５２］发现

在肝中， ＡＭＰＫ 激活降低了葡萄糖 ６ － 磷酸酶

（ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，Ｇ６Ｐａｓｅ）和磷酸烯醇丙酮酸

羧 基 激 酶 （ ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ，
ＰＥＰＣＫ）基因表达。

此外，研究证明，ＢＡ 能够通过激活 ＴＧＲ５ 增加

ＧＬＰ⁃１ 的合成，从而增加棕色脂肪和肌肉组织能量

消耗，增加胰高血糖素样肽来调节葡萄糖稳态［５３］。
繁殖或喂食高脂肪饮食的遗传性肥胖小鼠中 ＦＸＲ
缺陷可以预防，并改善葡萄糖平衡［４４］，表明 ＦＸＲ 能

够抑制 ＧＬＰ⁃１ 合成［５３］。 因此，目前研究表明 ＴＧＲ ５
和 ＦＸＲ 对 ＧＬＰ⁃１ 信号传导具有相反作用。
３􀆰 ３　 增强肠道屏障功能　
　 　 肠道微生物失调导致肠道屏障损坏和通透性

增加。 研究表明，ｚｏｎｕｌｉｎ 家族作为调节肠道通透性

的蛋白质，与多种自身免疫性和代谢性疾病相

关［５４］。 研究发现，产生丁酸盐的肠道细菌能够通过

降低 ｚｏｎｕｌｉｎ 水平和炎症来改善肠道通透性［５５］。 丁

酸盐能够通过上调 ＺＯ１ 和 ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的表达改善肠

膜 的 完 整 性［５６］。 鞭 毛 蛋 白、 脂 多 糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和肽聚糖能够通过与肠细

胞上的 Ｔｏｌｌ 样受体（ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）结合并

诱导抗菌蛋白的产生， 进而加强肠道屏障［５７］。
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ＳＣＦＡ 能够抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＮＬＲＰ３ 炎性体的激活

和自噬来保护肠道屏障功能［５８］。 最近研究表明，肠
道微生物代谢产物吲哚－３－丙酸（３⁃Ｉｎｄｏｌｅｐｒｏｐｉｏｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＩＰＡ）能够通过激活异生素传感器孕烷 Ｘ 受体

（ｐｒｅｇｎａｎｅ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＸＲ）调节肠屏障功能，进一

步抑制 ＴＬＲ ４ 信号通路［５９］。 因此，肠道微生物及其

代谢产物可以通过 ｚｏｎｕｌｉｎ 家族或调节相关信号通

路来改善肠道屏障通透性。

图 ３　 肠道微生物参与代谢性疾病的发展

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ

３􀆰 ４　 调节炎症反应　
　 　 慢性炎症是引发各种代谢性疾病的关键因素。
研究表明肠道微生物代谢产物 ＳＣＦＡ、ＢＡ、ＩＰＡ、吲哚

－３ 甲醛（ ｉｎｄｏｌｅ⁃３⁃ｃａｒｂｏｘａｌｄｅｈｙｄｅ，Ｉ３Ａ）等具有抗炎

作用。 ＳＣＦＡ 可以通过游离脂肪酸受体（ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＦＡＲ）和组蛋白去乙酰化酶（ ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ，ＨＤＡＣ）抑制 ＬＰＳ 诱导的炎症。 Ｍａｓｕｉ
等［６０］研究发现醋酸盐能够通过激活 ＦＦＡＲ 受体抑

制 ＬＰＳ 诱导的小鼠和人类单核细胞分泌 ＴＮＦ⁃α。
丁酸盐和丙酸盐抑制 ＴＮＦ⁃α 的分泌和 ＮＦ⁃κＢ 的活

性。 同时 ＨＤＡＣ 能够抑制因 ＬＰＳ 激活而上调的单

核细胞和中性粒细胞中抗炎因子 ＩＬ⁃１０ 的表达［４７］。
Ｂｉａｇｉｏｌｉ 等［６１］ 研究发现 ＡＣＥ２ 以 ＧＰＢＡＲ１（也称为

ＴＧＲ５）依赖的方式调节肠道炎症，这种调节是由

ＧＰＢＡＲ１⁃ＧＬＰ⁃１ 轴介导的。 肝细胞在脂质负荷下，
Ｉ３ Ａ 能 够 依 赖 芳 香 烃 受 体 （ Ａｒｙｌ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡｈＲ）的方式减弱炎症反应，同时降低脂肪

酸合 酶 和 固 醇 调 节 元 件 结 合 蛋 白⁃１ｃ （ ｓｔｅｒｏｌ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｃ，ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ）的

表达［６２］。 此外，Ｚｈａｏ 等［６３］ 研究发现 ＩＰＡ 能够抑制

ＮＦ⁃κＢ 信号传导，降低促炎细胞因子 ＴＮＦα、ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃６ 的含量，从而抑制肝炎症和肝损伤。
３􀆰 ５　 对免疫系统的影响

３􀆰 ５􀆰 １　 对 Ｔｒｅｇ 和 Ｔｈ１７ 细胞的影响

　 　 正常情况下，宿主免疫反应与健康的肠道菌群
保持平衡的稳态关系［６４］。 肠道菌群的变化可导致

慢性免疫应答和多种代谢疾病。 肠道微生物通过

促进 ＣＤ４＋Ｔ 细胞不同亚群的生成（Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ 细

胞等），参与癌症、２ 型糖尿病及全身慢性炎症等多

种 疾 病 的 发 病［６４］。 研 究 发 现， 炎 症 性 肠 病

（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）患者的发炎肠粘

膜和外周血 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中 Ｇ 蛋白偶联受体 ６５（Ｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ６５，ＧＰＲ６５）的表达增加，会
显著促进 ＣＤ４＋Ｔ 细胞分化为 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞，并
提高 Ｔｈ１７ 的致病性并诱导 Ｔ 细胞凋亡［６５］。 此外，
在肥胖人群和 Ｔ２ＤＭ 患者的脂肪组织中观察到

Ｔｈ１７ 细胞富集和 Ｔｒｅｇ 细胞减少［６６］，Ｔｈ１７ 细胞通过

分泌 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃２２、ＩＬ⁃６ 等细胞因子，介导促炎作用，
而 Ｔｒｅｇ 细胞具有抗炎作用，可以下调不同 Ｔｈ 细胞

的激活和发展［６６－６７］。 因此，肠道中异常微生物的定

植可以使不同类型的 Ｔ 细胞之间产生不平衡，随之

发生免疫失调，促进各种疾病的发生和发展。
３􀆰 ５􀆰 ２ 　 对 分 泌 型 免 疫 球 蛋 白 Ａ （ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ａ，ＳＩｇＡ）的影响

　 　 如图 ３ 所示，ＳＩｇＡ 是肠道粘膜表面的重要防御
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线，对肠毒素和外源入侵的病原微生物等都有抵抗

作用［６８］。 肠道微生物群、肠道细胞因子、营养素等

多种因素参与肠道中 ＳＩｇＡ 的产生［６７］。 在小鼠和人

类中，以 ＳＩｇＡ 为靶标能共价靶向塑造肠道微生物群

组成，调节细菌行为，并增强宿主－微生物稳态，从
而影响疾病的发展［６９］。 Ｚｈｏｕ 等［７０］研究发现四柱头

多糖通过增加回肠分泌的 ＳＩｇＡ 和盲肠 ＳＣＦＡ 的含

量，改善微生物群落多样性，同时恢复了肿瘤引起

的肠道菌群紊乱。
综上所述，肠道微生物群组成的变化改变了其

代谢产物的特征，并最终导致肥胖相关代谢性疾病

的发生和发展。 变化的肠道菌群以及代谢产物直

接或间接与免疫细胞、肠上皮细胞、肝细胞等中的

宿主信号分子相互作用，以调节炎症、能量平衡、糖
代谢、免疫系统以及增强肠道屏障功能。

４　 总结与展望

　 　 肠道微生物菌群被称为“特殊的人体器官”，在
肥胖、高血压、２ 型糖尿病、癌症等多种代谢性疾病

中发挥着至关重要的作用。 一方面，肠道微生物及

其代谢产物在个体内失衡会导致肥胖及相关代谢

性疾病的发生；另一方面，肠道微生物及其代谢产

物能够通过调节慢性炎症、改善肠道通透性、影响

能量平衡、葡萄糖稳态和免疫系统等多种机制来发

挥对代谢性疾病的调节作用。 因此，研究肠道微生

物及其代谢产物与机体健康之间的关系可以为代

谢性疾病的治疗提供重要方向。 目前，虽然有大量

动物实验证明肠道微生物群在疾病发生发展中发

挥着重要作用，但肠道微生物与各种代谢性疾病之

间的因果关系仍需进一步进行大量临床试验来证

明。 此外，各菌属对宿主的具体作用机制尚不明

确，还需进一步研究各菌属在疾病中的各种代谢机

制。 　 　
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