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小鼠心肌梗死模型的建立及系统性评价
丁怡铭1,2,高杰1,3,邢元铭1,2,温尔刚1,3,夏聪聪1,3,赵四海1,3,刘恩岐1,3,

袁祖贻1,2,白亮1,2,3∗

(1.
 

西安交通大学医学部转化研究院心血管研究所,西安　 710061;2.
 

西安交通大学第一附属医院心血管

内科,西安　 710061;3.
 

西安交通大学医学部基础医学院实验动物学系,西安　 710061)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建小鼠心肌梗死模型,并进行系统性评价。 方法　 42 只 C57BL / 6J 小鼠分为两组:假手术

组(n= 8)和模型组(n= 34)。 采用挤心脏法结合冠状动脉左前降支(LCA)结扎建立小鼠心梗模型。 术后 24
 

h、3
 

d、7
 

d 分别进行心动超声评价心功能,打开胸腔观察梗死情况;术后 24
 

h 留取心脏标本进行 TTC 染色明确梗死发生;术后

3
 

d 检测梗死区炎症标志基因表达情况;术后 7
 

d 进行 HE 染色并检测梗死区纤维化相关基因表达情况。 结果
 

与假手

术组比,模型组小鼠可明确观察到左室前壁发白,TTC 染色明确梗死区域,提示模型建立成功。 术后心超可见模型组

心功能显著下降,且随时间延长逐渐加重。 术后 3
 

d 梗死区促炎基因 TNF-α 和 MCP-1 表达显著增加(P
 

<
 

0. 05)。 术

后 7
 

d
 

HE 染色见梗死区大量炎性细胞浸润,梗死区与非梗死区界线分明;梗死区纤维化基因 FN 和 COL3A1 表达显著

增加(P
 

<
 

0. 01)。 结论　 成功建立小鼠心梗模型及其基本评价体系,可作为模型建立的标志性指标。
【关键词】 　 心肌梗死;系统性评价;挤心脏法;心动超声;小鼠
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【Abstract】　 Objective　 To
 

establish
 

a
 

myocardial
 

infarction
 

mouse
 

model
 

for
 

systematic
 

evaluation. Methods　 A
 

total
 

of
 

42
 

C57BL / 6J
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups:
 

sham
 

group
 

( n = 8) and
 

model
 

group
 

( n = 34).
 

Myocardial
 

infarction
 

was
 

induced
 

by
 

squeezing
 

the
 

heart
 

and
 

left
 

anterior
 

descending
 

coronary
 

artery
 

ligation.
 

Echocardiography
 

was
 

performed
 

to
 

evaluate
 

cardiac
 

functions
 

at
 

24
 

h,
 

3
 

d
 

and
 

7
 

d
 

after
 

surgery.
 

Then,
 

the
 

chest
 

was
 

opened
 

and
 

the
 

occurrence
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of
 

myocardial
 

infarction
 

was
 

evaluated.
 

Heart
 

samples
 

were
 

collected
 

for
 

TTC
 

staining
 

to
 

confirm
 

the
 

occurrence
 

of
 

infarction
 

at
 

24
 

h
 

after
 

surgery.
 

Heart
 

sections
 

were
 

prepared
 

for
 

HE
 

staining
 

at
 

7
 

d
 

after
 

surgery.
 

mRNA
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

and
 

fibrotic
 

related
 

genes
 

in
 

the
 

infarct
 

area
 

was
 

detected
 

at
 

3
 

and
 

7
 

d
 

after
 

surgery,
 

respectively. Results　 After
 

surgery,
 

the
 

left
 

ventricular
 

anterior
 

wall
 

of
 

the
 

model
 

group
 

showed
 

a
 

whitish
 

myocardium
 

compared
 

with
 

the
 

sham
 

group.
 

TTC
 

staining
 

showed
 

a
 

white
 

infarct
 

area,
 

suggesting
 

that
 

the
 

model
 

was
 

established
 

successfully.
 

Echocardiography
 

indicated
 

that
 

cardiac
 

functions
 

of
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

and
 

gradually
 

deteriorated
 

over
 

time.
 

Expression
 

of
 

inflammatory
 

genes,
 

such
 

as
 

TNF-α
 

and
 

MCP-1,
 

was
 

increased
 

significantly
 

at
 

3
 

days
 

postoperatively
 

in
 

the
 

infarct
 

area
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

Histological
 

analysis
 

showed
 

that
 

many
 

inflammatory
 

cells
 

had
 

infiltrated
 

into
 

the
 

infarct
 

area
 

at
 

7
 

days
 

postoperatively,
 

and
 

the
 

boundary
 

between
 

the
 

infarct
 

area
 

and
 

non-infarct
 

area
 

was
 

clear.
 

Expression
 

of
 

fibrotic
 

genes,
 

including
 

FN
 

and
 

COL3A1,
 

in
 

the
 

infarct
 

area
 

were
 

increased
 

significantly
 

(P
 

<
 

0. 01). Conclusions 　 The
 

MI
 

mouse
 

model
 

and
 

its
 

evaluation
 

were
 

successfully
 

established
 

and
 

refined,
 

which
 

provide
 

insights
 

for
 

model
 

establishment.
【Keywords】　 myocardial

 

infarction;
 

systematic
 

evaluation;
 

squeeze
 

the
 

heart;
 

echocardiography;
 

mice
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　 　 心肌梗死( myocardial
 

infarction,MI) 是冠状动

脉血管堵塞导致心肌缺血缺氧的一种心血管疾病,
可导致心律失常、心力衰竭、致死等严重后果,严重

威胁人类生命健康[1-2] 。 尽管近年来血管内介入等

治疗显著提高了患者生存率[3-5] ,但其确切的发病

机制尚不完全清楚, 加之心梗发生发展的复杂

性[6-7] ,临床治疗过程中仍面临诸多挑战[8] 。 因此

建立合适的心梗动物模型对研究 MI 的发病机理及

防治措施显得尤为重要[9] 。 由于小鼠在建立基因

工程动物及生命科学研究中的独特优势[10-11] ,故建

立便捷可行的小鼠心梗模型及标准化的成模评价

体系非常必要。 心梗动物模型的构建方法以冠脉

结扎为主[12-13] ,传统的冠脉结扎法需要腹腔麻醉联

合气管插管通气[14] ,创伤大,效率低。 而且,相较于

兔、犬、猪等大动物[11,15] ,小鼠体形和心脏较小导致

造模难度较大,本研究基于 Gao 等[16] 报道的挤心脏

法,结合自身实践经验对手术方法进行了改进和优

化,包括:将皮肤缝合放在手术过程最后;向右斜

30°做胸部切口而非右斜 45°;手术过程中不挤出左

心耳等,可提高造模成功率、节约时间,成功构建小

鼠心梗模型。 此外,进一步完善了小鼠心梗模型的

评价体系,在不同时间点选取了不同手段对模型进

行评估,包括心脏形态学、功能学、组织病理学和分

子生物学 4 个方面,可作为模型建立的标志性指标,
为临床进一步研究心梗发生发展和转归,以及药物

研发提供了动物模型保障和方法学支持。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物　
42 只 SPF 级 C57BL / 6J 小鼠,不分雌雄,8 ~ 11

周龄,体重 22
 

~
 

25
 

g,由西安交通大学实验动物中

心【SCXK(陕)2018-001】提供,并在本中心饲养和

实验【SYXK(陕)2020-005】。 饲养环境:昼夜各半

循环照明,湿度恒定,温度控制在 22
 

~
 

25℃ 。 42 只

小鼠分为两组:34 只小鼠为模型组,进行 LCA 永久

性结扎;8 只小鼠为假手术组,只过线不结扎,其余

操作步骤与模型组相同。 实验项目经西安交通大

学伦理委员会批准实施(2020-812),所有实验过程

遵循国家实验动物管理的相关法律和规定。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器　

异氟烷 ( 瑞沃德, R500); TTC ( Sigma, T5648-
1G);TRIzol(AG,AG21102);SYBR(AG,AG11701);
引物由上海生物工程有限公司合成。 气体麻醉机

(瑞沃德,R510-22,中国);心超机(飞依诺,VINNO
 

6,中国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 MI 模型的建立　
术前 24

 

h 用脱毛膏去除胸部及上腹部被毛。
手术当日小鼠称重后,放入吸入式麻醉剂的诱导麻

醉盒,5%异氟烷吸入诱导麻醉;待小鼠麻醉后,将小

鼠仰卧位固定,用吸入面罩吸入 2%异氟烷持续麻

醉;75%乙醇消毒手术区。 自剑突与肋弓交界向右

斜 30°做胸部切口,切口长约 1. 2
 

cm;用弯头镊和弯

头止血钳钝性分离胸大肌,暴露胸大肌下的胸小

肌;在小鼠呼吸平稳时,以弯头止血钳轻轻捅破 3 / 4
肋间隙肌肉,逆时针旋转并微微撑开弯头止血钳,
同时借助手指挤压,利用心脏跳动使心脏弹出胸

腔;翻转心脏找到左心耳,在其下 2
 

mm 处,用提前

准备好的 6-0 带针缝线结扎左前降支冠脉,心脏挤

压出胸腔后在体外时间不超过 1
 

min;迅速将心脏送

回胸腔,轻轻挤压胸腔排气;缝合皮肤,关闭胸腔。
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取下面罩,放回干净笼盒,3 ~ 5
 

min 即可苏醒。 术后

密切关注小鼠状态。 假手术组只过线,不结扎,其
余操作步骤与模型组相同。
1. 2. 2　 超声检查　

术后 24
 

h、3
 

d、7
 

d,小鼠异氟烷吸入麻醉,使用

高分辨率小动物超声影像系统测量射血分数

( ejection
 

fraction, EF )、 缩 短 分 数 ( fractional
 

shortening,FS)、左室舒张末期容积( left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

volume, LVEDV)、左室收缩末期容积

(left
 

ventricular
 

end-systolic
 

volume,LVESV)、左室舒

张末期内径( left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

dimension,
LVIDd)、 左室收缩末期内径 ( left

 

ventricular
 

end-
systolic

 

dimension,LVIDs)、左室舒张末期后壁厚度

(left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

posterior
 

wall
 

thickness,
LVPWd)、左室收缩末期后壁厚度 ( left

 

ventricular
 

end-systolic
 

posterior
 

wall
 

thickness,LVPWs),在 2 ~ 3
个心动周期上测量各指标,取平均值。
1. 2. 3　 TTC 染色　

术后 24
 

h 麻醉小鼠,打开胸腔,用生理盐水进

行心脏灌流,留取心脏,置于-80℃ 至心脏变硬(约

30
 

min);无菌 PBS 配置 1%
 

TTC,避光,37℃ 预热;
取出心脏,将结扎线以下快速切成 1

 

mm 厚的薄片,
浸泡于 1%

 

TTC 染液中,37℃染色 30
 

min;PBS 清洗

2 次,对心脏切片进行扫描拍照。
1. 2. 4　 HE 染色　

术后 7
 

d 留取心脏标本,4%甲醛固定 48
 

h,组
织脱水,石蜡包埋,石蜡切片(4

 

μm)。 常规脱蜡后,
苏木素染色 2

 

min,伊红染色 3
 

min,常规干燥、封片,
显微镜下观察。
1. 2. 5　 实时定量 PCR　

取小鼠梗死心肌组织,提取总 RNA,逆转录为

cDNA。 以 β-actin 为内参基因,计算术后 3
 

d
 

肿瘤

坏死因子 α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、单核细

胞趋化因子-1(monocyte
 

chemotactic
 

protein
 

1,MCP-
1)和术后 7

 

d
 

纤连蛋白( fibronectin,FN)、Ⅲ型胶原

蛋白 α1 链( collagen
 

alpha-1( Ⅲ) chain,COL3A1)基

因相对表达量。 PCR 引物由上海生物工程有限公

司合成,引物序列见表 1。
1. 3　 统计学分析

  

用
 

GraphPad
 

Prism
 

8. 0
 

软件进行统计学分

析,数据以平均值±标准误差( 􀭰x
 

±
 

s􀭰x) 表示,两组

间比较用 Student
 

t 检验。 P
 

<
 

0. 05 为差异有统

计学意义。

表 1　 引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequences
基因

 

Gene 引物序列
 

Primer
 

sequences

TNF-α Forward:5’-TGAGCACAGAAAGCATGATCC-3’

Reverse:5’-GCCATTTGGGAACTTCTCATC-3’

MCP-1 Forward:5’-AGATGCAGTTAACGCCCCAC-3’

Reverse:5’-CCCATTCCTTCTTGGGGTCA-3’

FN Forward:5’-CCGGTGGCTGTCAGTCAGA-3’

Reverse:5’-CCGTTCCCACTGCTGATTTATC-3’

COL3A1 Forward:5’-CCCAACCCAGAGATCCCATT-3’

Reverse:5’-GAAGCACAGGAGCAGGTGTAGA-3’

β-actin Forward:5’-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3’

Reverse:5’-ATGGAGCCACCGATCCACA-3’

注:A:术后 24
 

h 假手术组心脏原位及离体图;B:术后 24
 

h
模型组心脏原位及离体图;箭头:左心室壁。

图 1　 小鼠心梗模型的建立及心脏大体观

Note.
 

A.
 

In
 

situ
 

and
 

ex
 

vivo
 

diagram
 

of
 

the
 

heart
 

in
 

the
 

sham
 

group
 

at
 

24
 

h
 

after
 

surgery.
 

B.
 

In
 

situ
 

and
 

ex
 

vivo
 

diagram
 

of
 

the
 

heart
 

in
 

the
 

model
 

group
 

at
 

24
 

h
 

after
 

surgery.
 

Arrows.
 

Left
 

ventricular
 

wall.

Figure
 

1　 Establishment
 

of
 

mouse
 

myocardial
 

infarction
 

model
 

and
 

general
 

view
 

of
 

the
 

heart

2　 结果

2. 1　 成功构建小鼠心梗模型

对文献[16]建立的手术方法进行优化,按实验方

法所述,将小鼠心脏挤出胸腔后进行 LCA 结扎,与假

手术组相比,片刻后可见结扎部位以下 LCA 供血范

围内心肌变白,提示结扎成功。 而假手术组心脏颜色

基本正常,无白色区域(图 1A),术后 24
 

h 开胸,可见

模型组心尖部梗死区发白(图 1B)。

578



中国实验动物学报 2022 年 11 月第 30 卷第 7 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,November
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

7

2. 2　 心动超声变化

分别在术后 24
 

h、3
 

d、7
 

d 进行心动超声,结果可

见,模型组左心室前壁、心尖部等 LCA 供血范围活动

幅度明显减小甚至消失,提示心肌受损;左室壁变薄,
左室腔变大,心梗术后 7

 

d 变化最为明显(图 2A)。
对 3 个时间点的心功能指标进行分析,可见模型组

EF、FS 值较假手术组显著下降(P
 

<
 

0. 01,图 2B,
2C),LVEDV、LVESV 值较假手术组显著升高(P

 

<
 

0. 01,图 2D,2E),提示模型组心功能变差,且随心梗

时间延长逐渐加重,具体心超指标详见表 2。

2. 3　 心脏 TTC 染色

术后 24
 

h,取心脏标本进行常规 TTC 染色,可
观察到假手术组心脏切片均呈红色(图 3A),但模

型组梗死区呈白色,非梗死区呈红色,从结扎位置

到心尖,白色梗死区所占面积百分比逐渐增加,靠
近心尖的心脏切片几乎全部变白(图 3B)。
2. 4　 心脏 HE 染色

术后 7
 

d 心脏 HE 染色可见,假手术组和模型

组非梗死区心肌排列整齐、胞质丰富;模型组梗死

区心肌排列紊乱,炎症细胞严重浸润,细胞萎缩甚

注:A:假手术组、心梗 24
 

h、心梗 3
 

d、心梗 7
 

d 心脏 M 超代表性图片;B
 

~
 

E:与假手术组相比,∗∗P
 

<
 

0. 01,∗∗∗P
 

<
 

0. 001,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 0001。
(下图 / 表同)

图 2　 术后心动超声变化

Note.
 

A.
 

Representative
 

images
 

of
 

the
 

cardiac
 

M
 

ultrasound
 

of
 

sham
 

group
 

and
 

model
 

group
 

at
 

24
 

h,
 

3
 

d
 

and
 

7
 

d
 

after
 

surgery.
 

B
 

~
 

E.
 

Compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01,∗∗∗P
 

<
 

0. 001,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 0001. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures
 

and
 

tables)

Figure
 

2　 Postoperative
 

echocardiographic
 

changes

表 2　 心梗后心动超声指标
Table

 

2　 Echocardiographic
 

indexes
 

after
 

myocardial
 

infarction
指标

 

Indexes 假手术组
 

Sham 术后 24
 

h
 

MI-24
 

h 术后 3
 

d
 

MI-3
 

d 术后 7
 

d
 

MI-7
 

d

EF(%) 60. 52
 

±
 

7. 77 40. 72
 

±
 

12. 66∗∗ 37. 97
 

±
 

9. 98∗∗∗ 30. 64
 

±
 

9. 84∗∗∗∗

FS(%) 28. 51
 

±
 

5. 57 16. 34
 

±
 

7. 06∗∗ 15. 39
 

±
 

4. 63∗∗∗ 12. 24
 

±
 

4. 38∗∗∗∗

LVEDV(mL) 0. 09
 

±
 

0. 02 0. 12
 

±
 

0. 02∗∗ 0. 13
 

±
 

0. 01∗∗∗ 0. 21
 

±
 

0. 04∗∗∗∗

LVESV(mL) 0. 04
 

±
 

0. 01 0. 08
 

±
 

0. 02∗∗ 0. 08
 

±
 

0. 02∗∗∗∗ 0. 15
 

±
 

0. 05∗∗∗∗

LVIDd(mm) 3. 30
 

±
 

0. 20 3. 63
 

±
 

0. 18∗∗ 3. 69
 

±
 

0. 13∗∗∗ 4. 38
 

±
 

0. 28∗∗∗∗

LVIDs(mm) 2. 36
 

±
 

0. 27 3. 04
 

±
 

0. 36∗∗∗ 3. 12
 

±
 

0. 21∗∗∗∗ 3. 86
 

±
 

0. 42∗∗∗∗

LVPWd(mm) 0. 68
 

±
 

0. 10 0. 56
 

±
 

0. 13 0. 60
 

±
 

0. 10 0. 58
 

±
 

0. 13

LVPWs(mm) 0. 98
 

±
 

0. 17 0. 73
 

±
 

0. 17∗∗ 0. 75
 

±
 

0. 12∗∗ 0. 79
 

±
 

0. 19
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注:A:假手术组;B:模型组术后 24
 

h。

图 3　 心脏 TTC 染色

Note.
 

A.
 

Sham
 

group.
 

B.
 

Model
 

group
 

after
 

surgery
 

for
 

24
 

h.

Figure
 

3　 Heart
 

TTC
 

staining

至消失,代之以纤维瘢痕组织,左室壁明显变薄;梗
死边缘区心肌细胞萎缩,从非梗死区到梗死区,可
见心肌细胞从正常到萎缩直至消失的过渡现象,表
现为明显的“红蓝交界”(图 4)。
2. 5　 梗死区炎症和纤维化水平

小鼠心梗术后 3
 

d,心脏梗死区 TNF-α 和 MCP-
1 表达量较假手术组显著升高,差异具有统计学意

义(P
 

<
 

0. 05,图 5A),提示心脏梗死区炎症加重。
小鼠心梗术后 7

 

d,心脏梗死区 FN 和 COL3A1 表达

水平较假手术组明显升高,差异具有统计学意义(P
 

<
 

0. 001,图 5B),提示心脏梗死区纤维化程度加重。

注:假手术组和心梗 7
 

d 心脏梗死区、边缘区、远隔区心脏 HE 染色 10 倍和 20 倍代表性图片。

图 4　 心脏 HE 染色

Note.
 

10×
 

and
 

20×
 

representative
 

images
 

of
 

cardiac
 

infarct
 

area,
 

border
 

area,
 

and
 

remote
 

area
 

of
 

the
 

heart
 

HE
 

staining
 

at
 

7
 

days
 

after
 

surgery
 

and
 

the
 

sham
 

group.
 

Figure
 

4　 Heart
 

HE
 

staining

注:A:心梗 3
 

d
 

TNF-α 和 MCP-1
 

mRNA 表达量;B:心梗 7
 

d
 

FN 和 COL3A1
 

mRNA 表达量。

图 5　 心脏组织炎症和纤维化相关基因表达水平

Note.
 

A.
 

TNF-α 和 MCP-1
 

mRNA
 

expression
 

at
 

3
 

d
 

after
 

surgery.
 

B.
 

FN 和 COL3A1
 

mRNA
 

expression
 

at
 

7
 

d
 

after
 

surgery.
 

Figure
 

5　 Expression
 

levels
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

inflammation
 

and
 

fibrosis
 

in
 

heart
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3　 讨论

本研究在以往研究的基础上,对小鼠心梗模型

的构建进行了深入的探究和优化,并完善和总结了

一套详细和实用的新型心梗模型评价体系,通过形

态学、功能学、组织病理学和分子生物学等多种常

用手段,为在体心梗动物模型的构建提供了实践经

验,为心梗病理生理学机制和临床转化研究提供了

动物模型保障和方法学支持。
建立心梗模型的常用方法包括:冠状动脉结

扎、介入栓塞、药物诱导、低温损伤等[9,17] 。 其中,冠
状动脉左前降支结扎最为常用,具体操作又以腹腔

麻醉联合机械通气和挤心脏法为主[14,16] ,前者需要

打开胸腔在显微镜下诱导心肌梗死,创伤大且耗时

长;后者由 Gao 等[16]于 2010 年建立,通过小切口人

工暴露,不经插管,因速度快、创伤小、手术死亡率

低等优势,被广泛使用[18-19] 。 此外,还可通过超声

辅助结扎 LCA,但因复杂、实施难度大等问题尚未

普及[20] 。 在此基础上,本研究基于挤心脏法进行了

三点探索和改进:第一,将缝合皮肤放在手术最后,
与 Gao 等[16]报道的心梗模型构建方法中先进行荷

包缝合的做法相比,最后缝合可减少术中缝线对操

作和视野的影响,且不影响手术成功率,这也提示

皮肤缝合速度并非手术失败和小鼠死亡的直接原

因,但前提是心脏回纳后胸大肌能完全覆盖肋间隙

的创口,使胸腔完全闭合。 先前 Andrade 等[21] 报道

过用手术夹代替缝合线快速闭合皮肤的做法,此做

法之所以能提高手术存活率,可能是因为快速闭合

皮肤创口,有助于减少气胸的发生,但快速缝合皮

肤并非避免气胸所必须的。 第二,向右斜 30°做胸

部切口而非右斜 45°,大量实践发现小鼠胸大肌边

缘倾斜度通常为右斜 45°左右,做右斜 30°的皮肤切

口(或略小于 30°)可与胸大肌边缘形成一定夹角,
有利于回纳心脏后胸腔的闭合,减少气胸的发生。
第三,可不挤出左心耳,通常心梗造模的结扎位置

以左心耳为标准,在其下 2
 

mm 左右进行结扎,但实

践发现左心耳在被挤出胸腔和回纳过程中极易受

损出血,导致小鼠死亡,为避免这一现象,可通过练

习建立多个心脏参照点进行结扎,术后取材时再观

察结扎线与左心耳的距离,以确认结扎位置正确且

所有小鼠结扎高度大致相同,有助于提高术中存活

率和造模一致性。
此外,本研究在以往研究和实践的基础上,进

一步从多个角度完善了小鼠心梗模型的系统性评

估体系。 鉴于心梗发生发展的复杂性及其病理生

理过程中存在的诸多变化[6-7,22] ,心梗模型的评价

方法较多,例如:梗死区心肌局部变化、心电图改变

和血清肌钙蛋白等心梗标志物检测提示心梗发生;
心动超声变化提示梗死后心功能改变[23-24] ;MRI、
PET / CT 检测心肌活力[25-26] ;TTC 染色显示梗死区

域;HE 染色及梗死区炎症相关基因检测提示心脏

炎症情况;TUNEL 染色及凋亡相关基因检测提示心

肌细胞凋亡;Masson 三色染色及纤维化相关基因检

测提示心肌修复等。 考虑到科学研究的严谨性和

全面性,以及操作的可行性和实用性,本研究综合

各个方面,选取了其中几种手段,尝试总结出心梗

模型的基本评价体系,主要包括四个方面:心脏形

态学评估、心脏功能学评估、组织病理学评估和分

子生物学评估。 第一,术中可以通过肉眼观察结扎

后心脏局部变化,若结扎后心尖局部发白,说明结

扎成功,但由于术中心脏在体外的时间不能过长,
为提高手术成功率,术中观察梗死区发白不是必要

的,可以选择术后取材时进行细致观察,且此时的

梗死区变白现象一般比术中更明显。 此外,还能观

察到左室梗死区室壁变薄和炎症组织粘连,且心梗

时间越长,室壁越薄,粘连越严重。 第二,可运用心

动超声检测心梗后心功能,心梗小鼠相对于假手术

组而言,左心功能明显下降,一方面直观体现在动

态超声图和 M 超中梗死部分心肌活动度下降甚至

消失,室壁变薄,室腔变大,提示心肌受损;另一方

面体现在左心室各项指标的变化,具体包括:EF、FS
显著下降, LVEDV、 LVESV、 LVIDd、 LVIDs 显著升

高。 由于心动超声对操作者要求较高,且小鼠个体

差异较大,建议每组至少 8 只,以减少误差。 第三,
组织病理学染色,其中 TTC 染色能明显区分梗死区

与非梗死区,可在此基础上对梗死面积进行统计;
HE 染色可观察到心梗后梗死区心肌萎缩、炎症浸

润和边缘区的“红蓝交界”。 第四,分子生物学评

估,主要包括术后 3
 

d 炎症指标的检测和术后 7
 

d 纤

维化指标的检测。 通常认为,术后 3
 

d 内为小鼠心

梗急性炎症期[27-28] ,术后 7
 

d 进入修复期[28-29] ,通
过检测相关基因表达情况可侧面反映心梗严重程

度。 可检测的炎症指标包括:TNF-α、MCP-1、IL-1β、
IL-6 等;可检测的纤维化指标包括: FN、 COL3A1、
MMP-2 / 9、Postn、TIMP-1 等。

综上,本研究成功建立了小鼠心梗模型,并通
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过一系列手段对其病变特征进行了评估,提出和总

结了一套对小鼠心梗模型评价的方法体系,这将有

助于研究心梗发生发展及其干预对策。
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血管内皮细胞条件性敲除 Cx43 杂合子小鼠模型
建立及其血管功能变化的研究

彭小勇1,周远群1,张紫森1,邓蒙生2,雷艳1,李涛1,刘良明1,王建民2,
康建毅2,杨光明2∗

(1. 陆军军医大学大坪医院
 

野战外科研究部,战伤休克与输血研究室,创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室,重庆　 400042;
2. 陆军军医大学大坪医院

 

野战外科研究部,
 

武器杀伤生物效应评估研究室,创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室,重庆　 400042)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立血管内皮细胞连接蛋白 43(connexin
 

43,
 

Cx43)条件性敲除小鼠模型,并对其血管舒张 /
收缩功能进行检测。 方法　 将 8 只 Cx43flox / flox

 

小鼠与 C57BL / 6
 

品系野生型( wild
 

type,
 

WT)小鼠交配,子代小鼠继

续与 C57BL / 6 小鼠回交 9 代进行基因背景转换;再将 Cx43flox / +小鼠与血管内皮细胞特异性表达 Tie2-Cre 重组酶小

鼠(以下简称 Cre 小鼠)交配,获得 Tie2-Cre / Cx43flox / +小鼠。 利用鼠尾 PCR 试剂盒进行基因型鉴定,Western
 

Blot 法
和免疫荧光法检测小鼠肠系膜上动脉(superior

 

mesenteric
 

artery,
 

SMA)中 Cx43 表达。 利用离体张力测定技术检测

SMA 血管舒张 / 收缩功能,包括去甲肾上腺素诱导的收缩反应性和乙酰胆碱诱导的舒张反应性。 结果　 PCR 电泳

和血管蛋白表达检测结果证实 Tie2-Cre / Cx43flox / +小鼠成功构建,肠系膜上动脉中 Cx43 蛋白表达与野生型小鼠相比

明显降低(P
 

<
 

0. 01)。 与 WT 小鼠相比,部分敲除血管内皮细胞 Cx43 后使乙酰胆碱诱导的内皮依赖的血管舒张反

应性显著降低(P
 

<
 

0. 01)。 结论　 采用 Cx43flox / flox
 

小鼠与血管内皮细胞特异性表达 Tie2-Cre 重组酶小鼠成功构建

血管内皮细胞条件性敲除 Cx43 杂合子小鼠,该小鼠的肠系膜上动脉中 Cx43 表达降低,且舒张反应性明显降低,预
期可为研究 Cx43 及其相关结构在血管功能调节中的作用提供动物模型。

【关键词】 　 血管内皮细胞;连接蛋白 43;基因型鉴定;血管反应性
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【Abstract】　 Objective　 To
 

establish
 

an
 

endothelial
 

conditional
 

connexin
 

43
 

(Cx43)-knockout
 

mouse
 

model
 

and
 

use
 

it
 

to
 

examine
 

vascular
 

relaxation / constriction. Methods 　 Eight
 

Cx43flox / flox
 

mice
 

were
 

crossed
 

with
 

C57BL / 6
 

wild
 

type
 

( WT)
 

mice
 

and
 

the
 

offspring
 

were
 

backcrossed
 

with
 

C57BL / 6
 

mice.
 

This
 

backcross
 

process
 

was
 

repeated
 

nine
 

times,
 

after
 

which
 

the
 

Cx43flox / +
 

mice
 

were
 

crossed
 

with
 

vascular
 

endothelial-cell-specific
 

Tie2-Cre
 

recombinase
 

mice
 

to
 

obtain
 

Tie2-Cre /
Cx43flox / +

 

mice.
 

The
 

genotype
 

was
 

confirmed
 

by
 

mouse
 

tail
 

direct
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR).
 

Expression
 

of
 

Cx43
 

in
 

the
 

superior
 

mesenteric
 

artery
 

( SMA)
 

was
 

measured
 

by
 

Western
 

Blot
 

and
 

immunofluorescence.
 

SMA
 

rings
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

vascular
 

relaxation
 

and
 

the
 

contractile
 

response
 

to
 

acetylcholine
 

( ACh)
 

and
 

norepinephrine. Results　 Tie2-Cre /
Cx43flox / +

 

offspring
 

were
 

obtained
 

and
 

identified
 

by
 

PCR,
 

Western
 

Blot
 

and
 

immunofluorescence.
 

Cx43
 

expression
 

and
 

ACh-
induced

 

endothelium-dependent
 

relaxation
 

reactivity
 

of
 

the
 

SMA
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

Tie2-Cre / Cx43flox / +
 

mice
 

compared
 

with
 

WT
 

mice
 

( P
 

<
 

0. 01). Conclusions 　 A
 

mouse
 

model
 

with
 

endothelium-specific
 

Cx43-knockout
 

was
 

successfully
 

established
 

by
 

intercrossing
 

Tie2-Cre
 

mice
 

with
 

Cx43flox / flox
 

mice.
 

Cx43
 

expression
 

in
 

vascular
 

tissues
 

and
 

the
 

relaxation
 

reactivity
 

of
 

SMA
 

were
 

decreased
 

by
 

conditional
 

Cx43
 

knockout.
 

These
 

mice
 

may
 

thus
 

provide
 

an
 

animal
 

model
 

for
 

studying
 

the
 

link
 

between
 

Cx43
 

and
 

vascular
 

function.
【Keywords】　 vascular

 

endothelial
 

cell;
 

connexin
 

43;
 

genotyping;
 

vascular
 

reactivity
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　 　 连接蛋白( connexin,
 

Cx) 属于一种跨膜蛋白,
能在细胞膜上寡聚形成半通道,该通道是细胞间连

接和交流的重要结构,并且具有调节环磷酸腺苷、
钙离子以及三磷酸肌醇等小分子进出细胞的功能。
根据其相对分子质量大小,连接蛋白命名为 Cx26 ~
Cx56[1-3] 。 研究显示,连接蛋白在心血管系统中有

大量表达并且发挥重要的作用,包括参与血管张

力、血管生成以及心脏发育的调控等。 心血管系统

表达的连接蛋白主要有 Cx37、 Cx40、 Cx43 以及

Cx45,其中,Cx43 在心血管系统中的作用受到广泛

关注[4-5] 。 为了深入研究 Cx43 在哺乳动物中的作

用,Reaume 等[6]首先利用基因编辑技术(先敲除胚

胎干细胞中的 Cx43,然后注射至 C57 小鼠胚囊中)
构建了 Cx43 的杂合子敲除小鼠,随后 Htet 等[7] 用

该小鼠证实了 Cx43 在肺血管舒张反应性调节中发

挥重要作用。 但是这种方法获得的是全身性广泛

敲除 Cx43 的小鼠模型,由于 Cx43 在多个器官组织

都有广泛分布且发挥不同的作用,这种广泛敲除模

型用于对特定组织器官的研究中具有一定的局限

性。 而目前有关血管特异性 Cx43 敲除小鼠模型构

建及其功能研究的报道尚少。 为此,本研究采用

Cx43flox / flox
 

小鼠、血管内皮细胞特异性表达 Tie2-Cre
重组酶小鼠以及 C57BL / 6

 

品系野生型小鼠,构建血

管内皮细胞条件性敲除 Cx43 杂合子小鼠(本研究

未构建血管内皮细胞条件性敲除 Cx43 纯合子小鼠

的原因在于纯合子小鼠发育缓慢、出生后不久即死

亡,我们在下文结果与讨论中进行了叙述),并通过

PCR 鉴定基因组 DNA、Western
 

Blot 和免疫荧光染

色检测血管 Cx43 表达等方法进行验证,然后检测野

生型和血管内皮细胞条件性敲除 Cx43 杂合子小鼠

肠系膜上动脉( superior
 

mesenteric
 

artery,
 

SMA) 的

血管反应性(包括收缩和舒张反应性)。 希望为深

入研究 Cx43 在血管功能中的作用提供更合适的动

物模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

8 只(雌雄各半) SPF 级 Cx43flox / flox 小鼠购自美

国 Jackson
 

实 验 室 ( 动 物 检 疫 合 格 证 号:
1611A14822),2 只雄性 SPF 级 Tie2-Cre 重组酶小鼠

购自江苏集萃药康生物科技股份有限公司(原南京大

学-南京生物医药研究院)【SCXK(苏)2020-0004】,
C57BL / 6 小鼠由陆军特色医学中心实验动物中心提

供,均饲养于陆军特色医学中心实验动物中心 SPF 级

动物饲养环境【SYXK(军)2017-0026】,【SYXK(军)
2017-0058】,饲养期间自由饮水饮食。 饲养环境:昼
夜各半循环照明,湿度恒定(40% ~70%),温度控制在

22
 

~
 

24℃
 

。 所有操作均符合陆军军医大学实验动物

福利伦理审查委员会要求(AMUWEC2020034)。 野

生型和 Cx43 敲除杂合子小鼠各 10 只,8~12 周龄,体
重 20 ~ 25

 

g, 实 验 时 用 0. 03% 的 戊 巴 比 妥 钠

(30
 

mg / kg)腹腔麻醉,处死后取血管进行后续实验。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

鼠尾检测试剂盒(包括 DNA 提取试剂和 PCR
试剂) 购 自 美 国 Bimake 公 司; 克-亨 氏 ( Krebs-
Henseleit

 

,K-H)液自配,配制所需药品均购自生工

生物工程(上海) 股份有限公司,去甲肾上腺素购
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自远大医药(中国) 有限公司,乙酰胆碱购自生工

生物工程 ( 上海) 股份 有 限 公 司; 蛋 白 提 取 液

( RIPA)购自美国 MCE 公司,Cx43 一抗购自美国

Sigma 公司,山羊抗兔和抗小鼠荧光二抗购自美国

Jackson
 

Immuno
 

Research 公 司, 磷 酸 盐 缓 冲 液

( PBS)粉剂购自中杉金桥生物技术有限公司,免
疫荧光二抗购自美国 CST 公司, DAPI 购自英国

abcam 公司。
PCR 仪(Bio-Rad,美国),双色红外成像激光系

统(LI-COR,美国),石蜡切片机(Leica,德国),激光

共聚焦显微镜( Leica,德国),微血管张力测定仪

(AD
 

Instrument,澳大利亚)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 敲基因小鼠模型构建　
Cx43flox / flox 小鼠遗传背景转换: 将 2 只雌性

Cx43flox / flox 小鼠与 1 只雄性 C57BL / 6 小鼠合笼饲

养,得到 F1 子代小鼠,然后对所有子代小鼠基因型

进行鉴定,选出基因型为 Cx43flox / +
 

的 F1 小鼠作为亲

本,待其性成熟后按雌 ∶雄 =
 

2 ∶1的比例继续与新的

C57BL / 6 小鼠合笼进行回交,得到 F2 子代小鼠,选
出基因型为 Cx43flox / +

 

的子代作为亲本进行回交,依
次回交 9 次。 选择基因型为 Cx43flox / +的 F10 不同性

别小鼠进行互交,再选择基因型为 Cx43flox / + 或者

Cx43flox / flox 与 Cre 小 鼠 交 配 可 获 得 Tie2-Cre /
Cx43flox / +小鼠[8] 。
1. 2. 2　 基因型鉴定

小鼠出生后 2 ~ 3 周进行编号,并取 2
 

mm 长的

鼠尾鉴定。 将鼠尾放入 1. 5
 

mL
 

EP 管中按照试剂盒

说明书按比例加入 DNA 提取液,放入 55℃ 水浴锅

中 30
 

min,然后 95℃ 干浴 10
 

min 待用。 Flox 引物:
上 游 引 物 序 列 5 ’-CTTTGACTCTGATTACAGAGC

 

TTAA-3’, 下游引物序列 5’-GTCTCACTGTTACTT
 

AACAGCTTGA-3’;Tie2-Cre 引物:上游引物序列 5’-
GCCTGCATTACCGGTCGATGC-3’, 下游引物 序 列

5’-CAGGGTGTTATAAGCAATCCC-3’。 反应体系均

为 20
 

μL: 2 × M-PCR
 

Mix
 

10
 

μL, 上 游 引 物

(10
 

μmol / L)1
 

μL,
 

下游引物(10
 

μmol / L)1
 

μL,无
酶水 6

 

μL,模板 DNA
 

2
 

μL。 反应条件按照购买实

验室提供的程序设置,Flox:94℃
 

2
 

min;(94℃
 

20
 

s,
65℃

 

15
 

s,每个循环降 0. 5℃ ,68℃
 

10
 

s) ×10 循环;
(94℃

 

15
 

s,60℃
 

15
 

s,72℃
 

10
 

s) ×28
 

循环,72℃
 

2
 

min。 Cre:95℃
 

5
 

min;(95℃
 

30
 

s,60℃
 

30
 

s,72℃
 

45
 

s) ×30
 

循环;72℃
 

5
 

min。 扩增结束后用 1. 5%的

琼脂糖凝胶进行电泳(上样量为 10
 

μL),根据电泳

结果来鉴定小鼠基因型。
1. 2. 3　 Western

 

Blot 法检测 Cx43 蛋白在 SMA 中

表达
 

取小鼠 SMA 放入匀浆器中,加入预冷的含蛋白

酶抑制剂 RIPA,研磨后在冰上裂解 30
 

min 后离心

(12
 

000
 

r / min,15
 

min,4℃ ),取上清后加上样缓冲

液,100℃ 干浴 5
 

min 使蛋白变性;然后制备 10%
 

SDS-PAGE 分离胶,上样量每孔为 30
 

μg。 Cx43(1 ∶
5000)和 β-actin(1 ∶ 7000)使用一抗稀释液进行稀

释,二抗为山羊抗兔和抗小鼠(1 ∶ 10000)。 用双色

红外成像激光系统扫描,获得 Cx43 的蛋白表达图

像。 用 Quantity
 

One 分析软件读取各组荧光值,并
以 β-actin 作为内参计算相对表达量[9] 。 对来源于

不同个体的野生型和小鼠的血管组织样本进行检

测,实验重复 3 次,对各组相对表达量进行统计学

分析。
1. 2. 4　 免疫荧光法检测 Cx43 蛋白在 SMA 中表达

 

快速取小鼠 SMA 放入冰的 4%多聚甲醛固定

24
 

h,然后用梯度浓度乙醇脱水,经石蜡包埋后切

片,再经脱蜡、水化及抗原修复;用 0. 3%
 

TritonX-
100

 

破膜 3
 

min,
 

加
 

0. 1%牛血清白蛋白室温封闭

2
 

h,然后孵育 Cx43 一抗(1 ∶ 500)过夜;次日加二抗

(Alexa
 

Fluor
 

488,1 ∶ 200)37℃ 孵育 2
 

h,DAPI 染核

后再加抗淬灭封片剂封片,最后用共聚焦显微镜

观察[10] 。
1. 2. 5　 小鼠 SMA 血管舒张 / 收缩功能检测

取小鼠 SMA 制备血管环,并将其挂于盛有 K-H
液的恒温器官灌流槽。 每 30

 

min 更换 1 次 K-H 液,
更换 4 次后加入高钾溶液诱导血管预收缩,待收缩

达到平台期后再换 K-H 液稳定 30
 

min,然后向恒温

槽中依次加入去甲肾上腺素( NE,终浓度为 10-9、
10-8、10-7、10-6、10-5

 

mol / L),待收缩达到平台期后

向恒温槽中依次加入乙酰胆碱 ( ACh, 终浓度为

10-9、10-8、10-7、10-6、10-5
 

mol / L)。 读取加高钾溶液

前的基础张力值为 T1、高钾液刺激后血管环收缩达

到平台期的张力值为 T2,加 NE 前的基础张力值为

T1’、加 NE 后血管环收缩达到平台期的张力值为

T2’、加 ACh 后血管环舒张达到平台期的张力值为

T3,分别采用最大收缩张力和舒张率来反映收缩和

舒张反应性,血管收缩反应性 = ( T2 ’ -
 

T1 ’) / ( T2 -
T1) ×100%;血管舒张反应性 = ( T2 ’ -

 

T3 ) / ( T2 ’ -
 

T1’) ×100%
 [11-12] 。
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1. 3　 统计学分析

用 SPSS
 

18. 0 统计软件进行统计分析,实验数

据以平均值±标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,采用 t 检验比较两

组之间的差异。 以 P
 

<
 

0. 05 表示差异具有显著性。

注:M:Marker(biomed, BM2000 或 BM2000+ );A: Tie2-Cre / Cx43flox / flox 小鼠鉴定图( 1 ~ 6 为同窝小鼠的编号,其中,2 号和 3 号是 Tie2-Cre /

Cx43flox / flox 小鼠);B:Tie2-Cre / Cx43flox / +小鼠鉴定图(7 ~ 12 为同窝小鼠的编号,其中,11 号是 Tie2-Cre / Cx43flox / +小鼠)。

图 1　 小鼠基因型的鉴定结果

Note.
 

M.
 

Marker
 

( biomed,
 

BM2000
 

or
 

BM2000+ ) .
 

A.
 

Identification
 

of
 

the
 

genotype
 

of
 

Tie2-Cre / Cx43flox / flox
 

mice
 

( 1 ~ 6.
 

The
 

number
 

of
 

mice
 

littermates,
 

2
 

and
 

3
 

are
 

Tie2-Cre / Cx43flox / flox
 

mice) .
 

B.
 

Identification
 

of
 

the
 

genotype
 

of
 

Tie2-Cre / Cx43flox / +
 

mice
 

( 7 ~ 12.
 

The
 

number
 

of
 

mice
 

littermates,
 

11
 

is
 

a
 

Tie2-Cre / Cx43flox / +
 

mouse) .

Figure
 

1　 Identification
 

of
 

the
 

genotype
 

of
 

offspring
 

mice

2　 结果　
2. 1　 小鼠基因型鉴定

基因组中 Flox 纯合电泳结果为 580
 

bp 条带,杂
合则为 580

 

bp 和 490
 

bp 双条带,野生型则为 490
 

bp
条带;Tie2-Cre 阳性电泳结果为 481

 

bp,阴性则无条

带[13] 。 图 1A 中编号 1 ~ 6 是同窝小鼠,1、2、3、4 号

是 Tie2-Cre 阳性小鼠;2、3、5、6 号是 Cx43flox / flox 小

鼠。 综 合 结 果 表 明, 2 号 和 3 号 是 Tie2-Cre /
Cx43flox / flox 小鼠。 图 1B 中编号 7 ~ 12 是同窝小鼠:
11 和 12 号是 Tie2-Cre 阳性小鼠; 8 和 11 号是

Cx43flox / + 小鼠。 综合结果表明, 11 号是 Tie2-Cre /
Cx43flox / +小鼠。 后续实验以同样的鉴定筛选方式,
由于 Tie2-Cre / Cx43flox / flox 纯合子小鼠发育缓慢、出
生后不久即死亡,选取同窝中的野生型和杂合子敲

除型小鼠进行后续实验。
2. 2　 血管内皮 Cx43 敲除小鼠蛋白表达验证

图 2A
 

中 Western
 

Blot 结果显示,Cx43 敲除杂合

子小鼠 SMA 中 Cx43 蛋白表达水平明显降低,与野

生型小鼠比较差异有显著性(P
 

<
 

0. 01)。 图 2B,2C
中免疫荧光结果显示,野生型小鼠 SMA 管腔内皮面

Cx43 连续表达,而 Cx43 敲除杂合子小鼠 SMA 管腔

内皮面 Cx43 表达降低,连续性变差并出现断裂和缺

失,与野生型小鼠比较明显降低。
2. 3　 敲除 Cx43 后对小鼠 SMA 血管舒张 /收缩功

能的影响

　 　 图 3A 为野生型和 Cx43 敲除杂合子小鼠 SMA
的代表性收缩 / 舒张曲线,图 3B 的血管收缩功能检

测的统计结果显示,血管内皮细胞条件性敲除 Cx43
杂合子小鼠 SMA 对 NE 诱导的收缩反应性与野生

型小鼠相比无明显差异。 而图 3C 的血管舒张功能

检测的统计结果显示,Cx43 敲除杂合子小鼠 SMA
对 ACh 诱导的内皮依赖性的舒张反应性显著降低

(P
 

<
 

0. 01),仅为野生型小鼠 10%左右。
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注:M:Marker(Thermo
 

scientific,26616);WT:野生型;KO:Cx43 敲除杂合子;A:Western
 

Blot 检测 SMA 中 Cx43 的表达;B:荧光比值的统计图;

与野生型相比,∗∗P
 

<
 

0. 01;C:IF 检测 SMA 中 Cx43 的表达。

图 2　 验证 Cx43 敲除杂合子小鼠 SMA 中 Cx43 的表达情况(n= 3)
Note.

 

M.
 

Marker
 

(Thermo
 

scientific,
 

26616).
 

WT.
 

Wild
 

type
 

mice.
 

KO.
 

Heterozygous
 

Cx43
 

knockout
 

mice.
 

A.
 

Expression
 

of
 

Cx43
 

in
 

SMA
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot.
 

B.
 

Statistical
 

plot
 

of
 

fluorescent
 

ratio.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗∗P
 

<
 

0. 01.
 

C.
 

Expression
 

of
 

Cx43
 

in
 

SMA
 

detected
 

by
 

IF.

Figure
 

2　 Verification
 

of
 

Cx43
 

in
 

SMA
 

in
 

heterozygous
 

Cx43
 

knockout
 

mice(n= 3)

注:WT:野生型,KO:Cx43 敲除杂合子;A:代表性血管收缩 / 舒张曲线;B:血管收缩反应性的统计图;C:血管舒张反应性的统计图;与野生型

相比,∗∗P
 

<
 

0. 01。

图 3　 敲除 Cx43 后对小鼠 SMA 血管舒张 / 收缩功能的影响(n
 

=
 

8)
Note.

 

WT.
 

Wild
 

type
 

mice.
 

KO.
 

Heterozygous
 

Cx43
 

knockout
 

mice.
 

A.
 

Representative
 

curve
 

of
 

vascular
 

relaxation / constriction.
 

B.
 

Statistical
 

plot
 

of
 

contractile
 

response.
 

C.
 

Statistical
 

plot
 

of
 

relaxation
 

reactivity.
 

Compared
 

with
 

WT
 

group,∗∗P
 

<
 

0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

Cx43
 

knockout
 

on
 

the
 

vascular
 

relaxation / constriction
 

of
 

SMA(n
 

=
 

8)
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3　 讨论

近年来国内外研究表明,血管中连接蛋白 43
(Cx43)的表达变化及其构成的缝隙连接通道与多

种血管疾病(如高血压、动脉粥样硬化等)的发生发

展密切相关[14-16] ,但是其具体作用机制仍不十分清

楚。 血管平滑肌细胞和内皮细胞是构成血管的主

要细胞,它们之间的相互调节是血管病理生理研究

的重要内容。 因此,构建血管平滑肌细胞或内皮细

胞特异性敲除 Cx43 的动物模型对深入研究 Cx43 在

血管功能中的作用机制具有重要意义。 血管反应

性(包括收缩和舒张反应性)是指在生理或病理条

件下,器官毛细血管或中小动脉通过收缩或舒张调

节器官血流量,以维持器官血流稳定、适应器官功

能变化的能力,是反映血管舒缩功能以及血管储备

功能的重要指标[17-18] 。 血管平滑肌细胞或内皮细

胞之间的缝隙连接通道所传导的信号能协调血管

的收缩和舒张[19] 。
连接蛋白(connexin,

 

Cx)属于高度保守的膜蛋

白,可通过形成缝隙连接通道参与细胞内外及细胞

间的物质信息交流(包括直接的电和化学交流等),
进而调节细胞的增殖、分化及凋亡等多种病理生理

反应[20] 。 有研究显示,在哺乳动物中发现的连接蛋

白有 21 种,心血管系统中表达的连接蛋白主要有

Cx43、Cx40、Cx37 以及 Cx45,其中,Cx43 因其在心血

管系统中的重要作用而受到关注,它在血管平滑肌

细胞与血管内皮细胞中都有分布[19] 。 既往对广泛

性敲除 Cx43 的杂合子小鼠的研究显示,乙酰胆碱诱

导的肺血管舒张反应性与野生型小鼠比较明显

降低[7] 。
Cre-loxP 重组系统目前是敲除效率相对较高、

应用较广的一种位点特异性的条件性基因打靶系

统。 该系统是通过两类小鼠来获得条件性基因敲

除小鼠模型,一类是基因锚定的 flox 小鼠(各种目的

基因同源重组引入 loxP 位点),另一类是 Cre
 

重组

酶转基因小鼠(各种组织 / 细胞特异性或可诱导调

控表达 Cre 重组酶) [21] 。 本研究将 Cx43flox / flox 小鼠

与血管内皮细胞特异性表达 Tie2-Cre 重组酶小鼠进

行交配,先通过基因组 DNA 鉴定,筛选出血管内皮

细胞 Cx43 敲除的杂合子小鼠,然后进一步验证

Cx43 在血管中的蛋白表达,并初步探讨了特异性敲

除 Cx43 对血管舒缩功能的影响。 研究结果显示,血
管内皮细胞条件性敲除 Cx43 杂合子小鼠肠系膜上

动脉中 Cx43 蛋白表达水平与野生型小鼠比较明显

降低,其舒张反应性与野生型小鼠比较显著降低。
本研究在早期实验中拟建立血管内皮特异性敲除

Cx43 的纯合子小鼠模型,但在实验过程中发现,虽
然能够繁殖获得 Tie2-Cre / Cx43flox / flox 纯合子小鼠,
但其发育缓慢、体型与体重均明显不如同阶段其他

基因型小鼠,并且均在 4 ~ 5 周内死亡。 我们推测其

可能原因在于 Cx43 在多种脏器(尤其是大脑与心

血管系统)的发育与功能调节中起重要作用[22] ,尽
管我们采用了血管特异性的 Cre 小鼠进行杂交,但
由于不是诱导型的 Cre 小鼠,仍然可能出现 Cx43 纯

合子小鼠发生重要器官的发育畸形和功能异常的

情况,这就导致纯合子小鼠在胚胎期或者出生后不

久就会死亡。 我们下一步拟采用诱导型的 Tie2-Cre
小鼠进行繁殖,以获得血管特异性敲除 Cx43 的纯合

子小鼠模型。 此外,基因组测序在研究中越来越受

到人们的关注,具有高分辨率、结果精确等优点。
我们拟在下一步研究中进一步完善对 Tie2-Cre /
Cx43flox / +杂合子小鼠和其他基因型小鼠的测序检测

实验,以更精确证明小鼠模型结果的正确性。
综上所述,本研究完成了血管内皮细胞条件性

敲除 Cx43 杂合子小鼠的构建并进行鉴定,对 Cx43
敲除的杂合子小鼠血管功能的研究也证实了 Cx43
在血管功能调节中的重要作用,尤其是对血管内皮

依赖性的舒张功能的调节作用,可为深入研究 Cx43
在血管功能调节中的作用与机制提供较好的动物

模型。
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基于数据挖掘的围绝经期抑郁症动物模型研究
高占1,高明周2,高冬梅1,王常瞵1,乔明琦3

 

,高杰1∗,王杰琼4∗

(1. 山东中医药大学
 

中医学院,济南　 250355;2. 山东中医药大学
 

中医药创新研究院,济南　 250355;
3. 山东中医药大学

 

中医基础理论研究所,济南　 250355;4.
 

山东中医药大学
 

药学院,济南　 250355)

　 　 【摘要】 　 目的　 综述围绝经期抑郁症动物模型制备方法及评价指标,包括动物选择、卵巢摘除手术、CUMS 刺

激因子使用情况、造模和治疗起始时间选择、行为学检测等。 方法　 收集 CNKI 和 PubMed 从建库到 2022 年 5 月期

间关于围绝经期抑郁症动物模型的所有文献,依据纳入排除标准,筛选文献,提取相关信息,汇总信息、绘画图表。
结果　 共纳入 88 篇文献,中文文献 71 篇,英文文献 17 篇;大鼠模型 65 篇,小鼠模型 23 篇。 造模方法多采用“OVX
+CUMS”和“OVX+CUMS+孤养”。 大鼠(OVX)宜选择 SD 品系,90~ 120

 

d 鼠龄,体重在 200
 

g 以上;小鼠宜选择 KM
品系,20

 

g 左右;76%的研究选取 7~ 8 种刺激因子,每天随机 1~ 2 种且 3~ 7
 

d 内不重复出现,推荐选用禁食、禁水、
夹尾、冰水游泳、昼夜颠倒;依据行为学结果进行分组的方式可减少实验鼠个体差异对实验的影响;阴道涂片一般

开始于 OVX 手术后 3
 

d,连续检测 5
 

d;89%的研究选择“治疗与造模同时进行”或“造模结束后进行治疗”,造模与

治疗时长宜保持一致,一般为 21
 

d 或 28
 

d;阳性对照药多选取氟西汀或氟西汀结合雌激素;行为学实验多选用旷场

实验、糖水偏好实验以及强迫游泳实验。 结论　 本文筛选出应用最广泛的围绝经期抑郁症模型制备方法和评价指

标,描述了造模过程的具体细节,有助于提高围绝经期抑郁症动物模型制备的可重复性。
【关键词】 　 围绝经期抑郁症;数据挖掘;卵巢摘除;慢性不可预见刺激;刺激因子
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【Abstract】 　 Objective 　 To
 

review
 

the
 

method
  

used
 

to
 

prepare
 

and
 

evaluate
 

animal
 

models
 

of
 

perimenopausal
 

depression,
 

including
 

animal
 

selection,
 

ovariectomy
 

( OVX),
 

chronic
 

unpredictable
 

mild
 

stress
 

( CUMS)
 

stimulator
 

use,
 

modeling
 

and
 

treatment
 

start
 

time
 

and
 

behavioral
 

testing. Methods 　 We
 

searched
 

the
 

CNKI
 

and
 

PubMed
 

databases
 

for
 

studies
 

of
 

animal
 

models
 

of
 

perimenopausal
 

depression
 

from
 

the
 

establishment
 

of
 

the
 

databases
 

to
 

May
 

2022.
 

Studies
 

were
 

screened
 

according
 

to
 

defined
 

inclusion
 

and
 

exclusion
 

criteria,
 

the
 

relevant
 

information
 

was
 

extracted
 

and
 

summarized,
 

and
 

charts
 

were
 

drawn. Results　 A
 

total
 

of
 

88
 

articles
 

were
 

identified,
 

including
 

71
 

Chinese
 

and
 

17
 

English
 

articles.
 

There
 

were
 

65
 

rat
 

models
 

and
 

23
 

mouse
 

models.
 

The
 

modeling
 

method
  

were
 

OVX+CUMS
 

and
 

OVX+CUMS+solitary
 

culture.
 

Most
 

studies
 

in
 

rats
 

used
 

SD
 

rats
 

( OVX),
 

aged
 

90
 

~
 

120
 

days
 

and
 

weighing
 

>
 

200
 

g;
 

most
 

studies
 

in
 

mice
 

used
 

KM
 

mice,
 

weighing
 

about
 

20
 

g;
 

76%
 

of
 

the
 

studies
 

selected
 

seven
 

or
 

eight
 

stimulators,
 

one
 

or
 

two
 

of
 

which
 

were
 

selected
 

randomly
 

each
 

day
 

and
 

were
 

not
 

repeated
 

within
 

3~ 7
 

days,
 

with
 

fasting,
 

water
 

deprivation,
 

tail
 

clipping,
 

ice-water
 

swimming,
 

and
 

day
 

night
 

reversal
 

recommended
 

method
  

of
 

simulation.
 

Grouping
 

according
 

to
 

behavioral
 

result
  

reduced
 

the
 

influence
 

of
 

individual
 

differences.
 

Vaginal
 

smears
 

were
 

generally
 

started
 

3
 

days
 

after
 

OVX
 

and
 

repeated
 

for
 

5
 

days;
 

89%
 

of
 

the
 

studies
 

chose
 

“treatment
 

and
 

modeling
 

at
 

the
 

same
 

time”
 

or
 

“ treatment
 

after
 

modeling”,
 

and
 

modeling
 

and
 

treatment
 

should
 

be
 

consistent,
 

generally
 

21
 

or
 

28
 

days.
 

Positive
 

control
 

drugs
 

included
 

fluoxetine
 

or
 

fluoxetine
 

combined
 

with
 

estrogen.
 

The
 

most
 

common
 

behavioral
 

experiments
 

were
 

open
 

field,
 

sugar
 

preference,
 

and
 

forced
 

swimming
 

experiments. Conclusions
 

We
 

reviewed
 

the
 

most
 

widely
 

used
 

preparation
 

method
  

and
 

evaluation
 

indicators
 

for
 

animal
 

models
 

of
 

perimenopausal
 

depression,
 

including
 

details
 

of
 

the
 

modeling
 

processes,
 

to
 

improve
 

the
 

repeatability
 

of
 

preparing
 

animal
 

models
 

of
 

perimenopausal
 

depression.
【Keywords 】 　 perimenopausal

 

depressive
 

disorder;
 

data
 

mining;
 

ovariectomy;
 

chronic
 

unforeseen
 

stimuli;
 

stimulating
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　 　 抑郁症是一类高发病率、高自杀率、高复发率

的情感障碍性精神疾病,为危害人类健康的第二大

疾病[1-2] 。 临床上,女性患抑郁症的概率约为男性

两倍;同为女性,围绝经期妇女患抑郁症的比例更

高[3-5] 。 当前, 围绝经期 抑 郁 症 ( perimenopausal
 

depressive
 

disorder,
 

PDD)机制尚未明确,其治疗手

段少且疗效有限,亟需研发新的治疗药物,而可靠

的动物模型是药物研发过程中不可或缺的一环。
啮齿类动物与人类基因组结构、解剖学结构、情绪

等方面相似,且成本低、易操作,因此大多数动物实

验的造模动物选用雌性大、小鼠,主要造模方法为

“自然围绝经期结合慢性不可预见刺激 ( chronic
 

unpredictable
 

mild
 

stress,
 

CUMS )”、 “ 卵 巢 摘 除

(ovariectomy,OVX) 结合慢性不可预见刺激” [6] 和

“OVX+CUMS”结合孤养法[7] ,造模方法诸多环节尚

不统一,亟待解决。
本文通过检索 CNKI 和 PubMed 数据库获取相

关文献资料, 从造模动物选择、 卵巢摘除手术、
CUMS 刺激因子、造模和治疗起始时间选择、行为学

检测方面进行归纳总结,筛选出应用最广泛的造模

方法,为 PDD 动物模型制备提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 文献检索

检索 CNKI 和 PubMed 数据库,收集从建库至

2022 年 5 月内有关“ 围绝经期抑郁症动物” 的文

献。 检索方法均为高级检索, CNKI 的检索策略

为( SU% = “ 围绝经期”
 

OR
 

SU% = “ 更年期” )
AND( SU% = “ 抑 郁 症 ” OR

 

SU% = “ 抑 郁 ”
 

OR
 

SU% = “肝郁”
 

OR
 

SU% =
 

“ 抑郁样行为” ) AND
( SU

 

% = “ 大鼠” OR
 

SU% = “ 小鼠” ) ;PubMed 的

检索策略见表 1。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 文献纳入标准

(1)关于围绝经期抑郁症动物模型的实验性文

献;(2)造模时长和刺激因子等信息完整的文献。
1. 2. 2　 文献排除标准

(1)剔除抑郁症合并其他疾病或症状(围绝经

期综合征)的文献;(2)剔除会议论文、科技成果、临
床试验、综述类型的文献;(3)剔除重复文献;(4)剔

除无法获取全文的文献。
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表 1　 PubMed 的文献检索策略

Table
 

1　 Search
 

strategy
 

of
 

PubMed
 

database
编号 No 搜索项目 Search

 

items
#1 围绝经期

 

(题目 / 摘要)　 Perimenopause
 

(title / abstract)
#2 更年期

 

(题目 / 摘要)　 Menopause
 

(title / abstract)
#3 更年期

 

(题目 / 摘要)　 Climacteric
 

(title / abstract)
#4 #1

 

或
 

#2
 

或
 

#3　 #1
 

or
 

#2
 

or
 

#3

#5 抑郁 症
 

( 题 目 / 摘 要 ) 　 Depressive
 

disorder
 

( title /
abstract)

#6 抑郁症
 

(题目 / 摘要)　 Depression
 

(title / abstract)

#7 抑郁行为
 

( 题目 / 摘要) 　 Depressive
 

behavior
 

( title /
abstract)

#8 #5 或
 

#6
 

或
 

#7　
 

#5
 

or
 

#6
 

or
 

#7
#9 大鼠(题目 / 摘要) 　 Rat

 

(title / abstract)
#10 小鼠

 

(题目 / 摘要)　 Mice
 

(title / abstract)
#11 #9

 

或
 

#10　 #9
 

or
 

#10
#12 #4

 

和
 

#8
 

和
 

#11　 #4
 

and
 

#8
 

and
 

#11

图 1　 文献筛选流程图

Figure
 

1　 Flow
 

chart
 

of
 

literature
 

screening

1. 3　 文献筛选流程与资料提取内容

根据文献纳入与排除标准,两位研究者独立筛

选文献,并提取纳入文献信息,若遇到意见不统一,
则进行相互讨论或寻求第三方意见。

2　 结果

2. 1　 相关文献发表情况

本研究共纳入 88 篇(中文 71 篇,英文 17 篇)围
绝经期抑郁症动物模型文献,其中大鼠模型 65 篇,
小鼠模型 23 篇(图 1)。 在 2008 年,文献发表数量

呈波动式上升,其中 2017 年发表文献最多,之后逐

渐趋于平稳(图 2)。

2. 2　 模型建立的调查结果

2. 2. 1　 造模方法及模型动物的选择

数据挖掘结果显示:PDD 动物模型制备主要有

7 种方法,分别为“ OVX +CUMS” [8] ( 55,62. 5
 

%)、
“OVX+CUMS+孤养” [9] (21,23. 9%),“自然围绝经

期+CUMS” [10] (5,5. 7%),“自然围绝经期+CUMS+
孤养” [11] ( 4, 4. 6%), “ OVX + 冰水刺激” [12] ( 1,
1. 1%),“ OVX + CUMS +睡眠剥夺” [13] ( 1,1. 1%),
“OVX+慢性束缚应激” [14](1,1. 1%)。

在大、小鼠的选择上,73. 9%的研究选择了大

鼠,只有 26. 1%的研究选择了小鼠。 在大鼠品系的

选择上,84. 7%的研究选用了 SD 品系,15. 4%的研

究选用了 Wistar 品系。 SD 大鼠是远交系封闭群白

色大鼠,是学习记忆损伤实验研究的首选对象,能
够更好地模拟人们面临各种压力所产生的抑郁状

态,使模型更贴合抑郁症患者的病情[15] 。 采用

OVX 法的大鼠一般选取 90 ~ 120
 

d,自然围绝经期的

鼠龄选取 12 ~ 14 月龄;且大鼠体重均在 200
 

g 以上。
对于小鼠品系的选择,除个别研究选用 ICR[16] (4,
17. 4%)和 C57BL / 6[17] (6,26%) 品系,其余研究均

采用 KM(13,56. 5%) 品系,所有研究均未提及鼠

龄,将体重限制在 20
 

g 左右。
2. 2. 2　 卵巢摘除手术

研究表明:大(小) 鼠双侧卵巢摘除后,体内卵

巢源性雌激素的供应量大幅下降,能够很好模拟人

类围绝经期激素变化,是制备围绝经期的常用方法
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图 2　 PDD 动物模型相关文献按年份的分布情况

Figure
 

2　 Distribution
 

of
 

PDD
 

animal
 

model
 

related
 

literature
 

by
 

year

之一[6] 。 大(小)鼠进入实验室,适应喂养 1 周后进

行 OVX,分组方式如图 3A 所示。 通过夹捏脚趾的

方法判断麻醉是否成功,当实验鼠无任何反应后,
方可进行 OVX[18] 。 OVX 后应用阴道涂片法判断去

势是否成功,一般在手术后 3、5 或 7
 

d 开始进行阴

道涂片检测,少数研究在手术后 1
 

d 或 6
 

d 进行(图

3B);检测天数一般为 5
 

d 或 7
 

d,少数研究检测 10
 

d
(图 3C),当未检测出动情反应,即围绝经期模型制

备成功[19] 。

注:A:分组方式;B:阴道涂片开始时间;C:阴道涂片检测天数。

图 3　 模型鼠分组及阴道涂片使用情况

Note.
 

A.
 

Grouping
 

method.
 

B.
 

Start
 

time
 

of
 

vaginal
 

smear.
 

C.
 

Vaginal
 

smear
 

test
 

days.

Figure
 

3　 Grouping
 

of
 

model
 

rats
 

and
 

use
 

of
 

vaginal
 

smears

2. 2. 3　 CUMS
 

刺激因子的选择与使用情况

CUMS 造模是指反复无规律地给予大(小)鼠一

系列外界刺激,这些刺激的多变性和不可预知性使

该模型更接近人类每天面对的应激[20] 。
从图 4A 可见,53%的研究选择了 7 种刺激因

子。 使用刺激因子最少的是 5 种[21] ,最多是 12

种[17] 。 大多数研究每天随机抽取 1 种刺激因
子[22] ,每种刺激因子间隔 3 ~ 7

 

d[23] 。 纳入文献中共
涉及 16 种刺激因子,使用频率超过 50%的分别是禁

食、禁水、夹尾、冰水游泳、昼夜颠倒(图 4B)。
(1)饮食和饮水供应的调整

禁食、禁水、空瓶因操作简单,刺激效果明显,成
为最常用的因子。 通过归纳整理发现,禁食有单独禁

食(66. 7. %)和禁食禁水同时进行(33. 3%)两种类
型;禁水有单独禁水(66. 3%)和禁食禁水同时进行

(33. 7%) 两种类型。 单独禁食刺激时长以 24
 

h
(46. 4%)和 48

 

h(30. 4%)多见。 单独禁水的刺激时

长以 24
 

h(79. 2%)多见。 禁食禁水的刺激时长以 24
 

h(71. 4%)多见[24] 。 空瓶刺激在禁水之后使用,是为
了使动物更加饥渴和绝望,一般刺激时长为 1

 

h。
(2)居住环境的改变

居住环境的改变包括鼠笼倾斜、潮湿垫料、鼠
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笼水平晃动、噪声、气味刺激、拥挤居住、无垫料、换
笼、引入垫料。 鼠笼倾斜也是常用因子之一,大多

数研究倾斜角度为 45°,少数研究为 30°[16,25] ,刺激

时长多为 24
 

h,少数研究选择 12
 

h[26] 。 潮湿垫料

(即在垫料上晒水,直至浸润),刺激时长多为 24
 

h,
少数为 20

 

h[21] 。 有些实验将鼠笼倾斜与潮湿垫料

同时使用,刺激时长为 24
 

h[27-28] 。 鼠笼水平晃动通

过机器或手动使实验鼠达到不能站稳的程度,刺激

时长多为 15
 

min[29] ;机器一般频率为 160
 

Hz,刺激

时长为 5
 

min[30] 。 噪声刺激一般采用白噪声和超

声,刺激时长为 2 ~ 4
 

h[25-26] 。 气味刺激是将樟脑丸

等气味性强的物体放入鼠笼, 刺激时长多为 12
 

h[31] 。 拥挤居住是将 2 ~ 5 只实验鼠放置同一鼠笼

中,刺激时长为 2 ~ 3
 

h。 无垫料的刺激时长为 18
 

h。
换笼是改变居住环境的方法之一,刺激时长为 8

 

h。

注:A:CUMS 中刺激因子使用量;B:刺激因子使用频率。

图 4　 CUMS
 

刺激因子的选择与使用情况

Note.
 

A.
 

Amount
 

of
 

stimulant
 

used
 

in
 

CUMS.
 

B.
 

Frequency
 

of
 

stimulus
 

use.

Figure
 

4　 Selection
 

and
 

use
 

of
 

stimulating
 

factors

(3)昼夜节律的重新调整及光照性质改变

昼夜节律改变包括昼夜颠倒和夜间持续光

照[9,32] 。 频闪即光线有一定的闪动频率,一般为

120
 

beat / min[9] ,时长为 4
 

h[26] ,提及此刺激因子的

文献较少,不具参考意义。
(4)温度调整

温度变化包括冰水游泳、热应激。 冰水游泳的温

度一般为 4℃ [33] ,部分小鼠实验采用 8 ~ 10℃ [16] ,刺
激时长均为 5

 

min[34] 。 热应激是将实验鼠放入高温

的烘箱或水中, 一般温度为 45℃, 刺激时长为

5
 

min[35-36] ; 有些实验温度为 30℃, 刺激时长为

20
 

min[16] 。

(5)其余刺激方式

夹尾是指用夹子或者是止血钳一类物品夹在

距离尾根 1
 

cm 处,实验鼠刚发出哀叫声为最佳[37] ,
刺激时长一般为 1 ~ 3

 

min[38] 。 束缚即通过束缚桶、
塑料桶等物品限制实验鼠活动,刺激时长为 1 ~ 8

 

h。
电击一般是电击实验鼠足底,选用 36

 

V 或 1
 

mA 交

流电,每隔 1
 

min 刺激 1 次,持续 10
 

s,共 30 次[29] 。
强迫游泳、悬尾和社交等刺激因子的操作同行为学

实验。
2. 2. 4　 造模时长及治疗情况

如图 5A 所示,CUMS 造模时长最短为 14
 

d[39] ,
最长为 35

 

d[40] ,应用最广泛的是 21
 

d[30] 。 在验证

疗效文献中,治疗时间多选择“与造模同时开始”或

“造模结束后”(图 5B);治疗时长最短为 5
 

d[41] ,最
长为 35

 

d[40] ,应用最广泛的是 21 或 28
 

d(图 5C);
一般将盐酸氯米帕明、氟西汀、氟西汀结合雌激素

设为阳性对照药(图 5D)。 综合上述结果发现,推
荐后续研究采用“造模时长为 21

 

d,治疗与造模同

时开始,治疗时长为 28
 

d” 模式或 “ 造模时长为

21
 

d,造模结束后进行治疗,治疗时长 28
 

d”模式。
2. 3　 PDD 动物模型行为学评价

行为学主要评价实验动物与临床抑郁症标准

相关的表现,如情绪低落、快感缺乏、绝望等[42] 。
数据挖掘发现,旷场实验、糖水偏好实验、强迫游

泳实验是最常用的抑郁症行为学检测方法 ( 图

6) 。 旷场实验是基于探索的行为学检测方法,抑
郁程度越高的大(小) 鼠野外活动越少,其主要观
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注:A:造模时长;B:治疗开始时间;C:治疗时长;D:阳性对照药的选择。

图 5　 造模时长及治疗情况

Note.
 

A.
 

Molding
 

time.
 

B.
 

Treatment
 

start
 

time.
 

C.
 

Treatment
 

duration.
 

D.
 

Selection
 

of
 

positive
 

control
 

drugs.

Figure
 

5　 Duration
 

of
 

modeling
 

and
 

treatment

察指标为运动距离、站立次数、进入中央区的次数

和时间以及不动时间[43-44] 。 糖水偏好实验是基于

奖赏的行为学检测方法,其抑郁程度越高摄入糖

水量越少[43] 。 强迫游泳实验和悬尾实验是基于绝

望的行为学检测方法,抑郁程度越高的大(小) 鼠

不动时间越长[45] 。
2. 4　 PDD 动物模型评价指标

通过对相关文献归纳整理,PDD 动物模型制备

评价 指 标 包 括 表 观 指 标、 生 化 指 标 和 病 理 学

指标[6] 。
2. 4. 1　 表观指标

围绝经期制备成功的表观:不出现动情期反

应;皮毛色黄、无光泽,毛发易脱落。
抑郁症制备成功的表观:呈现抑郁状态;体重

减轻,食欲减退;参考旷场实验、糖水偏好实验、强
迫游泳实验的检测结果。
2. 4. 2　 生化指标

血清中雌二醇、黄体生成素、促卵泡素的含量

是判别围绝经期的关键生化指标。 模型制备成功

后,雌二醇水平下降,黄体生成素和促卵泡素的水

平上升。
血清和抑郁症发病关键脑区(海马)中多巴胺、

去甲肾上腺素、五羟色胺、促性腺激素释放激素的

含量是判别抑郁症的关键生化指标。 模型制备成

功后多巴胺、去甲肾上腺素、五羟色胺的水平下降,
促性腺激素释放激素水平升高。 同时通过检测五

羟吲哚乙酸、单胺氧化酶、色氨酸羟化酶的含量以

及表达进行验证[44] 。
2. 4. 3　 病理学指标

采用 HE 染色法,观察与围绝经期抑郁症相关

的下丘脑、海马、前额叶皮质、垂体、胸腺、脾、肾上

腺组织形态、子宫的病理变化。 模型制备成功后,
下丘脑、海马、前额叶皮质的神经细胞明显减少,包
浆固缩,神经突触减少,胶质细胞固缩;腺垂体的组

织细胞包浆减少,80%以上细胞核固缩,20%细胞嗜

酸性变;神经垂体组织明显空泡状,赫令氏体 100%
固缩或部分消失;胸腺皮质厚度变薄及皮质淋巴细

胞个数显著减少;脾小结明显缩小,淋巴细胞显著

减少,脾脏功能下降;肾上腺髓质消失,球状带呈条

索状,束状带和网状带多数细胞呈现大小不一空泡

变,部分细胞呈现萎缩状态;子宫萎缩,子宫内膜厚

度降低[6,44] 。
采用尼氏染色法观察海马和前额叶神经细胞

及尼氏小体形态结构。 模型制备成功后,海马和前

额叶中神经细胞数目减少,神经细胞胞浆内尼氏小

体总面积、积分光密度和平均黑度均降低[27,34] 。
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图 6　 PDD 行为学测试使用频率分布图

Figure
 

6　 Frequency
 

distribution
 

of
 

PDD
 

behavioral
 

test

3　 讨论

疾病动物模型制备是疾病机制研究和药物研

发过程中不可或缺的一环,可靠的动物模型能更好

贴合疾病的临床特征和生理指标,同时具有稳定性

和可重复性[45] 。 虽然 PDD 动物模型制备方法逐渐

趋于成熟,但 PDD 动物模型重复性差,主要源于

CUMS 方法复杂多样[46] 。 本文综述了有关 PDD 模

型动物选择、造模和治疗起始时间选择时长及治疗

情况、卵巢摘除手术、CUMS 刺激因子使用情况、行
为学检测等模型制备与评价的细节,优化模型制备

过程中的各个细节,以期提高 PDD 动物模型制备的

重复性。
造模优化建议如下:(1)模型动物选择:对于大

鼠,选择 SD 大鼠,卵巢摘除手术的大鼠一般选取 90
~ 120

 

d,因为成熟雌性大鼠的鼠龄为 65 ~ 75
 

d[47] ,
所以卵巢摘除手术的鼠龄选择 10 周龄以上最佳,体
重 200

 

g 以上;对于小鼠,KM 小鼠的使用频率明显

高于 C57BL / 6 和 ICR,若无特殊要求可以选取 KM
小鼠,20

 

g 左右;( 2) 造模方法:“ OVX + CUMS” 和

“OVX+CUMS+孤养”使用频率高于其他造模方法,
且造模成功率高,建议优先考虑这两种造模方法;
(3)造模分组:为减少实验鼠个体差异对实验的影

响,应基于行为学结果进行分组;(4) 卵巢摘除手

术:阴道涂片开始时间和检测天数需结合大(小)鼠

术后恢复情况而定,“ OVX
 

3
 

d 后开始阴道涂片检

测,连续检测 5
 

d”的形式较为常见,但不要盲目选

择,要视实验情况而定;(5) CUMS 刺激因子使用情

况:为保证刺激因子的可变性和不可预知性,刺激

因子最好选 7 ~ 10 种,保证每天有 1 ~ 2 种且 3 ~ 7
 

d
内不重复;(6)造模时长及治疗情况:造模时长选取

21 或 28
 

d 比较合适;治疗开始时间选取“与造模同

时开始”或“造模结束后”,治疗时长一般为 21 或 28
 

d,尽量使造模时长和治疗时长保持一致,阳性对照

药可选取氟西汀或氟西汀结合雌激素;(7)行为学

检测:大(小)鼠行为学检测首先要考虑旷场实验、
糖水偏好实验和强迫游泳实验,其他行为学实验根

据实验需求选取。
本研究通过文献梳理及数据分析,对 PDD 动物

模型的制备与评价进行整理比较,总结了常用的

PDD 动物模型造模方式及检测指标。 以期本文可

以为广大研究者日后建立更加经济易行、成模率更

高且更符合发病机理的动物模型提供参考。
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代谢性疾病病证结合动物模型的探讨与思考
任志鑫,王雨,张冰∗,林志健,巨珊珊

(北京中医药大学中药学院,北京　 102488)

　 　 【摘要】 　 目的　 为选择合理、可靠的动物种类、造模方式、评价体系的病证结合动物模型提供参考,为中医药

辨证论治提供可靠的病证结合动物模型。 方法　 系统检索 30 年来糖尿病、肥胖症、高脂血症、高血压、高尿酸血症

与痛风六大疾病相关病证结合动物模型的文献,收集和整理相关文献报道,归纳、总结动物相关参数、造模方式、证
型及评价体系。 结果　 收集到代谢性疾病病证结合动物模型的文献 243 篇,其中 132 篇涉及糖尿病(气阴两虚、湿
热困脾、阴虚内热、内热偏盛型);3 篇涉及肥胖症(脾虚湿阻型);9 篇涉及高脂血症(痰浊阻滞、气滞血瘀、气郁血

瘀型);7 篇涉及高尿酸血症及痛风(脾虚痰湿、瘀血、湿热蕴结型);92 篇涉及高血压(痰湿壅盛、肝阳上亢、肝火亢

盛型)。 实验动物以雄性大鼠应用最广泛(高尿酸血症及痛风多使用鹌鹑);造模方式有单因素、双因素及混合因素

复制病证结合动物模型;评价体系分别从病理指标(糖、脂代谢、血清生化、肝肾功能等)和一般状态(精神状态、活
动量、二便、舌色等)进行判定。 结论　 目前代谢性疾病相关的病证结合动物模型的造模方式及评价体系仍需进一

步完善,为中医药辨证论治提供可靠的病证结合动物模型,以期为深入研究中医药辨证论治创造条件。
【关键词】 　 代谢性疾病;病证结合;动物模型;数据挖掘
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【Abstract】 　 Objective 　 This
 

article
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

choosing
 

a
 

reasonable,
 

reliable
 

animal
 

species,
 

modeling
 

method
  

and
 

evaluation
 

index
 

system,
 

and
 

provides
 

a
 

reliable
 

animal
 

model
 

combining
 

disease
 

and
 

syndrome
 

for
 

Chinese
 

medicine
 

syndrome
 

differentiation. Methods　 We
 

systematically
 

searched
 

the
 

last
 

30
 

years
 

for
 

literature
 

on
 

animal
 

models
 

that
 

combine
 

a
 

disease
 

and
 

a
 

syndrome
 

for
 

six
 

diseases
 

related
 

to
 

diabetes
 

mellitus,
 

obesity,
 

hyperlipoidemia,
 

hypertension,
 

hyperuricemia,
 

and
 

gout.
 

Then
 

we
 

collected
 

and
 

organized
 

the
 

relevant
 

literature,
 

and
 

summarized
 

animal-
related

 

parameters,
 

modeling
 

method,
 

evidence
 

types
 

and
 

evaluation
 

systems. Results 　 Among
 

the
 

243
 

literatures
 

retrieved,
 

132
 

literatures
 

involved
 

diabetes.
 

The
 

syndromes
 

include
 

deficiency
 

of
 

both
 

qi
 

and
 

yin,damp
 

heat
 

trapped
 

spleen
 

type,
 

internal
 

heat
 

due
 

to
 

yin
 

deficiency,
 

excessive
 

internal
 

heat;
 

3
 

literatures
 

involved
 

obesity.
 

The
 

syndromes
 

include
 

Spleen
 

deficiency
 

dampness
 

resistance
 

type;
 

9
 

literatures
 

involved
 

hyperlipidemia.
 

The
 

syndromes
 

include
 

Phlegm
 

turbidity
 

blocking
 

type,
 

qi
 

stagnation
 

and
 

blood
 

stasis
 

type;
 

7
 

literatures
 

involved
 

hyperuricemia
 

and
 

gout.
 

The
 

syndromes
 

include
 

spleen
 

deficiency
 

phlegm
 

dampness
 

type,
 

blood
 

stasis
 

type
 

and
 

damp
 

heat
 

accumulation
 

type;
 

92
 

literatures
 

involved
 

hypertension.
 

The
 

syndromes
 

include
 

phlegm
 

dampness
 

essential,
 

hyperactivity
 

of
 

the
 

liver
 

yang
 

and
 

vigorous
 

liver
 

fire
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type.
 

Male
 

rats
 

(SD
 

rat,Wistar
 

rat)
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

most
 

widely
 

used
 

experimental
 

animals,
 

quail
 

is
 

also
 

applied
 

to
 

hyperuricemia
 

and
 

gout.
 

The
 

modeling
 

method
  

involved
 

are
 

mainly
 

single-factor,
 

dual-factor
 

and
 

hybrid-factor.
 

The
 

main
 

evaluation
 

method
  

of
 

creditial
 

card
 

combining
 

disease
 

and
 

syndrome
 

is
 

to
 

judge
 

and
 

characterize
 

animal
 

model
 

by
 

macroscopic
 

symptoms,
 

signs
 

( behavior
 

experiments,
 

mental
 

status,
 

livestock
 

manure,
 

tongue
 

images,
 

ect )
 

and
 

pathological
 

indicators
 

( glucolipid
 

metabolism,
 

serum
 

biochemistry,
 

liver
 

and
 

kidney
 

function,
 

ect) . Conclusions 　 The
 

current
 

modeling
 

method
  

and
 

the
 

main
 

evaluation
 

method
  

of
 

animal
 

models
 

that
 

that
 

combine
 

a
 

disease
 

and
 

a
 

syndrome
 

need
 

to
 

be
 

improved
 

to
 

provide
 

a
 

reliable
 

animal
 

model
 

combining
 

diseases
 

and
 

syndromes
 

for
 

Chinese
 

medicine
 

syndrome
 

differentiation
 

and
 

to
 

establish
 

conditions
 

to
 

study
 

Chinese
 

medicine
 

syndrome
 

differentiation.
【Keywords】　 metabolic

 

disease;
 

combination
 

of
 

prescription
 

and
 

syndrome;
 

animal
 

model;
 

data
 

mining
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　 　 近年来,随着人民生活水平的提高,代谢性疾

病的发病率呈上升趋势,严重威胁人类健康,包括

糖 尿 病 ( diabetes
 

mellitus, DM )、 高 脂 血 症

( hyperlipoidemia )、 高 尿 酸 血 症 ( hyperuricemia,
HUA)、 痛 风 ( gout )、 肥 胖 症 ( obesity )、 高 血 压

(hypertension,HTN)等。 中医药治疗代谢性疾病独

具优势,以辨证论治为治疗特色,不仅可以从宏观

角度对疾病的整体进行辨证论治,也可以从抑制炎

症因子、调控信号通路、调节代谢相关因子等微观

角度切入进行微观指标的考察[1] ,如代谢组学、蛋
白组学等检测方法。 而病证结合的动物模型是中

医药研究的基础,是沟通临床与基础研究的桥梁,
体现出不同医学体系对疾病的不同认识角度[2] 。
代谢性疾病病证结合动物模型研究较多,但目前的

研究对动物个体差异、证型演变及评价体系方面是

否健全、有无统一的标准存在一定局限。 本研究系

统地检索糖尿病、高血压、高脂血症、肥胖症、高尿

酸血症及痛风的病证结合动物模型,从动物品系、
性别、造模方式、指标评价体系等方面整理、归纳、
分析、总结病证结合动物模型的特点,为中药防治

代谢性疾病建立合理的、可靠的病证结合动物模型

奠定基础。

1　 方法

1. 1　 数据来源

本研究在中国期刊全文数据库 ( CNKI) 、中

国学术期刊数据库(万方) 、中国科技期刊数据库

( VIP)及 PubMed 数据库,对 1990
 

~
 

2021 年有

关糖尿病、肥胖症、高脂血症、高尿酸血症与痛

风、高血压的所有文献进行专业检索。 检索字段

定为篇关摘 AND 主题 NOT 篇名的检索形式。 篇

关摘即是在篇名、关键词、摘要范围内进行检索,
该检索方式相较主题词检索较精确,但对于精确

检索篇名、关键词及摘要内容更为丰富,适合本

文进行深入研究。 检索式以篇关摘检索:疾病

AND 证候 AND “ 中医证候” + “ 病证结合” + “ 证

候” + “ 证型” + “ 型” + “ 辨证分型” AND 主题检

索:动物模型 NOT 临床研究为基本格式确定各代

谢性疾病的检索策略( 如表 1) ,共检索到糖尿病

297 篇,肥胖症 6 篇,高脂血症 22 篇,高尿酸血症

及痛风 17 篇,高血压 150 篇。 发现相关英文文

献极少有证候模型的相关研究,筛选后没有符合

条件的论文,故文中没有纳入。
1. 2　 数据处理

将所查找到的数据导入 Note
 

Express 软件中,
去除重复,并排除不相关文献,排除标准如下:(1)
剔除综述、会议集、报纸等的文献;(2)剔除不涉及

造模方法的文献;(3) 剔除临床试验研究的文献。
流程如图 1 所示。

2　 结果

2. 1　 代谢性疾病相关的病证结合动物模型年发文

量统计

为整体把握代谢性疾病的病证结合动物模型

的年度数量变化,对检索到的 243 篇文献统计分析,
其中以糖尿病占比最高( 54%),肥胖症占比最少

(1%)(如图 2)。 病证结合的动物模型数量的疾病

由高到低依次为:糖尿病>高血压>高脂血症>高尿

酸血症及痛风>肥胖症(如图 3)。
2. 2　 代谢性疾病相关的病证结合动物模型情况

分析
 

病证结合动物模型是将西医的病与中医的证

结合诱导出的动物模型,既有中医整体观的优势,
又有西医病理生理的特点,故本研究针对代谢性疾

病相关病证结合动物模型的动物品系、造模方式、
指标评价等展开如下分析:
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表 1　 各代谢性疾病病证结合动物模型的检索式

Table
 

1　 Retrieval
 

formula
 

of
 

various
 

metabolic
 

disease
 

syndromes
 

combined
 

with
 

animal
 

models
疾病

Disease
　 　 　 　 　 　 篇关摘检索

　 　 　 　 　 　 Abstracts
 

search
主题检索

Subject
 

search
篇名检索

Title
 

search

糖尿病
Diabetes

(“糖尿病”
 

+
 

“2 型糖尿病”
 

+
 

“糖尿病”
 

+
 

“2 型”
 

+
 

“血糖控制”
 

+
 

“高血糖”
 

+
 

“消渴”)and(“阴虚热盛”
 

+
 

“气阴两虚”
 

+
 

“阴阳两虚”
 

+
 

“血瘀脉络”
 

+
 

“湿热
困脾”

 

+
 

“心络瘀滞”
 

+
 

“瘀阻脑络”
 

+
 

“肾络瘀阻”
 

+
 

“目络瘀滞”
 

+
 

“络空风
动”)
(“Diabetes”

 

+
 

“Type
 

2
 

diabetes”
 

+
 

“Diabetes”
 

+
 

“Type
 

2”
 

+
 

“Glycemic
 

control”
 

+
 

“ Hyperglycemia”
 

+
 

“Diabetes”)and(“Extreme
 

heat
 

with
 

yin
 

asthenia”
 

+
 

“Qi
 

and
 

Yin
 

deficiency”
 

+
 

“ Yin
 

and
 

Yang
 

deficiency”
 

+
 

“ Blood
 

stasis
 

in
 

collaterals
 

pattern”
 

+
 

“Dampness
 

heat
 

trapping
 

spleen”
 

+
 

“Stasis
 

of
 

the
 

heart
 

and
 

collateral”
 

+
 

“Syndrome
 

of
 

static
 

blood”
 

+
 

“ Kidney
 

collateral
 

stasis”
 

+
 

“ Eye
 

collateral
 

stasis”
 

+
 

“ Wind
 

in
 

the
 

air”)

肥胖症
Obesity

(“肥胖”
 

+
 

“肥胖症”
 

+
 

“腹部”
 

+
 

“腹型肥胖”
 

+
 

“向心性肥胖”
 

+
 

“中心性肥胖”
 

+
 

“超重”)and(“脾虚湿阻”
 

+
 

“脾肾两虚”
 

+
 

“肝郁气滞”
 

+
 

“阴虚内热”
 

+
 

“胃热
湿阻”)
(“Obesity”

 

+
 

“Obesity”
 

+
 

“Abdominal”
 

+
 

“Abdominal
 

obesity”
 

+
 

“Central
 

obesity”
 

+
 

“ Central
 

obesity ”
 

+
 

“ Overweight ”) and (“ Dampness
 

of
 

spleen
 

deficiency ”
 

+
 

“Spleen-kidney
 

deficiency”
 

+
 

“Liver
 

depression
 

and
 

Qi
 

stagnation”
 

+
 

“Yin
 

deficiency
 

and
 

internal
 

heat”
 

+
 

“Stomach
 

heat
 

and
 

damp”)

高脂血症
Hyperli-
poidemia

(“高脂血症”
 

+
 

“血脂异常”
 

+
 

“血脂过多”
 

+“降血脂”
 

+
 

“血脂障碍”
 

+
 

“血脂”
 

+
 

“原发性高脂血症”
 

+
 

“继发性高脂血症”
 

+
 

“混合型高脂血症”) and(“湿热郁
结”

 

+
 

“脾虚痰盛”
 

+
 

“胃热腑实”
 

+
 

“肝郁化火”
 

+
 

“脾肾两虚”
 

+
 

“气滞血瘀”
 

+
 

“气郁血瘀”)
(“Hyperlipoidemia”

 

+
 

“ Dyslipidemia ”
 

+
 

“ Hyperlipemia ”
 

+
 

“ Lipid-lowering ”
 

+
 

“ Dyslipidemia ”
 

+
 

“ Blood
 

lipid ”
 

+
 

“ Primary
 

hyperlipemia ”
 

+
 

“ Secondary
 

hyperlipidemia”
 

+
 

“ Mixed
 

hyperlipidemia”) and(“ Damp-heat
 

stagnation”
 

+
 

“ Spleen
 

deficiency
 

and
 

phlegm
 

excess”
 

+
 

“The
 

stomach
 

is
 

hot
 

and
 

the
 

inner
 

organs
 

are
 

solid”
 

+
 

“ Liver
 

stagnation
 

transforming
 

into
 

fire”
 

+
 

“Spleen-kidney
 

deficiency”
 

+
 

“Qi
 

stagnation
 

and
 

blood
 

stasis”
 

+
 

“Qi
 

stagnation
 

and
 

blood
 

stasis”)

高尿酸血
症及痛风

Hyperuricemia
 

and
 

gout

(“原发性痛风”
 

+
 

“无症状高尿酸血症”
 

+
 

“痛风性肾病”
 

+
 

“痛风性关节炎”
 

+
 

“高血尿酸”
 

+
 

“痹症”
 

+
 

“痹病”
 

+
 

“厉节风”
 

+
 

“痛风病”
 

+
 

“高尿酸”
 

+
 

“高血尿
酸症”

 

+
 

“高尿酸血症”
 

+
 

“痛风性炎症”
 

+
 

“尿酸性肾病”
 

+
 

“痛风石”
 

+
 

“尿酸盐
沉积”

 

+
 

“痛风”)and(“风湿热痹”
 

+
 

“风寒湿痹”
 

+
 

“痰瘀痹阻”
 

+
 

“肝肾亏虚”
 

+
 

“脾虚湿盛”
 

+
 

“气滞血瘀”
 

+
 

“湿热蕴结”
 

+
 

“痰热阻滞”
 

+
 

“痰浊阻滞”
 

+
 

“肝肾
阴虚”

 

+
 

“痰浊内阻”
 

+
 

“湿热壅盛”
 

+
 

“瘀血阻络”
 

+
 

“肝肾不足”
 

+
 

“湿浊内蕴”
 

+
 

“湿浊滞留”
 

+
 

“脾肾气虚”
 

+
 

“脾肾两虚”
 

+
 

“肝肾气滞”
 

+
 

“脾虚痰湿”)
(“Primary

 

gout”
 

+
 

“Asymptomatic
 

hyperuricemia”
 

+
 

“ Gouty
 

nephropathy”
 

+
 

“ Gouty
 

arthritis”
 

+
 

“High
 

blood
 

uric
 

acid”
 

+
 

“Arthralgia”
 

+
 

“Bi
 

syndrome”
 

+
 

“Fierce
 

wind”
 

+
 

“ Gout
 

disease”
 

+
 

“ High
 

uric
 

acid”
 

+
 

“ Hyperuricemia”
 

+
 

“ Hyperuricemia”
 

+
 

“ Gouty
 

inflammation”
 

+
 

“Uric
 

acid
 

nephropathy”
 

+
 

“Tophus”
 

+
 

“Urate
 

deposition”
 

+
 

“Gout”)and(“ Wind-damp-heat
 

arthralgia”
 

+
 

“ Wind-Cold
 

and
 

fixed
 

impediment”
 

+
 

“Phlegm
 

and
 

blood
 

stasis”
 

+
 

“ Liver-kidney
 

deficiency”
 

+
 

“ Spleen
 

deficiency
 

and
 

dampness
 

excess ”
 

+
 

“ Qi
 

and
 

blood
 

stagnation ”
 

+
 

“ Damp-heat
 

stagnation ”
 

+
 

“Obstruction
 

of
 

phlegm-heat”
 

+
 

“ Phlegm-turbidity
 

obstruction”
 

+
 

“ Yin
 

deficiency
 

of
 

liver
 

and
 

kidney ”
 

+
 

“ Turbid
 

phlegm
 

and
 

internal
 

obstruction ”
 

+
 

“ Damp-heat
 

accumulation”
 

+
 

“Static
 

blood
 

blocking
 

collaterals”
 

+
 

“Liver
 

and
 

kidney
 

deficiency”
 

+
 

“Turbid
 

dampness
 

stagnation”
 

+
 

“ Wet
 

and
 

turbid
 

retention”
 

+
 

“ Spleen-Kidney
 

Qi
 

deficiency”
 

+
 

“ Spleen-kidney
 

deficiency ”
 

+
 

“ Liver
 

and
 

kidney
 

Qi
 

stagnation ”
 

+
 

“Spleen
 

deficiency
 

and
 

phlegm
 

dampness”)

高血压
Hypertension

(“高血压”
 

+
 

“高血压病”
 

+
 

“原发性高血压”
 

+
 

“阳亢”
 

+
 

“眩晕”
 

+
 

“头痛”)and
(“肝阳上亢”

 

+
 

“肝肾阴虚”
 

+
 

“痰饮内停”
 

+
 

“肾阴亏虚”
 

+
 

“阴虚阳亢”
 

+
 

“痰
湿壅盛”

 

+
 

“肝火亢盛”
 

+
 

“阴阳两虚”
 

+
 

“痰瘀互结”
 

+
 

“气虚血瘀”)
(“Hypertension”

 

+
 

“ Hypertensive
 

disease”
 

+
 

“ Essential
 

hypertension ”
 

+
 

“ Yang
 

hyperactivity”
 

+
 

“ Vertigo”
 

+
 

“ Headache”) and(“ Liver-Yang
 

hyperactivity”
 

+
 

“ Yin
 

deficiency
 

of
 

liver
 

and
 

kidney”
 

+
 

“ Congestion
 

of
 

fluid-retention”
 

+
 

“ Deficiency
 

of
 

kidney
 

Yin ”
 

+
 

“ Yin
 

deficiency
 

and
 

Yang
 

hyperactivity ”
 

+
 

“ Phlegm-dampness
 

syndrome”
 

+
 

“Hyperactive
 

liver
 

fire”
 

+
 

“Deficiency
 

of
 

Yin
 

and
 

Yang”
 

+
 

“Phlegm
 

and
 

stasis
 

binding”
 

+
 

“Qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis”)

“中医证候”
 

+
 

“病证结合”
 

+
 

“证候”
 

+
 

“ 证
型”

 

+
 

“ 型”
 

+
 

“辨证分型”
“Traditional

 

Chinese
 

medicine
 

syndromes”
 

+
 

“Combining
 

disease
 

and
 

syndromes”
 

+
 

“Syndrome”
 

+
 

“Type
 

of
 

syndrome”
 

+
 

“Type”
 

+
 

“Differentiation
 

syndrome”

“动物模
型”

 

+
 

“大
鼠”

 

+
 

“小
鼠”

 

+
 

“鼠”
“Animal

 

models”
 

+
 

“Rat”
 

+
 

“Mouse” +
“Rodent”

“进展”
 

+
 

“临
床”

 

+
 

“疗效”
 

+
 

“Meta 分
析”

 

+
 

“近况”
 

+
 

“例”
 

+
 

“现
状”
“Advance”

 

+
 

“Clinic”
 

+
 

“Efficacy”
 

+
 

“Meta
 

analysis”
 

+
 

“Recent
 

developments”
 

+
 

“Case”
 

+
 

“Status”
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图 1　 文献筛选结果

Figure
 

1　 Document
 

screening
 

result

图 2　 各代谢性疾病病证结合动物模型占比分布

Figure
 

2　 Percentage
 

distribution
 

of
 

animal
 

model
 

combining
 

disease
 

and
 

syndrome
 

related
 

to
 

metabolic
 

diseases

图 3　 1990
 

~
 

2021 年代谢性疾病相关的病证结合动物模型年发文量统计

Figure
 

3　 Animal
 

model
 

combining
 

disease
 

and
 

syndrome
 

related
 

to
 

metabolic
 

diseases
 

in
 

1990
 

~
 

2021
 

annual
 

number
 

of
 

documents
 

issued
 

statistic
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表 2　 糖尿病相关病证结合动物模型的现状

Table
 

2　 Current
 

status
 

of
 

animal
 

models
 

for
 

the
 

combination
 

of
 

diabetes-related
 

pathologies
物种

Species
造模方式

Modeling
 

mode
证型

Syndrome
 

type
外观体征

Appearance
 

signs
疾病指标

Disease
 

indicators

SD 大鼠
SD

 

rats
链脲佐菌素(65

 

mg / kg)
STZ(65

 

mg / kg)

早期内热偏盛兼有阳
虚,3

 

~
 

5 周气阴两
虚,10 周阴阳两虚[8]

Early
 

stage
 

of
 

internal
 

heat
 

with
 

Yang
 

deficiency,
 

3
 

~
 

5
 

weeks
 

for
 

Qi
 

and
 

Yin
 

deficiency,
 

10
 

weeks
 

for
 

Yin
 

and
 

Yang
 

deficiency[8]

体重、食 / 水量、尿量、粪便性状、毛色
毛态、行为状态、舌、爪、鼻 RGB 值、自
主活动能力
Body

 

weight,
 

food
 

intake,
 

water
 

consumption,
 

urine
 

output,
 

fecal
 

properties,
 

hair
 

color
 

and
 

hair
 

state,
 

behavioral
 

status,
 

RGB
 

value
 

of
 

tongue,
 

claw
 

and
 

nose,
 

ability
 

to
 

move
 

independently

空腹血糖、环磷酸腺苷、环磷
酸鸟苷、皮质醇、游离三碘甲
状腺原氨酸、游离四碘甲状腺
原氨酸
Fasting

 

plasma
 

sugar,
 

cyclic
 

adenosine
 

monophosphate,
 

cyclic
 

guanosine
 

monophosphate,
 

cortisol,
 

free
 

triiodinothyroiine,
 

free
 

tetraiodothyronine

SD 大鼠
SD

 

rats

高脂饲料+左旋甲状腺素
0. 2

 

mg / (kg·d)
 

+
 

链脲佐
菌素(25

 

mg / kg)
High-fat

 

feed
 

+
 

levothyroxine
 

0. 2
 

mg / ( kg
·d)

 

+
 

STZ(25
 

mg / kg)

阴虚内热型[9]

Yin
 

deficiency
 

and
 

internal
 

heat
 

type[9]

神态行为、背部温度、大便情况、舌 / 爪
色、活动量
Appearance

 

and
 

behavior,
 

back
 

temperature,
 

stool
 

condition,
 

tongue /
claw

 

color,
 

activity
 

volume

血糖
Glu

ICR 小鼠
ICR

 

mouse

高脂饲料
 

+
 

链脲佐菌素
(120

 

mg / kg)
high-fat

 

feed
 

+
 

STZ ( 120
 

mg / kg)

湿热困脾型[10]

Damp
 

heat
 

trapped
 

spleen
 

type[10]

体重、尿量、饮水量、精神状态,、活动
量
Body

 

weight,
 

urine
 

volume,
 

water
 

consumption,
 

mental
 

state,
 

activity
 

volume

血糖、糖耐量
Glu,

 

glucose
 

tolerance

ICR 小鼠
ICR

 

mouse

STZ(40
 

mg / kg)
 

+
 

附子 ∶
干姜 ∶肉桂1 ∶1 ∶1水煎液
STZ(40

 

mg / kg)
 

+
 

aconite ∶
dried

 

ginger ∶ cinnamon(1 ∶1
∶1)water

 

decoction

早期热盛型、中晚期
气阴两虚型[11]

Early
 

heat-rich
 

type,
 

middle
 

and
 

late
 

stage
 

Qi
 

and
 

Yin
 

deficiency
 

type[11]

活动次数、粪便性状、眼神、体重、食 /
水 / 尿量、肛温
Number

 

of
 

activities,
 

fecal
 

properties,
 

eyes,
 

body
 

weight,
 

food
 

intake,
 

water
 

consumption,
 

urine
 

output,
 

anal
 

temperature

空腹血糖,胰岛素
Fasting

 

plasma
 

sugar,
 

insulin

KK-Ay 小鼠
KK-Ay

 

mouse
高脂饲料
High-fat

 

feed

气阴两虚型[12]

Qi
 

and
 

Yin
 

deficiency
 

type[12]

体重、尿量、精神状态、食 / 水量、抓力、
舌像 GB 值、脉搏幅度
Body

 

weight,
 

urine
 

output,
 

mental
 

state,
 

food
 

intake,
 

water
 

consumption,
 

grip,
 

GB
 

value
 

on
 

the
 

tongue,
 

pulse
 

amplitude

尿微白蛋白 / 肌酐、血糖
Urine

 

albumin / creatinine,
 

Glu

2. 2. 1　 糖尿病相关的病证结合动物模型

临床上Ⅱ型糖尿病早期为热盛伤津、肝郁脾

虚、痰浊中阻、湿热蕴结型;中期为肺肾阴虚、脾气

亏虚、脾肾气虚型; 晚期为肝肾阴虚、 阴阳两虚

型[3] ,已有的病证结合动物模型主要有:气阴两虚

型、内热偏盛型、湿热困脾型和阴虚内热型的模型

(表 2),并针对该疾病模型发现在一个疾病的不同

阶段表现不同的证候,符合临床糖尿病早、中、晚期

分型。
目前糖尿病病证结合动物模型多采用疾病因

素 与 证 候 因 素 相 叠 加 造 模, 链 脲 佐 菌 素

(Streptozotocin,
 

STZ)对动物的胰岛 β 细胞有选择

性的破坏作用,饲喂高脂高糖饲料是从病理、生理

角度接近人类糖尿病的动物模型。 采用多次小剂

量注射 STZ 可降低动物死亡率, 观察到其疾病

0
 

~
 

3 周出现内热偏盛型,3 周后兼有阳虚证、气虚

证,10 周表现出阴阳两虚证,该模型提示证候存在

经时自然演变过程,为中医证候模型研究提供一种

思路,也为中医辨证用药研究提供一种证候模型,
但造模周期长。 联合其他造模因素可缩短其成模

时间,如:多次小剂量 STZ 注射 4 周,加食高糖高脂

饲料至 14 周较好地反映了Ⅱ型糖尿病气阴两虚证

模型的研究[4] ,该模型简单、可操作;连续 9
 

d 注射

STZ,同时灌胃温热药物,分别在 14
 

d 出现阴虚热盛

症状,35
 

d 出现气阴两虚症状;高脂高糖饮食、注射

STZ 结合耗气伤阴中药水煎剂 4 周,可制备气阴两

虚证糖尿病[5] ,以益气补阴方反证,具有明显的改

善作用,该模型可缩短单纯高脂高糖饮食制备周期

长的问题;高脂饲料联合小剂量注射 3 周 STZ 基础

上,注射 1 周拮抗胰岛素的激素药物,增加体内各组

织代谢活性,制备了内分泌性糖尿病动物模型,该
模型模拟了阴虚内热型的证候,造模周期短、成本
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低、动物死亡率低。 采用自发性糖尿病小鼠,KK-Ay
小鼠模型从发病(12 周) ~ 20 周是气阴两虚证的最

佳周期,基因缺陷型动物模型在代谢途径中建立生

物模型具有稳定性,如 db 小鼠是自发性Ⅱ型糖尿病

模型,其生理与行为特征与人类Ⅱ型糖尿病的表现

极为相似,但是成本较高,应用方面受到了一定限

制。 传统方式摘除单肾与“行为学”干预建立的糖

尿病肾病病证结合动物模型[6] ,成本低、耗时短,但
操作复杂,证候因素与疾病因素相叠加也增加了模

型的不稳定性。 目前已有的病证结合模型多是通

过物理、化学、手术等因素诱导下模拟,与机体自身

或某种疾病状态下的自然演变差异大。 而中医药

强调整体观,不同时期存在不同的证候。 单一指标

难以体现证候的动态性,运用现代科技手段,将微

观与宏观指标相结合,体现“病-证”结合的特点,通
过采用方药的多靶点、多效应的反证优势综合判定

证候的动态性[7] 。
2. 2. 2　 肥胖症相关的病证结合动物模型

临床上肥胖症证型分为脾虚湿阻、脾肾两虚、
肝郁气滞、阴虚内热、胃热湿阻型五大类[13] 。 目前

肥胖症的造模方式主要模拟临床发病病因,采用饮

食联合环境因素造模,观察到模型动物中医证候为

临床最常见的脾虚湿阻型(表 3)。
采用“饮食因素”、“高脂饮食+湿邪因素”等营

养性肥胖的造模方式,通过改变摄入量,影响其内

分泌。 研究发现单纯性肥胖模型复制成功的基础

上出现脾虚湿阻证,该模型模拟临床脾虚湿阻型单

纯性肥胖,而胰岛素抵抗或去卵巢大鼠模型或引起

代谢紊乱的复合肥胖模型也有相应的研究,如林志

健[14]采用高嘌呤食饵建立高尿酸血症合并腹型肥

胖病证结合鹌鹑模型,“四诊”合参分析该模型具有

“脾虚痰湿”证型。
针对疾病模型的选择方面,不仅可以采用饮食

因素诱导,也可对目前较为主流的瘦素缺陷型肥胖

小鼠等基因缺陷型模型展开研究,对已有的脾虚湿

阻型单纯性肥胖应开展进一步药理药效、病理机制

等研究,为临床助力,而对单纯性肥胖所表现的其

他证候尚未涉足,应结合中医理论建立证候模型,
并将四诊信息应尽量实现定量分析,对精神状态、
毛色、运动能力等指标也可采用量表的方法进行量

化分析[15] 。

表 3　 肥胖症相关病证结合动物模型的现状

Table
 

3　 Current
 

status
 

of
 

animal
 

models
 

for
 

the
 

combination
 

of
 

obesity-related
 

pathologies
物种

Species
造模方式

Modeling
 

mode
证型

Syndrome
 

type
外观体征

Appearance
 

signs
疾病指标

Disease
 

indicators

C57BL / 6N
小鼠
C57BL / 6N

 

mouse

高脂饲料+水湿垫
料(50

 

g 垫料加水
100

 

mL)
High-fat

 

feed
 

+
 

Water
 

wet
 

bedding
 

( 50
 

g
 

of
 

bedding
 

with
 

100
 

mL
 

of
 

water)

脾虚湿阻型[16]

Spleen
 

deficiency
 

and
 

dampness
 

obstruction
 

type[16]

精神状态、疲劳值、食 / 水量、粪便
含水量、体重、体长、腰围、Lee’ s 指
数
Mental

 

state,
 

fatigue
 

value,
 

food
 

intake,
 

water
 

consumption,
 

fecal
 

water
 

content,
 

body
 

weight,
 

body
 

length,
 

waist
 

circumference,
 

Lee’ s
 

index

血糖、总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆
固醇、高密度脂蛋白胆固醇、脂肪分布体积、
极低密度脂蛋白
Glu,

 

total
 

cholesterol,
 

triglyceride,
 

low-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

high-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

fat
 

distribution
 

volume,
 

very
 

low
 

density
 

lipoprotein

SD 大鼠
SD

 

rats

高脂饲料
 

+
 

冰糖
水每只 2

 

mL / d
 

+
 

游泳
High-fat

 

feed
 

+
 

Ice
 

sugar
 

water
 

2
 

mL / d
 

+
 

swimming

脾虚湿阻型[17]

Spleen
 

deficiency
 

and
 

dampness
 

obstruction
 

type[17]

体重、舌质
Body

 

weight,
 

tongue
 

quality

总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇、
高密度脂蛋白胆固醇、肌酐、谷丙转氨酶、谷
草转氨酶、肠肽激素、胃动素
Total

 

cholesterol,
 

triglyceride,
 

low-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

high-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

creatinine,
 

alanine
 

transaminase,
 

aspartate
 

transaminase,
 

enteropeptide
 

hormone,
 

gastrodin

2. 2. 3　 高脂血症相关的病证结合动物模型

高脂血症是指血脂异常升高,证型包括痰浊内

阻、脾虚湿盛、气滞血瘀、肝肾阴虚型[18] 。 目前高脂

血症相关的病证结合动物模型主要为痰浊阻滞、气滞

血瘀、气郁血瘀型(表 4),符合中医理论中膏脂粘滞

致气血运行阻滞,引起脂浊,是高脂血症的始动因素。
高脂饲料引起大鼠自身调节胆固醇能力变差,

诱发痰浊阻滞型高脂血症。 分析现有模型,过食高

脂饮食 4 周,并通过化浊调脂方给药 4 周观察对大

鼠的血脂代谢及外观体征的改善,可判定痰浊阻滞

证型,该模型适用于临床上饮食不节、过食肥甘饮

食导致痰浊内生。 灌胃脂肪乳剂摄入量均一,8 周

可有效引起大鼠脂代谢紊乱,同时灌胃第 3 周尾静

脉一次性注射小牛血清蛋白,结合连续冰水浴 5 周
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的方式能引起气滞血瘀的症状。 该造模方法成模

均匀、模拟了临床气滞血瘀证的病因病机,但周期

长、操作繁琐且工作量大。 结合行为学干预(如使

其处在激怒、争斗状态),与临床情志失调,导致脾

虚气结;夹尾实验结合饮食造模 8 周可出现与临床

气郁血瘀证候相似的模型;电、光等应急刺激后大

鼠的外观体征与临床气滞血瘀证的表征相似,可持

续 6 周,第 9 周给予药物治疗可明显改善表征,但周

期长、操作繁琐,且长期处于不间断的刺激环境,增

加了紧张、焦虑的情绪,影响正常进食及活动。 目

前研究发现 ApoE- / -转基因小鼠,在高脂高胆固醇饮

食下,加速高脂血症的发生,可节约造模时间。
通过以脂代谢相关指标既可以确定疾病模型

的建立,同时也对痰浊证候有一定的阐释作用,将
与疾病相关的生化指标纳入证候的诊断指标,强调

了中医“病-证”整体观的概念,通过采用不同的理

化指标组合变化模式来更好的体现证候的属性

特点[19] 。

表 4　 高脂血症相关病证结合动物模型的现状

Table
 

4　 Current
 

status
 

of
 

combined
 

animal
 

models
 

of
 

hyperlipidemia-related
 

pathologies
物种

Species
造模方式

Modeling
 

mode
证型

Syndrome
 

type
外观体征

Appearance
 

signs
疾病指标

Disease
 

indicators

Wistar
大鼠
Wister

 

rats

高脂饲料
High-fat

 

feed

痰浊阻滞型[20]

Phlegm
 

blocking
 

type[ 20]

体重、腹围、体长、Lee’ s 指
数
Body

 

weight,
 

abdominal
 

circumference,
 

body
 

length,
 

Lee’s
 

index

总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固
醇、高密度脂蛋白胆固醇
Total

 

cholesterol,
 

triglyceride,
 

low-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

high-density
 

lipoprotein
 

cholesterol
 

Wistar
大鼠
Wister

 

rats

冰水浴
 

+
 

小牛血清蛋白( 468. 75
 

mg / kg)
 

+
 

脂肪乳
Ice

 

bath
 

+
 

calf
 

serum
 

protein ( 468.
75

 

mg / kg)
 

+
 

fat
 

milk

气滞血瘀型[21]

Qi
 

stagnation
 

and
 

blood
 

stasis
 

type[ 21]

体重、食量、舌质、活动量
Body

 

weight,
 

food
 

intake,
 

tongue
 

quality,
 

activity
 

volume

总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固
醇、高密度脂蛋白胆固醇、凝血酶原时间、
纤维蛋白原
Total

 

cholesterol,
 

triglyceride,
 

low-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

high-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

prothrombin
 

time,
 

fibrinogen

SD
大鼠
SD
 

rats

高脂饲料
 

+
 

维生素 D3 ( 600000
 

IU / kg)
 

+
 

应激刺激(声光、30 ~ 35
 

V 电压)
High-fat

 

feed
 

+
 

vitamin
 

D3( 600000
 

IU / kg)
 

+
 

stressful
 

stimuli ( sound,
 

light,
 

30
 

~
 

35
 

V)

气滞血瘀型[22]

Qi
 

stagnation
 

and
 

blood
 

stasis
 

type[22]

自发活动、 舌质、 舌苔、 毛
质、体重
Spontaneous

 

activities,
 

tongue
 

quality,
 

tongue,
 

hair
 

quality,
 

body
 

weight

纤维蛋白原、尿素氮、肌酐、低密度脂蛋白
胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇、总胆固醇、
凝血酶原时间、活化部分凝血活酶时间、全
血黏度低、中、高切
Fibrinogen,

 

blood
 

urea
 

nitrogen,
 

creatinine,
 

low-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

high-
density

 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

total
 

cholesterol,
 

prothrombin
 

time,
 

activated
 

partial
 

thromboplastin
 

time,
 

whole
 

blood
 

viscosity( low / middle / high
 

shear)
 

SD
大鼠
SD

 

rats

高脂饲料+维生素 D( 60
 

0000
 

U /
kg)

 

+
 

夹尾巴(45
 

min)
High-fat

 

feed
 

+
 

vitamin
 

D( 60
 

0000
 

U / kg)
 

+
 

tail
 

(45
 

min)

气郁血瘀型[23]

Stagnation
 

of
 

Qi
 

and
 

blood[ 23]
精神状态、毛质
Mental

 

state,
 

hair
 

quality

总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固
醇、高密度脂蛋白胆固醇
Total

 

cholesterol,
 

triglyceride,
 

low-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

high-density
 

lipoprotein
 

cholesterol

2. 2. 4　 高尿酸血症与痛风相关的病证结合动物

模型

《中医病证诊断疗效标准》将痛风的证候分为:
湿热蕴结、瘀热阻滞、痰浊阻滞、肝肾阴虚型[24] 。 目

前的高尿酸血症病证结合动物模型有脾虚痰湿、瘀
血型,痛风病病证结合动物模型为湿热蕴结型(见

表 5)。
张冰等[25]等观察到高尿酸血症鹌鹑的行为学

表现及舌质变化,发现其病理改变与中医理论认识

有相似之处。 分析现有模型,高嘌呤饮食增加尿酸

前体物质生成,引起高尿酸血症,选择与人类尿酸

代谢途径相似的鹌鹑为实验动物,高果糖造模 28 d
后出现与临床“脾虚痰湿”证相似的症状,选取健脾

利湿的中药菊苣以药反证,对该模型的证候进一步

验证;腺嘌呤导致肾脏损伤,阻碍尿酸排泄,引起高

尿酸血症,发现血府逐瘀汤改善作用最显著,推断

血瘀可能是该模型的证候特点。 采用连续高脂高

糖饮食 15 d、湿热环境下 5 d 的复合干预因素建立

符合痹症湿热蕴结型的诊断标准的证候模型,在证

候模型上踝关节注射尿酸钠(monosodium,MSU),该
方法虽然处于高尿酸血症状态下,且简单、成模率

高,但其外源性注射 MSU 容易引起特异质炎症反
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应,模型容易消退。 没有在本质上模拟临床人类发

病特征,忽略了痛风具有进展性、全过程的性质。
目前逐渐认识到高尿酸血症和痛风是一个疾

病的不同阶段,而从整体认识高尿酸血症和痛风

的病证结合动物模型亟待建立,以中医角度进一

步阐释高尿酸血症和痛风之间的关系。 优化指标

体系,如“热” 的生理机制与血浆内皮素和降钙素

基因相关肽的反馈调节密切相关[26] ;对于脾虚型

痛风,D-木糖可作为脾虚证实验室指标可作为诊

断证候的重要指标[27] ,但不能完全代表临床表征,
研究证的本质还应结合动物的表征,寻找四诊量

化的新方法。

表 5　 高尿酸血症与痛风相关病证结合动物模型的现状

Table
 

5　 Current
 

status
 

of
 

combined
 

animal
 

models
 

of
 

hyperuricemia
 

and
 

gout-related
 

pathologies
物种

Species
造模方式

Modeling
 

mode
证型

Syndrome
 

type
外观体征

Appearance
 

signs
疾病指标

Disease
 

indicators

SD
大鼠
SD

 

rats

果糖水
Fructose

 

water

脾虚痰湿型[28]

Spleen
 

deficiency
 

phlegm
 

dampness
 

type[ 28]

体重、运动能力、舌象 RI 值、
尿量
Body

 

weight,
 

athletic
 

ability,
 

RI
 

value
 

on
 

the
 

tongue,
 

urine
 

output

血尿酸
Serum

 

uric
 

acid

SD
大鼠
SD

 

rats

蜂蜜水、油脂与无水乙醇交替
服用

 

+
 

智能气候箱
 

+
 

注射
MSU
Hydromel,

 

oil
 

alternating
 

with
 

anhydrous
 

ethanol
 

+
 

smart
 

climate
 

box
 

+
 

injection
 

MSU

湿热蕴结型[29]

Dampness
 

and
 

heat
 

accumulation
 

type[ 29]

精神状态、毛质、食 / 水量、小
便颜色、大便性状、步态评分
Mental

 

state,
 

hair
 

quality,
 

food
 

intake,
 

water
 

consumption,
 

urine
 

color,
 

stool
 

properties,
 

gait
 

scoring

白介素 6、白介素 1β、肿瘤坏死因
子 α
Interleukin-6,

 

interleukin-1β,
 

tumour
 

necrosis
 

factor-α

Wistar
大鼠
Wister

 

rats

腺嘌呤 100
 

mg / kg
 

+
 

盐酸乙胺
丁醇 250

 

mg / kg
Adenine

 

100
 

mg / kg
 

+
 

ethambutol
 

hydrochloride
 

tablets
 

250
 

mg / kg

瘀血型[30]

Blood
 

stasis
 

type[ 30]
体重
Body

 

weight

血尿酸、甘油三酯、高密度脂蛋
白、胰岛素、血糖、肌酐、尿素氮
Serum

 

uric
 

acid,
 

triglyceride,
 

high-
density

 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

insulin,
 

Glu,
 

creatinine,
 

blood
 

urea
 

nitrogen

迪法克
鹌鹑
Difake

 

quails

酵母粉
Yeast

 

powder

脾虚痰湿型[31]

Spleen
 

deficiency
 

phlegm
 

dampness
 

type[ 31]

舌色、粪便性状、毛质、粪尿湿
重、干重、水分含量、体重
Tongue

 

color,
 

fecal
 

properties,
 

hair
 

quality,
 

fecaluria,
 

dry
 

weight,
 

moisture,
 

body
 

weight

血尿酸
Serum

 

uric
 

acid

2. 2. 5　 高血压相关的病证结合动物模型

高血压属于中医“眩晕”、“头痛”的范畴,临床

上高血压的辨证分型包括气血亏虚、阴虚阳亢、肝
火亢盛、气虚血瘀、痰湿壅盛、混合型[32] 。 目前病证

结合动物模型有阴虚阳亢、肝火亢盛、肝阳上亢型

兼瘀血证、痰湿壅盛、肝亢痰滞型(见表 6),根据不

同的造模方式所表现不同的证候与临床不同发病

病因的高血压所表现的证候相一致,造模因素全

面,贴近临床研究。
自发性高血压大鼠( spontaneously

 

hypertensive
 

rats,SHR)应用最广,是研究高血压发病机制和筛选

降压药物的理想动物模型,该模型 14
 

~
 

18 周龄以

阳亢为主要证候[33] ,该模型适用于对原发性高血压

发病机制的探讨。 通过对该疾病模型物理、化学、
手术等因素造模导致不同的证候出现,如:对 SHR
大鼠灌胃附子汤及高脂饲料连续 8 周后,表现出肝

阳上亢及痰湿证;电刺激对 SHR 大鼠三叉神经节引

起的偏头痛与瘀血型临床表征相似,造模时间短,

开颅时导致的出血符合外伤瘀血模型;以颈内动脉

两次注入月桂酸钠损伤 SHR 大鼠脑内微小动脉血

管内皮的方式,联合长期激怒法模拟临床阴虚阳

亢、瘀血阻络的发病特点及病理改变,但手术过程

复杂、难度较高、动物价格昂贵且饲养要求高。 满

足以病统证的情况下多种证型的研究,考虑造模因

素全面,贴近临床研究。 灌胃附子汤是模拟临床肝

阳上亢型高血压动物模型的方式,简单、经济,持续

4 周可引起肝阳上亢症状,具有病理生理相结合的

病证结合模型优势,其机制可能与降低血浆 Ang
 

Ⅱ水平有关。 局部注射聚桂醇注射液联合灌胃附

子汤 3 周,可制造大鼠颈性眩晕的肝阳上亢模

型[34] ;夹闭大鼠左肾动脉 2 周加灌胃附子汤 4 周

可诱导出肝阳上亢证高血压病,与临床肝阳上亢

证的症状相一致[35] ,但其在手术过程中存在操作

复杂、极易导致动物死亡等问题,并且其形成的高

血压主要是肾血管性高血压,与人类高血压发病

情况不相符合。 高脂高糖饮食法操作简单、安全
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性高,模型表现出的症状符合临床痰湿壅盛型的

症状,证候成模率高,但病证结合的成模率较低,
停止喂食后可自行恢复,且造模时间长( 分别为

16、25 周[36] ) 。
高血压动物模型包括遗传、手术干预或药物诱

导等方式,其具备高血压临床特征,实质发病过程

与人类自发高血压病程有一定的差距,而饮食诱导

的成模率低,因此,将各因素结合造模,寻找一种稳

定可靠的高血压病证结合动物模型亟待解决。 在

不同证候下指标存在复杂的关系,应对实验室指标

与证候指标进行相关性分析,为探讨中医药治疗高

血压的作用机理奠定基础。

表 6　 高血压相关病证结合动物模型的现状

Table
 

6　 Current
 

status
 

of
 

combined
 

animal
 

models
 

for
 

hypertension-related
 

pathologies
物种

Species
造模方式

Modeling
 

mode
证候分型

Syndrome
 

type
外观体征

Appearance
 

signs
疾病指标

Disease
 

indicators

电刺激
Electrical

 

stimulation

肝阳 上 亢 型 兼 瘀 血
型[37]

Hyperactive
 

liver
 

Yang
 

with
 

blood
 

stasis[ 37]

咀嚼肌收缩力、精神状态、毛质、双眼
结膜颜色、易激惹程度、舌质
Masticatory

 

muscle
 

contractility,
 

mental
 

state,
 

hair
 

quality,
 

bilateral
 

conjunctival
 

color,
 

irritability,
 

tongue
 

quality

收缩压、5-羟色胺、降钙素基因相关
肽
Systolic

 

blood
 

pressure,
 

5-hydroxytryp
 

amine,
 

calcitonin
 

gene-related
 

peptide

SHR 大鼠
SHR

 

rats

附子汤
 

+
 

高脂饲料
Fuzi

 

decoction
 

+
 

high-
fat

 

feed

肝亢痰滞型[38]

Hyperliver
 

and
 

phlegm
 

stagnation
 

type[ 38]

体重、易激惹程度、双眼结膜颜色、旋
转时间
Body

 

weight,
 

irritability,
 

bilateral
 

conjunctival
 

color,
 

time
 

of
 

revolution

血压、总胆固醇、甘油三酯、血管紧张
素Ⅱ
Blood

 

pressure,
 

total
 

cholesterol,
 

triglyceride,
 

angiotensin
 

Ⅱ

月桂酸钠 1
 

mg / mL
 

+
 

激怒法
Sodium

 

laurate
 

1
 

mg /
mL

 

+
 

anger
 

method

阴虚阳亢型[39]

Yin
 

deficiency
 

and
 

Yang
 

hyperactivity
 

type[ 39]

精神状态、毛发、尿量、粪便性状、肢
体对称性、姿势反射试验、角落试验
Mental

 

state,
 

hair,
 

urine
 

output,
 

fecal
 

properties,
 

limb
 

symmetry,
 

posture
 

reflex
 

test,
 

corner
 

test

收缩压、总胆固醇、甘油三酯、低密度
脂蛋白胆固醇、血清内皮素-1、纤溶
酶原激活物抑制物
Systolic

 

blood
 

pressure,
 

total
 

cholesterol,
 

triglyceride,
 

low-density
 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

serumendothelin-1,
 

plasminogen
 

activator
 

inhibitor
 

type-1

SD 大鼠
SD

 

rats

附子汤(含麻黄碱 3.
25、5

 

mg / mL)
 

+
 

1%
盐水
Fuzi

 

decoction
( contains

 

ephedrine
 

3.
25、5

 

mg / mL)
 

+
 

1%
 

salt
 

water

肝阳上亢型[40]

Hyperactive
 

liver
 

Yang[ 40]

易激惹等级评分、毛发、面部温度、抓
力
Irritability,

 

hair,
 

facial
 

temperature,
 

grip

收缩压、醛固酮、肾素、血管紧张素
Ⅱ、心钠素、降钙素基因相关肽
Systolic

 

blood
 

pressure,
 

aldosterone,
 

renin,
 

angiotensin
 

Ⅱ,
 

atrial
 

natriuretic
 

peptide,
 

calcitonin
 

gene-related
 

peptide

Wistar 大鼠
Wister

 

rats

高脂高糖饮食
High

 

fat
 

and
 

high
 

sugar
 

feed

痰湿壅盛型[41]

Phlegm-dampness
 

congestion
 

type[ 41]

活动能力、食 / 水量、精神状态、大便
性状
Mobility,

 

food
 

intake,
 

water
 

consumption,
 

mental
 

state,
 

stool
 

properties

总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白
胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇、体重、
血压、空腹血糖、空腹胰岛素、胰岛素
抵抗指数

 

Total
 

cholesterol,
 

triglyceride,
 

low-
density

 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

high-
density

 

lipoprotein
 

cholesterol,
 

body
 

weight,
 

blood
 

pressure,
 

fasting
 

blood
 

glucose,
 

fasting
 

insulin,
 

HOMA-IR

3　 总结

病证结合模型在很大程度上弥补了中医药在

动物模型上研究的空白,目前病证结合动物模型大

多为疾病模型联合证候模型,导致出现单个疾病对

应单个证候的现象,且造模大多采用行为学刺激,
而临床上一个疾病相兼多个证候、涉及多个脏器,
以及在不同的时期表现出不同的证候,具有进展

性。 所以构建病证结合的动物模型应根据疾病的

发病特征,通过饮食、环境等因素综合考虑构建具

有进展性特点的模型,且因遵循伦理原则,避免或

减少动物的应激、痛苦和伤害,采取痛苦最小的方

法处置动物,有助于为临床治疗提供可靠的参考

价值。
中医证候的研究向实验室转变,指标由宏观、

定性逐渐向微观、定量转变。 现有的模型采用创伤

性的手段检测生化、免疫、酶学等实验室指标,导致

无法动态跟踪疾病的全程证候。 如关节炎类动物
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关节液获取困难,采用“实时、动态、微创”的微透析

仪器辅助,可实现对疾病进行全程观察。 体现指标

的客观化,如钱宏梁等[42]将红外热像技术运用于观

察小鼠阳盛阳衰的证候中,方肇勤等[43] 为大鼠小鼠

创建中医诊法和辨证方法,其中通过使用影像设

备,拍摄受试动物的舌、 爪、 尾的颜色, 并使用

Photoshop 对图像进行定性定量分析。 协同宏观表

征与微观指标发挥判定作用,而非证候的特异性和

病理指标的特异性。 注重多学科交叉融合,如王恒

和等[44]提出“证治代谢组学” 的假说,中医证候在

辨证论治前后患者体内存在代谢物的特异性差异,
由此为深入研究辨证论治创造条件。

综上所述,病证结合动物模型仍处于不断探索

和发展的阶段,动物模型应贴近临床,通过对模型

的干预因素、指标评价体系的不断探索、挖掘和解

释,推动病证结合动物模型的不断发展,促进辨证

论治的基础研究与发展,为中医药防治代谢性疾病

的研究奠定基础。
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苓术菟丝子丸抑制 IKKβ / NF-κB / MCP-1 通路减少
阿霉素诱导的大鼠肾性蛋白尿

龙雯1,3,明瑶2,李茗西1,沈宏春3∗

(1. 西南医科大学中西医结合学院,四川
 

泸州　 646000;2. 西南医科大学附属中医医院内分泌科,四川
 

泸州　 646000;
3. 西南医科大学附属中医医院肾病科,四川

 

泸州　 646000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨苓术菟丝子丸对阿霉素肾病蛋白尿的影响及机制。 方法　 将 36 只雄性 SD 大鼠纳入实

验。 随机分为 6 组(6 只 / 组)。 包括空白、模型组和 PDTC(NF-κB 抑制剂)组(100
 

mg / ( kg·d)),以及苓术菟丝子

丸低、中、高剂量组(14、28、56
 

g / (kg·d))。 除空白组外的大鼠均用阿霉素造成肾病模型。 造模成功后,连续用药

6 周。 记录一般生命体征;收集检测 24
 

h 尿蛋白,血浆白蛋白( Alb)、血肌酐( Scr)、尿素氮( BUN)和 C 反应蛋白

(CRP);HE、Masson、PAS 染色,透射电镜观察肾病理形态变化;ELISA 检测血清 IL-6、TNF-α 水平;Western
 

Blot 检测

IKKβ / NF-κB / MCP-1 通路相关蛋白。 结果　 模型组大鼠生存状态差。 Alb 降低,24
 

h 尿蛋白升高。 肾小管广泛肿

胀,肾小球足突融合;大量纤维沉积,基底膜增厚。 血清 IL-6、TNF-α 和 CRP 升高;肾 p-IKKβ、p-NF-κB、MCP-1 表达

水平,及 p-IKKβ / IKKβ、p-NF-κB / NF-κB 比值升高,nephrin、podocin 表达减少(P
  

<
  

0. 05)。 给药组除高剂量组外,大
鼠一般状况良好。 体重升高,24

 

h 尿蛋白降低,Alb 升高。 肾小管肿胀减轻,肾小球足突融合改善。 肾小管、小球纤

维化减少,基底膜无增厚。 血清 IL-6、TNF-α 和 CRP 降低;肾 p-IKKβ、p-NF-κB、MCP-1 表达水平,及 p-IKKβ / IKKβ、
p-NF-κB / NF-κB 比值减少,nephrin、podocin 表达增多(P

 

<
 

0. 05)。 结论　 苓术菟丝子丸减少阿霉素肾病大鼠 24
 

h
尿蛋白,降低血清炎性因子,其作用机制可能与抑制 IKKβ / NF-κB / MCP-1 信号通路有关。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

examine
 

the
 

potential
 

mechanism
 

of
 

Ling
 

Zhu
 

Tusizi
 

Pills
 

in
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

adriamycin-
induced

 

proteinuria. Methods　 Thirty-six
 

specific-pathogen-free
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

six
 

groups
 

(n= 6
 

rats
 

per
 

group),
 

including
 

blank,
 

model,
 

low-dose
 

Ling
 

Zhu
 

Tusizi
 

(14
 

g / (kg·d)),
 

medium-dose
 

Ling
 

Zhu
 

Tusizi
 

(28
 

g / (kg·d)),
 

high-dose
 

Ling
 

Zhu
 

Tusizi
 

( 56
 

g / ( kg·d)),
 

and
 

pyrrolidine
 

dithiocarbamate
 

( PDTC;
 

nuclear
 

factor-κB
 

inhibitor;
 

100
 

mg / (kg·d))
 

groups.
 

The
 

last
 

five
 

groups
 

also
 

received
 

two
 

injections
 

of
 

adriamycin
 

into
 

the
 

tail
 

vein
 

to
 

develop
 

the
 

nephropathy
 

model,
 

with
 

one
 

dose
 

of
 

4 mg / kg
 

and
 

another
 

dose
 

of
 

2
 

mg / kg
 

given
 

1
 

week
 

apart.
 

After
 

successful
 

establishment
 

of
 

the
 

model,
 

Ling
 

Zhu
 

Tusizi
 

Pills
 

were
 

administered
 

for
 

6
 

weeks.
 

We
 

examined
 

general
 

vital
 

signs
 

and
 

body
 

weights
 

of
 

the
 

rats,
 

as
 

well
 

as
 

24
 

h
 

urine
 

protein,
 

plasma
 

albumin,
 

serum
 

creatinine,
 

blood
 

urea
 

nitrogen,
 

and
 

C-reactive
 

protein.
 

Morphological
 

alterations
 

of
 

the
 

renal
 

tubules
 

and
 

glomeruli,
 

renal
 

fibrosis
 

and
 

basement
 

membrane
 

thickness
 

were
 

observed
 

by
 

hematoxylin
 

and
 

eosin,
 

Masson,
 

and
 

periodic-acid
 

Schiff
 

staining.
 

Modification
 

of
 

the
 

foot
 

process
 

in
 

glomerular
 

podocytes
 

was
 

observed
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy.
 

Serum
 

levels
 

of
 

pro-inflammatory
 

molecules
 

including
 

interleukin
 

(IL)-6
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

( TNF)-α
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

I-κB
 

kinase
 

β( IKKβ) / nuclear
 

factor
 

( NF)-κB / monocyte
 

chemoattractant
 

protein-1
 

( MCP-1)
 

pathway-related
 

proteins
 

and
 

nephrin
 

and
 

podocin
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot. Results　 General
 

health
 

was
 

poorer
 

in
 

the
 

model
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

as
 

evidenced
 

by
 

body
 

weight
 

loss,
 

increased
 

24
 

h
 

urine
 

protein,
 

and
 

decreased
 

albumin.
 

Renal
 

tubule
 

enlargement,
 

disorganized
 

glomerular
 

visceral
 

cell
 

arrangement,
 

diffuse
 

foot
 

process
 

fusion,
 

podocyte
 

death,
 

extensive
 

fiber
 

deposition,
 

and
 

basement
 

membrane
 

thickening
 

were
 

also
 

noted
 

in
 

the
 

model
 

group.
 

Serum
 

levels
 

of
 

the
 

pro-
inflammatory

 

markers
 

IL-6,
 

TNF-α
 

and
 

CRP
 

were
 

increased,
 

renal-tissue
 

phosphorylated
 

(p)-IKKβ,
 

p-NF-κB
 

and
 

MCP-
1

 

protein
 

expression
 

levels
 

and
 

the
 

p-IKKβ / IKKβ
 

and
 

p-NF-κB / NF-κB
 

ratios
 

were
 

increased,
 

while
 

nephrin
 

and
 

podocin
 

expression
 

levels
 

were
 

decreased
 

( P
 

<
 

0. 05 )
 

in
 

model
 

compared
 

with
 

control
 

rats.
 

Rats
 

in
 

each
 

treatment
 

group
 

experienced
 

variable
 

degrees
 

of
 

symptom
 

relief
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

with
 

medium-dose
 

Ling
 

Zhu
 

Tusizi
 

Pills
 

having
 

the
 

best
 

therapeutic
 

effect.
 

Rats
 

in
 

this
 

group
 

were
 

generally
 

healthy,
 

with
 

increased
 

body
 

weight
 

and
 

albumin
 

and
 

decreased
 

24
 

h
 

urine
 

protein.
 

There
 

were
 

also
 

notable
 

reductions
 

in
 

fibrosis
 

and
 

renal
 

tubule
 

edema,
 

a
 

smooth
 

arrangement
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

glomerular
 

visceral
 

layer,
 

enhanced
 

foot
 

process
 

fusion,
 

and
 

no
 

thickening
 

of
 

the
 

basement
 

membrane.
 

Serum
 

levels
 

of
 

IL-6,
 

TNF-α,
 

and
 

CRP
 

were
 

decreased,
 

nephrin
 

and
 

podocin
 

expression
 

were
 

increased,
 

and
 

p-IKKβ,
 

p-NF-κB,
 

MCP-1,
 

p-IKKβ / IKKβ
 

and
 

p-NF-κB / NF-κB
 

expression
 

were
 

all
 

significantly
 

decreased
 

in
 

renal
 

tissues
 

in
 

this
 

group
 

(P
 

<
 

0. 05). Conclusions　 Ling
 

Zhu
 

Tusizi
 

Pills
 

reduced
 

24
 

h
 

urine
 

protein
 

and
 

serum
 

pro-inflammatory
 

markers
 

in
 

rats
 

with
 

adriamycin-induced
 

nephropathy,
 

possibly
 

via
 

inhibition
 

of
 

the
 

IKKβ / NF-κB / MCP-1
 

signaling
 

pathway.
【Keywords】　 proteinuria;

 

Ling
 

Zhu
 

Tusizi
 

Pills;
 

adriamycin
 

nephropathy;
 

NF-κB
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　 　 慢性肾病( CKD) 是全球性公共卫生问题[1] 。
其患病群体庞大,且在全球造成的生命损失仍在逐

年增加[2] 。 不但给患者带来疾病困扰,给社会造成

的经济负担更加不容小觑,尤其在发展中国家[3] 。
肾性蛋白尿几乎是所有类型 CKD 的共同临床表

现[4] ,伴随炎症反应[5] ,表现为炎症因子 IL-6、TNF-
α、CRP 及 MCP-1 增多[4,6-7] ,与 NF-κB 通路激活密

切相关[4,8] 。 目前临床治疗 CKD 的西药疗效常常

受限,因此中国医学的独特优势值得我们深入挖掘

和发扬。 中医认为蛋白尿的本质为“脾肾亏虚,精
微不固” [9] ,治当补肾固精,且此法指导临床收效明

显[10] 。 苓术菟丝子丸作为该法代表方。 本文意在

探究其对肾性蛋白尿的影响。 同时基于 NF-κB 探

究其发挥作用的可能机制。 以期为祖国医学补肾

固精法减少 CKD 蛋白尿提供部分实验支撑。

1　 材料与方法

1. 1　 材料
1. 1. 1　 实验动物

36 只 6 ~ 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠(210 ~ 240
 

g)。 采购并饲养于西南医科大学实验动物中心
【SCXK(川)2018-17】、【SYXK(川)2018-065】。 水
和食物充足,昼夜各半交替。 环境温度 19

 

~
 

22℃ ,
湿度 45%

 

~
 

60%。 适应性饲养 1 周。 实验获西南
医科大学实验动物伦理中心审批(201903-210)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

盐酸阿霉素(纯度≥98%,索莱宝,D8740,中国
北京); PDTC (纯度 > 99%,碧云天, S1809,中国北

京)。 苓术菟丝子丸原方组成[11] :莲肉(四两)、盐
杜仲(三两)、盐菟丝子(十两)、茯苓(四两)、白术

(四两)、人参(二两)、山药(二两)、五味子(二两)、

019



中国实验动物学报 2022 年 11 月第 30 卷第 7 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,November
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

7

炙甘草(五钱)。 灌胃药物为免煎颗粒(四川新绿色

药业科技发展有限公司,中国成都)。 IL-6、TNF-α
 

ELISA 试剂盒 ( Cloud-clone: SEA079Ra 中国武汉、
SCA133Ra 美国)。 NF-κB 抗体 ( CST, 8242 T, 美

国 ); p-NF-κB、 IKKβ、 p-IKKβ、 NPHS2、 Nephrin、
MCP-1 抗体 ( Abcam: ab86299、 ab124957、 ab59195、
ab50339、 ab216341、 ab7202, 英国); GAPDH 抗体

( Thermo
 

Fisher
 

Scientific, MA5-15738, 美国)。 电

泳、 转 膜 仪 ( Bio-Rad: Mini
 

PROTEAN 􀅺 Tetra
 

System,美国);石蜡切片机(Leica:RM2245,德国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组与阿霉素肾病模型构建

共分 6 组,每组 6 只。 苓术菟丝子丸低、中、高
剂量组(阿霉素+苓术菟丝子丸);PDTC 组(阿霉素

+PDTC);空白组(蒸馏水);模型组(阿霉素+蒸馏

水)。 模型和药物干预组大鼠用阿霉素造模。 经尾

静脉先后 2 次 ( 分别按 4
 

mg / kg、 2
 

mg / kg, 间隔

1 周)注射阿霉素[12-13] 。 造模后,每周监测 24
 

h 尿

蛋白。 以正常组和其余组尿蛋白定量存在差异(P
 

<
 

0. 05)为造模成功的标志[14] 。 本实验于第 2 次尾

静脉注射后 1 周造模成功。 造模及实验过程中,各
组动物无死亡。
1. 2. 2　 实验干预

 

造模成功后干预 6 周。 大鼠给药量按人-大鼠

体表面积折算系数换算。 换算后免煎颗粒的 1、2、4
倍分别作为低、中、高剂量组(14、28、56

 

g / kg),灌胃

前 30
 

min 用蒸馏水将免煎颗粒制成混悬液,水量按

3
 

mL / 只计算,1 日 1 次。 PDTC 组腹腔注射给药,按
100

 

mg / kg 计算,1 日 1 次。 PDTC 组另在 2 次造模

前 1
 

h 预给药,剂量同前。 空白、模型组蒸馏水灌

胃,水量和频率同前。
1. 2. 3　 记录大鼠一般状态

观察精神状态、摄食饮水情况。 测量并记录体

重。 观察比较肢体水肿等情况。
1. 2. 4　 标本采集与检测

大鼠 24
 

h 尿液收集:禁食不禁饮情况下,将其

置于代谢笼 1 昼夜。 血液肾标本收集:1%戊巴比妥

钠麻醉大鼠,采血针连负压管行腹主动脉采血。 部

分血清、肾冻存于-80℃ ;4%多聚甲醛、2. 5%戊二醛

固定肾。 尿液及部分血液标本送西南医科大学附

属中医医院检验科,测 24
 

h 尿蛋白、BUN、Scr、CRP
和 Alb。

1. 2. 5　 各组大鼠肾病理学改变

多聚甲醛固定肾组织 24
 

h,冲水过夜。 先经乙

醇、二甲苯处理。 然后浸蜡、包埋成石蜡块。 切片、
脱蜡、复水后,按文献及说明书做 HE[15] 、Masson、
PAS 染色。 封片后光镜观察并拍照。 透射电镜标

本制作参见[16] 。
1. 2. 6　 ELISA 检测血清 IL-6、TNF-α

按说明书稀释标准品制作标准曲线,然后每孔

加入 100
 

μL 血清样品,按说明书进行孵育洗板显色

操作。 终止反应后用酶标仪测 IOD
 

450 的值,最后

计算分析。
1. 2. 7 　 Western

 

Blot 检测肾 IKKβ / NF-κB / MCP-1
通路蛋白及足细胞标志蛋白水平

先将肾组织提取的蛋白液变性备用。 每梳孔加

入蛋白样品电泳后转膜。 将膜封闭后一抗过夜。 次

日孵育二抗、显影拍照。 最后用 Image
 

J 定量统计。
1. 3　 统计学分析

用 SPSS
 

23. 0 进行 ANOVA 单因素方差分析,采
用 LSD 方法进行组间比较,定量资料用平均值±标

准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,P<0. 05 为差异具有显著性。 用

GraphPad
 

Prism
 

8
 

作图。

2　 结果

2. 1　 苓术菟丝子丸改善阿霉素肾病大鼠一般生命

体征

空白组大鼠体征无异常。 模型组大鼠精神困

倦、食少迟钝。 眼眶、鼻、牙龈及消化道均有出血表

现,毛发干枯脱落,腹部鼓胀、后肢水肿,日渐消瘦。
给药组大鼠除高剂量组外病情缓解;状态良好,纳
食可,反应迅速,无出血表现,毛发光滑浓密,腹部

无鼓胀,后肢水肿减轻。 大鼠体重记录见图 1。
由图 1 知,药物干预第 0 周,大鼠体重无差异。

随药物干预时间延长,给药组大鼠体重持续增长。
模型组无增长。 第 2 周时,模型组大鼠体重轻于其

他组,差异有统计学意义(P
 

<
 

0. 05)。 第 4、6 周时

体重差异明显(P
 

<
 

0. 01)。 表明苓术菟丝子丸改善

阿霉素肾病大鼠一般生命体征,保持体重增长。
2. 2　 苓术菟丝子丸使阿霉素肾病大鼠尿蛋白丢失

减少,血浆白蛋白升高

2. 2. 1　 苓术菟丝子丸减少阿霉素肾病大鼠 24
 

h 尿

蛋白

第 2 次尾静脉注射后 1 周,各组 24
 

h 尿蛋白较

空白组显著升高(P
 

<
 

0. 01),此时计为药物干预第
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注:与模型组相比,∗P
  

<
  

0. 05,∗∗P
  

<
  

0. 01。 (下图同)

图 1　 各组大鼠体重记录

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,∗ P
  

<
  

0. 05,∗∗ P
  

<
  

0. 01.
(The

 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Body
 

weight
 

records
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

0 周(图 2A)。 药物干预 6 周后,给药组 24
 

h 尿蛋白

显著降低(P
 

<
 

0. 01) (图 2B)。 提示阿霉素肾病大

鼠尿蛋白丢失被苓术菟丝子丸部分逆转。 给药后,
Scr、BUN(图 2C,2D)较模型组降低,差异无统计学

意义。

注:与空白组相比,##P<0. 01。 (下图同)

图 2　 大鼠肾功能相关检测

Note. Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,
 ##P<0. 01.

 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

2　 Detection
 

of
 

renal
 

function
 

in
 

rats

2. 2. 2　 苓术菟丝子丸升高阿霉素肾病大鼠血浆白

蛋白

图 2E 为血浆白蛋白。 模型组显著低于正常组

(P
 

<
 

0. 01),药物干预后血浆白蛋白较模型组明显

升高(P
 

<
 

0. 01)。 提示阿霉素肾病大鼠血浆白蛋白

降低,可被苓术菟丝子丸缓解。
2. 3　 苓术菟丝子丸使阿霉素肾病大鼠肾病变减轻

2. 3. 1　 HE 染色

空白组肾未见异常改变。 模型组肾小管肿胀

挤压变形,边界融合界限不清,小管间质炎性细胞

浸润。 肾小球皱缩塌陷,球囊粘连。 中剂量组和

PDTC 组,小管改善明显,炎性细胞浸润减少,小球

结构清晰。 低剂量组小管病变部分改善,少量蛋白

管型。 高剂量组无明显改善(图 3)。
2. 3. 2　 Masson 染色

空白组未见异常。 模型组肾小球肾小管均见

大量纤维蓝染,且小球小管结构严重破坏。 与模型

组相比,低、中剂量组纤维化程度明显减轻,PDTC
组纤维化部分减少。 高剂量组改善不明显(图 4)。
2. 3. 3　 PAS 染色

空白组未见异常。 模型组血管袢紊乱增厚,基
底膜明显增厚,小管间可见大量细胞外基质沉积伴

炎性细胞弥漫分布。 低、中剂量组和 PDTC 组,肾小

球血管袢清晰而薄,基底膜正常,管间边界清晰协

调。 高剂量组基本无改善(图 5)。
2. 3. 4　 透射电镜

空白组无异常。 模型组呈典型微绒毛改变,足
细胞足突融合。 伴足细胞剥落,足细胞数量减少。
PDTC 组足突未见明显融合。 低剂量组毛细血管襻
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图 3　 大鼠肾 HE 染色

Figure
 

3　 HE
 

staining
 

of
 

kidneys
 

in
 

rats

图 4　 大鼠肾 Masson 染色

Figure
 

4　 Masson
 

staining
 

of
 

kidneys
 

in
 

rats

开放,足突部分融合。 中剂量组,足突清晰可见,少
量融合。 高剂量组足突融合无改善(图 6)。
2. 4　 苓术菟丝子丸使循环炎症因子减少

模型组炎症因子普遍升高( P
  

<
  

0. 01 ) 。 给

药后 TNF-α 有所下降( 图 7A) 。 其中,中剂量组

和 PDTC 组显著减少 ( P
  

<
  

0. 01 ) ;低剂量组减

少( P
 

<
 

0. 05 ) 有统计学意义;高剂量组无统计

学意 义。 给 药 后 各 组 IL-6 均 显 著 减 少 ( P
  

<
  

0. 01) ,有统计学意义( 图 7B) 。 中剂量组 CRP
减少( P

  

<
  

0. 05 ) ,PDTC 组 CRP 显著减少( P
  

<
  

0. 01) ,有统计学意义 ( 图 7C ) ;其余组无统计

学意义。
2. 5　 苓术菟丝子丸抑制阿霉素肾病大鼠 IKKβ/
NF-κB / MCP-1通路并上调足细胞标志蛋白

IKKβ、NF-κB 总体表达水平组间无统计学意义

(图 8)。 与空白组相比,模型组 p-IKKβ、p-NF-κB、
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图 5　 大鼠肾 PAS 染色

Figure
 

5　 PAS
 

staining
 

of
 

kidneys
 

in
 

rats

图 6　 大鼠肾电镜图

Figure
 

6　 Electron
 

microscopic
 

pictures
 

of
 

kidneys
 

in
 

rats

MCP-1 表达增多(P
  

<
  

0. 01);p-IKKβ / IKKβ、p-NF-
κB / NF-κB 比值上升(P

  

<
  

0. 01);nephrin、podocin 表

达减少(P
  

<
  

0. 01),有统计学意义。 与模型组相比,
苓术菟丝子丸低剂量组,pNF-κB / NF-κB 比值、MCP-
1 表达水平降低(P

  

<
  

0. 05);nephrin、podocin 表达

增多(P
 

<
 

0. 05),有统计学意义;p-IKKβ / IKKβ 比

值降低,无统计学意义。 苓术菟丝子丸中剂量组,
pNF-κB / NF-κB 比值、p-IKKβ / IKKβ 比值、MCP-1 表

达均显著降低(P
  

<
  

0. 01);nephrin、podocin 表达显

著增多(P
  

<
  

0. 01),有统计学意义。 PDTC 组, p-
NF-κB / NF-κB 比值及 MCP-1 表达显著减少 (P

  

<
  

0. 01); p-IKKβ / IKKβ 比 值 降 低 ( P
  

<
  

0. 05 );
nephrin、podocin 表达增多(P

  

<
  

0. 05),有统计学意

义。 苓术菟丝子丸高剂量组,pNF-κB / NF-κB 比值

减少 (P
 

<
 

0. 05),有统计学意义,其余指标无明

显改善。
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图 7　 大鼠循环炎症因子水平

Figure
 

7　 Levels
 

of
 

circulating
 

inflammatory
 

cytokines
 

in
 

rats

图 8　 大鼠肾组织 IKKβ / NF-κB / MCP-1 通路相关蛋白表达水平

Figure
 

8　 Protein
 

expression
 

level
 

of
 

IKKβ / NF-κB / MCP-1
 

signaling
 

pathway
 

related
 

in
 

kidney
 

tissue
 

of
 

rats
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2　 讨论

NF-κB 作为 CKD 的潜在药物靶点和生物标志

物,IKKβ 是其经典上游[17] 。 一项阿霉素损伤足细

胞的体外实验表明,NF-κB / MCP-1 信号通路与之相

关[4] 。 足细胞受损时 MCP-1 增多[18] ,足细胞损伤

缓解时 MCP-1 减少[19] 。 蛋白尿的主要原因是足细
胞损伤[4] 。 由此可知,IKKβ / NF-κB / MCP-1 通路与

CKD 蛋白尿息息相关。
苓术菟丝子丸出自《景岳全书》 [11] 。 治脾肾虚

损之滑脱。 “气虚神倦,不能收摄,加人参三四两。”
脾肾亏虚,化源与固摄失度,则精失且无以为继。
方中菟丝子补益肝肾而固精。 白术、茯苓补脾气而

助健运。 加人参大补元气,增益气之固涩之功。 携

诸药行脾肾双补固精填髓之效。 体现了开源节流、
标本兼治的治法。

尿蛋白作为肾损伤的标志物,对肾小管间质损

伤有直接毒性作用,可加强肾局部微炎症,降低尿

蛋白是缓解 CKD 的有效措施[5] 。 NF-κB 是足细胞
损伤产生蛋白尿的关键介质[20] 。 Nephrin、podocin
均为足细胞标志蛋白,对维持肾滤过功能至关重

要[21] 。 抗 MCP-1 治疗可减轻肾小管间质炎症[5] 。
Boels 等[22]发现,在糖尿病持续损伤的情况下,抑制

MCP-1 可以恢复肾小球内皮细胞糖基化和屏障功

能,并减少组织炎症。 一定程度抑制 NF-κB 对足细

胞有保护作用,但 NF-κB 过度抑制会导致足细胞死

亡[4] 。 因而苓术菟丝子丸高剂量组肾病理表现出

肾小球结构无改善、足突融合成片的现象,可考虑

该组药物剂量过大,对 NF-κB 产生了过度抑制,导
致足细胞死亡。 加快了疾病进程,使肾小球几近失

去滤过功能,提前进入肾衰竭少尿期,尿液减少,故
该组 24

 

h 尿蛋白减少,血浆白蛋白升高。 这与临床

急性肾衰竭少尿期病人的表现相符合。
本实验结果表明,阿霉素肾病大鼠体重减轻。

24
 

h 尿蛋白升高,炎症因子 IL-6、TNF-α、CRP 增多。
肾组织中 IKKβ / NF-κB / MCP-1 通路激活,足细胞受

损,足突成片融合呈绒毛样改变。 Nephrin、podocin
表达减少。 除高剂量组外,低、中剂量给药组大鼠

肾 p-IKKβ、p-NF-κB、MCP-1 蛋白表达减少,下游炎

性因子降低。 Nephrin、podocin 蛋白表达增多。 足

突融合改善,24
 

h 尿蛋白减少。 表明阿霉素肾病蛋

白尿和炎症因子增多可被苓术菟丝子丸部分逆转。
可能与 IKKβ / NF-κB / MCP-1 信号通路的抑制,和保

护足细胞有关。
在适宜的剂量下,祖国医学补肾固精法改善肾

性蛋白尿疗效显著由此可见一斑。 CKD 治疗周期

长费用高,特别是低收入国家的肾衰患者常因无法

获得肾替代疗法而过早死亡[3] 。 祖国医学的适当

应用可延缓病情。 也在一定程度上减轻患者医疗

负担。 本研究没有连续检测药物干预期间的 24
 

h
尿蛋白定量,因此不能就药物对 24

 

h 尿蛋白的影响

做动态评估。 此外本研究的总时长为 8 周,故而未

能对长期的药效走向进行把控。
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高血压和衰老为主要危险因素的脑小血管病动物
模型的建立

刘彤彤1,张熙3,王枭冶3,方锐2,葛金文2∗,孟盼1∗

(1.
 

湖南中医药大学科技创新中心,长沙　 410208;2.
 

湖南省中医药研究院,长沙　 410006;
3.

 

湖南省脑科医院,长沙　 410007)

　 　 【摘要】 　 目的　 以 SHR 大鼠为研究对象,采用不同时间的 D-半乳糖诱导的方法构建以高血压和衰老为主要

危险因素的脑小血管病动物模型。 方法　 18 只 SHR 大鼠按体重随机分为 3 组:D-半乳糖 150
 

mg / ( kg·d)
 

+
 

4 周

组、D-半乳糖 150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8 周组、D-半乳糖 150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

12 周组,每组 6 只。 另设 6 只 WKY 大鼠为空

白对照组。 造模期间,每周采用无创血压计监测大鼠血压变化;造模结束后,采用 Morris 水迷宫检测大鼠认知功能

变化;称重法检测大鼠脑指数、胸腺指数、脾指数和肝指数;ELISA 法检测大鼠血清中 T-SOD、GSH-Px、MDA、NEFL
含量和 CALB / SALB 指数;HE 和 LFB 染色观察大鼠脑组织前额叶皮质细胞形态、脑室微出血以及胼胝体髓鞘损伤

情况。 结果　 与 WKY 组比较,随着 D-半乳糖注射时间的增加,各组 SHR 大鼠血压升高;学习记忆能力明显下降;脑、
胸腺、脾、肝各脏器指数降低;血清中 T-SOD、GSH-Px 含量减少,MDA、NEFL 水平和 CALB / SALB 指数上升;脑组织前

额叶皮质细胞病变数量增多,血管周围间隙和三脑室背侧微出血量增大以及胼胝体髓鞘空泡化加重。 其中以 D-半乳

糖 150
 

mg / (kg·d)注射 12 周组大鼠的病理生理变化最显著。 结论　 SHR 大鼠注射 D-半乳糖 150
 

mg / (kg·d)
 

12 周

可复制与人类 CSVD 疾病状态接近的 CSVD 动物模型。
【关键词】 　 脑小血管病;高血压;衰老;D-半乳糖
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【Abstract】　 Objective　 Establish
 

an
 

animal
 

model
 

of
 

small
 

cerebral
 

vascular
 

disease
 

(CVD)
 

in
 

SHR
 

rats
 

induced
 

by
 

D-galactose
 

at
 

various
 

times. Methods　 Eighteen
 

SHR
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

three
 

groups
 

according
 

to
 

body
 

weight:
 

D-galactose
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

4
 

week,
 

D-galactose
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8
 

week,
 

and
 

D-galactose
 

150
 

mg / (kg·
d)

 

+
 

12
 

week
 

groups
 

with
 

six
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

Another
 

6
 

WKY
 

rats
 

were
 

used
 

as
 

the
 

blank
 

control
 

group.
 

A
 

non-
invasive

 

sphygmomanometer
 

was
 

used
 

to
 

monitor
 

blood
 

pressure
 

of
 

rats
 

every
 

week
 

during
 

modeling.
 

The
 

Morris
 

water
 

maze
 

was
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

cognitive
 

function
 

of
 

rats
 

after
 

modeling.
 

Brain,
 

thymus,
 

spleen,
 

and
 

liver
 

indexes
 

were
 

measured
 

by
 

the
 

weighing
 

method
 

.
 

T-SOD,
 

GSH-Px,
 

MDA,
 

NEFL
 

and
 

CALB / SALB
 

contents
 

in
 

rat
 

serum
 

were
 

determined
 

by
 

ELISA.
 

HE
 

and
 

LFB
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

cell
 

morphology
 

of
 

the
 

prefrontal
 

cortex,
 

ventricular
 

microhemorrhage,
 

and
 

myelin
 

sheath
 

injury
 

of
 

the
 

corpus
 

callosum. Results　 Compared
 

with
 

the
 

WKY
 

group,
 

the
 

blood
 

pressure
 

of
 

SHR
 

rats
 

was
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

in
 

D-galactose
 

injection
 

time.
 

Learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

were
 

decreased
 

significantly.
 

Brain,
 

thymus,
 

spleen,
 

and
 

liver
 

indexes
 

were
 

decreased.
 

T-SOD
 

and
 

GSH-Px
 

contents
 

in
 

serum
 

were
 

decreased,
 

while
 

MDA
 

and
 

NEFL,
 

and
 

CALB / SALB
 

levels
 

were
 

increased.
 

The
 

number
 

of
 

cytopathic
 

lesions
 

in
 

the
 

prefrontal
 

cortex
 

was
 

increased,
 

the
 

amount
 

of
 

perivascular
 

space
 

and
 

dorsal
 

microbleeding
 

of
 

the
 

third
 

ventricle
 

were
 

increased,
 

and
 

vacuolization
 

of
 

the
 

myelin
 

sheath
 

of
 

the
 

corpus
 

callosum
 

was
 

increased.
 

The
 

most
 

significant
 

pathophysiological
 

changes
 

were
 

observed
 

in
 

rats
 

treated
 

with
 

150
 

mg / ( kg·d)
 

D-galactose
 

for
 

12
 

weeks. Conclusions　 SHR
 

rats
 

injected
 

with
 

150
 

mg / (kg·d)
 

D-galactose
 

for
 

12
 

weeks
 

are
 

a
 

CSVD
 

animal
 

model
 

similar
 

to
 

the
 

human
 

CSVD
 

disease
 

status.
【Keywords】　 cerebral

 

small
 

vessel
 

disease;
 

hypertension;
 

aging;
 

D-galactose
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　 　 脑 小 血 管 病 ( cerebral
 

small
 

vessel
 

disease,
CSVD)是一系列影响脑小血管(包括毛细血管、小
动脉和小静脉) 结构或功能的神经影像学、病理和

相关临床综合征[1] 。 据研究统计,CSVD 导致了全

球 25%的中风及 45%的痴呆,且其已成为我国居民

首位死因[2] 。 流行病学调查显示,69%
 

~
 

75%的中

风患者患有高血压[3] 。 而长期的高血压是导致颅

内小动脉和小静脉管壁增厚的主要因素,可致使管

腔直径减小,引起脑内低灌注,进而形成 CSVD[4] 。
研究表明,CSVD 多发于老年群体,是引起老年认知

功能障碍的最常见原因之一[5] ,其中,67. 92%的老

年 CSVD 认知障碍患者患有长期高血压[6] 。 近年

来,针对 CSVD 可能发病机制构建了脑低灌注损伤、
微小栓子栓塞、慢性高血压损伤、高脂饮食动脉硬

化以及遗传基因突变等 CSVD 动物模型。 然而,有
关 CSVD 的生物学机制至今尚无相关实验研究,仅
局限于临床领域[7-8] 。 究其根本,是因为缺乏一种

可最大限度模拟人类 CSVD 临床发病特征的动物模

型,且基于某一因素构建的 CSVD 动物模型可能与

人类疾病状态下的 CSVD 存在差异。 目前年龄和高

血压被公认为 CSVD 的高危因素,且二者并非独立

危险因素,而是联合作用导致疾病的发生[8] 。 因

此,复合动物模型比单一的躯体应激或药物刺激更

能模拟 CSVD 的临床表征。 本实验拟基于衰老和高

血压为主要危险因素,为 CSVD 的机制研究构建一

种相对可靠的两因素复合动物模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 14 周龄雄性 SHR 大鼠 18 只和 WKY 大

鼠 6 只,体重 260
 

~
 

280
 

g,由北京维通利华实验动

物技术有限公司提供【SCXK(京)2021-0006】,饲养

于湖南中医药大学动物会【SYXK(湘)2019-0009】,
饲养条件:室温(25

 

±
 

2)℃ ,光暗周期为 12
 

h / 12
 

h
环境中适应性喂养 5

 

d,自由获取饲料与水。 实验经

湖南中医药大学实验动物伦理委员会批准( LLBH-
202011090001)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

D-半乳糖( Sigma-Aldrich,V900922),髓鞘染液

试剂盒( Servicebio,G1030),T-SOD、GSH-Px、MDA、
ALB、NEFL 试剂盒(武汉伊莱瑞特生物科技股份有

限公司, E-BC-K020-M、 E-BC-K096-M、 E-BC-K025-
M、E-EL-R0362c、E-EL-R2536c)。 大小鼠智能无创

血压计(北京软隆生物技术有限公司,BP-2010A)、
多功能酶标仪( Thermo

 

Scientific,MK3)、生物组织

包埋机(湖北孝感宏业医用仪器有限公司,BM-I)、
生物 组 织 切 片 机 ( 美 国 THERMO

 

SCIENTIFIC,
HM430)、光学显微镜(德国 ZEISS,Stemi

 

508)、数字

玻 片 扫 描 系 统 ( 匈 牙 利 3DHISTECH 公 司,
Pannoramic

 

MIDI)。
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1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及造模

18 只 SHR 大鼠随机分为 3 组:D-半乳糖( D-
galactose,D-gal) 150

 

mg / ( kg · d)
 

+
 

4 周组、 D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8 周组、D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

12 周组,另设 WKY 组作为对照。 每组 6 只。
SHR 大鼠背部皮下注射 D-gal

 

150 mg / (kg·d)
 

4 周、8 周、12 周,建立以衰老和高血压为危险因素

的 CSVD 大鼠模型 ( D-gal 注射液浓度为 80
 

mg /
mL)。 WKY 大鼠背部皮下注射 0. 9%

 

NaCl。
1. 2. 2　 大鼠鼠尾血压监测

每周测量 SHR 大鼠和 WKY 大鼠收缩压、舒张

压。 血压测量采用大小鼠智能无创血压计测量大

鼠鼠尾血压,每次血压测量时间相对固定(8:00
 

~
 

14:00)。 在 5
 

min 内,重复测量 5 次,舍去离群值,
取剩余数值均数作为血压测量值。 每次血压测量

均保证测量数据的可重复性和可对照性。
1. 2. 3　 大鼠一般情况观察

每天观察记录大鼠体重及注射 D-半乳糖后饮

食、活动、毛色等情况。
1. 2. 4　 Morris 水迷宫检测

造模结束后,对各组大鼠进行水迷宫学习训

练。 从同一位置将大鼠面壁放入水中,若 1
 

min 未

找到平台,则将其牵引至平台处停留 20
 

s,学习持续

4
 

d。 于第 5 天将大鼠从平台正对的象限处面壁放

入后,记录其在 2
 

min 内爬上平台的时间,即逃避潜

伏期;第 6 天撤除平台,由同一入水点将大鼠面壁放

入水中,记录其 2
 

min 内在目标象限的游动时间和

目标象限的潜伏时间。
1. 2. 5　 脏器指数检测

大鼠麻醉后,完整剥离出脑组织、胸腺、脾、肝
组织,见图 1。 称取脏器质量,计算脑指数、胸腺指

数、脾指数、肝指数。 各脏器指数 = 脏器重量( mg) /
体重(g)。

图 1　 大鼠的脑组织、胸腺、脾、肝
Figure

 

1　 Brain
 

tissue,
 

thymus,
 

spleen
 

and
 

liver
 

of
 

rats

1. 2. 6　 ELISA 法检测各组大鼠血清中 T-SOD、GSH-
Px、MDA、NEFL 含量及 CALB / SALB 指数

大鼠麻醉后,腹主动脉采集血液,3000
 

r / min 离

心 15
 

min 后取上清。 根据比色试剂盒中的说明书

进行操作,检测各组大鼠血清中 T-SOD、 GSH-Px、
MDA、NEFL、脑脊液 / 血清白蛋白( CALB / SALB) 含

量变化。
1. 2. 7　 脑组织病理检测

HE 染色:取 4%多聚甲醛固定的脑组织,包埋,
4

 

μm 切片后进行染色。 脱蜡、复水、苏木素染色、盐
酸乙醇分化、伊红复染、无水乙醇脱水、二甲苯透

明,中性树胶封片。 玻片晾干后,显微镜下观察各

组大鼠脑组织病理变化。
LFB 染色:取 4

 

μm 脑组织石蜡切片,根据髓鞘

染液试剂盒说明书进行操作。 脱蜡、水化、染色、分
化、脱水、透明,中性树胶封片。 玻片晾干后,显微

镜下观察各组大鼠脑组织髓鞘损伤情况。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS
 

20. 0 统计软件进行统计分析,计量

资料采用平均值±标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,组间比较采

用单因素方差分析, 组间多重比较采用 LSD 和

Dunett 法,以 P
 

<
 

0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠一般情况观察

实验过程中发现,SHR 大鼠连续背部皮下注射

D-半乳糖后,随着注射时间的增加,大鼠毛色失去

光泽,变得灰暗杂乱、行动缓慢、饮食量减少、精神

萎靡不振、体重增长幅度减小(见表 1)。
2. 2　 各组大鼠学习记忆能力变化

与 WKY 组比较,D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8、12
周组大鼠逃避潜伏期和目标象限潜伏期明显延长,
在目标象限的游动时间显著缩短(P

 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)。 即随着 D-gal 注射时间的增加,大鼠的学习

记忆能力下降,认知功能发生障碍(见图 2,3)。
2. 3　 各组大鼠血压变化

与 WKY 组比较,各模型组大鼠收缩压和舒张

压均显著升高(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01),其中,随着 D-
gal 注射时间的增加,大鼠的收缩压和舒张压均有不

同程度的上升(见图 4)。
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表 1　 各组大鼠体重变化

Table
 

1　 Changes
 

of
 

weight
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
初始体重(g)

Initial
 

weight
 

(g)
最终体重(g)

Final
 

weight
 

(g)
体重增长率(g / d)

Weight
 

growth
 

rate
 

(g / d)
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
WKY 组

 

WKY
 

group 472. 00
 

±
 

2. 20 621. 00
 

±
 

9. 55 1. 74
 

±
 

0. 12 / /
D-gal

 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

4 周组
D-gal

 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

4
 

weeks
 

group 285. 00
 

±
 

3. 60 329. 00
 

±
 

7. 87 1. 57
 

±
 

0. 15 4. 07 0. 0800

D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8 周组
D-gal

 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8
 

weeks
 

group 284. 50
 

±
 

2. 25 361. 50
 

±
 

7. 20 1. 38
 

±
 

0. 14∗∗ 14. 87 0. 0040

D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

12 周组
D-gal

 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

12
 

weeks
 

group 278. 00
 

±
 

1. 91 389. 50
 

±
 

6. 37 1. 32
 

±
 

0. 11∗∗ 31. 03 0. 0005

注:与 WKY 组比较,∗∗P
 

<
 

0. 01。
Note.

  

Compared
 

with
 

WKY
 

group,∗∗P
 

<
 

0. 01.

注:与 WKY 组比较,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01。

图 2　 各组大鼠逃避潜伏期、目标象限游动时间和目标象限潜伏期

Note.
 

Compared
 

with
 

WKY
 

group,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01.

Figure
 

2　 Escape
 

latency,
 

retention
 

time
 

in
 

target
 

quadrant
 

and
 

target
 

quadrant
 

latency
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

注:A:WKY 组;B:D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

4 周组;C:D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8 周组;D:D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

12 周组;左上象限为目

标象限。

图 3　 各组大鼠水迷宫游动轨迹图

Note.
 

A.
 

WKY
 

group.
 

B.
 

D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

4
 

weeks
 

group.
 

C.
 

D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8
 

weeks
 

group.
 

D.
 

D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

12
 

weeks
 

group.
 

Upper
 

left
 

quadrant
 

is
 

target
 

quadrant.

Figure
 

3　 Swimming
 

track
 

of
 

morris
 

water
 

maze
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
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注:与 WKY 组比较,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01;与 D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

0 周比较,#P
 

<
 

0. 05,##P
 

<
 

0. 01。 (下图同)

图 4　 各组大鼠血压变化

Note.
 

Compared
 

with
 

WKY
 

group,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

0
 

weeks,#P
 

<
 

0. 05,##P
 

<
 

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

4　 Changes
 

of
 

blood
 

pressure
 

in
 

each
 

group

2. 4　 各组大鼠脏器指数变化

随着 D-gal 注射时间的增加,各组大鼠的脑指

数、胸腺指数、脾指数、肝指数下降。 其中,与 WKY
组比较,D-gal

 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8、12 周组大鼠的

脑指数、胸腺指数、脾指数、肝指数的降低具有显著

性(P
 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)(见图 5)。

图 5　 各组大鼠脑指数、胸腺指数、脾指数、肝指数变化

Figure
 

5　 Changes
 

of
 

brain
 

index,
 

thymus
 

index,
 

spleen
 

index
 

and
 

liver
 

index
 

in
 

each
 

group

2. 5 　 各组大鼠血清中 T-SOD、GSH-Px、MDA、
NEFL 含量以及 CALB / SALB 指数变化

与 WKY 组比较,D-gal
 

150
 

mg / (kg·d)
 

+
 

8、12
周组大鼠血清中 T-SOD、GSH-Px 含量明显下降(P

 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01);MDA、NEFL
 

含量和 CALB / SALB
比值显著上升(P

 

<
 

0. 05,P
 

<
 

0. 01)(见图 6)。
2. 6　 各组大鼠脑组织病理变化

镜检脑组织病理切片可见,WKY 组大鼠的前额

皮质细胞形态呈现正常圆球形、细胞核轮廓清晰,
三脑室背侧无明显微出血状况,胼胝体区域髓鞘结

构清晰完整;而各模型组造模后随着时间的增加,
大鼠前额皮质细胞形态变化为锥形、核固缩;三脑

室背侧出现大量微出血状况;血管周围间隙增大;
胼胝体发生不同程度的髓鞘结构疏松,并伴空泡样
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图 6　 各组大鼠血清中 T-SOD、GSH-Px、MDA、NEFL 含量及 CALB / SALB 指数变化

Figure
 

6　 Contents
 

of
 

T-SOD,
 

GSH-Px,
 

MDA,
 

NEFL
 

and
 

CALB / SALB
 

index
 

in
 

serum
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

改变。 其中 D-gal
 

150
 

mg / ( kg·d)
 

+
 

12 周组大鼠

脑组织损伤与 WKY 相比最为显著(见图 7)。

3　 讨论

CSVD 是老年人中常见的一种慢性脑血管疾

病,临床上常表现为脑白质高信号、腔隙性脑梗死、
近期皮质下小梗死、血管周围间隙扩大、脑微出血

及脑萎缩等影像学特征,具有起病隐匿、早期症状

不典型、易被忽视等特点,一旦发展为痴呆或中风

将不可逆[9] 。 然而,CSVD 动物模型的建立尚未统

一,严重阻碍了 CSVD 研究进程。 因此,建立简便、
可靠、稳定的 CSVD 动物模型,对于研究 CSVD 的发

病机制及临床诊疗具有重要意义。

SHR 大鼠可在自然条件下产生高血压状态且

其病理生理改变与人类原发性高血压病极度相

似[10] 。 D-半乳糖可通过氧化应激导致脑部细胞结

构发生改变,使模型近似于人类自然衰老或产生相

近的生理生化功能改变[11] 。 本实验以 SHR 大鼠为

研究对象,背部皮下注射 D-半乳糖诱导 SHR 大鼠

衰老,基于衰老和高血压为主要危险因素建立

CSVD 动物模型,可最大程度模拟人类 CSVD 认知

障碍、轻度卒中等临床表征。
Morris 水迷宫是一种检测大鼠学习记忆能力的

经典行为学考察,能系统全面地考察动物空间认知

功能[12] 。 临床研究表明,CSVD 患者发生认知功能

障碍的概率极高。 本实验对各组模型大鼠进行水
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注:Ⅰ:前额叶皮质细胞形态变化;Ⅱ:三脑室背侧出血量变化;Ⅲ:血管周围间隙扩大情况;Ⅳ:胼胝体髓鞘损伤情况。

图 7　 各组大鼠脑组织病理变化

Note.
 

Ⅰ.
 

Morphological
 

changes
 

of
 

prefrontal
 

cortex
 

cells.
 

Ⅱ.
 

Changes
 

in
 

dorsal
 

blood
 

loss
 

of
 

the
 

third
 

ventricle.
 

Ⅲ.
 

Expansion
 

of
 

perivascular
 

space.
 

Ⅳ.
 

Injury
 

of
 

myelin
 

sheath
 

in
 

corpus
 

callosum.
 

Figure
 

7　 Pathological
 

changes
 

of
 

brain
 

tissue
 

in
 

each
 

group
 

迷宫测试,结果显示,随着 D-半乳糖时间的增加,大
鼠神经功能损伤加重,学习记忆能力下降,其中以

D-半乳糖 150
 

mg / ( kg·d)注射 12 周的 SHR 大鼠

认知障碍最显著。
脑是人体最复杂的器官,可调节人体多种重要

生理功能;胸腺和脾是中枢免疫器官,为免疫反应

提供重要场所;肝是机体最重要的代谢器官之一,
随着年龄的增长,各器官结构和生理功能发生改

变,如体积缩小、功能紊乱等[13] 。 本实验结果显示,
D-半乳糖可降低 SHR 大鼠的脑指数、胸腺指数、脾
指数和肝指数,且随着 D-半乳糖注射时间的增加,
各脏器指数逐渐下降,其中以 D-半乳糖 150

 

mg / (kg
·d) 注射 12 周的 SHR 大鼠脏器指数的降低最

显著。
氧化应激损伤发生在衰老过程中,

 

T-SOD、
GSH-Px 可调节机体的氧化和抗氧化平衡,而 MDA
可间接反映脂质过氧化程度[14] 。 氧化应激被认为

是 CSVD 的主要病理机制之一[15] 。 研究表明,脂质

过氧化产物 CSVD 患者血浆中的含量显著高于正常

人群[16] ,且氧化应激标志物与 CSVD 认知功能损伤

密切相关,随着认知功能损伤的加重,血清中 T-
SOD、GSH-Px 等水平明显降低[17] 。 本实验结果显

示,D-半乳糖可诱发 SHR 大鼠氧化应激,引起 T-
SOD、GSH-Px 水平下降和 MDA 水平升高,且随着

D-半乳糖注射时间的增加,大鼠氧化损伤加重,其
中以 D-半乳糖 150

 

mg / ( kg·d)注射 12 周的 SHR
大鼠氧化损伤最显著。

血脑屏障损伤是 CSVD 的始动病理环节。
Zhang 等[18]利用动态增强磁共振检测 CSVD 血脑屏

障渗透率发现,CSVD 患者血脑屏障渗透率增强区

域多,面积广,且其通透性随白质高信号程度的增

加而增加。 血脑屏障损伤程度一般以脑脊液白蛋

白与血清白蛋白的比值( cerebrospinal
 

fluidalbumin /
serumalbumin,CALB / SALB)变化来评价,比值越大,
提示血脑屏障损伤越严重[19] 。 轻肽神经丝蛋白

(neurofilament
 

light,NEFL)主要存在于轴突白质中,
可维持神经细胞形态和促进髓鞘轴突再生。 研究

表明,颅脑损伤患者血清中 NEFL 水平显著高于正

常组[20] ,而损伤后血清中 NEFL 含量的增加可能是

由持续的血脑屏障破坏引起的[21] 。 本实验结果显

示,给予 D-半乳糖注射的 SHR 大鼠,随着注射时间

的增加,CALB / SALB 比值逐渐增大,血清中 NEFL
水平上升,其中以 D-半乳糖 150

 

mg / ( kg·d) 注射

12 周的 SHR 大鼠 CALB / SALB 比值和 NEFL 水平
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变化最显著。
脑微出血、血管周围间隙扩大以及白质高信号

是 CSVD 的重要表现。 脑微出血是指血管周围少量

含铁血黄素沉积引起脑实质损伤。 研究表明,脑深

部出现微出血病灶与高血压相关,且其发生率随着

年龄增长而增加[22] 。 Renard 等[23] 和 Lyu 等[24] 将

研究对象按照不同年龄和高血压水平分组,通过比

较各组微出血病灶数量,进一步证实,高血压和高

龄是影响脑微出血的重要因素。 血管周围间隙扩

大是 CSVD 的早期影像学标志之一,与年龄密切相

关[25] 。 研究显示,老年人群较青年人的血管腔更

细,慢性脑缺血和血管周围间隙扩大的发生率更

高[26] 。 Zhang 等[27] 证实随着年龄的增加,高血压等

基础疾病可加速小血管老化过程,促进血管周围间

隙扩大。 脑白质高信号分布于脑室周围、胼胝体、
深部和皮层下白质,与脱髓鞘、脑内低灌注等病理

相关[28] 。 纵向研究显示,随着年龄增长,脑白质高

信号风险增加,CSVD 患病率升高[29] 。 此外,高血

压患者易发生脑内低灌注,并促使少突胶质细胞功

能异常,引起广泛脱髓鞘,从而导致脑白质病变[30] 。
本实验病理结果显示,给予 D-半乳糖注射的 SHR
大鼠,随着注射时间的增加,大鼠前额叶皮质细胞

死亡数量增多,血管周围间隙扩大,脑室微出血严

重,胼胝体区髓鞘空泡化加重,其中以 D-半乳糖 150
 

mg / (kg·d)注射 12 周的 SHR 大鼠脑组织病变最

显著。
综上所述,采用 SHR 大鼠注射 D-半乳糖 150

 

mg / (kg·d)
 

12 周的方法可复制与人类 CSVD 疾病

状态较相似的动物模型,为人类 CSVD 机制的进一

步研究奠定基础。
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　 　 【摘要】 　 目的　 明确 miR-146b-5p 在小鼠肾纤维化模型中的表达情况,并探讨体内敲低 miR-146b-5p 对小鼠

肾损伤及纤维化的影响。 方法 　 将 24 只 8 周龄 C57BL / 6 雄性小鼠随机分为假手术组( sham), UUO 模型组

(UUO),UUO+肾 miR-146b-5p 电转敲低组(UUO-KD),每组 8 只。 Sham 组仅切开皮肤,暴露且游离右侧肾输尿管,
不做结扎或离断处理。 UUO 组,行单侧输尿管梗阻(UUO)动物模型。 UUO-KD 组通过先电转 CRISPR / RfxCas13 d
质粒于小鼠肾进行特异性 miR-146b-5p 敲低,24

 

h 后按模型组方法建立 UUO 小鼠模型,7
 

d 后处死小鼠收集肾标

本。 HE 染色观察肾病理变化,Masson 检测肾间质纤维化程度,免疫组化检测纤维化相关蛋白( α-SMA、FN、Col-1)
表达,Western

 

Blot、Real-time
 

PCR 检测 miR-146b-5p、α-SMA、FN、IL-1β、IL-6、TNF-α 等基因的变化。 结果 　 miR-
146b-5p 在 UUO 模型中显著升高,电转敲低 miR-146b-5p 后该基因显著下降(P<0. 05),同时,IL-1、IL-6、TNF-α 等

炎性因子表达出现显著下调(P<0. 05)经 HE、Masson 染色后观察到,UUO-KD 组较 UUO 组相比肾结构良好,肾小管

变形轻微,肾损伤及纤维化程度均明显改善。 且免疫组化结果发现:α-SMA、FN、Col-1 等纤维化指标在 UUO-KD 组

也显著降低(P<0. 0001)。 结论　 抑制 UUO 中高表达的 miR-146b-5p 可明显改善肾纤维化,miR-146b-5p 可能是肾

纤维化的一个潜在治疗靶标。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

miR-146b-5p
 

expression
 

in
 

mice
 

model
 

of
 

renal
 

fibrosis
 

induced
 

by
 

unilateral
 

renal
 

ureteral
 

ligation,
 

and
 

to
 

suppress
 

miR-146b-5p
 

expression
 

to
 

improve
 

renal
 

fibrosis
 

induced
 

by
 

unilateral
 

renal
 

ureteral
 

ligation
 

in
 

mice. Methods 　 Twenty-four
 

8-week-old
 

C57BL / 6
 

male
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

sham
 

operation
 

group
 

(sham),
 

UUO
 

model
 

group
 

(UUO),
 

UUO+kidney
 

miR-146b-5p
 

knockdown
 

group
 

(UUO-KD),
 

8
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

In
 

the
 

sham
 

group,the
 

skin
 

was
 

only
 

cut
 

to
 

expose
 

and
 

free
 

the
 

right
 

kidney
 

and
 

ureter
 

without
 

ligation
 

or
 

disconnection.
 

In
 

the
 

UUO
 

group,
 

the
 

animal
 

model
 

of
 

unilateral
 

ureteral
 

obstruction
 

(UUO)
 

was
 

performed.
 

In
 

the
 

UUO-
KD

 

group,
 

miR-146b-5p
 

was
 

specificly
 

knocked
 

down
 

by
 

electrotransferring
 

the
 

CRISPR / RfxCas13
 

d
 

plasmid
 

in
 

the
 

mouse
 

kidney.
 

After
 

24
 

hours,
 

the
 

UUO
 

mouse
 

model
 

was
 

established
 

according
 

to
 

the
 

method
 

of
 

the
 

model
 

group,
 

and
 

the
 

mice
 

were
 

sacrificed
 

7
 

days
 

later
 

to
 

collect
 

kidney
 

samples.
 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

renal
 

pathological
 

changes,
 

Masson
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

degree
 

of
 

renal
 

interstitial
 

fibrosis,
 

immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
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fibrosis-related
 

proteins
 

(α-SMA,
 

FN,
 

Col-1),
 

and
 

Western
 

Blot
 

and
 

Real-time
 

PCR
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

miR-146b-5p,
 

α-SMA,
 

FN,
 

IL-1β,
 

IL-6,
 

TNF-α
 

and
 

other
 

gene
 

changes. Results 　 Real-time
 

PCR
 

showed
 

that
 

miR-146b-5p
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

UUO
 

model,
 

and
 

the
 

gene
 

was
 

significantly
 

decreased
 

after
 

electroporation
 

knockdown
 

of
 

miR-
146b-5p

 

(P
 

<
 

0. 05).
 

Meanwhile,the
 

expression
 

of
 

IL-1β,
 

IL-6,
 

TNF-α
 

and
 

other
 

inflammatory
 

factors
 

was
 

significantly
 

down-regulated
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

It
 

was
 

observed
 

after
 

HE
 

and
 

Masson
 

staining.
 

Compared
 

with
 

the
 

UUO
 

group,
 

the
 

UUO-KD
 

group
 

had
 

a
 

better
 

kidney
 

structure,
 

slightly
 

deformed
 

renal
 

tubules,
 

and
 

less
 

severe
 

renal
 

damage.
 

The
 

degree
 

of
 

fibrosis
 

was
 

significantly
 

improved.
 

And
 

the
 

results
 

of
 

immunohistochemistry
 

showed
 

that
 

α-SMA,
 

FN,
 

Col-1
 

and
 

other
 

fibrosis
 

indicators
 

were
 

also
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

UUO-KD
 

group
 

(P
 

<
 

0. 0001).
 

Conclusions 　
 

Inhibition
 

of
 

highly
 

expressed
 

miR-146b-5p
 

in
 

UUO
 

can
 

significantly
 

improve
 

renal
 

fibrosis,
 

and
 

miR-146b-5p
 

may
 

be
 

a
 

potential
 

therapeutic
 

target
 

for
 

renal
 

fibrosis.
【Keywords】　 miR-146b-5p;

 

targeted
 

electro-knockdown
 

technology;
 

renal
 

fibrosis;
 

chronic
 

kidney
 

disease
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　 　 近年来,以肾间质纤维化为特征的慢性肾病

(chronic
 

kidney
 

disease,CKD) 发病率显著增加,全
球发病率超过 10%,其中 70 岁以上患者占 50%以

上,目前尚缺乏有效的临床治疗手段[1] 。 深入挖掘

CKD 潜在的发病机制,并开发新颖的治疗方法,对
于防治 CKD 的发生发展至关重要[2] 。 microRNA

 

(miRNA)
 

是一类由内源基因编码的长度约为 22 个

核苷酸的非编码单链 RNA 分子,它们在动植物中广

泛参与转录后基因表达调控。 多项研究已证实,
miRNA 在包括糖尿病肾病、肾小球病变、肾囊肿和

肾癌等多种肾疾病的发生和发展中起调控作用[3] 。
本课题组前期通过转录组测序,在小鼠 UUO 模型中

筛选出包括 miR-146b-5p 在内的多个 miRNA 在肾

组织中高表达。 有研究报道,miR-146b-5p 可调节

肾细胞癌的发生,阻断其表达可长期负向调节肿瘤

生长,但 miR-146b-5p 在肾纤维化中的作用和功能

未知[4-5] 。 电转技术是一种高效的细胞转染技术,
其通过脉冲电流在细胞膜上打孔后将目的核酸导

入细胞内[6] 。 电转不仅用于体外培养细胞的转染,
还被广泛用于敲除小鼠的生产、肿瘤治疗、基因治

疗和基于细胞的治疗中[7] 。 值得注意的是,电转技

术已被证明可用于体内组织原位的高效基因转染。
为探索 miR146b-5p 在肾纤维化中的作用,本研究建

立 UUO 小鼠模型,观察 miR-146b-5p 在小鼠肾纤维

化模型中的表达情况,并通过原位电转技术在肾抑

制 miR-146b-5p 的表达,探讨下调其表达对小鼠肾

纤维化的改善作用,为 CKD 肾纤维化的防治研究提

供新思路。

1　 材料与方法
 

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 C57BL / 6 小鼠 24 只,8 周龄,体重

22 ~ 25 g,购自重庆腾鑫生物有限公司【 SCXK(川)
2020-030】,饲养于西南医科大学实验动物中心

【SYXK(川)2020-065】。 小鼠均自由摄食饮水,环
境温度 20

 

~
 

24℃ ,相对湿度 50%
 

~
 

60%,12
 

h / 12
 

h
明暗交替,适应性饲养 1 周开始实验。 研究获得西

南医科大学动物伦理委员会的批准(2021DW027)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

TRIzol 试剂 ( 天根生化科技有限公司, Lot#

P5207,中国),无内毒素质粒大提试剂盒(天根生化

科技有限公司,Lot#W9623,中国),兔抗小鼠 α-SMA
抗体( proteinch,00096457),兔抗小鼠 Gapdh 抗体

(Abways,AB0037),兔抗小鼠 College-1( Col-1)抗体

( Cell
 

Signaling
 

Technology, 4060 ), 兔 抗 小 鼠

Fibronectin(FN)抗体( Abmart,334482)小鼠抗小鼠

IL-1β 抗体( Santa
 

cruz,sc-52012)、小鼠抗小鼠 IL-6
抗体( Santa

 

cruz,sc-32296)、小鼠抗小鼠 TNF-α 抗

体( Santa
 

cruz, sc-52746)、 兔抗小鼠 Wnt-5a 抗体

(Affinity
 

biosciences,DF-6856),兔抗小鼠 β-catenin
抗体( Affinity

 

biosciences,AF6266),荧光定量 PCR
染料 试 剂 ( Promega, LS2068 ), HE 染 色 试 剂 盒

(Beyotime
 

Biotechnology,C0105),中杉金桥免疫组

化试剂盒( ZSGB-BIO,PV-6000),Masson 染色试剂

盒(贝索生物公司,BA-40798)。 LightCycle
 

96 荧光

定量 PCR 仪( Roche,瑞士),正置光学显微镜(尼

康,Nikon
 

Eclipse
 

E100,日本),电泳槽和湿转转膜

系 统 ( Bio-Rad, 美 国 ), 质 粒 电 转 仪 器 ( Pulse
 

Generator
 

CUYEDITⅡ,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

实验分为正常组(WT)、假手术组(sham)、模型

组( UUO) 和 UUO + miR-146b-5p 靶向电转敲低组

(UUO-KD),及 sham+miR-146b-5p 靶向电转敲低组

( KD-1day )、 绿 色 荧 光 质 粒 电 转 组
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(Electrotransfection)。 假手术组仅切开右侧背部皮

肤,暴露且游离右侧肾输尿管,不做结扎或离断处

理。 模型组按参考文献[8] 建立单侧输尿管梗阻小

鼠模型,方法如下:腹腔注射 1%戊巴比妥钠成功麻

醉小鼠后,在小鼠右侧背部脊柱旁约 1
 

cm 处切开背

部皮肤,分离暴露右肾,游离右侧近端输尿管,于靠

近肾门处和输尿管下 1 / 3 水平分别以 4-0 号丝线

结扎输尿管后离断输尿管,缝合腹腔。 UUO-KD 组,
首先对小鼠进行质粒注射及肾原位电转操作,24

 

h
后建立单侧输尿管梗阻小鼠模型,具体如下:麻醉

小鼠后分离暴露右肾,游离小鼠肾静脉、肾动脉,于
近心端处夹闭肾动静脉后,用 36

 

G 针头注入已提取

的质粒约 100
 

μL(质粒浓度 = 1
 

μg / μL),观察肾膨

胀且色泽变苍白,即为注射成功。 将无菌纸剪成约

肾面积大小,浸生理盐水湿润后,覆于肾两侧,用电

极轻夹住湿无菌纸包裹的肾,观察电阻<
 

500
 

Ω 时,
即可开始电转(参数:电转电压(Pd

 

V)= 50
 

V,电转

电流(Pd
 

A) = 300
 

mA,瞬时电转持续时长(Pd
 

on)
= 50. 0

 

ms,瞬时电转休息时长(Pd
 

off)= 1000
 

ms,总
电转次数(Pd

 

N)= 4 次。 常规饲养 24
 

h 后,观察状

况良好,按模型组构建方法,建立肾间质纤维化模

型。 KD-1
 

day 组仅对小鼠进行质粒注射及肾原位

电转操作,Electrotransfection 组仅进行肾原位电转

绿色荧光质粒。 造模 1
 

d 或 7
 

d 后处死小鼠,取出手

术侧肾组织,将 1 / 4 肾组织置于 4%多聚甲醛中固

定,用于后期病理染色,剩余肾组织迅速置于-80℃
冰箱中冻存,用于提取组织蛋白及 RNA。
1. 2. 2　 CRISPR / RfxCas13 d 敲除载体构建

取构建好的质粒 10
 

μL 加入 DH5α 感受态细

胞,间歇振荡每次 5
 

min,共 6 次,置于 42℃ 水浴锅

中热激 90
 

s,加入 LB 培养基 500
 

μL,于摇床中震摇

50
 

min ( 100
 

r / min、 37℃ ), 后 离 心 5
 

min
(3000

 

r / min),倒掉上清液,留 100
 

μL 进行重悬后

铺板于 AMP 抗性平板上,倒置培养过夜。 筛选阳性

菌株,培养收集菌液,按质粒提取试剂盒要求提取、
纯化质粒 ( sgRNA 序列 ( 5 ’ → 3 ’): ATGGAATTC

 

AGTTCTCAGAGCCA)。
1. 2. 3　 Real-time

 

PCR
 

检测各组小鼠肾组织中 miR-
146b-5p 的表达

 

取冻存肾组织, TRIzol 法提取肾组织中总

RNA,Nanodrop 测定总 RNA 浓度。 取 1
 

μg 总 RNA,
按照逆转录试剂盒说明书操作逆转录合成 cDNA。
以 cDNA 为模板,用 miR-146b-5p 引物参照 PCR 试

剂盒说明书构建 PCR 体系后进行 PCR 反应,PCR
反应条件:

 

95℃ ,30
 

s;95℃ ,3 ~ 10
 

s;60℃ ,10 ~ 30
 

s;

40
 

个循环后结束。 以 U6 作为 miR-146b-5p 的内参

基因,GAPDH 作为 IL-1β、IL-6、TNF-α、α-SMA 的内

参基因。 根据内参表达量检测计算目标基因的相

对表达,相对表达量通过 2-ΔΔCT 法算。 序列见表 1。

表 1　 引物信息

Table
 

1　 Information
 

of
 

primers
基因名

Gene
 

names
序列(5’→3’)
Sequences(5’→3’)

miR-146b-5p F:CGCGTGAGAACTGAATTCCA
R:AGTGCAGGGTCCGAGGTATT

IL-1β F:
 

TGCCACCTTTTGACAGTGATG
R:

 

AAGGTCCACGGGAAAGACAC
IL-6 F:

 

AAAGAGTTGTGCAATGGCAATTCT
R:AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

TNF-α F:CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA
R:TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

α-SMA F:CTCTGGTGTGTGACAATGGTCC
 

R:CGAAGCTCGTTATAGAAGGAGTG
 

U6 F:CAAATTCGTGAAGCGTTCCAT
R:AGTGCAGGGTCCGAGGTATT

GAPDH F:AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
R:TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

1. 2. 4　 小鼠肾 HE 染色及 Masson 染色

HE 染色:将小鼠肾组织取出后用 4%多聚甲醛

溶液固定 48
 

h,经梯度乙醇脱水,二甲苯透明后,石
蜡浸润包埋,并用切片机制备 4

 

μm 切片,行 HE 染

色,镜下观察肾组织的病理改变。
Masson 染色:染色前对切片进行常规脱腊复水

后,铁苏木素染色 5
 

min,水洗,1%盐酸酒精分色,
0. 5%氨水促黑 2

 

min,水洗,丽春红染色 8
 

~
 

10
 

min,磷钼酸分色 1
 

~
 

5
 

min,加入甲苯胺蓝后水洗,
1%冰醋酸 1

 

min 后脱水封片,观察镜下肾组织间质

纤维化程度。
1. 2. 5　 蛋白免疫印迹法(Western

 

Blot)检测肾组织

纤维化相关蛋白表达

采用蛋白印记法检测 α 平滑肌肌动蛋白( α-
SMA),取肾组织 0. 1

 

g 置于裂解液中,并将其置于

冰上碾碎,裂解 20
 

~
 

30
 

min,后离心取上清液,采用

考马斯亮蓝测蛋白浓度法,测出蛋白浓度,并将每

个样本蛋白浓度调整为 10
 

μg / μL,后加入 8
 

μL,到
12%

 

SDS 聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳, 转膜至

PVDF 膜后按 1 ∶ 1000 的稀释比例加入多克隆抗体

α-SMA 于 4℃孵育过夜,后加入 HRP 偶联二抗常温

孵育 1
 

h。 加入 ECL 显色,凝胶成像分析仪成像,结
果以目标蛋白 / 内参相对灰度值表分析。
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1. 2. 6　 小鼠肾组织免疫组化

将小鼠肾组织取出后用 4%多聚甲醛溶液固定

48
 

h,经梯度乙醇脱水,二甲苯透明后,石蜡浸润包

埋,并用切片机制备 4
 

μm 厚度石蜡切片。 经脱蜡

复水,抗原修复后,封闭,滴加多克隆抗体 α-SMA、
Col-1、FN 并按 1 ∶ 200 稀释比例,4℃ 过夜,再滴加

生物素化二抗,室温敷育 15
 

min,DAB 显色,苏木素

复染,流水冲洗反蓝 15
 

min,脱水透明后,封片,镜下

观察 α-SMA、Col-1、FN 表达。

注:A:HE 染色结果;B:免疫组化结果;C:α-SMA 的 Western
 

Blot 结果;D:α-SMA 的 PCR 结果;E:测序结果图;F:miR-146b-5p 的 PCR 结果;

与 Sham 组相比,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 0001。

图 1　 miR-146b-5p 在 UUO 小鼠肾中显著增高

Note.
 

A.
 

HE
 

staining
 

result.
 

B.
 

Immunohistochemistry
 

result.
 

C.
 

Western
 

Blot
 

result
 

of
 

α-SMA
 

protein.
 

D.
 

PCR
 

result
 

of
 

α-SMA.
 

E.
 

Sequencing
 

result.
 

F.
 

PCR
 

result
 

of
 

miR-146b-5p.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 0001.

Figure
 

1　 miR-146b-5p
 

is
 

significantly
 

increased
 

in
 

UUO
 

mice
 

kidney

1. 2. 7　 基于全转录组的 miRNA 测序

测序工作由广州基迪奥生物公司完成,提取高

质量 RNA 后采用 Illumina
 

HiSeq 测序仪进行测序。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS
 

21. 0 对数据进行统计分析,计量资

料若符合正态分布采用平均值±标准差( 􀭰x
 

±
 

s) 表

示,若不符合正态分布采用中位数表示。 两组间差

异性的比较,服从正态分布且方差齐则采用非配对 t
检验,方差不齐采用 Welch’ s 校正非配对 t 检验。
多组间差异性的比较,各组均符合正态分布且方差

齐则采用单因素 ANOVA 检验,组间多重比较采用

LSD 法,各组资料不符合正态分布或方差不齐,采用

Kruskal-Wallis
 

H 检验,若提示组间存在差异,进一

步采用独立样本的非参数检验进行组间两两比较,
P

 

<
 

0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 测序分析 UUO 部分 miRNA 表达,miR-146b-
5p 在 UUO 中显著增高

HE 染色结果显示 UUO 小鼠较 sham 组小鼠肾

小管扩张明显,肾小球变形破坏严重,肾间质增宽。
免疫组化结果显示 UUO 组较 sham 组肾间质 α 平滑

肌肌动蛋白( α-SMA),FN 纤维蛋白沉积显著增多

与免疫印记、PCR 结果一致(P
 

<
 

0. 0001)。 采用全

转录组测序发现多种 miRNA 在 UUO 小鼠肾中高表

达,其中 miR-146b-5p 的上升幅度最为明显,PCR 结

果验证 miR-146b-5p 在 UUO 小鼠体内表达增加与

测序结果一致,较 sham 组显著增加(P
 

<
 

0. 0001),
见图 1。
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2. 2　 原位肾电转效率检测

采用肾原位电转的方式将绿色荧光质粒电转

染至肾中,并观察到了大量荧光信号,说明肾原位

电转效率高,可为后续 miRNA 敲低质粒的原位电转

染提供良好的实验基础。 其有效电转参数为:正反

向电转模式,电转电压(Pd
 

V)= 50
 

V,电转电流(Pd
 

A)= 300
 

mA,瞬时电转持续时长(Pd
 

on)= 50. 0
 

ms,
瞬时电转间隔时长(Pd

 

off) = 1000
 

ms,总电转次数

(Pd
 

N)= 2,见图 2。
2. 3　 电转抑制 miR-146b-5p 对 UUO 肾病理改变

的影响

正常小鼠肾电转 miR-146b-5p 敲低质粒 1
 

d 后,
通过 Real-time

 

PCR 检测到 miR-146b-5p 表达量显

著下降(P
  

<
  

0. 01);且电转 7
 

d 后肾功能变化差异

无显著性,证实电转不会对肾造成病理损伤。 电转

7
 

d 后,免疫印记结果显示 UUO-KD 组 α-SMA 蛋白

表达显著下降(P
  

<
  

0. 01),且与 PCR 结果显示一致

(P
  

<
  

0. 001),HE 染色结果及 Masson 染色结果显示

UUO 组小鼠肾组织中,肾小管明显扩张,肾小球破

坏明显,且间质增宽,经电转靶向敲低后,小鼠肾病

理损伤显著好转。 且经 miR-146b-5p 靶向电转敲低

后小鼠肾间质损伤明显减轻,胶原成分减少,间质

纤维化面积显著降低,见图 3。
2. 4　 电转抑制 miR-146b-5p 后可降低 UUO 小鼠

炎症及纤维化改变

UUO-KD 组较 UUO 组可显著下调 IL-6、TNF-α、
IL-1β 炎症指标 mRNA 表达量,且差异具有显著性

(P
  

<
  

0. 01); 免疫组化结果显示: UUO-KD 组较

UUO 组肾间质 α-SMA、Col-1 沉积显著减少,且肾组

织结构完整,损伤轻微,Western
 

Blot 结果发现,UUO
组中 wnt5a、β-catenin 在蛋白水平上均高表达,UUO-
KD 组 wnt5a、β-catenin 表达均显著下降,说明电转

抑制 miR-146b-5p 后可显著下调 UUO 小鼠炎症及

纤维化,见图 4。

注:A:小鼠电转流程示意图;B:为光镜下肾原位电转后荧光图;C:CRISPR / RfxCas13
 

d 载体序列示意图。

图 2　 原位肾电转流程

Note.
 

A.
 

Schematic
 

diagram
 

of
 

mouse
 

electroporation
 

process.
 

B.
 

Luorescence
 

image
 

of
 

kidney
 

in
 

situ
 

electroporation
 

under
 

light
 

microscope.
 

C.
 

Schematic
 

diagram
 

of
 

CRISPR / RfxCas13
 

d
 

vector
 

sequence.

Figure
 

2　 Process
 

of
 

renal
 

electroporation
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注:A:KD-1day 组电转后 1
 

d,小鼠肾 miR-146b-5p
 

PCR 结果;B:尿素氮结果;C:肌酐测试结果;D:α-SMA 的 Western
 

Blot 结果,蛋白量化结

果;E:UUO 小鼠电转后 PCR 结果;F:HE 染色结果;G:Masson 染色结果。 与 UUO 组相比,∗P
 

<
 

0. 01,∗∗P
 

<
 

0. 001。 (下图同)

图 3　 电转抑制 miR-146b-5p 对 UUO 肾病理改变的影响

Note.
 

A.
 

One
 

day
 

after
 

electroporation,
 

the
 

PCR
 

results
 

of
 

miR-146b-5p
 

mRNA
 

expression
 

in
 

mouse
 

kidney.
 

B.
 

Urea
 

nitrogen
 

results.
 

C.
 

Creatinine
 

test
 

results.
 

D.
 

Western
 

Blot
 

results
 

of
 

α-SMA,
 

protein
 

quantification
 

results.
 

E.
 

PCR
 

results
 

after
 

electroporation
 

of
 

UUO
 

mice.
 

F.
 

HE
 

staining
 

results.
 

G.
 

Masson
 

staining
 

results.
 

Compared
 

with
 

UUO
 

group,∗P
 

<
 

0. 01,∗∗P
 

<
 

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

electrotransduction
 

inhibition
 

of
 

miR-146b-5p
 

on
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

UUO
 

kidney

注:A:各炎症指标 PCR 结果;B:α-SMA、Col-1 免疫组化结果;C:Wnt5a、β-catenin 的 Western
 

Blot 结果和蛋白量化结果。

图 4　 电转抑制 miR-146b-5p 后可降低 UUO 小鼠炎症及纤维化改变

Note.
 

A.
 

PCR
 

results
 

of
 

inflammation
 

indexes.
 

B.
 

Immunohistochemistry
 

results
 

of
 

α-SMA
 

and
 

Col-1.
 

C.
 

Western
 

Blot
 

results
 

of
 

wnt5a,
 

β-
catenin,

 

protein
 

quantification
 

results.

Figure
 

4　 Electrotransduction
 

inhibition
 

of
 

miR-146b-5p
 

can
 

reduce
 

inflammation
 

and
 

fibrosis
 

in
 

UUO
 

mice
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3　 讨论

肾小管间质纤维化是一个慢性进行性的疾病

过程,是慢性肾疾病发展为终末期肾病的必经途

径,其机制复杂多样。 纤维化是正常伤口愈合过程

的病理性扩展,特征为组织损伤及炎症,成纤维细

胞活化和迁移以及基质沉积和重塑[8] 。 在 CKD 的

发病过程中,肾小管间质纤维化基质沉积进行性加

重,最终破坏器官结构,减少血液供应导致肾衰竭。
目对于肾纤维化的治疗及控制,在临床上的进展仍

然十分缓慢,除了部分支持治疗可提高患者的生存

质量外,尚且缺乏有效的治疗措施。
国内外大量研究表明,microRNA 与多种器官的

纤维化相关,且是参与器官纤维化的一个重要成

分[9-10] 。 microRNA 是小型非编码 RNA,具有巨大

潜力的生物学功能,参与各种生理和病理过程[11] 。
且 miRNA 介导 mRNA 的抑制或去稳定作用,并导

致翻译抑制,是基因表达的重要调节剂[12] ,参与了

多种肾疾病的纤维化进程。 本团队通过前期转录

组测序筛选出多个 miRNA 在肾纤维化 UUO 小鼠模

型中高表达,通过前期实验验证后发现 miR-146b-
5p 的表达变化尤为显著。 目前国内外的相关研究

已证实 miR-146b-5p 参与多种肾病理过程。 研究表

明,miR-146b-5p 在狼疮性肾病中激活 NF-κB 的表

达加重了肾炎症表型[13] 。 Ichii 等[14] 和 Paterson
等[15]报道,慢性肾病肾中 miR-146b 的表达及其尿

液排泄与肾间质病变的发展相关,并与炎症细胞浸

润相关,镉肾毒性与大鼠肾皮质 miR-146b-5p 的表

达改变有密切关系。 然而 miR-146b-5p 在肾纤维化

中的作用未知。 为此,本团队计划探索 miR-146b-
5p 在肾纤维化中的作用。 本研究发现,肾纤维化病

理状态时, miR-146b-5p 显著升高,电转敲低 miR-
146b-5p 会明显减轻 UUO 模型肾纤维化程度。 这

些结果提示 miR-146b-5p 可能促进肾纤维化的

进程。
为了研究 miR-146b-5p 在小鼠肾纤维化中的作

用,我们计划采用肾原位转染敲低质粒的方法下调

miR-146b-5p 在 UUO 小鼠肾中的表达。 目前肾原位

转染技术主要包括病毒转染、超声微泡转染、电转

染等方法。 其中电转染是目前一种新型基因转染

技术,早在 1982 年,Neumann 等[16-17] 第一次利用电

转脂质双分子层理论对小鼠进行基因转染。 电转

染是指在外加电场的作用下,使细胞膜具有高通透

性,从而将基因导入细胞或组织中的方法,较传统

的病毒载体编辑基因的方法具有成本低、效率高、
方便安全的优点[18] ,相比较超声靶向微泡技术而

言,超声微泡所需试剂价格昂贵,且超声过程中探

头易产热对组织造成二次损伤,加重组织病理损伤

改变[19] 。 本研究在前期实验中验证了电转染与超

声微泡转染技术的转染效率,其中电转染体现了优

良的转染效率,特别是在摸索出合适的电转参数

后,电转染较超声微泡法的效率高,经 HE 染色及肾

功能检测后发现经原位电转的肾较模型组比,组织

结构完整,形态规则,无明显病理损伤,血肌酐、尿
素氮测试显示经电转后,小鼠肾功能与假手术组基

本一致,无明显变化,证明经电转后,对小鼠肾无特

别损伤。 经过前期摸索测试,我们发现采用电转染

法可以成功敲低小鼠肾 miR-146b-5p,且明显抑制

UUO 小鼠肾小管间质纤维化的病理改变,进而揭

示:靶向电转敲低 miR-146b-5p 后可抑制 miR-146b-
5p 的表达从而改善小鼠单侧肾输尿管结扎诱导的

肾纤维化。
目前,对于肾纤维化机制及通路的探讨存在多

样性,本研究前期我们通过测序发现 miR-146b-5p
在 UUO 小鼠肾中显著增加,并验证了肾纤维化模型

中 miR-146b-5p 表达结果与前期预测一致,大量研

究显示,wnt / β-catenin 信号通路参与肾损伤及各种

损伤后的修复,激活肾小管中的 wnt / β-catenin 可防

止肾小管细胞死亡和 AKI 的发生,而肾小管中 Wnt /
β-catenin 的持续激活可能导致进行性肾纤 维

化[20-21] ,通过 Western
 

Blot 结果发现, 模型组中

wnt5a、β-catenin 在蛋白水平上均高表达,经靶向电

转敲低后,wnt5a、β-catenin 表达均显著下降,我们猜

想 miR-146b-5p 可能是通过此机制调控了小鼠肾纤

维化的进程及转变,并产生了以 α-SMA、Col-1 为标

志的纤维化改变,后期我们将在肾小管上皮细胞中

下调 miR-146b-5p 表达,检测纤维化相关 mRNA 的

变化,预测其信号通路证实相关的纤维化机制。
综上所述,miR-146b-5p 在小鼠单侧肾输尿管

结扎诱导的肾纤维化模型中高表达,肾原位抑制

miR-146b-5p 的表达可改善小鼠单侧肾输尿管结扎

诱导的肾纤维化。 表明 miR-146b-5p 可能是肾纤维

化的治疗靶标,从而为肾纤维化的治疗提供新的研

究方向。
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基于“心脾同治”理论探讨益气活血方调控冠心病
气虚血瘀证大鼠炎症反应的机制

王瑾茜1,喻嵘2,李薇1,杨蕙1,张田田2,蔺晓源1,胡国恒2,陈亚1,雷诗卉1∗

(1.
 

湖南中医药大学第一附属医院,长沙　 410007;2.
 

湖南中医药大学,长沙　 410208)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟探讨益气活血方调控冠心病气虚血瘀证大鼠免疫炎症的机制。 方法　 30 只 SD 大

鼠随机分为正常组、模型组、中药组。 模型组和中药组均采用“力竭+控食+冠状动脉左前降支结扎法”制备冠心病

气虚血瘀证模型,造模周期为 22
 

d,中药组在造模第 8 天起予以益气活血方预处理 14
 

d。 于第 25 天取大鼠血清、
脾、主动脉及缺血区心肌组织。 采用酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测各组大鼠血清中 IL-35、IL-37 含量;HE 染色

观察脾、心肌组织病理形态;Masson 染色观察主动脉病理形态;免疫组化法、Western
 

Blot 分别检测脾、心、主动脉

IL-35、IL-37 光密度表达及蛋白表达。 结果　 (1)模型组较正常组血清中 IL-37、IL-35 显著降低(P
 

<
 

0. 00001);中
药组较模型组 IL-37、IL-35 均显著升高(P

 

<
 

0. 00001)。 (2)HE 染色显示模型组心肌间质可见大量炎性细胞浸润;
脾组织红髓区域变小,白髓可见边缘区(marginal

 

zone,MZ)和动脉周围淋巴鞘之间淋巴小结大量增多。 中药组心

肌组织炎性浸润较模型组明显减少,脾组织可见正常分布的脾小梁( trabecula,T)、血窦( splenic
 

sinus,SS),且脾中

央动脉(central
 

antery,CA)形态规则。 Masson 染色显示模型组主动脉内膜增生,结构紊乱并存在泡沫细胞、脂质沉

淀;中药组主动脉内膜变薄,纤维破损处可见修复痕迹。 (3)模型组大鼠心肌、主动脉、脾组织 IL-35、IL-37 平均光

密度值及蛋白含量显著低于正常组(P
 

<
 

0. 00001);中药组大鼠心肌、主动脉、脾组织 IL-35、IL-37 平均光密度及蛋

白含量显著高于模型组(P
 

<
 

0. 00001)。 结论　 CHD 气虚血瘀证模型大鼠可为“心脾同治”理论提供模型支撑;益
气活血方对 CHD 气虚血瘀证炎症状态有改善作用,其机制与上调 IL-35、IL-37 水平相关。

【关键词】 　 心脾同治;冠心病;气虚血瘀证;免疫炎症反应;益气活血方
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【Abstract】　 Objective　 The
 

aim
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

Yiqi
 

Huoxue
 

recipe
 

in
 

regulating
 

immune
 

inflammatory
  

response
 

in
 

rats
 

with
 

coronary
 

heart
 

disease
 

syndrome
 

of
 

qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis.
 

Methods　
Thirty

 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group,
 

model
 

group,
 

and
 

recipe
 

group.
 

The
 

model
 

of
 

qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease
 

was
 

prepared
 

by
 

exhaustion,
 

food
 

control,
 

and
 

ligation
 

of
 

the
 

left
 

anterior
 

descending
 

branch
 

of
 

the
 

coronary
 

artery
 

in
 

model
 

group,
 

and
 

recipe
 

group.
 

recipe
 

group
 

was
 

pretreated
 

with
 

Yiqi
 

Huoxue
 

Recipe
 

for
 

14
 

days
 

from
 

day
 

8
 

of
 

modeling.
 

On
 

day
 

25,
 

serum,
 

heart,
 

spleen,
 

and
 

aorta
 

were
 

collected
 

for
 

cytokine
 

quantification
 

and
 

histopathological
 

examination. Results　 (1)Serum
 

levels
 

of
 

IL-37
 

and
 

IL-35
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

model
 

group,
 

than
 

control
 

group ( P
 

<
 

0. 00001 ).
 

( 2 ) After
 

treatment,
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

IL-37
 

and
 

IL-35
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

recipe
 

group
 

than
 

model
 

group(P
 

<
 

0. 00001).
 

HE
 

staining
 

showed
 

a
 

large
 

degree
 

of
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

in
 

the
 

myocardial
 

stroma
 

in
 

model
 

group.
 

The
 

red
 

pulp
 

area
 

of
 

spleen
 

tissue
 

was
 

smaller,
 

and
 

a
 

large
 

number
 

of
 

lymph
 

nodes
 

between
 

marginal
 

zone ( MZ ) and
 

the
 

periarterial
 

lymph
 

sheath
 

were
 

seen
 

in
 

white
 

pulp.
 

Hyperplasia,
 

structural
 

disorder,
 

the
 

presence
 

of
 

foam
 

cells,
 

and
 

lipid
 

deposition
 

were
 

seen
 

in
 

the
 

aortic
 

intima
 

in
 

model
 

group.
 

Inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

of
 

myocardial
 

tissue
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

recipe
 

group
 

than
 

in
 

the
 

model
 

group.
 

The
 

intima
 

of
 

the
 

aorta
 

was
 

thin,
 

and
 

scars
 

were
 

seen
 

at
 

damaged
 

fibers.
 

A
 

normal
 

distribution
 

of
 

trabecula(T)and
 

splenic
 

sinus(SS) was
 

seen
 

in
 

spleen
 

tissue
 

and
 

central
 

antery( CA) morphology
 

was
 

regular
 

in
 

recipe
 

group.
 

( 3) The
 

average
 

optical
 

densities
 

and
 

protein
 

contents
 

of
 

IL-35
 

and
 

IL-37
 

in
 

the
 

myocardium,
 

aorta,
 

and
 

spleen
 

of
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group(P
 

<
 

0. 00001).
 

The
 

average
 

optical
 

densities
 

and
 

protein
 

contents
 

of
 

IL-35
 

and
 

IL-37
 

in
 

the
 

myocardium,
 

aorta,
 

and
 

spleen
 

of
 

rats
 

in
 

recipe
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
(P

 

<
 

0. 00001). Conclusions 　 CHD
 

model
 

rats
 

with
 

qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome
 

support
 

the
 

theory
 

of
 

simultaneous
 

treatment
 

of
 

heart
 

and
 

spleen,
 

Yiqi
 

Huoxue
 

recipe
 

improves
 

the
 

inflammatory
 

state
 

of
 

CHD
 

with
 

qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome,
 

and
 

its
 

mechanism
 

is
 

related
 

to
 

the
 

upregulation
 

of
 

IL-35
 

and
 

IL-37.
【Keywords】 　 simultaneous

 

treatment
 

of
 

heart
 

and
 

spleen;
 

coronary
 

heart
 

disease;
 

qi
 

deficiency
 

and
 

blood
 

stasis
 

syndrome;
 

immune
 

inflammation;
 

Yiqi
 

Huoxue
 

recipe
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　 　 冠心病(coronary
 

heart
 

disease,
 

CHD)是我国导

致死亡的主要原因之一[1] ,美国心脏协会的一项研

究表明,由于衰老、吸烟及其他风险因子的影响,到
2030 年,中国的 CHD 患者复发和死亡的风险将增

加 3. 3 倍[2] 。 现代医学研究证实,免疫炎症反应在

CHD 的发生发展中起重要作用[3] 。 脾作为机体最

大的免疫器官,含有大量的巨噬细胞[4-5] 。 脾来源

的巨噬细胞活化后,可吞噬大量胆固醇从而转变为

泡沫细胞,后者积聚于血管内膜形成脂质斑块,进
而加速 CHD 的进程。 上述过程被认为是促进炎症

反应、加速动脉硬化斑块形成的关键所在[6-7] 。
CHD 在中医学中归属于“胸痹”、“心痛”等范畴[8] 。
中医学认为心脾两脏存在“母子相及”的关系,并认

为心、脾两脏相互为病,是胸痹心痛的内在病机之

一[9] 。 《金匮要略》一书中首次提出“心脾同治”之

法,认为脾与心存在母子相及的关系,膏脂的生成

转化与脾的运化功能密切相关,脾虚可加重脂浊生

成,脂浊浸淫血脉则血脉壅滞,遂发为胸痹心痛[10] 。
有研究证实了脾虚证患者免疫功能降低,导致机体

炎症反应加重,进而加速了胸痹心痛的进程[11] 。 亦

有研究表明,脾虚患者血管内皮易损、修复能力减

弱,使胸痹心痛的易患性增加[12] 。 结合现代医学及

中医视角,课题组认为,“心脾同治”治法的科学依

据可能与调控脾介导的免疫炎性反应失衡密切

相关。
益气活血方是湖南省名老中医胡国恒教授的

经验方,临床治疗 CHD 疗效显著[13] 。 全方由黄芪、
当归、丹参、川芎四药组成。 黄芪性温,补气而使脾

阳复辟。 当归性温味甘,养血合营。 两者合用,体
现“若实其脾,则化得其正”的用药精髓。 丹参可破

宿血,补新生血;川芎为血中气药,可使血闭者能

通。 诸药相互为用,共奏心脾同治、气血并补之效,
是“心脾同治”法的具体体现形式。 本研究中,我们

采用“游泳力竭+控制饮食+结扎冠状动脉左前降

支”制备 CHD 气虚血瘀证病证结合动物模型,观察

益气活血方干预后大鼠一般状态及血清中白介素-
35( interleukin-35, IL-35)、白介素 - 37 ( interleukin-
37,IL-37)的改变,检测脾组织、心肌组织及主动脉

病理形态及 IL-35、IL-37 的平均光密度及蛋白含量

表达,以期探寻益气活血方调控 CHD 气虚血瘀证炎

症反应的机制所在,为“心脾同治”理论提供一定的

实验依据。
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1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物　
16 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 30 只,体重(280

 

±
 

20)g,购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司【SCXK
(湘)2019-0004】。 饲养于湖南中医药大学第一附属

医院 SPF 级动物房【SYXK(湘)2020-0010】。 实验动

物饲养条件为:18
 

~
 

21℃,湿度保持 40%
 

~
 

70%,环
境空气控制为每分钟 10 次换气;保持每天 12

 

h 光照

和 12
 

h 黑暗环境。 本文涉及动物实验,均经湖南中

医药 大 学 医 学 伦 理 委 员 会 监 管 和 批 准 实 施

(IACUC20201010-3),实验过程遵循 3R 原则。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器　

益气活血方由黄芪 30
 

g,当归 12
 

g,川芎 15
 

g,
丹参 15

 

g 组成,中药饮片购自湖南中医药大学第一

附属医院。
注射用青霉素钠 ( 华北制药, 86347 ), IL-35

 

ELISA 测定试剂盒( FY2081-A)、IL-37
 

ELISA 测定

试剂盒(FY2083-A)均购自于江苏菲亚生物科技有

限公司;DAB 显色液(北京中杉金桥,ZLI-9018),总
蛋白提取试剂盒(22865-23)、酶标二抗(23876-26)、
ECL 显色液(21278-34)均购自于默克美国 sigma 试

剂公司。
酶标仪( Perkinelmer,Enspire,美国),小动物呼

吸机(奥尔科特,ALC-V10,中国),电子天平(湘仪,
TP-2200B,中国),台式冷冻离心机(贺默,Z32HK,
德国),水浴锅( Blue

 

pard,DK-8AD,中国),心电图

机(徕卡,BL-420,德国),荧光显微镜(奥林巴斯,
BX43,日本),生物组织包埋机(宏业,BM-V Ⅲ,中
国),手动轮转式切片机(赛默飞,HM325,英国),染
色机(赛默飞,Gemini

 

AS,英国),样本匀浆处理系统

(耶拿,SPEEDMILL
 

PLUS,德国),蛋白印迹系统(伯
乐,Mini

 

Trans-Blot,中国)。
1. 2　 方法

 

1. 2. 1　 动物分组实验干预

大鼠按体重随机分为 3 组:正常组、模型组

和中药组, 每组各 10 只。 参考课题组既往经

验 [ 14] ,正常组大鼠正常饲养,模型组于实验第 1
 

~
 

21 天采用“力竭+控食”制备气虚血瘀证模型:
于正式实验第 1 天进行力竭游泳造模,以大鼠头

不能露出水平面开始计时 10
 

s 为力竭标准,频率

为每天 1 次;力竭游泳造模同时进行控食造模,

每日摄食量为正常食量的 1 / 2 的饲料,连续 21
 

d。 于第 22 天采用“ 冠状动脉左前降支结扎法”
制备冠心病病理模型。 造模结束后,以第 25 天

上午 8:00 为取材时间点。
1. 2. 2　 益气活血方灌胃液的制备

取益气活血方加入处方剂量 10 倍水,浸泡 30
 

min 后,沸水文火慢煎 2 次,每次 40
 

min,合并 2 次

药液,过滤,浓缩至 1. 6
 

g / mL,4℃冰箱保存。
1. 2. 3　 检测指标与检测方法

 

第 25 天麻醉大鼠,取大鼠血清,脾组织、主动脉

及缺血区心肌组织进行如下检测:(1)观察各组大

鼠一般状态。 (2) ELISA 法检测大鼠血清中 IL-37、
IL-35 的水平。 (3) HE 染色法观察大鼠心、脾组织

病理形态学改变;Masson 染色法观察主动脉病理形

态学改变。 (4)免疫组化法观察大鼠心肌、主动脉、
脾组织 IL-37、IL-35 光密度表达。 (5) Western

 

Blot
法检测大鼠心、主动脉、脾组织 IL-37、IL-35 蛋白含

量的变化。
1. 3　 统计学分析

  

采用统计学软件 SPSS
 

22. 0 分析实验数据,根
据不同的数据特点采用不同的检验法:计数资料采

用 χ2 检验;计量资料以平均值±标准差( 􀭰x
 

±
 

s) 表

示,如果满足正态及方差齐性,采用成组 t 检验,不
满足者采用秩和检验,P

 

<
 

0. 05 为差异具有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠一般状态比较
 

正常组大鼠精神状态良好,毛发润泽,反应灵

敏;模型组精神萎靡、毛发粗糙无光泽,反应迟钝,
消瘦;中药组毛发蓬松、稍有光泽,精神状态有所改

善,体重略有增加,见图 1。

注:A:正常组;B:模型组;C:中药组。

图 1　 各组大鼠一般状态比较

Note.
 

A.
 

Control
 

group.
 

B.
 

Model
 

group.
 

C.
 

Recipe
 

group.

Figure
 

1　 Comparison
 

of
 

general
 

state
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

2. 2　 各组大鼠血清中 IL-37、IL-35 水平比较
 

与正常组比较,模型组大鼠 IL-37、IL-35 显著降

低(P
 

<
 

0. 00001);与模型组相比,中药组大鼠 IL-
37、IL-35 显著升高(P

 

<
 

0. 00001),见图 2。
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注:两组间比较,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 00001。

图 2　 酶联免疫吸附实验法检测结果

Note.
 

Compared
 

between
 

the
 

two
 

groups,
 ∗∗∗∗P

 

<
 

0. 00001.

Figure
 

2　 Test
 

results
 

of
 

enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay

2. 3　 各组大鼠心肌、主动脉、脾组织病理形态学

比较

2. 3. 1　 心肌组织 HE 染色病理观察

图 3　 各组大鼠组织病理学

Figure
 

3　 Histopathology
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

正常组 HE 染色可见心肌细胞整齐、致密、均匀

排列,无核固缩甚至碎裂溶解。 模型组心肌细胞排

列紊乱,心肌纤维走行较为紊乱,间质可见大量炎

性细胞浸润。 中药组炎性浸润较模型组明显减少,
可见组织纤维修复痕迹,见图 3A。
2. 3. 2　 主动脉 Masson 染色病理观察

正常组动脉内膜平整,中膜平滑肌细胞排列致

密整齐,无炎症细胞浸润,纤维清晰,无增生。 模型

组外膜增厚、胶原纤维增生,中膜平滑肌细胞排列

紊乱,局部有轻微增殖表现,内膜增生,结构紊乱并

存在脂质沉淀。 中药组内膜变薄,纤维破损处可见
修复痕迹,见图 3B。
2. 3. 3　 脾组织 HE 染色病理观察

正常组大鼠红髓可见脾小梁( trabecula,T)为灰
白色, 呈条索状, 红髓内可见大量分布的血窦
(splenic

 

sinus,SS),SS 外侧分布有较多的巨噬细
胞。 脾中央动脉(central

 

antery,CA)表面光滑形圆,
周边分布大量的脾小体(splenic

 

corpuscle,SCor),可
见大量的 B 细胞。 模型组见脾内结缔组织增生,T
增厚,红髓区域变小,CA 增生。 白髓可见边缘区
(marginal

 

zone,MZ)和动脉周围淋巴鞘之间淋巴小
结大量增多,提示抗原侵入脾内引起体液免疫应
答。 中药组可见正常分布的 T、SS,且 CA 形态规则,
见图 3C。
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2. 4　 各组大鼠心、主动脉、脾组织 IL-35、IL-37 免

疫组化染色比较

2. 4. 1　 心肌组织免疫组化病理观察

与正常组相比,模型组大鼠 IL-35、IL-37 均显著

降低(P
 

<
 

0. 00001)。 与模型组相比,中药组大鼠

IL-35、IL-37 均显著升高(P
 

<
 

0. 00001),见图 4A,
4B,4G,4H。
2. 4. 2　 主动脉免疫组化病理观察

与正常组相比,模型组大鼠 IL-35、IL-37 均显著

降低(P
 

<
 

0. 00001)。 与模型组相比,中药组大鼠

IL-35、IL-37 均显著升高(P
 

<
 

0. 00001),见图 4C,
4D,4I,4J。

2. 4. 3　 脾组织免疫组化病理观察
  

与正常组相比,模型组大鼠 IL-35、IL-37 均显著

降低(P
 

<
 

0. 00001)。 与模型组相比,中药组大鼠

IL35、IL37 均显著升高(P
 

<
 

0. 00001),见图 4E,4F,
4K,4M。
2. 5　 各组大鼠心、主动脉、脾组织 IL-35、IL-37 蛋

白含量比较
  

在心、血管、脾组织中,与正常组比较,模型组

大鼠 IL-35、IL-37 均显著降低(P
 

<
 

0. 00001);与模

型组相比,中药组大鼠 IL-35、IL-37 均显著升高(P
 

<
 

0. 00001)。 见图 5。

注:两组间比较,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 00001。

图 4　 各组大鼠心、主动脉、脾组织中 IL-35、IL-37 的表达

Note.
 

Comparison
 

between
 

the
 

two
 

groups,
 ∗∗∗∗P

 

<
 

0. 00001.

Figure
 

4　 Expression
 

of
 

IL-35
 

and
 

IL-37
 

in
 

myocardium,
 

aorta
 

and
 

spleen
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
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注:两组间比较,∗∗P
 

<
 

0. 001。

图 5　 各组大鼠心、主动脉、脾组织中 IL-35、IL-37 的蛋白表达

Note.
 

Comparison
 

between
 

the
 

two
 

groups,
 ∗∗

 

P
 

<
 

0. 001.

Figure
 

5　 Protein
 

expression
 

of
 

IL-35
 

and
 

IL-37
 

in
 

myocardium,
 

aorta
 

and
 

spleen
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

3　 讨论

沿用前期制备的“力竭+饥饿+结扎冠状动脉左

前降支”造模方式复制 CHD 气虚血瘀证模型。 造

模后大鼠出现如精神萎靡、毛发粗糙无光泽、反应

迟钝及消瘦等脾虚的一般状态变化。 这些表现与

临床上脾虚患者倦怠乏力、形体消瘦和面色萎黄相

似,与“劳倦”、“饮食过于饥饱”为损伤脾胃主要原

因的观点相符。 本研究观察模型大鼠脾组织的病

理改变,发现其脾内结缔组织增生,T 增厚、红髓区

域变小,CA 增生以及 MZ 淋巴小结大量增多,提示

脾作为免疫器官,参与了 CHD 免疫炎症反应。 本研

究观察模型组大鼠主动脉病理改变,结果提示其主

动脉外膜增厚、胶原纤维增生,中膜平滑肌细胞排

列紊乱,局部有轻微增殖表现,内膜增生,结构紊乱

并存在脂质沉淀。 继而,本研究观察模型组大鼠心

肌组织病理改变,发现其心肌细胞排列紊乱,心肌

纤维走行较为紊乱,间质可见大量炎性细胞浸润,
上述改变可为脾与心两脏存在“母子相依、气血相

济”的关系提供科学依据。 此外,还发现模型组血

清中 IL-35、IL-37 水平较正常组显著下降;模型组大

鼠心、动脉、脾组织与正常组相比 IL-35、IL-37 光密

度值及蛋白水平显著降低,这可能与 CHD 发生后,
IL-35、IL-37 分泌被抑制有关。 因此,本研究得出结

论,CHD 气虚血瘀证大鼠存在“心脾两虚”的病理改

变,可为“心脾同治”理论提供模型支撑。
目前中药预处理成为心血管疾病防治领域的

研究热点[15] ,课题组前期在造模第 8 天起连续 14
 

d
运用益气活血方对模型进行预处理,发现益气活血

方可改善 CHD 气虚血瘀证模型大鼠心肌细胞损伤,
记忆力减退、健忘及疲劳、反应迟钝的症状,并改善

血液高凝状态[16] 。 本研究结果显示以益气活血方

干预后,大鼠毛发蓬松、稍有光泽,精神状态有所改

善,体重略有增加。 提示益气活血方可改善脾虚的

一般状态变化。 益气活血方干预后,心肌组织炎性

浸润较模型组明显减少,可见组织纤维修复痕迹;
主动脉内膜变薄,纤维破损处可见修复痕迹;脾组

织可见正常分布的 T、SS,且 CA 形态规则。 提示益

气活血方能减轻 CHD 气虚血瘀证大鼠心脏、脾、血
管靶器官的损害。 益气活血方干预后能上调血清

中 IL-35、IL-37 水平,且中药组大鼠心、动脉、脾组织

与模型组相比 IL-35、IL-37 光密度值及蛋白水平显

著升高,提示益气活血方抑制组织炎症反应的分子

机制可能与上调 IL-35、IL-37 表达有关。
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MST1 / 2 抑制剂促进大鼠脊髓损伤修复的实验研究
徐纪伟1,孙丹华1∗,陈旭东1,王宁1,孙壕烨2

(1.
 

漯河医学高等专科学校基础医学部,河南
 

漯河　 462000;2.
 

漯河医学高等专科学校第三附属医院,河南
 

漯河　 462000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 MST1 / 2 抑制剂对大鼠脊髓损伤后 Yes 相关蛋白 YAP、神经生长相关蛋白 43、神经胶质

纤维蛋白 GFAP、细胞凋亡因子 Caspase3 表达及运动功能恢复的影响。 方法　 选取 105 只体重 180
 

~
 

200
 

g 成年雌

性 SD 大鼠,对 35 只仅做椎板切除手术且不注射药物为假手术组,对 70 只大鼠建立脊髓顿挫损伤模型,分为生理

盐水组、MST1 / 2 抑制剂组,腹腔注射生理盐水、1
 

mg / kg
 

XMU-MP-1。 在手术后第 1、3、7、14、21、28 天,进行斜板实

验及 BBB 运动功能评分,然后处死大鼠收集脊髓损伤区周围组织,进行免疫荧光染色和免疫印迹检测,观察各组大

鼠脊髓组织中 YAP、GAP43、Caspase3、GFAP 表达变化情况。 结果　 斜板实验与 BBB 运动功能评分结果显示,从术

后第 7 天起,MST1 / 2 抑制剂组评分明显高于生理盐水组,一直持续到术后第 28 天,差异有统计学意义(P
  

<
  

0. 05)。 免疫印记结果显示,术后第 14 天 MST1 / 2 抑制剂组的 YAP 表达明显高于生理盐水组,差异有统计学意义

(P
 

<
 

0. 05);术后第 14 天 MST1 / 2 抑制剂组 GFAP、Caspase3 表达明显低于生理盐水组,同时发现 GAP43 出现表

达,差异有统计学意义(P
 

<
 

0. 05)。 荧光染色显示,MST1 / 2 抑制剂组较少炎症细胞浸润、形成神经组织结构框架,
生理盐水组明显炎症细胞浸润、形成大量神经胶质瘢痕。 免疫荧光染色结果显示,假手术组 YAP 在神经细胞中出

现表达,生理盐水组和 MST1 / 2 抑制剂组 YAP 在神经胶质细胞出现表达,且 MST1 / 2 抑制剂组 YAP、GAP43 阳性细

胞数量明显高于其他两组,MST1 / 2 抑制剂组成熟肥大的星形胶质细胞数量明显少于生理盐水组;免疫荧光双标结

果显示,YAP 与 GFAP 出现共同表达。 结论　 脊髓损伤后大剂量应用 MST1 / 2 抑制剂能明显促进 YAP 表达,减轻

炎症损伤反应,抑制神经细胞凋亡,改善脊髓损伤区微环境,促进星形胶质细胞形成原始神经组织结构框架,有利

于神经突起再生修复,促进运动功能恢复。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

an
 

MST1 / 2
 

kinase
 

inhibitor
 

on
 

expression
 

of
 

YAP,
 

GAP43,
 

Caspase
 

3,
 

and
 

GFAP
 

in
 

rats
 

with
 

acute
 

spinal
 

cord
 

contusion
 

( SCC). Methods 　 A
 

total
 

of
 

105
 

adult
 

female
 

SD
 

rats
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weighing
 

180
 

~
 

200
 

g
 

were
 

used,
 

of
 

which
 

35
 

rats
 

were
 

subjected
 

to
 

a
 

laminectomy
 

and
 

no
 

drug
 

injection
 

as
 

the
 

sham
 

operation
 

group,
 

whereas
 

70
 

rats
 

were
 

subjected
 

to
 

spinal
 

cord
 

contusion
 

and
 

divided
 

into
 

normal
 

saline
 

and
 

MST1 / 2
 

inhibitor
 

groups
 

injected
 

with
 

normal
 

saline
 

or
 

1
 

mg / kg
 

XMU-MP-1,
 

respectively.
 

Western
 

Blot
 

and
 

immunofluorescence
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

YAP,
 

GAP43,
 

Caspase3
 

and
 

GFAP
 

expression.
 

BBB
 

and
 

inclined
 

plane
 

tests
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

motor
 

functions
 

in
 

rats. Results　 The
 

inclined
 

plane
 

test
 

and
 

BBB
 

scoring
 

showed
 

the
 

scores
 

of
 

the
 

MST1 / 2
 

inhibitor
 

group
 

were
 

significantly
 

better
 

than
 

those
 

of
 

normal
 

saline
 

group
 

from
 

day
 

7
 

to
 

28
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

Western
 

Blot
 

showed
 

that
 

YAP
 

expression
 

in
 

the
 

MST1 / 2
 

inhibitor
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

the
 

normal
 

saline
 

group
 

from
 

day
 

14.
 

GFAP
 

and
 

Caspase3
 

expression
 

in
 

the
 

MST1 / 2
 

inhibitor
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

normal
 

saline
 

group
 

from
 

day
 

14.
 

GAP43
 

expression
 

was
 

also
 

observed
 

in
 

the
 

MST1 / 2
 

inhibitor
 

group
 

from
 

day
 

14.
 

These
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P
  

<
  

0. 05).
 

Immunofluorescence
 

showed
 

that
 

the
 

MST1 / 2
 

inhibitor
 

group
 

had
 

less
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

and
 

formed
 

a
 

structural
 

framework
 

of
 

nerve
 

tissue,
 

whereas
 

the
 

normal
 

saline
 

group
 

had
 

obvious
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

and
 

formed
 

a
 

large
 

number
 

of
 

glial
 

scars.
 

Immunofluorescence
 

also
 

showed
 

that
 

YAP
 

was
 

expressed
 

in
 

nerve
 

cells
 

in
 

the
 

Sham
 

operation
 

group.
 

Moreover,
 

the
 

number
 

of
 

YAP
 

and
 

GAP43-positive
 

cells
 

in
 

the
 

MST1 / 2
 

inhibitor
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

other
 

two
 

groups,
 

and
 

the
 

number
 

of
 

mature
 

and
 

hypertrophic
 

astrocyte
 

cells
 

in
 

the
 

MST1 / 2
 

inhibitor
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

normal
 

saline
 

group;
 

double
 

immunofluorescent
 

staining
 

showed
 

that
 

YAP
 

and
 

GFAP
 

were
 

co-expressed. Conclusions 　 A
 

high
 

dose
 

of
 

the
 

MST1 / 2
 

inhibitor
 

decreased
 

YAP
 

expression,
 

activated
 

reactive
 

astrocytes,
 

reduced
 

the
 

inflammatory
 

injury
 

response,
 

inhibited
 

apoptosis
 

of
 

nerve
 

cells,
 

improved
 

the
 

microenvironment
 

of
 

the
 

injured
 

area,
 

and
 

promoted
 

neurite
 

regeneration
 

and
 

function
 

recovery.
【Keywords】　 MST1 / 2

 

inhibitor;
 

spinal
 

cord
 

injury;
 

YAP
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　 　 脊髓损伤会引起损伤段以下感觉、运动和括约

肌功能丧失,使患者出现截瘫、尿便功能障碍等症

状,是致残率极高的中枢神经系统创伤,但目前尚

无有效治疗脊髓损伤的方法。 Hippo 信号通路是哺

乳动物发育过程中调控细胞生长、胞间信息连接,
细胞蛋白骨架形成、细胞运动机制及激素调节的重

要通路,其中 MST1 / 2 是 Hippo 信号通路中的核心

激酶,Yes 相关蛋白( Yes-associated
 

protein,YAP)是

Hippo 信号通路的下游分子,正常机体内 Hippo 通

路主要通过抑制 YAP 的转录活性来调控细胞增殖

分化与调亡[1-2] 。 本实验通过在脊髓损伤后给予

MST1 / 2 抑制剂 ( XMU-MP-1),观察脊髓内 YAP、
GAP43、GFAP、Caspase3 表达变化及评估运动功能

的恢复情况,探讨其对神经突起再生及胶质瘢痕的

作用机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

选取 105 只 SPF 级雌性 SD 大鼠,4 周龄,体重

180
 

~
 

200
 

g,由河南省实验动物中心提供【 SCXK
(豫)2017-0001】。 实验动物饲养于河南省实验动

物中心【SYXK(豫)2018-0007】,动物饲养条件:每
只大鼠给予 12

 

h / 12
 

h 光照 / 黑暗循环,自由获取水

和标准饮食,(20
 

±
 

2)℃和(60%
 

±
 

5%)湿度环境下

饲养。 该实验经漯河医学专科学校医学伦理委员

会批准( LYZLLSC2019032602),并遵循实验动物的

3R 原则。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

MST1 / 2 抑制剂 XMU-MP-1( Apexbio,A8735);
YAP 抗体( Santa

 

Cruz, sc7568)、 GFAP 抗体( Santa
 

Cruz,sc33673);GAP43 抗体(武汉博士德生物技术

公司,ba0878);Caspase3 抗体( Bioss,bsm33199M);
MAP2 抗体(Abnova,MAB11155);FITC 标记荧光二

抗( Bioss,AG09011170);TRITC 标记(北京中杉金

桥生物技术公司,106374)。
荧光显微镜(尼康,TS-100F,日本),全自动凝

胶成像系统(VilberINFINITY3000,法国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验分组及方法

105 只大鼠按每组 35 只随机分成假手术组、生
理盐水组、MST1 / 2 抑制剂组,腹腔注射戊巴妥钠

(30
 

mg / kg)麻醉大鼠,呈俯卧位固定于手术台,沿
背部正中线剪开皮肤,钝性分离肌肉,去除 T9 / 10 水

平椎板,暴露硬脊膜,对 MST1 / 2 抑制剂组和生理盐

水组动物用 10
 

g 冲击棒自 30
 

mm 高处自由坠落打

击脊髓节段,制备脊髓钝挫伤模型,对假手术组动
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物仅咬除椎板暴露脊髓[3-4] 。 逐层缝合肌肉和皮肤

切口,然后每天 3 次按摩膀胱,助排尿直到膀胱恢复

功能。 各组于术后 1
 

h 按照 2
 

×
 

104
 

U / kg 体重腹腔

注射青霉素,每天注射两次,连续注射 3
 

d。 MST1 / 2
抑制剂组 XMU-MP-1 溶解在 DMSO 中按照 1

 

mg / kg
腹腔注射,生理盐水组注射等量生理盐水,每天注

射 1 次,连续注射 3
 

d。 假手术组不作其他处理。
1. 2. 2　 观测指标

(1)运动功能评价　
手术后第 1、3、7、14、21、28 天,取大鼠进行斜板

实验、BBB 运动功能评分,评价大鼠肢体运动功能

恢复情况[5-6] 。
(2)免疫荧光染色观察　
术后 6 个时间点每组取 5 只大鼠,腹腔注射戊

巴妥钠(30
 

mg / kg) 麻醉大鼠,从主动脉快速注入

250
 

mL 生理盐水,再注入 250
 

mL
 

4%多聚甲醛,收
集损伤部位脊髓组织,进行石蜡切片。 切片分别加

入 YAP 抗体、GAP43 抗体、GFAP 抗体、Caspase3 抗

体、MAP2 抗体,放置 4℃冰箱过夜,0. 01
 

mol / L
 

PBS
漂洗 3 次,每次 10

 

min,加入 FITC 或 TRITC 标记荧

光二抗,放置 4℃冰箱孵育 12
 

h,0. 01
 

mol / L
 

PBS 漂

洗 3 次,每次 10
 

min,甘油封片,荧光显微镜下观察

计数。
(3)Western

 

Blot 检测

手术术后第 14 天,各组取 5 只大鼠,收集损伤

区上下各 0. 5
 

cm 脊髓组织,加入裂解液匀浆,
12

 

000
 

r / min 离心 15
 

min,取上清液备用,采用聚

丙烯酰胺凝胶不连续缓冲系统进行电泳,然后将

蛋白转移到 PVDF 膜上,放置 50
 

g / L 脱脂奶粉

TBST 液封闭 2
 

h,漂洗 3 次,每次 5
 

min。 分别滴

加 YAP 抗体、 GAP43 抗体、 GFAP 抗体、 Caspase3
抗体,放置 4℃ 冰箱过夜;甩掉抗体,0. 01

 

mol / L
 

PBS 漂洗 3 次,每次 5
 

min,滴加生物素化二抗,室
温 20℃ 放置 2

 

h,0. 01
 

mol / L
 

PBS 漂洗 3 次,每次 5
 

min;滴加 ABC 试剂显色,观察结果,重复 3 次。 测

定目的蛋白的相对表达量(相对表达量 = A目的蛋白 /
Aβ-actin ×100%) 。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS
 

20. 0 统计软件进行分析。 数据以平

均值±标准差( 􀭰x
 

±
 

s)表示,组间比较采用单因素方

差分析,两两比较应采用 SNK 检测,检验水准 α =
0. 05。 P

  

<
  

0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 运动功能评价

斜板实验与 BBB 运动功能评分结果显示,从术

后第 7 天起,MST1 / 2 抑制剂组评分明显高于生理盐

水组(P
  

<
  

0. 05),一直持续到术后第 28 天,具有显

著性差异(图 1,图 2)。

图 1　 术后各组 BBB 评分结果比较

Figure
 

1　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

BBB
 

test
 

in
 

each
 

group
 

after
 

operation

图 2　 术后各组斜板实验结果比较

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

experimental
 

results
 

of
 

inclined
 

plane
 

test
 

in
 

each
 

group
 

after
 

operation

2. 2　 损伤区荧光染色观察

荧光染色显示,MST1 / 2 抑制剂组较少炎症细

胞浸润、形成神经组织结构框架,生理盐水组明显

炎症细胞浸润、形成大量神经胶质瘢痕(见图 3)。
2. 3　 免疫荧光染色观察

免疫荧光染色显示,假手术组 YAP 在神经细胞

中出现表达,生理盐水组和 MST1 / 2 抑制剂组 YAP
在神经胶质细胞出现表达,且 MST1 / 2 抑制剂组

YAP 阳性细胞数量明显高于其他两组(P
  

<
  

0. 05),
见表 1;MST1 / 2 抑制剂组 GFAP 阳性细胞数量明显

低于生理盐水组,且 MST1 / 2 抑制剂组成熟肥大的

星形胶质细胞数量明显少于生理盐水组 ( P
  

<
  

0. 05),见表 2;MST1 / 2 抑制剂组 GAP43 阳性细胞

数量明显高于生理盐水组(P
  

<
  

0. 05)(见图 4)。
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图 3　 术后 14
 

d 各组脊髓组织 MAP2 免疫荧光染色观察

Figure
 

3　 Immunofluorescence
 

staining
 

observation
 

of
 

each
 

group
 

after
 

SCC
 

at
 

14
 

days

表 1　 各组术后各时间点免疫荧光染色检测 YAP 阳性细胞数量(n= 35,个)
Table

 

1　 Number
 

of
 

YAP
 

in
 

3
 

groups
 

at
 

each
 

time
 

point
 

after
 

SCC
 

by
 

immunofluorescence
 

staining(n= 35,number)

分组 Groups D1 D3 D7 D14 D21 D28

假手术组
Sham

 

operation
 

group 2. 0
 

±
 

0. 5 2. 0
 

±
 

0. 5 2. 5
 

±
 

0. 5 2. 5
 

±
 

0. 5 2. 0
 

±
 

0. 5 2. 0
 

±
 

0. 5

生理盐水组
 

Normal
 

saline
 

group 4. 5
 

±
 

0. 5 5. 5
 

±
 

0. 5 9. 5
 

±
 

0. 5 15. 5
 

±
 

0. 5 14. 5
 

±
 

0. 5 14. 0
 

±
 

0. 5

MST1 / 2 抑制剂组
MST1 / 2

 

inhibitor
 

group 6. 5
 

±
 

0. 5# 10. 0
 

±
 

0. 5# 18. 0
 

±
 

0. 5# 30. 0
 

±
 

0. 5# 27. 0
 

±
 

0. 5# 28. 5
 

±
 

0. 5#

注:与生理盐水组比较,#P
  

<
  

0. 05。 (下表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

saline
 

group,
 #P

  

<
  

0. 05.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

tables)

图 4　 术后 14
 

d 各组 YAP、GAP43、GFAP 免疫荧光染色观察

Figure
 

4　 Immunofluorescence
 

staining
 

observation
 

YAP、GAP43、GFAP
 

of
 

each
 

group
 

after
 

SCC
 

at
 

14
 

d
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表 2　 各组术后各时间点免疫荧光染色检测 GFAP 阳性细胞数量(n= 35,个)
Table

 

2　 Number
 

of
 

GFAP
 

in
 

3
 

groups
 

at
 

each
 

time
 

point
 

after
 

SCC
 

by
 

immunofluorescence
 

staining(n= 35,number)

分组 Groups D1 D3 D7 D14 D21 D28

假手术组
Sham

 

operation
 

group 5. 0
 

±
 

0. 5 6. 5
 

±
 

0. 5 6. 0
 

±
 

0. 5 5. 0
 

±
 

0. 5 4. 5
 

±
 

0. 5 5. 0
 

±
 

0. 5

生理盐水组
 

Normal
 

saline
 

group 20. 5
 

±
 

0. 5 36. 5
 

±
 

0. 5 45. 5
 

±
 

0. 5 58. 0
 

±
 

0. 5 53. 0
 

±
 

0. 5 54. 0
 

±
 

0. 5

MST1 / 2 抑制剂组
MST1 / 2

 

inhibitor
 

group 15. 0
 

±
 

0. 5 20. 0
 

±
 

0. 5# 25. 0
 

±
 

0. 5# 32. 0
 

±
 

0. 5# 29. 5
 

±
 

0. 5# 27. 5
 

±
 

0. 5#

2. 4　 免疫荧光双标观察

脊髓损伤后 14
 

d,YAP 与 GFAP 在星形胶质细

胞共同表达,YAP 与 GAP43 未共表达(见图 5)。
2. 5　 Western

 

Blot 检测

免疫印记结果显示,术后第 14 天 MST1 / 2 抑制

剂组的 YAP、GAP43 表达明显高于生理盐水组(P<
0. 05),术后第 14 天 GFAP、Caspase3 表达明显低于

生理盐水组(P<0. 05)(见图 6)。

注:YAP:细胞质内呈绿色;GAP43、GFAP:细胞质内呈红色。

图 5　 术后 14
 

d 免疫荧光双标染色观察

Note.
 

YAP.
 

Green
 

in
 

cytoplasm.
 

GAP43,
 

GFAP.
 

Red
 

in
 

cytoplasm.

Figure
 

5　 Immunofluorescence
 

double
 

staining
 

observation
 

of
 

each
 

group
 

after
 

SCC
 

at
 

14
 

days

图 6　 Western
 

Blot
 

检测术后 14
 

d 各组 YAP、GAP43、GFAP、Caspase3 蛋白表达

Figure
 

6　 YAP,
 

GAP43,
 

GFAP,
 

Caspase3
 

expression
 

by
 

Western
 

Blot
 

in
 

each
 

group
 

at
 

14
 

d
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3　 讨论

脊髓损伤会引起损伤段以下感觉、运动和括约

肌功能丧失,使患者出现截瘫、尿便功能障碍等症

状,是致残率极高的中枢神经系统创伤,但目前尚

无有效治疗脊髓损伤的方法。 神经系统损伤受损

后,星形胶质细胞会处于一种“激活”的状态,其形

态、数量及生物学功能发生改变,由良性“静息星形

细胞”转变为“反应性星形细胞”,但是反应性星形

胶质细胞是善或恶曾经一直没有被确定。 2012 年,
Liddelow 等[7]发现两种不同类型的反应性星形胶质

细胞 A1 和 A2,炎症如细菌脂多糖能诱导星形胶质

细胞变成有害的一型细胞 A1,而缺氧则可以诱导出

二型 A2。 在神经损伤早中期,星形胶质细胞主要是

A2 型,可以在缺血组织附近产生支持神经元生长的

营养物质,构筑原始神经组织结构框架,引导神经

细胞突起再生修复,清除组织碎片和坏死细胞[8] ,
防止微生物感染的传播和炎症反应,它们还刺激血

管重塑[9] ,以增强对神经组织的营养和代谢支持。
在神经损伤晚期,星形胶质细胞进入完全成熟的 A1
状态,分泌大量蛋白聚糖、一氧化氮等有害因子,胶
质细胞过度增生肥大形成化学性胶质屏障,影响神

经突起再生、延长和融合[10-11] 。
Hippo 信号通路由上游调控因子、丝氨酸 / 苏氨

酸激酶核心组分和下游效应分子三部分组成,其中

MST1 / 2、Lats1 / 2 激酶及其下游的 YAP / TAZ 转录激

活因子是该通路的核心成分,主要负责调控细胞生

长分化、胞间信息传递、细胞骨架形成、细胞调亡及

激素分泌等过程,是维持器官组织形态结构和功能

的重要调控机制[12] 。 正常机体内 Hippo 通路主要

通过抑制 YAP 转录活性来调控细胞增殖分化与细

胞调亡,具体机制是通过 MST 和 LATS 一系列激酶

的磷酸化反应,使 YAP / TAZ 转录激活因子与细胞

质 14-3-3 蛋白结合从而失去活性,泛素化降解磷酸

化 YAP,同时伴随着细胞分化凋亡[13-14] 。
我们的结果显示,在正常脊髓中 YAP 主要出现

在神经细胞胞浆中,在脊髓损伤后 YAP 在神经胶质

细胞主要出现在胞浆和细胞核中;脊髓损伤后采用

MST1 / 2 激酶抑制剂,发现术后第 14 天 YAP 表达水

平明显高于生理盐水组,而此时 Caspase3、GFAP 表

达水平明显低于生理盐水组,且同时在术后第 14 天

还发现神经细胞 GAP43 出现表达。 我们分析这是

由于 XMU-MP-1 通过抑制 Hippo 通路的 MST1 / 2 激

酶,YAP 无法通过磷酸化被降解,大量 YAP 与 TAZ
结合从细胞质转入细胞核,通过与 tead1-4 转录因子

相互作用, 上调 miR-29a 调控 PTEN 蛋白, 激活

PI3K 信号通路,促进神经生长蛋白 GAP43 大量表

达[15-16] ,此外通过 YAP 转录辅因子激活髓鞘鞘末

端的极性蛋白 Crb3,促进髓鞘髓磷脂和非髓磷脂基

因的转录,有利于髓鞘节间长度和厚度的发育[17] ,
从而促使神经细胞突起和髓鞘生长发育;脊髓损伤

后采用 MST1 / 2 激酶抑制剂,可以导致 SOD1 活性降

低,减少了丝裂原活化蛋白激酶 P38 和 Caspase3 的

表达,抑制凋亡基因表达减少神经细胞凋亡[18-19] 。
Baia 等[20]研究发现大量活化 YAP 分子不仅可以促

进神经细胞增殖,而且抑制神经细胞凋亡,诱导脑

膜细胞表型的转换,有利于神经细胞增殖分化发

生,这也证实了 YAP 对神经细胞的保护作用。 我们

的结果显示,在脊髓损伤后,当 YAP 分子在细胞核

中表达时,说明星形胶质细胞处于幼稚活化状态;
脊髓损伤后采用 MST1 / 2 激酶抑制剂,发现术后第

14 天 GFAP 表达水平明显低于生理盐水组。 我们

分析这是由于细胞核内 YAP / TAZ 可与 Smad1 / 5 / 8
结合,通过稳定 Smad1 信号,促进星型胶质细胞分

化发育为 A2 型,构筑原始神经组织结构框架,引导

神经细胞突起再生修复,延缓 A1 型星形胶质细胞

肥大成熟,减少神经胶质酸性蛋白表达[21-22] ,抑制

胶质细胞之间相互重叠和致密的胶质瘢痕形成,抑
制小胶质细胞活化,减少神经凋亡因子表达,重建

神经系统血脑屏障、减轻神经组织炎症损伤,促使

神经生长因子表达,改善脊髓损伤区域的内环境。
Huang 等[23] 研究发现小鼠大脑敲除 YAP 后 p-
Smad1 / 5 / 8 不稳定,易被泛素化降解,导致 BMP2 /
Smad1

 

信号不稳定,从而引起星形胶质细胞分化减

少,Qu 等[24]研究发现在蛛网膜下腔出血后通过敲

除 MST1 基因抑制基质金属肽酶 9 和核因子 NF-κB
激活,减少小胶质细胞的活化,减轻神经功能障碍、
重建血脑屏障,这些研究进一步证实了推论。

综上述,脊髓损伤后大剂量应用 MST1 / 2 抑制

剂能明显促进 YAP 表达,减轻炎症损伤反应,抑制

神经细胞凋亡,改善脊髓损伤区微环境,促进星形

胶质细胞形成原始神经组织结构框架,有利于神经

突起再生修复,促进运动功能恢复。
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双光子钙成像技术在非人灵长类动物大脑皮层
神经元功能的研究现状

孙伟铭1,2,3,4,刘观秀3,4,董香丽5,冯珍3,4,马朝林1,2∗

(1. 南昌大学生命科学学院,南昌　 330031;2. 南昌大学生命科学研究院,南昌　 330031;3. 南昌大学第一附属医院康复医学科,
南昌　 330006;4. 南昌大学第一临床医学院,南昌　 330031;5. 南昌大学第二附属医院心身医学科,南昌　 330006)

　 　 【摘要】 　
 

钙离子是生物体神经系统中重要的信使,可产生多种细胞信号,对神经元兴奋性的调控起着关键

作用;钙离子在明确的细胞亚区发挥着高度特异性功能。 钙信号间接反映神经元的活性,检测神经元钙信号对研

究大脑皮层功能尤为重要。 双光子钙成像技术对检测大脑皮层中的钙信号有独特的优势,可在体以单细胞分辨率

实时观测皮层神经元的活动。 研究非人灵长类动物的大脑皮层对提高人类神经系统的高级认知、精神疾病的治疗

及推动康复医学的发展有重大意义。 本文综述了双光子钙成像技术在非人灵长类动物皮质功能研究中的应用。
【关键词】 　 双光子钙成像技术;非人灵长类动物;大脑皮层;神经生物学
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【Abstract】　
 

Calcium
 

ions
 

are
 

important
 

messengers
 

in
 

the
 

nervous
 

system,
 

which
 

produce
 

various
 

cellular
 

signals
 

and
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

neuronal
 

excitability.
 

Calcium
 

ions
 

in
 

the
 

clear
 

cell
 

area
 

perform
 

highly
 

specific
 

functions.
 

Calcium
 

signals
 

indirectly
 

reflect
 

the
 

activity
 

of
 

neurons,
 

calcium
 

signal
 

detection
 

in
 

neurons
 

is
 

especially
 

important
 

to
 

study
 

cerebral
 

cortex
 

functions.
 

Two-photon
 

calcium
 

imaging
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

has
 

a
 

unique
 

advantage
 

by
 

revealing
 

real-time
 

in
 

vivo
 

activity
 

of
 

cortical
 

neurons
 

at
 

the
 

single
 

cell
 

resolution.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

application
 

of
 

two-photon
 

calcium
 

imaging
 

in
 

the
 

study
 

of
 

cortical
 

functions
 

in
 

non-human
 

primates.
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　 　 钙离子可以产生多种细胞信号,介导着多条信

号通路的传导,对神经元的调控起着关键作用[1] 。
当皮层神经元受到刺激时,胞内钙离子的浓度会发

生变化,随即转化为细胞信号,引起细胞响应。 钙

信号间接反映神经元的活性,精确测量钙离子利于

对神经元功能的研究。 目前,检测钙信号比较常见

的方法有双光子钙成像、光纤记录和深脑显微钙成

像等技术[2] 。 双光子钙成像起初是一项用于记录

啮齿类动物体内神经活动的高分辨率技术,尤其在

啮齿类动物视觉皮层的研究中发挥了重要的作

用[3-5] 。 近年来,研究人员克服了由非人灵长类动

物大脑的大小、曲率、生理脉动和免疫系统防御作

用等问题带来的挑战[6] ,成功将双光子钙成像技术

应用于非人灵长类动物大脑皮层的研究。
非人灵长类动物的大脑皮层是生物体的高级

中枢,具有多种高级功能[7] ,是研究人类高级认知

功能和神经康复机制的理想模型动物。 在早期非

人灵长类动物大脑皮层功能的研究中,常使用电生

理技术来研究皮层神经元的活动。 该技术存在着

若干不足,如在长期记录神经元活动方面相对不稳

定,电极的位置会随着时间改变导致多次记录的神

经元不一致,影响信号记录[8] 。 双光子钙成像技术

可在较大程度上弥补电生理技术主要不足,使单个

细胞反应特性可被准确检测。 采用双光子钙成像

技术检测各皮层神经元的钙信号,为探索神经元的

功能提供帮助。 本文就双光子钙成像技术在非人

灵长类动物大脑皮层神经元功能的研究现状作一

综述。

1　 双光子钙成像技术概述

神经元钙成像技术的原理就是借助钙离子浓

度与神经元活动之间的严格对应关系,利用特殊的

荧光染料或者蛋白质荧光探针,将神经元当中的钙

离子浓度通过荧光强度表现出来,从而达到检测神

经元活动的目的[9] 。
双光子显微镜是结合了激光扫描共聚焦显微

镜和双光子激发技术的一种新技术[10] 。 双光子显

微镜主要由激光发射器、光速扩展器、二向色镜、物
镜、探测系统和数据采集系统组成[11] 。 双光子激发

的基本原理是[10] :在高光子密度的情况下,荧光分

子可以同时吸收 2 个长波长的光子,在经过一个很

短的所谓激发态寿命的时间后,发射出一个波长较

短的光子;其效果和使用一个波长为长波长一半的

光子去激发荧光分子是相同的。 双光子激发需要

很高的光子密度,为了不损伤细胞,双光子显微镜

使用高能量锁模脉冲激光器。 这种激光器发出的

激光具有很高的峰值能量和很低的平均能量。 在

使用高数值孔径的物镜将脉冲激光的光子聚焦时,
物镜的焦点处的光子密度是最高的,双光子激发只

发生在物镜的焦点上,所以双光子显微镜不需要共

聚焦针孔,提高了荧光检测效率。
双光子钙成像技术有许多优点,例如具有高分

辨率的特性,可以在亚细胞水平上探索神经元;不
仅可以观测到神经元和胶质细胞的活动,还可以观

测到树突和轴突的功能结构和动态变化[6] ;并且还

可以在同一脑区对几百个神经元的活动进行监

测[12] ;还允许对清醒非人灵长类动物进行长时程观

测[13-14] ,在该模型动物大脑皮层研究中得到了广泛

的应用。

2　 非人灵长类动物脑功能研究的重
要性
　 　 在康复医学临床实践中,中枢神经系统受损的

患者大多会伴有认知功能障碍等高级脑功能受损

表现。 虽然,已有非侵入性神经调控、认知功能障

碍训练等多种康复治疗技术手段可帮助患者改善

认知功能,但具体神经元机制尚不明确。 大脑皮层

神经元编码机制的深入研究对康复治疗技术的优

化至关重要。 非人灵长类动物的脑结构和认知功

能、感官系统等脑功能与人有高度的相似性[15] ,利
用非人灵长类动物的高级脑功能来解释认知功能

的机制很有必要,这将推动康复医学的长足进步。

3　 双光子钙成像技术在非人灵长类动
物大脑皮层研究中的应用
3. 1　 在视觉皮层研究中的应用

3. 1. 1　 视觉皮层的可塑性

突触的稳定性严重影响脑回路的功能,并可能

是维持神经元功能特性的完整性所必需的。 与此

同时,在感知学习过程中观察到的皮层反应的改变

或感觉输入的中断可能是由于需要突触可塑性的

连接性的变化造成的。 前人对成人大脑皮层突触

稳定性的研究主要集中在树突上,但轴突的变化程

度尚不清楚。 为探究这个问题,Stettle 等[16] 重复对

猕猴初级视觉皮层(V1)进行双光子成像,发现轴突

大规模的分支模式是稳定的,但每周都有 1 个与末

端扣相关的小分支( smallbranches),以及 1 个传递
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扣的子集出现和消失。 为适应经验改变,大脑的可

塑性会延伸到初级感觉皮层区域,这在感觉丧失后

的相应皮层改变中表现得最为显著。 Marik 等[17] 使

用双光子钙成像研究成年猕猴视网膜病变后病变

投射区(lesion
 

projection
 

zone,LPZ)神经元的结构变

化,发现位于病变投射区内的抑制性神经元的轴突

经过修剪(pruning)和生长(growth)跨越了病变投射

区的界限。 证明病变投射区的抑制性神经元通过

轴突结构的变化与周围区域产生的兴奋相平衡。
这就引出了一个问题:视网膜病变后出现的轴突变

化是否也可以解释知觉学习过程中发生的功能改

变。 而后,该团队为解决这个问题在猕猴知觉学习

过程中对轴突进行双光子成像,发现在与视觉训练

相关视皮层区域神经元的轴突树枝发生了发芽

(sprouting)和修剪( pruning) [18] 。 这表明轴突树枝

结构的变化是知觉学习回路机制的组成的一部分,
为学习到的信息至少部分编码在初级视觉皮层的

观点提供了新的依据。
3. 1. 2　 视觉皮层的功能性

(1)颜色识别功能

从视网膜锥光感受器输入的信息包括形状和

颜色,在初级视觉皮层转换为方向选择性和颜色选

择性。 对此,一般模型认为颜色和方向是由初级视

觉皮层的不同神经元提取的。 事实上,结果是相反

的。 Garg 等[19]使用双光子钙成像探测了一个非常

大的彩色视觉刺激空间,并以单细胞分辨率绘制了

数千个神经元的功能微结构。 发现相对于消色差

刺激,V1 神经元更倾向于均匀颜色和定向选择,结
果表明 V1 中单个神经元可以精确并明确地编码颜

色和方向,方向和颜色是由重叠神经元环路相互处

理的。 该研究还发现在 V1 中,细胞更喜欢红色和

蓝色,但未能识别斑点之间的颜色异质性。 有研究

通过电生理技术表明标准颜色通路从 V1 的 CO 斑

点通过 V2(次级视觉皮层)的 CO 细条纹传递到 V4
(第四视觉皮层) 的颜色专一区域和后颞下皮层

(PIT),然而解剖颜色模块中的色调映射是如何随

着从 V1 到 V4 的分层处理而进化的尚不清楚。 为

研究此问题,Liu 等[20] 对清醒猕猴 V1、V2 和 V4 的

钙信号进行了更高分辨率的双光子成像。 发现与

V1 相比,V2 中的色素特异性细胞聚集增强。 一种

在 V1 中清晰的端谱(红蓝) 响应现象,在 V2 中消

退,而在 V4 中几乎不存在。 这表明视觉皮层中对

色差的处理是具有层次性的,由每个区域统一的点

状结构对颜色进行表征。 与此类似, Chatterjee
等[21]给予猕猴不同空间均匀的颜色刺激,同时使用

双光子钙成像技术检测 V1 神经元的活动,发现对

空间均匀的颜色刺激有反应的神经元形成了明确

的簇,与斑点相一致。 运用双光子成像清晰地展示

了颜色表征的结构。 非人灵长类动物的脑结构和

认知功能、感官系统等脑功能与人有高度的相似

性[15] ,人类在色彩空间的 3 个维度上感知数百万种

颜色:色相、亮度和色度。 大脑皮层中这些特定的

维度是如何代表的,以及它们之间是如何联系的尚

不清楚。 为研究这些问题,Li 等[22]使用双光子钙成

像对 V1 区神经元进行成像,发现色调和亮度在皮

质图上呈正交方向排列,色度由神经元反应的强度

表示。
(2)选择性特征

视觉皮层的神经元不仅对颜色有选择性,还对

一些特征,如定向、眼部优势和空间频率具有高度

选择性。 定向和空间频率调谐是 V1 神经元的显著

特征。 这些特殊的皮层空间调谐特性的组合组织

将强烈地塑造 V1 群体对不同视觉输入的反应,但
具体是如何组织的尚不清楚。 Nauhaus 等[23]利用双

光子钙成像展示了猕猴 V1 的空间频率和方向调谐

的 3D 细胞逐个细胞布局,并对其结构进行了更深

的观察和研究,推断出方向和空间频率映射是密切

相关的。 然而,这个观点在最近的研究中受到反

驳,Guan 等[24] 利用双光子钙成像以单细胞分辨率

构建了 5 只清醒固定猕猴 V1 浅层的第一个空间频

率图,并研究了空间频率神经元的调节特征和功能

组织特性。 发现空间频率有关神经元在 V1 猕猴中

的聚集性太弱的结果,这无法支持 Nauhaus 的观点:
空间频率和方向功能映射正交重叠。 Nauhaus 等[25]

还通过双光子钙成像揭示了猕猴 V1 区空间频率和

眼优势之间:空间频率和眼优势区域梯度平行,但
各自具有独特的空间周期。 Chen 等[26] 使用双光子

钙成像揭示了首选空间频率的局部可变性与整体

空间射频之间的联系:V1 的首选空间频率和感受场

的大小差异很大,随着偏心度以尺度不变的方式增

加。 证明了表面 V1 中的体系结构可以用一个集成

比例不变感受野的模型来描述,称之为集合比例

不变。
猴 V1 中的大部分神经元都是根据刺激方向调

整的。 不同的 V1 神经元偏好不同的方向和调节强

度。 V1 神经元是如何通过定向调节强度来排列的,
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以及神经元定向调节强度的排列是否与定向偏好

图有关,目前仍存在争议。 Ikezoe 等[27] 通过双光子

钙成像检测了单细胞水平上方向调节的局部空间

组织。 发现 V1 第 2 层和第 3 层附近的神经元在偏

好方向和调谐强度方面都很相似。 在邻近神经元

间偏好取向不同的区域(如取向断裂),定向调节强

度较弱,而在偏好取向相似的神经元区域(即取向

域),定向调节强度不同。 后来发现 V2 中也存在方

向选择性神经元,Hu 等[28]通过猴 V2 区的双光子钙

成像详细描述了猕猴方向选择神经元的反应特性。
与之类似,Ju 等[29]利用双光子钙成像研究了 5 只清

醒猕猴 V1 浅层的方向功能神经元的微观结构

(microstructures)和群体调节特性。
(3)形状识别功能

形状提取是物体识别的关键,是灵长类视觉皮

层的主要功能之一。 许多视觉皮层的神经元能选

择性地对复杂的形状特征做出反应,然而这些形状

选择神经元的分布仍不清楚。 叶芷[15] 利用双光子

钙成像首次在 V1 区中发现了对弧形视觉刺激有特

异反应的弧形识别神经元。 Guan 等[30] 用双光子钙

成像记录了清醒猕猴对光栅和平台的 V1 反应,结
果表明格子和光栅反应神经元是不同的亚群。 Tang
等[31]用使用双光子钙成像观察到 V4 的亚毫米功能

域,其中包含的神经元更偏好曲线轮廓而不是直线

轮廓。 Jiang 等[32]利用双光子钙成像以单细胞分辨

率证实了曲线或角选择神经元在空间上聚集成功

能域。
3. 1. 3　 视觉皮层的结构特点

感觉信息处理的一个基本原则是,大脑必须通

过减少处理相同信息的神经元的数量来优化效率。
神经元群中感觉表征的稀疏性反映了神经编码的

效率[33] 。 Tang 等[33]对非人灵长类动物呈现大量的

自然视觉刺激,同时使用双光子钙成像来检查表层

V1 区大量神经元的反应。 发现,有 0. 5%的神经元

对任何给定的自然图像都有明显的反应,证明了 V1
区神经编码是超稀疏和高效的。 Ikezoe 等[34] 在向

猕猴展示自然电影剪辑的同时利用双光子钙成像

技术记录了来自 V1 区神经元的荧光信号。 对于每

个记录下来的神经元,构建了一个编码模型。 进一

步分析发现,V1 区附近神经元间兴奋性射频亚场

(excitatory
 

RF
 

subfields)的范围和分布是共享的,而
抑制性射频亚场(suppressive

 

RF
 

subfields)的范围和

分布不同。 证明他们的编码模型分析应用于神经

元对自然电影反应的双光子钙成像,提供了一种可

靠和有效的方法来分析局部区域多个成像神经元

的广泛感受野特性。
3. 2　 在其他大脑皮层研究中的应用

(1)躯体感觉皮层:Sadakane 等[35] 使用双光子

钙成像技术检测了躯体感觉皮层中树突和轴突对

特定触觉刺激的选择性活动,证明了神经元对触觉

刺 激 的 反 应 可 以 在 亚 细 胞 分 辨 率 成 像。
Santisakultarm 等[36]使用双光子钙成像技术纵向显

示了躯体感觉皮层表面以下 500
 

μm 的血管系统和

神经元。 对清醒和麻醉狨猴大脑血流动力学和神

经活动进行了研究。 丁冉[37] 利用双光子钙成像技

术记录狨猴躯体感觉皮层神经元树突树突棘钙信

号特点。
(2)运动皮层:行为动物的双光子钙成像技术

揭示了在单细胞分辨率下与行为和认知功能相关

的神经元活动。 Ebina 等[38]训练头部固定的普通狨

猴执行上肢运动任务和同时对运动皮层 2 / 3 层神经

元进行双光子钙成像,并在细胞和亚细胞分辨率下

检测多个神经元的任务相关活动。 Trautmann 等[39]

通过双光子钙成像技术对恒河猴的顶端树突成像,
实现了对通过背侧前运动区和脑回初级运动皮质

的大量深层和浅表皮层神经元的神经元环路。
(3)听觉皮层:Zeng 等[40] 利用体内双光子钙成

像来检测麻醉狨猴的初级听觉皮层( A1)神经元种

群的张力偏好,发现狨猴 A1 神经元在宏观和微观

水平上都以张力位的方式分布。 在初级听觉皮层

中存在特定物种的局部张力位组织,这种组织可能

对灵长类动物大脑的听觉回路的组织很重要。
(4)前额叶皮层:Xie 等[41] 利用双光子钙成像

技术
 

记录猕猴在执行序列记忆过程中,前额叶皮层

数千个神经元的活动。 发现序列记忆维持期间的

神经活动状态空间,由相互正交的顺序子空间(rank
 

subspace)构成,每个事件( item)存储在对应的顺序

子空间中,各顺序子空间采用分布式群体编码。 该

研究揭示了大脑神经元群存储序列记忆的简单编

码规则。

4　 总结与展望

近年来,双光子钙成像技术在研究神经元的功

能方面变得越来越重要。 随着新钙指示剂的发现

和植入式人工硬膜窗设计的成功[42] ,双光子钙成像

技术在非人灵长类动物大脑皮层功能结构研究中
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起到了巨大的推动作用。 尽管该技术得到了广泛

的应用,但仍存在一些局限性。 例如:该技术目前

仅能观测到皮层表层,想要观测更深的皮层还比较

难;另外使用该技术时,受双光子显微镜体积的影

响,清醒非人灵长类的活动会受到限制,这使行为

认知活动与神经元活动之间联系的研究受到了很

大的限制。 该技术下一步发展可能会与梯度折射

率透镜折射系统( GRIN)结合来达到观测更深的皮

层的目的;也有望利用微型的双光子显微镜对清醒

非人灵长类动物成像,扩大动物的活动范围。 将来

该技术不仅可以在上述提到的皮层中应用,还可以

用于研究更多的脑区,如顶叶和颞叶;或可以做到

同时观测多个脑区。 除此之外,还可以应用于研究

自闭症等神经精神类障碍模式动物。 总之,双光子

钙成像技术在神经生物学和神经康复领域中是一

个很有应用前景的技术,它将推动神经系统研究的

快速发展。
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急性肾损伤动物模型构建方法与研究现状
张佳莉,张岩∗

(上海中医药大学附属龙华医院,上海　 200032)

　 　 【摘要】 　
 

急性肾损伤(AKI)是临床中的常见疾病,其发生率逐年增加的同时也伴随着较高的死亡率,因而,
建立可靠、稳定、重复性高的 AKI 动物模型是深入研究该类疾病的基础与关键。 AKI 的造模方式根据实验目的不

同而具有多样性。 本文将主要从药物诱导、单侧输尿管结扎术、缺血再灌注、5 / 6 肾切除术及感染诱导等五种造模

方式,分类讨论和总结各种 AKI 动物模型的构建方法与研究现状,并从病理机制探讨相应诱导方式的优缺点及其

对应的临床 AKI 类型,为 AKI 动物模型的标准化奠定基础,同时,为肾疾病的体内研究提供理论依据与实验基础。
【关键词】 　 急性肾损伤;动物模型;肾血流量;肾纤维化
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【Abstract】　 Acute
 

kidney
 

injury
 

( AKI)
 

is
 

a
 

common
 

disease
 

in
 

clinical
 

practice,
 

and
 

its
 

incidence
 

is
 

increasing
 

yearly
 

along
 

with
 

a
 

high
 

mortality
 

rate.
 

Therefore,
 

establishment
 

of
 

reliable,
 

stable
 

and
 

reproducible
 

AKI
 

models
 

is
 

the
 

basis
 

to
 

study
 

kidney
 

diseases.
 

AKI
 

modeling
 

method
  

are
 

diverse
 

in
 

accordance
 

with
 

different
 

experimental
 

purposes.
 

In
 

this
 

review,
 

we
 

describe
 

the
 

approaches
 

to
 

establish
 

AKI
 

models,
 

namely
 

drugs,
 

unilateral
 

ureteral
 

obstruction,
 

ischemia-
reperfusion,

 

5 / 6
 

nephrectomy,
 

and
 

infection.
 

The
 

purpose
 

of
 

this
 

review
 

is
 

to
 

discuss
 

and
 

summarize
 

the
 

current
 

status
 

and
 

method
  

to
 

establish
 

various
 

AKI
 

models,
 

and
 

to
 

discuss
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

the
 

induction
 

method
  

and
 

their
 

corresponding
 

clinical
 

signs
 

in
 

terms
 

of
 

their
 

pathological
 

mechanisms.
 

This
 

review
 

provides
 

a
 

foundation
 

for
 

standardization
 

of
 

AKI
 

animal
 

models
 

and
 

the
 

theoretical
 

principles
 

and
 

experimental
 

basis
 

for
 

in
 

vivo
 

studies
 

of
 

kidney
 

diseases.
【Keywords】　 acute

 

kidney
 

injury;
 

animal
 

model;
 

renal
 

blood
 

flow;
 

renal
 

fibrosis
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　 　 以高死亡率及高发病率为主要特征的急性肾

损伤(acute
 

kidney
 

injury,AKI),也可被称作急性肾

功能衰竭。 作为近年来发病率逐渐攀升的一组临

床综合征,AKI 已经成为一种常见的全球公共卫生

问题[1] 。 AKI 不仅增加住院患者病死率、延长住院

时间、增加医疗花费以及心血管事件发生风险,尚
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可增加远期慢性肾病( chronic
 

kidney
 

disease,CKD)
和终末期肾病( end-stage

 

renal
 

disease,ESRD) 的患

病风险[2] 。 作为一种常见的难治性疾病,AKI 在全

球范围仍旧缺乏有效的治疗措施及药物,并且,AKI
进展至 CKD 是多种细胞参与和多种分子信号通路

调控的复杂致病过程,研究 AKI 进展至 CKD 的机制

有利于发现潜在的靶点并进行早期的治疗和干预,
延缓 AKI 向 CKD 的发展进程,减轻 CKD 患者的疾

病负担[2-3] 。 因而,稳定的 AKI 动物模型的建立能

够帮助科学家们进一步探究其病理机制及治疗方

法。 本文将从 AKI 的多种动物模型的建立及评价

方法入手,系统地分析归纳肾损伤常用的实验动物

模型,旨在为研究相关肾疾病机理及药物的研发提

供模型选择的科学理论及实验依据。

1　 药物诱导的肾损伤模型

1. 1　 造影剂

AKI 是临床过程中应用造影剂后引起的常见并

发症,造影剂肾损伤已经成为 AKI 损伤的第三大原

因[4] 。 由于造影剂在冠心病等心脏疾病的应用中

越来越广泛,因而肾病学,心脏病学甚至影像学及

药学专家等对造影剂引起的 AKI 等肾并发症愈发

重视起来。
在 2019 年的一项实验中,Lamby 等[5] 反复多次

给猪注射造影剂后发现猪的肾血流动力学的改变,
并引起了随后的肾小球滤过率( glomerular

 

filtration
 

rate,GFR)的下降及肾的缺血缺氧的表现。 除了对

肾血流动力学方面的间接影响外,Zhao 等[6] 发现连

续 7
 

d 尾静脉注射造影剂导致雄性 SD 大鼠肾小管

空泡状,肾细胞线粒体破裂损伤,而线粒体功能的

障碍使得 SD 大鼠肾活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,
ROS)分泌增加和线粒体 mtDNA 分泌增多,细胞凋

亡加剧,引发大鼠肾严重的氧化应激反应,进而导

致大鼠 AKI 的发生,这是造影剂引起实验动物引起

肾损伤的又一间接因素。 对肾小管上皮细胞的毒

性损伤是造影剂引起 AKI 的直接肾损伤机制,有研

究者认为,所有的造影剂均会对肾,尤其是肾髓质

处造成损害,造影剂通过破坏肾小管上皮细胞的细

胞膜, 增 加 胞 内 Ca2+ 水 平, 抑 制 三 磷 酸 腺 苷

( adenosine
 

triphosphate, ATP ) 释放并下调 PI3K /
AKT / mTOR 信号通路,诱导肾小管上皮细胞的凋亡

及坏死,造成肾小管的堵塞引起 AKI[7] 。

1. 2　 顺铂

顺铂(ciplatin,CP)是临床常用的一种顺式金属

铂类络合物。 CP 作为广谱抗癌代表药,在单次中、
大剂量用药后会出现轻微但可逆的肾功能障碍,但
在多次反复及高剂量用药后,会出现不可逆的肾损

伤[8] 。 临床研究发现,使用 CP 治疗癌症的患者虽

在短期不会发生严重的肾损伤,但是患者罹患 CKD
的长期风险大大增加,而即使在临床中未发生 AKI
事件,那些应用 CP 超过五年的患者,其肾功能也会

显著降低[9] 。
研究者们利用 CP 肾毒性的性质,主要通过短

期大剂量(20 ~ 30
 

mg / kg,3 ~ 7
 

d)或长期低剂量(5
 

~
 

15
 

mg / kg,2
 

~
 

4 次 / 3
 

~
 

4 周)两种方式,将其广

泛用于小鼠、大鼠甚至是猪的肾损伤模型的建立。
例如,张怡等[10] 选用雄性 ICR 小鼠,通过 3

 

d 连续

腹腔注射 CP(25
 

mg / kg)的方式复制肾损伤模型,而
周莎莎等[11]给 SD 大鼠一次性尾静脉注射 7. 5

 

mg /
kg 的 CP 后,于 24

 

h 检测发现尿蛋白量和血清肌酐

( serum
 

creatinine, Scr )、 血 尿 素 氮 ( blood
 

urea
 

nitrogen,BUN)含量均显著升高,且病理切片结果显

示大鼠肾小球肿胀、球囊结构模糊,肾小管可见蛋

白管型,肾间质炎性细胞浸润,细胞膜破裂、细胞核

固缩或消失等肾损伤的显著特征。 早年的报道还

显示,给贵州小型猪一次性腹腔注射 4
 

mg / kg 的 CP
后第 3

 

h 起,贵州小型猪的尿量减少,Scr 及 BUN 排

出显著降低,并出现明显的肾小球出血及肾近曲小

管上皮细胞的严重浊肿和空泡,管腔内出现大量蛋

白管型,提示一次性腹腔注射 CP 成功诱导了贵州

小型猪的肾损伤[12] 。 近日还有研究应用单次腹腔

注射 20
 

mg / kg 的 CP 诱导了雄性 C57 / BL6 小鼠和

雄性 BALB / c 小鼠 AKI[13-14] 。 具体来讲,研究发现

经 CP 诱导 72
 

h 后的 C57 / BL6 小鼠,SCr 含量显著

升高,肾切片染色显示肾小球及肾小管损伤严重,
肾炎症因子白介素-6( interleukin-6,IL-6)的 mRNA
表达及细胞凋亡显著增加,并且肾 ATP 水平显著降

低而脂质堆积显著增加,提示肾出现氧化应激及炎

症损伤[13] 。 CP 诱导的 BALB / c 小鼠肾损伤表现为

肾小管上皮细胞的坏死,肾小球萎缩,胞内炎性浸润

及蛋白管腔显著增加等[14] 。 还进一步对 CP 诱导的

AKI 的作用机制做了相关探讨,主要发现 CP 可以通

过刺激肾细胞五羟色胺(5-hydroxytryptamine,5-HT)

659
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合成,促进线粒体 5-HT 降解,进而刺激线粒体 ROS
合成, CP 还 可 以 抑 制 法 尼 酯 衍 生 物 X 受 体

(farnesoid
 

X
 

receptor,FXR) 的活化,从而抑制脂肪

酸氧化,并激活肠道菌群诱导的 PI3K / AKT 信号通

路,进而促进肾氧化应激,炎症,细胞凋亡等,引起

肾损伤[10-14] 。
CP 诱导实验动物肾损伤的成模性主要依据于

给药方式及剂量,但是,实验动物不同品系间对其

敏感 程 度 也 不 尽 相 同, 例 如, Sears 等[15] 发 现

C57BL / 6 小鼠比 FVB / N 小鼠的 CP 敏感性较差,因
而 C57BL / 6 往往需要更高剂量 CP 以诱发肾纤维

化。 由此可见,利用 CP 构建 AKI 动物模型需要保

持一致的给药计划,这仍需研究者们进一步的研究

与确证。
1. 3　 甘油

利用甘油诱导的肾损伤模型表现为急性的肾

损伤,这是利用了甘油高渗透性的原理[16] 。 甘油局

部注射可以引起局部肌肉坏死及血管内溶血进而

使肌红蛋白和血红蛋白游离释放,而肌红蛋白和血

红蛋白会引起肾血管的收缩,导致肾血流量和 GFR
的下降,引起肾缺血导致肾损伤[17] 。

由于甘油的经济型,易获得性,且甘油诱导的

肾损伤模型操作简易,动物生存率高,因而也是研

究者们常用的肾损伤造模手段。 朱晓娜等[18] 给健

康的雄性大鼠双侧后肢注射 50%甘油溶液(10
 

mL /
kg)3

 

h 后,观察到造模大鼠血清 Scr 及 BUN 的显著

升高,并观察到模型大鼠的肾小管的显著性损伤及

肾小球的肿胀和肾间质的炎性浸润。 Madkour
等[19]同样给予雄性 SD 大鼠单次注射 50%甘油溶

液(10
 

mL / kg)诱导了 AKI,不同的是,该研究中采

用了肌肉注射的给药方式,给药后大鼠出现蛋白尿

症状,且肾湿重系数及 SCr 和 BUN 含量均显著增

加。 与此同时,甘油诱导的大鼠肾坏死及炎症改变

显著,相应指标如 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋

白 3 ( NOD-like
 

receptor
 

thermal
 

protein
 

domain
 

associated
 

protein
 

3,NLRP3),肾损伤分子-1( kidney
 

injury
 

molecule-1,KIM-1),胱天蛋白酶- 3( caspase-
3)等表达均显著增加,这可能是由于甘油刺激了肾

炎症 / 凋亡 / 氧化应激通路,引起 AKI。 相似的肾损

伤结果也在家兔模型中被发现,吴祖强[20] 给健康的

新鲜大白兔双后肢注射 50%的 15
 

mL / kg 的甘油溶

液后 3
 

h 也观察到血清 Scr 及 BUN 升高,于 24
 

h 观

察到肾小管上皮细胞的肿胀坏死及肾小球淤血。
甘油的致病机理兼具肾缺血及内毒素对肾损

伤的双重作用,因而常被应用于异型输血及挤压综

合征等引起的 AKI 的研究中。
1. 4　 肾毒性成分中药

《中国药典(2015 年)》 中收录了 83 种有毒中

药,其中包括 24 种具有肾毒性中药,各个中药引起

肾毒性的方式都不尽相同[21] 。 肾毒性成分的积累

作为其中的引发肾毒性的诱因之一,被研究者们提

取用以建立肾损伤的动物模型,其中最为常见的就

是马兜铃酸( aristolochic
 

acids,AAs) 的使用。 AAs
常见于多种中药中,上世纪 60 年代,我国由吴松

寒[22]首次报道两例由木通引起的急性肾衰竭患者。
随后,国内外研究者相继发现马兜铃、关木通、广防

己、青木香、朱砂莲等中草药中均含有具有肾毒性

的 AAs 成分[23-24] 。 学者们为了探究 AAs 的肾毒性

机理进行了相应的动物模型的研究。
Cosyns 等[25]最先利用了 AAs 诱导新西兰白兔

的肾损伤症,但其建立该模型历时了 17
 

~
 

21 个月。
而后,随着科学研究的发展,AAs 诱导的动物肾损伤

模型也逐渐成熟稳定,例如,2021 年,谭微等[26] 给

BALB / c 小鼠以 5
 

mg / kg 的剂量腹腔注射 AAs 后,
分别于第 1、3、7、14、28、42 天评估小鼠肾损伤状态,
发现 AAs 对 BALB / c 小鼠肾的损伤于第 7 天最为严

重,表现为小鼠体重的降低,血清 Scr、BUN 的显著

升高,并在第 14 天后的肾切片中,以 Masson 染色和

PAS 染色后观察到造模小鼠肾小管的萎缩、间质炎

症细胞的浸润及肾小管上皮细胞的大量脱落坏死,
基底膜裸露,间质水肿等病理表现。 Wang 等[27] 给

雄性 C57BL / 6J 小鼠腹腔注射 AAs(10
 

mg / kg) 后,
小鼠肾近端小管刷状缘明显消失,近端小管上皮严

重萎缩,肾小管坏死显著且细胞外基质沉积明显增

加。 进一步研究发现,AAs 引起肾损伤的作用机制,
主要是由于 AAs 诱导了 miR-382 的过表达,进而引

起 NF-κB / miR-382 / PTEN / AKT 轴的激活,导致肾一

系列的损伤症状。 AAs 致肾损伤的动物模型的成功

建立为进一步探明 AAs 的肾毒性机制奠定了理论

与实践基础,并且为实验模拟中药引起人肾损伤的

病理发生发展过程提供了良好的动物模型基础。
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2 　 肾缺血再灌注损伤 ( ischemia-
reperfusion

 

injury,I / R)模型

　 　 I / R 模型是一种典型的缺氧型肾小管损伤动物

模型,也是目前用于研究 AKI 及 CKD 的最主要的动

物模型,在临床中,大约 50%的 AKI 的发生都是由

肾缺氧造成的,肾的 I / R 往往发生在手术,器官移植

及烧伤等情形中,虽然短时间的缺血不会造成器官

等器质性的损伤,但再灌注所引起的微血管的破裂

及细胞的损伤却是十分严重甚至是不可逆的[28] 。
肾的 I / R 模型已在多种动物上成熟稳定地应

用,在啮齿动物中,肾的 I / R 主要依靠微型动脉夹以

制造肾缺血缺氧环境,例如,陈健文等[29] 在雄性

C57BL / 6 小鼠缺血不同时间(0、15、25、30、45
 

min)
后再灌注 24

 

h,随即取材进行肾功能的检测及病理

学评价,发现 I / R 造模后,缺血 30
 

min 及 45
 

min 小

鼠体重下降明显,并且血清 Scr、BUN 均显著升高,
病理染色结果也发现缺血 30

 

min 的小鼠肾近端小

管出现大量脱落的肾小管上皮细胞或脱落的刷状

缘,肾皮髓交界处可见大量被坏死细胞堵塞的肾小

管;相似的实验操作及结果也被广泛应用于大鼠模

型中。 家兔肾 I / R 模型的建立,主要应用于肾疾病

的影像,血流动力等方面的研究,如宣吉晴等[30] 选

用 I / R 造模的家兔利用彩色多普勒超声评价其血流

动力变化与肾功能之间的关系,并且认为,随着家

兔肾 I / R 损伤加重,各级肾动脉收缩期峰值流速、搏
动指数、阻力指数及血清 Scr、BUN 逐渐升高,并会

在 24
 

h
 

达到高峰。 研究者们应用多种实验动物的

I / R 模型构建 AKI,并通过研究多种信号通路如

Keap1 / Nrf2 / ARE 通路, TGF-β / Smad 通路, Wnt / β-
catenin 通路等阐释了 AKI 的病理机制,并结合了广

泛的药理学研究为临床中缺血缺氧性肾损伤的治

疗提供了充分的理论依据[31-33] 。
当然,肾 I / R 模型在既往研究中造模方式多样,

主要集中于单侧或双侧的肾 I / R,肾缺血时间的参

差(文献报道包括 18
 

~
 

35
 

min 不等),但双侧肾 I / R
所导致肾损伤结果的报道结果不尽相同,这可能与

实验对象,实验对象的体重,体温,甚至基因背景及

海拔等因素均相关[34-35] 。

3 　 单侧输尿管结扎术 ( unilateral
 

ureteral
 

obstruction,UUO)
　 　 肾纤维化作为慢性肾衰竭进展的终末归途之

一,其发生及发展一直是学术界的热点研究课题。
UUO 于 1970 年首次被用于研究家兔的肾间质纤维

化后发展至今,研究者们已经可以熟练应用该手术

成功模拟肾小管间质纤维化,并且 UUO 具有重复率

高、对动物损伤小、死亡率低等优点,因而,该法目

前是公认最理想的构建肾纤维化的模型[36-38] 。
UUO 可以应用于多种实验动物中,包括小鼠、

大鼠、豚鼠、家犬及灵长类动物等,并且,UUO 在短

期内就可构建出良好的肾小管和肾间质的纤维化

症状,通常为 7 ~ 14
 

d:在第 7 天左右所观察到的疾

病发展通常为 AKI 的早期阶段,14
 

d 后是晚期阶

段[39-40] 。 研究发现,利用 UUO 造模的动物肾往往

呈现促纤维化因子丰度增加, 以转化生长因子

(transforming
 

growth
 

factor
 

beta,TGF-β)为靶点的纤

维化信号通路的活化,细胞外基质沉积,肾上皮间

充质转化(epithelial-mesenchymal
 

transition,EMT)及

肾氧化应激等[41-44] 。 本课题组前期研究中也应用

UUO 成功诱导了小鼠 AKI,并且发现 UUO 术后小鼠

肾损伤显著,主要表现为肾小管萎缩及肾小管间质

纤维 化 明 显, 细 胞 外 基 质 蛋 白 如 纤 维 化 因 子

(fibronectin)及 I 型胶原蛋白丰度显著增加,促纤维

化因子及炎症相关因子如 TGF-β,结缔组织生长因

子(connective
 

tissue
 

growth
 

factor,CTGF) 及单核细

胞趋化蛋白 1(monocyte
 

chemotactic
 

protein-1,MCP-
1)等均被明显诱导,并且肾 EMT 被显著活化,进一

步的机制研究中发现 UUO 引起的肾损伤可能与维

生素 D 受体(vitamin
 

D
 

receptor,VDR) / 肾素血管紧

张素系统( renin-angiotensin
 

system,RAS) 轴有着密

不可分的关系[45] 。
虽然 UUO 是一项成熟的 AKI 造模方式,但其

也具有一定的缺点,例如:UUO 造成的输尿管梗阻

会使取尿困难,造成难于对肾的尿液标志物进行检

测,因而,实验者们往往多使用大鼠作为实验造模

对象进行研究。
传统大鼠 UUO 模型的造模方式会将游离的输

尿管在紧靠肾盂处约 1 厘米的肾下极处两次结扎并

剪断,但冯翮飞等[46] 认为,大鼠肾的输尿管为弧线

859



中国实验动物学报 2022 年 11 月第 30 卷第 7 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,November
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

7

状并完全由腹壁脂肪包裹,并且该解剖位置紧挨

肝、脾及胰,因而手术操作具有操作繁琐并且易导

致脏器感染、黏连、发炎甚至引起大鼠死亡。 因而

他设计将输尿管中段进行两处间隔小于 1
 

cm 但不

间断的结扎,并发现,改良后的 UUO 法成模率与传

统方法相当,并具有手术创面更小,术后并发症少,
死亡率低的优点。 虽然传统的造模方式更接近临

床发病特征,但改良的 UUO 法仍是值得进一步研究

探索的手术方式。

4　 5 / 6 肾切除术

5 / 6 肾切除术是一种经典的诱导肾损伤的模

型,早在 1952 年,有学者就利用 5 / 6 肾切除术成功

构建大鼠肾 AKI 模型[47] 。 该手术是通过手术方式

直接减少有效肾单位数目,从而引起术后造模动物

肾的血流的高滤过率,高血压力及高灌注,并进而

引其肾小球的硬化及剩余肾单位的破坏,随着术后

时间的推移,动物的肾损伤就将会由 AKI 逐渐发展

为慢性肾功能衰竭[48] 。
传统 5 / 6 肾切除法采用两期手术法,在一期手

术时,切除一侧肾的上下三分之一部分,或者采用

弧形切除法切除 2 / 3 部分的单侧肾,在七天后,实行

二期手术将另一侧肾摘除[49] 。 但两期手术存在手

术操作复杂繁琐,并且容易引起失血感染等术后不

良后果。 因而张健等[49] 使用一步法建立了大鼠

5 / 6 肾切除的肾损伤模型,并与两步法 5 / 6 肾切除

术做了相应比较。 研究结果发现,一步法和两步法

造模的实验大鼠均在第 4、8、12 周时表现出显著性

升高的血 Scr 和 BUN 水平,说明一步法造模方式的

成模性好,并且,一步法手术可以降低大鼠的应激

次数及麻醉次数,降低了手术对实验大鼠的伤害次

数,而两步法手术会大大增加麻醉、手术和感染风

险的几率,并且还增加了操作者的工作量,因而一

步法手术可能优于两步造模方式。 但近些年,利用

5 / 6 肾切除术造模的研究大多应用两步法或改良型

两步法,一步法手术并未普及。 因而,5 / 6 肾切除的

肾损伤造模法仍需进一步的研究与实践。
在 5 / 6 肾切除术的实验动物选择中,研究者们

认为,大鼠、兔、狗等实验动物均是理想的实验对

象,并且,鉴于大鼠与人体的解剖结构的相似性,所
以大鼠的应用更为广泛[50] 。 相对于以上实验动物

而言,小鼠由于其体型较小,手术操作困难及生存

率低等原因,不适合利用该法构造肾损伤模型。

5　 感染诱导的肾损伤模型

感染是诱发 AKI 的病因之一。 流行病学研究

显示,脓毒症是引起肾感染性损伤的最主要的原

因。 据统计,在脓毒症患者中,急性肾功能衰竭的

发生率高达 51%,其中危重型急性肾功能衰竭的发

生率约为 5%,这些数据提示脓毒症引起的肾损伤

是一个非常值得关注的医学问题[51-52] 。 目前,由感

染方式构建的肾损伤模型主要是以研究脓毒症为

目的,包括手术诱导或内毒素诱导,主要应用的实

验动物包括大鼠、小鼠、家兔及家犬等[53] 。
5. 1　 手术诱导感染损伤

盲肠结扎穿孔术( cecal
 

ligature
 

and
 

perforation,
CLP)是一种经济且简便的脓毒症 AKI 模型,主要用

于大鼠及老年小鼠的肾损伤的模型建立[54] 。 该法

是将暴露腹部的实验动物的回盲瓣远端游离后,于
盲肠 1 / 3 处结扎,在结扎处远端以针贯通穿刺并挤

出少量内容物后,将盲肠还纳腹中,后续可应用液

体复苏或抗生素以防止实验动物早期死亡[54] 。
CLP 术后导致的脓毒症对肾血流量、细胞因子

数量及全身血液动力学的影响是具有时间依赖性

的。 Lewis 等[55]和 Seymour 等[56] 均利用 HD-X11 无

线遥感器检测了经 CLP 造模的 C57BL / 6 小鼠的心

率、体温及活动能力,并分析了相应血液样本中的

炎症细胞因子等指标。 Lewis 等[55] 发现,接受 CLP
的小鼠在术后不久首先出现心率增加,并产生白介

素类炎性细胞因子的堆积,术后 5 ~ 8
 

h 出现了严重

的休克及 AKI 症状。 Seymour 等[56] 发现造模小鼠

在 CLP 术后大约 7
 

h 表现出全身器官的恶化,并且

心率显著降低,出现炎症因子风暴如 IL-6、IL-10、肿
瘤坏死因子-α(tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)等的

高水平上升。 Holthoff 等[57]则发现 CLP 造模小鼠术

后 2 ~ 3
 

h 肾血流量开始下降,并在 24
 

h 下降至基线

以下水平。
CLP 诱导的脓毒症性 AKI 虽然与临床发病进

程相似,能够很好的模拟临床脓毒症所致 AKI 的发

生发展,但是由于手术标准化困难,例如:盲肠结扎

长度、手术时间、穿刺针的粗细甚至麻醉药的选择

等均具有一定的差异,造成 CLP 手术后感染的自体
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细菌量难以控制,造成研究者们构建的 AKI 模型均

一性差,因而,CLP 造模方式的统一化及可重复性

亟需进一步研究并提高。
5. 2　 内毒素诱导感染损伤

脂多糖(lipopolysaccharides,LPS)作为一种革兰

氏阴性杆菌的细胞壁成分,是一种最简单的用于构

建脓毒症感染性肾损伤的内毒素,通常被用于小型

啮齿类动物 AKI 模型的建立[58] 。 应用 LPS 诱导实

验动物的 AKI 的标准化程度高,一致性强,重复性

好。 Seemann 等[59] 给 C57BL / 6 小鼠腹腔注射 LPS
(5

 

mg / kg)后 24
 

h 内观察到小鼠肾血流量、体重及

体温的降低。 血清促炎细胞因子水平在 LPS 注射

后 12
 

h 迅速上升,并伴随血糖的显著下降。 值得注

意的是,在注射 LPS 仅 2
 

h 后,小鼠 TNF-α 上升了

4500%,干扰素-γ( interferon-γ,IFN-γ)及 IL-6 水平

也显著升高,并随后导致肾出现严重的氧化应激反

应[59] 。 除了以上炎症相关症状的发生,LPS 注射后

引起的小鼠 GFR 的降低,血清 Scr 及 BUN 的显著升

高,甚至蛋白尿和少尿,肾血管通透性的增加等也

被多位研究者报道[59-62] 。
但是,来源于不同细菌的 LPS 在应用中也会产

生不同的效果,这也与 LPS 的使用剂量及给药方式

相关[58] 。 例如,LPS 的常见的给药方式包括灌胃、
腹腔注射及团注等。 研究者发现快速大剂量注射

LPS,容易引发实验动物严重低血压,并在数小时内

死亡,而低剂量的 LPS 注射虽可短暂导致肾功能的

损伤,但是无法引起缺氧性肾小管损伤,导致模型

失败[63] 。 因而,LPS 诱导的感染性肾损伤应用剂量

区间窄,并且有学者认为,LPS 注射后立即应用液体

复苏会逆转其引起的 AKI[64] 。 由此可见,由 LPS 诱

导的感染性 AKI 模型虽可应用于脓毒症肾病的研

究中,但应注意其使用的剂量及注射后操作以免造

模失败。

6　 展望

前文所述的模型中,由药物构建的 AKI 模型虽

然操作简便,但起效所需时间较长,且个体间差异

较大,造成各实验动物肾损伤成模时间及程度均不

一致,导致其应用受限。 UUO 及 I / R 模型操作相对

简便,且模型均一性及重复性好,并且病程、病变程

度可控,因而这两种造模方式应用广泛,是公认的

AKI 致肾纤维化,甚至是 CKD 的最佳造模方式。
5 / 6 肾切除术由于感染风险高,操作繁琐,并且近年

来伦理审查认为该法对实验动物引起的损害较大,
已逐渐建议使用其他造模方式取代。 感染诱导的

AKI 模型主要用于对脓毒症的研究中,在其他肾损

伤疾病中使用较少(见表 1)。
除了上述的 AKI 模型以外,还有许多其他可以

导致肾损伤的动物模型方法,例如药物诱导所致

AKI 模型中, 还 可 以 应 用 诸 如 蛇 毒[65-66] 、 腺 嘌

呤[67-68] 、庆大霉素[69-70] 、阿霉素[71-73] 、氯化汞[74-75]

等;甚至利用化学试剂构建动物肾损伤模型,如乙

二醇[76-77] 、对苯二甲酸[78]等;郭莲敏等[79]还发现过

度训练可以构建肾小管损伤模型。 随着基因技术

的发展,特定基因敲除的动物模型也初步应用于肾

疾病的研究,如研究者们将细胞浸润及增殖相关因

子包括:骨桥蛋白(osteopomtin)、CD44、细胞周期蛋

白依赖性激酶抑制剂 CIP / KIP 家族 P21 及 P27 因

子等敲除后,实验动物出现实验动物出现肾细胞凋

亡显著增加,肾积水,肾小管萎缩,肾小管间质纤维

化加剧等 AKI 症状[80-82] 。 Zhang 等[83] 将 EMT 相关

因子尿激酶细胞受体 ( urokinase
 

cellular
 

receptor,
 

uPAR)敲除后,小鼠肾 EMT 加剧,且肾小管上皮细

胞凋亡显著增加,肾小管间质纤维化显著,细胞外

基质相关蛋白如 fibronectin 及 I 型前胶原 α-1 的

mRNA 表达上升,成功构建了小鼠 AKI 模型。 Ma
等[84]敲除了小鼠的血管紧张素受体 2 后,该基因突

变小鼠肾肾小管间质纤维化明显,胶原沉积显著增

加,并且在术后第五天肾胶原合成显著增加,同时

表现出免疫细胞的过量浸润等,也有学者将纤维化

相关信号通路 TGF-β / Smad 信号通路中的核心蛋白

聚糖(decorin)敲除后,发现小鼠的炎症及凋亡症状

加剧,肾小管萎缩严重,并且肾纤维化明显,成功构

建了相关 AKI 模型[85] 。
以上所述 AKI 造模方式各具其优势及缺点,在

肾疾病的动物模型构建中起到了重要作用并在实

验研究中广泛实践应用。 在科研工作中,应该针对

研究的特点与目的结合不同模型的优缺点及造模

可行性,选择适合的 AKI 模型,这不仅有利于实验

研究的顺利发展,并可以令研究的结果具有可信性

及指导临床实践的意义。
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表 1　 急性肾损伤(AKI)模型构建方式优缺点比较

Table
 

1　 Comparisons
 

of
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

acute
 

kidney
 

injury
 

(AKI)
 

model
 

construction
 

methods
造模方式分类
Classification

模型构建方法
Research

 

approaches
临床诱发 AKI 原因

Clinical
 

causes
 

of
 

AKI
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

造影剂
Contrast

 

media

心脏造影并发症
Cardiac

 

angiography
 

complications

能较好地应用于造影剂引发
AKI 的研究中
Better

 

application
 

in
 

the
 

study
 

of
 

contrast-triggered
 

AKI

无法完全复制临床疾病状
态
Inability

 

to
 

fully
 

replicate
 

clinical
 

disease
 

states

顺铂(CP)
Ciplatin

CP 抗癌副作用
Anti-cancer

 

side
 

effects

能较好地复制临床 CP 所致的
AKI 进程
Better

 

replication
 

of
 

AKI
 

processes
 

due
 

to
 

CP

CP 毒性大造成动物的全
身毒性及高致死率
Causes

 

systemic
 

toxicity
 

and
 

high
 

lethality
 

in
 

animals

药物诱导
Drug

 

induction
甘油
Glycerinum

异型输血及挤压综合征
Heterotypic

 

blood
 

transfusion
 

and
 

crush
 

syndrome

经济方便,操作简便,实验动物
生存率高
Low

 

cost,
 

easy
 

to
 

operate,
 

and
 

high
 

survival
 

rate
 

of
 

experimental
 

animals

适用性有限
Limited

 

applicability

肾毒性成分中药
Renal

 

toxic
 

traditional
 

Chinese
 

medicine

马兜铃酸类中药
Aristolochic

 

acid
 

herbs

良好地模拟肾毒性中药引起的
AKI 的进程
Good

 

simulation
 

of
 

AKI
 

induced
 

by
 

nephrotoxic
 

herbal
 

medicines

适用性有限
Limited

 

applicability

肾缺血再灌注损伤(I / R)
Renal

 

ischemia-reperfusion
 

injury

器官移植、手术缺血缺氧、烧
伤
Organ

 

transplantation,
 

surgical
 

ischemia
 

and
 

hypoxia,
 

burn
 

injuries

应用广泛,造模周期短,操作相
对简便
Wide

 

range
 

of
 

applications,
 

short
 

mold
 

making
 

cycle,
 

relatively
 

easy
 

to
 

operate

易导致全身血压波动,无
法完全复制临床疾病状态
Prone

 

to
 

systemic
 

blood
 

pressure
 

fluctuations,
 

inability
 

to
 

fully
 

replicate
 

clinical
 

disease
 

states

单侧输尿管结扎术(UUO)
Unilateral

 

ureteral
 

obstruction
肾梗阻性肾病
Renal

 

obstructive
 

nephropathy

重复性好,动物损伤小,死亡率
低
Good

 

repeatability,
 

low
 

animal
 

damage,
 

low
 

mortality

动物尿液样本收取困难,
难于检测尿液标志物
Difficult

 

to
 

collect
 

animal
 

urine
 

samples
 

and
 

difficult
 

to
 

detect
 

urine
 

markers

5 / 6 肾切除术
5 / 6

 

Nephrectomy

肾切除、孤肾等
Nephrectomy,

 

solitary
 

kidney,
 

etc.

能良好模拟临床肾切除及孤肾
AKI 进程
Good

 

simulation
 

of
 

clinical
 

nephrectomy
 

and
 

orphan
 

kidney
 

AKI
 

process

手术难度大,容易造成实
验动物感染死亡
Difficult

 

to
 

operate,
 

easy
 

to
 

cause
 

death
 

of
 

experimental
 

animals
 

by
 

infection
 

感染诱导
Infection

 

induction

手术诱导感染
Surgically

 

induced
 

infection

内毒素诱导感染
Endotoxin-induced

 

infection

脓毒症
Sepsis

经济,操作简便
Low

 

cost
 

and
 

easy
 

to
 

operate

手术标准化差,重复性低
Poor

 

surgical
 

standardization
 

and
 

low
 

reproducibility

标准化程度高,一致性好,重复
性强
High

 

degree
 

of
 

standardization,
 

good
 

consistency
 

and
 

repeatability

内毒素应用剂量范围窄
Narrow

 

dose
 

range
 

for
 

endotoxin
 

application
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[收稿日期] 　 2022-04-01

综述:COVID-19 动物模型的特点

严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2( Severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,SARS-CoV-2) 是

2019 年冠状病毒病(COVID-19)的病原体,新冠疫情的全球大流行是当今世界最大的安全威胁。 在历次传

染病疫情流行时,动物模型研究在阐明发病机制和传播机制、筛选有效疫苗和药物方面做出突出贡献。 在

SARS-CoV 和 MERS-CoV 大流行期间开发的动物模型构建技术被迅速应用于 COVID-19 动物模型的建立中。
目前为止,研究者建立了多物种 COVID-19 的动物模型,包括小鼠、仓鼠、貂和非人灵长类动物等。 感染

性疾病根据病原体的特点和感染方式的不同而产生独特的表现形式。 本文围绕 SARS-CoV-2 的感染途径对

动物模型资源进行了分类,汇总了通过经鼻、定位、模拟传播途径感染构建的动物模型的特点。 根据动物的

解剖结构及生理学特征,为直接模拟新冠肺炎的疾病特征,针对非人灵长类等大动物研究者一般使用气管

感染的方式以制备肺炎模型。 除此之外,为探究 SARS-CoV-2 的传播机制,研究者利用小鼠、水貂、猫、非人

灵长类等动物资源建立了模拟传播方式的动物模型。
综上所述,本文从感染途径方式入手,汇总了目前建立的新冠动物模型特点,并指出虽然目前没有

SARS-CoV-2 感染动物模型能够完全复制严重 COVID-19 的所有关键特征,但人源化 / 基因敲除一体化以及

病毒可持续复制但不诱发严重病理的动物模型的建立和探索,有助于开展对 COVID-19 发病机制的多维分

析,并为新药开发及安全性评价提供支持。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal

 

Models
 

and
 

Experimental
 

Medicine,
 

2022,
8(5):401-409;

 

https: / / doi. org / 10. 1002 / ame2. 12278)。
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斑马鱼动物模型在眼科中的应用研究进展
胡海坚,张旭∗
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　 　 【摘要】 　
 

斑马鱼已成为一种广泛用于研究脊椎动物发育、疾病遗传机制和药物毒理学的模式生物。 由于斑

马鱼与人类的眼睛在形态、生理、功能和基因表达的相似性,胚胎容易获得、发育很快而且易于观察和操作等特点,
使其成为人类眼科疾病的良好的动物模型,并为进一步探究疾病发生机制和治疗方法提供新的见解。 本综述将介

绍斑马鱼的眼部特征、斑马鱼动物模型在眼科疾病及药物疗效、药物眼毒性评估中的应用。
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【Abstract】 　
 

Zebrafish
 

has
 

become
 

a
 

widely
 

used
 

model
 

organism
 

to
 

study
 

vertebrate
 

development,
 

genetic
 

mechanisms
 

of
 

diseases,
 

and
 

drug
 

toxicology.
 

There
 

is
 

high
 

similarity
 

in
 

the
 

morphology,
 

physiology,
 

functions,
 

and
 

gene
 

expression
 

of
 

zebrafish
 

and
 

human
 

eyes.
 

Furthermore,
 

zebrafish
 

embryos
 

are
 

easy
 

to
 

obtain,
 

develop
 

rapidly,
 

and
 

easily
 

observed
 

and
 

manipulated.
 

Therefore,
 

zebrafish
 

has
 

become
 

a
 

good
 

animal
 

model
 

for
 

human
 

ophthalmic
 

diseases
 

and
 

provide
 

new
 

insights
 

to
 

further
 

explore
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

diseases
 

and
 

treatment
 

method
 

.
 

This
 

review
 

introduces
 

the
 

ocular
 

characteristics
 

of
 

zebrafish,
 

the
 

application
 

of
 

zebrafish
 

animal
 

models
 

in
 

ophthalmic
 

diseases,
 

and
 

evaluation
 

of
 

ophthalmic
 

drug
 

efficacy
 

and
 

ocular
 

toxicity
 

of
 

drugs.
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animal
 

models;
 

ophthalmic
 

diseases;
 

drugs
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　 　 斑马鱼已成为一种广泛用于研究脊椎动物

发育、疾病遗传机制和药物毒理学的模式生物,
其原因在于斑马鱼体外发育的胚胎透明,使发育

的可视化成为可能 [ 1-2] 。 此外,斑马鱼世代时间

很短,每周可产生约 200 个后代,可以大量繁殖,

并且易于维护,成本相对较低 [ 3] 。 而且,斑马鱼

胚胎发育很快,大脑、心脏、肝、肠道和眼睛等大

部分器官在受精后 1
 

d 内发育并在 7
 

dpf( day
 

post
 

fertilization,dpf)内发挥作用,胚胎在 3
 

dpf 左右孵

化并且可以自由游动,5
 

dpf 左右显示出功能性视
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觉 [ 4] 。 斑马鱼的眼睛与体型大小相比,相对较

大,使得在早期胚胎发生过程中进行眼芽操作是

可行的 [ 1] 。 同时,斑马鱼所具备的强大的视觉行

为,包括视动反应、眼动反应、趋光反应,惊恐反

应和逃避反应等,使视功能结果容易获得 [ 5] 。 基

因组测序表明,71. 4%的人类基因及 82%的人类

致病基因至少有一种斑马鱼直系同源物 [ 6] 。 综

上所述,斑马鱼已成为人类眼科疾病的良好的动

物模型,并为进一步探究疾病发病机制和治疗方

法提供新的见解。 本综述将介绍斑马鱼的眼部

特征,斑马鱼动物模型在眼科疾病及药物疗效、
药物眼毒性评估中的应用。

1　 斑马鱼的眼部特征

斑马鱼眼睛在形态、生理、功能和基因表达上

与人类眼睛相似,但同时也存在一些差异(见表 1),
以下将通过角膜、前房角、晶状体、视网膜和视神经

等方面进行阐述。

表 1　 斑马鱼与人类眼部特征比较

Table
 

1　 Comparison
 

of
 

the
 

eye
 

features
 

between
 

zebrafish
 

and
 

human
结构 Structure 人类 Human 斑马鱼 Zebrafish

角膜
Cornea

基质层较厚,存在角膜神经纤维
Thicker

 

corneal
 

stroma,
 

included
 

corneal
 

nerve
 

fibers
基质层较薄,缺乏角膜神经纤维
Thinner

 

corneal
 

stroma,
 

absent
 

corneal
 

nerve
 

fibers

前房角
Anterior

chamber
 

angle

小梁网结构
Trabecular

 

meshwork
腹侧管状网络结构
Ventral

 

canalicular
 

network

晶状体
Lens

椭圆形
Ellipsoidal

接近球形
Nearly

 

spherical

视网膜
Retina

厚度较厚,神经节细胞高度密集,包含黄斑结构
Thicker

 

retina,
 

highly
 

populated
 

ganglion
 

cells,
 

included
 

macula

厚度较薄,神经节细胞相对稀少,缺乏黄斑结构
Thinner

 

retina,
 

less
 

densely
 

populated
 

ganglion
 

cells,
 

absent
 

macula

髓鞘
Myelination

视网膜内轴突无髓鞘,而视神经轴突有髓鞘
Retinal

 

axons
 

are
 

unmyelinated,
 

while
 

optic
 

nerve
 

axons
 

are
 

myelinated

全部轴突都有髓鞘
Whole

 

axons
 

are
 

myelinated

视神经纤维
投射

Optic
 

nerve
fiber

 

projection

每只眼睛一半视神经纤维投射到大脑同侧,另一半穿过
视交叉,投射到大脑对侧
Half

 

of
 

the
 

optic
 

nerve
 

fibers
 

in
 

each
 

eye
 

project
 

to
 

the
 

same
 

side
 

of
 

the
 

brain,
 

while
 

the
 

other
 

half
 

project
 

to
 

the
 

opposite
 

side
 

of
 

the
 

brain
 

through
 

the
 

optic
 

chiasm

每只眼睛所有的视神经纤维都穿过视交叉,并延伸到大脑
对侧
All

 

of
 

the
 

optic
 

nerve
 

fibers
 

in
 

each
 

eye
 

pass
 

through
 

the
 

optic
 

chiasm
 

and
 

extend
 

to
 

the
 

opposite
 

side
 

of
 

the
 

brain

视觉
Vision

视锥细胞主导的三色视觉,缺乏紫外线敏感的视锥细胞
Cone-dominated

 

trichromatic
 

vision,
 

absent
 

UV-sensitive
 

cones

视锥细胞主导的四色视觉,包含紫外线敏感的视锥细胞
Cone-dominated

 

tetrachromatic
 

vision,
 

included
 

UV-sensitive
 

cones

眼位
Eye

 

position
双眼高度重叠视觉的正视眼
Frontal

 

eyes
 

with
 

highly
 

overlapped
 

binocular
 

vision
双眼较少重叠视觉的侧视眼
Lateral

 

eyes
 

with
 

less
 

overlapped
 

binocular
 

vision

1. 1　 角膜

斑马鱼和人类的角膜都包括五层:角膜上皮

层、前弹力层、基质层、后弹力层和角膜内皮层。 而

且与其他脊椎动物一样,斑马鱼角膜也是无血管

的[7] 。 但斑马鱼角膜与人类角膜相比也存在一定

的差异, 如角膜神经纤维缺乏, 基质层厚度较

薄等[8] 。
1. 2　 前房角

大多数哺乳动物介导房水产生和清除的组织

在前房角呈对称分布,房水主要通过前房角向四周

流动[9] 。 而斑马鱼房水从背侧睫状体上皮产生,流
到腹侧管状网络和玻璃体-视网膜血管[10] 。 虽然斑

马鱼前房角的整体结构与哺乳动物不同,但睫状体

上皮细胞和房水流出通路的细胞仍具有高度的保

守性[10] 。
1. 3　 晶状体

斑马鱼和人类的晶状体均由紧密排列的晶状

体纤维组成,它们在前外周被单层晶状体上皮细胞

包围[3] 。 哺乳动物晶状体上皮细胞的末端位于晶

状体赤道附近,而斑马鱼晶状体上皮细胞的末端则

进一步向后延伸[3] 。 此外,斑马鱼的晶状体形状也

比人类更接近球形,几乎负责所有光折射,而其他

脊椎动物大部分光折射由角膜完成[11] 。 人类和斑

马鱼中都有 α、β 和 γ 三种晶状体蛋白,晶状体蛋白

的相似性使其成为研究活体动物晶状体的绝佳

模型[12] 。
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1. 4　 视网膜

与人类相似,斑马鱼光感受器由视锥细胞和视

杆细胞组成。 斑马鱼视锥细胞可分为蓝色、绿色、
红色和紫外线敏感视锥细胞,因此斑马鱼的视觉是

四色的。 而人眼缺乏紫外线敏感视锥细胞,只有三

色视觉[5] 。 虽然斑马鱼和啮齿动物都没有黄斑,但
由于斑马鱼有白天活动的节律,而且视网膜以视锥

细胞为主,因此具有良好的色觉[4] 。 斑马鱼视网膜

神经节细胞( retinal
 

ganglion
 

cells,RGCs) 密度大于

大鼠和小鼠,具有较高的视力,因此更接近人类视

觉[5] 。 与哺乳动物不同,斑马鱼能够再生受损的视

网膜,其再生的关键是 Müller 胶质细胞,它能够分

裂并产生多能视网膜祖细胞和再生主要的视网膜

神经元[13] 。
1. 5　 视神经

人类筛板前的视神经轴突没有髓鞘,筛板后的

视神经轴突有髓鞘,而斑马鱼全部视神经轴突都有

髓鞘,视网膜内轴突有松散的单层髓鞘,视神经轴

突则由致密的髓鞘包绕[14] 。 人类每只眼睛一半视

神经纤维投射到大脑同侧,另一半穿过视交叉,投
射到大脑对侧,而斑马鱼每只眼睛所有的视神经纤

维都穿过视交叉并延伸到大脑对侧[15] 。

2　 斑马鱼动物模型在眼科疾病的应用

斑马鱼已广泛用于了解人类疾病相关基因的

生物学活性,去除斑马鱼基因功能的方法包括基于

吗啉代寡核苷酸( morpholino
 

oligonucleotides,Mos)
的基因敲除技术来影响靶基因的翻译或剪接、使用

成簇的规律间隔短回文重复序列(clustered
 

regularly
 

interspaced
 

short
 

palindromic
 

repeat,CRISPR)及其相

关蛋白 9(CRISPR-associated
 

protein
 

9,Cas9)的基因

编辑技术来实现靶基因的突变。 此外,一些基于药

物、光照或机械损伤等诱因建立的斑马鱼动物模型

在眼科疾病中也得到了良好的应用。 以下将对斑

马鱼动物模型在角膜疾病、白内障、青光眼、视网膜

疾病和视神经损伤等眼科疾病中的应用进行阐述。
2. 1　 角膜疾病

角膜营养不良是一组具有遗传异质性的疾病。
人类 MAB21L 基因突变会导致角膜营养不良,斑马

鱼 mab21l1 基因突变表现为角膜变薄,并随着年龄

的增长而发展,还表现为角膜细胞死亡增加,角膜

转化为皮肤样上皮细胞[16] 。 Zebrabow 是一组能够

对整个生物体或特定的组织进行多色标记的转基

因斑马鱼,有研究者使用 Zebrabow 成功实现了角膜

细胞的可视化和跟踪,这些发现对于深入了解这些

细胞在角膜疾病如角膜缘干细胞缺乏症中的作用

至关重要[17] 。 此外,Ikkala 等[18]使用机械损伤的方

法建立了一种可重复操作的斑马鱼角膜上皮擦伤

模型,该模型中角膜上皮伤口可以快速愈合,具有

强大的上皮再生能力,使其成为揭示角膜上皮再生

具体机制的有用模型。
2. 2　 青光眼

青光眼疾病风险表型在斑马鱼中得到了很好

的研究,低密度脂蛋白受体相关蛋白 2( low
 

density
 

lipoprotein
 

receptor-related
 

protein
 

2, lrp2) 基因突变

的斑马鱼表现为成年发病的严重近视,眼球突出,
眼压升高和进行性 RGCs 死亡[19] 。 细胞色素 P450
家 族 1B1 ( recombinant

 

cytochrome
 

P450
 

1B1,
CYP1B1)基因突变是原发性婴儿型青光眼常见原

因,斑马鱼研究揭示了 cyp1b1 基因是通过改变神经

嵴迁移来影响眼前段的发育[20] 。 Axenfeld-Rieger
综合征( axenfeld-rieger

 

syndrome,ARS)是一组眼前

段发育不良,并可伴全身发育异常的疾病,而眼前

节畸形常导致继发性青光眼,foxc1 和 pitx2 基因突

变斑马鱼可表现出 ARS 眼相关表型[21] 。 我们使用

N-甲基 D-天冬氨酸(N-methyl-D-aspartic
 

acid,NMDA)
玻璃体腔注射或水浴建立了一种青光眼兴奋性毒

性模型,表现为视网膜神经纤维层和 RGCs 层厚度

增加,而 RGCs 数量减少[22-23] 。 另有研究使用过氧

化氢玻璃体腔注射建立了一种青光眼氧化应激模

型,表现为 RGCs 层凋亡细胞增加[24] 。
2. 3　 白内障

白内障在老年人群中最为普遍,但具有遗传易

感性的儿童也会发生先天性白内障。 斑马鱼晶状

体蛋白基因突变体可表现为晶状体中可见散在圆

形闪亮液滴或晶状体中央可见大小不规则的突

起[25] 。 转录调节因子包括热休克蛋白转录因子 4
( heat

 

shock
 

factor
 

4, HSF4 ) [26] , 同 源 盒 基 因 3
(pituitary

 

homeobox
 

3,PITX3)等基因突变可导致晶

状体发育不良而引起晶状体混浊[27] 。 晶状体膜蛋

白包括水通道蛋白 0( aquaporin
 

0,AQP0) [28] ,缝隙

连接蛋白 α8(gap
 

junction
 

protein
 

alpha
 

8,GJA8) [29]

等基因突变,可引起膜蛋白结构异常,导致细胞间

营养物质运输和通讯障碍,晶状体发生代谢紊乱而

混浊。 此外,在斑马鱼前房内注射过氧化氢,几乎

可以立即形成高度不透明的白内障,且随着时间的
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推移,晶状体清晰度逐渐恢复[30] 。
2. 4　 视网膜疾病

2. 4. 1　 糖尿病视网膜病变

糖尿病视网膜病变(diabetic
 

retinopathy,DR)是

糖尿病常见的微血管并发症。 斑马鱼中参与糖代

谢的器官如胰腺、肝等在进化上具有保守性,使其

成为糖代谢研究的理想动物模型[31] 。 斑马鱼暴露

于 2%和 0%葡萄糖交替条件下 1 个月后,血糖水平

增加 3 倍,内丛状层和外丛状层厚度增加,视网膜电

图受损[32] 。 缺氧用于模拟增殖性 DR,斑马鱼在相

对空气饱和度为 10%的水中保持 10
 

d,可导致视网

膜新生血管和血管通透性改变[33] 。 链脲霉素

(streptozotocin,STZ)可通过破坏胰岛 β 细胞而导致

高血糖[34] 。 斑马鱼腹腔内注射 STZ,可引起血糖升

高,表现出类似于人类 DR 的视网膜退化[35] 。 乙二

醛酶 1(glyoxalase
 

1,GLO1)缺失会导致甲基乙二醛

水平升高和糖尿病表型,glo1- / - 斑马鱼表现为空腹

血糖水平升高,视网膜血管芽增加[36] 。
2. 4. 2　 年龄相关性黄斑变性

年龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age-related
 

macular
 

degeneration,AMD)分为干性和湿性。 Saito 等[37] 将

斑马鱼暴露在高强度白光下,建立了一种干性 AMD
模型,表现为视网膜外核层厚度和细胞核数量减

少,凋亡细胞增加,而抗氧化剂可有效逆转这些变

化。 Cao 等[38] 将斑马鱼暴露于不同浓度空气饱和

水并分析血管生成反应,建立了一种血管生成与缺

氧呈剂量依赖性关系的湿性 AMD 模型,且抗血管

内皮生长因子 ( vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
VEGF)药物可阻断新生血管的生成。 丝氨酸蛋白

酶 1(high-temperature
 

requirement
 

factor
 

A1,HTRA1)
与 AMD 有很强的遗传相关性,过表达 htra1 基因的

斑马鱼表现出视网膜色素上皮细胞形态变化,脂褐

素积累和光感受器细胞死亡,这些特征与早期 AMD
相似[39] 。 希佩尔-林道(von

 

hippel-lindau,vhl)基因

突变的斑马鱼在大脑、眼睛和躯干中形成严重的新

生血管,出现视网膜新生血管、血管渗漏、黄斑水肿

和视网膜脱离,而抗 VEGF 药阻断了眼部的血管生

成,提示 vhl- / - 斑马鱼是湿性 AMD 的一个很好的

模型[40] 。
2. 4. 3　 早产儿视网膜病变

早产儿视网膜病变( retinopathy
 

of
 

prematurity,
ROP)是婴儿失明的常见原因。 Wu 等[41] 使用缺氧

诱导剂建立了斑马鱼 ROP 模型,表现为视网膜血管

出现更多的分支和芽,血管渗漏增加,且与缺氧诱

导剂呈剂量依赖性关系,而 VEGF 抑制剂可减轻新

生血管生成和渗漏。 缺氧是病理性新生血管形成

的关键驱动力,而视网膜新生血管生成是 DR、AMD
和 ROP 的共同特征,因此缺氧可作为这些疾病的共

同诱因[33,38] 。
2. 4. 4　 视网膜色素变性

视网膜色素变性( retinitis
 

pigmentosa,RP)是一

组视 杆 细 胞 退 行 性 疾 病。 视 蛋 白 视 紫 红 质

(rhodopsin,rho)基因突变的斑马鱼表现为视杆细胞

在发育后不久即出现退化并持续到成年,而视锥细

胞不受影响[42] 。 人类 USH2A 基因突变是 RP 的常

见原因,其中最常见的两个突变均位于第 13 号外显

子,外显子跳跃是指一个外显子和它两端的内含子

被剪接而不出现在成熟 mRNA 中。 基于 MOs 技术

的第 13 号外显子跳跃后的斑马鱼可恢复正常的蛋

白质表达和视觉功能,该研究为 RP 等遗传性疾病

的基因治疗提供了可能[43] 。 N-甲基-N-亚硝基脲

(N-methyl-N-nitrosourea,MNU)是一种烷化剂,可将

其甲基转移到核酸上,导致 DNA 突变和损伤,MNU
诱导的斑马鱼可产生类似于 RP 的视杆细胞

退化[44] 。
2. 4. 5　 先天性色觉障碍

先天性色觉障碍也称为色盲,是由视锥细胞特

异性光转导机制或离子通道的异常改变引起,并阻

止视锥细胞将信息传递给下游神经元。 生物钟基

因 2(period2,PER2) 是一种光调节基因,per2 基因

突变的斑马鱼表现为视网膜带状突触结构异常,视
锥细胞视蛋白表达降低,视功能下降[45] 。
2. 5　 视神经损伤

视神经损伤( optic
 

nerve
 

injury,ONI)也称为外

伤性视神经病变。 与哺乳动物不同,斑马鱼中枢神

经系统具有很强的神经再生能力,可在 ONI 后完全

恢复视觉功能,RGCs 及其轴突再生是主要原因[14] 。
Diekmann 等[46] 构 建 了 生 长 相 关 蛋 白 ( growth

 

associated
 

protein-43,GAP-43)启动子调控绿色荧光

蛋白(green
 

fluorescent
 

protein,GFP) 表达的转基因

斑马鱼,该模型可在 ONI 后,显著诱导 GFP 高表达

于 RGCs 及其轴突,使轴突再生的可视化成为可能,
并且该模型与基因敲除或药物处理相结合,可以分

析轴突再生过程中的信号级联反应和特定蛋白的

作用。 还有研究者使用 GFP-微管相关蛋白 1 轻链 3
(microtubule-associated

 

protein
 

1
 

light
 

3,LC3)转基因

969
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斑马鱼,观察 ONI 后不同时间点的 RGCs 及其轴突

的自噬反应,并且证明了自噬参与 RGCs 及其轴突

再生的过程,而自噬抑制剂可以促进轴突再生,这
些证据表明自噬反应可作为中枢神经系统再生的

潜在治疗靶点[47] 。 因此,进一步明确斑马鱼视神经

再生机制,有望为人类视神经损伤等疾病治疗提供

新的见解[48] 。
2. 6　 其他

斑马鱼还广泛应用到其他眼部疾病的研究中。
眼皮肤白化病 2(oculocutaneous

 

albinism
 

2,OCA2)基
因突变患者头发、皮肤和眼睛的黑色素色素沉着下

降,斑马鱼 oca2 基因突变表现为皮肤、视网膜色素

上皮、虹膜载黑素细胞数量下降,黑色素产生减

少[49] 。 性别决定相关基因簇 2 ( sex-determining
 

region
 

Y-box
 

2,SOX2)基因突变占人类无眼症或小

眼症等出生缺陷的 20%,斑马鱼 sox2 基因突变导致

眼部发育缺陷,引起无眼症或小眼症,类似于人类

SOX2 基因缺陷的表现[50] 。

3　 斑马鱼动物模型在药物疗效和眼毒
性评估中的应用
3. 1　 斑马鱼动物模型在眼科药物疗效评估中的

应用

斑马鱼动物模型为筛选治疗眼部疾病的药物

提供了可能。 由于斑马鱼的眼睛与人类的眼睛的

相似性,并且斑马鱼还表现出强大的视觉行为,使
其成为视网膜变性疾病如 AMD、RP 等疾病的药物

筛选的合适的动物模型[51] 。 缺氧诱导的斑马鱼视

网膜新生血管模型被用于测试抗 VEGF 药物的作

用, 该药逆转了视网膜新生血管[38] 。 此外, 抗

VEGF 药物阻断了 vhl- / - 斑马鱼眼部的新生血管生

成[40] 。 高强度白光诱导的斑马鱼干性 AMD 模型

中,抗氧化剂可以有效逆转视网膜的退行性改变,
且与药物浓度呈剂量依赖性[37] 。 这些研究表明斑

马鱼可以作为新药疗效评估的有效工具。
3. 2　 斑马鱼动物模型在药物眼毒性评估中的应用

斑马鱼可作为一种临床前阶段预测药物眼毒

性的动物模型。 在一项研究中,3
 

dpf 的斑马鱼暴露

于 6 种已知具有眼毒性的药物 2
 

d 后,其中 5 种药

物导致斑马鱼视觉功能受损,从而证实了这些药物

对人眼的潜在毒性[52] 。 由于许多药物表现出较差

的水溶性,需要有机溶剂来溶解以保证适当的生物

利用率,斑马鱼胚胎可作为评估有机溶剂眼毒性的

良好动物模型[53] 。 此外,斑马鱼还可作为小分子的

筛选工具,有研究使用斑马鱼胚胎成功从大约 2000
种小分子中筛选出 4 种在特定浓度下会影响视网膜

血管形态的小分子[54] 。 这些研究表明斑马鱼成功

地反映了药物眼毒性的特征,并可作为预测新药眼

毒性的工具。

4　 结语

视力障碍是世界范围内的主要健康问题,疾病

相关发病机制的理解对于开发新的治疗方法至关

重要。 许多人类视觉障碍相关的表型已在斑马鱼

中重现,斑马鱼动物模型有助于了解人类疾病的发

病机制,为更好的诊断、治疗开辟途径。 此外,斑马

鱼还广泛用于眼科药物疗效和药物眼毒性的评估

中,成为筛选新药越来越有吸引力的模型。 虽然斑

马鱼眼睛在形态、生理、功能和基因表达上与人类

相似,但在某些情况下,斑马鱼的基因功能差异,足
以破坏斑马鱼突变体和人类疾病综合征的表型相

似性,并且斑马鱼的生理学差异也会使疾病模型复

杂化。 而且与哺乳动物相比,斑马鱼在解释人类眼

科疾病,以及评估眼科药物疗效和药物眼毒性时,
通常需要面临更大的挑战。 尽管斑马鱼可能存在

这些不足之处,但其仍然是广泛用于人类眼部疾病

和药物评估的良好动物模型。 未来,基因治疗技术

的发展,以及进一步明确斑马鱼视网膜和视神经再

生的关键参与者,有望为人类眼部疾病治疗提供新

的见解。
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肠道菌群与肠屏障互作影响动脉粥样硬化形成的
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药学院,杭州　 310053;2. 浙江中医药大学
 

动物实验研究中心 / 比较医学研究所,杭州　 310053)

　 　 【摘要】 　
 

动脉粥样硬化(atherosclerosis,AS)是一种慢性炎症代谢性疾病,与高血压、高血脂、高血糖、高尿酸

等危险因素联系密切。 肠道屏障功能对维持人体肠道功能稳态发挥着重要调节作用,肠道菌群是肠道屏障的重要

组成部分,肠道菌群紊乱会导致肠道屏障受损、肠道通透性增加,同时菌群相关产物如脂多糖( lipopolysaccharide,
LPS)、短链脂肪酸(short

 

chain
 

fatty
 

acid,SCFAs)、胆汁酸(bile
 

acids,BAs)、氧化三甲胺(trimethylamine
 

oxide,TMAO)
等发生改变,可引发机体炎症反应、氧化应激等不良反应,影响 AS 的发生发展。 本文就肠道菌群与肠屏障互作对

于 AS 的形成及其危险因素的影响作一综述,为研究和防治 AS 提供参考。
【关键词】 　 动脉粥样硬化;肠道菌群;肠道屏障;危险因素
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【Abstract】　
 

Atherosclerosis
 

( AS)
 

is
 

a
 

chronic
 

inflammatory
 

metabolic
 

disease
 

closely
 

associated
 

with
 

risk
 

factors
 

such
 

as
 

hypertension,
 

hyperlipidemia,
 

hyperglycemia,
 

and
 

hyperuricemia.
 

The
 

intestinal
 

barrier
 

function
 

plays
 

an
 

important
 

regulatory
 

role
 

in
 

maintaining
 

intestinal
 

homeostasis,
 

and
 

intestinal
 

flora
 

is
 

an
 

important
 

component.
 

Disturbance
 

of
 

intestinal
 

flora
 

can
 

lead
 

to
 

intestinal
 

barrier
 

damage
 

and
 

an
 

increase
 

of
 

intestinal
 

permeability.
 

The
 

related
 

products,
 

such
 

as
 

lipopolysaccharide,
 

short
 

chain
 

fatty
 

acids,
 

bile
 

acids,
 

and
 

trimethylamine
 

oxide
 

change
 

and
 

can
 

cause
 

inflammation,
 

oxidative
 

stress,
 

and
 

other
 

adverse
 

reactions
 

that
 

then
 

affect
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

AS.
 

In
 

this
 

article,
 

we
 

review
 

the
 

interaction
 

between
 

intestinal
 

flora
 

and
 

the
 

intestinal
 

barrier
 

in
 

AS
 

development
 

and
 

its
 

risk
 

factors,
 

and
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

study
 

and
 

prevention
 

of
 

AS.
【Keywords】　 atherosclerosis;

 

intestinal
 

flora;
 

the
 

intestinal
 

barrier;
 

risk
 

factors
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　 　 心血管疾病( cardiovascular
 

disease,CVD)是严

重危害人类健康的重大疾病。 动脉粥样硬化

(atherosclerosis,AS)是众多 CVD 的病理基础,也是

以炎症反应和脂质沉积为基础的代谢性疾病,与高

血压、高血脂、高血糖、高尿酸等危险因素密切相

关。 然而,目前 AS 发生发展机制仍未被阐明,面对
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严峻的形势,深入研究 AS 的发病机制和影响因素

对发现新型有效的防治方案有着重要意义。
大量研究发现,肠道菌群结构和肠道通透性与

AS 及其危险因素密切相关[1] 。 肠道中有益菌数量

下降和有害菌数量上升,可导致肠道屏障损伤以及

菌群相关产物脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)、短
链脂肪酸 ( short

 

chain
 

fatty
 

acid, SCFAs)、 胆汁酸

(bile
 

acids,BAs)、氧化三甲胺(trimethylamine
 

oxide,
TMAO)等物质发生变化,继而促使更多有害物质进

入循环系统,引起炎症反应、氧化应激,影响 AS 进

展[2] 。 本文将从肠道菌群与肠道屏障互作对 AS 及

其危险因素发生发展的影响加以阐述,为研究和防

治 AS 提供参考。

1　 肠道菌群与肠道屏障

1. 1　 肠道屏障

肠道屏障由肠道皮下向肠腔内可依次细分为

免疫屏障、机械屏障、化学屏障和生物屏障。 免疫

屏障主要由肠道相关淋巴细胞组织及其分泌的抗

体组成,能抵御病原微生物入侵。 由肠道上皮细胞

和紧密连接(tight
 

junction,TJ)等结构形成的机械屏

障,能将机体与外界环境分隔,有效的阻挡大分子

及有害物质进入。 TJ 的完整性是肠道通透性保持

健康状态的关键所在。 化学屏障主要由肠道黏膜

绒毛下侧的隐窝组织分泌的黏液、酶以及消化液构

成,能消灭外来病原微生物[3] 。 生物屏障即肠道菌

群,肠道菌群一直处于动态变化的状态,在免疫和

营养吸收等方面发挥无可取代的作用[3] 。
1. 2　 肠道菌群

肠道菌群作为肠道屏障的特殊部分,组成复杂

且数量庞大,包含 1000 多种细菌,多达 100 万亿个

细胞。 肠道中 99%微生物是厌氧菌,随着人类一起

进化至今。 肠道内存在共生菌和条件性致病菌,共
生菌与宿主保持着共生关系,两者互惠互利,并且

抑制条件性致病菌繁殖。 肠道菌群的组成主要包

括厚壁菌门、拟杆菌门、放线菌门、梭杆菌门、变形

菌门、疣微菌门、蓝藻菌门,其中厚壁菌门和拟杆菌

门占 92%以上[4] 。
1. 3　 肠道菌群与肠道屏障的互作

正常情况下,生物屏障中有益菌和有害菌保持

稳态,并以争夺营养的方式对外来病原体起到拮抗

作用,阻止致病菌定植[5] 。 肠道菌群是肠道屏障最

初的关卡,坚守生物屏障这道关卡有利于维持肠道

其他屏障结构功能完整性,防止致病菌及其有害物

质入侵。
1. 3. 1　 肠道菌群影响机械屏障

在细菌与细菌之间、菌群与肠道上皮细胞之间

存在粘附现象,形成占位性保护对机械屏障有协助

和加强作用[6] 。 肠道菌群组成的改变直接影响菌

群相关产物的变化,并且通过各个途径影响屏障结

构。 例如,当革兰阴性杆菌丰度增加,细菌膜表面

的主要毒力因子 LPS 随之增加。 LPS 能降低空肠跨

上皮电阻, 使机械屏障 TJ 相关蛋白 claudin-1、
occludin 和闭锁连接蛋 1(zona

 

occludens
 

1,ZO-1)的

表达降低,导致肠道通透性增加(表 1,图 1) [7] 。 同

时,LPS 具有交感神经兴奋作用,引起肠黏膜血管收

缩供血、供氧缺乏,并且使肠上皮细胞代谢紊乱,进
一步导致肠道机械屏障功能受损。 随着肠道通透

性增加,肠道内的 LPS 更易进入机体,而后会被 Toll
样受体(Toll-like

 

receptors,TLR)识别激活核转录因

子-κB( nuclear
 

transcription
 

factor-κB,NF-κB) 引起

免疫反应,增加单核巨噬细胞表达,促进凝血因子、
炎症因子、氧自由基释放,并下调 TJ 蛋白使肠道通

透性增加的情况进一步恶化,最终导致更多 LPS 入

侵机体,形成恶性循环(图 1) [3,8] 。 同样的,部分菌

群产生的三甲胺(trimethylamine,
 

TMA)在肝被黄素

单氧酶 3( flavin
 

monooxygenase,FMO3)氧化为氧化

三甲胺(trimethylamine
 

oxide,TMAO),TMAO 也会引

起机体炎症反应,降低 TJ 蛋白表达量(图 1) [9] 。 与

之相反,双歧杆菌等益生菌能将难以消化的膳食纤

维和抗性淀粉分解成 SCFAs,如乙酸、丙酸和丁酸,
是肠道微生物区系以及肠道上皮细胞的重要碳能

源,也是肠黏膜屏障的保护剂,能通过腺苷酸激活

蛋白激酶( AMP-activated
 

protein
 

kinase,AMPK) 来

调节 TJ 的组装,增强肠道屏障(表 2,图 1) [10-11] 。
1. 3. 2　 肠道菌群影响化学屏障

肠道上皮存在多种分泌细胞,肠腔中的粘液主

要由杯状细胞分泌,潘氏细胞位于肠隐窝底部分泌

抗菌肽、溶菌酶和磷脂酶等,可以阻止致病菌附着

在上皮细胞边界并具有杀菌作用。 粘蛋白 2(Mucin
 

2,MUC2)是粘液层的主要组成部分,有部分共生菌

喜好定植在外层粘液层,这可能与其能利用 MUC2
为自身生长功能有关,而内层粘液层与上皮细胞贴

合且较为致密起到抵抗致病菌等作用[12-13] 。 例如

嗜黏蛋白阿克曼氏菌(Akkermansia
 

muciniphila,Akk)
具有很强的分解黏蛋白的能力能在黏蛋白上生长,
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并且能产生乙酸盐和丙酸盐。 Akk 本身能增加杯状

细胞以及抗菌肽的数量,同时产生的 SCFAs 能够刺

激 MUC2 基因的表达和肠道粘蛋白的释放(表 2,图
1) [14] 。 在小鼠模型中发现,结肠粘液的粘度由近端

向远端增加,而这恰恰限制了细菌的运动,赋予细

菌种群的空间结构分布[15] 。 另外,BAs 作为化学屏

障主要成分之一,能破坏有害细菌细胞膜起到抑菌

作用[16] 。
1. 3. 3　 肠道菌群影响免疫屏障

在免疫屏障中,微皱褶细胞也可称为 M 细胞,
能摄取并转运肠腔内 LPS 等抗原,从而激活派尔集

合淋巴结中的树突状细胞(dendritic
 

cell,DC),后者

能有效帮助幼稚 CD4
+

 

T 细胞分化为调节性 T 细胞

( T
 

regulatory
 

cell, Treg ), 分 泌 白 介 素 - 10
(interleukin-10,IL-10)等进一步诱导产生免疫球蛋

白 A(immunoglobulin
 

A,IgA)结合病原体特异性受

体使其凝集困于黏液中,并中和毒素和病原体,阻
止它们直接接触上皮细胞[17] 。 SCFAs 通过刺激巨

噬细胞和 DC 来促进 IL-10 的分泌。 另外,肠道共生

菌与病原体的种群密度或与其相关的内源性分子

共同决定肠道中 IgA 的分泌。 例如,梭状芽胞杆菌

和脆弱拟杆菌的内源性多糖 A 和 SCFAs 促进杯状

细胞分泌的粘蛋白,均可激活 Treg 细胞介导的抗炎

反应,以加强免疫屏障功能[18] 。 肠杆菌科和相关肠

道致病菌株的丰度增加相当于病原体的爆发,破坏

免疫系统耐受性并激活促炎反应[19] 。 近期研究发

现乳杆菌株具有抗菌活性,并通过增加小鼠体内的

分泌型 IgA 来增强黏膜免疫力[20] 。

2　 肠道菌群与肠道屏障互作对 AS 的
影响
　 　 肠道保持稳态与肠黏膜屏障、内环境及其代谢

产物等因素有关,在肠道稳态被破坏的情况下菌群

结构相继发生变化,肠道菌群及其代谢产物能影响

各个层次肠道屏障。 此时肠腔内的益生菌减少,致
病菌大量增殖,遵循肠道渗漏概念,肠道屏障功能

受损导致细菌产物易位进入宿主循环,这可能导致

促炎状态,进一步增加肠道通透性,造成恶性循

环[21] 。 相反,有益菌能抑制致病菌繁殖,可通过提

高 TJ 蛋白含量、促使上皮细胞增殖分化、促进粘液

和抗炎因子产生来维持肠道菌群稳态、肠道屏障完

整、炎症水平稳定,有利于降低 AS 及其危险因素等

疾病的危险性[2] 。

2. 1　 影响 AS 危险因素

AS 逐渐被认为是一种慢性炎症性疾病,在 AS
疾病的发生发展中炎症免疫反应参与全过程,促进

疾病进程、血栓形成以及斑块不稳定性。 另外,氧
化应激和脂质代谢受各种危险因素影响,影响 AS
斑块发生直至破裂,与血管内皮损伤、粘附分子表

达等机制有关,促使单核细胞粘附血管内皮,发展

为巨噬细胞并吞噬脂质转为泡沫细胞参与 AS 斑块

形成[22] 。 高血脂、肥胖、高血压、高血糖、胰岛素抵

抗、高尿酸等慢性代谢类疾病是近些年困扰人们健

康的重要危险因素,也是增加心血管突发事件的元

凶,并与 AS 联系密切,均存在慢性低度炎症、氧化

应激等现象。 随着对各疾病的深入研究,不断有文

献报道肠道菌群在 AS 危险因素疾病中扮演着关键

角色(表 1)。
2. 1. 1　 影响高脂血症

高脂血症是脂质代谢紊乱所引起的疾病,不仅

是 AS 的病理基础之一,也是众多 CVD 高危因素。
高脂血症的肠道菌群改变表现为链球菌、产气肠杆

菌、瘤胃球菌、脱硫弧菌增加,双歧杆菌属、普拉梭

菌、Akk 等产 SCFAs 菌减少、LPS 增加[23] 。 在高脂

饮食物条件下,肠道中 LPS 能伪装成磷脂参与组装

乳糜微粒脂蛋白进入机体,并且参与毛细血管内皮

的脂蛋白胞吞作用,进入各个组织(表 1) [24] 。
SCFAs 能保护肠道屏障,并通过 G 蛋白偶联受

体 43 ( G
 

protein-coupled
 

receptor
 

43, GPR43 ) 和

GPR41 促进糖脂代谢。 相应受体能刺激胰高血糖

样素肽-1(glucagon
 

peptide-1,GLP-1)和胃肠肽类激

素酪酪肽(peptide
 

YY,PYY)分泌,进而增加瘦素释

放,瘦素和各类肽能增加饱腹感、控制饮食,从而减

少高脂血症的发生(表 1,图 1) [25] 。 因此,肠道菌群

紊乱导致 SCFAs 产生减少、LPS 增加,不利于脂肪

分解以及肠道屏障完整性的维持。
正常情况下,双歧杆菌、乳杆菌可使初级 BAs

转化为石胆酸和脱氧胆酸等次级 BAs,若肠道菌群

失调则导致 BAs 代谢改变,影响胆汁酸的解偶联、
转化和脱硫作用进一步破坏肠道稳态和通透性,还
会使次级 BAs 合成减少导致其受体法尼醇 X 受体

(farnesoid
 

X
 

receptor,FXR) 活化被抑制,对肠上皮

炎症、脂质稳态产生负面影响[26] 。 肠道菌群不仅参

与了次级 BAs 代谢,而且可抑制肝 BAs 合成[27] 。
另外,BAs 在脂代谢方面发挥着至关重要的作用,有
利于胆固醇代谢,FXR 可以抑制脂肪生成、增加脂
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解作用(表 1,图 1) [28] 。
2. 1. 2　 影响高血糖

高血糖症往往伴随高脂血症一起出现,同样对

AS 产生影响,且长期的高血糖症还会发展为糖尿

病,另外随着年龄增长 AS 患者的高血糖生物标志

物也呈上升趋势[29] 。 LPS 是胰岛素抵抗的触发因

素之一,还能增加促炎因子、损害胰腺 β 细胞功能,
提高患糖尿病风险(表 1) [30] 。 另外,TMAO 能通过

磷脂酰肌醇 3-激酶 / 蛋白激酶 B(PI3K / Akt)信号通

路加剧高血糖病症和胰岛素抵抗(表 1) [9,31] 。
双歧杆菌等益生菌可增加糖原合成并降低肝

糖异生相关基因的表达,其产物 SCFAs 能保护 β 细

胞,刺激胰岛素分泌促进血糖稳态[32-33] 。 Akk 被认

为是一种很有前途的益生菌,是治疗肥胖和糖尿病

的候选物。 Akk 不仅可以改善葡萄糖耐量和胰岛素

敏感性,还强效抑制相关酶活性,有效的阻止碳水

化合物的分解,有利于降低餐后的血糖水平[33-34] 。
BAs 已被证实是葡萄糖代谢的重要调节物,有助于

建立糖尿病的血糖控制,下游受体 FXR 能提高葡萄

糖耐量和胰岛素敏感性,并刺激胰腺 β 细胞产生胰

岛素(表 1,图 1) [35] 。
2. 1. 3　 影响高血压

高血脂和高血糖是高血压的诱发因素,三种疾

病互存的情况十分常见,能共同促进 AS。 菌群改变

使 LPS 升高,引发心率增加、去甲肾上腺素水平增

加、压力反射敏感性降低等现象,还具有促炎、交感

神经激活、促进神经炎症作用,以上反应均与高血

压发病机制有关(表 1) [36] 。
SCFAs 能激活 GPR 和嗅觉相应受体增加肾素

释放促进血压升高,然而由于 SCFAs 具有舒张血管

作用,因此血压在各因素共同作用下保持相对稳定

(表 1) [37] 。 丁酸经相应受体作用与迷走神经能发

挥一定的降压效果[36] 。 最新研究证实 TMAO 能通

过激活蛋白激酶 R 样内质网激酶以及下游活性氧

(ROS)等相关通路来实现收缩小动脉,并使血压对

Ang
 

II 反应敏感并降低肾小球滤过率,从而增强

Ang
 

II 诱导的血管收缩,且 TMAO 能延长 Ang
 

II 对

高血压的作用(表 1) [38-39] 。
2. 1. 4　 影响高尿酸

高尿酸与前三者一样均是 AS 的独立危险因素

且相互关联,能加速 AS 进程。 在 AS 斑块中存在较

高的尿酸,推断尿酸对 AS 存在直接作用。 机体尿

酸过高可形成尿酸盐结晶直接损伤血管内皮,引起

炎症和氧化应激,刺激平滑肌细胞增殖、血小板聚

集,促进 AS[40] 。 高尿酸患者的肠道菌群中双歧杆

菌、乳酸杆菌等细菌分泌的活性蛋白酶、转运酶以

及 SCFA 减少,嘌呤分解代谢和转运降低,利于尿酸

形成(表 1) [41] 。
高尿酸极易导致痛风、肾病的机制与 LPS 有

关。 LPS 诱导的 TLR 相关炎症反应不仅增加肠道

通透性,肾通透性也增加,为肠源性 LPS 损害肾提

供可能[42] 。 近期研究发现,可溶性尿酸可以增加

ROS 的释放,使线粒体膜电位去极化,激活 NLRP3
炎症小体和 NF-κB 信号,进一步导致 TJ 蛋白对肠

屏障功能产生不良影响[43] 。 此外,部分革兰阴性变

形菌在高尿酸血症中丰度较高[44] 。 进一步的研究

发现, LPS 和 尿 酸 生 成 关 键 酶 黄 嘌 呤 氧 化 酶

(xanthine
 

oxidase, XOD ) 以及尿酸呈正相关 ( 表

1) [45] 。 然而,高尿酸和肠道菌群的相互作用机制还

需要进一步探讨。
2. 2　 影响 AS 的发生发展

目前,在 AS 斑块中的研究发现来自口腔和肠

道的五十多种细菌,如链球菌、假单胞菌肺炎支原

体、幽门螺旋杆菌和、牙周病原菌,可见细菌可以通

过某些途径进入定植于 AS 斑块并影响其稳定

性[47] 。 实验动物和人群的肠道菌群 16sRNA、宏基

因组等测序结果显示,AS 患者以及高血脂、高血压、
高血糖、高尿酸疾病患者的肠道菌群组成与正常状

态相比存在明显差异,厚壁菌门和拟杆菌门的比值

(F / B)显著增加且菌群多样性降低[48] 。 AS 患者肠

道菌群在门水平主要表现为厚壁菌门丰度增加以

及拟杆菌门丰度减少,F / B 比值增加[36](表 2)。
肠道菌群在 AS 及其危险因素疾病中,各菌门

菌属的变化趋势相似程度较大。 表现为双歧杆菌

属、罗斯氏菌、普拉梭菌以及 Akk 等益生菌丰度的降

低,而克雷伯氏菌、埃希氏菌、产气肠杆菌、脱硫弧

菌等条件致病菌丰度升高,另外,瘤胃球菌作为肠

道优势菌群在 AS 及其危险因素疾病中也表现为明

显升高趋势(表 2) [49-50] 。 这说明了肠道菌群的改变

确与疾病的发生发展密切相关,也进一步说明了 AS
与危险因素在肠道菌群方面存在一定联系。 例如,
AS 以及其危险因素类疾病研究中均有报道 LPS 水平

在循环系统中升高,且 LPS 与 TMAO 一样对机体最

严重的影响是激活 NF-κB 等炎症反应、氧化应激,进
一步导致肠道通透性增加的恶性循环(表 2) [51-52] 。
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表 1　 肠道菌群对 AS 危险因素的影响

Table
 

1　 Effects
 

of
 

intestinal
 

flora
 

on
 

risk
 

factors
 

of
 

AS
疾病

Disease
菌门

Phylum
菌属
Genus

影响疾病
Effects

 

on
 

disease

高血脂
Hyperlipidemia

厚壁菌门↑
拟杆菌门↓
变形菌门↑
疣微菌门↓
Firmicutes↑
Bacteroidetes↓
Proteobacteria↑
Verrucomicrobia↓

链球菌属↑、产气肠杆菌属↑
脱硫弧菌属↑、双歧杆菌属↓
瘤胃球菌属↑、普拉梭菌属↓

嗜黏蛋白阿克曼菌属↓
Streptococcus↑

Enterobacter
 

aerogenes↑
Desulfovibrio↑,

 

Bifidobacterium↓
Ruminococcus↑,

 

F. prausnitzii↓
Akk↓

产 SCFAs 菌↓不利于调节脂肪组织分解、瘦素分泌以及抑制食欲[25] 。
LPS 增加乳糜微粒脂蛋白进入机体[24] 。
双歧杆菌↓降低 BAs 转化,不利于脂质代谢[28] 。
The

 

decrease
 

of
 

SCFAs
 

producing
 

bacteria
 

is
 

not
 

conducive
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

adipose
 

tissue
 

decomposition,
 

leptin
 

secretion
 

and
 

appetite
 

suppression[25] .
LPS

 

increases
 

the
 

entry
 

of
 

chylomicron
 

lipoprotein
 

into
 

the
 

body[24] .
Bifidobacterium

 

reduction
 

reduces
 

BAs
 

transformation,
 

which
 

is
 

not
 

conducive
 

to
 

lipid
 

metabolism[28] .

高血糖
Hyperglycemia

厚壁菌门↓
拟杆菌门↑
Firmicutes↓

Proteobacteria↑

柯林斯氏菌↑、脱硫弧菌属↑
瘤胃球菌属↑、双歧杆菌属↓

罗斯氏菌↓、拟杆菌属↓
嗜黏蛋白阿克曼菌↓

普雷沃氏菌属↓
Collinsella↑,

 

Desulfovibrio↑
Ruminococcus↑
Bifidobacterium↓

Roseburia
 

↓
Bacteroides↓

Akk↓,
 

Prevotella↓

产 SCFAs 菌↓不利于提高胰岛素分泌和敏感性,并降低葡萄糖耐受性。
BAs 减少,其下游受体 FXR 能促进葡萄糖耐量和胰岛素敏感性[35] 。
产 LPS 菌↑胰岛炎症使 β 凋亡,胰岛素分泌不足,并引发胰岛素抵抗[46] 。
TMAO 通过 PI3K / Akt

 

信号通路加剧高血糖和胰岛素抵抗[9,31] 。
The

 

decrease
 

of
 

SCFAs
 

producing
 

bacteria
 

was
 

not
 

conducive
 

to
 

the
 

improvement
 

of
 

insulin
 

secretion
 

and
 

sensitivity,
 

and
 

decreased
 

glucose
 

tolerance.
 

BAs
 

transformation
 

decreased
 

and
 

its
 

downstream
 

receptor
 

FXR
 

promoted
 

glucose
 

tolerance
 

and
 

insulin
 

sensitivity[35] .
Lps-producing

 

bacteria
 

increase
 

islet
 

inflammation,
 

leading
 

to
 

β
 

apoptosis,
 

insufficient
 

insulin
 

secretion,
 

and
 

insulin
 

resistance[46] .
 

TMAO
 

exacerbates
 

hyperglycemia
 

and
 

insulin
 

resistance
 

through
 

the
 

PI3K / Akt
 

signaling
 

pathway[9,31] .

高血压
Hypertension

厚壁菌门↑
拟杆菌门↓
变形菌门↓
Firmicutes↑
Bacteroidetes↓
Proteobacteria↓

链球菌属↑、克雷伯氏菌属↑、
脱硫弧菌属↑、瘤胃球菌属↑、
柯林斯氏菌↑、粪杆菌属↓、
罗斯氏菌↓、普拉梭菌↓、

双歧杆菌属↓、真杆菌属↓、
嗜黏蛋白阿克曼菌↓、

普雷沃氏菌属↑
Streptococcus↑,

 

Klebsiella↑
Desulfovibrio↑,

 

Ruminococcus↑
Collinsella↑,

 

Faecalibacterium↓
Roseburia↓,

 

F.
 

prausnitzii↓
Bifidobacterium↓,

 

Eubacterium↓
Akk↓,

 

Prevotella↓

LPS 会造成心率增加、去甲肾上腺素水平增加、压力反射敏感性降低等,
还具有促炎、交感神经激活、神经炎症作用,均与高血压发病机制有
关[36] 。
TMAO 增强 Ang

 

II 诱导的血管收缩,持续高血压过程[38-39] 。
SCFAs 具有舒张血管作用[37] 。
LPS

 

can
 

increase
 

heart
 

rate,
 

increase
 

the
 

level
 

of
 

norepinephrine,
 

decrease
 

the
 

sensitivity
 

of
 

pressure
 

reflex,
 

and
 

also
 

have
 

pro-inflammatory,
 

sympathetic
 

nerve
 

activation
 

and
 

neuroinflammation
 

effects,
 

all
 

of
 

which
 

are
 

related
 

to
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

hypertension[36] .
TMAO

 

enhances
  

Ang
 

II
 

induced
 

vasoconstriction
 

and
 

continues
 

the
 

hypertension
 

process[38-39] .
SCFAs

 

have
 

vasodilatory
 

effects[37] .

高尿酸
Hyperuricemia

厚壁菌门↓
拟杆菌门↑
Firmicutes↓
Bacteroidetes↑

拟杆菌属↑、狄氏副拟杆菌↑
双歧杆菌属↓、乳酸杆菌↓、

普拉梭菌↓
Bacteroides↑,

 

Parabacteroide↑
Bifidobacterium↓,

 

Lactobacillus↓
F.

 

prausnitzii↓

双歧杆菌、乳酸杆菌等细菌能分泌活性蛋白酶、转运酶、SCFAs,参与嘌呤
分解代谢和转运,LPS 和尿酸生成关键酶以及尿酸呈正相关[41,45] 。
Bacteria

 

such
 

as
 

Bifidobacterium
 

and
 

Lactobacillus
 

can
 

secrete
 

active
 

protease,
 

transporter
 

and
 

SCFAs,
 

and
 

participate
 

in
 

purine
 

catabolism
 

and
 

transport.
 

LPS
 

is
 

positively
 

correlated
 

with
 

key
 

enzyme
 

of
 

uric
 

acid
 

production
 

and
 

uric
 

acid[41,45] .

注:“↑”表示菌群丰度增加;“↓”表示菌群丰度降低。
Note. “↑”represents

 

increased
 

abundance
 

of
 

flora.
 

“↓”represents
 

decreased
 

abundance
 

of
 

flora.

　 　 TMAO
 

不仅参与炎症反应、氧化应激、糖代谢,
还参与胆固醇和胆汁酸代谢、泡沫细胞形成以及血

小板活化。 最近 Cai 等[53] 通过宏基因组等手段发

现,在 AS 患者肠道中有两种细菌显著高于健康人

群,它们含有最丰富的 CutC 同源序列,CutC 是 TMA
裂解酶基因负责与胆碱相关的 TMA 转化,后续小鼠

实验发现血清 TMAO 水平显著升高会导致斑块明

显堆积。 原因是 TMAO 能下调胆汁酸合成酶胆固

醇 7α-羟化酶( cholesterol
 

7α-hydroxylase,CYP7A1)
的表达,造成胆固醇转运障碍、细胞内脂质堆积(图

1) [54] 。 且巨噬细胞胆固醇反向转运的关键途径可

以被 TMAO 抑制,事实上,FMO3 作为 TMAO 合成酶

在胆固醇代谢和反向胆固醇转运的调节方面发挥

着强大作用[55] 。 另外,TMAO 还能导致血小板过度

活化来增加血栓形成[56] 。 由此可见,TMAO 不仅影

响 AS 的斑块形成还影响斑块稳定性。
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同样在脂代谢方面发挥作用的还有 BAs,除在

糖脂代谢等方面发挥有益作用外,BAs 还通过 FXR
等受体抑制 NF-κB 的促炎反应,并且 FXR 能在转录

水平诱导一氧化氮合酶表达,增加血管扩张剂一氧

化氮的产生达到扩充血管的作用[57-58] 。 另外,FXR
能诱导 MUC2 表达, 且 NF-κB 也参与其中[59] 。
SCFAs 不仅能抑制 NF-κB 活化, 还能通过激活

GPR43 等受体从而诱导 Treg 细胞,并由 Treg 和 DC
产生 IL-10 等抗炎细胞因子[60] 。 而且高浓度 SCFAs
可以降低结肠肠腔中的 pH 值,抑制潜在病原体生

长,并促进有益细菌例如乳酸杆菌和双歧杆菌的生

长,从而影响微生物群落,降低心血管疾病的风

险[23] 。 无论在 AS 或者其危险因素中,炎症、氧化应

激对疾病的影响都处于重要地位,SCFAs 的有益作

用表现为有助于维稳肠道菌群、修复肠道通透性、
改善炎症以及氧化应激。 Yuan 等[61] 研究了 SCFAs
对 NLRP3 炎症小体的形成和激活的影响,结果显示

丁酸盐能阻断含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-
1(caspase-1) 的活化,caspase-1 活化被抑制可减少

IL-1β 等炎症因子,对血管损伤有保护作用(表 2)。

表 2　 肠道菌群对 AS 的影响
Table

 

2　 Effects
 

of
 

intestinal
 

flora
 

on
 

AS
菌门

Phylum
菌属
Genus

对 AS 影响
Impact

 

on
 

the
 

AS

厚壁菌门↑
Firmicutes↑

瘤胃球菌属↑、乳杆菌属↑
链球菌属↑、罗斯氏菌↓
乳球菌属↓、气球菌科↓
真杆菌属↓、粪杆菌属↓

普拉梭菌属↓
Ruminococcus↑
Lactobacillaceae↑
Streptococcus↑

Roseburia↓,
 

Lactococcus↓
Aerococcaceae↓
Eubacterium↓

Faecalibacterium↓
F.

 

prausnitzii↓

链球菌↑炎症因子表达增加,产生活性氧、激活 NLRP3 炎症小体和血小板,促进泡沫细胞形
成,促使 AS 斑块形成堆积,影响斑块不稳定性[62] 。
普拉梭菌、真杆菌↓产 SCFAs 减少,抗炎、抗氧化作用减弱,修复肠道屏能力降低,无法抑制
NLRP3 形成[60] 。
The

 

increase
 

of
 

Streptococcus
 

leads
 

to
 

increased
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors,
 

production
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species,
 

activation
 

of
 

NLRP3
 

inflammasome
 

and
 

platelets,
 

and
 

promotion
 

of
 

foam
 

cell
 

formation,
 

accumulation
 

of
 

AS
 

plaques,
 

affecting
 

plaque
 

instability[62] .
The

 

decrease
 

of
 

F.
 

prausnitzii
 

and
 

Eubacterium
 

reduced
 

SCFAs
 

production,
 

which
 

weakened
 

the
 

anti-inflammatory
 

and
 

antioxidant
 

effects,
 

reduced
 

the
 

ability
 

to
 

repair
 

the
 

intestinal
 

barrier,
 

and
 

could
 

not
 

inhibit
 

NLRP3
 

formation[60] .

拟杆菌门↓
Bacteroidetes↓

拟杆菌属↓
普雷沃氏菌属↓
Bacteroides↓
Prevotella↓

普雷沃氏菌、拟杆菌↓产 SCFAs 减少,降低生物转化降解胆酸作用,影响脂质代谢泡沫细胞
形成。 普雷沃氏菌与 LPS 以及炎症呈负相关[60] 。
The

 

decrease
 

of
 

Prevotella
 

and
 

Bacteroidetes
 

reduced
 

SCFAs
 

production,
 

which
 

reduced
 

the
 

biotransformation
 

of
 

cholic
 

acid
 

degradation,
 

and
 

affected
 

the
 

formation
 

of
 

lipid
 

metabolism
 

foam
 

cells.
 

Prevotella
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

LPS
 

and
 

inflammation[60] .

放线菌门↑
Actinobacteria↑

柯林斯氏菌↑
伊格尔兹氏菌属↑

双歧杆菌属↓
Collinsella↑
Eggerthella↑

Bifidobacterium↓

柯林斯氏菌↑增加炎症水平以及肠道通透性。 诱导趋化因子产生以及中性粒细胞募集,促
使斑块形成[63] 。 双歧杆菌↓减少胆汁酸水解酶以及次级 BAs 的产生,增加炎症反应和肠道
通透性[60] 。
Increased

 

numbers
 

of
 

Collinsella
 

bacteria
 

lead
 

to
 

increased
 

levels
 

of
 

inflammation
 

as
 

well
 

as
 

increased
 

intestinal
 

permeability.
 

Chemokine
 

production
 

and
 

neutrophil
 

recruitment
 

promote
 

plaque
 

formation[63] .
 

The
 

reduction
 

of
 

Bifidobacterium
 

resulted
 

in
 

the
 

reduction
 

of
 

bile
 

acid
 

hydrolase
 

and
 

secondary
 

BAs
 

production,
 

and
 

increased
 

inflammatory
 

response
 

and
 

intestinal
 

permeability[60] .

变形菌门↓
Proteobacteria↓

克雷伯氏菌属↑
埃希氏菌属↑
产气肠杆菌↑
脱硫弧菌属↑
Klebsiella↑
Escherichia↑
E.

 

aerogenes↑
Desulfovibrio↑

产气肠杆菌、脱硫弧菌属、肺炎克雷伯氏↑增加 TMA 的产生,引起炎症因子表达,LPS 升
高[9,31] 。
脱硫弧菌↑分解 SCFAs 并产生 H2 S 对肠上皮有毒害作用,引发炎症[64] 。
The

 

increase
 

of
 

E.
 

aerogenes,
 

Desulfovibrio
 

and
 

Klebsiella
 

pneumonia
 

promotes
 

the
 

production
 

of
 

TMA,
 

causes
 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

and
 

increases
 

LPS[9,31] .
Elevated

 

Desulfovibrio
 

can
 

decompose
 

SCFAs
 

and
 

produce
 

H2 S,
 

which
 

is
 

toxic
 

to
 

the
 

intestinal
 

epithelium
 

and
 

triggers
 

inflammation[64] .

疣微菌门↓
Verrucomicrobia↓

嗜黏蛋白阿克曼菌属↓
Akk↓

Akk↓产 SCFAs 能力以及肠道屏障保护能力降低,不利于降低血液 LPS 水平。 细胞间粘附分
子的表达增加,促炎细胞因子和巨噬细胞浸润的作用增加,AS 斑块增加[65] 。
The

 

decrease
 

of
 

Akk
 

reduces
 

the
 

ability
 

of
 

SCFAs
 

production
 

and
 

intestinal
 

barrier
 

protection,
 

which
 

is
 

not
 

conducive
 

to
 

reducing
 

blood
 

LPS
 

levels.
 

The
 

expression
 

of
 

intercellular
 

adhesion
 

molecules
 

increased,
 

the
 

role
 

of
 

pro-inflammatory
 

cytokines
 

and
 

macrophage
 

infiltration
 

increased,
 

and
 

AS
 

plaques
 

increased[65] .
注:“↑”表示菌群丰度增加;“↓”表示菌群丰度降低。
Note. “↑”represents

 

increased
 

abundance
 

of
 

flora.
 

“↓”represents
 

decreased
 

abundance
 

of
 

flora.
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注:红色箭头表示促进作用;绿色箭头表示代谢产生;蓝色表示抑制作用。 肠道菌群代谢产物 SCFAs 通过激活 GPR41、GPR43 分别起到

抑制食欲、脂肪形成以及促进瘦素和胰岛素分泌的作用;GPR41、GPR43 还能促进抗炎因子分泌;另外,SCFAs 能抑制嘌呤的形成,保护

TJ 结构;并通过抑制 NF-κB 减少促炎因子分泌。 LPS 能通过 XOD 促进尿酸形成,激活交感神经以及 NF-κB,促进促炎因子分泌,而炎症

反应会破坏 TJ 结构。 肝代谢产生的 TMAO 以同样方式引发炎症反应,并通过抑制 AKT 通路阻碍糖代谢;TMAO 还通过 CYP7A1 抑制

BAs 形成。 BAs 能通过 FXR 等途径抑制促炎因子分泌、脂肪形成并促进糖代谢。

图 1　 肠道菌群与 AS 以及危险因素的关系

Note.
 

The
 

red
 

arrow
 

indicates
 

the
 

promoting
 

effect;
 

green
 

arrow
 

indicates
 

metabolic
 

production;
 

blue
 

indicates
 

inhibition.
 

SCFAs,
 

a
 

metabolite
 

of
 

intestinal
 

flora,
 

can
 

inhibit
 

appetite
 

and
 

fat
 

formation
 

and
 

promote
 

leptin
 

and
 

insulin
 

secretion
 

by
 

activating
 

GPR41
 

and
 

GPR43,
 

respectively;
 

GPR41
 

and
 

GPR43
 

can
 

also
 

promote
 

the
 

secretion
 

of
 

anti-inflammatory
 

factors;
 

In
 

addition,
 

SCFAs
 

can
 

inhibit
 

purine
 

formation
 

and
 

protect
 

TJ
 

structure;
 

and
 

SCFAs
 

can
 

also
 

reduce
 

proinflammatory
 

factor
 

secretion
 

by
 

inhibiting
 

NF-κB.
 

LPS
 

can
 

promote
 

uric
 

acid
 

formation
 

through
 

XOD,
 

activate
 

sympathetic
 

nerve
 

and
 

NK-κB
 

to
 

promote
 

the
 

secretion
 

of
 

proinflammatory
 

factors,
 

while
 

inflammatory
 

reaction
 

will
 

destroy
 

TJ
 

structure.
 

TMAO
 

produced
 

by
 

liver
 

metabolism
 

triggers
 

inflammatory
 

reaction
 

in
 

the
 

same
 

way,
 

and
 

hinders
 

sugar
 

metabolism
 

by
 

inhibiting
 

AKT
 

pathway;
 

TMAO
 

also
 

inhibits
 

BAs
 

formation
 

through
 

CYP7A1.
 

BAs
 

can
 

inhibit
 

the
 

secretion
 

of
 

proinflammatory
 

factors,
 

fat
 

formation
 

and
 

promote
 

glucose
 

metabolism
 

through
 

FXR
 

and
 

other
 

ways.

Figure
 

1　 Relationship
 

between
 

intestinal
 

flora
 

and
 

AS
 

and
 

risk
 

factors

3　 结语

综上所述,AS 以及高血脂、高血糖、高血压、高
尿酸等相关疾病存在菌群紊乱的现象,例如革兰阴

性细菌和产 TMAO 菌增加,而产 SCFAs、BAs 的益生

菌减少,相应的菌群相关产物 LPS、 TMAO 增加,
SCFAs、BAs 减少,导致菌群占位性保护减弱、TJ 蛋

白降低、粘液层减少以及炎症等反应,使肠道屏障

受损、肠道通透性增加,大量有害物质进入机体,并
进一步促使肠道菌群紊乱。 有害物质进入机体后

影响炎症反应、氧化应激、脂质代谢、血糖代谢、血

栓形成等机制,促进高血脂、高血糖、高血压、高尿

酸以及 AS 的发生发展。 由此可见,肠道菌群相关

产物作为桥梁在各个机制中影响疾病发生发展,AS
与其危险因素互为因果、相互促进(图 1)。 因此,通
过改善肠道状态来治疗 AS 以及相关疾病或可成为

新型治疗手段。
目前已知益生菌对机体有利,但其具体作用机

制有待进一步探究,例如 Akk 可通过促进 SCFAs 增

加来调节人体的能量代谢、葡萄糖耐量、免疫系统

等功能,但涉及的分子机制尚未确定。 最近 Yoon
等[66]研究发现,Akk 能分泌一种 84

 

×
 

103 大小,名
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为 P9 的蛋白,P9 能诱导 GLP-1 分泌、褐色脂肪组织

产热,可改善小鼠的葡萄糖稳态和代谢疾病,作者

还发现 P9 与细胞间粘附分子 2 存在相互作用,这在

未来可能成为代谢疾病治疗的新靶点。
事实上,肠道菌群相关代谢产物的产生机制尚

不明确,如细菌是如何利用膳食纤维产生 SCFAs
的。 最新研究证实肠道菌群能产生新的微生物结

合型 BAs,这种有微生物介导形成的结合 BAs 其确

切机制并不明了,但可能对回肠受体或 BAs 转运蛋

白的结合机制产生空间位阻[16] 。 这类微生物结合

型 BAs 还是强效的人类 FXR 激动剂,并且当给予小

鼠时,负责肝中胆汁酸产生的 FXR 靶基因的表达降

低[67] 。 当然,对于这种新发现 BAs 仍需要更多的研

究来探索其对人类健康以及 FXR 相关疾病的潜在

影响。
肠道菌群与肠道屏障互作可能还与多种疾病

密切相关,多项研究表明肠菌群在心血管疾病、代
谢性疾病、神经退行性疾病、肠道疾病等多种疾病

中有重要作用[2,68-71] 。 随着更加深入的研究,通过

调节肠道菌群稳态来改善肠道屏障以及肠道通透

性来治疗相关疾病的策略越来越有吸引力。
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动物继承牙发育调控机制研究进展
王贝嘉1,刘刈钊2,郭洁1,李建营1∗

 

(1. 浙江省器官发育与再生技术研究重点实验室,杭州师范大学生命与环境科学学院,杭州　 311121;
2. 杭州师范大学附属医院口腔科,杭州　 310015)

　 　 【摘要】 　
 

牙齿的发育涉及口腔上皮和间充质之间的相互作用,并通过复杂的调控网络来实现。 牙齿发育调

控分子的时空表达异常可能会导致牙齿发育起始和继承牙更替异常,进而影响牙齿数量,造成牙缺失和多生牙等。
除了利用传统的小鼠模型,近年来,小型猪、猴子、雪貂等动物也越来越多的应用于牙齿发育研究。 本文主要概述

了脊椎动物继承牙发育的模型和分子调控网络,以期系统地理解人类牙齿数量异常疾病的成因。
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【Abstract】 　
 

Tooth
 

development
 

involves
 

reciprocal
 

interactions
 

between
 

oral
 

epithelium
 

and
 

mesenchyme,
 

and
 

is
 

achieved
 

through
 

complex
 

regulatory
 

networks.
 

Abnormal
 

spatiotemporal
 

expression
 

of
 

the
 

molecules
 

involved
 

in
 

regulating
 

tooth
 

development
 

may
 

lead
 

to
 

abnormities
 

of
 

tooth
 

development
 

initiation
 

and
 

successional
 

tooth
 

replacement,
 

which
 

in
 

turn
 

affect
 

the
 

number
 

of
 

teeth,resulting
 

in
 

tooth
 

agenesis
 

and
 

hyperplasia.
 

In
 

addition
 

to
 

using
 

traditional
 

mouse
 

models,
 

in
 

recent
 

years,
 

animals
 

such
 

as
 

miniature
 

pigs,
 

monkeys,
 

and
 

ferrets
 

have
 

been
 

increasingly
 

used
 

in
 

tooth
 

development
 

research.
 

Here,
 

we
 

summarize
 

tooth
 

development
 

models
 

and
 

molecular
 

regulatory
 

networks
 

of
 

vertebrate
 

successional
 

teeth
 

to
 

systematically
 

understand
 

the
 

causes
 

of
 

abnormalities
 

of
 

the
 

tooth
 

number
 

in
 

humans.
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　 　 牙齿作为人体最坚硬的器官,除了担负切咬、
咀嚼的功能外,还起到保持面部外形和辅助发音等

作用。 哺乳动物的牙向上皮 ( dental
 

epithelium,
 

DE)和牙向间充质(dental
 

mesenchyme,
 

DM)之间高

度调控的相互作用,产生了牙齿这一具有特定形状

和大小的高度矿化的结构。 Wnt、Bmp、Fgf、Shh 等多

个信号通路在牙齿发育过程中都发挥着关键作用,
这些通路与其下游靶基因一起组成了复杂的分子
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调控网络, 该网络受到干扰会导致牙齿发育异

常[1-2] 。 对各类突变小鼠的分析表明,一些单基因

突变就可以对牙齿的发育造成很强的影响 ( 如

Msx1、Pax9、Lef1、Pitx2 等);而有些是同源基因组合

突变的表型明显。 比如,Gli2- / -Gli3+ / -突变小鼠缺乏

上颌切牙,Gli2- / - Gli3- / - 小鼠缺失所有牙齿,Dlx1- / -
 

Dlx2- / -小鼠没有上颌磨牙[3-4] 。
牙齿数量异常是人类最常见的发育缺陷之一,

主要包括牙缺失 ( tooth
 

agenesis, TA ) 和多生牙

(supernumerary
 

teeth,ST)等,根据缺失数量不同,牙
缺失又分为缺牙( hypodontia),少牙( oligodontia)和

无牙( anodontia) [5] 。 本文将主要论述与脊椎动物

牙齿数量控制有关的,继承牙发育的细胞和分子调

控机制。

1　 继承牙( successional
 

teeth)发育的
模型
　 　 所有脊椎动物第一颗牙齿的发育都是从初级

牙板(primary
 

dental
 

lamina,PDL)起始,而其它牙胚

(继承牙) 都起源于初级牙板的延伸 (继发牙板,
successional

 

dental
 

lamina,SDL),并与上一颗牙齿相

关联[6] 。 人类的继承牙形成有两种模式:(1)牙齿

替换;(2)连续增加牙齿,但两者牙板延伸的方向和

新牙形成的方向都是不同的[5,7] 。 牙齿替换的启动

是从舌侧的表皮性牙柄(dental
 

stalk,DS)的继发牙

板萌发开始的,然后继发牙板内陷入间充质[8] 。
Wang 等[9] 以双牙列(diphyodont)的小型猪为例,研
究了牙齿替换的过程。 当乳牙第一磨牙( Dm1) 处

于钟状后期时,第二前磨牙(P2)的继发牙板起始发

育。 第三(P3)、四( P4)前磨牙的发育与 P2 类似,
而连续增加的牙齿起源于连续性牙板 ( continual

 

lamina,CL)的水平方向和向后部的延伸。 此外,在
牙齿 形 态 发 生 过 程 中, 乳 牙 胚 通 过 齿 间 板

(interdental
 

lamina,IL)相互连接[5] ,而在小鼠牙齿

发育过程中不存在齿间板,小鼠第二(M2)、三(M3)
磨牙在第一磨牙(M1)到达钟状期后才开始发育。
1. 1　 小鼠连续增加磨牙的发育模型

基于小鼠磨牙的发育过程,Kavanagh 等[10] 提出

了抑制级联( inhibitory
 

cascade,IC) 模型,可以解释

继承牙发育过程中激活剂和抑制剂的平衡逻辑,以
及如何控制牙齿的数量和大小。 研究表明,M1 牙

胚在发育早期就抑制了 M2 的发育[10-11] 。 M2 的发

育延迟是由于缺少了间充质分泌的激活因子,如

Bmp4 和 Activin-A。 磨牙发育的启动始终是依次发

生的,前一磨牙会抑制后一磨牙的发育,这与激活

因子和抑制因子之间的动态平衡有关[10] 。 Cho
等[12]提出了一种反应扩散( reaction-diffusion,RD)
模型,他们证明野生型小鼠的每颗磨牙都有 Wnt-
Shh-Ectodin 负反馈调控回路产生的激活区域(表达

Lef1) 和抑制区域(表达 Ectodin),可以将 M1、M2、
M3 分隔开。 阻断 Shh 活性后体外培养的 M2 发育

加速,可能就是间充质中 Ectodin(又名 Sostdc1,Wise
 

或 Usag-1) 的表达下调引起的。 同时, Wnt、 Shh、
Wise 之间的负反馈回路在小鼠无牙区 R2 退化过程

中也扮演关键角色[7] 。 另外,S􀅡nchez 等[13] 利用器

官体 外 培 养 实 验 发 现, 糖 类 物 质 透 明 质 酸

(hyaluronan,HA)可以通过控制小鼠 M1 的增殖和

迁移来影响 M2 的发育,达到牙齿大小和数量的平

衡。 小鼠不会更换牙齿,但已经证明小鼠后磨牙

(M2 和 M3)的启动与人类中替换牙齿的启动具有

相同的形态学和分子特征[11] 。 因此,小鼠的 M2 和

M3 可以作为研究继承牙形成分子机制的模型。
1. 2　 双牙列动物牙齿替换的发育模型

尽管如此,小鼠缺乏人类和一些哺乳动物的牙

齿发育特征,如更换牙齿、齿间板等。 近年来,其它

一些动物模型,比如小型猪、猴子、雪貂等双牙列动

物已在哺乳动物的牙齿替换等生物医药领域被逐

渐应用[14-19] 。 Wu 等[16] 利用与人类牙齿发育相似

的小型猪牙齿发育模型,提出了“组织应力调控牙

齿替换”学说。 尽管人类的恒牙牙板早在胚胎期就

已经形成,但恒牙牙胚的发育大约要持续 6
 

~
 

12 年

才会萌出。 他们认为这是因为乳牙萌出前内应力

通过调控 integrin
 

β1-ERK1-Runx2 通路在周围间充

质中的表达水平和活性来抑制恒牙发育。 乳牙萌

出后,该通路活性下降,而间充质内的 Wnt 通路信

号转位至恒牙上皮,恒牙上皮中的 Wnt 通路活性提

高,从而激活恒牙发育。 他们指出,与生物力学应

力相关的 Wnt 调节是器官更新的关键启动因子。
然而,这一机制是否可以解释其它外胚层来源器官

的再生? Wnt 是如何实现间充质到表皮的信号传

导[20] ? 以及是否存在其它机械力传导通路,比如

FAK( focal
 

adhesion
 

kinase)信号通路[21] ,来参与牙

齿替换过程等还需要深入研究。

2　 继承牙发育的调控机制

2. 1　 牙缺失和多生牙的成因

牙缺失可能是由于牙齿发育启动失败、牙板的
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成牙潜力降低或早期发育停滞等原因造成的。 目

前,我们已知几十个基因的突变会导致先天性牙缺

失, 包 括 Wnt10a、 Msx1、 Pax9、 Axin2、 Eda、 Edar、
Edaradd、Ltbp3、Lrp6、Wnt10b、Grem2 和 Smoc 等[5-6] 。
其中最常见的 Wnt10a 突变在超过一半的非综合征

性缺牙病例中被发现[5] 。 此外,Wnt 反馈抑制因子

Axin2 的功能缺失也会导致严重的牙缺失[22] 。 该表

型揭示了 M1 的牙向间充质中 Wnt / β-catenin 活性

的增强会抑制后侧磨牙 M2 和 M3 的发育[22] ,
Jarvinen 等[11] 的研究也证实了这一结论。 而且,
Axin2 和 Runx2 的拮抗作用调节了间充质中 Wnt / β-
catenin 通路的表达水平,在 M2 的起始和形态发生

过程中,Axin2 在牙向间充质中强烈表达[11] 。
多生牙也是一种常见的发育性牙齿异常,主要

是由于牙齿发育起始和早期阶段受到干扰导致的。
然而,确切的病因仍不清楚。 有人认为多生的牙齿

是由于继发牙板的分裂而形成的,但也有可能是牙

板过度增殖或牙板碎片未分解,以及过度诱导的间

充质导致的[5] 。 牙板成牙潜力的标志基因 Sox2 的

突变与人类多生牙的形成有关,表明 Sox2 对继承牙

的发育具有抑制作用
 [5] 。 大多数报道的小鼠多生

牙都发生在牙间隙( diastema)区域,这是对退化的

牙胚结构的恢复[1] 。 多个单基因突变,包括 Eda、
Gas1、Ift88、Lrp4、Spry2 和 Spry4 等的突变体小鼠都

出现了牙间隙多生牙[23] 。 Ectodin 作为 Bmp 信号的

拮抗因子,其敲除小鼠是一种多生牙模型小鼠,在
其中可以观察到增强的 Bmp 信号以及减少的细胞

凋亡[24] 。 而 Runx2 和 Usag-1 双敲除小鼠可以挽救

Runx2 敲除小鼠中牙缺失的表型[25] 。 这些结果表

明,单一分子如 Usag-1 的缺失或抑制,有通过挽救

退化牙胚再生整个齿列的潜力[26] 。
2. 2　 牙齿发育的启动机制

脊椎动物中最早形成的牙齿起着“启动牙” 的

作用,也被称为“牙齿决定因素”,是后续牙齿形成

所必需的。 例如,斑马鱼中形成的第一个牙齿是作

为信号中心,诱导了齿列的形成,这也适用于哺乳

动物齿列的形成[27-28] 。 牙板( dental
 

lamina,DL)的

形成被认为是牙齿发育的第一个信号,特征为口腔

上皮的明显增厚[29-30] ,并表达许多重要基因,包括

转录因子 Pitx2、Dlx2、Msx1, 信号分子 Bmp4、Shh、
Fgf8、Wnt10a 等。 其中,Pitx2 是牙齿发育的第一个

转录标志,小鼠上皮细胞中敲除Pitx2 会延迟牙向上

皮内陷,减少成牙祖细胞的增殖和分化。 Pitx2 的转

录活性是被 Sox2 抑制的,这种相互作用控制了 Sox2
和 Pitx2 共表达的成牙祖细胞区域的基因表达。 在

蕾状期,Pitx2 促进 Shh 在下切牙信号中心(表达

Lef1 的细胞) 的表达,而 Shh 刺激表达 Sox2 的干细

胞的增殖和分化[31] 。 另外,牙向上皮的增厚还受早

期表达的 Bmp4 和 Fgf8 的调控[32] ,Bmp4 首先定位

于增厚的口腔上皮,调节 Msx1 和 Msx2 的表达。 随

后,Msx1 与转录因子 Tbx2 的拮抗作用导致 Bmp4 表

达向间充质转移[33] 。 同时,转录因子 Pitx2 和 Pax9
的表达最初也受 Bmp4 和 Fgf8 之间拮抗作用的控

制[2,34] 。 在 Pitx2 基因敲除小鼠中,Fgf8 表达减少,
Bmp4 表达上调,牙齿发育在蕾状期受阻[34] 。 另外,
Shh 信号从牙齿发育的起始阶段就开始起作用,它
可以诱导牙向上皮细胞的增殖,并产生牙蕾。 化学

抑制 Shh 信号可以抑制牙向上皮的生长和内陷,并
诱导表达 Fgf8 的细胞分布更分散[34] 。

目前的证据显示,Wnt 通路可能是牙齿发育启

动的最上游信号通路和诱导因子[6,11] 。 在牙板期的

上皮细胞中特异性地激活 Wnt 信号通路会导致多

生牙[11] ;相反地,在早期牙向上皮中抑制 Wnt / β-
catenin 信号通路会导致早期牙齿发育的停滞。 而

且,在过表达 Wnt 通路抑制因子 Dkk1 的转基因小

鼠中,牙板的形成受到抑制[35] 。 同样地,在斑马鱼

第一牙齿(V4)发育起始阶段短暂激活表皮中 Dkk1
的表达来抑制 Wnt / β-catenin 信号会造成表皮和间

充质中 Wnt 活性的丧失,导致第二牙齿(V3)发育启

动被终止[36] 。 最近,有研究发现 Wnt / β-catenin 通

路通过抑制 Sema3A 的表达,负向调控牙源性上皮

细胞的增殖,并诱导未成熟牙蕾结构的生成[37] 。 以

上研究表明,Wnt / β-catenin 信号通路在牙齿发育启

动和牙齿数量控制中起着至关重要的作用[11,38] 。
除了信号分子和转录因子外,其它一些基因也

会参与牙齿发育的启动。 最近,Wu 等[39]发现,与人

类牙髓钙化病( dental
 

pulp
 

calcification,DPC) 相关

的 Fam20b 基因突变会导致多生牙形成。 Fam20b
可以催化牙向上皮中的粘多糖( glycosaminoglycan,
GAG),而 GAG 以非自主的方式限制表达 Sox2 的口

腔上皮干细胞 /祖细胞的稳态。 在 Fam20b 缺失的

牙向上皮中抑制 Fgfr2b 信号,Fgf 通路的下游靶基

因 Shh 扩张的表达范围缩小到正常大小,并可挽救

多生牙的表型。 表明在牙齿发育的起始阶段通过

限制 Fgfr2b 信号转导,可以调节牙向上皮干细胞 /
祖细胞的命运,从而控制小鼠的牙齿数量。
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最近研究发现,在小鼠磨牙初级釉结( primary
 

enamel
 

knot,PEK)形成之前,短暂存在的增厚牙向

上皮中存在一个起始釉结( initiation
 

knot,IK),是牙

齿发育过程中所必需的[40] 。 作者认为,磨牙基板处

产生的起始釉结,对应经典牙齿退化假说中提到的

暂时存在的、退化的牙蕾,在 M1 之前无牙区的 MS
并不是发生了退化,而是作为完整牙蕾的一部分推

动牙胚生长,并成熟为 R2[40] 。
2. 3　 继承牙发育的细胞和分子机制

小鼠是应用最为广泛的研究动物牙齿发育分

子调控机制的模型。 在牙向间充质中条件性敲除

Bmp4 或过表达 Noggin(Bmp 的拮抗因子)会造成小

鼠 M2 和 / 或 M3 缺失[41] 。 在牙向间充质中,Bmp4
信号抑制了牙齿发育抑制因子 Dkk2 和 Osr2,并与

Msx1 协同激活牙向间充质的生牙潜能,促进牙齿形

态发生和继承牙形成[42] 。 小鼠中 Osr2 缺失导致在

M1 的舌侧出现多生牙,在 Osr2- / -胚胎中,牙源性因

子 Pitx2、Shh、Msx1 和 Lef1 的表达上调,而在突变小

鼠中去除Msx1 可以抑制多生牙的形成,这表明 Osr2
突变胚胎中牙源性区域的扩展需要 Msx1,间充质中

的 Bmp4-Msx1-Bmp4 通路驱动牙源性区域的扩展,
形成了第二排磨牙[43] 。 我们在牙向间充质中敲除

Shh 通路抑制因子 Sufu 来激活该信号,发现它可以

通过 Gli1-Fgf3-Shh 和 Gli1-Bmp4-Shh 的调控回路来

抑制磨牙的发育[44] ,而 Shh 对牙齿数量的控制则是

通过 与 Wnt 通 路 之 间 的 负 反 馈 回 路 来 实

现的[11-12,45] 。
另外,双牙列动物的继发牙板表达干细胞 / 祖

细胞标志基因 Sox2,并且在顶端有激活的 Wnt / β-
catenin 信号。 相比之下,尽管小鼠磨牙舌侧短暂存

在退化的继发牙板,并且表达 Sox2,但这些细胞没

有 Wnt / β-catenin 信号,因而无法启动舌侧继承牙的

发育。 Sox2 与 Wnt 信号之间的负反馈回路及在牙

板中的表达模式影响了动物齿列的进化,在继承牙

发育和再生过程中起着至关重要的作用[46-48] 。 最

近, Salomies 等[49] 利 用 同 时 具 有 单 牙 列

(monophyodont)和多牙列( polyphyodont) 的松狮蜥

来研究牙齿更换机制,发现了在牙板和口腔上皮中

存在两群不同来源的干细胞 / 祖细胞, 分别表达

Sox2 / Lgr5 / Igfbp5 和 Sox2,这可能是其独特的牙齿

更换策略的细胞和分子基础。 在兔子模型中,研究

人员发现 Sox2 在继发牙板,和非替换性磨牙退化的

继发牙板中都有表达,表明 Sox2 不足以起始和维持

牙齿替换,而是与表达 Lef1 的细胞以及间充质中的

Runx2 和表皮中表达 Sostdc1 的细胞有关[8] 。

3　 小结与展望

通过研究参与动物牙齿数量调控的信号通路,
已经发现了一些与牙齿替换调控有关的候选基因,
例如 Runx2、Usag-1 等。 更好地理解单个基因在继

承牙形成中的作用,将为人类继承牙形成的分子遗

传机理和牙齿缺陷的发病机制提供理论基础。 目

前,缺牙的基本治疗方法是依赖合成材料的种植牙

或安装假牙[26,50] 。 近年来,随着干细胞,尤其是 iPS
细胞的研究愈发流行[51] ,新的干细胞技术已经开始

应用于缺牙疾病的治疗研究[50,52] 。 最近,有研究报

道通过敲除 Usag-1 基因或注射 Usag-1 的抗体,成功

挽救了由不同遗传缺陷造成的先天性牙缺失的小

鼠,这种靶向分子疗法为治疗先天性牙齿缺陷提供

了新的思路[26,53] 。 因此,从遗传和分子层面了解牙

齿发育的调控机制,结合干细胞研究新技术,利用

小鼠等模式动物和大型哺乳动物来研究牙齿的替

换和再生,将有力促进牙齿修复和功能性牙齿再生

的临床转化。
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呼吸道合胞病毒感染动物模型的构建与评价
齐莉莉1,刘宏2,李剑3∗
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　 　 【摘要】 　 人类呼吸道合胞病毒(human
 

respiratory
 

syncytial
 

virus,hRSV)是在世界范围内引起呼吸道疾病和婴

儿住院的主要原因。 目前尚无有效的 hRSV 疫苗或治疗药物。 针对 hRSV 易感人群的候选疫苗已经处于开发阶

段,因此 hRSV 的动物模型在 hRSV 候选疫苗的临床前试验中发挥着重要作用。 尽管许多模型在临床前研究中显

示了有效性,但很少有模型进入临床试验,或者它们的成功率较低。 这在一定程度上是由于缺乏完全重现人类

hRSV 感染发病机制的动物模型。 本文分析了 hRSV 动物模型的优点和局限性,包括用 hRSV 感染非人类哺乳动物

宿主,以及非人类肺病毒动物模型的研究进展,以期为 hRSV 感染动物模型的合理构建提供思路。
【关键词】 　 呼吸道合胞病毒;动物模型;疫苗;肺损伤
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【Abstract】 　
 

Human
 

respiratory
 

syncytial
 

virus
 

( hRSV )
 

is
 

a
 

major
 

cause
 

of
 

respiratory
 

disease
 

and
 

infant
 

hospitalization
 

worldwide.
 

At
 

present,
 

there
 

is
 

no
 

effective
 

hRSV
 

vaccine
 

or
 

therapeutic
 

drug.
 

A
 

candidate
 

vaccine
 

for
 

the
 

hRSV
 

susceptible
 

population
 

is
 

currently
 

being
 

developed,
 

and
 

an
 

animal
 

model
 

of
 

hRSV
 

would
 

therefore
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

preclinical
 

trials
 

of
 

a
 

hRSV
 

candidate
 

vaccine.
 

Although
 

many
 

models
 

have
 

shown
 

effectiveness
 

in
 

preclinical
 

studies,
 

few
 

have
 

entered
 

clinical
 

trials
 

and
 

their
 

success
 

rate
 

has
 

been
 

low.
 

Animal
 

models
 

to
 

date
 

have
 

been
 

unable
 

to
 

fully
 

reproduce
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

hRSV
 

infection.
 

Here,
 

we
 

analyze
 

the
 

advantages
 

and
 

limitations
 

of
 

hRSV
 

animal
 

models,
 

including
 

the
 

use
 

of
 

hRSV
 

to
 

infect
 

non-human
 

mammalian
 

hosts
 

and
 

the
 

development
 

of
 

non-human
 

pulmonary
 

virus
 

animal
 

models.
 

The
 

aim
 

of
 

this
 

review
 

is
 

to
 

provide
 

a
 

rational
 

strategy
 

for
 

the
 

construction
 

of
 

an
 

effective
 

animal
 

model
 

of
 

hRSV
 

infection.
 

【Keywords】　 respiratory
 

syncytial
 

virus;
 

animal
 

model;
 

vaccine;
 

lung
 

injury
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.



中国实验动物学报 2022 年 11 月第 30 卷第 7 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,November
 

2022,Vol.
 

30,
 

No.
 

7

　 　 人 类 呼 吸 道 合 胞 病 毒 ( human
 

respiratory
 

syncytial
 

virus,hRSV) 是儿童下呼吸道感染( lower
 

respiratory
 

tract
 

infection,LRTI)最常见原因之一,每
年致全球 270 万

 

~
 

380 万儿童住院, 94
 

600
 

~
149

 

400 名 5 岁以下儿童死亡[1] 。 尽管病毒抗原变

异较少,但由 hRSV 诱导的免疫持续时间很短,所以

会在整个生命周期内反复感染[2] 。 hRSV 疫苗开发

的障碍主要有:自然感染未能防止再感染、接种福

尔马林灭活的 hRSV 疫苗 ( formalin-inactivated, FI-
hRSV)会使幼儿病情加重[3] ,以及缺乏能完全重现

hRSV 感染发病机制的动物模型等。 由于难以在临

床前研究中可靠的证明其安全性和有效性,所以疫

苗的开发受到重重阻碍。
除黑猩猩外, 其他非人类灵长类动物仅对

hRSV 复制呈半容许水平,大剂量病毒的实验性感

染只导致轻微的肺部病变。 其他动物模型,如棉

鼠、小鼠、雪貂和羔羊,也只能半容许 hRSV 复制。
尽管如此,棉鼠和小鼠对于开发单克隆抗体,预防

高危婴儿感染 hRSV 具有重要价值,并为深入了解

hRSV 的发病机制提供了方向[4] 。
对非人类肺炎病毒在其自然宿主中的研究,例

如感 染 牛 呼 吸 道 合 胞 病 毒 ( bovine
 

respiratory
 

syncytial
 

virus,bRSV) 的犊牛模型和感染鼠肺炎病

毒(pneumonia
 

virus
 

of
 

mice,PVM)的小鼠模型[5-6] ,
它们不仅在探讨肺炎病毒感染的发病机制中具有

价值,而且还被用于评估 hRSV 疫苗的效果。

1　 人类感染 hRSV 的特点

hRSV 主要经空气飞沫或直接接触传播。 最初

病毒复制发生在鼻咽,潜伏期 4
 

~
 

5
 

d,随后可传播

到下呼吸道。 人感染 hRSV 的临床表现可以从普通

感冒到毛细支气管炎,婴儿会出现气道阻塞、缺氧、
哮喘和肺炎,1%

 

~
 

24%的婴儿会有呼吸暂停[7] 。
hRSV 主要在纤毛气道上皮细胞及 I 型和 II 型肺泡

细胞中复制。 感染 hRSV 重症患者的肺组织病理学

变化以细支气管周围和血管周围单核细胞积聚、间
质性肺炎、细支气管上皮细胞坏死脱落、巨噬细胞、
中性粒细胞、纤维蛋白和粘蛋白阻塞细支气管腔为

特征[8] 。 毛细支气管炎患儿的支气管肺泡灌洗液

(bronchoalveolar
 

lavage,BAL)中以中性粒细胞为主,
气道分泌物中含有高水平的促炎细胞因子,如肿瘤

坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-6( IL-6)、白细胞

介素-1α(IL-1α)、CXC / CC 趋化因子(如 IL-8、MIP-
1α、MCP-1 和 RANTES),及干扰素( IFN)、IL-4、IL-
5、IL-10、IL-9 和 IL-17[9] ,表明强烈的炎症反应有助

于推进 hRSV 致病过程。 而不同病毒株本身的特性

也可能导致疾病严重程度的变化[10] 。

2　 呼吸道合胞病毒感染的动物模型

hRSV 的动物模型包括使用 hRSV 感染非人类

哺乳动物的模型,以及在自然宿主中研究非人类肺

病毒的模型。 主要使用的非人类哺乳动物有非人

灵长类动物、棉鼠、小鼠和羔羊。 除了黑猩猩之外,
这些动物对 hRSV 的复制都是半允许的,所以在实

验中大剂量病毒感染仅会导致很少甚至无临床症

状。 相反,非人类肺病毒的自然宿主对病毒的复制

和感染致病是完全允许的。
2. 1 　 非人灵长类动物 ( non-human

 

primates,
NHP)
2. 1. 1　 黑猩猩

hRSV 最初是从 20 只圈养黑猩猩中分离出来

的[11] ,人们后来发现这种病毒不仅能在黑猩猩之间

传播,还能从黑猩猩传播给人。 实验室感染 104
 

pfu
 

hRSV 的黑猩猩可以排出大量病毒(鼻咽拭子样本

和 BAL 分别为 105 和 106
 

pfu / mL)并持续 6
 

~
 

10
 

d,
这与在儿童身上看到的情况一致[12] 。 尽管在实验

中感染的黑猩猩未出现下呼吸道感染症状,但在动

物园圈养的黑猩猩和科特迪瓦一个研究站饲养的

黑猩猩身上已经报告了 hRSV 相关支气管肺炎的重

症病例,其中一些还合并肺炎链球菌感染[13-14] 。 广

泛支气管肺炎和间质性肺炎的组织病理学样本中

可以检测到 hRSV 抗原,偶尔出现的合胞体细胞与

人类婴儿的病变相似[13] 。 肺炎链球菌已经被证明

在体外和棉鼠中都能加重气道上皮细胞中 hRSV 的

感染[15] 。
黑猩猩已经被用来评估 hRSV 减毒活疫苗的毒

力和保护效力[16] 。 减毒 hRSV 在黑猩猩体内的复

制和遗传稳定性与血清阴性的儿童相似,而且减毒

株能够诱导黑猩猩抵抗随后的野生型 hRSV 攻

击[17] 。 然而,接种表达 hRSV 表面糖蛋白 F 和 G 的

重组痘苗病毒(rVV)的黑猩猩只产生了低水平的中

和抗体,而且对抵抗 hRSV 攻击的保护力很差。 这

些现象与相同的 rVV 对小鼠、棉鼠和猫头鹰猴几乎

完全的保护效力形成了鲜明对比[18] 。
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2. 1. 2　 非洲绿猴

为了评估 hRSV 候选疫苗,许多研究选用了半

允许 hRSV 复制的非洲绿猴(African
 

green
 

monkeys,
AGMs) [19] 。 hRSV 感染后,AGMs 仅在肺部出现轻

微的组织病理学改变,临床症状不明显[20] 。 感染

hRSV 孟菲斯 M37 株的猴子 BAL 中的中性粒细胞

比例仅增加到 9%[21] ,而中性粒细胞却是 hRSV 感

染儿童 BAL 中的主要细胞[22] 。
Kakuk 等[23] 发现,接种 FI-hRSV 的 AGMs 被

hRSV 感染后,会出现疫苗增强的肺部病理改变。
接种了福尔马林灭活的单纯疱疹病毒( FI-HSV)的

AGMs,如若感染 hRSV 也会出现增强的组织病理学

变化,只是其严重程度低于接种 FI-hRSV 的动物。
这些现象表明,对疫苗中存在的细胞培养成分的免

疫反应和 hRSV 刺激,可能是 FI-hRSV 接种动物出

现增强的病理学改变的原因。
虽然一些 hRSV 疫苗已被证明可诱导小鼠或棉

鼠对 hRSV 产生完全的保护作用,但 Eyles 等[21] 用

这些疫苗免疫 AGMs,发现其保护效力并不相同。
只有在用表达 F 或 G 蛋白的复制缺陷型重组腺病

毒(rAdV)初次免疫、纯化的 hRSV
 

F 和 G 蛋白加强

接种后,上、下呼吸道才能获得完全保护。 以氢氧

化铝和 CpG 为佐剂的 F / G 蛋白会使病毒复制显著

减少。 然而,在接种疫苗的猴子中,没有任何证据

表明肺部炎症增强。 这些观察结果表明,小动物模

型无法预测 hRSV 疫苗在 AGMs 中的效力。
2. 1. 3　 其他 NHP

尽管对 hRSV 半允许复制,许多 NHP 已被用作

hRSV 的感染模型。 感染 hRSV 的猫头鹰猴会出现

鼻炎,其症状轻于黑猩猩,病毒能够在鼻咽中有效

复制 8
 

~
 

17
 

d[24] 。 猫头鹰猴对 hRSV 减毒活疫苗的

反应与黑猩猩相似,治疗性地给予含有病毒中和抗

体的人 IgG 可以显著降低肺病毒载量,但肺病理损

伤未见改善[25] 。
经气管接种大剂量 hRSV(107. 9

 

pfu) 的幼狒狒

会出现 LRTI[26] ,BAL 中的病毒滴度在接种后 24
 

h
达到最大值,随后下降。 肺部显示血管充血和水

肿,镜下特征为间质性肺炎、细支气管上皮脱落、细
支气管管腔阻塞和炎性细胞浸润。 病毒抗原主要

分布于肺实质,少量散在分布于肺上皮细胞。 感染

后 24
 

h
 

BAL 的中性粒细胞迅速增加,第 3 天开始下

降,随后巨噬细胞数量上升。 人们需要进一步的研

究,以确定肺部炎症反应是病毒复制的结果,还是

对高剂量接种物的非特异性炎症反应。
2. 2　 绵羊

hRSV
 

A2 感染新生羔羊后,会引起轻微发热和

咳嗽,肺部主要病理特征是肉眼可见的多灶实变,
以及与 hRSV 感染儿童相似的显微镜下病变[27] 。
在纤毛支气管上皮细胞和合胞体细胞中可以检测

到病毒抗原。 感染后第 3
 

~
 

6 天, BAL 中的病毒

mRNA 从较低水平增加到峰值,并在第 14 天消退。
感染高剂量 hRSV

 

M37 的羔羊会出现喘息的症状。
从感染第 1

 

~
 

6 天,羔羊 BAL 中的病毒滴度增加了

100 倍,肺部巨噬细胞、CD4+和 CD8+细胞数量增加,
IFN-γ、 IL-8、 MCP-1、 MIP-1α 和 RANTES 的 mRNA
水平有所增加[28] 。

接种 FI-hRSV 疫苗可预防羔羊感染病毒,并能

防止肺组织病变的发展[29] 。 接种疫苗后,虽然羔羊

会出现广泛的细支气管周围细胞积聚,但其他肺病

理损伤显著减少。 母源抗体 ( maternally
 

derived
 

serum
 

antibodies,MDA)可以通过初乳转移到羔羊体

内[30] ,用 hRSV
 

F 蛋白免疫怀孕母羊,在其血清和初

乳中可诱导出高水平的病毒中和抗体。 羔羊从接

种疫苗的母羊获得初乳,其病毒中和抗体滴度比未

接种疫苗的母羊所生羔羊高 50 倍左右。 2
 

~
 

3 日

龄的羔羊受到 hRSV 攻击后,与对照组相比,接种疫

苗的母羊生出的羔羊肺病毒载量减少了 70%,并且

肺病理损伤明显减轻。 这些研究表明,母体免疫接

种是一种安全有效的方法,可降低 hRSV 对婴幼儿

下呼吸道的损伤作用。
2. 3　 啮齿类动物

2. 3. 1　 棉鼠

虽然棉鼠对病毒复制是半容许的,但它们每次

接种病毒的剂量可以比 BALB / c 小鼠高 100 倍,但
棉鼠并不出现临床症状[31] 。 接种后,病毒在鼻、肺
部呈高滴度复制,在气管呈低滴度复制。 棉鼠一生

都对 hRSV 易感,但病毒在 3
 

d 龄棉鼠鼻腔中的复制

量更大,持续时间也更长。 病毒抗原可以在鼻和肺

纤毛上皮细胞中检测到,但在气管中检测不到病毒

抗原,hRSV 感染会引起棉鼠肺部 IFN-γ、IL-10、IL-
6、 MCP-1 和 生 长 调 节 癌 基 因 ( growth-regulated

 

oncogene,GRO)的 mRNA 增加,并伴有鼻炎和轻度

细支气管炎[32] 。 在环磷酰胺免疫抑制的棉鼠体内,
病毒载量更大,病毒排出时间更长,而且动物会产
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生以泡沫巨噬细胞、支气管和气管内碎片为特征的

更严重的炎症反应[33] 。
棉鼠和婴儿血清中的病毒中和抗体水平极为

相似。 在被动免疫棉鼠的血清中,病毒中和抗体大

于 1 ∶ 380 就具有保护作用,而类似水平的母源抗体

能够增强 2 月龄以内人类婴儿对 hRSV 的抵抗

力[34] 。 棉鼠在单克隆抗体类药物的研发中发挥了

重要作用,是一种成熟的 FI-hRSV 疫苗导致疾病加

重的动物模型。 尽管 FI-hRSV 疫苗减少了 hRSV 的

复制,但棉鼠出现了严重的毛细支气管炎、肺泡炎

和间质性肺炎。 毛细支气管炎被认为是免疫介导

的抵御 hRSV 感染的正常组成部分,而在棉鼠模型

中肺泡炎被认为是疫苗加重疾病的主要标志。 然

而,FI-hRSV 免疫棉鼠肺泡炎的严重程度与非病毒

抗原特异性 T 细胞的启动有关,同时 hRSV 抗原加

重了这种反应[35] 。 这些发现表明, 在评估人类

hRSV 候选疫苗的安全性时,不能完全套用棉鼠模

型的结果。
2. 3. 2　 小鼠

尽管近交系小鼠对 hRSV 的易感性存在差异,
但呈现中等易感性的 BALB / c 小鼠已被广泛用于研

究 hRSV 的致病机制[36] 。 鼻饲接种 hRSV 后,病毒

在小鼠的鼻腔和肺部复制。 小鼠一生都对 hRSV 易

感,但老年鼠比幼年鼠易感性更强[37] 。 高剂量的

hRSV( >
 

106
 

pfu)是诱发疾病所必需的,其特征是体

重减轻、毛发褶皱和驼背。 显微镜下的病变包括血

管周围和细支气管周围单核细胞聚集,以及粘液分

泌增加。 在感染急性期,促炎细胞因子和趋化因子

水平升高。 小鼠的 CD4+ 和 CD8+ T 细胞充当了“双

刃剑”的角色,即在清除病毒和加重疾病中均发挥

作用。 缺失 CD4+ 或 CD8+ T 细胞,都会延长病毒感

染时间, 但却有利于症状缓解并减轻肺病理损

伤[36] 。 然而,这些观察结果与免疫抑制人群中出现

的长时间排出病毒、严重的呼吸系统疾病和巨细胞

肺炎形成了鲜明对比。
FI-hRSV 疫苗导致疾病加重的小鼠模型与引发

Th2 反应有关,其特征是肺嗜酸性粒细胞增多、大量

粘液分泌、 体重减轻、 气道阻塞、 气道高反应性

(airway
 

hyper
 

responsiveness,AHR)增加以及肺病毒

载量减少。 当 CD4+ 细胞缺失或敲除 IL-4 和 IL-10
时,疫苗加重的病理表现就会消失[38] 。 由 FI-hRSV
疫苗诱导的小鼠低亲和力非中和抗体,也被证明有

助于加重 AHR 和肺部病理损伤。 正如在其他动物

模型中所见,对非病毒抗原的免疫反应会导致接种

疫苗的小鼠病变增强。 然而,由于小鼠和人类在先

天免疫和适应性免疫反应方面存在许多差异[39] ,小
鼠对疫苗接种的反应可能与高等物种大不相同。
例如,表达 hRSV

 

F 或 G 蛋白的重组痘苗病毒可完

全保护小鼠免受 hRSV 感染[16,40] ,但对猕猴却没有

诱导出保护作用[41] 。
一个缺乏功能性 CD8+ T 细胞的人源化小鼠模

型,在感染 hRSV
 

106
 

pfu 时,可导致小鼠体重减轻和

肺组织损伤,其病理特征为细支气管周围炎症,BAL
中以中性粒细胞占优势,粘液增多,这与 hRSV 感染

的儿童相似。 但野生型 BALB / c
 

感染 hRSV 后,BAL
中性粒细胞的比例仅为 10%[42] 。 所以,与普通小鼠

相比,人源化小鼠模型可能是评估 hRSV 候选疫苗

更适宜的模型。
2. 4　 非人宿主肺炎病毒的动物模型

2. 4. 1　 bRSV 感染的犊牛模型

在天然宿主中研究非人类肺炎病毒的一个优

势是宿主对病毒是完全允许的。 bRSV 感染的最高

发病率出现在 6 月龄以下的小牛,虽然母源抗体不

能保护犊牛免受 bRSV 感染,但呼吸系统疾病的发

病率和严重程度与母源抗体水平呈负相关[43] 。 感

染潜伏期在 2
 

~
 

5
 

d,临床症状包括鼻腔分泌物增

加、咳嗽、呼吸急促、呼吸困难和发热。 bRSV 主要

在纤毛气道上皮细胞和肺泡 II 型细胞中复制,并诱

导间质性肺炎、上皮坏死、渗出性或增殖性肺泡炎

以及偶见合胞体的显微镜下病变。 中性粒细胞、脱
落的上皮细胞、巨噬细胞和粘蛋白组成的细胞碎片

会阻塞支气管和细支气管[44] 。
bRSV 和 hRSV 在整个基因组的同源性约为

80%,而且对 hRSV 具有特异性的多克隆抗体通常

可识别 bRSV 蛋白[5] 。 目前犊牛已经被用于 hRSV
疫苗的评估[45] ,如 DNA 疫苗、亚单位疫苗、减毒活

疫苗、重组病毒载体以及与佐剂混合的灭活 bRSV,
并用于确定母源抗体对疫苗接种的影响[43] 。 犊牛

也可以作为 hRSV 候选疫苗临床前评估的一部分,
这些候选疫苗含有 hRSV 和 bRSV 之间保守的蛋白

质。 例如,用表达 hRSV
 

融合蛋白 F、N 和 M2-1 的

rAdV 鼻饲接种犊牛,并肌肉接种表达相同抗原的重

组痘苗病毒加强免疫,可以使犊牛完全抵御 bRSV
的攻击[45] 。
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2. 4. 2　 PVM 感染的小鼠模型

PVM 最初是从小鼠肺组织分离出来的[46] ,实
验室小鼠感染 PVM 导致疾病的严重程度取决于病

毒剂量、小鼠品系和年龄。 BALB / c 鼠对 PVM 易

感,而 C57BL / 6 鼠对 PVM 相对抵抗。 用小剂量(60
~ 600

 

pfu) PVM 鼻饲接种 BALB / c 鼠,病毒能在小

鼠肺部复制到较高的滴度并引起严重的临床表

现[6] 。 病毒复制最初发生在肺泡细胞,随后在支气

管上皮细胞,并诱导 BAL 嗜酸性粒细胞增加,随后

出现以中性粒细胞增加为主的反应。 肺组织病理

改变包括肺泡上皮细胞凋亡、支气管上皮坏死、出
血和粒细胞浸润。 PVM 感染小鼠肺部的促炎趋化

因子和细胞因子反应与 hRSV 感染小鼠相似。 然

而,MIP-1α 参与 PVM 诱导的炎症反应,却不能调控

hRSV 诱导的小鼠炎症反应[47] 。 这表明肺炎病毒在

自然宿主和非自然的、半容许的动物模型中致病机

理是存在差异的。
虽然 PVM 小鼠模型的优势在于能够研究自然

宿主中的肺病毒感染,但小鼠和人类之间先天性和

适应性免疫反应的许多差异、肺部解剖结构的差异

以及病毒蛋白的抗原差异限制了其与人类 hRSV 的

相关性。 尽管如此,了解 PVM 的致病机制可以为更

高级动物物种的研究提供参考。

3　 结语

动物模型的选择必须基于多种因素,包括方

法、试剂的费用和可用性。 此外,在设计动物实验

时我们还要考虑其他因素,如病毒易感性和病毒对

宿主免疫防御的适应性,这也决定了该模型对于理

解人类病毒致病机制和免疫机制的适用性。
黑猩猩是唯一对 hRSV 复制完全允许的动物宿

主,允许动物间传播,但对实验硬件环境及研究经

费要求较高;尽管我们可以使用分子生物学和遗传

学方法对小鼠模型进行基因改造,但仍然无法使

hRSV 完全适应小鼠,所以小鼠模型与 hRSV 感染的

相关性仍存在疑问;棉鼠更易受到 hRSV 感染,并提

供了上下呼吸道感染的模型,但目前的瓶颈是:可
用于棉鼠研究的实验工具相对较少。

尽管对大型动物进行实验操作存在实际困难,
但鉴于我们无法使 hRSV 适应啮齿类动物模型,再
加上 hRSV 和 bRSV 的密切关系,以及病毒传播动

力学的相似性,所以 bRSV 的致病机制和免疫特点

等信息可以转化为治疗 hRSV 感染和疫苗接种的改

进策略。 那么为了保证病原体的宿主特异性,明智

的做法是利用 bRSV 及犊牛作为研究 hRSV 的基

础。 此外与啮齿类动物相比,牛的寿命更长,因此

应该能够研究在数年而不是数周内记忆 B 和 T 细

胞群对 bRSV 抗原的反应,以及疫苗接种对牛寿命

的影响。
综上所述,虽然每一种动物模型都有其适用的

范围,但人们可依据研究目的综合考虑。 例如,在
研究 hRSV 疫苗过程中,研究人员可以首先选择

bRSV 感染的犊牛作为动物模型进行长期的深入探

讨,当获得稳定可靠的试验效果时,可将动物模型

转向 hRSV 感染的黑猩猩,以评估 hRSV 疫苗的毒

力和保护效力,为接下来临床试验的开展奠定基础。
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　 　 【摘要】 　
 

本文就血友病关节软骨发病机制的研究进展做一综述,以期进一步理解血友病软骨损伤发生发展

的独特机制,旨在为修复软骨新的治疗手段提供新思路。 遴选 PubMed、Web
 

of
 

Science、SpringerLink、Google
 

Scholar
等英文数据库和中国知网、维普网、万方网等中文数据库,英文检索关键词为“ hemophilic、Joint

 

bleeding、cartilage、
Pathogenesis、cytokine、immunocyte、iron、synovitis、blood、plasmin、signaling

 

pathway”,中文检索关键词为“血友病、关节

出血、软骨、发病机制、细胞因子、免疫细胞、铁、滑膜炎、血液、纤溶酶、信号通路”,根据入选标准及排除标准,检索

自 1981 年 1 月~2022 年 3 月血友病关节软骨病理生理学相关度较高的文献,排除内容陈旧或重复性文献,最终纳

入相关文献 60 篇多种细胞因子、免疫细胞、铁离子沉积、慢性滑膜炎、血液、纤溶酶、信号通路等均会导致软骨细胞

凋亡,从而导致血友病软骨损伤,其中铁离子沉积是造成血友病软骨损伤的关键;各个影响因素在发病之间相互联

系,复杂交错,如何调控各个影响因素对关节软骨的损害,有望成为修复软骨的重要方法。
【关键词】 　 血友病;关节出血;软骨;发病机制
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【Abstract】　 This
 

review
 

summarizes
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

joint
 

cartilage
 

pathogenesis
 

in
 

hemophilia
 

patients
 

to
 

further
 

understand
 

the
 

unique
 

mechanism
 

of
 

the
 

development
 

of
 

cartilage
 

damage
 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

blood
 

friends,
 

and
 

aims
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

to
 

repair
 

cartilage.
 

English
 

language
 

databases,
 

such
 

as
 

PubMed,
 

Web
 

of
 

Science,
 

SpringerLink,
  

Google
 

Scholar
 

and
 

Chinese
 

language
 

databases,
 

such
 

as
 

CNKI,
 

VIP
 

and
 

Wanfang,
 

were
 

selected.
 

The
 

English
 

search
 

key
 

words
 

were
 

hemophilic,
 

Joint
 

bleeding,
 

cartilage,
 

Pathogenesis,
 

cytokine,
 

immunocyte,
 

iron,
 

synovitis,
 

blood,
 

plasma
 

and
 

signaling
 

pathway.
 

The
 

Chinese
 

search
 

key
 

words
 

were
 

hemophilia,
 

joint
 

hemorrhage,
 

cartilage,
 

pathogenesis,
 

cytokines,
 

immune
 

cells,
 

iron,
 

synovitis,
 

blood,
 

plasmin
 

and
 

signal
 

pathway.
 

In
 

accordance
 

with
 

the
 

inclusion
 

and
 

exclusion
 

criteria,
 

literature
 

with
 

a
 

high
 

correlation
 

of
 

joint
 

soft
 

bone
 

pathophysiology
 

of
 

hemophilia
 

from
 

January
 

1981
 

to
 

March
 

2022
 

were
 

searched,
 

older
 

or
 

repetitive
 

literature
 

was
 

excluded,
 

and
 

60
 

related
 

articles
 

were
 

finally
 

included.
 

and
 

Conclusion
  

Various
 

cytokines,
 

immune
 

cells,
 

iron
 

ion
 

deposition,
 

chronic
 

synovitis,
 

blood,
 

plasmin,
 

and
 

signaling
 

pathways
 

lead
 

to
 

chondrocyte
 

apoptosis,
 

leading
 

to
 

hemophilia
 

cartilage
 

injury
 

in
 

which
 

iron
 

ion
 

deposition
 

is
 

critical
 

for
 

hemophiliac
 

cartilage
 

injury.
 

Various
 

influencing
 

factors
 

are
 

interrelated
 

and
 

complex.
 

How
 

to
 

regulate
 

the
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damage
 

of
 

various
 

influencing
 

factors
 

in
 

articular
 

cartilage
 

is
 

expected
 

to
 

become
 

an
 

important
 

method
  

to
 

repair
 

cartilage.
【Keywords】　 hemophilic;

 

hemarthrosis;
 

cartilage;
 

pathogenesis
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　 　 血友病是一类罕见的终身出血性疾病,其中

70%左右病例表现为伴 X 染色体连锁隐性遗传的出

血性疾病,另外 30%表现为没有家族遗传病史的散

发性 病 例。 根 据 世 界 血 友 病 联 合 会 ( World
 

Federation
 

of
 

Hemophilia,WFH) 近几年的调查报告

结果显示,全球有男性血友病患者 1
 

125
 

000 人左

右,其中约有 418
 

000 人患有重型血友病[1] 。 其主

要症状表现为关节骨骼肌肉长期反复出血,以及小

部分表现为内脏或粘膜出血。 其主要病因是凝血

因子Ⅷ缺乏(血友病 A)和凝血因子Ⅸ缺乏(血友病

B)。 A 型血友病占总的类型约 4 / 5[2] 。 出血的严重

程度与血浆凝血因子的浓度有一定的关联,重度

(凝血因子
 

<
 

1%)血友病患者出血超过一半表现为

关节内自发性出血,其中最容易累及的是膝关节、
踝关节和肘关节[3] 。 半年内同一关节频繁出血

3 次以上,即为靶关节形成,随后慢性滑膜炎、关节

软骨及软骨下骨遭到破坏,这是因为关节积液引发

的。 若没有及时且有效的处理,关节活动将会受

限、肌肉逐渐萎缩、骨密度下降等最终导致血友病

性关节病 ( Hemophilia
 

arthropathy, HA) [4-5] 。 对于

重度血友病预防性的应用重组凝血因子的长期效

果来看,有显著的疗效但并不能起到完全预防关节

作用[6] 。 另外,对于重度血友病儿童来讲,凝血因

子替代疗法主张在 2 岁以内就开始预防,但是这种

治疗方法不仅价格高昂,而且容易治疗过度使患者

体内产生抑制物[7-8] 。 软骨再生修复是一个历史性

难题,软骨组织工程备受研究者的青睐,但是植入

的支架材料需要较好的相容性和降解性[9] 。 HA 关

节软骨破坏的机制是复杂且独特的,是滑膜炎、关
节出血、铁沉积和细胞因子等共同作用所导致的。
因此,笔者将对血友病关节软骨病变的发病机制最

新研究做出总结,旨在为治愈关节软骨病变提供新

思路。

1　 血友病软骨

软骨组织是一种缺乏血管的组织,由 95%软骨

基质和 5%软骨细胞构成,起着吸收和缓冲应力的

作用[10] 。 关节软骨维持平衡是由于软骨细胞可以

分泌多种胶原、多种酶以及黏蛋白。 据相关资料显

示,保持软骨细胞稳定性的关键因素是细胞外基

质。 因此,维持软骨细胞的正常运行有赖于细胞外

基质的功能完整[11] 。 关节软骨是一种透明软骨,其
中构成透明软骨的细胞外基质主要是蛋白聚糖和 II
型胶原,后者可承受一定程度的机械力,可能与免

疫反应有关[12] 。
软骨损伤以关节软骨断裂、软骨细胞肥大、钙

化层肥大和血管侵犯为特征。 依据软骨损伤的程

度可以分为 3 个等级,依次为微损伤、软骨表面破损

和骨软骨骨折。 微损伤是软骨基质和软骨细胞的

超微结构改变,而软骨表面不受影响。 软骨表面破

损是软骨表面有裂缝和缺陷,但无法穿透整个软骨

层。 骨软骨骨折是指软骨缺损穿透最深,可达软骨

下骨。 有研究表明,当关节腔内出血,在显微镜下

可观察到,软骨表面的番红染色逐渐缺失,软骨细

胞排列呈簇状且结构混乱,提示关节软骨发生严重

的软骨退化[13-14] 。 另外,检查 HA 血清生物学标志

物,表现为血和尿液中尿 II 型胶原 C 末端肽( CTX-
II)的表达增加,提示该骨质标志物可作为检测血友

病软骨降解的可靠指标之一[15] 。

2　 血友病软骨的发病机制

2. 1　 细胞因子

目前,IL-1、TNF-α 和 IL-6 是参与 HA 发病机制

最常用的炎性细胞因子,已被证实与软骨破坏有

关。 它们促进缺氧诱导因子(HIF)和基质金属蛋白

酶(MMPs)的表达,从而诱导关节软骨降解,HA 反

复关节内出血使这一过程更加严重[16-19] 。 在 MMPs
家族中,MMP-13 是降解关节软骨的主要成员,其作

用方式是激活 II 型胶原和蛋白聚糖[20-21] 。 有研究

证实,选择性 MMP-13 抑制剂对狗 OA 模型的软骨

具有保护作用[22] 。 关节软骨的功能和完整性主要

取决于软骨下骨的机械和营养支持。 软骨下骨的

退化会影响软骨的代谢平衡,表现为 MMP-13 的表

达增加和关节软骨中细胞外基质紊乱[23-24] 。
IL-1 主要产生于巨噬细胞,IL-1 分为 IL-1α 和

IL-1β 两种形式。 其中 IL-1β 是介导软骨损伤关键

性的炎性细胞因子[25] ,诱导软骨细胞中一氧化氮合

酶(INOS)和环氧化酶-2(COX-2)的表达增加,进而

引起一氧化氮(NO)和前列腺素 E2(PGE2)水平的

升高,最终通过上调 MMPs 导致软骨基质降解。 同
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时, IL-6 的协同作用增强了这种损伤作用[16] 。
Hooiveld 等[26] 在模拟关节内出血的模型上,IL-1β
对关节软骨的影响得到了证实,并报告了 IL-1β 对

软骨细胞减少和关节软骨细胞外基质蛋白聚糖合

成的影响。 Sambrano 等[27]证实红细胞被破坏溶解,
并刺激单核细胞 / 巨噬细胞分泌炎性细胞因子,而
炎性因子主要是由 IL-1β 介导的。 由此可以得出结

论,IL-1β 可能在血友病引起的软骨破坏过程中起

关键性作用。
IL-6 由两种糖蛋白链组成(即 α 链、β 链),形

成一种复合物,能迅速与 β 链结合,并通过 β 链将

信息传递给细胞。 Narkbunnam 等[28] 应用 IL-6 受体

拮抗剂作为凝血因子替代物治疗血友病关节出血

是否有效的实验中发现,接受抗 IL-6R 作为 FVIII 替
代物治疗的动物较对照组表现出最佳的存活率和

最轻的急性关节肿胀,对软骨检查发现仅有少量的

含铁血黄素沉积和巨噬细胞浸润,这说明抗 IL-6R
可以减缓血友病软骨退化, 而 IL-6 对其有破坏

作用。
TNF-α 是另一种与关节软骨分解代谢密切相关

的炎性细胞因子[29] 。 它的生物学功能与软骨细胞

抑制蛋白聚糖和 II 型胶原的合成有关[30] 。 此外,
Henderson 等[31]通过动物实验发现,TNF-α 和 IL-1β
在关 节 炎 发 病 机 制 中 具 有 显 著 的 协 同 作 用。
Roosendaal 等[32] 研究证实,HA 患者滑膜组织细胞

培养上清液中 TNF-α 水平高于 OA 和 RA 研究组及

对照组。 与 IL-1β 不同的是,TNF-α 表达仅在滑膜

组织而不是在关节软骨中发生。
2. 2　 免疫细胞

关节出血导致的铁沉积激活局部免疫系统,促
进血管结节的形成,并通过招募更多单核细胞 / 巨
噬细胞、中性粒细胞和活化 T 细胞,促进大量损伤

软骨的炎性因子释放[27] 。 在软骨损伤过程中,首先

被招募过来的是中性粒细胞,它能够分泌炎性介质

和弹性蛋白酶。 此外,这个过程破坏软骨细胞基

质,导致软骨细胞凋亡。 干扰素-γ 在激活 NK 细胞

和辅助 T 细胞后释放,将浸润性巨噬细胞转化为 M1
巨噬细胞。 随后,M1 巨噬细胞分泌促炎因子干预

骨髓间充质干细胞向软骨分化。 树突状细胞诱导

Th1 和 Th17 活化,导致软骨变性,肥大细胞则促进

细胞外基质降解[33] 。 免疫机制在血友病软骨发病

过程中不容小觑,但由于免疫微环境的复杂性,值
得引起研究者的重视。

2. 3　 铁离子

血友病滑膜炎含铁血红素沉积是 HA 的标志之

一,代表铁在关节的累积程度[34-35] 。 有研究证实,
关节软骨中也含有铁离子沉积[36-37] 。 Zhou 等[38] 发

现血友病患者的核磁共振成像结果显示软骨下囊

肿中存在含铁血黄素,进一步证实了铁离子不仅存

在于滑膜中,而且存在于临近的软骨组织中。 含铁

血黄素引发多种炎性介质,如 TNF-α、血管内皮生长

因子-α(VEGF-α)、基质细胞衍生因子 1-α( SDF1-
α)、缺氧诱导因子 1-α(HIF-1α)和 MMP-9,加剧滑

膜增生和新生血管,导致不可逆转的软骨损伤[39] 。
Camacho 等[40]研究人员将 WT 和 Hfe-KO 细胞分别

暴露于 50
 

μmol / L 浓度的柠檬酸铁中,发现铁离子

显著促进 MMP3、MMP13、聚糖酶的表达,并与软骨

细胞外基质(EMC)显著减少有关。 有研究发现,铁
超载可导致软骨细胞因铁死亡而凋亡,进一步引起

关节软骨退化,在体内观察到骨赘形成和软骨下骨

硬化的增加[41-42] 。 此外,暴露于铁的原代软骨细胞

培养显示软骨细胞肥大标记物(如骨钙素和胶原

1A1)上调和 Sox9 下调,Sox9 是一种与软骨发育至

关重要的转录因子,结果提示关节软骨倾向于肥大

方向分化[43] 。 在血友病患者中,凝血因子的表达缺

陷可会加剧与输血相关的铁超载[35,44-45] ,进而影响

关节软骨。
2. 4　 滑膜炎

滑膜炎的病理特征是含铁血黄素沉积、滑膜增

生肥大、炎性细胞浸润以及血管增生[5,39] 。 当血友

病患者有出血倾向后,滑膜细胞会将血液从关节腔

慢慢吸收,参与这一过程的还有巨噬细胞以及其他

的炎性细胞。 然而,若出现持续或反复出血,这些

细胞来不及吸收多余的血液,就会触发慢性滑膜

炎。 血友病软骨改变主要与慢性滑膜炎有关,因为

增生的血管会在软骨表面形成,并分泌大量组织破

坏性介质(如细胞因子和酶),它们对血友病软骨具

有较强的破坏作用[34] 。 慢性滑膜炎介导血友病软

骨的大部分长期损害。
2. 5　 血液

van
 

Meegeren 等[46] 在犬实验中发现,首先,关
节内注射凝固血液比注射抗凝血液相比,会导致更

严重的软骨损伤。 将软骨暴露于没有滑膜参与的

血液中的体外实验表明,至少有一些凝血作用是直

接作用于软骨的,且与炎症无关。 关节内注射凝固

血液导致蛋白聚糖减少 6%。 其次,为了研究抗凝
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剂肝素对软骨损害的影响,还进行了膝关节一侧注

射抗凝剂和对侧注射等量生理盐水的研究,发现注

射肝素化盐水的膝关节比对照组释放更多的蛋白

聚糖,这说明肝素导致软骨中蛋白聚糖增多。 抗凝

血液比凝固血液造成的血液诱导的关节损伤更小,
是因为肝素抗凝通过激活抗凝血酶来抑制凝血酶

的形成[47] 。 凝血酶本身会直接损害软骨,因为在体

外培养时发现凝血酶会促进人和牛软骨外植体中

蛋白聚糖的释放[48] 。 最后,在比较血清和血浆对软

骨损害的影响时发现,来自健康对照组的血清中含

有较低水平的多种细胞因子,如 IL-1 和 TNF-α,而
与软骨破坏有关的 MMP-1 和 MMP-13 的水平在血

清和血浆中没有差异[49] 。 研究表明,暴露于 50%的

血清和血浆中的软骨不会造成长期的、不可逆转的

软骨损伤,尽管暴露在血浆的蛋白聚糖释放水平高

于暴露在血清。 这表明了血清和血浆中均含有导

致暂时性软骨损伤的不同成分。
人或犬软骨在体外短时间接触全血后,糖胺聚

糖(GAG)的合成受到 98%以上的抑制,并持续约 10
周[36] ,这种影响是不可逆转的,不依赖于 IL-1 的产

生,这可能会影响血友病关节软骨的 GAG 代谢。 软

骨细胞受到刺激生成过氧化氢与红细胞相互作用,
在软骨细胞周围形成羟基自由基。 软骨细胞凋亡,
由半胱天冬酶介导,然后不可逆地降解软骨基质和

形成功能失调基质,导致关节软骨损伤,提示细胞

毒性氧代谢产物对软骨的损害作用。 Pulles 等[50]

研究发现在血友病动物模型中应用35SO4
2-定量检测

蛋白聚糖发现血液诱导的早期软骨损伤,当单侧膝

关节血液暴露后第 4 天、第 16 天检测蛋白聚糖合成

受到抑制,另外,第 16 天检测发现对侧膝关节的蛋

白聚糖合成也受到抑制。 这说明,蛋白聚糖是检测

早期软骨损伤的敏感指标。 关节软骨是早期血友

病人关节内出血的靶点。 当反复发生关节内出血,
如果血液成分没有及时清除并积聚在关节中,软骨

的破坏会更快更严重。 Jansen 等[51] 通过将血液注

入到犬的膝关节实验发现,血液在 48
 

h 内被迅速清

除,关节腔内的红细胞浓度降低到 5%以下,尽管清

除得很快,但仍对软骨的损害是不可逆的,然而遗

憾的是目前这种清除机制尚不明确。 另外,关节急

剧出血会使关节腔机械压力骤升,损害关节内部的

纤维结构,导致软骨损伤。
2. 6　 纤溶酶

纤溶酶是指能专一降解纤维蛋白凝胶的蛋白

水解酶,在出血性关节疾病起关键作用,尤其是软

骨损伤的发生。 关节血肿导致滑膜纤维蛋白溶解

系统的激活,纤溶酶可以通过释放蛋白聚糖直接作

用于软骨,也可以通过活化 MMPS 而间接造成软骨

损害。 Nieuwenhuizen 等[52] 在一项评估血友病小鼠

和人类关节出血中蛋白酶激活受体(PARs)表达,以
及评估针对受体的 siRNA 治疗是否能减轻滑膜炎

和软骨损伤的实验中,观察到在小鼠滑膜 PAR1、
PAR-2 和 PAR-4 表达增加,在软骨细胞 PAR2 和

PAR-3 表达增加,PAR1-4
 

siRNA 通过沉默带有互补

序列的信使 RNA 可抑制 PAR1-4 的表达,用 PAR1-
4

 

siRNA 治疗血友病小鼠关节出血可减轻滑膜炎和

软骨损伤,其作用机制可能是纤溶酶能够通过激活

PARs 介导各种细胞效应,或对 PAR 进行负向调

节[53] ,进一步表明纤溶酶可诱发软骨损伤。
2. 7　 信号通路

Hu 等[54]最近研究发现,软骨下骨血管内皮生

长因子( VEGF) 和血小板衍生生长因子 β ( PDGF-
β)高表达,从而促进了血管生成,这些在病理下生

成的血管会进一步破坏软骨,软骨细胞会在数小时

内对损伤作出反应,早期损伤的特点是激活与成骨

和关节的形成有关的信号通路。 研究表明,受损的

软骨可以释放成纤维细胞生长因子 2(FGF-2),从而

诱导细胞外信号调节激酶(ERK)的磷酸化,从而保

护软骨。 此外,转化生长因子-β(TGF-β)和骨形态

发生蛋白(BMPs)信号通路迅速激活。 TGF-β 信号

通路在调节关节内环境平衡中起重要作用,通过细

胞内介质 SMAD-2 或 SMAD-3 转导其信号,这可以

促进软骨细胞相对稳态的维持,并诱导蛋白聚糖和

II 型胶原的产生[55] 。 BMPs 在软骨形成和修复中具

有重要的作用,BMPs 信号通路上调,作用机制是经

丝氨酸 / 苏氨酸激酶受体转导,磷酸化 R-Smad 蛋

白,调节靶基因的转录[56] 。 因此,应用 BMP 抑制剂

阻断 BMP 信号通路可以抑制软骨的生长板修复。
众所周知,Wnt 信号分子调节各种细胞的增殖、

分化和生长。 Wnt 途径通过调节软骨下骨的结构间

接影响软骨,主要是通过影响软骨细胞中 MMPs 的

表达[57] 。 研究显示,Wnt / β-连环蛋白信号通路与软

骨损伤后的炎症有关,在软骨损伤期间异常激活,
从而导致软骨损害[58] 。 另一研究显示,抑制软骨细

胞中的 β-连环蛋白信号可导致软骨细胞凋亡,这也

会导致软骨破坏[59] 。 两项研究结果显示相反的结

论,由此可以推断适合的 Wnt 蛋白浓度对于软骨的
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生理维持是非常关键的,Wnt 通路可能与血友病软

骨损伤有关。 Sen 等[60] 实验发现,在关节血友病急

性损伤模型中,损伤 3
 

h 后分离出的关节特异性

RNA 的全球基因表达序列显示,NF-κB 是触发炎症

的一种重要转录因子。 随后,为进一步证实,在多

发性损伤模型后 1
 

h
 

~
 

90
 

d,筛选了 NF-κB 相关通

路,发现 NF-κB 相关因子显著上调,导致损伤关节

内缺氧,血管生成和软骨细胞凋亡,表明 NF-κB 相

关通路可能与血友病软骨损伤有关。

3　 总结与展望

近年来,国内外学者 HA 的发病机制引起了足

够的重视,对其发病机制有了一定的认识,但对于

其复杂的发病机制尚不完全清楚,尤其是血友病关

节软骨的修复一直是一个无法攻克的难题。 目前

认为,多种细胞因子、免疫细胞、铁离子沉积、慢性

滑膜炎、血液、纤溶酶、多条信号通路等可能与血友

病软骨细胞凋亡有关,从而导致软骨受损。 对于其

复杂的发病机制的研究和认识还有待提高。 软骨

的修复软骨组织工程备受研究者的青睐,软骨组织

工程指的是向关节腔内植入支架材料,由于需要良

好的相容性和降解性,考虑成本和安全性实施较为

困难。 另外,移植具有软骨分化向的干细胞似乎可

行,但需要特定的条件刺激,如缺氧、机械负荷、软
骨生长因子等。 随着临床和动物体内外实验研究

的深入展开,研发新的药物和新的治疗技术策略应

用于血友病软骨的修复指日可待。
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通过链脲佐菌素诱导建立糖尿病骨质疏松大鼠
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　 　 【摘要】 　 糖尿病骨质疏松症(diabetic
 

osteoporosis,DOP)是由糖尿病(diabetes
 

mellitus,DM)诱发的慢性骨代谢

疾病,其特征为骨量减少、骨脆性增加、强度降低以及易于发生骨折等。 为更好地探索糖尿病骨质疏松发病机制,
并为其治疗研究提供依据,建立出能够模拟人类糖尿病骨质疏松病理学的动物模型具有重要价值。 通过链脲佐菌

素(streptozotocin,STZ)诱导建立糖尿病骨质疏松动物模型的方式具有操作简单、用时短、成模率高、稳定性相对较

高等优势,本文从动物选择、饲料喂养、链脲佐菌素的应用、造模方法、成模标准及检测指标等方面进行综述,希望

能够为更加深入研究糖尿病骨质疏松致病机制提供基础和依据。
【关键词】 　 链脲佐菌素;糖尿病骨质疏松症;大鼠模型;研究进展
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【Abstract】　
 

Diabetic
 

osteoporosis
 

(DOP)
 

is
 

a
 

chronic
 

bone
 

metabolic
 

disease
 

induced
 

by
 

diabetes
 

mellitus,
 

which
 

is
 

characterized
 

by
 

a
 

decreased
 

bone
 

mass,
 

increased
 

bone
 

fragility,
 

decreased
 

strength,
 

and
 

fracture
 

tendency.
 

To
 

better
 

explore
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

DOP
 

and
 

develop
 

treatments,
 

it
 

is
 

important
 

to
 

establish
 

an
 

animal
 

model
 

that
 

mimics
 

the
 

pathology
 

of
 

human
 

DOP.
 

The
 

method
  

of
 

establishing
 

a
 

DOP
 

animal
 

model
 

induced
 

by
 

streptozotocin
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

simple
 

operation,
 

short
 

time,
 

high
 

molding
 

rate
 

and
 

relatively
 

high
 

stability.
 

This
 

article
 

reviews
 

animal
 

selection,
 

feeding,
 

streptozotocin
 

application,
 

modeling
 

method,
 

modeling
 

criteria,
 

and
 

testing
 

indexes
 

to
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

more
 

in-depth
 

research
 

of
 

DOP
 

pathogenesis.
【Keywords】　 streptozotocin;

 

diabetic
 

osteoporosis;
 

rat
 

model;
 

research
 

advances
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　 　 糖尿病(diabetes
 

mellitus,DM)是一种以高血糖

为特征的常见病,在世界范围内发病率较高。 预计

到 2030 年,世界人口约为 85 亿,而全球糖尿病患病

率将达到 9%[1] ,这意味着大约有 7. 65 亿人患有糖
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尿病。 与非糖尿病人群相比,这些人的死亡率有所

增加,例如,冠心病死亡率增加了 28%[2] 。 糖尿病

骨质疏松症(diabetic
 

osteoporosis,DOP)是其严重并

发症之一,临床多表现为疼痛、相应部位功能活动

障碍、畸形、 甚至骨折等, 患者生命质量大大降

低[3] 。 Oei 等[4] 发现 DM 患者的骨折发生率比非

DM 患者高 47%
 

~
 

62%。 因此建立稳定、简便、高效

的 DOP 动物模型是寻找治疗 DOP 新药的重要保

证。 目前 DOP 建模的方法有三种,分别是诱导型、
自发型和转基因 / 基因敲除型[5] ,其中链脲佐菌素

(streptozotocin,STZ)诱导型因其相对便宜、高效、简
便而被经常运用,然而,STZ 致糖尿病也是多因素

的,取决于各种实际方面,如动物种类、性别、年龄、
STZ 的稳定性、给药途径和剂量等[6] 。 下面就 STZ
诱导建立 DOP 大鼠模型的方法及相关研究进展进

行综述,旨在为科研及临床相关研究提供进一步的

指导。

1　 动物选择及饲料喂养
 

斑马鱼[7] 、羊[8] 、兔[9] 、猪[10] 、大鼠[11] 、小鼠[12]

等是常用于制作骨质疏松模型的动物,由于大鼠与

人类骨骼的病理生理相似且比较经济、重复检验度

高,所以多采用大鼠制作 DOP 动物模型[13] ,SD 和

Wistar 大鼠应用最广。 STZ 易受雌激素干扰[14] ,雄
性的胰岛 β 细胞比雌性更容易受到 STZ 诱导的细

胞毒性,对胰岛细胞毒素更加敏感,且选用雄性大

鼠制备模型的成模率明显高于雌性大鼠,此外雄性

大鼠可排除雌激素这一因素对疾病的干扰,因此雄

性动物更受欢迎[15] 。 在制备 DOP 模型时,为提高

成模率,部分选择雌性大鼠的研究者为排除雌激素

干扰,还会对大鼠去卵巢[16-19] 。 大鼠寿命一般为

2 ~ 3 年,在 3 月龄达到性成熟,6 月龄达到骨成熟,
17 月龄以后进入老年时期。 因 1 型糖尿病骨质疏

松症(type
 

1
 

diabetic
 

osteoporosis,T1DOP)多发生于

青少年,故多选择小于 3 月龄大鼠制作模型,2 型糖

尿病骨质疏松( type
 

2
 

diabetic
 

osteoporosis,T2DOP)
模型大鼠多选用 3 月龄及以后的。

高糖和高脂是糖尿病发病因素,高糖高脂饲料

可模拟人肥胖、胰岛素抵抗和 / 或糖耐量不足等状

态,实验员在通过 STZ 诱导建立 T2DOP 模型时,先
将大鼠或小鼠适应性喂养 1 周,再予高糖高脂或者

高脂饲料喂养以诱导胰岛素抵抗,为注射 STZ 作前

期准备。 高糖高脂饲料未有统一的配制方法及材

料组成。 目前主要有两类,一种是在普通饲料的基

础上添加一定比例的动物油、糖、胆固醇、胆酸盐

等,成分比例多为 10%
 

~
 

20%猪油、10%
 

~
 

20%蔗

糖、1. 5%
 

~
 

5%胆固醇、0. 4%
 

~
 

1%胆酸盐、60%
 

~
 

80%普通饲料、5%
 

~
 

10%其他[20-21] 。 另一种为纯

化饲料,其细分了各组分营养物质的配比,配方明

确规范,但价格昂贵。 除了种类,各高脂饲料的脂

肪比也不同,通常认为脂肪供能比 30%
 

~
 

50%为高

脂饮食,而大于 50%被认为是极高脂肪饮食[22] 。 王

继等[23]发现高脂饲养的时间对建立糖尿病大鼠模

型的特征有较大影响,喂养时间的长短和胰岛素抵

抗程度、血脂异常程度正相关,和 STZ 用量负相关,
但需根据饲料脂肪比、动物生命周期、慢性并发症

的发展及后续实验具体情况来确定具体时间,建议

4
 

~
 

12 周为宜[24] 。

2　 STZ 的应用

STZ 是一种广谱抗生素,本质是一种氨基葡萄

糖一亚硝基脲,能通过 GLUT2 葡萄糖转运蛋白进入

细胞内。 在用于诱发糖尿病的几种可用化学物质

中,STZ 最适合在动物中模拟人类糖尿病。 在 STZ
诱导的糖尿病中观察到的结构、功能和生化变化类

似于人类糖尿病中通常出现的变化。 因此,STZ 诱

导的糖尿病代表了一种临床相关模型,用于研究实

验动物中糖尿病的发病机制和相关并发症[25] 。 其

引发糖尿病的机制与一氧化氮与亚硝化应激、乌头

酸酶抑制、 活性氧与氧化应激、 DNA 烷基化、 O-
GlcNA 酶抑制、高血糖状态和葡萄糖代谢途径、炎症

和细胞存活途径、 NAD+ / ATP 耗竭和过度刺激的
DNA 修复机制等有关[26] 。 其致糖尿病特性表现为

选择性破坏 β 细胞、胰岛素缺乏、高血糖、多饮和多

尿,与人类糖尿病相似[27] 。
目前相 关 实 验 研 究 所 用 的 STZ 品 牌 多 为

Sigma,纯度≥
 

98%,对于其他品牌、纯度以及不同

品牌、纯度 STZ 对成模效果的具体影响需要我们进

一步研究。 既往报道称[28] ,STZ 应储存在-20℃ 以

防止降解,称重后,装有 STZ 样品的微量离心管必

须用铝箔覆盖以避光。 由于 STZ 在溶液中不稳定,
即使在酸性 pH 值下,也只能在即将注射前将其混

入柠檬酸盐缓冲液中。 STZ 溶液应在溶解后 5
 

min
内新鲜制备并注入,因为 15

 

~
 

20
 

min 内它在柠檬

酸盐缓冲液中分解。
STZ 的给药途径可决定糖尿病诱导程度,酶对

STZ 的降解和肠道的强酸性环境限制了其通过口服

途径给药,可以通过尾静脉、腹腔、皮下将 STZ 注射

到大鼠体内。 Takeda 等[29] 选用尾静脉注射 STZ 来
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造模,黎娅等[30] 、 Tay 等[31] 研究发现尾静脉注射

STZ 比腹腔注射有更好的稳定性,且更直观,可以避

免腹腔注射时药物进入皮下、肠道,降低大鼠死亡

率增加的风险。 此外,黄波等[32] 发现尾静脉注射成

模率远大于腹腔注射,推测可能与药物的吸收利用

更直接有关。 然而,张汝学等[33] 、沈亚非等[34] 研究

证实两种方式的成模率相差不大。 由于尾静脉注

射药物利用率高,对剂量的准确性要求较高,且尾

静脉较细,不易操作,易造成药物损耗,不易控制速

度,皮下注射需要药物剂量较大,故多选用腹腔注

射给药。
因禁食可增加胰岛细胞对 STZ 的敏感性,与不

禁食组相比糖尿病成模率更高[35] ,所以,研究人员

在注射 STZ 之前将大鼠禁食,但具体的禁食时间

4 ~ 24
 

h 不等[36-38] 。 叶桐江等[39]通过实验观察不同

禁食时间(12、16、20、24
 

h)对建立 1 型糖尿病大鼠

模型的影响,结果显示禁食 20
 

h 大鼠成模率最高,
死亡率较低,为最佳禁食时间。 Furman 等[28] 认为,
在注射 STZ 之前大鼠应禁食 6

 

~
 

8
 

h。 STZ 给药可

能导致大量 β 细胞的快速破坏和肝糖原存储的消

耗,进而导致释放到血液中的胰岛素增加和短暂的

低血糖,如果不予干预,可能会使动物致命,此时可

通过在 STZ 施用后 48
 

h 内向动物施用 10%蔗糖溶

液来避免这种情况[40] 。
STZ 的剂量和给药次数是其致糖尿病作用程度

的决定因素。 在注射时,通常分为大剂量单次、小
剂量多次、小剂量单次。 其中大剂量单次,如一次

性腹腔注射 STZ
 

60
 

mg / kg,则直接损伤胰岛 β 细

胞,更倾向于 T1DOP 的表型特点[41] , 主要用于

T1DM 的药物实验,小剂量多次主要用于胰岛坏死

及增殖机制的研究[42] ,和前者相比,能更好的的模

拟 T1DM 的发病过程,使死亡率降低,但工作量和总

误差大,造模周期较长[43] 。 小剂量单次注射 STZ 如

35
 

mg / kg,常应用在给大鼠喂养高糖高脂饮食之后,
辅助部分破坏胰岛 β 细胞,使机体失去足够的代偿

能力,更接近于 T2DOP 模型[44] 。 然而,剂量也因种

间差异而变化。 在较低剂量时,可能不会诱发理想

的糖尿病,高剂量时,可能会引起动物死亡。 因此,
STZ 的剂量应根据个体动物的体重进行优化,以获

得令人满意的糖尿病模型,并且没有显著的死亡率。
综上,通过 STZ 诱导建立 DOP 模型在实验开始

前一定要做好充分的准备工作,注意 STZ 的作用功

效、储存方法、给药方式、给药剂量、禁食时间等,建
立出适合自己实验的模型。

3　 造模方法、成模标准及检测指标

3. 1　 1 型糖尿病骨质疏松模型
何佳等[45]选用体重(230

 

±
 

10)g 的 8 周龄雌性

SD 大鼠,适应性饲养 1 周后,模型组采用单次左下

空腹腹腔注射 STZ
 

60
 

mg / kg 建立 T1DOP 动物模

型。 造模 72
 

h 后,大鼠尾静脉取血,当随机血糖
 

≥
16. 7

 

mmol / L,并出现多饮多食多尿症状时,符合糖

尿病诊断标准,判定为糖尿病大鼠。 造模成功 8 周

后处死大鼠,收集血清检测碱性磷酸酶 ( alkaline
 

phosphatase,ALP) 活力,对胰腺和股骨组织进行病

理学观察,并对股骨组织进行形态计量学测定。 结

果与正常组大鼠相比,模型组血糖、进食量与饮水

量明显升高,而体重显著降低,胰岛细胞形状不规

则、边界模糊、体积缩小,股骨骨小梁稀疏,出现不

同程度的断层,骨小梁厚度及面积百分率显著降

低、间距显著增加,血清中 ALP 活力极显著上升。
该模型符合 T1DOP 成模动物诊断标准。 证明腹腔

一次性快速注射 STZ
 

60
 

mg / kg
 

8 周后可成功构建

T1DOP 动物模型。
张丽媛等[46]选取体重(201

 

±
 

20)g 的 3 月龄雄

性 SD 大鼠,常规饲料喂养 1 周,第 1 周末禁食 12
 

h
后,进行腹腔注射 STZ

 

60
 

mg / kg,注射部位选择在下

腹部后 1 / 3 处避开中部膀胱。 造模 72
 

h 后,以随机

血糖≥
 

17. 6
 

mmol / L 作为成模标准。 分别于造模成

功后 1、4、8、12、16 周各随机选取 6 只糖尿病模型大

鼠和周龄相匹配的 6 只对照组大鼠麻醉处死,检测

指标。 从血糖、体重、骨密度( bone
 

mineral
 

density,
BMD)、骨组织形态计量学(骨小梁面积、骨小梁厚

度、骨小梁数量及骨小梁分离度) 证实该方法可以

成功制备 T1DOP 大鼠模型。 在第 4 ~ 8 周模型骨质

疏松相关指标变化最快,此方法成模率高,模型

稳定。
An 等[47]选用 8 周龄雄性 SD 大鼠,禁食不禁水

后对大鼠腹腔注射 STZ
 

60
 

mg / kg 体重。 糖尿病的

诊断是基于空腹血糖
 

>
 

11. 1
 

mmol / L。 在注射 STZ
后 3 周,收集血液、尿液、股骨和胫骨。 测定葡萄糖、
胰岛素、 Ca、 P、抗酒石酸酸性磷酸酶 5b ( tartrate-
resistant

 

acid
 

phosphatase-5b,TRACP-5b)、组织蛋白

酶 K 和骨钙素(osteocalcin,OC)的浓度以及脱氧吡

啶啉的水平。 对股骨进行生化分析和组织学分析。
结果显示,与正常组比较,糖尿病大鼠体重、股骨和

胫骨的重量降低,血清 Ca 和 P 水平存在显著差异,
OC 水平显著降低;相反,TRACP-5b、组织蛋白酶 K
和尿脱氧吡啶啉的活性水平显著增加。 糖尿病大
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鼠的 BMD 和骨矿物质含量(BMC)显著降低。 胫骨

近端的干细胞具有更多的 TRAP 阳性细胞。 骨小梁

厚度和破骨细胞数量显著减少。 该实验证实了注

射 STZ 后 3 周 DOP 模型即可成立。
综上,T1DOP 动物模型在制备过程中通常不需

要进食高糖高脂饲料,适应性喂养一周后直接选用

腹腔单次注射大剂量 STZ
 

60
 

mg / kg 使其胰岛细胞

破坏的方法复制模型,此方法目前证实最快 3 周即

可造模成功,可根据血糖升高,进食量、饮水量、尿
量增多,体重减轻,骨重降低,血清 Ca、P、OC 水平降

低,TRACP-5b、组织蛋白酶 K 和尿脱氧吡啶啉增

加,ALP 活力极上升,TRAP 阳性细胞增多,胰腺、股
骨组织病理结构损伤,BMD、BMC 降低,骨组织形态

计量学参数如骨小梁面积、数量减少,厚度降低,分
离度增加等指标变化来评价模型效果。 未来需进

一步研究出建立 T1DOP 模型的最佳造模方法,确定

最适 STZ 剂量及成模金标准,建立出一套用来评价

模型稳定性、安全性、高效性的评价体系。
3. 2　 2 型糖尿病骨质疏松模型

研究发现,高糖、高脂饮食可以在不改变胰岛

素受体亲和力的情况下导致胰岛素受体总体减

少[48] ,诱导出糖尿病患者前期的肥胖、胰岛素抵抗

和 / 或葡萄糖耐受不良状态,低剂量 STZ 可以特异

性地损伤少量胰岛细胞[28,49] 。 高糖高脂肪饮食联

合低剂量 STZ 诱导的糖尿病大鼠模型是 2 型糖尿病

的常见模型,也是区别 1 型或 2 型糖尿病的关键点,
具有经济、高效、稳定等特点。 近年来,许多学者利

用该模型研究了 T2DOP,发现糖尿病大鼠出现了骨

代谢异常和严重的骨质流失。
张燕等[50]选用体重(200

 

±
 

24) g 的雄性 SD 大

鼠,模型组高糖高脂饲料(10%猪油、20%蔗糖、2%
胆固醇、1%胆酸钠、67%普通饲料)喂养 5 周后禁食

12
 

h,一次性左下腹腔注射 STZ
 

35
 

mg / kg,72
 

h 后测

随机血糖
 

≥
 

16. 7
 

mmol / L 为造模成功。 造模 4 周

后检测糖脂代谢和骨代谢相关指标,结果显示与正

常对照组比较,糖尿病组大鼠体质量下降、空腹血

糖明显升高,并呈持续状态;血胆固醇、三酰甘油、
ALP、空腹胰岛素、胰岛素抵抗指数明显升高,胰岛

素敏感指数下降;血清 P、Ca、OC、Ⅰ型胶原交联 C
末端肽与正常组比较无显著性差异;骨小梁稀疏、
变细,数量减少,间隙增大,连续性破坏,常见游离

断增多;骨密度明显下降。 说明高糖高脂喂养 5 周

基础上联合小剂量 STZ
 

35
 

mg / kg 在造模后 4 周可

以诱导 T2DOP 大鼠模型。 该模型具有高糖、高脂、
胰岛素抵抗及骨密度下降,骨形态学检查呈骨吸收

增加改变的特点。
唐辉等[51]选择体重(238

 

±
 

12)g 的 7 周龄雄性

SD 大鼠,模型组采用高脂高糖饲料(配方不明) 喂

养 4 周,按 35
 

mg / kg 一次性腹腔注射 STZ 诱导

T2DOP 模型。 于 STZ 注射后 3、7、10、14
 

d、21
 

d 测

量模型组大鼠空腹血糖,连续 3 次测得空腹血糖均

≥
 

16. 7
 

mmol / L,则为糖尿病造模成功。 8 周后取材

发现与对照组大鼠比较,模型组大鼠在注射 STZ
后,体重呈现出先下降、后稍回升的趋势;大鼠表现

出多饮、多尿、多食等糖尿病症状;空腹血糖明显升

高,并呈持续状态;胰岛细胞明显稀疏;股骨组织学

切片可见骨小梁稀疏;胫骨 Micro-CT 扫描及三维重

建显示大鼠骨体积分数及骨小梁数量显著降低,骨
小梁分离度显著升高,出现明显骨质疏松影像。 说

明,7 周龄雄性 SD 大鼠在高糖高脂饲料喂养 4 周基

础上,联合采用小剂量 STZ(35
 

mg / kg),可以成功建

立 T2DOP 大鼠模型。 造模后 8 周从形态学、组织

学、影像学等几方面可以确定 DOP 模型的建立。
Guo 等[52] 在研究葛根素是否通过 HDAC1 /

HDAC3 信号通路抑制炎症和细胞凋亡减轻 STZ 诱

导的大鼠骨质疏松症时,选用体重 180
 

~
 

190
 

g,7
 

~
 

8 周龄雄性 SD 大鼠。 驯化 1 周后,给予糖尿病组和

葛根素治疗组大鼠喂饲高脂饮食(脂肪比 45%)诱

导胰岛素抵抗,共 4 周。 4 周后,连续 2
 

d 腹腔注射

STZ
 

35
 

mg / kg 体重,建立 2 型糖尿病模型。 注射

STZ 后,大鼠接受溶剂对照组或葛根素治疗 14 周。
每周测量体重。 检测糖代谢及骨生成和骨吸收指

标。 使用微型计算机断层扫描( μCT) 评估左股骨

或右股骨远端骨小梁结构,进行 BMD 的测量。 结果

显示 STZ 处理的大鼠血糖、胰岛素水平增加,体重、
BALP 和 OPG 下降,TRACP-5b 和 β-CTX 水平升高,
BMD 下降,降低了骨体积 / 组织体积和骨小梁数量,
上调了小梁分离度和结构模型指数,表明此法造模

模型复制成功。
Yang 等[53]研究土贝母苷甲对 2 型糖尿病诱导

的骨丢失的影响时,选用体重(100±20) g 的 4 周龄

雄性无特异性病原体 SD 大鼠,模型大鼠接受高糖

高脂饮食(配方不明)5 周。 禁食 12
 

h 后,大鼠腹腔

注射 35
 

mg / kg 的 STZ。 一周后,当空腹血糖水平≥
11. 1

 

mmol / L 时,确认为糖尿病大鼠。 接下来给药

6 周,治疗 6 周后,收集其胫骨进行显微 CT 分析、苏
木精-伊红染色等,结果显示与正常组比较模型组

大鼠骨体积 / 组织体积和骨小梁数量、骨小梁厚度

降低,骨小梁分离度上升。
Ying 等[54]研究杨梅素对 STZ 诱导的 DOP 大鼠
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的骨保护作用,选用体重 180
 

~
 

190
 

g 的雌性 Wistar
大鼠,适应性喂养 1 周,模型组大鼠喂高糖高脂饲料

(脂肪比 45%)4 周,大鼠腹腔注射 STZ
 

35
 

mg / kg 体

重,连续 2
 

d,建立 2 型糖尿病模型。 72
 

h 后测定随

机血糖,高于 16. 7
 

mmol / L 为糖尿病模型。 造模成

功后,给予安慰剂对照或杨梅素治疗 12 周。 每周检

测静脉血糖,确保血糖水平在 16. 7
 

mmol / L 以上。
给药 12 周后,评估血清生化指标、股骨微结构和组

织学变化。 结果显示糖尿病组大鼠体重下降,血糖

升高,BMD 下降,血清 ALP 和 OC 明显降低,骨小梁

体积分数、数目和厚度均低于对照组,结构模型指

数和骨小梁间距均高于对照组。 苏木精-伊红染色

显示股骨小梁断裂,数量减少。 Wang 等[55] 在研究

水飞蓟宾对 STZ 所致大鼠 DOP 的保护作用时采取

了同样的造模办法,包括大鼠的品种、体重,高糖高

脂饲料脂肪比、STZ 注射前喂养时间、STZ 的剂量、
注射次数、成模标准、成模时间等均一样。

Lu 等[56]选用体重 180
 

~
 

230
 

g 的雄性 SD 大

鼠,适应性喂养 1 周,模型组高脂饲料(37%
 

kcal
 

脂

肪、46%
 

kcal 碳水化合物、17%
 

kcal 蛋白质和 4. 40
 

kcal / g 食物) 喂养 4 周后腹腔注射 35
 

mg / kg 体重

STZ 诱导 T2DM。 STZ 注射 72
 

h 后,禁食 8
 

h,收集

尾静脉血以测空腹血糖和空腹胰岛素。 口服灌胃

50%葡萄糖水溶液后,进行口服葡萄糖耐量试验

(OGTT)。 空腹血糖超过 11. 1
 

mmol / L 为糖尿病模

型造模成功。 8 周后,将大鼠的股骨、胫骨和血液收

集供进一步分析。 结果显示,与正常组比较,糖尿

病大鼠出现糖耐量异常、胰岛素抵抗,体重、BMD、
BMC、OC 和骨 ALP 显著降低,空腹血糖、 TRACP-
5b、肿瘤坏死因子-α、白细胞介素-6 以及脂肪细胞

和破骨细胞的数量上升 / 增多,骨体积 / 组织体积、
骨小梁数量下降,小梁分离度和结构模型指数显著

增加。 证明此法造模糖尿病大鼠出现骨代谢异常

和严重的骨质流失。
柳辰玥[20]选用体重(180

 

±
 

20)g 的 Wistar 大鼠

适应性喂养 7
 

d 后,模型组予高糖高脂饲料(20%蔗

糖,2. 5%胆固醇,10%猪油,1%胆酸钠,66. 5%基础

词料)饲养。 10 周后,大鼠禁食不禁水 12
 

h,模型组

按 20
 

mg / kg 体重腹腔注射 1%
 

STZ 柠檬酸缓冲液。
注射 STZ

 

7
 

d 后,尾静脉取血测空腹血糖,选血糖值

≥
 

12
 

mmol / L 且血清骨转换指标( IGF-1、TRAP)与

正常对照组大鼠相比有显著统计学差异的大鼠作

为 DOP 模型大鼠。 12 周后,与对照组比较,模型组

大鼠空腹血糖、 AUC 升高,血清 OC、 IGF-1、 OPG /

RANKL 含量显著降低,ALP、TRAP 含量显著升高。
Micro-CT 示大鼠皮质骨面积比、皮质骨厚度、骨小

梁面积比显著降低。 股骨生物力学显示股骨的最

大载荷、弹性模量和弯曲强度均显著降低。 苏木精
-伊红染色示模型组大鼠股骨头部位骨小梁结构紊

乱、变细、断裂、松散。 说明模型构建成功。
许建国等[21] 、Zhang 等[57]在基于 Wnt 及 NF-kB

信号通路研究补肾健脾活血汤对 DOP 大鼠作用机

制时选择体重 210
 

~
 

260
 

g 的 3 月龄 SPF 级雄性

Wistar 大鼠,适应性喂养 1 周后,随机抽取 10 只作

为正常对照组,给予常规饲料饲养。 余 45 只大鼠给

予高糖高脂饲料(常规饲料中加入 20%蔗糖、15%
熟猪油、2. 5%胆固醇、1. 0%胆酸盐)喂养 8 周,禁食

不禁水 12
 

h 后,左下腹腔给予 STZ
 

30
 

mg / kg 注射。
腹腔注射 STZ

 

1 周后取尾血,以血糖值≥
 

7. 8
 

mmol /
L 且伴有胰岛素抵抗为 2 型糖尿病造模标准。 糖尿

病大鼠成模后与正常对照组大鼠继续普通饮食喂

养 20 周,采用双能 X 线骨密度仪对正常对照组及

余符合 2 型糖尿病诊断标准的大鼠股骨 BMD 进行

测定。 取骨密度小于正常对照组大鼠平均 BMD2. 5
个标准差的作为 T2DOP 模型大鼠。 成模 12 周后采

用血生化分析仪及双能 X 线骨密度测量仪检测指

标。 结果显示模型组大鼠空腹血糖、胰岛素、P、ALP
水平升高、Ca 无差异,胰岛素抵抗增强,股骨近端

BMD 下降。
综上,研究人员在选择高糖高脂饮食联合 STZ

建立 T2DOP 模型时,高糖高脂饲料配方中脂肪比

(40%
 

~
 

60%)、组成中是否含有蔗糖、注射 STZ 之

前高糖高脂饲料的持续时间(4
 

~
 

10 周),STZ 的剂

量、给药次数,糖尿病、糖尿病骨质疏松成模标准检

测指标等存在差异,STZ 剂量多选用 35
 

mg / kg,小剂

量单次或者 2 次,糖尿病成模标准主要看血糖、胰岛

素水平,多饮多食多尿症状,通常多为注射 STZ 后

3
 

d 或 7
 

d 空腹血糖≥
 

11. 1
 

mmol / L 或随机血糖≥
16. 7

 

mmol / L,成模后评价糖尿病骨质疏松模型的指

标和方式有体重、血糖、胰岛素、OGTT 水平,骨生成

(ALP、BALP、OC、OPG)和骨吸收(TRACP、β-CTX)
耦联中的分子变化、骨密度、骨组织生物力学相关

指标(最大载荷、弹性模量和弯曲强度)、股骨、胰腺

组织病理形态、骨组织形态计量学参数(骨体积 / 组
织体积、骨小梁数量、厚度、分离度、结构模指数)
等。 发现与 1 型糖尿病骨质疏松模型相比在造模过

程中最大的区别为 STZ 的给药剂量以及注射 STZ
之前是否喂食高糖高脂饲料。 具体见表 1。
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表 1　 通过链脲佐菌素诱导建立糖尿病骨质疏松大鼠模型的实验研究

Table
 

1　 Experimental
 

study
 

on
 

establishment
 

of
 

diabetic
 

osteoporosis
 

rat
 

model
 

induced
 

by
 

streptozotocin

类型
Type

动物
Animal

高脂高糖饮食
High-fat /

high-sugar
 

diet

链脲佐菌素
STZ

 

DM 成模标准
Molding

 

standard
 

of
 

DM
DOP 成模时间和指标选取

Modeling
 

time
 

and
 

index
 

selection
 

of
 

DOP

1 型[45]

Type
 

1[45]

雌性 SD 大鼠,8
周 龄, ( 230 ±
10)g
Female

 

SD
 

rats,
8

 

weeks
 

old,
 

(230
 

±
 

10)g

0 周
0

 

week

单次腹腔注射
60

 

mg / kg
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

60
 

mg / kg

链脲佐菌素
 

链脲佐菌素注射 72
 

h
后随机血糖

 

≥
 

16. 7
 

mmol / L +
 

多
饮、多食、多尿症状
72

 

h
 

after
 

STZ
 

injection,
 

random
 

blood
 

glucose
 

≥
 

16. 7
 

mmol / L
 

+
 

symptoms
 

of
 

polydipsia,
 

polyphagia,
 

and
 

polyuria

8 周
血糖、饮水量、进食量、体重、碱性磷酸
酶活力、胰腺、股骨组织病理学
8

 

weeks
Blood

 

glucose,
 

water
 

intake,
 

food
 

intake,
 

body
 

weight,
 

ALP
 

activity,
 

histopathology
 

of
 

pancreas
 

and
 

femur

1 型[46]

Type
 

1[46]

雄性 SD 大鼠,3
月 龄, ( 201

 

±
 

20)g
Male

 

SD
 

rats, 3
 

months
 

old,
 

(201
 

±
 

20)g

0 周
0

 

week

单次腹腔注射
60

 

mg / kg
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

60
 

mg / kg

链脲佐菌素注射 72
 

h 后随机血糖
 

≥
 

17. 6
 

mmol / L
72

 

h
 

after
 

STZ
 

injection,
 

blood
 

glucose
 

≥
 

17. 6
 

mmol / L

4
 

~
 

8 周
血糖、体重、骨密度、骨组织形态计量
学(骨小梁面积、厚度、数目及分离度)
4

 

~
 

8
 

weeks
Blood

 

glucose,
 

body
 

weight,
 

BMD,
 

bone
 

histomorphometry
 

(trabecular
 

bone
 

area,
 

thickness,
 

number
 

and
 

separation)

1 型[47]

Type
 

1[47]

雄性 SD 大鼠,8
周龄
Male

 

SD
 

rats,
 

8
 

weeks
 

old

0 周
0

 

week

单次腹腔注射
60

 

mg / kg
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

60
 

mg / kg

空腹血糖
 

>
 

11. 1
 

mmol / L
Fasting

 

blood
 

glucose>11. 1
 

mmol / L

3 周
葡萄糖、胰岛素、钙、磷

 

抗酒石酸性磷
酸酶 5b、组织蛋白酶 K、骨钙素、脱氧
吡啶啉、体重、骨重、骨密度、骨矿物质
含量、骨组织学分析
3

 

weeks
Glucose,

 

insulin,
 

Ca,
 

P,
 

TRACP-5b,
 

cathepsin
 

K,
 

OC,
 

deoxypyridinoline,
 

body
 

weight,
 

bone
 

weight,
 

BMD,
 

BMC,
 

bone
 

histological
 

analysis

2 型[50]

Type
 

2[50]

雄性 SD 大鼠,
(200

 

±
 

24)g
Male

 

SD
 

rats,
 

(200
 

±
 

24)
 

g

5 周,—
 

5
 

weeks,—

单次腹腔注射
35

 

mg / kg
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

35
 

mg / kg

链脲佐菌素注射 72
 

h 后随机血糖
≥16. 7

 

mmol / L
72

 

h
 

after
 

STZ
 

injection,
 

random
 

blood
 

glucose
 

≥
 

16. 7
 

mmol / L

4 周
体重、胆固醇、三酰甘油、空腹血糖、空
腹胰岛素、血钙、

 

血磷、
 

碱性磷酸酶、
骨钙素

 

、Ⅰ型胶原交联 C 末端肽,骨
密度、股骨病理学
4

 

weeks
Body

 

weight,
 

cholesterol,
 

triacylglycerol,
 

fasting
 

blood
 

glucose,
 

fasting
 

insulin,
 

blood
 

Ca,
 

P,
 

ALP,
 

OC,
 

type
 

I
 

collagen
 

cross-linked
 

C-terminal
 

peptide,
 

BMD,
 

femoral
 

pathology

2 型[51]

Type
 

2[51]

雄性 SD 大鼠,7
周 龄, ( 238

 

±
 

12)g
Male

 

SD
 

rats,
 

7
 

weeks
 

old,
 

(238
 

±
 

12)
 

g

4 周,—
4

 

weeks,—

单次腹腔注射
35

 

mg / kg
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

35
 

mg / kg

链脲佐菌素注射后 3
 

d,7
 

d,10
 

d,
14

 

d,21
 

d 连续 3 次空腹血糖
 

≥
 

16. 7
 

mmol / L
3

 

d,
 

7
 

d,
 

10
 

d,
 

14
 

d,
 

21
 

d
 

after
 

STZ
 

injection,
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

≥
 

16. 7
 

mmol / L
 

for
 

3
 

consecutive
 

times

4
 

~
 

8 周
饮水量、饮食量、尿量、体重、空腹血
糖、胰腺、股骨组织病理学、股骨影像
学
4

 

~
 

8
 

weeks
Water

 

intake,
 

food
 

intake,
 

urine
 

output,
body

 

weight, fasting
 

blood
 

glucose,
 

histopathology
 

of
 

pancreas
 

and
 

femur,
 

femoral
 

imaging

2 型[52]

Type
 

2[52]

雄性 SD 大鼠,7
~ 8 周龄,180 ~
190

 

g
Male

 

SD
 

rats,
 

7
~ 8

 

weeks
 

old,
 

180~ 190
 

g

4 周, 45% 脂
肪比
4

 

weeks, fat
 

ratio
 

45%

连续 2
 

d 腹腔
注射 35

 

mg / kg
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

35
 

mg / kg
 

for
 

two
 

consecutive
 

days

—

14 周
血糖、胰岛素、体重、骨特异性碱性磷
酸酶、

 

骨保护素、抗酒石酸酸性磷酸
酶 5b

 

、I 型胶原羧基端肽 β
 

特殊序列、
 

骨密度、骨体积 / 组织体积、骨小梁数
量、分离度和结构模型指数
14

 

weeks
Blood

 

glucose,
 

insulin,
 

body
 

weight,
 

BALP,
 

OPG,
 

TRACP-5b,
 

β-CTX,
 

BMD,
 

bone
 

volume / tissue
 

volume,
 

trabecular
 

number,
 

trabecular
 

separation
 

and
 

trabecular
 

structural
 

model
 

index
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续表1

类型
Type

动物
Animal

高脂高糖饮食
High-fat /

high-sugar
 

diet

链脲佐菌素
STZ

 

DM 成模标准
Molding

 

standard
 

of
 

DM
DOP 成模时间和指标选取

Modeling
 

time
 

and
 

index
 

selection
 

of
 

DOP

2 型[53]

Type
 

2[53]

雄性 SD 大鼠,4
周 龄, ( 100 ±
20)g
Male

 

SD
 

rats,
 

4
 

weeks
 

old,
 

(100
 

±
 

20)
 

g

5 周,—
5

 

weeks,—

单次腹腔注射
35

 

mg / kg
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

35
 

mg / kg

链脲佐菌素注射 1 周后,空腹血糖
≥11. 1

 

mmol / L
One

 

week
 

after
 

STZ
 

injection,
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

≥11. 1
 

mmol / L

6 周
胫骨病理学、影像学分析骨体积 / 组织
体积、骨小梁数量、厚度、分离度和结
构模型指数
6

 

weeks
Tibial

 

pathology,
 

imaging
 

analysis
 

of
 

bone
 

volume / tissue
 

volume,
 

trabecular
 

number,
 

trabecular
 

thickness,
 

trabecular
 

separation,
 

trabecular
 

structural
 

model
 

index

2 型[54-55]

Type
 

2[54-55]

雌性 Wistar 大
鼠,180 ~ 190

 

g
Female

 

Wistar
 

rats,
 

180 ~ 190
 

g

4 周, 45% 脂
肪比
4

 

weeks, fat
 

ratio
 

45%

连续 2
 

d 腹腔
注射 35

 

mg / kg
Intraperitoneal

 

injection
 

of
 

35
 

mg / kg
 

for
 

two
 

consecutive
 

days

链脲佐菌素注射 72
 

h 随机血糖≥
16. 7

 

mmol / L
72

 

h
 

after
 

STZ
 

injection,
 

random
 

blood
 

glucose
 

≥16. 7
 

mmol / L

12 周
体重、血糖、BMD、血清 ALP 和骨钙素、
股骨影像学病理学分析骨小梁
12

 

weeks
Body

 

weight,
 

blood
 

glucose,
 

BMD,
 

serum
 

ALP
 

and
 

osteocalcin,
 

femoral
 

imaging
 

pathological
 

analysis
 

of
 

trabecular
 

bone

2 型[56]

Type
 

2[56]

雄性 SD 大鼠,
180~ 230

 

g
Male

 

SD
 

rats,
 

180~ 230
 

g

4 周, 37% 千
卡脂肪
4

 

weeks,37%
 

kcal
 

fat

单次腹腔注射
35

 

mg / kg
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

35
 

mg / kg

链脲佐菌素注射 72
 

h 空腹血糖
 

≥
11. 1

 

mmol / L
72

 

h
 

after
 

STZ
 

injection,
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

≥
 

11. 1
 

mmol / L

8 周
血糖、葡萄糖耐量试验、胰岛素、体重、
骨密度、骨矿物质含量、血清骨钙素和
骨碱性磷酸酶、炎症因子、骨小梁骨体
积 / 组织体积、骨小梁数量、分离度和
结构模型指数
8

 

weeks
Blood

 

glucose,
 

OGTT,
 

insulin,
 

body
 

weight,
 

BMD,
 

BMC,
 

serum
 

osteocalcin
 

and
 

bone
 

ALP,
 

inflammatory
 

factors,
 

trabecular
 

bone
 

volume / tissue
 

volume,
 

trabecular
 

number,
 

trabecular
 

separation,
 

trabecular
 

structural
 

model
 

index

2 型[20]

Type
 

2[20]

Wistar 大 鼠,
(180

 

±
 

20)g
Wistar

 

rats,
 

(180
 

±
 

20)g

10 周,—
10

 

weeks,—

单次腹腔注射
20

 

mg / kg
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

20
 

mg / kg

链脲佐菌素注射 7
 

d 后空腹血糖
 

≥
 

12
 

mmol / L, IGF-1、 TRAP 与对
照组大鼠相比,有显著统计学差异
Seven

 

days
 

after
 

STZ
 

injection,
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

≥12
 

mmol / L,
 

compared
 

with
 

control
 

rats,
 

IGF-1
 

and
 

TRAP
 

have
 

significant
 

statistical
 

differences

12 周
空腹血糖、药时曲线下面积

 

、
 

血清骨
钙素、

 

胰岛素样生长因子- 1、骨保护
素 / 核因子

 

κB
 

受体活化因子配体、碱
性磷酸酶、抗酒石酸酸性磷酸酶、骨组
织影像学、生物力学、病理学
12

 

weeks
Fasting

 

blood
 

glucose,
 

AUC,
 

serum
 

OC,
 

IGF-1,
 

OPG / RANKL,
 

ALP,
 

TRAP,
 

bone
 

tissue
 

imaging,
 

biomechanics,
 

pathology

2 型[21-57]

Type
 

2[21-57]

雄性 Wistar 大
鼠,3 月龄, 210

 

~
 

260
 

g
Male

 

Wistar
 

rats,
 

3
 

months
 

old,
 

210
 

~
 

260
 

g

8 周,—
8

 

weeks,—

单次腹腔注射
30

 

mg / kg
A

 

single
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

30
 

mg / kg

链脲佐菌素注射 7
 

d 后血糖≥7. 8
 

mmol / L 且伴有胰岛素抵抗,继续
普通饮食喂养 20 周,骨密度小于
正常对照组大鼠平均骨密度 2. 5
个标准差
After

 

7
 

days
 

of
 

STZ
 

injection,
 

blood
 

glucose
 

was
 

≥
 

7. 8
 

mmol / L
 

and
 

accompanied
 

by
 

insulin
 

resistance.
 

After
 

20
 

weeks
 

of
 

normal
 

diet
 

feeding,
 

the
 

BMD
 

was
 

less
 

than
 

the
 

average
 

BMD
 

of
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

by
 

2. 5
 

standard
 

deviations.

12 周
大鼠空腹血糖、胰岛素、磷、碱性磷酸
酶、钙,胰岛素抵抗指数,骨密度
12

 

weeks
Fasting

 

blood
 

glucose,
 

insulin,
 

P,
 

ALP,
 

Ca,
 

insulin
 

resistance
 

index,
 

BMD

注:—:脂肪比不明。
Note.

 

—.
 

Fat
 

ratio
 

unknown.
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4　 小结

以上实验性研究充分证实,STZ 诱导建立 DOP
大鼠模型的方法与大鼠的性别,年龄,是否喂食高

糖高脂饲料以及高糖高脂饲料的配方、脂肪比、喂
养时间,STZ 的品牌、纯度、储存配制方式、给药途

径、给药剂量、给药次数、给药前是否禁食、禁食时

间长短等众多因素密切相关,成模标准、检测指标

多样,发病机制尚未完全阐明,国际上尚未有统一、
系统、规范的制备 DOP 模型的推荐剂量和标准。 因

此,需要我们根据研究目的、实验要求,通过预实验

来确定最佳条件,在实验过程中,严格要求,规范操

作,避免人为因素影响实验结果。 此外,此种方法

造模也存在骨组织病理改变、微结构损伤发生较

慢,不能很准确的还原其病理过程和发病机制等局

限,因此未来需要我们更加注重能够研究出模拟

DOP 的发病机制和过程,协同多基因和环境因素的

模型,更好的为 DOP 的防治研究提供基础。
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