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蛹虫草提取物对肾阳虚模型大鼠睾丸 CYP19 / CaM /
CaMKⅡ信号的影响

陈思源1,王思雨1,祁明媛2,李垄坡1,徐仪昕1,张　 婷1,姚紫研1,赵洪庆1∗

(1.湖南中医药大学,长沙　 410208;2.湖南炎帝生物工程有限公司,湖南
 

株洲　 412000)

　 　 【摘要】 　 目的　 明确蛹虫草提取物补肾阳的功效及潜在作用机理。 方法　 60 只 SD 大鼠分为正常组、模型

组、睾丸片组(0. 216
 

g / kg)、蛹虫草提取物高、中、低剂量组(0. 72、0. 36、0. 18
 

g / kg),每组 10 只。 除正常组外,其余

组均采用腺嘌呤(200
 

mg / kg)灌胃的方法建立肾阳虚大鼠模型,于造模第 15 天起开始给予受试药,连续 28
 

d。 采

用 ELISA 试剂盒检测大鼠血清促性腺激素释放激素(GnRH)、黄体生成素(LH)、睾酮(T)、雌二醇(E2)水平,HE 染

色观察肾、睾丸、附睾、精囊腺的组织形态,免疫组化和 Western
 

blot 法检测睾丸 CYP19、CaM、CaMKⅡ表达,RT-
qPCR 检测睾丸 CYP19

 

mRNA 表达。 结果 　 与正常组相比,模型组大鼠血清 GnRH、LH、T 水平均显著降低(P<
0. 05),肾、睾丸、附睾、精囊腺组织均有明显损伤,睾丸 CYP19 表达降低(P<0. 01)、CaM 和 CaMKⅡ表达显著增加

(P<0. 01),CYP19
 

mRNA 表达显著降低(P<0. 01);与模型组相比,蛹虫草提取物高剂量组 GnRH、LH、T 含量均升

高(P<0. 05),组织损伤缓解,睾丸 CYP19 表达增加(P<0. 05),CaM 和 CaMKⅡ降低(P<0. 05),CYP19
 

mRNA 水平

增加(P<0. 05)。 结论　 蛹虫草提取物通过调控 CYP19 / CaM / CaMKⅡ信号发挥补肾阳功效。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective　 To
 

clarify
 

the
 

efficacy
 

and
 

potential
 

mechanism
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

to
 

nourish
 

kidney
 

yang.
 

Methods　 SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

normal,
 

model,
 

testicular
 

tablet
 

(0. 216
 

g / kg),
 

and
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

high,
 

medium,
 

and
 

low
 

dose
 

groups
 

(0. 72,
 

0. 36
 

and
 

0. 18
 

g / kg,
 

respectively)
 

with
 

10
 

per
 

group.
 

Except
 

for
 

the
 

normal
 

group,
 

all
 

other
 

groups
 

were
 

administered
 

adenine
 

(200
 

mg / kg)
 

by
 

gavage
 

to
 

establish
 

a
 

kidney
 

yang
 

deficiency
 

rat
 

model.
 

Test
 

drug
 

administration
 

was
 

started
 

on
 

day
 

15
 

of
 

model
 

establishment
 

for
 

28
 

consecutive
 

days.
 

ELISA
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

rat
 

serum
 

gonadotropin
 

releasing
 

hormone
 

( GnRH),
 

luteinizing
 

hormone
 

( LH),
 

testosterone
 

( T)
 

and
 

estradiol
 

(E2)
 

levels.
 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

morphology
 

of
 

kidneys,
 

testes,
 

epididymis,
 

and
 

seminal
 

vesicle
 

glands.
 

Immunohistochemistry
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

CYP19,
 

CaM
 

and
 

CaMK Ⅱ
 

expression
 

in
 

testes.
 

CYP19
 

mRNA
 

expression
 

was
 

detected
 

in
 

testes
 

by
 

RT-qPCR.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 

serum
 

GnRH,
 

LH
 

and
 

T
 

levels
 

of
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

reduced
 

(P<0. 05),
 

kidney,
 

testis,
 

epididymis
 

and
 

seminal
 

vesicle
 

gland
 



tissues
 

were
 

all
 

significantly
 

damaged,
 

and
 

CYP19
 

expression
 

in
 

testes
 

was
 

reduced
 

(P<0. 01).
 

CaMKⅡ
 

expression
 

was
 

increased
 

significantly
 

(P<0. 01).
 

CYP19
 

mRNA
 

expression
 

was
 

decreased
 

significantly
 

(P<0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

GnRH,
 

LH
 

and
 

T
 

contents
 

in
 

the
 

high-dose
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

group
 

were
 

increased
 

(P< 0. 05),
 

tissue
 

damage
 

was
 

relieved,
 

CYP19
 

expression
 

in
 

testis
 

was
 

increased
 

(P<0. 05),
 

CaM
 

and
 

CaMKⅡ
 

were
 

decreased
 

(P<
0. 05),

 

and
 

the
 

CYP19
 

mRNA
 

level
 

was
 

increased
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

exerts
 

a
 

kidney
 

yang
 

effect
 

by
 

regulating
 

CYP19 / CaM / CaMKⅡ
 

signaling.
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CYP19
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 肾阳虚是临床最为常见的证型之一,由于患者

素体阳虚、年老肾亏、久病伤肾等因素引起肾阳气

衰竭,以腰膝酸软、畏寒肢冷、夜尿频多、精神萎靡、
性欲减退等为主要特征,严重影响患者的生活质

量。 西医针对单一症状进行治疗,存在副作用多、
依赖性、成瘾性及停药复发等缺点,中医药立足整

体,辨证论治,能够系统调节机体肾阳虚相关症状,
疗效独特,从天然产物中开发安全有效的补肾阳产

品,将具有重要的临床价值及广阔的市场前景。
蛹虫草又名北冬虫夏草、北虫草,为麦角菌科、

虫草属真菌,是由子实体与菌核组成的复合体,其
性平味甘,具有补肺益肾、止血化痰、延缓衰老的功

效[1] 。 现代药理研究表明,蛹虫草的活性成分主要

包括虫草素、虫草酸、甾醇类及虫草多糖,具有增强

免疫力、抗病毒、抗肿瘤、抗氧化、神经保护、性功能

保护等作用,因其与冬虫夏草具有类似的活性成分

与临床疗效,能够改善患者的肺肾气虚证及疲劳综

合征,补肾壮阳,且蛹虫草易于培育,成本相对较

低,近年来已逐渐成为冬虫夏草的替代品,应用广

泛,具有很强的开发价值[2-3] 。 然而,目前关于蛹虫

草的基础研究较少,其能否改善肾阳虚模型大鼠的

肾阳虚状态,相关机制如何,尚未有相关报道,需要

进一步的相关基础研究进行深入探讨。
芳香化酶基因 CYP19 是细胞色素 P450 超基因

家族中的重要成员,主要分布于中枢神经系统及卵

巢、睾丸等生殖系统相关组织中。 研究表明,CYP19
能够通过调控下游信号编码芳香化酶 P450arom 基

因,后者能够催化睾酮转化为雌激素,是雌激素体

内合成的关键酶和限速酶,与下丘脑-垂体-性腺

(hypothalamic-pituitary-gonadal
 

axis,
 

HPG)轴功能密

切相关[4-5] 。 钙调蛋白 / 钙调蛋白依赖的蛋白激酶

Ⅱ(calmodulin / calmodulin
 

kinase
 

Ⅱ,
 

CaM / CaMKⅡ)
是 CYP19 潜在的下游信号,能够调节 HPG 轴功能,
并与睾丸间质细胞的完整性密切相关[6] 。 本研究

拟建立肾阳虚大鼠模型,明确蛹虫草通过增加体内

CYP19 的表达,进而抑制 CaM / CaMKⅡ激活,从而

调控 HPG 轴发挥补肾阳功效的作用机理。 该机制

的证实将首次明确 CYP19 / CaM / CaMKⅡ信号介导

大鼠肾阳虚病理状态及蛹虫草的功效特点与潜在

机制,将为蛹虫草的开发应用提供重要理论支撑。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SD 大鼠 60 只,雄性,SPF 级,7 周龄,体重 200 ~
220

 

g,购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司

[ SCXK ( 湘 ) 2019-0004 ], 质 量 合 格 证 号

(430727201101573875),饲养于湖南中医药大学实

验动物中心[ SYXK(湘) 2019-0009]。 动物饲养室

温度(22±2)℃ ,湿度(60±5)%,12
 

h 明暗交替,适
应性喂养 3

 

d 后开始实验。 实验过程均符合实验动

物 3R 原则,经湖南中医药大学实验动物伦理委员

会审查通过(LLBH-202009140001)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 蛹虫草由湖南炎帝生物工程有限公司提供,将
蛹虫草粉末用 10 倍量水浸泡 30

 

min,提取两次,第
一次 100℃ 浸提 120

 

min,提取液过 200 目筛,药渣

继续加水浸提 60
 

min 后过 200 目筛,合并滤液,于
60 ~ 80℃减压浓缩至相对密度 1. 18 ~ 1. 25,冷冻干

燥 48
 

h 得蛹虫草提取物;睾丸片由江西泽众制药股

份有限公司生产,国药准字 H36022006,生产批号:
20200103,规格:36 片(每片 0. 2

 

g),人用剂量为 2. 4
 

g / d; 腺 嘌 呤 ( 北 京 索 莱 宝 科 技 公 司, 批 号:
20200514);大鼠促性腺激素释放激素(gonadotropin-
releasing

 

hormone,
 

GnRH)、黄体生成素( luteinizing
 

hormone,
 

LH )、 睾 酮 ( testosterone,
 

T )、 雌 二 醇

(estradiol,
 

E2)ELISA 试剂盒(江苏菲亚生物科技公

司,批号:FY3396-A、FY3676-A、FY3452-A、FY3450-
A);CYP19、CaM、CaMKⅡ一抗(英国 Abcam 公司,
批号:ab106168、 ab134901、 ab134041); β-tubulin 一

抗(美国 Proteintech 公司,批号:10094-1-AP);BCA
蛋白定量试剂盒、RIPA 组织裂解液、RNA 提取液

(武汉赛维尔生物科技公司,批号:G2026、G2002、
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G3013);DAB 试剂盒、荧光定量 PCR 试剂盒(武汉

博士德生物公司,批号:AR1022、MK1613)。
ME204 型万分之一精密天平购自瑞士梅特勒

托利多公司;OML-QPA 型生物组织切片机购自湖北

欧美莱科技公司;NP-B1 型全自动生物组织包埋机、
NP-P3 型组织摊烤片机购自孝感市诺普电子科技公

司;NanoDrop
 

One 超微量分光光度计、MK3 型全自

动酶标仪购自美国 Thermo 公司;Primo
 

Star 型光学

显微镜购自德国 Zeiss 公司;Gel
 

Doc
 

XR+ 型凝胶成

像分析仪、CFX 型荧光定量 PCR 仪购自美国 Bio-
Rad 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物处理

　 　 根据动物体重将 60 只大鼠随机分为正常组、模
型组、蛹虫草提取物高剂量组、蛹虫草提取物中剂

量组、蛹虫草提取物低剂量组、睾丸片组,每组 10
只。 除正常组外,其余组均采用腺嘌呤( 200

 

mg /
kg) 灌胃的方法建立肾阳虚大鼠模型[7-8] , 连续

42
 

d,正常组灌胃等体积蒸馏水。 从造模第 15 天起

开始给予受试药,依据《中药药理研究方法学(第 3
版)》中人与大鼠体表面积系数换算大鼠用药剂

量[9] ,蛹虫草提取物高、中、低剂量组给药剂量分别

为 0. 72、0. 36、0. 18
 

g / kg(临床等效 2、1、0. 5 倍剂

量),睾丸片组灌胃给予睾丸片水溶液,给药剂量为

0. 216
 

g / kg(临床等效剂量),正常组和模型组给予

等体积蒸馏水,灌胃体积均为 10
 

mL / kg,每天给药

1 次,连续 28
 

d。 末次给药后,检测大鼠在体功能指

标,完成后麻醉大鼠,剪开腹腔,游离腹主动脉进行

采血,解剖分离双肾、睾丸、附睾、精囊腺组织,万分

之一精密天平称重,保存于 4%多聚甲醛溶液中,其
中睾丸组织保存于特定睾丸组织固定液中,用于分

子生物学实验的睾丸组织置于液氮中冷冻保存。
1. 3. 2　 指标检测

　 　 (1)一般指标观察　 　
观察各组大鼠行为状态、毛发、二便、饮水饮

食、垫料潮湿等情况,称重,检测体温,并采用旷场

箱(80
 

cm×80
 

cm × 40
 

cm) 评价动物的自主活动情

况,旷场箱底部均匀划分为 25 个方格,动物从中心

放入,其自由活动 30
 

s 后记录 4
 

min 内水平跨格数

及垂直站立数的总和。
(2)脏器指数

将组织分离后于万分之一分析天平上称重,计
算脏器指数=脏器重量(mg) / 体重(g)。

(3)ELISA 实验

采血后将血液静置 1
 

h, 3000
 

r / min 离心 15
 

min,取上清液,得到血清样本。 采用 ELISA 试剂盒

检测大鼠血清 GnRH、LH、T、E2 水平,操作过程严格

按照试剂盒说明书进行。 根据标准曲线计算各组

样本中目的因子的含量。
(4)HE 染色

组织充分固定后,石蜡包埋,以 5
 

μm 厚度连续

切片,梯度乙醇脱水、浸蜡、水化、冲洗,采用苏木精
-伊红进行染色,完成后将切片固定,中性树脂封

片,显微镜下进行图像采集,观察各组大鼠肾、睾

丸、附睾、精囊腺的病理形态并进行拍照分析。
(5)免疫组化染色

 

　
 

取充分固定的睾丸组织,石蜡包埋,切片、脱

水、浸蜡、水化、冲洗,滴加山羊血清于 37℃ 封闭 30
 

min,按说明书对一抗进行稀释,采用稀释后的一抗

4℃孵育过夜;次日采用 PBS 缓冲液洗涤切片 3 次,
反应增强液孵育 10

 

min 后用二抗继续孵育 15
 

min;
洗涤 3 次,DAB 显色液显色 5

 

min 后用苏木精复染

15
 

s,脱水,透明,封片。 于显微镜下选取视野进行

拍摄,应用 Image
 

J 软件分析目的蛋白的积分光密度

(IOD)值。
(6)Western

 

blot 实验　 　
切取 100

 

mg 睾丸组织,加入 1
 

mL 组织裂解液

冰上充分匀浆,离心取上清液,检测上清液中总蛋

白含量。 制备分离胶和浓缩胶,将蛋白煮沸变性后

上样,上样量为 50
 

μg,80
 

V 恒压电泳,转膜,脱脂奶

粉封闭 2
 

h,加入按说明书稀释后的一抗,4℃孵育过

夜。 次日用 TBST 液洗涤条带 3 次,每次 15
 

min,加
入二抗继续孵育 4

 

h,洗涤条带 3 次,滴加混合显影

液,将条带置于凝胶成像仪中显影。 应用 Image
 

J 软

件分析条带灰度值,目的蛋白的相对表达量为目的

蛋白条带灰度值除以内参蛋白(β-tubulin)灰度值。
(7)RT-qPCR 实验

 

　
 

切取 100
 

mg 睾丸组织,按照 RNA 提取试剂盒

说明书提取组织总 RNA,以 mRNA 为模板,利用逆

转录酶将 RNA 逆转录成 cDNA,再以 cDNA 为模板

进行 PCR 扩增,反应体系为:95℃ 、10
 

min 预变性,
95℃ 、15

 

s 变性,60℃ 、30
 

s 退火延伸,40 个循环。
采用经典 2-ΔΔCT 法(Liva 法)根据内参基因 GAPDH
的表达分析目的基因 mRNA 的表达水平。 引物由

武汉赛维尔公司合成,其中 CYP19 引物序列( NM_
017085. 2 ): 上 游 5 ’-GCTGGACACTTCTAACAC

 

GCTCTT-3 ’, 下 游 5 ’-CTCCTTTGTCAGGTCTCC
 

ACGT-3’,片段长度 298
 

bp;GAPDH 引物序列(NM_
017008. 4 ): 上 游 5 ’-CTGGAGAAACCTGCCAA

 

GTATG-3’,下游 5’-GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT-
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3’,片段长度 138
 

bp。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

19. 0 软件进行数据分析。 本研究实

验数据均以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,采用单因素

方差分析,多重比较方差齐时用 LSD 检验法,方差

不齐时用 Tambane’s
 

T 检验法,P<0. 05 为差异有显

著性。

2　 结果

2. 1　 蛹虫草提取物对模型大鼠一般指标的影响

　 　 正常组大鼠行为活动、饮水摄食均正常,有明

显的探索欲,毛色光亮整洁,垫料较干净,大便成

形;模型组大鼠外形消瘦,垫料明显潮湿,大便稀薄

不成形,体温降低(P<0. 01),自主活动次数显著减

少(P<0. 01);蛹虫草提取物组大鼠行为活动较正

常,毛色亮洁,垫料较脏,潮湿程度一般,大便基本

成形,高剂量组体温升高(P<0. 05),自主活动次数

增加(P<0. 05)。 见表 1。
2. 2　 蛹虫草提取物对模型大鼠脏器指数的影响

　 　 与正常组相比,模型组大鼠肾脏指数、睾丸指

数显著增加(P<0. 01),精囊腺指数降低(P<0. 01);
与模型组相比,蛹虫草提取物高剂量组肾脏指数与

睾丸指数显著降低(P<0. 05),精囊腺指数增加(P<

0. 05),同时,中剂量组与低剂量组肾脏指数均显著

降低(P<0. 05)。 见表 2。
2. 3　 蛹虫草提取物对模型大鼠血清因子水平的

影响

　 　 与正常组相比,模型组血清 GnRH、LH、T 含量

均显著降低(P<0. 01),E2 含量无显著变化;与模型

组相比,蛹虫草提取物高剂量组 GnRH、LH、T 含量

均升高(P< 0. 05),睾丸片组仅睾酮含量显著升高

(P<0. 01)。 见表 3。
2. 4　 蛹虫草提取物对模型大鼠组织病理形态的

影响

　 　 正常组大鼠肾组织肾小球形状规则,轮廓清

晰,未观察到炎性细胞的浸润;睾丸生精小管基膜

完整且厚,基膜内可见排列整齐、致密且结构正常

的生精细胞及支持细胞,生精小管管腔内可见大量

精子;附睾管腔结构清晰,管壁细胞排列紧密整齐,
管壁较厚;精囊腺腺腔内有许多皱襞,表面为假复

层柱状上皮,内含有丰富的分泌颗粒、脂肪滴及脂

褐素;模型组肾小球体积增大,基底膜明显扩张,通
透性增加,伴有大量炎性细胞的浸润,部分大鼠可

见明显的腺嘌呤代谢物结晶累积;睾丸生精小管基

膜变薄,基膜内生精细胞排列紊乱,数量减少,生精

小管腔内间隙增大,精子数量减少;附睾部分管腔

表 1　 蛹虫草提取物对模型大鼠体重、体温及自主活动次数的影响
 

(n= 10)
Table

 

1　 Effects
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

on
 

body
 

weight,
 

body
 

temperature
 

and
 

the
 

number
 

of
 

voluntary
 

activities
 

in
 

model
 

rats
组别

Groups
剂量(g / kg)

Dose
体重(g)
Weight

体温(℃ )
Body

 

temperature
自主活动次数(次)
Number

 

of
 

activities
正常组

 

Normal
 

group / 444. 21±22. 92 37. 63±0. 14 67. 56±26. 80
模型组

 

Model
 

group / 309. 55±27. 11∗∗ 37. 33±0. 20∗∗ 36. 22±11. 69∗∗

睾丸片组 Testicular
 

tablet
 

group 0. 216 334. 29±12. 93# 37. 46±0. 18 54. 57±20. 16#

0. 720 347. 57±21. 18## 37. 53±0. 21# 62. 57±37. 32#

蛹虫草提取物组
Cordyceps

 

militaris
 

extract
 

group 0. 360 338. 18±32. 85# 37. 40±0. 27 45. 32±15. 24
0. 180 328. 01±26. 29 37. 42±0. 17

 

39. 33±11. 05
注:与正常组相比,

 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

表 2　 蛹虫草提取物对模型大鼠脏器指数的影响
 

(mg / g,
 

n= 10)
Table

 

2　 Effects
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

on
 

the
 

organ
 

index
 

of
 

model
 

rats
组别

Groups
剂量(g / kg)

Dose
肾脏指数

Kidney
 

index
睾丸指数

Testis
 

index
附睾指数

Epididymal
 

index
精囊腺指数

Seminal
 

vesicle
 

index

正常组
 

Normal
 

group / 6. 62±0. 55 8. 14±0. 68 2. 89±0. 25 3. 12±0. 55
模型组

 

Model
 

group / 35. 22±4. 26∗∗ 9. 84±0. 59∗∗ 2. 98±0. 29 1. 81±0. 83∗∗

睾丸片组 Testicular
 

tablet
 

group 0. 216 26. 54±4. 91## 9. 19±0. 77# 3. 10±0. 35 2. 54±0. 65#

0. 720 24. 99±3. 94## 9. 18±0. 63# 3. 07±0. 35 2. 68±0. 68#

蛹虫草提取物
Cordyceps

 

militaris
 

extract
 

group 0. 360 27. 95±5. 75# 9. 27±0. 91 3. 14±0. 31 2. 42±0. 51
0. 180 29. 76±5. 71# 9. 28±0. 49 3. 23±0. 32 2. 02±0. 72

注:与正常组相比,
 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,

 #P<0. 05,
 ##P<0. 01。

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.
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拉伸变形,管壁变薄,部分管壁破裂,偶可见碎片,
管腔内精子数量下降;精囊腺腺腔皱襞萎缩变薄,
通透性增加,内含物丰度减少。 经药物治疗后,各
脏器损伤有不同程度的缓解,以蛹虫草提取物高剂

量组效果最佳。 见图 1。
2. 5　 蛹虫草提取物对模型大鼠睾丸 CYP19、CaM、
CaMK

 

Ⅱ阳性表达的影响

　 　 与正常组相比,模型组睾丸组织 CYP19 平均

光密度值显著下降(P< 0. 01)
 

,CaM、CaMK
 

Ⅱ显

著增加(P<0. 01) ;与模型组相比,蛹虫草提取物

高剂量组 CYP19 平均光密度值升高(P< 0. 01) ,
CaM、CaMK

 

Ⅱ降低(P< 0. 01) ,中剂量组 CYP19
表达增加(P<0. 05) ,CaM 降低(P<0. 01) 。 见图

2、表 4。

2. 6 　 蛹虫草提取物对模型大鼠睾丸 CYP19、
CaM、CaMK

 

Ⅱ蛋白表达的影响

　 　 与正常组相比,模型组大鼠睾丸 CYP19 蛋白表

达显著降低(P<0. 01),CaM、CaMK
 

Ⅱ显著增加(P<
0. 01);经睾丸片或高剂量蛹虫草提取物干预治疗后,
模型大鼠 CYP19、CaM、CaMK

 

Ⅱ蛋白表达均得到有效

逆转(P<0. 01、P<0. 05),中剂量组对 CYP19、CaMK
 

Ⅱ
表达也有显著作用(P<0. 05)。 见图 3、表 5。
2. 7　 蛹虫草提取物对模型大鼠睾丸 CYP19

 

mRNA
表达的影响

　 　 与正常组相比,模型组睾丸 CYP19
 

mRNA 表达

显著降低(P<0. 01)
 

;与模型组相比,睾丸片组和蛹

虫草提取物高剂量组 CYP19
 

mRNA 水平显著升高

(P<0. 05)。 见表 6。

表 3　 蛹虫草提取物对模型大鼠血清因子的影响
 

(n= 6)
Table

 

3　 Effects
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

on
 

serum
 

factors
 

in
 

model
 

rats

组别
Groups

剂量(g / kg)
Dose GnRH(mIU / mL) LH(mIU / mL) T(pg / mL) E2(pg / mL)

正常组
 

Normal
 

group / 70. 62±5. 78 27. 57±2. 36 40. 14±6. 48 50. 30±8. 67

模型组
 

Model
 

group / 53. 54±4. 12∗∗ 23. 21±2. 85∗ 28. 08±2. 44∗∗ 61. 41±10. 20

睾丸片组 Testicular
 

tablet
 

group 0. 216 61. 14±10. 19 24. 83±2. 51 36. 18±4. 20## 57. 69±3. 07

0. 720 67. 20±5. 41# 26. 42±1. 13# 32. 55±4. 46# 51. 73±8. 81
蛹虫草提取物

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

group 0. 360 59. 79±7. 24 24. 64±5. 89 29. 33±2. 20 54. 85±7. 30

0. 180 53. 74±9. 28 23. 56±3. 40 28. 46±5. 16 53. 67±9. 13

注:与正常组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
  ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

注:A:正常组;B:模型组;C:睾丸片组;D:蛹虫草提取物高剂量组;E:蛹虫草提取物中剂量组;F:蛹虫草提取物低剂量组。

图 1　 蛹虫草提取物对模型大鼠组织形态的影响
 

(HE 染色)
Note.

 

A,
 

Normal
 

group.
 

B,
 

Model
 

group.
 

C,
 

Testicular
 

tablet
 

group.
 

D,
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

high-dose
 

group.
 

E,
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

medium-dose
 

group.
 

F.
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

low-dose
 

group.
 

Figure
 

1　 Effects
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

on
 

the
 

tissue
 

morphology
 

of
 

model
 

rats
 

(HE
 

staining)
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注:A:正常组;B:模型组;C:睾丸片组;D:蛹虫草提取物高剂量组;E:蛹虫草提取物中剂量组;F:蛹虫草提取物低剂量组。

图 2　 各组大鼠睾丸 CYP19、CaM、CaMKⅡ阳性表达情况
 

(免疫组化)
Note.

 

A,
 

Normal
 

group.
 

B,
 

Model
 

group.
 

C,
 

Testicular
 

tablet
 

group.
 

D,
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

high-dose
 

group.
 

E,
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

medium-dose
 

group.
 

F.
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

low-dose
 

group.
 

Figure
 

2　 The
 

positive
 

expression
 

of
 

CYP19,
 

CaM
 

and
 

CaMKⅡ
 

in
 

testis
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

(immunohistochemistry)

表 4　 蛹虫草提取物对模型大鼠睾丸 CYP19、CaM、CaMKⅡ平均光密度值的影响
 

(n= 4)
Table

 

4　 Effects
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

on
 

the
 

average
 

optical
 

density
 

of
 

CYP19,
 

CaM
 

and
 

CaMKⅡ
 

in
 

the
 

testis
 

of
 

model
 

rats
组别 Groups 剂量(g / kg)Dose CYP19 CaM CaMKⅡ

正常组
 

Normal
 

group / 0. 268±0. 049 0. 099±0. 012 0. 165±0. 017
模型组

 

Model
 

group / 0. 198±0. 019∗∗ 0. 208±0. 060∗∗ 0. 252±0. 023∗∗

睾丸片组 Testicular
 

tablet
 

group 0. 216 0. 222±0. 007# 0. 147±0. 029# 0. 183±0. 011##

0. 720 0. 241±0. 015## 0. 130±0. 011## 0. 200±0. 021##

蛹虫草提取物
Cordyceps

 

militaris
 

extract
 

group 0. 360 0. 233±0. 023# 0. 135±0. 023## 0. 222±0. 031
0. 180 0. 219±0. 015 0. 161±0. 030 0. 228±0. 051

注:与正常组相比,
 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,

 #P<0. 05,
 ##P<0. 01。

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

表 5　 蛹虫草提取物对模型大鼠睾丸 CYP19、CaM、CaMKⅡ表达的影响
 

(n= 4)
Table

 

5　 Effects
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

CYP19,
 

CaM
 

and
 

CaMKⅡ
 

in
 

the
 

testis
 

of
 

model
 

rats
组别 Groups 剂量(g / kg)Dose CYP19 CaM CaMKⅡ

正常组 Normal
 

group / 0. 572±0. 096 0. 132±0. 067 0. 213±0. 031
模型组

 

Model
 

group / 0. 256±0. 074∗∗ 0. 330±0. 053∗∗ 0. 542±0. 057∗∗

睾丸片组 Testicular
 

tablet
 

group 0. 216 0. 455±0. 114# 0. 220±0. 027# 0. 261±0. 032##

0. 720 0. 592±0. 103## 0. 198±0. 051## 0. 278±0. 045##

蛹虫草提取物
Cordyceps

 

militaris
 

extract
 

group 0. 360 0. 487±0. 095# 0. 294±0. 068 0. 337±0. 068#

0. 180 0. 415±0. 080 0. 286±0. 033 0. 352±0. 057
注:与正常组相比,

 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

注:A:正常组;B:模型组;C:睾丸片组;D:蛹虫草提取物高剂量

组;E:蛹虫草提取物中剂量组;F:蛹虫草提取物低剂量组。

图 3　 各组大鼠睾丸 CYP19、CaM、CaMK
 

Ⅱ蛋白电泳图

Note.
 

A,
 

Normal
 

group.
 

B,
 

Model
 

group.
 

C,
 

Testicular
 

tablet
 

group.
 

D,
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

high-dose
 

group.
 

E,
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

medium-dose
 

group.
 

F.
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

low-dose
 

group.
 

Figure
 

3　 Electrophoresis
 

of
 

CYP19,
 

CaM
 

and
 

CaMKⅡ
 

proteins
 

in
 

testis
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

表 6　 蛹虫草提取物对模型大鼠睾丸
CYP19

 

mRNA 表达的影响
 

(n= 4)
Table

 

6　 Effects
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

extract
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

CYP19
 

mRNA
 

in
 

the
 

testis
 

of
 

model
 

rats
组别

 

Groups
剂量(g / kg)

Dose CYP19

正常组
 

Normal
 

group / 1. 000±0. 048
模型组

 

Model
 

group / 0. 466±0. 105∗∗

睾丸片组
 

Testicular
 

tablet
 

group 0. 216 0. 773±0. 141#

蛹虫草提取物
Cordyceps

 

militaris
 

extract
 

group

0. 720 0. 827±0. 307#

0. 360 0. 739±0. 131
0. 180 0. 530±0. 161

注:与正常组相比,
 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05.
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3　 讨论

　 　 《中华本草》中记载,虫草入肺肾二经,既能滋

肺阴,又能补肾阳,主治肾虚,阳痿遗精,腰膝酸痛,
病后虚弱等。 现代药理研究证实,蛹虫草具有肾保

护作用。 Sun 等[10] 研究表明,蛹虫草通过影响 Toll
样受体 4 / 核因子 κB ( toll-like

 

receptor
 

4 / nuclear
 

factor
 

κB,
 

TLR4 / NF-κB)氧化还原信号通路改善慢

性肾疾病;Cai 等[11] 发现蛹虫草通过调控沉默信息

调节因子 1(silent
 

information
 

regulator
 

1,
 

SIRT1)介

导的自噬改善大鼠肾性高血压损伤和肾纤维化;李
冰等[12]研究发现蛹虫草提取物能够同时发挥降血

糖和肾保护作用,减缓糖尿病大鼠肾病程进展;此
外,蛹虫草对慢性肾衰、肾小球肾炎、肺肾气虚证等

病证也有一定的治疗作用[13-15] 。 蛹虫草肾保护作

用主要与虫草素以及多糖类成分有关。 Kopalli
等[16]明确来源于药用真菌蛹虫草的虫草素能够减

轻自然衰老大鼠体内炎症介导的肾和睾丸组织损

伤;虫草素还具有补肾益精、改善性功能的功效[17] ,
蛹虫草多糖则是蛹虫草治疗糖尿病肾病的主要有

效成分[18] 。 然而,目前关于蛹虫草对肾阳虚模型动

物的研究仅限于小鼠的在体功能及组织病理变

化[19] ,未涉及相关机制,对于蛹虫草的开发有一定

局限。 本研究旨在建立肾阳虚大鼠模型,通过予以

不同剂量的蛹虫草提取物干预,研究其补肾阳的功

效及潜在作用机理。
肾阳虚病理模型主要包括大剂量激素造模、化

学药物诱导损伤、手术造模、自然衰老等,其中应用

最广泛的是激素造模中的氢化可的松致肾阳虚模

型及药物造模中的腺嘌呤致肾阳虚模型,且两者原

理均是通过影响机体内分泌轴的功能而引起肾阳

虚症状[20-21] 。 腺嘌呤是核酸的主要组成成分之一,
当机体摄入大剂量腺嘌呤时,在酶的作用下转变成

极难溶解于水的 2,8 -二羟基腺嘌呤,沉积于肾小

管,导致肾功能低下,同时其具有毒性作用,使肾组

织中与糖、脂肪、蛋白质代谢有关的多种酶活性受

到抑制,影响肾组织的能量代谢[22] 。 经文献调研及

前期预实验摸索,本研究采用 200
 

mg / kg 剂量的腺

嘌呤造模,发现大鼠外形消瘦、皮毛无光泽、活动减

少、体温降低、尿量明显增多、大便稀溏,表现出典

型的肾阳虚症状,模型建立成功。
HPG 轴是机体三大功能轴之一,主要负责调控

机体生殖功能。 中医认为肾主生殖,肾与生殖系统

功能关系密切,肾虚与 HPG 轴功能异常亦密切相

关[23] 。 HPG 轴通过下丘脑分泌 GnRH,作用于垂体

释放促卵泡生成素
 

( follicle-stimulating
 

hormone,
 

FSH)
 

、LH,该类激素的合成分泌又进一步作用于性

腺组织,调节睾酮、雌二醇等性激素的分泌并反馈

于下丘脑,从而调节机体生殖功能[24] 。 肾阳虚通常

伴随着生殖功能的衰退,性激素分泌紊乱,在雄性

中主要表现为睾酮分泌不足。 本研究发现,模型大

鼠体内 GnRH、LH、睾酮含量均显著下降,雌二醇含

量有上升趋势,同时肾、睾丸、附睾、精囊腺等与生

殖相关的组织均存在明显损伤,而蛹虫草提取物能

够上调 HPG 轴相关激素的水平,恢复 HPG 轴功能,
缓解生殖组织的损伤状态。

CYP19 是细胞色素 P450 超基因家族中 19 号

家族的唯一成员,负责编码芳香化酶 P450arom 基

因,后者与性腺激素的合成分泌密切相关。 一方

面,CYP 敲除的雄性小鼠不能产生雌激素,导致生

精细胞发育受阻,精子数量及活性明显降低,小鼠

生殖功能低下甚至完全不育[25] ;另一方面,睾丸组

织 CYP19 的过表达会导致雌激素产生过多,也可引

起不育[26] 。 CYP19 基因主要通过 cAMP 依赖性蛋

白激酶信号在转录水平进行调节,对于维持雌雄激

素间的平衡、保证机体的正常生理功能具有重要意

义[27] 。 CaM / CaMKⅡ信号通路是 cAMP 依赖性蛋

白激酶信号传导系统的重要组成部分。 CaM 是一

种钙结合蛋白,静息态下无生物活性,在胞内 Ca2+增

加时,CaM 会结合形成 Ca2+ / CaM 复合物,并通过激

活其特异性激酶 CaMK Ⅱ发挥生物学活性[28-29] 。
CaM 与垂体-靶腺轴的分泌功能密切相关,可以作

用于 HPG 轴的不同环节、不同层次,并通过不同的

途径对其进行着复杂而精细的调节作用。 研究表

明,CaM 表达增加可以通过线粒体途径引起睾丸细

胞凋亡,抑制 CaMKⅡ能够缓解内质网应激和氧化

损伤,提高睾丸间质细胞的完整性[30] 。 本研究发

现,模型大鼠睾丸组织 CYP19
 

mRNA 和蛋白表达均

显著降低,CaM、CaMKⅡ表达显著增加,证实 CYP19
通过 CaM / CaMKⅡ信号通路介导大鼠生殖损伤,而
蛹虫草提取物则能明显逆转该趋势。

综上,蛹虫草提取物能够调节 HPG 轴功能,缓
解肾、睾丸等组织损伤,发挥补肾阳功效,其机制可

能与调控 CYP19 / CaM / CaMKⅡ信号有关。 本研究

首次阐明蛹虫草补肾阳的潜在机理,有助于进一步

开发应用,下一步继续挖掘其功效作用及潜在靶点。

7中国比较医学杂志 2023 年 1 月第 33 卷第 1 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

1



参考文献:

[ 1 ]　 魏景超.
 

真菌鉴定手册
 

[ M].
 

上海:
 

上海科学技术出版

社;
 

1979.
[ 2 ] 　 李陈雪,

 

刘雅芳.
 

蛹虫草的化学成分与药理作用研究进展
 

[J] .
 

化学工程师,
 

2019,
 

33(10):
 

55-57.
[ 3 ] 　 左锦辉,

 

贡晓燕,
 

董银卯,
 

等.
 

蛹虫草的活性成分和药理作

用及其应用研究进展
 

[ J] .
 

食品科学,
 

2018,
 

39( 21):
 

330
-339.

[ 4 ] 　 Ke
 

Y,
 

Yang
 

LY,
 

Zhu
 

L,
 

et
 

al.
 

The
 

association
 

between
 

CYP19
 

polymorphism
 

and
 

endometriosis
 

risk:
 

a
 

system
 

review
 

and
 

meta-
analysis

 

[ J] .
 

Eur
 

J
 

Obstet
 

Gynecol
 

Reprod
 

Biol,
 

2016,
 

199
(4):

 

42-48.
[ 5 ] 　 Lardone

 

MC,
 

Argandoña
 

F,
 

Fl􀆩rez
 

M,
 

et
 

al.
 

Overexpression
 

of
 

CYP19A1
 

aromatase
 

in
 

Leydig
 

cells
 

is
 

associated
 

with
 

steroidogenic
 

dysfunction
 

in
 

subjects
 

with
 

Sertoli
 

cell-only
 

syndrome
 

[J] .
 

Andrology,
 

2017,
 

5(1):
 

41-48.
[ 6 ] 　 段鹏,

 

韩慧蓉,
 

房春燕,
 

等.
 

二甲双胍对大鼠垂体-性腺轴钙

调蛋白 mRNA 表达的影响
 

[ J] .
 

中国药理学通报,
 

2007,
 

23
(4):

 

521-523.
[ 7 ] 　 张希,

 

廖宇娇,
 

杨卓,
 

等.
 

覆盆子盐制前后对肾阳虚多尿大

鼠肾脏改善作用研究
 

[J] .
 

中华中医药学刊,
 

2021,
 

39(2):
 

140-142.
[ 8 ] 　 鞠成国,

 

李媛媛,
 

王巍,
 

等.
 

仙茅不同炮制品对腺嘌呤致肾

阳虚大鼠的作用机制分析
 

[ J] .
 

中国实验方剂学杂志,
 

2020,
 

26(16):
 

101-107.
[ 9 ] 　 陈奇.

 

中药药理研究方法学(第 3 版)
 

[M].
 

北京:
 

人民卫生

出版社;
 

2011.
[10] 　 Sun

 

T,
 

Dong
 

W,
 

Jiang
 

G,
 

et
 

al.
 

Cordyceps
 

militaris
 

improves
 

chronic
 

kidney
 

disease
 

by
 

affecting
 

TLR4 / NF-κB
 

redox
 

signaling
 

pathway
 

[J] .
 

Oxid
 

Med
 

Cell
 

Longev,
 

2019,
 

31(3):
 

7850863.
[11] 　 Cai

 

Y,
 

Feng
 

Z,
 

Jia
 

Q,
 

et
 

al.
 

Cordyceps
 

cicadae
 

ameliorates
 

renal
 

hypertensive
 

injury
 

and
 

fibrosis
 

through
 

the
 

regulation
 

of
 

SIRT1-
mediated

 

autophagy
 

[ J ] .
 

Front
 

Pharmacol,
 

2022,
 

12
(10):

 

801094.
[12] 　 李冰,

 

王静凤,
 

杨延村,
 

等.
 

蛹虫草对糖尿病大鼠肾脏病程

发展的抑制作用
 

[J] .
 

食品科学,
 

2011,
 

32(15):
 

255-259.
[13] 　 冯云.

 

蛹虫草抗慢性肾衰有效成分及其分离方法的研究
 

[D].
 

长春:
 

吉林大学,
 

2005.
[14] 　 杨楠.

 

蛹虫草提取物对大鼠系膜增生型肾小球肾炎模型的防

治作用
 

[D].
 

武汉:
 

华中科技大学,
 

2009.
[15] 　 朱铁珍,

 

张英平,
 

朱铁英.
 

蛹虫草菌粉胶囊治疗慢性气管炎

(肺肾气虚证) 30 例
 

[ J] .
 

中国中医药信息杂志,
 

2006,
 

13
(5):

 

64-65.

[16] 　 Kopalli
 

SR,
 

Cha
 

KM,
 

Cho
 

JY,
 

et
 

al.
 

Cordycepin
 

from
 

medicinal
 

fungi
 

Cordyceps
 

militaris
 

mitigates
 

inflammaging-associated
 

testicular
 

damage
 

via
 

regulating
 

NF-κB / MAPKs
 

signaling
 

in
 

naturally
 

aged
 

rats
 

[J] .
 

Mycobiology,
 

2022,
 

50(1):
 

89-98.
[17] 　 Chen

 

YY,
 

Chen
 

CH,
 

Lin
 

WC,
 

et
 

al.
 

The
 

role
 

of
 

autophagy
 

in
 

anti-cancer
 

and
 

health
 

promoting
 

effects
 

of
 

cordycepin
 

[ J ] .
 

Molecules,
 

2021,
 

26(16):
 

4954.
[18] 　 陈丹丹.

 

基于 JAK / STAT 通路调控足细胞自噬探讨蛹虫草多

糖防治糖尿病肾病的作用
 

[ D ].
 

广州:
 

广州中医药大

学,
 

2019.
[19] 　 陈育,

 

魏巍,
 

许晓燕,
 

等.
 

蛹虫草对腺嘌呤致肾阳虚证小鼠

影响的实验研究
 

[J] .
 

四川动物,
 

2015,
 

34(4):
 

594-598.
[20] 　 戴冰,

 

张嘉妮,
 

杨梦琳,
 

等.
 

氢化可的松致肾虚证小鼠模型

的建立及相关指标的评价
 

[ J] .
 

中国实验动物学报,
 

2017,
 

25(1):
 

70-73.
[21] 　 陈颖颖,

 

罗静,
 

徐愿,
 

等.
 

肾阳虚动物模型造模方法评价及

进展
 

[J] .
 

中华中医药学刊,
 

2018,
 

36(11):
 

2697-2700.
[22] 　 张子怡,

 

陈宝军,
 

张庆,
 

等.
 

肾阳虚证动物模型的造模方法

与评价指标
 

[J] .
 

福建中医药,
 

2014,
 

45(2):
 

61-63.
[23] 　 张嘉妮.

 

从 HPG 轴角度探讨六味地黄汤及其“补泻”药对的

补肾作用机制和药效成分
 

[ D ].
 

长沙:
 

湖南中医药大

学,
 

2017.
[24] 　 王启新,

 

陈则华,
 

罗琥捷,
 

等.
 

肉苁蓉不同提取部位改善肾

阳虚大鼠性能力的影响
 

[ J] .
 

中国实验方剂学杂志,
 

2018,
 

24(22):
 

95-101.
[25] 　 南亚昀,

 

王宗仁,
 

卢兹凡,
 

等.
 

菟丝子提取物对肾阳虚大鼠

睾丸 P450arom、CYP19 表达及性激素和精子的影响
 

[ J] .
 

辽

宁中医药大学学报,
 

2012,
 

14(2):
 

20-25.
[26] 　 Carpino

 

A,
 

Rago
 

V,
 

Carani
 

C,
 

et
 

al.
 

Detection
 

of
 

aromataseand
 

estrogen
 

receptors
 

inhuman
 

Leydig
 

cell
 

tumor
 

[ J ] .
 

Eur
 

J
 

Endocrinol,
 

2007,
 

157(2):
 

239-244.
[27] 　 王慧,

 

李霞,
 

张育辉.
 

CYP19 基因表达与芳香化酶活性调控

因子的研究进展
 

[ J] .
 

中国组织化学与细胞化学杂志,
 

2010,
 

19(3):
 

304-308.
[28] 　 高震,

 

陈婉莹,
 

张萌,
 

等.
 

葛根素对氧糖剥夺细胞模型 CaM、
CaMKⅡ、MECP2、BDNF 及 Akt 表达的影响

 

[J] .
 

西安交通大

学学报(医学版),
 

2019,
 

40(1):
 

153-157.
[29] 　 Akizuki

 

K,
 

Ono
 

A,
 

Xue
 

H,
 

et
 

al.
 

Biochemical
 

characterization
 

of
 

four
 

splice
 

variants
 

of
 

mouse
 

Ca2+ / calmodulin-dependent
 

protein
 

kinase
 

I
 

[J] .
 

J
 

Biochem,
 

2021,
 

169(4):
 

445-458.
[30] 　 吴震,

 

朱文祥,
 

刘洪茂,
 

等.
 

热应激对睾丸钙 / 钙调蛋白依赖

性蛋白激酶Ⅱ表达的影响
 

[ J] .
 

安徽医科大学学报,
 

2019,
 

54(12):
 

1938-1942.
〔收稿日期〕2022-02-28

8 中国比较医学杂志 2023 年 1 月第 33 卷第 1 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

1



2023 年 1 月

第 33 卷　 第 1 期
中国比较医学杂志

CHINESE
 

JOURNAL
 

OF
 

COMPARATIVE
 

MEDICINE
January,

 

2023
Vol.

 

33　 No.
 

1

张慧宇,白振军,李亮,等. 雷公藤甲素通过抑制 NogoA / RhoA / ROCK 信号通路减轻氧糖剥夺 / 复糖复氧所致的 SH-SY5Y 细胞

损伤
 

[J]. 中国比较医学杂志,
 

2023,
 

33(1):
 

9-15.
 

Zhang
 

HY,
 

Bai
 

ZJ,
 

Li
 

L,
 

et
 

al.
 

Triptolide
 

attenuates
 

oxygen
 

glucose
 

deprivation / reoxygenation-induced
 

SH-SY5Y
 

cell
 

injury
 

by
 

inhibiting
 

the
 

NogoA / RhoA / ROCK
 

signaling
 

pathway
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

2023,
 

33(1):
 

9-15.
 

doi:
 

10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2023. 01. 002

[基金项目]山西省基础研究计划项目(20210302123478,20210302123476);基于炎性反应的重大疾病创新药物山西省重点实验室开放

课题(2021sxcxyw12);国家中医药管理局多发性硬化益气活血重点研究室开放课题(2021-KF-04T)。
[作者简介]张慧宇(1979—),男,副教授,研究方向:中医药防治神经变性疾病。 E-mail:

 

snowstom12@ 163. com

雷公藤甲素通过抑制 NogoA / RhoA / ROCK 信号通路
减轻氧糖剥夺 / 复糖复氧所致的 SH-SY5Y 细胞损伤

张慧宇1∗,白振军1,李　 亮1,张金锋1,解佳伟1,邓　 亮1,孟　 燕1,郭敏芳2

(1.山西大同大学中医药健康服务学院,山西
 

大同　 037009;2.山西大同大学医学院,山西
 

大同　 037009)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于 Nogo-A / RhoA / ROCK 信号通路探讨雷公藤甲素减轻氧糖剥夺 / 复糖复氧( OGD / R)诱导

的 SH-SY5Y 细胞损伤的机制。 方法　 CCK8 法检测不同浓度雷公藤甲素对正常 SH-SY5Y 细胞活性的影响以筛选

最佳的药物作用浓度;然后将 SH-SY5Y 细胞分为 4 组:正常对照组、模型组、雷公藤甲素(1
 

nmol / L)干预组、Rho 激

酶抑制剂法舒地尔(15
 

μg / mL)干预组。 CCK8 法检测 SH-SY5Y 细胞活性;JC-1 试剂盒评估线粒体膜电位;免疫荧

光染色检测 NogoA、ROCK2 和 GAP43 的表达;Western
 

blot 法检测 GAP43、PSD95、NogoA、NgR、RhoA 和 ROCK2 的表

达。 结果　 CCK8 结果显示,雷公藤甲素的最适作用浓度为 1
 

nmol / L。 与正常对照组比较,模型组细胞活性降低(P
<0. 001);线粒体膜电位下调(P<0. 001);GAP43 和 PSD95 表达降低(P<0. 001);同时 NogoA、NgR、RhoA 和 ROCK2
表达增加(P<0. 001);雷公藤甲素干预和法舒地尔干预均可以改善 OGD / R 诱导的细胞损伤,使细胞活性增加(P<
0. 001),线粒体膜电位上升(P< 0. 001);上调 GAP43 和 PSD95 表达(P< 0. 05);同时下调 NogoA、NgR、RhoA 和

ROCK2 的表达(P<0. 001)。 结论　 雷公藤甲素可以通过抑制 NogoA / RhoA / ROCK 信号通路减轻 OGD / R 诱导的

SH-SY5Y 细胞损伤。
【关键词】 　 雷公藤甲素;氧糖剥夺 / 复糖复氧;神经突生长抑制因子 A;Rho 激酶;突触可塑性
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

triptolide
 

reducing
 

oxygen
 

glucose
 

deprivation / reoxygenation
 

(OGD / R)-induced
 

SH-SY5Y
 

cell
 

injury
 

via
 

the
 

NogoA / RhoA / ROCK
 

signaling
 

pathway.
 

Methods　 The
 

effect
 

of
 

various
 

triptolide
 

concentrations
 

on
 

SH-SY5Y
 

cell
 

proliferation
 

was
 

assessed
 

by
 

CCK8
 

assays
 

to
 

select
 

the
 

optimal
 

concentration.
 

Cells
 

were
 

divided
 

into
 

normal
 

control,
 

model,
 

triptolide
 

(1
 

nmol / L)
 

treatment
 

and
 

fasudil
 

(15
 

μg / mL)
 

treatment
 

groups.
 

Cell
 

proliferation
 

was
 

assessed
 

by
 

CCK8
 

assays.
 

A
 

JC-1
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential.
 

NogoA,
 

ROCK2
 

and
 

GAP43
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

staining.
 

GAP43,
 

PSD95,
 

NogoA,
 

NgR,
 

RhoA
 

and
 

ROCK2
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 CCK8
 

assays
 

showed
 

that
 

the
 

optimal
 

concentration
 



of
 

triptolide
 

was
 

1
 

nmol / L.
 

Cell
 

proliferation
 

and
 

the
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

of
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(P< 0. 001).
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

GAP43
 

and
 

PSD95
 

expression
 

was
 

decreased
 

and
 

NogoA,
 

NgR,
 

RhoA
 

and
 

ROCK2
 

expression
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0. 001).
 

Both
 

triptolide
 

and
 

fasudil
 

increased
 

cell
 

proliferation
 

(P<0. 001)
 

the
 

and
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

(P<0. 001),
 

upregulated
 

GAP43
 

and
 

PSD95
 

expression
 

(P<0. 05),
 

and
 

downregulated
 

NogoA,
 

NgR,
 

RhoA
 

and
 

ROCK2
 

expression
 

(P
<0. 001).

 

Conclusions　 Triptolide
 

may
 

alleviate
 

OGD / R-induced
 

SH-SY5Y
 

cell
 

injury
 

by
 

inhibiting
 

the
 

NogoA / RhoA /
ROCK

 

signaling
 

pathway.
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　 　 缺血性脑卒中占脑卒中的 80%以上[1] 。 目前
其主要的治疗方法仍然是快速溶栓,但是在某些情
况下存在缺血再灌注( ischemia-reperfusion,

 

I / R)损
伤[2] 。 损伤神经元周围存在的抑制微环境是脑 I / R
损伤后神经功能修复困难的主要原因之一。 神经
生长 抑 制 因 子 A ( neurite

 

outgrowth
 

inhibitor
 

A,
 

NogoA)是构成这种抑制微环境的重要成分[3] 。 生
理学上,NogoA 信号通过其受体在少突胶质细胞和
神经元的发育成熟、髓鞘形成、调节树突棘形态和
突触可塑性从而调节大脑的学习和记忆等方面具
有重要作用[4] 。 NogoA 可以结合 Nogo 受体( Nogo

 

receptor,
 

NgR ), 使 其 下 游 的 RhoA / Rho 激 酶
(ROCK)通路激活,从而抑制轴突再生以及脊髓或
脑损伤后的功能恢复[5] 。 有研究显示,NogoA 与神
经细胞的凋亡密切相关, 并且调节突触的可塑
性[6] ,在体内,阻断 NogoA 可导致皮质锥体神经元
的树突棘密度增加,而抗 NogoA 抗体治疗可以使由
皮质控制精确运动的学习得到了改善,表明 NogoA
是一种重要的突触可塑性调节剂,也是运动皮层熟
练动作学习的调节器[7] 。 因此,消除脑 I / R 损伤后
抑制神经再生过程的障碍,NogoA / RhoA / ROCK 通
路的下调非常重要。

由于溶栓治疗的时间窗窄,并且存在 I / R 损伤
和费用高等缺点。 在各种卒中相关疾病的治疗方
法中,中草药疗法在古代医学体系早有描述[8] 。 因
此,众多研究者致力于从中草药中寻找有效的治疗
药物。 雷公藤甲素是从中草药雷公藤中提取出来
的活性成分,具有神经保护作用[9] 。 研究表明雷公

藤甲素可以减轻脑 I / R 损伤[10-11] ,然而,关于雷公
藤甲素改善脑 I / R 损伤的机制还有待深入研究。 因
此, 本实验选用人神经母细胞瘤细 胞 株 ( SH-
SY5Y),采用氧糖剥夺 / 复糖复氧 ( oxygen

 

glucose
 

deprivation / reoxygenation,
 

OGD / R) 诱导其损伤,观
察雷公藤甲素对 OGD / R 诱导的 SH-SY5Y 细胞的保
护作用,并且基于 NogoA / RhoA / ROCK 信号通路探
讨其可能的机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞
 

　 　 SH-SY5Y 人源神经母细胞瘤细胞株由军事医
学研究院军事认知与脑科学研究所赠送。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 雷公藤甲素( ≥98%,货号:DL0034)购自成都
乐美 天 医 药 科 技 有 限 公 司; 法 舒 地 尔 ( 批 号:
2007171)由天津红日药业公司提供;胎牛血清(货
号: 16140063 )、 高 糖 DMEM 培 养 基 ( 货 号:
21013024),无糖 DMEM 培养基(货号:11966025)和
青霉素-链霉素双抗混合液(货号:5140163)均购自
美国 Gibco 公司;NogoA 抗体(货号:13401)、ROCK2
抗体(货号:47012)、突触后密度蛋白- 95( synaptic

 

protein
 

postsynaptic
 

density
 

95,
 

PSD-95)抗体(货号:
3450),Alex

 

Flour 􀅺 594 和
 

Alex
 

Flour 􀅺 488 标记
的 IgG 二抗(货号:8889、4412)均购自美国 CST 公
司;NgR 抗体 ( ab184556) 购自英国 Abcam 公司;
RhoA 抗体(货号:A0272)、神经元生长相关蛋白 43
(growth

 

associatedprotein-43,
 

Gap43) 抗体 ( 货号:
A6376)、辣根过氧化物酶 ( horseradish

 

peroxidase,
HRP) 标 记 的 IgG 二 抗 ( 货 号: AS014 ) 均 购 自
ABclonal 公司;CCK8 试剂盒(货号:C0038)、JC-1 试
剂盒( 货号: C2003S) 购自碧云天生物技术有限
公司。

FV-1000 激光共聚焦显微镜(日本 Olympus 公
司); HERAcell

 

150i 三气培养箱 (美国 Thermo 公
司);H1M 酶标仪(美国伯腾);SYSTEM

 

GelDoc
 

XR+

凝胶成像系统购 (美国
 

Bio-Rad
 

公司); NanoDrop
 

One 超微量分光光度计(美国 Thermo 公司)。
1. 3　 实验方法
1. 3. 1　 CCK8 法筛选 TP 浓度
　 　 用含 10%胎牛血清和 1%双抗的高糖 DMEM 完
全培养基培养 SY5Y 细胞,常规传代。 将传代细胞
(每毫升 5×103 个)接种于 96 孔板中,于 37℃ ,5%

 

CO2 培养箱中培养,24
 

h 后加入不同浓度的雷公藤
甲素(0、0. 1、1、10、50、100、500

 

nmol / L),每个浓度
设 5 个复孔,药物处理 24

 

h 按照说明书操作进行
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CCK8 检测,每孔加入 20
 

μL
 

CCK8 溶液,CO2 培养
箱中培养 2

 

h,酶标仪检测 450
 

nm 处的光密度值
(OD 值)。 最后计算细胞活力,计算公式为(用药孔
OD 值-调零孔 OD 值) / (对照孔 OD 值-调零孔 OD
值) ×100%。 选取可以增加细胞活性的雷公藤甲素
浓度为实验使用浓度。
1. 3. 2　 OGD / R 模型的建立及分组

 

　 　 将细胞分为 4 组:正常对照组、模型组、雷公藤
甲素干预组(雷公藤甲素组)、Rho 激酶抑制剂法舒
地尔干预组(法舒地尔组)。 模型组、雷公藤甲素组
和法舒地尔组细胞进行 OGD / R 诱导损伤,细胞更
换无糖 DMEM 培养基,雷公藤甲素组和法舒地尔组
在更换无糖 DMEM 培养基后分别加入 1

 

nmol / L 雷
公藤甲素和 15

 

μg / mL 法舒地尔,3 组细胞置于三气
培养箱(94%

 

N2、5%
 

CO2、1%
 

O2、37℃ )中培养 4
 

h,
然后模型组更换为完全培养基,雷公藤甲素组和法
舒地尔组分别更换含有 1

 

nmol / L 雷公藤甲素和 15
 

μg / mL 法舒地尔的完全培养基。 37℃ ,5%
 

CO2 培
养箱中培养 24

 

h 后进行后续实验。 对照组细胞加
完全培养基于 37℃ ,5%

 

CO2 培养箱中培养。
1. 3. 3　 细胞活性的检测

 

　 　 细胞复糖复氧 24
 

h 后按照上述 CCK8 检测方
法检测 4 组细胞的活性。 细胞活性计算公式为(实
验组 OD 值-空白组 OD 值) / (对照组 OD 值-空白
组 OD 值) ×100%。 评估雷公藤甲素对 OGD / R 诱导
的细胞损伤的保护效果。
1. 3. 4　 线粒体膜电位的检测

 

　 　 将细胞(1×104
 

个 / 孔)接种于激光共聚焦培养
皿内,复糖复氧 24

 

h 后每孔加入 1
 

mL
 

JC-1 工作液,
37℃恒温孵育 20

 

min 后用 JC-1 染色缓冲液洗涤,于
激光共聚焦显微镜下观察。
1. 3. 5　 免疫荧光染色

 

　 　 复糖复氧 24
 

h 后,将接种于 24 孔板内细胞爬
片上的细胞用 4%多聚甲醛固定 1

 

h,PBS 洗涤后用
含有 0. 3%

 

Triton
 

X-100 和 1%牛血清白蛋白的封闭
液室温封闭 1

 

h,加入一抗 NogoA、ROCK2、GAP43
(1 ∶ 1000),4℃过夜后加入 594 或 488 标记的山羊
抗兔 IgG 二抗,室温孵育 2

 

h 后用封片液封片,激光
共聚焦显微镜下观察。
1. 3. 6　 Western

 

blot 法检测
 

　 　 复糖复氧 24
 

h 后,加入 RIPA 裂解液提取细胞
蛋白质,使用超微量分光光度计进行蛋白定量并将
各组蛋白浓度调齐。 10%

 

SDS-PAGE 凝胶电泳分离
蛋白,然后将蛋白转至 PVDF 膜,用含 5%脱脂奶粉
的 TBST 封闭 2

 

h,加入一抗 GAPDH(1 ∶ 1000) 或
NogoA、 NgR、 RhoA、 ROCK2、 PSD-95、 GAP43 ( 1 ∶
500),4℃过夜后加入 HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二
抗(1 ∶ 5000),室温孵育 2

 

h 后 TBST 洗膜,最后用
凝胶成像系统显影。

1. 4　 统计学方法
　 　 采用 GraphPad

 

Prism
 

5. 0 软件进行统计学分
析,计量资料以平均数±标准差( 􀭰x±s)来表示,所有
实验均重复 3 次。 组间差异采用单因素方差分析,
两两比较采用 Dunnett-t 检验。 P<0. 05

 

为差异有统
计学意义。

表 1　 不同雷公藤甲素浓度对正常 SH-SY5Y
细胞活力的影响(n= 5)

Table
 

1　 Effects
 

of
 

triptolide
 

of
 

different
 

concentrations
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

normal
 

SH-SY5Y
 

cells
给药浓度(nmol / L)
Drug

 

concentration
 

细胞活性(%)
Cell

 

viability
0 100. 00±0. 00

0. 1 104. 09±5. 37
1 104. 63±7. 43
10 97. 32±6. 68
50 71. 86±5. 65a

100 45. 29±3. 11a

500 40. 79±2. 63a

注:与正常对照组比较,
 aP<0. 001。

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 aP<0. 001.

表 2　 雷公藤甲素对 OGD / R 损伤的 SH-SY5Y
细胞的保护作用(n= 5)

Table
 

2　 Protective
 

effect
 

of
 

triptolide
 

on
 

SH-SY5Y
 

cells
 

injured
 

by
 

OGD / R
组别 Groups 细胞活性(%)Cell

 

viability
正常对照组 Normal

 

control
 

group 100. 00±0. 00
模型组 Model

 

group 72. 92±3. 96a

雷公藤甲素组 Triptolide
 

group 86. 67±2. 59bc

法舒地尔组 Fasudil
 

group 88. 01±2. 34b

注:与正常对照组比较,
 aP<0. 001;与模型组比较,

 bP< 0. 001;与法

舒地尔组比较,
 cP>0. 05。

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 aP<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 bP<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

fasudil
 

group,
 cP>0. 05.

2　 结果

2. 1　 雷公藤甲素浓度筛选
 

　 　 CCK8 结果显示,当雷公藤甲素浓度≤10
 

nmol / L
时,细胞受药物影响小,细胞活力与对照孔相比差异

无显著性意义;当雷公藤甲素浓度≥50
 

nmol / L 时,
细胞活力下降,与对照孔相比差异有显著性意义(P
<0. 001),见表 1。 可见雷公藤甲素浓度在 ≤ 10

 

nmol / L 时对细胞无毒性,而且雷公藤甲素浓度为

0. 1
 

nmol / L 和 1
 

nmol / L 时可增加细胞活性,因此后

续我们选择雷公藤甲素浓度为 1
 

nmol / L 进行实验。
2. 2　 雷公藤甲素对细胞活性的影响

　 　 CCK8 结果显示,模型组的细胞活性较正常对

照组明显降低(P<0. 001);与模型组相比,雷公藤甲

素组和法舒地尔组细胞活性有显著性提高 (P <
0. 001)。 并且雷公藤甲素组和法舒地尔组相比,细
胞活性无显著差异,见表 2。
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2. 3　 雷公藤甲素对细胞线粒体膜电位的影响

　 　 线粒体膜电位下降时 JC-1 产生绿色荧光;线粒

体膜电位升高时 JC-1 产生红色荧光。 结果显示,与
正常对照组相比,模型组细胞的红 / 绿荧光强度比

值明显下降(P<0. 001);与模型组比较,雷公藤甲素

组和法舒地尔组细胞的红 / 绿荧光强度比值均显著

增加(P<0. 001);雷公藤甲素组和法舒地尔组相比,
红 / 绿荧光强度比值无显著差异见图 1。

2. 4　 雷公藤甲素对突触蛋白的影响

　 　 免疫荧光染色和 Western
 

blot 结果显示,与正常

对照组相比,模型组细胞突触相关蛋白 GAP43 和

PSD-95 的表达明显下降(P< 0. 001);与模型组比

较,雷公藤甲素组和法舒地尔组细胞 GAP43 和

PSD-95 的表达均显著升高(P<0. 05);雷公藤甲素

组和法舒地尔组相比无显著差异,具体内容详见

图 2。

注:A:JC-1 染色荧光图;B:各组细胞红 / 绿平均荧光强度比值的统计图。 与正常对照组比较,
 aP<0. 001;与模型组比较,

 bP<0. 05;与法舒

地尔组比较,
 cP>0. 05。

图 1　 雷公藤甲素对 OGD / R 损伤的
 

SH-SY5Y
 

细胞线粒体膜电位的影响

Note.
 

A,
 

JC-1
 

staining
 

fluorescence
 

diagram.
 

B,
 

Statistical
 

chart
 

of
 

red / green
 

average
 

fluorescence
 

intensity
 

ratio
 

of
 

each
 

group
 

cells.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

normal
 

control
 

group,
 aP<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 bP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

fasudil
 

group,
 cP>0. 05.

 

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

triptolide
 

on
 

the
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

in
 

SH-SY5Y
 

cells
 

injured
 

by
 

OGD / R

注:A:免疫荧光染色检测 GAP43 的表达;B:GAP43 和 PSD-95 蛋白免疫印迹条带图;C:
 

PSD-95 蛋白表达水平统计图;D:GAP43 蛋白表达

水平统计图。 与正常对照组比较,
 aP<0. 001;与模型组比较,

 bP<0. 01,
 dP<0. 001;与法舒地尔组比较,

 cP>0. 05。

图 2　 雷公藤甲素对 OGD / R 损伤的 SH-SY5Y
 

细胞突触蛋白的影响

Note.
 

A,
 

Immunofluorescence
 

staining
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

GAP43.
 

B,
 

Western
 

blot
 

assay
 

of
 

GAP43and
 

PSD-95.
 

C,
 

Statistical
 

chart
 

of
 

PSD-95
 

protein
 

expression
 

level.
 

D,
 

Statistical
 

chart
 

of
 

GAP43
 

protein
 

expression
 

level.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 aP<0. 001.

  

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

model
 

group,
 bP<0. 01,

 dP<0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

fasudil
 

group,
 cP>0. 05.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

triptolide
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

synaptic
 

protein
 

in
 

SH-SY5Y
 

cells
 

injured
 

by
 

OGD / R
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2. 5　 雷公藤甲素对 NogoA / RhoA / ROCK 信号通

路蛋白的影响

　 　 免疫荧光染色和 Western
 

blot 结果显示,与正常

对照组相比,模型组细胞 NogoA、NgR、RhoA、ROCK2
的表达均明显增加(P<0. 001);与模型组比较,雷公

藤甲素组和法舒地尔组细胞 NogoA、 NgR、 RhoA、
ROCK2 的表达均下调(P<0. 001);雷公藤甲素组和

法舒地尔组相比无显著差异,见图 3。

注:A:免疫荧光染色检测 NogoA 的表达;B:免疫荧光染色检测 ROCK2 的表达;C:NogoA、NgR、RhoA、ROCK2 蛋白免疫印迹条带图;D:
NogoA 蛋白表达水平统计图;E:NgR 蛋白表达水平统计图;F:RhoA 蛋白表达水平统计图;G:ROCK2 蛋白表达水平统计图。 与正常对

照组比较,
 aP<0. 001;与模型组组比较,

 bP<0. 001;与法舒地尔组比较,
 cP>0. 05。

图 3　 雷公藤甲素对 OGD / R 损伤的 SH-SY5Y
 

细胞 NogoA / RhoA / ROCK 信号通路蛋白的影响

Note.
 

A,
 

Immunofluorescence
 

staining
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

NogoA.
 

B,
 

Immunofluorescence
 

staining
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

ROCK2.
 

C,
 

Western
 

blot
 

assay
 

of
 

NogoA,
 

NgR,
 

RhoA
 

and
 

ROCK2.
 

D,
 

Statistical
 

chart
 

of
 

NogoA
 

protein
 

expression
 

level.
 

E,
 

Statistical
 

chart
 

of
 

NgR
 

protein
 

expression
 

level.
 

F,
 

Statistical
 

chart
 

of
 

RhoA
 

protein
 

expression
 

level.
 

G,
 

Statistical
 

chart
 

of
 

ROCK2
 

protein
 

expression
 

level.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 aP<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 bP<0. 001.

 

Compared
 

with
 

the
 

fasudil
 

group,
 cP>0. 05.

 

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

triptolide
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

NogoA/ RhoA/ ROCK
 

signaling
 

pathway
 

protein
 

in
 

SH-SY5Y
 

cells
 

injured
 

by
 

OGD/ R

3　 讨论

　 　 多项研究表明,雷公藤甲素可以改善脑 I / R 损

伤,其机制可能与抑制氧化应激和神经炎症、调节

自噬、抗凋亡等有关[12-13] 。 因此雷公藤甲素可能成

为脑卒中的潜在治疗药物。 本实验在体外建立

SH-SY5Y 细胞的 OGD / R 损伤模型,作为脑 I / R 损

伤的细胞模型,观察了雷公藤甲素对 OGD / R 损伤

的 SH-SY5Y 细胞的保护效果。 CCK8 结果显示

OGD / R 可以导致细胞活性降低,而雷公藤甲素干预

增加了细胞活性,减轻了细胞损伤。 JC-1 染色显示

了同样的结果,模型组细胞的线粒体膜电位下降,
雷公藤甲素干预可以使线粒体膜电位升高。 表明

雷公藤甲素对
 

OGD / R 诱导的细胞损伤具有保护

效应。
GAP43 是轴突生长锥的主要蛋白,被认为是轴

突可塑性的内在决定因素,是轴突再生的主要标志

物,参与神经元的分化、可塑性和再生[14] 。 GAP43
表达增加可能是脑缺血后功能恢复的机制之一[15] 。
PSD-95 是维持兴奋性神经元突触后密度区建立的
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关键,与神经元功能和存活密切相关,PSD-95 蛋白

可以通过对抗兴奋性毒性为脑卒中提供神经保护

作用,PSD-95 水平增加可以促进突触可塑性[16] 。
免疫荧光和 Western

 

blot 结果均显示,OGD / R 损伤

的
 

SH-SY5Y
 

细胞中 GAP43 和 PSD-95 的表达均减

少,表明 OGD / R 在诱导细胞损伤的同时减弱了神

经元突触功能。 而雷公藤甲素干预不仅可以减轻

OGD / R 诱导的细胞损伤,还可以使 GAP43 和 PSD-
95 表达增加,促进突触可塑性。

脑 I / R 损伤的病理生理过程极为复杂。 而成人

脑组织缺血缺氧后通过轴突再生或者代偿性纤维

生长来自我修复是极为有限且不完全的,原因有多

方面,包括神经营养因子的减少、抑制性蛋白的产

生、胶质瘢痕的形成等等,会形成抑制性微环境,从
而限制受损神经元的结构可塑性[17] 。 其中 NogoA
作为轴突再生的主要障碍受到了广泛关注。 NogoA
通过激活细胞内 RhoA / ROCK 通路,抑制轴突生长,
阻碍神经再生和修复[18] 。 有研究显示,在全脑缺血

大鼠中,NogoA 的表达在 6
 

h 显著增加,持续 7
 

d[19] 。
Eslamboli 等[20] 报告绒猴脑缺血后 2 个月内 NogoA
水平持续升高。 并且在脑 I / R 损伤的动物模型脑组

织中 NogoA 也表现为升高状态[21-22] 。 因此。 NogoA
参与缺血性脑卒中的病理过程。 而抗 NogoA 免疫

疗法可改善中枢神经损伤后的神经再生和神经可

塑性,并改善脑卒中动物模型的预后[23] 。 还有研究

显示,脑 I / R 损伤大鼠脑组织中 RhoA 和 ROCK 基

因和蛋白表达水平均显著升高[24] ,而 ROCK 抑制剂

法舒地尔可以刺激脑 I / R 损伤大鼠轴突再生并增加

脑血流量[25] 。 这些结果均表明,抑制 NogoA / RhoA /
ROCK 通路可能有助于 I / R 脑损伤的恢复。 虽然有

研究表明雷公藤甲素可以改善脑 I / R 损伤,但是其

机制尚不明确。 本研究结果显示,与正常对照组相

比,模型组细胞 NogoA、NgR、RhoA 和 ROCK 的表达

均增加,与模型组相比,雷公藤甲素干预组细胞

NogoA、NgR、RhoA 和 ROCK 的表达均减少。 我们同

时采用了 ROCK 抑制剂法舒地尔对 OGD / R 损伤的

SH-SY5Y 细胞进行干预。 观察到雷公藤甲素对

OGD / R 损伤的 SH-SY5Y 细胞的保护作用与法舒地

尔相当,法舒地尔干预同样能使细胞活性和线粒体

膜电位增加,并且使 GAP43 和 PSD-95 的表达增加,
NogoA、NgR、RhoA 和 ROCK2 的表达下调,并且和雷

公藤甲素干预组相比没有统计意义。 这些结果均

表明雷公藤甲素可能通过抑制 NogoA / RhoA / ROCK

通路发挥神经保护作用。
综上所述,雷公藤甲素可能通过抑制神经元内

NogoA / RhoA / ROCK 通路的激活改善 OGD / R 诱导

的 SH-SY5Y 细胞损伤,并且促进突触可塑性。 此研

究为深入探讨雷公藤甲素对脑 I / R 损伤的保护作用

以及作用机制奠定基础。
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酒精性脂肪肝小鼠肝组织蛋白表达谱检测
及白藜芦醇干预作用机制的探讨

韩　 敏1,易　 旭2∗,游绍伟2　

(1.贵州中医药大学,贵阳　 550025;2.贵州中医药大学第二附属医院,贵阳　 550003)

　 　 【摘要】 　 目的　 应用蛋白质组学方法分析酒精性脂肪肝(alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,AFLD)小鼠肝组织蛋白

表达谱变化及白藜芦醇干预影响。 方法　 采用 NIAAA 法制备 C57BL / 6J 小鼠 AFLD 模型,连续 9
 

d 灌胃给予白藜

芦醇(400
 

mg / kg)干预。 采用 4D 非标定量蛋白质组方法对各实验组小鼠肝组织中的蛋白质进行鉴定和定量。 以

同时满足倍数变化≥1. 5 或≤0. 67,且 P<0. 05 的条件对正常对照组与 AFLD 组、AFLD 组与白藜芦醇干预组,正常

对照组与白藜芦醇等 3 个比较组中显著上调或下调差异表达蛋白进行筛选,然后进行差异表达蛋白的 GO 分类、
KEGG 通路富集和蛋白质网络互作分析。 结果　 分别鉴定和定量到 4513、3763 个蛋白质,筛选出 1228 个差异表达

蛋白质和 11 个差异共表达蛋白质。 与对照组比较(P<0. 05),AFLD 组分别有 370、324 个蛋白质显著下调和上调,
白藜芦醇干预组分别有 40、43 个蛋白质显著上调和下调;与 AFLD 组比较(P<0. 05),白藜芦醇干预组分别有 224、
227 个蛋白质显著上调和下调。 1228 个差异表达蛋白质分别涉及 GO 注释的 40 个生物学过程、36 个细胞组成、38
个分子功能和 45 条 KEGG 通路,11 个差异共表达蛋白经 GO、KEGG 及蛋白质质网络互作分析,其中 9 个差异共表

达蛋白质涉及 9 种分子功能、5 个差异共表达蛋白质涉及 5 条信号通路,4 个差异共表达蛋白质发生了相互作用。
结论　 慢性酒精摄入后小鼠肝组织蛋白表达谱发生了显著变化,硫转移酶家族胞浆 1B 成员 1( sulfotransferase

 

family
 

cytosolic
 

1B
 

member
 

1, Sult1b1)、载脂蛋白 A-IV ( apolipoprotein
 

A-IV, Apoa4)、甘油-3-磷酸酰基转移酶 3
(glycerol-3-phosphate

 

acyltransferase
 

3,Gpat3)、环氧化物水解酶 1( epoxide
 

hydrolase
 

1,Ephx1)等 4 种蛋白质表达水

平变化与 AFLD 的发生和白藜芦醇的 AFLD 干预作用具有密切关系。
【关键词】 　 酒精性脂肪肝;白藜芦醇;4D 非标量蛋白质组
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 Proteomics
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

changes
 

in
 

the
 

liver
 

protein
 

expression
 

profile
 

of
 

AFLD
 

mice
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

treatment.
 

Methods 　 The
 

AFLD
 

model
 

of
 

C57BL / 6J
 

mice
 

was
 

prepared
 

by
 

NIAAA
 

method,
 

and
 

resveratol(400
 

mg / kg)was
 

administered
 

orally
 

for
 

9
 

days.
 

Proteins
 

in
 

the
 

liver
 

tissues
 

were
 

quantified
 

by
 

the
 

4D
 

non-standard
 

quantitative
 

proteomic
 

method
 

.
 

Under
 

conditions
 

of
 

multiple
 

changes
 

≥1. 5
 

or
 

≤0. 67
 

and
 

P< 0. 05,
 

significantly
 

up-
 

or
 

down-regulated
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

in
 

three
 

comparison
 

groups
 

were
 

screened.
 

GO
 



classification,
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment,
 

and
 

protein
 

network
 

interaction
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

were
 

carried
 

out.
 

Results　 Totals
 

of
 

4513
 

and
 

3763
 

proteins
 

were
 

identified
 

and
 

quantified,
 

respectively,
 

and
 

1228
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

and
 

11
 

differentially
 

coexpressed
 

proteins
 

were
 

screened.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05),
 

370
 

and
 

324
 

proteins
 

were
 

significantly
 

down-
 

and
 

up-regulated
 

in
 

the
 

AFLD
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

AFLD
 

group
 

(P<
0. 05),

 

224
 

and
 

227
 

proteins
 

were
 

significantly
 

up-
 

and
 

down-regulated,
 

respectively,
 

in
 

the
 

resveratrol
 

treatment
 

group.
 

A
 

total
 

of
 

1228
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

were
 

involved
 

in
 

40
 

biological
 

processes,
 

36
 

cellular
 

components,
 

38
 

molecular
 

functions,
 

and
 

45
 

KEGG
 

pathways
 

annotated
 

by
 

GO
 

classification.
 

A
 

total
 

of
 

11
 

differentially
 

coexpressed
 

proteins
 

were
 

screened
 

and
 

found
 

to
 

be
 

related
 

to
 

9
 

molecular
 

functions
 

and
 

5
 

signaling
 

pathways,
 

of
 

which
 

4
 

differentially
 

coexpressed
 

proteins
 

interacted.
 

Conclusions　 After
 

chronic
 

alcohol
 

intake,
 

the
 

protein
 

expression
 

profile
 

of
 

mouse
 

liver
 

tissue
 

changes
 

significantly.
 

The
 

changes
 

in
 

expression
 

of
 

Sult1b1
 

(sulfotransferase
 

family
 

cytosolic
 

1B
 

member
 

1),
 

Apoa4
 

(apolipoprotein
 

A-IV),
 

Gpat3
 

( glycerol-3-phosphate
 

acyltransferase
 

3),
 

and
 

Ephx1
 

( epoxide
 

hydrolase
 

1)
 

were
 

closely
 

related
 

to
 

AFLD
 

occurrence
 

and
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

on
 

AFLD.
【Keywords】　 alcoholic

 

fatty
 

liver;
 

resveratrol;
 

4D
 

label-free
 

quantitative
 

proteomics
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　 　 酒精性脂肪肝 ( alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,
AFLD)是酒精性肝病逐渐发展和治疗的关键病理前

提[1-2] 。 尽管对酒精诱导脂肪肝的病理生理学进行

了广泛的研究,但在过去 50 年中,除了禁酒以及对

症处理和营养支持外,仍然没有针对性的治疗[3-4] 。
白藜芦醇是一种存在于红酒和葡萄的膳食多酚,研
究显示在减轻酒精性和非酒精性肝功能障碍、胆汁

淤积性肝损伤、化学性肝毒性、肝缺血再灌注等方

面具有独特的药理活性[5-8] 。 Tang 等[9]发现白藜芦

醇处理减少了油酸和酒精作用后的 HepG2 细胞内

脂滴 形 成。 类 似 地, Tang 等[10] 、 Kasdallah-Grissa
等[11] 、Chen 等[12]和 Ma 等[13]发现,白藜芦醇除可能

通过诱导自噬对酒精性脂肪肝变性具有保护作用

外,膳食补充或服用白藜芦醇可降低酒精诱导的大

鼠或 C57BL / 6J 小鼠肝的氧化应激和凋亡,增加超

氧化物歧化酶
 

(superoxide
 

dismutase,
 

SOD)、过氧化

氢酶 ( catalase,
 

CAT ) 和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

(glutathione
 

peroxidase,
 

GPx)等抗氧化酶活性,上调

肝缺氧诱导因子 - 1α ( hypoxia-inducible
 

factor-1α,
 

HIF-1α)蛋白表达,从而减少酒精性肝损伤。 白藜

芦醇也作为蛋白质去乙酰化酶 SIRT1 的激动剂,可
以通过上调肝中 SIRT1-AMPK 信号系统阻止乙醇喂

养小鼠酒精性脂肪肝的发生[14-18] 。 尽管白藜芦醇

的有益作用已在各种酒精性肝病的动物和细胞模

型中得到充分证实,但其具体作用分子机制仍不清

楚。 使用多种蛋白质质谱技术分别在一定程度上

揭示了大鼠或小鼠肝组织在摄入不同程度酒精后

的蛋白质表达变化[19-22] 。 遗憾的是,这些研究结果

较零散,且对 AFLD 这一重要酒精性肝病病理初始

阶段的肝蛋白质表达谱变化缺乏了解[23-24] 。 因此,
本文运用 4D 非标定量蛋白质组学技术检测 AFLD
小鼠肝组织蛋白质表达情况,并由此探索白藜芦醇

介导的抗 AFLD 干预作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠 9 只,8 ~ 10 周龄,体
重(22±2)g,由北京唯尚立德生物科技有限公司提

供[SCXK(京) 2021-0010]。 饲养于贵州医科大学

实验动物中心(北校区)带有 IVC 系统的饲养房内

[SYXK(黔)2018-0001],20 ~ 23℃ 。 实验前适应性

喂养 1 周,自由进食 SPF 级鼠饲料和自由饮用灭菌

自来水。 实验过程严格遵守 3R 原则。 动物实验由

贵州中医药大学伦理委员会审批(20210093)。

1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 BCA 蛋白浓度测定试剂盒(中国碧云天公司,
生产编号:P0011);胰蛋白酶(美国 Promega,生产编

号:V5117);乙腈(美国 Thermofisher
 

scientific,生产

编号:204433);甲酸(美国 Fluka,生产编号:A117-
50);二硫苏糖醇 ( 美国 Sigma,生产编号: D9163-
25G)。 除盐柱( Phenomenex,货号:8B-S100-EBJ);
NanoElute 液相色谱仪、Tims

 

TOF
 

Pro 飞行时间质谱

仪(美国 bruker)。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 药物制备
 

　 　 运用高压灭菌的 30%
 

koliphor
 

HS15 ( BASF,
30944788Q0)制备白藜芦醇(sigma,R5010)溶液。
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1. 3. 2　 动物分组与处理

　 　 小鼠分为对照组(C)、AFLD 组(M)及白藜芦醇

干预组(R),采用 Lieber-DeCarli 酒精液体饲料自由

摄入+ 1 次 95% 乙醇灌胃的 NIAAA 法制备小鼠

AFLD 模型和给予 400
 

mg / kg 白藜芦醇灌胃处理,具
体方法见以往发表文章[25] 。 最后 1 次用药后 24

 

h
收集肝组织,以备蛋白组学检测分析用。
1. 3. 3　 肝组织总蛋白质制备和胰蛋白酶水解

　 　 取适量-80℃ 保存的肝组织,用液氮研磨成粉

末,加入 40
 

μL 体积含 8
 

mol / L 尿素、1%蛋白酶抑

制剂、3
 

μmol / L 去乙酰化酶抑制剂、50
 

mmol / L 烟酰

胺的裂解缓冲液,进行 3 次高强度超声裂解。 4℃ ,
12

 

000
 

r / min 离心 10
 

min 后,收集上清液,蛋白质浓

度用 BCA 法测定。 取等量蛋白质样品和适量标准

蛋白质混合物,加入终浓度为 20%
 

v / v 的三氯乙

酸,充分混合,4℃ 沉淀 2
 

h。 500
 

r / min 离心 5
 

min
后,使用预冷丙酮洗涤和沉淀样品。 在最终浓度为

200
 

mmol / L 的四乙基溴化铵溶液中进行超声分散,
然后添加 1 / 50 比例的胰蛋白酶过夜处理,加入最终

浓度为 5
 

mmol / L 的二硫苏糖醇,然后在 56℃ 下还

原 30
 

min。
1. 3. 4　 液相色谱-质谱联用分析

　 　 分别制备含有 2%乙腈和 0. 1%甲酸的液相色

谱流动相 A 溶液和含有 100%乙腈和 0. 1%甲酸的

B 溶液,然后通过纳米管 UHPLC 系统分离溶解在流

动相 A 溶液中的肽。 将流速设置为 300
 

NL / min,按
2% ~ 5%

 

B,0 ~ 1
 

min 进行;5% ~ 27%
 

B,
 

1 ~ 76
 

min;
27% ~ 35%

 

B,76 ~ 82
 

min 和 35% ~ 85%
 

B,82 ~ 86
 

min。 分离的肽经毛细管离子源电离,电压为 1. 75
 

kV,然后进行一次和二次(扫描范围为 100 ~ 1700)
串联质谱分析,动态排除时间扫描为 30

 

s。
1. 3. 5　 肝组织蛋白组学的生物信息学分析

　 　 (1)数据库搜索

借助 Maxquant
 

(v1. 6. 15. 0)进行二级质谱数据

检索,在 Mus_musculus_10090_SP_20201214 中有蛋

白质序列。 FASTA(17
 

063 序列) 蛋白质数据库构

建理论二级光谱数据库,搜索质谱产生的二级光

谱,并与理论二级光谱图进行比较,通过算法评分

和过滤得到匹配的理论肽序列,完成样品蛋白质的

识别,识别出的蛋白质特异性肽可以识别蛋白质

信息。
(2)蛋白质的定量分析及差异表达蛋白的筛选

将肽段在不同样本中的肽信号强度值通过中

心化变化后得到相应的相对定量值,进一步采用中

位数归一化方法校正后用于计算蛋白的相对定量

值。 最后采用皮尔森相关性、主成分分析和相对标

准差三种统计分析方法对蛋白质定量结果进行重

复性检验,使定量结果具有统计学一致性。 以重复

定量值的平均值比值作为各蛋白质在 AFLD 组 / 对
照组(M / C)、白藜芦醇组 / AFLD 组( R / M)、白藜芦

醇组和对照组(R / C)3 个样本比较对中的表达差异

倍数,经过 Log2 对数转换后进行 t 检验分析,并计

算相应的 P 值,以此作为显著性指标。 以满足 P<
0. 05 和差异倍数≥1. 5 或≤0. 67 两个条件进行显

著上调或下调的差异表达蛋白筛选,将同时在 3 个

样本比较组中显著差异表达的蛋白视为差异共表

达蛋白。
(3)差异表达蛋白的 GO、KEGG 分析及蛋白质

互作网络分析

对每个比较组的差异表达蛋白进行了基因本

体论(GO)分类和 KEGG 通路分析。 将 3 个比较组

中共表达的差异蛋白进行 GO 功能富集及 KEGG 通

路分析,然后将 3 个比较组中筛选出的差异共表达

蛋白的蛋白序列与 STRING( v. 11. 0)蛋白网络互作

数据库比对,根据 confidence
 

score>0. 4 提取得到差

异蛋白互作关系,并对差异蛋白互作网络进行可视

化展示。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

26. 0 软件对数据进行统计分析。 组

间蛋白差异倍数值比较采用 Student’ s
 

t 检验,P<
0. 05 为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 白藜芦醇对 AFLD 小鼠肝脂肪变性的影响

　 　 经油红“O”染色后镜下观察,发现白藜芦醇干

预后 AFLD 小鼠肝细胞脂肪变性显著减轻,具体结

果可参见以往发表论文[24] 。
2. 2　 肝组织蛋白质表达质谱鉴定、定量及差异表达

蛋白质筛选结果

　 　 各实验组共鉴定出 4513 个蛋白质,其中定量蛋

白质有 3763 个。 M / C、R / M 和 R / C
 

3 个样本比较

组共筛选出 1228 个显著差异表达蛋白质。 与对照

组比较(P<0. 05),AFLD 组、白藜芦醇干预组小鼠

肝组织中分别有 324、40 个蛋白表达显著上调和分

别有 370、43 个蛋白表达显著下调。 与 AFLD 组比

较(P<0. 05),白藜芦醇干预组小鼠肝组织分别有
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224、227 个蛋白表达显著上调和下调(如图 1)。 白

藜芦醇干预后能够将模型组中 198 个显著上调、171
个显著下调表达的蛋白质分别相应地显著下调和

上调。 运用火山图分析 3 个样本比较组之间蛋白质

表达水平的差异(如图 2)。

注:图中红色和绿色点分别代表上调、下调的差异表达蛋白。

图 2　 三个样本比较组差异表达蛋白质的火山图分析

Note.
 

The
 

red
 

and
 

green
 

dots
 

in
 

the
 

figure
 

represent
 

the
 

up-regulated
 

and
 

down-regulated
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

respectively.

Figure
 

2　 Volcanic
 

map
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

in
 

three
 

sample
 

comparison
 

groups

2. 3　 差异表达蛋白的功能富集分析结果

　 　 1228 个差异表达蛋白的 GO 功能富集分析显

示,M / C、R / M 和 R / C 三个比较组对分别涉及 19、
10、11 个生物过程、19、9、8 个细胞组成和 14、11、13
个分子功能的变化(如图 3),此外,分别有 13、15 和

17 个 KEGG 通路显著富集(如图 4)。

注:M / C:AFLD 组 / 对照组;R / C:白藜芦醇组 / 对照组;R / M:白藜芦醇

组 / AFLD 组。 蛋白表达相对定量值满足 P< 0. 05,差异倍数≥1. 5 或

≤0. 67 被分别视为显著上调(红色)或下调(蓝色)。

图 1　 三个样本比较组差异表达蛋白质筛选

Note.
 

M / C,
 

AFLD
 

group / control
 

group.
 

R / C,
 

Resveratrol
 

group / control
 

group.
 

R / M,
 

Resveratrol
 

group / AFLD
 

group.
 

The
 

relative
 

quantitative
 

value
 

of
 

protein
 

expression
 

meets
 

the
 

P<0. 05,
 

and
 

the
 

difference
 

multiple
≥1. 5

 

or
 

≤0. 67
 

is
 

regarded
 

as
 

significantly
 

up-regulated
 

(red)
 

or
 

down-
regulated

 

(blue),
 

respectively.

Figure
 

1　 Screening
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

in
 

three
 

sample
 

comparison
 

groups

2. 4　 差异共表达蛋白筛选及 GO 功能、KEGG 通

路分析
 

　 　 在 M / C、R / C、R / M
 

3 个比较组中筛选出 11 个

差异共表达蛋白质, 其中推测水解酶 ( putative
 

hydrolase
 

RBBP9,
 

Rbbp9),白细胞弹性蛋白酶抑制

剂 A(leukocyte
 

elastase
 

inhibitor
 

A,
 

Serpinb1a),蛋氨

酸-R-亚 砜 还 原 酶 B1 ( methionine-R-sulfoxide
 

reductase
 

B1,
 

Msrb1 ), 硫 转 移 酶 家 族 胞 质 1B
(sulfotransferase

 

family
 

cytosolic
 

1B,
 

Sult1b1)等 4 个

蛋白在模型组中显著下调 0. 08 ~ 0. 39 倍,过氧化物

酶 体 膜 蛋 白 ( peroxisomal
 

membrane
 

protein,
 

Slc25a17), 载 脂 蛋 白 A-IV ( apolipoprotein
 

A-IV,
 

Apoa4),UDP-N-乙酰己糖胺焦磷酸化酶样蛋白 1
( UDP-N-acetylhexosamine

 

pyrophosphorylase-like
 

protein
 

1,
 

Uap1l1) 内质网金属肽酶 1 ( endoplasmic
 

reticulum
 

metallopeptidase
 

1,
 

Ermp1),甘油-3-磷酸

酰基转移酶 3 ( glycerol-3-phosphate
 

acyltransferase
 

3,
 

Gpat3) ,环氧化物水解酶 1 ( epoxide
 

hydrolase
 

1,
 

Ephx1) , STIP1 同源性含 U 盒蛋白 1 ( STIP1
 

homology
 

and
 

U
 

box-containing
 

protein
 

1,
 

Stub1)等

7 个蛋白显著上调 2. 44 ~ 6. 79 倍,相应地,经白

藜芦醇干预后能够分别上调 1. 6 ~ 6. 0 倍和下调

0. 26 ~ 0. 63 倍。 GO 功 能 富 集 分 析 显 示, 除

Rbbp9、Ermp1
 

2 个蛋白质无分子功能外,其余 9
个蛋白质涉及 9 种分子功能 ( 如表 1 ) 。 此外,
KEGG 通 路 分 析 显 示 其 中 Apoa4、 Uap1l1、
Slc25a17、Gpat3、Ephx1 等 5 个蛋白质分别涉及

脂肪消化和吸收、过氧化物、异生物质 CYP450
代谢和代谢等 5 条通路(如图 5) 。
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注:图中映射颜色越深且 P 值越小,表示显著性越明显;映射值越大表示蛋白聚集越丰富。

图 3　 差异表达蛋白的 GO 分类分析结果

Note.
 

Darker
 

the
 

mapping
 

color
 

in
 

the
 

figure
 

and
 

the
 

smaller
 

the
 

P
 

value,
 

the
 

more
 

obvious
 

the
 

significance
 

is.
 

Higher
 

the
 

aggregation
 

value,
 

the
 

more
 

abundant
 

the
 

mapping
 

protein.

Figure
 

3　 GO
 

classification
 

analysis
 

results
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins

注:图中映射颜色越深且 P 值越小,表示显著性越明显;映射值越大表示蛋白聚集越丰富。

图 4　 差异表达蛋白的 KEGG 富集通路分析结果

Note.
 

Darker
 

the
 

mapping
 

color
 

in
 

the
 

figure
 

and
 

the
 

smaller
 

the
 

P
 

value,
 

the
 

more
 

obvious
 

the
 

significance
 

is.
 

Higher
 

the
 

aggregation
 

value,
 

the
 

more
 

abundant
 

the
 

mapping
 

protein.

Figure
 

4　 Analysis
 

results
 

of
 

KEGG
 

enrichment
 

pathway
 

of
 

differentially
 

expressed
 

proteins
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2. 5　 差异共表达蛋白网络互作分析结果

　 　 11 个差异共表达蛋白网络互作分析结果显示,
Sult1b1、Apoa4、Agpat9 ( Gpat3)、Ephx1 等 4 个蛋白

具有相互作用关系,其余 7 个蛋白 Rbbp9、 Msrbl、
Ermpl、Stubl、Slc25a17、Serpinbla、Uap1l1 无相互作用

关系(如图 6)。
表 1　 11 个差异共表达蛋白质分子功能及差异倍数

Table
 

1　 Molecular
 

functions
 

and
 

differential
 

fold
 

values
 

of
 

11
 

differentially
 

co-expressed
 

proteins
基因名称
Gene

 

name
分子功能 Molecular

 

function 差异比值 Ratio P
1 2 3 4 5 6 7 8 9 M / C R / M R / C M / C R / M R / C

Rbbp9 - - - - - - - - - 0. 39 1. 68 0. 65 0. 000211 0. 002696 0. 005586
Serpinb1a - - - + + - - - - 0. 08 6 0. 5 0. 001592 0. 003747 0. 008216

Msrb1 + + - - - - - - - 0. 29 2. 17 0. 64 0. 000971 0. 006664 0. 007230
Sult1b1 + - + - - - - - - 0. 21 2. 87 0. 59 0. 000684 0. 004905 0. 005977

Slc25a17 - + + - - - 3. 24 0. 59 1. 92 0. 001354 0. 021333 0. 026815
Apoa4 - + + + + + + 6. 79 0. 26 1. 73 0. 000155 0. 000410 0. 005629
Uap1l1 + - + - - - - - - 3. 92 0. 4 1. 56 0. 000354 0. 001367 0. 011455
Ermp1 - - - - - - - - - 2. 44 0. 63 1. 54 0. 004036 0. 026737 0. 026245
Gpat3 + + - - - - - - 3. 98 0. 53 2. 12 0. 007723 0. 018115 0. 001476
Ephx1 + + - - - - + - - 3. 38 0. 54 1. 81 0. 000985 0. 013226 0. 000113
Stub1 + + + - - - - - - 5. 66 0. 30 1. 68 0. 000357 0. 000129 0. 030385

注:1:催化活性,2:蛋白结合,3:转移酶活性,4:分子功能调节剂,5:酶调节活性,6:运输活动,7:环氧化物水解酶活性,8:脂质转运体活性,9:抗
氧化活性;+:蛋白质具有此分子功能;-:蛋白质具无此分子功能。
Note.

 

1,
 

Catalytic
 

activity.
 

2,
 

Protein
 

binding.
 

3,
 

Transferase
 

activity.
 

4,
 

Molecular
 

function
 

regulator.
 

5,
 

Enzyme
 

regulatory
 

activity.
 

6,
 

Transport
 

activity.
 

7,
 

Epoxide
 

hydrolase
 

activity.
 

8,
 

Lipid
 

transporter
 

activity.
 

9,
 

Antioxidant
 

activity.
 

+,
 

Protein
 

has
 

this
 

molecular
 

function.
 

-,
 

Protein
 

doesn’t
 

have
 

this
 

molecular
 

function.

注:横轴代表各实验室组样本,纵轴代表 11 个差异共表达蛋白及其表达情况。 每个颜色方块代表蛋白质表达水平,其中橙色代表上调,从
暗到亮的颜色表示蛋白质表达逐渐减少;绿色代表下调,从暗到亮的颜色代表蛋白质表达逐渐增加。

图 5　 11 个差异共表达蛋白的 KEGG 通路分析结果

Note.
 

The
 

horizontal
 

axis
 

represents
 

the
 

samples
 

of
 

each
 

group,
 

and
 

the
 

vertical
 

axis
 

represents
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

11
 

differential
 

coexpressed
 

proteins.
 

Each
 

color
 

square
 

represents
 

the
 

protein
 

expression
 

level,
 

in
 

which
 

orange
 

represents
 

up-regulation,
 

and
 

the
 

color
 

from
 

dark
 

to
 

light
 

indicates
 

the
 

gradual
 

decrease
 

of
 

protein
 

expression.
 

Green
 

represents
 

down-regulation,
 

and
 

the
 

color
 

from
 

dark
 

to
 

light
 

represents
 

a
 

gradual
 

increase
 

in
 

protein
 

expression.

Figure
 

5　 Analysis
 

results
 

of
 

KEGG
 

enrichment
 

pathway
 

of
 

11
 

differentially
 

co-expressed
 

proteins
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注:圆圈代表差异表达蛋白,存在双线代表蛋白质之间

具有相互关系。

图 6　 11 个差异共表达蛋白质的网络互作关系图

Note.
 

Circles
 

represent
 

differentially
 

expressed
 

proteins,
 

and
 

double
 

lines
 

indicate
 

that
 

the
 

two
 

proteins
 

interact.

Figure
 

6　 Network
 

interaction
 

diagram
 

of
 

11
 

differentially
 

co-expressed
 

proteins

3　 讨论

　 　 众所周知,疾病往往伴随着多个层面的蛋白质

功能障碍[26-27] 。 蛋白质组学技术的进步使筛选与

疾病发生、防治相关的蛋白标志物成为可能[28-30] 。
因此,全面了解 AFLD 相关信号通路中涉及的蛋白

质分子可能会为 AFLD 的发生机制理解以及开发合

适的临床治疗或新药的方法提供有价值的见解。
Song 等[31]通过蛋白质组学方法分析了刺梨对高脂

血症小鼠肝组织蛋白质表达的影响,发现了 15 种与

脂质代谢相关的蛋白质。 类似的,Dai 等[32] 通过定

量化学蛋白质组学分析发现,从黄芩中提取的黄芩

苷激活了肝肉碱棕榈基转移酶 1,从而对代谢性疾

病(如肝脂肪变性和肥胖)起到干预作用。 Du 等[33]

利用蛋白质定量蛋白质组学发现,赖氨酸丙二酰化

可能与 2 型糖尿病治疗密切相关。 Liu 等[34] 利用蛋

白质翻译后修饰技术发现泛素特异性蛋白酶 14 通

过稳定其底物脂肪酸合酶在非酒精性脂肪肝中发

挥作用。 白藜芦醇作为治疗酒精性肝病研究最广

泛、最有前途的膳食多酚[5-8] ,其具体作用分子机制

仍不清楚。 故本文采用更高检测深度的 4D 非标定

量蛋白质组学分析技术,从 AFLD 组中获得了 370
个差异表达蛋白质,该结果提示慢性饮酒可导致肝

组织蛋白质表达谱的显著变化,也表明这些差异蛋

白可能参与了 AFLD 的形成。 白藜芦醇干预后能分

别将 AFLD 小鼠其中下调表达的蛋白质中的 198 个

上调、将上调表达中的 171 个蛋白实现下调的结果

表明,这些蛋白也可能与白藜芦醇的 AFLD 干预作

用可能密切相关。 因此,慢性酒精摄入后引起肝组

织蛋白质表达谱变化的结果为后续探讨药物干预

机理和完善 AFLD 发生机制提供了重要的研究方

向。 进一步的差异表达蛋白质的功能富集分析也

表明这些差异表达蛋白质与多种生物学效应有关,
能够通过多种途径直接或间接影响小鼠摄入酒精

后的肝病理学结局。
有趣的是,运用 PPI 分析,我们从 11 个差异共

表达蛋白质中发现了 4 个具有相互作用关系的蛋白

质,即环氧化物水解酶 1 ( Ephx1)、载脂蛋白 A-IV
(Apoa4)、甘油-3-磷酸酰基转移酶 3( Gpat3)和硫

转移酶家族胞浆 1B 成员( Sult1b1),然而与酒精性

肝病关系尚不明确。 本文检测结果显示,酒精摄入

后小鼠肝组织 Ephx1、Apoa4、Gpat3 的表达水平均分

别显著上调 3. 38、6. 79 和 3. 98 倍,经白藜芦醇干预

后均分别显著下调了 0. 54、0. 26 和 0. 53 倍。 相反

地,Sult1b1 在酒精摄入后显著下调 0. 21 倍,经白藜

芦醇干预后显著上调 2. 87 倍。 GO 分类和 KEGG
通路功能富集分析显示 Ephx1 通过细胞色素 P450
代谢外源性物质途径发挥作用。 Ephx1 为在肝中广

泛表达的解毒酶和水解酶折叠酶[35] , Gautheron
等[36]通过小鼠 3T3-L1 前脂肪细胞的 Ephx1 敲除实

验,证明了 Ephx1 敲除促进细胞的氧化应激和衰老。
然而也有研究证明 Ephx1 与细胞色素 P450 酶偶

联[37] ,Davydov 等[38] 使用化学交联质谱法确证了

Ephx1 和细胞色素 P450
 

2E1 的相互作用关系。 微

粒体 Ephx1 活性的增加可能通过增加细胞色素

P450 活性加速酒精向其有毒代谢物乙醛的转

化[39] 。 基于细胞色素 P450
 

2E1 与 AFLD 发生的密

切相关性认知[40-41] ,这些结果表明了白藜芦醇可能

通过调节 Ephx1 表达水平进而影响细胞色素 P450
活性,从而达到小鼠 AFLD 的保护作用。 脂肪生成

和分解代谢的不平衡会导致脂肪肝等代谢性疾

病[42] 。 Apoa4 是主要表达于肠上皮细胞中的交换

性载脂蛋白家族成员之一,它在促进肠脂质吸收、
调节脂质和葡萄糖代谢中起关键作用[43-45] 。 Li
等[42]发现 Apoa4 缺乏会降低小鼠肝脂肪分解相关

限速酶的表达,Apoa4 会促进脂肪分解和能量代谢。
此外,肝 Apoa4 蛋白的过度表达在肝纤维化初期和

非酒精性脂肪性肝炎相关肝癌中得到证实[46-47] 。
Kang 等[48]使用微阵列分析鉴定了参与肝脂肪代谢
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的人亮氨酸拉链蛋白( LZIP) 诱导基因,发现 LZIP
和 Apoa4 在人类脂肪变性样品中均高度表达,并促

进小鼠肝中的肝脂肪变性。 近期 Tryndyak 等[49] 利

用饮食诱导的肝细胞脂肪变性体外模型,也证明了

Apoa4 表达的显著上调。 一致地,我们的蛋白质组

学数据也显示 AFLD 小鼠肝组织 Apoa4 蛋白的上调

表达和白藜芦醇干预后的下调表达。 提示白藜芦

醇可能通过干预 Apoa4 的表达,调节肠道脂肪消化

吸收途径参与小鼠 AFLD 的保护作用,不过需要进

一步的验证。 Gpat3 是甘油-3-磷酸酰基转移酶的

一种亚型酶,在脂肪组织中高度表达,有研究证明

Gpat3 的敲低不仅减少甘油三酯的合成,还会损害

脂肪的生成[50] 。 Gao 等[51] 通过 Seipin / Gpat3 敲除

小鼠体内实验,也发现 Gpat3 的缺乏能够缓解严重

先天性全身性脂肪营养不良小鼠模型中的胰岛素

抵抗和肝脂肪变性。 Pagac 等[52] 在运用 3T3-L1 前

脂肪细胞,发现敲低 Gpat3 显著增强了脂肪细胞分

化,而 Sim 等[53]通过 Gpat3 过表达 3T3-L1 细胞实验

发现增强的 Gpat3 活性将积极调节脂肪细胞分化。
Khatun 等[54]发现 Gpat3 敲除小鼠表现出减弱的血

浆甘油三酯偏移和肠细胞中积聚的脂质等结果证

明了 Gpat3 是参与肠脂代谢的新型酶,肠道 Gpat3
是脂质吸收的次要途径。 因此,研究这个蛋白是否

通过脂肪细胞分化、肠道脂质吸收失衡来参与酒精

诱导的脂肪肝及作为药物干预作用靶点将会是非

常有意义的。 综合我们的蛋白质组学定量数据和

功能富集分析结果,提示,通过调节 Gpat3 对肝脂质

稳态代谢通路的影响也可能是白藜芦醇发挥抗

AFLD 的重要途径。 作为 SULT 家族成员之一的

Sult1b1 是小肠中表达并参与人体异源解毒的主要

酶,与 SULT1A3 / 4 一起主要构成组织中硫转移酶蛋

白质[55-56] 。 Lian 等[57]近期通过生物信息学分析和

qRT-PCR 鉴定、验证了 Sult1b1 在结直肠癌细胞中

表达水平的显著降低,确定了是结直肠癌转移的新

型生物标志物。 然而 Sult1b1 虽然在药物、环境毒素

和内源性类固醇的代谢中起重要作用已经被证

实[58] ,但是很少有研究显示 Sult1b1 表达或活性在

酒精摄入后肝病理条件下的变化。 我们研究结果

表明了 AFLD 小鼠肝组织中 Sult1b1 的显著表达下

调和白藜芦醇干预后的显著上调。 GO 功能富集分

析结果显示该蛋白涉及催化活性和转移酶活性两

种分子功能,提示通过上调 Sult1b1 表达增强其发挥

清除外源性物质、加强酒精代谢可能参与白藜芦醇

的小鼠的 AFLD 保护作用,有必要深入了解具体的

分子作用机理。
综上所述,我们研究了 AFLD 小鼠肝组织中蛋

白质表达谱的变化及其与白藜芦醇干预作用的可

能相关性。 白藜芦醇至少通过正向或负向调节

Sult1b1、Apoa4、Gpat3、Ephx1 等 4 个蛋白质的表达,
发挥调节肠道脂肪消化、细胞色素 P450 代谢外源

性物质途径和代谢途径来减轻小鼠肝的酒精性脂

肪变性,有望成为新的治疗 AFLD 的靶点,值得进一

步探讨。

参考文献:

[ 1 ] 　 Seitz
 

HK,
 

Bataller
 

R,
 

Cortez-Pinto
 

H,
 

et
 

al.
 

Alcoholic
 

liver
 

disease
 

[J] .
 

Nat
 

Rev
 

Dis
 

Primers,
 

2018,
 

4(1):
 

16-38.
[ 2 ] 　 Zeng

 

T,
 

Zhang
 

CL,
 

Zhao
 

N,
 

et
 

al.
 

Impairment
 

of
 

akt
 

activity
 

by
 

CYP2E1
 

mediated
 

oxidativestress
 

is
 

involved
 

in
 

chronic
 

ethanol-
induced

 

fatty
 

liver
 

[J] .
 

Redox
 

Biol,
 

2018,
 

14:
 

295-304.
[ 3 ] 　 Singh

 

S,
 

Osna
 

NA,
 

Kharbanda
 

KK,
 

et
 

al.
 

Treatment
 

options
 

for
 

alcoholic
 

and
 

non-alcoholicfatty
 

liver
 

disease:
 

a
 

review
 

[ J ] .
 

World
 

J
 

Gastroenterol,
 

2017,
 

23(36):
 

6549-6570.
[ 4 ] 　 丁庆学,

 

王德学,
 

张小会.
 

中医药治疗酒精性脂肪肝的研究

进展
 

[J] .
 

基层医学论坛,
 

2017,
 

21(16):
 

2124-2126.
[ 5 ] 　 Chan

 

CC,
 

Lee
 

KC,
 

Huang
 

YH,
 

et
 

al.
 

Regulation
 

by
 

resveratrol
 

of
 

the
 

cellular
 

factors
 

Medi-ating
 

liver
 

damage
 

and
 

regeneration
 

after
 

acute
 

toxic
 

liver
 

injury
 

[J] .
 

J
 

Gastroenterol
 

Hepatol,
 

2014,
 

29(3):
 

603-613.
[ 6 ] 　 Han

 

SY,
 

Choi
 

YJ,
 

Kang
 

MK,
 

et
 

al.
 

Resveratrol
 

suppresses
 

cytokine
 

productionlinked
 

to
 

fcεRI-MAPK
 

activation
 

in
 

ige-
antigen

 

complex-exposed
 

basophilic
 

mast
 

cells
 

and
 

mice
 

[J] .
 

Am
 

J
 

Chin
 

Med,
 

2015,
 

43(8):
 

1605-1623.
[ 7 ] 　 Sinha

 

K,
 

Chaudhary
 

G,
 

Gupta
 

YK.
 

Protective
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

against
 

oxidative
 

stress
 

inmiddle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion
 

model
 

of
 

stroke
 

in
 

rats
 

[ J] .
 

Life
 

Sci,
 

2002,
 

71(6):
 

655-665.
[ 8 ] 　 Chupradit

 

S,
 

Bokov
 

D,
 

Zamanian
 

MY,
 

et
 

al.
 

Hepatoprotective
 

and
 

therapeutic
 

effects
 

of
 

Res-veratrol:
 

a
 

focus
 

on
 

anti-
inflammatory

 

and
 

antioxidative
 

activities
 

[ J ] .
 

Fundam
 

Clin
 

Pharmacol,
 

2022,
 

36(3):
 

468-485.
[ 9 ] 　 Tang

 

LY,
 

Chen
 

Y,
 

Rui
 

BB,
 

et
 

al.
 

Resveratrol
 

ameliorates
 

lipid
 

accumulation
 

in
 

HepG2
 

cells,associated
 

with
 

down-regulation
 

of
 

lipin1
 

expression
 

[J] .
 

Can
 

J
 

Physiol
 

Pharmacol,
 

2016,
 

94(2):
185-189.

[10] 　 Tang
 

L,
 

Yang
 

F,
 

Fang
 

Z,
 

et
 

al.
 

Resveratrol
 

ameliorates
 

alcoholic
 

fattyliver
 

by
 

inducing
 

autophagy
 

[J] .
 

Am
 

J
 

Chin
 

Med,
 

2016,
 

44
(6):

 

1207-1220.
[11] 　 Kasdallah-Grissa

 

A,
 

Mornagui
 

B,
 

Aouani
 

E,
 

et
 

al.
 

Resveratrol
 

a
 

red
 

wine
 

polyphenol
 

atten-uates
 

ethanol-induced
 

oxidative
 

stress
 

in
 

rat
 

liver
 

[J] .
 

Life
 

Sci,
 

2007,
 

80(11):
 

1033-1039.
[12] 　 Chen

 

WM,
 

Shaw
 

LH,
 

Chang
 

PJ,
 

et
 

al.
 

Hepatoprotective
 

effect
 

32中国比较医学杂志 2023 年 1 月第 33 卷第 1 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

1



of
 

resveratrol
 

against
 

ethanol-induced
 

oxidative
 

stress
 

through
 

induction
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

in
 

vivo
 

and
 

in
 

vitro[ J] .
 

Exp
 

Ther
 

Med,
 

2016,
 

11(4):
 

1231-1238.
[13] 　 Ma

 

Z,
 

Zhang
 

Y,
 

Li
 

Q,
 

et
 

al.
 

Resveratrol
 

improves
 

alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

by
 

downregulating
 

HIF-1α
 

expression
 

and
 

mitochondrial
 

ros
 

production
 

[ J ] .
 

PLoS
 

One,
 

2017,
 

12
(8):

 

e0183426.
[14] 　 Peiyuan

 

H,
 

Zhiping
 

H,
 

Chengjun
 

S,
 

et
 

al.
 

Resveratrol
 

ameliorates
 

experimental
 

alcoholic
 

liver
 

disease
 

by
 

modulating
 

oxidative
 

stress
 

[ J ] .
 

Evid
 

Based
 

Complement
 

Altern
 

Med,
 

2017,
 

2017(12):
 

4287890-4287900.
[15] 　 Luo

 

G,
 

Xiao
 

L,
 

Wang
 

D,
 

et
 

al.
 

Resveratrol
 

protects
 

against
 

ethanol-induced
 

impairment
 

ofinsulin
 

secretion
 

in
 

INS-1
 

cells
 

through
 

SIRT1-UCP2
 

axis
 

[ J] .
 

Toxicol
 

In
 

Vitro,
 

2020,
 

65:
 

104808-104840.
[16] 　 Ren

 

R,
 

Wang
 

Z,
 

Wu
 

M,
 

et
 

al.
 

Emerging
 

roles
 

of
 

SIRT1
 

in
 

alcoholic
 

liver
 

disease
 

[J] .
 

Int
 

J
 

Biol
 

Sci,
 

2020,
 

16(16):
 

3174
-3183.

[17] 　 Szkudelski
 

T,
 

Szkudelska
 

K.
 

Potential
 

of
 

resveratrol
 

in
 

mitigating
 

metabolic
 

disturbancesinduced
 

by
 

ethanol
 

[ J ] .
 

Biomed
 

Pharmacother,
 

2018,
 

101:
 

579-584.
[18] 　 Ajmo

 

JM,
 

Liang
 

X,
 

Rogers
 

CQ,
 

et
 

al.
 

Resveratrol
 

alleviates
 

alcoholic
 

fatty
 

liver
 

in
 

mice
 

[J] .
 

Am
 

J
 

Physiol
 

Gastrointest
 

Liver
 

Physiol,
 

2008,
 

295(4):
 

G833-842.
[19] 　 王晓玉,

 

罗建平,
 

査学强,
 

等.
 

蛋白质组学及代谢组学在酒

精性肝病中的应用
 

[ J] .
 

临床肝胆病杂志,
 

2014,
 

30 ( 2):
 

168-173.
[20] 　 Fernando

 

H,
 

Wiktorowicz
 

JE,
 

Soman
 

KV,
 

et
 

al.
 

Liver
 

proteomics
 

in
 

progressive
 

alcoholicsteatosis
 

[ J] .
 

Toxicol
 

Appl
 

Pharmacol,
 

2013,
 

266(3):
 

470-480.
[21] 　 Banerjee

 

A,
 

Russell
 

WK,
 

Jayaraman
 

A,
 

et
 

al.
 

Identification
 

of
 

proteins
 

to
 

predict
 

the
 

molecular
 

basis
 

for
 

the
 

observed
 

gender
 

susceptibility
 

in
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

alcoholic
 

steatohepatitisby
 

2-D
 

gel
 

proteomics
 

[J] .
 

Proteomics,
 

2008,
 

8(20):
 

4327-4337.
[22] 　 Klouckova

 

I,
 

Hrncirova
 

P,
 

Mechref
 

Y,
 

et
 

al.
 

Changes
 

in
 

liver
 

protein
 

abundance
 

in
 

inbred
 

alcohol-preferring
 

rats
 

due
 

to
 

chronic
 

alcohol
 

exposure
 

as
 

measured
 

through
 

a
 

proteomics
 

approach
 

[J] .
 

Proteomics,
 

2006,
 

6(10):
 

3060-3074.
[23] 　 Swart

 

PC,
 

Russell
 

VA,
 

Vlok
 

NM,
 

et
 

al.
 

Early-Ethanol
 

exposure
 

induced
 

region-specific
 

changes
 

in
 

metabolic
 

proteins
 

in
 

the
 

rat
 

brain:
 

a
 

proteomics
 

study
 

[ J] .
 

J
 

Mol
 

Neurosci,
 

2018,65( 3):
 

277-288.
[24] 　 易旭,

 

王硕石,
 

郝杰,
 

等.
 

酒精性脂肪肝小鼠肝脏 LXRα-
SREBP-1c 信号表达检测及葛花解酒涤脂汤干预作用

 

[ J] .
 

中华中医药学刊,
 

2021,
 

39(7):
 

13-16,
 

261.
[25] 　 易旭,

 

游绍伟,
 

龙毅,
 

等.
 

自拟葛花解酒涤脂汤对酒精性脂

肪肝小鼠肝脏脂肪沉积及 PXR 表达的影响
 

[ J] .
 

中国比较

医学杂志,
 

2017,
 

27(3):
 

36-42.
[26] 　 Li

 

X,
 

Wang
 

W,
 

Chen
 

J.
 

Recent
 

progress
 

in
 

mass
 

spectrometry
 

proteomics
 

for
 

biomedical
 

research
 

[ J ] .
 

Sci
 

Chin
 

Life
 

Sci,
 

2017,
 

60(10):
 

1093-1113.
[27] 　 Liu

 

S,
 

Li
 

Z,
 

Yu
 

B,
 

et
 

al.
 

Recent
 

advances
 

on
 

protein
 

separation
 

and
 

purification
 

methods
 

[J] .
 

Adv
 

Colloid
 

Interface
 

Sci,
 

2020,
 

284:
 

102254-102286.
[28] 　 Aebersold

 

R,
 

Mann
 

M.
 

Mass
 

spectrometry-based
 

proteomics
 

[J] .
 

Nature,
 

2003,
 

422(6928):198-207.
[29] 　 Niu

 

L,
 

Thiele
 

M,
 

Geyer
 

PE,
 

et
 

al.
 

A
 

paired
 

Liver
 

biopsy
 

and
 

plasma
 

proteomics
 

study
 

reveals
 

circulating
 

biomarkers
 

for
 

alcohol-related
 

Liver
 

disease [ EB / OL ].
 

[ 2020 - 01 - 01 ].
 

https: / / doi. org / 10. 1101 / 2020. 10. 16. 337592.
[30] 　 朱明雪,

 

匡海学,
 

兰辛键,
 

等.
 

ITRAO 法分析增龄雌性小鼠

肝蛋白组学变化
 

[ J] .
 

中国实验动物学报,
 

2021,
 

29( 2):
 

168-175.
[31] 　 Song

 

P,
 

Shen
 

X.
 

Proteomic
 

analysis
 

of
 

liver
 

in
 

diet-induced
 

Hyperlipidemic
 

mice
 

under
 

Fructus
 

Rosa
 

roxburghii
 

action
 

[J] .
 

J
 

Proteomics,
 

2021,
 

230:
 

103982-103994.
[32] 　 Dai

 

J,
 

Liang
 

K,
 

Zhao
 

S,
 

et
 

al.
 

Chemoproteomics
 

reveals
 

baicalin
 

activates
 

hepatic
 

CPT1
 

to
 

ameliorate
 

diet-induced
 

obesity
 

and
 

hepatic
 

steatosis
 

[ J] .
 

Proc
 

Natl
 

Acad
 

Sci
 

U
 

S
 

A,
 

2018,
 

115
(26):

 

E5896-E5905.
[33] 　 Du

 

Y,
 

Cai
 

T,
 

Li
 

T,
 

et
 

al.
 

Lysine
 

malonylation
 

is
 

elevated
 

in
 

type
 

2
 

diabetic
 

mouse
 

models
 

and
 

enriched
 

in
 

metabolic
 

associated
 

proteins
 

[J] .
 

Mol
 

Cell
 

Proteomics,
 

2015,
 

14(1):
 

227-236.
[34] 　 Liu

 

B,
 

Jiang
 

S,
 

Li
 

M,
 

et
 

al.
 

Proteome-wide
 

analysis
 

of
 

USP14
 

substrates
 

revealed
 

its
 

role
 

inhepatosteatosis
 

via
 

stabilization
 

of
 

FASN
 

[J] .
 

Nat
 

Commun,
 

2018,
 

9(1):
 

4770-4782.
[35] 　 V􀅡clavíkov􀅡

 

R,
 

Hughes
 

DJ,
 

Soucek
 

P.
 

Microsomal
 

epoxide
 

hydrolase
 

1
 

( EPHX1 ):
 

Genestructure
 

function
 

and
 

role
 

in
 

human
 

disease
 

[J] .
 

Gene,
 

2015,
 

571(1):
 

1-8.
[36] 　 Gautheron

 

J,
 

Morisseau
 

C,
 

Chung
 

WK,
 

et
 

al.
 

EPHX1
 

mutations
 

cause
 

a
 

lipoatrophic
 

diabetes
 

syndrome
 

due
 

to
 

impaired
 

epoxide
 

hydrolysis
 

and
 

increased
 

cellular
 

senescence
 

[ J] . eLife,
 

2021,
 

10:
 

e68445-e68475.
[37] 　 Guengerich

 

FP,
 

Davidson
 

NK.
 

Interaction
 

of
 

epoxide
 

hydrolase
 

with
 

itself
 

and
 

other
 

microsomal
 

proteins
 

[ J] .
 

Arch
 

Biochem
 

Biophys,
 

1982,
 

215(2):
 

462-477.
[38] 　 Davydov

 

DR,
 

Dangi
 

B,
 

Yue
 

G,
 

et
 

al.
 

Exploring
 

the
 

interactome
 

of
 

cytochrome
 

P450
 

2E1
 

in
 

human
 

liver
 

microsomes
 

with
 

chemical
 

crosslinking
 

mass
 

spectrometry
 

[ J ] .
 

Biomolecules,
 

2022,12(2):185-200.
[39] 　 Wong

 

NA,
 

Rae
 

F,
 

Bathgate
 

A,
 

et
 

al.
 

Polymorphisms
 

of
 

the
 

gene
 

for
 

microsomal
 

epoxide
 

hydrolase
 

and
 

susceptibility
 

to
 

alcoholic
 

liver
 

disease
 

and
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

in
 

a
 

Caucasian
 

population
 

[J] .
 

Toxicol
 

Lett,
 

2000,
 

115(1):
 

17-22.
[40] 　 庞硕,

 

吕丹,
 

张连峰.
 

二烯丙基硫醚通过靶向抑制 CYP2E1
对相关疾病治疗的潜在作用

 

[ J] .
 

中国比较医学杂志,
 

2019,
 

29(8):
 

117-121.
[41] 　 Li

 

BY,
 

Mao
 

QQ,
 

Gan
 

RY,
 

et
 

al.
 

Protective
 

effects
 

of
 

tea
 

extracts
 

against
 

alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

in
 

mice
 

via
 

modulating
 

cytochrome
 

P450
 

2E1
 

expression
 

and
 

ameliorating
 

oxidative
 

damage
 

[J] .
 

Food
 

Sci
 

Nutr,
 

2021,
 

9(10):
 

5626-5640.
[42] 　 Li

 

XM,
 

Liu
 

XH,
 

Cheng
 

C,
 

et
 

al.
 

1822 - P:
 

Regulation
 

of
 

trafficking
 

of
 

lipids
 

from
 

liver
 

to
 

fat
 

by
 

apoa4
 

in
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

nonalcoholic
 

steatohepatitis [ EB / OL ].
 

[ 2020 - 01 - 01 ].
 

42 中国比较医学杂志 2023 年 1 月第 33 卷第 1 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

1



https: / / doi. org / 10. 2337 / db20-1822-P.
[43] 　 Wu

 

CL,
 

Zhao
 

SP,
 

Yu
 

BL.
 

Intracellular
 

role
 

of
 

exchangeable
 

apolipoproteins
 

in
 

energy
 

homeostasis,
 

obesity
 

and
 

non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

[ J] .
 

Biol
 

Rev
 

Camb
 

Philos
 

Soc,
 

2015, 90
(2):

 

367-376.
[44] 　 Simon

 

T,
 

Cook
 

VR,
 

Rao
 

A,
 

et
 

al.
 

Impact
 

of
 

murine
 

intestinal
 

apolipoprotein
 

A-IV
 

expression
 

on
 

regional
 

lipid
 

absorption
 

gene
 

expression
 

and
 

growth
 

[J] .
 

J
 

Lipid
 

Res,
 

2011,
 

52(11):
 

1984-

1994.
[45] 　 Qu

 

J,
 

Fourman
 

S,
 

Fitzgerald
 

M,
 

et
 

al.
 

Low-density
 

lipoprotein
 

receptor-related
 

protein
 

1 ( LRP1 )
 

is
 

a
 

novel
 

receptor
 

for
 

apolipoprotein
 

A4
 

( APOA4)
 

in
 

adipose
 

tissue
 

[ J] .
 

Sci
 

Rep,
 

2021,
 

11(1):
 

13289-13293.
[46] 　 Wang

 

PW,
 

Hung
 

YC,
 

Wu
 

TH,
 

et
 

al.
 

Proteome-based
 

identification
 

of
 

apolipoprotein
 

A-IV
 

asan
 

early
 

diagnostic
 

biomarker
 

in
 

liver
 

fibrosis
 

[ J] .
 

Oncotarget,
 

2017,
 

8 ( 51 ):
 

88951-88964.
[47] 　 Dechassa

 

ML,
 

Tryndyak
 

V,
 

Conti
 

AD,
 

et
 

al.
 

Identification
 

of
 

chromatin-accessible
 

domainsin
 

non-alcoholic
 

steatohepatitis-
derived

 

hepatocellular
 

carcinoma
 

[ J] .
 

Mol
 

Carcinog,
 

2018,
 

57
(8):

 

978-987.
[48] 　 Kang

 

M,
 

Kim
 

J,
 

An
 

HT,
 

et
 

al.
 

Human
 

leucine
 

zipper
 

protein
 

promotes
 

hepatic
 

steatosis
 

viainduction
 

of
 

apolipoprotein
 

A-IV
 

[J] .
 

FASEB
 

J,
 

2017,
 

31(6):
 

2548-2561.
[49] 　 Tryndyak

 

VP,
 

Willett
 

RA,
 

Avigan
 

MI,
 

et
 

al.
 

Non-Alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease-associated
 

DNA
 

methylation
 

and
 

gene
 

expression
 

alterations
 

in
 

the
 

livers
 

of
 

collaborative
 

cross
 

mice
 

fedan
 

obesogenic
 

high-fat
 

and
 

high-sucrose
 

diet
 

[ J ] .
 

Epigenetics,
 

2022,
 

17(11):
 

1-15.
[50] 　 Shan

 

D,
 

Li
 

JL,
 

Wu
 

L,
 

et
 

al.
 

GPAT3
 

and
 

GPAT4
 

are
 

regulated
 

by
 

insulin-stimulated
 

phosph-orylation
 

and
 

play
 

distinct
 

roles
 

in
 

adipogenesis
 

[J] .
 

J
 

Lipid
 

Res,
 

2010,
 

51(7):
 

1971-1981.

[51] 　 Gao
 

M,
 

Liu
 

L,
 

Wang
 

X,
 

et
 

al.
 

GPAT3
 

deficiency
 

alleviates
 

insulin
 

resistance
 

and
 

hepatic
 

steatosis
 

in
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

severe
 

congenital
 

generalized
 

lipodystrophy
 

[ J] .
 

Human
 

Mol
 

Genet,
 

2020,
 

29(3):
 

432-443.
[52] 　 Pagac

 

M,
 

Cooper
 

DE,
 

Qi
 

Y,
 

et
 

al.
 

SEIPIN
 

regulates
 

lipid
 

droplet
 

expansion
 

and
 

adipocyte
 

development
 

by
 

modulating
 

the
 

activity
 

of
 

glycerol-3-phosphate
 

acyltransferase
 

[ J] .
 

Cell
 

Rep,
2016,

 

17(6):
 

1546-1559.
[53] 　 Sim

 

MFM,
 

Persiani
 

E,
 

Talukder
 

MMU,
 

et
 

al.
 

Oligomers
 

of
 

the
 

lipodystrophy
 

protein
 

seipin
 

may
 

co-ordinate
 

GPAT3
 

and
 

AGPAT2
 

enzymes
 

to
 

facilitate
 

adipocyte
 

differentiation
 

[ J] .
 

Sci
 

Rep,
 

2020,
 

10(1):
 

3259-3273.
[54] 　 Khatun

 

I,
 

Clark
 

RW,
 

Vera
 

NB,
 

et
 

al.
 

Characterization
 

of
 

a
 

novel
 

intestinal
 

glycerol-3-phosphate
 

acyltransferase
 

pathway
 

and
 

its
 

role
 

in
 

lipid
 

homeostasis
 

[ J] .
 

J
 

Biol
 

Chem,
 

2016,
 

291 ( 6):
 

2602-2615.
[55] 　 Riches

 

Z,
 

Stanley
 

EL,
 

Bloomer
 

JC,
 

et
 

al.
 

Quantitative
 

evaluation
 

of
 

the
 

expression
 

and
 

activity
 

of
 

five
 

major
 

sulfotransferases
 

(sults)
 

in
 

human
 

tissues:
 

the
 

sult
 

“ pie”
 

[ J] .
 

Drug
 

Metab
 

Dispos,
 

2009,
 

37(11):
 

2255-2261.
[56] 　 Coughtrie

 

MWH.
 

Function
 

and
 

organization
 

of
 

the
 

human
 

cytosolic
 

sulfotransferase
 

(sult)
 

family
 

[J] .
 

Chem
 

Biol
 

Interact,
 

2016,
 

259:
 

2-7.
[57] 　 Lian

 

W,
 

Jin
 

H,
 

Cao
 

J,
 

et
 

al.
 

Identification
 

of
 

novel
 

biomarkers
 

affecting
 

the
 

metastasis
 

ofcolorectal
 

cancer
 

through
 

bioinformatics
 

analysis
 

and
 

validation
 

through
 

qRT-PCR
 

[ J] .
 

Cancer
 

Cell
 

Int,
 

2020,
 

20:
 

105-117.
[58] 　 Xie

 

Y,
 

Xie
 

W.
 

The
 

Role
 

of
 

sulfotransferases
 

in
 

liver
 

diseases
 

[J] .
 

Drug
 

Metab
 

Dispos,
 

2020,
 

48(9):
 

742-749.

〔收稿日期〕2022-04-08

52中国比较医学杂志 2023 年 1 月第 33 卷第 1 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

1



2023 年 1 月

第 33 卷　 第 1 期
中国比较医学杂志

CHINESE
 

JOURNAL
 

OF
 

COMPARATIVE
 

MEDICINE
January,

 

2023
Vol.

 

33　 No.
 

1

甘斌,李华南,李松,等. 基于脂代谢和炎症反应探讨两种湿热证痛风性关节炎大鼠模型的构建
 

[ J]. 中国比较医学杂志,
 

2023,
 

33(1):
 

26-33.
 

Gan
 

B,
 

Li
 

HN,
 

Li
 

S,
 

et
 

al.
 

Establishment
 

of
 

two
 

rat
 

models
 

of
 

gouty
 

arthritis
 

with
 

damp-heat
 

syndrome
 

based
 

on
 

lipid
 

metabolism
 

and
 

proinflammatory
 

factors
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

2023,
 

33(1):
 

26-33.
 

doi:
 

10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2023. 01. 004

[基金项目]国家自然科学基金资助项目(81860857,82060871);江西省自然科学基金( 20202BAB206071);江西省教育厅科学技术研究

项目(GJJ190582);江西省第二届国医名师邓运明名医工作室(赣中医药综合[2021]12 号);江西中医药大学校级研究生创新

专项资金项目(JZYC20S26)。
[作者简介]甘斌(1994 ―),男,硕士研究生,研究方向:中医药在痛风的基础研究。 E-mail:ganbin134@ 163. com
[通信作者]李华南(1974 ―),女,博士,主任,博士生导师,研究方向:痛风的现代中医药诊治。 E-mail:lihuanan1974@ 126. com

基于脂代谢和炎症反应探讨两种湿热证痛风性
关节炎大鼠模型的构建

甘　 斌1,李华南2∗,李　 松1,章晓云1,陈　 宇3,顾　 兵3,张云开1,刘永乾1,邵子晨1

(1.江西中医药大学临床医学院,南昌　 330004;2.江西中医药大学附属医院,南昌　 330006;
3.江西科技师范大学生命科学学院,南昌　 330013)

　 　 【摘要】 　 目的　 比较两种不同湿热证 GA 大鼠模型在脂代谢和炎症反应的差异,以探索安全、稳定、可重复性

高的湿热证 GA 模型。 方法　 44 只 SD 大鼠随机分为正常对照组(n= 10)、GA 对照组(n= 10)、模型组 A(n= 12)和

模型组 B(n= 12)。 观察造模期间各组大鼠一般情况及死亡率;周长法测定踝关节肿胀度;酶联免疫吸附( ELISA)
法检测血清脂代谢( TG、TC、LDL-C、HDL-C) 和炎症因子( NF-κB、IL-1β、TNF-α、IL-6)。 结果 　 模型组 A 死亡率

8. 3%(1 / 12),模型组 B 死亡率 25%(3 / 12);与正常对照组和 GA 对照组比较,模型组 A 和模型组 B 血清 TG、TC 和

LDL-C 表达显著升高(P<0. 01),而 HDL-C 表达显著降低(P<0. 01);与模型组 A 相比,模型组 B 的 TG 和 HDL-C 趋

势有所升高,TC 和 LDL-C 趋势降低,但无统计学意义(P>0. 05)。 与正常对照组比较,GA 对照组、模型组 A 和模型

组 B 的 NF-κB、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 表达显著升高(P<0. 01);与 GA 对照组比较,模型组 A 的 NF-κB 和 TNF-α 表

达有所升高(P<0. 05),模型组 B 的 NF-κB、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 表达有所升高(P<0. 05);与模型组 A 比较,模型组

B 的 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 表达有所升高(P< 0. 05)。 结论 　 两种方式均可成功诱导湿热证 GA 病证结合模型。
二者既有共性也有各自特点,高脂高糖饮食是脂代谢紊乱的直接影响因素,生物因子较单纯的高温高湿环境对大

鼠炎症影响更明显。
【关键词】 　 痛风性关节炎;湿热证;脂代谢;炎症因子
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

explore
 

a
 

safe,
 

stable
 

and
 

repeatable
 

model
 

of
 

gouty
 

arthritis
 

( GA)
 

with
 

damp-heat
 

syndrome
 

by
 

comparing
 

changes
 

in
 

lipid
 

metabolism
 

and
 

proinflammatory
 

factors
 

between
 

two
 

rat
 

models
 

of
 

GA
 

with
 

damp-
heat.

 

Methods　 Overall,
 

44
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group
 

(n = 10),
 

GA
 

group
 

(n = 10),
 

model
 

group
 

A
 

(n= 12)
 

and
 

model
 

group
 

B
 

(n= 12).
 

The
 

specific
 

method
  

was
 

provided
 

in
 

full
 

text,
 

and
 

the
 

experimental
 

period
 

lasted
 

for
 

21
 

days.
 

The
 

general
 

condition
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

was
 

observed
 

during
 

the
 

modeling
 

period
 

and
 

the
 

mortality
 

rate
 

was
 

assessed
 

after
 

modeling.
 

Ankle
 

swelling
 

was
 

measured
 

by
 

the
 

circumference
 

method
 

.
 

Serum
 

contents
 

of
 

lipid
 

metabolism
 

factors
 

(TG,
 

TC,
 

LDL-C
 

and
 

HDL-C)
 

and
 

proinflammatory
 

factors
 

( NF-κB,
 

IL-1β,
 

TNF-α
 

and
 

IL-6)
 

were
 

determined
 

by
 

ELISA.
 

Results　 The
 

mortality
 

rate
 

was
 

8. 3%
 

(1 / 12)
 

in
 

model
 

group
 

A
 

and
 

25%
 

(3 / 12)
 

in
 

model
 

group
 

B.
 

Compared
 

with
 

control
 

and
 

GA
 

groups,
 

the
 

serum
 

TG,
 

TC,
 

and
 

LDL-C
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

model
 

group
 

A
 

and
 

B
 

(P<0. 01),
 

while
 

HDL-C
 

was
 

decreased
 

significantly
 

(P<0. 01).
 

Compared
 

with
 

model
 

group
 

A,
 

TG
 

and
 

HDL-C
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

model
 

group
 

B,
 

while
 

TC
 

and
 

LDL-C
 

were
 

decreased,
 

but
 

without
 

statistical
 

significance
 

(P
>0. 05).

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

serum
 

NF-κB,
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

GA
 

group,
 

and
 

model
 

group
 

A
 

and
 

B
 

(P< 0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

GA
 

group,
 

NF-κB
 

and
 

TNF-α
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

model
 

group
 

A
 

(P<0. 05),
 

and
 

NF-κB,
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

were
 

increased
 

in
 

model
 

group
 

B
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

model
 

group
 

A,
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

were
 

increased
 

in
 

model
 

group
 

B
 

( P < 0. 05 ).
 

Conclusions 　 Both
 

approaches
 

successfully
 

induced
 

a
 

combined
 

model
 

of
 

GA
 

with
 

damp-heat
 

syndrome.
 

Both
 

of
 

them
 

had
 

commonalities
 

and
 

individualities.
 

The
 

high
 

fat
 

and
 

sugar
 

diet
 

was
 

a
 

directly
 

influencing
 

factor
 

for
 

lipid
 

metabolism
 

disorder.
 

Biological
 

factors
 

had
 

more
 

obvious
 

effects
 

on
 

inflammation
 

in
 

rats
 

than
 

a
 

high
 

temperature
 

and
 

humidity
 

environment.
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　 　 痛风性关节炎(gouty
 

arthritis,GA)是最常见的由

晶体诱发的自身炎症性疾病之一,其特征是单钠尿酸

盐(monosodium
 

urate,MSU)晶体沉积于关节和(或)
非关节结构中诱发[1] 。 全球患病率在 1% ~ 4%之

间[2] 。 随着国民经济提高和饮食习惯的改变,我国

GA 的患病率呈显著上升趋势,患病率数据显示已达

1136. 24 / 100
 

000[3] ,且愈趋于年轻化[4] 。 一般来说,
根据机体对 MSU 晶体炎症反应的临床表现可分为四

期[5] :持续性高尿酸血症期、剧烈疼痛的急性炎症性

关节炎期(GA 发作期)、无痛无症状期(临界期)以及

MSU 晶体引起的持续性炎症期(慢性 GA)和痛风石

(Tophi)期,其中 GA 发作期在临床中最为常见[6] 。
古代医学认为病之总者为病,而一病总有数

证。 94 版《中医病症诊断疗效标准》 [7] 根据 GA 阶

段性本质的症状集合将其概括为四证:湿热蕴结

证、痰浊阻滞证、瘀热阻滞证、肝肾阴虚证。 本课题

组临床观察发现湿热证 GA 占比 73. 14%[8] ,这可能

与江西人体质多属湿热质相关。 江西省位于北回

归线附近,属长江中下游地区,地形南高北低,雨量

偏多,日照充足,为亚热带湿润气候;此外江西人饮

食重油重辣,多食油脂等厚味之品,长此已久,故江

西人体质偏湿热质。 既往湿热内伤伏邪理论在临

床学术研究中占首要,余邪伏于里遇诱因(外邪)而

发-外邪入里、内湿为合,这也是湿热证最基础的

病机[9] 。
目前西医临床一线治疗急性期 GA 主要口服皮

质内固醇、 非甾体抗炎药或秋水仙碱等对症治

疗[5] ,这些药物可迅速控制疼痛并抑制炎症,但使

用时普遍受肾功能不全和心血管等诸多合并症的

限制[10] ,此外还存在胃肠道和肾毒性等副作用。 中

药自古以来就用于 GA 治疗[11] ,从单味中药或中药

组方中分离出的部分化学成分具有多靶点、低毒等

特点,在 GA 防治中展示出良好前景[12] 。 动物模型

是开展药物研究的重要载体,将“病”和“证”相结合

构建接近人体湿热证 GA(急性发作期 GA)病证结

合动物模型更是深入研究湿热证参与 GA 急性发作

的病理生理机制及中药药效评价的基础[13] 。 尽管

单独的“湿热证”模型和“ GA”模型造模方式繁多,
但尚无公认合理成熟的湿热证 GA 病证结合动物模

型造模方法。 基于此,本实验以雄性 SD 大鼠为造

模对象,从脂代谢和炎症反应出发探讨两种不同湿

热证 GA 病证结合模型造模差异,以期为筛选稳定

且具备可重复性的湿热证 GA 病证结合大鼠模型提

供客观数据支持。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级健康雄性 SD 大鼠 44 只,6 周龄,体重

72中国比较医学杂志 2023 年 1 月第 33 卷第 1 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

1



180 ~ 200
 

g,由江西中医药大学实验动物科学技术中

心提供[SCXK(赣)2018-0001],饲养于江西中医药

大学实验动物科学技术中心 [ SYXK ( 赣) 2017 -
0004]。 实验过程通过了江西中医药大学实验动物

伦理委员会审查(JZSYDWLL-20200901),并严格遵

循实验动物 3R 原则。 于江西中医药大学动物中心

无特 定 病 原 体 级 屏 障 系 统 内 采 用 昼 夜 间 断

12
 

h / 12
 

h 照明方式饲养,温度(23±2)℃ ,相对湿度

(55±3)%。 所有大鼠均由江西中医药大学实验动

物科学技术中心的工作人员检疫并适应性饲养 1 周

后开始造模。 适应性饲养期间大鼠自由饮水、进

食,同时每 3
 

d 更换高温灭菌后的玉米芯垫料。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 正常普通基础饲料:成分为玉米 30%,小麦

25. 5%,豆粕 20%,酪蛋白 10%,鱼粉 5%,蜜糖酵母

2. 5%,油 2. 5%,磷酸氢钙 2%,生长预混料 1%,石
粉 1%,食盐 0. 3%,氯化胆碱 0. 2%;高脂高糖饲料:
在上述正常普通基础饲料基础上添加糖、黄油和鱼

粉,具体成分为 58. 9%普通基础饲料、黄油 15%,绵
糖 15%、 蛋黄粉 5%, 鱼粉 5%, 胆固醇 1%, 猪胆

盐 0. 1%。
TG、TC、LDL-C、HDL-C(批号分别为:20210118、

20210115、20210118、20210304,南京建成生物工程

研究所);NF-κB、IL-1β、TNF-ɑ、IL-6(批号分别为:
YX-201406R、 YX-091203R、 YX-201407R、 YX-
091206R,上海赫澎生物科技有限公司);红星二锅

头白酒(批号:20160424,北京红星股份有限公司);
冠生园蜂蜜(批号:GB14963,上海冠生园蜂制品有

限公司);鼠伤寒沙门菌(批号:ATCC14028,美国菌

株保藏中心);戊巴比妥钠(批号:SIGMA-P3761,美
国 Sigma-Aldrich 公司)。

人工气候箱(批号:MGC-350-HP-2,上海一恒科

学仪器有限公司);全波长多功能酶标仪 ( 批号:
3001-1950,美国 Thermo 公司);高速冷冻离心机(批

号:C2500-RC,美国 Labnet 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 MSU 混悬液的配置

　 　 向关节腔内注射 MSU 混悬液是湿热证 GA 病

证结合模型中“ GA” 模型诱导的关键。 按照黄火

高[14]的方法并结合 MSU 晶体在不同 pH 值环境下

的形态改变[15]对其配制方法进行改良,具体步骤如

下:将 4. 5
 

mL
 

NaOH 溶液(浓度:0. 5
 

moL / L) 加入

400
 

mL 超纯水中,加入 2
 

g 尿酸,用磁力搅拌器缓慢

加热并不断搅拌,直至尿酸完全溶解。 随后将温度

保持在 60℃用 1
 

moL / L 的 HCl 溶液调 pH = 7. 2,室
温冷却后置于 4℃冰箱过夜冷藏,隔日滤去上清,盛
入蒸发皿中经水浴锅干燥,干燥后用碾钵碾成细末

并通过 250
 

μm 孔径金属网筛过筛,经高温高压灭

菌后用无菌 EP 管收集。 以无菌生理盐水配成浓度

20
 

mg / mL
 

MSU 混悬液,使用前置于高压灭菌锅内

灭菌 30
 

min,现配现用。
1. 3. 2　 实验分组及干预

　 　 健康 SD 雄性大鼠 44 只,经由江西中医药大学

实验动物科学技术中心的工作人员检疫并适应性

喂养 1 周后按随机数字表法分为 4 组:正常对照组、
GA 对照组、模型组 A、模型组 B。 除正常对照组和

GA 对照组 10 只外其余各组每组 12 只(根据预实

验中大鼠死亡率评估增加 20%)。
正常对照组:在屏障实验室恒温恒湿环境内普

通饲料喂养,自由饮水 21
 

d。
GA 对照组:喂饲方式同正常对照组,第 18 天

以大鼠踝关节外侧两骨突出为注射定位点,将抽取

了 MSU 混悬液注射器配 6 号注射器针头,针头斜面

朝关节腔沿胫骨前肌内侧向下插至关节腔,有落空

感时停止进针且回抽无血后注入 50
 

μL
 

MSU 溶液

(浓度:20
 

mg / mL)以对侧关节囊鼓起为注入标准,
诱导 GA 模型。

模型组 A:第一阶段即高脂高糖和高温高湿阶

段制备湿热证模型,给大鼠饲以高脂高糖饮食,并
在高脂高糖饲料喂养的基础上,用 200

 

g / L 蜂蜜水

自由饮用,且白酒 1
 

mL / 100
 

g 和猪脂 1. 5
 

mL / 100
 

g
交替灌服,共持续 14

 

d。 从第 8 天开始每日上午

8:00 放入人工气候箱中,温度为(32±2)℃ ,相对湿

度 95%,8
 

h,共持续 14
 

d;第二阶段制备 GA“病”模

型,在第 18 天造模同 GA 对照组。 通过上述复合多

因素造模方式制备湿热证 GA 病症结合大鼠模型。
模型组 B:第一阶段即高脂高糖阶段联合生物

因素干预制备湿热证模型,给大鼠饲以高脂高糖饮

食,并在高脂高糖饲料喂养的基础上,加用 200
 

g / L
蜂蜜水自由饮用,且白酒 1

 

mL / 100
 

g 和猪脂 1. 5
 

mL / 100
 

g 交替灌服,共持续 14
 

d。 于第 10 天灌服

鼠伤寒沙门氏菌液(10
 

mL / kg,每毫升 109 个),第
15 天加强一次(5

 

mL / kg);第二阶段制备 GA“病”
模型,在第 18 天造模同 GA 对照组。 通过上述复合

多因素造模方式制备湿热证 GA 病症结合大鼠

模型。
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1. 3. 3　 观测指标

　 　 (1)一般情况观测及统计造模后各组死亡率
 

确定以第 1、8、15、21 天同一时刻对大鼠表征进

行观察,包括:①精神状态;②饮食饮水;③毛色;④
大小便等情况;最后造模结束统计大鼠死亡率。

(2)踝关节肿胀的测定

周长法:使用缚线测量注射 MSU 混悬液前 0
 

h
及造模后 4、8、12、24、48 及 72

 

h 后大鼠踝关节划线

部位的周长。 以造模前后周长的差值作为肿胀度

变化,即肿胀度=造模后周长-造模前周长。
(3)大鼠步态分析

①步态改变分级:在造模后,请 1 名骨科医生

(不知分组情况)观察大鼠步态的改变并按步态分

级标准计分:正常步态为 0 级;轻度跛行,右足稍呈

弯曲态行走为 1 级;中度跛行,右足弯曲明显,轻挨

地面行走为 2 级;重度跛行,右足脱离接触面甚至三

足步态行走为 3 级。
②炎症指数评分标准:正常为 0 级,记作 1 分;

关节皮肤出现红斑,轻度肿胀,骨性标志可见为Ⅰ
级,记作 2 分;肿胀皮肤出现褶皱,骨性标志消失,但
肿胀未跨出关节部位为Ⅱ级,记作 3 分;关节皮肤呈

暗红且关节以外肢体也出现肿胀为Ⅲ级,记作 4 分。
(4)血清制备,脂代谢指标和炎症因子检测

造模后第 21 天,各组大鼠禁食不禁水 12
 

h,3%
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后腹主动脉采血,将采血

管略倾斜静置 2
 

h,3000
 

r / min
 

×
 

15
 

min 离心,收集

上层血清于-80℃中保存。 严格按照 ELISA 试剂盒

检测血清 TG、TC、HDL-C、LDL-C、IL-1β、IL-6、TNF-
α、NF-κB 的表达情况。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

26. 0 软件对数据进行分析,采用平

均数±标准差( 􀭰x±s)表示,运用单因素方差分析对各

组间统计数据进行比较。 组间多重比较,若满足方

差齐性采用 LSD 法检验,反之则采用 Dunnett’ s
 

T3

检验;以 α = 0. 05 为检验水准,P<0. 05 表示具有统

计学意义,P<0. 01 表示具有极显著统计学差异。 采

用 Graphpad
 

Prism
 

8. 0. 2 软件绘图。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠一般情况观察

　 　 正常对照组:喂养期间精神状态好,活动正常,
毛色柔顺亮泽,双目炯炯有神,体重增加平稳,饮

食、大小便均正常;GA 对照组:由于前期未参与高

糖高脂饲料和湿热证阶段造模,故表征均正常,注
射 MSU 后首先出现烦躁不安并用舌头舔舐右足,右
后肢弯曲明显,轻挨地面行走甚至抬离地面,随后

精神萎靡,蜷缩在角落;模型组 A 和模型组 B:大鼠

逐渐出现活动力减弱,毛发粗糙疏松、毛色暗淡,前
7

 

d 体重逐渐增加随后增势缓慢且饮食减少尤其在

放入人工气候箱后大部分出现精神倦怠、嗜睡,毛
发枯槁潮湿掉毛,体重及饮食均减少,大便较正常

组量少甚至不成型、溏便。 在第 18 天注射 MSU 后

合并 GA 对照组造模症状。 与模型组 A 相比,模型

组 B 大鼠在灌服鼠伤寒沙门氏菌后大鼠体重不增

反减,大便粪质稀溏味臭。
2. 2　 实验大鼠死亡及其解剖分析

　 　 纳入的 44 只大鼠,其中有 4 只(模型组 A 死亡

1 只,模型组 B 死亡 3 只)大鼠在造模过程中死亡,
模型组 A 死亡率 8. 3%,模型组 B 死亡率 25%。
2. 3　 各组大鼠踝关节肿胀度测定比较

　 　 由表 1 可见,组内比较:正常对照组在 4
 

h 肿胀

程度达到高峰,随后肿胀程度逐渐回落,到 72
 

h 基

本恢复,可能是由于注射生理盐水引起的非病理性

肿胀,后期生理盐水被自体吸收。 GA 对照组、模型

组 A 和模型组 B 在 4、8、12
 

h 肿胀程度逐渐增大,并
于 12

 

h 达到高峰,随后肿胀程度逐渐回落。 组间比

较:与正常对照组比较,造模后 4、8、12、24、48、72
 

h,
GA 对照组、模型组 A 和模型组 B 的踝关节肿胀明

显增大(P<0. 01)。 这与前人研究相一致[16-17] ,提
示造模成功。 模型组 A 在不同时间点与模型组 B
比较均不具备统计学意义(P>0. 05)。
2. 4　 各组大鼠步态分级和炎症指数评分比较

　 　 由表 2 可见 GA 对照组、模型组 A 和模型组 B
大鼠步态等级大部分被评为Ⅲ级。 由图 1 可见,与
正常对照组比较,GA 对照组、模型组 A 和模型组 B
炎症指数存在显著差异性(P<0. 01),说明“ GA”病

模型复制成功。 且进一步说明大鼠步态分级和炎

症指数的改变主要与 MSU 注射后引发右踝关节的

炎症改变相关。
2. 5　 各组大鼠脂代谢指标表达比较

　 　 由表 3 可知,模型组 A 和模型组 B 的 TG、TC 和

LDL-C 均高于正常对照组和 GA 对照组,HDL-C 则

显著低于正常对照组和 GA 对照组,差异有统计学

意义(P<0. 05)。 与模型组 A 相比,模型组 B 的 TG
和 HDL-C 趋势有所升高,TC 和 LDL-C 趋势降低,但
差异无统计学意义(P>0. 05)。
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表 1　 各组大鼠不同时间点踝关节周长法肿胀度测量变化( 􀭰x±s,mm)
Table

 

1　 Measure
 

the
 

changes
 

of
 

ankle
 

joint
 

swelling
 

degree
 

at
 

different
 

time
 

points
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rats
 

based
 

on
 

the
 

circumference
 

method
组别

Groups n 4
 

h 8
 

h 12
 

h 24
 

h 48
 

h 72
 

h

正常对照组
Control

 

group 10 0. 24±0. 06 0. 16±0. 03 0. 09±0. 04 0. 08±0. 03 0. 10±0. 03 0. 07±0. 02

GA 对照组
GA

 

group 10 2. 38±0. 35∗∗ 3. 47±0. 88∗∗ 4. 47±0. 98∗∗ 3. 89±0. 62∗∗ 3. 07±0. 54∗∗ 1. 96±0. 43∗∗

模型组 A
Model

 

group
 

A 11 2. 28±0. 30∗∗ 3. 48±0. 55∗∗ 4. 88±1. 07∗∗ 4. 28±0. 88∗∗ 3. 38±0. 67∗ 2. 89±0. 49∗∗#

模型组 B
Model

 

group
 

B 9 2. 22±0. 41∗∗ 3. 52±0. 35∗∗ 5. 22±0. 64∗∗ 4. 97±0. 57∗∗# 3. 66±0. 65∗∗ 2. 74±0. 62∗∗#

注:与正常对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与 GA 对照组相比,
 #P<0. 05。

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

GA
 

group,
 #P<0. 05.

表 2　 注射 MSU 混悬液后各组大鼠踝关节步态分级情况
Table

 

2　 Ankle
 

gait
 

classification
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

after
 

inject
 

MSU
 

suspension
组别

Groups n
D1 D2 D3

0 I Ⅱ Ⅲ 0 I Ⅱ Ⅲ 0 I Ⅱ Ⅲ
正常对照组
Control

 

group 10 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0

GA 对照组
GA

 

group 10 0 0 1 9 0 1 3 6 0 2 5 3

模型组 A
Model

 

group
 

A 11 0 0 1 10 0 0 3 8 0 2 4 5

模型组 B
Model

 

group
 

B 9 0 0 1 8 0 1 2 6 0 1 4 4

表 3　 各组大鼠血脂代谢改变情况( 􀭰x±s,mmol / L)
Table

 

3　 Changes
 

of
 

blood
 

lipid
 

metabolism
 

in
 

rats
 

in
 

each
 

group
组别

Groups n 甘油三酯
TG

总胆固醇
TC

低密度脂蛋白
LDL-C

高密度脂蛋白
HDL-C

正常对照组 Control
 

group 10 0. 71±0. 21 1. 81±0. 33 0. 48±0. 16 1. 10±0. 48

GA 对照组 GA
 

group 10 0. 92±0. 20 1. 93±0. 29 0. 53±0. 27 1. 06±0. 50

模型组 A
 

Model
 

group
 

A 11 2. 13±0. 18∗∗## 2. 62±0. 55∗∗# 0. 98±0. 31∗∗## 0. 38±0. 28∗∗##

模型组 B
 

Mdel
 

group
 

B 9 2. 30±0. 34∗∗## 2. 49±0. 36∗# 0. 78±0. 12∗ 0. 41±0. 33∗∗##

注:与正常对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与 GA 对照组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

GA
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

注:与正常对照组比较,
 ∗∗P<0. 01。

图 1　 各组大鼠注射 MSU 混悬液后关节炎症指数评分柱状图

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

1　 The
 

score
 

of
 

ankle
 

joint
 

inflammation
 

index
 

in
 

each
 

group
 

after
 

inject
 

MSU
 

suspension

2. 6　 各组大鼠免疫炎症因子表达比较

　 　 由表 4 可知,与正常对照组相比,GA 对照组、
模型组 A 和模型组 B 的 NF-κB、IL-1β、IL-6 和 TNF-
α 水平均显著升高(P< 0. 01),这提示模型复制成

功。 与 GA 对照组相比,模型组 A 的 NF-κB 和 TNF-
α 水平有所升高(P<0. 05),模型组 B 的 NF-κB、IL-
1β、IL-6 和 TNF-α 水平有所升高(P<0. 05),这提示

两种病证结合模型造模方式或可刺激机体产生慢

性炎症反应。 与模型组 A 相比,模型组 B 的 IL-1β、
IL-6 和 TNF-α 水平有所升高(P< 0. 05),这或许可

以作为两种病证结合模型炎症反应量化指标。
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表 4　 各组大鼠 NF-κB、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 改变情况( 􀭰x±s,pg / mL)
Table

 

4　 The
 

level
 

of
 

NF-κB,
 

IL-1β,
 

IL-6,
 

TNF-α
 

in
 

rats
 

of
 

each
 

group
组别

Groups n 核因子-κB
NF-κB

白细胞介素
 

1β
IL-1β

白细胞介素-6
IL-6

肿瘤坏死因子-α
TNF-α

正常对照组
Control

 

group 10 391. 69±22. 99 46. 13±10. 68 32. 76±5. 81 4. 86±1. 26

GA 对照组
GA

 

group 10 680. 10±29. 07∗∗ 361. 50±8. 58∗∗ 143. 1±10. 67∗∗ 58. 81±6. 53∗∗

模型组 A
Model

 

group
 

A 11 738. 74±49. 33∗∗# 366. 70±12. 48∗∗ 146. 5±11. 09∗∗ 64. 78±5. 93∗∗#

模型组 B
Model

 

group
 

B 9 741. 15±52. 59∗∗# 430. 00±12. 50∗∗##aa 168. 9±6. 61∗∗##aa 71. 26±4. 44∗∗##a

注:与正常对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与 GA 对照组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01;与模型组 A 相比,
 aP<0. 05,

 aaP<0. 01
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

GA
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

A,
 aP<0. 05,

 aaP<0. 01.

3　 讨论

　 　 《素问·至真要大论篇》指出:“诸湿肿满,皆属

于脾” [18] ;《素问·阴阳应象大论篇》指出:“中央生

湿……其藏为脾” [18] ,可见脾与湿密切相关;清代薛

生白言“湿热乃阳明太阴同病也”,以上均说明湿热

证病位多责之于脾胃[19] 。 湿热证病程多缠绵反复,
系饮食内伤致脾失健运,水液运化机能失职,导致

水液留滞、内湿内生,复感外邪,内外相引,故病湿

热[20] 。 这也和《素问·奇病论篇》中:“甘者,肥美

之所发”,指出甘为湿之应,常食膏粱厚味,易生湿

蕴热,病因病机相吻合。 总结以上对湿热证病因病

机的论述,在本实验中模型组 A 和模型组 B 均通过

自由饮用蜂蜜水,猪脂、白酒隔日灌服 14
 

d,以损其

脾胃,复刻脾失健运,水液运化失职,导致内湿自

生。 模型组 A 给予高温高湿外环境,模型组 B 通过

外邪(鼠伤寒沙门氏菌)从口鼻而入,模拟中医传统

病因,内外相引,故病湿热。 从症状表现来看,模型

组 A 和模型组 B 大鼠均出现便溏的临床表现,这提

示脾胃运化机能障碍,升降失序,清浊不分。 根据

现有的模型评判标准,可认为模型组 A 和模型组 B
均复制身重困倦、腹胀纳呆、便溏的湿热证表现。

众所周知,高尿酸血症是 GA 最主要的危险因

素,但临床研究表明,许多高尿酸血症患者不会发

展为 GA,也不会形成 MSU 晶体,甚至终身无症状。
另有研究表明,约 70%

 

GA 患者虽血尿酸值正常,但
临床却表现出 GA 急性发作症状。 这说明只有当关

节内 MSU 晶体沉积并与中性粒细胞相作用时,才会

导致以中性粒细胞为首的先天免疫系统被激活,进
而引发 GA 发作[21-22] 。 临床上 GA 起病急骤,发作

时可导致患者关节红肿、剧烈疼痛和运动障碍等症

状,通常在 7 ~ 10
 

d 后缓解,患者自行恢复。 此外本

次实验造模使用的大鼠为啮齿类动物,与灵长类不

同在于其自身存在可将尿酸代谢为尿囊素的尿酸

酶[23] ,故非长期刺激,而只是一过性刺激难以建立

以高尿酸血症为基础的 GA 动物模型[24] 。 MSU 晶

体作为诱发 GA 发作的关键物质,因此目前建立 GA
动物模型最经典方法便通过向关节腔内注射外源

性 MSU 晶体。 该造模方式不仅操作简便、模型稳定

而且与临床 GA 患者急性发作症状相吻合。 根据本

实验结果,注射 MSU 晶体混悬液 2
 

h 后模型逐渐形

成,12 h 后模型效果达到峰值,此后即使不做干预,
红肿热痛症状亦逐渐缓解。 这提示本实验 GA 模型

复制与临床 GA 急性发作相符合,这也提示临床 GA
发作 12

 

h 内是治疗的黄金时间可极大地缓解 GA 发

作症状。
湿邪为有形之邪,血脂便是其生化物质基础之

一,脂代谢紊乱则表明脾失健运,导致运化水湿、分
清泌浊的功能失职,为湿热证的发展创造了内在条

件[25] 。 吕文亮等[26] 采用“人工气候箱+肥甘饮食+
鼠伤寒沙门菌”法建立湿热证模型可引发血循环中

LDL-C 升高而 HDL-C 降低。 李华锋等[27] 和阙铁生

等[28]采用“高脂饮食+高温高湿+大肠埃希菌灌胃”
法制备的温病湿热证中 TC、TG、LDL-C 水平显著增

加,HDL-C 水平显著减少。 由此可见脂代谢紊乱是

湿热证特征之一。 此外临床横断面研究表明脂代

谢异常是 GA 诱发因素之一[29] 。 本实验中模型组 A
和模型组 B 的 TG、TC 和 LDL-C 水平显著高于正常

对照组和 GA 对照组,HDL-C 水平则显著低于正常

对照组和 GA 对照组,说明两种造模方式均发生脂

代谢紊乱,大鼠出现湿热证表现,且对 GA 发作有促

进作用。
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GA 属炎症性疾病的一种,其最大特征是 MSU
晶体沉积诱发炎症发作。 先天免疫在 GA 发作的自

我缓解机制中发挥重要作用,单核 / 巨噬细胞是先

天免疫系统的重要细胞组分。 MSU 晶体作为一种

“危险信号”因子,在 GA 发作的启动、放大和维持中

发挥重要作用,主要与 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 等促炎

因子相关[30] 。 这些促炎因子主要由于单核 / 巨噬细

胞被 MSU 晶体诱导活化而产生。 有生物活性的成

熟 IL-1β 被当作 GA 发作的始动因子,其可通过活

化 IL-1 受体通路刺激炎症因子和趋化因子,募集大

量中性粒细胞。 TNF-α 可激活中性粒细胞和淋巴细

胞,从而促进其他细胞因子的合成和释放,也可诱

导细胞凋亡。 此外 TNF-α 可刺激黏附因子的大量

分泌,随后黏附因子与白细胞共同作用损伤关节细

胞和关节软骨[31] ,这可能与 GA 患者剧烈疼痛相

关。 Liu 等[32]发现 MSU 晶体刺激单核细胞,可刺激

单核细胞分泌 IL-1β 和 TNF-α,且呈时间依赖性。
另有研究表明 IL-6 有助于诱发 GA 炎症,是激活

MSU 介导的 NLRP3 炎性体激活所必需的炎症因

子[33] 。 患者 IL-6 表达检测可反映 GA 病情发展变

化[34] 。 徐晓辰等[35] 探讨 GA 患者不同时间点血清

炎性因子的变化,结果表明 IL-1β、IL-6 及 TNF-α 在

炎症过程中可能存在共同作用。 研究报道,30 年前

David
 

Baltimore 和 Ranjan
 

Sen 发现一个在炎症反应

过程中的关键转录因子,即 NF-κB,其含了一个二聚

体转录因子家族,对炎症反应的调控以及几乎所有

生物中细胞的增殖、生化和凋亡都至关重要[36] 。
MSU 晶体、促炎因子(如:IL-1β、IL-6 和 TNF-α) 和

脂多糖等胞外刺激均可诱导 NF-κBp65 转入细胞

核,促进靶基因转录表达[37] 。 研究表明 MSU 晶体

主要通过两种途径诱导 NF-κB 活化:(1)在大多数

细胞中,其通常以 p65 / p50 二聚体形式存在,p65 主

要承担 NF-κB 转录活性。 MSU 晶体可能与 toll 样

受体 2 和 toll 样受体 4 结合,导致 NF-κBp65 的核易

位,最终诱导 NF-κB 活化。 (2) MSU 晶体可诱导由

核苷酸结合寡聚化结构域、亮氨酸重复序列和热蛋

白结构域组成的 NLRP3 炎症小体的活化,活化的

NLRP3 炎症小体可激活效应蛋白胱冬肽酶-1,最终

导致成熟 IL-1β 的产生[38] 。 成熟的 IL-1β 能够通过

IL-1 受体通路诱导 NF-κB 的活化。 以上诸多文献

均证明 NF-κB、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 在 GA 发作中

的重要作用,同时也有研究表明湿热证与炎症密切

相关[39] 。 本实验结果表明 IL-6、 IL-1β、 TNF-α 和

NF-κB 表达呈现模型组 B >模型组 A>GA 对照组>
正常对照组,说明模型组 A、模型组 B 和 GA 对照组

大鼠均表现出明显炎症反应。 此外模型 B 炎症因

子 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 表达高于模型组 A,总体而

言说明生物因子与单纯湿热环境相比,生物因子对

于炎性因子的启动可反应“热”致病因子靶点所在。
综上所述,本研究结果表明两种造模方式均可

诱导湿热证“证”和 GA“病”的临床表现。 从脂代谢

和炎症因子指标观察二者既有共性也有各自特点,
但毋庸置疑高脂高糖饮食是脂代谢紊乱的直接影

响因素,且脂代谢可作为“湿”致病因子靶点,炎性

因子可作为“热”致病因子靶点。 综合比较生物因

子对于大鼠炎症影响更明显,可作为湿热证 GA 病

证结合模型中“热”靶点量化评价指标。 将“病”和

“证”相结合制备湿热证痛风性关节炎病证结合模

型可为探明中医药治疗作用和机理研究提供可行

的动物模型选择。
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两种造模方法建立小鼠先兆子痫模型比较研究

许佳欢1,别亚男2,陈千晴1,陈柏羽1,欧宝芳1,谢水林3∗,吴少瑜1∗

(1.南方医科大学药学院,广州　 510515;2.广东药科大学生命科学与生物制药学院,广州
 

511436;
3.华南理工大学生物科学与工程学院,广州　 510006)

　 　 【摘要】 　 目的　 对比分析小鼠先兆子痫(pre-eclampsia,PE)模型两种造模方法的差异,为不同类型先兆子痫

动物模型的选择提供参考。 方法　 将 24 只 CD-1 孕鼠随机分成 4 组:脂多糖对照组、脂多糖组、雷西莫特(R848)对
照组、R848 组,每组 6 只。 脂多糖对照组和脂多糖组于妊娠第 13、14、15、16、17 天分别尾静脉注射生理盐水或 LPS
(4

 

mg / kg);R848 对照组和 R848 组于妊娠第 13、15、17 天分别腹腔注射 R848 溶剂(5%
 

DMSO+40%
 

PEG300+5%
 

Tween-80+50%
 

saline)或 R848(10
 

mg / kg);同时于妊娠第 12、14、16、18 天测量尾动脉收缩压;给药后于妊娠第 18
天解剖,进行尿蛋白 / 尿肌酐检测、抗血管生成因子检测及 HE 染色。 结果　 与对照组相比,两种造模方法均出现妊

娠期高血压(LPS 组的妊娠第 14、16、18 天的血压分别为:(142. 16±4. 81)mmHg、(144. 07±2. 91) mmHg 和(143. 31±
4. 61)mmHg;R848 组的妊娠第 14、16、18 天的血压分别为:(154. 00±5. 29) mmHg、(147. 44±3. 24) mmHg 和(140. 77
±2. 00)mmHg);尿蛋白 / 尿肌酐检测结果显示,LPS 模型组比值升高(P<0. 05),R848 组无统计学差异(P>0. 05);
血清抗血管生成因子检测结果显示,与对照组相比,脂多糖组 sFlt-1 和 sEng 表达量无统计学差异(P>0. 05),R848
组血清内 sFlt-1 和 sEng 表达量均升高(P<0. 01);HE 结果显示,与对照组相比,R848 组出现孕鼠胎盘血管慢性损

伤,合胞体滋养层广泛增生。 结论　 两种造模方法均能使孕鼠出现高血压、胎儿生长受限、内皮功能障碍等 PE 症

状。 腹腔注射 R848 造模法较尾静脉注射 LPS 法对动物的损伤程度更严重,且给药方式为腹腔注射,操作简单。
【关键词】 　 先兆子痫;脂多糖;雷西莫特;动物模型
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

compare
 

and
 

analyze
 

differences
 

between
 

two
 

modeling
 

method
  

of
 

mouse
 

pre-eclampsia
 

(PE),
 

and
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

to
 

select
 

different
 

types
 

of
 

PE
 

animal
 

models.
 

Methods　 Overall,
 

24
 

CD-1
 

pregnant
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

LPS
 

control,
 

LPS,
 

R848
 

control
 

and
 

R848
 

groups
 

with
 

six
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Saline
 

or
 

LPS
 

(4
 

mg / kg)
 

was
 

injected
 

intravenously
 

via
 

the
 

tail
 

vein
 

into
 

mice
 

in
 

LPS
 

control
 

or
 

LPS
 

groups
 

on
 

days
 

13 ~ 17
 

of
 



pregnancy.
 

R848
 

solvent
 

or
 

R848
 

(10
 

mg / kg)
 

was
 

injected
 

intraperitoneally
 

into
 

mice
 

of
 

R848
 

control
 

and
 

R848
 

groups
 

on
 

days
 

13,
 

15
 

and
 

17
 

of
 

pregnancy.
 

Systolic
 

blood
 

pressure
 

of
 

the
 

tail
 

artery
 

was
 

measured
 

on
 

days
 

12,
 

14,
 

16
 

and
 

18
 

of
 

pregnancy.
 

The
 

mice
 

were
 

dissected
 

on
 

day
 

18
 

of
 

pregnancy,
 

followed
 

by
 

urine
 

protein / creatinine
 

detection,
 

anti-vascular
 

generation
 

factor
 

detection,
 

and
 

HE
 

staining.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

gestational
 

hypertension
 

occurred
 

in
 

both
 

modeling
 

method.
 

Blood
 

pressure
 

on
 

days
 

14,
 

16
 

and
 

18
 

of
 

pregnancy
 

in
 

the
 

LPS
 

group
 

was
 

( 142. 16± 4. 81),
 

(144. 07±2. 91),
 

and
 

(143. 31±4. 61) mmHg,
 

respectively.
 

Blood
 

pressure
 

on
 

days
 

14,
 

16
 

and
 

18
 

of
 

pregnancy
 

in
 

the
 

R848
 

group
 

was
 

( 154. 00 ± 5. 29),
 

( 147. 44 ± 3. 24) and
 

( 140. 77 ± 2. 00) mmHg,
 

respectively.
 

Urine
 

protein / urine
 

creatinine
 

tests
 

showed
 

that
 

the
 

ratio
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

LPS
 

model
 

group
 

(P < 0. 05),
 

but
 

there
 

was
 

no
 

statistical
 

difference
 

in
 

the
 

R848
 

group
 

( P > 0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

corresponding
 

control
 

group,
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

sFlt-1
 

or
 

sEng
 

expression
 

in
 

the
 

lipopolysaccharide
 

group
 

(P>0. 05),
 

whereas
 

sFlt-1
 

and
 

sEng
 

expression
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

R848
 

group
 

(P<0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

R848
 

group
 

had
 

chronic
 

injury
 

of
 

placental
 

blood
 

vessels,
 

and
 

extensive
 

hyperplasia
 

of
 

syncytiotrophoblasts
 

in
 

pregnant
 

mice.
 

Conclusions 　 Both
 

modeling
 

method
  

induce
 

symptoms
 

of
 

PE
 

in
 

pregnant
 

mice,
 

such
 

as
 

hypertension,
 

fetal
 

growth
 

restriction,
 

and
 

endothelial
 

dysfunction.
 

However,
 

the
 

damage
 

caused
 

by
 

the
 

R848
 

modeling
 

method
  

is
 

more
 

serious
 

and
 

its
 

advantage
 

is
 

a
 

simple
 

operation.
【Keywords】　 preeclampsia;

 

lipopolysaccharide;
 

Resiquimod;
 

animal
 

model
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　 　 先兆子痫( pre-eclampsia,PE)是一种累及多器

官的妊娠相关疾病,其发病机制是不同程度的胎盘

灌注不良引起可溶性因子释放,导致母体血管内皮

损伤,从而致使高血压和多器官功能障碍[1-2] 。 PE
引起的胎盘损伤可导致胎儿生长受限、流产以及死

胎死产。 PE 是孕产妇围产期死亡主要原因之一。
2019 年全球疾病负担报告显示,每年约有 1800 万

妇女患有妊娠高血压疾病,约 27
 

800 名孕产妇死

亡[3] 。 在过去的二十年中,先兆子痫的预防治疗取

得了重大进展,主要包括孕前咨询、围产期血压控

制和并发症管理、胎儿及时分娩和产后监测等[4] 。
但除分娩外,没有其他更有效的靶向性治疗方案,
目前也缺乏特效药物延缓疾病进展。 因此,建立 PE
动物模型,对揭示其相关分子机制和探索有效的靶

向治疗方案提供理论和实验依据。
小鼠模型因与人类的高度同源性以及相似的

循环系统,在 PE 研究中被广泛使用和接受[5] 。 模

拟小鼠 PE 样症状的方法包括手术操作、近交系交

配、外源性药物诱导以及构建转基因动物模型

等[6] 。 其中外源性药物主要是通过干扰免疫系统

从而诱导 PE 的发生。 先天模式识别受体家族 Toll
样受体

 

(Toll-like
 

receptors,
 

TLR)
 

的激活会诱发妊

娠依赖性高血压、肾功能不全、内皮功能障碍和胎

盘损伤[7] 。 在本研究中,我们使用不同的 TLR 激动

剂诱 导 PE, 并 评 估 TLR4 激 动 剂 脂 多 糖

(lipopolysaccharide,
 

LPS) [8] 和 TLR7 / 8 激动剂雷西

莫特(Resiquimod,
 

R848) [9] 在构建 PE 模型方面的

异同点。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级雄性 CD-1 小鼠 12 只,8 ~ 12 周龄,体重

30~ 40
 

g;SPF 级雌性 CD-1 小鼠 24 只,8 ~ 12 周龄,
体重 20 ~ 40

 

g;购于浙江维通利华实验动物技术有

限公司[SCXK(浙)2019-0001],饲养于广州华腾生

物科技有限公司[ SYXK(粤) 2020-0237]。 所有动

物实验均经广州华腾生物科技有限公司伦理委员

会审核并批准(HTSW211214),严格遵守 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 脂多糖 ( 上海麦克林生化科技有限公司,
L861706);雷西莫特

 

( MedChemExpress,144875-48-
9); 小鼠 ELISA 试剂盒 ( soluble

 

FMS-like
 

tyrosine
 

kinase
 

1,
 

sFlt-1,ml002064;
 

soluble
 

endothelial
 

factor,
 

sEng,ml002193)(上海酶联生物科技有限公司);异
氟烷(深圳市瑞沃德生命科技有限公司,R510-22)。
大小鼠无创尾动脉血压测量分析系统( ZS-Z,北京

众实科技有限公司);全自动生化分析仪( Thermo
 

Indiko
 

Plus)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组与造模处理

　 　 孕鼠的获得:将 24 只雌性小鼠与 12 只雄性小

鼠按雌雄 2 ∶ 1 的比例合笼饲养过夜;在第 2 天

9:00 检查雌性小鼠的阴道栓,若见阴道栓定义为妊

娠第 0 天(记为 E0)。
动物分组与造模处理:将 24 只孕鼠随机分为 4

组:脂多糖对照组、脂多糖组、 R848 对照组、 R848
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组,每组 6 只。 脂多糖对照组于妊娠第 13、14、15、
16、17 天(E13、E14、E15、E16、E17)尾静脉注射 200

 

μL 生理盐水;脂多糖组于妊娠第 13、14、15、16、17
天尾静脉注射 40

 

μg / kg
 

LPS;R848 对照组于妊娠第

13、15、17 天腹腔注射 200
 

μL
 

R848 溶剂(5%
 

DMSO
+40%

 

PEG300+5%
 

Tween-80+50%
 

saline);R848 组

于妊娠第 13、15、17 天按 10
 

mg / kg 的剂量腹腔注

射 R848。

表 1　 各组孕鼠尾动脉收缩压(mmHg,
 

n= 6)
Table

 

1　 The
 

systolic
 

blood
 

pressure
 

of
 

the
 

tail
 

artery
 

of
 

pregnant
 

mice
 

in
 

each
 

group
组别 Groups E12 E14 E16 E18
LPS 对照组

LPS
 

control
 

group 98. 17±7. 49 99. 73±7. 24 100. 74±2. 58 105. 44±8. 46

LPS 组
LPS

 

group 97. 05±10. 96 142. 16±4. 81∗∗∗∗ 144. 07±2. 91∗∗∗∗ 143. 31±4. 61∗∗∗∗

R848 对照组
R848

 

control
 

group 93. 75±4. 24 102. 17±5. 10 104. 08±1. 16 95. 38±4. 00

R848 组
R848

 

group 101. 47±6. 88 154. 00±5. 29#### 147. 44±3. 24#### 140. 77±2. 00####

注:与 LPS 对照组相比,
 ∗∗∗∗P<0. 0001;与 R848 对照组相比,

 ####P<0. 0001。
Note.

 

Compared
 

with
 

LPS
 

control
 

group,
 ∗∗∗∗P<0. 0001.

 

Compared
 

with
 

R848
 

control
 

group,
 ####P<0. 0001.

1. 3. 2　 孕鼠无创血压测量

　 　 分别在妊娠第 12、14、16、18 天(E12、E14、E16、
E18)

 

上午 8:00 ~ 11:00,使用尾动脉血压监测仪测

量孕鼠血压,每只孕鼠测量 3 次,结果取均值。
1. 3. 3　 孕鼠尿蛋白 / 尿肌酐比值测定

　 　 收集孕鼠妊娠第 17 天 17:00 ~ 妊娠第 18 天

8:00 的尿液,使用全自动生化分析仪测定尿蛋白与

尿肌酐含量。
1. 3. 4　 ELISA 检测孕鼠血清 sFlt-1 和 sEng 水平

　 　 在妊娠第 18 天,采用眼眶静脉采血收集各组孕

鼠血液于促凝管中,4℃ 静置 30
 

min 后,3000
 

r / min
离心 10

 

min 收集上清。 根据试剂盒说明书检测血

清中 sFlt-1 和 sEng 的含量。
1. 3. 5　 HE 染色

　 　 在妊娠第 18 天,采用眼眶取血后,使用 10
 

mL
异氟烷过量麻醉处死孕鼠,开腹取出子宫,剥离胎

盘,剖出胎鼠进行计数与称重。 收集孕鼠的胎盘组

织、子宫,于 10%甲醛固定、乙醇脱水,经石蜡包埋、
连续切片(厚度 4

 

μm)后按常规步骤进行 HE 染色,
观察各组织的病理改变。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据采用 IBM
 

SPSS
 

20 进行统计分析。 采

用 GraphPad
 

Prism
 

7 软件进行绘图。 对正态分布或

近似正态分布的计量资料使用平均数±标准差( 􀭰x±
s)进行统计描述。 多组比较采用单因素方差分析,

组间两两比较采用 LSD 法或 Tamhane’ s
 

T2 法,P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组孕鼠尾动脉收缩压比较

　 　 于妊娠第 13 天开始给予相应药物后,LPS 对照

组与 R848 对照组相比,尾动脉收缩压水平无统计

学差异(P>0. 05)。 与 LPS 对照组相比,LPS 组尾动

脉收缩压水平显著升高(P< 0. 0001)。 与 R848 对

照组相比,R848 组尾动脉收缩压水平显著升高(P<
0. 0001)(图 1、表 1)。 LPS 组和 R848 组均出现孕

鼠妊娠期高血压。
2. 2　 各组孕鼠尿蛋白 /尿肌酐比值比较

　 　 使用终点法测定孕鼠尿蛋白,氧化酶法测定孕

鼠尿肌酐,求得比值后发现,与 LPS 对照组相比,
LPS 组比值升高(P<0. 05)。 R848 组与 R848 对照

组无统计学差异(P>0. 05)(图 2)。

注:与 LPS 对照组相比,
 ∗∗∗∗P< 0. 0001;与 R848 对照组相比,

 

####P<0. 0001。

图 1　 四组孕鼠妊娠第 12、14、16、18 天尾动脉收缩压(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

LPS
 

control
 

group,
 ∗∗∗∗P<0. 0001.

 

Compared
 

with
 

R848
 

control
 

group,
  ####P<0. 0001.

Figure
 

1　 The
 

systolic
 

blood
 

pressure
 

of
 

caudal
 

artery
 

of
 

pregnant
 

mice
 

in
 

four
 

groups
 

on
 

the
 

12th,
 

14th,
 

16th
 

and
 

18th
 

day
 

of
 

pregnancy
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2. 3　 各组孕鼠胎鼠情况比较

　 　 经过统计分析(图 3A),各组胎鼠数量无统计

学差异(P>0. 05) (图 3B)。 LPS 对照组与 R848 对

照组胎鼠体重无统计学差异(P> 0. 05),但与 LPS
对照组相比, LPS 组的胎鼠体重略有下降 ( P <
0. 05)。 与 R848 对照组相比,R848 组胎鼠体重显

著下降(P<0. 0001)(图 3C)。 提示 LPS 和 R848 诱

导的先兆子痫模型会影响胚胎的发育。

注:A:胎鼠大体观察结果;B:胎鼠数量;C:胎鼠体重。 与同期相应组别比,
  ∗P<0. 05,

 ∗∗∗∗P<0. 0001。

图 3　 四组孕鼠胎鼠大体观察、数量及体重结果(n= 6)
Note.

 

A,
 

General
 

observation
 

results
 

of
 

pregnant
 

mice.
 

B,
 

Number
 

of
 

pregnant
 

mice.
 

C,
 

Pregnant
 

mice
 

weight.
 

Compared
 

with
 

the
 

corresponding
 

groups
 

in
 

the
 

same
 

period,
  ∗P<0. 05,

 ∗∗∗∗P<0. 0001.

Figure
 

3　 Results
 

of
 

gross
 

observation,
 

number
 

and
  

weight
 

of
 

pregnant
 

mice
 

in
 

four
 

groups

2. 4　 各组孕鼠血清中 sFlt-1和 sEng 的表达量

　 　 ELISA 检测结果显示(图 4),与 R848 对照组相

比,LPS 对照组的各因子表达量无统计学差异(P>
0. 05)。 LPS 组与 LPS 对照组相比, sFlt-1 和 sEng
的表达无统计学差异(P>0. 05)。 R848 组相比较于

R848 对照组,sFlt-1 和 sEng 的表达升高(P<0. 01)。
2. 5　 病理学变化

　 　 HE 染色结果显示(图 5),LPS 对照组和 R848
对照组的胎盘中迷路可见大量血窦,血窦大小正

常,血窦周围见大量合胞体滋养层、细胞滋养层,细
胞形态正常。 LPS 组胎盘组织与 LPS 对照组相比无

　 　 　

注:与同期相应组别比,
 ∗P<0. 05。

图 2　 四组孕鼠尿蛋白 / 尿肌酐结果(n= 6)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

corresponding
 

groups
 

in
 

the
 

same
 

period,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Results
 

of
 

urinary
 

protein / creatinine
 

of
 

pregnant
 

mice
 

in
 

four
 

groups
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注:A:可溶性血管内皮细胞生长因子受体(sFlt-1)表达水平;B:可溶性内皮因子(sEng)
 

表达水平。 与同期相应组别比,
 ∗∗P<0. 01。

图 4　 各组孕鼠血清中 sFlt-1 和 sEng 的表达水平结果(n= 3)
Note.

 

A,
 

Soluble
 

FMS-like
 

tyrosine
 

kinase
 

1( sFlt-1) expression
 

level.
 

B,
 

Soluble
 

endothelial
 

factor
 

( sEng)
 

expression
 

level.
 

Compared
 

with
 

the
 

corresponding
 

groups
 

in
 

the
 

same
 

period,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

4　 Results
 

of
 

sFlt-1
 

and
 

sEng
 

expression
 

level
 

in
 

serum
 

of
 

pregnant
 

mice
 

in
 

four
 

groups

注:A:胎盘;黑色箭头:蓝紫色钙盐;红色箭头:合胞体滋养层增生;黄色箭头:红细胞;蓝色箭头:胞核;绿色箭头:细胞钙化;B:子宫;
黑色箭头:上皮层结缔组织;红色箭头:血管扩张;黄色箭头:红细胞;绿色箭头:炎性细胞浸润。

图 5　 四组孕鼠胎盘、子宫 HE 染色

Note.
 

A,
 

Placenta.
 

Black
 

arrows,
 

Blue-purple
 

calcium
 

salts.
 

Red
 

arrows,
 

Syncytiotrophoblast
 

hyperplasia.
 

Yellow
 

arrows,
 

Red
 

blood
 

cells.
 

Blue
 

arrows,
 

Nuclei.
 

Green
 

arrows,
 

Cell
 

calcification.
 

B,
 

Uterus.
 

Red
 

arrows,
 

Vasodilation.
 

Yellow
 

arrows,
 

Red
 

blood
 

cells.
 

Green
 

arrows,
 

Inflammatory
 

cell
 

infiltration.

Figure
 

5　 HE
 

staining
 

of
 

placenta
 

and
 

uterus
 

of
 

four
 

groups
 

of
 

pregnant
 

mice
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明显差异。 而 R848 组的全部孕鼠出现严重的胎盘

病变:胎盘组织迷路可见大量蓝紫色钙盐沉积,合
胞体滋养层广泛增生并伴有大量钙化,可见细胞灶

状坏死,滋养层内血窦数量明显减少。
此外,子宫 HE 染色结果显示,LPS 对照组和

R848 对照组子宫的黏膜层见大量绒毛样结构,上皮

完整,上皮细胞胞质丰富,形态正常,固有层见较多

毛细血管,管腔大小正常。 与 LPS 对照组比较,LPS
组 2 / 3 孕鼠的子宫的黏膜层绒毛轻度水肿,大量毛

细血管增生及充血扩张,伴少量炎性细胞浸润。 与

R848 对照组比较,R848 组全部孕鼠的子宫的黏膜

上皮高度水肿,绒毛明显增厚,固有层结缔组织增

生明显,毛细血管增生及淤血扩张,组织内可见小

范围轻度出血,伴少量炎性细胞浸润。

3　 讨论

　 　 先兆子痫是一种多系统妊娠特异性疾病,其发

病机制主要涉及两个阶段:胎盘异常和母体综合征

的发展[10] 。 因此构建合适的动物模型有助于更好

地了解其发病机制和寻找有效的治疗方法。 小鼠

胎盘在结构上类似于人类胎盘,具有高度的功能保

护[11] 。 目前,构建小鼠 PE 模型的方法主要有:(1)
使用手术诱导法,降低胎盘灌注压[12] 。 此方法产生

类似于伴有胎儿生长受限的晚发性 PE 病理效应。
由于手术是在胎盘发育后进行的,不影响螺旋动脉

正常重塑,一般用于胎盘缺血和胎盘功能不全的研

究;( 2) 近交系交配:雄性 DBA / 2 近交系小鼠与

CBA / J 近亲繁殖[13] ,
 

此方法可引起半异体胎盘的

免疫排斥反应,及主要组织相容性复合体 ( major
 

histocompatibility
 

complex,
 

MHC)与母体不相容性导

致流产;(3)基因编辑:storkhead
 

box
 

1 过表达[14] 、吲
哚胺 2,3-双加氧酶敲除[15] ,此方法使用传统的转

基因技术调控与 PE 相关基因的表达,同时影响胎

盘和胎儿,因此必须考虑胎儿基因组改变对病理或

表型的影响;(4)外源性药物诱导:血管紧张素 II 型

1 受 体[16] 、 TLR 激 动 剂[17] 、 L-NAME ( ng-nitro-l-
arginine

 

methyl
 

ester,
 

硝基-L-Arg-甲基酯) [18] ,这些

药物中的绝大多数调节免疫系统,通常在胎盘发育

发生后引入,模拟晚发性 PE 的慢性炎症状态;(5)
全身性腺病毒感染和滋养层特异性转基因方法[19] ,
全身性腺病毒感染因其肝中靶基因的腺病毒摄取

和错误表达可导致母体假病毒性肝炎,产生与 PE
无关联性的其他症状。 滋养层特异性慢病毒转基

因方法仅在胎盘的滋养层部分表达靶基因,可避免

产生脱靶或继发性效应。 上述造模方法可产生 PE
部分或全部特征,及一些与人类 PE 临床不具相关

性的辅助表型,但由于存在发病机制和功能活性的

差异以及病理进程的不一致,仍需建立更可靠的 PE
动物模型进行验证以提高向人类转化效率。

LPS 是一种细菌内毒素,作用于细胞膜表面的

Toll 样受体 4[20] 。 LPS 给药是常用的 PE 造模方法。
在免疫细胞中,LPS 可以触发促炎细胞因子的释放

和活性氧的产生[21] 。 Li 等[8]于妊娠 7. 5 ~ 17. 5
 

d 在

CD-1 小鼠中注射 LPS,随后观察到血压升高,胎盘

胎儿血管面积、滋养层侵袭和螺旋动脉重塑减少,
纤维蛋白沉积和肾小球肿胀的肾损伤。

TLR7 和 TLR8 通过与内体或吞噬体中的配体

结合来识别细胞内信号[22] 。 与正常孕妇相比,PE
患者的胎盘中合体滋养细胞和细胞滋养细胞中的

TLR7 和 TLR8 表达增加。 研究发现,用 TLR7 / 8 激

动剂诱导的 PE 小鼠, 其滋养层细胞的 TLR7 和

TLR8 的蛋白质水平增加,出现高血压、蛋白尿、炎症

和胎盘功能障碍的表征[9] 。
在本研究中,与相对应的对照组相比,LPS 模型

组和 R848 模型组均出现了妊娠期高血压(收缩压

≥140
 

mmHg / 舒张压≥90
 

mmHg)。 尿蛋白 / 尿肌酐

结果显示,LPS 组出现蛋白尿,但 R848 组并没有出

现蛋白尿,这可能与 TLR8 在小鼠中抑制 TLR7 的介

导作用有关,从而对肾有保护作用[23] 。 尽管如此,
胎盘 TLR7 / 8 的过度激活可诱发妊娠依赖性高血压

和内皮功能障碍。 本研究发现,LPS 组和 R848 组的

胎儿体重低于相应对照组(P<0. 05),这表明胎儿生

长受限。 与此同时, HE 染色结果表明, LPS 组和

R848 组子宫均出现少量炎性细胞浸润,且 R848 组

胎盘组织可见灶状坏死。 因此,本研究成功地构建

了使用 TLR4 激动剂 LPS 和 TLR7 / 8 激动剂 R848
诱导的 PE 动物模型。

在先兆子痫中,胎盘分泌的过量 sFlt-1,通过结

合局部和循环血液中的血管生成蛋白 ( vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
 

VEGF) 和胎盘生长因子

(placental
 

growth
 

factor,
 

PlGF),抑制其传导,从而导

致内皮细胞功能障[24] 。 抗血管生成蛋白 sEng 是一

种胎盘衍生的可溶性
 

转化生长因子 β
 

( transforming
 

growth
 

factor-β,
 

TGF-β)
 

共受体,抑制 TGF-β1 与其

受体和下游信号传导的结合,引起 TGF-β 信号传导

失调[25] 。 sEng 在先兆子痫患者血清中的表达量与
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疾病严重程度呈正相关。 在妊娠大鼠中,相比于单

独使用,sEng 和 sFlt-1 的联用产生先兆子痫的体征

和症状更严重[26] 。 这与我们的实验结果相一致,
sEng 和 sFlt-1 表达量升高的 R848 模型组比 sEng 和

sFlt-1 含量无统计学差异的的 LPS 模型组的先兆子

痫表征更严重,如胎儿体重下降更明显、胎盘严重

病变。
综上所述,LPS 和 R848 均能构建出与人类 PE

病理相似(新发高血压或伴有蛋白尿、胎盘功能障

碍以及其他器官功能障碍等[6] ) 的 PE 动物模型。
LPS 在妊娠和非妊娠动物中都可诱导全身炎症,其
机制为慢性炎症状态的持续激活,这表明 LPS 引起

的表型可能不是妊娠特异性的[27] 。 根据胎盘 HE
染色结果表明,R848 构建的 PE 模型表征更为严

重,且给药方式为腹腔注射,操作简单。 同时,在

R848 模型小鼠循环中发生了抗血管生成与促血管

生成的不平衡:与对照组相比,R848 组小鼠血清的

sFlt-1 和 sEng 表达上升,暗示 TLR7 / 8 介导的炎症

免疫反应可能通过调节 sFlt-1 和 sEng 的表达从而

抑制母胎界面的血管生成, 参与 PE 的发生发

展[28-29] 。 因此,针对 TLR7 / 8 开发的 ssRNA 或者小

分子抑制剂可能通过促进新生血管的生成阻断 PE
的进展。

本研究建立的 TLR7 / 8 诱导的 PE 样小鼠模型

是较为新颖且有相关数据支持的模型[30] 。 该模型

不仅具有妊娠期特有的高血压以及合并胎儿生长

受限等不良妊娠结局的 PE 样表型,而且具有类似

人类 PE 胎盘滋养细胞侵袭不足的病理特征。 进一

步提示了母胎界面 TLR7 信号通路异常在 PE 发病

过程中的重要作用,并为研究 PE 的发病机制提供

了一个合适的动物模型。
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小鼠背侧导水管周围灰质在先天胁迫下逃跑和僵立的不同编码特征

鼠类为了躲避天敌常常表现出逃跑(flight)或僵立(freezing)的先天防御行为,该行为的产生与中脑导水

管周围灰质(periaqueductal
 

gray,
 

PAG)有关。 目前,背侧 PAG(dorsal
 

PAG,
 

dPAG)对这两种防御行为的神

经编码机制尚需要进一步研究。
该研究采用模拟天敌迫近的 Looming 和模拟天敌掠过的 sweeping 两种视觉刺激范式诱导 C57BL / 6 小

鼠先天性防御行为,并将 4×4 的微电极阵列植入 dPAG 记录小鼠产生两种防御行为的神经信号,从胞外动作

电位(spike)和局部场电位(local
 

field
 

potential,
 

LFP)中分别提取和分析两种防御行为的神经编码特征。 结

果表明,dPAG 在 C57 小鼠逃跑和僵立时神经放电模式和编码特征不同:逃跑行为比僵立行为的时间延迟更

短,逃跑时 dPAG 的 Spike 发放率显著升高,而僵立行为的则显著下降;此外,两种防御行为的 dPAG 神经动

作电位放电序列的峰峰间隔(Inter
 

Spike
 

Interval,
 

ISI)分布差异主要表现在 2 ~ 10
 

ms 内,且逃跑行为高于僵

立行为。 两种防御行为 dPAG 的 LFP 差异主要集中在 theta 频带,其中逃跑行为 8 ~ 10
 

Hz,而僵立行为则在 6
~8

 

Hz。 同步似然算法构建脑功能网络表明,逃跑和僵立时 dPAG
 

theta 频带的脑功能网络连接密度显著增

强。 综上所述,该研究揭示了视觉诱导的恐惧情绪在小鼠防御运动行为调制中发挥关键作用。 Looming 刺

激模拟天敌迫近,诱发小鼠强烈的恐惧应激产生潜意识快速逃跑行为;而 Sweeping 刺激模拟天敌掠过,刺激

相对较弱可能诱发僵立行,揭示了小鼠 dPAG 在先天恐惧范式中诱发逃跑和僵立行为的神经编码机制,证实

了恐惧核团在哺乳动物行为调控中的发挥重要作用。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学(英文)》期刊(Animal

 

Models
 

and
 

Experimental
 

Medicine,
 

2022,
 

5(6):491-501;
 

https:
 

/ / doi. org /
 

10. 1002 / ame2. 12276)
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线粒体铁蛋白调控上皮-间质转化对非小细胞肺癌
细胞顺铂耐药的影响

赵峻秀1,霍明洋2,陈振宇1,白雪松1,马洪波1,郗艳丽1∗

(1.吉林医药学院公共卫生学院,吉林
 

吉林　 132013;
 

2.延边大学基础医学院,吉林
 

延边　 133002)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究线粒体铁蛋白(FtMt)对非小细胞肺癌细胞顺铂耐药株 A549 / DDP 和非小细胞肺癌细胞

株 A549 上皮-间质转化(EMT)的影响,探讨其改善顺铂耐药的分子机制。 方法　 流式细胞术检测 A549 和 A549 /
DDP 的凋亡率和细胞周期情况,Western

 

blot 检测
 

E-钙黏蛋白( E-cadherin)、N-钙黏蛋白( N-cadherin)和 FtMt 蛋白

表达水平, RT-qPCR 法检测细胞中 E-cadherin、 N-cadherin、 snail、 slug、 twist、波形蛋白 ( vimentin)、铁转运蛋白

(ferroportin,FPn)、二价金属离子转运蛋白 1 ( divalent
 

metal
 

transporter
 

1, DMT1)、铁调素和转铁蛋白受体 1
(transferrin

 

receptor1,TfR1)基因表达水平。 细胞划痕实验检测细胞迁移情况。 结果 　 随着顺铂使用剂量增加,
A549 / DDP 和 A549 细胞凋亡率逐渐升高,且 A549 细胞凋亡率显著高于 A549 / DDP 细胞。 顺铂处理后,与 0

 

μg / mL
顺铂组比较,顺铂各剂量组 A549 细胞 G0 / G1 期和 G2 / M 期逐渐降低,A549 / DDP 细胞 G0 / G1 期和 G2 / M 期先升高

后降低(P<0. 05)。 A549 / DDP 细胞 E-cadherin 和 mRNA 水平低于 A549 细胞,A549 / DDP 细胞 N-cadherin 和 mRNA
水平高于 A549 细胞,A549 / DDP 细胞中 snial、slug、vimentin、FPn、铁调素( hepcidin)和 TfR1

 

mRNA 水平高于 A549
细胞(P<0. 05),A549 / DDP 细胞中 DMT1

 

mRNA 水平低于 A549 细胞(P>0. 05),A549 / DDP 细胞迁移的速度显著快

于 A549 细胞(P<0. 05),A549 / DDP 细胞中 FtMt 蛋白表达水平显著高于 A549 细胞(P<0. 05)。 结论　 肺癌细胞的

顺铂耐药与 EMT 过程有关,FtMt 在肺癌细胞耐受顺铂过程中可能发挥了重要作用。
【关键词】 　 线粒体铁蛋白;顺铂耐药;非小细胞肺癌;上皮-间质转化
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

mitochondrial
 

ferritin
 

( FtMt)
 

on
 

epithelial
 

mesenchymal
 

transition
 

(EMT)
 

of-cisplatin-resistant
 

non-small
 

lung
 

cancer
 

line
 

A549 / DDP
 

and
 

non-small
 

lung
 

cancer
 

line
 

A549,
 

and
 

to
 

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

in
 

improving
 

cisplatin
 

resistance.
 

Methods　 Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

cell
 

cycle
 

of
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
 

cells.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

expression
 

of
 

E-cadherin,
 

N-
cadherin

 

and
 

FtMt.
 

RT-qPCR
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

gene
 

expression
 

of
 

E-cadherin,
 

N-cadherin,
 

snail,
 

slug,
 

twist,
 



vimentin,
 

FPn,
 

DMT1,
 

hepcidin
 

and
 

TfR1
 

in
 

cells.
 

Cell
 

migration
 

was
 

assessed
 

by
 

a
 

scratch
 

assay.
 

Results 　 The
 

apoptotic
 

rate
 

of
 

A549 / DDP
 

and
 

A549
 

cells
 

was
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

in
 

cisplatin
 

concentration,
 

and
 

the
 

apoptotic
 

rate
 

of
 

A549
 

cells
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

A549 / DDP
 

cells.
 

After
 

cisplatin
 

treatment,
 

A549
 

cells
 

in
 

G0 / G1
 

and
 

G2 / M
 

phases
 

were
 

gradually
 

decreased
 

in
 

all
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

0
 

μg / mL
 

cisplatin
 

group,
 

whereas
 

A549 / DDP
 

cells
 

in
 

G0 / G1
 

and
 

G2 / M
 

phases
 

were
 

first
 

increased
 

and
 

then
 

decreased
 

(P< 0. 05).
 

The
 

protein
 

and
 

mRNA
 

levels
 

of
 

E-cadherin
 

in
 

A549 / DDP
 

cells
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

A549
 

cells,
 

while
 

the
 

protein
 

and
 

mRNA
 

levels
 

of
 

N-cadherin
 

in
 

A549 / DDP
 

cells
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

A549
 

cells.
 

The
 

mRNA
 

levels
 

of
 

snail,
 

slug,
 

vimentin,
 

FPn,
 

hepcidin
 

and
 

TfR1
 

in
 

A549 / DDP
 

cells
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

A549
 

cells
 

(P<0. 05).
 

The
 

mRNA
 

level
 

of
 

DMT1
 

in
 

A549 / DDP
 

cells
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

A549
 

cells
 

(P>0. 05).
 

The
 

cell
 

migration
 

rate
 

was
 

significantly
 

faster
 

in
 

A549 / DDP
 

cells
 

than
 

in
 

A549
 

cells
 

(P<0. 05).
 

The
 

expression
 

of
 

FtMt
 

in
 

A549 / DDP
 

cells
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

A549
 

cells
 

(P<
0. 05).

 

Conclusions　 Cisplatin
 

resistance
 

of
 

lung
 

cancer
 

cells
 

is
 

related
 

to
 

the
 

EMT
 

process,
 

and
 

FtMt
 

might
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

cisplatin
 

resistance
 

of
 

lung
 

cancer
 

cells.
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epithelial
 

mesenchymal
 

transition
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　 　 肺癌是全球致死率最高的恶性肿瘤,其中非小

细胞肺癌( non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,NSCLC) 大约

能占肺癌总数的 80% ~ 85%[1-2] 。 多数肺癌患者确

诊时已处于临床晚期,临床上缺少疗效显著的治疗

药物,生物靶向药物的针对性强,很多患者因基因

配型不符而错失最佳治疗机会。 此外,许多肺癌患

者对临床常用的化疗或放射疗法存在耐药,导致肺

癌患者的 5 年生存率较低,仅有 4% ~ 17%[3] 。 顺铂

(cisplatin,DDP)是临床上常用的抗肿瘤药物,抗癌

谱广,与多种抗肿瘤药物有协同作用、且无交差耐

药[4] ,但顺铂的单独长期使用会造成患者耐药[5] 。
研究发现,肺癌患者的顺铂耐药可能诱导上皮-间

质转化 ( epithelial-mesenchymal
 

transition, EMT) 过

程,抑制肺癌细胞的 EMT 过程,可能会有效抑制肺

癌细胞的耐药与侵袭[6] 。 持续性铁过载能促进胰

腺癌细胞发生 EMT 过程[7] 。 在乳腺癌细胞中,通过

抑制膜铁转运蛋白的表达可以促使细胞内铁浓度

升高,进而导致 EMT 发生[8] 。 由此推测,铁过载可

能与肿瘤细胞的耐药及 EMT 过程有关。 线粒体铁

蛋白(ferritin
 

mitochondrial,FtMt)是一种定位在线粒

体上、与铁代谢密切相关的蛋白,具有组织受限性

表达的特点,由于其 mRNA 上缺乏铁依赖的、能翻

译调控铁反应元件的共有序列,所以它的翻译不受

铁反应元件(iron
 

resposive
 

element,IRE) -铁调节蛋

白(iron
 

regulatory
 

protein,IRP)机制的调控,而该机

制被认为是调控细胞铁稳态的重要机制[9-10] 。 已证

实 FtMt 参与了线粒体中的铁调节并维持线粒体内

铁稳态[11] ,但目前关于 FtMt 在肺癌细胞耐受顺铂

及 EMT 过程中的作用尚不清楚。 为此,本研究通过

比较顺铂耐药细胞株 A549 / DDP 与非耐药细胞株

A549 之间 FtMt 表达水平、EMT 过程及相关信号通

路的差异,探索 FtMt 与顺铂耐药和 EMT 之间的关

系,为进一步了解肺癌的发病机制提供实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人非小细胞肺癌 A549 细胞株(中国科学院典

型培养物宝藏委员会细胞库);人非小细胞肺癌顺

铂耐药细胞株 A549 / DDP (长春晶美生物工程有限

公司)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 胎牛血清(以色列 BI);RPMI-1640 培养基(美

国 Hyclone);凋亡检测试剂盒(南京诺唯赞生物科

技有 限 公 司 ); 线 粒 体 铁 蛋 白 一 抗 ( Ferritin
 

mitochondrial,FtMt)、 E-钙黏蛋白、 N-钙黏蛋白、 β-
actin、 HRP-Goat

 

Anti-Rabbit
 

IgG、 HRP-Goat
 

Anti-
Mouse

 

IgG(武汉三鹰生物技术有限公司);cDNA 合

成试剂盒 ( 北京康润诚业生物科技有限公司);
BeyoFastTM

 

SYBR
 

Green
 

qPCR
 

Mix 和线粒体提取试

剂盒(碧云天生物技术);顺铂( cisplatin,DDP) (美

国 sigma);引物(生物工程上海股份有限公司)。
NBS

 

Galaxy
 

170S 二 氧 化 碳 培 养 箱 ( 德 国,
Eppendorf);Epoch

 

多功能酶标仪(美国 BioTek);C6
流式细胞仪 ( 美国 BD); 7500

 

FastPCR 仪 ( 美国

ABI);Mastercycler
 

nexus
 

gradient 梯度 PCR 仪(德国

Eppendorf);IX73 活细胞工作站(日本奥林巴斯);
Mini-Protean 电泳槽、Mini

 

Trans-Blot 转印槽和 Gel
 

Doc
 

XR 凝胶成像系统(美国 Bio-Rad)。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞凋亡检测

　 　 A549 细胞以 2×105 个 / 孔接种于 6 孔板,在含

有 10%胎牛血清、1%青霉素和链霉素的 RPMI-1640
培养液(完全培养液)中,37℃ 、5%

 

CO2 培养箱中培

养过夜。 A549 / DDP 细胞培养于富含 10% 胎牛血

清、1% 青霉素和链霉素、2
 

μg / mL
 

DDP 的 RPMI-
1640 培养液(完全培养液)中,37℃ 、5%

 

CO2 培养箱

中培养。 按如下分组给予受试物处理:对照组加入

2
 

mL 的不完全培养液(不含血清,其余同完全培养

液),给药组分别加入相同体积的 1. 0、2. 5 和 5. 0
 

μg / mL 的顺铂溶液 (不含血清,其余同完全培养

液)。 37℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养 24
 

h,消化并收

集细胞,离心去上清,向沉淀中加入预冷的 PBS 洗

涤细胞 1 次,加入 195
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC 结合液重

悬细胞。 加入 5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC 和 10
 

μL 的 PI
染色液,混匀,室温避光孵育 20

 

min,立即上机检测。
实验重复 3 次。

表 1　 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
基因名称
Gene

 

name
上游引物序列(5’→3’)
Upstream

 

primer
 

sequence
下游引物序列(5’→3’)

Downstream
 

primer
 

sequence
长度(bp)

Length
E-cadherin GAACGCATTGCCACATACAC GAATTCGGGCTTGTTGTCAT 125
N-cadherin GTGCCATTAGCCAAGGGAATTCAGC GCGTTCCTGTTCCACTCATAGGAGG 370

Snail ACCACTATGCCGCGCTCTT GGTCGTAGGGCTGCTGGAA 115
Slug GCGCATGCTCCATTGTCTTAC

 

AGGCACTTGGAAGGGGTATTG 167
Twist AGAAGTCTGCGGGCTGTGGCG GAGGGCAGCGTGGGGATGATC 193

Vimentin TGAGTACCGGAGACAGGTCGAG TAGCAGCTTCAACGCAAAGTTC 119
FPn TTACCAGAAAACCCCAGCTC CAGGGGTTTTGGCTCAGTAT 103
DMT1 GTGGTTACTGGGCTGCATCT CCCACAGAGGAATTCTTCCT 172
Hepcidin CTGAGCAGTGGCTCTGTTTTC GAAGTGGGTGTCTCGCCTC 129
TfR1 CATGTGGAGATGAAACTTGC TCCCATAGCAGATACTTCCA 106

GAPDH AAATCCCATCACCATCTTCCAG GAGTCCTTCCACGATACCAAAGTTG 136

1. 3. 2　 细胞周期检测

　 　 细胞处理同 1. 3. 1。 处理终点后,用 1×PBS 洗

3 次,消化并收集细胞,1000
 

r / min 离心 3
 

min,弃上

清,向沉淀中加入 70%冷乙醇,4℃ 固定过夜,PBS
洗涤,RNaseA

 

在 37℃孵育 30
 

min。 1000
 

r / min 离心

3 min,弃上清,加入 0. 5
 

mL、10
 

μg / mL 的 PI 溶液,
室温避光反应 30

 

min。 PBS 洗去未结合染色液,立
即上机检测。 实验重复 3 次。 Modfit 软件分析

结果。
1. 3. 3　 蛋白表达检测

　 　 A549 和 A549 / DDP 细胞接种于 6 孔板,37℃ 、
5%

 

CO2 培养 24
 

h 后,用 1×PBS 洗 3 次,每孔加入

100
 

μL 细胞裂解液,冰浴 10
 

min,待细胞裂解完全,
移入 1. 5

 

mL
 

EP 管中,100℃变性 15
 

min,3000
 

r / min

离心 5
 

min 后, 取上清进行 Western
 

blot 检测 E-
cadherin 和 N-cadherin 的表达水平。 按照线粒体提

取试剂盒说明书步骤,提取线粒体,检测 FtMt 蛋白

表达水平。 通过 Image
 

Lab
 

软件对蛋白印迹进行分

析,以 β-actin 为内参计算蛋白的相对含量。
1. 3. 4　 mRNA 表达水平检测

　 　 细胞处理同 1. 3. 1。 处理终点后,胰蛋白酶消

化收集细胞,1000
 

r / min 离心 5
 

min,去上清留沉淀,
加入 1

 

mL
 

TRIzol,冰浴 15
 

min 以充分裂解,加入 0. 2
 

mL 氯仿并剧烈摇荡 15
 

s, 12
 

000
 

r / min 离心 15
 

min,留取上清,加入 0. 5
 

mL 异丙醇,静置 10
 

min,
12

 

000
 

r / min 离心 10
 

min,弃上清后加入 1
 

mL、75%
预冷乙醇,7500

 

r / min 离心 5
 

min 后弃上清,37℃ 干

燥后,加入 20
 

μL
 

DEPC 水融解。 用提取的 RNA 作

为模板,按照试剂盒说明书的步骤合成 cDNA,并进

行 Real-time
 

PCR 检测。 以 GAPDH 为内参,反应条

件为:95℃
 

2
 

min,95℃
 

15
 

s,60℃
 

15
 

s,共进行 35 个

循环。 扩增后采用 2-ΔΔCt 法计算目的基因的相对表

达量。 引物序列参照 PrimerBank,见表 1。
1. 3. 5　 细胞迁移检测

　 　 细胞以 2×105 个 / 皿接种 30
 

mm 培养皿,待细

胞贴壁后,用 20
 

μL 枪头在培养皿底部画一条直线,
制备出细胞划痕区域。 加入不完全培养液洗净划

痕区域残留的细胞脆片,分别加入 2
 

mL 不同浓度的

顺铂溶液,置于活细胞工作站,观察细胞迁移情况。
观察时间为 24

 

h。 每个实验重复 3
 

次,利用 Image
 

J
 

软件统计分析划痕区域的宽度。 宽度= 24
 

h 划痕区

域的宽度 / 0
 

h 划痕区域的宽度。
1. 4　 统计学方法

　 　 SPSS
 

16. 0
 

软件进行数据处理,所有数据均用

平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,各组间均数比较采用单

因素方差分析(One-way
 

ANOVA),组间两两比较采
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用最小显著差法(LSD)检验,检验水准 α = 0. 05,P<
0. 05 表示差异有显著性。

表 2　 A549 和 A549 / DDP 细胞凋亡率及坏死率的比较(%)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

necrosis
 

rate
 

between
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
 

cells
剂量

(μg / mL)
Dose

A549 A549 / DDP
早期凋亡

Early
 

apoptosis
晚期凋亡

Late
 

apoptosis
坏死

Necrosis
早期凋亡

Early
 

apoptosis
晚期凋亡

Late
 

apoptosis
坏死

Necrosis
0

 

1. 90±0. 28 1. 05±0. 35 1. 00±0. 28 1. 55±0. 45 1. 20±0. 11 0. 55±0. 15
1. 0

 

2. 40±0. 42 1. 45±0. 35 1. 50±0. 28 3. 35±0. 10∗ 1. 40±0. 10 0. 70±0. 05(1)

2. 5
 

3. 55±0. 64 1. 60±0. 28 1. 85±0. 35 4. 40±0. 28∗ 1. 55±0. 05 0. 80±0. 10(1)

5. 0
 

13. 55±2. 06∗#& 3. 70±1. 41∗#& 3. 00±0. 57∗#& 6. 10±0. 30∗#&(1) 1. 60±0. 20∗(1) 0. 95±0. 15(1)

注:与 0
 

μg / mL 顺铂组相比,
 ∗P<0. 05;与 1. 0

 

μg / mL 顺铂组相比,
 #P<0. 05;与 2. 5

 

μg / mL 顺铂组相比,
 &P<0. 05;与 A549 细胞相比,

 (1) P
<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

0
 

μg / mL
 

cisplatin
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

1. 0
  

μg / mL
 

cisplatin
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

2. 5
 

μg / mL
 

cisplatin
 

group,
 &P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

A549
 

cells,
 (1) P<0. 05.

图 1　 不同浓度顺铂处理下 A549 和 A549 / DDP 细胞凋亡率及坏死率的流式图

Figure
 

1　 Flow
 

cytometry
 

of
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

necrosis
 

rate
 

of
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
 

cells
 

under
 

different
 

concentrations
 

of
 

cisplatin

2　 结果

2. 1　 细胞凋亡的比较

　 　 结果显示,随着顺铂给药剂量的增加,细胞凋

亡率和坏死率逐渐增多。 5. 0
 

μg / mL 顺铂组 A549
细胞早期凋亡、晚期凋亡和坏死率均显著高于 0、
1. 0 和 2. 5

 

μg / mL 顺铂组(P< 0. 05)。 1. 0 和 2. 5
 

μg / mL 顺铂组 A549 细胞早期凋亡、晚期凋亡和坏

死率虽高于 0
 

μg / mL 顺铂组,但比较差异无统计学

意义 (P > 0. 05)。 1. 0、 2. 5 和 5. 0
 

μg / mL 顺铂组

A549 细胞之间早期凋亡、晚期凋亡和坏死率比较,
差异无统计学意义(P>0. 05)。 1. 0、2. 5 和 5. 0

 

μg /
mL 顺铂组 A549 / DDP 早期凋亡率显著高于 0

 

μg /
mL 顺铂组(P < 0. 05)。 5. 0

 

μg / mL 顺铂组 A549 /
DDP 早期凋亡率显著高于 1. 0 和 2. 5 μg / mL 顺铂

组(P<0. 05)。 5. 0
 

μg / mL 顺铂组 A549 / DDP 细胞

晚期凋亡率显著高于 0
 

μg / mL 顺铂组(P< 0. 05)。
与 A549 细胞 5. 0

 

μg / mL 顺铂组比较,A549 / DDP 细

胞的早期凋亡率、晚期凋亡率和坏死率显著降低(P
<0. 05)。 与 A549 细胞 1. 0

 

和 2. 5
 

μg / mL 顺铂组比

较,A549 / DDP 细胞的坏死率显著降低(P<0. 05)。
见表 2 和图 1。
2. 2　 细胞周期的比较

　 　 与 0
 

μg / mL 顺铂组比较,5. 0
 

μg / mL 顺铂组

A549 细胞 G0 / G1 期显著降低(P<0. 05);2. 5 和 5. 0
 

μg / mL 顺铂组 A549 细胞 S 期显著升高(P<0. 05)。
5. 0

 

μg / mL 顺铂组 A549 细胞 G2 / M 期显著低于 0、
1. 0 和 2. 5

 

μg / mL 顺铂组 (P < 0. 05)。 各剂量组

A549 细胞凋亡率之间比较有显著差异(P<0. 05)。
1. 0 和 2. 5

 

μg / mL 顺铂组 A549 / DDP 细胞 G2 / M 期

显著高于 0
 

μg / mL 顺铂组; 5. 0
 

μg / mL 顺铂组

A549 / DDP 细胞 G2 / M 期显著低于 0、 1. 0 和 2. 5
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μg / mL 顺铂组。 5. 0
 

μg / mL 顺铂组 A549 / DDP 细

胞凋亡率显著高于 0、1. 0 和 2. 5 μg / mL 顺铂组(P<
0. 05)。 2. 5 和 5. 0

 

μg / mL 顺铂组 A549 / DDP 细胞

G0 / G1 期显著高于 A549 细胞(P<0. 05)。 0
 

μg / mL
顺铂组 A549 / DDP 细胞 S 期显著高于 A549 细胞(P
<0. 05),G2 / M 期显著低于 A549 细胞(P< 0. 05)。
5. 0

 

μg / mL 顺铂组 A549 / DDP 细胞 S 期显著低于

A549 细胞(P<0. 05)。 1. 0、2. 5 和 5. 0
 

μg / mL 顺铂

组 A549 / DDP 细胞凋亡率显著低于 A549 细胞(P<
0. 05)。 见表 3 和图 2。
2. 3　 E-cadherin 和 N-cadherin 表达水平的比较

　 　 由结果可知,与 A549 细胞比较,A549 / DDP 细

胞中 E-cadherin 表达水平虽降低,但比较差异无统

计学意义( t = 1. 919,P> 0. 05);A549 / DDP 细胞中

N-cadherin 表达水平显著升高,比较差异有统计学

意义( t= 4. 162,P<0. 05)。 见图 3。
2. 4　 EMT 信号通路的比较

　 　 结果显示,与 A549 细胞比较,A549 / DDP 细胞

中 E-cadherin
 

mRNA 水平降低,但比较差异没有统

计学意义( t = 0. 570,P> 0. 05);A549 / DDP 细胞中

N-cadherin、snail、slug 和 vimentin 的 mRNA 水平显

著升高( t= 8. 469,t = 8. 768,t = 5. 793,t = 7. 118,P<
0. 05);Twist 的 mRNA 水平虽然显著升高,但比较

差异无统计学意义( t= 2. 819,P>0. 05)。 见图 4。
2. 5　 细胞迁移的比较

　 　 由结果可知,与 A549 细胞比较,A549 / DDP 细

胞伤口划痕区域面积显著升高 ( t = 6. 745, P <
0. 05),表明 A549 / DDP 细胞迁移的速度显著快于

A549 细胞。 见图 5。
2. 6　 FPn、DMT1、hepcidin 和 TfR1 的 mRNA 水平

比较

　 　 由图 6 可知,与 A549 细胞比较,A549 / DDP 细

胞中 DMT1
 

mRNA 水平虽降低,但比较差异无统计

学意义( t = 2. 112,P>0. 05)。 FPn、hepcidin 和 TfR1
 

mRNA 水平显著升高,且比较差异有统计学意义( t
= 5. 385,t= 2. 893,t= 5. 611,P<0. 05)。
2. 7　 FtMt 表达水平的比较

　 　 由结果可知,与 A549 细胞比较,A549 / DDP 细

胞中 FtMt 蛋白表达水平显著升高( t = 2. 804,P <
0. 05)。 见图 7。

表 3　 A549 和 A549 / DDP 细胞周期的比较(%)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

cell
 

cycle
 

between
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
组别

(μg / mL)
Groups

A549 A549 / DDP

G0 / G1 S G2 / M 凋亡率(%)
Apoptosis

 

rate G0 / G1 S G2 / M 凋亡率(%)
Apoptosis

 

rate
0 60. 04±5. 04 28. 89±1. 76 11. 80±0. 48 0. 21±0. 07 56. 38±3. 62 　 40. 88±4. 12(1)　 3. 88±0. 60(1) 0. 15±0. 02　

1. 0 53. 54±6. 54 35. 79±1. 53 10. 46±0. 52 1. 42±0. 13∗ 60. 73±6. 27 33. 15±2. 85 6. 57±0. 68∗ 0. 17±0. 02(1)

2. 5 48. 71±6. 71 42. 36±3. 10∗ 8. 06±0. 30 2. 46±0. 25∗# 65. 57±4. 44(1) 30. 78±2. 23 6. 62±0. 71∗ 0. 24±0. 08(1)

5. 0 30. 10±2. 10∗# 68. 35±2. 97∗#& 2. 22±0. 21∗#& 6. 09±0. 35∗#& 52. 07±2. 94(1) 46. 26±4. 26(1) 0. 89±0. 46∗#& 1. 59±0. 16∗#&(1)

注:与 0
 

μg / mL 顺铂组相比,
 ∗P<0. 05;与 1. 0

 

μg / mL 顺铂组相比,
 #P<0. 05;与 2. 5μg / mL 顺铂组相比,

 &P<0. 05;与 A549 细胞相比,
 (1) P<0. 05。

Note.
 

Compared
 

with
 

0
 

μg / mL
 

cisplatin
 

group,
  ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

1. 0
 

μg / mL
 

cisplatin
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

2. 5
 

μg / mL
 

cisplatin
 

group,
 &P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

A549
 

cells,
 (1) P<0. 05.

图 2　 不同浓度顺铂处理下 A549 和 A549 / DDP 细胞周期的流式图谱

Figure
 

2　 Flow
 

cytometry
 

of
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
 

cell
 

cycles
 

under
 

different
 

concentrations
 

of
 

cisplatin
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注:与 A549 细胞相比,
 (1) P<0. 05。

图 3　 A549 和 A549 / DDP 细胞 E-cadherin 和 N-cadherin 的表达水平

Note.
 

Compared
 

with
 

A549
 

cells,
 (1) P<0. 05.

Figure
 

3　 Expression
 

levels
 

of
 

E-cadherin
 

and
 

N-cadherin
 

in
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
 

cells

注:与 A549 细胞相比,
 (1) P<0. 05。

图 4　 A549 和 A549 / DDP 细胞 EMT 信号通路的比较

Note.
 

Compared
 

with
 

A549
 

cells,
 (1) P<0. 05.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

EMT
 

signaling
 

pathways
 

in
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
 

cells

注:与 A549 细胞相比,
 (1) P<0. 05。

图 5　 A549 和 A549 / DDP 细胞迁移的比较

Note.
 

Compared
 

with
 

A549
 

cells,
 (1) P<0. 05.

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
 

cell
 

migration
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注:与 A549 细胞相比,
 (1) P<0. 05。

图 6　 A549 和 A549 / DDP 细胞中 FPn、DMT1、铁调素和 TfR1 的 mRNA 水平

Note.
 

Compared
 

with
 

A549
 

cells,
 (1) P<0. 05.

Figure
 

6　 mRNA
 

levels
 

of
 

FPn,
 

DMT1,
 

hepcidin
 

and
 

TfR1
 

in
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
 

cells

注:与 A549 细胞相比,
 (1) P<0. 05。

图 7　 A549 和 A549 / DDP 细胞中 FtMt 的表达水平

Note.
 

Compared
 

with
 

A549
 

cells,
  (1) P<0. 05.

Figure
 

7　 Expression
 

level
 

of
 

FtMt
 

in
 

A549
 

and
 

A549 / DDP
 

cells

3　 讨论

　 　 NSCLC 是常见的恶性肿瘤之一, 临床对于

NSCLC 的治疗往往采用以铂类为基础的化学联合

治疗,部分患者治疗 2 ~ 3 年后对铂类会产生继发性

耐药[12] 。 耐药细胞具有更强的侵袭转移特性,晚期

NSCLC 患者常死于铂类耐药后的广泛转移,寻找

NSCLC 铂类化疗耐药机制一直是医学界研究的热

点[13] 。 构建铂类耐药的肺癌细胞系将有利于探寻

其耐药机制。 在本研究中,购买了一株肺癌顺铂耐

药细胞株 A549 / DDP,在深入探讨肺癌耐药机制之

前,首先验证了购买的 A549 / DDP 细胞的顺铂耐药

性。 通过研究发现,A549 / DDP 细胞与 A549 细胞经

顺铂处理后, A549 / DDP 细胞的存活率显著高于

A549 细胞,凋亡率和坏死率显著低于 A549 细胞。
这表明 A549 / DDP 细胞是顺铂耐药细胞系。

研究证实,顺铂可通过与肿瘤细胞 DNA 结合形

成交叉键,从而抑制其复制[14] 。 当 DNA 受损后,细
胞停滞在 G0 / G1 期,此时细胞发生修复,容易使化

疗药物无效[15] 。 若细胞周期大量停滞在 G2 / M 期,
细胞周期调控系统会发生失衡,可诱发肿瘤细胞失

控性生长[16] 。 本研究结果显示,1. 0 ~ 5. 0
 

μg / mL 顺

铂处理后,A549 细胞的细胞周期主要停留在 G0 / G1
期和 G2 / M 期,随着顺铂给药剂量的增加,A549 细

胞停留在 G0 / G1 期和 G2 / M 期的细胞数量逐渐降

低,即在 1. 0 ~ 5. 0
 

μg / mL 范围内,A549 细胞未发生

顺铂耐药,细胞凋亡率随着顺铂给药剂量增加而增

加。 顺铂可以更好地与肺癌细胞 DNA 稳定结合,抑
制肺癌细胞的自我修复,从而诱导肺癌细胞 A549
发生凋亡。 1. 0 ~ 5. 0

 

μg / mL 顺铂处理后,随着顺铂

给药浓度的增加, 进入 G0 / G1 期和 G2 / M 期的

A549 / DDP 细胞数量先升高后降低。 在顺铂低剂量

给药条件下( 1. 0 ~ 2. 5
 

μg / mL),其诱导的 A549 /
DDP 细胞凋亡率升高的不十分显著,此时 A549 /
DDP 细胞发生了顺铂耐药;当顺铂给药剂量增加到

5. 0
 

μg / mL 时,其诱导的 A549 / DDP 细胞凋亡率显

著升高,此时 A549 / DDP 细胞的耐药性因顺铂给药

剂量的增加而得到缓解。 但在临床治疗中,顺铂给

药剂量的增加,可能会导致出现肝肾组织毒性,引
起严重的副作用。 因而在临床治疗中,顺铂给药剂

量不能随意增加,顺铂的耐药性亦不能得到有效的

控制。
EMT 是指在特定生理病理条件下,具有极性的

上皮细胞失去极性,向间质细胞表型转化,使其具

有运动能力且能在细胞基质间自由运动,具有间质

表型的细胞对化学药物的敏感性降低,但向周围组

织及 远 端 器 官 侵 袭、 迁 移 的 能 力 增 强[17] 。
E-cadherin 的减少和 N-cadherin 的升高是 EMT 发生

的重要标志,此时细胞间的粘附能力下降,运动能

力和粘附能力增强[18] 。 波形蛋白(vimentin)是细胞

间质表型的重要标志,能使细胞的空间结构发生变

化,增加细胞的迁移与侵袭能力[19] 。 机体内参与调

控 EMT 过程的关键转录因子包括锌指蛋白、snail、
slug、twist 等,其中 snail、slug 和 twist 的研究最为多
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见[20] 。 Snail、 slug、 ZEB1、 E12 / E47 和 SIP1 均是转

录抑制因子 snail 超家族的成员,该家族成员的结构

非常相似,C-末端含有锌指 DNA 结合区域,N-末端

含有 SNAG 结构域[21] 。 Snail、slug 与 EMT 的进展有

关[22] 。 下调 snail 和 slug 水平,可以逆转 EMT 过

程[23] 。 Twist 与恶性肿瘤转移密切相关,在 NSCLC
肺癌组织中高表达。 减少 twist 的表达可通过抑制

N-钙黏蛋白表达抑制癌细胞侵袭[24] 。 Twist 作为碱

性螺旋-环-螺旋转录因子的家族成员,是多种肿瘤

的不良预后因子[25] 。 大量研究表明,EMT 过程与

肺癌的获得性耐药有关,抑制肺癌细胞的 EMT 过

程,可能会有效抑制肺癌细胞的耐药与侵袭[26] 。 本

研究结果显示,A549 / DDP 细胞迁移速度显著快于

A549 细胞,且 A549 / DDP 细胞中的 E-cadherin 表达

水平和 mRNA 水平低于 A549 细胞,N-cadherin 和

vimentin 蛋白的表达水平和 mRNA 水平显著高于

A549 细胞,参与 EMT 过程的 snail、slug 和 twist 的

mRNA 水平高于 A549 细胞。 这一结果表明,A549 /
DDP 细胞不仅存在顺铂耐药,还具备较高的细胞侵

袭和迁移能力,即肺癌细胞的顺铂耐药与 EMT 过程

有关,肺癌细胞发生顺铂耐药,预示着其可能会同

时发生远端转移。
FtMt 是一种由染色体 5q23. 1 上无内含子基因

编码的线粒体定位的铁存储蛋白,具有与铁蛋白重

链同源结构,该结构有助于在 FtMt 的壳结构中储存

铁[11,27-28] 。 FtMt 主要在高耗氧量和高代谢活性的

细胞中表达,如精母细胞、神经元和心肌细胞。 FtMt
会随着线粒体中铁的增加而增加,但在肝和脾中的

FtMt 表达相对较低,而这两个部位的细胞质内储存

了大量的铁。 FtMt 的水平似乎与线粒体丰度的相

关性大于铁代谢的相关性[29] 。 FtMt 作为铁库,储存

铁的能力大于细胞质铁蛋白[30-31] 。 FtMt 增加时会

促进铁从胞质向线粒体重新分布,加入铁螯合剂

后,这种作用会增强。 FtMt 对铁的强烈储存作用解

释了为什么大多数细胞一直保持低水平的 FtMt[31] 。
目前关于 FtMt 在肺癌细胞中的表达情况研究较少,
本课题组之前研究发现,在肺癌细胞 A549 中检测

到了 FtMt
 

mRNA 的表达,通过给予顺铂后,线粒体

中 FtMt
 

mRNA 水平下调[32] 。 这提示 FtMt 在肺癌细

胞中可能有重要作用,但具体机制尚不十分清楚。
本研究发现,A549 / DDP 细胞中的 FtMt 蛋白表达水

平显著高于 A549 细胞,这提示在肺癌细胞耐受顺

铂的过程中,存在着 FtMt 蛋白表达水平的变化,

FtMt 在肺癌细胞耐受顺铂过程中可能发挥了重要

作用,但具体作用机制有待进一步研究。
铁转运蛋白(ferroportin,FPn)、二价金属离子转

运蛋白 1(divalent
 

metal
 

transporter
 

1,DMT1)和转铁

蛋白受体 1( transferrin
 

receptor1,TfR1)均是细胞中

负责参与铁运输的重要信号因子。 其中,FPn 是目

前唯一已知的铁输出蛋白,而铁调素是一种铁稳态

调节激素,可以与 FPn 结合,以防止铁外流[33-34] 。
在本 研 究 中, A549 / DDP 细 胞 中 DMT1 和 FPn

 

mNRA 水平显著高于 A549 细胞,这提示 A549 / DDP
细胞中的铁代谢比 A549 细胞活跃。

组织可以通过 TfR1 从血液中吸收转铁蛋白结

合铁,DMT1 可介导内吞小泡上转铁蛋白-TfR1 复

合物上的铁进入细胞浆[35] 。 当铁负荷时 TfR1 和

DMT1 表达会下调[36] 。 在本研究中,A549 / DDP 细

胞中 DMT1
 

mRNA 水平虽低于 A549 细胞,但比较差

异无统计学意义。 这提示 DMT1 可能不是造成

A549 / DDP 与 A549 细胞中铁代谢差异的主要基因。
而 A549 / DDP 细胞中 TfR1

 

mRNA 水平显著高于

A549 细胞,提示 TfR1 参与了肺癌顺铂耐药细胞的

铁代谢,TfR1 的高表达可能是肺癌顺铂耐药细胞中

铁代谢紊乱的重要机制之一。 此外,Nie 等[31] 研究

发现,细胞转染 FtMt 以后,细胞中的 TfR1 的表达水

平会升高,这一结论与我们的结果相似。
综上所述,肺癌细胞的顺铂耐药与 EMT 过程有

关,肺癌细胞发生顺铂耐药的同时可能也发生了侵

袭和转移。 肺癌细胞顺铂耐药过程中,存在着 FtMt
蛋白表达水平的变化,提示 FtMt 在肺癌细胞耐受顺

铂过程中可能发挥了重要作用。 铁代谢紊乱可能

与肺癌细胞顺铂耐药有关。 但具体作用机制有待

进一步研究。 下一步会通过构建过表达载体或敲

除载体进一步评价 FtMt 在 EMT 和顺铂耐药过程中

的作用,为非小细胞肺癌发病机制的探讨提供更多

的实验数据。
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自噬在慢性肾病血管钙化中的作用研究

康　 婷1,2,毛海霞1,2,林佳如1,2,朱婷婷1,2,张丽玲1,2,张冬梅1,2,吴蔚桦1,2,欧三桃1,2∗

(1.西南医科大学附属医院肾病内科,四川
 

泸州　 646000;
 

2.四川省肾脏疾病临床医学研究中心,四川
 

泸州　 646000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探索自噬与 CKD 血管钙化之间的关系,以及自噬在 CKD 血管钙化中的作用。 方法　 首先将

30 只 SD 大鼠随机分为对照组( Control 组,15 只)和腺嘌呤及高磷饮食诱导的模型组( CKD 组,15 只)。 免疫组化

检测主动脉中 α-SMA、RUNX2、LC3B 及 Beclin-1 蛋白表达,新鲜主动脉做钙含量测定,进一步做它们之间的相关性

分析。 再构建 β-GP 诱导的主动脉平滑肌细胞(aorta
 

smooth
 

muscle
 

cell,ASMC)钙化模型。 电镜检测细胞内自噬小

体,免疫荧光及 Western
 

blot 检测 LC3B 蛋白。 自噬抑制剂 3-MA 及激活剂 RAP 干预自噬后,采用免疫组化、
Western

 

blot 检测 ASMC 中 α-SMA、RUNX2 蛋白表达变化,茜素红染色及钙含量检测 ASMC 钙化情况。 结果　 模型

组成功建立 CKD 血管钙化模型。 与对照组相比,模型组主动脉 α-SMA 蛋白表达下降,RUNX2、LC3B、Beclin-1 蛋白

表达及钙含量升高。 Beclin-1 及 LC3B 蛋白表达分别与主动脉钙含量及 RUNX2 蛋白表达呈正相关。 β-GP 诱导

ASMC 自噬小体增加,LC3B 荧光斑点增多,LC3BII 蛋白表达增强(P<0. 01)。 RAP 激活自噬后减少 ASMC 钙沉积

及钙含量(P<0. 05),减少 RUNX2 蛋白表达(P<0. 05),促进 α-SMA 蛋白表达(P<0. 05);3-MA 抑制自噬后结果与

之相反。 结论　 CKD 血管钙化同时存在自噬激活,自噬在 CKD 血管钙化中可能具有内源性保护作用,自噬有望成

为 CKD 血管钙化新的治疗靶目标。
【关键词】 　 慢性肾病;血管钙化;动脉平滑肌细胞;自噬;成骨样分化
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

explore
 

the
 

association
 

and
 

role
 

of
 

autophagy
 

in
 

vascular
 

calcification
 

of
 

chronic
 

kidney
 

disease.
 

Methods　 Overall,
 

30
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group
 

( Control
 

group,
 

n= 15)
 

and
 

adenine
 

and
 

high
 

phosphorus
 

diet-induced
 

model
 

group
 

(CKD
 

group,
 

n= 15).
 

Immunohistochemistry
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

α-SMA,
 

RUNX2,
 

LC3B
 

and
 

Beclin-1
 

in
 

the
 

aorta.
 

Calcium
 

content
 

was
 

measured
 

to
 

further
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

them.
 

Aorta
 

smooth
 

muscle
 

cell
 

( ASMC)
 

calcification
 

was
 

induced
 

by
 

β-GP.
 

Autophagy
 

activation
 

was
 

detected
 

by
 

electron
 

microscopy,
 

immunofluorescence,
 

and
 

Western
 

blot.
 

After
 

3-MA
 

and
 

RAP
 

regulation
 

of
 

autophagy,
 

immunohistochemistry
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

α-SMA
 

and
 

RUNX2
 

protein
 

expression,
 

and
 

alizarin
 

red
 

staining
 

and
 

calcium
 

contents
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

calcification
 

of
 

ASMC.
 

Results 　 Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

vascular
 

calcification
 

was
 

established
 

in
 

the
 

CKD
 

group.
 

RUNX2,
 

LC3B
 

and
 

Beclin-1
 

proteins,
 

and
 

calcium
 

content
 

were
 

higher
 

in
 

the
 

CKD
 

group
 



than
 

in
 

the
 

control
 

group,
 

while
 

α-SMA
 

protein
 

expression
 

had
 

declined.
 

Correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

Beclin-1
 

and
 

LC3B
 

protein
 

expression
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

aortic
 

calcium
 

content
 

and
 

RUNX2
 

protein
 

expression,
 

respectively.
 

β-GP
 

induced
 

ASMC
 

calcium
 

deposition
 

and
 

osteogenic
 

differentiation.
 

β-GP
 

induced
 

an
 

increase
 

of
 

autophagosomes,
 

LC3B
 

fluorescent
 

spots,
 

and
 

LC3BII
 

protein
 

expression
 

(P<0. 01).
 

After
 

autophagy
 

activation
 

by
 

RAP,
 

calcium
 

deposition
 

and
 

content
 

(P<0. 05)
 

and
 

RUNX2
 

protein
 

expression
 

(P< 0. 05)
 

were
 

reduced,
 

while
 

α-SMA
 

protein
 

expression
 

was
 

promoted
 

(P<0. 05).
 

After-autophagy
 

inhibition
 

by
 

3-MA,
 

calcium
 

deposition
 

and
 

content
 

were
 

increased
 

(P< 0. 05),
 

RUNX2
 

protein
 

expression
 

was
 

promoted
 

( P < 0. 05 ),
 

and
 

α-SMA
 

protein
 

expression
 

was
 

decreased
 

( P < 0. 05 ).
 

Conclusions　 Autophagy
 

might
 

play
 

a
 

protective
 

role
 

in
 

CKD
 

vascular
 

calcification.
 

Autophagy
 

is
 

expected
 

to
 

become
 

a
 

new
 

therapeutic
 

target
 

for
 

CKD
 

vascular
 

calcification.
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　 　 慢性肾病(chronic
 

kidney
 

disease,
 

CKD)是心血

管疾病独立的风险因素,反过来心血管疾病也是

CKD 患者高死亡率的首要原因. 有研究发现血管钙

化是导致 CKD 患者心血管疾病发病率和死亡率呈

倍数增长的主要危险因素[1] 。 目前认为血管钙化

是一种血管平滑肌细胞由收缩表型向成骨样表型

转分化的生物学过程[2] 。 CKD 血管钙化的发生机

制非常复杂,近期有研究发现尿毒症患者钙化的肾

动脉较移植肾的肾动脉自噬相关蛋白明显增加,自
噬可能参与了尿毒症患者血管钙化的形成[3] 。 由

于自噬是一种动态的调节系统,越来越多的研究发

现自噬在血管钙化中的作用会受疾病过程、诱发因

素以及周围微环境等多种因素的影响,甚至在血管

钙化中有保护性自噬和非保护性自噬两种观点,其
机制尚不完全清楚[4] 。 目前,自噬与 CKD 血管钙化

的关系研究较少,自噬在血管钙化中的作用很复

杂,因此本研究旨在通过体内、外实验探讨自噬在

高磷诱导的 CKD 血管钙化中的激活情况及其作用,
为 CKD 血管钙化的防治提供新策略。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 选用 SPF 级 SD 雄性大鼠 30 只,6 周龄,体重

250 ~ 280
 

g,购自西南医科大学城北校区动物中心

[SCXK(川)2018-0017],于西南医科大学城北校区

动物房饲养[ SYXK(川) 2018-0065]。 该实验经西

南医科大学实验动物伦理委员会审批 ( IACUC-
SWMU2020262),并遵守实验动物的 3R 原则。
1. 1. 2　 细胞

　 　 大鼠胸主动脉平滑肌细胞株( A7R5),购自中

国科学研究院(上海细胞库)。

1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 腺嘌呤(V900471,美国 Sigma 公司);1. 8%高磷饮

食(北京科奥协力);钙含量测定试剂盒(C004-2-1,南
京建 成 生 物 有 限 公 司 ); β-甘 油 磷 酸 钠 ( β-
glycerophosphate,

 

β-GP ) 及氯喹( chloroquine,
 

CQ)
(G9422, C6628, 美 国 Sigma 公 司 ); 雷 帕 霉 素

( rapamycin, RAP ) 及 3 - 甲 基 腺 嘌 呤 ( 3-
methyladenine,

 

3-MA ) ( S1039, S2767, Selleck 公

司);α-SMA 多克隆抗体(BS70000,南京巴傲得生物

科技有限公司); 兔抗 RUNX2 多克隆抗体 ( bs-
20003R,北京博奥森生物技术有限公司);Beclin-1
兔单克隆抗体、 LC3B 兔单克隆抗体及鬼笔环肽

(Phalloidin)(#3495,#3868,#8953,美国 CST 公司)。
光学显微镜(Nikon 公司);全自动生化分析仪(西门

子,德国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组及造模

　 　 将 SD 大鼠随机分为对照组( Control,15 只)和

CKD 血管钙化模型组( CKD,15 只)。 模型组大鼠

给予腺嘌呤混悬液(200
 

mg / ( kg·d))灌胃+1. 8%
高磷饮食,而对照组大鼠予以相应等体积的生理盐

水及正常饮食,持续灌胃给药 6 周。
1. 3. 2　 取材

　 　 成模后用代谢笼收集 24
 

h 尿液用于检测 24
 

h
尿蛋白,取材当天使用 1%戊巴比妥钠按照 40

 

mg /
kg 剂量腹腔注射麻醉大鼠,取下腔静脉血检测生化

指标;取右肾做常规石蜡包埋、切片;游离胸腹主动

脉,部分做常规石蜡包埋切片,部分新鲜组织做钙

含量测定。
1. 3. 3　 生化指标检测

　 　 采用自动生化分析仪检测血尿素氮(BUN)、肌
酐(Scr)、血钙(Ca)、血磷(P)及 24

 

h 尿蛋白。
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1. 3. 4　 HE 染色

　 　 常规脱蜡复水,苏木素染 5
 

min 后,1%盐酸酒

精分色 2
 

s,0. 5%氨水返蓝 1
 

min,75%乙醇 2
 

s,1%
伊红 30

 

s,脱水透明封片。
1. 3. 5　 茜素红染色

　 　 石蜡切片常规脱蜡复水,滴加茜素红 S 液染色

30
 

min,用双蒸水洗 5
 

min 共 3 次,常规脱水、透明、
封片。
1. 3. 6　 Masson 染色

　 　 按照 Masson 染色试剂盒说明书进行操作。 常

规脱水、透明、封片,在光镜视野下观察拍摄。
1. 3. 7　 钙含量测定

　 　 大鼠主动脉组织匀浆后取上清液,按照试剂盒

说明书加入工作液及上清液,混匀后使用酶标仪测

定 OD 值,BCA 法测定主动脉总蛋白浓度,主动脉钙

含量( mmol / g
 

pro) = (测定 OD 值-空白 OD 值) /
(标准 OD 值-空白 OD 值) ×标准品浓度(1

 

mmol /
L) / 待测样本蛋白浓度(mmol / g)。
1. 3. 8　 免疫组化法检测胸腹主动脉蛋白的表达

　 　 常规脱蜡水化,修复抗原,蒸馏水浸泡 5
 

min,3%
 

H2O2 孵育 15
 

min,山羊血清室温封闭 20
 

min。 分别

滴加一抗(RUNX2、α-SMA、LC3B、Beclin-1),4℃冰箱

过夜,依次滴加相应的二抗、辣根酶标记链霉卵白素

工作液,37℃孵育 20
 

min,DAB 显色液,显微镜下观察

显色情况,棕黄色或棕褐色为阳性表达。 蒸馏水充分

冲洗,苏木素复染 20
 

s,脱水,透明,封片。
1. 3. 9　 细胞培养及分组

　 　 将大鼠胸主动脉平滑肌细胞 ( aortic
 

smooth
 

muscle
 

cell,
 

ASMC ) 培养在含有 15% 胎牛血清

DMEM 高糖完全培养基的基础培养基中作为正常

组(Normal),加入 10
 

mmol / L
 

β-GP 刺激诱导细胞钙

化的细胞作为高磷组 ( β-GP )。 干预分组:用 25
 

μmol / L
 

CQ 干预自噬的降解过程,预处理 30
 

min 后

再分别加入基础培养基和含有 10
 

mmol / L
 

β-GP 的

培养基,分为氯喹组( CQ)、高磷+氯喹组( β-GP +
CQ),并与正常组(Normal)、高磷组(β-GP)做对照。
再分别用 100

 

nmol / L
 

RAP 及 5
 

mmol / L
 

3-MA 干预

自噬强弱,预处理细胞 30
 

min 后分别加入含有 10
 

mmol / L
 

β-GP 的培养基,分为高磷+雷帕霉素组( β-
GP+RAP)、高磷+3-甲基腺嘌呤组( β-GP +3-MA),
并与正常组(Normal)、高磷组(β-GP)作对照。 将不

同时间点的不同组别细胞做好标记后置于 37℃ 、
5%

 

CO2 培养箱继续培养。

1. 3. 10　 细胞免疫组化

　 　 将细胞固定,破膜,滴加 10%正常山羊血清封

闭液室温下 20
 

min,,滴加 α-SMA 抗体或 RUNX2 抗

体,于 4℃冰箱孵育过夜,滴加二抗工作液,室温孵

育 20
 

min,滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液,室温

孵育 20
 

min,
 

DAB 溶液显色,PBS 冲洗后苏木素复

染细胞核 5
 

min,PBS 洗净后吸水纸吸干爬片上的液

体,封片。
1. 3. 11　 细胞免疫荧光

　 　 将细胞固定,破膜,滴加 10% 山羊血清封闭

30
 

min,滴加 LC3B 抗体,于 4℃冰箱过夜,滴加 10%
山羊血清稀释的荧光二抗孵育 1

 

h,避光滴加鬼笔环

肽染细胞质,再滴加 DAPI 细胞核,避光清洗后,封
片,荧光显微镜下观察。
1. 3. 12　 钙含量测定

　 　 1. 5
 

mL
 

0. 6
 

mol / L 盐酸进行细胞脱钙,24
 

h 后

收集细胞上清液,根据钙测试盒说明书(微板法)测

定钙含量; PBS 洗涤细胞后加入 1. 5
 

mL
 

1
 

mol / L
 

NaOH / 0. 1%
 

SDS 裂解细胞,并提取细胞上清液,
BCA 法测定蛋白含量,结果以钙含量 / 蛋白含量

(mmol / g
 

pro)表示。
1. 3. 13　 Western

 

blot
　 　 裂解并提取细胞蛋白,依照碧云天公司的 BCA
蛋白定量试剂盒说明书测定上清液蛋白浓度,SDS-
Loading

 

buffer 进行稀释,干煮,配胶,上样,在不同浓

度的 SDS-PAGE 凝胶中电泳, 转膜, 封闭, 加入

LC3B、Beclin-1、RUNX2 及 α-SMA 孵育,在 4℃ 冰箱

过夜,再用二抗稀释液室温孵育 1 ~ 2
 

h,显色液显

色,曝光检测。
1. 3. 14　 电镜

　 　 收集细胞后依次 0. 5%戊二醛、3%戊二醛、1%
四氧化锇固定,丙酮脱水,环氧树脂渗透液进行渗

透,包埋,制成超薄切片后,依次用醋酸铀、枸橼酸

铅染色,室温下染 15 ~ 20
 

min,透射电镜下观察。
1. 4　 统计学方法

　 　 用 SPSS
 

22. 0 软件进行统计学处理。 计量资料

用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,组间均数比较采用独

立样本 t 检验或单因素方差分析,方差不齐时采用

Kruskal-Wallis
 

H 检验,Pearson 做两个变量之间的

相关性分析,以 P<0. 05 为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 两组大鼠生化指标比较

　 　 与对照组大鼠相比, CKD 钙化组大鼠 Scr、
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BUN、P 及 24
 

h 尿蛋白均有不同程度的升高,Ca 降

低,差异具有统计学意义。 见图 1。
2. 2　 两组大鼠肾病理改变

　 　 对照组大鼠肾小球大小正常,肾小管及肾间质

结构与形态无明显异常。 CKD 钙化组大鼠肾 HE 染

色结果显示肾小球及肾小管中可见大量的棕黄色

物质沉积,肾小球囊腔有轻度扩张,部分肾小管扩

张,肾间质纤维化;Masson 染色结果显示:肾小球基

底膜增厚,同时可见少数的肾小球硬化,肾间质广

泛蓝染的胶原纤维。 见图 2。
2. 3　 两组大鼠主动脉钙化情况

 

　 　 HE 染色可见对照组大鼠主动脉染色均匀,血
管壁完整,弹性纤维连续;而 CKD 钙化组大鼠主动

脉中膜层颜色加深,弹性纤维明显断裂,血管平滑

肌细胞排列紊乱。 茜素红染色结果显示与对照组

相比,CKD 钙化组大鼠主动脉中膜层广泛分布红染

的钙结节沉积。 此外,CKD 组主动脉钙含量也较对

照组更高,差异具有统计学意义。 见图 3。

2. 4　 大鼠主动脉成骨样分化及自噬相关蛋白表达
 

　 　 免疫组化结果显示:对照组大鼠主动脉平滑肌

细胞质中可见 α-SMA 蛋白均匀分布,而 RUNX2 无

明显表达。 CKD 大鼠动脉血管壁中膜弹性纤维断

裂,中膜层平滑肌细胞可见 α-SMA 蛋白表达明显减

少,而 RUNX2 蛋白表达增加,差异具有统计学意

义。 LC3B、Beclin-1 是目前最常用的自噬相关蛋白

标记物,可用于静态观察自噬的激活情况。 免疫组

化结果显示:对照组大鼠动脉血管壁各层细胞中均

有少量的 LC3B、Beclin-1 蛋白表达,而 CKD 大鼠动

脉血管壁中膜层平滑肌细胞排列紊乱,棕黄色染色

明显加深,LC3B、Beclin-1 蛋白表达增强,差异具有

统计学意义。 见图 4。
2. 5　 相关性分析

 

　 　 Pearson 相关分析显示,大鼠主动脉钙含量与

Beclin-1 及 LC3B 蛋白表达呈正相关关系,RUNX2
蛋白与 Beclin-1 及 LC3B 蛋白表达也呈正相关关

系。 见图 5。

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 1　 两组大鼠生化指标的比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

1　 Comparison
 

of
 

biochemical
 

indexes
 

in
 

two
 

groups
 

of
 

rats

图 2　 两组大鼠肾 HE 及 Masson 染色

Figure
 

2　 HE
 

and
 

Masson
 

staining
 

of
 

kidney
 

in
 

two
 

groups
 

of
 

rats
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2. 6　 β-GP 诱导大鼠 ASMC 钙化及成骨样分化
 

　 　 使用 10
 

mmol / L
 

β-GP 刺激 ASMC
 

3、5、7
 

d 后,
茜素红染色结果显示 β-GP 组较正常组(Normal)有

明显的橘红色钙化结节,且随时间的的延长逐渐增

多。 免疫组化结果也显示,随着时间的延长,β-GP
组较正常组细胞质内 α-SMA 表达逐渐减少,而分布

在细胞核内的 RUNX2 表达则逐渐增加,以上结果

提示 β-GP 成功诱导了 ASMC 钙化,并逐渐向成骨

样分化,且具有时间依赖性。 见图 6。
2. 7　 β-GP 诱导大鼠 ASMC 自噬增强

 

　 　 β-GP 刺激大鼠 ASMC
 

48
 

h 后,免疫荧光结果

显示:两组细胞红色荧光信号的平滑肌细胞质骨架

及蓝色荧光信号的细胞核结构清晰,β-GP 组较正常

组绿色荧光信号 LC3B 表达明显增强,Merge 后显示

LC3B 呈斑点状分布在细胞质中(见图 7A)。 透射

电镜检测结果显示:与正常组相比, β-GP 组大鼠

ASMC 细胞质中可见溶酶体与自体吞噬体融合,自
噬小体明显增多,提示 β-GP 诱导的 ASMC 钙化模

型中存在明显的自噬(见图 7B)。 Western
 

blot 结果

显示:β-GP 组较正常组 LC3BII 蛋白相对表达量增

加,加入溶酶体抑制剂 CQ 抑制自噬的降解过程,可
见 β-GP+CQ 组较 β-GP 组 LC3BII 表达明显增多,
同时 β-GP+CQ 组较 CQ 组 LC3BII 表达也明显增多

(见图 7C)。 以上结果提示 β-GP 对大鼠 ASMC 的

刺激促进了自噬激活过程。

注:A:主动脉 HE 染色及茜素红染色;B:主动脉钙含量比较。 与对照组相比,
 ∗∗P<0. 01。

图 3　 两组大鼠胸腹主动脉钙化情况

Note.
 

A,
 

HE
 

staining
 

and
 

Alizarin
 

red
 

staining
 

in
 

aorta.
 

B,
 

Comparison
 

of
 

aortic
 

calcium
 

content.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

3　 Calcification
 

of
 

thoracoabdominal
 

aorta
 

in
 

two
 

groups
 

of
 

rats

注:与对照组相比,
 ∗∗P<0. 01。

图 4　 两组大鼠主动脉免疫组化染色

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

4　 Immunohistochemical
 

staining
 

of
 

aorta
 

in
 

two
 

groups
 

of
 

rats
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图 5　 主动脉钙含量及蛋白的相关性分析

Figure
 

5　 Correlation
 

analysis
 

of
 

calcium
 

content
 

and
 

protein
 

in
 

aorta

图 6　 两组大鼠 ASMC 不同时间点茜素红染色及免疫组化结果

Figure
 

6　 Alizarin
 

red
 

staining
 

and
 

immunohistochemical
 

results
 

of
 

ASMC
 

in
 

two
 

groups
 

at
 

different
 

time
 

points
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2. 8　 增强及抑制自噬对大鼠 ASMC 钙化的影响
 

　 　 为进一步研究自噬对 ASMC 钙化表型的影响,
加入自噬抑制剂 3-MA 及激活剂 RAP 干预 7

 

d 后观

察其变化。 结果见图 8,Western
 

blot 显示 β-GP 组

较正常组 ASMC 中 LC3BII、Beclin-1 蛋白表达升高,
加入 3-MA 后 LC3BII、Beclin-1 蛋白表达下降,说明

3-MA 成功地抑制了自噬过程;反之,加入 RAP 后

LC3BII、Beclin-1 表达明显升高,说明 RAP 成功地诱

导了自噬增强。 同时,β-GP 组较正常组 α-SMA 蛋

白表达减少,RUNX2 蛋白表达升高,β-GP +3-MA 组

与 β-GP 组比较,α-SMA 蛋白表达明显进一步减少,
而 RUNX2 蛋白表达明显进一步升高;反之,β-GP +
RAP 组与 β-GP 组比较 α-SMA 蛋白表达明显升

高,而 RUNX2 蛋白表达明显减少(见图 8A) 。 免

疫组化显示 β-GP 组较正常组 ASMC 内 α-SMA 蛋

白表达减少,而细胞核内 RUNX2 蛋白增多,加入

3-MA 后 α-SMA 蛋 白 表 达 明 显 进 一 步 减 少,
RUNX2 蛋白仍有大量表达,而加入 RAP 后 α-SMA
蛋白有所增加,RUNX2 蛋白表达减少(见图 8B) 。
茜素红染色结果显示正常组未见明显钙化结节,
β-GP 组可见均匀分布的橘红色钙化结节,β-GP +
3-MA 组橘红色钙化结节明显增多,而 β-GP +RAP
组只散在分布少许的钙化结节(见图 8C) 。 钙含

量测定结果也与此一致,与正常组相比,β-GP 组

大鼠动脉平滑肌细胞钙含量增多,加入 3-MA 后钙

含量进一步升高,而加入 RAP 后钙含量明显降低

(见图 8D) 。 以上结果表明抑制自噬可以加剧 β-
GP 诱导的大鼠 ASMC 钙化及成骨样分化,而增强

自噬则可以减轻钙化及成骨样分化。

注:A:免疫荧光染色观察 LC3B 的表达分布情况;B:电镜观察自噬小体的形成;C:Western
 

blot 观察 CQ 干预后 LC3B 蛋白表达。 与正

常组相比,
 aP<0. 05;与高磷组相比,

 bP<0. 05;与氯喹组相比,
 cP<0. 05。

图 7　 β-GP 诱导自噬在 ASMC 中的激活情况

Note.
 

A,
 

The
 

distribution
 

of
 

LC3B
 

expression
 

by
 

Immunofluorescence
 

staining.
 

B,
 

The
 

formation
 

of
 

autophagic
 

vesicles
 

by
 

electron
 

microscopy.
 

C,
 

LC3B
 

protein
 

expression
 

after
 

CQ
 

intervention
 

by
 

Western
 

blot.
 

Compared
 

with
 

Normal
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

β-

GP
 

group,
 bP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

CQ
 

group,
 cP<0. 05.

Figure
 

7　 β-GP
 

induced
 

autophagy
 

activation
 

in
 

ASMC
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注:A:Western
 

blot 观察 RUNX2、α-SMA、Beclin-1、LC3BI、LC3BII 蛋白表达;B:免疫组化观察细胞中 α-SMA 及 RUNX2 染色及分布;C:茜素红

染色观察细胞钙沉积;D:细胞钙含量的比较。 与正常组相比,
 aP<0. 05;与高磷组相比,

 bP<0. 05。

图 8　 3-MA 及 RAP 干预自噬对 ASMC 钙化的影响

Note.
 

A,
 

RUNX2,
 

α-SMA,
 

Beclin-1,
 

LC3BI,
 

LC3BII
 

protein
 

expressions
 

by
 

Western
 

blot.
 

B,
 

α-SMA
 

and
 

RUNX2
 

staining
 

and
 

distribution
 

by
 

immunohistochemistry.
 

C,
 

Cellular
 

calcium
 

deposition
 

by
 

alizarin
 

red
 

staining.
 

D,
 

Comparison
 

of
 

cellular
 

calcium
 

content.
 

Compared
 

with
 

Normal
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

β-GP
 

group,
 bP<0. 05.

Figure
 

8　 Effects
 

on
 

ASMC
 

calcification
 

after
 

3-MA
 

and
 

RAP
 

intervention
 

on
 

autophagy
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3　 讨论

　 　 CKD 血管钙化最初被认为仅发生在终末期肾

病,近期有研究发现 CKD 早期也可发生血管钙

化[5-6] 。 一项研究纳入 439 例中度 CKD 但无心血

管疾病的患者,亚组分析发现,血磷每升高 1
 

mg /
dL,冠状动脉钙化风险增加 21%,胸主动脉钙化增

加 33%,主动脉瓣钙化增加 25%,二尖瓣钙化增加

62%[7] 。 大量研究表明,血磷已成为 CKD 血管钙化

的关键调节因子,能以多条途径启动和推进血管钙

化的发生[8] 。 因此将高磷作为血管钙化诱导因素

对研究 CKD 血管钙化机制具有重要的意义。 由于

单用磷酸盐造模周期长且模型不稳定,腺嘌呤可以

在体内通过黄嘌呤氧化酶生成难以溶解的代谢产

物沉积在肾小管和肾小球,破坏肾的滤过功能,影
响磷酸盐的排泄,进而加重高磷血症。 故本研究采

用高磷饮食联合腺嘌呤诱导 CKD 血管钙化大鼠模

型,生化结果显示模型组大鼠较对照组肾功能显著

下降,血磷及 24
 

h 尿蛋白定量等显著升高,肾病理

提示肾间质纤维化改变,主动脉中膜 α-SMA 表达减

少而 RUNX2 表达增加,钙含量明显增加。 细胞实

验采用 β-GP 刺激大鼠 ASMC,可见随着时间的延

长,细胞钙化及成骨样分化越明显。 提示成功建立

CKD 血管钙化大鼠模型及 ASMC 钙化模型。
作为真核生物中普遍存在的对细胞内物质及

成分进行降解再利用的基本过程,自噬在各种生理

和病理过程中均有发生,生理范围内的自噬发挥保

护作用,但病理性自噬可能产生过多或过少的活

化,参与人体多种病理过程如感染、癌症、神经变性

和衰老以及心脏、肝和肾系统等疾病[9] 。 巨自噬是

自噬的经典途径,也是本研究所涉及的自噬类型。
在典型的自噬过程中,Beclin

 

1 与多个分子形成复

合体诱导自噬体形成,LC3B 系统参与自噬体的运

输和成熟。 自噬相关蛋白已经成为疾病干预的新

的候选靶标,Beclin
 

1 及 LC3B 已成为自噬相关蛋白

常用的标记物。 本研究发现与对照组相比,CKD 血

管钙化大鼠主动脉在发生血管钙化及成骨样分化

时,存在 LC3B 及 Beclin
 

1 的表达明显增加。 相关性

分析结果显示自噬与钙化可能呈正相关关系。 曾

有研究者在含有 0. 9%磷饮食及 0. 75%腺嘌呤诱导

的大鼠腹主动脉钙化中检测到 LC3B 荧光斑点及

LC3B 蛋白表达增加[10] ,这与我们的发现一致。 为

进一步明确自噬在 CKD 血管钙化中的激活情况,本

研究通过免疫荧光染色和电镜发现 β-GP 诱导

ASMC 发生钙化同时其 LC3B 表达及自噬小体较对

照组明显增多。 为证实钙化组是否有自噬流的增

强,即 LC3B 或自噬小体的增加不是自噬降解过程

障碍所致,而是由于自噬起始过程诱导增强,我们

采用监测自噬流的常用方法即用溶酶体抑制剂 CQ
抑制自噬降解过程后观察 LC3BII 蛋白表达情

况[11] ,结果发现 β-GP 可以诱导大鼠动脉平滑肌细

胞自噬流增强。 这提示血管钙化的同时存在明显

的自噬增强。
目前对于自噬增强究竟是促进还是抑制钙化

存在争议。 既往有研究发现 3-MA 抑制自噬后加剧

维生素 D3 和尼古丁诱导的血管壁钙沉积[12] ;二甲

双胍可通过 AMPK-mTOR 途径激活自噬从而减轻

β-GP 诱导的 ASCM 钙化[13] 。 然而也有研究发现自

噬激活可能是尿毒症毒素硫酸吲哚酚诱导 CKD 血

管钙化的关键机制之一[14] 。 黄芪甲甙通过 ERK 抑

制自噬并减轻 β-GP 诱导的 ASCM 钙化[15] 。 自噬增

强会促进 AGEs 诱导的人血管平滑肌细胞成骨样转

化和凋亡[16] 。 为了进一步探索自噬在 β-GP 诱导

的 ASMC 中的具体作用,本研究通过抑制或者促进

自噬, 观察其对钙化的影响。 通过免 疫 组 化、
Western

 

blot、钙含量测定以及茜素红染色等发现

RAP 促进自噬后,高磷刺激下的大鼠 ASMC 的钙沉

积减少,钙含量水平明显降低,RUNX2 蛋白表达减

少,α-SMA 蛋白表达增多,而 3-MA 抑制自噬后其结

果与之相反。 这表明自噬参与 β-GP 诱导的动脉平

滑肌细胞的钙化及成骨样分化,可能作为一种内源

性保护作用的反馈机制而被 β-GP 诱导增强,与既

往支持自噬激活可以减轻血管钙化的发现一致。
我们推测自噬对血管钙化的抑制作用可能与自噬

可降解特异性蛋白有关。 既往有研究发现自噬可

降 解 肺 动 脉 平 滑 肌 细 胞 表 面 的 BMPR2[17] 。
Frauscher 等[18]通过体内、体外实验发现自噬主要通

过减少 RUNX2 并增加 α-SMA、SM22α 蛋白转录水

平从而抑制成骨转分化。 此外,自噬可能还与减少

释放基质小泡、抑制细胞凋亡等有关[10,19] 。
总之,本研究通过体内、外研究发现高磷诱导

血管钙化同时存在自噬的激活,自噬的发生与钙化

密切相关;自噬在 CKD 血管钙化中可能具有内源性

保护作用,增强自噬可以抑制血管钙化,为未来将

自噬作为治疗 CKD 患者血管钙化新的手段又增添

了一个有力的依据。 今后将进一步探讨自噬影响
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CKD 血管钙化的具体机制,为血管钙化的防治提供

新的思路。
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环境雌激素壬基酚通过 SRXN1 促进结直肠癌细胞
增殖、侵袭和迁移的作用研究

黎凯恺,张远威,张念杰,尹　 硕,何　 念,万　 磊,陈　 旭,杨雪峰∗

(遵义医科大学第二附属医院,贵州
 

遵义　 563006)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究环境雌激素壬基酚( nonylphenol,
 

NP)对结直肠癌细胞增殖、侵袭、迁移的影响及其与

SRXN1(sulfiredoxin-1)表达的关系。 方法　 利用转录组测序及实时荧光定量聚合酶链反应( qRT-PCR)分析 NP 对

COLO205 细胞中 SRXN1 表达的影响。 通过癌症基因组图谱(the
 

cancer
 

genome
 

atlas,
 

TCGA)及免疫组织化学技术

(IHC)分析 SRXN1 在结直肠癌组织中的表达。 利用特异性小干扰 RNA 片段( si-SRXN1)抑制 SRXN1 的表达,NP
(10-6

 

mol / L)干预 24
 

h,通过 CCK-8、克隆形成、Transwell 实验检测 COLO205 细胞增殖、侵袭及迁移能力的影响,蛋
白印迹(Western

 

blot)检测细胞中 ERK1 / 2、PI3K / Akt、Wnt / β-catenin 通路激活情况。 结果 　 转录组测序及 qRT-
PCR 分析发现,NP 显著上调 COLO205 细胞中 SRXN1 表达(P<0. 05)。 TCGA 及 IHC 检测分析发现,结直肠癌肿瘤

组织中 SRXN1 的表达均显著高于癌旁组(P<0. 01)。 与 Control 组比较,NP(10-6
 

mol / L)显著促进 COLO205 细胞活

力、促进克隆形成、侵袭及迁移(均 P<0. 01),而 si-SRXN1 组显著抑制细胞增殖、侵袭及迁移的能力(P<0. 01);与
si-SRXN1 组比较,NP 联合 si-SRXN1 组细胞活力(P<0. 01)、克隆形成(P<0. 05)、侵袭(P<0. 01)及迁移(P<0. 01)
显著升高。 与 Control 组比较,NP 组中 ERK1 / 2、PI3K / Akt、Wnt / β-catenin 通路均被激活(均 P<0. 01),si-SRXN1 组

均显著抑制(均 P<0. 01);与 si-SRXN1 组比较,NP+si-SRXN1 组中 ERK1 / 2、PI3K / Akt、Wnt / β-catenin 通路均显著激

活(P<0. 01 或 P<0. 05)。 结论　 NP 通过促进 SRXN1 的表达,促进结直肠癌细胞的增殖、侵袭和迁移。
【关键词】 　 结直肠癌;壬基酚;细胞增殖;侵袭及迁移;sulfiredoxin-1
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

xenoestrogen
 

nonylphenol
 

(NP)
 

on
 

the
 

proliferation,
 

invasion,
 

and
 

migration
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

sulfiredoxin-1
 

( SRXN1 )
 

expression.
 

Methods
 

Transcriptomic
 

sequencing
 

and
 

qRT-PCR
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

NP,
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

cells.
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

was
 

analyzed
 

by
 

TCGA
 

and
 

immunohistochemistry.
 

After
 

SRXN1
 

knockdown
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

cell
 

line
 

COLO205
 

by
 

a
 

specific
 

small
 

interfering
 

RNA
 

( si-SRXN1 ),
 

effects
 

on
 

the
 

activity,
 

proliferation,
 

ROS
 

release,
 

invasion,
 

and
 

migration
 

of
 

NP
 

(10-6
 

mol / L)-treated
 

COLO205
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8,
 



colony
 

formation,
 

transwell,
 

and
 

invasion
 

assays.
 

ERK1 / 2,
 

PI3K / Akt
 

and
 

Wnt / β-catenin
 

expression
 

was
 

assessed
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 Transcriptome
 

sequencing
 

and
 

qRT-PCR
 

analysis
 

showed
 

that
 

NP
 

significantly
 

upregulated
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

COLO205
 

cells.
 

TCGA
 

and
 

IHC
 

analysis
 

showed
 

that
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissue
 

samples
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

paracancerous
 

group
 

(P<0. 01).
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 

NP
 

significantly
 

promoted
 

COLO205
 

cell
 

viability,
 

colony
 

formation,
 

invasion,
 

and
 

migration
 

(P<0. 01).
 

si-SRXN1
 

significantly
 

inhibited
 

cell
 

proliferation,
 

invasion,
 

and
 

migration
 

(P< 0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

si-SRXN1
 

group,
 

cell
 

viability
 

(P< 0. 01),
 

colony
 

formation
 

(P<0. 05),
 

invasion
 

(P<0. 01),
 

and
 

migration
 

(P<0. 01)
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

NP +si-
SRXN1

 

group.
 

Western
 

blotting
 

showed
 

that,
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

ERK1 / 2,
 

PI3K / Akt,
 

and
 

Wnt / β-catenin
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

NP
 

group
 

( all
 

P< 0. 01)
 

and
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

si-SRXN1
 

group
 

( all
 

P<
0. 01).

 

Compared
 

with
 

the
 

si-SRXN1
 

group,
 

ERK1 / 2,
 

PI3K / Akt
 

and
 

Wnt / β-catenin
 

were
 

significantly
 

increased
 

the
 

in
 

NP+si-SRXN1
 

group
 

(P<0. 05
 

or
 

P< 0. 01).
 

Conclusions 　 NP
 

promotes
 

the
 

proliferation,
 

invasion,
 

and
 

metastasis
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

by
 

promoting
 

SRXN1
 

expression.
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and
 

metastasis;
 

sulfiredoxin-1
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　 　 结直肠癌( colorectal
 

cancer,
 

CRC)是世界范围

内最常见的恶性肿瘤之一,也是导致癌症死亡的重

要原因,结直肠癌确诊时已经处于中晚期,转移及

复发是导致其死亡的重要原因[1-3] 。 深入研究结直

肠癌的发生及进展的分子机制,筛选结直肠癌早期

诊断的候选靶点,是结直肠癌防治的关键。 课题组

前期研究发现,血清壬基酚(nonylphenol,
 

NP)浓度

在结直肠癌组显著高于正常组[4] ;体内、体外研究

均发现 NP 可激活 ERK 通路,促进结直肠癌细胞增

殖[5-7] 。 NP 是 环 境 内 分 泌 干 扰 物 ( endocrine
 

disrupting
 

compounds,
 

EDCs)典型代表,主要是由烷

基酚聚氧乙醚(alkylphenol
 

ethoxylates,APE)分解产

生,APE 广泛应用于塑料制品、纺织品、农药以及洗

涤剂、油漆等家庭用品,生活中随处可见。 由于 NP
具有亲脂性,导致其极易在组织和器官中聚集,造
成内分泌紊乱、免疫异常、生殖功能障碍和肿瘤的

发生[8-9] 。 上皮 -间质转化 ( epithelial-mesenchymal
 

transition,
 

EMT)是肿瘤侵袭和迁移的重要原因[10] 。
NP 促进 vimentin 及抑制 E-cadherin 的表达而促进

卵巢癌的侵袭及迁移[11] 。 NP 是否影响结直肠癌的

侵袭及迁移,目前还未见报道。 课题组通过转录组

测序分析发现,SRXN1(sulfiredoxin-1)在 NP 干预后

的人 结 直 肠 癌 细 胞 COLO205 中 被 显 著 上 调。
SRXN1 属于保守的内源性 sulfiredoxin 抗氧化家族

的成员之一,具有调节氧化应激反应、发挥神经保

护作用[12] 。 最近研究发现,SRXN1 的异常表达可

促进卵巢癌及肝癌细胞的增殖、侵袭和迁移[13-14] 。
本文通过临床及细胞水平,观察 NP 与结直肠癌增

殖、侵袭及迁移的关系及与 SRXN1 相关性,初步阐

明 NP 通过 SRXN1 促进结直肠癌增殖、侵袭和迁移

作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 细胞

　 　 结直肠癌 COLO205 细胞购自中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库,由本实验室保存。
1. 1. 2　 结直肠癌临床样本

　 　 30 对结直肠癌患者肿瘤及配对的癌旁组织均

为 2020 年 1 月 ~ 2020 年 12 月在我院胃肠外科住

院,经肠镜病理检查明确诊断为结直肠癌患者。 患

者年龄 54 ~ 77 岁,平均年龄 60. 00 岁,其中男、女各

15 例。 肿瘤及其配对的癌旁样本,取材后,等分成

两份,一份置于 4%多聚甲醛固定,经梯度乙醇脱水

后,石蜡包埋;一份置于液氮保存。 每位患者均签

署知情同意书,协议由遵义医科大学第二附属医院

伦理委员会审查批准(遵医伦审[2019]H-008 号)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 壬基酚购自中国 Aladdin 公司(货号:84852-15-
3); CCK-8 ( 货号: CA1210 ) 及免疫组化 ( 货号:
SP0041)检测试剂盒购自于北京索莱宝科技有限公

司;qRT-PCR 检测试剂盒购自于美国 Thermofisher
公司 ( 货号: 4472903); Anti-ERK1 + ERK2

 

antibody
(货号:ab109282)、Anti-ERK1+ERK2

 

(phospho
 

T202
 

+
 

Y204 )
 

antibody ( 货 号: ab201015 )、 Anti-PI
 

3
 

Kinase
 

p85αantibody ( 货号: ab191606 )、 Anti-PI
 

3
 

Kinase
 

p85α
 

( phospho
 

Y607 )
 

antibody ( 货 号:
ab182651 ) 购 自 于 英 国 abcam 公 司; Anti-Akt
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antibody ( 货号: 60203-2-Ig )、 Anti-SRXN1
 

antibody
(货号: 14273-1-AP )、 Anti-Phospho-AKT

 

( Ser473 )
 

antibody ( 货号: 80455-1-RR )、 Anti-Wnt3a
 

antibody
(货号:26744-1-AP)、Anti-β-catenin

 

antibody(货号:
51067-2-AP)及 Anti-GAPDH

 

antibody(货号:60004-
1-Ig) 购自于武汉三鹰生物技术有限公司。 si-
SRXN1 ( si-SRXN1-1:

 

5 ’-GCCGGCUCCAAAUUCCC
 

AATT-3’; si-SRXN1-2: 5 ’-GGACUACAUUCAGCUG
 

CAATT-3 ’) 及 si-NC ( negative
 

control ) ( 5 ’-
TAATTGAUUGGGTTAAAGGCC-3’) 购自上海吉玛

制 药 技 术 有 限 公 司。 qRT-PCR 引 物 SRXN1
( Forward: 5’-CAGGGAGGTGACTACTTCTACTC-3’;
Reverse: 5 ’-CAGGTACACCCTTAGGTCTGA-3 ’) 及

GAPDH 引 物 ( Forward: 5 ’-GGAGCGAGATCCC
 

TCCAAAAT-3 ’; Reverse: 5 ’-GGCTGTTGTCATAC
 

TTCTCATGG-3’)由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成。
HERAcell

 

150i1 型 CO2 培养箱购自于美国

Thermo 公司;Lightcycler480 型 qRT-PCR 仪购自于

美国 Roche 公司;NIKON
 

DS-U3 正置荧光显微镜购

自于日本尼康;Multiskan
 

Sky 全波长酶标仪购自于

美国 Thermo 公司;FACS
 

Calibur
 

流式细胞仪购自于

美国 BD 公司;PowerPace
 

Basic 型电泳仪购自美国

Bio-rad 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养

　 　
 

COLO205 细胞复苏后,分别置于 RPMI-1640+
10%胎牛血清的培养基中,37℃ 、5%

 

CO2 培养箱中

培养,待细胞联合度达到 80% ~ 90%时,按照 1 ∶ 2 ~
1 ∶ 3 的比例传代,备用。
1. 3. 2　 RNA-seq 分析

　 　
 

将 COLO205 细 胞 随 机 分 成 空 白 对 照 组

(Control)、壬基酚(10-6
 

mol / L) 组( NP),处理 24
 

h
(NP 浓度及作用时间参考[5-7] )。 收集细胞,样品经

过 RNA 抽提、纯化、建库之后,采用第二代测序技术

(next-generation
 

sequencing,NGS),基于 Illumina 测

序平台,对这些文库进行双末端(Paired-end,PE)测

序;筛选差异表达基因(筛选标准:􀰙 log2
FoldChange 􀰙

>1,P<0. 05)。 测序及初步分析委托上海派森诺生

物科技股份有限公司协助完成。
1. 3. 3　 TCGA 分析肠癌中 SRXN1 表达

　 　
 

UALCAN( http: / / ualcan. path. uab. edu / index.
html)是基于癌症基因组图谱 ( the

 

cancer
 

genome
 

atlas,
 

TCGA) 数据库构建的在线分析平台。 通过

UALCAN 数据库分析 SRXN1 在肠癌中的表达情况,
其中包括肿瘤样本 241 个,正常样本 41 个。
1. 3. 4　 qRT-PCR 检测 SRXN1 表达

　 　 将 COLO205 细 胞 随 机 分 成 空 白 对 照 组

(Control)、壬基酚(10-7
 

mol / L、10-6
 

mol / L、10-5
 

mol /
L)组(NP),干预 24

 

h 后,收集细胞,提取 RNA,逆
转录成 cDNA,qRT-PCR 检测 SRXN1 的表达。 同时

提取结直肠癌患者肿瘤及其配对的癌旁组织 RNA,
逆转录成 cDNA 后,qRT-PCR 检测 SRXN1 的表达变

化。 数据以 2-△△CT 表示;△CT = 目的基因 Ct 值-内
参基因 Ct 值,△△CT = 实验组( Ct(目的基因) -

 

Ct
(GAPDH )) - 对 照 组 ( Ct ( 目 的 基 因 ) -

 

Ct
(GAPDH))。
1. 3. 5　 免疫组化检测结直肠癌组织 SRXN1 表达

　 　
 

结直肠癌患者肿瘤及其配对的癌旁组织利用

4%多聚甲醛固定,石蜡包埋切片,脱蜡、水化及抗原

修复后,5% BSA 抗原阻断,滴加 SRXN1 抗体(1 ∶
200),4℃孵育过夜;PBS 清洗 3 次,每次 5

 

min,滴加

HRP 标记的二抗,37℃ 孵育 30
 

min,PBS 清洗 3 次,
每次 5

 

min;DAB 显色,苏木素复染 3
 

min,1%盐酸乙

醇分化。 利用徕卡显微镜( DM1000)采集照片。 利

用 Image-pro
 

plus
 

6. 0 分析软件计算每个样本中

SRXN1 表达的平均光密度值(IOD)。
1. 3. 6　 细胞分组及转染

　 　
 

取对数生长期的 COLO205 细胞,1×104
 

cells /
mL 的细胞量传于 6 孔板,将 COLO205 细胞随机分

成:空白对照组( Control)、SRXN1 干扰对照组( si-
NC)、壬基酚(10-6

 

mol / L)组( NP)、SRXN1 干扰组

(si-SRXN1)、 壬 基 酚 + SRXN1 干 扰 组 ( NP + si-
SRXN1)。 si-NC 及 si-SRXN1 按 照 Lipofectamine

 

2000 脂质体转染试剂盒说明书转染入 COLO205 细

胞 12
 

h 后,再利用 NP 干预 24
 

h。
1. 3. 7　 CCK-8 检测

　 　
 

按照 CCK-8 试剂盒操作说明,每孔加入 10
 

μL
 

CCK-8 溶液,在细胞培养箱内继续孵育 4
 

h,用酶标

仪(450
 

nm)检测各组细胞的吸光值(OD 值)。
1. 3. 8　 克隆形成实验检测

　 　 以每皿 200 个 COLO205 细胞分别接种于 37℃
预温 10

 

mL 培养液的皿中,并轻轻转动,使细胞分散

均匀,置 37℃ ,5%
 

CO2 的细胞培养箱中培养 14
 

d。
弃去上清液,用 PBS 小心清洗 2 次。 4%多聚甲醛固

定 15
 

min, 弃去固定液, 加适量吉姆萨染色液
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(GIMSA)染色 30
 

min,然后洗去染色液。 Nikon 显

微镜(TS100-F)拍照后,计算克隆形成数量。
1. 3. 9　 Transwell 检测

　 　 COLO205 细胞血清饥饿 24
 

h 后,将细胞按照

5×104 接种到 Transwell 小室上层内,下层的 24 孔板

中加入含 10%
 

FBS 的 RPMI-1640 培养基, 置于

37℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养 24
 

h 后;每孔加入 1
 

mL
 

4%多聚甲醛溶液,室温固定 10
 

min;吸去固定液,用
1×PBS 清洗,加入 1

 

mL
 

0. 5%结晶紫溶液染色 30
 

min,1×PBS 洗 3 次,每次 3 ~ 5
 

min;用棉签小心擦去

Transwell 小室内没有迁移的细胞,置于 200×显微镜

下观察,计数每个视野中的细胞数。
1. 3. 10　 Western

 

blot 检测

　 　
 

收集细胞,利用 RIPA 裂解,冰上孵育 20
 

mim
后,4℃ ,10

 

000 ~ 14
 

000
 

r / min 离心 3 ~ 5
 

min,取上

清,BCA 定量,每孔按照 20
 

μg 蛋白量上样, SDS-
PAGE 电泳后,转膜,分别以兔抗 SRXN1(1 ∶ 800)、
ERK1 / 2(1 ∶ 800)、p-EKR1 / 2(1 ∶ 800)、PI3K(1 ∶
1000)、p-PI3K(1 ∶ 800)、Akt(1 ∶ 1000)、p-Akt(1 ∶
800)、 Wnt3a ( 1 ∶ 1000)、 β-catenin ( 1 ∶ 1000 ) 及

GAPDH(1 ∶ 10000),4℃ 、孵育过夜后,TBST 漂洗 3
次,加入 HRP 酶标抗兔二抗。 加入 ECL 发光液膜

置于全自动化学发光分析仪中扫描,通过 TANON
 

GIS 软件读取相关条带灰度值。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有实验均重复 3 次,数据以平均数±标准差

( 􀭰x±s)表示。 实验数据采用 GraphPad
 

Prism
 

6. 0 分

析及绘图。 多组间数据的比较采用单因素方差分

析,组内两两比较采用 LSD-t 检验, 组织标本中

SRXN1 表达采用配对 t 检验,P<0. 05 为差异有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 NP 对结直肠癌 COLO205 细胞中 SRXN1 表

达的影响

　 　 RNA-seq 分析发现,NP 引起 COLO205 细胞中

154 个基因表达异常,上调基因 107 个,下调基因 57
个,其中 SRXN1 的 log2

FoldChange 为 2. 17 倍(图 1A)。
与空白对照组( Control) 比较,不同浓度 NP ( 10-7、
10-6、10-5

 

mol / L)分别作用 COLO205 细胞后,SRXN1
 

mRNA 及 SRXN1 蛋白表达均显著升高(均 P<0. 05)
(图 1B、图 1C)。 与 Control 组比较,SRXN1 特异性

si-SRXN1-1、si-SRXN1-2 均显著抑制 SRXN1 表达( t

= 7. 23、5. 14,均 P<0. 01),si-SRXN1-1 的抑制效果

最明显,后续实验均使用 si-SRXN1-1 特异性抑制

SRXN1(图 1D ~ 图 1F)。 与 si-SRXN1-1 组比较,不
同浓度的 NP ( 10-7、 10-6、 10-5

 

mol / L) 分别作用

COLO205 细胞后,SRXN1
 

mRNA 及 SRXN1 蛋白表

达均显著升高(P<0. 01) (图 1 G ~ 图 1I)。 以上结

果说明 NP 能够促进结直肠癌 COLO205 细胞中

SRXN1 的表达。
2. 2　 SRXN1 在结直肠癌中的表达分析

　 　 TCGA 分析发现,在肿瘤样本中,SRXN1 的表达

显著高于正常肠组织(P<0. 01)(图 2A)。 qRT-PCR
检测收集的结直肠癌肿瘤组织样本中 SRXN1

 

mRNA 表达量显著高于癌旁组织 ( t = 10. 23,P <
0. 01)(图 2B);IHC 检测分析发现,结直肠癌肿瘤

组织样本中 SRXN1 的表达显著高于癌旁组织( t =
6. 64,P<0. 01) (图 2C、图 2D)。 以上结果说明,在
结直肠癌中,SRXN1 的表达显著升高。
2. 3　 SRXN1 抑制后,NP 对结直肠癌细胞增殖影响

　 　 CCK-8 检测发现,与 Control 组比较,NP 组细胞

活力显著高于 Control 组( t = 4. 64,P< 0. 01),而 si-
SRXN1 组细胞活力显著低于 Control 组; 与 si-
SRXN1 组比较,NP+si-SRXN1 组细胞活力显著增加

( t= 5. 72,P<0. 01)(图 3A)。 与 Control 组比较,NP
组克隆数显著高于 Control 组( t= 5. 64,P<0. 01),si-
SRXN1 组显著低于 Control 组( t = 10. 76,P<0. 01);
与 si-SRXN1 组比较,NP+si-SRXN1 克隆数显著增多

( t= 4. 24,P<0. 05)(图 3B、图 3C)。
2. 4　 SRXN1 抑制后,NP 对结直肠癌细胞侵袭及迁

移能力的影响

　 　 NP 组细胞侵袭数著高于 Control 组( t = 2. 31,P
<0. 01);si-SRXN1 组 COLO205 细胞侵袭数显著低

于 Control 组( t= 4. 99,P<0. 01)。 与 si-SRXN1 组比

较,NP+si-SRXN1 能够促进细胞的侵袭( t= 2. 97,P<
0. 01)(图 4A ~ 图 4C)。 NP 组 COLO205 细胞迁移

数显著高于 Control 组( t = 2. 45,P<0. 01);si-SRXN1
组 COLO205 细胞迁移数显著低于 Control 组 ( t =
4. 19,P < 0. 01 )。 与 si-SRXN1 组 比 较, NP + si-
SRXN1 能够促进细胞的迁移( t= 2. 07,P<0. 01) (图

4A ~图 4C)。
2. 5　 SRXN1 抑制后,NP 对增殖、侵袭相关通路激

活的影响

　 　
 

课题组前期研究发现 NP 可通过激活 ERK1 / 2
促进结直肠癌细胞增殖[5-7] 。 PI3K / Akt、 Wnt / β-
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catenin 在多种肿瘤中异常激活,调节肿瘤的增殖及

EMT。 Western
 

blot 检测发现:与 Control 组比较,NP
显 著 促 进 p-ERK1 / 2、 p-PI3K、 p-Akt、 Wnt3a、 β-
catenin 的表达( t= 3. 34、3. 04、4. 80、6. 81、5. 71,均 P
<0. 01),而 si-SRXN1 组抑制 p-ERK1 / 2、p-PI3K、p-
Akt、 Wnt3a、 β-catenin 的 表 达 ( t = 13. 34、 8. 75、
11. 74、8. 65、12. 47,均 P< 0. 01);与 si-SRXN1 组比

较, NP + si-SRXN1 组中 p-ERK1 / 2 ( t = 4. 80, P <
0. 01)、p-PI3K( t= 3. 82,P<0. 01)、p-Akt( t = 3. 78,P
<0. 05)、 Wnt3a ( t = 4. 48,P < 0. 05)、 β-catenin ( t =
6. 90,P<0. 05)的表达显著升高。 以上结果说明 NP
能够促进 ERK1 / 2、PI3K / Akt、Wnt / β-catenin 通路的

激活,而 SRXN1 显著抑制上述通路的激活影响

COLO205 细胞的增殖及侵袭能力(图 5)。

注:A:Hotmap(1、2 为重复);B:qRT-PCR 分析 SRXN1 表达;C:NP 干预后,Western
 

blot 检测 COLO205 细胞中 SRXN1 表达;D:qRT-PCR 分析

SRXN1 表达;E ~ F:转染 si-SRXN1 后,Western
 

blot 检测 COLO205 细胞中 SRXN1 表达;G:qRT-PCR 分析 SRXN1 表达;H ~ I:SRXN1 抑制后,

Western
 

blot 检测 COLO205 细胞中 SRXN1 表达。 1 ~ 5 分别代表空白对照组、SRXN1 干扰组、壬基酚(10-7
 

mol / L) +SRXN1 干扰组、壬基酚

(10-6
 

mol / L) +SRXN1 干扰组、壬基酚(10-5
 

mol / L) +SRXN1 干扰。 与空白对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与 SRXN1 干扰组相比,
 #P<

0. 05,
 ##P<0. 01。

图 1　 SRXN1 在 COLO205 细胞中的表达

Note.
 

A,
 

Hotmap
 

(1
 

and
 

2
 

are
 

repetitions) .
 

B,
 

qRT-PCR
 

analysis
 

of
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

colorectal
 

cancer.
 

C,
 

After
 

NP
 

intervention,Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

COLO205
 

cells.
 

D,
 

qRT-PCR
 

analysis
 

of
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

colorectal
 

cancer.
 

E ~ F,
 

After
 

transfection
 

with
 

si-
SRXN1,Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

COLO205
 

cells.
 

G,
 

qRT-PCR
 

analysis
 

of
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

colorectal
 

cancer.
 

H~ I,
 

After
 

SRXN1
 

inhibition,Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

COLO205
 

cells.
 

1 ~ 5
 

represents
 

the
 

Control,
 

si-SRXN1,
 

NP ( 10-7
 

mol / L) + si-

SRXN1,
 

NP(10-6
 

mol / L) +si-SRXN1,
 

NP (10-5
 

mol / L) +si-SRXN1.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗P< 0. 05,

 ∗∗P< 0. 01.
 

Compared
 

with
 

si-

SRXN1
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.
 

Figure
 

1　 Expression
 

of
 

SRXN1
 

in
  

COLO205
 

cells

56中国比较医学杂志 2023 年 1 月第 33 卷第 1 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

1



注:A:TCGA 分析 SRXN1 在结直肠癌中的表达;B:qRT-PCR 分析 SRXN1 在结直肠癌中的表达;C:IHC 分析 SRXN1 表达( 200X);D:

IOD 值统计分析结果。 与肿瘤样本相比,
 ∗∗P<0. 01。

图 2　 SRXN1 在结直肠癌中的表达

Note.
 

A,
 

TCGA
 

analysis
 

of
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

colorectal
 

cancer.
 

B,
 

qRT-PCR
 

analysis
 

of
 

SRXN1
 

expression
 

in
 

colorectal
 

cancer.
 

C,
 

IHC
 

analysis
 

of
 

SRXN1
 

expression. D,
 

Statistical
 

analysis
 

results
 

of
 

IOD
 

values.
 

Compared
 

with
 

cancer
 

tissue,
 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 Expression
 

of
 

SRXN1
 

in
 

colorectal
 

cancer

注:A:CCK-8 检测细胞活力:B、C:克隆形成实验检测。 与空白对照组相比,
 ∗∗P<0. 01;与壬基酚+si-SRXN1 组相比,

 #P<0. 05,
 ##P<0. 01。

图 3　
 

COLO205
 

细胞增殖能力检测

Note.
 

A,
 

Cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8.
 

B / C,
 

Experimental
 

detection
 

of
 

clone
 

formation.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

NP+si-SRXN1
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

3　
 

COLO205
 

cell
 

proliferation
 

capacity
 

assay
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注:A:Transwell 检测;B:Migration 数据统计;C:Invasion 数据统计。 与空白对照组相比,
 ∗∗P<0. 01;与壬基酚+SRXN1 干扰组相比,

 ##P<0. 01。

图 4　 COLO205 细胞侵袭及迁移能力变化

Note.
 

A,
 

Transwell
 

test.
 

B,
 

Migration
 

data
 

statistics.
 

C,
 

Invasion
 

statistics.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

NP +si-SRXN1
 

group,##P<0. 01.

Figure
 

4　 Changes
 

in
 

invasion
 

and
 

migration
 

ability
 

of
 

COLO205
 

cells

注:A:Western
 

blot 检测;B ~ F:分别代表 p-PI3Kp85、p-Akt、p-ERK、Wnt3a、β-catenin 表达统计。 1~ 5 分别代表空白对照组、干扰对照组、壬基

酚组、SRXN1 干扰组、壬基酚+SRXN1 干扰组。 与空白对照组相比,∗∗P<0. 01;与壬基酚+si-SRXN1 组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。

图 5　 Western
 

blot 检测 PI3K / Akt、ERK、Wnt3a / β-catenin 通路表达

Note.
 

A,
 

Western
 

blot
 

assay.
 

B ~ F,
 

Expression
 

statistics
 

of
 

p-PI3Kp85,
 

p-Akt,
 

p-ERK,
 

Wnt3a
 

and
 

β-catenin,
 

respectively.
 

1 ~ 5
 

represents
 

the
 

Control,
 

si-NC,
 

NP,
 

si-SRXN1,
 

NP+si-SRXN1.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

NP+si-SRXN1
 

group,
 #P<

0. 05,
 ##P<0. 01.

 

Figure
 

5　 Expression
 

of
 

PI3K / Akt,
 

ERK1 / 2
 

and
 

Wnt3a / β-catenin
 

pathways
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
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3　 讨论

　 　
 

随着现代工业的发展,大量化学物质释放到自

然环境中,造成极大的环境污染,其中一类外源性

化学物质可模仿或部分模仿性激素,并通过与性激

素受体结合或影响细胞信号途径等方式发挥毒性

作用,这类物质被称为环境内分泌干扰物(EDCs)亦

称环境雌激素[15] 。 研究发现 EDCs 能够引起人类

生育能力降低和诱发多种疾病,如肥胖症、糖尿病

和癌症[16] 。 NP 是 EDCs 的典型代表,由于 NP 具有

亲脂性,导致其极易在组织和器官中聚集,与肿瘤

的发生密切相关[8-9] 。 深入阐明 NP 与肿瘤的发生、
进展的关系,对肿瘤的防治具有重要的意义。

肿瘤的发生及进展受氧化应激水平调节,活性

氧通过调节炎症、线粒体功能、激活 MAPK 及 AMPK
等通路促进肿瘤的发生及进展[17-18] 。 NP 能够引起

机体氧化应激水平的失衡,促进 ROS 及炎症因子的

释放促进心脏毒性、胃粘膜炎症、卵巢颗粒细胞的

凋亡和自噬[19-20] 。 RNA-seq 及 qRT-PCR 检测发

现,NP 引起 SRXN1 表达显著上调。 SRXN1 属于保

守的内源性 Sulfiredoxin
 

抗氧化家族的成员之一,可
通过调节活性氧的释放,发挥神经保护作用[12] 。 最

近研究发现,SRXN1
 

在多种恶性肿瘤中具有促进增

殖及转移的能力[21-22] ,SRXN1 通过影响过氧化物酶

活性,调节 ROS 水平,以使组织免受氧化应激损伤,
进而促进肿瘤细胞增殖及 EMT 的发生[23-24] 。 本文

研究 发 现, 抑 制 SRXN1
 

的 表 达 后, 结 直 肠 癌

COLO205 细胞的增殖、侵袭及迁移能力显著降低,
而 NP 则得到相反的结果。 暗示 NP 促进结直肠癌

细胞增殖、侵袭及迁移可能与 SRXN1 表达相关,但
NP 如何影响 SRXN1 表达以及与氧化应激的关系,
还需通过实验进一步研究。

调节细胞增殖及转移的主要通路为 ERK1 / 2、
PI3K / Akt 及 Wnt / β-catenin 等, ERK1 / 2、 PI3K / Akt
在多种肿瘤中异常激活,调节肿瘤的增殖、分化及

EMT[25] 。 ERK1 / 2 的异常激活,促进增殖相关蛋白

(CyclinD1、C-myC、PCNA)的表达,促进结直肠癌细

胞增殖[7] ,抑制 PI3K / Akt 通路后,显著抑制卵巢癌

细胞 EMT 及增殖[26] 。 SRXN1 可通过激活 Wnt / β-
catenin[27] 、 ERK1 / 2[28] 及 PI3K / Akt[29] 通路。 通过

Western
 

blot 检测发现, NP 显著促进 p-ERK1 / 2、
p-Akt 及 Wnt3a、β-catenin 的表达,暗示 NP 能够显

著激活 ERK1 / 2、PI3K / Akt 及 Wnt / β-catenin 通路;

SRXN1 抑制后,NP 对 ERK1 / 2、PI3K / Akt 及 Wnt / β-
catenin 通路的激活作用被减弱, 暗示 NP 激活

ERK1 / 2、PI3K / Akt 及 Wnt / β-catenin 通路与 SRXN1
表达相关。

 

综上所述,NP 可促进 SRXN1 的表达,调节结直

肠癌细胞的增殖、 侵袭及转移, 其分子机制与

ERK1 / 2、PI3K / Akt 及 Wnt / β-catenin 等通路激活有

关;但 NP 与 SRXN1 具体调控机制,还有待进一步

研究。
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2017 ~ 2021 年陕西省实验动物使用单位 SPF 级
大、小鼠质量监测结果分析与评估

吴朋朋,张彩勤,赵　 勇,谭邓旭,师长宏,白　 冰∗

(空军军医大学实验动物中心,西安　 710032)

　 　 【摘要】 　 目的　 分析 2017~ 2021 年陕西省部分实验动物使用单位无特定病原体(specific
 

pathogen
 

free,
 

SPF)
级大、小鼠微生物和寄生虫质量检测结果,了解各单位大、小鼠病原微生物学质量状况,为实验动物质量管理与监

测提供参考依据。 方法　 按照现行国家标准 GB
 

14922. 2-2011、GB / T
 

14926-2001 和 GB / T
 

14926. 21-2008,由陕西

省实验动物质量监督检测中心对大、小鼠进行病原微生物和寄生虫抽样检测并分析质量状况。 结果 　 2017 年 ~
2021 年累计抽检 109 家单位的小鼠 2549 只,45 家单位的大鼠 503 只。 检测结果显示,小鼠体外寄生虫(螨虫)检出

率由 5. 26%降为 0. 15%,肠道鞭毛虫由 10. 53%降为 0. 45%,肠道蠕虫由 0. 40%升至 2. 39%,沙门菌由 2. 78%降至

无检出,泰泽病原体抗体阳性率由 1. 38%降至无检出;大鼠体外寄生虫(螨虫)检出率由 7. 07%降至无检出;肠道鞭

毛虫由 11. 50%降为 0. 83%,蠕虫由 3. 79%升至 7. 50%,金黄色葡萄球菌由 1. 77%降至无检出。 小鼠病毒血清抗体

阳性率,2017 年检出小鼠肝炎病毒(4. 71%)、仙台病毒(1. 39%)和小鼠细小病毒(2. 22%),2021 年出小鼠肝炎病

毒(0. 30%)和仙台病毒(0. 15%),小鼠肺炎病毒阳性率则由 1. 11%升至 2. 39%,小鼠呼肠孤病毒Ⅲ型由 0. 17%升

至 0. 45%。 大鼠仙台病毒阳性率由 7. 07%降为 0. 83%,大鼠细小病毒和大鼠冠状病毒仅 2017 年和 2018 年在个别

单位有检出,大鼠肺炎病毒则由 0. 88%增长为 10. 00%。 结论　 近 5 年的检测结果表明,陕西省实验动物使用单位

的大、小鼠病原微生物质量逐年提升,但仍存在一定问题,应持续采取严格的生物安全防控措施,加强动物实验过

程,确保各单位在实验周期内动物质量合格。
【关键词】 　 SPF 级大、小鼠;质量监测;微生物学;寄生虫学;分析与评估
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective　 To
 

determine
 

the
 

current
 

pathogenic
 

microbiology
 

quality
 

status
 

of
 

experimental
 

rats
 

and
 

mice
 

in
 

Shaanxi
 

province,
 

we
 

analyzed
 

quality
 

monitoring
 

result
  

from
 

2017
 

to
 

2021
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

health
 

screening
 

of
 

laboratory
 

rats
 

and
 

mice.
 

Methods　 Using
 

the
 

current
 

national
 

standards
 

GB
 

14922. 2-2011,
 

GB / T
 

14926-
2001,

 

and
 

GB / T
 

14926. 21-2008,
 

the
 

Laboratory
 

Animal
 

Quality
 

Supervision
 

and
 

Testing
 

Center
 

of
 

Shaanxi
 

carried
 

out
 

pathogenic
 

microbial
 

and
 

parasite
 

quality
 

sampling
 

tests
 

on
 

SPF
 

rats
 

and
 

mice
 

in
 

all
 

licensed
 

companies
 

and
 

research
 



institutes,
 

and
 

then
 

analyzed
 

the
 

result.
 

Results　 From
 

2017
 

to
 

2021,
 

2549
 

SPF
 

mice
 

and
 

503
 

SPF
 

rats
 

were
 

collected
 

from
 

109
 

and
 

45
 

organizations,
 

respectively.
 

Mouse
 

parasite
 

detection
 

showed
 

a
 

reduction
 

of
 

mites
 

from
 

5. 26%
 

to
 

0. 15%,
 

intestinal
 

flagellates
 

from
 

10. 53%
 

to
 

0. 45%,
 

Salmonella
 

and
 

Tyzzer’s
 

organism
 

from
 

2. 78%
 

and
 

1. 38%,
 

respectively,
 

to
 

undetected.
 

Intestinal
 

helminths
 

increased
 

from
 

0. 40%
 

to
 

2. 39%.
 

In
 

rats,
 

there
 

were
 

declines
 

in
 

mites
 

and
 

Staphylococcus
 

aureus
 

from
 

7. 07%
 

and
 

1. 77%,
 

respectively,
 

to
 

undetected,
 

intestinal
 

flagellates
 

from
 

11. 50%
 

to
 

0. 83%,
 

and
 

enrichment
 

of
 

helminths
 

from
 

3. 79%
 

to
 

7. 50%.
 

In
 

terms
 

of
 

positive
 

rates
 

of
 

mouse
 

serum
 

antibodies,
 

in
 

2017,
 

mouse
 

hepatitis
 

virus
 

( 4. 71%),
 

Sendai
 

virus
 

( 1. 39%),
 

and
 

minute
 

virus
 

of
 

mice
 

( 2. 22%)
 

were
 

positive.
 

Additionally,
 

in
 

2021,
 

mouse
 

hepatitis
 

virus
 

(0. 30%)
 

and
 

Sendai
 

virus
 

(0. 15%)
 

were
 

positive.
 

These
 

result
  

indicated
 

raised
 

trends
 

of
 

both
 

pneumonia
 

virus
 

of
 

mice
 

and
 

reovirus
 

type
 

III.
 

However,
 

there
 

was
 

a
 

reduction
 

in
 

Sendai
 

virus
 

from
 

7. 07%
 

to
 

0. 83%
 

and
 

an
 

increase
 

of
 

pneumonia
 

virus
 

from
 

0. 88%
 

to
 

10. 00%.
 

In
 

rats,
 

although
 

parvovirus
 

and
 

coronavirus
 

had
 

predominant
 

potentials,
 

which
 

were
 

detected
 

in
 

the
 

past
 

5
 

years,
 

the
 

number
 

of
 

infected
 

organizations
 

and
 

the
 

positive
 

rate
 

showed
 

a
 

downward
 

trend
 

annually.
 

Conclusions　 The
 

test
 

result
  

in
 

the
 

past
 

5
 

years
 

showed
 

that
 

pathogenic
 

microorganisms
 

in
 

rats
 

and
 

mice
 

in
 

Shaanxi
 

province
 

had
 

improved
 

yearly.
 

However,
 

many
 

problems
 

still
 

existed.
 

Therefore,
 

strict
 

biosafety
 

prevention
 

and
 

control
 

measures
 

should
 

be
 

conducted
 

continuously,
 

and
 

the
 

animal
 

experimentation
 

process
 

should
 

be
 

strengthened
 

to
 

ensure
 

that
 

animals
 

are
 

qualified
 

within
 

the
 

experimental
 

period.
【Keywords】　 SPF
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　 　 随着生命科学的发展,实验动物已成为其研究

的基础与支撑,是医学教学和生物医学研究不可缺

少的实验材料。 实验动物的质量直接影响实验结

果的准确和课题研究的成败,决定研究成果的可行

性、重复性和科学性,特别是一些人兽共患性疾病,
直接威胁动物饲养人员和研究人员的健康与生命

安全[1-2] 。 因此,做好实验动物的质量检测与评估

的相关工作,对实验动物的生产和应用具有重要

作用[3-4] 。
本中心作为陕西省实验动物质量检测机构(陕

西省实验动物质量监督检测中心),根据《实验动物

质量管理办法》、《实验动物许可证管理办法》和《陕

西省实验动物管理办法》等相关法律法规以及实验

动物国家标准[5-8] ,除了每年对各实验动物生产单

位进行质量抽测外,近年来,加大对省内实验动物

使用单位的质量抽检,并及时反馈检测结果,对不

合格的动物进行处置并做好后期的跟踪监测,确保

本地区实验动物使用安全。 本文对 2017 ~ 2021 年

期间陕西省实验动物使用单位饲养的 SPF 级大、小
鼠质量抽检结果进行了总结分析,探讨了影响动物

质量的因素,以期为动物实验过程中的质量管理和

监测提供参考依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 抽检的不同品系的 SPF 级大、小鼠均来自陕西

省内实验动物使用单位,各年度抽检单位数量、动
物品种及数量见表 1。

表 1　 2017~ 2021 年陕西地区实验动物质量监测结果
Table

 

1　 Monitoring
 

results
 

of
 

laboratory
 

animals
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021

年份
Year

单位数量
Total

 

number
 

of
 

organizations

动物数量(只)
Number

 

of
 

animals

C57BL / 6J 小鼠
C57BL / 6J

mice

BALB / c 小鼠
BALB / c

 

mice
KM 小鼠
KM

 

mice
ICR 小鼠
ICR

 

mice

基因编辑
小鼠

Gene
 

editing
 

mice

SD 大鼠
SD

 

rats
Wistar 大鼠
Wistar

 

rats

动物总数(只)
Total

 

number
 

of
 

animals

2017 15 83 104 73 31 70 103 10 474
2018 17 145 78

 

66 15 202 68 11 585
2019 20 104 102 91 40 261 87 11 696
2020 25 68 44 37 2 263 64 29 507
2021 32 81 70 82 7 430 79 41 790
累计

Grand
 

total 109 481 398 349 95 1226 401 102 3052
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1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 大、小鼠酶联免疫抗体检测试剂盒购买于苏州

西山生物术有限公司和中国食品药品检定研究院,
其中苏州西山生物术有限公司小鼠酶联免疫抗体

检测试剂盒批号:鼠痘病毒(E22012201)、肝炎病毒

(E22040801)、 仙台病毒 ( E22012802)、 肺炎病毒

(E22031411)、呼肠孤病毒 III 型(E21102902)、细小

病毒 ( E22012601)、弓形虫 ( E21112502)、 支原体

(E22012701)、泰泽病原体( E21120604);大鼠酶联

免疫抗体检测试剂盒批号:仙台病毒(E22022503)、
汉 坦 病 毒 ( E22022502 )、 细 小 病 毒 H-1 株

(E21102201)、细小病毒 KRV 株(E21102202)、肺炎

病毒 ( E21121501 )、 冠 状 病 毒 / 涎 泪 腺 炎 病 毒

(20210702)、呼肠孤病毒Ⅲ型(20210702)、支原体

(E21102901)、 弓形虫 ( E21122801)、 泰泽病原体

(E21101401);中国食品药品检定研究院小鼠酶联

免疫抗体检测试剂盒批号:鼠痘病毒(20210604)、
肝炎病毒(20211125)、仙台病毒(20211123)、肺炎

病毒(20211003)、呼肠孤病毒 III 型(20211009)、细
小病毒 ( 20211017)、 弓形虫 ( 20211109)、 支原体

(20211104)、泰泽病原体(20210917),大鼠酶联免

疫抗体检测试剂盒批号:仙台病毒(20211111)、汉
坦病毒(20211025)、细小病毒 H-1 株(20211023)、
细 小 病 毒 KRV 株 ( 20211113 )、 肺 炎 病 毒

(20210914)、冠状病毒 / 涎泪腺炎病毒(20210917)、
呼肠孤病毒Ⅲ型(20210917)、支原体(20211118)、
弓形虫(20211008)、泰泽病原体(20211204);细菌

培养平板 ( 批号: 0032213)、 鉴别培养基 ( 批号:
20210314)和细菌生化微量管(批号:20210917) 由

杭州微生物试剂有限公司提供,其余相应检测试剂

均参照国家标准配备。 多功能酶标仪(Synergy
 

LX)
购于美国 Bio-Tek 公司;生物显微镜( BX3) 购于日

本奥林巴斯公司;全自动细菌鉴定及药敏分析系统

(VITEK
 

2
 

Compact)购于法国梅里埃公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 抽样

　 　 抽样按照 GB
 

14922. 2-2011《实验动物
 

微生物

等级及监测》进行,在每一房间不同笼架多点采样,
根据每个品系动物的种群数量随机采样 3 ~ 5 只,按
SPF 级动物进行包装、运输,包装箱上注明动物品

种、级别、数量及检测项目。
1. 3. 2　 检测

　 　 检测项目及方法依据《实验动物
 

微生物学检测

方法》 ( GB / T
 

14926. 1 - 2001 ~ GB / T
 

14926. 64 -
2001) 和 《 实验动物

 

寄生虫学检测方法》 ( GB
 

18448. 1-2001 ~ GB
 

18448. 10-2001)执行[7-8] ,涵盖

国家标准中规定的必检项目 ( 细菌、病毒和寄生

虫)。 为避免交叉污染,所有检测样本的采集均在

生物安全柜中实施。 采集动物粪便、体表毛发开展

寄生虫检测;分离血清,酶联免疫吸附法 ( enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay,
 

ELISA) 检测血清中的

病毒抗体;采取呼吸道分泌物和肠道内容物,分离

培养细菌并进行生化鉴定,确定感染菌群类型[9-11] 。
检测中发现的病毒和细菌阳性样品均进行二次

复检。
1. 4　 统计学方法

　 　 按照相应国家标准对检测结果进行综合判定,
符合该病原微生物检测结果者作出阳性报告(感

染),不符合者作出阴性报告(未感染)。 用 SPSS
 

23. 0 统计软件对近 5 年抽检的大、小鼠微生物及寄

生虫感染阳性率(或血清抗体阳性率)进行统计学

分析,结果以每年检出的阳性动物数占抽检动物总

数的百分比进行表示。 用单因素方差分析法进行

每年间感染情况的差异性分析,以 P<0. 05 表示差

异有显著性,最后用 GraphPad
 

Prism
 

8 软件进行

作图。

2　 结果

2. 1　 2017 ~ 2021 年 SPF 级大、小鼠寄生虫检测

结果

　 　 5 年间,累计抽检小鼠 2549 只,大鼠 503 只(表

2、图 1 和图 2)。 检测范围包括皮毛上的蚤、虱和螨

等体外寄生虫成虫及其虫卵;肠道内的鞭毛虫、纤
毛虫、蠕虫及其虫卵;血清中的弓形虫抗体采用

ELISA 进行检测。
小鼠主要存在体外寄生虫(螨虫) 和肠道鞭毛

虫的感染(表 2、图 1),5 年中均有检出,但检出率呈

逐年下降趋势。 体外寄生虫 (螨虫) 的检出率由

2017 年的 5. 26% ( 19 / 361) 降为 2021 年的 0. 15%
(1 / 670),单位检出率由 20. 00%(3 / 15)降为 3. 12%
(1 / 32);肠道鞭毛虫的检出率由 2017 年 10. 53%
(38 / 361)降低为 2021 年的 0. 45%(3 / 670),单位检

出率由 20. 00%(3 / 15)降为 3. 12%(1 / 32)。 弓形虫

抗体检出率也呈现逐年降低的趋势,由 2019 年的

0. 84%(5 / 598) 降至 2021 年的 0. 15% (1 / 670),单
位检出率由 10. 00%(2 / 20)降为 3. 12%(1 / 32)。 但
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　 　 　 　 表 2　 2017~ 2021 年陕西地区 SPF 级大、小鼠寄生虫检测结果
Table

 

2　 Parasite
 

detection
 

results
 

of
 

SPF
 

mice
 

and
 

rats
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021

年份
Year

动物品系
Animal

 

strains

抽检单位
Total

 

number
 

of
 

organizations

动物数量
Animal

 

numbers

寄生虫感染率(%)
Parasitic

 

infection
 

rate
体外寄生虫
Ectoparasites

鞭毛虫
Flagellates

纤毛虫
Ciliates

蠕虫
Helminths

弓形虫
Toxoplasma

 

gondii

2017
小鼠

 

Mouse 15 361 5. 26 10. 53 0. 00 0. 00 0. 00
大鼠 Rat 5 113 7. 07 11. 50 0. 00 0. 00 0. 00

2018
小鼠

 

Mouse 17 506 1. 78 3. 56 0. 00 0. 40 0. 00
大鼠 Rat 9 79 0. 00 5. 06 0. 00 3. 79 0. 00

2019
小鼠

 

Mouse 20 598 1. 51 1. 33 0. 00 1. 17 0. 84
大鼠 Rat 9 98 0. 00 2. 04 0. 00 2. 04 0. 00

2020
小鼠

 

Mouse 25 414 0. 24 1. 45 0. 00 3. 14 0. 24
大鼠 Rat 9 93 0. 00 1. 08 0. 00 7. 53 0. 00

2021
小鼠

 

Mouse 32 670 0. 15 0. 45 0. 00 2. 39 0. 15
大鼠 Rat 13 120 0. 00 0. 83 0. 00 7. 50 0. 00

累计
Grand

 

total
小鼠

 

Mouse 109 2549 1. 53 2. 81 0. 00 1. 19 0. 27
大鼠 Rat 45 503 1. 59 4. 17 0. 00 4. 17 0. 00

是,肠道蠕虫的检出率却由 2018 年的 0. 40% ( 2 /
506)增加至 2021 年的 2. 39% (16 / 670),单位检出

率由 5. 88%(1 / 17)增加至 9. 38%(3 / 32)。
大鼠也存在体外寄生虫(螨虫)、肠道鞭毛虫和

蠕虫的感染(表 2、图 2)。 检测结果显示,体外寄生

虫(螨虫)检出率由 2017 年的 7. 07%(8 / 113)降至

2018 年后无检测出, 单位检出率由 2017 年的

40. 00%(2 / 5)降为 0. 00%;肠道鞭毛虫的检出率由

2017 年 的 11. 50% ( 13 / 113 ) 降 低 为 2021 年 的

0. 83%(1 / 120),单位检出率由 60. 00% (3 / 5) 降低

为 7. 69%(1 / 13)。 蠕虫检出率由 2017 年的 3. 79%
(3 / 79)增长为 2021 年的 7. 50%(9 / 120),单位检出

率由 20. 00% (1 / 5) 增加至 2021 年的 15. 38% ( 2 /
13)。
2. 2　 2017 ~ 2021 年 SPF 级大、小鼠病原微生物检

测结果

　 　 5 年中 109 家单位的小鼠病原微生物检测结果

(表 3、图 3)显示,小鼠主要存在沙门菌、肺炎克雷

伯杆菌、肺炎链球菌、泰泽病原体和支原体的感染,
但检出率呈下降趋势。 其余必检项目 5 年内均未检

出。 其中, 沙门菌 2017 年检出率为 2. 78% ( 10 /
361)、2018 年为 1. 18%(6 / 506)、2019 年 0. 33%(2 /
598) 到 2020 年以后均为 0. 00%, 单位检出率由

2017 年的 20. 00%(3 / 15)降低为 2021 年的 0. 00%;
肺炎克雷伯杆菌仅 2018 年在 1 家单位(5. 88%

 

1 /
17)中检出 0. 20%(1 / 506),其余 3 年均未检出;肺
炎链球菌在 2017 年 1 家单位(6. 67%

 

1 / 15) 检出

图 1　 2017~ 2021 年陕西地区 SPF 级小鼠寄生虫检测结果

Figure
 

1　 Parasite
 

detection
 

results
 

of
 

SPF
 

mice
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021

图 2　 2017~ 2021 年陕西地区 SPF 级大鼠寄生虫检测结果

Figure
 

2　 Parasite
 

detection
 

results
 

of
 

SPF
 

rats
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021

0. 27%(1 / 361)后,连续 4 年均未检出;泰泽病原体

血清抗体阳性检出率由 2017 年 2 家单位(13. 33%
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2 / 15)检出 1. 38% (5 / 361)降低至 2021 年的 32 家

单位均未检出;支原体血清抗体阳性仅在 2017 年

1 家单位(6. 67%
 

1 / 15)中检出(0. 27%
 

1 / 361),此
后连续 4 年均未检出。

表 3　 2017~ 2021 年陕西地区 SPF 级大、小鼠病原微生物检测结果
Table

 

3　 Pathogenic
 

microorganism
 

test
 

results
 

of
 

SPF
 

mice
 

and
 

rats
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021

年份
Year

动物品系
Animal

 

strains

动物数量
Animal

 

numbers

金黄色
葡萄球菌(%)
Staphylococcus

 

aureus

沙门菌(%)
Salmonella

 

sp.

绿脓杆菌%
Pseudomonas

 

aeruginosa

肺炎克雷伯
杆菌(%)
Klebsiella

 

pneumoniae

肺炎链球
菌(%)

Streptococcus
 

pnemoniae

泰泽
病原体(%)

Tyzzer’s
 

organism

支原体(%)
Mycoplasma

2017
小鼠

 

Mouse 361 0. 00 2. 78 0. 00 0. 00 0. 27 1. 38 0. 27

大鼠 Rat 113 1. 77 0. 00 1. 77 0. 00 0. 00 4. 42 0. 00

2018
小鼠

 

Mouse 506 0. 00 1. 18 0. 00 0. 20 0. 00 0. 40 0. 00

大鼠 Rat 79 1. 27 2. 53 2. 53 0. 00 1. 27 0. 00 0. 00

2019
小鼠

 

Mouse 598 0. 00 0. 33 0. 00 0. 00 0. 00 0. 84 0. 00

大鼠 Rat 98 1. 02 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00

2020
小鼠

 

Mouse 414 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00

大鼠 Rat 93 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00

2021
小鼠

 

Mouse 670 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00

大鼠 Rat 120 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00

累计
Grand

 

total
小鼠

 

Mouse 2549 0. 00 0. 71 0. 00 0. 04 0. 04 0. 31 0. 04

大鼠 Rat 503 0. 80 0. 40 0. 80 0. 00 0. 20 1. 00 0. 00

45 家单位的大鼠细菌检测结果(表 3、图 4)显

示,大鼠中主要存在金黄色葡萄球菌、沙门菌、绿脓

杆菌、肺炎链球菌和泰泽病原体的感染,但检出率

呈逐年下降趋势。 其余必检项目 5 年内均未检出。
其中,金黄色葡萄球菌 2017 ~ 2019 年连续 3 年均有

1 家单位检出, 检出率分别为 1. 77% ( 2 / 113 )、
1. 27%(1 / 79) 和 1. 02% (1 / 98),此后至 2021 年再

未检出金黄色葡萄球菌;沙门菌仅在 2018 年 1 家单

位(11. 11%
 

1 / 9)中检出(2. 53%
 

2 / 79),其余 4 年均

未检出;绿脓杆菌在 2017 年(1. 77%
 

2 / 113)和 2018
年 ( 2. 53%

 

2 / 79) 均有 1 家单位检出, 2019 年至

2021 年连续 3 年均未检出;肺炎链球菌仅在 2018
年 1 家单位(11. 11%

 

1 / 9)中检出(1. 27%
 

1 / 79),其
余 4 年均未检出;泰泽病原体血清抗体阳性仅在

2017 年有 2 家单位(40. 00%
 

2 / 5)检出(4. 42%
 

5 /
113),此后连续 4 年均未检出。
2. 3　 2017 ~ 2021 年 SPF 级大、小鼠病毒抗体检测

结果

　 　 病毒检测主要采用 ELISA 方法检测血清中的

病毒抗体,检测中发现的阳性血清样本再次采用不

同厂家的 ELISA 检测试剂盒进行 2 次复检,两次结

果均为阳性则判定为感染,检测结果如表 4 所示。

图 3　 2017~ 2021 年陕西地区 SPF 级小鼠病原微

生物检测结果

Figure
 

3　 Pathogenic
 

microorganism
 

test
 

results
 

of
 

SPF
 

mice
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021

图 4　 2017~ 2021 年陕西地区 SPF 级大鼠病原微

生物检测结果

Figure
 

4　 Pathogenic
 

microorganism
 

test
 

results
 

of
 

SPF
 

rats
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021
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表 4　 2017~ 2021 年陕西地区 SPF 级大、小鼠病毒血清抗体检测结果
Table

 

4　 Virological
 

test
 

results
 

of
 

SPF
 

mice
 

and
 

rats
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021

年份
Year

小鼠阳性率(%)
Positive

 

rate
 

of
 

mice
大鼠阳性率(%)

Positive
 

rate
 

of
 

rats

动物数量
Animal

 

numbers
MHV SV PVM MVM Reo3

动物数量
Animal

 

numbers
SV H-1 KRV PVM RCV Reo3

2017 361 4. 71 1. 39 1. 11 2. 22 0. 00 113 7. 07 9. 73 0. 88 0. 88 5. 31 0. 00
2018 506 2. 77 0. 79 1. 58 0. 79 0. 00 79 2. 53 1. 27 1. 27 3. 80 1. 27 0. 00
2019 598 2. 51 0. 84 2. 84 0. 50 0. 17 98 2. 04 0. 00 0. 00 9. 18 0. 00 0. 00
2020 414 1. 21 0. 24 2. 42 0. 24 0. 72 93 1. 08 0. 00 0. 00 12. 90 0. 00 0. 00
2021 670 0. 30 0. 15 2. 39 0. 00 0. 45 120 0. 83 0. 00 0. 00 10. 00 0. 00 0. 00
累计

Grand
 

total 2549 2. 08 0. 63 2. 16 0. 63 0. 27 503 2. 78 2. 39 0. 40 7. 36 1. 39 0. 00

注:MHV:小鼠肝炎病毒;SV:仙台病毒;PVM:小鼠肺炎病毒;MVM:小鼠细小病毒;Reo3:小鼠呼肠孤病毒Ⅲ型;H-1:大鼠细小病毒株 H-1 株;
KRV:大鼠细小病毒株 KRV 株;RCV:大鼠冠状病毒 / 涎泪腺炎病毒。
Note.
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Mouse
 

hepatitis
 

virus.
 

SV,
 

Sendai
 

virus.
 

PVM,
 

Pneumonia
 

virus
 

of
 

mice.
 

MVM,
 

Minute
 

virus
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mice.
 

Reo3,
 

Reovirus
 

type
 

III.
 

H-1,
 

Rat
 

parvovirus
 

H-1
 

strain.
 

KRV,
 

Rat
 

parvovirus
 

KRV
 

strain.
 

RCV,
 

Rat
 

corona
 

virus / sialodacryoadenitls
 

virus.

　 　 小鼠病毒血清抗体检测结果(表 4、图 5)显示,
小鼠肝炎病毒、仙台病毒、小鼠肺炎病毒、小鼠细小

病毒和小鼠呼肠孤病毒Ⅲ型在 2017 ~ 2021 年均有

检出。 其余必检项目 5 年内均未检出。 2017 年有 3
家单位(20. 00%

 

3 / 15)检出小鼠肝炎病毒(阳性率

4. 71%
 

17 / 361),1 家单位(6. 67%
 

1 / 15) 检出仙台

病毒(阳性率 1. 39%
 

5 / 361),2 家单位(13. 33%
 

2 /
15) 检出小鼠细小病毒 ( 阳性率 2. 22%

 

8 / 361)。
2018 ~ 2021 年每年均有不同病毒检出,但阳性单位

数和病毒阳性率均呈逐年下降趋势。 至 2021 年,仅
有 1 家单位(3. 13%

 

1 / 32)检出小鼠肝炎病毒且阳

性率降为 0. 30% ( 2 / 670),仙台病毒阳性率降为

0. 15%(1 / 670),32 家单位均未检出小鼠细小病毒。
此外还发现,对于小鼠肺炎病毒和小鼠呼肠孤病毒

Ⅲ型,这 5 年来的血清抗体阳性检出率则呈现逐年

上升的趋势:2017 年仅 1 家单位(6. 67%
 

1 / 15)检出

小鼠肺炎病毒(阳性率 1. 11%
 

4 / 361),2019 年增长

为 2 家单位(阳性率 2. 84%
 

17 / 598),至 2021 年该 2
家单位(6. 25%

 

2 / 32)小鼠肺炎病毒血清抗体阳性

检出率为 ( 2. 39%
 

16 / 670);而 2019 年 1 家单位

(5. 00%
 

1 / 20)检出小鼠呼肠孤病毒Ⅲ型(阳性率

0. 17%
 

1 / 598),至 2021 年,该单位(3. 13%
 

1 / 32)依
旧有检出(阳性率 0. 45%

 

3 / 670)且比率较过去 2 年

有所增加。
大鼠血清抗体阳性以仙台病毒、大鼠细小病

毒、小鼠肺炎病毒和大鼠冠状病毒为主(表 4、图

6)。 其余必检项目 5 年内均未检出。 其中,仙台病

毒每年均有检出, 但阳性率从最初的 3 家单位

(60. 00%
 

3 / 5) 的 7. 07% ( 8 / 113) 降低为 2021 年

1 家单位(7. 69%
 

1 / 13)的 0. 83% (1 / 120);大鼠细

　 　 　

注:MHV:小鼠肝炎病毒; SV:小鼠仙台病毒; PVM:小鼠肺炎病毒;
MVM:小鼠细小病毒;Reo3:小鼠呼肠孤病毒Ⅲ型。

图 5　 2017~ 2021 年陕西地区 SPF 级小鼠病毒抗体检测结果

Note.
 

MHV,
 

Mouse
 

hepatitis
 

virus.
 

SV,
 

Sendai
 

virus.
 

PVM,
 

Pneumonia
 

virus
 

of
 

mice.
 

MVM,
 

Minute
 

virus
 

of
 

mice.
 

Reo3,
 

Reovirus
 

type
 

III.
 

Figure
 

5　 Virological
 

test
 

results
 

of
 

SPF
 

mice
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021

注:SV:仙台病毒;H-1:大鼠细小病毒株 H-1 株;KRV:大鼠细小病毒

株 KRV 株;PVM:小鼠肺炎病毒; RCV:大鼠冠状病毒 / 涎泪腺炎

病毒。

图 6　 2017~ 2021 年陕西地区 SPF 级大鼠病毒抗体检测结果

Note.
 

SV,
 

Sendai
 

virus.
 

H-1,
 

Rat
 

parvovirus
 

H-1
 

strain.
 

KRV,
 

Rat
 

parvovirus
 

KRV
 

strain.
 

PVM,
 

Pneumonia
 

virus
 

of
 

mice.
 

RCV,
 

Rat
 

corona
 

virus / sialodacryoadenitis
 

virus.

Figure
 

6　 Virological
 

test
 

results
 

of
 

SPF
 

rats
 

in
 

Shaanxi
 

from
 

2017
 

to
 

2021
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小病毒和大鼠冠状病毒抗体阳性仅 2017 年和 2018
年在个别单位有检出,此后 2019 ~ 2021 年连续 3 年

各单位均未检出;值得注意的是,小鼠肺炎病毒血

清抗体阳性率却由最初 1 家单位(20. 00%
 

1 / 5)的

0. 88%(1 / 113)增长为 3 家单位(23. 08%
 

3 / 13) 的

(10. 00%
 

12 / 120)。

3　 讨论

　 　 随着生命科学的发展与实验动物许可证制度

的不断完善,实验动物质量监测显得尤为重要[12] 。
定期的质量监测,不仅能够为实验动物的生产和使

用提供科学依据,同时也能及时发现实验动物饲养

中存在的问题,消除实验动物携带的人畜共患病原

体,减少实验动物在生产和使用过程中对人群的感

染[13] 。 对于实验动物使用单位而言,动物质量监测

的缺失会导致日常管理出现盲区,动物一旦感染烈

性传染病如鼠痘等,可导致整个动物群全军覆没,
造成巨大损失[14] 。

通过对 2017 ~ 2021 年陕西省实验动物使用单

位饲养的 SPF 级大、小鼠质量抽检结果的分析,发
现 5 年间,陕西地区抽检单位和动物的数量均有所

增长,从侧面反映出本地区实验动物使用数量的稳

步提升。 但值得注意的是,各单位使用的动物质量

还存在着一定的问题,总体趋势是病原微生物感染

降幅明显,但个别微生物感染控制水平有待提升。
具体表现在寄生虫方面,大、小鼠中主要存在体外

寄生虫(螨虫)、肠道鞭毛虫和蠕虫的感染(表 2);
细菌方面存在金黄色葡萄球菌、沙门菌、绿脓杆菌、
肺炎克雷伯杆菌、肺炎链球菌、泰泽病原体和支原

体的感染(表 3);病毒方面则以小鼠肝炎病毒、仙台

病毒、小鼠肺炎病毒、小鼠细小病毒、小鼠呼肠孤病

毒Ⅲ型、大鼠细小病毒和大鼠冠状病毒血清抗体阳

性为主(表 4)。 在我国广东、四川等地区也有金黄

色葡萄球菌和绿脓杆菌检测阳性的报道[15-16] 。
2014 ~ 2019 年北京地区实验动物质量抽检结果中,
鼠群检出的病原微生物以细小病毒、泰泽病原体、
绿脓杆菌、金黄色葡萄球菌等为主[17-18] 。 可见,本
地区与国内其它地区实验鼠群病原体污染的流行

趋势基本一致。 我国现行标准《实验动物
 

微生物学

等级及监测》 中明确规定金黄色葡萄球菌、绿脓杆

菌、肺炎克雷伯杆菌是 SPF 级实验大、小鼠必须检

测和排除的病原菌[6] ,但上述病原菌均属于条件性

致病菌,可正常存在于动物体内和环境中,只有当

动物免疫功能低下时方可感染动物。 国外多数企

业将其作为环境监测的参考指标,当认为该病原体

可能会对正在进行的实验存在干扰时才进行监

测[19-21] 。 对病原微生物来源进行调查发现,实验动

物感染病原微生物主要集中在 3 个方面:一是来自

病原微生物控制不明确的实验动物,占病原微生物

来源的 83. 33% (20 / 24)。 感染动物主要来自于各

单位构建的基因编辑动物,其微生物质量状况不明

确,造成动物间交叉感染。 二是来自实验物品、生
物试剂和实验人员的污染,占病原微生物来源的

12. 50%(3 / 24)。 动物实验区域人员流动频繁,个别

实验人员生物安全意识不强,物品消毒灭菌不彻

底,洁净与非洁净区域实验仪器、试剂及物品交叉

混用,感染性实验废弃物的不规范处置均可造成动

物感染。 三是屏障设施管理存在漏洞,占病原微生

物来源的 4. 17%(1 / 24)。 饲料、垫料和饮水灭菌消

毒不彻底,或是存在污染死角,设施设计及布局的

缺陷等均可导致病原微生物的入侵。
针对以上实验动物使用单位的大、小鼠感染现

状,在陕西省实验动物管理委员会和专家的监督与

指导下,对检测不合格动物所在区域实行了严格消

杀处 理: 不 符 合 SPF 级 标 准 要 求 的 实 验 动 物

(C57BL / 6J、BALB / c 小鼠和 SD 大鼠等),须立即停

止实验、处死感染动物并封锁该区域。 区域内所有

动物分区域、分批次进行病原筛查,及时淘汰病原

(血清抗体)阳性动物(或整个种群),对房间环境及

IVC 系统进行彻底消毒,检测合格后重新引进质量

合格的动物开展实验。 同时对同房间内其他小鼠

进行严密监控,每隔两周进行复查,确保没有交叉

感染。 珍稀的基因编辑小鼠则可经过相应的生物

净化后(剖腹产、胚胎移植或体外受精),采用两次

检测法确定是否达到 SPF 级要求,即在目标小鼠离

乳后检测代孕母鼠,分窝留种后检测淘汰的仔鼠,
只有两次检测均符合 SPF 标准方可判定净化合格。
合格的基因编辑鼠群转移至微生物最高级别控制

区域进行饲养,加强区域管控和环境消毒,严防病

原微生物侵入,动物一旦出现污染,立即转入低级

别饲养区,待重新进行生物净化后返回。 此外,还
需加强饲养和实验人员生物安全、消毒灭菌等专业

知识的培训,降低动物感染的风险[22] 。
上述整改措施的实施,极大改善了本地区各使

用单位实验动物病原微生物的感染状况,阳性动物

检出率总体呈逐年下降趋势。 其中,肺炎克雷伯杆
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菌、肺炎链球菌和绿脓杆菌等细菌感染动物已经连

续 4 年未检出。 然而,肠道蠕虫、小鼠肺炎病毒、小
鼠呼肠孤病毒Ⅲ型连续 5 年均有检出且呈现缓慢增

长的趋势,这是因为检出的动物都属于正在实验的

动物或珍稀的基因编辑动物,无法淘汰处理,仅靠

隔离与消毒,病原防治比较困难。 带毒(虫)动物也

容易造成周围动物的交叉感染,只有通过微生物净

化才能彻底清除病原感染[23] 。
通过对陕西省 2017 ~ 2021 年实验动物使用单

位屏障环境饲养的 SPF 级大小鼠病原微生物监测

结果的分析,了解到本地区实验动物质量得到较大

改善,但也暴露出很多问题。 作为实验动物质量检

测机构,要坚持不懈的进行日常病原微生物监测,
加强生物安全宣传,促使相关单位明确实验动物质

量对本行业及生物医药卫生事业的发展至关重要。
同时,督促各使用单位持续采取严格的生物安全防

控措施,不断提高实验动物饲养管理水平。 只有检

测机构与各单位相互配合,才能不断降低实验动物

病原感染风险,提高实验动物质量,为生命科学的

发展提供强有力的支撑。
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超声影像在评价大鼠结节性甲状腺肿的应用

高祥举1,2,3,高冬梅1,2,陈宪梅1,2,3,宋婷婷2,3,4,高　 占1,2,3,高　 杰1,2∗,王杰琼2,3,4∗

(1.山东中医药大学中医学院,济南　 250355;2.山东中医药大学情志病证研究创新团队,济南　 250355;
3.山东中医药大学情志病证肝藏象药理青年科研创新团队,济南　 250355;4.山东中医药大学药学院,济南　 250355)

　 　 【摘要】 　 目的　 利用超声技术,确定大鼠甲状腺定位,同时分析评价大鼠结节性甲状腺肿模型的病变、造模

程度,为结节性甲状腺肿及相关甲状腺疾病大鼠模型的诊断评估提供技术方法。 方法 　 40 只 6 ~ 8 周龄 SPF 级

Wistar 大鼠,雌雄各半,其中 20 只作为对照组,其余大鼠灌服丙基硫氧嘧啶(PTU)溶液 8 周,构建结节性甲状腺肿

大鼠模型,造模结束后对大鼠进行甲状腺超声检测,同时进行病理检测,与超声结果进行对比。 结果　 超声检测显

示,模型组大鼠甲状腺前后、内外侧径均显著大于对照组(P<0. 001),同时可见模型组大鼠腺体不对称性增大,甲
状腺侧叶有结节无包膜,边界较为模糊,不规整,散在有点状或条状纤维增生的强回声。 模型组大鼠甲状腺切片

HE 染色显示,甲状腺组织形状、滤泡大小均不规则,差异较大,且上皮细胞增生明显,排列紊乱,胶质压缩且分布不

均。 模型组大鼠的超声和病理学检测均符合疾病诊断。 结论　 超声检测技术可以较好地进行活体评价大鼠结节

性甲状腺肿动物模型,是值得推广的结节性甲状腺肿大鼠模型的评价方法。
【关键词】 　 甲状腺疾病;动物模型;模型评价;超声探查
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

determine
 

localization
 

of
 

the
 

rat
 

thyroid
 

gland
 

by
 

ultrasound
 

technology,
 

analyze
 

and
 

evaluate
 

lesions
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

modeling
 

in
 

the
 

rat
 

nodular
 

goiter
 

model,
 

and
 

provide
 

a
 

technical
 

method
  

for
 

diagnostic
 

evaluation
 

of
 

the
 

rat
 

model
 

of
 

nodular
 

goiter
 

and
 

related
 

thyroid
 

diseases.
 

Methods 　 Forty
 

6 ~ 8
 

weeks
 

old
 

SPF-grade
 

Wistar
 

rats
 

(male
 

and
 

female)
 

were
 

used
 

as
 

the
 

control
 

group
 

and
 

20
 

rats
 

were
 

instilled
 

with
 

a
 

propylthiouracil
 

( PTU)
 

solution
 

for
 

8
 

weeks
 

to
 

establish
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

nodular
 

goiter.
 

Ultrasound
 

examination
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

was
 

performed
 

after
 

modeling,
 

along
 

with
 

pathological
 

examination
 

for
 

comparison
 

with
 

ultrasound.
 

Results　 Ultrasonography
 

showed
 

that
 



the
 

anterior-posterior
 

and
 

medial-lateral
 

diameters
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

larger
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 001).
 

Conversely,
 

asymmetric
 

enlargement
 

of
 

the
 

gland
 

was
 

observed
 

in
 

the
 

model
 

group.
 

The
 

shape
 

and
 

size
 

of
 

thyroid
 

tissue
 

and
 

the
 

follicle
 

size
 

were
 

irregular
 

in
 

HE-stained
 

thyroid
 

glands
 

of
 

the
 

model
 

group.
 

In
 

the
 

group,
 

epithelial
 

cells
 

were
 

obviously
 

hyperplastic,
 

disorganized
 

and
 

unevenly
 

distributed
 

with
 

compressed
 

colloid.
 

Ultrasound
 

and
 

pathological
 

tests
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

disease
 

diagnosis.
 

Conclusions　 Ultrasound
 

is
 

a
 

good
 

method
  

for
 

in
 

vivo
 

evaluation
 

of
 

a
 

rat
 

nodular
 

goiter
 

model.
【Keywords】　 thyroid

 

disease;
 

animal
 

models;
 

model
 

evaluation;
 

ultrasound
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　 　 甲状腺肿是一种常见的内分泌疾病,存在单纯

性甲状腺肿,也可伴有结节性甲状腺肿、桥本甲状

腺炎、Graves 病等甲状腺疾病[1-2] 。 2015 年 ~ 2017
年对国内 31 个省、直辖市、自治区的流行病学调查

结果 显 示, 成 年 人 甲 状 腺 肿 大 的 患 病 率 为

1. 17%[3] ,且与少年代谢综合征、糖尿病、肝炎等有

关, 其本身病变率达 5%[4] 。 结节性甲状腺肿

(nodular
 

goiter)是甲状腺肿中的一类,多由甲状腺

激素分泌不足,刺激甲状腺体积增大,随时间发展,
甲状腺在增大过程中形成一个或多个结节[5] 。

虽然近些年来,对甲状腺相关疾病基础研究日

益增多,但其发病机制及病理过程尚不完全清楚,
因此建立可重复、简单易行且稳定的动物模型显得

尤为重要,国内多以制作大鼠模型为主。 目前临床

上公认的结节性甲状腺肿的诊断金标准是超声影

像及细针穿刺病理结果[6-7] ,但缺乏动物模型超声

检测操作步骤、方法及相关参数。 目前也未见应用

超声检测大鼠结节性甲状腺肿细节报道,这对于基

础研究人员使用超声检测大鼠甲状腺来说有不小

的困难。 本实验通过建立大鼠结节性甲状腺肿模

型,确定其超声下甲状腺位置,再利用超声技术来

进行模型评价,造模后取甲状腺组织进行病理学模

型鉴定,旨在建立一种简单易行、稳定可靠的大鼠

甲状腺结节模型评价方法。 同时为今后大鼠甲状

腺超声检测的操作提供技术参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 Wistar 大鼠 40 只,体重 150 ~ 180
 

g,6 ~ 8
周,雌雄各半,购自北京维通利华实验动物技术有

限公司[SCXK(京)2021-0011],饲养于山东中医药

大学实验动物中心大楼[ SYXK(鲁) 2017 - 0022]。
饲养大鼠运抵实验室后先行适应性饲养 1 周,自由

饮水进食。 保持 12
 

h / 12
 

h 明暗周期,实验室温度

控制(23±1)℃ ,湿度控制 50% ~ 60%,噪声≤60
 

dB,

实验动物使用经山东中医药大学实验动物福利伦

理审查委员会批准( SDUTCM2022030001),并按照

实验动物使用的 3R 原则给予人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 生理盐水(辰欣药业股份有限公司);丙基硫氧

嘧啶 ( PTU, 上海朝晖药业有限公司, 国药准字

H31021082);异氟烷(深圳市瑞沃德生命科技有限

公司);薇婷丝滑沁香脱毛膏(利洁时家化中国有限

公司);耦合剂(天津津亚科技发展有限公司);40%
多聚甲醛;HE 染色试剂盒(上海源叶生物科技有限

公司)。 粘附载玻片(中国世泰);游标卡尺(上海美

耐特实业有限公司);Ultra
 

超优刀片(赛默飞);P60-
VET

 

动物超声(大为宠物医疗(江苏)有限公司);高
频曲棍球探头 10. 0

 

MHz(大为宠物医疗(江苏)有

限公司);R580
 

呼吸麻醉机(深圳市瑞沃德生命科

技有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物分组

　 　 取 Wistar 大鼠雌雄各 20 只,随机分 2 组,每组

20 只,即对照组( control)、模型组( model),雌雄分

笼饲养。
1. 3. 2　 PTU 法制备结节性甲状腺肿大鼠模型

　 　 采用 Tamura 的方法造模[8] ,模型组用生理盐水

配成 0. 1%的 PTU 溶液,每只大鼠每天按 100
 

mg / kg
连续灌服 8 周。 对照组给与同体积的生理盐水连续

灌服 8 周。
1. 3. 3　 超声检测分组大鼠结节性甲状腺肿方法

　 　 (1)大鼠甲状腺超声定位及检测

选用大为 P60 型彩色多普勒超声仪,高频曲棍

球探头。 将老鼠颈部脱毛,充分暴露检查部位,采
用异氟烷进行呼吸麻醉,探头从下颌骨开始,沿颈

部长轴向下进行连续横切扫查,同时大鼠身体一侧

放置病理标尺记录位置,上线与大鼠下颌骨下缘对

齐,探头探查到舌骨时记录距离,并继续向下探查,
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待图像中甲状腺整体消失再记录位置。 同时记录

甲状腺的状况,包括甲状腺两叶和颈部相邻结构的

横向和纵向图像。 对左右侧叶分别测量内外侧、前
后和头尾直径(图 1A、图 1B),并根据超声影像结果

进行诊断分析。

注:A:大鼠颈部超声下甲状腺均匀的腺体组织,红色箭头为甲状腺位置;B:超声下甲状腺的单侧叶的测量。

图 1　 超声下大鼠甲状腺图像及侧叶测量

Note.
 

A,
 

Homogeneous
 

glandular
 

tissue
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

under
 

ultrasound
 

in
 

the
 

rat
 

neck,
 

red
 

arrows
 

show
 

the
 

location
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland.
 

B,
 

Measurement
 

of
 

the
 

unilateral
 

lobe
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

under
 

ultrasound.

Figure
 

1　 Ultrasound
 

images
 

of
 

the
 

rat
 

thyroid
 

gland
 

and
 

lateral
 

lobe
 

measurements

(2) HE 染色法检测大鼠甲状腺病理形态学

改变

大鼠仰卧解剖位,麻醉后从颈部正中线剪开大

鼠颈部的皮肤,由胸骨剪至下颌,暴露甲状软骨和

气管,用眼科剪小心剪开软骨腹面的肌肉和筋膜组

织,将甲状软骨完全暴露(图 2A),从软骨下插入眼

科弯镊,将软骨和气管撑开完全暴露甲状腺 ( 图

2B),放置一病理尺与老鼠身体平行,使用另一病理

尺进行测量在体甲状腺的上下缘距下颌骨的距离

(图 2C、图 2D),并记录数值。 用手术剪从喉剪开,
为减少误差,向下计数至第六气管软骨剪掉(图 2E、
图 2F),取下后使用游标卡尺测量甲状腺侧叶的内

外侧、前后和头尾直径。 之后浸入 40%多聚甲醛固

定 48
 

h,包埋,从甲状腺向气管方向连续切片,每张

切片厚度 3
 

μm,进行常规 HE 染色。

1. 4　 统计学方法

　 　 采用 GraphPad
 

prism
 

9. 0. 0 进行分析处理,大
鼠甲状腺超声测量与体外游标卡尺测量采用配对 t
检验,对照组与模型组的甲状腺侧叶前后、内外、头
尾径长比较采用独立样本 t 检验,P<0. 05 表示差异

具有显著意义。

2　 结果

2. 1　 大鼠甲状腺的超声定位

　 　 通过记录超声颈部横切扫描甲状腺位置参数,
结果显示:对照组中,甲状腺位于大鼠下颌骨下

(2. 4±0. 4) ~ (3. 3±0. 5)cm 的位置(图 3A),模型组

中,甲状腺位于大鼠下颌骨下(2. 1 ± 0. 3) ~ (3. 3 ±
0. 3)cm 的位置(图 3B)。 由此可见,在使用超声对

大鼠甲状腺进行扫描时,位于距离大鼠下颌骨(2. 3
±0. 5) ~ (3. 3±0. 5) cm 处可探查到甲状腺(图 3C、
图 3D)。
2. 2　 大鼠甲状腺的超声测量结果及体外验证

　 　 取大鼠处死前最后一次超声扫描数据与处

死后体外甲状腺游标卡尺测量结果进行分析,分
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注:A:大鼠解剖暴露甲状软骨;B:完全暴露甲状腺;C:测量大鼠甲状腺上缘到下颌骨距离;D:测量大鼠甲状腺下缘到下颌骨距离;E:离
体对照组甲状腺;F:离体模型组甲状腺。

图 2　 大鼠甲状腺在体测量及离体图像

Note.
 

A,
 

Rats
 

dissected
 

to
 

expose
 

the
 

thyroid
 

cartilage.
 

B,
 

Fully
 

exposed
 

thyroid
 

gland.
 

C,
 

Measurement
 

of
 

the
 

distance
 

from
 

the
 

upper
 

edge
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

to
 

the
 

mandible
 

in
 

rats.
 

D,
 

Measurement
 

of
 

the
 

distance
 

from
 

the
 

lower
 

edge
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

to
 

the
 

mandible
 

in
 

rats.
 

E,
 

Isolated
 

control
 

group
 

thyroid
 

gland.
 

F,
 

Isolated
 

model
 

group
 

thyroid
 

gland.

Figure
 

2　 In
 

vivo
 

measurements
 

and
 

ex
 

vivo
 

images
 

of
 

the
 

rat
 

thyroid
 

gland

注:A:蓝色线表示起始平均数 2. 4,上下误差 0. 4,黄色线代表终止平均数 3. 3,上下误差 0. 5;B:蓝色线表示起始平均数 2. 1,上下误差

0. 3,黄色线代表终止平均数 3. 3,上下误差 0. 3;C:全部大鼠甲状腺起始位置,红色线代表平均数 2. 2,上下误差 0. 5;D:全部大鼠甲状腺

终止位置绿色线代表平均数 3. 3,上下误差 0. 5;记录数据时采用的单位为 cm。

图 3　 多普勒超声检测大鼠甲状腺的起、止位置

Note.
 

A,
 

Blue
 

line
 

indicates
 

the
 

starting
 

mean
 

2. 4
 

with
 

an
 

up
 

and
 

down
 

error
 

of
 

0. 4,
 

and
 

the
 

yellow
 

line
 

represents
 

the
 

ending
 

mean
 

3. 3
 

with
 

an
 

up
 

and
 

down
 

error
 

of
 

0. 5.
 

B,
 

Blue
 

line
 

indicates
 

the
 

starting
 

mean
 

2. 1
 

with
 

an
 

up
 

and
 

down
 

error
 

of
 

0. 3,
 

and
 

the
 

yellow
 

line
 

represents
 

the
 

ending
 

mean
 

3. 3
 

with
 

an
 

up
 

and
 

down
 

error
 

of
 

0. 3.
 

C,
 

Starting
 

position
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

in
 

all
 

rats,
 

the
 

red
 

line
 

represents
 

the
 

mean
 

2. 2,
 

with
 

an
 

upper
 

and
 

lower
 

error
 

of
 

0. 5.
 

D,
 

Ending
 

position
 

of
 

thyroid
 

gland
 

in
 

all
 

rats,
 

the
 

green
 

line
 

represents
 

the
 

mean
 

3. 3,
 

with
 

an
 

upper
 

and
 

lower
 

error
 

of
 

0. 5.
 

Data
 

are
 

recorded
 

in
 

cm.

Figure
 

3　 Ultrasound
 

detection
 

of
 

the
 

starting
 

and
 

ending
 

position
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

in
 

rats
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别对甲状腺的左叶、右叶的内外侧、前后和头尾

直径进行配对 t 检验,活体超声扫描测量与甲状

腺体外测量结果没有显著性差异(P> 0. 05) 。 结

果如图 4。

注:A~ C:分别为超声下与体外游标卡尺测量大鼠甲状腺左侧叶前后、内外、头尾直径的对比分析;D~ F:分别为超声下与体外游标卡尺测

量大鼠甲状腺右侧叶前后、内外、头尾直径的对比分析;Ultrasound 为超声扫描时得到的甲状腺数值,Vernier 为体外游标卡尺测量数值,测
量单位为 mm。

图 4　 两侧甲状腺超声扫描与游标卡尺测量各数值配对 t 检验结果

Note.
 

A~ C,
 

Comparison
 

analysis
 

of
 

the
 

anterior-posterior,
 

medial-lateral,
 

and
 

head-tail
 

diameters
 

of
 

the
 

left
 

lobe
 

of
 

the
 

rat
 

thyroid
 

gland
 

measured
 

under
 

ultrasound
 

and
 

with
 

in
 

vitro
 

vernier
 

calipers,
 

respectively.
 

D~ F,
 

Comparison
 

analysis
 

of
 

the
 

anterior-posterior,
 

medial-lateral,
 

and
 

head-tail
 

diameters
 

of
 

the
 

right
 

lobe
 

of
 

the
 

rat
 

thyroid
 

gland
 

measured
 

under
 

ultrasound
 

and
 

with
 

in
 

vitro
 

vernier
 

calipers,
 

respectively.
 

Ultrasound
 

is
 

the
 

value
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

obtained
 

during
 

ultrasound
 

scanning,
 

Vernier
 

is
 

the
 

in
 

vitro
 

vernier
 

calipers
 

measurement,
 

and
 

the
 

unit
 

of
 

measurement
 

in
  

mm.

Figure
 

4　 Paired
 

t-test
 

results
 

for
 

each
 

value
 

of
 

ultrasound
 

scan
 

and
 

vernier
 

caliper
 

measurement
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

on
 

both
 

sides

2. 3　 甲状腺超声检查结果分析

　 　 甲状腺由左、右两叶和峡部组成。 超声颈前正

中横切面甲状腺呈马蹄型或者蝶形,颈侧区纵切面

呈上窄下宽的三角形,甲状腺被膜显示为光滑整齐

的高回声带。 对照组大鼠甲状腺实质回声呈均匀

偏高回声,内部可见血管呈管状无回声(图 5A)。
超声检测模型组大鼠甲状腺,出现两侧腺体不对称

性增大,其内存在异常组织,而且甲状腺侧叶有结

节无包膜,边界较为模糊,不规整,散在有点状或条

状纤维增生的强回声(图 5B)。 运用 t 检验对对照

组与模型甲状腺的前后、内外、头尾直径进行对比,
得到模型组的前后、内外直径与对照组存在显著性

差异(P< 0. 0001),头尾直径没有显著性差异(P>
0. 05)。 结果如图 5C ~ 5H。
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注:A:对照组大鼠甲状腺超声影像;B:模型组大鼠甲状腺超声影像;C ~ E:分别为对照组与模型组甲状腺左侧叶前后、内外、头尾直径的对比

分析,
 ∗∗∗∗P<0. 0001;F~ H:分别为对照组与模型组甲状腺右侧叶前后、内外、头尾直径的对比分析,

 ∗∗∗∗P<0. 0001。 在对照组和模型组超声

图片中红色箭头表明了甲状腺的位置,分析统计时数据单位为 cm。

图 5　 多普勒超声影像检测各组大鼠甲状腺形态学特点分析

Note.
 

A,
 

Ultrasound
 

images
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

control
 

group.
 

B,
 

Ultrasound
 

images
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

group.
 

C ~
E,

 

Comparative
 

analysis
 

of
 

the
 

diameters
 

of
 

the
 

left
 

lobe
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

from
 

anterior-posterior,
 

medial-lateral,
 

and
 

head-tail
 

in
 

control
 

and
 

model
 

groups,
 

respectively,
 ∗∗∗∗P<0. 0001.

 

F~ H,
 

Comparative
 

analysis
 

of
 

the
 

diameters
 

of
 

the
 

right
 

lobe
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

from
 

anterior-posterior,
 

medial-

lateral,
 

and
 

head-tail
 

in
 

control
 

and
 

model
 

groups,
 

respectively,
 ∗∗∗∗P<0. 0001.

 

Red
 

arrows
 

in
 

the
 

ultrasound
 

images
 

of
 

control
 

group
 

and
 

model
 

group
 

indicate
 

the
 

location
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland,
 

The
 

unit
 

of
 

data
 

for
 

analysis
 

and
 

statistics
 

is
 

cm.
 

Figure
 

5　 Analysis
 

of
 

thyroid
 

examination
 

results
 

analysis
 

of
 

morphological
 

characteristics
 

of
 

thyroid
 

gland
 

in
 

various
 

groups
 

of
 

rats
 

by
 

ultrasonic
 

imaging

注:A:对照组大鼠甲状腺 HE 染色;B:模型组大鼠甲状腺 HE 染色。

图 6　 HE 染色检测各组大鼠甲状腺病理学特点分析

Note.
 

A,
 

Thyroid
 

HE
 

staining
 

of
 

rats
 

in
 

control
 

group.
 

B,
 

Thyroid
 

HE
 

staining
 

of
 

rats
 

in
 

model
 

group.

Figure
 

6　 HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

pathological
 

characteristics
 

of
 

thyroid
 

in
 

various
 

groups
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2. 4　 甲状腺病理学检测结果分析

　 　 对甲状腺切片进行 HE 染色后,在×400 显微镜

下观察到对照组大鼠甲状腺组织滤泡大小均匀,滤
泡腔内胶质均匀,上皮细胞排列规整,可见少量毛

细血管(图 6A);与对照组相比,模型组大鼠甲状腺

滤泡大小不规则,且上皮细胞增生明显,排列紊乱,
胶质压缩分布不均(图 6B)。 模型组大鼠甲状腺组

织改变符合结节性甲状腺肿病理检查诊断[9] ,与超

声诊断一致。

注:A:甲状腺动物模型文献发表年度趋势;B:基础研究在甲状腺动物模型中文献的占比。

图 7　 发表文章年度趋势及类型

Note.
 

A,
 

Annual
 

trend
 

of
 

publications
 

related
 

to
 

thyroid
 

animal
 

models.
 

B,
 

Proportion
 

of
 

basic
 

research
 

areas
 

in
 

the
 

literature
 

on
 

thyroid
 

animal
 

models.

Figure
 

7　 Annual
 

trends
 

and
 

types
 

of
 

published
 

articles

(下转第 118 页)

3　 讨论

　 　 近些年来,甲状腺基础研究较早些年投入巨

大,且不断开发出新的甲状腺动物模型[10] ,发表的

相关文章数量不断增加(图 7A、图 7B)。 目前国内

结节性甲状腺肿动物模型多以大鼠为主,制作方法

多样,其原理都是通过不同方式诱使大鼠摄入碘降

低,导致甲状腺肿,Sun 等[11] 通过药物诱导雌性 SD
大鼠含 PTU 的饮用水 6 周;Alayoubi 等[12] 通过喂食

低碘鼠粮;Li 等[13] 喂养雄性 Wistar 大鼠甲减组含

MMI 的饮用水 12 周等来制作甲状腺肿动物模型。
结节性甲状腺肿动物模型目前缺乏经济、高效

的评价方法。 实验室评价大鼠模型使用超声诊断

的极少,多以处死大鼠后、取甲状腺进行 HE 染色,
因其不可逆转性使这种方法存在明显不足。 而超

声诊断结节性甲状腺肿的灵敏度、特异性和安全性

较高,该方法具有方便、经济、快速、无创等优势,且
是临床人群诊断的金标准。

本实验探讨超声影像技术在大鼠结节性甲状

腺肿评价方面的应用。 通过 PTU 连续灌胃 8 周,建
立动物模型,再结合超声和体外检测对甲状腺的大

小、病理情况进行对照,结果一致。 证明了超声准

确诊断大鼠结节性甲状腺肿。 同时通过此实验明

确了超声下大鼠甲状腺定位参数,为后续研究者的

工作提供科学依据和技术参考。
本实验利用超声技术来评价结节性甲状腺肿

大鼠动物模型的建立,并利用病理学方法验证了其

检测结果的准确性和可靠性,从而证实了超声技术

能够较好的反映出结节性甲状腺肿的形态,避免了

在造模过程中对活体动物采样所造成的损伤以及

处死动物进行病理学检测等缺点,影响模型的进一

步研究。 该技术的应用为今后甲状腺疾病动物模

型的评价建立提供了一种更方便的鉴定方法,同时
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巨噬细胞 AMPKα1 敲除对非酒精性脂肪肝
小鼠模型的影响

王顺意,陈思烁,于天力,林彩霞,王丽京,郑凌云∗

(广东药科大学,生命科学与生物制药学院,广州　 510006)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究巨噬细胞特异性敲除 AMP
 

活化蛋白激酶 α1
 

(AMPKα1)对高脂高糖高胆固醇饮食诱导

的非酒精性脂肪肝(non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,
 

NAFLD)小鼠模型的影响并探讨可能的作用机制。 方法　 利用

巨噬细胞特异的 cre 小鼠与 AMPKα1flox / flox(AMPKfl / fl )小鼠杂交,通过 DNA 基因型鉴定,获得巨噬细胞 AMPKα1 敲

除(AMPK△Mφ )鼠;给予 AMPKα1flox / flox
 

和 AMPK△Mφ 两种小鼠高脂高糖高胆固醇饮食(HFFC 饮食)12 周诱导 NAFLD
模型;OGTT 测定两种小鼠葡萄糖耐量,HE 染色观察两种小鼠 NAFLD 肝病理改变差异,结合油红 O 染色观察肝脂

滴堆积程度;利用 GC-MS 研究两种小鼠血清脂质组学改变。 结果 　 DNA 基因型鉴定的凝胶电泳结果显示,
AMPKα1flox / flox 条带为 450

 

bp,对应野生型条带为 334
 

bp,lyz2-cre 条带为 700
 

bp,对应野生型条带为 350
 

bp;Western
 

blot
 

结果证实 AMPK△Mφ 小鼠的巨噬细胞不表达 AMPKα,AMPKfl / fl 对照鼠巨噬细胞中 AMPK 表达;NAFLD 模型中,
与 AMPKfl / fl 小鼠相比,AMPK△Mφ 小鼠肝组织中更多的肝细胞出现脂肪变性,且油红 O 染色面积增多;OGTT 结果

显示,与 AMPKfl / fl 小鼠相比,AMPK△Mφ 小鼠的血糖在 15
 

min 时显著升高;非靶向脂质组学结果显示 AMPK△Mφ 小

鼠血清中丙酸及乳酸较 AMPKfl / fl 小鼠显著减少。 结论　 巨噬细胞 AMPKα1 敲除促进 NAFLD 小鼠模型肝脂肪变

性并下调血清丙酸和乳酸浓度。
【关键词】 　 AMPK;巨噬细胞;NAFLD;丙酸;乳酸
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

macrophage-specific
 

knockout
 

of
 

AMP-activated
 

protein
 

kinase
 

α1
 

(AMPKα1)
 

on
 

a
 

high
 

fat,
 

fructose
 

and
 

cholesterol
 

diet-induced
 

non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

( NAFLD)
 

mouse
 

model
 

and
 

to
 

explore
 

the
 

possible
 

mechanism.
 

Methods 　 Lyz2-cre
 

mice
 

( macrophage-specific
 

cre
 

mice)
 

and
 

AMPKα1flox / flox
 

(AMPKfl / fl )
 

mice
 

were
 

crossed
 

to
 

generate
 

macrophage-specific
 

AMPKα1
 

gene
 

knockout
 

( AMPKΔMφ )
 

mice
 

by
 

DNA
 

genotyping.
 

AMPKα1flox / flox
  

mice
 

and
 

APMKΔMφ
 

mice
 

were
 

fed
 

a
 

high
 

fat,
 

fructose,
 

and
 

cholesterol
 

diet
 

(CHFF
 

diet)for
 

12
 

weeks
 

to
 

establish
 

the
 

NAFLD
 

model.
 

Glucose
 

tolerance
 

was
 

measured
 

by
 

an
 

OGTT.
 

Differences
 

in
 

liver
 

pathological
 

changes
 

of
 

the
 

two
 

kinds
 

of
 

mice
 

were
 

observed
 

by
 

HE
 

staining.
 

Accumulation
 

of
 

liver
 

lipid
 

droplets
 

was
 

observed
 

by
 

oil
 

red
 

O
 

staining.
 

Changes
 

in
 

serum
 

lipomics
 

of
 

two
 

kinds
 

of
 

mice
 

were
 

assessed
 

by
 

GC-MS.
 

Results 　 Genotyping
 

by
 

gel
 



electrophoresis
 

showed
 

that
 

the
 

AMPKα1flox / flox
 

band
 

was
 

450
 

bp,
 

the
 

corresponding
 

wildtype
 

band
 

was
 

334
 

bp,
 

the
 

lyz2-cre
 

band
 

was
 

700
 

bp,
 

and
 

the
 

corresponding
 

wildtype
 

band
 

was
 

350
 

bp.
 

Western
 

blot
 

confirmed
 

that
 

macrophages
 

of
 

AMPK△Mφ
 

mice
 

did
 

not
 

express
 

AMPKα.
 

AMPKα
 

expression
 

was
 

found
 

in
 

macrophages
 

of
 

AMPKfl / fl
 

control
 

mice.
 

In
 

the
 

NAFLD
 

model,
 

compared
 

with
 

AMPKfl / fl
 

mice,
 

more
 

hepatocytes
 

in
 

AMPK△Mφ
 

mice
 

showed
 

steatosis
 

and
 

an
 

increase
 

in
 

the
 

oil
 

red
 

O
 

staining
 

area.
 

OGTT
 

showed
 

that,
 

compared
 

with
 

AMPKfl / fl
 

mice,
 

blood
 

glucose
 

of
 

AMPK△Mφ
 

mice
 

was
 

increased
 

significantly
 

at
 

15
 

min.
 

Non-targeted
 

lipomics
 

showed
 

that
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

propionic
 

and
 

lactic
 

acids
 

in
 

AMPK△Mφ
 

mice
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

AMPKfl / fl
 

mice.
 

Conclusions 　 Macrophage-specific
 

AMPKα1
 

knockout
 

promotes
 

hepatic
 

steatosis
 

and
 

downregulates
 

serum
 

propionic
 

acid
 

and
 

lactate
 

levels
 

in
 

NAFLD
 

model
 

mice.
【Keywords】　 AMPK;

 

macrophages;
 

NAFLD;
 

propionic
 

acid;
 

lactic
 

acid
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 非 酒 精 性 脂 肪 肝 ( non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,
 

NAFLD)已经成为威胁全球人类健康的主

要疾病之一,其全球患病率约为 25%[1] 。 NAFLD 是

指非饮酒条件下,患者超过 5%的肝细胞中存在脂

肪变性[2-3] 。 作为一种进行性疾病,NAFLD 可从非

酒精性肝脂肪变性( NAFL) 演变为非酒精性肝炎

(NASH),进一步发展为肝纤维化,最终导致肝硬化

或肝癌[4-5] 。 在 NAFLD 患者肝中,M1 型巨噬细胞

为炎症因子的主要来源, 激活将促进炎症的发

展[6-7] 。 AMP 依赖的蛋白激酶(AMPK)是一种丝氨

酸 / 苏氨酸激酶,由 α(α1 / 2)催化亚基,β( β1 / 2)和

γ( γ1 / 2 / 3)两个调节亚基组成,是细胞内调节能量

平衡和对代谢应激反应的能量传感器[8] 。 AMPK 参

与巨噬细胞线粒体脂质代谢进而调控其炎症反

应[9-10] ,AMPK 缺失将促进巨噬细胞 M1 型极化[11] 。
但巨噬细胞特异性敲除 AMPKα1 对 NAFLD 的作用

尚未见报道。 本研究利用巨噬细胞 AMPKα1 敲除

小鼠构建 NAFLD 模型,检测血糖及血清 TG 变化,
观察肝病理改变及脂滴堆积程度,并利用 GC / MS
技术[12]探究血清脂质组学改变。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 AMPKα1flox / flox( AMPKfl / fl ) 小鼠及 lyz2-cre 小鼠

为 SPF 级的 C57BL / 6J 背景小鼠,雄性,各 10 只,
4 周龄,体重 14 ~ 15

 

g,购自美国 Jackson
 

lab,购买动

物卫生证书编号为[2011A00085]。 于广东省实验

动物监测所进行胚胎净化,生产许可证号为[ SCXK
(粤)2018-0044]。 饲养于广东药科大学实验动物

中心无特殊病原体 SPF 级环境,饲养许可证号为

[SYXK(粤)2017-0125],环境温度为 22 ~ 26℃ ,环
境湿度为 50% ~ 70%,压差 25

 

Pa,洁净度 10
 

000 级,
氨浓度 15

 

mg / m3,照明度 150 ~ 300
 

Lux,定时循环照

明,8:00 ~ 20:00 为光照时间,夜间 20:00 至次日 8:
00 为无照明时间。 动物饲养设施配备了独立通风

系统(IVC),换气次数为每小时 10 次。 小鼠日常维

持饲料采购于广东省医学实验动物中心。 本研究

所有动物实验均通过广东药科大学动物伦理委员

会审查批准许可( gdpulacspf2021006),实验动物饲

养及实验过程均按照实验动物使用的 3R 原则给予

人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 GAPDH 抗 体 ( CST, 2118S ); AMPKα 抗 体

(CST,2795S);Oil
 

red(Sigma,O0625);苏木精 & 伊

红染液(南昌雨露实验器材有限公司);油红 O 染色

液(Sigma,O0625);97%
 

BSTFA+1%
 

TMCS(上海阿

拉丁生化科技股份有限公司,B118473);吡啶(上海

阿拉丁生化科技股份有限公司,P111512);甲氧胺

(百灵威科技有限公司, 533032 ); 色谱级甲醇

(Sigma,34860);十九烷酸( Sigma,N5252);高脂高

糖高胆固醇( HFFC)饲料( D09100310)购自北京博

奥派克生物科技有限公司。 ImageQuant
 

LAS4000 化

学发光成像仪( General
 

Electric,0682345);普通光

学显微镜(Olympus,BX43);气相色谱与质谱联用仪

(Agilent
 

GC / MS,7890B)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 AMPK△Mφ 小鼠的基因型鉴定

　 　 以 cre-loxp 技术,将 AMPKfl / fl 小鼠及 lyz2-cre 小

鼠杂交获得子代,提取组织 DNA 以 PCR 的方法鉴

定小鼠基因型;提取小鼠骨髓来源原代巨噬细胞

(BMDM)蛋白以 Western
 

blot 的方法检测 AMPKα
表达情况鉴定敲除结果,获得巨噬细胞 AMPKα1 特

异性敲除的 AMPK△Mφ 小鼠。
1. 3. 2　 NAFLD 模型

　 　 随机选取 4 周龄健康的 AMPKfl / fl 和 AMPK△Mφ

小鼠给予 HFFC 饮食 12 周,分组为 AMPKfl / fl 对照
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组、 AMPK△Mφ 对 照 组、 AMPKfl / fl
 

HFFC 组 和

AMPK△Mφ
 

HFFC 组。
1. 3. 3　 口服葡萄糖耐量实验(OGTT)
　 　 小鼠空腹 12

 

h 后测定 0
 

min 时血糖浓度,将
100

 

μg / mL 的葡萄糖溶液以 20
 

μL / g 剂量灌胃,测
定 15、30、60、120

 

min 的血糖浓度。
1. 3. 4　 HE 染色

　 　 肝组织脱水并石蜡包埋后制作石蜡切片,于

65℃烘箱 30
 

min,二甲苯脱蜡,梯度乙醇复水,苏木

素染色 1
 

min
 

30
 

s,流水返蓝 30
 

min,伊红染色 10
 

s。
1. 3. 5　 油红 O 染色

　 　 肝组织蔗糖脱水后制作冰冻切片,于 60%异丙

醇水溶液润洗 5
 

min,置于油红工作液中避光染色

30
 

min,于 60%异丙醇水溶液中分化,苏木素染色

1
 

min,流水返蓝 30
 

min。
1. 3. 6　 GC-MS 非靶向代谢组学

　 　 (1)样品制备:将小鼠麻醉后以毛细采血管对

小 鼠 眼 眶 静 脉 采 血, 室 温 静 置 5
 

min, 4℃
 

5000
 

r / min 离心 15
 

min,取上层血清置于- 80℃ 待

用。 取小鼠血清 50
 

μL,加入 10
 

μL 的 1
 

mg / mL 的

十九烷酸甲醇溶液,加入 250
 

μL 萃取溶液(水 v:甲
醇 v:氯仿 v = 2 ∶ 5 ∶ 2),混匀后 4℃ 静置 20

 

min,13
 

300
 

r / min 离心 15
 

min,取 200
 

μL 上清于新的 1. 5
 

mL
 

EP 管中,真空干燥,加入 80
 

μL 甲氧胺吡啶(15
 

mg / mL),37℃
 

孵育 90
 

min,加入 80
 

μL 的含 1%
 

TMCS 的 BSTFA 溶液,70℃孵育 60
 

min,样品转移至

微量反应瓶中,上机。
(2) 气相色谱 - 质谱条件:色谱条件: Agilent

 

HP-5 MS 石英毛细管柱,进样体积为 1
 

μL,模式为

不分流进样,载气为 He(1
 

mL / min),进样口 260℃ ,
传输线 240℃ ,程序为:初始 60℃ (1

 

min),8℃ / min
至 100℃ (保持 5

 

min),15℃ / min 至 170℃ (保持 5
 

min),10℃ / min 至 210℃ (保持 5
 

min),15℃ / min 升

温至 350℃ (保持 5
 

min),运行条件为 350℃ ,7
 

min。
质谱条件:离子源(230℃ ),四级杆(150℃ ),离子化

方式为 EI,电子轰击能量为 70
 

eV,离子扫描模式为

全扫描模式,溶剂延迟为 12
 

min。
1. 4　 统计学方法

　 　 本研究中病理图像数据用 Image
 

pro
 

plus
 

6. 0
图像分析软件进行统计,实验数据主要用 Graphpad

 

prism
 

9. 0 进行分析及可视化。 GC-MS 结果均用

Agilent
 

Masshunter
 

Qualitative
 

Analysis
 

B. 07. 00 定性

软件和 NIST
 

14. L 数据库对混标进行定性分析得到

化合物信息, 用 Agilent
 

Masshunter 定量分析 B.
07. 01 根据混标化合物表对化合物定量分析,结果

用 Simca
 

Version
 

14. 1. 0. 2047 进行 PCA 分析获得

VIP>1 及 P<0. 05 的化合物,KEGG 在线数据库比对

获得 KEGG
 

ID,在 Metaboanalyst
 

5. 0 在线进行富集

分析及通路分析。 P<0. 05 为具有统计学差异。

2　 结果

2. 1　 AMPK△Mφ 小鼠基因型鉴定

　 　 对小鼠脚趾组织抽提 DNA 后,以 PCR 的方法

鉴定 AMPK△Mφ 小鼠基因型,PCR 产物进行琼脂糖

凝胶电泳,根据电泳结果 PCR 扩增产物长度判断基

因型。
如图 1A 所示,对比 DL1000

 

DNA
 

Marker 条带,
Lyz2-cre 条带为 700

 

bp, 野生型条带为 350
 

bp。
AMPKα1flox / flox 条带为 450

 

bp,野生型条带为 334
 

bp。 如图 1B 所示,与 AMPKfl / fl 对照组小鼠相比,
AMPK△Mφ 小鼠敲除巨噬细胞 AMPKα1 后,巨噬细

胞 AMPKα 不表达, 说明巨噬细胞特异性敲除

AMPKα1 的 AMPK△Mφ 小鼠构建成功。
2. 2　 小鼠口服葡萄糖耐量(OGTT)检测

　 　 给予 AMPKfl / fl 小鼠及 AMPK△Mφ 小鼠高脂高胆

固醇高糖饮食(HFFC)12 周后进行口服葡萄糖耐量

检测。 如图 2 所示,饥饿 12
 

h 后 AMPKfl / fl 小鼠组空

腹血糖( 9. 33 ± 0. 97) mmol / L, AMPK△Mφ 组小鼠组

(7. 46 ± 1. 34 ) mmol / L, 两者无统计学差异 ( P >
0. 05)。 两种小鼠血糖在灌胃葡萄糖溶液后迅速升

高,15
 

min 时达到峰值,随后逐渐下降,在 120
 

min
时基本恢复空腹时血糖水平,两组小鼠血糖变化规

律基本一致。 15
 

min 时 AMPKfl / fl 组小鼠血糖(17. 5
±3. 5) mmol / L,AMPK△Mφ 组小鼠血糖(22. 5 ± 1. 9)
mmol / L,两者有显著差异(P<0. 05),提示巨噬细胞

特异性敲除 AMPKα1 在 NAFLD 诱导后出现糖耐量

异常。
2. 3　 血清甘油三酯(TG)检测

　 　 为探究巨噬细胞特异性敲除 AMPK 对 HFFC 饮

食下小鼠体内脂质代谢的变化,我们检测小鼠血清

甘油三 酯 ( TG ) 水 平, 如 图 3 所 示, 与 对 照 组

AMPKfl / fl 组小鼠相比,AMPK△Mφ 组小鼠血清甘油三

酯水平显著提高(P<0. 05)。
2. 4　 HFFC 饮食小鼠肝组织病理学观察

　 　 如图 4 所示, 小鼠肝 HE 染色可以发现,
AMPKfl / fl 组小鼠肝出现轻微的小空泡样变性,但肝

基本结构正常,小叶结构完整。 AMPK△Mφ 组小鼠肝
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基本结构不清晰,肝小叶结构紊乱,肝出现严重的

弥漫性空泡样变性,空泡增大,部分肝索结构消失,
肝细胞细胞核偏移至细胞边缘,肝细胞大小不均

一,部分肝细胞体积膨大,核膜边界不清晰。 油红

染色结果显示,AMPKfl / fl 组小鼠肝细胞中堆积的红

色脂滴数量少、体积小,与对照组 AMPKfl / fl 组小鼠

相比,AMPK△Mφ 组小鼠肝细胞内红色脂滴数量明显

增多(P < 0. 01),体积变大,颜色较为鲜艳,说明

AMPK△Mφ 组小鼠肝细胞脂质沉积多于 AMPKfl / fl 组

小鼠。
2. 5　 NAFLD 小鼠血清代谢组学分析

　 　 基于 GC-MS 对样品进行分析,将混标原始数据

导入 Agilent
 

Masshunter
 

Qualitative
 

Analysis
 

B. 07. 00
定性软件,获得 249 个峰信号化合物,如图 5 总 TIC
结果,各峰在保留时间上可见有良好的重现性,各
组代谢轮廓存在一定差异。

如图 6A 所示,各组小鼠血清代谢物在 PCA 图

上能较好的分离,并且组内可以很好的聚合起来,
R2X[2] = 0. 302。 如图 6B 所示,对 PCA 模型进行

Hotelling’s
 

T2 检验所有样本检验值均明显低于 T2
(95%),PCA 模型拟合度较高。 基于 PCA 模型建立

有监督的 PLS-DA 模型及 HFFC 组两组间 OPLS-DA
模型对 249 个差异化合物进行分析。 如图 6C 所示,
PLS-DA 各组之间可以很好的分离开来,R2X[2] =

注:A:小鼠组织 DNA 琼脂糖凝胶电泳显影图;B:小鼠骨髓来源原代巨噬细胞 AMPKα 的蛋白质印迹图。

图 1　 小鼠基因型鉴定结果

Note.
 

A,
 

DNA
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

development
 

diagram
 

of
 

mouse
 

tissue.
 

B,
 

Western
 

blot
 

of
 

AMPKα
 

in
 

primary
 

macrophages
 

derived
 

from
 

mouse
 

bone
 

marrow.

Figure
 

1　 The
 

results
 

of
 

mouse
 

genotype
 

identification

注:小鼠血糖水平各时间段结果。 与 AMPKfl / fl 组相比,∗P<0. 05。

图 2　 巨噬细胞 AMPK 敲除对 HFFC 饮食小鼠

口服葡萄糖耐量的影响(n= 5)
Note.

 

Results
 

of
 

blood
 

glucose
 

levels
 

in
 

mice
 

at
 

different
 

time
 

periods.

Compared
 

with
 

AMPKfl / fl
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

AMPK
 

knockout
 

in
 

macrophages
 

on
 

oral
 

glucose
 

tolerance(OGTT)in
 

HFFC-fed
 

mice

注:血清甘油三酯水平检测结果。 与 AMPKfl / fl 组比,∗

P<0. 05。

图 3　 巨噬细胞 AMPK 敲除对 HFFC 饮食小鼠血清

甘油三酯水平(n= 4)
Note.

 

Test
 

results
 

of
 

serum
 

triglyceride
 

level. Compared
 

with
 

AMPKfl / fl
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

3　 Serum
 

triglyceride
 

levels
 

in
 

macrophage
 

AMPK
 

knockout
 

HFFC
 

diet
 

mice
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注:A:小鼠肝组织 HE 染色结果;B:小鼠肝组织油红 O 染色结果;C:油红 O 染色面积统计图。 与 AMPKfl / fl

组相比,∗P<0. 01。

图 4　 巨噬细胞敲除 AMPK 小鼠肝病理结果(n= 3)
Note.

 

A,
 

HE
 

staining
 

results
 

of
 

mouse
 

liver
 

tissue.
 

B,
 

Results
 

of
 

oil
 

red
 

O
 

staining
 

in
 

mouse
 

liver.
 

C,
 

Statistical
 

diagram
 

of
 

oil
 

red
 

O
 

staining
 

area. Compared
 

with
 

AMPKfl / fl
 

group,
 ∗P<0. 01.

Figure
 

4　 Pathological
 

results
 

of
 

liver
 

in
 

macrophage
 

knockout
 

AMPK
 

mice

注:A:混标(a:Propanoic
 

acid;b:N,N-Diethylglycine;c:D-Lactic
 

acid;d:Glycolic
 

acid;e:Tridecane;f:(R)-3-Hydroxybutanoic
 

acid;g:(4-

Hydroxyphenyl)-2-(methylamino) ethanol; h: Ethene; i:9-Hexadecenoic
 

acid; B: AMPKfl / fl 对照组; C: AMPK△Mφ 对照组; D: AMPKfl / fl
 

HFFC 组;E:AMPK△Mφ
 

HFFC 组。

图 5　 小鼠血清 GC-MS 总离子流图(TICs)(n= 5)
Note.

 

A,
 

Mixed
 

standard
 

( a,
 

Propanoic
 

acid.
 

b,
 

N,N-Diethylglycine.
 

c,
 

D-Lactic
 

acid.
 

d,
 

Glycolic
 

acid.
 

e,
 

Tridecane.
 

f,
 

( R)-3-

Hydroxybutanoic
 

acid.
 

g,
 

(4-Hydroxyphenyl)-2-(methylamino)ethanol.
 

h,
 

Ethene.
 

i,
 

9-Hexadecenoic
 

acid.
 

B,
 

AMPKfl / fl
 

control
 

group.
 

C,
 

AMPK△Mφ
 

control
 

group.
 

D,
 

AMPKfl / fl
 

HFFC
 

group.
 

E,
 

AMPK△Mφ
 

HFFC
 

group.

Figure
 

5　 Mouse
 

serum
 

GC-MS
 

total
 

ion
 

current
 

map
 

(TICs)
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注:A:主成分分析(PCA);B:PCA 分析的 Hotelling’s
 

T2 检验;C:PCA 分析结果的偏最小二乘回归分析(PLS-DA);D:PLS-DA 分析的置换检

验;E:HFFC 下的 AMPKfl / fl 组(AMHF)及 AMPK△Mφ 组(ALHF)的正交偏最小二乘判别分析(OPLS-DA);F:OPLS-DA 分析的置换检验。

图 6　 小鼠肝组织代谢轮廓分析

Note.
 

A,
 

Principal
 

component
 

analysis
 

(PCA).
 

B,
 

Hotelling’s
 

T2
 

test
 

for
 

PCA
 

analysis.
 

C,
 

Partial
 

least
 

squares
 

regression
 

analysis
 

(PLS-DA)
 

for
 

PCA
 

analysis
 

results.
 

D,
 

Permutation
 

test
 

for
 

PLS-DA
 

analysis.
 

E,
 

Orthogonal
 

partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis
 

( OPLS-DA)
 

of
 

AMPKfl / fl
 

group
 

(AMHF)
 

and
 

AMPK△Mφ group
 

(ALHF)
 

under
 

the
 

action
 

of
 

HFFC.
 

F,
 

Permutation
 

test
 

of
 

the
 

OPLS-DA
 

analysis.

Figure
 

6　 Metabolic
 

profile
 

analysis
 

of
 

mouse
 

liver
 

tissue

0. 305。 将 PLS-DA 结果进行 200 次的置换检验,图
6D 可见,Q2 与 Y 轴交点低于 0,PLS-DA 模型具有

较好的拟合度,模型可靠性及预测性强。 将 PLS-
DA 模型的 AMHF 组(AMPKfl / fl

 

+
 

HFFC 组)及 ALHF
组(AMPK△Mφ +

 

HFFC 组)进行 OPLS-DA 分析结果

显示(图 6E),R2X0[1] = 0. 235,两组可以很好的分

离,组内聚合度较高,OPLS-DA 模型进行 200 次置

换检验结果显示(图 6F),Q2 与 Y 轴交点明显低于

0,说明模型可靠。
如表 1 所示,以 OPLS-DA 模型进行 VIP 预测差

异化合物,得到 VIP > 1 共 15 个化合物。 其中 P<

0. 05 的差异化合物中,( R) - 3 -羟基丁酸、对辛弗

林、乙烯发生上调( FC >0),丙酸、N,N-二乙基甘氨

酸、D-乳酸、羟基乙酸、十三烷、9-十六碳烯酸发生

下调(FC<0)。
　 　 进一步对筛选化合物进行富集分析(图 7A)这

些差异化合物的相关代谢通路主要包括半乳糖代

谢、氨基糖和核苷酸糖代谢、酮体的合成和降解、丁
酸代谢、果糖和甘露糖代谢、丙酮酸代谢及丙酸代

谢。 对差异化合物进行基因-化合物网络分析,如
图 7B 所示, 包括 ACSL1、 GUSB、 ABHD6、 DECR1、
SLC16A1、GCG、CAT、LDHD。 在 genecards 在线综合
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表 1　 HFFC 饮食下 AMPKfl / fl 组及 AMPK△Mφ 组小鼠血清差异代谢物
Table

 

1　 Differential
 

metabolites
 

in
 

serum
 

of
 

mice
 

in
 

AMPKfl / fl
 

group
 

and
 

AMPK△Mφ group
 

under
 

HFFC
 

diet
序号
No.

保留时间
(min)RT

化学式
Formula

代谢产物
Metabolites

变量重要性
值 VIP

P 值
P

 

value
差异倍数

FC
KEGG 数据库
编号 KEGG

 

ID
 

1 12. 550 C3 H6 O2 丙酸
 

Propanoic
 

acid 5. 31845 0. 0012 -0. 9180 C00163

2 12. 738 C6 H13 NO2 N,N-二乙基甘氨酸 N,N-diethylglycine 5. 30942 0. 0012 -0. 9134 C16647

3 12. 900 C3 H6 O3 D-乳酸
 

D-lactic
 

acid 5. 31058 0. 0012 -0. 9135 C00256

4 13. 201 C2 H4 O3
羟基乙酸

 

Glycolic
 

acid 6. 02812 0. 4136 -1. 4901 C00160

5 13. 307 C13 H28 十三烷
 

Tridecane 6. 02454 0. 0066 -1. 4890 C13834

6 13. 363 C4 H10 O2
1,3-丁二醇

1,3-butanediol 1. 83364 0. 0605 -4. 9295 C20335

7 15. 059 C4 H8 O3
(R)-3-羟基丁酸

 

(R)-3-hydroxybutanoic
 

acid 3. 12239 0. 0172 0. 7987 C01089

8 15. 315 C9 H13 NO2

对辛弗林
1-(4-hydroxyphenyl)-2-(methylamino)

ethanol
4. 05680 0. 0000 4. 5892 C04548

9 16. 197 C2 H4 乙烯
 

Ethene 2. 28625 0. 0000 5. 2032 C06547

10 30. 303 C6 H12 O6
D-半乳糖

D-galactose 1. 85337 0. 2832 0. 1300 C00124

11 30. 678 C8 H15 NO6
N-乙酰基-D-氨基葡萄糖

N-acetyl-D-glucosamine 1. 87295 0. 2774 0. 1314 C00140

12 30. 722 C8 H15 NO6
N-乙酰基-D-甘露糖胺
N-acetyl-D-mannosamine 1. 84885 0. 2822 0. 1300 C00645

13 31. 385 C6 H14 O6
D-山梨糖醇

D-sorbitol 1. 43863 0. 2806 0. 4358 C00794

14 31. 716 C6 H13 NO5
鲨肌胺

Scyllo-Inosamine 1. 14330 0. 0786 -3. 3772 C01214

15 32. 304 C16 H30 O2
9-十六碳烯酸

 

9-hexadecenoic
 

acid 3. 78824 0. 0114 -3. 0101 C08362

注:RT:保留时间;VIP:变量重要性;FC:Fold
 

of
 

change。
Note.

 

RT,
 

Retention
 

time.
 

VIP,
 

Variable
 

importance
 

for
 

the
 

projection.
 

FC,
 

Fold
 

of
 

change.

注:A:差异代谢物通路富集分析结果;B:基因-差异化合物网络分析结果。

图 7　 差异代谢物通路富集分析及基因-化合物通路分析

Note.
 

A,
 

Results
 

of
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

differential
 

metabolites.
 

B,
 

Results
 

of
 

gene-differential
 

compound
 

network
 

analysis.

Figure
 

7　 Differential
 

metabolite
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

gene-compound
 

pathway
 

analysis
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数据库及 NCBI
 

gene 数据库查询可以发现,ACSL1
编码长链脂肪酸辅酶 A 连接酶的同工酶,在脂质生

物合成及脂肪酸代谢中发挥关键作用,相关途径包

括脂肪酸 β-氧化和 PPARα 调节脂质代谢。 GUSB
编码葡萄糖醛酸酶 β,在葡糖苷酸分解代谢中起作

用。 ABHD6 启用酰基甘油脂肪酶活性,参与酰基甘

油分解代谢过程。 DECR1 编码蛋白参与不饱和脂

肪烯醇辅酶 A 酯的 β-氧化。 SLC16A1 编码一种单

羧酸盐转运蛋白,相关代谢途径包括丙酮酸代谢及

TCA 循环反应,在高脂饮食中影响营养吸收、白色

脂肪及体重增加,同时也对血糖稳态产生影响。
GCG 编码胰高血糖素的前体蛋白,胰高血糖素在葡

萄糖代谢中起重要作用,通过增加糖异生和减少糖

酵解来调节血糖。 CAT 编码过氧化氢酶,是机体抵

御氧化应激的关键抗氧化酶,保护细胞免受过氧化

氢的毒性作用,其相关代谢途径包括嘌呤代谢及

DNA 损伤反应。 LDHD 编码乳酸脱氢酶 D,相关代

谢途径为乳酸分解代谢,位于线粒体中。

3　 讨论

　 　 HFFC 饮食诱导的 NAFLD 模型中,巨噬细胞

AMPKα1 敲除促进肝脂质沉积。 OGTT 结果显示巨

噬细胞 AMPKα1 敲除小鼠糖耐量受损,且血清甘油

三酯(TG)水平上调,提示巨噬细胞 AMPKα1 敲除

可加重 NAFLD 引起的小鼠糖脂代谢异常,推测可能

由于肝细胞损伤加重,AMPKα1 敲除的巨噬细胞向

M1 极化而产生促炎细胞因子,持续炎症刺激导致

肝细胞胰岛素抵抗。 组织学检测结果进一步证实,
巨噬细胞 AMPKα1 敲除促使肝细胞中脂滴增多,肝
脂肪变性加重,考虑到肝脂肪变性可引起全身糖脂

代谢异常,在小鼠模型的血清非靶向脂质组学研究

中,对筛选出的 15 个化合物进行富集分析,可以发

现与 AMPKfl / fl 小鼠相比,巨噬细胞 AMPKα1 敲除小

鼠血清中丙酸及乳酸下调。 有报道指出,在饮食中

添加丙酸可以降低肝和血中的脂肪酸含量[13] ,据此

推测 NAFLD 模型中巨噬细胞 AMPK 敲除小鼠血清

丙酸及乳酸下调可能与肝脂肪变性加重有关。 但

血清中丙酸含量与炎症之间的具体机制未见报道,
我们还尚不明确。

综上所述,我们初步证实,巨噬细胞 AMPKα1
敲除导致 NAFLD 小鼠模型口服糖耐量受损,血清甘

油三酯上调,肝脂肪变性,以及血清中丙酸与乳酸

水平下调,血清代谢物的差异变化与基因 ACSL1、

GUSB、ABHD6、 DECR1、 SLC16A1、 GCG、 CAT、 LDHD
有关,具体机制有待进一步探究。
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基于文献数据库的 6-OHDA 帕金森病大鼠模型特点
分析及在中药研究中的应用

王孟迪1,2,张秋梅1,2,范　 蓓1,Alberto
 

Carlos
 

Pires
 

Dias3,王凤忠1∗,王　 琼1,2∗

(1.中国农业科学院农产品加工研究所,北京　 100193;2.西南医科大学附属中医医院中葡中医药国际合作中心,
四川

 

泸州　 646000;3.葡萄牙米尼奥大学生物系,分子和环境生物学中心,中葡药食植物资源研究中心,
葡萄牙

 

布拉加 4710-057)

　 　 【摘要】 　 目的　 分析 6-OHDA 诱导的大鼠 PD 模型的品系选择、性别、造模要素、模型评价方法以及在抗 PD
中药研究中的应用情况,以期为 6-OHDA 模型在帕金森研究中的应用提供参考。 方法　 查阅近 20 年来中国知网

(CNKI)和 PubMed 中应用 6-OHDA 建立 PD 大鼠模型的相关文献,分析 6-OHDA 诱导的大鼠 PD 模型的品系选择、
性别体重、造模要素、模型评价方法以及在抗 PD 中药研究中的应用情况。 结果　 6-OHDA 诱导的大鼠 PD 模型多

选用雄性 SD 或 Wistar 大鼠,造模时注射部位多为单侧黑质、内侧前脑束或纹状体,多在造模 4 周后检测阿扑吗啡

诱导旋转实验、脑组织形态学、分子生物学、生化指标以判断模型成功率及防治 PD 药物的有效性。 结论　 本文通

过对 6-OHDA 诱导的大鼠 PD 模型的品系选择、性别、体重、造模要素、模型评价方法以及在抗 PD 中药研究中的应

用情况进行分析,为 PD 模型的造模和应用提供参考。
【关键词】 　 帕金森病;大鼠;6-羟基多巴胺(6-hydroxydopamine,

 

6-OHDA);中药
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

analyze
 

the
 

strain
 

selection,
 

sex,
 

modeling
 

key
 

points,
 

evaluation
 

method
  

of
 

6-
hydroxydopamine(6-OHDA)

 

induced
 

Parkinson’ s
 

disease
 

( PD)
 

model
 

in
 

rats
 

and
 

its
 

application
 

on
 

the
 

screening
 

of
 



traditional
 

Chinese
 

medicine
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

Parkinson’ s
 

disease.
 

Methods 　 Recent
 

literatures
 

related
 

to
 

6-OHDA
 

models
 

in
 

the
 

CNKI
 

and
 

PubMed
 

databases
 

in
 

20
 

years
 

were
 

collected.
 

The
 

strains
 

of
 

rats,
 

the
 

weight,
 

sex,
 

modeling
 

key
 

points,
 

evaluation
 

method
  

were
 

analyzed,
 

along
 

with
 

the
 

application
 

of
 

6-OHDA
 

model
 

in
 

anti-PD
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

screening.
 

Results　 Male
 

SD
 

or
 

Wistar
 

rats
 

are
 

mostly
 

selected
 

as
 

PD
 

models
 

in
 

rats
 

induced
 

by
 

6-OHDA.
 

The
 

injection
 

site
 

is
 

usually
 

unilateral
 

substantia
 

nigra,
 

medial
 

forebrain
 

bundle
 

or
 

striatum.
 

Apomorphine
 

induced
 

rotation
 

experiment,
 

brain
 

histomorphology,
 

molecular
 

biology
 

and
 

biochemical
 

indicators
 

are
 

usually
 

detected
 

4
 

weeks
 

after
 

modeling
 

to
 

determine
 

the
 

success
 

rate
 

of
 

the
 

model
 

and
 

the
 

effectiveness
 

of
 

drugs
 

for
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

PD.
 

Conclusions　 This
 

study
 

provides
 

a
 

useful
 

reference
 

for
 

the
 

use
 

of
 

6-OHDA
 

induced
 

PD
 

model
 

regarding
 

the
 

strain
 

selection,
 

sex,
 

modeling
 

key
 

points,
 

evaluation
 

method
  

and
 

the
 

application
 

on
 

the
 

screening
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

PD.
【Keywords】　 Parkinson’s

 

disease;
 

rat;
 

6-hydroxydopamine(6-OHDA);
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
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　 　 帕金森病( Parkinson’ s
 

disease,PD)
 

是一种由

遗传和环境因素相互作用引起的老年性神经退行

性疾病,临床表现为动作缓慢,肌体僵硬和静止性

震颤。 其典型的病理特征是中脑黑质纹状体多巴

胺能神经元(dopaminergic
 

neuron,DN)的丢失,导致

多巴胺(dopamine,DA)分泌减少,并产生路易小体

(Lewy
 

bodies,LB) [1] 。 PD 好发于中老年人群,其发

病机制目前尚不清楚[2] ,为进一步探究 PD 的病因

及诊疗方案,需要建立能很好模拟 PD 患者临床和

病理表现的动物模型,神经毒素模型是最经典和历

史最悠久的一类 PD 模型,通过使用神经毒素药物

诱导啮齿类动物或灵长类动物脑中黑质纹状体神

经元选择性退化,产生与临床患者相似的病理和行

为变化[3] 。 这类神经毒素可以全身给药或局部给

药,取决于所用药物的类型和所涉及的种属。 多年

来, 包 括 6 - 羟 基 多 巴 胺 ( 6-hydroxydopamine, 6-
OHDA)、1 -甲基- 4 -苯基- 1,2,3,6 -四氢吡啶(1-
Methyl-4-phenyl-1,2, 3, 6-tetrahydropyridine, MPTP )、
百草枯( paraquat,PQ)、脂多糖( lipopolysaccharide,
LPS)、和鱼藤酮( rotenone)在内的许多药物都被成

功应用于构建 PD 模型[4] 。 6-OHDA 模型是史上第

一个 PD 动物模型,也是目前应用最广泛药物模型

之一[5] 。 6-OHDA 作为 DA 的羟基化衍生物,可在

多巴胺能神经元内运输毒素,竞争性抑制 DA[6] 。
该模型在病理、生化方面的表现与人类 PD 患者相

似,如黑质 DA 能神经元变性坏死,黑质和纹状体

TH 活性及 DA 含量降低[7]等。
为进一步明确 6-OHDA 模型的造模方法和特

点,本文采用文献分析的方法对近 20 年国内外有关

6-OHDA 诱导大鼠 PD 模型的有效文献进行统计分

析,对造模要素和模型鉴定方法进行归纳总结,并
对近年来 6-OHDA 大鼠模型在抗 PD 中药研究中的

应用情况进行收集,为 PD 的机制研究及抗 PD 中药

的非临床研究提供模型参考。

1　 实验方法

1. 1　 6-OHDA 模型在 PD 研究中的应用分析

　 　 使用 CNKI 和 PubMed 两大常用数据库进行文

献检索。 利用 CNKI 的中国学术文献网络总库进行

文献检索。 点击“高级搜索”,在主题搜索中同时,
应用“并含”输入“大鼠”,时间设定为 2001 年 1 月 1
日至 2021 年 7 月 30 日,检索有关大鼠在 6-OHDA
方面的中文文献,用 PubMed 分别以“ 6-OHDA” 和

“rat”为关键词进行文献检索,检索同时段的相关的

英文文献。
当文献符合以下标准时被纳入研究:(1) 在正

式期刊中发表的研究性文章(综述、学位论文、会议

文章剔除);(2)实验中至少设计有对照组(或假手

术组)和模型组;(3)所使用动物的品系、性别、体重

信息描述清楚,造模要素描述完整;(4) 6-OHDA 被

用于建立帕金森病模型;(5)使用了至少一种行为

学检测,并有行为学检测结果。 获得 6-OHDA 相关

中英文文献共 312 条,其中中文文献 162 条,有效文

献 105 条;英文 150 条,有效文献 73 条,最终得到有

效文献共计 178 条。
1. 2　 模型动物及相关检测指标的分析

　 　 采用 Excel 软件建立数据库,对筛选后的 178
篇文献中的信息进行汇总。 录入实验动物品系、性
别、体重,造模方法、检测指标等信息,对 6-OHDA 所

致的 PD 模型动物及相关测试指标进行分析,所有

图形采用 GraphPad
 

Prism
 

6. 02 软件制作。
1. 3　 统计学方法

　 　 通过统计相关的文献数量并计算占比,文中图

形由 Graphpad
 

Software 提供。
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2　 结果

2. 1　 6-OHDA 模型实验动物的选择

　 　 经统计,6-OHDA 大鼠注射模型的使用品系主

要是 SD 和 Wistar(图 1A),此外还有研究使用 Long
 

Evans 大鼠[8]和 Simonsen 大鼠[9] 。 关于动物性别的

选择,多数研究选择了雄性动物,少数选择了雌性

动物(图 1B)。 在造模动物的体重选择方面,大部

分的研究选择了 180 ~ 250
 

g 的体重区间(49. 25%)
(图 1C)。

注:A:品系;B:性别;C:体重。

图 1　 6-OHDA 模型动物品系与性别使用情况

Note.
 

A,
 

Strain.
 

B,
 

Sex.
 

C,
 

Body
 

weight.

Figure
 

1　 Animal
 

strain
 

and
 

sex
 

usage
 

of
 

6-OHDA
 

model

6-OHDA 模型的造模方法采用将药物直接注入

脑区造成损伤的方式进行,没有全身吸收的过程,
因此不同动物之间的差异小,可广泛用于灵长类、
啮齿类动物等。 虽然灵长类动物更能模拟人类疾

病的症状,但费用昂贵,不利于初期药效筛选;小鼠

等小型动物脑部体积较小,难以针对特定的脑区进

行注射,且术后死亡率高,造模难度较大,因此最常

选择的实验动物的是大鼠。 与小鼠相比,大鼠脑部

体积大,手术视野宽阔,术后存活率更高。 有研究

指出,SD 大鼠和 Wistar 大鼠的脑部结构不完全一

致,因此在选择定位坐标时需要参考以相应品系为

标本编写的脑立体图谱,以提高定位的准确度[10] 。
此外,有研究表明绝经后的女性 PD 患者的运

功能动异常可通过雌激素缓解,说明雌激素对 PD
具有改善作用[11] 。 在动物性别的选择方面,雄鼠的

造模成功率显著高于雌鼠,且切除双侧卵巢的雌鼠

造模成功率显著高于保留卵巢的雌鼠[12] 。 或许是

考虑到激素周期干扰的原因,大部分的研究选择了

使用雄性大鼠建立 PD 模型。
2. 2　 6-OHDA 模型的造模要素

　 　 6-OHDA 整体给药无法透过血脑屏障,因此,只

能通过脑立体定位仪注射的方式将药物注入特定

的靶点。 据文献报道,在黒质纹状体多巴胺系统的

不同部位注射不同剂量的
 

6-OHDA 可建立不同损

伤程度和损伤类型的 PD 模型[13] 。
2. 2. 1　 部位

　 　 6-OHDA 注射模型所选择的注射部位主要有黑

质(substantia,SN),纹状体( corpus
 

striatum,CPu),
内侧前脑束(medial

 

forebrain
 

bundle,MFB),中脑腹

侧被盖区( ventral
 

tegmental
 

area,VTA)。 据文献分

析,其中 28. 98%的研究选择了 CPu 注射,27. 27%
的研究选择了 SN 注射,28. 98%的研究选择了 MFB
注射,VTA 通常与其他部位复合注射,单独不作使

用;在选择单侧和双侧注射的问题上,大部分研究

选择了单侧注射(98. 01%),单侧造模减少了手术

损伤,操作更易、死亡率更低,同时可对正常侧和手

术侧进行对比。 在单侧注射模型中,70. 86%的文献

选择了单侧单点注射,23. 17%的文献选择了单侧双

点注射,3. 97%的文献选择单侧多点(3 点及以上)
注射。 采用双侧造模的文献仅有 2. 58%,因其损伤

程度大,致死率高,故不做常规选择[14] 。
复合注射模型常见的有 SN+VTA(14,7. 95%)、

SN+MFB(5,2. 84%)、MFB+VTA(3,1. 70%)和 SN+
CPu(2,1. 14%),见表 1。

(1)黑质(substantia,SN)
SN 主要的注射部位为黒质致密部( SNc),是黑

质纹状体通路的起源部位,此处有丰富的 DA 能神

经元,在该处造模可直接损毁
 

DN 胞体,引起手术侧

纹状体内 DA 水平降低,DA 受体数量呈代偿性增

加。 6-OHDA 注射到黑质,12
 

h 内即开始发生 DA
神经元变性[15] ,因此是常用的注射部位。 SN 体积

狭小,形状呈扁柱状,
 

难以精准定位,单点注射模型
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的成功率较低,双侧造模易出现吞咽困难、渴感缺

乏和运动障碍,甚至死亡,通常选择单侧注射或与

其他位点联合注射,如李进等[16]采用 SN+VTA 联合

造模,以阿扑吗啡( apomorphine,APO) 旋转实验作

为模型鉴定标准,在 4 周时成功率达 60%,高于单一

黒质组(30%);范凯等[17] 采用单侧 SN +MFB 联合

造模,模型成功率 67. 7%,术后死亡率仅 2. 9%。

表 1　 6-OHDA 模型的造模部位
Table

 

1　 The
 

molding
 

site
 

of
 

the
 

6-OHDA
 

model

注射部位
Injection

 

site

单侧注射
Unilateral

 

injection
单点

Single
 

point
双点

Two
 

points
多点

Multiple
 

points

双侧注射
Bilateral

 

injection
总计
Total

黑质 SN 36
 

(75. 00%) 10
 

(20. 83%) 1
 

(2. 08%) 1
 

(2. 08%) 48
 

(27. 27%)
内侧前脑束

 

MFB 46
 

(86. 79%) 6
 

(11. 32%) 0
 

(0. 00%) 1
 

(1. 89%) 53
 

(30. 11%)
纹状体

 

CPu 25
 

(49. 02%) 19
 

(37. 25%) 5
 

(9. 80%) 2
 

(3. 92%) 51
 

(28. 98%)
复合部位

Multiple
 

injection
 

sites ———
 

24
 

(13. 64%)

(2)内侧前脑束(Medial
 

forebrain
 

bundle,MFB)
MFB 是一个神经传导束,起始于中脑 DA 能神

经元,部分纤维终止于纹状体,邻近黑质纹状体 DA
能神经通路,该通路由位于黑质致密部(SNC)的 A9
细胞群组成,沿 MFB

 

发出纤维投射到纹状体的尾壳

核,6-OHDA 单侧注射到 MFB 中可导致 A9 和 A10
细胞群的完全破坏[18] 。 此位点注射模型对苯丙胺

和 APO 都有能产生旋转行为,在 APO 旋转实验中

出现阳性的大鼠 CPu 中 DA 组织含量减少 99. 8%,
SN 中 DA 组织含量减少 85%[18] 。 该模型能使 DN
在较短时间内快速死亡,不易模拟早期 PD 的病理

表现,但能产生肌肉震颤行为,可模拟晚期患者的

临床特征,通常用于中晚期 PD 模型的研究[19] 。 由

于 MFB 解剖面积较小,定位相对困难,通常采用单

侧多点或与其他部位联合造模,罗蔚锋等[20] 采用单

侧双位点注射,术后 4 ~ 6 周成功率达 77%;秦晓凌

等[21] 采用单侧单点注射, 术后 2 周成功率可达

46. 94%,3 周成功率可达 34. 69%,且可维持至术后

第 10 周。
(3)纹状体(Corpus

 

striatum,CPu)
CPu 位于黑质纹状体通路的末端,有文献报道

单侧 CPu 注射 6-OHDA,可使部分 DA 耗竭,CPu 中

DA 水平降低 60% ~ 80%,适用于构建早中期 PD 模

型[22] 。 与 MFB 注射相比,该模型导致的 SNpc 损伤

程度不太明显,对 DN 是一种缓慢作用过程,将在

4 ~ 6 周逐渐演变。 因此该模型引发的病理变化更

接近临床患者 DN 进行性退变的过程[23] ,有文献指

出 6-OHDA 直接注入 SNc 会造成过度的氧化应激反

应,注入 CPu 部位可以一定程度避免[24] 。 CPu 区域

较大,注射操作的准确程度更高,目前纹状体注射

6-OHDA 通常采用单点、两点或多点注射法[13] 。 王

晓晓等[25]采用单侧双靶点法分别在尾壳核内和苍

白球内进行注射,2 周即诱导出 APO 旋转行为,4 周

后造模成功率为 88. 6%
 

;Kirik 等[13] 采用单侧四点

注射后模型的毁损侧纹状体 TH 免疫阳性纤维缺失

80% ~ 95%,而损伤侧 SN 部的 DN 缺失达 75%;黄世

明等[26]采用单侧 CPu 四点注射大鼠 PD 模型,术后

第 2 周成功率为 86. 1%。
(4) 中脑腹侧被盖区 ( ventral

 

tegmental
 

area,
VTA)

大鼠中脑多巴胺的主要来源是腹侧被盖区

(VTA)的 A10 细胞,它是多巴胺能中脑边缘通路的

起源[27-28] 。 VTA 处进行 6-
 

OHDA 注射可以使黑质

DN 胞体发生逆行性变性,
 

还能造成纹状体 DN 神

经末梢发生顺行性变性。 有文献报道,VTA 与躯体

运动密切相关,在该点注射造模能增加大鼠旋转圈

数[29] 。 虽然 VTA 易于操作,但与人类
 

PD
 

病理特征

不符[30] ,因此有关单一 VTA 部位注射造模的报道

较少,通常与 SNc 或 MFB 联合注射。
2. 2. 2　 剂量

　 　 6-OHDA 注射剂量、浓度及部位的选择都会影响

PD 模型的最终表现[31] ,通过文献发现,6-OHDA 注射

剂量从 4~30
 

μg 不等,与注射部位和点位密切相关。
黄世明等[26] 采用 CPu 四点注射法,每点注射 2

 

μL,
共 8

 

μL,术后第 2 周
 

TH 免疫荧光染色示右侧 SN 无

明显 TH 阳性的 DN 细胞带,阳性细胞数减少且分布

不均;杜越群等[32] 采用单侧 SNc+MFB 造模,两点各

注射 12
 

μg / 4
 

μL,术后 2、4 和 6 周 PD 大鼠毁损侧纹

状体 DAT 相对放射计数较健侧分别降低了 16. 8%、
35. 9%和 50. 1%,且毁损侧 TH 阳性细胞数较健侧分

别减少 75. 22%、81. 22%和 87. 44%。
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2. 2. 3　 模型检测时间与持续时间

　 　 在应用 6-OHDA 模型的研究中,首次检测时间

是一个关键的时间节点,根据大量研究发现,首次

检测时间通常在造模 1 周以后,最广泛使用的时间

是 1 ~ 3 周。 在具体的实验操作中,模型动物首次旋

转行为出现的时间与诸多造模因素密切相关,因此

本文所综述内容仅供参考。 李泽鸿等[33] 在术后第

1、2、3 周分别进行 APO 旋转实验,
 

模型组在术后

1 周即可诱发旋转行为且次数随时间增加而升高;
贾丛康等[34]在术后 2、4、8、12 周分别对各组大鼠的

行为进行检测,其中有 3 只大鼠于术后 2 周即诱发

出了旋转行为,4 周后有 40%的动物可诱发旋转行

为,12 周时旋转圈数较 2、4、8
 

周组明显减少但仍符

合模型成功的纳入标准,这提示造模 4 周时结果最

为稳定,12 周以后模型具有自我恢复的倾向。 此

外,刘毅等[35]在术后 4 周进行检测,
 

造模成功率达

55. 8%,且持续观察至术后 10 个月,模型大鼠仍可

诱发出旋转行为,说明 6-OHDA 造成的模型损伤较

为稳定,且持续时间长。 　
 

2. 2. 4　 操作注意事项

　 　 关于药物的配置,要注意 6-OHDA 极易发生氧

化反应,当溶液由透明变色至淡粉色或橘粉色时,
说明药液已经氧化,应当弃用。 因此在配置时要严

格避光、低温操作,文献中往往以含 0. 02% ~ 0. 2%
抗坏血酸的生理盐水溶液配置,完成后快速分装冻

存,需要时取用。 在进行注射操作时,进样针也应

当采用锡纸包裹避光,尽量维持药物的效力。 进针

时应保持匀速缓慢,通常选择 0. 5 ~ 1. 0
 

μL / min,留
针时间选择 5 ~ 15

 

min,以使药液更好地扩散和吸

收,退针时应同样注意匀速缓慢退出,防止药液溢

出。 此外,许多研究者采用预先腹腔注射地昔帕明

(25
 

mg / kg) 和帕吉林
 

(5
 

mg / kg)
 

来促进 6-OHDA
的吸收,其中地昔帕明可减少

 

6-OHDA 引起的去肾

上腺素和 5-羟色胺减少,帕吉林可减少 6-OHDA 分

解,因此常在注射造模前使用,提高 6-OHDA 的药

效[36-37] 。 术后通过连续 1 周腹腔注射青霉素,或者

手术处涂抹红霉素软膏[38]的方法来预防伤口感染。
关于立体定位操作,要注意齿杆与耳杆的位置关

系,牛朝诗等[10] 提出当门齿杆比耳杆低约 2. 4
 

mm
时,可使 250

 

g 左右的 SD 大鼠前囟与后囟保持在一

个平面。 造模时,应当注意以上细节,以提高模型

的成功率,减少动物的死亡率。
2. 3　 检测指标

　 　 通过观察动物的行为学、组织形态学、分子生

物学等变化,可以判断 6-OHDA 模型建立是否成功,
并以此探讨该方法制备大鼠 PD 动物模型的可行性

和成功率。
2. 3. 1　 行为学检测指标

　 　 经统计,6-OHDA 模型常用的行为学检测方法

包括阿扑吗啡诱导旋转实验( Apomorphine-induced
 

rotation
 

test ), 苯 丙 胺 诱 导 旋 转 实 验 ( D-
Amphetamine-induced

 

rotation
 

test)、 圆筒实验 ( the
 

cylinder
 

test)、空场实验(the
 

open
 

feild
 

test)、转棒实

验(the
 

rotarod
 

test)等。 其中 46. 63%的研究选择了

阿扑吗啡旋转实验,17. 42%的研究选择了苯丙胺旋

转实验。 旋转实验可用于评估动物的最大损伤程

度,也是判断 6-OHDA 诱导的 PD 模型成功与否的

金标准。 据文献显示,在大部分研究中研究者通常

采用旋转实验来鉴定模型的是否成功,另择 1 ~ 3 种

行为学方法评估模型的其他行为学改变。 详见

表 2。
2. 3. 2　 组织形态学检测

　 　 组织形态的改变通常选择尼氏染色法( Nissl’ s
 

staining)和苏木精-伊红染色法(HE
 

staining)
 

。 观

察 6-OHDA 模型大鼠术后 48
 

h 的 SNc 部位,HE 染

色可见神经细胞胞体肿胀、胞核变大、核呈空泡状,
且部分出现核裂解以及部分胞体溶解等,术后 4 周

和 8 周可见神经细胞凝固性坏死,伴有大量胶质细

胞弥漫性或局限性增生[38] 。 SN 区域可见神经元胞

体形态不规则、结构模糊、数量减少[48] ;尼氏染色中

出现 SNc 及 VTN 区神经元数目显著减少,
 

尼氏体

模糊,
 

着色较浅,
 

有大量胶质细胞浸润[49] 。
2. 3. 3　 分子生物学检测

　 　 为检测 6-OHDA 诱导的 PD 模型引起的一系列

的分子生物学的改变,最常用的检测方法有免疫组

织化学法( immunohistochemistry,IHC)、免疫荧光法

(immunofluorescent
 

staining, IF)、蛋白免疫印迹法

(Western
 

blot)、实时荧光定量聚合酶链式反应法

(RT-PCR)等。 文献表明,TH 是 DN 特有的多巴胺

合成限速酶,黑质 TH 阳性神经元数量与 DA 的含量

呈相同趋势,因此可作为 DN 的特异性标记物,通过

IHC 法对脑组织中的 TH 进行标记能很好地反映脑

内 DN 数量的变化[48] 。 临床患者和 PD 动物模型的

相同特点之一就是脑组织中的 TH 合成减少,因此,
IHC 法检测 TH 能很好地反映黑质多 DN 变化,是鉴

定 6-OHDA 模型的重要方法。 详见表 3。
2. 3. 4　 生化指标检测

　 　 针对 6-OHDA 诱导的 PD 模型常引起一系列的
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神经递质、激素、代谢产物的变化,最常用的检测方

法有酶联免疫吸附测定法( ELISA)、高效液相色谱

法(HPLC)与分光光度计法( UV
 

spectrophotometry)
等。 DA 是 PD 疾病发生发展过程中最重要的神经

递质,HVA 和 DOPAC 是 DA 代谢产物,可以反映

DA 水平[50] 。 通过文献可发现,ELISA 和 HPLC 检

测 DA 及其代谢产物的水平变化,是 6-OHDA 模型

的一项重要检测指标。 详见表 4。
2. 4　 6-OHDA 模型在中药药效研究中的应用

　 　 目前,6-OHDA 大鼠模型已广泛应用于抗 PD 中

药药效研究中,本文收集近年来 6-OHDA 大鼠模型

在单味药及复方研究中的应用情况。

表 2　 6-OHDA 模型的常用行为学检测方法
Table

 

2　 Common
 

behavioral
 

tests
 

of
 

the
 

6-OHDA
 

model
实验名称

Name
实验原理

Theory
实验方法

Method
行为学表现
Expression

阿扑吗啡诱导旋转实

验(83,46. 63%) [39]

Apomorphine
 

induced
 

rotations
 

test
(83,46. 63%)

手术侧的纹状体内 DA 受体处于
超敏状态,经过 DA 受体突触后
膜激动剂刺激会使其发出的传出
信号明显强于正常侧,使大鼠向
正常侧旋转

腹腔注射 0. 5
 

mg / kg 剂量的 APO,大鼠向
健侧旋转数大于每分钟 7 圈定为成功,记
录 30

 

min 动物的旋转圈数,
 

平均旋转速度
≥7

 

r / min 的为成功模型。

首尾相接、身体环曲,
 

伴有觅食
样嗅探行为。
向损伤对侧发生旋转

苯丙胺诱导旋转实验

(31,17. 42%) [40]

D-Amphetamine-
induced

 

rotations
(31,17. 42%)

手术侧神经末梢可释放的 DA 含
量比正常侧低,当给与促

 

DA
 

释
放制剂时,正常侧

 

DA
 

效应占优
势,使大鼠向手术侧发生旋转
行为

腹腔注射单剂量苯丙胺(2. 5
 

mg / kg),记录
2

 

h 的同侧旋转。

首尾相接、身体环曲,
 

伴有觅食
样嗅探行为。
向损伤同侧发生旋转

转棒实验

(11,6. 18%) [41]

Rotarod
 

test
(11,6. 18%)

大鼠在转棒上为不掉落,需向转
棒反方向奔跑,通过分析动物运
动路程、速度、跌落时间等指标,
评价大鼠四肢协调性和运动能力

大鼠每天在转棒仪上训练 2 次,连续 3
 

d。
试验时,将大鼠放置在转棒上,转棒在 20

 

s
内从 5

 

r / min 加速到 20
 

r / min,或在 200
 

s
内也以 5

 

r / min 加速到 45
 

r / min,自动记录
衰减延迟和运动距离。

速度↓、持续时间↓、总路程↓

圆筒实验

(16,8. 99%) [36]

Cylinder
 

test
(16,8. 99%)

评估大鼠在垂直探索活动 ( 直
立)中前肢使用的不对称性

将动物放入一个透明的圆柱体中。 每只大
鼠记录 5

 

min。 分别统计大鼠左、右及双上
肢触壁次数。 结果计算如下:右上肢使用
率= (右+0. 5×双) / (左+右+双) ×100%。

损伤同侧上肢使用率↑

空场实验

(7,
 

3. 93%) [41-43]

Open
 

feild
 

test
 

(7,
 

3. 93%)

观察记录大鼠在自主活动箱中的
行为,反映 PD 大鼠的自主活动、
精神状态和探索行为

将动物从检测箱中心放入,适应 1
 

min 后记
录 5

 

min 的活动。 记录运动路程、运动速
度、运动时间、跨格次数、直立次数等。

中央区的僵滞时间↑
理毛次数↓
跨格次数↓、跨格次数↓、直立
次数↓

爬杆实验

(2,1. 12%) [44]

Pole
 

test
(2,1. 12%)

通过记录大鼠在爬杆上爬行的时
间评估其四肢协调能力

将大鼠置于爬杆使其自然爬下,双前肢接
触爬杆底部平台为完成,记录爬杆时间,每
只大鼠重复 3 次,取均值计算。

爬杆时间↑

悬挂实验

(2,1. 12%) [45]

Traction
 

test
(2,1. 12%)

通过记录大鼠在挂绳上悬挂的时
间指标评估其四肢协调能力

将大鼠两前爪抓住水平悬挂绳使其并处于
悬挂状态,记录保持时间并评分。 悬挂评分↓

跑步机测试

(1,0. 56%) [46]

Treadmill
 

test
(1,0. 56%)

通过训练后的测试衡量动物的学
习记忆能力

测试前进行训练。 将被测试大鼠放在跑步
机转轴上,

 

当大鼠不能与转轴一同旋转
时,

 

则会落在踏板上,
 

此时计时结束。
跑步时间↓

糖水偏爱测试

(1,0. 56%) [47]

Sucrose
 

preference
 

test
(1,0. 56%)

统计大鼠对糖水和非糖水的饮水
量,通过反映动物快感缺失的情
况来评价动物是否产生抑郁情绪

在 24
 

h 训练阶段,为每只大鼠提供两瓶水。
训练结束后,将其中一个瓶子换成含有 3%
蔗糖溶液的瓶子,24

 

h 后将瓶子交换。 根
据公式计算蔗糖消耗百分比(%糖水偏爱
=糖水摄入量

 

100 / 总摄入量)。

糖水偏爱指数↓
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表 3　 6-OHDA 模型的常用分子生物学检测方法及指标
Table

 

3　 Common
 

molecular
 

biological
 

detection
 

methods
 

and
 

indicators
 

of
 

the
 

6-OHDA
 

model
实验名称

Name
检测指标

Test
 

indicators

免疫组化(43,24. 16%)
Immunohistochemistry
(43,24. 16%)

黑质酪氨酸羟化酶 TH 的表达↓、小胶质细胞 CD11b↑、星形胶质细胞 GFAP↑

蛋白免疫印迹法
Western

 

blot
(10,

 

5. 62%)

脑组织中 TH 蛋白↓、ND1、ND4 蛋白↓、中脑组织中 Beclin-1 蛋白↑、HSP70、HSC70、MEF2D 蛋白↓、海
马 α-Synuclein 蛋白↑、环氧化酶- 2 ( COX-2) ↑、肿瘤坏死因子- α ( TNF-α) ↑、IL-1β ↑、Caspase-3↑、
Caspase-9↑、细胞色素 c↑、Bcl-2↓、Bax↑、BDNF↓,

 

TrkB↓,
 

磷酸肌醇-3-激酶 PI3K↓、海马脑源性神
经营养因子(BDNF)、TrkB、磷脂酰肌苷 3-激酶(PI3K)蛋白↓

免疫荧光法
(3. 37%)Immunofluorescent
staining(3. 37%)

 

黑质酪氨酸羟化酶(TH)的表达↓、小胶质细胞(IBA-1)↑

实时荧光定量聚合酶链式反应
法(6,3. 37%)
RT-PCR
(6,3. 37%)

黒质 TH
 

mRNA↓、编码线粒体呼吸链酶复合物Ⅰ的 ND1、ND4
 

mRNA↓下丘脑组织中 Beclin-1
 

mRNA↑、
HSP70、HSC70、MEF2D

 

mRNA↓、黑质及纹状体中 Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b 蛋白↑

MTT 比色法(2,1. 12%)
MTT

 

assay
(2,1. 12%)

脑线粒体呼吸链酶复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ的活性↓、线粒体活性↓

表 4　 6-OHDA 模型的常用生化检测方法及指标
Table

 

4　 Common
 

biochemical
 

detection
 

methods
 

and
 

index
 

of
 

6-OHDA
 

model
实验名称

Name
检测指标

Test
 

indicators

酶 联 免 疫 吸 附 测 定 法
(11,6. 18%)
ELISA(11,6. 18%)

5-羟色胺(5-HT)、DOPAC 和 HVA 的表达↓、MAO-B ↑、中脑中 α-syn ↑、TH↓、LAMP-2A↓、HSP70↓、
MEF2D↓、脑组织中超氧化物歧化酶(SOD)↓、GSH↓、谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-Px) ↓、一氧化氮合酶
(NOS)水平↓、黑质及纹状体中 DNA 总体甲基化水平↓、纹状体

 

TNF-α、IL-1β、IFN-γ、IL-4
 

的含量↑、中
脑黑质中 TNF-α、IL-6↑、纹状体 DA 含量↓、Ach 含量↑、NO↑、ROS↑、MDA↑

高效液相色谱(11,7. 30%)
HPLC(11,7. 30%)

黑质及纹状体组织胞嘧啶↑、5-甲基胞嘧啶↓、纹状体 DA 含量↓、纹状体 Glu、GABA 的浓度↓、去甲肾上
腺素(NE)↓、海马中多巴胺(DA)、去甲肾上腺素(NE)↓

分光光度计法(1,0. 56%)
Spectrophotometer(1,0. 56%) SOD↓、GSH-Px↓、NOS↓、丙二醛(MDA)↑

高效液相色谱 - 荧光检测法
(1,0. 56%)
HPLC-fluorescence

 

analysis
(1,0. 56%)

脑组织中 5-HT 水平↓

高压液相层析法 ( 1, 0. 56%)
HPLC(1,0. 56%) DA、3,4-二羟基苯酸(DOPAC)、高香草酸(HVA)、5-羟色胺(5-HT)↓

反相色谱柱法(1,0. 56%)
RPC(1,0. 56%) DA 水平↓

2. 4. 1　 6-OHDA 模型在单味中药提取物及有效组

分对 PD 防治作用研究中的应用

　 　 崔爽等[44] 采用右侧黒质单点注射 6-OHDA 建

立模型,造模成功后予以杜仲醇提取物联合左旋多

巴治疗,在给药 7
 

d 后发现联合治疗显著改善了模

型大鼠运动功能的损伤,提高了黑质 TH 蛋白表达

和 DA 水平,并恢复 SOD、GSH-Px 及 NOS 水平,降
低了 MDA 水平;陈子方等[51] 采用 SN + VTA 注射

6-OHDA 建立模型,持续 21
 

d 灌胃天麻提取物,发现

天麻提取物低中高剂量组均有降低阿扑吗啡导致

的 PD 大鼠旋转圈数的趋势,其中高剂量还可以显

著增加水迷宫实验中平台象限距离百分比
 

( PT%)
和停留时间百分比( T%),证明了天麻提取物能显

著改善 PD 大鼠的运动障碍和学习记忆能力;文晓

东等[52]采用单侧 CPu 注射,对各组大鼠脑组织中

线粒体呼吸链酶复合物 I、II、III、IV 的活性进行了检

测,发现乌梅总黄酮高剂量组可恢复 PD 模型脑组

织中线粒体呼吸链酶复合物活性的下降,可能通过
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调节线粒体功能障碍等途径来保护 PD 大鼠的 DN
神经元;池彬彬等[53] 采用单侧 MFB 损伤 14 d 后造

成 PD 模型,研究发现人参皂苷 Rb 与左旋多巴联用

可预防 PD 异动症的发生,且 Rb 能显著改善大鼠纹

状体内 mGluR1 和 PV 表达水平的下降;尹帅领

等[54] 将 6-OHDA 注入右侧 CPu 建立模型,予以造模

成功大鼠肉苁蓉多糖灌胃治疗,持续 10 d,结果显示

肉苁蓉多糖可显著恢复模型动物游泳不动时间缩

短,自主活动站立次数下降的现象,增加 Wnt1、β-
catenin 蛋白水平,降低 GSK-3β

 

mRNA 水平;没食子

酸是茯苓的主要活性成分提取物之一,秦劭晨等[55]

通过右侧 VTA 注射制备 PD 模型,发现没食子酸可

显著减少 PD 大鼠的旋转圈数,增加转棒停留时间,
并可能通过激活 Nrf2 / HO-1 通路来降低 PD 大鼠的

氧化应激损伤。
2. 4. 2　 6-OHDA 模型在中药复方对 PD 防治作用研

究中的应用

　 　 王炜为等[50] 采用单侧 SNc +VTA 注射建立 6-
OHDA 模型探究补肾止颤方(熟地、山茱萸、山药、
肉苁蓉)的抗 PD 作用,在给药 10

 

d 和 20
 

d 后分别

进行行为学检测,发现补肾止颤方可以在损伤早期

降低 PD 大鼠阿扑吗啡诱导的转圈次数,增加 PD 大

鼠 DN 的表达,降低神经损伤;李晓明等[56] 采用 6-
OHDA 单侧损毁 SN 联合附子汤灌胃建立肝阳上亢

型 PD 模型,探究镇肝熄风汤(怀牛膝、代赭石、生牡

蛎、生龙骨、生龟板、生白芍、元参、天冬、生麦芽、川
楝子、茵陈、甘草)的抗 PD 作用机制,结果表明镇肝

熄风汤可以显著降低 PD 大鼠中脑 MDA 含量,上调

Nrf2 和 HO-1 蛋白的表达;常学辉等[57] 采用单侧

SNc 注射造模,予以龟羚帕安丸(由龟板、羚羊角、全
蝎、威灵仙、厚朴等药物组成郑卫制剂 Z04010162)
持续 30

 

d 灌胃治疗,结果显示龟羚帕安丸可有效提

高 PD 大鼠中脑黑质 Beclin1 和 LC3Ⅱ蛋白表达,降
低 P62 的表达,提高细胞自噬活性;邵跃斌[58] 采用

单侧两点 SN 注射,模型成功后给与杞菊地黄丸 2
 

g / kg(枸杞子、菊花、熟地黄、酒萸肉、牡丹皮、山药、
茯苓、泽泻)灌胃联合针刺阳陵泉穴治疗,连续治疗

4 周后,联合治疗组大鼠的 GSH、SOD 含量,BDNF
表达量均显著升高;霍绮雯等[59] 利用 CPu 两点注

射 6-OHDA 模型探究《证治准绳·类方》中经典方

剂定振丸(天麻、秦艽、全蝎、生地、熟地、当归、川

穹、白芍、防风、白术、黄芪、石决明、生牡蛎、钩藤)
对 PD 的改善作用,结果显示,定振丸能显著增高

PD 大鼠 DA、DOPAC、HVA、5-HT、SOD、GSH-Px 水

平,具有改善儿茶酚胺类神经递质及黑质 DN 氧化

应激的作用,下调 Bax、 Caspase-3 蛋白表达,上调

Bcl-2 蛋白表达,具有抑制 DN 凋亡的作用;滕龙

等[60]采用单侧 SN 两点注射,腹腔注射左旋多巴+
苄丝肼建立阴虚动风证异动症模型,予以中药复方

地黄方(熟地黄、钩藤、珍珠、白芍、丹参、石菖蒲、全
蝎、绿茶),发现中药复方地黄方可降低 AIM 评分,
改善左旋多巴诱发的异动症现象。

3　 小结

　 　 PD 是以震颤、肌强直、运动迟缓为主要临床表

现的神经退行性疾病,为了进一步探究其病因及治

疗,研究者们根据 PD 的临床和病理表现建立不同

的动物模型,本综述总结了 6-OHDA 模型的特点,为
选择 6-OHDA 模型的研究者提供一些参考:(1) 6-
OHDA 模型最常用的品系是 SD 或 Wistar 大鼠,为
避免雌性大鼠激素周期等对行为学实验的干扰,若
无特殊研究需求,可选雄性大鼠;(2)造模大鼠的品

系及体重应当与注射位点坐标所参考的脑立体定

向图谱基本一致,尽量避免因种属和重量带来的造

模不稳定性,提高成功率。 (3)双侧损伤创伤较大,
死亡率高,推荐使用单侧损伤。 (4)6-OHDA 注射部

位、剂量的不同,可诱导不同的损伤类型, SN 和

MFB 部位注射所导致的 DA 能神经元损伤较大,通
常用于制备晚期 PD 模型;CPu 注射部位造成的 DN
损伤较低,可用于制作早中期 PD 模型;VTA 部位通

常与 SNc 或 MFB 联合注射,增加模型的成功率。
(5)6-OHDA 注射后导致 DN 发生渐近性损伤,腹腔

或皮下注射 DA 受体激动剂 APO 或释放剂 D-amp
会诱导动物产生向健侧或患侧旋转的行为,通常以

旋转实验中的评价转圈次数( r / min)指标来作为模

型是否成功的标准。 (6)6-OHDA 操作简单、动物成

本低、行为学变化持续时间长,不易自行恢复,但无

法模拟 PD 患者产生 LB 的病理特征,因此在选择该

模型时需要注意,若要探究 LB 的相关成因和机制,
不宜选择 6-OHDA 模型。 (7)抗 PD 中药研究的应

用中,通常采用灌胃给药的干预方式,少数采取腹

腔注射的干预方式。 部分研究选择造模完成后,先
通过旋转实验将造模成功的动物纳入,再行分组干

预,也有部分研究选择在造模前提前干预,以探究

药物的预防作用,但不管选种方式,应注意 6-OHDA
造成的模型损伤较大,因此干预周期不可太短。
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综上所述,通过分析
 

6-OHDA 大鼠模型的动物

品系、性别、体重、造模部位和检测方法,以期为抗

PD 中药的药效研究提供模型方案参考。
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中药调控缺血性脑卒中后紧密连接的研究进展

陈婷玉1,苏凯奇1,2,阮晓迪1,房　 璐1,张钰涵1,刘　 昊1,冯晓东1,2∗

(1.河南中医药大学,郑州　 450046;2.河南中医药大学第一附属医院康复中心,郑州　 450000)

　 　 【摘要】 　
 

缺血性脑卒中(ischemic
 

stroke,
 

IS)是脑血管疾病的主要类型,通常导致全球老龄人口残疾或死亡。
紧密连接(tight

 

junction,
 

TJ)与缺血性脑卒中密切相关。 脑组织缺血后紧密连接的过度破坏与血脑屏障通透性的

增大将加剧缺血性脑损伤的病理进展。 大量研究表明中药可以有效修复缺血性脑卒中后脑血管内皮细胞的紧密

连接,进而减轻血脑屏障的破坏、促进脑损伤恢复。 本综述主要通过阐明中药单体及其提取物、中药复方调控紧密

连接来改善缺血性脑卒中神经功能损伤的可能机制,以期为临床治疗发现中药治疗缺血性脑卒中的新靶点提供理

论思路。
【关键词】 　 缺血性脑卒中;中药;紧密连接;血脑屏障
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　 　 【Abstract】　
 

Ischemic
 

stroke
 

is
 

a
 

common
 

type
 

of
 

cerebrovascular
 

disease
 

and
 

often
 

leads
 

to
 

death
 

or
 

disability
 

in
 

the
 

global
 

aging
 

population.
 

Tight
 

junction
 

integrity
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

ischemic
 

stroke.
 

Excessive
 

destruction
 

of
 

tight
 

junctions
 

and
 

increased
 

permeability
 

of
 

the
 

blood-brain
 

barrier
 

after
 

brain
 

tissue
 

ischemia
 

aggravates
 

the
 

pathological
 

progression
 

of
 

ischemic
 

brain
 

injury.
 

A
 

large
 

number
 

of
 

studies
 

have
 

shown
 

that
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

can
 

effectively
 

repair
 

the
 

tight
 

junctions
 

between
 

cerebral
 

vascular
 

endothelial
 

cells
 

after
 

ischemic
 

stroke,
 

thereby
 

reducing
 

damage
 

to
 

the
 

blood-brain
 

barrier
 

and
 

promoting
 

recovery
 

after
 

brain
 

injury.
 

This
 

review
 

elucidates
 

the
 

possible
 

mechanisms
 

of
 

the
 

active
 

components
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine,
 

including
 

monomers
 

and
 

monomers
 

their
 

extracts,
 

and
 

other
 

compounds,
 

in
 

improving
 

the
 

neurological
 

damage
 

of
 

ischemic
 

stroke
 

by
 

regulating
 

tight
 

junctions.
 

Progress
 

in
 

the
 

discovery
 

of
 

clinical
 

uses
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

for
 

ischemic
 

stroke
 

are
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　 　 缺血性脑卒中( ischemic
 

stroke,IS)在所有卒中

类型中发病率最高,约占 79. 1%[1] ,并有逐年递增

的趋势。 高血压、糖尿病、高脂血症、肥胖、吸烟、缺
乏运动等,均是引发 IS 的危险因素[2] 。 生理条件



下,由多种蛋白质相互作用形成的紧密连接通过参

与调节相邻内皮细胞之间的溶质运动(即细胞旁扩

散)来维持内环境稳态[3-4] 。 而脑组织在缺氧缺血

环境中通过炎症反应和氧化 / 亚硝化应激产生大量

的促炎介质和氧化因子,严重破坏血脑屏障中 TJ 链

的完整性[5] ;TJ 链断裂导致内皮细胞的细胞旁扩散

屏障通透性大大增加,进一步加重了脑血管源性水

肿和出血性转化,继而形成恶性循环[6] 。
中药被广泛应用于治疗脑血管疾病,且疗效显

著。 研究发现,中药及其活性成分可以多方位、多
途径修复缺血性脑卒中后 TJ 损伤,降低脑梗死和水

肿体积,进而改善 IS 的预后。 因此,本文以脑微血

管内皮细胞间的 TJ 为着眼点,对中药从炎症反应和

氧化 / 亚硝化应激两个重要方面防治 BBB 损伤减轻

IS 后神经功能障碍的研究现状作一综述,以期为临

床试验中发现中药干预 IS 发挥作用的新靶点提供

理论依据。

1　 TJ 的成分与结构基础

　 　 TJ 的形成主要涉及特定的跨膜蛋白,即密封蛋

白(claudin)、闭合蛋白(occludin),二者通过与胞浆

蛋白(zonula
 

occludens,
 

ZO)的相互作用与细胞骨架

相连[7] ,从而形成电荷选择性孔道,仅允许离子和

不带电分子通过。
1. 1　 密封蛋白 claudin
　 　 claudin 是 TJ 中最为丰富的一类跨膜蛋白,通
过同一膜内的顺式配对(在一个细胞的质膜内)或

跨膜反式配对(跨相邻细胞的质膜)排列形成延伸

链,跨越并封闭相邻内皮细胞[8] 。 claudin 的 C 端与

辅助蛋白 ZO 的 PDZ 结构域相连。 目前已知人体中

存在 23 种 claudin,其中 claudin-1、-3、-5、-12 广泛分

布于脑微血管内皮细胞。 在大鼠的脑毛细血管中,
claudin-5 比

 

claudin-12 的 mRNA 表达水平大约高出

750 倍,主要控制分子量<0. 8×103 的小分子溶质的

细胞旁扩散运动, 是调节血脑屏障 ( blood
 

brain
 

barrier,
 

BBB)内皮细胞运动和离子通透性的关键因

子[9-11] 。 脑组织缺血缺氧破坏了 claudin-5 蛋白的

排列结构,导致 BBB 通透性增大,加重血管源性脑

水肿。 然而,有研究发现在脑水肿发生后,靶向抑

制 claudin-5 通过增加了 BBB 选择通透性起到减轻

水肿改善认知障碍的效果[12] 。 因此,针对 IS 后不

同时段开发靶向调控 claudin-5 的药物治疗脑水肿

可能具有很大前景。

1. 2　 闭合蛋白 occludin
　 　 occludin 是分子量为 60×103 ~ 65×103 的完整膜

蛋白,包括两个细胞外环( ECL)、一个细胞内环。
occludin 的 ECL1 含有大量酪氨酸和甘氨酸残基,酪
氨酸残基参与形成氢键发挥疏水作用,而甘氨酸残

基则为 TJ 提供灵活性。 ECL2 富含酪氨酸残基,含
有两个半胱氨酸,在氧化环境中形成二硫键,在缺

氧环境下发生同源寡聚化;其胞质内的 C 端形成卷

曲螺旋结构与 ZO 和肌动蛋白细胞骨架相连[13-14] 。
occludin 异常降解会增加血脑屏障通透性,加重中

枢神经系统疾病的进程。
1. 3　 胞浆蛋白 ZO
　 　 ZO 是一种普遍存在的支架蛋白,其谷氨酸激酶

区与 occludin 的 C 端相连,并通过 PDZ 区与 claudin
的 C 端共同参与 TJ 的组装。 ZO 还调节内皮细胞顶

端细胞骨架的组成和功能并连接周围的肌动蛋白。
敲除犬肾上皮细胞中的 ZO-1,细胞接触形态发生显

著改变,肌动蛋白定位重新分布,TJ 链的染色区域

由曲变直,结构复杂性降低,对大于 3. 7Å 溶质的渗

透性增高;在重组 ZO-1 后,连接接触点的曲折度有

所增加,降低了 BBB 的通透性[15] 。 由此说明,ZO
不仅参与内皮细胞 TJ 的组成还维持了 TJ 正常的复

杂结构。

2　 缺血性脑卒中与 TJ
 

　 　 IS 后发生的炎症反应、氧化 / 亚硝化应激等均

会影响 TJ 的数量和空间结构[16] ,加重脑组织 BBB
屏障的损伤,提高死亡率。
2. 1　 炎症反应与 TJ
　 　 脑组织缺血时,促炎和抗炎细胞因子的表达迅

速增加,其中肿瘤细胞坏死因子-α ( tumor
 

necrosis
 

factor-α,
 

TNF-α)、白介素 - 1β ( interleukin-1β,
 

IL-
1β)和干扰素-β ( interferon-β,

 

IFN-β) 等均是影响

TJ 的关键介质[17] 。 缺血因素增加基质金属蛋白酶

(matrix
 

metalloproteinase,MMP)-2 的分泌进而松解

TJ 网状链但不改变其在内皮细胞裂隙内的位置,使
得 BBB 通透性可逆性增加;继发的神经炎症产生多

种炎性因子刺激 MMP-9 的分泌,起到进一步降解

occludin、 ZO-1 以 及 诱 导 claudin-5 重 分 布 的 作

用[18-20] 。 小胶质细胞分泌的 TNF-α 以剂量依赖性

方式激活 MMP-2 和 MMP-9 直接或间接调节天冬氨

酸半胱氨酸蛋白水解酶-3( caspase-3)介导的 TJ 损

伤和 BBB 高渗透性[21-22] 。 此外,研究者在培养人
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脑微血管内皮细胞实验中发现,p38 / 丝裂原活化蛋

白激酶( mitogen-activated
 

protein
 

kinase,
 

MAPK) 信

号 通 路 密 切 参 与 了 TNF-α 和 脂 多 糖

(lipopolysaccharide,
 

LPS)下调 occludin 磷酸化水平

的过程[23-24] 。 LPS
 

还通过激活蛋白激酶 C( protein
 

kinasec,
 

PKC)、Rho 相关卷曲形成蛋白激酶 1(Rho-
associated

 

coiled
 

forming
 

protein
 

kinase
 

1,
 

ROCK1)破
坏脑微血管内皮细胞 TJ 复合物的完整性[25] 。 缺血

性脑卒中后,IL-1β 的上调一方面激活了磷脂酶 A2
降解花生四烯酸,破坏内皮细胞磷脂双分子层结

构;另一方面,诱导细胞核因子-κB( nuclear
 

factor-
κB,

 

NF-κB) / p65 的核转位使周细胞分泌 MMP-9,
下调 occludin、claudin-5 和 ZO-1 的表达,造成 TJ 结

构紊乱[26-27] 。
由此可得,促炎因子通过降解 TJ 或下调其表达

和磷酸化水平增加 BBB 通透性加重脑缺血损伤。
然而,抗炎因子 IFN-β1a 和 IFN-β1b 则有效地防止

了 IFN-γ 诱导的 TJ 解体,维持 BBB 屏障作用[28-29] 。
Krüppel

 

样因子 4(Krüppel-like
 

factor
 

4,
 

KLF4)在 IS
发生后通过调节黏附分子的表达、抑制氧糖剥夺

(oxygen-glucose
 

deprivation,
 

OGD) 条件下的 TNF-α
诱导的 NF-κB 磷酸化,上调 claudin-5 和 ZO-1 的表

达水平,进而减轻脑缺血引起的神经炎症[30] 。
2. 2　 氧化 /亚硝化应激与 TJ
　 　 氧化应激和亚硝化应激可以通过多种途径强

力破坏 TJ 组成的内皮细胞屏障。 活性氧( reactive
 

oxygen
 

species, ROS ) 和活性氮 ( reactive
 

nitrogen
 

species,
 

RNS) 均是缺血诱导产生的自由基,在氧

化 / 亚硝化应激损伤中发挥关键作用。 ROS 降低跨

内皮电阻值 ( transendothelial
 

electrical
 

resistance,
 

TEER)、下调 ZO-1 和 claudin-5 的表达并中断了二

者连续排列的共定位生理结构[31] 。 一氧化氮(NO)
和过氧亚硝酸盐( ONOO- )是典型的 RNS。 脑组织

缺血缺氧后 H2O2、NO 大量产生,不仅降低了 ZO-1
和 occludin 的表达,还将二者的相互作用部位从细

胞间隙转移至细胞质内,进一步加重 BBB 屏障功能

的损伤[32] 。 NO 还影响半胱氨酸与 Zn2+ 的相互作

用,暴露 Zn2+ 的活性位点进而活化 MMP-9;与此同

时,NO 与超氧阴离子发生反应生成 ONOO- ,激活

MMP-9 和 MMP-2 降解 TJ 和细胞外基质导致 BBB
结构的破坏[5] 。 氧化应激还通过酪氨酸激酶途径

诱导 occludin-ZO-1 和钙粘蛋白-β-连环蛋白复合物

的酪氨酸磷酸化与 TJ 的重新分布[33] 。 血管内皮生

长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
 

VEGF)在

脑组织缺氧后表达增加,与 VEGF 受体( VEGFR)-2
结合后激活内皮一氧化氮合酶 ( endothelial

 

nitric
 

oxide
 

synthase,
 

eNOS)通路下调 ZO-1 和 occludin 的

表达发挥血管通透性调节剂的作用[34-35] ;在 IS 急

性期,VEGF 还可以剂量依赖性地增加 MMP-9 活

性、降 低 occludin 和 claudin-5 蛋 白 的 表 达[36] 。
VEGF 对 MMP-9 活性和 TJ 损伤的增强效应可由血

管紧张素-1(angiotensin-1,
 

Ang-1)抑制[37] 。 核转录

因子-E2 相关因子 2(nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2,
 

Nrf2) 可以调节内源性抗氧化过程,上调

ZO-1 和 occludin,维持 BBB 的完整性[38] 。
由此可得,在 IS 发生后,炎症和氧化因子的释

放继而引发的 MMPs 的激活是影响 TJ 降解和重塑

的主要原因。 明确上述病理过程与 TJ 的相互作用

机制对于发现保护缺血性脑卒中后血脑屏障破坏、
减轻神经系统损伤的新药物至关重要(见图 1)。

3　 中药干预对缺血性脑卒中后 TJ 的影响

　 　 中药可以更好的适应复杂的人体环境,从宏观

的角度发挥神经保护作用。 近年来许多基础研究

显示中药单体及其提取物、中药复方通过抑制炎症

反应和氧化 / 亚硝化应激等过程修复缺血性脑卒中

后 TJ 的损伤,预防并减轻大脑功能损害。
3. 1　 中药单体及其提取物

　 　 现将保护缺血性脑卒中后 TJ 的中药活性成分依

据不同的功效分类为清热类药、活血类药、补肾类药、
升阳类药等,并就其保护机制进行详述(见表 1)。
3. 1. 1　 清热类药

　 　 胡桃楸有清热解毒、 止痢明目的功效。 Liu
等[39]用其提取物胡桃苷(Juglanin)预处理可通过抑

制缺氧诱导的 VEGF 和 VEGFR2 的增加提高大脑中

动脉栓塞( middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion,
 

MCAO)
模型小鼠的 occludin 和 ZO-1 蛋白的含量;并将体外

实验中细胞死亡率由 21. 6%降低至 12. 3%。 外源

性 VEGF-A(属 VEGF 家族)抵消了胡桃苷对内皮细

胞以及 TJ 的保护作用,证实胡桃苷作用于 VEGF /
VEGFR2 信号通路恢复 occludin 和 ZO-1 的正常表

达减少内皮细胞损伤。
黄芩有泻火解毒、止血安胎的功效。 黄芩的提

取物黄芪苷,一方面抑制 LPS 诱导 IL-1β 和 TNF-α
的产生引起的血脑屏障中 TJ 的减少,起到“节流”
的效果,并上调 claudin-5 和 ZO-1 蛋白的表达发挥

“开源”的作用;另一方面激活 Nrf2 信号通路降低氧

501中国比较医学杂志 2023 年 1 月第 33 卷第 1 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

January
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

1



图 1　 中药对缺血性脑卒中 TJ 的保护机制

Figure
 

1　 Protective
 

mechanism
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

on
 

tight
 

junction
 

in
 

ischemic
 

stroke

化应激水平,上调 Nrf2、 HO-1 和醌氧化还原酶-1
(nadph

 

quinine
 

oxidoreductase
 

1,
 

NQO-1)的表达,以
此来减轻炎症反应与氧化应激对脑组织的损伤[40] 。

冬凌草有消炎止痛、清热解毒、健胃活血的功

效。 冬凌草甲素有效增加缺血性脑卒中后血红素

加氧酶-1(heme
 

oxygenase-1,
 

HO-1)和 Nrf-2 所调控

的抗氧化因子 NQO-1 的表达,降低同侧大脑中的

ROS 水平,促进 Nrf-2 的核转位防止氧化应激诱导

的内皮损伤。 除此之外,冬凌草甲素还可防止外周

炎性细胞浸润并减少 IS 后的神经炎症进而保

护 TJ[41] 。
3. 1. 2　 活血类药

　 　 灯盏花具有活血化瘀,通脉止痛的功效。 灯盏

花素注射液是以灯盏花乙素为主要成分的一种中

药制剂。 灯盏花注射液减少缺血引发的诱导型一

氧化氮合酶( inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase,
 

iNOS)
的合成,抑制 MMP-9 的活化;3,5-二咖啡酰奎宁酸

(灯盏花的化学成分之一)通过减少 iNOS 的活化和

自由基的生成两种途径抑制 MMP-9 的表达和活化,
从而减少 claudin-5 的降解。 由此得出,灯盏花素减

轻脑缺血损伤的分子机制主要是通过 ROS / RNS-
MMPs-TJ 信号通路保护血管内皮细胞间的 TJ
实现[42-43] 。

丹参有活血化瘀、通经止痛的功效,其提取物

隐丹参酮通过抑制 MMP-9 上调 ZO-1、claudin-5 和

occludin 的表达,从而改善 OGD / R 诱导的 TEER 值

的降低和内皮通透性的增加[44] 。
南蛇藤属有祛风除湿活血止痛、利尿解毒的功

效。 Luo 等[45]以 OGD 诱导脑内皮细胞发生缺氧性
损伤,发现南蛇藤素通过激活 MAPK 信号通路以浓

度依赖性的方式恢复缺氧诱导的 TEER 损失,并上

调内皮细胞中 occludin、claudin-5 和 ZO-1 的表达。
三七有活血祛瘀、通脉活络的功效。 Liu 等[46]

发现体外实验中, 三七皂苷 R1 激活质膜微囊

caveolin-1 / MMP2 / 9 通路,恢复质膜中 ZO-1、claudin-
5 的表达,并介导 occludin 和 caveolin-1 的重分布。
此外,研究证实 PI3K / Akt / Nrf2 信号通路在三七皂

苷抑制 ROS 生成和 TJ 降解,保护脑微血管内皮细

胞免 受 OGD / R 诱 导 的 BBB 破 坏 中 发 挥 重 要

作用[47] 。
藏红花有活血化瘀、凉血解毒、解郁安神的功

效。 在脑缺血动物模型中,藏红花素预处理可以显

著改善缺血所致的脑损伤,阻断 MMP-2 和 MMP-9
对 TJ 的破坏[48] 。 同时,藏红花素还可以抑制氧化
应激和炎症级联反应[49] ,而这两者与 TJ 的损伤密

不可分。
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当归有补血和血,调经止痛,润燥滑肠的功效。
当归根部( Angelica

 

gigantis
 

radix,
 

AGR) 通过激活

PI3K / Akt 通路显著增加 Ang-1、VEGF、酪氨酸蛋白

激酶受体-2( Tie-2)、ZO-1 和 occludin 的表达,降低

了缺血诱导的 BBB
 

通透性和神经元死亡[50] 。
益母草有活血祛瘀、利尿消肿的功效。 益母草

碱是益母草的提取物,研究证实,通过调节组蛋白

去乙酰化酶-( histone
 

acetylation,
 

HDAC-) 4 / NOX4 /
MMP-9-TJ 信号通路,上调 claudin-5、occludin 和 ZO-
1 改善神经功能缺损[51] 。
3. 1. 3　 补肾类药

　 　 淫羊藿具有补肾阳、强筋骨、祛风湿的功效。
淫羊藿次苷Ⅱ( icarisideⅡ,

 

ICS-Ⅱ) 作为主要提取

物之一,可以提高卒中后大鼠神经元存活率,维持

海马、皮质、纹状体神经元的结构完整。 分子对接

结果显示 ICS-Ⅱ可以直接结合 MMP-2、MMP-9,调
控皮质和纹状体中 MMP-2、MMP-9 与基质蛋白酶抑

制 剂 1 ( tissue
 

inhibitors
 

of
 

metalloproteinases,
 

TIMP1)的平衡并抑制半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3
(caspase-3)依赖的凋亡途径,显著增加 claudin-5、
occludin、ZO-1 蛋白表达[52] 。

地黄有滋肾阴、补肾阳和化痰开窍的功效。 将

地黄中提取的梓醇与 LPS、脑微血管内皮细胞(brain
 

microvascular
 

endothelial
 

cells,
 

BMECs)共培养 24
 

h
后,梓醇显著逆转了 LPS 造成的 BMECs 核固缩、细
胞轮廓模糊、 肌动蛋白带锯齿状断裂、 ZO-1 和

claudin-5 表达大幅减少的现象;增加了内皮细胞数

目,恢复了细胞骨架形态,并重构细胞间的 TJ。 该

实验进一步发现梓醇拮抗 LPS 保护 TJ 蛋白的过程

与其阻断
 

RhoA / ROCK2
 

信号通路的作用密不

可分[53] 。
虫草有益肾壮阳、止血化痰、补肺平喘的功效。

虫 草 素 抑 制 IL-1β、 iNOS、 髓 过 氧 化 物 酶

(myeloperoxidase,
 

MPO)和 MMP-9 的表达,降低创

伤性脑损伤后 NOX1 的表达和活性,保护紧密连接

蛋白 ZO-1 和 occludin 的丢失[54] 。
肉苁蓉有补肾壮阳的功效。 研究者发现肉苁

蓉总苷通过上调细胞核中 Nrf-2 的水平并下调其负

调节因子 Keap1,增加 SOD 和 GSH-Px 活性,降低

MDA 含量, 减轻氧化应激损伤, 进而显著上调

claudin-5、occludin 和 ZO-1 的表达维持 BBB 的完

整性[55] 。

3. 1. 4　 升阳类药

　 　 黄芪具有补气升阳、固表止汗、脱毒排脓、利水

消肿的功效。 黄芪甲苷可以激活
 

Nrf2
 

信号通路减

轻 LPS
 

对 ZO-1、occludin 和 claudin-5 的破坏,同时

抑制炎症反应并阻止单核细胞的粘附,从而保护

BBB 的物理屏障[56] 。 有研究发现,黄芪甲苷还参与

调节 MMP-9 进而介导炎性小体 NLRP3 / caspase-1
信号通路减轻缺氧缺血诱导新生大鼠的脑损伤[57] 。
因此可以合理的猜想黄芪甲苷对 TJ 的保护作用可

能与其对 MMP-9 的调控存在时空交叉作用。
人参有强身益智、安神明目、

 

延年益寿的功效。
人参皂苷 Rb1(GS-Rb1)是 30 多种人参皂苷中含量

最为丰富的一类。 研究人员对 MCAO 模型小鼠腹

膜内注射 GS-Rb1 后发现 GS-Rb1 可以有效抑制脑

组织因缺血诱发的炎症和氧化反应。 其不仅使促

炎因子 IL-1β、MMP-9 表达下降、抗炎标志物 IL-10
表达增多;还抑制了 NOX 活性减轻了氧化损伤,起
到保护同侧皮质中 occludin 和 ZO-1 的作用[58] 。
3. 2　 中药复方

　 　 大量基础研究表明,中药复方可以多方位多靶

点地抑制炎症反应与氧化 / 亚硝化应激进而修复缺

血性脑卒中后 TJ 的损伤,保护血脑屏障,减轻神经

功能障碍(见表 2)。
通心络胶囊由 12 种中药成分组成,有通络止

痛、益气活血的功效。 星形胶质细胞分泌的血浆音

猬因子(shh)与其受体 Patched 和 Smoothened(Smo)
蛋白共同构成 shh 通路。 在缺血条件下 shh 诱导

Ang-1 的产生,修复脑微血管内皮细胞之间受损的

TJ,起到保护大鼠缺血性脑卒中后 BBB 屏障进而减

轻脑水肿的作用[59-60] 。 通心络胶囊可以激活 shh
通路,增加大脑内皮中 TJ 的表达。 在环巴胺( Smo
及其下游信号分子的阻断剂)与通心络胶囊联合给

药时,通心络胶囊对 TJ 的上调作用消失[61] 。 此外,
通心络胶囊还可以下调低密度脂蛋白受体相关蛋

白- 1 ( LDL-receptor
 

related
 

protein
 

1,
 

LRP-1) 的水

平,继而增加 occludin、claudin-5 和 ZO-1 的表达,并
减少梗死区 BBB 的渗漏[62] 。

黄芪赤风汤由黄芪、赤芍、防风 3 味中药配制而

成,
 

有行气活血、祛风通络的功效。 黄芪赤风汤可

以降低 MCAO 大鼠脑组织中 IL-1β 含量,抑制炎症

反应进程, 下 调 MMP-9 表 达 水 平, 提 高 ZO-1、
claudin-5 蛋白的表达,改善脑缺血状态[63] 。
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表 1　 中药单体及其提取物对缺血性脑卒中 TJ 调控的效应
Table

 

1　 The
 

effects
 

of
 

Chinese
 

medicine
 

monomers
 

and
 

their
 

extracts
 

on
 

tight
 

junction
 

regulation
 

of
 

ischemic
 

stroke.
中药单体

Chinese
 

medicine
 

monomer

提取物
Active

 

ingredient
功效

Efficiency
效应分子

Effector
 

molecule

胡桃楸[39]

Juglans
 

mandshurica
胡桃苷
Juglanin

清热解毒、止痢明目
Clearing

 

away
 

heat
 

and
 

detoxifying,
 

stopping
 

dysentery
VEGF、VEGFR2、occludin、ZO-1

黄芩[40]

Baikal
 

skullcap
 

root
黄芩苷
Baicalin

泻火解毒、止血安胎
Purging

 

fire,
 

detoxifying,
 

hemostasis
 

and
 

fetal
 

arrest
LPS、 IL-1β、 TNF-α、 Nrf2、 HO-1、

 

NQO-1、claudin-5、ZO-1

冬凌草[41]

Blushred
 

rabdosia
 

leaf
冬凌草甲素
Oridonin

消炎止痛、清热解毒、健胃活血
Anti-inflammatory,

 

analgesic,
 

clearing
 

away
 

heatand
 

detoxicating,
 

and
 

invigorating
 

stomach
 

and
 

promoting
 

blood
 

circulation

HO-1、 Nrf-2、 NQO-1、 ROS、 ZO-1、
occludin

 

、claudin-5
 

灯盏花[42-43]

Denzhan
 

flower
灯盏花乙素
Erigeron

 

breviscapus
活血祛瘀、通脉活络
Promoting

 

blood
 

circulation
 

to
 

remove
 

blood
 

stasis
 

and
 

activating
 

collaterals
iNOS、RNS

 

、MMP-9、claudin-5

丹参[44]

Root
 

of
 

red
 

rooted
 

salvia
隐丹参酮
Cryptotanshinone

活血化瘀、通经止痛
Promoting

 

blood
 

circulation
 

to
 

remove
 

blood
 

stasis
 

and
 

relieving
 

pain
 

through
 

meridians
MMP-9、ZO-1、claudin-5、occludin

南蛇 藤 属 及 雷 公 藤 属
植物[45]

Celastrus
 

and
 

Tripterygium
 

plants

南蛇藤素
Plant-derived

 

triterpene
 

celastrol

活血止痛、祛风除湿、利尿解毒
Activating

 

blood
 

and
 

relieving
 

pain,
 

expelling
 

wind
 

and
 

dampness,
 

diuretic
 

and
 

detoxification
MAPK、occludin、claudin-5、ZO-1

三七[46-47]

Panax
 

Notoginseng
三七皂苷 R1
Notoginse-noside

 

R1
散瘀止血、消肿定痛
Dispelling

 

blood
 

stasis,
 

relieving
 

swelling
 

and
 

pain

caveolin1、 MMP-2、 MMP-9、 ZO-1、
claudin-5、 occludin、 PI3K、 Akt、
Nrf2、ROS

藏红花[48-49]

Saffron
藏红花素
Crocin

活血化瘀、凉血解毒、解郁安神
Promoting

 

blood
 

circulation
 

and
 

removing
 

blood
 

stasis,
 

cooling
 

blood
 

and
 

detoxification,
 

relieving
 

depression
 

and
 

tranquilizing mind

MMP-2、MMP-9、ZO-1、
claudin-5、occludin

当归[50]

Chinese
 

angelica
 

root

当归根部
Angelica

 

gigantis
 

radix

补血和血、调经止痛、润燥滑肠
Replenishing

 

blood
 

and
 

blood,
 

regulating
 

menstruation
 

and
 

relieving
 

pain,
 

moistening
 

intestines

PI3K、 Akt、 Ang-1、 VEGF、 Tie-2、
ZO-1、occludin

益母草[51]

Leonurus
 

heterophyllus
 

sweet

益母草碱
Leonurine

活血祛瘀、利尿消肿
Promoting

 

blood
 

circulation
 

and
 

removing
 

blood
 

stasis,
 

diuresis
 

and
 

swelling
HDAC-4、 NOX4、 MMP-9、 claudin-
5、occludin、ZO-1

淫羊藿[52]

Shorthorned
 

epimedium
 

herb

淫羊藿次苷Ⅱ
Icariside

 

Ⅱ
补肾阳、强筋骨、祛风湿
Tonifying

 

kidney
 

yang,
 

strengthening
 

tendons
 

and
 

bones,
 

dispelling
 

wind
 

and
 

dampness
MMP-2、MMP-9、caspase-3
claudin-5、occludin、ZO-1

地黄[53]

Rehmannia
梓醇
Catalpol

滋肾阴、补肾阳、化痰开窍
Nourishing

 

kidney
 

yin,
 

invigorating
 

kidney
 

yang,
 

resolving
 

phlegm
LPS、 RhoA、 ROCK2、 ZO-1、
claudin-5

冬虫夏草[54]

Cordyceps
 

sinensis
虫草素
Cordycepin

益肾壮阳、止血化痰、补肺平喘
Nourishing

 

the
 

kidney
 

and
 

strengthens
 

yang,
 

stopping
 

bleeding
 

and
 

resolving
 

phlegm,
 

invigorating
 

the
 

lung
 

and
 

relieves
 

asthma

IL-1β、 iNOS、 MPO、
 

MMP-9、
NOX1、ZO-1、occludin

肉苁蓉[55]

Cistanche

肉苁蓉总苷
Total

 

glycosides
 

of
 

Cistanche
 

deserticola
补肾壮阳
Invigorating

 

kidney
 

and
 

strengthening
 

yang
Nrf-2、Keap1、SOD、GSH-Px、MDA、
claudin-5、occludin、ZO-1

黄芪[56-57]

Astragalus
 

membranaceus
黄芪甲苷
Astragaloside

 

补气升阳、固表止汗、脱毒排脓、利水消肿
Nourishing

 

qi
 

and
 

raising
 

yang,
 

strengthening
 

the
 

surface
 

and
 

stoping
 

sweating,
 

detoxifing
 

and
 

removing
 

pus,
 

inducing
 

diuresis
 

to
 

alleviate
 

edema
 

Nrf2、 LPS、 MMP-9、 NLRP3、
caspase-1、 ZO-1、 occludin、
claudin-5

人参[58]

Ginseng
人参皂苷 Rb1
Ginsenoside

 

Rb1

强身益智、
 

安神明目、
 

止惊悸、延年益寿
Strengthening

 

the
 

body
 

and mind,
 

soothing
 

the mind
 

and
 

eyesight,
 

stopping
 

panic,
 

prolonging
 

life

IL-1β、 MMP-9、 IL-10、 NOX、
occludin、ZO-1
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　 　 参桂三生散,由人参、当归和肉桂组成,通过抑

制 MMP-2、MMP-9 的表达以及 TJ 和钙粘蛋白( VE-
Cadherin)的降解,增强内皮间连接复合物的稳定

性。 该 过 程 伴 随 着 血 管 活 性 肠 肽 ( vasoactive
 

intestinal
 

peptide,
 

VIP) 与其受体含量的增加,使用

血管活性肠肽拮抗剂加剧了 BMECs 的细胞旁屏障

损伤证实,参桂三生散保护 TJ 减轻脑缺血损伤除了

作用于 MMPs 外,还与血管活性肠肽密切相关[64] 。
七十味珍珠丸,含有 70 多种药材,是治疗脑血

管疾病常用的藏药方剂。 七十味珍珠丸可激活脑

缺血再灌注模型大鼠 p38 / MAPK 信号通路下调其

脑组织中 TNF-α、IL-1β 和 MMP-9 水平,稳定 TJ 的

成分[65-66] 。

参附汤是益气温阳固脱的代表方剂。 张伟[67]

发现, 参附汤通过 上 调 脂 肪 酸 氧 化 ( fatty
 

acid
 

oxidation,
 

FAO) 的限速酶肉碱棕榈酰转移酶 1A
(carnitine

 

palmitoyl
 

transferase
 

1A,
 

CPT1A) 的水平

保护缺血再灌注损伤大鼠的 TJ,且其作用优于人参

和附子单味中药单独引发的保护效应。 然而脂肪

酸氧化与 TJ 的相互作用机制仍需进一步阐明。
麝香黄芪复方滴丸是在补阳还五汤的基础上

添加麝香、冰片配置而成。 张运克等[68] 发现麝香黄

芪复 方 滴 丸 上 调 MCAO 大 鼠 大 脑 中 occludin、
claudin-5、ZO-1 的表达进而修复 BBB 损伤,实现保

护脑组织、降低脑水肿的作用。

表 2　 中药复方对缺血性脑卒中紧密连接调控的效应
Table

 

2　 Effect
 

of
 

Chinese
 

herbal
 

compound
 

on
 

tight
 

junction
 

regulation
 

of
 

ischemic
 

stroke
中药复方

Chinese
 

herbal
 

compound

成分
Component

功效
Efficiency

效应分子
Effector

 

molecule

通心络胶囊[61-62]

Tongxinluo
 

capsule

人参,水蛭,全蝎,赤芍,蝉蜕,土鳖虫,蜈
蚣,檀香,降香,乳香(制),酸枣仁(炒),
冰片
Ginseng,

 

leech,
 

whole
 

scorpion,
 

Paeonjae
 

radix
 

rubra,
 

cicada
 

slough,
 

soil
 

soft-
shelled

 

turtle,
 

centipede,
 

sandalwood,
 

Dalbergia
 

odorifera,
 

frankincense
 

(prepared),
 

jujube
 

seed
 

(fried),
 

borneol

通络止痛,益气活血
Dredging

 

collaterals,
 

relieving
 

pain,
 

replenishing
 

qi
 

and
 

promoting
 

blood
 

circulation

shh、Patched、
 

Smo、
Ang-1、 LRP-1、 occludin、
claudin-5、

 

ZO-1

黄芪赤风汤[63]

Huangqi
 

Chifengtang

黄芪、赤芍、防风
Astragalus

 

membranaceus,
 

Paeoniae
 

radix
 

rubra,
 

saposhnikoviae
 

radixin
 

行气活血、祛风通络
Activating

 

qi
 

and
 

promoting
 

blood
 

circulation,
 

expelling
 

wind
 

and
 

dredging
 

collaterals

IL-1β、 MMP-9、 ZO-1、
claudin-5

参桂三生散[64]

Shengui
 

Sansheng
 

Pulvis
人参、当归、肉桂
Ginseng,

 

Angelica,
 

Cinnamon

强身益智、补血和血、补火助
阳
Strengthening

 

the
 

body
 

and mind,
 

nourishing
 

blood
 

and
 

blood,
 

nourishing
 

fire
 

and
 

helping
 

yang

MMP-2、MMP-9、claudin-5、
ZO-1、 occludin、 VE-
Cadherin

 

VIP

七十味珍珠丸[65-66]

Tibetan
 

Medicine
 

Qishiwei
 

Zhenzhu
 

Pills

珍珠、檀香、降香、甘草、天竺黄、西红花、
体外培育牛黄、人工麝香、珊瑚、玛瑙、九
眼石、坐台等 70 味
70

 

flavors
 

such
 

as
 

pearl,
 

sandalwood,
 

Dalbergia
 

odorifera,
 

licorice,
 

Tianzhu
 

yellow,
 

saffron,
 

bezoar
 

cultivated
 

in
 

vitro,
 

artificial
 

musk,
 

coral,
 

agate,
 

nine-eye
 

stone,
 

sitting
 

table,
 

etc

通经活络、调和气血、镇静安
神、醒神开窍
Unblocking

 

meridians,
 

reconcilling
 

qi
 

and
 

blood,
 

calming
 

the mind,
 

refreshing
 

the mind

p38、MAPK、TNF-α、IL-1β、
MMP-9、claudin-5、occludin

参附汤[67]

Red
 

Ginseng
 

Aconite
 

Soup

红参、附子
Red

 

ginseng,
 

aconite

益气、温阳、固脱
Nourishing

 

Qi,
  

warming
 

yang,
strengthening

 

the
 

surface
 

and
 

stopping
 

perspiration

CPT1A
 

occludin、claudin-5、
ZO-1

麝香黄芪复方滴丸[68]

Shexiang
 

Huangqi
 

Dropping
 

Pill

黄芪、当归尾、赤芍、地龙、川芎、红花、桃
仁、麝香、冰片
Astragalus

 

mernbranaceus,
 

Angelica
 

tail,
 

Paoniae
 

rodix
 

rubra,
 

Dilong,
 

Chuanxiong,
 

safflower,
 

peach
 

kernel,
 

musk,
 

borneol

开窍祛浊、益气活血
Removing

 

turbidity,
 

nourishing
 

Qi
 

and
 

activating
 

blood

occludin、claudin-5、ZO-1
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4　 小结与展望

　 　 随着研究的深入,学者们逐渐证实 TJ 可作为中

药治疗 IS 的效应靶点。 本文经分类总结后发现,中
药单体常选用清热类、活血类、补肾类、升阳类药

物,其作用机制与抑制 IS 后炎症与氧化亚硝化反

应、抑制 MMPs 的激活、上调抗氧化因子的表达等有

关,对紧密连接蛋白 claudin、occludin、ZO 起到一定

的保护作用。 同时经归纳分析得出,对 IS 后上述

3 个蛋白起作用的中药复方大多具有通络止痛、益
气活血、醒神开窍的功效。

中药疗法作为一种有效的保护血脑屏障 TJ 的

防治手段,被广泛应用于基础研究,但是对其作用

机制梳理过程中也发现很多不足之处:大部分研究

仅观察了中药对脑内皮细胞间 TJ 蛋白表达的改变,
其产生影响的复杂机制仍需深入探讨;其次,多数

实验采用基因与人类同源性较高的鼠类作为研究

IS 与血脑屏障相互影响的对象[69] ,仍缺乏临床试验

研究,未来还需建立中医症候群模型实验与临床试

验研究,以更进一步的揭示中药治脑病的科学作

用。 因此,在现有的研究基础上,明确中药调控 IS
后 TJ 的具体保护机制,进一步筛选和研发改善 IS
后神经功能损伤的药物至关重要。
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岩藻糖基化与肿瘤多药耐药

冯　 博1,刘姿宇1,李　 月1,刘立琨2,岳丽玲2∗

(1.齐齐哈尔医学院药学院,黑龙江
 

齐齐哈尔　 161006;2.齐齐哈尔医学院医药科学研究院,黑龙江
 

齐齐哈尔　 161006)

　 　 【摘要】 　
 

岩藻糖基化是最常见的糖基化修饰之一,与癌症的发生发展及预后密切相关。 有研究报道,岩藻

糖基转移酶的变化与肿瘤多药耐药具有一定的相关性,肿瘤细胞多药耐药是影响临床化疗效果的最重要因素之

一,常常导致治疗效果不佳、患者预后不良等。 本文重点介绍了岩藻糖基转移酶家族成员及其催化的岩藻糖基化

修饰与肿瘤多药耐药的相关性,简述了岩藻糖基化抑制剂对肿瘤的治疗作用,提出岩藻糖类似物作为岩藻糖基化

抑制剂有可能成为逆转肿瘤多药耐药的潜在药物,为将岩藻糖基化修饰作为临床肿瘤耐药逆转和增敏的药物靶点

提供依据。
【关键词】 　 岩藻糖基化;岩藻糖基化抑制剂;多药耐药;恶性肿瘤
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　 　 【Abstract】 　
 

Fucosylation
 

is
 

one
 

of
 

the
 

most
 

common
 

glycosylation
 

modifications
 

that
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

occurrence,
 

development,
 

and
 

prognosis
 

of
 

cancer.
 

A
 

change
 

in
 

fucosyltransferase
 

correlations
 

with
 

tumor
 

multidrug
 

resistance
 

has
 

been
 

reported.
 

Multidrug
 

resistance
 

of
 

tumor
 

cells
 

is
 

a
 

major
 

factor
 

affecting
 

chemotherapy
 

efficacy,
 

which
 

often
 

leads
 

to
 

a
 

poor
 

therapeutic
 

effect
 

and
 

prognosis.
 

This
 

review
 

focuses
 

on
 

the
 

relationship
 

between
 

fucosyltransferase
 

family
 

members
 

and
 

their
 

catalytic
 

fucosylation
 

modification
 

and
 

tumor
 

multidrug
 

resistance,
 

briefly
 

summarizes
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

fucosylation
 

inhibitors
 

on
 

tumors,
 

and
 

describes
 

fucosylation
 

analogues
 

as
 

fucosylation
 

inhibitors
 

that
 

may
 

be
 

potential
 

drugs
 

to
 

reverse
 

tumor
 

multidrug
 

resistance.
 

This
 

article
 

provides
 

a
 

basis
 

for
 

fucosylation
 

modification
 

as
 

a
 

drug
 

target
 

to
 

reverse
 

and
 

sensitize
 

tumor
 

drug
 

resistance.
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fucosylation
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tumor
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　 　 糖基化是在酶的控制下,蛋白质或脂质附加糖

类的过程,起始于内质网,结束于高尔基体。 糖基

化的异常改变能够促使肿瘤相关糖蛋白通过主动

分泌释放入血,可作为一类非常理想的血清肿瘤生

物标记物[1] 。 蛋白质糖基化作为细胞内一种常见

的翻译后修饰[2] ,对多种蛋白质的结构和功能产生

影响。 最近的研究表明,蛋白质糖基化的异常改变

与多种肿瘤的多药耐药(multidrug
 

resistance,MDR)
表型密切相关[2] 。

岩藻糖基化是蛋白质糖基化作用的一种重要



形式,与肿瘤的恶性进展密切相关[3] 。 同时,有研

究 表 明 参 与 糖 基 化 的 酶 即 糖 基 转 移 酶

(glycosyltransferase,
 

GTs)在正常细胞和肿瘤细胞之

间存在差异表达。 一般情况下,肿瘤细胞中唾液酸

转移酶和岩藻糖基转移酶的活力升高,而半乳糖基

转移酶和乙酰氨基葡萄糖基转移酶的活力降低。
使用化学药物治疗是肿瘤综合治疗过程中的一种

重要手段,但肿瘤细胞在化学药物的作用下极易产

生多药耐药导致化疗失败。 本文重点就岩藻糖基

化修饰在肿瘤多药耐药中的作用进行综述与分析,
以期对指导临床化疗与研究提供参考。

1　 岩藻糖基化与岩藻糖基转移酶家族

　 　 岩藻糖( fucose,
 

Fuc)是细胞内的一种单糖,岩
藻糖基化( fucosylation)是糖基化的一种表现形式,
是在酶的控制下蛋白质或脂质附加上 Fuc 的过程。
在结构上,聚糖中的岩藻糖分为三类:核心岩藻糖、
Lewis 表位和 O -岩藻糖( O-FUT)。 核心岩藻糖以

N-聚糖核心形式存在;Lewis 表位在 N-、O-聚糖或糖

脂的非还原性末端表达;O-FUT 是通过将岩藻糖直

接添加到多肽链中合成的。 这些岩藻糖基化聚糖

对于维持免疫和发育在内的多种细胞正常功能至

关重要。 此外,岩藻糖基化聚糖的异常表达或缺陷

与疾病的发生发展密切相关,如慢阻肺、肿瘤和先

天性糖基化障碍[4-5] 。
鸟苷二磷酸岩藻糖(GDP-L-fucose)是岩藻糖基

化过程中的唯一底物,合成方法包括从头合成和补

救合成。 从头合成是岩藻糖合成中最重要的方法。
D-葡萄糖是从头合成路线的底物,L-葡萄糖是补救

合成路线的底物,两个途径经过一系列反应后都会

生成 GDP-L-fucose,进入高尔基体内,在酶的催化下

最终完成整个岩藻糖基化过程。 在此过程中,涉及

到几个限速酶: 将鸟苷二磷酸甘露糖 ( GDP-D-
mannose)转化为 GDP-L-fucose 的 GDP-L-岩藻糖合

酶 ( Tissue
 

specific
 

transplantation
 

antigen
 

P35B,
 

TSTA3,FX)以及在高尔基体中反应的限速酶—岩

藻糖 基 转 移 酶 ( Fucosyltransferase, FUTs )。 而 在

FUTs 家族中,包括四个子家族,即 α-1、2 链接对应

的 FUT1 和 FUT2,α-1,3、α-1,4 链接对应的 FUT3、
FUT4、FUT5、 FUT6、 FUT7、 FUT9、 FUT10 和 FUT11,
α-1,6 键对应 FUT8 和蛋白质 O-FUT(包括 POFUT1
和 POFUT2 两种亚型),其中 FUT8 是 FUTs 家族中

唯一催化核心岩藻糖基化的酶[6] 。

由 FUTs 家族催化的岩藻糖基化是糖蛋白重要

的功能调控方式,直接影响细胞一系列生物学特

性,研究表明,岩藻糖基化的异常改变通常与 FUTs
家族关系密切,且与肿瘤进展相关。 FUT4 过表达可

促进恶性肿瘤细胞的增值,而 FUT7 过表达可促进

肝癌细胞生长,增强肝癌细胞凋亡敏感性[7] ;FUT3
和 FUT6 表达降低抑制结肠癌细胞增殖[8] ;FUT4 高

表达促进肺癌侵袭、迁移、上皮-间质转化和细胞粘

附,与肺腺癌患者的总体存活率低相关[9] ;FUT7 具

有高底物专一性,其通过合成唾液酸化的路易斯寡

糖-X 抗原(sialyl
 

Lewis-X,sLeX)而促进肿瘤细胞增

殖、上皮 - 间质转化以及细胞迁移和侵袭[10-11] 。
FUT6 和 FUT8 在肝癌细胞中高表达,与肿瘤的恶性

进展呈正相关[12] 。 在肺癌、乳腺癌等多种肿瘤中,
FUT8 基因以及核心岩藻糖修饰水平都有着明显的

升高[13] ,并且在肝癌和肺癌患者血清中可以检测到

显著增加的核心岩藻糖修饰,表明核心岩藻糖基化

可能为肿瘤的早期检测提供新的循环生物标

志物[14-15] 。

2　 岩藻糖基化与多药耐药

　 　 众所周知,在恶性肿瘤细胞接触一种抗癌药

后,继而对两种甚至更多的结构不同、作用机制各

异的其他抗癌药产生耐药现象,这种现象被称为多

药耐药( MDR),而对于多数癌症的治疗来说 MDR
仍然是一大难关,已经成为癌症化疗失败的重要原

因。 越来越多的研究支持蛋白质糖基化在肿瘤耐

药中发挥重要作用[16] 。
2. 1　 肺癌

　 　 吉非替尼(Gefitinib)是一种常用的肺癌化疗药

物,它是一种表皮生长因子受体 - 酪氨酸激酶

( epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

tyrosine
 

kinase,
 

EGFR-TK)抑制剂,是非小细胞肺癌( non
 

small
 

cell
 

lung
 

cancer,
 

NSCLC)的一线治疗药物[17] ,这种药物

的初始效果是比较让人满意的,但是在治疗后 1 ~ 2
年内会显现出耐药性,导致最终治疗效果不佳和预

后不良[18] 。 值得注意的是,在酪氨酸激酶抑制剂耐

药的肺癌细胞中,表皮生长因子受体( EGFR) 的核

心岩藻糖基化增加了 EGF 介导的细胞生长和对吉

非替尼的敏感性[19] ,表明 EGFR 岩藻糖基化状态可

能是决定吉非替尼敏感性的一个重要因素。 P-糖蛋

白( P-glycoprotein,P-gp)是经典的肿瘤耐药相关分

子,研究表明,糖基化修饰可通过稳定 P-gp 蛋白功
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能活性构象、增加细胞膜定位等机制,增强 P-gp 蛋

白外 排 能 力, 最 终 导 致 肿 瘤 细 胞 耐 药 性 的 产

生[20-21] 。 Ding 等[22] 证实在紫杉醇耐药肺癌 A549 /
T 细胞中 FUT4 和 P-gp 的表达远高于亲本 A549 细

胞,是与耐药性相关的潜在治疗靶点,而倍半萜内

酯可通过抑制肺癌细胞肺腺癌转移相关转录物 1
( metastasis-associated

 

lung
 

adenocarcinoma
 

tran
 

1,
 

MALAT1) / 信号转导和转录激活因子 3 ( signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3,
 

STAT3) /
FUT4 轴和 P-gp 转运体克服紫杉醇耐药性。
2. 2　 乳腺癌

　 　 在乳腺癌的治疗中,化疗耐药仍然是临床治疗

中的重要阻碍,如曲妥珠单抗( Trastuzumab)是乳腺

癌治疗中的常用药物,这种药物主要用于治疗人表

皮生长因子受体 2( epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

2,
 

erbB-2,
 

HER2)阳性表型的乳腺癌,可以降低手

术患者的死亡风险,但是,多数患者会在治疗一年

之内表现出耐药性[23] 。 有报道称一些乳腺癌不良

预后的预测标志物在乳腺癌中的表达过度增加,这
些标志物的表达升高可能与细胞的多药耐药性相

关[24] 。 还有报道称 FUT4 调节的岩藻糖基化可促

进乳腺癌细胞的多药耐药[25] 。 对乳腺癌 T47D 和

T47D / ADR 细胞的岩藻糖基转移酶基因表达谱分析

表明,FUT4 在阿霉素耐药细胞 T47D / ADR 中表达

显著升高,并在体内外影响乳腺癌的耐药表型,其
机制可能是 miR-224-3p 通过靶向 FUT4 介导了乳腺

癌细胞的多药耐药。 同时,FUT4 的过表达也显著增

强了 T47D 细胞对长春新碱、阿霉素和紫杉醇的耐

药性[25] 。
2. 3　 肝癌

　 　 肝癌的一线治疗药物索拉菲尼( Sorafenib),这
是一种多靶点的激酶抑制剂,但是患者常在 6 个月

内就产生获得性耐药性(区别于天然耐药,获得性

耐药是指对药物治疗有初始反应,但在接受治疗

后,肿瘤产生了耐药性,这可能与肿瘤微环境的改

变有关),因而降低了药物的疗效[26-27] ;另一种治疗

肝癌的药物多西紫杉醇,这种药物可以抑制肿瘤细

胞的有丝分裂,有研究表明,FUT 家族通过磷脂酰

肌醇- 3 -激酶 / 蛋白激酶 B ( Phosphatidylinositol-3-
kinase / protein

 

kinase
 

B,
 

PI3K / Akt)信号通路介导人

肝癌多药耐药,调节肝癌细胞对多西紫杉醇的敏感

性;还有一种抗肿瘤的常见药物 5 -氟尿嘧啶( 5-
Fluorouracil,

 

5-FU),这种药物是通过抑制 DNA 合

成发挥作用,但是对于 5-FU 而言,耐药性也是临床

上亟待解决的问题,研究发现,FUT4、FUT6 和 FUT8
的过度表达是肝癌 BEL7402 细胞和 5-FU 耐药

BEL / FU 细胞体外和体内耐药表型改变的原因,
FUTs 所介导的多药耐药是通过激活 PI3k / Akt 通路

和 多 药 耐 药 相 关 蛋 白 1 ( multidrug
 

resistance
 

associated
 

protein
 

1,
 

MRP1)的表达增加肝癌细胞对

5-FU 的耐药性[28] 。
2. 4　 卵巢癌

　 　 在卵巢癌的治疗中,顺铂( cisplatin,
 

cDDP) 是

一线常用的药物,这种药物会对 RNA、蛋白质、DNA
都有不同程度的作用,会导致 DNA 损伤和细胞骨架

结构的改变[29] 。 在使用铂类药物的治疗过程中,大
多数患者效果良好,但是复发率高且复发后耐药性

会大幅度提升[30] 。 有研究表明高核心岩藻糖基化

抑制了铜转运蛋白 1(copper
 

transporter
 

1,
 

CTRl)与

cDDP 之间的相互作用,从而影响了 cDDP 的摄取,
导致 cDDP 耐药性的产生[31] ,而在耐 cDDP 卵巢癌

患者血清中的 CTR1 核心岩藻糖基化水平显著增

加,这对 cDDP 耐药患者的判断具有指导意义。 晚

期卵巢癌的治疗以紫杉醇联合铂类化合物为主[32] ,
而癌细胞对于紫杉醇的耐药性也在近年来受到了

广泛的关注,其中 FUTs 也可能通过抑制半胱氨酸

蛋白酶(caspase)家族的激活来增强卵巢癌细胞的

紫杉醇耐药性。 此外,FUT1 和 FUT2 的过度表达促

进了 人 卵 巢 癌 细 胞 的 增 殖 和 对 5-FU、 卡 铂

(Carboplatin,CBP)等抗癌药物的耐药[33] 。
除上述列举的几种癌症外,其它癌症如前列腺

癌、结肠直肠癌、胃癌、胰腺癌等在治疗过程中产生

的多药耐药也是临床上影响患者生存和预后的重

要阻碍,但其与 FUTs 家族的关系尚不完全明确。

3　 岩藻糖类似物与含岩藻糖的天然药物

3. 1　 岩藻糖类似物

　 　 岩藻糖类似物(fucose
 

analogues)是一类用化学

修饰的方法对岩藻糖进行结构改造后得到的与细

胞内岩藻糖结构相似的产物,这类物质可以用来标

记识别细胞内的岩藻糖基化,更重要的是,现今开

发出的一些岩藻糖类似物可能对细胞内岩藻糖异

常糖基化有抑制作用,达到抗肿瘤增值或侵袭的

目的。
随着对细胞内 Fucosylation 研究的逐渐深入,对

于 Fucose
 

analogues 的研究也逐渐火热。 2016 年,
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Kizuka 等[34]发现 7-炔基-Fuc(7-Alk-Fuc)在细胞中

可以标记岩藻糖且细胞毒性较低;2017 年他们又报

道了 6-Alk-Fuc 可被广泛用作岩藻糖基化检测的探

针,在研究中发现,它还是一种有效地岩藻糖基化

抑制剂(fucosylation
 

inhibitor),可以有效的抑制细胞

内的岩藻糖基化进程,且其效力强于 2-脱氧-2-氟-L-
岩 藻 糖 ( 2-Deoxy-2-fluoro-L-fucose,

 

2-F-Fuc,
 

2FF) [4] 。 这种抑制剂直接作用于 FX 阻止肝癌的侵

袭,说明岩藻糖基化对于癌症的早期诊断和治疗具

有潜在的用途[4] 。
2-F-Fuc 是一种含氟基的岩藻糖基化抑制剂,可

以影响细胞的迁移和侵袭能力。 给小鼠注射 2-F-
Fuc 后,细胞的 Fucosylation 水平降低,肿瘤细胞的

生长受到显著抑制,用高浓度 2-F-Fuc 培养的 CHO
细胞核心岩藻糖基化显著降低[35] 。 研究表明,过乙

酰化的 2-F-Fuc 处理后 TSTA3 表达降低,其原因可

能是通过补救途径从 2-F-Fuc 积累的 GDP-2F-Fuc
通过负反馈回路关闭了 GDP-L-岩藻糖的从头合成,
从而导致核岩藻糖基化结构的减少,并证明岩藻糖

基化抑制剂可通过阻断食管鳞状细胞癌(esophageal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,
 

ESCC)异常岩藻糖基化抑

制肿瘤转移[36] 。 同时,Fucosylation 抑制剂在动物试

验中也显示出效用,如 2-F-Fuc 治疗的小鼠血清含

有更有效地介导肿瘤细胞溶解的非岩藻糖基化抗

体(Non
 

fucosylated
 

antibody)(岩藻糖基化抗体是指

在岩藻糖基化相关酶的催化下在抗体蛋白上加入

岩藻糖,非岩藻糖基化抗体则与之相对),2-F-Fuc
治疗小鼠外周血中产生的肿瘤特异性 I 型 T 细胞可

增强抗肿瘤活性,所以,口服 2-F-Fuc 可以抑制或预

防小鼠的癌症发展,表明在癌症预防或辅助治疗方

面有潜在的用途[37] 。 还有一种 6-三氟代甲基岩藻

糖(6,6,6-3F-Fuc)也可以在一定程度上阻断细胞内

的 Fucosylation[38] 。 6,6,6-3F-Fuc 通过降低细胞中

表达的重组抗体岩藻糖基化程度,抑制 GDP-甘露糖

4,6 脱氢酶(GDP-mannose4,6-dehydrogenase,
 

GMD)
在 Fuc 从头合成中的活性[39] 。
3. 2　 岩藻糖的天然药物

　 　 海参硫酸软骨素 ( sea
 

cucumber
 

chondroitin
 

sulfate,
 

SC-CHS) 是一种海参多糖,研究发现, SC-
CHS 作为一种带有岩藻糖支链的天然酸性黏多糖,
硫酸化程度高,有着不同于其它动物体内硫酸软骨

素的生物活性。 在很早的研究中发现,SC-CHS 具

有抗凝血作用,这种作用依赖于其成分中的岩藻糖

支链和硫酸酯含量较高,这两种成分正是 SC-CHS
发挥作用的关键。

近年来的研究发现,刺参硫酸软骨素也能显著

抑制小鼠乳腺癌细胞的生长,动物实验表明,它能

抑制肿瘤细胞向小鼠肺组织的转移。 研究还表明,
海参硫酸软骨素经化学处理后,体内外对岩藻糖支

链的抑制作用消失,表明岩藻糖支链在海参硫酸软

骨素的生理活性中起着关键作用[40] 。 还有研究表

明,SC-CHS 具有体外抗肿瘤活性、促进细胞凋亡、
抗肿瘤转移以及抑制肿瘤血管新生的作用,而在小

鼠体内实验中也具有抑制肿瘤生长和转移的作

用[41] 。 这些研究为含岩藻糖药物对肿瘤的抑制作

用提供了实验依据,为研究含岩藻糖药物是否可能

通过抑制肿瘤细胞中的岩藻糖基化对肿瘤 MDR 产

生抑制作用开拓了新的思路,为开发新的抗肿瘤生

物因子提供了理论依据。

4　 小结和展望

　 　 总的来说,糖基化作为蛋白翻译后修饰的方式

之一,参与肿瘤细胞对化疗药物的泵出、摄入及吸

收代谢,细胞凋亡、DNA 损伤修复、上皮细胞-间充

质转化(epithelial
 

mesenchymal
 

transformation,
 

EMT)
等多种肿瘤耐药机制[42] 。 尤其是近年来对于 FUTs
家族的关注更加广泛,它们通过多种信号通路及机

制促进肿瘤细胞的 MDR,导致患者治疗效果不佳或

预后不良,为临床治疗增加了难度。
虽然在体外实验中,对岩藻糖基化抑制剂的研

究显示其对肿瘤 MDR 有一定的抑制作用,但仍然

需要更多的体内实验来证明药物的效果和安全性。
含岩藻糖的天然药物和岩藻糖基化抑制剂作为有

潜力的抗肿瘤药物,有望为继续研究蛋白质糖基化

修饰与肿瘤 MDR 的分子机制以及两者之间的关联

提供更好的选择,也可为开发新的肿瘤分子靶点、
肿瘤临床疗效评定、治疗肿瘤 MDR 提供更好的

策略。
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也方便了缺乏超声经验的研究人员更快的操作超声

检测大鼠甲状腺疾病,为进一步研究甲状腺疾病动

物模型的发病机制和药物筛选提供了保障。
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GLAST 与神经系统疾病的研究进展

吴芳杉1,2,马科锋1,崔　 博1,2∗

(1.军事科学院军事医学研究院环境医学与作业医学研究所,天津　 300050;
2.潍坊医学院公共卫生学院,山东

 

潍坊　 261053)

　 　 【摘要】 　 谷氨酸是中枢神经系统主要的兴奋性神经递质。 生理情况下,谷氨酸发挥信号传导等重要功能;病
理情况下,细胞外谷氨酸异常堆积,易造成细胞毒性水肿、神经元变性死亡等一系列兴奋性毒性损伤,导致各种神

经系统疾病,如帕金森病、阿尔茨海默病、癫痫、视网膜损伤和听力损失等。 谷氨酸-天冬氨酸转运蛋白( glutamate-
aspartate

 

transporter,GLAST)作为主要的兴奋性谷氨酸转运蛋白之一,可以维持谷氨酸浓度使其呈最适细胞外水

平,防止谷氨酸在突触间隙堆积产生兴奋性毒性。 本篇综述对 GLAST 在神经系统疾病的研究进展进行了归纳,以
便增加对 GLAST 相关机制的了解。

【关键词】 　 谷氨酸;兴奋性毒性;谷氨酸-天冬氨酸转运蛋白;神经系统疾病
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　 　 【Abstract】 　 Glutamate
 

is
 

the
 

main
 

excitatory
 

neurotransmitter
 

in
 

the
 

central
 

nervous
 

system.
 

Under
 

physiological
 

conditions,
 

glutamate
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

signal
 

transduction.
 

Under
 

pathological
 

conditions,
 

abnormal
 

accumulation
 

of
 

extracellular
 

glutamate
 

can
 

easily
 

cause
 

a
 

series
 

of
 

excitotoxic
 

injuries
 

such
 

as
 

cytoxic
 

edema,
 

degeneration
 

and
 

death
 

of
 

neurons,
 

leading
 

to
 

various
 

nervous
 

system
 

diseases
 

such
 

as
 

Parkinson’ s
 

disease,
 

Alzheimer’ s
 

disease,
 

epilepsy,
 

retinal
 

damage,
 

and
 

hearing
 

loss.
 

Glutamate-aspartate
 

transporter
 

( GLAST)
 

is
 

one
 

of
 

the
 

main
 

excitatory
 

glutamate
 

transporters
 

that
 

maintains
 

the
 

concentration
 

of
 

glutamate
 

at
 

the
 

optimal
 

extracellular
 

level,
 

which
 

prevents
 

glutamate
 

from
 

accumulating
 

in
 

the
 

synaptic
 

space
 

to
 

produce
 

excitotoxicity.
 

This
 

review
 

clarifies
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

GLAST
 

in
 

nervous
 

system
 

diseases
 

to
 

understand
 

GLAST-related
 

mechanisms.
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　 　 谷氨酸是一种神经系统兴奋性神经递质,它可

以启动快速信号转导,参与学习、记忆以及突触可

塑性[1-2] 。 然而若细胞外谷氨酸异常堆积,过度刺

激谷氨酸受体,可导致 Ca2+和 Na+持续内流,细胞内

钙超载,水分增加,进而造成细胞毒性水肿,神经元

变性死亡等[3] 。 这会造成一系列的神经系统疾病,
如:帕金森病、阿尔茨海默病、癫痫等[4] 。 显然,维
持谷氨酸稳态是抵抗谷氨酸兴奋性毒性的有效

途径。
Na+依赖的兴奋性氨基酸转运蛋白( excitatory

 



amino
 

acid
 

transporters,EAAT)是细胞外谷氨酸转运

的重要蛋白,起到谷氨酸再摄取的作用,维持细胞

外间隙谷氨酸水平的稳定。 目前,EAAT 已被克隆

出 Na+ 依赖的 5 种亚型:EAAT1 ( GLAST)、 EAAT2
(glutamate

 

transporter-1,GLT-1)
 

、EAAT3( excitatory
 

amino
 

acid
 

carrier,EAAC1)、EAAT4 和 EAAT5[5-6] 。
在中枢神经系统中 GLAST 和 GLT-1 主要在星形胶

质细胞中表达,EAAC1、EAAT4 和 EAAT5 主要在神

经元中表达[7] 。 在神经系统中,一些谷氨酸转运蛋

白的定位与表达在不同脑区可能是不同的,调控谷

氨酸传递的作用也是不同的[8] 。 其中,星形胶质细

胞通过 GLT-1 和 GLAST 摄取突触间隙中高达 80%
的谷氨酸[3] 。 生理情况下,GLAST 再摄取谷氨酸的

能力略次于 GLT-1,但是当 GLT-1 再摄取能力被阻

断时,GLAST 再摄取谷氨酸的能力却增加了[9] 。 对

于谷氨酸的调控是预防兴奋性毒性的关键,而谷氨

酸转运蛋白如 GLAST 的调节恰恰是其中的关键

一环。

1　 GLAST 结构与功能

　 　 早期研究发现,GLAST 在分子学层面是一种膜

拓扑学结构,可能由 6 个跨膜的 α-螺旋和 4 个较短

的跨膜结构域形成 1 个 β-折叠结构[10] 。 GLAST 的

人类同源物为 EAAT1,人类基因根据 SLC 家族命

名,SLC1A3 编码 EAAT1[11] 。 其在小脑中表达最

高,定位于星形胶质细胞膜表面[12] 。
GLAST 是一种膜溶质载体蛋白,它通过转运三

个钠离子( Na+ )和一个质子( H+ ) 以及反向转运一

个钾离子(K+ )来介导细胞对谷氨酸的再摄取,以参

与神经元兴奋性毒性损伤的调节[13-14] 。 GLAST 与

GLT-1 重摄取胞外谷氨酸, 在谷氨酰胺合成酶

(Glutamine
 

synthetase,GS) 的作用下转变为无毒的

谷氨酰胺。 而目前发现似乎 GS 只定位在星形胶质

细胞上。 在细胞外没有发现专门用于分解谷氨酸

的酶。 细胞外谷氨酸可以维持在正常水平完全依

赖于 Na+依赖的谷氨酸转运蛋白[3] 。 在外周神经系

统中则主要是 GLAST 的再摄取作用。 GLAST 作为

调节胞外谷氨酸浓度的主要转运蛋白之一,其在谷

氨酸兴奋性毒性的调节方面,作用不容小觑。

2　 GLAST 与神经系统疾病

　 　 在神经系统中,兴奋性神经元与抑制性神经元

维持平衡,才可以使神经系统维持正常功能。 平衡

被打破,然后造成一系列的神经系统病变。 正常情

况下,胶质细胞中谷氨酸转运蛋白可以维持谷氨酸

稳态,阻止谷氨酸兴奋性毒性损伤[15] 。 若胶质细胞

对谷氨酸的再摄取和反应能力受损,会产生相应神

经系统疾病[16] 。
2. 1　 GLAST 与中枢神经系统疾病

2. 1. 1　 GLAST 与帕金森病 ( Parkinson’ s
 

disease,
PD)
　 　 PD 是一种常见的神经系统变性疾病,中脑黑

质多巴胺(Dopamine,DA)能神经元的变性死亡是其

典型的病理改变[17] 。 而多巴胺缺乏会导致丘脑底

核的去抑制,丘脑底核神经元为黑质致密部中含有

谷氨酸受体的 DA 能神经元提供兴奋性神经支配,
其中谷氨酸作为兴奋性递质的角色存在。 这又加

重了 DA 能神经元的变性[18] 。 说明谷氨酸稳态失

衡与帕金森病发病机制相关。 谷氨酸被释放到细

胞外,作用于突触后受体发挥作用。 N-甲基-D-天冬

氨酸( N-methyl-D-aspartate,NMDA)
 

受体是最有代

表性的介导兴奋性毒性的离子型受体之一,过度活

化的 NMDA 受体引起大量 Ca2+流入神经元,最终引

起 DA 能神经元损伤。 临床上 NMDA 受体拮抗剂药

物的应用,表明抑制谷氨酸能过度活化是治疗帕金

森病的有效策略[19]
 

。 Salvatore 等[9] 发现,在 PD 模

型中,黑质纹状体神经元丢失,谷氨酸浓度增加,
GLT-1 介导的主要的谷氨酸再摄取途径被阻断,然
而却发现 GLAST 的再摄取能力出现短暂增强,也增

加了整体谷氨酸摄取能力。 这可以抵抗发病初期

谷氨酸浓度的增加,使神经元损伤得到缓解,这为

GLAST 介导的谷氨酸再摄取提供了新思路。
2. 1. 2 　 GLAST 与 阿 尔 茨 海 默 病 ( Alzheimer ’ s

 

disease,AD)
　 　 AD 是一种以认知功能下降为主的神经系统退

行性疾病,一般起病时不易被察觉。 AD 发病时,病
理上表现为神经元变性丢失和淀粉样蛋白斑块的

形成[20] 。 中枢神经系统的兴奋性调节主要靠星形

胶质细胞调节 Na+ 依赖的兴奋性氨基酸转运蛋白

GLT-1 和 GLAST 来实现的[21] 。 Schallier 等[22] 研究

发现 8 月龄 APP23 小鼠皮层和海马中,GLAST 和

GLT-1 表达降低,而皮层中囊泡谷氨酸转运蛋白 1
( the

 

vesicular
 

glutamate
 

transporters,vGLUT1)表达显

著增加。 谷氨酸释放增多、转运蛋白表达减少,理
论上细胞外谷氨酸浓度是增加的。 但是与野生型

小鼠相比,其细胞外谷氨酸水平是降低的,说明谷
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氨酸转运蛋白的活性可能并不只受到表达变化这

一种调控。 而 18 月龄 APP23 小鼠皮层和海马中

GLT-1 表达与野生型小鼠相比是降低的, 但是

GLAST 的表达基本不变,这表明 AD 中谷氨酸改变

可能主要通过 GLT-1 实现,但是显然在 AD 发病初

期,GLAST 也是参与其中的。 Han[23] 等研究发现

Aβ1-42 的低聚物可以降低 EAAT1 的表达,而胰岛素

可以恢复这一趋势,提高 EAAT1 的表达。 而目前人

们已认可淀粉样蛋白 β1-42(Aβ1-42 )是 AD 的潜在生

物学标志物之一[24] 。 AD 因与糖尿病具有许多共同

的病理特征,被称为“3 型糖尿病”,胰岛素信号传导

受损出现在 AD 早期阶段,胰岛素对于 AD 有一定

的保护作用[25] 。 由此可见,EAAT1 在 AD 的预防与

治疗方面都有潜在作用[26] 。
2. 1. 3　 GLAST 与癫痫(Epilepsy)
　 　 癫痫发作代表着整个兴奋性神经元群的同步

放电失控,会导致大量谷氨酸释放和兴奋性神经毒

性[27] 。 早在 1993 年,During 等[28] 通过微透析探针

的方法检测发现癫痫患者发病时透析液中谷氨酸

盐浓度持续增加,从而指出谷氨酸浓度过高与癫痫

发病机制相关。 Watanabe 等[29]发现,诱导谷氨酸转

运蛋白 GLAST 缺陷小鼠模型会导致癫痫发作。 Doi
等[30]发现点燃癫痫模型中,完全点燃的 SD 大鼠在

最后一次癫痫发作 1
 

d 和 30
 

d 分别检测海马

GLAST、GLT-1 等的表达,发现在 1
 

d 它们表达均显

著升高,而 30
 

d 谷氨酸转运蛋白与对照组相比没有

变化。 这些结果表明 GLAST、GLT-1 等可能参与了

癫痫的发生,但是与癫痫的维持状态无关。 Sun
等[31]发现,Neo1(neogenin)在癫痫患者海马中表达

是降低的, 动物模型中显示 Neo1 条件性敲除

(Neo1KO)会增加小鼠癫痫易感性,而 Neo1KO 鼠海

马星形胶质细胞中 GLAST 也是降低的。 免疫共沉

淀显示 Neo1KO 与 GLAST 形成了复合物。 过表达

Neo1
 

GLAST 恢复;过表达 GLAST 可以恢复谷氨酸

摄取和谷氨酰胺合成,并且降低了癫痫反应。 由此

可见,GLAST 表达的变化与癫痫发作密切相关,很
有可能是癫痫的易感因素之一。 Taspinar 等[32]研究

发现点燃癫痫模型中,GLAST 等表达在前期增加,
但再摄取谷氨酸时间延长,说明增加的谷氨酸转运

蛋白的表达已不足以清除多余的谷氨酸。 而丙戊

酸或头孢曲松治疗组,GLAST 蛋白表达是增加的,
并将再摄取时间缩短到几乎和对照组相当,说明丙

戊酸或头孢曲松可能是通过增加 GLAST 等谷氨酸

转运蛋白的表达,来调节谷氨酸,进而治疗癫痫的。
2. 2　 GLAST 与外周神经系统疾病

2. 2. 1　 GLAST 与视网膜病变

　 　 研究发现视觉、听觉感受器的突触功能是有调

节性的,需要感受细胞持续、分级释放囊泡,由此进

化出带状突触结构[33] 。 光感受器的带状突触结构

持续性释放谷氨酸,使突触间隙谷氨酸持续升高,
持续有效的谷氨酸摄取显得尤为重要,因此在视网

膜中 EAAT 是高度表达的。 Müller 细胞是调节细胞

外递质、保持突触正常传递的重要细胞,视网膜的

谷氨酸摄取主要是通过 Müller 细胞上的 GLAST 实

现的[34] 。 研究表明 GLAST 缺陷小鼠出现了正常眼

压青光眼样表型,表明 GLAST 功能障碍可能是青光

眼患者视网膜神经节细胞 ( retinal
 

ganglion
 

cell,
RGC)丢失的原因[35] 。 Ma 等[36] 发现高糖环境,活
性氧产生增加, 降低了 GLAST 的表达, 降低了

Müller 细胞对谷氨酸的摄取。 于是通过继续下调

TRPC6 通道,抑制高糖条件下活性氧的产生,发现

这种情况下促进了 GLAST 的表达,提高了高糖条件

下 Müller 细胞对谷氨酸的摄取活性,减缓了视网膜

损伤,证明 GLAST 对 RGC 的保护作用。
2. 2. 2　 GLAST 与听力损失

　 　 耳蜗中存在重要的谷氨酸循环机制:谷氨酸自

内毛细胞释放后,由耳蜗支持细胞上的 GLAST 再摄

取到支持细胞中,在谷氨酰胺合成酶的作用下谷氨

酸转变为无毒的谷氨酰胺。 谷氨酰胺被释放出细

胞后,又被内毛细胞摄取,在磷酸化的谷氨酰胺酶

的作用下变为谷氨酸,来填补谷氨酸递质池,完成

谷氨酸-谷氨酰胺循环[37-38] 。 谷氨酸过度堆积,产
生兴奋性毒性,造成耳蜗带状突触损伤[39] 。 GLAST
作为此循环的重要转运蛋白可以维持细胞外谷氨

酸平衡,避免耳蜗细胞的兴奋性毒性损伤[40] 。 因

此,GLAST 缺陷小鼠提供了一个体内模型,用于研

究听力损失的兴奋性毒性机制。 Hakuba 等[41] 发

现,GLAST 缺陷小鼠外淋巴液中谷氨酸的浓度增

加,其听力损失会加重,这与 GLAST 参与的谷氨酸

循环被抑制有关。 Tserga 等[42] 发现 GLAST 敲除小

鼠与野生型小鼠相比, 听性脑干反应 ( auditory
 

brainstem
 

response,ABR)Ⅰ波振幅降低,小鼠突触对

减少。 最近研究发现短时中等强度的噪声暴露会

导致暂时性听力阈移,损伤耳蜗带状突触,这一般

认为是谷氨酸毒性造成的[43] 。 研究中发现小鼠在

噪声暴露后先出现 GLAST 增高趋势,虽然并无显著
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差异,但是在 GLAST 增高时兴奋性毒性是降低的。
所以对于隐性听力损失中 GLAST 表达的深入研究

是有必要的。

3　 GLAST 作用机制

　 　
 

目前对于 GLAST 调控机制的了解并不十分清

楚,以往研究发现许多 GLAST 的正性和负性调控因

子,也发现参与调控的相关通路,这表明 GLAST 是

复杂的、多通路共同调节的。
3. 1　 JAK-STAT 通路

　 　 JAK-STAT 通路是多种细胞因子和生长因子的

主要信号传导机制。 一些研究发现 JAK-STAT 通路

在神经系统疾病中发挥重要作用。 JAK2 和 STAT3
在神经系统胶质细胞和海马神经元中有表达,与一

些神经退行性疾病的发展密切相关[44] 。 在单次延

长应激( single-prolonged
 

stress,SPS) 干预的创伤后

应激障碍( post-traumatic
 

stress
 

disorder,PTSD)的大

鼠模型中,大鼠脑脊液中谷氨酸浓度升高,GLAST
表达降低,JAK / STAT

 

3 通路被抑制。 而成纤维细胞

生长因子 2(Fibroblast
 

growth
 

factor
 

2,FGF2)可以改

善这一现象[45] 。 说明 FGF2 可能也是 GLAST 的正

性调控因子,并且可能是通过 JAK / STAT 通路来调

节 GLAST 的。 在大鼠注射红藻氨酸( kainic
 

acid,
KA)诱发的癫痫模型中发现,与未进行任何处理的

对照组相比,p-JAK1 和 p-STAT3 的表达有所增加,
GLAST 的表达也是增加的; 而与 KA 或 NC + KA
(NC:空白载体)相比,过表达 UCA1(一类长链非编

码 RNA)组抑制了 p-JAK1 和 p-STAT3 的表达,也抑

制了海马星形胶质细胞中 GLAST 的表达[46] 。 许多

研究提示谷氨酸通过激活 STAT3(p-STAT3)
 

在触发

GLAST 表达上调中起作用,JAK / STAT 失活抑制星

形胶质细胞功能[45-47] 。
3. 2　 DAG-PKC 通路

　 　 研究发现,鸡的贝格曼胶质细胞谷氨酸暴露培

养后,PKC 激活剂可显著降低 GLAST 转运蛋白的活

性,并降低其 mRNA 水平;而 PKC 抑制剂可以阻断

这种变化。 且发现谷氨酸受体激活介导了 chglast
启动子的转录活性[48] 。 GLAST 长期调节显然涉及

转录调控。 Gosselin 等[49] 发现 PKC 的激活导致星

形胶质细胞谷氨酸转运减少,与
 

EAAT1 分布发生变

化有关;并证明 PKC 控制 EAAT1 到细胞外微泡的

途径。
3. 3　 P38-MAPK 通路

　 　 Yadav 等[50] 综述中指出肌萎缩侧索硬化的致

病机制有多种,其中包括谷氨酸兴奋性毒性。 而

p38-αMAPK 主要调节 p38
 

MAPK 通路激活产生的

一些对机体不利影响,其中包括调节兴奋性毒性、
活性氧反应和神经元凋亡等。 可见,p38-αMAPK 的

上调与谷氨酸兴奋性毒性之间存在调节关系。 Wu
等[51]发现糖尿病视网膜病变状态下 GLAST 和 GS
的表达下调。 Raf-1 激酶抑制蛋白 ( Raf-1

 

kinase
 

inhibition
 

protein,RKIP)的表达导致 GLAST 表达上

调,提示 RKIP 与兴奋性毒性调节有关。 而研究中

还表明 RKIP 调节 p38-MAPK 信号通路。 但是

GLAST 与 MAPK 之间是否有直接调节关系还需进

一步研究。
3. 4　 NF-κB 通路

　 　 Karki 等[52] 发现 GLAST 启动子区域含有两个

NF-κB 结合位点,在 EGF 诱导大鼠和人星形胶质细

胞 EAAT1(或啮齿类动物中的 GLAST)表达中,NF-
κB 也起关键作用。 过表达 NF-κB

 

p65 增加了

EAAT1 启动子的活性,也增加了 EAAT1mRNA 和蛋

白质水平。 过表达 NF-κB 抑制剂降低了 EAAT1 启

动子活性、mRNA 和蛋白质水平。 且在大鼠星形胶

质细胞和人星形胶质细胞 H4 细胞中效果相同。 研

究结果表明,NF-κB 对于 EAAT1( GLAST)起正性调

节作用,通过激活 NF-κB 途径,诱导其与 EAAT1 启

动子结合, 来正向调节表皮生长因子 ( epidermal
 

growth
 

factor, EGF) 对 EAAT1 表达的促进作用。
Karki 等[53]首次证明阿伦酸是通过激活 NF-κB 途径

来增强 EAAT1 的表达和功能。 NF-κB 途径可能是

调控 EAAT1 表达与功能的关键之一。
3. 5　 GLAST 的重要调控因子

　 　 GLAST 的转录调控中一些因子发挥着重要作

用。 转化生长因子 α ( transforming
 

growth
 

factor-α,
TGFα)、 表 皮 生 长 因 子 ( epidermal

 

growth
 

factor,
 

EGF)、碱性成纤维细胞生长因子 ( basic
 

fibroblast
 

growth
 

factor,
 

bFGF)、胰岛素样生长因子-1(insulin-
like

 

growth
 

factor-1,IGF-1) 和胶质细胞源性神经营

养因子 ( glial
 

cell
 

line-derived
 

neurotrophic
 

factor,
GDNF)等能增加 GLAST 的 mRNA 和蛋白水平,起
到正性调控的作用[54] 。 锰诱导的神经毒性模型[52]

中,EAAT1
 

mRNA 和蛋白质水平降低, 转录因子

YY1(Ying
 

Yang
 

1,YY1)缺失减弱了这一表现,过表

达 YY1 导致这一现象。 Karki 等[52] 发现 YY1 是

EAAT1 的关键阻遏因子,锰对 EAAT1 表达的抑制

作用通过 YY1 介导。 此外,YY1 还招募组蛋白去乙

酰化 酶 ( histone
 

deacetylase, HDAC )
 

共 同 抑 制
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EAAT1 以阻断 NF-κB 与 EAAT1 启动子结合引发正

性调控作用。 阿伦酸通过抑制锰诱导的 YY1 表达

而解除了 YY1 对 EAAT1 的抑制[53] 。 Pajarillo 等[55]

研究中发现 17β-雌二醇和他莫昔芬可以逆转锰对

GLAST 表达和功能造成的影响,而 TGF-α 可能是这

一保护机制的重要介质。 以上众多因子参与

GLAST 调控过程,但是参与 GLAST 调控的远不止于

此,还需进一步探索。

4　 结语

　 　 谷氨酸毒性的调控是复杂的,多方面相互作用

调节的。 谷氨酸转运蛋白的表达失衡是关键之一,
它与多种神经系统疾病的发病机制密切相关。 因

此阐明 GLAST 的作用机制对进一步了解谷氨酸兴

奋性毒性至关重要。 GLAST 在啮齿动物的耳蜗中

也有表达,中枢神经系统中的谷氨酸-谷氨酰胺循

环与耳蜗中的谷氨酸-谷氨酰胺循环本质上是相似

的。 因此对 GLAST 与神经系统疾病的相关进展进

行阐明, 有望为听力领域 GLAST 的研究找到新

思路。
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NR2B 亚基磷酸化在缺血 / 低氧神经保护中的作用

刘晓蕾1,2,3#,姜树原1,2,3#,邵　 国2,3,4∗,谢雅彬2,贾小娥2,谢　 伟2,3∗

(1.包头医学院药学院,内蒙古
 

包头　 014040;2.内蒙古自治区低氧转化医学重点实验室,内蒙古
 

包头　 014040;
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　 　 【摘要】 　
 

N-甲基-D-天冬氨酸( NMDA)受体在神经系统功能中起着关键作用。 NR2B 亚基是 NMDA 受体的

调节亚单位,在低氧 / 缺血神经保护中有重要作用。 NR2B 磷酸化是调节 NMDA 受体功能的重要机制,通过磷酸化

的变化在缺血 / 低氧神经保护中发挥重要作用。 本文综述了 NMDA 受体 NR2B 亚基的结构、功能、磷酸化、信号通

路与缺血 / 低氧神经保护的关系,为以 NR2B 亚基为靶点进行低氧 / 缺血脑疾病的防治工作提供思路。
【关键词】 　 NMDA;NR2B;缺血 / 低氧;磷酸化;神经保护
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　 　 【Abstract】　
 

N-methyl-D-aspartate
 

(NMDA)
 

receptor
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

function
 

of
 

the
 

nervous
 

system.
 

The
 

NR2B
 

subunit
 

is
 

the
 

regulatory
 

subunit
 

of
 

NMDA
 

receptor,
 

which
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

neuroprotection
 

of
 

hypoxia /
ischemia.

 

Phosphorylation
 

of
 

NR2B
 

is
 

considered
 

to
 

be
 

an
 

important
 

mechanism
 

to
 

regulate
 

the
 

NMDA
 

receptor
 

function
 

and
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

ischemic / hypoxic
 

neuroprotection
 

through
 

the
 

change
 

in
 

phosphorylation.
 

This
 

review
 

discusses
 

the
 

development
 

of
 

the
 

NR2B
 

subunit
 

of
 

NMDA
 

receptor
 

and
 

the
 

relationships
 

between
 

the
 

structure,
 

function,
 

phosphorylation,
 

signaling
 

pathway
 

and
 

ischemic / hypoxic
 

neuroprotection
 

to
 

provide
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

to
 

prevent
 

and
 

treat
 

hypoxic / ischemic
 

brain
 

diseases
 

with
 

NR2B
 

subunit
 

as
 

the
 

target.
【Keywords】　 NMDA;

 

NR2B;
 

ischemic / hypoxic;
 

phosphorylation;
 

neuroprotection
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　 　 N-甲 基-D-天 冬 氨 酸 ( N-methyl-D-aspartate,
 

NMDA) 受 体 是 中 枢 神 经 系 统 ( central
 

nervous
 

system,
 

CNS)的离子型谷氨酸受体,介导广泛的脑

过程,例如突触可塑性和兴奋性毒性[1-2] 。 NMDA
受体存在于神经元和神经胶质细胞中,由不同亚基

组成的异聚体组装而成的,包含结构亚基 NR1,调
控亚基 NR2 ( NR2A、NR2B、NR2C 和 NR2D),以及

NR3 亚基(NR3A 和 NR3B) [3] 。 其中 NR2B 的 C 端

区域,有多个丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸残基,是敏感

的磷酸化位点。 此外,NR2B 磷酸化的变化可能是

缺血 / 低氧神经保护的重要表现形式,NR2B 通过磷

酸化影响与其相互作用的蛋白活性,进而调控的下

游分子来实现对抗低氧 / 缺血脑损伤,并可能成为

治疗低氧 / 缺血疾病的潜在靶点。 但由于 NR2B 的

磷酸化位点众多,其磷酸化与低氧 / 缺血神经保护

间的关系复杂,还需要更多的研究来阐明。 本文综

述了 NR2B 的磷酸化及信号通路在缺血 / 低氧神经

保护中作用,以期为将 NR2B 亚基作为调控靶点进

行低氧 / 缺血脑疾病的防治工作奠定理论基础。

1　 NR2B 亚基结构、分布

　 　 NR2B 亚基是 NMDA 受体的调节亚单位,由

1456 个氨基酸组成,分子量约为 170 ~ 180
 

kDa,包
含 4 个不连续的结构:(1)胞外 N-末端结构域( N-
terminal

 

domain,
 

NTD),在谷氨酸受体寡聚化和调

节中起作用; ( 2 ) 胞外配体结合结构域 ( ligand-
binding

 

domain,
 

LBD),结合激动剂;(3)膜区,包括

三个跨膜螺旋 ( M1、 M3 和 M4) 和一个环状结构

(M2),形成离子通道;(4)参与连接受体的胞内 C-
末端结构域(C-terminal

 

domain,
 

CTD),参与细胞运

输和耦合到各种细胞内信号通路[4-7] 。
NR2 亚基基因表现出不同的区域和发育表达

模式。 许多研究者已经在不同的大脑区域(如皮

层、海马、小脑和下丘脑) 的不同发育阶段检测了

NR2B 的表达和定位[8] 。 对啮齿类动物大脑中

NR2B 亚基基因表达的进一步检测表明,胚胎第 14
天,在脊髓和下丘脑 NR2B

 

mRNA 低水平表达,到胚

胎第 17 天,NR2B 转录本表达显著增加,在大脑皮

层(特别是第 1 层)、丘脑和脊髓中表达量高,而在

海马、 丘和下丘脑中表达量低。 出生时, NR2B
 

mRNA 的表达在大脑皮层、海马、隔、新纹状体和丘

脑核中明显增加,但在小脑中水平较低。 出生后第

7 ~ 12 天,NR2B 在大脑皮层和海马中表达量高,在
新纹状体、 隔、 丘脑核和小脑中表达量中等[3] 。
NR2B 亚基 mRNA 在 3 ~ 30 月龄时在大脑皮层大部

分区域和齿状回颗粒细胞中显著降低。 在成人大

脑中,NR2B 在皮层(尤其是 II / III 层)、海马、杏仁

核、丘脑腹侧核和嗅球中表达最高[9] 。 亚细胞水

平,NR2B 在突触,突触周围和突触外位点检测到。
然而,在大多数神经元中,突触后密度的树突棘高

于树突轴和体细胞膜。 在未成熟的谷氨酸突触中

NR2B 的受体占主导地位并直接介导突触传递[10] 。

2　 缺氧 /缺血神经保护与 NR2B 关系

　 　 缺氧是指细胞维持内在生命活动的氧气浓度

的下降。 由于限制组织的血液供应而导致的缺氧

被称为缺血。 脑缺血的主要特征之一是兴奋性毒

性,当缺氧 / 缺血发生时,导致谷氨酸大量释放,过
度激活 NMDA 受体,并导致大量钙离子流入离子受

体。 然后,钙依赖的死亡信号蛋白的激活引发了大

量的兴奋毒性信号级联反应, 并诱导神经元死

亡[11] 。 NR2B 主要分布于突触外 NMDA 受体位点,
NR2B 亚基的 CTD 在促进脑缺血中的神经元死亡方

面至关重要[12] 。 有研究证明,在缺氧缺血 6
 

h 后,
脑室下区(subventricular

 

zone,
 

SVZ)NR2B 的表达量

升高,在缺氧缺血 24
 

h 时达到最大值[13] ,表明缺氧

缺血促进了 NR2B 表达, 导致了脑损伤。 Zhang
等[14]使用四血管闭塞缺血模型评估了严重缺血后

大鼠受体基因表达、蛋白水平和功能。 缺血后 12
 

h
和 24

 

h,CA1 和海马其他亚区 NR2A、NR2B
 

mRNA
表达下降,与对照组相比,NR2A / B 蛋白(海马总)
在缺血后 6

 

h 和 24
 

h 均显著降低。 然而缺氧 1
 

h
后,额叶皮质、海马、丘脑、基底节或小脑区域的

NR2B 的表达没有变化[15] 。 缺血再灌注( ischemia-
reperfusion,

 

IR)后,CA1 区 NR2B 的 mRNA 表达在

12
 

h 时下降到最低水平,然后开始恢复,到 48
 

h 达

到峰值,然后持续下降到第 7 天。 在 CA3 区和齿状

回中, mRNA 表 达 的 变 异 范 围 逐 渐 显 著 减 小。
TUNEL 染色显示 IR

 

24
 

h 时,凋亡阳性细胞主要分

布在 CA1 区。 随后凋亡阳性细胞数量持续增长,在
IR

 

48
 

h 时急剧增加,72
 

h 时达到峰值,随后凋亡阳

性细胞数量开始减少,到第 7 天时凋亡阳性细胞仍

然存在。 表明脑缺血大鼠海马中 NR2B
 

mRNA 的表

达与凋亡之间存在特定的关系[16] 。 可能由于低氧 /
缺血过度刺激了突触外 NMDA 受体,导致钙超载和

线粒体功能障碍,从而触发一系列下游神经毒性级

联反应,损害神经元功能或引起谷氨酸兴奋毒性导

致细胞死亡[17] 。 其中,NR2B-PSD95-nNOS 通路是

缺血性卒中特征明确的死亡信号通路,在这个通路

中,脚手架蛋白突触后密度-95(g
 

protein
 

postsynaptic
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density-95,
 

PSD95)将 NMDA 受体连接到下游分子,
包括一氧化氮合酶(nNOS)。 PSD95 包含 3 个 PDZ
结构域,PSD95 的 PDZ1 和 PDZ2 结构域直接结合在

NR2
 

NMDA 受体亚基的胞内 C 端苏氨酸 / 丝氨酸-X-
缬氨 酸 - COOH ( threonine / serine-X-valine-COOH,

 

T / SXV) 基序上[18] 。 PSD95 的 PDZ2 结构域也与

nNOS 的 N 端结合[19] 。 这种分子结构允许过度激
活的 NMDA 受体的 Ca2+ 内流导致 nNOS 的过度激

活,然后产生一氧化氮( NO),这是一种已知的兴奋

毒性效应[20] 。 nNOS 促进一氧化氮的产生,进而诱

导 s-亚硝基化 和 基 质 金 属 蛋 白 酶 ( matrix
 

metalloprotein-9,
 

MMP-9)的激活,最终诱导神经元

凋亡。 干 扰 NR2B-PSD95-nNOS 复 合 物 可 抑 制

NMDA 介导的 NO 生成,保护神经元免受兴奋性

毒性[21] 。
相反,亚毒性 NMDA 通过激活促存活的磷酸肌

醇 3-激酶(phosphoinositide-3-kinase,
 

PI3K) / Akt 通
路对抗缺血性脑损伤从而发挥神经保护作用。
NMDA 受体打开后,Ca2+ 和钙调素激活 PI3K,使膜

磷脂 PtdIns ( 4, 5) P2 磷酸化至 PtdIns ( 3, 4, 5)
P3[22] 。 然后,PtdIns(3,4,5) P3 相互作用的磷酸肌

苷依 赖 蛋 白 激 酶 1 ( phosphoinositide
 

dependent
 

protein
 

kinase1,
 

PDK1)被招募到细胞膜上,通过磷

酸化激活 Akt[23] 。 Akt 通过磷酸化一些下游靶点来

促进细胞存活。 突触 NMDA 受体的激活也可诱导

促生存基因的表达。 突触 NMDA 受体活性以及

Ca2+内流激活细胞外信号调节激酶 ( extracellular
 

signal
 

regulated
 

kinase,
 

Ras / ERK)信号和核 Ca2+ / 钙
调蛋白依赖蛋白激酶 ( Ca2+ / calmodulin

 

dependent
 

protein
 

kinase,
 

CAMKs),然后磷酸化并激活环磷腺

苷反 应 元 件 结 合 蛋 白 ( cAMP-response
 

element
 

binding
 

protein,
 

CREB)。 CREB 的激活可诱导促生

存基因的表达, 从而保护神经元免受凋亡的损

害[24] 。 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 ( brain
 

derived
 

neurotrophic
 

factor,
 

BDNF) - 酪氨酸受体激酶 B
(tyrosine

 

kinase
 

receptor
 

B,
 

TrkB)信号和钙依赖性

钙调素级联有助于 NMDA 诱导的 PI3K / Akt 通路激

活[25] 。 缺血预处理的实验中,通过下调 NR2B,胞浆

Ca2+ 降低,触发 PI3K / Akt / GSK3β 信号通路,抑制

MMPs 活性,减少细胞凋亡[26] ,从而在体内保护大

脑免受损伤,改善新生儿缺氧缺血脑损伤的长期学

习和记忆能力, 同时在体外也能保护海马神经

元[27] 。 尽管大多数研究表明 NR2B 在缺氧缺血性

脑病中具有促死亡作用,但也有证据表明 NR2B 在

发育过程中可以促进神经元的发生,保护神经元免

受凋亡[13,28] 。 由于含有 NR2B 的 NMDA 受体是早

期发育中的主要亚型,因此 NR2B 是否在缺氧缺血

性脑病中起双重作用仍有待确定。

3　 低氧 /缺血神经保护与 NR2B 磷酸化关系

3. 1　 丝氨酸 /苏氨酸

　 　 蛋白质磷酸化是调节 NMDAR 功能的重要机

制。 NR2B 的 CTD 区域,是磷酸化的关键区域,包含

很多能被磷酸化修饰的氨基酸,如丝氨酸、苏氨酸

等, 如: S886、 S917、 S1303、 S1323[29] 、 S1284[30] 。
NR2B 的磷酸化变化在神经保护中起着重要的

作用。
神经元缺血时,NR2B 亚单位 S1284 受细胞周

期蛋白依赖性激酶 5 ( cyclin-dependent
 

kinase
 

5,
 

Cdk5) 调节,培养海马神经元的氧 - 葡萄糖剥夺

(OGD)和小鼠的短暂全脑缺血都会导致 S1284 处

NR2B 磷酸化水平的显著下降[30] 。 再灌注后 24
 

h
内,NR2B 的表达随着时间的推移而降低,酪蛋白激

酶 2α ( casein
 

kinase
 

2α,
 

CK2α ) 介导的丝氨酸

S1480 磷酸化逐渐降低, S1480 的磷酸化破坏了

NR2B 与 PSD-95 之间的相互作用[29] 。 Tu 等[31] 发

现激活的死亡相关蛋白激酶 1 ( death-associated
 

protein
 

kinase
 

1,
 

DAPK1) 通过磷酸化 NR2B 上的

S1303 位点来提高 NR2B 受体通道的电导。 在该研

究中,研究者发现缺血损伤后激活 DAPK1 可使

NR2B 的 S1303 磷酸化,并且 OGD 和缺血处理的小

鼠和皮质神经元细胞,都会引起 DAPK1 的活性增

高并提高 NR2B 的 S1303 位点的磷酸化水平,从而

导致神经元死亡。 通过 S1303 位点附近基序的多肽

干扰 DAPK1 和 NR2B 的相互作用,可以减少脑缺血

带来的损伤。 综上,NR2B 上丝氨酸位点的磷酸化

参与调控了 NMDA 受体的通道特性,在低氧 / 缺血

类脑病中,不同丝氨酸位点的磷酸化变化不尽相

同,如 S1303 处 NR2B 的磷酸化水平会升高, 而

S1284 处 NR2B 磷酸化水平会下降,通过改变这些

位点的磷酸化水平,对低氧 / 缺血类脑病,特别是脑

卒中有积极的治疗作用。
3. 2　 酪氨酸

　 　 酪氨酸磷酸化在低氧 / 缺血类疾病中,特别是
脑卒中,发挥着重要作用。 Nakazawa 等[32]通过一系

列方法鉴定出了 NR2B 上许多酪氨酸磷酸化位点,
主要包括酪氨酸 Y1070、Y1472、Y1252、Y1336 等。
为了探究酪氨酸磷酸化在脑卒中之中的变化,大量

研究通过建立低氧 / 缺血模型,模拟脑卒中。 有研

究表明,在成年大鼠中,短暂性缺血会显著增加海
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马内 NMDAR 亚基 NR2A 和 NR2B 的酪氨酸磷酸化

(NR2A 的酪氨酸磷酸化显著、快速和持续增加,而
NR2B 的酪氨酸磷酸化较小[33] )。 这种上调部分是

由 Src 家族酪氨酸激酶 Src 和 Fyn 介导的[34] 。 Fyn
在大脑中有许多底物,包括 NR2B,它是发育中大脑

中的主要调节亚单位。 Fyn 在其 C 末端的 7 个酪氨

酸 ( Y932、 Y1039、 Y1070、 Y1109、 Y1252、 Y1336、
Y1472)残基上介导 NR2B 磷酸化,其中 Y1472 为主

要位点[32] 。 Fyn 优先磷酸化新生皮质中 Y1472 和

Y1252 处的 NR2B。 此外,Y1472 处 NR2B 的磷酸化

( pY1472
 

NR2B ) 和 Y1252 处 NR2B 的 磷 酸 化

(pY1252
 

NR2B)在 Fyn
 

过表达小鼠的突触膜中上

调,其中 Src 家族激酶( SFK) 活性也增加。 在脑缺

血的成年大鼠中, pY1472
 

NR2B 显著且持续上

调[35] 。 出生后第 7 天( P7) 大鼠和小鼠缺氧缺血
hypoxia

 

ischemia,
 

HI)后 pY1472
 

NR2B 增加[36] 。 研

究表明,再灌注后 24
 

h 内,NR2B 的表达随着时间的

推移而降低, Fyn 介导的 Y1472 磷酸化增加, 而

NR2B 上另一个 Fyn 靶点 Y1336 的磷酸化保持不

变[37] 。 在 WT 动物中,HI 后 6
 

h 内 pY1472
 

NR2B
和 pY1252

 

NR2B 增加, 但 pY1336
 

NR2B 没有增

加[36] 。 Wu 等[38]发现 Fyn 对 pY1336 在体外谷氨酸

毒性模型中促进 NR2B 的钙蛋白酶裂解,然而 HI 后
没有观察到 pY1336 产生的钙蛋白酶裂解片段[36] 。
据报道,pY1336 还介导 NR2B 与 PI3K 的相互作用,
该相互作用在成年大鼠短暂缺血后增加[39-40] 。 新

生儿低氧 / 缺血性脑病与 NR2B 酪氨酸磷酸化的增

强有关。 新生儿缺氧缺血后 pY1472
 

NR2B 上调参

与了超氧化物介导的氧化应激,并促进了脑损伤。
HI 后,pY1472

 

NR2B 的上调,可能启动了下游细胞

死亡信号通路,促进了脑损伤的形成,而 pY1336 可

能参与钙剪切酶对 NR2B 胞内端剪切的调控。 综

上,在脑卒中和新生儿低氧 / 缺血性脑病中,NR2B
上酪氨酸位点的磷酸化水平的变化不同, 但是

NR2B 主要的酪氨酸磷酸化位点的磷酸化水平是升

高的,通过改变这些位点的磷酸化水平,可以为治

疗缺血缺氧性脑病奠定基础。

4　 结语　

　 　 总之,NR2B 的磷酸化影响了 NMDA 受体的功

能,酪氨酸的磷酸化改变很可能影响 NR2B 复合体

在初始状态和损伤后的蛋白质招募[41] ,丝氨酸和苏

氨酸的磷酸化调控 NMDA 受体通道特性和膜转运

过程,这为以 NR2B 的磷酸化位点进行低氧神经保

护提供了思路,若进一步研究 NR2B 的磷酸化位点

氧 / 缺血神经保护间的关系,能为缺血性卒中等疾

病的诊断、治疗开辟更广阔的的天地。
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过敏性哮喘大鼠模型的建立方法与评价
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　 　 【摘要】 　
 

过敏性哮喘是一种 2 型炎症反应介导的超敏反应所引起的气道慢性损伤性炎症疾病。 目前尚无任

何一种哮喘动物模型能完全概括人类过敏性哮喘的发生发展过程,因此构建一个较为完善且稳定的、符合临床患

者病理表现的过敏性哮喘动物模型尤为重要。 本文就近 5 年过敏性哮喘模型大鼠的品系选择、造模方法、模型评

价指标等方面做简要的分析。
【关键词】 　 过敏性哮喘;大鼠模型;模型建立;评价指标
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　 　 【Abstract】 　
 

Allergic
 

asthma
 

is
 

a
 

chronic
 

airway
 

inflammatory
 

disease
 

caused
 

by
 

type
 

2
 

inflammatory
 

response-
mediated

 

hypersensitivity.
 

At
 

present,
 

no
 

animal
 

model
 

of
 

asthma
 

that
 

completely
 

recapitulates
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

allergic
 

asthma
 

in
 

humans
 

is
 

available.
 

Therefore,
 

it
 

is
 

particularly
 

important
 

to
 

establish
 

a
 

relatively
 

complete
 

and
 

stable
 

animal
 

model
 

of
 

allergic
 

asthma
 

that
 

conforms
 

to
 

the
 

pathological
 

manifestations
 

of
 

patients.
 

This
 

review
 

briefly
 

analyzes
 

the
 

strain
 

selection,
 

modeling
 

method,
 

and
 

model
 

evaluation
 

indicators
 

of
 

allergic
 

asthma
 

model
 

rats
 

in
 

the
 

past
 

5
 

years.
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　 　 过敏性哮喘(allergic
 

asthma,AS)是一种由 2 型

炎症反应介导的超敏反应所引起的气道慢性损伤

性炎症疾病[1] 。 一系列潜在机制导致气道炎症,导
致可变气流受限和呼吸道症状如喘息、气短、胸闷

和咳嗽等是过敏性哮喘最典型的特征[2] 。 在过去

几十年中,其流行率大幅上升,全世界有大约 3. 5 亿

人受其影响,尤其是在儿童中,患病率显著增加[3] 。

目前尚无完全治愈方法,但可以通过医生和患者教

育、避免环境过敏原暴露、规范化药物治疗和变应

原 特 异 性 免 疫 治 疗 ( allergen
 

specific
 

immuno-
therapy,AIT)等方式来帮助控制症状[4] 。

目前过敏性哮喘动物模型的实验动物种属的

选择主要集中在豚鼠、小鼠和大鼠三大类[5] 。 其中

豚鼠作为最经典的过敏性哮喘动物选择,可以诱导



与人类最相似的炎症反应和气道高反应性。 但通

常诱导的过敏性哮喘豚鼠模型是由 IgG 介导的是

Ⅰ型变态反应,同时个体反应差异较大,同一批豚

鼠同一致敏浓度会出现不致敏或过度致敏导致死

亡共存的现象[6] 。 此外,较少的相关生物学抗体和

昂贵的价格使豚鼠不再是构建过敏性哮喘的理想

动物模型。 大鼠和小鼠的过敏性哮喘动物模型同

样具有许多人类过敏性哮喘的特征。 然而,过敏性

哮喘的主要症状,如气道高反应性和炎症,在大鼠

中比在小鼠中更容易再现[7] 。 此外,与小鼠相比,
大鼠体型更大更加容易处理,且能收集到更多的样

本。 因此,过敏性哮喘大鼠模型的重要性日益增

加[8] 。 本文就近 5 年国内外通过大鼠构建过敏性

哮喘模型的文献进行汇总,从大鼠的品系、造模方

法、模型评价等方面对过敏性哮喘大鼠模型的构建

进行比较分析。

1　 文献来源

　 　 以(“过敏性哮喘”或“变应性哮喘”)和“大鼠”
为主题,时间设定为 2017 年 1 月~2022 年 4 月在中

国知网(CNKI)、万方医学网、维普期刊全文数据库,
并在 PubMed 数据库 ( 2017 ~ 2022) 上以 “ Allergic

 

Asthma”和“ Rat”为关键词进行检索,其中 CNKI 数

据库检索到文献 105 篇,万方数据库 38 篇,维普数

据库 17 篇,PubMed 数据库 159 篇,选择通过过敏性

哮喘大鼠模型进行研究的实验文献、硕博论文,排
除综述、科技成果、会议类文献和重复类文献,共有

18 篇文献符合要求。 以下就文献从大鼠的品系、造
模方法、模型评价指标等方面进行整理,详细见

表 1。
表 1　 过敏性哮喘大鼠模型构建方法

Table
 

1　 Construction
 

method
 

of
 

allergic
 

asthma
 

rat
 

model

大鼠品系
Rat

 

strain

致敏原(批号)
Allergen

 

(Lot
 

number)

致敏剂量
Sensitizing

 

dose

佐剂
Adjuvant

造模方法
Modeling

 

method

雄性 SD 大鼠[9]

Male
 

SD
 

rats
卵清蛋白

OVA
(A5253)

OVA(10%) 10
 

g
 

OVA 溶于 100
 

mL 生理盐水中( 5
 

mL /
kg)10

 

g
 

OVA
 

in
 

100
 

mL
 

saline(5
 

mL / kg)
第 1、8 天腹腔注射
D1,

 

D8
 

i. p.

- OVA(1%)

第 15 天开始,每天雾化 1 次,每次 7
 

min,
共 14

 

d
From

 

D15, aerosol
 

once
 

a
 

day, 7
 

min
 

each
 

time,for
 

a
 

total
 

of
 

14
 

days

雄性
 

Wistar
 

大鼠[10]

Male
 

Wistar
 

rats

卵清蛋白
OVA

(AL125)

10
 

mg
10

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含 100
 

mg
 

Al(OH) 3 的

生理盐水中 10
 

mg
 

OVA
 

in
 

100
 

mg
 

Al(OH) 3 in
 

1
 

mL
 

saline

第 1、2、3、8 天腹腔注射
D1,

 

2,
 

3,
 

8
 

i. p.

- OVA(1%)

第 15 天开始,每次雾化 40
 

min,隔天 1 次,
共 6 次
From

 

D15, aerosol
 

40
 

min
 

each
 

time, once
 

every
 

two
 

days,6
 

times

雄性 SD 大鼠[11]

Male
 

SD
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A8041)

100
 

mg

100
 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含 100
 

mg
 

Al(OH) 3 的生理盐水中

100
 

mg
 

OVA
 

in
 

100
 

mg
 

Al(OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 1、8 天腹腔注射
D1,

 

D
 

8
 

i. p.

- OVA(1%)
第 15~ 22 天,每天雾化 1 次,每次 20

 

min
From

 

D15~ D22,aerosol
 

once
 

a
 

day,20
 

min
 

each
 

time

雄性
 

Wistar
 

大鼠[12]

Male
 

Wistar
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

2
 

mg
2

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含 10
 

mg
 

Al(OH) 3 的生

理盐水中
2

 

mg
 

OVA
 

in
 

10
 

mg
 

Al(OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 1、7 天腹腔注射
D1,

 

D7
 

i. p.

- OVA(5%)
第 17~ 35 天,每次雾化 40

 

min,隔日 1 次
From

 

D17 ~ D35,aerosol
 

40
 

min
 

each
 

time,
once

 

every
 

two
 

days

雄性 SD 大鼠[13]

Male
 

SD
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

10
 

mg
10

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含 10
 

mg
 

Al( OH) 3 的

生理盐水中
10

 

mg
 

OVA
 

in
 

10
 

mg
 

Al(OH)3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 1、8 天腹腔注射
D1,

 

D8
 

i. p.

- OVA(2%)

第 15 天开始,每天雾化 1 次,每次 30
 

min,
共 7 次
From

 

D15,aerosol
 

once
 

a
 

day,30
 

min
 

each
 

time,for
 

a
 

total
 

of
 

7
 

times
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续表1

大鼠品系
Rat

 

strain

致敏原(批号)
Allergen

 

(Lot
 

number)

致敏剂量
Sensitizing

 

dose

佐剂
Adjuvant

造模方法
Modeling

 

method

雄性
 

Wistar
 

大鼠[14]

Male
 

Wistar
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

10
 

mg
10

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含 100
 

mg
 

Al(OH) 3 的

生理盐水中
10

 

mg
 

OVA
 

in
 

100
 

mg
 

Al(OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 1、8 天皮下多点注射
D1,

 

D8
 

s. c.

- OVA(1%)
第 18~ 36 天,每次雾化 30

 

min,隔日 1 次
From

 

D18 ~ D36,aerosol
 

30
 

min
 

each
 

time,
once

 

every
 

two
 

days

雄性
 

Wistar
 

大鼠[15]

Male
 

Wistar
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

1
 

mg
1

 

mg
 

OVA 溶于 0. 5
 

mL 含 200
 

μg
 

Al(OH) 3

的磷酸盐缓冲盐水中
1

 

mg
 

OVA
 

in
 

200
 

μg
 

Al(OH) 3
 in

 

0. 5
 

mL
 

PBS

第 0、7 天腹膜内注射
D0,

 

D7
 

i. p.

- OVA(1%)
第 15~ 42 天,每次雾化 30

 

min,隔日 1 次
From

 

D15 ~ 42, aerosol
 

30
 

min
 

each
 

time,
once

 

every
 

two
 

days

雄性 SD 大鼠[16]

Male
 

SD
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

1
 

mg
1

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含有 200
 

mg
 

Al( OH) 3

的生理盐水中
1

 

mg
 

OVA
 

in
 

200
 

mg
 

Al(OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 0、8 天皮下注射
D0,

 

D8
 

s. c.

- OVA(1%)

第 15 天开始,每天雾化 1 次,每次 60
 

min,
共 14

 

d
From

 

D15,aerosol
 

once
 

a
 

day,60
 

min
 

each
 

time,for
 

a
 

total
 

of
 

14
 

days

雄性 SD 大鼠

Male
 

SD
 

rats[17]

卵清蛋白
OVA

(A16951)

1
 

mg

1
 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含有 30
 

mg
 

Al(OH) 3 的

生理盐水中+0. 2
 

mL
 

0. 0023‰百日咳类毒素
1

 

mg
 

OVA
 

in
 

30
 

mg
 

Al( OH) 3
 in

 

1mL
 

saline
 

and
 

0. 2
 

mL
 

0. 0023‰
 

pertussis
 

toxoid

第 1、8 天皮下注射致敏液和腹腔注射百
日咳类毒素
D1,

 

D8
 

OVA
 

s. c.
 

and
 

pertussis
 

toxoid
 

i. p.

- OVA(1%)

第 15 天开始,每天雾化 1 次,每次 20
 

min,
共 7

 

d
From

 

D15,aerosol
 

once
 

a
 

day,20
 

min
 

each
 

time,for
 

a
 

total
 

of
 

7
 

days

雄性 SD 大鼠[18]

Male
 

SD
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

1
 

mg
1

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含有 10
 

mg
 

Al(OH) 3 的

生理盐水中
1

 

mg
 

OVA
 

in
 

10
 

mg
 

Al(OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 1、8 天腹腔注射
D1,

 

8
 

i. p.

- OVA(1%)
第 9~ 23 天,每次雾化 30

 

min,隔日 1 次
From

 

D9 ~ D23, aerosol
 

30
 

min
 

each
 

time,
once

 

every
 

two
 

days

雄性
 

Wistar
 

大鼠[19]

Male
 

Wistar
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

1
 

mg
1

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含有 200
 

mg
 

Al( OH) 3

的生理盐水中
1

 

mg
 

OVA
 

in
 

200
 

mg
 

Al(OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 1、8 天腹膜内注射
D1,

 

8
 

i. p.

- OVA(4%)

第 14 天开始,每天雾化 1 次,每次 5
 

min,
共 18

 

d
From

 

D14, aerosol
 

once
 

a
 

day, 5
 

min
 

each
 

time,for
 

a
 

total
 

of
 

18
 

days

雄性 SD 大鼠[20]

Male
 

SD
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A8041)

100
 

mg

100
 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含 100
 

mg
 

Al( OH) 3

的生理盐水中
100

 

mg
 

OVA
 

in
 

100
 

mg
 

Al ( OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 1、8 天腹腔注射
D1,

 

D8
 

i. p.

- OVA(5%)
第 15~ 20 天,每天雾化 1 次,每次 30

 

min
From

 

D15~ D20,aerosol
 

once
 

a
 

days,30
 

min
 

each
 

time
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续表1

大鼠品系
Rat

 

strain

致敏原(批号)
Allergen

 

(Lot
 

number)

致敏剂量
Sensitizing

 

dose

佐剂
Adjuvant

造模方法
Modeling

 

method

雄性 SD 大鼠[21]

Male
 

SD
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

2
 

mg
2

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含有 100
 

mg
 

Al( OH) 3

的生理盐水中
2

 

mg
 

OVA
 

in
 

100
 

mg
 

Al(OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 0、5 天,其中 0. 5
 

mL 皮下注射,剩下
0. 5

 

mL 腹腔注射
D0,

 

D5,
 

0. 5
 

mL
 

s. c.
 

and
 

0. 5
 

mL
 

i. p.

- OVA(1%)

第 14 天开始,每天雾化 1 次,每次 30
 

min,
共 7

 

d
From

 

D14,aerosol
 

once
 

a
 

day,30
 

min
 

each
 

time,7
 

days

雄性
 

Wistar
 

大鼠[22]

Male
 

Wistar
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

10
 

μg

0. 2
 

mL 致敏液含有 10
 

μg 的 OVA 和 1
 

mg 的
Al(OH) 3

10
 

μg
 

OVA
 

in
 

1
 

mg
 

Al(OH) 3 in
 

0. 2
 

mL
 

alum-
precipitated

 

antigen

第 1、5、8、12 天腹膜内注射 0. 2
 

mL 致敏
液,第 15 天开始连续 7

 

d 鼻内滴注 20
 

μL
 

1%的 OVA 加强致敏
 

Sensitizations
 

were
 

undertaken
 

on
 

D1,
 

D5,
 

D8
 

and
 

D12
 

by
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

0. 2
 

mL
 

of
 

alum-precipitated
 

antigen,
 

from
 

D15,rats
 

were
 

administered
 

( i. n. )
 

20
 

μL
 

of
 

1%
 

OVA
 

diluted
 

in
 

PBS
 

for
 

7
 

consecutive
 

days

- OVA(1%)
第 28~ 32 天,每天雾化 1 次,每次 30

 

min
From

 

D28~ D32,aerosol
 

once
 

a
 

days,30
 

min
 

each
 

time

雄性
 

Wistar
 

大鼠[23]

Male
 

Wistar
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

1
 

mg
1

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含有 200
 

mg
 

Al( OH) 3

的生理盐水中
1

 

mg
 

OVA
 

in
 

200
 

mg
 

Al(OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 0、7、14、21 天腹膜内注射
D0,

 

D7,
 

D14,
 

D21
 

i. p.

- OVA(1%)

第 22~ 42 开始,隔日 1 次,每次雾化 20
 

min
From

 

D22~ D42,once
 

every
 

two
 

days,aerosol
 

20
 

min
 

each
 

time

雄性 SD 大鼠[24]

Male
 

SD
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

1
 

mg
1

 

mg
 

OVA 溶于 1
 

mL 含有 100
 

mg
 

Al( OH) 3

的生理盐水中
1

 

mg
 

OVA
 

in
 

100
 

mg
 

Al(OH) 3
 in

 

1
 

mL
 

saline

第 1、8 天腹腔注射
D1,

 

D8
 

i. p.

- OVA(1%)

第 15 天开始,隔日 1 次,每次雾化 30
 

min,
共 8 周
From

 

D15, once
 

every
 

two
 

days, aerosol
 

30
 

min
 

each
 

time,8
 

weeks

雄性
 

Wistar
 

大鼠[25]

Male
 

Wistar
 

rats
卵清蛋白

OVA

20
 

μg

20
 

μg
 

OVA 和 2
 

μg 脂多糖分别溶于 1
 

mL 含
有 100

 

mg
 

Al(OH) 3 的生理盐水中

20
 

μg
 

OVA
 

and
 

2
 

μg
 

LPS
 

in
 

100
 

mg
 

Al(OH) 3 in
 

1
 

mL
 

saline

第 7、14、21 天腹腔注射
D7,

 

D14,
 

D21
 

i. p.

- OVA(0. 5%) +LPS(0. 5%)
第 23~ 39 天,隔日 1 次,每次雾化 30

 

min
From

 

D23~ D39,once
 

every
 

two
 

days,aerosol
 

30
 

min
 

each
 

time

雌性 BN 大鼠[26]

Female
 

Brown
 

Norway
 

rats

卵清蛋白
OVA

(A5503)

50
 

μg

50
 

μg
 

OVA 溶于 0. 5
 

mL 含 20
 

mg
 

Al( OH) 3

的生理盐水中+50
 

ng 的百日咳毒素
50

 

μg
 

OVA
 

in
 

20
 

mg
 

Al( OH) 3
 in

 

0. 5
 

mL
 

saline + 50
 

ng
 

pertussis
 

toxoid
 

第 0 天腹腔注射,第 7 天不加百日咳毒素
后同剂量腹腔注射
D0

 

i. p. ,D7
 

i. p.
 

without
 

pertussis
 

toxoid

- OVA(5%) 第 28 天内鼻内滴注 300
 

μL
 

OVA 溶液
D28,300

 

μL
 

OVA
 

i. n.
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2　 大鼠品系

　 　 雄性 SD 大鼠和雄性 Wistar 大鼠是过敏性哮喘

大鼠模型中最常用的品系,两种大鼠致敏后产生的迟

发性过敏反应的时间与临床患者时间接近[27] 。 其中

雄性 SD 大鼠应用较多,可能与其可长时间耐受高浓

度激发,从而出现典型的过敏性炎症反应有关[28] 。
其中,也有文献[26] 提到的用雌性 BN 大鼠造模,并提

出与前两种大鼠相比,过敏原致敏后的 BN 大鼠能更

加容易的产生 IgE 反应,是研究过敏性哮喘最合适的

大鼠品系,在国际上使用率越来越高。 但较低的繁殖

率和高昂的价格,在国内的使用率较少(表 2)。

3　 造模方式

　 　 过敏性哮喘是一种环境与机体相互影响的疾

病,其发病机制主要分为致敏即免疫记忆阶段和效

应阶段两方面[4] 。 免疫记忆阶段:当过敏原首次进

入气道时,会被抗原提成细胞(如树突状细胞)识别

并把他们加工成小肽后与细胞膜表面的主要组织

相容性复合体(MHC)II 类分子结合形成复合物,并
通淋巴管向幼稚的 CD4+ Th 细胞提供过敏原成分,
在存在 2 型细胞因子的情况下,产生过敏原特异性

Th2。 由 Th2 细胞产生的 IL-4 可以促进 B 细胞成熟

并分化为浆细胞,生成抗原 sIgE,sIgE 与肥大细胞表

面的高亲和力 IgE 受体 FcεRI 结合,生成 IgE 抗体,

表 2　 过敏性哮喘模型所用大鼠品系的频数及占比
Table

 

2　 Frequency
 

and
 

proportion
 

of
 

rat
 

strains
 

used
 

in
 

allergic
 

asthma
 

models
大鼠品系
Rat

 

strain
频数

Frequency
占比

Proportion
雄性 SD 大鼠
Male

 

SD
 

rats 9 50. 0%

雄性
 

Wistar
 

大鼠
Male

 

Wistar
 

rats 8 44. 4%

雌性 BN 大鼠
Female

 

BN
 

rats 1 5. 6%

使机体致敏,其中部分增殖的效应 Th2 成为过敏原

特异性记忆 T 淋巴细胞[4] 。 效应阶段:当过敏原再

次进入机体时,被血液内的 IgE 识别并结合,促使肥

大细胞(Mast
 

Cell,MC)脱颗粒,释放炎性介质产生

早期过敏性反应[6,29] ,表现为血管扩张和支气管收

缩等,导致支气管结构功能改变,形成急性哮喘症

状[30] 。 气道慢性炎症反应是效应阶段的延续,Th2
细胞向气道炎症部位迁移,在炎症部位受到过敏原

攻击时,气道局部释放的趋化因子使 Th2 细胞释放

2 型细胞因子如 IL-4、IL-5、IL-13 等。 IL-5 对促进组

织嗜酸性粒细胞增多和肥大细胞增生至关重要,而
IL-13 可以刺激杯状细胞产生粘液并诱发气道高反

应(Airway
 

Hyper
 

Reactivity,AHR) [31] 。 故在过敏性

哮喘动物模型的造模时,主要也分为两个阶段,分
别是致敏期和激发期。
3. 1　 致敏期

　 　 卵清蛋白( OVA) 是使用最多的致敏原[32] ,主
要分为单纯 OVA 和复合 OVA(含佐剂,主要包括 Al
(OH) 3 等)两大类,具有较强的抗原性和免疫原性。
3. 1. 1　 致敏浓度

　 　 分析前文筛选的文献发现,所选文献中共出现

了 7 种不同的 OVA 致敏浓度。 在 7 种致敏浓度中,
最常用的是将 1 mg

 

OVA 溶于含有一定量佐剂( Al
(OH) 3)中(7 篇,38. 9%)。 致敏浓度及频数见表 3。
随后将所有文献中所提的 OVA 的产品目录号及所

对应纯度进行检索并整理,发现在一定程度上,致
敏浓度的选择与所选 OVA 的纯度有关,所以过敏性

哮喘大鼠模型致敏期间所用的具体造模浓度的选

择应根据自身所拥有 OVA 的纯度来决定。
3. 1. 2　 致敏方法

　 　 致敏操作方法主要分为 3 种,分别是腹腔注射、
皮下注射和皮下注射联合腹腔注射。 见表 1。 同时

发现 致 敏 时 适 当 地 使 用 特 殊 佐 剂 如 脂 多 糖

(LPS) [25]或百日咳毒素[17,26] 可以有效的加强致敏

效果。

表 3　 过敏性哮喘大鼠模型各致敏浓度的频数和占比
Table

 

3　 Frequency
 

and
 

proportion
 

of
 

each
 

sensitizing
 

concentration
 

in
 

allergic
 

asthma
 

rat
 

model
致敏浓度

Sensitizing
 

Concentration 10
 

μg 20
 

μg 50
 

μg 1
 

mg 2
 

mg 10
 

mg 100
 

mg

产品
目录号

Catalog
 

number
(A5503) - (A5503) (A5503)

(A16951) (A5503) (A5503)
(AL125)

(A8041)
(A5253)

频数
Frequency 1 1 1 7 2 3 3

占比
Proportion 5. 6% 5. 6% 5. 6% 38. 9% 11. 1% 16. 6% 16. 6%

注:-:在文献中没有说明其所使用卵清蛋白的产家及批号。
Note. -,

 

Producer
 

and
 

batch
 

number
 

of
 

the
 

ovalbumin
 

used
 

were
 

not
 

specified
 

in
 

the
 

literature.
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表 4　 过敏性哮喘大鼠模型评价指标
Table

 

4　 Evaluation
 

index
 

of
 

allergic
 

asthma
 

rat
 

model

一般行为学观察
General

 

behavioral
 

observations

肺组织病理形态学
观察(HE 染色)

Pathological
 

observation
 

of
 

lung
 

tissue
 

(HE
 

staining)

肺功能检测
Pulmonary

 

function
 

test

Th2 型细胞因子
Th2

 

cytokines

血清免疫球蛋白 IgE
Serum

 

immunoglobulin
 

IgE

嗜酸性粒细胞
浸润情况

Eos
 

infiltration

参考文献
References

 

- + - + + - [9]

+ + + - - - [10]

+ + - + - - [11]

+ + - + - + [12]

+ + + + + + [13]

+ + - - - - [14]

- + - + - - [15]

+ + - + + - [16]

+ + + - - + [17]

+ + + - - + [18]

- + + - - + [19]

- + - - - + [20]

- + + - + + [21]

+ + - + + + [22]

- + - - - + [23]

- + + + + + [24]

+ + - + - + [25]

+ + + + + - [26]

注:“ +”:表示在文献中有提及与指标相关内容;“ -”表示在文献中未提及。
Note. +,

 

Indicates
 

that
 

there
 

are
 

references
 

to
 

indicators
 

in
 

the
 

literature.
 

-,
 

Indicates
 

that
 

it
 

is
 

not
 

mentioned
 

in
 

the
 

literature.

3. 2　 激发期

　 　 最常用来激发哮喘的方式是通过 OVA 雾化激

发,OVA 的浓度范围通常在 1% ~ 5%之间,雾化次数

在 7 ~ 14 次不等。 也有文献[26] 提示可以通过鼻内

滴注的方式来激发哮喘。 有研究将相同致敏方式

和致敏浓度的大鼠分别用同一浓度的 OVA 分别雾

化激发 4 周和 8 周,发现两组大鼠气道损伤情况虽

然有些许差异,但差异无统计学意义[33] 。

4　 模型的评价指标

　 　 分析前文筛选的文献,总结文献中关于造模后

模型的评价指标主要包括:(1)发作时一般行为学

观察;(2)肺组织病理形态学观察;(3)肺功能检测;
(4)Th2 型细胞因子;(5)血清免疫球蛋白 IgE;(6)
炎性细胞浸润情况(表 4)。
4. 1　 发作时一般行为学观察

　 　 过敏性哮喘大鼠模型哮喘发作期的典型症状

表现为造模期间频繁并持续的出现呼吸加快并伴

有喘息、口唇黏膜发绀、腹肌痉挛、毛色暗淡并伴有

竖起、抓耳挠腮等,并随着激发次数的增多,症状会

加重且出现的频率逐渐增加。 金禹彤等[14] 通过记

录各组大鼠引喘潜伏期与发作总持续时间比较;李
潘营等[13]通过雾化磷酸组胺和 2%的氯化乙酰胆碱

等量的混合液后,从第 1 次喘息开始记录大鼠 2
 

min
内的喘息次数来对过敏性哮喘大鼠模型进行评价。
4. 2　 肺组织病理形态学观察(HE 染色)
　 　 肺组织的病理形态学观察可以直观的反映在

过敏性哮喘发病及持续过程中,肺组织在炎性细胞

的浸润下,不断的损伤和修复后产生的病理结构性

改变。 在过敏性哮喘大鼠模型的肺组织 HE 染色

中,可以看到大鼠支气管周围会出现大量的炎性细

胞浸润,部分细支气管上皮坏死,杯状细胞增生、肥
大,支气管壁增厚和肺泡严重变形等一系列表现。
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4. 3　 Th2 型细胞因子

　 　 过敏性哮喘是一种由 2 型炎症反应介导的慢性

肺损伤性炎症,Th2 细胞在 2 型炎症反应的启动、维
持和增殖中发挥重要作用。 当过敏原暴露并进入

呼吸道时,树突状细胞摄取这些过敏原并引导 Th2
细胞的增殖分化,从而导致 Th2 型细胞因子如 IL-4、
IL-5、IL-13 等的分泌增加。 Th2 反应是 IgE 介导的

致敏、气道高反应性
 

( AHR)
 

和嗜酸性粒细胞浸润

的基础,这些都是过敏性气道疾病的标志。
4. 4　 血清免疫球蛋白 IgE
　 　 IgE 在过敏性哮喘的发病过程其起着非常重要

的作用。 Th2 细胞通过分泌 IL-4 和 IL-13 来激活 B
细胞的发育并分化成分泌 IgE 的浆细胞。 分泌的

IgE 与肥大细胞( MC)表面的 FcεRI 受体结合。 再

次暴露于该抗原会导致 IgE 结合的 FcεRI 受体的交

联化,继而导致 MC 脱颗粒,再次释放先前合成的细

胞因子( IL-4 和 IL-13) 导致气道炎症的进行性加

重,以及合成新的炎症介质(如组胺、趋化因子和白

三烯等) [6,29] 。 MC 释放的炎症介质刺激其他炎症

细胞以及结构内皮细胞、上皮细胞和平滑肌细胞,
导致支气管痉挛和气道黏液分泌增加,诱发气道高

反应(AHR),加重过敏性哮喘的进程[34] 。
4. 5　 嗜酸性粒细胞浸润情况

　 　 Th2 细胞分泌的 IL-5 主要负责骨髓和组织中嗜

酸粒细胞的生成和激活。 在过敏性哮喘患者的支

气管肺组织中存在大量炎性细胞浸润[35] ,嗜酸性粒

细胞是其关键的炎症细胞,在过敏性哮喘的气道高

反应性、粘液产生和气道重塑中都发挥重要作用。
有研究表明通过促进 EOS 的调亡,可以有效减轻气

道炎症,从而达到缓解过敏性哮喘的目的[36] 。
4. 6　 肺功能检测

　 　 肺功能检测是诊断哮喘和评估哮喘控制程度

的重要检查方法[37] 。 最常用来进行哮喘模型肺功

能检测的方式是肺功能气道反应性测试,用梯度浓

度的乙酰胆碱对哮喘模型进行激发并观察呼吸阻

力情况。 过敏性哮喘模型大鼠检测时可以发现,各
梯度乙酰胆碱激发模型组大鼠呼吸阻力较空白组

升高明显(P<0. 01)。 同时,李潘营等[13] 提出,也可

以通过氧合指数检测、肺通透指数等方面来对过敏

性哮喘大鼠的肺功能进行评价。

5　 总结

　 　 随着过敏性哮喘动物模型的出现,大大加快了

过敏性哮喘的研究进程,但现有的哮喘模型仅能表

现过敏性哮喘某特定阶段的部分病理表现。 虽然

至今还没有任何一种哮喘动物模型能完全概括人

类过敏性哮喘的发生发展过程,但是通过动物实验

过程中构建过敏性哮喘动物模型,能使我们更好的

研究药物及其他治疗方法对过敏性哮喘机制的影

响,为实验结果应用于临床提供可靠帮助。 本文对

近 5 年来制作过敏性哮喘大鼠模型时所选用的常用

大鼠品系、不同的致敏方式和致敏浓度,以及部分

评价造模成功时的指标进行了综合阐述,为后续研

究人员在制作过敏性哮喘大鼠模型时,能更准确地

选择大鼠品系以及试剂种类,并以此选择合适的造

模方式及造模成功的评价方式,提供了有力支持,
并推进实验顺利开展。
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出血性休克动物选择与并发其它疾病模型的研究进展
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　 　 【摘要】 　 　 出血性休克是临床常见的死亡原因之一,多见于创伤引起的四肢骨折及重要脏器破裂、动脉瘤破

裂等原因所致大量出血。 现如今,有关出血性休克(hemorrhagic
 

shock,HS)的原因、诱因和机制及动物模型的构建

已基本明确,但有关 HS 合并或并发其它疾病的动物模型还有待于进一步研究。 因而,本文就出血性休克模型不同

动物的选择与应用与其合并或并发其它疾病动物模型的研究现状进行综述,旨在为临床医生在 HS 相关的模型选

择和应用方面提供参考。
【关键词】 　 出血性休克;动物模型;疾病
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　 　 【Abstract】 　 　 Hemorrhagic
 

shock
 

( HS)
 

is
 

one
 

of
 

the
 

common
 

causes
 

of
 

death,
 

which
 

is
 

mostly
 

due
 

to
 

trauma-
induced

 

fracture
 

of
 

limbs
 

and
 

rupture
 

of
 

vital
 

organs,
 

aneurysm
 

rupture,
 

and
 

other
 

causes
 

of
 

massive
 

bleeding.
 

The
 

causes,
 

triggers,
 

and
 

mechanisms
 

of
 

HS
 

and
 

establishment
 

of
 

animal
 

models
 

have
 

been
 

largely
 

clarified,
 

but
 

animal
 

models
 

of
 

HS
 

combined
 

with
 

or
 

complicated
 

by
 

other
 

diseases
 

need
 

to
 

be
 

investigated
 

further.
 

Thus,
 

we
 

reviewed
 

the
 

current
 

research
 

status
 

of
 

the
 

selection
 

and
 

application
 

of
 

various
 

animals
 

for
 

HS
 

models
 

and
 

their
 

combination
 

or
 

complication
 

with
 

other
 

disease
 

models
 

to
 

provide
 

researchers
 

with
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

selection
 

and
 

application
 

of
 

HS-related
 

models.
【Keywords】　 hemorrhagic

 

shock;
 

animal
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diseases
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　 　 休克是由于各种原因引起的机体有效循环血

量减少、组织灌注不足而导致的细胞缺氧和功能受

损的临床综合征,主要包括出血性休克(hemorrhagic
 

shock,HS)、感染性休克、心源性休克、神经源性休



克和过敏性休克[1] 。 出血性休克是临床常见的死

亡原因,当机体内失血量超过全身总血量的 20%
时,即可出现一系列由于血容量灌注不足所致的临

床表现。 据报道,全世界每年约有 190 万人死于

HS,其中约 150 万人死于严重的机体创伤[2] 。 如

今,有关 HS 的发病原因、诱因和机制及动物模型的

构建已基本明确,但有关 HS 合并或并发其它疾病

如 HS 濒死期循环死亡 ( donation
 

after
 

circulation,
DCD)、HS 心脏骤停的动物模型还有待于进一步研

究。 本文就出血性休克模型不同动物的选择与应

用与其合并或并发其它疾病动物模型的研究现状

综述如下。

1　 出血性休克造模方法

　 　 出血性休克造模方法大致有定容性、定压性、
非控制性 3 种类型[3] 。 定容性出血性休克模型是

在麻醉状态、规定时间内控制实验动物血容量进行

建模,通过该模型可进一步研究动物的血流动力

学,其不足之处在于不能控制低血压程度;定压性

出血性休克模型是在麻醉状态下进行放血、将血压

控制在预定的范围内维持一段时间,通过监测血压

来准确地控制低血压的程度和持续时间;非控制性

出血性休克模型是由标准化血管损伤(肝脾挤压 /
撕裂、动脉损伤)引起的出血,这种出血性休克模型

更贴近创伤后临床患者的表现。 与定容性模型相

比,基于实验标准化和可重复性的特点,定压性方

法是更可靠。 Sondeen 等[4] 研究表明,非控制性出

血性休克模型在一定程度上可以弥补控制性出血

性休克在血容量丧失和血压变化方面上的不足。
2　 不同动物出血性休克模型的选择及应用与其合

并或并发其他疾病

2. 1　 小鼠出血性休克模型的选择及应用与其合并

肠道损伤

　 　 按近交系实验小鼠分为 BALB / c 小鼠、C57BL
小鼠、C3H 小鼠和 615 小鼠。 因小鼠与人类基因具

有高度相似性、较高性价比,小鼠是出血性休克模

型的首选实验动物。 Takao 等[5] 研究发现小鼠的炎

症基因表达模式与人类炎症基因表达模式非常相

似,说明小鼠用作制备人类疾病的动物模型是有实

验优越性。 Oyama 等[6] 通过实验将小鼠分别暴露

于标准室内光和强光后,然后对小鼠进行麻醉、气
管插管和机械通气,经颈动脉插管进行血压监测和

抽血,使平均动脉压(mean
 

arterial
 

pressure,MAP)在

15
 

min 内降至 30 ~ 35
 

mmHg,达到出血性休克的血

压标准;通过进一步分析支气管肺泡灌洗液的白蛋

白和炎症因子指标,结果显示肺泡灌洗液的白蛋

白、IL-6 和 IL-8 在强光实验中的表达水平显著降

低,由此得出强光可能在小鼠出血性休克期降低对

肺组织的进一步损伤。 Gröger 等[7] 选择 C57BL 小

鼠构建定压性出血性休克模型( MAP
 

35
 

mmHg,60
 

min),研究 3-巯基丙酮酸硫转移酶(3-MST)的基因

突变对创伤性出血性休克小鼠在休克恢复期肺和

肾损伤的影响,结果显示 3-MST 缺乏对创伤出血性

休克小鼠的血流动力学和新陈代谢方面无影响。
Dyer 等[8]通过小鼠肝撕裂伤的方法建立了一种可

靠、规范的非控制性出血性休克模型,通过向肝撕

裂实验小鼠静脉注射合成血小板,发现此方法可以

改善出血性休克小鼠的血流动力学,并且损伤后出

现低血压的时间明显延长。 严重多发性肠道损伤

常伴有出血性休克,通过 HS 合并肠道损伤动物模

型的建立,探索控制动物模型肠道损伤的途径。
Kao 等[9]通过建立 HS 合并肠道损伤小鼠模型,研
究了 C-肽可通过减少 TNF-α、单核细胞趋化蛋白-1
和巨噬细胞趋化蛋白-1 来降低小鼠的炎症反应,并
进一步提高了存活率。 因此,使用小鼠来建立 HS
合并肠道损伤的优势在于有身体较小易操作、小鼠

成本较低以及小鼠易于护理等诸多优势。 当然,小
鼠也存在血容量较少、插管困难等劣势,因而小鼠

并不适用于血流动力学方面模型的研究。
2. 2　 大鼠出血性休克模型的选择及应用与其合并

肺损伤

　 　 实验大鼠常用的品系有 SD、 Wistar、 SHR 和

F344 大鼠等 4 种。 SD 大鼠是最常用品系,用于模

拟 HS、肺损伤、多发性创伤、脑震荡、长骨骨折和钝

性胸部创伤,其次是 Wistar 以及其他品系大鼠[10] 。
Yadav 等[11]通过抽取约 50%的 SD 大鼠循环血液来

诱导出血性休克建立了定容性出血性休克大鼠模

型,证实了联苯二氟铜(EF24)在出血性休克期间可

以减轻由于创伤出血引起的炎症反应。 Chu 等[12]

等利用 SD 大鼠定压性出血性休克模型( MAP
 

40
 

mmHg,60
 

min),研究发现早期静脉注射氨甲环酸可

改善中性粒细胞在创伤出血性休克期间引起的肠

道屏障损伤。 Lee 等[13] 采用大鼠 80%截尾法建立

非控制性出血性休克模型,研究得出在治疗出血性

休克复苏期间使用脂质体加压素的大鼠比使用加

压素的大鼠有更好的结果。 由于大鼠的血容量比
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小鼠多,因而大鼠出血性休克模型的建立比小鼠相

对更容易。 此外,同小鼠一样,大鼠对出血性休克

的部分免疫反应可能与人类相似,大鼠最实用的出

血性模型也是固定压力出血。 不过,大鼠的顺从性

较差、血管壁脆、手术操作难度较高从而影响建模

的成功率。 目前关于建立 HS 合并大鼠肺损伤模型

的方法主要是通过模拟肺部的撞击伤、坠落伤、挤
压伤等。 Ming 等[14]在研究 HS 合并大鼠肺损伤(撞

击伤致肺损伤模型) 时发现,通过输注右美托咪定

可以减轻肺水肿和炎症反应,证实右美托咪定对急

性肺损伤有保护作用。 Teng 等[15]通过建立大鼠 HS
合并肺损伤模型,研究了静脉注射氨甲环酸后对支

气管肺泡灌洗液和血清中炎症因子( IL-6、TNF-α)
的影响,证明了静脉注射氨甲环酸可以减轻大鼠机

体内肺部炎症反应。
2. 3　 兔出血性休克模型的选择及应用与其合并脾

损伤

　 　 新西兰大白兔、日本大耳白兔和中国白兔是实

验兔主要的 3 种类型。 兔是第一个应用于免疫学研

究模型的动物,其优势在于它的体型介于啮齿类动

物和更大、更昂贵的动物模型之间[16] 。 同时,因兔

的体型可以随时采集血液、更容易获取许多细胞和

组织。 此外,兔的寿命比啮齿类动物长,而且兔的

免疫系统基因与啮齿类动物相比更接近于人类免

疫系统的基因[17] 。 Luo 等[18] 选用新西兰大白兔建

立定压性出血性休克模型 ( MAP
 

45 ~ 50
 

mmHg,
3

 

min),研究激光多普勒成像在出血性休克期间对

兔耳微循环的应用,揭示了激光多普勒成像是一种

无创性、非接触性的微循环评价方法,可以为 HS 的

诊断和治疗提供有益的帮助。 Komori 等[19] 通过控

制日本白化兔的出血量,按照 20
 

mL / min(循环血量

的 10% ~ 13%),每隔 3
 

min 放血 4 次,总出血量为

80
 

mL,成功制备了定容性出血性休克模型,研究羟

乙基淀粉在出血性休克期间对实验兔微循环、中心

静脉血氧饱和度和中心静脉-动脉二氧化碳的影

响,并阐明了羟乙基淀粉对比晶体液在 HS 期间对

机体复苏的优缺点。 Hagisawa 等[20] 通过制备新西

兰大白兔严重出血性休克模型 ( MAP
 

( 20 ± 2 )
mmHg,10

 

min),研究发现通过骨骼内输注血红蛋白

要比输注胶体、晶体液、全血或红细胞悬液输注在

治疗严重出血性休克复苏时效果显著。 脾破裂是

临床上较常见的外科急症,占腹腔脏器损伤中的

45%左右,由于脾组织脆弱,血运丰富,稍受外力就

可破裂。 一旦破裂将出现大出血的症状,导致患者

发生出血性休克。 Zhang 等[21] 通过新西兰大白兔

脾损伤方法建立非控制性出血性休克模型,研究发

现使用新型液体组合(高渗盐水溶液和乳酸林格液

+羟乙基淀粉,比例为 2 ∶ 1)的方式进行液体复苏会

减少非控制性模型的失血量,同时在低血压时能够

更好地稳定血流动力学。 现如今,兔作为常用动物

模型已经越来越多地被应用到人类疾病模型构建,
同时兔具有与人类相似的心脏电生理学,可以更好

地作为出血性休克模型。 与其它大型动物模型相

比,兔作为出血性休克模型具有操作方便、成本相

对较低、妊娠期较短、后代数量多、大小相对合适等

优点[22] 。
2. 4　 犬出血性休克模型的选择及应用与其合并多

发损伤

　 　 比格犬、四系杂交犬、纽芬兰犬、墨西哥无毛犬

是实验犬的 4 种分型。 犬在休克血流动力学的反应

方面与人类不经相同,进行犬的出血性休克模型前

要提前将犬的脾切除,目的是为了消除自体回血的

代偿性应激作用,但这可能会改变机体对损伤和休

克的免疫反应。 近年来,很多学者都在使用 Wiggers
创立的定压性出血性休克模型[23] ,并不断地进行改

良。 Pavlisko 等[24]通过建立比格犬定压性出血性休

克模型(MAP
 

55
 

mmHg,5
 

min),研究超声引导下进

行实验犬股动脉插管术,成功率达 80%,证明超声

引导下行股动脉插管在急性比格犬出血性休克模

型中的可行性。 Ke 等[25] 也建立比格犬定压性出血

性休克模型( MAP
 

40
 

mmHg,20
 

min),验证通过硅

管重新连接比格犬被横断的小肠是一种可行的控

制损伤方法。 Davis 等[26]同样采用犬定压性出血性

休克模型(MAP
 

40
 

mmHg,60
 

min)研究白藜芦醇对

肾的影响,结果发现白藜芦醇可能会影响出血性休

克期间血凝块强度和凝血酶生成。 现如今,交通、
自然灾害、建设工地等因素引起的 HS 多发伤发生

率越来越多,如何快速现场一线救护、研究无电化

救治装置? 为解决这个问题就需要建立 HS 多发伤

动物模型来初步验证。 单一因素指标制作的动物

模型不可能全面准确的反应自然灾害、恐怖袭击和

非常规战争发生出血性休克的具体情况。 孟辉

等[27]在国内首次用比格犬构建微创血气胸、失血休

克模型与多根多段肋骨骨折、创伤性血胸、张力性

气胸、失血性休克两种模型,结果显示本法制作的

大动物胸部多发伤失血性休克模型成功率高、可重
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复性强。 由于该模型与临床十分贴近,因此更加符

合临床创伤患者的进一步研究。 犬作为出血性休

克合并多发伤模型的优势在于遗传性能稳定、品种

固定且优良、一般无遗传性神经疾患、对环境的适

应力和抗病力较强,现已广泛应用于人类疾病模型。
2. 5　 猪出血性休克模型的选择及应用与其合并脑

损伤

　 　 实验猪有哥根廷小型猪、明尼苏达-霍麦尔小

型猪、皮特曼一摩尔小型猪、西藏小型猪、广西巴马

小型猪、约克夏猪共 6 种。 猪既是作为理想的出血

性动物休克模型又是器官移植和人类疾病研究领

域重要的动物模型。 长期以来,猪一直用于外科手

术模型,其原因在于它们体型适中、有与人类相似

的心血管解剖学和生理学[28] 。 Morris 等[29] 建立约

克夏猪定压出血性休克模型( MAP
 

(35±5) mmHg,
1

 

h),研究休克期肺中性粒细胞浸润可作为急性肺

损伤的早期标志物,通过猪出血性休克模型的可重

复性研究发现,其与人类 HS 的生理变化一致。 Wu
等[30]构建北京长白猪的定压出血性休克模型(MAP

 

(40±3) mmHg,60
 

min),研究参附注射液与生理盐

水分别在 HS 后对大脑皮层组织 IL-6、TNF-α 等炎

症因子的影响,证明参附注射液能改善出血性休克

后脑微循环、减少脑损伤,还可以改善心脏骤停复

苏后的肠系膜微血管血流变化。 同年,Liang 等[31]

使用相同猪定压出血性休克模型( MAP
 

40
 

mmHg,
60

 

min)研究发现,参附注射液对出血性休克猪的肠

道上皮细胞具有明显的保护作用。 Yanala 等[32] 通

过建立猪脾切除和肝损伤的方法建立非控制出血

性休克模型进行研究发现,使用缓慢的输液速度进

行液体复苏时可以减少出血性休克后的失血量。
创伤性脑损伤是急症中心常见的损伤相关性疾病,
外伤严重时由于无法及时、有效地止血处置常合并

出血性休克。 其原发性损伤不可逆转,继发性损伤

导致的神经细胞死亡是创伤性脑损伤的病理生理

机制和潜在的治疗靶点,如何减少神经元死亡是治

其继发性损伤的关键策略之一。 目前研究表明复

苏时的精准液体治疗,保证脑组织灌注,维持脑氧

供需平衡,可显著减少继发性脑损伤。 但是,选用

何种动物是建立 HS 合并创伤性脑损伤动物模型的

研究重点。 Dekker 等[33] 使用猪制备冲击伤模型探

寻 HS 合并创伤性脑损伤时丙戊酸(一种组蛋白去

乙酰化酶抑制剂) 对继发性脑损伤的影响。 Mayer
等[34]同样选用猪建立 HS 合并创伤性脑损伤模型,

该研究发现通过静脉输注 17α-乙炔雌二醇-3-硫酸

酯(一种雌性激素)比选用 0. 45%氯化钠溶液在心

血管恢复和保护神经方面效果更显著。 猪作为出

血性休克合并脑损伤模型的优势不仅在于心血管

和血流动力学方面与人类有较高的相似度,而且在

皮肤伤口愈合方面和新陈代谢方面亦与人类十分

相似,在免疫方面的应用更越来越广泛[35-36] 。
2. 6　 灵长类动物出血性休克模型的选择及应用与

其合并肾损伤

　 　 灵长类动物作为实验动物模型常用的品种主

要有恒河猴、熊猴、短尾猴、食蟹猴、平顶猴。 在遗

传学方面,灵长类动物是最接近人类的动物;在压

力和低血容量性休克方面具有与人类相似的生理

反应,并在药物代谢方面与人类高度一致,所以灵

长类动物作为人类理想的动物模型具有先天优

势[37] 。 Sheppard 等[38]通过建立恒河猴定压性出血

性休克模型(MAP
 

20 ~ 24
 

mmHg,30
 

min),研究恒河

猴在出血性休克期间生理、代谢、免疫和凝血的反

应,以及合并肌肉骨骼损伤和软组织损伤时的反

应。 证明恒河猴是一种更容易实现人类创伤的动

物模型, 以便用于未来临床治疗测试和评估。
Crossland 等[39]通过建立灵长类动物左半肝切除术

的方法建立非控制性出血性休克模型,并证明了评

估休克状态下严重程度的首要指标是组织氧饱和

度(StO2 )、潮气末二氧化碳( ETCO2 ) 和循环乳酸。
急性肾损伤同样是是出血性休克患者的最主要并

发症之一,患者在急性肾损伤后可出现不可逆性肾

功能下降以及慢性肾脏疾病,是导致出血性休克患

者死亡的重要原因之一。 Halbgebauer 等[40] 通过建

立雄性食蟹猴定压性出血性休克模型 ( MAP
 

30
 

mmHg,60
 

min),研究 Thirty-Eight-Negative
 

Kinase
 

1
(TNK1) 在出血性休克期间的表达对肾损伤的影

响,说明体内补体 C3 通过中和 TNK1 来抑制机体内

炎性介质的释放和炎症反应。 虽然灵长类动物是

在遗传学、生理学和行为方面是与人类最接近的动

物模型,但其主要缺点是创建急性和慢性损伤模型

时成本和伦理问题的复杂性是主要限制因素[41] ,因
此,灵长类动物模型在临床应用方面相对较少。

3　 展望

　 　 综上所述,尽管出血性休克动物模型应用十分

广泛,但在选择适当的出血性休克动物模型时还应

考虑实验动物的可用性、成本、伦理、与人体解剖学
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和生理学的相似性等问题。 为了研究与血性休克

相关的病理生理学和治疗措施,通常优先出选择可

控性和可重复性比较好的定压性和定容性的出血

性休克模型。 然而,对于非控制性出血性休克模

型,特别是与其它创伤疾病相结合时,选择此模型

则更具有临床意义,不过有关此类模型还有待于进

一步研究。
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Siglec-15 抗体在非小细胞肺癌中的调控机制研究
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(包头市中心医院(内蒙古医科大学包头临床医学院)心胸外科,内蒙古
 

包头　 014000)

　 　 【摘要】 　 唾液酸结合免疫球蛋白样凝集素-15( sialic
 

acid-binding
 

immunoglobulin-like
 

lectin,Siglec-15)作为新

发现的一种免疫检查点抑制剂(immune
 

checkpoint
 

inhibitors,
 

ICIs),其广泛表达于多种肿瘤细胞,并与程序性死亡

受体 1(programmed
 

cell
 

death
 

1,
 

PD-1)和程序性死亡受体-配体 1(programmed
 

cell
 

death
 

ligand
 

1,
 

PD-L1)的表达互

斥,可以作为一个新的 ICIs 治疗靶点,为 PD-1 / PD-L1 治疗无响应的患者提供另一种治疗选择。 本文拟从 Siglec-15
的特征通路、参与免疫调节机制以及在肿瘤相关的表达等方面的近期研究成果综述。 分析研究 Siglec-15 抗体的临

床应用结果,探讨 Siglec-15 在非小细胞肺癌(non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,NSCLC)治疗中的应用意义以及治疗前景。
【关键词】 　 免疫检查点抑制剂;唾液酸结合免疫球蛋白样凝集素-15;非小细胞肺癌
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Role
 

of
 

anti-Siglec-15
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer

LI
  

Yankang,
 

HE
  

Gangfeng∗

(Baotou
 

Central
 

Hospital
 

(the
 

Baotou
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Inner
 

Mongolia
 

Medical
 

University),
 

Department
 

of
 

Cardiothoracic
 

Surgery,
 

Baotou
 

014000,
 

China)

　 　 【Abstract】　
 

As
 

a
 

newly
 

discovered
 

ICI,
 

Siglec-15
 

is
 

widely
 

expressed
 

in
 

various
 

tumor
 

cell
 

types,
 

and
 

PD-1 / PD-L1
 

expressions
 

is
 

mutually
 

exclusive.
 

Siglec-15
 

may
 

be
 

a
 

new
 

therapeutic
 

target
 

for
 

PD-1 / PD-L1
 

as
 

a
 

treatment
 

option
 

for
 

patients
 

who
 

do
 

not
 

respond
 

to
 

therapy.
 

This
 

review
 

discusses
 

the
 

recent
 

research
 

of
 

the
 

characteristic
 

pathways
 

of
 

Siglec-
15,

 

its
 

involvement
 

in
 

immune
 

regulation
 

mechanisms,
 

and
 

its
 

tumor-related
 

expression.
 

Clinical
 

application
 

of
 

an
 

anti-
Siglec-15

 

antibody
 

was
 

analyzed,
 

and
 

the
 

therapeutic
 

prospect
 

of
 

Siglec-15
 

for
 

NSCLC
 

treatment
 

is
 

discussed.
【Keywords】　 ICIs;

 

Siglec-15;
 

NSCLC
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　 　 2020 年全球统计新发肺癌患者近 220 万例,死
亡人数占比达 18%。 肺癌被认为是危害人类健康

的主要恶性肿瘤之一[1] 。 手术行肺段、肺叶乃至全
肺切除是 IA 期至 IIIA 期可耐受手术患者的第一选

择。 而针对无法耐受手术的患者或临床分期在 IIIB
期至 IV 期的患者,如果同时具备表皮因子生长受体

(epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor,
 

EGFR)、细胞间质

上 皮 转 换 因 子 ( cellular-mesenchymal
 

epithelial
 

transition
 

factor,
 

c-Met) 或 Kirsten 大鼠肉瘤病毒癌

基因 同 源 物 ( kirsten
 

rat
 

sarcoma
 

viral
 

oncogene
 

homolog,
 

KRAS)等基因位点的阳性突变,可以根据

突变结果选择针对性靶向治疗药物[2-3] 。 但靶向治
疗药物的获益群体仅限于非小细胞肺癌( non-small

 

cell
 

lung
 

cancer,
 

NSCLC)驱动基因突变且有对应药

物的患者,对于没有驱动基因获益的 NSCLC 患者群

体和小细胞肺癌(small
 

cell
 

lung
 

cancer,
 

SCLC)患者

群体而言,免疫检查点抑制剂( immune
 

checkpoint
 

inhibitors,
 

ICIs)是除去传统放疗、化疗治疗外,又一

可选 治 疗 策 略 ( 图 1 )。 肿 瘤 微 环 境 ( tumor
 

microenvironment,
 

TME) 中的程序性死亡受体 - 1



(programmed
 

cell
 

death
 

1,
 

PD-1)和程序性死亡受体

-配体 1(programmed
 

cell
 

death-ligand
 

1,
 

PD-L1)分

子过度表达是部分实体肿瘤患者的主要免疫逃逸

机制,抗体阻断 PD-1 / PD-L1 的相互作用可以使受

损的免疫功能恢复正常,且不会产生其他过多的副

作用。 部分 PD-1 / PD-L1 已经获批用于 NSCLC 和

SCLC 的一线使用[4-6] ,是目前 ICIs 治疗 NSCLC 的

主要策略。 但需要引起注意的是,多中心、多样本

的统计回顾表明,PD-1 / PD-L1 在 NSCLC 中的获益

占比仅约为 20%[7] 。 针对 PD-1 / PD-L1 无应答或已

产生耐药性的现状,后续抗肿瘤治疗策略如何选择

陷入困境之中,目前已有众多相关试验开展,以寻

求抗肿瘤治疗新方向。 本文将就唾液酸结合免疫

球 蛋 白 样 凝 集 素 - 15 ( sialic
 

acid-binding
 

immunoglobulin-like
 

lectin,
 

Siglec-15)以及其相关抗

体在小鼠与人源 NSCLC 中的调控机制和临床应用

的研究进展作一综述。

1　 Siglec-15 的生物学特征

　 　 Siglec 家族是一类免疫球蛋白样凝集素,其成

员多含有免疫受体酪氨酸抑制基序( immunoreceptor
 

tyrosine-based
 

inhibitory
 

motif,ITIM),通过识别含有

唾液酸(sialic
 

acid,
 

SA)的糖链结构,介导抑制性受

体信号,并在人类癌细胞和肿瘤浸润髓系细胞中广

泛表达,在免疫调节动态平衡方面起着重要作用。
Siglec 家族总体分为两类,一类是序列可变的,如

Siglec-7、Siglec-9;另一类是序列不可变的,如 Siglec-
15[8] 。 Siglec 家族作为 I 型跨膜蛋白,其胞外由两种

免疫球蛋白样结构域组成,分别为数个 2 型免疫球

蛋白恒定区 ( immunoglobulin
 

cinstant
 

2,
 

IgC2) 和

1 个免疫球蛋白可变区 ( immunoglobulin
 

variable,
 

IgV),其间由跨膜结构域连接[9] 。 Siglec-15 作为

Siglecs 家族的成员是非常独特的,仅包含 1 个 IgC2
和 1 个 IgV;而且其胞质内并没有 ITIM,在免疫细胞

及组织中普遍缺失,仅选择性在髓系细胞和破骨细

胞中表达[10] 。 研究指出,当 Siglec-15 发挥免疫作用

时,其跨膜区赖氨酸 274 位点可以与 DNAX 激活蛋

白-12( DNAX
 

activation
 

protein-12,
 

DAP-12) 结合;
而 DAP-12 自身拥有一个 ITIM,可以募集酪氨酸激酶

并使其磷酸化,进而向下游传递信号[11] 。 研究表明,
Siglec-15 的 IgV 结构域中含保守的精氨酸(R143)基

序,在与 SA 结合的过程中起到关键性作用[12] ,其可

以作为巨噬细胞受体,识别在肿瘤中广泛表达的 SA-

Tn 抗原。 而 SA 作为一种人体上表达的糖类,可以用

来区分自体和非自体,同时介导细胞与病原体之间的

相互作用[13] 。 另有研究表示,一些病原体包括恶性

肿瘤细胞,可以通过抑制 Siglec 家族来抑制自体免疫

反应,延长自身的存活周期[14] 。

2　 Siglec-15 参与免疫调节

　 　 Siglec 家族成员作为抑制性受体在多种淋巴和

髓系来源的免疫细胞上表达,通过在抗原呈递细胞

上的相关实验证明,Siglec-15 的表达抑制了小鼠 T
细胞的增殖,同时削弱了细胞因子的分泌以及杀伤

力[15] ,而这些动物实验表明,Siglec-15 可能通过某

种机制尚不完全明确的受体,达到抑制小鼠 T 细

胞,进而可能影响人类的 T 细胞的工作(图 1)。 由

此进一步实验,建立实验性自身免疫性脑脊髓炎

( experimental
 

autoimmune
 

encephalomyelitis,
 

EAE)
小鼠模型,验证 Siglec-15 对 T 细胞的体内作用。 与

对照组相比,Siglec-15 基因敲除(knock
 

out,
 

KO)小

鼠和注射 Siglec-15 胞外区融合蛋白的小鼠中,EAE
程度加重明显,T 细胞反映显著增强。 在另一方面,
与 PD-L1

 

KO 小鼠表达类似的是:Siglec-15
 

KO 小鼠

在鸡卵白蛋白多肽刺激下,在血液中表现出比野生

型(wild
 

type,
 

WT)小鼠更多的 I 型 T 特异性识别鸡

卵白蛋白(ovalbumin
 

T-I,
 

OT-I)细胞增殖。 探究其

作用机制,白介素-10(interleukin-10,
 

IL-10)在其中

可能起到关键的作用,因为 Siglec15
 

KO 小鼠的血清

IL-10 水平低于 WT 小鼠,而 IL-10 单抗消除了 WT
小鼠和 Siglec-15

 

KO 小鼠在 OT-I 型 T 细胞增殖方

面的差异[16] (图 1)。 分析细胞增殖以及利用流式

细胞术检测细胞凋亡的实验可证实 Siglec-15 通过

调节细胞生长抑制 T 细胞作用[17] 。 另有研究指出,
Siglec-15 的抗体可由核因子 κB 受体活化因子配体

和巨噬细胞集落刺激因子共同诱导的多核破骨细

胞生成[18] 。 因肿瘤坏死因子( tumor
 

necrosis
 

factor,
 

TNF)中的 TNF-α 和 TNF-β 可由多种上皮细胞、基
质细胞、干细胞释放,有理由推测 Siglec-15 上调巨

噬细胞表达可能是自然免疫以及获得性免疫的负

反馈调节途径。 值得一提的是,一些病原体,例如

乙型链球菌,甚至已经衍生出相关的蛋白质,与髓

系细胞上的抑制性 Siglec 家族成员结合,从而逃避

免疫介导的杀伤[19] 。

3　 Siglec-15 参与肿瘤相关表达

　 　 不可手术的 NSCLC 的治疗策略一直是困扰临
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床医生抉择的难题。 不同病理类型的 NSCLC、不同

患者的自身个体差异等诸多因素,使得肿瘤治疗策

略的个体化制定尤为重要。 尽管 PD-1 / PD-L1 为主

要代表的免疫治疗在全世界范围内取得了优良的

治疗效果,但并不是所有患者都具备 PD-1 / PD-L1
阳性获益,而且免疫治疗后期的耐药现象也不可避

免[20] 。 在一项入组 291 例患者的胰腺导管腺癌的

队列研究中表明,Siglec-15 和 PD-L1 的单独阳性表

达率分别为 18. 6%和 30. 3%,Siglec15 和 PD-L1 共

同阳性表达率为 6. 1%,而 PD-L1 阴性表达同时

Siglec-15 阳性表达率则为 18%[21] 。 Siglec-15 作为

近年来新发现的肿瘤免疫逃逸途径,有研究指出,
PD-L1 的主要诱导剂干扰素-γ( interferon-γ,

 

IFN-
γ)显著抑制了巨噬细胞中 Siglec-15 的表达,使得

图 1　 Siglec-15 对非小细胞肺癌的调控作用

Figure
 

1　 Regulatory
 

effect
 

of
 

Siglec-15
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer

Siglec-15 与 PD-L1 的表达互斥[22] (图 1)。 换而言

之,Siglec-15 会出现与 PD-L1 互补的表达谱,使其

可能成为解决免疫抑制的新靶点。 与各自正常组

织相比,Siglec-15 mRNA 在肺癌、结肠癌以及肾癌等

多种肿瘤中表达显著上调,通过定量免疫荧光对

200 余例 NSCLC 标本进行免疫组化分析的进一步

细化研究表明,共有 25. 7%的样本表达 Siglec-15 蛋

白[15] 。 而一项多中心的针对超过 600 余例 NSCLC
标本的检测中发现,与 KRAS 突变相比,EGFR 突变

的肿瘤中 Siglec-15 表达更高,且与其它病理学特征

无关[23] 。 具体到 NSCLC 中不同的病理分型而言,
腺癌中的 Siglec-15 表达量显著高于鳞癌,而鳞癌中

的 PD-L1 表达量却又高于腺癌[24] 。 不同病理类型

肿瘤中 TME 的免疫逃逸机制高度不同,其中 TME
由肿瘤细胞、成纤维细胞、血管细胞、肿瘤浸润性淋

巴细胞 ( tumor-infiltrating
 

lymphocytes,
 

TILs) 等组

成。 而 TILs 含有不同的细胞亚群,并在 TME 中发

挥不同的作用,拥有正向免疫调节的细胞中则包含

树突细胞、自然杀伤细胞(natural
 

killer
 

cell,
 

NK)和

CD8+ T 细胞( cluster
 

of
 

differentiation
 

8
 

positive
 

cell,
 

CD8+ T)等。 这类细胞可以识别肿瘤细胞,并达到杀

伤和清理的目的。 Hao 等
 [24] 实验证明了 Siglec-15

在肺腺癌的表达与 TILs 中 CD8+ T 细胞的密度呈正

相关,但值得注意的是,Siglec-15 表达含量多寡并不

能用来判断 NSCLC 预后,与 TME 中的 TILs 关系也

尚不完全明了(图 1)。 与人患肿瘤相对的是,常见

的小鼠肺癌、结肠癌和黑色素瘤的模型中,均未检

测到 Siglec-15
 

mRNA 的表达。 但在含有丰富的肿

瘤相 关 巨 噬 细 胞 ( tumor-associated
 

macrophage,
 

TAM)浸润的 B16-粒细胞巨噬细胞集落刺激因子

(B16-granulocyte
 

macrophagecolony
 

stimulating
 

factor,
 

B16-GMCSF)模型 ( PD-1 不敏感) 中,可以检测到

Siglec-15 mRNA 的表达[25] 。 Siglec-15
 

KO 小鼠在移

植了 B16-GMCSF 后,利用质谱流式细胞仪分析提示

TILs 中 CD8+ T 细胞、NK 细胞和部分髓系细胞显著

增加,而 TAM 减少;对比 WT 小鼠,KO 小鼠的肿瘤

细胞生长速度减缓,其生存时间延长。 上述相关实

验结果表明,巨噬细胞以及 Siglec-15 在肿瘤免疫中

具有重要的抑制作用。 虽然在功能上与 PD-1 / PD-
L1 相似,但 Siglec-15 介导的免疫抑制机制却是与

PD-1 / PD-L1 途径不同,这两条途径代表了各自独

立的免疫调节机制,因此,阻断 Siglec-15 通路可以

为 PD-1 / PD-L1 途径失败的患者提供一个新的免疫

治疗方向。
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4　 Siglec-15 作为免疫抑制分子的意义

　 　 Siglec-15 通路的发现在部分程度上解释了现阶

段免疫治疗的困境:为什么 PD-1 / PD-L1 治疗只对

约 20% NSCLC 患者有效。 这些研究从侧面证实

PD-1 / PD-L1 是肿瘤免疫逃逸机制之一,而并非唯

一通路。 对于 PD-1 / PD-L1 治疗失败或无应答的患

者而言,抗 Siglec-15 可以作为一个新的治疗靶点:
作为单药应用在临床抗实体肿瘤当中,亦或是寻求

与 PD-1 / PD-L1 联合使用,寻求双单抗联用的协同

效应。 Siglec-15 在体内的高表达提示在部分患者的

TME 中,Siglec-15 免疫抑制通路发挥主要作用[16] 。
因为其与 PD-1 / PD-L1 天然的表达互斥,意味着此

时 PD-1 / PD-L1 通路并不是免疫抑制的主要因素,
进而可以用 Siglec-15 的表达作为生物标记物,来预

估 PD-1 / PD-L1 的治疗效果。 继 PD-1 / PD-L1 信号

通路获得成功之后,针对 Siglec-15 通路的发现及目

前临床应用反馈而言,肿瘤免疫逃逸的潜在机制值

得更深入的研究。 利用免疫组化定量分析为进一

步研究 TME 提供工具基础,积极寻找 TME 免疫调

控的新方向,用以指导 NSCLC 的精准免疫治疗。

5　 Siglec-15 抗体治疗 NSCLC 的探索

　 　 基于对 Siglec-15 的通路特征和表达模式的临

床前研究,一款靶向 Siglec-15 的单克隆抗体 NC318
被投入到 I / II 期临床试验 ( NCT03665285) 当中。
NC318 通过 B 淋巴骨髓细胞杂交瘤制备,可以与

人 / 鼠的 Siglec-15 特异性结合。 此单抗可以在体外

环境下与 Siglec-15 结合并破坏 TAM 介导的活动,
例如促进肿瘤细胞的生长与转移、抑制 T 细胞作用

以及刺激肿瘤血管生成,进而直接影响疾病的进

展[26] 。 对于人实体肿瘤而言,它可以阻断 Siglec-15
信号通路,使免疫环境正常化,恢复免疫系统对恶

性肿瘤细胞的杀伤能力[26] 。 在非随机、开放标签、
多中心的 I / II 期临床试验中,主要以 NSCLC、乳腺

癌、卵巢癌、结直肠癌以及黑色素瘤患者为入组对

象,而针对于 PD-1 耐药的 NSCLC 患者群体,则单独

分组治疗观察。 根据公布的前期给药方式及剂量

显示[27] ,NC318 采用静脉注射的方式应用给所有入

组的晚期实体肿瘤的患者,剂量为 8 ~ 1600
 

mg,每周

2 次(quaque
 

2
 

weekly,
 

q2w)。 值得注意的是,所有

入组患者均未检测体内 PD-1 或 Siglec-15 的表达水

平,而所有入组的 NSCLC 患者均曾接受过 PD-1 /
PD-L1 的 单 药 或 联 合 治 疗。 相 关 数 据 显 示 在

NSCLC 患者群体中应用 NC318 后,有 1 例患者完全

缓解,1 例患者部分缓解、3 例患者疾病稳定、7 例对

PD-1 / PD-L1 治疗无效的受试者中,有 5 例观察到单

药的抗肿瘤活性;统计分析其客观缓解率( objective
 

response
 

rate,
 

ORR) 为 29%,疾病控制率为 71%。
在药物毒副作用方面,NC318 在多种剂量水平中表

现出了良好的耐受性,没有涉及剂量限制性毒性的

相关问题。 常见的治疗不良事件包括了腹泻、淀粉

酶升高、脂肪酶升高和瘙痒等;而免疫相关不良事

件包括了葡萄膜炎、肺炎和白癜风等。 在第 2 阶段

临床试验中,调整 NC318 的应用剂量为 400
 

mg,
q2w。 2021 年 8 月,对 NC318

 

II 期临床试验做出调

整,更改治疗方案为 800
 

mg,q1w。 目前临床患者招

募仍在进行中,更多的相关试验结果有待进一步统

计分析。
2022 年,美国癌症研究协会年会上报告了有关

Siglec-15 抗体的最新研究,表明另一款 Siglec-15 的

单克隆抗体 BSI-060T 在体外及小鼠实验中获得了

良好的数据,作为一款全人源的单克隆抗体,BSI-
060T 与 NC-318 相比其在亲和力、生物活性和半衰

期方面具有良好的数据回报[27] 。 临床前研究指出,
BSI-060T 与 Siglec-15 结合,在体外阻断了 Siglec-15
与其受体之间的相互作用;在体外 T 细胞反应测定

中,BSI-060T 可减轻 Siglec-15 介导的 CD8+ T 细胞的

增殖抑制和 IFNγ 的释放;在人源化 Siglec-15 小鼠

肿瘤模型中,BSI-060T 表现出对肿瘤细胞生长的显

著抑制作用且耐受性良好;在非人灵长类动物的研

究中,BSI-060T 展现出良好的药代动力学[27] 。 目前

BSI-060T 正在申请开始 I 期临床试验,更多的相关

试验结果仍需进一步回报。 期待 Siglec-15 抗体在

NSCLC 治疗中获得突破性进展。

6　 Siglec-15 抗体治疗 NSCLC 的展望

　 　 确定哪些患者可以从 Siglec-15 单抗的治疗中

获益最大,是目前临床相关研究中争论最多的一

环。 结合没有采用任何生物标志物检测的 NC318
 

I
期临床试验结果分析,在全部入组的实体瘤患者当

中,NSCLC 的治疗效果最为明显[28] ,而具体的反应

机制尚未明确,初步分析可能与肿瘤内部 Siglec-15
表达水平有关。 在对 NSCLC 的 Siglec-15 检测表明,
有 25%的样本呈现 Siglec-15 阳性表达[15] ,而这一

数据又与 NC318 在 NSCLC 中的 ORR 相近,结合

Siglec-15 与 PD-1 / PD-L1 相反的表达模式特性,确
定哪些生物标志物可以指导患者的治疗选择,以及

预测 Siglec-15 单抗的疗效,仍需更多的临床数据和

统计分析。 Siglec-15 作为具有与 PD-1 / PD-L1 不同
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表达及功能的新一代肿瘤相关免疫抑制因子,可能

在未来为 NSCLC 免疫治疗提供新的选择方向。 进

一步深入研究 Siglec-15 抗体的作用机制,探讨可能

的治疗策略,将有助于设计双特异性抗体以及探索

联合治疗方案,提高肿瘤患者的自身免疫力,完善

对 PD-1 / PD-L1 治疗不敏感的肿瘤免疫治疗。
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