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廖新爱，蔡丹妮，游若兰，等． 小鼠骨髓间充质干细胞分离方法的比较与探讨 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）： １－９．
Ｌｉａｏ ＸＡ， Ｃａｉ ＤＮ， Ｙｏｕ ＲＬ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）： １－９．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ００１

［基金项目］国家自然科学基金（８２０７０１４５），高水平实验研究平台建设项目（闽 ２０１７０４）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８２０７０１４５）， ｔｈｅ Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ⁃Ｆｕｎｄｅｄ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｉｇｈ⁃Ｌｅｖｅｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
（Ｍｉｎ２０１７０４） ．
［作者简介］廖新爱（１９９２—），女，在读博士研究生，研究方向：骨髓微环境与血液肿瘤化疗耐药。 Ｅｍａｉｌ：ｌｘａｎｅｗｌｏｖｅ＠ ｏｕｔｌｏｏｋ． ｃｏｍ
［通信作者］黄慧芳（１９７１—），女，教授，研究方向：骨髓微环境与血液肿瘤化疗耐药。 Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｈｕｉｆ＠ ｆｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

小鼠骨髓间充质干细胞分离方法的比较与探讨
廖新爱，蔡丹妮，游若兰，黄慧芳∗

（福建医科大学附属协和医院 中心实验室，福州　 ３５０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨可高效分离小鼠骨髓间充质干细胞（ｍＢＭＳＣｓ）的技术方法。 方法　 分别采用骨片消化

爬片法、全骨髓贴壁法、骨片消化液上清法和骨片消化研钵法等四种方法分离 ７ ～ ９ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的

ｍＢＭＳＣｓ；于倒置显微镜下观察原代 ｍＢＭＳＣｓ 形态；运用流式细胞术检测 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型；采用多向分化

诱导检测 ｍＢＭＳＣｓ 成骨分化能力与成脂分化能力。 结果　 分离获得的原代细胞首次换液后于倒置显微镜下观察：
骨片消化爬片法分离的细胞，仅见大量骨碎片和杂细胞，该法所分离细胞不再进行后续检测评估；全骨髓贴壁法分

离的细胞，仅可见少量多角形贴壁细胞，夹杂大量杂细胞；骨片消化液上清法分离的细胞也可见较多长梭形、三角

形贴壁细胞，但杂细胞较多；骨片消化研钵法分离的细胞，可见较多长梭形、多角形贴壁细胞，杂细胞少。 分离细胞

经培养传代到第 ３ 代（Ｐ３ 代）时，一方面采用流式细胞术分析 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型，结果表明骨片消化液上清

法和骨片消化研钵法分离的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度均较高，全骨髓贴壁法不理想；另一方面，进行成骨分化诱导与成脂分化

诱导，结果表明与全骨髓贴壁法分离的细胞相比，骨片消化液上清法和骨片消化研钵法所分离出的细胞具有较强

的多向分化潜能。 结论　 骨片消化液上清法和骨片消化研钵法分离获得的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度较高、质量较好。
【关键词】 　 小鼠骨髓间充质干细胞；骨片消化爬片法；全骨髓贴壁法；骨片消化液上清法；骨片消化研钵法
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ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｍＢＭＳＣｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｖｉａ
ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
ｃｅｌｌｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｖｉａ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｗｈｅｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ， ｃｅｌｌｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ
ｍｅｔｈｏｄ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｍｕｌｔｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ｍＢＭＳＣｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｏｆ ｈｉｇｈｅｒ ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｍｅｔｈｏｄ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ； ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｒａｗｌ ｍｅｔｈｏｄ； ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃
ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ； ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ； ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨髓间充质干细胞（ ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是位于骨髓间质的非造血干细

胞，低免疫原性，具有自我更新能力和多向分化潜

能，可分化为脂肪细胞、成骨细胞、成软骨细胞、神
经细胞、心肌细胞和上皮细胞等［１－２］。 ＢＭＳＣｓ 可有

效调节炎症组织中的免疫细胞，促进血管生成，重
塑细胞外基质，诱导祖细胞分化，促进组织修复

等［３］；已被应用于治疗移植物抗宿主病［４］、自身免

疫性疾病［１］、骨关节疾病［５］ 和心肌梗死［６］ 等疾病。
同时，ＢＭＳＣｓ 可通过分泌细胞因子、生长因子、抗炎

因子和外泌体等，影响肿瘤细胞的增殖、凋亡、侵
袭、迁移和化疗敏感性［７］。 体外研究探讨 ＢＭＳＣｓ 的

作用机制可为更好地将 ＢＭＳＣｓ 运用于临床奠定坚

实的理论基础，要在体外开展相关研究的前提与关

键是获得纯度较高、质量较好、数量充足的 ＢＭＳＣｓ。
小鼠是开展基础研究最常用的一种实验动物，

小鼠 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 （ ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ｍＢＭＳＣｓ）被广泛应用于体

外实验研究［８］。 但 ｍＢＭＳＣｓ 在骨髓中含量低，易受

造血 细 胞 污 染， 较 难 获 得 较 大 量 高 纯 度 的

ｍＢＭＳＣｓ［９］。 全骨髓贴壁法［１０－１４］ 和骨片消化爬片

法［１５－１８］是目前较常用的 ｍＢＭＳＣｓ 分离方法，但我们

采用这两种方法分离获得的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度均较低。
有研究报道，人骨小梁经胶原酶消化后，可在消化

液中获得 ＢＭＳＣｓ，所以我们收集了骨片经胶原酶处

理后的消化液上清，离心获得沉淀细胞进行培养，
并将该法命名为骨片消化液上清法［１９］。 该法与骨

片消化爬片法的主要区别在于：骨片消化爬片法收

集的是胶原酶消化后的骨片，骨片消化液上清法收

集的是胶原酶消化后的上清液。 ２０１２ 年 Ｈｏｕｌｉｈａｎ
等［２０］在 Ｎａｔ Ｐｒｏｔｏｃ 报道了可采用骨片消化研钵法分

离 ｍＢＭＳＣｓ。 因此，本文比较分析了骨片消化爬片

法、全骨髓贴壁法、骨片消化液上清法和骨片消化

研钵法等四种方法所分离培养的 ｍＢＭＳＣｓ 的纯度

和分化能力，希望能从中筛选出高效分离 ｍＢＭＳＣｓ
的技术方法。

在形态上，ｍＢＭＳＣｓ 与成纤维细胞难以区分，且
ｍＢＭＳＣｓ 表面缺乏特异标记分子［２１］，根据国际细胞

治疗协会 （ ＩＣＳＴ） 提出的鉴定人间充质干细胞标

准［２２］，目前比较公认的鉴定 ｍＢＭＳＣｓ 必须同时满足

以下 ３ 点［２３］：（１）在标准培养条件下，ｍＢＭＳＣｓ 贴

壁，呈成纤维细胞样；（２）ｍＢＭＳＣｓ 表达非造血干细

胞表面抗原，如 Ｓｃａ⁃１、ＣＤ１４０ａ、ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ５４、
ＮＳＴ、ＣＤ８１、ＣＤ１０６ 等，同时不表达造血细胞、内皮细

胞的 表 面 抗 原， 如 ＣＤ４５、 ＣＤ１１ｂ、 ＣＤ３１、 ＣＤ４８、
ＣＤ１１７、ＣＤ１３５ 等［２０，２４］；（３）具有多向分化潜能，可
诱导分化为成骨细胞、脂肪细胞和成软骨细胞等。
因此，我们将从细胞形态学、免疫表型和分化潜能

等 ３ 个指标评价不同方法所分离获得的 ｍＢＭＳＣｓ 的
纯度与质量。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

７ ～ ９ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 １２ 只，体
重为 １８ ～ ２０ ｇ，购买于广东药康生物科技有限公司

【ＳＣＸＫ（粤）２０２０－００５４】。 饲养期间小鼠自由饮水，
温度 ２２ ～ ２５℃，湿度恒定，昼夜各半循环照明，饲
喂普通饲料由福建医科大学动物实验中心提供，饲
养于福建医科大学动物实验中心【ＳＹＸＫ（闽）２０２０－
０００５】。 本实验所有操作均遵循福建医科大学实验

动物伦理委员会的伦理批件（２０２１⁃０２８１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＭＥＭ Ａｌｐｈａ Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ １ ×） （ ＳＨ３０１６５􀆰 ０１，

２
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Ｈｙｃｌｏｎｅ）；ＤＭＥＭ 高糖培养基（Ｄ５７９６，Ｓｉｇｍａ）；青、
链霉素双抗（ＣＣ⁃０１１１，北京鼎国昌盛公司）；胶原酶

ＩＩ（Ｃ８１５０，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；ＯｒｉＣｅｌｌ 􀅺小鼠骨髓间充质干细

胞成脂诱导分化试剂盒 （ ＭＵＸＭＸ⁃９００３１， Ｃｙａｇｅｎ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；抗坏血酸（Ａ１０３５３９，Ａｌａｄｄｉｎ）；地塞米

松（Ｄ１７５６，Ｓｉｇｍａ）；β⁃磷酸甘油（Ｇ９４２２，Ｓｉｇｍａ）；茜
素红 （ ＡＬＩＲ⁃１０００１， Ｃｙａｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ ）； 抗 小 鼠

ＦＩＴＣ⁃ＣＤ４５、 ＰＥ⁃ＣＤ４４、 ＰＥ⁃ＣＤ１４０ａ、 ＰｅｒＣＰ ／
Ｃｙａｎｉｎｅ５􀆰 ５⁃ＣＤ２９、 ＡＰＣ⁃Ｓｃａ⁃１、 ＡＰＣ⁃ＣＤ１０５、 ＡＰＣ⁃
ＣＤ５４ （ １０３１０７， １０３０２３， １３５９０５， １０２２２７， １０８１１１，
１２０４１３， １１６１１９， Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ ）； 胎 牛 血 清 （ Ｆ８３１８，
Ｓｉｇｍａ）； 胰 蛋 白 酶 粉 末 （ ＥＴ３５５⁃２５Ｇ， Ｇｅｎｖｉｅｗ ）；
ＥＤＴＡ 粉末（ＮＥＰ０４６，Ｇｅｎｖｉｅｗ）；磷酸盐缓冲剂（ＢＦ⁃
００１３，北京鼎国昌盛公司）；４％ 组织细胞固定液

（ＡＲ⁃０２１２，北京鼎国昌盛公司）；１０％十六烷基氯化

吡啶（Ｈ１０８６９７，Ａｌａｄｄｉｎ）；异丙醇（２０２０，中国西陇

科学）；三溴乙醇（＃ＨＹ⁃Ｂ１３７２ ／ ＣＳ⁃４９０１，ＭＣＥ）；叔戊

醇（Ａ⁃１０３４１８，Ａｌａｄｄｉｎ）。
ＢＤ ＦＡＣＳ Ｃｅｌｅｓｔａ （ Ｂｅｃｔｏｎ， Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ ａｎｄ

Ｃｏｍｐａｎｙ，美国）； 倒置显微镜及图像采集系统

（Ｌｅｉｃａ，德国）；酶标仪（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国）；二氧化碳培

养箱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；多用途旋转摇

床（Ｋｙｌｉｎ⁃Ｂｅｌｌ，中国）；生物安全柜（苏州安泰空气技

术有限公司）；离心机（湖南湘仪科技有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分离细胞

骨片消化爬片法［２５］、全骨髓贴壁法［１５］、骨片消

化液上清法和骨片消化研钵法［２０］ 分离 ｍＢＭＳＣｓ 具

体步骤，详见表 １。
（１）分离下肢骨和冲洗骨髓腔：阿佛丁麻醉后

颈椎脱位法处死小鼠，小鼠于 ７５％乙醇浸泡 ３ ～ ５
ｍｉｎ，用镊子捏起小鼠两髋关节之间腹部皮肤，剪开，
分离两下肢皮肤，向下在踝处，向上在髋关节处剪

断，游离出两条下肢，更换新的剪刀、镊子、纱布，将
附着于股骨和胫骨的肌肉和筋膜处理干净，将处理

好的股骨和胫骨放置于含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 中，移入

生物安全柜，剪开股骨、胫骨干骺端，暴露骨髓腔，
用 １ ｍＬ 注射器吸取含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 液反复冲洗

小鼠股骨、胫骨髓腔，直至变白。
（２）过滤骨髓液：冲出的骨髓液经 ７０ μｍ 细胞

过滤器过滤。
（３）剪碎骨片：骨倒入含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 的研

钵中，剪刀将骨头剪碎至 １ ～ ３ ｍｍ３。
（４）捣磨骨碎片：骨片在研钵中用杵轻轻压碎，

捣磨骨髓的缓冲液弃去，添加新鲜的含 ２％ ＦＢＳ 的

ＰＢＳ 重复捣磨并清洗 ２ ～ ３ 次后，骨头碎片变成豆

腐渣状并且捣磨骨髓的缓冲液清澈时可停止研钵。
（５）胶原酶 ＩＩ 消化：用镊子将碎骨移至 １５ ｍＬ

离心管，加入含胶原酶 ＩＩ （终浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ）的

ＤＭＥＭ 培养液（加入量覆盖骨片），多用途旋转摇床

１１０ ｒ ／ ｍｉｎ，３７℃孵育 １􀆰 ５ ｈ，骨碎片松散时停止。
（６）清洗骨碎片：弃去上清消化液，α⁃ＭＥＭ 完

全培养基洗骨碎片 ３ 次，将骨碎片移至 ２５ Ｔ 培养

瓶，加入 α⁃ＭＥＭ 完全培养基。
（７）过滤消化液并终止消化：用 ７０ μｍ 细胞过

滤器过滤胶原酶消化过的细胞悬液于５０ｍＬ离心
表 １　 四种方法分离 ｍＢＭＳＣｓ 步骤

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｔｅｐｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＢＭＳＣｓ
分离方法 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ 步骤 Ｓｔｅｐｓ

骨片消化爬片法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ

ｃｒａｗｌ ｍｅｔｈｏｄ

分离下肢骨和冲洗骨髓腔＋剪碎骨片＋胶原酶 ＩＩ 消化＋清洗骨碎片＋细胞培养
Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ ＋ ｃｕｔｔｉｎｇ ｂｏｎｅ ＋

ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ＩＩ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ＋ ｗａｓｈｉｎｇ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ＋ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｃｅｌｌｓ

全骨髓贴壁法
Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

分离下肢骨和冲洗骨髓腔＋过滤骨髓液＋重悬细胞沉淀＋细胞培养
Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ ＋ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｆｌｕｉｄ ＋

ｒｅｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ＋ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｃｅｌｌｓ

骨片消化液上清法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ
ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

分离下肢骨和冲洗骨髓腔＋剪碎骨片＋胶原酶 ＩＩ 消化＋过滤消化液并终止消化＋
重悬细胞沉淀＋细胞培养

Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ ＋ ｃｕｔｔｉｎｇ ｂｏｎｅ ＋
ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ＩＩ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ＋ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｓｔｏｐｐｉｎｇ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ＋

ｒｅｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ＋ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｃｅｌｌｓ

骨片消化研钵法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ

ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ

分离下肢骨和冲洗骨髓腔＋剪碎骨片＋捣磨碎片＋胶原酶 ＩＩ 消化＋过滤消化液并终止消化＋
再次捣磨并清洗收集细胞悬液＋重悬细胞沉淀＋细胞培养

Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ ＋ ｃｕｔｔｉｎｇ ｂｏｎｅ ＋
ｃｒｕｓｈｉｎｇ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ＋ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ＩＩ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ＋ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ

ｓｔｏｐｐｉｎｇ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ＋ ｃｒｕｓｈｉｎｇ ａｇａｉｎ ａｎｄ ｗａｓｈｉｎｇ ｔｏ ｃｏｌｌｅｃｔ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＋
ｒｅｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ＋ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｃｅｌｌｓ

３
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管，并将胶原酶细胞悬液置于冰上使胶原酶灭活。
（８）再次捣磨并清洗收集细胞悬液：将剩余骨

碎片置于研钵中，用 ５ ｍＬ 含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 重悬，
并用杵将骨碎片轻压 ５０ 次，再加入 ５ ｍＬ 含 ２％ ＦＢＳ
的 ＰＢＳ，吸出液体收集于离心管，重复该步骤，使总

体积达到 ５０ ｍＬ 左右。
（９）重悬细胞沉淀：收集细胞悬液于 ４℃，１２００

ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ；弃上清，使用 α⁃ＭＥＭ 完全培养

基重悬细胞沉淀，种入 ２５ Ｔ 培养瓶中。
（１０）细胞培养：放置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养，每 ３ ｄ 换 １ 次液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞传代

分离培养的原代细胞生长至 ８０％ ～ ９０％融合

时，吸弃培养液，ＰＢＳ 洗涤 ２ 遍，加入胰蛋白酶 １ ｍＬ
覆盖瓶底，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱消化 ５ ｍｉｎ，加入等

量 α⁃ＭＥＭ 完全培养基终止消化，１２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８
ｍｉｎ，弃上清，加入 α⁃ＭＥＭ 完全培养基重悬，按 １ ∶２
比例传代。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞形态学观察

原代细胞首次换液去除悬浮细胞后，在倒置显

微镜下观察细胞形态和细胞成分组成，记录细胞生

长至传代密度（８０％ ～ ９０％融合）所需时间，以及细

胞形态和细胞成分组成的变化，运用图像采集系统

拍照记录。
１􀆰 ２􀆰 ４　 流式细胞术检测 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型

分离获得的细胞传至第三代（Ｐ３ 代），采用胰

蛋白酶消化，ＰＢＳ 洗 ２ 遍。 含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 重悬

细胞，每管 ２ × １０６ 个细胞加入荧光标记的抗小鼠

ＦＩＴＣ⁃ＣＤ４５ （ 泛 白 细 胞 标 志 抗 原 ）、 ＰｅｒＣＰ ／
Ｃｙａｎｉｎｅ５􀆰 ５⁃ＣＤ２９（整合素家族类抗原标志分子

ＶＬＡβ）、ＰＥ⁃ＣＤ４４（黏附分子家族类抗原标志分子

ＨＣＡＭ）、ＡＰＣ⁃ＣＤ５４（细胞黏附分子⁃１）、ＡＰＣ⁃Ｓｃａ⁃１
（干细胞抗原 １）、ＰＥ⁃ＣＤ１４０ａ（血小板衍生生长因子

α），全程避光染色 ３０ ｍｉｎ。 流式细胞术检测细胞表

面抗原表达。
１􀆰 ２􀆰 ５　 诱导成骨分化和成脂分化

分离获得的细胞传至 Ｐ３ 代，胰蛋白酶消化后

将待诱导的细胞按照 １ × １０４ ｃｅｌｌｓ ／ ｃｍ２ 接种于经

０􀆰 １％明胶处理过的 １２ 孔板，每孔加入 １ ｍＬ α⁃ＭＥＭ
完全培养基，放入 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养，当细

胞汇合度达到 １００％时，小心吸弃孔内完全培养基，
分别加入成骨（或成脂）分化诱导剂。

（１）体外诱导成骨分化

加入成骨分化诱导剂（含有 １０％ ＦＢＳ、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
抗坏血酸、１０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃磷酸甘

油的 ＤＭＥＭ），每 ３ ｄ 更换新鲜成骨分化诱导剂，诱导

３ 周后，４％组织细胞固定液室温固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 轻

柔洗涤 ３ 次，茜素红染色 １０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 轻柔洗涤

３ 次，充分洗去染色液，每孔加入 １ ｍＬ ＰＢＳ，置显微镜

下观察成骨染色效果。 结束后用 １００ μＬ １０％十六烷

基氯化吡啶溶解钙结节上的茜素红、酶标仪检测

ＯＤ５６２，对钙结节形成情况进行相对定量检测。
（２）体外诱导成脂分化

按照 ＯｒｉＣｅｌｌ 􀅺小鼠骨髓间充质干细胞成脂诱

导分化试剂盒说明书操作，诱导 ２ 周后，４％组织细

胞固定液室温固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 轻柔洗涤 ３ 次，油红

Ｏ 染色 ３０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 轻柔洗涤 ３ 次，充分洗去染色

液，每孔加入 １ ｍＬ ＰＢＳ，置显微镜下观察成脂染色

效果。 观察结束后用 １００ μＬ 异丙醇溶解脂滴上的

油红 Ｏ，用酶标仪检测 ＯＤ５００，对脂肪细胞形成情况

进行相对定量检测。
１􀆰 ３　 统计学分析

独立实验重复 ３ 次，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 １􀆰 １
软件进行统计分析和作图。 满足正态分布、方差齐

性前提下，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 实验结果以平均值±标
准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 原代细胞的细胞成分组成

骨片消化爬片法、全骨髓贴壁法、骨片消化液

上清法和骨片消化研钵法 ４ 种方法分离培养的原代

细胞首次换液后，倒置显微镜下观察细胞形态和细

胞成分组成，结果详见图 １ 与表 ２。
比较 ４ 种方法分离培养的原代细胞生长至传代

密度所需时间，除骨片消化爬片法，其余 ３ 种方法均

可在 １ 周内传代，结果详见表 ３。 在倒置显微镜下

观察传代前细胞形态和细胞成分组成，结果详见图

２。 与首次换液相比，全骨髓贴壁法、骨片消化液上

清法和骨片消化研钵法分离的细胞，形态与杂细胞

占比均没有发生明显变化。 骨片消化爬片法分离

的原代细胞，增殖速度慢，第 ２０ 天只有极少数骨片

旁可见长梭形贴壁细胞成簇生长，呈放射状、均匀

排列，其余部位存在大量杂细胞团；可见，该方法所

分离获得的细胞质量并不理想，在后续实验中不再

研究该方法。

４
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注：Ａ：骨片消化爬片法；Ｂ：全骨髓贴壁法；Ｃ：骨片消化液上清法；Ｄ：骨片消化研钵法。 （下图同）

图 １　 倒置显微镜观察首次换液后原代细胞

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｒａｗｌ ｍｅｔｈｏｄ． Ｂ． Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｃ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ．
Ｄ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｆｌｕｉｄ ｃｈａｎｇｅ

表 ２　 原代细胞中贴壁细胞及杂细胞形态和组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ

分离方法
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

贴壁细胞形态
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ
ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ

贴壁细胞占比
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ

杂细胞形态
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ

ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ ｃｅｌｌｓ

杂细胞占比
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ

ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ ｃｅｌｌｓ

骨片消化爬片法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｒａｗｌ ｍｅｔｈｏｄ

未见
Ｎｏｎｅ

无
Ｎｏｎｅ

圆形
Ｒｏｕｎｄ

多
Ｍｏｒｅ

全骨髓贴壁法
Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

多角形
Ｐｏｌｙｇｏｎａｌ

少
Ｆｅｗ

圆形、短梭形
Ｒｏｕｎｄ， ｓｈｏｒｔ ｓｐｉｎｄｌｅ

较多
Ｍａｎｙ

骨片消化液上清法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

长梭形、三角形
Ｌｏｎｇ ｓｐｉｎｄｌｅ，ｔｒｉａｎｇｕｌａｒ

较多
Ｍａｎｙ

圆形、短梭形
Ｒｏｕｎｄ， ｓｈｏｒｔ ｓｐｉｎｄｌｅ

较多
Ｍａｎｙ

骨片消化研钵法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ

长梭形、多角形
Ｌｏｎｇ ｓｐｉｎｄｌｅ，ｐｏｌｙｇｏｎａｌ

多
Ｍｏｒｅ

圆形、短梭形
Ｒｏｕｎｄ， ｓｈｏｒｔ ｓｐｉｎｄｌｅ

少
Ｆｅｗ

图 ２　 倒置显微镜观察传代时原代细胞形态

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｄｕｒｉｎｇ ｐａｓｓａｇｅ

２􀆰 ２　 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型检测

ｍＢＭＳＣｓ 细胞表面特征性免疫表型是 ＣＤ４５－和

ＣＤ４４＋、ＣＤ２９＋、ＣＤ５４＋、ＣＤ１４０ａ＋、Ｓｃａ⁃１＋。 全骨髓贴

壁法、骨片消化液上清法和骨片消化研钵法所分离

的细胞，取 Ｐ３ 代细胞，流式细胞术检测细胞免疫表

型。 结果如图 ３ 所示：全骨髓贴壁法分离的细胞，
ＣＤ４５－ 仅 为 ２９􀆰 １％， ＣＤ２９＋ （ １５􀆰 ４％）、 ＣＤ４４＋

（３３􀆰 ８％）、ＣＤ５４＋（５８􀆰 ５％）；骨片消化液上清法分离

的细胞， ＣＤ４５－ （ ９０􀆰 ６％）、 ＣＤ２９＋ （ ９９􀆰 ０％）、 ＣＤ４４＋

（９８􀆰 １％）、Ｓｃａ⁃１＋（９９􀆰 ３％）、ＣＤ１４０ａ＋（９７􀆰 ８％）；骨片

消化研钵法分离的细胞， ＣＤ４５－ （ ９０􀆰 ２％）、 ＣＤ２９＋

（ ９８􀆰 ０％）、 ＣＤ４４＋ （ ９７􀆰 ６％）、 Ｓｃａ⁃１＋ （ ９３􀆰 １％）、
ＣＤ１４０ａ＋（９８􀆰 ４％）。 说明骨片消化液上清法和骨片

消化研钵法分离培养的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度均较高，全骨

髓贴壁法分离培养的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度低。

表 ３　 四种方法分离培养的原代细胞传代时间

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｓｓａｇｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｙ ｆｏｕｒ ｍｅｔｈｏｄｓ

分离方法
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

原代细胞传代时间
Ｐａｓｓａｇｅ ｔｉｍｅ ｏｆ
ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ

骨片消化爬片法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｒａｗｌ ｍｅｔｈｏｄ

第 ２０ 天
Ｄａｙ ２０

全骨髓贴壁法
Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

第 ４ ～ ５ 天
Ｄａｙ ４ ～ ５

骨片消化液上清法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

第 ５ ～ ６ 天
Ｄａｙ ５ ～ ６

骨片消化研钵法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ

第 ６ ～ ８ 天
Ｄａｙ ６ ～ ８

２􀆰 ３　 体外诱导成骨分化能力

全骨髓贴壁法、骨片消化液上清法和骨片消化

研钵法分离培养的 Ｐ３ 代细胞经成骨诱导培养 ３ 周

后，细胞排列紧密，体积变小，呈铺路石样改变。

５
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３ 种方法分离培养的 Ｐ３ 代细胞成骨诱导后经茜素

红染色，镜下可观察到橘红色钙结节，均表现出成

骨分化特性（图 ４）。 且骨片消化液上清法和骨片消

化研钵法获得的钙结节数量明显较全骨髓贴壁法

多（图 ４），说明经这两种方法分离培养的细胞能获

得更多的具有成骨分化能力的 ｍＢＭＳＣｓ。

注：不同方法分离培养的 Ｐ３ 代细胞 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型流式检测结果。 Ａ１ ～ Ａ５：全骨髓贴壁法；Ｂ１ ～ Ｂ６：骨片消化液上清法；Ｃ１ ～
Ｃ６：骨片消化研钵法。

图 ３　 流式细胞术检测细胞 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型

Ｎｏｔｅ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ Ｐ３ ｍＢＭＳＣｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ａ１ ～ Ａ５． Ｗｈｏｌｅ⁃
ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｂ１ ～ Ｂ６． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｃ１ ～ Ｃ６． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｍＢＭＳＣｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

注：Ａ：分离培养的 Ｐ３ 代细胞成骨分化诱导前细胞形态和成骨分化诱导后茜素红染色观察到的钙结节；Ｂ：室温下，１０％氯代十六烷

基吡啶溶解茜素红染色后的钙结节，酶标仪检测波长 ５６２ ｎｍ 吸光度值；ａ：全骨髓贴壁法；ｂ：骨片消化液上清法；ｃ：骨片消化研钵

法；与全骨髓贴壁法比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０． ０００１。 （下图同）

图 ４　 体外诱导成骨分化能力的鉴定及茜素红染色定量比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｂｅｆｏｒｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｎｏｄｕｌｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｐ３ ｃｅｌｌｓ． Ｂ． Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ ａｔ ５６２ ｎｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ ａｆｔｅｒ ｏｆ １０％
ｃｈｌｏｒｏｃｅｔｙｌｐｙｒｉｄｉｎｅ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｎｏｄｕｌｅｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ． ａ． Ｗｈｏｌｅ－ｂｏｎｅ－ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． ｂ．
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． ｃ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｗｈｏｌｅ － ｂｏｎｅ －ｍａｒｒｏｗ

ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ，∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０． ０００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｌｉｚａｒｉｎｅ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｖｉｖｏ

６
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２􀆰 ４　 体外诱导成脂分化能力

全骨髓贴壁法、骨片消化液上清法和骨片消化

研钵法分离培养的 Ｐ３ 代细胞经成脂诱导培养 ２ 周

后，细胞出现回缩现象，细胞间隙变大，转变为圆形

脂肪细胞。 镜下可见胞浆内含有丰富脂滴的脂肪

细胞，油红 Ｏ 染色呈红色，３ 种方法均表现出成脂分

化特性（图 ５）。 且骨片消化液上清法和骨片消化研

钵法油红 Ｏ 染色强度明显较全骨髓贴壁法强（图
５），说明经这两种方法分离培养的细胞能获得更多

的具有成脂分化能力的 ｍＢＭＳＣｓ。

注：Ａ：分离培养的 Ｐ３ 代细胞成脂分化诱导前细胞形态和成脂分化诱导后油红 Ｏ 染色观察到的脂滴；Ｂ：室温下，异丙醇溶解油红 Ｏ 染色

后的脂滴，酶标仪检测波长 ５００ ｎｍ 处吸光度值；ａ：全骨髓贴壁法；ｂ：骨片消化液上清法；ｃ：骨片消化研钵法；与全骨髓贴壁法比较，∗∗∗∗Ｐ
＜ ０． ０００１。

图 ５　 体外诱导成脂分化能力的鉴定及油红 Ｏ 染色定量比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｐ３ ｃｅｌｌｓ． Ｂ． Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ ａｔ ５００ ｎｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ ａｆｔｅｒ ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｌｉｐｉｄ
ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ． ａ． Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． ｂ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ．

ｃ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０． ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

３　 讨论

ｍＢＭＳＣｓ 在骨髓中含量少，分离细胞中往往存

在多种杂细胞污染，不能满足研究需求。 因此，需
要建立一种有效分离培养 ｍＢＭＳＣｓ 的方法体系。
本研究比较分析了骨片消化爬片法、全骨髓贴壁

法、骨片消化液上清法和骨片消化研钵法等 ４ 种方

法，希望实验结果能为从事 ｍＢＭＳＣｓ 相关研究的同

道提供有价值的参考依据，避免因方法学选择不当

造成时间和资源浪费，甚至影响研究结果的客观性

和可靠性。
全骨髓贴壁法是利用 ｍＢＭＳＣｓ 的塑料贴壁特

性进行分离培养，但这种方法分离的 ｍＢＭＳＣｓ 不

纯，容易被多种杂细胞污染［２６］，本研究的实验结果

也是如此。 有研究表明通过早期首次换液可以减

少杂细胞的黏附［９］，因此，本研究在应用全骨髓贴

壁法时，曾采用第 １ 天首次换液，但培养后 ｍＢＭＳＣｓ
数量极少，可能是由于在培养早期换液，在一定程

度上会损失 ｍＢＭＳＣｓ。 有文献报道，在培养第 ４ 天

首次换液，比在培养第 １ 天首次换液，会更容易获得

高增殖能力的 ｍＢＭＳＣｓ［２７］，与我们的实验结果一

致。 分离培养的原代细胞镜下形态和 Ｐ３ 代细胞表

面免疫表型分析结果均说明，全骨髓贴壁法获得的

ｍＢＭＳＣｓ 量少，且存在多种杂细胞。 与 Ｃａｉ 等［２６］ 的

研究报道相似，本实验中全骨髓贴壁法分离培养的

ｍＢＭＳＣｓ 成骨成脂分化现象不及骨片消化液上清法

和骨片消化研钵法。 该现象可能与以下两个方面

相关： 一 方 面 由 于 全 骨 髓 贴 壁 法 本 身 获 得 的

ｍＢＭＳＣｓ 纯度较低；另一方面也可能是体外培养时

其他细胞混杂一定程度上抑制 ｍＢＭＳＣｓ 的分化潜

７
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能。 因此全骨髓贴壁法不适合用于 ｍＢＭＳＣｓ 体外

研究。
骨密质中造血细胞稀少， 从骨密质中分离

ｍＢＭＳＣｓ，可减少造血细胞与其他基质细胞的污染。
冲洗骨髓腔，去除骨髓中大量造血细胞后，用胶原

酶消化骨片， 使密集结构的骨质松弛， 可促进

ｍＢＭＳＣｓ 从骨片迁移到培养基中［２５］。 骨片消化液

上清法和骨片消化研钵法都是利用此原理分离

ｍＢＭＳＣｓ，分离后的 Ｐ３ 代细胞表面免疫表型分析以

及成骨分化能力、成脂分化能力检测均说明这两种

方法分离获得的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度较高、质量较好。 且

骨片消化研钵法所分离的细胞传至 Ｐ１ 代时，镜下

观察到细胞呈均一成纤维样形态，但该法必须把握

好研钵力度，否则容易导致细胞受损。 骨片消化爬

片法虽也是基于此特点，但所获得的 ｍＢＭＳＣｓ 极少

且生长缓慢，无法满足研究需求，可能是经过消化

后 ｍＢＭＳＣｓ 大部分存在胶原酶消化液中，也有可能

是培养初期移动培养瓶时骨片受到晃动，影响

ｍＢＭＳＣｓ 爬出［２５］。
此外，参考人 ＢＭＳＣｓ 的分离方法［２８－２９］，本研究

也曾尝试收集小鼠全骨髓，通过 Ｆｉｃｏｌｌ 方法分离出

小鼠骨髓单个核细胞进行贴壁后获取 ｍＢＭＳＣｓ，但
贴壁细胞零星无几，难以进一步展开实验，因此，单
个核细胞贴壁法不在本研究探讨范围内。

采用免疫磁珠分选法和流式细胞荧光分选法

也可获得较高纯度的 ｍＢＭＳＣｓ 群体，但费用昂贵，
操作繁琐，且影响 ｍＢＭＳＣｓ 的活力［９］。 ｍＢＭＳＣｓ 的

体外生存活力不仅受到分离方法的影响，也与培养

条件有关。 ｍＢＭＳＣｓ 存在于骨髓基质中，受到骨髓

微环境的调控，小鼠骨髓中的氧含量低于 ５％［３０］。
有研究表明，与 １０％和 ２１％的氧含量相比，在 ５％的

氧含量条件下，ｍＢＭＳＣｓ 表现出更高的增殖活性和

克隆形成能力。 因此，要根据研究目的，探讨优化

ｍＢＭＳＣｓ 的培养条件。
总之，本文探讨的 ４ 种 ｍＢＭＳＣｓ 分离培养方法

中，骨片消化液上清法和骨片消化研钵法在较短时

间内可获得纯度较高、分化能力较强的 ｍＢＭＳＣｓ。
虽然这两种方法步骤较全骨髓贴壁法繁琐，但能够

满足后续实验对 ｍＢＭＳＣｓ 的质量和数量要求，且成

本低。 因此，推荐采用骨片消化液上清法和骨片消

化研钵法分离培养 ｍＢＭＳＣｓ。
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Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １

段艳华，陈云祥，郑高利，等． 基于 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路初步探讨虎杖醇提物对腺嘌呤诱导小鼠肾间质纤维化的改善作用

［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）： １０－１９．
Ｄｕａｎ ＹＨ， Ｃｈｅｎ ＹＸ， Ｚｈｅｎｇ ＧＬ，ｅｔ ａｌ． Ｅｔｈａｎｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ａｄｅｎｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）： １０－１９．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ００２

［基金项目］国家自然科学基金项目（８１６７３６５６），浙江省重点研发计划项目（２０２０Ｃ０３０５３，２０２１Ｃ０３０７７）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ８１６７３６５６ ）， Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
（２０２０Ｃ０３０５３，２０２１Ｃ０３０７７）．
［作者简介］段艳华，女，实验师，在读硕士研究生，研究方向：药物安全性评价与药理毒理学研究。 Ｅｍａｉｌ：３０７９１０２２０＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］夏道宗，男，教授，博士生导师，研究方向：中药代谢、抗炎与免疫药理研究。 Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｄａｏｚｏｎｇ＠ ｚｃｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ；

张立将，男，研究员，硕士生导师，研究方向：药物安全性评价与药理毒理学研究。 Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｌｊ１２７＠ １６３． ｃｏｍ。
∗共同通信作者

基于 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路初步探讨虎杖醇提物
对腺嘌呤诱导小鼠肾间质纤维化的改善作用
段艳华１，２，３，陈云祥２，３，郑高利２，３，温磊２，３，陈浩２，３，张丽丽２，３，秦荔２，３，

王佳虹２，３，刘芳２，３，夏道宗１∗，张立将２，３∗

（１． 浙江中医药大学 药学院，杭州　 ３１００５３；２． 杭州医学院 安全性评价研究中心，杭州　 ３１００５３；
３． 浙江省药物安全性评价技术研究重点实验室，杭州医学院，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究虎杖醇提物（ｅｔｈａｎｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ，ＰＣＥ）对小鼠肾间质纤维化的保护

作用及其潜在分子机制。 方法　 将 ５０ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠随机分为 ５ 组（ｎ ＝ １０）：正常对照组、模型组、虎杖醇

提物低、中、高（７５、１５０、３００ ｍｇ ／ ｋｇ）剂量组。 除正常对照组外，其他各组灌胃腺嘌呤构建肾间质纤维化模型，虎杖

醇提物低、中、高剂量组同时灌胃给予不同剂量的虎杖醇提物混悬液。 各组经灌胃给药 ４２ ｄ 后用生化试剂盒测定

血清肌酐（ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ， Ｓｃｒ）和尿素氮（ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＢＵＮ）水平，通过苏木精伊红染色和 Ｍａｓｓｏｎ 三色染

色分别观察小鼠肾组织病理学变化及胶原沉积情况，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测小鼠肾组织中转化生长因子－β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１，ＴＧＦ⁃β１）、Ｓｍａｄ６、α 平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ）、Ｉ 型胶原蛋白

（Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ）的表达情况。 结果　 与正常对照组比较，模型组小鼠 ＢＵＮ、Ｓｃｒ 水平显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 肾组织病理

学 ＨＥ 染色可见肾小管结构破坏，炎细胞浸润肾间质，完整的健存肾单位明显减少；Ｍａｓｓｏｎ 染色可见胶原纤维蓝色

阳性染色面积明显增多。 肾组织 ＴＧＦ⁃β１ 的表达明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路的负调节因子 Ｓｍａｄ６
的表达显著下调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 上皮 －间充质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＥＭＴ） 标志蛋白之一

α⁃ＳＭＡ、细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）蛋白之一 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 的表达明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组相比，虎
杖醇提物各给药组 ＢＵＮ、Ｓｃｒ 水平以及肾组织 ＴＧＦ⁃β１、α⁃ＳＭＡ 及 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 的蛋白表达水平呈剂量依赖性降低，
Ｓｍａｄ６ 的表达水平呈剂量依赖性升高。 肾组织的病理改变及纤维沉积面积均有不同程度的改善。 结论　 虎杖醇

提物能减轻腺嘌呤诱导的小鼠肾功能损伤，改善肾间质纤维化，其机制与干预 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路，抑制 ＥＭＴ
及 ＥＣＭ 蛋白沉积有关。

【关键词】 　 肾间质纤维化；虎杖醇提物；ＴＧＦβ１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路；上皮－间充质转化

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０２３） ０１⁃００１０⁃１０

Ｅｔｈａｎｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｄｅｎｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ＤＵＡＮ Ｙａｎｈｕａ１，２，３， ＣＨＥＮ Ｙｕｎｘｉａｎｇ２，３， ＺＨＥＮＧ Ｇａｏｌｉ２，３， ＷＥＮ Ｌｅｉ２，３， ＣＨＥＮ Ｈａｏ２，３， ＺＨＡＮＧ Ｌｉｌｉ２，３， ＱＩＮ Ｌｉ２，３，

ＷＡＮＧ Ｊｉａｈｏｎｇ２，３， ＬＩＵ Ｆａｎｇ２，３，ＸＩＡ Ｄａｏｚｏｎｇ１∗， ＺＨＡＮＧ Ｌｉｊｉａｎｇ２，３∗
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（１． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ Ｄｒｕｇ Ｓａｆｅｔｙ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３． ３． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｄｒｕｇ Ｓａｆｅｔｙ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ａｎｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＸＩＡ Ｄａｏｚｏｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｉａｄａｏｚｏｎｇ＠ ｚｃｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ； ＺＨＡＮＧ Ｌｉｊｉａｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｌｊ１２７＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ａｎ ｅｔｈａｎｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ
（ＰＣＥ） ａｇａｉｎｓｔ ａｄｅｎｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ （ＲＩＦ） ｉｎ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｒｅｖｅａｌ ｉｔｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａｎ ＲＩＦ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｇａｖａｇｉｎｇ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ． Ｆｉｆｔｙ ｍａｌｅ
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ （ｎ＝ １０ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）： ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＰＣＥ⁃Ｌ，
ＰＣＥ⁃Ｍ ａｎｄ ＰＣＥ⁃Ｈ （ ７５， １５０， ３００ ｍｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ） ｇｒｏｕｐｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ４２ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ， ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ （Ｓｃｒ） ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （ＢＵＮ） ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙ ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｋｉｔｓ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＨＥ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， Ｓｍａｄ６， α⁃
ＳＭＡ， ａｎｄ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ （Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ） ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＢＵＮ ａｎｄ Ｓｃｒ （Ｐ ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ Ｓｍａｄ６， ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ ｐａｔｈｗａｙ， ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ （ ＥＭＴ） ｍａｒｋｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ （ＥＣＭ） ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＵＮ ａｎｄ Ｓｃｒ； ｄｅｃｌｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， α⁃ＳＭＡ ａｎｄ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｓｍａｄ６ ｐｒｏｔｅｉｎ； ａｎｄ ｔｈｅ ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＰＣＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ａｄｅｎｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ
ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＥＭＴ ａｎｄ ＥＣＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｅｔｈａｎｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ； ＴＧＦβ１ ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ； ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 慢性肾疾病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）具有

发病率高、知晓率低、预后差、医疗费用高等特点，
是心脑血管疾病、糖尿病、和恶性肿瘤之外又一严

重危害人类健康的疾病，近年来，ＣＫＤ 患病率逐年

上升，全球一般人群患病率已达 １４􀆰 ３％［１］。 ＣＫＤ 是

由多种肾疾病，如肾盂肾炎、肾小球肾炎、肾结石，
非肾疾病如痛风、糖尿病、高血压以及药物毒副作

用引起的缓慢性进行性肾功能不全的临床综合

征［２］，ＣＫＤ 的发生又会增加痛风、糖尿病、高血压的

发病率及死亡率，从而引发公共卫生问题。
ＣＫＤ 的治疗方法有限，通常通过控制潜在的病

因来减缓其进展，当 ＣＫＤ 进展为终末期肾衰竭时

（ｅｎｄ ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ），通常使用肾替代治

疗方法：透析和肾移植［１］。 然而，透析对 ＥＳＲＤ 的肾

功能损伤及肾组织的病理改变修复作用有限；肾移

植存在着供体短缺，不易获得、易发生移植排斥反

应、价格昂贵等缺点［３］。 因此，人们需要寻找更有

效的治疗方法来治疗 ＣＫＤ，并减少医疗支出。
肾间质纤维化（ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）几

乎是所有肾疾病进展到 ＥＳＲＤ 的共同病理途径［４］，
因此，深入探讨 ＲＩＦ 疾病机制，积极寻找可以早期阻

止甚至逆转 ＲＩＦ 的药物具有重要的意义。 许多信号

转导分子和途径参与肾间质纤维化的发展，转化生

长因子－β（ＴＧＦ⁃β）超家族信号转导通路是肾组织

纤维化的中心介质，ＴＧＦ⁃β 可通过 Ｓｍａｄ 和非 Ｓｍａｄ
依赖途径促进肾纤维化的进展。 因此干预 ＴＧＦ⁃β
通路及其下游靶点就成为治疗肾纤维化的理想选

择。 天然植物具有较好的抗纤维化效果，且价格低

廉，容易获取，因此成为近年来研究的热点。
中医古籍中无 ＣＫＤ 对应的病名，也无对应的文

献记载，根据其临床表现及发病特点，当属“水肿”、
“肾水”、 “肾劳”、 “肾积”、 “腰痛”、 “虚劳”、 “关

格”、“尿浊”等。 ＣＫＤ 起源于脾肾之气亏虚，日久由

虚致实，可见湿热、湿邪、淤血等各种病理之气交

杂。 故在治疗上主张补益脾肾，益气养血以固其

本，兼以清热利湿，活血化瘀以治其标［５］。 中药虎

杖为蓼科多年生草本植物虎杖的干燥根茎和根，味
微苦，性微寒，归肝、胆、肺经。 具有利湿退黄、清热
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解毒、散瘀止痛和止咳化痰等功效。 用于湿热黄

疸、淋浊、带下、风湿痹痛、痈肿疮毒、水火烫伤、经
闭、癥瘕、跌打损伤、肺热咳嗽［６］。 临床上取其清热

利湿、散瘀止痛的功效，用于治疗慢性肾病证属湿

热瘀血者［７］。 尽管中医使用虎杖治疗慢性肾病的

临床疗效确定，但其用于治疗 ＣＫＤ 的作用机制尚不

清楚。
现代药理学研究表明：虎杖中主要含有蒽醌

类、二苯乙烯类、黄酮类、香豆素类以及一些脂肪酸

类化合物，其主要活性成分白藜芦醇和虎杖苷具有

抗氧化、抗炎、免疫调节作用［８］。 虎杖有效成分大

黄素、白藜芦醇可以不同程度改善糖尿病肾病小鼠

肾组织病理损伤，改善肾小管、肾小球病变，延缓肾

小球细胞外基质增生，抑制肾小球硬化以及肾组织

纤维化［９］。 虎杖苷可以通过调节 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（ＴＬＲ４） ／核转录因子（ＮＦ⁃κＢ）信号通路，下调炎症

因子表达水平，改善糖尿病肾病大鼠肾的炎性

损伤［１０］。
我们的研究使用腺嘌呤诱导 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠肾

间质纤维化，并用虎杖醇提物（ ｅｔｈａｎｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ
Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ，ＰＣＥ）对其进行药物干预，观
察 ＰＣＥ 对肾间质纤维化模型小鼠肾功能指标及组

织病理学变化的影响，以及其对 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号

通路相关信号分子、ＥＭＴ 和 ＥＣＭ 蛋白沉积的干预

作用，从而评估虎杖醇提物对腺嘌呤诱导的肾间质

纤维化的保护作用，探讨其逆转肾间质纤维化的分

子机制及可能的治疗靶点。 为虎杖的临床用药和

新药开发提供实验依据，为治疗 ＣＫＤ 的新药开发提

供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠 ５０ 只，体重 ２４ ～
３０ ｇ，１２ 周龄，购于浙江维通利华实验动物技术有限

公司【ＳＣＸＫ（浙）２０１９－０００１】，饲养于杭州医学院安

全性评价研究中心 ＳＰＦ 级屏障系统 【 ＳＹＸＫ（浙）
２０１７－００１０】，屏障系统具有 １２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗循环周

期，温度为 ２０ ～ ２５℃，湿度为 ４０％ ～ ５％。 饲养期

间，自由饮水，饲喂普通维持饲料由北京科澳协力

饲料有限公司提供。 饲养管理符合国际 ＡＡＡＬＡＣ
认证的要求。 实验设计经杭州医学院安全性评价

研究中心实验动物管理和使用委员会（ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ
Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ，ＩＡＣＵＣ）批准（ＫＹ⁃
２０２１⁃０２０）。 所有实验均按照相关指南和规定进行。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

腺嘌呤：每瓶 ２５ ｇ，纯度＞ ９９％，购自 Ｓｉｇｍａ 公

司，批号：ＷＸＢＤ２５７６Ｖ；磷钼酸水合物、酸性品红、亮
绿 ＳＦ、苯胺蓝、伊红 Ｙ 购自上海阿拉丁；肌酐测定试

剂盒（苦味酸法，批号：１７１０４４ ／ ５０００５５４７）、尿素氮

测定 试 剂 盒 （ 谷 氨 酸 脱 氢 酶 法， 批 号： ２７３２４ ／
６０１３４６６１）购自德赛诊断系统有限公司；兔单克隆

抗体： Ａｎｔｉ⁃ＴＧＦ⁃β１ （货号： ａｂ２１５７１５） 、 Ａｎｔｉ⁃Ｓｍａｄ６
（货号： ａｂ２７３１０６）、Ａｎｔｉ⁃α⁃ＳＭＡ（货号： ａｂ１２４９６４）、
Ａｎｔｉ⁃Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ （货号： ａｂ２７０９９３）、Ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ（货

号：ａｂ１８１６０３） 购自 Ａｂｃａｍ 公司（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ， ＵＫ）；
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ） （货号：
Ａ０２０８）、ＲＩＰＡ 裂解液（货号：Ｐ００１３Ｂ）、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
蛋白上样缓冲液（５Ｘ） （货号：Ｐ００１５Ｌ）、ＰＭＳＦ（货

号：ＳＴ５０６）、蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物 （货号：
Ｐ１０４５）、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（货号：Ｐ００１０）、
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒（货号：Ｐ００１２Ａ）、脱脂

奶粉（货号：Ｐ０２１６）、ＢｅｙｏＥＣＬ Ｓｔａｒ（货号：Ｐ００１８ＡＳ）
购于上海碧云天生物技术有限公司；ＰａｇｅＲｕｌｅｒ 预染

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（货号：２６６１６）购于赛默飞世尔科技（中
国）有限公司。

ＨＩＴＡＣＨＩ ７１００ 全自动生化仪 （日立公司，日

本）， Ｂｉｏ Ｔｅｋ 􀳏 Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＴ 全自动荧光酶标仪

（ＢｉｏＴｅｋ 公司，美国），ＤＭ３０００ 显微镜等病理全套设

备（Ｌｅｉｃａ 公司，德国）；ＩＫＡ 组织匀浆机（ ＩＫＡ 公司，
德国）； Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 蛋白电泳系统 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美

国）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２４Ｒ 高速冷冻离心机（ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司，德国）；ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ ６０００ 化学发光成像仪（上
海勤翔科技有限公司，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 虎杖醇提物的制备及给药剂量的确定

虎杖购自浙江中医药大学中药饮片厂，取 １５０ ｇ
虎杖饮片粉碎后过 ３ 号筛，以 ６５％乙醇，料液比

１ ∶４０，功率 ３５０ Ｗ，频率 ５５ ｋＨｚ 超声提取 ２０ ｍｉｎ，提
取液旋蒸后冷冻干燥，冻干粉冷藏，得到虎杖醇提

物 ３２􀆰 ３ ｇ，得率为 ２１􀆰 ５％。 根据中国药典 ２０２０ 年版

一部［６］，虎杖的人用量为 ９ ～ １５ ｇ，中药饮片对小鼠

的等效剂量为 １􀆰 １６ ～ １􀆰 ９３ ｇ ／ ｋｇ，相当于虎杖醇提

物 ２４９ ～ ４１４ ｍｇ ／ ｋｇ。 结合预实验，最终确定虎杖醇
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提物低剂量组、中剂量组、高剂量组的给药剂量分

别为 ７５、１５０、３００ ｍｇ ／ ｋｇ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物分组、造模及给药

５０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠进入屏障系统后适应性

喂养 １ 周，随机分为 ５ 组：正常对照组、模型组、虎杖

醇提物低剂量组 （ ＰＣＥ⁃Ｌ， ７５ ｍｇ ／ ｋｇ）、中剂量组

（ＰＣＥ⁃Ｍ， １５０ ｍｇ ／ ｋｇ）、高剂量组（ＰＣＥ⁃Ｈ， ３００ ｍｇ ／
ｋｇ），每组 １０ 只。 各组小鼠每天称重 １ 次，按体重

１０ ｍＬ ／ ｋｇ 灌胃，每天上午虎杖醇提物低、中、高剂量

组分别给予相应浓度的虎杖醇提物混悬液，正常对

照组和模型组按体重给予纯水。 下午对照组按体

重给予纯水，其他各组均灌胃给予 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 的腺嘌

呤混悬液，连续给药 ４２ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 标本采集及取材

第 ４２ 天给药后，禁食不禁水 １２ ｈ，所有动物在

第 ４３ 天麻醉，从腹主动脉获取血液，并在 ４℃下以

３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 分离血清，以进行生化分

析。 采血后，取下肾，冲洗并快速称重，观察 ＰＣＥ 对

肾表观的影响。 肾组织分为两组，左肾福尔马林固

定用于组织病理学评估、右肾液氮快速冷冻后，在
－８０℃下保存，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析。
１􀆰 ２􀆰 ４　 常规肾损伤生化指标检测

按照试剂说明书的方法，使用全自动生化分析

仪检测各组小鼠的血清尿素氮、肌酐水平。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肾组织病理形态学观察

取肾，用生理盐水冲洗后福尔马林固定，梯度

乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，用切片机将包埋

好的组织进行连续切片，切片厚度为 ４ ～ ５ μｍ。 切

片用苏木素和伊红染色（ＨＥ）以观察肾组织病理学

改变， Ｍａｓｓｏｎ 三色染色以观察肾间质纤维化胶原沉

积程度， 蓝色线状或颗粒状沉积物计为胶原蛋白阳

性。 每个实验组随机选择 ３ 个肾的 Ｍａｓｓｏｎ 染色病

理切片，在 ２００ 倍放大率下每个肾随机选择不重叠

的 １０ 个视野，避开肾内大血管，将呈现蓝色的纤维

化区域作为阳性目标，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算阳性面

积与整个视野总面积的比值，对 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色胶

原沉积面积进行量化并使用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 统计软件进

行分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路相

关信号分子及 ＥＭＴ、ＥＣＭ 相关蛋白表达水平

分别取各实验组小鼠肾组织置于预冷的 ＲＩＰＡ
裂解缓冲液中，用电动匀浆机匀浆，匀浆后在 ４℃下

持续震荡 １ ｈ，随后 ４℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，
从离心机中取出离心管置于冰上，吸取上清液采用

ＢＣＡ 蛋白定量法测蛋白浓度，加上样缓冲液及

ＲＩＰＡ 缓冲液制备样品，使得 ５ 组蛋白样品浓度达到

一致。 每组上样量为 ２１ μｇ，经 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳分离蛋白质，用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 转膜装置将凝胶中的蛋

白质转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 在室温下用 ５％脱脂牛奶

封闭 ＰＶＤＦ 膜 １ ｈ，然后在 ４℃ 下与一抗孵育过夜

［抗体稀释浓度： ＴＧＦ⁃β１ （ １ ∶ １０００）、 Ｓｍａｄ６ （ １ ∶
１０００）、 α⁃ＳＭＡ （ １ ∶ １００００）、 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ （ １ ∶ １０００）、
ＧＡＰＤＨ（１ ∶１００００）］。 次日在室温下与辣根过氧化

物酶偶联的二抗孵育 １ ｈ。 用特超敏 ＥＣＬ 化学发光

试剂盒显影，化学发光显影仪进行曝光、扫描。 以

ＧＡＰＤＨ 为内参，通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件根据目的条带与

内参的灰度值比值进行半定量分析。 上述实验均

使用来自不同小鼠的肾组织至少重复 ３ 次。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 统计软件进行分析，计量资料

数据采用平均值±标准差 （􀭰ｘ ± ｓ） 表示。 选用单因

素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）进行显著性分析，总
体组间差异有统计学意义 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 时，进行组间两

两比较。 当方差齐性时，组间两两比较采用 ＬＳＤ 法

分析，当方差不齐时采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法分析，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠

一般精神状况和体重变化的影响

实验期间，正常对照组小鼠反应灵敏，毛发光

泽顺滑，生长、进食及二便正常，模型组在灌服腺嘌

呤后出现活动量减少，喜静蜷卧，反应迟钝，进食减

少，日益消瘦，皮毛枯槁无光泽，小便增多等症状。
ＰＣＥ 给药各剂量组能不同程度地改善腺嘌呤给药

后的一般状况，且呈剂量依赖性。
随机分组时，各组小鼠的体重差异无统计学意

义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），正常对照组在给药期间，体重一直呈

自然增长，其他各组小鼠体重均有不同程度下降，
实验第四周时，模型组小鼠体重明显低于同期对照

组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＰＣＥ 低、中、高剂量组对腺嘌呤造模

导致的体重下降具有改善作用，且呈剂量依赖性，
其中 ＰＣＥ 高剂量组与同期模型组相比，差异具有统

计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见表 １）。
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表 １　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾纤维化小鼠体重变化的影响（ｎ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ （ｎ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

体重（ｇ）
Ｗｅｉｇｈｔ（ｇ）

第 １ 周 第 ２ 周 第 ３ 周 第 ４ 周 第 ５ 周 第 ６ 周

Ｗｅｅｋ １ Ｗｅｅｋ ２ Ｗｅｅｋ ３ Ｗｅｅｋ ４ Ｗｅｅｋ ５ Ｗｅｅｋ ６
正常对照组

Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２５． ８４ ± ２． ００ ２７． ０１ ± １． ９７ ２７． ０８ ± １． ７８ ２７． １０ ± ２． ３０ ２７． ２７ ± ２． １７ ２７． ２０ ± ２． ０６

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２５． ９６ ± １． ４７ ２６． ７６ ± １． ５２ ２６． ４６ ± １． ６４ ２４． ７９ ± １． ８５＃＃ ２２． ８１ ± ２． ７８＃＃ ２２． ７２ ± １． ７３＃＃

ＰＣＥ⁃Ｌ 组
ＰＣＥ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ２５． １０ ± １． ６７ ２６． ６３ ± １． ８９ ２４． ８９ ± ２． ５０＃ ２４． ０４ ± ２． ８９＃＃ ２３． ７５ ± ２． ７５＃＃ ２３． １８ ± ２． ９０＃＃

ＰＣＥ⁃Ｍ
ＰＣＥ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ２５． ４３ ± １． ５６ ２７． ０５ ± １． ５０ ２５． ５８ ± １． ５４＃ ２４． ６２ ± ２． ２６＃＃ ２３． ８３ ± ２． ２８＃＃ ２３． ５２ ± １． ８７＃＃

ＰＣＥ⁃Ｈ
ＰＣＥ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ ２５． ２６ ± １． ２１ ２６． ５０ ± １． ８５ ２５． ９７ ± １． ６８ ２５． ５２ ± １． １１ ２５． ８１ ± １． ５９∗∗ ２５． １２ ± １． ８８∗∗

注：与正常对照组比较，＃＃Ｐ ＜ ０． ０１；与模型组比较，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１。 （下表 ／ 图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃＃ Ｐ ＜ ０． ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０． ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ ａｎｄ
ｆｉｇｕｒｅｓ）

图 １　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾纤维化小鼠肾大体外观的影响

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ

２􀆰 ２　 虎杖醇提物对腺嘌呤诱导的肾间质纤维化小

鼠血清肌酐、尿素氮水平的影响

由表 ２ 可见，与对照组相比，模型组血清肌酐、
尿素氮（Ｓｃｒ、ＢＵＮ）水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 虎杖

醇提物各给药组小鼠血清肌酐、尿素氮与对照组相

比，仍有不同程度的增高，但与模型组相比，血清肌

酐、尿素氮水平呈剂量依赖性降低，其中虎杖醇提

物高剂量组对腺嘌呤所导致的肌酐、尿素氮升高具

有明显改善作用，与模型组相比差异具有统计学意

义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 肾形态学改变

２􀆰 ３􀆰 １　 肉眼观察

正常对照组小鼠肾大小适中，颜色褐红，表面

光洁、质地坚韧；而模型组小鼠肾略肿大，呈淡棕褐

色，表面凹凸不平，可见颗粒状隆起。 虎杖醇提物

各给药组对肾外观具有不同程度的改善作用，呈剂

量依赖性，以虎杖醇提物高剂量组对肾大体外观改

善最明显（见图 １）。

表 ２　 ＰＣＥ 对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠血清尿素氮、
肌酐的影响（ｎ＝ １０）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ（ｎ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

血肌酐（μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｓｃｒ（μｍｏｌ ／ Ｌ）

血尿素氮（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｂｕｎ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３８􀆰 ９５ ± ８􀆰 ５０ １４􀆰 ００ ± ５􀆰 ５０

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ８９􀆰 １９ ± １５􀆰 ３０＃＃ ４５􀆰 ４６ ± ８􀆰 ０４＃＃

ＰＣＥ⁃Ｌ 组
ＰＣＥ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ８４􀆰 ７４ ± ８􀆰 ０９＃＃ ４４􀆰 ８２ ± ３􀆰 ３５＃＃

ＰＣＥ⁃Ｍ 组
ＰＣＥ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ７１􀆰 ２４ ± １４􀆰 １７＃＃ ３７􀆰 ４３ ± １０􀆰 １９＃＃

ＰＣＥ⁃Ｈ 组
ＰＣＥ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ ５６􀆰 ６５ ± １３􀆰 ４６＃∗∗ ２６􀆰 ３１ ± １１􀆰 ０５∗∗

注：与正常对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表 ／ 图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ ａｎｄ ｆｉｇｕｒｅｓ）
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２􀆰 ３􀆰 ２　 肾组织病理形态学观察

（１）肾组织 ＨＥ 染色结果

如图 ２ 所示，正常对照组小鼠肾组织结构正常，
皮髓质分界清楚，肾小管上皮细胞大小一致、形态

饱满、排列整齐，呈单层立方形结构，肾小管以背对

背（ｂａｃｋ ｔｏ ｂａｃｋ）的方式排列，间质空间几乎不存

在。 模型组小鼠肾小管结构破坏，出现坏死，高度

扩张的肾小管和萎缩的肾小管并存，部分肾小管上

皮细胞扁平、缺失、坏死，脱落的肾小管上皮细胞在

管腔内形成细胞碎片或细胞管型，肾小管分离，出
现间质间隔。 炎细胞浸润肾间质，完整的健存肾单

位明显减少。 与模型组相比，ＰＣＥ 各剂量给药组的

组织病理学改变有不同程度的改善，呈剂量依赖

性。 高剂量组肾小管上皮细胞大小一致，排列整

齐，细胞形态饱满，高度扩张的肾小管和萎缩的肾

小管较模型组明显减少。 肾小球形态规则，未见炎

细胞浸润，完整的健存肾单位较模型组有显著增

多，对腺嘌呤所致肾组织的病理改变有很好的改善。
（２）肾组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果

Ｍａｓｓｏｎ 染色是肾纤维化的主要染色方法之一。

主要用于区分胶原纤维和肌原纤维，在肾穿刺活检

标本中，用于显示肾小球沉淀的免疫复合物和基底

膜、系膜基质及胶原纤维等［１１］。 Ｍａｓｓｏｎ 染色后，肾
小球基底膜沉积物（免疫复合物）呈红色。 基底膜、
系膜、胶原纤维呈蓝色，肾小管管腔、胞质、红细胞

呈鲜红色，细胞核呈棕褐色［１２］。 肾间质纤维化发生

时，肾间质中大量胶原纤维沉积，因此，蓝色阳性染

色面积明显增多，通过比较每组蓝色区域的面积来

确定肾病变产生纤维化的程度。
如图 ３、图 ４ 所示，正常对照组肾小球和肾小管

形态规则，肾小管上皮细胞排列规则整齐，无系膜

增生，间质正常，除了肾内动脉周围、基底膜、系膜

有预期的蓝色染色外，几乎没有蓝色染色；模型组

小鼠肾间质显示出大量胶原纤维条纹，染色呈蓝

色，提示明显的肾间质纤维化，与模型组相比，虎杖

醇提物低、中、高剂量组蓝色阳性染色面积均有不

同程度的减少，肾组织胶原沉积及肾间质纤维化较

模型组改善。 经统计学分析显示，虎杖醇提物低、
中、高剂量组对腺嘌呤所致小鼠肾组织胶原沉积面

积增加均有明显的改善作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：黄色箭头：高度扩张的肾小管；绿色箭头：萎缩的肾小管；红色箭头：炎细胞浸润。

图 ２　 肾切片的 ＨＥ 染色代表性显微图像反映虎杖醇提物对小鼠肾组织病理学变化的影响

Ｎｏｔｅ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ． Ｈｉｇｈｌｙ ｄｉｌａｔｅｄ ｔｕｂｕｌｅｓ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗｓ． Ａｔｒｏｐｈｉｅｄ ｔｕｂｕｌｅｓ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｒｅｆｌｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ

注：黄色箭头：肾间质纤维化和胶原沉积。

图 ３　 肾组织切片的代表性 Ｍａｓｓｏｎ 染色显微图像反映虎杖醇提物对肾间质纤维化小鼠胶原沉积的影响

Ｎｏｔｅ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ． Ａｒｅａｓ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ Ｍａｓｓｏｎ’ｓ ｔｒｉｃｈｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｒｅｆｌｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ
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图 ４　 ＰＣＥ 对肾间质纤维化小鼠胶原沉积面积的影响（ｎ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ

ａｒｅａ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｉｎｅ（ｎ＝ ３）

注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测所得小鼠肾中 α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的代表性条带；Ｂ，Ｃ：α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白印迹的半定量分析。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 代表性条带反映虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠肾组织中的 α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ
蛋白水平的影响（ｎ＝ ３）

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙｓ． Ｂ， Ｃ． α⁃ＳＭＡ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｖｉａ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ＧＡＰＤＨ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ａｎｄ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ
ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｎ＝ ３）

２􀆰 ４　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠

的 ＥＭＴ、ＥＣＭ 蛋白沉积的影响

肾小管上皮细胞向间充质或成纤维细胞表型

的 转 化 或 转 分 化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＥＭＴ）是肾纤维化过程中的关键因

素，其特征是肾小管细胞失去上皮表型，如 Ｅ⁃钙粘

蛋白（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ），并获得间充质性质的新特征如

波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）
等［１３］。 所有纤维化疾病的共同特征是激活产生细

胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）蛋白的肌成纤

维细胞［１４］，在信号通路的参与下，经过 ＥＭＴ 后的肾

小管上皮细胞丢失了上皮表型、获得间质细胞表

型，进而活化为肌成纤维细胞，肌成纤维细胞能分

泌细胞 ＥＣＭ 蛋白，主要包括 Ｉ 型和 ＩＶ 型胶原蛋白、
层粘连蛋白、纤维连接蛋白等［１５］。 当 ＥＣＭ 合成增

多或分解减少时，器官便会发生纤维化，甚至发生

硬化［１５］。
为检测虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾纤维化小

鼠的 ＥＭＴ、 ＥＣＭ 蛋白沉积的影响， 本研究使用

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 对 ＥＭＴ 标志性蛋白 α 平滑肌肌动蛋白

（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ），ＥＣＭ 的重要组成

部分 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 进行了检测。
如图 ５ 所示，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测，与对照组相

比，模型组小鼠给予腺嘌呤造模后肾组织中 α⁃
ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 的蛋白表达水平显著增加，（均为 Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 表明腺嘌呤成功激活了肾小管上皮细胞

上皮－间充质转化（ＥＭＴ），导致细胞外基质（ＥＣＭ）
蛋白过度沉积。 与模型组比，虎杖醇提物给药组呈

剂量依赖性的抑制腺嘌呤诱导的 α⁃ＳＭＡ 及 Ｃｏｌｌａｇｅｎ
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Ｉ 蛋白高表达，ＰＣＥ⁃Ｍ 和 ＰＣＥ⁃Ｈ 组能显著抑制 α⁃
ＳＭＡ 蛋白表达水平的升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＰＣＥ⁃Ｈ 组能

显著抑制 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白表达水平的升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 因此虎杖醇提物可以抑制腺嘌呤所致的肾

间质纤维化小鼠肾小管上皮细胞 ＥＭＴ，减少 ＥＣＭ
蛋白沉积，从而减轻肾间质纤维化进程，发挥肾保

护作用。

注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测所得小鼠肾组织中 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ６ 蛋白的代表性条带；Ｂ，Ｃ：ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ６ 蛋白印迹的半定量分析。 与模型组相

比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 代表性条带反映虎杖醇提物对小鼠肾组织中的 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ６ 蛋白水平的影响（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， Ｓｍａｄ６ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｂ，Ｃ． α⁃ＳＭＡ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｖｉａ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ＧＡＰＤＨ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＣＥ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ａｎｄ Ｓｍａｄ６
ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｎ＝ ３）

２􀆰 ５　 虎杖醇提物对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠

的 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路相关信号分子的影响

转化生长因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）超家族信号转导通路

是肾组织纤维化的中心介质。 哺乳动物体内存在 ３
种 ＴＧＦ⁃β 亚型：ＴＧＦ⁃β１、ＴＧＦ⁃β２ 和 ＴＧＦ⁃β３，其中

ＴＧＦ⁃β１ 在肾中表达最多。 ＴＧＦ⁃β 通过转化生长因

子⁃β 受体 ＩＩ （ ＴβＲＩＩ ）、 转化生长因子⁃β 受体 Ｉ
（ＴβＲＩ）及其细胞内介质 Ｓｍａｄｓ 诱发 ＥＭＴ，并增加

ＥＣＭ 蛋白如：Ｉ 型和 ＩＶ 型胶原蛋白、层粘连蛋白、纤
维连 接 蛋 白 的 合 成 和 分 泌， 发 挥 其 促 纤 维 化

作用［１６］。
Ｓｍａｄｓ 蛋白是将 ＴＧＦ⁃β 信号从细胞质转移到细

胞核的中转分子。 Ｓｍａｄｓ 家族依据其不同的作用被

划分为 ３ 类：受体调控的 Ｓｍａｄｓ（Ｒ⁃Ｓｍａｄ：Ｓｍａｄ １、２、
３、５、８），共调节 Ｓｍａｄｓ（Ｃｏ⁃Ｓｍａｄｓ：Ｓｍａｄ４、Ｓｍａｄ１０），
抑制性 Ｓｍａｄｓ（ Ｉ⁃Ｓｍａｄ ：Ｓｍａｄ６、Ｓｍａｄ７）。 磷酸化的

Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 与 Ｃｏ⁃Ｓｍａｄ（ Ｓｍａｄ４）形成复合物，并
转移到细胞核，调节下游促纤维化因子的表达［１７］。
Ｉ⁃Ｓｍａｄｓ（Ｓｍａｄ６ 和 Ｓｍａｄ７）与活化的 ＴβＲＩ 结合并竞

争性阻止 ＴβＲＩ 激活 Ｒ⁃Ｓｍａｄｓ。 此外，Ｓｍａｄ６ 还可与

激活的 Ｒ⁃Ｓｍａｄｓ 相互作用并干扰其与 Ｓｍａｄ４ 形成

复合物，抑制 Ｒ⁃Ｓｍａｄ 的磷酸化，从而减弱 ＥＭＴ 诱

导［１８］。 为检测 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路是否参与了

ＰＣＥ 的抗肾纤维化作用，本研究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
检测了各组小鼠肾组织中的 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ６ 蛋白表

达水平。
如图 ６ 所示，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 代表性条带所示：腺

嘌呤造模 ４２ ｄ 后，模型组小鼠肾组织中的 ＴＧＦ⁃β１
水平显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＰＣＥ 给药组能呈

剂量依赖性的抑制腺嘌呤给药导致的 ＴＧＦ⁃β１ 水平

升高；与模型组相比，ＰＣＥ⁃Ｍ 组和 ＰＣＥ⁃Ｈ 组能显著

抑制 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达 （分别为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与对照组相比，模型组小鼠肾组织中 ＴＧＦ⁃

７１
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β 信号通路的负调节因子 Ｓｍａｄ６ 的水平显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＰＣＥ 给药组能呈剂量依赖性的改善腺

嘌呤给药导致的 Ｓｍａｄ６ 水平降低，其中 ＰＣＥ⁃Ｈ 组能

显著逆转 Ｓｍａｄ６ 蛋白表达水平的降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
因此，ＰＣＥ 可通过 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路发挥抗肾

间质纤维化的作用。

３　 讨论

肾间质纤维化是由肌成纤维细胞在慢性炎症

反应中过度沉积细胞外基质 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）蛋白引起的疤痕和组织硬化［１４］。 本研究采用

腺嘌呤持续灌胃建立小鼠 ＣＫＤ 肾间质纤维化模型，
目前常用的慢性肾损伤造模方法有生物法、化学法

和物理法［１９］。 早在 １９８６ 年，日本学者 Ｙｏｋｏｚａｗｚ
等［２０］就提出了用腺嘌呤饲养或灌胃的方式构建慢

性肾损伤模型。 当机体摄入大量腺嘌呤时，异常高

浓度的腺嘌呤在黄嘌呤氧化酶的作用下转化为极

难溶于水的 ２，８ 二羟基腺嘌呤（２，８⁃ＤＨＡ），沉积于

肾小管，使肾小管梗阻，肾单位大量丧失，导致氮质

血症、电解质和氨基酸代谢紊乱，从而引起肾间质

纤维化和肾功能损伤［２１］。 本研究选用腺嘌呤诱导

小鼠肾功能损伤，和人类的慢性肾功能损伤病理过

程相似，且具有造模成功率高、操作方便的优点。
经过多次预实验和众多文献的参考，最终选择 ６０
ｍｇ ／ ｋｇ 的腺嘌呤连续灌胃给药 ４２ ｄ，经生化检测血

清肌酐、尿素氮的含量及电镜观察组织病理学形

态，显示造模成功。
小鼠经腺嘌呤给药后出现活动量减少，喜静蜷

卧，反应迟钝，进食量减少，日益消瘦等脾气亏虚的

症状，以及皮毛枯槁无光泽，小便增多等肾气虚损

的症状。 脾主运化水湿，脾虚则运化失调，水湿痰

饮之邪内困；气为血之帅，气能行血，脾肾气虚则气

不能行血，血行不畅则瘀血内生。 久之则痰湿、血
瘀、浊毒内阻，损伤肾络，导致肾功能下降，肾间质

纤维化等病变。 其中痰浊为肾纤维化的病理代谢

产物，瘀血为邪实之首，既是病理产物，又是加重病

变发展的致病因素［２２］。 本研究以中药虎杖清热利

湿、活血散瘀为主要治疗原则，祛除痰浊、瘀血等病

理产物，从而改善肾功能，延缓肾纤维化的进展。
本研究显示：虎杖醇提物高剂量组 （３００ ｍｇ ／

ｋｇ）对腺嘌呤所致肾间质纤维化小鼠的一般状况、
体重、血清肾功能指标（ＢＵＮ、Ｓｃｒ）以及肾组织病理

学及胶原沉积面积的改变具有明显改善作用。 且

可逆转模型组小鼠肾组织的 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白高表达，
ＴＧＦ⁃β 信号通路的负调节因子 Ｓｍａｄ６ 的低表达，以
及 ＥＭＴ、ＥＣＭ 相关蛋白：α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 蛋白的

高表达。 研究结果表明虎杖醇提物可通过抑制

ＴＧＦ⁃β１ 的表达，阻断 ＴＧＦ⁃β 下游信号效应因子的

表达，并增加负调节因子 Ｓｍａｄ６ 的表达，抑制 Ｒ⁃
Ｓｍａｄ 的磷酸化，减弱 ＥＭＴ 诱导及 ＥＣＭ 蛋白沉积，
从而发挥抑制肾纤维化保护肾的作用。 本研究结

果为中药虎杖的临床应用提供了一定的实验和理

论依据，但本实验仅选取了 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路

的部分信号分子进行了研究，未对 Ｓｍａｄ６ 是否与 Ｒ⁃
Ｓｍａｄｓ 相互作用并干扰其与 Ｓｍａｄ４ 形成复合物，抑
制 Ｒ⁃Ｓｍａｄ 的磷酸化机制作进一步验证，也未对非

Ｓｍａｄ 依赖途径如 Ｅｒｋ、ＳＡＰＫ ／ ＪＮＫ 和 ｐ３８ ＭＡＰＫ 通

路，以及与肾间质纤维化相关的其他通路如：Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路作进一步研究。 此外，本次研究

数据略显不足，后续将进一步针对以上不足扩大研

究范围，进行更加深入的研究，为中药虎杖治疗肾

间质纤维化提供更加具体的干预环节和治疗靶点，
为开发肾间质纤维化的新药提供新思路。
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｐｈａｍａｃｏｐｏｅｉａ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ． Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ． Ｖｏｌ Ｉ． ［ Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｉｎａ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｐｒｅｓｓ； ２０２０．
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中国实验动物学报 ２０２３ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １

［ ７ ］ 　 赵静， 孙伟． 孙伟教授治疗慢性肾脏疾病经验集萃 ［ Ｊ］ ． 中

国中西医结合肾病杂志， ２０２２， ２３（４）： ２８６－２８７．
Ｚｈａｏ Ｊ， Ｓｕｎ Ｗ． Ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓ ｏｆ ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ ｓｕｎ ｗｅｉ’ ｓ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ｉｎ
ｔｒｅａｔｉｎｇ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０２２， ２３（４）： ２８６－２８７．

［ ８ ］ 　 张云婷， 黄晓， 陈运中， 等． 虎杖主要化学成分及其生物合

成机制研究进展 ［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０２０， ４５（１８）： ４３６４－

４３７２．
Ｚｈａｎｇ ＹＴ， Ｈｕａｎｇ Ｘ， Ｃｈｅｎ ＹＺ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２０， ４５（１８）： ４３６４－４３７２．

［ ９ ］ 　 王达利， 孟凤仙， 商学征， 等． 虎杖有效成分对 ＤＮ 模型小

鼠肾组织病理改变的影响 ［ Ｊ］ ． 天津中医药大学学报，
２０２０， ３９（４）： ４４１－４４５．
Ｗａｎｇ ＤＬ， Ｍｅｎｇ ＦＸ， Ｓｈａｎｇ ＸＺ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｃｔｉｖｅ
ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ ｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ＤＮ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｕｎｉｖ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔ
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０， ３９（４）： ４４１－４４５．

［１０］ 　 徐小惠， 郑妮． 虎杖苷通过 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路调控糖尿

病肾病大鼠肾脏炎症作用的研究 ［ Ｊ］ ． 中国医院药学杂志，
２０１８， ３８（１６）： １６７７－１６８０．
Ｘｕ ＸＨ， Ｚｈｅｎｇ Ｎ． Ｐｏｌｙｄａｔｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｒａｔｓ
ｆｒｏｍ ｒｅｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ
ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｈｏｓｐ Ｐｈａｒｍ， ２０１８， ３８ （ １６ ）： １６７７
－１６８０．

［１１］ 　 凌启波． 实用病理特殊染色和组织化学技术 ［Ｍ］． 广州： 广

东高等教育出版社； １９８９．
Ｌｉｎｇ ＱＢ． Ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｓｐｅｃｉａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
ｆｏｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ［ Ｍ］． Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ： Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ
Ｐｒｅｓｓ； １９８９．

［１２］ 　 张威， 朱小兰， 王朝杰， 等． 改良 Ｍａｓｓｏｎ 染色法在肾穿刺活

检组织染色中的应用 ［Ｊ］ ． 中华病理学杂志， ２００５， ３４（６）：
３７５－３７６．
Ｚｈａｎｇ Ｗ， Ｚｈｕ ＸＬ， Ｗａｎｇ ＣＪ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｂｉｏｐｓｙ
ｔｉｓｓｕｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２００５， ３４（６）： ３７５－３７６．

［１３］ 　 Ｗａｎｇ ＹＪ， Ｃｈｅｎ ＹＹ， Ｈｓｉａｏ ＣＭ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｂｙ ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ
ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２０，
８： ４３６．

［１４］ 　 Ｗｙｎｎ ＴＡ， Ｒａｍａｌｉｎｇａｍ ＴＲ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ： ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｍｅｄ， ２０１２， １８（ ７）：
１０２８－１０４０．

［１５］ 　 冯浩杰， 张占红， 杜秋沛， 等． 上皮间质转化与器官纤维化

［Ｊ］ ． 生理科学进展， ２０２２， ５３（１）： ５１－５６．
Ｆｅｎｇ ＨＪ， Ｚｈａｎｇ ＺＨ， Ｄｕ ＱＰ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｇ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ５３
（１）： ５１－５６．

［１６］ 　 Ｋｉｍ ＭＫ， Ｍａｅｎｇ ＹＩ， Ｓｕｎｇ ＷＪ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， ＩＬＫ ａｎｄ ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｏ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓ： ａｎ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１３， ６
（９）： １７４７－１７５８．

［１７］ 　 Ａｖｉｌａ⁃Ｃａｒｒａｓｃｏ Ｌ， Ｍａｊａｎｏ Ｐ， Ｓ􀅡ｎｃｈｅｚ⁃Ｔｏｍ􀆧ｒｏ ＪＡ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔｕｒａｌ
ｐｌａｎｔｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｓ ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ． ２０１９， １０： ７１５．

［１８］ 　 Ｍｉｙａｚａｗａ Ｋ， Ｓｈｉｎｏｚａｋｉ Ｍ， Ｈａｒａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｗｏ ｍａｊｏｒ Ｓｍａｄ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ＴＧＦ⁃β ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｓ Ｃｅｌｌｓ，
２００２， ７（１２）： １１９１－１２０４．

［１９］ 　 Ｎｏｇｕｅｉｒａ Ａ， Ｐｉｒｅｓ ＭＪ， Ｏｌｉｖｅｉｒａ ＰＡ． Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎ Ｖｉｖｏ， ２０１７， ３１（１）： １－２２．

［２０］ 　 Ｙｏｋｏｚａｗａ Ｔ， Ｚｈｅｎｇ ＰＤ， Ｏｕｒａ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ａｄｅｎｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｐｈｒｏｎ，
１９８６， ４４（３）： ２３０－２３４．

［２１］ 　 Ｏｋａｂｅ Ｃ， Ｂｏｒｇｅｓ ＲＬ， ｄｅ Ａｌｍｅｉｄａ ＤＣ， ｅｔ ａｌ． ＮＦ⁃κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｍｅｄｉａｔｅｓ ｃｒｙｓｔａｌ ｔｒａｎｓｌｏ⁃ｎｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ａｄｅｎｉｎｅ ｏｖｅｒｌｏａｄ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｎａｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
２０１３， ３０５（２）： Ｆ１５５－Ｆ１６３．

［２２］ 　 江铭倩， 王利， 彭文， 等． 黄芪汤抗肾纤维化机制探讨 ［ Ｊ］ ．
吉林中医药， ２０１６， ３６（７）： ７３３－７３６．
Ｊｉａｎｇ ＭＱ， Ｗａｎｇ Ｌ， Ｐｅｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ．
Ｊｉｌｉｎ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１６， ３６（７）： ７３３－７３６．

［收稿日期］ 　 ２０２２－０９－２６
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １

邓书伟，杜春静，张玥，等． 肺孢子菌肺炎小鼠模型建立及免疫学评价 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）： ２０－２６．
Ｄｅｎｇ ＳＷ， Ｄｕ ＣＪ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｍｕｒｉｎａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］．
Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）： ２０－２６．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ００３

［基金项目］国家自然科学基金（８１８７１５８６，８２２０２４１５）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８１８７１５８６， ８２２０２４１５）．
［作者简介］邓书伟（１９９８—），男，在读硕士研究生，研究方向：感染免疫。 Ｅｍａｉｌ：ｄｅｎｇｓｗｅｉ＠ １２６． ｃｏｍ
［通信作者］朱鏐娈（１９８２—），女，研究员，研究方向：感染免疫。 Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｌｉｕｌｕａｎ＠ ｃｃｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

肺孢子菌肺炎小鼠模型建立及免疫学评价
邓书伟１，２，３，杜春静４，张玥１，２，３，周妍希１，２，３，张亮５，秦秋实６，朱鏐娈１，２，３，６∗

（１． 首都医科大学附属北京地坛医院传染病研究所，新发突发传染病北京市重点实验室，北京　 １０００１５；
２． 北京市感染性疾病研究中心，北京　 １０００１５；３． 国家传染病医学中心，北京　 １０００１５；４． 首都医科大学

附属北京地坛医院重症医学科，北京　 １０００１５；５． 首都医科大学附属北京地坛医院病理科，北京　 １０００１５；
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　 　 【摘要】 　 目的　 构建肺孢子菌肺炎（Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＰＣＰ）小鼠模型并进行免疫学评价。 方法　 采用

重度联合免疫缺陷（ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＳＣＩＤ）小鼠气管滴注肺孢子菌构建 ＰＣＰ 模型，通过实时荧光

定量 ＰＣＲ 及肺组织六胺银染色进行病原学鉴定，通过苏木素－伊红染色评估肺组织损伤程度，通过免疫荧光染色

和流式细胞术进行免疫学评价。 结果　 模型组小鼠感染 ６ 周后，肺组织肺孢子菌 ｒＲＮＡ 拷贝数显著高于假手术组，
六胺银染色可见肺孢子菌滋养体和包囊，肺组织肺泡壁增厚，肺间质增宽，大量 Ｇｒ⁃１＋中性粒细胞 ＣＤ６８＋巨噬细胞

浸润，中性粒细胞活化标志物髓过氧化物酶 （ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ） 和巨噬细胞活化标志物一氧化氮合酶

（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）活化水平显著升高，肺内及肺泡灌洗液的中性粒细胞和单核细胞数量及比例

显著高于对照组和假手术组。 结论　 采用 ＳＣＩＤ 小鼠进行气管滴注肺孢子菌能构建稳定的 ＰＣＰ 小鼠模型，该模型

表现出与临床相似的免疫学特征。
【关键词】 　 肺孢子菌肺炎；动物模型；重度联合免疫缺陷小鼠；中性粒细胞；巨噬细胞

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） ０１⁃００２０⁃０７

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｍｕｒｉｎａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ

ＤＥＮＧ Ｓｈｕｗｅｉ１，２，３， ＤＵ Ｃｈｕｎｊｉｎｇ４， ＺＨＡＮＧ Ｙｕｅ１，２，３， ＺＨＯＵ Ｙａｎｘｉ１，２，３， ＺＨＡＮＧ Ｌｉａｎｇ５， ＱＩＮ Ｑｉｕｓｈｉ６， ＺＨＵ Ｌｉｕｌｕａｎ１，２，３，６∗

（１． Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｍｅｒｇｉｎｇ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｄｉｔａｎ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００１５， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ，
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ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇｓ ａｎｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ｓｔａｂｌｅ ＰＣＰ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｅｎｄｏｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ
ｉｎｔｏ ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ， ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ．

【 Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｏｕｓｅ；
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肺孢子菌肺炎（Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＰＣＰ）
是艾滋病、肿瘤放化疗和器官移植患者等免疫低下

人群常见的机会性感染及致死原因［１］。 随着各类

免疫低下人群数目的增多，ＰＣＰ 的发病率逐年攀

升，使得 ＰＣＰ 的预防、治疗以及发病机制等方面的

研究成为多学科关注热点［２－４］。 而构建 ＰＣＰ 动物模

型是研究肺孢子菌在宿主内的生活史、致病机制、
药物筛选和疫苗研制的基础。

既往国内外实验室常使用大鼠或者日本大耳

兔等动物构建 ＰＣＰ 模型。 由于小鼠具有与人类更

接近的生化和遗传背景，同时具有价格低廉、可获

取性高、易于操作等优势，近年来更多小鼠品系被

用于制备 ＰＣＰ 动物模型［５－６］。 目前国内外常使用免

疫功能正常的小鼠构建 ＰＣＰ 模型，主要采用腹腔注

射、皮下注射或口服地塞米松、醋酸氢化可的松等

免疫抑制剂后，使小鼠发生自然感染的方法。 但上

述模型构建方法因存在耗时较长、死亡率较高、免
疫抑制剂注射次数多等缺点而难于获得理想的实

验资料。
为获得耗时较短、操作简单、死亡率低且稳定

的 ＰＣＰ 小鼠模型，使用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 重度联合免疫缺陷

（ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＳＣＩＤ）小鼠气管

接种肺孢子菌（Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｍｕｒｉｎａ，Ｐ． ｍｕｒｉｎａ）构

建 ＰＣＰ 模型，并通过病原学、分子生物学、细胞生物

学实验技术对模型小鼠进行免疫学评价。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１９ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＣＩＤ 小鼠，１８ ～ ２０ ｇ，６ ～ ８
周龄，购自北京华阜康生物科技股份有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８】，饲养期间各组小鼠自由饮

水。 饲养环境：昼夜各半循环照明，湿度恒定，温度

控制在 ２２～２５℃。 实验动物饲养及操作在中国食品

药品检定研究院【ＳＹＸＫ（京）２０２２－００１４】完成，所有

操作都符合首都医科大学动物实验及实验动物管

理委员会的要求（ＡＥＥＩ⁃２０２０⁃０５４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

肺孢子菌 （ Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ ｍｕｒｉｎａ， ＡＴＣＣ， ＰＲＡ⁃
１１１ＴＭ），六胺银染色试剂盒（源叶，Ｒ３０４３５），ＨＥ 染

色试剂盒 （ Ｓｏｌａｒｂｉｏ， Ｇ１１２０）， 胶原酶 ＩＶ （ Ｓｉｇｍａ，
Ｃ５１８３）， ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培 养 基 （ Ｇｉｂｃｏ， Ａ１０４９１０１ ），
ＰｒｉｍｅＤｉｒｅｃｔ 􀅺 Ｐｒｏｂｅ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （ ＴａＫａＲａ，
ＲＲ６５０Ａ）， ＤＡＰＩ （ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， Ｇ１０１２ ）， 抗 体 ＣＤ４５
ＦＩＴＣ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，１１⁃０４５１⁃８５），Ｇｒ⁃１ ＰＥ
（ ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ， ５５３１２８ ）， ＣＤ１１ｂ ＰｅｒＣＰ⁃Ｃｙ５􀆰 ５
（ Ｔｏｎｂｏ， ６５⁃０１１２⁃Ｕ０２５）， ＣＤ４８ ＡＰＣ （ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，１７⁃０４８１⁃８２），ＣＤ１１ｃ ＡＰＣ⁃Ｃｙ７（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，
１１７３２４ ）， Ｇｒ⁃１ （ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， ＧＢ１１１２９ ）， ＣＤ６８
（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＧＢ１１０６７），ＭＰＯ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＧＢ１１２２４），
ＦＩＴＣ⁃ＴＳＡ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，Ｇ１２２２），Ｃｙ３ 标记山羊抗兔抗

体（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＧＢ２１３０３），ＨＲＰ 标记山羊抗兔抗体

（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ， ＧＢ２３３０３ ）。 多 色 流 式 细 胞 仪 （ ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，ＦＡＣＳ Ｃａｎｔｏ ＩＩ，美国），实时荧光定量

ＰＣＲ 仪 （ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
７５００，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌种保存及菌液制备

６ 只 ＳＣＩＤ 小鼠用于肺孢子菌保种传代，参考

Ｚｈｅｎｇ 等［７］ 对肺孢子菌传代保种的方法，将 １×１０６

的肺孢子菌包囊经鼻滴注 ＳＣＩＤ 小鼠感染 ６ 周后麻

醉处死小鼠，取双侧肺组织剪碎，使用 ７０ μｍ 细胞

过滤器研磨滤过剪碎的肺组织，使用无菌 ＰＢＳ 吹吸

过滤，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后弃去上清，使用含

１％链霉素及青霉素的 １０％二甲基亚砜和 ９０％ 热灭

活的胎牛血清制成的冻存液重悬，液氮保存。

１２
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１􀆰 ２􀆰 ２　 建立 ＰＣＰ 动物模型

ＳＣＩＤ 小鼠随机分为模型组（Ｍｏｄｅｌ）、假手术组

（Ｓｈａｍ）和空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）。 模型组和假手术

组每组 ５ 只，空白对照组每组 ３ 只。 模型组小鼠采

用 ２００ μＬ 的 ０􀆰 ８％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，使用

０􀆰 ２ μｍ 的 １ ｍＬ 胰岛素针气管内滴注 ６０ μＬ 含有

１０６ 的肺孢子菌核糖体 ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）拷贝数的肺组

织匀浆液。 假手术组小鼠气管内滴注 ６０ μＬ 正常

ＳＣＩＤ 小鼠肺组织匀浆。 空白对照组不做干预处理。
１􀆰 ２􀆰 ３　 标本采集与制备　

肺泡灌洗液细胞：模型组小鼠肺孢子菌感染 ６
周，造模 ６ 周后，小鼠麻醉并行颈部脱臼处死，切开

皮肤分离气管，引流管插入气管下端并固定，使用

１ ｍＬ 注射器插入引流管，吸取 ５００ μＬ 无菌 ＰＢＳ 反

复抽吸灌洗 ３ 次，收集全部肺泡灌洗液，１２００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，底层细胞使用 １００ μＬ ＰＢＳ 重悬，获得肺

泡灌洗液细胞。
肺组织：剪开小鼠胸腔行肺灌流，待全肺变白

后取出双侧肺组织。 左肺剪碎，加入 ２ ｍＬ 消化液

（含 １０％ ＦＢＳ 和 １ ｍｇ ／ ｍＬ 胶原酶Ⅳ的 ＲＰＭＩ⁃１６４０
培养基），３７℃摇床消化 ３０ ｍｉｎ，使用 ７０ μｍ 细胞过

滤器研磨，４００ 目滤网过滤，离心弃上清，收集肺组

织白细胞，加入 ３００ μＬ ＰＢＳ 重悬，用于流式细胞术

分析和计数。 右肺使用 ４％多聚甲醛固定。
１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

使用 ＰｒｉｍｅＤｉｒｅｃｔ 􀅺 Ｐｒｏｂｅ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂盒

检测小鼠肺组织匀浆中的肺孢子菌含量。 探针序

列 为： ５ ’⁃ＦＡＭ⁃ＣＣＣＡＧＡＡＴＡＡＴＧＡＡＴＡＡＡＧ⁃
ＭＧＢＮＦＱ⁃３’； 上 游 引 物 序 列 为： ５ ’⁃ＡＧＧＴＧＡＡ
ＡＡＧＴＣＧＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣ⁃３’，下游引物为 ５’⁃ＡＡＡ
ＡＣＣＴＣＴＴＴＴＣＴＴＴＣＡＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡ⁃３’。 以 肺 孢 子

菌 ｒＲＮＡ 为模板构建表达质粒，作为标准品。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肺组织切片染色

将右侧完整肺组织 ４％多聚甲醛固定、石蜡包

埋及病理切片，行常规苏木素－伊红（ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃
ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）和六胺银染色，光镜下观察肺组织病理改

变和肺孢子菌。
肺组织切片双重免疫荧光染色：肺组织切片脱

蜡至水，抗原修复，牛血清白蛋白封闭，加入 １ ∶２００
稀释的一抗 Ｇｒ⁃１ 湿盒内 ４℃过夜，加入相应 Ｃｙ３ 二

抗避光孵育 ５０ ｍｉｎ，切片稍甩干后加入 ＦＩＴＣ⁃ＴＳＡ 避

光孵育 １０ ｍｉｎ，洗涤。 切片置于抗原修复液中微波

处理，滴加 １ ∶２０００ 稀释的一抗 ＣＤ６８ 湿盒 ４℃过夜，
加入相应 ＨＲＰ 二抗室温避光孵育 ５０ ｍｉｎ，切片稍甩

干后 滴 加 ４’，６⁃二 脒 基⁃２⁃苯 基 吲 哚 （ ４ ’， ６⁃
ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色 １０ ｍｉｎ，封片，
共聚焦显微镜观察。
１􀆰 ２􀆰 ６　 流式细胞术

取 １００ μＬ ＰＢＳ 重悬的肺泡灌洗液细胞和肺组

织白细胞加入抗 ＣＤ４５、Ｇｒ⁃１、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ４８、ＣＤ１１ｃ
混合抗体进行 ４℃染色，清洗，重悬，加入计数微珠，
使用 ＦＡＣＳ Ｃａｎｔｏ ＩＩ 流式细胞仪进行细胞分型和计

数，使用 Ｆｌｏｗｊｏ １０􀆰 ６􀆰 ２ 软件进行流式数据分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

符合正态分布的实验数据以平均值±标准误差

（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）表示，实验数据使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软

件进行统计学分析，三组组间实验数据使用单因素

方差分析进行比较。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为差异具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 肺组织肺孢子菌含量

如图 １ 所示，实时荧光定量 ＰＣＲ 阳性质粒标准

品的扩增曲线检测下限为 １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，检测上限

为 １０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，阳性标准品生成的标准曲线为 ｙ
＝ －０􀆰 ２５１６ｘ ＋ １２􀆰 ０７５，Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９５４，线性关系良好。
实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示模型组的循环阈值（Ｃｔ
值）要明显低于空白对照组和假手术组，差异具有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 同时模型组 Ｐｃ ｒＲＮＡ 拷贝数

和空白对照组及假手术组相比较，差异具有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见表 １）。
２􀆰 ２　 肺组织原位病原学和病理检查

六胺银染色发现，模型组小鼠肺组织中可查见

肺孢子菌子囊和滋养体（图 ２Ａ），肺孢子菌阳性检

出率为 ８０％（４ ／ ５），而空白对照组和假手术组六胺

银染色镜检未见肺孢子菌滋养体或包囊。 模型组

小鼠肺组织六胺银染色可见肺孢子菌包囊呈圆形、
椭圆形或月芽形，囊壁为淡褐色，囊内小体不着色，
可见条索样结构。 ＨＥ 染色可见空白对照组肺组织

结构正常，假手术组肺组织结构可见轻度改变。 与

空白对照组和假手术组相比，模型组小鼠肺间质增

宽，肺泡壁增厚，同时肺泡腔内可见泡沫样渗出，间
质中有明显增多的中性粒细胞浸润（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 肺组织炎性细胞浸润分析

肺组织切片免疫荧光染色结果显示，空白对照

组肺组织切片仅可见 ＤＡＰＩ 复染的细胞核，无 ＣＤ６８
（绿色荧光）和 Ｇｒ⁃１（红色荧光）阳性信号。 假手术

组中除可见 ＤＡＰＩ 复染的细胞核外，还可见少量

２２
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注：Ａ：肺孢子菌 ｒＲＮＡ 阳性标准品的扩增曲线；Ｂ：肺孢子菌 ｒＲＮＡ 阳性标准品的标准曲线。

图 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增曲线和标准曲线

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ． Ｂ． Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｏｒ
Ｐ． ｍｕｒｉｎａ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

表 １　 三组小鼠肺组织肺孢子菌检测结果比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
指标
Ｉｎｄｅｘ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

假手术组
Ｓｈａｍ

模型组
Ｍｏｄｅｌ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｃｔ ｖａｌｕｅ）ｑＲＴ⁃ＰＣＲ（Ｃｔ ｖａｌｕｅ） ３０􀆰 ８３ ± １􀆰 ２７ ３０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ５６ ２１􀆰 ９２ ± １􀆰 ５５∗ １６􀆰 １１ ＜ ０􀆰 ０１

肺孢子菌 ｒＲＮＡ 浓度对数值（Ｌｏｇ１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ｌｏｇ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｒＲＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ

（Ｌｏｇ１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
３􀆰 ０３ ± ０􀆰 ３９ ３􀆰 ７２ ± ０􀆰 ３１ ６􀆰 ５６ ± ０􀆰 ３９∗ ２５􀆰 ４５ ＜ ０􀆰 ００１

六胺银检测阳性率
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｇｏｍｏｒｉ⁃ｍｅｔｈｅｎａｍｉｎｅ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎ ０ ０ ８０％ ／ ／

注：六胺银检测阳性率：阳性样本量 ／ 检测的样本量；与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｇｏｍｏｒｉ⁃ｍｅｔｈｅｎａｍｉｎｅ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

注：Ａ：小鼠肺组织六胺银染色，黑色箭头所示为肺孢子菌包囊；Ｂ：小鼠肺组织 ＨＥ 染色，红色箭头所示为肺组织粒细胞浸润。

图 ２　 小鼠肺组织六胺银和 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｇｏｍｏｒｉ⁃ｍｅｔｈｅｎａｍｉｎｅ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｙｓｔｓ ｏｆ Ｐ． ｍｕｒｉｎａ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ． Ｂ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｏｍｏｒｉ⁃ｍｅｔｈｅｎａｍｉｎｅ ｓｉｌｖｅｒ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

３２
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ＣＤ６８＋巨噬细胞（绿色荧光）和 Ｇｒ⁃１＋中性粒细胞（红
色荧光）浸润于肺间质（图 ３Ａ）。 与空白对照和假

手术组相比，模型组小鼠肺组织切片 ＣＤ６８＋巨噬细

胞（绿色荧光）和 Ｇｒ⁃１＋中性粒细胞（红色荧光）浸润

明显增多。 显微计数统计分析结果显示，模型组小

鼠肺组织中性粒细胞计数高于空白对照组，差异具

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；模型组巨噬细胞计数高于空

白对照组和假手术组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）
（图 ３Ｂ）。 此外，中性粒细胞活化标志髓过氧化物

酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）在模型组小鼠肺组织中

的表达水平显著高于空白对照组和假手术组（图
３Ｃ，３Ｅ）；同时，巨噬细胞活化标志一氧化氮合酶

（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）在模型组小鼠

肺组织中的表达水平显著高于空白对照组和假手

术组，差异具有显著性（图 ３Ｄ，３Ｅ），提示在模型组

中的中性粒细胞和巨噬细胞活化水平显著升高。
２􀆰 ４　 流式分析肺脏免疫细胞变化

空白对照组、假手术组、模型组小鼠肺组织和

肺泡灌洗液中性粒细胞和单核细胞变化见表 ２。 统

计结果显示，肺组织中，与空白对照组和假手术组

相比，模型组中性粒细胞计数和中性粒细胞占白细

胞百分比均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；同时模型组单核

细胞计数及单核细胞占白细胞百分比也显著高于

空白对照组和假手术组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 在肺泡灌洗液

中，与空白对照组和假手术组相比，模型组中性粒

细胞计数和中性粒细胞占白细胞百分比显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；同时模型组单核细胞计数和单核细胞

占白细胞百分比也显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

注：Ａ：肺组织 ＣＤ６８＋巨噬细胞和 Ｇｒ⁃１＋中性粒细胞免疫荧光染色；Ｂ：巨噬细胞和中性粒细胞计数；Ｃ：肺组织 Ｇｒ⁃１ 和 ＭＰＯ 免疫荧光

染色；Ｄ：肺组织 ＣＤ６８ 和 ｉＮＯＳ 免疫荧光染色；Ｅ：肺组织 Ｇｒ⁃１＋ＭＰＯ＋活化中性粒细胞和 ＣＤ６８＋ ｉＮＯＳ＋活化巨噬细胞计数。 两组间比

较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ３　 肺组织免疫荧光双重染色

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ＣＤ６８＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ Ｇｒ⁃１＋ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｔｈｅ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ． Ｃ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ Ｇｒ⁃１ ａｎｄ ＭＰＯ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｄ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ＣＤ６８ ａｎｄ ｉＮＯＳ ｉｎ ｌｕｎｇ

ｔｉｓｓｕｅ． Ｅ． Ｔｈｅ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ Ｇｒ⁃１＋ ＭＰＯ＋ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ ＣＤ６８＋ ｉＮＯＳ＋ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｏｕｂｌｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
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表 ２　 流式细胞术分析 ＰＣＰ 模型小鼠免疫学变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＰＣＰ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
样本类型

Ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅｓ
指标
Ｉｎｄｅｘ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

假手术组
Ｓｈａｍ

模型组
Ｍｏｄｅｌ

肺
Ｌｕｎｇ

粒细胞计数（×１０４）
Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｃｏｕｎｔ（×１０４）

０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０１ １􀆰 ８１ ± ０􀆰 ９８ ２５􀆰 ４ ± ４􀆰 １０∗

单核细胞计数（×１０２）
Ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｃｏｕｎｔ（×１０２）

０􀆰 １９ ± ０􀆰 １８ ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ５１ １２４􀆰 ８４ ± ２６􀆰 ６８∗

粒细胞百分比（％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ（％） ６􀆰 ０２ ± １􀆰 ４８ ４０􀆰 ４４ ± １９􀆰 ０７ ８４􀆰 ８６ ± ３􀆰 ３６∗

单核细胞百分比（％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ（％） ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 １８ ０􀆰 １５ ± ０􀆰 ０８ ４􀆰 ２３ ± ０􀆰 ７０∗

肺泡灌洗液
Ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｆｌｕｉｄ

粒细胞计数（×１０２）
Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｃｏｕｎｔ（×１０２）

１􀆰 ５８ ± ０􀆰 ３４ ３􀆰 ８７ ± １􀆰 ３２ ３２２􀆰 ７９ ± １４３􀆰 ０９∗

单核细胞计数（×１０２）
Ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｃｏｕｎｔ（×１０２）

０􀆰 ８０ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ２３ １􀆰 ７２ ± １􀆰 ０４∗

粒细胞百分比（％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ（％） ０􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０４ ３２􀆰 ５２ ± １２􀆰 ２６∗

单核细胞百分比（％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ（％） ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ０５ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ３９ ± ０􀆰 １０∗

注：粒细胞百分比：中性粒细胞占 ＣＤ４５＋白细胞的比例；单核细胞百分比：单核细胞占 ＣＤ４５＋白细胞的比例；与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｔｏ ＣＤ４５＋ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｔｏ ＣＤ４５＋

ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

本研究通过对 ＳＣＩＤ 小鼠气道内接种肺孢子菌

获得稳定的 ＰＣＰ 模型。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肺孢子菌感

染具有高灵敏度和特异度，该方法已成熟用于 ＰＣＰ
动物模型肺样本的肺孢子菌载量检测，以及早期肺

孢子菌感染的临床辅助诊断［８－１０］。 本研究通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 发现，模型组小鼠肺孢子菌载量显著高于

空白对照组和假手术组，表明该研究的模型构建方

法可靠。
模型组小鼠肺组织切片六胺银染色查见肺孢

子菌包囊和滋养体，阳性检出率为 ８０％，ＨＥ 结果显

示，与空白对照组和假手术组相比，模型组小鼠肺

组织损伤明显，模型组小鼠肺组织可见明显的肺间

质增宽，肺泡壁增厚、肺泡内红细胞渗出，大量中性

粒细胞浸润。 模型组小鼠肺组织损伤程度可能与

小鼠品系及免疫背景有关。 Ｗａｌｚｅｒ 等［１１］ 发现皮下

注射免疫抑制剂诱导小鼠发生肺孢子菌感染，Ｃ３Ｈ ／
ＨｅＮ 品系小鼠能发生重度感染， 而 ＢＡＬＢ ／ ｃ 和

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠发生中度的肺孢子菌感染。 Ｗｒｉｇｈｔ
等［１２］发现重度免疫缺陷的 ＣＢ１７ 小鼠能发生正常

的肺孢子菌感染，但未出现肺部炎症。 同时发现与

ＣＤ４＋ＣＤ８＋Ｔ 细胞耗竭的小鼠相比，ＣＤ４＋Ｔ 细胞耗竭

的小鼠在肺孢子菌感染后出现更严重的肺部炎症。
当然，ＰＣＰ 模型小鼠肺组织病理改变可能与肺孢子

菌接种菌量及感染时间相关。 Ｚｈａｎｇ 等［１３］ 发现，

ＰＤ⁃１ 敲除的小鼠经地塞米松诱导免疫抑制后气管

内接种肺孢子菌，ＰＣＰ 小鼠的肺组织 ＨＥ 染色结果

显示 ＰＤ⁃１ 敲除小鼠的肺部炎性情况在肺孢子菌感

染早期较轻，接种后的 ３ ～ ７ 周内炎性细胞浸润不

断增加。 ＭｃＫｉｎｌｅｙ 等［１４］ 发现在 ＰＣＰ 模型小鼠中，
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋的调节性 Ｔ 细胞发挥控制炎症反应的作

用，肺孢子菌感染的初期 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ 细胞

在 １４ ｄ 达到峰值，小鼠肺部炎症较轻，随着肺孢子

菌接种时间的进展，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ 细胞开始

降低，此时小鼠肺泡灌洗液中炎性细胞越来越多，
肺损伤也越来越重。

多项研究显示，肺泡灌洗液中分离的中性粒细

胞可作为非艾滋免疫缺陷 ＰＣＰ 病人的预后评估指

标，也能作为艾滋 ＰＣＰ 病人短期预后的独立风险因

素［１５－１７］。 Ｚｈａｎｇ 等［１８］ 发现，在非艾滋免疫缺陷的

ＰＣＰ 病人的肺泡灌洗液中有大量增多的中性粒细

胞，这些 ＰＣＰ 病人循环血液中的中性粒细胞和

ＣＤ４＋Ｔ 细胞分别高表达 ＰＤ⁃Ｌ１ 和 ＰＤ⁃１ 分子，提示

中性粒细胞可能通过调节淋巴细胞功能发挥杀菌

作用。 虽然目前关于中性粒细胞在 ＰＣＰ 疾病进展

中的具体作用及其机制还未阐明，但是动物研究发

现随着 ＰＣＰ 进展，肺组织损伤都伴随着中性粒细胞

的大量浸润［１９］。 这些在临床艾滋和非艾滋 ＰＣＰ 病

人及 ＰＣＰ 动物研究中的结果均提示，中性粒细胞参

与肺脏组织损伤。 此外，炎性单核细胞可被募集至

感染部位发挥直接杀菌作用，同时它也是巨噬细胞

５２



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １

及树突状细胞的前体细胞，但关于炎性单核细胞在

肺孢子菌感染模型中很少有报道。 为了进一步明

确 ＰＣＰ 小鼠模型肺内免疫学变化，本研究对肺组织

进行了免疫荧光双重染色，同时对肺组织内细胞及

肺泡灌洗液分离的细胞进行流式细胞术检测。 肺

组织免疫荧光双重染色结果显示，与空白对照组和

假手术组相比，模型组小鼠肺组织中性粒细胞和巨

噬细胞浸润明显增多，同时细胞活化程度显著升

高。 流式检测发现，在肺泡灌洗液和肺组织中的中

性粒细胞计数和百分比均显著高于空白对照组和

假手术组，与既往报道的 ＰＣＰ 动物肺组织大量粒细

胞浸润结果一致。
综上，使用 ＳＣＩＤ 小鼠经气管切开接种定量的

肺孢子菌，不仅能获得稳定的 ＰＣＰ 动物模型资料，
还能通过控制小鼠初始感染程度以缩短成模时间

和提高模型小鼠的存活率，该模型方法有望成为未

来开展 ＰＣＰ 研究的基础。
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吴玉娥，曾业文，罗挺，等． 骨髓间充质干细胞对类风湿关节炎小鼠干预效果研究 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）： ２７－
３４．
Ｗｕ ＹＥ， Ｚｅｎｇ ＹＷ， Ｌｕｏ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ
Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）： ２７－３４．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ００４

［基金项目］广东省平台基地及科技基础条件建设项目（２０２１Ｂ１２１２０６０００２），广东省科技计划项目（２０１６Ａ０３０３０３０２２）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｌａｔｆｏｒｍ Ｂａｓｅ ａｎｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ （ ２０２１Ｂ１２１２０６０００２）， ｔｈｅ
Ｐｌａｎｎｅｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（２０１６Ａ０３０３０３０２２）．
［作者简介］吴玉娥（１９７８—），女，副主任药师，研究方向：疾病动物模型构建，药物非临床评价。 Ｅｍａｉｌ：３８９３６９３３＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］贾欢欢（１９８４—），男，副研究员，研究方向：疾病动物模型构建，药物非临床评价。 Ｅｍａｉｌ：２４５０８９２７０＠ ｑｑ． ｃｏｍ

骨髓间充质干细胞对类风湿关节炎小鼠
干预效果研究

吴玉娥，曾业文，罗挺，凌雪荧，梁十，李航，贾欢欢∗

（广东省实验动物监测所，广东省实验动物重点实验室，广州　 ５１０６６３）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用自发类风湿关节炎小鼠模型（Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠），探讨骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）对类

风湿关节炎及其继发骨量丢失的影响。 方法　 ３ 周龄 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠分为 ３ 组：（１）模型组（Ｍｏｄｅｌ），每周腹腔注

射 １ 次 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ 的生理盐水；（２）ｈｕＴＮＦα 抗体干预组（Ａｎｔｉ⁃ｈｕＴＮＦα），每周腹腔注射 １ 次 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ｈｕＴＮＦα
抗体；（３）ＢＭＳＣｓ 干预组（ＢＭＳＣｓ），每周双侧膝关节腔各注射 １ 次 ５×１０６ Ｃｅｌｌｓ 的 ＢＭＳＣｓ。 干预期间每周称量 １ 次动

物体重，同时对踝关节进行临床评分，各组动物干预 １０ 周后处死取材。 利用流式细胞仪分析外周血 Ｔ 细胞、Ｂ 细

胞、ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 细胞比例，液相芯片法检测血清中 ｈｕＴＮＦα、ＩＬ⁃４ 及 ＩＬ⁃１β 含量，ＨＥ 染色后评价左侧膝关节和踝关

节病理改变，骨形态计量学方法分析右侧股骨骨结构变化。 结果　 与模型组比较，ＢＭＳＣｓ 和 Ａｎｔｉ⁃ｈｕＴＮＦα 干预均

可缓解 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠体重的下降，抑制小鼠关节肿大变形，下调外周血 ｈｕＴＮＦα 含量，降低 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠的关

节病理评分，减少关节滑膜和软骨损伤面积。 此外，骨形态计量学分析发现，ＢＭＳＣｓ 干预可提高骨小梁数量和骨小

梁面积百分数等，改善 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠股骨骨结构。 结论　 关节腔注射 ＢＭＳＣｓ 可以显著缓解 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠类

风湿关节炎症状，改善股骨骨结构，缓解 ＲＡ 继发的骨量丢失。
【关键词】 　 类风湿关节炎；骨髓间充质干细胞；Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠；骨量丢失
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＪＩＡ Ｈｕａｎｈｕａｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ：２４５０８９２７０＠ ｑｑ． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ （ＢＭＳＣｓ） ｏｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ｉｎ ａ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ （Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ３⁃
ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ： （ １ ） Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ： ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｗａｓ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ； （２） ｈｕＴＮＦα ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （Ａｎｔｉ⁃ｈｕＴＮＦα）： １０ ｍｇ ／ ｋｇ Ａｎｔｉ⁃ｈｕＴＮＦα
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ｗａｓ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ； （３） ＢＭＳＣ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ＢＭＳＣｓ）： ５ × １０６ ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｂｏｔｈ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｉｅｓ ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ． Ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ， ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｗｅｉｇｈｅｄ ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ， ａｎｄ ａｎｋｌｅ
ｊｏｉｎｔ ｈｅａｌｔｈ ｗａｓ ｓｃｏｒｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ． Ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｆｔｅｒ １０ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ Ｔ ｃｅｌｌｓ， Ｂ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｈｕＴＮＦα， ＩＬ⁃４ ａｎｄ
ＩＬ⁃１β ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｉｐ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ａｎｄ
ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｆｅｍｕｒ ｂｏｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｏｎｅ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＢＭＳＣｓ ａｎｄ Ａｎｔｉ⁃ｈｕＴＮＦα ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｒｅｌｉｅｆ ｆｒｏｍ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ ｉｎ Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ； ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｊｏｉｎｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ
ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ； ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｈｕＴＮＦα ｃｏｎｔｅｎｔ， ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｃｏｒｅ， ａｎｄ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ ｊｏｉｎｔ ｓｙｎｏｖｉｕｍ ａｎｄ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ＢＭＳＣｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ａｒｅａ ｔｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｆｅｍｕｒ ｂｏｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ， ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｆｅｍｕｒ ｂｏｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，
ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｔｏ ＲＡ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ； ｂｏｎｅ ｌｏｓｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种

病因未明的慢性自身免疫性疾病，以炎性滑膜炎为

主。 ＲＡ 多发于对称性的手足小关节，表现为关节

的红肿和疼痛，严重者可致关节畸形和功能丧

失［１－３］。 根据世界卫生组织统计，全球 ＲＡ 发病率为

０􀆰 ５％ ～ １％，患病 １５ 年的残疾率为 ６１􀆰 ３％［４］。 ＲＡ
不仅严重影响患者的生活质量，也给患者家庭和社

会带来了巨大的经济负担。 传统的 ＲＡ 治疗药物包

括非甾体抗炎药、抗风湿药及糖皮质激素等，长期

使用会引起严重的胃肠道副作用、肾损伤及骨质疏

松等［５］。 随着生物技术的发展和 ＲＡ 发病机制的不

断提出，多种细胞因子阻断剂已被报道或应用于临

床，如肿瘤坏死因子 α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α，
ＴＮＦα）拮抗剂（阿达木单抗、英夫利昔单抗、依那西

普）、ＩＬ⁃１ 拮抗剂（阿那白滞素）和 ＩＬ⁃６ 拮抗剂等。
这些药物的出现使许多难治性 ＲＡ 患者受益，然而

这些药物价格昂贵，停药后容易复发，且有约 ３０％
的患者对这类药物无效［６－７］。 近年来，骨髓间充质

干 细 胞 （ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ）基于其强大的免疫调节和抗炎作用，可通过

细胞相互作用和分泌多种因子来调节局部环境，修
复受损组织，这些特征使 ＢＭＳＣｓ 成为治疗 ＲＡ 的理

想工具［８－９］。
目前研究认为 ＴＮＦα 在 ＲＡ 的发病过程中起着

关键作用，其作为一种主要的免疫调节因子和前炎

性因子，广泛存在于 ＲＡ 患者的血清和关节滑膜中，
可刺激纤维母细胞增殖，激活淋巴细胞活性，诱导

ＩＬ⁃１β、趋化因子和金属蛋白酶的释放，这些直接导

致了关节炎病理症状的发生［１０－１１］。 此外，ＴＮＦα 可

通过诱导骨髓基质细胞产生核因子 κＢ 受体活化因

子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｌｉｇａｎｄ，
ＲＡＮＫＬ）、 巨噬细胞集落刺激因子 （ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ⁃
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，Ｍ⁃ＣＳＦ）和 ＩＬ⁃６ 等，这些因子在促

进破骨细胞形成和活化的同时，也抑制了破骨细胞

的凋亡，使机体骨吸收大于骨形成，破坏了骨组织

的偶联平衡，最终导致 ＲＡ 患者关节局部和全身性

骨量的丢失［１２－１４］。 目前对 ＲＡ 治疗的研究，主要集

中于对炎症的抑制以及对关节软骨和骨侵蚀的修

复，较少关注对 ＲＡ 继发骨量丢失的影响。
课题组前期成功构建了国内首个高表达人

ＴＮＦα 的转基因小鼠模型（Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠，ＦＶＢ 背

景），该模型可稳定地表现出典型的 ＲＡ 临床症状和

病理特征，如踝关节、脚趾关节及指关节对称性肿

大和畸形，关节滑膜增生，炎性细胞浸润，血管翳，
关节软骨及软骨下骨的侵蚀等［１５］。 本文拟利用 Ｔｇ⁃
ｈｕＴＮＦα 小鼠模型，探讨 ＢＭＳＣｓ 对 ＲＡ 的治疗效果，
同时考察其对 ＲＡ 继发骨量丢失的影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ３ 周龄雌性 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠 ２０ 只，体重

（１１􀆰 ０ ± ０􀆰 ９）ｇ，ＳＰＦ 级 ６ ～ ８ 周龄 ＦＶＢ 小鼠 ３０ 只

（作为 ＢＭＳＣｓ 供体，Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠的背景鼠），体
重（２２􀆰 ７ ± ２􀆰 ４） ｇ，均由广东省实验动物监测所

【ＳＣＸＫ（粤）２０１８－００４４】提供，动物饲养于广东省实

验动物监测所屏障环境动物房【 ＳＹＸＫ（粤） ２０２１－
０１２２】。 饲养期间各组小鼠自由饮食饮水，１２ ｈ ／ １２
ｈ 明暗交替，相对湿度 ４０％ ～ ７０％，温度 ２２ ～
２６℃。 所有操作均符合广东省实验动物监测所

８２
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ＩＡＣＵＣ 伦理委员会要求（ＩＡＣＵＣ ２０１７０２０）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

阿达木单抗注射液（重组全人源化 ＴＮＦα 单克

隆抗体，艾伯维，４０ ｍｇ ／ ０􀆰 ８ ｍＬ，批号 ７０２２８ＸＨ０１），
蛋白酶 Ｋ（Ｍｅｒｃｋ，ＬＺＲ３３６５），ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ ＨＳ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ ＴａＫａＲａ，Ｒ０４５Ａ），低糖 ＤＭＥＭ 培养基

（ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ， ３２５６１０３７ ）， Ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
（ｇｉｄｃｏ，１６０００⁃０４４），苏木精（Ｓｉｇｍａ，Ｈ３１３６），伊红 Ｙ
（Ｓｉｇｍａ，１５０８６⁃９４⁃９），Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
（ＨｙＣｌｏｎｅ，ＳＶ３００１０），红细胞裂解液（ＢＤ，５５５８９９），
Ａｎｔｉ Ｍｏｕｓｅ ＣＤ３４ ＦＩＴＣ （ ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ， １１⁃０３４１⁃８２），
Ａｎｔｉ Ｍｏｕｓｅ ＣＤ２９ ＰＥ（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，１２⁃０２９１⁃８２），Ａｎｔｉ
Ｍｏｕｓｅ ＣＤ４４ ＡＰＣ （ ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ， １７⁃０４４１⁃８１）， ＦＩＴＣ
Ｈａｍｓｔｅｒ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＤ３ｅ （ ＢＤ， ５６１８２７）， ＡＰＣ Ｒａｔ
Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＤ４ （ＢＤ，５６１０９１），ＰｅｒＣＰ⁃ＣｙＴＭ ５􀆰 ５ Ｒａｔ
Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＤ８ａ（ＢＤ，５６１１０９），ＰＥ⁃ＣｙＴＭ ７ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃
Ｍｏｕｓｅ ＣＤ１９（ＢＤ，５６１７３９），Ｌｕｍｉｎｅｘ Ｍｏｕｓｅ Ｍａｇｎｅｔｉｃ
Ａｓｓａｙ 试剂盒（ＲＮＤ，ＬＸＳＡＭＳＭ⁃０６），Ｌｕｍｉｎｅｘ Ｈｕｍａｎ
Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ａｓｓａｙ 试剂盒（ＲＮＤ，ＬＸＳＡＨＭ⁃０１）。

ＣＯ２ 恒温培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｆｏｒｍａ ｓｅｒｉｅｓ
ＩＩ，美国），流式细胞仪（ＢＤ，ＦＡＣＳ ＣａｎｔｏⅡ，美国），
ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，Ｔ１００ＴＭ ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｅｒ，美国），全自

动组织脱水机（Ｌｅｉｃａ，ＴＰ１０２０，德国），石蜡包埋机

（Ｌｅｉｃａ， ＥＧ１１５０Ｈ ＋ Ｃ，德国），全自动轮转切片机

（Ｌｅｉｃａ，ＲＭ２２５５，德国），ＭＡＧＰＩＸ 液相芯片分析系

统（ Ｌｕｍｉｎｅｘ，美国），正置半自动显微镜 （ Ｌｅｉｃａ，
ＤＭ３０００ＬＥＤ，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠 ＢＭＳＣｓ 体外培养

６ ～ ８ 周龄 ＦＶＢ 小鼠颈椎脱臼法处死，置于

７５％乙醇中浸泡 ５ ｍｉｎ，无菌条件下分离双侧股骨和

胫骨，置于无菌 ＰＢＳ 中，剪开干骺端暴露骨髓腔，用
１ ｍＬ 注射器吸取 ＰＢＳ 冲洗骨髓至骨发白，移液器

吹打成单细胞悬液，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 弃上清，
用含 １０％ ＦＢＳ 和 １％双抗的 ＤＭＥＭ 培养基重悬细

胞，置于 ３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，每 ２ ～ ３ ｄ 换

液 １ 次。 当细胞生长接近培养瓶底 ８０％时，胰酶消

化传代，直至第 ３ 代备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠 ＢＭＳＣｓ 鉴定

取第 ３ 代生长良好的 ＢＭＳＣｓ，胰酶消化，制备成

单细胞悬液，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 清洗细胞

３ 次，取 ５ × １０５ 个细胞于流式管中，依次加入

ＣＤ３４、ＣＤ２９ 和 ＣＤ４４ 荧光抗体，同时设阴性对照，避

光孵育 ３０ ｍｉｎ，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，重复 ３ 次，ＰＢＳ
洗去未标记抗体。 ０􀆰 ２ ｍＬ ＰＢＳ 重悬细胞，流式细胞

仪检测细胞表面标记物。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠基因型 ＰＣＲ 鉴定

剪 ２ ｍｍ 小鼠尾巴，加 ０􀆰 １ ｍＬ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ 和

２ μＬ 蛋白酶 Ｋ，５５℃消化 ２ ｈ，９５℃ ５ ｍｉｎ 灭活蛋白

酶 Ｋ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，加适量 ＤＮＡ 稀释液。
根据 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＴＭ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 说明书配制

ＰＣＲ 反应体系， ＰＣＲ 反应程序为： ９４℃ 预变性

４ ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ ｓ，５７℃退火 ４０ ｓ，７２℃延伸 ４０ ｓ，
以上循环 ３５ 次；７２℃ 彻底延伸 １０ ｍｉｎ；４℃ 保存。
ＰＣＲ 引物序列为 Ｆ：５’⁃ＧＡΑＣＴＣＣＣＴＣＧＡＴＧＴＴＡＡＣＣ
Ａ⁃３’，Ｒ：５’⁃ＧＡΑＣＴＣＣＣＴＣＧＡＴＧＴＴＡＡＣＣＡ⁃３’。 制

备 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶，设定 ５０ Ｖ，３５ ｍｉｎ 电泳跑胶，
拍照。 目 标 条 带 在 ３７５ ｂｐ 可 判 定 为 阳 性 Ｔｇ⁃
ｈｕＴＮＦα 小鼠。
１􀆰 ２􀆰 ４　 动物分组及实验干预

ＳＰＦ 级 ３ 周龄雌性 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠分为 ３ 组：
（１）模型组（Ｍｏｄｅｌ），每周腹腔注射 １ 次 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １０
ｇ 的生理盐水，５ 只；（２） ｈｕＴＮＦα 抗体干预组（Ａｎｔｉ⁃
ｈｕＴＮＦα），每周腹腔注射 １ 次 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ｈｕＴＮＦα
抗体，５ 只；（３） ＢＭＳＣｓ 干预组（ＢＭＳＣｓ），每周双侧

膝关节腔各注射 １ 次共 ５ × １０５ 个 ＢＭＳＣｓ，１０ 只。
所有组别均干预 １０ 周。
１􀆰 ２􀆰 ５　 动物称重及关节临床评分

给药期每周称量动物体重，同时对踝关节进行

临床评分。 评分标准［１５］ 如下：０ 分，无关节炎症状

（外观正常，关节无肿胀）；１ 分，轻度关节炎（关节

轻微发红、肿胀）；２ 分，中度关节炎（关节明显发红、
肿胀）；３ 分，重度关节炎（关节严重发红、肿胀、变
形）。 当表现倾向于下一个严重表型时可在当前表

型评分基础上增加 ０􀆰 ５ 分。
１􀆰 ２􀆰 ６　 外周血免疫细胞及细胞因子检测

干预 １０ 周后，动物异氟烷麻醉后腹主动脉采

血，取 ０􀆰 ２ ｍＬ 全血，加入 ２ ｍＬ １ × 红细胞裂解液，
裂解 １０ ｍｉｎ，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。
加 ０􀆰 １ ｍＬ ＰＢＳ 重悬细胞，之后加入 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、
ＣＤ１９ 抗体避光孵育 ２０ ｍｉｎ，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，最后加 ０􀆰 １ ｍＬ ＰＢＳ 重悬细胞，流式

细胞仪检测外周血 Ｔ 细胞（ＣＤ３）、Ｂ 细胞（ＣＤ１９）、
ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的变化。 外周血 ４５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，取血清，液相芯片法检测血清中 ｈｕＴＮＦα、
ＩＬ⁃４ 及 ＩＬ⁃１β 含量。

９２
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１􀆰 ２􀆰 ７　 关节病理学分析

取小鼠左侧膝关节和踝关节中性福尔马林溶

液固定 ４８ ｈ 后，５％硝酸溶液脱钙，经常规脱水、石
蜡包埋、切片、ＨＥ 染色、封片后，镜下进行病理评价

并测量关节腔（固定测量位置，测量范围 ２􀆰 ６０ ｍｍ ×
１􀆰 ２５ ｍｍ）滑膜面积和侵蚀面积。 评分标准［１６］ 如

下：０ 分，无可检测的病理；１ 分，滑膜增生，淋巴细胞

浸润；２ 分，血管翳，纤维组织形成并覆盖于软骨表

面；３ 分，软骨破坏和骨质侵蚀；４ 分，扩大的软骨破

坏和骨质侵蚀。
１􀆰 ２􀆰 ８　 骨形态计量学方法分析右侧股骨骨结构的

变化

取小鼠右侧股骨，中性福尔马林溶液固定 ４８ ｈ
后，５％的硝酸溶液脱钙，经常规脱水、石蜡包埋、切
片、ＨＥ 染色、封片。 选择生长板下 ２ ｍｍ２ 面积进行

骨形态计量学测量［１７］，测量参数包括骨小梁面积百

分数、骨小梁宽度、骨小梁数量、骨小梁分离度和单

位骨小梁周长破骨细胞数量。
１􀆰 ３　 统计学分析

结果用平均值±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 所有数据

均用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件处理，多
组间比较使用单因素方差分析，两组间比较采用独

立样本 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。
如果数据不符合正态分布或方差不齐，则选择非参

数统计方法。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠 ＢＭＳＣｓ 体外培养及鉴定

原代培养 ＦＶＢ 小鼠来源的 ＢＭＳＣｓ，１２ ｈ 细胞开

始贴壁，４８ ｈ 首次换液后有大量细胞贴壁。 培养初

期 ＢＭＳＣｓ 呈短棒状，其后逐渐呈长梭形，３ ～ ５ ｄ 开

始出现集落样生长。 传代 ２４ ｈ 后细胞快速贴壁，至

第 ３ 代细胞形态单一，呈梭形，有较多的突起或丝突

和颗粒物质（图 １Ａ）。 流式细胞仪对细胞表面标记

物检测结果显示，第三代小鼠 ＢＭＳＣｓ 均一性较好，
ＣＤ３４ 阴性细胞比例为 ９９􀆰 ９％ （图 １Ｂ）， ＣＤ２９ 和

ＣＤ４４ 阳性细胞比例分别为 ９５􀆰 ３％和 ９９􀆰 ７％（图 １Ｃ，
１Ｄ），综上，认为所培养的细胞为 ＢＭＳＣｓ。
２􀆰 ２　 ＢＭＳＣｓ 对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα小鼠体重和关节临床

评分的影响

经 ＰＣＲ 方法鉴定，所选择的 ２０ 只 ３ 周龄小鼠

均为 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 阳性小鼠，见图 ２Ａ。 干预期间，
ｈｕＴＮＦα 抗体干预组和 ＢＭＳＣｓ 组动物体重自第 ７ 周

开始高于模型组，但组间比较无显著性差异，见图

２Ｂ。 模型组临床评分自给药第 １ 周开始逐步增加，
第 ６ 周进展到中度关节炎，第 １０ 周维持在中度关节

炎（２􀆰 ３ 分左右）。 ｈｕＴＮＦα 抗体干预组和 ＢＭＳＣｓ 干

预组从轻度关节炎（１ 分左右）开始治疗用药，期间

关节炎症状未见明显加重，第 １０ 周时仍维持在轻度

关节炎，临床评分均显著低于模型组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
此外，第 ５～１０ 周 ｈｕＴＮＦα 抗体干预组临床评分显著

低于 ＢＭＳＣｓ 组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结果

见图 ２Ｃ，２Ｄ。
２􀆰 ３　 ＢＭＳＣｓ 对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα小鼠外周血淋巴细胞

及细胞因子的影响

流式细胞术检测发现，Ｂ 细胞百分比 ＢＭＳＣｓ 组

（４１􀆰 ０％ ± ２６􀆰 ６％） 显著低于模型组 （ ９６􀆰 ９％ ±
２􀆰 ８％），差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；外周血细胞因

子检测发现，外周血 ｈｕＴＮＦα 含量 ＢＭＳＣｓ 组（１􀆰 ４２
ｐｇ ／ ｍＬ ± ０􀆰 ５９ ｐｇ ／ ｍＬ）和 ｈｕＴＮＦα 抗体干预组（１􀆰 ０５
ｐｇ ／ ｍＬ ± ０􀆰 １７ ｐｇ ／ ｍＬ）均显著低于模型组（２􀆰 ２５ ｐｇ ／
ｍＬ ± １􀆰 ４４ ｐｇ ／ ｍＬ），差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
其他细胞因子和外周血免疫细胞未见明显变化。
结果见图 ３Ａ，３Ｂ。

图 １　 流式细胞仪鉴定第三代 ＢＭＳＣｓ 细胞表面标记物

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐ３ ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ

０３
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图 ２　 ＢＭＳＣｓ 对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠体重及关节临床评分的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｊｏｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ ｏｆ Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ

注：与模型组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ｈｕＴＮＦα 抗体干预组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 ＢＭＳＣｓ 对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠外周血淋巴细胞及细胞因子的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｔｉ⁃ｈｕＴＮＦα， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｏｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ

２􀆰 ４　 ＢＭＳＣｓ 对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα小鼠关节病理的影响

病理学研究发现 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠在膝关节和

踝关节均表现出类风湿关节炎的典型病理症状，如
关节滑膜增生、炎性细胞浸润、血管翳、关节软骨和

软骨下骨的破坏等。 关节病理学研究发现，膝关节

病理评分 ＢＭＳＣｓ 干预组（１􀆰 ３ ± １􀆰 ０）和 ｈｕＴＮＦα 抗

体干预组（０􀆰 ４ ± ０􀆰 １） 均显著低于模型组（３􀆰 ０ ±
１􀆰 ０），膝关节滑膜面积 ＢＭＳＣｓ 干预组 （ ０􀆰 １０２ ±
０􀆰 ０８５ ｃｍ２）和 ｈｕＴＮＦα 抗体干预组（０􀆰 ０２０ ± ０􀆰 ０１０
ｃｍ２）均显著低于模型组（０􀆰 １６６ ± ０􀆰 １０２ ｃｍ２），膝关

节侵蚀面积 ＢＭＳＣｓ 干预组（０􀆰 ０２４ ± ０􀆰 ０２５ ｃｍ２）和
ｈｕＴＮＦα 抗体干预组（０􀆰 ００９ ± ０􀆰 ００２ ｃｍ２）均显著低

于模型组（０􀆰 １０２ ± ０􀆰 ０７５ ｃｍ２），差异具有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），结果见图 ４；踝关节病理评分 ＢＭＳＣｓ 组

（２􀆰 ０ ± ０􀆰 ４）和 ｈｕＴＮＦα 抗体干预组（０􀆰 ８ ± １􀆰 １）均
显著低于模型组 （ ３􀆰 ５ ± ０􀆰 ６），踝关节滑膜面积

ＢＭＳＣｓ 干预组（０􀆰 ５７８ ± ０􀆰 １２８ ｃｍ２）和 ｈｕＴＮＦα 抗

体干预组（０􀆰 ０５１ ± ０􀆰 ０１２ ｃｍ２）均显著低于模型组

（１􀆰 ３４２ ± ０􀆰 ９０３ ｃｍ２），踝关节侵蚀面积 ＢＭＳＣｓ 组

（０􀆰 ０５０ ± ０􀆰 ０６１ ｃｍ２）和 ｈｕＴＮＦα 抗体干预组（０􀆰 ０１４
± ０􀆰 ００２ ｃｍ２）均显著低于模型组（０􀆰 ３１８ ± ０􀆰 １４６
ｃｍ２），差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ５）。 此外

病理评价发现，在关节评分、滑膜增生面积及侵蚀

面积等方面，ｈｕＴＮＦα 抗体干预组明显少于 ＢＭＳＣｓ
干预组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５ 　 ＢＭＳＣｓ 对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠股骨骨结构的

影响

骨形态计量学分析发现，ＢＭＳＣｓ 干预 １０ 周后，
提高了 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠股骨骨小梁面积百分数及

骨小梁数量等骨形成指标（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），同时也降低

了骨小梁分离度和单位面积破骨细胞数量等骨吸

收指标（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＢＭＳＣｓ 类似，Ａｎｔｉ⁃ｈｕＴＮＦα
干预 １０ 周后，增加了骨小梁宽度，减少了单位面积

破骨细胞数量，差异均具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结

果见表 １。
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注：红色箭头：滑膜增生；黑色箭头：软骨或软骨下骨侵蚀；与模型组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ｈｕＴＮＦα 抗体干

预组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 ４　 ＢＭＳＣｓ 对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠膝关节病理的影响

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ． Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｏｒ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ ｂｏｎｅ ｅｒｏｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ， ∗Ｐ ＜

０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｎｔｉ⁃ｈｕＴＮＦα， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｏｎ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ

注：红色箭头：滑膜增生；黑色箭头：软骨或软骨下骨侵蚀。

图 ５　 ＢＭＳＣｓ 对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠踝关节病理的影响

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ， Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｏｒ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ ｂｏｎｅ ｅｒｏｓｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｏｎ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ
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表 １　 ＢＭＳＣｓ 对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠股骨骨结构的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｏｎ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ｏｆ ｆｅｍｕｒ ｉｎ Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

骨小梁面积百分数（％）
Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ａｒｅａ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（％）

骨小梁宽度（μｍ）
Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｗｉｄｔｈ（μｍ）

骨小梁数量（＃ ／ ｍｍ）
Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ

ｎｕｍｂｅｒ （＃ ／ ｍｍ）

骨小梁分离度（μｍ）
Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ

ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ（μｍ）

单位骨小梁周长
破骨细胞数量（＃ ／ ｍｍ）

Ｕｎｉｔ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅ
ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｎｕｍｂｅｒ（＃ ／ ｍｍ）

模型组
Ｍｏｄｅｌ １１􀆰 ４ ± ３􀆰 １ １７􀆰 ３ ± ０􀆰 ９ ６􀆰 ５ ± １􀆰 ７ １４７􀆰 ７ ± ５２􀆰 １ ０􀆰 ９ ± ０􀆰 ５

ｈｕＴＮＦα 抗体干预组
Ａｎｔｉ⁃ｈｕＴＮＦα １５􀆰 ０ ± ５􀆰 ６ ２０􀆰 １ ± ２􀆰 ９∗ ７􀆰 ３ ± １􀆰 ５ １２０􀆰 ５ ± ２６􀆰 ２ ０􀆰 ３ ± ０􀆰 １∗

ＢＭＳＣｓ 干预组
ＢＭＳＣｓ １５􀆰 ６ ± ４􀆰 ６∗ １７􀆰 ３ ± ２􀆰 ７ ９􀆰 ０ ± １􀆰 ６∗∗ ９７􀆰 ３ ± ２０􀆰 ８∗ ０􀆰 ３ ± ０􀆰 ２∗∗

３　 讨论

目前研究认为，细胞因子和趋化因子是维持机

体免疫平衡的两类重要物质，机体的免疫失衡直接

导致了 ＲＡ 的发生［１８］。 ＴＮＦα 作为一种重要的促炎

因子，广泛存在于 ＲＡ 患者的血清和关节滑膜中，是
ＲＡ 发病机制的关键调控因子［１９］。 ＴＮＦα 可由炎症

关节中的巨噬细胞、滑膜成纤维细胞、Ｔ 细胞、Ｂ 细

胞等多种细胞分泌产生，同时 ＴＮＦα 可以再次作用

于这些细胞，不断放大和延续炎症过程［２０］。 ＴＮＦα
功能的发挥与肿瘤坏死因子受体 （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ）相关，ＴＮＦα 与 ＴＮＦＲ１ 结合后

可通过 ＮＦ⁃κＢ 信号通路发挥促炎功能，而 ＴＮＦα 介

导的 Ｔ 细胞迁移、增殖、激活和抗原呈递、组织修复

和血管生成的调控则依赖于 ＴＮＦＲ２ 的信号传

导［２１－２２］。 ＴＮＦα 通过激活细胞因子和趋化因子的表

达，增加内皮细胞粘附分子的表达，保护滑膜成纤

维细胞，促进血管生成，抑制调节性 Ｔ 细胞并诱导

疼痛，在 ＲＡ 的发病过程中起着核心作用［２３－２４］。 人

们普遍认为免疫功能障碍在 ＲＡ 的发病机制和发病

过程中起着重要的作用，因此常规的 ＲＡ 治疗药物

多为免疫调节剂，如非甾体类抗炎药、抗风湿药和

糖皮质激素等。 然而，这些药物长期使用会导致一

系列的副作用，如胃肠道副作用、肝肾损伤、骨质疏

松及变态反应等［５］。 随着生物技术的不断发展，近
年来出现了如 ＴＮＦα 和 ＩＬ⁃１ 的拮抗剂，这类药物治

疗效果明显，但价格昂贵，停药后易复发，且有约

３０％的患者对这类药物无效［６－７］。 因此，开发一种

新的、更有效、低副作用的 ＲＡ 治疗方法，具有重要

意义。 近年来，间充质干细胞作为自身免疫性疾病

新的治疗方法得到了广泛的研究和应用。 特别是

ＢＭＳＣｓ，因其具有较强的免疫调节和抗炎作用，可通

过细胞相互作用和分泌多种因子来调节整体和局

部微环境，修复受损组织，使其成为治疗 ＲＡ 的理想

工具［８－９］。
本研究发现，ＢＭＳＣｓ 经关节腔注射 １０ 周，可显

著改善 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠关节炎肿大变形，抑制 ＲＡ
关节病理改变，同时下调外周血 ｈｕＴＮＦα 含量，延缓

小鼠体重的下降。 研究也发现，ＢＭＳＣｓ 治疗效果弱

于 ＴＮＦα 拮抗剂（ ｈｕＴＮＦα 抗体），可能是由于 Ｔｇ⁃
ｈｕＴＮＦα 小鼠模型为高表达人 ＴＮＦα，该小鼠 ＲＡ 症

状与机体分泌的 ＴＮＦα 强相关，因此 ＴＮＦα 拮抗剂

在靶向性上强于 ＢＭＳＣｓ。 本研究利用流式细胞技

术检测发现，ＢＭＳＣｓ 显著下调了 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠外

周血 Ｂ 细胞百分比。 据研究报道，ＲＡ 患者的血液

和滑膜中 Ｂ 细胞均有显著性增加，滑膜和关节内的

Ｂ 淋巴细胞来源于外周血，滑膜组织是 Ｂ 细胞积累、
增殖、浆细胞分化和自身抗体产生的活性部位［２５］。
目前研究认为，ＢＭＳＣｓ 对 ＲＡ 的治疗作用除具有调

控细胞因子的功能外，对免疫细胞也有一定的调节

作用，ＢＭＳＣｓ 通过可分泌细胞因子（旁分泌效应）和
细胞－细胞直接接触效应，抑制 Ｂ 细胞的增殖和活

化［２６］。 本研究使用骨形态计量学方法，分析 ＢＭＳＣｓ
对 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠继发骨量丢失的影响。 研究发

现，ＢＭＳＣｓ 干预 １０ 周后，提高了 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠股

骨骨小梁面积百分数、骨小梁数量等，同时也降低

骨小梁分离度和单位面积破骨细胞数量等，与

ｍｏｄｅｌ 比较骨量明显增加，说明 ＢＭＳＣｓ 对 ＲＡ 继发

的骨量丢失有一定的减缓作用。 在正常的生理条

件下，骨形成和骨吸收之间存在着一种偶联平衡。
在 ＲＡ 患者中这种平衡被破坏，ＴＮＦα 刺激内皮细胞

产生 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和趋化因子，ＴＮＦα 和 ＩＬ⁃１ 不仅改变

滑膜成纤维细胞的功能，使其分泌各种促进骨吸收

的炎症介质（如基质金属蛋白酶、ＩＬ⁃６ 和前列腺素

Ｅ），而且可以诱导滑膜巨噬细胞分化为破骨细胞，
这些原因导致了 ＲＡ 患者关节骨侵蚀和继发的整体
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骨量下降［１８，２７］。 抑制细胞因子是抑制骨侵蚀和防

止全身骨丢失的最有效方法之一，阻断 ＴＮＦα 在 ＲＡ
发病过程中的作用，可显著下调破骨细胞的活性，
抑制骨吸收，缓解 ＲＡ 继发的全身骨量丢失。

本研究中，在自发 ＲＡ 的 Ｔｇ⁃ｈｕＴＮＦα 小鼠双侧

膝关节腔注射给予 ５ × １０５ 个 ＢＭＳＣｓ，可显著缓解

该小鼠 ＲＡ 临床症状和病理特征，并改善其股骨骨

结构，缓解 ＲＡ 继发的骨量丢失，这些改变与 ＢＭＳＣｓ
的免疫调节作用密切相关，通过本研究可以为临床

ＢＭＳＣｓ 治疗 ＲＡ 提供一定的研究基础。
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ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｕｔｏｉｍｍｕｎ Ｒｅｖ， ２０１１， １１（１）： ２８－３４．

［２７］ 　 Ｙｉ Ｘ， Ｌｉｕ Ｘ， Ｋｅｎｎｅｙ ＨＭ， ｅｔ ａｌ． ＴＮＦ⁃ｐｏｌａｒｉｚｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
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（１２）： ２４２６－２４３９．
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Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １

彭冬冬，陈相池，唐梓宁，等． 大鼠真菌性中耳炎模型建立 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）： ３５－４２．
Ｐｅｎｇ ＤＤ， Ｃｈｅｎ ＸＣ， Ｔａｎｇ ＺＮ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）：
３５－４２．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ００５

［基金项目］湖南省高新技术产业科技创新引领计划（２０２０ＧＫ４０８３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｌｅａｄｉｎｇ Ｐｌａｎ ｏｆ Ｈｉｇｈ⁃Ｔｅｃｈ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｏｆ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（２０２０ＧＫ４０８３）．
［作者简介］彭冬冬（１９９０—），男，在读硕士研究生，研究方向：新药药效与安全性评价。 Ｅｍａｉｌ：ｐｅｎｇｄｏｎｇｄｏｎｇ＠ ｈｎｓｅ． ｏｒｇ
［通信作者］刘学武（１９８８—），男，在读博士研究生，研究方向：药理学。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｘｕｅｗｕ＠ ｈｎｓｅ． ｏｒｇ

大鼠真菌性中耳炎模型建立
彭冬冬１，２，陈相池１，２，唐梓宁１，２，肖洒１，２，彭西湘１，２，刘学武１，２∗

（１． 新药药效与安全性评价湖南省重点实验室，长沙　 ４１０３３１；２． 湖南普瑞玛药物研究中心有限公司，长沙　 ４１０３３１）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立白色念珠菌诱导的大鼠真菌性中耳炎模型，为药效评价提供动物模型支持。 方法　 ＳＤ
大鼠 ５０ 只，雌雄各半，随机分为正常对照组、空白注射组、潮湿组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组，每组 １０ 只。 实

验开始 １ ～ ３ ｄ，潮湿组每日对大鼠右侧耳部滴入 ２ 次 ０􀆰 ９％氯化钠注射液，免疫抑制组每日经口灌胃给予 ０􀆰 ８１
ｍｇ ／ ｋｇ 醋酸地塞米松药液，潮湿＋免疫抑制组每日对大鼠右侧耳部滴入两次 ０􀆰 ９％氯化钠注射液的同时每日经口灌

胃给予 ０􀆰 ８１ ｍｇ ／ ｋｇ 醋酸地塞米松药液。 第 ４ 天，各组麻醉后，潮湿组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组将 １×１０１０

ＣＦＵ ／ ｍＬ 白色念珠菌悬液经鼓膜穿刺注入到大鼠右侧中耳腔，每只 ５０ μＬ，空白注射组大鼠注入等体积空白培养

液，正常对照组不做任何处理；每日对潮湿组、潮湿＋免疫抑制组大鼠右侧耳部滴入 ２ 次 ０􀆰 ９％氯化钠注射液。 造模

期间，观察各组大鼠一般症状；造模第 ５、１０、１５ 天采集耳道分泌物进行白色念珠菌培养和革兰氏染色计数，造模第

１５ 天 ＥＬＩＳＡ 检测耳道灌洗液中白细胞介素⁃６（ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）和白细胞介素⁃１β（ＩＬ⁃１β），ＨＥ 染色

观察中耳组织病理学改变。 结果　 与空白注射组相比，潮湿组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组大鼠均出现不同程

度中耳炎症状，ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），中耳出现不同程度的黏膜充血、水肿及炎

性细胞浸润现象，且免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组大鼠耳道分泌物中白色念珠菌数量均显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 本实验使用鼓膜穿刺方式注射白色念珠菌建立真菌性中耳炎大鼠模型成功，在潮湿＋免疫抑制

条件效果更佳，可用来进行药效学作用的评价。
【关键词】 　 真菌性中耳炎；大鼠；白色念珠菌；炎症因子
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ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｗｉｃｅ ｄａｉｌｙ ｔｏ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅａｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｉｓｔ ｇｒｏｕｐ， ０􀆰 ８１ ｍｇ ／ ｋｇ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ
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ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｍｕｃｏｓａｌ
ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ， ｅｄｅｍａ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒ ｃａｎａｌ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ａｎｄ ｍｏｉｓｔ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ
ｔｙｍｐａｎｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ． Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌ ｃｒｅａｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｎｄｅｒ ｍｏｉｓｔ
ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｆｕｎｇａｌ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ； ｒａｔｓ； Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 中耳炎是发生在中耳组织结构中的炎性病变，
分为分泌性中耳炎、化脓性中耳炎、中耳胆脂瘤和

特殊类型中耳炎 ４ 大类，该病不仅可导致注意力、认
知感和听力下降，还可引起颅内外并发症进而危及

生命［１－３］。 近年来，随着临床上糖皮质激素和广谱

抗菌药物的普遍使用，条件致病菌感染率不断增

加，真菌检出率逐渐升高，真菌性中耳炎逐渐走入

大众视野［４］。 真菌性中耳炎是以真菌为致病菌的

中耳炎性疾病，《中耳炎临床分类和手术分型指南

（２０１２）》首次出现这一分类，并将其归属至特殊类

型中耳炎［３］。 但国内外学者对真菌相关的耳部疾

病研究主要集中在外耳道真菌病方面，而真菌性中

耳炎模型的建立与评价鲜有报道，这对该病的鉴别

诊断和药物应用有一定阻碍［５－６］。 在临床检验中，
Ｐａｊｏｒ 等［７］和伍众文等［８］ 均在部分中耳炎患者耳分

泌物样本中分离到白色念珠菌。 白色念珠菌不仅

是常见的机会性真菌病原体，也是真菌性中耳炎的

常见菌株之一［９－１０］。 本研究拟采用鼓膜穿刺法将白

色念珠菌注入大鼠中耳腔，建立真菌性中耳炎模

型，旨为真菌性中耳炎模型的建立提供参考依据，
为该病药物的药效作用评价提供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

５０ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，雌雄各半，体重

１８０ ～ ２２０ ｇ，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公

司【ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４】。 饲养于湖南普瑞玛药

物研究中心有限公司 ＳＰＦ 级动物房 ＡＢＳＬ⁃Ⅱ实验室

【ＳＹＸＫ（湘）２０２０－００１５】，环境室温为 ２４ ～ ２６℃，相
对湿度 ４０％ ～ ６０％，１２ ｈ 昼夜循环饲养，喂食普通

饲料，自由进食、饮水。 实验操作均符合湖南普瑞

玛药物研究中心有限公司动物伦理审查委员会批

准（ＩＡＣＵＣ⁃２０２１（３）０６２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验菌株

白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ，临床分离株），编
号：１７０１５１７７，由中南大学湘雅二医院赠予，在湖南

普瑞玛药物研究中心有限公司 ＢＳＬ⁃Ⅱ实验室培养

和扩增（实验室备案编号：长卫计实备字（２０２１）第

Ｂ０１０ 号）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

醋酸地塞米松片，批号：２００９２０２，规格：每片

０􀆰 ７５ ｍｇ，１００ 片 ／瓶，有效期至：２０２３ 年 ８ 月，生产单

位：安徽金太阳生化药业有限公司。 ０􀆰 ９％氯化钠注

射液，批号：２１０７１４０１Ｃ，规格：每袋 １００ ｍＬ，有效期

至：２０２３ 年 ６ 月，生产单位：湖南康源制药有限公

司。 沙 氏 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基 （ ＳＤＡ ）， 批 号：
２０２００１０１，规格：每瓶 ２５０ ｇ，有效期至：２０２３ 年 ６ 月，
生产单位：青岛海博生物技术有限公司。 革兰氏染

色液，批号：Ｇ１０６０，规格：每盒 ４ × １００ ｍＬ，有效期

至：２０２２ 年 ７ 月，生产单位：Ｓｏｌａｒｂｉｏ。
ＢＣ⁃５０００Ｖｅｔ 型兽用五分类血液细胞分析仪（深

圳迈瑞公司）、Ｓｐｅｃｔｒａ Ｍａｘ ｉ３ｘ 型多功能酶标仪（上
海美谷分子）、ＢＣＲ⁃ＭＩ０２⁃７２⁃Ｃ１１⁃ＰＰＳＵ 型大鼠独立
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通气笼盒系统（山东新华医疗器械股份有限公司）、
ＢＳＣ１３００⁃Ⅱ⁃Ｂ２ 型生物安全柜（山东新华医疗器械

股份有限公司）、ＤＭＩＬ 倒置显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）、ＤＦＣ ４２０Ｃ 病理成像系统（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与造模

按性别及体重将大鼠随机分为正常对照组、空
白注射组、潮湿组、免疫抑制组、潮湿＋免疫抑制组，
每组 １０ 只，雌雄各半。 正常对照组及空白注射组不

做任何处理，潮湿组动物仅对大鼠右侧耳部滴入适

量的 ０􀆰 ９％氯化钠注射液，２ 次 ／日，保持耳部潮湿；
免疫抑制组大鼠上午经口灌胃给予 ０􀆰 ８１ ｍｇ ／ ｋｇ 醋

酸地塞米松药液；潮湿＋免疫抑制组对大鼠右侧耳

部滴入适量的 ０􀆰 ９％氯化钠注射液，２ 次 ／日，保持耳

部潮湿，并在上午经口灌胃给予 ０􀆰 ８１ ｍｇ ／ ｋｇ 醋酸地

塞米松药液。 以上操作连续 ３ ｄ，即前处理完毕。 前

处理完成后次日潮湿组、免疫抑制组、潮湿＋免疫抑

制组大鼠经异氟烷吸入麻醉（１％ ～ ４％诱导麻醉，
０􀆰 ２５％ ～ ２％维持麻醉）后，通过耳镜将 １ × １０１０

ＣＦＵ ／ ｍＬ 白色念珠菌悬液经鼓膜穿刺注入到大鼠右

侧中耳腔，每只 ５０ μＬ，空白注射组大鼠按相同的方

法注入等量的空白培养液。 潮湿组、潮湿＋免疫抑

制组大鼠右侧耳部滴入适量的 ０􀆰 ９％氯化钠注射

液，２ 次 ／日，保持耳部潮湿，连续 １４ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 观察指标

（１）一般体征观察：每天观察大鼠外耳及一般

行为活动，并通过耳镜观察大鼠中耳的症状。
（２）白色念珠菌培养及革兰氏染色计数：分别

于注入后的第 ５、１０、１５ 天进行采样，具体如下：麻醉

大鼠后，将无菌耳拭子蘸有少量的 ０􀆰 ９％氯化钠注

射液，通过耳镜用耳拭子取耳道病灶部位分泌物，
置于无菌拭子管内，进行白色念珠菌培养和革兰氏

染色。 白色念珠菌培养方法：将样本均匀涂布在沙

氏葡萄糖琼脂培养板上，于恒温培养箱中倒置培养

２４ ｈ，观察菌落的形态。 革兰氏染色法：取样品涂布

于载玻片上，通过火焰固定，加上结晶紫染色 １ ｍｉｎ，
并加上碘液后染色 １ ｍｉｎ，加上脱色液，摇动玻片，加
上番红染色 １ ｍｉｎ，吸干或晾干后，通过油镜镜检。

（３）耳道灌洗液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平检测：
末次观察后对各组大鼠安乐死后，中耳腔以每次

１００ μＬ ＰＢＳ 进行 ３ 次灌洗，收集耳道灌洗液，根据

大鼠 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作，采用酶联免疫法检

测耳道灌洗液中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平。

（４）组织病理学检查：取右侧耳部组织，置于

１０％中性福尔马林溶液中固定，石蜡包埋切片，ＨＥ
染色，镜下观察中耳黏膜及骨壁组织病理学变化，
根据中耳黏膜及炎性细胞浸润病变程度分为无异

常（ＮＳＬ）、轻度（＋）、中度（＋＋）及重度（＋＋＋）。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计分析。 计量资料

以平均值 ± 标准差（ ｘ－ ± ｓ）表示，多个样本间的比较

采用单因素方差分析，根据方差齐性检验，方差齐

及不齐时分别使用 ＬＳＤ 法和 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ Ｔ２ 分析。
等级资料以频数计，采用等级资料秩和检验进行统

计。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 说明差异具有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 说明

差异极具显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 一般体征观察

白色念珠菌注射前，免疫抑制组及潮湿＋免疫

抑制组大鼠经醋酸地塞米松注射 ３ ｄ 后，大鼠均出

现竖毛，自主活动减少，潮湿组、正常对照组、空白

注射组大鼠均无明显异常；潮湿组、免疫抑制组及

潮湿＋免疫抑制组大鼠经中耳腔注入白色念珠菌

后，潮湿组大鼠于注入后第 ３ 天外耳均出现瘙痒、红
肿，第 ５ 天大鼠耳部有浅黄色分泌物流出，第 １０ 天

耳部无明显异常，免疫抑制组及潮湿＋免疫抑制组

大鼠于注入后第 ３ 天耳部均出现瘙痒、红肿，第 ５ 天

耳部有大量浅黄色分泌物流出，第 １０ ～ １５ 天可见

分泌物堵塞整个耳道，并伴有竖毛和自主活动减少。
２􀆰 ２　 中耳白色念珠菌定植

２􀆰 ２􀆰 １　 一般培养法

取大鼠耳道分泌物进行菌种培养并确认菌种

定植，白色念珠菌注入后的第 ５、１０、１５ 天，正常对照

组和空白注射组大鼠耳道分泌物培养鉴定均无明

显菌落生长；潮湿组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制

组的大鼠耳道分泌物经培养鉴定均为白色念珠菌

且没有发现其他菌落，培养的白色念珠菌呈乳白

色，表面光滑有浓酵母气味，形成菌落（见图 １）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 革兰氏染色法

大鼠耳道分泌物经过革兰氏染色后，可见成群

革兰氏染色阳性的卵圆形孢子和假菌丝（图 ２）。 造

模后的第 ５、１０ 和 １５ 天中，潮湿＋免疫抑制组大鼠耳

道分泌物染色均出现白色念珠菌，且随着时间的延

长而增加；而免疫抑制组和潮湿组大鼠的耳道分泌

物中均发现白色念珠菌，随着时间延长，白色念珠
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图 １　 大鼠耳道分泌物培养

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｒａｔ ｅａｒ ｃａｎａｌ

图 ２　 大鼠耳道分泌物（革兰氏染色，×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ ｏｆ ｒａｔ ｅａｒ ｃａｎａｌ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）
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菌数量逐渐减少。 与潮湿组比，免疫抑制组和潮湿

＋免疫抑制组大鼠耳道分泌物白色念珠菌数量显著

增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与潮湿组和免疫抑制组比，潮湿＋
免疫抑制组大鼠耳道分泌物白色念珠菌数量均显

著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ３）。

注：与潮湿组比较，＋＋ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与免疫抑制组比较，∗Ｐ ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 耳道分泌物白色念珠菌数量（ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｉｓｔ ｇｒｏｕｐ，＋＋ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ｉｎ ｅａｒ ｃａｎａｌ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（ｎ ＝ １０）

图 ５　 大鼠中耳组织病理切片（×１００，ＨＥ 染色）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ（×１００， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

２􀆰 ３　 耳道灌洗液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β水平变化

如图 ４ 所示，与正常对照组比，空白注射组大鼠

耳道灌洗液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平均无明显差异；
与空白注射组比，免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组

大鼠耳道灌洗液中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平均明显

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与潮湿组和免疫抑制组

比，潮湿＋免疫抑制组大鼠耳道灌洗液中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃

α、ＩＬ⁃１β 水平均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：与空白注射组比较，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与潮湿组比较，＋＋ Ｐ ＜

０􀆰 ０１；与免疫抑制组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）

图 ４　 大鼠耳道灌洗液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平变化（ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｉｓｔ ｇｒｏｕｐ， ＋＋Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｒａｔ ｅａｒ ｃａｎａｌ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ（ｎ ＝ １０）

２􀆰 ４　 中耳病理变化

２􀆰 ４􀆰 １　 ＨＥ 染色

大鼠中耳 ＨＥ 染色结果如图 ５ 所示，正常对照

组和空白注射组大鼠在潮湿组大鼠中耳黏膜有充

血、出血、水肿、少量炎性细胞浸润现象；在免疫抑

制组大鼠中耳出现黏膜充血、水肿、大量炎性细胞

浸润；在潮湿＋免疫抑制组大鼠中耳黏膜充血、水
肿、大量炎性细胞浸润。

９３
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２􀆰 ４􀆰 ２　 对中耳组织病变程度的影响

正常对照组和空白注射组动物中耳组织无明

显异常，潮湿组、免疫抑制组及潮湿＋免疫抑制组动

物中耳组织病变程度明显加重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与潮湿

组和免疫抑制组比，潮湿＋免疫抑制组动物中耳组织

病变程度均明显加重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（表 １）。
表 １　 白色念珠菌对大鼠中耳病变程度的影响（ｎ ＝ １０）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ｏｎ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｔｓ（ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

中耳组织病变等级
Ｇｒａｄｅ ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ ｔｉｓｓｕｅ ｌｅｓｉｏｎ

ＮＳＬ ＋ ＋＋ ＋＋＋

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ －－

空白注射组
Ｂｌａｎｋ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ －－

潮湿组
Ｍｏｉｓｔ ｇｒｏｕｐ １ ３ ４ ２ ０􀆰 ０２４＆

免疫抑制组
Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ １ ２ ３ ４ ０􀆰 ００４＆＆

潮湿＋免疫抑制组
Ｍｏｉｓｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ０ ０ ２ ８ ０􀆰 ０００＆＆＋＋∗

３　 讨论

真菌性中耳炎与慢性化脓性中耳炎的临床症

状极其相似，常被误诊为普通细菌性中耳炎，对其

进行抗生素治疗，而广谱抗生素会抑制细菌簇，使
真菌迅速繁殖，加重病情，为临床诊治带来困难，故
此类动物模型的建立对真菌性中耳炎的鉴别诊断

及抗真菌性中耳炎药物的评价均具有重要意

义［６，１１］。 因此本研究选用临床上较为常见的真菌白

色念珠菌作为致病菌对大鼠进行鼓膜穿刺，建立真

菌性中耳炎模型，通过观察各组大鼠体征、中耳真

菌定植情况、耳道灌洗液炎症因子水平及中耳病理

变化等指标，对不同处理组大鼠造模情况进行评

价，筛选稳定、效果良好的真菌性中耳炎模型建立

方式供研究者参考。
真菌性中耳炎的常见症状包括外耳道湿疹、耳

痒、耳痛，患耳反复流白色、黄色或黑褐色脓性分泌

物［１２］。 本实验结果显示，每只模型组大鼠鼓膜穿刺

５０ μＬ 白色念珠菌悬液（１×１０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ）后，潮湿

组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组大鼠在第 ３ 天

均出现外耳瘙痒、红肿等症状，且均于第 ５ 天有浅黄

色分泌物流出；潮湿组大鼠耳部在第 １０ 天恢复正

常，免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组在第 １０ ～ １５ 天

可见分泌物堵塞整个耳道，并伴有竖毛和自主活动

减少症状；结合中耳真菌定植情况可清晰发现潮湿

＋免疫抑制组大鼠耳道分泌物中白色念珠菌数量最

多。 各模型组大鼠症状与前人对真菌性中耳炎症

状描述相似，但潮湿处理组模型大鼠出现自愈趋

势，提示免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组在模型建

立方面效果更佳。
真菌性中耳炎分泌物中含有多种炎症因子，炎

症因子与肉芽组织的生成密切相关，增生的肉芽组

织常阻塞中耳，加重中耳积液，进而导致炎性分泌

物吸收机化，使疾病恶性循环［５］。 在对中耳炎动物

模型的研究中发现，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 均是已知

的与炎症相关的重要局部介质［１３］。 Ｙｅｌｌｏｎ 等［１４］ 研

究发现，在中耳炎发病期间细胞因子在炎症中具有

调节作用，且耳道分泌物中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的

含量呈升高趋势，与中耳炎病情密切相关，其中 ＩＬ⁃６
和 ＩＬ⁃１β 主要在中耳炎急性期发挥作用，而 ＴＮＦ⁃α
主要在中耳炎慢性期发挥作用。 本研究结果显示，
造模第 １５ 天免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组大鼠

耳道灌洗液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的含量均明显

上升，其中潮湿＋免疫抑制组大鼠耳道灌洗液的炎

症因子含量上升更为明显，说明免疫抑制组和潮湿

＋免疫抑制组大鼠中耳出现炎症反应，且组织病理

学观察显示 ３ 个模型组中耳均出现不同程度的黏膜

充血、水肿及炎性细胞浸润现象，其中白色念珠菌

在潮湿环境下对免疫抑制大鼠诱导真菌性中耳炎

最为严重。 综合实验结果可清晰发现白色念珠菌

在潮湿＋免疫抑制条件下的模型建立方面效果更

佳，提示两方面因素：一方面是由于白色念珠菌属

０４
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于机会性和致病性真菌，在机体免疫功能低下时引

起浅表感染和侵袭性感染的频率更高；另一方面是

由于白色念珠菌在干燥环境的存活率很差，而在潮

湿环境中存活时间更长［１５－１６］。
近年来众多学者围绕中耳炎开展了许多相关

动物实验研究，有多种方式复制中耳炎模型，但少

有真菌性中耳炎的构建方法，在细菌诱导中耳炎

时，邹艺辉等［１７］在大鼠听泡内注射致病菌成功复制

化脓性中耳炎模型；李聪等［１８］经鼓膜注入致病菌建

立大鼠化脓性中耳炎模型。 文献报道在临床上真

菌性中耳炎主要通过咽鼓管和外耳道鼓膜两个途

径感染机体，因此本研究通过借鉴细菌诱导中耳炎

的方式，采用鼓膜注入白色念珠菌的方式成功构建

真菌性中耳炎模型；但与前人方式所不同的是本研

究所采用的感染方法强调湿润环境和免疫抑制，尽
可能真实的模拟真菌性中耳炎在临床中的感染过

程，并清晰地展现了不同环境下真菌性中耳炎病程

的长短和疾病发生的过程。 在后续研究过程中，我
们将探索白色念珠菌的接种剂量和菌株浓度与真

菌性中耳炎之间的关系，使真菌性中耳炎模型既能

接近临床，又能保证其相对稳定和可靠，为药物研

发、疾病预防和临床指导用药等方面提供更多参考

依据。

４　 结论

综上所述，通过对各模型组大鼠的体征、中耳

真菌定植情况、耳道灌洗液炎症因子水平及中耳病

理变化等指标变化结果，认为在免疫抑制和潮湿＋
免疫抑制条件下使用鼓膜穿刺方式注射白色念珠

菌均可成功建立真菌性中耳炎大鼠模型，且潮湿＋
免疫抑制条件效果更佳。
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ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ２， ＴＬＲ４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ

ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ ｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｇａｌ

ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｏｓｏｃｏｍｉｏｌ， ２０２２， ３２（２）： ２４７－２５１．

［ ６ ］ 　 刘明贺． 真菌性中耳炎及相关变应原研究 ［Ｄ］． 荆州： 长江

大学； ２０１７．

Ｌｉｕ ＭＨ． Ｆｕｎｇａｌ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ａｌｌｅｒｇｅｎｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［Ｄ］．

Ｊｉｎｇｚｈｏｕ： Ｙａｎｇｔｚｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０１７．

［ ７ ］ 　 Ｐａｊｏｒ Ａ， Ｄｕｒｋｏ Ｍ， Ｊａｎｋｏｗｓｋｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ ［ Ｊ］ ． Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌ Ｐｏｌ， ２００６，

６０（５）： ７５７－７６３．

［ ８ ］ 　 伍众文， 陈玉婵， 黄建宇， 等． 广东省慢性化脓性中耳炎患

者耳分泌物的病原体分布及药物敏感性分析 ［Ｊ］ ． 检验医学

与临床， ２０２１， １８（５）： ６２０－６２４．

Ｗｕ ＺＷ， Ｃｈｅｎ ＹＣ， Ｈｕａｎｇ ＪＹ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｇｅｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ

ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅａｒ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ

ｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ ｉｎ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ｐｒｏｖｉｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ Ｍｅｄ

Ｃｌｉｎ， ２０２１， １８（５）： ６２０－６２４．

［ ９ ］ 　 郭东东， 岳慧珍， 魏羽佳， 等． 白念珠菌生物被膜形成的遗

传调控机制 ［Ｊ］ ． 生物工程学报， ２０１７， ３３（９）： １５６７－１５８１．

Ｇｕｏ ＤＤ， Ｙｕｅ ＨＺ， Ｗｅｉ ＹＪ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１７， ３３（９）： １５６７－１５８１．

［１０］ 　 吴学文， 王风君， 高可雷， 等． 我国慢性化脓性中耳炎患者

的病原学及其动态变化分析 ［Ｊ］ ． 中国耳鼻咽喉颅底外科杂

志， ２０１６， ２２（３）： １９３－１９７， ２０２．

Ｗｕ ＸＷ， Ｗａｎｇ ＦＪ， Ｇａｏ ＫＬ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ

ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ ｉｎ Ｃｈｉｎａ

［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ Ｓｋｕｌｌ Ｂａｓｅ Ｓｕｒｇ， ２０１６， ２２（３）：

１９３－１９７， ２０２．

［１１］ 　 曾勇超． 真菌性中耳炎的发病危险因素分析与护理干预对策

［Ｊ］ ． 护理实践与研究， ２０１９， １６（５）： ９７－９８．

Ｚｅｎｇ ＹＣ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ ａｎｄ

ｎｕｒｓｉｎｇ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｎｕｒｓ Ｐｒａｃｔ Ｒｅｓ，

２０１９， １６（５）： ９７－９８．

［１２］ 　 刘新， 谷京城， 张玉梅， 等． 真菌性中耳炎的临床分析 ［ Ｊ］ ．

医学信息， ２０１１， ２４（６）： ３７０８．
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［１３］ 　 Ｃｅｔｉｎｋａｙａ ＥＡ， Ｃｉｆｔｃｉ Ｏ， Ａｌａｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ

ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ ［ Ｊ］ ． Ａｕｒｉｓ Ｎａｓｕｓ

Ｌａｒｙｎｘ， ２０１９， ４６（２）： １７２－１７７．

［１４］ 　 Ｙｅｌｌｏｎ ＲＦ， Ｄｏｙｌｅ ＷＪ， Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅ ＴＬ， ｅｔ ａｌ． Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ，

ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ， ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ ｅｆｆｕｓｉｏｎｓ

［Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌ Ｈｅａｄ Ｎｅｃｋ Ｓｕｒｇ， １９９５， １２１（ ８）： ８６５
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［１５］ 　 Ｘｕ ＱＲ， Ｙａｎ Ｌ， Ｌｖ ＱＺ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｆｏｒ

ｇｅｎｅ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ， ２０１４， ５

（４）： ５０７－５２０．

［１６］ 　 Ｂｌａｓｃｈｋｅ⁃Ｈｅｌｌｍｅｓｓｅｎ Ｒ． Ｈａｂｉｔａｔｓ ｆｏｒ Ｃａｎｄｉｄａ ｉｎ ｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ

ｈｙｇｉｅｎｉｃ ｒｅｓｐｅｃｔｓ ［Ｊ］ ． Ｍｙｃｏｓｅｓ， １９９９， ４２： ２２－２９．

［１７］ 　 邹艺辉， 黄德亮， 孙建和， 等． 听泡内注射法建立大鼠化脓

性中耳炎模型 ［Ｊ］ ． 中华耳科学杂志， ２００４， ２（１）： ６４－６６．

Ｚｏｕ ＹＨ， Ｈｕａｎｇ ＤＬ， Ｓｕｎ ＪＨ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃｉ ｉｎｔｏ

ｒａｔｓ’ ｔｙｍｐａｎｉｃ ｂｕｌｌａｅ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅ ｏｔｉｔｉｓ

ｍｅｄｉａ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｔｏｌ， ２００４， ２（１）： ６４－６６．

［１８］ 　 李聪， 程雪峰， 顾健， 等． 左氧氟沙星热敏性凝胶制备及局

部治疗大鼠化脓性中耳炎的研究 ［ Ｊ］ ． 中国眼耳鼻喉科杂

志， ２０１３， １３（６）： ３７２－３７５．

Ｌｉ Ｃ， Ｃｈｅｎｇ ＸＦ， Ｇｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ

ｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｇｅｌ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ

ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ， ２０１３， １３（６）：

３７２－３７５．

［收稿日期］ 　 ２０２２－０８－２９

《中国比较医学杂志》２０２３ 年征订启事

《中国比较医学杂志》由中国实验动物学会与中国医学科学院医学实验动物研究所主办的全国性高级

学术刊物（月刊），以理论与实践、普及与提高相结合为宗旨，征稿的范围是与人类生命与健康密切相关的实

验动物与动物实验等生命科学各分支学科，重点刊载比较医学成果和进展。 要求来稿数据可靠、文字简练、
观点明确、论证合理，有创新、有突破、有新意。 开设栏目：研究报告、综述与专论、研究快报、研究简讯、技术

与方法、经验交流、学术动态、国外研究进展、学术信息、简讯等。 读者对象：农牧渔业、医学、药学、环保、生
物、体育、国防等单位的科技工作者、教育工作者、管理人员以及有关的生产者、大专院校学生等。

刊期及订价：月刊，大 １６ 开本，１４０ 页。 月末出版。 每期 ５０ 元，全年 １２ 期，共计 ６００ 元。 邮发代号：８２
－９１７。

汇款方式：银行转帐：中国农业银行股份有限公司北京潘家园支行

帐号：１１２２０２０１０４０００３７６４
单位抬头全称：中国实验动物学会

请注明订刊数量，并写明刊物寄往地址及收件人。 收到汇款后，我们会及时将发票寄给您。
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １

卜文婕，林爱琴，高继光，等． 青春期丙烯酰胺暴露对小鼠肺组织氧化损伤的影响 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）： ４３－
５０．
Ｂｕ ＷＪ， Ｌｉｎ ＡＱ， Ｇａｏ ＪＧ，ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）： ４３－５０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ００６

［基金项目］ 安徽省属本科医学院校公共卫生协同创新项目 （ ＧＸＸＴ⁃２０２０⁃０２５）， ２０２１ 年度安徽高校自然科学研究重点项目

（ＫＪ２０２１Ａ０８２３），２０２１ 年安徽省大学生创新创业训练计划（Ｓ２０２１１０３６８０１２）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ ｉｎ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ （ＧＸＸＴ⁃２０２０⁃０２５）， Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｎａｔｕｒａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｉｎ ２０２１（ ＫＪ２０２１Ａ０８２３）， Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ Ｔｒａｉｎｉｎｇ
Ｐｒｏｇｒａｍ ｉｎ ２０２１ （Ｓ２０２１１０３６８０１２）．
［作者简介］卜文婕（１９８９—），女，实验师，硕士，研究方向：动物学和细胞生物学。 Ｅｍａｉｌ：ｂｕｗｊ６１１＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］林爱琴（１９８２—），女，高级实验师，硕士，研究方向：细胞生物学与分子遗传学。 Ｅｍａｉｌ：６０１８２３２６８＠ ｑｑ． ｃｏｍ

青春期丙烯酰胺暴露对小鼠肺组织氧化损伤的影响
卜文婕１，林爱琴１∗，高继光１，潘涛２，任悦鸣２，孙敏３

（１． 皖南医学院医学生物学教研室，安徽 芜湖　 ２４１００２；２． 皖南医学院公共卫生学院，
安徽 芜湖　 ２４１００２；３． 安徽大学生命科学学院，合肥　 ２３０６０１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究丙烯酰胺（ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ， ＡＣＲ）对小鼠肺组织的损伤及其可能机制。 方法　 以 ４ 周龄 ＳＰＦ
级雄性小鼠为实验动物，随机分为对照组和 ＡＣＲ 组（１０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组和 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组），每组 ８ 只。 对照组给予

常规饮用水；ＡＣＲ 组按小鼠每日饮水 ５ ｍＬ 来配制 ＡＣＲ 的染毒浓度，每 ３ ｄ 更换 １ 次，连续处理 ４ 周。 实验结束后

取肺组织制作切片，进行组织病理学分析；利用试剂盒检测其氧化损伤的相关指标；进一步利用免疫荧光与

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 通路相关蛋白表达。 结果　 与对照组相比，随 ＡＣＲ 摄入浓度的增加，小鼠体重逐

渐下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；组织病理学分析发现，ＡＣＲ 组小鼠肺组织出现细支气管上皮肥大，肺泡上皮增生及肺泡腔面积

明显减少，２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组病理学改变更为明显；氧化应激指标检测发现，与对照组相比，随着 ＡＣＲ 摄入浓度的增

加，肺组织中 ＧＳＨ⁃ＰＸ 活性逐渐下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＳＯＤ 活力逐渐下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＣＡＴ 活力逐渐下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而
ＭＤＡ 的含量明显上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；免疫荧光结果显示，与对照组相比，ＡＣＲ 组肺组织中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达显著上升，在
１０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组表达最高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），且出现核转位现象，其伴侣蛋白 Ｋｅａｐ１ 蛋白表达显著下降，在 １０ ｍｇ ／ （ｋｇ·
ｄ）组表达最低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示，与正常对照组相比，ＡＣＲ 组肺组织中 Ｎｒｆ２ 基因及下游抗氧化基

因 ＨＯ⁃１ 蛋白表达升高，在 １０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组最高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），伴侣蛋白 Ｋｅａｐ１ 表达显著下降，在 １０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组表

达最低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而基因 ＮＱＯ⁃１ 蛋白表达随着 ＡＣＲ 摄入浓度增加逐渐升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论 　 青春期小鼠

ＡＣＲ 暴露可导致肺组织损伤，该过程可能与肺组织氧化还原失衡有关。
【关键词】 　 丙烯酰胺；核因子红系 ２ 相关因子 ２；氧化损伤
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ； ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２（Ｎｒｆ２）； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 丙烯酰胺（ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ， ＡＣＲ）是一种亲水性、无
色无味的化合物［１］，青少年接触 ＡＣＲ 主要来自饮食

中摄入的碳水化合物，如薯片、面包等高淀粉食品

在低湿度下进行烘烤、油炸和烧烤等热加工时均可

产生大量的 ＡＣＲ［２］，且摄入的量几乎是成年人的两

倍（以食物质量 ／体重衡量） ［３］。 由于已知的神经毒

性、生殖毒性、基因毒性和潜在的致癌性［４－５］，食品

中 ＡＣＲ 对青少年健康造成的危害风险不容忽视。
ＡＣＲ 通过食物等进入生物体内后不久，其浓度在血

液中升高，并与血红蛋白形成加合物，分布到不同器

官。 在体内，ＡＣＲ 通过细胞色素 Ｐ⁃４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ⁃
４５０，ＣＹＰ２Ｅ１）和谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）直接结

合代谢，生物转化主要发生在肝脏和其他细胞色素

Ｐ４５０ 活性高的组织中，其引起机体毒性主要通过氧

化应激和 ＤＮＡ 损伤等机制［６］。 作为气体交换的场

所，肺组织中含有细胞色素 Ｐ４５０ 活性较高，且由于

其特殊的解剖和生理特性，肺组织容易受到氧化应

激损伤。 但目前有关 ＡＣＲ 的摄入或职业暴露损伤

肺组织的研究较少，仅有 ２０１９ 年 Ｂａｔｏｒｙｎａ 等［７］研究

发现小鼠经口摄入 ＡＣＲ 可导致肺微结构改变，并伴

有氧化还原失衡症状，但具体机制尚未研究。 因

此，探究 ＡＣＲ 摄入是否引起青春期小鼠肺组织损伤

及其可能机制具有重要意义，研究结果为阐明 ＡＣＲ
肺组织损伤机制提供实验依据。

Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路的激活在防止氧化应激诱

导的细胞和组织损伤中发挥重要作用，转录因子核

因子红系 ２ 相关因子 ２ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ⁃２
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ，Ｎｒｆ２）是抗氧化反应元件（ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ， ＡＲＥ）驱动的细胞保护蛋白表达

的主要调节因子［８］，在肺中丰富，能驱动多种细胞

防御途径来抵消肺疾病发病机制中涉及的有害刺

激，包括氧化应激、炎症、凋亡和癌变［９］。 在神经细

胞研究中发现，ＡＣＲ 暴露能激活 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通

路，诱导 Ｎｒｆ２ 下游抗氧化基因血红素加氧酶⁃１
（ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１， ＨＯ⁃１ ） 和 醌 氧 化 还 原 酶 １
（ｑｕｉｎｏｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ １，ＮＱＯ⁃１）的表达，发挥细胞

保护作用［１０－１１］。 本研究通过构建青春期小鼠 ＡＣＲ
染毒模型，对小鼠肺组织进行病理学、氧化损伤指

标检测，进一步利用免疫荧光与 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术

分析 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 通路蛋白表达，探究 ＡＣＲ 的摄入是

否引起青春期小鼠肺组织损伤及其与氧化应激的

关系，进一步分析相关的分子机制，以阐明 ＡＣＲ 诱

导氧化应激的具体作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

为保证小鼠周龄的准确性，本实验通过采购

４４
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ＳＰＦ 级 ＫＭ 系成年雄鼠和雌鼠 ２４ 只，体重 ２６ ～ ２８ ｇ
购于长沙市天生物技术有限公司【ＳＣＸＫ（湘）２０１９－
００１４】。 在皖南医学院 ＳＰＦ 动物实验室【ＳＹＸＫ（皖）
２０１８－００４】饲养并合笼，挑选 ４ 周龄子代雄鼠作为

实验动物，整个饲养过程中保持小鼠自由饮水和进

食，温度控制在 ２２ ～ ２５℃，湿度恒定，光周期 １２ ｈ。
所有操作均符合皖南医学院实验动物福利与伦理

委员会要求（ＬＬＳＣ⁃２０２２⁃００８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

丙烯酰胺 （ ＡＣＲ，纯度 ＞ ９９％，美国 Ｓｉｇｍａ 公

司），ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（碧云天，Ｐ００１２）、
ＳＯＤ 测定试剂盒（ＷＳＴ⁃１ 法，Ａ００１⁃３⁃１）、ＧＳＨ⁃ＰＸ 测

定试剂盒 （比色法，Ａ００５⁃１⁃２）、ＭＤＡ 测定试剂盒

（ＴＢＡ 法， Ａ００３⁃１⁃１）、 ＣＡＴ 测定试剂盒 （紫外法，
Ａ００７⁃２⁃１）等均购自南京建成，Ｎｒｆ２ 抗体（Ａ０６７４）、
Ｋｅａｐ１ 抗体（Ａ１７０６２）、ＨＯ⁃１ 抗体（Ａ１９０６２）、ＮＱＯ⁃１
抗体（Ａ１９５８６）均购自爱博泰克生物。

多功能微孔检测仪 （ ＴＥＣＡＮ， Ｍ２００ ＰＲＯ，瑞

士），正置荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ， Ｎｉ⁃Ｅ，日本），全自动

核酸蛋白测定仪（ＤｅＮｏｖｉｘ， ＤＳ⁃１１，美国），台式高速

冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，５４２７Ｒ，德国），数字切片扫

描仪（ＨＡＭＡＭＡＴＳＵ，日本），电泳和转膜系统（Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ，美国） 荧光、化学发光凝胶成像系统 （美国

ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ， ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ Ｅ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

４ 周龄雄鼠随机分为对照组和 ＡＣＲ 组（１０ ｍｇ ／
（ｋｇ·ｄ）组和 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组），体重 ２６～２８ ｇ，每组

８ 只。 对照组给予常规饮用水；ＡＣＲ 组按小鼠每日

饮水 ５ ｍＬ 来配制 ＡＣＲ 的染毒浓度，分别达到 １０
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）和 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）。 由于存在诸多不确

定因素，日常生活中 ＡＣＲ 的耐受日摄入量不容易计

算，本实验选择的染毒浓度参照已发表文献的剂

量［１２］，且每 ３ ｄ 根据每组小鼠平均体重配制饮用水

中 ＡＣＲ 浓度。 以上条件连续喂养 ４ 周后对小鼠进

行处理，进行后续实验。
１􀆰 ２􀆰 ２　 组织取材与组织切片

小鼠麻醉后，将其固定，于腹部横开口，沿切口

向上用剪刀逐层剪开，直至胸腔，暴露心脏；用连有

注射器的 ７ 号针头从小鼠右心室插入后动脉夹固

定，再剪开左心耳，用生理盐水灌注，直到肺组织颜

色转白；取左右两侧肺，称重后，取部分肺组织浸泡

于 ４％多聚甲醛溶液中固定，固定后，制作石蜡包埋

切片，苏木素－伊红（ＨＥ） 染色，光镜下观察肺组织

病理学变化；取部分肺组织制备组织匀浆；其他肺

叶液氮速冻后－８０℃冰箱中保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 生化分析　

取部分肺组织用预冷的生理盐水以重量体积

比 １ ∶１０ 制备成 １０％组织匀浆，ＢＣＡ 试剂盒检测其

蛋白浓度后，按照各类试剂盒说明书操作流程，将
组织匀浆稀释成不同检测浓度，分别检测肺组织中

ＳＯＤ 活力、ＧＳＨ⁃ＰＸ 活性、ＣＡＴ 活力以及 ＭＤＡ 含量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫荧光检测

将制作好的石蜡切片经脱蜡与水化处理后置

于柠檬酸钠－ＥＤＴＡ 抗原修复液中，水中煮沸 ２０ ｍｉｎ
后自然冷却；ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后，加 １０％牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）溶液 ３７℃ 封闭 ２ ｈ。 加入稀释的 Ｎｒｆ２ （１ ∶
１００）或 Ｋｅａｐ１ （１ ∶１００）抗体，冰箱 ４℃过夜，ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次后加入 Ｄｙｌｉｇｈｔ ４８８ 荧光标记二抗 （１ ∶５００），
在湿盒中避光孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，加 ＤＡＰＩ 避

光染色 ５～１０ ｍｉｎ，漂洗 ３ 次后加抗荧光淬灭液进行

封片，置于荧光显微镜下观察并拍照，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件对平均荧光强度进行定量分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 蛋白提取与 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

从－８０℃冰箱中取出小鼠肺组织，称取 ５０ ｍｇ，
加 ＲＩＰＡ 裂解液 ６００ μＬ（向裂解液中 １ ∶ １００ 加入

ＰＭＳＦ 工作液和蛋白酶抑制剂混合物 １００ ×），
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ，取上清液，提取出组织

蛋白，ＢＣＡ 蛋白浓度测定后，将蛋白浓度调整一致

后加蛋白上样缓冲液，１００℃，１０ ｍｉｎ 变性；变性后

的蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜后，封闭，
分别孵育不同的一抗过夜，二抗孵育，曝光，用

ＡｌｐｈａＶｉｅｗ ＳＡ 软件对蛋白质表达水平的相对定量

进行分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件录入实验数据并分析，作图使

用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件处理，所有实验至少独立

进行重复 ３ 次。 多组间比较采用单因素方差分析，
两组间比较采用独立样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异

具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠体重及肺指数比较

我们分析了 ＡＣＲ 暴露对青春期小鼠的体重及

肺指数的影响，与对照组相比，ＡＣＲ 组小鼠体重明
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显下降，其中 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组下降更为显著，三者

间差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而其肺指数先降后升

（均低于对照组），但三组之间无显著性差异（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）（见表 １）。 这些结果表明，青春期暴露 ＡＣＲ
可能会损害小鼠的生长发育，且与剂量正相关。
２􀆰 ２　 组织病理学检查结果

切片经显微镜观察，根据图 １ 结果所示，对照组

小鼠肺组织中肺泡结构正常，肺泡上皮细胞排列完

整，肺泡壁厚度均匀，而不同浓度 ＡＣＲ 刺激的小鼠

肺组织出现肺泡结构损坏，细支气管上皮肥大和肺

泡上皮增生。 与对照组相比较，ＡＣＲ 组支气管壁厚

度和肺泡上皮细胞数量明显增加，肺泡腔面积明显

减少，且随着 ＡＣＲ 刺激浓度的增加，细支气管周围

炎症加重，有出血现象，肺泡腔面积减少明显。 这

些资料表明，青春期暴露 ＡＣＲ 可引起小鼠肺组织病

理学改变，且 ＡＣＲ 摄入剂量越大，肺损伤越严重。
２􀆰 ３　 氧化损伤指标检测结果

如图 ２ 所示，我们发现暴露于不同浓度的 ＡＣＲ
后，小鼠肺组织的氧化与抗氧化指标出现变化。 与

对照组相比，随着ＡＣＲ刺激浓度的增加，肺组织中

表 １　 小鼠的体重与肺指数（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ （􀭰ｘ ± ｓ， ｎ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

１０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组
１０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｇｒｏｕｐ

２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组
２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｇｒｏｕｐ

小鼠体重（ｇ）
Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｇ） ３８􀆰 ３０ ± ０􀆰 ２６ ３５􀆰 ９０ ± ０􀆰 ７０∗∗＃＃ ３３􀆰 ２０ ± １􀆰 ５６∗∗

脏器指数（％）
Ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ（％） ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 ０３

注：与对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

图 １　 肺组织切片（ＨＥ 染色）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｃｔｉｏｎ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ２　 ＡＣＲ 刺激后小鼠肺组织中氧化与抗氧化指标变化（ｎ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ＡＣＲ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ （ｎ＝ ８）
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ＧＳＨ⁃ＰＸ 活性逐渐下降，差异有统计学意义 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＳＯＤ 活力逐渐下降，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＣＡＴ 活力逐渐下降，差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），而脂质过氧化指标 ＭＤＡ 的含量明显上升，
差异且有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 以上结果提示青春期

暴露 ＡＣＲ 可诱导肺部的氧化应激反应，且与剂量正

相关。
２􀆰 ４　 免疫荧光与 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测 Ｎｒｆ２⁃
ＡＲＥ 通路蛋白表达

为了进一步探讨 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路是否参与

ＡＣＲ 在肺组织中诱导的氧化应激反应，我们通过免

疫荧光与 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测了 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 通路

相关蛋白的表达（图 ３～图 ７）。 免疫荧光结果显示，
与对照组相比，ＡＣＲ 组小鼠肺组织细胞中 Ｎｒｆ２ 蛋白

表达显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），且出现核转位现象，伴
侣蛋白 Ｋｅａｐ１ 蛋白表达显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但相

比于 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组，Ｎｒｆ２ 蛋白在 １０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）
组表达升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 Ｋｅａｐ１ 蛋白在 １０ ｍｇ ／
（ｋｇ·ｄ）组表达降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显

示，与对照组相比，ＡＣＲ 组小鼠肺组织细胞中 Ｎｒｆ２
基因及下游抗氧化基因 ＨＯ⁃１ 蛋白表达升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），但相比于 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组，在 １０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·
ｄ）组表达更高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），伴侣蛋白 Ｋｅａｐ１ 表达显

著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但相比于 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组，在
１０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ） 组表达更低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而基因

ＮＱＯ⁃１ 蛋白表达随着 ＡＣＲ 摄入浓度增加逐渐升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 这些结果表明，ＡＣＲ 刺激后能有效地

激活 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路。

图 ３　 ＡＣＲ 诱导的 Ｎｒｆ２ 蛋白在肺组织细胞中的表达（ｎ＝ ８）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＡＣＲ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝ ８）

图 ４　 ＡＣＲ 诱导的 Ｋｅａｐ１ 蛋白在肺组织细胞中的表达（ｎ＝ ８）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＡＣＲ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｋｅａｐ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝ ８）
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注：与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ５　 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ 蛋白的荧光强度比值图

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ６　 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ 蛋白的相对表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ７　 ＨＯ⁃１ ／ ＮＱＯ⁃１ 蛋白的相对表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ⁃１ ／ ＮＱＯ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨论

ＡＣＲ 作为一种与生理功能和健康有关的常见

毒素［１３］，在人体中的代谢主要通过产生自由基和影

响抗氧化剂诱导细胞内氧化还原失衡［１４］。 肺泡细

胞一方面具有机体中最高的抗氧化剂组成活性，使
得肺能有效地防止氧化应激；但另一方面在气体交

换过程中，肺泡细胞直接接触到氧气，这也使它们

易受到活性氧的高度威胁。 有研究表明，肺部的氧

化还原平衡可能受到多种不同因素的干扰，包括吸

入的氧化剂（如环境臭氧、颗粒物、香烟烟雾）、血液

中的氧化剂以及局部产生的自由基等［１５－１６］。 在本

研究中我们发现，青春期小鼠经口摄入 ＡＣＲ 后，小
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鼠体重明显下降，而其肺指数虽均低于正常对照

组，但三组之间无显著性差异，说明 ＡＣＲ 对肺的毒

性作用不是特别明显，而是针对全身的，这与 Ｄｉｌｅｋ
等［１７］在肝中的研究结果相一致。 组织病理学检查

结果发现，与对照组相比，ＡＣＲ 摄入后小鼠肺组织

微结构发生病理学改变，且 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组肺病理

学改变更为严重，可见肺损伤的程度与 ＡＣＲ 摄入浓

度呈正相关。 生化分析结果显示 ＡＣＲ 摄入后可显

著增加脂质过氧化损伤的重要指标 ＭＤＡ 含量，以
及降低抗氧化酶 ＳＯＤ 活性、ＧＳＨ⁃ＰＸ 活力和 ＣＡＴ 活

力。 以上结果表明，青春期暴露 ＡＣＲ 后，小鼠肺组

织细胞的氧化与抗氧化系统失衡导致肺组织出现

损伤，且损伤程度与剂量正相关，这与 Ｂａｔｏｒｙｎａ 等［７］

研究发现经口腔接触 ＡＣＲ 后肺部出现氧化应激的

结果相一致，不同的是在其研究中抗氧化系统在 ２４
ｈ 和 ４８ ｈ 后出现代偿性反应，导致在摄入 ＡＣＲ ３ ｈ
后 ＧＳＨ 浓度、ＧＰｘ 活性、ＳＯＤ 活性、ＣＡＴ 活性均出现

升高的现象，这可能与不同的实验设计及 ＡＣＲ 刺激

的时间长短不同有关。
为进一步探讨青春期小鼠摄入 ＡＣＲ 后诱导氧

化应激的具体机制，我们通过免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 技术分析确定 ＡＣＲ 对 Ｎｒｆ２ 通路的激活作用。
结果发现，与对照组相比，ＡＣＲ 组肺组织中 Ｎｒｆ２ 蛋

白表达显著上升，且出现核转位现象，伴侣蛋白

Ｋｅａｐ１ 蛋白表达显著下降，Ｎｒｆ２ 调控的下游 ＨＯ⁃１ 和

ＮＱＯ⁃１ 蛋白表达均明显升高，可见 ＡＣＲ 刺激后在细

胞抗氧化防御系统中起重要作用的 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号

通路被激活，以维持细胞氧化还原稳态并减少严重

的氧化损伤，这与 Ｐａｎ 等［１８］在神经组织细胞中的研

究结果相一致，但由于 ＡＣＲ 刺激时间较长，超过了

机体的代谢能力，抗氧化反应能力不足以逆转肺部

出现损伤。 而 Ｚｈａｎｇ 等［１９］ 对肝细胞和脑细胞进行

了体内研究，以寻找 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 通路在 ＡＣＲ 处理时

的变化，却与我们的结果不同，他们发现 ＡＣＲ 并没

有改变突触体、脑细胞质或肝细胞组分中 Ｎｒｆ２ 的表

达，这可能与不同的组织细胞类型、实验条件或剂

量方案有关。 另外，在研究中发现 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋

白表达在 １０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组最高，２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组有

所下降，可能因为长期的高浓度 ＡＣＲ 刺激导致 Ｎｒｆ２
消耗增多，其调控下游的抗氧化基因 ＨＯ⁃１ 的蛋白

表达自然有所下降，而 ＮＱＯ⁃１ 基因蛋白表达在 ２０
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）组最高，可能存在别的调控通路。 因为

保护机体的氧化损伤应激，除 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路，

ＭＡＰＫｓ 通路、ＮＦ⁃κＢ 通路在应激反应基因的转录调

控中也起着关键作用，并与 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路存在

交互作用［１８，２０］。
综上所述，ＡＣＲ 在青春期小鼠体内通过诱导氧

化还原失衡引起肺组织损伤，在此过程中 Ｎｒｆ２ 蛋白

表达上调，且出现核转位现象，以及其下游调控基

因表达的变化提示 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路可能被激活

来缓解 ＡＣＲ 诱导的氧化损伤。 因此，除了已报道的

ＡＣＲ 毒性外，其对肺部组织的损伤作用也不容

忽视。
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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 ８－１０Ｈｚ，而僵立行为则在 ６
－８Ｈｚ。 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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刘思美，强喆，吴思澜，等． 痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 大鼠模型的构建及代谢组学分析 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）： ５１－６３．
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ｐｈｌｅｇｍ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）： ５１－６３．
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［基金项目］重庆市博士后科学基金项目（ｃｓｔｃ２０２１ｊｃｙｊ⁃ｂｓｈＸ０１８８）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｐｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ（ｃｓｔｃ２０２１ｊｃｙｊ⁃ｂｓｈＸ０１８８）．
［作者简介］刘思美（１９９２—），女，助理研究员，博士，研究方向：中药药理学研究。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕ＿ｓｉｍｅｉ０２１８＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］黄崇刚（１９７５—），男，研究员，研究方向：中医方、证与系统生物学及生物信息学的相关性研究。 Ｅｍａｉｌ：ｈｃｇ２０９１＠ １６３． ｃｏｍ

痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 大鼠模型的构建及代谢组学分析
刘思美１，２，３，强喆１，２，３，吴思澜１，涂如霞１，李恒华１，黄崇刚１，３∗

（１． 重庆市中药研究院，国家中医药管理局中药药理三级实验室，重庆　 ４０００６５；
２． 重庆医科大学药学院，重庆　 ４０００１６；３． 重庆中医药学院中药系，重庆　 ４０２７６０）

　 　 【摘要】 　 目的　 构建痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 大鼠模型，并应用代谢组学技术揭示其代谢特征。 方法　 采用烟熏

联合 ＬＰＳ 气道滴注、强迫游泳和隔日禁食的方式构建痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 大鼠模型，通过观察大鼠行为变化，测定体

重、肛温、血液指标、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 含量，观察组织病理形态学变化对该模型进行评价；应用 ＬＣ⁃ＭＳ 技术检测并

筛选出正常组与模型组大鼠的血浆差异代谢物，进行通路富集分析。 结果　 与正常组相比，模型组大鼠出现不同

程度的咳嗽、喘息、精神萎靡、行为倦怠、毛色干枯、体重减轻、饮水增加、体温升高、粪便稀溏、舌苔肥大白滑；外周

血中白细胞数和淋巴细胞数显著升高；ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 含量显著升高；肺组织中炎性细胞浸润明显、肺
泡腔体大小不一，结肠、十二指肠、回肠粘膜局部脱落；正常组与模型组间共有 １１６ 个差异代谢物，主要涉及氨基酸

生物合成和代谢、维生素消化吸收与代谢、脂质及类脂质合成与代谢等代谢通路。 结论　 本研究提供了一种成功

构建痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 大鼠模型的方法及其相应评价体系，并初步揭示了该模型的主要代谢特征。
【关键词】 　 痰湿阻肺；ＣＯＰＤ；动物模型；证候指标；代谢组学
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Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０２７６０）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＨＵＡＮＧ Ｃｈｏｎｇｇａｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｃｇ２０９１＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ （ＣＯＰＤ） ｗｉｔｈ ｐｈｌｅｇｍ⁃
ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ． Ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗｅｒｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｕｓｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣＯＰＤ ｗｉｔｈ ｐｈｌｅｇｍ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｆｏｒｃｅｄ ｓｍｏｋｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ａｉｒｗａｙ
ｉｎｆｕｓｉｏｎ， ｆｏｒｃｅｄ ｓｗｉｍｍｉｎｇ， ａｎｄ ａｌｔｅｒｎａｔｅ⁃ｄａｙ ｆａｓｔｉｎｇ． Ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ；
ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ａｎａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘｅｓ， ａｎｄ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｃｏｎｔｅｎｔｓ； ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｌａｓｍａ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｎｄ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｆｏｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ＣＯＰＤ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｐｈｌｅｇｍ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｈｏｗｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｖｅｒｉｔｉｅｓ ｏｆ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｏｕｇｈｉｎｇ， ｗｈｅｅｚｉｎｇ， ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｆａｔｉｇｕｅ， ｗｉｔｈｅｒｅｄ ａｎｄ ｄｒｙ ｈａｉｒ ｃｏｌｏｒ， ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗａｔｅｒ
ｉｎｔａｋｅ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｏｓｅ ｆｅｃｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｆａｔ， ａｎｄ ａ ｗｈｉｔｅ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ ｔｏｎｇｕｅ ｃｏａｔｉｎｇ． Ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｒａｔ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ
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ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｔｈｅ ＢＡＬＦ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ； ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｒ
ｌｕｍｅｎｓ ａｐｐｅａｒｅｄ ａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ； ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｃｏｕｓ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ， ｄｕｏｄｅｎｕｍ， ａｎｄ ｉｌｅｕｍ ｗｅｒｅ ｐａｒｔｉａｌｌｙ
ｅｘｆｏｌｉａｔｅｄ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ １１６ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｐｈｌｅｇｍ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ． Ｔｈｅｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；
ｖｉｔａｍｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ， ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ， ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ｌｉｐｉｄ ａｎｄ ｌｉｐｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣＯＰＤ ｗｉｔｈ ｐｈｌｅｇｍ⁃
ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ ａ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｈａｓ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ｏｆ ｔｈｉｓ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｈｌｅｇｍ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ＣＯＰＤ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎｄｅｘ； ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种以持续性存在的气

流受限为特征的常见呼吸系统疾病，当今全球第四

大致死病因［１］。 截至 ２０１８ 年，我国 ＣＯＰＤ 患者数已

超 １ 亿，２０ 岁以上人群的患病率高达 ８􀆰 ６％，是仅次

于高血压、糖尿病的第三大慢性疾病［２］。 由于

ＣＯＰＤ 还是心血管、糖尿病等重大疾病的高风险因

素，且伴随吸烟等危险因素的持续暴露以及空气污

染和人口老龄化的加剧，发病率与死亡率呈持续增

长趋势。 据估计，到 ２０６０ 年全球每年将至少 ５４０ 万

人死于 ＣＯＰＤ 及其相关疾病［３－４］。 因此，防治 ＣＯＰＤ
已成为全球公共卫生领域的重点工作之一。

目前，ＣＯＰＤ 的发病机制仍不完全清楚，临床也

尚无特效药物。 近年来，中医药因其安全性高、多
层次、多靶点、多途径整体调节的特色与优势在

ＣＯＰＤ 防治中日益受到重视。 ＣＯＰＤ 属中医 “肺

胀”、“咳嗽”、“喘证”等范畴，外邪侵袭、情志失调、
饮食失衡或过度劳倦等皆为其诱因，其病位在肺，
病机虚实交错，以肺、脾亏虚为本，痰、瘀、热为

标［５］。 中医药防治讲究辨证论治，据《慢性阻塞性

肺疾病中医诊疗指南》的划分，痰湿阻肺是 ＣＯＰＤ
急性加重期的常见证型之一，然而，目前尚无相应

的证候动物模型，在一定程度上限制对该证型生物

学本质的认识以及相关中医药方剂治疗机制的阐

释。 因此，本研究基于中医“咳喘之证，多因久病肺

虚，累及脾，致脾失健运，聚湿成痰；或因脾本虚，湿
停成痰，乘肺而咳”的认识［６］，依据“治痰先治脾”的
中医理论，采用脾虚证动物建模方法联合烟熏及

ＬＰＳ 气道滴注的方法来构建痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 大鼠

模型，以经典的 ＣＯＰＤ 大鼠模型为对照，从行为、精
神状态、毛发、粪便、舌苔、饮食和体重变化等中医

证候指标进行证候评分，以组织形态学和炎症因子

等指标对该模型进行评价，并借助代谢组学技术初

步揭示痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 模型大鼠的代谢特征。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３２ 只 ６ ～ ７ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，雌雄各半，体
重 １８０ ～ ２００ ｇ，购自北京华阜康生物科技股份有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８】。 饲养环境：１２ ｈ 光暗

交替，温度控制在 ２２ ～ ２５℃，湿度约 ５５％，饲养于

重庆市中药研究院中药药理三级实验室 【 ＳＹＸＫ
（渝）２０１７－０００４】。 本实验经重庆市中药研究院实

验动物福利伦理审查委员会批准（ ｙｌｓ２０２１⁃１６），并
遵循国家有关实验动物管理和使用的规定。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

脂多糖（ＬＰＳ，来源于大肠杆菌 ０５５：Ｂ５５，Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ）；龙凤呈祥牌香烟（焦油量：１１ ｍｇ，一氧化

碳量：１２ ｍｇ，烟碱量：１􀆰 １ ｍｇ，重庆中烟工业有限责

任公司）；大鼠 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 试剂盒（武
汉基因美生物科技有限公司）；戊巴比妥钠（Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ）；苏木素染液和伊红染液（北京博尔西科技

有限公司）；０􀆰 ９％氯化钠注射液（四川科伦药业股

份有限公司）；甲酸（ ＬＣ⁃ＭＳ 级，ＴＣＩ）；甲醇和乙腈

（ＬＣ⁃ＭＳ 级， ＣＮＷ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）； Ｌ⁃２⁃氯苯丙氨酸

（≥ ９８％，上海阿拉丁试剂有限公司）。 ＳＴ⁃３６０ 酶标

仪（上海科华实验系统有限公司，中国）；ＸＴ⁃２０００ｉ
全自动动物血液分析仪（希森美康，日本）；ＡＳＰ３００Ｓ
组织自动脱水机、ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ Ａｒｃａｄｉａ Ｈ 石蜡包埋机、
ＲＭ２２３５ 轮转切片机（徕卡有限公司，德国）；ＤＰ２６０
全自动智能染色机（深圳达科为医疗设备有限公

司，中国）；ＢＸ５３ 光学显微镜（奥林巴斯株式会社，日
本）；Ｍｉａｓ⁃２０００ 病理图像处理系统（四川大学图像处

理国家研究所，中国）；Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３
色谱柱（１􀆰 ８ μｍ ２􀆰 １ × １００ ｍｍ）、Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ Ｉ⁃
Ｃｌａｓｓ ＰＬＵＳ 超高效液相仪、Ｗａｔｅｒｓ Ｘｅｖｏ Ｇ２⁃ＸＳ ＱＴＯＦ
高分辨质谱仪（Ｗａｔｅｒｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，美国）。

２５
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物造模

ＳＤ 大鼠按体重随机分成 ３ 组；正常组 １０ 只、经
典 ＣＯＰＤ 组 １０ 只、痰湿型 ＣＯＰＤ 组 １２ 只。 造模方

法参考相关文献并略作调整［７－９］，具体如下：第 １ 天

和第 １５ 天用 ０􀆰 ９％戊巴比妥钠（５ ｍＬ ／ ｋｇ）对经典

ＣＯＰＤ 组和痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠进行腹腔麻醉，用
细线固定大鼠上牙，拉出舌根，用去了针头的头皮

针细管缓慢插入大鼠气道，经此气管滴注 ＬＰＳ（１
ｍｇ ／ ｍＬ，０􀆰 ２ ｍＬ）溶液。 第 ２ ～ １４、１６ ～ ４２ 天，每天

将模型组大鼠放入自制烟熏箱（８５ ｃｍ × ４０ ｃｍ × ４５
ｃｍ）中进行烟熏，每次 ４ 支香烟，３０ ｍｉｎ，熏烟 ２ 次。
其中，痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠熏烟的第 ２２ 天起，每天

熏烟后 ４ ｈ，将痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠放入水温 ２５℃
左右的水槽中游泳 １５ ｍｉｎ，隔日禁食，直至 ４２ ｄ。 正

常组不做任何处理。
每周测定体重、肛温，观察进食、饮水、舌苔和

粪便情况，以及各组大鼠是否出现咳嗽、喘息、倦
怠、萎靡、嗜睡、行动迟缓、毛发干枯蓬松等现象。
１􀆰 ２􀆰 ２　 证候评分

通过中医文献古籍及临床诊治经验中痰湿证

或痰湿阻肺证的辨证要素整理，本研究设计如下中

医证候评分量表（见表 １）作为动物模型证型判定参

考［１０－１３］。 造模 ６ 周后，根据表 １ 对各组大鼠进行评

分，以证候评分 ≥ ８ 为痰湿型 ＣＯＰＤ 大鼠造模成功

标准。

表 １　 中医证候评分量表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅ ｓｃａｌｅ
评分
Ｓｃｏｒｅ

行为
Ｂｅｈａｖｉｏｒ

精神状态
Ｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅ

毛发耳尾
Ｈａｉｒ， ｅａｒ， ｔａｉｌ

粪便
Ｆｅｃｅｓ

舌苔
Ｔｏｎｇｕｅ ｃｏａｔｉｎｇ

饮食体重
Ｄｉｅｔ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ

０ 正常
Ｎｏｒｍａｌ

正常
Ｎｏｒｍａｌ

正常
Ｎｏｒｍａｌ

正常
Ｎｏｒｍａｌ

正常
Ｎｏｒｍａｌ

正常
Ｎｏｒｍａｌ

１

咳嗽、扎堆、倦怠、拱背、
轻度动作迟缓

Ｃｏｕｇｈ， ｈｕｄｄｌｅ， ｔｉｒｅｄｎｅｓｓ，
ａｒｃｈｅｄ ｂａｃｋ， ｍｉｌｄ
ｓｌｏｗ ｍｏｖｅｍｅｎｔ

萎靡、嗜睡
Ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ

ｆａｔｉｇｕｅ， ｄｒｏｗｓｉｎｅｓｓ

毛发稀疏、
耳尾血色淡

Ｓｐａｒｓｅ ｈａｉｒ， ｔｈｅ
ｃｏｌｏｒ ｏｆ ｅａｒ ａｎｄ

ｔａｉｌ ｉｓ ｐａｌｅ

软便不成型、
大便稀溏

Ｓｌｏｐｐｙ ｓｏｆｔ ｓｔｏｏｌ，
ｌｏｏｓｅ ｆｅｃｅｓ

苔质淡红有薄苔
Ｔｈｉｎ ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｒｅｄ
ｔｏｎｇｕｅ ｃｏａｔｉｎｇ

进食减少、饮水增加
Ｅａｔｉｎｇ ｌｅｓｓ ａｎｄ
ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｍｏｒｅ

２
喘息、重度动作迟缓
Ｗｈｅｅｚｉｎｇ， ｓｅｖｅｒｅ
ｓｌｏｗ ｍｏｖｅｍｅｎｔ

反应迟钝
Ｓｌｕｇｇｉｓｈｎｅｓｓ

毛色干枯无光泽、
毛发蓬松

Ｄｒｙ ｗｉｔｈｅｒｅｄ ａｎｄ
ｆｌｕｆｆｙ ｈａｉｒ

水样便
Ｗａｔｅｒｙ ｓｔｏｏｌ

舌苔肥大白滑
Ｆａｔ， ｗｈｉｔｅ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ

ｔｏｎｇｕｅ ｃｏａｔｉｎｇ

体重减轻或增长缓慢
Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ ｏｒ
ｓｌｏｗ ｇｒｏｗｔｈ

１􀆰 ２􀆰 ３　 指标检测

（１）外周血指标测定：取造模结束的各组大鼠，
禁食 １２ ｈ 后经腹腔注射 ０􀆰 ９％的戊巴比妥钠麻醉，
腹主动脉取血于含抗凝剂的采血管中，轻轻摇匀后

测定白细胞数、中性粒细胞数、单核细胞数、淋巴细

胞数、红细胞数及血红蛋白量等血液指标。
（２）肺泡灌洗液中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 的含量测

定：取腹主动脉取血后的实验大鼠，暴露胸腔，分离出

右主支气管结扎，于颈部气管切“Ｔ”形口，将 １２ 号灌

胃针插入管腔，用棉线结扎固定。 用 ５ ｍＬ 注射器吸

取预冷的生理盐水 ５ ｍＬ，缓慢注入管腔，反复抽吸

３ 次为 １ 次灌洗，重复灌洗 ３ 次，合并肺泡灌洗液

（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）。 将所得 ＢＡＬＦ
于 ４℃，５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清，按 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒说明分别测定 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 含量。
（３）组织标本的采集及 ＨＥ 染色：待肺泡灌洗

后，迅速分离并摘取心脏、肝、脾、肾、右肺和胸腺，
称重，计算脏器指数。 计算公式如下：脏器指数

（％）＝ 脏器重量 ／体重×１００％。
称重后，将肺、胸腺、脾及部分十二指肠、回肠

和结肠一并放入 ４％多聚甲醛固定 ４８ ｈ，切取大小

合适的组织样品进行石蜡包埋，切片，ＨＥ 染色，观
察各组织器官的形态和变化，包括肺组织中肺泡结

构的完整性、肺泡间隔的粗细、细支气管管腔的大

小、气道炎症细胞的浸润情况以及肠内壁绒毛情

况等。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血浆代谢组检测

（１）血浆样本的制备及预处理：分别收集正常

组与痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠腹主动脉血于含 ＥＤＴＡ 抗

凝剂的采血管中，各组混匀后，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，收集血浆于 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中。 移取 １００ μＬ 样

本至 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中，加入 ３００ μＬ 甲醇，再加入 ２０
μＬ 内标，涡旋混匀 ３０ ｓ，冰水浴超声 １０ ｍｉｎ，于

－２０℃静置 １ ｈ，随后 ４℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，
取出 ２００ μＬ 上清于 ２ ｍＬ 进样瓶，每个样本各取 ２０
μＬ 混合成 ＱＣ 样本，再取 ２００ μＬ 上机检测。

３５
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（２）检测条件：色谱条件：Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ
ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱（１􀆰 ８ μｍ ２􀆰 １ × １００ ｍｍ），流动相 Ａ：
０􀆰 １％甲酸水溶液，流动相 Ｂ：０􀆰 １％甲酸乙腈，梯度

洗脱（０ ～ ０􀆰 ２５ ｍｉｎ，２％ Ｂ；０􀆰 ２５ ～ １０ ｍｉｎ，２％ ～
９８％ Ｂ；１０ ～ １３ ｍｉｎ，９８％ Ｂ；１３ ～ １３􀆰 １ ｍｉｎ，９８％ ～
２％ Ｂ；１３􀆰 １ ～ １５ ｍｉｎ，２％ Ｂ），柱温 ４０℃，流速 ０􀆰 ４
ｍＬ ／ ｍｉｎ。

图 １　 各组大鼠的粪便、舌苔、体重、饮水量和体温变化情况

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｅｃｅｓ， ｔｏｎｇｕｅ ｃｏａｔｉｎｇ， ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

质谱条件：Ｗａｔｅｒｓ Ｘｅｖｏ Ｇ２－ＸＳ ＱＴＯＦ 高分辨质

谱仪在采集软件（ＭａｓｓＬｙｎｘ Ｖ４􀆰 ２，Ｗａｔｅｒｓ）控制下采

用 ＭＳＥ 模式进行一级、二级质谱数据采集。 在每个

数据采集循环中，同时对低碰撞能量及高碰撞能量

进行双通道数据采集。 低碰撞能量：２ Ｖ；高碰撞能

量区间：１０ ～ ４０ Ｖ；扫描频率：０􀆰 ２ ｓ。 ＥＳＩ 离子源参

数：毛细管电压：２０００ Ｖ（正离子模式）或－ １５００ Ｖ
（负离子模式）； 锥孔电压： ３０ Ｖ； 离子源温度：
１５０℃；脱溶剂气温度 ５００℃；反吹气流速：５０ Ｌ ／ ｈ；脱
溶剂气流速：８００ Ｌ ／ ｈ。

（３）数据处理：ＭａｓｓＬｙｎｘ Ｖ４􀆰 ２ 采集的原始数据

通过 Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ＱＩ 软件做峰提取、峰对齐等数据处

理操作，基于 Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ＱＩ 软件在线 ＭＥＴＬＩＮ 数据

库及百迈客自建库进行鉴定，同时进行理论碎片识

别，质量数偏差均在 １００ ｐｐｍ 以内。 将经过处理的

代谢组数据导入 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ １３􀆰 ０ 软件中进行主成分

分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）及正交偏最

小二乘法判别分析（ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ
ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳ⁃ＤＡ），并以差异倍数 ＦＣ
＞ １􀆰 ５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 和 ＶＩＰ ＞ １ 为筛选条件，找出组间

差异代谢产物，并通过 ＨＭＤＢ、ＫＥＧＧ 数据库对差异

代谢物进行功能注释和富集分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

数据以平均值 ± 标准差 （ ｘ－ ± ｓ） 表示，采用

Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件对实验数据进行统计学分

析，两组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验，多组间比较采

用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ（Ｄｕｎｎｅｔｔ）检验。

２　 结果

２􀆰 １　 证候等级评分

根据证候评分，痰湿型 ＣＯＰＤ 大鼠的成功构建

率达 ８３􀆰 ３３％，正常组、经典 ＣＯＰＤ 组及建模成功的

痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠的证候得分分别为（０􀆰 ５０ ±
０􀆰 ７１）、（６􀆰 ００ ± １􀆰 １５）和（９􀆰 ３０ ± １􀆰 ０６）。
２􀆰 ２　 证候指标比较

与正常组相比，经典 ＣＯＰＤ 组大鼠和痰湿型

ＣＯＰＤ 组大鼠均有出现不同程度的咳嗽、喘息、倦
怠、精神萎靡、嗜睡、扎堆、反应迟缓、毛色干枯蓬松

等现象；相比经典 ＣＯＰＤ 组，痰湿型 ＣＯＰＤ 大鼠粪便

多不成形、稀溏甚至水样便（图 １Ａ），舌有薄苔或肥

大白滑（图 １Ｂ），体重减轻（图 １Ｃ），饮水明显增加

（图 １Ｄ）；痰湿型 ＣＯＰＤ 大鼠体温普遍低于经典

ＣＯＰＤ 组大鼠，但多高于正常组（图 １Ｅ）。
２􀆰 ３　 外周血指标变化

经典 ＣＯＰＤ 组和痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠的血液指

标变化相似，两者间无显著性差异；与正常组比，经
典 ＣＯＰＤ 组和痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠外周血中白细胞

数量和淋巴细胞数量均明显升高，有统计学意义（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜０􀆰 ００１）；红细胞数及血红蛋白量也略有

４５
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升高，血小板降低，但均无显著性差异（表 ２）。
２􀆰 ４　 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α的含量

如图 ２ 所示，经典 ＣＯＰＤ 组和痰湿型 ＣＯＰＤ 组

大鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 的含量十分相近，
与正常组相比，均显著升高，且有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ５　 脏器指数

如表 ３ 所示，经典 ＣＯＰＤ 组和痰湿型 ＣＯＰＤ 组

大鼠的脏器指数与正常组相比均无统计学意义，但
经典 ＣＯＰＤ 组和痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠的肺指数均较

正常组略有增大，胸腺指数减小，以痰湿型 ＣＯＰＤ 组

变化明显，且痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠的心脏指数也略

有增加。
２􀆰 ６　 ＨＥ 组织染色情况

如图 ３ 所示，空白组肺泡完整，主支气管形态正

常，未见炎症浸润；经典 ＣＯＰＤ 组及痰湿型 ＣＯＰＤ 组

的肺间质及血管周围均可见明显炎症细胞浸润现

象（黑色三角形），肺泡间隔增粗或塌陷断裂，肺泡

形态大小不一，部分肺泡腔体较大，呈肺气肿样变

化，部分腔体则塌陷，呈肺不张样变化。
相比正常组，经典 ＣＯＰＤ 组的结肠和回肠粘膜

仅有轻微损伤，差别不明显，而痰湿型 ＣＯＰＤ 组的结

肠、十二指肠、回肠粘膜损伤相对明显，局部粘膜脱

落明显（黑色箭头）；各组脾、胸腺则未见明显异常。

表 ２　 各组大鼠外周血指标变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ
指标名称
Ｉｎｄｅｘ ｎａｍｅ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ

经典 ＣＯＰＤ 组
Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ

痰湿型 ＣＯＰＤ 组
Ｐｈｌｅｇｍ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ

白细胞
Ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ２􀆰 ７９ ± １􀆰 ０５ ４􀆰 ７３ ± １􀆰 ２０∗∗ ４􀆰 ３８ ± ０􀆰 ９２∗∗

红细胞
Ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ７􀆰 ７４ ± １􀆰 ２２ ８􀆰 ９８ ± ０􀆰 ７２ ８􀆰 ８５ ± ０􀆰 ９８

血红蛋白
Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ １４３􀆰 ９０ ± １９􀆰 ７１ １６７􀆰 ７０ ± １０􀆰 ００ １６５􀆰 ２０ ± １５􀆰 ６１

血小板
Ｐｌａｔｅｌｅｔ ８７３􀆰 ６０ ± １３４􀆰 ７６ ８１３􀆰 ４０ ± ９３􀆰 ８１ ８２９􀆰 ３０ ± １２０􀆰 ６３

平均血红蛋白量
Ｍｅａｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ １８􀆰 ６６ ± ０􀆰 ７３ １８􀆰 ７２ ± ０􀆰 ５４ １８􀆰 ６９ ± ０􀆰 ５３

中性细胞比率
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌ ｃｅｌｌｓ １０􀆰 ２０ ± ３􀆰 ４２ ７􀆰 １９ ± １􀆰 ９０ ９􀆰 １７ ± ２􀆰 ０５

淋巴细胞比率
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ８６􀆰 ４６ ± ４􀆰 １９ ８９􀆰 ７６ ± ２􀆰 ５２ ８８􀆰 ２９ ± １􀆰 ９２

单核细胞比率
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ２􀆰 １５ ± ０􀆰 ９１ １􀆰 ７５ ± ０􀆰 ５６ １􀆰 ５９ ± １􀆰 ０１

嗜酸性粒细胞比率
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ １􀆰 １５ ± ０􀆰 ４７ １􀆰 ２４ ± ０􀆰 ５３ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 １９

嗜碱性粒细胞比率
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｂａｓｏｐｈｉｌｉｃ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０４

中性细胞数
Ｎｅｕｔｒａｌ ｃｅｌｌｓ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 １８ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ４０ ± ０􀆰 １２

淋巴细胞数
Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ２􀆰 ４０ ± ０􀆰 ８９ ４􀆰 ２５ ± １􀆰 ０９∗∗∗ ３􀆰 ８６ ± ０􀆰 ８０∗∗

单核细胞
Ｍｏｎｏｃｙｔｅ ０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０９ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０５

嗜酸性粒细胞
Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１

嗜碱性粒细胞
Ｂａｓｏｐｈｉｌｉｃ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

注：与正常组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）
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图 ２　 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 含量

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ＢＡＬＦ

表 ３　 脏器指数（％）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘｅｓ（％）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

心脏
Ｈｅａｒｔ

肝
Ｌｉｖｅｒ

脾
Ｓｐｌｅｅｎ

肺
Ｌｕｎｇ

肾
Ｋｉｄｎｅｙ

胸腺
Ｔｈｙｍｕｓ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３０３ ± ０􀆰 ０２５ ２􀆰 ９０６ ± ０􀆰 ４１１ ０􀆰 １７１ ± ０􀆰 ０３６ ０􀆰 ２３８ ± ０􀆰 ０４４ ０􀆰 ６９７ ± ０􀆰 １０４ ０􀆰 １２４ ± ０􀆰 ０２５

经典 ＣＯＰＤ 组
Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３１４ ± ０􀆰 ０２４ ２􀆰 ９３１ ± ０􀆰 ２８８ ０􀆰 １６６ ± ０􀆰 ０３０ ０􀆰 ２８６ ± ０􀆰 ０７１ ０􀆰 ６７０ ± ０􀆰 ０４９ ０􀆰 ０９５ ± ０􀆰 ０２４

痰湿型 ＣＯＰＤ 组
Ｐｈｌｅｇｍ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３３３ ± ０􀆰 ０３２ ２􀆰 ８９９ ± ０􀆰 ２９２ ０􀆰 １７４ ± ０􀆰 ０３４ ０􀆰 ３１５ ± ０􀆰 ０６８ ０􀆰 ６８５ ± ０􀆰 ０４６ ０􀆰 ０９１ ± ０􀆰 ０３２

图 ３　 各组织的 ＨＥ 染色图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｉｓｓｕｅ

２􀆰 ７　 血浆代谢物的变化

为了探究痰湿型 ＣＯＰＤ 大鼠内在的生物学物质

基础，本实验在不同离子模式下检测了正常组与痰

湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠血浆代谢物的变化，并通过 ＰＣＡ
得分图（见图 ４Ａ）可知，除正离子模式下正常组中

一个样本与模型组有交叉外，在正负离子模式下，
正常组与痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠的血浆代谢物均呈现

出明显区别，表明造模后痰湿型 ＣＯＰＤ 大鼠体内的

代谢模式发生了明显变化。 再根据 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析，
以 ＶＩＰ ＞ １、ＦＣ ＞１􀆰 ５ 和 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为判定标准，共筛

选出正负离子模式下的差异代谢产物 １１６ 个，其中

５６ 个上调，６０ 个下调。 对差异代谢物进行聚类分

析，得到聚类热图（见图 ４Ｂ）。 聚类热图结果显示，
正常组与痰湿型 ＣＯＰＤ 组能够明显区分且组内聚类

良好，进一步表明痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠的代谢模式

发生显著变化。

６５
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与正常组相比，痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠血浆中的

差异代谢物多为氨基酸类、脂质及类酯质（固醇脂

质类、孕烯醇酮脂类、脂肪酸类、甘油脂类及甘油磷

脂类）、维生素类等化合物，表 ４ 所示为以 Ｌｏｇ２ＦＣ 排

序前 ５０ 的差异代谢物。 这些差异代谢物主要参与

了氨酰⁃ｔＲＮＡ 生物合成、维生素消化与吸收、叶酸生

物合成、脂肪酸和不饱和脂肪生物合成、５⁃羟色胺能

突触通路、氨基酸代谢、矿物质吸收、类固醇生物合

成、甲状旁腺激素的合成、分泌和作用、醛固酮合成

与分泌、甾体激素生物合成、花生四烯酸代谢、内分

泌等因素调节钙再吸收、血小板激活、胆汁分泌、脂
质分解调节等代谢通路（见图 ４Ｃ）。

注：Ａ：ＰＣＡ 得分图；Ｂ：热分析图；Ｃ：ＫＥＧＧ 通路富集气泡图。

图 ４　 正负离子模式下正常组与痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠血浆差异代谢物

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＣＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔｓ． Ｂ． Ｈｅａｔｍａｐ． Ｃ． Ｄｏｔ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｈｌｅｇｍ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ
ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ

７５
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表 ４　 正常组与痰湿型 ＣＯＰＤ 组大鼠的前 ５０ 个血浆差异代谢物

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｐ ５０ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｌａｓｍａ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｈｌｅｇｍ⁃ｄａｍｐｎｅｓｓ ＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ
编号
Ｃｏｄｅ

名称
Ｎａｍｅ

变化倍数的对数值
Ｌｏｇ２ＦＣ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

变量重要性投影
ＶＩＰ

变化趋势
Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ

ｎｅｇ＿１８６３ 磷酸丝氨酸
Ｐｈｏｓｐｈｏｓｅｒｉｎｅ ３２􀆰 ５２６３１ ０􀆰 ０２６１１５ ２􀆰 ０６２５０４ ↑

ｐｏｓ＿１２９９ 青霉素 Ｇ
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ Ｇ ３２􀆰 ４７６３２ ０􀆰 ０１８５８０ １􀆰 ７９６６２５ ↑

ｐｏｓ＿２５６２ 四甲基槲皮素 ３⁃芦丁苷
Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ３⁃ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ ３２􀆰 ４０６７ ０􀆰 ００２４４３ １􀆰 ８７０４５４ ↑

ｐｏｓ＿４３３５ 二香草基四氢呋喃阿魏酸酯
Ｄｉｖａｎｉｌｌｙｌｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ ｆｅｒｕｌａｔｅ ３１􀆰 ４０９７６ ０􀆰 ００２１５６ １􀆰 ８９８９０３ ↑

ｎｅｇ＿２０３０ １３’⁃羟基⁃γ⁃生育酚
１３’⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃ｇａｍｍａ⁃ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ２６􀆰 ４６９２８ ０􀆰 ０１３６７９ ２􀆰 ０９２１２７ ↑

ｎｅｇ＿１５５３ 精氨酸⁃蛋氨酸
Ａｒｇｉｎｙｌ⁃ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ２６􀆰 ２４３３７ ０􀆰 ０１６９８７ ２􀆰 ０８４９２７ ↑

ｎｅｇ＿１７３０ １５⁃酮⁃前列腺素 Ｆ１α
１５⁃ｋｅｔｏ⁃ＰＧＦ１α ２５􀆰 ８８４０９ ０􀆰 ０２６３０７ ２􀆰 ０４５２６８ ↑

ｐｏｓ＿３３１７ 酰基鞘氨醇己三糖苷
Ｔｒｉｈｅｘｏｓｙｌｃｅｒａｍｉｄｅ （ｄ１８：１ ／ ２５：０） ２３􀆰 ８４５１３ ０􀆰 ０３２５９８ １􀆰 ５８７１２ ↑

ｐｏｓ＿１４７４ 米多君前体
Ｄｅｓｇｌｙｍｉｄｏｄｒｉｎｅ ２１􀆰 １５３６９ ０􀆰 ０４２４１４ １􀆰 ５４７８７５ ↑

ｐｏｓ＿４６８３ 环孢霉素 Ｃ１
Ｃｙｃｌｏｃａｌｏｐｉｎ Ｃ１ ２１􀆰 ０７４９４ ０􀆰 ０３４６４１ １􀆰 ７１０８４３ ↑

ｎｅｇ＿６０４ 骨化三醇
Ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ ２０􀆰 ０１８１８ ０􀆰 ０２３９２４ １􀆰 ９１４８４１ ↑

ｎｅｇ＿１０９７ 络石苷
Ｔｒａｃｈｅｌｏｓｉｄｅ １９􀆰 ２９６５７ ０􀆰 ０１０１５３ ２􀆰 ０１７６３１ ↑

ｎｅｇ＿９０３
２５⁃羟基维生素 Ｄ２

２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ２
１８􀆰 ８５６６ ０􀆰 ０４８１５９ １􀆰 ８５５０１ ↑

ｎｅｇ＿３６９６ ４’⁃甲氧嘧啶
４’⁃ｍｅｔｈｏｘｙｍｕｃｉｄｉｎ １８􀆰 ０４９６５ ０􀆰 ０２１９２３ １􀆰 ９２１５５６ ↑

ｐｏｓ＿２１７３ 四苯那嗪
Ｔｅｔｒａｂｅｎａｚｉｎｅ １２􀆰 ９１９６８ ０􀆰 ０４７３３１ １􀆰 ７１２４３１ ↑

ｐｏｓ＿３４５０ 神经节苷脂 ＧＭ３ （ｄ１８：０ ／ ２０：０）
Ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ ＧＭ３ （ｄ１８：０ ／ ２０：０） １２􀆰 １０４９３ ０􀆰 ０４４４９２ １􀆰 ５３４０８ ↑

ｎｅｇ＿１４０７ ４α⁃羟甲基⁃５α⁃胆甾⁃８，２４⁃二烯⁃３β⁃醇
４α⁃ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ⁃５α⁃ｃｈｏｌｅｓｔａ⁃８，２４⁃ｄｉｅｎ⁃３β⁃ｏｌ １１􀆰 １２０６３ ０􀆰 ０４４６２ １􀆰 ８５１８４５ ↑

ｎｅｇ＿１３３５ 罗旦梅交酯
Ｊａｎｇｏｍｏｌｉｄｅ １０􀆰 ５１８１４ ０􀆰 ０４７９１４ １􀆰 ７５８９５２ ↑

ｎｅｇ＿１２４３ 生物菌素 Ａ
Ｂｉｏｃｈａｎｉｎ Ａ ９􀆰 ８５５４２５ ０􀆰 ０４６２０５ １􀆰 ９２８４１１ ↑

ｎｅｇ＿２３５４ 脯氨酸谷氨酸
Ｐｒｏｌｙｌ⁃ｇｌｕｔａｍａｔｅ ３􀆰 ７２９８４７ ０􀆰 ０１５１７５ １􀆰 ９７８２７６ ↑

ｎｅｇ＿１４３２ 还含蓍酸
Ａｃｈｉｍｉｌｉｃ ａｃｉｄ ３􀆰 １１７４３５ ０􀆰 ００２４０７ ２􀆰 １３９６４６ ↑

ｎｅｇ＿２２８６

甘油磷酸盐（２０：３（８Ｚ，１１Ｚ，１４Ｚ） ／ ２２：６
（４Ｚ，７Ｚ，１０Ｚ，１３Ｚ，１６Ｚ，１９Ｚ））
ＰＳ（２０：３（８Ｚ，１１Ｚ，１４Ｚ） ／ ２２：６
（４Ｚ，７Ｚ，１０Ｚ，１３Ｚ，１６Ｚ，１９Ｚ））

２􀆰 ４７７４ ０􀆰 ０３１５３４ １􀆰 ８５６４９８ ↑

ｎｅｇ＿２４ Ｌ⁃色氨酸
Ｌ⁃ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ２􀆰 ０７９４４９ ０􀆰 ０２５９１２ １􀆰 ９１１４９７ ↑

８５
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续表４

编号
Ｃｏｄｅ

名称
Ｎａｍｅ

变化倍数的对数值
Ｌｏｇ２ＦＣ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

变量重要性投影
ＶＩＰ

变化趋势
Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ

ｎｅｇ＿１３４２ 樱草皂甙元 Ａ
Ｐｒｉｖｅｒｏｇｅｎｉｎ Ａ １􀆰 ９６９６９６ ０􀆰 ０４０００５ １􀆰 ８３３２９２ ↑

ｎｅｇ＿３０４ 胆固醇硫酸盐
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｓｕｌｆａｔｅ １􀆰 ８８６６４８ ０􀆰 ０１５８５９ １􀆰 ９８２１８９ ↑

ｐｏｓ＿１４４２

（３β，１７α，２３Ｒ）⁃１７，２３⁃环氧⁃３，
２９⁃羟基⁃２７⁃去甲⁃８⁃羊毛甾烯⁃１５，２４⁃二酮

（３β，１７α，２３Ｒ）⁃１７，２３⁃ｅｐｏｘｙ⁃３，２９⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃２７⁃
ｎｏｒｌａｎｏｓｔ⁃８⁃ｅｎｅ⁃１５，２４⁃ｄｉｏｎｅ

１􀆰 ６８７８４３ ０􀆰 ０３３９７９ １􀆰 ６５３０５５ ↑

ｎｅｇ＿３６７９

４Ｒ，５Ｒ，６Ｓ⁃羟基⁃２⁃羟甲基⁃２⁃环己烯⁃１⁃
酮 ６⁃（２⁃羟基⁃６⁃苯甲酸甲酯）

４Ｒ，５Ｒ，６Ｓ⁃ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃２⁃ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ⁃２⁃ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎ⁃１⁃
ｏｎｅ ６⁃（２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃６⁃ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏａｔｅ）

１􀆰 ５８６３７１ ０􀆰 ０２０４９１ １􀆰 ９３２７９２ ↑

ｎｅｇ＿２９２２ 前列腺素 Ｈ２
Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｈ２ １􀆰 ５５６６３７ ０􀆰 ００３９３１ ２􀆰 ０７１２０５ ↑

ｐｏｓ＿１２３４ 二羟基苯丙氨酸黄素
Ｄｏｐａｘａｎｔｈｉｎ １􀆰 ５０９９８６ ０􀆰 ００７１２６ １􀆰 ７７４９８６ ↑

ｎｅｇ＿１４４４ ２⁃（３⁃甲基丁基）⁃１Ｈ⁃吡咯并［２，３⁃ｂ］吡啶
２⁃（３⁃Ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｌ）⁃１Ｈ⁃ｐｙｒｒｏｌｏ［２，３⁃ｂ］ｐｙｒｉｄｉｎｅ １􀆰 ５０３０４５ ０􀆰 ０４９７７ １􀆰 ９４１７６５ ↑

ｎｅｇ＿４１８ Ｎ⁃甲基⁃３⁃吲哚甲氨
Ｎ⁃Ｎｏｒｇｒａｍｉｎｅ １􀆰 ４６５０３５ ０􀆰 ０１９９０９ １􀆰 ９４０９６４ ↑

ｎｅｇ＿３６６９ Ｎ⁃甲基血清素
Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌｓｅｒｏｔｏｎｉｎ １􀆰 ４３６７７５ ０􀆰 ００８８４８ ２􀆰 ０１６１９ ↑

ｐｏｓ＿２２５４ 去甲肾上腺素
Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ

－１􀆰 ４８８３７ ０􀆰 ０４４４３４ １􀆰 ５９７１２６ ↓

ｐｏｓ＿１０９７ 假荆芥内酯甙
Ｎｅｐｅｔａｓｉｄｅ

－１􀆰 ６３４０３ ０􀆰 ００２６６ １􀆰 ８７３９４５ ↓

ｐｏｓ＿１００２ 蛋氨酰丝氨酸
Ｍｅｔｈｉｏｎｙｌ⁃ｓｅｒｉｎｅ

－１􀆰 ６５０５３ ０􀆰 ０３２２４ １􀆰 ６３６５１ ↓

ｐｏｓ＿７５９ 肉桂酸乙酯
Ｅｔｈｙｌ ｃｉｎｎａｍａｔｅ

－１􀆰 ６９１５２ ０􀆰 ００５１３２ １􀆰 ７９９１２６ ↓

ｐｏｓ＿１７ 癸酸
Ｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄ

－１􀆰 ７３５９４ ０􀆰 ００５９５５ １􀆰 ７４５９７５ ↓

ｎｅｇ＿３５８５ ５⁃甲硫核糖⁃１⁃磷酸
５⁃ｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏｒｉｂｏｓｅ １⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

－１􀆰 ７５００６ ０􀆰 ０１３１３３ ２􀆰 ０８４１５８ ↓

ｐｏｓ＿２５７６ 羟苯乙胺
Ｏｘｙｐｈｅｎｏｎｉｕｍ

－１􀆰 ８５０４３ ０􀆰 ０４５２８９ １􀆰 ６１０５１ ↓

ｐｏｓ＿１２１４ 甲基丙二酰肉碱
Ｍｅｔｈｙｌｍａｌｏｎｙｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ

－１􀆰 ８９９９３ ０􀆰 ０１１６８９ １􀆰 ７５６１０８ ↓

ｐｏｓ＿３２３３ 灰毛糖芥甙
Ｃａｎｅｓｃｅｉｎ

－２􀆰 １７１４９ ０􀆰 ０４４６５ １􀆰 ７４５６９８ ↓

ｐｏｓ＿１８７２ 欧鼠李碱
Ｆｒａｎｇｕｌａｎｉｎｅ

－２􀆰 ２２２０１ ０􀆰 ０４５２９３ １􀆰 ７３７９７ ↓

ｐｏｓ＿４０５ 丙基 １⁃（丙基亚砜基）丙基二硫
Ｐｒｏｐｙｌ １⁃（ｐｒｏｐｙｌｓｕｌｆｉｎｙｌ）ｐｒｏｐｙｌ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ

－２􀆰 ６２９０７ ０􀆰 ０１５８３４ １􀆰 ８０２１２２ ↓

ｐｏｓ＿２０６１ 大果桉醛 Ｉ
Ｍａｃｒｏｃａｒｐａｌ Ｉ

－２􀆰 ８４４４３ ０􀆰 ０３３６２９ １􀆰 ６７８１４１ ↓

ｐｏｓ＿２６３８ 阿奇霉素
Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

－３􀆰 ２０１３２ ０􀆰 ０４４２２５ １􀆰 ５８５６７８ ↓

９５
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续表４

编号
Ｃｏｄｅ

名称
Ｎａｍｅ

变化倍数的对数值
Ｌｏｇ２ＦＣ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

变量重要性投影
ＶＩＰ

变化趋势
Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ

ｎｅｇ＿３００８

甘油酯（２２：５（４Ｚ，７Ｚ，１０Ｚ，１３Ｚ，１６Ｚ） ／ ２２：
６（４Ｚ，７Ｚ，１０Ｚ，１３Ｚ，１６Ｚ，１９Ｚ） ／ ０：０）
ＤＧ（２２：５（４Ｚ，７Ｚ，１０Ｚ，１３Ｚ，１６Ｚ） ／ ２２：
６（４Ｚ，７Ｚ，１０Ｚ，１３Ｚ，１６Ｚ，１９Ｚ） ／ ０：０）

－１１􀆰 ５９３７ ０􀆰 ０００７４４ ２􀆰 １４１２２６ ↓

ｐｏｓ＿６７７ 氧代紫番荔枝碱
Ｏｘｏｐｕｒｐｕｒｅｉｎｅ

－１２􀆰 ３５４１ ０􀆰 ０４１９２９ １􀆰 ６００１０１ ↓

ｐｏｓ＿３３５１ １⁃乙酸鳄梨碱
Ａｖｏｃａｄｙｎｅ １⁃ａｃｅｔａｔｅ

－１４􀆰 ３９７６ ０􀆰 ０３１６４ １􀆰 ７７９５５５ ↓

ｐｏｓ＿３８４４ 硫胺素
Ｔｈｉａｍｉｎｅ

－２１􀆰 ４８０８ ０􀆰 ０３４７８３ １􀆰 ５８５９４５ ↓

ｐｏｓ＿６５１ 谷氨酰胺、丙氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸
Ｇｌｎ， Ａｌａ， Ｔｒｐ， Ｐｈｅ

－２２􀆰 ７９３７ ０􀆰 ０４２６７２ １􀆰 ６２２９８５ ↓

注：↑表达水平上调；↓表达水平下调。
Ｎｏｔｅ． ↑ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． ↓ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ．

３　 讨论

依据中医理论，痰湿阻肺是 ＣＯＰＤ 众多中医证

候中较为常见的一种，与肺、脾亏虚密切相关。 外

邪侵袭，卫外不固，肺失宣发肃降，日久肺气虚损，
累及脾，致脾失健运，水谷精微不化，痰湿丛生，深
伏于肺；或脾本虚，湿困中焦，聚生成痰，乘肺而上，
诱发咳喘。 故《丹溪·心法》云：“燥脾湿，是治痰之

本法也。” ［１４］ 《石室秘录》亦有“治肺之法，正治甚

难，当转治以脾，脾气有养，则土自生金”的记载［１５］。
脾乃后天之本，统气血生化，乃生痰之源，而肺乃贮

痰之器，故治痰当先治脾。 因此，本研究在经典

ＣＯＰＤ 大鼠模型建模（烟熏联合 ＬＰＳ 气道滴注）的

基础上，结合脾虚动物模型的建模方法———“过度

疲劳（强迫游泳）”和“饮食失节（隔日禁食）”，来共

同构建痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 大鼠模型。 实验结果显

示，采用该复合因素连续造模 ６ 周，大鼠出现不同程

度的咳嗽、喘息、精神倦怠、嗜睡、反应迟缓、毛色干

枯蓬松、大便稀溏、舌质淡、苔白滑、体重减轻等现

象，这与中医脾虚所致咳喘的证候表现类似；且该

造模大鼠外周血中白细胞和淋巴细胞数量明显升

高，ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 含量显著升高，肺组

织出现明显炎症细胞浸润，肺泡腔体或塌陷不张，
或膨大呈肺气肿样变化，符合 ＣＯＰＤ 生化及病理指

标变化特征；该模型大鼠的十二指肠、回肠、结肠粘

膜损伤相对明显，局部粘膜脱落，这与脾虚所致的

脘腹胀闷、大便稀溏相关。 综上，采用烟熏联合 ＬＰＳ
气道滴注、强迫游泳和隔日禁食的方式构建痰湿阻

肺型 ＣＯＰＤ 大鼠模型是可行的，其中，粪便、舌苔、体
重和饮水情况是该模型区别于经典 ＣＯＰＤ 大鼠模型

的关键中医证候指标。
代谢组学作为系统生物学的重要组成之一，具

有动态性与整体性的特征，它能从代谢网络的内在

微观变化反映出机体外在的功能状态，与中医辨证

论治和整体观十分契合［１６］。 近年来，将代谢组学与

证候结合形成的中医证候代谢组学研究方法为中

医不同证型生物标志物的发现及“证候相关代谢谱

群”的构建提供了有效路径，为中医证候的客观化、
标准化提供了新的技术支持，为证候本质及中医辨

证论治的科学阐述提供了客观的物质基础［１７］。 本

研究中，代谢组学结果显示，痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 模型

大鼠血浆中的氨基酸类、脂质及类脂质类、维生素

类等代谢物水平发生了明显改变。 氨基酸类中，磷
酸丝氨酸、精氨酸⁃蛋氨酸、Ｌ⁃色氨酸含量明显增加，
而谷氨酰胺、丙氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸含量显著降

低，这与 Ｖｉｎｃｋｅｎ 等［１８］的研究结果相一致。 磷酸丝

氨酸是丝氨酸的前体形式，丝氨酸可促进脂肪和脂

肪酸的新陈代谢，有助于维持免疫系统，且能促进

机体对钙、铁、锌等矿物质的吸收，调节钙、磷相关

生理过程［１９］；精氨酸对维持机体的氮平衡十分重

要，且具有免疫调节功能，可影响吞噬细胞的活

力［２０］；蛋氨酸主要参与体内各种含硫化合物的代

谢、甲基化反应、氧化还原维持、多胺合成以及叶酸

代谢等，与许多细胞的功能紧密相关［２１］；Ｌ⁃色氨酸

是 ５⁃羟色胺及烟酸等的重要前体，其含量的升高或

可导致 ５⁃羟色胺含量的变化，而 ５⁃羟色胺是参与睡

眠、体温、情绪、肠蠕动、支气管和血管平滑肌收缩

等生理功能调节的重要物质［２２－２３］，这一结果与痰湿

型 ＣＯＰＤ 大鼠出现嗜睡、腹泻、体温升高及喘息等症

状有着紧密联系；谷氨酰胺可参与谷胱甘肽合成，

０６
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影响机体的抗氧化能力，调节免疫应答及炎症因子

水平，研究显示，谷氨酰胺能改善 ＣＯＰＤ 患者的呼吸

功能和预后，故其含量的降低或可造成 ＣＯＰＤ 相关

氧化损伤及炎症反应的加重［２４－２５］；丙氨酸是构成蛋

白质的基本单位，在体内通过脱氨生成酮酸，再经

葡萄糖代谢途径生成糖，进而参与糖代谢［２６］；苯丙

氨酸在体内可生成酪氨酸，并与酪氨酸一起参与肾

上腺素、多巴胺和去甲肾上腺素等神经递质和激素

的合成，参与机体糖代谢和脂肪代谢，酪氨酸具有

调节情绪，刺激神经系统等作用，这两种氨基酸含

量的降低会造成甲状腺功能低下、抑郁、慢性疲劳、
新陈代谢缓慢等问题［２７－２８］，这与痰湿型 ＣＯＰＤ 大鼠

精神萎靡、倦怠、反应迟缓、体重降低关系紧密，且
模型大鼠血浆中检测到去甲肾上腺素含量也显著

降低，几者变化趋势相一致。 总之，氨基酸是维持

生命正常代谢的物质基础，对于机体组织蛋白质的

合成、氮平衡的维持、脂肪、激素及能量的产生十分

重要，其代谢水平的异常波动可引起机体相应的病

理变化。 维生素类中，１３’⁃羟基⁃γ⁃生育酚、骨化三

醇、２５⁃羟基维生素 Ｄ２ 含量显著升高，硫胺素含量显

著降低。 １３’⁃羟基⁃γ⁃生育酚属维生素 Ｅ 类，维生素

Ｅ 在体内能促进血红素合成，参与氧化还原，调节与

脂类摄取、胞外基质蛋白、细胞黏附、炎症以及细胞

周期等相关基因的表达［２９－３０］；骨化三醇和 ２５⁃羟基

维生素 Ｄ２ 均属于维生素 Ｄ 类，是钙、磷吸收与代谢

的关键调节因素，骨化三醇又名 １α，２５⁃二羟基维生

素 Ｄ３，是维生素 Ｄ 的主要活化形式，除了参与钙、磷
代谢，还可调节胰岛素分泌、影响细胞分化等［３１－３２］；
硫胺素又名维生素 Ｂ１，主要参与体内辅酶的合成与

代谢，其体内活化形式焦磷酸硫胺素（ＴＰＰ）是 α⁃酮
酸脱氢酶系的辅助因子，参与 α⁃酮酸的氧化脱羧，
故维生素 Ｂ１ 主要参与糖代谢进而影响能量生

成［３３］；综上，维生素类成分的含量变化提示了痰湿

型 ＣＯＰＤ 大鼠体内血红素合成、钙磷代谢等过程或

发生了改变，体内糖代谢和能量供给也受到了明显

影 响。 脂 质 及 类 脂 质 中， １５⁃ｋｅｔｏ⁃ＰＧＦ１α、
Ｔｒｉｈｅｘｏｓｙｌｃｅｒａｍｉｄｅ（ｄ１８ ∶１ ／ ２５ ∶０）、神经节苷脂 ＧＭ３
（ｄ１８ ∶ ０ ／ ２０ ∶ ０）、４α⁃ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ⁃５α⁃ｃｈｏｌｅｓｔａ⁃８，２４⁃
ｄｉｅｎ⁃３β⁃ｏｌ、ＰＳ（２０ ∶３ ／ ２２ ∶６）、胆固醇硫酸盐、前列腺

素 Ｈ２ 等含量显著上升，ＤＧ（２２ ∶５ ／ ２２ ∶６ ／ ０ ∶０）、甲基

丙二酰肉碱、癸酸等含量显著降低。 其中，１５⁃ｋｅｔｏ⁃
ＰＧＦ１α 和 ＰＧＨ２ 均为前列腺素类化合物，与炎症反

应紧密相关，研究显示，ＰＧＨ２ 在酶的催化下可生成

ＰＧＥ２、ＰＧＩ２ 等化合物，进而介导炎症的发生发

展［３４］，这与痰湿型 ＣＯＰＤ 大鼠 ＢＡＬＦ 中炎症指标上

升及肺组织 ＨＥ 切片中观察到炎症细胞浸润现象相

吻合，也提示模型大鼠体内花生四烯酸代谢发生了

改变；Ｔｒｉｈｅｘｏｓｙｌｃｅｒａｍｉｄｅ（ｄ１８ ∶１ ／ ２５ ∶０）属于鞘脂类，
神经节苷脂 ＧＭ３ （ ｄ１８ ∶ ０ ／ ２０ ∶ ０） 属于糖脂， ４α⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ⁃５α⁃ｃｈｏｌｅｓｔａ⁃８， ２４⁃ｄｉｅｎ⁃３β⁃ｏｌ、 胆 固 醇

硫酸盐均属于固醇类，ＰＳ（２０ ∶３ ／ ２２ ∶６）属甘油磷脂，
ＤＧ（２２ ∶５ ／ ２２ ∶６ ／ ０ ∶０）属于甘油酯，甲基丙二酰肉碱

和癸酸均属于脂肪类，这些化合物等的含量变化表

明了模型大鼠体内的脂质代谢发生了相应改变。
综上，痰湿阻肺型大鼠体内的代谢特征主要体现在

氨基酸生物合成与代谢、维生素消化吸收与代谢、
脂质及类脂质代谢等代谢途径改变。

综合上述分析，本研究为痰湿阻肺型 ＣＯＰＤ 大

鼠模型的构建及评价提供了一种可行的方法，为痰

湿阻肺型 ＣＯＰＤ 动物模型的研究及客观认识该证型

的本质奠定了基础，有助于相应中医药方剂治疗机

制的阐释和中药新药的开发。 当然，本研究中，证
候模型动物的成模率还有待提高，建模方法需继续

精进完善，代谢特征也有待进一步挖掘和细化。 并

且，本研究只采用了一种品系的大鼠建模，对于其

他品系大鼠是否可成功复制模型还需进一步验证。
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《中国实验动物学报》再次入编《中文核心期刊要目总览》

依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国

实验动物学报》再次人编《中文核心期刊要目总览》２０２０ 年版（即第 ９ 版）生物科学类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水平和学术影响进行综合评价，受到学术界的

广泛认同。
目前，本刊为中国科学引文数据库来源期刊、中国学术期刊综合评价数据库来源期刊、中国学术期刊综

合评价数据库（ＣＡＪＣＥＤ）统计源期刊、《中国学术期刊文摘》来源期刊；被中国生物学文献数据库、《中国核心

期刊（遴选）数据库》、《中国科技论文统计源期刊》（中国科技核心期刊）、《中文核心期刊要目总览》等数据

库收录。
感谢编委、专家们的帮助与支持，感谢广大作者和读者朋友们的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守

办刊宗旨，不忘初心，严谨办刊，开拓进取，不断创新，向世界一流期刊看齐。
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［作者简介］马小娟（１９９４—），女，在读研究生，研究方向：中医药治疗皮肤病。 Ｅｍａｉｌ： ｍｘｊ１８７９５１８２３２５＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］王丽新（１９８１—），女，博士，副教授，研究方向：中医外科学。 Ｅｍａｉｌ： ｗｘｙ２００８． ｏｙｅ＠ １６３． ｃｏｍ

不同造模周期对羟基脲致肾阳虚动物模型的影响
马小娟１，２，马文礼１，２，王丽新１，２∗

（１． 宁夏医科大学 中医学院，银川　 ７５０００４；２． 宁夏少数民族医药现代化教育部重点实验室，银川　 ７５０００４）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过研究不同造模周期对羟基脲致肾阳虚动物模型相关指标的影响，得出最佳造模时长，并
对模型稳定性进行评价，为温补肾阳治疗肾阳虚证提供稳定的动物模型。 方法　 用 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ 羟基脲混悬液灌胃，
３００ ｍｇ ／ ｋｇ 体重，每日 １ 次，在灌胃的第 ７、１４、２１、２８ 天分别对动物模型一般情况、肾阳虚相关生化指标、脏腑形态

学等方面进行研究，得出最佳造模周期。 结果　 羟基脲致肾阳虚大鼠在羟基脲灌胃第 ７ 天，能量代谢：大鼠体温、
肾 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活性显著性降低、血清中 ｃＡＭＰ、ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 比值均呈显著性降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），大鼠四肢末端及

尾部温度、肾 Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶与总 ＡＴＰ 酶活力、ｃＧＭＰ 均无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；神经内分泌系统、免疫功能、
泌尿生殖系统均无显著性差异。 在羟基脲灌胃第 １４ 天，能量代谢：血清中 ｃＧＭＰ 显著性上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），总 ＡＴＰ
酶活力显著性下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），大鼠四肢末端及尾部温度变化、肾 Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶活力均无显著性差异（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）；神经内分泌系统： 血清 Ｔ、Ｔ４ 均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），尿 １７⁃ＯＨ⁃ＣＳ、血清 Ｔ３ 均无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；泌
尿生殖系统：肾、睾丸均出现结构性病理变化，肾指数显著性下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；免疫功能：胸腺出现结构性病理变

化，脾指数尚未出现显著降低（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 在羟基脲灌胃第 ２１ 天，能量代谢：大鼠四肢末端及尾部温度、肾 Ｃａ２＋ ⁃
Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶活力均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；神经内分泌系统：尿 １７⁃ＯＨ⁃ＣＳ、血清 Ｔ３ 含量均呈显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
在羟基脲灌胃第 ２８ 天，免疫功能：脾指数显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），胸腺病理变化显著且不可逆，泌尿生殖系统：肾、睾
丸的病理变化显著且不可逆。 能量代谢、神经内分泌系统、免疫功能、泌尿生殖系统各指标在第 ２８ 天仍呈现下降

趋势，与 ２１ ｄ 相比，能量代谢、神经内分泌系统、泌尿生殖系统各指标均无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结论　 羟基脲

致肾阳虚大鼠模型各个检测指标出现显著性差异的时间段不尽相同，能量代谢、神经内分泌系统、免疫功能、泌尿

生殖系统等多方面表现出显著性差异，最佳成模时间为 ２８ ｄ。
【关键词】 　 羟基脲；肾阳虚；动物模型；造模周期
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ｕｒｉｎｅ １７⁃ＯＨ⁃ＣＳ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ Ｔ３ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｏｎ ｔｈｅ ２８ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ ｇａｖａｇｅ，
ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ， ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈｙｍｕｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｄ ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｏｇｅｎｉｔａｌ ｓｙｓｔｅｍ， ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｄ
ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ． Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍ， ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｕｒｏｇｅｎｉｔａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｄｅｘｅｓ ｓｔｉｌｌ ｓｈｏｗｅｄ
ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅｎｄｓ ｏｎ ｄａｙ ２８， ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍ， ｏｒ
ｕｒｏｇｅｎｉｔａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｎ ｄａｙ ２１ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ， ｉｍｍｕｎｅ， ａｎｄ ｕｒｏｇｅｎｉｔａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ
ａｓｐｅｃｔｓ， ｏｆ ａ ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ⁃ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ． Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｗａｓ ２８ ｄａｙｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ； ｋｉｄｎｅｙ⁃ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｙｃｌｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肾阳虚证是中医多种疾病的常见证型之一，而
阳虚证动物模型是中医证型研究的必需条件，既往

对肾阳虚动物模型的研究较为充分，但是羟基脲灌

胃造模提及的较少。 羟基脲为抗肿瘤药，但可造成

一定的肾损伤和睾丸萎缩，使患者的免疫机能受到

抑制，从而出现一系列的虚损症状，是通过对核苷

酸代谢的抑制、ＤＮＡ 合成的抑制，使蛋白质代谢发

生相应的改变。 关于羟基脲造模使用的灌胃剂量、
造模时间各文献有所不同，同时对模型的客观评价

标准、模型稳定性的论述较少，缺乏统一的量化标

准，为进一步的研究带来了不确定性和一定程度的

困惑。 为了解决这一问题，建立更加稳定的肾阳虚

动物模型，本研究旨在对不同造模周期羟基脲所致

肾阳虚动物模型的一般情况、相关生化、脏腑形态

学等方面的变化，来确定最佳的造模周期；通过观

察模型成功后自然恢复期以上指标的变化，来判断

模型的稳定性。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物　
健康的雄性 ＳＤ 大鼠 ６４ 只，８ 周龄，ＳＰＦ 级动

物，因本实验对所选用动物体重需进行严格把控，

故参考文献［１－９］，本实验所确定的实验动物体重范

围为体重 １８０ ～ ２２０ ｇ，购买于宁夏医科大学实验动

物中心【ＳＣＸＫ（宁）２０２０－０００１】实验条件：温度（２２
～ ２４℃）、湿度（４５％ ～ ５０％），昼夜各半更替照明，
大鼠饮水及摄食自由，饲养于宁夏医科大学动物实

验室【ＳＹＸＫ（宁）２０２０－０００１】，。 实验研究相关的内

容与实验动物均已通过宁夏医科大学动物伦理委

员会审查（ＩＡＣＵＣ⁃ＮＹＬＡＣ⁃２０２１⁃１８７）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

羟基脲（批号：Ｈ３７０２１２８９），购自山东齐鲁光华

制药厂；ＡＴＰ 含量试剂盒（酶法） （ ＪＬ⁃Ｔ０６３３）、Ｎａ＋

Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶试剂盒货号（ ＪＬ⁃Ｔ０６５９）、Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ
酶试剂盒货号（ＪＬ⁃Ｔ０６３９）、１７⁃ＯＨ⁃ＣＳ （ＪＬ１１０４５）、大
鼠三碘甲状腺原氨酸、大鼠甲状腺素、大鼠环磷酸

腺苷、大鼠睾酮、大鼠环磷酸鸟苷（上海江莱生物科

技有限公司） （批号分别为：２０２２０７０３、２０２２０７０４、
２０２２０７１１、２０２２０７４３、２０２２０７０３１９）。

ＸＢ２２０Ａ 电子分析天平（瑞士，Ｐｒｅｃｉｓａ 公司），
ＢＰ３１０Ｐ 型称量天平（德国，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司） Ｓｙｎｅｒｇｙ
Ｈ１ 酶标仪（美国，ＢｉｏＴｅｋ 公司），ＪＹ９８⁃ＩＩＩＮ 细胞破碎

仪（中国，ＳＣＩＥＮＴＺ 公司），Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ⁃Ｌ 电子显微镜

（日本，Ｎｉｋｏｎ 公司），Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ 型低温高速离

心机（德国，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）。
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组　 　
选用 ＳＰＦ 级 ８ 周龄的雄性 ＳＤ 大鼠 ６４ 只，体重

１８０ ～ ２２０ ｇ，适应性饲养 ４ ｄ 后［１０］，无不良反应后

即进入实验。 随机分两组：空白对照组（简称空白

组）３２ 只，肾阳虚组 ３２ 只（简称模型组），两组各分

四个亚组，分别为第 ７、１４、２１、２８ 天，每组各 ８ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 建立肾阳虚模型　 　

参照文献［１１］ 用 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ 羟基脲混悬液灌胃，
３００ ｍｇ ／ ｋｇ 体重，每日 １ 次，建立肾阳虚动物模型，
空白组予以同等剂量生理盐水灌胃。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本的制备

（１）血清样本：在第 ７、１４、２１、２８ 天分别从空白

组与肾阳虚组各随机抽取 ８ 只大鼠，以 ３％戊巴比

妥钠腹腔麻醉后，心尖取血，血液 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，分离血清。
（２）尿液样本：从空白组与肾阳虚组各随机抽

取 ８ 只大鼠并标记，在第 ７、１４、２１、２８ 天于代谢笼中

禁食不禁水，收集并记录 ２４ ｈ 尿量，各取 １ ｍＬ 于无

菌管内置于－８０℃冰箱冻存。
（３）组织样本：大鼠取血后置于冰面，取胸腺、

脾、及右侧肾、睾丸及背部脱毛区域无蓝斑皮肤用

生理盐水冲洗，脾、肾在吸水纸处理后经电子天平

精密称定、记录，分别置于 ４％多聚甲醛溶液中固

定，将睾丸置于睾丸专用固定液固定。 将左侧肾、
睾丸分装入冻存管，保存于液氮中，－８０℃冰箱贮存

待检。
１􀆰 ２􀆰 ４　 观察指标及测定方法

（１）行为指标：肾阳虚模型一般情况：每天观察

大鼠体重、四肢温度、毛发色泽、精神、尿量、活动状

况分阶段对比，根据肾阳虚模型的行为指标，判断

造模成功的最佳阶段。
（２）体温变化：每 ７ ｄ 用红外成像测温仪监测大

鼠体温变化并记录。
（３ ） 血 清 检 测： 血 清 ｃＡＭＰ、 ｃＧＭＰ、 ｃＡＭＰ ／

ｃＧＭＰ；Ｔ３、Ｔ４、Ｔ 的表达。 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书

操作，用多功能酶标仪检测血清中以上指标的吸光

度，根据标准曲线方程计算血清中各指标的浓度。
（４）尿 １７⁃ＯＨＣＳ 同 １􀆰 ２􀆰 ４ 中血清检测方法。
（５）肾中 ＡＴＰ 酶含量及活性检测：称取约 ０􀆰 １ ｇ

肾组织加入研钵中，加入 １ ｍＬ 提取液，进行冰浴匀

浆，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４℃离心 １０ ｍｉｎ，取上清液。 严格

按照生化试剂盒说明书用酶标仪分别测定大鼠肾

中 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶、Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶和总 ＡＴＰ 酶活

性，用微板法测定。
（６）睾丸、胸腺、肾病理形态学观察：将固定的

组织脱水、包埋、切片（厚度为 ５ μｍ）、ＨＥ 染色后封

片，置于光学显微镜下观察。
（７）脾指数与肾指数的测定：按照公式［１２］ 计算

各组大鼠脾与肾指数。 脾指数 ＝ 脾重量（ｍｇ） ／大
鼠体重（ｇ）；肾指数＝肾重量（ｍｇ） ／大鼠体重（ｇ）。
１􀆰 ３　 统计学分析

数据采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件，计量资料以平均值±
标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分

析，两两比较若方差齐性选择 ＬＳＤ，方差不齐则使用

Ｄｕｎｎｅｔｔｓ Ｔ３ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义；
组间比较进行均数 ｔ 检验；对于偏态分布者采用中

位数（２５％，７５％）表示采用。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠一般情况

与空白组相比，模型组大鼠第 ７ 天爪温略有降

低，未见其他明显异常表现；造模第 １４ 天大鼠毛色

光泽欠佳，出现竖毛，畏寒喜暖，四肢温低，活动减

弱，精神萎顿，毛色无光泽；造模第 ２１ 天大鼠出现怕

冷、弓背蜷缩喜扎堆，活动减弱，精神萎顿，耳朵颜

色变淡；造模第 ２８ 天大鼠毛发枯槁现象严重，出现

掉毛，活动迟缓，四肢、尾巴及耳朵颜色变白，舌淡

胖，大便稀等症状，符合肾阳虚模型的表现［１３］。 空

白组未出现上述表现（图 １）。
２􀆰 ２　 大鼠红外成像测温，体温与肢体末端温度比较

２􀆰 ２􀆰 １　 体温变化比较

与空白组相比，模型各组大鼠体温显著下降（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）（表 １）。

模型组各亚组组内比较，除第 ７ 天与第 １４ 天、
第 ２１ 天与第 ２８ 天相比体温变化无显著性差异（Ｐ ＞
０􀆰 ０５） 外，其他两两相比较均有显著性差异 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１），但整体体温呈下降趋势（图 ２）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 四肢与尾巴温度比较

与空白组相比，模型组大鼠在第 ７ 天时只有右

上肢和尾巴的体温差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），第 １４
天时右上肢温度与空白组相比显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 随造模时间的延长，大鼠四肢末端温度呈

显著性下降趋势，在第 ２１、２８ 天时，模型组大鼠四肢

及尾巴温度显著下降，与空白组相比，差异具有显

著性意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ３）。
２􀆰 ３　 各组大鼠肾中 ＡＴＰ 酶活力比较

与同阶段的空白组相比，模型组大鼠肾总 ＡＴＰ
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图 １　 各组大鼠皮毛的变化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｕｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 １　 各组大鼠体温变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

第 ７ 天（℃）
７ｔｈ ｄａｙ（℃）

第 １４ 天（℃）
１４ｔｈ ｄａｙ（℃）

第 ２１ 天（℃）
２１ｓｔ ｄａｙ（℃）

第 ２８ 天（℃）
２８ｔｈ ｄａｙ（℃）

Ｆ Ｐ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ２８􀆰 ７８ ± ０􀆰 ２７ ２８􀆰 ３８ ± ０􀆰 ５１ ２９􀆰 １０ ± ０􀆰 ８０ ２８􀆰 ５５ ± ０􀆰 ５６ １􀆰 ５２６ ０􀆰 ２４６

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２７􀆰 ７９ ± ０􀆰 ４３∗∗ ２７􀆰 ５５ ± ０􀆰 ６０∗∗ ２６􀆰 ８８ ± ０􀆰 ４３∗∗ ２６􀆰 ４０ ± ０􀆰 ３４∗∗ ９􀆰 ５２５ ０􀆰 ００１

ｔ ４􀆰 ３３４ ２􀆰 ３４４ ５􀆰 ５１５ ７􀆰 ３５２ － －

注：与空白组的各亚组大鼠比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

注：各亚组大鼠组内相互比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠体温变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｅａｃｈ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

酶活力呈稳步下降趋势，在第 １４ 天开始具有显著性

差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活力呈稳步下降趋

势，在第 ７ 天开始具有显著性差异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶活力呈稳步下降趋势，在第 ２１ 天

开始有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 以上结果提示，影
响肾能量代谢的 ３ 种主要酶活力在肾阳虚模型中均

显著性下降，但出现的时间并不完全相同：Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃

ＡＴＰ 酶出现显著下降的时间最早 （ ７ ｄ），其次为

ＡＴＰ 酶（１４ ｄ），再次为 Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶（２１ ｄ），提
示肾阳虚动物模型各类 ＡＴＰ 酶的敏感性不同。

模型组各亚组组间比较，发现除第 ７ 天与第 １４
天、第 ２１ 天与第 ２８ 天总 ＡＴＰ 酶下降量无显著性差

异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）外，第 ７ 天与第 ２１、２８ 天、第 １４ 天与

第 ２１、２８ 天总 ＡＴＰ 酶均有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），

７６
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注：与空白组的各亚组大鼠比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 ３　 各组大鼠四肢及尾巴温度变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｉｍｂｓ ａｎｄ ｔａｉｌ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

提示总 ＡＴＰ 酶活力在肾阳虚造模第 １４ ～ ２１ 天下

降最快（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶在造模的各个

周期均呈显著性下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提示该酶敏感性

最强。 第 ７ 天与第 ２１、２８ 天、第 １４ 天与第 ２１、２８ 天

Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶活力下降均有显著性差异（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），提示 Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶活力在肾阳虚造模第

１４ ～ ２１ 天下降最快（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（表 ２）。
２􀆰 ４　 各组大鼠血清中 Ｔ、Ｔ３ 和 Ｔ４ 含量比较

普遍认为，肾阳虚雄性动物中睾酮（Ｔ）含量降

低，三碘甲状腺原氨酸 （ Ｔ３ ）、四碘甲状腺原氨酸

（Ｔ４）含量的降低可作为肾阳虚的客观指标，用来检

测肾阳虚大鼠下丘脑⁃垂体⁃靶腺轴的功能［１４］。 与

空白组相比，模型各组大鼠血清中 Ｔ、Ｔ４ 从第 １４ 天

开始显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，），Ｔ３ 从第 ２１ 天

开始显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），提示 Ｔ、Ｔ４ 较 Ｔ３ 更早出

现下降趋势；但在模型第 ７ 天开始，以上指标含量已

出现稳步下降趋势。 　
模型组各组组间两两比较，发现大鼠血清 Ｔ、Ｔ３

除在第 ２１ 天与第 ２８ 天相比无显著性差异外（Ｐ ＞

０􀆰 ０５），在第 ７、１４、２１、２８ 天的 ４ 个不同时间段都呈

显著下降趋势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），结合模型组在第 ７ 天时

Ｔ、Ｔ３ 含量与空白组相比无显著性差异的情况，提示

Ｔ、Ｔ３ 在第 １４、２１ 天这 ２ 个时间段内显著下降，第 ２８
天仍在稳步下降，但下降趋势减缓。 Ｔ４ 除第 １４ 天

与第 ２１ 天之间下降无显著性差异外，其余时间段呈

显著下降趋势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提示 Ｔ４ 在不同时间段内

下降程度不完全一致（表 ３）。
２􀆰 ５ 　 各组大鼠血清中 ｃＡＭＰ， ｃＧＭＰ ａｎｄ

ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 含量比较

作为评价肾阳虚模型的特异性标准［１５－１６］ 环磷

酸腺苷（ｃＡＭＰ）和环磷酸鸟苷（ ｃＧＭＰ）参与机体的

能量代谢。
与空白组相比，模型各组大鼠血清中 ｃＡＭＰ 第

７ 天开始呈显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），随时间呈稳步下

降趋势； ｃＧＭＰ 从第 ２１ 天开始呈显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 比值从第 ７ 天开始呈显著下降

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提示 ｃＡＭＰ 最早出现下降，敏感性

较强。

８６
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表 ２　 各组大鼠肾中 ＡＴＰ 酶活性的比较（􀭰ｘ ± ｓ，μｍｏｌ ／ ｇ，ｎ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，μｍｏｌ ／ ｇ，ｎ＝ ８）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

亚组
Ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ ＡＴＰ Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ

７ｔｈ ｄａｙ １５􀆰 ２２ ± ２􀆰 ９５ ３６􀆰 ９０ ± ２􀆰 ０８ ３４􀆰 ７０ ± １􀆰 ７６
１４ｔｈ ｄａｙ １５􀆰 ４９ ± １􀆰 ３６ ３７􀆰 ８２ ± １􀆰 ０１ ３４􀆰 ９７ ± ２􀆰 ４２
２１ｓｔ ｄａｙ １５􀆰 １３ ± ２􀆰 ８９ ３６􀆰 ７７ ± ４􀆰 ００ ３４􀆰 ７０ ± ３􀆰 ８８
２８ｔｈ ｄａｙ １６􀆰 ０２ ± ０􀆰 ８１ ３６􀆰 １６ ± ３􀆰 ０７ ３４􀆰 １５ ± ２􀆰 ２７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

７ｔｈ ｄａｙ １２􀆰 ９０ ± １􀆰 ０４ 　 ３２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ３７∗ ３３􀆰 ２３ ± ３􀆰 ５５
１４ｔｈ ｄａｙ １１􀆰 ８１ ± ０􀆰 ３９∗ ２７􀆰 ９６ ± １􀆰 ９４∗∗ ２７􀆰 ４８ ± ４􀆰 ９４
２１ｓｔ ｄａｙ ９􀆰 ２１ ± １􀆰 ３６∗ ２３􀆰 ４８ ± １􀆰 ９４∗∗ ２１􀆰 ２９ ± １􀆰 ５３∗∗

２８ｔｈ ｄａｙ ７􀆰 ３３ ± １􀆰 ８６∗∗ １８􀆰 ７４ ± ２􀆰 ９２∗∗ １９􀆰 ８０ ± ２􀆰 ５５∗∗

Ｆ， Ｐ 值 Ｆ， Ｐ ｖａｌｕｅ － １１􀆰 ５６８，０􀆰 ００３ ２６􀆰 ９４９，０􀆰 ０００ １５􀆰 １２３，０􀆰 ００１
Ｐ７～１４ 值 Ｐ７～１４ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ３２８ ０􀆰 ０１８ ０􀆰 ０６６
Ｐ７～２１ 值 Ｐ７～２１ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ００８ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１
Ｐ７～２８值 Ｐ７～２８ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００
Ｐ１４～２１ 值 Ｐ１４～２１ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ０３８ ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ０２１
Ｐ１４～２８ 值 Ｐ１４～２８ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ００３ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００４
Ｐ２１～２８ 值 Ｐ２１～２８ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 １１１ ０􀆰 ０２０ ０􀆰 ３２９

表 ３　 各组大鼠在不同阶段血清 Ｔ、Ｔ３ 和 Ｔ４ 含量比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ Ｔ， Ｔ３ ａｎｄ Ｔ４ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ ８）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

亚组
Ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ Ｔ（ｐｇ ／ ｍＬ） Ｔ３（ｎｇ ／ ｍＬ） Ｔ４（ｎｇ ／ ｍＬ）

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ

７ｔｈ ｄａｙ １４３５􀆰 ８２ ± １０２􀆰 ８３ ２􀆰 ２３ ± ０􀆰 ２９ ７８􀆰 ９５ ± ３􀆰 ８２
１４ｔｈ ｄａｙ １４２６􀆰 ６８ ± １５０􀆰 ９０ ２􀆰 １２ ± ０􀆰 ４６ ７７􀆰 ７４ ± ５􀆰 ７７
２１ｓｔｄａｙ １４４７􀆰 ００ ± ４４􀆰 ６９ ２􀆰 １４ ± ０􀆰 ２８ ７８􀆰 ５１ ± ４􀆰 １４
２８ｔｈｄａｙ １４５２􀆰 ７９ ± １７６􀆰 ９７ ２􀆰 １８ ± ０􀆰 ２７ ７７􀆰 ７２ ± ３􀆰 ３６

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

７ｔｈｄａｙ １３４２􀆰 ６０ ± ６４􀆰 ３３ ２􀆰 ３２ ± ０􀆰 ２５ ７５􀆰 ４３ ± ５􀆰 ２９
１４ｔｈ ｄａｙ １２１９􀆰 ５０ ± １８􀆰 ８８∗∗ １􀆰 ９１ ± ０􀆰 １７ ６３􀆰 ３２ ± ４􀆰 １３∗

２１ｓｔｄａｙ １１１８􀆰 ４０ ± ４０􀆰 ２０∗∗ １􀆰 ５５ ± ０􀆰 ２１∗∗ ６５􀆰 ４３ ± ５􀆰 １９∗∗

２８ｔｈｄａｙ １０７０􀆰 ６１ ± ５９􀆰 ２７∗∗ １􀆰 ４５ ± ０􀆰 ０７∗ ５６􀆰 ９９ ± ２􀆰 ２２∗∗

Ｆ， Ｐ 值 Ｆ， Ｐ ｖａｌｕｅ － １８􀆰 ０８９，０􀆰 ００１ １３􀆰 ３８５，０􀆰 ００２ ２２􀆰 ８１１，０􀆰 ０００
Ｐ７～１４ 值 Ｐ７～１４ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ０１５ ０􀆰 ０２９ ０􀆰 ０１０
Ｐ７～２１ 值 Ｐ７～２１ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１
Ｐ７～２８ 值 Ｐ７～２８ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００
Ｐ１４～２１ 值 Ｐ１４～２１ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ０３６ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０５９
Ｐ１４～２８ 值 Ｐ１４～２８ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ００６ ０􀆰 ０１６ ０􀆰 ００２
Ｐ２１～２８ 值 Ｐ２１～２８ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ２６７ ０􀆰 ５３８ ０􀆰 ０４６

　 　 模型各亚组组间两两比较，发现 ｃＡＭＰ 除第 ７
天与第 １４ 天、第 ２１ 天与第 ２８ 天外，其余时间段之

间均存在显著差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），结合 ｃＡＭＰ 在第 ７
天即与空白组有显著差异，提示 ｃＡＭＰ 从造模第 ７
天开始呈稳步下降趋势，差异具有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 ｃＧＭＰ 在第 １４、２１、２８ 天各个时间段均呈显

著上升趋势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），并随着造模时间延长稳步

上升。 ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 比值在各个时间段稳步下降，
除第 ２１ 天与第 ２８ 天差异无显著性外（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），
其余不同时间段间均具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
提示 ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 比值在第 ２１ ～ ２８ 天期间下降幅

度变小，这种情况是否会延续一段时间直至出现病

理性平稳状态尚需进一步研究（表 ４）。
２􀆰 ６　 脾与肾指数

作为重要的外周免疫器官，脾在调节机体免疫

功能中起着重要作用。 已有文献报道肾阳虚动物

可发生脾的萎缩，影响动物免疫功能［１７］。 肾作为肾

阳虚证主要的靶器官，其重量及脏器指数能客观反

映模型的成模情况。 与空白组相比，模型组肾指数

在不同时间段呈稳定下降趋势，第 １４、２１、２８ 天指数

显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
与空白组相比，模型组脾指数在第 ７ 天、第 １４

天呈稳步下降，在第 ２８ 天脾指数显著降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（表 ５），提示脾损伤出现的时间较晚，肾阳虚

９６
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　 　 　 表 ４　 各组大鼠血清 ｃＡＭＰ， ｃＧＭＰ ａｎｄ ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ 含量比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃＡＭＰ， ｃＧＭＰ ａｎｄ ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ ｉｎｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ ８）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

亚组
Ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ ｃＡＭＰ（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ｃＧＭＰ（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ｃＡＭＰ ／ ｃＧＭＰ（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ

７ｔｈ ｄａｙ ２􀆰 ２３ ± ０􀆰 １８ ０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０４ ２１􀆰 １７ ± ６􀆰 ３９
１４ｔｈ ｄａｙ ２􀆰 ０７ ± ０􀆰 ５６ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 ０７ １３􀆰 ４６ ± ４􀆰 ２２
２１ｓｔｄａｙ １􀆰 ９９ ± ０􀆰 ２９ ０􀆰 １３ ± ０􀆰 ０３ １５􀆰 ４７ ± ６􀆰 ３９
２８ｔｈｄａｙ １􀆰 ９９ ± ０􀆰 １２ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 ０１ １２􀆰 ９８ ± ２􀆰 ３３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

７ｔｈ ｄａｙ 　 １􀆰 ４４ ± ０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０１ 　 １３􀆰 ０４ ± ２􀆰 ２３∗∗

１４ｔｈ ｄａｙ １􀆰 １５ ± ０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 １５ ± ０􀆰 ００５ ７􀆰 ８０ ± ０􀆰 ５６∗∗

２１ｓｔｄａｙ ０􀆰 ９６ ± ０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ００３∗ ５􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０６∗∗

２８ｔｈｄａｙ ０􀆰 ８２ ± ０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０２∗ ４􀆰 １５ ± ０􀆰 ９９∗∗

Ｆ， Ｐ 值 Ｆ， Ｐ ｖａｌｕｅ － ３３􀆰 ７２５９５１，０􀆰 ０００ ３１􀆰 ５０７，０􀆰 ０００ ２９􀆰 ８９４，０􀆰 ０００
Ｐ７～１４ 值 Ｐ７～１４ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 １２４ ０􀆰 ００８ ０􀆰 ００１
Ｐ７～２１ 值 Ｐ７～２１ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ０４０ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０００
Ｐ７～２８ 值 Ｐ７～２８ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００
Ｐ１４～２１ 值 Ｐ１４～２１ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ０４１ ０􀆰 ０１４ ０􀆰 ０４０
Ｐ１４～２８ 值 Ｐ１４～２８ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ０２４ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００７
Ｐ２１～２８ 值 Ｐ２１～２８ ｖａｌｕｅ － ０􀆰 ２３２ ０􀆰 ０３６ ０􀆰 ２９３

动物模型可影响脾的形态、功能和机体的免疫功能。
２􀆰 ７　 各组大鼠 ２４ ｈ 尿量与 １７⁃ＯＨ⁃ＣＳ 含量　

１７⁃ＯＨ⁃ＣＳ 反映下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴的功能。
与空白组相比，模型组尿量与 １７⁃ＯＨ⁃ＣＳ 含量呈下

降趋势，在第 ７、１４ 天无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），第
２１、２８ 天尿量与 １７⁃ＯＨ⁃ＣＳ 含量显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），提示模型大鼠存在下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴功

能低下（见表 ６）。
２􀆰 ８　 各组大鼠肾、睾丸、胸腺的病理结构观察

２􀆰 ８􀆰 １　 各组大鼠睾丸组织 ＨＥ 染色后病理变化

空白组睾丸组织中生精小管数量丰富、分布均

匀，管壁上皮可见数量丰富的生精细胞、支持细胞，细
胞形态正常，管腔内可见精子，上皮外均匀、界膜完

整，管腔饱满；均匀排列的间质细胞，未见异常改变。

表 ５　 各组大鼠脾与肾指数（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝３２）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝３２）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

第 ７ 天
７ｔｈ ｄａｙ

第 １４ 天
１４ｔｈ ｄａｙ

第 ２１ 天
２１ｓｔ ｄａｙ

第 ２８ 天
２８ｔｈ ｄａｙ

肾指数（％）
Ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｄｅｘ

（％）

脾指数（％）
Ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ

（％）

肾指数（％）
Ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｄｅｘ

（％）

脾指数（％）
Ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ

（％）

肾指数（％）
Ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｄｅｘ

（％）

脾指数（％）
Ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ

（％）

肾指数（％）
Ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｄｅｘ

（％）

脾指数（％）
Ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ

（％）

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ８６ ± ０􀆰 ４９ ２􀆰 ７ ± ０􀆰 ０４ ４􀆰 ７２ ± ０􀆰 １３ ２􀆰 ３ ± ０􀆰 ００ ４􀆰 ６１ ± ０􀆰 １６ ２􀆰 ６０ ± ０􀆰 ０４ ４􀆰 ７５ ± ０􀆰 ０７ ２􀆰 ７０ ± ０􀆰 ０１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ４６ ± ０􀆰 ２０ ２􀆰 ５ ± ０􀆰 ０６ ４􀆰 ２７ ± ０􀆰 ２２∗ １􀆰 ８ ± ０􀆰 ０４ ３􀆰 ９８ ± ０􀆰 ０５∗∗ ２􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０３ ３􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ８０ ± ０􀆰 ００∗∗

表 ６　 各组大鼠 ２４ ｈ 尿量及 １７⁃ＯＨ⁃ＣＳ 含量比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝８）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ １７⁃ＯＨ⁃ＣＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝８）

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

第 ７ 天
７ｔｈ ｄａｙ

第 １４ 天
１４ｔｈ ｄａｙ

第 ２１ 天
２１ｓｔ ｄａｙ

第 ２８ 天
２８ｔｈ ｄａｙ

２４ｈ 尿量
（ｍＬ）

２４ｈ ｕｒｉｎａｒｙ
ｖｏｌｕｍｅ
（ｍＬ）

尿 １７⁃羟皮
质类固醇
（ｎｇ ／ ｍＬ）
１７⁃ＯＨ⁃ＣＳ
（ｎｇ ／ ｍＬ）

２４ ｈ 尿量
（ｍＬ）

２４ ｈ ｕｒｉｎａｒｙ
ｖｏｌｕｍｅ
（ｍＬ）

尿 １７⁃羟皮质
类固醇
（ｎｇ ／ ｍＬ）
１７⁃ＯＨ⁃ＣＳ
（ｎｇ ／ ｍＬ）

２４ ｈ 尿量
（ｍＬ）

２４ ｈ ｕｒｉｎａｒｙ
ｖｏｌｕｍｅ
（ｍＬ）

尿 １７⁃羟皮
质类固醇
（ｎｇ ／ ｍＬ）
１７⁃ＯＨ⁃ＣＳ
（ｎｇ ／ ｍＬ）

２４ ｈ 尿量
（ｍＬ）

２４ ｈ ｕｒｉｎａｒｙ
ｖｏｌｕｍｅ
（ｍＬ）

尿 １７⁃羟皮质
类固醇
（ｎｇ ／ ｍＬ）
１７⁃ＯＨ⁃ＣＳ
（ｎｇ ／ ｍＬ）

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ３３􀆰 ４ ± ６􀆰 ３０ １８􀆰 ６４ ± ２􀆰 ８４ ３８􀆰 ６１ ± ２􀆰 ６０ １８􀆰 ６３ ± １􀆰 ３６ ３６􀆰 ０ ± １０􀆰 ６ １８􀆰 ０７ ± ４􀆰 ２７ ４０􀆰 ０ ± ８􀆰 ８７ １８􀆰 ４７ ± ３􀆰 ３７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３０􀆰 ６ ± １５􀆰 ６１ １６􀆰 ９９ ± ３􀆰 ２６ ２８􀆰 ６ ± １３􀆰 ８３ １６􀆰 １８ ± ７􀆰 ３４ ２１􀆰 ４ ± ９􀆰 ０７∗ １２􀆰 ４４ ± １􀆰 ８０∗ ２１􀆰 ２ ± ４􀆰 ５５∗ ９􀆰 ４１ ± １􀆰 ６０∗∗

０７
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与空白组相比较，模型第 ７ 天组大鼠睾丸组织被膜

结构完整，可见生精小管，分界清晰，形状规则；未
见明显异常；模型第 １４ 天组大鼠生精小管上皮细胞

数量轻微减少，生精细胞坏死、脱落，胞核固缩深

染，管腔内可见坏死的细胞碎片（红色箭头）；其他

未见明显差异；模型第 ２１ 天组大鼠见少量生精上皮

萎缩、生精细胞坏死脱落，各级生精细胞、支持细胞

数量轻度减少，胞核固缩深染，管腔内可见坏死的

细胞碎片（红色箭头），细胞排列紊乱（黑色箭头），
偶见大小不等的空泡（黄色箭头）。 在第 ２８ 天，模
型组大鼠睾丸内大量生精上皮萎缩，较多生精细胞

坏死脱落；生精细胞、支持细胞数量重度减少，细胞

排列紊乱（黑色箭头），胞核固缩深染，管腔内可见

坏死的细胞碎片（红色箭头）及大小不等的空泡（黄
色箭头）（图 ４）。

图 ４　 各组大鼠睾丸、肾、胸腺的组织 ＨＥ 染色（×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｅｓｔｉｓ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｔｈｙｍｕｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（×１００）

２􀆰 ８􀆰 ２　 各组大鼠肾 ＨＥ 染色后观察病理变化

空白组肾组织结构形态正常，皮髓质分界清

晰；皮质中肾小球均匀分布，肾小球中细胞数量及

基质均匀，肾小管上皮细胞圆润、饱满，以及整齐排

列的刷状缘，髓质未见明显异常。
与空白组相比，模型第 ７ 天组大鼠肾组织未见

异常；肾小管、集合管轻度扩张见于第 １４ 天组大鼠，
伴体积增生，形状不规则；局部肾小管排列不规则、
上皮细胞坏死，胞核固缩深染、溶解消失（红色箭

头），未见其他明显差异。 第 ２１ 天组大鼠肾小管上

皮细胞坏死增多，溶解消失明显，血管周围少量淋

巴细胞浸润（红色箭头）。 第 ２８ 天组大鼠见肾小管

囊状扩张；腔内可见嗜酸性絮状物（黄色箭头），血
管周围可见大量淋巴细胞浸润（红色箭头）（图 ４）。
２􀆰 ８􀆰 ３　 各组大鼠胸腺组织 ＨＥ 染色后观察病理

变化

空白组胸腺组织皮髓质分界明显，皮质着色较

深，含有数量丰富的小淋巴细胞，排列紧密，形态正

常，髓质淋巴细胞大，排列相对疏松，故髓质着色较

浅，组织未见明显异常。
与空白组相比较，模型第 ７ 天组大鼠胸腺组织

１７
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皮、髓质分界不清晰，淋巴细胞数量轻度减少（黑色

箭头），髓质局部细胞排列疏松（蓝色箭头）；模型第

１４ 天组大鼠髓质内小淋巴细胞数量重度增多，分布

不均匀（黑色箭头），髓质着色加深；未见其他明显

差异。 模型第 ２１ 天组大鼠胸腺被膜可见结缔组织

轻度增生（绿色箭头），伴有中性粒细胞、巨噬细胞

点状浸润（红色箭头），皮质轻度变薄，淋巴细胞数

量中度减少（黑色箭头）；模型第 ２８ 天组大鼠胸腺

组织中度萎缩，体积变小；皮质变薄，皮、髓质分界

不清，淋巴细胞数量重度减少（黑色箭头）（图 ４）。

３　 结论

羟基脲致肾阳虚大鼠模型各检测指标出现显

著性差异的时间段不尽相同，具体如下：（１）体温出

现显著性差异的时间较早（第 ７ 天），四肢末端温度

出现显著性差异时间较晚（第 ２１ 天）；（２）肾能量相

关酶类中，各类 ＡＴＰ 酶的敏感性不同，按照时间先

后顺序依次出现显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）的酶分别

是：Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶（第 ７ 天） ＞总 ＡＴＰ 酶（第 １４ 天）
＞Ｃａ２＋ ⁃Ｍｇ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶（第 ２１ 天）；（３）肾阳虚大鼠模型

血清 Ｔ（第 １４ 天）、Ｔ４（第 １４ 天）较 Ｔ３（第 ２１ 天）更
早出现显著性下降趋势，血清 Ｔ、Ｔ４ 的敏感性强于

Ｔ３；反映机体能量代谢的客观指标中，血清中 ｃＡＭＰ
（第 ７ 天）较 ｃＧＭＰ（第 ２１ 天）更早出现显著性差异，
ｃＡＭＰ 的敏感性强于 ｃＧＭＰ；（４）肾指数（第 １４ 天）
较脾指数（第 ２８ 天）更早出现显著性差异，为中医

肾与脾的先、后天关系提供了一定的理论依据；（５）
睾丸、肾、胸腺组织在第 １４ 天开始出现结构性病理

变化，第 ２８ 天病理变化显著且不可逆，提示第 ２８ 天

模型成熟且稳定。
羟基脲致肾阳虚大鼠模型在多方面表现出显

著性差异：（１）能量代谢方面：肾相关 ＡＴＰ 酶活性显

著性下降，同时反映全身能量代谢的体温、四肢末

端温度，以及客观指标 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 均呈显著性

差异；（２）神经内分泌系统方面：１７⁃ＯＨ⁃ＣＳ（反映下

丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴功能）、Ｔ３ 和 Ｔ４（反映下丘脑⁃垂
体⁃甲状腺轴功能）、Ｔ（反映下丘脑⁃垂体⁃性腺轴功

能）为代表的神经内分泌系统出现紊乱；（３）免疫功

能方面：脾指数显著下降、胸腺病理性结构异常；
（４）泌尿生殖系统：肾、睾丸病理性结构异常。

羟基脲致肾阳虚大鼠模型能较全面地反映中

医肾阳虚证的临床表现，随着造模时间的延长，相
关检测指标呈稳步上升或下降趋势，在 ２８ ｄ 达到峰

值或趋于平稳，因此认为羟基脲致肾阳虚大鼠最佳

成模时间为 ２８ ｄ。

４　 讨论

肾阳虚证是中医临床上重要的证候之一，很多

疾病都可出现肾阳虚证，在中医基础研究中建立稳

定的、能够全面反映中医肾阳虚证临床特点的动物

模型，是十分重要的任务。 既往学者对肾阳虚的造

模方法进行了多方面的探索，有中医传统病因造

模、药物造模、手术造模等。 传统病因造模包括恐

伤肾造模、房劳造模、年老动物自然造模，药物造模

包括肌注糖皮质激素造模（通过抑制下丘脑⁃垂体⁃
肾上腺轴的功能）、灌胃腺嘌呤造模（通过抑制下丘

脑⁃垂体⁃性腺轴的功能）、灌胃抗甲状腺药物造模

（通过抑制下丘脑⁃垂体⁃甲状腺轴的功能）以及羟基

脲、卡那霉素、雷公藤多甙及利血平等的症状性造

模；手术造模包括切除卵巢或睾丸的去势造模、甲
状腺切除造模、肾上腺切除造模、肾切除加阿霉素

造模［１８］。 但是传统病因造模周期长，标准无法客观

量化，同时涉及动物伦理方面的问题，研究中不易

操作；肌注给药、手术方法造模对动物有一定的损

害，操作过程中也容易引起动物的意外死亡。 因

此，在本实验中，最终选择用羟基脲灌胃进行肾阳

虚动物造模。
羟基脲是能抑制 ＤＮＡ 的合成和核酸代谢的核

苷酸还原酶抑制剂，使机体能量代谢及脂类合成效

率下降，会造成 ＨＰＴＯＡ 轴（ＨＰＴ 轴＋ＨＰＯ 轴＋ＨＰＡ
轴）的功能异常，通过产生细胞毒性作用的自由基，
使造模大鼠出现毛发枯槁、消瘦和精神萎靡等症

状［１９－２０］，符合中医肾阳虚模型。 既往也有文献用羟

基脲灌胃建立肾阳虚动物模型，但用药剂量和建模

周期各不一样，另外模型的稳定性、对建模过程中

动物的死亡率等问题未见阐释，评价标准不统一，
对本研究造成了一定的困扰。 为了建立稳定的、能
全面反映肾阳虚证的动物模型，本研究拟对羟基脲

致肾阳虚动物模型的建模周期进行深入研究。 本

项目前期预实验结果显示，羟基脲 ２１０ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃

大鼠造模时间过长，在后期模型动物甚至有自然恢

复的迹象，因此本次研究将羟基脲的剂量确定为

３００ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃。
现代医学研究发现肾阳虚的发生主要与下丘

脑－垂体－靶腺轴功能的紊乱有关，主要包括下丘脑

－垂体 －肾上腺轴（ＨＰＡ）、下丘脑 －垂体 －性腺轴

２７
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（ＨＰＧ）和下丘脑－垂体－甲状腺轴（ＨＰＴ）三种［２１］，
而肾阳虚动物模型常用的微观指标有：１７⁃ＯＨ⁃ＣＳ
（反映下丘脑－垂体－肾上腺轴的功能）、Ｔ３ 和 Ｔ４（反
映下丘脑－垂体－甲状腺轴的功能）、Ｔ（反映下丘脑

－垂体－性腺轴的功能）、ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ（反映能量

代谢的功能）等［２２］，本研究为了全面反映羟基脲对

肾阳虚大鼠模型的影响，对以上客观指标进行分别

进行了检测，本实验结果显示，羟基脲对 ＨＰＡ、
ＨＰＴ、ＨＰＧ 这 ３ 条与内分泌系统相关的靶腺轴均有

显著的干预作用，提示羟基脲对机体内分泌系统的

影响是多方面的。 本实验在模型第 ７、１４、２１、２８ 天

４ 个不同阶段，观察动物模型各项指标和主要脏器

病理变化，发现在不同阶段肾阳虚相关指标的敏感

性不同，同时羟基脲致肾阳虚模型在免疫系统、神
经内分泌系统、泌尿生殖系统等多方面存在显著差

异，提示该模型能够比较全面地反映出中医肾阳虚

证的临床特点。 当造模周期达到 ２８ ｄ 时，以上各项

指标都出现了显著性差异，且趋于稳定，因此认为

２８ ｄ 是羟基脲致肾阳虚动物最佳成模周期。
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ＭＥＣ⁃１ 移植法构建慢性淋巴细胞白血病小鼠模型
赵子璇＃，南苗苗＃，贺喜白乙∗，梁浩∗，郭旭东∗，刘东军

（内蒙古大学省部共建草原家畜生殖调控与繁育国家重点实验室，呼和浩特　 ０１００２０）

　 　 【摘要】 　 目的　 制备并评估慢性淋巴细胞白血病小鼠模型，以期为慢性淋巴细胞白血病的治疗提供临床前

模型。 方法　 通过文献查阅及实验确定环磷酰胺（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ＣＴＸ）注射剂量以制备免疫抑制小鼠模型；通
过腹腔注射、尾静脉注射将 １ × １０７ 个 ＭＥＣ⁃１ 细胞连续 ３ ｄ 移植到小鼠体内，以制备慢性淋巴细胞白血病小鼠；应
用流式细胞术、免疫组化等方法，检测慢性淋巴细胞白血病小鼠外周血白细胞、ＣＤ１９＋ＣＤ５＋Ｂ 淋巴细胞变化情况，并
分析肝、脾、胸腺、肺、淋巴及骨髓中 ＭＥＣ⁃１ 细胞浸润情况。 结果　 确定 ＣＴＸ 注射剂量为 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ 注射 ４ ｄ 能够

显著降低小鼠免疫系统功能；移植 ＭＥＣ⁃１ 细胞后小鼠表现慢性淋巴细胞白血病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＬＬ）
特征，其白细胞及 Ｂ 淋巴细胞数量增多、骨髓细胞发生增殖。 结论　 ＣＴＸ 注射剂量为 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ 连续注射 ４ ｄ，可
以使小鼠免疫功能显著下降；成功制备 ＣＬＬ 小鼠模型。

【关键词】 　 慢性淋巴细胞白血病；小鼠模型；ＭＥＣ⁃１；环磷酰胺
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（Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ， Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｈｏｈｈｏｔ ０１００２０， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＧＵＯ Ｘｕｄｏｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｕｄｇｕｏ＠ １６３． ｃｏｍ； ＨＥＸＩＧ Ｂａｙａｒ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｂｈｅｘｉｇ＠ ｉｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ；
ＬＩＡＮＧ Ｈａｏ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： Ｉｉａｎｇｋａｉｈａｏ＠ ａｌｉｙｕｎ． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ
ａ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ （ＣＴＸ） ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｄｏｓｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ａ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａｎ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ；１ × １０７ ＭＥＣ⁃
１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｉｎｔｏ ｍｉｃｅ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ
ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ＣＤ１９＋ＣＤ５＋Ｂ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ ａｎｄ ｔｏ
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ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ， ｓｐｌｅｅｎ， ｔｈｙｍｕｓ， ｌｕｎｇｓ， ｌｙｍｐｈ， ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｉｔ ｗａｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈａｔ ａ ＣＴＸ ｄｏｓｅ ｏｆ １５０ ｍｇ ／ ｋｇ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｆｏｕｒ ｄａｙｓ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｃｅ． Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ， ｍｉｃｅ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ （ ＣＬＬ） ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ． Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｂ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａ ＣＴＸ ｄｏｓｅ ｏｆ
１５０ ｍｇ ／ ｋｇ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｆｏｕｒ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｌｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣＬＬ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ； ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ； ＭＥＣ⁃１； ＣＴＸ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 白血病（Ｌｅｕｋｅｍｉａ）是一种由于骨髓中的血细

胞不断增殖，导致骨髓细胞癌变的血液恶性肿瘤疾

病［１］。 慢性淋巴细胞白血病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ
ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＬＬ）是一种以 ＣＤ５＋Ｂ 淋巴细胞在各免疫

器官中进行恶性克隆增殖的血液系统疾病［２］。 多

数患者完全没有症状，出现不适症状的患者通常表

现为体重减轻、疲劳、盗汗、频繁感染、发烧、出血及

淋巴结、肝和脾肿大，少数患者还可能会有血小板

减少、出血等症状［３］。 虽然目前治疗 ＣＬＬ 的药物非

常丰富，但仍无法根治 ＣＬＬ，因此还需探索新的治疗

方法。
目前针对慢性淋巴细胞白血病的致病机制，大

部分采用临床研究，周期较长。 ＣＬＬ 的动物模型非

常难建立。 目前，最流行的 ＣＬＬ 模型是将人 Ｔｃｌ⁃１
基因插入免疫球蛋白重链可变区启动子和免疫球

蛋白重链增强子控制下获得的转基因小鼠，在较长

时间 （ １３ ～ １８ 个月） 后造模成功［４］。 文献报道，
ＭＥＣ⁃１ 细胞和 ＭＥＣ⁃２ 细胞是处于两个不同阶段的

ＣＬＬ 细胞系［５］，是进行细胞移植的常用细胞系。 有

研究表明，给裸鼠移植 ＭＥＣ⁃２ 细胞能使小鼠患慢性

Ｂ 淋巴细胞白血病（Ｂ⁃ＣＬＬ） ［６］，但目前尚未有文献

提及给小鼠移植 ＭＥＣ⁃１ 是否也能使小鼠患 ＣＬＬ。
本研究通过对免疫抑制小鼠模型腹腔注射和

尾静脉注射 ＭＥＣ⁃１ 细胞以构建慢性淋巴细胞白血

病小鼠模型，并对模型进行效果评价，以期为后续

研究提供简便、生产周期短的动物模型，对临床实

践及转化具有重大意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３０ 只清洁级 ＩＣＲ 小鼠（雌雄各半），６ ～ ８ 周

龄，体重约为 ２３０ ｇ，购自江苏集萃药康生物科技有

限公司【ＳＣＸＫ（苏）２０１８－０００８】，饲养于内蒙古大学

省部共建国家重点实验室清洁级实验动物房

【ＳＹＸＫ（蒙）２０２０－０００６】。 昼夜各半循环照明，湿度

恒定，温度控制在 ２２ ～ ２５℃。 所有操作均符合内

蒙古大学实验伦理学要求 （伦审 ２０２１ 年第 ０３９
号）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

本实验移植所使用的细胞 ＭＥＣ⁃１ 购自南京科

柏生物技术有限公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

环磷酰胺（ ＳＩＧＭＡ，德国）、ＥＤＴＡ⁃Ｋ２（麦克林，
加拿大）、ＩＭＤＭ 培养液（ＧＩＢＣＯ，美国）、红细胞裂解

液、白细胞稀释液、ＨＥ 染色试剂盒、吉姆萨染色液

（ 均 来 自 ＳＯＬＡＲＢＩＯ， 中 国 ）、 Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＰＲＯＴＥＩＮＴＥＣＨ，美国）；流式细

胞仪 （ ＢＥＣＫＭＡＮ ＣＯＵＬＴＥＲ，美国）、石蜡切片机

（ＬＥＩＣＡ，德国）、酶标仪（ ＴＨＥＲＭＯ，美国）、化学发

光成像分析系统（ＴＡＮＯＮ，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

本实验采用 ６ ～ ８ 周龄 ＩＣＲ 小鼠共 ３０ 只，实验

前分别将小鼠分为两大组，即实验组和对照组，每
大组各 １５ 只。 再将两大组小鼠分别在组内随机分

为 ５ 个小组，每小组 ３ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 免疫抑制小鼠模型的制备

用 ｄｄＨ２Ｏ 配制 ５ 种不同浓度的 ＣＴＸ，然后通过

腹腔注射将 ＣＴＸ 分别以 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 注射 １０ ｄ，１００
ｍｇ ／ ｋｇ 注射 ３ ｄ 及 ５ ｄ，１５０ ｍｇ ／ ｋｇ 注射 ４ ｄ，及 ２００
ｍｇ ／ ｋｇ 注射 ２４ ｈ 的方式应用于实验组小鼠，对照组

注射相应剂量及天数的 ＰＢＳ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＣＬＬ 小鼠模型的制备

利用免疫抑制效果最好的 ＣＴＸ 注射剂量来制

备免疫抑制小鼠共 ２４ 只，其中 ６ 只作为 ＷＴ 对照，６
只作为 ＰＢＳ 对照，其余 ６ 只进行腹腔细胞移植，６ 只

进行尾静脉细胞移植。 在小鼠免疫功能低下的时

间内，通过前期条件摸索和优化，将 １ × １０７ 个

ＭＥＣ⁃１ 细胞分别通过腹腔及尾静脉连续 ３ ｄ 移植到

６７
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小鼠体内，对照组同时注射相应剂量的 ＰＢＳ。
１􀆰 ２􀆰 ４　 小鼠血液中白细胞数量检测

注：Ａ：小鼠平均体重；Ｂ：细胞计数统计小鼠外周血白细胞数量；Ｃ：Ｔ 淋巴细胞百分比；Ｄ：Ｂ 淋巴细胞百分比；与对照组、ＣＴＸ 注射前实

验组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 １　 免疫抑制小鼠基础检测

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｖｅｒａｇｅ ｍｏｕｓｅ ｗｅｉｇｈｔ． Ｂ． Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｃ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ． Ｄ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｂ

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ＣＴＸ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （ Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｔｅｓｔｉｎｇ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ

小鼠尾静脉取外周血 ２０ μＬ 镜检计数，每毫升

细胞数＝（Ｘ１＋Ｘ２＋Ｘ３＋Ｘ４＋Ｘ５） × ５ × １０４；采用吉姆

萨染色法制作血涂片；小鼠取血检测外周血中

ＣＤ１９＋ＣＤ５＋Ｂ 淋巴细胞数量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 小鼠各组织病变检测

取小鼠各器官制备组织石蜡切片，股骨制备骨

髓石蜡切片，ＨＥ 染色后观察骨髓细胞数量变化。
１􀆰 ２􀆰 ６　 小鼠骨髓细胞相关凋亡因子的鉴定

收集骨髓细胞，利用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
检测 Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ 的表达。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均至少进行 ３ 个生物学重复，实验数

据通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 整理分析，计量数据用平均值 ±

标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，两组间比较采用 ｔ 检验，以 Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。 统计数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 进行绘图。

２　 结果

２􀆰 １　 成功制备免疫抑制小鼠模型

从细胞计数、血涂片、淋巴细胞分群分析，免疫

器官 ＨＥ 染色等，如图 １ 所示，得到 ＣＴＸ 注射剂量为

１５０ ｍｇ ／ ｋｇ 注射 ４ ｄ 的注射方式对小鼠免疫系统的

影响最显著，因此以 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ 注射 ４ ｄ 的注射方式

来制备免疫抑制小鼠模型，为后续 ＣＬＬ 小鼠模型的

制备提供了条件。
２􀆰 ２　 ＭＥＣ⁃１细胞移植影响小鼠生长

ＷＴ 小鼠与 ＰＢＳ 注射组小鼠的体重变化不明

显，保持相对稳定，经腹腔及尾静脉移植 ＭＥＣ⁃１ 细

７７
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胞的小鼠，随着实验时间增加，小鼠体重总体呈下

降趋势，并且经腹腔注射进行细胞移植的方法小鼠

体重下降更明显（图 ２，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 实验结果说

明，给小鼠移植 ＭＥＣ⁃１ 细胞，能够影响小鼠的生长。

图 ２　 ＭＥＣ⁃１ 细胞移植对小鼠体重的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ

注：Ａ、Ｂ：外周血涂片；Ｃ：外周血白细胞计数；Ｄ：外周血 Ｂ 淋巴细胞百分比；Ｅ：外周血白细胞百分比。

图 ３　 ＭＥＣ⁃１ 细胞移植对白细胞数量的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ，Ｂ． Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｓｍｅａｒｓ． Ｃ． Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｌｅｕｃｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔ． Ｄ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｂ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ． Ｅ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔ

２􀆰 ３　 小鼠外周血白细胞数量检测

取小鼠外周血对其白细胞及 Ｂ 淋巴细胞数量

进行监测，图 ３ 结果表明，移植 ＭＥＣ⁃１ 细胞，可以使

小鼠白细胞及 Ｂ 淋巴细胞数量增多，并且尾静脉注

射法进行细胞移植得到的效果更好。 经流式细胞

术分析，检测到实验组小鼠外周血中存在 ＣＤ１９＋

ＣＤ５＋的 Ｂ 淋巴细胞（图 ４），结果说明，实验组小鼠

外周血白细胞数量增多可能是外周血中出现了

ＣＤ１９＋ＣＤ５＋的 Ｂ 淋巴细胞所致。
２􀆰 ４　 小鼠各组织 ＭＥＣ⁃１细胞浸润情况鉴定

以 ＣＤ１９ 为标记蛋白对 ＭＥＣ⁃１ 细胞进行追踪，
实验发现，腹腔注射法进行细胞移植的小鼠中，在 ３
只小鼠的外周血中检测到 ＣＤ１９＋的 ＭＥＣ⁃１ 细胞；尾
静脉注射法进行细胞移植的小鼠中，在 ４ 只小鼠的

外周血中检测到 ＣＤ１９＋ 的 ＭＥＣ⁃１ 细胞，同时发现，
两种移植方法均能使 ＭＥＣ⁃１ 细胞浸润小鼠的肝、
脾、肺、胸腺、淋巴和骨髓（图 ５）。
２􀆰 ５　 小鼠骨髓细胞相关凋亡因子的鉴定

如图 ６Ａ 所示，实验组小鼠的肝和脾均大于对

照组小鼠；两个实验组小鼠的骨髓细胞多于对照组

小鼠（图 ６Ｂ， ６Ｃ）。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果表明，实验

组小鼠骨髓细胞 Ｂｃｌ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显著升高

（图 ６Ｄ）， 尾静脉注射法实验组小鼠骨髓细胞

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显著下降 （图

６Ｅ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 所显示的各基因表达趋势与 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 结果显示的表达趋势一致。

８７
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图 ４　 外周血 ＣＤ１９＋ＣＤ５＋Ｂ 淋巴细胞百分比

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＣＤ１９＋ＣＤ５＋Ｂ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ

注：Ａ：小鼠肝中 ＭＥＣ⁃１ 细胞鉴定；Ｂ：小鼠脾中 ＭＥＣ⁃１ 细胞鉴定；Ｃ：小鼠胸腺中 ＭＥＣ⁃１ 细胞鉴定；Ｄ：小鼠淋巴中 ＭＥＣ⁃１ 细胞鉴定；Ｅ：小鼠

肺中 ＭＥＣ⁃１ 细胞鉴定；Ｆ：小鼠骨髓中 ＭＥＣ⁃１ 细胞鉴定。

图 ５　 ＭＥＣ⁃１ 细胞浸润小鼠各组织情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ． Ｂ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓｐｌｅｅｎ． Ｃ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｔｈｙｍｕｓ． Ｄ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｙｍｐｈ． Ｅ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ． Ｆ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
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注：Ａ：小鼠肝、脾形态；Ｂ、Ｃ：骨髓 ＨＥ 染色；Ｄ：骨髓细胞增殖相关基因表达情况；Ｅ：骨髓细胞增殖相关基因蛋白表达量。

图 ６　 ＭＥＣ⁃１ 细胞移植到小鼠体内对小鼠肝、脾及骨髓细胞的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ，Ｃ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｄ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｅ．
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＥＣ⁃１ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｌｉｖｅｒ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

３　 讨论

ＣＬＬ 小鼠模型的制备，为进一步探究 ＣＬＬ 的发

病机制及治疗方法提供实验材料。 研究表明，ＣＬＬ
的一个主要特征为，ＣＤ５＋Ｂ 淋巴细胞在外周血、骨
髓，及各免疫器官中进行恶性克隆增殖［２］，因此 ＣＬＬ
细胞表达成熟 Ｂ 细胞标志抗原 ＣＤ１９ 及高水平的

ＣＤ５［７－８］。 ＣＬＬ 患者通常有体重减轻，肝、脾肿大等

特点［３］。 利用细胞移植法制备小鼠模型，免疫排斥

是需要解决的首要问题。 免疫抑制剂能够降低免

疫排斥反应。 在制备疾病模型之前，先经小鼠腹

腔，通过注射免疫抑制剂来降低其免疫功能，再以

此为基础来制备预期疾病模型。 用此方法得到的

动物模型，其生存期能够明显延长，有利于慢性疾

病研究。
本研究发现，随着实验进行，实验组小鼠体重

逐渐减轻。 当小鼠死亡后取其主要免疫器官，能够

看到小鼠胸腺和脾的体积减小。 经 ＨＥ 染色后，能

够观察到各免疫器官中免疫细胞数量均减少。 胸

腺和脾体积减小及其中免疫细胞减少的原因可能

是因为二者都属于淋巴器官，ＣＴＸ 能够在抑制二者

发育的同时溶解其中的淋巴细胞。 以上实验结果

与以往文献报道的内容均一致［９－１０］。 白细胞计数和

流式细胞术结果显示，实验组小鼠外周血白细胞数

量及淋巴细胞数量均多于对照组，并且实验组小鼠

外周血中存在 ＣＤ１９＋ＣＤ５＋Ｂ 淋巴细胞；对照组小鼠

的肝和脾均小于实验组小鼠。 实验结果说明，本研

究制备的模型小鼠均能够表现出 ＣＬＬ 基本特征。
为确定移植的 ＭＥＣ⁃１ 细胞能否浸润到小鼠的

各组织中，通过免疫荧光染色及流式细胞术以 ＣＤ１９
为标记蛋白对 ＭＥＣ⁃１ 细胞进行追踪。 实验发现，腹
腔注射法进行细胞移植的小鼠中，在 ３ 只小鼠的外

周血中检测到 ＣＤ１９＋的 ＭＥＣ⁃１ 细胞；尾静脉注射法

进行细胞移植的小鼠中，在 ４ 只小鼠的外周血中检

测到 ＣＤ１９＋ 的 ＭＥＣ⁃１ 细胞，同时发现，两种移植方

法均能使 ＭＥＣ⁃１ 细胞浸润小鼠的肝、脾、肺、胸腺、

０８
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淋巴和骨髓。 对照组小鼠的外周血及各器官均没

有发现 ＣＤ１９＋ＭＥＣ⁃１ 细胞。 实验结果说明，两种细

胞移植方法均能使 ＭＥＣ⁃１ 细胞浸润小鼠各组织。
研究表明，Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ⁃２ 是一对拮抗基因，Ｂｃｌ⁃２

表达量增加，相应的 Ｂａｘ 表达量则减少，因此细胞色

素 Ｃ 释放受阻，Ｃａｓｐａｓｅ９ 无法被完全激活，Ｃａｓｐａｓｅ３
表达量也会相应减少［９］，进而影响细胞凋亡途径。
本研究分别检测了 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３ 在 ｍＲＮＡ 及蛋

白水平上的表达，结果显示，移植 ＭＥＣ⁃１ 细胞的小

鼠其骨髓细胞 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３ 在 ｍＲＮＡ 及蛋白水

平上的表达量均低于对照组；通过腹腔进行细胞移

植的小鼠，其骨髓细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ 的 ｍＲＮＡ 表达

水平与对照组相比差异性并不显著。 本研究验证

了实验组小鼠骨髓细胞 Ｂｃｌ⁃２ 表达较高，而 Ｂａｘ 及

Ｃａｓｐａｓｅ３ 表达相对较低，此结果与 Ｐａｃｋｈａｍ 等［１１］ 在

２００５ 年的研究结果一致。
综上所述，ＣＴＸ 注射剂量为 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ 注射 ４ ｄ

是制备免疫抑制小鼠模型的最佳剂量。 给小鼠移

植外源 ＭＥＣ⁃１ 细胞，能够影响小鼠生长，使小鼠外

周血白细胞、Ｂ 淋巴细胞数量增多，并且外周血中出

现 ＣＤ１９＋ＣＤ５＋的 Ｂ 淋巴细胞，引起小鼠骨髓细胞增

殖。 我们认为，通过 ＭＥＣ⁃１ 细胞移植能够成功制备

慢性淋巴细胞白血病小鼠，可以为慢性淋巴细胞白

血病治疗提供临床前模型。
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－２８６１．

［ ９ ］ 　 Ｈｕｙａｎ ＸＨ， Ｌｉｎ ＹＰ， Ｇａｏ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ ｏｎ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ Ｂａｌｂ ／ ｃ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ
Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１１， １１（９）： １２９３－１２９７．

［１０］ 　 宋雁， 贾旭东， 崔文明， 等． 不同途径和剂量环磷酰胺建立

小鼠免疫抑制模型的对比研究 ［ Ｊ］ ． 中国食品卫生杂志，
２０１３， ２５（３）： ２１８－２２５．
Ｓｏｎｇ Ｙ， Ｊｉａ ＸＤ， Ｃｕｉ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ
ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｙｓ ａｎｄ ｄｏｓｅｓ ｏｆ
ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｆｏｏｄ Ｈｙｇ， ２０１３， ２５（３）：
２１８－２２５．

［１１］ 　 Ｐａｃｋｈａｍ Ｇ， Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ ＦＫ． Ｂｏｄｙｇｕａｒｄｓ ａｎｄ ａｓｓａｓｓｉｎｓ： Ｂｃｌ⁃２
ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ
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Ｊａｎｕａｒｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １

郭小丽，杨昌明，王婵，等． 基于 Ｓｉｒｔ１ ／ ＦｏｘＯ１ 通路探讨瑞马唑仑减轻脓毒症小鼠脑损伤的机制研究 ［Ｊ］． 中国实验动物学报，
２０２３， ３１（１）： ８２－９０．
Ｇｕｏ ＸＬ， Ｙａｎｇ ＣＭ， Ｗａｎｇ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｒｅｍａｚｏｌａｍ ｉｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｓｅｐｓｉｓ ｍｉｃｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｓｉｒｔ１ ／ ＦｏｘＯ１ ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）： ８２－９０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ０１０

［基金项目］中国健康促进基金会鄂皖科研基金（２０２００８⁃２０２２０８）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｈｕｂｅｉ Ａｎｈｕｉ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ｈｅａｌｔｈ Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ （２０２００８⁃２０２２０８） ．
［作者简介］郭小丽（１９８８—），女，本科，主治医师，研究方向：老年患者麻醉。 Ｅｍａｉｌ：ｇｘｌ８８ｗｏｒｋ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］刘荣莉（１９８１—），女，本科，副主任医师，研究方向：术后应激反应。 Ｅｍａｉｌ：ｒ１５０７２８９４５９５＠ １６３． ｃｏｍ

基于 Ｓｉｒｔ１ ／ ＦｏｘＯ１ 通路探讨瑞马唑仑减轻脓毒症
小鼠脑损伤的机制研究

郭小丽１，杨昌明１，王婵１，王先圆２，刘荣莉１∗

（１． 荆门市第一人民医院 麻醉科，湖北 荆门　 ４４８００１； ２． 荆门市第一人民医院 重症医学科，湖北 荆门　 ４４８００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究瑞马唑仑对脓毒症引起的脑损伤的影响及机制。 方法　 雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，采用随机

数字表法分为假手术组、模型组、瑞马唑仑组（８ ｍｇ ／ ｋｇ）、瑞马唑仑＋Ｓｉｒｔ１ 抑制剂（ＥＸ５２７）组（８ ｍｇ ／ ｋｇ 瑞马唑仑＋５
ｍｇ ／ ｋｇ ＥＸ５２７）、ＥＸ５２７ 组，每组 ３８ 只。 采用盲肠结扎穿孔法（ＣＬＰ）制备脓毒症相关性脑病（ＳＡＥ）小鼠模型。 给予

相应的干预后，观察并记录术后 ７ ｄ 内小鼠存活率，采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫检测小鼠逃避潜伏期和穿越平台次数；手术

后 ２４ ｈ，通过伊文斯蓝（ＥＢ）渗漏量评估血脑屏障（ＢＢＢ）通透性，酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法检测脑组织白细胞

介素（ＩＬ）⁃６、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）⁃α、ＩＬ⁃１β 水平，化学比色法检测脑组织丙二醛（ＭＤＡ）水平和超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性，ＨＥ 染色观察海马组织病理学变化，ＴＵＮＥＬ 法检测神经元凋亡，蛋白免疫印迹

（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）检测海马组织沉默信息调节因子 １（Ｓｉｒｔ１） ／叉头框蛋白 Ｏ１（ＦｏｘＯ１）通路相关蛋白表达。 结果　 与假

手术组相比，模型组小鼠的存活率、穿越平台次数、ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性、Ｓｉｒｔ１ 和胞质 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显著下降，逃
避潜伏期、脑组织 ＥＢ 含量、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＭＤＡ 水平、海马神经元凋亡指数、乙酰化 ＦｏｘＯ１（Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１） ／
ＦｏｘＯ１ 比值和乙酰化核因子⁃κＢ ｐ６５（Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５）、胞核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显著升高（均 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组

相比，瑞马唑仑组小鼠的存活率、穿越平台次数、ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性、Ｓｉｒｔ１ 和胞质 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显著升高，逃避

潜伏期、脑组织 ＥＢ 含量、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＭＤＡ 水平、海马神经元凋亡指数、Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ／ ＦｏｘＯ１ 比值和 Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５、胞核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显著降低（均 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＥＸ５２７ 可抑制 Ｓｉｒｔ１ 表达，显著减弱瑞马唑仑对 ＳＡＥ 小鼠的

上述保护作用（均 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 瑞马唑仑可提高脓毒症小鼠存活率，通过维持 ＢＢＢ 完整性、抑制神经炎症和

氧化应激，减少神经元凋亡，减轻脓毒症引起的脑损伤；其作用机制可能与激活 Ｓｉｒｔ１ ／ ＦｏｘＯ１ 通路，抑制 ＮＦ⁃κＢ 活化

有关。
【关键词】 　 瑞马唑仑；脓毒症相关性脑病；神经炎症；氧化应激；沉默信息调节因子 １；叉头框蛋白 Ｏ１
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（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ， Ｊｉｎｇｍｅｎ Ｆｉｒｓｔ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｊｉｎｍｅｎ ４４８００１， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｒｉｔｉｃａｌ
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩＵ Ｒｏｎｇｌｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｒ１５０７２８９４５９５＠ １６３． ｃｏｍ
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Ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ｍｏｄｅｌ， ｒｅｍａｚｏｌａｍ （８ ｍｇ ／ ｋｇ）， ｒｅｍａｚｏｌａｍ ＋ Ｓｉｒｔ１
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ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ＥＸ５２７） （８ ｍｇ ／ ｋｇ ｒｅｍａｚｏｌａｍ ＋ ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＥＸ５２７）， ａｎｄ ＥＸ５２７ ｇｒｏｕｐｓ ｂｙ ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍ ｎｕｍｂｅｒ ｔａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ，
ｗｉｔｈ ３８ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ａ ｓｅｐｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ （ＳＡＥ） ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｃｅｃａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ
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ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ． Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｏｕｒ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ， ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ （ＢＢＢ） ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ
（ＥＢ） ｌｅａｋａｇｅ； ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ＩＬ）⁃６， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ （ＴＮＦ）⁃α， ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ； ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ） ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
（ＳＯＤ） ａｎｄ ｃａｔａｌａｓｅ （ ＣＡＴ） ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＴＵＮＥＬ ｍｅｔｈｏｄ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １ （ Ｓｉｒｔ１） ／ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１ （ＦｏｘＯ１） ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ｐｌａｔｆｏｒｍ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｉｍｅ， ＳＯＤ ａｎｄ ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ， ａｎｄ Ｓｉｒｔ１ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ＥＢ ｃｏｎｔｅｎｔ； ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ； ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ； ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ＦｏｘＯ１ （Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１） ／ ＦｏｘＯ１ ｒａｔｉｏ； ａｎｄ ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｐ６５ （Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５） ａｎｄ
ｎｕｃｌｅａｒ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ （ａｌｌ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｍａｚｏｌａｍ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ｐｌａｔｆｏｒｍ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｉｍｅ， ＳＯＤ ａｎｄ ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ， ａｎｄ Ｓｉｒｔ１ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ； ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ＥＢ ｃｏｎｔｅｎｔ； ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＭＤＡ
ｌｅｖｅｌｓ； ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ； Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ／ ＦｏｘＯ１ ｒａｔｉｏ； ａｎｄ Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓ （ａｌｌ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＥＸ５２７ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｉｒｔ１ ａｎｄ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｒｅｍａｚｏｌａｍ ｉｎ ＳＡＥ ｍｉｃｅ （ａｌｌ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｓｅｐｓｉｓ ａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｓｅｐｓｉｓ ｂｙ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ＢＢＢ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ． Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｉｒｔ１ ／ ＦｏｘＯ１ ｐａｔｈｗａｙ
ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｒｅｍａｚｏｌａｍ； ｓｅｐｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ； ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； ｓｉｒｔｕｉｎ １；
ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 脓毒症是一种全身性炎症性疾病，与多种器官

功能障碍的发展有关，包括脑功能障碍［１］。 脓毒症

可增强血脑屏障（ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ， ＢＢＢ）通透性，
促进神经毒性物质进入和神经炎症［２］。 研究表明，
脓毒症后的炎症和氧化应激是脓毒症相关性脑病

（ｓｅｐｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ， ＳＡＥ） 的主要原

因［３］。 最近，沉默信息调节因子 １（ｓｉｒｔｕｉｎ １， Ｓｉｒｔ１）
在脓毒症中的作用受到越来越多的关注。 Ｓｉｒｔ１ 激

活可以通过使组蛋白和非组蛋白如叉头框蛋白 Ｏ１
（ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１， ＦｏｘＯ１ ）、 核 因 子⁃κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ κＢ， ＮＦ⁃κＢ）去乙酰化来抑制炎症、减少氧化

应激，减轻 ＳＡＥ［４－５］。
全身麻醉药，如丙泊酚［６］、七氟醚［７］ 和右美托

咪定［８］，已被报道对 ＳＡＥ 有保护作用。 瑞马唑仑是

一种新型苯二氮卓类镇静药物，具有诱导和维持全

身麻醉作用，常用于重症监护室（ ＩＣＵ）的重症患者

（尤其是脓毒症患者） ［９］。 据报道，瑞马唑仑具有显

著的神经保护作用，能有效改善大鼠脑缺血再灌注

损伤后的神经功能障碍［１０］，还可减轻小鼠丘脑出血

性脑损伤［１１］。 重要的是，瑞马唑仑可通过抑制炎症

反应提高脓毒症小鼠的存活率［９］，并减轻脓毒症相

关的急性肝损伤［１２］。 此外，Ｓｉｒｔ１ 通路是全身麻醉药

丙泊酚［１３］、七氟醚［７］ 和右美托咪定［１４］ 发挥有益作

用的关键。 然而，瑞马唑仑是否减轻脓毒症相关脑

损伤仍不清楚。 因此，本研究旨在探讨瑞马唑仑对

脓毒症引起的脑损伤的影响，并分析其潜在机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１９０ 只，雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠购于湖南斯

莱克景达实验动物有限公司 【 ＳＣＸＫ （湘） ２０１９ －
０００４】，体重（２５ ～ ３０） ｇ，９ ～ １０ 周龄，饲养在温度

（２２ ± ２）℃、湿度（６０ ± ５）％和光照 ／黑暗循环为

１２ ｈ 的受控条件下，饲养于湖南斯莱克景达实验动

物有限公司【ＳＹＸＫ（湘）２０１９－００１７】。 本研究经荆

门市第一人民医院动物伦理委员会审核同意（２０２１⁃
０１６８），并符合伦理规范要求。

３８
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１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

瑞马唑仑（江苏恒瑞医药股份有限公司，批号

２００８１４ＡＫ）， ＥＸ５２７ （ Ｓｉｒｔ１ 抑制剂，美国 ＡｐｅｘＢｉｏ，
Ａ４１８１）；超氧化物歧化酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ） （ Ａ００１⁃３⁃２）、 过氧化氢酶 （ ｃａｔａｌａｓｅ， ＣＡＴ）
（ Ａ００７⁃１⁃１ ）、 丙 二 醛 （ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ ）
（Ａ００３⁃１⁃２）试剂盒（南京建成生物工程研究所）；小
鼠白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃６（ｍｌ０６３１５９）、肿瘤

坏死因子（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ）⁃α（ｍｌ００２０９５⁃
Ｊ）、ＩＬ⁃１β（ｍｌ３０１８１４）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海酶联生物

科技有限公司）；苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色试剂盒

（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ｇ１１２０）；ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒（绿
色荧光，碧云天生物科技公司，Ｃ１０８８）；兔源一抗

Ｓｉｒｔ１（＃９４７５）、ＦｏｘＯ１ （ ＃２８８０） （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；乙酰化 ＦｏｘＯ１（Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１） （ＰＡ５⁃
１０４５６０）、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（ＰＡ１⁃１８６）（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；乙酰化 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５（Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５）
（Ｑ０４２０６）（上海优宁维生物科技股份有限公司）。
ｉＭａｒｋ６８０ 多功能酶标仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；ＢＸ６１
电动显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＳＡＥ 模型建立

共分假手术组（ｓｈａｍ）、模型组（ｍｏｄｅｌ）、瑞马唑

仑组（８ ｍｇ ／ ｋｇ，ｒｅｍａｚｏｌａｍ） ［９］、瑞马唑仑＋Ｓｉｒｔ１ 抑制

剂（ＥＸ５２７）组（８ ｍｇ ／ ｋｇ 瑞马唑仑＋５ ｍｇ ／ ｋｇ ＥＸ５２７，
ｒｅｍａｚｄａｍ＋ＥＸ５２７） ［１５］、ＥＸ５２７ 组（ＥＸ５２７），每组 ３８
只。 采用盲肠结扎穿孔法（ＣＬＰ）建立小鼠 ＳＡＥ 模

型［１６］。 用 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小

鼠。 将动物仰卧放在干净的工作台上，脱去腹部毛

发并使用 ７０％乙醇溶液对腹部皮肤进行消毒，沿腹

中线做一个约 １ ｃｍ 的切口，小心暴露盲肠，以免损

伤肠系膜血管。 然后用 ３ ／ ０ 丝线在回盲瓣下方盲肠

近端 １ ／ ２ 处结扎盲肠，并在结扎的盲肠中点处使用

２０ 号针头穿刺两次。 挤出少量粪便以确保穿刺部

位的通畅。 将盲肠放回正常的腹内位置，缝合腹部

切口。 术后腹腔注射 １ ｍＬ 预热（３７℃）生理盐水，
以补充手术过程中损失的热量和水。 假手术组小

鼠除未进行 ＣＬＰ 外，其余操作程序与模型组完全相

同。 术前 ３０ ｍｉｎ、手术后 １ ｈ 和 ６ ｈ，瑞马唑仑组小

鼠腹腔注射 ８ ｍｇ ／ ｋｇ 的瑞马唑仑；瑞马唑仑＋ＥＸ５２７
组小鼠在腹腔注射 ８ ｍｇ ／ ｋｇ 瑞马唑仑的同时腹腔注

射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＥＸ５２７；ＥＸ５２７ 组小鼠腹腔注射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ
ＥＸ５２７；假手术组、模型组腹腔注射等量生理盐水。

１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠存活率

干预结束后，每组随机选择 １０ 只小鼠，常规饲

养，观察并记录术后 ７ ｄ 内小鼠的死亡率。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫

每组随机取 １０ 只小鼠，分别于手术前 １ ｄ、ＣＬＰ
术后 ３、５、７ ｄ 进行测试。 水池共分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ
等四个象限且均等，圆形隐藏平台置于第Ⅳ象限中

央。 倒入墨水后随机将小鼠面朝池壁放入水中。
其中定位航行中，从各象限起始点放入小鼠，并记

录起点至目的点时间（逃避潜伏期）；超过 １２０ ｓ 内

未找到，则记 １２０ ｓ。 然后将其引导至平台并停留

３０ ｓ。 每天训练 ４ 次，每次间隔 ３０ ｍｉｎ，记录逃避潜

伏期并取平均值。 ＣＬＰ 术后第 ８ 天，撤平台后将小

鼠由第Ⅰ象限放入并记录 １２０ ｓ 内穿过平台次数。
若小鼠时间越短，次数越多，提示记忆能力越强。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＢＢＢ 通透性测量

通过伊文斯蓝（ＥＢ）染料测试 ＢＢＢ 通透性。 每

组随机取 ６ 只小鼠，手术后 ２４ ｈ 通过尾静脉注射

ＥＢ（２％，５ ｍＬ ／ ｋｇ），６０ ｍｉｎ 后对小鼠进行深度麻醉，
并用生理盐水经心脏灌注以去除血管内染料。 收

获每只小鼠的海马体并分别称重。 海马在 １ ｍＬ
５０％三氯乙酸中均质化，在 ４℃ 下孵育过夜，并在

１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ３０ ｍｉｎ。 通过分光光度计在

６２０ ｎｍ 处定量上清液中 ＥＢ 含量。 结果表示为每克

海马组织重量的 ＥＢ 量（μｇ）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 脑组织炎症因子和氧化应激水平检测

术后 ２４ ｈ，每组取 ６ 只小鼠右侧海马组织，并制

备组 织 匀 浆 液 （ １０％）。 保 持 离 心 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，
１５ ｍｉｎ，收集上清液，炎症细胞因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β 水平采用酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）测定。 化学比

色法检测脑组织氧化应激指标 ＭＤＡ 水平和 ＳＯＤ、
ＣＡＴ 活性。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察海马组织病理学变化

将每组 ６ 只小鼠左侧海马组织用 ４％多聚甲醛

固定，并包埋在石蜡中，行冠状切片（４ μｍ）。 脱蜡、
水合后，苏木精染色 ３ ～ ５ ｍｉｎ，在 １％盐酸酒精中分

色处理。 在自来水中清洗切片 １５ ｍｉｎ 后，用伊红染

色 １ ～ ４ ｍｉｎ。 在光学显微镜下观察海马 ＣＡ１ 区神

经元形态学变化。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＴＵＮＥＬ 法检测神经元凋亡

取脑海马组织石蜡切片，脱蜡后用 ０􀆰 １％（ ｖ ／ ｖ）
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 在 ３７℃下密封 １５ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤，在黑

暗中用 ＴＵＮＥＬ 溶液在 ３７℃下孵育 １ ｈ。 ＰＢＳ 再次

４８
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洗涤后，将切片与 ４’，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（ＤＡＰＩ）
在 ３７℃下孵育 １５ ｍｉｎ。 封片后，在 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＦＶ１０００
共聚焦显微镜下观察 ＴＵＮＥＬ 阳性神经元。 每张切

片随机选取海马 ＣＡ１ 区 ３ 个视野计数 ＴＵＮＥＬ 阳性

神经元，计算凋亡指数。 凋亡指数 ＝ （ＴＵＮＥＬ 阳性

神经元数 ／ ＤＡＰＩ 阳性神经元总数）×１００％。
１􀆰 ２􀆰 ８　 蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）检测海马组织

Ｓｉｒｔ１ ／ ＦｏｘＯ１ 通路相关蛋白表达

每组剩余 ６ 只小鼠在术后 ２４ ｈ 处死，取脑后分

离海马组织。 组织在 ＲＩＰＡ 裂解液中于冰上进行匀

浆。 以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心匀浆液 ５ ｍｉｎ（４℃），收集

上清液并提取核蛋白。 电泳分离后将蛋白质转至

ＰＶＤＦ 膜，与 ５％脱脂牛奶（室温）一起振摇 １ ｈ。 将

膜与以下一抗在 ４℃ 下孵育过夜。 一抗：Ｓｉｒｔ１、Ａｃ⁃
ＦｏｘＯ１、ＦｏｘＯ１，１ ∶１ ０００ 稀释；Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５，１ ∶５００ 稀释；ＧＡＰＤＨ、Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ３，１ ∶５ ０００ 稀释。
随后，将膜与辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗一

起孵育 １ ｈ，增强化学发光试剂（ＥＣＬ）进行可视化，
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白质条带的灰度值。 内参蛋白

分别为 ＧＡＰＤＨ（细胞质），Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ３（细胞核），计
算灰度比的目的蛋白的相对表达量。

１􀆰 ３　 统计学分析

实验所得数据以平均值±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，
采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行分析，单因素方

差进行多组间比较，ＳＮＫ⁃ｑ 两两进一步比较。 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 瑞马唑仑对脓毒症小鼠存活率的影响

如图 １ 所示，观察 ７ ｄ 后，假手术组小鼠全部存

活（１００％）；与假手术组相比，模型组和 ＥＸ５２７ 组小

鼠手术后 ７ ｄ 的存活率 （ ２０％） 显著下降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与模型组相比，瑞马唑仑组小鼠的存活率显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与瑞马唑仑组相比，瑞马唑仑＋
ＥＸ５２７ 组小鼠的存活率显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 瑞马唑仑对脓毒症小鼠认知功能的影响

模型组相对于假手术组，逃避潜伏期延长，穿
越平台次数显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；瑞马唑仑组则逃

避潜伏期相对模型组显著缩短，次数显著增多（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＥＸ５２７ 组呈相反趋势（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与瑞马唑

仑组相比，瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组显著延长逃避潜伏

期，减少次数（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 １。

注：与假手术组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与瑞马唑仑组比较，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）

图 １　 各组小鼠的存活率

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

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 瑞马唑仑对脓毒症小鼠 ＢＢＢ 通透性的影响

与假手术组相比，模型组小鼠脑组织 ＥＢ 含量

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，瑞马唑仑组脑

组织 ＥＢ 含量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＥＸ５２７ 组小鼠

脑组织 ＥＢ 含量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与瑞马唑仑

组相比，瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组小鼠脑组织 ＥＢ 含量显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 ２。

２􀆰 ４　 瑞马唑仑对脓毒症小鼠脑组织 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β水平的影响

对比各组 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平，模型组高于

假手术组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；瑞马唑仑组较模型组显著降

低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＥＸ５２７ 组则显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；相
对于瑞马唑仑组，瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组小鼠显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 ３。

５８
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表 １　 各组小鼠逃避潜伏期和穿越平台次数比较 （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

逃避潜伏期 （ｓ）
Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ （ｓ）

ＣＬＰ 前
Ｂｅｆｏｒｅ ＣＬＰ ３ ｄ ５ ｄ ７ ｄ

穿越平台次数（次）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｒｏｓｓｉｎｇ
ｐｌａｔｆｏｒｍｓ （ｔｉｍｅｓ）

假手术组 Ｓｈａｍ ２１􀆰 ８０ ± ２􀆰 ４３ ２３􀆰 ０４ ± ２􀆰 ５９ ２２􀆰 １８ ± ２􀆰 ３２ ２０􀆰 ６０ ± ２􀆰 ２７ １０􀆰 ６０ ± １􀆰 ５５

模型组 Ｍｏｄｅｌ ２３􀆰 １９ ± ２􀆰 ５２ ８４􀆰 ８２ ± １０􀆰 ３１∗ ７５􀆰 ７６ ± ９􀆰 ２４∗ ６１􀆰 ３５ ± ７􀆰 ４８∗ ２􀆰 ５７ ± ０􀆰 ３０∗

瑞马唑仑组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ ２４􀆰 ４７ ± ２􀆰 ６１ ５２􀆰 ３９ ± ５􀆰 ７４∗＃ ４３􀆰 ２０ ± ４􀆰 ５８∗＃ ３２􀆰 ４１ ± ３􀆰 ７５∗＃ ５􀆰 ８６ ± ０􀆰 ６４∗＃

瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组
Ｒｅｍａｚｏｌａｍ＋ＥＸ５２７ ２２􀆰 ５６ ± ２􀆰 ４８ ７６􀆰 ５０ ± ８􀆰 １２∗＆Δ ６８􀆰 １５ ± ７􀆰 １９∗＆Δ ５５􀆰 ０６ ± ６􀆰 ４８∗＆Δ ３􀆰 ０１ ± ０􀆰 ３９∗＆Δ

ＥＸ５２７ 组 ＥＸ５２７ ２３􀆰 ９５ ± ２􀆰 ７０ ９５􀆰 ４７ ± ９􀆰 ８５∗＃＆ ８７􀆰 ４２ ± ８􀆰 ６５∗＃＆ ７９􀆰 ５７ ± ８􀆰 ２５∗＃＆ １􀆰 ３９ ± ０􀆰 ２０∗＃＆

注：与 ＥＸ５２７ 组比较，ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＥＸ５２７ ｇｒｏｕｐ，ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

表 ２　 各组小鼠脑组织 ＥＢ 含量比较 （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＥＢ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ

ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ＝ ６）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＥＢ（μｇ ／ ｇ）

假手术组 Ｓｈａｍ １􀆰 ９１ ± ０􀆰 ２８

模型组 Ｍｏｄｅｌ ５􀆰 ４０ ± ０􀆰 ６３∗

瑞马唑仑组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ ３􀆰 ５６ ± ０􀆰 ４１∗＃

瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ＋ＥＸ５２７ ５􀆰 １７ ± ０􀆰 ５９∗＆Δ

ＥＸ５２７ 组 ＥＸ５２７ ６􀆰 ８２ ± ０􀆰 ７０∗＃＆

２􀆰 ５　 瑞马唑仑对脓毒症小鼠脑组织 ＭＤＡ 水平和

ＳＯＤ、ＣＡＴ 活性的影响

与假手术组相比，模型组小鼠脑组织 ＭＤＡ 水

平显著升高， ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与模型组相比，瑞马唑仑组脑组织 ＭＤＡ 水

平显著降低， ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＥＸ５２７ 组小鼠脑组织 ＭＤＡ 水平显著升高，
ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与瑞马唑仑

组相比，瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组小鼠脑组织 ＭＤＡ 水平

显著升高，ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
见表 ４。

表 ３　 各组小鼠脑组织 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＩＬ⁃６ （ｐｇ ／ ｍｇ） ＴＮＦ⁃α （ｐｇ ／ ｍｇ） ＩＬ⁃１β （ｐｇ ／ ｍｇ）

假手术组 Ｓｈａｍ ４􀆰 ５３ ± ０􀆰 ６２ ８０􀆰 ６５ ± １１􀆰 ４３ ２１􀆰 ３２ ± ２􀆰 ７５

模型组 Ｍｏｄｅｌ １１􀆰 ７８ ± １􀆰 １４∗ ２３１􀆰 ４９ ± ２５􀆰 １７∗ ６７􀆰 ９４ ± ７􀆰 ４０∗

瑞马唑仑组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ ６􀆰 ９０ ± ０􀆰 ８３∗＃ １２５􀆰 ３０ ± １６􀆰 ２５∗＃ ３５􀆰 ０８ ± ４􀆰 １３∗＃

瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ＋ＥＸ５２７ １０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ９６∗＆Δ ２０４􀆰 ７８ ± ２３􀆰 １９∗＆Δ ５９􀆰 ５２ ± ６􀆰 ２９∗＆Δ

ＥＸ５２７ 组 ＥＸ５２７ １５􀆰 １２ ± １􀆰 ０７∗＃＆ ２６９􀆰 ２４ ± ２８􀆰 １６∗＃＆ ８０􀆰 ４７ ± ８􀆰 １１∗＃＆

表 ４　 各组小鼠脑组织 ＭＤＡ 水平和 ＳＯＤ、ＣＡＴ 活性比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＯＤ ａｎｄ ＣＡＴ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＭＤＡ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ） ＳＯＤ （Ｕ ／ ｍｇ） ＣＡＴ （Ｕ ／ ｍｇ）

假手术组 Ｓｈａｍ １２􀆰 ５０ ± １􀆰 ７１ １３０􀆰 ４４ ± １２􀆰 ０６ ２５􀆰 ３０ ± ２􀆰 １４

模型组 Ｍｏｄｅｌ ３９􀆰 ４３ ± ３􀆰 ２４∗ ４８􀆰 ２５ ± ６􀆰 ３７∗ ８􀆰 ４９ ± １􀆰 ０８∗

瑞马唑仑组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ ２０􀆰 ８９ ± ２􀆰 ５５∗＃ １０６􀆰 ３６ ± １０􀆰 ８４∗＃ １９􀆰 ５２ ± １􀆰 ７７∗＃

瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ＋ＥＸ５２７ ３４􀆰 ２５ ± ３􀆰 ７６∗＆Δ ５９􀆰 ０７ ± ７􀆰 １２∗＆Δ １０􀆰 １６ ± １􀆰 ３５∗＆Δ

ＥＸ５２７ 组 ＥＸ５２７ ５０􀆰 １８ ± ４􀆰 ５９∗＃＆ ３２􀆰 １５ ± ５􀆰 ６０∗＃＆ ５􀆰 ２７ ± ０􀆰 ８２∗＃＆

２􀆰 ６　 瑞马唑仑对脓毒症小鼠脑组织海马神经元病

理损伤的影响

假手术组可见小鼠脑组织海马 ＣＡ１ 区的神经

元形态排列规则且紧密，细胞结构完整，细胞膜和

细胞核清晰，无明显肿胀和坏死；与假手术组比，模
型组和 ＥＸ５２７ 组小鼠脑组织海马 ＣＡ１ 区神经元排

列稀疏，大小、形状不规则，数量减少，细胞结构模

糊，可见较多的神经元变性和核固缩，大量炎症细

６８
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胞浸润；与模型组比，瑞马唑仑组脑组织海马 ＣＡ１
区神经元数量增加，变性神经元数量和炎症细胞浸

润减少；与瑞马唑仑组相比，瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组小

鼠脑组织海马 ＣＡ１ 区神经元数量减少，炎症细胞浸

润增加。 见图 ２。
２􀆰 ７　 瑞马唑仑对脓毒症小鼠脑组织海马神经元凋

亡的影响

模型组小鼠脑组织海马 ＣＡ１ 区相对于假手术

组，ＴＵＮＥＬ 阳性神经元数量增加，凋亡指数显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，瑞马唑仑组脑组织海

马 ＣＡ１ 区 ＴＵＮＥＬ 阳性神经元数量减少，凋亡指数

显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＥＸ５２７ 组小鼠脑组织海马

ＣＡ１ 区 ＴＵＮＥＬ 阳性神经元数量增加，凋亡指数显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与瑞马唑仑组相比，瑞马唑仑＋
ＥＸ５２７ 组小鼠脑组织海马 ＣＡ１ 区 ＴＵＮＥＬ 阳性神经

元数量增加，凋亡指数显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ３、
表 ５）。

２􀆰 ８ 　 瑞马唑仑对脓毒症小鼠海马组织 Ｓｉｒｔ１ ／
ＦｏｘＯ１ 通路相关蛋白表达的影响

与假手术组相比，模型组小鼠海马组织 Ｓｉｒｔ１ 和

胞质 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显著降低， Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ／
ＦｏｘＯ１ 比值和 Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、胞核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白

水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与模型组相比，瑞马唑

仑组海马组织 Ｓｉｒｔ１ 和胞质 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显

著升高，Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ／ ＦｏｘＯ１ 比值和 Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、
胞核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＥＸ５２７ 组小鼠海马组织 Ｓｉｒｔ１ 和胞质 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋

白水平显著降低，Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ／ ＦｏｘＯ１ 比值和 Ａｃ⁃ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５、胞核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与瑞马唑仑组相比，瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组小

鼠海马组织 Ｓｉｒｔ１ 和胞质 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显著

降低，Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ／ ＦｏｘＯ１ 比值和 Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、胞
核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见

图 ４、表 ６。

图 ２　 各组小鼠海马 ＣＡ１ 区神经元的病理变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 各组小鼠脑组织海马 ＣＡ１ 区神经元凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ５　 各组小鼠脑组织海马 ＣＡ１ 区神经元凋亡指数比较 （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凋亡指数（％）
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ （％）

假手术组 Ｓｈａｍ ２􀆰 ３９ ± ０􀆰 ２８

模型组 Ｍｏｄｅｌ ２４􀆰 １７ ± ２􀆰 ６５∗

瑞马唑仑组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ １０􀆰 ５２ ± １􀆰 ４９∗＃

瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ＋ＥＸ５２７ ２０􀆰 ５８ ± ２􀆰 ３０∗＆Δ

ＥＸ５２７ 组 ＥＸ５２７ ３１􀆰 ４１ ± ２􀆰 ７５∗＃＆

７８
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图 ４　 各组小鼠海马组织 Ｓｉｒｔ１ ／ ＦｏｘＯ１ 通路相关蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｉｒｔ１ ／ ＦｏｘＯ１ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ６　 各组小鼠海马组织蛋白水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ Ｓｉｒｔ１ Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ／ ＦｏｘＯ１ Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 胞质 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
胞核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

Ｎｕｃｌｅａｒ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

假手术组 Ｓｈａｍ ０􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０８ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 １０ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ８４ ± ０􀆰 ０９ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０４

模型组 Ｍｏｄｅｌ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ７０ ± ０􀆰 ０８∗ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０８∗

瑞马唑仑组 Ｒｅｍａｚｏｌａｍ ０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０７∗＃ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０５∗＃ ０􀆰 ３８ ± ０􀆰 ０５∗＃ ０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ０６∗＃ ０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ０５∗＃

瑞马唑仑＋ＥＸ５２７ 组
Ｒｅｍａｚｏｌａｍ＋ＥＸ５２７ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０５∗＆Δ ０􀆰 ４９ ± ０􀆰 ０６∗＆Δ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０７∗＆Δ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０４∗＆Δ ０􀆰 ７２ ± ０􀆰 ０８∗＆Δ

ＥＸ５２７ 组 ＥＸ５２７ ０􀆰 １３ ± ０􀆰 ０２∗＃＆ ０􀆰 ７０ ± ０􀆰 ０８∗＃＆ ０􀆰 ８４ ± ０􀆰 ０９∗＃＆ ０􀆰 １２ ± ０􀆰 ０２∗＃＆ ０􀆰 ８９ ± ０􀆰 ０９∗＃＆

３　 讨论

ＳＡＥ 是脓毒症器官功能障碍的主要表现之一。
越来越多的证据表明，过度炎症、氧化应激、ＢＢＢ 破

坏为脓毒症诱导的脑损伤的潜在机制［２－３］。 脓毒症

会导致患者出现认知功能障碍，海马区是学习和记

忆形成的重要位置，与认知功能密切相关。 缺氧和

缺血引起的脑损伤会增强炎症介质的合成和氧化

应激；这些过程引发神经元炎症和氧化损伤，刺激

神经元凋亡，导致海马损伤。 因此，本研究评估了

瑞马唑仑对脓毒症引起的脑损伤小鼠认知功能、海
马神经元炎症、氧化应激和细胞凋亡的影响。

瑞马唑仑是一种新型苯二氮卓类激动剂，它可

以在提供快速麻醉和唤醒的同时稳定血流动力学，
并且对呼吸产生较小的抑制作用；同时，长时间输

注或更高剂量的瑞马唑仑不会积累和延长效果，代
谢物没有任何药理作用［１７］。 由于这些优势，瑞马唑

仑的应用前景广阔。 自 ２０２０ 年 １２ 月在中国获得国

家药监局批准使用以来，瑞马唑仑广泛应用于包括

脓毒症患者在内的成人全身麻醉和 ＩＣＵ 镇静。 据

８８
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报道，瑞马唑仑可显著抑制 ＬＰＳ 诱导的炎症介质

（如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β）的释放，提高脓毒症小鼠

的存活率，减轻肺和肝等多器官损伤［９，１２］。 在本研

究中，瑞马唑仑通过提高 ＣＬＰ 术后 ７ ｄ 小鼠的存活

率，挽救了脓毒症所致的死亡，并通过维持 ＢＢＢ 完

整性、抑制神经元凋亡，改善了小鼠的认知功能，减
轻了小鼠 ＣＬＰ 后脓毒症性脑损伤。 此外，氧化应激

和炎症都是在脓毒症期间触发神经细胞凋亡和坏

死从而导致神经元丢失和脑损伤的重要因素［１８］。
与之前的研究一致，ＣＬＰ 手术显著促进了小鼠脑组

织中的炎症反应和氧化应激。 瑞马唑仑可减少脑

海马组织中促炎细胞因子（ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β）的
产生，降低 ＭＤＡ 水平，升高 ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性，抑制

神经元炎症和氧化应激。 表明瑞马唑仑对脓毒症

具有潜在的治疗益处。
Ｓｉｒｔ１ 是一种重要的 ＮＡＤ＋ 依赖性脱乙酰酶，可

调节氧化应激反应、炎症、凋亡和细胞衰老，其激活

可保护神经系统疾病［１９］。 研究表明 Ｓｉｒｔ１ 的激活可

以减轻脓毒症引起的多器官损伤，包括脑［４］、肾［２０］

和肝［２１］。 据报道， Ｓｉｒｔ１ 相关蛋白 ＦｏｘＯ１ 可促进

ＳＯＤ、ＣＡＴ 合成，而 Ｓｉｒｔ１ 直接去乙酰化 ＦｏｘＯ１ 后可

刺激保护细胞基因表达［２２］。 激活 ＮＦ⁃κＢ 可增强 ＩＬ⁃
６、ＩＬ⁃１β 等促炎因子转录，并影响脓毒症进展。 Ｓｉｒｔ１
去乙酰化 ＮＦ⁃κＢ 并激活，继而发挥保护神经作

用［２３］。 在本研究中，瑞马唑仑明显上调了 Ｓｉｒｔ１ 表

达，降低了 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 水平，并减少了

细胞质 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 向细胞核的迁移，显著减轻 ＣＬＰ
诱导脓毒症小鼠脑组织氧化应激和炎症因子水平

上调，及神经元凋亡。 ＥＸ５２７ 是一种 Ｓｉｒｔ１ 抑制剂，
因此，本研究还探索了 ＥＸ５２７ 诱导的变化。 结果表

明，ＥＸ５２７ 的干预抑制了 Ｓｉｒｔ１ 表达，下调了海马中

细胞质 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达，上调了 Ａｃ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和

核 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达，部分消除了瑞马唑仑对 ＳＡＥ 小

鼠的保护作用。 提示， Ｓｉｒｔ１ 的激活和下游信号

（ＦｏｘＯ１、ＮＦ⁃κＢ）的调节与瑞马唑仑的神经保护作用

有关。
综上所述，瑞马唑仑可提高脓毒症小鼠存活

率，通过维持 ＢＢＢ 完整性、抑制神经炎症和氧化应

激，减少神经元凋亡，减轻脓毒症引起的脑损伤；其
作用机制可能与激活 Ｓｉｒｔ１ ／ ＦｏｘＯ１ 通路，抑制 ＮＦ⁃κＢ
活化有关。 然而，瑞马唑仑是否具有抗菌作用，以
及能否作为一种抗生素用于脓毒症感染相关的辅

助治疗，仍有待研究。 此外，由于瑞马唑仑为短效

的苯二氮卓类药物，需要进一步研究以准确确定瑞

马唑仑的最佳给药剂量和给药方式。
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［２２］ 　 朱仁英， 郎玉玲， 王久英， 等． 羟基红花黄色素 Ａ 通过调控

Ｓｉｒｔ１ ／ ＦＯＸＯ１ 信号通路减轻大鼠肝缺血再灌注损伤 ［ Ｊ］ ． 中

国病理生理杂志， ２０２１， ３７（６）： １０９９－１１０６．
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Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２１， ３７（６）： １０９９－１１０６．

［２３］ 　 Ｐａｎ Ｓ， Ｗｕ Ｙ， Ｐｅｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＢＭＬ⁃１１１ ｒｅｄｕｃｅｓ
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Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１８， １２（１）： ２６７－２８２．

［收稿日期］ 　 ２０２２－０９－０７

《中国实验动物学报》刊期变更通知

为缩短出版周期，及时反映本学科最新科技动态，应广大读者、作者要求，本刊向主管部门及北京市新

闻出版局提出申请变更刊期。 经批准《中国实验动物学报》自 ２０２２ 年 ８ 月份起由双月刊变更为月刊。 从

２０２３ 年期起全年共 １２ 期。
欢迎读者积极订阅！ 欢迎各位学者踊跃投稿！
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Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １

成海燕，杨琛，何燕，等． 神经根型颈椎病动物模型研究进展 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）： ９１－９７．
Ｃｈｅｎｇ ＨＹ， Ｙａｎｇ Ｃ， Ｈｅ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｐｏｎｄｙｌｏｔｉｃ ｒａｄｉｃｕｌｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２３， ３１（１）： ９１－９７．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ０１１

［基金项目］国家自然科学基金（８１９６０９１６）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（８１９６０９１６）．
［作者简介］成海燕（１９９６—），女，在读硕士研究生，研究方向：中医护理研究。 Ｅｍａｉｌ：７５４６７９８１４＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］徐霞，女，硕士，副主任护师，研究生导师，研究方向：中医护理和循证护理的研究。 Ｅｍａｉｌ：５４０７１３８４３＠ ｑｑ． ｃｏｍ

神经根型颈椎病动物模型研究进展
成海燕１，杨琛２，何燕１，段利冬１，徐霞２∗

（１． 甘肃中医药大学护理学院，兰州　 ７３００３０；２． 甘肃省中医院，兰州　 ７３００５０）

　 　 【摘要】 　 神经根型颈椎病（ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｐｏｎｄｙｌｏｔｉｃ ｒａｄｉｃｕｌｏｐａｔｈｙ，ＣＳＲ）是由颈椎小关节紊乱或颈椎间盘退行性改

变而压迫神经根的一种疾病，典型症状表现为神经根支配区的颈肩部和上肢放射痛或麻木，严重影响着患者的生

活质量。 为深入研究该疾病病因病机、发展过程、健康防护和药物治疗等，正确地选择和建立符合疾病临床特征的

动物模型是解决问题至关重要的环节之一。 本文查询国内外相关文献报道，将 ＣＳＲ 动物模型的制备归纳总结为单

纯压迫模型（血管钳钳夹法、丝线结扎法、Ｌ 形钢柱压迫法、硅胶片压迫法、自体骨压迫法、尼龙鱼线压迫法）、联合

刺激模型（钳夹法联合铬制肠线压迫法、福尔马林定量滤纸刺激法、药物介导联合动静失衡法）和无创性干预模型

（低头屈曲固定法）三类。 将 ＣＳＲ 动物模型制备进行总结概述，分析其特点和优劣势，以期为临床前研究选择适宜

的动物模型和探索理想模型提供重要参考依据。
【关键词】 　 神经根型颈椎病；动物模型；颈椎病；实验动物

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） ０１⁃００９１⁃０７
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ＣＨＥＮＧ Ｈａｉｙａｎ１， ＹＡＮＧ Ｃｈｅｎ２， ＨＥ Ｙａｎ１， ＤＵＡＮ Ｌｉｄｏｎｇ１， ＸＵ Ｘｉａ２∗
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ｓｕｒｇｉｃａｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ （ｌｏｗ ｈｅａｄ ｆｌｅｘｉｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ）． Ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＳＲ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｉｓ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ， ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｏｓｅ ｓｅｌｅｃｔｉｎｇ
ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｐｏｎｄｙｌｏｔｉｃ ｒａｄｉｃｕｌｏｐａｔｈｙ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｐｏｎｄｙｌｏｓｉｓ； ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．
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　 　 神 经 根 型 颈 椎 病 （ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｐｏｎｄｙｌｏｔｉｃ
ｒａｄｉｃｕｌｏｐａｔｈｙ，ＣＳＲ）是颈椎间盘退行性病变和小关

节紊乱导致出现骨赘增生、韧带钙化等病理改变，
可直接或间接刺激神经根，使受累神经根支配区出

现颈肩部钝痛、放射痛或麻木等异常感觉，后期主

要表现为上肢肌力减退、活动受限和功能改变

等［１－３］。 颈椎病的发病率在我国高达 １７􀆰 ６％，其中

ＣＳＲ 是最常见的类型，约占 ６０％ ～ ７０％［４］。 ＣＳＲ 存

在发病率高、治愈率低、复发率高、低龄化等问题，
严重影响患者的生活质量并带来沉重的经济负

担［５］。 鉴于此，了解 ＣＳＲ 的病因及发病机制，探寻

诊疗方法，对于预防和治疗 ＣＳＲ 具有重要的临床意

义。 疾病动物模型是研究人类疾病病理机理、疾病

诊治、药物疗效和健康防护不可或缺的部分［６］，建
立理想的动物模型需尽可能满足与人类疾病比较

的“三性”特征，即发病机制同源性、行为表象一致

性和药物治疗预见性［７］。
目前文献报道的 ＣＳＲ 动物模型各具特点，本文

根据 ＣＳＲ 的发病机制和动物模型制备特点，将现有

ＣＳＲ 动物模型分析归纳为单纯压迫模型、联合刺激

模型和无创性干预模型（见图 １），并将模型制备方

法进行详尽描述，以期为临床前研究选择适宜的动

物模型和探索理想模型提供重要参考依据。

图 １　 常见神经根型颈椎病动物模型的造模方法

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＣＳＲ

１　 单纯压迫模型

１􀆰 １　 血管钳钳夹法

Ｈｕｂｂａｒｄ 等［８］研究描述了一种暂时性颈神经根

压迫的大鼠模型，将大鼠俯卧位，从颅底至 Ｔ２ 棘突

处纵行切开皮肤，逐层分离肌肉和韧带以暴露右侧

Ｃ６⁃Ｃ７ 椎板，切除其半椎板和部分小关节，暴露 Ｃ７
神经根，用微血管钳钳夹 １５ ｍｉｎ 后取出，研究结果

显示，大鼠双侧前肢持续 ７ ｄ 出现痛觉超敏反应，脊
髓胶质细胞激活增加可能与行为敏感性有关，并可

能调节颈神经根性疼痛。 为研究施加压迫的负荷

和持续时间对大鼠的影响，Ｇｕａｒｉｎｏ 等［９］通过给大鼠

神经根施加不同的压力负荷（１０ ｇｆ 和 ６０ ｇｆ）和压迫

时间（３ ｍｉｎ 和 １０ ｍｉｎ）进行实验，结果显示负荷曲

线、机械性痛觉反应和星形胶质细胞激活均对压迫

时间敏感，但对压迫的负荷不敏感，因此操作中对

压迫时间的掌控是影响造模成功与否的关键因素

之一。 ＣＳＲ 的临床病理改变是一个慢性持续过程，
这与此模型瞬时压迫所造成的损伤存在差异。 综

上该模型具有造模周期短、可重复性强、经济成本

低等优势，国外有较多的文献报道中用血管钳钳夹

法造模［１０－１１］。
在国内的文献报道中也有相似的钳夹法造模，

具体方法：选用雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠，暴露臂丛神经根，
采用前端带有软塑料套的眼科显微止血钳各钳夹

Ｃ４⁃Ｔ１ 神经根 １ 次，扣紧 １ 扣，持续约 ３０ ｓ。 梅荣军

等［１２］采用此种方法从颈后、颈前锁骨上、颈前锁骨

下三种不同的手术入路造模，根据造模过程中的难

易程度和观察大鼠的成活率和形态改变，得出颈前

锁骨下入路操作简单、用时短、损伤相对较小、科学

合理，符合 ＣＳＲ 实验研究需要。 但该模型压迫臂丛

神经根，这与临床 ＣＳＲ 病变最常受累的是 Ｃ６⁃Ｃ７ 神

２９
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经根存在差异，因此适用范围较小。
１􀆰 ２　 丝线结扎法

该模型参照 Ｄｏｍｉｎｇｕｅｚ 等［１３］ 制备腰椎神经受

损动物模型而建立颈神经根持续压迫损伤模型，具
体方法：在 ＳＤ 大鼠项部正中线行纵行切口，分离软

组织充分暴露右侧 Ｃ６⁃Ｃ７ 椎骨，并钳除其半椎板，
暴露 Ｃ７ 神经根，然后用 ６－０ 丝线紧密结扎背根神

经节远端的 Ｃ７ 神经根，术后大鼠前爪出现退缩、舔
舐或痉挛表现［１４］。 由于颈椎比腰椎更接近大脑，施
加相同损伤造成的影响有差异或者会引起更严重

的反应，因此不能简单地将腰椎神经根受损的模型

应用于颈椎［１５］。 另外，人为结扎丝线存在松紧不一

的问题，很难确保复制模型的损伤程度保持一致。
１􀆰 ３　 尼龙鱼线压迫法

尼龙鱼线压迫法是国内 ＣＳＲ 保守治疗研究中

常应用的一种模型［１６－１８］。 窦夏睿等［１９］ 将 Ｗｉｓｔａｒ 大
鼠俯卧位，从 Ｔ２ 向上沿项部正中线做 ３ ｃｍ 左右切

口，逐层钝性分离组织和肌群至 Ｃ６⁃Ｔ２ 左侧椎弓充

分暴露，清除术野韧带组织，钳开 Ｃ７ 左侧椎弓暴露

脊髓，然后沿脊髓纵轴在 Ｃ７⁃Ｔ１ 神经根腋下放置 １
根用酒精和多聚赖氨酸浸泡过的长 １􀆰 ５ ｃｍ、直径

０􀆰 ５ ｍｍ 尼龙鱼线。 造模后大鼠感觉神经系统功能

受到影响，出现痛觉过敏和诱发电位传导时间延长

现象，病理检查显示胶质细胞激活增生、炎性物质

释放导致雪旺细胞增生等异常状态。 动物死亡率 １
周之内在 ５％以内，１ 月之内在 ２０％以内。 该模型的

优点在于操作简单、成模迅速、死亡率低、行为学异

常改变突出等。 用多聚赖氨酸浸泡过的尼龙鱼线

增强对组织的粘附性，有效控制鱼线移位错位现

象。 但由于单根鱼线的卡压损伤较轻，而大鼠自我

修复能力较快，因此只适用于 ＣＳＲ 急性期。 为克服

该模型卡压较轻的局限性，谢炜等［２０］ 对此进行改

良，以两根长 ８ ｍｍ、直径 ０􀆰 ５５ ｍｍ 的尼龙鱼线压迫

神经根，两根鱼线部分重合一定程度加重损伤，这
一方法值得推广应用。
１􀆰 ４　 Ｌ 形不锈钢柱压迫法

在实际生活中 ９７􀆰 ５％的 ＣＳＲ 患者受到神经根

性疼痛（ｃｅｒｖｉｃａｌ ｒａｄｉｃｕｌｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ，ＣＲＰ）的困扰，比
运动功能障碍更常见，极难治疗［２１］。 研究发现，神
经根和背根神经节同时压迫才会导致 ＣＲＰ ［２２］，而血

管钳瞬时钳夹、鱼线压迫、丝线结扎等模型可能无

法反映临床颈部背根神经节或神经根慢性压迫引

起的 ＣＲＰ 的病理过程［２３］。 Ｌｉｕ 等［２４］ 描述一种稳定

机械压迫背根神经节的 ＣＳＲ 模型，沿着 ＳＤ 大鼠的

颈椎左侧切开皮肤，分离肌肉组织，清晰暴露左侧

Ｃ６⁃Ｃ７ 椎骨和 Ｃ７⁃Ｔ１ 椎间孔，用 Ｌ 形不锈钢柱（角度

６０°，长 ３ ｍｍ，直径 ０􀆰 ６３ ｍｍ）插入 Ｃ６⁃Ｃ７ 和 Ｃ７⁃Ｔ１
椎间孔内，以 ９０°角向背侧中线的头侧方向稳定压

迫背根神经节。 大鼠前爪表现出强烈的机械超敏

反应、热痛觉过敏和自发痛行为，背根节的胞体释

放大量的神经递质炎症因子，提示成功建立 ＣＳＲ 动

物模型。 该模型的优势是反映临床颈部背根节或

神经根慢性压迫所引起的 ＣＲＰ 的病理生理过程。
１􀆰 ５　 硅胶片压迫法

椎间盘具有较大弹性和韧性的特点，具有缓冲

震动作用，而用鱼线、丝线、钢柱等材料制作神经根

压迫模型并不能完全模拟出颈椎间盘这一特性，因
此有研究者将硅胶片应用于 ＣＳＲ 模型制备，具体方

法以大鼠的 Ｃ７ 棘突为标志，沿项部正中线向上行 ４
ｃｍ 左右切口，切开皮下组织钝性分离各层肌肉，暴
露左侧 Ｃ６ 椎板，咬除其椎板和部分关节突，充分暴

露神经根，将特制的硅胶片置于左侧 Ｃ６ 神经根与

硬膜囊交界处的位置，造成背根节神经压迫［２５－２６］。
通过光学显微镜、透射电镜、ＨＲＰ （辣根过氧化物

酶）标记、ＥＬＩＳＡ（酶联免疫吸附测定）法及 ＴＵＮＥＬ
（原位末端标记）法等观察结果发现神经根压迫损

伤后出现一系列病理改变。 该模型所用的硅胶片

压迫物具有一定的弹性、韧性、组织相容性、免疫反

应小且价格低廉等优点。
１􀆰 ６　 自体骨压迫法

实验动物模型制备应尽可能地模拟临床疾病

的发生发展过程，而以上压迫模型用植入异物材料

模拟自体组织压迫，产生混杂因素，存在一定局限

性。 若采用自体骨压迫，有效解决排异性，更接近

临床病变特征。 杨大志等［２７］ 建立一种自身骨性增

生造成神经根慢性嵌压损伤的动物模型，其方法：
选择家猫为造模对象，在下颈段做后正中纵行切

口，分离皮下肌肉和韧带组织，显露右侧 Ｃ７ 和 Ｃ８
神经根及其椎间孔内口，用牙髓钻破坏椎间孔周围

骨皮质后，将咬除的棘突剪成 ３ ｍｍ× １０ ｍｍ 骨条并

对折呈“Ｖ”形骨块，直视下从椎间孔内口向外，沿骨

壁嵌于神经根通道内及侧隐窝后方。 造模后影像

学检测显示椎间孔均有不同程度狭窄，造成神经根

管狭窄模型。 观察发现家猫神经功能障碍有逐渐

加重的现象，说明对神经根可产生持续性压迫作

用，因此成功建立神经根慢性病理损伤模型。 该模

３９
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型优势在于采用自体骨压迫模拟疾病渐进的病理

改变过程，更接近于临床病变，但对手术的精细度

要求较高，增加了操作的难度系数，更适用于像猫、
狗等体型较大的实验动物，从经济性考虑成本较高。

２　 联合刺激模型

２􀆰 １　 钳夹法联合铬制肠线压迫法

该模型的制备方法是在 Ｈｕｂｂａｒｄ 等［８］微血管夹

瞬时压迫的基础上改进，在暴露大鼠右侧 Ｃ７ 神经

根后，除了用微血管钳对其加压 １５ ｍｉｎ，还在神经根

上额外放置 ４ 条 ３－０ 铬制羊肠线，模拟出微血管钳

单纯机械压迫和铬制羊肠线化学刺激的双重作用。
Ｒｏｔｈｍａｎ 等［２８］对大鼠 Ｃ７ 神经根分别进行微血管钳

压迫、铬制羊肠线刺激和两者联合干预，使用 ＧＦＡＰ
（胶质纤维酸性蛋白）和 ＯＸ⁃４２（小胶质细胞特异性

标记物）作为星形胶质细胞和小胶质细胞的标记

物，通过免疫组织化学方法评估机械性异常疼痛，
并检测脊髓组织中的胶质细胞反应性。 结果显示，
联合干预产生持续的双侧超敏反应、持续的同侧脊

髓星形胶质细胞激活和迟发性双侧脊髓小胶质细

胞激活。 联合干预的效果不仅优于单一干预，且更

加接近疾病发病机制。
２􀆰 ２　 福尔马林定量滤纸刺激法

炎症反应的介导在神经根症状的发生发展中

具有重要的意义［２９］，该模型通过物理化学双重刺激

模拟 ＣＳＲ 急性期的病理表现，明确反映颈神经根炎

症因子的变化过程。 具体方法为：以 ＳＤ 大鼠 Ｔ２ 棘

突为标志，以 Ｃ７ 为中心，沿棘突纵行切开皮肤，分
离皮下组织暴露 Ｃ６⁃Ｃ７ 左侧椎板，逐渐剔除椎板至

完全暴露 Ｃ６⁃Ｃ７ 神经根，再将浸有福尔马林的定量

滤纸片放至 Ｃ６⁃Ｃ７ 神经根腋下。 病理学观察到模

型组大鼠与假手术组相比 ＳＰ（Ｐ 物质）、ＰＧＥ２（前列

腺素 Ｅ２）、ＴＸＢ２（血栓素 Ｂ２）和 ６⁃酮⁃ＰＧＦ１α（６⁃酮前

列腺素 Ｆ１α）的含量均具有显著性差异［３０］。 该模型

的特点是滤纸不易吸收，可进行持续的压迫，具有

操作简单、造模周期短、可重复性强等优势。
２􀆰 ３　 药物介导联合动静失衡法

ＣＳＲ 最常见的原因是颈椎骨性关节炎导致椎

间孔变窄和椎间盘退行性改变［３１］。 Ｂｕｔｌｅｒ 等［３２］ 认

为关节突关节炎和椎间盘退变存在一定的相关性。
基于此金哲峰等［３３］ 采用药物介导联合动静失衡法

构建 ＣＳＲ 动物模型。 具体方法：在 ＳＤ 大鼠项部正

中行 ４ ｃｍ 纵行切口，依次切开皮肤及皮下组织，显

露两侧的关节突关节，先用输液泵以 ４ μＬ ／ ｍｉｎ 的速

度将配制好的胶原蛋白酶（１０ Ｕ ／ μＬ）缓慢注入 Ｃ５⁃
Ｃ６、Ｃ６⁃Ｃ７ 关节突关节，用 ３４ 号钝圆针头每个关节

注入 ５ μＬ。 然后切断颈背部深肌群颈夹肌和头、
颈、寰最长肌，完全切除颈髂肋肌与头半棘肌，再依

次切断 Ｃ２⁃Ｃ７ 棘上和棘间韧带。 大鼠行为学出现

异常变化，术后 ２ 个月影像学显示椎间隙变窄、骨赘

形成、椎间孔变小等椎间盘退变表现，神经根中可

见大量炎性细胞浸润，神经传导速度明显慢于对照

组。 已有研究表明，胶原蛋白酶可使构成关节软骨

的网状支架遭到破坏，加速骨性关节炎病程［３４］，金
哲峰等首先假设Ⅱ型胶原蛋白酶注入颈椎关节突

关节可出现类骨性关节炎变化。 再通过破坏大鼠

颈背部伸肌群使后肌力减弱，屈肌群力相应增强，
动物保持屈颈状态，模拟出因长期低头工作而诱发

的椎间盘退变。 该模型是由关节突关节炎和椎间

盘退变因素复加构建而成，操作不直接刺激神经

根，动物成活率高，注射药物定量规范，可重复性强。

３　 无创性干预模型

　 　 颈椎病的发生与颈椎长期处于异常应力环境

有关，上班族长期伏案工作和低头族不良的电子设

备使用习惯等导致颈椎生理曲度改变且长时间处

于受力失衡状态［３５－３６］。 根据这一特征研究者建立

低头屈曲固定法动物模型，将家兔置于特制的固定

架上，颈椎处于低头屈曲 ４５°，每天 ５ ｈ，结束后笼中

自由饲养，两个月完成造模［３７］。 杨开洋等［３８］ 用此

法造模后观察肌电图 Ｆ 波传导速度较正常家兔的

传导速度明显减慢，提示造模成功。 该模型是以颈

部力学失衡和机械性压迫为病理基础建模，余家阔

等［３９］应用家兔低头的姿势来改变其颈部的正常应

力应变分布，观察对颈椎组织结构的影响，结果发

现受应力应变的程度和作用时间不仅影响颈椎骨

的形态学改变，而且使颈部软组织也发生相应改

变。 软组织的改变又使颈椎的应力应变异常而导

致骨质增生，进而又刺激神经根等软组织，形成恶

性循环。 此模型避免了麻醉药物对动物的影响，具
有操作技术简便和对动物损伤小等优势，但其病变

的程度与干预的时间有关，相比直接刺激神经根的

造模法，造模时间较长。

４　 讨论

目前关于 ＣＳＲ 发病机理有诸多不同的学说，认
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同度较高的是机械压迫学说、化学性神经根炎学说

和生物力学不稳学说。 本文根据疾病的发病机制

结合模型制备的方法流程，将现有 ＣＳＲ 动物模型制

备分为三类：单纯压迫模型、无创性干预模型和联

合刺激模型。 单纯压迫模型通过物理机械压迫使

神经根受到压迫刺激，局部血管的渗透性增高和循

环障碍，出现粘连、水肿、纤维化等病理改变［４０］，导
致动物出现神经根症状。 无创性干预模型使颈伸

肌群长期保持低头位而出现颈椎退行性改变，这与

已证实的颈椎病好发因素长期低头工作相似［４１］。
生物化学物质和神经肽类可直接激发疼痛和降低

痛阈，在发生炎症时各种化学介质能诱使血管对蛋

白质的通透性增加，组胺大量释放诱发根性疼

痛［４２］。 在联合刺激模型中利用物理方法结合化学

方法直接刺激神经根亦或是药物联合动静失衡法

间接刺激神经根，ＣＳＲ 的发生发展是复杂多样的过

程，采用多因素联合造模的方法，更贴合临床疾病

的病理机制。 其中福尔马林定量滤纸刺激法和钳

夹联合铬制肠线压迫法都模拟物理压迫和化学刺

激的双重影响，前者的机械压迫来源于定量滤纸对

神经根产生压迫，而后者是微血管钳夹产生瞬时压

迫，由于铬制羊肠线质量很小且极易被吸收，在与

之接触时并没有产生直接的压迫，因此铬酸处理过

的羊肠线只发挥化学刺激的作用，并且铬制羊肠线

易被机体吸收，吸收后它所含的化学物质可使得大

鼠产生与人类相似的炎性疼痛反应［４３］。 相比于低

头屈曲固定法借助外力使大鼠低头，药物介导联合

动静失衡法中采用不可逆地过多破坏肌群的方法

制备椎间盘退变模型对临床的指导意义较小，而自

发性椎间盘退变模型与人类病理改变较为相似［４４］，
可借鉴创新。

ＣＳＲ 实验动物模型在探讨疾病的病因或发病

机制以及预防和改进治疗方法中发挥重要作用，尽
管目前仍没有一种动物模型能完全呈现 ＣＳＲ 的临

床和病理特征，但可供选择的 ＣＳＲ 模型种类较多且

各具特点。 研究者需结合实验设计，从模型制备的

实用、技术、经济和周期等因素考量，选择适宜的动

物模型。 随着现代科学技术的发展，可将基因组

学、蛋白质组学和转录组学等研究技术应用到模型

的评价中增加模型的可信度［４５］。 在未来的实验研

究中，可借鉴前人模型研究的优势和劣势，应用新

技术、新方法在原有的基础上改进或者进一步创新

制作理想可行的 ＣＳＲ 动物模型。
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　 　 【摘要】 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是心脑血管疾病的共同病理基础，建立具有中医瘀毒证候特色

的动脉粥样硬化动物模型及客观规范的评价体系是现代心脑血管疾病研究的重要内容，对中医药防治心脑血管疾

病基础研发及药效机制评价具有重要意义。 本文通过对动脉粥样硬化瘀毒证的动物模型构建及评价进行了多方

面的总结和归纳，同时分析了当前模型构建及评价存在的问题，以期为建立规范化的动物模型提供参考。
【关键词】 　 动脉粥样硬化；瘀毒证；动物模型；病证结合
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ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｚｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｕｒｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ； ｂｌｏｏｄ⁃ｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｔｏｘｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ； ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ
ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是心脑血管

疾病的共同病理基础，而易损斑块的炎性反应及血

栓形成的病理过程与中医“毒”和“瘀”致病特点极

其相似，表现为瘀毒蕴结致使血脉闭阻不通，甚或

灼伤血脉，故瘀毒致变被认为是动脉粥样硬化斑块

破裂引起急性心血管事件发生的重要病机［１］。 瘀

毒证作为心脑血管疾病的一种常见中医证型，属中

医学“内毒”范畴，由“瘀”和“毒”两种基本元素组

成［２］。 自 ２０ 世纪 ６０ 年代以来，在陈可冀院士带领

下对血瘀证进行了系统规范的研究，制定了血瘀证

的理化指标诊断标准。 随着研究的深入及“瘀毒致

变”理论的提出，瘀毒证的相关诊断及量化标准也

被创立［３－４］。 然而，在疾病不同的证候研究中，发现

各证型间使用了相同的造模方式，对模型评价也缺

乏客观规范，这忽视了证候的针对性，造成重病轻

证、有病无证、病证分割等不足［５］，也很难客观评价

中医证候的药效及作用机制。 病证结合的模型构

建及评价是完善中医药辨证诊治规范的难点与重

点，也是中医药客观化、标准化研究的迫切需要，更
是实现中医药国际化的关键。 迄今，病证结合的模

型构建及评价初步形成并日趋成熟，但动脉粥样硬

化瘀毒证的相关研究仍相对匮乏。 因此，本文旨在

对动脉粥样硬化瘀毒证的科学内涵、模型构建及评

价进行梳理，以期对临床诊断及客观评价提供参考。

１　 动脉粥样硬化瘀毒证的科学内涵

１􀆰 １　 传统医学对瘀毒证的认识

中医学古典医籍中有关瘀毒的记载较少，“瘀
毒”、“毒瘀”之名并未明确提出，有关描述也多作为

病因和病理产物记载。 瘀毒病因学记载最早可追

溯至东晋时期张湛《养生要集》 （原书已佚），后《医
心方》转引：“百病横生……触其禁忌成瘀毒，缓者

积而成，急者交患暴至”，指出了瘀毒有缓积急发的

致病特点［２，６］。 《验方新编·痧变痨瘵》云：“毒瘀心

包络，更加凶险，不待时日”，同样描述了瘀毒作为

致病因素的急骤性和凶险性［７］。 纵观古籍文献，历
代医家对“瘀毒”论述可将其归属于中医学“内毒”
范畴，即认为由瘀化生而来，蕴结日久化毒。 正如

《金匮要略·心典》曰：“毒，邪气蕴结不解之谓”，故
血瘀内停日久、脏腑功能失调，气血运行紊乱，则致

毒邪内生。 瘀可化毒，而毒亦可致瘀，如王清任在

《医林改错》中言：“温毒在内烧炼其血，血受烧炼，
其血必凝”，提出了因毒致瘀理论［８］。 又如《圣济总

录》曰：“毒热内壅，则变生为瘀血”，表明了毒从火

化，炼血成瘀的因果转化关系。 由此可见，“瘀”、
“毒”两者既可独立致病，又可相互搏结，互为因果，
形成恶性循环，致使疾病胶结固化，缠绵难愈。
１􀆰 ２　 现代医学对动脉粥样硬化瘀毒证的认识

现代医家认为瘀毒是由多种致病因素相互作

用，造成病因错综复杂、胶着难愈、病势酷烈、病情

凶险的一类病邪，其既是致病因素，也是病理产

物［９］。 动脉粥样硬化发生发展过程中，斑块炎性及

血栓形成病理与中医“瘀毒”致病特点相似［１］。 陈

可冀院士团队认为，血瘀日久易化热生毒，瘀毒互

结致使血行不畅更甚，诱导血管内皮炎症反应，促
炎因子释放增加，伴随脂质代谢及代谢产物异

常［１０］，导致动脉粥样硬化及其斑块进展，故提出“瘀
毒致变”理论是动脉粥样硬化斑块破裂导致急性心

血管事件发生的关键病机［１，１１］。 此外，王永炎院士

团队对“毒”概念也进行了界定，认为“毒”系脏腑功

能和气血运行失常致使体内病理产物不能及时排

出，蕴积日久，损伤血脉，从而引发炎症级联过

程［１２］。 在坚持宏观辨证与微观研究相结合的原则

下，学者们发现血瘀证与高脂血症密切相关，且常

伴有全血黏度、血浆黏度、血小板聚集性增强、血栓

形成、微循环障碍及血液流变学异常等病理变

化［１３－１４］，而炎症介质水平增高、血管活性物质过度

释放及细胞死亡等变化与传统中医学的毒邪密切

相关［１３］。 因此，动脉粥样硬化瘀毒证可能是一组以

脂质代谢紊乱、炎症、血流动力学障碍及血液流变

学异常为主要临床表现的综合征。

２　 动脉粥样硬化瘀毒证模型的构建
方法
　 　 近年来，通过单因素或多因素复合造模手段已

构建出症状、病因、病理及病证结合四种动物模

９９
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型［１５－１７］。 中医证候动物模型以糖皮质激素诱导的

阳虚证动物模型为开端，现虽已拥有上百种证候动

物模型［１８］，但在模型构建方面仍有诸多不足。 病因

模拟符合中医致病特点，但在造模过程中仍难以建

立统一规范性的标准；病理造模操作简单、重复性

较强，利用客观指标评价较易获取符合西医病理变

化，但中医对病证的认识并非局限某一组织或器官

的病理改变［１９］。 病证结合通过多因素复合方式可

建立成熟、稳定、实用的动物模型，是中医药现代研

究的核心内容，是探索病理生理变化与中医证候演

变规律的基础，也是探索中医药起效机制的关键。
基于此，本文分别对血瘀证、热毒证及动脉粥样硬

化瘀毒证模型建立进行了阐述。
２􀆰 １　 单因素构建血瘀证或热毒证模型

血瘀证往往可由多种原因造成，结合对证候的

病因病机认识及辨证要点，分别通过模拟寒凝、气
虚、气滞及热毒等病因对实验动物进行干预，可使

其成功建立具有血瘀证表征的模型。 例如，寒凝血

瘀证模型可采用低温冰柜（ － １５ ～ ２０℃ 条件下约

１ ～ ４ ｈ，至大鼠出现寒战停止，持续 ２ 周） ［２０－２２］，或
冷水浸泡（０ ～ １℃冰水中 ２０ ｍｉｎ，持续 ２ 周） ［１９－２１］；
气虚血瘀证模型可采用强迫游泳（恒温水槽中游泳

约 １５ ｍｉｎ，或大鼠游至动作不协调且沉降入水中 １０
ｓ 以上不浮出，持续 ２ 周） ［２１，２３］，或采用睡眠剥夺（随
机安排昼光夜暗常相光照、昼暗夜光反相光照、昼
夜持续光照及昼夜持续黑暗，４ 个过程为 １ 个阶段，
每个阶段采用低电压刺激使大鼠保持清醒状态 ４８
ｈ，每个阶段 ７ ｄ，持续 ６ 周） ［２１，２４］；热毒血瘀证模型

可采用注射内毒素（小鼠首次尾静脉注射脂多糖

３ ｍｇ ／ ｋｇ，２０ ｈ 后腹腔注射脂多糖 ４ ｍｇ ／ ｋｇ，隔日 １
次，持续 ６ 周，大鼠先腹腔注射角叉菜胶 ２􀆰 ５ ｍＬ ／
ｋｇ，８ ｈ 后尾静脉注射 １ ｍＬ ／ ｋｇ 的脂多糖）方法［２１］。
“毒邪”包括外来毒邪和内生毒邪。 从中医学角度

分析，脂多糖内毒素和角叉菜胶作为外来之毒注射

于机体后可产生内源性的炎性因子等有害物质，体
现了中医热毒的基本性质，是目前较为常用的一种

模拟中医“内毒”的造模剂［２５－２６］。 然而，针对不同疾

病的证候模型，所需的“内毒”造模剂种类及剂量可

能也具有一定的差异。 既往研究显示，通过给大鼠

腹腔注射角叉菜胶 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ，１６ ｈ 后尾静脉注射脂

多糖 ５ μｇ ／ ｋｇ，同样成功复制出热毒致瘀的病理模

型［２５］。 尚有研究显示，角叉菜胶和干酵母单用或联

合均可诱导体内炎症因子水平升高，大鼠通过腹腔

注射角叉菜胶 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ，每日 １ 次，连续 ３ ｄ，第 ４ 日

皮下注射 ０􀆰 １％干酵母悬液 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 后也可复制

出热毒证模型［２７］。
２􀆰 ２　 复合因素构建动脉粥样硬化瘀毒证模型

目前，有关动脉粥样硬化瘀毒证的动物模型构

建尚未见报道。 复合因素模型构建是采用多种中

医致病因素与西医病理相结合的途径诱导病症结

合的动物模型［２８］，更符合西医临床病理及中医证候

的病因病机特点，在基础研究中占据主流地位。 使

用载脂蛋白 Ｅ 缺陷株（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ－ ／ －，ＡｐｏＥ－ ／ －）
小鼠，通过每天定时放入气候箱（温度（６ ± ２）℃，相
对湿度 ２５％ ～ ３２􀆰 ８％）１１ ｈ 并给予高脂饲料喂养

１２ 周后，可成功建立出动脉粥样硬化秽浊痰阻证动

物模型［２９］。 因此，动脉粥样硬化瘀毒证动物模型即

可选用动脉粥样硬化模型＋瘀毒证模型的方法进行

制备。
既往研究显示，采用高脂、高糖、高热量及维生

素 Ｄ３ 等方式喂养实验动物可建立动脉粥样硬化模

型［３０］，例如 ＡｐｏＥ－ ／ － 小鼠通过高脂饲料 喂 养 ８
周［３１］、低 密 度 脂 蛋 白 受 体 缺 陷 株 （ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ ／ －，ＬＤＬ⁃Ｒ－ ／ －）小鼠通过高脂饲料

喂养 １２ 周［３２］，Ｗｉｓｔａｒ 大鼠通过喂食高脂饲料并注

射维生素 Ｄ３（６００ ０００ ＩＵ ／ ｋｇ）持续 １２ 周［３３］、ＳＤ 大

鼠高脂饮食和维生素 Ｄ３（６００ ０００ ＩＵ ／ ｋｇ）喂养 １７
周［３４］、广西巴马小型猪通过采用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技

术使载脂蛋白 Ｅ 基因缺失并给予高脂高胆固醇喂

养 ６ 个月均可成功复制出动脉粥样硬化模型［３５］。
尚有研究显示，角叉菜胶和脂多糖两种因素联合

（大鼠腹腔注射角叉菜胶 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ，１６ ｈ 后尾静脉

注射脂多糖 ５ μｇ ／ ｋｇ）诱导出的模型，与临床常见的

热毒血瘀证表现极其相似，具有更明显的血栓和血

瘀表现［２５］。 研究显示，单用或复合使用肾上腺素、
内毒素、角叉菜胶和干酵母菌均能够诱发体内炎症

因子升高［２７］。 进一步通过肾上腺素 ／内毒素（大鼠

皮下注射 ０􀆰 ０１％肾上腺素溶液 ０􀆰 ８ ｍｇ ／ ｋｇ，每日 １
次，连续 １４ ｄ，第 １５ 日大鼠尾静脉注射 ５０ μｇ ／ ｋｇ 脂

多糖溶液）、角叉菜胶（大鼠腹腔注射角叉菜胶 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ，每日 １ 次，连续 ３ ｄ）、角叉菜胶 ／干酵母菌

（大鼠腹腔注射角叉菜胶 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ，每日 １ 次，连续

３ ｄ，第 ４ 天背部皮下注射 ０􀆰 １％干酵母悬液 １０ ｍＬ ／
ｋｇ）３ 组药物分别干预构建瘀毒互结模型，发现角叉

菜胶和干酵母菌两种因素叠加，前者可用于致“血
瘀”证，后者引起的炎症反应模拟热毒状态，能较好
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地构建瘀毒互结证动物模型［２７，３６］。 此外，采用物理

或化学单因素方式诱导的血瘀证模型联合注射内

毒素，也是构建瘀毒证模型的重要手段，未来值得

进一步深入研究以期建立完善的动脉粥样硬化瘀

毒证动物模型。

３　 动脉粥样硬化瘀毒证模型评价体系
的建立
　 　 目前，国内外尚无公认的动脉粥样硬化瘀毒证

模型，其原因与中医致病因素的非特异性密切相

关，一种或两种因素外源性地强加在动物身上，动
物自身的反应不同不一定能够得到理想的证候［３７］。
模型评价是验证病证模型构建成功与否的关键，西
医理化检测不能说明证候问题，实验动物自身又无

法完成主观感受的描述，且中医外观表征评估具有

主观性，很难得到国际学者认可［１９］。 因此，我们需

要通过结合外在的宏观表征和微观的理化指标结

果评估模型的制备效果，以期建立规范的符合中医

特色及西医病理的评价体系。
３􀆰 １　 瘀毒证宏观表征评估

“有诸于内，必形诸于外”，证候的外在表征是

模型评价的内容之一。 中医动物宏观表征可通过

“四诊”采集，即通过动物的精神状态、皮毛色泽、五
官症状及分泌物、饮食饮水量、大小便情况、体长及

体重变化、舌质颜色、体温（肛温）及心率等间接评

估［１８］。 有学者提出，利用中医实验动物证候表征采

集系统，通过对动物症状、体征进行量化评分来辅

助分析可判定证候构建的程度［２２］。 瘀毒致病以发

热、烦躁、骤发性疼痛、颜面口唇及指（趾）青紫或暗

黑、肌肤甲错，病势急，病情凶险等为特点［３８－３９］。 如

发现模型动物口唇、耳廓、四肢末梢及尾部皮肤颜

色暗淡变紫，可说明动物体内已出现血流不畅、微
循环障碍，“毒邪”致病来势凶猛，发病急骤，传变迅

速，故短时间内上述症状明显加重，可说明模型符

合瘀毒互结证的特点［１８，３６］。
３􀆰 ２　 血脂和动脉粥样硬化病变检测

血脂异常是动脉粥样硬化病变早期的重要指

标之一，它会导致内皮细胞功能障碍、通透性增加，
加重胆固醇聚集和脂质沉积，促进动脉粥样硬化的

发生和发展［４０－４１］。 现代医学也认为血脂与中医瘀

毒密 切 相 关， 且 已 有 研 究 将 总 胆 固 醇 （ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、甘油三酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）、低密

度脂蛋白胆固醇（ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＬＤＬ⁃Ｃ） 及 高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ

ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＨＤＬ⁃Ｃ ） 检 测 用 于 模 型 评

价［２１，３７］。 此外，致动脉粥样硬化指数 （ ａｔｈｅｒｏｇｅｎｉｃ
Ｉｎｄｅｘ，ＡＩ）通过计算血脂比［（ＴＣ⁃ＨＤＬ⁃Ｃ） ／ ＨＤＬ⁃Ｃ］，
反映评价动脉粥样硬化发生的程度，是衡量动脉粥

样硬化程度的一个可靠指标［４２－４３］。 病理形态学变

化也是确定动脉粥样硬化模型是否成功的重要手

段，可通过大体油红 Ｏ 染色、主动脉根部 ＨＥ 染色及

油红 Ｏ 等染色定量测量计算斑块面积及脂质百

分比［３１，４４］。
３􀆰 ３　 炎症指标分析

《金匮要略》曰：“毒，邪气蕴结不解之谓”，由脏

腑功能和气血运行失常致使体内病理产物蕴积日

久，损伤血脉，从而引发炎症级联反应［１２］。 从现代

医学角度分析，瘀毒证中的“毒邪”类似于炎症因

子。 研究表明，在不同疾病的病理过程中，各种炎

性因子的致病作用与瘀毒证之间具有密切的相关

性，可见血管炎症因子大量释放，促进白细胞激活

和黏附，进而诱导血栓的形成［４５］。 白细胞介素

（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、 肿 瘤 坏 死 因 子

（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）⁃α、干扰素 （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，
ＩＦＮ）⁃γ 及超敏 Ｃ 反应蛋白（ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｃ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ｈｓ⁃ＣＲＰ）等作为经典炎症因子，参与机体多

项生理功能，是炎症的主要标志物［４６－４７］。 因此，ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１８、ｈｓ⁃ＣＲＰ、ＴＮＦ⁃α、ＩＦＮ⁃γ 及中性粒细

胞等指标常被用于评价炎症反应及相关程度［１７，４５］，
其为评估瘀毒证模型提供参考依据。
３􀆰 ４　 血液指标检测

瘀毒损脉，阻遏气机，伤津耗液，导致血液流速

和流量降低，并可造成全血黏度、血浆黏度增高，故
血流动力学与血液流变学是反映机体血瘀证病理

表现的重要指标［４８］。 血液流变学检测包括全血比

黏度 （ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ， ＷＢＶ）、 血浆比黏度

（ｐｌａｓｍａ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ， ＰＶ）、红细胞沉降率 （ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ
ｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ＥＳＲ）、纤维蛋白原 （ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，
ＦＩＢ）及血小板聚集性（ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ，ＰＡＧ）等，
反映了血液的黏滞性、 浓稠性、 聚集性和凝固

性［２１，４９－５０］。 其中，纤维蛋白原也是重要的凝血因

子，既往研究表明血瘀证多伴随着血小板异常和凝

血功能改变［２１］。 因此，凝血四项可能是瘀毒证微观

病理变化的重要参数［２１－２２］。 学者们发现全血黏度

及血流阻力增加往往会导致微循环障碍［１９］，通过检

测血管形态、血管管径及毛细血管数等可进行评

价［３７，５０］。 血管形态的改变也会导致血管舒缩功能
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异常和血管内皮受损，血管活性因子包括内皮素⁃１
（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ⁃１，ＥＴ⁃１）、血栓素 Ａ２（ ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ａ２，
ＴＸＡ２）、血栓素 Ｂ２（ ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ｂ２，ＴＸＢ２）、血管紧

张 素 ＩＩ （ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ， ＡｎｇＩＩ ）、 前 列 环 素⁃２
（ｐｒｏｓｔａｃｙｃｌｉｎ⁃２，ＰＧＩ⁃２）、前列腺素 Ｅ２（ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ
Ｅ２，ＰＧＥ２）、一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）及降钙素基

因相关肽（ ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）也

常被用于检测［２１］。
３􀆰 ５　 多组学联合分析

代谢组学、基因组学及蛋白质组学领域的研究

为中医现代化发展提供了新契机，在“四诊”宏观表

征评价的基础上，利用代谢组学对实验动物的血

浆、尿液等进行分析，观察动物内源性标志物的代

谢变化为判定模型成功与否提供了可靠依据［１８，５１］。
既往蛋白质组学研究发现，脂多糖致热毒血瘀证大

鼠模型的血清在双向电泳胶上 １３ 个蛋白点发生显

著的含量变化［５２］，冠心病血瘀证患者的血清蛋白质

学研究发现，同种型高分子量激肽原 １（ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ １，
ＫＮＧ１ ） 的 前 体 和 过 氧 化 物 还 原 酶⁃１
（ｐｅｒｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ⁃１，ＰＲＤＸ１）是“因瘀致毒”病机转

变的重要蛋白［５３］。 代谢组学研究发现，心血瘀证大

鼠模型至少有 １９ 个代谢物明显异常，涉及氨基酸代

谢、脂类代谢和嘌呤代谢等通路［５４］；热毒证大鼠的

能量代谢相关酶也发生显著变化，涉及糖酵解蛋白

酶、三羧酸循环蛋白酶和氨基酸代谢相关酶等［５５］。
组学前期进行盲选所需样本量大且技术要求较高，
有关动脉粥样硬化瘀毒证的组学标志物可在上述

结果中进一步深入研究和验证以挖掘潜在的标

志物。

４　 动脉粥样硬化瘀毒证模型的构建与
展望
　 　 动脉粥样硬化瘀毒证是两种不同医学模式下

对同一现象的不同认识，随着中医药防治动脉粥样

硬化的现代化研究与深入，符合中医临床瘀毒特色

的动脉粥样硬化动物模型亟待构建与完善。 病证

结合模型以中医病因病机理论为指导，西医病理改

变为基础，采用多因素复合造模手段将病与证结合

于同一动物模型，符合临床先诊病后辨证的实际，
且模型稳定性和可靠性较高，是构建动脉粥样硬化

瘀毒证模型的重要策略。 结合现代研究，动脉粥样

硬化瘀毒证模型构建可以在较为成熟稳定的动脉

粥样硬化模型基础上，施加瘀毒证干预因素，即通

过采用高脂饲料喂养，联合角叉菜胶和脂多糖或干

酵母菌进行诱导，也可以通过诱导血瘀证模型的物

理或化学方法联合注射内毒素进行构建。 然而，动
物品系体质差异、耐受及反应程度不同，针对不同

体系、不同周龄的动物建立动脉粥样硬化瘀毒证模

型，未来仍有必要进行更为细致深入的研究。
在中医药现代化医学模式下，多因素复合构建

的病证结合动物模型融合了西医的发病机制和中

医致病因素，现有的疾病模型和中医证候表现具有

独特性。 模型评价既往多依据西医病理改变为主，
且目前缺乏统一规范的病证结合动物模型评价标

准，附加因素是否改变了模型的原有病理基础，中
医“证”的动态性及阶段性特征是否稳定，以及模型

的可靠性和可重复性是否会降低，值得对动脉粥样

硬化瘀毒证的生物学基础及动物模型进行系统研

究和评估。 结合当前研究现状，瘀毒证的宏观评价

指标、血脂、致动脉粥样硬化指数、病理形态学、炎
症相关因子、血流动力学、血液流变学、血管内皮功

能及组学等指标可能是动脉粥样硬化瘀毒证的重

要生化基础，可作为模型构建成功与否的内在参考

依据。 然而，如何对瘀毒证动物模型的宏观表征参

数进行量化，实现四诊指标的规范化、客观化及标

准化仍是我们今后所需共同努力解决的难点。 总

之，建立客观、规范的动脉粥样硬化瘀毒证动物模

型及评价体系是中医药防治心脑血管疾病研究的

重点，可突显中医药特色解决方案及助力中医药走

向国际化。
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［基金项目］十四五国家重点研发计划（２０２１ＹＦＦ０７０２４０２），航天医学基础与应用国家重点实验室基金（ＳＭＦＡ２２Ｂ０５），后勤科研项目基金

（ＢＺＺ２１Ｃ００１）。
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模拟失重实验动物模型的建立与评价
纪依澜１，赵德明１，王菲２，阚广捍２，吴斌２，杨利峰１∗

（１． 中国农业大学，动物医学院，北京　 １００１９３；２． 中国航天员科研训练中心，北京　 １０００９４）

　 　 【摘要】 　 随着航天技术不断发展，航天员太空飞行的时长不断增加。 研究发现，航天失重环境可能会使航

天员的生理和心理发生一定变化，对航天员的身体健康产生一些影响。 为探究这些影响的机制并找出合理的对抗

措施，使用实验动物建立模拟失重模型进行深入的研究至关重要，选择与人体组织器官、生理机能和习性相似的实

验动物建立模拟失重模型，能更好地帮助相关研究。 失重模型应参照能否模拟出由于失重引起心血管骨骼、肌肉

等主要系统的变化，来评估模拟失重模型是否成功建立。 本文对现有的地面模拟失重动物模型建立和相关研究情

况进行了概述，以期为开展相关研究工作提供参考借鉴。
【关键词】 　 模拟失重；动物模型；评价
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 航天员在航天飞行时，身体多个系统结构和功

能可能会发生变化，如血液头向转移、心血管系统

及骨骼肌肉发生的适应性变化等等。 这些变化给

航天员在航天飞行过程中甚至返回地面后的身体、
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心理健康状况可能带来一些影响，针对这些影响的

机制进行深入研究以期探索出相应的对抗、治疗措

施对航天医学发展至关重要。 虽然地面模拟失重

只能模拟出航天失重环境给动物带来的部分影响，
但地面模拟失重研究与实际航天飞行相比较容易

开展。 不同实验动物的解剖结构、生活习性等各不

相同，使用其建立模拟失重模型的方法也各不相

同，模拟失重给动物机体带来的影响程度也不完全

一致，故本文就现有主要的模拟失重模型建立方法

及使用地面模拟失重实验进行后续研究的相关文

章进行综述，以期为模拟失重模型提供一定的评价

标准。

１　 模拟失重动物模型的建立

为研究航天失重环境给航天员心血管系统、骨
骼和肌肉等带来的影响，各种模拟失重模型用于研

究多个系统生理变化、具体机制以及对抗措施。 目

前模拟失重模型常用的动物包括大鼠、小鼠和豚鼠

等啮齿类动物；兔子、犬、猕猴和恒河猴等中体型动

物。 常用的造模方式包括尾部悬吊、后肢去负荷和

头低位卧床等。
１􀆰 １　 啮齿类动物模拟失重模型

模拟失重模型使用的啮齿类动物主要包括大

鼠、小鼠和豚鼠等。 大鼠和小鼠是地面模拟失重模

型中最常用的实验动物。 大鼠－３０°尾部悬吊法是

国际公认、应用最为广泛的模拟失重的方法，能基

本模拟失重条件下心血管、骨骼和肌肉等组织的变

化［１］。 付子豪等［２］ 改良了经典的大鼠尾部悬吊方

法，在尾套内使用聚乙烯发泡棉隔层，缓解悬吊装

置对尾部的挤压，保障远端血液循环、减少应激等

引起的影响。
１􀆰 ２　 兔模拟失重模型

除了使用大鼠和小鼠建立模拟失重模型，兔
－２０°头低位限动也是一种常用的地面模拟失重模

型［３］。 孙喜庆等［４］ 使用兔子以－２０°头低位倾斜的

方法模拟失重，研究了间断性头高位对失重后动物

血管结构的影响。 沈羡云等［５］ 使用兔头低位－２０°
倾斜的方法模拟失重，对失重对血液系统的影响进

行研究。
１􀆰 ３　 犬模拟失重模型

在身体构造、组织器官的尺寸和生理习性上，
犬与人类较相近，且犬类的皮质骨具有与人相似的

哈弗氏系统，故实验犬也是用作模拟失重模型的选

择之一，但目前相关文献较为罕见。 刘书林等［６］ 根

据犬类的特殊习性和生理结构设计特制背心，分别

以－６°和－１２°悬吊实验犬，发现－１２°后肢去负荷显

著影响犬的骨骼及肌肉代谢，变化趋势与其他模拟

失重模型的结果一致，成功建立比格犬模拟失重

模型。
１􀆰 ４　 猴模拟失重模型

灵长目动物在进化过程、组织器官结构、生活

习性和生理机能等方面与人类相似，作为实验动物

被广泛应用于航天飞行、神经科学、生命科学等多

方面研究中。 头低位卧床为猴模拟失重模型最常

用的方式，常用的头低位角度为－１０°，研究表明该

角度头低位卧床模拟失重能够使恒河猴腰椎发生

骨质疏松变化，血清中 ＴＲＡＰ 含量显著上升等，与失

重引起的机体变化趋势基本一致［７］。
１􀆰 ５　 小型猪模拟失重模型

小型猪在解剖学、心血管系统、骨骼系统及神

经系统等与人体较为接近，是理想的医学研究实验

动物，近年来在心血管疾病、神经退行性疾病等领

域中应用诸多［８］。 目前，小型猪模拟失重模型及其

后续研究相关文献较罕见，小型猪模拟失重模型的

建立和完善对创新完善航天医学领域模拟失重动

物模型体系具有重要意义，可推进深入研究。 已有

研究表明－６°四肢悬吊头低位未引起小型猪骨骼骨

密度显著丢失，但骨骼抗动态载荷指标较对照组显

著下降［９］，使用小型猪建立模拟失重模型的悬吊角

度和方式还需进一步探索。

２　 模拟失重动物模型的评价

模拟失重模型建立成功与否无法用准确的数

值评价，要看所建立的模拟失重模型是否能模拟出

失重环境下所造成的一系列主要生理变化，包括心

血管系统、骨骼和肌肉系统。 除此之外，失重环境

还可能对人体神经系统、肝、胃肠道等其他组织器

官产生影响。
２􀆰 １　 心血管系统

研究发现，在多项航天任务结束后，航天员的

心血管功能可能会发生变化。 例如，心脏收缩功能

下降，心律发生变化，上肢、下肢等部位的血管发生

适应性变化，可能导致一系列后续影响。
现有的模拟失重动物模型研究发现，模拟失重

可能导致动物体内部分血管发生适应性变化或受

到损伤，包括主、肺动脉损伤，动脉内皮细胞空泡变

７０１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １

性，内弹力带内外胶原纤维和弹力纤维增多［１０］；大
脑中动脉肌源性紧张度上升，对 ５⁃ＨＴ 收缩反应性

增强［１１］；区域性动脉结构重塑［１２］；颈总动脉钙化，
钙含量增加、钙盐沉积增多［１３］；股动脉内皮细胞部

分脱落，管壁变薄，平滑肌细胞层数减少，发生萎缩

性变化［４］等。
除了血管形态结构，模拟失重还会引起动物心

肌结构、血压、心率和血液动力学等发生变化，包
括：心血管系统节律紊乱［１４］；心脏乳头状肌和心室

心肌纤维横截面积显著减少，心肌纤维萎缩［１５］；血
液动力学发生变化，血液中内皮细胞、畸形红细胞

增多，血粘度、血细胞比容、纤维蛋白原等均显著上

升［５］等。
２􀆰 ２　 骨骼

研究发现，航天员在飞行任务结束后，可能出

现多处骨骼骨密度丢失现象，其中下肢骨骼骨密度

丢失速度较快。 对骨密度丢失的机制进行研究发

现，失重环境会通过影响骨骼中破骨细胞和成骨细

胞活动的平衡等方式，导致骨代谢加强，进而导致

骨质丢失。
现有的模拟失重动物模型研究发现，不同模拟

失重时长对骨骼的影响程度不同，短期模拟失重虽

未使动物承重骨及非承重骨发生显著变化，但破骨

细胞数量显著增加［１６］。 延长模拟失重时间发现，尾
吊 ３ 周的大鼠承重骨生长受到抑制，钙盐代谢障碍、
生物力学性能降低［１７］，同时模拟失重动物的承重骨

骨组织及骨髓中骨钙素表达量下降幅度随时间延

长增加，表明成骨细胞活性下降，承重骨骨皮质和

软骨中的矿物盐明显丢失且钙盐沉积受到抑制［１８］。
此外，研究发现模拟失重对动物身体不同部位的骨

骼带来的影响可能不同，尾吊 １４ ｄ 和 ２８ ｄ 后的大鼠

股骨、骨盆、腰椎骨密度显著下降，而胸椎、桡尺骨

骨密度无明显变化［１９］，尾吊时间延长大鼠骨质疏松

程度加剧，骨小梁厚度及数目下降［２０］。 模拟失重对

骨骼的影响还可能与实验动物的性别和年龄相关，
赵赞延等［２１］发现雌、雄尾吊小鼠均出现骨质疏松样

改变，除骨小梁厚度和数量外无明显的性别差异，
而张恒等［２２］研究发现雌性尾吊大鼠骨质疏松更明

显。 谭雄进等［２３］ 研究发现，相较于成年鼠，使用年

幼鼠建立模拟失重模型所观察到的骨骼变化趋势

一致。
除了常用的啮齿类模拟失重动物模型外，－２０°

头低位限动模拟失重的兔骨骼未发现明显变化［２４］，

在猴子、犬模拟失重动物模型可观察到上述骨骼骨

密度等变化。 刘书林等［６］ 建立犬头低位后肢去负

荷模拟失重模型，Ｂｉｏｎ １１ 任务中搭乘的恒河猴［２５］，
王晓平等［２６］用的恒河猴－１０°头低位卧床法中骨骼

的变化趋势与其他模拟失重模型的结果一致。
２􀆰 ３　 骨骼肌

已有研究表明，航天员经历航天飞行后，骨骼

肌会出现废用性萎缩等变化，包括抗重力肌萎缩、
肌纤维横截面积减小等。 现有的模拟失重动物模

型显示，Ｃｏｓｍｏｓ １８８７ 任务中太空飞行 １２􀆰 ５ ｄ 的大

鼠靠近骨骼的肌肉萎缩程度大于外周的肌肉，还能

够观察到比目鱼肌水肿、坏死及巨噬细胞增多等组

织病理学变化［２７］。 ＳＴＳ⁃４８ 任务中航天 ５􀆰 ８ ｄ 的大

鼠比目鱼肌萎缩，而非负重的长伸肌和胫骨前肌生

长正常［２８］。 研究发现，尾吊大鼠比目鱼肌、腓肠肌

线粒体离子代谢和形态学发生改变［２９］，比目鱼肌肌

梭内神经营养因子⁃３（ＮＴ⁃３）含量下降，电镜观察发

现随失重时间递增尾吊组大鼠肌梭的形态结构损

伤加剧，尾吊 １４ ｄ 时可观察到明显的退行性变

化［３０］。 在兔、犬等其他模拟失重动物模型中也可观

察到上述肌肉变化，研究发现头低位限动组兔的比

目鱼肌水肿，部分肌纤维横纹消失，肌肉溶解［２４］，刘
书林等［６］发现－１２°头低位模拟失重 ３ 周的犬后肢

周径、后肢肌肉含量显著降低，比目鱼肌原肌球蛋

白、肌球蛋白等表达均显著下降。
２􀆰 ４　 神经系统

研究发现，失重会对脑结构、听觉、视觉、认知

功能和情绪等产生一定的影响，包括引发动物抑

郁、焦虑等不良情绪，认知功能下降、视力下降或眼

部疾病等等。
宫玉波等［３１］ 发现短期模拟失重 １４ ｄ 对大鼠眼

底血流产生一定影响，大鼠脉络膜增厚，眼轴变短，
但未见明显视网膜病变。 戴旭锋等［３２］ 发现尾吊组

的小鼠在 １５ ｄ 时出现暂时的视网膜微循环异常，但
在尾吊 ３０ ｄ 时视网膜微循环和神经生物电反应出

现恢复。 以上研究表明模拟失重会对视网膜造成

的一定影响且与实验时长相关，但动物脱离模拟失

重环境后可能会随自身调节恢复正常。
韩浩伦等［３３］ 研究发现模拟失重 ５ ｄ 内耳蜗毛

细胞的结构和功能出现损伤，但在实验后期听觉功

能有所恢复。 李元超等［３４］ 研究发现模拟失重 ４ 周

内，耳蜗带状突触数量减少但脱离失重环境后损伤

可逆，短期内耳蜗带状突触数量恢复到一定程度。
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以上研究表明模拟失重环境会对听觉造成的一定

影响，但损伤可逆。
多项基于啮齿类模拟失重模型的研究发现，模

拟失重会引发动物抑郁、焦虑或认知能力下降，影
响的机制包括：（１）动物体内神经递质及神经营养

因子的表达和释放受到影响；（２）神经细胞氧化应

激程度加重，导致细胞损伤或凋亡；（３）血液头向转

移引起脑部及颈部血管适应性变化，引起其他神经

症状等［３５］。
２􀆰 ５　 其他

失重环境除了会引起心血管系统、肌肉、骨骼

变化以外，还可能给肝、脾和胃肠道等组织器官带

来影响。 例如，模拟失重动物肝细胞发生损伤性变

化，进一步可能影响肝代谢［３６］；模拟失重动物肝、脾
和胸腺质量均下降，脾中淋巴细胞、巨噬细胞和粒

细胞数量显著降低［３７］；模拟失重大鼠小肠黏膜紧密

连接蛋白表达量下降，电镜下观察发现小肠上皮细

胞间隙增宽，紧密连接和微绒毛结构受到影响，使
动物对肠道炎症易感性增加［３８］。

３　 结语

现有的地面模拟失重模型使用的实验动物包

括啮齿类动物、兔、猴和犬等。 目前大、小鼠尾部悬

吊地面模拟失重模型在国内外应用最为广泛，具有

体型小、操作简便的优点，但啮齿类动物的身体尺

寸、解剖结构及生物节律等与人类差异较大，具有

一定局限性。 除啮齿类动物外，犬的身体尺寸、身
体构造、生理习性等更接近人类，且犬类等大动物

的皮质骨具有哈弗氏系统，与人类相似。 恒河猴等

灵长目动物的器官结构、生理习性及代谢机能等与

人类近似，在生命科学、医药等领域应用广泛，但研

究成本昂贵。 除此之外，小型猪在解剖学、神经生

物学、心血管和胃肠道等方面均与人类相近，因此，
是未来作为失重模型的优选动物之一。

地面模拟失重只能模拟出人类在航天飞行过

程中的部分生理病理变化，且不同的实验动物的解

剖结构、生理习性等各不相同，所以目前模拟失重

模型建立成功与否没有唯一的指标，要根据模型动

物是否表现出失重模拟状态下的主要生理效应进

行判断，例如血液重新分布、心功能变化、骨质疏松

和肌肉萎缩等。 在此基础上，再对其他模拟失重状

态下可能对动物造成的影响进行进一步探究。 为

完善和丰富现有的地面模拟失重模型，并进行深入

的机制研究及探究对抗措施，使用多种实验动物建

立地面模拟失重模型具有重要意义。
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法 ［ Ｊ ］ ． 中 国 应 用 生 理 学 杂 志， ２０１９， ３５ （ ２ ）： １８９ －

１９２， １９６．
Ｆｕ ＺＨ， Ｗａｎｇ Ｚ， Ｗｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ａｐｐｌ
Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１９， ３５（２）： １８９－１９２， １９６．

［ ３ ］ 　 孟京瑞， 沈羡云， 向求鲁． 兔模拟失重装置的设计及其应用

［Ｊ］ ． 航天医学与医学工程， １９９６， ９（１）： ５７－５９．
Ｍｅｎｇ ＪＲ， Ｓｈｅｎ ＸＹ， Ｘｉａｎｇ ＱＬ． Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｐｐａｒａｔｕｓ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ［Ｊ］ ． Ｓｐａｃｅ Ｍｅｄ
Ｍｅｄ Ｅｎｇ， １９９６， ９（１）： ５７－５９．

［ ４ ］ 　 孙喜庆， 王冰， 孙会品， 等． 间断性头高位对模拟失重兔动

脉内皮素表达和组织形态的影响 ［ Ｊ］ ． 航天医学与医学工

程， ２００６， １９（４）： ２６５－２６８．
Ｓｕｎ ＸＱ， Ｗａｎｇ Ｂ， Ｓｕｎ ＨＰ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｈｅａｄ⁃
ｕｐ ｔｉｌｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ａｒｔｅｒｙ ｄｕｒｉｎｇ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ ［Ｊ］ ． Ｓｐａｃｅ Ｍｅｄ
Ｍｅｄ Ｅｎｇ， ２００６， １９（４）： ２６５－２６８．

［ ５ ］ 　 沈羡云， 陈建和， 孟京瑞， 等． 模拟失重对兔血液系统影响

的研究 ［Ｊ］ ． 航天医学与医学工程， １９９６， ９（３）： １９８－２０３．
Ｓｈｅｎ ＸＹ， Ｃｈｅｎ ＪＨ， Ｍｅｎｇ ＪＲ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ
ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ｏｎ ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ［Ｊ］ ． Ｓｐａｃｅ Ｍｅｄ
＆ Ｍｅｄ Ｅｎｇ， １９９６， ９（３）： １９８－２０３．

［ ６ ］ 　 刘书林， 姚永杰， 刘秋红， 等． 犬头低位后肢去负荷模拟失

重模型的建立与验证 ［ Ｊ］ ． 载人航天， ２０２１， ２７（ ５）： ５９６
－６０２．
Ｌｉｕ ＳＬ， Ｙａｏ ＹＪ， Ｌｉｕ ＱＨ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｏｇ ｗｉｔｈ ｈｅａｄ ｄｏｗｎ ｈｉｎｄｌｉｍｂ
ｕｎｌｏａｄｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｍａｎｎｅｄ Ｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ， ２０２１， ２７（５）： ５９６－６０２．

［ ７ ］ 　 杨超， 徐子涵， 李铠， 等． 头低位卧床对恒河猴骨代谢、糖脂

代谢的抑制效应及其相关性分析 ［ Ｊ］ ． 空间科学学报，
２０２０， ４０（４）： ５４０－５４６．
Ｙａｎｇ Ｃ， Ｘｕ ＺＨ， Ｌｉ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅａｄ⁃ｄｏｗｎ
ｂｅｄ ｒｅｓｔ ｏｎ ｂｏｎｅ， ｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ Ｒｈｅｓｕｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｓｐａｃｅ Ｓｃｉ， ２０２０， ４０（４）： ５４０－

５４６．
［ ８ ］ 　 吴华莉， 涂尾龙， 曹建国， 等． 小型猪在人类疾病模型方面

的研究进展 ［Ｊ］ ． 养猪， ２０２１（４）： ６３－６７．
Ｗｕ ＨＬ， Ｔｕ ＷＬ， Ｃａｏ ＪＧ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ
ｐｉｇ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｗｉｎｅ Ｐｒｏｄ， ２０２１（ ４）： ６３
－６７．

［ ９ ］ 　 谈诚， 李志利， 汪德生， 等． 四肢悬吊法对小型猪骨骼抗动

态载荷功能的影响 ［Ａ］． 第八届全国生物力学学术会议论

文集 ［Ｃ］ ； ２００６．
Ｔａｎ Ｃ， Ｌｉ ＺＬ， Ｗａｎｇ ＤＳ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｍｂ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｏｎ

９０１
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ｓｋｅｌｅｔａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｄｙｎａｍｉｃ ｌｏａｄｉｎｇ ｉｎ ｍｉｎｉｐｉｇ ［ Ａ ］．
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ８ｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ
Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ ［Ｃ］ ； ２００６．

［１０］ 　 汪德生， 袁敏， 李志利， 等． 尾部悬吊大鼠胸主动脉、肺动脉

超微结构变化的动态观察 ［Ｊ］ ． 现代临床医学生物工程学杂

志， ２００６， １２（５）： ４１６－４１９．
Ｗａｎｇ ＤＳ， Ｙｕａｎ Ｍ， Ｌｉ ＺＬ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗａｌｌｓ ｉｎ ａｏｒｔａｅ ａｎｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ａｒｔｅｒｉｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｕｎｄｅｒ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｏｄ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄ
Ｂｉｏｅｎｇ， ２００６， １２（５）： ４１６－４１９．

［１１］ 　 林乐健， 暴军香， 白云刚， 等． 模拟失重对大鼠大脑中动脉

与肠系膜小动脉肌源性紧张度的不同影响 ［ Ｊ］ ． 生理学报，
２００９， ６１（１）： ２７－３４．
Ｌｉｎ ＬＪ， Ｂａｏ ＪＸ， Ｂａｉ ＹＧ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ
ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ ｏｎ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｔｏｎｅ ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｎｄ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ
ｓｍａｌｌ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｓｉｎ， ２００９， ６１（１）： ２７－

３４．
［１２］ 　 高放， 程九华， 薛军辉， 等． 模拟失重致大鼠弹力型大动脉

血管区域特异性重塑及其重力性对抗措施 ［ Ｊ］ ． 生理学报，
２０１２， ６４（１）： １４－２６．
Ｇａｏ Ｆ， Ｃｈｅｎｇ ＪＨ， Ｘｕｅ ＪＨ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ⁃ｖｉｖｏ ａｎｄ ｅｘ⁃ｖｉｖｏ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ
ｒｅｇｉｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｅｌａｓｔｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｄｕｅ ｔｏ
ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｂｙ ｇｒａｖｉｔｙ⁃ｂａｓｅｄ
ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｓｉｎ， ２０１２， ６４（１）： １４－２６．

［１３］ 　 刘焕， 茹凝玉， 吕强， 等． 中期及长期模拟失重对大鼠颈总

动脉钙化的影响 ［Ｊ］ ． 解放军医学杂志， ２０２１， ４６（１）： １－６．
Ｌｉｕ Ｈ， Ｒｕ ＮＹ， Ｌｖ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｄ⁃ｔｅｒｍ ａｎｄ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ
ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ ｃａｕｓｅｓ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ
［Ｊ］ ． Ｍｅｄ Ｊ Ｃｈｉｎ ＰＬＡ， ２０２１， ４６（１）： １－６．

［１４］ 　 陈励， 张斌， 杨璐， 等． 模拟失重对大鼠动脉血压、心率昼夜

节律的影响及其机制 ［Ｊ］ ． 解放军医学杂志， ２０１６， ４１（４）：
２８９－２９４．
Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｂ， Ｙａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ
ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ ｏｎ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ｏｆ ｃａｕｄａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ
ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｉｎ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｄ Ｊ
Ｃｈｉｎ ＰＬＡ， ２０１６， ４１（４）： ２８９－２９４．

［１５］ 　 Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ ＭＡ， Ｅｄｗａｒｄｓ ＲＪ， Ｓｃｈｒｏｅｔｅｒ ＪＰ． Ｃａｒｄｉａｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
ａｆｔｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ ＣＯＳＭＯＳ ２０４４ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ （１９８５）， １９９２， ７３（２）： ９４－１００．

［１６］ 　 Ｖｉｃｏ Ｌ， Ｃｈａｐｐａｒｄ Ｄ， Ａｌｅｘａｎｄｒｅ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ｏｎ ｂｏｎｅ ｍａｓｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｐｒｅｇｎａｎｔ
ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ａ ｆｉｖｅ⁃ｄａｙ ｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ （ＣＯＳＭＯＳ １５１４） ［ Ｊ］ ． Ｂｏｎｅ，
１９８７， ８（２）： ９５－１０３．

［１７］ 　 曹新生， 付崇建， 杨连甲， 等． ３ 周模拟失重对大鼠后肢骨

生长代谢的影响 ［ Ｊ］ ． 中华航空航天医学杂志， ２０００， １１
（４）： ２２１－２２４．
Ｃａｏ ＸＳ， Ｆｕ ＣＪ， Ｙａｎｇ ＬＪ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ３ ｗｋ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ
ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｂｏｎｅｓ ｉｎ
ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ａｅｒｏｓｐ Ｍｅｄ， ２０００， １１（４）： ２２１－２２４．

［１８］ 　 付崇建， 郁冰冰， 杨连甲， 等． 尾悬吊大鼠骨和骨髓中骨钙

素的变化 ［ Ｊ］ ． 航天医学与医学工程， ２００３， １６（ ４）： ２６０
－２６３．

Ｆｕ ＣＪ， Ｙｕ ＢＢ， Ｙａｎｇ ＬＪ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ ｉｎ ｂｏｎｅ
ａｎｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｉｎ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｓｐａｃｅ Ｍｅｄ Ｍｅｄ
Ｅｎｇ， ２００３， １６（４）： ２６０－２６３．

［１９］ 　 佟海英， 胡素敏， 周鹏， 等． 悬吊模拟失重及解悬吊对大鼠

骨密度及生物力学的影响 ［ Ｊ］ ． 中国骨伤， ２００８， ２１（ ４）：
２７６－２７９．
Ｔｏｎｇ ＨＹ， Ｈｕ ＳＭ， Ｚｈｏｕ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｒａｔｓ’ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ ｂｙ ｓｕｓｐｅｎｓｏｒｙ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ
ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ
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Ｂｏｎｅ Ｍｉｎｅｒ Ｒｅｓ， ２０２２， １５（２）： １８２－１８８．
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６１３， ６２３．
Ｔａｎ ＸＪ， Ｓｕｎ ＹＪ， Ｗａｎｇ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ
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网膜电图和视网膜微循环的影响 ［ Ｊ］ ． 国际眼科杂志，
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２０１２， ２０（３）： ２６９－２７１．

Ｈａｎ ＨＬ， Ｗｕ Ｗ， Ｗａｎｇ ＨＮ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ
ｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｎｅｓｓ ｏｎ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｃｈｌｅａ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ
Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｕｄｉｏｌ Ｓｐｅｅｃｈ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１２， ２０（ ３）： ２６９
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－１１４３．

［３７］ 　 Ｂａｑａｉ ＦＰ， Ｇｒｉｄｌｅｙ ＤＳ， Ｓｌａｔｅｒ ＪＭ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ ｏｎ
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高尿酸血症动物模型研究进展
王琳，沈嘉艳，谢招虎，秦冬冬，李兆福，马晓惠，吕小满∗

（云南中医药大学，昆明　 ６５００００）

　 　 【摘要】 　 随着经济的发展，人们生活方式和饮食结构发生改变，高尿酸血症的临床检出率逐年增加，高尿酸

血症是继高血压、糖尿病、高血脂之后的“第四高”，其发病率已趋于年轻化，因此，建立合适的动物模型是研究高尿

酸血症发病机制及预防疾病的重要渠道。 近年来关于高尿酸血症模型建立的文献较多，笔者对近年相关文献进行

了查阅，总结了常见的动物模型并对增加尿酸来源、抑制尿酸酶活性、抑制尿酸排泄及其他造模方法进行了综述。
可为研究治疗、预防高尿酸血症相关药物以及模型的构建方法提供参考。

【关键词】 　 高尿酸血症；动物模型；禽类；啮齿类
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　 　 高尿酸血症是指嘌呤代谢紊乱，尿酸 （ ｕｒｉｃ
ａｃｉｄ， ＵＡ）水平高于正常值所导致的代谢性疾病，
２０２１ 年《高尿酸血症和痛风病证结合诊疗指南》中
提出在正常嘌呤饮食状态下，非同日两次空腹血尿

酸浓度＞ ４２０ μｍｏｌ ／ Ｌ、无论男女，即被认为是高尿酸

血症［１］，高尿酸血症的发生主要是由于人体内尿酸

增多或者尿酸排泄减少导致的，嘌呤物质在人体能

量供应方面和促进人体代谢、排泄过程及组成辅酶

中扮演着重要的角色。 尿酸的生成量主要与体内

参与嘌呤代谢过程中的关键酶活性有关，例如：磷
酸 核 糖 基 转 移 酶 焦 磷 酸 盐 合 成 酶

（ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＰＲＳ） 可 以 催 化 核 酸 核 糖 基 转 移 酶 焦 磷 酸 盐

（ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓａｔｅ，ＰＲＰＰ），ＰＲＳ 活性过高

可加快 ＰＲＰＰ 和嘌呤核苷酸的合成，增加尿酸含量。
次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶 （ ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ
ｇｕａｎｉｎｅ⁃ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＨＰＲＴ） 的活性过

高可使次黄嘌呤和鸟嘌呤进入到核苷酸和次黄嘌

呤鸟嘌呤核苷酸的量减少，使体内尿酸增加［２］。 此

外，尿酸被分为外源性尿酸和内源性尿酸，内源性

尿酸由人体自身合成和分解，外源性尿酸主要从食

物中摄取产生，高嘌呤食物如海鲜、肉类、豆类等的

过量摄入使人体尿酸水平升高，增加了患高尿酸血

症的风险。 尿酸具有抗氧化性，可以清除氧化应激

产生的氧自由基防止衰老［３］。 但是，当尿酸高于正

常值时会导致内皮细胞损伤诱导致炎因子产生从

而引起一系列疾病如肾病综合征、代谢性疾病综合

征，同时也是心脑血管疾病和糖尿病的独立危险因

素，因此高尿酸血症的防治依然是目前临床和科研

工作的重点和热点。 动物实验是开展与疾病相关

的机制探讨和药效评价等的重要实验手段和方法，
而建立稳定的动物模型是实验成功的前提。 人们

对于高尿酸血症发病机制的认识过于局限，还处于

早期阶段，虽然目前高尿酸血症的建模方法有很多

种，但是其方法众说纷纭，尚无公认的模型方法，且
还存在着许多的不足和缺陷，模型所致的症状比较

单一，缺乏稳定性和持久性［４］，本文主要列举了常

见的动物种类，对动物模型的药物和方法展开综

述，对现有的模型问题做出了阐释，提出了更为合

理的动物模型方法，为以后模型的筛选提供参考。

１　 动物的种类

１􀆰 １　 啮齿类

啮齿类动物属于哺乳类动物，最常用的是小鼠

和大鼠，它们遗传背景清晰、品种多样，由于其体型

较小、饲养和繁殖方便、价格低廉、对药物的灵敏度

高常被用作动物模型，啮齿类动物与人类有着相似

的生理生化特性，但在选择用啮齿类来制备高尿酸

血症模型时与人类存在着较大的差异，在人类进化

过程中尿酸酶基因失活，最终的代谢产物为尿酸，
而啮齿类动物由嘌呤代谢下产生的尿酸在尿酸酶

的作用下进一步降解，生成溶解度更高的尿囊素通

过尿液排出体外，不会在体内沉积形成痛风结石，
且人类血清尿酸水平大约是啮齿类动物的 １０ 倍［５］。
虽然与理想的模型有些距离，但是动物模型仍多选

用啮齿类，在选择啮齿类动物性别时，雌鼠尿酸水

平易受外界的干扰且波动较大，可能与雌鼠分泌激

素波动有关，雄鼠相比雌鼠更稳定些，因此选择雄

鼠有益于实验的开展。 此外，在成龄鼠和老龄鼠

中，虽然老龄鼠尿酸代谢水平低易形成高尿酸血

症，但是身体机能差不利于后续的研究，因此一般

选择成龄鼠进行造模。 有文献报道称，不同品系的

小鼠对高尿酸血症模型的建立也有影响，ＫＭ 小鼠

灵敏度高于 ＩＣＲ 小鼠以及近交系的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
小鼠［６］。
１􀆰 ２　 家禽类

禽类最常用的模型是鸡和鹌鹑，禽类在尿酸合

成和代谢过程与人类有着相似之处而成了选择的

优势，核苷酸蛋白水解后产生的核酸降解为嘌呤物

质，嘌呤物质在黄嘌呤氧化酶的作用下生成尿酸，
禽类与人类一样缺乏尿酸酶，故尿酸是嘌呤代谢的

最终产物［７］，由于禽类缺乏尿囊素，因此易形成自

发性高尿酸血症和痛风，禽类可能是尿酸盐代谢和

痛风研究的合适动物模型，禽类动物具有繁殖快、
体外孵化快易于控制、实验成本低等优点成了常用

的动物模型。 在我国，ＳＰＦ 级鸡和鹌鹑的应用与研

究较晚技术尚不完善，在微生物净化和检测部分仍

然与国外存在差异，不能满足研究者的需要，故在

后期加强 ＳＰＦ 级禽类的研究是十分重要且迫切的。
此外，禽类不属于哺乳类动物，与人类的生理生化

方面的差异较大，且饲喂条件特殊，动物在笼内活

动时容易将饲料食物泼洒，可能会导致诱导剂不准

确故具有一定的局限性［８］，在饲养环境方面，选择

干燥、敞亮的环境利于模型的建立，潮湿阴暗和狭

小的空间易造成禽类动物痛风。

２　 建立模型的方法

动物模型的给药途径一般有五种，饲养、灌胃、
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皮下注射、腹腔注射和基因敲除，禽类以饲养为主，
基因敲除多见于小鼠，其他几种的给药方式大鼠和

小鼠均有［９］。
２􀆰 １　 增加尿酸来源

２􀆰 １􀆰 １　 尿酸前体物质

酵母被认为是促进尿酸生成的前体物质，酵母

中富含丰富的蛋白质、Ｂ 族维生素和核苷酸，这些物

质在体内能水解为可以产生含氮的有机碱如嘌呤

碱、嘧啶碱和磷酸碱［１０］，能干扰正常的嘌呤代谢从

而增加了黄嘌呤氧化酶的活性，促进尿酸生成，嘌
呤是尿酸生成的重要前体物质，沙丁鱼、肉类等高

嘌呤食物常被加入到动物的饮食中，旨在增加动物

的嘌呤摄入以加速尿的生成。 赵振升等［１１］ 以酵母

高蛋白饲料饲喂 ４０ 日龄健康海兰褐蛋公雏鸡，在
４０ ｄ 时饲喂酵母高蛋白饲料，３０ ｄ 后尿酸和黄嘌呤

氧化酶（ｘａｎｔｈｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ， ＸＯＤ）升高，肠系膜表面有

石灰样的尿酸盐沉淀物，肾肿大、颜色变淡、质地变

硬，表面可见雪花纹。 蔡萌［１２］用雄性迪法克鹌鹑来

探讨摄取不同来源的高嘌呤饮食对其尿酸的影响，
分别给予鹌鹑不同剂量的酵母、牛肉、蛤蜊、大豆喂

养 ６０ ｄ，结果表明通过不同剂量的高嘌呤饮食干预

后，与正常组相比高剂量组比低剂量组的血清尿酸

水平更高，说明嘌呤食物中的嘌呤含量能影响尿酸

的水平导致高尿酸血症的发生。 Ｈｏｎｇ 等［１３］选择 ２４
周龄的雄性白色亨来鸡在饲料中加入不同比例的

高蛋白喂养，１０ 周后高剂量的尿酸盐水平相比低剂

量明显升高，鸡爪的关节形态弯曲变形，滑液、其他

组织液和肝均产生尿酸钠晶体，肾出现了不同程度

的损伤。 同时高蛋白饮食对鸡并没有额外的副作

用，适合建立高尿酸血症模型，也为痛风性关节炎

动物模型的选择和制备提供了重要的参考依据。
Ｍａ 等［１４］发现了一种环境内分泌干扰物双 Ａ 酚能够

激活肝中黄嘌呤氧化酶的活性使尿酸生成增加，对
尿酸的排泄功能无影响，实验选择 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

给予含有不同浓度的双 Ａ 酚饮食，取肝原代肝细胞

和血清分别观察尿酸浓度和黄嘌呤氧化酶活性，运
用分子对接分析 ＸＯＤ 与双 Ａ 酚的亲和力来证明双

Ａ 酚在促进高尿酸血症发生中的作用。
２􀆰 １􀆰 ２　 补充尿酸

补充外源性尿酸是诱导高尿酸血症的最直接

方式，最常用的方法为腹腔注射。 陈光亮等［１５］ 给小

鼠腹腔注射 １２５、２５０、５００、１０００ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量的尿酸，
１ ｈ 后测定血清尿酸水平明显升高，补充尿酸可形

成高尿酸血症动物模型，以 ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 效果最好。
２􀆰 ２　 抑制尿酸酶活性

由于人类尿酸酶基因失活无法将嘌呤代谢物

及时排出体外，这是人类易患高尿酸血症的重要原

因，而啮齿类动物可以通过尿酸酶的途径将尿酸排

出，抑制尿酸酶使尿酸排泄减少是建立高尿酸血症

的重要策略。 氧嗪酸钾是抑制尿酸氧化酶的代表

药物，该药物属于三氮杂苯类化合物，可以竞争性

的抑制尿酸酶的活性，它的特点是成模时间快，维
持时间长，给药途径多样。 吴林菁等［１６］ 给予小鼠腹

腔注射氧嗪酸钾 ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 连续 ７ ｄ，可观察到血清

尿酸水平、肌酐升高，肾有不同程度的变性坏死，炎
症细胞浸润发生病理改变。 黄元河等［１７］ 通过给小

鼠灌胃氧嗪酸钾 ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 致尿酸生成增多。 王陈

芸等［１８］给小鼠注射不同剂量的氧嗪酸钾诱导尿酸

升高，对小鼠尾静脉采血测定尿酸，研究认为在给

药 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ １～２ ｈ 内形成比较稳定的急性高尿酸

血症模型。
２􀆰 ３　 抑制尿酸排泄

这类造模药物包括乙胺丁醇、烟酸、腺嘌呤、吡
嗪酰胺等，在特定的剂量下会对肾组织造成损伤，
削减肾对尿酸的排泄能力，维持体内高尿酸的环

境。 其中，腺嘌呤通过在黄嘌呤氧化酶的作用下在

动物肝中被转化成难溶于水的二羟基腺嘌呤堆积

在肾小管中，抑制肾正常代谢尿酸的能力从而使血

清尿酸升高［１９］。 长时间给予高浓度的腺嘌呤时观

察到大鼠逐渐消瘦，蜷缩拱背，嗜睡，耳廓和口唇色

淡，先有血清肌酐、尿素氮水平升高，再者尿酸水平

升高，腺嘌呤结晶在肾中沉积，炎性细胞浸润，组织

增生，表明腺嘌呤制备的高尿酸血症先有肾功能损

伤进而有尿酸水平升高，肾功能损伤不可逆［２０］。 小

剂量持续给药时肾损害轻，有益于药物的筛选，但
造模时间较长。 张大艳等［２１］ 选用小鼠以 ７５ ｍｇ ／ ｋｇ
的剂量连续灌胃 ４ 周后，结果表明腺嘌呤能显著升

高小鼠血清尿酸、肌酐水平、肝 ＸＯＤ 及腺苷脱氨酶

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ，ＡＤＡ）活性。 单独用乙胺丁醇

和烟酸作为造模剂来制备高尿酸血症模型很少，常
与其他造模药物联合进行造模。
２􀆰 ４　 多种方式诱导

常用方法是增加尿酸来源、抑制尿酸酶活性及

抑制尿酸排泄联合造模，此类方法可以缩短造模时

间，从多个诱导途径出发，为探索更理想的造模方

法提供了条件。 氧嗪酸钾＋腺嘌呤：Ｗｅｎ 等［２２］ 选用
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灌胃氧嗪酸钾和腺嘌呤来评估这种造模方法对尿

酸排泄和肾功能与时间的关系，发现小鼠的尿酸水

平在给药 ３ ｄ 后明显高于正常组，７ ｄ 后保持稳定，
在第 １０ 天肾功能出现轻微病变，在 ２１ ｄ 时出现严

重病变，此外，小鼠肾促进尿酸重吸收的葡萄糖转

运蛋白 ９（ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ９，ＧｌＵＴ９）和尿酸盐转

运蛋白 １（ ｕｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １，ＵＲＡＴ１） 基因表达在

３～２１ ｄ 显著增加，促进尿酸分泌的三磷酸腺苷结合

转运 蛋 白 Ｇ２ （ ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｓｕｐｅｒ ｆａｍｉｌｙ
ｇｍｅｍｂｅｒ ２， ＡＢＣＧ２ ）、 有 机 阴 离 子 转 运 蛋 白 １
（ｏｒｇａｎｉｃ ａｎｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １， ＯＡＴ１）表达在 ２ ～ ２１ ｄ
显著下降，此类方法适用于建立稳定、持续的高尿

酸血症模型。 氧酸钾＋次黄嘌呤：Ｌｉ 等［２３］ 使用氧酸

钾＋次黄嘌呤的方法连续造模 １０ ｄ 后检测血清尿

酸、尿素氮、肌酐水平变化明显，肾小球萎缩、肾小

管扩张出现结晶引起了明显的肾损伤，该模型可以

建立类似于人类的急性肾病高尿酸血症模型。 有

学者指出核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族含

ｐｙｒｉｎ 结构域蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）是炎症的危险信号，在
肾的炎症的致病机制中起着关键的作用，尿酸和尿

酸钠晶体可以激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体介导白细胞介

素⁃１β 炎性因子分泌引起肾炎性反应［２４］。 因此在

建立高尿酸血症伴有肾病时激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体

是个可行的策略。 氧嗪酸钾＋尿酸＋沙丁鱼：Ｄｈｏｕｉｂｉ
等［２５］选用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠腹腔注射 ３００ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）的

氧嗪酸钾和 １００ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）的尿酸诱导急性高尿酸

血症模型，在停药后尿酸水平下降。 持续性给予氧

嗪酸钾 ３００ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）持续灌胃并在大鼠饮食中加

入高嘌呤饮食沙丁鱼，尿酸水平在 １５ ｄ 时保持稳

定，本模型适合复制慢性高尿酸血症，具有持久稳

定的特点。 酵母＋腺嘌呤：Ｌｉ 等［２６］ 用 ＳＤ 大鼠灌胃

酵母抽提物 １０ ｇ ／ ｋｇ 加腺嘌呤联合造模，血清和尿

液中尿酸、尿素氮、肌酐指数上升，肾结构与对照组

相比肾小管上皮细胞空泡变性、肾小球萎缩、肾皮

质管腔扩张，同时，研究者在大鼠右踝关节内注射

尿酸钠混悬液诱导急性痛风性关节炎模型，２ ｈ 后

出现明显肿胀，１２ ｈ 后达到高峰，肿胀度随时间延

长逐渐下降。 在高尿酸血症的发生过程中，有尿酸

钠的参与会引起急性痛风。 由于肠道也参与尿酸

的代谢和排泄，有学者为了更好地了解肠道菌群与

高尿酸血症之间的联系，将 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠饲喂酵母饲

料和灌胃腺嘌呤 １００ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ），５ 周后尿酸水平

明显升高，粪便中的微生物多样性发生改变［２７］，该

模型简便易操作，动物死亡率小，但是造模时间较

长。 Ｌｉｕ 等［２８］用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠建立高尿酸血症致动脉

粥样硬化模型，在动物饲料中分别加入高脂饮食

（猪肉、胆固醇、胆盐、丙基硫氧嘧啶）和高嘌呤饮食

（１０％酵母）＋皮下注射腺嘌呤（５０ ｍｇ ／ ｋｇ， ｉ． ｇ）和硫

酸氢钾（１００ ｍｇ ／ ｋｇ），４ 周后高脂饮食组总胆固醇、
脂蛋白升高、尿酸水平没有变化，高嘌呤饮食组总

胆固醇和尿酸水平均升高、８ 周后主动脉出现钙沉

积、平滑肌细胞损伤伴随纤维化。 腺嘌呤＋乙胺丁

醇：林宇星等［２９］ 选用腺嘌呤 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ、乙胺丁醇

１００ ｍｇ ／ ｋｇ 联合给药建立小鼠高尿酸血症模型，实
验结果表明小鼠 ＵＡ 升高明显，且肾功能的损害较

小， 模型可靠稳定。 氧嗪酸钾＋ＮａＣｌ：Ｍａｚｚａｌｉ 等［３０］

用氧嗪酸钾并在大鼠饮水中加入 ２％的盐（ＮａＣｌ）连
续 ７ 周可以复制轻度高尿酸血症合并高血压模型，
结果显示对肾损害并不明显同时有血压升高和轻

度肾小管间质损伤，肾的肾素表达增加，停用氧嗪

酸钾后尿酸和血压恢复正常。 可能是因为高尿酸

血症通 过 激 活 肾 素 － 血 管 紧 张 素 系 统 （ ｒｅｎｉｎ⁃
ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｓｙｓｔｅｍ， ＲＡＳ）系统造成小动脉的微血管

损伤引起的高血压。 现将动物模型的种类及其诱

导方法整理见表 １。
２􀆰 ５　 其他方式造模法

２􀆰 ５􀆰 １　 敲除基因

除了传统药物诱导造模方法外，人类也在寻找

与人类发病更为相似的自发性高尿酸血症模型，潘
明子等［３２］使用尿酸氧化酶基因敲除 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

建立自发性高尿酸血症，６ 周时已出现明显的肾功

能受损，该模型是研究尿酸性肾病相关的理想模

型。 Ｊｉｅ 等［３３］在纯 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 背景下使用转录激活

物样效应器核酸酶技术生成了尿酸氧化酶（ ｕｒａｔｅ
ｏｘｉｄａｓｅ， ＵＯＸ）基因敲除小鼠模型，小鼠可以观察到

肾功能不全，肾小球与肾小管发生病变，这类模型

存活率高，模拟了与人类相似的尿酸代谢过程。
２􀆰 ５􀆰 ２　 破坏肠道菌群

肠道是人体消化和排毒的重要场所，也是最大

的免疫器官，肠道菌群的平衡对维持人体健康有着

重要作用，参与嘌呤的分解代谢，影响着人体营养

物质的新陈代谢。 在正常情况下，肠道的屏障功能

可以有效的防止机体受到微生物和内毒素的侵

害［３４］，但当饮食不规律的情况下如摄入过量的高嘌

呤、高脂、高果糖食物和嗜酒等不良的习惯后，能够

快速改变人体的肠道菌群，菌群失调对黏膜免疫有
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　 　 　 表 １　 动物模型的种类及其诱导方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
模型方造模方法
Ｍｏｌｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

动物种类
Ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ

造模药物
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｄｒｕｇ

造模周期
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｙｃｌｅ

用法用量
Ｕｓａｇｅ ａｎｄ ｄｏｓａｇｅ

表现
Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

海兰蛋雏鸡
Ｈａｉｌａｎ ｅｇｇ
ｃｈｉｃｋ

酵母＋高蛋白食物
Ｙｅａｓｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｆｏｏｄ

３０ ｄ ４００＋２００ ｍｇ ／ ｋｇ， ｐ． ｏ
ＵＡ、ＸＯＤ 升高，肾损害［１１］

ＵＡ， ＸＯＤ ｉｎｃｒｅａｓｅ， ｒｅｎａｌ
ｄａｍａｇｅ［１１］

雄性迪法克鹌鹑
Ｍａｌｅ ｄｉｆａｃ ｑｕａｉｌ

酵母＋牛肉＋蛤蜊＋大豆
Ｙｅａｓｔ， ｂｅｅｆ， ｃｌａｍ ａｎｄ
ａｏｙｂｅａｎ

６０ ｄ ２０％ ＋ ２０％ ＋ １０％ ＋
１０％， ｐ． ｏ

ＵＡ 升高［１２］

ＵＡ ｉｎｃｒｅａｓｅ［１２］

增加尿酸来源
Ｉｎｃｒｅａｓｅ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ
ｓｏｕｒｃｅ

雄性白色亨来鸡
Ｍａｌｅ ｗｈｉｔｅ
Ｈｅｎｌｅｙ ｃｈｉｃｋｅｎ

高蛋白食物
Ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｏｄ ７０ ｄ １９􀆰 １１％， ｐ． ｏ

ＵＡ 升高，关节变形，肾损伤［１３］

Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＵＡ， ｊｏｉｎｔ
ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ［１３］

小鼠
Ｍｉｃｅ

双 Ａ 酚饮食
Ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ ａ ｄｉｅｔ ５６ ｄ ５００ ｍｇ ／ ｋｇ， ｐ． ｏ ＵＡ 升高［１４］

ＵＡ ｉｎｃｒｅａｓｅ［１４］

小鼠
Ｍｉｃｅ

尿酸
Ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ７ ｄ ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ，ｉ． ｐ ＵＡ、Ｃｒ、ＸＯＤ、ＡＤＡ 升高［１５］

ＵＡ， Ｃｒ， ＸＯＤ， ＡＤＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ［１５］

抑发抑制尿酸排泄
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎｕｒｉ

小鼠
Ｍｉｃｅ

腺嘌呤
Ａｄｅｎｉｎｅ ２８ ｄ ７５ ｍｇ ／ ｋｇ， ｐ． ｏ

ＵＡ 升高， 肾损伤， 炎性细胞浸
润［２１］

Ｅｌｅｖａｔｅｄ ＵＡ， ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ，
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ［２１］

抑制尿酸酶活性
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｕｒｉｃａｓｅ ａ ｏｆ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

小鼠
Ｍｉｃｅ

氧嗪酸钾
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｘａｚｉｎａｔｅ ７ ｄ ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ， ｉ． ｐ ＵＡ 升高［１６］

ＵＡ ｉｎｃｒｅａｓｅ［１６］

小鼠
Ｍｉｃｅ

氧嗪酸钾
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｘａｚｉｎａｔｅ １ ～ ２ ｈ ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ， ｐ． ｏ

ＧＬＵＴ９、 ＯＲＡＴ１ 升 高， ＡＢＣＧ２、
ＯＡＴ１、ＮＰＴ１ ｍＲＮＡ 下降［１７］

ＧＬＵＴ９ ａｎｄ ＯＲＡＴ１ ｉｎｃｒｅａｓｅ，
ＡＢＣＧ２ ＯＡＴ１ ａｎｄ ＮＰＴ１ ｍＲＮＡ
ｄｅｃｒｅａｓｅ［１７］

小鼠
Ｍｉｃｅ

氧嗪酸钾＋腺嘌呤
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｘａｚｉｎａｔｅ ａｎｄ
ａｄｅｎｉｎｅ

２１ ｄ ２００＋５ ｍｇ ／ ｋｇ， ｐ． ｏ
ＵＡ、ＢＵＮ、Ｃｒ 升高，肾损伤［２２］

ＵＡ ＢＵＮ ａｎｄ Ｃｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｒｅｎａｌ
ｉｎｊｕｒｙ［２２］

小鼠
Ｍｉｃｅ

氧嗪酸钾＋次黄嘌呤
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｘａｚｉｎａｔｅ ａｎｄ
ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ

１０ ｄ ３００＋３００ ｍｇ ／ ｋｇ， ｉ． ｐ ＵＡ 升高［２３］

ＵＡ ｉｎｃｒｅａｓｅ［２３］

大鼠
Ｒａｔ

氧嗪酸钾＋尿酸＋沙丁鱼
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｘａｚｉｎａｔｅ ａｎｄ
ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｓａｒｄｉｎｅ

１５ ｄ ３００＋１００ ｍｇ ／ ｋｇ， ｉ． ｐ＋
８􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ， ｐ． ｏ

ＵＡ 升高，肾损伤［２５］

ＵＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ［２５］

大鼠
Ｒａｔ

腺嘌呤＋酵母
Ａｄｅｎｉｎｅ ａｎｄ ｙｅａｓｔ ３５ ｄ １００ ｍｇ ／ ｋｇ， ｐ． ｏ ＵＡ 升高，肾损伤［２６］

ＵＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ［２６］

多种方法诱导
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｍｅｔｈｏｄｓ

大鼠
Ｒａｔ

腺嘌呤＋酵母＋尿酸钠
Ａｄｅｎｉｎｅ， ｙｅａｓｔ ａｎｄ
ｓｏｄｉｕｍ ｕｒａｔｅ

８ ｄ １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＋ １０ ｇ ／ ｋｇ，
ｐ． ｏ＋２５ ｍｇ ／ ｍＬ， ｉ． ｍ

ＵＡ、ＢＵＮ、Ｃｒ 升高［２７］

ＵＡ， ＢＵＮ， Ｃｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ［２７］

大鼠
Ｒａｔ

高脂饮食＋腺嘌呤＋硫酸
氢钾
Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ， ａｄｅｎｉｎｅ
ａｎｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｂｉｓｕｌｆａｔｅ

３２ ｄ １０％， ｐ． ｏ＋５０ ｍｇ ／ ｋｇ，
ｉ． ｇ＋１００ ｍｇ ／ ｋｇ， ｉ． ｐ

肾损伤，足趾肿胀，ＴＣ、ＵＡ 升高，
钙沉积［２８］

Ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ， ｔｏｅ ｓｗｅｌ Ｌｉｎｇ，
ｅｌｅｖａｔｅｄ ＴＣ ａｎｄ ＵＡ， ｃａｌｃｉｕｍ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ［２８］

小鼠
Ｍｉｃｅ

腺嘌呤＋乙胺丁醇
Ａｄｅｎｉｎｅ ａｎｄ ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌ １５ ｄ ５０＋１００ ｍｇ ／ ｋｇ， ｐ． ｏ

ＵＡ 升高、肾损害小［２９］

ＵＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｔｔｌｅ ｒｅｎａｌ
ｄａｍａｇｅ［２９］

大鼠
Ｒａｔ

氧嗪酸钾＋ＮａＣｌ
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｏｘａｚｉｎａｔｅ ａｎｄ
ＮａＣｌ

４２ ｄ ２％＋０􀆰 １２５％， ｐ． ｏ
血压升高＋肾间质损伤［３０］

Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｎａｌ
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ［３０］

大鼠
Ｒａｔ

次黄嘌呤＋烟酸
Ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ ｐｌｕｓ ａｎｄ
ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｉｄ

３０ ｍｉｎ １００ ｍｇ ／ ｋｇ， ｐ． ｏ ＋ ８０
ｍｇ ／ ｋｇ， ｉ． ｐ

ＵＡ 升高［３１］

ＵＡ ｉｎｃｒｅａｓｅ［３１］
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重大影响，使肠道通透性增加，肠粘膜免疫防御屏

障下降，肠上皮细胞会出现异常增殖和凋亡，这些

炎症细胞因子渗漏到体循环中，导致炎症恶化。 有

研究指出，肠道功能障碍引起的细菌移位可激活免

疫系统并引起低度炎症，这与代谢性疾病密切相

关［３５］，脂多糖的增加会导致炎症通路激活［３６］。 因

此，肠道屏障受损导致的肠道菌群的紊乱可能是高

尿酸血症发病的因素。 近年来肠道微生物群已被

证实与高尿酸血症及其代谢疾病有着密切的联系，
Ｗａｎｇ 等［３７］１５％的高果糖溶液喂养 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小

鼠以复制高尿酸血症模型，在实验中可以发现血清

ＵＡ、 ＸＯ 活 性 升 高 和 肝 中 的 脂 多 糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ）水平上升，高果糖的摄入

会引起肠道菌群失调是高尿酸血症的危险因素。
Ｍｏｒｉｍｏｔｏ 等［３８］在给大鼠饲喂含有氧酸的食物，８ 周

后发现 ＡＢＣＧ２ 的表达在回肠中上调、尿酸升高，表
明了回肠在尿酸排泄中的作用，蔡萌［１２］ 用含有高嘌

呤、高脂非同源性食饵来诱导鹌鹑高尿酸血症，鹌
鹑的肠道中革兰氏阴性菌致病菌数量增加，有害代

谢产物内毒素入血含量增加，尿酸升高。 因此破坏

动物体内的肠道菌群可以作为诱导高尿酸血症模

型的方法。

３　 体外细胞模型

由于动物和人存在种属差异，且在用动物模型

筛选治疗高尿酸血症药物具有周期性长、重复性低

等的局限性，如果既能实现药物的高通量筛选工作

及药效学的研究，同时又能避免动物模型所带来的

局限性，则可为科学研究带来巨大便利，例如，体外

细胞模型环境可控，无需伦理审批，具有可靠的可

重复性优势，还可以更真实的模拟临床变化过程，
目前，关于高尿酸血症体外细胞的文献记载并不

多，体外细胞模型比基于动物的方法更适合在活细

胞中筛选降尿酸药物，也为以后模型的建立提供新

的方向。 刘丹等［３９］以人的肝细胞为基础，用尿酸生

成的前体物质腺苷为诱导物来建立高尿酸血症体

外细胞模型，模型组给予一定的腺苷溶液，正常组

给予基础培养基，３６ ｈ 后加黄嘌呤氧化酶孵育 １２ ｈ
后，抽取细胞上清液测尿酸浓度，结果显示模型组

的尿酸浓度明显高于正常组，选用的腺苷浓度和时

间在 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、３６ ｈ 可以显著的诱导人肝细胞产

生尿酸。 李全亮［４０］ 采用人脐静脉血管内皮细胞作

为研究对象，用不同浓度的尿酸对人脐静脉血管内

皮细胞进行处理，来探究不同浓度的尿酸对肿瘤坏

死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）诱导的内皮细胞炎症反应的影

响，当尿酸浓度在 ２００、４００、８００ μｇ ／ ｍＬ 时，人脐静

脉内皮细胞的活力显著下降。 Ｈｏｕ 等［４１］ 使用培养

的正常成人肾的近端小管上皮细胞系（ＨＫ⁃２）以腺

苷来诱导 ＨＫ⁃２ 细胞产生嘌呤代谢的肌苷和次黄嘌

呤，在腺苷为 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、密度为 １ × １０５，诱导时间

为 ３０ ｈ 时建立高尿酸血症细胞模型。

４　 讨论

根据上文所述，禽类和啮齿类仍被作为构建高

尿酸血症模型的主要对象，它们因有着各自的优势

而被研究者们所选择，禽类在尿酸代谢方面与人类

有着相似之处而被应用，啮齿类在生理生化方面的

相似性成为了首要的选择，且饲养简单、给药容易、
繁殖性强宜于做新药的研究与开发，造模方法主要

从增加尿酸来源、抑制尿酸酶活性、抑制尿酸排泄、
敲除基因以及破坏肠道菌群等方面进行构造。 研

究者可根据不同的疾病需要选择相应的造模方法，
在这个过程中要考虑到动物的健康状况，给药的剂

量不宜过大，给药后尿酸水平应保持稳定避免出现

可逆的情况。 此外，随着细胞培养技术的广泛应

用，高尿酸血症体外细胞模型具有可重复性的优势

逐渐成为重要的选择对象。
虽然禽类和啮齿类拥有独特的优势，但禽类与

人类的种系差异大在另一方面也受到了限制，啮齿

类在尿酸生成与代谢方面与人类不同，体外细胞模

型虽然可以提高药物的筛选效率，但仅能提供可能

的化合物而缺乏精准性，药物的有效性和机制还需

要在动物模型中来进一步验证。 近年来研究者们

也在逐渐尝试用其他动物来建立高尿酸血症模型，
如斑马鱼和树鼩，斑马鱼的繁殖时间短，与人类基

因具有同质性，现已用于一些遗传变异和尿酸调节

之间分子机制的研究［４］，树鼩对高尿酸血症模型药

有高敏感性成为潜在的动物模型，此外，非人灵长

类动物最接近人类的基因编码被看作是最理想的

模型，然而，目前这些方面的造模应用研究并不多，
在未来的研究中可将其纳入并在已有的方法基础

上进行深化，从而为建模提供新的策略。
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改良的多平台水环境法在睡眠剥夺动物模型中的
应用与评价

刁华琼１，张婧１，王敏１，陈雨菲１，朱庆生２∗，李小黎１∗
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　 　 【摘要】 　 改良的多平台水环境法（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｕｌｔｉ⁃ｐｌａｔｆｏｒｍ ｍｅｔｈｏｄ，ＭＭＰＭ）由单平台及多平台水环境法发展而

来，目前多用于制备睡眠剥夺（ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）动物模型。 与单平台和早期的多平台水环境相比，ＭＭＰＭ 可扩

大动物的活动范围，减少群体分离和社会孤立带来的应激，具有易行性和适用性高及造模死亡率低的优点，是国内

外较常用的一种 ＳＤ 造模方法。 不过，影响 ＳＤ 模型制备的实验因素较多，ＭＭＰＭ 在不同研究中的造模效果参差不

齐。 为提高模型的稳定性和实验的可重复性，本文梳理了 ＭＭＰＭ 在 ＳＤ 动物模型中的具体应用和评价方法，以供

后期相关研究参考。
【关键词】 　 改良的多平台水环境法；睡眠剥夺；动物模型；综述
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　 　 睡眠是维护机体健康及中枢神经系统正常功

能必不可少的生理过程，睡眠剥夺对机体的精力、
注意力、认知功能等均有消极影响，是多种神经系

统疾病的常见危险因素，亟需建立与人类睡眠剥夺

（ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）相似的动物模型来探索其发

病机制及防治途径。 依据睡眠时脑电图表现、眼球

运动和睡眠深度等情况，人类正常睡眠可分为非快

速眼动（ｎｏｎ⁃ｒａｐｉｄ ｅｙｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｓｌｅｅｐ，ＮＲＥＭ）和快

速眼动（ ｒａｐｉｄ ｅｙｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ，ＲＥＭ）两种时相［１］，其
中 ＲＥＭ 睡眠又称异相睡眠，与人和动物的学习记

忆、智力发育、情感等有密切联系，是动物实验中常

被剥夺的睡眠时相。 改良的多平台水环境法

（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｗａｔｅｒ ｍｅｔｈｏｄ，ＭＭＰＭ）便是剥夺

ＲＥＭ 睡眠的一种常用方法，与温和刺激、强迫运动、
药物干预等造模方法相比，ＭＭＰＭ 不仅简便易行，
而且动物的死亡率低，具有较高的可控性和适用

性。 不过，不同研究在动物品系、睡眠剥夺时间、平
台直径、对照组及模型评价等方面的选择存在差

异，ＭＭＰＭ 的造模效果参差不齐。 为提高ＭＭＰＭ 制

备 ＳＤ 模型的可靠性和可重复性，本文将从以上角

度，梳理 ＭＭＰＭ 在国内外睡眠剥夺研究中的应用现

状，为后期相关实验提供参考。

１　 平台水环境法在睡眠剥夺动物模型
中的应用历程
　 　 单平台水环境法，又称倒置花盆法 （ ｉｎｖｅｒｔｅｄ
ｆｌｏｗｅｒｐｏｔ ｍｅｔｈｏｄ），是 ＳＤ 动物模型中最早使用的平

台水环境。 １９６５ 年，Ｄｅｍｅｎｔ 等［２］ 初次将成年猫放

置在圆形水箱中的石块上，发现该方法确能剥夺猫

的睡眠；同年 Ｃｏｈｅｎ 等［３］ 将水箱中的石块更换为倒

置花盆，当盆底上的动物进入 ＲＥＭ 睡眠时，会因全

身肌张力下降，鼻尖触水甚至落水而觉醒，动物因

畏水又重新上台进入睡眠，如此循环往复，可达到

剥夺 ＲＥＭ 睡眠的效果。 不过，水环境中的单平台不

仅限制了动物的活动范围，而且增加了群体分离带

来的应激，不易判断指标变化与 ＳＤ 间的关系，降低

了实验对科学问题的说明性。 １９８１ 年，ｖａｎ Ｈｕｌｚｅｎ
等［４］围绕水箱中心平台增加了 ４ 个平台，在保证睡

眠剥夺效果的前提下，扩大了动物的活动范围。 但

动物此时仍为孤立状态，同组大鼠被置于不同水箱

或不同时段进行睡眠剥夺，均可增加组内的造模效

果差异，因此研究者对平台水环境法进行再次改

进， 即 本 文 探 讨 的 改 良 的 多 平 台 水 环 境 法

（ＭＭＰＭ）。 ＭＭＰＭ 是指在增添水箱中平台的同时，

增加动物的数量，使同组动物有机会被放入同一水

箱剥夺睡眠，不仅能减小组内的造模效果差异，而
且能降低群体分离带来的应激，为睡眠剥夺研究提

供相对稳定的动物模型。

２　 ＭＭＰＭ 在睡眠剥夺动物模型中的
具体应用
２􀆰 １　 实验动物的选择

选择合适的实验动物是睡眠剥夺实验中的重

要环节，应尽量选用与人类有相似睡眠结构的动物

为研究对象。 ＳＤ 动物模型可用的品系较多，如猫、
鼠、犬、猴、果蝇、斑马鱼等，但在 ＭＭＰＭ 建立的 ＳＤ
模型中，大鼠和小鼠更为常用，其中 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ
大 鼠［５－７］、 Ｗｉｓｔａｒ 大 鼠［８－１０］、 ＩＣＲ 小 鼠［１１－１３］ 和

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠［１４－１６］ 的供应充足，且与人类有着相

近的睡眠结构，其使用频率更高［１７］（见表 １）。 动物

的年龄和性别是 ＭＭＰＭ 中需要考虑的另外两个重

要因素［１８］。 有研究同时纳入雄性和雌性鼠进行睡

眠剥夺，发现雌性鼠对 ＳＤ 的反应性更高［１９］，这与女

性失眠患者居多的特点相符，但目前国内外的 ＳＤ
相关实验多以雄性鼠为研究对象，其目的是减少激

素波动对睡眠和实验结果的影响。 事实上，雄性鼠

也存在激素波动，其个体差异甚至比雌性个体更明

显［２０］，缺乏对雌性个体的睡眠剥夺研究，可能会降

低女性服用治失眠药物的疗效或增加药物的不良

反应发生率，应平衡雌性与雄性个体在睡眠剥夺研

究中的占比［２１］。 此外，ＭＭＰＭ 中多以成年鼠为研究

对象，其中大鼠的周龄多为 ８ ～ １２ 周，小鼠多为

６ ～ ８ 周，计划慢性睡眠剥夺或实验周期较长者，可
适当减小动物的基线周龄。 另有研究选用孕鼠［２２］、
青年鼠［２３］、退役种鼠［２４］分别构建妊娠期失眠、青少

年失眠及老年失眠动物模型，进而观察母代失眠对

子代的影响［２５］以及青少年和老年群体中失眠的病

理变化，对研究特殊人群失眠的产生机制及治疗途

径有重要价值。
２􀆰 ２　 睡眠剥夺环境的设置

睡眠与觉醒具有明显的昼夜节律，光照周期是

睡眠研究中需要关注的重要因素。 多数实验在选

用 ＭＭＰＭ 制备 ＳＤ 模型时，会依据实验室原本的光

照周期，选择 １２ ｈ 光照 １２ ｈ 黑暗或 １４ ｈ 光照 １０ ｈ
黑暗［１３，２６］，也有研究为排除光暗节律对动物睡眠的

影响，将进行睡眠剥夺的动物暴露在 ２４ ｈ 的荧光灯

下［２７］。 结果表明，在不同光照周期中进行的 ＭＭＰＭ
均可减少动物的总睡眠时间，但尚不清楚哪一光照

１２１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １

周期下的睡眠剥夺效果更好。 其次，温度亦可影响

动物的睡眠，在 ＭＭＰＭ 实验中，需着重关注睡眠剥

夺水箱中的水温，而早期发表的相关文献多未提及

对水温的控制，可能是水温这一因素未引起重视。
随着睡眠研究的广泛开展及实验方法的完善，有关

ＭＭＰＭ 中水温控制的阐述越发详细，研究报道其一

般设置在（２４ ± ２）℃，总体而言，与所处实验室的温

度差异较小。 再者，动物有随时采食水的习惯，无
论正常饲养期还是睡眠剥夺期，都应保证动物有充

足的饲料和饮水［２６］。 ＭＭＰＭ 中的食水一般悬挂于

睡眠剥夺水箱的顶部，动物站上平台则可自由进食

饮水，也为连续观察动物的进食量提供了条件。 此

外，ＭＭＰＭ 常持续数小时甚至数天，应定时更换睡

眠剥夺箱中的水，为动物提供相对清洁的实验环境。
２􀆰 ３　 平台相关参数的确定

ＭＭＰＭ 需用到的实验设备包括睡眠剥夺水箱、
圆形窄平台、恒温仪、水箱网格盖、饲料挂篮及水

瓶。 首先，窄平台是 ＭＭＰＭ 剥夺动物睡眠的主要工

具，平台数与动物数的比例、平台的直径、平台间的

纵横间距以及平台与水面的距离均可影响造模效

果。 考虑到动物的社会群居性，越来越多的研究将

来自同组的大鼠放入同一水箱进行睡眠剥夺，水箱

中的平台数通常为动物数的 ２ 倍［２８］，该比例既能为

动物提供足够的活动范围，也不会占用过多的实验

空间。 其次，平台的直径由大鼠重量与平台面积的

比值决定，大鼠体重与平台面积的比值越大，ＲＥＭ
睡眠减少越明显。 当比值为 １ ∶１时，仅部分慢波睡

眠受到影响；当比值为 １０ ∶ １时 （如大鼠体重约

３３０ ｇ，平台直径为 ６􀆰 ５ ｃｍ，平台表面积为 ３３ ｃｍ２），
可完全剥夺 ＲＥＭ 睡眠［２９］。 再者睡眠剥夺实验中大

鼠常用的平台直径为 ５􀆰 ０ ～ ６􀆰 ５ ｃｍ［１０，２３］，小鼠常用

的平台直径为 ３􀆰 ０ ～ ３􀆰 ５ ｃｍ［３０，１１］；平台间距以动物

能在平台间自由跳越，但不能倚靠两个平台或水箱

边缘入睡为宜，大鼠所在睡眠剥夺箱中的平台纵横

间距一般设置为 ７􀆰 ０ ～ １０ ｃｍ［１９，３１］，小鼠则多设置

为 ５􀆰 ０ ｃｍ［１２］。 另一需要注意的是，平台通常高出水

面 １ ～ ２ ｃｍ［２９］。 若平台超出水面过多，动物在进入

ＲＥＭ 睡眠时不能第一时间触水而觉醒，且不利于动

物入水后再次上台；若平台高出水面不足，则会增

加动物与水环境的接触时间，造成更大的应激。
２􀆰 ４　 正常对照的实施

采用 ＭＭＰＭ 制备睡眠剥夺动物模型时，常用 ３
种方法作为正常对照。 第一种是宽平台对照，是指

将对照组动物放置在与模型组相似水环境中的宽

平台上（大鼠：直径约 １５ ｃｍ［２８］，小鼠：直径约 １２
ｃｍ［１６］），该平台可供动物蜷缩入睡而不触水，保证

动物的睡眠，而且每个宽平台仅能容下 １ 只动物，与
窄平台制备的睡眠剥夺模型形成了严格的对照。
第二种是密集铁丝网对照，是指将对照组动物放置

在与模型组相似水环境中的密集铁丝网上（高出水

面 ２ ｃｍ），该方法允许同一水箱中动物蜷缩在一起

入睡，与宽平台对照相比，更符合动物的社会群体

性。 第三种是家笼对照，是指将对照组动物置于平

日饲养的笼中，由于对照组动物不用接触新异的水

环境，且有充足的睡眠条件，故能与模型组形成更

大程度的对照。 ３ 种对照方法各有优势，可依据研

究目的及实验条件选择其中 １ 种或 ２ 种方法作为对

照。 从目前文献来看，家笼对照最为常用，其次是

宽平台对照；当设置 ２ 个对照组时，多为家笼对照与

宽平台对照组合。 不过，在最初剥夺睡眠的 ２４ ｈ
内，１２􀆰 ５ ｃｍ 的宽平台仍可以剥夺动物 ５０％ 的

ＲＥＭ［３２］；在剥夺睡眠的第 ４ 个 ２４ ｈ，宽平台组与家

笼对照组大鼠有同样长的 ＲＥＭ 睡眠时间，而窄平台

组大鼠的 ＲＥＭ 急剧下降，提示造模时间过短不利于

观察宽平台组与模型组动物间的睡眠差异，宽平台

对照可能更适用于 ２４ ｈ 以上的睡眠剥夺方案。 此

外，观察动物从平台取下后 ２４ ｈ 内的睡眠情况，发
现窄平台组大鼠的 ＲＥＭ 睡眠时间增加 ２８０％，而宽

平台组大鼠的 ＲＥＭ 时间没有显著增加［３３］，提示宽

平台对大鼠 ＲＥＭ 睡眠的影响较小，可用作 ＳＤ 模型

的正常对照。
２􀆰 ５　 睡眠剥夺时长的选择

大鼠与小鼠均为夜行性动物，其睡眠多发生在

白天，故国内外的睡眠剥夺实验多在白天进行。 但

动物的睡眠并非全在白天，有研究在夜间采用

ＭＭＰＭ 制备模型（１４ ｈ ／ ｄ，２１ ｄ），发现动物的自主活

动距离增加，且出现明显的焦虑样行为［８］，这与人

类长期失眠易引起不良情绪的特点相符。 但目前

尚无研究比较白天与夜间制备睡眠剥夺模型的效

果差异，不清楚是否必要将 ＭＭＰＭ 集中在白天或夜

间进行。 此外，ＭＭＰＭ 有较高的可操作性，不仅适

合制备急性 ＳＤ 模型，在慢性 ＳＤ 模型的制备中也有

明显优势。 如前所述，造模时间过短不易观察到模

型组与对照组动物间的睡眠差异［３４］，持续时间过长

又会增加动物死亡的风险，因此急性 ＳＤ 模型中的

动物通常暴露于 ２４ ｈ 的 ＭＭＰＭ，持续时间多为 ２ ～
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４ ｄ（见表 １）。 慢性 ＳＤ 模型中，动物常接受 ８ ～ １８
ｈ ／ ｄ 的睡眠剥夺，剥夺时长短于 １２ ｈ ／ ｄ 者，常于上

午开始，当日白天结束；剥夺长于 １２ ｈ ／ ｄ 者，多从下

午开始，次日白天结束，这在扰乱动物的睡眠节律

的同时，也减小了造模实验对研究者睡眠的影响。
更重要的是慢性 ＳＤ 模型的制备至少需要持续２１ ｄ，
如此可形成生物周期，这是 ＭＭＰＭ 在制备 ＳＤ 动物

模型中的优势。

３　 ＭＭＰＭ 在睡眠剥夺动物模型中的
评价方法

３􀆰 １　 一般体征

动物的一般体征包括体重、饮食饮水量、二便、
精神状态、背毛色泽等。 由于 ＳＤ 可显著增加动物

的活动时间，增强能量代谢［６０］，体重成为了睡眠剥

夺研究常观察的体征之一。Ｙｏｕｎｇｂｌｏｏｄ等［２９］ 比较

表 １　 ＭＭＰＭ 在 ＳＤ 动物模型中的应用
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰＭ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＳＤ

类型
Ｔｙｐｅ

常用的睡眠剥夺参数
Ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ⁃ｕｓｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＭＭＰＭ

较少用的睡眠剥夺参数
Ｌｅｓｓ⁃ｕｓｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＭＭＰＭ

大鼠
Ｒａｔｓ

小鼠
Ｍｉｃｅ

大鼠
Ｒａｔｓ

小鼠
Ｍｉｃｅ

品系
Ｓｔｒａｉｎｓ Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ［５－７］ 、

Ｗｉｓｔａｒ［８－１０］
ＩＣＲ［１１－１３］ 、

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ［１４－１６］
Ｓｗｉｓｓ Ａｌｂｉｎｏ［３５］ 、
Ｗｉｓｔａｒ Ａｌｂｉｎｏ［３６］

ＢＡＬＢ ／ ｃ［３７］ 、
Ｓｗｉｓｓ ＥＰＭ⁃Ｍ１［３８］

周龄
Ａｇｅ

８ ～ １２ 周［７，１９，３９］

８ ～ １２ ｗｅｅｋｓ［７，１９，３９］
６ ～ ８ 周［１２－１３，４０］

６ ～ ８ ｗｅｅｋｓ［１２，１３，４０］

３ ～ ４ 周［２３，４１］ 、
退役种鼠［２４］

３ ～ ４ ｗｅｅｋｓ［２３，４１］ ，
ｒｅｔｉｒｅｄ ｂｒｅｅｄｅｒｓ［２４］

４ 周［１１］ 、１２ 周［３８］

４ ｗｅｅｋｓ［１１］ ，１２ ｗｅｅｋｓ［３８］

性别
Ｇｅｎｄｅｒ

雄性
Ｍａｌｅ

雌性［１０，２８］ 、雌雄并用［１９］

Ｆｅｍａｌｅ［１０，２８］ ，Ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ［１９］

光照周期（光 ∶暗）
Ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄ （ ｌｉｇｈｔ ∶ｄａｒｋ） １２ ∶１２ １４ ∶１０［１３，２６］ 、２４ ∶０［２７］

水温（℃）
Ｗａｔｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃） ２２ ～ ２４［２７，４１－４２］ ２３ ～ ２５［１１－１２］ １９［３３］ ２６ ～ ２８［１４］

平台直径（ｃｍ）
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ （ｃｍ）

５􀆰 ０［１０，３１，４３］ 、５􀆰 ５［５］ 、
６􀆰 ０［４１］ 、６􀆰 ５［２３，２７，４４］

３􀆰 ０［１４，１６，３０，３８，４５－４６］ 、
３􀆰 ５［１１，１２，３７］

７􀆰 ０［１９］ 、
８􀆰 ０［４７］

１􀆰 ５［４０］ 、
２􀆰 ５［１５］

平台间距（ｃｍ）
Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｌａｔｆｏｒｍｓ （ｃｍ）

１０［１９，２３，２８］ 、
７􀆰 ０［２７，３１，４８］ ５􀆰 ０［１２，１５］ ４􀆰 ５［３９］ 、

１５􀆰 ０［４９］ ７􀆰 ０［４６］

平台与动物数量之比
Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｔｏ ａｎｉｍａｌｓ

１０ ∶４［２３，２８］ 、１１ ∶７［４１］ 、
２０ ∶８［２４］ 、１２ ∶５［４０］ 、
１２ ∶８［４４］ 、２０ ∶１２［９］

１２ ∶６［３８，４５］ ５ ∶２［１０］ 、６ ∶５［４９］ ２４ ∶５［１４］

正常对照的方法
Ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

宽平台［９，４３］ ，家笼［５０］ ，
密集铁丝网［２７，４７，４９］

Ｌａｒｇｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ［９，４３］ ，Ｃａｇｅ［５０］ ，
Ｄｅｎｓｅ ｗｉｒｅ ｍｅｓｈ［２７，４７，４９］

无水环境的多平台［３９］

ＭＭＰＭ ｗａｓ ｎｏｔ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｗａｔｅｒ［３９］

急性睡眠剥夺时长
Ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｕｔｅ ＳＤ

２４ ｈ ／ ｄ（２ ｄ［３５，４１，４５］ 、３ ｄ［１９，２８，３６，３８］ 、
４ ｄ［２８，４４］ ）

２４ ｈ ／ ｄ（１ ｄ［２４］ 、５ ｄ［１１］ 、７ ｄ［２７，５１］ ），
２０ ｈ ／ ｄ（５ ｄ［４６］ 、７ ｄ［５２］ ），

１８ ｈ ／ ｄ（３ ｄ［１２］ ）

慢性睡眠剥夺时长
Ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ＳＤ

８ ｈ ／ ｄ（２８ ｄ［５３］ 、４２ ｄ［９， ４３］ ），
１２ ｈ ／ ｄ（２１ ｄ［５４］ 、３０ ｄ［５５］ ），

１８ ｈ ／ ｄ（２１ ｄ［５， ５６］ 、２８ ｄ［５７－５８］ ）

２０ ｈ ／ ｄ（１４ ｄ［４９］ 、２８ ｄ［４７］ 、５６ ｄ［１４］ ），
２４ ｈ ／ ｄ（４２ ｄ［５９］ ）

ＲＥＭ 睡眠剥夺时间
Ｔｉｍｅ ｏｆ ＲＥＭ ＳＤ

８ ｈ ／ ｄ（８：３０ ～ １６：３０［５３］ ），
１２ ｈ ／ ｄ（８：００ ～ ２０：００［５４］ 、９：００ ～ ２１：００［５５］ ），

１８ ｈ ／ ｄ（１４：００ ～ 次日 ８：００［５］ 、１６：００ ～
次日 １０：００［５８］ 、１８：００ ～ 次日 １２：００［７， １２］ ）
１８ ｈ ／ ｄ（ ｆｒｏｍ １４：００ ｔｏ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｄａｙ ８：００［５］ ，

ｆｒｏｍ １６：００ ｔｏ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｄａｙ １０：００［５８］ ，
ｆｒｏｍ １８：００ ｔｏ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｄａｙ １２：００［７， １２］ ）

１９ ｈ ／ ｄ（２０：００ ～ 次日 １５：００［６］ ），
２０ ｈ ／ ｄ（０：００ ～ ２０：００［２６］ 、１２：００ ～ 次日 ８：００［１４， ４７］ ）

１９ ｈ ／ ｄ（ ｆｒｏｍ ２０：００ ｔｏ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｄａｙ １５：００［６］ ），
２０ ｈ ／ ｄ（ ｆｒｏｍ ０：００ ｔｏ ２０：００［２６］ 、ｆｒｏｍ １２：００ ｔｏ ｔｈｅ

ｎｅｘｔ ｄａｙ ８：００［１４， ４７］ ）
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窄平台与宽平台组大鼠的体重变化，发现窄平台能

更明显地减轻动物的体重，提示平台水环境法对动

物体质量的消极影响。 闫德祺等［５９］ 运用 ＭＭＰＭ 制

备慢性 ＳＤ 模型（２４ ｈ ／ ｄ，每周 ６ ｄ，连续 ７ 周），从第

３ 周开始，便观察到模型组大鼠的体重明显低于家

笼对照组；Ｔｕｒａｎ 等［３６］ 运用 ＭＭＰＭ 建立急性 ＳＤ 模

型后（２４ ｈ ／ ｄ，３ ｄ），发现模型组动物的体重明显低

于对照组和宽平台组。 无论是在急性或慢性 ＳＤ 动

物模型中，ＭＭＰＭ 均可减小动物的体重增长率，这
与过度觉醒相关失眠人群体重下降的特点相符［６１］。
此外，魏丹丹等［５４］ 通过 ＭＭＰＭ 建立睡眠剥夺模型

（１２ ｈ ／ ｄ，２１ ｄ）后，发现模型组小鼠毛发干枯、形体

消瘦、对外界刺激反应减弱及严重的疲劳状态；谭
云霞等［４９］ 通过 ＭＭＰＭ 制备 ＳＤ 模型 （ ２０ ｈ ／ ｄ，１４
ｄ），观察到大鼠进食和饮水量显著增多，本该睡眠

的白天也活动不停，提示大鼠的睡眠节律紊乱；唐
淑洁等［５７］建立慢性 ＳＤ（１８ ｈ ／ ｄ，２８ ｄ），发现模型组

大鼠精神亢奋，易激惹，毛硬粗糙无光泽，饮食减

少、饮水增多等。 由此可见，ＭＭＰＭ 模型对动物的

一般体征影响较广，而且动物的进食量在不同睡眠

剥夺期的变化趋势不完全一致，可能的原因是睡眠

剥夺初期的能量代谢较高，促使动物进食，随着睡

眠剥夺时长的累积，动物身体逐渐虚弱，进食日渐

减少。 总之，动态观察动物的一般体征，可丰富对

ＳＤ 模型的评价依据。
３􀆰 ２　 自主活动

老鼠有昼伏夜出的习性，睡眠剥夺会增加动物

总的自主活动距离，可通过观测动物的自主活动情

况，初步评估 ＭＭＰＭ 剥夺睡眠的效果。 谢光璟

等［４７］利用 ＭＭＰＭ 制备慢性睡眠剥夺模型（２０ ｈ ／ ｄ，
２８ ｄ），发现模型组大鼠的中心点移动距离增长，平
均活动速度增加，活动频率更高，且活动面积更大，
提示大鼠的兴奋性增加。 刘鑫等［５６］ 通过 ＭＭＰＭ 进

行慢性睡眠剥夺（１８ ｈ ／ ｄ，２１ ｄ），于造模结束后第 ７
天记录大鼠的自主活动情况，发现模型组大鼠的光

照和黑暗环境活动路程以及总活动路程均显著增

加，动物的白昼睡眠节律出现紊乱；谭云霞等［４９］ 进

行的睡眠剥夺研究也发现类似结果。 以上研究均

提示 ＭＭＰＭ 可通过剥夺睡眠来增加动物的自主活

动，该结果可作为成功建立 ＳＤ 模型的间接依据。
３􀆰 ３　 戊巴比妥钠睡眠协同实验

戊巴比妥钠对中枢神经系统有抑制作用，实验

一般通过腹腔注射戊巴比妥钠，并结合动物的翻正

反射来评价 ＳＤ 模型的制备效果［６２］。 翻正反射消失

提示动物入睡，翻正反射恢复则提示动物从睡眠中

觉醒，通常将腹腔注射至翻正反射消失的时长记为

睡眠潜伏期，翻正反射消失到反射恢复的时长记为

睡眠持续时间。 课题组前期采用 ＭＭＰＭ 剥夺大鼠

睡眠（１２ ｈ ／ ｄ，２１ ｄ），通过戊巴比妥钠睡眠协同实验

发现睡眠剥夺大鼠的睡眠潜伏时间较对照组长，睡
眠持续时间较对照组短［６３］。 Ｂｅｒｇｍａｎｎ 等［６０］ 间断运

用 ＭＭＰＭ 建立慢性 ＳＤ 模型，通过戊巴比妥钠睡眠

协同实验发现模型组大鼠的睡眠潜伏期显著长于

正常组，而睡眠时间显著短于正常组，这与失眠人

群入睡困难，总睡眠时间不足的特点相符，提示

ＭＭＰＭ 制备 ＳＤ 模型的相似性。
３􀆰 ４　 脑电监测

脑电图是脑生物电活动的检查技术，通过手术

在动物脑部安装电极，可持续监测动物的总睡眠时

间及睡眠结构，是评估睡眠剥夺动物模型制备效果

的重要工具。 根据眼球运动，睡眠脑电图可分为

ＮＲＥＭ 和 ＲＥＭ 波相，脑电观察的睡眠结构主要包括

觉醒（ＷＡＫＥ）、慢波睡眠 Ｉ 期（ＳＷＳ１）、慢波睡眠 ＩＩ
期（ＳＷＳ２）、快速眼动睡眠（ＲＥＭ）及其占总睡眠时

间的比例。 有研究通过 ＭＭＰＭ 制备 ２４ ｈ 的急性 ＳＤ
模型，脑电监测发现模型组动物的睡眠潜伏期延

长，并伴随皮层快速的低波幅脑电波，睡眠恢复期

则观察到 ＲＥＭ 睡眠的反弹［４８］，提示 ＲＥＭ 是 ＭＭＰＭ
剥夺的主要睡眠时相。 课题组前期运用 ＭＭＰＭ（１２
ｈ ／ ｄ，２１ ｄ）制备慢性睡眠剥夺大鼠，脑电监测发现模

型组大鼠的 Ｗａｋｅ 期时间显著增加，ＮＲＥＭ 期、ＲＥＭ
期和总睡眠时间均明显短于正常对照组［６４］。 闫德

祺等［５９］间断使用 ＭＭＰＭ ４２ ｄ 建立慢性 ＳＤ，脑电结

果提示模型组大鼠的总睡眠时间不短于家笼对照

组，但 ＳＷＳ２、ＲＥＭ 及其所占比例显著低于家笼对照

组。 张曼等［５１］利用 ＭＭＰＭ（２４ ｈ ／ ｄ，７ ｄ）制备 ＳＤ 模

型，发现大鼠的总睡眠时间和 ＮＲＥＭ 占比均低于正

常组，睡眠潜伏期和觉醒比例均高于正常组；王

琦［３４］ 与唐淑洁等［５７］ 的研究也得出类似结论，为
ＭＭＰＭ 成功制备 ＳＤ 动物模型提供了有力证据。

４　 结语

动物品系、睡眠剥夺环境、平台相关参数、睡眠

剥夺时长和正常对照方法是 ＭＭＰＭ 模型制备和评

价的重要影响因素，虽然不同研究在以上方面存在

差异，但也有规律可循。 模型制备方面，睡眠剥夺
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动物实验多以成年的雄性大鼠或小鼠为研究对象，
以水环境中的宽平台或家笼饲养为正常对照，实验

常依据动物的体重估算合适的窄平台和宽平台直

径。 此外，ＭＭＰＭ 中的睡眠剥夺多在白天进行，其
中急性 ＳＤ 的剥夺时长通常为 ２４ ｈ ／ ｄ，连续 ２ ～ ４ ｄ，
慢性 ＳＤ 的剥夺时长多为 ８ ～ １８ ｈ ／ ｄ，至少持续 ３
周，具体剥夺时长需依据研究目的而定。 模型评价

方面，ＭＭＰＭ 制备的 ＳＤ 模型可表现出动物毛发粗

糙、易激惹、体质量下降、自主活动增加等体征，以
及睡眠潜伏期延长、总睡眠时间缩短、ＲＥＭ 睡眠及

其占比降低等睡眠变化，符合人类失眠的临床特

征，提示 ＭＭＰＭ 制备 ＳＤ 模型的相似性。
虽然 ＭＭＰＭ 是一种可靠的睡眠剥夺方法，但其

在模型的制备和评价方面仍有不足。 首先，水环境

是 ＭＭＰＭ 剥夺动物睡眠的一个重要因素，但动物对

水环境的适应程度存在差异，不同程度的应激可增

加除 ＳＤ 以外其他因素对实验指标的影响，因此，有
必要将动物提前放入睡眠剥夺箱适应环境。 其次，
温度过低是动物失眠的一个重要因素，若不能合理

且均衡地控制每个睡眠剥夺箱的水温，将会增加实

验误差，故需加用恒温设备来控制各睡眠剥夺箱中

的水温。 再者，睡眠剥夺动物模型中的客观评价方

法较少， 其中脑电监测需经手术安装电极， 而

ＭＭＰＭ 中的水环境会增加切口感染的风险，且大鼠

头部电极易在睡眠剥夺期脱落，对 ２４ ｈ ／ ｄ 的睡眠剥

夺实验而言，不易监测动物在模型制备期的睡眠变

化情况。 随着实验设备的日益完善及睡眠研究的

逐步深入，ＭＭＰＭ 在睡眠剥夺动物模型中的应用和

评价方法有望得到改进。
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　 　 【摘要】 　 美国农业部《动物福利法》监管大中型动物如猴犬猫兔、海洋哺乳动物等的生产运输交易和使用等

诸多商贸过程及其用于医学实验或非医学测试。 该法规不管辖常用的实验室大鼠和小鼠，因而从动物类型上或从

条例细则上不能全覆盖也不适合生物医学研究机构的实验动物管理。 美国卫生署和 ＮＩＨ 的动物政策管辖全美生

物医学研究机构的脊椎类动物实验使用，被国际生物医学研究机构普遍借鉴采纳。 美国的这两套动物法规管理体

系，目的职能明显不同，既平行，又交叉和相互补充。 本文介绍其主要沿革，侧重生物医学研究机构的实验动物使

用与管理委员会组成和职能演变，期望对我国实验动物的使用和管理有所启示。
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　 　 美国联邦《动物福利法，Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ Ａｃｔ》由
农业部下属的动物植物卫生检疫局 （ Ａｎｉｍａｌ ａｎｄ

Ｐｌａｎｔ Ｈｅａｌｔｈ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ Ｓｅｒｖｉｃｅ， ＡＰＨＩＳ ） 主 导 负

责［１－２］，管辖大中型动物的生产、饲养、运输、交易和
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使用等商贸过程，管辖范围主要是大中型哺乳类动

物，但不包括常用的实验大鼠和小鼠，因而不适合

生物医学研究机构的大小鼠实验动物管理。 尽管

以《动物福利法》冠名，但除了法规条例的标题词条

外，蓝皮书全文 ２５６ 页内容中从未出现过一处“伦
理”词汇，只出了 ４ 次“福利”字词［１－３］。

美国 卫 生 署 及 国 立 卫 生 研 究 院 （ Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ，ＮＩＨ）主导全美生物医学研究机

构的脊椎类实验动物管理政策，其鲜明特征是覆盖

了实验室大鼠和小鼠，对大小鼠之外的其他大中型

实验动物完全与美国农业部《动物福利法》同步，但
在实施管理方面更加严格［１－３］。 这样，美国农业部、
卫生署和 ＮＩＨ 分别主导的两套联邦法规政策体系，
职能不同、却平行交叉，实现了对广义的“动物”和

狭义的“实验动物”包括“实验用动物” 管理的全

覆盖［１－４］。
本文介绍美国农业部《动物福利法》实验动物

政策的主要演变过程。

１　 早期演变－因盗窃贩卖动物立法

在 １９６６ 年以前，美国没有全国性的动物管理法

规，也没有形成标准化的实验动物繁殖、饲养、使用

和管理体系，主要体现在对实验动物的来源、质量、
动物饲养设施环境没有规范性要求［４－５］。 从事生物

医学研究的大学或研究院所等机构（ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ），也
包括非医学机构如交通车辆安全碰撞试验等，研究

人员自行购买动物用于实验［５］。 那时美国的实验

动物概念，主要是“实验用动物”概念。 随着机构对

“实验用动物”需求的快速增加，动物供应商应运而

生，四处捕捉流浪犬猫，甚至偷窃家养犬猫，装进笼

子麻袋，运输贩售到各类医学或非医学机构进行试

验。 这些动物进入研究机构之后、到达实验终点之

前的实验期间，机构没有标准化的动物设施和饲养

条件，往往因陋就简，导致实验用动物异常。 但这

一时期，主要是动物商贩的盗窃犬猫行为、运输贩

卖过程中的虐待动物行为［５］，时有新闻报道，日渐

引发公众关注。
１９６６ 年，美国出台了第一部由农业部主导的

《实验动物福利法》，首次以联邦法律形式禁止偷窃

家养或宠物犬猫，作为实验用动物。 １９７０ 年改名为

《动物福利法⁃Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ Ａｃｔ》，删除了“实验”
两字，表明该法律监管重点是广义的动物，如畜禽

动物、家养动物和野生动物，而不再只是限于实验

动物及其福利。 以笔者认识，这不只是字面上的简

单改动，意味着该法律对管辖动物范畴、机构和业

务活动管理任务的重大变动，实验动物只是其涵盖

的一小部分。 １９７１ 年，农业部颁布了《动物福利法》
的 Ｆ 子部《Ｓｕｂｐａｒｔ Ｆ， Ｓｔｏｌｅｎ Ａｎｉｍａｌｓ 盗窃动物》，禁
止买卖、运输、展览和使用盗窃偷猎来的动物，强调

禁止盗窃贩卖动物用于商业性展览，例如比赛耍猴

之类。 １９７９ 年 颁 布 《 动 物 福 利 法 》 的 Ｅ 子 部

《Ｓｕｂｐａｒｔ Ｅ， Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｎｉｍａｌｓ 动物标识》，加
强动物标识和追踪溯源管理。

２　 中期演变－因动物保护激进主义运
动大幅修法
　 　 上世纪八十年代以后，欧洲和美国社会的动物

保护组织、人道协会活动频繁，有的逐渐升级到暴

力恐怖级别。 最著名的标志性事件，是美国的两家

著名大学和研究机构的实验室打砸事件［６－８］。 其

一，与美国首都毗邻的马里兰州的行为学研究所

（ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， Ｓｉｌｖｅｒ Ｓｐｒｉｎｇ） 的

Ｅｄｗａｒｄ Ｔａｕｂ 博士，研究猴的传入神经阻滞与肢体感

觉运动功能重建。 １９８１ 年 ５ 月，该实验室接收相距

约十英里外、位于美国首都的著名 Ｇｅｏｒｇｅｔｏｗｎ 大学

政治学专业的学生 Ａｌｅｘ Ｐａｃｈｅｃｏ 为志愿者。 后者声

称对医学研究感兴趣，其实是当时尚不知名的动物

极端组织 ＰＥＴＡ（Ｐｅｏｐｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｅｔｈｉｃａｌ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ａｎｉｍａｌｓ）的发起人之一，由该组织策划派遣渗入实

验室 内 部。 Ｔａｕｂ 博 士 去 外 地 休 假 一 周， 分 配

Ｐａｃｈｅｃｏ 负责照料猴。 在此期间 Ｐａｃｈｅｃｏ 精心拍摄

了大量让普通民众看来具有强烈视觉冲击力的实

验猴的照片，并且据此控告 Ｔａｕｂ 博士一百多项虐待

动物罪名。 这在美国历史上、国际医学研究史上，
都是第一次。 １９８１ 年 ９ 月警察突袭实验室，Ｔａｕｂ 博

士被逮捕，成为全世界第一个因实验动物被逮捕的

科学家，被 ＮＩＨ 撤销所有科研基金资助项目。 经过

漫长的诉讼，美国最著名的三家神经科学和精神科

学会科学家的作证，Ｔａｕｂ 博士最终无罪释放，但实

验室被关闭。 该研究所也被改组改名，即便可能有

特殊背景，但现在业已不复存在。 Ｔａｕｂ 博士失业 ５
年后，在另一州立大学教书，终身未再做猴实验研

究，而是将之前的猴研究成果进行临床转化，发明

了一种治疗方法试图帮助脑中风患者部分恢复瘫

痪的肢体功能［６－７］。
凭借此次极其轰动的著名事件的推动，ＰＥＴＡ

一跃成为美国最大、世界知名的动物极端主义组
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织，并由 Ａｌｅｘ Ｐａｃｈｅｃｏ 长期担任主席［６－８］。 ＰＥＴＡ 公

布的 ２０１７ 年财务报告收入 ４８４６ 万美元，绝大部分

来自募捐。 ＰＥＴＡ 现在很多国家设有分部，但已不

屑关注实验动物，而致力抗议动物源食品包括鸡蛋

牛奶，抗议电脑网络手机游戏捕捉囚禁动物甚至钓

鱼等，拓展进入虚拟世界动物福利行业。
同时期，美国宾州大学一个使用狒狒研究脑水

肿的著名实验室［６－８］，也被动物激进者闯入打砸，并
提起诉讼。 基于其社会政治文化特点，以那些轰动

案件和新闻为契机，美国各地不断滋生更多的实验

动物相关的重大事件，引发影响美国公众对动物和

实验动物的强烈关注和辩论，影响民意转化为选票

压力，影响政治界、科学界联手对动物法规进行快

速修订和阐释。
１９８５ 年 １２ 月 ２３ 日美国紧急颁布联邦公共法

案 ９９－１９８，即《食品安全法案－１９８５》的 Ｆ 分标题

《Ｐｕｂｌｉｃ Ｌａｗ ９９ － １９８， Ｆｏｏｄ Ｓｅｃｕｒｉｔｙ Ａｃｔ ｏｆ １９８５，
Ｓｕｂｔｉｔｌｅ Ｆ － Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ 动物福利》，后来也被称

作 《 Ｔｈｅ Ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ
Ａｃｔ 实验动物法 改良标准》。 这个 Ｆ 分标题法规内

容被转移至农业部《动物福利法》。 史称其为 １９８５
年版重大修订，首次提出机构应建立 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ
Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ（ ＩＡＣＵＣ），阐述了人

道关怀动物的理念，包括提供设施环境、健康饲养、
减轻动物疼痛等。 然而，１９８５ 版最重大的修订是农

业部设立了动物植物卫生检疫局 ＡＰＨＩＳ，其职能可

能与国内的动物植物卫生监测检疫部门相似。 美

国动植物卫生检疫局职能重多，如农产品食品安全

和全球贸易，动物植物病原检疫和相关生物技术、
生物安全和恐怖活动，外来物种入侵和疫病传入、
野生动物及家畜疾病监控等等。 它附带监管研究

机构 ＩＡＣＵＣ 的履职［１－２，４］。 同时，美国卫生署则依

据 １９８５ 年 １１ 月 ２０ 日颁布的公共法案 ９９－１５８《健
康研究扩展法案》 （ Ｐｕｂｌｉｃ Ｌａｗ ９９ － １５８， Ｈｅａｌｔｈ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ Ａｃｔ），于 １９８６ 年修订《人道管理

和使用实验动物》 条款 （Ｈｕｍａｎｅ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ ｏｆ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ）形成了美国卫生署主导的实验

动物法规政策，是第 ３ 版。
按 １９８５ 年版紧急修订的规定，约定未尽事项在

１９８９ 年 颁 布 的 《 动 物 福 利 法 实 施 条 例⁃Ａｎｉｍａｌ
Ｗｅｌｆａｒｅ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ，ＡＷＲｓ》中进行了细则规定。 重

要改动包括：（１）动物机构需要获得注册许可，（２）
机构要成立至少 ３ 名成员组成的 ＩＡＣＵＣ、且其不能

来自本机构下属的同一个分支单位。 这是美国农

业部《动物福利法》政策下的 ＩＡＣＵＣ 构架的最显著

特征，与美国卫生署和 ＮＩＨ 至少 ５ 名委员且可来源

同一下属分支单位的 ＩＡＣＵＣ 构架明显不同。
仔细审视中国国家和各省市不同版本的实验

动物管理条例、国标涉及的实验动物管理委员会、
或实验动物福利伦理委员会的人员来源和组成，有
的参考采用的是美国农业部的 ３ 人 ＩＡＣＵＣ 框

架［１－２，４］，有的则是美国卫生署和 ＮＩＨ 的至少 ５ 人

ＩＡＣＵＣ 框架［１－２，４］，因此导致混乱，体现在实验动物

管理相关的专业书籍和授课培训中，也体现在实际

管理应用中。 迄今有人仍不清楚应该按照机构的

行业特点组建适宜的 ＩＡＣＵＣ 构架。 例如有人认为

医科大学的 ＩＡＣＵＣ 委员要平均分散分配到不同的

下属分支单位，如 Ａ 学院 Ｂ 学院、Ｃ 处 Ｄ 处，或者业

务毫不不相关的 Ｅ 单位。 这种认识和做法已经施

行了很多年，可能在通常大单位下的二级行政管理

而言有些便利，但就实验动物专业而言，实践上因

循守旧比较教条，效果是可以说是比较失败的。 因

为这类机构的 ＩＡＣＵＣ 委员会，他如果不执行什么具

体功能，就是无效的，但这种机构 ＩＡＣＵＣ 很常见。
这是值得讨论的问题，期望将来能按照机构属性、
涉及的业务范围，进行梳理和规范。

话说回来，即便有了 １９８５ 年紧急修法，此后美

国各地仍然频繁爆发针对大学研究机构实验动物

研究进行的暴力活动，动物激进组织入侵大学、破
坏实验室和动物设施、盗窃或放走实验动物、炸弹

威胁实验动物从业人员和科研人员、跟踪破坏实验

动物从业者和使用者的汽车和房屋并威胁其家人，
以至于英国伦敦警察厅、美国联邦调查局曾宣布这

类激进动物组织的活动为暴力恐怖活动，其中最活

跃的三个组织之一即上述通过制造银泉镇（ Ｓｉｌｖｅｒ
Ｓｐｒｉｎｇ）猴事件发展起来的 ＰＥＴＡ［６－８］。

３　 后期演变－对动物和机构的法规定
义、修法覆盖“研究机构”
　 　 １９９０ 年前，美国农业部《动物福利法》主要覆盖

动物“生产商、销售商、中间商、承运商、展览商”等

商业贸易机构，通俗讲主要监管动物进入“研究机

构”之前的过程，但并不包括 “研究机构”。 直到

１９８９ 年颁布的条例细则，农业部《动物福利法》政策

体系所监管的机构，仍然不包括“研究机构” ［２］。
１９９０ 年进行的大幅修订颁布了 Ｂ、Ｃ 两个子部，

首次定义增补了《 Ｓｕｂｐａｒｔ Ｃ， Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ 研
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究机构》，才覆盖了“研究机构”内的动物使用和管

理。 １９９１ 年又进行较大幅度修订，明确了对“动物”
和“机构”范畴的法律定义，形成了最终标准章程。
２００２、２００７ 和 ２００８ 年又进行数次小幅补充修订，构
成了目前美国农业部《动物福利法》、《动物福利法

实施条例》合二为一的体系。 本文主要参考其 ２０２０
年 ７ 月版蓝皮书［２］。

值得思考的是该法以“动物福利”冠名，但长达

２５６ 页的 ＰＤＦ 文本除了法规标题外，正文中没有出

现任何一处“伦理 Ｅｔｈｉｃ，Ｅｔｈｉｃｓ”词汇，仅出现了 ４ 处

“动物福利 ｗｅｌｆａｒｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌ”词汇［１－２］。 可鉴其借动

物福利之名，行管理之实。
目前，该法对“研究机构”的定义指使用活体动

物进行研究 ｒｅｓｅａｒｃｈ、测试 ｔｅｓｔｓ、实验 ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ、教
学（但中小学除外）、展览活动的机构组织或个人，
但不包括宠物零售店。 其“研究、测试、实验”的法

律涵义广泛，包括但不限于医学生物学研究活动。
其经销商（ｄｅａｌｅｒｓ）的定义，指将狗、猫进行商业销售

用于研究、展览或大宗贩卖给宠物店等，但进行零

售销售的宠物店却不属于“经销商”范畴。 展览商

（ｅｘｈｉｂｉｔｏｒｓ）指公共或私人展览如嘉年华会、马戏

团、动物园、海洋馆等涉及任何商业购买的恒温动

物的机构活动，但零售宠物店、赛马赛狗、牛仔竞技

表演、纯种狗猫展览不属于“展览商”范畴［２］。
该法对所管辖的“动物⁃Ａｎｉｍａｌ”的法律定义是：

活的或死的非人灵长类动物、犬、猫、兔、豚鼠、仓
鼠、或任何其他温血动物，这些动物正在或打算用

于研究、教学、实验、测试（如道路安全机动车碰撞

测试）、动物展览目的（如动物园、海洋馆、马戏团、
动物搏斗、斗鸡逗鸟等），或用作宠物目的，或用于

商业使用目的［１－２］。
但是该法同时也进行了细致的特别规定：（１）

为了研究目的而饲养的鸟类、大鼠、小鼠、马，不是

该法案管辖的“动物”范畴，意谓该法不覆盖实验室

大小鼠和鸟禽和马；（２）其他农场动物包括但不限

于，用作肉食品或皮毛纤维的牲畜和家禽、或用于

改善动物营养、繁殖、用于或打算用于改善肉品质

量或毛皮纤维质量、改善动物生产效率和管理效率

目的的牲畜和家禽，不属于该法案管辖的“动物”范
畴，意谓该法不覆盖大部分的农场动物及相关事

项；（３）对于犬而言，所有的犬，包括用于狩猎、看家

护院、或繁殖繁育、销售目的的狗及其杂交品种，均
属于该法管辖的“动物”范畴，该法对犬及其相关事

项的覆盖是全方位的，体现了该法因禁止盗窃犬猫

而来的源头、也体现了在欧美社会犬类享有的“高
地位”；（４）该法对猫没有专门的定义，但在该法规

条文中猫总是与犬一同出现（ｄｏｇｓ ａｎｄ ｃａｔｓ），二者的

地位是相当的［１－２］。

４　 美国农业部政策对动物保护组织收
容所的宽松规定与动物伦理悖论
　 　 农业部《动物福利法》规定，美国私立或公立的

动物保护组织设立的收容所、人道协会等机构收容

的猫、犬属于农业部法定管辖“动物”范畴，但只要

不卖给展览商或研究机构，就无须获得注册许可

证、也不需成立 ＩＡＣＵＣ。 事实上赋予了动物保护组

织设立的收容所法律豁免，对其收容的犬猫动物设

施环境和饲养福利没有标准，不受法规监管。 又规

定其收容犬猫不能超过 １～２ 周滞留期限，其后安乐

死是收容犬猫能得到的最大福利、合法的命运归

宿。 几十年来这在美国或世界各地动物宠物收容

所都在定期进行着，收容所将安乐死的日子称为宠

物安乐日，那些景象若暴露于公众，不知对这样的

动物福利作何感想。 该法还规定，美国公立的动物

收容所和人道协会机构不属于法人，因而无需获得

注册许可也无需成立 ＩＡＣＵＣ，但可将收容的犬猫等

动物提供给研究机构使用［１－２，４］。

５　 该法对我国实验动物管理参照系的
借鉴意义
　 　 国标和地标建议的 ＩＡＣＵＣ 或伦理委员会框架，
有至少 ３ 名委员的（ＧＢ ／ Ｔ ２７４１６－２０１４）、有 ５ 名委

员的人数差异（ＤＢ１１ ／ Ｔ １７３４－２０２０），有委员可以来

源于该机构下属的同一单位、或不能来源于不同下

属单位的，其解释莫衷一是，实乃参照不同所致。
美国农业部动物植物卫生检疫局监管的机构

ＩＡＣＵＣ 至少由 ３ 名成员组成、且其不能来自本机构

下属的同一个分支单位。 这是美国农业部《动物福

利法》ＩＡＣＵＣ 构架的最显著特征［１－２，４］。 可概要理解

其主要管辖动物养殖场、经销商、运输商、海洋馆动

物园等商业贸易机构，这些机构的下属分支单位均

密切涉及动物的生产运输贸易等商贸过程，ＩＡＣＵＣ
委员的分散有利于规避同一机构下属部门的利益

冲突。 相类似的，我国实验动物养殖场、生产供应

商等商贸机构，可参照美国农业部的动物法规体系

及其 ＩＡＣＵＣ 构架。
但美国农业部动物法规体系及其 ＩＡＣＵＣ 构架，
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不适合美国的也不适合我国的医学生物学研究机

构。 我国医学生物高校院所或医药生物制品研发

机构，可遵循国际惯例、借鉴美国卫生署和 ＮＩＨ 至

少 ５ 名委员的 ＩＡＣＵＣ 构架［１－２，４－５］、无须限定委员供

职的下属分支单位［１－２，４－５］，由动物部与该机构的专

业院系协商遴选，而不是由机构首脑和官僚指

派［５］。 关于卫生署和 ＮＩＨ 实验动物政策和管理体

系沿革，另文撰述。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］　 ＵＳＤＡ． Ａｎｉｍａｌ ａｎｄ Ｐｌａｎｔ Ｈｅａｌｔｈ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ Ｓｅｒｖｉｃｅ ［ＥＢ ／ ＯＬ］．
［ ２０２２ － ０４ － ２５］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎａｌ． ｕｓｄａ． ｇｏｖ ／ ａｗｉｃ ／ ａｎｉｍａｌ⁃
ｗｅｌｆａｒｅ⁃ａｃｔ．

［ ２ ］ 　 ＵＳＤＡ． Ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ａｃｔ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ［ＥＢ ／
ＯＬ］． ［ ２０２２ － ０７］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ａｐｈｉｓ． ｕｓｄａ． ｇｏｖ ／ ａｎｉｍａｌ ＿
ｗｅｌｆａｒｅ ／ ｄｏｗｎｌｏａｄｓ ／ ＡＣ ＿ ＢｌｕｅＢｏｏｋ ＿ ＡＷＡ ＿ ５０８ ＿ ｃｏｍｐ ＿
ｖｅｒｓｉｏｎ． ｐｄｆ．

［ ３ ］ 　 Ｇｌｕｃｋ ＪＰ ａｎｄ Ｏｒｌａｎｓ ＦＢ． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ

Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅｓ： Ａ ｆｌａｗｅｄ ｐａｒａｄｉｇｍ ｏｒ ｗｏｒｋ ｉｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓ？ ［Ｊ］ ． Ｅｔｈｉｃｓ
Ｂｅｈａｖ， １９９７， ７（４）： ３２９－３３６．

［ ４ ］ 　 ＡＲＥＮＡ， ＯＬＡＷ． ＡＲＥＮＡ ／ ＯＬＡＷ ＩＡＣＵＣ Ｇｕｉｄｅｂｏｏｋ ［ ＥＢ ／
ＯＬ］． ［ ２０１８ － ５ － １０ ］． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌａｗ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｕｉｄａｎｃｅ ／
ＡＲＥＮＡ⁃ＯＬＡＷ⁃ＩＡＣＵＣ⁃ｇｕｉｄｅｂｏｏｋ． ｈｔｍ．

［ ５ ］ 　 Ｓｔｅｎｅｃｋ ＮＨ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ ａｎｉｍａｌ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ
ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｉｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｒｅｓｅａｒｃｈ， Ａ ｆｌａｗｅｄ ｐａｒａｄｉｇｍ ｏｒ ｗｏｒｋ ｉｎ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ？ ［Ｊ］ ． Ｅｔｈｉｃｓ Ｂｅｈａｖ， １９９７， ７（２）： １７３－１８４．

［ ６ ］ 　 Ｍａｔｆｉｅｌｄ Ｍ． Ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ： ｔｈｅ ｃｏｎｔｉｎｕｉｎｇ ｄｅｂａｔｅ ［Ｊ］ ．
Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖ， ２００２， １（２）： １４９－１５２．

［ ７ ］ 　 Ｔｒａｙｓｔｍａｎ ＲＪ． Ｔｈｅ ｇｏａｌ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ， ａｎｉｍａｌ “ｒｉｇｈｔｓ”， ａｎｄ
ａｎｔｉｖｉｖｉｓｅｃｔｉｏｎｉｓｔ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ
Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ， １９９０， ２（３）： １５３－１５８．

［ ８ ］ 　 Ｌｏｅｂ ＪＭ， Ｈｅｎｄｅｅ ＷＲ， Ｓｍｉｔｈ ＳＪ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｖｓ ａｎｉｍａｌ
ｒｉｇｈｔｓ． Ｉｎ ｄｅｆｅｎｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［ Ｊ］ ． ＪＡＭＡ， １９８９， ２６２
（１９）： ２７１６－２７２０．

［收稿日期］ 　 ２０２２－０４－２６

《中国比较医学杂志》稿约

国内刊号 ＣＮ １１－４８２２ ／ Ｒ 国际刊号 ＩＳＳＮ １６７１－７８５６ 邮局代号 ８２－９１７
一、杂志介绍

本刊是由中国实验动物学会与中国医学科学院医学实验动物研究所主办的全国性高级学术刊物（月
刊）。 征稿的范围是与人类生命与健康密切相关的实验动物与动物实验等生命科学各分支学科，重点刊载

比较医学成果和进展。 栏目设置包括研究报告、综述与专论、研究快报、研究简讯、技术与方法、经验交流、
学术动态、国外研究进展、学术信息、简讯等栏目。 要求来稿数据可靠、文字简练、观点明确、论证合理，有创

新、有突破、有新意。
本刊是中国学术期刊综合评价数据库来源期刊、被《中国科技论文统计源期刊》（中国科技核心期刊）、

《中文核心期刊要目总览》、中文生物医学期刊文献数据库（ＣＭＣＣ）、中国生物医学期刊数据库等数据库

收录。
二、投稿要求及注意事项

文稿内容要具有创新性、科学性和实用性，论点明确，资料可靠，文字通顺精练，标点符号准确，用词规

范，图表清晰。 文章正文字数在 ５０００ 字左右。

投稿网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｇｓｙｄｗ． ｃｎｊｏｕｒｎａｌｓ． ｃｏｍ ／ ｚｇｂｊｙｘｚｚ ／ ｃｈ ／ ｉｎｄｅｘ． ａｓｐｘ
期待您的来稿！
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Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． １

徐国恒． 美国卫生署与国立卫生研究院 ＮＩＨ 主导的实验动物管理体系的演变和启示 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）：
１３４－１４０．
Ｘｕ ＧＨ． ＰＨＳ ／ ＮＩＨ ｐｏｌｉｃｙ ｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）： １３４
－１４０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ０１７

［作者简介］徐国恒（１９６４—），医学博士，教授，常务副主任，研究方向：医学生理学，脂肪生成与脂肪分解调节。
Ｅｍａｉｌ： ｘｕｇ＠ ｂｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

美国卫生署与国立卫生研究院 ＮＩＨ 主导的
实验动物管理体系的演变和启示

徐国恒１，２∗

（１． 北京大学医学部实验动物科学部，北京　 １００１９１；２． 北京大学医学部基础医学院生理学与病理生理学系，北京　 １００１９１）

　 　 【摘要】 　 美国卫生署是负责联邦实验动物法规的行政部门，国立卫生研究院（ＮＩＨ）是实施该法规的专业部

门并监管全美生物医学机构脊椎类实验动物使用和管理。 １９６１ 年 ＮＩＨ 最早建立了美国的实验动物管理框架，在
实践中改进。 １９９０ 年代后发布著名的《ＩＡＣＵＣ 工作手册》和《实验动物管理与使用指南》，形成了较为完善的现代

生物医学实验动物管理体系，被国际生物医学领域普遍采纳借鉴。 本文介绍 ＮＩＨ 实验动物政策演变、管理体系、实
验动物使用与管理委员会 ＩＡＣＵＣ 的组成职责和工作运行机制，以期对我国实验动物行业有所启示。

【关键词】 　 实验动物；动物设施；实验动物使用与管理；美国卫生署；美国国立卫生研究院

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０２３） ０１⁃０１３４⁃０７

ＰＨＳ ／ ＮＩＨ ｐｏｌｉｃｙ ｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ
ＸＵ Ｇｕｏｈｅｎｇ１，２∗

（１． Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９１， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９１）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＸＵ Ｇｕｏｈｅｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｕｇ＠ ｂｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｆｅｄｅｒａｌ ｌａｗ ａｎｄ ｐｏｌｉｃｙ ｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｇｏｖｅｒｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ
（ＰＨＳ） ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ （ＮＩＨ）， Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｈｕｍａｎ Ｓｅｒｖｉｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｉｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｆｅｄｅｒａｌ Ｌａｗｓ ａｎｄ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ Ａｃｔ ｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ａｎｉｍａｌ ａｎｄ Ｐｌａｎｔ Ｈｅａｌｔｈ
Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ Ｓｅｒｖｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ． Ｅａｒｌｙ ｉｎ １９６１， ｔｈｅ ＮＩＨ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
Ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ａｎｄ Ｃａｒｅ． Ｗｉｔｈ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｖｉｓｉｏｎｓ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｆｒｏｍ １９６０ ｓ ｔｏ １９９０ ｓ，
ｔｈｅ ＰＨＳ ／ ＮＩＨ ｈａｖｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｗｏ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｂｌｅ ｓｙｓｔｅｍｓ： ｔｈｅ ＩＡＣＵＣ ａｎｄ ｔｈｅ Ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ａｎｉｍａｌｓ． Ｔｈｅ ＮＩＨ ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ ｉｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＰＨＳ⁃ｇｏｖｅｒｎｅｄ ｆｅｄｅｒａｌ ｌａｗ ａｎｄ ｐｏｌｉｃｙ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｒｅｖｉｓｅｓ ａｎｄ ｒｅｌｅａｓｅｓ ｔｈｅ ＩＡＣＵＣ ｈａｎｄｂｏｏｋ， ａｎｄ ｔｈｅ Ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃａｒｅ ａｎｄ
Ｕｓｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ． Ｂｏｔｈ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ａｌｓｏ ｗｉｄｅｌｙ ａｄｏｐｔｅｄ ａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｄｅｓｃｒｉｂｅｓ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｒｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＰＨＳ ／ ＮＩＨ Ｌａｗ ａｎｄ Ｐｏｌｉｃｙ ｏｎ
ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ； ａｎｉｍａｌ ｆａｃｉｌｉｔｙ； ａｎｉｍａｌ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ； Ｕ． Ｓ． Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ； Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 美国卫生部下辖公共卫生署 （ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ
Ｓｅｒｖｉｃｅ， ＰＨＳ）、国立卫生研究院（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ

Ｈｅａｌｔｈ， ＮＩＨ）、食品药品监督管理局和疾控中心等

部门。 卫生署是主管生物医药、疾病健康基础和临
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床研究相关联邦法规的行政部门。 ＮＩＨ 拥有 ２７ 个

独立的大型研究所和中心，是美国也是世界上规模

最大的生物医学研究机构。 ２０２３ 财年 ＮＩＨ 预算约

６２５ 亿美元，其中 ＮＩＨ 管理支配的医学研发预算

４９０􀆰 ４ 亿、用于疾病大流行预防预算 １２０􀆰 ５ 亿。 ＮＩＨ
管理支配的 ４９０􀆰 ４ 亿预算部分约 １０％用于 ＮＩＨ 所

属实验室，８２％以 ＮＩＨ 基金项目形式资助全美高校

和研发机构，约 ８％为 ＮＩＨ 与院外和国外机构联合

基金项目（以上资料摘译自 ＮＩＨ 网站）。 基于 ＮＩＨ
独特的科研基金经费管理体制和地位，ＮＩＨ 有能力

将联邦实验动物法规落实为具体的实施细则。 ＮＩＨ
是美国生物医学实验动物管理体系的构建者和执

行者。
前文［１］介绍美国农业部《动物福利法》的“动

物”定义不包括实验室大鼠和小鼠，因而不适合生

物医学研究机构［１－３］。 美国卫生署和 ＮＩＨ 的实验动

物政策覆盖了实验室大小鼠及所有脊椎类动物，并
完全兼容农业部主导的联邦动物法规，因而适合生

物医学研究机构［４－６］。 本文介绍美国卫生署和 ＮＩＨ
实验动物管理体系演变，侧重介绍 ＮＩＨ 实验动物指

南、实验动物使用与管理委员会（ ＩＡＣＵＣ）组成、职
能和工作机制；期望有益于探索适合国情的实验动

物使用与管理体系。

１　 ＮＩＨ 实验动物管理体系的演变

１９６１ 年美国芝加哥地区医学研究机构联合成

立了一个动物饲养评议组（Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ Ｐａｎｅｌ），旨
在推动改善实验动物设施和饲养条件。 １９６３ 年评

议组撰写《实验动物设施和饲养指南》 （Ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｃａｒｅ），该项目受 ＮＩＨ
资助，因而被认为是 ＮＩＨ 实验动物指南第一版

（１９６５ 年和 １９６８ 年修订第二、第三版） ［４－７］。 同年，
评议组成立独立的动物设施认证委员会，于 １９６５ 年

更名成为美国实验动物评估与认证协会（Ａｍｅｒｉｃａｎ
Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ Ａｃｃｒｅｄｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ
Ｃａｒｅ，ＡＡＡＬＡＣ），随后迁往毗邻华盛顿特区的 ＮＩＨ
总部。 １９６７ 年后，评议组演变成为美国实验动物科

学协会 （Ａｍｅｒｉｃａｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ，ＡＡＬＡＳ）、美国实验动物从业者协会或美国

实验 动 物 兽 医 培 训 机 构 （ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｐｒａｃｔｉｔｉｏｎｅｒｓ，ＡＳＬＡＰ）。 这三大协

会的总部均设在 ＮＩＨ，是 ＮＩＨ 主导全美生物医学机

构实验动物管理政策体系的参谋部，率先提出“实

验动物科学、比较医学”概念，并以此为名主办实验

动物专业期刊 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ
Ａｍｅｒｉｃａｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ
（ＪＡＡＬＡＳ）。

１９７１ 年 ＮＩＨ 颁布了完全由自己制订的实验动

物政策（Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ），
同时发布《实验动物使用准则》 （ Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
Ｕｓｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ），被称为 ＮＩＨ 指南第四

版，于 １９７２ 年修订为第五版［４－７］。 ＮＩＨ 的实验动物

管理政策是务实的，获得 ＮＩＨ 资助的机构既可以申

请 ＡＡＡＬＡＣ 动物设施认证（代价昂贵），或者成立一

个动物养护委员会（Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）加强管

理，改善动物饲养条件。 此时的动物养护委员会名

称上尚不是 ＩＡＣＵＣ，只要求至少有 １ 名兽医，每年检

查 １ 次动物设施并提出改进建议［４－７］。
这期间欧美动物保护主义激进活动兴起。 １９６６

年美农业部实施联邦《实验动物福利法》，旨在禁止

盗窃犬猫贩卖用于实验；１９７０ 年改名《动物福利法⁃
Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ Ａｃｔ》，删除“实验”二字表明管辖重

点不再是实验动物，而是温血动物，但该法的动物

定义不包括实验室小鼠和实验室大鼠［１－３］。
１９７３ 年美国卫生署出台第一部实验动物法规

《人道养护和使用实验动物 Ｈｕｍａｎｅ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ ｏｆ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ》 ［４－７］，以联邦法规形式取代了

ＮＩＨ 管 理 政 策， 强 制 要 求 机 构 进 行 动 物 设 施

ＡＡＡＬＡＣ 认 证， 必 须 建 立 至 少 ３ 人 的 ＩＡＣＵＣ。
ＡＡＡＬＡＣ 设施营造和认证标准很高，据估算全美机

构需要为动物设施改造升级付出万亿美元的昂贵

代价，在经济上并不可行［４－８］。 因为很多机构都无

法达标，卫生署只得鼓励机构和科研人员“自觉遵

守”。 卫生署的首部法规没有明确 ＩＡＣＵＣ 职能，没
有明确由谁实施和督察、如何评审动物实验计划

（ａｎｉｍａｌ ｐｒｏｔｏｃｏｌ）、如何向上级监管部门提交审查和

监督报告，导致机构、ＩＡＣＵＣ、科研人员、动物设施部

门看似都有责任但却没有具体责任，缺乏可执行和

监督机制，脱离了现实，引起广大机构和科研人员

不满［８］。 １９７９ 年卫生署修订颁布第二版法规，不再

强制要求动物设施 ＡＡＡＬＡＣ 认证，只要求机构成立

ＩＡＣＵＣ 审查基金资助项目，但并不强制审查动物使

用计划（Ａｎｉｍａｌ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ）而是鼓励机构和科研人员

自觉审查，实际上与 １９７１ 年 ＮＩＨ 政策一样。 但

１９７９ 年卫生署修订的第二版法规有一个重大变化，
即明确授权 ＮＩＨ 的实验室安全与防护办公室
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（Ｏｆｆｉｃｅ ｆｏｒ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｒｉｓｋｓ）下属的动

物福利科 （ Ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ） 具体负责

ＩＡＣＵＣ 事务［４－９］，后来该科演化为 ＮＩＨ 实验动物福

利办 公 室 （ Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ，
ＯＬＡＷ）负责 ＩＡＣＵＣ 事务至今［４－７］。

１９７９ 年卫生署修订版法规要求成立 ＩＡＣＵＣ，但
仍未建立审查督查动物使用计划（Ａｎｉｍａｌ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ）
的有效机制。 正如 Ｗｈｉｔｎｅｙ 等［８］ 调查研究认为在

１９７９～１９８４ 年的 ５ 年间 ＩＡＣＵＣ 职责不明、缺乏独立

性和专业性、在履职方面底气不足，未能有效提升

实验动物管理［８－９］。 １９８７ 年 Ｗｈｉｔｎｅｙ［８］ 建议卫生署

修法明确机构的监管整改责任，赋予 ＩＡＣＵＣ 独立督

查职能和权利。 建议 ＩＡＣＵＣ 委员应具有丰富的专

业知识和实验动物经验，切实有效审核动物使用计

划，认为 ＩＡＣＵＣ 的非专业委员难以提供有价值的建

议，质疑机构 ＩＡＣＵＣ 委员会组建的随意性，不能有

效履行职责［８－１１］。 注意 １９８７ 年后正当我国实验动

物事业初起，海外取经，而当时美国体系并不完善，
自然取不来真经，至今在我国机构主体责任和

ＩＡＣＵＣ 职能不明的情形仍相当常见。
上世纪七十年代以后欧美动物保护组织的激

进活动愈演愈烈。 银泉镇猴事件 （ Ｓｉｌｖｅｒ Ｓｐｒｉｎｇ
Ｍｏｎｋｅｙ）、宾州大学研究人员进行狒狒手术时吸烟

嬉笑事件（影像被动物激进组织公布于众），是美国

实验动物发展史上的重大事件［１２－１７］。 从那时起到

现在，“动物福利伦理”在欧美社会成为极其敏感的

话题。 １９８１ 年 ９ 月动物保护激进组织（ Ｐｅｏｐｌｅ ｆｏｒ
ｔｈｅ Ｅｔｈｉｃａｌ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｎｉｍａｌｓ，ＰＥＴＡ）做局以志愿

者身份进入在 ＮＩＨ 附近银泉镇的行为学研究所

（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ）的 Ｅｄｗａｒｄ Ｔａｕｂ 博

士实验室［７］。 Ｔａｕｂ 博士外出休假时嘱咐该志愿者

照看尚在进行神经电活动和行为学实验的猴子，但
ＰＥＴＡ 成员精心拍摄具有强烈视觉冲击力的录像和

照片，在多家报刊和电视报道，继而控告 Ｔａｕｂ 博士

１１９ 项虐待动物罪名［１２－１７］。 警察紧急搜查实验室并

逮捕了 Ｔａｕｂ 博士［１２］。 Ｔａｕｂ 博士成为美国也是世

界上首位因实验动物被捕的科学家［１２］，经过数年诉

讼被判无罪，但所承担的 ＮＩＨ 基金项目被撤销，实
验室被关闭， 失业多年， 后来该研究所也不复

存在［１２］。
ＰＥＴＡ 动物激进组织因此名声大噪，并由该志

愿者长期担任主席［１２］。 １９８５ 年 １２ 月 ２３ 日美国紧

急颁布联邦《食品安全法案》 Ｆ 分标题《动物福利，

Ｐｕｂｌｉｃ Ｌａｗ ９９⁃１９８， Ｆｏｏｄ Ｓｅｃｕｒｉｔｙ Ａｃｔ ｏｆ １９８５，
Ｓｕｂｔｉｔｌｅ Ｆ⁃Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ》，后来也被称作《实验动

物 法 案 改 良 标 准 Ｔｈｅ Ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ Ａｃｔ》。 后来这个 Ｆ 分标题的法规

内容被转移至农业部《动物福利法》。 同时 １９８５ 年

１１ 月 ２０ 日联邦紧急颁布《健康研究扩展法案 实验

用动物⁃Ｐｕｂｌｉｃ Ｌａｗ ９９⁃１５８． Ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ》，卫
生署据此修订颁布 《人道管理和使用实验动物 －
Ｈｕｍａｎｅ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌｓ》，将联邦

法案《美国政府关于脊椎动物实验使用管理准则》
作为规范性附录整合进入 １９８６ 版卫生署法规，全面

覆盖了用于实验研究的所有脊椎类动物，从此卫生

署的实验动物法规政策有了质的飞跃［４－１１］。 重要的

是，卫生署新法规授权 ＮＩＨ 成立实验动物福利办公

室 （ Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ，
ＯＬＡＷ） ［４－６，９］，它作为 ＮＩＨ 直属单位对 ＮＩＨ 主任或

主任办公室负责，同时拥有直接向卫生署提交监管

报告的法定权利和职责，一直主导 ＩＡＣＵＣ 体系和全

美实验动物管理事务至今［４－６，９］。

２　 ＮＩＨ 实验动物管理机构与管理政
策主要内容
　 　 在推进实验动物管理的工作层面上，ＯＬＡＷ 致

力推进和完善 ＩＡＣＵＣ 工作机制、修订发布 ＮＩＨ 实验

动物政策和使用管理指南，这两方面的经验值得我

国借鉴参考。 一是，推动全美机构建立切实有效的

ＩＡＣＵＣ 检查督查机制。 按照 ＮＩＨ 指南和 ＩＡＣＵＣ 工

作手册的描述，进入 １９９０ 年代以后才真正确立了

ＩＡＣＵＣ 独立性和权威性，明确了 ＩＡＣＵＣ 运行工作机

制，以 ＮＩＨ 指南和 ＩＡＣＵＣ 体系为核心的管理制度才

真正步入良性运行轨道［４－６，９］。 １９９２ 年 ＮＩＨ 发布第

一版《ＩＡＣＵＣ ｈａｎｄｂｏｏｋ 工作手册》，２００２ 年修订的

第二版沿用至今；同时还发布 ＩＡＣＵＣ 工作 １０１ 问

答，细致描述了 ＩＡＣＵＣ 的组成职能、运行工作机制、
委员职责及履职、动物使用与管理、人员培训、发生

问题的处理建议等［９］。 二是，修订发布 ＮＩＨ《实验

动物管理与使用指南 Ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ 及相关政策细则［４－６，９］，着重对动

物设施和专业实验研究设施的设计营造、动物环境

与饲养管理、动物使用计划（Ａｎｉｍａｌ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ）实施

监督措施、对兽医照护、人员培训等进行规范。 明

确指出哪些措施和指标是必须执行的（ｍｕｓｔ，具有法

规强制性）、应当实施的（ｓｈｏｕｌｄ，强烈建议）、可以实

施或尽可能实施的 （ ｍａｙ，以鼓励追求更高的水

准） ［４］。 ＮＩＨ 指南建立了必须遵守的最低标准和鼓
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励追求的较高标准，分界明确清晰，措施内容可实

施性强，但也保持了相当的变通灵活性。 例如，允
许在动物中心屏障设施之外建立非 ＳＰＦ 级别的仪

器检测区、手术区、实验操作区，允许在科研人员自

己的实验室内进行不超过 ２４ ｈ 的大小鼠实验操作、
不超过 １２ ｈ 的豚鼠、仓鼠、犬、猫、兔临时实验操作，
而且没有强制要求必须使用 ＳＰＦ 级别大小鼠。

目前最新版 ＮＩＨ《实验动物管理与使用指南》

是 ２０１１ 年第 ８ 版，与 １９９６ 年第 ７ 版差别不大，可从

ＮＩＨ 网站下载英文版［４］。 《ＩＡＣＵＣ ｈａｎｄｂｏｏｋ 工作手

册及 １０１ 问答》，目前是 ２００２ 年修订的第二版［９］；两
书均有中文翻译版可供参考［１８－１９］，是全面了解当代

实验动物管理体系和工作规范的有效途径。
表 １ 和表 ２ 对比列出了卫生署 ／ ＮＩＨ 和农业部

法规政策下 ＩＡＣＵＣ 组成框架和工作职责的主要

内容。

表 １　 美国 ＮＩＨ 和农业部政策下 ＩＡＣＵＣ 的组成框架

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＡＣＵＣ ｍｅｍｂｅｒｓｈｉｐ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ
ＰＨＳ ／ ＮＩＨ 政策至少 ５ 名委员

Ｍｉｎｉｍｕｍ ｏｆ ５ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｎ ＰＨＳ ／ ＮＩＨ Ｐｏｌｉｃｙ
农业部政策至少 ３ 名委员

Ｍｉｎｉｍｕｍ ｏｆ ３ ｍｅｍｂｅｒｓ ｂｙ ＵＳＤＡ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ

１ 名兽医，督察动物健康福利，检查实验动物使用计划 Ａｎｉｍａｌ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌ。 可有多名兽医。
Ｏｎｅ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｉａｎ ｗｈｏ ｈａｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ａｎｉｍａｌｓ
ａｔ ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ．

１ 名兽医，督察动物健康福利，检查实验动物使用计划 Ａｎｉｍａｌ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ。
可有多名兽医。
Ｏｎｅ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｉａｎ ｗｈｏ ｈａｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ａｎｉｍａｌｓ ａｔ ｔｈｅ
ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ．

１ 名富有动物研究经验的科研人员，可有多名。
Ｏｎｅ ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｄ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ａｎｉｍａｌｓ． ／

１ 名非科学领域人士，可以是机构内的，也可以是机构外的。
Ｏｎｅ ｍｅｍｂｅｒ ｗｈｏｓｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｏｎｃｅｒｎｓ ａｒｅ ｉｎ ａ ｎｏｎｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｒｅａ．

１ 名非实验动物使用者，可以是机构内的。
Ｏｎｅ ｐｅｒｓｏｎ ｗｈｏ ｉｓ ｎｏｔ ａ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｕｓｅｒ．

１ 名与该机构无关联的委员，能代表公众对动物养护和使用的
关切。
Ｏｎｅ ｍｅｍｂｅｒ ｎｏｔ ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｉｎ ａｎｙ ｗａｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ， ｗｈｏ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎｔｅｒｅｓｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ
ａｎｉｍａｌｓ．

１ 名与该机构无关联的委员，能代表公众对动物养护和使用的关切。
Ｏｎｅ ｍｅｍｂｅｒ ｎｏｔ ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｉｎ ａｎｙ ｗａｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ， ｗｈｏ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎｔｅｒｅｓｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ．

不要求所有委员出席 ＩＡＣＵＣ 会议，有争议时超过半数委员开会投
票表决。
Ｑｕｏｒｕｍ ｖｏｔｅｓ ｒｅｑｕｉｒｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ＩＡＣＵＣ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｆａｖｏｒ．

其他要求：来自该机构的同一个下属单位的委员不超过 ３ 人。
Ｎｏｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈｒｅｅ ｍｅｍｂｅｒｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ｕｎｉｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

３　 ＩＡＣＵＣ 的组建模式和运行管理以
及对我们和启示
　 　 按照 ＮＩＨ 指南和 ＩＡＣＵＣ 工作手册描述，机构首

脑对该机构进行动物实验管理负责，但首脑及其副

手不宜担任 ＩＡＣＵＣ 主席或委员；兽医师承担较大的

责任并有独立上报的权利，可以是 ＩＡＣＵＣ 委员但不

宜担任主席。 因为就制度设计层面而言，ＩＡＣＵＣ 主

席和兽医师都拥有独立的向上级行政主管部门报

告重大事项的法定权利和职责，机构首脑和兽医师

担任 ＩＡＣＵＣ 主 席 可 能 会 有 潜 在 的 利 益 冲

突［４，９，１８－１９］。 ＮＩＨ 认为 ＩＡＣＵＣ 主席应由资深科学家

担任，既能沟通机构首脑和科研人员，也有利于解

决问题。 如果一个机构的下属单位众多且实验动

物用量大，ＮＩＨ 建议可额外设置一名共同主席协同

处理繁杂事务。 ＮＩＨ 问卷调查表明，美国半数以上

的机构由 ＩＡＣＵＣ 主席来指派委员，因为他更了解合

适的委员人选及其具备的专业知识、参与热情度和

参与时间包括个人秉性，甚至会倾向选择那些较为

抵触动物管理规则的教授做委员，实践表明那些平

时抵触管理的科研人员一旦了解问题症结所在和

复杂性很可能会转变态度积极支持 ＩＡＣＵＣ 管

理［４，９，１８－１９］。 ＩＡＣＵＣ 中非专业委员的作用长期以来

备受质疑，主要是难以提供有价值的建议［４，９，１８－１９］，
但笔者思考设置非专业委员可能有助于平衡和缓

解社会公众对动物科研伦理的关切和焦虑。
在我国，机构首脑或副手担任 ＩＡＣＵＣ 主席的情

形很常见。 假如他有精力时间和意愿琢磨实验动

物的具体管理事务，自然具备强大的资源调动能力

来解决问题。 我国几十年实践表明这不是有效模

式，或许反映了 １９９０ 年代之前尚未成熟的 ＮＩＨ 体

系对我国的遗留影响，应与时俱进改进。
２０１４ 年国标 ＧＢ ／ Ｔ ２７４１６《实验动物机构 质量和

能力的通用要求》描述的 ＩＡＣＵＣ 组成与职责是迄今

国内最详细的，其框架接近 ＮＩＨ 管理体系。 国内其

他法规和标准，似应进一步明确“机构”的法律定义、
动管会和伦理委员会的组成方式、职能区别及工作机

制，其职责不只是保证动物“福利伦理”，而是管理督

查保证动物质量和提升动物实验服务品质。
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表 ２　 美国 ＮＩＨ 和农业部 ＩＡＣＵＣ 委员会的职能

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｅｄｅｒａｌｌｙ ｍａｎｄａｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＩＡＣＵＣ
卫生署 ／ ＮＩＨ 授权的 ＩＡＣＵＣ 职责

ＩＡＣＵＣ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ＰＨＳ ／ ＮＩＨ ｐｏｌｉｃｙ
农业部政策授权的 ＩＡＣＵＣ 职责

ＩＡＣＵＣ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ＵＳＤＡ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ
至少每半年审查 １ 次机构的动物福利、动物使用计划 Ａｎｉｍａｌ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌ 落实情况。
Ｒｅｖｉｅｗ， ａｔ ｌｅａｓｔ ｏｎｃｅ ｅｖｅｒｙ ６ ｍｏｎｔｈｓ， ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆａｃｉｌｉｔｙ’ ｓ ｐｒｏｇｒａｍ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｈｕｍａｎｅ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ， ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｇｕｉｄｅ ａｓ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ．

至少每半年审查 １ 次机构的动物福利、动物使用计划 Ａｎｉｍａｌ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
落实情况。
Ｒｅｖｉｅｗ， ａｔ ｌｅａｓｔ ｏｎｃｅ ｅｖｅｒｙ ６ ｍｏｎｔｈｓ， ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆａｃｉｌｉｔｙ’ ｓ ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ
ｈｕｍａｎｅ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ， ｕｓｉｎｇ Ａｎｉｍａｌ Ｗｅｌｆａｒｅ ａｓ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ．

审批 ＮＩＨ 项目的动物实验计划 Ａｎｉｍａｌ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ、审批动物计划的重

大变更。 每 ３ 年重新审批 １ 次（所有脊椎动物包括实验室大小

鼠）。
Ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ａｐｐｒｏｖｅ， ｏｒ ｗｉｔｈｈｏｌｄ ａｐｐｒｏｖａｌ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ． Ｃｏｎｔｉｎｕｉｎｇ ｒｅｖｉｅｗ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ａｔ ｌｅａｓｔ ｏｎｃｅ ｅｖｅｒｙ ３ ｙｅａｒｓ．

审批动物使用计划 Ａｎｉｍａｌ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ、审批动物计划的重大变更。 至少

每 １ 年重新审批 １ 次（不包括实验室大小鼠）。
Ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ａｐｐｒｏｖｅ， ｏｒ ｗｉｔｈｈｏｌｄ ａｐｐｒｏｖａｌ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ．
Ｃｏｎｔｉｎｕｉｎｇ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｎｏｔ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ａｎｎｕａｌｌｙ．

至少每半年检查 １ 次机构的所有动物设施，包括中心设施、外围实

验设施、检测和手术操作区域、临时实验存留 ２４ ｈ 区域，犬猫存留

超过 １２ ｈ 的设施需遵守农业部法规处理。
Ｉｎｓｐｅｃｔ， ａｔ ｌｅａｓｔ ｏｎｃｅ ｅｖｅｒｙ ６ ｍｏｎｔｈｓ， ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ’ ｓ ａｎｉｍａｌ
ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｈｏｌｄｉｎｇ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ （ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ａｎｉｍａｌｓ ａｒｅ
ｈｏｕｓｅｄ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ２４ ｈｏｕｒｓ） ｏｕｔｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｆａｃｉｌｉｔｙ ａｎｄ ａｒｅａｓ
ｗｈｅｒｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ， ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｇｕｉｄｅ ａｓ ａ ｂａｓｉｓ
ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ．

至少每半年检查 １ 次机构的所有动物设施，包括动物饲养和研究区、
动物存留超过 １２ ｈ 的任何区域。
Ｉｎｓｐｅｃｔ， ａｔ ｌｅａｓｔ ｏｎｃｅ ｅｖｅｒｙ ６ ｍｏｎｔｈｓ， ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ’ ｓ ａｎｉｍａｌ
ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｒｅａｓ ｗｈｅｒｅ ａｎｉｍａｌｓ ａｒｅ ｈｏｕｓｅｄ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １２ ｈｏｕｒｓ．

调查处理涉及动物饲养和使用的投诉。
Ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｃｏｎｃｅｒｎｓ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ａｔ
ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ．

调查处理涉及动物饲养和使用的投诉。
Ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｃｏｎｃｅｒｎｓ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｔｈｅ ｃａｒｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ
ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｐｕｂｌｉｃ ｃｏｍｐｌａｉｎｔｓ ａｎｄ ｆｒｏｍ ｒｅｐｏｒｔｓ ｏｆ ｎｏｎｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ ｒｅｃｅｉｖｅｄ
ｆｒｏｍ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆａｃｉｌｉｔｙ ｐｅｒｓｏｎｎｅｌ ｏｒ ｅｍｐｌｏｙｅｅｓ．

就动物使用计划、动物设施环境、兽医照护、人员培训向机构首脑

提出建议。
Ｍａｋｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ａｎｙ ａｓｐｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ
ａｎｉｍａｌ ｐｒｏｇｒａｍ， ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｏｒ ｐｅｒｓｏｎｎｅｌ ｔｒａｉｎｉｎｇ．

就动物使用计划、动物设施环境、兽医照护、人员培训向机构首脑提出

建议。
Ｍａｋｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ａｎｙ ａｓｐｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ
ｐｒｏｇｒａｍ， ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｏｒ ｐｅｒｓｏｎｎｅｌ ｔｒａｉｎｉｎｇ．

向机构提交 ＩＡＣＵＣ 评估报告，包括是否遵守 ＮＩＨ 指南，要明确指

出偏离指南的情况及原因，指出重大、主要、次要缺陷及纠正措施

和时间表，ＩＡＣＵＣ 可邀请临时顾问专家协助评估。
Ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐｏｒｔ ｔｈａｔ ｍｕｓｔ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ
ｆｒｏｍ ｍｉｎｏｒ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎ ａ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｌａｎ ａｎｄ
ｓｃｈｅｄｕｌｅ ｆｏｒ ｃｏｒｒｅｃｔｉｎｇ ｅａｃｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ．

向机构提交 ＩＡＣＵＣ 评估报告，指出严重的、主要的、和次要的缺陷及

纠正措施和时间表。 发现对动物健康安全构成威胁的严重缺陷，
ＩＡＣＵＣ 应在 １５ 个工作日内通过机构首脑向 ＡＰＨＩＳ 和资助该活动的联

邦机构书面报告。
Ｐｒｅｐａｒｅ ｒｅｐｏｒｔｓ ｏｆ ｉｔｓ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓ ｔｈａｔ ｍｕｓｔ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｆｒｏｍ ｍｉｎｏｒ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ａｎｄ ｍｕｓｔ ｃｏｎｔａｉｎ ａ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ａｎｄ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｌａｎ ａｎｄ ｓｃｈｅｄｕｌｅ ｗｉｔｈ ｄａｔｅｓ ｆｏｒ ｃｏｒｒｅｃｔｉｎｇ ｅａｃｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ．

违背 ＮＩＨ 指南，视情况采取适当纠正措施；ＩＡＣＵＣ 会议超过半数表

决可暂停动物实验并向 ＯＬＡＷ（ＮＩＨ 实验动物福利办公室）书面报

告并给出解释。
Ｂｅ ａｕｔｈｏｒｉｚｅｄ ｔｏ ｓｕｓｐｅｎｄ ａｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ａｎｉｍａｌｓ ｏｎｌｙ ａｆｔｅｒ ｒｅｖｉｅｗ
ｏｆ ｔｈｅ ＩＡＣＵＣ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｏｔｅ． Ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ｒｅａｓｏｎｓ ｆｏｒ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ， ｔａｋｅ
ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｖｅ ａｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｒｅｐｏｒｔ ｔｈａｔ ａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ ｆｕｌｌ
ｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎ ｔｏ ＯＬＡＷ．

违背已批准的动物计划，视情况采取适当纠正措施，可暂停使用，直至

向 ＡＰＨＩＳ（美农业部动物植物检疫局动物福利处）书面报告。
Ｂｅ ａｕｔｈｏｒｉｚｅｄ ｔｏ ｓｕｓｐｅｎｄ ａｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ａｎｉｍａｌｓ ｏｎｌｙ ａｆｔｅｒ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ
ｔｈｅ ＩＡＣＵＣ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｏｔｅ． Ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ｒｅａｓｏｎｓ ｆｏｒ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ， ｔａｋｅ
ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｃｏｒｒｅｃｔｉｖｅ ａｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｒｅｐｏｒｔ ｔｏ ＡＰＨＩＳ ａｎｄ ａｎｙ ｆｅｄｅｒａｌ ａｇｅｎｃｙ
ｆｕｎｄｉｎｇ ｔｈａｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ．

　 　 据 观 察 国 内 机 构 动 管 会 或 伦 理 委 员 会

（ＩＡＣＵＣ）的几种组建方式，一是公文通知各单位推

荐委员；二是主管领导和处室指派。 这两类方式组

建的委员会有很多非专业的行政后勤管理部门人

员和各专业院系领导或知名教授，但撇开了责任攸

关的动物部，成立后不能有效履职无疾而终的情形
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较为常见。 三是由动物部主导牵头与高频使用动

物的院系协商，遴选有积极参与意识和熟悉动物实

验的科学家作为委员；这种方式符合国际惯例，不
悖我国管理法规。 我国生物医学机构体量庞大，不
宜由行政部门分派委员，不宜限定来自同一院系有

经验的委员人数。 建议由动物部主导与院系协商

遴选并对委员进行履职培训，这决定动管会运行和

履职的专业有效性，决定该机构的实验动物管理和

服务水平。
美国农业部《动物福利法》定义的动物不包括

实验室大小鼠，其 ＩＡＣＵＣ 组织框架用于生物医学机

构容易引起混乱［１－３］。 农业部《动物福利法》要求设

置 ＩＡＣＵＣ 的机构包括：公园、动物园、马戏团、水族

馆等动物展览商、实验动物养殖场、运输商和经销

商；不需要设置 ＩＡＣＵＣ 的机构包括：中小学和科学

展览、生活用途的畜禽农场、零售宠物店、牛仔竞技

赛马等；公立动物收容所或协会因不是“法人机构”
而无须设立 ＩＡＣＵＣ，收容的犬猫可供给研究机构使

用；私立动物收容所也无须设立 ＩＡＣＵＣ，只要不把

收容的犬猫卖给展览商或研究机构、且在两周内对

收容动物实施安乐死［１－３］。 可见美国农业部《动物

福利法》ＩＡＣＵＣ 体系主要覆盖动物商贸机构，通常

不包括医学研究机构。 它规定 ３ 名委员不能来自机

构的同一下属单位，有利于规避下属部门之间利益

冲突。 我国大中型实验动物养殖场和单位供应商

等商贸机构，可参考美国农业部《动物福利法》动物

政策和 ＩＡＣＵＣ 体系。

４　 思考与评论

美国卫生署负责实验动物联邦法规，ＮＩＨ 具体

负责实验动物使用与管理。 总体来看国内很多机

构的 ＩＡＣＵＣ 运行模式与美国 ＮＩＨ 框架较为相似，近
年来 越 加 重 视 对 实 验 动 物 使 用 计 划 （ Ａｎｉｍａｌ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌ）的审批督查，这符合生物医学研究领域国

际惯例。 督查动物福利伦理只是 ＮＩＨ 体系 ＩＡＣＵＣ
的一部分职责，主要职责是规范实验动物使用与管

理。 类比思考，国内条例要求机构成立实验动物管

理委员会和福利伦理委员会，这两个委员会的框架

组成和职能区分不甚明确，有很多重叠交叉，也没

有明确如何履行各自的管理职责。 作者认为应该

合二为一，建立单一的职责明确的实验动物使用与

管理委员会，进行一体化管理。 另外，ＮＩＨ 指南对于

设施环境、动物饲养和使用管理明确界定了需要遵

守的最低标准、一般标准、鼓励追求的较高标准（体
现在指南的用语 ｍｕｓｔ， ｓｈｏｕｌｄ， ｍａｙ），较好兼顾了设

施营造和运行代价、可实施性、便利性灵活性之间

的平衡。 ＮＩＨ 指南不强制要求必须在 ＳＰＦ 屏障环

境饲养和实验；允许在动物中心设施（Ｃｅｎｔｒａｌ ／ Ｃｏｒｅ
ａｎｉｍａｌ ｆａｃｉｌｉｔｙ ） 的外围设立散在的卫星型设施

（ｄｅｃｅｎｔｒａｌｉｚｅｄ ｏｒ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ａｎｉｍａｌ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ）诸如影像

仪器检查、手术操作、行为学实验、或感染操作区，
而且这些区域不强制达到 ＳＰＦ 环境；允许将大小鼠

拿回实验室进行不超过 ２４ ｈ 的终点实验操作；屏障

内的动物实验区通常安装市政自来水管路、洗涤水

池、排水地漏，方便使用。 从很多医学研究特点和

实验性质来看，复杂的影像检查、复杂的仪器测量、
手术操作、行为学实验等临时或中短期动物实验，
没有必要甚至也不可能在 ＳＰＦ 环境进行，在适当管

控的非 ＳＰＦ 环境下进行不会影响实验结果。 对比

ＮＩＨ 实施多半个世纪的设施分区分级管理策略，国
内近十几年来对大小鼠屏障设施的建筑营造运行

维持的硬性要求越来越高，而且标准趋向唯一，即
动物设施环境、大小鼠级别及其饲养和实验环境都

在趋向单一的 ＳＰＦ 级别，运行代价高昂，值得思考。
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