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两种 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠酒精性脂肪肝模型
建立方法及比较
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　 　 【摘要】 　 目的　 短期内建立以酒精液体饲料和酒精加高脂饲料所诱导的两种 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠酒精性脂肪肝

模型，并基于生物化学及组织病理学等方法进行比较，以筛选出较为高效的小鼠酒精性脂肪肝模型。 方法　 ２４ 只

健康 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠，适应性饲养 ２ 周后，随机分为维持饲料组、液体饲料对照组、酒精液体饲料组、高脂饲料

组共 ４ 个组（ｎ ＝ ６）。 各组记录每日饲料消耗量及体重变化情况。 第 １６ 天处死后测定血清转氨酶活性及血清血

脂、血糖含量。 制备肝石蜡切片及冰冻切片，分别进行 ＨＥ 染色和油红 Ｏ 染色。 结果　 根据统计学分析，相比其他

三组酒精液体饲料组小鼠体重呈明显的下降趋势且体重增长率为负增长。 高脂饲料组饮食热量摄入明显低于其

他三组。 液体饲料对照组、酒精液体饲料组、高脂饲料组三组肝质量与肝质量系数明显低于维持饲料组。 生化结

果显示，酒精液体饲料组 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ 水平显著高于维持饲料组，血糖水平高于维持饲料组；酒精液体饲料组

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ、血糖也高于液体饲料对照组。 高脂饲料组血清 ＴＣ 显著高于维持饲料组，ＡＳＴ、血糖高于维持饲料

组；高脂饲料组血糖显著高于液体饲料对照组。 病理染色结果显示，酒精液体饲料组小鼠肝中有大量脂质沉积，高
脂饲料组次之。 结论　 短期 Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型与酒精加高脂饲料模型都能成功诱导 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠出现 ＡＦＬ 的相应

生化与病理特征，且 Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型组的相应病理指标比后者更加显著，适合于急性 ＡＦＬ 模型的建立。
【关键词】 　 酒精性肝病；酒精性脂肪肝；Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型；酒精肝模型
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ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＡＦＬ ｉｎ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｒｅ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｌａｔｔｅｒ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｃｕｔｅ ＡＦＬ ｍｏｄｅｌ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ； ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ； Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ ｍｏｄｅｌ； ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 酒精性肝病（ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＬＤ）是由

于过 量 摄 入 酒 精 导 致 的 肝 病， 酒 精 性 脂 肪 肝

（ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ，ＡＦＬ）是酒精性肝病最早期的病

理学改变，早期脂肪肝通常没有明显的临床症

状［１］。 ＡＦＬ 可进一步发展为肝炎、肝纤维化及肝硬

化甚至肝癌［２］。 早期的肝细胞脂肪变性对后续酒

精性肝病的进一步发展及转归具有极重要的影

响［３］。 ＡＦＬ 可通过控制酒精摄入和药物干预而逆

转，因而是阻断 ＡＬＤ 进展的最佳干预阶段。 同时针

对药理学研究，早期 ＡＦＬ 模型成功的建立，能帮助

早期 ＡＬＤ 患者有效地筛选药物，防止后续疾病的

恶化。
目前建立动物 ＡＬＤ 模型的方法多种多样［４］，如

急性酒精灌胃模型［５］、Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 模型［６－７］、Ｇａｏ⁃
Ｂｉｎｇｅ 模型［８］等。 在动物的选择方面，目前 Ｃ５７ＢＬ ／ Ｊ
小鼠因其酒精偏好性较高及经济性较好成为 ＡＬＤ
模型建立的首选［９－１１］。 因此，针对早期 ＡＬＤ 动物模

型的特点，筛选出死亡率低、建模周期相对较短、有
标准病理表现的建模方式非常必要。

在 Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ 模型基础上改进建立的 Ｇａｏ⁃
Ｂｉｎｇｅ 模型，是当前 ＡＬＤ 模型中广泛应用的模型，该
模型具有造模时间短、病死率低、符合人类饮酒模

式等特点［１２］。 同时，酒精加高脂饮食饲养模型由于

致死率低、成本低、操作难度低且短期内能达到

ＡＬＤ 早期 ＡＦＬ 的标准，也被广泛应用于 ＡＦＬ 模型

的建立［１３－１５］。 以上两种模型都是目前较为常用的

能降低甚至消除酒精醇强制性摄入，如灌胃、胃部

置管等方式影响的脂肪肝模型建立手段。
但是，酒精性肝病动物模型各有利弊，并不能

完全复制且体现 ＡＬＤ 各阶段的病理学特点，也无科

学详尽的模型供建立与比较参考，特别是相关 ＡＬＤ
研究在前期模型的选择时困惑较大［１６］，同时存在建

立周期较长、模型动物死亡率过高等问题［１７］。 因

此，提供常见 ＡＬＤ 模型的比较数据就显得极为必

要，本研究基于生物化学、组织学等相应指标，对不

同的模型进行比较，为早期酒精性脂肪肝模型的应

用及建立提供更多理论和数据支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２４ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，６ ～ ８ 周龄，
体重 １８ ～ ２２ ｇ，购自三峡大学实验动物中心【ＳＣＸＫ
（鄂）２０２２－００１２】。 正常饮食，实验正式开展前适应

性喂养 ２ 周，使雄性小鼠体重尽量大于 ２０ ｇ 以符合

后期实验要求［１２］。 饲养环境：室温 ２５ ～ ２７℃，湿度

５０％ ～ ６０％，昼夜灯光控制周期为１２ ｈ，每周 ２ 次更

换垫料，饲养于三峡大学实验动物中心【ＳＹＸＫ（鄂）

８５５
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２０２２－００６１】。 动物实验操作过程严格遵守三峡大

学医学院实验动物伦理委员会伦理管理要求

（２０２２Ｂ１０Ａ０１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

丙氨 转 移 酶 （ ＡＬＴ ） 测 定 试 剂 盒 （ 雷 杜，
Ｓ０３０３０）；谷草转移酶 （ ＡＳＴ） 测定试剂盒 （雷杜，
Ｓ０３０４０）；甘油三酯测定试剂盒（雷杜，Ｓ０３０２７）；总
胆固醇测定试剂盒（雷杜，Ｓ０３０４２）；葡萄糖测定试

剂盒（雷杜，Ｓ０３０３９）；９５％玉米食用酒精（河南鑫河

阳酒精有限公司，２０２１１２２０）。 全自动生化分析仪

（深圳雷杜生命科技，Ｃｈｅｍｒａｙ ８００）；脱水机（Ｌｅｉｃａ，
德国）；病理组织切片机（Ｌｅｉｃａ，德国）；多功能显微

镜及图像分析系统（Ｌｅｉｃａ，德国）；摊片烤片机（湖北

宏业医用仪器有限公司）。
１􀆰 １􀆰 ３　 饲料选择及配方

大小鼠维持饲料：普通维持饲料。 粗蛋白 ≥
１８％、粗脂肪 ≥ ４％、粗纤维 ≤ ５％、粗灰分 ≤ ８％。
购自三峡大学实验动物中心。 该饲料热量为 ３􀆰 ４
ｋｃａｌ ／ ｇ。

ＴＰ ４０３０Ｃ：酒精肝模型饲料的液体对照饲料。
脂肪 ３５％、蛋白质 １８％、碳水化合物 ４７％，购自江苏

特洛菲饲料科技有限公司。 该液体饲料热量

为１ ｋｃａｌ ／ ｍＬ。
ＴＰ ４０３０Ｄ：酒精热量 ２８％（酒精含量：５％ Ｖ ／ Ｖ，

１００ Ｕ 体积的酒精溶液中含有 ５ Ｕ 体积的酒精）脂

肪 ３５％，蛋白质 １８％、碳水化合物 １９％、酒精 ２８％。
用于小鼠酒精性脂肪肝造模的 Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 法，购自

江苏特洛菲饲料科技有限公司。 该液体饲料热量

为 １ ｋｃａｌ ／ ｍＬ。
６０％高脂饲料（ＭＤ１２０３３）：蛋白质 ２０％、脂肪

６０％、碳水化合物 ２０％，购自江苏美迪森生物医药有

限公司。 该饲料热量为 ４􀆰 ７５ ｋｃａｌ ／ ｇ。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与动物模型建立

将 ２４ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠随机分为维持饲

料组、液体饲料对照组、酒精液体饲料组、高脂饲料

组 ４ 个组（ｎ ＝ ６）。 维持饲料组为阴性对照组，普
通大小鼠维持饲料饲养、自由进食进水。 液体饲料

对照组为液体饲料阴性对照，按 ＴＰ ４０３０Ｃ 液体对照

饲料指导说明饲养、禁水；酒精液体饲料组按照

Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型［１２］ 建立及 ＴＰ ４０３０Ｄ 酒精液体饲料

指导说明饲养、禁水。 第 １６ 天 ７：００ ～ ９：００，３１􀆰 ５％
（Ｖ ／ Ｖ）酒精溶液灌胃，９ ｈ 后动物标本取材。 高脂

饲料组：６０％高脂饲料饲养自由进食，２０％ （Ｖ ／ Ｖ）
酒精溶液自由饮用，每日更换。 第 １６ 天 ７：００ ～ ９：
００，３１􀆰 ５％（Ｖ ／ Ｖ） 酒精溶液灌胃，９ ｈ 后动物标本

取材。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物体征及行为观察

每天观察小鼠的活动、进食、精神状态、毛发、
排泄物及死亡情况。
１􀆰 ２􀆰 ３　 动物体重及进食量变化

每天观察记录小鼠的进食量，酒精液体饲料及

其对照饲料换算成热量单位记录。 每 ２ ｄ 记录小鼠

体重的变化情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肝质量及质量指数计算

小鼠取血完毕后，固定小鼠，开腹腔，取肝进行

称量，计算其质量指数。
肝质量指数＝肝质量（ｇ） ／体重（ｇ）× １００％

１􀆰 ２􀆰 ５　 血清生化指标含量测定

取血后，血浆 ４℃静置 ３０ ｍｉｎ，３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，得到分离血清，－８０℃保存。 按照试剂盒中

说明书介绍的方法上机进行血清生化指标检测。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肝组织病理形态学分析

取血完毕后，取部分小鼠肝组织，并将其分为

两部分： ①用 ４％多聚甲醛溶液固定，乙醇梯度脱

水，常规石蜡包埋，连续 ４ μｍ 切片，经 ＨＥ 染色后，
在光镜下观察肝组织病理学变化； ②用 ４％多聚甲

醛溶液固定后，依次用 ２０％及 ３０％蔗糖溶液脱水

２４ ｈ， 脱水后经 ＯＣＴ 包埋进行冰冻切片，切片时温

度为－１８℃，厚度为 ６ ～ ８ μｍ。 肝冰冻切片经油红

染色后，显微镜进行观察脂质沉积情况。
１􀆰 ３　 统计学分析

计量资料用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，所有

数据均使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 分析，对于符合正态

性和方差齐性的计量资料，用单因素方差分析检验

（ＬＳＤ 进行两两比较），两组间差异比较，采用两独

立样本的 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠体征及行动观察

如图 １ 所示，维持饲料组、液体饲料对照组小鼠

各状态良好，皮毛顺亮，行动灵敏且迅速，精神良

好。 酒精液体饲料组、高脂饲料组小鼠小鼠毛色暗

淡，毛发凌乱显疏松，部分小鼠显消瘦，活动状态较

维持饲料组和液体饲料对照组减弱，扎堆喜蜷卧。

９５５
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实验后期，液体饲料对照组、酒精液体饲料组小鼠

出现背部脱毛的现象。 ４ 个组的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠均

未出现小鼠死亡情况。
２􀆰 ２　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠体重及进食量变化情况

２􀆰 ２􀆰 １　 体重变化情况

每间隔 ２ ｄ 称重小鼠体重情况并记录，比较各

组小鼠体重变化差异。 如图 ２Ａ 所示，维持饲料组

体重变化呈明显上升趋势；液体饲料对照组体重呈

上升趋势但较为平缓；酒精液体饲料组体重呈明显

的下降趋势；高脂饲料组前期至第 ７ 天体重呈下降

趋势，自第 ７ 天开始上升。
体重增长率如图 ２Ｂ 所示，酒精液体饲料组、高

脂饲料组相比维持饲料组体重增长率变化具有显

著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且酒精液体饲料组出现明显

的负增长情况。 酒精液体饲料组相比液体饲料对照

组体重增长率变化也呈现显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

图 １　 小鼠体征情况

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｓｉｇｎ ｏｆ ｍｉｃｅ

注：Ａ：四组小鼠平均体重变化情况；Ｂ：四组小鼠体重分别相较初始体重变化情况；与维持饲料组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与液体饲料对照

组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 小鼠体重变化及增长率

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｖｅｒａｇｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ４ ｇｒｏｕｐｓ． Ｂ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ４ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ

ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２􀆰 ２　 进食量

如图 ３Ａ ～ ３Ｄ 所示，依次为维持饲料组、液体

饲料对照组、酒精液体饲料组、高脂饲料组小鼠平

均进食量。 各组在前期 １ ～ ５ ｄ 基本呈现出进食量

下降的现象，预计与其正处于适应期有关。 ５ ｄ 后，
逐渐趋于平稳。

如图 ３Ｅ 所示，维持饲料组与高脂饲料组平均

热量摄入具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），高脂饲料组

的平均热量摄入明显低于维持饲料组。 液体饲料

对照组与高脂饲料组平均热量摄入也具有显著性

差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肝质量及质量指数

２􀆰 ３􀆰 １　 肝质量

如图 ４Ａ 所示，与维持饲料组相比液体饲料对

照组、酒精液体饲料组两组的小鼠肝质量存在显著

性差异性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），同时高脂饲料组与维持饲料

０６５
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注：Ａ ～ Ｄ：分别对应维持饲料组、液体饲料对照组、酒精液体饲料组、高脂饲料组小鼠平均每日进食量情况；Ｅ：四组小鼠平均每日饲料热量摄

取情况。

图 ３　 小鼠各组平均进食量及热量摄入情况

Ｎｏｔｅ． Ａ ～ Ｄ． Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｄａｉｌｙ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ， ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａｌｃｏｈｏｌ ｌｉｑｕｉｄ
ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｄａｉｌｙ ｆｅｅｄ ｃａｌｏｒｉｅ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｖｅｒａｇｅ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｃａｌｏｒｉｃ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组比较也存在差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 酒精液体饲料组与

高脂饲料组之间亦存在差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

注：与维持饲料组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与液体饲料对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ４　 小鼠肝质量及质量指数

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｄｉｅｔ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｄｉｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３􀆰 ２　 肝质量指数

如图 ４Ｂ 所示，除维持饲料组外其余三组肝质

量指数明显降低，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 同

时酒精性脂肪肝模型组中酒精液体饲料组、高脂饲

料组与液体对照饲料组相比肝质量指数具有显著

性差异性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠血清学指标

２􀆰 ４􀆰 １　 肝功能

如图 ５Ａ 所示，各组血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）水

平情况。 与维持饲料组相比，酒精液体饲料组 ＡＬＴ

１６５
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值明显增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），酒精液体饲料组与液体饲

料对照组相比，ＡＬＴ 值也明显增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 如

图 ５Ｂ 所示，各组血清 ＡＳＴ（谷草转氨酶）水平情况。
与维持饲料组相比，其余三组明显增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
酒精液体饲料组 ＡＳＴ 值也明显高于液体对照饲料

组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ５　 小鼠血清转氨酶

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ

图 ６　 小鼠血脂

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ｉｎ ｍｉｃｅ

２􀆰 ４􀆰 ２　 血脂

如图 ６Ａ 所示，各组血清甘油三酯（ＴＧ）水平情

况。 各组之间 ＴＧ 值未存在显著性差异。 如图 ６Ｂ
所示，各组血清总胆固醇（ＴＣ）水平情况：液体饲料

对照组、酒精液体饲料组、高脂饲料组三个组 ＴＣ 值

明显高于维持饲料组且具有显著性差异 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 酒精液体饲料组 ＴＣ 值明显高于液体饲料

对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４􀆰 ３　 血糖

如图 ７ 所示，各组血糖葡萄糖（ＧＬＵ）水平情况

酒精液体饲料组、高脂饲料组血糖水平明显高于维

持饲料组且存在显著差异性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 同时，酒
精液体饲料组、高脂饲料组两组血糖水平与液体饲

料对照组相比也明显增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肝病理学及组织学染色

２􀆰 ５􀆰 １　 肝外观

如图 ８ 所示，维持饲料组及液体饲料对照组小

鼠肝均呈现鲜红色且脏器边缘锐利。 酒精液体饲

料组小鼠肝边缘圆润，肝表面发黄、有大量黄白色

小点。 高脂饲料组小鼠肝边缘圆润，表面轻微发

黄，未见大量黄白色小点。
２􀆰 ５􀆰 ２　 ＨＥ 染色

如图 ９ 所示，维持饲料组小鼠肝组织细胞形态

正常，边界清晰，排列整齐，细胞胞质未见溶解和空

泡；液体对照饲料组小鼠肝组织细胞形态正常，边
界清晰，排列整齐，但细胞胞质见极少许小脂质空

２６５
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泡；酒精液体饲料组小鼠肝组织可见大量肝细胞弥

漫性的脂质空泡，肝小叶有炎症发生且细胞肿胀，
大量的脂肪滴积聚呈气球样变。 高脂饲料组小鼠

肝组织部分肝细胞含小脂质空泡，肝索排列较整

齐，肝组织炎症浸润现象轻微。

图 ８　 小鼠肝情况

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ

图 ９　 肝组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

图 １０　 肝组织油红 Ｏ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

２􀆰 ５􀆰 ３　 油红 Ｏ 染色

小鼠肝组织经油红 Ｏ 染色后肝细胞中脂质着

色呈红色，细胞核呈蓝色。 如图 １０ 所示，维持饲

料组肝细胞排列整齐，肝细胞核、质均匀，偶见极

细微小脂肪颗粒，且无脂质沉积；液体饲料对照组

肝细胞排列整齐，见部分小脂肪颗粒，有脂质沉

积；酒精液体饲料组肝组织细胞质及其细胞间隙

有密集红色脂肪滴聚集，有严重的脂质沉积，且大

量脂质充满细胞质中；高脂饲料组肝组织细胞中，
大量红色脂质液滴沉积于肝小叶中央静脉周围肝

细胞，远离肝小叶中央静脉的肝细胞脂质沉积相

对较为轻微。

图 ７　 小鼠血糖

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ｇｌｕｃｏｓｅ
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３　 讨论

Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型和酒精加高脂饮食模型作为非

强制性酒精摄入的代表性模型，因能高度模仿与复

制人类的饮酒模式与习惯而被广泛应用［１７－１８］。
Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型是通过将酒精加入完全流质的

饮食中，让实验动物自由饮用的方式来建立 ＡＬＤ 模

型的方法，主要是为了降低或消除实验动物对酒精

的厌恶性，从而维持血液中酒精浓度的相对恒

定［１２］。 为模仿人类短期酗酒的情景，于第 １６ 天进

行 １ 次高浓度酒精灌胃。 作为让实验动物自主饮用

含酒精的液体饲料，该模型养成率高、稳定性好，可
复制酒精性脂肪肝和肝炎，并通过改变其喂养周期

及高浓度酒精灌胃次数从而控制其表现出 ＡＬＤ 不

同阶段的病理学特征。 其主要优点是能够主动控

制热量的摄入，保持各组间的能量平衡，排除营养

摄入因素对实验结果的影响［１９］。 酒精加高脂饮食

模型也是常用的非强制性酒精摄入的建模方式，是
实验动物通过 ２ ～ ７ 周，以 ２０％的乙醇溶液自由饮

用和 ６０％的高脂饲料自由食用而建立的 ＡＬＤ 模型，
该模型操作难度低且可达到 ＡＦＬ 的相应病理标

准［１５］。 酒精加高脂饮食模型可以较好地模拟人类

高脂饮食和慢性酒精饮用所造成的脂肪性肝损伤。
但目前，在区分乙醇的摄入与外源性脂质摄入两者

在 ＡＦＬ 形 成 中 所 起 的 作 用 与 影 响 仍 然 存 在

争议［１，２０］。
本研究中，为更加全面及科学地比较，设置了

两组阴性对照组，即维持饲料组与液体饲料对照

组。 维持饲料组为正常饮食饲料与正常饮水，模拟

正常饮食环境。 而针对非正常饮食饲料，设立酒精

液体饲料对照组，该组为酒精液体饲料组 （ Ｇａｏ⁃
Ｂｉｎｇｅ 模型组）的对照组，液体饲料对照组、酒精液

体饲料组两组同为液体饲料且每单位提供的热量

一致。 两种饲料的区别在于，相比液体饲料对照

组，酒精液体饲料组 ２８％的热量由酒精提供，而液

体饲料对照组由碳水化合物提供。 两组阴性对照

的设置是为了更好地与两组模型组互为比较。
本研究中，参照相关文献及饲料供应商提供方

法，以 １６ ｄ 为周期建立并比较两种 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

ＡＦＬ 模型。 实验结束时，酒精液体饲料组小鼠平均

体重是唯一明显低于其初始平均小鼠体重且体重

增长率为负的组别，表明含酒精的液体饲料会影响

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠的体重与生长，导致 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

体重减轻。 酒精液体饲料组与高脂饲料组的能量

摄入情况也间接证实了这一点，短期持续性的酒精

摄入会导致小鼠的进食量降低从而导致体重减

轻［２１］。 同时，维持饲料组与液体饲料对照组从能量

摄入角度比较来看，说明液体饲料不会导致小鼠体

重减轻。 液体饲料对照组、酒精液体饲料组、高脂

饲料组三个组肝质量与肝质量系数明显低于空白

组，表明液体饲料及 ６０％的高脂饲料，这些病态的

饲料短期喂养（１６ ｄ）会造成小鼠肝萎缩或退行性改

变。 有文献表明，酒精、营养不良等相关因素会导

致肝细胞凋亡［２２－２４］。 肝细胞的凋亡会导致肝内细

胞数量减少，肝萎缩而导致肝体积及相对质量

减小［２５］。
ＡＬＴ 主要分布于肝细胞浆内，当肝损伤时肝细

胞内的 ＡＬＴ 能进入血中引起血清 ＡＬＴ 升高。 ＡＳＴ
也存在于肝细胞浆内线粒体中。 当肝细胞损伤时，
线粒体内 ＡＳＴ 释放入血，使血清中 ＡＳＴ 升高。 当肝

细胞膜通透性增加时即使无肝细胞坏死，细胞内的

转氨酶也可以顺浓度差而释放入血。 所以，血清中

转氨酶的含量是肝细胞损伤的敏感标志［２６－２８］。 酒

精液体饲料组、高脂饲料组两组与维持饲料组、液
体饲料对照组两个对照组相比较，酒精液体饲料组

小鼠血清中转氨酶的活性较高脂饲料组显著高于

维持饲料组、液体饲料对照组两对照组水平。
小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＧＬＵ 含量升高，这些都是小

鼠酒精性脂肪性肝损伤的变化特点之一［２８－３１］。 但

维持饲料组、液体饲料对照组、酒料液体饲料组及

高脂饲料组四组小鼠在血清 ＴＧ 水平上并无显著性

差异；在 ＴＣ 的差异上，酒精液体饲料组小鼠较高脂

饲料组显著高于两个对照组水平。 血糖方面，酒精

液体饲料组、高脂饲料组两组血糖水平明显高于维

持饲料组、液体饲料对照组两个对照组且差异具有

显著 性， 可 能 与 脂 质 沉 积 导 致 肝 胰 岛 素 抵 抗

有关［３２］。
肝组织病理学检查是酒精性脂肪肝判别的黄

金标准，由于脂质大量沉积于肝细胞内，故病理切

片结果呈现出大量脂质空泡及肝组织气球样变情

况［３１］。 肝外观及肝病理学染色结果显示，酒精液体

饲料组小鼠肝中有大量的脂质沉积，高脂饲料组也

有一定量的脂质沉积于肝小叶中央静脉周围肝细

胞，但较酒精液体饲料组程度轻。 液体饲料对照组

虽然喂养中未给予酒精，但也出现少许的脂质沉

积，呈现出非酒精性脂肪肝（ＮＡＳＨ）早期的病理特
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征［３３］，但严重程度较酒精液体饲料组及高脂饲料组

轻。 液体饲料对照组与酒精液体饲料组在肝病理

组织学的比较结果，较好地证明了同等热量摄入的

情况下酒精能促进 ＡＦＬ 的发生。
以上这些结果表明，在短期 １６ ｄ 的 ＡＬＤ 建模

周期内，酒精液体饲料组即 Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型组和高

脂饲料组都较为成功地诱导出 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ＡＦＬ
的模型，但酒精液体饲料组即 Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型组无

论是从生化指标水平及肝病理组织学等各项参数

上都显著优于酒精加高脂饲料模型。 同时作为对

照组之一的液体饲料对照组，经过短期 １６ ｄ 液体高

脂饲料的喂养表现出非酒精性脂肪肝（ＮＡＳＨ）早期

的病理特征但程度较轻，若延长相应的建模时间，
相信 ＮＡＳＨ 的相应病理及生化特征更为明显。

综上所述，就酒精液体饲料组、高脂饲料组两

组模型组而言，参照 Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型的方法以酒精

液体饲料喂养 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠相较酒精加高脂饲料

的喂养方式，两者都能在短期（１６ ｄ）内成功诱导

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠出现 ＡＦＬ 的相应病理特征，且 Ｇａｏ⁃
Ｂｉｎｇｅ 模型组的相应指标比后者更加显著。 Ｇａｏ⁃
Ｂｉｎｇｅ 模型建立的方法，时间短、经济性好、效率高，
作为急性模型能较好地复制 ＡＦＬ 病理特征，但短期

内会引起模型动物体重持续减轻，对实验动物的生

理功能甚至存活是一个考验，适合成熟期实验动物

短期建模应用。 酒精加高脂饲料模型建立方法，虽
在短期内 ＡＦＬ 相应病理特征弱于 Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ 模型

法，但体重未出现持续性减轻，相对而言较为温和，
延长建模时间也能较好地复制 ＡＦＬ 相应病理特征，
因此更适合慢性 ＡＦＬ 模型的建立。 以上两组非强

制性酒精摄入模型各有优劣，研究人员可以根据研

究目的合理选取适当的模型。
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张格第，刘庚鑫，郭敏，等． 肾衰方干预 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导的线粒体自噬治疗 ＣＫＤ 心肌损伤的作用机制研究 ［Ｊ］． 中国实验动
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Ｚｈａｎｇ ＧＤ， Ｌｉｕ ＧＸ， Ｇｕｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ ｉｎ ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ＣＫＤ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（５）： ５６７－５７５．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ００２

［基金项目］国家自然科学基金（８１９６０８４３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１９６０８４３） ．
［作者简介］张格第（１９９０—），男，在读博士研究生，研究方向：中医内科学。 Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｇｅｄｉ１９９０＠ １６３．ｃｏｍ
［通信作者］晏子友（１９６３—），男，教授，主任中医师，博士导师，医学博士，研究方向：中医肾病的临床和实验研究。

Ｅｍａｉｌ：１３９７００２５３６８＠ １６３．ｃｏｍ

肾衰方干预 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导的线粒体自噬治疗
ＣＫＤ 心肌损伤的作用机制研究
张格第１，刘庚鑫１，郭敏１，罗富里２，晏子友２∗

（１． 江西中医药大学，南昌　 ３３００００；２． 江西中医药大学附属医院，南昌　 ３３００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导线粒体自噬在慢性肾病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）心肌损伤中的

作用及肾衰方干预 ＣＫＤ 心肌损伤大鼠的作用机制。 方法　 将 ４８ 只大鼠随机分成 ６ 组，分别为假手术组，模型组，
贝那普利组，肾衰方低、中、高剂量组，采用 ５ ／ ６ 肾切除建立 ＣＫＤ 心肌损伤模型，模型建立给予相应的干预 ２ 周，然
后处死大鼠，取材进行相应的检测：用 ＥＬＩＳＡ 法测定大鼠的肌酸激酶同工酶（ＣＫ⁃ＭＢ）、高敏肌钙蛋白（ｈｓ⁃ｃＴｎＩ）；对
心脏组织进行 ＨＥ 染色后，光镜下观察组织变化；透射电镜观察自噬小体和自噬溶酶体；ＲＴ⁃ＰＣＲ 测定 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ、Ｐ６２、ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 测定肾切大鼠 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ｐ６２、ＬＣ３Ｂ 蛋白水平。 结果　 与假手术组

相比，模型组 ＣＫ⁃ＭＢ、ｈｓ⁃ｃＴｎＩ 明显提升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与模型组相比，贝那普利组，肾衰方低、中、高剂量组均有明显

降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与假手术组相比，模型组肾切大鼠心肌组织明显紊乱、间质增生、血管壁增厚，呈玻璃样改变，贝
那普利组和肾衰方低、中、高剂量组尚未见明显异常；与模型组相比，肾衰方低、中、高剂量组中电镜的自噬小体及

自噬溶酶体的数量明显增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与假手术组相比，模型组 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ｐ６２、ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 明显下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），与模型组相比，贝那普利组和肾衰方低、中、高剂量组 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ｐ６２、ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 明显升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与假手术组相比，模型组大鼠 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ｐ６２、ＬＣ３Ｂ 蛋白明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与模型组相比，贝那普利

组和肾衰方低、中、高剂量组的 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ｐ６２、ＬＣ３Ｂ 蛋白明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ５ ／ ６ 肾切 ＣＫＤ 心肌损

伤大鼠心肌细胞 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 线粒体自噬通路受到了抑制，肾衰方可以通过激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 线粒体自噬通路，
增强线粒体自噬，发挥心肌细胞保护作用，其中肾衰方高剂量组线粒体自噬强度相关指标最为显著。

【关键词】 　 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ；线粒体自噬；肾衰方；ＣＫＤ 心肌损伤
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Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ ｉｎ ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＣＫＤ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ

ＺＨＡＮＧ Ｇｅｄｉ１， ＬＩＵ Ｇｅｎｇｘｉｎ１， ＧＵＯ Ｍｉｎ１， ＬＵＯ Ｆｕｌｉ２， ＹＡＮ Ｚｉｙｏｕ２∗

（１． Ｊｉａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３００００， Ｃｈｉｎａ． ２． Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３００００）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＡＮ Ｚｉｙｏｕ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： １３９７００２５３６８＠ １６３．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ５ ／ ６ ｎｅｐｈｒｅｃｔｏｍｙ ＣＫＤ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｏｖｅｒａｌｌ， ４８ ｎｅｐｈｒｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ： ｓｈａｍ
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ｏｐｅｒａｔｅｄ， ｍｏｄｅｌ， ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ， ａｎｄ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ２ ｗｅｅｋｓ ａｎｄ
ｔｈｅｎ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ． Ｈｅａｒｔ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ， ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ， ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｌｙｓｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ． ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｐ６２， ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ． ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｐ６２， ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｎｅｐｈｒｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ＣＫ⁃ＭＢ ａｎｄ ｈｓ⁃ｃＴｎＩ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
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ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｌｙｓｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｌｏｗ， ｍｉｄｄｌｅ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ，
ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｐ６２， ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
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Ｐ６２， ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ， ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｐ６２， ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ａｎｄ ｌｏｗ⁃， ｍｅｄｉｕｍ⁃， ａｎｄ
ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ５ ／ ６ ｎｅｐｈｒｅｃｔｏｍｙ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ． Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｐｌａｙｅｄ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｄｏｓｅ ｏｆ Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ ｈａｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ； Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ； ＣＫＤ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 心血管疾病（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＶＤ）是慢

性肾病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）常见并发症之

一，是终末期肾病患者主要死因［１］。 ＣＫＤ 心肌损伤

是由 ＣＫＤ 导致的心肌损伤，主要特点为血管钙化、
左心室肥厚、纤维化及心室重塑，易致心源性猝死、
心律失常及心功能不全等［２－４］。 研究证实线粒体自

噬与心肌损伤密切相关［５－８］，值得注意的是，目前研

究最为广泛的是 ＰＴＥＮ 诱导假定激酶 １ （ ＰＴＥＮ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｋｉｎａｓｅ １， ＰＩＮＫ１） ／帕金森病蛋白

（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐａｒｋｉｎ）依赖性线粒体自

噬途径，但尚未有报道证实 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导线粒

体自噬是否参与 ＣＫＤ 心肌损伤发生。
肾衰方是由晏子友教授参与研制的江西中医药

大学附属医院肾内科院内制剂，已经在临床中应用

２０ 多年，有着良好的临床疗效，前期研究证实肾衰方

可改善患者心功能、抗肾纤维化、延缓 ＣＫＤ 进

展［９－１１］。 为进一步明确肾衰方干预 ＣＫＤ 心肌损伤具

体机制，本研究从以 ５ ／ ６ 肾切除建立尿毒症心肌损伤

模型，意从整体、器官、细胞、分子等多层次观察 ＣＫＤ
心肌损伤的发生发展，探讨 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导的心

肌细胞线粒体自噬在 ＣＫＤ 心肌损伤中作用机制及肾

衰方干预效应，为“虚、毒、瘀”中医病机学创新理论奠

定客观依据，为临床中医药治疗 ＣＫＤ 心肌损伤提供

新的可能途径及干预靶点。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选用 ４８ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，７ ～ ８ 周龄，体
重 ２８０ ～ ３００ ｇ，购于北京华阜康生物科技股份有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８】。 饲养条件为恒定室

温（２３ ± １）℃、相对湿度 ５５％ ± ３％、昼夜 １２ ｈ ／ １２ ｈ
循环的动物房中，随意获取饮用水和钴 ６０ 辐照灭菌

大小鼠维持饲料，并饲养在北京唯尚立德生物科技

有限公司屏障动物房【ＳＹＸＫ（京）２０２１－００５６】。 本

实验经江西中医药大学动物伦理委员会批准

（ＪＺＬＬＳＣ２０１９⁃２１６）后进行，实验全程遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验用药

肾衰方组（生黄芪 ３０ ｇ、生地 １０ ｇ、党参 １５ ｇ、山
萸肉 １０ ｇ、淮山药 １５ ｇ、丹参 ２０ ｇ、泽泻 １０ ｇ、土茯苓

２０ ｇ、白花蛇舌草 ２０ ｇ、六月雪 ２０ ｇ、生大黄（后下）
１０ ｇ、淫羊藿 １５ ｇ 共 １２ 味中药），所有中药均由江西

中医药大学中药饮片厂专家鉴定后提供，常规方法

水煎，分别浓缩含生药 ０􀆰 ９７５ ｇ ／ ｍＬ、 １􀆰 ９５ ｇ ／ ｍＬ、

８６５
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３􀆰 ９０ ｇ ／ ｍＬ 共 ３ 种剂量，含生药均相当成人剂每千

克的 ５ 倍、１０ 倍、２０ 倍，即肾衰方低、中、高剂量。 阳

性药物组选用盐酸贝那普利片（北京诺华制药有限

公司 洛丁新），按照 １􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）的剂量灌胃。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

肌酸激酶心肌同工酶（江苏雨桐生物科技有限

公司 ＭＭ⁃０６２５Ｒ１）；超敏心肌高蛋白（武汉华美生物

工程有限公司 Ｊ２６０３８３２５，江苏雨桐生物科技有限公

司 ＭＭ⁃７０３３９Ｒ１）；ＴＲＮｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂（天根生

化科技（北京） 有限公司 ＤＰ４２４）；ＰｒｏｔｏＳｃｒｉｐｔ Ｆｉｓｒｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ （ ＮＥＢ， ＃ Ｅ６３００ ）；
ＬｕｎａＵｎｉｖｅｒｓａｌ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ ＮＥＢ， ＃ Ｍ３００３ ）；
Ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ，４３８７９３６）；氯仿（ＡＲ
洛阳昊华）；异丙醇（ＡＲ 国药集团化学试剂）；显微镜

（日本奥林巴斯 ＢＸ５１）；成像系统（日本奥林巴斯

ＤＰ７２）；数字病理切片扫描仪（日本滨松 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ
Ｓ２１０ Ｃ１３２３９⁃０１）。 超薄切片机（Ｌｅｉｃａ Ｌｅｉｃａ ＵＣ７）；钻
石切片刀（Ｄａｉｔｏｍｅ Ｕｌｔｒａ ４５°）；透射电子显微镜（ＦＥＩ
公司 Ｔｅｃｎａｉ Ｇ ２０ ＴＷＩＮ）。 Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ（Ｔｈｅｒｍｏ）；凝胶

成像系统（Ｃａｒｅｓｔｒｅａｍ Ｇｅｌ Ｌｏｇｉｃ ２１２ ＰＲＯ）；实时荧光

定量 ＰＣＲ 仪 （酷搏科技， Ｑｕａｎｔａｇｅｎｅ ｑ２２５）； Ｈｉｇｈ
ｓｐｅｅｄ ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｅｄ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ （ ＸＩＡＮＧＹＩ ）； Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ
Ｍｉｒｃｏ⁃ｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ （ Ｔｈｅｒｍｏ）； ＶＥ１８０ Ｍｉｎｉ⁃ｐｒｏｔｅａｎ ３
Ｄｏｄｅｃａ （Ｔａｎｏｎ）；ＶＥ１８６ ＴＢＣ （Ｔａｎｏｎ）；ＰｏｗｅｒＰａｃ ＨＣ
Ｐｏｗｅｒ Ｓｕｐｐｌｙ （ＢｉｏＲａｄ）；ＰＨ ｍｅｔｅｒ （ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）； Ｓｈａｋｅｒ
（Ｋｙｌｉｎ⁃Ｂｅｌｌ）；Ｈｏｍｏｇｅｎｉｚｅｒ （Ｆｌｕｋｏ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模方法

５ ／ ６ 肾切除大鼠模型建立：动物侧卧位绑缚于

手术台上，术区备皮碘酒常规消毒，用戊巴比妥钠

（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射麻醉。 做腰部斜行切口，切开

皮肤及皮下组织，钝性游离肾，切除左肾上下两极

约 ２ ／ ３ 后，用吸收性明胶海绵止血，切口处放入少

量头孢曲松，用 ０ 号、４ 号丝线逐层间断缝合，１ 周后

行右肾结扎后全切除术。 假手术组只切开皮肤，不
作其他特殊处理。 造模完成并固定模型后，选取存

活的大鼠进行相应的灌胃治疗。 将造模成功的共

４０ 只大鼠随机分为模型组，贝那普利组，肾衰方低、
中、高剂量组，每组 ８ 只，另选 ８ 只大鼠组成假手

术组。
１􀆰 ２􀆰 ２　 给药方法

造模手术后 １ 周（稳定大鼠动物模型，减少大

鼠死亡率）开始给药，各中药组及贝那普利组大鼠

给药均按照沈映君教授主编《中药药理学》中药实

验用药选择换算大鼠用药剂，１０ 倍于临床用药剂折

算为等效剂给药，即肾衰方低、中、高剂量组，大鼠

分别按 ０􀆰 ９７５ ｇ ／ ｍＬ、１􀆰 ９５ ｇ ／ ｍＬ、３􀆰 ９０ ｇ ／ ｍＬ 肾衰方

浓缩剂给药，即给药剂分别 ９􀆰 ７５ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、１９􀆰 ５０
ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、３９􀆰 ００ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ） 体重灌胃；予贝那普利

组大鼠给贝那普利 １􀆰 ５０ ｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）体重灌胃，假手

术组和模型组大鼠给等量生理盐水灌胃。
１􀆰 ２􀆰 ３　 动物取材

各组大鼠分别于灌胃后第 ２ 周处死，采用戊巴

比妥钠（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射麻醉大鼠后，迅速剪开

腹部皮肤，快速拨开腹部脏器，暴露大鼠腹主动脉，
用注射器抽取大鼠血液将血液注入含 ０􀆰 ４ ｍＬ ４％
ＥＤＴＡ⁃Ｎａ２ 抗凝管中，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，分离

血清，分别标记好后于－８０℃冰箱中保存备用。 取

血后立即开胸取出心脏，取心尖处 １ ｍｍ３ 小块放入

固定液，用于电镜检测。 切取左心室壁，一部分心

脏组织经多聚甲醛固定后用于制作石蜡切片。 组

织经石蜡包埋后，于石蜡切片机切取 ６ μｍ 厚的石

蜡切片待用。 一部分心脏组织经磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）冲洗 ３ 次，在试管中加入 １ ｍＬ 蛋白提取液，
将心肌组织超声匀浆化，离心取上清液备测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 检测方法

（１） 用 ＥＬＩＳＡ 法检测肌酸激酶心肌同工酶

（ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ，ＣＫ⁃ＭＢ）、超敏

心肌肌钙蛋白 Ｉ（ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃａｒｄｉａｃ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ，ｈｓ⁃
ｃＴｎＩ）浓度：从－８０℃冰箱中取出血清后，常温下解冻，
采用武汉华美生物工程有限公司和江苏雨桐生物科

技有限公司 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测，详细步骤见说明书。
（２）心脏组织学检测：为进行光镜检测，心脏组

织标本经 １０％甲醛固定、脱水、石蜡包理、切片，分
别做 ＨＥ 染色，光镜下观察组织学变化。 为进行透

射电镜检测，取一块 ０􀆰 ５ ｍｍ３ 心肌组织经 ２􀆰 ５％戊

二醛固定，１％锇酸后固定，Ｅｐｏｎ８１２ 包埋，醋酸铀－
枸橼酸铅双染色，然后在电镜下每个样本随机截取

１ 张图片，采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件统计观察自

噬小体及自噬溶酶体，人工计数自噬小体和自噬溶

酶体的数量。
（３）ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、选择性自噬接

头蛋白（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １，ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２）、微管相关蛋

白 １ 轻链 ３⁃Ⅱ（ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３⁃Ⅱ，ＬＣ３Ｂ）ｍＲＮＡ 表达：
心脏组织经 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ 后，Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
行反转录，ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，得到扩增曲线和溶解曲

９６５
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线。 引物：ＰＩＮＫ１（Ｆ：５’⁃ＴＣＣＡＧＣＧＡＧＡＧＧＣＣＡＡＣＡＡ
ＧＡ⁃３’，Ｒ：５’⁃ＴＧＧＡＧＧＡＧＣＣＡＧＧＣＡＡＴＣＡＴＣＴ⁃３’）；
Ｐａｒｋｉｎ（Ｆ：５’⁃ＣＡＧＣＴＡＡＡＣＣＣＡＣＣＴＡＣＣＡＣＡＧ⁃３’，Ｒ：
５’⁃ＣＡＴＣＣＧＧＴＴＴＧＧＡＡＴＴＡＡＧＡＣＡ⁃３’）；Ｐ６２（Ｆ：５’⁃
ＡＣＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＧＴＧＡＡＣＴＣ⁃３’，Ｒ：５’⁃ＧＴＧＧＧＡＧＡＴ
ＧＴＧＧＧＴＡＣＡＧＧ⁃３’）；ＬＣ３Ｂ（Ｆ：５’⁃ＴＴＧＧＴＣＡＡＧＡＴＣ
ＡＴＣＣＧＧＣＧ⁃３’，Ｒ：５’⁃ＴＣＡＧＣＧＡＴＧＧＧＴＧＴＧＧＡＴＡＣ⁃
３’）。

（４）Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ｐ６２、ＬＣ３Ｂ
蛋白表达：取各组左心室组织，称量确定每个 ５０ ｍｇ
的重量，加入蛋白裂解液并剪碎组织、超声、离心，
取上清，利用 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒对蛋白质定量

测定，根据蛋白浓度，每组取 ５０ μｇ 总蛋白上样。
１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离蛋白质，用半干转膜仪 ２５ Ｖ ６０
ｍｉｎ 将蛋白转到 ＰＶＤＦ 膜上，漂洗之后，用 ５％脱脂

奶粉室温封闭 ２ ｈ。 封闭结束后再漂洗，然后与浓度

为 １ ∶１０００ 的一抗反应，４℃过夜，用 ＴＢＳＴ 液洗 ３ 次

后与 １ ∶１０ ０００ 二抗反应 ２ ｈ，充分漂洗后曝光。 利

用用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行图像采集和定量分析。 所需

抗体： ＰＩＮＫ１ （ Ａ１１４３５ ＡＢｃｌｏｎａｌ ）； Ｐａｒｋｉｎ （ Ａ０９６８
ＡＢｃｌｏｎａｌ）；ＬＣ３Ｂ （Ａ１９６６５ ＡＢｃｌｏｎａｌ）；Ｐ６２ （Ａ１９７００
ＡＢｃｌｏｎａｌ）。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件进行数据分析，计量

资料以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，两组间比较采

用 ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统

计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠血清 ＣＫ⁃ＭＢ、ｈｓ⁃ｃＴｎＩ 相对表达量

的比较

如表 １ 所示，模型组 ＣＫ⁃ＭＢ 和 ｈｓ⁃ｃＴｎＩ 均明显

高于假手术组，提示模型组心肌受损明显，造模成

功，５ ／ ６ 肾切大鼠确实可以发生心肌损伤，经贝那普

利和肾衰方低、中、高剂量治疗后，干预各组 ＣＫ⁃ＭＢ
和 ｈｓ⁃ｃＴｎＩ 均有明显下降，提示有良好的心肌保护

作用。
２􀆰 ２　 各组大鼠心肌形态结构病理变化结果

２􀆰 ２􀆰 １　 各组大鼠心肌组织 ＨＥ 染色病理变化结果

如图 １ 所示：假手术组心脏组织心内膜、心肌膜

及心外膜结构清晰，心壁及心腔未见明显异常，心
肌纤维着色均匀，细胞分界清楚，走行一致，心肌细

　 　 　 　 　 　 　 　表 １　 各组大鼠血清 ＣＫ⁃ＭＢ 和 ｈｓ⁃ｃＴｎＩ 相对表达量的

比较（比值，􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＫ⁃ＭＢ ａｎｄ
ｈｓ⁃ｃＴｎＩ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（Ｒａｔｉｏ， 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＣＫ⁃ＭＢ ｈｓ⁃ｃＴｎＩ

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０５ １􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０９

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 １６ ± ０􀆰 ３３∗∗ １􀆰 ５０ ± ０􀆰 ０１∗∗

贝那普利组
Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １４ ± ０􀆰 ０５＃＃ １􀆰 １５ ± ０􀆰 ２４＃＃

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １１ ± ０􀆰 ０３＃＃ １􀆰 １９ ± ０􀆰 １３＃＃

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２４ ± ０􀆰 １４＃＃ １􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０７＃

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １４ ± ０􀆰 １５＃＃ １􀆰 ３１ ± ０􀆰 １５＃

注：ＣＫ⁃ＭＢ 和 ｈｓ⁃ｃＴｎＩ 的相对表达量是各组数值与假手术组的比值；
与假手术组相比，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与模型组相比，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ ＜
０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＫ⁃ＭＢ ａｎｄ ｈｓ⁃ｃＴｎＩ ｉｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ’ ｓ ｖａｌｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜
０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

胞横纹清楚，明、暗相间，间质未见异常，未见明显

病理性改变。 模型组大鼠心脏组织心内膜、心肌膜

及心外膜结构清晰，心壁及心腔未见明显异常；心
肌纤维着色均匀，细胞分界清楚，结构紊乱（黑色箭

头），心肌细胞横纹清楚，明、暗相间，间质未见异

常；局部血管壁增厚，管腔玻璃样变性（绿色箭头）。
与假手术组相比，贝那普利组和肾衰方低、中、高剂

量组病理图片心肌纤维排布稍显紊乱，心肌纤维间

隙稍增宽，未出现明显的心肌病理变化，与模型组

相比，贝那普利组和肾衰方低、中、高剂量组心肌组

织病理损害有所改善。
２􀆰 ２􀆰 ２　 各组大鼠心肌超微结构、自噬小体及自噬溶

酶体电镜变化结果

如图 ２ 和表 ２ 所示：假手术组心肌组织超微结

构基本正常，可见线粒体嵴排列整齐，数量较多，可
见自噬小体（橙色箭头）和自噬溶酶体（蓝色箭头）；
模型组大鼠心肌线粒体肿大、不规则，颜色明显变

浅，呈团絮状，线粒体外膜出现破裂；贝那普利组和

肾衰方低、中、高剂量组较模型组有所改善；观察自

噬小体和自噬溶酶体的数量，模型组自噬小体和自

噬溶酶体较假手术组有所减少；给予贝那普利及肾

衰方低、中、高剂量处理后可见自噬小体和自噬溶

酶数量均明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但较肾衰方高剂量

处理后自噬小体和自噬溶酶数量增加更加明显，且

０７５
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图 １　 各组大鼠心肌组织 ＨＥ 病理变化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

注：电镜放大倍数和截取长度数据在图片下方。

图 ２　 各组大鼠电镜心肌超微结构病理变化

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｄａｔａ ｏｆ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｒｅ ａｔ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｉｃｔｕｒｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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中、高剂量组自噬小体和自噬溶酶体的数量的平均

值高于贝那普利组。
表 ２　 各组大鼠自噬小体和自噬溶酶体数量的

比较（个，􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ

ａｕｔｏｐｈａｇｉｃｌｙｓｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ，
􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

自噬小体
Ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ

自噬溶酶体
Ａｕｔｏｐｈａｇｏｌｙｓｏｓｏｍｅ

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 ００ ± １􀆰 ００ ２􀆰 ００ ± １􀆰 ００

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ６７ ± １􀆰 ５２∗ １􀆰 ６７ ± ０􀆰 ５８

贝那普利组
Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ６７ ± ２􀆰 ５１＃＃ １２􀆰 ００ ± ３􀆰 ００＃＃

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １４􀆰 ００ ± ２􀆰 ６５＃＃ １０􀆰 ００ ± ２􀆰 ００＃＃

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２４􀆰 ３３ ± １􀆰 ５３＃＃ １６􀆰 ６７ ± １􀆰 ５３＃＃

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ３１􀆰 ００ ± １􀆰 ００＃＃ １６􀆰 ３３ ± ２􀆰 ５２＃＃

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ３ 　 各组大鼠心肌组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｐ６２、
ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 相对表达量的比较

如表 ３ 所示， 与假手术组相比较， 模型组

ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ｐ６２、ＬＣ３Ｂ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量明

显降低，模型组相比，贝那普利组和肾衰方低、中、
高剂量组的表达量明显升高，表明模型组的线粒体

自噬受到了抑制，经过干预后，自噬功能明显得到

了加强，其中综合比较各组 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｐ６２、
ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 相对表达量，其中高剂量组的表达量增

加最为明显。
２􀆰 ４　 各组大鼠心肌组织 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ｂ、
Ｐ６２ 蛋白相对表达量的比较

如表 ４ 和图 ３ 所示，与假手术组相比，模型组

ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ｐ６２、ＬＣ３Ｂ 的蛋白相对表达量明显

降低，模型组相比，贝那普利组和肾衰方低、中、高
剂量组的表达量明显升高，表明肾衰方可以增强

５ ／ ６ 肾切大鼠的线粒体自噬，从整体上看，高剂量组

指标体现出自噬增强更加明显，与 ｑＰＣＲ 结果趋势

一致。
表 ３　 各组大鼠心肌组织 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ｂ、Ｐ６２ ｍＲＮＡ 相对表达量的比较（比值，􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， ＬＣ３Ｂ ａｎｄ Ｐ６２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ（Ｒａｔｉｏ， 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ ＬＣ３Ｂ Ｐ６２

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８９ ± ０􀆰 １８ ０􀆰 ９９ ± ０􀆰 １２ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 ５５ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ５５

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 ０９∗ ０􀆰 １４ ± ０􀆰 １０∗∗ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０８∗ ０􀆰 １４ ± ０􀆰 ０６∗

贝那普利组
Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３５ ± ０􀆰 １８＃＃ ３􀆰 １５ ± ２􀆰 ２１＃ １􀆰 ２３ ± ０􀆰 ４９＃ １􀆰 ３３ ± ０􀆰 ８５＃

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １９ ± ０􀆰 ３０＃ １􀆰 ４５ ± ０􀆰 ３５＃＃ ０􀆰 ３９ ± ０􀆰 ０８＃ ３􀆰 ２７ ± １􀆰 ６５＃＃

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２６ ± ０􀆰 １０＃＃ １􀆰 ０８ ± ０􀆰 ２６＃＃ ０􀆰 ９５ ± ０􀆰 ６０＃ ２􀆰 ７８ ± １􀆰 ４４＃

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ６１ ± ０􀆰 ２６＃＃ ３􀆰 ３９ ± ２􀆰 ３１＃ ０􀆰 ９７ ± ０􀆰 ４２＃ １􀆰 ７４ ± ０􀆰 ４８＃＃

表 ４　 各组大鼠心肌组织 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ｂ、Ｐ６２ 蛋白相对表达量的比较（比值，􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， ＬＣ３Ｂ ａｎｄ Ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（Ｒａｔｉｏ， 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ ＬＣ３Ｂ Ｐ６２

假手术组
Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 １６ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 ０９ ０􀆰 ７７ ± ０􀆰 １２

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ３７ ± ０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ４２ ± ０􀆰 ０５∗∗

贝那普利组
Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０６＃＃ １􀆰 １３ ± ０􀆰 １６＃＃ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０６＃＃

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ８６ ± ０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ７２ ± ０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ８２ ± ０􀆰 ０８＃＃

中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５５ ± ０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ５４ ± ０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ７３ ± ０􀆰 ０６＃＃

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７４ ± ０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 １４＃＃ ０􀆰 ８１ ± ０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０４＃＃

２７５
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注：Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：贝那普利组；Ｄ：低剂量组；Ｅ：中剂

量组；Ｆ：高剂量组。

图 ３　 心肌组织线粒体自噬标志物 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 图
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｂ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； Ｃ． Ｂｅｎａｚｅｐｒｉｌ ｇｒｏｕｐ；
Ｄ． Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ； Ｅ． Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ； Ｆ． Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｏｆ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ

３　 讨论

ＣＫＤ 心肌损伤的病位在心肾，肾病日久多累及

心，是心肾阴阳协同失宜而导致的心肾同病，具体

来说，当肾病日久，久病及心，而致虚实夹杂，虚多

见气阴两虚、心肾阳虚、阴阳俱虚和阳虚水泛，邪实

则如湿阻气滞，血络瘀阻，或气虚血瘀，血行不畅，
或水液代谢失常，酝酿成毒，均可加重心肾功能失

调，发为心肾同病，因此其基本病机是本虚标实，本
虚以肾心亏虚为主，日久可累及他脏，邪实以水湿、
浊毒、瘀血积聚体内，致病有“虚、毒、瘀”的特点。
肾衰方的配伍，黄芪、党参补脾益心、以强中焦，生
地、山药、淫羊藿阴阳并补、以助下元，泽泻、土茯

苓、白花蛇舌草、生大黄利湿降浊解毒，以泻邪实，
丹参活血化瘀，以通血脉，全方配伍，攻补兼施，共
收补益心肾、泻浊解毒、活血化瘀之功，切中 ＣＫＤ 心

肌损伤的病机，是其能够显效的中医理论基础。 既

往研究也证实肾衰方的确具有降低肌酐和尿素氮、
改善钙磷代谢、降低血管低度炎症、抗动脉粥样硬

化、保护心脏、改善心功能等作用。
线粒体是细胞的能量来源，是细胞的 “发动

机”，因此维持线粒体自身功能的完整和稳定就显

得尤为重要，而线粒体自噬能够清除损伤、衰老和

功能不完整的线粒体，因此具有十分重要的意

义［１２－１３］。 目前公认的线路通路主要有 ４ 条：分别为

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路、 ＢＩＮＰ３ ／ ＮＩＸ 信号通路、
ＦＵＮＤＣＩ 信号通路和 Ｃａｒｄｉｏｌｉｐｉｎ 信号通路，其中

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路是研究的热点［１４－１７］。

正常状态下，ＰＩＮＫｌ 可以通过线粒体膜内外的

电位差进入膜内，但当线粒体损伤或功能不全时，
膜电位下降甚至消失，ＰＩＮＫｌ 不能进入线粒体膜内

而聚集在线粒体外膜；聚集在膜外的 ＰＩＮＫｌ 吸引、募
集并激活 Ｐａｒｋｉｎ；被激活的 Ｐａｒｋｉｎ 催化线粒体成分

蛋白分子泛素化，并募集信号接头蛋白 Ｐ６２；接头蛋

白通过桥连泛素和 ＬＣ３Ｂ 相结合，形成线粒体自噬

小体；最后自噬小体与溶酶体融合，启动自噬清除

线粒体［１８－１９］。
多项研究表明，ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路线粒体

自噬在心脏疾病中发挥着重要作用，但是这些研究

多集中在心肌缺血 ／再灌注损伤上［２０－２２］，具体到

ＣＫＤ 心肌损伤，却鲜有研究成果发表，鉴于 ＣＶＤ 和

ＣＫＤ 之间密切的关系，并且线粒体自噬在心肌损伤

中发挥的重要作用，提出了线粒体自噬导致 ＣＫＤ 心

肌损伤的假说。 结合肾衰方的心肾保护作用及

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 线粒体自噬通路在心肌损伤中的作

用，认为肾衰方发挥治疗作用的机制之一可能是调

控 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导的线粒体自噬。
本研究发现，肾衰方通过增加 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 线

粒体自噬通路活性，增强 ５ ／ ６ 肾切大鼠的心肌细胞

线粒体自噬活性，清除受损的线粒体，肾衰方低、
中、高剂量组的 ＨＥ 染色后的病理结果和血清 ＣＫ⁃
ＭＢ、ｈｓ⁃ｃＴｎＩ 均明显优于模型组，提示这种增强的线

粒体自噬发挥肾衰大鼠的心肌保护作用。 在具体

结果上，ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ｂ 的表达水平均有明显

的升高，提示 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 线粒体自噬通路被激

活，且大鼠电镜结果亦显示，肾衰方低、中、高剂量

组的自噬小体和自噬溶酶体的数量明显增加，这些

指标均符合线粒体自噬增强的指标表现。 进一步

分析肾衰方低、中、高剂量组的量效关系，ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 的相对表达量中，肾衰方高剂

量组的增加量最为显著，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 蛋白检测结果

与 ｑＰＣＲ 结果趋势基本一致，提示肾衰方高剂量组

中的线粒体自噬能力最优。 因此，可以得出结论：５ ／
６ 肾切 ＣＫＤ 心肌损伤大鼠心肌细胞 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ
线粒体自噬通路受到抑制，肾衰方可以通过激活

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 线粒体自噬通路，增强线粒体自噬，
发挥心肌细胞保护作用，其中肾衰方高剂量组线粒

体自噬强度相关指标最为显著。
目前存在争议的是理论上应降低的 Ｐ６２ 水平

却有明显升高，Ｐ６２ 的蛋白表达水平与线粒体自噬

水平呈负相关［２３－２４］，而本实验发现 Ｐ６２ 的水平也明

３７５
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显升高，查阅相关文献，发现其他研究者也有类似

的发现［２５］，另外，Ｐ６２ 能参与 Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ ／ Ｐ６２ 信号

通路而发挥出抗氧化应激的作用，这可能是 Ｐ６２ 升

高的原因，将做进一步验证［２６］；有文献报道，线粒体

自噬在心肌缺血再灌注损伤中的模型组表现为增

强，而本实验结果中模型组线粒体自噬处于抑制状

态，是否矛盾？ 首先二者研究的疾病不同，前者模

拟的是心肌梗死后血管再通造成的缺血再灌注损

伤，属于急性起病，而本实验研究的是 ＣＫＤ 心肌损

伤，属于慢性起病，二者有显著不同。 除此之外，有
国外研究［２７］发现线粒体自噬在不同疾病的时段，发
挥的作用不同，早期可以促进线粒体自噬，随着时

间的延长，在 ７２ ｈ 后转为明显抑制，这与本实验结

果中模型组 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ｂ 的表达量明显下

降相符，但本实验仅设置单个时间点，未能揭示线

粒体自噬情况的时间差异，将进一步深入研究。
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ｆｉｂｒｏｓｉｓ Ｗｎｔ４ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｒａｃｔ Ｍｅｄ， ２０１８， ３４（２４）：
４０５０－４０５５．

［１１］ 　 晏子友， 何紫阳， 王婷， 等． 肾衰方对慢性肾脏病患者超敏 Ｃ
反应蛋白、左心结构和功能的影响 ［ Ｊ］ ． 中国中西医结合肾

病杂志， ２０１６， １７（１２）： １０８４－１０８６．
Ｙａｎ ＺＹ， Ｈｅ ＺＹ， Ｗａｎｇ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｈｅｎｓｈｕａｉ ｒｅｃｉｐｅ ｏｎ
ｈｉｇｈ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ Ｃ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｗｅｓｔ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０１６， １７（１２）： １０８４－１０８６．

［１２］ 　 张文静， 李晓峰， 孙明明， 等． 线粒体自噬在心肌梗死中的

作用及研究进展 ［ Ｊ］ ． 中华全科医学， ２０２２， ２０（７）： １１９４
－１１９８．
Ｚｈａｎｇ ＷＪ， Ｌｉ ＸＦ， Ｓｕｎ ＭＭ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｇｅｎ
Ｐｒａｃｔ， ２０２２， ２０（７）： １１９４－１１９８．

［１３］ 　 赵高远， 苗玉芳， 侯润苏， 等． 线粒体损伤与慢性阻塞性肺

疾病骨骼肌功能障碍及中医药治疗进展 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学

杂志， ２０２２， ３２（２）： １３３－１３７， １４４．
Ｚｈａｏ ＧＹ， Ｍｉａｏ ＹＦ， Ｈｏｕ ＲＳ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２２， ３２ （ ２ ）： １３３ －

１３７， １４４．
［１４］ 　 Ｔａｎａｋａ Ｋ． Ｔｈｅ ＰＩＮＫ１⁃ｐａｒｋｉｎ ａｘｉｓ： ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ

Ｒｅｓ， ２０２０， １５９： ９－１５．
［１５］ 　 Ｗｕ Ｘ， Ｗｕ ＦＨ， Ｗｕ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉｃ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１７， ８： ５３９．

４７５



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

［１６］ 　 Ｗａｎｇ Ｃ， Ｄａｉ Ｘ， Ｗｕ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＦＵＮＤＣ１⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｎｅｏａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２１， １２
（１）： ２６１６．

［１７］ 　 Ｐａｎｏｖ ＡＶ， Ｄｉｋａｌｏｖ ＳＩ． Ｃａｒｄｉｏｌｉｐｉｎ， ｐｅｒｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌｓ， ａｎｄ
ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ａｇｉｎｇ ［ Ｊ］ ．
Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ， ２０２０， ２０２０： １３２３０２８．

［１８］ 　 Ｍａｌｐａｒｔｉｄａ ＡＢ， Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ Ｍ， Ｎａｒｅｎｄｒａ ＤＰ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ：
ｆｒｏｍ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｔｏ ｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｃｉ， ２０２１， ４６
（４）： ３２９－３４３．

［１９］ 　 Ｌａｚａｒｏｕ Ｍ， Ｓｌｉｔｅｒ ＤＡ， Ｋａｎｅ ＬＡ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ＰＩＮＫ１ ｒｅｃｒｕｉｔｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ［ Ｊ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， ２０１５， ５２４（７５６５）： ３０９－３１４．

［２０］ 　 Ｓｕ Ｘ， Ｚｈｏｕ Ｍ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｐｌａｎｔ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ［Ｊ］ ． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ， ２０２２， ２０２２： ８７２６５６４．

［２１］ 　 Ｘｉｎｇ Ｙ， Ｓｕｉ Ｚ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｕｎｔｉｎｇ ＴＲＰＭＬ１ ｃｈａｎｎｅｌｓ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｒｅｓｔｏｒｉｎｇ
ｉｍｐａｉｒｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ［ Ｊ ］ ． Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓ Ｃａｒｄｉｏｌ，
２０２２， １１７（１）： ２０．

［２２］ 　 叶永才， 陈哲璇， 李想， 等． 环氧二十碳三烯酸通过线粒体

途径保护缺血 ／ 再灌注损伤机制的研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国比较

医学杂志， ２０１９， ２９（１１）： １０５－１１０．
Ｙｅ ＹＣ， Ｃｈｅｎ ＺＸ， Ｌｉ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｅｐｏｘｙｅｉｃｏｓａｔｒｉｅｎｏｉｃ ａｃｉｄｓ ｐｒｏｔｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ
ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０１９， ２９（１１）： １０５－１１０．

［２３］ 　 陆麒瑾， 李佳钰， 蔡义思， 等． 当归拈痛汤对风湿热痹型佐

剂性关节炎大鼠自噬蛋白 ＬＣ３， Ｂｅｃｌｉｎ１， ｐ６２ 表达的影响

［Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志， ２０２２， ２８（１）： ４１－４９．

Ｌｕ ＱＪ， Ｌｉ ＪＹ， Ｃａｉ ＹＳ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｎｉａｎｔｏｎｇｔａｎｇ ｏｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＬＣ３， Ｂｅｃｌｉｎ１ ａｎｄ ｐ６２ ｉｎ
ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｗｉｎｄ⁃ｄａｍｐ⁃ｈｅａｔ
ｉｍｐｅｄｉｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０２２， ２８
（１）： ４１－４９．

［２４］ 　 杨根梦， 洪仕君， 王一航， 等． Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ ／ ｐ６２ 和 ＮＬＲＰ３ 炎

性小体与自噬调节作用的研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂

志， ２０２０， ３０（３）： １０３－１０７．
Ｙａｎｇ ＧＭ， Ｈｏｎｇ ＳＪ， Ｗａｎｇ ＹＨ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｅａｐ１ ／ Ｎｒｆ２ ／ ｐ６２， ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｎｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２０， ３０（３）： １０３－１０７．

［２５］ 　 柯诗文． 温肺化纤汤对氧化应激环境下小鼠肺间充质干细胞

线粒体质量的调控及分子机制初探 ［Ｄ］． 南昌： 江西中医药

大学； ２０２０．
Ｋｅ ＳＷ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｌｕｎｇ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ Ｗｅｎｆｅｉ Ｈｕａｘｉａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ： ａ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｙ ［Ｄ］．
Ｎａｎｃｈａｎｇ： Ｊｉａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ； ２０２０．

［２６］ 　 吴杰连． ｐ６２ ／ Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 途径介导自噬促进贝类抗氧化应激

研究 ［Ｄ］． 南昌： 南昌大学； ２０２１．
Ｗｕ ＪＬ． ｐ６２ ／ Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ［ Ｄ ］． Ｎａｎｃｈａｎｇ： Ｎａｎｃｈａｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０２１．

［２７］ 　 Ｓｈｉｒａｋａｂｅ Ａ， Ｚｈａｉ Ｐ， Ｉｋｅｄａ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｒｐ１⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐｌａｙｓ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ａｇａｉｎｓｔ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
ｏｖｅｒｌｏａｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ［Ｊ］ ．
Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０１６， １３３（１３）： １２４９－１２６３．

［收稿日期］ 　 ２０２２－１０－２８
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｍａｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． ５

曹晓静，武国富，侯佳睿，等． 人源化更年期抑郁小鼠模型构建及评价 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（５）： ５７６－５８２．
Ｃａｏ ＸＪ， Ｗｕ ＧＦ， Ｈｏｕ ＪＲ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２３， ３１（５）： ５７６－５８２．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ００３

［基金项目］国家自然科学基金（８２００４４１１），国家中医药管理局王小云全国名老中医药专家传承工作室建设项目（［２０１６］４２），中国民族

医药学会科研项目（２０２１Ｚ１０８４⁃３４０１０３），广东省中医院朝阳人才科研专项资助（ＺＹ２０２２ＫＹ０２），广东省中医院岭南妇科流派

传承工作室建设项目（［２０１３］２３３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２００４４１１）， Ｓｔａｔｅ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （［２０１６］ ４２），
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｅｔｈｎｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ ２０２１Ｚ１０８４⁃３４０１０３）， Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｚｈａｏｙａｎｇ Ｔａｌｅｎｔｓ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ ＺＹ２０２２ＫＹ０２）， Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｌｉｎｇｎａｎ Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ Ｇｅｎｒｅ Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ Ｓｔｕｄｉｏ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ ＴＣＭ （［２０１３］２３３） ．
［作者简介］曹晓静（１９８７—），女，副主任医师，博士，博士后，研究方向：中西医结合治疗妇科内分泌疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｂｕｔｔｅｒｆｌｙ７１２０＠ １６３．ｃｏｍ
［通信作者］王小云（１９５４—），女，主任医师，博士生导师，研究方向：中西医结合治疗妇科疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｘｉａｏｙｕｎ＠ ｇｚｕｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ

人源化更年期抑郁小鼠模型构建及评价
曹晓静１，武国富２，侯佳睿３，宋雷３，王小云１∗

（１． 广州中医药大学第二附属医院，广州　 ５１０４０５；２． 山西省针灸医院，太原　 ０３０００６；
３． 广州中医药大学第二临床医学院，广州　 ５１０１２０）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过粪菌移植技术构建人源化抑郁小鼠模型，并对模型进行评价。 方法　 将更年期抑郁人

群和健康人群的粪便移植给“模拟无菌”小鼠，先将 ６０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠分为空白组、抑郁粪菌移植 ＦＭＴ⁃Ｐ 组和健

康粪菌移植 ＦＭＴ⁃Ｈ 组。 空白组（ｎ ＝ ２０）仅予普通饲料喂养；ＦＭＴ⁃Ｐ 组（ｎ ＝ ２０）采用抗生素鸡尾酒疗法预处理，再
进行抑郁人群粪菌移植制作模型；ＦＭＴ⁃Ｈ 组（ｎ ＝ ２０）则给予抗生素鸡尾酒疗法，再进行健康人群粪菌移植制作模

型，均持续 ２８ ｄ。 观察大鼠的一般情况和行为学检测（悬尾实验、新环境进食实验、糖水偏爱实验），ＥＬＩＳＡ 测定血

清多巴胺（ＤＡ）、去甲肾上腺素（ＮＥ）、５⁃羟色胺（５⁃ＨＴ）、γ 氨基丁酸（ＧＡＢＡ）的水平，ＨＥ 染色观察结肠组织病理。
结果　 与空白组及 ＦＭＴ⁃Ｈ 组相比，ＦＭＴ⁃Ｐ 组小鼠体重增长较慢，绝望时间明显延长，摄食时间及糖水偏好率明显

下降，并伴有活动减少、毛发蓬乱发黄无泽、易掉落、精神萎靡倦怠等抑郁症状；其血清 ＧＡＢＡ 含量、５⁃ＨＴ 含量、ＤＡ
含量显著降低，镜下可见结肠组织排列紊乱，腺体增多，局部炎性细胞浸润。 结论　 抗生素鸡尾酒疗法结合粪菌移

植技术可建立人源化抑郁小鼠模型。
【关键词】 　 粪菌移植；抗生素鸡尾酒疗法；人源化抑郁模型；模型评价

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） ０５⁃０５７６⁃０７

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ
ＣＡＯ Ｘｉａｏｊｉｎｇ１， ＷＵ Ｇｕｏｆｕ２， ＨＯＵ Ｊｉａｒｕｉ３， ＳＯＮＧ Ｌｅｉ３， ＷＡＮＧ Ｘｉａｏｙｕｎ１∗

（１． ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０４０５， Ｃｈｉｎａ．
２． Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００６． ３． ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ

Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０１２０）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＡＮＧ Ｘｉａｏｙｕｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗａｎｇｘｉａｏｙｕｎ＠ ｇｚｕｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｆｅｃａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｆｅｃｅｓ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｅｏｐｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｉｍａｃｔｅｒｉｃ ｐｅｒｉｏｄ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ｍｉｃｅ． Ｓｉｘｔｙ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ ｆｅｃａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （ＦＭＴ⁃
Ｐ） ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｆｅｃａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （ＦＭＴ⁃Ｈ）ａ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ （２０ ｍｉｃｅ） ｗａｓ ｏｎｌｙ ｆｅｄ ａｎ ｏｒｄｉｎａｒｙ ｄｉｅｔ．
Ｔｈｅ ＦＭＴ⁃Ｐ ｇｒｏｕｐ （２０ ｍｉｃｅ） ｗａｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｃｏｃｋｔａｉｌ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｆｅｃａｌ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｐｒｅｓｓｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ＦＭＴ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ （２０ ｍｉｃｅ） ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｃｏｃｋｔａｉｌ，
ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｆｅｃａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ
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ｆｅｄ ｆｏｒ ２８ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｗ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
ｆｅｅｄｉｎｇ ｔｅｓｔｓ， ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｄｏｐａｍｉｎｅ （ＤＡ）， ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ （ＮＥ）， ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ （５⁃ＨＴ）， ａｎｄ γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ
ａｃｉｄ （ＧＡＢＡ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ， ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ＦＭＴ⁃Ｐ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｌｏｗｌｙ， ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ， ｔｈｅ ｆｅｅｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ，
ｄｉｓｈｅｖｅｌｅｄ ａｎｄ ｙｅｌｌｏｗ ｈａｉｒ， ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｆｕｒ ｅａｓｙ ｔｏ ｆａｌｌ ｏｆｆ， ａｎｄ ｍｅｎｔａｌ ｆａｔｉｇｕｅ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＡＢＡ， ５⁃ＨＴ， ａｎｄ ＤＡ ｉｎ
ＦＭＴ⁃Ｐ ｇｒｏｕｐ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃａｌｌｙ， ｃｏｌｏｎｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ， ｇｌａｎｄｓ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｇｌａｎｄｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｈａｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｃｏｃｋｔａｉｌ ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓ ａ ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｆｅｃａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｃｏｃｋｔａｉｌ ｔｈｅｒａｐｙ； ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ；
ｍｏｄｅｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 围 绝 经 期 抑 郁 症 （ ｐｅｒｉｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｍａｊｏｒ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＰＭＤＤ）是发生在围绝经期的以

情绪低落、思维迟缓、意志活动减退为主要表现的

精神类疾病，目前其患病率为 ２０􀆰 ９％ ～ ４７􀆰 ０％，且
有逐渐增高的趋势［１］。 ＰＭＤＤ 的确切病因尚不清

楚，研究认为一般与单胺耗竭假说、受体敏感假说、
神经内分泌假说、神经营养假说及第二信使失调、
免疫系统失调、神经回路假说等有关，但仅仅处于

探索性研究阶段，随着研究的不断深入及微生物组

学的兴起，近些年的研究发现肠道菌群能够通过脑
－肠轴的双向调节作用，影响情绪和行为，造成如抑

郁、焦虑、自闭症等精神疾病的出现［２］。
为了解肠道菌群在精神疾病中所起的作用及

脑－肠轴的调节作用机制，本研究采用粪菌移植

（ｆｅｃａｌ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＦＭＴ）技

术制作 ＰＭＤＤ 模型［３］，并对造模结果进行评价，现
将模型制作和评价的方法整理报道如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选择 １２ 周龄的清洁级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ６０
只，体重（２０ ± ３） ｇ，由湖南斯莱克景达实验动物有

限公司提供【 ＳＣＸＫ（湘） ２０１９－０００４】。 饲养环境：
昼夜各半循环照明（即保持 １２ ｈ 昼夜交替），饲养温

度（２２ ± ２）℃，湿度保持 ５５％ ± ５％。 饲养环境安静

且干净整洁，饲养期各组小鼠可自由获得食物和

水，饲养于湖南斯莱克景达实验动物中心清洁级环

境【ＳＹＸＫ（湘）２０１９－０００４】。 本实验经广州中医药

大 学 实 验 动 物 福 利 与 伦 理 委 员 会 批 准

（２０２１０７１４０１１）。

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

无菌 ＰＢＳ（ ｃｙｔｉｖａ，美国），甘油 （信泰生物，中
国），生理盐水、氨苄西林（西格玛⁃奥尔德里奇，美
国）、万古霉素 （ Ｔｅｖａ，美国）、甲硝唑 （赛诺菲，法
国）、两性霉素 Ｂ（赛诺菲，法国）、琼脂（ＢｉｏＦｒｏｘｘ），
ＲＩＰＡ 强裂解液 （威佳生物，中国），小鼠多巴胺

（ＤＡ）试剂盒（晶美生物，中国）；小鼠去甲肾上腺素

（ＮＥ）试剂盒（晶美生物，中国）；小鼠 ５⁃羟色胺（５⁃
ＨＴ）试剂盒 （晶美生物，中国）；小鼠 γ 氨基丁酸

（ＧＡＢＡ）试剂盒（晶美生物，中国）。
行为录像系统（ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎ ＸＴ，Ｕｇｏ Ｂａｓｉｌｅ，意大

利），Ｔｏｐ Ｓｃａｎ 行为分析系统（ＴｏｐＳｃａｎ３Ｄ，西门子，
德国），高速离心机（ＤＴ５⁃２２，西门子，德国），组织研

磨仪（ ＳＣＩＥＮＴＺ⁃４８Ｌ，Ｓｃｉｅｎｔｚ，中国），酶标仪（ＤＮＭ⁃
９６０６，博科，美国），灌胃针，１ ｍＬ 注射器，采血管，
滤纸。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验设计

小鼠适应性饲养 １ 周后，建立“模拟无菌”小鼠

模型，随后将小鼠随机分为抑郁粪菌移植组（ＦＭＴ⁃Ｐ
组）和健康粪菌移植组（ＦＭＴ⁃Ｈ 组），两组各 ２０ 只小

鼠，并设空白组 ２０ 只。
ＦＭＴ⁃Ｐ 组移植 ＰＭＤＤ 患者肠道菌群，ＦＭＴ⁃Ｈ 组

移植健康人肠道菌群，空白组正常喂养，共干预

４ 周，在 ＦＭＴ 结束后观察大鼠的一般情况和行为学

检测（悬尾实验、新环境进食实验、糖水偏爱实验），
ＥＬＩＳＡ 测定血清多巴胺（ＤＡ）、去甲肾上腺素（ＮＥ）、
５⁃羟色胺（５⁃ＨＴ）、γ 氨基丁酸（ＧＡＢＡ）的水平，ＨＥ
染色观察结肠组织病理。
１􀆰 ２􀆰 ２　 抗生素鸡尾酒建立“模拟无菌”模型

抗生素鸡尾酒是国际公认的制作“模拟无菌”
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模型［４］，由 ４ 种抗生素和 １ 种抗真菌药组成，具体做

法是将氨苄西林（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）、万古霉素（５０ ｍｇ ／
ｋｇ），甲硝唑（１００ ｍｇ ／ ｋｇ），新霉素（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）、两
性霉素 Ｂ（１ ｍｇ ／ ｋｇ）混合。 小鼠先正常喂养 １ 周，经
过适应期后，每 １２ ｈ 灌胃 １ 次抗生素。 每天 １ 次灌

胃，连续 ２ 周。 抗生素鸡尾酒每 ３６ ｈ 更换 １ 次。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＦＭＴ 操作步骤

选择 ２０２１ 年 １ 月 ～ ２０２２ 年 １２ 月广州中医药

大学第二附属医院（广东省中医院）就诊的 ＰＭＤＤ
患者，参照指南［５－６］：①《围绝经期抑郁的评估和治

疗》；②《中国绝经管理与绝经激素治疗指南 ２０２３
版》纳入符合诊断标准的 ＰＭＤＤ 患者。

健康人群纳入标准：纳入 ４０ ～ ６５ 岁的健康女

性，未患任何精神障碍疾病，无酒精或药物依赖，未
曾接受过抗生素或益生菌治疗。

本研究方案通过广州中医药大学第二附属医

院（广东省中医院）医学伦理委员会审批【批件号：
ＢＦ２０２０⁃０３９⁃０１】。 所有纳入人群表示理解并签署知

情同意书后收取其粪便样本。

注：颜色的深浅代表相关性的大小，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 １　 差异物种与临床症状表型评分的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性热图

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｄｅｐｔｈ ｏｆ ｃｏｌｏｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍａｇｎｉｔｕｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｓｃｏｒｅｓ

参照《欧洲粪菌移植共识》要求［７］，将 ＰＭＤＤ 患

者及健康人群的粪便样本在采集后 ２ ｈ 内进行处

理，首先以无菌生理盐水或磷酸盐缓冲盐溶液稀释

粪便样本，溶剂体积为 ３ ～ ５ 倍，均匀搅拌 １５ ｍｉｎ 使

粪便均匀化，达到液体浆液浓度；接着使用物理方

法过滤、离心粪便匀浆液，去除较大的颗粒物，最后

将粪便悬液置于密闭容器中，在－８０℃冰箱冷冻保

存。 因为粪便微生物主要是厌氧菌，所以减少粪便

制备过程中的氧气暴露时间对于确保粪便微生物

的生存能力至关重要。
采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术检测 ＰＭＤＤ 患者和健

康对照人的肠道菌群，物种累积曲线末端逐渐趋于

平缓，代表样本量足够反映出文库样本绝大部分的

物种信息，生物信息学分析可靠。 研究显示，ＰＭＤＤ
组和健康对照组菌群组成具有较明显差异，就菌群

物种组成来说，在门水平，ＰＭＤＤ 组的拟杆菌门、变
形菌门等丰度较健康对照组相对较高，而厚壁菌

门、梭菌门等丰度相对较低；在属水平，ＰＭＤＤ 组的

拟杆菌属、埃希菌属等丰度较健康对照组高，而普

雷沃菌属、粪杆菌属等丰度相对较低；就多样性分

析来说，健康对照组的菌群丰度指数（ＡＣＥ 指数、
Ｃｈａｏ１ 指数）、菌群多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ 指数）均大

于 ＰＭＤＤ 组，提示 ＰＭＤＤ 组较健康对照组肠道菌群

的物种丰度降低，生物多样性降低。 ＬｅｆＳｅ 分析显

示，放线菌、埃希菌及硒单胞菌是 ＰＭＤＤ 组与健康

对照组间差异最显著的菌属，为探索三种差异物种

的丰度与 ＰＭＤＤ 患者的临床症状是否存在相关性，
因此，采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析探索组间差异菌属

丰度与临床症状指标的相关性，如图 １ 所示，放线菌
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与埃希菌、ＳＤＳ 评分精神运动障碍维度呈负相关（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），硒单胞菌与 ＨＡＭＤ 量表呈负相关（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

待“模拟无菌”小鼠模型建立成功后，将小鼠随

机分为 ＦＭＴ⁃Ｐ 组和 ＦＭＴ⁃Ｈ 两组，分别灌胃 ＰＭＤＤ
患者及健康对照组的肠道菌群混悬液（１０ μＬ ／ ｇ），
每天 １ 次灌胃，持续 ２ 周以重建肠道微生物群。
１􀆰 ２􀆰 ４　 行为学实验

（１）悬尾实验：将动物尾部悬吊，胶布粘在离小

鼠尾尖部 １ ／ ３ 处，将其悬于悬尾箱内，使其头部正对

离箱底约 １０ ｃｍ，采用 Ｔｏｐ Ｓｃａｎ 行为学分析系统记

录动物 ６ ｍｉｎ 内不动状态潜伏期及 ４ ｍｉｎ 内不动状

态持续时间。
（２）新环境抑食实验：箱体高 １５ ｃｍ，底边长 ６０

ｃｍ 内壁涂黑，在箱底 １ ／ ３ 处放置小块食物于白纸

上。 实验前禁食 ２４ ｈ（不禁水），实验时从另 ２ ／ ３ 处

的箱角将小鼠放入箱中并开始计时，以开始咀嚼食

物为标准记录时间，即摄食潜伏期，观察 ５ ｍｉｎ，记录

从放入小鼠到小鼠开始探索食物的潜伏时间，并观

察小鼠新环境进食的活动量（探索食物的时间）。
（３）糖水偏爱实验：小鼠单笼饲养，进行 ４８ ｈ 的

蔗糖饮水训练。 全程给予 １％ ～ ２％蔗糖水和饮用

水（中途交换两个水瓶位置）。 实验期结束后，禁水

（不禁食）９ ～ １６ ｈ，测定 ８ ～ １５ ｈ 内（中间宜交换两

瓶位置 １ 次）小鼠对两瓶水的饮用量（ｇ），测量蔗糖

和饮用水的消耗量，计算蔗糖偏好率。 蔗糖偏好率

＝ ［蔗糖消耗量 ／ （蔗糖消耗量 ＋ 饮用水消耗量）］
× １００％。
１􀆰 ２􀆰 ５　 标本采集与处理

行为学实验结束后麻醉小鼠后，进行腹主动脉

采血，采血管室温静置 ２ ｈ，离心 （ ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０
ｍｉｎ）后，吸取上层血清，放入－８０℃冰箱备用；后处

死小鼠，迅速剥离其结肠组织，一侧结肠组织用包

埋纸固定投入多聚甲醛溶液中；另一侧组织投入液

氮罐中冻存。
１􀆰 ３　 统计学分析

本实验所得数据采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进行统计分

析，计量资料符合正态分布的使用平均值 ± 标准差

（􀭰ｘ ± ｓ）进行统计描述，多组间比较采用单因素方差

分析，组间比较方差齐采用 ＬＳＤ （ Ｌｅａｓｔ⁃ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）法，方差不齐采用 Ｄｕｎｎｅｔ’ ｓ 检验。 检验

水准 α ＝ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 说明差异具有显著性，Ｐ ＜
０􀆰 ０１ 为差异极具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

与空白组及 ＦＭＴ⁃Ｈ 组比，ＦＭＴ⁃Ｐ 组小鼠体重增

长较慢，并伴有活动减少、毛发蓬乱发黄无泽、易掉

落、精神萎靡倦怠等抑郁症状。
２􀆰 ２　 行为学实验结果

２􀆰 ２􀆰 １　 对小鼠悬尾实验结果的影响

由图 ２ 可知，与空白组及 ＦＭＴ⁃Ｈ 组比，ＦＭＴ⁃Ｐ
组的绝望时间显著延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：与空白组相比， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＦＭＴ⁃Ｈ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
（下图同）

图 ２　 小鼠悬尾实验绝望时间（ｎ ＝ ２０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ＦＭＴ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｅｓｐａｉｒ ｔｉｍｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ（ｎ ＝ ２０）

注：与空白组相比，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＦＭＴ⁃Ｈ 组相比，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
（下图同）

图 ３　 小鼠新环境进食实验摄食潜伏期（ｎ ＝ ２０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＦＭＴ⁃

Ｈ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｅｅｄｉｎｇ ｌａｔｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｗ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｆｅｅｄｉｎｇ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ２０）

２􀆰 ２􀆰 ２　 对小鼠新环境进食实验结果的影响

由图 ３ 可知，与空白组及 ＦＭＴ⁃Ｈ 组比，ＦＭＴ⁃Ｐ
组的摄食潜伏期明显缩短（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
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图 ５　 小鼠去甲上腺素、γ⁃氨基丁酸、５⁃羟色胺、多巴胺水平（ｎ ＝ ２０）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＥ， ＧＡＢＡ， ５⁃ＨＴ， ａｎｄ ＤＡ ｉｎ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ２０）

图 ６　 小鼠结肠组织病理切片（ＨＥ 染色）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｃｏｌｏｎ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

２􀆰 ２􀆰 ３　 对小鼠糖水偏爱实验结果的影响

由图 ４ 可知，与空白组及 ＦＭＴ⁃Ｈ 组比，ＦＭＴ⁃Ｐ
组的糖水摄入量显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 对小鼠神经递质水平的影响

由图 ５ 结果得知，与空白组及 ＦＭＴ⁃Ｈ 组相比

较，ＦＭＴ⁃Ｐ 组小鼠血清中去甲肾上腺素（ＮＥ）水平、
γ 氨基丁酸（ＧＡＢＡ）水平、５⁃羟色胺（５⁃ＨＴ）水平均

降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其中多巴胺（ＤＡ）水平下降明显

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 小鼠结肠组织病理结果

与空白组及 ＦＭＴ⁃Ｈ 组比较，ＦＭＴ⁃Ｐ 组小鼠结肠

组织镜下可见结构排列紊乱，腺体增多，局部炎性

细胞浸润（见图 ６）。

图 ４　 小鼠糖水偏爱实验（ｎ ＝ ２０）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｕｇａｒ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｉｎ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ２０）
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３　 讨论

围绝经期女性由于卵巢功能开始衰竭，正经历

着一系列极其复杂而痛苦的心身症状，如月经紊

乱、潮热出汗、睡眠障碍、情绪变化及全身肌肉关节

痛等；这些症状加重了围绝经期女性的心理负担和

精神压力，并且随着激素水平波动导致的神经功能

紊乱症候群，如情绪低落消沉、严重失眠、莫名的周

身疼痛等都使该期女性心理出现剧烈地变化，而既

往有抑郁症病史的女性则在围绝经期抑郁症更易

加重或复发，因此 ＰＭＤＤ 已成为亟待解决的公共卫

生问题［８］。
目前，有关 ＰＭＤＤ 机制研究的动物模型主要

有［９］：双侧卵巢切除 ＋ 慢性不可预知性温和应激

（ＯＶＸ ＋ ＣＵＭＳ）动物模型、不完全去势 ＋ ＣＵＭＳ 动

物模型、两步卵巢切除术 ＋ ＣＵＭＳ 动物模型、ＣＵＭＳ
＋ 睡眠剥夺 ＋ 去势动物模型、自然围绝经期 ＋
ＣＵＭＳ 动物模型等，但机制单一，整体影响的阐述不

够，均无法很好地贴切 ＰＭＤＤ 女性内分泌功能衰退

过程中伴发的情绪抑郁等诸多不适症状，同时，随
着微生物组学研究的发展，肠道菌群对脑功能的影

响越来越受到关注，肠道菌群对行为和情绪的调控

方式有了全新和更全面的认识。 大量研究发现，围
绝经期综合征女性肠道有益菌群与腐败菌比例改

变，存在肠道微生态群失调现象［１０－１１］。 有学者发

现，围绝经期抑郁大鼠存在肠道微生态群紊乱，肠
道菌群多样性明显减低，而肠道微生态失调会进一

步加重机体生理失衡，形成恶性循环，引起情绪障

碍持续存在并加重［１２］。 大量研究证明，肠道微生物

区系紊乱作为 ＰＭＤＤ 发生的潜在病因，通过微生物

－肠－脑轴影响大脑的功能和行为，调节压力、焦虑

和认知。 因此，本研究通过小鼠灌胃抗生素构建

“模拟无菌”环境，再利用 ＦＭＴ 技术成功构建了人源

化抑郁小鼠模型。
研究表明，脑内的单胺神经递质包括 ＮＥ、ＤＡ、

５⁃ＨＴ 和 ＧＡＢＡ 等，是一类调节机体生理活动的重要

物质［１３］，这些物质在体内的含量可反映神经系统功

能变化：ＧＡＢＡ 是中枢神经系统中的主要抑制性神

经递质，其信号地改变与重度抑郁症高度相关通过

与相应离子通道受体结合，引起氯离子通道开启，
使氯离子内流，细胞膜出现超极化，从而抑制动作

电位的发生，进而抑制了神经传导，当 ＧＡＢＡ 缺乏

时，会产生焦虑、不安、疲倦、忧虑等兴奋性情绪，这

与本研究中一致。 研究显示，ＮＥ 和 ５⁃ＨＴ 能神经元

胞体均位于脑干，且两者的轴突通过基底节及丘脑

至额叶皮质，若病灶累及基底节、丘脑、额叶皮质，
则会影响区域内去甲肾上腺素能和 ５⁃ＨＴ 能的神经

通路，降低 ５⁃ＨＴ、ＮＥ，继而导致抑郁［１４］，也与本研究

一致；ＤＡ 是大脑中含量最丰富的儿茶酚胺类神经

介质，作为一种神经递质，调节中枢神经系统的多

种生理功能，ＤＡ 的缺失会导致锥体外系活动障碍，
情绪低落，甚至会出现抑郁。 本研究中抑郁小鼠

ＤＡ 水平降低，神经递质含量减少，可能是导致小鼠

抑郁发生的机制。 同时，抑郁小鼠结肠组织结构排

列紊乱，腺体增多，局部炎性细胞浸润，这也证实

了，大脑与肠道之间存在一种双向调节通道，病理

状态下二者亦相互影响［１５］。
综上所述，研究发现 ＰＭＤＤ 患者肠道菌群移植

可诱导小鼠产生抑郁样行为，显著降低小鼠 ＧＡＢＡ、
５⁃ＨＴ、ＤＡ、ＮＥ 水平表达，并对小鼠肠道组织有影响，
且人源化粪菌移植抑郁实验动物模型更加贴合抑

郁症的临床表型，在阐明发病机制方面具有明显的

优势和广泛的应用前景。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］ 　 中国妇幼保健协会妇女保健专科能力建设专业委员会． 更年

期女性心理健康管理专家共识 ［ Ｊ］ ． 中国妇幼健康研究，
２０２１， ３２（８）： １０８３－１０８９．
Ｃａｐａｃｉｔｙ Ｂｕｉｌｄｉｎｇ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｆ Ｗｏｍｅｎ ’ ｓ Ｈｅａｌｔｈ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
Ｍａｔｅｒｎａｌ ａｎｄ Ｃｈｉｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ． Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｏｎ
ｍｅｎｔａｌ ｈｅａｌｔｈ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｗｏｍｅｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｗｏｍａｎ Ｃｈｉｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｒｅｓ， ２０２１， ３２（８）： １０８３－１０８９．

［ ２ ］ 　 Ｃｈｕ Ｙ， Ｓｕｎ Ｓ， Ｈｕａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ
ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｉｎ ｇｏｕｔ ［ Ｊ］ ． ＮＰＪ Ｂｉｏｆｉｌｍｓ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅｓ， ２０２１， ７（１）： ６６．

［ ３ ］ 　 王雪雪， 陶柱萍， 厉颖， 等． 抑郁动物模型的研究进展及在

中医药中的应用 ［ Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０２０， ４５（１１）： ２４７３
－２４８０．
Ｗａｎｇ ＸＸ， Ｔａｏ ＺＰ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ａｄｖａｎｃｅ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ， ２０２０， ４５（１１）： ２４７３－２４８０．

［ ４ ］ 　 李建香， 王君君， 黄天马， 等． 无菌鼠模型制作方法与评价

［Ｊ］ ． 实验动物科学， ２０２２， ３９（３）： ６７－６９．
Ｌｉ ＪＸ， Ｗａｎｇ ＪＪ， Ｈｕａｎｇ ＴＭ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｍａｋｉｎｇ ｇｅｒｍ⁃ｆｒｅｅ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ，
２０２２， ３９（３）： ６７－６９．

［ ５ ］ 　 Ｍａｋｉ ＰＭ， Ｋｏｒｎｓｔｅｉｎ ＳＧ， Ｊｏｆｆｅ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐｅｒｉｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ： ｓｕｍｍａｒｙ
ａｎｄ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｗｏｍｅｎｓ Ｈｅａｌｔｈ， ２０１９， ２８ （ ２）：
１１７－１３４．

［ ６ ］ 　 中华医学会妇产科学分会绝经学组． 中国绝经管理与绝经激

１８５



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

素治疗指南 ２０２３ 版 ［Ｊ］ ． 中华妇产科杂志， ２０２３， ５８（１）： ４
－２１．
Ｍｅｎｏｐａｕｓｅ Ｇｒｏｕｐ， Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ Ｂｒａｎｃｈ． Ｔｈｅ ２０２３
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｎｏｐａｕｓｅ ｓｙｍｐｔｏｍ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｅｎｏｐａｕｓａｌ
ｈｏｒｍｏｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｂｓｔｅｔ Ｇｙｎｅｃｏｌ， ２０２３，
５８（１）： ４－２１．

［ ７ ］ 　 李超， 谈路轩， 张馨梅， 等． ２０１６ 年欧洲粪菌移植共识介绍

［Ｊ］ ． 胃肠病学和肝病学杂志， ２０１７， ２６（９）： ９６１－９６５．
Ｌｉ Ｃ， Ｔａｎ ＬＸ， Ｚｈａｎｇ ＸＭ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ Ｅｕｒｏｐｅａｎ
ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｏｎ ｆｅｃａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ２０１６ ［ Ｊ ］ ． Ｊ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０１７， ２６（９）： ９６１－９６５．

［ ８ ］ 　 杨艳青， 赵伟田， 李灿委， 等． 围绝经期抑郁症的研究进展

［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２３， ３３（５）： ８５－９２．
Ｙａｎｇ ＹＱ， Ｚｈａｏ ＷＴ， Ｌｉ ＣＷ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ
ｐｅｒｉｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３
（５）： ８５－９２．

［ ９ ］ 　 杨颖雯， 周瑾， 黄菲． 不同年龄段小鼠抑郁及焦虑样行为的

比较 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２０， ２８（２）： ２４８－２５３．
Ｙａｎｇ ＹＷ， Ｚｈｏｕ Ｊ， Ｈｕａｎｇ Ｆ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ａｎｄ
ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ
Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２０， ２８（２）： ２４８－２５３．

［１０］ 　 曹雯雯， 刘子维， 赵小萱， 等． 基于“心与小肠相表里”理论

探讨脑肠轴与围绝经期抑郁 ［ Ｊ］ ． 时珍国医国药， ２０２２， ３３
（１２）： ２９９１－２９９３．
Ｃａｏ ＷＷ， Ｌｉｕ ＺＷ， Ｚｈａｏ ＸＸ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ
“ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｒｅ ｅｘｔｅｒｉｏｒ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｉｏｒ”， ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ
ｄｉｓｃｕｓｓｅｓ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ⁃ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｘｉｓ ａｎｄ ｐｅｒｉｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｌｉｓｈｉｚｈｅｎ Ｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｍｅｄ Ｒｅｓ， ２０２２， ３３ （ １２）： ２９９１
－２９９３．

［１１］ 　 陈文璐， 闫晓如， 高继萍， 等． 肠道菌群在抑郁症发生中的

调控机制研究进展 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２２， ３２（１０）：
１３０－１３５．
Ｃｈｅｎ ＷＬ， Ｙａｎ ＸＲ， Ｇａｏ ＪＰ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２２， ３２（１０）： １３０－１３５．

［１２］ 　 张巧利， 王妍， 贾婵维， 等． 围绝经期抑郁大鼠肠道微生物

菌群的研究 ［Ｊ］ ． 生殖医学杂志， ２０２０， ２９（１０）： １３４４－１３４９．
Ｚｈａｎｇ ＱＬ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｊｉａ ＣＷ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ
ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｐｅｒｉ⁃ｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｒｅｐｒｏｄ Ｍｅｄ，
２０２０， ２９（１０）： １３４４－１３４９．

［１３］ 　 王奕丹， 张磊， 王建楠， 等． ＦＴＹ７２０ 对卒中后抑郁大鼠单胺

类神经递质影响的实验研究 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２１，
３１（４）： ３８－４３．
Ｗａｎｇ ＹＤ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， Ｗａｎｇ ＪＮ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＴＹ７２０ ｏｎ
ｍｏｎｏａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｐｏｓｔ⁃ｓｔｒｏｋｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２１， ３１（４）： ３８－４３．

［１４］ 　 沈蓉， 周华， 赵中． 脑卒中后抑郁西医治疗的研究进展 ［Ｊ］ ．
医学综述， ２０２１， ２７（２４）： ４８８３－４８８７．
Ｓｈｅｎ Ｒ， Ｚｈｏｕ Ｈ， Ｚｈａｏ Ｚ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｏｓｔ⁃ｓｔｒｏｋｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｄ
Ｒｅｃａｐｉｔｕｌ， ２０２１， ２７（２４）： ４８８３－４８８７．

［１５］ 　 肖钰雯， 吴林， 江家乔， 等． 基于脑－肠轴理论探讨中医从肝

脾论治抑郁症研究进展 ［Ｊ］ ． 亚太传统医药， ２０２１， １７（５）：
１９６－２００．
Ｘｉａｏ ＹＷ， Ｗｕ Ｌ， Ｊｉａｎｇ ＪＱ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ ｂｒａｉｎ⁃
ｇｕｔ ａｘｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｓｉａ Ｐａｃ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ， ２０２１， １７（５）： １９６－２００．

［收稿日期］ 　 ２０２３－０３－０２

《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！

２８５
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Ｍａｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． ５

杜冰玉，尹燕燕，岳昭娣，等． 异丙肾上腺素诱导慢性心衰模型的方法优化 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（５）： ５８３－５８９．
Ｄｕ ＢＹ， Ｙｉｎ ＹＹ， Ｙｕｅ ＺＤ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔｈｏｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ
Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（５）： ５８３－５８９．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ００４

［基金项目］国家自然科学基金青年项目（８２０００７８８），广东省基础与应用基础研究基金项目（２０１９Ａ１５１５１１００２３），中国博士后科学基金

项目（２０２１Ｍ７０２０４０）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， Ｙｏｕｔｈ Ｐｒｏｇｒａｍ （８２０００７８８）， ｔｈｅ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ
Ｐｒｏｇｒａｍ （２０１９Ａ１５１５１１００２３）， ｔｈｅ Ｃｈｉｎａ Ｐｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ （２０２１Ｍ７０２０４０）．
［作者简介］杜冰玉（１９９８—），女，在读硕士研究生，研究方向：心脑疾病中医康复。 Ｅｍａｉｌ：ｄｂｙ１９９８０７３０＠ １６３．ｃｏｍ
［通信作者］于少泓（１９７５—），男，副教授，博士，研究方向：心脑疾病中医康复；糖脂代谢基础。 Ｅｍａｉｌ：ｓｕｔｃｍ２００６＠ １６３．ｃｏｍ

异丙肾上腺素诱导慢性心衰模型的方法优化
杜冰玉１，尹燕燕１，岳昭娣１，常万鹏１，阚梦凡１，于少泓２，３∗

（１． 山东中医药大学康复医学院，济南　 ２５０３５５；２． 山东中医药大学医学院，济南　 ２５０３５５；
３． 山东中医药大学第二附属医院，济南　 ２５０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 目前对于慢性心力衰竭（ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ，ＣＨＦ）发病机制的研究和治疗手段均具有局限

性，为了更好地研究其发病机理，本文对异丙肾上腺素（ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，ＩＳＯ）诱导慢性心力衰竭大鼠模型的制备方法

进行了优化研究。 方法　 将 ＳＤ 雄性大鼠分为 ４ 组，模型 Ａ 组大鼠连续以 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）注射 ＩＳＯ １０ ｄ；模型 Ｂ 组大

鼠前 ３ ｄ 注射 ＩＳＯ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），后 ９ ｄ 注射 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；模型 Ｃ 组大鼠第 １ 天被给予 １５ ｍｇ ／ ｋｇ 的戊巴比妥钠，
注射 ＩＳＯ １􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，第 ２、３ 天以 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）注射，后 ９ ｄ 以 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）注射，从第 ２ 天开始每天分 ２ 次注射

间隔 ３０ ｍｉｎ。 对照组给予等量生理盐水。 通过超声心动图、病理学检测和荧光定量 ＰＣＲ 等方法来验证模型的建

立。 结果　 模型 Ａ、Ｂ 和 Ｃ 组的死亡率分别为 ８０％、６０％和 ４０％。 与对照组相比，模型 Ｃ 组大鼠的左心室短轴缩短

率和射血分数显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；心肌细胞排列紊乱，Ⅰ、Ⅲ型胶原表达显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＣＯＬ１Ａ１、
ＣＯＬ３Ａ１、ＦＮ１ 和 ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ 表达水平显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；血清氨基末端脑钠肽前体（Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｒｏ⁃Ｂ ｔｙｐｅ
ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ）与甘油三脂的水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 注射麻醉剂使大鼠处于半清醒状

态，梯度增加每日注射剂量和减少单次注射量均可降低死亡率，为建立 ＣＨＦ 大鼠模型提供新思路与新方式。
【关键词】 　 异丙肾上腺素；慢性心力衰竭；大鼠；模型

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） ０５⁃０５８３⁃０７

Ｍｅｔｈｏｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｍｏｄｅｌ

ＤＵ Ｂｉｎｇｙｕ１， ＹＩＮ Ｙａｎｙａｎ１， ＹＵＥ Ｚｈａｏｄｉ１， ＣＨＡＮＧ Ｗａｎｐｅｎｇ１， ＫＡＮ Ｍｅｎｇｆａｎ１， ＹＵ Ｓｈａｏｈｏｎｇ２，３∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉｎａｎ ２５０３５５， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉｎａｎ ２５０３５５． ３． ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ

Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉｎａｎ ２５０００１）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＵ Ｓｈａｏｈｏｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｕｔｃｍ２００６＠ １６３．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｃｕｒｒｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ （ＣＨＦ） ａｒｅ
ｌｉｍｉｔｅｄ． Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｂｅｔｔｅｒ ｓｔｕｄｙ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ （ ＩＳＯ）⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＳＤ ｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ Ａ ｗｅｒｅ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ； ｒａｔｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ Ｂ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｔｈｅ
ｆｉｒｓｔ ３ ｄａｙｓ ａｎｄ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｔｈｅ ｌａｓｔ ９ ｄａｙｓ； ｒａｔｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ Ｃ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ １５ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ ｓｏｄｉｕｍ ｏｎ ｄａｙ １
ａｎｄ ＩＳＯ １􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｎ ｄａｙ ２ ａｎｄ ３， ａｎｄ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｄａｙ ２ ａｎｄ ３， ａｎｄ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｎ ｔｈｅ ｌａｓｔ ９ ｄａｙｓ， ｗｉｔｈ
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３０ ｍｉｎ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｂｅｔｗｅｅｎ ２ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｐｅｒ ｄａｙ ｆｒｏｍ ｄａｙ ２． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ｅｑｕａｌ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ． Ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ， ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ８０％， ６０％， ａｎｄ ４０％ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｈｏｒｔ ａｘｉｓ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）． Ｒａｔｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｈａｄ ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅰ ａｎｄ Ⅲ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘｅｓ ＣＯＬ１Ａ１， ＣＯＬ３Ａ１， ＦＮ１ ａｎｄ
ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｒｏ⁃Ｂ ｔｙｐｅ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ （ ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ） ａｎｄ
ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｔｏ ｋｅｅｐ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ａ ｓｅｍｉ⁃
ｃｏｎｓｃｉｏｕｓ ｓｔａｔｅ， ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｉｌｙ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ｉｎ ａ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｉｄｅａ ａｎｄ ａ ｎｅｗ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ＣＨＦ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ； ｒａｔｓ； ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 近年来，我国的心血管疾病发病率呈逐年上

升趋势，对人们的身体健康构成了极大的威胁，而
慢性心力衰竭（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ，ＣＨＦ）是多种

心血管疾病的共同转归，是各种器质性心脏病的

终末阶段，并且容易复发［１］ 。 为了更深入研究

ＣＨＦ 的病因及治疗方法，构建严谨的 ＣＨＦ 动物模

型是必不可缺的实验环节。 在多种 ＣＨＦ 造模方法

中，注射异丙肾上腺素（ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，ＩＳＯ）造模法

成模较快，诱导时间短且无创伤［２］ 。 然而目前关

于构建 ＣＨＦ 模型所用 ＩＳＯ 的有效注射剂量、注射

方式和成模时间等条件虽有多种报道，但成模率

高且死亡率低的方法仍需不断探索。 本研究参考

国内外学者的研究方法，并经过不断摸索进行改

良，通过大鼠腹腔注射 ＩＳＯ 的方法成功地构建

ＣＨＦ 动物模型，为进一步的动物实验奠定了良好

的基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选择 ３６ 只 ＳＰＦ 级健康的 ８ ～ １０ 周龄 ＳＤ 雄性

大鼠，体重 ２４０ ～ ２６０ ｇ，购于北京维通利华生物科

技股份有限公司【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】，控制温度

（２２ ± ３）℃，湿度（６０ ± ５）％，１２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗，
普通饲料喂养，自由获取纯净水，饲养于山东第一

医科大学第一附属医院动物房【 ＳＹＸＫ（鲁） ２０１８－
０００９】。 实验开展获得了山东第一医科大学第一附

属医院伦理委员会审核批准（２０２１Ｓ９４２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

异丙肾上腺素（ Ｉ５６２７，Ｓｉｇｍａ），伊红、苏木素染

液（Ｇ１１２０，北京索莱宝科技有限公司），Ｍａｓｓｏｎ 染色

试剂盒（Ｇ１００６，武汉赛维尔生物科技有限公司），免

疫组化试剂盒（ＳＰ⁃９００１，北京中杉金桥生物技术有

限公 司 ）， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ （ ＣＯＬ１ ） 抗 体 （ ａｂ２７０９９３，
Ａｂｃａｍ）、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ（ＣＯＬ３）抗体（ａｂ７７７８，Ａｂｃａｍ）、
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 抗体（ａｂ２６８０２０，Ａｂｃａｍ），甘油三酯检测

试剂盒（ｍｌ０９５１０４，上海酶联生物科技有限公司），
氨基 末 端 脑 钠 肽 前 体 （ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｒｏ⁃Ｂ ｔｙｐｅ
ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ）的酶联免疫吸附试

验（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂

盒（ ｍｌ⁃Ｅ２７８５， 上 海 酶 联 生 物 科 技 有 限 公 司 ），
ＳＹＢＲ􀅺 Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂盒

（ＡＧ１１７０１，湖南艾科瑞生物科技有限公司）。
Ｖｅｖｏ３１００ 小动物超声仪 （ ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ， 加拿

大），ＣＦＸ ９６ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，德国），显
微镜（徕卡，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物造模及分组

将 ＩＳＯ 用 ０􀆰 ９％的生理盐水配制成 １􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ
的注射液，根据大鼠体重腹腔注射 ＩＳＯ 进行 ＣＨＦ 模

型制备。 ＳＤ 雄性大鼠适应性喂养 ２ 周后被随机分

为 ４ 组：正常对照组（ｎ ＝ ６）：注射生理盐水 １０ ｄ；
模型 Ａ 组（ｎ ＝ １０）：腹腔注射 ＩＳＯ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），连
续注射 １０ ｄ［３］；模型 Ｂ 组（ｎ ＝ １０）：前 ３ ｄ 腹腔注射

ＩＳＯ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），后 ９ ｄ 腹腔注射 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），
累计总量约 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ；模型 Ｃ 组（ｎ ＝ １０）：第 １ 天

给予戊巴比妥钠（１５ ｍｇ ／ ｋｇ），在其半清醒状态下皮

下注射 ＩＳＯ １􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，第 ２、３ 天腹腔注射 ＩＳＯ ２􀆰 ５
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），间隔 ３０ ｍｉｎ 分 ２ 次注射，后 ９ ｄ 腹腔注

射 ＩＳＯ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），间隔 ３０ ｍｉｎ 分 ２ 次注射，累计

总量约为 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 超声心动图检测

分别于建模开始前 １ ｄ，建模完成后 １ ｄ 进行超

声心动图检测，注射戊巴比妥钠麻醉大鼠，应用

４８５
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Ｖｅｖｏ ３１００ 高分辨率小动物超声系统，Ｂ 超确定位

置，胸骨旁左室长轴切面，旋转 ９０°获得短轴切面，
Ｍ 型超声心动图测量如下指标：左心室收缩末期容积

（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｖｏｌｕｍｅ，ＬＶＥＳＶ）、左心室

收缩末期内径（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ，
ＬＶＥＳＤ）、左心室舒张末期容积（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃
ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｖｏｌｕｍｅ，ＬＶＥＤＶ）和左心室舒张末期内径（ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ，ＬＶＥＤＤ），由 Ｖｅｖｏ
ＬＡＢ 软件计算得知左心室短轴缩短率（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ）和左心室射血分数（ ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ，ＬＶＥＦ）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本采集及心脏质量指数测定

用戊巴比妥钠麻醉大鼠，从心尖取血，离心后

将血清存放于－８０℃冰箱中。 取血后处死大鼠并分

离心脏，称量心脏湿质量，心脏质量指数 ＝ 心脏湿

质量 ／体质量。 将一部分放于 ４％多聚甲醛中固定，
后续用于组织学检测，另外一部分储存在－８０℃冰

箱中，后续荧光定量 ＰＣＲ 检测（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）使用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 组织病理学检查

取大鼠心脏组织，４％甲醛固定 ４８ ｈ，组织脱水，
石蜡包埋，石蜡切片（４ μｍ）。 常规脱蜡后按说明书

进行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 染色。 封片后显微镜观察并拍照。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组织化学检测

将石蜡切片脱蜡至水后置入柠檬酸盐修复液

（ｐＨ ＝ ６􀆰 ０）中沸煮进行抗原修复，内源性过氧化物

酶阻断剂孵育 １０ ｍｉｎ、１０％山羊血清封闭 ３０ ｍｉｎ。
分别滴加一抗 ＣＯＬ１ （１ ∶ １５０）、 ＣＯＬ３ （１ ∶ ７００） 和

Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（１ ∶１０００）过夜，滴加山羊抗兔二抗，孵育

２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗后，加入 ＤＡＢ 显色液显色，以苏木

素染色液复染后封片观察。
１􀆰 ２􀆰 ６　 血清甘油三酯和 ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ 检测

应用氧化酶法测定对照组及模型 Ｃ 组大鼠血

清甘油三酯水平，采用 ＥＬＩＳＡ 检测大鼠血清 ＮＴ⁃
ｐｒｏＢＮＰ 水平，具体实验步骤严格按说明书进行

操作。
１􀆰 ２􀆰 ７ 　 纤 维 化 指 标 ＣＯＬ１Ａ１、 ＣＯＬ３Ａ１、 ＦＮ１ 和

ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ 表达检测

研磨大鼠心肌组织，ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，反
转录试剂盒获取 ｃＤＮＡ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 测定 ＣＯＬ１Ａ１、
ＣＯＬ３Ａ１、ＦＮ１ 和 ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ 含量。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参，运用 ＰＣＲ 仪分析实验结果，得到样品的 Ｃｔ
值，并计算 ΔＣｔ，采用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ 相对表达

量，引物序列见表 １。

表 １　 引物名称及序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 上游 Ｆｏｒｗａｒｄ 下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＣＯＬ１Ａ１ ５’⁃ＣＣＣＡＧＣＧＧＴＧＧＴＴＡＴＧＡＣＴＴ⁃３’ ５’⁃ＴＣＧＡＴＣＣＡＧＴＡＣＴＣＴＣＣＧＣＴ⁃３’
ＣＯＬ３Ａ１ ５’⁃ＣＧＡＧＧＴＡＡＣＡＧＡＧＧＴＧＡＡＡＧＡＧＧ⁃３’ ５’⁃ＴＴＴＣＡＣＣＴＣＣＡＡＣＴＣＣＡＧＣＡＡＴ⁃３’

ＦＮ１ ５’⁃ＡＡＡＣＣＴＣＴＡＣＧＧＧＴＣＧＣＴＧ⁃３’ ５’⁃ＧＣＧＣＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＴＣＡＡＡ⁃３’
ＡＣＴＡ２ ５’⁃ＣＡＧＧＧＡＧＴＧＡＴＧＧＴＴＧＧＡＡＴＧ⁃３’ ５’⁃ＣＣＧＴＴＡＧＣＡＡＧＧＴＣＧＧＡＴＧ⁃３’
β⁃ａｃｔｉｎ ５’⁃ＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＣＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ⁃３’ ５’⁃ＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧ⁃３’

１􀆰 ３　 统计学分析

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件，用 ｔ 检验对相关信

息进行统计处理，所有数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ±
ｓ）表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 死亡率及一般情况观察

实验结束后，对照组无大鼠死亡；模型 Ａ 组死

亡 ８ 只，死亡率为 ８０％；模型 Ｂ 组死亡 ６ 只，死亡率

为 ６０％；模型 Ｃ 组死亡 ４ 只，死亡率为 ４０％。 对照

组大鼠活泼好动，毛发整齐有光泽；模型组大鼠抓取

反应变差，出现口唇发紫、进食量较少、蜷卧聚堆、活
动较少、反应迟钝、精神萎靡等心衰表现，尤其是在注

射 ＩＳＯ 后的 １ ｈ 内，且大鼠死亡大多数发生在注射

ＩＳＯ 的前 ２ ｄ，随着时间推移死亡数目逐渐减少。
２􀆰 ２　 超声心动图结果

注射 ＩＳＯ 后，与对照组比，模型 Ｃ 组的 ＬＶＥＤＶ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）、 ＬＶＥＳＶ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）、 ＬＶＥＳＤ （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１）和 ＬＶＥＤＤ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）显著升高，发生明显的

心室扩张，心室容积增加，心室壁变薄，且 ＬＶＥＦ 和

ＬＶＦＳ 显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 表明模型 Ｃ 组大鼠

心脏发生了结构变化和功能障碍（图 １，表 ２）。
２􀆰 ３　 病理学改变

２􀆰 ３􀆰 １　 ＨＥ 染色结果

对照组心肌细胞排列整齐，而与对照组相比，
模型 Ｃ 组心肌细胞排列紊乱并且间隙增宽，松散破

碎，出现明显的炎症细胞浸润，心肌出现大面积变

性和坏死（图 ２Ａ）。
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图 １　 各组大鼠超声心动图代表图像

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

表 ２　 超声心动图指标比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｎｄｉｃｅｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＬＶＥＦ（％） ＬＶＦＳ（％） ＬＶＥＳＤ（ｍｍ） ＬＶＥＤＤ（ｍｍ） ＬＶＥＳＶ（μＬ） ＬＶＥＤＶ（μＬ）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８８􀆰 ７９ ± １􀆰 ５６ ６０􀆰 ９４ ± ２􀆰 ２３ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 １４ ５􀆰 ９７ ± ０􀆰 ０９ ２０􀆰 ２２ ± ２􀆰 ９８ １７８􀆰 ７０ ± ５􀆰 ８９

模型 Ｃ 组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｃ ７２􀆰 ４３ ± ３􀆰 ６９∗∗∗ ４４􀆰 ２１ ± ３􀆰 ５９∗∗∗ ３􀆰 ９０ ± ０􀆰 ３７∗∗∗ ６􀆰 ９７ ± ０􀆰 ４４∗ ７５􀆰 ７７ ± １５􀆰 ２２∗∗ ２６７􀆰 ００ ± ３５􀆰 ５９∗

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

注：Ａ：代表性 ＨＥ 染色图像；Ｂ：代表性 Ｍａｓｓｏｎ 染色图像；Ｃ：胶原蛋白沉积的定量分析； 与对照组相比，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。 （下图同）

图 ２　 病理组织学变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｅｄ ｉｍａｇｅｓ． Ｂ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｉｍａｇｅｓ． Ｃ． Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果

对照组大鼠心肌组织纤维排列规则，而模型 Ｃ
组大鼠心肌细胞高度坏死并被胶原纤维取代，残留的

心肌细胞排列松散紊乱，与对照组相比较，模型 Ｃ 组

胶原纤维含量显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）（见图 ２Ｂ，２Ｃ）。

２􀆰 ３􀆰 ３　 免疫组化检测结果

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白和纤连蛋白在心肌纤维横纹

中呈棕色颗粒为阳性。 与对照组相比，模型 Ｃ 组

ＣＯＬ１、ＣＯＬ３ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 阳性表达产物显著增加

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）（见图 ３）。
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注：Ａ：ＣＯＬ１、ＣＯＬ３ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 染色代表图像；Ｂ：ＣＯＬ１、ＣＯＬ３ 和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 阳性表达的定量分析。

图 ３　 大鼠心肌组织免疫组化检测

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＣＯＬ１， ＣＯＬ３ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＯＬ１， ＣＯＬ３ ａｎｄ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
ｐｏｓｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ

２􀆰 ４　 心脏质量指数比较

与对照组相比，模型 Ｃ 组心脏质量指数显著增

大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见图 ４）。

图 ４　 心脏质量指数、血清 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 和血清甘油三酯水平的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ， ｓｅｒｕｍ ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｌｅｖｅｌｓ

２􀆰 ５　 血清 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ和甘油三酯水平变化

与对照组比，模型 Ｃ 组血清 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 与甘油

三脂的水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ４）。

２􀆰 ６ 　 纤维化指标 ＣＯＬ１Ａ１、 ＣＯＬ３Ａ１、 ＦＮ１ 和

ＡＣＴＡ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平变化

　 　 与对照组相比， 模型 Ｃ 组的纤维化指标

ＣＯＬ１Ａ１（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＣＯＬ３Ａ１（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＦＮ１（Ｐ ＜
０􀆰 ００１）和 ＡＣＴＡ２（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）的 ｍＲＮＡ 表达均显

著上调（图 ５）。
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图 ５　 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１、ＦＮ１和 ＡＣＴＡ２ ｍＲＮＡ 表达水平变化

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＣＯＬ１Ａ１， ＣＯＬ３Ａ１， ＦＮ１ ａｎｄ ＡＣＴＡ２
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

３　 讨论

ＩＳＯ 是一种 β 受体激动剂，其能够使心肌持续

强烈的收缩加重心脏负荷进而导致心衰［４］，广泛应

用于动物研究中心肌损伤模型的建立［５］。 当 ＩＳＯ
持续输注时，会发生心肌缺血和损伤，过量的肾上

腺素活性会破坏心脏的稳态，并诱导心肌细胞凋亡

和间质纤维化［６］。 在国内外的研究中利用 ＩＳＯ 建

立 ＣＨＦ 动物模型的方法不尽相同，如注射剂量、注
射部位及注射时间长短的不同等［３，７－８］，且因其中一

个条件的不同，动物存活率和造模成功率可能就会

有所不同。 找到一种成模率高，同时又能够降低死

亡率的造模方法是本研究的主要目的。
在实验初期，采取了 １０ ｄ 腹腔注射 ＩＳＯ ５ ｍｇ ／

（ｋｇ·ｄ）的方法，死亡率高达 ８０％，死亡多发生在注

射后的 １ ｈ 和注射的前 ２ ｄ，死亡数目随着时间推移

不断减少，当大鼠建立耐受后，在给药的后半段时

间内基本没有死亡的情况。 通过减少给药初期的

剂量来让大鼠建立耐受以避免初期的高死亡率，结
果显示死亡率可以维持在 ６０％左右。 在进行药物

注射时，清醒状态下，大鼠会剧烈挣扎，增强交感神

经的紧张性，容易发生猝死，全麻时动物各种生理

机能发生明显变化，耐受力也会降低，而半麻醉大

鼠不至于过分挣扎，各种生理功能及反射尚且完

整，也易于护理，故采取半麻醉大鼠的方式来提高

其耐受力，并进一步在前期减少剂量，在此基础上

使死亡率降低至 ４０％。
不仅要关注动物存活率，模型成功率也是实验

开始前必须要关注的指标。 心功能的检测是评估

造模成功的关键［９］，已有证据显示，用 ＩＳＯ 诱导的

慢性心衰大鼠模型的 ＬＶＥＦ 和 ＬＶＦＳ 水平显著降

低［１０］，本研究中模型 Ｃ 组大鼠的左心室收缩功能明

显受损，出现心功能障碍。 组织学检测发现模型 Ｃ

组大鼠心肌细胞排列紊乱，心肌胶原沉积增加，心
肌纤维化明显，这与 Ｘｕ 等［１１］ 的研究发现相一致。
ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 是评估大鼠慢性心衰模型的重要手段，
ＣＨＦ 患者血清 ＮＴ⁃ｐｒｏ ＢＮＰ 水平显著高于对照

组［１２］。 由以上结果可以得知，经过摸索改良后的造

模方法成功建立了 ＣＨＦ 模型。 此外用 ＩＳＯ 诱导的

ＣＨＦ 大鼠模型的心脏质量指数会显著增加［７］，非空

腹血清甘油三酯浓度逐步升高与心力衰竭风险增

加有关［１３］，ＣＯＬ１、ＣＯＬ３ 过表达后在心肌组织中累

积是造成心肌纤维化的原因之一［１４］。 本研究结果

与以往报道趋势均相吻合。
本研究通过注射 ＩＳＯ 溶液制备大鼠 ＣＨＦ 模型，

根据造模的效果思考总结，得出了造模过程中的注

意事项：（１）在造模开始之前开展抓取大鼠训练，尽
可能减低正式注射时大鼠的应激反应，降低动物意

外死亡风险。 （２）半清醒状态可以提高大鼠对药物

耐受力，故选择在半清醒状态下进行注射最为合

适。 （３）大鼠腹腔注射 ＩＳＯ 后，死亡大多发生在建

模前 ２ ｄ，而且大多发生在注射后 ３０ ｍｉｎ ～ １ ｈ 内。
注射后的 １ ｈ 内要注意观察大鼠体征情况。 （４）注
射时需注意缓慢多点注射，避免药物对动物的刺激

性过强，并且注意回抽，避免药物注射至血液或膀

胱中使模型无效。 （５）避免单次注射药物过多而引

起的死亡，可以采取剂量梯度增加、多次注射及增

加多次注射的间隔等手段降低死亡率。 （６）掌握好

麻醉剂量也极其重要，麻醉过深易致大鼠死亡，过
浅则达不到麻醉效果。

经过不断探索，通过实施给予大鼠麻醉处理，
梯度增加每日注射剂量和减少单次注射量改进方

案，显著降低了大鼠死亡率，并且成功构建 ＣＨＦ 大

鼠模型，为今后研究 ＣＨＦ 的发病机制和诊疗措施提

供了一种可靠易行的造模方法。
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ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ ／ Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｄｉａｇｎ
Ｔｈｅｒ， ２０１９， ９（３）： ２７２－２８０．

［ ４ ］ 　 李明聪， 廖菲， 吴儒杰， 等． 慢性心力衰竭动物及细胞模型

的研究进展 ［Ｊ］ ． 中国中医药现代远程教育， ２０２０， １８（１６）：
１４１－１４５．
Ｌｉ ＭＣ， Ｌｉａｏ Ｆ， Ｗｕ ＲＪ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ａｎｄ
ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｍｏｄ
Ｄｉｓｔａｎｃｅ Ｅｄｕｃ Ｃｈｉｎ， ２０２０， １８（１６）： １４１－１４５．

［ ５ ］ 　 Ｎｉｃｈｔｏｖａ Ｚ， Ｎｏｖｏｔｏｖａ Ｍ， Ｋｒａｌｏｖａ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ ［Ｊ］ ． Ｇｅｎ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｐｈｙｓ， ２０１２，
３１（２）： １４１－１５１．

［ ６ ］ 　 Ｃｈｅｎｇ Ｈ， Ｗｕ Ｘ， Ｎｉ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｔｒｉ Ｒｅｔｉｃｕｌａｔａｅ Ｐｅｒｉｃａｒｐｉｕｍ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｖｉａ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＡＲγ ［ Ｊ ］ ． Ａｎｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２０， ８
（２１）： １３９６．

［ ７ ］ 　 罗时珂， 李萍， 程晓曙． 异丙肾上腺素诱导慢性心力衰竭大

鼠模型的建立 ［Ｊ］ ． 重庆医学， ２０１２， ４１（４）： ３５２－３５４．
Ｌｕｏ ＳＫ， Ｌｉ Ｐ， Ｃｈｅｎｇ ＸＳ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｉｓｏｐｒｅｎａｌｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ
Ｍｅｄ， ２０１２， ４１（４）： ３５２－３５４．

［ ８ ］ 　 Ｐｅｎｇ ＤＦ， Ｔａｎｇ ＳＹ， Ｈｕ ＹＪ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ｔｈｒｅｅ⁃ｑｕａｒｔｅｒ ｎｅｐｈｒｅｃｔｏｍｙ ａｎｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｓｏｐｒｅｎａｌｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ Ｍｅｄ， ２０１３， ５（３）： ８３５－８３９．

［ ９ ］ 　 李卫虹， 张少衡， 李昭屏， 等． 利用超声心动图评定大鼠心

脏功能的可行性研究 ［ Ｊ］ ． 中国心血管杂志， ２００３， ８（３）：
１６５－１６７．
Ｌｉ ＷＨ， Ｚｈａｎｇ ＳＨ， Ｌｉ ＺＰ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｌｉｄｉｔｙ ｏｆ Ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ｉｎ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ
Ｍｅｄ， ２００３， ８（３）： １６５－１６７．

［１０］ 　 Ｋｅｉｈａｎｉａｎ Ｆ， Ｍｏｏｈｅｂａｔｉ Ｍ， Ｓａｅｉｄｉｎｉａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｐｌａｎｔｓ ｏｎ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ
ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０２１， １３４： １１１１０１．

［１１］ 　 Ｘｕ ＧＲ， Ｚｈａｎｇ Ｃ， Ｙａｎｇ ＨＸ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｉｔｒｕｓ ｐｅｃｔｉｎ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ ａｎｄ ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ．
Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０２０， １２６： １１００７１．

［１２］ 　 Ａｎ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｑ， Ｗａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｓＦＲＰ５，
ＲＢＰ⁃４ ａｎｄ ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ［Ｊ］ ．
Ａｍ Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｒｅｓ， ２０２１， １３（６）： ６３０５－６３１１．

［１３］ 　 Ｈａｌｌｄｉｎ ＡＫ， Ｌｉｓｓｎｅｒ Ｌ， Ｌｅｒｎｆｅｌｔ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ
ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｄｌｉｆｅ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｉｎ ｗｏｍｅｎ， ａ
ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｔｕｄｙ： ｔｈｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｗｏｍｅｎ ｉｎ
Ｇｏｔｈｅｎｂｕｒｇ ［Ｊ］ ． ＢＭＪ Ｏｐｅｎ， ２０２０， １０（６）： ｅ０３６７０９．

［１４］ 　 Ｙｕ ＢＴ， Ｙｕ Ｎ， Ｗａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲ⁃１３３ａ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＴＧＦ⁃β１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ ａｃｕｔｅ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉ，
２０１９， ２３（１９）： ８５８８－８５９７．
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Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． ５

欧梁，卢敏，张永辉，等． 基于“虚、瘀、毒”病机理论的膝痹病病证结合模型的建立及评价 ［ Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１
（５）： ５９０－５９７．
Ｏｕ Ｌ， Ｌｕ Ｍ， Ｚｈａｎｇ ＹＨ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ “Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ， Ｓｔａｓｉｓ， ａｎｄ Ｔｏｘｉｃｉｔｙ” ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（５）： ５９０－５９７．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ００５

［基金项目］国家自然科学基金项目（８１８７４４７６，８２１７４４１４），贵州省科技厅基础研究项目（黔科合基础⁃ＺＫ［２０２２］一般 ４７９）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１８７４４７６， ８２１７４４１４）， Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ （ＺＫ
［２０２２］ ｇｅｎｅｒａｌ ４７９） ．
［作者简介］欧梁（１９８９—），男，副主任医师，博士，研究方向：中医药防治骨关节病。 Ｅｍａｉｌ：ｏｕｌｉａｎｇ２０２０＠ １６３．ｃｏｍ
［通信作者］匡建军（１９７３—），男，研究员，博士，研究方向：中医药防治骨关节病。 Ｅｍａｉｌ：１３７８６１６５６５６＠ １６３．ｃｏｍ

基于“虚、瘀、毒”病机理论的膝痹病病证结合
模型的建立及评价

欧梁１，卢敏２，张永辉３，邝高艳２，谭旭仪１，匡建军１∗

（１． 湖南省中医药研究院，长沙　 ４１０００６；２． 湖南中医药大学第一附属医院，
长沙　 ４１０００７；３． 漯河市中心医院，河南 漯河　 ４６２０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 基于膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）“虚、瘀、毒”病机理论，探讨 ＫＯＡ 病证结合模型的

建模方法。 方法　 将 ２４ 只新西兰大白兔随机分为正常对照（ＳＨＡＭ）组、ＫＯＡ 模型（ＭＯＤＥＬ）组、ＫＯＡ 病症结合模

型（ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ）组，每组 ８ 只。 ＳＨＡＭ 组正常喂养；ＭＯＤＥＬ 组采用石膏固定法建立 ＫＯＡ 模型；ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ
组在石膏固定法的基础上，联合氢化可的松灌胃和中医病因因素（风、寒、湿）干预。 造模 ６ 周后，对各组动物进行

综合评价，包括中医证候及体征评分、膝关节影像学、关节面大体观察、番红 Ｏ⁃固绿染色、血液及关节液 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 表达水平、血液流变学、血清皮质醇（ＣＯＲＴ）、睾酮（Ｔ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）表达水平。
结果　 ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组兔在中医症候及体征评分、影像学评分、大体观察评分、Ｍａｎｋｉｎ 评分、关节液中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α
表达水平、血液流变学指标中的血浆黏度（ＰＶ）和红细胞聚集指数（ＲＣＡＩ）、血清 ＭＤＡ 方面，均明显高于 ＳＨＡＭ 组

和 ＭＯＤＥＬ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＭＯＤＥＬ 组比较，ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组血清 ＣＯＲＴ、Ｔ、ＳＯＤ 明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而血清

ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 含量无明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结论　 采用石膏固定法，再结合以氢化可的松灌胃的肾虚证造模方式和

中医风、寒、湿病因干预，可复制出具有“虚、瘀、毒”病机特点的 ＫＯＡ 病证结合模型，为进一步开展中医药对膝痹病

的辨证论治研究提供实验基础。
【关键词】 　 骨关节炎；虚；瘀；毒；病证结合
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Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ “Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ， Ｓｔａｓｉｓ， ａｎｄ Ｔｏｘｉｃｉｔｙ”
ＯＵ Ｌｉａｎｇ１， ＬＵ Ｍｉｎ２， ＺＨＡＮＧ Ｙｏｎｇｈｕｉ３， ＫＵＡＮＧ Ｇａｏｙａｎ２， ＴＡＮ Ｘｕｙｉ１， ＫＵＡＮＧ Ｊｉａｎｊｕｎ１∗

（１． Ｈｕｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０００６， Ｃｈｉｎａ． ２． ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｕｎａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０００７． ３． Ｌｕｏｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｌｕｏｈｅ ４６２０００）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＫＵＡＮＧ Ｊｉａｎｊｕｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： １３７８６１６５６５６＠ １６３．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ａ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ＫＯＡ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ “Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ， Ｓｔａｓｉｓ ａｎｄ Ｔｏｘｉｃｉｔｙ” ｉｎ （ＫＯＡ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｏｖｅｒａｌｌ，
２４ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ８）， ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ８）， ａｎｄ ＴＣＭ ＋
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ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ８）． Ｔｈｅ ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｆｅｄ ｎｏｒｍａｌｌｙ． Ｔｈｅ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｐｌａｓｔｅｒ ｆｉｘａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｔｈｅ
ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ， ｗｅ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｇａｖａｇｅ ａｎｄ ＴＣＭ ｅｔｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ （ｗｉｎｄ， ｃｏｌｄ， ａｎｄ ｗｅｔ） ｗｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｐｌａｓｔｅｒ ｆｉｘａｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ ６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ ｅｖａｌｕａｔｅｄ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ａｎｄ ｓｉｇｎ ｓｃｏｒｅ， ｋｎｅｅ ｉｍａｇｉｎｇ， ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｇｒｏｓｓ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ， Ｓａｆｆｒｏｎ Ｏ⁃ｓｏｌｉｄ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ
ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ， ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ＣＯＲＴ， Ｔ， ＳＯＤ， ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＴＣＭ ｓｙｍｐｔｏｍ ａｎｄ
ｓｉｇｎ ｓｃｏｒｅ， ｉｍａｇｉｎｇ ｓｃｏｒｅ， ｇｒｏｓｓ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ， Ｍａｎｋｉｎ ｓｃｏｒｅ， ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｆｌｕｉｄ， ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｙ
ｉｎｄｅｘｅｓ （ＰＶ ａｎｄ ＲＣＡＩ）， ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ＭＤＡ ｉｎ ｔｈｅ ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＳＨＡＭ ａｎｄ
ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ， ｓｅｒｕｍ ＣＯＲＴ， Ｔ， ａｎｄ ＳＯＤ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｙ ｐｌａｓｔｅｒ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｇａｖａｇｅ ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ａｎｄ
ｅｔｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｗｉｎｄ， ｃｏｌｄ， ａｎｄ ｗｅｔ， ｗｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＫＯＡ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ “ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ， Ｓｔａｓｉｓ ａｎｄ Ｔｏｘｉｃｉｔｙ”， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＫＯＡ ｂｙ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ； Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ； Ｓｔａｓｉｓ； Ｔｏｘｉｃｉｔｙ； ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是以关节

软骨和软骨下骨的变性、破坏、增生和滑膜炎为特

征的慢性关节疾病，是临床上最常见的关节炎形式

和致残原因［１］。 ＫＯＡ 属中医“痹证”范畴，针对其复

杂的病机，课题组概述了 ＫＯＡ“虚、瘀、毒”的病机特

点，并以“虚、瘀、毒”理论论治本病［２－６］。 “虚”即因

脾、肝、肾脏腑虚损，致关节筋骨、肌肉失养，髓枯骨

痿，发为本病，即“因虚致痹”；“瘀”即气血亏虚，瘀
血内生，即“因瘀致痹”；“毒”即因风、寒、湿等外毒

侵袭，以及因机体正气不足，内毒即生，内外之邪

毒，痹着筋骨，即“因毒致痹”。 其中，“虚”为发病根

本，并贯穿疾病始终，“瘀、毒”为致病之标，导致疾

病进展，三者可相互影响。
动物模型是深入开展 ＫＯＡ 病因病机、药物防治

等相关研究不可或缺的工具。 目前用于研究中医

药治疗 ＫＯＡ 的动物模型大多是单一的病理生理模

型，而模拟中医证候的病证结合模型的报道较少。
因此，本研究在“虚、瘀、毒”病机理论的指导下，采
用复合造模方法，即石膏固定法，结合氢化可的松

灌胃及中医病因因素干预，诱导出具有“虚、瘀、毒”
病机特点的膝痹病病证结合模型，并对模型进行综

合评价，使模型符合人类自然发生的 ＫＯＡ 病变特点

及兼具中医症候特征，为进一步进行 ＫＯＡ 的中医证

候研究及辨证施治提供实验基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２４ 只 ３ 月龄普通级雌性新西兰大白兔，体重

２􀆰 ５ ～ ３􀆰 ０ ｋｇ，购于湖南太平生物科技有限公司

【ＳＣＸＫ（湘） ２０２０－０００５】。 单笼喂养，室内温度 ２２
～ ２６℃，相对湿度 ４５％ ～ ６０％，饲养于湖南中医药

大学动物实验中心【ＳＹＸＫ（湘）２０１９－０００９】。 该研

究方案经湖南中医药大学动物实验伦理委员会监

管和批准实施（２０２００６１９０００１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（森贝伽，ＳＢＪ⁃Ｔ０１９６），ＴＮＦ⁃
α ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （ 森 贝 伽， ＳＢＪ⁃Ｔ０２８９ ）， 皮 质 酮

（ＣＯＲＴ）试剂盒（三抒，ＭＺ０９５９４５），睾酮（Ｔ）试剂盒

（三抒，ＭＺ０９５９８１），超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒

（百奥莱博，ＳＫ０４６⁃２），丙二醛（ＭＤＡ） 试剂盒 （联

迈，ＬＭ⁃ＯＸ８００６），台式高速冷冻离心机 （湘立，长
沙），全自动震动切片机（ＬＥＩＣＡ，德国），全自动自

清洗血流变仪 （普利生，北京），倒置相差显微镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

２４ 只新西兰大白兔按随机数字表法分为 ３ 组：
正常对照（ＳＨＡＭ）组、ＫＯＡ 模型（ＭＯＤＥＬ）组、ＫＯＡ
病症结合模型（ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ）组，每组 ８ 只，适应

性喂养 １ 周后开始造模处理。 ＳＨＡＭ 组：正常喂养。
ＭＯＤＥＬ 组：采取石膏固定法复制模型［７］：裁取高分

子夹板适量长度，约从兔腹股沟下 １ ｃｍ 至踝关节上

１ ｃｍ 处，用石膏从前向后将兔右后肢包裹，松紧宜

适度，并固定膝关节于 ０°伸直位，待石膏变硬后将

兔放回笼中，观察固定后 ３０ ｍｉｎ 内兔脚掌有无肿

胀、瘀紫等症状，若有，则立即拆掉石膏待消肿后重

新固定，最后，用细铁丝在大腿近段和踝关节处的

１９５
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石膏外进行捆扎，以防止石膏被啃脱落。 每日检查

石膏固定情况，连续观察 ６ 周。 ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组：
在 ＭＯＤＥＬ 组处理方法的基础上，再复合氢化可的

松灌胃和中医风、寒、湿病因干预。 先根据《中药药

理研究方法学》中肾阳虚的造模方法，并参考戴冰

等［８］的研究结果，采用长期大剂量的糖皮质激素灌

胃，致使兔出现“肾阳虚损”的表现。 具体方法：在
伸直位石膏固定 １ 周后，以氢化可的松 １０ ｍｇ ／ ｋｇ，
每天 １ 次，连续 １０ ｄ 灌胃。 待氢化可的松灌胃结束

后，再于第 ２ 天结合中医“风寒湿三邪杂至，合而为

痹”的病因因素干预，即每日上午定时用喷雾瓶通

过石膏间隙处向兔患侧膝关节喷 ４℃冰水约 １０ ｍＬ，

使局部皮毛微微湿润，再置于距离电风扇前约 １０
ｃｍ 处吹干（１２００ ｒ ／ ｍｉｎ，约 ５ ｍｉｎ），连续 ２５ ｄ。 以上

整个造模周期为 ６ 周。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物行为和体征观察

观察动物的精神状态、体重、大便、觅食、毛发、
爪甲、舌象、唇周等情况。 根据《中药新药临床指导

原则（试行）》 ［９］中肾虚证和血瘀证的中医症候诊断

标准，并参考程志清等［１０］方法制定相应的动物症状

及体征评分量表进行评估，见表 １，其中，评分中精

神状态、毛发、爪甲、舌象、唇周至少 ２ 分，缩肩拱背

至少 １ 分，方可认为模型具有“虚、瘀、毒”的中医证

候特点。

表 １　 动物行为和体征评分量表

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｉｍａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｒａｔｉｎｇ ｓｃａｌｅ

项目
Ｉｔｅｍｓ

评分准则
Ｓｃｏｒｉｎｇ ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ

０ 分
０ ｐｏｉｎｔ

１ 分
１ ｐｏｉｎｔ

２ 分
２ ｐｏｉｎｔｓ

３ 分
３ ｐｏｉｎｔｓ

精神状态
Ｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅ

活泼好动
Ｌｉｖｅｌｙ ａｎｄ ａｃｔｉｖｅ

动作散漫、缺乏灵性
Ｌａｚｙ， ｓｌｏｖｅｎｌｙ，

ａｎｄ ａｃｋ ｏｆ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ

倦怠乏力、反应不灵敏
Ｌｅｔｈａｒｇｙ ａｎｄ ｕｎｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ

精神萎靡、嗜睡
Ｅｎｅｒｇｉｅｌｏｓ ａｎｄ ｓｏｍｎｏｌｅｎｃｅ

皮肤毛发
Ｓｋｉｎ ａｎｄ ｈａｉｒ

皮肤紧密、毛发干净柔顺
Ｔｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｈａｉｒ ｉｓ
ｃｌｅａｎ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ

皮肤略松弛、毛发少光泽
Ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｌｏｏｓｅ ａｎｄ ｈａｉｒ

ｌｅｓｓ ｌｕｓｔｅｒ

皮肤松弛明显
背部毛发干枯，无光泽
Ｌｏｏｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｈａｉｒ ｏｎ

ｔｈｅ ｂａｃｋ ｉｓ ｄｒｙ ａｎｄ ｄｕｌｌ

皮下无脂肪、
毛发枯槁脱落

Ｎｏ ｆａｔ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｋｉｎ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｈａｉｒ ｆａｌｌｅｎ ｏｆｆ

体重
Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ

均匀增长
Ｇｒｏｗ ｅｑｕａｌｌｙ

无明显增长
Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

不增反减
Ｓｈｒｉｎｋｉｎｇ， ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｇｒｏｗｉｎｇ

明显消瘦
Ｓｅｖｅｒｅ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ

觅食
Ｆｏｒａｇｉｎｇ

食量正常
Ｎｏｒｍａｌ

食量减少 １ ／ ３
Ａ ｔｈｉｒｄ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｉｎｔａｋｅ

食量减少 １ ／ ２
Ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｉｎｔａｋｅ ｂｙ ｈａｌｆ

不欲食
Ｄｏｎ’ｔ ｗａｎｔ ｔｏ ｅａｔ

爪甲
Ｏｎｙｘ

有光泽
Ｇｌｏｓｓｙ

无光泽
Ｌａｃｋｌｕｓｔｅｒ

瘀紫
Ｓｔａｓｉｓ ｐｕｒｐｌｅ

枯槁
Ｗｉｔｈｅｒｅｄ

大便
Ｅｘｃｒｅｍｅｎｔ

大便干、成形
Ｄｒｙ ａｎｄ ｆｏｒｍｉｎｇ

大便粘软有形
Ｓｏｆｔ ａｎｄ ｓｈａｐｅ

大便不成形
Ｕｎｆｏｒｍｅｄ

大便稀溏
Ｓｌｏｐｐｙ

舌象
Ｔｏｎｇｕｅ

正常
Ｎｏｒｍａｌ

舌淡
Ｐａｌｅ ｔｏｎｇｕｅ

舌紫暗
Ｄａｒｋ⁃ｐｕｒｐｌｅ ｔｏｎｇｕｅ

瘀斑
Ｐｅｔｅｃｈｉａ

唇周
Ｌｉｐ

红润
Ｒｕｄｄｙ

色淡
Ｐａｌｅ

暗红
Ｄｕｌｌ⁃ｒｅｄ

瘀紫
Ｓｔａｓｉｓ ｐｕｒｐｌｅ

缩肩拱背
Ａｒｃｈ ｓｈｏｕｌｄｅｒ ａｎｄ

ｓｈｒｉｎｋ ｂａｃｋ

无
Ｎｏｎｅ

有
Ｅｘｉｓｔ

颤抖明显
Ｓｈａｋｉｎｇ ｎｏｔｉｃｅａｂｌｙ

１􀆰 ２􀆰 ３　 兔膝关节影像学检查

造模结束后，按体重给予 ３％戊巴比妥钠进行

耳缘静脉麻醉后，仰卧于检查床，使用沙袋分别固

定，伸直患肢， 行膝关节正位数字 Ｘ 线摄影术

（ｄｉｇｉｔａｌ ｒａｄｉｏｇｒａｐｈｙ，ＤＲ），观察膝关节影响学变化。
摄片参数设置如下：４２ ｋＶ，２５０ ｍＡ，３２ ｍｓ 和 ８０ ｃｍ
胶片焦距。 Ｘ 线结果使用 Ｋｅｌｌｇｒｅｎ⁃Ｌａｗｒｅｎｃｅ（ＫＬ）分
级量表进行评估［１１］，评级标准如下：０ 级：无改变

（正常）；Ⅰ级：轻微骨赘；Ⅱ级：明显骨赘，但未累及

关节间隙；Ⅲ级：关节间隙中度狭窄；Ⅳ级：关节间

隙明显变窄，软骨下骨硬化。
１􀆰 ２􀆰 ４　 关节软骨大体观察

处死后，打开关节囊，充分显露关节腔，观察关

节面大体情况，并依据 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分标准进行评

估［１２］。 评分标准： ０ 分：关节面光滑，色泽如常；
１ 分： 关节面粗糙，有小的裂隙且色泽灰；２ 分：关节

面糜烂，软骨缺损深达软骨表层或中层；３ 分：关节面

溃疡形成，缺损深达软骨深层；４ 分：软骨下骨暴露。

２９５
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１􀆰 ２􀆰 ５　 关节软骨病理学观察

将兔关节软骨置于 １０％甲醛溶液中固定，脱
钙，石蜡包埋，切片，番红 Ｏ⁃固绿染色后，光镜下观

察，并参考改良 Ｍａｎｋｉｎ 病理评分进行评定［１３］。 评

分标准如下：（１）软骨结构：光整如常、表面出现不

规则裂隙、裂隙深达移行层、裂隙深达辐射层、裂隙

深达钙化层、软骨层脱落依次计 ０、１、２、３、４、５ 分；
（２）软骨细胞：数量如常、数量弥散性增多、出现大

量簇集样细胞团、数量明显减少依次计 ０、１、２、３ 分；
（３）基质染色：染色正常、染色轻度减退、染色中度

减退、染色重度减退、染色完全消失依次计 ０、１、２、
３、４ 分；（４）潮线完整：潮线完整、多重潮线、软骨下

血管侵入潮线依次计 ０、１、２ 分。
１􀆰 ２􀆰 ６　 血清及关节液 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 测定

采用双抗体两步夹心酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）
进行检测，按照说明书操作。
１􀆰 ２􀆰 ７　 血清 ＣＯＲＴ、Ｔ 检测

采用放射免疫分析法测定血清中 皮 质 酮

（ＣＯＲＴ）、睾酮（Ｔ）的含量，按说明书操作。
１􀆰 ２􀆰 ８　 血液流变学检测

经心脏采血 ５ ｍＬ，置于肝素管中，摇匀，置于全

自动自清洗血液流变仪中检测，检测项目包括以下

３ 项：血浆黏度（ ｐｌａｓｍａ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ，ＰＶ）、全血低切黏

度（ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ，ＷＢＬＳＶ）和红细

胞聚集指数（ｒｅｄ ｃｅｌｌ ａｓｓｅｍｂｌｉｎｇ ｉｎｄｅｘ，ＲＣＡＩ）。
１􀆰 ２􀆰 ９　 血清 ＳＯＤ、ＭＤＡ 检测

采用分光光度法测定血清超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）的含量，按照说明书操作。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行数据分析。 计量资

料采用平均值 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ）表示，若满足正态

性和方差齐性检验，多组比较采用单因素方差分

析，具有统计学意义则用 ＬＳＤ⁃ｔ 法进行多重比较；
否则采用非参数检验；以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统

计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 动物行为及体征评分比较

ＳＨＡＭ 组兔精神良好，反应灵敏，毛发致密，干
净有光泽，爪甲、唇色明亮润泽。 ＭＯＤＥＬ 组兔在精

神稍差，缺乏灵性，体型适中，背部毛发有光泽，爪
甲、唇色均暗红。 ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组兔在给予氢化

可的松后，逐渐出现精神倦怠、缩肩拱背、怕冷等症

状，随之体型消瘦，毛发蓬乱无光泽，易脱落，后期

出现不同程度的舌质瘀紫，爪甲枯槁等症状，见图

１。 造模结束后，ＭＯＤＥＬ 组和 ＭＯＤＥＬ ＋ ＴＣＭ 组的

症状及体征评分明显高于 ＳＨＡＭ 组和 ＭＯＤＥＬ 组（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），见表 ２。 说明通过多因素（制动 ＋ 药物 ＋
风、寒、湿环境因素）复合方法造模后，实验兔出现

了“虚、瘀、毒”证候特点的表现。

图 １　 各组兔一般状态

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 兔膝关节 ＤＲ 片观察

造模 ６ 周后，ＳＨＡＭ 组兔 Ｘ 线显示膝关节间隙均

匀，关节面平整。 ＭＯＤＥＬ 组关节间隙稍有变窄，明显

骨赘形成。 ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组关节间隙明显变窄，关
节面硬化，大量骨赘形成，见图 ２Ａ。 ＫＬ 评分结果显

示，与 ＳＨＡＭ 组比较，两模型组关节影像学退变明显

加重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且 ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组比 ＭＯＤＥＬ 组

更严重，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 ２。
２􀆰 ３　 关节面大体观察

ＳＨＡＭ 组关节面光整，色泽如常，呈淡蓝色。
ＭＯＤＥＬ 组关节面无光泽，呈淡白色，部分软骨部分

糜烂。 ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组软骨呈浅黄色，色泽枯槁，
关节软骨破环明显， 大量骨赘增生， 见图 ２Ｂ。
Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分结果显示，与 ＳＨＡＭ 组比较，两模型组

评分显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且 ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组明

显高于 ＭＯＤＥＬ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 ２。
２􀆰 ４　 关节软骨组织病理学观察

ＳＨＡＭ 组软骨表面平整，基质着色均匀，软骨细

胞数量正常，排列整齐，结构层次清晰。 ＭＯＤＥＬ 组

软骨厚度较薄，表面存在不规则裂隙，基质染色稍

减退，细胞数量弥漫性增多，深层软骨细胞排列不

整齐。 ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组软骨层变薄，细胞外基质

着色不均，部分区域软骨全层缺失，细胞形态排列

紊乱，见图 ３。 Ｍａｎｋｉｎ 评分结果显示，与 ＳＨＡＭ 组比

较，两模型组的 Ｍａｎｋｉｎ 评分明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
且 ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组高于 ＭＯＤＥＬ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见
表 ２。 提示多因素复合造模方法会加重关节软骨病

理破坏程度。

３９５
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图 ２　 造模后兔膝关节 ＤＲ 片和大体观察结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＤＲ ａｎｄ ｇｒｏｓｓ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ’ ｋｎｅｅ
ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ

图 ３　 ＨＥ 染色观察各组兔关节软骨病理变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎ ｒａｂｂｉｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ

表 ２　 各组兔中医证候、ＫＬ、Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 和 Ｍａｎｋｉｎ 评分（􀭰ｘ ± ｓ，分，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ２　 ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅ， ＫＬ， Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ， ａｎｄ Ｍａｎｋｉｎ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｓｃｏｒｅ，ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

中医证候评分
ＴＣＭ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｓｃｏｒｅ

ＫＬ 分级
ＫＬ ｇｒａｄｅ

Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ 评分
Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ ｓｃｏｒｅ

Ｍａｎｋｉｎ 评分
Ｍａｎｋｉｎ ｓｃｏｒｅ

ＳＨＡＭ 组
ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 ７１ ０􀆰 ８７ ± ０􀆰 ４６ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ３８ １􀆰 ７５ ± ０􀆰 ７０

ＭＯＤＥＬ 组
ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ８８ ± ０􀆰 ９９∗ ２􀆰 ００ ± ０􀆰 ７５∗ ２􀆰 ００ ± ０􀆰 ７５∗ ６􀆰 ５０ ± ０􀆰 ７５∗

ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组
ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 ６３ ± １􀆰 ４１∗＃ ３􀆰 ００ ± ０􀆰 ７５∗＃ ３􀆰 ２５ ± ０􀆰 ７１∗＃ ９􀆰 １３ ± ０􀆰 ８３∗＃

注：ＴＣＭ：中医药；ＫＬ：Ｋｅｌｌｇｒｅｎ⁃Ｌａｗｒｅｎｃｅ；与 ＳＨＡＭ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＭＯＤＥＬ 组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． ＴＣＭ． Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ． ＫＬ． Ｋｅｌｌｇｒｅｎ⁃Ｌａｗｒｅｎｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ５　 血清及关节液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α含量

与 ＳＨＡＭ 组比较，两模型组血清和关节液 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 含量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＭＯＤＥＬ 组比较，
ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组关节液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 含量明显升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 含量无明显差异

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），见表 ３。 提示多因素复合造模方法可

加重关节内炎症反应。
２􀆰 ６　 血清 ＣＯＲＴ、Ｔ 含量

与 ＳＨＡＭ 组比较，ＭＯＤＥＬ 组血清 ＣＯＲＴ、Ｔ 含

量无明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组血清

ＡＣＴＨ、Ｔ 含量明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 ４。 提示

多因素复合造模方法可引起反映“肾虚”物质基础

的细胞因子含量下降。
２􀆰 ７　 血液流变学指标

与 ＳＨＡＭ 组和 ＭＯＤＥＬ 组比较，ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ
组 ＰＶ、ＲＣＡＩ 均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 ４。 提示

通过复合多因素复合方法造模后，实验动物出现血

瘀证的病理改变。
２􀆰 ８　 血清 ＳＯＤ、ＭＤＡ 含量

与 ＳＨＡＭ 组和 ＭＯＤＥＬ 组比较，ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ
组血清 ＳＯＤ 降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），血清 ＭＤＡ 增加（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见表 ４。 提示多因素复合造模方法可引起氧

化应激反应产物增加。

４９５
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表 ３　 各组兔血清及关节液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 含量（􀭰ｘ ± ｓ，ｐｇ ／ ｍＬ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ３　 ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ， ｐｇ ／ ｍＬ，ｎ ＝ ８）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

血清 Ｓｅｒｕｍ 关节液 Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ
ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α

ＳＨＡＭ 组
ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ ６８􀆰 ８２ ± ５􀆰 １５ ２５􀆰 ９２ ± ２􀆰 ３９ ６５􀆰 １９ ± ３􀆰 ６９ ２６􀆰 ３５ ± ３􀆰 １６

ＭＯＤＥＬ 组
ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ ８７􀆰 ３８ ± ４􀆰 ３６∗ ４７􀆰 ５０ ± ４􀆰 ０４∗ ８７􀆰 ９２ ± ３􀆰 ０４∗ ４７􀆰 ７９ ± ３􀆰 ９８∗

ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组
ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ ８９􀆰 ３８ ± ５􀆰 ２３∗ ４９􀆰 １３ ± ４􀆰 ４０∗ ９３􀆰 ０３ ± ３􀆰 ４４∗＃ ５２􀆰 ８０ ± ６􀆰 ４３∗＃

表 ４　 各组兔血清中 ＣＯＲＴ、Ｔ、ＰＶ、ＷＢＬＳＶ、ＲＣＡＩ、ＳＯＤ、ＭＤＡ 含量（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ４　 ＣＯＲＴ， Ｔ， ＰＶ， ＷＢＬＳＶ， ＲＣＡＩ， ＳＯＤ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＣＯＲＴ（μｇ ／ ｄｌ） Ｔ（μｇ ／ Ｌ） ＰＶ（ｍＰａ．ｓ） ＷＢＬＳＶ（ｍＰａ．Ｓ） ＲＣＡＩ（％） ＳＯＤ（ｎｇ ／ ｍＬ） ＭＤＡ（ｎｇ ／ ｍＬ）

ＳＨＡＭ 组
ＳＨＡＭ ｇｒｏｕｐ ５３􀆰 ４０ ± ７􀆰 ６６ ７􀆰 ４０ ± ２􀆰 ５５ １􀆰 ４８ ± ０􀆰 ２４ １７􀆰 ３７ ± １􀆰 １６ ４􀆰 ８４ ± ０􀆰 ４２ １６􀆰 １８ ± ０􀆰 ５３ ２􀆰 ７２ ± ０􀆰 ６２

ＭＯＤＥＬ 组
ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ ４８􀆰 ８５ ± １１􀆰 ０８ ６􀆰 ７３ ± ２􀆰 ４２ １􀆰 ７８ ± ０􀆰 ４５∗ ２２􀆰 ０９ ± １􀆰 ２６∗ ７􀆰 １１ ± ０􀆰 ４３∗ １４􀆰 ９０ ± ０􀆰 ５５∗ １３􀆰 ６９ ± １􀆰 １９∗

ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ 组
ＴＣＭ ＋ ＭＯＤＥＬ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 １９ ± ６􀆰 １３∗＃ ２􀆰 ５３ ± １􀆰 ６１∗＃ １􀆰 ９３ ± ０􀆰 ４７∗＃ ２２􀆰 ３５ ± １􀆰 １８∗ ７􀆰 ８７ ± ０􀆰 ５２∗＃ １０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ９７∗＃ １９􀆰 ５６ ± １􀆰 ８８∗＃

注：Ｔ：睾酮；ＰＶ：血浆黏度；ＷＢＬＳＶ：全血低切黏度；ＲＣＡＩ：红细胞聚集指数；ＳＯＤ：超氧化物歧化酶；ＭＤＡ：丙二醛。
Ｎｏｔｅ． Ｔ． Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ． ＰＶ． Ｐｌａｓｍａ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ． ＷＢＬＳＶ． Ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ． ＲＣＡＩ． Ｒｅｄ ｃｅｌｌ ａｓｓｅｍｂｌｉｎｇ ｉｎｄｅｘ． ＳＯＤ． Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ．
ＭＤＡ． Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ．

３　 讨论

传统及现代中医临床研究已表明，肾虚血瘀是

ＫＯＡ 的基本病机［１４］。 《张氏医通》谓：“膝痛无不有

因肝肾虚者，虚则风寒湿气袭之”，《医林改错》中明

确提出了“痹有瘀血”，提示痹症日久，可致使脉络

瘀阻。 导师在多年临证及研习中医理论的基础上，
认为 ＫＯＡ 错综复杂的病机除了“虚”和“瘀”两个根

本点之外，“毒”也占据着较为重要的位置，尤其是

在疾病的进展阶段。 “毒”既是一种致病因素，又是

一种病理产物，起着致病的始动与导致复发加重的

双重作用。 中医“毒”的含义极其广泛，如《金匮要

略心典》曰：“毒，邪气蕴结不解之谓”，刘完素谓：
“邪盛谓之毒”等。 具体到膝骨关节炎之“毒”的认

识，笔者主要从以下 ４ 个方面进行思考：其一是致病

之外邪为毒，众所周知，风寒湿邪的侵袭是 ＫＯＡ 发

病及病情加重的重要刺激因素，当风寒湿邪过于亢

盛且蕴结难解之时便已升级成了风毒、寒毒、湿毒、
甚至转化成热毒等；其二是内生之病理产物为毒，
ＫＯＡ 患者因肝肾亏虚和气血运行失常，代谢产物未

能及时、有效排出，郁积而成病理产物，对机体造成

损害，如瘀血痹阻日久则成瘀毒，痰湿凝滞日久则

成痰毒；其三是代谢异常之细胞因子也为毒，如 ＩＬ⁃
６、ＴＮＦ⁃α、ＳＯＤ、ＭＤＡ 等，这些因子可介导多种分子

机制加重关节软骨的退变，促进 ＫＯＡ 的病理进程，

在此过程中已转化成致病因子，可视为“毒”；其四

是临床上 ＫＯＡ 患者多见关节肿胀、积液甚多、关节

灼热之“毒”的表现。 综上所述，从“虚、瘀、毒”论治

ＫＯＡ 具有切实可行的理论根据。
病证结合动物模型结合了现代医学“病”和中

医“证”的优势，是当前应用较广泛的中医药科研动

物模型［１５－１６］。 目前，ＫＯＡ 病证结合动物模型的构建

模式主要有以下 ３ 种［１７］：其一，西医“病”模型在宏

观体征中体现了中医证候特点，如摆雪等［７］ 利用石

膏固定法建立的膝痹病兔模型，由于关节制动致使

血流瘀滞，具备血瘀证的特征。 其二，西医“病”模

型复合中医“证”模式，即在西医疾病模型基础上，
如刘振峰等［１８］先利用卵巢去势法建立肾虚模型，８
周后再同时分别复加肾上腺皮质激素和肾上腺素

法建立血瘀模型、及 Ｈｕｌｔｈ 法建立膝骨关节炎模型，
通过上述“１ ＋ １ ＋ １”的方法复合而成的模型既有

中医肾虚证及血瘀证的证候特点，又有 ＫＯＡ 的病理

变化。 其三，自然形成的中医“证”模型再复合西医

“病”模式，如在老年动物的身上，利用其身衰老而

表现出来的肾虚症候，再进行西医疾病模型干

预［１９］。 以上 ３ 种模式不同之处主要是受研究者思

维方式的影响，都具有一定借鉴意义。
本研究采用石膏固定法，结合氢化可的松灌胃

与中医风、寒、湿病因多因素复合方式建立兔 ＫＯＡ
病证结合模型，并以肾虚血瘀证的表征为基础，结

５９５
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合影像学、大体观察、病理切片、血瘀流变学、细胞

因子检测等多种方法对模型进行评判。 首先，与空

白组比较，两模型组反应 ＫＯＡ“病模型”的相关指

标，如影像学、大体观察、ＨＥ 染色、血清及关节液中

ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 等，均有统计学意义，且复合模型组

的退变程度较单纯的石膏固定更严重，说明“虚、
瘀、毒”等因素加重了关节的退变。 同时，造模过程

中观察到复合模型组动物出现明显的精神萎靡，毛
发稀疏、脱落明显，爪甲、口唇、舌质瘀紫等症状，符
合肾虚血瘀证的证候表现。 此外，在复合模型组

中，反应肾虚证物质基础的下丘脑⁃垂体⁃靶腺轴的

功能出现紊乱，如血清中 ＣＯＲＴ、Ｔ 等激素的含量降

低［８］，反应血瘀证病理学改变的血液流变学指标升

高，提示血液处于高黏、高聚的状态［２０］，反应代谢异

常的细胞毒性因子如 ＳＯＤ 含量降低，ＭＤＡ 含量

升高［２１］。
在本研究中，石膏固定法和大剂量的糖皮质激

素灌胃都为西医病理学造模因素，前者是目前公认

较好的 ＫＯＡ 疾病建模方法［２２］，后者是经大量研究

证实的可靠的肾阳虚造模方法。 同时，关节制动和

环境干预属中医病因病机造模因素，关节长期制动

致脉络运行不畅，脉络瘀滞，形成“瘀积”的病理基

础，配合每日给予患侧膝关节周围喷洒 ４℃冰水，再
置于电风扇前吹干，此措施主要是模拟在痹症发病

中具有重要作用的外感风寒湿邪。 实际上，笔者所

构建的病证结合模型涵盖了前面提及的 ３ 种建模方

式。 其一，西医“病”模型复合中医“证”模式，体现

于在石膏固定法复制 ＫＯＡ 模型基础上，再用大剂量

糖皮质激素法建立肾虚证模型；其二，西医“病”模

型本身在宏观体征中体现了中医“证”的特征，体现

在血瘀证上，石膏固定法所诱导出来的 ＫＯＡ 模型，
在动物体征表现及血液流变学指标检测方面均符

合血瘀证的评判标准，究其发生机制可能是关节长

期制动、气机郁滞、血脉运行不畅所致，符合中医病

因病机理论；其三，随着疾病的发展而形成的中医

“证”模型，体现于模型中“毒”的理解，“毒”既是

ＫＯＡ 发病过程中产生的病理产物，更是发病后机体

存在的一种病理状态。 基于上述建模思路所建立

的病证结合模型不仅具有 ＫＯＡ“病”模型的核心病

理变化，同时还表现出“虚、瘀、毒”等中医证候特

征。 因此，该复合造模方法不仅体现中医理论、症
候特点，还具有操作相对简单，可靠性和稳定性较

好等优点。

综上所述，在 ＫＯＡ“虚、瘀、毒”病机理论的指导

下，采用石膏固定法，再结合以氢化可的松灌胃的

肾虚证造模方式和中医风、寒、湿病因干预，可复制

出具有“虚、瘀、毒”病机特点的 ＫＯＡ 病证结合模

型，为课题组进一步开展中医药对膝痹病的辨证论

治研究提供实验基础。
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疗效及氧化应激的影响［ Ｊ］ ． 实用中医内科杂志， ２０２０， ３４
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关开明，钟德琳，罗朝天，等． 铁过载致心肌纤维化小型猪模型的建立 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（５）： ５９８－６０４．
Ｇｕａｎ ＫＭ， Ｚｈｏｎｇ ＤＬ， Ｌｕｏ ＣＴ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｒｏｎ ｏｖｅｒｌｏａｄ ［Ｊ］． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（５）： ５９８－６０４．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ００６

［基金项目］国家自然科学基金（８１６４１０６６，８１７６０３０５），国家级大学生创新创业计划项目（２０２２１０５９８０３９，２０２２１０５９８０４１），国家卫健委地中

海贫血防治重点实验室开放课题（ＧＪＷＪＷＤＰ２０２２０８，ＧＪＷＪＷＤＰ２０２２０９），广西研究生教育创新计划项目（ＹＣＳＷ２０２２２０３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１６４１０６６， ８１７６０３０５）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ’ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ
Ｐｒｏｇｒａｍ （ ２０２２１０５９８０３９， ２０２２１０５９８０４１ ）， Ｏｐｅｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ ＮＨＣ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ ＧＪＷＪＷＤＰ２０２２０８，
ＧＪＷＪＷＤＰ２０２２０９）， Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ （ＹＣＳＷ２０２２２０３）．
［作者简介］关开明（１９９７—），男，在读硕士研究生，研究方向：血液病及铁代谢疾病影像。 Ｅｍａｉｌ：３５３９０９５９５＠ ｑｑ．ｃｏｍ
［通信作者］彭鹏（１９７７—），男，主任医师，博士，研究方向：血液病及铁代谢疾病影像。 Ｅｍａｉｌ：ｄｏｕｂｌｅｐ＠ １２６．ｃｏｍ

铁过载致心肌纤维化小型猪模型的建立
关开明１，钟德琳４，罗朝天１，彭飞１，方培荣２，韦力琪２，彭鹏１，３∗

（１． 广西医科大学第一附属医院放射科，南宁　 ５３００２１；２． 广西医科大学，南宁　 ５３００２１；
３． 国家卫健委地中海贫血防治重点实验室，南宁　 ５３００２１；４． 深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司

昆明分公司，昆明　 ６５００５１）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立铁过载致心肌纤维化的小型猪模型，探讨铁过载致心肌纤维化的作用机制 ／病理生理特

征。 方法　 选取巴马小型猪 １８ 只，随机分为实验组 １５ 只、对照组 ３ 只。 每隔 ７ ｄ 经肌内注射右旋糖酐铁溶液

１ 次， 首次剂量为 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ，其余剂量为 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ，对照组注射与实验组相同剂量生理盐水，于注射铁剂 ６ ｄ 后随

机处死 １ ～ ２ 只巴马小型猪；取部分心脏组织切片进行心肌胶原容积分数（ＣＶＦ）测定和心肌铁半定量测定，剩余心

脏组织用于测量心脏铁浓度（ＣＩＣ）。 结果　 随注射次数增多，实验组巴马猪 ＣＩＣ 呈上升趋势，心肌胶原纤维及铁颗

粒占视野面积比例增多。 注射铁总量与 ＣＩＣ、心肌铁病理半定量、ＣＶＦ 之间高度正相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ９５７，ｒ ＝ ０􀆰 ９７１，ｒ ＝
０􀆰 ９５７，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），ＣＩＣ 与 ＣＶＦ 之间高度正相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ９２４，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），心肌铁半定量与 ＣＩＣ、ＣＶＦ 之间高度相关

（ ｒ ＝ ０􀆰 ９７３，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；ｒ ＝ ０􀆰 ９４４，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 结论　 通过肌内注射首次剂量为 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ，后续剂量为 ２００ ｍｇ ／
ｋｇ 的右旋糖酐铁，共 １５ 次，可以建立心肌纤维化小型猪模型，心肌铁颗粒沉积越多提示心肌纤维化程度越严重。

【关键词】 　 小型猪；心肌纤维化；铁过载；动物模型
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ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｌｅｄ ｔｏ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｉｎｉｐｉｇｓ； ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｉｒｏｎ ｏｖｅｒｌｏａｄ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 铁是人类必需的微量元素之一［１］，在红细胞功

能及许多生理过程所需的蛋白质和酶中起着关键

作用［２］，铁稳态对维持生命健康至关重要［３］。 一些

血液性疾病患者由于长期输血、无效造血及胃肠铁

吸收增多等原因，造成过量铁在器官沉积，使机体

处于铁过载状态［４－５］， 最终诱发各个系统的疾

病［６－７］。 铁过载导致心功能障碍，最终进展为心力

衰竭，是该人群主要死亡原因之一［８］。 研究表明，
弥漫性心肌纤维化可能与铁过载和心力衰竭相

关［９］，进一步探索心肌铁过载与弥漫性心肌纤维化

之间的关系，具有重要意义。 既往通过皮下注射右

旋糖酐铁成功诱导心肌铁过载家兔模型［１０］，但尚未

探讨铁过载导致心肌纤维化的机制。 相比家兔，小
型猪因其与人类相似的血流动力学及解剖生理学

特点被广泛用于心血管疾病动物模型的建立［１１］，对
比其他小型动物，具有耐受性高、较大体型便于病

理取材观察等优势［１２］。 Ｊｅｎｓｅｎ 等［１３］ 利用小型猪成

功制作了铁过载动物模型，但其主要研究目的为探

讨肝、心脏铁过载规律，并未对铁过载致心肌纤维

化进一步探讨。 目前，针对心肌纤维化的动物模

型，多通过压力超负荷、外源性活性因子、缺血、高
糖环境进行诱导［１４］，尚未见报道通过铁过载进一步

诱导心肌纤维化动物模型的建立。 因此，本研究目

的为建立铁过载致心肌纤维化的小型猪模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

普通级 ２６ ～ ３０ 周龄巴马小型猪 １８ 只，雄性，
体重为 ２０ ～ ２２ ｋｇ，由广西大学动物科学技术学院

巴马小型猪繁育基地提供【ＳＣＸＫ（桂）２０１８－０００３】。
温度 ２１ ～ ２４℃，相对湿度为 ５０％ ～ ７０％。 饲喂全

价营养饲料和自由饮水，１２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替，饲养

于广西医科大学动物实验研究中心 【 ＳＹＸＫ（桂）
２０２０－０００４】。 所有巴马小型猪操作程序均符合广

西医科大学第一附属医院医学伦理委员会要求

（２０２２⁃Ｅ３８０⁃０１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

右旋糖酐铁（铁浓度 １５０ ｍｇ ／ ｍＬ）购自广西化

工研究院兽药厂；电热恒温鼓风干燥箱 （ ＤＨＧ⁃
９１４０Ａ 型，上海柏欣仪器设备厂，中国）；火焰原子吸

收分光光度计（ＺＡ３０００，日立公司，日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

选取巴马小型猪 １８ 只，随机分为实验组 １５ 只、
对照组 ３ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 各组实验动物处理方法

实验组 １５ 只巴马小型猪间隔 ７ ｄ 称重后经两

侧后腿深部肌内轮流注射右旋糖酐铁溶液，首次注

射剂量为 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ，后续剂量为 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ。 于注

射铁剂 ６ ｄ 后随机选取实验组小型猪 １ 只处死。 对

照组注射与实验组相同剂量生理盐水，处死时间从

首次注射后 １ ～ １５ 周随机抽取 ３ 周，并与实验组同

一时间点处死。 处死方法为经耳缘静脉注射过量

的 ２􀆰 ５％戊巴比妥钠溶液致巴马小型猪安乐死。 待

小型猪呼吸运动停止、瞳孔扩大、对光反射消失，且
无法触及心跳后固定于手术台。 手术刀沿胸骨纵

向切割离断皮肤，组织剪、手术镊、止血钳逐层分离

皮下脂肪、肌肉、筋膜并暴露肋骨，肋骨钳剪断心脏

周围肋骨，完整取下胸骨及肋骨，充分暴露心包，用
组织剪沿纵隔胸膜分离心包并经心底主动脉离断

血管，取出心脏，去掉心包、心内膜、脂肪等组织，用
生理盐水冲洗干净，手术刀垂直心脏左心室长轴，
切厚约 ０􀆰 ５ ｃｍ 横断面，放入 １０％的福尔马林溶液

（１００ ｍＬ）中固定 ２４ ｈ 后送广西医科大学第一附属

医院病理科，经病理科医师行蜡埋、切呈 ５ μｍ 厚的

组织切片用于苦味酸天狼星红染色（Ｐｉｃｒｏｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ
ｓｔａｉｎｉｎｇ）和普鲁士蓝染色（Ｐｒｕｓｓｉａｎ ｂｌｕｅ）。 剩余心

肌室间隔组织切成数块，用双蒸水反复冲洗 ８ ～ １０
次，至无法挤压出残留血液，放置于 ６０℃恒温烤箱

烘干，烘干时间为 ５ ～ ７ ｄ，至心脏组织重量不再

改变。

９９５
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１􀆰 ２􀆰 ３　 观察项目、时间点及观察方法

分别于 １ ～ １５ 周观察组织切片的心肌胶原容

积分数（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ）、心肌铁半定

量及心脏铁浓度（ ｃａｒｄｉａｃ ｉｒｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＣＩＣ）。
使用 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＣＫＸ４１ＳＦ 光学显微镜观察切片，放大

２００ 倍后拍摄并测量不相连的视野（共计 １５ 个），运
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件，系统计算胶原纤维及铁颗粒占视野

面积的百分比，即 ＣＶＦ 和心肌铁半定量。 将烘干心

脏组织粉碎，称重后送广西分析测试研究中心经硝

酸硝化处理后， 利用原子发射光谱 （ ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ，ＩＣＰ）法测量 ＣＩＣ，计量认证标准：国
标食品理化项目 ＧＢ ／ Ｔ ５００９􀆰 ９０⁃２００３。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 软件进行统计学分析，由
于实验采用梯度设计，数据不成正态分布，通过秩

和检验比较对照组与实验组个体之间 ＣＩＣ、ＣＶＦ、心
肌铁半定量的差异，采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析评价

ＣＩＣ、ＣＶＦ、心肌铁半定量和注射铁总量之间的相关

性。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义，ｒ ＞ ０􀆰 ７０ 为

两变量之间高度相关。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

经过 １５ 周，１８ 只实验动物均完成实验，实验组

巴马小型猪分别于注射铁剂后每周处死 １ 只， 共进

行 １５ 周，注射铁剂总量分别为：４００、６００ ～ ３０００、
３２００ ｍｇ ／ ｋｇ，ＣＩＣ 范围为 ０􀆰 ５１ ～ ２􀆰 ９０ ｍｇ ／ ｇ，ＣＶＦ 范

围为 １０􀆰 １７％ ～ ２７􀆰 ７０％，心肌铁半定量范围为

０􀆰 １９％ ～ ３􀆰 ４２％，未出现因铁剂注射致死的情况。
对照组巴马小型猪共 ３ 只分别于 １ 周、１１ 周、１５ 周

后处死，ＣＩＣ 范围为 ０􀆰 ２４ ～ ０􀆰 ２８ ｍｇ ／ ｇ，ＣＶＦ 范围为

１０􀆰 ８９％ ～ １１􀆰 ２１％，心肌铁半定量测定均为 ０％。
２􀆰 ２　 病理

２􀆰 ２􀆰 １　 大体病理

对照组与实验组小型猪心脏大小、形态无明显

差异，对照组小型猪心脏呈鲜红色，实验组第 １０ 周

后小型猪心脏呈棕褐色（图 １）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 镜下病理

经普鲁士蓝染色的心肌组织病理切片显示，对
照组巴马小型猪心肌内未见蓝染色颗粒（图 ２Ａ）；
实验组注射铁剂 １ 周后，心肌可见散在细小的铁染

色颗粒（占视野面积比为 ０􀆰 １９％，图 ２Ｂ）；注射铁剂

５ 周后，心肌可见较多颗粒状散在分布的蓝染色颗

图 １　 巴马小型猪心脏的大体病理

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｒｏｓｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｒｔｓ ｏｆ Ｂａｍａ
ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

粒（占视野面积比为 １􀆰 ００％，图 ２Ｃ）；注射铁剂 １５ 周

后，心肌可见大量颗粒状、团块状蓝染色颗粒（占视

野面积比 ３􀆰 ４２％，图 ２Ｄ）；实验组蓝染色颗粒占心肌

视野面积最高为 ３􀆰 ４２％，平均为 １􀆰 ８６％ ± １􀆰 ５８％。
经天狼星红染色的心肌组织病理切片显示，对照组

巴马小型猪心肌内胶原纤维呈正常分布（ＣＶＦ ＝
１０􀆰 ８９％，图 ２Ｅ）；实验组注射铁剂 １ 周后，心肌内胶

原纤维较为正常（ＣＶＦ ＝ １０􀆰 １７％，图 ２Ｆ）；注射铁剂

５ 周后，心肌内胶原纤维可见明显增多 （ ＣＶＦ ＝
１３􀆰 ８２％，图 ２Ｇ）；注射铁剂 １５ 周后，心肌内胶原纤

维大量增多（ＣＶＦ ＝ ２７􀆰 ７０％，图 ２Ｈ）。 其中，心肌

细胞形态各异，存在横向、纵向走行（图 ２Ｉ，红、蓝箭

头），胶原纤维分布不均匀，以血管周围分布较多

（图 ２Ｊ）。 对照组 ＣＶＦ 平均为 １０􀆰 ８９％；实验组 ＣＶＦ
最高达 ２７􀆰 ７０％，平均为 １４􀆰 ７０％ ± ８􀆰 ２１％。
２􀆰 ３　 巴马小型猪的 ＣＩＣ、心肌铁半定量、ＣＶＦ 和注

射铁总量之间的关系

通过 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析，注射铁总量与 ＣＩＣ、
心肌铁半定量、ＣＶＦ 之间高度相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ９５７，ｒ ＝
０􀆰 ９７１， ｒ ＝ ０􀆰 ９５７， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 ３Ａ ～ ３Ｃ）；ＣＩＣ 与

ＣＶＦ 之间高度相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ９２４，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 ３Ｄ）；
心肌铁半定量与 ＣＩＣ 之间高度相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ９７３，Ｐ ＜
０􀆰 ００１，图 ３Ｅ）；心肌铁半定量与 ＣＶＦ 之间高度相关

（ ｒ ＝ ０􀆰 ９４４，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 ３Ｆ）。
２􀆰 ４　 实验组巴马小型猪与对照组巴马小型猪 ＣＩＣ、
ＣＶＦ、心肌铁半定量的关系

１５ 只实验组巴马小型猪随着注射铁剂时间的

增加，ＣＩＣ、ＣＶＦ、心肌铁半定量总体呈上升趋势。
３ 只正常对照组巴马小型猪 ＣＩＣ、ＣＶＦ、心肌铁半定

量不随实验周数的增加而上升。 与对照组巴马小

型猪相比，实验组巴马小型猪 ＣＩＣ、ＣＶＦ、心肌铁半

定量明显增加（表 １）。

００６
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图 ２　 巴马小型猪心肌组织普鲁士蓝染色、天狼星红染色（ × ４００）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｕｓｓｉａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ（ × ４００）

图 ３　 巴马小型猪的 ＣＩＣ、ＣＶＦ、普鲁士蓝染色心肌铁半定量和注射铁总量之间的散点图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ＣＩＣ， ＣＶＦ， Ｐｒｕｓｓｉａｎ ｂｌｕｅ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｒｏｎ ｏｆ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ

表 １　 实验组与对照组 ＣＩＣ、心肌铁半定量、ＣＶＦ 测定的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＩＣ， ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｒｏｎ ｓｅｍｉ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ＣＶＦ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

观察项目 ／
数值

Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｉｔｅｍ ／ ｖａｌｕｅｓ

心脏铁浓度（ｍｇ ／ ｇ 干重）
Ｃａｒｄｉａｃ ｉｒｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｍｇ ／ ｇ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ）

心肌铁半定量
Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｒｏｎ ｓｅｍｉ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

胶原容积分数
Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ

实验组（ｎ ＝ １５）
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １５）

对照组（ｎ ＝ ３）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
（ｎ ＝ ３）

实验组（ｎ ＝ １５）
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １５）

对照组（ｎ ＝ ３）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
（ｎ ＝ ３）

实验组（ｎ ＝ １５）
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １５）

对照组（ｎ ＝ ３）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
（ｎ ＝ ３）

中位数 Ｍｅｄｉａｎ １􀆰 ６６０ ０􀆰 ２６０ ０􀆰 ０１８６ ０ ０􀆰 １４６６ ０􀆰 １１１５
最大值 Ｍａｘｉｍｕｍ ２􀆰 ９００ ０􀆰 ２８０ ０􀆰 ０３４２ ０ ０􀆰 ２７７０ ０􀆰 １１２１
最小值 Ｍｉｎｉｍｕｍ ０􀆰 ５１０ ０􀆰 ２４０ ０􀆰 ００１９ ０ ０􀆰 １０１７ ０􀆰 １０８９

Ｚ －２􀆰 ６６６ －２􀆰 ６７１ －１􀆰 ９５５
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ＜ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０５１（≈０􀆰 ０５）
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３　 讨论

３􀆰 １　 铁过载致心肌纤维化模型动物的选择

合适的动物模型能够提供更好的研究材料，从
而更好地配合临床工作进行研究。 小型啮齿动物

常用于人类主要疾病模型的建立，小体型使其易于

操作，病理取材后能够在一个切片上对完整的组织

或器官进行观察。 但用于建立心血管疾病模型则

存在许多问题。 啮齿类动物和人类之间在心脏特

征方面存在显著性差异［１５］，这会导致所研究的结果

在人体上往往得不到验证。
本课题组既往研究中，通过每周皮下注射剂量

为 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 右旋糖酐铁溶液的方法成功建立了心

肌铁过载兔模型［１０］，但在实验过程中发现家兔耐受

性较差，往往未出现心肌纤维化，就已经出现死亡

的情况。 相似的方法，黄璐等［１６］ 通过每周肌内注射

剂量为 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 右旋糖酐铁的方法建立心肌铁过

载兔模型，但该研究并未对注射铁剂后的 ＣＶＦ 进行

测定，和对铁过载所致心肌纤维化进一步探讨，且
心肌铁过载兔模型的心血管系统与成人相比，体
积、比例均存在差异，临床意义仍有待考究［１７］。
　 　 目前，心血管疾病动物模型多使用大型动

物［１８］。 猪在心血管系统的发生、发展、结构、生理机

制与人类相似［１９］，此外，与非人类灵长类动物等大

型动物相比，猪在伦理和经济上更容易被接受，使
它们成为心血管疾病研究的首选模型［２０］，许多心血

管疾病模型运用猪得以建立［２１－２２］。 小型猪能够弥

补传统大型猪体积大、不便搬运、操作困难等不

足［２３］。 本研究采用的是广西地区特有的巴马小型

猪，具有稳定的遗传特性，能够避免一些由实验动

物导致的非特异因素的影响，其比小型啮齿类动物

具有与人体更为相似的解剖与生理，比家兔具有更

强的心脏耐受性［１２］。 因此，巴马小型猪是铁过载诱

导心肌纤维化动物模型建立的最佳动物选择。
３􀆰 ２　 注射铁剂剂量的选择

既往研究证明，通过注射铁剂可实现铁过载猪

模型的建立［１３］，且对比其他铁过载动物模型的方法

成功率高、操作简单［２４－２５］。 本研究通过深部肌内注

射过量右旋糖酐铁溶液，使实验动物血液循环的游

离铁增加，随剂量和时间的推移不断沉积于心脏，
减少了因铁过载脏器分布与肝等网状内皮系统及

肾排泄等因素导致实验动物心肌铁过载程度较低

的干扰。

采用注射铁剂的方法建立铁过载动物模型，注
射铁剂剂量的选择是关键。 少量的每周注射铁剂

剂量，通常需要较长时间才能成模，实验周期过长

往往又会造成动物非正常生理状态持续时间的增

加，从而导致过高的动物死亡率。 早期预实验采用

的首次剂量为 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ，后续剂量为 １００ ｍｇ ／ ｋｇ，
注射 ８ 周后取心肌切片染色，发现当前剂量诱导心

肌纤维化的程度不高，甚至与正常对照组比较未见

明显差异。 铁过载主要沉积于肝、脾等网状内皮系

统，心肌铁过载相对较轻，为了较快达到铁过载负

荷的状态并诱导心肌纤维化，本研究增加首次注射

右旋糖酐铁剂量，可以迅速达到铁过载状态，使循

环血液中的转铁蛋白逐渐饱和，非转铁蛋白结合铁

（ｎｏｎ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ⁃ｂｏｕｎｄ ｉｒｏｎ，ＮＴＢＩ）出现。 ＮＴＢＩ 是一

种不稳定、有高度细胞毒性的物质，其进入心肌细

胞，导致心肌的可变铁水平增高，最后以铁蛋白及

含铁血黄素形式沉积存在，造成心肌纤维化。
３􀆰 ３　 巴马小型猪铁过载致心肌纤维化的病理改变

此前针对铁过载导致的心肌纤维化动物模型

研究少见，目前，临床应用中通过测定 ＣＩＣ 可评估

患者铁负荷情况［２６］，心肌纤维化的组织病理学分析

常采用测定 ＣＶＦ 的方法［２７］，故铁过载及心肌纤维

化严重程度将通过测定 ＣＩＣ、ＣＶＦ 进行评价。 ＣＩＣ
测定结果显示，随着注射铁剂次数增多，实验组的

注射铁总量增多，ＣＩＣ 总体呈逐渐上升趋势，证实了

整个实验过程中游离铁不断沉积于心肌。 因此，通
过本实验肌内注射铁剂的方法，可造成小型猪心肌

铁过载，实验过程中观察到心脏解剖后颜色的加深

很有可能是心肌铁过载颗粒所致。
普鲁士蓝染色的心肌组织病理切片显示随着

注射铁剂剂量的增加，心肌蓝染色颗粒占心肌视野

的面积逐渐增加，且铁颗粒多沉积于细胞间质，少
量进入细胞内。 与既往课题组铁过载家兔模型［１０］

及 Ｊｅｎｓｅｎ 等［１３］以每周最大注射右旋糖酐铁剂量为

１４０ ｍｇ ／ ｋｇ、平均随访时间为 １３ 个月的 １３ 只铁过载

小型猪模型的心肌普鲁士蓝染色切片结果显示

一致。
天狼星红染色的心肌组织病理切片显示，随着

注射铁剂剂量的增加，胶原纤维占心肌视野面积逐

渐增加。
３􀆰 ４　 铁过载心肌纤维化模型评估

注射铁总量与 ＣＩＣ、心肌铁半定量、ＣＶＦ 之间高

度相关 （ ｒ ＝ ０􀆰 ９５７， ｒ ＝ ０􀆰 ９７１， ｒ ＝ ０􀆰 ９５７，Ｐ ＜

２０６
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０􀆰 ００１），提示通过肌内注射铁剂的方法可以造成巴

马小型猪心脏铁过载及心肌纤维化。 ＣＩＣ 与 ＣＶＦ
之间高度相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ９２４，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），说明心脏铁

过载越重，心肌纤维化程度越重。 心肌铁半定量与

ＣＩＣ 之间高度相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ９７３，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），说明实

际心铁过载越严重，普鲁士蓝染色中铁颗粒占面积

视野的比例越大。 心肌铁半定量与 ＣＶＦ 之间高度

相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ９４４，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），说明心肌细胞间质内

铁颗粒沉积越多，心肌纤维化程度越重。
在统计分析结果中，实验组与对照组 ＣＶＦ 值的

差异无统计学意义，分析导致 Ｐ 值稍大的可能原因

为：（１）动物个体之间 ＣＶＦ 值存在差异，部分对照组

小型猪的 ＣＶＦ 值偏大；（２）在造模的前期过程中部

分实验组心肌纤维化程度较轻，导致实验组与对照

组的 ＣＶＦ 值差异不明显。
综上，通过肌内注射铁剂可以造成心肌铁过

载，进而引起心肌纤维化的形成。 因注射铁总量不

足或铁过载持续时间较短，未能造成更为严重的铁

过载及心肌纤维化是本研究的不足之处，后续将进

一步探讨增大注射铁剂剂量、加长注射铁剂持续时

间对铁过载及心肌纤维化严重程度的影响。
３􀆰 ５　 建立铁过载致心肌纤维化动物模型的意义

铁参与了红细胞生成、循环氧气输送和各种器

官的转移、生长、发育等许多生理过程［２８］。 正常人

体处于铁稳态的状态，铁稳态失调可能会发展为铁

过载，损害正常的心脏功能［２９］。
铁过载会导致弥漫性心肌纤维化，弥漫性心肌

纤维化改变了细胞外基质的生物学作用并扭曲了

心肌结构和生理学，这种病变损害心脏功能，因此

在心衰的发展中至关重要，并导致患者的不良临床

结局。 在研究过程中，从开始注射铁剂时，便发现

有铁颗粒沉积于心肌组织，但早期的心肌纤维化程

度不明显，提示铁过载与心肌纤维化在时间上出现

不一致。 心肌纤维化要稍落后于铁过载，这与 ＣＩＣ、
ＣＶＦ 的分析结果相一致，即心肌纤维化不仅受铁过

载程度影响，还受铁过载的持续时间影响。 因此，
在发生心功能减退之前，及早检出心肌纤维化并及

时的祛铁治疗，减少铁过载的程度和持续时间，将
有助于预防、延缓心肌纤维化，从而实现心功能的

逆转［３０］。 该动物模型可为今后探讨及时祛铁治疗

逆转心肌纤维化提供必要的研究工具。
目前，心内膜心肌活检（ ｅｎｄｏｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｂｉｏｐｓｙ，

ＥＭＢ）是确诊心肌纤维化的“金标准”，但其为有创

伤性检查，不仅操作复杂还存在多种并发症，且因

仅能对小面积心肌进行采样，活组织检查容易产生

采样误差［３１］。 利用该动物模型可以解决影像学检

查手段中对于小型动物无法使用常规的心电门控

扫描、常规 ＭＲＩ 扫描序列分辨率不足、无法进行准

确定位定量等问题，从而为影像学检查方法探讨无

创性心肌纤维化的定量评估提供一种重要工具。
综上所述，通过首次肌内注射剂量为 ４００ ｍｇ ／

ｋｇ，后续剂量为 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 的右旋糖酐铁，共 １５ 次

可以成功建立铁过载致心肌纤维化巴马小型猪模

型，为铁过载所致的心肌纤维化疾病的发病机制、
诊断治疗等提供一种重要的研究工具。
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Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． ５

丁月，周荧，刘景艳，等． 不同病理因素诱导的大鼠心肌肥大模型心肌表型特征及表达谱 ［ Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１
（５）： ６０５－６１７．
Ｄｉｎｇ Ｙ， Ｚｈｏｕ Ｙ， Ｌｉｕ ＪＹ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ
ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（５）： ６０５－６１７．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ００７

［基金项目］浙江省基础公益技术应用研究计划项目（ＬＧＤ２０Ｃ０４００１１）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｂａｓｉｃ Ｐｕｂｌｉｃ Ｗｅｌｆａｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ（ＬＧＤ２０Ｃ０４００１１）．
［作者简介］丁月（１９９２—），女，在读硕士研究生，研究方向：临床检验诊断学。 Ｅｍａｉｌ：６１６６６８３５８＠ ｑｑ．ｃｏｍ
［通信作者］王德军（１９７５—），男，硕士，正高级实验师，研究方向：实验动物与比较药理。 Ｅｍａｉｌ：ｗｄｊ＠ ｚｃｍｕ．ｅｄｕ．ｃｏｍ

不同病理因素诱导的大鼠心肌肥大模型
心肌表型特征及表达谱

丁月１，周荧１，刘景艳２，周江峰１，吕东颖１，蔡兆伟１，王德军１∗

（１． 浙江中医药大学动物实验研究中心，杭州　 ３１００５３；２． 西湖大学实验动物中心，杭州　 ３１００２３）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立主动脉弓缩窄（ＴＡＣ）、异丙肾上腺素（ＩＳＯ）诱导及自发性高血压（ＳＨＲ）３ 种大鼠心肌肥

大（ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ， ＣＨ）模型，比较各模型病理特点及其心肌转录组差异。 方法　 选择雄性 ＳＤ 和 ＳＨＲ 大鼠

（对照组为 ＷＫＹ）建立 ３ 种模型。 ＴＡＣ 诱导模型分为假手术组（ｎ ＝ ５）和 ＴＡＣ 组（ｎ ＝ １４），ＴＡＣ 组进行 ＴＡＣ 手术，
假手术组进行假手术操作，术后饲养 ５ 周；ＩＳＯ 诱导模型分为正常对照组（ｎ ＝ ５）和 ＩＳＯ 组（ｎ ＝ １１），ＩＳＯ 组颈背部

皮下多点连续注射 ＩＳＯ ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），正常对照组注射等量生理盐水，每日 ２ 次，连续 １０ ｄ；ＳＨＲ 诱导模型分为

ＷＫＹ 组（ｎ ＝ ５）和 ＳＨＲ 组（ｎ ＝ ５），正常饲喂至 １６ 周龄。 通过检测大鼠超声心动图和血浆 ＡＮＰ 含量以判定成模，
统计大鼠存活率并进行血压、血流动力学以及心脏质量指数测定。 取大鼠心脏组织进行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 和麦胚凝集素

（ＷＧＡ）病理学染色，进行心肌转录组测序，筛选差异基因并分析其通路，以实时荧光定量 ＰＣＲ 验证测序结果。 结

果　 各模型组大鼠血浆 ＡＮＰ 含量较其对照组均显著性升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＴＡＣ 和 ＩＳＯ 模型大鼠 ＩＶＳｄ、ＩＶＳｓ、ＬＶＰＷｄ
和 ＬＶＰＷｓ 均显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＳＨＲ 大鼠 ＬＶＳｄ 显著增厚，而 ＬＶＩＤｄ、ＬＶＩＤｓ 却显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 各模型组

大鼠存活率为：ＳＨＲ（１００％）、ＩＳＯ（８１􀆰 ８２％）和 ＴＡＣ（３５􀆰 ７１％）。 ＴＡＣ 组、ＩＳＯ 组大鼠血压较对照组均显著下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而 ＳＨＲ 大鼠则显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 各模型组大鼠 ＨＷ／ ＢＷ、ＬＶＷ／ ＢＷ 比值均显著增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 血流

动力学结果显示，ＴＡＣ 和 ＩＳＯ 模型大鼠 ＨＲ、ＬＶＥＳＰ、ＬＶＥＤＰ、ｄＰ ／ ｄｔｍａｘ 显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ＳＨＲ 大鼠各指标均

显著性增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＴＡＣ 和 ＳＨＲ 模型大鼠心肌组织均形成不均匀网状的反应性间质纤维化，ＩＳＯ 大鼠心肌组

织有大面积修复性间质纤维化。 ＴＡＣ 和 ＩＳＯ 组大鼠心肌横截面积均显著性增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＳＨＲ 大鼠无显著性差

异。 ＴＡＣ、ＩＳＯ、ＳＨＲ 模型测序分别获得 １７５、５６８ 和 ２７９ 个差异表达基因，自噬体、癌症相关信号通路和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
通路在 ３ 种模型共同富集，而药物反应、松弛素信号和 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号等通路则是模型特异性富集，实时荧光定量

ＰＣＲ 验证结果与测序结果基本一致。 结论　 本研究成功建立了 ＴＡＣ、ＩＳＯ 诱导和自发性高血压大鼠 ＣＨ 模型，不同

诱导因素对模型的存活率、血压、血流动力学、心肌肥大程度、组织病理特征及基因表达谱等有着不同程度的影响。
【关键词】 　 心肌肥大模型；主动脉弓缩窄；异丙肾上腺素；自发性高血压；转录组分析

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） ０５⁃０６０５⁃１３

Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ｒａｔ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

ＤＩＮＧ Ｙｕｅ１， ＺＨＯＵ Ｙｉｎｇ１， ＬＩＵ Ｊｉｎｇｙａｎ２， ＺＨＯＵ Ｊｉａｎｇｆｅｎｇ１， ＬＹＵ Ｄｏｎｇｙｉｎｇ１， ＣＡＩ Ｚｈａｏｗｅｉ１， ＷＡＮＧ Ｄｅｊｕｎ１∗
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ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＣＨ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ＳＨＲ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ５） ａｎｄ ＷＫＹ ｒａｔｓ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ５）． Ａｌｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｌｙ ｆｅｄ ｔｏ １６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｇｅ． Ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ＡＮＰ ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ＣＨ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ． Ｔｈｅｎ， ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ， ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，
ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｒｄｉａｃ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｈｅａｒｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ， Ｍａｓｓｏｎ， ａｎｄ ｗｈｅａｔ ｇｅｒｍ
ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ （ＷＧＡ）． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅｉｒ ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｗｅｒｅ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ （ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）． Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｐｌａｓｍａ ＡＮＰ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＩＶＳｄ， ＩＶＳｓ，
ＬＶＰＷｄ， ａｎｄ ＬＶＰＷｓ ｉｎ ＴＡＣ ａｎｄ ＩＳＯ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ａｎｄ ＬＶＳｄ ｉｎ ＳＨＲ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ
ＬＶＩＤｄ ａｎｄ ＬＶＩＤｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ
ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ １００％ ｆｏｒ ＳＨＲ， ８１􀆰 ８２％ ｆｏｒ ＩＳＯ， ａｎｄ ３５􀆰 ７１％ ｆｏｒ ＴＡＣ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ
ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｉｎ ＴＡＣ ａｎｄ ＩＳＯ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ＳＨＲ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＨＷ ／ ＢＷ ａｎｄ ＬＶＷ／ ＢＷ ｒａｔｉｏｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＲ， ＬＶＥＳＰ， ＬＶＥＤＰ， ａｎｄ ｄＰ ／ ｄｔｍａｘ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｏｆ ＴＡＣ ａｎｄ ＩＳＯ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｅｒｅａｓ ａｌｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ＳＨＲ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＴＡＣ ａｎｄ ＳＨＲ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ｗｈｅｒｅａｓ ＩＳＯ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｈａｄ ａ ｌａｒｇｅ ａｒｅａ ｏｆ ｒｅｐａｉｒｅｄ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｉｎ ＴＡＣ ａｎｄ ＩＳＯ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＳＨＲ
ｒａｔ． Ｉｎ ｔｏｔａｌ， １７５， ５６８， ａｎｄ ２７９ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ＴＡＣ， ＩＳＯ，
ａｎｄ ＳＨＲ ｍｏｄｅｌｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ， ｃａｎｃｅｒ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ｃｏ⁃
ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｈｉｌｅ ｄｒｕｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ｒｅｌａｘｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ａｎｄ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ｏｎｌｙ
ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ＴＡＣ， ＩＳＯ， ａｎｄ ＳＨＲ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ． ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＣＨ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ＴＡＣ⁃ ａｎｄ ＩＳＯ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔｓ ａｎｄ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ． Ｔｈｅ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ， ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ， ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ａｎｄ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ＣＨ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｍｏｄｅｌ； ＴＡＣ； ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ； ＳＨＲ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 心肌肥大（ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ，ＣＨ）是心脏对持

续病理性刺激产生的一种代偿反应，来弥补受损的

心功能，长期的病理刺激会使代偿阶段转变为不可

逆的失代偿阶段，导致心衰甚至死亡［１－２］。 ＣＨ 是导

致心血管疾病患者心力衰竭和死亡的主要原因，但
迄今无有效抑制 ＣＨ 的治疗方法［３］。 建立有效的动

物模型对深入研究 ＣＨ 发病机制具有重要作用。 近

年来，多种 ＣＨ 疾病动物模型被相继建立［４］，但现有

模型之间的共性特性并不明确，因此有针对性地研

究 ＣＨ 动物模型的发病机制，并阐明其异同点，对寻

找特定有效的防治心衰等疾病的治疗靶点具有重

　 　 　 　 　 　 　 　

要的参考意义和实践价值。
本实验选择和建立了目前使用较广的 ３ 种 ＣＨ

大鼠 模 型： 主 动 脉 弓 缩 窄 术 （ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ａｏｒｔｉｃ
ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ， ＴＡＣ）、 异丙肾上腺素 （ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，
ＩＳＯ） 诱 导 和 自 发 性 高 血 压 大 鼠 （ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｒａｔ，ＳＨＲ），通过比较多种 ＣＨ 表型，分
析不同病理因素建立的大鼠 ＣＨ 模型的发病特点，
进一步采用转录组测序技术分析 ３ 种 ＣＨ 大鼠模型

心肌组织 ｍＲＮＡ 表达差异，分析转录组表达的共性

和特性，既为发掘治疗 ＣＨ 的靶标提供实验依据，也
为不同 ＣＨ 动物模型的应用提供新思路。

６０６



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３５ 只 ８ ～ １０ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，１９０ ～
２５０ ｇ，由上海斯莱克实验动物有限公司提供【ＳＣＸＫ
（沪）２０２２－０００４】。 １１ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＨＲ 大鼠 ５ 只，
ＷＫＹ 大鼠 ５ 只，雄性，２００ ～ ２４０ ｇ，由北京维通利华

实验动物技术有限公司提供 【 ＳＣＸＫ （京） ２０２１ －
０００６】。 饲养环境：环境温度控制在 ２２℃，温度变化

不超过 ２℃，相对湿度恒定，光照 １２ ｈ 明暗交替，饲
养于浙江中医药大学动物实验研究中心 【 ＳＹＸＫ
（浙）２０２１－００１２】。 实验经浙江中医药大学动物福

利与伦理审查委员会批准（ ＩＡＣＵＣ⁃２０１９０８２６⁃０２）。
所有动物均适应性饲养 １ 周后进行实验。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＩＳＯ 干粉（ＳＩＧＭＡ，Ｉ５６２７⁃５Ｇ）；异氟烷（苏恒丰

强生物技术有限公司，２０１９０９０２），ＡＮＰ 检测试剂盒

（南京建成生物工程研究有限公司，Ｈ８０）；乌拉坦

（上海国药集团化学试剂有限公司， ２０１３０６０９），
Ｍａｓｓｏｎ 三色染色液试剂盒（珠海贝索生物技术有限

公司， ２０１８１０２６ ）； ＷＧＡ 染 色 液 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ，
Ｗ１１２６１）；ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒（ＴａＫａＲａ
公 司， ＡＪ１１０５１Ａ ）； ｍＲＮＡ 逆 转 录 试 剂 盒

（ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ） （ ＴａＫａＲａ 公 司，
ＡＪ６０５８８Ａ、ＡＩＧ１９５２Ａ）； 荧光定量试剂盒 （ ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ ） （ ＴａＫａＲａ 公 司， ＡＪ６１３３３２Ａ；
ＡＪ２０７０６Ａ）。

Ｖｅｖｏ２１００ 小动物超声影像系统（Ｖｉｓｕａｌ Ｓｏｎｉｃｓ，
加拿大）；智能无创血压计（鼠仪）（北京软隆生物技

术有限公司， 中国）； Ｆｒｅｓｃｏ１７ 台式冷冻离心机

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，美国）；ＡＬＣ⁃ＮＩＢＰ（８ 道）无创

血压心率测量仪（上海奥尔科特生物科技有限公

司，中国）；ＨＭ３４０Ｅ 型轮转切片机、ＨｉｓｔｏＳｔａｒ 组织包

埋机（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，美国）；Ｎａｎａ Ｚｏｏｍｅｒ 数字

切片扫描设备 （２􀆰 ０ＲＳ，滨松公司，日本）；ＳｔｅｐＯｎｅ
Ｐｌｕｓ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ 公司，美国）；ＰＴＣ⁃
２００ 型 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 建立 ＴＡＣ 模型

雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 １９ 只，适应性饲养 １ 周

后，按体重随机分组为假手术组（５ 只）和 ＴＡＣ 组

（１４ 只）。 ＴＡＣ 组根据文献报道进行手术操作［５］，

简而言之，将大鼠用异氟烷进行麻醉，随后气管插

管维持麻醉，去除大鼠胸部毛发裸露皮肤，大鼠左

侧第二根肋骨下缘开胸后分离胸腺、主动脉弓，用
３－０ 号缝线绕过主动脉弓后壁，将外径 ０􀆰 ９ ｍｍ 的

“Ｌ”形细针连同主动脉弓一起结扎，结扎后将针缓

慢取出，关闭胸腔。 假手术组除不结扎主动脉弓以

外，其余操作均同 ＴＡＣ 组。 每只大鼠术后 ３ ｄ 内连

续肌内注射青霉素 １００ ０００ Ｕ，术后饲养 ５ 周。
１􀆰 ２􀆰 ２　 建立 ＩＳＯ 模型

雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 １６ 只，适应性饲养 １ 周

后，按体重随机分组为：正常对照组（５ 只）和 ＩＳＯ 组

（１１ 只）。 ＩＳＯ 组颈背部皮下多点连续注射异丙肾

上腺素 ５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ［６］，正常对照组注射等量生理

盐水，每日 ２ 次，连续 １０ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 建立 ＳＨＲ 模型

１１ 周龄 ＷＫＹ 和 ＳＨＲ 大鼠，适应性饲养 １ 周

后，分组为 ＷＫＹ 组（５ 只）和 ＳＨＲ 组（５ 只）。 正常

饲养 ５ 周。
１􀆰 ２􀆰 ４　 大鼠血浆 ＡＮＰ 含量测定

各组大鼠在处死前 ２ ｄ 颌下取血后离心取血浆

待用，使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测大鼠血浆心房排钠肽

（ａｔｒｉｕｍ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＮＰ）含量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 大鼠心脏超声和血流动力学测定

大鼠胸部去毛，１􀆰 ５％异氟烷混合气体诱导麻醉

后，使用 Ｖｅｖｏ２１００ 超声影像系统进行心脏超声测

量，取得左室长轴 Ｍ 型图。 记录左室舒张末期室间

隔厚度 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｓｅｐｔａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， ＩＶＳｄ）、 左室舒张末期内径 （ ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＩＤｄ）、左室后壁

舒张末期厚度（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｗａｌｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＬＶＰＷｄ）、左室收缩末期室间隔厚度

（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｅｐｔａｌ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＩＶＳｓ）、左室收缩末期内径（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＩＤｓ）、左室后壁收缩末期厚

度 （ ｌｅｆｔ ｖｅｂｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， ＬＶＰＷｓ）、 每搏输出量 （ ｃａｒｄｉａｃ ｏｕｔｐｕｔ，
ＣＯ）、射血分数 （ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ， ＥＦ） 和短轴率

（ｆｒａｃｔｉｏｎ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＦＳ）等指标。
大鼠腹腔注射 ２０％乌拉坦麻醉（５ ｍｇ ／ ｋｇ）后固

定，颈中开口后，近心端插入微型导管至左心室。
生理信号记录仪测量大鼠心率（ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ，ＨＲ）、左
室收缩末压 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，
ＬＶＥＳＰ）、左室舒张末压（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ
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ｐｒｅｓｓｕｒｅ， ＬＶＥＤＰ ）、 左 心 室 最 大 收 缩 速 率 （ ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍａｘｉｍａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｒｉｓｅ， ＋ ｄｐ ／
ｄｔｍａｘ）、 左 心 室 最 大 舒 张 速 率 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍａｘｉｍａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｆａｌｌ，－ｄｐ ／ ｄｔｍａｘ）的变化。
１􀆰 ２􀆰 ６　 鼠尾无创血压测量

轻柔抓取大鼠束缚带固定，待大鼠血压稳定

后，使用尾套法进行血压测量。 每只大鼠测量 ５ 次，
以不超过 ５ ｍｍＨｇ 差异的平均值，作为应测血压值。
记录大鼠收缩压（ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＳＢＰ）、舒张

压 （ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ， ＤＢＰ ）。 ＴＡＣ 组 术 后

５ 周、 ＩＳＯ 在注射 １０ ｄ 后、ＳＨＲ 饲养 ５ 周后分别进

行血压测量。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

２４３８３ ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ；Ｒ：ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ
２５７２８ Ａｐｏｅ Ｆ：ＡＧＡＣＡＡＡＣＴＡＡＧＡＴＣＧＴＧＡＧＡＣＴＧＧ；Ｒ：ＡＧＣＡＡＴＧＧＧＡＣＣＡＡＣＡＧＣＡＧ
２４４８２ Ｉｇｆ１ Ｆ：ＴＡＣＣＴＧＧＣＡＣＴＣＴＧＣＴＴＧＣＴ；Ｒ：ＡＴＡＧＣＣＴＧＴＧＧＧＣＴＴＧＴＴＧＡＡＧ
５６８１７ Ｋｃｎｉｐ２ Ｆ：ＣＴＣＧＧＴＧＡＣＡＡＴＴＣＧＣＴＣＣＣ；Ｒ：ＴＣＣＴＣＴＡＣＧＣＴＧＴＣＴＧＧＧＴＣ
２４６０２ ＮＰＰａ Ｆ：ＴＧＧＧＧＡＡＧＴＣＡＡＣＣＣＧＴＣＴＣＡＧ；Ｒ：ＧＣＧＡＧＣＡＧＡＧＣＣＣＴＣＡＧＴＴＴＧ
２５１０５ ＮＰＰｂ Ｆ：ＧＡＴＣＴＣＣＡＧＡＡＧＧＴＧＣＴＧＣＣ；Ｒ：ＧＣＡＧＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＧＴＧＧＡ
２９４３７ Ａｃｔａ１ Ｆ：ＧＣＴＡＴＴＣＡＧＧＣＧＧＴＧＣＴＧＴＣＴＣ；Ｒ：ＧＧＣＧＴＧＴＧＧＣＡＧＧＧＣＡＴＡＡＣ
１１４８５１ Ｃｄｋｎ１ａ Ｆ：ＴＣＣＴＧＧＴＧＡＴＧＴＣＣＧＡＣＣＴＧＴＴＣ；Ｒ：ＧＣＧＧＣＴＣＡＡＣＴＧＣＴＣＡＣＴＧＴＣ
２５３１７ Ｆｇｆ１ Ｆ：ＧＡＣＡＧＧＡＧＣＧＡＣＣＡＧＣＡＣＡＴＴＣ；Ｒ：ＴＧＣＧＡＧＣＣＧＴＡＴＡＡＡＡＧＣＣＣＴＴＣ
２９２３７ Ｐｅｎｋ１ Ｆ：ＣＡＡＣＴＣＣＴＣＣＧＡＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＧ；Ｒ：ＣＣＡＴＡＣＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＴＧＣＴＧＴＣ
２５２１１ Ｌｙｚ２ Ｆ：ＣＣＴＣＣＴＧＣＴＣＴＣＴＧＣＣＴＣＴＧＴＣ；Ｒ：ＴＣＴＧＣＣＡＧＧＣＴＧＡＣＴＣＣＡＴＡＧＴＡＧ
２６６７６６ Ｒｃａｎ１ Ｆ：ＣＡＣＧＣＡＧＣＧＡＣＡＧＡＣＡＣＣＡＣ；Ｒ：ＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣ

１００１８８９３７ Ｃｏｘ７ｃ Ｆ：ＣＧＴＣＧＣＡＧＣＣＡＣＴＡＴＧＡＧＧＡ；Ｒ：ＡＧＧＡＧＣＡＧＣＡＡＡＴＣＣＡＧＡＴＣＣＡ
２５６６１ Ｆｎ１ Ｆ：ＡＧＧＣＡＣＡＡＧＧＴＣＣＧＡＧＡＡＧＡＧＧ；Ｒ：ＣＡＴＧＡＧＴＣＡＴＣＣＧＴＡＧＧＣＴＧＧＴＴＣ
３６２４２９ Ｍｆａｐ５ Ｆ：ＣＴＴＧＴＣＧＴＧＧＣＡＣＴＣＡＧＣＡＴＣＣ；Ｒ：ＡＴＧＴＣＴＣＧＧＧＴＡＣＧＴＣＡＴＣＴＣＣＴＣ
８４０３２ Ｃｏｌ３ａ１ Ｆ：ＡＧＴＣＧＧＡＧＧＡＡＴＧＧＧＴＧＧＣＴＡＴＣ；Ｒ：ＣＡＧＧＡＧＡＴＣＣＡＧＧＡＴＧＴＣＣＡＧＡＧＧ
２９２９４９ Ｐｅｒｐ Ｆ：ＡＧＣＧＧＣＴＣＣＴＡＣＧＡＣＧＡＴＧＧ；Ｒ：ＧＧＣＧＡＡＧＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＣ

１􀆰 ２􀆰 ７　 心脏重量指数测定和组织病理学观察

处死大鼠并取出心脏，去除心房后称取全心重

量（ｈｅａｒｔ ｗｅｉｇｈｔ，ＨＷ），去除右心室后，称取左心室

的重量（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ，ＬＶＷ）并计算游离右

心室重量 （ ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ， ＲＶＷ， ＲＶＷ ＝
ＨＷ⁃ＬＶＷ）、全心质量指数（ＨＷ ／ ＢＷ）、左心室质量

指数（ＬＶＷ ／ ＢＷ）、右心室质量指数（ＲＶＷ ／ ＢＷ）。
取大鼠非心尖部分，１０％中性甲醛固定后，经脱

水、透明、浸蜡后制成石蜡切块，通过 ＨＥ 染色、
Ｍａｓｓｏｎ 染色、ＷＧＡ 染色观察病理变化。
１􀆰 ２􀆰 ８　 转录组测序及分析

使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取大鼠心肌组织总 ＲＮＡ，采用

安基 伦 ２１００ 生 物 分 析 仪 （ Ａｇｉｌｅｎｔ， 美 国 ） 和

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国） 检测所提

ＲＮＡ 的质量。 待样品质检合格后，分别将每组 ３ 个

个体的 ＲＮＡ 样品等量混合，构建 ｃＤＮＡ 测序文库，
使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ４０００ 测序平台进行高通量测

序，测序读长为双端 ２ × １５０ ｂｐ（ＰＥ１５０）。 文库构

建及测序工作由杭州联川生物技术股份有限公司

完成。
利用 Ｈｉｓａｔ 软件将测序数据比对于参考基因组

上，利用比对结果来组装转录本，采用百万映射读

取的外显子模型的每千碱基片段数（ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ
ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｅｘｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｉｌｌｉｏｎ ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ，
ＦＰＫＭ）来度量统计基因在不同样本中的表达丰度。
采用 ｅｄｇｅＲ 软件进行差异基因表达分析，筛选阈值

为差异倍数（ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ，ＦＣ） ≥ ２􀆰 ０ 且 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜
０􀆰 ０５。 利用基因本体（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基

因和基因组百科全书 （ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）数据库对筛选出的差异表达基

因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。
１􀆰 ２􀆰 ９　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取各对照组和模型组大鼠心肌

组织总 ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ 纯度和浓度后逆转录为

ｃＤＮＡ，用 ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪进行

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增。 基因的相对表达量采用 ２－ΔΔＣｔ法计

算。 ＰＣＲ 引物序列均由生工生物工程（上海） 有限

公司设计并合成，各引物序列见表 １。
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１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采
用多功能数据图像分析软件 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行

统计分析，结果采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ 非参检验法检

验，多组间比较采用单因素方差分析 （ ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），生存率采用 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ ｔｅｓｔ 检验比较对照组

与模型组的指标差异，转录组数据在线分析工具使

用联川生物云工具 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｃｓｔｕｄｉｏ． ｃｎ ／
ｉｎｄｅｘ），Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学差异意义。

２　 结果

２􀆰 １　 存活率

实验发现，不同 ＣＨ 模型大鼠存活率不同。
ＴＡＣ 组 术 中 和 术 后 出 现 大 量 死 亡， 存 活 率 为

３５􀆰 ７１％，与假手术组相比，存活率显著性降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 结 果 如 图 １Ａ 所 示。 ＩＳＯ 组 存 活 率 为

８１􀆰 ８２％，与正常对照组相比无显著性差异 （ Ｐ ＞

０􀆰 ０５），结果如图 １Ｂ 所示。 １６ 周龄的 ＳＨＲ 大鼠在

本次实验中无死亡。
ＴＡＣ 组饲养过程中部分大鼠胸前和口唇发生

青紫，精神状态逐渐萎靡。 ＩＳＯ 模型建立过程中观

察到，大鼠在注射 ＩＳＯ 后表现为气喘、活动减少、饮
水量增加，口、鼻处有血性分泌物，亦有少数动物在

注射后 １５ ～ ３５ ｍｉｎ 内发生猝死。
２􀆰 ２　 血浆 ＡＮＰ 含量

如图 ２ 所示，分别与假手术组、正常对照组和

ＷＫＹ 组相比，ＴＡＣ 组、 ＩＳＯ 组和 ＳＨＲ 组大鼠血浆

ＡＮＰ 含量均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 超声心动图变化

在 ３ 种模型中， ＴＡＣ 组和 ＩＳＯ 组大鼠 ＩＶＳｄ、
ＩＶＳｓ、ＬＶＰＷｄ 和 ＬＶＰＷｓ 较假手术组和正常对照组

均显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ＷＫＹ 组相比，
ＳＨＲ 大鼠 ＬＶＳｄ 显著增厚（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ＬＶＩＤｄ 和

ＬＶＩＤｓ 显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见表 ２。

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 １　 ＴＡＣ 和 ＩＳＯ 诱导模型大鼠的生存曲线（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＴＡＣ ａｎｄ ＩＳＯ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ５）

注：与假手术组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与正常对照组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＷＫＹ 组相比，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 ２　 各组大鼠血清 ＡＮＰ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ （Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｌａｓｍａ ＡＮＰ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ≥ ５）

９０６
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表 ２　 各组大鼠左心室超声参数的变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５ ～ ９）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５ ～ ９）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

左室舒张末期
室间隔厚度

（ｍｍ）
ＩＶＳｄ（ｍｍ）

左室收缩末期
室间隔厚度

（ｍｍ）
ＩＶＳｓ（ｍｍ）

左室舒张末
期内径
（ｍｍ）

ＬＶＩＤｄ（ｍｍ）

左室收缩末
期内径
（ｍｍ）

ＬＶＩＤｓ（ｍｍ）

左室后壁舒
张末期厚度

（ｍｍ）
ＬＶＰＷｄ（ｍｍ）

左室后壁收
缩末期厚度

（ｍｍ）
ＬＶＰＷｓ（ｍｍ）

射血分数（％）
ＥＦ（％）

短轴缩
短率（％）
ＦＳ（％）

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ６８ ± ０􀆰 １１ ２􀆰 ９６ ± ０􀆰 ３１ ７􀆰 ６１ ± ０􀆰 ５２ ４􀆰 ３５ ± ０􀆰 ６１ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ３３ ３􀆰 ６０ ± ０􀆰 ４１ ７６􀆰 ３０ ± ８􀆰 ３３ ４７􀆰 ２９ ± ８􀆰 ２５

ＴＡＣ 组
ＴＡＣ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ６６ ± ０􀆰 １６∗∗ ４􀆰 ０９ ± ０􀆰 ４６∗∗ ７􀆰 ０７ ± ０􀆰 ２９ ３􀆰 ３６ ± ０􀆰 ５９ ３􀆰 ０１ ± ０􀆰 ２６∗ ４􀆰 ５０ ± ０􀆰 ４０∗∗ ８４􀆰 ０４ ± ４􀆰 １９ ５４􀆰 ８１ ± ４􀆰 ９６

正常对照组
Ｃ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ８１ ± ０􀆰 １１ ３􀆰 ２７ ± ０􀆰 ３０ ６􀆰 ９３ ± ０􀆰 ２７ ３􀆰 ４８ ± ０􀆰 ３１ ２􀆰 ０５ ± ０􀆰 ２５ ３􀆰 ４５ ± ０􀆰 ２０ ８１􀆰 ２０ ± ４􀆰 ０９ ５１􀆰 ３６ ± ４􀆰 ５１

ＩＳＯ 组
ＩＳＯ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ２７＃＃ ４􀆰 １３ ± ０􀆰 ３６＃＃ ６􀆰 ６０ ± ０􀆰 ４７ ３􀆰 ５２ ± ０􀆰 ４７ ２􀆰 ６５ ± ０􀆰 ３０＃ ３􀆰 ８３ ± ０􀆰 ３４＃ ８０􀆰 ３１ ± ４􀆰 ７０ ５０􀆰 ５５ ± ４􀆰 ９０

ＷＫＹ 组
ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ６２ ± ０􀆰 ２３ ２􀆰 ９４ ± ０􀆰 ５９ ７􀆰 ０３ ± ０􀆰 ４９ ４􀆰 ０８ ± ０􀆰 ７０ ２􀆰 ０８ ± ０􀆰 ２８ ３􀆰 １２ ± ０􀆰 ４３ ７４􀆰 ４３ ± ８􀆰 ０７ ４５􀆰 １４ ± ７􀆰 ４１

ＳＨＲ 组
ＳＨＲ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ３１ ± ０􀆰 ２３＆＆ ３􀆰 ２０ ± ０􀆰 ３６ ５􀆰 ８６ ± ０􀆰 ７４＆＆ ３􀆰 ５３ ± ０􀆰 ７４＆ ２􀆰 ６８ ± ０􀆰 ６１ ３􀆰 ６５ ± ０􀆰 ５１ ７６􀆰 ８８ ± ６􀆰 ６０ ４６􀆰 ９０ ± ６􀆰 ３０

注：与正常对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＷＫＹ 组相比，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ４　 尾动脉血压

各组大鼠血压测量结果如图 ３ 所示，与假手术

组比，ＴＡＣ 模型组大鼠 ＳＢＰ 显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＤＢＰ 有下降趋势，但差异并不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 与

正常对照组比，ＩＳＯ 组大鼠 ＳＢＰ、ＤＢＰ 均显著降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＷＫＹ 组比，ＳＨＲ 组大鼠 ＳＢＰ
和 ＤＢＰ 则均显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

图 ３　 各组大鼠血压变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５ ～ ９）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５ ～ ９）

２􀆰 ５　 心脏重量参数

如表 ３ 所示，分别与假手术组、正常对照组和

ＷＫＹ 组相比较，ＴＡＣ 组、ＩＳＯ 组和 ＳＨＲ 组大鼠 ＨＷ／
ＢＷ、ＬＶＷ／ ＢＷ 比值均显著增大 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），而 ＩＳＯ 组大鼠 ＲＶＷ／ ＢＷ 比值也显著增大（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ６　 血流动力学

各组大鼠血流动力学结果见表 ４。 分别与假手

术组和正常对照组相比，ＴＡＣ 组和 ＩＳＯ 组大鼠 ＨＲ、
ＬＶＥＤＰ、 ＋ ｄＰ ／ ｄｔｍａｘ 以及 ＩＳＯ 组和 ＴＡＣ 组 － ｄＰ ／
ｄｔｍａｘ 均显著性降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 而与 ＷＫＹ 组相

比，ＳＨＲ 组大鼠 ＨＲ、 ＬＶＥＳＰ、 ＋ ｄＰ ／ ｄｔｍａｘ、 － ｄＰ ／
ｄｔｍａｘ 和 ＭＳＨＲ 组 ＬＶＥＤＰ 均显著性增加。
２􀆰 ７　 左心室病理组织学观察

对各组大鼠进行心脏病理切片分析（图 ４），ＨＥ
染色结果显示，假手术组、正常对照组和 ＷＫＹ 组大

鼠心脏形态正常，心肌细胞排列整齐，细胞间隙清

晰，ＴＡＣ 组、ＩＳＯ 组和 ＳＨＲ 组大鼠心肌细胞排列紊

乱，心肌纤维明显增粗、增厚，与 Ｍ 型超声结果一

致。 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示，各模型组可见大量蓝色

纤维化阳性着色不同的是，ＴＡＣ 组和 ＳＨＲ 组大鼠心

肌组织纤维化呈不均匀的网状分布，呈现的是反应

性间质纤维化，而 ＩＳＯ 组大鼠心内膜有大量散在斑

０１６
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 ３　 各组大鼠体重以及心脏重量参数变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５ ～ ９）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｗｅｉｇｈｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５ ～ ９）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

体重（ｇ）
Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ（ｇ）

心重 ／ 体重（ｍｇ ／ ｇ）
ＨＷ ／ ＢＷ（ｍｇ ／ ｇ）

左心室重量 ／ 体重（ｍｇ ／ ｇ）
ＬＶＷ ／ ＢＷ（ｍｇ ／ ｇ）

右心室重量 ／ 体重（ｍｇ ／ ｇ）
ＲＶＷ／ ＢＷ（ｍｇ ／ ｇ）

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ４５９􀆰 ４０ ± ２２􀆰 ２１ ２􀆰 ６２ ± ０􀆰 １３ ２􀆰 １６ ± ０􀆰 １１ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０２

ＴＡＣ 组
ＴＡＣ ｇｒｏｕｐ ４４９􀆰 ２５ ± ９􀆰 ２２ ３􀆰 ０７ ± ０􀆰 １２∗ ２􀆰 ６４ ± ０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ４３ ± ０􀆰 ０３

正常对照组
Ｃ ｇｒｏｕｐ ２８１􀆰 ４０ ± ５􀆰 ０２ ２􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０５ ２􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ５５ ± ０􀆰 ０１

ＩＳＯ 组
ＩＳＯ ｇｒｏｕｐ ２６６􀆰 ８０ ± １􀆰 ８５ ４􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０８＃＃ ３􀆰 ４９ ± ０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ０１＃＃

ＷＫＹ 组
ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ ３０７􀆰 ４０ ± ７􀆰 ５３ ２􀆰 ９０ ± ０􀆰 ０５ ２􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ４９ ± ０􀆰 ０１

ＳＨＲ 组
ＳＨＲ ｇｒｏｕｐ ２８６􀆰 ４０ ± ３􀆰 ９１＆＆ ３􀆰 ３７ ± ０􀆰 ０４＆＆ ２􀆰 ８４ ± ０􀆰 ０４＆＆ ０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ０１

图 ４　 各组大鼠心肌 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

片状及条索状坏死，呈现修复性间质纤维化特点。
分别与假手术组、正常对照组和 ＷＫＹ 组相比，ＴＡＣ
组、ＩＳＯ 组和 ＳＨＲ 组大鼠心肌组织胶原纤维化面积

均显著性增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

　 　 ＷＧＡ 染色统计心肌细胞横截面积结果如图 ５
所示，与假手术组和正常对照组相比，ＴＡＣ 组和 ＩＳＯ
组大鼠心肌细胞横截面积均显著性增大 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），而 ＳＨＲ 组大鼠心肌细胞相较于 ＷＫＹ 组未
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 ４　 各组大鼠左心室功能变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５ ～ ９）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５ ～ ９）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

心率（ｂｐｍ）
ＨＲ（ｂｐｍ）

左心室收缩
末压（ｍｍＨｇ）

ＬＶＥＳＰ（ｍｍＨｇ）

左心室舒张
末压（ｍｍＨｇ）

ＬＶＥＤＰ（ｍｍＨｇ）

左心室最大
收缩速率（ｍｍＨｇ ／ ｓ）
＋ ｄＰ ／ ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ ／ ｓ）

左心室最大舒
张速率（ｍｍＨｇ ／ ｓ）

－ｄＰ ／ ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ ／ ｓ）

假手术组
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ４３４􀆰 ２０ ± ２􀆰 １３ １９４􀆰 ５０ ± ６􀆰 ００ ２２􀆰 ００ ± ０􀆰 ６９ １０ ２９３􀆰 ７４ ± ４４５􀆰 ０２ ５９９３􀆰 ９１ ± １６􀆰 ８９

ＴＡＣ 组
ＴＡＣ ｇｒｏｕｐ ３３４􀆰 ２０ ± ３􀆰 ９８∗∗ １７５􀆰 ３０ ± ２􀆰 １５ １４􀆰 ８３ ± １􀆰 ０７∗∗ ９１４４􀆰 ８７ ± ２２２􀆰 ３５∗ ６７４１􀆰 ２５ ± ６２４􀆰 ５９

正常对照组
Ｃ ｇｒｏｕｐ ４２９􀆰 ８３ ± ７􀆰 ５２ １６４􀆰 ４２ ± ５􀆰 ３８ ７􀆰 ４９ ± ０􀆰 ７５ ６８４２􀆰 ７９ ± ３０９􀆰 ８３ ４９７２􀆰 ００ ± ２１５􀆰 ７４

ＩＳＯ 组
ＩＳＯ ｇｒｏｕｐ ３２４􀆰 ００ ± ９􀆰 ８８＃＃ １３２􀆰 ２３ ± ４􀆰 ４４＃＃ ３􀆰 ９４ ± ０􀆰 １８＃＃ ４１９５􀆰 １１ ± ２１７􀆰 ８９＃＃ ３６５３􀆰 ９５ ± ２０５􀆰 ８７＃＃

ＷＫＹ 组
ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ ２７０􀆰 ４０ ± ２１􀆰 ０６ １１９􀆰 ２３ ± ４􀆰 ３８ １２􀆰 ６８ ± ０􀆰 ８１ ５５５５􀆰 ８９ ± １１８􀆰 ３１ ４５０４􀆰 ２８ ± １６３􀆰 ５４

ＳＨＲ 组
ＳＨＲ ｇｒｏｕｐ ４１２􀆰 ６０ ± ６􀆰 ３７＆＆ １９１􀆰 ７５ ± ０􀆰 ８０＆＆ １９􀆰 ２６ ± ０􀆰 ５２＆＆ １３ １０２􀆰 ６６ ± １１０􀆰 １０＆＆ ７７６８􀆰 ６９ ± １６８􀆰 ０８＆＆

图 ５　 各组大鼠心肌组织 ＷＧＡ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＷＧＡ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ６　 各组模型差异表达基因的 Ｖｅｎｎ 图和热图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｖｅｎｎ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｈｅａｔ ｍａｐｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ

见显著性变化。
２􀆰 ８　 各模型差异 ｍＲＮＡ 的筛选

与假手术组、正常对照组和 ＷＫＹ 组相比，ＴＡＣ
组、ＩＳＯ 组和 ＳＨＲ 组大鼠心脏中分别鉴定出 １７５ 个

（１０６ 个上调，６９ 个下调）、５６８ 个（４０８ 个上调，１６０

个下调）和 ２７９ 个（１７２ 个上调，１０７ 个下调）差异表

达基因（ＤＥＧｓ）。 将各组 ＤＥＧｓ 进行 Ｖｅｎｎ 分析，发
现 Ｐｏｓｔｎ、Ｐｌｃｌ２、Ｌｔｂｐ２、Ｔｎｃ、Ｎｃａｍ１、Ｆｉｂｉｎ 等基因在 ３
个 ＣＨ 模型中均同时上调，而 Ｓｅｒｔａｄ２、 Ｖｐｓ３７ｂ 和

Ｄｃｄｃ５ 等基因均同时下调（图 ６）。
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２􀆰 ９　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析

将各组筛选到的 ＤＥＧｓ 提交 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 数据

库进行富集分析。 ＧＯ 分析显示，ＴＡＣ 模型 ＤＥＧｓ 主

要富集在药物反应、血管生成和细胞死亡的正向调

节、机械刺激反应、丙酮酸氧化、细胞外基质、ＤＮＡ
结合转录因子活性等生物学过程（图 ７Ａ）。 ＩＳＯ 模

型 ＤＥＧｓ 主要富集在炎症反应、胶原原纤维组织、

Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、自噬、肥大细胞激活、胶原蛋

白三聚物，胞外基质结合等途径（图 ７Ｂ）。 ＳＨＲ 模

型 ＤＥＧｓ 主要在细胞生长负调控、有丝分裂细胞周

期 Ｇ１ ／ Ｓ 转换负调控、细胞对缺氧反应负调控、缺氧

诱导的凋亡信号通路以及蛋白质和 ＤＮＡ 等小分子

活动等过程显著富集（图 ７Ｃ）。
　 　 经 ＫＥＧＧ 途径富集分析，ＴＡＣ 模型 ＤＥＧｓ 主要

注：Ａ：假手术组 ｖｓ ＴＡＣ 组； Ｂ：正常对照组 ｖｓ ＩＳＯ 组； Ｃ：ＷＫＹ 组 ｖｓ ＳＨＲ 组。

图 ７　 各组模型差异表达基因的 ＧＯ 富集结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＴＡＣ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｃ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＩＳＯ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＨＲ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ
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富集在细胞色素 Ｐ４５０ 对外源物质的代谢、自噬体、
癌症信号转录失调、ＨＩＦ⁃１ 信号和 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号等

通路（图 ８Ａ）。 ＩＳＯ 模型 ＤＥＧｓ 主要涉及吞噬体、黏
着斑、细胞粘附分子、松弛素受体信号、癌症信号通

路、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号和 Ｔｏｌｌ 样受体信号等通路有关

（图 ８Ｂ）。 ＳＨＲ 模型 ＤＥＧｓ 主要富集在自噬体、ＪＡＫ⁃
ＳＴＡＴ 信号、癌症信号转录失调、Ｔｏｌｌ 样受体信号和

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号等通路（图 ８Ｃ）。

注：Ａ：假手术组 ｖｓ ＴＡＣ 组；Ｂ：正常对照组 ｖｓ ＩＳＯ 组：Ｃ：ＷＫＹ 组 ｖｓ ＳＨＲ 组。

图 ８　 各组模型差异表达基因的 Ｔｏｐ ２０ ＫＥＧＧ 富集通路

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＴＡＣ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｃ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＩＳＯ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． ＷＫＹ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＨＲ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｔｏｐ ２０ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ＤＥＧｓ ｍｏｄｅｌ

２􀆰 １０　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

为了验证测序结果的可靠性，随机在各模型

ＤＥＧｓ 中选取共 １５ 个 ｍＲＮＡｓ 进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证。
结果如图 ９ 所示，除 ＴＡＣ 组中 Ｆｇｆ１ 基因表达变化

达到显著变化（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），与测序结果不一致外，其
余基因上下调趋势均与测序结果一致。

３　 讨论

在本研究中，建立了 ３ 种目前应用较为广泛的

ＣＨ 大鼠模型：ＴＡＣ、ＩＳＯ 和 ＳＨＲ。 通过比较不同模

型间病理特征差异，发现 ３ 种模型动物均表现出血

浆 ＡＮＰ 含量升高，心脏质量指数和心室壁厚度显著

增加及左室舒缩功能障碍，其中 ＩＳＯ 成模效果尤为

明显。 心肌组织病理学分析结果也显示 ３ 种 ＣＨ 模

型都存在不同程度的心肌细胞纤维化和心肌重构。
然而，３ 种 ＣＨ 模型大鼠存活率不同，组织病理学特

征也存在一定差异，特别是 ＴＡＣ 组和 ＳＨＲ 组大鼠

心肌呈现反应性间质纤维化，而 ＩＳＯ 组大鼠呈现修

复性间质纤维化。 在 ＴＡＣ、ＩＳＯ 和 ＳＨＲ 三种模型

中，分别筛选获得 １７５、５６８ 和 ２７９ 个差异表达基因。
３ 种模型差异表达基因所富集的 ＫＥＧＧ 通路存在共

性，但也显示各自偏好性。 例如，吞噬体、癌症相关
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图 ９　 差异 ｍＲＮＡ 的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证结果

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＤＥＧｓ

信号通路和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路是 ３ 种模型共同富

集途径，而 ＴＡＣ 模型能富集 Ｐ４５０ 对外源物质的代

谢和 ＨＩＦ⁃１ 信号通路，ＩＳＯ 模型则富集到松弛素受

体信号通路、Ｔｏｌｌ 样受体信号通路和细胞黏附分子。
ＳＨＲ 模型不仅富集到 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路，也富集

到了 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路。
自噬是细胞清除多余、受损或衰老的细胞器及

蛋白质来维持自身稳态的自我保护机制［７］。 心脏

在病理情况下，随着内部环境和外界代谢压力等变

化，心肌细胞自噬将增强［８］。 心肌细胞自噬水平升

高会引起细胞器功能障碍，如线粒体钙离子积累，
从而导致心肌功能紊乱和肥大［９］。 先前研究证实，
许多信号途径参与细胞自噬调控，其中 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
作为经典的自噬相关信号通路，与心肌肥大的发生

发展关系密切［１０］。 该通路的激活会抑制自噬的上

游蛋白活化，进而阻止自噬过程的启动。 本研究发

现，自噬（吞噬体）和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路在上述

３ 种模型大鼠心肌中均被显著富集，说明 ＴＡＣ 组、

ＩＳＯ 组和 ＳＨＲ 大鼠心肌肥大发生与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路

调控心肌细胞自噬有关，这和既往研究结果相

似［１１－１３］。 上述研究结果也说明，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号及

其诱导的自噬在不同因素诱导的心肌肥大发病过

程中作用较为保守，靶向 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号及其诱导

的自噬很有可能成为有价值的治疗心肌肥大疾病

的策略。
近年来，许多临床资料显示，心衰可能增加了

患癌风险，而癌症反过来同样增加心衰相关死亡

率［１４－１６］。 动物实验发现，ＴＡＣ 手术引起的 Ｐｏｓｔｎ 升

高促进小鼠肿瘤的生长和迁移［１７］。 与此一致的是，
在本研究中，发现 ＴＡＣ、ＩＳＯ 和 ＳＨＲ 三种 ＣＨ 模型动

物心肌 Ｐｏｓｔｎ 表达均显著上调，并且癌症相关的信

号通路显著富集，这进一步证实心血管疾病或与癌

症发生密切相关。
研究还表明，松弛素受体信号在 ＩＳＯ 模型中被

特异激活。 松弛素与心血管保护作用相关，并直接

发挥抗凋亡、抗纤维化等作用［１８］。 上调松弛素表达
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可以减弱 ＩＳＯ 诱导的心肌细胞凋亡［１９］，外源性松弛

素治疗同样可以改善 ＩＳＯ 诱导的 ＣＨ 和心肌纤维

化［２０］。 还有研究表明，松弛素治疗可以逆转 ＳＨＲ
大鼠的心脏纤维化和心房颤动［２１－２２］，但对 ＴＡＣ 诱

导的心脏功能障碍无保护作用［２３］，这与本研究结果

基本一致。 当前松弛素信号保护心肌肥大的作用

机制尚未完全明确，不过结果提示，ＩＳＯ 模型用于研

究松弛素受体信号与心肌肥大关系可能优于 ＳＨＲ
模型和 ＴＡＣ 模型。

炎症仍然是心脏疾病发展的关键因素。 Ｔｏｌｌ 样
受体属于模式识别受体，通过识别病原微生物及其

特殊结构等相关分子模式，诱导细胞产生炎症反

应，在机体免疫调节中发挥重要作用［２４］。 Ｔｏｌｌ 样受

体 ４（ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）作为一种重要的炎症

调节因子，被细菌脂多糖和纤维蛋白原等内源性配

体激活，并活化转录因子核转录因子 κＢ（ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃ｌｉｇｈｔ⁃ｃｈａｉｎ⁃ｅｎｈａｎｃｅｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｂ ｃｅｌｌｓ，
ＮＦ⁃κＢ）等，最终引起促炎因子的释放［２５］。 以往研

究证实，ＴＬＲ４ 介导纤维蛋白原的识别对诱导心肌肥

大的影响［２６］。 最近研究发现，抑制 ＴＬＲ４ 能够不仅

能够减轻 ＩＳＯ 诱导的大鼠心肌氧化应激和线粒体功

能，也可以改善 ＳＨＲ 大鼠心肌重塑和肥大［２７－２８］，这
与 ＩＳＯ 和 ＳＨＲ 模型中发现的结果也相符。 ＪＡＫ⁃
ＳＴＡＴ 信号是调节细胞炎症反应的另一个关键途径。
ＳＴＡＴ 是 ＪＡＫ 的直接底物，负责将应激信号从质膜

传递到细胞核内，并且 ＳＴＡＴ 蛋白可调节许多炎症

编码基因的表达。 Ｆｕ 等［２９］ 在 １８ 周龄的雄性 ＳＨＲ
大鼠心肌中观察到总的和磷酸化的 ＪＡＫ２ 和 ＳＴＡＴ３
信号被激活。 另外的研究表明，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号在

腹主动脉缩窄及 ＩＳＯ 诱导的大鼠心脏组织中同样被

激活［３０－３１］。 虽然本研究中 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号是 ＳＨＲ
大鼠模型特异性富集通路，但可能仅表示该模型中

参与 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 通路有关的差异表达基因相对较

多。 不过尽管如此，本研究结果仍提示在开展 ＣＨ
发病机制或药物筛选研究时，模型选择最好考虑到

基因表达的偏好性。
综上所述，本研究从血压、血流动力学、心肌肥

大程度、组织病理特征及模型存活率等方面评价了

ＴＡＣ、ＩＳＯ 诱导和自发性高血压大鼠 ３ 种 ＣＨ 模型间

病理特征存在的差异，并通过转录组测序分析明确

了不同病理因素诱导的 ＣＨ 发病基因表达的共性和

偏好性，为今后发掘治疗 ＣＨ 的靶标以及动物模型

的应用提供实验依据。
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３ 种方法建立阳虚型慢传输型便秘大鼠
模型的比较研究

张远哲１，赵罗娜１，简胜男２，李中正３∗，黎豫川４∗

（１． 贵州中医药大学，贵阳　 ５５００２５；２． 成都中医药大学，成都　 ６２０００５；３． 吉首大学，
湖南 湘西土家族苗族自治州　 ４１６０００；４． 贵州中医药大学第二附属医院，贵阳　 ５５００２５）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用病证结合评价方法对比研究 ３ 种阳虚型 ＳＴＣ 大鼠模型建立方法，为中医药防治提供理

想的实验动物模型。 方法　 ６４ 只 ＳＤ 大鼠，分为空白组和模型组，采用盐酸洛哌丁胺结合 ０℃冰水复合灌胃法（Ｍ⁃１
组）、盐酸洛哌丁胺联合大黄水煎液灌胃法（Ｍ⁃２ 组）、白醋与 ０℃冰水交替灌胃 ＋ 盐酸洛哌丁胺灌胃法（Ｍ⁃３ 组），
各 １６ 只，分别建立阳虚型 ＳＴＣ 大鼠模型，空白组（１６ 只）给予等体积蒸馏水灌胃，造模期间观察大鼠一般情况，每
周固定时间测定肛温、饮食量、自主活动量、粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分及含水率，模型建立后检测各组大鼠首粒黑便排出时

间、肠道推进率，ＨＥ 染色法观察大鼠结肠病理改变，ＰＡＳ 染色检测大鼠结肠黏液变化，ＥＬＩＳＡ 法、免疫组化法检测

结肠 ５⁃ＨＴ、ＶＩＰ、ＳＰ 含量及蛋白表达。 结果　 造模后各模型组大鼠均出现精神萎靡、倦怠懒动、弓背蜷缩等表现。
造模期间各模型组大鼠出现死亡，死亡率依次为 Ｍ⁃３ 组 ＞ Ｍ⁃２ 组 ＞ Ｍ⁃１ 组。 与空白组相比，Ｍ⁃１ 组在造模第 ３ 周

进食量、自主运动量明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），造模第 ４ 周肛温、粪便含水率明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），造模第 ５ 周粪便

Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｍ⁃２ 组在造模第 ３ 周肛温明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），进食量、自主运动量明显降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），第 ６ 周粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分、含水率明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｍ⁃３ 组在造模第 １ 周自主运动量明显降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），造模第 ２ 周进食量明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），造模第 ４ 周肛温、粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分、粪便含水率明显下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；ＨＥ 染色显示各模型组大鼠结肠无明显病理改变；与空白组相比，ＰＡＳ 染色发现各模型组大鼠结肠黏液层厚

度明显减少，排序依次为 Ｍ⁃３ ＜ Ｍ⁃１ ＜ Ｍ⁃２，同时各造模组大鼠首粒黑便排出时间增加、肠道推进率显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），结肠 ５⁃ＨＴ、ＳＰ 含量及蛋白表达显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｍ⁃１ 组结肠 ＶＩＰ 含量及蛋白表达显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 ３ 种造模方法均能建立阳虚型 ＳＴＣ 大鼠模型，但以盐酸洛哌丁胺联合 ０℃冰水灌胃法建立的大鼠模

型具有死亡率低、安全性较好、阳虚证候表现稳定，大便性状改变明显，肠道动力障碍病理变化显著的优点，是阳虚

型 ＳＴＣ 发病机制及相关中医药药物作用实验研究的理想模型。
【关键词】 　 阳虚型慢传输型便秘；大鼠模型；病证结合
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６２０００５． ３． Ｊｉｓｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉａｎｇｘｉ Ｔｕｊｉａ ａｎｄ Ｍｉａｏ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ ４１６０００．

４． ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕｉｙａｎｇ ５５００２５）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩ Ｙｕｃｈｕａｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｙｕｃｈｕａｎ１９２＠ ｇｚｙ．ｅｄｕ．ｃｎ； ＬＩ Ｚｈｏｎｇｚｈｅｎｇ．

Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｚｈｏｎｇｚｈｅｎｇｙｘｙ＠ ｊｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｙａｎｇ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ＳＴＣ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｂｙ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ｉｄｅａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ＴＣＭ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｄｉｓｅａｓｅ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｓｉｘｔｙ⁃ｆｏｕｒ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｐｅｒａｍｉｄｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ０℃ ｉｃｅ ｗａｔｅｒ ｂｙ ｇａｖａｇｅ （Ｍ⁃１ ｇｒｏｕｐ）， ｌｏｐｅｒａｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄａｈｕａｎｇ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ （Ｍ⁃２ ｇｒｏｕｐ）， ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｖｉｎｅｇａｒ ａｎｄ ０℃ ｉｃｅ ｗａｔｅｒ ｂｙ ｇａｖａｇｅ ａｌｔｅｒｎａｔｅｌｙ ＋ ｌｏｐｅｒａｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｂｙ ｇａｖａｇｅ
（Ｍ⁃３ ｇｒｏｕｐ） （１６ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ） ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｙａｎｇ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ． Ｔｈｅ ｂｌａｎｋ
ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １６） ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ｂｙ ｇａｖａｇｅ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ，
ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｓｔｏｏｌ Ｂｒｉｓｔｏｌ ｓｃｏｒｅ， ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ｆｉｘｅｄ ｔｉｍｅｓ ｅｖｅｒｙ ｗｅｅｋ． Ａｆｔｅｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ， ｔｈｅ ｄｉｓｃｈａｒｇｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｂｌａｃｋ ｓｔｏｏｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ． Ｒａｔ ｃｏｌｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｌｏｎ ｍｕｃｏｕｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｌｏｎ ５⁃ＨＴ， ＶＩＰ， ａｎｄ ＳＰ
ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ＩＨＣ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｂｕｉｌｄｉｎｇ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｘｃｅｐｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ，
ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｌｉｓｔｌｅｓｓｎｅｓｓ， ｌｅｔｈａｒｇｙ， ａｎｄ ｃｒｏｕｃｈｉｎｇ． Ｓｏｍｅ ｒａｔｓ ｄｉｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｗａｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｒｄｅｒ ｏｆ Ｍ⁃３ ｇｒｏｕｐ ＞ Ｍ⁃２ ｇｒｏｕｐ ＞ Ｍ⁃１ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｎａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ， ａｎｄ
ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｄｏｗｎｗａｒｄ ｔｒｅｎｄ ｄｕｒｉｎｇ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： Ｍ⁃１ ｇｒｏｕｐ： ｂｕｉｌｄｉｎｇ ３ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ， ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ｂｕｉｌｄｉｎｇ ４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｂｕｉｌｄｉｎｇ
５ ｗｅｅｋｓ ｏｆ Ｂｒｉｓｔｏｌ ｓｔｏｏｌ ｓｃａｌｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｍ⁃２ Ｇｒｏｕｐ： ｂｕｉｌｄｉｎｇ ３ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，
ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ， ａｎｄ ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｂｕｉｌｄｉｎｇ ６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｒｉｓｔｏｌ ｓｔｏｏｌ ｓｃａｌｅ
ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｍ⁃３ Ｇｒｏｕｐ： ｂｕｉｌｄｉｎｇ １ ｗｅｅｋ ｏｆ ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｂｕｉｌｄｉｎｇ ２ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｂｕｉｌｄｉｎｇ ４ ｗｅｅｋｓ
ｏｆ ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， Ｂｒｉｓｔｏｌ ｓｔｏｏｌ ｓｃａｌｅ， ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｍｕｃｕｓ ｌａｙｅｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｍ⁃３ ＜ Ｍ⁃１ ＜ Ｍ⁃２）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｂｌａｃｋ ｓｔｏｏｌ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ
ｒａｔｅ， ａｎｄ ５⁃ＨＴ ａｎｄ ＳＰ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＶＩＰ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｏｆ Ｍ⁃１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ＳＴＣ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｙａｎｇ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃａｎ ｂｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｐｅｒａｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ０℃
ｉｃｅ ｗａｔｅｒ ｈａｓ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｌｏｗ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ， ｇｏｏｄ ｓａｆｅｔｙ， ｓｔａｂｌｅ ｙａｎｇ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｔｏｏｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ． Ｉｔ ｉｓ ａｎ ｉｄｅａｌ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ＳＴＣ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｏｆ ｙａｎｇ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 】 　 ｙａｎｇ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ； ｒａｔ ｍｏｄｅｌ； ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｅｖｉｄｅｎｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 慢传输型便秘（ｓｌｏｗ ｔｒａｎｓｉｔ ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ，ＳＴＣ）属
于功能性便秘，是多种原因导致结肠传输运动能力

减弱、粪便通过结肠时间延长而引起。 ＳＴＣ 是慢性

便秘最常见也是最难治疗的亚型之一［１］，在我国发

病率逐年升高。 现代医学治疗 ＳＴＣ 主要采用缓泻

剂、促动力剂、生物反馈和手术等方法，但均有一定

的禁忌证和副作用［２］。 本病属于中医学便秘范畴，
阳虚证是 ＳＴＣ 临床常见证型［３］，中医药治疗本病临

床疗效显著，为了使中医中药更好地推广应用，明
确中药药理机制尤为重要。 而动物模型的制备作
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为现代药理学研究的基础，是中医药基础研究的基

石，因此建立与之相关的阳虚证 ＳＴＣ 实验动物模型

是阐释中医药作用机制的重要基础。 本研究选择

现有研究常用的 ３ 种阳虚型 ＳＴＣ 大鼠模型的造模

方法［４－６］，分别为：①盐酸洛哌丁胺结合 ０℃冰水复

合灌胃法；②盐酸洛哌丁胺联合大黄水煎液灌胃；
③白醋与 ０℃冰水交替灌胃联合盐酸洛哌丁胺灌胃

法，从中医病因病机理论出发，通过中西医临床病

症（证）角度进行对比研究，以期为相关药理学实验

研究提供理想的阳虚型 ＳＴＣ 动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６４ 只 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，雌雄各半，体
重（２００ ± ２０）ｇ，购买于斯贝福（北京）生物技术有限

公司【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 饲养于屏障环境，采
用分笼饲养，每笼 ４ 只大鼠，自由饮食、饮水，保持温

度 ２０ ～ ２６℃，相对湿度 ４０％ ～ ７０％，昼夜光照，实
验操作在贵州中医药大学 ＳＰＦ 级实验设施中进行

【ＳＹＸＫ（黔）２０２１－０００５】。 本实验经过贵州中医药

大学实验动物伦理委员会审批（２０２１００４２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

盐酸洛哌丁胺（生产厂家：西安杨森制药有限

公司，产品批号：ＬＬＪ０７２７，规格：每粒 ２ ｍｇ），用蒸馏

水配制成 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 混悬液，现用现配。
山西白醋（生成厂家：山西省尧都泉酿造有限

公司），总酸度 ６％，测定方法：（１）将已配备好的邻

苯二甲酸氢钾溶液中各滴 １ ～ ２ 滴酚酞，用氢氧化

钠标准溶液滴定至溶液呈微红，且 ３０ ｓ 不褪色即结

束。 平行 ３ 次，记下结果。 （２）准确吸取白醋 １０ ｍＬ
置于 １００ ｍＬ 容量瓶中，用新蒸馏水稀释至刻度摇

匀。 用移液管吸取 ２５ ｍＬ 稀释后的试液于 ２５０ ｍＬ
锥形瓶中，加入 ２５ ｍＬ 蒸馏水及 ２ 滴酚酞指示剂，终
点同步骤（１），平行 ３ 次，根据氢氧化钠标准溶液的

用量，计算白醋的总酸度。 计算公式如下：Ｃ１Ｖ１ ＝
Ｃ２Ｖ２ ＝ ｍ２ ／ Ｍ２（Ｃ１：氢氧化钠标准溶液浓度；Ｖ１：
消耗氢氧化钠标准溶液的体积；Ｃ２：醋的浓度；Ｖ２：
试样的体积；Ｍ２：醋的式量；ｍ２：未知量）。

大黄（生产厂家：贵州同济堂中药饮片有限公

司，生产批号：２１０９１６，产地：四川）。 大黄水煎液制

备方法：加纯化水 １０００ ｍＬ 煮沸，下大黄 ５７􀆰 ６ ｇ 文

火煎煮 ５ ｍｉｎ 即得 ６４０ ｍＬ，分装成每瓶 ３２ ｍＬ。

１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

多聚甲醛（国药集团化学试剂有限公司，货号：
２０１９０４０８）；无水乙醇（四川西陇科学有限公司，货
号：２２０６０９）；二甲苯（四川西陇科学有限公司，货
号：２２０６０９）；苏木素染液（武汉塞维尔生物科技有

限公司，货号：ＣＲ２２００２０７１）；伊红染液（合肥博美生

物科技有限责任公司，货号：ＹＥ２０８０）；中性树胶

（Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物公司，货号：ＢＬ７０４Ａ）；ＰＡＳ 染色液

（武汉 赛 维 尔 生 物 技 术 有 限 责 任 公 司， 货 号：
ＣＲ２１１１１７８）；ＰＢＳ 冲洗液（北京中杉金桥生物技术

有限公司，货号：ＺＬＩ⁃９０６２）；ＤＡＢ 试剂盒（北京中杉

金桥生物有限公司，货号：ＺＬＩ⁃９０１８）；正常山羊血清

（北京中杉金桥生物有限公司，货号：ＳＰ９００２）；５⁃
ＨＴ１Ａ（ＡＢｃａｍ 公司，货号：ａｂ８５６１５）；ＳＰ 一抗（北京

博奥森生物技术公司，货号：Ｂｓ⁃００６５ｒ）；ＶＩＰ 一抗

（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，货号：Ｂｓ０７１５３）；二抗（ Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，货号：
ＧＢ２３３０３）；印度墨水 ＰＨ１７１４ （ ＰＨＹＧＥＮＥ， 货号：
２０２２０７１２）。

转轮式切片机（德国徕卡，型号：徕卡⁃２０１６）；脱
水机（常州市中威电子仪器有限公司，型号：ＴＳＪ⁃
Ⅱ）；包埋机（常州郊区中威电子仪器厂，型号：ＢＭＪ⁃
Ⅲ）；高速低温组织研磨仪（武汉塞维尔科技有限公

司，型号：ＫＺ⁃ＩＩＩ⁃Ｆ）；病理组织漂烘仪（常州市中威

电子仪器有限公司，型号：ＰＨＹ⁃Ⅲ）；掌上离心机（美
国 ＳＣＬＯＧＥＸ，型号：Ｓ１０１０Ｅ）；显微镜（麦克奥迪实

业集团有限公司，型号：ＢＡ４１０）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模与分组

所有大鼠适应性饲养 １ 周，随机分为空白组（１６
只）和模型组（４８ 只）。 模型组根据不同造模方法分

为阳虚 ＳＴＣ 模型 １ 组（Ｍ⁃１ 组）、阳虚 ＳＴＣ 模型 ２ 组

（Ｍ⁃２ 组）、阳虚 ＳＴＣ 模型 ３ 组（Ｍ⁃３ 组）。 Ｍ⁃１ 组采用

８ ｍｇ ／ ｋｇ 盐酸洛哌丁胺联合 ２０ ｍＬ ／ ｋｇ ０℃冰水灌胃

造模法，两种药物灌胃间隔 １ ｈ，每日 １ 次，连续给药

４５ ｄ。 Ｍ⁃２ 组给予 ８ ｍｇ ／ ｋｇ 盐酸洛哌丁胺联合 ０􀆰 ９ ｇ ／
ｋｇ 大黄水煎液灌胃，两种药物灌胃中间间隔 １ ｈ， 每

日 １ 次， 连续给药 ４５ ｄ。 Ｍ⁃３ 组采用白醋与 ０℃冰水

交替灌胃 ＋ 盐酸洛哌丁胺灌胃法建立模型：首次给

予白醋剂量为每只 ５ ｍＬ，第 ２ 天用 ０℃冰水灌胃，第 ３
天用 １５ ｍＬ ／ ｋｇ 剂量的白醋灌胃，第 ４ 天用 ０℃冰水灌

胃，第 ５ ～ ２０ 天均采用第 ３、４ 天的方法进行，第 ２１ 天

开始用 ８ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）的盐酸洛哌丁胺混悬液灌胃，连
续给药 ２５ ｄ，共给药 ４５ ｄ。 空白组给予蒸馏水灌胃，

０２６
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单只 ８ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ），每天灌胃 ２ 次，两次灌胃间隔 １ ｈ，
连续给药 ４５ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 模型评估标准

根据《中医内科学》 ［７］ 中便秘阳虚证候表现如

下：大便秘结，倦怠乏力，畏寒肢冷、喜暖，腹胀纳

差，面色无华，舌质淡，体胖大，苔白润，脉沉迟。 结

合阳虚证临床表现，采集大鼠相应证候表现作为模

型评价标准，具体见表 １。 同时通过大鼠毛稀疏、反
应迟钝、精神倦怠、喜静喜蜷缩、活动减弱、不欲饮

食等表现观察阳虚证候。

表 １　 大鼠阳虚证候表现采集内容

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｒａｔ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ｙａｎｇ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
临床表现

Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ
大鼠对应表现

Ｒａｔ ｓｉｇｎｓ
模型评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

畏寒肢冷、喜暖
Ｆｅａｒ ｃｏｌｄ ａｎｄ ｌｉｋｅ ｗａｒｍ

大鼠体温
Ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ

肛温温度
Ａｎａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

腹胀纳差
Ｂｌｏａｔｉｎｇ ａｎｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ

饮食情况
Ｅａｔｉｎｇ ｓｔａｔｅ

进食量
Ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ

精神倦怠
Ｍｅｎｔａｌ ｂｕｒｎｏｕｔ

精神状态、运动情况
Ｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｅ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

自主运动量
Ｖｏｌｕｎｔａｒｙ ｅｘｅｒｃｉｓｅ

１􀆰 ２􀆰 ３　 大鼠一般情况及死亡率观察

造模期间观察大鼠粪质干湿情况，记录各组大

鼠活动量、反应、踡卧弓背、扎堆、掉毛、毛发枯黄、
爪甲颜色变浅等脾肾阳虚表现及大鼠死亡数。
１􀆰 ２􀆰 ４　 大鼠肛温测定

造模期间每周固定时间采用电子肛温仪测量

各组大鼠的直肠温度并记录，结合大鼠踡卧、弓背、
扎堆情况评价是否出现“畏寒肢冷”的表现。
１􀆰 ２􀆰 ５　 大鼠进食量测定

造模期间每周固定时间以笼为单位监测大鼠

摄食量，计算各组大鼠日平均食量，计算方法如下：
大鼠 ２４ ｈ 进食量 ＝ （每笼新加后饲料量 ２４ ｈ 后剩

余饲料量） ／每笼鼠数，评价大鼠是否出现“纳差”
表现。
１􀆰 ２􀆰 ６　 大鼠自主活动量测定

造模期间每周固定时间于 １３：００ 进行旷场实验

以测定各组大鼠自主活动量，实验室背景噪声控制

在 ６５ ｄＢ 以下，旷场光照为全人工照明模拟白天环

境，旷场规格为 １００ ｃｍ × １００ ｃｍ × ４０ ｃｍ，正上方

２ ｍ 处放置数码摄像头，其视野可覆盖整个旷场内

部，将大鼠置于场地内适应 ５ ｍｉｎ，实验开始后将大

鼠迅速放置旷场中央，开启视频，每只大鼠测量时

间为 ５ ｍｉｎ， 每只大鼠记录水平运动总距离，结合喜

静喜蜷缩、活动减弱情况评价大鼠“精神倦怠乏力”
表现。 测试结束后用乙醇清洁场地环境，待乙醇挥

发后，再开始下一组［６］。
１􀆰 ２􀆰 ７　 粪便布里斯托性状（Ｂｒｉｓｔｏｌ ｓｔｏｏｌ ｓｃａｌｅ）评分

造模期间每周固定时间取各组大鼠粪便，根据

以下标准进行 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分：１ 分：分散的硬块，似坚

果；２ 分：腊肠状，但成块；３ 分：腊肠状，但表面有裂

缝；４ 分：似腊肠或蛇，光滑柔软；５ 分：软团，边缘清

楚；６ 分：绒状物，边缘不清，糊状便；７ 分：水样，无固

状物［６］。
１􀆰 ２􀆰 ８　 粪便含水率检测

造模期间每周固定时间取各组大鼠 ２４ ｈ 粪便，
先称其湿重，后放入干燥箱中烘干后称粪便干重，
计算粪便含水率：（粪便湿重－粪便干重） ／粪便湿重
× １００％［８］。
１􀆰 ２􀆰 ９　 首粒黑便排出时间检测

造模结束后各组随机选择 ４ 只大鼠，分别灌胃

印度墨水（每只 ２ ｍＬ），记录并计算从灌胃时间至首

粒黑便排出的时间，计算首粒黑便排出时间：首粒

黑便排出时间点－印度墨水灌胃时间点［８］。
１􀆰 ２􀆰 １０　 肠道推进率检测

各组大鼠分别于造模结束后禁食不禁水 １２ ｈ，
随机选择 ４ 只大鼠灌胃印度墨水（每只 ２ ｍＬ），２ ｈ
后采用 ２０％乌拉坦麻醉，脱颈处死大鼠，迅速解剖

取出肠道，用直尺记录幽门至回盲部总长度和墨汁

在肠道中推进的距离（幽门到墨汁推进前端的距

离）。 按照 “推进距离 ／幽门至回盲部总长度 ×
１００％”计算肠推进率［９］。
１􀆰 ２􀆰 １１　 ＨＥ 染色观察结肠病理变化

造模结束后采用 ２０％乌拉坦麻醉大鼠，脱颈处

死后取结肠组织进行石蜡包埋。 石蜡切片脱蜡至

水，苏木精染色，自来水冲洗，盐酸乙醇分化 ５ ～
１０ ｓ， 自来水冲洗后放入 ５０℃的温水中或弱碱性水

溶液返蓝，直到出现蓝色为止；自来水冲洗后放入

８５％的乙醇，伊红染色 ３ ～ ５ ｍｉｎ；水洗 ３ ～ ５ ｓ，梯度

乙醇脱水， 二甲苯透明， 中性树胶封固。 采用

３ＤＨＩＳＴＥＣＨ（Ｈｕｎｇａｒｙ）生产的 Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ２５０ 数字

１２６
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切片扫描仪对切片进行图像采集，观察病变。
１􀆰 ２􀆰 １２　 ＰＡＳ 染色观察结肠粘液分泌变化

石蜡切片脱蜡至水，依次自来水洗和蒸馏水

洗；加入高碘酸溶液，氧化 ５ ｍｉｎ；加入雪夫试剂，浸
染 １０ ～ ２０ ｍｉｎ；倾去雪夫试剂，流水冲洗 １０ ｍｉｎ；入
苏木素染色液，染核 １ ～ ２ ｍｉｎ；用盐酸分化液分化

２ ～ ５ ｓ， 水洗；用 Ｓｃｏｔｔ 蓝化液返蓝，水洗 ３ ｍｉｎ；逐
级常规乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。 采

用麦克奥迪实业集团有限公司生产的 ＢＡ２１０Ｄｉｇｉｔａｌ
数码三目摄像显微摄像系统对切片进行图像采集，
观察病变。
１􀆰 ２􀆰 １３　 ＥＬＩＳＡ 法检测结肠 ５⁃ＨＴ、ＶＩＰ、ＳＰ 表达

造模结束后采用 ２０％乌拉坦麻醉大鼠，后脱颈

处死大鼠，从肛门上约 ３ ｃｍ 处向上剪取约 ３ ｃｍ 结

肠组织，挤出残留粪便，立即用 ０􀆰 ９％氯化钠溶液清

洗血液及杂物。 取部分结肠组织准确称取质量，除
去残留血液，按质量体积比 １ ∶９加入 ＰＢＳ，使用组织

研磨仪进行组织匀浆，匀浆液在 ７２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件

下，离心 １０ ｍｉｎ，取上清液待测，常规 ＥＬＩＳＡ 法检测

血清、结肠 ５⁃羟色胺（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ）、
Ｐ 物质（ｓｕｂｓｔａｎｃｅ Ｐ，ＳＰ）、血管活性肠肽（ ｖａｓｏａｃｔｉｖｅ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＶＩＰ）含量。
１􀆰 ２􀆰 １４　 免疫组化检测结肠 ５⁃ＨＴ、ＶＩＰ、ＳＰ 表达

石蜡切片脱蜡至水，将切片浸入柠檬酸盐缓冲

液（ｐＨ ＝ ６􀆰 ０），微波炉高火加热 １０ ｍｉｎ，停火 ８
ｍｉｎ，中高火再加热 １０ ｍｉｎ；冷却后，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每
次 ５ ｍｉｎ 进行抗原修复。 阻断内源性过氧化物酶后

进行血清封闭；滴加一抗，４℃过夜；ＰＢＳ 冲洗后滴加

二抗；ＤＡＢ 显色：配制新鲜的 ＤＡＢ 显色液，滴加到

组织上，室温显色，显微镜下控制显色时间，阳性为

棕黄色，蒸馏水洗涤切片终止显色；复染细胞核后

将切片依次置于 ７５％、８５％、９５％、无水乙醇、二甲苯

中分别浸泡 １０ ｍｉｎ，中性树胶封片。 使用显微摄像

系统对切片进行图像采集，每张切片先于 １００ 倍下

观察全部组织，再分别采集 ２００ 倍及 ４００ 倍显微图

像。 使用 Ｈａｌｏ 数据分析系统计算每张图像阳性面

积占比（％ ＤＡＢ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ）。
１􀆰 ３　 统计学分析

各组数值均用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，使
用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行数据分析，采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行绘图。 各组采用单因素方差分

析，两两比较方差齐采用 ＬＳＤ 法比较，方差不齐用

Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ 比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠一般情况比较

模型建立期间，空白组大鼠活动自如、反应迅

速、抓爬有力、毛发光泽、胡须粗壮、饮食饮水正常、
大小便正常。 模型建立后各阳虚型 ＳＴＣ 模型组大

鼠出现活动减少、反应迟缓、爪甲青紫、弓背蜷缩、
毛发苦干枯脱落、大便先稀溏、而后干硬减少的表

现。 造模期间各组大鼠出现死亡，其中以 Ｍ⁃３ 组大

鼠死亡率最高，Ｍ⁃１ 组大鼠死亡率最低（见表 ２）。

表 ２　 各组大鼠死亡率（ｎ ＝ １６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ（ｎ ＝ １６）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

死亡数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈｓ

死亡率
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ２ １３％

Ｍ⁃１ 组
Ｍ⁃１ ｇｒｏｕｐ ３ １９％

Ｍ⁃２ 组
Ｍ⁃２ ｇｒｏｕｐ ４ ２５％

Ｍ⁃３ 组
Ｍ⁃３ ｇｒｏｕｐ ８ ５０％

２􀆰 ２　 各组大鼠肛温变化

造模期间空白组肛温无明显变化，与空白组相

比，各造模组在造模期间肛温开始呈现下降趋势，
Ｍ⁃１ 组在造模第 ４ 周开始肛温明显下降 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），Ｍ⁃２ 组在造模第 ３ 周开始肛温明显下降（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），Ｍ⁃３ 组在造模第 ４ 周开始肛温明显下降

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），具体见图 １。

注：与空白组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 １　 各组大鼠肛温比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
（Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

２􀆰 ３　 大鼠进食量变化

造模期间，空白组大鼠进食量无明显变化。 与
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空白组相比，各造模组进食量呈现下降趋势，其中

Ｍ⁃１ 组、Ｍ⁃２ 组在造模第 ３ 周进食量明显降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），Ｍ⁃３ 组在造模第 ２ 周进食量明显降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），具体见图 ２。

图 ２　 各组大鼠进食量比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

２􀆰 ４　 大鼠自主活动量情况比较

造模期间，空白组大鼠自主运动量无明显变

化。 与空白组相比，各造模组自主运动量呈现下降

趋势，其中 Ｍ⁃１ 组、Ｍ⁃２ 组在造模第 ３ 周自主运动量

明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｍ⁃３ 组在造模第 １ 周自主运

动量明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），具体见图 ３。

图 ３　 各组大鼠自主活动量比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

２􀆰 ５　 各组粪便布里斯托性状（Ｂｒｉｓｔｏｌ ｓｔｏｏｌ ｓｃａｌｅ）
评分变化

Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分用于评估肠道准备期间肉眼观察下

的粪便性状，造模期间空白组大鼠粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分无

明显变化，Ｍ⁃１ 组大鼠粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分呈现先升高后

下降的趋势，Ｍ⁃２ 组、Ｍ⁃３ 组大鼠粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分呈

现下降趋势。 与空白组比较，Ｍ⁃１ 组、Ｍ⁃２ 组大鼠粪

便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分在造模第 ２ 周明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｍ⁃
１ 组、Ｍ⁃３ 组大鼠粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分在造模第 ５ 周明显

降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｍ⁃２ 组大鼠粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分在造模

第 ６ 周明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ４）。

图 ４　 各组大鼠粪便性状评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｂｒｉｓｔｏｌ ｓｔｏｏｌ ｓｃａｌｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

２􀆰 ６　 各组大鼠粪便含水率变化

造模期间空白组大鼠粪便粪便含水率无明显

变化，Ｍ⁃１ 组、Ｍ⁃２ 组大鼠粪便含水率呈现先升高后

下降的趋势，Ｍ⁃３ 组大鼠粪便含水率呈现下降趋势。
与空白组比较，Ｍ⁃１ 组在造模 １ ～ ２ 周粪便含水率

明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），在造模第 ４ 周明显

下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｍ⁃２ 组在造模 １ ～ ４ 周粪便含水

率升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），在造模第

６ 周明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｍ⁃３ 组大鼠粪便含水率

在造模第 ２ 周明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ５）。

图 ５　 各组大鼠粪便含水率比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

２􀆰 ７　 各组大鼠首粒黑便排出时间、肠推进率变化

与空白组相比，造模后各造模组大鼠粒黑便排

出时间明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与空白组相比，造模
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后各造模组大鼠肠道推进率明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）
（见图 ６）。

图 ６　 各组大鼠肠道动力学比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

图 ７　 各组部分大鼠结肠 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 各组大鼠结肠 ５⁃ＨＴ、ＶＩＰ、ＳＰ 含量（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ５⁃ＨＴ， ＶＩＰ ａｎｄ ＳＰ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ５⁃ＨＴ（ｎｇ ／ ｍＬ） ＶＩＰ（ｐｇ ／ ｍＬ） ＳＰ（ｎｇ ／ ｍＬ）
空白组 Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ６２ ± ０􀆰 １８ ６􀆰 ７３ ± １􀆰 ０７ ９􀆰 １２ ± ０􀆰 ８６
Ｍ⁃１ 组 Ｍ⁃１ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２２ ± ０􀆰 ３１∗∗ １５􀆰 １５ ± １􀆰 ２４∗∗ ５􀆰 ３７ ± ０􀆰 ４９∗∗

Ｍ⁃２ 组 Ｍ⁃２ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ５４ ± ０􀆰 ２５∗∗ ８􀆰 ４７ ± ０􀆰 ９８∗∗ ６􀆰 ０２ ± ０􀆰 ６８∗∗

Ｍ⁃３ 组 Ｍ⁃３ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３８ ± ０􀆰 １３∗∗ ７􀆰 ３３ ± １􀆰 １２∗∗ ５􀆰 ８８ ± ０􀆰 ４９∗∗

２􀆰 ８　 各组大鼠结肠病理变化

ＨＥ 染色结果显示，造模后，空白组大鼠结肠组

织黏膜层、黏膜下层、肌层及浆膜层结构较完整；黏
膜表面被覆单层柱状上皮，柱状上皮细胞形态正

常，未见明显病理改变。 各模型组大鼠偶见结肠黏

膜上皮细胞脱落、黏膜固有层变性坏死、黏膜固有

层炎性细胞浸润及杯状细胞数量减少等病理改变，
９０％大鼠结肠未见明显病理改变（见图 ７）。
２􀆰 ９　 各组大鼠结肠黏液层厚度变化

通过 ＰＡＳ 染色发现，造模后，与空白组相比，各
模型组黏液层厚度明显减少，差异具有统计学意义

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ８、图 ９）。
２􀆰 １０　 各组大鼠结肠 ５⁃ＨＴ、ＶＩＰ、ＳＰ 含量变化

ＥＬＩＳＡ 检测结果显示，与空白组比较，造模后各

模型组大鼠结肠 ５⁃ＨＴ、ＳＰ 浓度明显降低，ＶＩＰ 浓度

明显升高，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中以 Ｍ⁃１
组 ５⁃ＨＴ、ＳＰ 浓度最低，ＶＩＰ 浓度最高（见表 ３）。
２􀆰 １１　 各组大鼠结肠 ５⁃ＨＴ、ＶＩＰ、ＳＰ 表达变化

免疫组化检测结果显示，与空白组比，各造模

组大鼠结肠 ５⁃ＨＴ、ＳＰ 蛋白表达降低，具有统计学意

义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与空白组相比，Ｍ⁃１ 组大鼠肠道

ＶＩＰ 蛋白表达明显升高，具有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），Ｍ⁃２ 组、Ｍ⁃３ 组大鼠肠道 ＶＩＰ 蛋白表达升高，
但不具有统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（见表 ４，图 １０）。
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图 ８　 各组大鼠结肠组织黏液层厚度变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｕｃｕｓ ｌａｙｅｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｉｎ ｃｏｌｏｎ

ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

图 １０　 各组大鼠结肠 ５⁃ＨＴ、ＳＰ 和 ＶＩＰ 表达

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ５⁃ＨＴ， ＳＰ ａｎｄ ＶＩＰ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ９　 各组大鼠部分结肠 ＰＡＳ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ４　 各组大鼠结肠 ５⁃ＨＴ、ＳＰ、ＶＩＰ 表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ４）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ５⁃ＨＴ， ＳＰ ａｎｄ ＶＩＰ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ４）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

阳性面积占比（％）ＤＡＢ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ（％）
５⁃ＨＴ ＶＩＰ ＳＰ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ７４ ± ０􀆰 ８７ ４􀆰 ８６ ± ０􀆰 ５８ ４􀆰 ３９ ± １􀆰 ４０

Ｍ⁃１ 组
Ｍ⁃１ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ３８ ± ０􀆰 ６５∗ ９􀆰 ０５ ± ４􀆰 ０９∗∗ ２􀆰 ４２ ± ０􀆰 ４１∗

Ｍ⁃２ 组
Ｍ⁃２ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ９６ ± １􀆰 ２１∗ ５􀆰 ８６ ± １􀆰 ６３ ２􀆰 ５４ ± ０􀆰 ４０∗

Ｍ⁃３ 组
Ｍ⁃３ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ２１ ± １􀆰 ３９∗ ５􀆰 ２９ ± １􀆰 ３１ ２􀆰 ３３ ± ０􀆰 ９８∗∗

３　 讨论

ＳＴＣ 是由各种非器质原因导致结肠动力减弱，
内容物在结肠中传输缓慢而引起的排便困难［９］。
ＳＴＣ 属于中医学“便秘”范畴，临床上阳虚型为常见

证型。 现有研究存在多种阳虚型 ＳＴＣ 动物模型的

建立方法［４－６］，本研究从病证结合动物模型制备角

度，以中医学理论为基础，将现代医学的疾病复制

到模型动物中，将模型动物置于致病因素中，将中

医“证”的临床表现复制于动物模型上［１０－１２］，以期体

现中医学的特点。 本实验所选择的 ３ 个造模方法分

别采用不同寒凉饮食 ／药物联合盐酸洛哌丁胺复制

阳虚型 ＳＴＣ 大鼠模型。 盐酸洛哌丁胺是临床上常

用抗腹泻药物，是 μ⁃阿片受体的激动剂，可阻止乙

酰胆碱和前列腺素的释放，从而抑制肠道水分分泌

减缓肠道蠕动并延长其内容物通过时间［１３－１４］，盐酸

洛哌丁酸符合临床 ＳＴＣ 患者的生理病理特点，可诱

导便秘动物模型，是目前公认的 ＳＴＣ 模型制备药

物［１５］。 各造模组在采用盐酸洛哌丁胺的同时，各组

分别联合不同的寒凉饮食物灌胃，拟建立 ＳＴＣ 的阳

虚证型。 临床研究表明阳虚证 ＳＴＣ 患者多由于劳

累耗气或贪凉饮冷，过度使用寒凉药物，特别滥用

泻剂及大黄、芒硝等苦寒泻下药物，导致脾肾阳气

虚弱，阳虚则肠道失于温煦，阴寒内结，便下无力，
使排便时间延长，形成便秘。 病机主要在于下焦阳

虚、大肠推导无力、阴寒凝滞而致糟粕不行，具有病

程长、发病缓慢的特点［１６］。 本实验 Ｍ⁃１ 组采用盐酸

洛哌丁胺联合 ０℃冰水灌胃法、Ｍ⁃２ 组采用盐酸洛

哌丁胺联合大黄水煎液灌胃法、Ｍ⁃３ 组采用白醋与

０℃冰水交替灌胃 ＋ 盐酸洛哌丁胺灌胃法，各组造

模时间均在 ４５ ｄ，符合阳虚型 ＳＴＣ 的病因病机及临

床特点。 实验结果显示，造模前后空白组大鼠活动

自如、反应迅速、抓爬有力、毛发光泽、胡须粗壮、饮

食饮水正常、大小便正常，而各造模组大鼠在造模

后均出现精神萎靡、倦怠懒动、爪甲青紫、弓背蜷缩

等畏寒怕冷等表现，以及肛温下降、饮食量减少、自
主活动量减少，符合中医阳虚证临床表现，同时各

模型组大鼠均出现首粒黑便排出时间增加、肠道推

进率显著下降、粪便含水率减少表现，与现有研究

结果一致［１７］，表明 ３ 种造模方式均能够成功复制阳

虚型 ＳＴＣ 大鼠模型。
　 　 本实验在研究过程中发现，虽然 ３ 种方法均能

成功复制阳虚型 ＳＴＣ 大鼠模型，但在中医学相应证

候表现和西医学病症出现时间及稳定性上有一定

差异。 实验结果表明，Ｍ⁃１ 组、Ｍ⁃２ 组在 ３ ～ ４ 周出

现阳虚证候表现，Ｍ⁃３ 组在第 １ 周即出现阳虚证候

表现，但自主运动量在第 ３ ～ ４ 周有小幅度升高，提
示 Ｍ⁃３ 组阳虚证候表现出现时间早，但证候表现不

稳定。 Ｍ⁃１ 组、Ｍ⁃２ 组阳虚证候出现时间晚于 Ｍ⁃３
组，但证候表现稳定，无明显波动。 在西医病症表

现上，Ｍ⁃１ 组大鼠在造模第 １ ～ ２ 周粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评
分、粪便含水率明显升高，造模第 ４ 周粪便含水率明

显下降，第 ５ 周粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分明显降低；Ｍ⁃２ 组大

鼠在造模第 １ ～ ２ 周粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分明显升高，在
造模第 １ ～ ４ 周大鼠粪便含水率明显升高，在第 ６
周粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分和含水率明显降低。 以上实验

结果提示 Ｍ⁃１、Ｍ⁃２ 组大鼠大鼠粪便呈现先稀后干

的趋势，可能是由于灌胃 ０℃冰水和大黄水煎液导

致的，而在持续造模过程中 Ｍ⁃１ 组粪质变干早于 Ｍ⁃
２ 组。 Ｍ⁃３ 组大鼠造模前期粪质无明显改变，粪质

变干时间和Ｍ⁃１ 组一致。 造模第 ６ 周各造模组大鼠

首粒黑便排出时间明显增加、肠道推进率明显降

低，其中以 Ｍ⁃１ 组大鼠首粒黑便排出时间最长、肠
道推进率最低。 此外，实验过程中显示在 ３ 种造模

方式下，Ｍ⁃３ 组大鼠死亡率最高，其次为 Ｍ⁃２ 组，死
亡率最低为 Ｍ⁃１ 组，对死亡大鼠解剖后发现 Ｍ⁃３ 组

死亡大鼠均有不同程度的肠道胀气、胃出血、肺淤

血现象，而 Ｍ⁃１ 组、Ｍ⁃２ 组死亡大鼠未出现异常病理

发现。 以上结果提示在 ３ 种造模方式中，以盐酸洛

哌丁胺联合 ０℃冰水灌胃（Ｍ⁃１ 组）法建立的阳虚型

ＳＴＣ 大鼠模型具有死亡率低，中医阳虚证较为稳定，
干硬粪便出现时间较早且结肠动力障碍表现明显

的优点。
现有研究表明 ＳＴＣ 没有结肠器质性和结构改

变［１８－１９］，肠道运输能力降低、结肠传输时间延长是

其主要病理特点，神经递质作为胃肠道神经和胃肠

６２６
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道平滑肌的中间介质，在调节肠动力中发挥重要作

用，如 ５⁃ＨＴ、ＶＩＰ、ＳＰ 等。 ５⁃ＨＴ 具有调节胃肠道动

力及肠道细胞分泌的功能，研究显示 ＳＴＣ 大鼠结肠

５⁃ＨＴ 表达降低［２０］。 ＳＰ 是胃肠道的兴奋性神经递

质，具有收缩平滑肌、促进肠道蠕动的作用，研究显

示 ＳＴＣ 患者血清 ＳＰ 含量降低［２１］。 ＶＩＰ 属于肽能神

经递质之一，具有舒张平滑肌而减慢结肠运动的作

用［２２］，属于抑制性神经递质，其含量高低与结肠动

力呈负相关。 研究显示 ＳＴＣ 大鼠 ＶＩＰ 表达升高［８］。
本实验通过对各组大鼠结肠 ＨＥ 染色发现，各造模

组大鼠结肠未见明显病理改变，与现有研究结果一

致，提示 ３ 种造模方式未对大鼠结肠造成器质性损

伤。 但对结肠 ＰＡＳ 染色发现，各造模组大鼠黏液层

厚度明显减少，排序依次为 Ｍ⁃３ ＜ Ｍ⁃１ ＜ Ｍ⁃２，但三

者并无统计学差异，结合各组大鼠粪便含水率及粪

便性状评分结果，提示 ３ 种造模方法均能造成大鼠

结肠黏液分泌降低而出现粪质干硬的表现。 本实

验进一步对各造模组大鼠结肠 ５⁃ＨＴ、ＶＩＰ、ＳＰ 检测

发现，各造模组 ５⁃ＨＴ、ＳＰ 表达明显降低，排序依次

为 Ｍ⁃３ ＜ Ｍ⁃１ ＜ Ｍ⁃２。 各造模组 ＶＩＰ 表达虽有升高，
但以 Ｍ⁃１ 组升高明显，其余两组变化无统计学意

义。 提示 ３ 种造模方式均能在不同程度上造成大鼠

肠道动力障碍的病理变化，但以盐酸洛哌丁胺联合

０℃冰水灌胃（Ｍ⁃１ 组）法建立的阳虚型 ＳＴＣ 大鼠结

肠动力传输障碍的病理变化最为显著。
综上所述，本研究在病证结合评价方法的基础

上，对在 ３ 种阳虚型 ＳＴＣ 大鼠造模方式进行对比研

究，发现以盐酸洛哌丁胺联合 ０℃ 冰水灌胃（Ｍ⁃１
组）法建立的大鼠模型具有死亡率低、安全性较好，
阳虚证候稳定，大便性状改变明显，肠道动力障碍

病理变化显著的优点，可作为阳虚型 ＳＴＣ 发病机制

及相关中医药药物作用实验研究的理想模型。
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塞来昔布和己酮可可碱对小鼠 Ｌｅｗｉｓ 肺癌
的抑瘤作用研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过研究塞来昔布和己酮可可碱对小鼠 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞的抑瘤作用，探讨联合用药的作用机

制。 方法　 建立小鼠皮下移植 Ｌｅｗｉｓ 肺癌模型，分为对照组和实验组，分别给予溶剂或塞来昔布和己酮可可碱，测
量小鼠肿瘤大小、观察塞来昔布和己酮可可碱对小鼠肿瘤的抑制作用；通过免疫组化观察病理学的变化，通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＣＯＸ⁃２、Ｂｉｄ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 等蛋白的表达水平。 结果　 塞来昔布和己酮可可碱对小鼠 Ｌｅｗｉｓ 肺癌具

有一定的抑瘤作用，实验组生存中位数也高于对照组，与抑制血管生成及诱导 ＬＬＣ 肿瘤细胞凋亡相关。 结论　 塞

来昔布和己酮可可碱联合使用可以通过抑制血管生成及诱导肿瘤细胞凋亡来抑制 Ｌｅｗｉｓ 肺癌肿瘤生长。
【关键词】 　 塞来昔布；己酮可可碱；Ｌｅｗｉｓ 小鼠肺癌细胞；抑瘤作用
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　 　 肺癌的死亡率和发病率在所有癌症中位居前

列［１－２］， 其 中 非 小 细 胞 肺 癌 （ ｎｏｎｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）约占所有肺癌的 ８５％。 虽然目前有

手术、放化疗及靶向治疗等多种手段，但是Ⅲ期及

以上的 ＮＳＣＬＣ 五年生存率仅为 ３０％ ～ ４０％［３］。 因

此，寻找提高治疗有效性的新方法仍然是一项紧迫

的科学和医学挑战。
环氧合酶⁃２（ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃２，ＣＯＸ⁃２） 是环氧

合酶的一种诱导酶，近些年来通过研究发现 ＣＯＸ⁃２
可诱导肿瘤血管的生成，促进肿瘤细胞的增殖并抑

制凋亡、增加侵袭力，在肿瘤的发生发展、转移中起

重要的促进作用［４］。 塞来昔布（Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ）作为新

一代高选择性 ＣＯＸ⁃２ 抑制剂，具有诱导肿瘤细胞凋

亡、抑制肿瘤血管形成和增强化、放疗敏感性等抗

肿瘤效应，最近已通过 ＦＤＡ 批准用于家族性肠癌息

肉的辅助治疗［５］。 但是临床试验中，在标准辅助化

疗中加入 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 治疗 ３ 年并无显著性提高无病

生存率［６］。 己酮可可碱（ｐｅｎｔｏｘｉｆｙｌｌｉｎｅ，ＰＴＸ）是一种

甲基黄嘌呤衍生物，可降低血液和血浆黏度、血浆

纤维蛋白原，并能通过增强红细胞的可扩张性和减

少中性粒细胞的活化来改善血液在组织中的通透

性［７］。 目前，有报道证实 ＰＴＸ 能够通过抑制 ｃ⁃Ｒｅｌ
转录因子的功能延迟黑色素瘤的生长［８］。 目前，有
关 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合使用能否抑制肿瘤的生长

的研究未见报道。
肺癌皮下移植瘤模型具有简便、可重复性高、

方便观察肿瘤大小等优点，是目前运用最为广泛的

动物模型。 因此，本文中在皮下植入的 Ｌｅｗｉｓ 肺癌

（ＬＬＣ）模型小鼠上，探索 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合用药

能否增强对其抑瘤作用及机制，为临床寻找治疗肺

癌的新药提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

本实验中使用的 ２４ 只 ＳＰＦ 级的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠，雌雄不限，６ ～ ８ 周龄，体重约为 ２０ ～ ２５ ｇ，购自

北京维通利华实验动物技术有限公司【ＳＣＸＫ（京）
２０２１－０００６】。 室内温度控制在 ２０ ～ ２５℃，湿度控

制在 ４０％ ～ ７０％，光暗循环为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，换气次数

由 ＩＶＣ 主机控制为每小时 １０ ～ ２０ 次，在整个实验

过程中观察小鼠的繁殖和生长情况状况，饲养于河

北医科大学第二医院 ＳＰＦ 级动物饲养间 【 ＳＹＸＫ

（冀）２０２１－００３】。 所有操作均符合河北医科大学第

二医院实验伦理要求（２０２０⁃Ｒ１５５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞株

Ｌｅｗｉｓ 小鼠肺腺癌株细胞（ＬＬＣ，购自中国科学

院干细胞库）。 ＬＬＣ 细胞株使用含 １０％胎牛血清和

１％青链霉素的高糖 ＤＭＥＭ 培养基，５％ ＣＯ２、３７℃条

件下进行培养传代［８］。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

己酮可可碱和塞来昔布购自 ｓｉｇｍａ、高糖 ＤＭＥＭ
购自美国 Ｇｉｂｃｏ、青链霉素混合液购自北京索莱宝

科技有限公司、胎牛血清购自浙江天杭生物科技有

限公司，其他生化试剂购自 Ｓｉｇｍａ。 ＣＯ２ 培养箱（美
国 Ｔｈｅｒｍｏ３７１ 型）、超低温冰箱 （日本 ＳＡＮＹＯ 公

司）、倒置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ）、自动包埋机、
切片机均为河北医科大学第二医院神经病学实验

室所有。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养

取出细胞在 ３７℃的浴锅中解冻，完全解冻后放

入超净工作台，用吸管移至离心管中，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ 去上层冻存液，加入 １ ｍＬ 的培养基重悬，
吸至已加入 ４ ｍＬ 培养基的培养瓶中，培养 ２４ ｈ 后

在荧光显微镜下观察该细胞的形态。 在荧光显微

镜下观察到细胞融合度达 ８０％ ～ ９０％时，进行传

代。 加入 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶恒温培养箱中消化，移至

１５ ｍＬ 离心管中，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃掉上清后

加入 ５ ｍＬ 培养基，制备细胞悬液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 构建皮下 ＬＬＣ 肺癌小鼠模型及分组

选择周龄 ６ ～ ８ 周、体型大小近似的小鼠，在皮

下注射约 ２ × １０６ 个培养好的 ＬＬＣ 细胞悬液［９］。 在

建模 ２ 周后测量肿瘤的长度（Ｌ）和宽度（Ｗ），根据

公式：体积（Ｖ） ＝ ０􀆰 ５ × Ｌ × Ｗ２ 计算肿瘤体积［１０］。
依此将构建的模型小鼠分为对照组和实验组（ｎ ＝
１２），每组肿瘤平均大小为 １３０ ～ １４０ ｍｍ３。 对照组

给予 ＰＢＳ 溶液 （溶剂）；实验组 １２ 只小鼠口服

Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ（７５ ｍｇ ／ ｋｇ）及腹腔注射 ＰＴＸ（６０ ｍｇ ／ ｋｇ），
药物浓度基于参考文献选择［１０－１１］，每周对小鼠的肿

瘤测量 ２ 次并计算其体积，整理并记录。
１􀆰 ２􀆰 ３　 取材及免疫组织化学染色

实验小鼠给药完成 ２ 周后，从对照组和实验组

中分别选取 ３ 只小鼠解剖取出肿瘤，称重测量其体

积，之后用于蛋白提取。 分别从对照组和实验组选

取 ３ 只小鼠使用 ４％多聚甲醛进行灌注，取出肿瘤

０３６
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置于 ４％多聚甲醛中固定 ４８ ｈ。 梯度乙醇脱水后，石
蜡包埋切片，烤片脱蜡后用于 ＨＥ 染色和免疫组织

化学染色。 染色方法参考苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色试

剂盒免疫组化试剂盒使用说明书。 对每组剩下的

小鼠（ｎ ＝ ６）进行生存期观察。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

从处死的小鼠中收集对照组及处理组的肿瘤

并转移至试管中，使用总蛋白质提取试剂盒提取蛋

白质，通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶分离，然后转移到 ＰＶＤＦ 膜

上。 将膜与一抗在 ４℃孵育 １２ ｈ，洗涤 ３ 次，持续 １５
ｍｉｎ，然后与二抗在 ３７℃孵育 １ ｈ。 在 Ｏｄｙｓｓｅｙ 红外

成像系统（ＬＩ⁃ＣＯＲ，ＮＥ）上进行扫描分析及定量。

１􀆰 ３　 统计学方法

数据的统计处理采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５ 软件分

析，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ５􀆰 １ 分析灰

度值。 对照组和实验组的肿瘤体积比较采用

Ｓｔｕｎｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验，生存期比较用 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠肺癌 ＬＬＣ 细胞生长状态良好

利用光学显微镜观察细胞生长状态，ＬＬＣ 细胞

镜下可见不规则多边形、条索状贴壁生长，轮廓清

楚，生长旺盛，折光率高（图 １）。

图 １　 光学显微镜观察细胞生长状态

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｅ

２􀆰 ２　 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合使用能够延缓 ＬＬＣ 肿

瘤的生长

造模前 １ 周，小鼠皮毛光亮滑顺，精神状态良

好。 造模 １ 周左右，接种部分出现瘤块，随着肿瘤逐

渐增大，部分小鼠出现行动迟缓、皮毛失去光泽、形
体消瘦等症状，后期小鼠因肿瘤体积较大，出现行

动不便、形体消瘦等现象。

在建模 ２ 周后测量计算肿瘤体积进行分组，每
组肿瘤平均为 １３０ ～ １４０ ｍｍ３，对照组和实验组分

别给于 ＰＢＳ 或 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合治疗。 每周测

量 ２ 次肿瘤大小，计算体积，绘制肿瘤生长曲线。 给

药 １４ ｄ 时，与对照组肿瘤比，实验组明显小于对照

组（图 ２）。 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合使用能够有效延

缓 ＬＬＣ 肿瘤的生长。

注：Ａ：肿瘤体积变化；Ｂ：３ 组最大肿瘤。

图 ２　 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 抑制小鼠 ＬＬＣ 肿瘤的生长

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｃｈａｎｇｅｓ． Ｂ． Ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ａｎｄ ＰＴＸ ｉｎｈｉｂｉｔ ＬＬＣ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｍｉｃｅ
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２􀆰 ３ 　 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合使用能够有效延长

ＬＬＣ 荷瘤小鼠的生存期

对照组和实验组的 ＬＬＣ 荷瘤小鼠生存期进行

统计，即小鼠肿瘤最大直径达到 ２０ ｍｍ 或者其自然

死亡（两个条件满足其一，即认为达到实验终点）。
对照组小鼠的中位生存期为 １３ ｄ，实验组小鼠的中位

生存期为 ２１􀆰 ５ ｄ（图 ３），延长 ８􀆰 ５ ｄ（Ｐ ＝ ０􀆰 ０１４６）。
实验结果证实 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 能够减缓 ＬＬＣ 小鼠

肿瘤的生长，有效延长 ＬＬＣ 荷瘤小鼠的生存期。

图 ３　 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 延长 ＬＬＣ 荷瘤小鼠的中位生存期

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ａｎｄ ＰＴＸ ｐｒｏｌｏｎｇ ｍｅｄｉａｎ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ＬＬＣ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ

图 ４　 对照组和实验组的 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ

注：与 ＰＢＳ 相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合使用促进了 Ｌｅｗｉｓ 肺癌细胞凋亡

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＳ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ａｎｄ ＰＴＸ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＬＬＣ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

２􀆰 ４　 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合使用对 ＬＬＣ 小鼠肿瘤

细胞病理形态学变化

对照组和实验组的石蜡包埋肿瘤组织进行切

片及 ＨＥ 染色（图 ４）。 病理结果发现：对照组细胞

核大，异质性强，分裂相多。 与对照组相比，实验组

核浓缩深染，核形态有条形、半月形、圆形、圆环形、
多边形等，分裂相较少。 病理结果证实：实验组肿

瘤组织部分出现凋亡现象。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 Ｂｉｄ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９、ＣＯＸ⁃２
表达

检测细胞凋亡相关蛋白 Ｂｉｄ 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的表

达情 况。 促 细 胞 凋 亡 因 子 Ｂｉｄ 及 促 凋 亡 蛋 白

Ｃａｓｐａｓｅ⁃９，以级联放大的方式对胞内蛋白进行高效

切割，最终导致细胞凋亡［１２］。 实验组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 和

Ｂｉｄ 的表达显著高于对照组。 此外，ＣＯＸ⁃２ 还证实

具有促进肿瘤新生血管生成和增加侵袭力，是预后

不良的独立预测指标［１３］。 结果发现：Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和

ＰＴＸ 联合给药组中 ＣＯＸ２ 的表达含量均低于对照组

的表达含量（图 ５）。 这些结果表明，Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和

ＰＴＸ 联合用药通过促进凋亡蛋白表达及抑制肿瘤

血管生成，从而诱导 ＬＬＣ 细胞的凋亡。
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２􀆰 ６　 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合使用抑制了肿瘤中血

管的形成

应用血管标记物 ＣＤ３４ 检测了 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ
对 ＬＬＣ 肿瘤组织血管形成的抑制作用。 对照组肿

瘤组织中 ＣＤ３４ 阳性血管密度高，管腔扩张，在较大

的血管腔内常可见癌细胞及其碎片。 而实验组中

ＣＤ３４ 阳性血管密度明显减少，阳性血管分布稀疏，
呈散状，点状分布，染色较浅（图 ６）。 这些结果说

明：Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 对 ＬＬＣ 荷瘤小鼠肿瘤血管的形

成有抑制作用。

图 ６　 对照组和实验组的血管标记物 ＣＤ３４ 的免疫组化染色

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ＣＤ３４ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

目前，尽管人们在肺癌的治疗方面取得了巨大

的成就，建立了多种治疗手段包括外科治疗、放化

疗、靶向治疗、免疫治疗等［１４］，但肺癌仍然是导致人

类死亡的重要因素。 因此，迫切需要临床研究和开

发治疗肺癌的新药。 其中，Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 主要通过抑制

环氧化酶⁃２ ／前列腺素 Ｅ２ 信号轴来调节肿瘤细胞的

增殖、迁移和侵袭，以及 ＰＴＸ 可以通过抑制 ｃ⁃Ｒｅｌ 转
录因子的功能延缓肿瘤进展，成为研究治疗肿瘤的

新靶点药物。 本文中利用构建的 ＬＬＣ 肺腺癌小鼠

模型研究了 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合应用对小鼠 ＬＬＣ
肿瘤的生长抑制研究。

研究结果显示：给予 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 治疗的

实验组肿瘤明显小于对照组，同时实验组小鼠的中

位数生长期较对照组增加 ８􀆰 ５ ｄ，表明 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和

ＰＴＸ 对小鼠 ＬＬＣ 肿瘤生长起到了一定的抑制作用。
对 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 抑制肿瘤的作用机制进行初步

研究，发现 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 对 ＬＬＣ 肿瘤中 ＣＯＸ⁃２
的表达及血管的生成有明显的抑制作用，可能通过

抑制肺癌组织中 ＣＯＸ⁃２ 的表达，抑制肿瘤中血管内

皮细胞的生成。 同时，文献报道抑制内皮细胞增殖

可以增加肿瘤细胞凋亡并抑制肿瘤生长，凋亡相关

蛋白 Ｂｉｄ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 等在其中发挥重要作用［１５］。
Ｂｉｄ 经内源性 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 酶切后可移位到线粒体上

引发细胞凋亡，Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 作为一种促凋亡因子，可
自我活化级联放大凋亡效应［１６－１７］。 使用 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ
和 ＰＴＸ 联合治疗能够提高 Ｂｉｄ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白的表

达水平，表明 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 联合使用诱导 ＬＬＣ
肺癌细胞凋亡也发挥一定的作用。

本研究结果为 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ 和 ＰＴＸ 作为治疗肺癌

的辅助药物提供了一定的实验基础，以及对抑制肺

癌血管生成和诱导肿瘤细胞凋亡的作用机制进行

了初步研究，但是如何提高抑制肿瘤的效果及对其

机制进行更深入的研究，待于进一步探索。
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联合磷酸肌酸钠和曲美他嗪对酒精性心肌病大鼠
的超声心动图及心脏血清学相关指标的影响

李晓栋，李金国∗，游素君

（福建医科大学附属协和医院心脏彩超室，福州　 ３５０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨联合磷酸肌酸钠和曲美他嗪对酒精性心肌病大鼠的超声心动图及心脏血清学相关指标

的影响。 方法　 通过慢性酒精灌胃法建立酒精性心肌病大鼠模型，将成功建模后的大鼠随机分为：磷酸肌酸钠组

（ＣＰＳ 组）、曲美他嗪组（ＴＭＺ 组）、磷酸肌酸钠 ＋ 曲美他嗪组（ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组）、生理盐水组（ＮＳ 组）、酒精组（ＡＬ
组），实验共为期 ８ 周。 运用超声心动图测量大鼠左室舒张末期内径（ＬＶＥＤｄ）、室间隔舒张末期厚度（ ＩＶＳＤｄ）、左
室后壁舒张末期厚度（ＬＶＰＷＤｄ）、左心室射血分数（ＥＦ），并检测血清肌酸激酶同工酶（ＣＫ⁃ＭＢ）、高敏肌钙蛋白 Ｉ
（Ｈｓ⁃ＴｎＩ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）以及氨基末端脑钠尿肽（Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ）。 结果　 （１）较 ＡＬ 组及 ＮＳ 组，ＣＰＳ 组与 ＴＭＺ 组

的 ＬＶＥＤｄ 降低，ＥＦ 升高，ＣＫ⁃ＭＢ、Ｈｓ⁃ＴｎＩ 及 ＬＤＨ 均降低；（２）较 ＣＰＳ 组与 ＴＭＺ 组，ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组的 ＬＶＥＤｄ 降低，ＥＦ
升高，ＣＫ⁃ＭＢ、Ｈｓ⁃ＴｎＩ、ＬＤＨ 及 Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ 均降低；（３）ＣＰＳ 组与 ＴＭＺ 组间的各指标均无统计学差异。 结论　 磷酸肌

酸钠与曲美他嗪均对酒精性心肌病具有一定的治疗效果，且二者联合应用的效果优于二者单用。
【关键词】 　 酒精性心肌病；磷酸肌酸钠；曲美他嗪；超声心动图；血清学指标
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｓｏｄｉｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ ｏｎ
ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｃａｒｄｉａｃ ｓｅｒｏｌｏｇｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ａｌｃｏｈｏｌ ｇａｖａｇｅ． Ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｃｒｅａｔｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ （ＣＰＳ）， ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ （ＴＭＺ）， ｃｒｅａｔｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ＋ ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ（ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ） ｇｒｏｕｐ， ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ
ｇｒｏｕｐ （ＮＳ）， ａｎｄ ａｌｃｏｈｏｌ （ＡＬ） ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ． Ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ（ＬＶＥＤｄ）， ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｅｐｔａｌ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ（ ＩＶＳＤｄ）， ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｗａｌｌ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ（ＬＶＰＷＤｄ）， ａｎｄ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ（ＥＦ）． Ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ＣＫ⁃ＭＢ， ｈｉｇｈ⁃
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ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ （Ｈｓ⁃ＴｎＩ）， ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （ＬＤＨ）， ａｎｄ ａｍｉｎｏ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｂｒａｉｎ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ （Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ）
ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｍｅａｓｕｒｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＬ ａｎｄ ＮＳ ｇｒｏｕｐｓ， ＬＶＥＤｄ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ＥＦ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ＣＫ⁃
ＭＢ， Ｈｓ⁃ＴｎＩ， ａｎｄ ＬＤＨ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＣＰＳ ａｎｄ ＴＭＺ ｇｒｏｕｐｓ． （２） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＰＳ ａｎｄ ＴＭＺ ｇｒｏｕｐｓ， ＬＶＥＤｄ ｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ＥＦ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ＣＫ⁃ＭＢ， Ｈｓ⁃ＴｎＩ， ＬＤＨ， ａｎｄ Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ ｇｒｏｕｐ． （３）
Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｉｎｄｅｘ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＰＳ ａｎｄ ＴＭＺ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｏｔｈ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｎｄ
ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ ｈａｖｅ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｅｉｔｈｅｒ
ａｌｏｎｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ； ｃｒｅａｔｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ； ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ； ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ；
ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 酒精性心肌病（ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＡＣＭ）
是由慢性大量酗酒导致的心肌损伤，由 Ｍｉｒｉｊｅｌｌｏ
等［１］和 Ｍüｎｚｉｎｇｅｒ 等［２］ 最先提出，其发病程度常常

与酒精摄入量及持续时间相关：酒精的摄入量在每

天 ８０ ｇ、并且持续 ５ 年以上，可显著提高 ＡＣＭ 发生

的风险［３］。 ＡＣＭ 可导致左室内径增大、左心室收缩

功能减弱，如未及时控制常常会导致包括心肌功能

障碍在内的多器官损伤［４］。 若未尽早戒酒，４ 年内

ＡＣＭ 的死亡率将高达 ５０％［５］。 早期通过戒断酒精

可让患者受损的心脏功能得到很大程度的恢复，一
旦发生心力衰竭则常常要辅以药物治疗，而目前尚

无针对 ＡＣＭ 的特效药物，临床上对 ＡＣＭ 应用的药

物治疗大部分基于经验治疗［６］。 目前，磷酸肌酸钠

与曲美他嗪均能改善受损的心肌细胞的能量代谢，
对心肌具有一定的保护作用，是目前临床上用于改

善心肌功能较常用的药物，但是单用这两种药物有

时候对部分较重的患者所起的效果并不显著，因
此，需探讨联用两种药物是否能产生一加一大于二

的效果。 同时，已有研究表明联用磷酸肌酸钠和曲

美他嗪对患者的治疗具有良好的安全性［７］。 本研

究旨在通过联合应用磷酸肌酸钠与曲美他嗪，来观

察其对酒精性心肌病大鼠的超声心动图及心脏血

清学相关指标的影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

７９ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，体重约为

２００ ｇ，由北京华阜康生物科技股份有限公司【ＳＣＸＫ
（京）２０１９－０００８】提供。 饲养期间各组大鼠自由饮

水，食用普通柱状饲料，由福建医科大学实验动物

中心提供。 饲养环境：昼夜各半循环照明，湿度恒

　 　 　 　 　 　 　 　

定，室温控制在 ２３ ～ ２６℃，在实验室适应环境 １ 周

后用于实验，饲养于福建医科大学动物实验中心

【ＳＹＸＫ（闽）２０２２－０００１】。 本实验所有操作均经过

福建医科大学实验动物管理和伦理委员会批准

（ＦＪＭＵ ＩＡＣＵＣ ２０２１⁃０４９１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

注射用磷酸肌酸钠（生产厂家：海口奇力药品

有限公司，批准文号：国药准字 Ｈ２００５３４３０，规格：
０􀆰 ５ ｇ ／支）；曲美他嗪（生产厂家：天津施维雅药品有

限公司，批准文号：国药准字 Ｈ２０１０００７７０，规格：２０
ｍｇ ／片）；６０°红星清香型二锅头（生产厂家：北京红

星公司，批准文号：ＳＣ１１００１５０１０３４９，规格：５ Ｌ ／瓶）；
兔抗小鼠 ＣＫ⁃ＭＢ 抗体（生产厂家：ＩＮＶＵＴＲＯＧＥＮ 公

司，批号：ＣＫ１５５３０９３０８６）；ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （生产厂

家：上海西唐生物科技有限公司，批号：Ｆ１５２１３（ ｒａｔ
ＣＫ⁃ＭＢ）、 批 号： Ｆ１５１５１ （ ｒａｔ ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ ）、 批 号：
Ｆ１６１１３（ｒａｔ ＬＤＨ））；Ｈｓ⁃ＴｎＩ 检验试剂（生产厂家：
ＡＢＢＯＴＴ 公司，批号：４２２３７ Ｍ２００）；超声诊断仪（ＧＥ
ＶＩＶＩＤ⁃７ ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ）； 自 动 分 析 仪 （ 美 国 亚 培

ＡＢＢＯＴＴ ＡＸＳＹＭ ＳＹＳＴＥＭ）；全自动生化分析仪（日
立 ７１７０Ａ 型）；透射电镜（ＰＨＩＬＩＰＳ ＥＭ２０８ 型）等。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 酒精性心肌病大鼠模型的制备及动物分组

ＡＣＭ 大鼠模型制作参照文献［８］ 介绍的建模方

式，即采用慢性酒精灌胃法。 建模成功的标准是：
模型组大鼠出现精神萎靡、反应迟钝、食欲减退，超
声心动图指标左室舒张末期内径 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ，ＬＶＥＤｄ）明显增大、左心室射

血分数（ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＥＦ）明显减退、而心脏血清

学指标中血清肌酸激酶同工酶 （ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ，ＣＫ⁃ＭＢ）、高敏肌钙蛋白 Ｉ （ ｈｉｇｈ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ， Ｈｓ⁃ＴｎＩ ）、 氨基末端脑钠尿肽 （ ａｍｉｎｏ⁃
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

６３６
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　ｔｅｒｍｉｎａｌ ｂｒａｉｎ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ，Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ）、乳酸

脱氢酶 （ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ） 均明显升高。
由于目前磷酸肌酸钠及曲美他嗪对大鼠心肌缺血

保护作用的最佳剂量还有待进一步研究，然而沈继

龙等［９］ 的研究表明 ２０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）磷酸肌酸钠便对

大鼠心肌缺血具有较好的保护作用，为了获得更好

的实验效果，本实验采用 ３０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）的磷酸肌酸

钠以及相同剂量的曲美他嗪进行研究。 随机挑选

出成功建模的 ６０ 只酒精性心肌病大鼠，将其随机分

成磷酸肌酸钠组（ＣＰＳ 组）、曲美他嗪组（ＴＭＺ 组）、
磷酸肌酸钠 ＋ 曲美他嗪组（ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组）、生理盐

水组（ＮＳ 组）及酒精组（ＡＬ 组）共 ５ 个组，每组各 １２
只。 其中 ＣＰＳ 组予磷酸肌酸钠 ３０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）腹腔

注射 ＋ ３０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）等渗生理盐水灌胃；ＴＭＺ 组予

等渗生理盐水 ３０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）腹腔注射 ＋ ３０ ｍｇ ／ （ｋｇ
·ｄ）曲美他嗪灌胃；ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组予磷酸肌酸钠 ３０
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）腹腔注射 ＋ ３０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）曲美他嗪灌

胃；ＮＳ 组予等渗生理盐水 ３０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）腹腔注射

＋ ３０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）等渗生理盐水灌胃；ＡＬ 组予等渗生

理盐水 ３０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）腹腔注射 ＋ ３０ ｍｇ ／ （ ｋｇ·ｄ）
５０％酒精灌胃，灌胃频次为每天 １ 次，共 ８ 周。
１􀆰 ２􀆰 ２　 超声诊断仪测量大鼠的超声心动图指标

应用 ＧＥ ＶＩＶＩＤ⁃７ ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ 超声诊断仪，配
备 １０Ｓ 型号超声探头，将探头的频率调到 １１􀆰 ５
ＭＨｚ，超声扫描速度改为 ２００ ｃｍ ／ ｓ，图像深度调到

２􀆰 ５ ｃｍ。 麻醉方式是用 ３％戊巴比妥钠（０􀆰 １５ ｍＬ ／
１００ ｇ）腹腔注射。 大鼠进入麻醉状态后，除净胸前

的毛，然后绑定于恒温加热板上，呈仰卧位，使恒温

加热板左倾 ３０°左右。 探头涂适量耦合剂后放于大

鼠的胸骨左缘处，通过适当的调整，直至二维超声

显示清晰的左室短轴乳头肌水平切面，在此切面上

运用 Ｍ 型 超 声 获 取 室 间 隔 舒 张 末 期 厚 度

（ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｅｐｔａｌ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＩＶＳＤｄ）、左
室后壁舒张末期厚度（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ
ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＬＶＰＷＤｄ）、左室舒张末期内

径 ＬＶＥＤｄ、左心室射血分数 ＥＦ 等数据。 所有超声

心动图数值均测量 ３ 个连续心动周期后取平均值。
１􀆰 ２􀆰 ３　 取材及制样

将大鼠麻醉后，经腹主动脉取血 ８ ｍＬ 放置于抗

凝管中，放入离心机中，转速调至 ２５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心

完成后取上清液待检。 用下腔静脉内注射 １０％ ＫＣｌ
的方式处死大鼠后，立即开胸取出大鼠心脏，迅速

留取心内膜下心肌组织置于电镜固定液中，大小约

１ ｍｍ × １ ｍｍ × １ ｍｍ，存放在 ４℃的环境中，剩余心

脏组织用 １０％福尔马林溶液中进行保存。
１􀆰 ２􀆰 ４　 心脏血清学指标检测

（１）酶联免疫吸附实验法检测大鼠 ＣＫ⁃ＭＢ、ＮＴ⁃
ｐｒｏＢＮＰ、ＬＤＨ 表达水平

将备检的大鼠血清取出，置于室温下 ５ ～ １０
ｍｉｎ 使其解冻，从室温平衡 ２０ ｍｉｎ 后的铝箔袋中取

出板条，标准品孔中加入不同浓度标准品 ５０ μＬ，样
本孔加入血清 １０ μＬ，然后加入标本稀释液 ４０ μＬ；
除空白孔外，标准品孔和样本孔各加入不同的检测

抗体 １００ μＬ，用封板膜封住反应孔，３７℃水浴锅温

育 ６０ ｍｉｎ。 弃去液体，吸水纸拍干，每孔加入洗涤

液，静置 １ ｍｉｎ 后甩去洗涤液，重复洗板 ５ 次。 加入

底物 １００ μＬ，３７℃避光孵育 １５ ｍｉｎ，最后加入终止

液 １００ μＬ 在 １５ ｍｉｎ 内测定各孔的值，以此来检测

大鼠 ＣＫ⁃ＭＢ、ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ、ＬＤＨ 的表达水平。
（２）化学发光法检测大鼠 Ｈｓ⁃ＴｎＩ 表达水平

将试剂条放入全自动化学发光分析仪中进行

开孔处理，取 ２００ μＬ 大鼠血清样本放入高敏肌钙蛋

白高、低值校准品中，进行 １０ ｍｉｎ 的混匀，然后将高

低值校准品以每孔 ４０ μＬ 分别加入试剂条样品孔中

进行检测后校准。 再取 ２００ μＬ 混匀的样本放到高

敏肌钙蛋白的 ６ 种不同浓度的校准品内，重复上述

混匀步骤 １０ ｍｉｎ。 选取经过开孔处理的试剂条，将
大鼠血清标本以每孔 ４０ μＬ 加至浓度相当的试剂孔

１ 中，从洗涤孔中吸取 ９６ μＬ 液体至试剂孔 １ 中，用
移液器吸 １２０ μＬ 洗涤液分别移至试剂孔 ２、３ 中，最
后输入高敏肌钙蛋白项目的运行参数，并启动机

器，检测大鼠血清样本中 Ｈｓ⁃ＴｎＩ 表达水平。
１􀆰 ２􀆰 ５　 心肌组织透射电镜检查

先将标本在 ３％ 戊二醛⁃１􀆰 ５％ 多聚甲醛⁃０􀆰 １
ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液配成的固定液中固定 １２０ ｍｉｎ，经
清洗液漂洗后，在 １％锇酸⁃１􀆰 ５％亚铁氰化钾配成的

固定液中继续固定 ９０ ｍｉｎ，经过递增浓度的乙醇多

次脱水处理后，用环氧树脂 ６１８ 包埋剂制作成包埋

块，再用切片机制成厚度约 ７０ ｎｍ，横切面约 １ ｍｍ２

大小的切片，最后经醋酸双氧铀柠檬酸铅染色后，
用 ＰＨＩＬＩＰＳ ＥＭ２０８ 型透射电镜进行观测、摄片。
１􀆰 ３　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件包对数据进行统计学

分析处理。 所有数据均运用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ±
ｓ）来表示，各组组间比较采用单因素方差分析，采用

ＬＳＤ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

７３６
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２　 结果

２􀆰 １　 空白组大鼠与模型组大鼠超声心动图及心脏

血清学指标比较

模型组大鼠与空白组大鼠的超声心动图指标

相比，模型组 ＬＶＥＤｄ 较空白组增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），

ＩＶＳＤｄ、ＬＶＰＷＤｄ 及 ＥＦ 较空白组减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
模型组与空白组大鼠的心脏相关生化指标相比，
ＣＫ⁃ＭＢ、Ｈｓ⁃ＴｎＩ、Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ、ＬＤＨ 较空白组增大（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 其中 ６ 只模型组大鼠在建模过程中死亡，
死亡率约 ８􀆰 ５ ％（６ ／ ７１），尸检发现 ４ 只死于灌胃时

灌入气管，２ 只死于肠胀气（表 １，表 ２）。

表 １　 空白组大鼠与模型组大鼠的超声心动图指标比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

左室舒张末期内径（ｍｍ）
ＬＶＥＤｄ（ｍｍ）

室间隔舒张末期厚度（ｍｍ）
ＩＶＳＤｄ（ｍｍ）

左室后壁舒张末期厚度（ｍｍ）
ＬＶＰＷＤｄ（ｍｍ）

射血分数（％）
ＥＦ（％）

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 １５ ± ０􀆰 ２４ １􀆰 ６７ ± ０􀆰 ０３ １􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０４ ８２􀆰 ７４ ± ３􀆰 ５３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ４９ ± ０􀆰 ３１∗ １􀆰 ４０ ± ０􀆰 ０３∗ １􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０５∗ ６０􀆰 ４６ ± ７􀆰 １４∗

注：与空白组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

表 ２　 空白组大鼠与模型组大鼠的心脏血清学指标比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

肌酸激酶同工酶（μｇ ／ Ｌ）
ＣＫ⁃ＭＢ（μｇ ／ Ｌ）

高敏肌钙蛋白 Ｉ（ｎｇ ／ Ｌ）
Ｈｓ⁃ＴｎＩ（ｎｇ ／ Ｌ）

氨基末端脑钠尿肽（ｎｇ ／ Ｌ）
Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ（ｎｇ ／ Ｌ）

乳酸脱氢酶（ｎｇ ／ Ｌ）
ＬＤＨ（ｎｇ ／ Ｌ）

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ １１２􀆰 ３７ ± １５􀆰 ２３ ２０􀆰 １４ ± ６􀆰 ２１ １００􀆰 ４２ ± ２２􀆰 ７４ １３４􀆰 ７４ ± ２３􀆰 ３３

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ５０８􀆰 ５９ ± ５９􀆰 ８４∗ ８３􀆰 ６７ ± １８􀆰 ８６∗ ３９４􀆰 ２６ ± ５９􀆰 ２６∗ ４８３􀆰 ９２ ± ５４􀆰 ５０∗

２􀆰 ２　 各实验组大鼠的超声心动图指标比较

各实验组大鼠超声心动图指标比较，与 ＡＬ 组

相比，ＮＳ 组、ＣＰＳ 组、 ＴＭＺ 组及 ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组的

ＬＶＥＤｄ 均减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＩＶＳＤｄ、ＬＶＰＷＤｄ 及 ＥＦ
均增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＮＳ 组相比，ＣＰＳ 组、ＴＭＺ 组

及 ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组的 ＬＶＥＤｄ 均减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＥＦ

均增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＣＰＳ 组相比，ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组

的 ＬＶＥＤｄ 减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＥＦ 增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与
ＴＭＺ 组相比，ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组的 ＬＶＥＤｄ 减小 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＥＦ 增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其中 ＡＬ 组 ３ 只大鼠在

实验过程中因心力衰增大竭死亡（表 ３），各组大鼠

Ｍ 型超声心动图图像比较如图 １ 所示。

表 ３　 各组大鼠的超声心动图指标比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ 左室舒张末期内径（ｍｍ）

ＬＶＥＤｄ（ｍｍ）
室间隔舒张末期厚度（ｍｍ）

ＩＶＳＤｄ（ｍｍ）
左室后壁舒张末期厚度（ｍｍ）

ＬＶＰＷＤｄ（ｍｍ）
射血分数（％）

ＥＦ（％）

ＡＬ 组
ＡＬ ｇｒｏｕｐ ９ ８􀆰 １７ ± ０􀆰 ５１ １􀆰 ３５ ± ０􀆰 ０９ １􀆰 ３４ ± ０􀆰 １０ ４９􀆰 ５０ ± ６􀆰 ９５　

ＮＳ 组
ＮＳ ｇｒｏｕｐ １２ ７􀆰 ５０ ± ０􀆰 ２５＃ １􀆰 ６１ ± ０􀆰 １０＃ １􀆰 ６２ ± ０􀆰 ０７＃ ６７􀆰 ４１ ± ５􀆰 ４３＃

ＣＰＳ 组
ＣＰＳ ｇｒｏｕｐ １２ ７􀆰 ２９ ± ０􀆰 ３１＃△ １􀆰 ５５ ± ０􀆰 １２＃ １􀆰 ５８ ± ０􀆰 １２＃ ７２􀆰 ４３ ± ５􀆰 ３７＃△

ＴＭＺ 组
ＴＭＺ ｇｒｏｕｐ １２ ７􀆰 ３０ ± ０􀆰 ３６＃△ １􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０７＃ １􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０８＃ ７３􀆰 １３ ± ４􀆰 ７９＃△

ＣＰＳ＋ＴＭＺ 组
ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ ｇｒｏｕｐ １２ ６􀆰 ８５ ± ０􀆰 ３０＃△▲⚪ １􀆰 ６１ ± ０􀆰 ０９＃ １􀆰 ６０ ± ０􀆰 ０８＃ ７９􀆰 １１ ± ４􀆰 ４２＃△▲⚪

注：与 ＡＬ 组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＮＳ 组比较，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＣＰＳ 组比较，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＴＭＺ 组比较，⚪Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＬ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＳ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＰＳ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＭＺ ｇｒｏｕｐ，
⚪Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ３　 各实验组大鼠的心脏血清学指标比较

各实验组大鼠心脏血清学指标比较，与 ＡＬ 组

相比，ＮＳ 组、ＣＰＳ 组、ＴＭＺ 组及 ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组的 ＣＫ⁃
ＭＢ、Ｈｓ⁃ＴｎＩ、Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ 及 ＬＤＨ 均减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；

８３６
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图 １　 各组大鼠 Ｍ 型超声心动图比较

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｍ⁃ｍｏｄｅ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

与 ＮＳ 组相比，ＣＰＳ 组、ＴＭＺ 组及 ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组的

ＣＫ⁃ＭＢ、Ｈｓ⁃ＴｎＩ、 Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ 及 ＬＤＨ 均减小 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与 ＣＰＳ 组相比，ＴＭＺ 组及 ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组的

ＣＫ⁃ＭＢ、Ｈｓ⁃ＴｎＩ 及 ＬＤＨ 均减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＣＰＳ ＋
ＴＭＺ 组的 Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ 减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ＴＭＺ 组相

比，ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组的 ＣＫ⁃ＭＢ、Ｈｓ⁃ＴｎＩ、Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ 及

ＬＤＨ 均减小（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（表 ４）。

图 ２　 各组大鼠心肌电镜比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

２􀆰 ４　 各组大鼠心肌透射电镜的比较

ＡＬ 组大鼠心肌细胞线粒体大小不一，肿胀，可

见空泡样变（→），结构不完整，部分线粒体嵴溶解

断裂（∗），肌纤维水肿，排列紊乱，甚者断裂（▲）；
ＮＳ 组大鼠心肌细胞线粒体肿胀较明显，有变形，线
粒体嵴排列稍紊乱，肌纤维排列欠整齐，存在轻度

溶解断裂；ＴＭＺ 组及 ＣＰＳ 组大鼠心肌细胞线粒体轻

微肿胀，线粒体嵴排列稍紊乱，肌纤维排列较整齐；
ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组大鼠心肌细胞线粒体大小较均匀，结
构较完整，线粒体嵴较清晰（ ＋ ），肌纤维排列较整

齐（＃）（图 ２）。

９３６



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

表 ４　 各实验组大鼠的心脏血清学指标比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ 肌酸激酶同工酶（μｇ ／ Ｌ）

ＣＫ⁃ＭＢ（μｇ ／ Ｌ）
高敏肌钙蛋白 Ｉ（ｎｇ ／ Ｌ）

Ｈｓ⁃ＴｎＩ（ｎｇ ／ Ｌ）
氨基末端脑钠尿肽（ｎｇ ／ Ｌ）

Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ（ｎｇ ／ Ｌ）
乳酸脱氢酶（ｎｇ ／ Ｌ）

ＬＤＨ（ｎｇ ／ Ｌ）

ＡＬ 组
ＡＬ ｇｒｏｕｐ ９ ７４４􀆰 ７４ ± ８６􀆰 ８２　 ２２３􀆰 ４０ ± ４４􀆰 ２１　 ５０４􀆰 ９２ ± ５４􀆰 ８６　 ７２４􀆰 ８０ ± ７７􀆰 ７９　

ＮＳ 组
ＮＳ ｇｒｏｕｐ １２ ４１２􀆰 １４ ± ６１􀆰 ４３＃ ５５􀆰 ６４ ± １６􀆰 ３１＃ ２６１􀆰 ６４ ± ５１􀆰 ３１＃ ３７７􀆰 ４３ ± ５７􀆰 ９１＃

ＣＰＳ 组
ＣＰＳ ｇｒｏｕｐ １２ ２７９􀆰 ５８ ± ６３􀆰 ３５＃△ ３４􀆰 ９４ ± １２􀆰 ３３＃△ １９１􀆰 ８８ ± ５０􀆰 １７＃△ ２７８􀆰 ２５ ± ６８􀆰 ５７＃△

ＴＭＺ 组
ＴＭＺ ｇｒｏｕｐ １２ ３０９􀆰 ６２ ± ５２􀆰 ０６＃△ ３９􀆰 ８８ ± １１􀆰 ９３＃△ ２３９􀆰 ３２ ± ６７􀆰 ４０＃ ２６１􀆰 ７９ ± ４５􀆰 ５１＃△

ＣＰＳ＋ＴＭＺ 组
ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ ｇｒｏｕｐ １２ １５０􀆰 ６５ ± ３８􀆰 ２５＃△▲⚪ ２２􀆰 ７３ ± ８􀆰 ８５＃△⚪▲ １２６􀆰 ０６ ± ４４􀆰 ０７＃△▲⚪ １８４􀆰 １９ ± ５６􀆰 １９＃△▲⚪

３　 讨论

ＡＣＭ 患者早期无明显临床症状［１０］，不及时治

疗往往会导致房颤等心律失常甚至是心力衰竭［１１］，
后期还可合并其他脏器酒精性中毒反应，如肝病、
营养不良和其他神经系统疾病（如韦尼克－科萨科

夫综合征）的表现等［１２］。 长期酗酒会直接造成线粒

体结构破坏、心肌细胞受损、肌球蛋白与肌动蛋白

功能异常及钙离子泵失衡等改变，进而导致心脏收

缩功能减退。 除此之外，酒精产生的代谢产物乙醛

也会导致心肌细胞炎性因子含量激增，引起蛋白质

等物质结构及功能的损害，而这些反应会激活人体

内的代偿机制来保护心肌细胞的正常功能［１３］，而氧

化应激可能是其中的始动机制［１４］，目前研究普遍认

为肾素⁃血管紧张素⁃醛固酮系统在其中发挥了极其

关键的作用［１５］，长期的酒精刺激导致机体产生氧化

应激，引起血管紧张素Ⅱ水平明显提高，血管紧张

素Ⅱ与血管紧张素受体Ⅰ相互反应，使氧化酶激

活，从而导致氧自由基大量合成，而氧自由基大量

蓄积会导致心肌细胞损伤、细胞膜结构破坏、细胞

内钙离子运转障碍、线粒体功能异常、肌纤维钙敏

感性减弱、收缩蛋白受损及排列紊乱等，上述反应

最终导致心肌细胞肥大、左心室扩大、心肌收缩力

减退等改变［１６］，而 ＮＳ 组由于中断了酒精对心肌细

胞的损害，因此相较于持续酒精损害的 ＡＬ 组而言，
其超声心动图指标以及血清学指标也有了较大的

改善，这也证实了戒断酒精对酒精性心肌病的治疗

有较为明显的效果。
酒精性心肌病常常导致心肌缺血缺氧，此时血

清心肌酶含量往往明显升高，而 ＣＫ⁃ＭＢ、ＬＤＨ、Ｈｓ⁃
ＴｎＩ 等共同构成心肌酶谱，可以作为反映心肌损伤

的生化指标。 ＣＫ⁃ＭＢ、ＬＤＨ、Ｈｓ⁃ＴｎＩ 均是心肌细胞所

分泌的特征因子，参与心肌收缩功能的调节［１７］。 为

了排除单一指标的假阳性升高或消失对结果的影

响，本研究对心肌 ３ 项指标联合检测，以保证对心肌

损伤的诊断的准确性。
氨基末端脑钠肽前体 （Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ） 与脑钠肽

（ＢＮＰ）均是如今临床上的评估心力衰竭的关键指

标。 当心脏压力负荷或者容量负荷增加时，心肌细

胞开始合成脑钠肽前体蛋白（ｐｒｅ⁃ｐｒｏＢＮＰ），接着合

成脑钠肽前体肽（ｐｒｏＢＮＰ），而 ｐｒｏＢＮＰ 通过内切酶

的催化，裂解成无生物活性的 ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ 以及有生

物活性的 ＢＮＰ ［１８］。 随着 ＡＣＭ 患者病情的加重，其
心脏压力负荷抑或是容量负荷也会随之加重，ＮＴ⁃
ｐｒｏＢＮＰ 及 ＢＮＰ 的含量随之增加，因此 ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ
水平与 ＢＮＰ 可以用来评价 ＡＣＭ 患者心力衰竭的严

重程度。 而 ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ 与 ＢＮＰ 相比， 其中 ＮＴ⁃
ｐｒｏＢＮＰ 具备更长的半衰期，当患者出现心功能异常

时，ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ 升高比 ＢＮＰ 更明显，具有更好的稳

定性及实用性［１９］，为此本研究运用 ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ 来评

估 ＡＣＭ 大鼠的心脏功能。
在本实验中，成功建模的 ＡＣＭ 模型大鼠的超声

心动图指标 ＬＶＥＤｄ 明显增大，ＩＶＳＤｄ、ＬＶＰＷＤｄ 及

ＥＦ 明显降低，符合 ＡＣＭ 的类似于扩张性心肌病的

心脏改变［２０］，而心脏血清学相关指标 ＣＫ⁃ＭＢ、Ｈｓ⁃
ＴＮＩ、Ｎｔ⁃ｐｒｏＢＮＰ、ＬＤＨ 均明显升高表明 ＡＣＭ 大鼠心

肌细胞损伤及心力衰竭的存在。
ＡＣＭ 患者的心肌细胞长时间缺血缺氧容易导

致心肌能量供应不足，从而加剧了心肌细胞的重

构，引起患者的心力衰竭。 因此，给心肌提供充分

的能量供应能明显改善心肌缺血缺氧的状态，逆转

心肌细胞的重构，从而心脏功能得到很好地改善。
目前临床上常用的优化心肌能量代谢药物主要包

括曲美他嗪、辅酶 Ｑ１０ 及维生素 Ｃ 等［２１］。 其中曲
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美他嗪是目前临床用于改善心力衰竭患者心功能

的主要药物，具有良好的疗效。 本研究表明，ＴＭＺ
组的大鼠的心功能较 ＮＳ 组及 ＡＬ 组明显改善，左心

室的内径也明显缩小，且心肌酶指标均较其他两组

改善，证实了曲美他嗪在治疗 ＡＣＭ 过程中具有一定

的疗效。 曲美他嗪是一种哌嗪类衍生物，作用原理

主要是通过选择性地限制线粒体中特定酶的反应，
把氧化代谢反应生成的游离脂肪酸转化成葡萄糖，
并抑制由交感神经兴奋导致的脂肪酸代谢，增加对

葡萄糖的利用率，改善心肌能量供应；还能加快脂

肪酸合成磷脂，促进细胞膜的形成，来保障细胞内

环境稳定，维持跨膜 Ｎａ⁃Ｋ＋泵功能正常，保护细胞正

常的收缩及舒张功能；不仅如此，曲美他嗪可抑制

心肌细胞中氧自由基的产生，并通过减轻炎症和抑

制细胞凋亡等机制，减少氧化应激及其代谢产物对

心肌细胞的造成的损伤，从而达到降低炎症反应及

修复受损细胞的作用［２２］。 综上所述，曲美他嗪能对

ＡＣＭ 的心肌缺血状态及心功能异常起到很好的治

疗作用，不但可以保护心肌功能、不影响血流动力

学，而且还没有明显的副性肌力作用。
磷酸肌酸是人体内一种极为关键的供应能量

的物质，专门为三磷酸腺苷的合成提供能量，而三

磷酸腺苷是人体内所有组织和细胞生命活动所需

能量的直接来源［２３］。 ＡＣＭ 患者心肌细胞缺氧时，
细胞代谢迅速转化为无氧代谢的模式，心肌能源物

质三磷酸腺苷含量大幅度减少，而磷酸肌酸的减少

幅度却大大多于三磷酸腺苷的减少水平，这就进一

步导致心肌能量缺乏，心肌收缩功能障碍，最终造

成心力衰竭程度的加重。 磷酸肌酸钠作为近期兴

起的治疗心力衰竭的药物，不但能迅速提高机体内

磷酸肌酸的水平，对心肌细胞具有显著的保护作

用，而且其药物不良反应发生率较低［２４］。 本研究中

ＣＰＳ 组大鼠的心功能与 ＮＳ 组及 ＡＬ 组两组大鼠相

比较具有明显改善，左心室的内径也明显缩小，同
时 ＣＰＳ 组的心脏血清学指标也较 ＮＳ 组及 ＡＬ 组明

显改善，说明磷酸肌酸钠可以改善 ＡＣＭ 大鼠的心脏

功能，其作用的机制主要是因为磷酸肌酸钠可保护

心肌细胞膜，减少心肌细胞损伤，能很大程度减少

缺血心肌部位磷脂的降解反应，并可让心肌细胞保

持高磷酸肌酸的水平状态［２５］；同时，磷酸肌酸还能

明显减缓血小板的聚集，加快血液流动，促进缺血

心肌细胞微循环，从而发挥保护心肌的作用；此外，
磷酸肌酸还可透过受损心肌细胞的细胞膜进入，直

接为损伤的心肌细胞供应能量，减少细胞水肿与凋

亡的发生，达到保护心肌细胞的作用。
曲美他嗪与磷酸肌酸钠均能通过直接提供能

量给心肌细胞对酒精性心肌病起到一定的治疗作

用，然而本研究的 ＣＰＳ 组与 ＴＭＺ 组之间的超声心动

图指标及心脏相关生化指标的差异均无明显统计

学意义，说明二者在治疗酒精性心肌病的过程中可

能存在相似的疗效，但是由于本实验用药时间的限

制，暂时无法考究在长期使用曲美他嗪与磷酸肌酸

钠治疗酒精性心肌病的过程中，这两种药物的治疗

效果是否一致，还需要进一步研究。
而在联合曲美他嗪与磷酸肌酸钠来治疗酒精

性心肌病时，本研究的联合组 ＣＰＳ ＋ ＴＭＺ 组心功能

及左心室内径均较 ＣＰＳ 组及 ＴＭＺ 组改善，且心脏相

关血清学指标也均较 ＣＰＳ 组及 ＴＭＺ 组降低，说明联

合曲美他嗪与磷酸肌酸钠对酒精性心肌病的治疗

有显著的效果，且两种药物联合的治疗效果优于这

两种药物单独使用，其原因可能在于这两种药物可

发挥协同作用，不但能直接为心肌细胞提供能量，
优化心肌的能量代谢，以此保障心肌细胞的正常功

能；而且还能稳定心肌的细胞膜，保障其内环境的

稳定，减少炎症因子或代谢产物对心肌细胞的破坏。
综上所述，联合曲美他嗪与磷酸肌酸钠能明显

改善酒精性心肌病大鼠超声心动图与心脏血清学

指标，具有较好的疗效，而且其疗效优于曲美他嗪

单用及磷酸肌酸钠单用，为临床上治疗酒精性心肌

病提供一个新的思路，但是其二者剂量配对的最优

化还需要进一步的相关研究。
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［ ７ ］ 　 陈桂坚， 彭志坚， 章少波． 曲美他嗪联合磷酸肌酸钠治疗冠
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心病合并慢性左心功能不全的临床观察 ［ Ｊ］ ． 中国医药科

学， ２０１８， ８（５）： ８２－８４， １０７．
Ｃｈｅｎ ＧＪ， Ｐｅｎｇ ＺＪ， Ｚｈａｎｇ ＳＢ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｅｆｔ ｈｅａｒｔ
ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍ， ２０１８， ８（５）： ８２－８４， １０７．

［ ８ ］ 　 柳波． 酒精性心肌病大鼠超声心动图心肌损伤标志物及病理

对照研究 ［Ｄ］． 福州： 福建医科大学； ２０１７．
Ｌｉｕ Ｂ． Ａ ｃａｓｅ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ｒａｔｓ ［Ｄ］． Ｆｕｚｈｏｕ：
Ｆｕｊｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０１７．

［ ９ ］ 　 沈继龙， 朱克军， 周情太， 等． 不同剂量磷酸肌酸钠预处理

对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用 ［ Ｊ］ ． 中国现代医学

杂志， ２０１３， ２３（１５）： ２３－２７．
Ｓｈｅｎ ＪＬ， Ｚｈｕ ＫＪ， Ｚｈｏｕ ＱＴ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｏｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｍｏｄ Ｍｅｄ， ２０１３，
２３（１５）： ２３－２７．

［１０］ 　 Ｐｉａｎｏ ＭＲ， Ｐｈｉｌｌｉｐｓ ＳＡ． Ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ：
ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０１４， １４
（４）： ２９１－３０８．

［１１］ 　 Ｖｏｓｋｏｂｏｉｎｉｋ Ａ， Ｐｒａｂｈｕ Ｓ， Ｌｉｎｇ ＬＨ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｃｏｈｏｌ ａｎｄ ａｔｒｉａｌ
ｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ： ａ ｓｏｂｅｒｉｎｇ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｍ Ｃｏｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０１６， ６８
（２３）： ２５６７－２５７６．

［１２］ 　 Ｇｕｚｚｏ⁃Ｍｅｒｅｌｌｏ Ｇ， Ｄｏｍｉｎｇｕｅｚ Ｆ， Ｇｏｎｚ􀅡ｌｅｚ⁃Ｌ􀆩ｐｅｚ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓ ｉｎ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ
［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０１５， １９９： ９９－１０５．

［１３］ 　 Ｗａｎｇ Ｓ， Ｒｅｎ Ｊ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ
ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｂａｓｉｓ
Ｄｉｓ， ２０１８， １８６４： ２００３－２００９．

［１４］ 　 Ｐｉａｎｏ ＭＲ． Ａｌｃｏｈｏｌ’ ｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ ［ Ｊ］ ．
Ａｌｃｏｈｏｌ Ｒｅｓ， ２０１７， ３８（２）： ２１９－２４１．

［１５］ 　 沈彬倩． 酒精性心肌病的发病机制与临床 ［ Ｊ］ ． 心血管病学

进展， ２０１８， ３９（３）： ４５９－４６２．
Ｓｈｅｎ ＢＱ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｄｉｓ， ２０１８， ３９（ ３）： ４５９
－４６２．

［１６］ 　 胡军， 于波． 酒精性心肌病发病机制研究新进展 ［Ｊ］ ． 中国循

证心血管医学杂志， ２０１４， ６（２）： ２３６－２３８．
Ｈｕ Ｊ， Ｙｕ Ｂ． Ｎｅｗ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｅｖｉｄ Ｂａｓｅｄ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｍｅｄ， ２０１４，
６（２）： ２３６－２３８．

［１７］ 　 王建中， 钟海平， 贺春辉． 心肌肌钙蛋白 Ｉ、心肌酶谱、血清 Ｂ
型钠尿肽检测在心力衰竭患者中的应用价值 ［ Ｊ］ ． 中国当代

医药， ２０１８， ２５（３６）： １３４－１３６．
Ｗａｎｇ ＪＺ， Ｚｈｏｎｇ ＨＰ， Ｈｅ ＣＨ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｃｎＴＩ，
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｅｎｚｙｍｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ Ｂ⁃ｔｙｐｅ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｉｎ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｍｏｄ Ｍｅｄ， ２０１８， ２５（３６）：

１３４－１３６．
［１８］ 　 李燕， 刘大军． ＢＮＰ、ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ 研究状况及进展 ［ Ｊ］ ． 实用

药物与临床， ２０２１， ２４（１２）： １１３３－１１３６．
Ｌｉ Ｙ， Ｌｉｕ ＤＪ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ＢＮＰ ａｎｄ
ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ ［Ｊ］ ． Ｐｒａｃｔ Ｐｈａｒｍ Ｃｌｉｎ Ｒｅｍｅｄｉｅｓ， ２０２１， ２４（１２）：
１１３３－１１３６．

［１９］ 　 刘薇拉， 刘丹丹． ＢＮＰ ／ ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ 检测在冠心病中的应用研

究进展 ［Ｊ］ ． 中西医结合心脑血管病杂志， ２０２０， １８（２２）：
３７９６－３７９８．
Ｌｉｕ ＷＬ， Ｌｉｕ ＤＤ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＮＰ ／
ＮＴ⁃ｐｒｏＢＮＰ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ
Ｍｅｄ Ｃａｒｄｉｏ ／ ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓ， ２０２０， １８（２２）： ３７９６－３７９８．

［２０］ 　 Ｆｅｒｎ􀅡ｎｄｅｚ⁃Ｓｏｌ􀅣 Ｊ． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｒｉｓｋｓ ａｎｄ ｂｅｎｅｆｉｔｓ ｏｆ ｍｏｄｅｒａｔｅ
ａｎｄ ｈｅａｖｙ ａｌｃｏｈｏｌ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０１５， １２
（１０）： ５７６－５８７．

［２１］ 　 王华， 梁延春． 中国心力衰竭诊断和治疗指南 ２０１８ ［ Ｊ］ ． 中

华心血管病杂志， ２０１８， ４６（１０）： ７６０－７８９．
Ｗａｎｇ Ｈ， Ｌｉａｎｇ ＹＣ． Ｃｈｉｎａ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ２０１８ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃａｒｄｉｏｌ， ２０１８， ４６（１０）： ７６０
－７８９．

［２２］ 　 熊挺淋， 张丽莎， 刘涛， 等． 曲美他嗪对缺血性心肌病伴心

力衰竭患者心功能的影响 ［ Ｊ］ ． 中国老年学杂志， ２０１９， ３９
（１８）： ４３８２－４３８４．
Ｘｉｏｎｇ ＴＬ， Ｚｈａｎｇ ＬＳ， Ｌｉｕ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔａｚｉｄｉｎｅ ｏｎ
ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ａｎｄ
ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ， ２０１９， ３９（１８）： ４３８２－４３８４．

［２３］ 　 李慧婷， 薛恩忠． 心脉隆注射液联合磷酸肌酸钠治疗慢性心

力衰竭的临床研究 ［ Ｊ］ ． 现代药物与临床， ２０１７， ３２（１１）：
２１１６－２１１９．
Ｌｉ ＨＴ， Ｘｕｅ ＥＺ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｘｉｎｍａｉｌｏｎｇ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ ｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｅａｒｔ
ｆａｉｌｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ｄｒｕｇｓ Ｃｌｉｎ， ２０１７， ３２（１１）： ２１１６－２１１９．

［２４］ 　 张云燕， 林威钢， 杨晓鸿， 等． 磷酸肌酸钠联合辅酶 Ｑ１０ 治

疗病毒性心肌炎的效果 ［Ｊ］ ． 中国妇幼保健， ２０２１， ３６（１０）：
２２６５－２２６８．
Ｚｈａｎｇ ＹＹ， Ｌｉｎ ＷＧ， Ｙａｎｇ ＸＨ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｒｅａｔｉｎｅ
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ｏｆ ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｍａｔｅｒｎ Ｃｈｉｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｃａｒｅ Ｃｈｉｎ， ２０２１，
３６（１０）： ２２６５－２２６８．

［２５］ 　 赵德萍， 李永东． 磷酸肌酸钠在冠心病介入治疗后心肌保护

中的研究进展 ［Ｊ］ ． 医学综述， ２０１６， ２２（６）： １１４９－１１５２．
Ｚｈａｏ ＤＰ， Ｌｉ ＹＤ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
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Ｘｉｏｎｇ Ａ， Ｗｅｉ ＸＹ， Ｘｕ ＪＺ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ＯＰＮ， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＭＭＰ⁃１３ ａｎｄ ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｆｔｅｒ
ＭＩＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＫＯＡ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（５）： ６４３－６５２．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ０１１

［基金项目］陆军军医大学优秀人才库重点扶持对象（ＸＺ⁃２０１９⁃５０５⁃０２１）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｋｅｙ Ｓｕｐｐｏｒｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ Ｔａｌｅｎｔ Ｐｏｏｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｒｍｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ＸＺ⁃２０１９⁃５０５⁃０２１）
［作者简介］熊翱（１９９５—），男，在读博士研究生，研究方向：骨科相关疾病的临床与基础，创伤基础与临床。 Ｅｍａｉｌ：２５２８３５９５７８＠ ｑｑ．ｃｏｍ
［通信作者］罗飞（１９７６—），男，教授，博士，博士研究生导师，骨科主任，研究方向：骨科疾病，尤其擅长脊柱外科。

Ｅｍａｉｌ： ｌｕｏｆｌｙ１００９＠ ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

碘乙酸单钠诱导 ＳＤ 大鼠膝骨关节炎后 ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、
ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白表达及意义

熊翱１，２，魏小雨１，许建中２，罗飞１∗

（１． 陆军军医大学（第三军医大学）第一附属医院骨科，重庆　 ４０００３８；
２． 郑州大学第一附属医院骨科，郑州　 ４５００４２）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨碘乙酸单钠（ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ，ＭＩＡ）诱导 ＳＤ 大鼠膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＫＯＡ）后 ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白表达及意义。 方法　 采用 ＳＤ 大鼠（４ 周龄，８０ ～ １２０ ｇ）
为研究对象，随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组和模型（ＫＯＡ）组。 第 ０ 天，大鼠用戊巴比妥钠麻醉，模型组经右膝关节髌

下韧带向关节腔内注射含 ２ ｍｇ ＭＩＡ 生理盐水 ５０ μＬ，Ｓｈａｍ 组大鼠给予 ５０ μＬ 灭菌生理盐水。 ＳＤ 大鼠分别于第 ０、
３、７、１０、１４ 天测量右膝关节直径和检测负重能力后，麻醉安乐死，切取软骨和分离滑膜组织。 同时，原代培养假手

术组和模型组滑膜组织，鉴定成纤维样滑膜细胞（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＦＬＳ）的纯度和活性后，采用地塞米松

处理 ＦＬＳ。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测缺氧诱导因子⁃１α（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α，ＨＩＦ⁃１α）、骨桥蛋白（ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，
ＯＰＮ）、白细胞介素⁃１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、基质金属蛋白酶⁃１３
（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１３，ＭＭＰ⁃１３）和神经生长因子（ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）蛋白的表达。 结果 　 与假手术组

比较，大鼠膝关节腔被注入 ＭＩＡ ３ ｄ 后，ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达升高，呈不断增加趋势。 大鼠膝关

节腔横径，在 ＭＩＡ 造模后第 ７ 天和第 １４ 天，显著大于假手术组。 ＭＩＡ 注入大鼠膝关节腔第 ３ 天起，大鼠右后肢的

负重能力持续在 ２６％以下，显著低于假手术组。 采用 ０􀆰 ２％ Ⅰ型胶原酶消化法，成功培养了 ＦＬＳ 原代细胞。 使用

地塞米松对模型组大鼠体外 ＦＬＳ 干预后，显著降低了促炎因子分泌、ＮＧＦ 和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白的表达。 结论　 ＨＩＦ⁃１α、
ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白在滑膜炎症、软骨降解及基质破坏和关节疼痛等方面起着重要作用，既是

关节疼痛管理、炎症反应调节和抑制软骨降解和基质破坏的重要靶点，也是开发新型 ＯＡ 镇痛药物的蛋白靶点。
【关键词】 　 骨关节炎；碘乙酸单钠；疼痛；骨桥蛋白；炎症因子；神经生长因子

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） ０５⁃０６４３⁃１０

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ＯＰＮ， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＭＭＰ⁃１３，
ａｎｄ ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｆｔｅｒ ＭＩＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＫＯＡ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ

ＸＩＯＮＧ Ａｏ１，２， ＷＥＩ Ｘｉａｏｙｕ１， ＸＵ Ｊｉａｎｚｈｏｎｇ２， ＬＵＯ Ｆｅｉ１∗

（１． Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ａｒｍｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｔｈｉｒｄ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００３８， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４２）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＵＯ Ｆｅｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｕｏｆｌｙ１００９＠ ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α （ＨＩＦ⁃１α），
ＯＰＮ， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＭＭＰ⁃１３， ａｎｄ ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ＫＯＡ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ
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ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ（ＭＩＡ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＳＤ ｒａｔｓ （４ ｗｅｅｋｓ ｏｌｄ， ８０ ～ １２０ ｇ） ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ （Ｓｈａｍ）
ａｎｄ ｍｏｄｅｌ （ＫＯＡ） ｇｒｏｕｐｓ． Ｏｎ ｄａｙ ０， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｄｉｕｍ ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌ， ａｎｄ ５０ μＬ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２ ｍｇ ｏｆ ＭＩＡ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＫＯＡ ｇｒｏｕｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｆｒａｐａｔｅｌｌａｒ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ
ｋｎｅｅ． Ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ５０ μＬ ｓｔｅｒｉｌｅ ｓａｌｉｎｅ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｃａｖｉｔｙ． ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ ｂｙ ｏｖｅｒｄｏｓｅｄ
ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ｏｎ ｄａｙｓ ０， ３， ７， １０， ａｎｄ １４ ａｆｔｅｒ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ．
Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃
ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ （ＦＬＳｓ） ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ， ａｎｄ ＦＬＳｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＨＩＦ⁃
１α， ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ （ＯＰＮ）， ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β （ＩＬ⁃１β）， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α）， ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１３ （ＭＭＰ⁃
１３）， ａｎｄ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ （ＮＧＦ） ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ＨＩＦ⁃１α， ＯＰＮ， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ
ＴＮＦ⁃α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＩＡ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｃａｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅｎｄ． Ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｃａｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ＭＩＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙｓ ７ ａｎｄ
１４ ａｆｔｅｒ ｐａｌｐａｔｉｏｎ． Ｏｎ ｄａｙ ３ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＩＡ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｃａｖｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｓ， ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｂｅａｒｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｉｎｄ
ｌｉｍｂ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｔｏ ｂｅ ＜ ２６％， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｐｒｉｍａｒｙ ＦＬＳｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ０􀆰 ２％ ｔｙｐｅ Ⅰ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＦＬＳｓ ｆｒｏｍ ＫＯＡ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ， ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ⁃１３ ａｎｄ ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＨＩＦ⁃１α，
ＯＰＮ， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＭＭＰ⁃１３， ａｎｄ ＮＧＦ ｐｌａｙ ｍａｊｏｒ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，
ｍａｔｒｉｘ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｊｏｉｎｔ ｐａｉｎ． Ｔｈｅｙ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｊｏｉｎｔ ｐａｉｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ， ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ， ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ＯＡ ａｎａｌｇｅｓｉｃｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ； ｐａｉｎ； ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ； ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ； ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨关节炎（ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是临床常见的中

老年性关节退行性疾病，主要累及膝、髋、脊柱等负

重关节［１－２］。 在全世界 ６５ 岁以上的总人口中，有
５０％的老年人具有疼痛、僵硬和关节功能丧失等 ＯＡ
症状［３－５］。 关节疼痛是 ＯＡ 患者的主诉症状，在治疗

上，采用非甾体抗炎药（ＮＳＡＩＤｓ）和皮质类固醇进行

常规镇痛和抗炎。 ＮＳＡＩＤｓ 的不良反应较多，可引起

胃食管反流、胃溃疡及出血或穿孔、心血管不良反

应［６－７］。 糖皮质激素虽对 ＯＡ 具有镇痛和抗炎作用，
且临床疗效确切，但运用不当，会加剧关节软骨破

坏，加重病情［６－７］。 由于这些镇痛药物的副作用大，
迫切需要寻找副作用小的镇痛药物。 目前，对 ＯＡ
疼痛的分子病理机制了解甚少，阻碍了 ＯＡ 相关疼

痛抑制剂的开发研究。
本 研 究 采 用 碘 乙 酸 单 钠 （ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ

ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ，ＭＩＡ）诱导 ＳＤ 大鼠膝骨关节炎 （ ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ），通过检测 ＭＩＡ 注入膝关节腔

后 ０、３、７、１０、１４ ｄ 的缺氧诱导因子⁃１α （ ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α， ＨＩＦ⁃１α ）、 骨 桥 蛋 白

（ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ， ＯＰＮ）、白细胞介素⁃１β （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃
１β，ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃
α，ＴＮＦ⁃α） 和神经生长因子 （ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，
ＮＧＦ）蛋白表达，同时，体外原代培养正常大鼠和

ＭＩＡ 诱导 ＫＯＡ 大鼠膝关节滑膜组织成纤维样滑

膜细胞（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＦＬＳ），采用地塞

米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，ＤＥＸ）处理 ＦＬＳ，检测 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α， 基 质 金 属 蛋 白 酶⁃１３ （ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１３，ＭＭＰ⁃１３）和 ＮＧＦ 蛋白表达变

化。 通过分析 ＭＩＡ 使膝骨关节软骨、滑膜和体外

ＦＬＳ 分泌和释放细胞因子和生长因子的变化情况，
探讨其与 ＯＡ 关节疼痛的分子病理机制，为研究新

型 ＯＡ 镇痛药物提供实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

５０ 只 ４ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，体重 ８０ ～
１２０ ｇ，购自陆军军医大学（中国重庆）大坪医院野战

外科研究所实验动物中心【ＳＣＸＫ（军）２０１７－００２５】。
实验前 １ 周，于采光通风良好，温度 ２０ ～ ２６℃，相对

湿度 ４２％ ～ ６２％的室内适应环境，大鼠可以随意进

食和饮水，按照 ＧＢ１４９２５⁃２０１０ 标准进行实验动物的

环境控制。 将动物饲养在陆军军医大学陆军特色

医学中心的标准实验室【 ＳＹＸＫ（军） ２０１７－００５８】。
本研究中使用的所有程序均严格按照美国国立卫

生研究院实验动物护理和使用指南进行。 所有动

物程序均经陆军军医大学实验动物指南事务管理

局批准（ＡＭＵＷＥＣ２０１８１４３０）。
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１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＭＩＡ（ Ｓｉｇｍａ 公司，美国），多克隆兔抗 ＨＩＦ⁃１α
（Ａｂｃａｍ 公司， 中国香港）， 单克隆小鼠抗 ＯＰＮ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｌｔｄ， 美 国 ）， 鼠 抗 ＩＬ⁃１β 抗 体 （ Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，美国），兔抗 ＴＮＦ⁃α 抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，美
国），单克隆兔抗 ＮＧＦ（Ａｂｃａｍ 公司，中国香港），兔
抗 ｖｉｍｅｎｔｉｎ （ Ａｂｃａｍ 公司，中国香港），兔抗 ＰＣＮＡ
（Ａｂｃａｍ 公司，中国香港），单克隆小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ
（Ｓｉｇｍａ 公司，美国），抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 抗体（Ｓｉｇｍａ 公

司，美国），抗鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 抗体（Ｓｉｇｍａ 公司，美国），
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验系统和试剂（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美国），
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 底物发光试剂盒（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＫＯＡ 模型制备和实验分组

将大鼠随机分为两组：假手术（ Ｓｈａｍ）组（ ｎ ＝
２５）、模型（ＫＯＡ）组（ｎ ＝ ２５）。 模型组大鼠采用单

次注入膝关节腔 ＭＩＡ （２ ｍｇ ／ ｋｎｅｅ） 诱导 ＫＯＡ 模

型［８－９］。 主要步骤：第 ０ 天，大鼠用戊巴比妥钠麻

醉，模型组动物经右膝关节髌下韧带向关节腔内注

射含 ２ ｍｇ ＭＩＡ 生理盐水 ５０ μＬ，假手术组大鼠给予

５０ μＬ 灭菌生理盐水。 ＳＤ 大鼠分别于第 ０（注入

ＭＩＡ 或生理盐水后 １ ｈ 内）、３、７、１０、１４ 天测量右膝

关节直径和检测负重能力后，麻醉安乐死，切取软

骨和分离滑膜组织存储于－８０℃冰箱，用于蛋白质

表达检测。 各组每个时间点 ５ 只 ＳＤ 大鼠。
１􀆰 ２􀆰 ２　 检测负重能力

负重能力的变化，是判定 ＯＡ 大鼠关节不适和

疼痛的重要指标［１０］。 在注射 ＭＩＡ 后的第 ０、３、７、１０
和 １４ 天，采用失能测试仪（英国诺福克林顿仪器公

司）测量后爪重量分布，评估 ＳＤ 大鼠右后肢的力

量。 分布在右后肢的重量百分比。 使用下式计算：
负重率（％） ＝ （右后肢重量 ／ （左后肢重量 ＋ 右后

肢重量）） × １００％。
１􀆰 ２􀆰 ３　 测量右后膝关节直径

关节直径的变化，是衡量 ＯＡ 大鼠关节肿胀和

关节不适的重要指标［１０－１２］，大鼠膝骨关节腔被注入

ＭＩＡ 后，在第 ０、３、７、１０ 和 １４ 天用游标卡尺测量右

膝的横向直径。 本研究获得的是膝盖弯曲 ９０°时右

膝之间的水平距离。 每个膝关节测量 ３ 次并计算平

均值［８］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 滑膜组织的获取分离、滑膜细胞的原代培养

及其纯度与增殖鉴定

研究表明，滑膜细胞可以作为 ＯＡ 早期干预靶

点［１３］，ＦＬＳ 是滑膜组织的主要功能细胞［９］，因此，本
研究按熊翱等［９］ 和陈芳等［１４］ 已建立的实验方法加

以完善进行滑膜细胞的原代培养，通过分离注入

ＭＩＡ 或生理盐水 １４ ｄ 后的 ＳＤ 大鼠滑膜组织进行原

代 ＦＬＳ 培养。 主要步骤如下：ＳＤ 大鼠被麻醉后，将
其浸泡在 ７５％乙醇中进行无菌处理 １０ ～ ２０ ｍｉｎ，在
无菌条件下取 ＳＤ 大鼠膝关节。 将盛有含双抗的

ＰＢＳ 平皿置于超净工作台中，分离滑膜组织。 将分

离的滑膜组织剪碎至 １ ｍｍ × １ ｍｍ × １ ｍｍ 的块状，
移至 １０ ｍＬ 无菌离心管，短暂低速离心，留取沉淀，
０􀆰 ２％ Ⅰ型胶原酶重悬滑膜组织，转移至 ２５ ｃｍ２ 培

养瓶，用 ０􀆰 ２％ Ⅰ型胶原酶定容至 ２ ～ ３ ｍＬ，轻轻晃

动培养瓶，使其底部滑膜组织均匀分布。 ３７℃，５％
ＣＯ２ 消化滑膜组织 ４ ～ ６ ｈ。 待滑膜组织变成棉絮

状，１０％ ＦＢＳ 终止消化，短暂低速离心，弃上清，加
入完全培养基重悬洗涤 １ 次后，移至 ２５ ｃｍ２ 培养瓶

中， 用完全培养基定容至 ２ ～ ３ ｍＬ，轻轻晃动培养

瓶，使滑膜组织在底部均匀分布。 ３７℃，５％ ＣＯ２ 培

养箱培养滑膜组织，每天观察细胞游出情况。 第 ２
天可见梭形细胞游出，２ ～ ３ ｄ 换液 １ 次。 滑膜细胞

的原代培养的纯度与增殖鉴定详见《脂多糖诱导 ＳＤ
大鼠膝关节成纤维样滑膜细胞炎症模型建立及特

征分析》 ［９］。
１􀆰 ２􀆰 ５　 体外滑膜 ＦＬＳ 的地塞米松处理

滑膜炎症是整个关节 ＯＡ 综合病理变化的主要

事件［１３］，故本研究对体外 ＦＬＳ 进行抑炎效果观察并

探讨其与镇痛的关系。 采用纯度超过 ９８％的原代

ＳＤ 大鼠 ＫＯＡ 滑膜 ＦＬＳ，将细胞数调整至每毫升 ４ ×
１０４。 再按每孔 ０􀆰 ２ ｍＬ 接种至腹腔小室（Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ􀳏
ＥＺＩＳＬＩＤＥ），培养 １２ ～ ２４ ｈ。 共分 ３ 组：ＭＩＡ －和

ＤＥＸ－、ＭＩＡ ＋和 ＤＥＸ－、ＭＩＡ ＋和 ＤＥＸ ＋ ，每组 ５ 孔，
使 ＤＥＸ 终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 在培养箱培养 ２４ ｈ
后，采用胰酶（０􀆰 ２５％）消化 ＦＬＳ ２ ～ ５ ｍｉｎ。 终止消

化采用 １０％胎牛血清，收集细胞，贮于－８０℃， 待用

于蛋白质表达检测。
１􀆰 ２􀆰 ６　 蛋白质印迹分析

根据文献报道的蛋白质印迹分析方法进行［９］，
主要步骤：使用考马斯亮蓝法测定总蛋白浓度。 然

后，通过十二烷基硫酸钠 （ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ，
ＳＤＳ）⁃聚丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）对总蛋白样品进行电泳分离，
并转移到硝酸纤维素（ ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，ＮＣ）膜上。 然

后，将 ＮＣ 膜与下列一抗在 ４℃下孵育过夜： ①多克
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隆兔抗 ＨＩＦ⁃１α（１ ∶ １０００）； ②单克隆小鼠抗 ＯＰＮ
（１ ∶１０００）； ③多克隆兔抗 ＩＬ⁃１β（１ ∶１０００）； ④多克

隆兔抗 ＴＮＦ⁃α（１ ∶１０００）； ⑤多克隆兔抗 ＭＭＰ⁃１３ 抗

体（１ ∶ １０００）； ⑥单克隆兔抗 ＮＧＦ 抗体（１ ∶１０００）；
⑦单克隆小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶１００００）。 最后，用 ＴＰＢＳ
清洗 ＮＣ 膜， 并 与 相 对 应 的 辣 根 过 氧 化 物 酶

（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ） 结合的二抗一起孵

育。 使用底物发光试剂对 ＮＣ 膜进行可视化，并使

用图像分析程序分析印迹图像。 通过测量每个样

品中的 β⁃ａｃｔｉｎ 表达用以验证目的蛋白质含量的变

化规律。

注：Ａ：ＳＤ 大鼠膝关节滑膜组织中 ＨＩＦ⁃α 和 ＯＰＮ 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ；Ｂ：ＳＤ 大鼠膝关节软骨组织中 ＨＩＦ⁃１α 和 ＯＰＮ 的蛋白表达

的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ；检测指标的积分光密度值经过内参指标校正后，假手术组归一；与假手术组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 ＭＩＡ 对大鼠膝关节中 ＨＩＦ⁃１α 和 ＯＰＮ 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＯＰＮ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＯＰＮ ｉｎ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｉｓ

ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｓｈａｍ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＩＡ ｏｎ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＯＰＮ ｉｎ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

１􀆰 ３　 统计学分析

所有实验的数据采用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）
表示，所有指标数据先进行正态分布评估，符合正

态分布的数据，使用 ｔ 检验来分析假手术组和模型

组之间差异的显著性。 单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）
方法用于一个变量和多个条件数据处理。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＭＩＡ 注入大鼠膝关节，ＨＩＦ⁃１α和 ＯＰＮ 蛋白

表达变化

与假手术组比，大鼠膝关节腔被注入 ＭＩＡ ３ ｄ
后软骨细胞和滑膜组织 ＨＩＦ⁃１α 和 ＯＰＮ 蛋白含量呈

不断增加的趋势（图 １）。
２􀆰 ２　 ＭＩＡ 注入大鼠膝关节，ＩＬ⁃１β和 ＴＮＦ⁃α蛋白

质表达变化

与假手术组比较，ＭＩＡ 注入关节腔第 ３ 天起，软
骨细胞和滑膜组织 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 呈现高表达（见
图 ２Ａ，２Ｂ）。
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注：Ａ：ＳＤ 大鼠关节滑膜组织中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ；Ｂ：ＳＤ 大鼠膝关节软骨组织 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ；检测指标的积分光密度值经过内参指标校正后，假手术组归一。

图 ２　 ＭＩＡ 对大鼠膝关节中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｉｓ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｓｈａｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＩＡ ｏｎ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

２􀆰 ３　 ＭＩＡ 对大鼠右后膝关节横径和右后肢负重的

影响及 ＮＧＦ 在膝关节滑膜和软骨中的表达

与假手术组比较，大鼠右后膝关节，在 ＭＩＡ 造

模后的第 ３ 天开始肿胀，第 ７ 天后，肿胀明显。 因

此，导致膝关节横径，在 ＭＩＡ 造模后的第 ７ 天、第 １０
天和第 １４ 天显著高于假手术组（图 ３Ａ）。 ＭＩＡ 注入

大鼠膝骨关节第 ３ 天起，大鼠右后肢的负重量持续

在 ２６％以下，显著低于假手术组（图 ３Ｂ）。 通过负

重能力和膝关节横径的检测评估，表明 ＭＩＡ 注入大

鼠膝骨关节第 ３ 天起，大鼠膝关节不适和疼痛明显。
检测了 ＮＧＦ 的蛋白质水平，发现与假手术组比较，
ＭＩＡ 注入大鼠膝骨关节第 ３ 天起，滑膜（图 ３Ｃ）和软

骨（图 ３Ｄ）组织的 ＮＧＦ 蛋白表达增加。 滑膜和软骨

ＮＧＦ 增加，与疼痛关系密切［１３］。
２􀆰 ４　 ＳＤ 大鼠滑膜细胞的原代培养及其 ＦＬＳ 的纯

度和增殖功能

分离的 ＳＤ 大鼠滑膜组织培养至第 ６ 天，原代

细胞的融合度达 ７０％ ～ ８０％，细胞贴壁生长，但在

观察视野中，仍有极少的圆形、椭圆形细胞 （图

４Ａ）。 细胞传代至第 ３ 代（第 １２ ～ １４ 天），细胞形

态基本上为梭形，核位于中央，细胞生长良好（图
４Ｂ）。 细胞在第 ８ 代增长缓慢，而且细胞形态改变，
梭形较少，多为近似椭圆形，细胞间隙增大，细胞有

空泡坏死老化（图 ４Ｃ）。 免疫荧光化学观察到：第 ３
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注：Ａ：用游标卡尺测量右膝关节的横向直径；Ｂ：ＭＩＡ 注射后大鼠右后肢负重比的变化；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析 ＳＤ 大鼠膝关节滑膜组织中

ＮＧＦ 的蛋白表达；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析 ＮＧＦ 在 ＳＤ 大鼠膝关节软骨组织中的蛋白表达；检测指标的积分光密度值经过内参指标校正后，假

手术组归一；与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 ＭＩＡ 对大鼠膝关节横向直径、后肢负重能力和 ＮＧＦ 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｖｅｒｎｉｅｒ ｃａｌｉｐｅｒ． Ｂ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｌｅｆｔ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ
ｈｉｎｄｌｉｍｂｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ＭＩＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ． Ｄ．
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＧＦ ｉｎ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

ｉｓ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｓｈａｍ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＩＡ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ， ｗｅｉｇｈｔ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂｓ ａｎｄ ＮＧＦ
ｉｎ ｒａｔｓ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

代滑膜细胞形态规则，呈梭形，其细胞核位于细胞

中央，其形状为卵圆形； ＦＬＳ 标志蛋白波形蛋白

（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）的阳性染色率超过 ９８％（图 ４Ｄ ～ ４Ｆ），
提示培养的原代滑膜细胞为 ＦＬＳ。 ＥｄＵ 增殖实验显

示第 ７ 代 ＦＬＳ 细胞仍有增殖能力（图 ４Ｇ ～ ４Ｍ）。
第 ３ ～ ８ 代 ＦＬＳ 的增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 表明，第
４ ～ ７ 代 ＦＬＳ 的 ＰＣＮＡ 蛋白表达与第 ３ 代差异不显

著（图 ４Ｎ，４Ｏ）。 同时第 ８ 代 ＰＣＮＡ 蛋白表达降低

且与第 ３ 代 ＰＣＮＡ 蛋白的表达存在显著差异（图
４Ｎ，４Ｏ）。 以上表明：第 ３ 代到第 ７ 代原代培养的

ＦＬＳ 可以用作后续实验材料。
２􀆰 ５　 地塞米松抑制 ＯＡ 大鼠体外 ＦＬＳ 的炎性反应

与假手术组比较，ＭＩＡ 注入关节腔诱导 ＫＯＡ 模

型后，原代培养的 ＦＬＳ 促炎因子 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＮＧＦ
和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达上调。 使用地塞米松对 ＫＯＡ
大鼠体外 ＦＬＳ 干预后，降低促炎因子的分泌、ＮＧＦ
和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白的表达（图 ５）。
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注：Ａ：滑膜细胞培养第 ６ 天第 １ 次传代前；Ｂ：滑膜细胞培养至第 ３ 代；Ｃ：滑膜细胞培养至第 ８ 代；Ｄ ～ Ｆ：滑膜细胞培养至第 ３ 代进行波形

蛋白荧光化学鉴定；Ｇ ～ Ｍ：第 ７ 代滑膜细胞 ＥｄＵ 增殖实验；Ｎ：滑膜组织和原代培养成纤维样滑膜细胞（第 ３ ～ ８ 代）的增殖细胞核抗原蛋

白 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果；Ｏ：滑膜组织和各代细胞中增殖细胞核抗原蛋白的相对含量；组间单因素方差分析，Ｆ（ ６，２８ ） ＝ ４５􀆰 ９３６，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，与第

３ 代细胞相比，只有第 ８ 代细胞的增殖细胞核抗原蛋白表达明显下调。

图 ４　 ＯＡ 大鼠膝关节 ＦＬＳ 的原代培养、纯度和增殖

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐａｓｓａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ６ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒ． Ｂ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． Ｃ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏ
ｔｈｅ ８ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． Ｄ ～ Ｆ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｇ ～ Ｍ． Ｓｅｖｅｎｔｈ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ＥｄＵ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｎ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＳＴ ａｎｄ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＦＬＳ （３ｒｄ ～ ８ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ） ．
Ｏ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＳＴ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． Ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ， Ｆ （６， ２８） ＝ ４５􀆰 ９３６， Ｐ

＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ， ｏｎｌｙ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ， ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ＦＬＳ ｏｆ ＯＡ ｒａｔｓ

３　 讨论

在本研究中，ＳＤ 大鼠膝关节腔注入 ２ ｍｇ ＭＩＡ
后，破坏了软骨细胞的有氧糖酵解能量代谢，造成

炎症和软骨损伤［１０，１５］，导致 ＨＩＦ⁃１α 蛋白质表达上

调，进而促进 ＯＰＮ 升高。 ＯＰＮ 是骨关节炎标志

物［１５－１６］，ＯＰＮ 蛋白的表达升高激活了滑膜组织和软

骨细胞的促炎因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α［１７］，使其分泌和

释放增加。 显著增加的 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α，致使 ＮＧＦ
蛋白质表达上调。 在这些细胞因子的共同作用下，
诱导了 ＳＤ 大鼠的疼痛反应。 表现为 ＳＤ 大鼠被注

入 ＭＩＡ 后，从第 ３ 天起，膝关节肿胀，负重率降低至

９４６
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注：Ａ：ＳＤ 大鼠关节滑膜 ＦＬＳ 中 ＩＬ⁃１β 蛋白表达；Ｂ：ＳＤ 大鼠关节滑膜 ＦＬＳ 中 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达；Ｃ：ＳＤ 大鼠关节滑膜 ＦＬＳ 中 ＮＧＦ 蛋白表

达；Ｄ：ＳＤ 大鼠关节滑膜 ＦＬＳ 中 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测体外 ＦＬＳ 细胞经过 ＤＥＸ 干预后促炎因子、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＩＬ⁃１β ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＦＬＳ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ． Ｂ． ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＦＬＳ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ． Ｃ． ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＦＬＳ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ． Ｄ． ＭＭＰ⁃１３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＦＬＳ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ， ＭＭＰ⁃１３ ａｎｄ ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＦＬＳ ｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒ ＤＥＸ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

２６％以下。 滑膜炎症被认为是 ＯＡ 早期最重要的特

征［１３］，为此，本研究不但检测了 ＭＩＡ 诱导的 ＫＯＡ 大

鼠膝关节患处软骨和滑膜组织促炎因子的表达，也
检测了 ＭＩＡ 诱导的 ＫＯＡ 大鼠膝关节患处滑膜组织

体外原代培养的 ＦＬＳ 中的促炎因子、ＭＭＰ⁃１３ 和

ＮＧＦ 的蛋白表达。 结果显示：ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃
１３ 和 ＮＧＦ 的蛋白表达异常增高，经 ＤＥＸ 治疗后，显
著下调。

通过行为测试（也称为失能实验），观察大鼠肢

体的负重能力的变化被广泛认为是衡量 ＭＩＡ 大鼠

痛苦行为的有效方法，因为啮齿类动物感到疼痛时

后肢承受的重量较少［１０］。 对 ＭＩＡ 诱导的 ＯＡ 大鼠

进行 １４ ｄ 的失能实验，观察到 ＭＩＡ 注射大鼠膝关节

第 ３ 天后，负重能力下降，关节肿胀，关节横径增加，
关节不适和疼痛。 ＭＩＡ 诱导的实验性 ＯＡ 早期以巨

噬细胞浸润和滑膜炎症为特征；ＭＩＡ 诱导的 ＯＡ，进
一步发展则发生严重的软骨破坏和丢失直至软骨

下骨重建，使疼痛明显且持久。
ＯＡ 是一种以软骨破坏和滑膜炎为特征的全关

节退行性疾病［１３，１８］。 骨质破坏是以软骨降解为先

兆，以 ＯＰＮ 为标志［１２］。 ＯＰＮ 既是一种细胞外多功

能基质糖蛋白［１２］，又是一种潜在的炎性细胞因子，
在 ＯＡ 关节软骨、滑液及滑膜组织中的表达水平增

高，并且与 ＯＡ 的严重程度呈正相关［１２，１５］。 ＯＡ 关

节软骨和滑膜糖酵解障碍，缺氧引起 ＯＰＮ 蛋白质表

达上调和炎症因子释放［１６］。 ＯＰＮ 可以激活多种促

炎因子（如 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α） 和趋化因子的表达，
ＯＰＮ 对滑膜炎的放大和维持具有重要意义［１９］。 促

炎性 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 可以制激 ＮＧＦ 释放，而 ＮＧＦ
又可以调节 ＴＮＦ⁃α 的释放［１３］。 ＯＡ 患者关节中

ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＮＧＦ 通过分子级联，相互作

用，使其蛋白表达上调，再通过一定的分子病理机

制，导致关节患处促炎因子聚集，关节肿胀、不适，
上调的 ＮＧＦ 增加关节患处的痛觉神经敏感性，患处

０５６
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关节疼痛，使关节失能（肢体负重能力下降）。
ＯＰＮ 可促进 ＯＡ 软骨细胞增殖，但这在一定程

度上是代偿性增殖。 其增殖程度与 ＯＡ 软骨退变、
软骨细胞衰老呈正相关［１６］。 国内学者利用 ＯＰＮ
ｓｈＲＮＡ 干预 ＯＡ 的软骨细胞增殖，有一定治疗作

用［１５］。 促炎因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 是引起关节炎性

疼痛的主要原因。 ＩＬ⁃１β 可制激 ＣＯＸ⁃２、ｉＮＯＳ 等产

生，进一步激活炎症途径，诱导炎症性疼痛［１０］，降低

肢体负重能力。 利用合欢提取液［１０］、木香根提取

物［２０］和穿心莲提取物［２１］对 ＭＩＡ 诱导的 ＯＡ 有一定

的镇痛抗炎作用，而且提高了大鼠负重能力，这可

能与抑制炎症反应有关。 据报道，ＮＧＦ 通过增加伤

害感受器敏感性和促进感觉神经生长，加强疼

痛［１３］，使关节失能。 目前，已有多种人源化 ＮＧＦ 单

克隆抗体在进行临床试验，用于治疗骨关节炎

（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）疼痛及神经病理性疼痛等慢性

疼痛［２２］。 但 ＮＧＦ 单克隆抗体 （例如： ｆｕｌｒａｎｕｍａｂ、
ｔａｎｅｚｕｍａｂ 等），因其存在致患者关节损伤的潜在风

险而被暂停研究。
滑膜 ＮＧＦ 增加是膝关节 ＯＡ 的一个特征［１５］，本

研究对 ＫＯＡ 大鼠滑膜原代培养的体外 ＦＬＳ 进行分

子蛋白检测，其结果提示 ＮＧＦ 表达显著升高，而且

与其关联的 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白分子也升

高明显［２２］，说明 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 在

ＯＡ 的分子病理和疼痛发生中发挥着重要作用。 这

些 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白在滑膜产生，并通

过滑液扩散到软骨中，这是导致软骨细胞凋亡的原

因之一［２３－２５］。 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 启动软骨降解，ＭＭＰ⁃
１３ 直接降解软骨基质。 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 直接刺激

ＦＬＳ 释放 ＮＧＦ，进而 ＮＧＦ 诱导感觉神经生长和增加

痛觉敏感性［１３］，导致疼痛相关行为病理改变。 经过

ＤＥＸ 抑炎处理，使 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 的

蛋白表达负增长，证明抑炎对降低 ＯＡ 关节感觉神

经生长速度和神经敏感性是有效的。 这也说明 ＦＬＳ
是一个研究痛觉的靶点。

综上所述，ＯＡ 的细胞因子（ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、ＩＬ⁃
１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ），在滑膜炎症、软骨降

解及基质破坏和关节疼痛等方面起着重要作用，将
其作为靶点，采取干预剂或 ｓｈＲＮＡ 或相应抗体用于

关节疼痛的管理、炎症反应调节和抑制软骨降解和

基质破坏等，这也许是今后的研究方向。
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Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ． Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ （ ２０１８ ｅｄｉｔｉｏｎ） ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ， ２０１８， ３８
（１２）： ７０５－７１５．

［ ８ ］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， Ｈｕａｎｇ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＨＩＦ⁃１α ｉｎ ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｇｇｒａｖａｔｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ
ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ， ２０１９，
２０１９： ６３２６５１７．

［ ９ ］ 　 熊翱， 熊仁平， 彭艳， 等． 脂多糖诱导 ＳＤ 大鼠膝关节成纤维

样滑膜细胞炎症模型建立及特征分析 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学

报， ２０２０， ２８（４）： ４３６－４４６．
Ｘｉｏｎｇ Ａ， Ｘｉｏｎｇ ＲＰ， Ｐｅｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｋｎｅｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ
ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ ｉｎｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ
［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２０， ２８（４）： ４３６－４４６．

［１０］ 　 Ｌｅｅ Ｄ， Ｊｕ ＭＫ， Ｋｉｍ Ｈ． Ｃｏｍｍｉｐｈｏｒａ ｅｘｔｒａｃｔ ｍｉｘｔｕｒｅ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，
２０２０， １２（５）： １４７７．

［１１］ 　 Ｃｈｉｅｎ， Ｈｕａｎｇ ＳＫ， Ｌｅｅ ＣＪ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｎｏｃｉｃｅｐｔｉｖｅ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｚｅｒｕｍｂｏｎｅ ａｇａｉｎｓｔ ｍｏｎｏ⁃ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ⁃
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ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１６， １７（２）： ２４９．
［１２］ 　 Ｇａｏ Ｓ， Ｌｉ Ｋ， Ｚｅｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ

ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ
ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒ Ｃａｒｔｉｌ，
２００９， １８（１）： ８２－８７．

［１３］ 　 Ｌｉａｏ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｓ， Ｚｈａｏ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｕｔｅ ｓｙｎｏｖｉｔｉｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａ
ｐｒｅｃｅｄｅｓ ａｎｄ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｏｎｓｅｔ ａｎｄ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， １６（６）： ９７０－９８０．

［１４］ 　 陈芳， 刘琴， 王丽平， 等． 改良组织块法分离培养兔成纤维

样滑膜细胞 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１６， ２６（４）： ７５ －

７８， ８５．
Ｃｈｅｎ Ｆ， Ｌｉｕ Ｑ， Ｗａｎｇ ＬＰ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｅｘｐｌａｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｔｈｏｄ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０１６， ２６（４）： ７５－７８， ８５．

［１５］ 　 Ｈｕａｎｇ Ｊ， Ｚｈａｏ Ｌ， Ｃｈｅｎ Ｄ． Ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒｓ， ２０１８， ３６（５－６）： １８７－１９５．

［１６］ 　 姜未， 林博文， 张轩， 等． 骨桥蛋白可促进骨关节炎软骨细

胞增殖 ［Ｊ］ ． 中国组织工程研究， ２０１７， ２１（２４）： ３７７３－３７７７．
Ｊｉａｎｇ Ｗ， Ｌｉｎ ＢＷ， Ｚｈａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇ
Ｒｅｓ， ２０１７， ２１（２４）： ３７７３－３７７７．

［１７］ 　 Ｇｒｏｓｓ ＴＳ， Ｋｉｎｇ ＫＡ， Ｒａｂａｉａ ＮＡ， ｅｔ ａｌ． Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ ｂｙ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ ｄｅｐｒｉｖｅｄ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｌｏａｄｉｎｇ ｏｒ
ｏｘｙｇｅｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｏｎｅ Ｍｉｎｅｒ Ｒｅｓ， ２００５， ２０（２）： ２５０－２５６．

［１８］ 　 杨威， 郭斯印， 易志勇， 等． 膝骨关节炎病证结合动物模型

的研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２１， ３１（ ３）： １３９
－１４３．
Ｙａｎｇ Ｗ， Ｇｕｏ ＳＹ， Ｙｉ ＺＹ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ ｏｆ ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２１， ３１（３）： １３９－１４３．

［１９］ 　 Ｘｕ Ｇ， Ｎｉｅ Ｈ， Ｌｉ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ ｉｎ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｅｒｐｅｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ｓｙｎｏｖｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ，
２００５， １１５（４）： １０６０－１０６７．

［２０］ 　 Ｌｅｅ Ｄ， Ｂａｅｋ ＣＹ， Ｈｗａｎｇ ＪＨ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ
ｅｘｔｒａｃｔ ｒｅｌｉｅｖｅｓ ｐａｉｎ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｒｉｔｈｉｎｇ ｉｎ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ２０２０， ８（７）： ８７３．

［２１］ 　 Ｊｏ ＨＧ， Ｌｅｅ ＧＹ， Ｂａｅｋ ＣＹ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｇｅｓｉｃ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｕｃｋｌａｎｄｉａ ｌａｐｐａ ｒｏｏｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｒｉｔｈｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔｓ （ Ｂａｓｅｌ）， ２０２０， １０
（１）： ４２．

［２２］ 　 张常建， 陈秀秀， 周丽君． 抗体治疗疼痛的研究进展 ［Ｊ］ ． 中
国疼痛医学杂志， ２０２２， ２８（２）： １３０－１３３．
Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｃｈｅｎ ＹＹ， Ｚｈｏｕ ＬＪ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｐａｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｉｎ Ｍｅｄ， ２０２２， ２８ （ ２）： １３０
－１３３．

［２３］ 　 赵军， 褚亚君， 梁晋裕， 等． 跑台运动对糖尿病大鼠学习记

忆及海马炎症因子和 ＮＧＦ 表达的影响 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂

志， ２０２０， ３０（１１）： ６５－７１．
Ｚｈａｏ Ｊ， Ｃｈｕ ＹＪ， Ｌｉａｎｇ ＪＹ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ
ｌｅａｒｎｉｎｇ， ｍｅｍｏｒｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ＮＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２０， ３０
（１１）： ６５－７１．

［２４］ 　 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ ＪＰ， Ｍａｒｔｅｌ⁃Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ Ｊ， Ａｂｒａｍｓｏｎ ＳＢ． Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ａｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ： ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｅｗ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ［ Ｊ］ ． Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｈｅｕｍ， ２００１， ４４ （ ６）：
１２３７－１２４７．

［２５］ 　 孙尚， 邹达， 赵振达， 等． 基于大鼠 ＯＶＸ 模型研究雌激素缺

乏对终板软骨细胞退变的影响 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志，
２０２２， ３２（５）： １６－２２．
Ｓｕｎ Ｓ， Ｚｏｕ Ｄ， Ｚｈａｏ ＺＤ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｅｎｄｐｌａｔｅ ｄｕｅ ｔｏ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒａｔ ＯＶＸ
ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２２， ３２（５）： １６－２２．
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Ｍａｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ３１　 Ｎｏ． ５

王婵，杨根梦，刘柳，等． ＨＩＶ 动物模型在毒品滥用研究中的应用 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（５）： ６５３－６５９．
Ｗａｎｇ Ｃ， Ｙａｎｇ ＧＭ， Ｌｉｕ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ＨＩＶ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｄｒｕｇ ａｂｕｓｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１
（５）： ６５３－６５９．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ０１２

［基金项目］国家自然科学基金（８２１６０３２５，８２０６０３８２，８２２０２０８１），云南省科技厅⁃昆明医科大学应用基础研究联合专项（重点项目）
（２０２２０１ＡＹ０７０００１⁃０２０）。

Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ８２１６０３２５， ８２０６０３８２， ８２２０２０８１）， Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ⁃Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｊｏｉｎｔ ｐｒｏｊｅｃｔ （Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ） （２０２２０１ＡＹ０７０００１⁃０２０） ．
［作者简介］王婵（１９９６—），女，在读博士研究生，研究方向：毒品滥用与艾滋病协同神经系统损害及干预机制。 Ｅｍａｉｌ：２３１０６０５９７＠ ｑｑ．ｃｏｍ；

杨根梦（１９９２—），女，博士，讲师，研究方向：毒品滥用与艾滋病协同神经系统损害及干预机制。 Ｅｍａｉｌ： １２２３９８４８８５＠ ｑｑ．ｃｏｍ。
＃共同第一作者

［通信作者］李娟（１９８０—），女，博士，副教授，研究方向：毒品滥用与艾滋病协同神经系统损害及干预机制。 Ｅｍａｉｌ：１２１０９３２５８＠ ｑｑ．ｃｏｍ；
曾晓锋（１９７７—），男，博士，教授，研究方向：毒品滥用与艾滋病协同神经系统损害及干预机制。 Ｅｍａｉｌ：ｚｘｆ２００４０３３＠ １６３．ｃｏｍ。
∗共同通信作者
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　 　 【摘要】 　 目前，毒品滥用及人类免疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）感染的共病问题备受关

注。 毒品滥用是 ＨＩＶ 传播的促发因素之一，其同样可加重 ＨＩＶ 感染者中枢神经系统的病毒载量水平和加速 ＨＩＶ
相关神经认知障碍（ＨＩＶ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｎｅｕｒｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＨＡＮＤ）的疾病进展速度。 本文着重介绍了目前常用的

ＨＩＶ 感染相关动物模型，如非人灵长类动物、啮齿类动物及猫科动物，分析了其局限性和优势性，并对 ＨＩＶ 感染相

关动物模型在毒品滥用研究中的应用进行了综述。
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物模型
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　 　 迄今为止，全球约有 ３８ 万人感染人类免疫缺陷

病毒（ ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ），并且艾

滋病（ａｃｑｕｉｒｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＩＤＳ）成
为主要的公共卫生问题［１］。 ＨＩＶ 在感染早期进入

中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ），其本身

不会直接损伤神经元，而是通过 ＨＩＶ 相关蛋白，如
Ｔａｔ、Ｇｐ１２０、Ｎｅｆ 和 Ｖｐｒ 蛋白等，改变神经元结构和功

能，引起 ＨＩＶ 相关神经认知障碍 （ＨＩＶ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｎｅｕｒｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＨＡＮＤ） ［２］。 目前，抗逆转录

病毒疗法（ａｎｔｉ⁃ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ，ＡＲＴ）的治疗使得

ＨＩＶ 感染者（ｐｅｏｐｌｅ ｗｉｔｈ ＨＩＶ，ＰＷＨ）的生存时间延

长和生存质量提高，事实上 ＡＲＴ 在大脑中的渗透率

相对较低，导致 ＰＷＨ 仍然出现 ＨＡＮＤ［３］。 另外，根
据联合国艾滋病规划署统计［１］，注射毒品的人员感

染 ＨＩＶ 的可能性是不注射毒品的人员的 ３５ 倍。 近

些年研究发现，长期吸食毒品还会造成 ＰＷＨ 脑部

结构和功能的不可逆的损伤，并且可增加 ＨＩＶ 在

ＰＷＨ 大脑中的病毒载量水平和炎症因子的释放量，
进而加快 ＰＷＨ 的 ＨＡＮＤ 疾病进程［４－５］。 但遗憾的

是，目前对于毒品滥用合并 ＨＩＶ 感染的致病机制仍

未阐明并且缺乏有效的治疗手段。 因此，ＨＩＶ 相关

动物模型的开发，有助于进一步了解 ＨＩＶ 感染合并

毒品滥用的具体发病机制。 鉴于此，本文针对 ＨＩＶ
动物模型构建、优缺点以及其在毒品滥用研究中的

应用进行简单综述，以期为 ＨＩＶ 感染合并毒品滥用

的研究提供参考。

１　 ＨＩＶ 动物模型的建立

１􀆰 １　 ＨＩＶ 相关非人灵长类动物模型的建立

１９８３ 年，在恒河猴群中出现了与 ＰＷＨ 相似的

机会性感染。 研究者们根据病毒基因核苷酸序列

发现非洲非人灵长类动物携带的猿猴类免疫缺陷

病毒（ｓｉｍｉａｎ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ，ＳＩＶ）与 ＨＩＶ 整

体结构具有一定的同源性，同时 ＨＩＶ⁃１ 源自野生黑

猩猩的 ＳＩＶｃｐｚ 和野生大猩猩的 ＳＩＶｇｏｒ，而 ＨＩＶ⁃２ 源

自非洲乌黑白眉猴 ＳＩＶｓｍｍ，由此认为，人类的 ＨＩＶ
起源是来自非洲非人灵长类动物的 ＳＩＶ 向人类的跨

物种传播［６］。 截至目前，非人灵长类动物也被称为

“ＳＩＶ 天然宿主”，而在长期的 ＳＩＶ 病毒－非人灵长类

宿主动物协同进化中通过刺激先天免疫反应和抑

制全身免疫激活，使其具备感染 ＳＩＶ 但不出现 ＡＩＤＳ
相关综合征的特点，但某些 ＳＩＶ 病毒株易感染亚洲

猕猴———恒河猴、食蟹猴、猪尾猕猴，并在数月内猕

猴出现消瘦、淋巴结肿大、外周 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞减少、高
病毒血症、适应性免疫和固有免疫异常激活以及肠

道屏障功能障碍等症状［７］。 但由于两者 Ｅｎｖ 基因

不同以及 ＳＩＶ 缺乏 ＨＩＶ 的 Ｖｐｕ 基因，为克服 ＳＩＶ 的

差异性，以 ＳＩＶｍａｃ２３９ 病毒为骨架，通过基因工程手

段将 ＨＩＶ⁃１ ＨＣＢｃ２ 的 Ｒｅｖ、Ｔａｔ、Ｅｎｖ 以及 Ｖｐｕ 基因与

ＳＩＶ 进行基因重组，构建出以 ＣＣＲ５ 和 ＣＸＣＲ４ 为共

受体 的 人 猴 免 疫 缺 陷 嵌 合 病 毒 （ ｓｉｍｉａｎ⁃ｈｕｍａｎ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ， ＳＨＩＶ） ［８］。 ＳＨＩＶ 病毒通过

静脉注射、直肠或者阴道途径感染猕猴后，猕猴体

内出现感染症状与 ＨＩＶ 感染较为接近。
ＳＩＶ、ＳＨＩＶ 通过趋化因子感染淋巴细胞和单核

细胞透过血脑屏障（ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ），一旦

进入大脑，就会在小胶质细胞中进行复制，这些细

胞也成为病毒储存库。 另外，过多激活小胶质细胞

会引起中枢炎症反应，从而导致神经元变性，并在

１５０ ｄ 内迅速发展为猴免疫缺陷病毒脑炎（ ｓｉｍｉａｎ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ，ＳＩＶＥ） ［９］。 一项

针对患有 ＳＩＶＥ 猕猴的研究表明，猕猴的下丘脑出

现小胶质细胞活化以及高病毒载量，进而引起猕猴

昼夜节律出现异常。 另外，在感染早期阶段，猕猴

出现异常的皮层诱发电位、严重的认知功能障碍以

及共济失调等症状［１０－１１］。
基于非人灵长类动物拥有与人类相似的遗传

物质、病理生理学特性以及脑部结构，同时具有易

感 ＨＩＶ 病毒的优势，其在 ＨＩＶ 感染研究中有着不可

替代的作用，以该模型为研究基础，可以实现从科

研实验室到临床治疗的成功转化。 然而，该模型动

物具有认知和情感能力，这就使得动物伦理审查更

为严格。 再者，动物资源不容易获得，普通实验室

难以达到饲养管理条件，并且动物个体差异、本身

质量以及猴类常见疾病等因素容易影响研究结果。
此外，以非人灵长动物为研究对象，存在实验周期

长、缺乏可重复性、成本昂贵等缺点。
１􀆰 ２　 ＨＩＶ 相关猫科动物模型的建立

猫免疫缺陷病毒（ｆｅｌｉｎｅ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ，
ＦＩＶ）是一种逆转录病毒科慢病毒，其主要宿主为猫

科动物。 ＦＩＶ 病毒颗粒包含囊膜、衣壳及核芯，其中

有 ３ 个开放阅读框（ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）与病

毒的成熟、反转录、整合和基因组修复相关，分别为

Ｇａｇ、Ｐｏｌ 和 Ｅｎｖ，还有 ３ 个辅助 ＯＲＦｓ 与病毒基因的

表达、复制相关，分别为 Ｖｉｆ、Ｏｒｆ⁃Ａ 和 Ｒｅｖ［１２］。 ＦＩＶ 与

ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞表面的 ＣＤ１３４ 发生特异性结

４５６
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合［１３］。 这种相互作用诱导 ＳＵ 蛋白的构象变化，然
后 Ｅｎｖ 蛋白的 Ｖ３ 环中暴露出与共受体 ＣＸＣＲ４ 紧

密结合的表位。 随后，ＦＩＶ 与宿主细胞膜发生融合，
其核芯进入宿主细胞进行转录表达。 ＦＩＶ 感染有

３ 个“经典”阶段：第一阶段为急性感染期，持续时间

约 ４ ～ ８ 周，在此期间动物出现短暂发热，出现

ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞急剧增加，伴有 ＦＩＶ 病毒 ＲＮＡ 和

前病毒的高表达；第二阶段为无症状感染期，持续

时间较长，动物体内出现 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞比

值倒置，同时表达 ＦＩＶ 抗体，此时血液中病毒受到

抑制，ＰＣＲ 检测呈假阴性；第三阶段为继发性感染

期，动物表现为慢性口腔炎、机会性感染诱发的皮

炎和呼吸道疾病等一系列的免疫缺陷和机会性

感染［１４］ 。
受感染的单核－巨噬细胞携带 ＦＩＶ 透过脉络丛

的 ＢＢＢ 和 ／或血脑脊液屏障进入 ＣＮＳ，引起大脑结

构和功能的广泛改变，如血管周围淋巴细胞和巨噬

细胞的浸润和蓄积、小胶质细胞和星形胶质细胞的

活化以及神经元变性。 另外，炎症细胞的浸润和免

疫异常激活会导致 ＣＮＳ 功能异常，动物出现异常的

刻板运动行为、攻击性增加、脑干诱发电位的潜伏

期延长、矫正和瞳孔反射延迟、神经传导速度降低

以及认知运动功能缺陷等症状［１５］。
另外，ＦＩＶ ／家猫动物模型是唯一自然发生并引

起免疫缺陷综合症的非灵长类慢病毒动物模型，且
因价格便宜、体型小、数量多，近些年来该模型已被

用于研究 ＨＩＶ⁃１ 发病机制、抗逆转录病毒药物的开

发和测试。 除此之外，ＦＩＶ ／家猫动物模型也可用于

探索宿主限制因子的潜力，这对于解析 ＦＩＶ 的复制

机制以及改进 ＨＩＶ 研究的 ＦＩＶ ／家猫动物模型具有

重要意义。 但是，ＦＩＶ ／家猫动物模型也有自身的局

限性：ＣＤ１３４ 是 ＦＩＶ 主要的结合受体，从而使 ＦＩＶ 能

够感染 Ｔ 细胞和巨噬细胞。 因此，ＦＩＶ 与 ＨＩＶ、ＳＩＶ
的靶受体是不同的，为此 ＨＩＶ 相关猫科动物模型在

ＨＩＶ 治疗研究中的适用性可能受到限制。
１􀆰 ３　 ＨＩＶ 相关啮齿类转基因动物模型的建立

１􀆰 ３􀆰 １　 ＨＩＶ 全病毒基因转基因大鼠模型的建立

ＨＩＶ 全病毒基因转基因大鼠模型也称 ＨＩＶ⁃１ 转

基因大鼠，主要由前病毒质粒（ｐＮＬＳ⁃３）克隆体发展

而来，因其删除 Ｇａｇ 和 Ｐｏｌ 基因，为此 ＨＩＶ⁃１ 转基因

大鼠不具备传染性，但是其体内仍然能编码 Ｅｎｖ、
Ｔａｔ、Ｒｅｖ、Ｖｉｆ、Ｖｐｒ、Ｎｅｆ 和 Ｖｐｕ 基因［１６］。 此外，ＨＩＶ⁃１
转基因大鼠不仅会出现严重的免疫缺陷、不透明性

白内障、消瘦、皮肤损伤、呼吸疾病和肾病等症状，
还会出现严重的神经系统功能障碍，主要表现为认

知障碍、执行功能障碍和听觉系统功能障碍［１７］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＩＶ 病毒蛋白转基因小鼠的建立

ＨＩＶ Ｔａｔ 转基因小鼠模型的建立方法主要是依

赖于四环素调控基因表达系统来控制 Ｔａｔ 基因表

达。 首先，构建 ＴＲＥ⁃Ｔａｔ８６ 转基因小鼠和 ＧＦＡＰ⁃ｒｔＴＡ
转基因小鼠，再将两种转基因小鼠进行杂交后，可
获得含有 ＴＲＥ⁃Ｔａｔ ８６ 和 ＧＦＡＰ⁃ｒｔＴＡ 基因的小鼠。 这

种转基因小鼠通过体内是否存在四环素来特异性

调控脑内 Ｔａｔ 蛋白基因的表达［１８］。 用四环素诱导

的 ＨＩＶ Ｔａｔ 转基因小鼠早期会出现发育迟缓、驼背、
震颤、共济失调、癫痫发作以及认知障碍等行为改

变，同时模型鼠大脑中出现反应性星形胶质细胞增

生、神经元树突数量减少、神经元死亡以及胶质细

胞形态改变等神经病理学变化［１８－１９］。
ＨＩＶ ｇｐ１２０ 转基因小鼠模型是在 ＧＦＡＰ 启动子

的下游插入 ＨＩＶ Ｅｎｖ 基因，进而形成 ＨＩＶ ｇｐ１２０ 转

基因小鼠。 ｇｐ１２０ 蛋白在转基因小鼠的新皮层、嗅
球、海马体、顶盖、特定的白质束以及其他与星形胶

质细胞相关的脑区中表达最高［２０］。 虽然 ｇｐ１２０ 转

基因小鼠仅表达 ｇｐ１２０ 蛋白，但体内与 ＨＡＮＤ 有着

相似的神经病理学特征。 ３ 月龄的模型鼠大脑皮层

中会出现突触缺失和树突密度降低、小胶质细胞过

度活化、反应性星形胶质细胞增生以及神经元死

亡［２１－２２］。 在学习记忆方面，６ 月龄的模型鼠出现游

泳速度降低、空间学习受损、焦虑样行为和记忆缺

陷等行为缺陷，并且电生理学实验检测到模型鼠的

海马 ＣＡ５ 区域出现长时程增强效应的波动幅度

降低［２１］。
然而，目前最常见的模拟 ＨＩＶ 感染动物模型仍

然是啮齿类动物，该类动物体型小、较易饲养、繁殖

力强、自身有清晰遗传背景。 为此采用基因工程技

术特异性插入突变基因，有利于特定基因在疾病进

展中机制研究和防治药物的筛选。 尽管使用啮齿

类转基因动物模型围绕 ＨＩＶ 致病机制、药物治疗、
疾病防控机制和疫苗研发等方面开展了卓有成效

的研究工作，但由于啮齿类动物与人的种属和个体

之间存在较大的生物学差异，导致该模型无法完全

复制 ＨＩＶ 感染某些复杂症状如成瘾相关记忆、
ＨＡＮＤ 等。 同时，基于某一病毒蛋白构建的动物模

型存在抗病性差、生存率低，且只能呈现特定的表

型，不能诠释多种病毒蛋白的联合作用引起的病理
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效应。 该模型还需要在特定组织或者细胞内才能

稳定表达目的基因，因而需要先构建稳定表达的单

转基因小鼠，再通过杂交、回交等方式才能获得所

需的多转基因小鼠，同时这也就意味着需要耗费大

量的人力、物力、财力进行饲养和维护。 根据现有

文献，本文总结了 ＨＩＶ 相关动物模型的构建方法、
优缺点以及主要疾病症状（见表 １）。

２　 ＨＩＶ 动物模型在毒品滥用研究中
的应用

２􀆰 １　 ＨＩＶ 相关非人灵长类动物模型在毒品滥用研

究中的应用

对于 ＰＷＨ 来说，毒品滥用可能会增加 ＰＷＨ 脑

内 ＨＩＶ 病毒载量，加快 ＨＩＶ 的疾病进展以及艾滋病

相关死亡率等风险，而目前常见的毒品主要有可卡

因、阿片类药物和苯丙胺类药物等。
在吗啡给药的 ＳＩＶ ／猕猴动物模型中观察到猕

猴体重下降、ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞数量减少、死亡率

增加，同时血浆和脑脊液中检测到 ＳＩＶ 病毒载量显

著增加［２３］。 在长期吗啡给药伴 ＳＩＶ 感染的猕猴体

内，Ａｃｈａｒｙａ 等［２４］发现猕猴淋巴结的 ＳＩＶ 病毒载量

出现下降，同时观察到 ＣＮＳ 中小胶质细胞数量增多

以及 ＳＩＶ 病毒载量显著增高。 由此可见吗啡可以增

加 ＳＩＶ 在受感染动物大脑中的病毒载量。 另外，吗
啡和 ＳＩＶ 能协同上调猕猴纹状体中突触小体的

ＨＳＰＡ５ 蛋白表达水平，导致突触小体功能障碍，进
而加速 ＨＡＮＤ 恶化速度［２５］。 一项研究表明，与吗啡

单独处理组或者 ＳＩＶ 组相比，慢性吗啡给药伴 ＳＩＶ
感染的猕猴出现运动技能任务显著下降，出现显著

的行为障碍［１１］。 甲基苯丙胺 （ ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ，
ＭＥＴＨ）同样会增加 ＳＩＶ 感染的猕猴大脑中平均病

毒载量水平，但不会改变血浆中平均病毒载量水

平。 Ｎａｊｅｒａ 等［２６］进一步发现 ＭＥＴＨ 给药后会显著

增加恒河猴脑中 ＣＣＲ５ 受体的表达含量，这可能是

猕猴脑中病毒载量水平增加的原因。 此外，在 ＳＩＶ
感染条件下 ＭＥＴＨ 可增加星形胶质细胞的 ＩＬ１５ 表

达水平，并诱导 Ｔ 细胞过度增殖，进而加重猕猴的

神经炎症［２７］。 与吗啡、ＭＥＴＨ 不同，可卡因并不会

改变猕猴脑脊液、血浆中 ＳＩＶ 的病毒载量水平。
Ｗｅｅｄ 等［２８］ 也发现相似的研究结果，可卡因处理后

并未增加 ＳＩＶ 感染后猕猴脑中炎症因子表达水平以

及对猕猴的执行性功能并没有任何影响，这表明可

卡因并不会加重 ＳＩＶ 感染所致认知障碍的症状。

２􀆰 ２　 ＨＩＶ 相关猫科动物模型在毒品滥用研究中的

应用

早期研究中发现急性吗啡处理可以延缓早期

ＦＩＶ 感染家猫的病程进展，并且在 ＦＩＶ 感染家猫的

血浆中检测到其病毒载量降低，同时延迟淋巴结肿

大出现的时间。 ２００３ 年，Ｂａｒｒ 等［２９］ 以感染 ＦＩＶ 的

家猫为研究对象，静脉注射吗啡后发现吗啡具有拮

抗 ＦＩＶ 诱导家猫脑干听觉诱发电位潜伏期延长的作

用，这表明在 ＦＩＶ ／家猫动物模型中吗啡具有保护作

用。 与吗啡不同，ＭＥＴＨ 暴露可增加 ＣＮＳ 中的 ＦＩＶ
病毒复制程度［３０］。 研究表明，ＭＥＴＨ 给药后，家猫

纹状体内多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）和多巴胺转运蛋白

（ｄｏｐａｍｉｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＤＡＴ）的含量显著减少，同时

５⁃ＨＩＡＡ ／ ５⁃ＨＴ 比率显著增加，由此可见，ＭＥＴＨ 合并

ＦＩＶ 不仅能够改变神经递质浓度和神经递质特异性

蛋白的含量，同时还会造成家猫的脑干听觉诱发电

位延迟［１１］。 上述结果表明了 ＭＥＴＨ 滥用极大地加

重了 ＦＩＶ 诱导 ＣＮＳ 功能障碍的程度，同时 ＦＩＶ 可增

加了 ＭＥＴＨ 的神经毒性作用。
２􀆰 ３　 ＨＩＶ 相关啮齿类转基因动物模型在毒品滥用

研究中的应用

毒品滥用会加剧 ＨＩＶ 感染对神经系统损害作

用，可导致行为和认知障碍以及记忆力受损，加重

ＨＡＮＤ 的病情进展，最终加速 ＨＩＶ 感染患者的死

亡。 ＨＩＶ 相关啮齿类转基因动物已广泛应用于 ＨＩＶ
相关神经认知功能及行为研究。 在老年雄性 ｇｐ１２０
转基因小鼠身上观察到，ＭＥＴＨ 给药后小鼠的前脉

冲抑制出现缺失，使大脑不能准确去除干扰信息，
导致重要认知信息无法被大脑正常加工处理，表现

出认知缺陷［３１］。 研究表明，ＨＩＶ Ｔａｔ 转基因小鼠海

马 ＣＡ１ 区的锥体神经元树突棘数量减少且出现树

突棘脱落、扩张和萎缩等形态变化，巴恩斯迷宫测

试可观察到 ＨＩＶ Ｔａｔ 转基因小鼠的空间记忆出现受

损，同时吗啡可放大上述效应［３２］。 研究表明，可卡

因暴露通过阻断 ＨＩＶ Ｔａｔ 转基因小鼠脑内 ＤＡＴ，进
而诱导 ＤＡ 再摄取障碍，加强 ＤＡ 自氧化的神经毒

性作用，导致小鼠出现识别记忆障碍［３３］。
　 　 除此之外，反复间歇性 ＭＥＴＨ、可卡因给药，
ＨＩＶ 相关啮齿类转基因动物会产生持续的行为致敏

作用，具体表现为自主活动增加、出现刻板行为

等［１１，１６，３４－３５］。 此外，Ｓｏｏｎｔｏｒｎｎｉｙｏｍｋｉｊ 等［３６］ 证实给予

低剂量 ＭＥＴＨ 后，ＨＩＶ ｇｐ１２０ 转基因小鼠脑内“奖赏

效应” 更为明显。 通过吗啡连续给药成功建立

６５６
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 １　 ＨＩＶ 动物模型的构建方法、优越性、局限性以及临床症状

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ， ａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ＨＩＶ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
感染物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
构建方法

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
优越性

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ
局限性

Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ
临床症状

Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

非人灵
长类
动物
Ｎｏｎ⁃
ｈｕｍａｎ
ｐｒｉｍａｔｅｓ

ＳＩＶ 感染非人
灵长类动物
ＳＩＶ ｉｎｆｅｃｔｓ
Ｎｏｎ⁃
ｈｕｍａｎ
ｐｒｉｍａｔｅｓ

－

从非人灵长类动物体
内分离出来
Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｎｏｎ⁃ｈｕｍａｎ
ｐｒｉｍａｔｅｓ

ＳＨＩＶ 感染非
人 灵 长 类
动物
ＳＨＩＶ ｉｎｆｅｃｔｓ
Ｎｏｎ⁃
ｈｕｍａｎ
ｐｒｉｍａｔｅｓ

－

以 ＳＩＶｍａｃ２３９ 病毒为
骨架，插入 ＨＩＶ⁃１ 的
Ｒｅｖ、Ｔａｔ、Ｅｎｖ 以及 Ｖｐｕ
基因
ＳＩＶｍａｃ２３９ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ａｓ ｓｋｅｌｅｔｏｎ ｔｏ
ｉｎｓｅｒｔ Ｒｅｖ， Ｔａｔ， Ｅｎｖ
ａｎｄ Ｖｐｕ ｇｅｎｅｓ ｏｆ
ＨＩＶ⁃１

接近人类的病
理生理学
Ｃｌｏｓｅ ｔｏ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
ｏｆ ｈｕｍａｎｓ

实验动物数量少、个
体差异大、实验成本
高、动物伦理审查要
求严格
Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌｓ ｉｓ
ｓｍａｌｌ， ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｓ ｌａｒｇｅ， ｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｓｔ ｉｓ
ｈｉｇｈ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｔｈｉｃａｌ
ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ
ｉｓ ｓｔｒｉｃｔ

淋巴结肿大、高病毒血
症、猴免疫缺陷病毒脑炎
Ｌｙｍｐｈａｄｅｎｏｐａｔｈｙ， ｈｉｇｈ
ｖｉｒｅｍｉａ， ｓｉｍｉａｎ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｖｉｒｕｓ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ

［８］

猫科
动物
Ｆｅｌｉｎｅｓ

－ －
从猫科动物体内分离
出来
Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｆｅｌｉｎｅｓ

唯一自然发生
的 ＨＩＶ 跨物种
感染的动物、
实 验 动 物 数
量多
Ｔｈｅ ｏｎｌｙ
ｎａｔｕｒａｌｌｙ
ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ ｃｒｏｓｓ⁃
ｓｐｅｃｉｅｓ ＨＩＶ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ
ａｎｉｍａｌｓ， ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｎｉｍａｌｓ ｉｓ ｌａｒｇｅ

ＦＩＶ 感染细胞的靶
受体不同，不能完全
模拟人类 ＡＩＤＳ
Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｏｆ
ＦＩＶ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ， ｗｈｉｃｈ
ｃａｎｎｏｔ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ
ｓｉｍｕｌａｔｅ ｈｕｍａｎ ＡＩＤＳ

发热、外周淋巴结肿大、
慢性口腔炎、皮炎、呼吸
道疾病、中枢神经系统
疾病
Ｆｅｖｅｒ， ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｌｙｍｐｈａｄｅｎｏｐａｔｈｙ， ｃｈｒｏｎｉｃ
ｓｔｏｍａｔｉｔｉｓ， ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ｃｅｎｔｒａｌ
ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｄｉｓｅａｓｅ

［１４］

啮齿类
动物
Ｒｏｄｅｎｔ

ＨＩＶ⁃１ 转基
因大鼠
ＨＩＶ⁃１

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｒａｔｓ

ＨＩＶ 病毒蛋白
转基因小鼠
Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ
ＨＩＶ ｖｉｒａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

－

删除 Ｇａｇ 和 Ｐｏｌ 基因
的 ｐＮＬＳ⁃３ 克隆体
ｐＮＬＳ⁃３ ｃｌｏｎｅｓ ｗｉｔｈ
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｇａｇ ａｎｄ
Ｐｏｌ ｇｅｎｅｓ

ＨＩＶ Ｔａｔ
转基因
小鼠
ＨＩＶ Ｔａｔ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｍｉｃｅ

基于四环素调控系统
构建含 ＴＲＥ⁃Ｔａｔ ８６ 和
ＧＦＡＰ⁃ｒｔＴＡ 基 因 的
小鼠
Ｍｉｃｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＴＲＥ⁃
Ｔａｔ ８６ ａｎｄ ＧＦＡＰ⁃ｒｔＴＡ
ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍ

ＨＩＶ ｇｐ１２０
转 基 因
小鼠
ＨＩＶ
ｇｐ１２０
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｍｉｃｅ

在 ＧＦＡＰ 启动子的下
游插入 ＨＩＶ Ｅｎｖ 基因
Ｔｈｅ ＨＩＶ Ｅｎｖ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ
ｔｈｅ ＧＦＡＰ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

繁殖力强、 易
饲养、 发病原
因 和 症 状 明
确，有利于特
定基因在疾病
进 展 中 机 制
研究
Ｓｔｒｏｎｇ
ｆｅｃｕｎｄｉｔｙ， ｅａｓｙ
ｆｅｅｄｉｎｇ， ｃｌｅａｒ
ｅｔｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ
ｄｉｓｅａｓｅ， ｗｈｉｃｈ
ｉｓ ｃｏｎｄｕｃｉｖｅ ｔｏ
ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｓ
ｉｎ
ｄｉｓｅａｓｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

无传染性，无法模拟
ＨＩＶ 病毒复制
Ｎｏｎ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ， ｉｔ ｉｓ
ｕｎａｂｌｅ ｔｏ ｓｉｍｕｌａｔｅ
ＨＩＶ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

抗病性差，不能说明
多种病毒蛋白共同
引起的病理效应
Ｐｏｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｉｔ ｉｓ
ｕｎａｂｌｅ ｔｏ ｅｘｐｌａｉｎ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔ
ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

严重的神经系统功能障
碍、免疫缺陷、不透明性
白内障、消瘦、皮肤损伤、
呼吸疾病和肾病
Ｓｅｖｅｒｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ， ｏｐａｑｕｅ
ｃａｔａｒａｃｔｓ， ｗａｓｔｉｎｇ， ｓｋｉｎ
ｌｅｓｉｏｎｓ， ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，
ａｎｄ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ

发育迟缓、驼背、震颤、共
济失调、缓慢的认知和运
动、癫痫发作、过早死亡
以及认知障碍
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ，
ｈｕｎｃｈｂａｃｋ， ｔｒｅｍｏｒ，
ａｔａｘｉａ， ｓｌｏｗ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｏｖｅｍｅｎｔ， ｓｅｉｚｕｒｅｓ，
ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｄｅａｔｈ， ａｎｄ
ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

［１６］

［１８］

［２１］

ＨＩＶ⁃１ 转基因大鼠的条件位置偏爱，Ｖｉｇｏｒｉｔｏ 等［１６］

证明了吗啡在 ＨＩＶ⁃１ 转基因大鼠 ＣＰＰ 实验中的增

强作用，且对于吗啡相关的记忆至少可持续 ３４４ ｄ。
Ｚｈｕ 等［３３］则通过 ＨＩＶ Ｔａｔ 转基因小鼠可卡因给药模

７５６
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型进行成瘾机制研究，发现可卡因可显著增强 ＨＩＶ
Ｔａｔ 转基因小鼠条件位置偏爱，但提前给予 ＤＡＴ 的

新型变构剂———ＳＲＩ⁃３２７４３ 可显著降低可卡因诱导

的条件位置偏爱。 根据现有文献，本文总结了 ＨＩＶ
动物模型在毒品滥用研究中的应用、不同点以及优

缺点（见表 ２）。

表 ２　 ＨＩＶ 动物模型在毒品滥用研究中的应用、不同点以及优缺点

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ， ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ＨＩＶ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｄｒｕｇ ａｂｕｓｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ
动物模型

Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
应用

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
不同点

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
优缺点

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＨＩＶ 相关非人灵
长类动物模型
ＨＩＶ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｎｏｎｈｕｍａｎ
ｐｒｉｍａｔｅ ｍｏｄｅｌｓ

①学习、记忆和认知障碍研究
②病毒感染及复制机制研究
① Ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ，
ｍｅｍｏｒｙ， ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ
②Ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

可卡因不会增加 ＳＩＶ 感染后
的病毒载量水平以及认知
障碍。
Ｃｏｃａｉｎｅ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｖｉｒａｌ
ｌｏａｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ ＳＩＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．

优点：最为接近人类 ＨＩＶ 感染合并毒
品滥用情况下的病理表征。
缺点：实验周期长；个体差异大等。
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｉｔ ｉｓ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ＨＩＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ ａｂｕｓｅ．
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｅｒｉｏｄ
ｉｓ ｌｏｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｓ
ｌａｒｇｅ．

［１１，２３，２８］

ＨＩＶ 相关猫科动
物模型
ＨＩＶ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｆｅｌｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ

神经损伤研究
Ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｆ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ

吗啡对感染 ＦＩＶ 的家猫具有
神经保护作用。
Ｍｏｒｐｈｉｎｅ ｈａｓ ａ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｃａｔｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ＦＩＶ．

优点：可以为 ＨＩＶ 感染合并毒品滥用
提供理论支持。
缺点：ＦＩＶ 感染细胞的靶受体不同。
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｉｔ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ＨＩＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｄｒｕｇ ａｂｕｓｅ．
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｏｆ
ＦＩＶ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ．

［１１，２９－３０］

ＨＩＶ 相关啮齿类
转基因动物模型
ＨＩＶ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｒｏｄｅｎｔ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

①学习、记忆和认知障碍研究
②毒品成瘾性研究
③ＨＩＶ 相关病毒蛋白具体病理
机制研究
① Ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ，
ｍｅｍｏｒｙ， ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｓ
②Ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ａｄｄｉｃｔｉｏｎ
③ Ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＨＩＶ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

吗啡、可卡因均能加重 ＨＩＶ 相
关啮齿类转基因动物学习、记
忆和认知障碍。
Ｍｏｒｐｈｉｎｅ ａｎｄ ｃｏｃａｉｎｅ ｃａｎ
ａｇｇｒａｖａｔｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ， ｍｅｍｏｒｙ ａｎｄ
ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ ＨＩＶ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｏｄｅｎｔｓ．

优点：在 ＨＩＶ 感染合并毒品滥用研究
中应用最多以及较为成熟的动物
模型。
缺点：无法用于毒品滥用合并 ＨＩＶ 感
染后病毒感染及复制的机制研究。
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ａｎｄ
ｍａｔｕｒｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｕｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＨＩＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
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Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： Ｉｔ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
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［３２－３３，３６］

３　 小结

随着越来越多的 ＨＩＶ 相关动物模型的出现，大
大加快了科研工作者对 ＨＩＶ 合并毒品滥用的致病

机制的认知进程，但现有的动物模型仅能表现 ＨＩＶ
感染的部分病理表现，这也是对全面研究 ＨＩＶ 致病

机制的局限性之一。 因此，未来将继续研究并建立

更贴近 ＨＩＶ 发病特征的动物模型，再探索 ＨＩＶ 感染

相关动物模型在毒品滥用研究中的合理性。 为此，
构建理想的 ＨＩＶ 动物模型，要求动物能支持 ＨＩＶ 病

毒自主复制，具有与人类相似的发病症状和传播方

式，与人类相同的靶细胞和靶器官。 此外，理想的

动物模型需要符合共同发病机制，以作为合适的工

具用于未来治疗方式的研究。
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结直肠癌基因工程小鼠模型研究进展
安庆玲，谭邓旭，师长宏∗

（空军军医大学实验动物中心，西安　 ７１００３２）

　 　 【摘要】 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是我国发病率排名第二的恶性肿瘤，其发病机制复杂，预防和治疗

研究需要持续深入。 为深入揭示结直肠癌发生机制，建立相应的临床前体内模型非常重要。 相比较于致癌诱导模

型和异种移植模型，基因工程动物模型是模拟结直肠癌患者基因突变的一种有力实验工具。 自发性结直肠癌模型

ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋小鼠制备成功以来，研究者不断地尝试构建与临床相似性更高的结直肠癌基因工程小鼠模型。 本文综述了

以抑癌基因结肠腺瘤性息肉病（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓ ｐｏｌｙｐｏｓｉｓ ｃｏｌｉ，Ａｐｃ）基因为代表的各种基因突变在结直肠癌发生和进展

中的作用，重点关注了不同基因突变组合构建的小鼠结直肠癌模型在病理形态和侵袭转移能力方面的特征，以便

为结直肠癌的研究提供理想的实验工具。
【关键词】 　 结直肠癌；小鼠模型；基因突变；侵袭性；临床相似性
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ｃｏｍｐｌｅｘ， ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｒｅｑｕｉｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ． Ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ａ
ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌｓ， ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ａ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｏｏｌ ｔｏ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ．
Ｓｉｎｃｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ ｍｉｃｅ， ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｍｏｄｅｌ， ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ
ａｔｔｅｍｐｔｉｎｇ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ，
ｗｅ ｄｉｓｃｕｓｓ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ａｐｃ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ａｎｄ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｍｏｄｅｌｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，
ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ． Ｔｈｉｓ ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｔｏ ｓｅｌｅｃｔ ｉｄｅａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ； ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｕｔａｔｉｏｎ； ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ； ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 国家癌症中心于 ２０２２ 年 ２ 月发布的全国癌症

统计数据显示，我国结直肠癌 （ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，
ＣＲＣ）发病人数 ４０􀆰 ８ 万，恶性肿瘤发病率中排名第

二，死亡人数 １９􀆰 ６ 万，死亡率在恶性肿瘤中排名第

四。 随着国人饮食习惯趋于西方化，ＣＲＣ 的发病率

呈现上升趋势［１］。 由于 ＣＲＣ 发病机制的复杂性，预
防和治疗研究需要持续深入，对深入揭示 ＣＲＣ 发生

机制，建立相应的动物模型非常重要。
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ＣＲＣ 动物模型通常包括致癌诱导模型，异种移

植模型和基因工程模型。 常用的致癌诱导模型是

通过氧化偶氮甲烷（ ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）或葡聚糖

硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）等化学诱导剂

诱发结肠炎发生，进而再发展成结肠癌，此方法需

持续诱导，作用时间长，且少有转移灶形成［２］。 异

种移植模型是用肿瘤细胞或者患者来源的肿瘤组

织块进行皮下或者原位移植，造模时间短、成瘤率

高［３］，皮下移植便于观察肿瘤生长情况，适合评价

药物治疗效果，但是缺乏肿瘤发生原位的肿瘤微环

境和侵袭转移条件；原位移植虽然满足这两个条

件，但是操作难度大，难以监测肿瘤生长，适合肿瘤

侵袭转移机制与阻断研究。 基因工程模型是通过

现代生物技术将外源基因导入受体基因组中，并且

可稳定遗传，其特点是高度模仿了结直肠癌患者常

见的基因突变，这种模型适用于基因在 ＣＲＣ 发生发

展中的功能研究。
随着对 ＣＲＣ 发生机制的深入了解，其相应的基

因工程动物模型的肿瘤形态和分布位置与临床患

者的相似性越来越高。 同时，由于 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 技

术不断成熟与完善，制备基因工程动物模型的成本

降低、周期缩短，从而推动了 ＣＲＣ 基因工程动物模

型的应用研究。 本文综合探讨各种基因突变在结

直肠癌发生和进展中的作用，重点关注不同基因突

变组合构建的 ＣＲＣ 基因工程小鼠模型，期望为结直

肠癌的研究提供理想的实验工具。

１　 基于 Ａｐｃ 单基因突变的基因工程
小鼠模型

　 　 Ａｐｃ 基因位于 ５ 号染色体长臂 ２ 区 ２ 带 ２ 号亚

带，编码一种多功能蛋白，可能参与细胞粘附和迁

移、信号转导、微管组装和染色体分离等多个细胞

过程［４］。 超过 ８０％的 ＣＲＣ 表现出 Ａｐｃ 突变，Ａｐｃ 突

变在腺瘤癌序列的早期阶段被发现，被称为异常隐

窝病灶［５］。 ＡＰＣ 是 ＷＮＴ 途径的重要负调节因子，
是 Ａｘｉｎ⁃ＡＰＣ 降解体复合物的一个组成部分，促进

ＷＮＴ 效应子 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的蛋白酶体降解，若该复合

物由于 Ａｐｃ 突变失活而存在缺陷，则过量的 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 会积聚在细胞质内并易位到细胞核中，操作

转录开关，导致 Ｍｙｃ 和许多其他基因的激活［６］。
Ｍｏｓｅｒ 等［７］ １９９０ 年发现诱变剂 Ｎ⁃乙基⁃Ｎ⁃亚硝

基脲（Ｎ⁃ｅｔｈｙｌ⁃Ｎ⁃ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ，ＥＮＵ）可以诱导小鼠 Ａｐｃ
基因在 ８５０ 位氨基酸处发生点突变，由 ＴＴＧ 转变成

终止密码子 ＴＡＧ，丧失其抑癌功能，这种 ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ 小

鼠 １５ 周龄就在整个肠道中发展出多发性腺瘤，突变

基因具有优势表达和完全渗透性。 ３０ 年来，ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋

小鼠被广泛用于化学预防、肠道肿瘤发生的基因功

能测试和肿瘤治疗等研究，但是与人类 Ａｐｃ 基因突

变导致的疾病表型有明显区别，人类 Ａｐｃ 基因突变

主要发生结肠病变，并且可能进展为浸润性癌；而
小鼠的突变只是在小肠中发展出更多的息肉。 因

此，１９９７ 年，Ｓｈｉｂａｔａ 等［８］基于 Ｃｒｅ⁃ｌｏｘＰ 重组系统，在
Ａｐｃ 基因 １３ 和 １４ 号内含子两侧插入 ｌｏｘＰ 位点，并
将所得突变等位基因（Ａｐｃ５８０Ｓ）引入小鼠种系中，
构建 Ａｐｃ５８０Ｓ ／ ５８０Ｓ小鼠，再将腺病毒 Ｃｒｅ（ＡｘＣＡＮＣｒｅ）递
送到结肠，完成在结肠中第 １ 次条件性的 Ａｐｃ 缺失，
小鼠最终在 ４ 周内发生腺瘤。 整个肠道中 Ａｐｃ 的急

性缺失导致隐窝祖细胞表型，其中整个隐窝被转

化。 该模型规避了 Ａｐｃ 完全敲除的胚胎致死性，并
将 Ａｐｃ 失活特异性地引导到结直肠上皮，在此之后

许多结肠特异性 Ｃｒｅ（如 Ｖｉｌｌｉｎ⁃Ｃｒｅ）被用来删除结直

肠的相关基因从而促进结肠腺瘤发生，改善了

ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋小鼠肿瘤分布与临床差异的问题［９］。 为了

使 ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋小鼠息肉的恶性程度更相似于临床患者，
研究者们尝试将 ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ 小鼠联合化学诱导，如

ＡＯＭ、ＤＳＳ 或其他致癌化合物，最终证实可以增加所

得肿瘤的恶性程度，同时缩短肿瘤进展时间［１０］。 除

联合化学诱导剂，还构造了许多其他 Ａｐｃ 等位基因

截断的模型，包括 Ａｐｃ１３２２Ｔ小鼠，非常接近于人类癌

症 Ａｐｃ 基因 １３０９ 处密码子中发生的突变，ＡＰＣ 蛋白

完全丧失，相比较 ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ 小鼠息肉明显更严重，发
病较早、息肉更大、数量更多，甚至可以发育为不良

腺瘤，肿瘤也具有更明显的潘氏细胞分化和更高的

隐窝裂变频率［１１］。 这些突变的另一个值得提起的

例子是 Ａｐｃ１６３８Ｎ，其在 １５ 号外显子内以反义方向携带

新霉素盒，导致密码子 １６３８ 处密码子对应的蛋白质

被不稳定截断，虽然这种小鼠最终形成的肿瘤数量较

少（ ＜ １０），且潜伏期较长，但是可能随着粘膜和粘

膜下层的浸润而发展为腺癌［１２］。 直接删除 １４ 号外

显子的 ＡｐｃΔ１４ ／ ＋小鼠肿瘤分布转移，表型更严重，伴
有肌肉侵袭、致死性增加和结肠肿瘤负荷更高［１３］。

２　 联合 Ａｐｃ 基因突变的基因工程小
鼠模型
２􀆰 １　 Ｋｒａｓ 突变相关动物模型

Ｋｒａｓ 是所有恶性肿瘤中最常突变的癌基因之

一。 在 ＣＲＣ 病 例 中， Ｋｒａｓ 突 变 的 患 病 率 约 为

１６６
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４０％［１４］。 一旦发生 Ｋｒａｓ 突变，ＧＴＰ 的水解被破坏

和 ／或核苷酸交换增强，然后 Ｋｒａｓ 以活性状态积累，
有助于下游信号通路的持续激活，从而促进肿瘤细

胞增殖。 携带 Ｋｒａｓ 突变的结直肠肿瘤与患者的晚

期疾病状态、肿瘤分化不良、远处转移和较差生存

率相关［１５］。
ＡｈＣｒｅ Ａｐｃｆｌ ／ ＋ Ｋｒａｓ＋ ／ ＬＳＬＶ１２ 小鼠证明 Ａｐｃ 丢失后

Ｋｒａｓ（Ｖ１２）的激活导致肿瘤发生增加，动力学明显，
说明 Ｋｒａｓ（Ｖ１２）的表达加速了肠道肿瘤的发生，并
长 期 赋 予 Ａｐｃ 丢 失 后 的 侵 袭 性［１６］。 ＫｒａｓＧ１２Ｖ

Ａｐｃ１６３８Ｎ／ ＋小鼠的肿瘤多样性增加 １０ 倍，肿瘤增殖更

快、进展加速，导致发病率和死亡率显著提高并显

示出细胞凋亡水平降低［１７］。 在表达 Ｋｒａｓ（Ｇ１２Ｄ）的
小鼠中去除 Ｉｎｋ４ａ ／ Ａｒｆ 的 ＶｉｌｌｉｎＣｒｅ ＫｒａｓＧ１２Ｖ ／ ＋ Ｉｎｋ４ａ ／
Ａｒｆ－ ／ －可防止衰老并在 １２ 周就以 ７６％的概率导致侵

袭性转移性癌，其形态和分子改变可与人类 Ｋｒａｓ 突
变锯齿状肿瘤相似，但仅位于近端结肠中。 ２０１８
年，Ｓａｋａｉ 等［１８］构建了肠上皮细胞中关键的结直肠

癌驱动突变（Ａｐｃ、Ｋｒａｓ、Ｔｇｆｂｒ２、Ｔｒｐ５３、Ｆｂｘｗ７）的不同

组合的小鼠模型，ＡｐｃΔ７１６ ＫｒａｓＧ１２Ｄ组合增加肠道肿瘤

的多重性，ＡｐｃΔ７１６ ＫｒａｓＧ１２ＤＦｂｘｗ７－ ／ － 小鼠的肿瘤分布

显著增加。 这些结果表明，Ｋｒａｓ 活化和 Ｆｂｘｗ７ 破坏

的组合除了诱导上皮－间质转化外，还加速了肿瘤

生长，并且这些性质与侵袭能力无关，ＡｐｃΔ７１６ＫｒａｓＧ１２Ｄ

Ｔｇｆｂｒ２－ ／ －组合实现高效肝转移，这些结果表明，Ｗｎｔ
激活、Ｋｒａｓ 激活和 ＡＫＴ 突变抑制 ＴＧＦβ 是有效肝转

移的核心组合。
２􀆰 ２　 ｐ５３ 突变相关动物模型

ｐ５３ 是一个关键的肿瘤抑制基因，ＣＲＣ 的 ｐ５３
突变发生在 ３４％的近端结肠肿瘤和 ４５％的远端结

直肠肿瘤中［１９］。 研究证明，ｐ５３ 突变在肿瘤病理过

程中的腺瘤－癌转化中起关键作用。 不同类型的

ｐ５３ 突变在确定 ＣＲＣ 的生物学行为中起着关键作

用，如侵袭深度、转移部位甚至患者的预后。 ｐ５３ 突

变与近端结肠癌的淋巴浸润有关，并与远端 ＣＲＣ 的

淋巴和血管浸润有显著相关性［２０］。
早期，将 Ａｐｃ 突变与纯合 ｐ５３ 敲除相结合的

ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ｐ５３－ ／ － 小鼠胃肠道恶性肿瘤略有增加［２１］。
２０１７ 年，Ｎａｋａｙａｍａ 等［２２］ 证明 ｐ５３ 的另一个核积累

的突变体 ｐ５３Ｒ２７０Ｈ通过复杂的肿瘤腺体形成和获得

侵袭性从而诱导肠道肿瘤的恶性进展，基质中肌原

纤维细胞数量增加。 ｐ５３ 活化后 ＦＢＸＷ７ 蛋白表达

增加，经常在各种人类癌症中显示 Ｆｂｘｗ７ 突变和等

位基因丢失，ＦＢＸＷ７ 蛋白的缺失会抑制细胞分裂、
干细胞分化、增强染色体不稳定性，并可能导致造

血细胞癌变［２３］。 另外，有研究显示 Ｆｂｘｗ７ ｍＲＮＡ 在

结直肠癌中的表达显著降低，采用比较基因组杂交

阵列，超过 ２０％的 ＣＲＣ 患者（ｎ ＝ １３０）的 Ｆｂｘｗ７ 拷

贝数丢失，证明这与疾病进展相关［２４］。 与野生型

Ｆｂｘｗ７ 患者相比，Ｆｂｘｗ７ 错义突变的转移性 ＣＲＣ 患

者的总生存期更短［２５］。 Ｆｂｘｗ７ 的单独缺失不会引

起肠道肿瘤发生，但是 Ｆｂｘｗ７－ ／ －ｐ５３－ ／ －小鼠可引起高

度渗透性、 侵袭性和转移性腺癌 （淋巴结和肝

脏） ［２６］。 Ｔｒｉｍ６７ 在大约 ８０％的结直肠癌中表观遗

传沉默，其沉默与预后不良相关。 Ｗａｎｇ 等［２７］ 证实

Ｔｒｉｍ６７ 具有肿瘤抑制因子的功能，ＴＲＩＭ６７ 能够抑

制结直肠癌细胞生长，并通过激活 ｐ５３ 途径诱导细

胞凋亡，其敲除促进 ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ 小鼠的结直肠肿瘤发

生，肿瘤多重性和肿瘤负荷显著更高。
２􀆰 ３　 Ｐｉ３ｋｃａ ／ Ｐｔｅｎ 突变相关动物模型

磷脂酰肌醇 ３⁃激酶（ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）通路主要是通过磷脂酰肌醇⁃４， ５⁃二磷酸

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ４，５⁃ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＩＰ２）转化为

磷脂酰肌醇⁃３，４，５⁃三磷酸（ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃（３，
４，５）⁃ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＩＰ３）磷酸化磷脂酰肌醇，参与

细胞增殖、分化和存活的调节，ＰＩＫ３ＣＡ 和 ＰＴＥＮ 是

该通路关键激酶［２８］。 Ｐｉｋ３ｃａ 基因编码 ＰＩ３Ｋ ｐ１１０
催化亚基，它的突变被认为是诱导致癌 ＰＩ３Ｋ 信号

通路的创新机制［２９］。 Ｐｉｋ３ｃａ 基因在 １０％ ～ ２０％的

ＣＲＣ 肿瘤中发生突变，与 Ｐｉｋ３ｃａ 野生型肿瘤患者相

比，Ｐｉｋ３ｃａ 突变肿瘤患者的结肠癌特异性死亡率增

加［３０］。 ＰＴＥＮ 是一种通过去磷酸化 ＰＩＰ３ 抑制过活

化 ＡＫＴ，以拮抗 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的磷酸酶，可以防止

基因组不稳定。 在 ＣＲＣ 中，Ｐｔｅｎ 基因发生各种等位

基因丢失，增强子区域的高甲基化，失活突变［２８］。
在成体或胚胎上皮细胞群中特异性的 Ｐｔｅｎ 丢

失不会影响肠道上皮的正常结构或体内平衡。 然

而，在 Ａｐｃ 缺乏的基础上，Ｐｔｅｎ 的丢失可以通过增加

Ａｋｔ 的活化加速肿瘤发生，从而导致腺癌的快速发

展［３１］。 Ｐｔｅｎ 丢失和 Ｋｒａｓ 激活导致 ＶｉｌｌｉｎＣｒｅＥＲＴ⁃
Ａｐｃｆｌ ／ ＋Ｐｔｅｎｆｌ ／ ｆｌＫｒａｓＬＳＬ ／ ＋小鼠肠上皮稳态紊乱以及增生

性息肉，促进发育不良的无柄锯齿状腺瘤和具有锯

齿状特征的转移性腺癌的发展［３２］。 Ｌｅｙｓｔｒａ 等［３３］ 通

过 ＦＣ ＰＩＫ３ｃａ∗小鼠证明 ＰＩ３Ｋ 蛋白在小鼠肠道中显

性活性形式的表达导致上皮细胞增生和晚期肿瘤，
在小肠远端和结肠的上皮细胞中表达组成性活性
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ＰＩ３Ｋ 的小鼠在结肠中迅速发展为侵袭性腺癌，并扩

散到肠系膜和邻近器官。 Ａｐｃｆｌ ／ ｆｌ Ｐｉｋ３ｃａｐ１１０∗ 小鼠，
Ａｐｃｆｌ ／ ｆｌＫｒａｓＧ１２Ｄ／ ＋Ｐｉｋ３ｃａｐ１１０∗小鼠中位生存期约 ２００ ｄ，
肿瘤从小的息肉样病变发展为浸润性腺癌，其填充

了大部分结肠管腔，这些小鼠中 ８０％的肿瘤是浸润

性腺癌，其中许多肿瘤有很大一部分延伸到固有肌

层之外，累及浆膜，还发现了转移到腹膜后主动脉

旁淋巴结和肝内的转移性癌症［３４］。
２􀆰 ４　 Ｓｍａｄ ／ Ｔｇｆｂｒ 突变相关动物模型

在正常细胞中，转化生长因子⁃β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｅｔａ，ＴＧＦ⁃β）信号通路成员，ＴＧＦ⁃βⅠ
型和Ⅱ型受体（ＴＧＦＢＲ１、ＴＧＦＢＲ２）以及这些受体的

底物 ＳＭＡＤ 蛋白，能够促进细胞分化、凋亡，抑制细

胞非正常增殖，被视为肿瘤抑制因子，８３％的结肠癌

至少有一个 ＴＧＦ⁃β 信号通路成员突变［３５］。 相比较

Ａｐｃ＋ ／ Δ７１６小鼠，Ｓｍａｄ２＋ ／ －Ａｐｃ＋ ／ Δ７１６小鼠息肉在数量、大
小或组织病理学上没有差异，这说明在人类染色体

１８ｑ２１ 上，Ｓｍａｄ２ 杂合性丢失不足以引起结肠息肉

的恶性进展［３６］。 ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ Ｓｍａｄ３－ ／ － 导致高多重性和

快速发作的侵袭性肿瘤发生，发生位置几乎完全在

远端结肠中［３７］。 Ａｐｃ＋ ／ １６３８Ｎ Ｓｍａｄ４＋ ／ Ｅ６ｓａｄ 小鼠肿瘤多

发性增加，恶性程度升高，表现出广泛的基质细胞

增殖、粘膜下侵袭、细胞异质性和体内转移［３８］。
Ｏｓｈｉｍａ 等［３９］证实在炎症微环境中抑制上皮再生中

的 ＴＧＦβ 信号传导足以引起浸润性肠癌， ＡｐｃΔ７１６

Ｔｇｆｂｒ２ΔＩＥＣ小鼠发展具有黏膜下浸润的腺癌，而简单

的 ＡｐｃΔ７１６小鼠仅具有无侵袭性腺瘤。 另外，ＴＧＦ⁃β
受体失活伴随 Ｋｒａｓ 突变的 ＬＳＬ⁃ＫｒａｓＧ１２ＤＴｇｆｂｒ２ＩＥＫＯ小

鼠通过 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 非依赖性途径诱导小鼠肠道肿

瘤［４０］。 Ｔｇｆｂｒ２Ｅ２ｆｌｘ ／ Ｅ２ｆｌｘＶｉｌｌｉｎ⁃Ｃｒｅ Ａｐｃ１６３８Ｎ小鼠转化生长

因子 β 受体Ⅱ型失活诱导由 Ａｐｃ 突变引发的肠道肿

瘤恶性转化［４１］。
２􀆰 ５　 细菌相关动物模型

越来越多的研究证明，口腔和肠道微生物对结

直肠癌的发生发展有着不可或缺的作用［４２］，研究者

将基因工程小鼠与微生物联合以探索结直肠癌发

生进展。 在结直肠癌发生过程中，具核梭杆菌

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍ，Ｆ．ｎｕｃｌｅａｔｕｍ）的丰度逐渐

增加，口服 Ｆ．ｎｕｃｌｅａｔｕｍ 的 ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ 小鼠可以通过体

内和体外的自噬途径促进肿瘤转移，相较于对照组

的肿瘤数量增加、侵袭性更强［４３］。 结直肠癌患者牙

龈 卟 啉 单 胞 菌 （ Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ， Ｐ．
ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ）的丰度较高，并且与结直肠癌患者的总生

存期呈负相关，将 Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ 引入 ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋小鼠中可

以招募肿瘤浸润的骨髓细胞，激活 ＮＬＲＰ３ 炎症小体

并产生促炎微环境，增加了结肠肿瘤的发作次数，
这些小鼠表现出更高的多重性结肠肿瘤和较大的

总结肠肿瘤体积［４４］。

３　 其它类型的基因工程小鼠模型

３􀆰 １　 Ｂｒａｆ 突变相关动物模型

ＭＡＰＫ 级联反应是人类癌细胞存活、传播和对

药物治疗耐药性的关键途径［４５］。 ＢＲＡＦ 属于细胞

外信号调节 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 途径下游激酶，基因突变

可导致蛋白质扩增并改变肿瘤微环境，从而过度激

活该 途 径［４６］。 ２０１３ 年 Ｒａｄ 等［４７］ 首 先 构 建 了

ＶｉｌｌｉｎＣｒｅ ＢｒａｆＬＳＬ⁃Ｖ６３７Ｅ ／ ＋ 小鼠，发展出终生持续的全身

性隐窝增生，几乎影响每个隐窝，导致小肠和大肠

明显伸长和增厚，启动肠道肿瘤发生的锯齿通路。
后又分别加入 ｐ５３ 和 ｐ１６ 失活， ５６％ 的 Ｖｉｌ⁃Ｃｒｅ
ＢｒａｆＶ６３７Ｅ ／ ＋ｐ５３ＬＳＬ⁃Ｒ１７２Ｈ／ ＋小鼠在 １０ ～ ２０ 月龄患癌，肿瘤

平均数量比 Ｖｉｌ⁃Ｃｒｅ ＢｒａｆＬＳＬ⁃Ｖ６３７Ｅ ／ ＋小鼠高出 ５􀆰 ２ 倍，容
易 转 移 到 局 部 淋 巴 结、 胰 腺 或 肺。 Ｖｉｌ⁃Ｃｒｅ
ＢｒａｆＬＳＬ⁃Ｖ６３７Ｅ ／ ＋ｐ１６Ｉｎｋ４ａ∗同样加速高级别浸润性肿瘤的

发生。
３􀆰 ２　 炎症相关动物模型

慢性炎症在几种癌症的发生和恶性进展中起

着关键作用，ｍｉＲＮＡ 可以调节炎症反应的大小，
ｍｉＲＮＡ 中的多态性 ｍｉＲ⁃１４６ａ 与 ＣＲＣ 的易感性有

关［４８］。 ｍｉＲ⁃１４６ａ－ ／ －小鼠给予 ＡＯＭ 和 ＤＳＳ 诱导的结

直肠肿瘤数量更多、体积更大，在结肠中向近端延

伸得 更 远［４９］。 Ｎ⁃ｍｙｃ 下 游 调 节 基 因 ２ （ Ｎ⁃ｍｙｃ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ２，ＮＤＲＧ２）是一种新的肿

瘤抑制基因，在调节多种类型恶性肿瘤的增殖、分
化和转移方面发挥作用，肠上皮细胞特异性敲除的

Ｎｄｒｇ２ΔＩＥＣ小鼠发展为轻度自发性结肠炎，再给予

ＤＳＳ 或 ＡＯＭ 处理，促进炎症细胞浸润，趋化因子和

细胞因子表达以及脂多糖通透性，破坏了正常上皮

的粘附连接完整性并增加结肠通透性，从而促进结

直肠炎和结直肠炎相关肿瘤进展。 趋化因子受体 ４
（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ （ｃ⁃ｘ⁃ｃ ｍｏｔｉｆ） ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＣＸＣＲ４）属于 Ｇ
蛋白偶联受体超家族，也称为 ＣＸＣＬ１２，可以促进癌

症转移，ＣＸＣＲ４＋ ／ －小鼠联合 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 处理通过增

加炎症细胞因子、招募免疫抑制细胞、促进上皮间

充 质 转 变 和 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 激 活 来 增 强 ＣＲＣ
进展［５０］。
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４　 讨论与展望

随着精准医学的发展，越来越需要高度转化的

实验动物模型辅助医学研究。 相比较于化学诱导

和肿瘤细胞移植模型，基因工程动物可以更好地模

拟肿瘤细胞、基质和免疫系统之间的动态相互作用

以及对治疗的反应，更适合基因功能的研究。 基于

Ａｐｃ 突变的小鼠在结直肠癌研究中最为常见，但该

类模型以息肉腺瘤为主，并且分布位置主要在小肠

而不是结肠，这与大多数 Ａｐｃ 突变的临床患者不同。
另外，在 Ｂｒａｆ 突变基础上叠加其它基因突变构建的

小鼠可以发展为侵袭性更高的锯齿状结直肠癌，但
是肿瘤形成时间非常长（表 １）。 于是推测，如果肿

瘤发展的潜伏期更长，允许小鼠获得进一步的突变

来驱动肿瘤进展，则小鼠可能会发展出更接近人类

ＣＲＣ 的肿瘤。

表 １　 结直肠癌基因工程小鼠模型

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ
模型
Ｍｏｄｅｌ

发病时间
Ｄｉｓｅａｓｅ ｔｉｍｅ

特征
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

生存期
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ
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ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ

３２ 周
３２ ｗｅｅｋｓ

［１４］

ＡｐｃＭｉｎ ／ ＋ ｐ５３－ ／ － ９０ ｄ 以内
Ｗｉｔｈｉｎ ９０ ｄａｙｓ

致密的结缔组织，局部侵袭，肿瘤侵入潜在的肌肉粘膜
Ｔｈｉｓ ｍｉｃｅ ｈａｓ ｄｅｎｓｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ， ｌｏｃａｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ， ｔｕｍｏｒ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｕｓｃｕｌａｔｕｒｅ

１２２ ｄ ［１８］

ＡｈＣｒｅ
Ａｐｃｆｌ ／ ＋ Ｐｔｅｎｆｌ ／ ｆｌ

诱导后 ７ ｄ
７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

大多数为侵袭性腺癌，由严重发育不良的腺瘤引起，恶性侵犯粘膜
下层明显
Ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅｍ ａｒｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ
ａｄｅｎｏｍａｓ． Ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｍｕｃｏｓａ ｉｓ ｏｂｖｉｏｕｓ

９９ ｄ ［２８］

Ａｐｃｆｌ ／ ｆｌ

Ｐｉｋ３ｃａｐ１１０∗

Ａｐｃｆｌ ／ ｆｌ

ＫｒａｓＧ１２Ｄ ／ ＋

Ｐｉｋ３ｃａ ｐ１１０∗

Ｃｒｅ 诱导后 ３ 周
３ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ
Ｃｒｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

８０％的肿瘤是浸润性腺癌，其中许多肿瘤延伸到固有肌层之外，累
及浆膜，出现少量腹膜后主动脉旁淋巴结和肝转移
８０％ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ， ｍａｎｙ ｏｆ
ｗｈｉｃｈ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｂｅｙｏｎｄ ｔｈｅ ｍｕｓｃｕｌａｒｉｓ ｐｒｏｐｒｉａ ｔｏ ｉｎｖｏｌｖｅ ｔｈｅ ｓｅｒｏｓａ．
Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｆｅｗ ｒｅｔｒｏｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｐａｒａ⁃ａｏｒｔｉｃ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ａｎｄ
ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ

中位生存期 ２００ ｄ
Ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ

ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｗａｓ
２００ ｄ

［３１］

Ａｐｃ Ｍｉｎ ／ ＋

Ｓｍａｄ３－ ／ － ６０ ｄ 肿瘤侵袭通过粘膜下并进入局部肌肉
Ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｉｎｖａｄｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｓｕｂｍｕｃｏｓａ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｍｕｓｃｌｅ

１０ 个月
１０ ｍｏｎｔｈｓ

［３４］

Ａｐｃ＋ ／ １６３８Ｎ

Ｓｍａｄ４＋ ／ Ｅ６ｓａｄ

反式模型最早 ３
个月；顺式最早

３ 周
Ｔｒａｎｓ ｍｏｄｅｌ ａｓ

ｅａｒｌｙ ａｓ ３
ｍｏｎｔｈｓ； Ｃｉｓ
ｍｏｄｅｌ ａｔ ｔｈｅ

ｅａｒｌｉｅｓｔ ３ ｗｅｅｋｓ

反式模型肿瘤主要为绒毛状或管状绒毛状腺瘤，异型增生和恶性程
度更强，主要分布在十二指肠；顺式模型明显贫血和脾肿大、肿瘤数
量更多、生存期更短
Ｔｈｅ ｔｒａｎｓ ｍｏｄｅｌ ｔｕｍｏｒｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｖｉｌｌｏｕｓ ｏｒ ｔｕｂｕｌａｒ ｖｉｌｌｏｕｓ ａｄｅｎｏｍａｓ，
ｗｉｔｈ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｍａｌｉｇｎａｎｃｙ， ｗｈｉｃｈ ｍａｉｎｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ． Ｔｈｅ ｃｉｓ⁃ｔｙｐｅ ｍｏｄｅｌ ｈａｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｎｅｍｉａ ａｎｄ ｓｐｌｅｎｏｍｅｇａｌｙ
ｗｉｔｈ ｍｏｒｅ ｔｕｍｏｒｓ， ａｎｄ ｓｈｏｒｔｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ

反式模型 ７ 个月；顺
式模型 ５ 周

Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ
ｏｆ ｔｒａｎｓ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ
７ ｍｏｎｔｈｓ． Ｔｈｅ

ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｉｎ ｃｉｓ
ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ５ ｗｅｅｋｓ

［３５］

ＬＳＬ⁃ＫｒａｓＧ１２Ｄ

Ｔｇｆｂｒ２ＩＥＫＯ
２２ 周以内

Ｗｉｔｈｉｎ ２２ ｗｅｅｋｓ

大多为腺癌，大约 １５％的小鼠在区域淋巴结或肺部中发展出明显转
移性病变
Ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ． Ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １５％ ｏｆ ｍｉｃｅ ｄｅｖｅｌｏｐ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒｅｇｉｏｎａｌ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ｏｒ ｌｕｎｇｓ

２２ 周以上
Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ
２２ ｗｅｅｋｓ

［３７］

ＶｉｌｌｉｎＣｒｅ
ＢｒａｆＬＳＬ⁃Ｖ６３７Ｅ ／ ＋

１０ 个月
１０ ｍｏｎｔｈｓ

锯齿状腺瘤，包括隐窝伸长和锯齿状嗜酸性粒细胞腺瘤上皮
Ｓｅｒｒａｔｅｄ ａｄｅｎｏｍａｓ ａｒｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｒｙｐｔ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｅｒｒａｔｅｄ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ ａｄｅｎｏｍａ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ

２ 年
２ ｙｅａｒｓ

Ｖｉｌ⁃Ｃｒｅ；
ＢｒａｆＶ６３７Ｅ ／ ＋

ｐ５３ＬＳＬ⁃Ｒ１７２Ｈ ／ ＋

１０ ～ ２０ 个月
１０ ～ ２０ ｍｏｎｔｈｓ

锯齿状肿瘤，２５％小鼠的癌症已经转移到局部淋巴结、胰腺或肺
Ｓｅｒｒａｔｅｄ ｔｕｍｏｒｓ ａｒｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ． Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｈａｄ
ｃａｎｃｅｒ ｔｈａｔ ｈａｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ， ｐａｎｃｒｅａｓ ｏｒ ｌｕｎｇ

２ 年
２ ｙｅａｒｓ

Ｖｉｌ⁃Ｃｒｅ
ＢｒａｆＬＳＬ⁃Ｖ６３７Ｅ ／ ＋

ｐ１６Ｉｎｋ４ａ∗

１０ ～ ２０ 个月
１０ ～ ２０ ｍｏｎｔｈｓ

锯齿状肿瘤，１２％的小鼠出现转移性肿瘤
Ｔｈｉｓ ｉｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａ ｓｅｒｒａｔｅｄ ｔｕｍｏｒ． Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｔｕｍｏｒｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ １２％
ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

２ 年
２ ｙｅａｒｓ

［４３］

４６６
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续表 １
模型
Ｍｏｄｅｌ

发病时间
Ｄｉｓｅａｓｅ ｔｉｍｅ

特征
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

生存期
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ
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表达 αＳＭＡ 的肌成纤维细胞数量增加，淋巴管浸润和肝脏转移的发
生率和多样性显著更高
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１００ ｄ

［４９］

　 　 动物疾病模型构建过程中，疾病的发生进展和

预防治疗效果需要有可靠的评估技术。 结直肠癌

基因工程动物模型的肿瘤进展大多数是根据传统

经验判断，或是处死动物后，解剖观察肿瘤数量和

大小，再进行组织形态学染色以确定病理改变，这
种依靠经验决定动物实验时间终点的方法不稳定，
无法进行动态监测。 小鼠内窥镜成像技术利于观

察肠壁黏膜变化，直观地了解肿瘤生长情况，但是

操作过程中容易对小鼠产生刺激或创伤，专业技术

难度较高。 小动物磁共振成像（Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ
Ｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）技术适用于软组织病变的监测，能够

无创、实时、动态地进行肿瘤监测和疗效评估，故对

于动物模型中结直肠癌进展的评估优选 ＭＲＩ 技术。
结直肠癌的发生与进展是不良生活习惯、化学

物质诱导和基因突变多种因素综合作用的结果，本
文主要关注基因突变在结直肠癌中的作用，不同基

因突变组合构建出来的小鼠模型在病理形态和侵

袭转移能力具有很大差异。 尽管研究者们将结直

肠癌相关突变基因进行不同组合，或者将基因突变

与化学诱导相结合，不断尝试缩短造模时间，提高

临床相似性，但由于多基因突变小鼠随着基因突变

种类的增加，繁育难度也大幅度升高，从而限制了

结直肠癌多基因突变动物模型的发展。 综上所述，
构建出造模时间统一，肿瘤分布位置与临床患者相

似，肿瘤大小与数量均匀，具有侵袭性的结直肠癌

模型仍然是转化医学需要探索的难题。
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神经元特异性 Ｉｓｃａ１ 敲除多发性线粒体功能障碍综合征
大鼠模型建立和机制研究

线粒体是真核生物中至关重要的细胞器，当线粒体 ＤＮＡ 或者由核 ＤＮＡ 编码的线粒体相关蛋白的基因

发生突变，就会导致一系列严重的临床疾病。 多发性线粒体功能障碍综合征 （ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＭＤＳ）是一种在临床上死亡率极高的遗传性线粒体疾病，与线粒体铁硫簇合成缺陷相

关，可造成线粒体结构、代谢、功能的损伤。 临床症状为神经系统损伤、肌肉张力下降、呼吸功能不全等。
ＭＭＤＳ 发病机制复杂且并未被阐明，目前没有有效的治疗方案。 Ｉｓｃａ１ 基因编码蛋白参与线粒体铁硫簇生物

合成中铁的募集和传递，该基因的纯合突变是 ＭＭＤＳ５ 的致病突变，临床病例发现患者携带 Ｉｓｃａ１ 突变。
来自中国医学科学院医学实验动物研究所实验动物资源研究中心基因工程技术课题组的研究人员，通

过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术建立 Ｉｓｃａ１ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ与 ＮｅｕＮ⁃Ｃｒｅ 两种大鼠并进行杂交，繁育得到能在神经元中特

异性敲除 Ｉｓｃａ１ 基因的 Ｉｓｃａ１ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ⁃ＮｅｕＮ⁃Ｃｒｅ（ＣＫＯ）大鼠。 通过 Ｒａｃｉｎｅ’ｓ ｓｃａｌｅ 评价敲除大鼠的癫痫表型。 通

过步态分析、旷场实验、Ｙ 迷宫实验和食物迷宫实验分析其行为异常和认知记忆障碍。 核磁共振成像观察

ＣＫＯ 大鼠的大小脑结构变化。 通过 Ｈ＆Ｅ 染色、尼氏染色、高尔基染色分析神经元结构和病理变化。 通过透

射电镜（ＴＥＭ）、免疫印迹和 ＡＴＰ 含量检测判断线粒体结构和分子损伤情况。 通过小麦胚芽凝集素的免疫荧

光法标记神经元胞膜形态，检测神经元死亡情况。
结果显示，Ｉｓｃａ１ 缺失后导致大鼠发育迟缓，Ｉｓｃａ１ 缺失后导致大鼠在 ４ 周龄出现癫痫、痉挛，并随年龄恶

化。 Ｉｓｃａ１ 缺失后的大鼠出现运动障碍和记忆受损。 ＭＲＩ 显示小脑严重萎缩，侧脑室扩张明显。 大、小脑切

片中空泡数量明显增加，核固缩、胞体肿胀；Ｎｉｓｓｌ 体减少，大量神经元丢失；神经元树突棘数量减少；线粒体

超微结构异常，空泡化、膜碎裂、嵴断裂等病变。 在线粒体中，呼吸链复合物蛋白 ＮＤＵＦＡ９、ＮＤＵＦＳ３、ＳＤＨＢ
含量降低、ＡＴＰ 生成减少等症状。

综上，本研究建立了 ＭＭＤＳ５ 神经系统症状的大鼠模型，可以较好地模拟临床病例中的痉挛、癫痫、发育

迟缓、记忆受损、小脑萎缩等症状。 同时，与人 ＭＭＤＳ５ 相比，大鼠模型可存活至 ８ 周龄，有效延长了临床治

疗研究的窗口期，也可用于其他线粒体疾病的神经症状的研究和治疗。
该研究成果发表于《动物模型与实验医学（英文）》期刊（Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌ Ｅｘｐ Ｍｅｄ． ２０２３，６（２）：１５６⁃１６７，

ｄｏｉ： １０．１００２ ／ ａｍｅ２．１２３１８）。

７６６
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廖媛，陈方兵． 线粒体 ＤＮＡ 编辑技术及其在生物医学中的应用 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（５）： ６６８－６７５．
Ｌｉａｏ Ｙ， Ｃｈｅｎ ＦＢ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３，
３１（５）： ６６８－６７５．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ０１４

［基金项目］国家自然科学基金（３２１００４１０），广州市科技计划项目（２０２２０１０１０４０９）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （３２１００４１０）， Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ （２０２２０１０１０４０９）．
［作者简介］廖媛（１９９４—），女，硕士，助理实验师，研究方向：基因修饰动物培育研究。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｏ＿ｙｕａｎ＠ ｆｏｘｍａｉｌ．ｃｏｍ
［通信作者］陈方兵，男，助理研究员，博士后，研究方向：基因编辑技术开发与动物模型培育研究。 Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎ＿ｆａｎｇｂｉｎｇ＠ ｇｉｂｈ．ａｃ．ｃｎ

线粒体 ＤＮＡ 编辑技术及其在生物医学中的应用
廖媛１，陈方兵２∗

（１． 西南大学资源昆虫高效养殖与利用全国重点实验室，重庆　 ４００７１５；
２． 中国科学院广州生物医药与健康研究院，广州　 ５１０５３０）

　 　 【摘要】 　 线粒体拥有一套独立的基因组，参与维持线粒体功能。 对线粒体 ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）
进行编辑，可以为其基因功能、相关疾病机理和治疗研究提供重要线索。 但由于 ｍｔＤＮＡ 所处环境和损伤修复机制

的特殊性，可用于 ｍｔＤＮＡ 编辑的工具较为有限。 近年来，随着核酸酶技术和碱基编辑技术的快速发展，可靶向线

粒体的核酸酶工具和碱基编辑器相继问世，为 ｍｔＤＮＡ 编辑提供了有力工具。 本文总结了近年来针对动物 ｍｔＤＮＡ
而开发的一系列靶向基因编辑工具的主要进展及其在生物医学领域的应用，重点围绕 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑器 ＤｄＣＢＥ，
并对 ｍｔＤＮＡ 编辑目前存在的问题与应用前景做了初步展望，以期为线粒体基因编辑新工具的开发，及其在基础研

究、疾病模拟和临床治疗等场景中更广泛的应用提供有益参考。
【关键词】 　 线粒体 ＤＮＡ；ｍｔＤＮＡ 编辑；核酸酶技术；碱基编辑器；ＭｉｔｏＺＦＮ；ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ；ＤｄＣＢＥ
【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） ０５⁃０６６８⁃０８

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ

ＬＩＡＯ Ｙｕａｎ１， ＣＨＥＮ Ｆａｎｇｂｉｎｇ２∗

（１． Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｉｎｓｅｃｔｓ， Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４００７１５， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０５３０）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＣＨＥＮ Ｆａｎｇｂｉｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｈｅｎ＿ｆａｎｇｂｉｎｇ＠ ｇｉｂｈ．ａｃ．ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ 】 　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｐｏｓｓｅｓｓ ｔｈｅｉｒ ｏｗｎ ｇｅｎｏｍｅ ｔｏ ｍａｉｎｔａｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ． Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ （ｍｔＤＮＡ） ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ， ｄｉｓｅａｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ．
Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｍｔＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｉｍｉｔｅｄ ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｉｑｕｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｗｈｅｒｅ
ｍｔＤＮＡ ｒｅｓｉｄｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｓｅ ａｎｄ ｂａｓｅ⁃
ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｌｙ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｔｏｏｌｓ ａｎｄ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ，
ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｍｔＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ， ｗｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｅ ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｏｏｌｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｅｄｉｔｉｎｇ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｔＤＮＡ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｏｎ ＤｄＣＢＥ （ＤｄｄＡ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｙｔｏｓｉｎｅ
ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ）， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂｒｉｅｆ ｏｕｔｌｏｏｋ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｍｔＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ
ｕｓｅｆｕｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｗｉｄｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂａｓｉｃ
ｒｅｓｅａｒｃｈ， ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ （ ｍｔＤＮＡ）； ｍｔＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ； ｎｕｃｌｅａｓｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ； ＭｉｔｏＺＦＮ；
ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ； ＤｄＣＢＥ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．
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　 　 动物细胞拥有两套相对独立的基因组：细胞核

基因组和线粒体基因组。 这两套基因组在功能上

密切联系，共同维持细胞正常生理功能，对其进行

编辑，对于基因功能和疾病机制研究以及疾病治疗

等均具有重要意义。 近年来，基因编辑技术蓬勃发

展，人工核酸酶及其衍生的碱基编辑器等新技术迅

速迭代更新，应用场景不断拓展［１］。 但是，基因编

辑技术目前主要聚焦于细胞核 ＤＮＡ 的修饰，而线粒

体由于结构特殊及 ＤＮＡ 损伤修复机制和遗传方式

等方面与细胞核基因组存在差异，当前所建立的大

部分基因编辑工具通常难以直接用于线粒体 ＤＮＡ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ） 的编辑，因而可用的

ｍｔＤＮＡ 编辑工具较为有限，对于线粒体基因组功能

的研究相对不足［２］。 虽然广泛使用的成簇的规律

间隔短回文重复序列（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ
ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ， ＣＲＩＳＰＲ ） ／ ＣＲＩＳＰＲ 相 关

（ＣＲＩＳＰＲ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ，Ｃａｓ）系统目前在 ｍｔＤＮＡ 编辑

中的效果较差，但通过对其他基因编辑系统进行特

定改造或优化，如锌指核酸酶（ｚｉｎｃ⁃ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅ，
ＺＦＮ）和转录激活因子样效应物核酸酶（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅ，ＴＡＬＥＮ） 等人工核酸

酶，研究者也已经建立了靶向切割 ｍｔＤＮＡ 技术以及

衍生的 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑技术［３］，为更灵活操纵线粒

体基因组提供了重要保障。

１　 线粒体 ＤＮＡ 编辑的特殊性

线粒体作为细胞内重要的细胞器，拥有一套独

立于细胞核的基因组。 人类线粒体基因组长约

１６􀆰 ６ ｋｂ，其所包含的 ３７ 个基因中，１３ 个蛋白编码基

因能够编码呼吸链复合物的 １３ 个多肽亚基，剩余

２２ 个转运 ＲＮＡ（ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ）和 ２ 个核

糖体 ＲＮＡ（ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ）负责线粒体内蛋白的翻

译，这些基因对于线粒体的氧化磷酸化（ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ＯＸＰＨＯＳ）等功能至关重要［４］。

一直以来，操纵动物的 ｍｔＤＮＡ 都具有较大挑

战，主要原因包括：（１）线粒体内膜由于质子泵作用

形成的强跨膜电位，阻碍外源核酸进入线粒体基

质，加上当前对核酸分子进入线粒体的转运机制尚

不清楚，使外源核酸难以被有效递送到线粒体内，
这导 致 需 要 向 导 ＲＮＡ （ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ， ｇＲＮＡ ） 的

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统无法实现对 ｍｔＤＮＡ 的有效编

辑［５－６］；（２）线粒体的 ＤＮＡ 损伤修复机制与细胞核

内存在较大差异，其以碱基切除修复通路为主，而

ＤＮＡ 双链断裂（ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）修复较为

低效，导致核酸酶介导 ｍｔＤＮＡ 发生 ＤＳＢ 后，线性化

的 ｍｔＤＮＡ 分子倾向于被快速降解而非触发 ＤＳＢ 修

复通路，造成核酸酶对 ｍｔＤＮＡ 的编辑结果与在细胞

核内并不相同［７－９］；（３）细胞内包含大量线粒体，而
线粒体内 ＤＮＡ 呈多拷贝形式存在，这对编辑效率影

响较大，使编辑难度增加；（４）线粒体主要以母系遗

传方式传递到子代且存在遗传瓶颈效应［１０］，一方面

导致通过体细胞基因编辑和克隆获得基因修饰动

物的常规路径难以用于 ｍｔＤＮＡ 突变动物的培育，另
一方面导致获得足够数量的种群耗时更长，且突变

ｍｔＤＮＡ 载荷在传代过程中也存在较大变异性。
线粒体 ＤＮＡ 的这些独特性质，导致目前广泛应

用于细胞核 ＤＮＡ 编辑的工具或策略，难以直接用于

ｍｔＤＮＡ 的编辑。 开发可用于线粒体的基因编辑工

具，需要建立线粒体特异的靶向系统进行高效递

送，并充分利用线粒体的损伤修复机制，以实现对

ｍｔＤＮＡ 的有效编辑。

２　 线粒体 ＤＮＡ 靶向编辑技术

２􀆰 １　 人工核酸酶介导的线粒体 ＤＮＡ 编辑

线粒体 ＤＮＡ 的多拷贝特征造成突变 ｍｔＤＮＡ 和

野生型 ｍｔＤＮＡ 共存的异质性现象，而且线粒体内总

的 ｍｔＤＮＡ 拷贝数受到精细调控［９］。 因此，当核酸酶

靶向切割突变或者野生型 ｍｔＤＮＡ 导致其被特异性

降解，残余 ｍｔＤＮＡ 随即通过复制进行数量补充，从
而改变野生型和突变型 ｍｔＤＮＡ 比例，被称为“异质

性转换（ｈｅｔｅｒｏｐｌａｓｍｙ ｓｈｉｆｔｉｎｇ）”。 通过这种方式，可
以利用核酸酶实现 ｍｔＤＮＡ 的靶向编辑。 并且，当核

酸酶蛋白附加一段线粒体靶向信号肽（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ，ＭＴＳ）序列，可以使其被有效转运到

线粒体内发挥功能，能够解决递送的问题。
早 期， 限 制 性 核 酸 内 切 酶 （ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ， ＲＥ ） 或 归 巢 核 酸 酶 （ ｈｏｍｉｎｇ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ／ ｍｅｇａｎｕｃｌｅａｓｅ） 被改造用于 ｍｔＤＮＡ 靶

向切割（如 ＭｉｔｏＲＥ 和 ｍｉｔｏＡＲＣＵＳ），虽然其特异性

较高、载体尺寸小，但是可编程性差，应用非常受

限［１１］。 人工核酸酶问世后，由于其可编程特性强，
不但被用于核 ＤＮＡ 的编辑，也被开发用于 ｍｔＤＮＡ
的编辑。 例如，ＺＦＮ 和 ＴＡＬＥＮ 等纯蛋白系统通过添

加 ＭＴＳ 序列，可以靶向线粒体切割 ｍｔＤＮＡ，分别被

命名为 ＭｉｔｏＺＦＮ［１２］和 ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ［１３］，在细胞水平可

以实现点突变和大片段删除等不同类型变异

９６６
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ｍｔＤＮＡ 的特异性消除（图 １）。 后续利用这些工具，
进一步在小鼠成体水平成功实现了突变 ｍｔＤＮＡ 的

靶向降解［１４－１５］，显示出其未来在基因治疗应用中的

巨大潜能。 相比之下，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统由于存在

ｇＲＮＡ 难以递送到线粒体的局限性，虽然也有相关

报道， 但 目 前 尚 无 法 实 现 对 ｍｔＤＮＡ 的 有 效

编辑［５，１６］。
核酸酶介导的 ｍｔＤＮＡ 特异性消除，首次实现了

对 ｍｔＤＮＡ 的直接靶向编辑。 而人工核酸酶可以针

对不同的 ｍｔＤＮＡ 靶位点，进行特异的靶向切割，其
设计和应用更为灵活。 表 １ 总结了当前主要的线粒

体 ＤＮＡ 编辑工具的特征。

注：Ａ：ＭｉｔｏＺＦＮ 示意图；Ｂ：ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ 示意图；Ｃ：靶向线粒体的人工核酸酶介导突变 ｍｔＤＮＡ 消除，实现异质性转换，蓝色圆环表示野生

型 ｍｔＤＮＡ，红色圆环表示突变 ｍｔＤＮＡ；ＭＴＳ：线粒体靶向信号肽；ＺＦ：锌指蛋白；ＴＡＬＥ：转录激活因子样效应物；ｍｔＤＮＡ：线粒体 ＤＮＡ。

图 １　 靶向线粒体的人工核酸酶介导线粒体内突变 ｍｔＤＮＡ 消除

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＭｉｔｏＺＦＮ． Ｂ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ． Ｃ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｌｙ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｔｈｅ
ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｍｔＤＮＡ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｈｅｔｅｒｏｐｌａｓｍｙ ｓｈｉｆｔｉｎｇ． Ｂｌｕｅ ｃｉｒｃｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｔＤＮＡ ａｎｄ ｒｅｄ ｃｉｒｃｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｍｕｔａｎｔ ｍｔＤＮＡ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ＭＴＳ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ． ＺＦ． Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ． ＴＡＬＥ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ． ｍｔＤＮＡ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｌｙ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｔｈｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｍｔＤＮＡ

２􀆰 ２　 线粒体 ＤＮＡ 碱基编辑系统

核酸酶介导的 ｍｔＤＮＡ 编辑，主要是特异性消除

某种突变 ｍｔＤＮＡ，但无法在 ｍｔＤＮＡ 中引入新的特

定突变，而碱基编辑器为此提供了一个有力的工

具。 Ｄａｖｉｄ Ｒ． Ｌｉｕ 团队在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统基础上

开发的胞嘧啶碱基编辑器（ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ）和腺

嘌呤碱基编辑器 （ ａｄｅｎｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ ）， 是借助

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统的靶向功能，引导胞嘧啶脱氨酶

或腺嘌呤脱氨酶对靶位点的目标碱基进行脱氨，实
现碱基类型变换［１７－１８］。 但是，如上所述，ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ 系统当前并不适用于靶向线粒体基因组。 虽然

之前 Ｙａｎｇ 等［１９］尝试利用 ＺＦ 或 ＴＡＬＥ 的 ＤＮＡ 结合

域与胞嘧啶脱氨酶（ＡＩＤ 等）融合，用于人类细胞的

碱基编辑，但编辑效率仅有 ２􀆰 ５％。 这很可能是因

为这些脱氨酶仅能作用于单链 ＤＮＡ，而 ＺＦ 和 ＴＡＬＥ
仅有结合 ＤＮＡ 能力，靶位点难以形成可供脱氨酶作

用的单链 ＤＮＡ 环境。 因此，虽然碱基编辑技术在核

ＤＮＡ 编辑中的应用已经非常广泛，但很长一段时间

都缺乏高效的 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑器。
直到 ２０２０ 年，Ｄａｖｉｄ Ｒ． Ｌｉｕ 团队和合作者利用

一个细菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ）来源的胞嘧啶脱

氨酶 ＤｄｄＡｔｏｘ与 ＴＡＬＥ 联合，构建了新型碱基编辑器

ＤｄＣＢＥ（ＤｄｄＡ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ），可以实

现对 ｍｔＤＮＡ 的高效编辑［２０］，这是 ｍｔＤＮＡ 编辑领域

的一个里程碑式进展。 ＤｄｄＡｔｏｘ具有双链 ＤＮＡ 脱氨

活性，但全长序列具有较强的细胞毒性，因此其被

分裂为无活性的两半（ＤｄｄＡｈａｌｆ⁃Ｎ 和 ＤｄｄＡｈａｌｆ⁃Ｃ），分
别与一条 ＴＡＬＥ 融合，当一对 ＴＡＬＥ 同时靶向基因组

的邻近位置，分裂的 ＤｄｄＡｈａｌｆ⁃Ｎ ／ Ｃ 可以重新组装形成

具有脱氨酶活性的完整蛋白，实现对靶位点的 Ｃ 到 Ｔ
碱基编辑（图 ２）。 ＤｄＣＢＥ 在细胞水平表现出非常高

的碱基编辑效率，当借助添加的 ＭＴＳ 序列靶向线粒

体，可有效实现对 ｍｔＤＮＡ 的碱基编辑。 ＤｄＣＢＥ 的成

功开发，首次为 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑提供了有力工具，使
得高效定点突变 ｍｔＤＮＡ 成为现实（表 １）。

凭借 ＤｄＣＢＥ 在高效诱导 ｍｔＤＮＡ 碱基替换上的

强大功能，自问世以来，研究者围绕其优化与升级

开展了一系列工作，在编辑效率、可编辑范围、载体

尺寸、碱基变换类型和特异性等方面均取得了重要

进展。
通过蛋白进化方法，成功获得的 ＤｄｄＡ 变体不

仅在编辑效率上有所提高，而且减小了原始 ＤｄｄＡ

０７６
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注：Ａ：ＤｄＣＢＥ 示意图；Ｂ：ＤｄＣＢＥ 介导靶位点碱基 Ｃ 到 Ｔ 编辑示意图；ＭＴＳ：线粒体靶向信号肽；ＴＡＬＥ：转录激活因子样效应物；
ｍｔＤＮＡ：线粒体 ＤＮＡ；ＵＧＩ：尿嘧啶糖苷酶抑制蛋白；ＤｄｄＡｈａｌｆ：ＤｄｄＡ 脱氨酶半体

图 ２　 线粒体碱基编辑器 ＤｄＣＢＥ
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＤｄＣＢＥ． Ｂ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇ Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＤｄＣＢＥ ａｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ． ＭＴＳ．
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ． ＴＡＬＥ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ． ｍｔＤＮＡ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ． ＵＧＩ． Ｕｒａｃｉｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．
ＤｄｄＡｈａｌｆ ． Ｓｐｌｉｔｅｄ ＤｄｄＡ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ｈａｌｆ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ ＤｄＣＢＥ

对 ＴＣ 序列的偏好性，扩展了 ＤｄＣＢＥ 的靶向范

围［２１］。 Ｌｅｅ 等［２２］ 通过添加核输出信号和联合

ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ，也提高了 ＤｄＣＢＥ 的碱基编辑效率。 而

Ｗｅｉ 等［２３］发现在胚胎水平的 ｍｔＤＮＡ 编辑中，人类 ８
细胞期卵裂胚胎注射 ｍＲＮＡ 的编辑效率显著高于

常规的合子期注射。 另外，Ｌｉｍ 等［２４］ 和 Ｗｉｌｌｉｓ 等［２５］

将 ＤｄＣＢＥ 中的 ＴＡＬＥ 替换为 ＺＦ 而构建的碱基编辑

器 ＺＦＤ（ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｄｅａｍｉｎａｓｅ）和 ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ，同样可

以实现高效的碱基编辑，其载体尺寸更小，更利于

病毒包装与递送；而且 ＺＦ 与 ＴＡＬＥ 相比，在 Ｎ 端和

Ｃ 端均没有大块的结构域，ＤｄｄＡ 可以融合到 ＺＦ 的

任何一端，增加了载体构建灵活性；ＺＦ 作为人类细

胞中广泛存在的蛋白类型，被认为具有更低免疫原

性，在治疗性应用中更安全。 为了更有效减小

ＤｄＣＢＥ 尺寸，Ｍｏｋ 等［２６］ 对 ＤｄｄＡ 进行氨基酸突变，
获得了无细胞毒性的全长 ＤｄｄＡ 变体，仅需要将其

与单个 ＴＡＬＥ 融合即可发挥功能，从而成功构建了

单体 ＤｄＣＢＥ 版本（ｍＤｄＣＢＥ）。 但单体 ＤｄＣＢＥ 的编

辑效率有一定程度降低，特异性是否降低也有待进

一步分析。
ＤｄＣＢＥ 仅能实现 Ｃ 到 Ｔ（或 Ｇ 到 Ａ）的碱基编

辑，类型较为单一。 Ｃｈｏ 等［２７］ 在 ＤｄＣＢＥ 系统的基

础上，通过失活 ＤｄｄＡ 并巧妙引入腺嘌呤脱氨酶

ＴａｄＡ⁃８ｅ，成功构建了一系列新的 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑

器 ＴＡＬＥＤ（ ＴＡＬＥ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｄｅａｍｉｎａｓｅ）。 ＴＡＬＥＤ 借助

失活的 ＤｄｄＡ 打开 ＤＮＡ 双链，使得 ＴａｄＡ⁃８ｅ 可以对

单链 ＤＮＡ 的腺嘌呤进行脱氨，从而有效实现了 Ａ
到 Ｇ（或 Ｔ 到 Ｃ）的碱基编辑，为 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑提

供了新的有力工具，是相关领域的又一次重要突破。

特异性是基因编辑工具很重要的性质， 对

ＤｄＣＢＥ 等碱基编辑器的特异性进行系统分析与改

善，对于其后续在临床中的应用至关重要。 虽然

ＤｄＣＢＥ 总体的脱靶编辑活性较低，但应用更灵敏的

检测方法也发现，ＤｄＣＢＥ 不但可造成线粒体基因组

脱靶编辑，也可能产生核基因组的脱靶编辑，因此

不同 的 策 略 也 已 被 用 于 提 高 ＤｄＣＢＥ 的 特 异

性［２２，２８－３０］。 而对于 ＤｄＣＢＥ 衍生的编辑器（如 ＺＦＤ、
ｍＤｄＣＢＥ 和 ＴＡＬＥＤ），其特异性也还需要进行更系

统的评估［２４，２６－２７］。 此外，目前的 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑

器存在目标碱基附近的碱基也被额外编辑的旁观

者效应，并且靶位点正、反两条链均能被编辑，这严

重影响了其特异性，有待后续改进。

３　 线粒体 ＤＮＡ 编辑工具在生物医学
中的应用

　 　 当细胞内突变 ｍｔＤＮＡ 超过一定比例（阈值），
可影响线粒体功能，导致多种线粒体相关疾病。 因

此，对 ｍｔＤＮＡ 进行编辑，不但可以模拟相应的致病

突变，用以构建合适的动物模型研究疾病机理（见
表 ２）；也能直接用于消除或纠正突变 ｍｔＤＮＡ，实现

基因治疗的目标。 ｍｔＤＮＡ 编辑工具在生物医药领

域中的应用前景广阔。 靶向线粒体的人工核酸酶

工具（如 ＭｉｔｏＺＦＮ 和 ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ）以及碱基编辑工

具（如 ＤｄＣＢＥ）相继开发后，已被用于不同动物以及

人类的 ｍｔＤＮＡ 编辑。 特别是 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑器，
能够有效产生新突变，通过多种策略进行优化与改

造，显著推动了其广泛应用。

１７６
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表 １　 主要的线粒体 ＤＮＡ 编辑工具特征总结

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｍｔＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
编辑工具

Ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｏｏｌｓ
主要组分

Ｍａｊｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
尺寸
Ｓｉｚｅ

可编程性
Ｐｒｏｇｒａｍｍａｂｉｌｉｔｙ

编辑结果
Ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ

ＭｉｔｏＲＥ［１１］或
ＭｉｔｏＡＲＣＵＳ［３１］

ＭｉｔｏＲＥ ｏｒ
ＭｉｔｏＡＲＣＵＳ

ＭＴＳ ＋ ＲＥ 或
ＭＴＳ ＋ 归巢核酸酶
ＭＴＳ ＋ ＲＥ ｏｒ ＭＴＳ ＋

ｍｅｇａｎｕｃｌｅａｓｅ

小（同型二聚体或单体）
Ｓｍａｌｌ （Ｈｏｍｏｄｉｍｅｒ ｏｒ ｍｏｎｏｍｅｒ）

低（改造难度大，靶向范围受限）
Ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ （Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｉｎｇ，

ｌｉｍｉｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｃｏｐｅ）

ｍｔＤＮＡ 特异性消除
Ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｔＤＮＡ

ＭｉｔｏＺＦＮ［１２］ ＭＴＳ ＋ ＺＦ ＋ ＦｏｋＩ 相对大（异型二聚体）
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ）

相对高
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｅａｓｙ

ｍｔＤＮＡ 特异性消除
Ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｔＤＮＡ

ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ［１３］ ＭＴＳ ＋ ＴＡＬＥ ＋
ＦｏｋＩ

大（异型二聚体）
Ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ）

高（灵活性好）
Ｅａｓｙ （Ｈｉｇｈ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ）

ｍｔＤＮＡ 特异性消除
Ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｔＤＮＡ

ＤｄＣＢＥ［２０］ ＭＴＳ ＋ ＴＡＬＥ ＋
ＤｄｄＡ ＋ ＵＧＩ

大（异型二聚体）
Ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ）

高（灵活性好）
Ｅａｓｙ （Ｈｉｇｈ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ）

ｍｔＤＮＡ 点突变（Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ）
ｍｔＤＮＡ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ （Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ）

ＺＦＤ［２４］或
ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ［２５］

ＺＦＤ ｏｒ ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ

ＭＴＳ ＋ ＺＦ ＋
ＤｄｄＡ ＋ ＵＧＩ

相对大（异型二聚体）
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ）

相对高
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｅａｓｙ

ｍｔＤＮＡ 点突变（Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ）
ｍｔＤＮＡ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ （Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ）

ＴＡＬＥＤ［２７］ ＭＴＳ ＋ ＴＡＬＥ ＋
ＤｄｄＡ ＋ ＴａｄＡ８ｅ

大（异型二聚体或单体）
Ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ ｏｒ ｍｏｎｏｍｅｒ）

高（灵活性好）
Ｅａｓｙ （Ｈｉｇｈ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ）

ｍｔＤＮＡ 点突变（Ａ⁃ｔｏ⁃Ｇ）
ｍｔＤＮＡ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ （Ａ⁃ｔｏ⁃Ｇ）

表 ２　 利用线粒体 ＤＮＡ 编辑工具建立的动物模型

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｍｔＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｏｏｌｓ
动物

Ａｎｉｍａｌｓ
靶位点

Ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ
编辑工具

Ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｏｏｌｓ
构建策略
Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ

人类相关疾病
Ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

果蝇
Ｆｒｕｉｔ ｆｌｙ ｍｔ：ＣｏＩＲ３０１Ｓ ＭｉｔｏＲＥ 生殖系表达 ｍｉｔｏＸｈｏＩ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏＸｈｏＩ ｉｎ ｇｅｒｍｌｉｎｅ
Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＭＥＬＡＳ

Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ ＭＥＬＡＳ
［３２］

小鼠
Ｍｏｕｓｅ

大片段删除
Ｌａｒｇｅ ｍｔＤＮＡ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ＭｉｔｏＲＥ 骨骼肌表达 ＭｉｔｏＰｓｔＩ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｉｔｏＰｓｔＩ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ
线粒体肌病

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｙｏｐａｔｈｙ
［３３］

ＭＴ⁃Ｎｄ５Ｇ１２９１８Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＭＥＬＡＳ、ＬＨＯＮ
Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＭＥＬＡＳ， ＬＨＯＮ

［２２，３４］

ＭＴ⁃Ｎｄ１Ｇ２８２０Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＬＨＯＮ 、肌病
Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＬＨＯＮ， ｍｙｏｐａｔｈｙ

［３５］

ＭＴ⁃ＴｒｎｋＧ７７６３Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＬＨＯＮ 、肌病
Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＬＨＯＮ， ｍｙｏｐａｔｈｙ

［３５］

ＭＴ⁃Ｎｄ３Ｇ９５７６Ａ ／ Ｇ９５７７Ａ ＤｄＣＢＥ ＡＡＶ 递送
ＡＡＶ ｄｅｌｉｖｅｒｙ

未知
Ｕｎｋｎｏｗｎ

［３６］

ＭＴ⁃ＴｒｎｋＧ７７４３Ａ ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ ＡＡＶ 递送
ＡＡＶ ｄｅｌｉｖｅｒｙ

线粒体肌病、视网膜病变
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｙｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ

［２５］

ＭＴ⁃Ｎｄ１Ｇ３１７７Ａ ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ ＡＡＶ 递送
ＡＡＶ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ＬＨＯＮ ［２５］

大鼠
Ｒａｔ

ＭＴ⁃ＴｒｎｅＧ１４０９８Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

线粒体肌病
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｙｏｐａｔｈｙ

［３７］

ＭＴ⁃ＴｒｎｋＧ７７５５Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

ＭＥＲＲＦ、心肌病、Ｌｅｉｇｈ 综合征
ＭＥＲＲＦ， ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ， Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

［３７］

斑马鱼
Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ｍｔ⁃ｎｄ１Ｇ４２４７Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ＬＨＯＮ ［３８］

ｍｔ⁃ｎｄ５Ｇ１４０７６Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＭＥＬＡＳ
Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＭＥＬＡＳ

［３８］

注：ＭＥＬＡＳ：线粒体脑肌病伴高乳酸血症和卒中样发作；ＬＨＯＮ：Ｌｅｂｅｒ 遗传性视神经病变；ＭＥＲＲＦ：肌阵挛癫痫伴破碎红纤维病。
Ｎｏｔｅ． ＭＥＬＡＳ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ ｗｉｔｈ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄｏｓｉｓ ａｎｄ ｓｔｒｏｋｅ⁃ｌｉｋｅ ｅｐｉｓｏｄｅｓ． ＬＨＯＮ． Ｌｅｂｅｒ Ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ Ｏｐｔｉｃ Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ． ＭＥＲＲＦ． Ｍｙｏｃｌｏｎｉｃ
ｅｐｉｌｅｐｓｙ ａｎｄ ｒａｇｇｅｄ ｒｅｄ ｆｉｂｅｒｓ．

３􀆰 １　 靶向线粒体的核酸酶技术的应用

核酸酶通过靶向降解变异 ｍｔＤＮＡ 实现异质性

转换，为 ｍｔＤＮＡ 变异的基因治疗提供了一种独特策

略［３９］。 线粒体 ｍ．８９９３Ｔ＞ Ｇ 突变与多种线粒体疾病

相关（如 ＮＡＲＰ 和 ＭＩＬＳ 综合征），早期尝试利用限

制性内切酶 ＭｉｔｏＲＥ⁃ＳｍａＩ 或 ＭｉｔｏＲＥ⁃ＸｍａＩ 在含有该

致病突变的杂交细胞中特异性消除突变 ｍｔＤＮＡ，挽
救了部分表型［４０－４１］。 Ｂａｙｏｎａ⁃Ｂａｆａｌｕｙ 等［４２］ 也尝试

２７６
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将 ＭｉｔｏＲＥ 用于小鼠成体水平的 ｍｔＤＮＡ 异质性转

换，但由于其靶位点十分有限，在基因治疗中的应

用非常局限。 基于归巢核酸酶的 ＭｉｔｏＡＲＣＵＳ 平台，
能够进行一定的定制化改造，也已经被用于小鼠成

体水平的线粒体 ｔＲＮＡ 突变（ｍ．５０２４Ｃ＞Ｔ）的靶向消

除［３１］。 ＭｉｔｏＡＲＣＵＳ 的小尺寸、单体形式和高特异性

在基因治疗等应用中具有优势；而人工核酸酶在靶

向设计上更简单、灵活，应用范围更广。 利用靶向

线粒体的人工核酸酶（如 ＭｉｔｏＺＦＮ 和 ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ），
研究者在体外培养的人类细胞中成功实现了靶向

消除多种常见的致病突变 ｍｔＤＮＡ，包括 ｍｔＤＮＡ 大

片段删除和点突变［１２－１３］。 随后，在一个携带 ｍｔＤＮＡ
致病突变（ｍ．５０２４Ｃ＞Ｔ）的小鼠模型上，利用腺相关

病毒（ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）递送 ＭｉｔｏＺＦＮ 或

ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ，均在成体的心脏和骨骼肌等多种组织

中有效降低了突变 ｍｔＤＮＡ 水平而提高了野生型

ｍｔＤＮＡ 比 例， 从 而 一 定 程 度 恢 复 了 线 粒 体

功能［１４－１５］。
这些在体外培养的人类杂交细胞或小鼠成体

水平的研究，初步证实了靶向线粒体的核酸酶工具

在基因治疗应用中的有效性。 但是由于核酸酶介

导的 ｍｔＤＮＡ 编辑依赖于 ｍｔＤＮＡ 的异质性状态，而
可用的细胞或动物模型较为缺乏，相关研究也仅针

对少数几种致病性突变进行了初步验证，未来还有

待更多的评估。
３􀆰 ２　 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑技术的应用

ｍｔＤＮＡ 碱基编辑技术能够诱导特异位点产生

新 ｍｔＤＮＡ 突变，为构建 ｍｔＤＮＡ 突变模型提供了有

力工具，可以弥补当前相关模型缺乏的现状（表 ２）。
Ｌｅｅ 等［３４］最早利用靶向线粒体的 ＤｄＣＢＥ 碱基编辑

器，构建 ｍ．１２９１８Ｇ＞Ａ 突变小鼠模型，模拟人类 ＭＴ⁃
ＮＤ５ 基因的一个致病突变（ｍ．１３５１３Ｇ＞Ａ），该突变

与 Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＭＥＬＡＳ 和 ＬＨＯＮ 综合征等多种疾

病相关。 虽然所获得的 Ｆ０ 代小鼠模型刚出生时没

有明显表型［３４］，推测可能是因为尚未到发病时间或

者是 ｍｔＤＮＡ 突变比例偏低，有待后续研究，但该研

究首次证明了利用 ＤｄＣＢＥ 能够快速获得 ｍｔＤＮＡ 突

变动物模型。 随后，ＤｄＣＢＥ 被用于斑马鱼和大鼠等

其他不同动物的 ｍｔＤＮＡ 编辑，成功模拟了相关

ｍｔＤＮＡ 突变病人的一些特征性临床表型［３７－３８］。 这

些结果证实了 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑工具能够快速、高效

构建 ｍｔＤＮＡ 突变线粒体疾病动物模型，这在过去是

难以实现的。 最近，Ｓｉｌｖａ⁃Ｐｉｎｈｅｉｒｏ 等［４３］基于 ＤｄＣＢＥ

系统构建了一个碱基编辑器文库（ＭｉｔｏＫＯ），其可以

靶向敲除小鼠线粒体基因组的全部蛋白编码基因，
将为后续研究线粒体功能和构建 ｍｔＤＮＡ 基因失活

模型奠定基础。 而另一项在大鼠的研究中，将

ＤｄＣＢＥ 与 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘＰ 系统相结合，能够实现大鼠

ｍｔＤＮＡ 编码蛋白的条件性敲除［４４］。
同时，ｍｔＤＮＡ 碱基编辑工具在 ｍｔＤＮＡ 突变疾

病的基因治疗中也具有广阔应用前景。 虽然由于

可用模型的缺乏，目前的报道主要是利用 ＤｄＣＢＥ 诱

导野 生 型 ｍｔＤＮＡ 产 生 突 变， 而 非 纠 正 致 病 性

ｍｔＤＮＡ 突变，但已有的研究结果在编辑效率、特异

性、递送策略等方面均能为将来的基因治疗应用提

供重要线索。 比如， Ｓｉｌｖａ⁃Ｐｉｎｈｅｉｒｏ 等［３６］ 尝试利用

ＡＡＶ 递送 ＤｄＣＢＥ，在成年和新生小鼠中均实现了心

脏的在体 ｍｔＤＮＡ 编辑，目标碱基的编辑效率分别高

达 ２０％和 ３０％，而且延长 ＤｄＣＢＥ 的作用时间能够

提高靶向编辑效率。 ＤｄＣＢＥ 也已被用于人类非整

倍体胚胎或正常二倍体胚胎 ｍｔＤＮＡ 的编辑，但不同

胚胎间编辑效率差异较大 （如 ｍ． ３７３３Ｇ 位点在

２􀆰 ７７％ ～ ５８􀆰 ９７％之间），而卵裂期注射 ｍＲＮＡ（特
别是 ８ 细胞期） 的编辑效率显著高于合子期注

射［２３，４５］。 这些探索性研究，可以为未来基因治疗中

的编辑时期选择、载体递送策略、胚胎或在体编辑

效率评估以及进一步优化提供有效参考。 此外，在
细胞和胚胎水平的研究结果显示，这些 ｍｔＤＮＡ 碱基

编辑工具存在线粒体基因组和核基因组水平的脱

靶风险［２８－２９，４５］，提示其临床应用中的潜在风险，未
来需要更系统的评估。 而通过一些优化策略，例如

改造脱氨酶 ＤｄｄＡｔｏｘ提高其保真性、共表达 ＤｄｄＡ 的

抑制蛋白或调控 ＤｄＣＢＥ 的亚细胞定位等［２９－３０］，可
以有效降低 ＤｄＣＢＥ 的脱靶活性，为这些工具在基因

治疗中的应用奠定了基础。

４　 展望

长期以来，对线粒体基因组的编辑较为困难，
缺乏有效策略。 随着近年来基因编辑技术的飞速

发展，多种 ｍｔＤＮＡ 编辑工具被相继开发，但总体来

说，可用的工具以及可实现的基因编辑类型还是很

有限。 核酸酶介导的 ｍｔＤＮＡ 靶向消除和碱基编辑

器介导的 ｍｔＤＮＡ 碱基突变作为两类代表性技术，为
ｍｔＤＮＡ 的靶向编辑提供了有效策略。 值得注意的

是，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统以其简单、灵活和高效等优

势，在细胞核基因编辑中应用最为广泛，但目前难

３７６
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以用于 ｍｔＤＮＡ 编辑。 解决 ｇＲＮＡ 难以递送到线粒

体内的瓶颈问题，使 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统能有效用于

ｍｔＤＮＡ 编辑，对该领域会有显著推动作用，值得更

多的探索与突破。
过去由于技术限制，可用的 ｍｔＤＮＡ 突变动物模

型相当缺乏［４６］，严重阻碍了相关疾病机制研究和治

疗方法的开发。 以 ＤｄＣＢＥ 为代表的碱基编辑器，可
以诱导产生 ｍｔＤＮＡ 突变，能够有效用于模拟人类致

病性 ｍｔＤＮＡ 突变，从而构建相关疾病模型。 但是，
目前已构建的 ｍｔＤＮＡ 突变动物模型仅有少数几种

（表 ２），未来还有很大的空白有待填补。 此外，由于

线粒体的遗传瓶颈效应，获得的动物模型在传代过

程中突变 ｍｔＤＮＡ 的比例可能产生很大变异，导致后

代模型间难以达到一致，影响其应用［１０］。
ｍｔＤＮＡ 突变相关线粒体疾病目前尚无有效治

疗手段，ｍｔＤＮＡ 编辑工具有望成为未来基因治疗的

利器。 但由于编辑效率、编辑类型、潜在的脱靶和

旁观者效应等方面尚存在很多不足，还有待进一步

改善。 同时，由于 ｍｔＤＮＡ 的多拷贝特征，很难实现

１００％的突变 ｍｔＤＮＡ 消除或纠正， 残留的突变

ｍｔＤＮＡ 可能成为隐患。 如果将 ｍｔＤＮＡ 编辑联合线

粒体替代技术［４７］，可能在临床应用中更有利于降低

残留突变 ｍｔＤＮＡ 传递到后代的风险。
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　 　 【摘要】 　 金黄地鼠被用于研究人类相关疾病已有 ６０ 多年，广泛应用于新型冠状病毒、代谢性疾病发病机制、
疫苗和治疗性药物效果评价的研究中。 ＷＴＯ 规定用于疫苗生产和检定的金黄地鼠必须达到无特定病原体

（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级，而目前国内使用的多为普通级。 通过生物净化提升金黄地鼠种群微生物等级势在

必行。 本文概述了金黄地鼠在新型冠状病毒、代谢性疾病研究中的应用及相关生物净化技术工作进展。
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　 　 金黄地鼠（Ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ；Ｍｅｓｏｃｒｉｃｅｔｕｓ ａｕｒａｔｕｓ）
又称叙利亚地鼠，属哺乳纲、啮齿目、金黄地鼠科动

物，来源于 １９３０ 年从叙利亚 Ａｌｅｐｐｏ 地区捕获的 ３
只野生地鼠。 世界上育成的金黄地鼠近交系 ３８ 个，
部分近交系 ８ 个，突变系 １７ 个，封闭群 ３８ 个，目前

使用的金黄地鼠大部分属于封闭群。 我国使用的

金黄地鼠最早由兰春霖于 １９４７ 年从国外引入。
金黄地鼠繁殖能力强、生长发育快、生殖周期

短、有颊囊，已广泛应用于医学及生物学等研究领

域，约占地鼠使用总量的 ９０％。 但这些金黄地鼠多

为普通级，常有腹泻、肺炎等疾病，严重影响实验结

果 的 可 靠 性。 世 界 卫 生 组 织 （ Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ， ＷＨＯ）和世界贸易组织（Ｗｏｒｌｄ Ｔｒａｄｅ
Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ， ＷＴＯ）关于疫苗生产和检定规程中明

确规定：用于疫苗生产和检定的金黄地鼠必须达到

ＳＰＦ 级［１］。 进一步提高金黄地鼠的微生物等级，建
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立清洁级、ＳＰＦ 级甚至无菌级金黄地鼠种群是生命

科学事业发展的需求。 本文就金黄地鼠的生物学

特性及自被开发以来的应用和有关生物净化技术

进行综述，为金黄地鼠资源开发利用提供参考。

１　 金黄地鼠生物学特性

雌性金黄地鼠通常 ８ ～ １０ 周龄时达到生殖成

熟，此时平均体重为 ９０ ～ １００ ｇ［２］。 性周期 ４ ～
５ ｄ， 属全年发情动物，发情持续时间 ４ ～ １２ ｈ，一般

分为 ４ 期：动情前期（约 ３ ｈ）、动情期（约 １２ ｈ）、动
情后期（约 ４ ｈ）和动情间期（约 ７６ ｈ） ［３］。 金黄地鼠

子宫类型为 Ｙ 型双子宫。 妊娠期 １５ ～ １７ ｄ（平均

１６ ｄ）， 是妊娠期最短的哺乳类实验动物。 每年可

产 ７ ～ ８ 胎，每胎 ６ ～ ８ 只。 幼仔出生时仅 ２ ～ ３ ｇ，
出生后生长发育快，３ ～ ４ ｄ 耳壳开始突出体外，并
逐渐张开，４ 日龄开始长被毛，１２ 日龄可爬出窝外觅

食，１４ 日龄睁眼。 一边觅食一边靠母鼠乳汁哺育，
哺乳期 １９ ～ ２１ ｄ。 前期体重迅速增加达到生长转

折点（５ 周龄）后，体重增长逐渐变缓慢［４］。

２　 金黄地鼠在人类疾病研究中的应用

２􀆰 １　 新冠肺炎研究

金黄地鼠是研究病毒性疾病的理想小动物模

型。 研究表明，一些人类特有的病毒可以感染金黄

地鼠并引起类似的病理改变［５］。 新型冠状病毒

（ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）是通过与人肺部细胞的 ＡＣＥ２ 受体

结合，引发感染机制。 金黄地鼠凭借其具有与人类

相同的病毒发病机制、免疫反应以及能够传播病毒

的特点，成为比小鼠更理想的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 动物模

型［６］。 与小鼠 ＡＣＥ２ 相比，ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ｓｐｉｋｅ 蛋

白与金黄地鼠 ＡＣＥ２ 的相互作用更有效。 Ｃｈａｎ
等［７］发现金黄地鼠与人类的 ＡＣＥ２ 高度相似，在界

面上仅有 ３ ～ ４ 个突变。 Ｉｍａｉ 等［８］又进一步评估了

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 分离株在金黄地鼠中的复制能力和发

病机制，发现 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 分离株在金黄地鼠肺部

有效复制，鼻内感染可造成严重的肺部病理病变，
与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 引起的人类肺部感染特征相同。 金

黄地鼠感染 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 后可诱导中和抗体产生，
并对随后的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 再次感染起到保护作用。
Ｓｉａ 等［９］ 研究发现 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 可以通过气溶胶在

金黄地鼠之间传播，这对于研究 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的传

播动力学具有重要意义。
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感染者除肺部症状外，还有部分伴

发消化道症状［１０－１１］。 肠道菌群作为消化道最大和

重要的功能器官，参与了这些症状的发生发展。
Ｔａｎｇ 等［１２］研究发现，ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感染者肠道菌群

发生显著改变，益生菌及抑炎菌丰度降低，条件致

病菌丰度增加，同时这些菌群的变化与疾病严重性

密切相关。 此外，研究人员通过比对新冠病毒感染

者与健康对照者的肠道菌群发现 ２３ 种菌群丰度与

ＣＯＶＩＤ⁃１９ 疾病的严重程度显著相关［１３］。 Ｃｈａｎ
等［７］研究发现金黄地鼠感染 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 后，除肺

部发生病变外，在肠道也检测到病毒 Ｎ 蛋白。 这些

研究结果表明肠道菌群失衡可能与新冠病毒感染

发病相关。 而金黄地鼠可成为研究新冠病毒感染

与肠道微生态相关性的良好模型。
２􀆰 ２　 代谢性疾病

代谢性疾病是指葡萄糖、蛋白质及脂质在体内

代谢异常引起的一类疾病。 金黄地鼠是最早被用

作动脉粥样硬化研究的动物模型。 １９８７ 年，Ｎｉｓｔｏｒ
等［１４］发现给予金黄地鼠高胆固醇饮食（３％胆固醇）
会使其血清胆固醇和 ＬＤＬ 浓度及 ＬＤＬ ／ ＨＤＬ 比值增

加。 １０ 个月后金黄地鼠出现胆固醇晶体沉积、钙沉

积和坏死，与人的临床表现类似。 江春迎等［１５］ 用高

脂饲料喂饲法复制金黄地鼠动脉粥样硬化模型。
通过血样分析发现不仅脂质代谢发生紊乱，还伴有

糖代谢、氨基酸代谢紊乱及炎症和氧化应激的出

现。 金黄地鼠与其他啮齿类动物相比脂蛋白合成、
加工、配体结合和循环利用等脂蛋白代谢过程更接近

于人类，是较为理想的Ⅱ型糖尿病动物模型。 朱颖

等［１６］ 利用金黄地鼠成功建立胰岛素抵抗和Ⅱ型糖尿

病模型，成模率可达 ８０％，且病理特征与人类类似。
代谢性疾病是最早发现与肠道菌群相关的慢

性退行性疾病之一［１７－１８］。 肠道菌群可通过多种方

式参与动脉粥样硬化的进展，如直接参与胆固醇和

甘油三酯代谢；其代谢产物 ＴＭＡＯ 促进斑块发育，
从而影响动脉粥样硬化［１９］；同时还可以通过动脉粥

样硬化的风险因素（肥胖、Ⅱ型糖尿病、血压等）间

接影响动脉粥样硬化的发生和发展［２０］。 Ｑｉｎ 等［２１］

发现Ⅱ型糖尿病患者肠道菌群中，一些对新陈代谢

有益的产丁酸盐细菌减少，条件致病菌数量增加。
２０１８ 年 Ｋｏｈ 等［２２］ 介绍了糖尿病患者肠道菌群中丙

酸咪唑浓度较高，可以降低糖耐量，影响信号通路，
减少胰岛素受体底物的产生，破坏胰岛素信号，加
速糖尿病的发生。

以上结果提示，在新型冠状病毒肺炎、代谢性疾

７７６
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病的发病机理、菌群与疾病关系研究中，金黄地鼠具

有不可替代的作用。 但目前，只有少数国家拥有小规

模 ＳＰＦ 级种群，未见无菌金黄地鼠的相关报道。 实际

应用中多为普通级，常导致腹泻、肺炎等疾病的发生，
严重影响了实验结果的准确性和可靠性。 建立高等

级，特别是无菌级金黄地鼠种群，解决研究工具的可

靠性问题，是生命科学事业发展的需求。

３　 金黄地鼠生物净化

生物净化是建立高等级动物种群唯一经济有

效的方法。 目前国内普遍采用的技术是剖腹产净

化，其方法是通过剖腹产手术（子宫摘除术）获得仔

鼠后，由同种或异种动物代乳或人工哺乳。
３􀆰 １　 人工哺乳

人工哺乳是通过剖腹产手术获得仔鼠后，用人

工乳经强饲法或自主吮吸法人工饲育的过程。 人

工哺乳工作费时费力，操作复杂，且离乳率较低（见
表 １）。 即使成功建立种群，单次净化的成活动物数

量有限，需要通过配种方式扩大种群，容易近造成

亲繁殖，给远交群带来瓶颈效应。

表 １　 人工哺乳情况

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｆｅｅｄｉｎｇ
方法

Ｍｅｔｈｏｄ
工作内容

Ｗｏｒｋ ｃｏｎｔｅｎｔ
离乳率（％）

Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ ｏｆ ｗｅａｎｉｎｇ ｐｕｐｓ（％）
技术难点

Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｉｅｓ

强饲法
Ｇａｖａｇｅ

每 ２４ ｈ 饲喂 ５ ～ ６ 次
Ｆｅｅｄ ５ ～ ６ ｔｉｍｅｓ ｅｖｅｒｙ ２４ ｈ
每天刺激排便 ３ ～ ４ 次

Ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｄｅｆｅｃａｔｉｏｎ ３ ～ ４ ｔｉｍｅｓ ａ ｄａｙ
制作不同规格灌胃针

Ｍａｋｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇａｖａｇｅ ｎｅｅｄｌｅｓ
配制不同日龄人工乳

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｉｌｋ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ

５􀆰 ７［２３］

４０􀆰 ０［２４］

６５􀆰 ０［２５］

损伤食道粘膜
误入气管或刺穿食管

Ｄａｍａｇｅ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｍｕｃｏｓａ
Ｅｎｔｅｒｅｄ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａ ｏｒ ｐｉｅｒｃｅｄ ｔｈｅ

ｅｓｏｐｈａｇｕｓ ｂｙ ｍｉｓｔａｋｅ

吮吸法
Ｓｕｃｋｉｎｇ

每 ２４ ｈ 饲喂 ５ ～ ６ 次
Ｆｅｅｄ ５ ～ ６ ｔｉｍｅｓ ｅｖｅｒｙ ２４ ｈ
每天刺激排便 ３ ～ ４ 次

Ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｄｅｆｅｃａｔｉｏｎ ３ ～ ４ ｔｉｍｅｓ ａ ｄａｙ
制作不同日龄所需人工乳头

Ｍａｋｅ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｎｉｐｐｌｅｓ ｆｏｒ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ
配制不同日龄人工乳

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｉｌｋ ｆｏｒ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

０［２４］

０［２５］

６７􀆰 ０［２６］

易吸入气体造成胀气
不易控制人工乳流速、摄入量

Ｅａｓｉｌｙ ｉｎｈａｌｅｄ ｇａｓ ｃａｕｓｅｓ ｆｌａｔｕｌｅｎｃｅ
Ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ａｎｄ

ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｉｌｋ

３􀆰 ２　 代乳净化

代乳净化是指通过剖腹产手术获得仔鼠，使用

微生物等级高的母鼠进行代乳哺乳，分同种代乳和

异种代乳。 多使用同种代乳，偶见异种代乳。 代乳

净化方式更接近自然哺乳，不仅离乳率提高，而且

获得仔鼠数量也远超人工哺乳（见表 ２）。

表 ２　 同种代乳情况
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｆｅｅｄｉｎｇ

供胎母鼠
Ｄｏｎｏｒ ｍｉｃｅ

代乳母鼠
Ｆｏｓｔｅｒｍｏｔｈｅｒｓ

代乳只数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｐｓ ｂｅｅｎ

ｆｏｓｔｅｒｅｄ

离乳只数
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｗｅａｎｉｎｇ ｐｕｐｓ

离乳率（％）
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ

ｗｅａｎｉｎｇ ｐｕｐｓ（％）

金黄地鼠
Ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ

金黄地鼠
Ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ ４７３ ２５２ ５３［２７］

ＩＣＲ 小鼠
ＩＣＲ ｍｉｃｅ

ＩＣＲ 小鼠
ＩＣＲ ｍｉｃｅ １４０ １２０ ８５［２８］

ＫＭ 小鼠
ＫＭ ｍｉｃｅ

ＫＭ 小鼠
ＫＭ ｍｉｃｅ ５０９ ４６０ ９０［２９］

ＰＡＰ 转基因小鼠
ＰＡＰ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

ＩＣＲ 小鼠
ＩＣＲ ｍｉｃｅ ６６ ６０ ９５［３０］

ＡＤ 转基因小鼠
ＡＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ

ＰＤ 转基因小鼠
ＰＤ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ７５ ５５ ７３［３１］

Ｃ５６ＢＬ ／ ６ 小鼠
Ｃ５６ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ

ＩＣＲ 小鼠
ＩＣＲ ｍｉｃｅ ７２ ５６ ７７［３２］

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ １５８ １２５ ７９［３３］

８７６
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　 　 为进一步提高我国金黄地鼠等级，刘殿峰等［３４］

通过剖腹产净化，使用 ＳＰＦ 级金黄地鼠进行代乳，
繁育建立了清洁级金黄地鼠种群。 张华琼等［１］ 使

用国外引入的 ＳＰＦ 级金黄地鼠作为代乳母鼠，采用

剖腹产净化后代乳方式，率先在国内培育出 ＳＰＦ 金

黄地鼠种群，剖腹产存活率稳定在 ４０％以上。 但未

见有建立无菌级金黄地鼠种群的报道。
在没有高级别同种代乳母鼠时，也可以选择异

种代乳。 张锐虎等［３５］、乔欣等［３６］、卢领群等［３７］、潘
思丹等［３８］、柏熊等［３９］ 对不同动物的异种代乳进行

研究（见表 ３）。 成功建立了相应的高级别动物

种群。
　 　 通过表 ３ 可以看出，ＩＣＲ 小鼠因母性良好、性情

温顺、易于发情、产仔率高、哺乳能力强和能较好地

呵护幼仔等优点，可以在异种代乳中广泛应用。

对于异种代乳过程中常出现的代乳母鼠拒哺、
食仔等现象，均进行了相关地探讨。 布氏田鼠的净

化过程中，在代乳 １８ ～ ２１ ｄ，仔鼠陆续出现死亡，研
究者通过固定合笼时间、扩大代乳母鼠和供胎母鼠

数量，选择分娩相隔时间近的仔鼠实施代乳等方

法，缩短两种动物妊娠期和哺乳期的时间差，缩小

种间差异，显著提高异种代乳的离乳率。 在东方田

鼠净化中，由于 ＩＣＲ 代乳母鼠体型较小、乳汁量小，
不能满足东方田鼠仔鼠整个哺乳期的需求；ＳＤ 大鼠

体型较大、乳汁量充足，但初期即采用 ＳＤ 大鼠代

乳，会因为体型差异大而拒绝哺乳甚至将其踩死。
故将东方田鼠仔鼠代乳分 ２ 个阶段进行：１ ～ ５ 日

龄，仔鼠吮吸力弱、乳汁的需求量小，由 ＩＣＲ 母鼠代

乳；６ ～ １５ 日龄，仔鼠逐渐长大、乳汁需求量大，由
ＳＤ 母鼠进行代乳。

表 ３　 不同动物异种代乳情况

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｆｅｅｄｉｎｇ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌｓ

供胎母鼠
Ｄｏｎｏｒ ｍｉｃｅ

代乳母鼠
Ｆｏｓｔｅｒｍｏｔｈｅｒｓ

代乳只数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｐｓ
ｂｅｅｎ ｆｏｓｔｅｒｅｄ

离乳只数
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｗｅａｎｉｎｇ ｐｕｐｓ

离乳率（％）
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ

ｗｅａｎｉｎｇ ｐｕｐｓ（％）

中国地鼠
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈａｍｓｔｅｒ

ＩＣＲ 小鼠
ＩＣＲ ｍｉｃｅ １０４ ５６ ５３［３５］

长爪沙鼠
Ｍｅｒｉｏｎｅｓ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔｕｓ

ＩＣＲ 小鼠
ＩＣＲ ｍｉｃｅ ２１２ １２４ ５８［３６］

长爪沙鼠
Ｍｅｒｉｏｎｅｓ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔｕｓ

ＩＣＲ 小鼠
ＩＣＲ ｍｉｃｅ ４８ ４６ ９５［３７］

布氏田鼠
Ｂｒａｎｄｔ’ｓ ｖｏｌｅｓ

ＩＣＲ 小鼠
ＩＣＲ ｍｉｃｅ ３８ ６ １５［３８］

东方田鼠
Ｍｉｃｒｏｔｕｓ ｆｏｒｔｉｓ

ＩＣＲ 小鼠和 ＳＤ 大鼠
ＩＣＲ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＳＤ ｒａｔｓ １８６ １２５ ６７［３９］

３􀆰 ３　 影响代乳成功率的因素

为提高剖腹产代乳净化的成功率， 胡秀兰

等［４０］、隋世燕等［４１］对金黄地鼠、小鼠剖腹产手术适

宜时间、技术方法及代乳母鼠的选择等影响代乳成

功率的因素进行研究。
３􀆰 ３􀆰 １　 母鼠的选择

代乳母鼠选择经产、母性好、不食仔、温顺、健
康无疾病的母鼠。 待净化母鼠选择经产 ２ ～ ３ 胎、
有良好繁育史、遗传背景清晰、个体大、健康的母

鼠，特别是不能有可以通过胎盘屏障垂直传播的疾

病。 代乳母鼠合笼时间应早于待净化母鼠 １ ～ ２ ｄ，
以保证代乳母鼠提前分娩，做好代乳准备。
３􀆰 ３􀆰 ２　 分娩时间的判断

临产前是胎仔生长迅速、体重增长最明显的时

期。 准确掌握孕鼠分娩时间，及时进行剖腹产手

术，获得足月、健康的仔鼠十分重要。 避免由于过

早剖腹产，获得体弱早产胎仔，或者错过分娩时间，
母鼠自然分娩，导致剖腹产代乳净化失败［４２］。 结合

推算法、观察法、触诊法、参照同期等方法，综合判

断剖腹产手术时机，越接近自然分娩时间越好。
（１）推算法：固定合笼时间，按雌雄比例 １ ∶１进

行交配，并准确记录交配时间，根据交配时间结合

妊娠期（见表 ４）推算预产期范围。
　 　 （２）观察法：待净化孕鼠临产时腹部异常膨大，
肌肉松弛，提起母鼠可观察到下腹凸起、下垂明显，
进食减少，活动增加，烦躁不安，堆积垫料，有明显

的坐窝行为。 外阴潮红湿润、稍有肿胀，有少量分

泌物。
（３）触诊法：触摸后腹，当胎仔头和躯干粗细一

致或发现胎仔头部已进入骨盆时即将分娩；触及乳

９７６



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

　 　 　 　 　 　 　 　表 ４　 啮齿类动物妊娠期

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｓｔａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｒｏｄｅｎｔｓ

动物
Ａｎｉｍａｌ

妊娠期（ｄ）
Ｇｅｓｔａｔｉｏｎ
ｐｅｒｉｏｄ（ｄ）

平均妊娠期（ｄ）
Ｍｅａｎ ｇｅｓｔａｔｉｏｎ
ｐｅｒｉｏｄ（ｄ）

小鼠
Ｍｏｕｓｅ １９ ～ ２１ ２０

大鼠
Ｒａｔ １９ ～ ２３ ２２

金黄地鼠
Ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ １５ ～ １７ １６

中国地鼠
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈａｍｓｔｅｒ １９ ～ ２１ ２０

长爪沙鼠
Ｍｅｒｉｏｎｅｓｕｎｇｕｉｃｕｌａｔｕｓ ２４ ～ ２６ ２５

布氏田鼠
Ｂｒａｎｄｔ’ｓ ｖｏｌｅｓ ２２ ～ ２３ ２２

东方田鼠
Ｍｉｃｒｏｔｕｓ ｆｏｒｔｉｓ ２０ ～ ２１ ２０

房，有膨胀感；乳头周围少毛，并能挤出少量乳汁；
触摸耻骨联合，成开口状态。

（４）参照同期：同时期交配的孕鼠出现分娩时，
预示其他孕鼠进入分娩期。
３􀆰 ３􀆰 ３　 仔鼠的选择、代乳

剖宫产手术完成后，选择个体大、手术过程中

无外伤的仔鼠，用代乳母鼠的粪便、尿液、垫料等充

分混味后放入代乳母鼠原盒内进行代乳，保留 １ ～
２ 只亲仔。 观察剖腹产仔鼠腹部有月牙形白色乳

液，表示代乳母鼠接受代乳，此时可弃除所有亲仔。
除上述影响因素外，还有很多技术细节需要注

意：如全程严格无菌操作。 颈椎脱臼处死孕鼠时，
避免伤及胎仔。 剖宫产手术时要熟练进行各项操

作，过程控制在 ３ ｍｉｎ 内完成，避免离体子宫收缩，
导致胎仔不易剥离，缺氧或呛羊水死亡。 手术过程

中适宜的温度也是剖腹产手术成功的必要条件，需
要在 ３６ ～ ３８℃环境中进行，除保温外，保持环境安

静也很重要。

４　 总结

随着生命科学的发展，标准化的实验动物是保

障实验结果准确性、可靠性的关键因素。 金黄地鼠

虽然已广泛应用于新型冠状病毒、代谢性疾病发病

机制、疫苗和治疗药物评价等领域，但尚未完全达

到实验动物标准化，在一定程度上存在缺陷，影响

了其应用效果和使用范围。 普通级金黄地鼠，容易

受到沙门菌、淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒等侵害，
即便是清洁级金黄地鼠也会受到多杀巴斯德杆菌、

支气管鲍特杆菌、泰泽病原体和仙台病毒等病原体

的侵害，这些病原体不仅影响金黄地鼠正常的繁

殖、生产，还严重影响实验的准确性和可重复性，造
成动物死亡，干扰实验的顺利进行，引起生物制品

的污染，对人类健康产生危害。 利用生物净化技术

建立高等级尤其是无菌级金黄地鼠种群，让更多的

科研工作者合理地开发利用这一宝贵实验动物资

源，是相关从业人员今后工作的发展方向之一。
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关于我国实验动物福利伦理的思考及建议
王贵平，周正宇∗

（苏州大学实验动物中心，江苏 苏州　 ２１５１２３）

　 　 【摘要】 　 实验动物作为“替难者”为人类的医学生命科学发展做出了重要贡献。 尽管全世界范围内针对实验

动物福利伦理的各种举措和法规不断被提出和应用，但随着实验动物的需求量和使用量的持续增加，实验动物的

福利伦理矛盾和争议更加凸显。 我国实验动物福利伦理工作起步较晚，具有亟需发展的必要性和紧迫性。 现阶段

需在参考国际标准和要求的基础上，结合我国的文化和现状，完善我国的法律法规。 从实验动物行业出发，加快推

进实验动物福利伦理认证和评价工作、完善伦理审查并逐步实现全程监督、提升兽医的工作地位和水平、加强从业

人员的教育培训和意识建立等多方面着手，从而对践行实验动物的福利和权益产生实际效益。
【关键词】 　 实验动物；伦理；福利；评估
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　 　 实验动物在教学、科研、生物制品开发和非临

床安全测试等中的作用是无可替代的。 随着科学

技术的不断进步，全世界的实验动物使用量与日俱

增。 最近 １０ 年诺贝尔生理学或医学奖获得者也大
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多以实验动物作为研究对象。 据估算，仅 ２０１５ 年一

年全球用于科学研究的实验动物数量高达 １􀆰 ９２１ 亿

只［１］；２０２１ 年，全球实验动物市场规模约达 ２００ 亿

美元，仅 ２０１７ ～ ２０１８ 年间，美国实验动物的使用量

可能高达 １０ 亿只［２］。 近几年我国实验动物需求量

持续 攀 升， ２０１５ 年 我 国 实 验 动 物 年 使 用 量 为

１１５９􀆰 ５４ 万只［３］。 而据智研咨询产业研究报告显

示，２０２１ 年我国仅实验大小鼠需求量已达 ４９８２􀆰 ３４
万只，已经成为全球第二大实验动物生产和使用国。

１　 实验动物的福利伦理争议

伦理通常被定义为社会的各种道德准则，但伦

理与道德不能混为一谈，因为道德更偏重于个体对

自我的要求规范和探索感悟，而伦理则强调为促进

社会秩序的优化，各种实体间发生交互关系时的价

值原则（公平、正义以及和谐） ［４］，是对文明生存方

式的理性关照。 脊椎动物具有复杂的中枢神经系

统（相较于无脊椎动物）。 已有许多研究证实动物

是存在自我意识的［５－６］。 因为如果自我意识是人类

所独有的，那么达尔文的进化论则无法成立了。 人

类思维如此丰富和复杂，不可能凭空而来或转瞬既

得。 ２００４ 年神经科学家雅克·潘克谢普在《情感神

经科学》一书中提出动物拥有丰富的情感。 那么它

们就可能和人类一样会经历痛苦、快乐和悲伤［７］。
如果每个人都认为实验动物可以被当作新生儿、智
力障碍人士或古稀老人（众所周知这些人拥有与其

他人同等的道德地位），那么实验动物是否需要被

关怀被尊重？ 答案不言而喻。 根据“５Ｆ 自由理论”，
实验动物应享有不受饥渴，免于不适、恐惧和焦虑，
表达天性，以及不受痛苦、伤害和疾病的自由［８］。
这体现在适宜的居住和营养条件及管理方法、对疾

病的预防和及时治疗、有责任的关怀爱护、人道的

操作及人道的安乐死等方面，统称为实验动物福利。
随着实验动物使用量的增加，关于实验动物福

利伦理的矛盾和争议更加凸显。 实验动物应该享

受上述的五大基本权利，但实际上它们在被使用时

可能遭受着或多或少的干涉或伤害。 更有甚者，科
研实验中还不乏存在着某些人对实验动物不合理、
不人道的使用，甚至是故意伤害和折磨实验动物，
反映出人类对实验动物的义务和实验动物自身权

利之间的严重不平等。 有质疑声音提出，已知存在

多种替代方法，但每年仍有数以亿计的实验动物牺

牲，是否有必要牺牲如此多的动物才能推动人类的

科技进步？
当然，不分青红皂白地全权捍卫实验动物权

利，认为实验动物应该被视作与人类无区别的生命

体，这种所谓的“伸张正义”也不能被广为接受。 前

国际伦理学学会主席彼得·辛格在他著名的《动物

解放》一书中提出：不同物种之间存在不同程度的

道德地位［９］。 尽管这乍一听可能与动物解放有些

自相矛盾。 但由于人类的心智能力，无疑高于其他

物种，因此，笔者也认同对于实验动物的道德地位

必须有不同的考量，重视实验动物的福利，而不是

将它们与人类一视同仁，更利于不同物种的利益。
因此如何更好地保障和落实实验动物福利或许才

是化解实验动物福利伦理问题的有效抓手。

２　 国内外实验动物福利伦理的法律法
规现状

　 　 由于道德不具有强制属性，因此仅从道义论的

角度或用道德标准来讨论实验动物福利伦理远远

不够，而相关的法律法规正是规范和制约人们行为

的有力工具。
国际上的实验动物福利伦理法规已发展了两

百年，并已建立较完整的法律体系。 １８２２ 年英国的

马丁提出了世界上第一部关于实验动物福利伦理

的法案《禁止虐待动物法令》。 直到 １９４７ 年英国发

布了第一部规定科学研究中实验动物福利伦理的

《科学研究动物法案》。 自 １９５９ 年英国动物学家威

廉·罗素和微生物学家雷克斯·博奇提出３Ｒ（替代，
减少，改进）原则以来，近几十年实验动物福利伦理

工作在国际上已经取得了较大进步。 １９６６ 年美国

出台了世界上第一部《实验室动物福利法》，此后日

本、英国、法国、德国等众多国家都陆续建立了实验

动物福利法律体系。 此外，一些国际机构，诸如国

际实 验 动 物 评 估 和 认 证 协 会 （ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ
Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ａｎｄ Ａｃｃｒｅｄｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ
Ｃａｒｅ，ＡＡＡＬＡＣ）等也为保证实验动物福利做出了一

定的贡献［１０］。
我国的实验动物福利立法起步较晚，仍待逐步

与国际接轨。 １９８８ 年我国的第一部实验动物法规

《实验动物管理条例》发布，其中仅第二十七条“从
事实验动物工作的人员对实验动物必须爱护，不得

戏弄或虐待”涉及了实验动物福利的内容；虽在修

改后增加了“禁止虐待动物，减少动物不必要的痛

苦，开展动物替代方法研究等”，但总体上内容模
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糊，缺乏可操作性，仅为原则性的规定［１１］。 科技部

２００６ 年发布《关于善待实验动物的指导性意见》，指
出应善待动物，避免伤害和痛苦；保证动物能够实

现自然行为，受到良好的管理和照料。 但该指导性

意见的内容过于宏观笼统，并未包含在实验动物饲

养和使用过程中的福利和保护的详细规定，同样缺

乏实操性。 ２０１８ 年发布并实施的中华人民共和国

国家标准《实验动物福利伦理审查指南》，进一步从

人员资质、设施条件、动物来源、饲养、使用、运输和

职业健康与安全的角度对动物福利伦理提出了规

范要求。 但该指南未在动物实验的科学性规范性

方面做出详尽具体的要求，而是更注重了对动物质

量和饲养环境的要求，缺乏在动物使用过程中的福

利规范化要求。 ２０２１ 年发布的《实验动物安乐死指

南》对不同品种年龄的动物应用安乐死的方法和剂

量进行了规定，但未提及执行安乐死的条件判断方

法及评估细节，在判断是否需要执行安乐死方面缺

乏可操作性。 此外，２０２０ 年两会期间已有委员提交

《关于建立动物福利保护法律体系的提案》，但目前

我国除野生动物保护法外，其他动物的福利和保护

相关的法律仍十分缺乏。 总体而言，我国实验动物

福利立法还存在如下诸多问题：①立法以人类中心

主义价值观为导向，强调动物质量和生物安全的功

利性，动物福利的立场不足；②福利的条款内容较

为模糊，缺乏可操作性；③立法层次低，权威性不

足，尤其缺乏为虐待或残忍对待实验动物人员的处

罚力度［１１］。
对实验动物福利伦理的维护，不仅彰显出社会

文明程度的提升，和公民的仁慈敬畏之心，也关乎

着我国对外贸易壁垒的消除和科学技术的长足发

展。 因此，在实验动物福利伦理法律法规方面，我
国亟需完善立法，探索人的利益和动物福利的法律

平衡点，细化相关法律条款，明确违反者的行政责

任甚至刑事责任，同时借鉴国际组织和认证体系的

经验，切实提高实验动物福利伦理的水平。

３　 推进实验动物福利伦理实践的具体
建议

　 　 我国上述法规存在权威性和可操作性不足的

问题，而且在实验动物的使用主体（如实验、科研和

教学人员）中的实施情况也十分有限，并未得到充

分地监督。 除需要完善法律法规外，我国实验动物

福利伦理工作还存在如下问题：①缺少可执行的伦

理审查制度，伦理审查提前性不够、内容笼统宽泛、
流于形式，且科研工作中的学位论文和中文期刊大

多对伦理审查不做强制要求［１２］；②科研和实验人员

对实验动物福利伦理的观念不够、意识淡薄；③伦

理审查申请获批后，缺乏对后续实操的全程监督和

制约功能。 因此笔者对于推进我国实验动物福利

伦理实践提出如下建议。
３􀆰 １　 全面成立实验动物使用与管理委员会并保证

其职责规范地履行

为避免宏观模糊的管理现状，我国的各实验动

物使用和生产机构应依据各自的研究领域和行业

的具体情况制定详细的规范细则和指南；并成立各

自的实验动物使用与管理委员会 （ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ
Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ，ＩＡＣＵＣ），作为实验

动物福利伦理实施的管理者，负责本机构的实验动

物福利伦理工作，具体包括实验动物的生产和使用

的规范化管理、监督与指导；伦理审查的组织与实

施；对实验动物的管理和福利伦理提供符合本机构

实际情况的意见和建议；以及对本机构所有实验动

物从业人员进行监督、培训和考核。
与成立相比，如何保证 ＩＡＣＵＣ 规范地履行其职

责更为重要。 首先，ＩＡＣＵＣ 必须与本机构的行政管

理体系保持一定的独立性，避免其在行使职权时可

能出现的利益冲突状况，保证 ＩＡＣＵＣ 在本机构实验

动物使用和管理工作中的权威性和话语权；其次，
ＩＡＣＵＣ 的委员组成必须包括科技专家、兽医和社会

人士，且各委员的每种职务具备其相应的职能、不
得身兼数职，保证委员间相互制衡机制的有效性；
再次，为避免 ＩＡＣＵＣ 在伦理审查中缺乏专业度和流

于形式，需要对福利伦理委员会成员及实验动物使

用人员进行系统化培训并颁发证书，并在后期不定

期组织学习和考核；且伦理审查制度及标准操作规

程也需要不断地更新完善。 最后，ＩＡＣＵＣ 除制定和

实施伦理审查制度外，还应建立伦理审查相关配套

制度，如麻醉和安乐死指南、人道终点指南等指导

性文件，从而进一步保障伦理审查的规范化；并重

视对实验过程的检查和监督，ＩＡＣＵＣ 委员组成应在

现有规定的基础上，增加跟踪审查委员至少两名，
及时上报跟踪审查情况，对实际操作与伦理审查申

请不符的情况，尤其是违反实验动物福利伦理的情

况进行处罚，并撤销已批准的伦理审查申请。
３􀆰 ２　 提升兽医的地位和工作水平

实验动物机构中，兽医具有举足轻重的重要
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性，是各机构中直接负责和监管实验动物福利和权

益的专业主体，既需要拟定实验动物管理和使用的

计划、方案和监管办法、又是伦理审查申请的审核

人和福利伦理的监督人。 其工作职责贯穿于实验

动物环境维护、饲养、运输、使用和安乐死的全过

程。 因此兽医的专业度和工作能力直接影响着本

机构实验动物福利伦理的实施情况。
首先，兽医应具备相关专业知识背景，经过系

统培训具有良好的专业技能；并在与实验动物工作

中，始终秉持着关爱和怜悯的原则，和同情呵护实

验动物的职业操守；其次，兽医需要在实验动物的

伦理审查、采购运输、隔离检疫、预防和治疗临床疾

病及其护理、手术及术中监护、疼痛和应激、麻醉及

止痛、安乐死等过程中监督实验动物的管理和使

用，例如：在确认实验用的动物种类数量是否与获

批方案一致，在实验操作监管麻醉和止痛剂的种类

和使用剂量是否合理，以及无菌手术、生理监测及

术后护理等操作是否符合福利伦理的要求；再次，
兽医还承担着对实验动物饲养设施条件和环境指

标的监测，以及对饲养人员和实验人员进行专业培

训和指导；并在实验动物饲养和使用过程中发生的

疾病、伤害或不正常行为的观察和及时干预治疗；
对污染动物及环境及时安乐死和消杀，防止生物安

全危害事件的发生等；最后，保障兽医职责顺利并

高效地履行，离不开各部门各岗位的人员相互配

合，更需要管理者对兽医的支持和授权，提高兽医

群体的工作地位和话语权。 在出现利益冲突时，使
兽医可以有充足的底气站在实验动物“代言人”的

角度，为实验动物谋取充足的福利和尊重。
３􀆰 ３　 加强从业人员教育培训和意识建立

实验动物从业人员包括研究人员、高校教师、
技术人员、学生以及相关的饲养和维保人员。 定期

对所有实验动物从业人员进行生命和伦理文化素

养培训，提高其敬畏生命的意识，避免其久而久之

将实验动物视作研究工具，忽视实验动物的利益和

权利的现象［１３］。
在国际化大背景下，要增加实验动物从业人员

操作技术培训，尤其是关于动物麻醉、镇痛、手术、
安乐死和人道终点等的培训，使其在饲养管理和使

用实验动物过程中，从福利和权益的角度为实验动

物提供关怀，在不同情境下采取各种保障动物福利

的有效措施。 在实验过程中，熟练的抓取、保定、给
药以及手术等操作技术，不仅可以避免或减少实验

动物遭受不必要的不适、应激甚至痛苦，也有利于

规范实验操作，提高科研成功度和国际化认可度。
此外，科研人员进行动物实验设计通常以是否

符合统计方法的需求为出发点，如动物数量是否满

足群体规模、随机化分组和统计方法所需，因而在

一定程度上容易存在过多使用实验动物的情况［１４］。
通过对其伦理道德意识的培养和强化，促进科研人

员在实验设计过程中，以实验动物的伦理和福利为

共同立足点，考虑减少或替代方案，并改进实验动

物的使用，从而在一定程度上保护实验动物的权利

和福利。
３􀆰 ４　 有效地实践实验动物福利伦理要求，保障科研

结果的可靠性

作为科学研究的关键要素，实验动物的健康状

况、遗传背景和微生物状态都对科研实验的结果产

生重要影响，尤其是当实验动物们的健康和福利受

到损害时，实验动物的生理、免疫功能及其行为都

可能发生负面改变、产生的实验数据偏差，进而导

致科研结果的不可信或重复性不佳。
已有研究发现，灵长类和啮齿类实验动物如果

在研究环境和操作实践中受到明显的应激刺激，可
能会降低实验的重复性，并降低动物模型的代表

性。 例如，如果拽住小鼠尾巴对其进行固定并进行

采血时，测得的血糖水平比使用采血固定装置（让
小鼠钻进一个圆筒里）时显著升高［１５］；对未经驯化

或训练的实验猴进行采血时，测得的血糖水平也会

不正常地显著升高［１６］；而丰容环境可以延缓小鼠结

肠癌细胞的生长［１７］。 上述例子提示应用实验动物

模拟人类的疾病时，维护动物的福利虽然不是疾病

的治疗方法，但却可以提高动物模型的代表性。 因

此，认识到伦理审查的必要性，更好地关注积极的

动物福利从而提高科学研究的可重复性，应该是严

谨的科研工作者们的重要目标。
３􀆰 ５　 从实验动物的立场出发，落实福利评估和全程

监督，并建立惩戒机制

从实验动物的立场出发，伦理审查在详述实验

目的、意义和方法时，更需要关注实验全过程中实

验动物的福利状况，尤其是：①说明动物使用量是

否存在合理性，避免滥用；②在动物饲养和实验以

及人道终点时给予的关怀和尊重的具体表现；③因

实验造成的动物疼痛和痛苦的预期强度和持续时

间，以及为缓解疼痛和痛苦而采取的具体行动（除
了提供有关镇痛和其他减轻痛苦的麻醉手段外，还
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　 　 　 　 　 　 　 　 表 １　 加拿大动物保护委员会建议的小鼠福利评估指标［１９］

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｔｏ ｂｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｆｏｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｉｎ ｗｅｌｆａｒｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｔｏｏｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｉｃｅ［１９］

因素
Ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

环境条件
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

满足重要自然行为所需身体活动的条件
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｌｌｏｗｓ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｎａｔｕｒａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ

适宜的居住条件和管理
Ｐｒｏｖｉｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｈｏｕｓｉｎｇ ａｎｄ ｈｕｓｂａｎｄｒｙ

可能不利于动物福利的负面环境特征
Ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｔｈａｔ ｍｉｇｈｔ ｉｍｐａｉｒ ｗｅｌｆａｒｅ

动物的应激、疾病、疼痛或不适的一般指标
Ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｉｍａｌ⁃ｂａｓｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ，

ｉｌｌｎｅｓｓ， ｐａｉｎ ｏｒ ｄｉｓｃｏｍｆｏｒｔ

摄食和饮水量改变
Ａｌｔｅｒｅｄ ｆｏｏｄ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｉｎｔａｋｅ

体重改变
Ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ

姿势或体态改变
Ａｌｔｅｒｅｄ ｐｏｓｔｕｒｅ

梳理行为变化
Ａｌｔｅｒｅｄ ｇｒｏｏｍｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ

皮毛状况、毛皮或皮肤损坏
Ｃｏａｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｆｕｒ ｏｒ ｓｋｉｎ

血泪症
Ｃｈｒｏｍｏｄａｃｒｙｏｒｒｈｅａ

异常刻板行为
Ａｂｎｏｒｍａｌ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ

社交行为或活动水平改变
Ａｌｔｅｒｅｄ ｓｏｃｉａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｌｅｖｅｌｓ

眼睛微睁、下陷或呆滞
Ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｃｌｏｓｅｄ， ｓｕｎｋｅｎ， ｏｒ ｄｕｌｌ ｅｙｅｓ

与人类的互动行为改变
Ａｌｔｅｒｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎｓ

生理参数改变
Ａｌｔｅｒｅｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

发声频率约为 ２０ ｋＨｚ
２０ ｋＨｚ ｖｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

粪便中皮质酮含量
Ｆｅｃａｌ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ

中性或积极的福利状态指标
Ａｎｉｍａｌ⁃ｂａｓｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌ ｏｒ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｗｅｌｆａｒｅ ｓｔａｔｅｓ

探索行为
Ｅｘｐｌｏｒａｔｏｒｙ ｂｅｈａｖｉｏｒ

梳理
Ｇｒｏｏｍｉｎｇ

玩耍
Ｐｌａｙ

发声频率约为 ５０ ｋＨｚ
５０ ｋＨｚ ｖｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓ

坐窝行为及其测试得分
Ｎｅｓｔ ｂｕｉｌｄｉｎｇ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｔｏ ｉｎｔｅｇｒａｔｅ ｉｎｔｏ ｎｅｓｔ ｔｅｓｔ （ＴＩＮＴ ｔｅｓｔ） ａｎｄ ｎｅｓｔｉｎｇ ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｓｃｏｒｉｎｇ

特定环境中的福利评估
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｆｏｒ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｗｅｌｆａｒｅ

ｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｏｎｔｅｘｔｓ

面部表情状态
Ｆａｃｉａｌ ｇｒｉｍａｃｅ ｓｃａｌｅ

综合疼痛评分
Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｐａｉｎ ｓｃｏｒｅ

挖洞任务
Ｂｕｒｒｏｗｉｎｇ ｔａｓｋ

步态评分
Ｇａｉｔ ｓｃｏｒｅ

侧偏行为
Ｃｏｒｎｅｒｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ

７８６
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图 １　 实验动物福利评估五领域模型［１８］

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｉｖｅ ｄｏｍａｉｎｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ［１８］

需承诺全程对实验动物的福利伦理进行评估，有效

调整实验手段和方案）；④对承受超出最大痛苦量

（将福利和痛苦进行分级评分很有必要），或者发生

了一些不可预见后果（如并发症等）的实验动物，是
否及时执行必要的人道终点———安死术（时机），以
及安死术的具体方法。

笔者在这里推荐将宠物和畜牧业的“五领域

法”（见图 １）应用于实验动物福利进行全过程的评

估和管理。 营养、环境、健康和行为对动物来说可

以作为积极和消极的影响最终影响精神领域，而精

神领域的整体情感体验可等同于动物的福利状

况［１８］。 因此，对实验动物的福利评估可通过直接观

察行为反应，合并评估神经内分泌、免疫学和心血

管参数来完成。
以加拿大动物保护委员会建议使用的小鼠福

利评估指标为例（见表 １），说明通过对环境、一般指

标、中立或积极指标、以及特定条件指标，包括了营

养、环境、健康、行为以及相关生理参数，从而实现

对实验过程中小鼠处于不同状态下的福利状况进

行综合评估。
　 　 实验动物机构应建立违反福利伦理的惩戒制

度，在伦理审查申请得到批准后，ＩＡＣＵＣ 仍需要对

实验方案的实施全过程的福利伦理进行跟踪审查，
并应对违反实验动物福利伦理的单位和个人予以

惩戒：①对于违反实验动物福利伦理的单位，可责

令暂停其相关的产品生产或项目开展；②对于违反

实验动物福利伦理的人员，可直接暂停其所有动物

实验或科研工作（如停止其进入实验动物设施权限

等）；③对于严重违反实验动物福利伦理或屡教不

改者的单位，则应取消其实验动物相关的产品生产

或项目开展的资制；④对于严重违反实验动物福利

伦理或屡教不改者的个人，应对其实验或科研数据

的真实性有效性提出质疑，并取消其发表文章、申
请课题或结题的资格，甚至要求其承担相应的法律

责任。

４　 小结

实验动物的福利伦理与医学生命科学的进步

并不是完全对立的。 既然人类社会承认了实验动

物的道德地位，实验动物从业人员则不能仅将实验

动物视作实验工具，而是要倾注关爱和理性，重视

并保护其福利和权利，从而进一步推进医学生命科

学更深入的发展。
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脑类器官在创伤性脑损伤研究中的应用
刘可１，２，郭文文１，２，王颖花２，３，张延英１，汪永锋１，赵亚２∗，师长宏１，２∗
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西安　 ７１００３２；３． 延安大学医学院，陕西 延安　 ７１６０００）

　 　 【摘要】 　 创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＴＢＩ）是由外力引起的脑正常功能破坏和 ／或脑组织病理性损

伤。 由于发生功能神经元不可逆的丧失和神经组织损伤，中枢神经系统在创伤后很难修复和再生，造成 ＴＢＩ 患者

预后存在严重后遗症。 由于缺乏概括人脑特征的 ＴＢＩ 模型，虽然有大量成功的临床前研究用于 ＴＢＩ 治疗，但少有

转化应用。 脑类器官作为一种自我组装的 ３Ｄ 组织，具有来自干细胞和器官特异性细胞类型的集合，能够在一定程

度上模拟天然脑器官的结构和功能，应用于 ＴＢＩ 研究，能够有效地解决人中枢神经系统组织获取的局限性以及人

和动物之间的生物学特征不匹配问题。 因此，本文通过对脑类器官的产生、特性及其在 ＴＢＩ 模型中的应用进行综

述，重点讨论了基于人多能干细胞（ｈＰＳＣｓ）的脑类器官模拟体外 ＴＢＩ 模型和嵌合动物 ＴＢＩ 模型研究进展，以期为脑

类器官应用于 ＴＢＩ 损伤的研究及治疗提供新思路。
【关键词】 　 脑类器官；创伤性脑损伤；移植
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ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ａｓ ＴＢＩ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ
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ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ＴＢＩ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｈｕｍａｎ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ
ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＴＢＩ ｉｎｊｕｒｉｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｂｒａｉｎ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ； ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ； ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是一

种由外力冲击导致的包括血脑屏障破坏、大量神经

炎症、轴突损伤和病变等一系列复杂的脑组织病理

性改变［１］。 据估计，全球每年有 ５０００ 万 ～ ６０００ 万

患者被诊断出患有 ＴＢＩ，已成为严重的公共卫生负

担［２］。 尽管几十年来已经有大量成功的临床前研

究用于 ＴＢＩ 治疗，但大多数 ＴＢＩ 相关研究都是使用

啮齿类动物模型，这类模型可以再现 ＴＢＩ 的某些生

理物理特征以及各种细胞之间的相互作用，但与人

类相比，啮齿动物在脑几何形状、白质与灰质比例、
细胞形态等脑结构以及细胞活性、损伤后促炎因子

释放等脑功能方面均存在显著差异［３－５］。 因此，少
有转化为临床应用［６］，凸显了人类和动物模型 ＴＢＩ
之间的生物学差异，迫切需要一种能更好地概括人

脑特征的新模型。 目前，已有研究者构建人神经系

统嵌合动物模型，用于相关研究［７－８］。 但这些模型

大多 是 向 动 物 模 型 脑 内 移 植 人 胚 胎 干 细 胞

（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＥＳＣｓ ） ／诱 导 多 能 干 细 胞

（ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ｉＰＳＣｓ）来源的神经干

细胞（ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）、神经元、神经胶质细

胞等构建［９－１１］。 虽然，这些细胞移植可部分重建动

物模型神经回路，减少脑损伤，增强神经修复，是
ＴＢＩ 的有效治疗方法［７－１１］。 然而，细胞移植面临着

移植后存活率低和神经分化不充分，且分散的细胞

不能在受损区域聚集等一系列问题［１２－１３］，如何解决

这些问题成为优化 ｉＰＳＣｓ 诱导分化的重点。
同样来源于人 ＥＳＣｓ ／ ｉＰＳＣｓ 的脑类器官由于可

以模拟人脑生理组织结构和在一定程度上模拟人

脑的功能，在生物学研究和医学应用领域引起了极

大的关注［１４］。 与传统的细胞移植比，脑类器官移植

具有更多优势：具有皮质板状组织细胞排列可提供

保护屏障，存在神经前体细胞池可作为神经发生和

干细胞衍生营养因子的来源，已有 ３Ｄ 结构利于指

导神经元分化并防止异常增殖，具有更高的细胞存

活率，拥有更好的多系神经分化，形成更强大的血

管网络，以及对损伤区域有效的组织填充［１３－１５］。 相

比神经干细胞，脑类器官可能更适合作为 ＴＢＩ 后修

复受损脑组织的移植供体。 而且，脑类器官应用于

ＴＢＩ 研究，能够有效解决人类中枢神经系统组织获

取的局限性以及人和动物之间的生物学特征不匹

配问题［１６－１７］。 本文通过对脑类器官的产生、特性及

其在 ＴＢＩ 模型中的应用进展进行综述，以期为脑类

器官用于创伤性脑损伤的治疗研究提供新思路。

１　 脑类器官的产生及其应用

脑类器官是由人 ＥＳＣｓ ／ ｉＰＳＣｓ 衍生的类器官，其
自我更新和多向分化形成有组织的结构，主要由神

经祖细胞（ｎｅｕｒａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌ，ＮＰＣ）、神经元和神

经胶质细胞组成，类似于人类胎儿大脑［１８］。 与传统

的 ２Ｄ 细胞培养相比较，脑类器官在细胞水平、组织

结构和发育轨迹方面可以再现人的大脑发展过程，
提供了模拟人脑发育和功能的独特机会［１９］。
１􀆰 １　 脑类器官的建立

Ｌａｎｃａｓｔｅｒ 等［２０］在 ２０１３ 年报道了第一例 ３Ｄ 人

类脑器官的生成，该研究团队将来自人胚胎组织的

ＥＳＣｓ 和来自成人组织的 ｉＰＳＣｓ 首先聚集成拟胚体

后，置于神经诱导培养基中诱导神经外胚层形成，
待神经外胚层形成后，转移到基质胶中以扩张神经

上皮。 最后，将这些组织在旋转生物反应器中培

养，以增强营养吸收，用于进一步成熟和保存。 目

前，研究者已在体外成功建立人中脑类器官、人小

脑类器官、人皮质类器官等，可再现人脑特定区域

之间的结构和功能以及相互作用的 ３Ｄ 脑类器官，
并用这些 ３Ｄ 脑类器官研究大脑发育过程以及神经

网络连接，探索神经系统疾病发病机制并寻找其治

疗方法［２１－２３］。 研究人员共同培养了内侧神经节神

经元和皮质类器官，产生了融合的皮质类器官，单
细胞 ＲＮＡ 测序和 ＡＴＡＣ 序列分析证明了这些融合

的皮质类器官与胎儿脑组织在转录组方面具有较

高的相似性［２４］。 内侧神经节隆起和皮质神经元之

间的人类中间神经元迁移过程可以在这些融合的

类器官中重现，从而为人脑发育中人类中间神经元

的迁移提供了更深入的了解［２５－２６］。 上述结果均说

明 ３Ｄ 脑类器官在神经功能通路探索和中枢神经系

统疾病的研究方面有着巨大的潜力。
１􀆰 ２　 脑类器官在脑类疾病研究中的应用

已有研究证实，脑类器官可模拟遗传缺陷或感

染性疾病引起的先天性脑畸形，以及神经退行性疾

１９６
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病相关表征［２７－３１］。 例如，脑类器官暴露于寨卡病毒

导致细胞增殖抑制、死亡增加、类器官大小急剧减

小，并且表现出包括神经元变薄、顶面粘附连接中

断和脑室腔扩张等一系列先天性寨卡综合征特

征［２７］。 还有研究者在由家族性阿尔兹海默症

（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）患者的 ｉＰＳＣｓ 衍生的脑类

器官中检测到了包括淀粉样斑块和神经原纤维缠

结等病理异常特征，这一结果的发现证明了使用患

者体细胞开发患者特异性体外 ＡＤ 模型的可行

性［２８－２９］。 ＬＲＲＫ２ Ｇ２０１９Ｓ 基因突变与帕金森病

（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）病理过程中多巴胺能神经

元的进行性缺失有关， 在由 ｉＰＳＣｓ 诱导的具有

ＬＲＲＫ２ Ｇ２０１９Ｓ 突变的脑类器官中检测到了包括

ｐＳ１２９ 突触核蛋白囊泡的异常定位和具有自噬标记

的有丝分裂吞噬等在内的 ＰＤ 样病理学特征。 并

且，ＬＲＲＫ２ 激酶抑制剂的治疗能够缓解磷酸化 α⁃突
触核蛋白的积聚和多巴胺能神经元死亡［３０］。 这些

研究，为脑类器官在发现靶向药物和有效的治疗干

预等方面提供了新平台。
总之，３Ｄ 脑类器官在生理组织结构及神经功能

方面一定程度上可以模拟正常及疾病状态下的人

脑发育及功能，培养大量一致性高的 ３Ｄ 脑类器官，
为进一步探究脑类疾病的发病机制以及寻找其治

疗策略提供可能。

２　 脑类器官在 ＴＢＩ 模型中的应用

ＴＢＩ 作为一种致死率和致残率均较高的脑组织

损伤疾病，由于药物治疗难以逆转创伤后的神经元

丢失和神经组织病理性改变，重度 ＴＢＩ 患者存在后

遗症多、生活质量低等问题［３２］。 目前已有动物模型

难以高度还原人脑损伤的变化。 最近有研究者将

人多能干细胞（ｈｕｍａｎ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ｈＰＳＣｓ）
衍生的 ３Ｄ 脑类器官移植到控制性皮质冲击模型

（ｃｏｒｔｉｃａｌ ｉｍｐａｃｔ ｉｎｊｕｒｙ，ＣＣＩ） 的重度联合免疫缺陷

（ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ，ＳＣＩＤ）小鼠病

变脑中，改善了模型小鼠空间学习能力和记忆缺

陷［１５］，为 ＴＢＩ 治疗提供了崭新的思路———３Ｄ 脑类

器官治疗重度 ＴＢＩ。 人脑类器官可再现正常神经发

育，并在很大程度上模仿了大脑的结构，用于 ＴＢＩ 治
疗及研究有着独特优势［１４］。 建立体外 ＴＢＩ 脑类器

官模型，为直观研究复杂三维结构下多种细胞类型

的相互作用以及损伤条件下引起的分子变化提供

可能［３３－３４］。 ＴＢＩ 模型在体移植脑类器官，诱导脑类

器官分化，与宿主脑组织发生整合，迁移到不同脑

区，并与宿主神经元建立突触连接，获得电生理成

熟，可减轻 ＴＢＩ 脑损伤带来的危害，促进 ＴＢＩ 后神经

功能的恢复［１４－１５，３５］。
２􀆰 １　 体外培养 ３Ｄ 脑类器官模拟 ＴＢＩ

由于早期体外研究使用的永生化细胞系或原

代细胞，不能再现不同类型细胞间相互作用，也无

法模拟细胞外基质环境。 并且从模型动物中获取

的离体组织，由于物种差异，并不能真实反应人

脑［３６－３７］。 而 ｈＰＳＣｓ 衍生的脑类器官技术的出现无

疑在一定程度上解决了早期体外研究的缺陷，为研

究神经疾病的发展提供了新策略，可更好地模拟人

类疾病。
目前，可以通过向体外培养 ３Ｄ 脑类器官施加

剪切变形、压缩和重力下落等刺激制备 ＴＢＩ 模型，这
些体外模型可再现某些与 ＴＢＩ 临床患者及动物模型

相关的反应，说明利用体外培养的 ３Ｄ 脑类器官有

希望应用于 ＴＢＩ 病理机制及治疗方法研究［３８－３９］。
有研究者开发了一种基于 ３Ｄ 培养的人 ｉＰＳＣｓ 衍生

ＮＰＣｓ 的体外轻度 ＴＢＩ 建模系统，以通过 ３Ｄ 打印的

微型重物下落冲击装置来评估单次和重复轻度 ＴＢＩ
损伤后的效果。 研究发现，人类小胶质细胞与神经

球的 ３Ｄ 共培养模型在经历两次冲击后，小胶质细

胞活化引起慢性神经炎症，星形胶质细胞呈现出胞

质肥大的反应性星形胶质细胞形态。 许多分泌的

趋化因子和细胞因子在撞击后上调，包括巨噬细胞

游走抑制因子、趋化因子配体 ５、白细胞介素 １８、巨
噬细胞炎性蛋白⁃１α ／ β、白细胞介素 ６ 和白细胞介

素 ８，这与临床 ＴＢＩ 患者和动物实验结果高度

一致［３３］。
ＣＣＩ 是啮齿类动物中应用最成熟、最广泛的 ＴＢＩ

模型之一，能够通过控制与冲击相关的参数，如接

触速度、停留时间和深度，以调节损害的严重程度。
Ｒａｍｉｒｅｚ 等［３４］ 开发一种基于人脑类器官的 ＣＣＩ 模

型，作为一种改进的体外系统来研究 ＴＢＩ。 研究人

员使用一个空的小鼠颅骨作为支撑，颅骨内部填充

的琼脂糖－明胶混合物模拟脑实质，脑类器官通过

颅骨窗口放置在脑实质顶部。 小鼠颅骨被安装在

立体定位框架中，按照速度（４ ｍ ／ ｓ）、停留时间（２００
ｍｓ）和深度（１ ｍｍ），对 ＣＣＩ 设备进行校准，以产生

一定程度的冲击。 ＣＣＩ 后导致脑类器官神经元特异

性烯醇化酶显著累积、裂解胱天蛋白酶 ３ 增加、微管

关联蛋白 ２ 免疫反应性降低，以及星形胶质细胞反

２９６
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应性肥大状态的转变，证明了优化的 ＣＣＩ 方法可以

诱导脑类器官中 ＴＢＩ 的标志性特征，包括神经元损

伤、神经元丢失和星形胶质细胞增生，再现了与人

ＴＢＩ 相关的各种大脑异常。
尽管体外培养的 ３Ｄ 脑类器官模拟体外 ＴＢＩ 模

型的建立已经取得了初步成功，但是同其他体外模

型一样，存在一定的局限性。 首先，ＴＢＩ 的复杂性不

能在体外完全模拟。 大脑中不仅存在神经元、星形

胶质细胞和小胶质细胞，也存在许多其他免疫细

胞，如中性粒细胞和巨噬细胞，以及脑微血管内皮

细胞也同样参与了疾病的进展［４］。 其次，体外模型

也无法模拟血脑屏障被破坏后导致的免疫细胞渗

透和疾病的恶化，以及受损神经元或星形胶质细胞

与其他成分之间的相互作用［４０］。 并且，行为学评价

对于评估 ＴＢＩ 后的认知、感觉运动和情绪功能的短

期和长期影响至关重要，然而以目前的研究手段还

无法实现体外模型的行为学评估［３３］。 由于脑类器

官体外模拟 ＴＢＩ 模型存在的各种局限性，建立体内

３Ｄ 脑类器官嵌合动物 ＴＢＩ 模型显得尤为重要。
２􀆰 ２　 在体移植 ３Ｄ 脑类器官治疗 ＴＢＩ

最近关于人脑类器官移植啮齿动物的报道为

建立人脑类器官嵌合动物体内 ＴＢＩ 模型提供了可

能。 研究表明，将 ３Ｄ 人脑类器官移植到小鼠的表

层皮质，人脑类器官表现出进行性神经元分化和成

熟、胶质生成以及轴突向宿主大脑多个区域的生

长［１４］。 移植后定期观察 ３Ｄ 人脑类器官与小鼠的表

层皮质功能性神经元网络和血管形成，开发了内源

性血管化的脑类器官体内模型，克服了体外培养的

３Ｄ 人脑类器官缺乏血液循环的限制［１６］。 研究人员

将优化培养后产生的小体积（少于 ５ 个神经管）人

脑类器官注射到 ＳＣＩＤ 小鼠内侧前额叶皮层，移植

的脑类器官存活，并在 １ 个月内将超过 ４􀆰 ５ ｍｍ 长

的投射延伸到基底脑区，在 ３ 个月内获得脑细胞特

性，在 ５ 个月内获得电生理成熟。 移植脑类器官产

生的神经元经历快速分化，并通过与宿主神经元形

成相互突触连接而在功能上整合到小鼠神经回路

中［１４］。 移植脑类器官不同类型细胞在宿主脑中持

续分化成熟和移植区域外神经元广泛的轴突延伸

以及区域特异性的长投射的成功，为人脑类器官嵌

合小鼠体内 ＴＢＩ 模型的建立以及脑损伤修复治疗提

供了重要条件。
ＴＢＩ 导致了神经组织的永久性缺损，鉴于损伤

后仅有限的内源性神经干细胞能够增殖分化到受

损部位，因此通过人脑类器官移植为大脑损伤部位

输送外源性脑细胞，有望成为潜在的 ＴＢＩ 后脑修复

疗法［４１］。 具体来说，植入的脑类器官不仅能够取代

丢失的神经细胞群，还能提供神经营养支持，有望

重建和修复受损的大脑。 Ｗａｎｇ 等［３５］ 利用活检冲头

在大鼠大脑的右侧运动皮质形成直径 ３ ｍｍ、深度

２ ｍｍ 的空腔，成功制备 ＴＢＩ 运动功能障碍模型，并
将人脑类器官移植到受损的运动皮质内，以探讨脑

类器官移植治疗脑损伤的可行性、有效性和潜在机

制。 移植后，来自脑类器官中的细胞具有多系分化

的潜力，能够模拟体内大脑皮质发育，支持运动皮

质区域特异性重建，形成神经递质释放相关神经

元，同时沿胼胝体广泛迁移到皮质、丘脑和海马等

不同大脑区域。 此外，脑类器官移植介导的同侧海

马中突触后膜蛋白（ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ９５，
ＰＳＤ⁃９５）和突触素（ｓｙｎａｐｓｉｎ，ＳＹＮ）神经连接蛋白以

及脑源性神经营养因子 ＢＤＮＦ、神经生长因子 ＮＧＦ
和表皮生长因子 ＥＧＦ 等神经营养因子上调，有助于

脑损伤后神经发生和外源性神经修复的增强［３５］。
Ｂａｏ 等［１５］ 报道了一种在 ＣＣＩ 诱发的病变区域植入

脑类器官的新方法。 移植 ２ 个月后，植入的脑类器

官已整合到损伤小鼠的脑周围，受损区域的脑类器

官同样表现出神经分化、电生理活动以及血小板内

皮细胞黏附分子 ＰＥＣＡＭ⁃１ ／ ＣＤ３１ 标记的血管化。
此外，还观察到胶质瘢痕的减少。 胶质瘢痕形成是

影响神经纤维和神经元再生的重要因素之一，撞击

后，尤其是损伤区域存在大量胶质纤维酸性蛋白

（ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）标记的星形胶

质细胞。 移植 ２ 个月后观察到脑类器官与宿主小鼠

脑交界区 ＧＦＡＰ 表达的降低，显示移植有助于改善

局部状况，可减轻轴突生长和再生障碍，促进神经

修复。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫和被动回避测试证实了 ＣＣＩ 后
小鼠的记忆和空间学习能力的改善［１５］。 因此，脑类

器官移植被认为是一种逆转创伤后神经元丢失、提
高学习记忆能力的潜在疗法。

ＴＢＩ 后在体移植的脑类器官，神经干细胞相关

标记物 ＳＯＸ２、Ｎｅｓｔｉｎ 表达降低，成熟神经元标记物

ＮｅｕＮ、星形胶质细胞标记物 ＧＦＡＰ、前板 ／深层神经

元标记物 ＴＢＲ１ 和表层神经元标记物 ＳＡＴＢ２ 表达升

高，证明了移植脑类器官的皮质分化与成熟。 并生

成胆碱能神经元和谷氨酸能神经元等神经递质相

关神经元，增强 ＰＳＤ⁃９５ 和 ＳＹＮ 的神经连接［１４－１６］。
因此，脑类器官移植后，可在体内进一步分化成熟，

３９６
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并产生有功能的神经元、神经胶质细胞并分泌相关

神经营养因子，进而改善 ＴＢＩ 引起的神经元丢失，促
进神经网络恢复，降低神经炎症，有助于 ＴＢＩ 后学习

记忆、情感以及运动功能恢复［３５，４１］。 尽管脑类器官

移植对于 ＴＢＩ 导致的脑损伤有一定的治疗及修复作

用，但与人神经干细胞移植入啮齿类动物大脑类

似，３Ｄ 脑类器官仍存在发育成熟缓慢、虽有整合但

功能缺陷等问题［４１］，应用于 ＴＢＩ 后治疗还有很长一

段路需要走。

３　 前景及挑战

随着干细胞技术的发展，从人 ＥＳＣｓ ／ ｉＰＳＣｓ 产生

的各种类器官获得了越来越多的关注。 产生的类

器官既可以模拟体内器官的细胞结构、细胞间相互

作用和发育，也可以用于相关疾病研究［４２］。 与特定

干细胞衍生单一细胞类型的传统细胞培养不同，由
ＥＳＣｓ ／ ｉＰＳＣｓ 衍生的脑类器官包含多种细胞类型，能
够形成类似人类大脑的组织形态，显示出强大的神

经连接性和功能性，以模拟体内大脑发育并表现体

内大脑区域的特征［４３］。 创伤性脑损伤研究同样受

益于脑类器官的发展。 但现有 ３Ｄ 脑类器应用于

ＴＢＩ 有关研究，仍存在一些问题。 例如，在体外培养

的 ３Ｄ 脑类器官因缺乏免疫细胞以及脑微血管内皮

细胞等非神经干细胞来源细胞，导致无法完整模拟

ＴＢＩ 的复杂性，并且不能评估 ＴＢＩ 后行为学改变，限
制其应用［４４］。 在体移植 ３Ｄ 脑类器官可有效地填充

病变缺失部位并恢复病变区域中宿主神经元的功

能，但其治疗及修复效果仍然有限［４１］。
因此，３Ｄ 脑类器官应用于 ＴＢＩ 相关研究，还有

一系列问题待进一步探索：（１）脑类器官与小胶质

细胞联合作用。 ＴＢＩ 后，由小胶质细胞参与的大脑

神经炎症反应是引起神经元变性和功能性脑缺陷

的主要原因之一，但脑类器官在体外诱导产生的多

种细胞类型并不包括小胶质细胞，导致中枢神经系

统免疫环境难以建立［４５］。 如何将小胶质细胞与脑

类器官体外共培养或者在体共移植，使小胶质细胞

更好地迁移到脑类器官中以精确模拟 ＴＢＩ 后损伤反

应，并为寻找 ＴＢＩ 治疗新方案提供良好模型，是未来

研究热点之一。 （２）如何与基因编辑技术有效结

合。 在 ＴＢＩ 相关研究中，由于遗传多态性的不同可

能与 ＴＢＩ 预后结果相关，将携带特定多态性或突变

的脑类器官用于 ＴＢＩ⁃类器官模型，进而剖析特定基

因变体在 ＴＢＩ 病理学中的作用，有希望使用个性化

医学方法预测 ＴＢＩ 病情发展［４６］。 而且是否可以通

过引入遗传操作，增强移植细胞对内源信号的反应

性和敏感性继而提高移植有效性，同样值得深入探

究。 （３）ＴＢＩ 后脑类器官移植时间。 与阿尔茨海默

病、帕金森病等其他中枢神经系统疾病模型不同，
ＴＢＩ 诱导的急性损伤期的快速炎性反应会影响脑类

器官增殖、分化和成熟，小胶质细胞活化也会干扰

神经发生［４７］。 因而避免 ＴＢＩ 后的快速炎性风暴对

于脑器官样植入是必要的。 但也有研究表明在 ＴＢＩ
后立即移植，脑类器官与宿主脑同样可以很好地整

合［３５］。 因此，合适的植入时间有待进一步的研究。
（４）移植类器官的大小。 早期产生的脑类器官体积

较大，导致移植治疗应用困难，甚至脑类器官在宿

主脑内有过度生长风险［１４］。 将脑类器官剪切成体

积更小且大小均匀的球体后进行移植，可能会获得

更好的移植效果。 （５）如何更好模拟 ＴＢＩ 进展并在

体观察人脑类器官发育。 现有的体内研究都是将

体外培养的脑类器官移植到 ＴＢＩ 后受损动物大脑皮

质中，探讨治疗脑损伤的可行性、有效性和潜在机

制，还未有报道在脑类器官移植后的嵌合动物基础

上再给予 ＴＢＩ，研究大脑损伤对人脑类器官体内的

直接作用。 但由于移植后脑类器官存活并经历分

化成熟，能够与宿主神经元形成相互突触连接而在

功能上整合到宿主神经回路中，并通过不同的脑区

延伸长投射［３５］，因而建立移植后脑类器官嵌合小鼠

模型，可为今后研究 ＴＢＩ 对人来源细胞的原发性损

伤、继发性损伤以及神经炎症的体内直接作用开辟

新的途径，为脑类器官移植治疗脑损伤提供第一手

临床前证据。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］　 Ｊｅａｎ Ａ， Ｎｙｅｉｎ ＭＫ， Ｚｈｅｎｇ ＪＱ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ａｎｉｍａｌ⁃ｔｏ⁃ｈｕｍａｎ
ｓｃａｌｉｎｇ ｌａｗ ｆｏｒ ｂｌａｓｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｒｉｓｋ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０１４， １１１（４３）：
１５３１０－１５３１５．

［ ２ ］ 　 Ｈａｗｒｙｌｕｋ ＧＷＪ， Ｒｕｂｉａｎｏ ＡＭ， Ｔｏｔｔｅｎ ＡＭ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｖｅｒｅ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ： ２０２０ ｕｐｄａｔｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｖｅ ｃｒａｎｉｅｃｔｏｍｙ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ， ２０２０， ８７（３）： ４２７－４３４．

［ ３ ］ 　 Ｌｉ Ｌ， Ｌｕｏ Ｑ， Ｓｈａｎｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃２ ｒｅｄｕｃｅｓ ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｖｉａ ＰＥＲＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ａ ｒａｔ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ ］ ． Ｅｘｐ Ｎｅｕｒｏｌ， ２０２２，
３４７： １１３８９９．

［ ４ ］ 　 Ｈａｍｍ ＲＪ． Ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｏｕｔｃｏｍｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ： ａｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｍｅａｓｕｒｅｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ， ２００１， １８（１１）： １２０７－１２１６．

［ ５ ］ 　 Ａｄｅｍｂｒｉ Ｃ， Ｓｅｌｍｉ Ｖ， Ｖｉｔａｌｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ ｂｕｔ ｎｏｔ

４９６



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅ ｉｓ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ ｕｐｏｎ ｔｒａｕｍａｔｉｃ
ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄ， ２０１４， ４２（８）： ｅ５７０⁃ｅ５８２．

［ ６ ］ 　 Ｍａａｓ ＡＩＲ， Ｍｅｎｏｎ ＤＫ， Ａｄｅｌｓｏｎ ＰＤ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ： ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ， ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｃａｒｅ， ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［ Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ Ｎｅｕｒｏｌ， ２０１７， １６ （ １２）： ９８７
－１０４８．

［ ７ ］ 　 Ｄｕｎｋｅｒｓｏｎ Ｊ， Ｍｏｒｉｔｚ ＫＥ， Ｙｏｕｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｅｎｒｉｃｈｅｄ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． Ｒｅｓｔｏｒ Ｎｅｕｒｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１４， ３２（５）： ６７５－６８７．

［ ８ ］ 　 王颖花， 赵亚， 郭文文， 等． 神经干细胞应用于 ＣＣＩ 创伤性

脑损伤模型修复的研究进展 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２２，
３０（６）： ８６７－８７２．
Ｗａｎｇ ＹＨ， Ｚｈａｏ Ｙ， Ｇｕｏ ＷＷ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ＣＣＩ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ．
Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２２， ３０（６）： ８６７－８７２．

［ ９ ］ 　 Ｋａｗａｉ Ｍ， Ｉｍａｉｚｕｍｉ Ｋ， Ｉｓｈｉｋａｗａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ／ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｓｐｉｎａｌ
ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ， ２０２１， ３７
（８）： １１００１９．

［１０］ 　 Ｂａｒｋｅｒ ＲＡ， ＴＲＡＮＳＥＵＲＯ ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ． Ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ｓｔｅｍ⁃ｃｅｌｌ⁃ｂａｓｅｄ
ｄｏｐａｍｉｎｅ ｃｅｌｌ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｒｉａｌｓ ｆｏｒ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ．
Ｎａｔ Ｍｅｄ， ２０１９， ２５（７）： １０４５－１０５３．

［１１］ 　 Ｋｉｒｋｅｂｙ Ａ， Ｐａｒｍａｒ Ｍ， Ｂａｒｋｅｒ ＲＡ． Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｂｒｉｎｇｉｎｇ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃ： ａ Ｅｕｒｏｐｅａｎ ａｐｐｒｏａｃｈ
（ＳＴＥＭ⁃ＰＤ） ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｇ Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０１７， ２３０： １６５－１９０．

［１２］ 　 Ｔａｎｇ Ｈ， Ｓｈａ Ｈ， Ｓｕｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｃｋｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ
ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｏｎｋｅｙｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｒｏｇｒａｍ， ２０１３， １５ （ ５）： ４３５
－４４２．

［１３］ 　 Ｄａｖｉａｕｄ Ｎ， Ｆｒｉｅｄｅｌ ＲＨ， Ｚｏｕ Ｈ． Ｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｇｒａｆｔｍｅｎｔ
ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｃｏｒｔｅｘ ［ Ｊ］ ．
ｅＮｅｕｒｏ， ２０１８， ５（６）： ＥＮＥＵＲＯ．０２１９⁃ＥＮＥＵＲＯ．０２１８􀆰 ２０１８．

［１４］ 　 Ｄｏｎｇ Ｘ， Ｘｕ ＳＢ， Ｃｈｅｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｓｕｂｃｏｒｔｉｃａｌ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２０２１， ２６（７）： ２９６４－２９７６．

［１５］ 　 Ｂａｏ Ｚ， Ｆａｎｇ Ｋ， Ｍｉａｏ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ｏｆ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ， ２０２１，
２０２１： ６３３８７２２．

［１６］ 　 Ｍａｎｓｏｕｒ ＡＡ， Ｇｏｎçａｌｖｅｓ ＪＴ， Ｂｌｏｙｄ ＣＷ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒｉｚｅｄ ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１８， ３６（５）：４３２－４４１．

［１７］ 　 Ｌａｎｃａｓｔｅｒ ＭＡ． Ｂｒａｉｎ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｇｅｔ ｖａｓｃｕｌａｒｉｚｅｄ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１８， ３６（５）： ４０７－４０８．

［１８］ 　 Ｖｅｌａｓｃｏ Ｓ， Ｋｅｄａｉｇｌｅ ＡＪ， Ｓｉｍｍｏｎｓ ＳＫ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｂｒａｉｎ
ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｙ ｆｏｒｍ ｃｅｌｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｃｏｒｔｅｘ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１９， ５７０（７７６２）： ５２３－５２７．

［１９］ 　 Ｌａｎｃａｓｔｅｒ ＭＡ， Ｋｎｏｂｌｉｃｈ ＪＡ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ
ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｐｒｏｔｏｃ， ２０１４， ９
（１０）： ２３２９－２３４０．

［２０］ 　 Ｌａｎｃａｓｔｅｒ ＭＡ， Ｒｅｎｎｅｒ Ｍ， Ｍａｒｔｉｎ ＣＡ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ
ｍｏｄｅｌ ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｃｅｐｈａｌｙ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ，
２０１３， ５０１（７４６７）： ３７３－３７９．

［２１］ 　 Ｊｏ Ｊ， Ｘｉａｏ Ｙ， Ｓｕｎ ＡＸ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｄｂｒａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ
ｈｕｍａｎ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｃｏｎｔａｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｍｅｌａｎｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ， ２０１６， １９
（２）： ２４８－２５７．

［２２］ 　 Ｑｉａｎ Ｘ， Ｎｇｕｙｅｎ ＨＮ， Ｓｏｎｇ ＭＭ， ｅｔ ａｌ． Ｂｒａｉｎ⁃ｒｅｇｉｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｕｓｉｎｇ ｍｉｎｉ⁃ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ＺＩＫＶ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１６， １６５（５）： １２３８－１２５４．

［２３］ 　 Ｑｉａｎ Ｘ， Ｊａｃｏｂ Ｆ， Ｓｏｎｇ ＭＭ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ
ｒｅｇｉｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｉｎｉａｔｕｒｉｚｅｄ ｓｐｉｎｎｉｎｇ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｐｒｏｔｏｃ， ２０１８， １３（３）： ５６５－５８０．

［２４］ 　 Ｘｉａｎｇ Ｙ， Ｔａｎａｋａ Ｙ， Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｇｉｏｎａｌｌｙ
ｓｐｅｃｉｆｉｅｄ ｈＰＳＣ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｍｏｄｅｌｓ ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎｅｕｒｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ，
２０１７， ２１（３）： ３８３－３９８．

［２５］ 　 Ｍｉｕｒａ Ｙ， Ｌｉ ＭＹ， Ｂｉｒｅｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｓｔｒｉａｔａｌ
ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｃｏｒｔｉｃｏ⁃ｓｔｒｉａｔａｌ ａｓｓｅｍｂｌｏｉｄｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２０， ３８（１２）： １４２１－１４３０．

［２６］ 　 Ａｎｄｅｒｓｅｎ Ｊ， Ｒｅｖａｈ Ｏ， Ｍｉｕｒａ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｈｕｍａｎ ３Ｄ ｃｏｒｔｉｃｏ⁃ｍｏｔｏｒ ａｓｓｅｍｂｌｏｉｄｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０２０， １８３（７）：
１９１３－１９２９．

［２７］ 　 Ｍｉｎｇ ＧＬ， Ｔａｎｇ Ｈ， Ｓｏｎｇ Ｈ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｚｉｋａ ｖｉｒｕｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ：
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ， ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ， ａｎｄ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｔｅｍ
Ｃｅｌｌ， ２０１６， １９（６）： ６９０－７０２．

［２８］ 　 Ｊｏｒｆｉ Ｍ， Ｄ’ Ａｖａｎｚｏ Ｃ， Ｔａｎｚｉ ＲＥ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｏｉｄ
ａｒｒａｙｓ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ，
２０１８， ８（１）： ２４５０．

［２９］ 　 李少创， 韩诚， 秦亚莉， 等． 阿尔茨海默病实验动物模型评

述 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２２， ３０（１）： １３１－１４５．
Ｌｉ ＳＣ， Ｈａｎ Ｃ， Ｑｉｎ ＹＬ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，
２０２２， ３０（１）： １３１－１４５．

［３０］ 　 Ｋｉｍ Ｈ， Ｐａｒｋ ＨＪ， Ｃｈｏｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｄｅｌｉｎｇ Ｇ２０１９Ｓ⁃ＬＲＲＫ２
ｓｐｏｒａｄｉｃ ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ３Ｄ ｍｉｄｂｒａｉｎ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ［Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ
Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ， ２０１９， １２（３）： ５１８－５３１．

［３１］ 　 郭文文， 赵亚， 白敏， 等． 神经干细胞移植在神经退行性疾

病中的研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０２２， ３０（ ２）：
２７４－２８２．
Ｇｕｏ ＷＷ， Ｚｈａｏ Ｙ， Ｂａｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２２， ３０（２）： ２７４－２８２．

［３２］ 　 Ｇｏｌｕｂ ＶＭ， Ｒｅｄｄｙ ＤＳ． Ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｅｐｉｌｅｐｓｙ ａｎｄ
ｃｏｍｏｒｂｉｄｉｔｉｅｓ： ａｄｖａｎｃｅｄ ｍｏｄｅｌｓ， ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ，
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ， ａｎｄ ｎｏｖｅｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｒｅｖ， ２０２２， ７４（２）： ３８７－４３８．

［３３］ 　 Ｓｈｉ Ｗ， Ｄｏｎｇ Ｐ， Ｋｕｓｓ ＭＡ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ｍｉｌｄ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｕｓｉｎｇ ３Ｄ
ｐｒｉｎｔｅｄ ｍｉｎｉ ｉｍｐａｃｔ ｄｅｖｉｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ３Ｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ｉＰＳＣ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｈｅａｌｔｈｃ Ｍａｔｅｒ， ２０２１，
１０（１２）： ｅ２１００１８０．

５９６



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

［３４］ 　 Ｒａｍｉｒｅｚ Ｓ， Ｍｕｋｈｅｒｊｅｅ Ａ， Ｓｅｐｕｌｖｅｄａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｒａｕｍａｔｉｃ
ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０２１， １０
（１０）： ２６８３．

［３５］ 　 Ｗａｎｇ Ｚ， Ｗａｎｇ ＳＮ， Ｘｕ ＴＹ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｔｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． ＣＮＳ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｔｈｅｒ， ２０２０， ２６（７）： ６８２－６９７．

［３６］ 　 Ｃａｔｅｒ ＨＬ， Ｇｉｔｔｅｒｍａｎ Ｄ， Ｄａｖｉｓ ＳＭ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｅｔｃｈ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｙ
ｉｎ ｏｒｇａｎｏｔｙｐｉｃ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｓｌｉｃｅ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｒｅｐｒｏｄｕｃｅｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ｐｏｓｔ⁃
ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ： ｒｏｌｅ ｏｆ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ
ｖｏｌｔａｇｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ， ２００７，
１０１（２）： ４３４－４４７．

［３７］ 　 Ｗａｎｇ ＨＣ， Ｍａ ＹＢ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ａｘｏｎａｌ
ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０１０， １７（２）： １５７－１６２．

［３８］ 　 Ｂａｒ⁃Ｋｏｃｈｂａ Ｅ， Ｓｃｉｍｏｎｅ ＭＴ， Ｅｓｔｒａｄａ ＪＢ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｒａｔｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａ ３Ｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１６， ６： ３０５５０．

［３９］ 　 Ｔａｎｇ⁃Ｓｃｈｏｍｅｒ ＭＤ， Ｗｈｉｔｅ ＪＤ， Ｔｉｅｎ ＬＷ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｂｒａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ
Ａ， ２０１４， １１１（３８）： １３８１１－１３８１６．

［４０］ 　 Ｈａｍｉｌｔｏｎ ＫＡ， Ｓａｎｔｈａｋｕｍａｒ Ｖ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｅｘ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｔｏ ｕｎｃｏｖｅｒｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｂｉｏｍｅｄ Ｅｎｇ， ２０２０，
１４： １８－２４．

［４１］ 　 Ｂａｏ Ｚ， Ｌｉｕ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｋｉｎｅｔｉｃｉｎ⁃２ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｎｅｕｒｏｎａｌ

ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈｓ ｉｎ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ
Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２１， １２（１）： ４２２０．

［４２］ 　 Ｙａｎｇ Ｑ， Ｈｏｎｇ Ｙ， Ｚｈａｏ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｗｈａｔ ｍａｋｅｓ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｇｏｏｄ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ？ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２２，
１６： ８７２７９４．

［４３］ 　 Ｊａｃｏｂ Ｆ， Ｓｃｈｎｏｌｌ ＪＧ， Ｓｏｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｂｕｉｌｄｉｎｇ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｆｒｏｍ
ｓｃｒａｔｃｈ： ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂｒａｉｎ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｎｅｕｒａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｔｏｐ
Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２１， １４２： ４７７－５３０．

［４４］ 　 ＬａＭｏｎｔａｇｎｅ Ｅ， Ｍｕｏｔｒｉ ＡＲ， Ｅｎｇｌｅｒ ＡＪ． Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ
ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ［ Ｊ］ ．
Ｆｒｏｎｔ Ｂｉｏｅｎｇ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２２， １０： １０４８７３１．

［４５］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｗ， Ｊｉａｎｇ Ｊ， Ｘｕ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏｇｌｉａ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｈｕｍａｎ
ｂｒａｉｎ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２０２３， ２８（１）： ９６－１０７．

［４６］ 　 Ｃｏｒｔｅｓ Ｄ， Ｐｅｒａ ＭＦ． Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒ⁃ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ
ｉｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｒｏｍ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． ＮＰＪ Ｒｅｇｅｎ Ｍｅｄ，
２０２１， ６（１）： ５．

［４７］ 　 Ｓｒｉｎｉｖａｓａｎ Ｇ， Ｂｒａｆｍａｎ ＤＡ． Ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｓｙｓｔｅｍｓ ｔｏ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｌｉｎｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ａｇｉｎｇ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２１，
１３： ８１３５４４．

［收稿日期］ 　 ２０２２－１２－２８

《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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