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　 　 【摘要】 　 目的　 通过比较 ３ 种大鼠脑灌注不足模型的脑血流量、脑组织中神经细胞形态改变及血清氧化与

炎症因子水平的变化，为脑血管疾病及神经退行性疾病机制及治疗药物研究提供实验动物模型。 方法　 将 ８８ 只

雄性 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组（ｎ ＝ １６）、经典双侧颈总动脉结扎组（经典 ２⁃ＶＯ 组，ｎ ＝ ２４）、改良 ２⁃ＶＯ 组（ｎ ＝
２４）和线栓法组（ｎ ＝ ２４）。 经典 ２⁃ＶＯ 组行双侧颈总动脉结扎术，改良 ２⁃ＶＯ 组在结扎之前先从颈总动脉抽血

（１ ｍＬ ／ １００ ｇ），线栓法组行大脑中动脉闭塞术。 前 ２ 种模型的假手术组仅分离颈总动脉但不结扎，线栓法模型的

假手术组仅结扎颈总动脉近心端和颈外动脉，但不插入栓线。 术后 １、３ 和 ７ ｄ 时检测 ３ 组大鼠的脑血流量、脑梗死

体积、血清炎症因子水平、海马组织苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色和超微结构。 结果　 激光散斑的结果显示：改良 ２⁃ＶＯ
组大鼠脑血流下降幅度较其他 ２ 组更明显。 第 ７ 天时，仅有改良 ２⁃ＶＯ 组大鼠脑血流量相较于假手术组仍有显著

性差异，且仍处于低灌注状态（与术前相比脑血流量下降 ３０％）。 ＴＴＣ 染色的结果显示：随着造模时间延长，３ 组大

鼠纹状体区域的白色梗死灶逐渐变大，其中改良 ２⁃ＶＯ 组大鼠有 ４ 只（约 ２６􀆰 ７％）在皮层和纹状体都出现了白色梗

死灶，线栓法组有 １０ 只（约 ６６􀆰 ７％）在患侧皮层和纹状体出现了白色梗死灶。 ＥＬＩＳＡ 结果显示：３ 组模型大鼠造模

后炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃ＣＲＰ 水平升高，氧化因子 ＲＯＳ 的水平升高，抗氧化因子 ＳＯＤ 水平下降。 在术后第 ７
天时，经典 ２⁃ＶＯ 组与线栓法组大鼠的 ｈｓ⁃ＣＲＰ 与假手术组相比无显著性差异，但改良 ２⁃ＶＯ 组与假手术组相比上述

所有指标仍有显著性差异。 ＨＥ 染色的结果显示，改良 ２⁃ＶＯ 组相较于另 ２ 组能造成更严重的海马 ＣＡ１ 和 ＣＡ３ 区

损伤。 透射电镜的结果显示，改良 ２⁃ＶＯ 组相较于另 ２ 组能造成海马区细胞更严重的线粒体和内质网损伤。 结论

成功构建脑低灌注大鼠模型，相较于经典 ２⁃ＶＯ 法和线栓法，改良 ２⁃ＶＯ 法能在相同的时间内造成更完全的脑低灌

注和更严重的神经损伤，更接近人类脑低灌注病理状态。
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ＥＬＩＳＡ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ｈｓ⁃ＣＲＰ， ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏ⁃ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＲＯＳ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｆａｃｔｏｒ ＳＯＤ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｏｎ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｄａｙ ７， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｈｓ⁃ＣＲＰ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃ
２⁃ＶＯ ａｎｄ ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ
ｓｔｉｌｌ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ． Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｎｄ ＣＡ３ ｒｅｇｉｏｎｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ
ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ａｎｄ
ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ， ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｅ
ｓｅｖｅｒｅ ｎｅｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｆｒａｍｅ， ｒｅｓｅｍｂｌｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｍｏｒｅ
ｃｌｏｓｅｌｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ； ２⁃ｖｅｓｓｅｌ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ； ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 缺血性卒中是严重危害国民健康的重大慢性

非传染性疾病，具有高死亡率、高致残率、高发病率

的特点［１］。 血管再通术可显著降低死亡率并改善

患者的预后，但受限于严格的治疗时间窗，能够接

受血管内治疗的患者人数极 低 （ 静 脉 溶 栓 率

５􀆰 ６４％，血管内治疗率 １􀆰 ４５％），超过 ９２％的缺血性

卒中患者无法接受溶栓治疗［２］。 这类非溶栓患者

在大血管急性闭塞后，供血区血流灌注量迅速下

降，形成梗死核心，周围组织血流灌注量不满足神

经细胞维持正常功能所需达到的生理阈值而处于

休眠状态，称为缺血半暗带，也常被认为是卒中后

处于低灌注状态的脑组织。 若血流灌注不能及时

恢复，这些处于低灌注的脑组织将逐渐发生不可逆

的死亡，导致梗死面积进一步扩大，造成永久的神

经功能缺损［３］。 脑低灌注引起的血流动力学障碍

使得附壁血栓选择性地进入分水岭区终末血管引

起梗死，即低灌注性脑梗死［４］。 这是一种由于血流

灌注不良引起的特殊类型的缺血性脑卒中。 因此，
改善低灌注区域的血流灌注及时挽救濒临死亡的

脑组织是目前血管内治疗领域研究的热点之一。
动物模型一直是临床与基础研究工作紧密结

合的重要工具，不同课题组需综合考虑建模周期、
成模效率和实验成本等多方面因素，制备出最接近

人类卒中后低灌注发病机制和经济且简单可行的

动物模型。 目前，国内外文献报道的脑低灌注动物

模型以大鼠的双侧颈总动脉闭塞（ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ
ｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＢＣＡＯ）、大脑中动脉部分闭塞

（ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＩＴＴ）也称线栓法，和
小鼠的双侧颈总动脉狭窄（ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ
ａｒｔｅｒｙｓｔｅｎｏｓｉｓ，ＢＣＡＳ）模型为主［５－６］。 ＩＴＴ 栓线进入

４９０１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ９ 月第 ３２ 卷第 ９ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ９

部位与留置时间对实验结果影响较大，稳定性较

差［７］。 ＢＣＡＳ 会对血管内皮产生不利影响，且用到

的弹簧微线圈大大增加了实验成本。 大鼠 ＢＣＡＯ 模

型仍是目前应用最广泛的脑低灌注模型，不仅是因

为其相对更简便的操作和低成本，与小鼠和沙鼠相

比，大鼠脑血管解剖结构与人类最为接近，具有完

整的大脑动脉环（Ｗｉｌｌｉｓ 环），可以通过侧支循环提

供不间断的血流。 但这同时也是它的一个缺陷，
ＢＣＡＯ 仅造成不完全性的脑缺血，与临床卒中后低

灌注患者的病理特征不符。 线栓法虽然相比 ＢＣＡＯ
更贴近临床患者局灶性低灌注的状态，但目前其应

用仅停留在超急性期（２４ ｈ） ［６］。 基于以上 ２ 种模

型，本研究团队通过比较它们各自的优缺点，建立

了一种新的脑低灌注模型（后称改良 ２⁃ＶＯ 法），旨
在建立一种制备方法简便、症状稳定且更接近临床

特征的脑低灌注模型。
为此，研究人员比较了 ３ 种方法，并通过检测大

鼠的脑血流量、血清炎症与氧化因子水平、脑梗死

体积大小、苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色结果和透射电镜

下各细胞器的形态等指标对比了在双侧结扎的条

件下降低大鼠血容量（即改良型 ２⁃ＶＯ 法）和单纯仅

结扎双侧颈总动脉（后称经典 ２⁃ＶＯ 法）以及线栓法

３ 种处理手段建立的脑低灌注实验动物模型，为今

后脑低灌注的研究提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

８８ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，体重 ２２０ ～ ２４０ ｇ，
均购自北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。 饲养在中国医学科学院

药用植物研究所动物中心【ＳＹＸＫ（京）２０２３－０００８】，
动物实验设施持续保持屏障环境标准。 主要环境

指标的控制范围：室温 ２０ ～ ２６ ℃，日温差 ≤ ４ ℃。
相对湿度 ４０％ ～ ７０％。 最小换气次数每小时 １５
次，光照明：暗 ＝ １２ ｈ：１２ ｈ。 饲养于标准盒内，每盒

５ 只，其饲养空间符合中华人民共和国国家标准

ＧＢ１４９２５⁃２０１０ 中关于实验动物所需最小空间的规

定。 所有动物均由培训合格的人员进行饲养管理，
整个饲养过程中保持动物饮食活动自由。 本研究

方案经中国医学科学院药用植物研究所实验动物

伦理委员会审批通过后开展实验 （ ＳＬＸＤ⁃２０２３０
５０５０１２）。

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

肝素钠（上海源叶生物科技有限公司，货号：
Ｓ１２００４⁃１００ ｇ）；１％戊巴比妥钠（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）；组织固

定液（北京九州岛柏林生物科技有限公司，ＢＬＣ⁃
０１）；ＨＥ 染液套装（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，Ｇ１００３）；Ｇｌｕｔａ 固定液

（北京索莱宝科技有限公司， ＃Ｐ１１２６）； ＴＴＣ 染液

（Ｓｉｇｍａ，Ｔ８８７７⁃１０Ｇ）；肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）酶联

免疫吸附测定试剂盒（北京华英生物技术研究所，
ＨＹ⁃Ｈ００１９）；白介素 １β（ ＩＬ⁃１β）酶联免疫吸附测定

试剂盒（北京华英生物技术研究所，Ｈ⁃Ｈ０００１）；Ｃ 反

应蛋白（ＣＲＰ）酶联免疫吸附测定试剂盒（北京华英

生物技术研究所， ＨＹ⁃Ｉ００２４）；超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）酶联免疫吸附测定试剂盒（北京华英生物技

术研究所，ＨＹ⁃Ｍ０００１）；活性氧（ＲＯＳ）酶联免疫吸

附测定试剂盒（北京华英生物技术研究所，ＨＹＹ⁃
００８７）。 非吸收性外科缝合线（扬州源康医疗器械

有限公司，型号：４⁃０）；２ ｍＬ 注射器；尼龙栓线（北京

西浓科技有限公司，１７２０⁃Ａ２ＪＣ）；体重秤（上海菁华

科技仪器有限公司，ＹＰ２００２Ｎ）；激光散斑成像仪

（英国 Ｍｏｏｒ Ｉｎｔｒｕｍｅｎｔｓ，ＭｏｏｒＦＬＰＩ⁃２）；恒温培养箱

（上海智城分析仪器制造有限公司，ＺＸＤＰ⁃Ａ２０８０）；
脱水机（意大利 ＤＩＡＰＡＴＨ，Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ）；包埋机（武汉

俊杰电子有限公司，ＪＢ⁃Ｐ５）；病理切片机（上海徕卡

仪器有限公司，ＲＭ２０１６）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及造模

根据大鼠体重，随机将 ８８ 只 ＳＤ 大鼠分为 ４ 组，
即假手术组（ｎ ＝ １６），经典 ２⁃ＶＯ 组（ｎ ＝ ２４），改良

２⁃ＶＯ 组（ｎ ＝ ２４）和线栓法组（ｎ ＝ ２４）。 具体操作

如下：经典 ２⁃ＶＯ 组：用戊巴比妥钠（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻醉

大鼠，逐层分离出双侧颈总动脉，使用 ４⁃０ 外科缝合

线结扎颈总动脉后离断，消毒缝合。 改良 ２⁃ＶＯ 组：
麻醉大鼠后首先静脉推注肝素钠溶液使大鼠全身

肝素化。 逐层分离出双侧颈总动脉，结扎颈总动脉

近心端，再在距结扎处 ２􀆰 ５ ｃｍ 处用 １ 根缝合线绕过

远心端，打 １ 活结。 取 ２ ｍＬ 注射器，从两结中间位

置扎破血管，在血管内后抽血（１００ ｇ ／ ｍＬ）。 止血，
扎紧之前系好活结，为了防止缝合线脱落每次打

４ 次结，然后用手术剪在两结之间剪断颈总动脉，另
一侧颈总动脉操作同上，消毒缝合。 线栓法组：分
离大鼠右侧颈总动脉和颈外动脉，用微动脉夹夹闭

颈总动脉，用双极电凝笔电凝颈外动脉的分支。 游

离颈外动脉主干，在距颈总动脉分叉 ３ ～ ４ ｍｍ 处结
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扎。 微动脉夹暂时夹闭颈内动脉，眼科剪将颈外动

脉剪 １ 小口，插入直径 ０􀆰 １７５ ｍｍ 的栓线，在颈外动

脉剪口处打 １ 松结以阻断颈内动脉的血液返流，去
除颈内动脉的微动脉夹，轻推尼龙线进入颈内动

脉，部分阻断大脑中动脉 （ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ，
ＭＣＡ）的开口，插入深度 １８ ～ ２２ ｍｍ。 去除颈总动

脉的微动脉夹，消毒后逐层缝合皮下组织和皮肤。
另外，各造模方法的假手术组具体操作：经典 ２⁃ＶＯ
组和改良 ２⁃ＶＯ 组：仅分离颈总动脉但不结扎；线栓

法组：除了不插入栓线外其他操作与模型组一致。

注：Ａ：经典 ２⁃ＶＯ 组；Ｂ：改良 ２⁃ＶＯ 组；Ｃ：线栓法组。

图 １　 步态模型构建示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ（ＩＴＴ） ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｇａｉｔ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

１􀆰 ２􀆰 ２　 动物处理

为了全面探究 ３ 种造模方法对大鼠产生的影

响，增加其应用价值，实验人员设置了 ３ 个时间点，

即术后 １、３、７ ｄ，每个时间点取 ９ 只大鼠作为研究对

象。 实验模型构建示意图如图 １ 所示。
１􀆰 ２􀆰 ３　 激光散斑血流仪检测大鼠脑血流量

实验人员检测了 ６０ 只大鼠的脑血流量。 麻醉

大鼠后，剪开头顶部皮肤，清理干净残留毛发。 再

用扩胸器撑开大鼠头皮，将大鼠头部正对激光散斑

血流仪摄像头下连续检测 ３ ｍｉｎ，大鼠脑血流量下降

至缺血前 ４０％ ～ ３０％以下视为缺血成功。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＴＴＣ 染色

大鼠测完脑血流后，腹主动脉取血后立即断

头，将脑组织剥离后放冷冻至稍微硬化，除去小脑

和脑干，再用刀片连续切 ６ 片（每片约 ２ ｍｍ），将脑

片放入提前预热的 ３７ ℃ ２％ ＴＴＣ 溶液中避光孵育
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１５ ｍｉｎ。 孵育完成后将脑片在 ４％多聚甲醛中固定

过夜后，将脑片取出依次排列在白色滤纸上，拍照。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃
ＣＲＰ、ＳＯＤ 和 ＲＯＳ 的表达

取得的血液样本（ｎ ＝ ８８）经 ４ ℃ ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ 后取上清液得到大鼠血清样品，按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书对大鼠血清进行检测。

注：Ａ：激光散斑检测术后不同时间点 ３ 种模型大鼠的脑血流量变化；Ｂ：３ 组大鼠在不同时间点的脑血流量变化对比；Ｃ：改良 ２⁃ＶＯ 组大鼠

术后不同时间点脑血流量变化；Ｄ：线栓法组大鼠术后不同时间点脑血流量变化；Ｅ：经典 ２⁃ＶＯ 组大鼠术后不同时间点脑血流量变化。 与

假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与改良 ２⁃ＶＯ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与经典 ２⁃ＶＯ 组相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 大鼠经三种造模方法造模后脑血流变化情况（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｌａｓｅｒ ｓｐｅｃｋｌｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ． Ｂ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ．
Ｄ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ ｔｈｒｅａｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｇｒｏｕｐ． Ｅ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ

ｆｌｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， △△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ（ｎ ＝ ５）

１􀆰 ２􀆰 ６　 大鼠脑组织 ＨＥ 染色

每种模型取 １２ 只大鼠，腹主动脉取血后立即断

头，取出脑组织经生理盐水灌注后在 ４％组织固定

液中固定过夜。 随后依次进行 ＨＥ 染色，光学显微

镜观察病理变化。
１􀆰 ２􀆰 ７　 透射电镜检测大鼠海马组织超微结构

每种模型取 １２ 只大鼠，腹主动脉取血后立即处

死，将脑组织置于冰袋上，用镊子小心分离出海马

组织，放置于 Ｇｌｕｔａ 电镜固定液中固定 ２ ｈ。 然后迅

速行透射电镜观察。
１􀆰 ３　 统计学分析

本实验数据均以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）来表

示，用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０２ 软件进行统计学分析。
确保数据呈正态分布的条件下，采用单因素方差分

析（ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠脑血流变化情况

结果如图 ２，研究团队采用激光散斑血流仪监

测术后不同时间段大鼠脑血流量的变化，脑血流量
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下降至缺血前 ４０％ ～ ３０％以下视为造模成功。
３ 种模型的 Ｓｈａｍ 组大鼠脑血流灌注充沛，未出

现缺血情况。 造模后，大鼠脑血流明显下降，其中

改良 ２⁃ＶＯ 组降幅最大。 术后 １ ｄ，该组脑血流仅为

假手术组的 ４６􀆰 ６６％，明显低于其他 ２ 组。 术后 ３ ｄ，
经典 ２⁃ＶＯ 组和改良 ２⁃ＶＯ 组的脑血流分别上升至

假手术组的 ６６􀆰 ９８％ ± ３􀆰 ７４％和 ５０􀆰 ７５％ ± ８􀆰 ６１％，
线栓法组患侧脑血流量上升至健侧的 ７８􀆰 １２％ ±
６􀆰 ２６％，此时前 ２ 组的脑血流量仍显著低于假手术

组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），线栓法组患侧与健侧之间的差值与

假手术组相比无显著性差异。 除此之外，改良 ２⁃ＶＯ
组大鼠脑血流量显著低于另 ２ 组，经典 ２⁃ＶＯ 组大

鼠脑血流量虽然显著高于改良 ２⁃ＶＯ 组，但相较于

注：Ａ：３ 种造模方法不同时间点的脑组织 ＴＴＣ 染色结果；Ｂ：改良 ２⁃ＶＯ 组 ４ 只染色异常大鼠的 ＴＴＣ 染色结果；Ｃ：线栓法组 １５ 只大

鼠 ＴＴＣ 染色情况，其中有 １０ 只大鼠在皮层和纹状体出现了大小不等的梗死灶。

图 ３　 ＴＴＣ 染色检测 ３ 种方法不同时间点大鼠脑缺血情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｂ． ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ａｂｎｏｒｍａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ １５ ｒａｔｓ ｉｎ ＩＴＴ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ １０ ｏｆ ｔｈｅｍ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｆａｒｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ
ｉｎ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｓｔｒｉａｔｕｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

线栓法组来说仍具备一定优势。 术后 ７ ｄ，经典 ２⁃
ＶＯ 组以及线栓法组与各自对照组相比脑血流均已

无显著性差异，而改良 ２⁃ＶＯ 组的脑血流量不仅仍

显著低于假手术组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），还低于另外 ２ 种模

型大鼠的脑血流量，并且仍处于低灌注所定义的脑

血流量范围 ６７􀆰 １０％ ± ７􀆰 ３６％。

总之，术后 ７ ｄ 时，仅有改良 ２⁃ＶＯ 组大鼠的脑

血流量符合本研究对低灌注的定义，说明改良 ２⁃ＶＯ
法可延长模型处于低灌注的时间，可用于较长给药

周期的脑低灌注基础实验研究。
２􀆰 ２　 大鼠脑梗死体积情况

有研究指出一般情况下，不同于有栓子型的

ＩＴＴ 模型，无栓子型的经典 ２⁃ＶＯ 引起的不完全性脑

缺血不易引起大脑皮层大面积梗死［８］。 在本研究

中，经典 ２⁃ＶＯ 组的大鼠在术后 ３ ｄ 和 ７ ｄ 时显示纹

状体出现大小不等的白色梗死灶，这与文献结果相

符，假手术组和经典 ２⁃ＶＯ 组术后 １ ｄ 时未显示明显

染色异常（图 ３Ａ）。 改良 ２⁃ＶＯ 组和线栓法组均在

术后 １ ｄ 就出现纹状体梗死灶，并且梗死体积随着

时间延长而增加。 也就是说，与经典 ２⁃ＶＯ 组相比，
改良 ２⁃ＶＯ 组与线栓法组能在更短的时间内形成梗

死灶。 除此之外，改良 ２⁃ＶＯ 组还大约有 ２６􀆰 ７％的

大鼠（４ ／ １５）分别在术后 ３ ｄ 和术后 ７ ｄ 在皮层和纹

状体区域都出现了大面积的白色梗死灶（图 ３Ｂ），
而这一现象没有在经典 ２⁃ＶＯ 组中观察到。
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相较于前 ２ 个模型，线栓法组大鼠更易发生患

侧皮层和纹状体区域都出现大面积白色梗死灶的

现象（１０ ／ １５），且梗死体积大小与造模时间呈正相

关，见图 ３Ｃ。 研究人员推测这可能与 ２ 种因素有

关：（１）栓线反复进出的过程会损伤血管内皮细胞，
影响血管内膜完整性，诱发血栓形成完全堵塞血

管；（２）与阻断的供血血管有关：大脑中动脉是颈内

动脉的最大分支，承担大脑半球 ８０％的血供，阻塞

大脑中动脉会导致包括纹状体和皮质在内的大量

梗死［９］。

表 １　 不同时间点 ３ 组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃ＣＲＰ、ＳＯＤ 和 ＲＯＳ 含量比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ｈｓ⁃ＣＲＰ， ＳＯＤ ａｎｄ ＲＯＳ ａｍｏｎｇ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ＩＬ⁃１β ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ｈｓ⁃ＣＲＰ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＳＯＤ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） ＲＯＳ（ＭＦＩ ／ ｍＬ）

经典 ２⁃ＶＯ 假手术组
Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ２８􀆰 ５７ ± ３􀆰 ２１ １５􀆰 ６８ ± １􀆰 ７０ ２􀆰 ９０ ± ０􀆰 ５８ ７８􀆰 ２４ ± １０􀆰 ６７ １４７􀆰 ３８ ± ６􀆰 ７７

改良 ２⁃ＶＯ 假手术组
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ２５􀆰 ０２ ± ４􀆰 ０１ １４􀆰 １０ ± ０􀆰 ８５ ２􀆰 ４９ ± ０􀆰 １２ ８５􀆰 ３７ ± ３􀆰 ９１ １３３􀆰 ４９ ± ５􀆰 ４５

线栓法假手术组
ＩＴＴ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ２４􀆰 ３０ ± ３􀆰 ４８ １３􀆰 ７２ ± ０􀆰 ４３ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ２０ ８９􀆰 ２６ ± １􀆰 ８２ ８７􀆰 ２４ ± １７􀆰 ８４

经典 ２⁃ＶＯ 组术后 １ ｄ
Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ １ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ５２􀆰 ２０ ± ４􀆰 ０４∗∗ ３１􀆰 ４５ ± １􀆰 ４１∗∗∗ ４􀆰 ５９ ± ０􀆰 ７６∗ ６７􀆰 ６２ ± ７􀆰 ００∗ ２８２􀆰 ４５ ± ２０􀆰 ８６∗∗∗

经典 ２⁃ＶＯ 组术后 ３ ｄ
Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ４８􀆰 ３１ ± ０􀆰 ２９∗∗∗ ３０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ８７∗∗∗ ３􀆰 ８８ ± ０􀆰 ４８ ７２􀆰 １１ ± ４􀆰 ８７∗ ２７７􀆰 ８９ ± ２２􀆰 ４３∗∗∗

经典 ２⁃ＶＯ 组术后 ７ ｄ
Ｃｌａｓｓｉｃ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ４５􀆰 ０３ ± ４􀆰 ０２∗∗ ３０􀆰 ０８ ± ２􀆰 ６３∗∗ ３􀆰 ４５ ± ０􀆰 ８８ ７８􀆰 ７８ ± ０􀆰 ７４∗∗ ２７０􀆰 １２ ± １１􀆰 ０９∗∗∗

改良 ２⁃ＶＯ 组术后 １ ｄ
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ １ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ３６􀆰 ６５ ± ２􀆰 ４６∗∗ ２５􀆰 ６７ ± ２􀆰 ６９∗∗∗ ４􀆰 ００ ± ０􀆰 ８４∗ ６０􀆰 ６８ ± ０􀆰 ６４∗∗∗ ２３４􀆰 ２９ ± ６􀆰 ７９∗∗∗

改良 ２⁃ＶＯ 组术后 ３ ｄ
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ３５􀆰 ２８ ± ３􀆰 ５８∗∗ ２４􀆰 ３８ ± ８􀆰 ６９∗ ３􀆰 ８０ ± ０􀆰 ８７∗ ６４􀆰 ８６ ± ４􀆰 ６２∗∗∗ ２０６􀆰 ０９ ± ４􀆰 ６２∗∗∗

改良 ２⁃ＶＯ 组术后 ７ ｄ
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ２⁃ＶＯ ｇｒｏｕｐ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ３４􀆰 ７３ ± ８􀆰 ８２∗ ２２􀆰 ５８ ± ４􀆰 ６７∗ ３􀆰 ５８ ± ０􀆰 ４８∗∗ ７１􀆰 ２１ ± ７􀆰 ２４∗ １９８􀆰 ９８ ± ３３􀆰 １０∗

线栓法组术后 １ ｄ
ＩＴＴ ｇｒｏｕｐ １ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ３６􀆰 ５７ ± １０􀆰 ９８∗ ２３􀆰 ３３ ± ６􀆰 ４１∗ ２􀆰 ８７ ± ０􀆰 ４９∗ ８１􀆰 ２８ ± ４􀆰 ８７∗ ２４８􀆰 ５４ ± ３３􀆰 ３４∗∗

线栓法组术后 ３ ｄ
ＩＴＴ ｇｒｏｕｐ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ５３􀆰 ６０ ± ９􀆰 ４７∗∗ ２７􀆰 ６４ ± １􀆰 ５１∗∗∗ ４􀆰 ２７ ± ０􀆰 ２０∗∗∗ ６６􀆰 ７６ ± ６􀆰 ２７∗∗ ２７５􀆰 ５４ ± ４５􀆰 ０１∗∗

线栓法组术后 ７ ｄ
ＩＴＴ ｇｒｏｕｐ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ４３􀆰 ２８ ± １２􀆰 ２８∗ ２２􀆰 ０８ ± ６􀆰 ２９∗ ３􀆰 ０６ ± ０􀆰 ６７ ６９􀆰 ０９ ± ８􀆰 ６９∗∗ ２２４􀆰 ８０ ± ６０􀆰 ８７∗∗

注：与假手术组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

　 　 ＴＴＣ 染色结果表明：相较于经典 ２⁃ＶＯ 组引起

的相对温和的脑血流量下降，改良 ２⁃ＶＯ 组引起的

脑血流量下降幅度更大。 线栓组不同于前面 ２ 组，
线栓插入的深浅以及大鼠的血管内径对实验结果

影响较大，且线栓的插入过深可导致脑血流急剧下

降，这个结果往往是无法通过大鼠自身代偿来抵抗

的，因此该模型相较于前 ２ 个模型来说稳定性较差。
２􀆰 ３　 ３ 组大鼠血清炎症及氧化因子的表达

如表 １ 所示，线栓法组 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃ＣＲＰ

及 ＲＯＳ 水平均随着造模时间延长先升后降，ＳＯＤ 则

是先降后升，术后 ３ ｄ 为转折点。 术后 ７ ｄ 时，ｈｓ⁃
ＣＲＰ 下降至 ３􀆰 ０６ ± ０􀆰 ６７ ｍｇ ／ Ｌ，与假手术组的差异

无显著性。
改良 ２⁃ＶＯ 组与经典 ２⁃ＶＯ 组的变化规律较为

相似，均表现为随着造模时间延长，促炎因子 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β、ｈｓ⁃ＣＲＰ 和氧化因子 ＲＯＳ 水平逐渐下降，
抗氧化因子 ＳＯＤ 含量逐渐上升。 但是，经典 ２⁃ＶＯ
组 ｈｓ⁃ＣＲＰ 水平在第 ３ 天时与对照组相比差异无显

著性，术后 ７ ｄ 时含量进一步下降。 而改良 ２⁃ＶＯ 组

各项指标在术后 ７ ｄ 时与对照组的差异仍具有显

著性。
３ 种造模方法均可引起大鼠的炎症和氧化应激

反应，其中改良 ２⁃ＶＯ 法能稳定地、持久地使大鼠的

血清细胞因子保持在一个病理状态。
２􀆰 ４　 大鼠海马组织病理变化

通过 ＨＥ 染色评价 ２ 种造模方法在不同时间点

对大鼠海马组织 ＣＡ１ 区和 ＣＡ３ 区的神经细胞形态

的改变。 如图 ４ 所示，３ 种方法的假手术组海马神

９９０１
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经元数量丰富、形态规则、排列整齐密集、胞核大而

圆、呈均匀淡蓝色或蓝色、核仁清楚。
术后 １ ｄ，各组海马区域的变化如下：经典 ２⁃ＶＯ

组：极少数神经元体变形、皱缩深染（红色箭头），少
数炎症细胞增生（蓝色箭头）。 线栓法组：少量细胞

核淡染，细胞间距增大。 改良 ２⁃ＶＯ 组：相较于前 ２
组，皱缩神经元核炎症细胞数量增加。

注：红色箭头：异常神经元；绿色箭头：正常神经元；蓝色箭头：炎性细胞；黄色箭头：不规则空泡。

图 ４　 ３ 种造模方法术后 １、３、７ ｄ 时大鼠海马组织 ＣＡ１ 和 ＣＡ３ 区 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ａｂｎｏｒｍａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ． Ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ． Ｎｏｒｍａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ． Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｐｈｙｓａｌｉｄｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｎｄ ＣＡ３ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ ａｔ １， ３ ａｎｄ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

术后 ３ ｄ，经典 ２⁃ＶＯ 组 ＣＡ１ 和 ＣＡ３ 区少量神

经元胞体变形皱缩深染，较多炎性细胞增生（蓝色

箭头）。 线栓法组 ＣＡ１ 区多数细胞胞核消失，细胞

数量减少，ＣＡ３ 区结构层次紊乱。 改良 ２⁃ＶＯ 组较

其他 ２ 组损伤进一步增加，主要表现在：海马 ＣＡ１
和 ＣＡ３ 区更多的神经元胞体变形皱缩深染成三角

形或不规则的形状，神经元数量减少，炎性细胞浸

润增加。
　 　 术后 ７ ｄ，经典 ２⁃ＶＯ 组 ＣＡ１ 和 ＣＡ３ 区大量神

经元皱缩深染，周围少见不规则空泡（黄色箭头），
改良 ２⁃ＶＯ 组皱缩神经元数量进一步增加，偶见少

量正常细胞（绿色箭头），神经元排列更加紊乱。 线

栓法组相较其他两组损伤较轻，主要表现为 ＣＡ１ 和

ＣＡ３ 区神经元皱缩和排列紊乱，无空泡化现象。
总的来说，３ 种方法均可导致大鼠海马 ＣＡ１、
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ＣＡ３ 区受损，损伤程度与造模时间呈正相关。 其

中，改良 ２⁃ＶＯ 组对比另外 ２ 组在相同造模时间内

能造成海马组织更明显的病理损伤，主要表现为术

后第 ３ 天即出现大量皱缩深染坏死的神经元，以及

更多的炎性细胞浸润。
２􀆰 ５　 大鼠海马组织超微结构改变

如图 ５ 所示，３ 种造模方法的假手术组未显示

明显病理性改变。 术后 １ ｄ，３ 种方法均可引起线粒

体轻度损伤。 改良 ２⁃ＶＯ 法额外引起内质网腔扩

张。 具体体现为：（１）神经元：经典 ２⁃ＶＯ 组与改良

注：蓝色箭头：线粒体超微结构改变；黄色箭头：内质网超微结构改变；红色箭头：紧密连接完整性；紫色箭头：自噬小体。

图 ５　 ３ 种造模方法术后 １、３、７ ｄ 对大鼠海马组织不同细胞超微结构影响的代表性图像（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ． Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ
ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ． Ｐｕｒｐｌｅ ａｒｒｏｗ． Ｃｙｔｏｌｙｓｏｓｏｍｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ａｔ １， ３ ａｎｄ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ（ｎ ＝ ３）

２⁃ＶＯ 组线粒体均呈现轻度肿胀，后者的内质网腔略

有扩张。 线栓法组线粒体嵴轻微肿胀，部分内质网

断裂。 （２）微血管：３ 种模型的微血管基底膜和内皮

细胞结构正常，线粒体嵴结构正常，双层膜结构清

晰，紧密连接未被破坏。 （３）胶质细胞：经典与改良

２⁃ＶＯ 组均表现线粒体嵴轻微肿胀，排列紊乱。 但后

者内质网腔扩张更明显。 线栓法组胶质细胞未见

明显病理性改变。
术后 ３ ｄ，３ 种方法均可引起线粒体中度肿胀。

但除此之外，改良 ２⁃ＶＯ 法还能造成内质网腔中度

１０１１
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扩张以及紧密连接受损。 具体体现为：（１）神经元：
３ 组线粒体均表现为嵴部分溶解，双层膜结构模糊，
中等程度肿胀。 且改良 ２⁃ＶＯ 组内质网腔扩张程度

更严重。 （２）微血管：经典 ２⁃ＶＯ 组微血管基底膜结

构部分溶解，紧密连接完整。 改良 ２⁃ＶＯ 组微血管

基底膜溶解，紧密连接模糊，线粒体基质重度肿胀

甚至出现空泡化；线栓法组与经典 ２⁃ＶＯ 组病理改

变类似。 （３）胶质细胞：与前面的结果相似，除了线

粒体表现出的肿胀外，改良 ２⁃ＶＯ 组相较于另外 ２
组内质网腔扩张更严重。

术后 ７ ｄ，改良 ２⁃ＶＯ 组线粒体、内质网以及紧

密连接的损伤程度均大于经典 ２⁃ＶＯ 组和线栓法

组。 具体体现为：（１）神经元：经典 ２⁃ＶＯ 组和改良

２⁃ＶＯ 组线粒体基质空泡化加剧，经典 ２⁃ＶＯ 组内质

网腔轻微扩张，有部分断裂；改良 ２⁃ＶＯ 组在此基础

上表现出更严重的内质网腔扩张。 （２）微血管：经
典 ２⁃ＶＯ 组微血管内皮细胞基底膜中度溶解，紧密

连接轻度受损。 改良 ２⁃ＶＯ 组微血管内皮细胞基底

膜和紧密连接均被严重破坏，线粒体嵴几乎完全溶

解。 （３）胶质细胞：经典 ２⁃ＶＯ 组线粒体破裂，部分

基质空泡化，核膜扩张，内质网腔重度扩张；改良 ２⁃
ＶＯ 组相较于经典 ２⁃ＶＯ 组线粒体碎片增多，空泡化

更严重。 线栓法组的超微结构改变虽然相较于 １ ｄ
和 ３ ｄ 时有所加重，但损伤程度不如另外 ２ 种模型。

总的来说，在相同的造模时间内，改良 ２⁃ＶＯ 组

造成的海马区细胞损伤更严重，主要体现在：更明

显的线粒体肿胀、空泡化现象；术后 １ ｄ 即出现内质

网应激；术后 ３ ｄ 即表现出紧密连接破坏。

３　 讨论

经典 ２⁃ＶＯ 法是目前使用最广泛，建立最成熟

的低灌注模型之一，具有操作简单、成本低、动物存

活率高等优点［１０］。 但它造成的是一种不完全性脑

缺血，主要归因于 ＳＤ 大鼠具有完整的 Ｗｉｌｌｉｓ 环，可
在双侧颈总动脉结扎后持续为大脑提供不间断但

逐渐减少的血液供应［１１］，难以达到理想的脑缺血效

果。 沙鼠和大多数品系的小鼠会因为 Ｗｉｌｌｉｓ 环缺失

导致 ２⁃ＶＯ 术后出现严重的脑缺血甚至死亡［１２－１３］，
说明了 Ｗｉｌｌｉｓ 环对 ２⁃ＶＯ 模型的影响非常大。 这将

直接导致造模大鼠的组织学脑损伤程度差异较大，
因为每个个体的 Ｗｉｌｌｉｓ 环发育情况和侧支代偿能力

不同。 对于一些具有良好的 Ｗｉｌｌｉｓ 环和血液储备能

力的个体来说，仅仅 ２⁃ＶＯ 不足以造成脑低灌注，从

而影响实验结果。 因此，ＰＵＬＳＩＮＥＬＬＩ 等［１４］ 在 １９７９
年提出了 １ 种 ４⁃ＶＯ 模型（双侧颈总动脉夹闭 ＋ 椎

动脉闭塞），大鼠术后前脑半球严重缺血缺氧，血流

量降低至 ３％甚至更少，在短时间内与智能相关脑

区严重受损且伴有感觉运动障碍，该模型为全脑缺

血的研究作出了巨大的贡献。 但这种 ４⁃ＶＯ 模型具

有如下缺点：操作困难，对手术操作者熟练度要求

很高，且术后易感染，动物死亡率高，因此并没有被

广泛接受用于研究［９］。 考虑到以上模型的特点，本
研究团队构建了 １ 种改良 ２⁃ＶＯ 模型，即在 ２⁃ＶＯ 的

基础上给予低血压的条件，从而进一步降低脑灌注

压，可使 ２⁃ＶＯ 这种相对温和的不完全性脑缺血转

为更严重的脑缺血，但又不同于 ４⁃ＶＯ 模型的近乎

全脑无血流供应，更符合临床低灌注性脑卒中患者

低压的发病特征。 已有研究报道，在夹闭双侧颈总

动脉的基础上通过腹腔注射硝普钠来降低血

压［１５－１６］，但硝普钠扩血管的作用在 ３０ ｍｉｎ 后消失，
模型大鼠无法维持较长时间的低压状态，并且外周

血管的收缩舒张受环境温度因素影响较大，模型稳

定性较差。 在本研究中，研究人员通过从 ＳＤ 大鼠

颈总动脉抽血直接降低大鼠总血容量来达到降低

脑灌注压的目的，这种方法制备的低灌注模型相较

于 ２⁃ＶＯ ＋ 硝普钠模型具有稳定性高、可重复性强的

优点；相较于 ４⁃ＶＯ 模型具有操作简便、动物存活率

高的优点；并且能造成比 ２⁃ＶＯ 模型更完全的脑缺

血，一定程度上规避了因个体脑血流储备能力差异

带来的影响。 除了全脑低灌注模型以外，莫大鹏

等［６］在 ２００５ 年建立的局部脑低灌注模型（即本文

的线栓法）造成的病理学改变类似于传统意义上脑

低灌注期的Ⅰ ～ Ⅱ期之间，即急性期，所以他们仅

研究了 ２４ ｈ 内局部低灌注对大鼠的影响。 为了更

充分研究脑低灌注各分期不同的病理生理学特点，
本研究团队在莫大鹏等［６］ 的基础上延长了造模时

间，并且将其与全脑低灌注模型比较。
大脑血液循环系统由前循环系统和后循环系

统两大系统组成，其中颈内动脉系统构成的脑血管

网络常被称为前循环，经典 ２⁃ＶＯ 造模后能有效降

低大脑前循环脑血流量［１７］。 有研究表明在经典 ２⁃
ＶＯ 术后 ２ ～ ６ 周在皮层和纹状体的神经元数量急

剧减少，说明这两个区域受慢性缺血的影响较

大［８，１８］，在本研究中，经典 ２⁃ＶＯ 组仅在纹状体观察

到轻微梗死，未在皮层观察到梗死灶，这可能是因

为大脑皮层拥有更为复杂的血管网络，这样的结构
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特点可能使得皮层相对于纹状体更具有抗缺血性

损伤的能力，由经典 ２⁃ＶＯ 法引导的较温和且短时

间的缺血（０ ～ ７ ｄ）可能不足以引起皮层的梗死。
而改良 ２⁃ＶＯ 法中大约有 ２６􀆰 ７％的大鼠在皮层和纹

状体都出现了梗死，这可能是因为改良 ２⁃ＶＯ 法引

起了更严重的前循环血流量下降，造成了相较于经

典 ２⁃ＶＯ 法更严重的神经功能损伤。 线栓法相较于

前面所述的 ２ 种模型更易形成皮层和纹状体大面积

梗死，这可能与不同模型阻断的供血血管不同有

关，栓线直接插入大脑中动脉根部能有效降低相应

脑区的血供量，这与结扎双侧颈总动脉不同。 需要

注意的是，ＳＤ 大鼠大脑前动脉近端的内径一般为

０􀆰 ２ ｍｍ，在保证插入相应深度的前提下，不损伤血

管内膜，也不完全阻塞血管是本研究的目的，因此

需要考虑栓线的直径和插入深度。 本研究采取直

径 ０􀆰 １７５ ｍｍ 的栓线，在插入深度为 １８ ～ ２２ ｍｍ 的

情况下完成造模，但由于大鼠个体间解剖学差异较

大，插入相同深度和直径的栓线对中动脉的阻塞程

度是不同的，这也解释了线栓法制备低灌注模型不

稳定的原因。 研究团队曾尝试利用 ＭｏｏｒＦＬＰＩ⁃２ 激

光散斑成像仪实时监测大鼠的脑血流量以调整栓

线深度，但受限于成像仪较低的时空分辨率，并且

无法显示出细微的脑血流量变化而无法达到理想

效果。 需要在今后的实验中进一步改进和完善。
慢性脑灌注不足引起的葡萄糖和氧气中断会

导致 Ｃａ２ ＋稳态被破坏，引起活性氧急性和慢性产

生［１９］，过多的活性氧攻击线粒体引起线粒体结构损

伤和功能障碍，因此脑低灌注被认为是导致细胞能

量代谢紊乱的重要原因。 经典 ２⁃ＶＯ 组的透射电镜

结果显示，造模后随着时间的延长，海马区细胞的

线粒体损伤逐渐加重。 在改良 ２⁃ＶＯ 组中，研究人

员不仅观察到了逐渐加重的线粒体损伤，还发现了

较经典 ２⁃ＶＯ 组更严重的内质网肿胀现象。 内质网

在蛋白质和脂质合成中起着重要作用，也是细胞内

最大的 Ｃａ２ ＋库，在细胞内 Ｃａ２ ＋稳态的维持中具有重

要作用。 线粒体相关膜 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＭＡＭ）是内质网和线粒体 Ｃａ２ ＋信号传递

中的专用微结构域，在生理条件下 ＭＡＭ 控制着线

粒体和内质网之间的 Ｃａ２ ＋ 稳态；在病理条件下，胞
质内的 Ｃａ２ ＋可转运到应激的内质网并富集在 ＭＡＭ
处，促进内质网⁃线粒体 Ｃａ２ ＋大量转移，然后线粒体

通透性转换孔打开，过量的 Ｃａ２ ＋积累会激活促凋亡

因子释放到胞质引起细胞凋亡［２０－２１］。 在缺血缺氧

的条件下，内质网应激可进一步加重线粒体结构和

功能损伤，从而诱导一个更坏的结局［２２］。 本实验的

结果显示，改良 ２⁃ＶＯ 法在另外 ２ 种方法尚未引起

内质网异常的时间内（术后 １ ｄ）即诱导出内质网应

激现象，并且造成更严重的线粒体损伤。 从超微结

构改变的角度说明了在相同的造模时间内，改良 ２⁃
ＶＯ 法相较于经典 ２⁃ＶＯ 法和线栓法能更快速诱导

出符合临床低灌注特点的动物模型。
综上所述，本研究建立的改良 ２⁃ＶＯ 模型具有

以下优点：（１）更稳定，易重复。 （２）能模拟出更完

全的脑灌注不足状态。 （３）能更快速诱导出神经功

能损伤。 该模型也存在一定的不足，例如：（１）放血

时需要严格把控放血量，放血过多可能会使动物死

亡率升高。 （２）注射器针尖需要不断在血管内调整

位置以便血液流出，这增加了手术难度，延长了手

术时间，抽血过程还可能会对血管内皮产生影响。
本研究通过比较 ３ 种脑灌注不足动物模型制备

的方法，明确了 ３ 类模型的适用范围及各自的优缺

点，为后续脑灌注不足的病理机制及治疗药物研发

提供参考。
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槲皮素缓解紫杉醇诱发外周神经病变小鼠模型
的疼痛效应及其机制研究

金婷１＃，李沛奕２＃，聂慧敏２，尹诚语２，潘宇霜２，朱智慧３，
刘伯一２∗，刘伯宇２∗

（１． 浙江中医药大学附属第三医院，杭州　 ３１００１３；２． 浙江中医药大学第三临床医学院针灸

神经生物学实验室，杭州　 ３１００５３；３． 浙江中医药大学药学院，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察槲皮素对紫杉醇诱发外周神经病变小鼠模型疼痛症状、脊髓星形胶质细胞活化以及背

根神经节中痛敏感瞬时感受器电位香草酸亚型 １（ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ １，ＴＲＰＶ１）、嘌呤能配体门控离

子通路 ３（ｐｕｒｉｎｅｒｇｉｃ ｌｉｇａｎｄ⁃ｇａｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ３，Ｐ２Ｘ３）的干预作用。 方法　 选取 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ２４ 只，随机分为空白

组、模型组、模型 ＋ 槲皮素组，每组 ８ 只。 模型组与模型 ＋ 槲皮素组分别注射累计剂量为 ８ ｍｇ ／ ｋｇ 的紫杉醇进行造

模，空白组在相应时间点注射对应溶剂。 模型 ＋ 槲皮素组在造模第 ８ 天开始，每天灌胃 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 的槲皮素溶液，
其余两组分别给予相应体积溶剂。 纤毛机械刺激针（ｖｏｎ Ｆｒｅｙ）检测各组小鼠的机械痛痛阈，免疫荧光检测各组小

鼠脊髓中星形胶质细胞的活化，免疫荧光和免疫印迹检测背根神经节中痛敏感 ＴＲＰＶ１、Ｐ２Ｘ３ 的表达。 结果　 （１）
与模型组相比，模型 ＋ 槲皮素组小鼠的机械痛痛阈显著升高，疼痛症状得到明显缓解。 （２）与模型组相比，模型 ＋
槲皮素组小鼠脊髓星形胶质细胞的活化明显降低，背根神经节中 ＴＲＰＶ１、Ｐ２Ｘ３ 的表达显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论

槲皮素能够有效缓解紫杉醇诱发外周神经病变小鼠的疼痛症状，其作用机制很可能与缓解脊髓星形胶质细胞活化

以及减少背根神经节中 ＴＲＰＶ１、Ｐ２Ｘ３ 表达有关。
【关键词】 　 槲皮素；紫杉醇；疼痛；星形胶质细胞；ＴＲＰＶ１；Ｐ２Ｘ３
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Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｐａｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ａ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ

ＪＩＮ Ｔｉｎｇ１＃， ＬＩ Ｐｉｙｉ２＃， ＮＩＥ Ｈｕｉｍｉｎ２， ＹＩＮ Ｃｈｅｎｇｙｕ２， ＰＡＮ Ｙｕｓｈｕａｎｇ２，
ＺＨＵ Ｚｈｉｈｕｉ３， ＬＩＵ Ｂｏｙｉ２∗， ＬＩＵ Ｂｏｙｕ２∗

（１． ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００１３， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００５３， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩＵ Ｂｏｙｕ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｂｙ＿０７３１＠ １６３． ｃｏｍ； ＬＩＵ Ｂｏｙｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｂｏｙｉ． ｌｉｕ＠ ｆｏｘｍａｉｌ． ｃｏｍ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ａｌｌｏｄｙｎｉａ， ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ １ （ＴＲＰＶ１） ａｎｄ Ｐ２Ｘ ｐｕｒｉｎｏｃｅｐｔｏｒ ３ （Ｐ２Ｘ３） ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ
ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｏｕｒ Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ，
ｍｏｄｅｌ， ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｇｒｏｕｐｓ （ ｎ ＝ ８ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）． Ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ （ ｔｏｔａｌ ｄｏｓｅ ８ ｍｇ ／ ｋｇ） ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｔｏ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ． Ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｖｅｈｉｃｌｅ． Ｏｎ ｄａｙ ８ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ＋ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ６０ ｍｇ ／ ｋｇ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｒａｌｌｙ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｖｅｈｉｃｌｅ． Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐａｉｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｖｏｎ Ｆｒｅｙ ｔｅｓｔ． Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ａｎｄ Ｐ２Ｘ３ ｉｎ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉａ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１）Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐａｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ＋
ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｒｅｌｉｅｖｅｄ． （２）Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＲＰＶ１
ａｎｄ Ｐ２Ｘ３ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ＋ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐａｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ． Ｔｈｉｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ
ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｄｏｒｓａｌ ｈｏｒｎ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ａｎｄ Ｐ２Ｘ３ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌ ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ； ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ； ｐａｉｎ； ａｓｔｒｏｃｙｔｅ； ＴＲＰＶ１； Ｐ２Ｘ３
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）作为一种临床常见的一线抗

肿瘤药物，广泛应用于治疗乳腺癌、卵巢癌、非小细

胞肺癌等多种恶性肿瘤的化疗中［１－４］。 而化疗药物

诱发周围神经病变是紫杉醇临床治疗过程中最常

见的副作用，且呈现一定的剂量依赖性［５－６］。 紫杉

醇诱发周围神经病变（ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ，ＰＩＰＮ） 主要表现为患者手足部位的灼

热、麻木以及疼痛异常，通常呈现手套长袜分布，且
一部分患者会发展成为永久的、不可逆的神经病

变［７］。 ＰＩＰＮ 的迁延难愈也严重干扰了紫杉醇的临

床疗效、降低了患者的生存质量，大大限制了紫杉

醇在临床中的应用。 因此，探究 ＰＩＰＮ 的发病机制，
寻找有效地治疗手段具有重大的临床意义。

槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，Ｑｕｅ）是一种广泛存在于植物

中的黄酮类物质，具有抗炎、抗氧化、抗菌等多种生

物学功能［８］。 除此之外，槲皮素还能对 ＰＩＰＮ、糖尿

病神经痛、带状疱疹后遗痛等多种慢性疼痛具有良

好的镇痛作用［９－１３］。 有研究表明，脊髓星形胶质细

胞的活化是导致 ＰＩＰＮ 疼痛的重要因素［１４－１５］，利用

药理学手段抑制星形胶质细胞的激活能够有效缓

解 ＰＩＰＮ 的疼痛症状［１６］。 胶质纤维酸性蛋白（ ｇｌｉａｌ
ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）是一种Ⅲ型中间丝结

构蛋白，主要存在于星形胶质细胞中，当星形胶质

细胞活化时，ＧＦＡＰ 的表达会显著增加［１７－１９］。 槲皮

素可以通过调节胶质细胞的活化，发挥神经保护作

用，治疗多种神经系统疾病［２０－２３］。 但槲皮素缓解

ＰＩＰＮ 疼痛的机制是否与抑制脊髓星形胶质细胞的

活化还未可知。 有研究表明，背根神经节 （ ｄｏｒｓａｌ

ｒｏｏｔ ｇａｎｇｌｉａ，ＤＲＧ）中瞬时感受器电位香草酸亚型 １
（ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ １，ＴＲＰＶ１）、嘌
呤能配体门控离子通路 ３（ｐｕｒｉｎｅｒｇｉｃ ｌｉｇａｎｄ⁃ｇａｔｅｄ ｉｏｎ
ｃｈａｎｎｅｌ ３，Ｐ２Ｘ３）等痛相关离子通道在脊髓胶质细

胞的激活中发挥着关键作用，对 ＴＲＰＶ１ 和 Ｐ２Ｘ３ 进

行药理学干预均能缓解脊髓胶质细胞的活化［２４－２５］。
然而，槲皮素能否通过抑制 ＴＲＰＶ１ 和 Ｐ２Ｘ３ 的表达

来缓解星形胶质细胞的活化还有待研究。
本研究拟腹腔注射紫杉醇建立 ＰＩＰＮ 小鼠模

型，通过行为学检测观察槲皮素对 ＰＩＰＮ 模型的镇

痛作用。 通过免疫荧光技术，利用 ＧＦＡＰ 检测星形

胶质细胞的活化情况，进而探讨槲皮素缓解 ＰＩＰＮ
疼痛的可能机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选取 ６ ～ ８ 周龄、体重 ２２ ～ ２６ ｇ 的雄性 ＳＰＦ 级

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 ２４ 只。 小鼠购于江苏集萃药康生物

科技股份有限公司【ＳＣＸＫ（苏）２０２３－００９】，并饲养

于浙江中医药大学动物实验中心【ＳＹＸＫ（浙）２０２１－
００４８】。 饲养环境温度维持在 ２０ ～ ２４ ℃，湿度为

４０％ ～ ７０％，１２ ｈ 循环照明，小鼠自由饮水饮食。
本实验所有操作已通过浙江中医药大学伦理委员

会批准（ＩＡＣＵＣ⁃２０２４０３⁃１２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

槲皮素（ＨＹ⁃１８０８５，ＭＣＥ）；药用级紫杉醇（安素

泰，澳大利亚）；小鼠抗 ＧＦＡＰ 抗体（ｃ９２０５，Ｓｉｇｍａ）；

６０１１
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兔抗 ＴＲＰＶ１ 抗体 （ ＡＣＣ⁃０３０，Ａｌｏｍｏｎｅ ｌａｂｓ）；兔抗

Ｐ２Ｘ３ 抗体 （ ＡＰＲ⁃０１６， Ａｌｏｍｏｎｅ ｌａｂｓ）；驴抗兔 ＩｇＧ
５９４ （ ａｂ１５００８０， ａｂｃａｍ）； 封 闭 用 驴 血 清 （ ＳＬ０５０，
Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；磷酸盐缓冲液（ＢＬ６０１Ａ，ｂｉｏｓｈａｒｐ）；ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（Ｐ００１０Ｓ，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）；ＲＩＰＡ 裂

解液（Ｐ００１３Ｅ，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）；蛋白上样缓冲液（Ｐ００１５，
Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）；其余试剂均为分析纯。 激光共聚焦显微

镜（Ｎｉｋｏｎ）；冰冻切片机（Ｔｈｅｒｍｏ）；纤毛机械刺激针

（ｖｏｎ Ｆｒｅｙ） （Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ）；高速冷冻离心机（Ｔｈｅｒｍｏ）；
凝胶成像系统（Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｉｍｐｌｅ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验分组与造模

将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠按体重随机分为 ３ 组，分别为

空白组、模型组、模型 ＋ 槲皮素组，每组 ８ 只。 将用

０􀆰 ９％生理盐水稀释后的紫杉醇注射液分别于第 １、
３、５、７ 天腹腔注射到模型组和模型 ＋ 槲皮素组小鼠

的体内，每次注射剂量为 ２ ｍｇ ／ ｋｇ，共 ４ 次，以达到

累计剂量 ８ ｍｇ ／ ｋｇ，建立 ＰＩＰＮ 模型。 空白组注射同

等剂量的溶剂。 模型 ＋ 槲皮素组于第 ８ ～ １４ 天每

日灌胃给药 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 槲皮素溶液，其余两组分别灌

胃给药同等剂量的溶剂。
１􀆰 ２􀆰 ２　 观察指标及检测方法

（１）行为学检测：机械痛痛阈检测：各组小鼠分

别于第 ０、２、４、６、８、１０、１２、１４ 天检测机械痛痛阈，检
测方法参照 １９９４ 年 ＣＨＡＰＬＡＮ 等［２６］ 发表的文献，
选取经典的 Ｕｐ ａｎｄ Ｄｏｗｎ 法。 检测前，先将小鼠放

置于测痛架上的透明塑料盒内，合上盖板，让小鼠

安静 ３０ ｍｉｎ。 当小鼠停止整理毛发和探索走动时，
提示安静完成。 检测时，用 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤维丝刺激小

鼠右后肢足底中部，刺激时避开足垫，直到 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ
纤维丝弯成 Ｓ 形，接着持续进行刺激 ５ ｓ，观察小鼠

是否出现缩足反应。 随后根据文献中的方法，计算

小鼠 的 ５０％ 机 械 缩 足 阈 （ ５０％ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，５０％ ＰＷＴ）。

（２）取材及样本处理：实验动物麻醉：造模后第

１４ 天，腹腔注射 ０􀆰 ３％戊巴比妥钠溶液，麻醉小鼠，
剂量为 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ。

免疫印迹样本：动物麻醉后打开胸腔，经升主

动脉快速灌注 ４ ℃预冷后的 ＰＢＳ 溶液，快速取出小

鼠第 ３ ～ ５ 腰椎处（Ｌ３ ～ Ｌ５）的 ＤＲＧ，置于－８０ ℃
冰箱保存。

免疫荧光样本：动物麻醉后打开胸腔，经升主

动脉快速灌注 ４ ℃预冷后的 ＰＢＳ 溶液，随后灌注新

鲜的 ４％多聚甲醛，等待小鼠肢体僵硬后，快速取出

小鼠腰膨大处脊髓以及 Ｌ３ ～ Ｌ５ 的 ＤＲＧ，并置于含

有 ４％多聚甲醛的 ＥＰ 管中，静置过夜。 随后依次使

用 １５％、３０％的蔗糖溶液脱水，液氮速冻，于－８０ ℃
保存。

（３）免疫荧光染色：将组织从－８０ ℃冰箱中取

出，ＯＣＴ 包埋后使用冰冻切片器进行冰冻切片。 采

用小鼠抗 ＧＦＡＰ 抗体标记脊髓中的星形胶质细胞；
采用兔抗 ＴＲＰＶ１ 抗体、兔抗 Ｐ２Ｘ３ 抗体标记 ＤＲＧ
中的 ＴＲＰＶ１、Ｐ２Ｘ３ 蛋白。 实验步骤如下：使用 ＰＢＳ
清洗 ＯＣＴ 胶后，使用 ５％驴血清 ３７ ℃封闭 １ ｈ，随后

加入一抗，４ ℃孵育过夜。 随后使用 ＰＢＳ 清洗 ６ 次，
每次 １０ ｍｉｎ，并加入相应二抗，３７ ℃避光孵育 １ ｈ，
ＰＢＳ 清洗 ６ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 使用含抗荧光淬灭剂

的 ４’，６⁃二脒基⁃２ 苯基吲哚（ＤＡＰＩ）进行封片。 使

用激光共聚焦显微镜拍摄，随后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ｖ１􀆰 ８􀆰 ０
进行统计分析。

（４）免疫印迹检测：将组织从－８０ ℃冰箱中取

出后置于 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中，加入 ＲＩＰＡ 裂解液，随后

加入 ２ ｍｍ 直径钢珠，组织破碎仪匀浆后，于 ４ ℃、
１１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清，并用 ＢＣＡ 法检测

蛋白浓度。 根据 ２０ μｇ 蛋白上样量计算蛋白样本体

积，并加入 ５ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，剩余体积用裂解液补

齐以达到 １０ μＬ 的上样体积，９８ ℃加热 ５ ｍｉｎ。 将

变性后蛋白于 ５％ ～ １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶上进行电

泳，然后转印至 ＰＶＤＦ 膜，５％脱脂奶粉封闭，分别用

兔抗小鼠 ＴＲＰＶ１、Ｐ２Ｘ３、β⁃ａｃｔｉｎ 的一抗抗体 ４ ℃摇

床孵育过夜，ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，加入辣根

过氧化物酶标记的驴抗兔二抗室温孵育 ２ ｈ，加入

ＥＣＬ 显色剂后进行拍照，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ｖ１􀆰 ８􀆰 ０ 进行

灰度分析，β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据采用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）来表示，
采用 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 进行统计分析。 两组间比

较采用独立样本 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ 检验，多组件比较采用

单因素或双因素重复测量方差分析，组件比较采用

Ｔｕｋｅｙ 检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 槲皮素对 ＰＩＰＮ 模型的镇痛作用

图 １Ａ 显示，３ 组小鼠造模前痛阈无统计学意义

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 造模后，与空白组相比，模型组和模型

＋ 槲皮素组小鼠的机械痛痛阈显著降低 （ Ｐ ＜
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０􀆰 ０１），且能持续到第 １４ 天。 这一结果与先前报道

一致，提示 ＰＩＰＮ 模型造模成功［１４］ 。 而与模型组

相比，模型 ＋ 槲皮素组小鼠的机械痛痛阈显著提

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 图 １Ｂ 为图 １Ａ 的各组曲线下面

积。 提示槲皮素对 ＰＩＰＮ 小鼠模型具有明确的镇

痛作用。

注：Ａ：空白组、模型组、模型 ＋ 槲皮素组小鼠的 ５０％机械缩足阈值。 Ｂ：Ａ 图各组曲线下面积，以空白组为标准进

行归一化统计；与空白组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 槲皮素对 ＰＩＰＮ 小鼠模型机械痛痛阈的治疗作用（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ５０％ ＰＷＴ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ Ｑｕｅ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ （ＡＵＣ）

ｏｆ ｐａｎｅｌ Ａ ａｎｄ ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐａｉｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｏｆ ＰＩＰＮ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）

注：Ａ：空白组、模型组、模型 ＋ 槲皮素组小鼠脊髓 ＧＦＡＰ 免疫荧光染色图；Ｂ：空白组、模型组、模型 ＋ 槲皮素组小鼠脊髓 ＧＦＡＰ 平均荧光

强度的归一化统计。 与空白组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ２　 槲皮素对 ＰＩＰＮ 小鼠脊髓星形胶质细胞活化的干预作用（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｏ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ＧＦＡＰ ｆｒｏｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ Ｑｕｅ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｓｕｍｍａｒｙ
ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ＧＦＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ Ｑｕｅ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

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

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｏｆ ＰＩＰＮ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ５）

２􀆰 ２　 槲皮素对 ＰＩＰＮ 小鼠中枢敏化的干预作用

有研究表明，ＰＩＰＮ 小鼠脊髓星形胶质细胞的活

化，是导致 ＰＩＰＮ 模型疼痛的重要原因。 如图 ２ 所

示，模型组小鼠脊髓背角中的星形胶质细胞活化显

著增加，而槲皮素能有显著降低脊髓星形胶质细胞

的活化，缓解 ＰＩＰＮ 模型小鼠的中枢敏化。
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２􀆰 ３　 槲皮素对 ＰＩＰＮ 小鼠 ＤＲＧ 神经元 ＴＲＰＶ１ 过

表达的干预作用

ＴＲＰＶ１ 是一种与疼痛密切相关的离子通道，有
研究表明，ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ１ 的过表达与紫杉醇诱发

的疼痛密切相关。 如图 ３ 所示，紫杉醇能够显著提

注：Ａ：空白组、模型组、模型 ＋ 槲皮素组小鼠 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ１ 荧光代表图；绿色荧光标记 ＴＲＰＶ１，红色荧光标记尼氏小体；Ｂ：空白组、模型

组、模型 ＋ 槲皮素组小鼠 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ１ 阳性神经元的归一化统计（ｎ ＝ ５）；Ｃ：空白组、模型组、模型 ＋ 槲皮素组小鼠 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ１ 的蛋

白表达（ｎ ＝ ４）。

图 ３　 槲皮素对 ＰＩＰＮ 小鼠 ＤＲＧ 神经元 ＴＲＰＶ１ 过表达的干预作用

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ｉｎ ＤＲＧｓ ｆｒｏｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ、ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ Ｑｕｅ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ． Ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ＴＲＰＶ１ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｇｒｅｅｎ． Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ｒｅｄ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅ ＤＲＧ ｎｅｕｒｏｎｓ． Ｂ． Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ＴＲＰＶ１
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ、ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ Ｑｕｅ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ５）． Ｃ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ、
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ Ｑｕｅ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ４）．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ｉｎ ＤＲＧ ｏｆ ＰＩＰＮ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ

高小鼠 Ｌ３ ～ Ｌ５ ＤＲＧ 神经元中 ＴＲＰＶ１ 阳性细胞比

例（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而模型 ＋ 槲皮素组中 ＴＲＰＶ１ 阳性

细胞的比例较模型组相比显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 而

免疫印迹结果也显示，模型组 ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ１ 的蛋

白表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而与模型组相比，模型
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＋ 槲皮素组中 ＴＲＰＶ１ 的表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 槲皮素对 ＰＩＰＮ 小鼠 ＤＲＧ 神经元 Ｐ２Ｘ３ 过表

达的干预作用

注：Ａ：空白组、模型组、模型 ＋ 槲皮素组小鼠 ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 荧光代表图；绿色荧光标记 Ｐ２Ｘ３，红色荧光标记尼氏小体；Ｂ：空白组、模型组、
模型 ＋ 槲皮素组小鼠 ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 阳性神经元的归一化统计（ｎ ＝ ５）；Ｃ：空白组、模型组、模型 ＋ 槲皮素组小鼠 ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 的蛋白表

达（ｎ ＝ ４）。

图 ４　 槲皮素对 ＰＩＰＮ 小鼠 ＤＲＧ 神经元 Ｐ２Ｘ３ 过表达的干预作用

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｐ２Ｘ３ ｉｎ ＤＲＧｓ ｆｒｏｍ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ Ｑｕｅ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ． Ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ Ｐ２Ｘ３ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｇｒｅｅｎ． Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ｒｅｄ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅ ＤＲＧ ｎｅｕｒｏｎｓ． Ｂ． Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ Ｐ２Ｘ３
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ Ｑｕｅ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ５）． Ｃ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ２Ｘ３ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ、
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ＋ Ｑｕｅ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ４）．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ２Ｘ３ ｉｎ ＤＲＧｓ ｏｆ ＰＩＰＮ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ

Ｐ２Ｘ３ 作为一种痛敏感的离子通道型受体，广
泛参与了多种急慢性疼痛的发生与发展［２５－２７］，但

Ｐ２Ｘ３ 是否是导致 ＰＩＰＮ 疼痛的关键因素尚未见报

道。 在本研究中发现，如图 ４ 所示，在 ＰＩＰＮ 小鼠模

型中，Ｌ３ ～ Ｌ５ ＤＲＧ 中 Ｐ２Ｘ３ 的表达显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而与模型组相比，模型 ＋ 槲皮素组能够显著

降低 Ｐ２Ｘ３ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
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３　 讨论

本研究成功建立了紫杉醇诱发的神经病理痛

模型。 小鼠在累计注射 ８ ｍｇ ／ ｋｇ 紫杉醇溶液后出现

明显的疼痛症状，具体表现为机械痛痛阈、热痛阈

的显著降低。 与空白组相比，模型组小鼠右后足的

５０％ ＰＷＴ 显著降低，并稳定维持至第 １４ 天。 该结

果提示 ＰＩＰＮ 小鼠模型造模成功。
中枢敏化是导致众多慢性疼痛的 关 键 机

制［１８，２８－２９］。 中枢系统的胶质细胞通过释放致炎因

子提高神经元的兴奋性，进而导致中枢敏化［１６，３０］。
有研究表明，在 ＰＩＰＮ 模型中，紫杉醇对星形胶质细

胞的激活，是诱发其疼痛的关键因素［３１－３２］。 紫杉醇

被星形胶质细胞激活后，大量释放肿瘤坏死因子 α
（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α，ＴＮＦ⁃α）、基质细胞衍生因

子⁃１（Ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ⁃１，ＳＤＦ⁃１）等促炎因

子。 利用 Ｌ⁃α⁃氨基己二酸（Ｌ⁃α⁃ａｍｉｎｏａｄｉｐｉｃ ａｃｉｄ，Ｌ⁃
α⁃ＡＡ）抑制星形胶质细胞的活化能够显著改善

ＰＩＰＮ 小鼠的疼痛症状，而 ＴＮＦ⁃α、ＳＤＦ⁃１ 的中和抗

体也能够达到相同的治疗效果［１６］。 本研究发现，槲
皮素能够显著降低脊髓中星形胶质细胞活化，说明

槲皮素很可能是通过降低中枢敏化来发挥的镇痛

作用。
为进一步探究槲皮素降低脊髓星形胶质细胞

活化的具体机制，本研究将研究焦点聚焦在了外周

ＤＲＧ 痛敏感 ＴＲＰＶ１ 和 Ｐ２Ｘ３ 蛋白上。 ＴＲＰＶ１ 作为

瞬时受体电位家族中的一员［３３］，在多种急慢性疼痛

中发挥着重要作用［２４，３４－３５］。 本课题组前期研究发

现，ＴＲＰＶ１ 在 ＰＩＰＮ 诱发神经痛中发挥着关键作用，
使用 ＴＲＰＶ１ 的拮抗剂 ＡＭＧ９８１０ 能够显著缓解

ＰＩＰＮ 模型疼痛［１４］。 而 Ｐ２Ｘ３ 作为另一种在疼痛中

广泛研究的痛相关蛋白［３６］，在 ＰＩＰＮ 模型中却鲜见

报道。 有研究表明，敲除外周 Ｐ２Ｘ３ 受体能够抑制

糖尿病神经痛小鼠模型脊髓胶质细胞的活化，降低

中枢敏化［２５］。 本次实验结果显示，与空白组相比，
ＰＩＰＮ 小鼠 Ｌ３ ～ Ｌ５ ＤＲＧ 中 ＴＲＰＶ１、Ｐ２Ｘ３ 阳性神经

元比 例 均 显 著 升 高， 而 槲 皮 素 能 够 显 著 降 低

Ｌ３ ～ Ｌ５ ＤＲＧ 神经元中 ＴＲＰＶ１、Ｐ２Ｘ３ 的表达。 与

此同时，槲皮素还能够有效缓解脊髓中星形胶质细

胞的活化，降低 ＰＩＰＮ 小鼠的中枢敏化。 由此可以

推测，槲皮素很可能是通过降低外周感觉神经元中

ＴＲＰＶ１、Ｐ２Ｘ３ 的表达，减少脊髓星形胶质细胞的活

化，进而缓解紫杉醇诱发的神经病理痛。

槲皮素是广泛存在于植物中一种黄酮类物质，
具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种生物学功能［８］。
有研究显示，槲皮素具有良好的抗肿瘤作用［３７－３８］，
对多种头面部肿瘤以及耐药细胞株具有很好的抑

制作用［３９］，并且槲皮素与紫杉醇联用，能够明显提

升紫杉醇的抑瘤作用［４０］。 以上证据说明，使用槲皮

素治疗 ＰＩＰＮ 的同时，不会影响紫杉醇的抗肿瘤作

用。 本研究显示，槲皮素能够显著降低 ＤＲＧ 神经元

中痛敏感 ＴＲＰＶ１ 的表达。 而在紫杉醇诱发的周围

神经病变模型中，神经元上 ＴＬＲ４ 的过表达被认为

是导致 ＴＲＰＶ１ 表达升高的关键因素［４１－４２］。 既往研

究显示，槲皮素可以通过抑制 ＴＬＲ４ 信号通路来达

到抗炎作用［４３］。 因此在 ＰＩＰＮ 模型中，槲皮素可能

是通过抑制 ＴＬＲ４ 的过表达来降低 ＴＲＰＶ１ 的表达。
综上所述，本研究发现槲皮素能够有效缓解

ＰＩＰＮ 小鼠的疼痛症状。 其机制可能是通过降低外

周 ＤＲＧ 神经元中痛敏感 ＴＲＰＶ１、Ｐ２Ｘ３ 的表达进而

降低中枢敏化而实现的。 而本研究对槲皮素与

ＰＩＰＮ 模型镇痛作用的揭示也将更有利于槲皮素与

紫杉醇联用在临床上的应用，提升肿瘤化疗患者的

生活质量。
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ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４
Ｖｏｌ． ３２　 Ｎｏ． ９

朱星昊，仁青加，卓嘎，等． 麝香安诃痔疮膏皮肤刺激及痔相近模型动物实验研究 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（９）：
１１１４－１２２１．
ＺＨＵ Ｘ Ｈ， ＲＥＮ Ｑ Ｊ， ＺＨＵＯ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｓｋｉｎ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｓｈｅｘｉａｎｇ Ａｎｈｅ ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄ ｏｉｎｔｍｅｎｔ ａｎｄ
ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄａｌ ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ ｍｏｄｅｌｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（９）： １１１４－１２２１．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０９􀆰 ００３

［基金项目］“十四五”规划内涵建设项目（２０２２ＺＹＹＧＨ０３），２０２２ 年中医学（藏医）博士点建设科研支撑计划项目（ＢＳＤＪＳ⁃２２⁃０９），中央引导

地方科技发展专项资金项目（ＹＤＺＸ２０２２１４０）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｗｉｔｈｉｎ “ ｔｈｅ Ｆｏｕｒｔｅｅｎｔｈ Ｆｉｖｅ⁃Ｙｅａｒ” Ｐｌａｎ（２０２２ＺＹＹＧＨ０３）， ２０２２ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｐｒｏｊｅｃｔ
ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｏｃｔｏｒａｌ Ｐｒｏｇｒａｍｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （Ｔｉｂｅｔａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ） （ＢＳＤＪＳ⁃２２⁃０９）， Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｕｎｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ ｔｏ
Ｇｕｉｄｅ Ｌｏｃａｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ（ＹＤＺＸ２０２２１４０）．
［作者简介］朱星昊，男，在读博士研究生，研究方向：方剂的组分配伍与作用机制。 Ｅｍａｉｌ： ７８２７０７７３５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］齐冬梅，女，教授，博士，博士生导师，研究方向：方剂的组分配伍与作用机制。 Ｅｍａｉｌ： ｑｉｄｍ１１９＠ １６３． ｃｏｍ

麝香安诃痔疮膏皮肤刺激及痔相近模型
动物实验研究

朱星昊１，仁青加２，卓嘎２，李闪闪３，吴宗耀２，苗明三３，齐冬梅４∗

（１． 山东中医药大学 中医药创新研究院，济南　 ２５０３５５；２． 西藏藏医药大学 藏医药与高原生物重点实验室，
拉萨　 ８５００００；３． 河南中医药大学 研究生院，郑州　 ４５００４６；４． 山东中医药大学 实验中心，济南　 ２５０３５５）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨麝香安诃痔疮膏的急性毒性、刺激性及通过 ＴＬＲ４ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路对痔相近

模型大鼠的影响。 方法　 将 １６ 只新西兰家兔随机分为正常皮肤痔疮膏组、正常皮肤对照组、破损皮肤痔疮膏组和

破损皮肤对照组，每组 ４ 只。 两组痔疮膏给药组家兔脱毛区均匀涂抹麝香安诃痔疮膏（１ ｇ ／ ｍＬ）２０ ｇ，两组对照组家

兔背部脱毛区均匀涂抹等体积溶媒（甘油、羊毛脂与水的混合物），每天 １ 次，连续 １４ ｄ。 另取 ４０ 只大鼠随机分为

正常组、模型组、马应龙组、痔疮膏组，每组 １０ 只。 每天涂抹 １ 次，连续 １４ ｄ。 用药后通过苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色法

等观察家兔局部皮肤急性毒性和刺激性安全状况。 对痔相近大鼠肛周组织原位拍照，观察麝香安诃痔疮膏的疗

效，并用游标卡尺测量溃疡长、宽，计算溃疡面积，使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测大鼠肛周组织中 ＴＬＲ４、ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＮＦ⁃κＢ
ｍＲＮＡ 的表达情况。 结果　 对家兔皮肤急性毒性及刺激性作用，与正常皮肤对照组及破损皮肤对照组比较，正常

皮肤痔疮膏组家兔体重无明显变化；与破损皮肤对照组比较，麝香安诃痔疮膏对破损皮肤家兔用药 １、２４、４８、７２ ｈ
刺激性评价积分均值分别为 １􀆰 ５、１、０􀆰 ５ 和 ０􀆰 ２５，无明显皮肤刺激性。 对痔相近大鼠的影响，与模型组比较，痔疮膏

组大鼠在经 １４ ｄ 给药后症状明显减轻；大鼠溃疡面积均明显减少，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＴＬＲ４、ｐ３８ ＭＡＰＫ、
ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 水平显著降低，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 麝香安诃痔疮膏对家兔皮肤的急性毒性、刺激

性较小，是一种安全的外用药膏，在对痔相近大鼠的治疗中取得了较好的疗效，其作用机制可能与抑制 ＴＬＲ４ ／ ｐ３８
ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｓｈｅｘｉａｎｇ Ａｎｈｅ ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄ ｏｉｎｔｍｅｎｔ； ｄｅｒｍａｌ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ； ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄ ｍｏｄｅｌ； ＴＬＲ４ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 痔疮（ｈａｅｍｏｒｒｈｏｉｄａｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）是常见的肛门

疾病，也是临床上最常见的结直肠疾病之一［１］。 常

表现为出血、脱垂、疼痛、血栓形成、粘液分泌物和

瘙痒等症状，给患者带来极大的痛苦［２］。 ＨＤ 的发

病率较高，达到 ８７％［３］。 目前临床治疗方法较多，
以手术治疗和药物治疗为主。 手术治疗多采用红

外线凝血 ／光凝术、注射硬化疗法、开放切除痔切除

术和射频消融术等；药物治疗包括现代药物和传统

药物，有药丸、栓剂、乳膏和湿巾等。 这些疗法虽然

能控制 ＨＤ 的急性症状，但无法达到治愈的目的，导
致反复发作迁延难愈［４］。 因此，寻找安全、有效、便
捷的治疗方法显得尤为重要。

藏医藏药是我国传统疗法的瑰宝，在 ＨＤ 的治

疗上有其独特的方法。 藏传医药经典《医学四续》
第 ３ 部秘诀续第 ６４ 章痔疮治法，将 ＨＤ 分为隆型、
赤巴型、培根型、血型、干型、湿型 ６ 种类型，隆、赤
巴、培根 ３ 型紊乱失调，致使隆潴聚，腹泻或大便干

燥，大便带血腐臭，呈现寒象［５］。 藏药麝香安诃痔

疮膏具有解毒消肿、破瘀止血、收敛止痛的作用［６］，
尤其适用于培根型 ＨＤ 引起的腹胀、胃阳下降，疮面

白色、发痒欲搔等症状。 目前越来越多的研究证

实，ＨＤ 组织中含有大量的炎症细胞和炎症因子［７］。
Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）是机体免疫

和炎症识别系统中的重要跨膜蛋白，在炎症调节中

起关键作用。 ＴＬＲ４ 能介导 ＭＡＰＫ 信号通路，触发

ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＮＦ⁃κＢ，促进炎性基因的表达，导致大

量炎症的产生。 ＴＬＲ４ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路

是一条促炎通路，可加快炎症反应进程。 可见，通
过药物干预减轻炎症反应可能是治疗 ＨＤ 的重要策

略。 因此，本研究拟明确藏药麝香安诃痔疮膏安

全、无刺激的前提下，探讨其通过 ＴＬＲ４ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制炎症反应对痔相近大鼠的干预

作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１０ 周龄清洁级新西兰家兔 １６ 只，雌雄各 ８ 只，
体重 ２􀆰 ０ ～ ２􀆰 ５ ｋｇ，适应性喂养 １ 周后开始实验。
饲养条件：温度（２６ ± ２）℃，相对湿度（４９ ± ５）％，
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标准的 １２ ｈ ／ １２ ｈ（光 ／暗）循环，自由进食饮水。 ８
周龄清洁级 ＳＤ 大鼠（雄性）共 ４０ 只，体重 １９０ ～
２１０ ｇ，分笼饲养，每笼 ５ 只，温度 ２３ ℃，相对湿度

５５％，标准的 １２ ｈ ／ １２ ｈ（光 ／暗）循环的饲养环境下，
正常饮食饮水。 以上动物均购于郑州市惠济区华

兴实验动物养殖场【ＳＣＸＫ（豫）２０１９－０００２】，动物饲

养于河南中医药大学【ＳＹＸＫ（豫）２０２０－０００４】。 本

实验经过河南中医药大学实验动物伦理委员会审

查（ＤＷＬＬ２０２３０４１００）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

麝香安诃痔疮膏制备：精确称取处方量鸭嘴

花、藏木香、毛诃子各 １５ ｇ，诃子、西藏猫乳木各

１３ ｇ，加 ８０％乙醇 ３２５ ｍＬ，４５ ℃，超声提取 ６０ ｍｉｎ，
滤过，收集滤液，挥去乙醇，残渣备用。 另外精确称

取处方量决明子、余甘子、安息香各 ９ ｇ，粉碎，过
１００ 目筛，细粉备用。 取适量水、甘油将挥去乙醇后

的残渣和药材细粉混合，用羊毛脂吸收后，再加入

冰片、人工麝香各 １ ｇ，混匀，制得的麝香安诃痔疮膏

每克相当于 ２􀆰 ５ ｇ 生药量，产品批号：２０２２０７１５。
甘油（编号：５６⁃８１⁃５，美国宝洁公司）；羊毛脂

（编号：８００６⁃５４⁃０，山东东弘化工有限公司）；兔抗大

鼠 ＴＬＲ４、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ 抗体（武汉赛维尔生物

科技有限公司 ／ ＧＢ１５１８６、ＧＢ１５３３８０、ＧＢＧＢ１１３８８２）；
总 ＲＮＡ 提取试剂盒（北京索莱宝科技有限公司 ／
Ｒ１２００）；通用逆转录试剂盒、Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 荧光定

量 试 剂 盒 （ 上 海 翊 圣 生 物 科 技 有 限 公 司 ／
１１１４１ＥＳ６０、１１２０１ＥＳ０８）。

ＪＫ⁃ＥＡＢ⁃２１４０Ｎ 电子分析天平； ＢＸ４３ＳＹＳＴＥＭ
ＭＩＣＲＯＳＣＯＰＥ（日本；ＯＬＹＭＰＵＳ）；ＪＫ⁃ＰＡＵＧ⁃２５０ＤＥ
超声波清洗器 （上海精学科学仪器有限公司）；
ＲＭ２２４５ 石蜡切片机（德国；莱卡）；ＴＧＬ⁃１８􀆰 ５Ｍ 台式

冷冻离心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公司）；
ＹＤ⁃６Ｄ 型组织包埋机（金华科迪）；ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ 型实

时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国应用生物系统公司

（ＡＢＩ）；数字测微计、电推剪、兔固定架、烧杯及滤纸

若干等。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 模型制备、分组和给药

取 １６ 只新西兰家兔，随机数字表法将其分为 ４
组，正常皮肤痔疮膏组（ＮＳＺＣＧ 组）、正常皮肤对照

组（ＮＳＤＺ 组）、破损皮肤痔疮膏组（ＢＳＺＣＧ 组）和破

损皮肤对照组（ＢＳＤＺ 组），每组 ４ 只。 用药前 ２４ ｈ，
家兔背部脊柱两侧脱毛，左右各 ２ ｃｍ × ２ ｃｍ。

破损皮肤造模：ＢＳＺＣＧ 组和 ＢＳＤＺ 组背部脱毛

区消毒后，参照文献［８］造模，渗血即可。 待 ２４ ｈ 后，
ＢＳＺＣＧ 组均匀涂抹麝香安诃痔疮膏（１ ｇ ／ ｍＬ）２０ ｇ，
ＢＳＤＺ 组涂抹等体积溶媒（甘油、羊毛脂与水的混合

物）。 双层纱布和聚乙烯薄膜覆盖破损处，无刺激

性胶布固定［９－１１］。
取 ４０ 只 ＳＤ 雄性大鼠随机分为正常组 （ ＺＣ

组）、模型组（ＭＸ 组）、马应龙组（ＭＹＬ 组）、痔疮膏

组（ＺＣＧ 组），每组 １０ 只。 除 ＺＣ 组外，其余各组在

肛周皮肤同一位置每只注射 ０􀆰 １ ｍＬ 的 ７５％冰醋致

肛周溃疡复制大鼠痔疮模型，造模后 ２４ ｈ 后相机拍

照，见肛周肿胀、炎性渗出即造模成功［１２］。
给药前按压大鼠背部使其排便，并用生理盐水

清理肛周组织，ＭＹＬ 组大鼠给予肛周组织涂抹马应

龙麝香痔疮膏，厚度 ２ ｍｍ；ＺＣＧ 组大鼠给予肛周组

织涂抹麝香安诃痔疮膏，厚度 ２ ｍｍ，每天 １ 次，连续

１４ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 样本采集

给药前与第 ７、１４ 天称重。 实验结束，处死家

兔，取用药局部皮肤，福尔马林固定。
用 ２０％乌拉坦 ５ ｍＬ ／ ｋｇ 麻醉大鼠，对肛周组织

原位拍照，观察比较，并用游标卡尺测量溃疡长、
宽，计算溃疡面积，然后取大鼠肛周组织，液氮速冻

后于－８０ ℃冰箱中冻存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 指标检测

（１）观察家兔基本情况并称重：于实验前 ７ 和

１４ ｄ 分别称重，并记录其变化。 观察家兔饮食、二
便、精神状态、死亡情况，局部皮肤的变化。

（２）药物急性毒性和刺激性评价：敷药 ６ ｈ 后，
用温水洗净药物。 立即观察记录，并在去除药物后

１、２４、４８ 和 ７２ ｈ，记录涂敷部位有无红斑和水肿。
然后取各组家兔皮肤做病理切片，用《皮肤刺激反

应评分标准》 ［１３］（表 １）进行评分，并计算刺激平均

分，０ ～ ０􀆰 ５，无刺激性；０􀆰 ５ ～ ２􀆰 ０，轻度刺激性；２􀆰 ０
～ ６􀆰 ０，中度刺激性；６􀆰 ０ ～ ８􀆰 ０，强刺激性。 依此方

法确定药物皮肤刺激性。
　 　 （３）痔相近模型大鼠局部症状变化：治疗后观

察痔相近模型大鼠肛周的局部症状。
（４）痔相近大鼠溃疡面积的比较：计算各组大

鼠溃疡面积，评价疗效。
（５）苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色法观察家兔局部皮

肤的病理形态学变化：取“１􀆰 ２􀆰 ２”项下固定的家兔

局部皮肤，制作病理切片，ＨＥ 染色，ＯＬＹＭＰＵＳ 显
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　 　 　 　 　 　 表 １　 皮肤刺激反应评分表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｋｉｎ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｃａｌｅ
项目
Ｉｔｅｍｓ

具体症状
Ｓｙｍｐｔｏｍｓ

分值
Ｓｃｏｒｅ

红斑形成强度
Ｅｒｙｔｈｅｍａ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

未出现红斑
Ｎｏ ｅｒｙｔｈｅｍａ ０

轻度红斑
Ｍｉｌｄ ｅｒｙｔｈｅｍａ １

中度红斑
Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｅｒｙｔｈｅｍａ ２

重度红斑
Ｓｅｖｅｒｅ ｅｒｙｔｈｅｍａ ３

紫红色红斑到轻度焦痂形成
Ｂｒｕｉｓｅ ａｎｄ ｍｉｌｄｌｙ ｃｒｕｓｔｙ ４

水肿
Ｏｅｄｅｍａ

未出现水肿
Ｎｏ ｏｅｄｅｍａ ０

轻度水肿
Ｍｉｌｄ ｏｅｄｅｍａ １

中度水肿
Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｏｅｄｅｍａ ２

重度水肿
Ｓｅｖｅｒｅ ｏｅｄｅｍａ ３

严重水肿
Ｅｘｔｒｅｍｅ ｏｅｄｅｍａ ４

红斑及水肿
Ｅｒｙｔｈｅｍａ ａｎｄ ｏｅｄｅｍａ

红斑 ＋ 水肿最高总分值
Ｅｒｙｔｈｅｍａ ＋ ｏｅｄｅｍａ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｃｏｒｅ ８

微镜下观察家兔局部皮肤病理形态变化。
（６）ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肛周组织 ＴＬＲ４、ｐ３８ ＭＡＰＫ、

ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达定量：在 １００ ｍｇ 肛周组织中加

入提取试剂，进行组织匀浆，提取总 ＲＮＡ，并检测其

浓度及纯度。 然后，加入靶基因上下游引物，进行

ＰＣＲ 扩增［１４－１５］。 按照扩增程序三步法进行操作，绘
制曲线，计算目的基因的相对表达水平，并统计

分析［１６］。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 进行统计分析，计量资料均采

用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间比较用单因

素方差分析，组间两两比较采用最小显著性差异法

（ＬＳＤ）检验，方差不齐者采用 Ｄｅｎｎｅｔｔ’ ｓ 检验，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 麝香安诃痔疮膏对家兔一般情况和体重的

影响

各组家兔一般状况未见异常。 在观察的 １４ ｄ
内，动物正常，无死亡。 治疗 １４ ｄ 后，与 ＮＳＤＺ 组比

较，ＮＳＺＣＧ 组体重无明显变化；与 ＢＳＤＺ 组比较，
ＢＳＺＣＧ 组体重亦无明显变化。 见表 ２。

表 ２　 麝香安诃痔疮膏对家兔体重的影响（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｈｅｘｉａｎｇ Ａｎｈｅ Ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄｓ ｏｉｎｔｍｅｎｔ

ｏｎ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

时间
Ｔｉｍｅ

体重 ／ ｋｇ
Ｗｅｉｇｈｔ ／ ｋｇ

ＮＳＤＺ 组
ＮＳＤＺ ｇｒｏｕｐ

给药前
Ｐｒｅ⁃ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ２􀆰 ２６ ± ０􀆰 １０

第 ７ 天 Ｄａｙ ７ ２􀆰 ６１ ± ０􀆰 １０
第 １４ 天 Ｄａｙ １４ ３􀆰 １６ ± ０􀆰 １９

ＮＳＺＣＧ 组
ＮＳＺＣＧ ｇｒｏｕｐ

给药前
Ｐｒｅ⁃ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ２􀆰 ２５ ± ０􀆰 １４

第 ７ 天 Ｄａｙ ７ ２􀆰 ５８ ± ０􀆰 １３
第 １４ 天 Ｄａｙ １４ ３􀆰 １０ ± ０􀆰 １８

ＢＳＤＺ 组
ＢＳＤＺ ｇｒｏｕｐ

给药前
Ｐｒｅ⁃ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ２􀆰 ２５ ± ０􀆰 １１

第 ７ 天 Ｄａｙ ７ ２􀆰 ７０ ± ０􀆰 １８
第 １４ 天 Ｄａｙ １４ ３􀆰 １３ ± ０􀆰 １０

ＢＳＺＣＧ 组
ＢＳＺＣＧ ｇｒｏｕｐ

给药前
Ｐｒｅ⁃ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 １８

第 ７ 天 Ｄａｙ ７ ２􀆰 ６７ ± ０􀆰 １２
第 １４ 天 Ｄａｙ １４ ３􀆰 ０８ ± ０􀆰 ２２

２􀆰 ２　 麝香安诃痔疮膏对家兔正常皮肤及破损皮肤

急性毒性的影响

局部组织病理观测可见，完整皮肤无明显变

化。 破损皮肤用药后棘层细胞有好转现象。 见

图 １。

图 １　 麝香安诃痔疮膏对家兔正常皮肤、破损皮肤急性毒性组织形态的影响

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｈｅｘｉａｎｇ Ａｎｈｅ Ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄｓ ｏｉｎｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ
ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｂｒｏｋｅｎ ｓｋｉｎ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ
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２􀆰 ３　 单次使用麝香安诃痔疮膏对破损皮肤家兔局

部刺激性的影响

采用《皮肤刺激反应评分表》和刺激平均分评

价单次使用麝香安诃痔疮膏对破损皮肤家兔局部

刺激性情况，结果发现正常皮肤家兔，给药后 １ ～
７２ ｈ，皮肤仅在给药 １ ｈ 有轻度刺激，２４ ～ ７２ ｈ，对
家兔皮肤无刺激。 破损皮肤组家兔，给药后 １ ～ ７２
ｈ，在 １ ～ ２４ ｈ 有轻度刺激，２４ ～ ４８ ｈ 无刺激，４８ ～
７２ ｈ 无刺激。 见表 ３。

表 ３　 麝香安诃痔疮膏单次应用对家兔局部皮肤刺激性

评价积分均值（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｃａｌ ｓｋｉｎ
ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ ｂｙ ａ ｓｉｎｇｌｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｅｘｉａｎｇ

Ａｎｈｅ Ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄｓ ｏｉｎｔｍｅｎｔ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

时间 ／ ｈ
Ｔｉｍｅ ／ ｈ

评分 ／ 分
Ｓｃｏｒｅ ／ ｐｏｉｎｔ

１ ２ ３ ４

均值 ／ 分
Ａｖｅｒａｇｅ

ｖａｌｕｅ ／ ｐｏｉｎｔ

ＮＳＤＺ 组
ＮＳＤＺ
ｇｒｏｕｐ

１ ０ １ １ ０ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ５８

２４ ０ ０ １ ０ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５０

４８ ０ ０ ０ ０ ０

７２ ０ ０ ０ ０ ０

ＮＳＺＣＧ 组
ＮＳＺＣＧ
ｇｒｏｕｐ

１ １ １ １ １ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

２４ １ ０ １ ０ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ５８

４８ １ ０ １ ０ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ５８

７２ ０ ０ １ ０ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５０

ＢＳＤＺ 组
ＢＳＤＺ
ｇｒｏｕｐ

１ １ １ １ １ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

２４ １ １ ０ １ ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ５０

４８ ０ １ ０ １ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ５８

７２ ０ ０ ０ ０ ０

ＢＳＺＣＧ 组
ＢＳＺＣＧ
ｇｒｏｕｐ

１ ２ １ ２ １ １􀆰 ５０ ± ０􀆰 ５８

２４ １ １ １ １ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

４８ １ ０ １ ０ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ５８

７２ １ ０ ０ ０ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ５０

２􀆰 ４　 麝香安诃痔疮膏对家兔局部皮肤组织刺激性

形态学的影响

局部皮肤组织刺激性实验显示，家兔破损皮肤

用药组及对照组基底细胞与棘层细胞无肉眼可见

病变，稍微可见角化不良现象。 麝香安诃痔疮膏单

次应用对破损皮肤家兔刺激不明显。 见图 ２。
２􀆰 ５　 麝香安诃痔疮膏对痔相近大鼠局部症状的影响

ＺＣ 组大鼠肛周组织形态完整，ＭＸ 组大鼠肛周

组织出现肿胀，存在炎性渗出物，且在 １４ ｄ 后仍保

持炎性渗出；ＭＹＬ 组和 ＺＣＧ 组大鼠在造模后出现肛

周组织肿胀，炎性渗出增多，经 １４ ｄ 给药后上述症

状明显减轻。 见图 ３。
２􀆰 ６　 麝香安诃痔疮膏对痔相近大鼠溃疡面积的影响

４ 组比较，ＭＸ 组大鼠肛周组织溃疡面积显著增

加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；用药两组，ＭＹＬ 组和 ＺＣＧ 组大鼠肛

周组织溃疡面积比 ＭＸ 组大鼠溃疡面积显著减小

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 ４。

表 ４　 麝香安诃痔疮膏对痔相近大鼠溃疡面积的

影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｈｅｘｉａｎｇ Ａｎｈｅ Ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄｓ ｏｉｎｔｍｅｎｔ

ｏｎ ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ ｕｌｃｅｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｓｉｍｉｌａｒ
ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄｓ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

溃疡面积 ／ ｍｍ２

Ｕｌｃｅｒａｔｅｄ ａｒｅａ ／ ｍｍ２

ＺＣ 组
ＺＣ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

ＭＸ 组
ＭＸ ｇｒｏｕｐ ６０􀆰 １７ ± ３􀆰 ４３ａ

ＭＹＬ 组
ＭＹＬ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 ６７ ± １􀆰 ７５ｂ

ＺＣＧ 组
ＺＣＧ ｇｒｏｕｐ ２４􀆰 ００ ± １􀆰 ７９ｂ

注：与 ＺＣ 组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＭＸ 组相比，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＺＣ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＸ
ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

图 ２　 麝香安诃痔疮膏对家兔皮肤组织刺激性形态影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈｅｘｉａｎｇ Ａｎｈｅ Ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄｓ ｏｉｎｔｍｅｎｔ ｏｎ ｓｋｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ
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图 ３　 麝香安诃痔疮膏对大鼠肛周组织形态影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈｅｘｉａｎｇ Ａｎｈｅ Ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄｓ ｏｉｎｔｍｅｎｔ ｏｎ ｐｅｒｉａｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ

２􀆰 ７ 　 麝香安诃痔疮膏对痔相近大鼠肛周组织

ＴＬＲ４、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 的影响

ＭＸ 组大鼠肛周组织 ＴＬＲ４、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ
ｍＲＮＡ 水平比 ＺＣ 组大鼠显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与
ＭＸ 组比较，ＭＹＬ 组和 ＺＣＧ 组大鼠肛周组织 ＴＬＲ４、
ｐ３８ ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 水平降低，较 ＭＸ 组大鼠

有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 ５。

表 ５　 麝香安诃痔疮膏对痔相近大鼠肛周组织 ＴＬＲ４、
ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｈｅｘｉａｎｇ Ａｎｈｅ Ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄｓ ｏｉｎｔｍｅｎｔ

ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４， ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ
ｍＲＮＡ ｉｎ ｐｅｒｉａｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｈｅｍｏｒｒｈｏｉｄ⁃ａｄｊａｃｅｎｔ

ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ｐ３８ ＭＡＰＫ ／
２－ΔΔＣｔ

ＴＬＲ４ ／
２－ΔΔＣｔ

ＮＦ⁃κＢ ／
２－ΔΔＣｔ

ＺＣ 组
ＺＣ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

ＭＸ 组
ＭＸ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ９４ ± ０􀆰 ７９ａ ２􀆰 ６３ ± ０􀆰 ２８ａ ４􀆰 ０５ ± ０􀆰 ８２ａ

ＭＹＬ 组
ＭＹＬ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５８ ± ０􀆰 １９ｂ ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 ２２ｂ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 １９ｂ

ＺＣＧ 组
ＺＣＧ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６１ ± ０􀆰 ２１ｂ ０􀆰 ３７ ± ０􀆰 １１ｂ ０􀆰 ６２ ± ０􀆰 ２１ｂ

３　 讨论

ＨＤ 是临床常见病、多发病，临床多采用手术治

疗，虽能缓解症状，但很快复发，导致疾病迁延难

愈，给患者带来极大的痛苦，严重影响患者的生活

质量。 藏医药作为中国民族医药的重要组成部分，
在 ＨＤ 的治疗中独具特色。 根据课题组临床经验，
麝香安诃痔疮膏治疗 ＨＤ 疗效显著。 麝香安诃痔疮

膏是一种具有消炎、消肿、止痛作用的软膏，由安息

香、诃子、毛诃子以及鸭嘴花等多种藏药组成，方中

安息香具有开窍清神、行气活血、止痛的功效［１７］；藏
医用使君子科诃子的干燥果实入药，滋补养身，升
胃火，助消化，主治隆、赤巴、培根诱发的疾病；毛诃

子来源于毗藜勒的果实，清热解毒、收敛养血、调和

诸药，尤善治恶性黄水病；鸭嘴花味苦、涩，性凉，苦
入五脏治病［１８］，能清热凉血、消炎止痛、主治血热、
肝胆热、多血症等；决明子清肝明目、润肠通便；余
甘子有清热凉血、消食健胃、生津止咳的功效；藏木

香具有健脾和胃、调气解郁、止痛、安胎的功效，还
用于清血热，祛风，治风热症、血热症，西藏猫乳木

抗炎、凉血、消肿，治黄水。 人工麝香具有开窍醒

神、活血通经、消肿止痛的功效；冰片粉具有开窍醒

神、清热散毒、明目退翳的功效，崔利利等［１９］ 对余甘

子软膏中冰片促渗作用进行考察，认为 ５％的冰片

对余甘子软膏中没食子酸和柯里拉京的促渗效果

最佳。 目前，该药用于临床 ２０ 余年均取得了较好的

治疗作用，但其药物的急性毒性、刺激性以及治疗

痔疮的作用机制均不明确，严重影响药物的应用推

广。 基于此，本研究分别选用家兔和大鼠为研究对

象，探讨麝香安诃痔疮膏的急性毒性和刺激性。 结

果发现，该药是一种安全无毒副作用和刺激性的外

用药膏；而后在明确药物安全性的基础上，制备痔

相近大鼠模型验证其疗效并探讨作用机制。
本研究使用冰醋酸肛周注射后大鼠溃疡面积

增大、局部组织炎性分泌物不断渗出，表示痔相近

大鼠模型的成功制备。 形态学观察也发现，模型组

柱状上皮和鳞状上皮中存在组织间隙疏松和水肿
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的情况，局部毛细血管出现增生、出血和瘀血，还可

见大量中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞等浸润。
经麝香安诃痔疮膏干预后，柱状上皮和鳞状上皮中

存在组织间隙疏松和水肿情况明显改善，局部毛细

血管增生、出血也得到改善。 有研究还发现，ＨＤ 会

导致局部组织损伤，损伤周围的结缔组织和血管壁

常会发生严重的炎症反应，表现为 Ｔ 淋巴细胞、巨
噬细胞、中性粒细胞等免疫细胞浸润，促进肿瘤坏

死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）和白细

胞介素⁃６（ＩＬ⁃６）等炎症细胞因子的分泌［２０］。 ＴＮＦ⁃α
是巨噬细胞 ／单核细胞在急性炎症过程中产生的一

种炎症细胞因子，可促进 ＨＤ 的进展。 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６
作为炎性细胞因子，能促进 ＨＤ 的进展。 本研究发

现，痔相近模型组中肛周组织中存在大量的 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 炎性因子的表达，经麝香安诃痔疮膏

干预后，表达降低，提示该药有较好的抗炎作用。
ＴＬＲ４ 的激活被认为对多种炎症信号通路具有

重大影响，会触发促炎介质的产生，激活 ＮＦ⁃κＢ 和

ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路增强黏附分子和促炎细胞因子

的产生。 由于 ｐ３８ 在炎症和应激反应中发挥着重要

作用，并且研究发现用特定抑制剂阻断 ｐ３８ 会导致

ＮＦ⁃κＢ 转录活性减弱［２１］。 可见，ＴＬＲ４ ／ ｐ３８ ＭＡＰＫ ／
ＮＦ⁃κＢ 是重要的炎症通路。 本研究通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
对 ＤＮＡ 扩增的方式检测 ＴＬＲ４、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ
ｍＲＮＡ 的表达情况，结果发现，模型组大鼠肛周组织

ＴＬＲ４、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 水平比正常组大鼠

显著升高，经麝香安诃痔疮膏干预后， ＴＬＲ４、 ｐ３８
ＭＡＰＫ、ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 水平降低，为麝香安诃痔疮膏

治疗痔疮的安全性、有效性及机制研究提供了一些

可借鉴的经验和方法。
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［基金项目］新疆维吾尔自治区天山英才青年拔尖人才项目（２０２２ＴＳＹＣＣＸ０１０４）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｔｉａｎｓｈａｎ Ｔｏｐ Ｔａｌｅｎｔｓ Ｙｏｕｔｈ Ｅｌｉｔｅｓ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｕｙｇｕｒ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎ（２０２２ＴＳＹＣＣＸ０１０４）．
［作者简介］祁淑雯，女，硕士，研究方向：抗糖尿病新药研发。 Ｅｍａｉｌ： ｑｓｗ９９９９＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］马晓丽，女，教授，博士，研究方向：抗糖尿病新药研发。 Ｅｍａｉｌ： ｘｉａｏｌｉ＿Ｍａ＠ ｘｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

基于靶向代谢组学技术研究毛菊苣对肥胖小鼠
粪便胆汁酸谱的影响

祁淑雯，仲烨伟，阿达来提·阿布都热西提，张芮，侯文慧，张春子，
马晓燕，马晓丽∗

（新疆医科大学药学院，乌鲁木齐　 ８３００１１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究毛菊苣乙醇提取物对高脂饮食诱导的肥胖小鼠粪便胆汁酸谱的影响。 方法　 选取 ６ 周

龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠 ２４ 只随机分为正常组、模型组、给药组和二甲双胍组。 正常组给予常规饮食，其余 ３ 组给予

高脂饲料，同时给药组每日灌胃 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 毛菊苣乙醇提取物溶液，二甲双胍组每日灌胃 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 二甲双胍溶液。
１０ 周后收集小鼠肝检测肝甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）、总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ ｌｏｗ⁃
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ⁃Ｃ）和高密度脂蛋白胆固醇（ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）；收集小鼠

粪便通过超高效液相色谱⁃串联质谱法（ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）检测粪便胆汁酸含量。 结果　 与正常组相比，模型组小鼠体重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）、血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平（Ｐ ＜
０􀆰 ０００１）和肝 ＴＧ 水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）显著升高，肝 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），表现出增重和脂质代谢异常。
毛菊苣乙醇提取物能显著降低小鼠体重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）、血清 ＴＧ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＴＣ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＬＤＬ⁃Ｃ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）水平

及肝 ＴＧ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）、ＬＤＬ⁃Ｃ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）水平。 方法学验证结果表明本研究建立的方法能准确定量粪便中的 ５２
种胆汁酸。 分析各类胆汁酸浓度发现，毛菊苣乙醇提取物能显著增大次级胆汁酸 ／初级胆汁酸比例（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
多元统计分析结果显示，各组的胆汁酸代谢模式发生明显改变。 以第一主成分的变量投影重要度 （ ｖａｒｉａｂｌｅ
ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ） ＞ １，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为条件筛选出给药组相对模型组的 ８ 种差异胆汁酸。 通过检索京都

基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）数据库，发现差异胆汁酸主要参与次级胆

汁酸生物合成途径。 相关分析表明，粪便中脱氧胆酸（ ｒｓ ＝ ０􀆰 ６４４５，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、异石胆酸（ ｒｓ ＝ ０􀆰 ５８７９，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、
３β⁃脱氧胆酸（ ｒｓ ＝ ０􀆰 ６６４９，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）和 ω⁃鼠胆酸（ ｒｓ ＝ ０􀆰 ５３８７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）４ 种差异胆汁酸与体重具有较强的正相

关。 结论　 毛菊苣乙醇提取物可能通过调控次级胆汁酸生物合成，改变粪便胆汁酸代谢轮廓从而发挥减重和改善

脂质异常的作用。
【关键词】 　 毛菊苣；肥胖；胆汁酸；代谢组学
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ａｃｉｄｓ ｉｎ ｆｅｃｅｓ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｙｐｅ ｏｆ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｃｉｃｈｏｒｉｕｍ
ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ Ｂｏｉｓｓ． ｅｔ Ｈｕｅｔ． ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ／ ｐｒｉｍａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｒａｔｉｏ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｔｅｒｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｔｅｒｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｅｉｇｈｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｒｕｇ⁃ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｕｓｉｎｇ ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ ＞ １ ａｎｄ Ｐ ＜
０􀆰 ０５． Ａ ｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｔｈｅ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ ｄａｔａｂａｓｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ
ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｌｅ
ａｃｉｄｓ， ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ （ ｒｓ ＝ ０􀆰 ６４４５， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ｉｓｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ （ ｒｓ ＝ ０􀆰 ５８７９， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ３β⁃ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ
（ ｒｓ ＝ ０􀆰 ６６４９， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ａｎｄ ω⁃ｒｈａｍｎｏｇｌｕｔａｒｉｃ ａｃｉｄ （ ｒｓ ＝ ０􀆰 ５３８７， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｉｎ ｆｅｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｃｉｃｈｏｒｉｕｍ ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ Ｂｏｉｓｓ． ｅｔ Ｈｕｅｔ． ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔ ｍａｙ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｗｅｉｇｈｔ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ａｌｔｅｒｉｎｇ ｆｅｃａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｃｉｃｈｏｒｉｕｍ ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ Ｂｏｉｓｓ． ｅｔ Ｈｕｅｔ． ； ｏｂｅｓｉｔｙ； ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ； ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 毛 菊 苣 为 菊 科 植 物 毛 菊 苣 （ Ｃｉｃｈｏｒｉｕｍ
ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ Ｂｏｉｓｓ． ｅｔ Ｈｕｅｔ． ）的干燥地上部分或根，
是新疆地区特有的天然药物资源。 毛菊苣作为菊

苣来源之一收载于 ２０２０ 版中国药典第一部，具有清

肝利胆的功效［１－２］。 现代药理研究表明，毛菊苣主

要成分包括多糖类、酚酸类、黄酮类、萜类、苯丙素

类等，具有保肝，降糖降脂的功效［３－４］。 课题组前期

研究显示，毛菊苣乙醇提取物具有改善糖尿病 ｄｂ ／
ｄｂ 小鼠的脂质代谢紊乱的功能，能显著降低血清熊

去氧胆酸（ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＵＤＣＡ）和 α⁃鼠胆酸

（α⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，α⁃ＭＣＡ）水平，并与血清甘油三

酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ） 和总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＴＣ）水平呈正相关［５］，因此推测毛菊苣可能通过调

节胆汁酸（ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ，ＢＡｓ）代谢发挥减脂作用。 目

前尚无毛菊苣对肥胖动物模型胆汁酸代谢影响的

报道。
胆汁酸是胆固醇经肝代谢生成的一种两亲性

类固醇分子，通过调节体内的胆汁酸受体从而影响

机体能量代谢和糖脂稳态，可作为识别肝疾病和代

谢紊乱的一类潜在生物标志物［６］，已有文献报道，
胆汁酸作为生物标志物在肥胖发病和进展过程中

起到重要作用［７－８］。 目前，靶向代谢组学广泛应用

于揭示肥胖状态下的体内代谢物变化，发现药物的

潜在分子靶标。 如茯苓乙醇提取物通过调控尿液

中的氨基酸水平改善大鼠脂质代谢紊乱［９］，ＪＩ 等［１０］

确定了黄连汤剂治疗高脂诱导大鼠肥胖作用与血

清和盲肠中的关键代谢标志物水平相关。 但目前

肥胖相关的粪便胆汁酸代谢研究较少，因此进行粪

便胆汁酸代谢组学研究对丰富当前肥胖机制研究

具有重要意义。
基于此，本研究建立高脂饮食诱导的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６

小鼠肥胖模型，给予毛菊苣乙醇提取物干预，通过

超高效液相色谱⁃串联质谱法 （ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）靶向代谢组学技术，对小鼠粪便中的

５２ 种胆汁酸进行定量分析。 通过多元分析筛选出

差异胆汁酸，探究毛菊苣作用于脂质异常的胆汁酸

调节通路，为毛菊苣改善肥胖小鼠脂质代谢紊乱的

可能机制提供线索，拓展其药理应用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ６ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２４ 只，体重

３２１１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ９ 月第 ３２ 卷第 ９ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ９

（２０ ± ２）ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４】，于新疆医科大学动物实验

中心 ＳＰＦ 级动物房【 ＳＹＸＫ（新） ２０２３－０００４】饲养，
恒定室温（２５ ± １）℃，相对湿度 ５５％ ～ ６５％，每日

光暗周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ，可自由活动、进食与饮水。 本

研究所有实验方案均得到新疆医科大学动物伦理

委员会的批准（ ＩＡＣＵＣ⁃２０２２０７２０⁃０８），符合实验室

动物与使用准则。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

毛菊苣购于新疆和田市墨玉县，经新疆医科大

学药学院徐海燕教授鉴定为菊科菊苣属植物毛菊

苣的全草，阴干后保存在新疆医科大学药学院。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

甲醇、乙腈和乙酸铵为 ＬＣ⁃ＭＳ 级（德国 ＣＮＷ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）；二甲双胍（默克制药（江苏）有限公

司，ＡＣＦ２９３８）；戊巴比妥钠；ＴＧ 测定试剂盒（南京建

成生物工程研究所，Ａ１１０⁃１⁃１）；ＴＣ 测定试剂盒（南
京建成生物工程研究所，Ａ１１１⁃１⁃１）；低密度脂蛋白

胆固醇（ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ⁃Ｃ）测
定试剂盒（南京建成生物工程研究所，Ａ１１３⁃１⁃１）；高
密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）测定试剂盒（南京建成生物工程

研究所，Ａ１１２⁃１⁃１）。 Ｖａｎｑｕｉｓｈ 超高效液相色谱仪

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｘｐｌｏｒｉｓ １２０ 高

分辨质谱、Ｈｅｒａｅｕｓ Ｆｒｅｓｃｏ１７ 离心机均购自美国赛默

飞世尔科技公司；Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８
液相色谱柱 （Ｗａｔｅｒｓ， １５０ × ２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）；
ＢＳＡ１２４Ｓ⁃ＣＷ 天平（德国赛多利斯）；ＹＭ⁃０８０Ｓ 超声

仪（深圳方奥微电子有限公司）；ＪＸＦＳＴＰＲＰ⁃２４ 研磨

仪（上海净信科技有限公司）；明澈 Ｄ２４ ＵＶ 纯水仪

（德国默克密理博）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 毛菊苣乙醇提取物的制备

取干燥的毛菊苣全草，在 ８０ ℃ 下用乙醇回流

６０ ｍｉｎ，料液比约为 １ ∶１０，过滤，浓缩，干燥。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物分组及样本采集

２４ 只 ６ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠适应性喂养 １
周，随机分为正常组，模型组，给药组和二甲双胍

组，每组 ６ 只。 正常组给予普通饲料和水，以 １％吐

温 ８０ 灌胃；模型组、给药组和二甲双胍组给予高脂

饲料和水，其中给药组以 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 体积灌胃毛菊苣

乙醇提取物溶液（以 ２００ ｍｇ 毛菊苣乙醇提取物加入

１０ ｍＬ １％吐温 ８０ 的比例，超声溶解，制备成浓度为

２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的毛菊苣乙醇提取物溶液），二甲双胍组

每日以 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 的体积灌胃二甲双胍溶液（以 １００
ｍｇ 二甲双胍加入 １０ ｍＬ １％吐温 ８０ 的比例，超声溶

解，制备成浓度为 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的二甲双胍溶液）灌

胃。 小鼠喂养 １０ 周后，处理前 １ ｄ 收集粪便。 禁食

不禁水 １２ ｈ 后，小鼠经 ７０ ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴比妥钠麻醉

后，眼眶取血，血液室温放置 １ ｈ 后，３５００ ｒ ／ ｍｉｎ、４
℃离心 １０ ｍｉｎ 得到血清。 脱颈处死后，收集肝组

织，将其迅速冷冻在液氮中，并于 － ８０ ℃ 冰箱中

储存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清及肝生化指标检测

按照试剂盒说明书检测血清及肝 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃
Ｃ 和 ＨＤＬ⁃Ｃ 含量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肝组织病理学检测

通过苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色法观察各组小鼠肝

组织病理形态变化：经 ４％多聚甲醛固定后的肝组

织，经清洗、透明、包埋、切片、染色、封片，镜下观察

肝组织病理形态。
１􀆰 ２􀆰 ５　 粪便胆汁酸提取

称取 ２５ ｍｇ 粪便加入 １０００ μＬ 提取液（甲醇 ∶
乙腈 ∶ 水 ＝ ２ ∶ ２ ∶ １，含内标，－４０ ℃预冷），涡旋混

匀 ３０ ｓ；加入钢珠，３５ Ｈｚ 研磨处理 ４ ｍｉｎ，超声 ５ ｍｉｎ
（冰水浴）；重复 ３ 次上一步骤；－４０ ℃静置 １ ｈ；样
品 ４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，半径 ８􀆰 ６ ｃｍ），离心 １５ ｍｉｎ；取
上清液至 ＬＣ 进样瓶中，用于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 标准溶液配制

准确称取相应量的标准品于容量瓶中，分别配

制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准品储备液。 取相应量的标准

品储备液于容量瓶中，配制成混合标准溶液。 依次

稀释该标准溶液得一系列校准溶液。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法检测粪便胆汁酸含量

（１）色谱条件：采用 Ｖａｎｑｕｉｓｈ 超高效液相色谱

仪，通过 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ （１５０ ×
２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ， Ｗａｔｅｒｓ）液相色谱柱对目标化合

物进行色谱分离。 液相色谱 Ａ 相为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的乙

酸铵水溶液，Ｂ 相为乙腈，洗脱条件：０ ～ ８􀆰 ５ ｍｉｎ
２０％ Ｂ；８􀆰 ５ ～ １５ ｍｉｎ ２０％→２６％ Ｂ；１５ ～ １８􀆰 ５ ｍｉｎ
２６％→４６％ Ｂ；１８􀆰 ５ ～ ２０ ｍｉｎ ４６％→９９％ Ｂ；２０ ～ ２３
ｍｉｎ ９９％ Ｂ；２３ ～ ２３􀆰 ４ ｍｉｎ ９９％→２０％ Ｂ；２３􀆰 ４ ～ ２７
ｍｉｎ ２０％ Ｂ。 流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ４５ ℃，进
样体积为 １ μＬ。

（２）质谱条件：使用 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｘｐｌｏｒｉｓ １２０ 高分

辨 质 谱 仪， 以 平 行 反 应 监 测 （ ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ
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ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＰＲＭ）模式进行质谱分析。 离子源参数

如下：喷雾电压 ＋ ３５００ ／ －３２００ Ｖ，鞘气（Ｎ２）流量 ４０
ａｒｂ，辅助气（Ｎ２）流量 １５ ａｒｂ，辅助加热器温度 ３５０
℃，毛细管温度 ３２０ ℃。

（３）方法学考察

线性：对 “ １􀆰 ２􀆰 ６” 得到的系列校准溶液进行

ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。 Ｙ 表示目标胆汁酸与内标的峰

面积比，Ｘ 表示目标胆汁酸的浓度，采用最小二乘法

进行回归分析，权重设为 １ ／ Ｘ。
检出限和定量限：将校准溶液稀释 ２ 倍后进行

ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。 将信噪比为 ３ 时所对应的胆汁

酸浓度定义为检出限（ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ），将信

噪比为 １０ 时所对应的胆汁酸浓度定义为定量限

（ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）。
精密度：通过 ＱＣ 样品重复进样 ７ 次的峰面积

标准相对偏差 （ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ， ＲＳＤ）
评价。

准确度：通过加标回收率（ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ）即 ＱＣ
样品测得浓度与加标浓度的百分比值评价。
１􀆰 ２􀆰 ８　 数据处理

利用 ＴｒａｃｅＦｉｎｄｅｒ ４􀆰 １０ 软件对质谱数据进行采

集和处理。 对原始数据中的缺失值，以最小值与

０􀆰 １ 至 ０􀆰 ５ 范围内的随机数相乘进行填补。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 对药效学数据进行 ＡＮＯＶＡ 方

差分析，正态性检验；采用学生 ｔ 检验（ Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ
ｔｅｓｔ） 对代谢组学数据进行单变量统计分析，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 认为组间差异具有显著性。 胆汁酸浓度数据

以平均值 ± 标准差 （ 􀭰ｘ ± ｓ） 表示。 使用 ＳＩＭＣＡ
１６􀆰 ０􀆰 ２ 对数据进行多元统计分析，包括主成分分析

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ）和正交偏最小

二乘法⁃判别分析 （ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｌａｔｅｎｔ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）。 以第一

主成分的变量投影重要度（ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）大于 １，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为标准筛选差异胆

汁酸。 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ３ 进行相关性分析。
利用 Ｒ 绘制层次聚类分析热图。

２　 结果

２􀆰 １　 毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠体重、血清及肝

ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ、ＨＤＬ⁃Ｃ 的影响

第 １０ 周对小鼠进行称重，与正常组相比，模型

组小鼠体重显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），给予毛菊苣乙

醇提取物和二甲双胍能有效逆转高脂饮食诱导的

体重上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。 检测各组小鼠血清及肝

ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 和 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平，结果显示与正常组

相比，模型组血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平均显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），ＨＤＬ⁃Ｃ 水平无显著性差异，肝 ＴＧ 水

平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＴＣ 和 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平无显著

性差异，ＨＤＬ⁃Ｃ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与模型

组相比，给药组能显著降低血清 ＴＧ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＴＣ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＬＤＬ⁃Ｃ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）水平及肝 ＴＧ（Ｐ ＜
０􀆰 ０００１）、ＬＤＬ⁃Ｃ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）水平，血清 ＨＤＬ⁃Ｃ 及肝

ＴＣ 和 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平无显著性差异，二甲双胍能显著

降低血清 ＴＧ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、ＴＣ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、ＬＤＬ⁃Ｃ（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５） 和肝 ＴＧ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）、ＴＣ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、
ＬＤＬ⁃Ｃ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 水平，不改变 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平，见

图 １。
２􀆰 ２　 毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠肝组织病理形

态的影响

正常组肝组织中肝细胞形态正常，排列紧密、
肝索较清晰；模型组肝细胞变性肥大，胞浆疏松明

显、不可见清晰肝索，并出现小脂肪空泡；与模型组

相比，给药组和二甲双胍组肝组织病变减轻，肝细

胞形态基本正常，见图 ２。
２􀆰 ３　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的胆汁酸识别与定量

对各组小鼠粪便样本进行分析，已有标准品的

５２ 种 ＢＡｓ，根据标准品的保留时间及定量离子和特

征离子的精确质量数 ｍ ／ ｚ ± １０ ｐｐｍ 进行识别和定

量，见图 ３、４。 表明采用本分析方法可得到较好的

色谱峰，很好地实现了各胆汁酸的色谱分离。
２􀆰 ４　 方法学考察

５２ 种胆汁酸标准品的 Ｒ２ ＞ ０􀆰 ９９４０； ＬＯＤ 在

０􀆰 ４３ ～ ７􀆰 １４ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，ＬＯＱ 在 ０􀆰 ８５ ～ ４􀆰 ２９ ｎｍｏｌ ／ Ｌ；
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ 在 ８１􀆰 ３％ ～ １００􀆰 ０％，ＲＳＤ ＜ ４􀆰 ３％。 表明

本方法具有较好的线性，精密度和准确度较高，能
够准确可靠的检出粪便样品中的胆汁酸。 结果见

表 １。
２􀆰 ５　 各组胆汁酸定量结果

本研究采用 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法，通过 ＢＡ 的标准

曲线，对三组小鼠中粪便中的 ５２ 种已知 ＢＡｓ 进行

了准确定量，结果采用浓度（ｎｍｏｌ ／ ｇ）表示，见表 ２。
给予高脂饮食后，总粪便胆汁酸含量显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），而毛菊苣乙醇提取物和二甲双胍能

显著降低总粪便胆汁酸水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 较于正常

组，模型组 ＤＨＣＡ 和 ＵＤＣＡ⁃３Ｓ 水平降低 （ Ｐ ＜
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注：Ａ：毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠的体重影响（ｎ ＝ １０）；Ｂ：毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠血清 ＴＧ 的影响（ｎ ＝ ６）；Ｃ：毛菊苣乙醇提取物

对肥胖小鼠血清 ＴＣ 的影响（ｎ ＝ ６）；Ｄ：毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠血清 ＬＤＬ⁃Ｃ 的影响（ｎ ＝ ６）；Ｅ：毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠血清

ＨＤＬ⁃Ｃ 的影响（ｎ ＝ ６）；Ｆ：毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠肝 ＴＧ 的影响（ｎ ＝ ６）；Ｇ：毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠肝 ＴＣ 的影响（ｎ ＝ ６）；Ｈ：

毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠肝 ＬＤＬ⁃Ｃ 的影响（ｎ ＝ ６）；Ｉ：毛菊苣乙醇提取物对肥胖小鼠肝 ＨＤＬ⁃Ｃ 的影响（ｎ ＝ ６）。 与正常组相比，＃Ｐ ＜

０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１；与模型组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。 （下图 ／ 表同）

图 １　 毛菊苣乙醇提取物对各组小鼠体重、血清及肝 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 和 ＨＤＬ⁃Ｃ 的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ １０）． Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｓｅｒｕｍ
ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ （ＴＧ） ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｃ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ＴＣ） ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｄ．
Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ＬＤＬ⁃Ｃ） ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｅ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ
ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ＨＤＬ⁃Ｃ） ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｆ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｌｉｖｅｒ
ＴＧ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｇ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ＴＣ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｈ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ
ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ＬＤＬ⁃Ｃ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｉ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ＨＤＬ⁃Ｃ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ＴＣ， ＴＧ， ＬＤＬ⁃Ｃ ａｎｄ ＨＤＬ⁃Ｃ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ｍｉｃｅ
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图 ２　 毛菊苣乙醇提取物对肝组织形态的影响（ＨＥ 染色）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃ． ｇｌａｎｄｕｌｏｓｕｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｉｖｅｒ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

图 ３　 标准品溶液的提取离子色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ

０􀆰 ０５）， ｉｓｏＬＣＡ、ω⁃ＭＣＡ、 ｉｓｏＨＤＣＡ、ＭＤＣＡ、 ＴＨＤＣＡ、
ＧＬＣＡ、 Ｔ⁃ω⁃ＭＣＡ、ＨＤＣＡ、３β⁃ＤＣＡ、 ＤＣＡ、 ＤＨＣＡ、 α⁃
ＭＣＡ、 ＨＣＡ、 ｉｓｏＵＤＣＡ、 ＴＨＣＡ、 ６⁃ｋｅｔｏＬＣＡ、 ＧＣＤＣＡ⁃
３Ｇｌｎ、 ａｐｏＣＡ、 ＵＤＣＡ⁃３Ｓ、 ＴＣＡ、 ＴＵＤＣＡ、 ＣＡ⁃３Ｓ、 Ｔ⁃α⁃
ＭＣＡ、ＣＤＣＡ⁃２４Ｇｌｎ、Ｔ⁃β⁃ＭＣＡ 和 １２⁃ｋｅｔｏＬＣＡ 的水平

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；相较于模型组，给药组能逆转其中

ｉｓｏＬＣＡ、３β⁃ＤＣＡ、 ＤＣＡ、 ω⁃ＭＣＡ、 ＣＡ⁃３Ｓ 和 ＧＣＤＣＡ⁃
３Ｇｌｎ６ 种胆汁酸的水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），同时升高 ＬＣＡ
和 ２３⁃ｎｏｒＤＣＡ 水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 二甲双胍组能逆转

模型组 ｉｓｏＬＣＡ、 ｉｓｏＵＤＣＡ、ＭＤＣＡ、３β⁃ＤＣＡ、ＤＣＡ 和
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　 　 　 　 　 　 表 １　 方法学考察结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ

胆汁酸
Ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ

线性方程
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ

决定系数
Ｒ２

检出限 ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

ＬＯＤ ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

定量限 ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

ＬＯＱ ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

标准相
对偏差
ＲＳＤ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

脱氢石胆酸
Ｄｅｈｙｄｒｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６１Ｘ ＋ ０􀆰 ００５９ ０􀆰 ９９９３ １􀆰 ６６ ３􀆰 ３１ ０􀆰 ６ ８９􀆰 ９

异石胆酸
Ｉｓｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００７３Ｘ ＋ ０􀆰 ００７３ ０􀆰 ９９８８ １􀆰 ６９ ３􀆰 ３８ ０􀆰 ７ ８７􀆰 ０

石胆酸
Ｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３８Ｘ ＋ ０􀆰 ００３２ ０􀆰 ９９９５ ０􀆰 ８７ １􀆰 ７４ ０􀆰 ９ ８６􀆰 ３

２３⁃脱甲脱氧胆酸
２３⁃ｎｏｒｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００７５Ｘ ＋ ０􀆰 ０００２ ０􀆰 ９９９８ １􀆰 ６５ ３􀆰 ２９ ３􀆰 ５ ８２􀆰 ７

６⁃酮石胆酸
６⁃ｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００４９Ｘ ＋ ０􀆰 ００１４ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ９７ １􀆰 ９４ １􀆰 ３ ９０􀆰 ８

７⁃酮基石胆酸
７⁃ｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３９Ｘ － ０􀆰 ０００２ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ９３ １􀆰 ８５ ２􀆰 ５ ８３􀆰 ２

１２⁃酮基石胆酸
１２⁃ｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００５７Ｘ ＋ ０􀆰 ０１１５ ０􀆰 ９９９８ ０􀆰 ４３ ０􀆰 ８５ ２􀆰 ７ ８２􀆰 ２

原胆酸
Ａｐｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００２８Ｘ ＋ ０􀆰 ００１９ ０􀆰 ９９８１ １􀆰 ９６ ３􀆰 ９２ ０􀆰 ９ ８４􀆰 ０

异熊去氧胆酸
Ｉｓｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６３Ｘ ＋ ０􀆰 ００９２ ０􀆰 ９９９２ ３􀆰 ３４ ６􀆰 ６８ １􀆰 １ ８２􀆰 ３

鼠脱氧胆酸
Ｍｕｒｉｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６４Ｘ ＋ ０􀆰 ００７８ ０􀆰 ９９９６ １􀆰 ６２ ３􀆰 ２４ １􀆰 ５ ８５􀆰 ４

异猪去氧胆酸
Ｉｓｏｈｙｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６６Ｘ ＋ ０􀆰 ００３７ ０􀆰 ９９９６ １􀆰 ９２ ３􀆰 ８３ １􀆰 ７ ８１􀆰 ３

熊脱氧胆酸
Ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００４４Ｘ ＋ ０􀆰 ００６６ ０􀆰 ９９９６ ０􀆰 ９４ １􀆰 ８８ １􀆰 ７ ８５􀆰 ７

猪脱氧胆酸
Ｈｙｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ０１８２Ｘ ＋ ０􀆰 ０１８０ ０􀆰 ９９９０ １􀆰 ７７ ３􀆰 ５３ １􀆰 ８ ８６􀆰 ０

３β⁃脱氧胆酸
３β⁃ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００４３Ｘ ＋ ０􀆰 ０２３６ ０􀆰 ９９９８ ０􀆰 ８３ １􀆰 ６７ ３􀆰 ０ ８５􀆰 ３

鹅脱氧胆酸
Ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００７１Ｘ ＋ ０􀆰 ００５４ ０􀆰 ９９９８ １􀆰 １０ ２􀆰 １９ １􀆰 １ ８６􀆰 ６

脱氧胆酸
Ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００２０Ｘ ＋ ０􀆰 ００２６ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ８８ １􀆰 ７５ １􀆰 ４ ８５􀆰 ６

异脱氧胆酸
Ｉｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３３Ｘ ＋ ０􀆰 ０００５ ０􀆰 ９９９５ １􀆰 １３ ２􀆰 ２７ ０􀆰 ８ ８２􀆰 ４

去甲胆酸
Ｎｏｒ ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００７２Ｘ ＋ ０􀆰 ０２４０ ０􀆰 ９９９３ ０􀆰 ８５ １􀆰 ７０ １􀆰 ３ ８２􀆰 ２

脱氢胆酸
Ｄｅｈｙｄｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００８１Ｘ － ０􀆰 ０００７ ０􀆰 ９９８７ １􀆰 ６１ ３􀆰 ２３ ０􀆰 ８ ９１􀆰 ８

７，１２⁃二酮石胆酸
７，１２⁃ｄｉｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ０１２２Ｘ ＋ ０􀆰 ００１８ ０􀆰 ９９８８ ０􀆰 ９４ １􀆰 ８８ ３􀆰 ３ ８５􀆰 ８

６，７⁃二酮石胆酸
６，７⁃ｄｉｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００４８Ｘ ＋ ０􀆰 ００３２ ０􀆰 ９９９４ ３􀆰 ４１ ６􀆰 ８１ ３􀆰 ９ ８４􀆰 ９

７⁃酮脱氧胆酸
７⁃ｋｅｔｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００５４Ｘ ＋ ０􀆰 ０１０７ ０􀆰 ９９９３ ３􀆰 ９１ ７􀆰 ８２ １􀆰 ４ ８２􀆰 ６

１２⁃脱氢胆酸
１２⁃ｄｅｈｙｄｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００４２Ｘ ＋ ０􀆰 ０１１７ ０􀆰 ９９９３ ３􀆰 ５３ ７􀆰 ０７ １􀆰 ２ ８２􀆰 ０

３⁃脱氢胆酸
３⁃ｄｅｈｙｄｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００２４Ｘ ＋ ０􀆰 ００１１ ０􀆰 ９９９１ ３􀆰 ５２ ７􀆰 ０５ ３􀆰 ８ ９０􀆰 ０

熊果胆酸
Ｕｒｓｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６０Ｘ ＋ ０􀆰 ０２７３ ０􀆰 ９９９７ ０􀆰 ４９ ０􀆰 ９７ ２􀆰 ４ ８７􀆰 ０
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续表 １

胆汁酸
Ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ

线性方程
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ

决定系数
Ｒ２

检出限 ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

ＬＯＤ ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

定量限 ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

ＬＯＱ ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

标准相
对偏差
ＲＳＤ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

３β⁃胆酸
３β⁃ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００４１Ｘ ＋ ０􀆰 ００３９ ０􀆰 ９９８３ １􀆰 ６５ ３􀆰 ２９ １􀆰 ６ ８７􀆰 ７

ω⁃鼠胆酸
ω⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３０Ｘ ＋ ０􀆰 ００７６ ０􀆰 ９９９５ １􀆰 ７３ ３􀆰 ４６ ４􀆰 ３ ８５􀆰 ３

α⁃鼠胆酸
α⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３６Ｘ ＋ ０􀆰 ０１４４ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ８９ １􀆰 ７７ １􀆰 ４ ８３􀆰 ５

β⁃鼠胆酸
β⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３９Ｘ ＋ ０􀆰 ００１２ ０􀆰 ９９９５ ０􀆰 ８５ １􀆰 ６９ ０􀆰 ８ ８７􀆰 ３

猪胆酸
Ｈｙｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６１Ｘ ＋ ０􀆰 ０１０７ ０􀆰 ９９９５ ７􀆰 １４ １４􀆰 ２９ １􀆰 ０ ８５􀆰 ３

别胆酸
Ａｌｌｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００５６Ｘ ＋ ０􀆰 ０００９ ０􀆰 ９９９８ ０􀆰 ４４ ０􀆰 ８７ ３􀆰 ５ ８４􀆰 １

胆酸
Ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００２５Ｘ ＋ ０􀆰 ０１２０ ０􀆰 ９９９８ ３􀆰 ５５ ７􀆰 １１ １􀆰 ５ ８１􀆰 ５

甘氨石胆酸
Ｇｌｙｃｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００２８Ｘ ＋ ０􀆰 ００４６ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ４５ ０􀆰 ９１ １􀆰 ０ ８９􀆰 ５

石胆酸⁃３⁃硫酸
Ｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃ｓｕｌｆａｔｅ Ｙ ＝ ０􀆰 ００４２Ｘ － ０􀆰 ００００ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ４９ ０􀆰 ９９ ３􀆰 ６ ８４􀆰 ２

甘氨脱氢胆酸
Ｇｌｙｃｏｄｅｈｙｄｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３１Ｘ ＋ ０􀆰 ００３２ ０􀆰 ９９７８ ３􀆰 ２８ ６􀆰 ５５ １􀆰 ０ １００􀆰 ０

熊去氧胆酸⁃３⁃硫酸
Ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ３⁃ｓｕｌｆａｔｅ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３３Ｘ ＋ ０􀆰 ００３５ ０􀆰 ９９９６ ０􀆰 ８８ １􀆰 ７６ ３􀆰 ０ ８４􀆰 ２

牛磺石胆酸
Ｔａｕｒｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００８５Ｘ ＋ ０􀆰 ００５３ ０􀆰 ９９９７ ０􀆰 ８９ １􀆰 ７９ １􀆰 ２ ８７􀆰 ２

３⁃硫酸胆酸
Ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃ｓｕｌｆａｔｅ Ｙ ＝ ０􀆰 ００１３Ｘ ＋ ０􀆰 ００１３ ０􀆰 ９９９５ ０􀆰 ５１ １􀆰 ０３ １􀆰 １ ８１􀆰 ４

牛磺熊脱氧胆酸
Ｔａｕｒｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６３Ｘ － ０􀆰 ０００７ ０􀆰 ９９９９ ２􀆰 ０７ ４􀆰 １５ １􀆰 ４ ８７􀆰 ５

牛磺猪脱氧胆酸
Ｔａｕｒｏｈｙｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３４Ｘ － ０􀆰 ０００９ ０􀆰 ９９９３ ６􀆰 ９０ １３􀆰 ８０ １􀆰 ４ ８８􀆰 ６

牛磺鹅脱氧胆酸
Ｔａｕｒｏｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００２４Ｘ ＋ ０􀆰 ０２５０ ０􀆰 ９９８７ １􀆰 ６２ ３􀆰 ２４ １􀆰 ３ ８３􀆰 ３

牛磺脱氧胆酸
Ｔａｕｒｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６１Ｘ ＋ ０􀆰 ０３６７ ０􀆰 ９９８９ ６􀆰 ６５ １３􀆰 ３１ １􀆰 ６ ８５􀆰 ４

甘氨石胆酸⁃３⁃硫酸
Ｇｌｙｃｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃ｓｕｌｆａｔｅ Ｙ ＝ ０􀆰 ００８０Ｘ ＋ ０􀆰 ００６６ ０􀆰 ９９９７ １􀆰 ６９ ３􀆰 ３８ １􀆰 ０ ８７􀆰 ５

牛磺⁃ω⁃鼠胆酸
Ｔａｕｒｏ⁃ω⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６１Ｘ ＋ ０􀆰 ００５９ ０􀆰 ９９９７ ０􀆰 ４３ ０􀆰 ８６ １􀆰 ３ ８８􀆰 ９

牛磺⁃α⁃鼠胆酸
Ｔａｕｒｏ⁃α⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００７３Ｘ ＋ ０􀆰 ００７３ ０􀆰 ９９８８ ０􀆰 ８４ １􀆰 ６８ ３􀆰 ３ ９２􀆰 ８

牛磺⁃β⁃鼠胆酸
Ｔａｕｒｏ⁃β⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３８Ｘ ＋ ０􀆰 ００３２ ０􀆰 ９９９３ ０􀆰 ９０ １􀆰 ８０ ０􀆰 ７ ８９􀆰 ７

牛磺猪胆酸
Ｔａｕｒｏｈｙｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００７５Ｘ ＋ ０􀆰 ０００２ ０􀆰 ９９９９ １􀆰 ０５ ２􀆰 ０９ ０􀆰 ８ ８１􀆰 ７

牛磺胆酸
Ｔａｕｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００４９Ｘ ＋ ０􀆰 ００１４ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ８６ １􀆰 ７１ １􀆰 ５ ８１􀆰 ５

甘氨胆酸⁃３⁃硫酸
Ｇｌｙｃｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃ｓｕｌｆａｔｅ Ｙ ＝ ０􀆰 ００６３Ｘ ＋ ０􀆰 ００９２ ０􀆰 ９９８８ ６􀆰 ４８ １２􀆰 ９５ １􀆰 ４ ８６􀆰 ０

鹅去氧胆酸⁃２４⁃酰基⁃β⁃葡糖苷酸
Ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃２４⁃ａｃｙｌ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ Ｙ ＝ ０􀆰 ００４４Ｘ ＋ ０􀆰 ００６６ ０􀆰 ９９９５ ３􀆰 ８７ ７􀆰 ７５ ３􀆰 ５ ８９􀆰 ３

甘氨鹅脱氧胆酸⁃３⁃Ｏ⁃β⁃葡糖醛酸
Ｇｌｙｃｏｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃Ｏ⁃β⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ Ｙ ＝ ０􀆰 ００７２Ｘ ＋ ０􀆰 ０２４０ ０􀆰 ９９８９ １􀆰 ５９ ３􀆰 １８ ２􀆰 １ ８４􀆰 ８

甘氨脱氧胆酸
Ｇｌｙｃｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｙ ＝ ０􀆰 ００３１Ｘ ＋ ０􀆰 ００６７ ０􀆰 ９９９１ ３􀆰 ３６ ６􀆰 ７１ １􀆰 ５ ８３􀆰 ６
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表 ２　 ５２ 种胆汁酸定量结果（ｎｍｏｌ ／ ｇ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ５２ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ（ｎｍｏｌ ／ ｇ，ｎ ＝ ６）

胆汁酸
Ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ

缩写
Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

给药组
ＣＧＥ ｇｒｏｕｐ

二甲双胍组
ＭＥＴ ｇｒｏｕｐ

ω⁃鼠胆酸
ω⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ω⁃ＭＣＡ ３９３􀆰 １０ ± １７７􀆰 ４３ ２８４１􀆰 ９４ ± ９３１􀆰 １８＃ １６２５􀆰 ９９ ± ７０３􀆰 ７６∗ ２２􀆰 １１ ± １０􀆰 ９８

脱氧胆酸
Ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＤＣＡ ２２８􀆰 ７６ ± １２８􀆰 ０２ １５１８􀆰 ５１ ± １８５􀆰 ９８＃＃＃＃ ９９５􀆰 ９７ ± ３３６􀆰 ８０∗ ５６􀆰 ５１ ± ２６􀆰 ２０∗

１２⁃酮基石胆酸
１２⁃ｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ １２⁃ｋｅｔｏＬＣＡ １６１􀆰 ９８ ± ６３􀆰 ６４ ２８３􀆰 ７２ ± ９１􀆰 ８１＃ ３８８􀆰 １９ ± １３３􀆰 ４０ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ４１

３⁃硫酸胆酸
Ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃ｓｕｌｆａｔｅ ＣＡ⁃３Ｓ １４９􀆰 １７ ± ２０２􀆰 ５９ １６５６􀆰 １１ ± ６６９􀆰 ９８＃ ６０１􀆰 ８０ ± ３２８􀆰 ２２∗ ０􀆰 １５ ± ０􀆰 ２０∗

β⁃鼠胆酸
β⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ β⁃ＭＣＡ １４６􀆰 ０２ ± ４４􀆰 ３７ ６３５􀆰 ３７ ± ５３４􀆰 ３８ ３５１􀆰 ３６ ± ６０􀆰 ０７ １２４􀆰 ６３ ± １１５􀆰 ３１

α⁃鼠胆酸
α⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ α⁃ＭＣＡ ４３􀆰 ６７ ± １８􀆰 ９６ １７４􀆰 ０６ ± ７０􀆰 ５９＃ １２４􀆰 １５ ± ５３􀆰 ０９ １７９４􀆰 ６１ ± １４２０􀆰 １５

猪脱氧胆酸
Ｈｙｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＨＤＣＡ ２２􀆰 ８５ ± １２􀆰 ４８ １２３􀆰 ４６ ± ６９􀆰 ９１＃ １３４􀆰 ６８ ± ６１􀆰 １６ ２􀆰 ３６ ± １􀆰 ２９

牛磺胆酸
Ｔａｕｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＴＣＡ ２２􀆰 ５６ ± ７􀆰 ３２ ４１􀆰 ４２ ± ９􀆰 ６１＃ ３８􀆰 ８２ ± ７􀆰 ３１ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 ０６

胆酸
Ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＣＡ １７􀆰 ２１ ± ５􀆰 ８１ ３０􀆰 ３０ ± ２０􀆰 ８７ ４０􀆰 １８ ± ２１􀆰 ３５ ３􀆰 ０５ ± １􀆰 ２５

脱氢石胆酸
Ｄｅｈｙｄｒｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＤＨＬＣＡ １５􀆰 ６７ ± ９􀆰 ２４ １９􀆰 １９ ± ７􀆰 ３７ ２８􀆰 ４５ ± １５􀆰 ７９ １９􀆰 ６２ ± ９􀆰 ２９

牛磺⁃β⁃鼠胆酸
Ｔａｕｒｏ⁃β⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｔ⁃β⁃ＭＣＡ １４􀆰 ６５ ± ５􀆰 ５２ ３６􀆰 ２８ ± １７􀆰 ８９＃ ２２􀆰 ０８ ± ６􀆰 ８９ ３􀆰 ７４ ± ０􀆰 ５４

鹅脱氧胆酸
Ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＣＤＣＡ １２􀆰 ５８ ± ９􀆰 ９３ ７４􀆰 ９０ ± ５８􀆰 ０５ ７３􀆰 ２７ ± １６􀆰 ７１ ３９􀆰 ００ ± ３５􀆰 ３９

３β⁃胆酸
３β⁃ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ３β⁃ＣＡ １０􀆰 ４９ ± ３􀆰 ９３ １１６􀆰 ６９ ± １２４􀆰 ２４ ３６􀆰 ３７ ± １１􀆰 ２５ ０􀆰 １１ ± ０􀆰 ２７

１２⁃脱氢胆酸
１２⁃ｄｅｈｙｄｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ １２⁃ＤＨＣＡ ９􀆰 ８９ ± ３􀆰 ７３ １８􀆰 ０１ ± ８􀆰 ２４ ２２􀆰 ９０ ± ８􀆰 ７７ ９􀆰 ２６ ± ３􀆰 ０６

３β⁃脱氧胆酸
３β⁃ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ３β⁃ＤＣＡ ８􀆰 ３２ ± ５􀆰 ３５ ７７􀆰 ３０ ± １０􀆰 １５＃＃＃＃ ４１􀆰 ２５ ± １９􀆰 ５９∗ ９６􀆰 ２７ ± ５３􀆰 ５３∗

原胆酸
Ａｐｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＣＡ ６􀆰 ８１ ± ５􀆰 ０７ ４０􀆰 ７６ ± ２０􀆰 ０５＃ ２９􀆰 ９８ ± ９􀆰 ４３ ２２５􀆰 ０３ ± ６１􀆰 ７６

别胆酸
Ａｌｌｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＡＣＡ ６􀆰 ４３ ± ３􀆰 ７５ ９􀆰 ２１ ± １０􀆰 ３８ １７􀆰 ７９ ± １９􀆰 ９７ １５􀆰 ９１ ± １２􀆰 ２９

７⁃酮脱氧胆酸
７⁃ｋｅｔｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ７⁃ＫＤＣＡ ５􀆰 ３７ ± １􀆰 ８６ ８􀆰 ９３ ± ４􀆰 １７ １２􀆰 ８６ ± ２􀆰 ５０ ０􀆰 ７１ ± ０􀆰 ２１

６⁃酮石胆酸
６⁃ｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ６⁃ｋｅｔｏＬＣＡ ４􀆰 ３８ ± ３􀆰 ３１ １８􀆰 ７２ ± ７􀆰 １３＃ ３４􀆰 １１ ± ２２􀆰 ６７ ０􀆰 ５５ ± ０􀆰 ２７

牛磺⁃ω⁃鼠胆酸
Ｔａｕｒｏ⁃ω⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｔ⁃ω⁃ＭＣＡ ４􀆰 ３６ ± １􀆰 ３２ １９􀆰 １７ ± ９􀆰 ０６＃ １０􀆰 ９１ ± ４􀆰 ０７ ０􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０９

异石胆酸
Ｉｓｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｓｏＬＣＡ ３􀆰 ７３ ± １􀆰 ２８ ２７􀆰 ２１ ± ５􀆰 ９２＃＃ １６􀆰 ９６ ± ５􀆰 ３４∗ ０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０４∗

异猪去氧胆酸
Ｉｓｏｈｙｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｓｏＨＤＣＡ ３􀆰 ３６ ± １􀆰 ９７ ２９􀆰 ２９ ± １１􀆰 ２６＃ １９􀆰 ６３ ± ８􀆰 ７９ ７􀆰 ０３ ± ２􀆰 ５８

猪胆酸
Ｈｙｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＨＣＡ ３􀆰 ２１ ± １􀆰 ８４ １４􀆰 ９５ ± ５􀆰 ０４＃ １１􀆰 ０６ ± ４􀆰 ２５ ２３５􀆰 ２５ ± １００􀆰 ４２

牛磺⁃α⁃鼠胆酸
Ｔａｕｒｏ⁃α⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｔ⁃α⁃ＭＣＡ ３􀆰 １０ ± １􀆰 ２０ ６􀆰 ４７ ± ２􀆰 ４９＃ ４􀆰 １３ ± １􀆰 １６ １０􀆰 ２９ ± ４􀆰 ４７

甘氨胆酸⁃３⁃硫酸
Ｇｌｙｃｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃ｓｕｌｆａｔｅ ＧＣＡ⁃３Ｓ ２􀆰 ９５ ± ２􀆰 ０１ ０􀆰 ７９ ± １􀆰 １４ １􀆰 ４２ ± １􀆰 ２０ ３１􀆰 ２７ ± ９􀆰 ２６

鼠脱氧胆酸
Ｍｕｒｉｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＭＤＣＡ ２􀆰 ７０ ± ０􀆰 ７２ １３􀆰 ６３ ± ６􀆰 １６＃ １０􀆰 ５０ ± ３􀆰 ０４ ２􀆰 ４５ ± ０􀆰 ９９∗

牛磺鹅脱氧胆酸
Ｔａｕｒｏｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＴＣＤＣＡ ２􀆰 ４５ ± ０􀆰 ８９ ２􀆰 ３０ ± ０􀆰 ３７ １􀆰 ７５ ± ０􀆰 ４３ １􀆰 ９８ ± ０􀆰 ６６∗

牛磺脱氧胆酸
Ｔａｕｒｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＴＤＣＡ ２􀆰 ４１ ± ０􀆰 ９２ ５􀆰 ７６ ± ３􀆰 ２２ ３􀆰 ６８ ± １􀆰 ４３ １􀆰 ５１ ± ０􀆰 ４３
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续表 ２
胆汁酸

Ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ
缩写

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ
正常组

Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ
模型组

Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
给药组

ＣＧＥ ｇｒｏｕｐ
二甲双胍组
ＭＥＴ ｇｒｏｕｐ

７⁃酮基石胆酸
７⁃ｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ７⁃ｋｅｔｏＬＣＡ １􀆰 ６４ ± １􀆰 ０８ １􀆰 ２５ ± １􀆰 ４８ １􀆰 ３３ ± ０􀆰 ４７ １６􀆰 ３０ ± ４􀆰 ９７

熊脱氧胆酸
Ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＵＤＣＡ １􀆰 ５１ ± １􀆰 １７５ ７􀆰 ７５ ± ７􀆰 ６０ ６􀆰 ０７ ± ２􀆰 １１ １５􀆰 １８ ± １１􀆰 ２３

牛磺熊脱氧胆酸
Ｔａｕｒｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＴＵＤＣＡ １􀆰 ４７ ± ０􀆰 ６１ ４􀆰 ４４ ± １􀆰 ８５＃ ４􀆰 ００ ± １􀆰 ６１ ８６７􀆰 ０６ ± ４００􀆰 ２２

３⁃脱氢胆酸
３⁃ｄｅｈｙｄｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ３⁃ＤＨＣＡ １􀆰 ３５ ± ０􀆰 ４４ １􀆰 ５１ ± ０􀆰 ９３ １􀆰 ９７ ± ０􀆰 ７９ １４􀆰 ９０ ± ４􀆰 ７９

鹅去氧胆酸⁃２４⁃酰基⁃β⁃葡糖苷酸
Ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃２４⁃ａｃｙｌ⁃

β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ
ＣＤＣＡ⁃２４Ｇｌｎ １􀆰 ２１ ± ０􀆰 ２６ １􀆰 ５６ ± ０􀆰 １２＃ １􀆰 ６４ ± ０􀆰 １５ ０􀆰 ４８ ± ０􀆰 ６２

６，７⁃二酮石胆酸
６，７⁃ｄｉｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ６，７⁃ｄｉｋｅｔｏＬＣＡ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 ４９ １􀆰 ０５ ± ０􀆰 ６８ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 １５ ０􀆰 ５４ ± ０􀆰 ５２

异熊去氧胆酸
Ｉｓｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｓｏＵＤＣＡ ０􀆰 ９９ ± ０􀆰 ６４ ７􀆰 １５ ± ３􀆰 ９０＃ ４􀆰 ８４ ± １􀆰 ８８ ２０􀆰 ７２ ± ９􀆰 ５６∗

甘氨脱氢胆酸
Ｇｌｙｃｏｄｅｈｙｄｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＧＤＨＣＡ ０􀆰 ９７ ± ０􀆰 ５６ ０􀆰 ５７ ± ０􀆰 ２１ ０􀆰 ３８ ± ０􀆰 １８ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０４

去甲胆酸
Ｎｏｒ ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＮＣＡ ０􀆰 ９６ ± １􀆰 ２２ ０􀆰 ８２ ± ０􀆰 ４８ ０􀆰 ６３ ± ０􀆰 ６２ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

熊果胆酸
Ｕｒｓｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＵＣＡ ０􀆰 ８４ ± ０􀆰 ４０ ２􀆰 ６８ ± ２􀆰 ３２ ３􀆰 ０９ ± ２􀆰 ０７ １􀆰 ２８ ± ０􀆰 ２５

７，１２⁃二酮石胆酸
７，１２⁃ｄｉｋｅｔｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ７，１２⁃ｄｉｋｅｔｏＬＣＡ ０􀆰 ６３ ± ０􀆰 ３７ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０７ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 ７９ ０􀆰 １１ ± ０􀆰 １９

牛磺猪脱氧胆酸
Ｔａｕｒｏｈｙｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＴＨＤＣＡ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ２４ ２􀆰 ９４ ± １􀆰 ２０＃ ２􀆰 ７０ ± １􀆰 ３２ ３􀆰 ２４ ± ０􀆰 ７７

熊去氧胆酸硫酸
Ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ３⁃ｓｕｌｆａｔｅ ＵＤＣＡ⁃３Ｓ ０􀆰 ３６ ± ０􀆰 ２０ ０􀆰 １０ ± ０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ０９ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 １２

２３⁃脱甲脱氧胆酸
２３⁃ｎｏｒｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ２３⁃ｎｏｒＤＣＡ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 １７ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ３６∗ １０６􀆰 １０ ± ３４􀆰 ４２

脱氢胆酸
Ｄｅｈｙｄｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＤＨＣＡ ０􀆰 １２ ± ０􀆰 １０ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００＃ ０􀆰 １０ ± ０􀆰 １１ ０􀆰 ３７ ± ０􀆰 ４４

石胆酸⁃３⁃硫酸
Ｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃ｓｕｌｆａｔｅ ＬＣＡ⁃３Ｓ ０􀆰 １０ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 １２ ± ０􀆰 ０５

牛磺石胆酸
Ｔａｕｒｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＴＬＣＡ ０􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０８ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 １２ ０􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０４

甘氨石胆酸⁃３⁃硫酸
Ｇｌｙｃｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃ｓｕｌｆａｔｅ ＧＬＣＡ⁃３Ｓ ０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 １５ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 １２ ± ０􀆰 ０５ ３􀆰 ８０ ± ２􀆰 ７６

甘氨石胆酸
Ｇｌｙｃｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＧＬＣＡ ０􀆰 ０５ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０７＃ ０􀆰 １７ ± ０􀆰 ０８ １４􀆰 ６９ ± ４􀆰 ２５

异脱氧胆酸
Ｉｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｓｏＤＣＡ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ０５ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０３ ７８０􀆰 ３６ ± ４７５􀆰 ９０∗

甘氨鹅脱氧胆酸⁃３⁃Ｏ⁃β⁃葡糖醛酸
Ｇｌｙｃｏｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ
ａｃｉｄ⁃３⁃Ｏ⁃β⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ

ＧＣＤＣＡ⁃３Ｇｌｎ ０􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 １５ ± ０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０４∗ １􀆰 ５４ ± ０􀆰 １８∗

石胆酸
Ｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＬＣＡ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ １３５􀆰 ８３ ± ３３􀆰 ２２∗∗ １２􀆰 ３６ ± ５􀆰 １２∗∗

牛磺猪胆酸
Ｔａｕｒｏｈｙｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＴＨＣＡ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０５＃ ０􀆰 １３ ± ０􀆰 １５ ２０􀆰 ５９ ± ４􀆰 ４１∗

甘氨脱氧胆酸
Ｇｌｙｃｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ＧＤＣＡ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０４ ０􀆰 ２２ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０７∗

总胆汁酸
Ｔｏｔａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ

－ １３２２􀆰 ４１ ７８７７􀆰 ７０＃＃＃＃ ４８１６􀆰 ４４∗ ４５８４􀆰 ７９∗

注：与正常组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）
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图 ４　 样品提取离子色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ

ＣＡ⁃３Ｓ ６ 种胆汁酸水平 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），此外还降低

ｉｓｏＤＣＡ、ＧＤＨＣＡ、 ＴＣＤＣＡ 水平 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），升高

ＬＣＡ 和 ＴＨＣＡ 水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
　 　 各组不同类型胆汁酸浓度结果见图 ５，与正常

组相比，模型组初级胆汁酸（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）、次级胆汁

酸（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）、结合型胆汁酸（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）和游离

性胆汁酸（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）浓度均升高；给予毛菊苣乙

醇提取物能显著降低模型组升高的初级胆汁酸（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）和结合型胆汁酸（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），次级胆汁酸和

游离性胆汁酸有下降的趋势，但无统计学意义（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 给予二甲双胍能降低模型组升高的初级胆

汁酸（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、次级胆汁酸（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）和结合型

图 ５　 各组不同类型胆汁酸浓度（ｎｍｏｌ ／ ｇ，ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎｍｏｌ ／ ｇ，ｎ ＝ ６）

胆汁酸（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），游离型胆汁酸有下降趋势，但无

统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
各组次级胆汁酸 ／初级胆汁酸比值见图 ６，与正

常组相比，模型组该比值下降但无统计学意义（Ｐ ＞
０􀆰 ０５），与模型组相比，给药组该比值显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），二甲双胍组该比值升高，但无统计学意义（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 多元统计分析⁃胆汁酸代谢轮廓分析

本研究采用 ＰＣＡ 对正常组、模型组、给药组和

二甲双胍组 ４ 组小鼠的粪便胆汁酸代谢轮廓进行分

析，采用 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 对 ４ 组进行两两比较，并对 ４ 组

胆汁酸浓度进行层次聚类分析。
２􀆰 ６􀆰 １　 ＰＣＡ 分析

ＰＣＡ 得分散点图中可以看出，样本全部处于

９５％置信区间。 如图 ７ 正常组和模型组的散点呈现

明显的分离，说明给予高脂饮食致使小鼠粪便胆汁

酸组成发生变化；给药组与模型组散点呈分离的趋

势，并同二甲双胍组散点聚集在一定区域内，说明

给予毛菊苣醇提取物后，小鼠粪便胆汁酸组成相较

模型组发生变化。
２􀆰 ６􀆰 ２　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析

如图 ８ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分散点图中，正常组和模型

组，给药组和模型组，二甲双胍组和模型组的散点

均明显分离，同时每组内散点的聚集程度较好。 表

明正常组和模型组，给药组和模型组，二甲双胍组

和模型组之间的粪便胆汁酸组成均存在差异。 通

过置换检验验证 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型拟合效果，Ｑ２ 的回

归线在纵坐标上的截距小于 ０，表明此模型无过度

拟合现象，具有较好的可预测性和拟合度，可准确

地描述数据。
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注：Ａ：正常组对模型组 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分散点图；Ｂ：给药组对模型组的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分散点图；Ｃ：二甲双胍组对模型组的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分散点

图；Ｄ：正常组对模型组的置换检验结果；Ｅ：给药组对模型组的置换检验结果；Ｆ：二甲双胍组对模型组的置换检验结果。

图 ８　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分散点图和置换检验结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｄ． Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｅ． Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｆ． Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ
ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｓｃｏｒｅ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

图 ６　 各组次级胆汁酸 ／初级胆汁酸的比值（ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ／ ｐｒｉｍａｒｙ

ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ６）

２􀆰 ６􀆰 ３　 层析聚类分析

对 ４ 组胆汁酸浓度数据进行层次聚类分析，并
绘制热图，结果如图 ９。 相较于正常组，模型组上调

了 ４２ 种胆汁酸，下调 １０ 种胆汁酸；相较于模型组，
毛菊苣乙醇提取物组上调了 ２０ 种胆汁酸，下调了

图 ７　 ＰＣＡ 得分散点图

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｓｃｏｒｅ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ＰＣＡ ｍｏｄｅｌ

３２ 种胆汁酸，二甲双胍组上调了 ９ 种胆汁酸，下调

了 ４３ 种胆汁酸。
２􀆰 ７　 差异胆汁酸筛选

以 ＶＩＰ ＞ １，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为筛选条件，从 ５２ 种胆汁

酸中筛选出各组之间的差异胆汁酸，结果见表 ３。
相对于正常组，模型组有 ２２ 种胆汁酸水平显著变

化；相对于模型组， 给药组显著升高 ＬＣＡ （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１） 和 ２３⁃ｎｏｒＤＣＡ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 水平，显著降低

ＤＣＡ、３β⁃ＤＣＡ、 ｉｓｏＬＣＡ、 ＣＡ⁃３Ｓ、 ω⁃ＭＣＡ、 ＧＤＣＡ⁃３Ｇｌｎ
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　 　 　 　 　 　 表 ３　 差异胆汁酸

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅ

胆汁酸
Ｂｉｌｅ ａｃｉｄ

模型组 ＶＳ 正常组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ＶＳ
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ

给药组 ＶＳ 模型组
ＣＧＥ ｇｒｏｕｐ ＶＳ
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

二甲双胍组 ＶＳ 模型组
ＭＥＴ ｇｒｏｕｐ ＶＳ
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

ＶＩＰ 值
ＶＩＰ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

ＶＩＰ 值
ＶＩＰ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

ＶＩＰ 值
ＶＩＰ ｖａｌｕｅ

ＫＥＧＧ 编号
ＫＥＧＧ ＩＤ

代谢通路
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ

ｉｓｏＬＣＡ ０􀆰 ０００↑ １􀆰 ４８９ １􀆰 ７０５↓ ０􀆰 ０１７ １􀆰 ５２７↓ ０􀆰 ００１ － －

ω⁃ＭＣＡ ０􀆰 ００２↑ １􀆰 ４８７ １􀆰 ５３３↓ ０􀆰 ０４２ － － Ｃ１７７２７ 次级胆汁酸生物合成
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｉｓｏＨＤＣＡ ０􀆰 ００３↑ １􀆰 ４８０ － － － － － －

ＭＤＣＡ ０􀆰 ０１０↑ １􀆰 ４５２ － － １􀆰 ２２４↓ ０􀆰 ０４９ Ｃ１５５１５ 次级胆汁酸生物合成
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ＴＨＤＣＡ ０􀆰 ００７↑ １􀆰 ４４１ － － － － － －
ＴＬＣＡ ０􀆰 ０１１↑ １􀆰 ４２５ － － － － － －

Ｔ⁃ω⁃ＭＣＡ ０􀆰 ０１４↑ １􀆰 ３８５ － － － － － －
α⁃ＭＣＡ ０􀆰 ００８↑ １􀆰 ３８１ － － － － － －
ＨＤＣＡ ０􀆰 ００５↑ １􀆰 ３８１ － － － － － －

ｉｓｏＵＤＣＡ ０􀆰 ０１６↑ １􀆰 ３６２ － － １􀆰 ４０９↓ ０􀆰 ０４３ Ｃ１７６６２ 次级胆汁酸生物合成
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ＴＨＣＡ ０􀆰 ０２４↑ １􀆰 ３５９ － － １􀆰 １３９↑ ０􀆰 ０３２ Ｃ１５５１６ －
６⁃ｋｅｔｏＬＣＡ ０􀆰 ００２↑ １􀆰 ３４０ － － － － － －
ＧＤＣＡ⁃３Ｇｌｎ ０􀆰 ００２↑ １􀆰 ３３２ １􀆰 ５１６↓ ０􀆰 ０１３ － － － －

ＣＡ ０􀆰 ０１２↑ １􀆰 ３１３ － － － － － －
ＵＤＣＡ⁃３Ｓ ０􀆰 ０２８↓ １􀆰 ２７０ － － － － － －

ＴＣＡ ０􀆰 ００６↑ １􀆰 ２４８ － － － － － －
ＴＵＤＣＡ ０􀆰 ０１４↑ １􀆰 ２２０ － － － － － －
ＣＡ⁃３Ｓ ０􀆰 ００３↑ １􀆰 ２１３ １􀆰 ５８３↓ ０􀆰 ０１０ １􀆰 ０８６↓ ０􀆰 ０４３ － －

Ｔ⁃α⁃ＭＣＡ ０􀆰 ０２１↑ １􀆰 ０７３ － － － － － －
ＣＤＣＡ⁃２４Ｇｌｎ
Ｔ⁃β⁃ＭＣＡ

０􀆰 ０２２↑
０􀆰 ０４２↑

１􀆰 ０４４
１􀆰 ０４４

－
－

－
－

－
－

－
－

－
－

－
－

１２⁃ｋｅｔｏＬＣＡ ０􀆰 ０３５↑ １􀆰 ０２４ － － － － － －
２３⁃ｎｏｒＤＣＡ － － １􀆰 ３９１↑ ０􀆰 ０２７ － － － －

ＬＣＡ － － ２􀆰 １８７↑ ０􀆰 ０００ １􀆰 ８９０↑ ０􀆰 ００１ Ｃ０３９９０ 次级胆汁酸生物合成
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ＤＣＡ － － １􀆰 ７８０↓ ０􀆰 ０１３ １􀆰 ３３８↓ ０􀆰 ００６ Ｃ０４４８３ 次级胆汁酸生物合成
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

３β⁃ＤＣＡ － － １􀆰 ８８１↓ ０􀆰 ００４ １􀆰 ３５５↓ ０􀆰 ０４５ Ｃ２０８６５ 次级胆汁酸生物合成
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｉｓｏＤＣＡ － － － － １􀆰 ５０４↓ ０􀆰 ０３０ Ｃ１７６６１ －

ＴＣＤＣＡ － － － － １􀆰 ５０３↓ ０􀆰 ００９ Ｃ０５４６５

初级胆汁酸生物合成和
次级胆汁酸生物合成

Ｐｒｉｍａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ＧＤＨＣＡ － － － － １􀆰 ２５５↓ ０􀆰 ０３０ － －
注：↑：含量上升；↓． ：含量下降。
Ｎｏｔｅ． ↑． Ｒｉｓｅ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ． ↓． Ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ．

胆汁酸水平 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；二甲双胍组显著升高

ＴＨＣＡ 和 ＬＣＡ 水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），显著降低 ｉｓｏＬＣＡ、
ＭＤＣＡ、 ｉｓｏＵＤＣＡ、 ＣＡ⁃３Ｓ、 ＤＣＡ、 ３β⁃ＤＣＡ、 ｉｓｏＤＣＡ、
ＴＣＤＣＡ 和 ＧＤＨＣＡ 水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 给药组和二

甲双胍组与模型组之间的差异胆汁酸如图 １０。
　 　 通过 ＫＥＧＧ 数据库检索给药组相对于模型组、
二甲双胍组相对于模型组的差异胆汁酸参与的生

物代谢途径，结果见表 ３，发现给药组的差异胆汁酸

主要参与次级胆汁酸生物合成代谢途径，二甲双胍

　 　 　 　 　 　表 ４　 小鼠体重和粪便差异胆汁酸的相关性分析（ｎ ＝ ２４）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｅｃａｌ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ ２４）
差异胆汁酸

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ
Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数

ｒｓ
Ｐ 值

Ｐ ｖａｌｕｅ
ＬＣＡ －０􀆰 ２８３７ ０􀆰 １７９２
ＤＣＡ ０􀆰 ６４４５ ０􀆰 ０００７

ｉｓｏＬＣＡ ０􀆰 ５８７９ ０􀆰 ００２５
２３⁃ｎｏｒＤＣＡ －０􀆰 ０８９０ ０􀆰 ６７９２
３β⁃ＤＣＡ ０􀆰 ６６４９ ０􀆰 ０００４
ω⁃ＭＣＡ ０􀆰 ５３８７ ０􀆰 ００６６
ＣＡ⁃３Ｓ －０􀆰 ３１５３ ０􀆰 １３３４

ＧＣＤＣＡ⁃３Ｇｌｎ ０􀆰 ５６９２ ０􀆰 ００３７
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图 ９　 各组间的层次聚类分析热图

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｈｅａｔｍａｐ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组的差异胆汁酸主要参与次级胆汁酸生物合成和

初级胆汁酸生物合成途径。
２􀆰 ８　 高脂饮食肥胖与差异胆汁酸的关联

通过 ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数（ｓｐｅａｒｍａｎ’ｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ｒｓ）相关性分析衡量小鼠（ｎ ＝ ２４）体重与

给药组差异胆汁酸浓度之间的相关性。 结果如表 ４
所示，粪便中 ＤＣＡ（ ｒｓ ＝ ０􀆰 ６４４５，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）、ｉｓｏＬＣＡ
（ ｒｓ ＝ ０􀆰 ５８７９，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、３β⁃ＤＣＡ（ ｒｓ ＝ ０􀆰 ６６４９，Ｐ ＜
０􀆰 ００１）和 ω⁃ＭＣＡ（ ｒｓ ＝ ０􀆰 ５３８７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）４ 种差异

胆汁酸与体重具有较强的正相关。

３　 讨论

本研究以高脂饮食诱导形成肥胖小鼠模型，并
建立了一种稳定可靠的 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法对小鼠

粪便中 ５２ 种胆汁酸进行定量分析，旨在探究毛菊苣

乙醇提取物是否通过调节肥胖小鼠的胆汁酸稳态

改善脂质代谢异常，并筛选出潜在生物标志物。 ＨＥ
染色及药效结果显示毛菊苣乙醇提取物具有维持

肥胖小鼠脂质稳态的作用。 给予毛菊苣乙醇提取

物后可改善肥胖小鼠的肝细胞变性，减少脂肪空

泡，降低肥胖小鼠的体重、血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ⁃Ｃ 和肝

ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 水平，但不改变肥胖小鼠肝 ＴＣ 和 ＨＤＬ⁃Ｃ
水平。 二甲双胍是 ２ 型糖尿病 （ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ

ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）的一线治疗药物，在临床上也用于

治疗肥胖相关疾病，如肥胖性 ２ 型糖尿病，以及预防

非典型抗精神病药物诱导的肥胖［１１］。 研究表明胆

汁酸是介导其改善葡萄糖和脂质代谢作用的重要

机制：如二甲双胍通过增加 ｏｂ ／ ｏｂ 小鼠的牛磺熊去

氧胆酸（ｔａｕｒｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＴＵＤＣＡ）改善肠道

微生物群、降低氧化应激和增加胰岛素敏感性；通
过降低 ２ 型糖尿病患者肠道脆弱拟杆菌的水平，导
致法尼醇 Ｘ 受体（Ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＸＲ）的拮抗

剂 甘 氨 去 氧 胆 酸 （ ｇｌｙｃｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，
ＧＵＤＣＡ）的增加而升高胰岛素敏感性［１２－１３］。 因此

本研究以二甲双胍为阳性药对比毛菊苣的药效。
结果显示二甲双胍能显著降低肥胖小鼠体重、血清

和肝 ＴＧ、 ＴＣ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平，表现出减重和降脂的

作用。
相对于正常组，模型组 ５２ 种粪便胆汁酸的总含

量显著增加，并显著改变了 ２２ 种胆汁酸含量：除
ＵＤＣＡ⁃３Ｓ 外，ＤＣＡ，ｉｓｏＬＣＡ 等 ２１ 种胆汁酸水平显著

升高。 这与先前的报道一致，高脂饮食会增加胆汁

分泌从而增加肠道中的胆汁酸，更大的胆汁酸池充

当信号分子刺激 Ｇ 蛋白偶联受体 ５ （ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５，ＴＧＲ５）的活性以增加机体的能量

消耗［１４－１５］。 经毛菊苣乙醇提取物干预后，５２ 种粪
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注：Ａ：脱氧胆酸浓度；Ｂ：３β⁃脱氧胆酸浓度；Ｃ：石胆酸浓度：Ｄ：异石胆酸浓度；Ｅ：３⁃硫酸胆酸浓度；Ｆ：ω⁃鼠胆酸浓度；Ｇ：甘氨鹅脱氧胆酸⁃
３⁃Ｏ⁃β⁃葡糖醛酸浓度；Ｈ：２３⁃脱甲脱氧胆酸浓度；Ｉ：鼠脱氧胆酸浓度；Ｊ：异熊去氧胆酸浓度；Ｋ：牛磺猪胆酸浓度；Ｌ：异脱氧胆酸浓度；Ｍ：牛
磺鹅脱氧胆酸浓度；Ｎ：甘氨脱氢胆酸浓度。

图 １０　 不同组之间的差异胆汁酸（ｎｍｏｌ ／ ｇ，ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｂ． ３β⁃ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｃ． Ｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｄ． Ｉｓｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｅ． ３⁃ｓｕｌｆａｔｅ ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｆ． ω⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｇ． Ｇｌｙｃｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃Ｏ⁃β⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｈ． ２３⁃Ｎｏｒ⁃ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｉ． Ｍｕｒｉｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｊ． Ｉｓｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｋ．
Ｔａｕｒｏｈｙｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｌ． Ｉｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｍ． Ｔａｕｒｏ⁃ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｎ．
Ｇｌｙｃｏｈｙｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ（ｎｍｏｌ ／ ｇ，ｎ ＝ ６）

便胆汁酸总含量显著回调，提示毛菊苣乙醇提取物 可改善胆汁酸代谢来调节脂质异常堆积。 对初级、
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次级、结合型和游离型胆汁酸水平进行分析发现，
相较于正常组，模型组各类粪便胆汁酸水平均升

高；相较于模型组毛菊苣乙醇提取物能显著降低粪

便中初级胆汁酸和结合型胆汁酸水平，次级胆汁酸

和游离性型胆汁酸水平呈下降趋势。 胆汁酸的主

要生理作用是促进脂质的乳化和吸收，同时还作为

信号分子激活体内两种主要的感受器：核受体 ＦＸＲ
和细胞表面受体 Ｇ 蛋白偶联胆汁酸受体 １ （ Ｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １， ＧＰＢＡＲ１） ［１６］。
因此胆汁酸是机体调节糖脂代谢相关复杂通路的

关键因子，维持体内胆汁酸种类和水平的平衡对代

谢性疾病至关重要。 本研究中毛菊苣乙醇提取物

还显著升高了粪便中次级 ／初级胆汁酸比值。 相较

于初级胆汁酸，次级胆汁酸因更低的溶解性而更难

被重吸收，可导致机体更多的胆固醇排泄。 研究表

明，在高脂饮食喂养的小鼠肝脂肪变性中，伴随的

次级胆汁酸及次级胆汁酸产生菌⁃乳酸杆菌科和钩

端螺旋杆菌科的增加，有利于缓解代谢异常［１７］。 柑

橘总黄酮可通过增加小鼠拟杆菌科的相对丰度升

高次级胆汁酸与初级胆汁酸的比例，显著减轻非酒

精性脂肪肝炎小鼠的 ＦＸＲ 和 ＴＧＲ５ 缺乏［１８］。 本研

究中粪便总胆汁酸和初级胆汁酸降低，而次级 ／初
级胆汁酸比例增加，表明毛菊苣乙醇提取物可能通

过增加次级胆汁酸产生菌丰度，促进了初级胆汁酸

进入肠道后向次级胆汁酸转化的过程。
通过多元统计分析和差异胆汁酸筛选，鉴别出

给药组相对于模型组的 ８ 种差异胆汁酸：ＬＣＡ 和

２３⁃ｎｏｒＤＣＡ 水平显著升高，ＤＣＡ、３β⁃ＤＣＡ、 ｉｓｏＬＣＡ、
ＣＡ⁃３Ｓ、ω⁃ＭＣＡ 和 ＧＣＤＣＡ⁃３Ｇｌｎ 水平显著降低，其中

多种胆汁酸被证明具有一系列的生物活性，可能在

毛菊苣乙醇提取物调节脂质异常的过程中可能发

挥着关键作用。 如 ＤＣＡ 和 ＬＣＡ 都与肥胖相关疾病

关系密切。 ＤＣＡ 水平与食欲调节和能量代谢相关

酶，如胃肠激素、胰高血糖素样肽⁃１ 等活性有关［１９］。
先前研究表明高脂饮食喂养可增加大鼠血液，结肠

和粪便中的 ＤＣＡ 水平，高水平 ＤＣＡ 会损伤肝星状

细胞 ＤＮＡ，并导致肥胖相关的肝细胞癌，而降低

ＤＣＡ 水平可有效阻止肥胖小鼠的肝细胞癌进

展［２０］。 本研究结果中模型组粪便 ＤＣＡ 水平显著增

加，给予毛菊苣乙醇提取物会逆转这种现象。 ＬＣＡ
具有强疏水性而被认为具有肝毒性，但最近的研究

表明，ＬＣＡ 和 ＵＤＣＡ 混合物可通过激活 ＦＸＲ 通路和

修复肠道屏障完整性来降低高脂血症［２１－２２］。 本研

究中毛菊苣乙醇提取物升高了肥胖小鼠的粪便

ＬＣＡ 含量，表明其可能促进肠道中 ＬＣＡ 产生。 鉴于

这些差异胆汁酸的重要生物活性，本研究继续在

ＫＥＧＧ 数据库中检索了粪便差异胆汁酸参与的代谢

通路，发现给药组相对于模型组的差异胆汁酸主要

调节次级胆汁酸生物合成路径，进一步印证了毛菊

苣乙醇提取物能促进肠道中初级胆汁酸向次级胆

汁酸转化的推测。 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析发现粪便

中 ＤＣＡ、ｉｓｏＤＣＡ、３β⁃ＤＣＡ 和 ω⁃ＭＣＡ ４ 种胆汁酸与

体重具有较强的正相关性，表明毛菊苣乙醇提取物

发挥减重作用可能与降低差异胆汁酸水平作用密

切相关。 研究表明，ＤＣＡ 在迟缓真杆菌和产气荚膜

梭菌作用下，经 ３β 羟基差向异构化产生 ｉｓｏＤＣＡ，
ＤＣＡ 转变为 ｉｓｏＤＣＡ 有利于拟杆菌属生长，而拟杆

菌属被证明在小鼠模型中能够起到预防肥胖的作

用［２３－２４］。 ω⁃ＭＣＡ 由小鼠体内主要的初级胆汁酸

β⁃ＭＣＡ 经 ６β⁃差向异构化形成。 有文献表明给予西

方饮食小鼠补充低聚果糖，可增加盲肠和门静脉中

的次级胆汁酸水平（主要是 ６α⁃羟基胆汁酸，如 ω⁃
ＭＣＡ、ＨＣＡ 和 ＨＤＣＡ），改善糖代谢、减少增重［２５］。
３β⁃ＤＣＡ 则是 ＤＣＡ 的 ３β 差向异构体。 胆汁酸在肠

道中的代谢与肠道菌群组成变化有关，因此推测毛

菊苣乙醇提取物可能通过影响相关肠菌丰度来发

挥减重作用。
综上所述，本研究通过代谢组学技术鉴别出 ８

种差异粪便胆汁酸，主要涉及次级胆汁酸生物合成

途径。 毛菊苣可能通过调节次级胆汁酸生物合成，
改变胆汁酸代谢轮廓，发挥减重和调控脂质代谢紊

乱的作用，这为后续毛菊苣的药理机制研究提供可

靠的理论基础。 课题组未来将在本研究的基础上，
结合血清样本的胆汁酸代谢组学研究，进一步探讨

毛菊苣对肥胖小鼠肠道菌群的影响，阐明毛菊苣对

次级胆汁酸生物合成的调控作用。
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唐会猛，宋庆华，谢云云，等． 单双次气管内滴注博来霉素诱导肺纤维化大鼠模型的比较 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２
（９）： １１３９－１１４８．
ＴＡＮＧ Ｈ Ｍ， ＳＯＮＧ Ｑ Ｈ， ＸＩＥ Ｙ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｎｅ ｏｒ ｔｗｏ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ
ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（９）： １１３９－１１４８．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０９􀆰 ００５

［基金项目］河南省科技研发计划联合基金（优势学科培育类）项目（２３２３０１４２００２０），国家自然科学基金项目（８２３０５１３８）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｌａｎ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｏｍｉｎａｎｔ Ｄｉｓｃｉｐｌｉｎｅｓ ）
（２３２３０１４２００２０）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２３０５１３８） ．
［作者简介］唐会猛，男，在读硕士研究生，研究方向：中医药防治呼吸系统相关疾病。 Ｅｍａｉｌ：２２５２４２２６８９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］田燕歌，女，博士，副教授，研究方向：中医药防治呼吸病。 Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｅ０９１０＠ １２６． ｃｏｍ

单双次气管内滴注博来霉素诱导肺纤维化
大鼠模型的比较

唐会猛１，２，宋庆华３，谢云云１，２，孙鑫１，２，杨帆１，２，杨曙光１，田燕歌３∗

（１． 河南中医药大学第一附属医院呼吸科，郑州　 ４５００００；２． 河南中医药大学第一临床医学院，
郑州　 ４５００４６；３． 河南中医药大学呼吸疾病中医药防治省部共建协同创新中心，

河南省中医药防治呼吸病重点实验室，郑州 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 目的　 采用单次及两次气管内滴注博来霉素（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ，ＢＬＭ）构建肺纤维化大鼠模型，比较 ２ 种造

模方式的成模率及稳定性。 方法　 １５０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠随机分成空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、单次气管内滴注博来

霉素组（ＢＬＭ⁃Ｓ 组）、两次气管内滴注博来霉素组 （ ＢＬＭ⁃Ｍ 组）。 ＢＬＭ⁃Ｓ 组第 １ 天采用无创气管内滴注 ＢＬＭ
（３ ｍｇ ／ ｋｇ，单次）诱导；ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 １、１４ 天分别气管内滴注 ＢＬＭ（３、２ ｍｇ ／ ｋｇ）诱导，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组采用无创气管内滴注

０􀆰 ９％氯化钠注射液（１ ｍＬ ／ ｋｇ）；于造模后第 ２８、４２、５６、８４ 天分批取材。 检测大鼠深吸气量（ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ，
ＩＣ）、肺活量（ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ，ＶＣ）、静态肺顺应性（ ｓｔａｔｉｃ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ ｏｆ ｌｕｎｇ，Ｃｃｈｏｒｄ）及动态肺顺应性（ ｄｙｎａｍｉｃ ｌｕｎｇ
ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｃｄｙｎ）；观察大鼠肺组织病理变化，并对肺泡炎及纤维化程度进行评分；采用免疫组化检测大鼠肺组织

Ⅲ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅲ，ＣＯＬ⁃Ⅲ）表达。 结果　 （１）一般状态及生存情况：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组和 ＢＬＭ⁃Ｍ 组生存

率分别为：１００％、８０％、６６％。 第 １４ ～ ４２ 天，ＢＬＭ⁃Ｓ 组与 ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠体重显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 第 ２８ ～ ４２ 天，ＢＬＭ⁃Ｍ 组体重显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （２）肺功能：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，第 ２８ 天 ＢＬＭ⁃Ｓ 组肺功能 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 均显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ
显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；第 ４２ 天 ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；第 ４２ ～ ８４
天 ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （３）肺病理：第 ２８ ～ ８４ 天，ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠出现炎

性浸润及纤维条索后逐渐减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠出现纤维化及肺泡炎后较为稳定（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 （４）胶原沉积：各时间点 ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺组织内 ＣＯＬ⁃Ⅲ表达显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；第 ４２ ～ ８４ 天 ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＣＯＬ⁃Ⅲ含量显著低于 ２８ ｄ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ２ 种造模方式均可成功建立肺纤

维化模型，其中单次法操作简便，大鼠死亡率更低，２８ ｄ 时纤维化程度明显，但在 ４２ ｄ 之后会逐渐恢复；两次法造模

成功率更高，模型稳定性更好，至 ８４ ｄ 仍有超半数大鼠存在明显纤维化。
【关键词】 　 肺纤维化；动物模型；博来霉素；单次及两次给药
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（１． Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００， Ｃｈｉｎａ；
２． ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ；

３． Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ Ｃｏ⁃Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ａｎｄ
Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＴＩＡＮ Ｙａｎｇｅ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙａｎｇｅ０９１０＠ １２６． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｔｗｏ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｄｒｏｐｓ
ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ （ＢＬＭ） ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｏｄａｌｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ
ｏｆ １５０ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ｆｒｅｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ （ ｃｏｎｔｒｏｌ）， ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｄｒｏｐ ｏｆ
ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ （ＢＬＭ⁃Ｓ）， ａｎｄ ｔｗｏ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｄｒｏｐｓ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ （ＢＬＭ⁃Ｍ） ｇｒｏｕｐｓ． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ａ
ｓｉｎｇｌｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ ｂｙ ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ ｏｎ
ｄａｙ １ ａｎｄ ＢＬＭ ２ ｍｇ ／ ｋｇ ｏｎ ｄａｙ １４． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ０􀆰 ９％ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ
（１ ｍＬ ／ ｋｇ）． Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ ｏｎ ｄａｙｓ ２８， ４２， ５６， ａｎｄ ８４ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｄｅｅｐ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ
（ＩＣ）， ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ （ＶＣ）， ｓｔａｔｉｃ ｌｕｎｇ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ （Ｃｃｈｏｒｄ）， ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｌｕｎｇ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ （Ｃｄｙｎ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ
ａｌｌ ｒａｔｓ． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｇｒａｄｅｄ． Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ＩＩＩ
（ＣＯＬ⁃ＩＩＩ） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 （１） Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ， ＢＬＭ⁃Ｓ， ａｎｄ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ １００％， ８０％， ａｎｄ ６６％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ ａｎｄ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐｓ
ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｎ ｄａｙｓ １４ ～ ４２ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ
ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｎ ｄａｙｓ ２８ ～ ４２ ｔｈａｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （２）Ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＩＣ， ＶＣ， Ｃｃｈｏｒｄ， ａｎｄ Ｃｄｙｎ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ
ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ＩＣ， ＶＣ， ａｎｄ Ｃｃｈｏｒｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｏｎ ｄａｙ ２８． ＩＣ， ＶＣ， ａｎｄ Ｃｃｈｏｒｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ
ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ４２ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙｓ ４２ ～
８４ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （３） Ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｕｓ ｃｏｒｄｓ ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ ｆｒｏｍ ｄａｙｓ ２８ ～ ８４ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ ｗｅｒｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｔａｂｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （ ４） ＣＯＬ⁃ＩＩＩ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ ａｎｄ ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ
ｔｈｅ ＣＯＬ⁃Ⅲ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ａｔ ４２ ～ ８４ ｄａｙｓ ｔｈａｎ ａｔ ２８ ｄａｙｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｂｏｔｈ ｍｅｔｈｏｄ ａｒｅ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｒｅａｔｉｎｇ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌｓ． Ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｄｏｓｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｉｓ ｓｔｒａｉｇｈｔｆｏｒｗａｒｄ， ｈａｓ ａ
ｌｏｗｅｒ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｓ ｃｌｅａｒｌｙ ｖｉｓｉｂｌｅ ｂｙ ｄａｙ ２８， ｂｕｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｌｙ ｒｅｃｏｖｅｒｓ ａｆｔｅｒ ４２ ｄａｙｓ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ，
ｔｈｅ ｔｗｏ⁃ｄｏｓｅ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｈａｓ ａ ｇｒｅａｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｂｅｔｔｅｒ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ｗｉｔｈ ｏｖｅｒ ｈａｌｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｓｔｉｌｌ ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇ ｖｉｓｉｂｌｅ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｎ ｄａｙ ８４．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ； ｓｉｎｇｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｄｏｕｂｌｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 特发性肺纤维化（ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，
ＩＰＦ）是一种慢性进行性的呼吸系统疾病，其特征是

肺组织不可逆的瘢痕、纤维病灶形成［１－２］，临床上主

要表现为不明原因的干咳、气喘、不断加重的呼吸

困难，预后较差［３－４］。 ＩＰＦ 严重危害公共身心健康，
其发病率、病死率逐年升高［５］，中位生存期短至 ３ ～
５ 年［６］，５ 年生存率甚至不足 ５０％［７］。 近年来中西

医结合抗纤维化治疗 ＩＰＦ 取得了一些进展，然而

ＩＰＦ 发病机制并未明确，截止目前，除肺移植外，仍
无一种彻底根治 ＩＰＦ 的方法［８］。

ＩＰＦ 机制不明，限制了有效防治的研究。 稳定

的、符合临床病理特征的动物模型是探索 ＩＰＦ 发病

机制、寻求有效治疗药物的关键。 目前，反映 ＩＰＦ 病

理特征的动物模型主要有细胞因子过表达法［９］、药
物法［１０］、毒物诱导法［１１］、环境诱导法［１２］ 等多种造

模方法，各种造模方法各有利弊，造模效果不一，与
临床上 ＩＰＦ 患者的特征相比，仍有差异［１３－１４］。 其

中，以气管内滴注博来霉素诱导的肺纤维化模型最

为常见［１５］。 但滴注方式、频次、剂量等方面尚未形

成统一的标准，本研究以 ＳＤ 大鼠为研究对象，通过

气管内滴注 ＢＬＭ 造模，对比单次及两次给药诱导大

鼠肺纤维化的成模率、稳定性和生存率等指标，为
进一步研究提供模型依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料
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１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１５０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，体重（２００ ± ２０）ｇ，
６ ～ ８ 周龄，购自北京斯贝福生物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 实验全程均在河南中医

药大学动物实验室【ＳＹＸＫ（豫） ２０２０－０００４】饲养。
饲养环境舒适，饲养温度控制在（２２ ± ３）℃，相对湿

度 ４０％ ～ ６０％，实验室环境保持安静，昼夜各半循

环交替照明。 大鼠自由进食标准饲料，饮用纯净

水，所有实验操作均符合河南中医药大学实验动物

伦理委员会审查标准（ＤＷＬＬ２０２２０３０１４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

注射用盐酸博来霉素（ＢＬＭ，每瓶 １５ ｍｇ，产品

批号：Ｙ２０８０１） 购自日本株式会社；苏木素⁃伊红

（ＨＥ）染色剂试剂盒（产品批号：Ｃ２２０９０１）、Ｍａｓｓｓｏｎ
染色剂试剂盒（产品批号：Ｃ２２１２０１）购自珠海贝索

生物技术有限公司；兔 ｌｇＧ 免疫组化试剂盒 ＳＡＢＣ
即用型（产品批号：ＳＡ１０２２⁃１ＫＩＴ）购自博士德生物

工程有限公司；ＣＯＬ⁃Ⅲ抗体（货号：ＡＦ０１３３６）购自

Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司。
Ｍｉｌｌ Ｑ Ｓｙｎｔｈｅｓｌｓ 型 超 净 纯 水 仪 （ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，

ＵＳＡ）；ＰＦＴ 动物肺功能检测系统 （ Ｂｕｘｃｏ， ＵＳＡ）；
３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 病理切片扫描仪 （ 丹吉尔， 中国）；
Ｈｉｓｔｃｏｒｅ Ａｕｔｏｃｕｔ 全自动切片机（Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）；高
速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，Ｇｅｒｍａｎｙ）；ＤＭ６０００Ｂ 光学显

微镜（Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组及动物模型制备

１５０ 只大鼠购回后适应性喂养 ５ ｄ。 将所有大

鼠随机分为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、单次气管内滴

注博来霉素组（ＢＬＭ⁃Ｓ 组）、两次气管内滴注博来霉

素组（ＢＬＭ⁃Ｍ 组），每组各 ５０ 只。 造模前采用腹腔

注射 ０􀆰 １％ ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴比妥钠麻醉大鼠，经气管

内滴注博来霉素制备肺纤维化大鼠模型［１６］。 具体

操作方法：采用 １ ｍＬ 注射器抽取 ＢＬＭ 备用，将大鼠

麻醉后仰面固定于鼠板上。 将白色冷光源垂直照

射于大鼠咽喉部，一手提起大鼠舌头，另一手持气

管插管。 伴随大鼠呼吸，待咽喉部白色亮点出现

时，迅速插入气管插管，拔出针芯。 堵住大鼠口鼻，
把棉球薄片放于针口，此时棉球薄片随大鼠呼吸前

后摆动。 再将 １ ｍＬ 注射器向上倾斜约 ６０°，推注

ＢＬＭ 悬液，立即打入 ０􀆰 ５ ｍＬ 空气，随后直立旋转大

鼠，使 ＢＬＭ 均匀分布于大鼠肺部。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组分别于

造模第 １、１４ 天气管内滴注 ０􀆰 １ ｍＬ ／ １００ ｇ ０􀆰 ９％生理

盐水。 ＢＬＭ⁃Ｓ 组分别于造模第 １ 天气管内滴注 ３
ｍｇ ／ ｋｇ 博来霉素，第 １４ 天气管内滴注 ０． １ ｍＬ ／ １００ ｇ
０． ９％生理盐水。 ＢＬＭ⁃Ｍ 组分别于实验第 １、１４ 天

气管内滴注 ３、２ ｍｇ ／ ｋｇ 博来霉素。
１􀆰 ２􀆰 ２　 一般状态及死亡情况

大鼠进驻动物房后，详细观察记录各组大鼠精

神状态、饮食和二便、毛发、体重增长变化等情况。
实验期间监测大鼠的死亡情况，分析记录大鼠可能

的死亡原因。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本采集及处理

分别于造模第 ２８、４２、５６、８４ 天 ４ 个时间点取

材，取材前 １２ ｈ 内禁水禁食。 大鼠麻醉后，暴露胸

腔，分离肺组织，拍照记录肺外观，称量肺湿重。 切

分肺组织，左肺用 ４％多聚甲醛溶液灌注 ２０ ｍｉｎ 后

置于组织固定液中固定备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肺系数测定

计算各大鼠肺系数：大鼠肺系数 ＝ 肺湿重

（ｇ） ／处死前体重（ｋｇ） × １００％。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肺功能检测

造模 ２８、４２、５６、８４ ｄ，大鼠麻醉后，剪开颈部皮

肤，钝性分离皮下肌肉组织，充分暴露大鼠气管，在
气管上部剪一“Ｔ”字形切口，将气管插管带有金属

的一端插入大鼠气管，结扎固定，另一端与 ＰＦＴ 肺

功能检测系统连接。 待大鼠呼吸相对平稳后检测

大鼠的深吸气量（ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ， ＩＣ）、肺活量

（ ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ， ＶＣ ）、 静 态 肺 顺 应 性 （ ｓｔａｔｉｃ
ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ ｏｆ ｌｕｎｇ，Ｃｃｈｏｒｄ）、动态肺顺应性（ｄｙｎａｍｉｃ
ｌｕｎｇ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｃｄｙｎ）等指标。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肺组织病理观察

大鼠左肺固定 ７２ ｈ 后，在近肺门处横切厚度约

３ ｍｍ 的组织，常规脱水，石蜡包埋，使用 Ｈｉｓｔｃｏｒｅ
Ａｕｔｏｃｕｔ 全自动切片机切片（厚度统一为 ４ μｍ），脱
蜡，水化后分别行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 染色，染色后，晾干封

片。 借助病理切片扫描仪，在镜下观察左肺组织病

理形态变化和胶原纤维沉积情况。 分别以 ＳＺＡＰＩＥＬ
等［１７］和 ＡＳＨＣＲＯＦＴ 等［１８］的评分方法为参考标准，２
人互盲评定肺泡炎和纤维化程度，当评分区别较大

时借助第 ３ 人评分后讨论，确保无异议再确定最终

分数。 根据 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 纤维化最终评分情况，将纤维

化严重程度划分为轻度（０ ～ ２ 分）、中度（３ ～ ６
分）、重度（７ ～ ８ 分），比较各组不同时间点纤维化

情况。
１􀆰 ２􀆰 ７　 肺组织胶原蛋白表达检测
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采用免疫组化法检测大鼠肺组织中 ＣＯＬ⁃Ⅲ的

表达。 大鼠肺组织包埋脱蜡，经抗原修复、滴加抗

体 等 步 骤 后 显 色、 复 染 脱 水、 封 片。 利 用

３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 病理切片扫描仪扫描玻片，在软件

Ｓｌｉｄｅ Ｖｉｅｗｅｒ２􀆰 ６ 中截片，每张切片截取 ８ ～ １０ 个视

野，截取的每个视野不重叠。 借助 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
６􀆰 ０ 软件计算每个视野下的 ＣＯＬ⁃Ⅲ的积分光密度

的平均值（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
１􀆰 ３　 统计学分析

利用软件 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 进行统计学分析，实验结

果以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 采用单因素方

差分析评估组间差异，若方差齐选用最小显著差法

（ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ， ＬＳＤ）， 若不齐则采用

Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 法。 并借助 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 将分

析后的实验数据做可视化升级。 以 α ＝ ０􀆰 ０５ 为显

著性标准，且当 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）

图 １　 大鼠体重变化情况及存活率（ｎ ≥ ８）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ
ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｌｏｔ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔｓ（ｎ ≥ ８）

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠一般状态及死亡情况比较

２􀆰 １􀆰 １　 一般状态

造模前各组大鼠一般状态良好。 造模后，
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠较活跃，喜跑动、毛发白亮有光泽、饮
食佳、呼吸平稳；ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠呼吸急

促，喜静、喜卧、毛发一般、精神萎靡，饮食少。 ＢＬＭ⁃
Ｍ 组第 ２ 次造模后精神较差，毛发晦暗枯槁、不思饮

食、常卧、不喜跑动，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比、ＢＬＭ⁃Ｓ 组生

命状态差。 如图 １Ａ 所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠体重随时

间逐渐增长，ＢＬＭ⁃Ｓ 组第 １４ 天体重较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组显

著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但 ２８ ～ ４２ ｄ 后虽然体重随时

间也逐渐增长，但仍低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
５６ ｄ 后体重基本与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组一致。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比，ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 １４ 天体重显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），持
续到第 ４２ 天（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），５６ ｄ 后体重增长明显，但
仍低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），无统计学意义。 与

ＢＬＭ⁃Ｓ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ２８、４２ 天显著下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 １􀆰 ２　 死亡情况

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠生命体征较平稳，未见死亡。 造

模后，模型组大鼠生命状态不平稳，死亡大鼠鼻部、
眼部有明显黑色分泌物，腹部胀大，解剖后可见肺

部有大量瘀血，部分大鼠胃肠胀气。 大鼠死亡原因

包括：气管插管滴注 ＢＬＭ 后大鼠呼吸急促，鼻部，口
部有药物及痰液溢出，考虑造模操作不当；麻醉大鼠

苏醒后，大鼠死亡，解剖后可见肺部有大量淤血、瘢痕

组织形成，考虑 ＢＬＭ 细胞毒性较大，大鼠不耐受，感
染后死亡。 如图 １Ｂ 所示，最终 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组、
ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠存活率分别为 １００％、８０％、６６％。
２􀆰 ２　 肺外观及肺系数情况

肺外观如图 ２Ａ 所示：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肺组织光

滑柔软，颜色红润，结构正常；ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组

大鼠肺结构紊乱，颜色晦暗，表面凹凸不平，可见大

小不一的瘀点瘀斑，部分有灰黑色囊肿，质地较硬。
与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺部纤维病灶面

积更大，肺结构损伤更严重。 随时间增加，ＢＬＭ⁃Ｓ
组大鼠纤维病灶有所恢复，ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺纤维化

程度未见明显消退。
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肺系数结果如图 ２Ｂ 所示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，
ＢＬＭ⁃Ｓ 组在不同时间点的肺系数均升高，其中在第

２８ 天时升高最为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），随后随时间逐渐

递减。 与 ＢＬＭ⁃Ｍ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｓ 组肺系数较低，但

无统计学意义。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组对比，ＢＬＭ⁃Ｍ 组肺系

数在第 ２８ ～ ８４ 天均显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），且在第 ４２ 天时达到高峰，此后随时间的增

加，肺系数逐渐减低。

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 ２　 不同时间点大鼠肺组织形态及肺系数情况（ｎ ＝ ８ ～ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（ｎ ＝ ８ ～ １０）

２􀆰 ３　 肺功能

造模 ２８ ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＩＣ、ＶＣ、
Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＢＬＭ⁃
Ｍ 组 ＩＣ、 ＶＣ、 Ｃｃｈｏｒｄ 显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），Ｃｄｙｎ 明显下降，但无统计学意义。 造模 ４２
ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＣ、ＶＣ、
Ｃｃｈｏｒｄ 显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＢＬＭ⁃Ｍ 组

ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 下降较 ＢＬＭ⁃Ｓ 组显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 造模 ５６ ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｍ 组

ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＩＣ、ＶＣ、
Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 均降低，但无统计学意义。 造模 ８４ ｄ，
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 显著下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、
Ｃｄｙｎ 均降低，但无统计学意义。 随着时间的增加，
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 逐渐增

加，但无统计学意义。 ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ２８、４２ 天 ＩＣ、
ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 降低显著，后逐渐增长，但仍低于

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见表 １。

表 １　 各组大鼠不同时间点肺功能比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６ ～ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６ ～ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

时间 ／ ｄ
Ｔｉｍｅ ／ ｄ ＩＣ ／ ｍＬ ＶＣ ／ ｍＬ Ｃｃｈｏｒｄ ／ （ｍＬ ／ ｃｍＨ２Ｏ） Ｃｄｙｎ ／ （ｍＬ ／ ｃｍＨ２Ｏ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

２８ １１􀆰 ３５ ± ０􀆰 ９６ １３􀆰 ８６ ± ０􀆰 ７７ ０􀆰 ６１ ± ０􀆰 １０ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０２
４２ １４􀆰 ６７ ± １􀆰 ３４ １６􀆰 ６８ ± １􀆰 ３８ ０􀆰 ８６ ± ０􀆰 １４ ０􀆰 ４１ ± ０􀆰 ３１
５６ １５􀆰 ４８ ± １􀆰 ２８ １７􀆰 ２７ ± １􀆰 ８８ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 １５ ０􀆰 ６４ ± ０􀆰 １２
８４ １９􀆰 １８ ± ０􀆰 ８９ ２１􀆰 ０７ ± １􀆰 １６ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ８１ ± ０􀆰 ２９

ＢＬＭ⁃Ｓ 组
ＢＬＭ⁃Ｓ ｇｒｏｕｐ

２８ ８􀆰 ２５ ± ２􀆰 ０２∗ １０􀆰 ７２ ± １􀆰 ８６∗ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０２∗∗

４２ １１􀆰 ９９ ± ２􀆰 １７∗ １４􀆰 ０３ ± ２􀆰 ３２∗ ０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ２０∗ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 １４
５６ １４􀆰 ８２ ± ２􀆰 ３８ １６􀆰 ０３ ± １􀆰 ９４ ０􀆰 ９０ ± ０􀆰 ３０ ０􀆰 ６３ ± ０􀆰 ０９
８４ １７􀆰 ３ ± ２􀆰 ０３ １９􀆰 ０５ ± ２􀆰 １９ ０􀆰 ９９ ± ０􀆰 １７ ０􀆰 ７０ ± ０􀆰 ５５

ＢＬＭ⁃Ｍ 组
ＢＬＭ⁃Ｍ ｇｒｏｕｐ

２８ ８􀆰 ２２ ± ２􀆰 ２１∗∗ １０􀆰 ２８ ± ３􀆰 ３５∗ ０􀆰 ３４ ± ０􀆰 １９∗∗ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０６
４２ ８􀆰 ４０ ± ２􀆰 ７８∗∗＃ １０􀆰 １６ ± ３􀆰 ２９∗∗＃ ０􀆰 ３５ ± ０􀆰 １２∗∗＃＃ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０７
５６ １１􀆰 ８６ ± ２􀆰 ２４ １３􀆰 ６４ ± ２􀆰 ７７∗ ０􀆰 ７２ ± ０􀆰 ２０∗ ０􀆰 ５０ ± ０􀆰 ０８
８４ １４􀆰 ７９ ± ４􀆰 ７５∗ １６􀆰 ９４ ± ５􀆰 ０６∗ ０􀆰 ７１ ± ０􀆰 ３３∗∗ ０􀆰 ５１ ± ０􀆰 １７

２􀆰 ４　 大鼠肺组织病理变化情况

２􀆰 ４􀆰 １　 ＨＥ 染色及肺泡炎评分

ＨＥ 结果如图 ３Ａ 所示：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肺组织完

整，肺结构清晰，肺泡内未见炎性细胞浸润，无充血
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无水肿。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组大

鼠肺组织结构均有不同程度的紊乱，肺泡壁明显增

厚可见塌陷，肺泡腔内有大量细胞聚集，出现炎性

浸润，ＢＬＭ⁃Ｍ 组更为显著。 随着时间的增加，ＢＬＭ⁃
Ｓ 组病理改变有所恢复。 肺泡炎评分结果如图 ３Ｂ
所示：造模 ２８ ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃
Ｍ 组肺泡炎评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；造模 ４２ ｄ，与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组肺泡炎评分显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；造模 ５６、８４ ｄ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较，ＢＬＭ⁃Ｓ 组肺泡炎程度升高，但无统计学意义，
ＢＬＭ⁃Ｍ 组肺泡炎评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ４２ ｄ
后，ＢＬＭ⁃Ｓ 组肺泡炎评分有所恢复，ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ４２
天肺泡炎评分达到高峰，至第 ８４ 天仍处于较高

水平。

图 ３　 不同时间点大鼠 ＨＥ 染色及肺泡炎评分情况（ｎ ＝ ７ ～ １２）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ａｎｄ ａｌｖｅｏｌｉｔｉｓ ｓｃｏｒｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（ｎ ＝ ７ ～ １２）

２􀆰 ４􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色及纤维化评分情况

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果如图 ４Ａ 所示：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠

肺组织完整，肺结构清晰，肺泡壁无增厚、无塌陷，
肺间隔内仅存在少量纤维。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，
ＢＬＭ⁃Ｍ 组、ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠肺组织结构损坏，肺泡壁

明显增厚，气道周围和肺间隔可见交错分布的纤维

条索和瘢痕组织，胶原沉积明显。 与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组比

较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组纤维条索与瘢痕组织更为明显，病变

面积更大。 纤维化评分结果如图 ４Ｂ 所示： 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｓ 组第 ２８ ～ ５６ 天纤维化评分

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ２８ ～ ８４ 天纤维

化评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＢＬＭ⁃Ｍ 组纤维化评

分高于 ＢＬＭ⁃Ｓ 组，但组间无显著性差异。 ＢＬＭ⁃Ｓ
组纤维化评分第 ２８ 天后随时间延长有所降低，
ＢＬＭ⁃Ｍ 组第 ４２ 天的纤维化评分达到高峰，５６ ｄ 后

有所降低，但仍高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
纤维化评分不同分数段占比统计结果如图 ４Ｃ，

４Ｄ 所示：造模 ２８ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组均集中在中度 ３ ～ ６
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分段，ＢＬＭ⁃Ｍ 组轻、中、重度纤维化占比分别为

３３％、５６％、１１％。 造模 ４２ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组中度纤维化

占比降低至 ６０％，轻、重度纤维化占比较低，分别为

３０％、１０％；ＢＬＭ⁃Ｍ 组纤维化中、重度占比较 ２８ ｄ 有

所升高，分别占 ６０％、３０％。 造模 ５６ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组纤

维化轻、中、重度比例分别为 ４０％、５０％、１０％；ＢＬＭ⁃

Ｍ 组纤维化轻、中度纤维化分别为 ３３％、６７％。 造模

８４ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组轻度纤维化比例最高为 ６４％，中度为

３６％，未见重度纤维化；ＢＬＭ⁃Ｍ 组轻、中、重度纤维

化均有分布，但以中度为主占 ５０％，轻、重度纤维化

分数段分别占 ４０％、１０％。

图 ４　 不同时间点 Ｍａｓｓｏｎ 染色及纤维化评分情况（ｎ ＝ ７ ～ １２）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｃｏｒｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ（ｎ ＝ ７ ～ １２）

２􀆰 ５　 各组大鼠肺组织 ＣＯＬ⁃Ⅲ沉积情况

免疫组化结果显示（见图 ５）：ＣＯＬ⁃Ⅲ主要分布

在肺间质、气管、支气管和大血管周围。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
ＣＯＬ⁃Ⅲ的含量较低，仅在气管、支气管周围有少许

分布。 模型组 ＣＯＬ⁃Ⅲ分布较为广泛，在肺间质和大

气管周围尤其突出。 第 ２８ ～ ８４ 天，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比，ＢＬＭ⁃Ｓ 组、ＢＬＭ⁃Ｍ 组的 ＩＯＤ 值更高，差异具有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 造模 ２８ ｄ，与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组

比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＯＤ 值较小，但无统计学意义。 造

模 ４２ ｄ，与 ＢＬＭ⁃Ｓ 组比较，ＢＬＭ⁃Ｍ 组 ＩＯＤ 值升高，
但无统计学意义。 造模 ２８ ｄ，ＢＬＭ⁃Ｓ 组 ＣＯＬ⁃Ⅲ含量

达到了高峰，随后随时间的延长，胶原含量呈逐渐

递减的趋势 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 造模 ４２ ｄ， ＢＬＭ⁃Ｍ 组

ＣＯＬ⁃Ⅲ含量达到了高峰，但并未随时间的延长，出

现递减的趋势，ＣＯＬ⁃Ⅲ的水平较为稳定，可持续至

第 ８４ 天。

３　 讨论

ＩＰＦ 是一种多发于 ６０ 岁以上老年男性的间质

性肺部疾病，其病理基础主要是胶原纤维过度堆积

和细胞外基质弥漫性的异常分布［１９］，患者常表现为

进行性加重的呼吸困难，最终因呼吸衰竭而死

亡［２０］。 ＩＰＦ 异质性较大，治疗措施有限，发病机制

尚未明确，亟需开展新的机制研究。
动物模型是深入研究疾病机制，开发新药的前

提，优化动物模型对攻克 ＩＰＦ 具有重要意义。 不同

的动物类型诱导的肺纤维化模型不尽相同，目前使

用较多的动物主要有：鼠［２１］、兔［２２］、狗［２３］ 等，其中
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注：与 ２８ ｄ 相比，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

图 ５　 大鼠肺组织不同时间点 ＣＯＬ⁃Ⅲ表达情况

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ２８ ｄａｙｓ， △Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＬ⁃Ⅲ ｉｎ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

鼠类价格便宜、个体差异性较小是最为常用的物

种。 研究证实，包括 ＢＬＭ、二氧化硅、辐射等多种因

素均可诱导动物肺纤维化。 ＢＬＭ 诱导的动物模型

与人类肺纤维化的典型特征较为相近，是目前应用

最为广泛的一种诱导剂。 ＢＬＭ 致使动物肺纤维化

的方式主要有：气管内滴注，雾化鼻吸入、腹腔注

射、尾静脉注射等。 大量研究表明，给予动物不同

频次、不同剂量的 ＢＬＭ 均可导致动物不同程度的肺

纤维化。 目前报道的 ＢＬＭ 诱导大鼠肺纤维化造模

方式有：一次性滴注 ３􀆰 ５ Ｕ ／ ｋｇ［２４］、３［２５］、５［２６］ ｍｇ ／ ｋｇ
ＢＬＭ，２ 次滴注 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ［２７］ 等。 其中一次性气

管内滴注 ＢＬＭ 方便操作、易于重复、价格便宜。 但

有研究报道一次性无创性气管内滴注 ＢＬＭ 造模成

功率较低，且模型不稳定，模型可持续时间仅为 ２１
ｄ［２８］。 两次造模法诱导动物肺纤维化，模型稳定，造
模成功率较高，弥补了操作技术造成的 ＢＬＭ 未进入

动物气管的缺陷，模型更加稳定，肺纤维化可持续

时间长。 但两次气管内滴注法较单次法操作复杂、
价格昂贵，对动物造成了 ２ 次伤害。 目前，虽然有部

分研究对单多次气管内滴注 ＢＬＭ 诱导大鼠肺纤维

化这一造模方法进行了探索，但多数研究集中于比

较模型的成功率和动物的死亡率，却未动态观察动

物的自愈性［２９］，忽视了模型的稳定性和可持续性，
对于不同时间点适宜的造模方法研究较少。

基于此，本研究以 ＳＤ 大鼠为研究对象，采用气

管内插管滴注 ＢＬＭ 方法，对比单次及两次给药诱导

大鼠肺纤维化的成模率、稳定性和生存率等，明确

不同时间点适宜造模方式。 将模型组分为单次气

管内滴注博来霉素组（３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ）、两次气管内

滴注博来霉素组（首次 ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ，１４ ｄ 时再给 ２
ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ），并选取 ２８、４２、５６、８４ ｄ ４ 个不同的时

间节点，动静态结合，多角度的评价成模情况。 旨
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在选取合适的造模方法，为构建理想的肺纤维化动

物模型提供参考，为探索 ＩＰＦ 的发生发展机制和有

效治疗药物的开发奠定实验基础。
外科肺活检是评价 ＩＰＦ 的重要指标。 本研究表

明，造模 ２８ ｄ 模型组大鼠肺部出现弥漫性的肺损

伤，显微镜下可见大量炎性浸润，肺部满布瘢痕组

织，肺间隔增宽有纤维病灶形成。 单次造模大鼠纤

维化程度在造模 ２８ ｄ 达到了高峰，以中度为主，至
第 ４２ 天，１０％转为重度，３０％转为轻度，后纤维化随

时间开始减轻。 多次造模大鼠第 ２８ 天纤维化程度

以中重度为主，部分处于轻度纤维化，但肺泡炎评

分较高。 该时间点为第 ２ 次气管内滴注 ＢＬＭ 后 １４
ｄ，此时肺泡炎和纤维化均存在，与个体差异有关，
部分大鼠肺泡炎表现明显；第 ４２ 天纤维病灶面积显

著增大并达到高峰，且中重度纤维化达到 ９０％，表
明多次诱导加重了大鼠的肺部损伤，但 ５６ ｄ 后也有

部分大鼠纤维化程度减轻；至 ８４ ｄ，仍有 ６０％大鼠

存在明显纤维化病灶，处于中重度纤维化状态。
肺功能是诊断呼吸系统疾病的重要辅助工具，

ＩＰＦ 患者肺组织弹性和扩张能力降低，可表现为限

制性的通气功能障碍伴弥散功能降低［２０］。 限制性

通气功能障碍患者肺容量显著降低，其中 ＶＣ、ＩＣ 是

反映肺容量的重要指标。 造模 ２８，４２ ｄ 模型组大鼠

ＶＣ、ＩＣ 显著降低，提示 ＢＬＭ 致使大鼠肺容量减低，
该结果与 ＩＰＦ 患者肺容量指标表征一致。 造模 ５６ ｄ
ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠 ＶＣ、ＩＣ 有所恢复，但是 ＢＬＭ⁃Ｍ 组在

８４ ｄ 时未见恢复。 此外 ＩＰＦ 患者肺泡结构损伤，纤
维病灶形成，可严重影响气体交换供能，常出现肺

顺应性降低［１９］，Ｃｃｈｏｒｄ 与 Ｃｄｙｎ 是反映肺部顺应性

的常用评价指标。 造模 ２８ ｄ，模型组大鼠肺部动静

态顺应性均出现明显降低，其中 ＢＬＭ⁃Ｓ 组在造模 ５６
ｄ 时顺应性明显回升，而 ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺顺应性降

低持续至 ８４ ｄ。
ＢＬＭ 可诱导肌成纤维细胞大量增殖，肌成纤维

细胞增多后产生大量的胶原蛋白，促进细胞外基质

堆积，ＣＯＬ⁃Ⅲ含量可反映胶原纤维的严重程度［３０］。
ＢＬＭ 刺激后 ＢＬＭ⁃Ｓ、ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠肺组织 ＣＯＬ⁃Ⅲ
表达显著升高，提示单次及两次气管内滴注 ＢＬＭ 均

成功诱导大鼠胶原纤维增多。 组内比较结果表明，
ＢＬＭ⁃Ｓ 组大鼠胶原含量在 ４２ ｄ 后显著下降，而

ＢＬＭ⁃Ｍ 组大鼠胶原表达较为稳定。
综上，本研究认为 ２ 种造模方式均可建立肺纤

维化模型。 其中造模第 １ 天一次性气管内滴注 ３

ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ，在 ２８ ｄ 内纤维化程度更高，方便操作、
价格便宜、可重复性强，对大鼠气道的损伤较小，死
亡率较低，但该种造模方法，在 ４２ ｄ 后大鼠纤维化

明显消退，适合损伤相关机制及疗程较短的疗法机

制探索研究。 两次滴注 ＢＬＭ 诱导的大鼠模型，成模

率更高，在造模第 ４２ 天纤维化程度达高峰，模型持

续时间较长，至 ８４ ｄ 仍存在明显纤维化，是长周期

实验更为理想的造模方法，但该模型操作较单次组

复杂，对大鼠气道进行了 ２ 次损伤，死亡率更高，实
验设计时应充分考虑大鼠个体差异及死亡率。 但

本研究的物种仅选用 ＳＤ 大鼠，且观察时间仅 ８４ ｄ，
对于模型的稳定性和持续性尚需进一步优化。
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王晓歌，鲍金宇，杨帅，等． 跑台运动上调 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 通路改善神经性疼痛模型大鼠焦虑样行为 ［Ｊ］． 中国实验动物学
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ｉｎ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（９）： １１４９－１１５９．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０９􀆰 ００６
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［通信作者］李翠，女，讲师，博士，研究方向：运动与神经可塑性。 Ｅｍａｉｌ：ｌｃ＠ ｚｚｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

跑台运动上调 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 通路改善神经性
疼痛模型大鼠焦虑样行为

王晓歌１，鲍金宇２，杨帅３，吕怡杭３，臧卫东４，李翠３，４∗

（１． 郑州工商学院体育学院，郑州　 ４５１４００；２． 北京师范大学体育与运动学院，北京　 １００８７５；
３ 郑州大学体育学院（校本部），郑州　 ４５０００１；４． 郑州大学基础医学院，郑州　 ４５０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究拟探究中低强度跑台运动对慢性坐骨神经压迫损伤（ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ，ＣＣＩ）模型大鼠的痛行为和焦虑样行为的影响，并研究 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 通路参与运动缓解 ＣＣＩ 大鼠

疼痛及焦虑行为的神经机制。 方法　 将 ３２ 只 ＳＤ 雄性大鼠按照体重随机方法分为 ４ 组：假手术（Ｓｈａｍ）组、模型

（ＣＣＩ）组、假手术 ＋ 运动（Ｓｈａｍ ＋ Ｅｘｅ）组、模型 ＋ 运动（ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ）组，其中 Ｓｈａｍ ＋ Ｅｘｅ 组、ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ 组大鼠进行 ４
周的跑台训练。 在术前及术后不同时间点检测各组大鼠机械缩足阈值（ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＰＷＴ）和热缩足潜

伏期（ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｌａｔｅｎｃｙ，ＰＷＬ），采用高架十字迷宫实验和旷场实验评估大鼠的焦虑样行为，采用实时荧光定量

逆转录 ＰＣＲ（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）和免疫蛋白印迹实验检测海马组织中的脑源

性神经营养因子（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、酪氨酸激酶受体（ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｂ，ＴｒｋＢ）、环磷腺

苷效应元件结合蛋白（ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达。 结果　 （１）ＣＣＩ 组大鼠

术后 ７、１４、２１、２８、３５ ｄ 的术侧 ＰＷＴ 和 ＰＷＬ 显著低于 Ｓｈａｍ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），与 ＣＣＩ 组相比，ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ 组术侧 ＰＷＴ
在 ２１ ｄ 后显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），术侧 ＰＷＬ 在 １４ ｄ 后显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；（２）与 Ｓｈａｍ 组相比，ＣＣＩ 组大鼠停留在

高架十字迷宫开放臂的时间百分比显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），在闭合臂的时间百分比显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ
组开放臂时间百分比较 ＣＣＩ 组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；（３）ＣＣＩ 组大鼠在旷场中央区域停留的时间百分比，较 Ｓｈａｍ
组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ 组与 ＣＣＩ 组相比显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；（４）与 Ｓｈａｍ 组相比，ＣＣＩ 组大鼠海马中

的 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），４ 周的跑台运动使 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ
ｍＲＮＡ 以及蛋白的表达显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 四周跑台运动缓解了 ＣＣＩ 模型大鼠的机械痛敏和热痛敏，并
且缓解了慢性疼痛诱导的焦虑样行为；上调 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 通路可能是运动缓解慢性疼痛，改善焦虑情绪的机

制之一。
【关键词】 　 跑台运动；神经病理性疼痛；焦虑；ＢＤＮＦ；ＴｒｋＢ；ＣＲＥＢ
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Ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ⁃ｔｏ⁃ｍｏｄｅｒａｔｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｐａｉｎ ａｎｄ
ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ （ ＣＣＩ）， ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ （ ＢＤＮＦ） ／ ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｋｉｎａｓｅ Ｂ （ ＴｒｋＢ）⁃
ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ （ ＣＲＥＢ ） ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒｅｌｉｅｖｉｎｇ ｐａｉｎ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ＣＣＩ ｒａｔｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｉｒｔｙ⁃ｔｗｏ Ｄ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ＣＣＩ ｇｒｏｕｐ， ｓｈａｍ ＋ ｅｘｅｒｃｉｓｅ （Ｓｈａｍ ＋
Ｅｘｅ） ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＣＣＩ ＋ ｅｘｅｒｃｉｓｅ （ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ） ｇｒｏｕｐ． Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ４ ｗｅｅｋｓ．
Ｔｈｅ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ （ＰＷＴ） ａｎｄ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｌａｔｅｎｃｙ （ＰＷＬ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ （ＥＰＭ） ａｎｄ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ （ＯＦＴ） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ａｎｘｉｅｔｙ⁃ｌｉｋｅ
ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ． ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＤＮＦ， ＴｒｋＢ， ａｎｄ ＣＲＥＢ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１） Ｔｈｅ ＰＷＴ ａｎｄ ＰＷＬ ｏｎ
ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＩ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｔ ７， １４， ２１， ２８， ａｎｄ ３５
ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． Ｔｈｅ ＰＷＴ ｏｎ ｔｈｅ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｓｉｄｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ ｇｒｏｕｐ
ａｆｔｅｒ ２１ ｄａｙｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＣＩ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ＰＷＬ ｏｎ ｔｈｅ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｓｉｄｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ １４
ｄａｙｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． （２） Ｔｈｅ ＥＰＭ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＩ ｇｒｏｕｐ ｓｐｅｎｔ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｏｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｄ ａｒｍｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
Ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ ｇｒｏｕｐ ｓｐｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｏｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ＣＣＩ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． （３） Ｔｈｅ ＯＦＴ
ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＩ ｇｒｏｕｐ ｓｐｅｎｔ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｉｍｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ
ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＣＩ ｇｒｏｕｐ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． （ ４） ＢＤＮＦ， ＴｒｋＢ， ａｎｄ ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣＩ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｆｏｕｒ⁃ｗｅｅｋ
ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＤＮＦ， ＴｒｋＢ， ａｎｄ ＣＲＥＢ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ
ＣＣＩ ｒａｔｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｆｏｕｒ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ａｎｄ ｔｈｅｒｍａｌ ｈｙｐｅｒａｌｇｅｓｉａ ａｎｄ
ａｎｘｉｅｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐａｉｎ ｉｎ ＣＣＩ ｒａｔｓ． Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ ｐａｔｈｗａｙ ｍａｙ ｂｅ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｒｅｌｉｅｖｅｓ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐａｉｎ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ａｎｘｉｅｔｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ； ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ； ａｎｘｉｅｔｙ； ＢＤＮＦ； ＴｒｋＢ； ＣＲＥＢ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 慢性疼痛已成为世界公认的公共卫生问题，目
前，全球慢性疼痛的平均患病率达 ３８％，而中国慢

性疼 痛 患 者 超 ３ 亿 人［１］。 神 经 病 理 性 疼 痛

（ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ，ＮＰ）是由躯体感觉神经系统病变

或疾病引起的慢性疼痛，痛感极强，迁延难治，严重

影响人们的生活质量［２］。 ＮＰ 患者除了疼痛的持续

性感受以及痛觉过敏反应外，常伴随焦虑、抑郁、兴
趣缺失、动机行为下降等情感障碍［３］。 ＮＰ 引起的

情绪变化可增强对疼痛的感知，从而形成恶性循

环。 疼痛与焦虑共病的发病机制复杂，病程持续时

间长，长期服药引发的耐受性差及副作用成了临床

治疗的难题，因此寻求一种更为可行的、有效的治

疗方案仍是一项重大挑战。 运动作为一种非药理

学方法，其治疗疾病的有效性及益处已被广泛证

明［４－６］，但运动发挥作用的机制尚未充分阐明。
ＮＰ 可以诱导中枢敏化，使疼痛及情绪相关脑

区发生可塑性变化，近年来研究发现海马体在疼痛

和情绪调控中扮演着关键角色［７］。 海马灰质体积

与焦虑抑郁评分呈负相关［８］，还有证据表明疼痛患

者海马体积减小［９］，但体力活动可以增加海马和前

额叶皮层的灰质体积［１０］。 脑源性神经营养因子

（ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ） 是一种重

要的神经调节因子，并且在海马和大脑皮层中高度

表达［１１］。 ＢＤＮＦ 主要与跨膜受体酪氨酸激酶受体

（ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｂ，ＴｒｋＢ）结合引发细胞内级

联反应，并在外周和中枢神经系统的疼痛传递过程

中发挥着重要作用［１２］。 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ 信号激活后可

以触发环磷腺苷效应元件结合蛋白（ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）的磷酸化，同时活化

的 ＣＲＥＢ 又可以增强 ＢＤＮＦ 的转录，进而促进神经

细胞生存，增加突触可塑性及神经发生［１３］。 动物研

究显示 ＢＤＮＦＭｅｔ ／ Ｍｅｔ 和 ＢＤＮＦ 敲除小鼠均表现出焦虑

样行为［１４］，外源性补充 ＢＤＮＦ 可以诱导神经发生并

增加海马中的 ＢＤＮＦ 水平，从而在小鼠中产生抗抑
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郁和抗焦虑的作用［１５］。 研究表明，慢性坐骨神经压

迫损 伤 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃｉａｔｉｃ
ｎｅｒｖｅ，ＣＣＩ）模型大鼠海马中 ＢＤＮＦ 表达下调，并观

察到疼痛症状自发改善时 ＢＤＮＦ 表达的降低可以被

逆转［１６］，提示疼痛及焦虑的发病机制可能与海马中

的 ＢＤＮＦ 有关。 另有研究发现，电针治疗可以上调

海马 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 信号通路促进突触可塑性，
起到缓解慢性炎症性疼痛模型大鼠的疼痛及抑郁

样行为的作用［１７］，但是运动能否通过调控 ＢＤＮＦ 及

下游通路发挥镇痛及抗焦虑作用尚未报道。
基于此，本研究选用 ＣＣＩ 模型大鼠，通过行为

学和分子生物学的方法，观察跑台运动对 ＣＣＩ 模型

大鼠的疼痛及焦虑样行为的影响，并从 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃
ＣＲＥＢ 通路方面探究运动缓解疼痛及焦虑的机制，
为运动缓解慢性疼痛及焦虑症状提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３２ 只 ６ ～ ８ 周龄，体重 １８０ ～ ２２０ ｇ 的雄性 ＳＰＦ
级 ＳＤ 大鼠购于郑州大学动物实验管理中心【ＳＣＸＫ
（豫）２０２２－０００１】。 饲养于郑州大学生命科学学院

【ＳＹＸＫ（豫）２０１９－０００２】，饲养环境为 ＳＰＦ 级，温度

２２ ～ ２５ ℃，相对湿度为 ４０％ ～ ６０％，１２ ｈ 明暗交

替，实验动物自由进食和饮水，定期更换鼠笼，保持

垫料清洁干燥。 实验过程及操作均符合郑州大学

生命科学伦理审查要求，动物实验和动物护理获

得郑州大学生命科学伦理审查委员会批准（ＺＺＵＩＲＢ
２０２２⁃６８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＢＤＮＦ （ Ａｂｃａｍ， ａｂ１０８３１９ ）； ＴｒｋＢ （ Ａｂｃａｍ，
ａｂ１８７０４１）；ＣＲＥＢ （ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ＃９１９７）；ＧＡＰＤＨ
（ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ， ６０００４⁃１⁃Ｉｇ ）； ＲＮＡ 样 本 保 存 液

（ＣＷＢＩＯ， ＣＷ０５９２Ｓ）； ＲＮＡ 提取试剂盒 （ Ａｘｙｇｅｎ，
２３５１８ＫＤ１）；反转录试剂盒（ Ｔｈｅｒｍｏ，Ｋ１６２２）；ＰＣＲ
扩增试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ，Ｋ０２５２）；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备

试剂盒（ＣＷＢＩＯ，ＣＷ００２２Ｓ）；增强型 ＲＩＰＡ 裂解液

（ＢＯＳＴＥＲ，ＡＲ０１０２）。
非吸收性手术尼龙线（环球，４－０）；ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 纤

维丝（Ｓｔｏｅｌｉｎ，美国）；热辐射测痛仪（ＵＧＯＢＡＳＩＬＥＳ．
Ｒ． Ｌ，意大利）；ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ，德国）；吸入式动

物麻醉机（瑞沃德，深圳）；高架十字迷宫（北京众实

迪创科技发展有限责任公司，北京）；旷场（北京众

实迪创科技发展有限责任公司，北京）；高灵敏化学

发光成像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ 实时荧

光定量 ＰＣＲ 系统（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；
动物实验跑步机（上海欣软信息科技有限公司 ＸＲ⁃
ＰＴ⁃１０Ｂ，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

按照体重随机分组方法将 ３２ 只 ＳＤ 大鼠随机

分为假手术（Ｓｈａｍ）组、模型（ＣＣＩ）组、假手术 ＋ 运

动（Ｓｈａｍ ＋ Ｅｘｅ）组、模型 ＋ 运动（ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ）组，每
组 ８ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＣＩ 模型制备

大鼠经 ４％异氟烷诱导麻醉 ２ ～ ３ ｍｉｎ，２％浓度

维持麻醉。 大鼠麻醉后将左腿手术部位周围毛发

剔除，用生理盐水及碘伏对皮肤进行消毒，钝性分

离大鼠左侧股二头肌，暴露坐骨神经。 将 ＣＣＩ 组和

ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ 组大鼠使用非吸收性手术尼龙线（４－０）
轻度结扎坐骨神经，打 ４ 个结扎环，每个结扎环之间

间隔 １ ～ ２ ｍｍ，结扎环以恰好可以在神经末梢滑动

为宜，最后缝合肌肉和皮肤并进行消毒。 手术后将

动物放在加热垫上，直至苏醒。 Ｓｈａｍ 组和 Ｓｈａｍ ＋
Ｅｘｅ 组只需要暴露大鼠左坐骨神经而无需进行结

扎，并采用单纯间断缝合法缝合肌肉和皮肤并进行

消毒。
１􀆰 ２􀆰 ３　 运动干预

大鼠造模 ７ ｄ 后，对 Ｓｈａｍ ＋ Ｅｘｅ 组和 ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ
组大鼠进行跑台运动干预，本研究选择为期 ４ 周的

中低强度跑台运动干预，大鼠首先经过 ３ ｄ 的适应

性训练，训练方案为：第 １ 天 ６ ｍ ／ ｍｉｎ 的速度运动

３０ ｍｉｎ，第 ２ 天 ７ ｍ ／ ｍｉｎ 的速度运动 ３０ ｍｉｎ，第 ３ 天

８ ｍ ／ ｍｉｎ 的速度运动 ３０ ｍｉｎ。 正式训练的训练方案

为：８ ｍ ／ ｍｉｎ 的速度运动 ５ ｍｉｎ，然后以 １０ ｍ ／ ｍｉｎ 的

速度运动 ２５ ｍｉｎ，共训练 ４ 周，每周 ５ ｄ，跑台无坡

度。 此运动方案强度对应 ４２􀆰 ８％ ～ ５７􀆰 ５８％ ×
ＶＯ２ ｍａｘ 强度［１８］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 行为学测试

机械性缩足阈值 （ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，
ＰＷＴ）：采用经典的“Ｕｐ⁃Ｄｏｗｎ”法进行实验测定［１９］，
选取 ７ 根呈对数递增强度的 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 丝进行测试，
从 ２􀆰 ０ ｇ 开始逐次增加至 ２６􀆰 ０ ｇ （ ２􀆰 ０、６􀆰 ０、８􀆰 ０、
１０􀆰 ０、１５􀆰 ０、２６􀆰 ０ ｇ）。 将 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 丝通过金属网眼

垂直刺向大鼠后足底中心皮肤，每次刺激持续 ８ ～
１０ ｓ，观察反应。 若大鼠在刺扎时间内或在移开 ｖｏｎ
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Ｆｒｅｙ 丝时出现快速的缩足或舔足反应，则记为阳

性；若无反应，则视为阴性。 如果测试为阴性则选

用下一级递增的 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 丝刺激；若反应为阳性，则
选相邻递减的 ｖｏｎ Ｆｒｅｙ 丝进行刺激。 当检测过程中

第 １ 次为阳性反应后再进行 ４ 次检测即可，同时，在
测量已累计达到 ９ 次时，无论是否出现阳性，停止测

试。 测试结果通过“Ｕｐ⁃Ｄｏｗｎ”法特定计算将克度值

转换为 ＰＷＴ 值（ｇ）。
热缩足潜伏期（ ｐａｗ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｌａｔｅｎｃｙ，ＰＷＬ）：

采用 ＨＡＲＧＲＥＡＶＥＳ 等［２０］的方法测量，在进行测量

前，将每只大鼠分别放置于一个透明玻璃观察框

内，让大鼠在安静的环境中适应 ３０ ｍｉｎ，并提前打开

热痛检测仪预热。 热源的热刺激强度保持恒定，仪
器设置为当大鼠抬起脚时，或者在 １５ ｓ 后，热刺激

自动关闭。 在大鼠处于安静且清醒的状态下，将红

外光源对准大鼠后足底中央，按下计时开关并记录

大鼠热缩足时间。 此操作进行 ３ 次，每次之间至少

间隔 ２０ ｍｉｎ。 通过取 ３ 次测量的平均值，得出大鼠

的热痛缩足潜伏期。
高架十字迷宫实验 （ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ，

ＥＰＭ）：高架十字迷宫实验装置包括一对开放臂（５０
ｃｍ × １０ ｃｍ）、一对闭合臂（５０ ｃｍ × １０ ｃｍ × ３０ ｃｍ）
和中央区域（１０ ｃｍ × １０ ｃｍ）部分，装置上方装有一

架红外摄像头记录动物活动情况。 测试方法参考

姜宁等［２１］的研究，测试前，先将大鼠放置于行为学

测试室安静环境下适应 １ ｈ。 测试时，设置各组光照

强度为 １００ ～ １５０ ｌｘ，将大鼠头部朝向开放臂置于

高架中央区域，测试人员放下大鼠后迅速撤离监控

区，开启录像，数据采集时间为 ５ ｍｉｎ。 计算开放臂

和闭合臂停留时间百分比。
旷场实验（ｏｐｅｎ ｆｉｌｅｄ ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）：旷场实验装置

包括隔音测试箱和数据采集分析系统，在箱子正上

方安装摄像头，记录大鼠在箱内的活动情况。 实验

测试前，先将大鼠放置于行为学测试室安静环境下

适应 １ ｈ。 实验开始时将大鼠放置于 １００ ｃｍ × １００
ｃｍ × ４０ ｃｍ 箱子底部的中央区域（６０ ｃｍ × ６０ ｃｍ），
各组光照强度控制在 １００ ～ １５０ ｌｘ，记录大鼠 ５ ｍｉｎ
内行驶的总距离及停留在中央区域和外周区域的

时间百分比。
１􀆰 ２􀆰 ５　 取材

异氟烷麻醉大鼠，取出大鼠脑组织，浸泡在预

冷的 ＰＢＳ 缓冲液中，从脑中剥离海马体。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 检测的海马体组织进行低温研磨提取全细胞蛋

白进行实验测试；ＰＣＲ 检测的海马体组织先放入

ＲＮＡ 保护液，４℃ 过夜，随后抽出保护液进行实验

测试。
１􀆰 ２􀆰 ６ 　 实 时 荧 光 定 量 逆 转 录 ＰＣＲ （ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）

大鼠海马体的总 ＲＮＡ 通过 ＴＲＩｚｏｌ 法提取，ｏｌｉｇｏ
ｄＴ 为通用引物，使用 ＴｈｅｒｍｏＳｃｒｉｐｔ 逆转录酶，三步法

逆转录。 每个样品 ３ 个复孔，目的基因设计特异性

的正向和反向引物（见表 １）。 反应在实时 ＰＣＲ 仪

器中进行，６５ ～ ９５ ℃ 溶解曲线，反应完成后，Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ Ｐｒｉｍｅ ＰＣＲ 软件分析荧光信号数据，计算各反

应管 Ｃｔ 值。 所得数据以 ＧＡＰＤＨ 为内参照，采用

２－ΔΔＣｔ 方法计算各目的基因的相对表达。

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’ － ３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’ － ３’）

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣ
Ｒ：ＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ

ＢＤＮＦ Ｆ：ＣＣＣＡＡＧＡＧＧＴＡＡＡＧＴＧＴＡＧＡＡＧ
Ｒ：ＴＡＧＧＣＡＧＡＡＴＧＡＧＣＡＡＴＧＴＣ

ＴｒｋＢ Ｆ：ＴＧＣＴＣＡＡＧＴＴＧＧＣＧＡＧＡＣＡＴ
Ｒ：ＣＡＧＧＣＡＣＴＴＣＣＴＣＧＴＴＣＡＧＴ

ＣＲＥＢ Ｆ：ＴＧＴＴＧＴＴＣＡＡＧＣＴＧＣＣＴＣＴＧＧＴＧ
Ｒ：ＧＣＴＴＣＴＴＣＡＧＣＡＧＧＣＴＧＴＧＴＡＧＧ

１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
将海马体从大脑中分离出来，用含有蛋白酶抑

制剂混合物的 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ 法测

定蛋白浓度，制备 ２ μｇ ／ μＬ 上样蛋白。 等量蛋白样

品在 １０％ Ｔｒｉｓ⁃Ｔｒｉｃｉｎｅ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳上分离，
上样后电泳，转膜。 蛋白转入 ＰＶＤＦ 膜后，在 ５％
ＢＳＡ 封闭液中室温封闭 ２ ｈ。 封闭结束后加入一抗

ＢＤＮＦ（１ ∶ １０００）、ＣＲＥＢ（１ ∶ ８００）、ＴｒｋＢ（１ ∶ ５００）、
ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １０００）４ ℃孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，
每次 １０ ｍｉｎ，加入二抗室温孵育 ２ ｈ。 ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次后用高灵敏化学发光成像系统进行成像，Ｉｍａｇｅ Ｊ
ｖｅｒｓｉｏｎ ２􀆰 １􀆰 ０ 软件对结果进行相对定量分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行作图和

统计学分析，实验结果均以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）
表示。 不同时间点痛行为的比较采用重复测量方

差分析，两组间比较采用 ｔ 检验，运动干预阶段 ４ 个

组之间的比较采用双因素方差（Ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）
分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义。
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２　 结果

２􀆰 １　 跑台运动对 ＣＣＩ 模型大鼠痛行为的影响

痛行为学结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相比，ＣＣＩ 组大

鼠术后 ７、１４、２１、２８、３５ ｄ 的机械缩足阈值和热缩足

潜伏期显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 １Ａ；Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图
１Ｃ），Ｓｈａｍ 组和 Ｓｈａｍ ＋ Ｅｘｅ 组之间差异无显著性。

与 ＣＣＩ 组相比，运动显著缓解了 ２１ ｄ 后的机械痛敏

反应（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ａ）和 １４ ｄ 后的热痛敏反应（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５，图 １Ｃ）。 同时观察大鼠对侧机械缩足阈值

和热缩足潜伏期差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，图 １Ｂ，
１Ｄ）。 结果表明，慢性坐骨神经压迫损伤模型手术

降低了大鼠的机械痛阈和热痛阈，而 ４ 周的跑台运

动对机械痛阈值和热痛阈值有改善作用。

注：Ａ：术侧 ＰＷＴ；Ｂ：对侧 ＰＷＴ；Ｃ：术侧 ＰＷＬ；Ｄ：对侧 ＰＷＬ；与 Ｓｈａｍ 组相比，∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ＣＣＩ 组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜
０􀆰 ００１。 （下图同）

图 １　 各组大鼠机械痛和热痛测试结果（ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＷＴ ｏｆ ｔｈｅ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｓｉｄｅ． Ｂ． ＰＷＴ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ｓｉｄｅ． Ｃ． ＰＷＬ ｏｆ ｔｈｅ ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ ｓｉｄｅ． Ｄ． ＰＷＬ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ ｓｉｄｅ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣＩ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ａｎｄ ｔｈｅｒｍａｌ ｐａｉｎ ｔｅｓｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ（ｎ ＝ ８）

２􀆰 ２　 跑台运动对 ＣＣＩ 大鼠十字高架迷宫行为学的

影响

ＥＰＭ 行为学测试中大鼠活动轨迹如图 ２Ａ 所

示。 结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相比 ＣＣＩ 组大鼠进入开

放臂停留的时间百分比显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图
２Ｂ），进入闭合臂的时间百分比显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１，图 ２Ｃ），提示 ＣＣＩ 造模可诱导大鼠焦虑样行为

的发生。 与 ＣＣＩ 组相比，ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ 组大鼠开放臂停

留时间百分比显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ２Ｂ），但在闭

合臂中停留的时间百分比差异无显著性，见图 ２Ｃ。

２􀆰 ３　 跑台运动对 ＣＣＩ 大鼠旷场行为的影响

ＯＦＴ 行为学测试中大鼠活动轨迹如图 ３Ａ 所

示，４ 组大鼠在旷场中行驶的总路程无显著性差异

（图 ３Ｂ）。 ＣＣＩ 组大鼠在中央区域停留的时间百分

比与 Ｓｈａｍ 组相比显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 ３Ｃ）；与
ＣＣＩ 组相比，ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ 组大鼠在中央区域停留的时

间百分显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ３Ｃ），在外周区域活

动的时间百分比无显著性差异（见图 ３Ｄ）。 结果提

示，ＣＣＩ 造模不影响大鼠的运动表现，且 ４ 周跑台运

动可缓解 ＣＣＩ 模型大鼠的焦虑样行为。
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注：Ａ：大鼠高架十字迷宫实验活动轨迹图；Ｂ：大鼠在高架十字迷宫开放臂停留的时间百分比；Ｃ：大鼠在高架十字迷宫闭合臂停留

的时间百分比；与 Ｓｈａｍ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 各组大鼠高架十字迷宫实验测试结果（ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ． Ｂ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ． Ｃ．

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｄ ａｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ（ｎ ＝ ８）

注：Ａ：大鼠旷场实验活动轨迹图；Ｂ：大鼠在旷场中行驶的总距离；Ｃ：大鼠在旷场中央区域停留的时间百分比；Ｄ：大鼠在旷场外周区

域停留的时间百分比。

图 ３　 各组大鼠旷场实验测试结果（ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ． Ｂ． Ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｔｒａｖｅｌｌｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ． Ｃ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ． Ｄ． Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒｙ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ８）
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２􀆰 ４　 跑台运动对 ＣＣＩ 大鼠 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ ／ ＣＲＥＢ 相

关 ｍＲＮＡ 表达的影响

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验结果如图 ４ 所示，与 Ｓｈａｍ 相比，
ＣＣＩ 大鼠海马中的 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 的表

达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｓｈａｍ ＋ Ｅｘｅ 组的 ＢＤＮＦ、
ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 的表达较 Ｓｈａｍ 组显著增加（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ 组大鼠海马中的 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、
ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 的表达均高于 ＣＣＩ 组，且差异具有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 提示 ＣＣＩ 诱导的疼痛和焦虑可以

使 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 表达降低，而 ４ 周的跑

台运动可以提高大鼠海马中 ＢＤＮＦ、 ＴｒｋＢ、 ＣＲＥＢ
ｍＲＮＡ 的表达。
２􀆰 ５　 跑台运动对大鼠 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ ／ ＣＲＥＢ 蛋白表

达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相比，
ＣＣＩ 组大鼠海马中的 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ 蛋白表达

均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 ５Ａ；Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 ５Ｂ，
５Ｃ），Ｓｈａｍ ＋ Ｅｘｅ 组蛋白表达均有升高，但差异无显

著性。 ＣＣＩ ＋ Ｅｘｅ 组大鼠海马中 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ
　 　 　 　 　 　

注：与 Ｓｈａｍ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 各组大鼠海马中 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ 和 ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ 的

表达（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＤＮＦ， ＴｒｋＢ， ａｎｄ ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ
ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ３）

的蛋白表达高于 ＣＣＩ 组大鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提示 ＣＣＩ
诱导的焦虑可以使 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ 蛋白表达降

低，四周的跑台运动能够逆转 ＣＣＩ 大鼠海马中

ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ 的蛋白表达。

注：Ａ：ＢＤＮＦ 蛋白条带及蛋白表达统计图；Ｂ：ＴｒｋＢ 蛋白条带及蛋白表达统计图；Ｃ：ＣＲＥＢ 蛋白条带及蛋白表达统计图。

图 ５　 各组大鼠海马中 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ 蛋白的表达（ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＤＮＦ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｂ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴｒｋＢ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｃ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ
ｂａｎｄｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＤＮＦ， ＴｒｋＢ ａｎｄ ＣＲＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ５）

３　 讨论

ＮＰ 主要表现为异常性疼痛、痛觉过敏和自发

性疼痛等特征［２２］，它不仅引起疼痛感知，还常伴有

抑郁、焦虑等不良情绪反应［２３］。 本研究发现 ＣＣＩ 模
型可以诱导大鼠的焦虑样行为，与海马中 ＢＤＮＦ、
ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ 的表达下降密切相关。 ４ 周的中低强度

跑台运动可以缓解 ＣＣＩ 大鼠的疼痛及焦虑样行为，
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并且可以上调 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ 的表达。 揭示了

ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 通路参与运动缓解 ＣＣＩ 诱导的

疼痛及焦虑样行为中的作用机制，为运动改善疼痛

及焦虑病症提供理论支撑。
ＮＰ 发病机制复杂，研究中常选取不同的动物

模型探讨疼痛的发病机制，常见的 ＮＰ 模型有 ＣＣＩ
模型、部分坐骨神经结扎模型（ ｐａｒｔｉａｌ ｓｃｉａｔｉｃ ｎｅｒｖｅ
ｌｉｇａｔｉｏｎ， ＰＳＮＬ ）、 脊 神 经 结 扎 模 型 （ ｓｐｉｎａｌ ｎｅｒｖｅ
ｌｉｇａｔｉｏｎ，ＳＮＬ）、坐骨神经分支结扎模型（ｓｐａｒｅｄ ｎｅｒｖｅ
ｉｎｊｕｒｙ，ＳＮＩ）等［２４］。 本研究采用 ＣＣＩ 模型大鼠，在术

后 ７、１４、２１、２８、３５ ｄ 检测痛行为学变化，结果表明

ＣＣＩ 大鼠术侧肢体表现出显著的机械痛敏反应和热

痛敏反应。 慢性疼痛是负面情绪的重要诱因［２５］，研
究表明神经病理性疼痛、纤维肌痛、慢性内脏痛等

动物模型都伴有焦虑样行为［２６］。 有研究显示，
ＰＳＮＬ 模型大鼠在造模后第 ４ 周至第 ８ 周表现出显

著的焦虑样行为［２７］，ＣＣＩ 模型诱导的焦虑样行为多

见于 ＣＣＩ 术后 ２ ～ ６ 周［２８］。 本研究在 ＣＣＩ 术后的 ５
周同样检测到大鼠的焦虑样行为，提示神经病理性

疼痛可以诱导啮齿类动物的焦虑样行为。
目前临床上治疗疼痛及焦虑的药物种类繁多

但副作用较大，长期服用会引起眩晕、嗜睡、耐受性

差、药物成瘾等情况，严重影响患者的生活质量。
因此疼痛及焦虑的非药物治疗方法引起了越来越

多的重视，体育锻炼作为康复治疗的一种手段已被

证明可以有效地缓解慢性疼痛或焦虑［２９－３０］。 运动

对慢性疼痛动物模型的有益影响已得到广泛证明，
Ｍｅｔａ 分析显示，规律的有氧运动可以增加不同神经

病理性疼痛模型动物的机械性缩足反射阈值和热

缩足潜伏期［３１］，不同形式的运动例如游泳、跑步机

和转轮运动等，均可以减低 ＮＰ 相关的机械痛和热

痛敏感性［３２］。 有研究发现，２ ｈ 的急性游泳运动可

短暂减轻 ＳＮＬ 模型大鼠的触觉痛敏感性，４ 周的长

期游泳运动可使 ＳＮＬ 模型大鼠的痛阈值降低甚至

完全恢复到正常值［３３］。 ＣＨＯ 等［３４］采用 ８ ｍ ／ ｍｉｎ 的

速度低强度跑台运动，每天运动 ３０ ｍｉｎ 共 １４ ｄ，发
现无论是造模前还是造模后开始运动，均可以缓解

ＳＮＩ 模型大鼠的神经病理性疼痛。 本研究采用的是

ＣＣＩ 造模 １ 周后进行跑台运动，为期 ４ 周，每周运动

结束后检测痛行为学变化。 运动强度对应 ４２􀆰 ８％
～ ５７􀆰 ５８％最大摄氧量强度［１８］，属于中低强度有氧

运动。 本研究结果显示 ＰＷＴ 在运动后第 ２ 周显著

增加，ＰＷＬ 在运动后第 １ 周表现出差异性，表明不

同的运动时间对机械痛和热痛敏感性的缓解程度

不同。
临床研究发现每周 ２ ～ ３ 次的中低强度运动可

以显著缓解焦虑患者的焦虑状态［３５］，８ 周的低强度

体育锻炼可以显著改善纤维肌痛女性患者的疼痛

感知、焦虑、抑郁及生活质量等［３６］。 本研究在 ４ 周

的运动干预结束后进行焦虑行为测试，结果显示

ＣＣＩ 大鼠在 ＥＰＭ 开放臂和 ＯＦＴ 中央区域停留的时

间百分比显著提高，提示 ４ 周的跑台运动可以缓解

慢性疼痛诱导的焦虑样行为。 这与 ＺＨＯＵ 等［３７］ 的

研究相似，证明连续 １５ ｄ，３０ ｍｉｎ ／ ｄ 的自主转轮运动

可以有效缓解完全弗氏佐剂 （ ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ
ａｄｊｕｖａｎｎｔ，ＣＦＡ）诱导的慢性炎性痛模型小鼠的疼痛

和焦虑样行为。 ＬＯＰＥＳ 等［３８］研究同样表明，从造模

后第 １５ 天以 ７０％最大摄氧量的强度连续运动 ８ ｄ，
可以显著缓解 ＣＣＩ 模型大鼠的疼痛及焦虑样行为。
本研究结果支持先前的动物研究，并验证了临床观

察的证据，即神经损伤疼痛伴焦虑患者受益于体育

锻炼。
ＢＤＮＦ 主要在神经元和神经胶质细胞的胞体中

合成，存在于整个大脑，并且在海马体和皮质中高

表达［１１］。 ＢＤＮＦ 与其特异性受体 ＴｒｋＢ 结合，可增强

海马的突触传递能力［１７］，并在疼痛传递及负面情绪

调节过程中发挥重要作用［３９］。 ＣＲＥＢ 被称为转录

增强因子，参与神经元生长发育、突触可塑性和长

期记忆形成的调控［４０－４１］。 研究发现 ＢＤＮＦ 与受体

ＴｒｋＢ 结合后可以促进 ＣＲＥＢ 的磷酸化，另一方面

ＣＲＥＢ 作为转录因子，可以增强 ＢＤＮＦ 的转录［４２］。
ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 信号通路在维持神经增长，神经

细胞分化和神经元的存活等方面发挥重要作用，由
于其重要的生理功能使之成为各种疾病病理生理

学研究的关键信号通路［４３］。 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 通

路与负面情绪及疼痛密切相关，研究发现 ＣＣＩ 模型

大鼠诱导的焦虑样行为与海马脑区 ＣＲＥＢ 和 ＢＤＮＦ
表达减少有关［３８］，壬基酚（ｎｏｎｙｌｐｈｅｎｏｌ，ＮＰ）诱导的

焦虑模型大鼠中海马神经元损伤及 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃
ＣＲＥＢ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达下降［４４］。 本研究结果同

样显示 ＣＣＩ 大鼠海马中 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ ｍＲＮＡ
及蛋白表达下降，说明 ＣＣＩ 模型大鼠的疼痛和焦虑

样行为与海马 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 通路的受损有关。
多项研究表明，ＢＤＮＦ 可能是运动缓解疼痛［４５］

和发挥脑保护作用［４６－４７］ 的关键因子。 运动可以通

过调节 ＢＤＮＦ 水平抑制疼痛状态下伤害性神经元的
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生长，促进健康神经元的再生［５］。 研究发现 ＣＣＩ 模
型大鼠同侧脊髓背角 ＢＤＮＦ 的表达增加与神经病理

性疼痛的发展有关，而无论是每周 ３ ｄ 的低频运动

还是每周 ５ ｄ 的高频运动（５５％最大摄氧量强度）都
可以通过抑制脊髓背角中的神经胶质细胞活化和

ＢＤＮＦ 表达来减轻神经性疼痛［４８］。 疼痛状态下海

马中 ＢＤＮＦ 的表达与脊髓背角 ＢＤＮＦ 的表达相反，
研究发现 ＣＦＡ 诱导的慢性炎性疼痛动物模型会降

低海马中的 ＢＤＮＦ 表达，而这些影响与神经发生受

损和焦虑有关，但富集环境与自主运动相结合的干

预方法可以促进海马 ＢＤＮＦ 的表达以及神经发生缓

解疼痛伴随的焦虑样行为［４９］。 本研究通过 ４ 周的

跑步机运动促进了 ＣＣＩ 模型大鼠海马中 ＢＤＮＦ 的

ｍＲＮＡ 及蛋白表达，起到了缓解疼痛及焦虑的作用。
运动同样可以促进 ＢＤＮＦ 的下游通路发挥神经保护

作用，研究表明游泳训练可以通过增强 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ
信号通路促进神经保护作用，进而抑制糖尿病模型

小鼠大脑皮层的细胞凋亡［５０］。 ＹＡＮＧ 等［１７］ 研究发

现电针通过上调海马 ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 信号通路

促进突触可塑性，起到缓解慢性炎症性疼痛模型大

鼠的疼痛及抑郁样行为的作用。 本研究采用 ４ 周跑

台运动发现 ＣＣＩ 大鼠经过运动之后海马脑区的

ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达显著增加，
表明运动可以促进 ＢＤＮＦ、ＴｒｋＢ、ＣＲＥＢ 的高度表达，
进而缓解 ＣＣＩ 大鼠诱导的疼痛以及焦虑样行为，研
究进一步证实了 ＢＤＮＦ 下游通路蛋白表达增加可能

是运动缓解慢性疼痛诱导的焦虑样行为的机制

之一。
综上，本研究证明了神经病理性疼痛可诱导大

鼠出现焦虑样行为，且 ４ 周跑台运动通过上调海马

ＢＤＮＦ ／ ＴｒｋＢ⁃ＣＲＥＢ 通路蛋白改善大鼠的疼痛和焦

虑状态，为运动缓解慢性疼痛及焦虑症状提供理论

基础。
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［收稿日期］ 　 ２０２４－０３－１０

《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》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）动物学 ／人类学

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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杨玉洁，朱中博，张艳美，等． 急性肺损伤对大鼠脾 Ｔ 细胞凋亡的影响及益肺健脾方的干预作用研究 ［Ｊ］． 中国实验动物学报，
２０２４， ３２（９）： １１６０－１１７０．
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ｏｆ Ｙｉｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（９）： １１６０－１１７０．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０９􀆰 ００７

［基金项目］甘肃省科技重大项目（２２ＺＤ１ＦＡ００１），国家自然科学基金（８２２６０８８９），第五批全国中医临床优秀人才研修项目（国中医药人教

函［２０２２］２３９ 号），甘肃省自然科学基金项目（２４ＪＲＲＤ００２）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｍａｊｏｒ Ｐｒｏｇｒａｍ （２２ＺＤ１ＦＡ００１）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２２６０８８９），
ｔｈｅ Ｆｉｆｔｈ Ｂａｔｃｈ ｏｆ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ Ｔａｌｅｎｔｓ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ （Ｇｕｏｚｈｏｎｇ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｅｎ Ｊｉａｏｈａｎ ［２０２２］
Ｎｏ． ２３９）， Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇａｎｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （２４ＪＲＲＤ００２）．
［作者简介］杨玉洁，在读硕士研究生，研究方向：方剂的临床应用及作用机理。 Ｅｍａｉｌ：ｙｙｊｗｓｒｙ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］刘喜平，博士，教授，研究方向：方剂的临床应用及作用机理。 Ｅｍａｉｌ：Ｌｘｐｄ⁃２５７＠ １６３． ｃｏｍ；

张旭辉，硕士，主任医师，硕士生导师，研究方向：中西医结合呼吸病。 Ｅｍａｉｌ：８６３３０３５０９＠ ｑｑ． ｃｏｍ。
∗共同通信作者

急性肺损伤对大鼠脾 Ｔ 细胞凋亡的影响
及益肺健脾方的干预作用研究

杨玉洁１，朱中博１，张艳美１，刘喜平１∗，张旭辉２∗，张志明３

（１． 甘肃中医药大学，甘肃省中药新产品创制工程实验室，甘肃省中医方药挖掘与创新转化

重点实验室，兰州　 ７３００００；２． 甘肃中医药大学附属医院，肺病科　 兰州　 ７３００００；
３． 甘肃省中医院，兰州　 ７３００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察急性肺损伤（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）大鼠脾 Ｔ 细胞凋亡及 Ｘ⁃连锁凋亡抑制蛋白相关因子

（ＸＩＡＰ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ １， ＸＡＦ１）、肿瘤坏死因子 α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ， ＴＮＦ⁃α）、死亡相关因子 （ ｆａｃｔｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｕｉｃｉｄｅ， ＦＡＳ）蛋白表达情况，探讨益肺健脾方治疗 ＡＬＩ 的机制是否与下调 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达，
抑制 Ｔ 细胞凋亡有关。 方法　 ６０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，随机分为空白组、模型组、阳性组、益肺健脾方高、中、低
剂量组。 阳性组给予地塞米松每天 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 灌胃，益肺健脾方高、中、低剂量组分别给予每天 １２、６、３ ｇ ／ ｋｇ 的益肺

健脾方灌胃，模型组与空白组均给予等量蒸馏水灌胃，每天给药 １ 次，连续 １４ ｄ。 动物肺功能检测系统检测各组大

鼠肺功能情况；观察各组大鼠肺部影像学特征及脏器指数和肺组织湿重 ／干重（Ｗ ／ Ｄ）变化；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色

观察各组大鼠肺部组织的病理学变化；流式细胞术检测各组大鼠脾 Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）及脾 Ｔ 细胞的凋亡情

况，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测脾中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达水平。 结果　 模型组大鼠肺功能降低，脾和胸腺脏器指数减

少，肺组织湿重 ／干重（Ｗ ／ Ｄ）显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肺部组织出现炎性渗出、肺泡破裂等现象，同时伴有肺纹理增粗

以及大片磨玻璃影，Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）显著减少，ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达及 Ｔ 细胞凋亡率显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）；经益肺健脾方干预后，大鼠肺组织湿重 ／干重（Ｗ ／ Ｄ）明显降低，胸腺的脏器指数显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１），Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）明显增加，ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达及 Ｔ 细胞凋亡率明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 ＡＬＩ 可诱发大鼠脾 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达上调及 Ｔ 细胞凋亡，益肺健脾方可能通过下调

ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达，抑制 ＡＬＩ 诱发的脾 Ｔ 细胞凋亡。
【关键词】 　 急性肺损伤；益肺健脾方；Ｔ 细胞凋亡；ＸＡＦ１；ＦＡＳ；ＴＮＦ⁃α
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ｈｉｇｈｅｒ Ｗ ／ Ｄ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅｙ ｈａｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｘｕｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｒｕｐｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ， ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｅｘｔｕｒｅ ａｎｄ ｌａｒｇｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ｇｒｏｕｎｄ⁃ｇｌａｓｓ ｓｈａｄｏｗｓ， ｗｉｔｈ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ
ｉｎ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ （ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ＸＡＦ１， ＦＡＳ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ Ｔ⁃ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｙｉｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ Ｗ ／ Ｄ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｔｈｙｍｕｓ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｔｈｅ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ （ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＸＡＦ１， ＦＡＳ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ｔｈｅ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＡＬＩ ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＸＡＦ１， ＦＡＳ， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ
ｏｆ ｒａｔｓ， ａｎｄ Ｙｉｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ ｍａｙ ｐｒｏｔｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ＡＬＩ ｂｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅｓｅ ｆａｃｔｏｒｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ； Ｙｉｆｅｉ Ｊｉａｎｐｉ ｆｏｒｍｕｌａ； Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ＸＡＦ１； ＦＡＳ； ＴＮＦ⁃α
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 急性肺损伤（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是由多种肺

内（肺炎、感染等）或肺外致病因素导致的急性弥漫

性炎性肺损伤，进而引起急性呼吸衰竭的临床综合

征［１］。 ＡＬＩ 以其显著的高发病率和死亡率对公共健

康产生重大影响，研究统计 ＡＬＩ 致死率已高达 ３０％
～ ５０％［２］。 机械通气、激素和抗炎药物是目前临床

上常用的治疗方法，但均存在明显缺点，难以广泛

推广，且激素和抗炎等药物副作用明显、预后差［３］。
故寻找安全有效的防治 ＡＬＩ 的药物显得尤为紧迫。

益肺健脾方是治疗多种肺部炎性损伤的常用

有效方剂，在促进肺部炎症吸收、保护肺组织损伤、
改善患者临床症状方面疗效显著［４］。 同时有研究

发现 Ｔ 细胞凋亡是机体正常免疫调节的一部分，它
有助于维持免疫平衡和清除异常或受损的细胞。
但 Ｔ 细胞凋亡也可导致免疫系统的失调和组织损

伤［５－６］。 Ｘ⁃连锁凋亡抑制蛋白相关因子 （ ＸＩＡＰ⁃

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ １，ＸＡＦ１）、肿瘤坏死因子 α（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ，ＴＮＦ⁃α）、死亡相关因子（ ｆａｃｔｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｕｉｃｉｄｅ，ＦＡＳ） 是参与细胞凋亡的重要因

子。 ＸＡＦ１ 通过抑制 ＸＩＡＰ 的抗凋亡功能，从而促进

细胞凋亡［７］； ＦＡＳ 和凋亡相关因子配体 （ ｆａｃｔｏｒ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｌｉｇａｎｄ，ＦＡＳＬ）的结合可以触发细胞

凋亡信号通路［８］；ＴＮＦ⁃α 则通过激活凋亡信号通

路，诱导细胞凋亡的发生［９］。 这些因子相互作用，
共同参与调控细胞凋亡的发生发展。 但益肺健脾

方是否通过干预 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达抑制 Ｔ
细胞凋亡，进而保护肺部急性损伤，仍需进一步

验证。
本研究拟建立脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）

诱导的大鼠 ＡＬＩ 模型，观察益肺健脾方对 ＡＬＩ 大鼠

脾 Ｔ 细胞凋亡及 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白表达的影

响，阐明益肺健脾方对 ＡＬＩ 的治疗作用及作用机制，
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为探讨中医药防治 ＡＬＩ 提供科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠（８ 周龄，体重 ２００ ～
２２０ ｇ），购买于斯贝福（北京）生物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０】。 饲养于甘肃中医药大学

科研中心 ＳＰＦ 级实验室【 ＳＹＸＫ（甘） ２０２１－０００４】，
温度为（２３ ± ２）℃、相对湿度 ４５％ ～ ５５％，１２ ｈ 明

暗交替循环，饲养期间自由进食、进水，适应性饲养

５ ｄ 后进行实验。 所有程序均按照《甘肃省实验动

物护理与使用指南》执行，且动物伦理获得甘肃中

医药大学伦理委员会批准（２０２３⁃５８５）。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验药物

益肺健脾方（黄芪 １５ ｇ，党参 ６ ｇ，陈皮 ９ ｇ，当归

９ ｇ，柴胡 ６ ｇ，桔梗 ３ ｇ，麸炒白术 １５ ｇ，炒白芍 ９ ｇ，砂
仁 １３ ｇ，生麦芽 １５ ｇ，炙甘草 ６ ｇ）药材饮片由甘肃中

医药大学附属医院提供，经甘肃中医药大学药学院

景明教授鉴定符合 ２０２０ 年版《中华人民共和国药

典》规定。 取上述益肺健脾方药材饮片，加入 １０ 倍

量的蒸馏水浸泡药材，１ ｈ 后煎煮 ３０ ｍｉｎ，滤出药液

后再次加入 ８ 倍量水煎煮 ３０ ｍｉｎ，消毒纱布过滤，将
２ 次滤液合并，浓缩至含生药质量浓度为 ２􀆰 ０ ｇ ／ ｍＬ，
４ ℃保存备用。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＬＰＳ 购 自 于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 有 限 公 司 （ 批 号：
３２３０９０７００１）；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色试剂盒购自于

珠海贝索生物技术有限公司有限公司 （批号：
Ｃ２２０５０１）；流式检测抗体均购自于购自于联科生物

有限公司，Ａｎｔｉ⁃Ｒａｔ ＣＤ４ ＡＰＣ（批号：Ａ３１１１４３）、Ａｎｔｉ⁃
Ｒａｔ ＣＤ ＦＩＴＣ（批号：Ａ３１１１４２）、Ａｎｔｉ⁃Ｒａｔ ＣＤ２５ ＦＩＴＣ
（Ａ３０５３４）、Ａｎｔｉ⁃Ｒａｔ ＣＤ４ ＰＥ（批号：Ａ３０５３４）；凋亡

试剂盒购自于 ｍｅｉｌｕｎｂｉｏ 有限公司 （批号：ＭＡ０２２⁃
２）；蛋白免疫印记（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）凝胶制备试剂盒购

自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 有限公司（批号：Ｐ１２００⁃１ ／ Ｐ１２００⁃２）；极
敏型 ＥＣＬ 化学发光试剂盒购自 ＮＣＭ 有限公司（批
号：Ｐ１００６０）；单克隆抗体 β⁃Ａｃｔｉｎ 购自于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
有限公司（批号：２０５３６⁃１⁃ＡＰ）；单克隆兔源 ＴＮＦ⁃α
抗体购自于 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 有限公司（批号：ＹＴ４６８９）；
单克隆兔源 ＦＡＳ 抗体购自于 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 有限公司（批
号：ＡＦ５３４２）；单克隆兔源 ＸＡＦ１ 抗体购自于 Ａｂｍａｒｔ
有限公司（批号：ＴＤ１３６１４）；山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗购自

于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 有限公司（批号：２００００２３９）；地塞米

松购自于天津信谊津津药业有限公司 （批号：
１５０８１５６）；ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自西安赫特生物

技术有限公司（批号：ＷＢ００３）。
动物 ＰＥＴ ／ ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ （ Ｌｎｌｉｖｅｗ⁃３０００Ｂ，美国），

肺功能检测系统（ＷＢＰ ＰＬＴ⁃ＵＮＲ⁃ＲＴ，美国），流式

细胞仪（ＢＤ ｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＦＡＣＳＶ ｅｒｓｅ，美国），电泳仪（北
京六一生物科技有限公司，ＤＹＣＺ⁃２４ＤＨ，中国），凝
胶成像系统 （广州柏鹭腾生物科技有限公司，
ＧｅＬｖｉｅｗ ６０００ ｐｌｕ，中国），台式高速离心机（可成仪

器有限公司，３⁃１８Ｒ，中国），ＹＢ⁃６ＬＦ 生物组织石蜡

包埋机（亚光科技股份有限公司，ＹＢ⁃６ＬＦ，中国），智
能感知石蜡切片机（上海珂淮仪器有限公司，ＫＤ⁃
３３９０，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及实验干预

６０ 只 ＳＤ 雄性大鼠，适应 １ 周后，使用完全随机

法选取 １０ 只大鼠作为空白组，剩余大鼠参考文

献［１０］方法，采用气管内注射 ＬＰＳ 建立 ＡＬＩ 模型，造
模结束后继续采用完全随机法将 ＡＬＩ 模型大鼠随机

分为模型组、阳性组、益肺健脾方高剂量组、益肺健

脾方中剂量组、益肺健脾方低剂量组，每组 １０ 只。
益肺健脾方高、中、低剂量组分别给予每天 １２、６（相
当于成人临床等效剂量）、３ ｇ ／ ｋｇ 的益肺健脾方实

验用药灌胃；阳性组给予每天 ０􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 的地塞米松

溶液灌胃；正常组给予等体积的蒸馏水灌胃。 各组

大鼠连续灌胃 １４ ｄ，每天 １ 次。
１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠肺功能检测

参考文献［１１］方法，将各组 ＳＤ 大鼠用戊巴比妥

钠（３ ｍｇ ／ ｋｇ）进行腹腔注射麻醉，待各组大鼠麻醉

后无创进行肺功能测定。 打开计算机 ｉｏｘ ２􀆰 ６􀆰 ０􀆰 ３
采集系统软件，按照大鼠分组及编号设置数据储存

路径，观察气道压力曲线、气道阻力曲线、肺容量曲

线变化与动物呼吸机同步且平滑对称，待曲线稳定

后收集呼吸数据。 检测指标包括：最大吸气流速

（ｐｅａｋ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｆｌｏｗ， ＰＩＦ）、最大呼气流速 （ ｐｅａｋ
ｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ ｆｌｏｗ，ＰＥＦ）、潮气量（ ｔｉｄａｌ ｖｏｌｕｍｅ，ＴＶ）、呼
气量 （ ｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ ｖｏｌｕｍｅ， ＥＶ ）、 ５０％ 呼 气 流 速

（ＥＦ５０）、被迫呼吸间隙（ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐａｕｓｅ，Ｐｅｎｈ）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 大鼠肺部影像学特征观察

参考文献［１２］ 方法，ＳＤ 大鼠 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 的用戊巴

比妥钠进行腹腔注射麻醉后，水平固定在 Ｍｉｃｒｏ ＣＴ
配套的动物支架上，保证肺部处在扫描范围内后进
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行扫描。 具体参数如下：扫描分辨率 ７８ μｍ，曝光时

间 ２０００ ｍｓ，电压 ８０ ｋＶ，电流 ５００ μＡ，扫描角度

３６０°；图形分辨率 ７８ μｍ，扫描时间 ２５ ｍｉｎ，扫描后

用 ｃｏｂｒａ 软件进行三维重构，将重构后的图像导入

软件 ａｍｉｄｅ １􀆰 ０􀆰 ４ 进行图像采集并观察肺组织炎性

改变情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 大鼠肺湿干质量比（Ｗ ／ Ｄ）和脏器指数的

变化

各组 ＳＤ 大鼠用戊巴比妥钠（３ ｍｇ ／ ｋｇ）进行腹

腔注射麻醉后处死，随后称取左肺为湿质量，将左

肺放入恒温干燥箱（１０５ ℃）烘干 ７２ ｈ，干燥至恒质

量，并称取记录为干质量，按下列公式计算：肺干湿

质量比 ＝ 肺干质量 ／肺湿质量；脏器指数 ＝ 脏器质

量 ／大鼠体质量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察大鼠肺组织病

理形态变化

各组大鼠按上述方法处死后，取左肺于 ４％多

聚甲醛固定过夜，随后经常规脱水包埋于石蜡中。
切片后，采用 ＨＥ 染色检测大鼠肺组织形态学改变。
最后于普通光镜下拍照，根据大鼠肺组织出血情

况，肺泡是否有充血，肺泡腔内炎症细胞包括中性

粒细胞、巨噬细胞浸润情况，肺泡间隔的厚度对肺

组织损伤量化评分［１３］。 ０ 分：正常肺组织；１ 分：轻
度肺损伤， ≤ ２５％肺部受累；２ 分：中度肺损伤， ＞
２５％ ～ ５０％肺部受累；３ 分：严重肺损伤， ＞ ５０％ ～
＜ ７５％肺部受累；４ 分：非常严重，几乎整肺受累。
１􀆰 ２􀆰 ６　 流式细胞术检测 Ｔ 细胞亚群比例及凋亡

各组大鼠按上述方法处死后取脾进行研磨，滤
网过滤，按细胞沉淀体积的 ５ 倍容积加入红细胞裂

解液，轻轻吹打混匀，裂解 ５ ｍｉｎ。 于 １２００ ｒ ／ ｍｉｎ，
４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，弃去红色上清液。 加入 １５ ｍＬ
ＰＢＳ，吹打混匀后于 １２００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ），
弃上清，加入 ＰＢＳ 混匀后进行细胞计数，调整细胞

浓度到 １ × １０６ ／ ｍＬ。 Ｔ 细胞计数：各组细胞混悬液

中分别加入抗体 ＣＤ８ １􀆰 ２５ μＬ、ＣＤ３ ４􀆰 ５ μＬ、ＣＤ４
４􀆰 ５ μＬ，通过流式细胞仪对各组细胞混悬液中的 Ｔ
淋巴细胞进行计数。 Ｔ 细胞凋亡检测：加入 ＣＤ３
４􀆰 ５ μＬ 对 Ｔ 细胞进行标记；染色：加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 染色液，轻轻混匀；孵育：避光、室温孵

育 １５ ｍｉｎ，随后置于冰上使用流式细胞仪检测。
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测脾 ＸＡＦ１、ＦＡＳ 和 ＴＮＦ⁃α 蛋

白表达

各组大鼠按上述方法处死后取脾组织，将脾组

织冷冻研磨，取部分研磨后的组织，加入蛋白酶抑

制剂和裂解液，于组织研磨机中破碎研磨，离心，取
上清。 按照 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。
根据目的蛋白分子量配置分离胶和浓缩胶。 上样、
电泳、并将其转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 用 ５％脱脂牛奶完

全浸没 ＰＶＤＦ 膜来封闭非特异性抗原（室温下静置

２ ｈ），随后 １ × ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 用相

应的一抗（１ ∶ １０００）完全浸没 ＰＶＤＦ 膜，在 ４ ℃下

孵育过夜。 次日洗膜后，将山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗

（１ ∶ ５０００）在室温下孵育 １ ｈ。 洗膜 ３ 次后使用化

学发光试剂显示，采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件分析计算

凋亡标志蛋白 ＸＡＦ１、ＦＡＳ 和 ＴＮＦ⁃α 的灰度值，并以

β⁃ａｃｔｉｎ 作为参照蛋白。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件与 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １
进行统计学分析，符合正态分布的计量资料以平均

值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两两间比较采用独立 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具

有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠肺功能的变化

与空白组相比，模型组 ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＴＶ、ＥＶ、ＥＦ５０
均显著降低，而 Ｐｅｎｈ 显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型

组相比，益肺健脾方高、中剂量组中的 ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＴＶ、
ＥＶ、ＥＦ５０ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而 Ｐｅｎｈ 显著降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），且趋势呈现剂量⁃效应关系（见表 １）。
２􀆰 ２　 各组大鼠肺部影像学的变化

与空白组相比，模型组肺纹理增粗，可见大片

磨玻璃阴影。 与模型组相比，益肺健脾方高、中、低
剂量组的磨玻璃阴影均有所改善，其中益肺健脾方

高剂量组改善情况明显优于中低剂量组（见图 １）。
２􀆰 ３　 各组大鼠肺干湿质量比和脏器指数的变化

与空白组比较，模型组大鼠肺干湿质量比显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），肺水肿严重，大鼠胸腺和脾指数均

显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组比较，益肺健脾方高

剂量组大鼠胸腺指数明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、益肺健

脾方高、中剂量组脾指数显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 益

肺健脾方高、中剂量组大鼠肺干湿质量比显著降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见表 ２）。
２􀆰 ４　 各组大鼠肺组织病理形态的变化

空白组大鼠肺组织未见明显异常，肺泡内无渗

出物，肺泡大小均匀且排列整齐。 与空白组相比，

３６１１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ９ 月第 ３２ 卷第 ９ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ９

　 　 　 　 　 　 表 １　 各组大鼠肺功能的变化（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／
（ｇ ／ ｋｇ）
Ｄｏｓａｇｅｓ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

ＰＩＦ ／ （ｍＬ ／ ｓ） ＰＥＦ ／ （ｍＬ ／ ｓ） ＴＶ ／ ｍＬ ＥＶ ／ ｍＬ ＥＦ５０ ／ ｍＬ Ｐｅｎｈ

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ

－ ５０􀆰 １３ ± ０􀆰 ８９ ４６􀆰 ８７ ± １􀆰 ９２ ３􀆰 ００ ± ０􀆰 １８ ４􀆰 ３０ ± ０􀆰 ３２ ４７􀆰 ３４ ± ３􀆰 ３３ ０􀆰 ５３ ± ０􀆰 １７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ １７􀆰 ２１ ± ２􀆰 １８∗∗ １６􀆰 ８６ ± ３􀆰 ４５∗∗ ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ４８∗∗ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 ２４∗∗ １４􀆰 ７１ ± ３􀆰 ８３∗∗ ３􀆰 １８ ± ０􀆰 ３９∗∗

阳性组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５ ４６􀆰 ８７ ± １􀆰 ５３＃＃ ３８􀆰 ０９ ± １􀆰 １６＃＃ ２􀆰 ７０ ± ０􀆰 ２８＃＃ ３􀆰 ９８ ± ０􀆰 ４７＃＃ ３７􀆰 ７９ ± ４􀆰 １４＃＃ ０􀆰 ８５ ± ０􀆰 ２５＃＃

益肺健脾方高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １２ ３５􀆰 ６２ ± ３􀆰 ０９＃＃ ３６􀆰 ２３ ± ０􀆰 ８５＃＃ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ４５＃＃ ３􀆰 ３５ ± ０􀆰 ７１＃＃ ３４􀆰 ５７ ± ３􀆰 ４３＃＃ ０􀆰 ９８ ± ０􀆰 １８＃＃

益肺健脾方中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ６ ３０􀆰 ４１ ± １􀆰 ２５＃＃ ３１􀆰 ０１ ± ０􀆰 ８５＃＃ １􀆰 ４３ ± ０􀆰 ２４＃ ２􀆰 ９９ ± １􀆰 ０５＃ ２８􀆰 ５７ ± ４􀆰 ２２＃＃ １􀆰 ２１ ± ０􀆰 ２２＃＃

益肺健脾方低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ３ ２２􀆰 ００ ± ２􀆰 ０８＃ ２５􀆰 ５１ ± ３􀆰 ７５＃＃ ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 １３ １􀆰 ５５ ± ０􀆰 ４９ １８􀆰 ９０ ± １􀆰 ６３ １􀆰 ８１ ± ０􀆰 ２２＃＃

注：与空白组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ
ｔａｂｌｅｓ）

图 １　 各组大鼠肺部影像学的变化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

模型组中大鼠肺组织严重受损，肺间质水肿、充血、
肺泡壁增厚、肺泡间隙增宽、并见大量炎症细胞浸

润，肺组织损伤评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 益肺健

脾方高、中、低剂量组的肺组织损伤情况均有不同

程度地减轻，并伴有炎性细胞浸润减少，其中益肺

健脾方高、中剂量组肺组织损伤评分显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（见图 ２）
２􀆰 ５　 各组大鼠脾组织中 Ｔ 细胞凋亡情况

与空白组比较，模型组大鼠脾组织中 ＣＤ４＋ ／
ＣＤ８＋显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｔ 细胞总凋亡率显著升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组比较，益肺健脾方高、中剂

量组大鼠脾组织中 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ 明显升高 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５）、Ｔ 细胞凋亡率则显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），以益

肺健脾方高剂量组最为显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （见图 ３，
图 ４）
２􀆰 ６　 各组大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α蛋白

表达

与空白组比较，模型组大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、
ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达水平均呈现上调趋势（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与模型组比较，益肺健脾方高、中剂量组大

鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达水平均

显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而益肺健脾方低剂量组上述

蛋白表达水平有降低，但无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
（见图 ５）。
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表 ２　 各组大鼠脏器指数及肺湿干质量比（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｗｅｔ ｔｏ ｄｒｙ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量 ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｄｏｓａｇｅｓ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

胸腺指数
Ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ

脾指数
Ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘ

肺干湿质量比 ／ ％
Ｌｕｎｇ ｗｅｔ ／ ｄｒｙ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ／ ％

空白组
Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ － ２􀆰 ５４ ± ０􀆰 ４０ ２􀆰 ９６ ± ０􀆰 ３３ ３􀆰 ９７ ± ０􀆰 ２５

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ － １􀆰 ３５ ± ０􀆰 ２８∗∗ １􀆰 ７０ ± ０􀆰 ２８∗∗ ５􀆰 ５０ ± ０􀆰 ２３∗∗

阳性组
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５ ２􀆰 １２ ± ０􀆰 １８＃ ２􀆰 ８４ ± ０􀆰 ５６＃＃ ４􀆰 ３７ ± ０􀆰 ３６＃＃

益肺健脾方高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １２ ２􀆰 １０ ± ０􀆰 ３０＃ ２􀆰 ７７ ± ０􀆰 ８１＃＃ ４􀆰 ５２ ± ０􀆰 ３１＃＃

益肺健脾方中剂量组
Ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ６ １􀆰 ８８ ± ０􀆰 ３２ ２􀆰 ５８ ± ０􀆰 ２９＃＃ ４􀆰 ６４ ± ０􀆰 １９＃＃

益肺健脾方低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ３ １􀆰 ４５ ± ０􀆰 ４１ ２􀆰 １２ ± ０􀆰 ７８＃ ５􀆰 １０ ± ０􀆰 ３１＃

图 ２　 各组大鼠肺组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 各组大鼠脾组织中 Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）的变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ （ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋） ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ
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图 ４　 各组大鼠脾组织中 Ｔ 细胞凋亡的情况

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与空白组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 各组大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达变化

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

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＸＡＦ１、ＦＡＳ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

ＡＬＩ 是一种先天性与适应性免疫反应相关的急

性炎症性疾病［１４］。 研究表明，Ｔ 细胞凋亡在急性肺

损伤的发展中起着一定的作用，减少 Ｔ 细胞凋亡可

能有助于减轻肺部组织损伤和炎症反应，从而改善

急性肺损伤的预后［１５］。 然而，目前对于如何调控 Ｔ
细胞凋亡以及其在急性肺损伤中的具体作用机制

还需要进一步研究，因此深入了解 Ｔ 细胞凋亡的调

控机制与急性肺损伤发展的关系，有助于寻找潜在

的治疗策略和改善患者的预后。
现代研究发现肺部损伤与炎症反应会累及全

身多个组织和器官，尤其是对胃肠道和免疫系

统［１６］。 改善胃肠道症状，保护脾胃功能，能够促进

肺部炎症的吸收，减少粘连，改善肺损伤，提高其免

疫功能，及早截断病势，防止疾病的进一步发展［１７］。
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中医学认为肺属金，脾胃属土，二者母子相生，在生

理和病理上具有相关性。 生理上肺气充足依赖脾

气生化，脾运输水谷精微则依赖肺气的宣发肃降，
两脏共同输布津液并维持人体全身气机的调

畅［１８－１９］；病理上则易出现母病及子，子病及母，肺脾

同病的特点［２０］。 在治疗上《医宗必读·虚劳》 指

出：“脾有生肺之能…土旺而生金，勿拘于保肺”。
因此，培土生金、益肺健脾在肺系疾病治疗中具有

重要意义［２１］。 课题组前期研究表明具有益气健脾、
培土生金作用的参苓白术散能显著改善 ＬＰＳ 诱导

的肺部炎症反应，提高肺部免疫功能［２２］。 许爱

英［２３］和韩冰阁等［２４］也证实了“培土生金”有利于肺

炎后炎症的吸收和呼吸功能的修复，从而增强机体

免疫功能。 另外作为培土生金代表方的补中益气

汤也被证实具有消除炎症、调节免疫、缓解咳嗽、肺
损伤等症状，保护肺组织的作用［２５］。 基于以上理论

背景，本研究所采用方剂益肺健脾方是由经典方补

中益气汤化裁而来，由炙黄芪、党参、陈皮、当归、柴
胡、桔梗、麸炒白术、炒白芍、砂仁、生麦芽、炙甘草

组成。 全方以“益肺健脾”立法，兼顾止咳、化痰、平
喘，在促进肺部炎症吸收、缩短病程、改善患者症状

方面具有良好的临床疗效。 基于该方的临床反馈

及文献回顾，本研究通过 ＬＰＳ 来构建大鼠急性肺损

伤模型。 ＬＰＳ 作为革兰氏阴性菌细胞壁的一种成

分，可通过破坏肺泡上皮屏障并诱导细胞凋亡以及

肺组织中氧化水平的不平衡直接引起 ＡＬＩ［２６－２７］。
研究结果表明，益肺健脾方能够有效改善大鼠肺功

能、肺组织损伤及肺部炎症。 肺水肿是 ＡＬＩ 最主要

的病理特征之一［２８］；胸腺和脾指数通常是评估宿主

免疫能力的重要指标［２９］，本研究结果发现益肺健脾

方不但能够降低 Ｗ／ Ｄ 比率，显著抑制肺水肿，同时

还能提高脾与胸腺的脏器指数，增加大鼠免疫

力［３０］。 可见，益肺健脾方对于大鼠 ＡＬＩ 模型的肺部

组织损伤具有较好的改善作用。
Ｔ 细胞是对肺部炎症保护性免疫的核心成

分［３１］。 根据细胞表面标志物和特化功能，经典二分

法将 Ｔ 细胞分为 ＣＤ４＋ 和 ＣＤ８＋。 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞也称

为 Ｔ 辅助细胞，根据他们的表型、特征细胞因子和

指定转录因子的能力，ＣＤ４＋ Ｔ 细胞分为 ５ 个经典亚

群：ＴＨ１ 细胞（ＴＨ１ ｃｅｌｌ， ＴＨ１）、辅助性 Ｔ 细胞 ２（Ｔ
ｈｅｌｐｅｒ ２ ｃｅｌｌ， Ｔｈ２）、辅助性 Ｔ 细胞 １７（Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ
１７， ＴＨ１７）、滤泡辅助性 Ｔ 细胞（ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ
ｃｅｌｌ， Ｔｆｈ）和调节性 Ｔ 细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ， Ｔｒｅｇ）

细胞［３２］。 以上亚群的功能可协调宿主对病原体的

防御。 细胞毒性 ＣＤ８＋ Ｔ（ＣＴＬ）细胞是早期抗肿瘤、
抗感染的细胞，可介导直接杀伤受感染的靶细胞，
赋予肺部感染保护性免疫［３３］；ＣＤ４＋ Ｔ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 表示

诱导性 Ｔ 淋巴细胞与抑制性 Ｔ 淋巴细胞之间的平

衡状态，是机体免疫内环境稳定的最重要指标［３４］；
总之，Ｔ 细胞对肺部炎症反应保护起着重要作用，且
不同的 Ｔ 细胞亚群可协调先天性和适应性免疫反

应，促进病原体清除、组织修复以及对呼吸道细菌

感染的持久记忆的建立［３５］。 有研究表明，肺部炎症

期间，Ｔ 细胞凋亡可能会影响 Ｔ 细胞亚群的比

例［３６］。 同时 Ｔ 细胞作为机体免疫防御中的关键角

色，是免疫系统中重要的组成部分，其凋亡增加，可
加剧急性肺损伤的发生［３７］。 细胞凋亡在许多生理

与病理过程中发挥重要作用，特别是在发育和免疫

系统中［３８］。 研究表明，ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α、ＸＡＦ１ 是通过外

在（死亡受体途径）和内在（线粒体途径）启动细胞

凋亡的重要分子［３９］，同时 ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 和 ＸＡＦ１ 在

维持免疫系统平衡中也扮演着重要角色。 其中，
ＦＡＳ 通过参与调节 Ｔ 细胞、Ｂ 细胞和自然杀伤细胞

等免疫细胞的活化、增殖和凋亡过程，从而维持免

疫平衡［４０］；ＴＮＦ⁃α 则是一种多功能的细胞因子，诱
导细胞凋亡的同时广泛参与炎症反应和免疫调节，
在免疫系统中发挥重要作用［４１］；ＸＡＦ１ 在免疫细胞

中表达较高，可参与调节免疫细胞的凋亡过程，从
而影响免疫功能的发挥［４２］。 另有研究报道显示，
ＴＮＦ 和 ＸＡＦ１ 是参与 Ｔ 细胞凋亡的重要通路［４３］；同
时有临床性研究证实，在肺部炎症明显的患者外周

血中发现 ＸＡＦ１、ＴＮＦ⁃α、ＦＡＳ 等凋亡通路相关基因

特异性上调，且 Ｔ 细胞的数量也随之明显减少［４４］。
与上述研究结果相似，本研究利用流式细胞术检测

大鼠脾组织中 Ｔ 细胞亚群（ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋）与 Ｔ 细胞

的凋亡情况，其结果显示，益肺健脾方高、中剂量组

显著增加大鼠脾中 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ 比例的同时明显降

低了大鼠脾中 Ｔ 细胞的凋亡率。 随后利用蛋白免

疫印迹法对大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白

表达水平变化进行检测，结果显示与空白组相比，
模型组大鼠脾组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的相

对表达水平均显著性升高，而与模型组相比，益肺

健脾方高、中剂量组明显降低了脾组织中 ＸＡＦ１、
ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的相对表达水平。 总之这些结果

表明益肺健脾方可能也是通过降低大鼠脾组织中

ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达量来减少急性肺损伤
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中的 Ｔ 细胞凋亡数量。 综上，益肺健脾方对大鼠

ＡＬＩ 模型的肺功能、肺纹理以及肺部损伤均有一定

的改善作用，提高脾中的 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋的同时还能减

少了 Ｔ 细胞的凋亡数量，其机制可能与下调大鼠脾

组织中 ＸＡＦ１、ＦＡＳ、ＴＮＦ⁃α 蛋白的表达水平有关。
本研究不仅为后续进一步探讨益肺健脾方改善 ＡＬＩ
的相关分子机制提供了实验基础，也为益肺健脾方

临床防治 ＡＬＩ 提供了科学依据。
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２０２３， ３９（１２）： ２２９６－２３０４．
ＬＩＡＯ Ｙ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｂ， ＱＩＵ Ｚ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｌｕｎｇ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎｄ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｂｌｅｏｍｙ⁃ｃｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２３， ３９（ １２）：
２２９６－２３０４．

［１３］ 　 张英华， 吕翰林， 周建文， 等． 黄连解毒汤调节 ＨＩＦ⁃１α ／
ＶＥＧＦ 信号通路改善 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠学习记忆能力

的作用机制 ［Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志， ２０２４， ３０（７）： ５９
－６５．
ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｈ， ＬＵ Ｈ Ｌ， ＺＨＯＵ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕａｎｇｌｉａｎ ｊｉｅｄｕｔａｎｇ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｅｘｐ Ｔｒａｄｉｔ Ｍｅｄ Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ２０２４， ３０（７）： ５９－６５．

［１４］ 　 ＹＡＮＧ Ｊ， ＤＯＮＧ Ｌ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ ２ ｆｏｒ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ， ２０２４， ２９（５）： ８３．

［１５］ 　 ＤＯＵＧＨＴＹ Ｌ． Ａｄａｐｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｉｌｌｎｅｓｓ ［Ｊ］ ．
Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｐｅｄｉａｔｒ， ２０１６， ２８（３）： ２７４－２８０．

［１６］ 　 ＸＵ Ｙ， ＺＨＵ Ｊ， ＦＥＮＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｌｕｎｇ ａｎｄ ｇｕｔ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ
Ｐｒｏｌｉｆ， ２０２１， ５４（５）： ｅ１３０２８．

［１７］ 　 路迎冬， 尚唱， 辛来运， 等． 基于肠道微生态角度探讨从脾

胃论治在新型冠状病毒肺炎中的应用 ［ Ｊ］ ． 中华中医药学

刊， ２０２０， ３８（７）： １－６．
ＬＵ Ｙ Ｄ， ＳＨＡＮＧ Ｃ， ＸＩＮ Ｌ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｆｒｏｍ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｓｔｏｍａｃｈ ｉｎ ｔａｃｋｌｉｎｇ ＣＯＶＩＤ⁃１９ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｙ ａｐｐｒｏａｃｈ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ａｒｃｈ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０，
３８（７）： １－６．

［１８］ 　 蔡梦圆， 吴澎泞， 杨仁旭， 等． “肺脾同治” 法在新型冠状病

毒肺炎中的应用 ［ Ｊ］ ． 中药药理与临床， ２０２０， ３６（２）： ６３
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陈娟娟，郑荣发，莫伟彬，等． 运动联合益生菌干预 ２ 型糖尿病大鼠糖脂代谢、氧化应激及骨骼肌卫星细胞成肌分化水平的变

化 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２４， ３２（９）： １１７１－１１８１．
ＣＨＥＮ Ｊ Ｊ， ＺＨＥＮＧ Ｒ Ｆ， ＭＯ Ｗ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ａｎｄ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ
Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２４， ３２（９）： １１７１－１１８１．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２４􀆰 ０９􀆰 ００８

［基金项目］广西教育厅科研项目（２０２１ＫＹ１５９６），广西师范大学教育发展基金会“教师成长基金”项目（ＥＤＦ２０１６００５）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ （ ２０２１ＫＹ１５９６）， “ Ｔｅａｃｈｅｒｓ’ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆｕｎｄ” Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ＥＤＦ２０１６００５）．
［作者简介］陈娟娟，女，博士，副教授，研究方向：运动医学。 Ｅｍａｉｌ： ｃｈｅｎｊｕａｎｊｕａｎ０７０１＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］莫伟彬，男，博士，教授，研究方向：运动与分子生物学。 Ｅｍａｉｌ： ｍｏｇａｏｌ＠ １６３． ｃｏｍ

运动联合益生菌干预 ２ 型糖尿病大鼠糖脂代谢、
氧化应激及骨骼肌卫星细胞成肌分化水平的变化

陈娟娟１，郑荣发２，莫伟彬２，３∗，李国峰２，李明亮２

（１． 凯里学院体育学院，贵州 凯里　 ５５６０００；２． 广西师范大学体育与健康学院，广西 桂林　 ５４１００１；
３． 药用资源化学与药物分子工程国家重点实验室，广西 桂林　 ５４１００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察运动联合益生菌干预 ２ 型糖尿病大鼠糖脂代谢、氧化应激及骨骼肌卫星细胞表达的影

响。 方法　 ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ６０ 只，随机选择 １０ 只大鼠为正常对照组（ＮＣ 组），造模组大鼠腹腔注射链

脲佐菌素，建立 ２ 型糖尿病大鼠模型，随机分为模型组（ＴＮ 组）、运动 ＋ 糖尿病组（ＹＴＮ 组）、益生菌 ＋ 糖尿病组

（ＧＴＮ 组）、运动 ＋ 益生菌 ＋ 糖尿病组（ＹＧＴＮ 组），６ 周的递增负荷有氧跑台运动（第 １ 周跑台速度为 １５ ｍ ／ ｍｉｎ，持
续 ３０ ｍｉｎ；第 ２ 周跑台速度为 １５ ｍ ／ ｍｉｎ，持续 ６０ ｍｉｎ；第 ３ ～ ６ 周跑台速度为 １９􀆰 ３ ｍ ／ ｍｉｎ，运动时间持续 ６０ ｍｉｎ，持
续训练到第 ６ 周，每周 ５ ｄ）；ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组在训练前 １ ｈ 灌胃 １０􀆰 ０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）的 Ｌａｃｔｉｂｉａｎｅ Ｉｋｉ 益生菌溶液（浓
度为 １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 最后，测定大鼠糖脂代谢指标、氧化应激指标及骨骼肌卫星细胞蛋白的表达。 结果　 （１）ＴＮ
组、ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠空腹血糖（ ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）、血清胰岛素（ ｆａｓｔｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｉｎｓｕｌｉｎ，
ＦＩＮＳ）、糖化血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ，ＨＢＡ１Ｃ）和胰岛素抵抗指数（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｉｎｄｅｘ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）水平均高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中，ＹＧＴＮ 组大鼠 ＦＢＧ 水平均低于 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血清 ＦＩＮＳ 水平均与 ＴＮ 组比较均有所下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＹＧＴＮ 组大鼠血清

ＨＢＡ１Ｃ 水平均低于 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＹＧＴＮ 组大鼠 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数与 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和

ＧＴＮ 组比较下降较显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结果表明有氧运动联合益生菌干预组大鼠 ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＨＢＡ１Ｃ 和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ
含量下降较明显。 （２）ＴＮ 组大鼠血清总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，Ｔ⁃ＣＨＯ）、甘油三酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、低密度脂蛋

白胆固醇（ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ）和游离脂肪酸（ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＦＦＡ）水平均高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＹＧＴＮ 组大鼠血清 Ｔ⁃ＣＨＯ、ＴＧ、ＬＤＬ 和 ＦＦＡ 水平均低于 ＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），基本上恢复到 ＮＣ 组的水平。 ＴＮ 组大鼠

血清高密度脂蛋白胆固醇（ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ）水平低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＧＴＮ 组大鼠血清

ＨＤＬ 水平高于 ＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），基本上恢复到 ＮＣ 组水平。 结果表明有氧运动联合益生菌干预糖尿病大鼠，可降

低糖尿 病 大 鼠 血 清 Ｔ⁃ＣＨＯ、 ＴＧ、 ＬＤＬ、 ＦＦＡ 含 量， 提 高 ＨＤＬ 水 平 较 明 显。 （ ３ ） ＴＮ 组 大 鼠 血 清 丙 二 醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和游离 ８⁃异前列腺素 Ｆ２α（８⁃ｉｓｏ⁃ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｆ２α，８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α）水平均高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＹＧＴＮ 组大鼠血清 ＭＤＡ 和 ８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α 水平均低于 ＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＴＮ 组大鼠血

清过氧化氢酶（ ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶（ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨ⁃Ｐｘ）和总抗氧化能力（ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ，Ｔ⁃ＡＯＣ）水平均低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＹＧＴＮ 组大鼠

血清 ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ 和 Ｔ⁃ＡＯＣ 水平均高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但基本上恢复到 ＮＣ 组的水平。 （４）ＴＮ 组大鼠骨

骼肌卫星细胞配对盒基因 ７（ｐａｉｒｅｄ ｂｏｘ ｇｅｎｅ ７，Ｐａｘ７）、成肌分化因子（ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ，ＭｙｏＤ）、肌细胞生

成素（ｍｙｏｇｅｎｉｎ，ＭｙｏＧ）和生肌因子 ５（ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ ５，Ｍｙｆ５）蛋白表达均低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＹＧＴＮ
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组大鼠骨骼肌 Ｐａｘ７、ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ 和 Ｍｙｆ５ 蛋白表达均高于 ＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；基本上恢复到 ＮＣ 组水

平。 ＴＮ 组大鼠骨骼肌生成抑制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ）蛋白表达高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＧＴＮ 组大鼠骨骼肌 ＭＳＴＮ
蛋白表达低于 ＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），基本上恢复到 ＮＣ 组水平。 结论　 益生菌和有氧运动具有减轻胰岛素抵抗，改善

血脂和氧化激的作用，在改善 ２ 型糖尿病大鼠血糖和胰岛素水平具有协同作用。 此外，有氧运动联合益生菌干预

促进了肌细胞的分化，可能对防止 Ｔ２ＤＭ 引起肌肉质量的流失和力量下降以及肌肉组织的并发症发挥一定的

作用。
【关键词】 　 运动；益生菌；２ 型糖尿病大鼠；糖脂代谢；氧化应激；骨骼肌卫星细胞
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ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ， ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ． Ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｍｏｄｅｌ （ＴＮ）， ｅｘｅｒｃｉｓｅ ＋ ｄｉａｂｅｔｅｓ （ＹＴＮ）， ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ＋ ｄｉａｂｅｔｅｓ （ＧＴＮ）， ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ＋ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ＋
ｄｉａｂｅｔｅｓ （ＹＧＴＮ） ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔａｌ ｌｏａｄ ａｅｒｏｂｉｃ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ
（ｓｐｅｅｄ ｏｆ １５ ｍ ／ ｍｉｎ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ ｉｎ ｗｅｅｋ １， １５ ｍ ／ ｍｉｎ ｆｏｒ ６０ ｍｉｎ ｉｎ ｗｅｅｋ ２， ａｎｄ １９􀆰 ３ ｍ ／ ｍｉｎ ｆｏｒ ６０ ｍｉｎ ｉｎ ｗｅｅｋｓ ３ ～ ６，
ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｕｎｔｉｌ ｗｅｅｋ ６， ５ ｄａｙｓ ／ ｗｅｅｋ）． Ｔｈｅ ＧＴＮ ａｎｄ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ １０􀆰 ０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ） ｏｆ
Ｌａｃｔｉｂｉａｎｅ Ｉｋｉ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ） ｏｎｅ ｈｏｕｒ ｂｅｆｏｒｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ． Ｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎｄｅｘｅｓ，
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｅｘｅｓ， ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
（１）Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ ｇｌｕｃｏｓｅ（ＦＢＧ），ｆａｓｔｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｉｎｓｕｌｉｎ（ＦＩＮＳ）， ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ（ＨＢＡ１Ｃ）ａｎｄ（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ
ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ（ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ， ＹＴＮ， ＧＴＮ， ａｎｄ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ
ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＢＧ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ， ＹＴＮ， ＧＴＮ， ａｎｄ ＹＧＴＮ
ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｓｅｒｕｍ ＦＩＮＳ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＹＴＮ， ＧＴＮ ａｎｄ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｓｅｒｕｍ ＨＢＡ１Ｃ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ ＴＮ， ＹＴＮ， ａｎｄ ＧＴＮ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ，
ＹＴＮ， ａｎｄ ＧＴＮ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＦＢＧ， ＦＩＮＳ， ＨＢＡ１Ｃ， ａｎｄ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｏｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ．
（２） Ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ Ｔ⁃ＣＨＯ）， ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ （ ＴＧ）， ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ ＬＤＬ） ａｎｄ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ
（ＦＦＡ）ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． Ｓｅｒｕｍ ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＨＤＬ）ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｓｅｒｕｍ ＨＤＬ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ
ｉｎ ＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ＴＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ Ｔ⁃ＣＨＯ， ＴＧ， ＬＤＬ， ＦＦＡ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＨＤＬ ｌｅｖｅｌｓ ｍｏｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｔｈａｎ ｏｔｈｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ． （３） Ｓｅｒｕｍ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ） ａｎｄ ８⁃ｉｓｏ⁃ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｆ２α（８⁃
ｉｓｏＰＧＦ２α）ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
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ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｓｅｒｕｍ ｃａｔａｌａｓｅ （ ＣＡＴ），
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）， ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＳＨ⁃Ｐｘ） ａｎｄ ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ （Ｔ⁃ＡＯＣ） ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮＣ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｗｅｒｅ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． （４）Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐａｉｒｅｄ ｂｏｘ
ｇｅｎｅ ７（Ｐａｘ７）， ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ（ＭｙｏＤ），ｍｙｏｇｅｎｉｎ （ＭｙｏＧ） ａｎｄ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ ５ （Ｍｙｆ５） ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ｂａｓｉｃａｌｌｙ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ
ＮＣ ｇｒｏｕｐ． Ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ， ｍｙｏｓｔａｔｉｎ（ＭＳＴＮ） ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ａｎｄ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｈａｄ ａ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ
ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｌｅｖｅｌｓ， ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｒａｄｉｃａｌｓ， ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｏｆ ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｔｈｕｓ ａｃｈｉｅｖｉｎｇ ｄｙｎａｍｉｃ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ．
Ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ａｌｓｏ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｍｙｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｐｌａｙｅｄ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ Ｔ２ＤＭ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｏｓｓ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｍａｓｓ ａｎｄ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｘｅｒｃｉｓｅ； ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ； ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ； ｇｌｕｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 ２ 型糖尿病（ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）是

一种慢性代谢疾病，是胰岛素抵抗、胰岛素相对缺

乏所造成的高血糖，由环境和遗传共同作用的结

果，常见症状是机体内糖脂代谢紊乱、疲倦或酸痛、
β 细胞功能障碍和慢性炎症等。 骨骼肌作为机体内

外代谢葡萄糖的主要器官，也是胰岛素作用最重要

的靶器官之一，骨骼肌胰岛素抵抗是 Ｔ２ＤＭ 发病的

主要因素。 骨骼肌脂质代谢的紊乱、高血糖、氧化

应激和胰岛素抵抗等因素均会导致糖尿病发生，进
而诱导机体内慢病共病的发生［１］。 有研究证实，
Ｔ２ＤＭ 发生时会出现骨骼肌卫星细胞成脂化、脂肪

异位堆积、氧化应激和炎症因子聚集等肌卫星细胞

功能改变［２］。 在治疗和预防糖尿病方面，科学合理

的有氧运动能够改善 Ｔ２ＤＭ 患者机体内血液流变

性、调节糖脂代谢和增强肌卫星细胞活动等功

效［３］。 益生菌是宿主有益的活性微生物，能改善机

体内宿主微生态平衡，合理的补充益生菌能够改善

胰岛素的敏感性和调控胰岛素信号，在调节糖脂代

谢紊乱和胃肠道功能、降低胆固醇、增强免疫力和

提高肌肉抗疲劳能力等方面具有重要的作用［４］。
运动联合益生菌干预 ２ 型糖尿病大鼠糖脂代谢、氧
化应激及骨骼肌卫星细胞成肌分化水平的变化还

鲜有报道。 本研究通过 ６ 周的有氧运动和益生菌干

预 Ｔ２ＤＭ 大鼠，分析糖脂代谢、氧化应激及骨骼肌卫

星细胞配对盒基因 ７（ｐａｉｒｅｄ ｂｏｘ ｇｅｎｅ ７，Ｐａｘ７）、成肌

分化因子（ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ，ＭｙｏＤ）、肌细

胞生成素（ｍｙｏｇｅｎｉｎ，ＭｙｏＧ）、生肌因子 ５（ｍｙｏｇｅｎｉｃ

ｆａｃｔｏｒ ５，Ｍｙｆ５）和肌生成抑制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ）蛋
白表达的变化，为预防和治疗 Ｔ２ＤＭ 提供实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６０只 ８周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，体重 １７０ ± １０ ｇ，
购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司 【 ＳＣＸＫ
（湘）２０１９－０００４】。 饲养室内温度为 ２１ ～ ２５ ℃，湿
度 ５０％ ± ５％，采用 １２ ｈ ／ １２ ｈ 照明，常规分笼饲养，
自由饮食，正常对照组以常规饲料饲养，造模组大

鼠给予高脂饮食（６０％常规饲料、１８􀆰 ５％猪油、２０％
糖、１％胆固醇、０􀆰 ５％胆盐），饲养于桂林医学院实验

中心屏障环境中【ＳＹＸＫ（桂）２０２０－０００５】。 本实验

通过广西师范大学实验动物伦理委员会伦理审查

（ＧＸＮＵ⁃２０２４０１⁃００４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

链脲佐菌素（批号：ＭＦＣＤ００００６６０７）、柠檬酸缓

冲液（批号：２０２４１１２０８）均购于德国 Ｍｅｒｃｋ ＫＧａＡ；益
生菌固体配剂（法国 Ｌａｂｏｒａｔｏｉｒｅ ＰｉＬｅＪｅ 公司，批号：
Ｇ２０２３０２１６）；Ａｃｃｕ⁃ＣｈｅＫ 血糖试纸（罗氏血糖健康

医护公司，批号：２０２４１２０８）；胰岛素（货号：Ｈ２０３⁃１⁃
１）、糖化血红蛋白（货号：Ａ０５６⁃１⁃１）、总胆固醇（货
号：Ａ１１１⁃１⁃１）、甘油三酯（货号：Ａ１１０⁃１⁃１）、高密度

脂蛋白胆固醇（货号：Ａ１１２⁃１⁃１）、低密度脂蛋白胆固

醇（货号：Ａ１１３⁃１⁃１）、游离脂肪酸（货号：Ａ０４２⁃２⁃１），
以上试剂盒均购于南京建成生物研究所；丙二醛试
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剂盒 （ 货 号： ｍｌ０９４９６３ ）、 过 氧 化 氢 酶 （ 货 号：
ｍｌ０３７０７９）、超氧化物歧化酶（货号：ｍｌ０５９３８７）、谷
胱甘肽过氧化物酶（货号：ｍｌ０５９１３０）、总抗氧化能

力（货号：ｍｌ０９２６５４）、游离 ８⁃异前列腺素 Ｆ２α（货

号：ａｂ１３３０２５），以上试剂盒均购于上海酶联生物科

技有限公司。
大鼠动物跑台（正华，ＺＨ⁃ＰＴ）；酶标测定仪（型

号： Ｍ１０００，ＴｅＣＡｎ，瑞士）；台式高速度冷冻离心机

（型号：３ｋ１５，德国 ＳＩＧＭＡ 公司）；电泳仪（美国，ＢＤ
公司）；Ｄｏｌｐｈｉｎ⁃Ｄｏｃ 凝胶成像系统和 Ｄｏｌｐｈｉｎ⁃ＩＤ 软

件（美国 Ｗｅａｌｔｅｃ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模与分组

６０ 只大鼠经饲养 １ 周后，随机分为正常对照组

（ＮＣ 组，１０ 只）和造模组（５０ 只）。 ＮＣ 组常规饲

养，造模组高脂饮食。 参照 ＲＥＥＤ 等［５］ 的方案建

立 ２ 型糖尿病大鼠模型，腹腔注射链脲佐菌素（用
０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸缓冲液溶解，剂量 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ），ＮＣ
组注射等体积柠檬酸缓冲液。 注射 ７ ｄ 后尾静脉采

血检测血糖，血糖浓度 ≥ １６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 且大鼠出现

多饮、多食和多尿症状为造模成功。 剔除造模未成

功和死亡大鼠 ６ 只，造模成功率 ８８％，选取成模大鼠

４０ 只，分为模型组（ＴＮ 组）、运动 ＋ 糖尿病组（ＹＴＮ
组）、益生菌 ＋ 糖尿病组（ＧＴＮ 组）、运动 ＋ 益生菌

＋ 糖尿病组（ＹＧＴＮ 组），每组 １０ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 益生菌灌服量

益生菌灌胃组按新配制好的益生 菌 溶 液

１０􀆰 ０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）灌服［６－７］，浓度为 １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ，其
余各组灌胃等体积蒸馏水，每天训练前 １ ｈ 灌胃 １
次，连续灌胃 ６ 周。
１􀆰 ２􀆰 ３　 运动方案

训练模型按 ＢＥＤＦＯＲＤ 等［８］ 的研究并做适当调

整，训练前先进行 １ 周的适应性跑台运动（８ ｍ ／ ｍｉｎ，
１５ ｍｉｎ，每周 ５ ｄ，０°）。 第 １ 周跑台速度为 １５ ｍ ／ ｍｉｎ，
持续 ３０ ｍｉｎ；第 ２ 周跑台速度为 １５ ｍ ／ ｍｉｎ，持续

６０ ｍｉｎ；第 ３ ～ ６ 周跑台速度为 １９􀆰 ３ ｍ ／ ｍｉｎ，运动时

间持续 ６０ ｍｉｎ，持续训练到第 ６ 周，每周 ５ ｄ，跑度坡

度 ０°。 ＹＴＮ 组、ＹＧＴＮ 组均按此方案进行为期 ６ 周

的递增负荷有氧跑台运动。 ＮＣ 组、ＴＮ 组和 ＧＴＮ 组

不运动。
１􀆰 ２􀆰 ４　 动物取材

６ 周有氧运动干预结束后，大鼠禁食 １２ ｈ，尾静

脉取血，测试空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）

后腹腔注射 ２０％乌拉坦溶液（３ ｍＬ ／ ｋｇ），开腹，经腹

主动脉取血，放入管中，室温静置，４ ℃ ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，取血清，－４ ℃保存备用。 迅速取出腓

肠肌，用冰冻的生理盐水清洗，吸干，包裹，－８０ ℃冰

箱保存待测。
１􀆰 ２􀆰 ５　 糖脂代谢、氧化应激指标测定

（１）糖代谢指标测定方法：ＦＢＧ 的测定采用氧

化酶测定法， 血清胰岛素 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｉｎｓｕｌｉｎ，
ＦＩＮＳ）和糖化血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ，ＨＢＡ１Ｃ）采
用 ＥＬＩＳＡ 测定法，具体操作严格按照试剂盒说明书

检 测。 胰 岛 素 抵 抗 指 数 （ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ⁃ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ） 的计

算公式为 ＦＢＧ × ＦＩＮＳ ／ ２２􀆰 ５。
（２）脂代谢指标测定方法：采用微板法检测血

清血脂总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，Ｔ⁃ＣＨＯ）、甘油三

酯（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ， ＴＧ）、高密度脂蛋白胆固醇 （ ｈｉｇｈ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ）、低密度脂蛋白

胆固醇（ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ）、游
离脂肪酸（ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＦＦＡ）具体操作严格按照试

剂盒说明书检测。
（３）氧化应激指标测定方法：采用 ＥＬＩＳＡ 测定

法检测血清氧化应激指标丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）、过氧化氢酶（ ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、超氧化物歧化

酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物

酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨ⁃Ｐｘ）、总抗氧化能力

（ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ，Ｔ⁃ＡＯＣ）、游离 ８⁃异前列腺

素 Ｆ２α（８⁃ｉｓｏ⁃ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｆ２α，８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α），以上

试剂盒均购于南京建成生物工程研究所，各指标具

体操作严格按照试剂盒说明书检测。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测骨骼肌卫星细胞相关蛋

白表达

取大鼠腓肠肌组织 １５０ ｍｇ，经液氮研磨、ＲＩＰＡ
裂解、离心（４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，２０ ｍｉｎ）、取上清液，
采用 ＢＣＡ 法检测蛋白浓度，上样缓冲液与蛋白样品

混匀后，经 １００ ℃水浴 １０ ｍｉｎ；在垂直电流仪上电

泳，样品经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离后移至 ＰＶＤＦ 膜上，转
膜，封闭，按试剂盒要求加入一抗 Ｐａｘ７（１ ∶ １０００）、
ＭｙｏＤ（ １ ∶ １０００ ）、 ＭｙｏＧ （ １ ∶ １０００ ）、 Ｍｙｆ５ （ １ ∶
１０００）、ＭＳＴＮ（１ ∶ １０００）和 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ １０００）置于摇

床 ４ ℃过夜，洗膜，再加入羊抗鼠二抗（１ ∶ ２０００），
ＥＣＬ 显色；转移膜上曝光，显影、定影后置于凝胶图

像成像分析系统和 Ｉｍａｇｅ Ｊ ｖ１􀆰 ８􀆰 ０ 软件对条带灰度

进行分析和比较。
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１􀆰 ３　 统计学分析　
数据统计采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 统计软件处理，计量

资料用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，两组之间统计

方法采用 ｔ 检验；多组之间的比较采用单因素方差

分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠糖代谢指标比较

ＴＮ 组、ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠 ＦＢＧ 水

平均高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但 ＴＮ 组分别进行运

动、益生菌及运动联合益生菌干预后，ＹＧＴＮ 组大鼠

ＦＢＧ 水平低于 ＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其中，ＹＧＴＮ 组

ＦＢＧ 水平下降较明显，与 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组

比较有极其显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＴＮ 组、ＹＴＮ
组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血清 ＦＩＮＳ 水平均高于

ＮＣ 组，其中 ＴＮ 组大鼠 ＦＩＮＳ 水平与 ＮＣ 组比较具有

极其显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组大鼠

ＦＩＮＳ 水平与 ＮＣ 组比较具有显著性差异 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），但 ＴＮ 组分别进行运动、益生菌及运动联合

益生菌干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血

清 ＦＩＮＳ 水平与 ＴＮ 组比较均有所下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
其中，ＹＧＴＮ 组 ＦＩＮＳ 水平下降较明显，基本上恢复

到 ＮＣ 组水平。 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组

大鼠血清 ＨＢＡ１Ｃ 水平均高于 ＮＣ 组，其中 ＴＮ 组、
ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组大鼠 ＨＢＡ１Ｃ 水平与 ＮＣ 组比较具

有极其显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＹＧＴＮ 组大鼠血清

ＨＢＡ１Ｃ 水平与 ＮＣ 组比较具有显著性差异 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），但 ＴＮ 组分别进行运动、益生菌及运动联合

益生菌干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血

清 ＨＢＡ１Ｃ 水平均有所下降，其中 ＹＧＴＮ 组 ＨＢＡ１Ｃ
水平下降较明显，与 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组比较有

极其显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组、ＧＴＮ
组和 ＹＧＴＮ 组大鼠 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数均高于 ＮＣ 组（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），但 ＴＮ 组分别进行运动、益生菌及运动联

合益生菌干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数均低于 ＴＮ 组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中，
ＹＧＴＮ 组 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数下降较明显，与 ＹＴＮ 组、
ＧＴＮ 组比较有极其显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见表 １。

表 １　 大鼠糖代谢指标检测情况比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｍｏｒｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＦＢＧ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＦＩＮＳ ／ （ｍＩＵ ／ Ｌ） ＨＢＡ１Ｃ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＨＯＭＡ⁃ＩＲ
ＮＣ 组 ＮＣ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ７３ ± １􀆰 ０１ １０􀆰 ６７ ± ０􀆰 ８１ ４􀆰 ８９ ± １􀆰 ０６ ２􀆰 ５９ ± ０􀆰 ９６
ＴＮ 组 ＴＮ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 ２３ ± ０􀆰 ２５ａａ ２４􀆰 ６１ ± ０􀆰 ３１ａａ １２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ９５ａａ １８􀆰 ８５ ± ０􀆰 ９４ａａ

ＹＴＮ 组 ＹＴＮ ｇｒｏｕｐ １４􀆰 ３４ ± ０􀆰 ３７ａａ １７􀆰 ３３ ± ０􀆰 ３５ａｃｃ １１􀆰 ３２ ± １􀆰 ０１ａａ １１􀆰 ０５ ± １􀆰 ０２ａａｃｃ

ＧＴＮ 组 ＧＴＮ ｇｒｏｕｐ １４􀆰 １４ ± ０􀆰 ６７ａａ １６􀆰 ４２ ± ０􀆰 ８８ａｃｃ １０􀆰 ８９ ± １􀆰 ０６ａａ １０􀆰 ３２ ± ０􀆰 ８８ａａｃｃ

ＹＧＴＮ 组 ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ３５ ± １􀆰 １６ａａｃｅｇ １３􀆰 ０２ ± ０􀆰 ３３ｃｃ ６􀆰 ５３ ± ０􀆰 ８９ａｃｃｅｅｇｇ ５􀆰 ４５ ± ０􀆰 ３３ａａｃｃｅｅｇｇ

注：与 ＮＣ 组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＴＮ 组相比，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｃｃＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＹＴＮ 组相比，ｅＰ ＜ ０􀆰 ０５，ｅｅＰ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＧＴＮ 组相比，ｇＰ ＜
０􀆰 ０５，ｇｇＰ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＮ ｇｒｏｕｐ， ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｃＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＹＴＮ ｇｒｏｕｐ， ｅＰ
＜ ０􀆰 ０５， ｅｅＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＧＴＮ ｇｒｏｕｐ， ｇＰ ＜ ０􀆰 ０５， ｇｇＰ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ２　 大鼠血脂代谢比较

与 ＮＣ 组相比，ＴＮ 组大鼠血清 Ｔ⁃ＣＨＯ 水平明

显升高，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但 ＴＮ 组分别

进行运动、益生菌及运动联合益生菌干预后，ＹＴＮ
组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血清 Ｔ⁃ＣＨＯ 水平均高于

ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）而低于 ＴＮ 组，其中，ＹＧＴＮ 组下降

较明显，与 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组比较有显著性

差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＮＣ 组相比，ＴＮ 组大鼠血清

ＴＧ 水平明显升高，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但
ＴＮ 组分别进行运动、益生菌及运动联合益生菌干预

后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组均高于 ＮＣ 组，其中

ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组与 ＮＣ 组比较有显著性差异（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而 ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组与 ＴＮ 组相比

均有所下降，其中 ＹＧＴＮ 组下降较明显，与 ＴＮ 组、

ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组比较有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
与 ＮＣ 组相比，ＴＮ 组大鼠血清 ＨＤＬ 水平下降较明

显，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但 ＴＮ 组分别进行

运动、益生菌及运动联合益生菌干预后，ＹＴＮ 组、
ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血清 ＨＤＬ 水平均有所升高，
其中 ＹＧＴＮ 组大鼠基本上恢复到 ＮＣ 组水平，但
ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组仍较低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而
ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血清 ＨＤＬ 水平均

高于 ＴＮ 组，其中 ＹＧＴＮ 组上升较明显，与 ＴＮ 组和

ＹＴＮ 组比较有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＮＣ 组相

比，ＴＮ 组大鼠血清 ＬＤＬ 水平明显升高，具有显著性

差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但 ＴＮ 组分别进行运动、益生菌及

运动联合益生菌干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ
组大鼠血清 ＬＤＬ 水平均高于 ＮＣ 组，其中 ＹＴＮ 组和

５７１１
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ＧＴＮ 组大鼠血清 ＬＤＬ 水平与 ＮＣ 组比较有显著性

差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而 ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大

鼠血清 ＬＤＬ 水平与 ＴＮ 组相比均有所下降，其中

ＹＧＴＮ 组下降较明显，与 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组比

较有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＮＣ 组相比，ＴＮ 组

大鼠血清 ＦＦＡ 水平明显升高，具有显著性差异（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），但 ＴＮ 组分别进行运动、益生菌及运动联合

益生菌干预后，ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组大鼠血清 ＦＦＡ 水

平均高于 ＮＣ 组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和

ＹＧＴＮ 组大鼠血清 ＦＦＡ 水平与 ＴＮ 组比较均有所下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 ２。

表 ２　 大鼠脂代谢指标检测情况（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０，ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０，ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ Ｔ⁃ＣＨＯ ＴＧ ＨＤＬ ＬＤＬ ＦＦＡ

ＮＣ 组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ７６ ± ０􀆰 ２８ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ３１ １􀆰 ２６ ± ０􀆰 ０３ ０􀆰 ６１ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ８１ ± ０􀆰 ０７

ＴＮ 组
ＴＮ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ９９ ± ０􀆰 ８１ａ １􀆰 ７８ ± ０􀆰 ５２ａ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ０７ａ １􀆰 ６３ ± ０􀆰 １０ａ １􀆰 ７８ ± ０􀆰 ３８ａ

ＹＴＮ 组
ＹＴＮ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ８１ ± ０􀆰 １５ａ １􀆰 ５２ ± ０􀆰 １２ａ ０􀆰 ８６ ± ０􀆰 １２ａ １􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０９ａ １􀆰 １９ ± ０􀆰 ３３ａｃ

ＧＴＮ 组
ＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ７１ ± ０􀆰 １２ａ １􀆰 ５０ ± ０􀆰 １５ａ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０９ａ １􀆰 ３８ ± ０􀆰 ０５ａ １􀆰 １０ ± ０􀆰 １１ａｃ

ＹＧＴＮ 组
ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ２３ ± ０􀆰 １１ａｃｅｇ １􀆰 ２１ ± ０􀆰 １１ｃｅｇ １􀆰 １６ ± ０􀆰 ０５ｃｅ ０􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０７ｃｅｇ ０􀆰 ９３ ± ０􀆰 ０７ｃ

２􀆰 ３　 大鼠氧化应激指标含量比较

ＴＮ 组大鼠血清 ＭＤＡ 水平高于 ＮＣ 组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），但 ＴＮ 组分别进行运动、益生菌及运动联合

益生菌干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血

清 ＭＤＡ 水平均高于 ＮＣ 组而低于 ＴＮ 组，其中，ＹＴＮ
组和 ＧＴＮ 组 ＭＤＡ 水平与 ＮＣ 组比较具有显著性差

异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而 ＹＧＴＮ 组基本上恢复到 ＮＣ 组的

水平，与 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组比较具有显著性

差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＴＮ 组大鼠血清 ＣＡＴ 水平低于

ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但 ＴＮ 组分别进行运动、益生菌

及运动联合益生菌干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ
组大鼠血清 ＣＡＴ 水平均低于 ＮＣ 组而高于 ＴＮ 组，
其中 ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组大鼠血清 ＣＡＴ 水平与 ＮＣ 组

比较具有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＧＴＮ 组大鼠血

清 ＣＡＴ 水平与 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组比较具有显

著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＴＮ 组大鼠血清 ＳＯＤ 水平低

于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但 ＴＮ 组分别进行运动、益生

菌及运动联合益生菌干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和

ＹＧＴＮ 组大鼠血清 ＳＯＤ 水平均低于 ＮＣ 组，其中

ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组与 ＮＣ 组比较有极其显著性差异（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），ＹＧＴＮ 组与 ＮＣ 组比较具有显著性差异（Ｐ

＜ ０􀆰 ０５），而 ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血清

ＳＯＤ 水平均高于 ＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其中 ＹＧＴＮ 组

大鼠血清 ＳＯＤ 水平均高于 ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 ＴＮ 组大鼠血清 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平低于 ＮＣ 组（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），但 ＴＮ 组分别进行运动、益生菌及运动联

合益生菌干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠

血清 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平均低于 ＮＣ 组，其中 ＹＴＮ 组和

ＧＴＮ 组 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平与 ＮＣ 组比较具有极其显著性

差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大

鼠血清 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平均高于 ＴＮ 组，其中 ＹＴＮ 组和

ＧＴＮ 组 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平与 ＴＮ 组比较具有显著性差异

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＧＴＮ 组大鼠血清 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平与 ＴＮ
组比较具有极其显著性差异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），此外，
ＹＧＴＮ 组大鼠血清 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平升高较明显，与

ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组比较有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
ＴＮ 组大鼠血清 Ｔ⁃ＡＯＣ 水平低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
但 ＴＮ 组分别进行运动、益生菌及运动联合益生菌

干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠血清 Ｔ⁃
ＡＯＣ 水平均低于 ＮＣ 组而高于 ＴＮ 组，其中 ＹＴＮ 组

和 ＧＴＮ 组 Ｔ⁃ＡＯＣ 水平与 ＮＣ 组比较具有极其显著

性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ＹＧＴＮ 组大鼠血清 Ｔ⁃ＡＯＣ 水

平均与 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组比较有极其显著性

差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＴＮ 组大鼠血清 ８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α 水平

高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但 ＴＮ 组经运动、益生菌及

运动联合益生菌干预后，ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ
组大鼠血清 ８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α 水平均高于 ＮＣ 组而低于

ＴＮ 组，其中 ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组 ８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α 水平与

ＮＣ 组比较具有极其显著性差异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而
ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组大鼠血清 ８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α 水平与 ＴＮ
组比较有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＧＴＮ 组大鼠血

清 ８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α 水平与 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组比较

有极其显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见表 ３。
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表 ３　 大鼠血清氧化应激指标比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ） ＣＡＴ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） ＳＯＤ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） ＧＳＨ⁃Ｐｘ ／ （Ｕ ／ ｍｇ） Ｔ⁃ＡＯＣ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） ８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α ／ （ｎｇ ／ Ｌ）

ＮＣ 组
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ０１ ± ０􀆰 １１ １０􀆰 ３１ ± ０􀆰 １９　 １７０􀆰 ３０ ± １􀆰 １６　 １１０􀆰 ２１ ± １􀆰 １１ ９􀆰 ３２ ± １􀆰 １７　 ２９０􀆰 ３３ ± １８􀆰 １１　

ＴＮ 组
ＴＮ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ３５ ± ０􀆰 ０９ａ ５􀆰 １９ ± ０􀆰 ２０ａａ ９０􀆰 １４ ± ３􀆰 ５５ａａ ５２􀆰 ２１ ± １􀆰 ３１ａａ ４􀆰 ７８ ± １􀆰 １５ａａ ３９８􀆰 ２２ ± １１􀆰 ２１ａａ

ＹＴＮ 组
ＹＴＮ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 １２ ± ０􀆰 １１ａ ６􀆰 １７ ± １􀆰 ０１ａａ １０９􀆰 ２１ ± １􀆰 １６ａａｃ ７８􀆰 ２０ ± １􀆰 ５１ａａｃ ５􀆰 ３７ ± １􀆰 １８ａａ ３６０􀆰 ２８ ± １１􀆰 ３４ａａｃ

ＧＴＮ 组
ＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０８ａ ７􀆰 １８ ± １􀆰 ２０ａ １１１􀆰 ２３ ± １􀆰 ２１ａａｃ ７９􀆰 ３４ ± １􀆰 １０ａａｃ ５􀆰 ５７ ± １􀆰 ２０ａａ ３５９􀆰 ２８ ± １１􀆰 ３９ａａｃ

ＹＧＴＮ 组
ＹＧＴＮ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ３２ ± ０􀆰 １０ｃｅｇ ９􀆰 ２１ ± １􀆰 ２１ｃｃｅｅｇ １５２􀆰 ３１ ± １􀆰 ２２ａｃｃｅｅｇｇ １０６􀆰 ２７ ± １􀆰 ０８ｃｃｅｇ ９􀆰 ２０ ± １􀆰 ０８ｃｃｅｅｇｇ ３０１􀆰 ７３ ± １１􀆰 ７８ｃｃｅｅｇｇ

图 １　 各组大鼠骨骼肌卫星细胞相关蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

２􀆰 ４　 骨骼肌卫星细胞相关蛋白表达水平结果

由图 １ 可知，ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组大鼠骨骼

肌 Ｐａｘ７ 蛋白表达均低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＧＴＮ
组大鼠骨骼肌 Ｐａｘ７ 蛋白表达高于 ＴＮ 组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组大鼠骨骼肌 ＭｙｏＤ
蛋白表达均低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＴＮ 组、ＧＴＮ 组

和 ＹＧＴＮ 组大鼠骨骼肌 ＭｙｏＤ 蛋白表达均高于 ＴＮ
组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组大鼠骨骼

肌 ＭｙｏＧ 蛋白表达均低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＧＴＮ
组和 ＹＧＴＮ 组大鼠骨骼肌 ＭｙｏＧ 蛋白表达均高于

ＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＴＮ 组、ＹＴＮ 组和 ＧＴＮ 组大鼠骨

骼肌 Ｍｙｆ５ 蛋白表达均低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＧＴＮ 组和 ＹＧＴＮ 组大鼠骨骼肌 Ｍｙｆ５ 蛋白表

达均高于 ＴＮ 组和 ＹＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＴＮ 组、ＹＴＮ
组和 ＧＴＮ 组大鼠骨骼肌 ＭＳＴＮ 蛋白表达均高于 ＮＣ
组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＹＧＴＮ 组大鼠骨骼肌 ＭＳＴＮ 蛋白表

达低于 ＴＮ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

３􀆰 １　 运动联合益生菌干预对 ２ 型糖尿病大鼠糖代

谢水平的影响

２ 型糖尿病是一种常见的全身代谢障碍疾病，
其主要发病机制是机体内胰岛素抵抗和胰岛 β 细

胞功能受损，其最直接的检测指标是 ＦＢＧ 和 ＦＩＮＳ。
多项研究表明，运动能够促进骨骼肌对血糖的吸收

和利用，降低血糖和促进胰岛素的分泌［９－１３］。 本研

究发现，ＴＮ 组大鼠空腹血糖、血清胰岛素和胰岛素

抵抗指数，都明显高于 ＮＣ 组，但通过有氧运动干预

和灌服益生菌后，大鼠空腹血糖、血清胰岛素和胰

岛素抵抗指数都有所下降，特别是有氧运动联合益

生菌干预组大鼠空腹血糖、血清胰岛素和胰岛素抵

抗指数下降较明显，表明益生菌和有氧运动协同减

轻胰岛素抵抗，从而达到调节机体内的动态平衡。
ＨｂＡ１Ｃ 是机体内红细胞中血红蛋白与血清中
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糖类相结合的产物，是评价 ２ 型糖尿病患者控制血

糖的重要指标［１４］。 金玉琴等［１５］ 研究发现，在 ２ 型

糖尿病患者中，高浓度的 ＨｂＡ１Ｃ 患者合并血管并发

症发生率高于正常浓度 ＨｂＡ１Ｃ 患者。 本研究显示，
单纯的有氧运动干预或补充益生菌降低糖尿病大

鼠 ＨＢＡ１Ｃ 水平不明显，但有氧运动联合益生菌干

预糖尿病大鼠，血清 ＨＢＡ１Ｃ 水平均明显低于 ＴＮ 组

和单纯有氧运动及益生菌的补充，这与孟晴等［１２］ 和

李源源等［１６］的研究结果相似。 这可能是由于有氧

运动能够增强胰岛素敏感性和增加肌肉组织对葡

萄糖的摄取，而益生菌能够减少机体内肝糖原的积

累和改善大鼠糖的耐量受损。
３􀆰 ２　 运动联合益生菌干预对 ２ 型糖尿病大鼠血脂

代谢的影响

ＦＦＡ 是脂肪代谢的产物，是机体的重要能量来

源；血清 ＦＦＡ 除了能够反映机体的代谢调节外，也
能够反映机体内的生理功能或病理状态。 李艳辉

等［１７］研究发现，有氧运动能够促进 ＦＦＡ 的摄取和

利用，致使 ＴＧ 代谢加强，浓度下降，同时降低了

ＬＤＬ⁃Ｃ 含量和提高 ＨＤＬ⁃Ｃ 含量。 王小梅等［１８］ 研究

发现，单纯的有氧运动干预或补充谷氨酰胺均能缓

解 Ｔ２ＤＭ 大鼠脂代谢，但两者联合更优于单一的作

用。 本研究结果显示，单纯的有氧运动干预或补充

益生菌对降低糖尿病大鼠 Ｔ⁃ＣＨＯ、ＴＧ、ＬＤＬ、ＦＦＡ 含

量和提高 ＨＤＬ 水平不明显，但二者联合可降低糖尿

病大鼠血清 Ｔ⁃ＣＨＯ、ＴＧ、ＬＤＬ、ＦＦＡ 含量，提高 ＨＤＬ
水平较明显。 提示有氧运动联合益生菌具有改善

血脂代谢的作用，这可能是由于益生菌在有氧运动

的作用下，增加机体内抗氧化能力和促进机体内血

液循环，致使机体分解更多的能源代谢底物和增加

抗氧化物质的合成，从而达到改善血脂的作用，但
其机制还有待进一步研究。
３􀆰 ３　 运动联合益生菌干预对 ２ 型糖尿病大鼠氧化

应激水平的影响

ＭＤＡ、 ＣＡＴ、 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ、 Ｔ⁃ＡＯＣ 和 ８⁃
ｉｓｏＰＧＦ２α 是细胞内抗氧化酶的重要组成部分，也是

检测机体内氧化应激的重要指标。 机体在受到外

来刺激时，机体内细胞 ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 对维持机体内

细胞氧化与抗氧化物质的平衡至关重要［１９］。 ＭＤＡ
可反映机体内脂质过氧化损伤的氧化应激的严重

程度［２０］。 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 是机体内重要的过氧化物分解

酶，可联合 ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 清除超氧阴离子，此外，
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 具有直接清除过氧化脂质和活性氧簇，从

而达到防止机体内的损伤［２１］。 总抗氧化能力（ Ｔ⁃
ＡＯＣ）是反映机体内不同组织总抗氧化物质与抗氧

化酶的氧化能力，可间接反映机体组织的脂质过氧

化损伤程度［２２］。 ８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α 是评价机体内氧化应

激的敏感指标和生物标志物［２３］。 郭佳青等［２４］ 研究

发现，抗阻联合有氧运动能够减轻妊娠期糖尿病患

者血糖和氧化应激水平。 吴琦等［２５］ 研究表明，维格

列汀联合恩格列净可改善 Ｔ２ＤＭ 患者氧化应激失

衡。 本研究结果显示，单纯的有氧运动干预或补充

益生菌对提高糖尿病大鼠 ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ、Ｔ⁃
ＡＯＣ 含量和降低 ＭＤＡ 与 ８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α 水平不明显。
但有氧运动联合益生菌干预对提高糖尿病大鼠血

清 ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ、Ｔ⁃ＡＯＣ 含量和降低 ＭＤＡ 与

８⁃ｉｓｏＰＧＦ２α 水平较明显，基本上恢复到 ＮＣ 组水平。
提示有氧运动联合益生菌具有改善 Ｔ２ＤＭ 氧化应激

的作用，从而提高患者血糖控制效果。
３􀆰 ４　 运动联合益生菌干预对 ２ 型糖尿病大鼠骨骼

肌卫星细胞相关蛋白表达的影响

肌卫星细胞是存在于骨骼肌纤维基底膜与基

膜之间的成体干细胞，具有参与骨骼肌纤维的增

殖、分化以及骨骼肌形成、发育、修复和再生的作

用。 而糖尿病患者随着病情的发展，骨骼肌出现肌

肉质量的流失和力量下降的症状，即骨骼肌组织的

并发症［２６］。 研究发现，糖尿病患者常发生骨骼肌的

异位脂质堆积和肌卫星细胞的成脂化［２］。 Ｐａｘ７ 是

Ｐａｘ７ 基因家族第Ⅲ组的成员之一，是卫星细胞的分

子标记。 张杰［２７］研究发现，跑台运动和抗阻运动后

Ｐａｘ７ 表达显著升高。 李娜［２８］ 研究证实，Ｐａｘ７ 参与

调控了力竭运动与钝挫引起骨骼肌劳损的卫星细

胞的增殖和分化过程。 本研究发现，单纯的有氧运

动干预或补充益生菌对糖尿病大鼠骨骼肌 Ｐａｘ７ 蛋

白表达增加不明显，但有氧运动联合益生菌干预糖

尿病大鼠骨骼肌 Ｐａｘ７ 蛋白表达高于糖尿病模型组

和 ＮＣ 组，提示有氧运动联合益生菌干预激活腓肠

肌局部肌卫星细胞分化，对防止 Ｔ２ＤＭ 引起肌肉质

量的流失和力量下降以及肌肉组织的并发症起到

一定的作用，但其机制还有待进一步深入研究。
ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ 和 Ｍｙｆ５ 是成肌调节因子家族

（ＭＲＦ）的重要成员。 ＭｙｏＤ 是肌卫星细胞激活和增

殖的标志［２９］。 ＭｙｏＧ 基因是一种与机体内肌纤维数

目有关的基因，与 ＭｙｏＤ 基因家族在骨骼肌细胞体

系中均存在表达，在机体内骨骼肌组织的发育、生
长、成熟和损伤后的修复及神经萎缩等方面起到极
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为重要的作用［３０］。 Ｍｙｆ５ 是 Ｍｙｏｄ 家族中不同功能

的分子，是肌祖细胞最早被诱导表达的因子，与

ＭｙｏＤ 具有互补的冗余功能作用［３１］。 有学者研究发

现，肌卫星细胞在机体内受到激活后 ＭｙｏＤ 优先被

表达，然后与 Ｍｙｆ５ 共激活 ＭｙｏＧ，最终致使肌卫星

细胞的分化［３２］。 ＳＮＩＪＤＥＲＳ 等［３３］ 研究发现，一次性

大强度力竭运动后ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ 和Ｍｙｆ５ 激活调控了

肌卫星细胞的增殖。 程春芳等［３４］ 研究发现，ＭｙｏＤ
和 Ｍｙｆ５ 是机体内骨骼肌损伤修复的源动力。 蔡乐

乐［３５］ 研究发现， １２ 周的有氧运动致使骨骼肌

ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ 和 Ｍｙｆ５ 蛋白表达水平升高。 本研究结

果显示，单纯的有氧运动干预或补充益生菌对糖尿

病大鼠骨骼肌ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ 和Ｍｙｆ５ 蛋白表达增加不

明显，但有氧运动联合益生菌干预糖尿病大鼠骨骼

肌 ＭｙｏＤ、ＭｙｏＧ 和Ｍｙｆ５ 蛋白表达高于糖尿病模型组

和 ＮＣ 组，提示有氧运动联合益生菌干预在一定程

度上促进了肌细胞的分化。
ＭＳＴＮ 属转化生长分化因子⁃Ｐ（ＴＧＦ⁃β）超家族

成员，是参与抑制肌卫星细胞活化和成肌细胞增殖

的肌肉因子，主要表达于骨骼肌中，在心肌中也有

少量表达，具有调节肌肉发育、糖代谢、脂蛋白代谢

过程和肌卫星细胞的活化及自我更新能力的作

用［３６］。 ＧＡＲＣÍＡ⁃ＦＯＮＴＡＮＡ 等［３７］ 研究发现，ＭＳＴＮ
参与机体内糖代谢影响胰岛素抵抗，调控肌肉生

长，与糖代谢受损存在明显的关系。 谢玉亭等［３８］ 研

究发现，耐力训练可降低糖尿病大鼠骨骼肌 ＭＳＴＮ
表达水平，促进了比目鱼肌横截面积增加。 李灵杰

等［３９］研究发现，运动致使大鼠腓肠肌 ＭＳＴＮ 表达下

降，心衰诱导的骨骼肌萎缩得到改善和抑制骨骼肌

凋亡。 张靓等［４０］研究发现，跑台运动联合高脂饮食

组大鼠腓肠肌 ＭＳＴＮ 蛋白表达水平显著下降，提示

８ 周的跑台运动联合高脂饮食诱导了大鼠腓肠肌结

构发生重塑。 本研究结果显示，单纯的有氧运动干

预或补充益生菌对糖尿病大鼠骨骼肌 ＭＳＴＮ 蛋白变

化不大，但有氧运动联合益生菌干预糖尿病大鼠骨

骼肌 ＭＳＴＮ 蛋白表达显著下降并低于糖尿病 ＴＮ
组，基本上恢复到 ＮＣ 组的水平，提示有氧运动联合

益生菌干预糖尿病大鼠骨骼肌下降 ＭＳＴＮ 表达，可
能是促进骨骼肌细胞葡萄糖摄取和利用。

综上所述，相较于单纯有氧运动或补充益生菌

而言，有氧运动联合益生菌对 ２ 型糖尿病大鼠血糖、
血脂代谢的控制效果更佳，可明显减轻氧化应激程

度，促进肌细胞的分化，对防止糖尿病大鼠糖脂代

谢紊乱和肌肉组织的并发症起到一定的作用。
参　 考　 文　 献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［ １ ］ 　 李欣， 寇少杰， 李粉萍， 等． 肠道菌群与糖尿病微血管病变

的研究进展 ［Ｊ］ ． 中国糖尿病杂志， ２０２３， ３１（４）： ３０３－３０８．
ＬＩ Ｘ， ＫＯＵ Ｓ Ｊ， ＬＩ Ｆ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ， ２０２３， ３１（４）： ３０３－３０８．

［ ２ ］ 　 黄怡， 周越． ２ 型糖尿病下骨骼肌状态及影响肌卫星细胞增

殖分化的因素 ［Ｊ］ ． 生理科学进展， ２０１８， ４９（４）： ２７０－２７４．
ＨＵＡＮＧ Ｙ， ＺＨＯＵ Ｙ． Ｔｈｅ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｆａｃｔｏｒｓ
ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｇ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｓｃｉ， ２０１８， ４９
（４）： ２７０－２７４．

［ ３ ］ 　 黄怡． 离心运动对 ２ 型糖尿病大鼠肌卫星细胞及巨噬细胞的

作用 ［Ｄ］． 北京： 北京体育大学； ２０１８．
ＨＵＡＮＧ Ｙ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｃｃｅｎｔｒｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｓｔａｔｅ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［ Ｄ ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ：
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｓｐｏｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０１８．

［ ４ ］ 　 刘佳， 夏永军， 熊智强， 等． 益生菌对 ２ 型糖尿病缓解作用

的研究进展 ［Ｊ］ ． 食品工业科技， ２０２２， ４３（１）： ４６６－４７１．
ＬＩＵ Ｊ， ＸＩＡ Ｙ Ｊ， ＸＩＯＮＧ Ｚ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ
ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ
Ｆｏｏｄ Ｉｎｄ， ２０２２， ４３（１）： ４６６－４７１．

［ ５ ］ 　 ＲＥＥＤ Ｍ Ｊ， ＭＥＳＺＡＲＯＳ Ｋ， ＥＮＴＥＳ Ｌ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｅｗ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ： ｔｈｅ ｆａｔ⁃ｆｅｄ， ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔ ［ Ｊ］ ．
Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ２０００， ４９（１１）： １３９０－１３９４．

［ ６ ］ 　 莫伟彬， 杨衍滔， 郭艳菊， 等． 益生菌干预对运动大鼠胃肠

激素与 ＡＱＰ４ 表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０１８，
２６（４）： ４１１－４１７．
ＭＯ Ｗ Ｂ， ＹＡＮＧ Ｙ Ｔ， ＧＵＯ Ｙ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｏｎ
ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＱＰ４ ｉｎ ｒａｔｓ ｄｕｒｉｎｇ
ｅｘｅｒｃｉｓｅ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０１８， ２６（４）： ４１１－４１７．

［ ７ ］ 　 ＣＨＥＮ Ｙ Ｍ， ＷＥＩ Ｌ， ＣＨＩＵ Ｙ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＴＷＫ１０ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｍｕｓｃｌｅ ｍａｓｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０１６， ８
（４）： ２０５．

［ ８ ］ 　 ＢＥＤＦＯＲＤ Ｔ Ｇ， ＴＩＰＴＯＮ Ｃ Ｍ， ＷＩＬＳＯＮ Ｎ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｘｉｍｕｍ
ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｓｐｉｒ Ｅｎｖｉｒｏｎ
Ｅｘｅｒｃ Ｐｈｙｓｉｏｌ， １９７９， ４７（６）： １２７８－１２８３．

［ ９ ］ 　 ＨＡＮＳＥＮ Ｍ， ＰＡＬＳ􀱤Ｅ Ｍ Ｋ， ＨＥＬＧＥ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ［ Ｊ］ ．
Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｃａｒｅ， ２０１５， ３８（２）： ２９３－３０１．

［１０］ 　 朱洪竹， 朱梅菊． 有氧运动联合螺旋藻营养补充对 ２ 型糖尿

病大鼠学习记忆的影响及其机制 ［ Ｊ］ ． 天然产物研究与开

发， ２０２１， ３３（１１）： １８４５－１８５３．
ＺＨＵ Ｈ Ｚ， ＺＨＵ Ｍ Ｊ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｎｄ
ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ ｏｎ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｒａｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｐｒｏｄ Ｒｅｓ Ｄｅｖ， ２０２１， ３３（１１）： １８４５－１８５３．

［１１］ 　 胡晓蓉， 李修英， 许娟， 等． 高强度间歇运动联合抗阻运对 ２
型糖尿病患者糖脂代谢的影响 ［ Ｊ］ ． 中国卫生检验杂志，

９７１１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ９ 月第 ３２ 卷第 ９ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ９

２０２３， ３３（１２）： １４８６－１４８９， １４９４．
ＨＵ Ｘ Ｒ， ＬＩ Ｘ Ｙ， ＸＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｈｅａｌｔｈ Ｌａｂ Ｔｅｃｈｎｏｌ，
２０２３， ３３（１２）： １４８６－１４８９， １４９４．

［１２］ 　 孟晴， 陈伟， 张明， 等． 有氧联合抗阻运动对 ２ 型糖尿病患

者的效果 ［Ｊ］ ． 中国康复理论与实践， ２０１８， ２４（１２）： １４６５－
１４７０．
ＭＥＮＧ Ｑ， ＣＨＥＮ Ｗ， ＺＨＡＮＧ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ａｎｄ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒｅｈａｂｉｌ Ｔｈｅｏｒｙ Ｐｒａｃｔ， ２０１８， ２４（１２）： １４６５－１４７０．

［１３］ 　 袁新国， 谢梦洲， 杨英， 等． 二冬汤和有氧运动对 ２ 型糖尿

病大鼠糖代谢和脂代谢的影响 ［ Ｊ］ ． 重庆医学， ２０１８， ４７
（２８）： ３６１０－３６１３．
ＹＵＡＮ Ｘ Ｇ， ＸＩＥ Ｍ Ｚ， ＹＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥｒＤｏｎｇ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄ， ２０１８，
４７（２８）： ３６１０－３６１３．

［１４］ 　 张灵灵， 刘劲柏， 刘玉倩， 等． 运动防治糖尿病的研究进展

［Ｊ］ ． 生物学通报， ２０１５， ５０（８）： １－３．
ＺＨＡＮＧ Ｌ Ｌ， ＬＩＵ Ｊ Ｂ， ＬＩＵ Ｙ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｂｙ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ［Ｊ］ ． Ｂｕｌｌ Ｂｉｏｌ，
２０１５， ５０（８）： １－３．

［１５］ 　 金玉琴， 沈菁， 吴秀萍， 等． 胱抑素 Ｃ、糖化血红蛋白及尿微

量白蛋白与 ２ 型糖尿病血管并发症关系的探讨 ［Ｊ］ ． 徐州医

科大学学报， ２０２０， ４０（５）： ３７０－３７２．
ＪＩＮ Ｙ Ｑ， ＳＨＥＮ Ｊ， ＷＵ Ｘ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｙｓｔａｔｉｎ Ｃ， ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ａｎｄ ｍｉｃｒｏａｌｂｕｍｉｎｕｒｉａ ａｎｄ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｘｕｚｈｏｕ
Ｍｅｄ Ｕｎｉｖ， ２０２０， ４０（５）： ３７０－３７２．

［１６］ 　 李源源， 方奋， 贾占昀， 等． 不同强度有氧运动对 ２ 型糖尿

病患者血糖及心肺耐力的影响 ［Ｊ］ ． 中华物理医学与康复杂

志， ２０１７， ３９（８）： ６１７－６１９．
ＬＩ Ｙ Ｙ， ＦＡＮＧ Ｆ， ＪＩＡ Ｚ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｅｎｄｕｒａｎｃｅ
ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ
Ｒｅｈａｂｉｌ， ２０１７， ３９（８）： ６１７－６１９．

［１７］ 　 李艳辉， 衣雪洁． 有氧运动对 ２ 型糖尿病大鼠骨骼肌 ＥＲＫ１ ／
２ 活性的影响 ［Ｊ］ ． 中国应用生理学杂志， ２０１７， ３３（１）： ３３
－３７．
ＬＩ Ｙ Ｈ， ＹＩ Ｘ Ｊ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ＥＲＫ１ ／ ２
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１７， ３３（１）： ３３－３７．

［１８］ 　 王小梅， 景会锋． 有氧运动和谷氨酰胺对二型糖尿病大鼠氧

化应激及相关因子表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中国应用生理学杂志，
２０１９， ３５（２）： １５０－１５４．
ＷＡＮＧ Ｘ Ｍ， ＪＩＮＧ Ｈ Ｆ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｎｄ
ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ
ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ａｐｐｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１９， ３５（２）：
１５０－１５４．

［１９］ 　 刘子源， 谭泽明， 谭佳琪， 等． 有氧运动联合荔枝多酚对 ２
型糖尿病大鼠血管炎症的影响及其机制探讨 ［ Ｊ］ ． 中南药

学， ２０２１， １９（９）： １８３３－１８４０．

ＬＩＵ Ｚ Ｙ， ＴＡＮ Ｚ Ｍ， ＴＡＮ Ｊ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅｓ
ａｎｄ ｌｉｔｃｈｉ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｎｔ Ｓｏｕｔｈ Ｐｈａｒｍ，
２０２１， １９（９）： １８３３－１８４０．

［２０］ 　 郑欣， 戚艳艳， 毕丽娜， 等． 吡格列酮二甲双胍联合运动康

复对超重或肥胖 ２ 型糖尿病患者糖脂代谢和胰岛功能的影

响 ［ Ｊ ］ ． 现 代 生 物 医 学 进 展， ２０２１， ２１ （ ７ ）： １２５７ －
１２６０， １２３８．
ＺＨＥＮＧ Ｘ， ＱＩ Ｙ Ｙ， ＢＩ Ｌ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅ
ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ
ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｉｓｌｅｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｏｖｅｒｗｅｉｇｈｔ ｏｒ ｏｂｅｓｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｇ Ｍｏｄ Ｂｉｏｍｅｄ， ２０２１， ２１
（７）： １２５７－１２６０， １２３８．

［２１］ 　 贾靖． 白灵菇多糖对运动小鼠氧化应激的影响 ［ Ｊ］ ． 基因组

学与应用生物学， ２０２０， ３９（２）： ８９５－９０１．
ＪＩＡ Ｊ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｌｅｓｕｒｏｔｕｓ ｎｅｂｒｏｄｅｎｓｉｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｅｘｅｒｃｉｓｅｄ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍ Ａｐｐｌ Ｂｉｏｌ， ２０２０，
３９（２）： ８９５－９０１．

［２２］ 　 云冰， 禇雪菲， 王恩行， 等． 不同浓度化痰逐瘀汤在冠心病

血瘀模型家兔干预中的应用效果及对 ＧＳＨ、ＳＯＤ、Ｔ⁃ＡＯＣ 水

平的影响 ［Ｊ］ ． 四川中医， ２０２０， ３８（５）： ８６－８９．
ＹＵＮ Ｂ， ＣＨＵ Ｘ Ｆ， ＷＡＮＧ Ｅ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈｕａｔａｎ Ｚｈｕｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ
ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｉｔ ｉｎｆｌｕｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＳＨ， ＳＯＤ ａｎｄ Ｔ⁃ＡＯＣ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０２０， ３８（５）： ８６－８９．

［２３］ 　 刘柯伶， 王莉， 翁铭娜． ８⁃ＯＨｄＧ、８⁃ｉｓｏＰＧＦ ２α 在预测孕妇早

产中的意义 ［Ｊ］ ． 皖南医学院学报， ２０１７， ３（１）： ４１－４３．
ＬＩＵ Ｋ Ｌ， ＷＡＮＧ Ｌ， ＷＥＮＧ Ｍ Ｎ． Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ８⁃ＯＨｄＧ ａｎｄ
８⁃ｉｓｏＰＧＦ ２α ｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｐｒｅｔｅｒｍ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｗａｎｎａｎ Ｍｅｄ
Ｃｏｌｌ， ２０１７， ３（１）： ４１－４３．

［２４］ 　 郭佳青， 王佳洁， 秦梦路． 抗阻联合有氧运动对妊娠期糖尿

病患者血糖、氧化应激及妊娠结局的影响 ［ Ｊ］ ． 中国计划生

育学杂志， ２０２３， ３１（６）： １２９６－１３０１．
ＧＵＯ Ｊ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｊ Ｊ， ＱＩＮ Ｍ Ｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ⁃ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｗｏｍｅｎ ｗｉｔｈ ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ
ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｏｎ ｔｈｅｉｒ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ， ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ，
ａｎｄ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｆａｍ Ｐｌａｎ， ２０２３， ３１（６）：
１２９６－１３０１．

［２５］ 　 吴琦， 王慧娟， 谭昊， 等． 维格列汀联合恩格列净治疗对 ２
型糖尿病患者机体炎症状态和氧化应激水平的影响 ［Ｊ］ ． 中

国处方药， ２０２３， ２１（９）： １１４－１１６．
ＷＵ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｈ Ｊ， ＴＡＮ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎｇｅｌｇｌｉｎｉｄｅ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｈｉｎ Ｐｒｅｓｃｒ
Ｄｒｕｇ， ２０２３， ２１（９）： １１４－１１６．

［２６］ 　 郑密， 黄新一， 李莹， 等． 不同频率电刺激对 ２ 型糖尿病大

鼠血糖水平及骨骼肌卫星细胞激活的影响 ［Ｊ］ ． 哈尔滨体育

学院学报， ２０２３， ４１（２）： １１－１７．
ＺＨＥＮＧ Ｍ， ＨＵＡＮＧ Ｘ Ｙ， ＬＩ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ
ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃｓ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｈａｒｂｉｎ Ｓｐｏｒｔ Ｕｎｉｖ， ２０２３， ４１（２）： １１－１７．
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［２７］ 　 张杰． 跑台和抗阻运动对骨骼肌葡萄糖摄取和 ｍＴＯＲ 信号通

路的影响 ［Ｊ］ ． 基因组学与应用生物学， ２０２０， ３９（９）： ４２６３
－４２６９．
ＺＨＡＮＧ Ｊ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍ Ａｐｐｌ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ３９（９）： ４２６３－４２６９．

［２８］ 　 李娜． 力竭运动与钝挫伤对大鼠骨骼肌卫星细胞体外增殖及

Ｈｅｓ１ ／ Ｊａｇｇｅｄ１ ／ Ｐａｘ７ 含 量 的 影 响 ［ Ｄ ］． 扬 州： 扬 州 大

学； ２０１６．
ＬＩ Ｎ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｎｄ ｂｌｕｎｔ ｔｒａｕｍａ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｈｅｓ１ ／ Ｊａｇｇｅｄ１ ／ Ｐａｘ７ ［ Ｄ ］． Ｙａｎｇｚｈｏｕ： Ｙａｎｇｚｈｏｕ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２０１６．

［２９］ 　 孙文杰． 大强度训练对大鼠骨骼肌蛋白质分解代谢与生肌调

节因子的影响 ［Ｄ］． 扬州： 扬州大学； ２００９．
ＳＵＮ Ｗ Ｊ． Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｏｖｅｒｌｏａｄｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｍａｌｅ ｒａｔｓ ［ Ｄ］． Ｙａｎｇｚｈｏｕ： Ｙａｎｇｚｈｏｕ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ； ２００９．

［３０］ 　 王今越， 王小虹， 冯维斗． 运动 ＋ 热量限制对大鼠骨骼肌质

量的影响及 Ａｋｔ、ｍＴＯＲ 的作用 ［Ｊ］ ． 中国老年学杂志， ２０２１，
４１（１９）： ４３３６－４３４０．
ＷＡＮＧ Ｊ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｈ， ＦＥＮＧ Ｗ Ｄ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ＋
ｃａｌｏｒｉｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｏｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ Ａｋｔ ａｎｄ ｍＴＯＲ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ， ２０２１， ４１（１９）： ４３３６－
４３４０．

［３１］ 　 王震， 蔺海旗， 何霏， 等． 运动激活骨骼肌卫星细胞：增龄性

肌衰减症及肌肉损伤修复的运动预防和治疗 ［Ｊ］ ． 中国组织

工程研究， ２０２１， ２５（２３）： ３７５２－３７５９．
ＷＡＮＧ Ｚ， ＬＩＮ Ｈ Ｑ， ＨＥ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｅｒｃｉｓｅ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ： ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ａｇｅ⁃
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江香薷籽油对果蝇睡眠、嗅觉能力和抗氧化
指标的影响

徐梦婷１，朱钰晨１，苏丹１，宋永贵１，张文凯１，徐磊１，
马秋婷１，刘志勇１∗，郭绍勇２

（１． 江西中医药大学实验动物科技中心，南昌　 ３３０００４；２． 江西金贝农业发展有限公司，江西 新余　 ３３８０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究江香薷籽油（Ｍｏｓｌａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｓｅｅｄ ｏｉｌ，ＭＣＳＯ）对果蝇的生理行为和抗氧化指标的影响。
方法　 将 １ 日龄野生型 Ｗ１１１８ 黑腹果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌｎｏｇａｓｔｅｒ，Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）分为对照组、０􀆰 ２５％、０􀆰 ５％、１％、２％
和 ４％剂量组，并设雌雄分组。 对照组喂食基础培养基，各剂量组分别喂食添加了 ０􀆰 ２５％、０􀆰 ５％、１％、２％和 ４％浓度

的 ＭＣＳＯ 培养基，采用攀爬实验探究最佳给药浓度和给药时间。 再将果蝇分为空白组、模型组和给药组，模型组果

蝇通过夜间重复光照刺激法剥夺果蝇睡眠，建立失眠模型。 采用食欲实验、攀爬实验、应激实验、嗅觉记忆实验和

检测果蝇睡眠⁃觉醒节律探究 ＭＣＳＯ 对果蝇生理行为的影响；采用酶联免疫吸附实验检测果蝇体内超氧化物歧化

酶（ｓｕｐｅｒ ｏｘｉｄａｓｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）活性和丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量。 结果

ＭＣＳＯ 能够增强 ３０ 日龄果蝇的运动能力（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；提高 ＳＯＤ、ＣＡＴ 活性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、降低体内 ＭＤＡ 含量（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；改善衰老果蝇的嗅觉记忆能力。 睡眠剥夺后雌性果蝇模型组夜晚睡眠时间减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），雄性果蝇模型

组夜晚睡眠时间减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），喂食 ＭＣＳＯ 后，睡眠剥夺的雌性果蝇夜间睡眠时间延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），雄性果蝇夜

间睡眠时间延长（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ＭＣＳＯ 对果蝇具有一定的体内抗氧化能力，能延长睡眠剥夺果蝇的夜间睡眠

时间以及提高果蝇的嗅觉记忆力。
【关键词】 　 果蝇；江香薷籽；抗氧化；睡眠
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ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｏｎｅ⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ０􀆰 ２５％， ０􀆰 ５％， １％，
２％ ａｎｄ ４％ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｅａｃｈ
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　 　 　 　 　 　ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＭＣＳＯ ｍｅｄｉｕｍ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ０􀆰 ２５％， ０􀆰 ５％， １％， ２％ ａｎｄ ４％ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｏｓａｇｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ｃｌｉｍｂｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｆｌｉｅｓ ｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＭＣＳＯ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｄｅｐｒｉｖｉｎｇ ｔｈｅ ｆｌｉｅｓ ｏｆ ｓｌｅｅｐ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｎｏｃｔｕｒｎａｌ ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ． Ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｐｐｅｔｉｔｅ ｔｅｓｔ， ｎｅｇａｔｉｖｅ ｇｅｏｔａｘｉｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ， ｓｔｒｅｓｓ
ｔｅｓｔ， ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｍｅｍｏｒｙ ｔｅｓｔ， ａｎｄ ｓｌｅｅｐ⁃ｗａｋｅ ｒｈｙｔｈｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｔｈｅｉｒ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ． Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｕｐｅｒ ｏｘｉｄａｓｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ）， ｃａｔａｌａｓｅ （ＣＡＴ）， ａｎｄ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ）
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＭＣＳＯ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ３０⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ Ｄ．
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＳＯＤ ａｎｄ ＣＡＴ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｍｐｒｏｖｅ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｍｅｍｏｒｙ ｏｆ ｓｅｎｉｌｅ ｆｒｕｉｔ ｆｌｉｅｓ． Ａｆｔｅｒ ｓｌｅｅｐ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｎｉｇｈｔ ｓｌｅｅｐ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ
Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈａｔ ｏｆ ｍａｌｅ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
Ａｆｔｅｒ ｆｅｅｄｉｎｇ ＭＣＳＯ， ｔｈｅ ｎｉｇｈｔ ｓｌｅｅｐ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｔｅｎｄｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈａｔ ｏｆ ｍａｌｅ
ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｔｅｎｄｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＭＣＳＯ ｈａｄ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ， ｐｒｏｌｏｎｇｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｌｅｅｐ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｍｅｍｏｒｙ ｏｆ ｓｌｅｅｐ⁃ｄｅｐｒｉｖｅｄ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ； Ｍｏｓｌａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｓｅｅｄ； ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｓｌｅｅｐ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 香薷为唇形科石荠苎属植物石香薷 （Ｍｏｓｌａ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｍａｘｉｍ ） 或 江 香 薷 （ Ｍｏｄａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ⁃
Ｊｉａｎｇｘｉａｎｇｒｕ），前者习称“青香薷”，为野生品；后者

习称“江香薷”，为栽培品种［１］。 江香薷是江西的道

地药材［２］。 江香薷籽油（Ｍｏｓｌａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｓｅｅｄ ｏｉｌ，
ＭＣＳＯ）系江香薷成熟后干燥的种子经一系列工艺

精制而成的金黄色透明的油状液体。 研究报道［３］，
ＭＣＳＯ 中含有大量多不饱和脂肪酸（ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ，ＰＵＦＡ），ＰＵＦＡ 参与了生物体生理调控的

许多方面［４］，其中 α⁃亚麻酸（α⁃ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ，ＡＬＡ）
的含量为 ５０％ ～ ６０％，ＡＬＡ 具有抗氧化［５］、增强智

力、提高记忆力［６］、保护视力［７］、改善睡眠［８］、抗代

谢综合征、抑制血栓性疾病、降低血脂、降血压、调
节肠道菌群［９］等功能，以上研究提示 ＭＣＳＯ 可能具

有很好的开发应用前景。
果蝇作为一种经典的模式生物，发育周期短、

繁殖能力强。 果蝇与人类基因的同源性高达 ８０％，
且功能保守，这些同源基因在人类和果蝇中执行着

类似的生物学功能［１０］，使研究人员能够在短时间内

通过果蝇模型进行人类相关疾病的研究。 因此，
本实验利用果蝇这一模式生物，研究 ＭＣＳＯ 对果

蝇行为学以及抗氧化酶活性与 ＭＤＡ 含量的影响，
探究其体内抗氧化、改善睡眠与学习记忆的作用

机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１ 日 龄 野 生 型 Ｗ１１１８ 黑 腹 果 蝇 （ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ

ｍｅｌｎｏｇａｓｔｅｒ，Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ），培养在恒温箱内，培
养环境温度 ２５ ℃、湿度 ６５％，光照周期 Ｌ ／ Ｄ ＝ １２
ｈ ／ １２ ｈ，来自江西中医药大学实验动物科技中心。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＭＣＳＯ（实验室自制）；考马斯亮蓝 Ｇ２５０（上海

麦克林生化科技有限公司，批号 Ｃ１４８６９７７２）；葡萄

糖（商丘亚翔生物科技有限公司，批号 ２３０３０２）；
３０％过氧化氢（西陇科学，批号 ２２１１０８２）；果蝇超氧

化物 歧 化 酶 （ ＳＯＤ ） ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ 货 号 ＨＰ⁃
Ｅ２２１２９）、果蝇过氧化氢酶（ＣＡＴ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货
号 ＨＰ⁃Ｅ２２１８６）和果蝇丙二醛（ＭＤＡ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（货号 ＨＰ⁃Ｅ２２１５８）均购自赫澎（上海）生物科技有

限公司。
ＣＰ３１３ 电子天平 （ ＣＰ３１３，奥豪斯仪器有限公

司）； Ｖａｒｉｏｓｋａｎ Ｆｌａｓｈ 多 功 能 读 数 仪 （ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｖａｒｉｏｓｋａｎ Ｆｌａｓｈ，美国赛默飞世尔公司）；电热恒温三

用水箱（ＨＨ⁃ＷＢ２２⁃５５０⁃Ⅱ，上海跃进医疗器械有限

公司）；Ｂｅｃｋｍａｎ Ａｌｌｅｇｒａ 冷冻离心机（Ｘ⁃３０Ｒ，美国

ｂｅｃｋｍａｎ 公司）；果蝇活动监测系统（ＤＡＭ２，南京伊

科医疗器械有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 培养基制备

基础培养基：取蔗糖 １８􀆰 ７５ ｇ、玉米粉 ２６􀆰 ２５ ｇ、
琼脂 １􀆰 ８７５ ｇ、酵母粉 １０ ｇ，加蒸馏水 ２５０ ｍＬ 放入锅

中搅拌直至所有材料加热溶解，至沸腾（１００ ℃）后
１０ ｍｉｎ 加入丙酸 １􀆰 ２５ ｍＬ（ ≥ ９９％）和尼铂金甲酯

３ ｍＬ（５％），继续加热 ３ ｍｉｎ 至培养基浓稠状态，立
即分装在备用培养管中，放凉至室温后，放入 ４ ℃冰

箱保存。

３８１１
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ＭＣＳＯ 培养基：在配置基础培养基的过程中，加
入按比例称取的 ＭＣＳＯ，在加热的过程中不断搅拌

至均匀，其余步骤同基础培养基的制备，分别制得

０􀆰 ２５％、０􀆰 ５％、１％、２％和 ４％的 ＭＣＳＯ 培养基。
１􀆰 ２􀆰 ２　 夜间重复光照刺激剥夺果蝇睡眠方法

参考许光辉等［１１］的方法，在果蝇培养箱中安置

光照控制器，设定时间为 ８：００ ～ ２０：００ 正常光照，
晚 ２０：００ 熄灯后，从 ２０：００ 开始，每个整点恢复光照

１０ ｍｉｎ，其他时间为黑暗期，持续至次日上午 ８：００，
光照强度 ６５０ Ｌｘ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 探究最佳给药浓度

参考宋明容等［１２］的方法稍作修改，选择 １ 日龄

Ｗ１１１８ 型果蝇，分为对照组、ＭＣＳＯ ０􀆰 ２５％、０􀆰 ５％、
１％、２％和 ４％剂量组，各 ３０ 只。 对照组以基础培养

基连续喂养 ７ ｄ；ＭＣＳＯ 各剂量组 １ 日龄果蝇以基础

培养基喂养 ２ ｄ 后分别饲养在 ０􀆰 ２５％、０􀆰 ５％、１％、
２％和 ４％ＭＣＳＯ 培养基 ５ ｄ。

第 ８ 天将 ６ 组果蝇分别进行攀爬能力测试并计

算果蝇攀附指数（ｃｌｉｍｂ ｉｎｄｅｘ，ＣＩ），并参考果蝇存活

情况确定 ＭＣＳＯ 的最佳给药浓度。 操作方法：将待

测果蝇转移至测定管中，轻拍测定管使果蝇落在测

定管底部，记录在 １０ ｓ 内爬升至 ７􀆰 ５ ｃｍ 的果蝇数，
每组果蝇测 ３ 次，两次测量之间间隔 ３０ ｍｉｎ，按公式

计算果蝇攀附指数（ＣＩ） （ＣＩ ＝ １０ ｓ 内攀爬至 ７􀆰 ５
ｃｍ 果蝇总数 ／果蝇总数 × １００；存活率 ＝ 喂食 ７ ｄ
后存活果蝇数量 ／总样本量 × １００％，结果不计算实

验中意外飞走的果蝇）。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＭＣＳＯ 对果蝇摄食量的影响

参考文献［１３］ 方法，收集羽化后 １ ｄ 的野生型

Ｗ１１１８ 果蝇共 ３６０ 只，随机分成 ２ 组，一组为空白组，
另一组为给药组，每组 ３０ 只，设 ３ 个平行管。 空白

组果蝇在基础培养基培养 ２０ ｄ，给药组果蝇在基础

培养基培养 １０ ｄ 后转入给药培养基培养 １０ ｄ。 于

２１ ｄ 将果蝇转移至空管饥饿 １ ｈ，通过毛细管喂食

用 ５％葡萄糖溶液配置的 ０􀆰 ５％亮蓝溶液，５ ｈ 后

ＣＯ２ 麻醉，倒入研磨器中，移液枪移取 ２００ μＬ 超纯

水，进行研磨，再加入 ８００ μＬ 超纯水，混匀后离心，
取上清液，涡旋 ３０ ｓ，取 ２００ μＬ 于 ９６ 孔板，６２５ ｎｍ
处测定吸光度。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＭＣＳＯ 对果蝇攀爬能力的影响

按“１􀆰 ２􀆰 ４”进行分组培育，选择 ３０ 日龄的中年

果蝇［１４］为实验对象。 空白组果蝇在基础培养基培

养 ３０ ｄ，给药组果蝇在基础培养基培养 ２０ ｄ 后转入

给药培养基培养 １０ ｄ，于第 ３１ 天进行测试。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＭＣＳＯ 对果蝇抗应激能力的影响

按“１􀆰 ２􀆰 ４”进行分组给药，每管 １０ 只，设置 ３
个平行管。 氧化应激损伤实验：于饲养 ２１ ｄ 将果蝇

转出空的培养管，饥饿 ２ ｈ，再向其中加入浸有双氧

水的滤纸条，每隔 １ ｈ 观察并记录果蝇存活情况。
热应激实验：参考张婉迎等［１５］ 的方法并稍作修改，
于饲养 ２１ ｄ 将果蝇转入空管，并放置于 ３９ ℃水浴

锅内，每隔 １ ｈ 记录果蝇存活情况直至全部死亡并

绘制生存曲线。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＭＣＳＯ 对失眠果蝇睡眠的影响

收集羽化 １２ ｈ 内的果蝇，分为空白组、模型组

和给药组，每组 ３２ 只，并设雌雄分组，空白组与模型

组果蝇于基础培养基喂养 ７ ｄ，给药组果蝇于给药培

养基喂养 ７ ｄ，于第 ８ 天晚上移入果蝇活动监测管中

进行睡眠监测（于监测前适应 １２ ｈ）。 睡眠检测方

法：将实验所需的果蝇分别转移至细小玻璃管内

（内径 ５ ｍｍ、长 ６５ ｍｍ，一端装入果蝇培养基或给药

培养基用黑色小帽封住，另一端用小棉球封住）每

根小管内 １ 只果蝇，并将细小玻璃管放置在果蝇红

外活动检测器上，通过 ＤＡＭＳｙｓｔｅｍ ３􀆰 ０ 软件每 ５ ｍｉｎ
记录 １ 次果蝇活动次数。 若 ５ ｍｉｎ 内活动次数为 ０，
表示果蝇处于睡眠状态，记录为果蝇的睡眠时间，
连续记录 ２４ ｈ。
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＭＣＳＯ 对果蝇嗅觉记忆的影响

参考文献［１６］方法进行，每组 ５０ 只，分为空白组

与给药组，并设雌雄分组，选择 ３０ 日龄的果蝇为实

验对象。 空白组果蝇在基础培养基培养 ３０ ｄ，给药

组果蝇在基础培养基培养 ２０ ｄ 后转入给药培养基

培养 １０ ｄ。 于第 ３１ 天开始实验，将果蝇饥饿 ２ ｈ 后

分别放进 １０００ ｍＬ 的烧杯中，再分别放进带有孔洞

并且装有香蕉的 ５０ ｍＬ 有孔离心管 ２ 支，１ 支离心

管装有香蕉，另 １ 支离心管在香蕉的上端隔有纱布，
果蝇只可以闻到香蕉的味道但是不能吃到香蕉。
然后观察果蝇进入可食离心管的数目。 每隔 １ ｈ 观

察记录 １ 次进入离心管的果蝇只数。
１􀆰 ２􀆰 ９　 ＭＣＳＯ 对果蝇抗氧化酶活性的影响

收集羽化后 １ ｄ 的野生型 Ｗ１１１８ 果蝇，每组 １５０
只，按“１􀆰 ２􀆰 ４”进行分组给药。 于培养第 ２１ 天麻醉

称重，加入预冷的生理盐水制备 ２％的组织匀浆液。
在 ４ ℃条件下，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，
按照 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＭＤＡ 试剂盒说明书测定 ＳＯＤ、ＣＡＴ
的酶活性和 ＭＤＡ 的含量。
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１􀆰 ３　 统计学分析

数据用平均值 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ） 表示。 采用

ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行统计学分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为

有统计学意义。 使用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 绘图。

２　 结果

２􀆰 １　 最佳给药浓度的筛选

利用果蝇的负趋地性进行攀爬实验，能够很好

的反应其运动能力。 不同剂量的 ＭＣＳＯ 对果蝇 ＣＩ
与存活率的影响见表 １，０􀆰 ５％剂量组能够提高雌性

ＣＩ，差异具有显著性，０􀆰 ５％和 ２％剂量组均有提高雄

性果蝇 ＣＩ 的趋势，但在实验中发现，２％剂量组雄性

果蝇与 ０􀆰 ５％浓度组雄性果蝇相比死亡率较高，４％
剂量组的果蝇存活率仅为 ８３％。 可能是由于高浓

度组的培养基气味过浓，影响了果蝇进食导致死

亡。 因此，通过 ５ ｄ 的药物暴露选择 ０􀆰 ５％剂量作为

最佳给药浓度。
２􀆰 ２　 ＭＣＳＯ 对果蝇摄食量的影响

有研究报道表明，适当的饮食限制可延缓机体

衰老，延长寿命，增强机体的抗氧化能力［１７］。 由图

１ 可知，雌、雄果蝇喂食 ＭＣＳＯ 后，与对照组相比，摄
食量无显著性差异，因此排除了饮食限制对抗衰老

作用的影响。

表 １　 不同浓度的 ＭＣＳＯ 对果蝇攀附指数的影响（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｇｅｏｔａｘｉｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ｎ ＣＩ 存活率 ／ ％
Ｓｕｒｖｉｖｏｒｓｈｉｐ ／ ％

雌
Ｆｅｍａｌｅ

雄
Ｍａｌｅ

雌
Ｆｅｍａｌｅ

雄
Ｍａｌｅ

雌
Ｆｅｍａｌｅ

雄
Ｍａｌｅ

０􀆰 ２５％剂量组
０􀆰 ２５％ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２７ ２５ ７７􀆰 ７７ ± ３􀆰 ０３ ９２􀆰 ３３ ± １􀆰 ８９ ９０􀆰 ００ ８３􀆰 ３３

０􀆰 ５％剂量组
０􀆰 ５％ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２８ ２９ ９４􀆰 ０５ ± １􀆰 ６８＃ ９３􀆰 １０ ± ０􀆰 ００ ９６􀆰 ５５ ９６􀆰 ６７

１％剂量组
１％ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２７ ２５ ７１􀆰 ６０ ± １􀆰 ７４ ９０􀆰 ６７ ± １􀆰 ８９ ９０􀆰 ００ ８３􀆰 ３０

２％剂量组
２％ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２９ ２５ ８２􀆰 ７６ ± ２􀆰 ８２ ９７􀆰 ３３ ± １􀆰 ８９ ９６􀆰 ６７ ８６􀆰 ２０

４％剂量组
４％ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２０ ２５ ６５􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ９０􀆰 ６７ ± １􀆰 ８９ ６６􀆰 ６７ ８３􀆰 ３３

对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ２８ ２８ ８８􀆰 ０９ ± ４􀆰 ４５ ９０􀆰 ４７ ± １􀆰 ６９ ９３􀆰 ３３ ９３􀆰 ３３

注：与对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

图 １　 ＭＣＳＯ 对果蝇摄食量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ
Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ

２􀆰 ３　 ＭＣＳＯ 对果蝇攀爬能力的影响

随着果蝇年龄的增长，其运动、嗅觉、学习能力

和昼夜节律性也随着年龄衰退［１８］。 由表 ２ 可知，在
喂食 ＭＣＳＯ 后，果蝇的攀爬能力得到了显著提高，
雌、雄果蝇的 ＣＩ 提高率分为 ３８􀆰 ７７％和 ４６􀆰 ０８％。 表

明 ＭＣＳＯ 能够改善果蝇衰老导致的运动能力下降。

表 ２　 ＭＣＳＯ 对 ３０ ｄ 果蝇攀爬能力的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｇｅｏｔａｘｉｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ

３０ ｄ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２０）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

雌性 ＣＩ
Ｆｅｍａｌｅ ＣＩ

雄性 ＣＩ
Ｍａｌｅ ＣＩ

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４４􀆰 ４４ ± １􀆰 ９２ ４９􀆰 ４４ ± ２􀆰 ２５

给药组
ＭＣＳＯ ｇｒｏｕｐ ６１􀆰 ６７ ± ２􀆰 ２１∗∗ ７２􀆰 ２２ ± ２􀆰 ０３∗∗

注：与空白组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ４　 ＭＣＳＯ 对果蝇氧化应激能力的影响

果蝇适应能力的丧失与年龄有关，适应性内稳
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态衰老理论也是解释衰老过程的另一个重要理

论［１９］。 因此本实验探究 ＭＣＳＯ 对果蝇抗应激能力

的影响，结果如图 ２ 所示。 在氧化应激损伤实验中，

与空白组相比，给药组雄性果蝇最高生存时间无变

化，但其平均寿命延长 ４􀆰 ２％；在热刺激环境中，雌、
雄果蝇的寿命无明显变化。

注：Ａ：ＭＣＳＯ 对氧化损伤雌性果蝇寿命的影响；Ｂ：ＭＣＳＯ 对氧化损伤雄性果蝇寿命的影响；Ｃ：ＭＣＳＯ 对热刺激下雌性果蝇寿命的

影响；Ｄ：ＭＣＳＯ 对热刺激下雄性果蝇寿命的影响。

图 ２　 ＭＣＳＯ 对急性氧化损伤和热刺激果蝇寿命的影响（ｎ ＝ ３０）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｆｅ ｓｐａｎ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ Ｄ． ｍｅｌａｎｇｏｓｔｅｒ ａｆｔｅｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ． Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｆｅ ｓｐａｎ ｏｆ ｍａｌｅ Ｄ．
ｍｅｌａｎｇｏｓｔｅｒ ａｆｔｅｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ． Ｃ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｆｅｓｐａｎ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ Ｄ． ｍｅｌａｎｇｏｓｔｅｒ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ． Ｄ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ＭＣＳＯ ｏｎ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｌｅ Ｄ． ｍｅｌａｎｇｏｓｔｅｒ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ａｆｔｅｒ ａｃｕｔｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ
ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（ｎ ＝ ３０）

２􀆰 ５　 ＭＣＳＯ 对失眠果蝇睡眠的影响

由表 ３ 分析可知，雌雄果蝇模型组夜晚睡眠时

间均低于空白组，其差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１），而白天睡眠时间无显著性差异，表明失眠造

模成功。 对失眠模型果蝇喂食 ＭＣＳＯ 后，给药组与

模型组比较，其夜晚睡眠时间延长，差异具有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而与空白组睡眠时间无显著性差异，
表明 ＭＣＳＯ 能够改善雌雄果蝇的失眠情况，具有正

向干预作用。
图 ３ 中黑色线条表示果蝇活动，白色表示睡眠。

黑色线条越高表明单位时间内的活动次数越多，线
条越密集，表示单位时间内果蝇活动越频繁。 通过

图 ３ 可知，图中红框内模型组雌、雄果蝇的夜间活动

量显著高于空白组，ＭＣＳＯ 给药后，果蝇睡眠情况又

接近于空白组。 结合表 ３ 睡眠时间可得，ＭＣＳＯ 可

能是通过减少果蝇夜间活动次数，延长睡眠时长来

改善睡眠剥夺对生物节律的影响。
白天 １２ ｈ 给药组果蝇黑色线条相对空白组密

集，说明喂养 ＭＣＳＯ 后果蝇的活动相较频繁，白天活

动次数升高，结合表 ３ 白天睡眠时间中雄性给药组

果蝇睡眠时间低于空白组，差异具有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 可知 ＭＣＳＯ 能够增强雄性果蝇白天活动

次数。
２􀆰 ６　 江香薷对果蝇嗅觉记忆的影响

结果显示，给药组雌、雄果蝇 １ ～ ９ ｈ 进入无障

碍离心管的数量均高于空白对照组，表明 ＭＣＳＯ 可

改善果蝇的嗅觉记忆能力（图 ４）。
２􀆰 ７　 ＭＣＳＯ 对果蝇抗氧化酶活性的影响

２􀆰 ７􀆰 １　 ＭＣＳＯ 对果蝇 ＳＯＤ 活性的影响

自由基致衰老学说被广泛认为是衰老的主要

机制，环境和内部代谢产生的自由基和相关氧化剂

会对细胞结构和机体功能产生影响，机体自身能够
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　 　 　 　 　 　 表 ３　 ＭＣＳＯ 对 ７ 日龄果蝇睡眠时间的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３２）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｓｌｅｅｐ ｔｉｍｅ ｏｆ ７⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３２）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

平均时间 ／ ｍｉｎ
Ａｖｅｒａｇｅ ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

总睡眠时间
Ｔｏｔａｌ ｓｌｅｅｐ ｔｉｍｅ

白天睡眠时间
Ｄａｙｔｉｍｅ ｓｌｅｅｐ ｔｉｍｅ

夜晚睡眠时间
Ｎｉｇｈｔ ｓｌｅｅｐ ｔｉｍｅ

空白组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

给药组
ＭＣＳＯ ｇｒｏｕｐ

雌
Ｆｅｍａｌｅ ７９０􀆰 １６ ± １０３􀆰 ９８ ２６７􀆰 ８３ ± ８０􀆰 ５２ ５２２􀆰 ３３ ± ５１􀆰 １１

雄
Ｍａｌｅ １０７２􀆰 ９ ± ２１５􀆰 ５３ ４４８􀆰 ３８ ± １３３􀆰 ７９ ６２４􀆰 ５４ ± １０３􀆰 ０３

雌
Ｆｅｍａｌｅ ６０９􀆰 ３３ ± １５２􀆰 ６０ ２０４􀆰 １７ ± ７５􀆰 １７ ４０５􀆰 １６ ± １１２􀆰 ５７∗

雄
Ｍａｌｅ ９４６􀆰 ６７ ± ２５１􀆰 ９１ ４５７􀆰 １６ ± １２２􀆰 ４７ ４８８􀆰 ８６ ± １５５􀆰 ５９∗∗

雌
Ｆｅｍａｌｅ ７７８􀆰 ６０ ± １８５􀆰 ９１ ２０５􀆰 １０ ± ９８􀆰 １１ ５７３􀆰 ５０ ± １１１􀆰 ６１ａａ

雄
Ｍａｌｅ ８９８􀆰 ７８ ± １５８􀆰 ９１ ３２５􀆰 ７１ ± １０７􀆰 ９７∗∗ａａ ５７３􀆰 ０５ ± ６４􀆰 ５７ａ

注：与空白组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组相比，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１．

注：Ａ：雌性果蝇睡眠节律图；Ｂ：雄性果蝇睡眠节律图。

图 ３　 ＭＣＳＯ 对果蝇睡眠⁃觉醒节律的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｌｅｅｐ ｒｈｙｔｈｍ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ． Ｂ． Ｓｅｅｐ ｒｈｙｔｈｍ ｏｆ ｍａｌｅ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ｓｌｅｅｐ⁃ｗａｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ

注：Ａ：雌性果蝇进入无障碍离心管数量变化曲线图；Ｂ：雄性果蝇进入无障碍离心管数量变化曲线图。

图 ４　 果蝇进入无障碍离心管数量变化

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ｅｎｔｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｂａｒｒｉｅｒ⁃ｆｒｅｅ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ｔｕｂｅ． Ｂ． Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｌｅ Ｄ．
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ｅｎｔｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｂａｒｒｉｅｒ⁃ｆｒｅｅ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ｔｕｂｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ｎｕｍｂｅｒｓ ｅｎｔｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ｔｕｂｅ ａｎｄ ｅａｔｉｎｇ ｆｏｏｄ
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通过抗氧化防御系统平衡自由基的破坏作用。 ＳＯＤ
是现代研究中最广泛的用于清除体内自由基的抗

氧化酶［２０］。 由图 ５ 可知雌、雄给药组果蝇 ＳＯＤ 活

性均高于空白组，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），表明

ＭＣＳＯ 能够增强果蝇体内 ＳＯＤ 活性。

图 ５　 ＭＣＳＯ 对果蝇 ＳＯＤ 活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ

２􀆰 ７􀆰 ２　 ＭＣＳＯ 对果蝇 ＣＡＴ 活性的影响

ＣＡＴ 是另一种抗氧化酶，由图 ６ 可知，给药组

雌、雄果蝇 ＣＡＴ 活性均高于空白组，具有显著性差

异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明 ＭＣＳＯ 能够增强果蝇体内 ＣＡＴ
活性。

图 ６　 ＭＣＳＯ 对果蝇 ＣＡＴ 活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ
Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ

２􀆰 ７􀆰 ３　 ＭＣＳＯ 对果蝇 ＭＤＡ 含量的影响

ＭＤＡ 是脂质过氧化的主要产物之一，其水平随

着年龄的增加而升高，可反映自由基对机体的损伤

程度［２１］。 由图 ７ 可知，对果蝇喂食 ＭＣＳＯ 后，雌、雄
果蝇体内 ＭＤＡ 含量均下降，具有极显著性差异（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 结合“２􀆰 ７􀆰 １”与“２􀆰 ７􀆰 ２”结果，ＭＣＳＯ 对

果蝇的抗氧化能力具有正向调控作用。

图 ７　 ＭＣＳＯ 对果蝇体内 ＭＤＡ 含量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＣＳＯ ｏｎ ＭＤＡ ｉｎ Ｄ． ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ

３　 讨论

课题组前期对 ＭＣＳＯ 进行成分分析时发现，其
脂肪酸中 α⁃亚麻酸含量高达 ６７􀆰 ３４％，同时 ＤＰＰＨ
自由基清除率达到 ５８􀆰 １６８％，总抗氧化能力为 ０􀆰 ５
ｍｍｏＬ ／ ｇ，证明 ＭＣＳＯ 具有一定的体外抗氧化能

力［３］。 国外研究报道，亚麻酸对秀丽隐杆线虫具有

氧化应激损伤保护作用并能延长其寿命［２２］。 基于

以上报道，本研究通过对果蝇进行食欲实验、攀爬

实验、抗应激实验并测定体内抗氧化酶活性和 ＭＤＡ
含量来评价 ＭＣＳＯ 的体内抗氧化作用，结果得到，
ＭＣＳＯ 能够增强 ３０ 日龄果蝇的运动能力，提高抗氧

化酶活性、降低体内 ＭＤＡ 含量，且不依赖饮食限制

途径。
本实验通过检测果蝇 ２４ ｈ 活动情况，以平均睡

眠时间和睡眠⁃觉醒节律为观察指标，探究 ＭＣＳＯ 对

失眠模型果蝇的睡眠改善作用。 发现 ＭＣＳＯ 可以延

长果蝇夜间睡眠时间，正向调控失眠果蝇睡眠⁃觉醒

节律。 有临床研究表明，膳食 ｎ⁃３ 多不饱和脂肪酸

摄入量与睡眠量之间存在正相关，ＭＣＳＯ 可能是通

过补充多不饱和脂肪酸这一途径来调节果蝇睡

眠［２３］。 另有研究表明，睡眠和氧化应激之间存在双

向关系，推测 ＭＣＳＯ 可能通过改善果蝇的抗氧化能

力来实现睡眠调节［２４］。
ＰＵＦＡ 能够提高认知障碍患者的学习记忆能力

主要通过减轻炎症反应、增强脑组织抗氧化能力、
增强神经元的突触活性这 ３ 个途径［２５］。 研究表明

含有 ＰＵＦＡ 的香薷籽油具有改善子代小鼠学习记忆

的功能［２６］。 果蝇寿命短暂，平均只有 ４０ ｄ，具有与

人类极为相似的学习记忆构造机理［２７］，在这方面的

缺陷可以通过嗅觉调节过程得到观察［２８］。 研究表

明衰老会导致果蝇中期记忆依赖的合成蛋白受损
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从而导致记忆下降。 在巴普洛夫嗅觉记忆测试中，
３０ 日龄果蝇中避开惩罚性气味的果蝇数量显著性

低于 １０ 日龄果蝇［２９］。 本实验利用这一特点通过对

３０ 日龄果蝇的嗅觉记忆实验，初步考察了 ＭＣＳＯ 是

否具有潜在的改善学习记忆的作用，结果表明

ＭＣＳＯ 能够显著提高进入无障碍离心管的果蝇数

量，认为其具有一定的改善果蝇嗅觉记忆的作用。
以上研究结果为进一步开发利用江香薷籽的

药用价值提供了基础，但其作用机制还有待进一步

探究。
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　 　 【摘要】 　 前列腺癌是男性泌尿生殖系统常见的恶性肿瘤，具有很高的骨转移倾向，约 ７０％的患者死于骨转

移。 小鼠模型是研究前列腺癌骨转移的重要工具，对于前列腺癌骨转移病理生理学机制的阐释，治疗药物的筛选

和评价均具有重要意义。 基于此，本文综述了前列腺癌骨转移小鼠模型的研究进展，归纳构建动物模型方法以及

评价策略，重点总结通过小鼠模型揭示的前列腺癌骨转移发生发展的机制，以期为前列腺癌的骨转移研究提供重

要的实验工具。
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　 　 前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是全球男性中

癌症致死的第二大原因，死亡率仅次于肺癌，其发

生远处转移的概率高达 ７０％，而骨骼是最常见的转

移部位［１］。 前列腺癌骨转移的患者常伴有骨代谢

紊乱、骨痛、病理性骨折、脊髓压迫、高钙血症等并

发症，其生活质量及生存率明显下降［２］。 为了改善

骨转移患者预后不佳的状况，迫切需要深入了解前

列腺癌的恶性生理学行为及其骨转移发生发展的
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机制。 建立临床前小鼠模型，是认识前列腺癌骨转

移病因、机制及筛选药物的重要手段。 本文对现有

的前列腺癌骨转移小鼠模型进行系统总结，分析模

型的优缺点，重点介绍小鼠模型在骨转移分子机制

研究方面的应用进展，以期建立更加贴近临床实际

的骨转移模型，为转移性前列腺癌研究提供更有效

的实验工具。

１　 前列腺癌骨转移的基本特征

前列腺癌骨转移是一个复杂且多阶段的过程，
涉及肿瘤细胞和目标肿瘤微环境的相互作用［３］。
这一过程开始于原发肿瘤细胞对周围组织的侵袭，
并进一步进入血液或淋巴系统［４］。 这些进入循环

系统的肿瘤细胞随后可能在骨骼中定居，增殖或进

入休眠状态，最终形成可见的转移性肿瘤［５］。
肿瘤细胞在骨微环境中通过一系列复杂的机

制引发恶性循环，导致骨重塑异常和肿瘤转移［６］。
这些机制包括肿瘤细胞分泌的可溶性因子，如核因

子受体激活因子⁃κＢ 配体（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ＮＦ⁃
κＢ ｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）、甲状旁腺素相关肽（ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ
ｈｏｒｍｏｎｅ⁃ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＰＴＨｒＰ ）、 肿瘤坏死因子

（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）等［７－９］，这些因子既可直

接促进破骨细胞的分化和活性，也可激活成骨细

胞，释放白介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）和 ＲＡＮＫＬ 等

因子，间接增强破骨细胞的骨吸收能力。 此外，骨
的脱矿作用释放的转化生长因子 β （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，ＴＧＦ⁃β）、胰岛素样生长因子（ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ）和钙离子等同样为肿瘤细胞

的生长提供了支持［７－９］。
此外，免疫系统在调节肿瘤进展中可能发挥作

用，如 Ｔｈ１７ 细胞释放的 ＲＡＮＫＬ 和 ＴＮＦ 促进骨吸

收，以及转移性前列腺癌患者血液中的抗肿瘤自然

杀伤细胞受到抑制［１０］。 免疫系统在转移中的确切

作用尚未明确且缺乏相应的动物模型。 因此需要

有效的临床前模型来阐明潜在机制，并识别新的治

疗靶点。

２　 前列腺癌骨转移模型的建立

在前列腺癌骨转移模型的构建过程中，细胞系

的种类和注射方式至关重要，是影响模型成功的重

要因素［１１］。 深入理解这些因素的利与弊对于揭示

前列腺癌转移发生的机制、开发新的治疗策略以及

药物评估具有重要的意义。

目前，前列腺癌骨转移小鼠模型的制作方法大

体分为 ３ 类：左心室注射、胫骨注射和尾静脉注射。
不同的注射方式具有不同器官的转移倾向，因此在

选择器官荷瘤时，应尽可能准确地模拟转移过程。
２􀆰 １　 左心室注射

左心室注射，即将具有高转移潜能的肿瘤细胞

系注射至胸骨左侧第二、三肋间处。 当观察到鲜红

血液喷射涌出进入针管，并且回血液面随着小鼠心

率搏动上下起伏时，即可定义为左心室注射成功。
其是一种常用的技术手段，能模拟肿瘤细胞经血道

转移后在骨和骨髓中锚定、增殖并导致骨质重构的

过程。 ＴＡＮＡＫＡ 等［１２］ 将前列腺癌细胞通过左心室

注射无胸腺裸鼠体内，利用了先进的生物发光成像

（ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ，ＢＬＩ）技术来监测肿瘤细

胞的播散和进展，注射后通过 ＢＬＩ 确认了心内接种

模型构建成功，并观察到荧光素酶标记的细胞已分

散到全身，基于该模型，重点探讨 Ａｘｌ 通路在前列腺

癌骨转移及其相关骨骼重塑中的潜在作用。 此外，
超声引导下的左心室内注射人肺癌细胞也能有效

提高建模成功率，较真实地模拟临床肺癌患者骨转

移的生物学特性［１３］。 这表明，无论是前列腺癌还是

肺癌，左心室注射技术都是建立骨转移模型的有效

方法。 该方法建立的骨转移模型在转移部位、生长

状况、病理形态和影像学表现上与临床相似。 基于

该方法建立的模型，研究人员能够进行疾病机制研

究、药物筛选评估、发现生物标志物、开发治疗策略

等多种生物学和药理学研究。 但此方法操作难度

大，构建周期长，小鼠死亡风险高。
２􀆰 ２　 胫骨注射

胫骨注射直接将前列腺癌细胞悬液从胫骨头

关节窝注射入骨髓腔。 与左心室注射相比，该方法

操作简单，构建周期短，能够很好地模拟癌症晚期

的骨转移状态，但无法模拟肿瘤血导转移的过程，
适用于研究肿瘤细胞与骨微环境之间的相互作用

以及肿瘤细胞的骨转移潜能。 ＬＥＥ 等［１４］ 成功构建

前列腺癌胫骨原位移植瘤模型，发现血管生成剂

ｒｈＬＫ８ 能够有效抑制前列腺癌细胞在裸鼠体内的生

长和转移。 此外，其他研究也表明，不同部位的骨

转移模型可以通过类似的方法构建，例如股骨和腰

椎内注射，这些方法同样可以成功诱导肿瘤的形成

和转移［１５］。 这些模型能够较好的模拟前列腺癌在

骨骼微环境中的生长与转归情况，为研究前列腺癌

的骨转移提供了适宜的平台。 然而，这种方法存在
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一定的局限性，例如无法完全模拟肿瘤的全身性、
多发性、成骨性等特点。
２􀆰 ３　 尾静脉注射

尾静脉注射，主要是肿瘤细胞经尾静脉注射后

通过肺部的毛细血管网进入动脉血液循环系统，多
形成肺转移，后期可能会造成远端器官的转移。 该

方法操作简单，但其得到的模型与人类前列腺癌的

实际转移路径不完全一致，因为人类前列腺癌更倾

向于骨转移。 真核翻译起始因子 ５Ａ２ （ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ５Ａ２，ｅＩＦ５Ａ２）是一种诱导

ＰＣａ 细胞中上皮间质转化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的延伸因子。 ＺＨＥＮＧ 等［１６］ 通过尾

静脉注射成功构建前列腺癌肺转移模型，结果发现

ｅＩＦ５Ａ２ 能够显著促进前列腺癌细胞体内转移。 尽

管尾静脉注射方式构建的前列腺癌肺转移模型在

研究前列腺癌转移机制方面具有一定的价值，但由

于人类前列腺癌更倾向于发生骨转移。 未来的研

究需要进一步探索前列腺癌细胞转移的具体机制，
特别是骨转移的分子机制，以便为前列腺癌的诊断

和治疗提供更多的信息和策略。
总之，以上 ３ 种方法建立的动物模型各有其独

特的应用价值，需根据不同实验目的，选择合适的

造模方法，为研究前列腺癌骨转移的机制提供有效

的实验平台。

３　 基于骨转移小鼠模型研究前列腺癌
骨转移机制

　 　 前列腺癌骨转移是前列腺癌晚期常见的并发

症，在前列腺癌骨转移过程中，恶性前列腺癌细胞

扮演着关键角色［１７］。 其通过改变自身表型，如减少

与周围细胞的粘附力，提高细胞迁移性和侵袭力，
从而推动骨转移的发生［１８］。 同时，骨骼微环境释放

的趋化因子可吸引前列腺癌细胞向骨组织转移，而
癌细胞通过分泌特定的细胞因子来进一步调节其

定植环境，使之更利于自身的存活与增殖［１９］。 这种

细胞与微环境之间的相互作用，进一步导致了骨骼

结构与功能的转变。 此外，促进前列腺癌恶性进展

的细胞分子在骨转移中也发挥了重要作用。
３􀆰 １　 ＲＡＮＫＬ 在前列腺癌骨转移中的作用

前列腺癌细胞通过血液循环进入骨髓，随后肿

瘤细 胞 释 放 的 因 子 促 进 成 骨 细 胞 高 表 达

ＲＡＮＫＬ［２０］。 ＲＡＮＫＬ 与破骨细胞表面的核因子⁃κＢ
受体活化因子（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ，ＲＡＮＫ）

结合激活破骨细胞，导致骨基质的降解和溶骨性改

变［２１］。 破骨细胞表达的 ＲＡＮＫＬ 与 ＲＡＮＫ 结合来

调节骨重塑，促进破骨细胞的活化和未成熟破骨细

胞分化［２２］。
在一项研究中，将前列腺癌细胞 ＰＣ⁃３ 注射到雄

性 ＣＢ１７ 重 度 联 合 免 疫 缺 陷 （ ｓｅｒｖｅｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｉｍｍｕｎｅ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＳＣＩＤ） 小鼠的胫骨内。 研究发

现，由于 ＰＣ⁃３ 在骨骼内增殖，宿主基质中的 ＲＡＮＫＬ
在全身和局部均被诱导表达，并以 ＲＡＮＫＬ 依赖性

方式促进癌细胞侵袭［２３］。 局部分化的 ＲＡＮＫＬ 以转

移性组织特异性方式在细胞迁移中发挥关键作用。
这些发现揭示了 ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ 在骨相关肿瘤中的

直接作用，并证明了其作为新的治疗方式靶点的

潜力。
３􀆰 ２　 ＥＭＴ 在前列腺癌骨转移中的作用

ＥＭＴ 是肿瘤转移的先决条件，在多种因素和转

录因子的诱导下，肿瘤细胞获得间充质表型，这不

仅降低了上皮细胞间的粘附力，也增强了它们对基

底膜的侵袭能力，进而促进了肿瘤的播散和转

移［２４］。 与 ＥＭＴ 相关的蛋白，例如 ＰＴＨｒＰ、蜗牛蛋白

（ｓｎａｉｌ）、 波 形 蛋 白 （ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ）、 Ｅ⁃钙 粘 蛋 白 （ Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ）等具有多种生理功能，主要通过促进骨吸

来推动癌症的进展， 尤其是在骨骼浸润方面。
ＯＮＧＫＥＫＯ 等［２５］在 ＤＵ１４５ 细胞中过表达 ＰＴＨｒＰ 的

１⁃１４１ 或 １⁃１７３ 亚型时，Ｓｎａｉｌ 和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达上调，
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 下调。 将这些过表达 ＰＴＨｒＰ 的 ＤＵ１４５
细胞注射到裸鼠的胫骨中，会引起严重的骨破坏，
而亲本 ＤＵ１４５ 细胞几乎不会造成骨骼破坏。 这些

研究表明 ＰＴＨｒＰ 可能通过 ＥＭＴ 促进前列腺癌的骨

转移。 ＰＵＴＺＫＥ 等［２６］ 基于 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达从

ＤＵ１４５ 细胞系中衍生出 ３ 种稳定的等基因细胞系

Ｓ⁃ＤＵ１４５（间充质亚系）、Ｒ⁃ＤＵ１４５（上皮亚系）、Ｔ⁃
ＤＵ１４５，并将它们注射到 ＳＣＩＤ 小鼠胫骨中，结果显

示，上皮亚系的细胞生长最活跃，而间充质亚系则

不生长。
这些结果表明 ＥＭＴ 在前列腺癌骨转移中起着

至关重要的作用，其与肿瘤的侵袭性和转移性密切

相关，了解 ＥＭＴ 在前列腺癌骨转移中的作用对于开

发新的治疗策略和改善患者预后具有重要意义。
３􀆰 ３　 翼状蛋白（ｗｉｎｇｌｅｓｓ ａｎｄ Ｉｎｔ⁃１，Ｗｎｔ）在前列腺

癌骨转移中的作用

Ｗｎｔ 是一类含有丰富半胱氨酸的糖蛋白，其活

性常常受到内源性拮抗蛋白（ｄｉｃｋｋｏｐｆ⁃１，ＤＫＫ⁃１）的
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调节。 Ｗｎｔｓ 蛋白在胚胎期骨骼的形成中发挥关键

作用［２７］。 此外，Ｗｎｔｓ 已被证明具有自分泌肿瘤促

进功能，包括增强细胞增殖和抑制细胞凋亡［２８］。
ＤＫＫ⁃１ 是典型 Ｗｎｔｓ 的特异性抑制剂，ＨＡＬＬ

等［２９］通过使用空载体或含有 ＤＫＫ⁃１ 基因的载体，
成功的在 Ｃ４⁃２Ｂ 细胞中稳定转染并阻断 Ｗｎｔ 信号

活性。 然后，这些细胞被注射到雄性 ＣＢ１７ 严重联

合免疫缺陷小鼠的胫骨中，以评估前列腺癌衍生的

ＤＫＫ⁃１ 表达对骨转移过程的影响。 研究发现 Ｗｎｔ
有助于前列腺癌诱导成骨细胞活性的机制，同时表

明 ＤＫＫ⁃１ 和 Ｗｎｔ 表达之间的平衡在前列腺癌骨转

移病变发展中的意义，决定了特定时间点上哪种类

型的骨病变占主导地位。
受体酪氨酸激酶样孤儿受体 ２（ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｋｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｏｒｐｈａｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，ＲＯＲ２）是一种非经典

的 Ｗｎｔ 受体，在骨骼形态发生、成骨细胞分化和骨

形成中起关键作用［３０］。 ＴＳＥＮＧ 等［３１］ 将 ＰＣ⁃３ 细胞

直接注射到裸鼠的前列腺中。 研究发现，ＲＯＲ２ 通

过调节 ＰＩＡＳ３⁃ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ２ 信号轴有效抑制了前列

腺癌的转移。 这些发现为深入理解 Ｗｎｔ 在前列腺

癌骨转移中的作用机制提供了新的视角。
３􀆰 ４　 肿瘤细胞、成骨细胞、破骨细胞之间的相互

作用

肿瘤和骨骼之间存在着一种恶性循环的相互

作用。 肿瘤细胞分泌的因子能够激活骨细胞，而骨

细胞则释放生长因子和细胞因子反过来作用于肿

瘤细胞。 它们依赖于这种粘性循环，即癌细胞⁃微环

境的相互作用，从而在骨骼中形成明显的转移灶。
ＪＩＮ 等［３２］将核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，

ＮＦ⁃κＢ）激活的 ＬＮＣａＰ⁃ＥＥ 细胞通过胫骨内注射移

植到雄性无胸腺裸鼠（ＢＡＬＢ ／ ｃ 菌株）骨骼中。 与此

同时，使用空载体（ＬＮＣａＰ⁃ＥＶ）感染的 ＬＮＣａＰ 细胞

作为对照组。 结果发现，ＮＦ⁃κＢ 激活的 ＰＣａ 细胞能

够促进破骨细胞的分化，进而为肿瘤细胞在骨转移

性 ＰＣａ 中的生存、增殖和病理性骨重塑提供适宜的

微环境。
ＭＯＲＲＩＳＳＥＹ 等［３３］将 ＰＣ⁃３ 细胞注射到 ＳＣＩＤ 小

鼠的胫骨中，导致溶骨性病变，研究团队探究了肿

瘤细胞本身是否也表达这些破骨细胞分化的细胞

因子。 结果显示，肿瘤细胞表达的 ＩＬ⁃６ 能够促进前

列腺癌骨转移瘤的破骨细胞反应。 此外，破骨细胞

因子的局部表达以及成骨细胞与破骨细胞前体细

胞之间的受体相互作用，在前列腺癌肿瘤中破骨细

胞的形成过程中起着至关重要的作用。
３􀆰 ５　 骨环境分泌的细胞因子在前列腺癌骨转移中

的作用

在骨骼微环境中，骨基质和骨髓细胞可分泌大

量细胞因子，这些因子为前列腺癌细胞的生长提供

导向。 这些因子不仅能够介导细胞间的相互作用，
还能调节肿瘤的增殖、侵袭、转移、激活血管生成等

多种生理功能。
ＴＧＦ⁃β 和 骨 形 态 发 生 蛋 白 质 （ ｂｏｎｅ

ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）通路可调节破坏性溶解

性骨病变的骨生长和吸收［３４］。 ＳＴＲＡＩＧＮ 等［３５］研究

表明，具有溶解性或母细胞性病变的人类前列腺癌

骨转移的临床样本中显示了不同的 ＢＭＰ 与 ＴＧＦ⁃β
信号转导，表明 ＢＭＰｓ 对骨稳态表现出明显的影响，
通过胫骨内注射 ＭＹＣ⁃ＣａＰ 小鼠前列腺细胞系到

ＦＶＢＮ 同基因小鼠中，继续在已建立的骨转移损伤

模型中测试 ＢＭＰ 抑制。 ＢＭＰ 受体小分子拮抗剂

ＤＭＨ１ 治疗的小鼠在不影响肿瘤生长的情况下，小
梁骨适度减少，循环中的淋巴细胞减少，证明了对

骨转移性前列腺癌中 ＢＭＰ 抑制的特殊反应。
ＩＧＦ 是骨骼中最丰富的生长因子，是正常骨骼

发育和功能所必需的。 ＩＧＦ 通过激活胰岛素生长因

子⁃１ 受体（ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＩＧＦ⁃
１Ｒ）和变异胰岛素受体促进癌症进展、侵袭性和耐

药性，ＩＧＦ 与骨生物学特别相关，有助于骨转移瘤的

归巢、休眠、定植和扩增。 ＫＭ１４６８ 是一种抗 ＩＧＦ⁃１ ／
２ 抗体，可抑制前列腺癌细胞向植入的成人骨骼转

移发展和进展［３６］。 ＧＯＹＡ 等［３７］ 将人前列腺癌细胞

（ＭＤＡ ＰＣａ ２ｂ）注射到人类成人骨骼中，植入非肥胖

糖尿病 ／严重联合免疫缺陷小鼠体内，ＫＭ１４６８ 在注

射前列腺癌细胞前或注射后 ４ 周给予，结果发现

ＫＭ１４６８ 显著抑制新发骨肿瘤的发展和已建立的肿

瘤病灶的进展，这表明骨转移可能反映了 ＩＧＦ 依赖

性。 因此，ＩＧＦ 轴的治疗靶向可能为治疗骨转移提

供一种有效的方法。
基质细胞衍生因子⁃１（ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ⁃

１，ＳＤＦ⁃１）是一种由骨髓基质细胞分泌的趋化因子，
在前列腺癌的转移组织中高表达［３８］。 ＳＵＮ 等［３９］ 将

转移性前列腺癌 ＰＣ⁃３ 细胞注射到无胸腺雄性小鼠

的左心室中构建骨转移模型。 观察到 ＳＤＦ⁃１ 受体

ＣＸＣＲ４ 的抗体阻断了 ＰＣ⁃３ 诱导的转移，以及先前

观察到的 ＳＤＦ⁃１ 抗体在体外减少了 ＰＣ３ 增殖。 表

明阻断 ＣＸＣＲ４ 可抑制对骨骼中前列腺癌的生长。
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因此，将 ＰＣ⁃３ 细胞通过胫内注射到裸鼠体内，阻断

ＳＤＦ⁃１ 受体 ＣＸＣＲ４ 可抑制 ＰＣ⁃３ 衍生肿瘤的发展。
此外，研究表明，骨转移瘤的发展依赖于 ＳＤＦ⁃１ 的生

长。

４　 总结与展望

前列腺癌的进展是一个复杂过程，受多种因素

影响。 建立一个能够准确反映人体前列腺癌发展、
转移过程的临床前小鼠模型，对于深入理解其发生

机制、转移机制、预防、诊断、药物开发和治疗具有

重要意义。 根据研究目标，选择合适的小鼠模型至

关重要。 然而，现有的前列腺癌骨转移小鼠模型尚

存在不足，可以通过以下策略来提升模型的有效性。
４􀆰 １　 创制新的模型展现肿瘤的异质性

异质性是肿瘤细胞的基本特征，通过改进模型

来更好地模拟肿瘤内部不同细胞群体之间的相互

作用，从而可以更准确的揭示骨转移的机制。 比

如，开发人源性肿瘤异种移植模型 （ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌ，ＰＤＸ），该模型能够更好地保

留原始肿瘤的特征，提供更接近临床情况的模

型［４０］。 在模型中考虑骨微环境因素，如成骨细胞、
破骨细胞、骨髓基质细胞和细胞外基质等，因为它

们与肿瘤细胞的相互作用对骨转移有重要影响。
还有，采用肿瘤类器官 （ ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ，
ＰＤＯ）也能够模拟原始肿瘤的微观结构和细胞异质

性，可以用于研究肿瘤微环境中的细胞间相互作

用。 另外，由于不同肿瘤细胞系具有各自不同的特

征，可以综合使用多个肿瘤细胞系，更好地模拟肿

瘤内部的异质性。 通过上述策略，研究人员可以更

准确地模拟肿瘤的异质性，从而更好地理解前列腺

癌骨转移的生物学特性，发展个性化治疗方法，并
提高药物开发的成功率。
４􀆰 ２　 综合使用不同类型的模型模拟前列腺癌骨转

移的复杂性

由于前列腺癌骨转移发生的复杂性，单一模型

无法有效阐释其发生进展的机制，需要多种模型的

综合应用。 如体外细胞模型、３Ｄ 培养模型和共培养

模型、体内肿瘤细胞移植模型和 ＰＤＸ 模型的综合使

用，可以更全面地模拟前列腺癌骨转移的复杂性。
通过上述体外模型和动物模型的联合使用，可以有

效展示肿瘤细胞与骨微环境之间的相互作用、骨重

塑过程中的异常信号通路以及肿瘤细胞对药物的

耐药性等，从而有助于从分子层面更好地理解肿瘤

转移的机制。
４􀆰 ３　 结合分子影像技术有效评估骨转移的发生

新型的分子影像技术，如活体成像，Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ
和多模态核素成像均可有效评估前列腺癌骨转移

的发生发展。 这些技术能够非侵入性地观察肿瘤

细胞在体内的动态变化，包括肿瘤的大小、位置以

及是否有新的转移灶形成，能够帮助研究者及时调

整干预方案。 如１８Ｆ⁃ＮａＦ ＰＥＴ⁃ＣＴ，可实时监测肿瘤

的生长和转移，在骨转移的检测中表现出较高的敏

感性，从而更精确地评估治疗效果［４１］。
理想的前列腺癌骨转移模型需要更加准确地

模拟临床前列腺癌骨转移的过程，可以为疾病的理

解和治疗提供新的视角和方法。 相信随着模型创

制技术的不断完善和应用，未来的小鼠模型会与人

的相似度越来越高，可以更加准确地阐释前列腺癌

骨转移发生的机制，从而可能开发出更加有效的治

疗策略，改善前列腺癌患者的生存率和生活质量。
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《中国比较医学杂志》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，《中国比较医学杂志》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）综合性医药卫

生类的核心期刊！
《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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据，建立出能够模拟人类窦房结功能紊乱的动物模型具有重要价值。 本文从动物选择、造模原理及方法、模型评价
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　 　 病态窦房结综合征（ ｓｉｃｋ ｓｉｎｕｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＳＳ）
又称窦房结功能障碍（ｓｉｎｕｓ ｎｏｄｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＳＮＤ），
冲动形成障碍或者冲动传导障碍引起一系列异常

节律。 ＳＳＳ 患者有心悸、乏力、头昏眼花、反应迟钝

等症状， 严重者可引起短暂黑蒙、 晕厥甚至死

亡［１－２］。 美国流行病学研究预测表明，窦房结功能

紊乱病例数量将从 ２０１２ 年的 ７８ ０００ 例可能增加到

２０６０ 年的 １７２ ０００ 例［３］。 目前常规的构建 ＳＳＳ 动物

模型的方法主要分为促衰老法、促纤维化法、促炎、氧
化应激法、刺激自主神经法以及基因突变法。 但是在

构建 ＳＳＳ 模型的过程中，动物种类的选择以及模型评

价指标的确定也是尤为重要。 下面就 ＳＳＳ 模型动物

的选择、造模原理以及方法、评价指标的选择进行综

述，以期建立更符合临床病证特点的 ＳＳＳ 动物模型，
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旨在为科研及临床相关研究提供进一步的指导。

１　 动物模型选择

小鼠［３－４］、大鼠［５］、斑马鱼［６－７］、兔［８－１１］、犬［１２］ 等

是常用于制作 ＳＳＳ 模型的动物，小鼠的品系主要是

选择 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，大鼠品系主要选择 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠

和 ＳＤ 大鼠。 大小鼠等虽然在人类种属同源性和生

理生化特性的接近程度上略差于大动物（如猴、猪
等），但是由于心率较快，心电图图形较为稳定，变
异性小，造模后心率变化也更加明显，日常饲养易

管理，成为目前最常用的造模动物。 但啮齿类动物

体积较小，对于窦房结（ ｓｉｎｕｓ ｎｏｄｅ，ＳＡＮ）的观察存

在一定的难度，而兔、犬心脏体积较大，对于 ＳＡＮ 的

观察也较为清晰明了，但饲养管理较小型啮齿类相

对困难、价格高昂，实验应用较啮齿类少。 斑马鱼

模型是近期应用较为广泛的实验动物，并且斑马鱼

有成功构建 ＳＳＳ 模型的报告［６］，由于斑马鱼的胚胎

和成人心率以及动作电位的形状、持续时间非常相

似，使用吗啡寡核苷酸还可以实现快速有效的基因

特异性敲除，适合大规模遗传研究，能够快速发现

新的遗传致病因素［６］。 斑马鱼在心脏研究中另外

一个主要优势是其胚胎是透明的，可以高效的评估

心脏发育、心率分析和表型表征。 但斑马鱼心脏形

态为两腔，且为冷血动物，心率随着所处环境温度

的变化而产生巨大差异，因此斑马鱼作为 ＳＳＳ 模型

有较大争议。 综合饲养环境、经济成本、种属以及

造模后特征等因素，目前相对最优的 ＳＳＳ 模型候选

仍为啮齿类动物。

２　 造模原理及方法

ＳＳＳ 的发生既有退行性特发性纤维化、心脏重

构等内在因素，也有药物治疗、代谢异常等外在因

素，因此明确 ＳＳＳ 的病理生理特征有助于更好的构

建 ＳＳＳ 动物模型。
２􀆰 １　 衰老

流行病学调查显示，人类 ＳＳＳ 的平均发病年龄

在 ７３ ～ ７６ 岁之间，且发病率会随着年龄的增长逐

渐提高，衰老诱导的 ＳＡＮ 退化是 ＳＳＳ 产生的一个重

要风险因素［１３］。 研究使用衰弱指数（ ｆｒａｉｌｔｙ ｉｎｄｅｘ，
ＦＩ）对年轻和老年小鼠进行量化，发现 ＦＩ 的变化与

ＳＡＮ 恢复时间、传导速度、间质纤维化和基质金属

蛋白酶的表达密切相关［１４－１５］。 衰老导致的起搏速

度减慢是由多种机制组合引起的，包括起搏细胞、

通道蛋白（ＨＣＮ４、Ｃａｖ１􀆰 ２ 和 Ｎａｖ１􀆰 ５ 等）的减少以及

组织纤维化的增加等［４］。 随着年龄的增长，ＳＡＮ 的

功能会逐渐受损，从而影响心脏的正常搏动，心率

下降［１６］。 Ｋｌｏｔｈｏ 具有抗衰老的特性，随着年龄的增

加，其表达水平也随之下降，基因多态性会影响并

预测心血管疾病的风险［１７］，小鼠 Ｋｌｏｔｈｏ 基因的表达

缺陷类似人类的衰老，ＴＡＫＥＳＨＩＴＡ 等［１８］ 研究发现

Ｋｌｏｔｈｏ 基因敲除导致的 ＳＡＮ 功能异常，并且该基因

只在相应的 ＳＡＮ 区域表达，Ｋｌｏｔｈｏ 敲除基因小鼠在

３ 周龄前发育正常，３ 周龄后机体活跃度下降，并在

８、９ 周过早死亡［１９］，临床症状与人 ＳＳＳ 一致，符合

衰老导致的 ＳＳＳ 模型。 基于此可以初步判定与年龄

相关的功能和形态变化会影响 ＳＡＮ 功能［１４］。 此外

就是从自然衰老的动物中筛选心率显著降低的个

体作为研究 ＳＳＳ 的动物模型，但是由于该方法获得

的合格动物数量较少，无法用于大规模实验。
２􀆰 ２　 纤维化

纤维组织在维持 ＳＡＮ 的正常起搏以及传导功

能方面发挥着至关重要的作用，纤维组织的存在保

证了 ＳＡＮ 功能的完整性［２０］。 但当 ＳＡＮ 组织过度纤

维化时， 会损害动作电位的产生和传导， 导致

ＳＮＤ［２１］。 纤维化的病理变化主要涉及成纤维细胞

的激活和细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的

过度分泌，ＳＳＳ 的发病机制可能与 ＳＡＮ 纤维化过程

中胶原纤维束破坏心肌细胞之间的连接有关，射频

消融、化学损伤、促纤维化分子以及炎症的激活等

许多因素都可以达到此类的损伤，从而导致功能和

电生理异常［２１－２２］。
射频消融法是通过向 ＳＡＮ 区（上腔静脉与右心

耳交界处）发放射频电流，提升 ＳＡＮ 周边组织温度，
局部的心肌细胞发生脱水、凝结、蛋白变性，形成一

个边界清晰的坏死灶，从而建立 ＳＳＳ 模型［２３］。 化学

损伤是利用甲醛［５］、氢氧化钠［２４－２５］等化学物质腐蚀

ＳＡＮ，使 ＳＡＮ 周围组织发生纤维化的改变，从而延

长电传导时间。 化学损伤法处理大鼠以及小鼠相

对难度较大，因为大鼠和小鼠体积较小，且 ＳＡＮ 的

解剖位置处于肺叶和胸腺覆盖之下，用化学试剂处

理过程中不可避免的会损伤到右肺叶和胸腺，导致

造模完成撤下呼吸机后表现出较高的死亡率。
ＺＨＯＮＧ 等［２６］在应用化学损伤法的时候，优化了小

动物在化学试剂损伤 ＳＡＮ 时对右肺叶和胸腺的损

伤，进行精确按压渗透法，通过心率、存活率以及病

理染色证明 ＳＡＮ 损伤后心率降低 ３１％ ～ ４０％的大

９９１１



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ９ 月第 ３２ 卷第 ９ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ９

鼠 ＳＳＳ 模型是可持续和稳定的，具有指导意义。 相

较于大鼠和小鼠，化学损伤法在兔和犬的实验中，
成功率则能大大提高，因此在选用化学损伤造模的

时候，应该注意造模动物的选择。
促纤维化分子以及炎症的激活主要是通过应

用血管紧张素（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ，ＡｎｇⅡ）来实现。 目前

已有研究证明，注射 ＡｎｇⅡ可以通过激活 ＡＫＴ ／
ｍＴＯＲ 信号通路的磷酸化来抑制自噬，从而激活成

纤维细胞并诱导 ＥＣＭ 过度分泌［２７］，注射 ＡｎｇⅡ还

可以激活 ＮＡＤＰＨ 氧化酶，活化的 ＮＡＤＰＨ 氧化酶催

化产生的活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）在许

多生理学过程中都起着重要作用，ＲＯＳ 参与细胞的

氧化还原信号传导、细胞生长和死亡等生物过程的

调控，从而导致 ＳＡＮ 细胞氧化、凋亡，发生 ＳＮＤ［２８］。
虽然这种方法可以成功诱导心率减慢，模拟 ＳＡＮ 变

性，但该方法已被发现会引起高血压及心力衰

竭［２９］。 皮下微量渗透泵注射 ＡｎｇⅡ较直接破坏

ＳＡＮ 是一种更好的方法，但 ＡＬＺＥＴ 皮下微量渗透泵

的高成本也限制了其应用，特别是对于一些资金不

足的研究小组。
２􀆰 ３　 炎症和氧化应激

炎症和氧化应激会破坏 ＳＡＮ 的稳定性，并导致

不可逆转的功能损害［３０］。 对于 ＳＡＮ 细胞而言，炎
症和氧化应激可以通过缺血、缺氧和细胞毒性刺激

实现［３１］。 ＣＨＡＮＧ 等［３２］ 研究发现氧化应激可能导

致离子通道的变化，导致心律失常和 ＳＮＤ。 ＲＯＳ 在

ＳＡＮ 细胞中积累也是 ＳＳＳ 的一个重要机制［３］，高水

平的 ＲＯＳ 介导能显著降低细胞的离子通量和膜离

子泵功能，从而严重影响 ＳＡＮ 的功能［３３］。 基于炎

症以及氧化应激原理建立 ＳＳＳ 模型方法主要是 ＳＡＮ
动脉结扎法以及皮下注射 Ｄ⁃半乳糖法。

缺血再灌注损伤 ＳＡＮ 区域符合临床病理改变，
尤其是与心肌梗死或冠心病后心动过缓患者发生

的病理改变一致［３４－３５］。 由于 ＳＡＮ 的血液主要是右

冠状动脉提供，结扎 ＳＡＮ 动脉期间，能够激活大量

中性粒细胞，ＳＡＮ 动脉结扎解除后，炎症级联激活

会加重梗死的损伤，最终导致 ＳＡＮ 细胞凋亡［５］。
ＺＨＡＮＧ 等［５］研究发现用缺血再灌注方法的模型中

发现 ＨＣＮ４ 和 ＳＣＮ５Ａ 表达下降，这表明 ＳＡＮ 动脉

结扎法可能通过损害离子通道蛋白表达以降低起

搏速度。 但是在复现模型时，彭杰等［１１］ 发现在解除

ＳＡＮ 动脉结扎 １ 周后，心率恢复至正常，病理可见

ＳＡＮ 区域新生血管形成，未见间质增生［１１，３６］。 为解

决此类情况，ＺＨＡＮＧ 等［５］ 在缺血再灌注后给予动

物连续服用了 ２ 周的普萘洛尔，从而避免模型动物

自我修复。 由此可知通过延长 ＳＡＮ 动脉结扎时间

以及给予药物维持低心率或许可以提高 ＳＳＳ 模型的

成功率。
氧化应激是 Ｄ⁃半乳糖（Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｄ⁃Ｇａｌ）诱导

ＳＡＮ 退化的重要机制，过量的 ＲＯＳ 还会导致相关离

子通道功能障碍，导致 ＳＮＤ。 Ｄ⁃Ｇａｌ 水平过高会改

变氧化酶活性并产生氧化产物，导致细胞代谢紊

乱。 过量的 Ｄ⁃Ｇａｌ 与蛋白质或肽的游离氨基酸基团

形成晚期糖基化终末产物（ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ），从而导致机体衰老［３７］。 张恒等［４］

研究发现 Ｄ⁃Ｇａｌ 的应用不仅成功的导致人诱导多能

干细胞来源的心肌细胞（ ｈｕｍａｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｈｉＰＳＣ⁃ＣＭｓ）搏动功

能障碍，而且还诱导机体衰老从而导致 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠 ＳＡＮ 变性。 ＺＨＡＮＧ 等［３］ 研究发现 Ｄ⁃Ｇａｌ 能够降

低心脏收缩能力和器官灌注量，提高 Ｂ 型钠尿肽

（Ｂ⁃ｔｙｐｅ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）水平，且导致心率

下降，这种现象类似于变时性功能障碍，表明可能

已经发生了 ＳＮＤ。 通过 Ｍａｓｓｏｎ 染色发现 Ｄ⁃Ｇａｌ 导
致 ＳＡＮ 和心肌的显著纤维化，这表明 Ｄ⁃Ｇａｌ 诱导心

脏退行性病变，导致 ＳＡＮ 和心脏功能障碍。 此外 Ｄ⁃
Ｇａｌ 能够显著下调 ＳＡＮ 中环化核苷酸调控阳离子通

道 蛋 白 亚 型 ４ （ ｈｙｐｅｒｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｙｃｌｉｃ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｇａｔｅｄ ｃａｔｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌｓ ４，ＨＣＮ４）的表达，这
种 现 象 与 超 极 化 激 活 的 阳 离 子 通 道

（ｈｙｐｅｒｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｔｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ，Ｉｆ）通道的

损害有关，这被认为是 ＳＮＤ 的主要原因。 氧化应激

指标和二氢乙锭（ ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ）染色结果

表明，Ｄ⁃Ｇａｌ 不仅诱导小鼠产生氧化应激，还会导致

ＲＯＳ 在 ＳＡＮ 中显著积累。 综上，Ｄ⁃Ｇａｌ 诱导的 ＳＳＳ
模型与衰老导致的 ＳＳＳ 机制相符，通过诱导窦房结

衰老模拟退行性病变，符合人源化疾病模型标准，具
有模型可靠、成功率高、费用低廉、易于获取、成模周

期短的特点，是目前较为科学也是最新的造模方法，
成功突破该领域动物模型复制的诸多门槛与限制。
２􀆰 ４　 自主神经功能障碍

自主神经系统通过神经纤维与 ＳＡＮ 相连，与心

率 有 密 切 的 关 系。 心 率 变 异 性 （ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ
ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ，ＨＲＶ）受到自主神经系统的影响，代表逐

次心跳周期差异的变化情况，ＨＲＶ 的降低反映自主

神经功能紊乱［１５，３８］。 临床研究表明，不仅 ＳＳＳ 患者
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的 ＨＲＶ 下降，通常与衰老相关的心房颤动和心力衰

竭等疾病也会导致 ＨＲＶ 的下降［３９］。 ＨＲＶ 指标随

年龄增长而下降，对于评估心血管系统的健康很重

要，反映了心脏活动自主调节功能的减弱［４０］。 对于

因迷走神经张力过大引起的严重症状性心动过缓

的成年人，心脏神经消融术被认为是一种有前途的

治疗选择［４１］。 通过进行心脏神经节丛消融可以改

善症状性窦性心动过缓患者的长期窦性窦率增加

并改善生活质量［４２－４３］。 基于此原理建立的 ＳＳＳ 动

物模型为刺激迷走神经法。 迷走神经受到刺激释

放乙酰胆碱作用于心肌细胞膜的 Ｍ 型胆碱能受体，
激活 ＳＡＮ 细胞的钾通道，抑制四相的内向电流 Ｉｆ 以
及钙通道，导致 ＳＡＮ 功能异常，心率减慢，房室传导

速度减慢［１２，１４］。 用迷走神经刺激法制作慢性心律

失常的动物模型虽然比较困难，但费用低、易于控

制、较适用于大型的动物。
２􀆰 ５　 其他

此外越来越多的研究表明 ＳＳＳ 的发生与其所编

码的离子通道发生的基因变异有关，又称为“离子

通道病” ［６，１９，４４－４９］。 目前临床上发现由于基因突变

导致的 ＳＳＳ 的相关基因有 ＳＣＮ５Ａ、ＨＣＮ４、ＨＣＮ１、
ＫＬＯＴＨＯ、ＭＦＮ２、ＡＫＡＰ１０、ＣＡＳＤＱ２、ＭＹＨ６、ＧＮＢ２ 等，
通过基因突变等方法建立 ＳＳＳ 模型也逐渐增加。
ＳＣＮ５Ａ 突变斑马鱼具有 ＳＳＳ 表型特征，如心动过

缓、ＱＲＳ ／ Ｐ 比值增加以及变时功能不全［３，４６－４７］。
ＦＥＮＳＫＥ 等［４９］ 研究发现 ＨＣＮ１ 敲除后小鼠心率下

降，窦 房 结 恢 复 时 间 延 长， 心 率 变 异 性 增 加。
ＺＨＥＮＧ 等［５０］ 用 他 莫 昔 芬 诱 导 心 脏 传 导 系 统

（Ｈｃｎ４ＣｒｅＥＲＴ２）特异性敲除 Ｌａｔｓ１ ／ ２ （ Ｌａｔｓ１ ／ ２ ＣＫＯ），
Ｌａｔｓ１ ／ ２ ＣＫＯ 小鼠表现出心率降低的症状，出现严重

的 ＳＮＤ；病理发现 ＳＡＮ 成纤维细胞大量增殖，纤维

化明显。 还有研究将两种基因工程小鼠系 ＲＯＳＡ⁃
ｅＧＦＰ⁃ＤＴＡ 和 ＨＣＮ４⁃ＫｉＴ⁃Ｃｒｅ 杂交，以实现心脏起搏

和传导系统中细胞的可诱导性缺失。 这种缺失导

致 ＳＡＮ 组织退行性纤维化，这种病理学特征正是

ＳＳＳ 的病理表现［５１］。 赵允梓［４４］ 通过构建 ＡＫＡＰ１０
基因突变，在斑马鱼中成功模拟出窦性停搏样表

型。 ＺＨＡＮＧ 等［５２］ 研究发现 ｍｉＲ⁃１９７６ 转基因小鼠

中 Ｃａｖ１􀆰 ２ 和 Ｃａｖ１􀆰 ３ 蛋白表达减弱，抑制了 Ｌ 型钙

离子通道，从而导致窦房结功能障碍。 ＳＨＩ 等［５３］ 研

究发现心肌特异性敲除 Ｃｆｐ１ 的杂合小鼠（Ｃｆｐ１＋ ／ －）
的 ＨＣＮ４ 启动子区激活基因转录因子 Ｈ３Ｋ４ｍｅ３、
Ｈ３Ｋ９ａｃ 和 Ｈ３Ｋ２７ａｃ 修饰减少，ＨＣＮ４ 表达减少影响

Ｉｆ 电流，从而导致小鼠心率减慢，ＳＡＮ 功能异常。 然

而，由于纯合类敲除小鼠的胚胎致死性和杂合子小鼠

缺乏表型，导致小鼠敲除模型的实用性受到限制。 当

今医学时代，将基因测试纳入临床实践已成为常态，
相信基因突变模型也会逐渐完善，成为以后的趋势。

３　 模型评价方法

目前 ＳＳＳ 模型检测指标众多，如表观指标、心电

图检测、病理指标检测等，但检验模型是否建立成

功，心电图的指标检测最为重要。 但针对不同动物

的特征，心电图判定 ＳＳＳ 的标准也有所差异。 大鼠

ＳＳＳ 模型成功为造模 １、２ 周后心率都明显减慢且心

率低于造模前 ３０％［３６］；小鼠 ＳＳＳ 模型成功标准为静

息心率显著下降，ＲＲ 间期延长，但是文中未提及心

率下降的具体标准［４］。 常见的兔 ＳＳＳ 模型成功标

准为心率下降 ３０％以上或出现窦性停搏、窦房阻滞

或交界性逸搏且在 ２ ｈ 内不发生反复，有时可见心

动过缓心动过速综合症，逸搏心律与房性心动过速

交替出现［２３，５４］；斑马鱼 ＳＳＳ 造模成功标准为 ＰＰ 或

ＲＲ 间期超过 １􀆰 ５ ｓ，由于温度对于斑马鱼心率的变

化影响巨大，因此在心电图时应将斑马鱼控制在相

同的温度［６］。
有研究认为 ＳＳＳ 患者常出现乏力、头晕等症状，

因此在评估 ＳＳＳ 模型时应加上了表观指标，如精神、
行动、皮毛色泽、食欲等，当模型出现精神萎靡、行
动迟缓、皮毛干枯易脱落、食欲欠佳，合并心率下降

的表现则为 ＳＳＳ 模型成功［３，５５］。 针对体重的问题，出
现了争议，程佳新［５５］ 主张体重下降更加符合 ＳＳＳ 模

型的特征，而 ＺＨＡＮＧ 等［３］则主张肥胖更加符合衰老

导致 ＳＳＳ 的特征，但是由于两人造模方式有所差异，
因此体重的差异也是一个值得讨论的问题。 还有研

究加入了窦房结功能测定［５４］，使构建 ＳＳＳ 模型更加

严谨。
病理指标主要涉及苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色、马

松（Ｍａｓｓｏｎ）染色、天狼星红染色等，可以直接反应

ＳＡＮ 形态变化、炎症浸润以及纤维化程度等。 此外

ＳＳＳ 发病与 ＲＯＳ 蛋白水平及相关基因表达变化密

切相关，检测这些指标有助于探索药物干预靶点。
目前大多数研究的评价指标只观察心电图，较为单

一，同时也没有明确的心率下降标准，多为造模前

后对比或者模型组与空白对照组对比，当出现统计

学差异变化后，便认为造模成功。 现将动物模型的

诱导方法及检测指标整理见表 １。
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表 １　 ＳＳＳ 动物模型造模方法及评价标准

Ｔａｂｌｅ １　 ＳＳＳ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
造模对象

Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｂｊｅｃｔ
造模方法

Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
表现

Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ＳＤ 大鼠［１１］

ＳＤ ｒａｔｓ［１１］
自然衰老

Ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ

１． 病理表现为 ＳＡＮ 纤维化改变；
２． 纤维化蛋白：转化生长因子⁃β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，ＴＧＦ⁃β）、含
不育 α 基元域 ３（ｓｔｅｒｉｌｅ ａｌｐｈａ ｍｏｔｉｆ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，Ｓａｍｄ３）、α⁃平滑肌
肌动蛋白（ａｌｐｈａ⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）表达水平升高；
３． 丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）水平下降，超氧化物歧化酶（ ｓｕｐｅｒ ｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ｒ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌ ｃｙｓｔｅｉｎｇｌ ＋ ｇｌｙｃｉｎｅ，ＧＳＨ）
水平升高
１． Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ＳＡＮ ｆｉｂｒｏｓｉｓ；
２． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＴＧＦ⁃β， Ｓａｍｄ３ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ；
３． ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

斑马鱼［６］

Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ［６］
自然衰老

Ｎａｔｕｒａｌ ａｇｉｎｇ

１． ＰＰ 间隔超过 １􀆰 ５ ｓ，较低的心率（ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ，ＨＲ），相邻正常心动周期差
值的均方根（ｒｏｏｔ ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ ｏｆ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ，ＲＭＳＳＤ）增加，ＱＲＳ ／
Ｐ 比增加，Ｐ 波振幅减少；
２． 阿托品给药未使衰老斑马鱼的 ＨＲ 增加到正常斑马鱼的水平；
３． 轻微心脏功能障碍
１． ＰＰ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｏｆ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １􀆰 ５ ｓ， ｌｏｗｅｒ ＨＲ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＲＭＳＳＤ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ＱＲＳ ／ Ｐ ｒａｔｉｏ， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ Ｐ⁃ｗａｖｅ ａｍｐｌｉｔｕｄｅ；
２． Ａｔｒｏｐｉｎｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ＨＲ ｏｆ ａｇｅｄ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｔｏ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ；
３． Ｍｉｌｄ ｃａｒｄｉａｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ

实验兔［５４］

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒａｂｂｉｔｓ［５４］
４０％甲醛湿敷法
４０％ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ

ｗｅｔ ｃｏｍｐｒｅｓｓ ｍｅｔｈｏｄ

１． 心率逐渐降低，下降 ３０％；
２． ＳＡＮ 病理见纤维化改变；
３． 窦房结恢复时间（ ｓｉｎｕｓ ｎｏｄｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｉｍｅ，ＳＮＲＴ）、校正窦房结恢复时
间（ ｃｏｒｒｅｃｔ ｓｉｎｕｓ ｎｏｄｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｉｍｅ， ＳＮＲＴｃ） 和窦房传导时间 （ ｓｉｎｏａｔｒｉａｌ
ｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ，ＳＡＣＴ）上升；
４． ＨＣＮ４ 表达下降
１． ＨＲ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ３０％；
２． ＳＡＮ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ；
３． ＳＮＲＴ， ＳＮＲＴｃ ａｎｄ ＳＡＣＴ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ；
４． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＨＣＮ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＳＤ 大鼠［３６］

ＳＤ ｒａｔｓ［３６］
１０％氢氧化钠静脉注射

１０％ ｓｏｄｉｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｗａｓ
ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ

１． ＨＲ 下降 ３０％及以上；
２． ＳＡＮ 病理见细胞减少，结构模糊，间质组织增生，并有空泡形成，胶原
水平升高；
３． ＳＡＮ 组织 ＨＣＮ４ 蛋白表达下降
１． ＨＲ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ３０％ ｏｒ ｍｏｒｅ；
２． Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＳＡＮ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｆｕｚｚｙ，
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｖａｃｕｏｌｉｚａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ；
３． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＨＣＮ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＳＡＮ ｔｉｓｓｕｅ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠［３］

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ［３］

Ｄ⁃半乳糖皮下注射 ２００ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），
持续 ８ 周

Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ａｔ ２００ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）

ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ

１． 行动迟缓，精神萎靡，背部毛发无光泽并伴随脱落，体重增加；
２． ＨＲ 明显低于正常小鼠；
３． 左室射血分数（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）、左心室短轴缩短
率（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ， ＬＶＦＳ）、血清 ＢＮＰ 以及脑血容量
下降；
４． ＳＡＮ 和心肌组织病理可见胶原容积分数上升，纤维化水平升高；
５． ＳＡＮ 中 ＨＣＮ４ 表达水平下降，ＲＯＳ 水平升高
１． Ｓｌｏｗ ｍｏｖｅｍｅｎｔ， ｌｉｓｔｌｅｓｓ ｓｐｉｒｉｔ， ｄｕｌｌ ｂａｃｋ ｈａｉｒ ａｎｄ ｌｏｓｓ， ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ；
２． ＨＲ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ；
３． ＬＶＥＦ， ＬＶＦＳ， ｓｅｒｕｍ ＢＮＰ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｖｏｌｕｍｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ；
４． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｓｉｎｏａｔｒｉａｌ
ｎｏｄｅ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ；
５． ＨＣＮ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＳＡＮ， ｅｌｅｖａｔｅｄ ＲＯＳ ｉｎ ＳＡＮ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠［５５］

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ［５５］

皮下微量渗透泵注射血管紧张素Ⅱ
３ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），持续 ２８ ｄ

Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ ３ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ） ｗａｓ
ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｂｙ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｍｉｃｒｏｏｓｍｏｔｉｃ ｐｕｍｐ ｆｏｒ ２８ ｄａｙｓ

１． ＨＲ 逐渐降低，２８ ｄ 后 ＨＲ 较术前小鼠 ＨＲ 减慢大于 ３０％
２． 小鼠精神渐渐萎靡、行动欠佳、皮毛干枯竖立易脱落，体重逐渐下降、
食欲欠佳，极少部分小鼠还出现了呼吸低微的表现
１． ＨＲ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ａｆｔｅｒ ２８ ｄａｙｓ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ｍｏｒｅ
ｔｈａｎ ３０％ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ
２． Ｓｐｉｒｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｒｏｏｐ， ｐｏｏｒ ａｃｔｉｏｎ， ｄｒｙ ａｎｄ ｅｒｅｃｔ ｆｕｒ ｅａｓｙ ｔｏ ｆａｌｌ
ｏｆｆ， ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｐｏｏｒ ａｐｐｅｔｉｔｅ， ａ ｓｍａｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｌｏｗ
ｂｒｅａｔｈｉｎｇ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

２０２１
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续表 １
造模对象

Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｂｊｅｃｔ
造模方法

Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
表现

Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ＳＤ 大鼠［３６］

ＳＤ ｒａｔｓ［３６］
缺血再灌注法

Ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

１． ＨＲ 下降 ３０％及以上；
２． ＳＡＮ 病理见细胞减少，结构模糊，间质组织增生，并有空泡形成，胶原
水平升高；
３． ＳＡＮ 组织 ＨＣＮ４ 蛋白表达下降
１． ＨＲ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ３０％ ｏｒ ｍｏｒｅ；
２． Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＳＡＮ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｆｕｚｚｙ，
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｖａｃｕｏｌｉｚａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ；
３． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＨＣＮ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＳＡＮ ｔｉｓｓｕｅ

健康大耳白兔［２３］

Ｈｅａｌｔｈｙ ｂｉｇ⁃ｅａｒｅｄ
ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔｓ［２３］

射频消融法
Ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
ａｂｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

１． ＨＲ 下降 ５０％ ～ ６０％；
２． ＳＮＲＴ 明显延长，且时间大于 １１０ ｍｓ
１． ＨＲ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ５０％ ～ ６０％；
２． ＳＮＲＴ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １１０ ｍｓ

成年犬［１２］

Ａｄｕｌｔ ｄｏｇｓ［１２］
刺激迷走神经干

Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｖａｇｕｓ ｎｅｒｖｅ
心率减慢，发生窦性停搏
ＨＲ ｓｌｏｗｅｄ， ａｎｄ ｓｉｎｕｓ ａｒｒｅｓｔ ｏｃｃｕｒｒｅｄ

斑马鱼［６］

Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ［６］
ＳＣＮ５Ａ 突变

ＳＣＮ５Ａ ｍｕｔａｔｉｏｎ

１． ＰＰ 间隔超过 １􀆰 ５ ｓ，较低的 ＨＲ，ＲＭＳＳＤ 增加，Ｐ 波振幅减少；
２． 阿托品给药未使衰老斑马鱼的 ＨＲ 增加到正常斑马鱼的水平
１． ＰＰ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｏｆ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １􀆰 ５ ｓｅｃｏｎｄｓ， ｌｏｗｅｒ ＨＲ， ＲＭＳＳＤ ｉｎｃｒｅａｓｅ， ａｎｄ Ｐ⁃
ｗａｖｅ ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ；
２． Ａｔｒｏｐｉｎｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ＨＲ ｏｆ ａｇｅｄ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｔｏ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

斑马鱼［７］

Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ［７］
ＡＢＣＣ９ 敲除

Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＡＢＣＣ９

１． 斑马鱼 ＨＲ 显著降低；
２． 斑马鱼心输出量、舒张末期心室容积、收缩末期心室容积显著降低，射
血分数显著升高
１． Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ＨＲ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ；
２． Ｃａｒｄｉａｃ ｏｕｔｐｕｔ， ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｅｎｄ⁃ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

小鼠（未提及品系）［４９－５０］

Ｍｉｃｅ（ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｎｏｔ
ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ） ［４９－５０］

ＨＣＮ４ 突变
ＨＣＮ４ ｍｕｔａｔｉｏｎ
ＨＣＮ１ 敲除

Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＨＣＮ１

１． ＨＲ 降低、窦房结恢复时间延长，ＨＲ 变异性增加；
２． ＳＡＮ 病理表现为纤维化明显
１． Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＨＲ， ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｓｉｎｕｓ ｎｏｄｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＨＲ
ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ；
２． ＳＡＮ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

小鼠（未提及品系） ［１８］

Ｍｉｃｅ（ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｎｏｔ
ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ） ［１８］

ＫＬＯＴＨＯ 敲除
Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＫＬＯＴＨＯ

ＲＲ 间期延长，ＨＲ 下降
ＲＲ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｗａｓ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ＨＲ

４　 总结与讨论

综上，为充分模拟临床症状、贴合临床发病机

制，近年来国内外研究者从病理生理入手，建立了

各种各样、不同机理的 ＳＳＳ 动物模型。 主要方法包

括：促衰老法、促纤维化法、促炎以及氧化应激法、
刺激自主神经法以及基因突变法。 现多种造模方

法已经用于 ＳＳＳ 机制研究、治疗以及药物开发中，推
动 ＳＳＳ 的研究进展。 但 ＳＳＳ 造模仍然存在以下问

题：（１）缺乏统一的造模评价标准。 目前 ＳＳＳ 动物

模型建立成功的标准主要依据统计学方法进行自

主评价，且大部分研究评价指标单一，仅考察心率

变化。 （２）人 ＳＳＳ 发病因素多样且复杂，多因素交

互作用，采用联合造模方法，模拟导致 ＳＳＳ 发生的危

险因素以及治病条件的可行性也有待进一步研究。
（３）不同造模方法在不同实验室、不同动物种属间、

不同操作细节、不同环境条件可能存在较大的差

异，导致模型的稳定性和可重复性不足。
由于 ＳＳＳ 发病机制复杂且多样，因此在造模的

时候需根据研究的情况进行选择，如研究心衰后导

致 ＳＡＮ 功能紊乱，可以选择缺血再灌注加普萘洛尔

维持低心率模型；若是研究离子通道相关蛋白的

话，可以选择特定基因突变模型；若是研究衰老型

ＳＳＳ，则可以选择 Ｄ⁃Ｇａｌ 诱导或者从自然衰老的动物

中筛选心率较低的。 因此根据研究类型进行特定

的模型选定尤为重要。 科学稳定可靠的造模方法

应该是基于疾病的发病机制，综合多因素考虑，在
结合既往造模方法上，根据研究内容进行科学的造

模方法选择，建立符合特殊人群的 ＳＳＳ 动物模型。
因此未来需要更加注重模拟 ＳＳＳ 的发病机制和过

程，协同多基因和其他因素的模型，更好的为 ＳＳＳ 的

防治研究提供基础。

３０２１
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ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｄｗａｒｆｉｓｍ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｗａｒｆｉｓｍ； ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ； ｃｈｏｎｄｒｏｄｙｓｐｌａｓｉａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 侏儒症作为一种生长发育代谢疾病，给患者的

生活带来了极大困难，其发病机制复杂多样。 病因

主要有家族性矮小、内分泌系统遗传病（如生长激

素缺乏症、先天性肾上腺皮质增生症等） ［１］、遗传代

谢性疾病［２］、骨骼系统疾病（如成骨不全，软骨发育

不良等）、性染色体病（如 Ｔｕｒｎｅｒ 综合征） ［３］、慢性疾

病以及社会心理因素等，其中生长激素缺乏和软骨

发育不全是侏儒症的常见类型。 ＶＥＲＧＡＲＡ 等［４］ 对

缺乏生长激素（ ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）的 Ｓｎｅｌｌ 侏儒

小鼠注射 ＧＨ 和甲状腺素，经治疗后小鼠体重增加

了约 ４５％，证明激素治疗对 Ｓｎｅｌｌ 小鼠体型的改善

作 用。 ＭＡＴＳＵＳＨＩＴＡ 等［５］ 给 软 骨 发 育 不 全
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（ａｃｈｏｎｄｒｏｐｌａｓｉａ，ＡＣＨ）转基因 Ｆｇｆｒ３Ａｃｈ ／ ＋小鼠模型服

用美克洛嗪，发现美克洛嗪可抑制软骨细胞中成纤

维细胞生长因子受体 ３ （ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３，ＦＧＦＲ３）信号的升高，促进小鼠骨骼生长，
证明美克洛嗪对改善 ＡＣＨ 身材矮小的临床可行性。
动物模型的建立对阐明侏儒症的发病机制、研究侏

儒症的治疗方案等尤为重要。
侏儒症模型的种类繁多，功能各有不同。 啮齿

类动物由于其经济方便等优点在动物模型中所占

比例最大，应用最为广泛。 目前国内外关于侏儒动

物模型的研究在动物的选择上多为小鼠，随着生物

技术的发展，猪这种大动物也逐渐被用作建立侏儒

症模型，弥补了小鼠与人的身体系统和功能差异性

大的一些缺陷。 本文将对侏儒症常见动物模型进

行归纳总结，以期为未来研究提供参考。

１　 侏儒症动物模型文献分析

以“ｄｗａｒｆｉｓｍ” ＋ “ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ” 为关键词，在
ＰｕｂＭｅｄ 检索到 ４５８ 篇文献，包含小鼠、大鼠、猪、兔、
鸡、斑马鱼模型等，其中最多的是小鼠模型。 这些

模型大多利用基因编辑的方法建立。 随着基因工

程技术的发展，通过基因手段能够越来越多地在动

物上模拟人类疾病。 近十年的文献（２０１３ ～ ２０２３
年，共 ２０８ 篇）发展趋势见图 １。 可以看出，随着对

侏儒症模型研究的深入，初期呈上升趋势，但在 ２０２０
年后有所下降，可能是由于人们将更多的精力投入到

了对新型冠状病毒的研究。

图 １　 ＰｕｂＭｅｄ 中侏儒症动物模型文献发展趋势

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｄｗａｒｆｉｓｍ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ
ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ＰｕｂＭｅｄ

２　 常见侏儒症动物模型

２􀆰 １　 生长激素缺乏症模型

生长激素缺乏症 （ ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，

ＧＨＤ）是一种罕见的疾病，其特征是垂体前叶 ＧＨ 分

泌不足［６］。 此外，ＧＨ 分化的关键基因（如 Ｐｒｏｐ⁃１ 和

Ｐｏｕ１ｆ１）突变都会导致 ＧＨＤ 的发生，并通常伴有垂

体激素缺乏症。 ＧＨ 抗性（即由于 ＧＨ 受体 ＧＨＲ 突

变）和胰岛素样生长因子 １（ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
１，ＩＧＦ１）缺乏可能导致 ＧＨＤ 样表型，因为也可能导

致幼期生长不良和极端矮小［７］。
２􀆰 １􀆰 １　 Ｓｎｅｌｌ 侏儒小鼠模型

Ｓｎｅｌｌ 侏儒小鼠于 ２０ 世纪 ２０ 年代被 ＳＮＥＬＬ［８］

发现，是第一个被发现的侏儒品系。 Ｓｎｅｌｌ 侏儒小鼠

６１６ 号染色体上的垂体特异性正转录因子 １（Ｐｉｔ⁃１，
现称 Ｐｏｕ１ｆ１） 基因的隐性常染色体发生点突变

（Ｗ２６１Ｃ），导致垂体前叶发育不良，引起出生后生

长迟缓、衰老延缓、寿命延长［９］。 Ｓｎｅｌｌ 小鼠被广泛

用于研究延缓衰老［１０］。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ａｍｅｓ 侏儒小鼠

Ａｍｅｓ 侏儒小鼠于 １９６１ 年被 ＳＣＨＡＩＢＬＥ 等［１１］

发现。 表型是基于 Ｐｒｏｐ１ 基因的纯合单基因突变，
该突变显著延长了寿命。 Ｐｒｏｐ⁃１ 基因参与 Ｐｉｔ⁃１ 的

激活，并参与垂体前叶中生长激素细胞、促甲状腺

激素细胞和催乳激素细胞的表型特化［１０］。 Ａｍｅｓ 侏

儒小鼠在出生时具有正常体型；然而，成年后的体

重仅为正常小鼠体重的三分之一［１２］。 与正常小鼠

相比体温显著降低，这一特征是多种激素缺乏导致

产热减少的结果［１３］。 自被发现以来，这些小鼠也同

Ｓｎｅｌｌ 小鼠一样被广泛应用于延缓衰老的研究。
２􀆰 １􀆰 ３　 ＧＨＲ 敲除动物

由 ＧＨＲ 疾病引起的个体侏儒症在人类、小型

猪［１４－１６］、牛和绵羊［１７］中为 Ｌａｒｏｎ 综合征和特发性身

材矮小，在鸡中为性连锁侏儒症［１８－１９］。 比较常见的

模型是 ＧＨＲ 敲除 （ ｋｎｏｃｋ ｏｕｔ， ＫＯ） 小鼠和 ＧＨＲ
ＫＯ 猪。

ＧＨＲ ＫＯ 小鼠也被称为 Ｌａｒｏｎ 侏儒小鼠，由

ＺＨＯＵ 等［２０］在 １９９７ 年开发作为人类 Ｌａｒｏｎ 综合征

的小鼠模型。 Ｌａｒｏｎ 综合征是一种具有 ＧＨ 抗性的

遗传性疾病，其特征是 ＩＧＦ１ 水平降低，ＧＨＲ 突变导

致生长激素 ＧＨ 水平升高［２１］。 其表型为严重的出

生后生长衰竭、骨龄和青春期延迟、面部畸形、躯干

肥胖和低血糖［２２］。 ＧＨＲ ＫＯ 小鼠的编码 ＧＨＲ 的基

因遭到靶向破坏，缺乏功能性 ＧＨＲ 并显示生长激素

抗性［２３］。 ＧＨＲ ＫＯ 小鼠为研究人类 Ｌａｒｏｎ 综合征提

供了有价值的模型，也用于研究 ＧＨ ／ ＩＧＦ⁃１ 轴的

功能［２４－２５］。

８０２１
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小鼠模型的不足之处是体型小、寿命短以及与

人类相比生理差异较大，小鼠模型的研究结果难以

推断到 Ｌａｒｏｎ 综合征患者的临床情况，而转基因猪

模型体型大，后代数量多，与人类生物学相似性高，
寿命相对较长，有助于弥补啮齿动物模型的缺

陷［２６］。 ＧＨＲ ＫＯ 猪生长速度缓慢，体型较小［２７］。
迄今为止，生长激素对免疫功能的影响主要在

小鼠模型中研究，但小鼠和人类的免疫系统在许多

特征上有所不同［２８］。 其中一个差异是白细胞亚群

的群体规模［２９］。 由于 ＧＨＲ 在白细胞类型中表达存

在异质性，且白细胞亚群在物种之间也存在差异，
因此 ＧＨＲ 的破坏可能以物种特异性的方式影响免

疫功能。 虽然人类白细胞主要由中性粒细胞组成，
但小鼠白细胞中淋巴细胞占大多数（７５％ ～ ９０％）。
相反，猪的白细胞组成更接近人类白细胞组成，淋
巴细胞占 ２７％ ～ ６０％［３０］，因此 ＧＨＲ ＫＯ 猪可作为

免疫学研究的良好模型［２１］。 ＧＨＲ ＫＯ 猪脂肪组织

的脂肪细胞大小和基因表达谱与 Ｌａｒｏｎ 综合征患者

也有一些相似之处［３１］。
２􀆰 １􀆰 ４　 ＧＨＲＨ ＫＯ 小鼠

ＧＨＲＨ 是一种下丘脑神经肽，在 ＧＨ 分泌的调

节中起关键作用［３２］。 为了确定缺乏 ＧＨＲＨ 的后

果，设计了 ＧＨＲＨ ＫＯ 小鼠模型［３３］。 ＧＨＲＨ ＫＯ 小

鼠出生时表现正常，未显示胚胎致死性。 然而，从
３ 周龄开始，ＧＨＲＨ ＫＯ 小鼠表现出显著的生长迟

缓，这与垂体 ＧＨ ｍＲＮＡ 和蛋白质含量降低相关，血
清 ＩＧＦ １ 降低，肝 ＩＧＦ １ ｍＲＮＡ 降低。 此外，ＧＨＲＨ
ＫＯ 小鼠表现出垂体发育不全以及体重和身长减

小［３３］。 ＧＨＲＨ ＫＯ 小鼠还显示出免疫系统功能的改

变，与对照小鼠相比不容易发生自身免疫性脑脊髓

炎［３４］。 ＧＨＲＨ ＫＯ 小鼠也可作为免疫疾病模型。
２􀆰 ２　 软骨发育不全小鼠模型

ＡＣＨ 是侏儒症常见的形式，是一种常染色体显

性遗传病，发病率为 １ ／ １６ ０００ ～ １ ／ ２０ ０００［３５］。 之前

对 ＡＣＨ 模型的研究表明， 软骨发育不全为其最突

出特征，包括圆形头骨和肢体缩短［９］。 ＡＣＨ 模型常

被用来评估新的和有效的治疗软骨发育不全的

方法。
２􀆰 ２􀆰 １　 Ｆｇｆｒ３ 小鼠模型

Ｆｇｆｒ３ 中的常染色体显性突变引起 ＡＣＨ 和相关

的软骨发育不良综合征，包括软骨发育不全、重度

软骨发育不全伴发育延迟、黑质增生和致死性发育

不良等。 Ｆｇｆｒ３ 在软骨细胞和成熟成骨细胞中表达，

其功能是调节骨生长。 另外 Ｆｇｆｒ１、Ｆｇｆｒ２、Ｔｗｉｓｔ１ 以

及 Ｓｐｒｅｄ⁃２ 等基因的突变也可导致 ＡＣＨ［３６］。 已经构

建多种小鼠模型来研究 Ｆｇｆｒ３ 相关的软骨发育不

良［３７－３８］，如转基因小鼠 Ｆｇｆｒ３Ａｃｈ ／ ＋模型，其中Ⅱ型胶

原蛋白 α１ 链（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅱ ａｌｐｈａ １，Ｃｏｌ２α１）启动

子驱动软骨细胞中 ＡＣＨ 突变的表达，Ｃｏｌ２α１ 是一

种存在于软骨和眼睛玻璃体液中的纤维状胶原蛋

白。 随后产生了 Ｆｇｆｒ３３８０ ／ ＋、 Ｆｇｆｒ３３７５ ／ ＋、 Ｆｇｆｒ３３６７ ／ ＋、
Ｆｇｆｒ３６４４ ／ 和 Ｆｇｆｒ３６４４ ／ ＋ 等 基 因 敲 入 小 鼠 模 型［３９］。
Ｆｇｆｒ３ 小鼠模型的产生有助于破译 Ｆｇｆｒ３ 功能获得

性突变对骨发育的影响。
２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｒｈｅｂ ＫＯ 小鼠

哺乳动物雷帕霉素靶标蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ
ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）是一种非典型丝氨酸 ／苏氨酸

蛋白激酶，ｍＴＯＲ 信号通路在软骨代谢疾病中的作

用已被大量证实，能调控软骨细胞的增殖和凋亡，
对软骨肉瘤、骨关节炎、软骨发育不良等疾病有重

要影响［４０］。 ｍＴＯＲ 信号失活与多种疾病密切相关，
包括癌症、代谢性疾病和发育障碍［４１］。 目前发现

ｍＴＯＲ 通路有两个亚型：ｍＴＯＲＣ１ 和 ｍＴＯＲＣ２。 小

ＧＴＰ 蛋白 ＲＨＥＢ 是 ｍＴＯＲＣ１ 的重要组件［４２］。 敲除

小鼠软骨细胞上 Ｒｈｅｂ 基因，小鼠会表现出短肢体型

侏儒症，主要表型有软骨发育不全并伴有骨质疏

松［３６］。 Ｒｈｅｂ ＫＯ 小鼠可作为研究软骨发育调控机

制的动物模型。
２􀆰 ２􀆰 ３　 Ｎｅｌｌ⁃１ 小鼠

神经 源 性 表 皮 生 长 因 子 样 分 子⁃１ （ ｎｅｕｒａｌ
ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ １，Ｎｅｌｌ⁃１）是一种骨诱导

蛋白，已被证明可以调节骨骼成骨［４３］。 Ｎｅｌｌ⁃１ 的突

变与软骨发育不全、 早发性家族性骨关节炎、
Ｌａｎｇｅｒ⁃Ｓａｌｄｉｎｏ 软骨发育不全、Ｋｎｉｅｓｔ 发育不良、Ⅰ型

Ｓｔｉｃｋｌｅｒ 综合征和 Ｓｔｒｕｄｗｉｃｋ 型脊椎骨骺发育不良有

关［４４］。 ＱＩ 等［４５］ 通过研究 Ｎｅｌｌ⁃１ 在表达 Ｃｏｌ２α１ 的

细胞系中的特异性失活来确定 Ｎｅｌｌ⁃１ 在软骨内骨化

中的作用。 Ｎｅｌｌ⁃１ 纯合突变导致新生儿死亡，因此

产生了一种遗传修饰的 Ｎｅｌｌ⁃１ 突变体模型，Ｎｅｌｌ⁃
１Ｃｏｌ２α１ 小鼠模型。 该模型在产后 １ 个月和 ３ 个月，
Ｎｅｌｌ⁃１ 失活导致侏儒症和过早发育不良［４５］。 Ｎｅｌｌ⁃１
小鼠也可为研究软骨发育的调控机制提供参考。
２􀆰 ２􀆰 ４　 Ｓｈｏｘ２ ＫＯ 小鼠

位于人类拟常染色体区的矮小同源盒基因

（ｓｈｏｒｔ ｓｔａｔｕｒｅ ｈｏｍｅｏｂｏｘ ｇｅｎｅ，Ｓｈｏｘ）在肢体发育期间

主要集中在肢体的中肢部分，在软骨形成第一步期

９０２１
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间的间充质细胞以及在整个软骨内骨化过程中的

生长板发育中的软骨细胞中表达［４６］。 Ｓｈｏｘ 基因还

调控其他软骨发育相关基因的表达，其杂合突变会

导致 Ｌｅｒｉ⁃Ｗｅｉｌｌ 软骨发育不良，纯合突变导致严重

的侏儒症，也称为 Ｌａｎｇｅｒ 间膜发育不良［４７］。 ＳＨＯＸ２
是 ＳＨＯＸ 的人同源蛋白，具有与 ＳＨＯＸ ８３％的同源

性和相同的同源结构域。 鼠类在生物进化过程中

丢失了 Ｓｈｏｘ 基因，但保留了 Ｓｈｏｘ２ 基因。 Ｓｈｏｘ２ ＫＯ
小鼠在软骨细胞分化进程中肢骨形成严重迟缓，表
现与 Ｓｈｏｘ 基因缺陷的临床表现相似［４８］，所以 Ｓｈｏｘ２
ＫＯ 小鼠可作为研究 Ｓｈｏｘ 基因功能的良好模型。

３　 其他基因编辑动物模型

３􀆰 １　 ＨＭＧＡ 缺乏动物

高迁移率族 Ａ 蛋白（ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＨＭＧＡ）是小的非组蛋白蛋白，与基因调控和细胞生

物学 过 程 的 许 多 方 面 有 关， 包 括 ＨＭＧＡ１ 和

ＨＭＧＡ２，其可以结合 ＤＮＡ 并改变染色质状态，通过

诱导 ＤＮＡ 的构象变化来调节转录，参与基因表达的

调节［４９］。 一般来说，在胚胎发生期间大量表达，但
在成体分化组织中下调［５０］。 Ｈｍｇａ１ ／ Ｈｍｇａ２⁃ＫＯ 小

鼠表现出“超级侏儒”表型［５１］。 小鼠中 Ｈｍｇａ２ 基因

敲除导致侏儒表型，包括出生时体重减轻、头部缩

短，成年小鼠体重约为正常体重的 ４０％［５２］。 Ｈｍｇａ２
ＫＯ 猪的体型相较正常体型减小 ３５％ ～ ８５％［５３］。
ＣＡＲＮＥＩＲＯ 等［５４］发现侏儒兔的 Ｈｍｇａ２ 位点有 １２􀆰 １
ｋｂ 缺失。 Ｈｍｇａ 基因编辑动物可为能更好地阐明

ＨＭＧＡ 的功能提供参考。
３􀆰 ２　 Ｓｙｎｄｅｃａｎ⁃４ ＫＯ 小鼠

多配体蛋白聚糖⁃４（ ｓｙｎｄｅｃａｎ⁃４，ＳＤＣ４）已被报

道是肌肉分化所必需，在成肌细胞和早期胚胎肌管

周围 高 度 表 达， 在 发 育 和 再 生 中 起 作 用［５５］。
Ｓｙｎｄｅｃａｎ⁃４ ＫＯ 小鼠表现出侏儒表型，体重减轻，肌
肉重量减少，肌肉受损后无法再生，肌肉生长缓慢，
肌纤维横截面积减小，肌源性调节转录因子的表达

减少［５６］。 Ｓｙｎｄｅｃａｎ⁃４ ＫＯ 小鼠可作为研究肌肉分化

调控机制的模型。
３􀆰 ３　 ＳＭＣ５ Ｋ３７１ｄｅｌ 小鼠和 ＳＭＣ５ ＫＯ 斑马鱼

染色体结构维持家族（ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｏｆ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＳＭＣ）中的 ＳＭＣ５ 突变已被证明可导致

原始侏儒症和胰岛素抵抗型糖尿病。 ＳＭＣ５ ＫＯ 斑

马鱼体型显著缩小。 基因敲除小鼠具有胚胎致死

性，ＳＭＣ５ 基因第 ３７１ 位氨基酸缺失导致侏儒症，

ＳＭＣ５Ｋ３７１ ｄｅｌ 小鼠显示较差的存活率、身材矮小和葡

萄糖耐受不良［５７］。 ＳＭＣ５ 小鼠模型有望成为胰岛素

抵抗型糖尿病发病机制的研究模型。
３􀆰 ４　 Ｓｐｒｅｄ－ ／ －小鼠

具有 ＥＶＨ１ 结构域的杂蛋白相关蛋白（ ｓｐｒｏｕｔｙ
ｒｅｌａｔｅｄ ＥＶＨ１ ｄｏｍａｉｎ，Ｓｐｒｅｄ）基因负向调节从酪氨酸

激酶到 Ｒａｓ⁃ＭＡＰＫ 通路的信号传导，鼠中 Ｓｐｒｅｄ 基

因缺失会导致行为问题、侏儒和多种其他表型，包
括白血病风险增加［５８］。 Ｓｐｒｅｄ－ ／ － 小鼠有助于了解

ＳＰＲＥＤ 蛋白的调节功能，用于治疗由 Ｒａｓ 信号过度

活跃传导引起的 ＲＡＳ 信号通路相关综合征和癌症。
３􀆰 ５　 ＢｕｂＲ１Ｈ／ Ｌ１００２Ｐ 小鼠

有丝分裂检查点丝氨酸 ／苏氨酸激酶 Ｂ（ｍｉｔｏｔｉｃ
ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＢｕｂＲ１）参与染

色体分离，编码参与纺锤体检查点功能的激酶［５９］。
ＢｕｂＲ１Ｈ／ Ｌ１００２Ｐ 小鼠表现出镶嵌型异倍体综合征特

征，包括癌症易感性和各种早衰表型，例如寿命短、
侏儒、脂肪营养不良、肌肉减少症和心脏应激耐受

性低［６０］。 ＢｕｂＲ１ 小鼠可为体内 ＢｕｂＲ １ 的变化如何

驱动复杂的病理提供重要的机制见解。
３􀆰 ６　 Ｒｕｎｘ２ ＫＯ 小鼠

矮小相关转录因子 ２（ ｒｕｎｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ２，Ｒｕｎｘ２） 是成骨细胞特异性转录因子，其

ＤＮＡ 结构域与核心结合因子 β 形成异源二聚体，特
异识别并结合其共有序列，可增加骨钙蛋白、骨唾

液蛋白、Ⅰ型胶原等成骨基因的表达，是干细胞向

成骨细胞定向分化及不成熟成骨细胞成骨分化过

程中关键的转录因子［６１］。 Ｒｕｎｘ２ ＫＯ 小鼠表现侏儒

表型［６２］，可为研究 Ｒｕｎｘ２ 在不同发育阶段的功能提

供参考。

４　 总结与展望

本文对侏儒症相关的一些动物模型做了概括

总结，见表 １，侏儒症动物的侏儒表型常伴随生长激

素缺乏症、成骨障碍疾病、肌肉发育障碍疾病等产

生。 研究者可根据研究方向选择不同的动物模型，
常见的侏儒症模型动物例如鼠和猪各有优势。 若

探究生长激素缺乏症动物体内某因子的调控机制

可以选择 Ａｍｅｓ 小鼠、Ｓｎｅｌｌ 小鼠等，要进行临床研究

则可选择 ＧＨＲ ＫＯ 猪。 使用基因工程动物，其中特

定基因表达以及相关的代谢途径改变，可以研究致

病基因在侏儒症发病过程中的作用机制。 总之，建
立有效且稳定的侏儒症动物模型可节省成本、缩短

０１２１
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　 　 　 　 　 　 表 １　 侏儒症动物模型总结

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｄｗａｒｆｉｓｍ
动物名称
Ａｎｉｍａｌｓ

突变基因
Ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ

基因功能
Ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

表型
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ

Ｓｎｅｌｌ 侏儒小鼠
Ｓｎｅｌｌ ｄｗａｒｆ ｍｉｃｅ

Ｐｉｔ⁃１（现称
Ｐｏｕ１ｆ１）

Ｐｉｔ⁃１ （ｎｏｗ
ｋｎｏｗｎ ａｓ
Ｐｏｕ１ｆ１）

编码垂体特异性转录因子
Ｅｎｃｏｄｅｓ ａ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

侏儒；寿命延长；衰老延缓；发病率低；体温低；生
育能力降低［８－１０］

Ｄｗａｒｆ； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｉｆｅ ｓｐａｎ； ｄｅｌａｙｅｄ ａｇｉｎｇ； ｌｏｗ
ｍｏｒｂｉｄｉｔｙ； ｌｏｗ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；
ｒｅｄｕｃｅｄ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ［８－１０］

Ａｍｅｓ 侏儒小鼠
Ａｍｅｓ ｄｗａｒｆ ｍｉｃｅ Ｐｒｏｐ⁃１

侏儒；寿命延长；延缓衰老；低发病率；低体温；生
育力下降［１１－１３］

Ｐｙｇｍｉｅｓ； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ； ｄｅｌａｙｅｄ ａｇｉｎｇ； ｌｏｗ
ｍｏｒｂｉｄｉｔｙ； ｌｏｗ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ［１１－１３］

ＧＨＲ 敲除小鼠
ＧＨＲ ＫＯ ｍｉｃｅ ＧＨＲ

编码 ＧＨＲ
Ｅｎｃｏｄｅｓ ｔｈｅ ＧＨＲ

出生后生长迟缓；寿命延长；生育能力降低［２０－２５］

Ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｉｆｅ
ｅｘｐｅｃｔａｎｃｙ； ｒｅｄｕｃｅｄ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ［２０－２５］

ＧＨＲ 敲除猪
ＧＨＲ ＫＯ ｐｉｇ ＧＨＲ 生长速度缓慢；体型较小［２１，２６－３１］

Ｓｌｏｗ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ；ｓｍａｌｌ ｓｉｚｅ［２１，２６－３１］

ＧＨＲＨ 敲除小鼠
ＧＨＲＨ ＫＯ ｍｉｃｅ ＧＨＲＨ 调节 ＧＨ 分泌模式

Ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＧＨ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ
侏儒；生长迟缓［３２－３４］

Ｄｗａｒｆ； ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ［３２－３４］

Ｆｇｆｒ３ 小鼠模型
Ｆｇｆｒ３ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ Ｆｇｆｒ３ 调节骨生长

Ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｂｏｎｅ ｇｒｏｗｔｈ
软骨发育不全［３６－３９］

Ｃｈｏｎｄｒｏｄｙｓｐｌａｓｉａ［３６－３９］

Ｒｈｅｂ 敲除小鼠
Ｒｈｅｂ ＫＯ ｍｉｃｅ Ｒｈｅｂ

通过调控 ｍＴＯＲＣ１ 从而参与调控细胞的增殖、分
化、凋亡
Ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍＴＯＲＣ１

软骨发育不全并伴有骨质疏松［３６，４０－４２］

Ｃｈｏｎｄｒｏｄｙｓｐｌａｓｉａ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ［３６，４０－４２］

Ｎｅｌｌ⁃１Ｃｏｌ ２α１ 小鼠
Ｎｅｌｌ⁃１Ｃｏｌ ２α１ ｍｉｃｅ

Ｎｅｌｌ⁃１ 调节骨骼成骨
Ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

侏儒；发育不良［４３－４５］

Ｄｗａｒｆ； ｓｔｕｎｔｅｄ［４３－４５］

Ｓｈｏｘ２ 敲除小鼠
Ｓｈｏｘ２ ＫＯ ｍｉｃｅ Ｓｈｏｘ２ 调节软骨形成

Ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
侏儒；软骨发育不良［４６－４８］

Ｄｗａｒｆ； ｃｈｏｎｄｒｏｄｙｓｐｌａｓｉａ［４６－４８］

Ｈｍｇａ１ ／ Ｈｍｇａ２
双敲除小鼠

Ｈｍｇａ１ ／ Ｈｍｇａ２ ｄｏｕｂｌｅ
ｋｎｏｃｋ⁃ｏｕｔ ｍｉｃｅ

Ｈｍｇａ１ ／ Ｈｍｇａ２
Ｈｍｇａ１：参与胚胎发育、肿瘤转化、分化、细胞凋
亡、细胞代谢等基本的细胞过程；
Ｈｍｇａ２：致癌因子，通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ、ＮＦ⁃κＢ
等途径激活信号传导，促进上皮向间充质转化
Ｈｍｇａ１： ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｂａｓｉｃ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ｔｕｍｏｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；
Ｈｍｇａ２： ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎ， ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｐａｔｈｗａｙｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ， ＮＦ⁃
κＢ， ｅｔｃ．

超级侏儒［５１］

Ｓｕｐｅｒｐｙｇｍｙ［５１］

Ｈｍｇａ２ 敲除小鼠
Ｈｍｇａ２ ＫＯ ｍｉｃｅ Ｈｍｇａ２ 体重减轻；头部缩短［５２］

Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ； ｈｅａｄ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ ［５２］

Ｈｍｇａ２ 敲除猪
Ｈｍｇａ２ ＫＯ ｐｉｇ Ｈｍｇａ２ 体型减小［５３］

Ａｔｔｅｎｕａｔｅ［５３］

Ｓｙｎｄｅｃａｎ⁃４ 敲除小鼠
Ｓｙｎｄｅｃａｎ⁃４ ＫＯ ｍｉｃｅ Ｓｙｎｄｅｃａｎ⁃４ 参与肌肉分化

Ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

侏儒；体重减轻；肌肉重量减少；肌纤维横截面积
较小；肌源性调节转录因子的表达减少［５５－５６］

Ｄｗａｒｆ； ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ； ｒｅｄｕｃｅｄ ｍｕｓｃｌｅ ｗｅｉｇｈｔ； ｓｍａｌｌｅｒ
ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ； ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ［５５－５６］

ＳＭＣ５Ｋ３７１ｄｅｌ 小鼠
ＳＭＣ５Ｋ３７１ｄｅｌ ｍｉｃｅ

ＳＭＣ５
在染色体结构和动力学中起重要作用
Ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｄｙｎａｍｉｃｓ

存活率差；身材矮小和葡萄糖耐受不良［５７］

Ｐｏｏｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ； ｓｈｏｒｔ ｓｔａｔｕｒｅ ａｎｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ［５７］

Ｓｐｒｅｄ 敲除小鼠
Ｓｐｒｅｄ ＫＯ ｍｉｃｅ Ｓｐｒｅｄ

调节从酪氨酸激酶到 Ｒａｓ⁃ＭＡＰＫ 通路的信号
传导
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅｓ ｔｏ ｔｈｅ
Ｒａｓ⁃ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙ

行为问题；侏儒［５８］

Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｐｒｏｂｌｅｍｓ； ｄｗａｒｆｉｓｍ［５８］
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续表 １
动物名称
Ａｎｉｍａｌｓ

突变基因
Ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ

基因功能
Ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

表型
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ

ＢｕｂＲ１Ｈ ／ Ｌ１００２Ｐ 小鼠
ＢｕｂＲ１Ｈ ／ Ｌ１００２Ｐ ｍｉｃｅ　

ＢｕｂＲ１
参与染色体分离，有丝分裂的检查点基因
Ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ， ｍｉｔｏｔｉｃ
ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｇｅｎｅｓ

寿命短；侏儒；脂肪营养不良；肌肉减少症和心脏
应激耐受性低［５９－６０］

Ｓｈｏｒｔ ｌｉｆｅ ｓｐａｎ； ｄｗａｒｆｉｓｍ； ｌｉｐｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ； ｓａｒｃｏｐｅｎｉａ
ａｎｄ ｌｏｗ ｃａｒｄｉａｃ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ［５９－６０］

Ｒｕｎｘ２ 敲除小鼠
Ｒｕｎｘ２ ＫＯ ｍｉｃｅ Ｒｕｎｘ２

干细胞向成骨细胞定向分化及不成熟成骨细胞
成骨分化过程中关键的转录因子
Ｃｒｉｔｉｃａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｅｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ
ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

侏儒［６１－６２］

Ｄｗａｒｆｉｓｍ［６１－６２］

周期，为日后开展相关基础研究提供更多可靠依据。
基因工程动物模型目前主要用于疾病发病机

制研究，检测新的治疗方法并进行药效评价、药物

筛选等。 相对于传统的动物模型，基因工程动物能

更精确地研究相关基因在疾病发生发展中的作用，
越来越多的基因编辑动物被应用到人类疾病防治

研究中。 在动物模型的基础上，结合临床样本进行

分析，有望进一步揭示侏儒症的发病机制。 期待未

来有更多更合适的侏儒症动物模型被建立，从而助

力于人类侏儒症研究，实现全民健康的发展需要。
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母婴分离动物模型及其影响学习记忆
相关机制的研究进展

李娜１，佘桂芳１，王娅鑫１，雷青１，孙鸿燕１，２∗
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　 　 【摘要】 　 母婴分离（ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ＭＳ）是一种生命早期的社会剥夺，会损伤啮齿类动物（主要为大鼠或

小鼠）成年后学习记忆能力。 ＭＳ 动物模型是目前研究学习记忆能力障碍表现及其机制的常用动物模型之一。 本

文对 ＭＳ 动物模型以及 ＭＳ 影响子代学习记忆的相关机制进行综述，旨在为后续进行 ＭＳ 子代学习记忆的相关研究

提供依据。
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　 　 随着三胎政策的全面放开，高龄孕产妇比例相

对增加，妊娠合并症的高危孕产妇比例上升，也造

成了高危新生儿的数量上升，高危新生儿出生后多

需立即转入新生儿重症监护病房（ｎｅｏｎａｔａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ
ｃａｒｅ ｃｅｎｔｅｒ，ＮＩＣＵ）进行病情观察及治疗，极易发生

母婴分离（ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ＭＳ） ［１－２］。 ＭＳ 是指将

断乳前或出生后 １ ～ ２１ ｄ（ ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｄａｙ １ ～ ２１，
ＰＮＤ １ ～ ２１）的年幼个体与母亲分开［３］，是生命早

期较为常见的负性刺激之一。 研究发现，ＭＳ 会导

致大脑结构的改变，影响神经发育，以致子代学习
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记忆能力下降［４］。 近年来，ＭＳ 影响子代学习记忆

能力的研究已成为焦点，但其具体影响机制仍未清

楚。 出于伦理学限制，ＭＳ 影响子代学习记忆的研

究对象主要以动物为主。 本文结合文献对 ＭＳ 动物

模型以及 ＭＳ 影响子代学习记忆的相关机制研究进

行综述，旨在为后续进行 ＭＳ 所致子代学习记忆损

伤的相关研究提供依据。

１　 母婴分离动物模型

１􀆰 １　 母婴分离动物模型概述

ＭＳ 在鸟类、猪和豚鼠中都有所研究，但是 ＭＳ
动物模型的构建最常选用大鼠和小鼠［５］。 早期社

会剥夺（ｅａｒｌｙ ｓｏｃｉａｌ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＥＳＤ）是指在生命发

展早期由于居住卫生条件差、社会性刺激获得少、
亲子互动沟通缺失等不良影响，基本的生理和心理

需求难以满足，导致母婴依恋关系发展受阻的一种

现象［６］。 早期干预（ ｅａｒｌｙ ｈａｎｄｌｉｎｇ，ＥＨ）和 ＭＳ 为早

期社会剥夺的两种方式。 ＥＨ 是指将 ＰＮＤ １ ～ ２１
的子鼠与母鼠分开 ３ ～ １５ ｍｉｎ；而 ＭＳ 是指让两者

进行更长时间地分离，即为 １ ～ ２４ ｈ［７］。 ＥＨ 分离时

间短，类似于母鼠自然状态下与子鼠分离的时间，
从而不造成严重的社会剥夺；相反，ＭＳ 分离时间较

长，可产生较为严重的剥夺［８］。 ＭＳ 模型为一种早

期社会剥夺模型，是目前探究 ＭＳ 引起子代异常行

为变化及机制的动物模型之一［９］。
１􀆰 ２　 母婴分离动物模型构建

１􀆰 ２􀆰 １　 实验对象选择

ＭＳ 动物模型可选用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠、ＳＤ 大鼠、
Ｗｉｓｔａｒ 大鼠等作为研究对象。 为减少性别因素对实

验结 果 的 影 响， 研 究 者 多 选 取 雄 性 作 为 研 究

对象［１０］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 分离时机

小鼠出生当日记录为 ＰＮＤ ０，母鼠与子鼠的分

离时机不同，产生的影响也有所差异，大多研究学

者选择在 ＰＮＤ ２ ～ １４ 或 ＰＮＤ ２ ～ ２１ 进行 ＭＳ［１１］。
ＭＳ 时间与应激低反应期发生重叠，子鼠在自然环

境状态下出生后的 ２ 周内表现出对压力刺激反应低

甚至无反应［１２］。 因此，子鼠对压力的这种自然防御

能力可能会减弱 ＭＳ 的影响。
１􀆰 ２􀆰 ３　 分离频率

ＭＳ 包括单次分离和连续重复分离。 大多数研

究采用连续重复分离，子代每天与母鼠进行 １ ～ ２
次分离［１３］。 若采用单次分离，研究人员大多会在

ＰＮＤ ９ 将子鼠与母鼠进行长时间的分离［６］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 分离持续时间

大部分论文使用“ＭＳ ｘｘ”代码表示分离持续时

间，ｘｘ 代表以分钟为单位的分离时间［１４］。 在连续重

复分离中，多数团队选择 ＭＳ １８０、ＭＳ ３６０，少数团队

选择 ＭＳ ６０、ＭＳ ２４０、ＭＳ ４８０，１ 次分离一般不超过

３６０ ｍｉｎ［１５］。 在单次分离实验中，研究者多选择分

离 ２４ ｈ（１４４０ ｍｉｎ），但是该方式不常用，因为会改变

幼鼠睡眠的结构，减少快速动眼睡眠［１４］。
１􀆰 ２􀆰 ５　 对照组

多数研究者设立对照组会选择不进行 ＭＳ，部分

团队会通过进行 ＥＨ 来作为对照，即进行 ＭＳ ３ ～
１５ ｍｉｎ［１６］，这种处理更贴近实际，因为即便在现实

环境中，母鼠与幼鼠也不会一刻不离。

２　 母婴分离动物模型的学习记忆行为
评价

２􀆰 １　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫是由英国神经科学家 Ｍｏｒｒｉｓ 于 ２０
世纪 ８０ 年代开发的新型水迷宫，是评估学习记忆的

经典实验［１７］，主要是通过记录大鼠从入水到找到隐

藏平台的时间与游泳轨迹来评估其学习记忆能力。
研究显示，ＭＳ 子鼠在水迷宫中表现为逃避潜伏期

增加以及穿越平台次数减少，提示空间记忆能力受

损［１８］。 但也有研究显示，早期 ＭＳ 应激可以增强子

鼠的认知与空间记忆能力，这可能与分离的时间程

序、水温、训练时间安排等有关［１９］。
２􀆰 ２　 Ｙ 迷宫

Ｙ 迷宫是一种基于动物自然探索好奇心的行为

测试，该测试中的自发交替行为可用于评估动物的

短期空间记忆能力［２０］。 其主要利用受试动物对于

新环境探索的天性，实验过程中受试动物每次转换

探索新的方向时都要记住之前探寻过的方向，可以

反映出动物的识别记忆能力。 研究显示，子鼠经历

ＭＳ 后在 Ｙ 迷宫中表现出交替次数降低，提示其学

习记忆能力受损［２１］。 而 ＺＨＡＮＧ 等［２２］ 发现，虽然

ＭＳ（ＰＮＤ １ ～ ２１，３ ｈ ／ ｄ）也明显降低了 ＳＤ 大鼠的自

发交替次数，但 ＭＳ（ＰＮＤ １ ～ ２１，１５ ｍｉｎ ／ ｄ）对其并

未产生影响，提示分离时间可能是影响大鼠空间记

忆能力的关键因素之一。
２􀆰 ３　 新物体识别实验

新物体识别实验是一种非奖赏性的认知记忆

实验模型，其主要利用大鼠、小鼠更倾向于寻找新
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物体的偏好，通过记录对已熟悉物体与新陌生物体

的探索时长来推断动物的记忆能力［２３］。 ＦＡＤＡＥＩ⁃
ＫＥＮＡＲＳＡＲＹ 等［２４］研究发现，与对照组相比，ＭＳ 组

大鼠的学习记忆能力在新物体识别测试中的认知

指数无显著性差异，提示学习记忆未受影响。 而一

项系统评价显示，ＭＳ 子代大鼠、小鼠在新物体识别

测试中表现出记忆受损［２５］。
２􀆰 ４　 巴恩斯迷宫实验

巴恩斯迷宫（Ｂａｒｎｅｓ ｍａｚｅ，ＢＭ）是一种基于旱

地的啮齿类动物避光喜暗且爱探究的天性而设计，
通过记录动物找到目标箱的时间及进入空洞的次

数用于评估啮齿动物的空间学习记忆能力［２６］。
ＣＯＲＤＩＥＲ 等［２７］ 研究发现，在巴恩斯迷宫测试中，
ＭＳ 组大鼠找到目标箱的时间比对照组长，提示 ＭＳ
大鼠在空间学习和记忆方面存在缺陷。

３　 母婴分离影响学习记忆的可能机制

３􀆰 １　 脑内化学物质

３􀆰 １􀆰 １　 氨基酸类神经递质

谷氨酸（ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ，Ｇｌｕ）和 γ⁃氨基丁酸（γ⁃
ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）是中枢神经系统中主要的

兴奋性和抑制性神经递质，对维持大脑兴奋⁃抑制平

衡起着重要的调节作用，其共同调节作用失衡会对

学习记忆功能产生重要影响［２８］。 Ｇｌｕ 是大脑中含

量最丰富的氨基酸，一定范围内 Ｇｌｕ 水平升高对正

常的神经元发育、突触可塑性、学习记忆有促进作

用。 相反，过高的 Ｇｌｕ 水平会对学习记忆产生抑制

作用，而 ＧＡＢＡ 可以减弱 Ｇｌｕ 的作用，与 Ｇｌｕ 共同维

持大脑的兴奋⁃抑制平衡状态［２９］。 研究发现，在

ＰＮＤ １ ～ ２１ 经历ＭＳ 的成年雄性大鼠学习记忆能力

下降，可能与海马中谷氨酸水平降低以及 ＧＡＢＡ 水

平升高有关［３０］。
３􀆰 １􀆰 ２　 单胺类神经递质

单胺类神经递质主要包括多巴胺（ ｄｏｐａｍｉｎｅ，
ＤＡ）、５⁃羟色胺（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙ ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ）等。 ＤＡ
广泛分布于与学习记忆过程密切相关的大脑区域，
包括前额叶大脑皮层、海马和纹状体。 海马体中的

多巴胺 Ｄ１ 受体主要负责记忆的获取，激活这些受

体可以增强空间学习和记忆［３１］。 多巴胺转运蛋白

（ｄｏｐａｍｉｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＤＡＴ）是一种膜结合的突触前

蛋白，可快速清除已释放到细胞外的多巴胺，从而

限制多巴胺信号传导的幅度和持续时间。 多巴胺

信号转导及其受体对学习记忆和突触可塑性会产

生重要影响［３２］。 ＧＲＯＣＨＥＣＫＩ 等［３３］ 研究发现，ＭＳ
诱导了青春期大鼠多巴胺传递功能减退，主要表现

在 ＤＡＴ 过表达和多巴胺 Ｄ１ 受体上调，从而导致大

鼠空间记忆障碍，而通过给予一种非典型 ＤＡＴ 抑制

剂 ＣＥ⁃１２３ 后，多巴胺信号传导正常化，ＭＳ 大鼠的

学习记忆得到改善。 ５⁃ＨＴ 是一种单胺型神经递质，
又称血清素，主要参与调节学习记忆、认知和情绪

等生理功能。 ＮＩＷＡ 等［３４］ 研究表明，ＭＳ 大鼠学习

记忆能力下降，可能与大脑中 ５⁃ＨＴ 及其代谢物 ５⁃
羟基吲哚乙酸的水平降低有关。
３􀆰 １􀆰 ３　 胆碱能神经递质

乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ）作为重要的神经

递质之一，在学习记忆中起着重要作用，Ａｃｈ 信号传

导失调与学习记忆功能障碍密切相关［３５］。 胆碱

（ｃｈｏｌｉｎｅ，Ｃｈ）是人体的一种必需营养素，可以通过

调节神经发育、改善突触发生或调节神经递质 Ａｃｈ
的合成和释放来提高学习记忆能力［３６］。 研究发现，
对 ＭＳ 大鼠给予富含 Ｃｈ 的饮食会改善学习记忆功

能障碍［３７］。
３􀆰 ２　 下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴

下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴（ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃
ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ，ＨＰＡ）是神经内分泌系统的重要组成部

分，长时间的 ＭＳ 会改变 ＨＰＡ 轴的功能和反馈调

节，导致成年后出现学习记忆功能障碍［３８］。 受到应

激时，下丘脑室旁核分泌促肾上腺皮质激素释放激

素（ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＣＲＨ）和精氨酸加

压素（ａｒｇｉｎｉｎｅ⁃ｖａｓｏｐｒｅｓｓｉｎ，ＡＶＰ），而 ＣＲＨ 和 ＡＶＰ 可

以激 活 垂 体 前 叶 以 分 泌 促 肾 上 腺 皮 质 激 素

（ａｄｒｅｎｏｃｏｒ ｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ ｈｏｒｍｏｒｅ，ＡＣＴＨ），其反过来刺激

肾上腺皮质细胞释放 ＨＰＡ 轴的最终产物—皮质类

固 醇 （ 人 体 皮 质 醇 和 啮 齿 动 物 皮 质 酮

（ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｃｏｒｔ）。 ＷＥＩ 等［３９］ 研究表明，ＭＳ 小

鼠的记忆能力下降可能与海马区的 ＣＲＨ 水平升高

有关。 研究发现，雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ＭＳ 成年后在水

迷宫中表现为学习记忆障碍，其机制可能与血浆

ＡＣＴＨ 和 ＣＯＲＴ 水 平 升 高 有 关［４０］。 而 ＲＯＱＵＥ
等［４１］通过评估不同发育时间点 ＨＰＡ 轴的激活水平

发现，ＭＳ １８０ 长期增加了下丘脑和海马 ＣＲＨ 的表

达，而不影响 ＡＶＰ 或 ＣＯＲＴ 水平，并且对下丘脑

ＣＲＨ 的表达影响一直持续到成年，可能与 ＭＳ 大鼠

成年后学习记忆能力降低有关。
３􀆰 ３　 突触可塑性

突触是神经元之间进行信息传递的关键部位，
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其可塑性调节普遍存在于中枢神经系统。 突触可

塑性是指神经元之间连接的数量和强度随突触和

神经元活动的变化而发生改变，既包括传递效能的

变化；也包括形态结构的变化，如突触后致密物增

厚或变薄等，突触可塑性在学习和记忆方面发挥着

重要作用［４２］。 ＳＨＡＨＲＡＫＩ 等［４３］研究发现，ＭＳ 降低

了雄性大鼠海马 ＣＡ１ 区的 ＬＴＰ 诱导，从而导致学习

记忆障碍。 而电针可通过恢复海马 Ｓｃｈａｆｆｅｒ 侧枝⁃
ＣＡ１ 区突触处的 ＬＴＰ 诱导来改善母体分离动物的

学习记忆缺陷［４４］。 此外，脑源性神经营养因子

（ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）对于突触

的生长发育及其可塑性有着极其重要的作用［４５］。
ＭＡＲＴＩＳＯＶＡ 等［４６］认为 ＭＳ 大鼠学习记忆能力下降

可能与 ＢＤＮＦ 和突触标记物突触素（ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，
ＳＹＮ） 和突触后密度蛋白 ９５ （ ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃９５， ＰＳＤ⁃９５ ） 的 减 少 有 关。 ＢＡＣＨＩＬＬＥＲ
等［４７］研究也证实，ＭＳ 导致小鼠突触功能相关基因

ＳＹＮ 表达降低。

图 １　 母婴分离影响子代学习记忆的可能机制

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

３􀆰 ４　 神经炎症

神经炎症是由中枢神经系统 （ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）的小胶质细胞和星形胶质细胞等介导

的一系列免疫应答［４８］。 小胶质细胞是大脑中主要

的免疫效应细胞，被认为是 ＣＮＳ 中的第一道防线，
其功能对 ＣＮＳ 的发育至关重要，包括神经发生、突

触成熟和轴突生长等［４９］。 正常的小胶质细胞可以

释放促进神经元生长和迁移的神经营养因子。 然

而，过度激活的小胶质细胞可以产生白介素⁃１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ⁃１β）和白介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ⁃
６）等一系列细胞因子，从而诱导中枢炎症反应。 此

外，炎性细胞因子的过度释放会反过来激活小胶质

细胞，形成恶性循环，进一步加重中枢神经系统的

炎症损伤，损害学习记忆功能［５０］。 研究表明，ＭＳ 诱

导了学习记忆障碍，降低了海马多巴胺水平，并升

高了子鼠的 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 水平［５１］。 ＨＡＯ 等［５２］ 研究

也发现，早期 ＭＳ 应激会损伤成年期 ＳＤ 大鼠学习记

忆能力损伤，其原因可能与小胶质细胞数量显著增

加并伴有 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 上调有关。
３􀆰 ５　 氧化应激

氧化应激是指自由基产生与抗氧化剂及其相

关酶的清除能力失衡，导致氧化还原信号传导和控

制被破坏，从而导致结构和功能出现损伤和紊

乱［５３］。 研究表明，ＭＳ 大鼠在基底外侧杏仁核和海

马齿状回小清蛋白神经元中表现出氧化应激标志

物 ８⁃ｏｘｏ⁃ｄＧ 的表达增加，学习记忆能力水平下降，
提示氧化应激增加可能是导致 ＭＳ 大鼠学习记忆障

碍的原因［５４］。 ＥＲＳＨＡＤＩ 等［５５］ 研究发现，与对照组

相比，ＭＳ 组小鼠学习记忆能力受损，海马中丙二醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ ） 水 平 升 高， 谷 胱 甘 肽
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（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）、辅酶 ｑ１０（ ｃｏｅｎｚｙｍｅ ｑ１０，ＣｏＱ）
水平下降，总抗氧化能力水平也降低。 提示经历 ＭＳ
的幼鼠成年后学习记忆水平降低可能是通过氧化

应激机制发生。 见图 １。

４　 小结

综上所述，ＭＳ 作为一种生命早期的社会剥夺，
可以通过影响脑内化学物质、ＨＰＡ 轴、突触可塑性、
神经炎症以及氧化应激等，从而影响子代大鼠学习

记忆能力，但是其诱导子代学习记忆障碍的机制需

进一步深入研究，以期为 ＭＳ 新生儿进行干预提供

理论依据，以减少 ＭＳ 诱导子代学习记忆障碍的风

险，促进 ＭＳ 患儿的健康成长。 目前，ＭＳ 建模方式

中不同分离方式对实验结果的影响尚有争议，未来

需要进一步深入探讨。
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Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０２３， ４３（５）： ２１２９－２１４７．
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自噬及自噬相关分子在神经退行性疾病中的研究进展

自噬是细胞内清除异常蛋白质或受损细胞器的重要途径之一，正常情况下，细胞自噬主要清除衰老的

细胞器以及蛋白酶体系统难以清除的大分子蛋白，对维持细胞内能量和物质代谢的稳态起到重要作用。 细

胞内受损的细胞器主要通过选择性自噬降解，神经元中异常的线粒体主要经线粒体自噬清除，包括以下多

种途径：ＰＩＮＫ１⁃Ｐａｒｋｉｎ 通路以及心磷脂、ＢＮＩＰ３Ｌ、ＦＵＮＤＣ１、ＦＫＢＰ８ 等跨膜蛋白介导的非 ＰＩＮＫ１⁃Ｐａｒｋｉｎ 通路。
神经系统内异常的自噬过程可引起神经系统损伤，包括自噬体聚集、神经细胞萎缩、线粒体耗竭以及轴突和

树突的萎缩等。 在帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ）、阿尔兹海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ）、亨廷顿舞

蹈症（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＨＤ）、肌萎缩侧索硬化症（ ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＬＳ）及路易氏体痴呆

（ｄｅｍｅｎｔｉａ ｗｉｔｈ Ｌｅｗｙ ｂｏｄｙ， ＤＬＢ）等神经退行性疾病中观察到了异常的自噬过程。 本文概述了自噬过程在神

经退行性疾病中的重要作用，为理解自噬相关分子与神经退行性疾病的联系做出了必要阐释，为研究神经

退行性疾病的病理机制和治疗方法提供了思路。

该研究成果发表于《动物模型与实验医学（英文）》期刊（Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２３， ６
（１）：１０－１７． ｄｏｉ： １０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２２２９）。
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　 　 【摘要】 　 血管性认知障碍（ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＶＣＩ）包含从轻度认知障碍到全面痴呆的一系列疾

病，可由不同原因的血管病变及其危险因素引起。 建立适宜的动物模型对于发病机制研究和药物研发具有重要意

义，然而到目前为止，没有一种动物模型可以完美模拟 ＶＣＩ 的发病机制。 目前的 ＶＣＩ 造模以颈动脉及椎动脉狭窄

或闭塞为主流方法，但近年来越来越多的非手术方法的涌现，为研究这一疾病提供了新的思路和前景。 本综述就

ＶＣＩ 非手术动物模型的构建方法、模型机制、模型特点进行讨论，为研究者选择更合适的动物模型提供参考。
【关键词】 　 血管性认知障碍；非手术动物模型；建模方法；模型机制；模型特点
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ｍｏｄｅｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 血 管 性 认 知 功 能 障 碍 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＶＣＩ）是由脑血管病危险因素（如高血压

病、糖尿病和高脂血症等）、显性脑血管病如脑梗死

和脑出血（ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）、非显性脑血管
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病（如白质损伤、灰质萎缩和慢性脑缺血）等引起的

从轻度认知损害到痴呆的临床综合征，是从轻度认

知障碍到血管性痴呆的任一阶段和类型，也是继阿

尔茨海默症（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的第二大认

知障碍疾病。 近年来 ＶＣＩ 的发病率逐年增高，在全

球范围内，痴呆症患者人数从 １９９０ 年的 ２０２０ 万增

加到 ２０１６ 年的 ４３８０ 万，而这一数字预计在 ２０５０ 年

将增加两倍多［１］。 在中国，２０１９ 年 ６５ 岁以上人群

的痴呆患病率为 ５􀆰 ６０％［２］。 目前，许多临床实验已

展示出一些积极的效果。 但这些实验中的认知功

能改善程度往往是适度的，故亟需寻求更接近人类

的动物模型，为疾病的预防和药物研发提供依据。
但 ＶＣＩ 的发病机理复杂，可同时合并综合性因素，
因此对其病机和病理过程的模仿面临巨大挑战。

目前为止，临床研究的 ＶＣＩ 啮齿类动物模型有

手术模型和非手术动物模型两大类，手术模型以颈

动脉狭窄或闭塞为主，包括大脑中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）、双侧颈动脉闭塞

（ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｓｔｅｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，
ＢＣＡＯ）、双侧颈总动脉狭窄（ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ
ａｒｔｅｒｙ ｓｔｅｎｏｓｉｓ， ＢＣＡＳ ）、 ２ 血 管 闭 塞 法 （ ２⁃ｖｅｓｓｅｌ
ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，２⁃ＶＯ）、４ 血管闭塞法 （ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ４⁃ｖｅｓｓｅｌ
ｏｃｃｌｕｓｉｏ，４⁃ＶＯ），非手术模型主要包括自发性高血

压 ／卒 中 易 感 性 （ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｓｔｒｏｋｅ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ，ＳＨＲ ／ ＳＰ）、２ 型糖尿病（ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ） 模型、 脑淀粉样血管病 （ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｍｙｌｏｉｄ ａｎｇｉｏｐａｔｈｙ，ＣＡＡ）、常染色体显性遗传性脑

动脉病伴皮质下梗死和白质脑病（ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｕｔｏｓｏｍａｌ
ｄｏｍｉｎａｎｔ ａｒｔｅｒｉｏｐａｔｈｙ ｗｉｔｈ ｓｕｂｃｏｒｔｉｃａｌ ｉｎｆａｒｃｔｓ ａｎｄ
ｌｅｕｋｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＣＡＤＡＳＩＬ）、高同型半胱氨酸血

症（ｈｙｐｅｒｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｍｉａ，ＨＨｃｙ）。 由于手术动物模

型的操作难度高、致死率高，而建立非手术动物模

型更加便捷、经济、耗时较少且对动物的伤害更小，
多数 ＶＣＩ 的发生并非由大动脉直接闭塞引起，血
栓、基因突变、饮食习惯、遗传因素、小血管病变等

均可能为发病因素，这使得非手术模型可能在应用

中具有更好的前景。 故本文主要探讨非手术动物

模型在 ＶＣＩ 中的应用，为研究者们选择更可行性的

ＶＣＩ 动物模型提供参考价值。

１　 发病机理

有研究发现 ＶＣＩ 是由脑供血减少，导致受影响

的脑区域神经元损伤和脑部结构功能受损，最终导

致认知障碍。 其发病机理涉及血管壁异常、缺血梗

死、小动脉硬化等多种因素。
１􀆰 １　 缺血因素

血管阻塞，无论大小，都可能引发 ＶＣＩ 和痴呆，
且它的发病往往具有延后性。 大血管阻塞如缺血

性中风，小血管阻塞如动脉硬化，均可导致 ＶＣＩ。 在

中风时，血管壁中的炎症物质和淀粉样蛋白的沉

积，对 ＶＣＩ 的发展有重要影响［３－４］。 中风后，认知能

力的下降较快 （相较于其他形式的 ＶＣＩ，不到一

年） ［５－６］，而小血管阻塞则发展缓慢［６］。 长期的脑灌

注不足，可能导致白色物质损伤和认知功能突然下

降，最终导致多个认知领域受到损害［７－９］。
１􀆰 ２　 出血因素

ＩＣＨ 后也可能发生血管功能障碍和认知缺

陷［８－９］。 尤其是老年人、女性、有既往 ＩＣＨ 病史、初
始神经功能缺损更严重及早期收缩压持续偏高的

患者，更容易受到这种认知障碍的影响。 ＣＡＡ 引起

的颅内出血可能会导致认知功能障碍，并导致脑水

肿和继发性缺血。 此外，蛛网膜下腔出血若累及海

马体和额颞区，也可导致视觉空间记忆和语言缺陷

综合征［１０］。 在这种情况下，ＶＣＩ 的发生可能与硬膜

淋巴引流受影响有关［１１］。
１􀆰 ３　 其他因素

ＶＣＩ 可与 ＡＤ 等疾病合并出现，这些疾病通常

由血管和脑组织蛋白质结构变化引起［１２］。 此外，高
血压和糖尿病是 ＡＤ 的独立风险因素，可与 ＶＣＩ 合

并。 吸烟、维生素 Ｅ 缺乏、体力活动不足和低教育

水平等生活方式因素也可能与 ＶＣＩ 有关。 然而，这
些因素对 ＶＣＩ 认知缺陷的影响目前仍存在争议［１３］。

２　 分子生物学机制

动物模型可用于研究脑血管损伤期间大脑中

发生的分子变化，以及这些变化最终如何引起认知

缺陷。 脑循环保证了足够的血液输送到大脑。 缺

氧或慢性脑灌注不足可能导致神经血管单位中能

量底物的递送和代谢废物的清除之间的平衡改变。
就认知缺陷而言，病理机制可能涵盖从氧化应激到

血管清除有毒废物如 β⁃淀粉样蛋白 （ ａｍｙｌｏｉｄ β⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ），以及从神经炎症到小胶质细胞、星形

胶质细胞和内皮细胞功能受损。 下面将从这几个

方面描述 ＶＣＩ 的分子机制。
２􀆰 １　 星形胶质细胞的作用

研究表明，星形胶质细胞是导致 ＶＣＩ 的重要因

３２２１
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素。 作为神经血管单元的重要组成部分，星形胶质

细胞的主要作用是调节脑血流量，血脑屏障渗透

性、神经免疫反应和神经血管重构［１４］，同时也在血

管向神经元提供能量方面发挥着至关重要的作用。
其通过特有的突起（星形细胞端足）与脑血管周围

的内皮细胞直接互动，从而调节脑部血流［１５］。 星形

细胞的端足作为一个特殊单位，主要起维持大脑离

子和渗透稳态的作用。 有研究发现，端足破坏会导

致小 胶 质 细 胞 活 化 和 促 炎 细 胞 因 子 的 释 放。
ＷＥＥＫＭＡＮ 等［１６］证实，在炎症过程中，星形胶质细

胞 和 端 足 可 能 因 基 质 金 属 蛋 白 酶 （ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰｓ）的释放而发生变性，ＭＭＰｓ
将破坏端足和血管系统基底膜上的 α⁃β 肌营养不

良聚糖复合物。 端足变性导致神经血管耦合受损，
进而影响钾稳态，使神经元兴奋性增加，最终导致

认知障碍［１７］。 此外，星形胶质细胞也可以通过星形

胶质细胞 ＣＮ ／活化 Ｔ 细胞 核 因 子 （ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔ
ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ，ＮＦＡＴ）机制，促进炎症细胞因子的释

放，进而影响认知功能。
２􀆰 ２　 小胶质细胞的作用

氧化应激可以引起神经血管炎症［１８］。 因此，
ＶＣＩ 的病理生理过程也与炎症因子有关［１９］。 对大

鼠模型的研究发现，小胶质细胞可以在缺血缺氧条

件下释放 ＭＭＰｓ，使血脑屏障 （ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，
ＢＢＢ）破坏，并且使有髓纤维被破坏［２０］ 而产生认知

障碍。 此外，活化的小胶质细胞可以释放白细胞介

素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６， ＩＬ⁃６）、 肿瘤坏死因子 α （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）等炎性因子在 ＶＣＩ 中发挥

重要作用［２１］。 在脑卒中动物模型和人类中，脑卒中

发生后，血清和脑脊液中的 ＩＬ⁃６ 水平会升高［２２－２３］。
此外，有研究显示，对于有血管危险因素的患者，ＩＬ⁃
６ 水平升高可能会增加他们患痴呆的风险。 因此，
在 ＶＤ 患者的血清中 ＩＬ⁃６ 水平也较高［２４］，提示 ＶＣＩ
发展过程中有炎症成分存在。
２􀆰 ３　 神经元细胞的氧化应激作用

氧化应激可由脑微血管内皮中活性氧（ ｒａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ，ＲＯＳ） 和活性氮 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＮＳ）的产生增加而引起［２５］。 亦可由血管相关的病

理状态引起，包括高血压、糖尿病和动脉硬化。 此

外，有研究证明，神经退行性疾病的一种常见现象，
是蛋白质的过度氧化，这被认为与认知缺陷相

关［２６－２７］。 而在 ＶＣＩ 中，多项研究均证实氧化应激是

认知障碍发病的主要因素。

已有研究探索了动物模型中氧化应激的分子

机制。 ＲＯＳ 的产生增加是氧化应激的特征［２８］，这也

是心血管病理生理学和神经退行性病变的原因［２９］。
神经元的突触活动和神经传递可能由于 ＲＯＳ 和抗

氧化防御的降低而受到直接影响，从而导致认知功

能障碍。 研究发现，在认知障碍中，烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸 （ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）氧化酶可以引起 ＲＯＳ 的过量产

生［３０］。 ＮＡＤＰＨ 氧化酶是一种存在于多种细胞中的

多单位酶，包括中性粒细胞和血管细胞，特别是发

现其在脑血管中存在，来源于 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的

ＲＯＳ 是脑血管失调的关键致病效应物，这种失调可

能引发细胞功能障碍和细胞死亡，进而导致认知

障碍。
２􀆰 ４　 周细胞

周细胞是包裹毛细血管和静脉中内皮细胞的

多功能壁细胞［３１］。 周细胞的主要作用是维持 ＢＢＢ
完整性，清除中枢代谢废物，而在调节脑血流量

（ｃｅｒｅｂｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ，ＣＢＦ）收缩中也起着至关重要的

作用。
有研究表明，周细胞可表达多种标志物，而最

常用的细胞标志物包括：α⁃平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａ⁃
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）、神经元神经胶质抗原

（ｎｅｕｒｏｎａｌ ｇｌｉａｌ ａｎｔｉｇｅｎ，ＮＧ２）和血小板衍生生长因

子受体 β（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｅｔａ，
ＰＤＧＦＲβ） ［３２］，通过评估这些标志物在周细胞中的

表达情况，可进一步研究周细胞的形态［３３］。 然而，
目前为止，这些标志物的使用仍存在一些挑战，因
为这些标志物在其他类型细胞中也表达。 周细胞

和内皮细胞的相互作用通过微结构连接形成［３４］，这
种相互作用对两种细胞的生存和能否正常发挥其

功能都至关重要，内皮细胞的分化和生存依赖于周

细胞，同理，内皮细胞释放的血小板衍生生长因子

（ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ⁃Ｂ）对周细胞的

增殖和迁徙具有关键的调控作用。 ＰＤＧＦ⁃Ｂ 与位于

周细胞膜的受体 ＰＤＧＦＲβ 结合，激活包括转化生长

因子⁃β （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｅｔａ， ＴＧＦ⁃β） 和

Ｎｏｔｃｈ 在内的信号转导途径，使周细胞增殖并将其

迁移到新生血管上。 因此，周细胞的缺失会对内皮

细胞和血脑屏障的通透性产生不良影响。
在 ＶＣＩ 的动物模型和死后组织学研究中，ＶＣＩ

中周细胞丢失的机制尚未阐明。 有数据显示，血管

因素（高血压、高血糖），可导致周细胞损失［３５］。 同
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时，周细胞的丢失可引起内皮细胞死亡，并可加重

血管功能障碍，导致微血管退化，进而导致慢性

缺氧。
这些研究表明周细胞在诱发 ＶＣＩ 的记忆缺陷

中可能有显著作用，而周细胞具体如何诱导 ＶＣＩ 还
需进一步研究。
２􀆰 ５　 内皮细胞和一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）

内皮细胞形成全身所有血管的内壁［３６］，是神经

血管单元的一部分，覆盖在脑血管的内表面。 许多

研究表明，内皮细胞在 ＶＣＩ 中起着重要作用。 氧化

应激损伤的内皮细胞可导致脑血管损伤和神经血

管解耦［３７］。 除此之外，这种与认知功能障碍的联系

似乎是由于这些细胞对 ＮＯ 产生的影响［３８］。
ＮＯ 是一氧化氮合酶的内皮亚型在内皮细胞中

分泌的一种反应性气体，它被强直释放以控制中枢

神经系统的血管张力和神经元活动。 在慢性 ＶＣＩ
脑低灌注模型［３９］ 和高血压大鼠［４０］ 中，已观察到内

皮源性 ＮＯ 生物利用度降低，这种降低可能是认知

障碍的原因。 这一假说的进一步支持来自 ＡＤ 动物

模型的研究，其中，ＮＯ 的减少增加了 Ａβ 对认知的

负面影响，而 ＮＯ 对 Ａβ 沉积有保护作用［４１］。
目前许多研究都集中在恢复 ＶＣＩ 模型正常条

件下 ＮＯ 水平的治疗上。 ＮＯ 对认知过程的影响已

经被研究过，发现它们是由多种机制介导的。 一氧

化氮合酶（ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）与 Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃
天冬氨酸（ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃ｄ⁃ａｓｐａｒｔａｔｅ，ＮＭＤＡ）受体突触后

共定位。 Ｃａ２ ＋ 内流进入突触后神经元后，ＮＯ 作为

一种逆行信使，提供一种正反馈机制来维持突触前

谷氨酸释放，谷氨酸与各种突触后 ＮＭＤＡ 受体结

合，加强海马记忆相关过程，如长期电位增强（ ｌｏｎｇ⁃
ｔｅｒｍ ｐｏｔｅｎｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ，ＬＴＰ）。 ＮＯ 还通过

参与突触传递和细胞内运输的蛋白质的翻译后修

饰（ Ｓ⁃亚硝基化和 ３⁃硝基酪氨酸化） 调控其他

途径［４１］。
然而，同时需要注意的是，ＮＯ 的过度产生可能

通过过度刺激 ＮＭＤＡ 受体（兴奋性毒性）产生负面

影响，在正常情况下，相同的 ＮＯ 通过诱导环磷酸鸟

苷（ｃｙｃｌｉｃ ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＧＭＰ）介导的信号通

路来抵消这种影响［４２］。 因此，内皮细胞 ＮＯ 释放的

减少可能在解释血管病变和认知障碍之间的关系

中发挥了非常重要的作用。 然而，为了更好地定义

ＮＯ 在 ＶＣＩ 中的神经保护作用和神经毒性作用，还
需要其他研究。

３　 非手术动物模型

ＰＵＬＳＩＮＥＬＬＩ 等［４３］ 在 １９７９ 年提出了 ４⁃ＶＯ 后，
各种改良手术方法相继出现。 手术模型主要以脑

组织缺血坏死、缺血再灌注损伤等机制诱发 ＶＣＩ，但
该方法会引起动物脑部血流量迅速降低，而使小鼠

死亡率较高［４４］，故本综述着重介绍非手术动物模

型。 在非手术动物模型中，研究者们通过对动物的

饮食控制、基因修饰等手段，诱导出类似于人类 ＶＣＩ
的病理生理变化［４５］。 这些模型能够模拟 ＶＣＩ 的多

个方面，包括脑缺血、脑白质损伤、血管性痴呆等，
且因其操作简便、可重复性强等特点，在 ＶＣＩ 研究

中具有广泛应用前景。
３􀆰 １　 微栓塞模型

并非所有的 ＶＣＩ 病因均为大血管病变，长期、
反复的微栓塞也可能是重要病因之一。 微栓塞存

在于大小不等的皮质和皮质下区域。 微栓塞动物

模型可由血栓栓塞、胆固醇晶体、微珠或微球诱导，
下面将从这几个方面进行详细描述，具体模型特点

和优缺点总结及动物模型图分别见表 １、表 ２、图 １。
３􀆰 １􀆰 １　 造模方式与机制

（１）胆固醇晶体诱导的微栓塞模型

造模方式：ＷＡＮＧ 等［４６］ 选择 ８ ～ １０ 周龄的雄

性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠或者 ＣＸ３ＣＲＩ⁃ＧＦＰ 转基因小鼠

（体重在 ２２ ～ ２４ ｇ）。 通过 ７０ μｍ 和 ４０ μｍ 细胞过

滤器过滤游离胆固醇晶体，然后收集并用血细胞计

数器计数。 随后，将小鼠随机分为中风组和假手术

组， 并 用 氯 胺 酮 和 甲 苯 噻 嗪 （ ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 和

１０ ｍｇ ／ ｋｇ）进行麻醉。 在解剖显微镜下，仔细分离

右颈总动脉（ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ，ＣＣＡ）、颈内动脉

（ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ， ＩＣＡ） 和颈外动脉 （ ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ，ＥＣＡ）。 用 ７⁃０ 线结扎 ＩＣＡ 的颅外分

支，并永久结扎 ＥＣＡ 的远端部分。 将微血管夹应用

于 ＣＣＡ 以及 ＥＣＡ 和 ＩＣＡ 的近端，并在 ＥＣＡ 结扎部

位与 ＥＣＡ 夹之间切开。 向 ＣＣＡ 方向将聚乙烯

（ＰＥ１０）管插入 ＥＣＡ，取出微血管夹以恢复血流。 通

过 ＰＥ１０ 管注入 １００ μＬ 生理盐水，共 ３５００ ± ５００ 个

胆固醇晶体或单独的 １００ μＬ 生理盐水（假手术动

物）。 注射完成后，取出导管，永久结扎近端 ＥＣＡ 并

关闭伤口。
模型机制：可在大鼠中产生多发性梗死诱导的

血管性认知障碍痴呆（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶａＤ）。 受
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表 １　 研究血管认知障碍的主要非手术动物模型

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｎｏｎｓｕｒｇｉｃａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

模型
Ｍｏｄｅｌｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

建模方式
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

脑损伤部位
Ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ

ｓｉｔｅ

分子病理损伤
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｉｎｊｕｒｙ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

微栓塞模型
Ｍｉｃｒｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅｌ

雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小
鼠或者 ＣＸ３ＣＲＩ⁃
ＧＦＰ 转基因小鼠，

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
Ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ

ｏｒ ＣＸ３ＣＲＩ⁃ＧＦＰ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ，

ｗｉｓｔｅｒ ｒａｔ

１． 向颈内动脉注射胆固醇
晶体；

２． 使用聚乙烯导管向颈内动脉
注射微球；

３． 向颈内动脉注射不同尺寸的
血栓

１． Ｉｎｊｅｃｔ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ＩＣＡ；

２． Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ＩＣＡ ｕｓｉｎｇ ａ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｃａｔｈｅｔｅｒ；
３． Ｉｎｊｅｃｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ

ｃｌｏｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＩＣＡ

皮质、纹状体、海
马体和皮质下组

织、丘脑
Ｃｏｒｔｅｘ、ｓｔｒｉａｔｕｍ、
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ、

ｓｕｂｃｏｒｔｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ，
ｔｈａｌａｍｕｓ

小胶质细胞、巨噬细胞
和星形胶质细胞活化
Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ，

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ａｎｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ

［４６－４９］

高同型半胱氨酸血症
模型

ＨＨｃｙ ｍｏｄｅｌ

ＷＴ 和 ＡＰＰ ／ ＰＳ１
小鼠

ＷＴ ａｎｄ ＡＰＰ ／ ＰＳ１
ｍｉｃｅ

饮食诱导
Ｄｉｅｔａｒｙ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

额叶皮层和海马体
Ｆｒｏｎｔａｌ ａｎｄ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ

淀粉样蛋白减少
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

［５２－５３］

２ 型糖尿病模型
Ｔ２ＤＭ ｍｏｄｅｌ

ｄｂ ／ ＡＤ 小鼠
ｄｂ ／ ＡＤ ｍｉｃｅ

基因敲除后重编辑
Ｒｅｅｄｉｔ ａｆｔｅｒ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ

皮质
Ｃｏｒｔｅｘ

β⁃淀粉样蛋白无变化
Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ

Ａβ
［５５］

自发性高血压模型
ＳＨＲ ／ ＳＰ ｍｏｄｅｌ

ＳＨＲ ／ ＳＰ 大鼠
ＳＨＲ ／ ＳＰ ｒａｔ

近交系操作
Ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

皮质
Ｃｏｒｔｅｘ

白质损伤
Ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ

［５７－５９］

常染色体显性遗传性
脑动脉病伴皮质下梗
死和白质脑病模型
ＣＡＤＡＳＩＬ ｍｏｄｅｌ

ＴｇＰＡＣ⁃
Ｎｏｔｃｈ３Ｒ１６９Ｃ 小鼠

ＴｇＰＡＣ⁃
Ｎｏｔｃｈ３Ｒ１６９Ｃ

ｍｉｃｅ

基因操作
Ｇｅｎｅ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ

胼胝体、纹状体、
内囊和海马体
Ｃａｌｌｏｓｕｍ，ｃｏｒｐｕｓ

ｓｔｒｉａｔｕｍ，
ｅｎｄｏｃｙｓｔａｎｄ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ

白质损伤
Ｗｈｉｔｅ

ｍａｔｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ
［６１］

脑淀粉样血管病模型
ＣＡＡ ｍｏｄｅｌ

ＡＰＰＤｕｔｃｈ 小鼠和
Ｔｇ⁃ＳｗＤＩ 转基因小鼠
ＡＰＰＤｕｔｃｈ ｍｉｃｅ ａｎｄ
Ｔｇ⁃ＳｗＤＩ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｅ

基因操作
Ｇｅｎｅ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ

额颞叶皮层
Ｆｒｏｎｔｏｔｅｍｐｏｒａｌ

ｃｏｒｔｅｘ

星形胶质细胞和活化
小胶质细胞活化

Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ
ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ

［６３］

表 ２　 非手术动物模型的优缺点比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｕｒｇｉｃａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ
模型
Ｍｏｄｅｌｓ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

微栓塞模型
Ｍｉｃｒｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅｌ

对小鼠的创伤性小，精准调控 ＶＣＩ 的病程
Ｉｔ ｉｓ ｌｅｓｓ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｔｏ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ

ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ＶＣＩ

无法准确控制脑缺血时间
Ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｔｉｍｅ ｃａｎｎｏｔ

ｂｅ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ

高同型半胱氨酸血症模型
ＨＨｃｙ ｍｏｄｅｌ

造模方法可重复性高，可人为控制血液中同型半胱氨酸的水平
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ａｎｄ ｃａｎ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ

ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ

模型耗时长，实验结果不一致
Ｍｏｄｅｌ ｔａｋｅｓ ａ ｌｏｎｇ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ

２ 型糖尿病模型
Ｔ２ＤＭ ｍｏｄｅｌ

模型操作步骤简便
Ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ

构模过程复杂，周期长，实验成本高
Ｍｏｌｄｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｓ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ，
ｐｅｒｉｏｄ ｉｓ ｌｏｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ｃｏｓｔ ｉｓ ｈｉｇｈ

自发性高血压模型
ＳＨＲ ／ ＳＰ ｍｏｄｅｌ

可调控性强
Ｓｔｒｏｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｉｌｉｔｙ

对肾和大脑产生损害
Ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ａｎｄ ｂｒａｉｎ

常染色体显性遗传性脑动脉
病伴皮质下梗死和白质脑病

模型
ＣＡＤＡＳＩＬ ｍｏｄｅｌ

可人为控制基因表达人为研究常染色体显性遗传性脑动脉病伴皮
质下梗死和白质脑病的发病机制提供理想的临床前模型
ＣＡＤＡＳＩＬ ｃａｎ ｂｅ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ

ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ｓｔｕｄｉｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ
ｉｄｅａｌ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ

基因表达量的控制可能出现偏差
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍａｙ

ｂｅ ｂｉａｓｅｄ

脑淀粉样血管病模型
ＣＡＡ ｍｏｄｅｌ

忠实的模拟人类微血管 ＣＡＡ 相关的认知障碍，为疾病的治疗提供
新的潜在靶点

Ｆａｉｔｈｆｕｌ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ＣＡＡ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｎｅｗ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ

实验周期长，成本负担重
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄ ｉｓ ｌｏｎｇ，
ｔｈｅ ｃｏｓｔ ｂｕｒｄｅｎ ｉｓ ｈｅａｖｙ
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中国实验动物学报 ２０２４ 年 ９ 月第 ３２ 卷第 ９ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ９

图 １　 非手术动物模型图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｕｒｇｉｃａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ

影响的大脑区域是皮质、纹状体、海马和皮质下组

织，导致小胶质细胞、巨噬细胞和星形胶质细胞活

化。 神经元损伤、死亡和胶质增生通常在卒中 ２８ ｄ
后随时间持续增加［４７］。

（２）微球诱导的微栓塞模型

造模方式：ＭＩＹＡＫＥ 等［４８］通过使用聚乙烯导管

（尺寸 ３Ｆ，直径 １􀆰 ０ ｍｍ）将悬浮在 ２０％葡聚糖溶液

中的 ７００ ～ ９００ 个直径为 ４８ ～ ５０ 微球注射到右

ＩＣＡ 中。
模型机制：可以在大鼠大脑的皮层、纹状体和

海马体中诱导多发性梗死。 在大脑缺血侧观察到

ＣＢＦ 的持续降低，神经元损伤以及能量和神经递质

代谢受损。 这些缺血性损伤导致认知障碍。 在血

管内栓塞后约一周的水迷宫测试中观察到较长的

逃逸潜伏期，表明空间学习障碍和主动、被动回避

表现不佳。
（３）血栓诱导的微栓塞模型

造模方式：将不同尺寸的栓子（１５０ ～ １７８ μｍ、
７４ ～ １２４ μｍ 和 ４８ ～ ７４ μｍ）注射到小鼠 ＩＣＡ 中以

产生血栓栓塞性梗死。 用生理盐水稀释 ０􀆰 ３ ｍＬ ３％
栓子（凝块）混悬液，然后注入 ＩＣＡ。 从 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠

的股动脉取规定量的血液，然后以 ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，形成凝块。 弃去血清，将剩余血液在 ３７ ℃
的培养箱中储存 ７２ ｈ，形成凝块。 在手术前 ３６ ｈ 采

血，以防止死亡［４７］。
模型机制：血栓诱导的梗死主要发生在大脑皮

层、海马、丘脑和纹状体区域。 有研究报告称，神经

功能缺损的情况与栓子直径密切相关［４９］，这为研究

者提供了重要参考价值，可根据需要选择合适大小

的栓子来构建皮质下缺血和血管性痴呆的动物

模型。
３􀆰 １􀆰 ２　 模型特点

该模型的制作方式比较成熟，对小鼠的创伤性

较小，可以确保小鼠的存活率。 通过调节栓塞物质

７２２１
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的种类、大小、数量及注射方式等参数，以精准控制

栓塞的程度和范围，从而对 ＶＣＩ 的病程可以精准调

控。 动物模型的不同及栓塞物质的种类、大小等不

同对该模型的疾病影响程度不同。 该模型无法准

确控制脑缺血时间，因此梗死体积不稳定，这使得

病情程度无法预测。
３􀆰 ２　 ＨＨｃｙ 模型

ＨＨｃｙ 是公认的可独立导致心脑血管疾病的危

险因素。 同型半胱氨酸是一种非蛋白质形成氨基

酸，参与蛋氨酸和半胱氨酸的产生［５０］。 亚甲基四氢

叶酸还原酶 （ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｔｅｔｒａｐｈｉｌｉｃ ｆｏｌａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＭＴＨＦＲ） 或 胱 硫 氨 酸 β 合 酶 （ ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｅ ｂｅｔａ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）基因的突变或维生素 Ｂ６，Ｂ９ 和 Ｂ１２ 水

平低可导致血浆同型半胱氨酸水平升高，称为

ＨＨｃｙ。 有研究发现，血清同型半胱氨酸水平与痴呆

患者的认知功能呈负相关，并且血管性认知障碍和

痴呆 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｅｍｅｎｔｉａ，
ＶＣＩＤ）患者的水平升高比 ＡＤ 患者更常见。 虽然研

究表明同型半胱氨酸水平与海马萎缩、白质病变和

腔隙性梗死之间存在关联，但同型半胱氨酸诱导的

损伤机制仍然未知［５１］。
３􀆰 ２􀆰 １　 造模方式与机制

造模方式：ＳＵＤＤＵＴＨ 等［５２］在实验中发现，通过

给 ６ ～ １２ 月龄的 ＷＴ 和 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠喂富含维生

素 Ｂ６、Ｂ１２ 和 Ｂ９ 的饮食，并补充蛋氨酸 ３ ～ ６ 个月来

诱导 ＨＨｃｙ。 这种饮食通过 １⁃碳代谢途径产生

ＨＨｃｙ，而分解成半胱氨酸的程度极少。 当喂食这种

饮食时，６ ～ １２ 个月大 ＷＴ 和 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠中都表

现出血浆同型半胱氨酸水平的显著升高。
模型机制：在 ＨＨｃｙ 小鼠模型中，星形胶质细胞

在 ７２ ｈ 内钾通道和水通道蛋白 ４ 的数量会逐渐减

少，并在这个时间点达到最低。 小胶质细胞在 ４８ ｈ
会先出现促炎标志物的上升，但随后到 ７２ ｈ 时，抗
炎标志物的数量会增加。 内皮细胞在 ７２ ｈ 时紧密

连接蛋白 ５ 抗体（ ｃｌａｕｄｉｎ⁃５，ｃｌａｕｄｉｎ⁃５）的含量会上

升，但在 ４８ ｈ 时闭塞蛋白的数量会减少，且在该模

型中发现，大脑神经元的两个钾通道糖原合成酶激

酶⁃３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ３ ｂｅｔａ，ＧＳＫ３β）和蛋

白磷酸酶 ２（ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２，ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ，
ａｌｐｈａ ｉｓｏｚｙｍｅ， ＰＰＰ２ＣＡ） 增加， 以及抗炎标志物

增加［５３］。
３􀆰 ２􀆰 ２　 模型特点

由于 ＨＨｃｙ 是心血管疾病、脑血管病和认知障

碍的独立危险因素，因此该模型构建更贴近人体病

理生理过程，有助于研究 ＶＣＩ 的发病机制。 对于模

型构建方面，可以通过调控该模型动物的饮食，来
人为的控制血液中同型半胱氨酸的水平，从而研究

不同程度的 ＨＨｃｙ 对认知功能的影响。 此外，该模

型的造模方法相对稳定，只要严格控制实验条件，
就可以得到较为一致的实验结果，具有良好的可重

复性。 但由于需要长期调整模型动物的饮食，以达

到稳定的 ＨＨｃｙ 状态，因此造模过程耗时较长。 并

且动物的体重、饮食量的不同对 ＨＨｃｙ 的敏感性和

反应程度可能存在差异，这可能会导致实验结果的

不一致性。
３􀆰 ３　 Ｔ２ＤＭ 小鼠模型

Ｔ２ＤＭ 主要表现为胰岛素抵抗和 β 细胞功能受

损，这两种因素相互作用导致高血糖。 此外，Ｔ２ＤＭ
还常伴有血脂异常和高血压病等并发症，这些因素

对全身多个器官系统都具有不良影响。 大量证据

表明糖尿病容易引发并加速认知功能障碍［５４］，而
Ｔ２ＤＭ 目前被认为是轻度认知功能障碍 （ ｍｉｌｄ
ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＭＣＩ）和 ＡＤ 的独立危险因素。
但其具体的致病原因尚不清楚，有研究显示，Ｔ２ＤＭ
与一系列可能导致认知功能受损的病理过程紧密

相关，包括内皮功能下降、白质病变、ＣＢＦ 减少、脑
萎缩、脑梗死以及神经传导速度减慢等。 研究还发

现，高糖高脂饮食 ／糖尿病会导致海马体齿状回神

经元密度减少，该区域对于成年后的神经再生至关

重要。 因此，该区域神经的减少可能是引发认知功

能障碍的关键因素之一。
３􀆰 ３􀆰 １　 造模方式与机制

（１）造模方式：ＮＩＥＤＯＷＩＣＺ 等［５５］创建了一个结

合 Ｔ２ＤＭ 和 ＡＤ 特征的小鼠模型，这种模型是将糖

尿病小鼠模型与 ＡＰＰＤＮＬ ／ ＤＮＬ９ＰＳ１Ｐ２６４Ｌ ／ Ｐ２６４Ｌ
基因敲除的痴呆模型进行杂交。 这种 ｄｂ ／ ＡＤ 小鼠

既保留了亲本系的特性，例如严重的肥胖、糖尿病

和 Ａβ 的沉积，并出现了其他的病理学改变，如更严

重的脑血管病变，包括动脉瘤和小中风。
（２）模型机制：尽管整体早老素（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ，ＰＳ）

表达水平升高，但糖尿病小鼠的皮质 Ａβ 沉积并没

有显著增加，Ａβ 也没有在脉管系统中沉积或被清

除到血浆中。 与同龄的 ｄｂ ／ ｄｂ 或 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠相

比，ｄｂ ／ ＡＤ 小鼠在表现出更严重的认知障碍。 这些

结果提示，小鼠的糖尿病和（或）肥胖可能导致血管

系统的不稳定，进而引发认知障碍，而这种障碍可
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能与 Ａβ 无关。
３􀆰 ３􀆰 ２　 模型特点

该方法操作步骤简便，造模后小鼠未出现运动

障碍。 通过模拟糖尿病发病机制，导致小鼠出现血

管样病变，但与临床 ＶＣＩ 多因素发病不尽相同。 该

模型的构建过程复杂、周期较长、实验成本较高。
３􀆰 ４　 ＳＨＲ ／ ＳＰ 模型

高血压是 ＶＣＩ 的主要原因之一，可使 ＶＣＩ 患者

出现腔隙性脑 卒 中 和 白 质 高 信 号 （ ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒ
ｈｙｐｅｒｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ，ＷＭＨ）。 有研究表明，高血压会引

起脑血流量减少、管腔狭窄，血管内皮细胞受损，进
而导致小血管疾病（ｓｍａｌｌ ｖｅｓｓｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＳＶＤ），导致

白质、皮质和海马体进行性损伤［５６］。
３􀆰 ４􀆰 １　 造模方式与机制

（１）造模方式：ＹＡＭＯＲＩ［５７］ 及其团队在日本对

ＷＫＹ 大鼠进行遗传改造后得到了自发性脑卒中大

鼠模型（ＳＨＲ ／ ＳＰ）品系。 此种模型大鼠在 １２ 周龄

后发展为重度高血压，即收缩压通常约 ２００ ｍｍＨｇ，
在脑缺氧的情况下，发现 ５ 月龄大鼠的脑部血流量

在额区减少，平均约 ３６ 周龄即出现脑梗塞或 ＩＣＨ。
（２）模型机制：大脑白质损伤情况在 ＳＨＲ ／ ＳＰ

大鼠模型中与 ＶＣＩ 患者在 ＭＲＩ 上几乎一致［５８］。
ＳＨＲ ／ ＳＰ 大鼠的深部白质损伤和皮质下缺血性血管

病（ＳＩＶＤ）型 ＶＣＩ 患者相似。 在不控制饮食的情况

下，ＳＨＲ ／ ＳＰ 大鼠将在 ４ ～ ５ 月龄开始显示白质变

化，并在 ９ 月龄时发生梗死和出血。 当这些大鼠年

龄增长到 ５２ ～ ６４ 周时，它们会出现脑梗死并有出

血倾向，导致死亡。 通过高盐、低蛋白饮食，这些大

鼠的寿命可能会进一步缩短至 ４ 个月。
３􀆰 ４􀆰 ２　 模型特点

ＹＡＭＯＲＩ 等［５９］发现，ＳＨＲ ／ ＳＰ 模型的血管易脆

性较 ＷＫＹ 大，根据研究目的的不同，可以对 ＳＨＲ ／
ＳＰ 模型进行各种修饰，可调控性强，而且该模型通

过饮食控制可以缩短实验时间。 此外，为研究白质

损伤情况，可以通过延迟异常饮食喂养，使高血压

完全发展，从而研究白质改变，且降低中风的发生

率。 由于高血压会对肾引起损害，因此该模型中，
改变后的饮食会造成肾和大脑的严重损害，这使得

模型与人类的差异性越大，对高血压引起 ＶＣＩ 的发

病机理、机制的研究带来困难。
３􀆰 ５　 ＣＡＤＡＳＩＬ 模型

ＣＡＤＡＳＩＬ 是由一种位于 １９ 号染色体上的

Ｎｏｔｃｈ３ 基因突变引起的遗传性小血管病，而 Ｎｏｔｃｈ３

蛋白是哺乳动物体内存在的 ４ 种 Ｎｏｔｃｈ 蛋白之一，
在组织中调控细胞的各种活动［６０］。 ＣＡＤＡＳＩＬ 的特

征是颗粒状亲渗物质（ｇｒａｎｕｌａｒ ｏｓｍｏｐｈｉｌｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ，
ＧＯＭ）在中小动脉中积聚以及血管平滑肌细胞

（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣ ） 的 丢 失。
ＣＡＤＡＳＩＬ 患者从成年早期开始出现皮质下腔隙性

进行性的 ＷＭＬ，最终导致认知能力下降和皮层下梗

死复发。 因此，ＣＡＤＡＳＩＬ 是卒中和血管性痴呆的最

常见遗传原因。
３􀆰 ５􀆰 １　 造模方式与机制

（１）造模方式：ＷＡＬＬＡＹＳ 等［６１］ 报道了一种新

的敲入 Ｒ１６９Ｃ 小鼠模型，通过引入内源性 Ｎｏｔｃｈ３ 突

变，产生了约 ２０ 个月大的 ＣＡＤＡＳＩＬ 临床表型。 研

究 发 现， ＣＡＤＡＳＩＬ 临 床 前 小 鼠 模 型 ＴｇＰＡＣ⁃
Ｎｏｔｃｈ３Ｒ１６９Ｃ 小鼠随着年龄的增长出现进行性和节

段性白质病变。 通过将引起 ＣＡＤＡＳＩＬ 的 Ｎｏｔｃｈ３ 突

变引 入 大 型 ｐ１ 衍 生 的 人 工 染 色 体 （ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＡＣ）， 可以创建新的 ＣＡＤＡＳＩＬ 小鼠

模型。
（２）模型机制：突变体 Ｎｏｔｃｈ３ 过表达 ４ 倍的转

基因小鼠模型可以再现 ＣＡＤＡＳＩＬ 的主要病理特征，
如 Ｎｏｔｃｈ３ 细胞外结构域聚集和 ＧＯＭ 沉积在脑血管

中（５ 月龄），脑血流量减少（约 １１ ～ １２ 月龄），在
１８ ～ ２０ 个月大的动物中，会在大脑的某些关键区

域（如胼胝体、纹状体、内囊和海马体）显示出广泛

的白质病变。
３􀆰 ５􀆰 ２　 模型特点

ＣＡＤＡＳＩＬ 转 基 因 小 鼠 模 型 能 够 模 拟 人 类

ＣＡＤＡＳＩＬ 的有效病理征，包括白质病变、脑血流量、
血管平滑肌细胞的变形、坏死以及 ＧＯＭ 在中小动

脉中积聚情况。 此外，该模型可以通过人为的控制

基因表达、培养环境等因素来研究 ＣＡＤＡＳＩＬ 的发病

机制，为研究 ＣＡＤＡＳＩＬ 的发病机制提供理想的临床

前模型。 虽然 ＣＡＤＡＳＩＬ 小鼠模型能够模拟人类

ＣＡＤＡＳＩＬ 疾病的许多病理生理过程，但是在模型基

因表达中，基因表达量的控制有时可能出现偏差，
此外，由于小鼠和人类在生理、解剖和代谢等方面

存在差异，因此不能够完全模拟人类疾病的所有

方面。
３􀆰 ６　 ＣＡＡ 模型

ＣＡＡ 是一种常见的 ＳＶＤ，是指 β⁃淀粉样原纤维

沉积在脑动脉壁上［６２］。 一般认为它是 ＩＣＨ 的主要

病因。 近年来，ＣＡＡ 也被认为是 ＶＣＩ 和痴呆的重要
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危险因素。 除了出血性脑损伤外，ＣＡＡ 还与广泛的

缺血性组织损伤有关，包括白质高密度和微梗死。
Ａβ 在 ＣＡＡ 中的沉积过程尚不完全清楚。 早期的理

论认为，ＣＡＡ 中的 Ａβ 直接来源于血管壁的平滑肌

细胞。 最近的研究结果表明，ＣＡＡ 中的 Ａβ 主要由

神经元产生，然后由于 Ａβ 清除受损而沉积在血管

壁上。
３􀆰 ６􀆰 １　 造模方式与机制

（１）造模方式：ＡＰＰＤｕｔｃｈ 小鼠和 Ｔｇ⁃ＳｗＤＩ 转基

因小鼠模型能够模拟这种特定疾病。 研究报道［６３］，
ＡＰＰＤｕｔｃｈ 小鼠是通过过表达 Ｅ６９３Ｑ 突变的人类衰

老淀粉样前体蛋白 （ ａｇｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｙｌｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）产生的，大约在 ２２ ～ ２５ 个月龄时，在
小脑膜和皮质血管中开始形成血管淀粉样蛋白沉

积，而雌性小鼠的病理发病可能更早。 与主要靶向

脑实质的 ＡＰＰｗｔ 小鼠不同，ＡＰＰＤｕｔｃｈ 小鼠的大脑

中没有发现致密斑块，弥漫性脑实质斑块也很少发

现。 因此，Ｅ６９３Ｑ 氨基酸取代使得 Ａβ 重新定向到

脑血管壁上。 而 Ｔｇ⁃ＳｗＤＩ 小鼠模型是另一种主要用

于研究 ＣＡＡ 的转基因小鼠模型。 这些小鼠表达含

有瑞 典 Ｋ６７０Ｎ ／ Ｍ６７１Ｌ 和 荷 兰 ／爱 荷 华 Ｅ６９３Ｑ ／
Ｄ６９４Ｎ 促血管突变的人类 ＡＰＰ。

（２）模型机制：Ａβ 的大脑微血管沉积主要在小

鼠的丘脑和耻骨下被观察到。 早在 ３ 月龄时，Ｔｇ⁃
ＳｗＤＩ 小鼠的丘脑和丘脑下微血管中的淀粉样蛋白

水平就高于前脑的其他部位。 ＣＡＡ 将在 ３ 月龄时

进行首次观察，５０％的微血管在 １２ 月龄时受到影

响，在 ２４ 月龄时增加到 ８５％ ～ ９０％。 与丘脑和耻

骨下相比，Ｔｇ⁃ＳｗＤＩ 小鼠的额颞叶皮层血管只受到

最小程度的影响。 它们在 ３ 个月大时表现出空间学

习和记忆能力受损，这与耻骨下微血管淀粉样蛋白

的发育以及活性星形胶质细胞和活化小胶质细胞

数量的显著增加是一致的。
３􀆰 ６􀆰 ２　 模型特点

Ｔｇ⁃ＳｗＤＩ 小鼠主要在毛细血管中发生早发性

ＣＡＡ，而大血管相对幸免。 该模型表现出人类微血

管 ＣＡＡ 相关的认知障碍，并表现出强烈的神经炎症

反应，并为与该病的发生和进展相关的神经炎症和

血管周围应激的发病机制提供了新的实验见解，为
该病症提供了新的潜在治疗靶点。 ＡＰＰＤｕｔｃｈ 小鼠

模型的发病年龄相对较晚，会给带来了较长的实验

周期和成本负担。 而且小鼠性别不同对疾病的影

响周期也不同，这对于疾病的研究带来较大负担。

此外，ＡＰＰＤｕｔｃｈ 小鼠模型大脑中的致密、弥散性斑

块观察甚少，这对 ＣＡＡ 疾病的发病机制研究也带来

一定困难。
简而言之，转基因小鼠模型如 ＡＰＰＤｕｔｃｈ 和 Ｔｇ⁃

ＳｗＤＩ 能够模拟特定模式，分别用于研究 Ａβ 和

ＣＡＡ。 然而，这些模型各有优缺点，需要根据研究目

的选择合适的模型。 此外，从神经元的淀粉样蛋白

变化中剖析出 ＣＡＡ 的作用，以解释神经退行性病变

难度较大。 因此，这些小鼠模型对没有淀粉样蛋白

沉积的血管事件引发的 ＶＣＩ 机制，仅提供了有限的

见解。

４　 总结与展望

目前，ＶＣＩ 非手术动物模型主要通过药物干预、
基因操作、或其他非侵入性手段来模拟 ＶＣＩ 的病理

过程，这些 ＶＣＩ 的手非术动物模型各有优缺点，需
针对实验需求选择合适的模型。 非手术动物模型

的建造有助于研究者对 ＶＣＩ 的发病机理和分子机

制进行更深入的认识，且这类模型通过调整动物的

饮食、合并症等危险因素进行干预，有助于探索 ＶＣＩ
的预防策略。 虽然 ＶＣＩ 非手术动物模型建造的研

究有一定进展，但对 ＶＣＩ 的确切病理机制、治疗用

药等问题仍不十分明确，故仍需更多的相关研究和

高质量、同质化的证据研究。
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［ ４ ］ 　 ＭＩＪＡＪＬＯＶＩＣ＇ Ｍ Ｄ， ＰＡＶＬＯＶＩＣ＇ Ａ， ＢＲＡＩＮＩＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｓｔ⁃
ｓｔｒｏｋｅ ｄｅｍｅｎｔｉａ⁃Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｍｅｄ， ２０１７，
１５（１）： １１．

［ ５ ］ 　 ＳＫＲＯＢＯＴ Ｏ Ａ， Ｏ’ ＢＲＩＥＮ Ｊ， ＢＬＡＣＫ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ ］ ．
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ Ｄｅｍｅｎｔ， ２０１７， １３（６）： ６２４－６３３．

［ ６ ］ 　 ＭＡＮＤＺＩＡ Ｊ Ｌ， ＳＭＩＴＨ Ｅ Ｅ， ＨＯＲＴＯＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ
ｂａｓｅｌｉｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓ ｏｆ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｉｎ ｍｉｎｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｓｔｒｏｋｅ ａｎｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ａｔｔａｃｋ ａｔ ９０ ｄａｙｓ ［Ｊ］ ．
Ｓｔｒｏｋｅ， ２０１６， ４７（３）： ７２６－７３１．

［ ７ ］ 　 ＣＨＯＩ Ｂ Ｒ， ＫＩＭ Ｄ Ｈ， ＢＡＣＫ Ｄ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
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ｗｈｉｔｅ ｍａｔｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｓｔｒｏｋｅ， ２０１６， ４７（２）： ５４２－５４７．

［ ８ ］ 　 ＭＯＵＬＩＮ Ｓ， ＬＡＢＲＥＵＣＨＥ Ｊ， ＢＯＭＢＯＩＳ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｍｅｎｔｉａ ｒｉｓｋ
ａｆｔｅｒ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅ： ａ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃｏｈｏｒｔ
ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ Ｎｅｕｒｏｌ， ２０１６， １５（８）： ８２０－８２９．

［ ９ ］ 　 ＹＯＵ Ｓ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＬＩＮＤＬＥＹ Ｒ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｅａｒｌｙ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ＩＮＴＥＲＡＣＴ１
ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃ Ｄｉｓ， ２０１７， ４４（５ ／ ６）： ３２０－３２４．

［１０］ 　 ＳＵ Ｊ， ＴＯＮＧＺＨＯＵ Ｔ， ＧＵＯ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ａｆｔｅｒ
ａｎｅｕｒｙｓｍａｌ ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ： ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ， ２０１８， １１１：
ｅ５００⁃ｅ５０６．

［１１］ 　 ＳＡＨＹＯＵＮＩ Ｒ， ＧＯＳＨＴＡＳＢＩ Ｋ， ＭＡＨＭＯＯＤＩ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｎｉｃ
ｓｕｂｄｕｒａｌ ｈｅｍａｔｏｍａ： ａ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ｏｎ ｓｕｂｄｕｒａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ａｎｄ
ｄｅｍｅｎｔｉａ ［Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ， ２０１７， １０８： ９５４－９５８．

［１２］ 　 Ｏ’ＢＲＩＥＮ Ｊ Ｔ， ＥＲＫＩＮＪＵＮＴＴＩ Ｔ， ＲＥＩＳＢＥＲＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ．
Ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ Ｎｅｕｒｏｌ， ２００３， ２
（２）： ８９－９８．

［１３］ 　 ＤＩＣＨＧＡＮＳ Ｍ， ＺＩＥＴＥＭＡＮＮ Ｖ． Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｓｔｒｏｋｅ， ２０１２， ４３（１１）： ３１３７－３１４６．

［１４］ 　 ＰＲＩＣＥ Ｂ Ｒ， ＪＯＨＮＳＯＮ Ｌ Ａ， ＮＯＲＲＩＳ Ｃ Ｍ． Ｒｅａｃｔｉｖｅ
ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ： ｔｈｅ ｎｅｘｕｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｈａｌｌｍａｒｋｓ ｏｆ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ａｇｅｉｎｇ Ｒｅｓ Ｒｅｖ， ２０２１， ６８： １０１３３５．

［１５］ 　 ＰＲＩＣＥ Ｂ Ｒ， ＮＯＲＲＩＳ Ｃ Ｍ， ＳＯＭＰＯＬ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ
ｒｏｌｅ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｔｏ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ
ａｎｄ ｄｅｍｅｎｔｉａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ， ２０１８， １４４（５）： ６４４－６５０．

［１６］ 　 ＷＥＥＫＭＡＮ Ｅ Ｍ， ＷＩＬＣＯＣＫ Ｄ Ｍ． Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｉｎ
ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｂｒｅａｋｄｏｗｎ ｉｎ ｄｅｍｅｎｔｉａ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ
Ｄｉｓ， ２０１６， ４９（４）： ８９３－９０３．

［１７］ 　 ＡＲＡＮＴＩＮＩ Ｓ， ＴＲＡＮ Ｃ Ｈ Ｔ， ＧＯＲＤＯＮ Ｇ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｉｒｅｄ
ｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｉｎ ａｇｉｎｇ ａｎｄ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ：
Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ
ｔｏ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ， ２０１７， ９４： ５２－５８．

［１８］ 　 ＳＨＡ Ｓ， ＴＡＮ Ｊ， ＭＩＡＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ
ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． ＤＮＡ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０２１，
４０（６）： ７３３－７３９．

［１９］ 　 ＳＯＮＧ Ｊ， ＬＩ Ｍ， ＫＡＮＧ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｉｃａｌｅｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ｒａｔｓ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ［ Ｊ ］ ．
Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ Ｂｕｌｌ， ２０２４， ２０８： １１０８８８．

［２０］ 　 ＹＡＮＧ Ｙ， ＺＨＡＯ Ｘ， ＺＨＵ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ： Ａ
ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ’ ｓ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ［ Ｊ ］ ． Ａｇｅｉｎｇ Ｒｅｓ Ｒｅｖ， ２０２２，
８１： １０１７３４．

［２１］ 　 ＢＬＯＣＫ Ｍ Ｌ， ＺＥＣＣＡ Ｌ， ＨＯＮＧ Ｊ Ｓ． Ｍｉｃｒｏｇｌｉａ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ： ｕｎｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｒｅｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２００７， ８（１）： ５７－６９．

［２２］ 　 ＷＥＩ Ｊ， ＳＵＮ Ｃ， ＬＩＵ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｔｒｏｋｅ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０１８， ３８（２）：
５０７－５１５．

［２３］ 　 ＷＹＴＲＹＫＯＷＳＫＡ Ａ， ＰＲＯＳＢＡ⁃ＭＡＣＫＩＥＷＩＣＺ Ｍ， ＮＹＫＡ Ｗ
Ｍ． ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｇｉｎｇｉｖａｌ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｏｆ

ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｏｒａｌ Ｓｃｉ， ２０１６， ５８（ ４）：
５０９－５１３．

［２４］ 　 ＤＵＫＩＣ Ｌ， ＳＩＭＵＮＤＩＣ Ａ Ｍ， ＭＡＲＴＩＮＩＣ⁃ＰＯＰＯＶＩＣ Ｉ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ ６， ｃｌｕｓｔｅｒｉｎ ａｎｄ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ａｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｌｏｏｄ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｄｅｍｅｎｔｉａ ［ Ｊ ］ ． Ｃｌｉｎ Ｂｉｏｃｈｅｍ，
２０１６， ４９（３）： ２１３－２１８．

［２５］ 　 ＲＡＪＥＥＶ Ｖ， ＦＡＮＮ Ｄ Ｙ， ＤＩＮＨ Ｑ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ
ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ［ Ｊ ］ ．
Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ， ２０２２， １２（４）： １６３９－１６５８．

［２６］ 　 ＢＥＮＮＥＴＴ Ｓ， ＧＲＡＮＴ Ｍ Ｍ， ＡＬＤＲＥＤ Ｓ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ａｎｄ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ａ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
［Ｊ］ ． Ｊ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ Ｄｉｓ， ２００９， １７（２）： ２４５－２５７．

［２７］ 　 ＧＡＣＫＯＷＳＫＩ Ｄ， ＲＯＺＡＬＳＫＩ Ｒ， ＳＩＯＭＥＫ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｉｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｆｏｒ ｍｉｘｅｄ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ／ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｌ Ｓｃｉ， ２００８，
２６６（１ ／ ２）： ５７－６２．

［２８］ 　 ＬＩＵ Ｄ Ｄ， ＹＵＡＮ Ｘ， ＣＨＵ Ｓ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ＣＺ⁃７， ａ ｎｅｗ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｏｆ
Ｃｌａｕｌａｎｓｉｎｅ Ｆ， ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ２ＶＯ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｍｅｎｔｉａ ｉｎ
ｒａｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ Ｎｒｆ２⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｉｎ， ２０１９， ４０（４）： ４２５－４４０．
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