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　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在观察阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）动物模型 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠卵巢

切除（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ，ｏｖｘ）术后海马组织中 Ａβ 沉积和雌激素受体水平在不同月龄的变化规律。 方法　 将 ３ 月龄

ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠分 ３ 组，每组 ２０ 只，１０ 只采用经腹手术切除双侧卵巢作为模型（ｏｖｘ）组，１０ 只摘除相应部位的

等体积脂肪作为对照（ｓｈａｍ）组。 分别饲养 ３ 个月、４ 个月、５ 个月作为 ６ 月龄组、７ 月龄组、８ 月龄组，通过 Ｍｏｒｒｉｓ 水

迷宫评价不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠认知功能，透射电镜观察两组小鼠海马 ＣＡ１ 区细胞内细胞器形态变化，免疫荧光

染色检测两组小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 沉积，ＥＬＩＳＡ 检测两组小鼠血清雌激素、ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＭＤＡ 水平和含量，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 测定 ＥＲα 和 ＥＲβ 表达水平。 结果　 随着月龄的不断增加，水迷宫测试中 ｏｖｘ 组小鼠逃避潜伏期逐渐延长，海
马 ＣＡ１ 区 Ａβ 沉积增加、海马神经元线粒体肿胀增加，胞浆内见大量脂褐素及淀粉样沉积；血清雌二醇水平、ＳＯＤ
活力下降，ＲＯＳ 水平、ＭＤＡ 含量增加，海马组织 ＥＲα 和 ＥＲβ 表达降低。 结论　 小鼠卵巢切除术后可能会加剧海马

Ａβ 沉积，其认知功能降低呈现年龄依赖性。
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一

种老龄人口的神经退行性疾病，在女性绝经后发病

率较高［１］。 有研究显示，女性约占 ＡＤ 患者的 ７０％，
她们一生中患 ＡＤ 的风险比男性大，疾病进展率约

为男性的 ３ 倍，认知障碍的范围也更广泛［２－３］。 这

种性别差异的原因尚不清楚。 有研究认为绝经后

雌激素治疗，能改善认知功能［４］。 ＡＤ 主要病理特

征为脑内神经细胞之间由 β－淀粉样蛋白（ ａｍｙｌｏｉｄ
β⁃ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）沉积形成的老年斑及神经细胞内 Ｔａｕ
蛋白过度磷酸化，造成神经元纤维缠结［５－６］，其中由

Ａβ 蛋白异常聚集引起的构象变化及神经毒性在

ＡＤ 发生发展过程中起核心作用［７－８］。 为了探究卵

巢切除（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ，ｏｖｘ）后雌激素降低是否会对

认知功能产生影响并促进 Ａβ 的沉积，我们选择

ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因小鼠作为 ＡＤ 的动物模型，该模

型可以较好地模拟细胞外 Ａβ 沉积等 ＡＤ 的神经病

理学特征［９］，是一种较理想的 ＡＤ 动物模型，与普通

小鼠相比，这种小鼠脑内 ６～８ 月龄就出现学习记忆

能力减退，１２ 月龄更加明显［１０］。
女性 ＡＤ 的发生与雌激素信号转导减少相关，

雌激素与雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）结合并

激活下游转录机制［１１］。 雌激素受体表达水平与行

为学功能的关系，以及随着模型动物月龄的增加呈

现出的变化规律，目前还未定论。 本研究通过对 ３
月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠切除卵巢来模拟绝经后雌

激素减退状态，通过比较不同时间节点的行为学差

异，海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 沉积及雌激素受体表达的水平，
探究卵巢切除术对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠认知功能的影响，
阐明 ＥＲ 在 ＡＤ 中的潜在作用，一方面为绝经后认知

障碍的动物模型月龄选择提供依据，另一方面有助

于更好地理解 ＡＤ 中观察到的性别差异，并为性别

差异提供治疗策略参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ３ 月龄 ＳＰＦ 级 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠 ６０ 只，体重

（２０±２）ｇ，购买于北京华阜康生物科技股份有限公

司［ＳＣＸＫ（京） ２０１９－０００８］，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠均饲养

于上海中医药大学实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障设施

［ＳＹＸＫ（沪）２０２０－０００９］，洁净度为 ５ 级，环境温度

（２３±３）℃，相对湿度（５０±１０）％，换气次数每小时不

低于 ２０ 次，１２ ｈ ／ １２ ｈ 光暗循环。 每笼动物 ４ 只，动
物自由摄食摄水，每天定时清理鼠笼。 本实验方案

按照“３Ｒ”原则并获得上海中医药大学实验伦理委

员会批准（ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３０２２８０００３）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 一 抗 ＥＲα （ Ａｂｃａｍ， ａｂ３２０６３ ）； 一 抗 ＥＲβ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＰＡ１⁃３１１）；ＧＡＰＤＨ（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｏｇｙ 公司）；过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（上
海羿圣生物技术有限公司，３３１０１ＥＳ６０）；小鼠雌二

醇 ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ＨＹ０３３０２Ｅ）、ＳＯＤ ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（ＨＹ０３１２５Ｅ）、ＭＤＡ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ＨＹ０３１２４Ｅ） 均

购自上海恒远生物；ＲＯＳ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（南京森贝

伽生物科技有限公司，ＳＢＪ⁃Ｒ０７９９）；３％硫黄素染液

（ＧＤＰ１０２７）、山羊抗兔荧光二抗（ＧＢ２５３０３）均购自

武汉赛维尔生物科技有限公司；多聚甲醛 （中国

Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技有限公司，ＢＬ５３９Ａ）。
荧光倒置显微镜 （ Ｎｉｋｏｎ， Ｔｓ２⁃ＦＬ）；透射电镜

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｔａｌｏｓ Ｌ１２０Ｃ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳

仪（Ｍｉｎｉ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｖ３，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 转模仪

（Ｍｉｎｉ Ｔｒａｎｓ Ｂｌｏｔ， Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ）； 凝 胶 成 像 系 统

（Ｃｈｅｍｓｃｏｐｅ ６３００，中国上海）；Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫（中国

上海市欣软信息科技有限公司，ＸＲ⁃ＸＭ１０１）。
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１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠分组

　 　 ６０ 只 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 雌性小鼠分 ３ 组，每组 ２０ 只，
适应饲养 １ 周后，每组中 １０ 只采用经腹手术切除双

侧卵巢作为模型组（ｏｖｘ 组），另 １０ 只仅摘除相应部

位的等体积脂肪作为对照组（ｓｈａｍ 组），分别饲养 ３
个月、４ 个月、５ 个月作为 ６ 月龄组、７ 月龄组、８ 月龄

组。 模型制备的时间流程图见图 １。

图 １　 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠模型制备的时间流程图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｉｍｅ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ

１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验

　 　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫分别通过前 ５ ｄ 的定位航行实验

和第 ６ 天的空间探索实验检测 ２ 组小鼠以空间为参

考的学习记忆功能［１２］。 第 １ 天将小鼠从水迷宫第 １
象限内侧壁放入水中，测试 ６０ ｓ，其找到逃生平台的

时间即为此次逃避潜伏期，若 ６０ ｓ 内仍未找到，则
逃避潜伏期记为 ６０ ｓ，并引导其找到逃生平台，休
息、适应学习平台所在位置 １５ ｓ，然后从第 ３ 象限放

入，步骤同前。 第 ２ ～ ５ 天步骤同第 １ 天，共进行 ５
ｄ。 第 ６ 天进行空间探索实验测试，实验开始前，去
掉第 ３ 象限的逃生平台。 每只小鼠均从第 １ 象限放

入，测试 ６０ ｓ，通过记录比较其穿越平台的次数、平
台象限运动路程百分比、平台象限运动时间百分

比，检测其空间学习记忆的提取能力。
１􀆰 ３􀆰 ３　 免疫荧光检测 ｏｖｘ 对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马

ＣＡ１ 区 Ａβ 沉积的影响

　 　 将小鼠海马组织切片浸泡于多聚甲醛 １０ ｍｉｎ，
然后置于磷酸盐缓冲液中在脱色摇床上晃动洗涤 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ。 用 ５０％乙醇配制 ０􀆰 ３％硫磺素 Ｔ 溶

液，用滤纸过滤，室温孵育 ８ ｍｉｎ。 将玻片置于磷酸

盐缓冲液中在脱色摇床上晃动洗涤 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ。 切片甩干后滴加 ＤＡＰＩ 染液，室温避光孵育 １０
ｍｉｎ。 最后，用抗荧光淬灭封片剂封片。 将制备好的

硫磺素 Ｔ 染色切片置于荧光显微镜下用 ２００ 倍视野

观察并采集图像［１３］。 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析每个视

野中 Ａβ 沉积量和沉积面积占比（阳性总面积 ／统计

场总面积）。
１􀆰 ３􀆰 ４　 海马组织 Ｅ２ 水平、ＲＯＳ 水平、ＭＤＡ 含量、
ＳＯＤ 活力检测

　 　 取小鼠海马组织匀浆，采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ
法检测小鼠血清 Ｅ２ 水平［１４］、采用硫代巴比妥酸法

检测海马组织 ＭＤＡ 含量，黄嘌呤氧化法检测海马

组织 ＳＯＤ 活力［１５］。 制备海马组织单细胞悬液，使
用二氯荧光素双乙酸盐（ＤＣＦＨ⁃ＤＡ）探针法检测细

胞内活性氧水平［１６］。 按照试剂盒说明书分别进行

操作，结束反应后，酶标仪检测。
１􀆰 ３􀆰 ５　 透射电镜观察海马神经元细胞形态

　 　 分离海马组织后，立即将海马组织置于冰冷的

２􀆰 ５％戊二醛溶液中 ２ ｈ。 将海马组织在 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
二甲酰二甲酸缓冲液中洗涤 ４ 次，并在 １％ ＯｓＯ４ 中

固定 ２ ｈ，然后在分级丙酮步骤中脱水，并嵌入树脂

中。 超薄切片用 ２％乙酸铀酰和柠檬酸铅双重染

色，并通过透射电镜进行观察拍照。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测海马组织 ＥＲα、ＥＲβ 表达

　 　 从海马组织中提取的蛋白质，经电泳转膜后，
用 ５％ ＢＳＡ 在室温下封闭 １ ｈ，与 ＥＲα（１ ∶ １０００）和
ＥＲβ（１ ∶ １０００）在 ４ ℃的温度下孵育过夜，与辣根过

氧化 物 酶 （ ＨＲＰ ） 偶 联 的 二 抗 （ 山 羊 抗 兔 ＩｇＧ
（１ ∶ １０ ０００））孵育 １ ｈ。 用凝胶成像系统显影，用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 检测条带灰度值。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计软件分析。 计量资料采用

平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 水迷宫各组小鼠的逃
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避潜伏期符合正态分布且方差齐采用重复测量方

差分析；各组小鼠穿越平台次数、平台运动路程百

分比、平台运动时间百分比、Ａβ 沉积面积组间对比

采用双因素方差分析；雌激素水平、氧化应激指标、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 数据符合正态性分布且方差齐采用单

因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 水迷宫实验

　 　 水迷宫测试用于评估学习和记忆功能，如图 ２Ａ
所示，随着月龄的增加，小鼠逃避潜伏期不断延长，
同一月龄小鼠，与 ｓｈａｍ 组比较，ｏｖｘ 组逃避潜伏期

仅有延长趋势，无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 ｓｈａｍ 组

或 ｏｖｘ 组中，与 ６ 月龄小鼠对比，８ 月龄小鼠逃避潜

注：与 ｓｈａｍ 组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；８ 月龄与 ｓｈａｍ 组 ６ 月龄相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；８ 月龄与 ｏｖｘ 组 ６ 月龄相比，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 卵巢切除对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠空间学习及空间记忆能力的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５． ８ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｔ ６ ｍｏｎｔｈｓ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５． ８ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｏｖｘ ｇｒｏｕｐ ａｔ ６ ｍｏｎｔｈｓ，＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ ｏｎ ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ

伏期显著延长，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；同一

月龄小鼠中，与 ｓｈａｍ 组比较，６、７ 月龄 ｏｖｘ 组逃避潜

伏期虽延长但无显著性差异（Ｐ＞０􀆰 ０５），在 ８ 月龄

时，与 ｓｈａｍ 组相比，ｏｖｘ 组逃避潜伏期延长，差异有

统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；在空间探索试验中（图 ２Ｂ～
２Ｄ），小鼠穿越平台次数、平台象限运动路程、平台

象限运动时间比较上，同一月龄小鼠中，与 ｓｈａｍ 组

比较，ｏｖｘ 组穿越平台次数、时间、路程均显著减少

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ｓｈａｍ 组和 ｏｖｘ 组中，与 ６ 月龄小鼠对比，
８ 月龄小鼠穿越平台次数、平台象限运动路程、平台

象限运动时间显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 水迷宫实验证

实，ｏｖｘ 可加重小鼠空间记忆和记忆提取能力，小鼠

认知功能在 ６ 月龄时已出现，随着月龄的增加，ｏｖｘ
对小鼠空间记忆和提取能力的影响愈发显著。
２􀆰 ２　 免疫荧光法检测 ｏｖｘ 对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马

ＣＡ１ 区 Ａβ沉积的影响

　 　 如图 ３ 所示，通过硫磺素免疫荧光染色我们观
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察 ｏｖｘ 手术对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块

沉积的影响，随着月龄的增大，无论 ｓｈａｍ 组还是

ｏｖｘ 组，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块沉积数

量均呈现增加趋势；ｓｈａｍ 组中，与 ６ 月龄相比，７、８
月龄小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块沉积数量差异无统计

学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；ｏｖｘ 组中，与 ６ 月龄相比，７ 月龄

小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块沉积数量差异无统计学意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５），８ 月龄小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 斑块沉积

数量增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 透射电镜观察 ｏｖｘ 对 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马神经

元细胞内细胞器形态

如图 ４ 所示，在 ６ 月龄 ｓｈａｍ 组小鼠海马神经元

注：绿色荧光代表 Ａβ 斑块沉积。 同一月龄的 Ａβ 沉积数量，与 ｓｈａｍ 组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；８ 月龄与 ６ 月龄 ｏｖｘ 组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 切除卵巢对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马 ＣＡ１ 区 Ａβ 表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ａβ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍｏｎｔｈ ｏｆ ａｇｅ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

８ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｖｘ ｇｒｏｕｐ ａｔ ６ ｍｏｎｔｈｓ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａβ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ｒｅｇｉｏｎ

注：蓝色箭头：染色质；黄色箭头：线粒体；红色箭头：斑块。

图 ４　 透射电镜观察 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马神经元细胞形态的影响

Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ， Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ． Ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ， Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗ， Ｐｌａｑｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈ ｏｌｄ ｏｖｘ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ
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细胞染色质分布均匀，线粒体膜、嵴完整，未见异常

斑块沉积；在 ６ 月龄 ｏｖｘ 组小鼠发现染色质分布尚

均匀，线粒体膜、嵴完整，胞浆内见少量脂褐素颗

粒；在 ７ 月龄 ｓｈａｍ 组小鼠海马神经元细胞见染色质

分布均匀，线粒体轻微肿胀；在 ７ 月龄 ｏｖｘ 小鼠组，
染色质分布欠均匀，线粒体略微肿胀变形，胞浆内

见脂褐素及淀粉样斑块沉积；在 ８ 月龄 ｓｈａｍ 组小鼠

海马神经元细胞中，染色质分布呈边集化，线粒体

嵴模糊不清，胞浆内见少量淀粉样斑块沉积；在 ８ 月

龄 ｏｖｘ 小鼠中，染色质边集较多，线粒体肿胀，嵴消

失，胞浆内见大量脂褐素及淀粉样沉积。
２􀆰 ４　 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠血清中 Ｅ２ 水

平、ＲＯＳ 水平、ＳＯＤ 活力、ＭＤＡ 含量的影响

　 　 如图 ５ 所示，ＥＬＩＳＡ 法检测不同月龄血清中 Ｅ２

（动情期）含量。 统计结果显示 ６、７、８ 月龄 ｏｖｘ 后与

ｓｈａｍ 组比较 Ｅ２ 水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），月龄与小

鼠血清中 Ｅ２ 水平成反比。 海马组织 ＲＯＳ 水平、
ＭＤＡ 含量是反应机体氧化应激状态的指标，ＳＯＤ 活

力是反应抗氧化能力的指标，对不同月龄小鼠的

ｓｈａｍ 组与 ｏｖｘ 组进行 ＭＤＡ、ＲＯＳ、ＳＯＤ 对比分析，发
现与 ｓｈａｍ 组相比，ｏｖｘ 组的 ＭＤＡ 含量、ＲＯＳ 水平显

著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＳＯＤ 活力较 ｓｈａｍ 组显著下降（Ｐ
＜０􀆰 ０５），表明 ｏｖｘ 后 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠血清雌激素减

退，抗氧化能力降低。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１
小鼠海马组织 ＥＲα、ＥＲβ表达水平的影响

　 　 如图 ６ 所示通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了 ＡＰＰ ／ ＰＳ１
小鼠海马组织中 ＥＲα、ＥＲβ 水平，从图中可以看出，
６、７、８ 月龄小鼠 ｏｖｘ 后，海马组织中 ＥＲα、ＥＲβ 水平

均有不同程度的下降，在 ７、８ 月龄 ＡＰＰ、ＰＳ１ 小鼠海

注：与 ｓｈａｍ 组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠雌二醇水平、ＲＯＳ 水平、ＳＯＤ 活力、ＭＤＡ 含量的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｘ ｏｎ Ｅ２ ｌｅｖｅｌｓ， ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ， ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｏｆ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ
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注：与 ｓｈａｍ 组对比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 ｏｖｘ 对不同月龄 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马组织 ＥＲα 和 ＥＲβ 水平的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｘ ｏｎ ＥＲα ａｎｄ ＥＲβ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ＡＰＰ ／ ＰＳ１ ｍｉｃｅ

马组织中，ＥＲα、ＥＲβ 水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 绝经状态一直被认为是影响认知功能的重要

因素，围绝经期前后女性发生认知功能障碍的病因

尚不清楚，雌激素水平生理性降低通常与 ＡＤ 风险

增加有关，大样本研究指出，在围绝经期使用激素

替代治疗的女性可能会降低 ＡＤ 风险［１７］。 在男性

中，雌激素水平与 ＡＤ 风险无关［１８］，因此，女性绝经

过渡期与 ＡＤ 高风险密切相关［１９］，这种性别差异除

与女性平均寿命较长外，还与女性围绝经期雌激素

水平降低有关，绝经后女性雌激素迅速降低增加了

ＡＤ 的易感性［２０］。 事实上，对 ４０ ～ ６０ 岁女性人群的

脑成像研究表明，与绝经前女性或年龄匹配的男性

相比，围绝经期和绝经后女性的 ＡＤ 病理表现，特别

是脑淀粉样蛋白 Ａβ 沉积显著增加［２１］。
Ａβ 的异常沉积是 ＡＤ 发病机制的关键环

节［２２－２４］。 Ａβ 级联假说首次提出，以 Ａβ 为主要成

分的老年斑块细胞外沉积可能是 ＡＤ 发病机制的主

要启动因素［２５］。 研究表明，海马组织作为中枢神经

系统最重要的组成部分之一，参与大脑信息存储和

记忆等重要功能，在学习、记忆和情绪应激过程中

发挥着不可替代的作用［２６］。 在本研究中，为了证实

卵巢切除对认知功能的影响，以及探索后续实验研

究药物干预的时间，节约实验动物成本，故选择 ３ 月

龄开始开始饲养，以期在 ６ ～ ８ 月龄中选取出现 Ａβ
沉积和认知功能减退的最佳月龄和开始药物干预

的时间。 本研究水迷宫实验、硫磺素染色和透射电

镜结果证实，随着小鼠年龄的增加，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠

的认知功能逐渐下降，Ａβ 沉积增加。
有研究表明，雌激素可以改善认知功能和记忆

力，降 低 ＡＤ 的 发 病 程 度， 并 降 低 患 ＡＤ 的 风

险［２７－２９］。 有研究显示，雌激素可能通过降解 Ａβ、下
调神经源性炎症来改善记忆力［３０］。 雌激素受体与

雌激素结合后，调节基因转录，从而在动物繁殖、生
长发育、脑神经保护中发挥重要作用［３１－３２］。 ＥＲｓ 有
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ＥＲα 和 ＥＲβ 两种亚型，ＥＲα 主要在脑中胆碱样神

经元中表达，少量在海马组织中表达，而 ＥＲβ 主要

在大脑皮层和海马区表达［３３］。 先前的研究发现，
ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠的 ＥＲα ｍＲＮＡ 和蛋白质以年龄依赖

性的方式减少，ＨＥＫ ／ ＡＰＰ 细胞中 ＥＲα 过表达可减

少 Ａβ 的产生［３４］。 然而，在海马中发现了高水平的

ＥＲβ ｍＲＮＡ 表达，这表明 ＥＲβ 可能是学习记忆的功

能性受体［３５］。 这与本研究结果一致。 在本研究中，
ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠通过切除卵巢模拟绝经后女性低雌

激素环境状态，随着月龄的增加，海马中 ＥＲα 和

ＥＲβ 逐渐减少。 与 ｓｈａｍ 组相比，ｏｖｘ 加速了这些变

化。 本研究结果表明，雌激素受体的表达与学习记

忆密切相关，并可能对 Ａβ 的沉积产生影响。
随着海马区 Ａβ 的不断沉积，能够刺激神经细

胞产生大量的 ＲＯＳ［３６］，过量的 ＲＯＳ 不能被及时清

除，进一步攻击生物膜脂质双分子层结构，破坏细

胞膜的结构和功能，生成有害的 ＭＤＡ［３７］，ＭＤＡ 是脂

质氧化损伤的生物标志物，而 ＳＯＤ 是抗氧化物，可
清除过量的 ＲＯＳ，一旦活性降低，抗氧化能力减弱，
不利于机体清除血液及脑组织中氧自由基，加重血

脑屏障损伤和神经退化，最终导致神经元凋亡和坏

死，促进 ＡＤ 病情加重［３８］。 本研究结果显示，ＡＰＰ ／
ＰＳ１ 小鼠的 ＲＯＳ 水平和 ＭＤＡ 含量随着月龄的增加

而增加，ＳＯＤ 活力降低，抗氧化损伤能力减弱，ｏｖｘ
加重了这种变化。

本研究发现 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠在 ６ 月龄时出现认

知功能障碍，８ 月龄认知功能障碍和 Ａβ 沉积更为明

显，卵巢切除加重了认知障碍的发生，在 ８ 月龄时尤

为显著，因此，本研究可指导在绝经后认知功能障

碍研究中 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠月龄的选择；同时，小鼠卵

巢切除后的低雌激素状态可能会加剧海马 Ａβ 沉积

并导致 ＡＤ 的快速发展，ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠海马组织中

雌激素受体表达降低与抗氧化能力水平降低、Ａβ
水平升高，其认知功能降低均呈现月龄依赖性。 但

是，在 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 转基因小鼠模型海马中，雌激素受

体水平的下调是否通过信号通路转导调控 ＡＤ 的发

生发展，仍需进一步的研究。
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基于嘌呤能受体 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的痛风性关节炎病理研究

王寅峰，刘泽宇，殷晓阳，鲁程锦，林志健∗，张　 冰

（北京中医药大学中药学院，北京　 １０２４８８）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察冰水泳浴对痛风大鼠模型病理变化的影响并探究其中 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的调控机制。 方法　 雄

性 ＳＤ 大鼠分为正常（ＮＯＲＭ）组和实验组，实验组包括痛风对照（ＧＣ）组、冰水泳浴（ＩＷＳ）组和亮蓝 Ｇ（ＢＢＧ，Ｐ２Ｘ７Ｒ
拮抗剂）组。 实验组大鼠通过尿酸酶抑制法联合 Ｃｏｄｅｒｒｅ 法塑造高尿酸血症合并痛风性关节炎模型。 冰水泳浴组

大鼠在 Ｃｏｄｅｒｒｅ 法造模后的 ０ ｈ 和 １２ ｈ，分别于深约 ０􀆰 ５ ｍ 的冰水混合物中进行 ５ ｍｉｎ 的耐力游泳，ＢＢＧ 组则在造

模后立即腹腔注射 ＢＢＧ 溶液 １ 次。 公式计算踝关节肿胀指数；尿酸酶法检测大鼠血清尿酸水平；ＥＬＩＳＡ 法检测血

清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 含量；ＨＥ 染色观察踝关节和滑膜组织的病理变化；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫组化分别检测滑膜

组织中 Ｐ２Ｘ７Ｒ 和 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达。 结果　 与正常组相比，实验组大鼠血清尿酸水平及踝关节肿胀指数均显著升

高（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１），且滑膜组织均存在不同程度的炎性浸润。 与痛风对照组相比，冰水泳浴组踝关节肿胀指

数在 １２ ｈ 显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 含量（Ｐ＜０􀆰 ０１）及滑膜组织中 Ｐ２Ｘ７Ｒ、ＮＬＲＰ３ 蛋白量均有

显著表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）；病理结果显示软骨表面破损，滑膜组织出现严重增生与糜烂，并伴有大量炎性细胞聚集。 ＢＢＧ
组大鼠滑膜组织的 Ｐ２Ｘ７Ｒ、ＮＬＲＰ３ 蛋白表达与病理损伤较痛风对照组无显著变化（Ｐ＞０􀆰 ０５），而血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 的表达均有显著改善（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 冰水泳浴模拟的寒冷刺激和剧烈运动可加重痛风性关节炎的病理

损伤，其机制可能与关节局部 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的高表达有关。
【关键词】 　 尿酸；痛风性关节炎；嘌呤能受体 Ｐ２Ｘ７Ｒ；冰水泳浴；痛风模型
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ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎｄｅｘ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５ ｏｒ Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｉｃｅ⁃
ｗａｔｅｒ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｏｕｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ １２ ｈ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ
（Ｐ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ Ｐ２Ｘ７Ｒ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．
Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｗａｓ ｂｒｏｋｅｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈｏｗｅｄ ｓｅｖｅｒｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｅｒｏｓｉｏｎ，
ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｎｕｍｅｒｏｕｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ｐ２Ｘ７Ｒ ｏｒ ＮＬＲＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＢＧ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｏｕｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｂｕｔ ｓｅｒｕｍ
ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｃｏｌｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｔｒｅｎｕｏｕｓ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｉｃｅ⁃ｗａｔｅｒ ｓｗｉｍｍｉｎｇ ｍａｙ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｖｉａ ａ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｈｉｇｈ Ｐ２Ｘ７Ｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｕｒｉｃ ａｃｉｄ； ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｐｕｒｉｎｅｒｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｐ２Ｘ７Ｒ； ｉｃｅ⁃ｗａｔｅｒ ｓｗｉｍｍｉｎｇ； ｇｏｕｔｙ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 痛风性关节炎（ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＧＡ）是由于机体

尿酸 水 平 升 高， 导 致 过 饱 和 的 尿 酸 盐 晶 体

（ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｕｒａｔｅ，ＭＳＵ）沉积于关节，并造成炎症

反应的一类代谢性疾病，具有反复性、高发性和致

残性的特点，严重降低患者生活质量［１］。 然而临床

报道称，部分痛风性关节炎患者中并未发现高血尿

酸 或 ＭＳＵ 沉 积 的 情 况， 亦 有 高 尿 酸 血 症

（ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ，ＨＵＡ）或 ＭＳＵ 沉积的患者从未发生

痛风［２－５］。 因此可见，ＧＡ 发作可能存在独立于尿酸

水平 或 ＭＳＵ 的 调 控 因 子。 嘌 呤 能 ２Ｘ７ 受 体

（ｐｕｒｉｎｅｒｇｉｃ ２Ｘ７ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｐ２Ｘ７Ｒ）是嘌呤能受体家

族中由 ＡＴＰ 激活的非选择性门控离子通道蛋白，在
调控炎症和疼痛方面具有关键作用［６－７］。 在 ＧＡ 中，
当大量 ＡＴＰ 作用于 Ｐ２Ｘ７Ｒ 后会导致胞内 Ｋ＋外流，
引起细胞膜电位改变，该过程可活化 ＮＬＲＰ３ 炎性小

体，进而诱导并释放与 ＧＡ 相关的成熟 ＩＬ⁃１β［８－１０］。
研究表明，寒冷状态下的适应性生热反应和剧烈运

动期间的机械刺激均可造成机体 ＡＴＰ 水平的波动，
而释放到胞外的 ＡＴＰ 会充当损伤相关分子模式

（ｄａｍａｇｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ， ＤＡＭＰｓ）激活

Ｐ２Ｘ７Ｒ 参与自身免疫反应［１１］，并且 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的单核

苷酸多态性被发现与痛风易感性之间存在密切关

联［１２］。 由此提示，机体 ＡＴＰ 水平波动引起关节局

部 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的上调表达可能是诱导 ＧＡ 发作的重要

环节。
本研究将从 ＧＡ 发作与尿酸水平或 ＭＳＵ 沉积

之间存在非直接相关的临床现象出发，通过冰水泳

浴模拟寒冷刺激和剧烈运动对机体 ＡＴＰ 水平的影

响，探究嘌呤能受体 Ｐ２Ｘ７Ｒ 在痛风性关节炎病理变

化中的调控作用，为阐释 Ｐ２Ｘ７Ｒ 可能作为 ＧＡ 发作

中的独立因子提供一定的科学依据，从而为防治该

疾病提供可借鉴的干预靶点。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 雄性 ＳＤ 大鼠，ＳＰＦ 级，６ ～ ８ 周龄，体重（１８０±
１０）ｇ，２８ 只，购于斯贝福（北京）生物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０］，实验动物质量合格证号：
１１０３２４２４１１００１１７７１３，饲养于北京中医药大学实验

动物屏障系统［ＳＹＸＫ（京）２０２３－００１１］。 本实验由

北京中医药大学动物伦理委员会批准 （ ＢＵＣＭ⁃
２０２３１２０７０２⁃４２４４），同时按照 ３Ｒ 原则给予实验动物

人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 羧甲基纤维素钠（批号：Ｍ０６ＩＳ２０６９２０）、氧嗪酸

钾（批号：Ｎ０３ＨＳ２００１３４）购自上海源叶生物科技有

限公司；酵母浸膏粉（批号：４４１４３２８⁃０２）购自赛默飞

世尔科技公司；亮蓝 Ｇ（Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｂｌｕｅ Ｇ，ＢＢＧ，批号：
ＳＨＢＭ１０６４）、尿酸单钠盐（批号：ＢＣＢＨ７１５５Ｖ）购自

美国 ＳＩＧＭＡ 公司；大鼠 ＩＬ⁃１β（货号：ＫＴ２９２３⁃Ａ）、ＩＬ⁃
６（货号：ＫＴ３０６６⁃Ａ）、ＴＮＦ⁃α（货号：ＫＴ３０５６⁃Ａ）酶联

免疫分析试剂盒购自江苏酶免实业有限公司；尿酸

测定试剂盒（批号：２２１４３１）购自中生北控生物科技

股份有限公司；苏木素－伊红（ＨＥ）染色试剂盒（批
号：２４０００３００４） 购自北京索莱宝科技有限公司；
Ｐ２Ｘ７Ｒ 兔多克隆抗体（批号：５５０００１４２１４）购自武汉

爱博泰克生物科技有限公司；ＮＬＲＰ３ 鼠单克隆抗体

（批号：１００４０２１８）、 β⁃ａｃｔｉｎ 鼠单克隆抗体 （批号：

１１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



１００２７６８２ ）、 Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ ） （ 批 号：
２００００８３８）、 Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ ） （ 批 号：
２００００７６８）购自武汉三鹰生物技术有限公司；封闭

用羊血清（批号：２４２２６０３２８）、抗体稀释液（批号：
２３１１２３０２）、通用小鼠 ／兔二步法检测试剂盒（批号：
２４０９Ａ０１２８）、ＤＡＢ 显色试剂盒（批号：２４００１０３２３）购
自北京中杉金桥生物技术有限公司。 ＤＨ５⁃３ 型低速

台式离心机，北京时代北利离心机有限公司；Ｈ３⁃
１６ＫＲ 台式高速冷冻离心机，湖南可成仪器设备有

限公司；Ｒｅｉｃｈｅｒｔ Ｈｉｓｔｏｓｔａｔ 石蜡组织切片机，美国 ＡＯ
公司；Ｏｌｍｐｕｓ ＢＸ５３ 显微镜，日本奥林巴斯公司；
Ｓｕｎｒｉｓｅ 酶标仪，瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司；ＤＹＹ６Ｄ 型多用

电泳仪、ＷＤ⁃９４０５Ｃ 脱色摇床，北京六一仪器厂；
ＭｉｎｉＣｈｅｍｉ５００ 全自动化学发光图像分析仪，北京赛

智创业科技有限公司；ＤＨＧ⁃９０７０Ａ 电热恒温鼓风干

燥箱，北京鸿达天矩试验设备有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组与造模

　 　 雄性 ＳＤ 大鼠随机分为正常（ＮＯＲＭ）组和实验

组，其中实验组包括痛风对照（ＧＣ） 组、冰水泳浴

（ＩＷＳ）组和亮蓝 Ｇ（ＢＢＧ）组，每组各 ７ 只。 实验组

各组大鼠首先用氧嗪酸钾 １ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）联合酵母浸

膏 １０ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）连续灌胃 １１ ｄ 塑造 ＨＵＡ 模型，再
于第 １２ 天采用 Ｃｏｄｅｒｒｅ 法在两侧踝关节处注射

ＭＳＵ 混悬液（２５ ｍｇ ／ ｍＬ，每侧 ０􀆰 １５ ｍＬ）以塑造痛风

性关节炎模型。 ＩＷＳ 组大鼠在注射 ＭＳＵ 后的 ０ ｈ
和 １２ ｈ 分别于深约 ０􀆰 ５ ｍ 的冰水混合物中游泳 ５
ｍｉｎ；ＢＢＧ 组大鼠则腹腔注射 ＢＢＧ 溶液（Ｐ２Ｘ７Ｒ 拮

抗剂，５０ ｍｇ ／ ｋｇ，６ ｍｇ ／ ｍＬ）１ 次，不进行冰水游泳干

预。 ＮＯＲＭ 组 大 鼠 在 造 模 期 间 正 常 饮 食、 水。
Ｃｏｄｅｒｒｅ 法造模 ２４ ｈ 后麻醉各组大鼠并腹主动脉取

血、取材。
１􀆰 ３􀆰 ２　 尿酸酶法检测血清尿酸水平

　 　 经腹主动脉采血获得的血液在室温下静置 ２ ｈ，
３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上层血清分装后，严格按

照尿酸试剂盒说明书进行测定。
１􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠踝关节肿胀指数测量

　 　 使用 ０􀆰 ５ ｃｍ 宽度的纸条环绕踝关节部位 １ 圈

并测量其长度，每只大鼠测量 ３ 次后取平均值作为

踝关节周径。 分别在造模前和造模后的 ４ ｈ、８ ｈ、１２
ｈ、２４ ｈ 进行测量，利用公式计算踝关节肿胀指数。

踝关节肿胀指数＝
各时间点测量的踝关节周径－初始踝关节周径

初始踝关节周径
×１００％

１􀆰 ３􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 表

达水平

　 　 严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒中的说明书对血清 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表达水平进行检测。
１􀆰 ３􀆰 ５　 苏木素－伊红（ＨＥ）染色观察大鼠踝关节组

织病理形态

　 　 踝关节组织在 ＥＤＴＡ 溶液中脱钙至可被针尖无

较大阻力穿刺，随后进行脱水和石蜡包埋，并切制

成 ３ μｍ 的组织切片。 将切片脱蜡后进行 ＨＥ 染色

并封片，分别在 １００×和 ４００×视野下观察踝关节腔

和滑膜组织的病理形态。
１􀆰 ３􀆰 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠踝关节滑膜组织

Ｐ２Ｘ７Ｒ 蛋白表达

　 　 滑膜组织匀浆后在 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件

下离心 １０ ｍｉｎ 后取蛋白上清，ＢＣＡ 法测定蛋白浓

度。 各样品取一定体积的蛋白上清加入 ５×上样缓

冲液，１００ ℃煮沸变性 １０ ｍｉｎ，分装后于－８０ ℃储存

备用。 蛋白电泳条件为 ８０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ，１２０ Ｖ 电

泳 ６０ ｍｉｎ；电转条件为恒流 ３００ ｍＡ，１􀆰 ５ ｈ。 ５％脱脂

奶封闭 １ ｈ，４ ℃孵育一抗溶液过夜。 洗膜后室温孵

育二抗 １ ｈ，均匀淋洒 ＥＣＬ 化学发光液并于成像系

统中显影，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５３ ｔ 软件分析蛋白条带的

灰度值。
１􀆰 ３􀆰 ７　 免疫组织化学法检测大鼠踝关节滑膜组织

的 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达

　 　 踝关节组织的石蜡切片进行脱蜡复水，继以

０􀆰 １２５％胰酶混合液修复，阻断；加 ＮＬＲＰ３ 一抗（１ ∶
２００）孵育过夜，二抗孵育；ＤＡＢ 染色，苏木素复染，
最终脱水封片。 每组选取 ４ 张切片，各切片在 ４００×
视野下观察滑膜组织，并取 ４ 个互不重叠的区域拍

照，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５３ ｔ 软件测定图像的阳性表达面

积占比。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件分析数据，数据结果均以

平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，若符合正态分布，则多

组间比较采用单因素方差分析，方差齐时采用 ＬＳＤ
法比较，方差不齐时采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ Ｔ２ 法；若不符

合正态分布则采用非参数检验进行分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠的血清尿酸水平比较

　 　 与 ＮＯＲＭ 组相比，实验组中各组大鼠的血清尿
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酸水平均显著升高（均 Ｐ＜０􀆰 ０１），提示高尿酸血症

模型塑造成功。 与 ＧＣ 组相比，ＩＷＳ 组大鼠的血清

尿酸水平显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；ＢＢＧ 组大鼠则无明

显变化，如图 １。

注：Ａ：踝关节肿胀指数；Ｂ：１２ ｈ 踝关节肿胀情况观察。 与正常组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与痛风对照组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组大鼠的踝关节肿胀指数

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｎｋｌｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎｄｅｘ． Ｂ， １２ ｈ ａｎｋｌｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＯＲＭ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＣ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｎｋｌｅ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 各组大鼠的踝关节肿胀指数比较

　 　 与 ＮＯＲＭ 组相比，实验组中各组大鼠的踝关节

在 ４ ｈ 均出现明显肿胀（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），提示 ＧＡ
模型塑造成功，并且在 １２ ｈ 达到肿胀高峰（均 Ｐ＜
　 　 　

注：与正常组相比，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１；与痛风对照组相比，＃＃ Ｐ
＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠的血清尿酸水平

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＯＲＭ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ＧＣ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｅｒｕｍ ｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

０􀆰 ０１）。 与 ＧＣ 组相比，ＩＷＳ 组在各时间点的踝关节

肿胀指数均有升高，并在 １２ ｈ 出现显著差异（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；ＢＢＧ 组在各时间点均有下降，其差异不具有

统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），如图 ２。
２􀆰 ３　 各组大鼠血清炎症因子表达水平检测

　 　 与 ＮＯＲＭ 组相比，ＧＣ 组和 ＩＷＳ 组的血清 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 表达水平均显著升高 （均 Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＢＢＧ 组则无明显变化（Ｐ＞０􀆰 ０５）；与 ＧＣ 组相

比，ＩＷＳ 组的 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 表达水平仍有显

著升高（均 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＢＢＧ 组则显著下降（均 Ｐ ＜
０􀆰 ０１），如图 ３。
２􀆰 ４　 各组大鼠踝关节组织病理学观察

　 　 ＮＯＲＭ 组大鼠踝关节腔未见滑膜增生，软骨表

面形态完整，滑膜组织无炎性细胞浸润。 ＧＣ 组踝

关节腔可见滑膜增生，且滑膜组织出现炎性细胞浸

润和少量纤维化。 ＩＷＳ 组踝关节腔间隙增大，出现

严重的滑膜增生与糜烂，并可见大量炎性细胞浸

润，同时软骨表面出现破损。 ＢＢＧ 组踝关节腔存在

少量滑膜增生和炎性细胞浸润，软骨表面未见明显

病变，如图 ４。
２􀆰 ５　 各组大鼠滑膜组织中 Ｐ２Ｘ７Ｒ 与 ＮＬＲＰ３ 蛋白

表达水平比较

　 　 如图 ５Ａ、５Ｂ 中 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的蛋白条带结果显示，
与 ＮＯＲＭ 组相比，实验组中各组大鼠滑膜组织的
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注：与正常组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与痛风对照组相比，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 表达水平比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＯＲＭ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＣ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ａ：踝关节组织病理形态，黑色箭头为滑膜增生，蓝色箭头为软骨表面破损；Ｂ：滑膜组织病理形态，红色箭头为炎性细胞浸润，黄色箭

头为滑膜组织纤维化。

图 ４　 各组大鼠踝关节的病理形态观察（ＨＥ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ ａｒｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ， ａｎｄ ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗｓ ａｒｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｒｅａｋｓ． Ｂ，
Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉｕｍ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ａｒｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ ａｒｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ， ｎ＝ ３）
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注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｐ２Ｘ７Ｒ；Ｂ：Ｐ２Ｘ７Ｒ 蛋白相对表达量统计（ｎ＝ ４）；Ｃ：ＮＬＲＰ３ 蛋白阳性表达面积占比统计（ｎ＝ ４）；Ｄ：免疫组化检测

ＮＬＲＰ３。 与正常组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与痛风对照组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 大鼠踝关节滑膜组织中 Ｐ２Ｘ７Ｒ 和 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达情况

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｆｏｒ Ｐ２Ｘ７Ｒ． Ｂ， Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ２Ｘ７Ｒ ｐｒｏｔｅｉｎ （ｎ＝ ４）． Ｃ， Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｒｅａ

（ｎ＝ ４）． Ｄ， ＩＨＣ ｆｏｒ ＮＬＲＰ３． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＯＲＭ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＣ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐ２Ｘ７Ｒ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ａｎｋｌｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ

Ｐ２Ｘ７Ｒ 表达均显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＧＣ
组相比，ＩＷＳ 组的 Ｐ２Ｘ７Ｒ 表达显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
ＢＢＧ 组大鼠的表达差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

ＮＬＲＰ３ 蛋白的阳性表达面积占比结果显示，与
ＮＯＲＭ 组相比，实验组中各组大鼠的 ＮＬＲＰ３ 表达均

显著升高（均 Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＧＣ 组相比，ＩＷＳ 组大鼠

的 ＮＬＲＰ３ 表达显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＢＢＧ 组大鼠无

明显变化（Ｐ＞０􀆰 ０５），如图 ５Ｃ、５Ｄ。

３　 讨论

　 　 机体尿酸水平升高是引起 ＧＡ 发作的重要生化

基础［１３］，然而《中国高尿酸血症与痛风诊疗指南

（２０１９）》表明 ＨＵＡ 患者中只有约 １０％～１５％会进展

为痛风［１４］。 有报道称，一名运动员完成长距离马拉

松后，在血清尿酸正常的情况下出现第一跖趾关节

的急性痛风炎症［１５］；且冷诱导型 ＲＮＡ 结合蛋白可

在寒冷应激状态下被激活，进而增强尿酸诱导的痛

风炎症［１６］。 因此探究除尿酸水平或 ＭＳＵ 沉积之外

的 ＧＡ 诱发因素，对于防治该疾病具有一定的临床

意义。 研究发现，局部 ＡＴＰ 水平波动可以激活免疫

细胞中的 Ｐ２Ｘ７Ｒ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路，从而释放 ＩＬ⁃１β
引起痛风中 的 炎 症 级 联 反 应［８］。 但 目 前 关 于

Ｐ２Ｘ７Ｒ 介导痛风炎症的相关研究主要以工具药激

动或抑制其表达的方式开展，而较少从临床诱因切

入探究［１７］。 因此本实验基于前期工作和现有研

究［１８－１９］，通过对模型大鼠施加冰水耐力游泳，进而

观察 ＧＡ 病理变化并阐释其中 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的调控作用。
研究结果显示，与 ＧＣ 组相比，冰水泳浴可明显

加重模型大鼠的踝关节肿胀和炎症损伤，并且滑膜

组织中 Ｐ２Ｘ７Ｒ 和 ＮＬＲＰ３ 的蛋白表达均出现显著上

调，这可能和关节处 ＡＴＰ 大 量 产 生 后 作 用 于

Ｐ２Ｘ７Ｒ，并与 ＭＳＵ 发挥协同作用促进 ＮＬＲＰ３ 高表

达有关［２０］；然而 ＢＢＧ 组大鼠滑膜组织的病理损伤

和蛋白表达并无明显改善，但外周血中的 ＩＬ⁃１β 等

促炎细胞因子水平得到显著抑制。 推测该情况可

能与血药浓度较低有关，即 ２４ ｈ 内给药 １ 次导致

ＢＢＧ 无法充分分布于滑膜组织发挥抑制作用［１９，２１］。
因此在使用该抑制剂时，应考虑预防性给药的方

式，以保证其充分的组织分布。
高血尿酸产生的原因主要分为内源性的嘌呤

代谢紊乱和外源性的嘌呤过量摄入［２２］，而长期从事

大强度训练的运动员由于代谢水平旺盛，被认为是

ＨＵＡ 的高发人群，进而为 ＧＡ 发作埋下隐患［２３］。 同

时，有研究表明高强度间歇运动会使大鼠骨骼肌中
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的 ＡＴＰ 迅速水解，其分解产物次黄嘌呤核苷酸经系

列催化后会生成尿酸释放入血，造成机体尿酸水平

升高［２４］。 为此，本实验在大鼠 ＧＡ 模型上合并 ＨＵＡ
开展研究。 血清尿酸水平结果显示，ＩＷＳ 组大鼠较

ＧＣ 组显著升高，而 ＢＢＧ 组与 ＧＣ 组相比无明显变

化，提示剧烈运动可能会打破大鼠机体 ＡＴＰ 的合成

与水解平衡，进而引发嘌呤代谢紊乱增加血清尿酸

含量。 结合冰水泳浴引起模型大鼠痛风炎症损伤

加剧的现象，推测关节局部 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的高表达可能是

诱导高血尿酸直接进展为 ＧＡ 的重要调控因子。
本研究基于现有技术开展仍存在一定的局限

性。 由于大鼠具有尿酸代谢酶，可分解尿酸为尿囊

素排出体外，因此基于抑制尿酸代谢法联合 Ｃｏｄｅｒｒｅ
法塑造的痛风模型大鼠，难以体现该疾病临床发生

发展的全程病理特点［２５－２６］。 同时，造模期间由于处

理因素较多，所以实验中选择以 ＨＵＡ 合并 ＧＡ 模型

本身作为对照排除干扰，但对于深入且多层次的比

较尚需更多的对照设计。 目前该研究处于初期探

索阶段，未来将设计并采用更加科学系统的造模方

式和分组方法开展大样本实验进行验证。
综上所述，本研究发现冰水泳浴可促进痛风模

型大鼠滑膜组织中 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的表达，进而加重 ＧＡ 的

病理损伤。 此外，该过程模拟的寒冷刺激和剧烈运

动可引起血清尿酸水平升高和促炎因子的分泌，因
此局部 Ｐ２Ｘ７Ｒ 的激活可能是诱导高血尿酸直接进

展为 ＧＡ 的重要环节，未来需要进一步研究加以

验证。
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基于 Ｒａｂ２７ａ 研究厚朴三物汤对结直肠癌模型小鼠
外泌体的影响

陈　 舒１，张静蕾２，荣　 康３，张　 楠４∗，孙维义４

（１．河南中医药大学，郑州　 ４５０００３；２．中山大学附属第一医院，广州　 ５１００８０；３．郑州大学第五附属医院

消化内科，郑州　 ４５００５２；４．河南中医药大学第一附属医院 普外科，郑州　 ４５０００３）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨厚朴三物汤对 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠皮下瘤的影响和机制。 方法　 将小鼠结直肠癌 ＭＣ⁃３８ 细

胞通过皮下注射入 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠体内建立结直肠癌皮下瘤模型，将造模成功的小鼠随机分组为模型对照组、厚朴

三物汤低剂量组、厚朴三物汤中剂量组、厚朴三物汤高剂量组、５－氟尿嘧啶组（５⁃ＦＵ 组）、联合组（５－氟尿嘧啶＋厚
朴三物汤中剂量组），每组小鼠各 ６ 只。 分别给予生理盐水和厚朴三物汤灌胃或生理盐水和 ５⁃ＦＵ 腹腔注射，每天 １
次，连续 ２４ ｄ。 干预期间定期检测小鼠精神状态、饮食等一般情况、定期检测小鼠肿瘤体积的变化。 取材后，对各

组皮下瘤进行称重并采用 ＨＥ 染色观察小鼠皮下瘤病理组织变化；采用透射电子显微镜、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＮＴＡ 对结直

肠癌组织来源的外泌体进行鉴定；采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肿瘤组织中 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体标志物 ＣＤ６３、
ＴＳＧ１０１、ＡＬＩＸ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。 结果　 厚朴三物汤可以抑制小鼠肿瘤的生长，厚朴三物汤各剂量组、联
合组的肿瘤生长缓慢，均受到不同程度的抑制，其中中药各剂量组以中剂量灌胃抗癌效果最佳，且与 ５⁃ＦＵ 联用（联
合组）呈协同作用；厚朴三物汤可以促使肿瘤发生坏死，表现出与 ５⁃ＦＵ 组相同的抗癌作用，剂量越高，坏死程度越

严重，并且厚朴三物汤与 ５⁃ＦＵ 联用（联合组）呈协同作用；厚朴三物汤可以抑制小鼠 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体中特异性标

志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的蛋白表达量和 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 结论　 厚朴三物汤的抗结直肠癌机制可能与

Ｒａｂ２７ａ 调控的外泌体分泌减少有关。
【关键词】 　 厚朴三物汤；结直肠癌；Ｒａｂ２７ａ；外泌体
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Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ａｎｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｔｕｍｏｒ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒａｂ２７ａ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍｅ ｍａｒｋｅｒｓ
ＣＤ６３， ＴＳＧ１０１， ａｎｄ ＡＬＩＸ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｏ
ｖａｒｙｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ＨＰＳＷＤ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＨＰＳＷＤ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｅｓ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈｅ ｇｒｅａｔｅｓｔ ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｅｆｆｅｃｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｗｉｔｈ ５⁃ＦＵ． Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ， ｗｉｔｈ ａ ｓｉｍｉｌａｒ ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｅｆｆｅｃｔ ｔｏ ５⁃ＦＵ． Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ａｌｓｏ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒａｂ２７ａ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ６３， ＡＬＩＸ， ａｎｄ
ＴＳＧ１０１ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ， ｐｏｓｓｉｂｌｙ
ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｒａｂ２７ａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； Ｒａｂ２７ａ； ｅｘｏｓｏｍｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是全球普遍

存在的恶性疾病之一，也是癌症相关死亡和健康负

担的原因［１］。 由于经济发展、生活方式和饮食的改

变，ＣＲＣ 的发病率和死亡率在我国仍处于上升趋

势［２］。 结直肠癌的发病是一个复杂的发育过程，涉
及多个阶段和多个基因的参与，具有非典型的早期

症状［３］。 虽然系统根治性切除术和辅助化疗可以

达到最大的治疗效果，但许多患者出现局部复发和

远处转移，生存率尚不理想，且化疗药物长期使用

后存在毒性高、不良反应多等问题［４－６］。 大量研究

证实了中药及其成分可以提高治疗效果，最大限度

地减少不良反应，在结直肠癌防治中的作用得到了

认可［７－９］。
近年来，外泌体作为新兴的纳米级生物载体，

在肿瘤治疗领域越来越受到关注。 外泌体是细胞

释放的脂质双层膜囊泡，直径范围为 ３０～１５０ ｎｍ，通
过将核酸、蛋白质、脂质和代谢物等生物活性货物

转移到靶细胞中发挥作用，突出了外泌体在癌症诊

断、治疗和药物递送方面的潜力［１０］。 Ｒａｂ２７ａ 属于

Ｒａｓ ＧＴＰ 酶超家族的 Ｒａｂ（Ｒａｓ 相关蛋白），参与外

泌体的生物发生和分泌过程［１１］。 目前，Ｒａｂ２７ａ 被

确定为介导 ＣＲＣ 发展的癌蛋白，可能是 ＣＲＣ 潜在

的治疗靶点［１２］。

结直肠癌患者多有脾胃功能失调，其治疗需要

调整脾胃气机升降，重建脏腑阴阳、气血、邪正的平

衡，以通为补。 出自中医学著作《金匮要略》的厚朴

三物汤（Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＨＰＳＷＤ）重在行气

泄满，是调理升降泄下的经典方剂。 现代药理学发

现，厚朴三物汤里厚朴中的厚朴酚、大黄中的大黄

素和枳实均具有抗癌功效［１３－１５］，且有研究证明大黄

中的大黄素具有抑制外泌体的作用［１６］。 因此，厚朴

三物汤符合 ＣＲＣ 治疗原则。 本研究以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小
鼠为研究对象，基于 Ｒａｂ２７ａ 探讨厚朴三物汤对

ＣＲＣ 模型小鼠的抗癌效果以及对外泌体分泌的

影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

　 　 小鼠结直肠癌 ＭＣ３８ 细胞购自北京北纳创联生

物技术研究所，货号 ＢＮＣＣ３３７７１６。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物

　 　 ３６ 只雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠（６ ～ ８ 周龄），
体重（２０±２） ｇ，购于北京华阜康生物科技股份有限

公司［ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８］，于河南中医药大学第

一附属医院动物实验中心［ＳＹＸＫ（豫）２０２２－０００４］

９１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



适应性饲养 １ 周后开始实验，本研究已得到河南中

医药大学第一附属医院实验动物福利伦理审查委

员会批准（ＹＦＹＤＷ２０２２０１５）。 饲养条件为室温 ２４～
２６ ℃，相对湿度 ４５％～５５％，光照周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ 明 ／
暗交替。 实验过程符合 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 厚朴三物汤（厚朴 ２４ ｇ、大黄 １２ ｇ、枳实 ９ ｇ）由
河南中医药大学第一附属医院制剂中心提供。 ５－
氟尿 嘧 啶 （ ５⁃ＦＵ ） （ 天 津 金 耀 药 业 有 限 公 司，
Ｈ１２０２０９５９，规格：２５ ｍｇ）；ＲＰＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ １６４０ 培养

基（ 索莱宝， ３１８００ ）； １ × ＰＢＳ 缓 冲 液 （ 索 莱 宝，
Ｐ１０２０）；胎牛血清（索莱宝，Ｓ９０２０）；胰蛋白酶（索莱

宝，Ｔ１３００）；ＨＥ 染色试剂盒（索莱宝，Ｇ１１２０）；ＢＣＡ
蛋白浓度检测试剂盒（索莱宝，ＰＣ００２０）；一抗抗体

Ｒａｂ２７ａ、 ＣＤ６３、 ＴＳＧ１０１、 ＡＬＩＸ 抗 体 （ 赛 维 尔，
ＧＢ１１１１０６、ＧＢ１２６２０、ＧＢ１１１１０６、ＧＢ１２４０８０）；二抗抗

体 Ｒａｂ２７ａ、 ＣＤ６３、 ＴＳＧ１０１、 ＡＬＩＸ 抗 体 （ 赛 维 尔，
ＧＢ２３３０３、ＧＢ２３３０１、ＧＢ２３３０１、ＧＢ２３３０３）；ＲＮＡ 提取

试剂盒（索莱宝，Ｒ１２００⁃５０Ｔ）；荧光定量逆转录试剂

盒（宝日医，ＲＲ０４７Ａ）；荧光定量检测试剂盒（宝日

医，ＲＲ８２０Ａ）；２％磷钨酸（索莱宝，Ｇ１８７１）。 酶标仪

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，Ｍｏｄｅｌ ５５０）；显微镜（Ｌｅｉｃａ，ＤＭ３０００）；掌
上离心机（赛维尔，ＭＳ６０００）；全景切片扫描仪（３Ｄ⁃
ｈｉｓｔｅｃｈ，Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＤＥＳＫ）；垂直电泳仪（赛维尔，
ＳＶＥ⁃２）；转印电泳仪（赛维尔，ＳＶＴ⁃２）；化学发光仪

（ ＣＬＩＮＸ， ６１００ ）； 超 微 量 分 光 光 度 计 （ Ｔｈｅｒｍｏ，
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）；荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＣＦＸ）；
透射电镜（日本 ｊｅｏｌ 公司，ＪＥＭ１２３０）；纳米颗粒追踪

分析仪（Ｐａｒｔｉｃｌｅ Ｍｅｔｒｉｘ，ＺｅｔａＶｉｅｗ ＰＭＸ １１０）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

　 　 将 ＣＲＣ 细胞株 ＭＣ３８ 置于含 １０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中培养，置于含 ５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃
培养箱中培养。 所有用于细胞培养的胎牛血清均

在 ４ ℃下通过离心（１２３４􀆰 ７ ｒ ／ ｍｉｎ）过夜产生，以确

保去除任何胎牛血清来源的外泌体。
１􀆰 ３􀆰 ２　 异种移植瘤模型建立

　 　 模型建立参照文献［１７］。 ＭＣ３８ 细胞皮下注射

（ｎ＝ ６，２×１０６ ／只），５ ｄ 后观察肿瘤成瘤情况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 动物分组及处理方法

　 　 ３６ 只小鼠均造模成功，随机将其分为 ６ 组，分
别为模型对照组、厚朴三物汤低剂量组、厚朴三物

汤中剂量组、厚朴三物汤高剂量组、５－氟尿嘧啶（５⁃

ＦＵ）组、联合组（５－氟尿嘧啶＋厚朴三物汤中剂量

组），每组 ６ 只。 其中模型对照组每天给予小鼠生

理盐水灌胃，厚朴三物汤低、中、高剂量组、联合组

每天给予小鼠的灌胃剂量分别为 １１ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、２２
ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、４４ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）、２２ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ），５⁃ＦＵ 组、
联合组腹腔注射 ５⁃ＦＵ 溶液，剂量分别为 ０􀆰 ２５×１０－３

ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）。 连续给药 ２４ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 小鼠皮下瘤体积测定

　 　 首次测量标记为第 ０ 天，每 ５ ｄ 测量小鼠皮下瘤

的长径与短径，并用游标卡尺测量肿瘤的长径（ａ）与
其垂直方向的短径（ｂ），计算体积＝０􀆰 ５×ａ×ｂ２。
１􀆰 ３􀆰 ５　 肿瘤组织样本的 ＨＥ 染色

　 　 肿瘤组织从固定液中取出，进行石蜡包埋。 蜡

块切片后放入载玻片。 将组织切片放置于二甲苯

中浸泡，使石蜡溶解。 接着进行样本切片水化。 水

化后的切片进行苏木精 －伊红 （ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色。 最后风干并用中性树胶封片。 用全景切

片扫描仪采集并保存图片。
１􀆰 ３􀆰 ６ 　 ＲＮＡ 提 取 和 定 量 逆 转 录 ＰＣＲ （ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）
　 　 采用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡ。 采用超微

量分光光度计检测 ＲＮＡ 纯度，并记录 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比

值。 荧光定量逆转录试剂盒将总 ＲＮＡ 进行逆转录，
采用荧光定量检测试剂盒进行 ＰＣＲ 扩增。 以

ＧＡＰＤＨ 作为内参，使用 ２－ΔΔＣＴ 方法计算相对 ｍＲＮＡ
表达水平。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’）

Ｒａｂ２７ａ
Ｆ ＣＧＣＴＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＴＧＣＴＴＣＴ

Ｒ ＴＣＣＴＣＴＴＴＣＡＣＴＧＣＣＣＴＣＴＧＧＴ

ＣＤ６３
Ｆ ＡＡＣＡＴＡＡＣＴＧＴＧＧＧＣＴＧＴＧＧＧＡ

Ｒ ＧＡＴＡＡＴＴＣＣＣＡＡＧＡＣＣＴＣＣＡＣＡＡＡ

ＡＬＩＸ
Ｆ ＧＴＡＴＴＧＧＣＴＴＣＣＣＴＴＡＡＣＣＴＴＣＣ

Ｒ ＴＣＣＡＡＣＡＡＴＣＴＴＡＧＣＧＡＣＴＣＣＴＣ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ

Ｒ ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ

ＴＳＧ１０１
Ｆ ＧＴＣＡＡＡＣＴＧＴＣＡＡＴＧＴＣＡＴＣＧＣＴ

Ｒ ＣＴＣＧＡＴＡＡＣＧＣＡＣＴＧＧＧＡＴＴＧ

１􀆰 ３􀆰 ７　 蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）试验

　 　 用 ＰＢＳ 冲洗肿瘤组织后，使用无菌组织剪将组

织剪成极小块并置于匀浆管中，加入裂解液、蛋白

０２ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



酶抑制剂。 离心 １５ ｍｉｎ（４ ℃，８００ ｒ ／ ｍｉｎ），收集上清

液使用 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒测定蛋白浓度，在
蛋白加载缓冲液中煮沸，样品经 １５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 处

理后转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 将膜密封于 ５％脱脂乳中，
在室温下在摇壶上密封 １ ｈ。 用 ５％ ＢＳＡ 的 ＴＢＳＴ 缓

冲液将一抗稀释至合适浓度，放入相应的膜中，使
膜与一抗充分接触，在摇床上摇匀，４ ℃摇过夜，用 １
×ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次。 将二抗稀释，与 ５％牛血清白蛋

白结合，引入适当的孵育箱，在室温下振荡 １ ｈ，然后

用 １×ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次。 最后对样品进行曝光并拍照

分析。
１􀆰 ３􀆰 ８　 外泌体的提取

　 　 取新鲜的肿瘤组织轻轻切成小薄片 （ １ ～ ２
ｍｍ），在 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，经
过胶原蛋白水解酶 Ｄ 和 ＤＮａｓｅ 解离组织后，进行一

个过滤步骤（７０ μｍ），进一步以 ２１２􀆰 ４ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ 和 ３８５ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 用于去除细胞和组

织碎片。 取上清液以 ７２５ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 和

２５８􀆰 ７ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２􀆰 ５ ｈ，取出管底的澄清沉淀物，重
悬于 ＰＢＳ 中，获得外泌体［１８］。 所有离心均在 ４ ℃且

无菌条件下实施。

注：Ａ：厚朴三物汤干预后，小鼠肿瘤组织体积的变化；Ｂ：厚朴三物汤干预后，取材时小鼠肿瘤组织图片。 与模型对照组相比，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１ 。

图 １　 肿瘤体积生长曲线和小鼠肿瘤组织图片

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｖｏｌｕｍｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ． Ｂ， Ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ

Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ

１􀆰 ３􀆰 ９　 外泌体的鉴定

　 　 （１）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

具体步骤参考 １􀆰 ３􀆰 ７。
（２）透射电子显微镜观察

用吸管将一小滴样品放在蜡盘上。 取铜网，使
有支撑膜的表面与样品液表面接触，静置 ５ ｍｉｎ，取

出铜网，用滤纸条吸附多余的液滴，稍干。 取 ２％磷

钨酸溶液滴于蜡盘上。 将吸附样品的铜网置于染

液表面（使样品与染液接触），静置 ５ ｍｉｎ。 去除铜

网后，用滤纸条将多余的液滴吸出，然后在白炽灯

下晾干。 使用透射电镜进行拍摄。
（３） 纳米粒子跟踪分析 （ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ

ａｎａｌｙｓｉｓ，ＮＴＡ）
分离的外泌体样品用 １×ＰＢＳ 缓冲液稀释，测量

粒径和浓度。 在 １１ 个位置记录并分析了 ＮＴＡ 测量

结果。 ＺｅｔａＶｉｅｗ 系统用 １１０ ｎｍ 的聚苯乙烯颗粒进

行校准。 温度维持在 ２３ ℃和 ３７ ℃。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 和 Ａｄｏｂｅ Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ
２０２０ 软件对实验数据进行处理及图表绘制。 定量

资料组间比较采用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 多

组间比较先行方差分析，方差齐则采用单因素方差

分析（ＡＮＯＶＡ）；方差不齐，则行秩和检验。 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＰＳＷＤ 对小鼠皮下瘤体积的影响

　 　 如图 １ 所示，与模型对照组相比，厚朴三物汤

低、中、高剂量组和联合组的肿瘤生长缓慢，均受到

不同程度的抑制（Ｐ＜０􀆰 ０５），表现出与 ５⁃ＦＵ 组相同

的抑制作用，其中以联合组抑制肿瘤生长最显著

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 在厚朴三物汤各剂量组中，以中剂量组

抑制肿瘤生长程度最显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结果表明，厚

１２中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



朴三物汤可以抑制肿瘤生长，其中以中剂量灌胃抗

癌效果最佳，且与 ５⁃ＦＵ 联用（联合组）呈协同作用。
２􀆰 ２　 ＨＰＳＷＤ 对小鼠肿瘤组织重量的影响

　 　 与模型对照组相比，厚朴三物汤中剂量组、５⁃ＦＵ
组和联合组的肿瘤重量明显减轻（Ｐ＜０􀆰 ０１），差异具

有统计学意义；与厚朴三物汤中剂量组比较，厚朴三

物汤低剂量组和厚朴三物汤高剂量组的肿瘤重量明

显增高（Ｐ＜０􀆰 ０５），差异具有统计学意义（表 ２）。
表 ２　 厚朴三物汤对小鼠肿瘤组织重量的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｏｕｐｕ Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ

ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

小鼠肿瘤组织重量 ／ ｇ
Ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

模型对照组
Ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７７±０􀆰 ２７

厚朴三物汤低剂量组
ＨＰＳＷＤ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５５±０􀆰 １ｂ

厚朴三物汤中剂量组
ＨＰＳＷＤ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １８±０􀆰 １２ａ

厚朴三物汤高剂量组
ＨＰＳＷＤ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５２±０􀆰 ２３ｂ

５－氟尿嘧啶组
５⁃ＦＵ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３０±０􀆰 １４ａ

联合组
Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０５ａ

注：与模型对照组比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与厚朴三物汤中剂量组比较，ｂＰ
＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＨＰＳＷＤ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ＜０􀆰 ０５．

图 ２　 小鼠肿瘤组织病理学图片

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｔｕｍｏｒｓ

２􀆰 ３　 ＨＰＳＷＤ 对小鼠肿瘤组织病理变化的影响

　 　 模型对照组中肿瘤细胞胞核异型、核质比高，
核仁不明显，可见核分裂象；偶见肿瘤细胞坏死，胞
核固缩深染、碎裂或溶解消失。 厚朴三物汤各剂量

组、联合组的肿瘤均出现不同程度的坏死，表现出

与 ５⁃ＦＵ 组相同的抗癌作用。 上述肿瘤组织 ＨＥ 结

果说明厚朴三物汤可以促使肿瘤发生坏死，剂量越

高肿瘤坏死程度越严重，厚朴三物汤与 ５⁃ＦＵ 联用

（联合组）呈协同作用（图 ２）。
２􀆰 ４　 小鼠肿瘤组织来源的外泌体鉴定

　 　 经过一系列的操作从肿瘤组织中提取外泌体，
通过透射电镜发现外泌体的形状为双层膜的圆形

颗粒，符合典型的外泌体特征（图 ３）。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 方法鉴定 ＣＲＣ 产生的外泌体，并揭示了外泌体

特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的表达。 采

用纳米颗粒跟踪分析技术（ＮＴＡ）分析了细胞的外

泌体的大小、分布和数量（图 ４）。
２􀆰 ５　 厚朴三物汤对 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志

物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 蛋白的影响

　 　 为了明确厚朴三物汤如何影响 Ｒａｂ２７ａ 和外泌

体分泌的，笔者分析了小鼠肿瘤组织中 Ｒａｂ２７ａ 和外

泌体中特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的蛋

白表达量（图 ５、图 ６）。 结果发现，相较于模型对照

组，厚朴三物汤中剂量组和联合组均能够很好的抑
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图 ３　 外泌体的电镜鉴定图片

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

图 ４　 外泌体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＮＴＡ 鉴定图片

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＮＴＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
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图 ５　 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志物 ＣＤ６３、
ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 蛋白条带

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｒａｂ２７ａ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ６３， ＡＬＩＸ， ａｎｄ ＴＳＧ１０１

注：与模型对照组相比，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１ ；与厚朴三物汤中剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１ 。

图 ６　 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＰＳＷＤ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃ Ｐ ＜

０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｂ２７ａ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ６３， ＡＬＩＸ， ａｎｄ ＴＳＧ１０１

制 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体中特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和

ＴＳＧ１０１ 的表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｒａｂ２７ａ 与厚朴三物汤

的剂量呈一定的剂量关系，但在厚朴三物汤各浓度

剂量组中，以中剂量组抑制效果更好（Ｐ＜０􀆰 ０５），可
能是高剂量的药物灌胃进入体内吸收后，对小鼠的

肝肾产生了毒副作用，亦或是影响了小鼠的肿瘤免

疫微环境，导致了剂量高疗效反而下降的情况出

现，后续会做进一步的研究。
２􀆰 ６　 厚朴三物汤对 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志

物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ ｍＲＮＡ 的影响

　 　 相较于模型对照组，厚朴三物汤中剂量组和联

合组均能够很好地抑制 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体中特异性

标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
结果发现，Ｒａｂ２７ａ 与厚朴三物汤的剂量呈一定的剂

量关系，但在厚朴三物汤各浓度剂量组中，以中剂

量组抑制效果更好（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 ７）。
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注：与模型对照组相比，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１ ；与厚朴三物汤中剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１ 。

图 ７　 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ ｍＲＮＡ 表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＰＳＷＤ ｍｅｄｉｕｍ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｂ２７ａ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ６３， ＡＬＩＸ， ａｎｄ ＴＳＧ１０１

３　 讨论

　 　 被称为外泌体的囊泡由多种哺乳动物细胞释

放，外泌体作为一种新型的递送载体，可以包裹如

非编码 ＲＮＡ、运输蛋白质和核酸等物质，从而能够

传递生物细胞间信息［１９］。 由于其双层膜结构导致

内容物不容易被降解，以及外泌体的物理和病理功

能及其在诊断和治疗应用中的潜力日益得到认可，
其在肿瘤中的作用近年来受到研究领域和生物医

学行业的广泛关注［２０－２１］。 研究表明，外泌体可以成

为改变肿瘤微环境和导致肿瘤转移的细胞间通讯

的极好介质，影响细胞的生长、凋亡、迁移、侵袭和

治疗抵抗，参与多种恶性肿瘤的发生发展［２２－２４］。
在调节囊泡运输的 Ｒａｂ 蛋白家族成员中，

Ｒａｂ２７ 及其效应子被认为在它们从细胞内部到质膜

附近的运输中起着多功能和关键作用［２５］。 两种

Ｒａｂ２７ 亚型 Ｒａｂ２７ａ、Ｒａｂ２７ｂ 在所有组织中都有表

达，但 Ｒａｂ２７ａ 是在体内表达的主要亚型，尤其富含

整个胃肠道、前列腺等［１１］。 越来越多的研究表明，
Ｒａｂ２７ａ 已成为许多其他癌症肿瘤进展的促进剂，
Ｒａｂ２７ａ 在 ＣＲＣ 中表达上调，被确定为介导 ＣＲＣ 发

展的癌蛋白［１２］；Ｒａｂ２７ａ 能够促进口腔鳞状细胞癌

的迁移侵袭，与预后较差有关［２６］；Ｒａｂ２７ａ 通过调节

促侵袭性外泌体促进黑色素瘤细胞侵袭和转移［２７］；
Ｒａｂ２７ａ 的下调可以抑制膀胱癌细胞增殖、迁移侵袭

和上皮间质转化（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ），并抑制异种移植肿瘤生长［２８］。 最近的研究

表明，Ｒａｂ２７ａ 可以调节多种细胞的外泌体分泌，包
括树突状细胞、结直肠癌、宫颈癌细胞、乳腺癌细

胞、黑色素瘤细胞等［２９］。 此外，Ｒａｂ２７ａ 已被揭示通

过控制外泌体分泌在癌细胞的增殖和侵袭中发挥

关键作用，外泌体分泌调节肿瘤微环境和癌细胞的

功能，从而促进癌症进展，增强肿瘤支持微环境的

形成［３０－３２］。 然而，它们在 ＣＲＣ 中的作用和调控机

制尚未被广泛分析。 因此，必须研究 ＣＲＣ 发生和发

展的生物学原因，以便找到新的治疗靶点将有助于
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确定可能的治疗干预措施以改善癌症治疗。
结直肠癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一。

在许多发展中国家，ＣＲＣ 的发病率和死亡率正在迅

速上升［３３－３４］。 结直肠癌在中医属于“肠覃”“伏梁”
“积聚”“脏毒”“锁肛痔”等范畴。 结直肠癌的主要

病机为正虚、气机升降失调，“正虚”是肿瘤发病的

根本原因，结直肠癌是在脾虚的基础上产生。 《灵
枢·水胀》云：“肠覃何如？ 岐伯曰：寒气客于肠外

与卫气相搏，气不得荣，因有所系，僻而内着，恶气

乃起，瘪肉乃生。 始生也，大如鸡卵……”。 指出结

直肠癌虚实夹杂的病理特征。 “气机升降失调”是

结直肠癌形成的基本病理过程，《素问·五脏别论》
云：“六腑者传化物而不藏，故实而不能满也”。 说

明六腑功能“以通为用”。 六腑之气宜通不宜滞，滞
则胀满，气机痞塞不通，升降失调使精、血、津液不

能正常运转，聚湿为痰、血停为瘀，从而产生痰、瘀、
毒等病理产物蓄积，聚积停于虚弱之大肠，进一步

加重气机运行的失衡，最终导致结直肠癌的发生。
目前，中医药已被证实对结直肠癌具有重要的

抑制作用，并可与放化疗联合治疗肿瘤［３５］。 厚朴三

物汤出自于医圣张仲景所著的《金匮要略》，由厚

朴、大黄、枳实组成，其中厚朴理气导滞，枳实破气

消积，大黄通腑泄热，三味合用共奏行气消积祛瘀

之功效［３６］。 厚朴三物汤以行气为主，其主要功效为

行气除满、去积通便，主治气滞不行、大便不通、实
热内积、腹胀腹痛，其功效符合结直肠癌顺应六腑

“通降”治则，且临床上治疗气滞便秘疗效确切。 现

代药理学发现，厚朴三物汤里厚朴中的厚朴酚、大
黄中的大黄素和枳实均具有抗癌功效，能够通过抑

制肿瘤细胞的自噬和凋亡，肿瘤外的血管生成和

ＥＭＴ，抑制癌症的侵袭和迁移，从而达到抑制肿瘤生

长发展的目的［１３－１５］。 因此，不管是从中医理论辨证

方面还是相关国内外实验理论方面，笔者认为厚朴

三物汤有可能会抑制结直肠癌生长和发展。
进一步研究发现与模型对照组对比，厚朴三物

汤可以缓解肿瘤小鼠的不良状态。 通过对肿瘤生

长方面发现，厚朴三物汤各剂量组、联合组的肿瘤

生长缓慢，均受到不同程度的抑制，其中中药各剂

量组以中剂量灌胃抗癌效果最佳，且与 ５⁃ＦＵ 联用

（联合组）呈协同作用。 对肿瘤组织切片进行 ＨＥ 染

色，结果显示厚朴三物汤可以促使肿瘤发生坏死，
表现出与 ５⁃ＦＵ 组相同的抗癌作用，剂量越高坏死程

度越严重，并且厚朴三物汤与 ５⁃ＦＵ 联用（联合组）

呈协同作用。 从动物肿瘤组织中提取到外泌体，经
透射电镜、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＮＴＡ 鉴定揭示了外泌体

特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的表达。 随

后采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测厚朴三物汤在

小鼠肿瘤中对 Ｒａｂ２７ａ 和外泌体分泌是否具有抑制

作用。 结果显示厚朴三物汤可以抑制小鼠 Ｒａｂ２７ａ 和

外泌体中特异性标志物 ＣＤ６３、ＡＬＩＸ 和 ＴＳＧ１０１ 的蛋

白表达量和 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 以上结果均证明

了厚朴三物汤对于结直肠癌的抗肿瘤作用可能是通

过下调 Ｒａｂ２７ａ 从而抑制外泌体分泌实现的。
综上，本研究表明了厚朴三物汤对结直肠癌模

型小鼠的皮下瘤的生长具有一定的抑制作用，其抗

癌作用可能是通过下调 Ｒａｂ２７ａ 的表达从而抑制结

直肠癌中外泌体的分泌导致的。 此外，实验过程中

还发现厚朴三物汤和 ５⁃ＦＵ 组联合用药呈协同作用。
这些结果为结直肠癌提供了新的肿瘤微环境相关

调控机制，可能有助于制定结直肠癌治疗的新策略。
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ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３，
３１（５）： ６６０－６６７．

［３５］ 　 ＲＡＮＪＡＮ Ａ， ＲＡＭＡＣＨＡＮＤＲＡＮ Ｓ， ＧＵＰＴＡ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ
ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１９，
２０（２０）： ４９８１．

［３６］ 　 毛宇东， 吴发洪， 王满才， 等． 基于自主神经系统研究厚朴

三物汤调控胃肠动力的作用机制 ［ Ｊ］ ． 现代中西医结合杂

志， ２０２３， ３２（１２）： １６０７－１６１６．
ＭＡＯ Ｙ Ｄ， ＷＵ Ｆ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｈｏｕｐｕ
Ｓａｎｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ａｕｔｏｎｏｍｉｃ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｄ Ｊ Ｉｎｔｅｇｒ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ
Ｗｅｓｔ Ｍｅｄ， ２０２３， ３２（１２）： １６０７－１６１６．

〔收稿日期〕２０２４－０４－１１

７２中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． １０

宋庆华，唐会猛，孙鑫，等． 不同剂量博来霉素诱导的肺纤维化大鼠模型比较 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（１０）： ２８－３７．
Ｓｏｎｇ ＱＨ， Ｔａｎｇ ＨＭ， Ｓｕｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｄ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（１０）： ２８－３７．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 １０􀆰 ００４

［基金项目］河南省科技研发计划联合基金（优势学科培育类）（２３２３０１４２００２０）。
［作者简介］宋庆华（１９９６—），女，硕士研究生，研究方向：中医药防治呼吸系统疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｍｏｎａｅｋ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］田燕歌（１９８４—），女，教授，博士生导师，研究方向：中医药防治呼吸系统机制与配伍规律。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｎｇｅ０９１０＠ １２６． ｃｏｍ

不同剂量博来霉素诱导的肺纤维化大鼠模型比较

宋庆华１，唐会猛１，３，孙　 鑫１，３，刘　 杨１，谢云云１，３，田燕歌１，２∗

（１．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；
２．河南中医药大学，中医药科学院，郑州　 ４５００４６；３．河南中医药大学第一附属医院，郑州　 ４５００００）

　 　 【摘要】 　 目的 　 比较不同剂量博来霉素（ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ， ＢＬＭ）气管内滴注诱导的大鼠肺纤维化（ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＦ）模型的成功率及稳定性。 方法　 １５０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为空白组、ＢＬＭ 低剂量组（ＢＬ⁃Ｌ 组，３ ｍｇ ／ ｋｇ）和
ＢＬＭ 高剂量组（ＢＬ⁃Ｈ 组，５ ｍｇ ／ ｋｇ），造模后观察大鼠一般状态、死亡情况、体重变化，第 ２８、４２、５６、８４ 天检测大鼠深

吸气量（ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ， ＩＣ）、肺活量（ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ， ＶＣ）、肺准静态顺应性（ｃｈｏｒｄ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ， Ｃｃｈｏｒｄ）和肺动态

顺应性（ｄｙｎａｍｉｃ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ， Ｃｄｙｎ），记录肺系数，ＨＥ、ＭＡＳＳＯＮ 染色观察肺组织病理变化，检测肺组织羟脯氨酸

（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ， ＨＹＰ）含量，免疫组化检测肺组织胶原蛋白 ＩＩＩ（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ ＩＩＩ， ＣＯＬ ＩＩＩ）表达。 结果　 ＢＬ⁃Ｌ 组与

ＢＬ⁃Ｈ 组的死亡率分别为 ２０％和 ２８％。 ＢＬ⁃Ｌ 组体重在第 ０ ～ ５６ 天低于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１），第 ５６ 天以后体重恢复。
第 ０～５６ 天 ＢＬ⁃Ｈ 组体重显著低于空白组和 ＢＬ⁃Ｌ 组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与空白组比较，第 ２８ 天，ＢＬ⁃Ｌ 组肺功能 ＩＣ、ＶＣ、
Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５），ＢＬ⁃Ｈ 组 ＩＣ 和 Ｃｄｙｎ 显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０５），第 ４２ 天，ＢＬ⁃Ｌ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ
显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５），ＢＬ⁃Ｈ 组 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５），且 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 与 ＢＬ⁃Ｌ
组相比显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），第 ５６ 天，ＢＬ⁃Ｈ 组 Ｃｃｈｏｒｄ 显著低于空白组和 ＢＬ⁃Ｌ 组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 第 ２８ 天，ＢＬ⁃Ｌ 组和

ＢＬ⁃Ｈ 组肺系数显著高于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１），第 ４２ ～ ５６ 天，ＢＬ⁃Ｈ 组肺系数显著高于 ＢＬ⁃Ｌ 组和空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
ＢＬ⁃Ｌ 组在第 ２８～５６ 天可观察到炎性浸润、纤维化条索和 ＣＯＬ ＩＩＩ 表达，第 ８４ 天纤维化病变几乎消失，ＢＬ⁃Ｈ 组在 ２８
～８４ 天均可观察到显著纤维化病变，ＣＯＬ ＩＩＩ 表达程度显著高于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 第 ２８～４２ 天，ＢＬ⁃Ｌ 组 ＨＹＰ 含量

显著高于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），后逐渐下降，第 ２８～ ８４ 天，ＢＬ⁃Ｈ 组 ＨＹＰ 含量显著高于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结

论　 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 与 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＢＬＭ 均可成功制备 ＰＦ 大鼠模型，ＢＬ⁃Ｌ 组在第 ２８ 天形成肺纤维化，持续至第 ４２ 天；ＢＬ⁃
Ｈ 组在第 ２８ 天形成更严重的肺纤维化，持续至第 ５６ 天，第 ８４ 天仍有半数存在中重度纤维化。

【关键词】 　 肺纤维化；博来霉素；模型比较
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（１． Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｃｏ⁃Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ
Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｂｙ Ｈｅｎａｎ ＆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ ＰＲ， Ｈｅｎａｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｆｏｒ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
Ｄｉｓｅａｓｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，

Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６． ３． ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００）



　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｔ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ （ＰＦ） ｍｏｄｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ （ＢＬＭ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｏｎｅ ｈｕｎｄｒｅｄ ａｎｄ ｆｉｆｔｙ Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ
ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ＢＬＭ ３ ｍｇ ／ ｋｇ （ ＢＬ⁃Ｌ）， ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ＢＬＭ ５ ｍｇ ／ ｋｇ （ ＢＬ⁃Ｈ） ｇｒｏｕｐｓ．
Ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔａｔｕｓ， ｍｏｒｔａｌｉｔｙ， ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ （ ＩＣ）， ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ
（ＶＣ）， ｃｈｏｒｄ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ （Ｃｃｈｏｒｄ）， ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ （Ｃｄｙｎ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｏｎ ｄａｙｓ ２８， ４２， ５６， ａｎｄ ８４． Ｌｕｎｇ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ （ ＨＹＰ） ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ ＩＩＩ （ ＣＯＬ ＩＩＩ ） ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｌ ａｎｄ ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ２０％ ａｎｄ ２８％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙｓ ０～５６， ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｆｔｅｒ
ｄａｙ ５６． Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐｓ ｆｒｏｍ ｄａｙｓ ０～５６
（Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＩＣ， ＶＣ， Ｃｃｈｏｒｄ， ａｎｄ Ｃｄｙｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ２８ （Ｐ＜０􀆰 ０１， Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ＩＣ ａｎｄ Ｃｄｙｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜
０􀆰 ０１）． ＩＣ， ＶＣ， ａｎｄ Ｃｃｈｏｒｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ｄａｙ ４２ （Ｐ＜０􀆰 ０１， Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ＩＣ，
ＶＣ， Ｃｃｈｏｒｄ， ａｎｄ Ｃｄｙｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１， Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ＩＣ， ＶＣ， ａｎｄ Ｃｃｈｏｒｄ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｃｈｏｒｄ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ｄａｙ ５６ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｎ ｄａｙ ２８ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｌ ａｎｄ ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ
ｆｒｏｍ ｄａｙｓ ４２ ～ ５６ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｌ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）． Ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｌｕｎｇ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｓｔｒｅａｋｓ， ａｎｄ ＣＯＬ ＩＩＩ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ
ｆｒｏｍ ｄａｙｓ ２８～５６， ａｎｄ ａｌｍｏｓｔ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｎ ｄａｙ ８４． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｃｏｕｌｄ
ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｆｒｏｍ ｄａｙｓ ２８～８４ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｈ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ ＣＯＬ ＩＩＩ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ＨＹＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｆｒｏｍ ｄａｙｓ
２８～４２ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ＨＹＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＢＬ⁃Ｈ
ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｆｒｏｍ ｄａｙｓ ２８～ ８４ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｏｔｈ ３ ａｎｄ ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ ｃａｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｉｎｄｕｃｅ ＰＦ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ． Ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｎ ｄａｙ ２８， ｗｈｉｃｈ ｌａｓｔｅｄ ｕｎｔｉｌ ｄａｙ ４２ ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ． Ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｎ ｄａｙ ２８， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ
ｓｅｖｅｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｄｏｓｅ， ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｅ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎｓ ｕｐ ｔｏ ｄａｙ ５６ ａｎｄ ｍｏｄｅｒａｔｅ⁃ｔｏ⁃ｓｅｖｅｒｅ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｔｉｌｌ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｈａｌｆ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｕｎｔｉｌ ｄａｙ ８４．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ； ｍｏｄｅｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 特发性肺纤维化（ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＩＰＦ）是一种慢性弥漫性肺间质疾病，临床表现为进

展性的呼吸困难，病理特征为大量成纤维细胞增殖

活化，细胞外胶原广泛沉积，并伴随大量炎症细胞

浸润，导致正常肺组织结构被破坏，出现异常瘢痕

增生［１－２］。 在 亚 太 地 区， ＩＰＦ 的 患 病 率 估 计 在

５７～４５１ ／百万人 ／年［３］，并且发病率和死亡率正在逐

渐上升［４－６］，ＩＰＦ 患者的中位生存期约为 ２􀆰 ５ ～ ３􀆰 ５
年［７－８］，疾病进展导致的呼吸衰竭是 ＩＰＦ 最常见的

死亡原因［９－１０］。 ＩＰＦ 不仅威胁患者生命健康，降低

患者生存质量，而且极大地加重了社会经济负担。
目前临床常用药物为吡非尼酮和尼达尼布，两者虽

然能在一定程度上改善患者肺功能，降低急性加重

率，但不能阻止病情进展或逆转肺部受损的纤维化

区域［１１－１２］，且存在诸多不良反应［１３－１４］。 如今 ＩＰＦ 的

具体发病机制尚未完全明确，患者对 ＩＰＦ 新药的开

发需求日益迫切，探究出一种稳定、有效的动物造

模方法对 ＩＰＦ 的发病机制研究和药效评价研究有着

重大意义。
现行的 ＩＰＦ 动物造模方式众多，常用的造模方

法为使用一定剂量的博来霉素（ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ， ＢＬＭ）
对实验动物进行不同方式的干预［１５］ ，但大多数相

关研究的实验周期较短，这是由于 ＢＬＭ 气管滴注

所致的肺纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＦ）动物模型

存在自限性，即在造模完成后的一定时间内，在不

对造模动物进行任何干预的情况下，其肺纤维化

病理学改变会逐渐减轻，肺功能也会逐渐恢复［１６］ 。
目前尚未有研究对 ＰＦ 大鼠进行长期观察，明确其

病变消退的规律。 目前实验大鼠常用剂量为 ３
ｍｇ ／ ｋｇ［１７］ 、５ ｍｇ ／ ｋｇ［１８］ ，观察周期为第 １４、２１、２８、

９２中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



５６ 天［１９－２１］ 。 虽然有 ＢＬＭ 诱导的肺纤维化模型存

在自限性的报道［２２］ ，但鲜有研究观察其恢复规律，
无法为疗程较长的治疗方案（中药、康复等）提供

模型参考。
基于此，本研究选用常用的 ＳＤ 大鼠为研究对

象，采用 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ 气管内滴注诱导

肺纤维化大鼠模型，进行为期 ８４ ｄ 的追踪观察，对
比两者成模情况及模型持续时间，为寻求有效疗法

并探讨机制提供借鉴。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 １５０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，６ ～ ８ 周龄，体重

１８０～２２０ ｇ，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０］。 实验大鼠均饲养于河南

中医药大学动物实验室［ＳＹＸＫ（豫）２０２１－００１５］，保
持室温 ２１ ～ ２５ ℃，湿度 ５０％，每天昼夜对半循环照

明，自由饮水进食，每 ３ ｄ 更换 １ 次垫料。 本研究通

过河南中医药大学实验动物福利伦理审查委员会

审查批准 （ ＤＷＬＬ２０２２０３０１４），遵守实验动物 ３Ｒ
原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 注射用盐酸博来霉素（规格：每瓶 １５ ｍｇ，批号

６２０７８０），购自日本化药株式会社；苏木素染液（北
京索莱宝生物科技有限公司，Ｇ１１２０）；伊红染色液

染色试剂盒 （北京索莱宝生物科技有限公司，
Ｇ１１１０）；Ｍａｓｓｏｎ 三色染色试剂盒（北京索莱宝生物

科技有限公司，Ｇ１３４０）；羟脯氨酸（ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，
ＨＹＰ） 试 剂 盒 （ 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所，
２０２４０３２１）。 非束缚小动物肺功能测量仪（Ｂｕｘｃｏ，
美国）；Ｌｅｉｃａ⁃ＤＭ６０００Ｂ 光学显微镜及 ＬＡＳ Ｖ４􀆰 ７ 照

相系统（Ｌｅｉｃａ，德国）；Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ（ＩＰＰ）６􀆰 ０ 专业

图像 分 析 系 统 （ Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ， 美 国 ）； Ｍｉｌｌｉ
Ｓｙｎｔｈｅｓｌｓ 超净纯水机（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 肺纤维化模型建立及分组

　 　 采用随机数表法将 １５０ 大鼠分为空白组、ＢＬＭ
低剂量组（ＢＬ⁃Ｌ 组，３ ｍｇ ／ ｋｇ）和 ＢＬＭ 高剂量组（ＢＬ⁃
Ｈ 组，５ ｍｇ ／ ｋｇ），每组各 ５０ 只。 第 １ 天，ＢＬＭ 低剂

量组和 ＢＬＭ 高剂量组大鼠接受一次性气管滴注博

来霉素法建立肺纤维化模型，空白组给予生理盐水

气管滴注。 正常饲养，分别于第 ２８、４２、５６、８４ 天分

批次取材。

１􀆰 ３􀆰 ２　 大鼠一般情况

　 　 观察并记录各组大鼠造模前后的精神状态、饮
水进食情况、外观变化和行为学变化。
１􀆰 ３􀆰 ３　 死亡情况

　 　 造模完毕后将各组大鼠归笼，自由饮水进食，
正常环境饲养，统计各组大鼠死亡数量并分析。
１􀆰 ３􀆰 ４　 体重变化

　 　 从造模第 １ 天开始，每 １４ ｄ 称量 １ 次大鼠体重

并统计分析。
１􀆰 ３􀆰 ５　 肺功能

　 　 分别于造模前、第 ２８、４２、５６、８４ 天采用动物肺

功能 检 测 系 统 检 测 大 鼠 深 吸 气 量 （ ｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｃａｐａｃｉｔｙ， ＩＣ）、肺活量（ ｖｉｔａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ， ＶＣ）、肺准静

态顺应性（ｃｈｏｒｄ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ， Ｃｃｈｏｒｄ）和肺动态顺应

性（ｄｙｎａｍｉｃ ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅ， Ｃｄｙｎ）指标。
１􀆰 ３􀆰 ６　 肺系数

　 　 取材前称量大鼠体重，取出肺组织后称量肺湿

重，按以下公式计算肺系数 ＝ 肺湿重 ／ ｇ ／体重 ／ ｋｇ
×１００％。
１􀆰 ３􀆰 ７　 肺组织病理

　 　 使用 ４％的甲醛溶液固定左肺，脱水后进行包

埋，切片进行 ＨＥ 和 ＭＡＳＳＯＮ 染色，显微镜下观察肺

组织胶原沉积和肺组织炎症等病理变化。 使用

Ｓｚａｐｉｅｌ 评分［２３］ 评价肺泡炎症，Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分［２４］ 评价

纤维化程度。
１􀆰 ３􀆰 ８　 肺组织 ＨＹＰ 含量

　 　 按照 ＨＹＰ 试剂盒说明书取适量肺组织进行

ＨＹＰ 含量测定。
１􀆰 ３􀆰 ９　 肺组织免疫组化

　 　 采用免疫组织化学法检测肺组织中 ＣＯＬ ＩＩＩ 的
表达，每张切片显微镜下采集 １０ 个视野，使用 ＩＰＰ
６􀆰 ０ 软件对采集到的图像进行定量分析，结果用积

分光密度值（ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＩＯＤ）表示。
１􀆰 ３􀆰 １０　 各组纤维化程度分析

　 　 使用 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分量表反映大鼠的纤维化病变

情况，拟定评分在 ０～２ 分范围的病变为轻度肺纤维

化病变，３～６ 分范围为中度肺纤维化病变，７ ～ ８ 分

范围为重度肺纤维化病变，统计各组各时间点的纤

维化程度。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行统计分析。 实验数据

以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素

方差分析（ＡＮＯＶＡ），符合方差齐性的采用最小显著
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差异法（ ｌｅａｓｔ⁃ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ， ＬＳＤ），不符合方

差齐性的采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ Ｔ３ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况

　 　 空白组大鼠活动自如，精神状态良好，饮水进

食正常，毛发洁白光亮；造模第 ０ ～ ２０ 天，ＢＬＭ 低剂

量组大鼠懒动，精神状态稍差，饮水进食量减少，毛
发枯黄无光泽，呼吸稍显急促，口唇及四肢颜色浅

白；ＢＬＭ 高剂量组大鼠活动受限，精神萎靡，毛发干

枯，部分大鼠体型明显瘦弱，呼吸急促，鼻翼煽动，
胸廓可见明显呼吸起伏，唇舌及四肢颜色浅淡，四
肢抓力小。 第 ２１ 天以后，大鼠整体状态较前平稳，
少部分大鼠出现四肢纤弱、腹部异常胀大的情况，
追踪观察发现此类大鼠陆续死亡。
２􀆰 ２　 死亡情况

　 　 造模后密切观察并统计各组大鼠死亡情况，实
验期间空白组大鼠无死亡；ＢＬＭ 低剂量组在造模第

２ 天死亡 ３ 只，第 ３～８ 天未出现死亡，第 ９～２０ 天间

断出现死亡，共计死亡 １０ 只，死亡率为 ２０％，死亡大

鼠鼻头有粘液渗出，解剖可见肺部大量淤血，胸膜

粘连，少数大鼠肺部可观察到灰白色瘢痕。 ＢＬＭ 高

剂量组在造模第 ２ ～ １２ 天连续出现大鼠死亡，共计

死亡 １４ 只，死亡率为 ２８％，死亡大鼠鼻头、眼角有少

量血液渗出，气管内可见大量黄色黏性分泌物，肺
部均可见大量淤血。 ＢＬＭ 低剂量组和 ＢＬＭ 高剂量

组死亡率均显著高于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 １。
２􀆰 ３　 体重变化

　 　 实验期间各组大鼠体重整体呈上升趋势，在第

１４ 天， ＢＬＭ 低剂量组体重显著低于空白组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＢＬＭ 高剂量组体重显著低于空白组和 ＢＬＭ
低剂量组（Ｐ＜０􀆰 ０１）；第 ２８ 天至第 ５６ 天，ＢＬＭ 低剂

量组和 ＢＬＭ 高剂量组体重增长缓慢，且 ＢＬＭ 高剂

量组体重显著低于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１）；第 ７０ 天开始，
３ 组大鼠体重差异均无统计学意义，见图 ２。
２􀆰 ４　 肺功能

　 　 实验期间空白组和 ＢＬＭ 低剂量组肺功能随日

龄增加稳步提升，但 ＢＬＭ 低剂量组肺功能较空白组

增长缓慢，第 ２８～４２ 天，ＢＬＭ 低剂量组大鼠 ＩＣ、ＶＣ、
Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 显著低于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５），
第 ５６～８４ 天，ＢＬＭ 低剂量组肺功能仍低于空白组，
但无统计学意义。 ＢＬＭ 高剂量组大鼠第 ２８ 天 ＩＣ

图 １　 各组大鼠 ２８ ｄ 生存曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ２８⁃ｄａｙ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与空白组比较，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１； 与 ＢＬＭ 低剂量组比较，ｂｂＰ
＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠体重变化（ｎ≥８）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａａＰ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＬ⁃

Ｌ ｇｒｏｕｐ，ｂｂＰ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ

和 Ｃｄｙｎ 显著低于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１）；第 ４２ 天，ＩＣ、
ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 均显著低于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜
０􀆰 ０５），且 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 显著低于 ＢＬＭ 低剂量组

（Ｐ＜０􀆰 ０１）；第 ５６ 天，Ｃｃｈｏｒｄ、Ｃｄｙｎ 显著低于空白组

（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５）；第 ８４ 天，肺功能仍低于空白

组，但无统计学意义。 两组肺功能均随时间缓慢增

长，增长速度低于空白组，考虑与动物体重增加有

关。 见图 ３。
２􀆰 ５　 肺系数

　 　 观察期间空白组大鼠的肺系数无明显变化。
第 ２８ 天，ＢＬＭ 低剂量组和 ＢＬＭ 高剂量组肺系数显

著高于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 第 ４２ ～ ５６ 天，ＢＬＭ 高剂

量组肺系数显著高于空白组和 ＢＬＭ 低剂量组（Ｐ＜
０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５），ＢＬＭ 低剂量组肺系数略高于空白

组，但无统计学意义。 第 ８４ 天，各组肺系数无明显

差异，见图 ４。
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注：与空白组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５，ａａＰ＜０􀆰 ０１；与 ＢＬＭ 低剂量组比较，ｂｂＰ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠肺功能 ＩＣ、ＶＣ、Ｃｃｈｏｒｄ 和 Ｃｄｙｎ 变化（ｎ＝ ６～１０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ＜０􀆰 ０５，ａａＰ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ， ｂｂＰ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＩＣ， ＶＣ， Ｃｃｈｏｒｄ ａｎｄ Ｃｄｙｎ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

注：与空白组比较，ａａＰ＜０􀆰 ０１；与 ＢＬＭ 低剂量组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组大鼠肺系数变化（ｎ＝ ８～１２）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

２􀆰 ６　 肺组织病理

　 　 肺组织病理结果显示，各时间点的空白组大鼠

肺组织结构正常，肺泡壁清晰完整，无损伤。 造模

第 ２８ 天，ＢＬＭ 低剂量组和 ＢＬＭ 高剂量组大鼠肺组

织 ＨＥ 染色可见肺泡腔内有炎性细胞浸润，肺泡壁

破裂，肺组织结构紊乱，ＭＡＳＳＯＮ 染色可见广泛蓝染

的纤维条索和明显胶原沉积。 造模第 ４２ 天，ＢＬＭ
低剂量组大鼠的炎症情况较第 ２８ 天减轻，多数大鼠

纤维化病变依旧严重，但有少数大鼠肺组织纤维化

病变出现一定程度的消退，ＢＬＭ 高剂量组大鼠肺组

织广泛形成纤维化病变，Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分较第 ２８ 天升

高。 造模第 ５６ 天，ＢＬＭ 低剂量组大鼠的肺泡炎症

和肺纤维化程度明显减轻，ＢＬＭ 组肺泡炎症改善，
多数大鼠肺组织纤维化病变较第 ４２ 天无明显变化，
部分大鼠纤维化病变有所消退。 造模第 ８４ 天，ＢＬＭ
低剂量组大鼠的纤维化病变持续消退，部分大鼠肺

组织已无明显纤维化病变，ＢＬＭ 高剂量组大鼠纤维

化病变较之前明显改善，但仍有部分大鼠存在严重

的纤维化病变。 见图 ５。
２􀆰 ７　 肺组织 ＨＹＰ 含量

　 　 如图 ６ ＨＹＰ 含量测定结果显示，空白组大鼠肺

组织 ＨＹＰ 含量在各时间点无明显变化。 随着造模

时间的推移，ＢＬＭ 低剂量组 ＨＹＰ 含量呈现下降趋

势，在第 ２８～４２ 天，ＨＹＰ 含量显著高于空白组（Ｐ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），第 ５６ ～ ８４ 天 ＨＹＰ 含量仍高于空白

组，但无统计学意义。 而 ＢＬＭ 高剂量组 ＨＹＰ 含量

先呈上升趋势，在第 ４２ 天达到峰值，后逐渐下降，但
都显著高于空白组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

２３ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



注：Ａ：大鼠肺组织 ＨＥ 染色；Ｂ：大鼠肺组织 Ｓｚａｐｉｅｌ 评分；Ｃ：大鼠肺组织 ＭＡＳＳＯＮ 染色；Ｄ：大鼠肺组织的 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分。 与空白组比

较，ａＰ＜０􀆰 ０５，ａａＰ＜０􀆰 ０１，与 ＢＬＭ 低剂量组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组大鼠肺组织病理变化及评分

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｂ， Ｓｚａｐｉｅｌ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃ， ＭＡＳＳＯＮ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｄ， Ａｓｈｃｒｏｆｔ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｒａｔ

ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ＜０􀆰 ０５，ａａＰ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｒａｔ ｌｕｎｇｓ

注：与空白组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５，ａａＰ ＜ ０􀆰 ０１，与 ＢＬＭ 低剂量组比

较，ｂＰ＜０􀆰 ０５，ｂｂＰ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组大鼠肺组织 ＨＹＰ 含量（ｎ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ＜０􀆰 ０５，ａａＰ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ＢＬ⁃Ｌ ｇｒｏｕｐ，ｂＰ＜０􀆰 ０５，ｂｂＰ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＨＹＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ

２􀆰 ８　 肺组织 ＣＯＬ ＩＩＩ 表达

　 　 肺组织免疫组化结果显示，与空白组相比，ＢＬＭ

低剂量组在造模第 ２８ 天可观察到大鼠肺间质 ＣＯＬ
ＩＩＩ 高表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）；在第 ４２、５６ 天 ＣＯＬ ＩＩＩ 表达降

低，第 ８４ 天仅可观察到肺泡结构破坏；ＢＬＭ 高剂量

组大鼠在 ４ 个时间点均可观察到 ＣＯＬ ＩＩＩ 高表达（Ｐ
＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ７。
２􀆰 ９　 各组纤维化程度分析

　 　 如图 ８ 所示，根据各组各时间点 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分

情况评价大鼠的纤维化程度，第 ２８ 天，ＢＬＭ 低剂量

组大鼠均出现中度 ＰＦ 病变，ＢＬＭ 高剂量组则有

１１􀆰 １１％的大鼠轻度 ＰＦ 病变， ６６􀆰 ６７％ 中度病变，
２２􀆰 ２２％的大鼠重度病变。 第 ４２ 天，ＢＬＭ 低剂量组

有 ３０􀆰 ００％大鼠轻度病变，６０％的大鼠中度病变，
１０％重度病变，有明显的纤维化改变，而 ＢＬＭ 高剂

量组大鼠的整体病变情况和第 ２８ 天一致。 第 ５６
天，ＢＬＭ 低剂量组有 ４０􀆰 ００％的大鼠轻度 ＰＦ 病变，
５０％中度病变，１０％重度病变，ＢＬＭ 高剂量组则有

２２􀆰 ２２％ 的 大 鼠 轻 度 病 变， ６６􀆰 ６７％ 中 度 病 变，
１１􀆰 １１％重度病变，两组肺纤维化病变出现一定程度

３３中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



注：与空白组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５，ａａＰ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 肺组织 ＣＯＬ ＩＩＩ 蛋白表达（ｎ＝ ８～１２）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ａＰ＜０􀆰 ０５，ａａＰ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＣＯＬ ＩＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

图 ８　 各组大鼠各时间点 Ａｓｈｃｒｏｆｔ 评分统计

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ａｓｈｃｒｏｆｔ ｓｃｏｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

的消退。 第 ８４ 天，ＢＬＭ 低剂量组有 ６３􀆰 ６４％的大鼠

轻度病变，多数大鼠的纤维化病变明显减轻，而

ＢＬＭ 高剂量组有 ５０􀆰 ００％的大鼠轻度病变，５０％中

重度病变。

３　 讨论

　 　 稳定的动物模型是研究疾病发病机制、探寻有

效防治方法及机制的关键。 多种因素可诱导肺纤

维化动物模型，如 ＢＬＭ、石棉、二氧化硅、百草枯等，
其中 ＢＬＭ 诱导的肺纤维化模型因其易操作、可复

现、成模速度快、与人类疾病典型特征相似等优点

而应用广泛，造模动物包括鼠、猫、狗、马、兔、羊、猪
等，鼠类为最常用的造模动物；诱导方式有气管内

滴注、气管内雾化、尾静脉注射、腹腔注射和经鼻吸

入，以气管内滴注尤为常见［２５］，ＢＬＭ 造模剂量则根

据实验动物品种不同存在差异，使用剂量大多在 ３～
５ ｍｇ ／ ｋｇ 范围内［２６－３０］。 ＢＬＭ 诱导的肺纤维化病变

会在一定时间内自行消退，但其消退时间、消退程

度及消退速度与 ＢＬＭ 剂量的关系尚不清楚，导致

ＩＰＦ 的病理机制研究和药物作用评价均受限制。 本

研究旨在对比 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 两种 ＢＬＭ 造模

剂量制备的 ＰＦ 模型在不同时间节点的肺纤维化整

体情况，明确其病理阶段，评价其成模特点。
肺功能为判断 ＰＦ 模型是否成功制备的重要指

标，由于肺纤维化大鼠肺组织弹性降低，肺容积下

降，影响了肺通气功能和换气功能，吸气时肺组织

难以充分扩张，呼气时也难以完全排出气体，表现

为深吸气量 ＩＣ 和肺活量 ＶＣ 的下降［３１］。 纤维化的

发生影响肺顺应性变化，使准静态顺应性 Ｃｃｈｏｒｄ 和

动态顺应性 Ｃｄｙｎ 均降低［３２］。 本研究发现，两种剂
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量 ＢＬＭ 诱导的 ＰＦ 大鼠肺容积和肺顺应性第 ２８ 天

均显著降低，３ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ 干预 ＰＦ 模型肺功能持续

到第 ４２ 天，５ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ 干预的 ＰＦ 大鼠的肺功能

下降持续到第 ５６ 天。
有研究指出，肺纤维化从炎症期到纤维化形成

期间的病理阶段可大致分为 ３ 期：急性炎症期、急性

炎症－纤维化交界期、纤维化稳定期［３３－３５］。 炎症是

肺纤维化的启动因素，肺部受到有害物质的刺激时

会激活巨噬细胞、中性粒细胞、淋巴细胞等炎症细

胞，释放 ＴＧＦ⁃β、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 等细胞因子，加剧肺部

炎症［３６］，导致肺组织结构破坏和炎症细胞聚集。 若

刺激强度过大或者刺激因素持续存在，会刺激成纤

维细胞转化为肌成纤维细胞，分泌过多的胶原蛋白

和其他的细胞外基质对受损肺组织进行异常修复，
表现为肺泡壁增厚，肺组织出现纤维条索或纤维团

块，最终导致肺纤维化的发生［３７］。 本研究发现，第
２８ 天，两组大鼠肺泡腔内出现炎症细胞的大量聚集

和广泛蓝染的纤维条索，ＢＬＭ 低剂量组大鼠均处于

急性炎症－纤维化交界期，且纤维化病变已基本形

成。 而 ＢＬＭ 高剂量组大鼠受到更加强烈持久的炎

症刺激，纤维化阶段在时间轴上的变化要滞后于

ＢＬＭ 高剂量组，处于急性炎症－纤维化交界期，但肺

功能尚未完全恶化，纤维化病变正在形成。 停止

ＢＬＭ 刺激一段后，大鼠炎症状态会逐渐消退，进入

稳 定 的 肺 纤 维 化 病 理 阶 段［３８］。 细 胞 外 基 质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）增加是肺纤维化的主要

病理特征［３９］，胶原蛋白是 ＥＣＭ 的主要成分，尤其是

Ｉ 型和 ＩＩＩ 型胶原蛋白［４０］，而 ＨＹＰ 是胶原蛋白特有

的氨基酸［４１］，其含量变化可以反映肺纤维化的严重

程度，肺系数也会随着肺纤维化的发生而上升。 第

４２ 天，ＢＬＭ 低剂量组多数大鼠已度过炎症期，ＣＯＬ
ＩＩＩ 大量表达，ＨＹＰ 含量显著增加，处于肺纤维化稳

定期，而 ＢＬＭ 高剂量组肺组织的纤维化病灶进一步

扩大，ＨＹＰ 含量显著高于空白组和 ＢＬＭ 低剂量组，
进入纤维化稳定期，纤维化病变全面形成。 随着观

察时间增加，大鼠的 ＰＦ 病变逐渐消退，第 ５６ 天，
ＢＬＭ 低剂量组有接近半数的大鼠纤维化病变有显

著消退，ＢＬＭ 高剂量组多数大鼠处于纤维化稳定

期，纤维化病变依旧明显。 第 ８４ 天，ＢＬＭ 低剂量组

数大鼠的肺纤维化病变已出现大范围的消退，ＢＬＭ
高剂量组有半数大鼠纤维化病变减轻，但仍有部分

大鼠纤维化持续存在，少数进行性加重。
本研究结果表明，３ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＢＬＭ

均可成功制备 ＰＦ 模型，但 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＢＬＭ 对大鼠

造成的刺激更大，会导致更多数量的大鼠死亡，对
大鼠的生长抑制也更加明显。 同时发现，两种剂量

ＢＬＭ 诱导的 ＰＦ 模型皆存在较大组内差异，即同一

剂量 ＢＬＭ 干预的 ＰＦ 大鼠在同一时间点会出现部分

大鼠纤维化病变消退，部分大鼠病变进行性加重的

情况，提示造模过程应尽可能统一操作者水平，实
验过程应充分考虑动物死亡率及个体差异，以免出

现较大误差。
同时本研究也对实验设计有一些启示。 进行

肺纤维化相关实验时可根据实验目的选择不同剂

量的博来霉素制备动物模型，选择恰当的时间点进

行观察。 在进行损伤机制相关研究时，两个剂量均

可选用，观察的时间点在第 ２８ 天前；如进行损伤后

修复机制探讨，３ ｍｇ ／ ｋｇ 的模型研究点可选取第 ２８
～４２ 天，５ ｍｇ ／ ｋｇ 的模型可选取第 ４２～８４ 天；在进行

疗程相对较长的疗法疗效及机制研究时，可选用 ５
ｍｇ ／ ｋｇ ＢＬＭ 诱导的模型。 但需注意的是，不同品系

动物、不同来源 ＢＬＭ、不同造模方式等对模型的特

点和稳定性均有影响，研究中需注意观察。
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ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌ
Ｍｅｄ， ２０２０， ２６（１）： ４９．

［３１］ 　 王岚， 柴桦， 梁斌苗， 等． 结缔组织疾病合并肺纤维化－肺气

肿综合征 ２０ 例临床分析并文献复习 ［ Ｊ］ ． 中国呼吸与危重

监护杂志， ２０１７， １６（５）： ４８４－４８９．
ＷＡＮＧ Ｌ， ＣＨＡＩ Ｈ， ＬＩＡＮＧ Ｂ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｅｍｐｈｙｓｅｍａ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ２０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ
Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄ， ２０１７， １６（５）： ４８４－４８９．

［３２］ 　 朱蕾， 刘又宁， 钮善福． 临床呼吸生理学 ［Ｍ］． 北京： 人民

卫生出版社， ２００８．
ＺＨＵ Ｌ， ＬＩＵ Ｙ Ｎ， ＮＩＵ Ｓ Ｆ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
［Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｈｏｕｓｅ， ２００８．

［３３］ 　 ＮＯＢＬＥ Ｐ Ｗ， ＢＡＲＫＡＵＳＫＡＳ Ｃ Ｅ， ＪＩＡＮＧ Ｄ． Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ： ｐａｔｔｅｒｎｓ ａｎｄ ｐｅｒｐｅｔｒａｔｏｒｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１２， １２２
（８）： ２７５６－２７６２．

［３４］ 　 ＷＩＣＫ Ｇ， ＧＲＵＮＤＴＭＡＮ Ｃ， ＭＡＹＥＲＬ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１３， ３１： １０７
－１３５．

［３５］ 　 彭玉华． 特发性肺间质纤维化中医药治疗思路与方法 ［ Ｊ］ ．
中医药学刊， ２００３， ２１（１０）： １７７４－１７７５．
ＰＥＮＧ Ｙ Ｈ． Ｔｈｏｕｇｈｔｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
［Ｊ］ ． Ｓｔｕｄｙ Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２００３， ２１（１０）： １７７４－１７７５．

［３６］ 　 孙健， 沈巨信． 炎症及细胞自噬与急性肺损伤关系的研究进

展 ［Ｊ］ ． 中国免疫学杂志， ２０１９， ３５（１７）： ２１６３－２１６８．
ＳＵＮ Ｊ， ＳＨＥＮ Ｊ Ｘ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１９， ３５（１７）： ２１６３－２１６８．

［３７］ 　 ＨＥＲＲＥＲＡ Ｊ， ＦＯＲＳＴＥＲ Ｃ， ＰＥＮＧＯ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｎｇ ｔｈｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｉｃ
ｆｏｃｕｓ ｉｎ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． ＪＣＩ Ｉｎｓｉｇｈｔ， ２０１９， ４
（１）： ｅ１２５１８５．

［３８］ 　 吕晓东， 庞立健． 博菜霉素致大鼠肺纤维化模型肺组织不同

时间点的动态演变 ［ Ｊ］ ． 中华中医药学刊， ２０１０， ２８（ ３）：
５０８－５１１．
ＬＹＵ Ｘ Ｄ， ＰＡＮＧ Ｌ Ｊ． Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｄｙｎａｍｉｃ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ａｒｃｈ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ， ２０１０， ２８
（３）： ５０８－５１１．

［３９］ 　 陈金燃， 郭凯宁， 谢灵枫， 等． 细胞外基质的异常黏滞力经

ｔａｌｉｎ１⁃ｖｉｎｃｕｌｉｎ 结合促进放射性肺纤维化进展 ［Ｊ］ ． 中国药理

学与毒理学杂志， ２０２３， ３７（ｚ１）： ３１．
ＣＨＥＮ Ｊ Ｒ， ＧＵＯ Ｋ Ｎ， ＸＩＥ Ｌ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｂｅｒｒａｎｔ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ
ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｉｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔａｌｉｎ１⁃
ｖｉｎｃｕｌｉｎ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒａｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０２３， ３７（ｚ１）： ３１．

［４０］ 　 李茜， 李小静， 李心怡． 富含半胱氨酸型酸性糖蛋白在皮肤

纤维化疾病中的研究进展 ［ Ｊ］ ． 实用临床医药杂志， ２０２３，
２７（６）： １３７－１４０．
ＬＩ Ｑ， ＬＩ Ｘ Ｊ， ＬＩ Ｘ Ｙ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｃｉｄｉｃ ａｎｄ ｒｉｃｈ ｉｎ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｉｎ ｓｋｉｎ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｍｅｄ Ｐｒａｃｔ， ２０２３， ２７（６）： １３７－１４０．

［４１］ 　 梁杏梅， 刘喜华， 黄建春， 等． 玉朗伞查尔酮对心肌缺血再

灌注损伤大鼠 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂

志， ２０２２， ３２（８）： ３５－４１．
ＬＩＡＮＧ Ｘ Ｍ， ＬＩＵ Ｘ Ｈ， ＨＵＡＮＧ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｙｕｌａｎｇｓａｎ
Ｃｈａｌｃｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ，
２０２２， ３２（８）： ３５－４１．

〔收稿日期〕２０２４－０６－１１

７３中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． １０

彭超杰，南淞华，吴林柯，等． 茯苓杏仁甘草汤调控巨噬细胞极化抑制动脉粥样硬化病变的进展 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志，
２０２４， ３４（１０）： ３８－４６．
Ｐｅｎｇ ＣＪ， Ｎａｎ ＳＨ， Ｗｕ ＬＫ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｌｉｎｇ Ｘｉｎｇｒｅｎ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（１０）： ３８－４６．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 １０􀆰 ００５

［基金项目］河南省自然基金面上项目（２３２３００４２００５４）；河南省科技研发计划联合基金（２２２３０１４２００８８）；河南省高校重点科研项目

（２３Ａ３６００１３）。
［作者简介］彭超杰（１９９６—），女，硕士研究生，研究方向：中医药防治心血管疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｐｅｎｇｃｊ６６９９＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］吴鸿（１９７４—），男，博士，教授，博士生导师，研究方向：中医药防治心血管疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｋｅｖｉｎ５ｍｅ＠ １２６． ｃｏｍ

茯苓杏仁甘草汤调控巨噬细胞极化抑制动脉粥样
硬化病变的进展

彭超杰１，南淞华１，吴林柯１，孟　 雪１，吴　 鸿１，２∗

（１．河南中医药大学第二附属医院，郑州　 ４５０００２；２．河南中医药大学心血管病研究所，郑州　 ４５０００２）

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨茯苓杏仁甘草汤 （ Ｆｕｌｉｎｇ Ｘｉｎｇｒｅｎ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ， ＦＸＧ） 对小鼠动脉粥样硬化

（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）巨噬细胞极化的调控作用。 方法　 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠构建 ＡＳ 模型，ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞构建极化模

型。 油红 Ｏ 和苏木精－伊红染色法（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）观察主动脉斑块总面积和主动脉管腔狭窄程度。
荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 体内外检测 Ｍ１ 型极化因子诱导型一氧化氮合酶（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，
ｉＮＯＳ）、单核细胞趋化蛋白 １（ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＣＣＬ２）和 Ｍ２ 型极化因子精氨酸酶－１（ａｒｇｉｎａｓｅ⁃１，Ａｒｇ⁃
１）、类几丁质酶样蛋白（ｃｈｉｔｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＹＭ１）、甘露糖受体（ＣＤ２０６）的表达水平及信号转导和转录激活因子

３（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ３）磷酸化水平。 结果　 ＦＸＧ 明显减少 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠主动脉斑块

总面积、降低 Ｍ１ 型巨噬细胞极化因子 ｉＮＯＳ、ＣＣＬ２ 表达水平，升高 Ｍ２ 型巨噬细胞极化因子 Ａｒｇ⁃１、ＹＭ１ 表达水平

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 模型组小鼠和 Ｍ１ 型巨噬细胞 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平降低，在 ＦＸＧ 干预后其磷酸化水平上调（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 抑制剂 Ｓｔａｔｔｉｃ 部分消除了 ＦＸＧ 对 ｉＮＯＳ 和 Ａｒｇ⁃１ 的调控作用（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＦＸＧ 具有抑制 ＡＳ 进展的

作用，其作用与靶向 ＳＴＡＴ３ 调控巨噬细胞极化有关。
【关键词】 　 茯苓杏仁甘草汤；动脉粥样硬化；巨噬细胞极化；信号转导和转录激活因子 ３
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ＰＥＮＧ Ｃｈａｏｊｉｅ１， ＮＡＮ Ｓｏｎｇｈｕａ１， ＷＵ Ｌｉｎｋｅ１， ＭＥＮＧ Ｘｕｅ１， ＷＵ Ｈｏｎｇ１，２∗

（１． ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｕｌｉｎｇ Ｘｉｎｇｒｅｎ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ （ ＦＸＧ） ｏｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ （ＡＳ） ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＡｐｏＥ－ ／ － ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａｎ ＡＳ ｍｏｄｅｌ
ａｎｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｐｏｌａｒｉｚｅｄ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ． Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ
ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｓｔｅｎｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ１
ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ （ｉＮＯＳ） ａｎｄ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ２ （ＣＣＬ２）， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ



ｆａｃｔｏｒｓ Ａｒｇ⁃１， ＹＭ１， ａｎｄ ＣＤ２０６， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
（ＳＴＡＴ３） ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＦＸＧ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ｉｎ ＡｐｏＥ－ ／ － ｍｉｃｅ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒｓ ｉＮＯＳ ａｎｄ ＣＣＬ２， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ Ａｒｇ⁃１ ａｎｄ ＹＭ１ （Ｐ
＜０􀆰 ０５）． ＳＴＡＴ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｍ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ｂｕｔ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ
ＦＸＧ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ＳＴＡＴ３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｓｔａｔｔｉｃ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＸＧ ｏｎ ｉＮＯＳ ａｎｄ
Ａｒｇ⁃１ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＦＸＧ ｈａｓ ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＳ， ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＳＴＡＴ３ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｆｕｌｉｎｇ Ｘｉｎｇｒｅｎ Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ； ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ； ＳＴＡＴ３
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是导致多种

心血管疾病发生发展的病理基础［１］。 巨噬细胞在

ＡＳ 病变过程中极化为不同表型参与全部病理阶

段［２］。 巨噬细胞可以极化为促炎性经典激活表型

（Ｍ１ 型），或者抗炎性交替激活表型（Ｍ２ 型） ［３］，其
表型比例失衡是 ＡＳ 发生发展的重要因素［４］。 研究

表明，巨噬细胞极化受信号转导和转录激活因子 ３
（ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，
ＳＴＡＴ３）调控［５］。 茯苓杏仁甘草汤（ Ｆｕｌｉｎｇ Ｘｉｎｇｒｅｎ
Ｇａｎｃａｏ ｇｒａｎｕｌｅ，ＦＸＧ）是临床用于治疗心血管疾病

（胸痹）的经典方。 有研究报道，ＦＸＧ 具有抑制大鼠

心肌细胞凋亡、改善心肌缺血等作用［６－７］。 前期研

究表明，ＦＸＧ 能抑制 ＡＳ 小鼠炎症反应和脂质沉

积［８－９］，但机制尚不明确。 本研究基于前期研究基

础，观察 ＦＸＧ 对 ＡＳ 病变中 Ｍ１ 型巨噬细胞极化因

子诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶 （ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）、单核细胞趋化蛋白 １ （ ｍｏｎｏｃｙｔｅ
ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＣＣＬ２）和 Ｍ２ 型巨噬细胞极化

因子精氨酸酶－１（ａｒｇｉｎａｓｅ⁃１，Ａｒｇ⁃１）、类几丁质酶样

蛋白（ｃｈｉｔｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＹＭ１）以及 Ｍ２ 型巨噬

细胞标志蛋白甘露糖受体 （ ＣＤ２０６） 表达水平和

ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平的影响，探讨其干预 ＡＳ 进展的

作用机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

　 　 小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（ＲＡＷ２６４􀆰 ７）购
自 中 国 科 学 院 昆 明 细 胞 库 （ ＫＣＢ ）， 编

号：ＫＣＢ２００６０３ＹＪ。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物

　 　 ４５ 只 ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠，１５ 只同

品系 ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，体重（２０±

２）ｇ，由江苏省赛业模式生物研究中心（太仓）有限

公司提供［ＳＣＸＫ（苏）２０２０－０００６］。 动物实验在河

南省中医院中心实验室 ＳＰＦ 级动物中心进行

［ＳＹＸＫ（豫） ２０２１ － ００１８］。 实验室环境 １２ ｈ ／ １２ ｈ
明 ／暗交替，温度恒定为 ２２ ～ ２４ ℃，以每笼 ４ 只，自
由进食进水饲养。 动物实验获得河南中医药大学

第二附属医院动物伦理委员会批准 （ ＨＮＳＺＹＹ⁃
２０２００５２９）。 在实验中，动物饲养和实验过程中按

照实验动物使用的 ３Ｒ 原则给与人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 茯苓杏仁甘草汤：茯苓 ４５ ｇ、杏仁 １５ ｇ、甘草 １５
ｇ，由四川新绿药科技发展有限公司生产的配方颗粒

剂提供（批号：茯苓 ２１０６０１２７、杏仁 ２１０６００２７、甘草

２１０６０１２４）。 Ａｒｇ⁃１ 抗 体、 ｉＮＯＳ 抗 体 （ Ｇｅｎｅ Ｔｅｘ，
ＧＴＸ１０９２４２、ＧＴＸ１３０２４）；ＳＴＡＴ３ 抗体、磷酸信号转

导和转录激活因子 ３ （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ＳＴＡＴ３， Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３） 抗体 （ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ＃ ４９０４、 ＃
９１４５Ｓ）；ＣＤ２０６ 抗体、Ｃｙ３ 标记山羊抗兔二抗、ＦＩＴＣ
标记山羊抗兔二抗、β⁃ａｃｔｉｎ（武汉三鹰生物技术公

司， １８７０４⁃１⁃ＡＰ、 ＳＡ００００９⁃２、 ＳＡ００００３⁃２、 ８１１１５⁃１⁃
ＲＲ）； 总 ＲＮＡ 抽 提 纯 化 试 剂 盒 （ 上 海 生 工，
Ｂ５１８６２１）；逆转录聚合酶链反应试剂盒、荧光定量

试剂盒（ＴａＫａＲａ，ＲＲ０４７Ａ、ＲＲ８２０Ａ）；ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒； 苏木精 － 伊红染色法 （ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色试剂盒（京索莱宝，Ｇ１１２０）；干扰

素－γ（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ，ＩＦＮ⁃γ） （ ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ，３１５⁃０５）；白
细 胞 介 素 － ４ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４， ＩＬ⁃４ ） 重 组 蛋 白

（ ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ， ＡＦ⁃２１４⁃１４ ）； 脂 多 糖

（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ ）、 油 红 Ｏ 粉 末 （ Ｓｉｇｍａ，
Ｌ２８８０、 １００２３９１１３０ ）； ＳＴＡＴ３ 抑 制 剂 Ｓｔａｔｔｉｃ ＣＡＳ
（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，１９９８３⁃４４⁃９）；高脂饲料（南京麦瑞斯生

物科技公司，Ｄ１２１０８Ｃ）。
蛋白垂直电泳仪、转印仪、凝胶图像系统、荧光

９３中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



定量 ＰＣＲ 定量仪 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， １６４⁃５０７０、 １７０⁃４０７０、
１７０⁃８２６５、ＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ）；荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｔｉ⁃Ｅ）；
荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
７５００Ｆａｓｔ）；超微量核酸蛋白测定仪（南京五义科技

有限公司，Ｏｎｅｄｒｏｐ ２０００）；超速低温离心机（Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ，ＳＩＧＭＡ ３⁃１８Ｋ）。

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

引物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｉｍｅｒ ｌｅｎｇｔｈ

一氧化氮合酶
ｉＮＯＳ

Ｆ：ＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＴＡＣＡＡＧＡ ２３
Ｒ：ＧＴＧＧＡＣＧＧＧＴＣＧＡＴＧＴＣＡＣ １９

单核细胞趋化蛋白 １
ＣＣＬ２

Ｆ：ＧＡＧＡＴＧＣＣＴＴＣＡＧＣＡＧＡＧＴＧＡＡＧＡ ２４
Ｒ：ＡＧＧＣＴＴＧＧＣＡＡＣＣＣＡＧＧＴＡＡＣ ２１

精氨酸酶－１
Ａｒｇ⁃１

Ｆ：ＣＴＣＣＡＡＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＴＴＡＧＡＧ ２２
Ｒ：ＡＧＧＡＧＣＴＧＴＣＡＴＴＡＧＧＧＡＣＡＴＣ ２２

类几丁质酶样蛋白
ＹＭ１

Ｆ：ＡＧＡＡＧＧＧＡＧＴＴＴＣＡＡＡＣＣＴＧＧＴ ２２
Ｒ：ＧＴＣＴＴＧＣＴＣＡＴＧＴＧＴＧＴＡＡＧＴＧＡ ２３

内参
β⁃ａｃｔｉｎ

Ｆ：ＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡ ２３
Ｒ：ＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡＧＡＧＣＣＴＣＡＧ ２１

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠分组及造模方法

　 　 ４５ 只 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠分为模型组、茯苓杏仁甘草

汤（茯杏甘，ＦＸＧ）组、瑞舒伐（Ｒｏｓｕｖａｓｔａｔｉｎ，ＲＳＴ）组，
每组 １５ 只。 空白组饲喂普通饲料，其余各组给予高

脂饲料（成分：蛋白质 ２３％、碳水化合物 ４５％、脂肪

２０％、其他 １２％）喂养。 灌胃给药与高脂饮食同步

进行，均采用临床等效量给药，每天灌胃给药 １ 次。
空白组、模型组给予等量 ０􀆰 ９％氯化钠溶液灌胃。
持续 １６ 周［１０－１１］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 干预药物配备

　 　 茯苓杏仁甘草汤：将 １ 剂中药溶于 ４０ ｍＬ 去离

子水中，煮沸并超声溶解，给药量按照小鼠与人体

体表面积换算等效剂量，最终小鼠给药浓度为

０􀆰 ００６ ｍＬ ／ ｇ。
瑞舒伐他汀钙：同上，将 １ 片瑞舒伐他汀钙溶于

４０ ｍＬ 去离子水，超声充分溶解，置于冰箱保存。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞造模及干预方法

　 　 ＬＰＳ （ １００ ｎｇ ／ ｍＬ） 和 ＩＦＮ⁃γ （ ２０ ｎｇ ／ ｍＬ） 刺激

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞 １２ ｈ 建立 Ｍ１ 型巨噬细胞极化

模型，ＩＬ⁃４（２０ ｎｇ ／ ｍＬ）刺激 １２ ｈ 建立 Ｍ２ 型巨噬细

胞极化模型［１２］，造模前 ２４ ｈ 加入 ＦＸＧ 和 Ｓｔａｔｔｉｃ 干

预。 细胞分为空白组、Ｍ１ 模型组 （ ＬＰＳ ＋ ＩＦＮ⁃γ）、
ＦＸＧ 组（ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ＋ＦＸＧ）、Ｍ２ 阳性对照组（ＬＰＳ＋
ＩＦＮ⁃γ＋ＩＬ⁃４）、ＳＴＡＴ３ 抑制剂组（ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ＋ＦＸＧ＋
Ｓｔａｔｔｉｃ），干预后收集各组细胞及细胞上清。

１􀆰 ３􀆰 ４　 存取组织标本

　 　 小鼠取材前 １２ ｈ 禁食禁水，４％戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉，留取血液标本，冰生理盐水进行心脏

灌注，分离肝、脾等脏器，迅速剥离小鼠完整胸腹主

动脉，并尽量保留主动脉弓、头臂干、左侧颈总动

脉、左锁骨下动脉，部分用 ４％多聚甲醛固定，剩余

保存于－８０ ℃冰箱中，用于进行后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ５　 油红 Ｏ 染色

　 　 将分离后的主动脉在体式显微镜下剔除主动

脉管腔外的脂肪组织及外膜，室温固定漂洗后，将
主动脉沿管腔剪开，６０％异丙醇中浸洗 ３ ｓ 后将主动

脉浸没于 ０􀆰 ３％油红 Ｏ 工作液中密闭孵育 １０ ｍｉｎ，
将主动脉平铺于显微镜下拍照。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＨＥ 染色

　 　 组织切片脱蜡后滴加苏木素染色液染色 １０
ｍｉｎ，流动水冲洗后，滴加分化液分化 ３０ ｓ，自来水浸

洗 ３ 次，伊红染色液染色 ３０ ｓ，镜检观察染色情况。
中性树胶封片。 在显微镜下进来暴露完整主动脉

根部组织，观察各组小鼠主动脉根部斑块病理情况。
１􀆰 ３􀆰 ７　 荧光定量 ＰＣＲ 检测各组小鼠巨噬细胞极化

因子 ｍＲＮＡ 的表达水平

　 　 剪取主动脉组织或收集各组细胞后，提取并检

测各组总 ＲＮＡ 纯度及浓度，逆转录为 ｃＤＮＡ。 分别

加入上下游引物、ＴＢ ＧＲＥＥＮ 等进行检测，空白组做

参照，β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，２－△△Ｃｔ 计算相对表达量。 引物

序列由上海生工提供，见表 １。
１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠 ｉＮＯＳ、Ａｒｇ⁃１、Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平

　 　 剪取适量主动脉组织置于离心管，或细胞培养

板内每孔加入 ８０ μＬ 裂解液（ＲＩＰＡ 裂解液 ∶ ＰＭＳＦ
＝ １００ ∶ １）和磷酸酶抑制剂，ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

测定蛋白浓度，以 １２０ Ｖ 恒压垂直电泳 ２０ ｍｉｎ，２４０
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Ｖ 恒压电泳 ３０ ｍｉｎ 电泳跑胶，恒定电流 ０􀆰 ２４ Ａ 聚偏

二氟乙烯（ ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）转膜 １ ｈ。
５％脱脂奶粉溶液中室温摇床封闭 １ ｈ 后孵育抗体

并显影。 一抗比例如下： ｉＮＯＳ （ １ ∶ ２０００）、 Ａｒｇ⁃１
（１ ∶ ２０００）、Ｐ⁃ＳＴＡＴ３（１ ∶ １５００）、ＳＴＡＴ３（１ ∶ ２０００）、
β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ４０００）、二抗（１ ∶ ４０００）。

注：Ａ：小鼠主动脉油红 Ｏ 染色及斑块面积统计；Ｂ：小鼠主动脉根部斑块 ＨＥ 染色。 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组小鼠主动脉组织病理变化（ＨＥ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔｉｃ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｐｌａｑｕｅ ａｒｅａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． Ｂ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｒｏｏｔ ｐｌａｑｕｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ， ｎ＝ ３）

１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 １ 软件对所有实验数据进行

统计分析和作图，实验结果以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）
方式呈现。 数据分析多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ 法，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＦＸＧ 对小鼠主动脉斑块面积的影响　
　 　 油红 Ｏ 染色结果如图 １Ａ 所示，与模型组比较，
ＦＸＧ 干预后明显减少了主动脉中斑块总面积，减轻

病变程度（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 图 １Ｂ 中 ＨＥ 染色显示，与模

型组比较，ＦＸＧ 组管腔狭窄程度降低。

２􀆰 ２　 ＦＸＧ 对小鼠主动脉组织极化因子 ｍＲＮＡ 表

达量的影响

　 　 如图 ２ 所示，极化因子表达水平可以反映 ＦＸＧ
对巨噬细胞极化的调控作用，与模型组比较，ＦＸＧ
组 Ｍ１ 型巨噬细胞极化因子 ｉＮＯＳ、ＣＣＬ２ ｍＲＮＡ 表达

水平降低，Ｍ２ 型极化因子 Ａｒｇ⁃１、ＹＭ１ ｍＲＮＡ 表达

水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 ＦＸＧ 对小鼠主动脉组织极化因子蛋白表达量

的影响

　 　 如图 ３ 所示，与模型组比较，ＦＸＧ 干预后小鼠

主动脉斑块内 ｉＮＯＳ 蛋白表达水平明显降低，Ｍ２ 型

巨噬细胞标志蛋白 ＣＤ２０６ 和极化因子 Ａｒｇ⁃１ 蛋白表

达水平明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 ＦＸＧ 对 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平的影响

　 　 多项研究表明 ＳＴＡＴ３ 为驱动 Ｍ２ 型巨噬细胞极

化和抑制炎症反应的关键途径［１３－１４］。 因此，为探索

ＦＸＧ 调节巨噬细胞极化因子的作用是否与 ＳＴＡＴ３
激活有关，分别在体内外检测了 ＳＴＡＴ３ 及其磷酸化

蛋白表达水平。 如图 ４Ａ、４Ｂ 所示，与空白组比较，
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ＡＳ 小鼠和 Ｍ１ 型巨噬细胞模型组的 ＳＴＡＴ３ 磷酸化

水平均明显降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而经 ＦＸＧ 干预后

ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平在体内外均有所回升（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ５ 　 ＦＸＧ 对 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平和极化因子

ｉＮＯＳ、Ａｒｇ⁃１的表达量的影响

如图 ５ 所示，进一步利用 ＳＴＡＴ３ 抑制剂 Ｓｔａｔｔｉｃ

注：与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组小鼠主动脉组织内巨噬细胞极化因子的 ｍＲＮＡ 表达水平（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组小鼠主动脉组织内巨噬细胞极化因子的蛋白表达水平（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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注：Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠主动脉组织内 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞内 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表

达水平。 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组小鼠主动脉斑块和 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞内 ｉＮＯＳ、Ａｒｇ⁃１ 和 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ． Ｂ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３

ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉＮＯＳ， Ａｒｇ⁃１， ａｎｄ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｐｌａｑｕｅｓ ａｎｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与 ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＦＸＧ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞内 ｉＮＯＳ、Ａｒｇ⁃１ 和 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ 蛋白表达水平（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＰＳ＋ＩＦＮ⁃γ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＦＸＧ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉＮＯＳ， Ａｒｇ⁃１， ａｎｄ Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ ／ ＳＴＡＴ３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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对茯苓杏仁甘草汤治疗后的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞

进行处理，发现与 ＦＸＧ 组比较， Ｓｔａｔｔｉｃ 组抑制 Ｐ⁃
ＳＴＡＴ３ 表达（Ｐ＜０􀆰 ０５），同时升高 ｉＮＯＳ 表达水平，降
低了 Ａｒｇ⁃１ 表达水平 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），提示 ＦＸＧ 抑制

ｉＮＯＳ 和促进 Ａｒｇ⁃１ 表达水平的作用随着 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３
表达被抑制而消除。

３　 讨论

　 　 巨噬细胞在 ＡＳ 病变过程中主要极化为 Ｍ１ 表

型 Ｍ２ 表型［１５］，其中 Ｍ１ 型巨噬细胞介导炎症反应，
促进 ｉＮＯＳ、ＣＣＬ２ 等促炎因子产生，加剧 ＡＳ 慢性炎

症状态［１６］。 而 Ｍ２ 型巨噬细胞释放 Ａｒｇ⁃１、ＹＭ１ 等

因子，促进受损血管修复［１７］，降低胆固醇积累，发挥

抗 ＡＳ 和稳定斑块的作用［１８］。 ＡＳ 斑块的进展和稳

定性取决于浸润巨噬细胞的数量、极化状态以及不

同表型巨噬细胞的比例［１９］，通过靶向调控巨噬细胞

极化状态成为防治 ＡＳ 的重要途径。
ＡＳ 归属于中医学“胸痹”范畴，Ｍ１ 型和 Ｍ２ 型

巨噬细胞在 ＡＳ 中的作用与阴阳的对立制约、相互

转化关系相似［２０］，调节巨噬细胞极化，维持其表型

比例平衡是 ＡＳ 防治的重要思路。 许多应用于炎症

性疾病的中药被证明具有调控巨噬细胞极化的作

用［２１］。 茯苓杏仁甘草汤由茯苓、杏仁、甘草三味药

组成，现代研究表明，茯苓三萜提取物制造的透明

质酸水凝胶能够调控 Ｍ２ 型巨噬细胞极化，从而抑

制炎症反应［２２］。 羧甲基茯苓多糖可以增强巨噬细

胞吞噬功能，降低其 ＣＣＬ２ 和肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）⁃α 分泌水平，刺激巨噬细胞向

Ｍ２ 型极化［２３］。 苦杏仁苷抑制巨噬细胞白细胞介素

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃６、ＴＮＦ⁃α 的表达水平，增加 ＩＬ⁃１０
表达水平，抑制 ＡＳ 病变进展［２４］。 从甘草中提取的

类黄酮异甘草素［２５］ 和 ＧＬＡ［２６］ 被证明具有抗炎、抗
氧化活性的作用，降低 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 表达水平，增
加 Ｍ２ 细胞因子 Ｌ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β 表达水平，减少化疗

药物引起的心脏毒性。 总之，茯苓、杏仁、甘草的单

体及其有效成分均被证明具有抑制 ＡＳ 和调控巨噬

细胞极化的作用。 团队前期研究也表明，ＦＸＧ 能够

减少 ＡＳ 小鼠主动脉斑块面积，降低其体重并改善

血脂水平，抑制 ＡＳ 小鼠血清炎症因子水平［８－９］。 本

研究结果提示，ＦＸＧ 通过降低 ｉＮＯＳ、ＣＣＬ２ 表达水

平，升高 Ａｒｇ⁃１、ＹＭ１、ＣＤ２９６ 表达水平，抑制 Ｍ１ 型

巨噬细胞极化，促进 Ｍ２ 型巨噬细胞极化，从而减少

斑块面积，抑制 ＡＳ 进展。

ＡＳ 的主要病理因素是血管壁内持续的慢性炎

症反应。 ＳＴＡＴ３ 在炎症反应和免疫控制中起着关键

作用，过度激活或失活都会导致人类疾病［２７］。 ＩＬ⁃
１０ 和 ＩＬ⁃４ 可以通过酪氨酸磷酸化 ＳＴＡＴ３，提高其活

性，抑制促炎因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１２ 和 ＩＦＮ⁃γ 的

水平，促进巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化，释放抗炎性和修

复性细胞因子 ＩＬ⁃１０、ＴＧＦ⁃β、Ａｒｇ⁃１、血管内皮生长因

子等，加速炎症消退、参与修复和重塑受损组织，发
挥保护血管和抗 ＡＳ 作用［２８－２９］。 有研究报道，Ｗｎｔ３ａ
通过激活 ＳＴＡＴ３，响应 ＩＬ⁃４ 诱导 Ｍ２ 型巨噬细胞极

化，从而促进小鼠 ＡＳ 斑块消退［３０］。 白藜芦醇激活

ＳＴＡＴ３ 通路、抑制 ＮＦ⁃κＢ 活性，从而抑制 Ｍ１ 型巨噬

细胞，增加 Ｍ２ 型巨噬细胞，抑制 ＬＰＳ 诱导的小鼠疾

病发展［３１］。 与这些研究一致，本研究结果表明 ＦＸＧ
促进巨噬细胞向 Ｍ２ 表型极化，并能升高 ＳＴＡＴ３ 磷

酸化水平。 随后探索了 ＦＸＧ 调控巨噬细胞极化与

调控 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平是否存在作用关系。 结果

表明，在使用 ＳＴＡＴ３ 抑制剂后，ＦＸＧ 降低 ｉＮＯＳ、升
高 Ａｒｇ⁃１ 的作用伴随 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 水平降低而消除，提
示 ＦＸＧ 是通过调节 ＳＴＡＴ３ 活性来发挥调控巨噬细

胞极化作用的。
综上所述，ＦＸＧ 可减少 ＡＳ 斑块形成，其作用机

制与促进 Ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 表达水平从而调控巨噬细胞向

Ｍ２ 表型转换有关。 本研究结果揭示了中药复方在

治疗 ＡＳ 这类复杂疾病时的优势，为临床应用 ＦＸＧ
及研发 ＡＳ 等慢性炎症疾病的治疗性药物提供了实

验依据，但其具体调控机制还有待进一步阐明。
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􀦋􀦋进展快报

一种动物联合模型测定生长猪在不同粗纤维水平下大肠挥发性
脂肪酸的净吸收量

厌氧微生物在动物胃肠道中发酵一系列碳水化合物从而生成有机酸和气体等产物，而单胃动物主要在

大肠（盲肠、结肠）中进行微生物厌氧发酵产生挥发性脂肪酸（ＶＦＡｓ）和乳酸等。 有研究发现：猪大肠利用发

酵产生的 ＶＦＡｓ 能满足自身约 ５％～２０％的能量维持需求，除此之外，这部分 ＶＦＡｓ 还为动物肠道和动物健康

提供营养。 然而，大肠内微生物发酵生成 ＶＦＡｓ 的产量和模式会受到多种因素的影响，如何监控大肠内产生

的内源性 ＶＦＡｓ 情况是一大难点问题，这也是难以对动物进行精准营养调控的原因。
基于上述背景，武汉轻工大学－湖北省动物营养与饲料科学重点实验室赵胜军团队研究构建“血管瘘－

肠瘘”结合“同位素标记法”的动物联合模型，测定生长猪在不同粗纤维水平下大肠 ＶＦＡｓ 的净吸收量情况。
其中为动态检测 ＶＦＡｓ 吸收情况采用手术造肠系膜、门静脉和股左动脉血管瘘，来测定单位时间门静脉对

ＶＦＡｓ 的吸收量。 为消除前肠道以及外源性 ＶＦＡｓ 的干扰，手术构建回肠瘘管并在测定期间灌注碳 １３ 标记

的 ＶＦＡｓ（ １３Ｃ⁃ＶＦＡｓ），通过检测门静脉血液和大肠组织中１３Ｃ⁃ＶＦＡｓ 含量来计算大肠对 ＶＦＡｓ 的动态净吸

收量。
总的来说，本项研究构建了一种新方法来探索动物大肠对 ＶＦＡｓ 的净吸收量，对精准监控大肠的营养吸

收提供了新的思路并为进一步的研究奠定了基础。
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（４）：３７５－３８０． ｈｔｔｐ ／ ／ ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ａｍｅ２． １２３２９）。

６４ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． １０

于利凯，田地，苏子珊，等． 机械应力经 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 轴介导 ＫＯＡ 滑膜纤维化的机制研究 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４
（１０）： ４７－５６．
Ｙｕ ＬＫ， Ｔｉａｎ Ｄ， Ｓｕ ＺＳ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｖｉａ ｔｈｅ Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／
２ ａｘｉｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（１０）： ４７－５６．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 １０􀆰 ００６

［基金项目］江苏省中医院科主任学术提升专项（Ｙ２０２２ＺＲ２６）；国家自然科学基金面上项目（８２２７４５４５）。
［作者简介］于利凯（１９９９—），男，博士研究生，研究方向：骨关节病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｌｋ＿０１２０２２＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］张农山（１９８２—），男，副研究员，研究方向：骨关节病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｎｓ００３２＠ １６３． ｃｏｍ

机械应力经 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 轴介导 ＫＯＡ 滑膜纤维化
的机制研究

于利凯１，２，田　 地１，２，苏子珊１，２，揭立士１，２，郭少博１，２，王培民１，张农山１∗

（１．南京中医药大学附属医院 ／江苏省中医院，南京　 ２１００２９；２．南京中医药大学第一临床医学院，南京　 ２１００２３）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨机械应力激活 Ｐｉｅｚｏ１，经 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路对 ＫＯＡ 滑膜纤维化的影响。 方法　 将 ２５ 只

ＳＤ 大鼠分为空白组、运动组、运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组、运动＋ＰＤ９８０５９ 组、运动＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组，共 ５ 组，每组各 ５ 只。
造模完成后提取大鼠血清及滑膜组织进行天狼猩红染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色评估胶原沉积，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测

Ｐｉｅｚｏ１、ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 及 ＴＩＭＰ⁃１ 等相关蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达，ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
６、ＴＮＦ⁃α 含量。 细胞实验中将滑膜细胞分为空白组、拉力组、拉力＋ＧｓＭＴｘ４ 组、拉力＋ＰＤ９８０５９ 组、拉力＋ＧｓＭＴｘ４＋
ＰＤ９８０５９ 组，共 ５ 组。 对造模完成后的细胞使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 等技术进行上述指标的检测。 结果　 机械

应力会增加大鼠滑膜组织胶原沉积，并提高通路相关指标及纤维化特异性指标 Ｐｉｅｚｏ１、ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ、α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃
β、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１ 的蛋白及 ｍＲＮＡ 表达（Ｐ＜０􀆰 ０５），使用抑制剂均可见明显下调（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），但 ＥＲＫ 抑制剂

（ＰＤ９８０５９）对 Ｐｉｅｚｏ１ 表达无显著影响。 运动组大鼠较空白组血清炎症因子含量显著提高（Ｐ＜０􀆰 ０５），使用抑制剂后

改善明显（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 细胞实验中 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果趋势同动物实验。 结论　 Ｐｉｅｚｏ１ 离子通道可以感

受机械应力，激活 ＥＲＫ１ ／ ２ 通路介导膝关节滑膜纤维化。
【关键词】 　 Ｐｉｅｚｏ１；ＥＲＫ１ ／ ２；机械应力；ＫＯＡ 滑膜纤维化

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） １０－００４７－１０

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｖｉａ ｔｈｅ Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ ａｘｉｓ

ＹＵ Ｌｉｋａｉ１，２， ＴＩＡＮ Ｄｉ１，２， ＳＵ Ｚｉｓｈａｎ１，２， ＪＩＥ Ｌｉｓｈｉ１，２， ＧＵＯ Ｓｈａｏｂｏ１，２， ＷＡＮＧ Ｐｅｉｍｉｎ１， ＺＨＡＮＧ Ｎｏｎｇｓｈａｎ１∗

（１． Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ
２１００２９， Ｃｈｉｎａ． ２． ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２３）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐｉｅｚｏ１ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ （ＥＲＫ）１ ／ ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｉｖｅ Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ， ｅｘｅｒｃｉｓｅ， ｅｘｅｒｃｉｓｅ＋ＧｓＭＴｘ４， ｅｘｅｒｃｉｓｅ＋ＰＤ９８０５９， ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９
ｇｒｏｕｐｓ （ｎ＝ ５ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ）． Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ
ｂｙ Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐｉｅｚｏ１， ＥＲＫ１ ／ ２， ｐｈｏｓｐｈｏ （ｐ）⁃ＥＲＫ１ ／ ２， α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ
（ＳＭＡ）， ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ （ ＴＧＦ）⁃β， Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ， ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ （ ＴＩＭＰ）⁃１ ｗｅｒｅ



ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
（ＩＬ）⁃１β， ＩＬ⁃６， ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ （ＴＮＦ）⁃α ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ． Ｆｏｒ
ｃｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ， ｐｕｌｌ， ｐｕｌｌ ＋ ＧｓＭＴｘ４， ｐｕｌｌ ＋ ＰＤ９８０５９， ａｎｄ ｐｕｌｌ ＋ ＧｓＭＴｘ４ ＋
ＰＤ９８０５９ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ Ｐｉｅｚｏ１， ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ， α⁃ＳＭＡ， ＴＧＦ⁃β，
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ， ａｎｄ ＴＩＭＰ⁃１ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｐｉｅｚｏ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｂｏｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｂｕｔ
ｔｈｅ ＥＲＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ＰＤ９８０５９） ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ Ｐｉｅｚｏ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅｎｄｓ ａｓ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ Ｐｉｅｚｏ１ ｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ ｃａｎ ｓｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ＥＲＫ１ ／ ２ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｍｅｄｉａｔｅ ｋｎｅｅ
ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｐｉｅｚｏ１； ＥＲＫ１ ／ ２； ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ； ＫＯＡ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一种常

见的骨关节退行性病变，涉及关节软骨、滑膜、软骨

下骨等多个组织，表现为疼痛、肿胀、关节僵硬甚至

残疾［１－２］。 其中，滑膜纤维化是 ＫＯＡ 的特征性病理

表现之一，参与到 ＫＯＡ 的发生与进展期［３］。 滑膜是

关节内的一层结缔组织，可以产生滑液，进而润滑

关节并清除代谢产物［４］，在 ＫＯＡ 疾病中，滑膜纤维

化被认为是患者膝关节僵硬的根本原因［５］。 同时，
大量研究发现，以滑膜纤维化为主的非软骨结构病

变是造成 ＫＯＡ 疼痛的主要原因［６－８］。 开放手术是

治疗滑膜纤维化最直接及有效的方法，但侵入性手

术本身通常切口较大，且需要对全关节进行广泛探

查，故存在诱发滑膜纤维化的可能性，并导致关节

僵硬随时间推移而复发［９］。 因此，研究滑膜纤维化

的发生机制，探寻早期治疗靶点，可以为临床 ＫＯＡ
诊疗提供新的思路与理论基础。

纤维化是组织修复反应失调的结果，涉及多种

信号传导通路，有报道指出机械敏感离子通道

Ｐｉｅｚｏ１ 可以感受应力刺激，在心肌纤维化、肾纤维化

以及肺纤维化等疾病进展中发挥着重要的生物学

作用［１０－１２］。 Ｚｈａｏ 等［１３］ 研究发现，Ｐｉｅｚｏ１ 的激活可

以上调 ＴＧＦ⁃β、α⁃ＳＭＡ 等促纤维化特异性指标，提
高纤维连接蛋白表达，进而促进 ＥＣＭ 过度沉积，以
此证明了 Ｐｉｅｚｏ１ 通过调节 ＥＣＭ 重塑相关基因的表

达诱导各类型细胞中的促纤维化表型变化。 ＥＲＫ１ ／
２ 属于丝裂原活化蛋白激酶家族，可以响应机械应

力，将细胞外刺激转化为细胞增殖、分化及基因表

达的信号，并广泛参与到各类型纤维化疾病进

程［１４］。 但目前针对机械应力及 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 通

路对 ＫＯＡ 的影响机制研究较为匮乏，因此本文以

ＫＯＡ 滑膜纤维化为研究对象，探讨 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２
通路关系及机械应力对膝关节滑膜组织的作用机

制，以期为 ＫＯＡ 治疗提供一定参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ２５ 只雄性 ４ 月龄 ＳＤ 大鼠，ＳＰＦ 级，体重 ３５０ ～
４５０ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１１］；５ 只 ４ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠，
ＳＰＦ 级，体重 １２０ ～ １５０ ｇ，购自杭州医学院［ ＳＣＸＫ
（浙）２０１９－０００２］。 均饲养于南京中医药大学实验

动物中心［ＳＹＸＫ（苏）２０２３－００７７］，已获得南京中医

药大学实验动物管理委员会与南京中医药大学实

验动物伦理委员会批准（ ＩＡＣＵＣ⁃２０２３０７Ａ０５７）。 饲

养条件：维持饲料，自由饮水摄食，自然昼夜，恒温

２０～２２ ℃，相对湿度 ５０％，遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＧｓＭＴｘ４（ＨＹ⁃Ｐ１４１０）、ＰＤ９８０５９（ＨＹ⁃１２０２８）购

自 ＭＣＥ；逆转录试剂盒 （ Ｒ２２２⁃０１）、 ＰＣＲ 试剂盒

（Ｑ３３１⁃０２） 购自南京诺唯赞； 免疫染色封闭液

（Ｐ０２６０）、免疫染色强力通透液（Ｐ００９７）、抗荧光淬

灭封片液 （含 ＤＡＰＩ） （ Ｐ０１３１） 购自上海碧云天。
Ｐｉｅｚｏ１（ａｂ１２８２４５）购自 Ａｂｃａｍ；ＥＲＫ１ ／ ２（４６９５Ｓ）、ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２（４３７０Ｓ）、α⁃ＳＭＡ（１９２４５Ｓ）购自 ＣＳＴ；β⁃ａｃｔｉｎ
（ＡＦ７０１８）、ＴＧＦ⁃β（ＡＦ１０２７）、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ（ＡＦ７００１）、
ＴＩＭＰ⁃１（ＡＦ７００７）购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ。 ＸＲ⁃ＰＴ⁃
１０Ｂ 型小动物跑步机（上海欣软信息科技有限公

司）；ＦＸ⁃５０００Ｔ 型细胞牵张拉伸应力加载系统（美
国 Ｆｌｅｘ ｃｅｌｌ 公司）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验所需基因引物购

自上海捷瑞生物公司，见表 １。
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表 １　 基因引物设计序列及长度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基因
Ｇｅｎｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣ
Ｒ： ＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣ

１５０

Ｐｉｅｚｏ１
Ｆ： ＣＡＧＣＣＧＡＧＡＧＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＡＡＴＡＣ
Ｒ： ＧＣＡＡＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＴＧＡＴＧＡＧＡＣ

１０２

ＥＲＫ１ ／ ２
Ｆ： ＧＡＴＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＣＣＴＣ
Ｒ： ＣＡＴＣＧＴＡＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＴＣＴＴＣＣ

１３９

α⁃ＳＭＡ
Ｆ： ＣＣＡＣＴＧＣＴＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣ
Ｒ： ＴＧＣＣＣＧＣＣＧＡＣＴＣＣＡＴＴＣ

１３８

ＴＧＦ⁃β
Ｆ： ＴＡＧＣＡＡＣＡＡＴＴＣＣＴＧＧＣＧＴＴＡＣＣ
Ｒ： ＣＣＴＧＴＡＴＴＣＣＧＴＣＴＣＣＴＴＧＧＴＴＣ

１２５

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ
Ｆ： ＧＴＧＣＧＡＴＧＧＣＧＴＧＣＴＡＴＧＣ
Ｒ： ＣＴＡＴＧＡＣＴＴＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＴＧＡＴＡＣ

１１６

ＴＩＭＰ⁃１
Ｆ： ＴＣＣＴＧＧＴＴＣＣＣＴＧＧＣＡＴＡＡＴＣＴＧ
Ｒ： ＣＡＣＡＡＧＣＡＡＴＧＡＣＴＧＴＣＡＣＴＣＴＣＣ

１３９

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

　 　 将 ２５ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ５ 组：空白组、运动

组、运动 ＋ ＧｓＭＴｘ４ 组、运动 ＋ ＰＤ９８０５９ 组、运动 ＋
ＧｓＭＴｘ４＋ ＰＤ９８０５９ 组，每组各 ５ 只。 适应性喂养

１ 周。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物造模

　 　 空白组正常饲养至实验结束。 运动组使用动

物跑台构建运动模型大鼠，适应性喂养结束后，进
行为期 ３ ｄ 的适应性训练，跑台参数设定为速度 １０
ｍ ／ ｍｉｎ，每天 ２ 次，每次 １５ ｍｉｎ。 适应性训练完成

后，进行正式训练，跑台参数设定为速度 ２５ ｍ ／ ｍｉｎ、
坡度 １０°，每次 １ ｈ，每天 １ 次，每周 ５ ｄ，持续 ８
周［１５］。 运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组同运动组一致，进行造模处

理，在正式训练结束前两周，每天对其进行腹腔注

射 Ｐｉｅｚｏ１ 抑制剂 ＧｓＭＴｘ４，每只注射量 １ ｍｇ ／ ｋｇ［１６］。
运动＋ＰＤ９８０５９ 组同运动组一致，进行造模处理，在
正式训练结束前两周，每天对其进行尾静脉注射

ＥＲＫ 抑制剂 ＰＤ９８０５９，每只注射量 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ［１７］。
运动＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组同运动组一致，进行造模

处理，在正式训练结束前两周，每天对其进行腹腔

注射 １ ｍｇ ／ ｋｇ ＧｓＭＴｘ４，同时进行尾静脉注射 ０􀆰 ３
ｍｇ ／ ｋｇ ＰＤ９８０５９。
１􀆰 ３􀆰 ３　 动物血清及滑膜组织提取

　 　 动物造模完成后，腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，
沿腹中线剪开皮肤，暴露腹主动脉，刺入采血针，使
血液吸入真空采血管，静置凝固后，离心分离，取上

清于－８０ ℃冰箱保存。 采血完成后，膝关节备皮，手

术刀切开膝关节周围皮肤，钝性分离皮下组织沿髌

骨上缘打开关节腔，分离周围肌腱及韧带，仔细分

离滑膜组织，将其置于 ４％多聚甲醛室温保存或冻

存管－８０ ℃冰箱保存。
１􀆰 ３􀆰 ４　 大鼠原代滑膜细胞提取

　 　 处死大鼠，在无菌环境下提取膝关节滑膜组织

置于 ＰＢＳ 中，洗涤 ３ 次，随后将组织剪碎放置于含

有 ０􀆰 １５％ Ｉ 型胶原酶的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中，在 ３７
℃环境下消化 ４ ｈ。 消化完成后使用 ７０ μｍ 筛网过

筛，离心，并弃去上清后，将细胞重悬种于细胞培养

皿，２４ ｈ 后换液，待细胞长至 ８０％进行传代，３ 代后

进行细胞实验。
１􀆰 ３􀆰 ５　 细胞造模

　 　 将滑膜细胞接种于膜性 ６ 孔板中，分为 ５ 组：空
白组、拉力组、拉力＋ＧｓＭＴｘ４ 组、拉力＋ＰＤ９８０５９ 组

和拉力＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组。
空白组正常培养，不进行干预。 拉力组置于应

力加载系统，参数设置为周期每秒 ６ 次，幅度 ２０％，
强度 ５０ Ｈｚ，时间梯度 ２４ ｈ。 拉力＋ＧｓＭＴｘ４ 组应力

加载同拉力组一致，培养使用含有 ５ μｍｏｌ ＧｓＭＴｘ４
的完全培养基。 拉力＋ＰＤ９８０５９ 组应力加载同拉力

组一致，培养使用含有 ５０ μｍｏｌ ＰＤ９８０５９ 的完全培

养基。 拉力＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组应力加载同拉力

组一致，培养使用含有 ５ μｍｏｌ ＧｓＭＴｘ４ 及 ５０ μｍｏｌ
ＰＤ９８０５９ 的完全培养基。
１􀆰 ３􀆰 ６　 酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）
　 　 解冻大鼠血清，稀释建立标准曲线，按照 ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书指示加入各工作液，依次检测各组样
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本中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 的含量。
１􀆰 ３􀆰 ７　 天狼猩红染色

　 　 滑膜组织固定、脱水石蜡包埋、石蜡切片脱蜡

至蒸馏水、滴加铁苏木素染色液染色 ５ ～ １０ ｍｉｎ、洗
片、天狼猩红染色液滴染 １ ｈ、流水冲洗、脱水透明、
中性树胶封固。 光镜观察。

图 １　 各组大鼠滑膜组织天狼猩红染色切片

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒａｔ ｇｒｏｕｐｓ

１􀆰 ３􀆰 ８　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

　 　 石蜡切片脱蜡至水、Ｗｅｉｇｅｒｔ 苏木精液染核 ５ ～
１０ ｍｉｎ、水洗、Ｍａｓｓｏｎ 丽春红酸性复红液 ５ ～ １０ ｍｉｎ、
２％冰醋酸水溶液浸洗、１％磷钼酸水溶液分化 ３ ～ ５
ｍｉｎ、苯胺蓝复染 ５ ｍｉｎ、０􀆰 ２％冰醋酸水溶液浸洗、
９５％乙醇、无水乙醇、二甲苯透明、中性树胶封固。
光镜观察。
１􀆰 ３􀆰 ９　 蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
　 　 将上述的滑膜组织或细胞使用裂解液提取蛋

白，测蛋白浓度，加入 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液混

匀煮沸，－８０ ℃冰箱保存。 配胶、上样、电泳、转膜、
封闭、洗膜、 ４ ℃ 孵育 β⁃ａｃｔｉｎ、 Ｐｉｅｚｏ１、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２、α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１ 一抗过

夜、洗膜、孵育对应二抗、洗膜、曝光。
１􀆰 ３􀆰 １０　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）
　 　 将上述的滑膜组织或细胞使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取

ＲＮＡ，使用分光光度计测得各样本 ＲＮＡ 浓度。 依据

逆转录试剂盒将获得的 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 再

依据 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试剂盒将获得的 ｃＤＮＡ 进行扩增。
获得相应结果以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参进行相应半定量

处理。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 实验数据使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 进行数据分析，

Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８、Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ２０２２ 等软件进行

图片绘制。 结果用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，多组

间比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），事后多重比

较使用 ＬＳＤ 检验方法，数据以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 天狼猩红染色观察大鼠滑膜纤维化

　 　 天狼猩红染色显示运动组大鼠滑膜组织胶原

沉积较空白组显著增加，各抑制剂组均能减少运动

所导致的滑膜组织胶原沉积，见图 １。
２􀆰 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察大鼠滑膜纤维化

　 　 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示运动组大鼠滑膜组织蓝色胶

原纤维较空白组显著增加，各抑制剂组均能减少运

动所产生的滑膜组织蓝色胶原纤维，见图 ２。
２􀆰 ３　 ＧｓＭＴｘ４ 和 ＰＤ９８０５９ 干预对 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２
通路蛋白表达的影响

　 　 大鼠滑膜组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，运动组与

空白组相比，其 Ｐｉｅｚｏ１、ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 的蛋白表达均

显著提高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 运动 ＋ＧｓＭＴｘ４ 组与运动 ＋
ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组的 Ｐｉｅｚｏ１、ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 的表达

较运动组有所下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 而运动＋ＰＤ９８０５９ 组

与运动组相比，其 Ｐｉｅｚｏ１ 的蛋白表达无显著性差异

（Ｐ＞ ０􀆰 ０５），但 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ 的表达有所下降 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ３Ａ。 大鼠滑膜细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示，各组细胞间通路相关指标 Ｐｉｅｚｏ１、ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ
的蛋白表达趋势与大鼠滑膜组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

一致，见图 ３Ｂ。
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２􀆰 ４　 ＧｓＭＴｘ４ 和 ＰＤ９８０５９ 干预对 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２
通路基因表达的影响

　 　 大鼠滑膜组织 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，运动组与空

白组相比，其 Ｐｉｅｚｏ１、ＥＲＫ１ ／ ２ 的 ｍＲＮＡ 表达均显著

提高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组与运动＋ＧｓＭＴｘ４＋
ＰＤ９８０５９ 组的 Ｐｉｅｚｏ１、ＥＲＫ１ ／ ２ 的 ｍＲＮＡ 表达较运

动组有所下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 而运动＋ＰＤ９８０５９ 组与运

动组相比，其 Ｐｉｅｚｏ１ 的 ｍＲＮＡ 表达无显著性差异（Ｐ

图 ２　 各组大鼠滑膜组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色切片

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍａｓｓｏｎ’ｓ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

注：Ａ：滑膜组织蛋白表达；Ｂ：滑膜细胞蛋白表达。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组（拉力组）比较，＃Ｐ

＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ３　 各组滑膜组织及细胞中通路相关蛋白表达量

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ

＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （ｐｕｌｌ ｇｒｏｕｐ），＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ
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＞０􀆰 ０５），但 ＥＲＫ１ ／ ２ 的 ｍＲＮＡ 表达有所下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ４Ａ。 大鼠滑膜细胞 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显

示，各组细胞间 Ｐｉｅｚｏ１、ＥＲＫ１ ／ ２ 的 ｍＲＮＡ 表达趋势

同大鼠滑膜组织 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果，见图 ４Ｂ。
２􀆰 ５　 ＧｓＭＴｘ４ 和 ＰＤ９８０５９ 干预对纤维化相关蛋白

表达的影响

　 　 大鼠滑膜组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，运动组与

空白组相比，其纤维化相关指标如 α⁃ＳＭＡ、ＴＧＦ⁃β、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、 ＴＩＭＰ⁃１ 的蛋白表达均显著提高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组、运动＋ＰＤ９８０５９ 组以及运

动＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组纤维化相关指标的蛋白表

达较拉力组均有所下降（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 ５Ａ。 大鼠

滑膜细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，各组细胞间纤维化

相关指标的蛋白表达趋势同大鼠滑膜组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ

注：Ａ：滑膜组织 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：滑膜细胞 ｍＲＮＡ 表达。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组（拉力组）比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ４　 各组滑膜组织及细胞中的通路相关 ｍＲＮＡ 表达变化

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （ｐｕｌｌ ｇｒｏｕｐ），＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ａ：滑膜组织蛋白表达；Ｂ：滑膜细胞蛋白表达。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组（拉力组）比

较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 各组滑膜组织及细胞中的纤维化相关蛋白表达变化

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗ Ｐ ＜

０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （ｐｕｌｌ ｇｒｏｕｐ），＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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ｂｌｏｔ 结果一致，见图 ５Ｂ。
２􀆰 ６　 ＧｓＭＴｘ４ 和 ＰＤ９８０５９ 干预对纤维化相关基因

表达的影响

　 　 大鼠滑膜组织 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，运动组与空

白组相比，其纤维化相关指标如 α⁃ＳＭＡ、 ＴＧＦ⁃β、
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 表达均显著提高（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 运动＋ＧｓＭＴｘ４ 组、运动＋ＰＤ９８０５９ 组以及运

动＋ＧｓＭＴｘ４＋ＰＤ９８０５９ 组纤维化相关指标的 ｍＲＮＡ
表达较拉力组均有所下降（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 ６Ａ。 大

鼠滑膜细胞 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，各组细胞间纤维化

相关基因的 ｍＲＮＡ 表达趋势同大鼠滑膜组织 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 结果，见图 ６Ｂ。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 检测大鼠血清炎症因子表达

　 　 大鼠血清 ＥＬＩＳＡ 结果如图 ７ 显示，运动较空白

注：Ａ：滑膜组织 ｍＲＮＡ 表达；Ｂ：滑膜细胞 ｍＲＮＡ 表达。 与空白组比较，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组（拉力组）比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃＃Ｐ
＜０􀆰 ０００１。

图 ６　 各组滑膜组织及细胞中的纤维化相关指标 ｍＲＮＡ 表达变化

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ， Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ （ｐｕｌｌ ｇｒｏｕｐ），＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与空白组比较，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１；与运动组比较，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１。

图 ７　 各组血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 含量的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１，＃＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α，ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃６ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
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组 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 浓度显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；使
用抑制剂后，各炎症因子水平明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 ＫＯＡ 是临床上最常见的慢性关节疾病之一，其
发病机制复杂，主要与机体免疫、关节应力失衡、关
节腔炎症、激素等因素相关［１８］。 滑膜纤维化与

ＫＯＡ 病情进展高度相关，引起患者的关节僵硬与疼

痛症状，使下肢活动受限并最终导致膝关节功能丧

失，滑膜纤维化特征是滑膜内壁细胞增厚、基质血

管化增加、炎症细胞浸润及亚内膜滑膜细胞纤维

化，主要原因在于成纤维细胞过度增殖以及胶原合

成分解代谢之间的不平衡［１９－２０］。 在纤维化疾病中，
ＴＧＦ⁃β、α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１ 是重要的特异性

指标，ＴＧＦ⁃β 通过诱导胶原蛋白合成来促进 ＥＣＭ 积

累，有研究通过阻断 ＴＧＦ⁃β 减少了骨关节炎的骨赘

形成及滑膜增厚［２１］。 ＴＩＭＰ⁃１ 表达升高在多种纤维

化疾病中得到证实，高表达的 ＴＧＦ⁃β 诱导 ＴＩＭＰ⁃１，
并通过下调 ＭＭＰ 促进滑膜增厚［２２］。 本研究通过高

强度跑台运动构建 ＫＯＡ 大鼠模型，病理学形态观察

显示，与空白组比较，运动组大鼠滑膜胶原沉积显

著增加，并在使用抑制剂后明显减少；同时，运动组

大鼠较空白组的 ＴＧＦ⁃β、α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、ＴＩＭＰ⁃１
等纤维化特异性标志物蛋白及 ｍＲＮＡ 表达显著上

升，使用抑制剂后明显下降，说明高强度机械应力

负荷使大鼠膝关节滑膜发生纤维化改变，而抑制

Ｐｉｅｚｏ１ 或 ＥＲＫ 可以缓解纤维化症状，并改善滑膜病

理状态。
大量研究表明 Ｐｉｅｚｏ１ 蛋白在组织纤维化进展

中发挥着重要的作用， ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白能够促进

ＭＡＰＫ 信号通路关键蛋白丝氨酸、苏氨酸双位点的

磷酸化水平，从而实现如细胞增殖、分化、凋亡等多

种生物学功能［２３－２５］。 有研究发现，Ｐｉｅｚｏ１ 蛋白的激

活可以促进骨肉瘤细胞的侵袭，使用抑制剂 ＧｓＭＴｘ４
降低 Ｐｉｅｚｏ１ 表达后可以减少骨肉瘤细胞增殖、阻止

侵袭［２６］。 因此，本研究基于机械应力，探讨 Ｐｉｅｚｏ１
及 ＥＲＫ１ ／ ２ 在 ＫＯＡ 病程中介导滑膜纤维化的作用

机制，并挖掘它们二者之间的联系。 本研究发现，
机械应力可以激活 Ｐｉｅｚｏ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号轴，促进胶

原沉 积， 且 使 用 ＧｓＭＴｘ４ 抑 制 Ｐｉｅｚｏ１ 的 表 达、
ＰＤ９８０５９ 抑制 ＥＲＫ 的表达以及两者联合使用均可

抑制滑膜纤维化进展。 其中 ＧｓＭＴｘ４ 的使用可以抑

制 Ｐｉｅｚｏ１ 及 ｐ⁃ＥＫＲ ／ ＥＲＫ 蛋白及相关 ｍＲＮＡ 表达，

但 ＰＤ９８０５９ 的使用仅可以抑制 ｐ⁃ＥＫＲ ／ ＥＲＫ 表达，
对 Ｐｉｅｚｏ１ 无显著影响，结果提示 ＥＲＫ１ ／ ２ 可能位于

Ｐｉｅｚｏ１ 的下游，借此可以传递力学信号，实现 Ｐｉｅｚｏ１
的生物学功能。

ＫＯＡ 患者膝关节病变与炎性因子表达同样具

有密切联系，虽然早期炎症反应有利于组织修复，
但持续炎症会激活 ＴＧＦ⁃β、血小板生长因子、成纤维

细胞生长因子等信号，使 ＥＣＭ 在病变组织过量积

累，导致无功能性纤维组织形成［２７］。 本研究通过动

物实验发现，运动组大鼠较空白组，血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃６ 含量明显升高，使用抑制剂后炎性因子含

量显著降低，提示高强度机械应力负荷会提高大鼠

体内炎性因子含量，而利用 ＧｓＭＴｘ４ 抑制 Ｐｉｅｚｏ１ 以

及利用 ＰＤ９８０５９ 抑制 ＥＲＫ１ ／ ２ 后，大鼠体内炎症环

境得到明显改善。 这与相关研究发现的 Ｐｉｅｚｏ１ 激

活 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路，介导过量机械应力刺

激下的软骨细胞凋亡，改变关节内环境进而产生大

量氧自由基和炎症介质的结论是一致的［２８］。
本文尚存在一定的局限性，首先我们仅探讨了

机械应力对膝关节滑膜的直接影响。 既往研究通

过构建机械应力失稳模型，发现膝关节组织出现纤

维化反应，ＴＧＦ⁃β 和血管内皮生长因子在其中起到

核心作用［２９］。 本文也得到了相似的结论，但是并未

深入研究机械应力通过影响大鼠其他生理功能对

膝关节滑膜产生的间接作用。 Ｗａｒｂｕｒｔｏｎ 等［３０］ 研究

发现长期剧烈运动对人体内钾、钠、镁等离子代谢，
以及尿素、肌酐浓度影响较大。 Ｇｅｒｃｈｅ 等［３１］研究通

过对专业运动员的调查发现，长期剧烈运动导致心

脏发生永久性结构变化，心脏纤维化概率及心律失

常风险增加。 但国内外学者尚未对上述生理变化

与膝关节滑膜纤维化的关系展开广泛探讨。 此外，
本研究虽验证了 Ｐｉｅｚｏ１ 与 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号传导的作用

关系，但二者之间或存在其他调控机制或通路参

与。 例如，Ｐｉｅｚｏ１ 感受应力刺激后，介导钙离子进入

细胞内，使钙稳态失衡，继而刺激活性氧过量逸出，
并以剂量依赖性的方式激活 ＥＲＫ 信号通路［３２－３３］。
最后，本文采用高强度跑台训练构建膝关节损伤模

型，目的是强调异常机械应力刺激对大鼠关节组织

的影响，虽然其他经典 ＫＯＡ 造模方法，如前交叉韧

带横断手术等，同样会对膝关节组织产生异常应力

刺激，或可与跑台造模产生相似影响，但本研究结

果是否能在 ＫＯＡ 模型中转化，以及其他运动训练强

度是否会对大鼠滑膜造成相似影响，仍需后续深入

４５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



挖掘［３４］。 本文目前的研究只是对高强度机械应力

诱导膝关节滑膜纤维化这一现象的初步观察，希望

在未来可以深入探索相关机制，进一步推进研究结

果在临床应用中的落实。
综上所述，本文发现机械应力负荷可能通过激

活 Ｐｉｅｚｏ１ 蛋白并介导 ＥＲＫ１ ／ ２ 通路导致膝关节滑膜

纤维化及炎性因子释放。 但是否存在其他通路在

这一机制中发挥作用，尚未完全探索，希望在今后

实验中深入研究。
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［Ｊ］ ． Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｈｅｕｍ， ２００３， ４８（１２）： ３４４２－３４５１．

［２２］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＨＵＡＮＧ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＨＩＦ⁃１ α ｉｎ

ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｇｇｒａｖａｔｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ
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ｍａｓｔｅｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｂｅｈａｖｉｏｕｒ， ｌｉｆｅ ａｎｄ ｆａｔｅ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ

Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ２１（１０）： ６０７－６３２．
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ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｒｅｃｅｐｔ Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ Ｒｅｓ， ２０１５， ３５
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Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ， ２０１９， １５（１２）： ７０５－７３０．

［２８］ 　 李晓飞， 张钊， 李晓东， 等． 新型机械激活离子通道蛋白

Ｐｉｅｚｏ１ 通过 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路介导软骨细胞凋亡的

机制 ［Ｊ］ ． 中华医学杂志， ２０１６， ９６（３１）： ２４７２－２４７７．
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［３０］ 　 ＷＡＲＢＵＲＴＯＮ Ｄ Ｅ， ＷＥＬＳＨ Ｒ Ｃ， ＨＡＹＫＯＷＳＫＹ Ｍ Ｊ， ｅｔ ａｌ．

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｓｔｒｅｎｕｏｕｓ ｅｘｅｒｃｉｓｅ

［Ｊ］ ． Ｂｒ Ｊ Ｓｐｏｒｔｓ Ｍｅｄ， ２００２， ３６（４）： ３０１－３０３．

［３１］ 　 ＧＥＲＣＨＥ Ａ Ｌ， ＰＲＩＯＲ Ｄ Ｌ， ＨＥＩＤＢÜＣＨＥＬ Ｈ． Ｓｔｒｅｎｕｏｕｓ
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ｔ ｔｅｌｌ ｕｓ ［Ｊ］ ． Ｂｒ Ｊ Ｓｐｏｒｔｓ Ｍｅｄ， ２０１１， ４５（３）： １６２－１６４．
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－５３４．

［３３］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＭＡ Ｙ， ＬＩＡＮＧ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｏｃｋａｇｅ ｏｆ ＲＯＳ⁃ＥＲＫ⁃

ＤＬＰ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ Ｃｒ （ ＶＩ ）⁃

ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｌ０２ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ ］ ．

Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓａｆ， ２０１９， １８６： １０９７４９．

［３４］ 　 ＳＨＡ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｂ， ＣＨＥＮ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｏ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ

ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ＡＣＬ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｃｅｌｌ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｌｙ

ｉｎｊｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ＡＣＬ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｒａｃ１⁃ＰＡＫ１ ／ ２ ａｎｄ

ＲｈｏＡ⁃ＲＯＣＫ１ ｐａｔｈｗａｙｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ２３

（８）： ４３３１．

〔收稿日期〕２０２４－０４－２６

６５ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



２０２４ 年 １０ 月

第 ３４ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． １０
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究和厚朴酚（ＨＫＬ）对脂多糖（ＬＰＳ）引发的急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）中肺微血管内皮

细胞的作用及其潜在机制。 方法　 小鼠肺微血管内皮细胞（ＰＭＶＥＣｓ），于六孔板中以 ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ 培养，分为

对照（Ｃｏｎ）组 １、和厚朴酚（ＨＫＬ）组 １、脂多糖处理（ＬＰＳ）组 １、脂多糖＋和厚朴酚治疗（ＬＰＳ＋ＨＫＬ）组 １，分别采用

Ｌｉｐｉｄ Ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ 检测试剂盒与 Ｈ２ＤＣＦ⁃ＤＡ 测定细胞裂解物中丙二醛（ＭＤＡ）水平与活性氧水平；采用 ＴＵＮＥＬ ／
ＤＡＰＩ 双染检测细胞凋亡；采用 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ／ ＤＡＰＩ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ ／ ＤＡＰＩ 双染检测细胞连接；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞

中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｓｉｒｔ３、ＳＯＤ２、乙酰化 ＳＯＤ２（Ａｃ⁃ＳＯＤ２）；３２ 只小鼠随机分为对照（Ｃｏｎ）组 ２、和厚朴酚

（ＨＫＬ）组 ２、脂多糖处理（ＬＰＳ）组 ２、脂多糖＋和厚朴酚治疗（ＬＰＳ＋ＨＫＬ）组 ２，采用 ＨＥ 染色观察肺组织病理改变。
结果　 ＨＫＬ 预处理能明显减轻 ＬＰＳ 诱导的 ＲＯＳ 与 ＭＤＡ 水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），同时降低 ＬＰＳ 引起的 ＳＯＤ２ 乙酰化升

高与 Ｓｉｒｔ３ 下调（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＴＵＮＥＬ 与 ｃａｓｐａｓｅ 分析显示 ＨＫＬ 能够保护 ＬＰＳ 诱导的 ＰＭＶＥＣｓ 细胞凋亡；ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
荧光染色显示 ＨＫＬ 的预处理能够阻止 ＬＰＳ 对细胞粘附连接的破坏；Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 荧光染色显示 ＨＫＬ 的预处理能够阻

止 ＬＰＳ 对细胞紧密连接的破坏；动物实验中，ＨＥ 染色显示 ＨＫＬ 显著抑制 ＬＰＳ 组小鼠肺组织中典型的 ＡＲＤＳ 病理

改变。 结论　 ＨＫＬ 能够显著抑制 ＬＰＳ 所致的肺微血管内皮细胞氧化应激与细胞凋亡以及细胞间隙破坏，从而减轻

ＡＲＤＳ 症状。
【关键词】 　 急性呼吸窘迫综合征；脂多糖；和厚朴酚；细胞连接
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｏｎｏｋｉｏｌ （ＨＫＬ） ｏｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ （ＬＰＳ）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ （ＡＲＤＳ） ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
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ＬＰＳ） ｇｒｏｕｐ １． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ） ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ） ｉｎ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
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ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （ＨＫＬ＋ＬＰＳ） ｇｒｏｕｐ ２． Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｏ ｔｈｅ
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＨＫＬ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ（Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ＳＯＤ２ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｉｒｔ３ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ（Ｐ＜０􀆰 ０５）． ＴＵＮＥＬ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＫＬ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ
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ｐｒｅｖｅｎｔｅｄ ＬＰＳ ｆｒｏｍ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ． Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＫＬ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＡＲＤＳ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
ＨＫＬ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｃｅｌｌ⁃ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｂｒｅａｋｄｏｗｎ ｏｆ ＰＭＶＥＣｓ，
ｔｈｅｒｅｂｙ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ＡＲＤＳ ｓｙｍｐｔｏｍｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ； Ｈｏｎｏｋｉｏｌ； ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 急性呼吸窘迫综合征（ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ），也称为急性肺损伤 （ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ），是危重病医学中最具挑战性的临床条

件之一。 它是一种严重并有生命威胁的疾病，其特

点是肺内急性和广泛的炎症，导致富含蛋白质的非

静压肺水肿和难治性低氧血症［１］。 它增加肺“僵
硬”，并损害肺去除 ＣＯ２ 的能力。 ＡＲＤＳ 可由直接创

伤引起，如接触有毒物质或呼吸道感染，也可由败

血症等间接伤害引起。 ＡＲＤＳ 伴有严重的炎症、肺
血管功能障碍及弥漫性微血管损伤。 在病程早期

发生的病理改变，如肺血管收缩、水肿、低氧血症、
栓塞性血管闭塞和毛细血管损伤，可增加肺阻力并

引起肺动脉高压。
肺微血管内皮屏障是指排列在肺血管上的一

层特殊细胞，即内皮细胞。 这种屏障在维持肺组织

的完整性和功能方面起着至关重要的作用。 它调

节血液和周围肺组织之间的分子、离子和细胞的运

动。 脂多糖诱导的 ＡＬＩ 是指由于暴露于脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）而导致肺组织发炎和受损

的一种情况，脂多糖是一种存在于某些细菌外膜中

的成分［２］。 众所周知，脂多糖可以激活免疫系统并

引发炎症反应。 在 ＬＰＳ 诱导的 ＡＬＩ 中，肺微血管内

皮屏障受损。 ＬＰＳ 与内皮细胞的相互作用引发一系

列分子和细胞事件，导致内皮功能障碍和屏障破

坏。 在 ＬＰＳ 诱导的 ＡＬＩ 中，肺微血管内皮屏障的破

坏在该疾病的发病机制中起关键作用。 它导致血

管通透性增加、炎症细胞浸润和肺水肿的发展［３］。
了解这些机制对于制定旨在保护或恢复 ＡＬＩ 中内皮

屏障完整性的治疗策略非常重要。
和厚朴酚（Ｈｏｎｏｋｉｏｌ，ＨＫＬ）是一种小分子天然

产物，从厚朴树皮中提取。 在许多研究中被证明具

有抗炎、抗氧化、抗肿瘤和抗血管生成作用［４－６］。 另

有研究证实 ＨＫＬ 可作为线粒体蛋白 Ｓｉｒｔ３ 的直接激

动剂，逆转小鼠心肌肥厚［７］。 先前的研究发现 ＨＫＬ
在 ＬＰＳ 诱导的急性肺损伤中对上皮细胞及内皮细

胞具有保护作用，但其作用机制并未进一步阐

明［８－９］。 本研究拟从原代培养小鼠肺微血管内皮细

胞（ｍｏｕｓｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＰＭＶＥＣｓ）氧化应激、细胞凋亡以及细胞连接方向探

讨 ＨＫＬ 对 ＬＰＳ 所致 ＡＲＤＳ 的肺微血管作用及其可

能的机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 ３２ 只健康 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，８～１０ 周

龄，体重为 ２０～２５ ｇ，购于四川大学动物中心［ＳＣＸＫ
（川）２０２４－００２６］，饲养于四川大学生物治疗国家重

点实验室独立通气的龛笼内 ［ ＳＹＸＫ （川） ２０２４ －
０１８５］，提供标准饮食和水。 所有实验方案均经四

川大学华西医院伦理委员会批准（２０２３０３０２０９０），
实验动物饲养和实验过程中严格遵守实验动物使

用的 ３Ｒ 原则，给予动物人道关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 ＰＭＶＥＣｓ 购 自 美 国 模 式 培 养 物 集 存 库

（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ），采用含
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１０％胎牛血清、１％青霉素和链霉素的高糖 ＤＭＥＭ 培

养基，在 ５％ ＣＯ２，３７ ℃恒温培养箱中培养。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 和厚朴酚（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，Ｈ４９１４⁃１０ＭＧ）；
二甲基亚砜 （ ＤＭＳＯ） （ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， ４１６４０⁃
１００ＭＬ）；苏木精染液（武汉塞维尔生物科技有限公

司，ＣＲ２２００２０７１）；伊红染液（合肥博美生物科技有

限责任公司，ＹＥ２０８０）；Ａｎｔｉ⁃ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体

（Ａｂｃａｍ 公司，Ａｂ３２０４２）；Ａｎｔｉ⁃Ｓｉｒｔ３ 抗体（Ａｂｃａｍ 公

司，ａｂ２６００４９）；Ａｎｔｉ⁃ＳＯＤ２ ／ ＭｎＳＯＤ 抗体（Ａｂｃａｍ 公

司， ａｂ１３５３３ ）； Ａｃｅｔｙｌ⁃ＳＯＤ２ （ Ｌｙｓ１２２ ） 多 抗

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司，ＰＡ５⁃１０５１０７）；Ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ 抗

体（Ａｂｃａｍ 公司，ａｂ９４８５）；Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ） Ｃｒｏｓｓ⁃
Ａｄｓｏｒｂｅｄ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ Ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司，Ａ⁃
１１０４５）； Ａｎｔｉ⁃ＶＥ Ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗 体 （ Ａｂｃａｍ 公 司，
ａｂ３１３６３２ ）； Ａｎｔｉ⁃Ｃｌａｕｄｉｎ５ 抗 体 （ Ａｂｃａｍ 公 司，
ａｂ１３１２５９）；Ｌｉｐｉｄ Ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ （ＭＤＡ） Ａｓｓａｙ 试剂盒

（Ａｂｃａｍ 公司，ａｂ１１８９７０）；２’，７’ －二氯二氢荧光素

二乙酸酯（Ｈ２ＤＣＦＤＡ） （ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司，Ｄ３９９）；
ＴＵＮＥＬ Ａｓｓａｙ 试剂盒（Ａｂｃａｍ 公司，ａｂ６６１１０）。 多功

能酶标仪 （ Ｂｉｏｔｅｋ，型号 ＳｙｎｅｒｇｙＨ１）；电泳仪 （ Ｂｉｏ
Ｒａｄ，型 号 １６５８０３３ ）； 化 学 发 光 凝 胶 成 像 系 统

（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， 型 号 ｉＢｒｉｇｈｔＣＬ７５０ ）； 荧 光 显 微 镜

（Ｎｉｋｏｎ，型号 ＴＳ１００）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞实验

　 　 ＰＭＶＥＣｓ 于六孔板中以 ＤＭＥＭ＋１０％小鼠肺微

血管内皮细胞 ＦＢＳ 培养，生长特性为贴壁生长，当
细胞密度达 ９０％以上时，对照（Ｃｏｎ）组 １ 加入 ５０ μＬ
０􀆰 １％ ＤＭＳＯ，和厚朴酚（ＨＫＬ） 组 １ 加入 ５０ μＬ ５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＨＫＬ，脂多糖处理 （ ＬＰＳ） 组 １ 加入 ５０ μＬ
１００ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ，脂多糖＋和厚朴酚治疗（ＬＰＳ＋ＨＫＬ）
组 １ 加入 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＨＫＬ 预处理 ２ ｈ 后加入 １００ ｎｇ ／
ｍＬ ＬＰＳ，２４ ｈ 后分别进行 ＨＥ 染色与 ＴＵＮＥＬ 检测，
ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 的荧光染色以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｓｉｒｔ３、ＳＯＤ２、乙酰

化 ＳＯＤ２（Ａｃ⁃ＳＯＤ２）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＲＯＳ 与 ＭＤＡ 测量

　 　 处理各组 ＰＭＶＥＣｓ ２４ ｈ 后，各组细胞裂解液在

含有终浓度为 １ μｍｏｌ Ｈ２ＤＣＦ⁃ＤＡ 的反应缓冲液中于

３７ ℃黑暗环境孵育 ３０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，酶标仪

获取荧光密度（Ｅｘ ／ Ｅｍ ＝ ４８８ ／ ５２５ ｎｍ）。 细胞裂解物

中丙二醛水平用 Ｌｉｐｉｄ Ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ（ＭＤＡ）Ａｓｓａｙ 试剂

盒测定。 数据取 ３ 个独立细胞培养的平均值。
１􀆰 ３􀆰 ３　 小鼠 ＡＲＤＳ 模型的构建

　 　 将 ３２ 只小鼠随机分为 ４ 组：对照（Ｃｏｎ）组 ２、和
厚朴酚（ＨＫＬ）组 ２、脂多糖处理（ＬＰＳ）组 ２ 和脂多

糖＋和厚朴酚治疗（ＨＫＬ＋ＬＰＳ）组 ２，每组 ８ 只。 小

鼠麻醉后，将 ５０ μＬ 无菌 ＬＰＳ 溶液（５ ｍｇ ／ ｋｇ）滴注

于 ＬＰＳ 组和 ＨＫＬ＋ＬＰＳ 组 ２ 小鼠气管，Ｃｏｎ 组 ２ 注入

５０ μＬ 无菌 ＰＢＳ 溶液。 ＬＰＳ 滴注前 ２ ｈ，ＨＫＬ 组 ２ 腹

腔注射 ＨＫＬ 溶液（５ ｍｇ ／ ｋｇ） （０􀆰 １％ ＤＭＳＯ 溶剂），
Ｃｏｎ 组 ２ 和 ＬＰＳ 组 ２ 腹腔注射等量含 ０􀆰 １％ ＤＭＳＯ
的 ＰＢＳ 溶液，ＨＫＬ 组给予 ＨＫＬ＋ＬＰＳ 组 ２ 等量的

ＨＫＬ 溶液（５ ｍｇ ／ ｋｇ）。 ２４ ｈ 后处死小鼠，取肺并固

定于 １０％福尔马林中。
１􀆰 ３􀆰 ４　 小鼠肺组织 ＨＥ 染色及病理评分

　 　 将小鼠肺组织固定在 １０％中性缓冲福尔马林

中 ４８ ｈ，随后用梯度浓度的酒精脱水。 石蜡包埋组

织，切片至 ４ μｍ。 组织切片采用 ＨＥ 染色检测病理

变化。 根据以下肺损伤评分标准［８］ 评分：肺泡间隙

中性粒细胞；间质间隙中性粒细胞；肺泡腔渗入蛋

白碎片；透明膜形成；肺泡间隔增厚。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 本实验采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 进

行数据统计分析。 计量资料以平均数±标准差（􀭰ｘ±
ｓ）表示，经 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 检验发现均呈正态分布，重
复测量数据进行重复测量方差分析，两组比较使用

ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＫＬ 逆转 ＬＰＳ 诱导 ＰＭＶＥＣｓ 产生的氧化

应激

　 　 本研究使用 Ｈ２ＤＣＦ⁃ＤＡ 测定 ＬＰＳ（５００ ｎｇ ／ ｍＬ，
６ ｈ）处理 ＰＭＶＥＣｓ 后的 ＲＯＳ 水平，如图 １Ａ 所示，与
Ｃｏｎ 组 １ 相比，ＬＰＳ 组中 ＲＯＳ 水平明显增强，而经

ＨＫＬ 预处理后明显消失。 同时，评估 ＭＤＡ 水平（图
１Ｃ），ＬＰＳ 组 １ 中 ＭＤＡ 水平与 Ｃｏｎ 组 １ 比较明显升

高，ＨＫＬ＋ＬＰＳ 组 １ 则显著逆转了 ＬＰＳ 引起的 ＭＤＡ
升高。 为了确定 ＨＫＬ 降低氧化应激的机制，本研究

检测了 Ａｃ⁃ＳＯＤ２ 与 ＳＯＤ２（一种催化超氧化物转化

为过氧化氢的酶）的比例以及 Ｓｉｒｔ３ 水平。 与 Ｃｏｎ 组

１ 比较，ＬＰＳ 组 １ Ｓｉｒｔ３ 表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＳＯＤ２ 乙酰化水平显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＬＰＳ 组 １
相比，ＨＫＬ 显著上调 Ｓｉｒｔ３ 表达 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），降低

ＳＯＤ２ 乙酰化水平（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 １Ｂ）。
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２􀆰 ２　 ＨＫＬ 保护 ＬＰＳ 诱导的 ＰＭＶＥＣｓ 细胞凋亡

　 　 各组 ＰＭＶＥＣｓ 经处理后，ＴＵＮＥＬ 的结果表明，
与 Ｃｏｎ 组 １ 比较，ＬＰＳ 组 １ ＰＭＶＥＣｓ 存活率显著降

低（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 ２Ａ），同时，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示，
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 被激活（图 ２Ｂ）。 与 ＬＰＳ 组 １ 比较，ＨＫＬ

组 １ 细胞存活率显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），且 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
被阻止激活。
２􀆰 ３　 ＨＫＬ 对 ＰＭＶＥＣｓ 中 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的影响

　 　 如图 ３ 所示，Ｃｏｎ 组 １ 用 ＰＢＳ 处理的 ＰＭＶＥＣｓ
进行ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ与ＤＡＰＩ双染，显示细胞间粘附连

注：Ａ：ＲＯＳ 产量的变化；Ｂ：ＳＯＤ２ 乙酰化水平变化；Ｃ：ＭＤＡ 的变化。 与 Ｃｏｎ 组 １ 相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＬＰＳ 组 １ 相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 ＨＫＬ 对小鼠肺微血管内皮细胞中 ＭＤＡ 改变及 ＲＯＳ 生成的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ． Ｂ， Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＳＯＤ２ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｃ， Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＭＤＡ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ １，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ １，＃Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｏｎｏｋｉｏｌ ｏｎ ＭＤＡ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

注：Ａ：各组 ＴＵＮＥＬ 与 ＤＡＰＩ 双染结果比较，Ｂ：各组 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果分析。

图 ２　 ＨＫＬ 保护 ＬＰＳ 诱导的 ＰＭＶＥＣｓ 细胞凋亡

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＵＮＥＬ ａｎｄ ＤＡＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ． Ｂ， Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＫＬ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ＰＭＶＥＣｓ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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接的完整性，几乎不可见间隙。 与 ＰＢＳ 相比，ＬＰＳ
处理的 ＰＭＶＥＣ 表面 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 染色变为不连续

性，出现大量间隙，提示 ＬＰＳ 破坏了细胞的粘附连

接。 而 ＨＫＬ 的预处理则阻止了 ＬＰＳ 对细胞粘附连

接的破坏。
２􀆰 ４　 ＬＰＳ 对 ＰＭＶＥＣｓ 中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５的影响

　 　 利用免疫荧光法双染 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 与 ＤＡＰＩ 检测

紧密连接蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 的定位。 如图 ４ 所示，Ｃｏｎ

组 １ 中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 沿内皮细胞膜呈线性分布，表明

Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 定位于内皮细胞边缘。 而 ＬＰＳ 处理肺

ＰＭＶＥＣｓ 后，内皮细胞膜上的 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 荧光信号出

现大量间隙，提示 ＬＰＳ 破坏了细胞的紧密连接。 而

ＨＫＬ 的预处理则阻止了 ＬＰＳ 对细胞紧密连接的

破坏。
２􀆰 ５　 ＨＫＬ 减轻 ＬＰＳ 导致的肺损伤

　 　 如图 ５ ＨＥ 染色显示，Ｃｏｎ 组 ２ 与 ＨＫＬ 组 ２ 中，

注：白色箭头所指为细胞连接断裂处。

图 ３　 ＨＫＬ 减轻 ＬＰＳ 对 ＰＭＶＥＣｓ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的影响

Ｎｏｔｅ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｉｔｅ ｗｈｅｒｅ ｃｅｌｌ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｂｒｏｋｅｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＫＬ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ ｏｎ ＰＭＶＥＣｓ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ

注：白色箭头所指为细胞连接断裂处。

图 ４　 ＨＫＬ 减轻 ＬＰＳ 对 ＰＭＶＥＣｓ 中 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 的影响

Ｎｏｔｅ． Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｉｔｅ ｗｈｅｒｅ ｃｅｌｌ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｂｒｏｋｅｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＨＫＬ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ ｏｎ ＰＭＶＥＣｓ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５
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图 ５　 ＨＫＬ 减轻 ＬＰＳ 导致的肺损伤

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｏｎｏｋｉｏｌ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ

肺泡结构完整，无明显病理改变；ＬＰＳ 组 ２ 中则有明

显的病理改变，包括炎性细胞浸润、肺泡和肺泡液

中中性粒细胞聚集、肺泡壁增厚、肺淤血和透明膜

形成。 这些病理特征均符合急性肺损伤的病理学

特征；ＨＫＬ＋ＬＰＳ 组 ２ 显著减少了 ＬＰＳ 诱导的肺组织

损伤，肺泡间隔仅有轻度增厚，伴少许水肿以及炎

症细胞浸润。

３　 讨论

　 　 脂多糖可以破坏内皮细胞之间的细胞连接，而
这些细胞连接对于维持屏障的完整性至关重要。
这种破坏允许分子和免疫细胞穿过内皮层进入肺

组织，引起炎症和组织损伤［１０］。 ＬＰＳ 同时激活内皮

细胞，导致炎症介质如细胞因子、趋化因子和粘附

分子的释放。 这些分子促进免疫细胞的招募和激

活，如中性粒细胞有助于炎症反应。 脂多糖诱导的

炎症反应导致内皮通透性增加，使液体和蛋白质渗

出血管并积聚在肺组织中，导致肺水肿的形成，进
一步损害肺功能［１１］。 本实验采用 １８ Ｇ 留置针行气

管插管建立人工气道，８ ｈ 后成功诱导了小鼠的

ＡＬＩ。 ＬＰＳ 刺激引起明显的病理改变，包括炎症细胞

浸润、肺泡和肺泡液里中性粒细胞聚集、肺泡壁增

厚和肺间质充血。 ＨＫＬ 预处理明显减轻了 ＬＰＳ 诱

导的肺组织损伤。
ＬＰＳ 诱导的炎症可破坏内皮细胞的线粒体功

能。 线粒体功能障碍导致促凋亡因子如细胞色素 ｃ
从线粒体释放到细胞质中。 这触发了半胱天冬酶

的激活及后续的细胞凋亡［１２］。 ＬＰＳ 还可以激活内

皮细胞内多种促凋亡通路。 这些通路包括 ｐ５３ 通路

以及 ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ －末端激酶 （ ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，
ＪＮＫ）通路［１３］。 内皮细胞的凋亡破坏其正常功能，
导致血管完整性受损和通透性增加。 这有助于肺

水肿的发展，并损害肺部的气体交换。 凋亡细胞死

亡可破坏肺微血管内皮屏障的完整性［１４］。 它会在

内皮层造成间隙和不连续性，使液体、蛋白质和免

疫细胞渗漏到肺组织中。 内皮细胞的凋亡同样阻

碍了血管生成的进程，而血管生成对于组织修复和

再生至关重要。 它延缓了内皮屏障的恢复和正常

肺功能的重建［１５］。 在本研究中，通过体外培养

ＰＭＶＥＣｓ，我们发现 ＬＰＳ 处理可显著提高 ＰＭＶＥＣｓ
的细胞凋亡，并引起 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 激活，提示 ＬＰＳ 引起

内皮细胞死亡是对血管的破坏机制之一。
ｃａｓｐａｓｅ 是一种多功能蛋白酶，虽然大部分研究

集中在细胞凋亡的功能上，但有明确的文献证明其

在细胞凋亡以外的几个基本细胞过程中的作用［１６］。
与本研究相关的是，包括 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、６ 和 ８ 在内的多

个 ｃａｓｐａｓｅ 与衔接蛋白 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的断裂及随后的降

解有关，此外，ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 还能切割 γ⁃ｃａｔｅｎｉｎ［１３］。 因

此，ｃａｓｐａｓｅ 可能通过切割和加工关键衔接蛋白（如
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）来调控细胞连接的形成和稳定性，从而调

节 ＰＭＶＥＣｓ 的屏障功能。 ＰＭＶＥＣｓ 屏障功能障碍的

几种潜在机制已经被提出，但最重要的似乎是关键

的细胞间连接的破坏，主要包括了粘着连接和紧密

连接， 通过这些连接， 相邻的微血管内皮细胞

（ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ，ＭＶＥＣ）在稳态条件

下形成了选择性的半透性屏障［１６］。 粘着连接是由

相邻 ＭＶＥＣ 膜中血管内皮细胞钙黏蛋白 （ ＶＥ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ）分子的胞间隙同质二聚体相互作用而形成

的。 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在正常肺 ＭＶＥＣ 通透性屏障的维

持中扮演了极其关键的角色，它通过细胞间的相互

作用与细胞质衔接蛋白如 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、γ⁃ｃａｔｅｎｉｎ）在细

胞内相互作用，因此 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 能与肌动蛋白细胞

骨架连接从而加强屏障功能［１７］。 鉴于 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在

体外培养的 ＰＭＶＥＣｓ 中的激活以及 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在

内皮细胞间粘附的重要作用，本研究通过荧光染色

分析了 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在 ＬＰＳ 处理后的变化，结果显

示 ＬＰＳ 处理的 ＭＶＥＣ 表面 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 染色变为不

连续性，出现大量间隙，表明内皮细胞间的粘着连

２６ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



接被破坏。 此外，紧密连接破坏也是导致肺泡毛细

血管通透性增加的重要病理因素。 紧密连接是位

于细胞顶端的一种类似网络的封闭结构，主要由

Ｃｌａｕｄｉｎ 蛋白家族和相关蛋白 ＺＯ⁃１ 组成［１８］。 连接

和关闭细胞间隙的能力决定了细胞间隙的渗透性。
研究发现 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 在感染所致肺微血管内皮屏障

功能损伤中的表达明显降低［１９］。 此外，还有研究发

现低氧可降低 ＺＯ⁃１ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 的表达，进而导致

血管内皮屏障功能的破坏，引起血管内皮细胞的通

透性增加［２０］。 在本研究中，ＬＰＳ 处理肺 ＭＶＥＣ 后，
内皮细胞膜上的 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 消失，仅保留了细胞内的

结构，提示 ＬＰＳ 破坏了细胞间的紧密连接结构。 而

和厚朴酚通过稳定血管内皮细胞的 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 与

Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 改善 ＬＰＳ 诱导的急性肺损伤，提示维持内

皮细胞连接的完整性也是和厚朴酚对抗急性呼吸

窘迫综合征的药理之一。
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骨骼肌组织冰冻切片制备方法优化研究

张洁云，芦星宇，刘晋芳，曹锡梅，李　 娜，孙俊红∗，梁新华∗

（山西医科大学法医学院，山西 晋中　 ０３０６００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索新鲜和固定骨骼肌组织的最优冰冻切片方法，为骨骼肌疾病的快速诊断及骨骼肌疾病

发病机制的研究奠定实验基础。 方法　 提取 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠胫骨前肌，新鲜组织经液氮直接速冻、包埋剂联合液氮

速冻、异戊烷联合液氮速冻前处理；固定组织经直接包埋、包埋剂联合液氮速冻进行前处理，制作冰冻切片后 ＨＥ 染

色，并计算冰晶和肌纤维横截面积以评估不同前处理方式的切片效果。 结果　 新鲜组织经液氮直接速冻和异戊烷

联合液氮速冻处理后均可见肌纤维束形态消失，大量的冰晶空泡；包埋剂联合液氮漂浮速冻，可见肌纤维束完整致

密、无冰晶，为适合新鲜组织的前处理方法。 固定组织包埋剂联合液氮速冻处理后肌纤维束完整、无冰晶。 结论

新鲜和固定组织经包埋剂联合液氮速冻处理后肌纤维束完整、无冰晶，便于免疫组化、免疫荧光等实验的进一步进

行，有利于准确快速地诊断骨骼肌疾病及探索骨骼肌疾病的发病机制。
【关键词】 　 冰冻切片；骨骼肌；ＯＣＴ 包埋剂联合液氮速冻；Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠
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ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ， ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ａｌｋａｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ． Ｆｉｘｅｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｒａｐｉｄ
ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ． Ｔｈｅ ｆｒｏｚｅｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ． Ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａｓ ｏｆ ｉｃｅ
ｃｒｙｓｔａｌｓ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｂｕｎｄｌｅｓ ｗａｓ ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ａｎｄ ｎｕｍｅｒｏｕｓ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｖａｃｕｏｌｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｆｒｅｓｈ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ
ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ａｌｋａｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｔｈｅ
ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｂｕｎｄｌｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔａｃｔ ａｎｄ ｄｅｎｓｅ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｒａｐｉｄ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ｆｒｅｓｈ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｔｉｓｓｕｅ． Ｆｉｘｅｄ ｔｉｓｓｕｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｇｅｎｔ ａｎｄ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｂｕｎｄｌｅｓ
ａｎｄ ｎｏ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｆｉｘｅｄ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｉｔｈ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎｅｄ



ｗｉｔｈ ｒａｐｉｄ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｐｒｅｓｅｒｖｅｓ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｂｕｎｄｌｅｓ， ｗｉｔｈ ｎｏ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌｓ． Ｔｉｓｓｕｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ａｒｅ
ｔｈｕｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｌｌ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
ａｉｄ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｆｒｏｚｅｎ ｓｅｃｔｉｏｎ； ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ； ＯＣＴ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ； Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨骼肌活检病理分析是临床医生诊断与鉴别

骨骼肌疾病的重要手段。 先天性肌病、代谢性肌病

及炎性肌病等具有特异病理表现的骨骼肌疾病，通
过病理分析可以明确诊断，病理图像是提示骨骼肌

不良病理改变的主要手段之一。 常见的病理图像

切片技术包括石蜡切片和冰冻切片［１］。 与传统的

石蜡切片技术相比，冰冻切片技术不仅省时省力，
其显著优势在于无需经过透明、过蜡等步骤，组织

蛋白质不易发生变性，可更好地保存组织细胞的抗

原活性以及酶活性［２－４］，更适用于免疫荧光、免疫组

化以及需抗原染色定位的实验［５］。
骨骼肌组织含水量较高，约占 ７５％ ～８０％［６］，因

而在常规冷冻处理制作冰冻切片的过程中极易产

生冰晶从而影响肌纤维的完整性，不利于后续抗原

定位［７］。 本实验室前期实验中采用－８０ ℃冷冻处理

骨骼肌组织时产生了许多体积较大、形状不规则的

冰晶。 这可能是－８０ ℃冷冻过程比较缓慢，组织跨

越最大冰晶带时间过久所致。 速冻法可快速跨越

冰晶带从而降低冰晶对组织结构的损伤［８］，但是掌

握好速冻方法的选择以及时间的长短仍较为困难。
因此，亟需探索简单且稳定性好的方法来最大程度

保持骨骼肌组织形态的完整，尽可能精确还原不同

肌病及损伤后的病理变化。 液氮速冻和液氮联合

异戊烷速冻由于经济易实现是科学研究中常见的

速冻方法［９］。 胫骨前肌是小腿下肌群的重要骨骼

肌之一，由于其混合纤维类型的特征，是各类损伤

模型中研究最广泛的部位；此外，作为一种高度异

质的骨骼肌，胫骨前肌只有一个腹部，因而其损伤

保持均匀性［１０］。 因此，本研究以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠的

胫骨前肌为研究对象，探索骨骼肌组织最适的冰冻

切片条件。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 无特定病原体级（ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ２４ 只，６ ～ ８ 周龄，体重 ２０ ～ ２５
ｇ。 来源于北京斯贝福生物科技有限公司 ［ ＳＣＸＫ
（京）２０１９－００１０］，饲养于在山西医科大学实验动物

中心［ＳＹＸＫ（晋）２０１９－０００７］。 小鼠饲养环境采用

１２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗循环，室温（２３ ± ２）℃，湿度（５５ ±
４）％，并自由获取食物和水。 实验操作经山西医科

大学动物伦理委员会批准（２０２１ＬＬ２４４）。 遵循中华

人民共和国卫生部发布的《实验动物护理与使用指

南协定书》原则，实验过程遵循 ３Ｒ 原则给予动物福

利保护。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 无水乙醇 （天津市致远化学试剂有限公司，
２０２３０３１５）；二甲苯（天津市致远化学试剂有限公

司，２０２３０４１１）；分化液（南昌雨露实验器材有限公

司，２００９０１）；返蓝液（南昌雨露实验器材有限公司，
２００９０１）；伊红染色液（珠海贝索生物技术有限公

司，Ｃ２３０４０１）；苏木素染色液（珠海贝索生物技术有

限公司，Ｃ２３０４０３）；中性树胶（上海懿洋仪器有限公

司，２０２２０６１５）。 冷冻切片机（徕卡显微系统（上海）
贸易有限公司，Ｌｅｉｃａ ＣＭ１９５０）；全景组织细胞定量

分析系统（缇基北京科技有限公司，ＴｉｓｓｕｅＦａｘｓ２００
Ｐｌｕｓ）；刀片（徕卡显微系统（上海）贸易有限公司，
Ｌｅｉｃａ２２５１２７８３）；ＯＣＴ 冷冻包埋剂（日本樱花，４１２７⁃
００）；异戊烷（安徽泽升科技有限公司，Ｉ８１３３７７）；环
保型 ＧＤ 肌肉固定液（武汉塞维尔生物科技有限公

司，ＣＲ２２１００７２）；黏附载玻片（江苏世态实验器材有

限公司，８０３１２⁃３１６１）；包埋模具盒（江苏世态实验器

材有限公司，８０２０３⁃００９）；盖玻片（江苏世态实验器

材有限公司，８０３４０⁃３６１０）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠胫骨前肌提取

　 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠颈部脱臼处理后，将腿部毛发剃

除以避免取材时混入样本，消毒后环形切开脚踝以下

皮肤，向上提拉皮肤暴露小腿肌群，使用镊子沿小腿

内缘分离胫骨前肌，剪去踝侧胫骨前肌肌腱后，轻轻

地将胫骨前肌从胫骨上分离，并切开髌骨侧胫骨前肌

上端，完整分离出胫骨前肌，进行后续处理。
１􀆰 ３􀆰 ２　 胫骨前肌预处理

　 　 按图 １ 将 ２４ 只小鼠的 ４８ 块胫骨前肌分为 ８ 个

不同亚处理组，每个亚处理组 ｎ ＝ ６。 具体操作

如下。

５６中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



图 １　 实验动物分组与组织预处理

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｇｒｏｕｐｉｎｇ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｅ⁃ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

　 　 （１）新鲜组织

直接液氮速冻组：取下骨骼肌后立即将其放入

液氮，设置 ３ ｓ、５ ｓ、１０ ｓ、１５ ｓ 不同速冻时间点，组织

均匀变白并不会由于冷冻过度而冻裂，即视为速冻

完全。 液氮联合 ＯＣＴ 包埋剂组（ｎ ＝ ６）：将 ＯＣＴ 包

埋剂挤满模具盒，避免产生气泡；将组织垂直放入

包埋剂中后，３ 块组织直接将包埋盒沉入液氮中速

冻至包埋剂恰好完全凝固；余 ３ 块组织将包埋盒漂

浮于液氮上方速冻至包埋剂恰好完全凝固（本研究

使用 ２５ ｍｍ×２５ ｍｍ×５ ｍｍ 包埋模具盒，包埋剂完全

凝固需 ２５～３０ ｓ）。 液氮联合异戊烷速冻组：将盛有

异戊烷的铝制小杯漂浮于液氮罐上方，待异戊烷预

冷至半凝固状态后，再将组织浸入异戊烷中速冻 １０
ｓ 至组织均匀变白。 液氮联合异戊烷＋ＯＣＴ 包埋剂

组：将 ＯＣＴ 包埋好的组织浮于用液氮预冷的异戊烷

上方速冻至包埋剂恰好完全凝固。
（２）固定组织（ｎ＝ ６）
骨骼肌组织使用环保型 ＧＤ 肌肉专用固定液固

定 １５～ １８ ｈ 后，１５％ ～ ３０％蔗糖梯度脱水。 梯度脱

水完成后，用滤纸吸掉多余的水分后在包埋模具盒

内用 ＯＣＴ 包埋组织后浮于液氮上方速冻至包埋剂

恰好完全凝固，此过程需注意保持组织垂直。
１􀆰 ３􀆰 ３　 制作冰冻切片

　 　 使用 Ｌｅｉｃａ 冷冻切片机。 冰冻切片机 ２４ ｈ 处于

恒温待机状态，切片前 １ ｈ 设置好所需的冷冻切片

机温度（骨骼肌组织冷冻箱温度－１８ ℃ ～ －２０ ℃为

宜，样品头温度－１５ ℃为宜）。 调整防卷板的位置，
将刀片、毛笔、镊子等放入冷冻箱预冷，预处理好的

组织放入冷冻箱中复温至组织温度与冷冻箱温度

一致时，更换锋利的新刀片，使用 ６ μｍ 进行组织切

片，利用温差将组织粘在黏附载玻片上。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＨＥ 染色

　 　 将组织切片置于 ４％多聚甲醛中固定 ５ ｍｉｎ，苏
木素染色 ５ ｍｉｎ，水洗 １ ｍｉｎ，１％盐酸酒精分化 １０ ｓ，
水洗 １ ｍｉｎ，氨水返蓝 １ ｍｉｎ，水洗 １ ｍｉｎ，伊红染色 ３
ｍｉｎ，水洗 １ ｍｉｎ，９５％乙醇Ⅰ １ ｍｉｎ，９５％乙醇Ⅱ １
ｍｉｎ，无水乙醇Ⅰ１ ｍｉｎ，无水乙醇Ⅱ １ ｍｉｎ，二甲苯Ⅰ
１ ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ １ ｍｉｎ。 中性树胶封片，于 ５６ ℃烤

箱烘干。
１􀆰 ３􀆰 ５　 图像采集与绘图

　 　 使用全景组织细胞定量分析系统对组织切片

进行扫描。 每个亚处理组的 ６ 张切片中随机选取 ２
张 ２００×视野，每组共计 １２ 个视野，用于比较分析冰

晶、肌纤维横截面积。 使用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 计算

冰晶及肌纤维横截面积。 并使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
９􀆰 ０ 绘图。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 统计软件对数据进行分析，以
平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示所有数据，组间差异分析

采用单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），多重比较

采用方差齐性 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 直接液氮速冻不同时间骨骼肌结构改变的

比较

　 　 直接－８０ ℃冷冻处理组织的 ＨＥ 结果如图 ２Ａ
所示，骨骼肌组织肌束形态完全消失，肌纤维内可
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见大量不规则的冰晶空泡，肌原纤维结构完全消

失。 直接液氮速冻处理骨骼肌组织时，结果显示，
相较于直接－８０ ℃冷冻，液氮速冻不同时间后均可

明显缓解冰晶（表 １，Ｐ＜ ０􀆰 ００１），但不同时间点的

ＨＥ 染色切片肌纤维内仍可见许多不规则的细小冰

晶（图 ２Ｂ～２Ｅ），表明直接液氮速冻法仍不能达到病

理诊断要求。 此外，骨骼肌冰晶的缓解程度随液氮

速冻时间的延长并不成规律性变化，经统计在所设

置的 ４ 个时间点中，速冻 １０ ｓ 后冰晶横截面积最

小、缓解效果最优。
２􀆰 ２　 液氮联合介质速冻对骨骼肌结构改变的比较

　 　 本研究使用了两种介质缓解液氮速冻造成的

冰晶：ＯＣＴ 包埋剂和异戊烷。 结果显示，使用 ＯＣＴ
包埋后再经液氮速冻，当包埋盒浸入液氮时，肌纤

维内仍可见大量不规则的细小冰晶（图 ３Ａ）；而当

包埋剂漂浮于液氮上方，即包埋剂不与液氮直接接

触时，肌纤维完整致密且规则，肌筋膜边界清晰，无
冰晶产生（图３Ｂ） ，冰晶得到最大程度的缓解。此

注：Ａ：直接－８０ ℃冷冻；Ｂ：直接液氮速冻 ３ ｓ；Ｃ：直接液氮速冻 ５ ｓ；Ｄ：直接液氮速冻 １０ ｓ；Ｅ：直接液氮速冻 １５ ｓ。

图 ２　 直接液氮速冻不同时间骨骼肌结构改变的比较

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｔ －８０ ℃ ． Ｂ， Ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ３ ｓ． Ｃ， Ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ５ ｓ． Ｄ， Ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ １０ ｓ． Ｅ， Ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ １５ ｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ

表 １　 直接液速冻不同时间骨骼肌组织冰晶面积比较（ｎ＝ １００，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ

液氮速冻不同时间
Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ⁃ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

冰晶横截面积 ／ μｍ２

Ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ
直接－８０ ℃冷冻

Ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｔ －８０ ℃ １３６􀆰 ８４±５０􀆰 ７３

直接液氮速冻 ３ ｓ
Ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ３ ｓ ２３􀆰 ９２±７􀆰 ８０∗∗∗

直接液氮速冻 ５ ｓ
Ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ５ ｓ ４９􀆰 ６５±１８􀆰 ８９∗∗∗ΔΔ

直接液氮速冻 １０ ｓ
Ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ １０ ｓ １２􀆰 ３９±５􀆰 ５９∗∗∗＃＃＃

直接液氮速冻 １５ ｓ
Ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ １５ ｓ ３１􀆰 ４４±１２􀆰 １４∗∗∗＃⊿

注：与直接－８０ ℃冷冻组相比，∗∗∗Ｐ＜０． ００１；与直接液氮速冻 ３ ｓ 组相比，ΔΔＰ＜０． ０１；与直接液氮速冻 ５ ｓ 组相比，＃Ｐ＜０． ０５，＃＃＃Ｐ＜０． ００１；与直接
液氮速冻 １０ ｓ 组相比，⊿ Ｐ＜０． ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｔ － ８０ ℃ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗ Ｐ ＜ ０． ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ３ ｓ ｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ ＜ ０． ０１．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ５ ｓ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０． ０５，＃＃＃Ｐ＜０． ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｒｅｃｔ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ １０ ｓ ｇｒｏｕｐ，
⊿Ｐ＜０． ０５．

７６中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



外，如图 ３Ｃ 所示，当使用液氮联合异戊烷速冻时，
产生的冰晶面积大于－８０ ℃冷冻（（１７５􀆰 １５±６６􀆰 ５３）
μｍ２ ｖｓ（１３６􀆰 ８４±５０􀆰 ７３）μｍ２，Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 １、表 ２），
而 ＯＣＴ 包埋后液氮联合异戊烷速冻，产生的冰晶面

积与直接液氮速冻各时间点均无差异（图 ３Ｅ）。
２􀆰 ３　 组织固定对切片效果的影响

固定组织包埋后经液氮速冻，切片完整，ＨＥ 染

色可见肌纤维呈圆形、多边形，细胞核位于周边，肌
原纤维呈点状，结构规则且完整，肌纤维聚集成束，
周围被结缔组织所包绕（图 ４Ａ）。 与新鲜骨骼肌组

织相比（图 ４Ｂ），固定脱水后骨骼肌组织肌束膜及

肌外膜间结缔组织间隙虽略增宽，比较骨骼肌组织

的肌纤维横截面积，发现两组之间无统计学意义，
并未对骨骼肌的定量产生影响（图 ４Ｃ）。

注：Ａ：ＯＣＴ 包埋后浸入液氮速冻（包埋剂上表面接触到液氮）；Ｂ：ＯＣＴ 包埋后漂浮于液氮上方速冻（包埋剂上表面不接触到液氮）；Ｃ：
液氮联合异物烷直接速冻；Ｄ：ＯＣＴ 包埋后液氮联合异物烷速冻；Ｅ：不同方法产生的冰晶横截面积综合比较。 与 ＯＣＴ 包埋后液氮联合

异物烷组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ３　 不同介质下骨骼肌结构改变的比较

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒａｐｉｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｆｔｅｒ ＯＣＴ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ （ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｃｏｍｅｓ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔａｃｔ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ） ． Ｂ，
Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒａｐｉｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｆｔｅｒ ＯＣＴ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ （ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｃｏｍｅ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔａｃｔ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ） ． Ｃ，
Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ａｌｋａｎｅｓ ｄｉｒｅｃｔ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ． Ｄ， Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ａｌｋａｎｅ ｑｕｉｃｋ ｆｒｅｅｚｉｎｇ
ａｆｔｅｒ ＯＣＴ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ． Ｅ， Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌ ａｒｅａｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ａｌｋａｎｅ ａｆｔｅｒ ＯＣＴ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

表 ２　 不同介质下骨骼肌组织冰晶横截面积（ｎ＝ １００，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

不同处理方式
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

冰晶横截面积 ／ μｍ２

Ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ
ＯＣＴ 上表面接触液氮

Ｕｐｐｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＯＣＴ ｃｏｎｔａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ４􀆰 ０４０±１􀆰 ３７

ＯＣＴ 上表面不接触液氮
Ｕｐｐｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＯＣＴ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｃｏｎｔａｃｔ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ０

液氮联合异物烷
Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ａｌｋａｎｅｓ ｑｕｉｃｋ⁃ｆｒｏｚｅｎ １７５􀆰 １５±６６􀆰 ５３∗∗∗＃＃＃

包埋后液氮联合异物烷
Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ａｌｋａｎｅ ａｆｔｅｒ ＯＣＴ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ３４􀆰 ６１±２２􀆰 ６０∗∗＃＃ΔΔΔ

注：与 ＯＣＴ 上表面接触液氮组相比，∗∗Ｐ＜０． ０１，∗∗∗Ｐ＜０． ００１；与 ＯＣＴ 上表面不接触液氮组相比，＃＃Ｐ＜０． ０１，＃＃＃Ｐ＜０． ００１；与液氮联合异物烷组相
比，ΔΔΔＰ＜０． ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｕｐｐｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＯＣＴ ｃｏｎｔａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０． ０１，∗∗∗Ｐ＜０． ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｕｐｐｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ＯＣＴ ｄｏｅｓ ｎｏｔ
ｃｏｎｔａｃｔ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０． ０１，＃＃＃Ｐ＜０． ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｒｅｉｇｎ ｂｏｄｙ ａｌｋａｎｅｓ ｑｕｉｃｋ⁃ｆｒｏｚｅｎ ｇｒｏｕｐ， ΔΔΔＰ＜０． ００１．
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注：Ａ：固定组织包埋后液氮速冻；Ｂ：新鲜组织包埋后液氮速冻；Ｃ：新鲜和固定组织肌纤维横截面积的定量比较。

图 ４　 新鲜组织和固定组织骨骼肌结构改变的比较

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒａｐｉｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｆｉｘｅｄ ｔｉｓｓｕｅ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ． Ｂ， Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒａｐｉｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ ｆｒｅｓｈ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃ， Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｆｉｘｅｄ ｔｉｓｓｕｅ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｆｉｘｅｄ ｔｉｓｓｕｅｓ

３　 讨论

　 　 高质量的切片技术是临床病理科的一项常规

技术［１１］，无论是对骨骼肌疾病的术中诊断还是常规

诊断都至关重要，而骨骼肌组织在冷冻过程中极易

形成冰晶，因此，标本的冷冻过程是确保肌肉活检

质量的关键环节［１２］。 获得高质量的切片应对各个

环节均进行细致的处理，这就要求病理技术人员不

断对每个过程进行优化。 既往对不同组织冰冻切

片条件优化的研究表明，不同组织达到最佳切片效

果所需的冰冻条件各不相同，因此本研究对高骨骼

肌组织冰冻切片条件进行了探索。
直接－８０ ℃冷冻几乎可以引起所有的组织内部

产生过大的冰晶、使组织结构受损［１３］，而速冻法可

以快速跨越冰晶形成区从而降低对组织结构的损

伤。 目前科学研究中常用的速冻方法有：液氮速

冻、液氮 ／异戊烷法速冻、干冰 ／无水乙醇速冻等。
液氮速冻法由于其结构简单、操作方便、成本低廉

等优点被广泛用于食品行业中肉类质量的维

持［１４－１５］。 因此本研究探索了液氮速冻对肌组织冰

晶缓解的效果，结果显示尽管相较于直接－８０ ℃冷

冻，液氮速冻 １０ ｓ 后冰晶横截面积最小、缓解效果

最优，但仍无法达到病理诊断要求。 这可能与液氮

速冻过程过快相关，液氮快速速冻时，组织内的水

分会快速形成大量的晶核，进而形成小而细微的冰

晶［１６］。 这一结果与孙红星等［１７］ 发现的液氮速冻法

更适合骨骼肌组织结果不同，这种差异的产生可能

源于不同肌组织大小不同，肌纤维直径不同对液氮

速冻的反应性不同［１８－１９］。 此外，在实验过程中发现

液氮速冻时间过短，组织速冻不完全不易切片，而
过久易造成组织发脆甚至冻裂，对速冻时间的把握

有一定的难度，且未能达到完全缓解冰晶效果。 因

此不推荐直接液氮速冻法制备骨骼肌组织冰冻

切片。
王园园等［８］ 的研究表明，包埋方法、速冻方法

以及切片温度都会影响切片效果，因而本研究探究

了两种常用且易获得的方法来缓解液氮速冻造成

的细微冰晶：液氮 ／异物烷速冻法、ＯＣＴ 包埋剂。 结

果显示液氮异物烷法无法达到缓解冰晶的效果，而
且发现液氮异物烷法所致的冰晶横截面积大于液

氮速冻法，这是由于缓慢冷冻过程中，组织内水分

形成晶核速率较慢，而通过最大冰晶形成带的时间

长，晶核生长的时间充分，导致得到的晶体较大，对
细胞和组织造成较大的破坏。 而肌组织经 ＯＣＴ 包

埋后漂浮液氮速冻法，能够有效缓解冰晶的产生，
ＨＥ 染色可见肌纤维完整致密且规则，肌筋膜边界

清晰。 该方法不仅快速，且可将组织连同包埋模具

盒一起保存，可适用于多次切片的情况，是适合新

鲜肌组织的冰冻切片方法。
新鲜组织直接进行冷冻切片可在 ３０ ｍｉｎ 内快

速完成从包埋切片到染色的所有步骤，方便快捷，
但存在组织易碎裂、 脱片、 不能长期保存等问

题［２０－２１］。 因此对固定组织切片条件的探究也尤为

重要。 在对固定骨骼肌组织最优冰冻切片条件探

索时，发现经固定脱水后，冰晶得到了有效缓解，但
存在包埋的组织过软、切片易碎的问题。 而固定骨

骼肌组织经液氮处理后，冰晶得到有效控制，ＨＥ 染

色可见肌纤维聚集成束，结构完整且排列整齐，周
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围被结缔组织所包绕。 此外，该方法在小鼠肝、脾、
肠组织切片中亦取得了较好的结果。 组织固定后

避免了细胞的自溶和腐败，能更好地保存蛋白质、
脂肪、糖等各种成分［２２］。 因而固定组织液氮速冻冰

冻切片法是适于广泛推广且稳定性强的一种方法。
综上所述，冰冻切片的制作需依据组织自身特

点严格控制各个环节，更需依据实际应用选择合适

且方便的方法。 本研究针对骨骼肌冰冻切片冰晶

问题，优化了适合新鲜组织和固定组织的冰冻切片

制作方法，为手术标本进行更精准诊断及各类骨骼

肌疾病机制研究提供技术支持与参考。 但该方法

仍存在一定局限性，在后续研究中仍需要对骨骼肌

组织冰冻切片条件进行更深一步的探索，以寻找更

适合骨骼肌组织的高效且操作简单的前处理方法。
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真孕受体用于金黄仓鼠胚胎移植的方法建立与优化

赖娅娜，曾文滔∗

（南京医科大学医药实验动物中心，南京　 ２１１１６６）

　 　 【摘要】 　 目的　 优化金黄仓鼠胚胎移植技术，探索金黄仓鼠真孕受体最佳移植胚胎数目及发育时期。 方法

建立真孕白化金黄仓鼠种群作为胚胎移植受体，比较胚胎发育期、受体减胚及二次移植受体对产仔率、供胚得仔率

及后代存活率的影响，确定真孕受体最佳胚胎移植枚数及移植方法。 结果 　 相对于野生型金黄仓鼠作为移植受

体，真孕白化受体可快速判定子代来源，并适用于多种以胚胎移植为基础的生殖类实验方案，采用受精卵或二细胞

胚胎对移植效果无显著影响（Ｐ＞０􀆰 ０５）；减胚组能显著提高供胚得仔率（２２％，Ｐ＜０􀆰 ０５），二次移植受体的未孕率显

著提高（４２％，Ｐ＜０􀆰 ０１）；移植 ６～１０ 枚胚胎的供胚得仔率最高（２７％，Ｐ＜０􀆰 ０１），存活率正常（８９％）。 结论　 ６～ １０ 枚

供体胚胎有助于提高供胚得仔率和存活率，基于白化真孕受体的胚胎移植方法，为金黄仓鼠的应用与开发提供了

技术支撑。
【关键词】 　 金黄仓鼠；受精卵；二细胞胚胎；胚胎移植
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ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ， ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｅｍｂｒｙｏ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ ｏｎ ｌｉｔｔｅｒ
ｙｉｅｌｄ， ｄｏｎｏｒ ｅｍｂｒｙｏ ｙｉｅｌｄ， ａｎｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ， ｔｒｕｅ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ａｌｂｉｎｏ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ ａｌｌｏｗｅｄ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｔｏ ｂｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｑｕｉｃｋｌｙ， ａｎｄ ｗｅｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ
ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｇｒａｍｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ． Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｅｇｇｓ ｏｒ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ ｈａｄ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｅｆｆｅｃｔ （Ｐ＞０􀆰 ０５）； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｏｎｏｒ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｅｍｂｒｙｏ⁃ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ ２２％， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ’ ｓ ｎｏｎ⁃ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｒａｔｅ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （４２％， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｍｂｒｙｏ ｙｉｅｌｄ ｒａｔｅ （２７％， Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ （８９％）
ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ ６～１０ ｅｍｂｒｙｏｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ ６～１０ ｄｏｎｏｒ ｅｍｂｒｙｏｓ ｍａｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｏｎｏｒ ｅｍｂｒｙｏｓ． Ｈｅｒｅ， ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎ ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｉｎｇ ｐｒｅｇｎａｎｔ ａｌｂｉｎｏ ｇｏｌｄｅｎ



ｈａｍｓｔｅｒｓ ａｓ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ， ｔｈｕｓ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｅｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ
ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ； ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｅｇｇ； ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ； ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 金黄仓鼠 （ ｇｏｌｄｅｎ ｈａｍｓｔｅｒ） 又称叙利亚仓鼠

（Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒ），属于啮齿目仓鼠科，因其具有繁殖

周期短、易于饲养等特点，成为早期研究配子发生

及受精机制的主要模式动物之一［１－２］。 与哺乳类动

物中应用最广泛的小鼠相比，仓鼠在肿瘤学、遗传

学、生殖研究领域、营养学和传染病学等医学生物

学研究领域具有更为明显的优势［３－６］。 金黄仓鼠生

殖技术虽然起步早，但其卵子和早期胚胎对体外环

境异常敏感，极易形成胚胎发育阻滞，其卵子或早

期胚胎体外操作至今仍是一件极具挑战的工作；此
外，雄性金黄仓鼠无凝固腺，利用结扎雄鼠制作的

假孕受体鼠无法通过阴栓判定是否交配，移植效率

极低。 由此不仅导致金黄仓鼠胚胎移植相关基础

数据的缺乏，更是制约了金黄仓鼠在生殖生物学和

基因工程领域的研究应用［７－１０］。
实验动物的标准化是保障实验数据和结果准

确性的必要前提和基础。 以胚胎移植为基础的生

物净化可高效、快捷地提高实验动物病原微生物等

级［１１］，配合种资源冷冻保存技术可快速应对感染区

动物净化处理工作，是现今使用最广泛的生物净化

和生物安全防控方法［１２］。 目前，国内金黄仓鼠仍采

用剖腹产净化的方法［３］，建立简便的胚胎移植方法

对基因修饰金黄仓鼠建立与应用具有重要意义。
本文通过真孕白化金黄仓鼠提高移植胚胎附植率，
探索并优化金黄仓鼠真孕受体胚胎移植关键性技

术参数，以期为金黄仓鼠模型应用与种资源传递提

供技术支撑。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ８ ～ ２０ 周 ＳＰＦ 级金黄仓鼠雄鼠 ２０ 只、雌鼠 ４０
只，体重（１２０±２０）ｇ，由北京维通利华实验动物技术

有限公司提供［ＳＣＸＫ（京） ２０２１－００１１］。 ＳＰＦ 级白

化金黄仓鼠（８～ ２０ 周雄鼠 ４０ 只、雌鼠 ２００ 只，体重

（１２０±２０）ｇ）及净化供胚品系（８ ～ ２０ 周雄鼠 ５０ 只、
雌鼠 １５０ 只， 体重 （ １２０ ± ２０） ｇ） 为本单位利用

ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 技术构建。 使用大鼠 ＩＶＣ 笼架饲养于

南京医科大学医药实验动物中心屏障环境［ ＳＹＸＫ
（苏）２０２０－００２２］，１４ ｈ ／ １０ ｈ 明 ／暗循环（明 ６：００ ～

２０：００），自由采食。 实验动物病原微生物检验由南

京医科大学医药实验动物中心质量保障部完成

（ＢＳＬ⁃２，ＮＪ２０２２２１０）。 所有实验均经南京医科大学

实验动物福利伦理委员会批准 （ ＩＡＣＵＣ⁃２２１００３５、
ＩＡＣＵＣ⁃２４０２０３８），实验设计及饲养使用过程均遵循

３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　
　 　 ＨＥＣＭ⁃１１ 胚胎培养液［４］（配制，所有试剂均购于

美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；石蜡油（美国 Ｓｉｇｍａ 公司，货号

Ｍ８４１０）；三溴乙醇（美国 Ｓｉｇｍａ 公司，货号 Ｔ４８４０２）；
叔戊醇（美国 Ｓｉｇｍａ 公司，货号 ７２１１２３）；透明质酸酶

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司，货号 Ｈ３５０６）；孕母马血清促性腺

激素（宁波第二激素厂，批号 Ｂ２３０１１１１）。 大鼠 ＩＶＣ
笼架（苏州猴皇公司，型号 ＭＫ⁃Ｄ⁃１）；三气培养箱（德
国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，型号 Ｇａｌａｘｙ ４８Ｒ）；体式显微镜（日
本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公 司， 型 号 ＳＺＸ１０）； 移 液 枪 （德 国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，型号 １００ μＬ、１ ｍＬ）；培养皿（美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，货号 ４３０１６５）；手术镊（瑞士 Ｄｕｍｏｎｔ 公
司，型号 １５９１６⁃Ｇ）；眼科镊（瑞士 Ｄｕｍｏｎｔ 公司，型号

５００３３８）；手术剪（张家港大都医疗器械，型号 ＹＹＪ⁃
ＰＴ）；反力式止血夹 （上海金钟手术器械， 型号

ＸＥＣ２３０）； 持 针 器 （ 上 海 金 钟 手 术 器 械， 型 号

Ｊ３２０１０）；缝合针（上海医用缝合针厂，型号角􀰈弧 ６
×１０）；缝合线（上海医用缝合针厂，型号 ５－０）；洗卵

针（北京吉田生物，货号 ＢＪ⁃４０）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 受体种群建立及实验分组

　 　 真孕移植受体鼠为本单位自主构建的酪氨酸

酶敲除白化金黄仓鼠（Ｔｙｒ－ ／ －） ［４］。 购买的 ＳＰＦ 级金

黄仓鼠经隔离检疫后作为受体鼠接受 Ｔｙｒ－ ／ －胚胎移

植，Ｔｙｒ－ ／ －移植后代以自然配繁的方式建立白化系受

体种群。 实验一，移植受体根据胚胎发育时期分为

受精卵移植组和二细胞期移植组，研究金黄仓鼠最

佳的胚胎移植时期；实验二，以二细胞期移植组为

对照组，比较受体减胚组及受体二次移植组对移植

胚胎的产仔率和活仔率的影响；实验三，根据二细

胞期胚胎移植数目分为 ６ ～ １０ 枚、１１ ～ １５ 枚、１６ ～ ２０
枚、２１～ ２５ 枚及 ２６ ～ ３０ 枚 ５ 组，研究金黄仓鼠最佳

胚胎移植数目。 以上各组移植受体数不少于 ５ 只。

３７中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



１􀆰 ３􀆰 ２　 供体鼠与受体鼠制备

　 　 所有雌鼠需要经过 ２ 个情期记录，按发情时间

分组使用。 供体鼠（６ ～ ８ 周龄）在发情周期的第 １
天根据体重腹腔注射孕母马血清促性腺激素

（ＰＭＳＧ，１５ ＩＵ ／ １２０ ｇ）诱导超排卵，发情第 ４ 天与雄

性仓鼠 １ ∶ １ 合笼配繁（雄鼠合笼频次间隔 １ 周以

上），次日 ９：００ 镜检雌性阴道分泌物（图 １Ａ、１Ｂ），
有精子判定为交配供体。 受体鼠在自然发情第 ４ 天

与雄鼠 １ ∶ １ 配繁，检精当天记为 ０􀆰 ５ ｄ，受精卵及二

细胞胚胎均移植 ０􀆰 ５ ｄ 自然交配受体。

注：Ａ：发情第 １ 天及交配后取阴道分泌物；Ｂ：阴道分泌物涂片镜检精子；Ｃ：胚胎移植时受体皮肤及肌肉层开口位置；Ｄ：产仔首日

通过眼睛色素判定供胚发育幼鼠；Ｅ：１ 周后可通过毛色辨别幼鼠来源。

图 １　 胚胎移植方法及后代幼鼠辨别

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｖａｇｉｎａｌ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｏｎ ｄａｙ １ ｏｆ ｅｓｔｒｕｓ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍａｔｉｎｇ． Ｂ， Ｓｍｅａｒ ｏｆ ｖａｇｉｎａｌ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｐｅｒｍ． Ｃ， Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ． Ｄ， Ｄｏｎｏｒ ｅｍｂｒｙｏ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｌｉｔｔｅｒ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｅｙｅ ｐｉｇｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄａｙ ｏｆ ｄｅｌｉｖｅｒｙ． Ｅ， Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｒｏｍ ｄｏｎｏｒ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｂｙ ｈａｉｒ ｃｏｌｏｒ ａｆｔｅｒ ｏｎｅ ｗｅｅｋ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１􀆰 ３􀆰 ３　 供体受精卵及二细胞胚胎的获取

　 　 提前 １ ｄ 制备 ＨＥＣＭ⁃１１ａ 或 ＨＥＣＭ⁃１１ｂ 培养微

滴，在 ３７􀆰 ５ ℃三气培养箱平衡过夜（１０％ ＣＯ２、５％
Ｏ２、８５％ Ｎ２）。 受精卵在检精当天 １３：００ 左右取卵，
操作液为 ＨＥＣＭ⁃１１ａ，二细胞胚胎在检精次日 １３：００
左右取卵，操作液为 ＨＥＣＭ⁃１１ｂ。 腹腔注射 １􀆰 ２５％
阿佛丁（１􀆰 ８ ｍＬ ／ １００ ｇ）麻醉后断颈处死供体雌鼠，
暴露腹腔剪取输卵管，置于培养微滴内，在体式显

微镜下，用眼科镊撕开输卵管壶腹部，释放出细胞

团，加入 ３０ μＬ 透明质酸酶消化处理 ３ ～ ５ ｍｉｎ。 将

受精卵在 ＨＥＣＭ⁃１１ａ 微滴内洗涤 ３ 次，去除多核受

精卵及未受精卵子。 二细胞胚胎无需透明质酸酶

处理，撕开输卵管释放胚胎后用口吸管洗涤 ３ 次，挑

选卵裂球大小均匀的二细胞胚胎备用，收集胚胎及

胚胎移植均在暗室红色光源下进行。
１􀆰 ３􀆰 ４　 金黄仓鼠胚胎移植

　 　 １􀆰 ２５％阿佛丁麻醉受体雌鼠，背部皮肤正中开

口后，在腹部肋骨与髂骨之间打开腹壁肌肉层，镊
取脂肪垫拉出一侧卵巢及输卵管（图 １Ｃ），吸取一

定数目胚胎备用，在体式显微镜下用眼科镊纵向撕

裂输卵管壶腹部与伞端之间，移植管向输卵管壶腹

部吹入胚胎。 受体减胚组完成胚胎移植后取出另

一侧生殖附件，将输卵管与子宫链接处截断，减少

受体鼠自身的胚胎数量，提高供胚生存空间。 提前

用保温桶（含 ３７􀆰 ５ ℃温袋）避光转运胚胎至屏障内

生殖实验室，需在 ２ ｈ 内完成取胚及移植实验。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行数据分析，组间采用

独立样本 ｔ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 白化金黄仓鼠种群构建

　 　 利用真孕金黄仓鼠受体移植 Ｔｙｒ－ ／ － 仓鼠胚胎，
成功获得了 ＳＰＦ 级 Ｔｙｒ－ ／ －仓鼠繁育种群。 后续金黄

仓鼠胚胎移植数据统计过程中，产仔当天通过眼睛

色素判定供胚产仔情况，黑色为供胚子代，１ 周后可
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通过毛色区分 （图 １Ｄ、１Ｅ）。 净化过程中产生的

Ｔｙｒ－ ／ －后代可转为备用受体鼠，用于受体种群贮备和

更新。
２􀆰 ２　 不同发育时期胚胎移植

　 　 将移植胚分为受精卵移植组和二细胞移植组，
明确胚胎移植最佳发育时期。 移植数据显示受精

卵期供胚产仔率为 １１％、幼鼠存活率为 ９２％；二细

胞期供胚产仔率为 １４％、存活率为 ８３％，两组数据

无显著性差异（Ｐ＞０􀆰 ０５），未孕受体数和受体产仔数

相近；采用受精卵与二细胞胚胎移植后供胚平均数

没有显著性差异，低比例的供胚得仔率证明受体胚

胎比移植胚胎更具竞争优势。 实验结果表明，金黄

仓鼠受精卵与二细胞胚胎期均可用于真孕受体胚

胎移植，供胚得仔率偏低（见表 １）。
２􀆰 ３　 真孕受体单侧输卵管结扎减胚移植结果

　 　 以二细胞移植组为对照组，比较受体减胚组

（对侧输卵管结扎）组及受体二次移植组（首次移

植造成的输卵管断裂）对于移植效果的影响。 结

果显示，受体减胚组的供胚得仔率为 ２２％，显著高

于其它两组（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），平均供胚得仔率 ７３％ （３
只），高于对照组的 ２７％（２ 只），证明受体减胚可

以增加供胚的生长空间，提高供胚得仔率。 减胚

组供胚离乳存活数仅为 ５６％，与其它两组差异极

为显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 受体二次移植组与对照组在

供胚产仔率和供胚离乳存活率均无显著差异（Ｐ＞
０􀆰 ０５），二次移植的受体未孕率（４２％）高于对照组

（１１％）及减胚组（２０％），结果表明受体鼠不宜二

次利用（见表 ２）。
２􀆰 ４　 金黄仓鼠真孕受体最佳胚胎移植数目

　 　 在二细胞移植操作中，按 ６ ～ １０ 枚、１１ ～ １５ 枚、
１６～２０ 枚、２１ ～ ２５ 枚、２６ ～ ３０ 枚对移植供胚数进行

分组（见表３） 。在得仔率方面，受体移植６ ～ １０枚
表 １　 胚胎不同发育时期对移植产仔情况的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｅｒｉｏｄｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

移植受体
总数

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ

未育受体
Ｕｎｐｒｅｇｎａｎｔ
ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ

Ａ
移植胚胎

总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ
ｅｍｂｒｙｏｓ

供胚得仔情况
Ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｎｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

受体产仔情况
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｒｒｏｗｉｎｇ ｓｔａｔｕｓ

Ｂ
得仔总数（Ｂ ／ Ａ）

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

ｏｂｔａｉｎｅｄ（Ｂ ／ Ａ）

均只产仔数
Ａｖｅｒａｇｅ
ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

Ｃ
存活只数
（Ｃ ／ Ａ）
Ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｎｕｍｂｅｒ（Ｃ ／ Ａ）

产仔总数
Ｔｏｔａｌ ｌｉｔｔｅｒ

ｓｉｚｅ

均只产仔数
Ａｖｅｒａｇｅ
ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

受精卵移植组
Ｚｙｇｏｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ
ｔｒａｎｓｆｅｒ ｇｒｏｕｐ

２９ ４ ４５６ ５１（１１％） ２ ４７（９２％） １７６ ６

二细胞移植组
Ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏ
ｔｒａｎｓｆｅｒ ｇｒｏｕｐ

１２０ １３ １９２６ ２６３（１４％） ２ ２１９（８３％） ７１５ ６

表 ２　 不同受体鼠输卵管状态对胚胎移植产仔数的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｖｉｄｕｃｔｓ ｏｆ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

Ａ
移植受体总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ

Ｂ
未孕受体
（Ｂ ／ Ａ）

Ｕｎｐｒｅｇｎａｎｔ
ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ
（Ｂ ／ Ａ）

Ｃ
移植胚胎总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ

ｅｍｂｒｙｏｓ

供胚得仔情况
Ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｎｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

受体产仔情况
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｒｒｏｗｉｎｇ ｓｔａｔｕｓ

Ｄ
得仔总数（Ｄ ／ Ｃ）
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ
ｏｂｔａｉｎｅｄ（Ｄ ／ Ｃ）

Ｅ
存活只数
（Ｅ ／ Ｄ）
Ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｎｕｍｂｅｒ（Ｅ ／ Ｄ）

均只产仔数
Ａｖｅｒａｇｅ
ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

产仔总数
Ｔｏｔａｌ ｌｉｔｔｅｒ

ｓｉｚｅ

均只产仔数
Ａｖｅｒａｇｅ
ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １２０ １３（１１％） １９２６ ２６３（１４％） ２１９（８３％） ２ ７１５ ６

受体减胚组
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｍｂｒｙｏ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

５ １（２０％） ７４ １６（２２％）∗ ９（５６％）∗∗ ３ ６ １

受体二次移植组
Ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｓｅｃｏｎｄ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
１２ ５（４２％）∗∗ １７４ １７（１０％） １６（９４％） １ ２１ ２

注：与对照组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．
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表 ３　 供胚数对二细胞期胚胎移植产仔的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｏｎｏｒ ｅｍｂｒｙｏ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

移植受体总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ

Ａ
移植胚胎总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ

ｅｍｂｒｙｏｓ

供胚得仔情况
Ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｎｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

受体产仔情况
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｒｒｏｗｉｎｇ ｓｔａｔｕｓ

Ｂ
得仔总数（Ｂ ／ Ａ）

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

ｏｂｔａｉｎｅｄ（Ｂ ／ Ａ）

均只产仔数
Ａｖｅｒａｇｅ
ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

Ｃ
存活只数
（Ｃ ／ Ｂ）
Ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｎｕｍｂｅｒ（Ｃ ／ Ｂ）

产仔总数
Ｔｏｔａｌ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

均只产仔数
Ａｖｅｒａｇｅ
ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

６～１０ 枚
６～１０ ｐｃｓ ８ ６７ １８（２７％） ＃＃ ２ １６（８９％） ５２ ７

１１～１５ 枚
１１～１５ ｐｃｓ ６０ ８１６ １１６（１４％） ２ １０１（８７％） ３５８ ６

１６～２０ 枚
１６～２０ ｐｃｓ ３１ ５２８ ５６（１１％） ２ ５１（９１％） １９７ ６

２１～２５ 枚
２１～２５ ｐｃｓ １２ ２６１ ３６（１４％） ３ ３３（９２％） ３４ ３

２６～３０ 枚
２６～３０ ｐｃｓ ８ ２１９ ３５（１６％） ４ １６（４６％） ＃＃ ６２ ８

注：各组之间相互比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ，　 ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

组供胚得仔率最高（２７％），显著优于其它各组（Ｐ＜
０􀆰 ０１）；在供胚存活率方面，２６ ～ ３０ 枚胚胎移植组供

胚离乳存活数最低（仅为 ４６％），显著低于其它几组

（Ｐ＜０􀆰 ０１），此组的单只受体产仔只数达到了 １２ 只

（４＋８），过高的产仔数严重影响了代乳存活率，其他

各组间供胚存活率没有统计学差异。 因此，单只自

然交配受体鼠移植 ６～１０ 胚胎可获得最大的胚胎利

用率。

３　 讨论

　 　 近几年，金黄仓鼠在以新冠病毒为代表的病毒

及传染病学研究中应用广泛［９］，金黄仓鼠可直接感

染 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 并表现出与人类 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 相似的

统计学意义［１０］，ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感染的基因修饰疾病

模型金黄仓鼠可能会发展为重症感染甚至死亡。
因此，建立方便快捷的生物净化技术以及提高繁育

鼠饲养等级尤为重要。 标准的小鼠生物净化技术

操作过程中需要用到假孕受体鼠，真孕受体在小鼠

生物净化及辅助生殖中偶有使用，获得胚胎较少的

品系可以通过真孕受体胚胎移植增加供胚得仔率，
构建致死率较高的基因编辑小鼠时也会通过真孕

受体来解决妊娠率低、死胎、巨胎等问题［１３］。 雄性

金黄仓鼠无凝固腺，利用结扎雄鼠制作的假孕受体

鼠无法通过阴栓判定是否交配，移植效率极低，因
此利用真孕受体鼠胚胎移植具有一定的可行性。
以 Ｔｙｒ－ ／ －白化金黄仓鼠品系自然交配作为胚胎移植

的受体鼠的优势在于，净化过程中不仅可以通过阴

道分泌物镜检精子判定交配情况，利用新生幼鼠眼

睛色素判定子代来源极大地减少了净化后代的筛

选和鉴定工作；而产生的 Ｔｙｒ－ ／ －后代（受体胚胎）可
用于受体种群的补充和更新，形成良性循环后无需

额外开展制备受体鼠的扩群工作。
金黄仓鼠胚胎体外培养与基因编辑依然面临

诸多困难，其胚胎对光照、ｐＨ 值、温度等体外培养环

境非常敏感，易发生胚胎发育阻滞进而影响产仔

率［４－６］。 此前已发现显微注射胚胎二细胞移植要优

于受精卵期［４］，二细胞胚胎不需透明质酸酶消化颗

粒细胞，可快速分辨并去除未受精和发育异常胚

胎，减少胚胎体外操作时间，在胚胎移植实验操作

中更具优势。 但本项研究对比发现未经显微注射

的早期胚胎的供胚得仔率与活仔率没有统计学差

异，受精卵及二细胞胚胎均可用于胚胎移植。 实验

还发现受体胚胎比移植胚胎更具竞争优势（受精卵

移植后代占比 ２２％、二细胞移植后代占比 ２７％），真
孕受体胚胎移植存在很大的局限性。 通过减少受

体胚胎数能明显减少受体后代的产生（２７％），增加

供胚的得仔率（７３％），但相对较低的活仔率（减胚

组 ５６％）和妊娠率（受体二次移植组 ４２％）提示受体

减胚方法还需进一步研究。
明确真孕受体最佳的胚胎移植数目能有效减

少供 体 鼠 的 使 用 量， 也 是 “ ３Ｒ 原 则 ” 中 减 少

（Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）原则的重要体现，在金黄仓鼠辅助生殖

中具有重要的应用意义。 杭州师范大学以小鼠作

为移植胚胎研究对象时发现，胚胎移植并不会随着

６７ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



移植胚胎数的增加而提高产仔数［１４－１５］，本文对二细

胞移植组划分的 ５ 个数目区间也得出了相似的结

果，６ ～ １０ 枚组供胚产仔率与各组相比较差异极为

显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）；而供胚活仔率除了显著高于 ２６～３０
枚组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与其它组没有统计学意义 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 因此，金黄仓鼠真孕受体单侧移植 ６～１０ 枚

胚胎可获得最佳的供胚得仔率。
综上所述，通过优化移植受体及胚胎移植方

法，研究对比多因素金黄仓鼠胚胎移植技术条件，
本文为金黄仓鼠胚胎移植技术提供了参考依据和

数据支持，对金黄仓鼠基因修饰模型开发、应用以

及种资源库的建立与分享有着重要意义。
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国内实验动物福利伦理研究的现状与建议

李会萍，杨锦淳，温金银，赵维波∗

（广东省实验动物监测所，广州　 ５１０６６３）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究国内实验动物福利伦理的研究现状、研究脉络、演进历程和未来研究方向。 方法 　 以

２００１ 年～２０２３ 年间 ＣＮＫＩ 数据库中期刊收录的实验动物福利与伦理相关的文献为数据源，运用文献研读的定性描

述和 ＣｉｔｅＳｐａｃｅ 可视化文献计量分析相结合的方法，梳理和归纳实验动物福利伦理领域已查询到文章的概况、热点

主题和研究方向。 结果　 研究表明国内实验动物福利伦理研究热度总体呈上升趋势。 研究热点主题包括实验动

物福利伦理的基本理论、实验动物福利伦理立法、实验动物福利伦理技术标准、实验动物福利伦理审查、实验动物

福利伦理教学研究等方面，并且针对新兴交叉学科引发的伦理问题，在研究内容上不断创新。 结论　 从实验动物

福利伦理法律制度、伦理审查机制、教育与培训、创新研究等层面提出了相关建议，以期为实验动物福利伦理工作

提供参考借鉴。
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　 　 实验动物作为生命科学研究的重要支撑条件，
用其生命推动着科技的进步，其存在的动物福利与

伦理问题也越来越受到人们的关注。 中国现行的

多部法规、规定对涉及实验动物福利与伦理的问题

提出了要求，如 １９８８ 年出台的《实验动物管理条

例》第二十七条规定：“从事实验动物工作的人员对

实验动物必须爱护，不得戏弄或虐待”，条例新修订

稿中，实验动物福利与伦理管理单独成章；２００６ 年

科技部出台《关于善待实验动物的指导性意见》，指
出“应善待动物，避免伤害和痛苦……”；２０２２ 年 ３
月，中共中央办公厅、国务院办公厅印发《关于加强

科技伦理治理的意见》，提出“涉及人、实验动物的

科技活动，应当按规定由本单位科技伦理（审查）委
员会审查批准……” ［１］。 另外，《实验动物福利伦理

审查指南》（ＧＢ ／ Ｔ ３５８９２－２０１８）、《实验动物安乐死

指南》（ＧＢ ／ Ｔ ３９７６０－２０２１）、《实验动物福利伦理工

作规范》 （ＤＢ３２ ／ Ｔ ２９１１－２０１６）、《实验动物福利伦

理审查技术规范》（ＤＢ１１ ／ Ｔ １７３４－２０２０）等国家标准

和地方标准先后发布实施，这些标准对实验动物福

利与伦理审查管理的各环节也作出了规定。 可见，
国内关于实验动物福利伦理的法规制度以及标准

体系逐步完善。 随着我国基因编辑技术、脑机接口

技术、合成生物学等新兴交叉科技的快速发展，以
及我国实验动物使用量的持续增加，关于实验动物

福利伦理问题仍然是值得深入研究的议题。 在此

背景下，学者们从不同角度研究了实验动物福利伦

理领域的热点问题。 因此，为了归纳和梳理当前我

国实验动物福利伦理领域研究的现状、存在问题及

研究 热 点， 本 文 运 用 研 读 文 献 的 定 性 描 述 和

ＣｉｔｅＳｐａｃｅ 文献计量学相结合的方法，以 ２００１ 年 ～
２０２３ 年实验动物福利与伦理相关文献为数据源，对
我国实验动物福利与伦理领域相关文献的总体概

况、热点主题、研究脉络以及演进趋势进行分析，以
期为实验动物的相关科学研究提供参考与借鉴。

１　 数据来源与研究方法

１􀆰 １　 数据来源

　 　 研究的数据来自中国知网（ＣＮＫＩ）数据库相关

文献，以检索公式为（ＳＵ％ ＝ ‘实验动物’ ＯＲ ＳＵ ％
＝‘动物实验’） ＡＮＤ （ＳＵ ％ ＝ ‘动物’ ＯＲ ＳＵ ％ ＝
‘福利’ ＯＲ ＳＵ ％ ＝‘动物’ ＯＲ ＳＵ ％ ＝ ‘伦理’ ＯＲ

ＳＵ ％＝‘伦理学’ ）为主题进行专业检索，检索起始

时间不限定，截止时间至 ２０２３ 年 １２ 月 ３１ 日，并将

文献来源设置为中文期刊类别。 经检索后获得 ３１６
篇关于实验动物福利伦理的相关文献，文献的时间

跨度为 ２００１ 年～２０２３ 年。 为了使文献分析更精准、
有效，对检索结果进行筛选，剔除学位论文、会议、
论坛、报纸以及重复性非文献类数据，最终得到 ２１５
篇有效样本数据。
１􀆰 ２　 研究方法

　 　 本文运用定性和定量方法进行数据分析，其中

定性方法采用阅读文献的形式，定量方法采用

ＣｉｔｅＳｐａｃｅ 文献计量软件，将中国知网（ＣＮＫＩ）获得

的样本导出为 Ｒｅｗｏｒｋ 格式数据，再将该数据导入到

ＣｉｔｅＳｐａｃｅ 进行数据转换为可识别的格式，然后对实

验动物福利伦理研究的机构、关键词共现、聚类、时
间线等知识图谱进行可视化分析，梳理和归纳实验

动物福利伦理领域的研究热点和趋势。

２　 实验动物福利伦理研究概况

２􀆰 １　 发文量分析

　 　 某领域文献的发文量在一定程度上能较直观

地反映其研究的热度及发展速度。 从实验动物福

利伦理研究的文献发文量趋势图（图 １）来看，其发

文量与其它学科相比，在数量上还很有限，但整体

上其发文量呈逐年上升趋势，２０１６ 年之后发文量增

幅较为显著，２０１９ 年呈波动下降，此后处于较稳定

增长态势。 将实验动物福利伦理相关文章大致划

分 ３ 个阶段：第一阶段（２００１ 年 ～ ２００８ 年），这时期

的发文量很少，每年的发文量仅 １～３ 篇。 第二阶段

（２００９ 年～２０２０ 年），这期间的发文量有所增加，除
２０１６ 年发文量增加格外突出以及 ２０１９ 年下降明显

之外，其它年份的发文量保持平稳增长，年均发文

量在 １３ 篇左右。 第三阶段（２０２１ 年 ～ ２０２３ 年），这
时期的年均发文量达到 ２５ 篇，增长明显。 可见，近
年来关于实验动物福利伦理的研究主题受到学者

们越来越多的关注和重视，逐渐成为科技伦理领域

内的研究热点。
２􀆰 ２　 期刊来源分析

　 　 ２００１ 年～ ２０２３ 年间实验动物福利伦理研究的

文献期刊分布情况见表 １。 从表 １ 可见，刊发实验

动物福利伦理文献最多的是《中国比较医学杂志》，

９７中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



图 １　 ２００１ 年～２０２３ 年国内实验动物福利伦理研究历年发文量

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｎｎｕａｌ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｗｅｌｆａｒｅ ａｎｄ ｅｔｈｉｃｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｆｒｏｍ ２００１ ｔｏ ２０２３

表 １　 ２００１ 年～２０２３ 年实验动物福利伦理研究的期刊来源分布
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｊｏｕｒｎａｌ ｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ａｎｄ ｅｔｈｉｃｓ ｆｒｏｍ ２００１ ｔｏ ２０２３

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

期刊名称
Ｊｏｕｒｎａｌ ｎａｍｅ

发文量 ／ ｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｒｔｉｃｌｅｓ

１ 中国比较医学杂志
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ３２

２ 实验动物与比较医学
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２８

３ 实验动物科学
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ２５

４ 中国医学伦理学
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｅｔｈｉｃｓ １０

５ 医学与哲学
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ＆ Ｐｈｉｌｏｓｏｐｈｙ １０

６ 南京农业大学
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ６

７ 实验室研究与探索
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ４

８ 中国实验动物学报
Ａｃｔａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｕｍ Ａｎｉｍａｌｉｓ Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ｓｉｎｉｃａ ４

９ 中国组织工程研究
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ４

１０ 教育教学论坛
Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｅａｃｈｉｎｇ Ｆｏｒｕｍ ４

１１ 基础医学教育
Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ ３

１２ 湖南师范大学学报
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｕｎａｎ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ３

１３ 海峡预防医学杂志
Ｓｔｒａｉｔ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ３

１４ 东北林业大学
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ３

１５ 中国兽医杂志
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ３

１６ 科技管理研究
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ３

其次是《实验动物与比较医学》和《实验动物科学》，
实验动物本领域期刊的载文量占了总发文量的

３９􀆰 ５％，说明实验动物福利伦理研究在行业内得到

了高度关注和重视。 其次，《中国医学伦理学》、《医

０８ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



学与哲学》期刊分别发表文献 １０ 篇，表明实验动物

福利伦理研究在医学、伦理学等学科领域也有较高

的关注度，载文量也相对较多。 从发文期刊的特点

来看，实验动物福利伦理研究主要涉及实验动物

学、医学、伦理学、教育学、管理学等学科领域，学科

交叉分布较广。
２􀆰 ３　 研究机构分析

　 　 通过对研究机构的发文量的分析大致可以反

映实验动物福利伦理研究的核心力量分布情况。
根据 ＣｉｔｅＳｐａｃｅ 软件识别出研究机构发文量情况以

及机构合作共现图谱见表 ２。 从研究机构的发文量

统计结果来看发文量在 ３ 篇及以上的研究机构仅

１０ 个。 从研究机构合作共现来看，研究机构共有

２４７ 个，合作机构之间有 １３５ 条连接线，网络密度为

０􀆰 ００４４，说明国内实验动物福利伦理研究的机构之

间有一定的合作，但合作紧密度有待加强。 主要以

中国食品药品检定研究院、中国疾病预防控制中

心、上海实验动物研究中心、中国合格评审国家认

可中心、国家卫生健康委科学技术研究所等单位为

主导，与其他单位形成联合研究团队，开展合作交

流。 从研究机构性质来看，主要以科研院所、高校

的医学类学院发文为主，表明这两类机构对实验动

物福利伦理的关注度更高，高产的研究机构较集中。

２􀆰 ４　 高被引文献分析

　 　 高被引文献在一定程度上反映了作者发表的

文章在某领域受关注的程度和传播力。 根据普赖

斯的高被引论文计算公式 Ｍ ＝ ０􀆰 ７４９∗ Ｎｍａｘ ，

Ｎｍａｘ代表被引频次最高论文的被引频次，当计算

公式的数值≥Ｍ 的论文，则表明该文章为高被引论

文［２］ 。 根据上述公式，通过 ＣＮＫＩ 数据库中的被引

频次排序，计算得出本次被引次数≥６􀆰 ４（本文取

整数 ６）的论文为高被引论文。 经笔者统计，被引

频次≥６ 的高被引论文共有 ８７ 篇，占实验动物福

利伦理研究总发文量的 ４０􀆰 ５％，表明该领域的研

究成果得到了学者们的广泛关注，具有较高的学

术影响力。 从被引频次看，排名前 ３０ 的论文被引

频次均在 １５ 次以上，来自杨国斌的《生物医学研

究中实验动物伦理学问题的思考》一文被引次数

最高，被引达 ７２ 次。 从研究内容看，高被引文献

主要涉及实验动物福利伦理的理论研究、立法研

究、伦理审查机制、动物实验“３Ｒ”、福利技术研究

等主题内容。 从发表的期刊来看，高被引文献主

要来源《中国比较医学杂志》、《实验动物与比较医

学》、《实验动物科学》、《中国医学伦理学》、《医学

与哲学》等专业期刊，这与文献所属主要期刊及学

科分布是相吻合的。

表 ２　 ２００１ 年～２０２３ 年实验动物福利伦理研究机构发文量统计
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｂｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ａｎｄ ｅｔｈｉｃｓ ｆｒｏｍ ２００１ ｔｏ ２０２３

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

机构名称
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｎａｍｅ

发文量 ／ ｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｒｔｉｃｌｅｓ

１ 中国医学科学院医学实验动物研究所 ／ 协和医学院
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ＣＡＭＳ ＆ ＰＵＭＣ １０

２ 南京军区南京总医院
Ｎａｎｊｉｎｇ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｃｏｍｍａｎｄ ８

３ 中国食品药品检定研究院
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｆｏｒ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ ７

４ 广东医科大学
Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ７

５ 中国疾病预防控制中心
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ６

６ 国家卫生计生委科学技术研究所
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ ６

７ 中国农业大学动物医学院
Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ４

８ 南方医科大学
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ４

９ 福建省实验动物管理委员会
Ｆｕｊｉａｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ３

１０ 上海实验动物研究中心
Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ３

１８中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



３　 实验动物福利伦理研究主题、脉络

３􀆰 １　 关键词共现图谱分析

　 　 通过对某领域关键词的分析在一定程度上可

以反映该领域的研究热点。 在 ＣｉｔｅＳｐａｃｅ 中运用寻

径网络算法（ ｐａｔｈｆｉｎｄｅｒ），将节点类型设置为关键

词，时间跨度设置为“２００１ ～ ２０２３”得到实验动物福

利伦理研究关键词共现图谱，如图 ２ 所示。 图中共

有 １８５ 个节点，４３９ 条连线，网络密度为 ０􀆰 ０２５８，表
明实验动物福利伦理研究中节点之间有一定的联

系性，但紧密程度有待加强。 关键词涉及实验动

物、动物福利、动物实验、动物伦理、伦理审查、伦
理、福利、实验教学、安乐死等方面。 对关键词的词

频和中心度进一步统计分析，得出实验动物福利伦

理高频关键词表，见表 ３。 关键词的重要性和影响

力越大说明其中心度就越高。 在表 ３ 中，关键词词

频最高的是“实验动物”，其次是“动物福利” “动物

实验”“动物伦理”“伦理”的词频均在 ２０ 次以上，说
明这几项关键词在多个研究角度受关注度较高。
从中心性来看，“实验动物” “动物福利” “动物实

验”“伦理审查”的中心性均在 ０􀆰 １ 以上，表明它们

在该领域网络结构中的核心地位和基础性作用。
总体上看，关键词的词频与中心性基本成正比，这
些关键词也是图谱中的关键节点。

表 ３　 ２００１ 年～２０２３ 年实验动物福利伦理高频关键词
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｈｉｇｈ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｋｅｙｗｏｒｄｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ

ｗｅｌｆａｒｅ ａｎｄ ｅｔｈｉｃｓ ｆｒｏｍ ２００１ ｔｏ ２０２３
序号

Ｎｕｍｂｅｒ
关键词
Ｋｅｙｗｏｒｄ

词频
Ｗｏｒｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

中心性
Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ

１ 实验动物
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ８８ ０􀆰 ９３

２ 动物福利
Ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ５８ ０􀆰 ４７

３ 动物实验
Ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ３５ ０􀆰 ３３

４ 动物伦理
Ａｎｉｍａｌ ｅｔｈｉｃｓ ２９ ０􀆰 ２２

５ 伦理
Ｅｔｈｉｃｓ ２０ ０􀆰 ０６

６ 福利
Ｗｅｌｆａｒｅ １８ ０􀆰 ０３

７ 伦理审查
Ｅｔｈｉｃａｌ ｒｅｖｉｅｗ １６ ０􀆰 １１

８ 实验教学
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｅａｃｈｉｎｇ ８ ０􀆰 ０５

９ ３Ｒ 原则
３Ｒ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ７ ０􀆰 ０３

１０ 生物医学
Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ ７ ０􀆰 ０４

１１ 生物安全
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｆｅｔｙ ５ ０􀆰 ００

１２ 医学伦理
Ｍｅｄｉｃａｌ ｅｔｈｉｃｓ ５ ０􀆰 ０４

１３ 安乐死
Ｅｕｔｈａｎａｓｉａ ４ ０􀆰 ０４

图 ２　 ２００１ 年～２０２３ 年国内实验动物福利伦理研究关键词共现图谱

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏ⁃ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｍａｐ ｏｆ ｋｅｙｗｏｒｄｓ ｉｎ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ａｎｄ ｅｔｈｉｃｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｒｏｍ ２００１ ｔｏ ２０２３

２８ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



３􀆰 ２　 关键词聚类分析

　 　 在 ＣｉｔｅＳｐａｃｅ 软件中采用 ＬＬＲ（对数似然算法）
对关键词进行聚类，得出 ２００１ 年～２０２３ 年实验动物

福利伦理研究的关键词聚类图谱，见图 ３。 在图 ３
中共获得 ８ 个聚类标签，其中 Ｑ 值为 ０􀆰 ５３９８（≥０􀆰 ３
的临界值），Ｓ 值为 ０􀆰 ８３９５（≥０􀆰 ５ 的临界值），表明

关键词聚类结构显著、聚类效果令人信服，这也有

助于对实验动物福利伦理研究的总体特征和发展

趋势进行概括和分析。 通过对聚类信息的分解，国
内实验动物福利伦理领域的研究热点主要聚焦基

本理论、福利伦理立法、伦理审查、福利伦理技术、
动物福利伦理教学等领域。
３􀆰 ３　 关键词时趋分析

　 　 在关键词共现与聚类基础上，绘制关键词时间

线图谱可以更直观地展示出实验动物福利伦理研

究的演进历程。 如图 ４ 所示，研究成果大多以实验

图 ３　 ２００１ 年～２０２３ 年国内实验动物福利伦理研究关键词聚类图谱

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｋｅｙｗｏｒｄ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｍａｐ ｏｆ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ａｎｄ ｅｔｈｉｃｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｒｏｍ ２００１ ｔｏ ２０２３

图 ４　 ２００１ 年～２０２３ 年国内实验动物福利伦理研究关键词时间线图谱

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｉｍｅｌｉｎｅ ｍａｐ ｏｆ ｋｅｙｗｏｒｄｓ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ａｎｄ ｅｔｈｉｃｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｆｒｏｍ ２００１ ｔｏ ２０２３

３８中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



动物、动物实验、动物福利、动物伦理展开，这些关

键词也是图谱中最突出的关键节点。 在研究早期

主要围绕实验动物福利伦理的概念、涵义、理论原

则展开，出现的关键词主要是“伦理学” “福利”等。
随着我国实验动物科技发展与动物福利伦理研究

的不断深入，实验动物法律保护制度、动物福利立

法等问题受到关切，随后较多学者开始对国外“３Ｒ
原则”“５Ｆ 福利原则”等探索研究用于指导我国实

验动物福利伦理工作。 ２０１２ 年后，实验动物福利伦

理的教育与培训被提上日程，各高校针对教师、医
学生掌握的福利伦理情况展开调查，进行了实验动

物福利伦理在教学改革、实验教学、课程思政方面

的研究。 ２０１６ 年始，我国实验动物福利伦理的研究

快速发展，出现了许多动物伦理审查标准化、规范

化以及审查评价指标体系的相关研究。 ２０２０ 年《科
学技术活动违规行为处理暂行规定》、２０２１ 年《中华

人民共和国生物安全法》、２０２２ 年《关于加强科技伦

理治理的意见》等法规、政策先后出台，实验动物福

利伦理作为科技伦理的一个重要分支，扩展了学者

们的研究视角，进一步加强了相关研究，在实验动

物福利伦理基本理论、福利伦理审查机制与法律制

度、福利技术等方面取得了很大进展，针对当前基

因编辑、脑机接口技术、合成生物学、异种移植等新

兴科技引发的问题也逐渐出现在动物福利伦理研

究的视野中，如动物基因编辑、生物安全、动物模型

研究过程中涉及的福利伦理问题开始成为新的研

究前沿。

４　 实验动物福利伦理研究热点与趋势

　 　 （１）实验动物福利伦理的基本理论

该主题包含的聚类关键词有伦理、伦理学、动
物伦理、伦理认知等。 国内学者从不同角度提出了

众多实验动物福利伦理基本理论观点，为实验动物

福利伦理工作的开展以及解决实践中的问题提供

了理论依据和指导。
（２）实验动物福利伦理的立法研究

该主题包含的聚类关键词有动物伦理立法、福
利保护制度、法律制度等。 目前我国已出台相关的

实验动物福利伦理法规、规定在法律层次、法律效

力及法律权威性方面都还不高，与国际社会接轨还

存在差距，因此，我国还需要加强实验动物福利伦

理立法工作，建立完善的实验动物福利伦理法律

体系。

（３）实验动物福利伦理的技术研究

该主题包含的聚类关键词有福利技术、“３Ｒ”、
替代方法、安乐死、仁慈终点等。 福利技术是支撑

实验动物福利伦理工作的基础条件。 近年来，我国

特别是在推进动物实验替代方法研究与验证体系

建设、化妆品测试、毒性试验等福利技术方面取得

了良好的效果，但基于更多的提升实验动物福利水

平以及福利伦理评价指标技术体系方面的研究仍

不足［１］。
（４）实验动物福利伦理的审查研究

该主题包含的聚类关键词有伦理审查、审查监

管、审查机制、评价指标、审查制度等。 实验动物福

利伦理审查是保证实验动物福利，规范从业人员遵

守法规和职业道德行为的重要措施。 需要根据实

验动物福利伦理的原则和相关标准，对使用实验动

物的合理性、必要性和规范性进行专门的检查和审

定。 从查阅文献来看，涉及实验动物福利伦理审查

相关的文献有 ９１ 篇，占总发文量的 ３２􀆰 ５％，成为该

领域的研究热点主题。 众多学者提出的关于实验

动物福利伦理审查相关的建议为实现与国际接轨，
推进我国实验动物伦理审查工作发挥了积极的

作用。
（５）实验动物福利伦理在教学中的研究

该主题包含的聚类关键词有动物实验、实验教

学、教学改革、实验伦理、伦理教育、福利意识等。
从学者们的调查研究来看，绝大部分文章认为应该

重视和关注动物福利及伦理，对动物福利伦理基本

知识的知晓度还很薄弱，如动物实验的“３Ｒ”原则、
“５Ｆ”福利认知度低，对动物福利伦理的相关法规、
规定等知之甚少，对动物实验的技术操作规程掌握

不足等［３－９］。 还有学者则对高校实验动物伦理学教

育存在的问题进行了分析，并提出相关对策，如建

议医学院校增设“动物福利与伦理”课程、教学中融

入实验动物伦理案例、实验教学中强化规范操作

等［１０］。 总体来看，实验动物伦理学教育问题已引起

了广泛关注，但目前我国高校对动物福利伦理方面

的教学内容还存在严重不足，迫切需要加强高校师

生对动物福利伦理的认知和宣贯［１１－１４］。
（６）实验动物福利伦理的创新研究

实验动物福利伦理的研究较早时期主要是围

绕其基本理论、法律制度、福利伦理审查、动物福利

与伦理教学、福利技术等展开。 近年来，随着实验

动物科技发展以及新兴交叉学科的融合，一些学者
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对动物基因编辑中的伦理［１５］、生物安全中福利伦

理［１６］、疾病动物模型建模过程中的福利伦理［１７］ 等

问题进行了探索研究。 在实验动物福利伦理内涵、
理论研究方面，提出了以人为核心视角，端正人类

态度来理解和认识实验动物福利伦理的观点［１８］，探
究了动物实验伦理判定与人格特质呈显著相关性，
提出了建立实验动物从业人员的学术能力与人文

道德、哲学素养并重的综合培养机制［１９］，还有学者

论述在实验动物福利伦理实践中的主体责任，这对

于指导各级责任主体从事实验动物福利伦理的活

动具有重要的指导作用［２０］。

５　 总结与展望

５􀆰 １　 研究总结

　 　 本文以 ＣＮＫＩ 数据库中 ２００１ 年 ～ ２０２３ 年期刊

刊发的实验动物福利伦理文献为研究样本，采用定

性（研读文献）和定量（ＣｉｔｅＳｐａｃｅ 可视化计量工具）
的描述方法，对国内实验动物福利伦理研究现状、
热点主题进行了分析，归纳如下：

从发文量的总体趋势看，呈波动式上升，２０２１
年以来相关文献量进入了快速增长期。 这与我国

《中华人民共和国生物安全法》、《关于加强科技伦

理治理的意见》等相关法规、政策出台和实验动物

使用量逐年增加，以及基因编辑、脑机接口技术、合
成生物学、人工智能等引发的新兴交叉科技的发展

历程密切相关，推动了新形势下我国实验动物福利

伦理研究的快速发展，成为科技伦理领域内的研究

热点。
从研究机构合作网络看，发文量最多的机构是

中国医学科学院系统单位，其次是南京军区南京总

医院、中国食品药品检定研究院、广东医科大学、中
国疾病预防控制中心、国家卫生健康委科学技术研

究所等，发文量均在 ６ 篇以上。 国内实验动物福利

伦理研究机构有一定的合作群体，但研究机构之间

的网络密度较低，合作程度还有待加强。
从高被引文献与期刊载文量看，实验动物福利

伦理研究的高被引论文 ８７ 篇， 占总发文量的

４０􀆰 ５％，表明该领域的研究成果受到了广泛关注，学
术影响力得到认可。 载文量最多的期刊是《中国比

较医学杂志》，其次是《实验动物与比较医学》、《实
验动物科学》、 《中国医学伦理学》、 《医学与哲

学》等。
从关键词共现、聚类与时间线图谱看，词频较

高的关键词包括“实验动物” “动物福利” “动物实

验”“动物伦理” “伦理审查” “伦理”等。 基于关键

词聚类图谱总结出国内实验动物福利伦理研究的

主要研究热点内容，具体包括：实验动物福利伦理

基本理论研究、实验动物福利伦理立法研究、实验

动物福利伦理技术研究、动物伦理审查机制研究、
动物福利伦理的教学研究等。 从关键词时间线图

谱看，实验动物福利伦理研究的演进趋势大致是从

基本理论、法律制度与管理、福利伦理审查、福利伦

理教育、福利技术、新兴交叉学科福利伦理等展开，
为更好地指导我国实验动物福利伦理的研究与应

用实践提供了积极的作用。
５􀆰 ２　 展望与建议

　 　 （１）在法律制度层面，需持续推进我国实验动

物福利立法工作，提升和完善实验动物福利伦理的

法律地位、立法原则、法律条款等，从而建立完善的

实验动物福利法律体系，制定可操作性强、能促进

我国实验动物发展实际需要和科技进步并且与国

际接轨的实验动物福利法规，为突破国际贸易中的

技术壁垒提供重要支撑，也有利于在国际科技竞争

中掌握科技伦理话语权。
（２）在福利伦理审查和监督机制层面，缺少实

验动物福利伦理审查国家标准的落实。 目前我国

由实验动物使用或生产机构原效法美国的做法各

自成立实验动物使用与管理委员会 （ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ
Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ，ＩＡＣＵＣ），与我国相

关法规、标准和规定的应成立实验动物福利伦理审

查委员会的规范性要求有明显的差距，各伦理委员

会人员能力水平参差不齐，缺少伦理审查法规、标
准的岗前培训，造成在科研项目申报、文章发表、成
果发布等环节的伦理审查流于形式的现象普遍存

在，对实验过程的福利伦理现场跟踪监督审查缺

失，对存在伦理风险的科技活动监管不足，对违反

实验动物福利伦理国家标准的情况没有相应的惩

罚等。 为此，建议由国家和省级地方实验动物主管

部门成立实验动物福利伦理专家委员会，指导各地

方以及各机构实验动物福利伦理工作，层层落实主

体责任，加强福利伦理的审查和监管力度；建立健

全实验动物福利伦理（审查）委员会的培训考核评

估机制，引入第三方评估认定机制，加强实验动物

福利伦理委员会的责任意识，提高福利伦理审查专

业化能力。
（３）在福利伦理技术研究层面，学者们基于“３Ｒ
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原则”指导实验动物福利伦理的技术研究不断推

进，如在化妆品、毒性试验等领域的动物实验替代

方法研究产出了系列成果，但更广泛地有助于促进

实验动物福利水平和提高动物伦理审查、实验操作

以及评价技术指标等研究不足。 建议国家将实验

动物福利伦理相关技术研究纳入科技项目持续给

予支持，从而加快推动我国实验动物福利伦理工作。
（４）在福利伦理教育和培训层面，有待全面加

强实验动物从业人员的福利伦理和标准化意识。
高校特别是医学院校、农科院校建议设立“动物福

利与伦理”课程，培养师生的伦理学专业知识和伦

理观念。 对于科研人员、实验人员等，除掌握实验

动物福利伦理基本知识外，还要增强实验动物福利

技术学习，特别是实验操作技术如动物麻醉、动物

手术、安乐死、人道终点等技能的培训，遵守动物实

验“３Ｒ”“五大自由福利”原则，充分尊重实验动物

的权利和福利。
（５）在福利伦理专业人才层面，目前主要是由

从事实验动物科学研究的科技工作者多为兼任，缺
少从事实验动物福利伦理管理的专门人员或专职

的实验动物福利伦理的管理队伍，缺乏具备实验动

物学、医学、伦理学、法律学、管理学等多学科知识

的复合型人才。 建议国家和地方相关部门遴选一

批高水平的科技伦理研究队伍组建专家智库，以定

期或不定期方式加快培养各类实验动物福利伦理

管理、审查以及治理人才，或通过高校、学会 ／协会

等机构开展定点教育培训试点计划，有针对性的培

养一批能满足实验动物福利伦理各岗位要求的专

门人才。
（６）在福利伦理创新研究层面，随着生命科学、

医学等新兴技术（如脑机接口技术、基因编辑、合成

生物学、异种移植、人工智能）等发展，由此带来的

新的伦理问题和风险，应加大引起学者们的关注和

研判，探索适合我国科技发展相适应的标准化、规
范化的伦理审查和监管制度，以避免更多的“贺建

奎基因编辑婴儿”事件，从而有效防范新兴技术所

带来的伦理风险。
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面向实验动物设施的能耗监测系统设计与应用

徐　 骁，熊文静，马西祥，母丹丹，周顺长∗

（华中科技大学实验动物中心，武汉　 ４３００３０）

　 　 【摘要】 　 目的　 实验动物设施的能源消耗在科研机构能耗中占据相当大的比例，且其能耗特点与普通建筑

物存在显著不同，因而需要专门的监测与管理。 方法　 面向实验动物设施设计了一套能耗监测系统，选取华中科

技大学 ＳＰＦ 级实验动物设施进行了部署。 结果　 该系统上线运行后，实现了设施用电量数据的实时采集和记录，
并提出了 ３ 种应用场景下的管理节能措施。 结论　 面向实验动物设施的能耗监测系统具备可靠、高效、易用的特

点，对实验动物设施能源管理工作具有指导意义与推广价值。
【关键词】 　 能耗监测系统；实验动物设施；节能管理
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　 　 实验动物设施的节能管理不仅关乎机构的经

济效益，更直接影响到环境保护和动物福利。 有效

的监测能够更加科学地了解能源的使用情况，识别

能耗高峰期和节能潜力，从而制定更合理的能源管

理策略，降低能源成本，提高能源利用效率。
因此，设计并实施面向实验动物设施的能耗监



测系统具有重要的理论和实践意义。 本文旨在针

对实验动物设施的高能耗问题，设计一套可靠、高
效、易用的监测系统，并探讨其在实际应用中的效

果，以期为实验动物设施的节能管理提供有效的技

术支持和决策依据。

１　 能耗监测系统的实施背景

１􀆰 １　 实验动物设施节能研究现状

　 　 实验动物设施的节能手段主要包括技术节能

与管理节能，技术节能是指采用新设备、新技术，提
高能源利用率。 目前，新设备的主要关注点在降低

除湿能耗、热回收等方面。 Ｇｕａｎ 等［１］研究比对了溶

液 除 湿 空 气 处 理 系 统 （ ｌｉｑｕｉｄ ｄｅｓｉｃｃａｎｔ ａｉｒ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＬＤＡＣ）与常规空气处理系统在实验动

物设施应用中的能耗差异，结论显示 ＬＤＡＣ 可实现

３７􀆰 ３％的节电率。 Ｌｉ 等［２］针对 ＬＤＡＣ 在实验动物设

施应用中氨吸收性能不佳的特点，提出使用溴化锂

溶液的方法，可以在实现节能运行的同时，显著地

降低 ＬＤＡＣ 送风中氨浓度。 余俊祥等［３］ 以杭州市 ３
个实验动物设施为例，对比分析了 ＬＤＡＣ、四管制多

功能热泵以及冷水机组的能耗情况，结果显示

ＬＤＡＣ 能耗约为冷水机组的 ５５％，四管制多功能热

泵能耗为冷水机组的 ７１％。 Ｌｉｕ 等［４］ 比较了热管、
液体循环和溶液吸收 ３ 种余热回收技术的能效比，
并进行了 ４ 个不同气候区的比较：严寒、寒夏、寒冬、
夏暖冬。 任尔媛［５］分析了新排风热管显热回收及 Ｕ
型除湿热回收两种措施的节能效果，结论表明投资

回收期小于 １ 年。 吴强等［６］ 介绍了三维热管在除

湿中的应用效果，全年可实现节能率为 ２０％。 闫辰

等［７］统计分析乙二醇热回收装置在实验动物设施

全年运行中的节能效果，并结合其特点提出了运行

建议。
新技术的主要关注点是空气处理系统的优化

控制策略以及计算机辅助气流组织设计。 Ｚｈｕａｎｇ
等［８］提出了一种自适应的温湿度解耦控制方法，对
现有的空气处理系统（ａｉｒ ｈａｎｄｌｉｎｇ ｕｎｉｔ， ＡＨＵ）进行

改造后，结合室内外温湿度差调整进风量与进风方

式，尽量避免在除湿阶段的降温与再加热过程，改
造后空调系统的年能耗可降低 ６􀆰 ８％ ～ ４０􀆰 ８％。 Ｌｉｕ
等［９］提出了一种基于多风扇变频的改进系统，用于

满足非工作模式下的压力控制要求，可节省 ３９􀆰 ８％
的能耗，同时保证洁净度。 钟加晨等［１０］、王文涛

等［１１］、龚光彩等［１２］利用计算机流体力学模拟方法，

对实验动物设施内的气流组织进行了仿真计算，并
得出相应改进建议。 上述研究均取得了非常显著

的节能效果。
管理节能是指在不改变现有技术、设备、工艺

等硬件措施的条件下，通过管理手段优化运行方

式、降低能源漏损率。 目前，管理节能的主要关注

点在与合理调整换气次数。 Ｓｈａｎ 等［１３］ 针对一处制

药洁净车间进行了空气处理系统的控制策略优化，
无需任何形式的设备更新投入，每年最高可节省

４２％的能源使用。 Ｌｏｏｍａｎｓ 等［１４］讨论了基于需求控

制过滤（ｄｅｍａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ＤＣＦ）方法，根
据洁净车间的实际被使用情况来动态地调整换气

次数，在典型条件下，最高可实现 ９３􀆰 ６％的节能率。
Ｚｈｕａｎｇ 等［１５］提出了一种协调需求控制通风策略，
通过协调空气处理系统和冷热源系统之间的运行

来动态调整换气次数，实现多区洁净室空调系统运

行节能率分别达到 ６３􀆰 ３％。 Ｃｈｅｎｇ 等［１６］ 研究了

ＧＭＰ 条件下洁净实验室中的生产模式与待机模式

的双向切换，实现了节能控制，并对造成的压差梯

度影响进行了讨论。
从以上国内外研究不难看出，无论是新技术新

设备应用还是管理手段优化运行当中，节能潜力的

分析、节能方案的制订、节能效果的衡量都非常依

赖准确的能耗分析，以支撑实验动物设施的节能管

理向着精细化、精准化的方向发展。
１􀆰 ２　 实验动物设施能耗分析方法

　 　 实验动物设施相比于其他公共建筑的能耗特

征存在明显差异。 丁贤明等［１７］ 对浙江大学实验动

物中心的整体能耗进行了计量与测算，核算后监测

期内实验动物设施的单位面积能耗是普通公共建

筑的 ８􀆰 ５２ ～ ２１􀆰 ８８ 倍。 唐利军等［１８］ 对实验动物设

施的基本能耗结构进行了分析，结论表明冷热源及

新风系统的能耗占设施总能耗的 ５０％以上，应重点

予以关注。
实验动物设施能耗分析包括如下步骤（图 １）：
（１）能耗数据收集。 通过收集实验动物设施的

能源消耗数据，如电力、热力、水等，对能源消耗的

趋势、周期性变化等进行统计和分析。
（２）能耗模型建立。 结合已收集的能耗数据，

建立实验动物设施的能耗模型，对设施的能源消耗

进行仿真和进一步预测。 可以借助建模软件，根据

设施的结构、设备特点等，通过模拟实验和参数优

化，预测设施的能源使用最佳效率，建立能耗基线
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图 １　 实验动物设施能耗分析步骤

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｔｅｐｓ ｆｏｒ ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｆａｃｉｌｉｔｙ

用于对比。
（３）制定能耗指标。 借鉴能耗评估标准和指

南，制定适用于特定实验动物设施的能耗评估指

标，评估设施的能源利用效率和节能潜力，为能源

管理和决策提供科学依据。
（４）能耗对标分析。 使用已经建立的能耗指标

或能耗模型，对实验动物设施的能耗状况进行评

判。 也可以利用能流图等工具，进一步对能源的流

向、转化和损耗进行分析。
（５）节能潜力评估。 结合对标结果，对影响实

验动物设施能耗的各种因素进行分析，包括环境参

数、设备运行、人为活动等，确定各种因素对能耗的

影响程度，评估出潜在的节能潜力与措施。
在传统的能耗分析中，数据收集一般采用人工

手抄方式，难以保证数据的准确性与实时性，严重

影响后续的数据分析与评估。 能耗监测系统的出

现，解决了传统抄表中的诸多问题，具有重要的实

用意义。
１􀆰 ３　 能耗监测系统及其在其他行业中的应用

　 　 能耗监测系统是通过安装能耗计量装置，采用

实时传输等手段，及时采集并记录能耗数据的软硬

件系统。 作为一种能够实时监测和管理能源消耗

的技术，可以实现能源消耗过程的数字化、信息化，
因而在医院、制药洁净车间、高校实验室当中已经

得到了广泛的应用［１９－２１］。 上述设施与实验动物设

施具有显著的相似性，运用能耗监测系统实现实验

动物设施精细化节能管理，有望成为未来实验动物

设施能源管理的主要发展方向。

２　 能耗监测系统的设计

２􀆰 １　 系统设计的基本原则与需求分析

　 　 在设计面向实验动物设施的能耗监测系统时，
需要遵循以下基本原则：

（１）实时性。 应具备实时监测能耗数据的功

能，能够实时采集实验动物设施各项能源的消耗数

据，包括电、气、水，以保证数据的准确性和及时性。
（２）灵活性。 系统设计应考虑到不同实验动物

设施的特点和需求差异，具有灵活的配置功能，能
够根据具体情况调整监测参数和监测频率，以满足

不同设施的监测要求。
（３）完整性。 系统应具备完善的数据存储和管

理功能，能够对采集到的能耗数据进行存储、备份

和管理，以确保数据的安全性和可追溯性。
（４）易用性。 系统应提供数据可视化和报表分

析功能，能够将监测到的能耗数据以图表、报表等

形式直观展示，满足不同用户的使用需求，包括科

研人员、管理人员、设施运维人员等，降低用户的学

习成本和使用难度。
（５）可扩展性。 系统设计应考虑到未来的发展

需求，具有良好的可扩展性，能够随着实验动物设

施规模的扩大或技术的更新而进行相应的升级和

扩展，保持系统的持续性和适应性。
２􀆰 ２　 系统整体架构设计

　 　 能耗监测系统架构整体可以分为采集层、传输

层、平台层（图 ２）。
（１）采集层。 采集层是系统的基础，负责采集

实验动物设施各项能源的消耗数据和环境参数。
包括电力仪表、水表、气体流量计以及温湿度采集

器等。 采集器的选择应考虑到精度、稳定性、适应

性等因素。
（２）传输层。 负责将采集器采集到的数据传输

至上层处理单元。 采用有线或无线通信技术，如以

太网、 Ｗｉ⁃Ｆｉ、 ＬｏＲａ 等，确保数据的及时、稳定地

传输。
（３）平台层。 平台层又细分为数据处理层与应

用服务层。 在数据处理层，接收传输层的数据，并
进行处理、分析和存储。 该层的功能包括数据清

洗、数据分析、异常检测、数据存储等，以确保数据

的准确性和完整性。 在应用服务层，提供系统的各
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图 ２　 系统架构图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍ

项功能和服务，包括数据可视化、报警与预警、能耗

分析、报表生成等。 用户可以通过 Ｗｅｂ 界面访问系

统，查看实时数据和历史数据，并进行相应的操作

和管理。
２􀆰 ３　 系统硬件与软件设计

　 　 能耗监测系统主要包括硬件系统和软件系统。
（１）硬件系统。 硬件系统主要由智能计量仪

表、数据传输网关和服务器 ３ 部分组成。 智能电表

计量精度不低于 １􀆰 ０ 级，配备 ＲＳ４８５ 通讯接口，采
用 Ｍｏｄｂｕｓ⁃ＲＴＵ 标准协议，性能指标符合国标 ＧＢ ／ Ｔ
１７２１５、ＧＢ ／ Ｔ １７８８３ 和 ＤＬ ／ Ｔ ６１４ 对电能表的各项技

术要求，配套使用的电流互感器精度等级不低于

０􀆰 ５ 级。 考虑转化楼实际布线经济性，数据传输网

关使用有线 ／无线两种方式进行通讯。 考虑实验动

物屏障设施对信号屏蔽性强，无线传输选用 Ｌｏｒａ 方

式，可以实现－１４０ ｄＢｍ 的接收灵敏度和＋２０ ｄＢｍ 的

输出功率，最远通讯距离达到 ８ ｋｍ。
（２）软件系统。 软件系统采用 Ｂ ／ Ｓ 架构设计，

是一种以分布式思想结合模块化运行的设计架构，
用户无需安装客户端，使用主流浏览器即可以访问

系统。 软件系统主要包括应用平台与数据库两部

分。 本系统应用平台选取 １００％开源的物联网开发

引 擎 Ｔｈｉｎｇｓｂｏａｒｄ， 支 持 ＭＱＴＴ、 ＣｏＡＰ、 ＳＮＭＰ、
ＬＷＭ２Ｍ、Ｍｏｄｂｕｓ、ＯＰＣ ＵＡ 和 ＨＴＴＰ 等行业标准物

联网协议。 数据库选用 ＰｏｓｔｇｒｅＳＱＬ ＋ Ｃａｓｓａｎｄｒａ 组

合。 ＰｏｓｔｇｒｅＳＱＬ 数据库用于储存关系型数据及属性

数据，Ｃａｓｓａｎｄｒａ 数据库用于储存时间序列数据，如
电能实时采集数据。 数据库对外提供统一的数据

服务接口，Ｔｈｉｎｇｓｂｏａｒｄ 平台使用数据服务，提供各

类应用，包括后台管理工具、数据可视化、数据分析

应用及其他功能。

３　 能耗监测系统的实现与验证

３􀆰 １　 系统实施概况

　 　 华中科技大学转化医学大楼 １５、１６ 楼实验动物

设施（后文简称“转化楼”）为 ＳＰＦ 级洁净实验动物

设施，总建筑面积 ６８００ ｍ２，其中屏障内面积 １６００
ｍ２。 在转化楼设计部署一套能耗监测系统，主要内

容包括各低压配电室及馈线回路增设智能电表、电
流互感器、数据采集网关，通信网络构建与软件平

台部署等。
转化楼总进线由大楼地下二层配电房引出，共

含有一二级负荷 ６５２􀆰 ９０ ｋＷ，三级负荷 ２１１６􀆰 ８５
ｋＷ，主要包括空气处理系统、冷热源系统、蒸汽发生

系统、净化水及辅助生产系统、照明及动力系统、安
防弱电系统等用电负荷。 结合转化楼低压配电室

实际物理分布位置，能耗监测系统所接入的计量点

位共计 ２７ 个。
３􀆰 ２　 系统效果及验证

　 　 能耗监测系统由华中科技大学实验动物中心

自行实施开发与部署，２０２３ 年 １２ 月正式投入使用，
截至 ２０２４ 年 ４ 月，系统接收能耗数据包 １５ ８３７ ７６８
条，丢包率 ２􀆰 ８７％，整体运行稳定（图 ３）。

为验证数据采集与计量准确性，选取 ２０２３ 年

１２ 月 １２ 日 ～ ２０２３ 年 １２ 月 ２４ 日期间，由本系统采

集电量数据与高压配电房进线总电表数据进行比
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图 ３　 系统实际运行界面

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｃｔｕａｌ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ

对，如表 １ 所示。

表 １　 能耗监测系统采集电量数据准确性验证比对
Ｔａｂｌｅ １　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ
ｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙ ｄａｔａ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｅｎｅｒｇｙ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ
日期
Ｄａｔｅ

总电表数据 ／ ｋＷｈ
Ｔｏｔａｌ ｍｅｔｅｒ ｄａｔａ

能耗监测系统数据 ／ ｋＷｈ
Ｓｙｓｔｅｍ ｄａｔａ

２０２３ ／ １２ ／ １２ ３９５０ ３８１９􀆰 ３３
２０２３ ／ １２ ／ １３ ３３８０ ３０９１􀆰 ３４
２０２３ ／ １２ ／ １４ ２２０６ ２９２４􀆰 ９８
２０２３ ／ １２ ／ １５ ４９９９ ３９９６􀆰 ４４
２０２３ ／ １２ ／ １６ ３６２４ ４２８０􀆰 ０２
２０２３ ／ １２ ／ １７ ５０７３ ４２９９􀆰 ２３
２０２３ ／ １２ ／ １８ １２０５ ３９８６􀆰 ９４
２０２３ ／ １２ ／ １９ ５９４８ ３７５７􀆰 ３５
２０２３ ／ １２ ／ ２０ ４２７９ ３７８８􀆰 ９３
２０２３ ／ １２ ／ ２１ ３９９２ ４８４７􀆰 ３３
２０２３ ／ １２ ／ ２２ ５１６８ ５０２８􀆰 ９９
２０２３ ／ １２ ／ ２３ ４５１１ ４４２１􀆰 ７２
２０２３ ／ １２ ／ ２４ ４１５４ ３９８３􀆰 １７

合计
Ｔｏｔａｌ ５２ ４８９ ５２ ２２５􀆰 ７７

总误差
Ｔｏｔａｌ ｅｒｒｏｒ ２６３􀆰 ２３

误差率 ／ ％
Ｅｒｒｏｒ ｒａｔｅ ０􀆰 ５０％

受数据采集周期、智能电表采集精度误差等因

素影响，能耗监测系统数据与总表数据误差率为

０􀆰 ５％，证明系统采集计量准确，满足实际应用标准。
以 ２０２４ 年度第一季度（２０２４ 年 １ 月～２０２４ 年 ３

月）为例，如图 ４ 显示，２０２４ 年度第一季度转化楼总

耗电量为 ２４４ ５５８􀆰 ５８ ｋＷｈ。 子系统方面，冷热源系

统耗电量占比 ５８􀆰 ９４％，空气处理系统耗电量占比

３５􀆰 １３％，两者合计占总用电量的 ９４􀆰 ０７％。
设备方面，如图 ５ 所示，用电量排名前三的依次

为 ２ 号风冷热泵、进排风机组、４ 号冷热循环水泵，与

子系统耗电量整体情况相吻合。 由此看出，转化楼管

理节能应重点关注冷热源系统与空气处理系统。
３􀆰 ３　 系统节能应用

　 　 （１）换气次数动态调整分析。 合理设置换气次

数在实验动物设施节能中至关重要。 转化楼的设

计风量为 ４５ ０００ ｍ３，设计平均换气次数为 １８􀆰 ７５ ／ ｈ，
高于国标要求的最小换气次数。 考虑工作时间段

（６：００～２０：００）人员流动，需要留有一定风量冗余以

维持压力差稳定。 在非工作时间段（２０：００ ～ 次日

６：００） 降低风量为 ４０ ０００ ｍ３，平均换气次数为

１６􀆰 ６７ ／ ｈ，以实现节能。
使用能耗监测系统计量节能效果，如图 ６ 所示，

以典型日 ２０２４ 年 ４ 月 １７ 日为例，工作时间段（６：００
～２０：００）风机机组功率为 ３８􀆰 ８５ ｋＷ，在非工作时间

段（２０：００～次日 ６：００）风机机组功率为 ２１􀆰 ０２ ｋＷ。
降低风量运行后节能率为 ４５􀆰 ８９％，推算得全年节

电量约为 ５２ ０６３􀆰 ６ ｋＷｈ。
（２）过渡季节运行辅助决策。 在制热工况过渡

季节（新风温度低于目标控制温度 ５ ℃左右），所需

的制热负荷较低，为实现节能目标，此时进行温湿

度控制一般有两种运行方式：仅使用冷热源系统或

仅使用电再热系统。 两种方式需手动切换，依赖人

工经验与判断，且缺乏数据分析支撑以确定最优

策略。
使用能耗监测系统，以转化楼制热工况在过渡

季节（２０２４ 年 ３ 月 ～４ 月）的运行数据为例，对其运

行方式的选择进行了辅助决策分析，其结果如表 ２
所示。
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图 ４　 系统实际运行界面－分项统计电量（２０２４ 年 １ 月～２０２４ 年 ３ 月）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｃｔｕａｌ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ⁃ｉｔｅｍｉｚｅｄ ｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙ ｃｏｕｎｔｉｎｇ （Ｊａｎｕａｒｙ ２０２４～Ｍａｒｃｈ ２０２４）

图 ５　 设备用电量排名（２０２４ 年 １ 月～２０２４ 年 ３ 月）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｎｋｉｎｇ （Ｊａｎｕａｒｙ ２０２４～Ｍａｒｃｈ ２０２４）

以上分析可以得出：在过渡季节同等温度条件

下，新风湿度与目标湿度控制值（回风平均湿度）的
湿度差值是决定选择运行方式的关键参数。 以转

化楼为例，湿度差的临界值为 ２４％ ～２６％左右，湿度

差低于临界值选择电再热系统更加节能，高于临界

值选择冷热源系统更加节能。
（３）加湿方式切换辅助决策。 冬季新风湿度较

低，转化楼采用电热加湿方式保证屏障内湿度，配
合空气处理系统覆盖全部饲养区域，且无法分区域

进行调整。 在设施启用初期，笼位使用率不足

２０％，造成了严重的能源浪费。
使用能耗监测系统，快速识别并发现了这一问

题，采用分布式加湿器实现了 ＩＶＣ 笼具内湿度的独

立控 制， 加 湿 系 统 耗 电 量 占 日 用 电 量 比 例 由

２８􀆰 ０８％～ ３３􀆰 ０３％下降至 ４􀆰 ９５％ ～ ６􀆰 ２７％。 其加湿

效果及用电量情况如表 ３ 所示。
　 　 以电热加湿系统加湿方式切换前典型日（１２ 月

２６ 日）及切换后典型日（１２ 月 ２８ 日）为例（图 ７），
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图 ６　 换气次数动态调整

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｄｙｎａｍｉｃ ａｄｊｕｓｔｍｅｎｔ

表 ２　 过渡季节不同气候条件下不同运行方式的用电量比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｍｏｄｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｌｉｍａｔｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌ ｓｅａｓｏｎｓ

运行方式
Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｍｏｄｅ

日期
Ｄａｔｅ

新风平均
温度 ／ ℃
Ａｖｅｒａｇｅ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｏｆ ｆｒｅｓｈ ａｉｒ

回风平均
温度 ／ ℃
Ａｖｅｒａｇｅ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｏｆ ｒｅｔｕｒｎ ａｉｒ

新风平均
湿度 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ

ｈｕｍｉｄｉｔｙ ｏｆ
ｆｒｅｓｈ ａｉｒ

回风平均
湿度 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ

ｈｕｍｉｄｉｔｙ ｏｆ
ｒｅｔｕｒｎ ａｉｒ

湿度差 ／ ％
Ｈｕｍｉｄｉｔｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

用电量 ／ ｋＷｈ
Ｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

冷热源
Ｃｏｏｌｉｎｇ ａｎｄ ｈｅａｔｉｎｇ ｓｏｕｒｃｅ

３ 月 １３ 日
Ｍａｒｃｈ １３ｔｈ １６􀆰 ４ ２０􀆰 ３ ４７􀆰 ４ ３６􀆰 ９ １０􀆰 ５ ６０５􀆰 ８３

电再热
Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｒｅｈｅａｔｉｎｇ

３ 月 ２０ 日
Ｍａｒｃｈ ２０ｔｈ １７􀆰 ０ ２０􀆰 ４ ４１􀆰 ５ ３１􀆰 ５ １０􀆰 ０ ５４０􀆰 ７９

冷热源
Ｃｏｏｌｉｎｇ ａｎｄ ｈｅａｔｉｎｇ ｓｏｕｒｃｅ

３ 月 ２７ 日
Ｍａｒｃｈ ２７ｔｈ １４􀆰 ３ ２０􀆰 １ ８０􀆰 ０ ５３􀆰 ３ ２６􀆰 ７ ７４８􀆰 ２６

电再热
Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｒｅｈｅａｔｉｎｇ

４ 月 ４ 日
Ａｐｒｉｌ ４ｔｈ １４􀆰 ３ ２０􀆰 ２ ７７􀆰 ２ ５２􀆰 ７ ２４􀆰 ５ ７８０􀆰 ８

冷热源
Ｃｏｏｌｉｎｇ ａｎｄ ｈｅａｔｉｎｇ ｓｏｕｒｃｅ

３ 月 ２４ 日
Ｍａｒｃｈ ２４ｔｈ １６􀆰 ６ ２０􀆰 １ ８８􀆰 ９ ５９􀆰 ３ ２９􀆰 ６ ６４７􀆰 ７１

电再热
Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｒｅｈｅａｔｉｎｇ

３ 月 １７ 日
Ｍａｒｃｈ １７ｔｈ １６􀆰 ７ ２０􀆰 １ ８９􀆰 ３ ６１􀆰 ８ ２７􀆰 ５ ７２３􀆰 １９

表 ３　 不同加湿方式的加湿效果及用电量比较
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｕｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

加湿方式
Ｈｕｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

日期
Ｄａｔｅ

回风平均
湿度 ／ ％

Ａｖｅｒａｇｅ ｈｕｍｉｄｉｔｙ
ｏｆ ｒｅｔｕｒｎ ａｉｒ

ＩＶＣ 笼具内平均
湿度 ／ ％

Ａｖｅｒａｇｅ ｈｕｍｉｄｉｔｙ
ｏｆ ＩＶＣ

加湿系统耗电量 ／ ｋＷｈ
Ｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ｏｆ ｈｕｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ

日总用电量 ／ ｋＷｈ
Ｔｏｔａｌ ｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙ
ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

加湿系统用电量占比 ／ ％
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙ

ｃｏｎｓｕｍｅｄ ｂｙ
ｈｕｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

集中式加湿
Ｃｅｎｔｒａｌｉｚｅｄ

ｈｕｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１２ 月 ２２ 日
Ｄｅｃ ２２ｎｄ ２９􀆰 ８ ３５􀆰 ４ １６３１􀆰 ９９ ５０３１􀆰 ３１ ３２􀆰 ４４

１２ 月 ２３ 日
Ｄｅｃ ２３ｒｄ ２９􀆰 ３ ３５􀆰 ５ １４５４􀆰 ４１ ４４２１􀆰 ８１ ３２􀆰 ８９

１２ 月 ２４ 日
Ｄｅｃ ２４ｔｈ ３０􀆰 ９ ３７􀆰 ４ １３１５􀆰 １９ ３９８１􀆰 ５６ ３３􀆰 ０３

１２ 月 ２５ 日
Ｄｅｃ ２５ｔｈ ２９􀆰 ４ ３６􀆰 ４ １０４３􀆰 ２０ ３６４３􀆰 ６３ ２８􀆰 ６３

１２ 月 ２６ 日
Ｄｅｃ ２６ｔｈ ２９􀆰 ４ ３６􀆰 ７ ９６９􀆰 ６１ ３４５３􀆰 ０１ ２８􀆰 ０８

切换过渡期
Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

１２ 月 ２７ 日
Ｄｅｃ ２７ｔｈ ２７􀆰 ７ ３４􀆰 ６ ４０８􀆰 ００ ３０４９􀆰 ５５ １３􀆰 ３８

分布式加湿
Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ

ｈｕｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１２ 月 ２８ 日
Ｄｅｃ ２８ｔｈ ２６􀆰 ３ ３８􀆰 ４ １４７􀆰 ２０ ２６３１􀆰 ２０ ５􀆰 ５９

１２ 月 ２９ 日
Ｄｅｃ ２９ｔｈ ３０􀆰 ５ ４２􀆰 ６ １４７􀆰 １９ ２６５８􀆰 ５１ ５􀆰 ５４

１２ 月 ３０ 日
Ｄｅｃ ３０ｔｈ ３９􀆰 ８ ５３􀆰 ４ １４７􀆰 １９ ２４７４􀆰 ０２ ５􀆰 ９５

１２ 月 ３１ 日
Ｄｅｃ ３１ｓｔ ２７􀆰 ３ ３９􀆰 ７ １４７􀆰 １９ ２３４８􀆰 ８０ ６􀆰 ２７

１ 月 １ 日
Ｊａｎ １ｓｔ ２５􀆰 ２ ３６􀆰 ５ １４５􀆰 ６０ ２６２７􀆰 ４７ ５􀆰 ５４

１ 月 ２ 日
Ｊａｎ ２ｎｄ ３０􀆰 ９ ４５􀆰 ４ １４５􀆰 ６１ ２９４３􀆰 ４６ ４􀆰 ９５

４９ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



图 ７　 加湿方式切换节能效果

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｎｅｒｇｙ ｓａｖｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｕｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ

切换前典型日用电量为 ９６９􀆰 ６１ ｋＷｈ，切换后典型日

用电量为 １４７􀆰 ２ ｋＷｈ，理论对比节能率为 ８４􀆰 ８％。

４　 结论

　 　 实验动物设施的节能降耗研究，非常依赖能耗

数据的收集与分析。 传统的数据清洗、过滤、整合

等工作需要消耗大量的人力和时间，能耗监测系统

能够简洁高效地进行复杂的数据收集、处理和分析

工作。 本文设计了面向实验动物设施的能耗监测

系统，并结合华中科技大学转化医学大楼 １５、１６ 楼

实验动物设施进行了应用，探索并评估了实验动物

设施管理节能的手段和效果。 本研究表明，能耗监

测系统在实验动物设施中具有显著的实用价值和

推广价值。
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湖北省实验动物许可证管理工作现状与对策

刘聪林１∗，乔楚华２，黎炎梅３，４，陈晓莉１，张金明３，４，陈　 瑞１，柳　 丹１
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　 　 【摘要】 　 本文介绍了湖北省实验动物许可证日常管理服务以及事中、事后监管事项等内容。 阐述了湖北省

实验动物许可证管理现状、取得成效、遇到问题及对策建议。 重点分析了湖北省实验动物立法情况、许可证发放及

分布情况、设施规模、从业人员组成等。 近年来，湖北省实验动物许可证发放数量逐年增加，持证单位的动物生产

及使用数量持续上升。 相关行业产业在蓬勃发展的同时，也存在一些监管上的不足之处，本文从生物安全角度出

发，结合我省许可证管理服务工作中遇到的问题，提出相关安全监管对策建议，从而更好地推动湖北省实验动物行

业发展。
【关键词】 　 实验动物；许可证；管理；对策

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） １０－００９７－０７

Ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｓ ｉｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｌｉｃｅｎｓｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ
ｉｎ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＬＩＵ Ｃｏｎｇｌｉｎ１∗， ＱＩＡＯ Ｃｈｕｈｕａ２， ＬＩ Ｙａｎｍｅｉ３，４， ＣＨＥＮ Ｘｉａｏｌｉ１， ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎｍｉｎｇ３，４， ＣＨＥＮ Ｒｕｉ１， ＬＩＵ Ｄａｎ１

（１． Ｈｕｂｅｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ， Ｗｕｈａｎ ４３００７１， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｗｕｈａｎ ４３００７１． ３． Ｈｕｂｅｉ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ，

Ｗｕｈａｎ ４３００７４． ４． Ｈｕｂｅｉ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ， Ｗｕｈａｎ ４３００７９）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｄａｉｌｙ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｐｒａｃｔｉｃｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｌｉｃｅｎｓｉｎｇ ｉｎ Ｈｕｂｅｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｌｉｃｅｎｓｉｎｇ． Ｗｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ
ｌｉｃｅｎｓｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ， ａｃｈｉｅｖｅｍｅｎｔｓ， ｐｒｏｂｌｅｍｓ， ａｎｄ ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｓ ｉｎ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， ｗｉｔｈ ａ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ
ｌｅｇｉｓｌａｔｉｖｅ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ， ｔｈｅ ｉｓｓｕａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｍｉｔｓ， ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｏｆ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｐｌｏｙｅｅｓ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ｉｓｓｕｅｄ ｉｎ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｈａｓ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｂｅｅｎ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ
ｙｅａｒ ｂｙ ｙｅａｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｂｙ ｌｉｃｅｎｓｅｄ ｕｎｉｔｓ ｈａｖｅ ａｌｓｏ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｔｏ ｒｉｓｅ． Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ ａｒｅ ｆｌｏｕｒｉｓｈｉｎｇ ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｓｏｍｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ． Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｃｏｎｓｉｄｅｒｓ ｔｈｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ｏｆ
ｂｉｏｓａｆｅｔｙ， ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｅｎｃｏｕｎｔｅｒｅｄ ｉｎ ｌｉｃｅｎｓｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ， ａｎｄ ｐｒｏｐｏｓｅｓ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｓａｆｅｔｙ ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ
ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｓ ａｎｄ ｓｕｇｇｅｓｔｉｏｎｓ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｉｎ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ； ｌｉｃｅｎｓｅ； ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ； ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．



　 　 实验动物是生命科学研究和生物技术不断发

展的基础材料和支撑条件，是国家科技创新的重要

生物来源［１］。 湖北是科教大省，是全国饲育、应用

实验动物比较多的省份之一，涉及医药、卫生、科
技、教育、生物、环保、农业等各方面［２］。 其中生物

医药产业的健康发展离不开实验动物的基础支撑。
近年来，我省的实验动物行业发展迅速，进一步走

向规范化、标准化，呈现十分良好的势头。

１　 湖北省实验动物科技管理现状

１􀆰 １　 制度建设情况

　 　 许可证制度是实验动物管理的市场准入制度，
是保障实验动物和动物实验质量的重要措施［３］。
上世纪九十年代初开始，我省从宏观上加强了实验

动物规范化管理，２００５ 年 ７ 月 ２９ 日，湖北省人大第

十届第十六次常委会通过了《湖北省实验动物管理

条例》并于 ２０１７ 年、２０２２ 年予以两次修订，２００６ 年

５ 月，湖北省科技厅发布《湖北省实验动物许可证管

理办法》并于 ２０２３ 年 ７ 月予以修订。 随着两部政策

法规的制定出台及完善，我省实验动物工作更加有

法可依，实验动物科技管理工作进入了一个新的发

展阶段。 ２０２２ 年初，湖北省厅研究制定了《湖北省

实验动物许可“证照分离”改革工作实施方案》、《湖
北省实验动物生物安全风险管理指导性意见》两个

规范性文件，在优化营商环境的同时强化底线思

维，切实加强实验动物生物安全风险管理。 一直以

来湖北省科技厅高度重视实验动物科技工作，经过

近三十年的探索和发展，湖北省已建立起较为完善

的实验动物科技创新体系。
１􀆰 ２　 事前咨询及事中、事后监管服务情况

　 　 近年来，国家“放管服”改革不断深入。 《湖北

省实验动物许可“证照分离”改革工作实施方案》的
发布，优化了证照审批流程，缩短了审批时限，办事

效率得到了提高。 证照分离改革在激发市场主体

活力的同时，湖北省也越加重视事前咨询及事中、
事后监管工作。

在事前咨询方面，通过线上线下公开实验动物

许可事项全部流程环节和要素材料；对有需要的企

事业单位提供图纸论证等方面的事前咨询服务。
搭建企业与专家之间沟通平台。 在服务中规范管

理，为服务对象提供专业的论证意见，保证了设施

建设初期的科学性，有效节约了企业建设改造成

本。 在事中、事后监管方面，我省严格实施实验动

物许可证年检工作，主动落实国务院和省委、省政

府监管要求，开展实验动物“双随机、一公开”检查。
年检过程中，我省严格按照《湖北省实验动物管理

条例》及《湖北省实验动物许可证管理办法》的要

求，对许可证单位提供的资料进行审核和现场抽

查，并委托质量检测机构对生产单位的实验动物质

量和使用单位的设施环境进行检测。 检查结束后，
将检查情况及处理结果向社会公开。 我省每年开

展对全省实验动物生产使用单位的“双随机、一公

开”检查，科技厅负责成立检查组，检查组由执法人

员、检测机构人员和行业专家组成。
信息化服务方面，我省于 ２００９ 年在全国首创

“湖北省实验动物公共服务平台”信息管理系统，该
系统从国家科技部向全国推广，形成了全国性的实

验动物管理体系。 平台利用信息手段，实现了实验

动物行政许可审批过程的线上跟踪管理，同时对已

发放许可证设施的实验动物生产和使用情况进行

留痕管理，对全国各省市实验动物质量控制、设施

运行等方面进行监督指导，促进国家实验动物管

理、服务创新及实验动物市场的规范发展。
近年来，湖北省设立专项资金，每年投入两百

余万元，支持实验动物领域新技术、新标准的制定

及出台，目前已有三项地方标准项目立项，取得了

良好的效果。 为提升我省实验动物从业人员的技

能，湖北省每年设立专项资金，委托实验动物从业

人员培训基地开展专项技术培训班及行业教育讲

座。 ２０２２ 年参与学员达 ４５００ 余人，比疫情期间的

２０２１ 年增加了近两倍。 通过技术培训及能力评价

活动，提高了实验动物从业人员业务素质，为我省

实验动物科技及相关产业的发展提供了人才储备，
对我省实验动物的发展起到很好的推动作用。

２　 湖北省实验动物许可证发放情况

２􀆰 １　 许可证发放情况

　 　 湖北省实验动物行业规模不断扩大，许可证发

放数量逐年增加，持证单位的动物生产及使用数量

持续上升，较好地支撑了湖北省生物医药产业的发

展。 ２０２０ 年～２０２２ 年，实验动物行政许可办结数量

分别为 １６ 件、３３ 件、３４ 件（包含新申请、延续及变

更）。 因持证单位业务规划调整停用 １５ 家。 ２０２０
年～２０２２ 年实验动物有效期内许可证情况见图 １。
根据湖北省资源调查统计数据显示，截至 ２０２２ 年

底，湖北省现有有效的生产许可证共 ２０ 张，有效的
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使用许可证 ８４ 张，较前两年均有稳步增长。
中南六省（广东省、河南省、湖北省、湖南省、广

西省、海南省）许可证发放数量存在较大差异，见图

２。 广东省有效许可证数量 ２４１ 张，居首位；湖北省

有效许可证数量 １０４ 张，位列第二；湖南省、河南省

有效许可证数量分别为 ６５ 张、７２ 张，均处于居中水

平；广西、海南两省发放数量较少，分别为 ４０ 张、
１０ 张。
２􀆰 ２　 许可证分布情况

　 　 截止 ２０２２ 年底，以实验动物许可证持证单位性

质划分，湖北省实验动物许可证分布在国有及民营

企业 ５０ 家、大专院校 ２９ 家、科研院所 １４ 家、医疗卫

生机构 ９ 家及其他企业 ２ 家（图 ３）。 国有及民营企

业的使用许可证资源拥有机构占许可证总数量

　 　 　 　 　 　

图 １　 湖北省 ２０２０ 年～２０２２ 年实验动物许可证数量

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｌｉｃｅｎｓｅｓ ｉｎ
Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｆｒｏｍ ２０２０ ｔｏ ２０２２

图 ２　 中南六省许可证数量

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｅｒｍｉｔｓ ｉｎ ｓｉｘ ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ ｉｎ
Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ｏｆ Ｃｈｉｎａ

４８％，逐渐成为我省生物医药产业发展的主力军和

生力军。 从许可证持有单位的地理分布来看，截至

２０２２ 年底，湖北省 １７ 个市州中有 １２ 个市州均有实

验动物设施许可。 数量排名前三的地市分别为武

汉、宜昌、十堰。 其中武汉市实验动物许可证数量

７６ 张，占全省许可证数量的 ７４％（图 ３）。 可以看出

实验动物许可证数量的地域分布与当地的生命科

学与生物医药产业发展的状况相匹配。
从近年来实验动物行政监督检查中发现，省内

个别地区对实验动物的重要作用认识不足。 有些

企业职工、在校学生在动物实验中生物安全意识不

强。 这需要进一步加大对实验动物及生物安全方

面的法规宣贯、持续强化对实验动物学科地位重要

性的认识广泛凝聚不同地区对实验动物重要性的

社会共识，才能构建健康、稳定和谐的实验动物创

新发展体系。
２􀆰 ３　 实验动物设施规模及生产使用情况

　 　 据不完全统计，截至 ２０２２ 年底，湖北省实验动

物生产设施约 ６ 万平方米，使用设施约 １４ 万平方

米，总设施面积超过 ２０ 万平方米。 一些新材料和新

装备陆续出现在实验动物设施建设中，使设施质量

和功能有了显著的改善和提升，并逐步向着机械

化、节能化、自动化、智能化和网络化方向发展。
湖北省目前有 １４ 张 ＡＢＳＬ⁃２、３ 张 ＡＢＳＬ⁃３ 及 １

张 ＡＢＳＬ⁃４ 使用许可证，主要分布在病毒学国家级

重点实验室及高致病性病原体防控的预防性疫苗

生产领域，包括重点科研院所、大专院校、人兽用疫

苗生产企业。 是全国生物安全实验室分布最全面、
应用领域最广泛的地区之一。 这些 ＡＢＳＬ⁃３ 和

ＡＢＳＬ⁃４ 生物安全实验室在 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 疾病相关疫

苗、试剂、药物的研发工作中发挥了重大作用，为湖

北省科技抗疫胜利作出了重要贡献。
据不完全统计，我省 ２０２２ 年实验动物生产总量

约 ７０ 万只，近三年，地鼠产量下降较为明显，这与疫

情后乙脑疫苗生产量下降有关（见表 １）。 ２０２２ 年

我省 ８４ 份使用许可证的 ８１ 家机构使用了省内来源

的实验动物 ６８８ ７２１ 只。 比 ２０２１ 年增加了 ８％，其
中使用量靠前的动物品种见表 ２。
２􀆰 ４　 实验动物从业人员

　 　 实验动物行业是集知识密集型和劳动密集型

一体的特殊行业。 既需要从事实验动物科研的专

业人员，也需要动物饲养、设施设备维护等从业人

员［４］。 近年来，湖北省实验动物从业人员数量持续
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图 ３　 许可证行业分布及地域分布

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｃｅｎｓｅｓ

表 １　 湖北省 ２０２０ 年～２０２２ 年实验动物生产量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ Ｈｕｂｅｉ

Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｆｒｏｍ ２０２０ ｔｏ ２０２２
品种

Ｓｐｅｃｉｅｓ ２０２０ ２０２１ ２０２２

小鼠
Ｍｉｃｅ ４７４ ９６０ ５４１ ６５６ ５０８ ５０１

大鼠
Ｒａｔ １１４ ３００ ６８ ８３６ ７２ ８３６

地鼠
Ｈａｍｓｔｅｒ １００ ７６１ ５５ ７０８ ５５ ７０８

兔
Ｒａｂｂｉｔ ６４ ２６９ ２６ ０８６ ３５ ２５４

豚鼠
Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ １４ ２４２ ９８７５ ３３ ３８４

猪
Ｐｉｇ １５０７ ２２９ １３２０

猴
Ｍｏｎｋｅｙ ７００ ９７６ １０１８

犬
Ｄｏｇ ６７９ ４２ ７０７

合计
Ｔｏｔａｌ ７７１ ４１８ ７０３ ４０８ ７０８ ７２８

表 ２　 湖北省 ２０２２ 年实验动物使用量
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｕｓｅ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｉｎ ２０２２

品种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

省内来源
Ｉｎｔｒａ⁃

ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ

省外来源
Ｏｕｔ⁃ｏｆ⁃
ｐｒｏｖｉｎｃｅ

进口数量
Ｉｍｐｏｒｔ
ｑｕａｎｔｉｔｙ

合计
Ｔｏｔａｌ

小鼠
Ｍｉｃｅ ３４９ ５１０ ２５２ ７３２ ３８０ ６０２ ６２２

地鼠
Ｈａｍｓｔｅｒ ５８ ７１８ １３９８ ／ ６０ １１６

大鼠
Ｒａｔ ２８ ５８９ ３０ ７３２ １０５ ５９ ４２６

兔
Ｒａｂｂｉｔ ３２ ２０２ ５５０５ ／ ３７ ７０７

豚鼠
Ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ２０ ３０５ ５１９３ ／ ２５ ４９８

猪
Ｐｉｇ ６９１３ ０ ／ ６９１３

犬
Ｄｏｇ ９８４ ４３５ ／ １４１９

上升，截至 ２０２２ 年底，全省实验动物专职从业人员

有 １７１４ 人，生产机构 ３８９ 人，使用机构 １３２５ 人（见
图 ４Ａ、图 ４Ｂ）。 按职称分类，高级职称 １０７ 人，占
６％；中级职称 ２２５ 人，占 １３％；初级职称 １８５ 人，占
１１％。 按学历分类，博士 ８９ 人，占 ５％；硕士 ２５９ 人，
占 １５％；本科 ５２５ 人，占 ３０％；专科 ３７２ 人，占 ２１％，
较 ２０２１ 年均有所提升（见图 ４Ｃ、４Ｄ）。

从事实验动物工作人员以本科、大专和其他学

历为主，人员学历、专业素质等方面与生物医药等

行业相比偏低，生产设施中技术人员占比仅 １３％，
实验动物从业人员拥有高级职称的仅为 ６％。 可以

看出，我省实验动物从业人员高层次人才比例偏

低，这也是影响实验动物行业发展的重要因素之一。

３　 许可证管理存在的不足

３􀆰 １　 公共服务平台信息化、电子化应用水平不高，
未能发挥信息技术在管理方面的优势

　 　 湖北省实验动物公共服务平台（以下简称平

台），自 ２００９ 年研发上线，２０１１ 年开始在 ８ 个试点

省市运行，２０１３ 年全国推广，历时十年时间，覆盖了

全国大部分实验动物生产、使用单位。 原平台虽涉

及行政管理审批及公共服务的相关模块。 但随着

实验动物行业发展，相关技术支撑服务范围和内涵

不断扩展，根据现在业务需求，存在一些管理流程
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注：Ａ：实验动物生产设施人员岗位分布；Ｂ：实验动物使用设施人员岗位分布；Ｃ：实验动物从业人员职称分布；Ｄ：实验动物从业人员学

历分布。

图 ４　 实验动物行业从业人员状况

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｓｏｎｎｅｌ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ． Ｂ， Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｓｏｎｎｅｌ ｆｏｒ ｕｓｅ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ． Ｃ， Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ ｔｉｔｌｅｓ ｏｆ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｐｒａｃｔｉｔｉｏｎｅｒｓ． Ｄ， Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｐｒａｃｔｉｔｉｏｎｅｒｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｓｏｎｎｅｌ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ

环节的缺失，不能达成闭环监管。 主要体现在实验

动物的年检工作、“双随机、一公开”等监管服务工

作在原平台不能形成电子化记录，实验动物资源调

查工作依然依靠纸质表格填写、人工统计的方式进

行。 大量数据汇集后的整理、查询、数据分析工作

量巨大。 历年形成的数据资源缺乏电子化存储与

规划，为管理部门提供决策依据能力较弱。
３􀆰 ２　 技术人才从业意愿不强，专家型人才队伍面临

断层　
　 　 实验动物行业技术从业者一般经过多年的系

统教育和科研培养，对本领域具有较深的研究兴趣

和见解，大多数选择持续在行业内深耕细作。 然

而，在我国现有单位或企业组织结构架构中，实验

动物设施机构一般属于支撑部门，设施的运行维护

需要较大数额经费支持，但直接经济效益不明显。
青年从业者受限于“唯论文、唯帽子、唯职称、唯学

历、唯奖项”的“五唯”标准，其职称评定渠道不畅，
福利待遇不高，导致整个行业缺乏对人才的吸引

力。 由于对实验动物人才培养力度、培养渠道、培
养方式、经费投入等较为局限，优秀人才培养已出

现“青黄不接”的危机。 未来数年，可能在专家增选

遴选方面存在困境。
３􀆰 ３　 地方标准的研究与制定尚处于起步阶段，覆盖

面不全等问题较为突出

　 　 实验动物相关标准中对实验动物及其设施各

项指标均有明确规定，是检测机构出具报告的重要

依据，也是专家现场验收及检查的技术支撑［５］。 目

前，我国实验动物行业国家标准数量较少，而且覆
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盖面窄。 针对实验动物资源具有地域性、多样性特

征，研究制定符合地域特色并与地方生物医药产业

相匹配的地方标准显得尤为重要。
截止目前，中国实验动物信息网显示全国已有

百余项实验动物地方标准发布实施。 其中北京 ５２
项、江苏 ２２ 项、云南 １５ 项、湖南 １２ 项、黑龙江 １１
项、四川 １０ 项。 而我省尚未有实验动物地方标准、
团体标准出台，地方标准制定覆盖面不全，跟不上

行业发展要求等问题较为突出。

４　 实验动物生物安全管理的思考与建议

　 　 通过以上数据的分析可以看出，湖北省实验动

物在制度法规构建、规模创新驱动、产业支撑服务

等方面取得了明显成效。 实验动物作为新质生产

力，是生命科学研究的基础，也是医药健康产业的

基石。 支撑了多个相关行业的快速发展。 同时，在
实验动物许可证管理工作中，仍存在一些不足。 针

对湖北省实验动物发展实际，提出以下建议。
４􀆰 １　 以公共服务平台为抓手，加强实验动物生产与

使用的溯源管理

　 　 近年来，随着政务智慧化水平的不断提升，一
方面实验动物行业相关数据信息越来越多，政务公

开要求越来越深化、透明。 另一方面，我省实验动

物产业发展迅速，在生物安全监督管理中也出现了

诸多新问题。 原有平台在信息化方面应进行相应

调整以适应新形势的要求。
建议升级平台的相关技术性能，完善实验动物

质量合格证及设施使用证的开具范围。 以平台为

抓手，以用户需求为导向，应用大数据、物联网等先

进的技术工具，构建包括实验动物设施管理、实验

动物生产监管、实验动物使用监管、实验动物福利

保障、技术交流与合作等全链条、多方位的实验动

物行业管理服务体系。 收集、整合、保存全省范围

内实验动物资源数据，推动实验动物资源共享。 构

建集生产使用监管、动物福利保障、资源共享服务

等一体化的大平台监管服务体系。 逐步实现实验

动物信息的全流程溯源管理。 为科技计划决策提

供支撑，为实验动物生产使用单位提供溯源查询路

径，营造我省实验动物产业安全、创新、发展、稳定、
和谐的新局面。
４􀆰 ２　 健全人才赋能机制，培养打造行业内高水平的

专家队伍

　 　 习近平总书记在中央人才工作会议上强调，要

造就规模宏大的青年科技人才队伍，把培养国家战

略人才的重心放在青年科技人才上，支持青年科技

人才挑大梁、当主角［６］。 青年科技人才是实验动物

行业人才梯队中最富有活力和创造力的队伍，是推

动实验动物行业发展的生力军。
在我国，实验动物相关专业的课程学习大多在

学校阶段，国家层面目前尚没有专门针对青年科技

人才的战略发展规划和培养方案。 为提升我省实

验动物从业人员的技能，湖北省科技厅每年提供专

项资金，委托实验动物从业人员培训基地开展专题

培训及技能评价活动。 与此同时，随着对人才培养

需求的增加，也需要用人单位发挥主体作用，建立

符合行业青年人才成长规律的培养体系。 鼓励青

年人才多参加科研工作交流学习，交流学习是科技

人才成长的加速器，通过交流学习，可以开阔科研

视野。 通过制定相关政策举措，激发青年学者的科

研参与热情。 同时，还应注重在岗位实践中锻炼培

育“专家型”人才。 通过日常监督检查锻炼青年专

家的多方面技能及能力。 凝聚行业发展的原动力，
形成我省实验动物行业人才的蓄水池，形成由上带

下，自下而上顺畅发展的人才梯队，促进我省实验

动物行业和人才个人的共同发展。
４􀆰 ３　 以“用”为导向，加强与我省特色资源相适应

的地方标准的研究与制定进程

　 　 在科技主管部门的指导和支持下，我省已开始

了实验动物标准研究工作。 湖北省尚处于研究中

地方标准有 ３ 项，科技主管部门每项给予 ３０ 万的研

究经费支持，切实解决了部分实验动物许可证发放

过程中急需地方标准问题。 但其他需求较多的实

验鸭、实验羊、实验雪貂、实验鱼等实验动物标准建

立尚为空白。
目前，实验鱼类在遗传学、药理学、毒理学、环

境科学等领域具有广泛应用。 由于湖北省水生实

验动物尚未纳入行政许可管理范畴，暂未有相关数

据的统计。 据中国实验动物信息网数据统计，我国

已有近十个省市发放了实验鱼的生产许可或使用

许可。 湖北省是较早开展水生实验动物研究的地

区之一，有着丰富的特色资源，如中国科学院水生

所拥有国际学界公认的全球三大斑马鱼资源库之

一，资源库保藏的斑马鱼品系量为亚洲最大；活体

保藏品系为全球最多，科技支撑能力连续两年位居

全球首位，并且参与编制了 ＧＢ ／ Ｔ ３９６４９－２０２０《实验

动物 实验鱼质量控制》等多项标准的制定［７］。 建议
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参照国家标准，尽快制定地方标准，进一步规范对

我省水生实验动物的规范管理，以促进我省水生实

验动物特色资源的高标准开发与利用。
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　 　 【摘要】 　 Ｄ－半乳糖（Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｄ⁃ｇａｌ）作为正常的生理物质，过量摄入能在体内外引发类似自然脑衰老的

过程，故在国内外被广泛用来诱导脑老化模型。 Ｄ－半乳糖诱发的脑衰模型耗时短、成本低、效果明显，但其诱导机

制复杂多样，各机制间的关系尚不明确，导致目前该模型的实际运用存在局限性。 本文就 Ｄ－半乳糖的体内代谢和

诱导脑老化的各种机制，以及机制间的联系作一综述，旨在为该模型的运用发展和脑衰老的深入研究提供参考。
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　 　 世界人口正在日益老龄化，全球生育率的下降

和预期寿命的显著增加，使与年龄相关的退行性疾

病已成为社会关注的前沿［１－２］。 脑老化是指从亚细

胞到组织器官水平的一系列形态、结构的退行性变

化，包括大脑体积减少、皮质变薄、白质退化等形态

学特征和神经元细胞萎缩、树突变性、脱髓鞘等病

理生理特征，最终伴随记忆丧失等认知缺陷和精神

行为异常，成为推动神经退行性疾病的重要因素，
也是社会老龄化负担的主要原因，因此，对脑老化

的深入研究十分迫切［３］。
动物模型是探索疾病的重要手段，其中脑老化

相关的人工加速衰老模型因耗时短、易重复等优点

在研究中更为常用［４］。 快速老化 ＳＡＭＰ８ 系小鼠表

现为记忆减退、淀粉样 β 前体蛋白 （ ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）代谢异常、神经元退化等，其
饲养周期短，但价格昂贵，繁殖力弱来源较少；单
侧 ／双侧海马区注射 β 淀粉样蛋白 （ ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）片段模型表现为学习困难、Ａβ 斑块周

围星形胶质细胞增生、神经炎症等，造模周期短且

成功率高，但诱发因素单一，对脑组织具有穿透性

损伤；ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 双转基因模型表现为认知障碍、早
期淀粉样斑块和突触损失等，但基因表达不稳定，
造价高，未能完全观察到 Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化［５－７］。
Ｄ－半乳糖诱导模型是国内外应用较广泛的模型之

一，能观察到认知记忆缺陷的行为学表现和胆碱能

神经元减少、Ａβ 免疫反应物聚集等病理特征，肿瘤

坏死因子－α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）和白细

胞介素－１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ⁃１β）等炎症因子、自由基

和 ８－羟基脱氧鸟苷（８⁃ｈｙｄｒｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ）等衰老标

志物水平的增高，是行之有效的脑老化模型［８－１０］。
Ｄ－半乳糖诱导脑衰模型具有广泛性和多样性，且构

建简便易行，价格低廉，性价比高，具有极大研究开

发的潜能［１１］。
过量 Ｄ－半乳糖能降低脑组织的氧化酶活性，形

成更多损害神经细胞的活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），其氧化应激效应已成为公认的主要

机制，此外线粒体功能障碍、自噬、神经炎症和凋亡

等也被证实与 Ｄ－半乳糖的作用相关［２］。 Ｄ－半乳糖

诱发脑老化的机制是构建和研究模型的基础，目前

已有大量关于其造模机制的研究，但结果繁杂，各
机制之间的关系不甚明确，散乱且不成体系的机制

理论也给模型使用者带来混淆和困扰。 本文梳理

了以往对 Ｄ－半乳糖致脑老化模型的研究，对 Ｄ－半

乳糖在体内的正常和异常代谢及其脑老化模型的

构建机制进行总结，并讨论机制间的连接关系，以
期为该模型今后的发展运用和脑老化相关疾病的

研究奠定基础。

１　 Ｄ－半乳糖的代谢和损害

　 　 Ｄ－半乳糖是一种还原的小分子醛己糖，和 Ｄ－
葡萄糖互为同分异构体，存在于许多食物中，主要

来源是哺乳动物乳汁中的乳糖［４，７］。 半乳糖推荐的

正常最大日摄入量为 ５０ ｇ，其中大部分在摄入后约

８ ｈ 内从体内代谢排出，血液中 Ｄ－半乳糖的正常浓

度低于 １０ ｍｇ ／ ｄＬ［２］。
摄入的 Ｄ－半乳糖被钠依赖性葡萄糖共转运蛋

白 １ 型（ｓｏｄｉｕｍ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ⁃１，ＳＧＬＴ⁃１）运输

到细胞中，再通过葡萄糖转运蛋白 ２ 型 （ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ⁃２，ＧＬＵＴ⁃２）进入血液，被半乳糖激酶和 １
－磷酸半乳糖尿苷转移酶代谢成葡萄糖，并进入糖

酵解途径或作为糖原储存在肝、肌肉和脂肪组织

中，也 可 通 过 葡 萄 糖 转 运 蛋 白 １ 型 （ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ⁃１，ＧＬＵＴ⁃１） 穿过血 脑 屏 障 摄 取 到 大

脑中［２］。
Ｄ－半乳糖过量时，会被醛糖还原酶催化成不易

被细胞分解的半乳糖醇，影响正常渗透压，引起如

细胞肿胀、代谢紊乱，消耗并破坏机体抗氧化防御

系统［１２］。 另外，大量堆积的半乳糖也可被半乳糖氧

化酶 （ ｇａｌａｃｔｏｓｅ，ＧＯＡ） 氧化成乙醛糖和过氧化氢

（ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２ ），生成多种活性氧自由

基，导致细胞的线粒体功能障碍、氧化应激、炎症和

凋亡［２，７］。 鉴于半乳糖的代谢特点，可通过注射大

量 Ｄ－半乳糖造成动物糖代谢异常，从而建立具有特

殊研究目的的动物模型。

２　 Ｄ－半乳糖诱导脑老化模型的机制

２􀆰 １　 氧化应激损伤

　 　 Ｄ －半乳糖浓度升高时，ＧＯＡ 为将其氧化成

Ｈ２Ｏ２，使超氧化物歧化酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）减少；增加的 Ｈ２Ｏ２ 与还原形式的 Ｆｅ 反应形成

ＯＨ－，Ｈ２Ｏ２ 和 ＯＨ－ 与其他 ＲＯＳ 共同导致细胞膜脂

质过氧化，损害氧化还原稳态。 胺与 Ｄ－半乳糖反应

形成不稳定的席夫碱（Ｓｃｈｉｆｆ’ｓ ｂａｓｅ）产物，几天内生

成更稳定的 Ａｍａｄｏｒｉ 产物，并在数月或数年内不可

逆地 转 化 为 晚 期 糖 基 化 终 末 产 物 （ ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ＡＧＥｓ ）。 ＡＧＥｓ 与 其 受 体
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（ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｅｄ ｅｎｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）
结 合， 增 加 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸

（ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈｏｐｙｒｉｄｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ， ＮＡＤＰＨ） 氧化酶和

ＲＯＳ，导致神经元损伤和认知功能障碍。 同时，累积

的半乳糖醇形成渗透应激，使线粒体的电子传递链

（ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｃｈａｉｎ， ＥＴＣ） 活性降低， ＲＯＳ 增

加［２，１３］。 还有研究发现，苯二氮卓受体可能是控制

线粒体呼吸以防 ＲＯＳ 损伤的一部分机制，Ｄ－半乳

糖可以通过降低苯二氮卓受体影响大脑皮层线粒

体抗氧化能力［２］。 激活核因子 Ｅ２ 相关因子 ２
（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ２）作为

维持氧化稳态的主要调节因子，介导了Ⅱ期酶 ＨＯ⁃１
的表达，该酶提高了抗氧化和受保护细胞免受氧化

损伤的能力，Ｄ－半乳糖可通过下调 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 的

表达水平来抑制其抗氧化功能［１４］。 实验研究中常

用氧化应激相关酶的活性作为测定指标，如 ＳＯＤ、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ、ＣＡＴ、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、谷胱

甘 肽 （ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ， ＧＳＨ ）、 氧 化 型 谷 胱 甘 肽

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｏｘｉｄｉｚｅｄ， ＧＳＳＧ） 和过氧化脂质 （ ｌｉｐｉｄ
ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ， ＬＰＯ ） 以 及 谷 胱 甘 肽 巯 基 转 移

酶等［２，１５］。
２􀆰 ２　 线粒体功能障碍

　 　 Ｄ－半乳糖能诱发线粒体结构损伤，使海马神经

元线粒体肿胀、破碎及嵴断裂和缩小，线粒体长度

和面积减少［１６－１７］。 Ｄ－半乳糖产生的 ＲＯＳ 导致线粒

体 Ｃａ＋超载，线粒体膜电位下降，膜中基质的电子密

度也大面积降低，部分膜溶解。 Ｄ－半乳糖可降低线

粒体 ＡＴＰ 表达，使细胞能量代谢不足。 Ｄ－半乳糖

能降 低 三 羧 酸 循 环 酶 水 平， 脑 线 粒 体 ＤＮＡ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）突变积累也可被 Ｄ－半
乳糖诱发，可能是 Ｄ－半乳糖通过减少 ＤＮＡ 修复酶

以及通过 ＮＯＣ 依赖性途径进行的；Ｄ－半乳糖产生

的 ＲＯＳ 也可诱导 ｍｔＤＮＡ 的突变，从而抑制 ｍｔＤＮＡ
的转录和翻译［２，１８－１９］。

新的线粒体产生依赖于线粒体的生物发生，其
中 ＰＧＣ⁃１α⁃ＮＲＦ１⁃ＴＦＡＭ 信号通路是调节线粒体生

物发生的关键，而 Ｄ－半乳糖能降低海马组织中的过

氧化物酶体增殖受体 γ 共激活因子 α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉＩｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃α， ＰＧＣ⁃
１α），进而阻碍线粒体的新生和稳态［２０］。 Ｄ－半乳糖

也可以影响线粒体动力学的两种代表性蛋白，提高

促分裂的动力蛋白相关蛋白 １ （ ｄｙｎａｍｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＤＲＰ１） 和促融合的线粒体融合蛋白 ２

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＦＮ２）在海马组织中

的表达水平，使线粒体分裂融合增加［２１］。 Ｄ－半乳

糖诱导的线粒体生物发生和动力学异常，导致线粒

体损伤和功能障碍。
２􀆰 ３　 细胞自噬抑制

　 　 Ｄ－半乳糖在海马组织中能诱导自噬抑制，使自

噬体的形成减少，自噬标志物水平异常，其中自噬

起始物微管相关蛋白 １Ａ ／ １Ｂ－轻链 ３（ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３，
ＬＣ３）及其衍生物 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ、自噬相关蛋白 ＡＴＧ３、
ＡＴＧ５、ＡＴＧ７、ＢＥＣＮ１ 含量降低，自噬降解底物 ｐ６２
增加［１，２１－２２］。 沉默信息调节因子 １（ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １，ＳＩＲＴ１）能调控自噬降解，哺乳动物雷帕

霉素靶标（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）则
能抑制自噬信号通路，Ｄ－半乳糖可以诱导 ＳＩＲＴ１ 蛋

白表达降低和 ｍＴＯＲ 表达水平升高；Ｄ－半乳糖还能

使在自噬调节中充当自噬主要抑制因子的 ｐ５３ 水平

升高，从而抑制自噬功能［２３］。 当自噬发生时，ＬＣ３ａ
被酯化成 ＬＣ３ｂ，ｐ６２ 可以与 ＬＣ３ｂ 结合并被泛素化

的蛋白质降解。 Ｄ－半乳糖诱导后 ＬＣ３ｂ ／ ａ 和 ｐ６２ 的

表达随着溶酶体功能蛋白的降低而提高，表明大量

错误折叠蛋白质和衰老线粒体启动自噬过的同时，
由于溶酶体功能损害，ｐ６２ 不能及时被消化，次生溶

酶体不能被分解而积累。 Ｄ－半乳糖除了改变自噬

指标， 还能降低溶酶体功能蛋白转录因子 ＥＢ
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥＢ，ＴＦＥＢ）和溶酶体相关膜蛋白

２（ ｌｙｓｏｓｏｍｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃２， ＬＡＭＰ２）
的表 达， 通 过 影 响 溶 酶 体 功 能 进 而 阻 滞 自 噬

通量［１６］。
２􀆰 ４　 脑细胞衰老和凋亡

　 　 ｐ５３、ｐ２１ 和 ｐ１６ｉｎｋ４α 蛋白是影响细胞周期的

关键因素，激活 ｐ５３ 基因，可促进下游 ｐ２１ 基因的表

达，降低细胞周期蛋白依赖性激酶复合物的活性，
阻断细胞周期； ｐ１６ｉｎｋ４α 负调节细胞周期蛋白

（ ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓ ４， ＣＤＫ４） 的活性，阻断

ＤＮＡ 复制，导致细胞周期停滞。 Ｄ－半乳糖的持续积

累可以提高 ｐ５３、ｐ２１ 和 ｐ１６ｉｎｋ４α 水平，降低 ＣＤＫ４，
进而诱导细胞衰老［１，２４］。 Ｄ－半乳糖可诱导海马神

经元的凋亡，并能导致细胞凋亡标志性蛋白的表达

异常，如抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达水平下降及促凋亡

蛋白 Ｂａｘ 和半胱天冬酶 － ３ （ ｃａｓｐａｓｅ⁃３） 的水平升

高［２５－２６］。 Ｄ－半乳糖可通过内外两种途径致细胞凋

亡：外在死亡受体途径通过 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ｃ⁃
Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）直接激活效应半胱天冬
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酶，并与线粒体的内在凋亡途径汇合；内在激活 ｐ⁃
ＪＮＫ 并增强细胞色素 ｃ （ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ，Ｃｙｔ ｃ）的水

平，刺激 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 和裂解的聚 ＡＤＰ 核糖

聚合酶（ｐｏｌｙ（ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ⁃１）的活

化，诱导细胞凋亡［２］。 ｍｉＲ⁃３４ａ ｍＲＮＡ 在调节细胞

衰老中至关重要，并在衰老大脑中表达激活，Ｄ－半
乳糖也可以升高 ｍｉＲ⁃３４ａ 水平，通过其介导的衰老

负调节因子 ＳＩＲＴ１ 的下调诱导脑衰，也可以通过

ｍｉＲ⁃３４ａ 的 重 要 靶 标 Ｂｃｌ⁃２ 的 降 低 诱 导 细 胞

凋亡［２３］。
２􀆰 ５　 炎症信号激活

　 　 Ｄ－半乳糖可以通过 Ｒａｓ 和氧化还原敏感信号

通路激活转录因子 ＮＦ⁃κＢ；Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）可促进 ＮＦ⁃κＢ 释放，ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
通路被激活时，会促进炎症因子的大量释放，而核

蛋白相关受体 １（ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ １，Ｎｕｒｒ１）通
过置换核因子活化 ＮＦ⁃κＢ 从而抑制炎性因子的产

生，Ｄ－半乳糖能降低脑部区 Ｎｕｒｒ１ 水平，激活 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路导致炎症产生［２７］。 髓系分化原发

性应答基因 ８８ （ ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ８８，
ＭｙＤ８８）是 Ｔｏｌｌ 样和白细胞介素受体募集的衔接蛋

白，以 ＭｙＤ８８ 依赖性途径的形式能被所有 Ｔｏｌｌ 样受

体（ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ） 激活，从而去活化 ＮＦ⁃
κＢ；组蛋白去乙酰化酶 ３ （ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ３，
ＨＤＡＣ３） 是长期记忆形成的关键负调节因子，
ＨＤＡＣ３ 能通过脱乙酰影响 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 途径的激

活［２８－２９］。 Ｄ－半乳糖能联合 ＡｌＣｌ３，显著提高 ＭｙＤ８８、
ＴＲＡＦ６、 ＨＤＡＣ３、 ＮＦ⁃κＢ 的表达及其诱导的神经

炎症。
２􀆰 ６　 神经物质代谢异常

　 　 与年龄相关的神经退行性疾病的学习和记忆

缺陷与胆碱能下降有关，Ｄ－半乳糖能使乙酰胆碱酯

酶（ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＡＣｈＥ）活性显着增加，乙酰

胆碱 （ ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ， ＡＣｈ） 水平降低；单胺氧化酶

（ｍｏｎｏａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ，ＭＡＯ）可降解单胺类神经递质，
减弱记忆能力，Ｄ－半乳糖可使被认为是脑老化标志

的 ＭＡＯ⁃Ｂ 水平升高［３０］。 Ｄ－半乳糖能使去甲肾上

腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）的代谢产物 ３－甲氨基－４－
羟基 苯 乙 二 醇 （ ３⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｇｌｙｃｏｌ，
ＭＨＰＧ）和 ５－羟色胺（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ）的

代谢产物 ５ －羟基吲哚乙酸（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｉｎｄｏｌｅ ａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄ，５⁃ＨＩＡＡ）的水平明显下降，提示 Ｄ－半乳糖可能

影响单胺能系统功能。 Ｄ－半乳糖可以使黑质内生

成多巴胺（ ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）的限速酶酪氨酸羟化酶

（ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）阳性细胞数量下降，减少

多巴胺能神经元［３１］。
脑 源 性 神 经 营 养 因 子 （ ｂｒａｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ

ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）是认知功能以及神经元生

长和存活的重要因素，在 Ｄ－半乳糖处理的小鼠中被

发现减少［３１－３２］。 突触后密度蛋白 ９５ 调控突触连

接，在突触结构和信号传递以及突触可塑性中发挥

重要作用，Ｄ－半乳糖能明显降低大鼠海马中突触后

密度蛋白 ９５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达［３３］。 Ｄ－半乳糖

干预可造成海马 ＣＡ１ 区树突棘密度降低，突触数量

减少，突触相关蛋白表达下降，Ｔａｕ 蛋白过度磷酸化

水平升高，Ａβ 蛋白沉积［８，３４－３５］。
２􀆰 ７　 机制间的联系

　 　 张熙等［７］发现 Ｄ－半乳糖大鼠的组织器官中存

在过量 ＲＯＳ，最早提出自由基致衰老学说，认为 Ｄ－
半乳糖活性氧应激效应态是拟衰老和脑老化的启

动因子，这一学说机制得到普遍公认。 Ｄ－半乳糖诱

导亚细胞水平的氧化应激时，脑线粒体是最容易被

损伤的部位，大量 ＲＯＳ 导致蛋白质错误折叠，线粒

体膜电位降低、呼吸链损伤、ｍｔＤＮＡ 突变积累，这些

变化诱导更多的 ＲＯＳ 产生，从而形成 ＲＯＳ 和线粒

体损伤的恶性循环。 ＲＯＳ 诱导的线粒体功能障碍

被认为是加速大脑衰老的主要机制［１－２，３６］。 自噬能

及时清理损伤的线粒体以维持其动态平衡［３７］，Ｄ－
半乳糖本身可作为自噬的抑制因子，也可通过降低

溶酶体功能来削弱自噬，从而阻断线粒体稳态的恢

复，进一步恶化线粒体障碍［２２］。
Ｄ－半乳糖诱发的氧化应激和炎症之间存在许

多信号分子和通路的连接，任一种机制的传播都可

能导致另一种机制的恶化或激活，它们的自我强化

循环会使脑细胞内外环境失衡，进一步加速衰

老［３８］。 氧化应激也可以激活细胞外死亡受体凋亡

途径，或者让脂质过氧化产物进入线粒体介导的细

胞凋亡途径，致线粒体损伤，释放 Ｃｙｔ ｃ 入胞质，形
成凋亡体［１３］。 Ｄ－半乳糖可以破坏脑组织细胞的结

构，也可通过诱发的其他认知障碍机制，如影响神

经递质和神经因子以及特异性病理产物的水平，从
而产生协同破坏作用，共同推动 Ｄ－半乳糖致脑老化

的结果［３９－４１］。

３　 Ｄ－半乳糖诱导脑老化模型的运用和局限性

３􀆰 １　 模型的应用与优势

　 　 Ｄ－半乳糖模型最早在国外应用于白内障研究，
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１９８５ 年我国学者徐黻本［４２］ 首次在延缓衰老药物疗

效实验中使用 Ｄ－半乳糖模型作为衰老模型。 Ｄ－半
乳糖可以诱导出记忆巩固与再现障碍、细胞退行病

变、基因表达与调控功能异常、寿命缩短等全身衰

老表现，而大脑因其高耗氧耗能导致的损伤敏感

性，成为衰老的“重灾区” ［４３－４４］。 Ｄ－半乳糖模型能

在表观行为、脑组织病理和生化分子方面成功模拟

出脑老化的状态，其致衰老的启动机制氧化应激易

发生在能量代谢最活跃的脑部，累积的 ＲＯＳ 损伤线

粒体，进一步可抑制自噬清除，使脑细胞亚生理活

动首当其冲受到 Ｄ－半乳糖的影响，持续的氧化应激

加重神经炎症，诱发凋亡衰老，破坏脑部形态功能。
Ｄ－半乳糖对各种衰老机制都能产生作用，各机制间

也并非独立运行，而是相互联系、协同加速衰老的

进程，这种机制联合体现出神经退行性疾病多因素

致病的特点，且在神经退行性疾病尤其是阿尔茨海

默病的模型构建中，得到特别青睐。
由于脑老化疾病的复杂性和多样性，近年来衍

生出以 Ｄ－半乳糖诱导的脑老化模型为基础，配合具

有目标疾病神经毒性的药物共同制备的复合式造

模法，如 Ｄ－半乳糖联合 Ａβ 类寡聚体、Ｄ－半乳糖联

合 ＡｌＣｌ３ 及 Ｄ －半乳糖联合 ＮａＮＯ２ 制备的 ＡＤ 模

型［８］。 另外，除了体内的动物实验外，Ｄ－半乳糖还

能用于体外细胞的加速衰老模型［４５］。 重要的是，利
用该模型探索的治疗方法或干预措施可以转化为

临床应用。 研究人员在 Ｄ－半乳糖模型中观察到低

水平激光治疗的效果后，发现该疗法可能会恢复

ＡＴＰ 以延缓衰老人类的认知能力下降；在 Ｄ－半乳

糖模型中起抗衰老作用的花青素，也已被证实可以

改善老年人的认知行为和大脑功能［４６－４８］。 此模型

的大量研究和实践已充分说明其可行性，以及作为

加速脑衰模型的优势和广阔前景。
３􀆰 ２　 模型的局限性

　 　 一些研究提出质疑，表示对 １ 月龄的 Ｗｉｓｔａｒ 大
鼠腹膜内注射 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ 的 Ｄ－半乳糖 ８ 周没有发

现影响焦虑水平、空间学习、记忆和神经发生［４９］。
有的研究指出 Ｄ－半乳糖诱导的衰老与啮齿动物中

天然发生的衰老并不完全一致，建议 Ｄ－半乳糖更适

合诱导多囊卵巢综合征（ＰＣＯＳ）而不是衰老；Ｄ－半
乳糖模型鼠虽然某些指标接近自然衰老，但免疫、
行为等方面存在较大差异，用于氧化损伤研究尚

可，不能完全反映真实衰老情况［５０－５１］。
这与 Ｄ－半乳糖模型的研究自发于各个领域的

独立团队有关，各实验室在实验设置上存在差异，
关于动物的品系、年龄以及注射剂量、方式和时间

间隔尚未达成共识，造模过程缺乏标准化，研究结

果质量也参差不齐，有些缺少降低偏移风险的报

告［５２］。 但 Ｄ－半乳糖致衰老的公认机制是通过氧化

应激的扳机产生机体损伤，而加速衰老是指衰老表

型的表现早于实际年龄，并且是由累积的适应不良

和以氧化应激和慢性炎症为特征的病理引起的，因
此 Ｄ－半乳糖用于模拟衰老早期反应是被认可且理

想的［３８］。 已有的大量结果证明，Ｄ－半乳糖是能够

通过氧化损伤进一步导致后续老化病程的，各实验

室造模得到的老化结果不一，并不能完全否认 Ｄ－半
乳糖致衰老的最终效果，至于这种继发或原发（尚
未了解的 Ｄ－半乳糖效应）于 Ｄ－半乳糖诱导形成的

全方位多因素衰老模型，要如何准确稳定的制备出

来，则需要进一步的探索和完善。

４　 总结

　 　 综上，Ｄ－半乳糖的过量摄入可用作诱发脑老化

的加速衰老模型，氧化应激作为 Ｄ－半乳糖启动衰老

的机制，可进一步通过 ＲＯＳ 加重线粒体障碍和抑制

自噬，造成代谢紊乱，并继续协同脑细胞凋亡和炎

症、神经功能障碍等模拟脑衰进展。 Ｄ－半乳糖诱导

早期脑老化的研究已得到广泛研究认可，其对后续

衰老进程的影响则仍需深入探索。
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２４
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李佳，余守洋，罗天元，等． 内侧前额叶皮质各层结构在全身麻醉作用机制中的研究进展 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４
（１０）： １１１－１１７．
Ｌｉ Ｊ， Ｙｕ ＳＹ， Ｌｕｏ ＴＹ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｌ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｌａｙｅｒｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ ［Ｊ］．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（１０）： １１１－１１７．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 １０􀆰 ０１４

［基金项目］国家自然科学基金（８２０６０６５３）；遵义医科大学名医计划（２０２１１０２２）。
［作者简介］李佳（１９９７—），女，硕士研究生，研究方向：全身麻醉作用机制。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：９６９１４８７５０＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］罗天元（１９８７—），男，博士，副教授，研究方向：全身麻醉作用机制。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：４０７５４２９４９＠ ｑｑ． ｃｏｍ

喻田（１９５７—），女，硕士，教授，研究方向：全身麻醉作用机制。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｙｙｕｔｉａｎ＠ １２６． ｃｏｍ∗共同通信作者

内侧前额叶皮质各层结构在全身麻醉作用机制中
的研究进展

李　 佳１，２，余守洋２，罗天元１，２∗，喻　 田２∗

（１．遵义医科大学附属医院麻醉科，贵州 遵义　 ５６３０００；
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　 　 【摘要】 　 内侧前额叶皮质参与了各种高级脑功能，包括注意力、意识转换和信息整合，被认为既是自下而上

逐层传递信息模式的终点，又是从上至下整合信息传递的起点，可能是全身麻醉药发挥意识调控作用的核心区域。
内侧前额叶皮质在垂直方向上可以分为 ６ 层，层与层之间在结构上具有丰富的环路连接，每一层都有着独特的功

能。 在本综述中，首先描述了内侧前额叶皮质的分层结构，其次，讨论了内侧前额叶皮质各层结构在全身麻醉中的

作用。 为此，本文回顾了啮齿类动物、灵长类动物和人类的内侧前额叶皮质分层与麻醉的相关研究，以期望为深入

了解内侧前额叶皮质在全身麻醉中的作用机制提供一定的参考。
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　 　 全身麻醉药（ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ），简称全麻药，
运用于临床已逾百年，极大地促进了医学事业的发

展，其最大的特点是导致意识的可逆性消失。 目前

认为全麻药导致意识消失的具体作用机制主要源

于两种作用模式：一是 Ｂｏｔｔｏｍ⁃ｕｐ 模式，该模式认为

全麻药作用于皮质下（ｓｕｂｃｏｒｔｅｘ）睡眠－觉醒网络，抑
制信息的向上传导而导致意识水平下降；二是 Ｔｏｐ⁃
ｄｏｗｎ 模 式， 该 模 式 认 为 全 麻 药 作 用 于 丘 脑

（ｔｈａｌａｍｕｓ，ＴＨ）－皮质（ｃｏｒｔｅｘ）和皮质－皮质环路，干
扰信息的整合处理，阻断意识内容的形成［１］。 而皮

质既是自下而上逐层传递信息模式的终点，又是从

上至下整合信息模式的起点，可能是全麻药作用的

核心区域。
在所有皮质区域中，前额叶皮质 （ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ

ｃｏｒｔｅｘ，ＰＦＣ）是尤为重要的意识相关结构。 其结构

最为复杂，不仅与皮质以及皮质下区域具有广泛的

纤维连接，而且内部区域也存在着丰富的局部环

路［２－３］，这些错综复杂的神经纤维联系是整合处理

来自皮质区域和皮质下区域众多信息的结构基

础［４］。 内侧前额叶皮质 （ ｍｅｄｉａｌ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ，
ｍＰＦＣ）是前额叶皮质的主要亚区，具有根据大脑目

标统筹思想和行动的能力，可以通俗理解为在面对

众多选项干扰时，ｍＰＦＣ 具备支持单个活动持续进

行的能力［４］，这是意识形成的基础点。 Ｐａｌ 等［５］ 使

用七氟烷持续麻醉大鼠 ７５ ｍｉｎ 后，通过在 ｍＰＦＣ 区

域注射胆碱能激动剂，激活该区域的胆碱能系统，
可以使大鼠直接从麻醉状态转变为清醒状态，而在

顶叶皮质区域注射胆碱能激动剂并不能够唤醒麻

醉状态下的大鼠。 ２０２１ 年的一项研究发现，利用河

豚毒素损害大鼠的 ｍＰＦＣ 后，使用七氟烷麻醉大鼠，
所需的翻正反射消失时间显著缩短，即加速了七氟

烷的麻醉诱导，同时增加了翻正反射恢复所需时

间，即延缓了七氟烷的麻醉苏醒［６］。 此外，缺血缺

氧性脑损伤患者的弥散张量纤维束成像结果表明，
ｍＰＦＣ 受损程度越重，患者的意识水平越低［７］。 而

在小鼠缺血性脑卒中致 ｍＰＦＣ 损伤的模型中，经鼻

内外源性线粒体治疗减轻 ｍＰＦＣ 的损伤程度后，小
鼠的意识水平得到显著改善［８］。 由此可见，ｍＰＦＣ
的功能涵盖了意识形成，参与了麻醉过程，是目前

神经科学研究意识过程的重点区域。
皮质具有特定的分层结构，不同分层在解剖和

功能上都具有独特的特点。 目前，全麻机制领域的

研究已经进展到了解析特定分层结构以及不同层

次之间相互联系的阶段。

１　 内侧前额叶皮质的分层

　 　 根据细胞形态、神经元类型以及神经元的密

度，在垂直方向上，从皮质的最外表面到白质，ｍＰＦＣ
可以分为六层（ ｌａｙｅｒ，Ｌ）（见图 １），依次编号为第Ⅰ
层（Ｌ１）到第Ⅵ层（Ｌ６），除此之外，每一层也分布有

特定皮层神经元的树突，位于浅层的 Ｌ１ 到 Ｌ３ 分布

有胞体位于 Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５ 和 Ｌ６ 的神经元的顶端树

突，位于深层的 Ｌ５ 和 Ｌ６ 包含胞体位于 Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５
和 Ｌ６ 的神经元的基底树突［９］。 因此，皮质神经元

的输入取决于其树突和胞体的位置［９］。 这些说明

每层都有着独特的神经元形态和纤维联系，不同层

之间的神经元连接模式并不完全相同［１０］。 ｍＰＦＣ
中的绝大多数投射神经元都是跨越多层的锥体神

经元，这是一种分布在 Ｌ２～Ｌ６ 五层中的谷氨酸能神

经元，约占神经元总数的 ８０％ ～ ９０％［１１］。 在锥体神

经元中，胞体处触发的动作电位能够反向传播到顶

端树突，并降低顶端树突动作电位的阈值，表现为

单独电流刺激顶端树突或胞体并不能使顶端树突

产生动作电位，但同时在两处进行电流刺激时，爆
发了动作电位，而顶端树突处的动作电位又可传递

到胞体处，可以将到达其胞体的自下而上的前馈信

息即感觉输入与到达其树突的自上而下的反馈信

息即来自皮层的其他信息整合起来，这就使皮质锥

体神经元能够在细胞水平上进行前馈信息和反馈

信息的整合［１２］，再经由层与层之间的局部连接传递

到其他皮质区域或皮质下区域，几乎所有的皮质微

环路以及大多数的皮质下连接都是由锥体神经元

所形成［１３］。
既往的研究表明，大脑不同区域之间的反馈信

息主要依靠皮质锥体神经元进行传导［１４］。 这些说

明大脑皮质层与层之间的连接多数是通过锥体神

经元实现的。 锥体神经元在形态上可以分为锥体

形的胞质，伸向皮质浅层的顶端树突以及向更深层

漫延的基底树突［１５］。 不同皮质层中，锥体神经元形

态上最大的区别体现在顶端树突的复杂程度以及

投射终止的皮质层［１６］。 锥体神经元的分类有多种

方式，根据锥体神经元的轴突投射靶点可以将其分
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图 １　 ｍＰＦＣ 分层结构

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌａｙｅｒｓ ｏｆ ｍＰＦＣ

为 ３ 个大类，每一个大类又包含多个亚型：第一类是

端脑内神经元，主要位于 Ｌ２ ～ Ｌ５，其轴突大多数投

射至端脑，可以通过胼胝体和前连合连接左右大脑

半球，是唯一一种能够投射至对侧皮质的神经元，
包括新皮质、纹状体等，在 Ｌ５ａ 中有着细长薄簇状顶

端树突；第二类是锥体束神经元，主要分布于 Ｌ５ｂ
中，有着厚簇状顶端树突的大锥体神经元，调控皮

质输出，主要投射至皮质下区域，包括脑干、脊髓和

中脑，也可以投射至同侧的皮质和丘脑；第三大类

是皮质丘脑神经元，主要投射至同侧丘脑［１７］。 １９９３
年，Ｖｅｒｃｅｌｌｉ 等［１８］将猫作为研究对象，发现位于不同

皮质区域的锥体神经元，其树突结构具有特异性，
这一发现支持了不同皮质区域的锥体神经元可以

针对局部功能的需要，进化出特异的结构［１３］，进而

具备不同的纤维联系和功能，暗示了不同皮质层的

锥体神经元在意识过程中所发挥的具体作用并不

完全相同。
１􀆰 １　 ｍＰＦＣ 中第Ⅰ层 　
　 　 第Ⅰ层（Ｌａｙｅｒ Ⅰ，Ｌ１）称为分子层，位于软脑膜

（ｌｅｐｔｏｍｅｎｉｎｘ）的正下方 ０～ ２００ μｍ 处［１９］，为皮质最

浅层，分为浅层 Ｌ１ａ 和深层 Ｌ１ｂ。 令人惊讶的是，Ｌ１
没有锥体神经元的胞体，但其间分布有其余几层锥

体神经元的顶端树突和轴突，来自皮质下区域的神

经纤维，以及稀疏的抑制性神经元。 Ｌ１ 虽然不含锥

体神经元，但是 Ｌ２～Ｌ５ 中锥体神经元的顶端树突均

投射至该层，因此，认为 Ｌ１ 受到其余几层和皮质下

区域的调控以及 Ｌ１ 可以将接收到的信息通过顶端

树突传送到不同的分层区域［２０－２１］。 例如结合光遗

传学技术，特异性激活 Ｌ１ 中的胆碱能神经元轴突

可以抑制 Ｌ２ ／ ３ 中锥体神经元的输出活动［１６］。 前期

研究表明，Ｌ１ 中稀疏的抑制性神经元主要是调节信

息输入［２２］，影响锥体神经元顶端树突并且能够自上

而下调节信息输入的抑制性神经元主要有 ４ 种，分
别是冠层细胞、血管活性肠肽细胞、神经源性神经

营养因子细胞和 α７ 细胞［２２－２３］。 进一步利用膜片钳

技术显示丙泊酚通过激活突触前中间神经元的抑

制性输入，促进突触后多个大脑皮质锥体神经元的

同步放电，阻碍了信息的传递［２４］。 全身麻醉药氟烷

增加了锥体神经元诱发的抑制性突触后电流的振

幅，并且延长了抑制性突触后电流的持续时间和增

加了发生频率［２５］。 利用膜片钳技术研究 Ｌ１ 中神经

元的沟通方式发现 Ｌ１ 中的神经元之间主要是通过

直接突触和间隙连接两种方式进行交流，大多数突

触连接同时由 γ－氨基丁酸 Ａ 受体和 γ－氨基丁酸 Ｂ
受体介导，少数由单一 γ－氨基丁酸受体介导［２６］。
除了皮层的输入外，来自于丘脑高阶核团的投射也

可以输入到 Ｌ１，研究人员发现，丘脑腹侧核主要投

射至 Ｌ１ａ，丘脑背内侧核主要投射至 Ｌ１ｂ，两种传入

神经均密集分布于边缘前皮质 Ｌ１ 区，目前仍不清

楚这些连接对 ｍＰＦＣ 的作用［２７］。 来自丘脑的投射

与 Ｌ１ 中的兴奋性和抑制性神经元均形成了突触连

接［２８］，常常与意识、记忆和注意力有关［２９］。 全麻药

异氟烷的作用机制之一便是通过影响丘脑高阶核

团输入到 Ｌ１，抑制突触中的谷氨酸释放，降低信息
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在皮质网络中的传播速度，增加了皮质网络进行大

量信息传递沟通的阈值，诱导产生了麻醉作用，从
而认为异氟烷的作用机制主要是抑制皮质网络信

息的传递，而不是影响单个细胞的整合处理信息

过程［３０］。
１􀆰 ２　 ｍＰＦＣ 中第Ⅱ／Ⅲ层

　 　 第Ⅱ／Ⅲ层距离软脑膜 ２００ ～ ３５０ μｍ［１９］。 第Ⅳ
层（Ｌ２）称为外部颗粒层，主要由小锥体神经元和数

量众多的星形胶质细胞构成。 其中的锥体神经元

通过复杂的兴奋性连接，处理传入信息，并将处理

过的信息传递到 Ｌ５ ／ ６ 层中的锥体神经元［３１］。 第Ⅲ
层（Ｌ３）称为外部锥体细胞层，分布着中小型的锥体

神经元，位于 Ｌ３ 深层的锥体神经元体积通常大于

位于 Ｌ３ 更浅层的锥体神经元。 Ｌ３ 是主要的皮质输

出层，主要功能是输出和接受其他皮质区域的锥体

神经元的输入［３２－３３］，且其树突的大小显著影响了神

经感受野的范围［１３］。 Ｌ２ 和 Ｌ３ 中的锥体神经元轴

突局部投射到同一皮质区域内的其他神经元及其

他的皮质区域，从而介导了皮质内通信［９］。 Ｌ２ ／ ３ 中

的锥体神经元可以将处理后的信息输入到 Ｌ５ ／ ６，在
Ｌ５ 中不仅可以诱发兴奋性突触后电位，还能诱发抑

制性突触后电位，正是由于 Ｌ２ ／ ３ 的这些特征，Ｌ２ ／ ３
被认为是接受输入，调节输出信号的主要靶标和信

息发生重复传导的位置［３１，３４－３５］。
１􀆰 ３　 ｍＰＦＣ 中第Ⅳ／Ⅴ层　
　 　 第Ⅳ／Ⅴ层距离软脑膜 ３５０ ～ ５５０ μｍ［１９］。 第Ⅳ
层（Ｌ４）称为内部颗粒层，绝大多数细胞为不同类型

的星形胶质细胞和锥体神经元，是丘脑输入的主要

皮质层，丘脑皮质神经元的输入主要由 Ｌ４ 中的锥

体神经元接受［３６－３７］，但是 Ｌ４ 的主要输入皮层是低

阶皮层，而且很少接收皮质区域的输入。 由于 Ｌ４
可以大量投射到 Ｌ２ ／ ３，同时，也可以投射到 Ｌ５ａ ／ ｂ，
但是却很少接受兴奋性的输入，所以提出猜想 Ｌ４
中的神经元可能处于局部兴奋网络的上游位置［１４］。
第Ⅴ层（Ｌ５）称为内部锥体细胞层，可以分为 Ｌ５ａ 和

Ｌ５ｂ 两层，是主要的皮质输出层，分布着大型的锥体

神经元，通常比 Ｌ３ 的锥体神经元更大，Ｌ５ 中的锥体

神经元是皮质的主要输出通路，投射到其他皮质区

域和皮质下结构［９］。 Ｌ５ 中锥体神经元根据内在放

电特性差异分为两类：一类是具有固定爆发性电

位，接受去极化电流后可以爆发动作电位，多为锥

体束神经元；另一类是具有规则电位发放尖峰，爆
发单个动作电位，多为端脑内神经元［３８－３９］。 如前所

述，Ｌ５ 中的锥体神经元除了可以接受 Ｌ２ ／ ３ 的输

入［３１］，直接参与了丘脑皮质和皮质皮质微环路的组

成之外，还具备决定皮质下区域输出的功能［４０］，构
成了 ｍＰＦＣ 到皮质下区域的主要皮质输出层，输出

结构包括层内 ／中线丘脑核、杏仁核、基底神经节、
脑干核和脊髓［４１］，推测其在感觉和运动过程中发挥

了作用［４２］。 Ｂｈａｒｉｏｋｅ 等［４３］的研究发现，全麻药可以

引起 Ｌ５ 中的锥体神经元出现一致性的钙活动变

化，且该同步性钙活动的出现与消失和意识的消失

与恢复保持一致，而且在全身麻醉期间，Ｌ５ 中锥体

神经元的顶端树突簇与其胞体之间的活动显示出

较低的同步性，但 Ｌ５ 锥体神经元的基底树突与其

胞体间的活动显示了较高的同步性。 另有研究表

明，全麻药可通过抑制皮质 Ｌ５ 中的锥体神经元的

顶端树突，使清醒状态下皮质各层之间、树突与树

突之间以及树突和细胞体之间的耦联解开，从而抑

制皮质整体反馈信息的输送，降低皮质反馈信息传

递的效率［４４］。 因而，全身麻醉药致意识消失的作用

机制之一是使新皮质锥体神经元内顶端树突功能

发生改变，干扰皮质中锥体神经元顶端树突传递信

号，影响树突电活动和树突的整合，所以全麻药能

够抑制皮质自上而下的信号［２９，４５］。
１􀆰 ４　 ｍＰＦＣ 中第Ⅵ层

　 　 第Ⅵ层（Ｌａｙｅｒ Ⅵ，Ｌ６）中神经元形态多种多样，
因此称为多形态层，距离软脑膜 ６５０～８５０ μｍ［１９］，与
形成皮层深层边界的白质相混合，分布着少量的大

型锥体神经元，小纺锤形锥体神经元和多形态神经

元。 Ｌ６ 中的锥体神经元也可以接受 Ｌ２ ／ ３ 信息输

入［３１］，其顶端树突也参与了 Ｌ１ 的组成。 Ｌ６ 的主要

作用是将信息输出到丘脑，建立了皮质和丘脑之间

精确而复杂的双向环路。 比较清醒、睡眠和麻醉过

程中的皮质神经元，发现在异氟烷和丙泊酚麻醉过

程中，只有深皮质层神经元的爆发性抑制增加［４６］。
意识不仅依赖于皮质－丘脑和皮质－皮质之间的活

动，也依赖于深层神经元及时向浅层神经元提供前

馈信息，不管是在麻醉状态还是自然睡眠状态下，
深层神经元和丘脑神经元对意识的变化更为敏

感［４６］。 Ｒｅｄｉｎｂａｕｇｈ 等［４６］研究发现异氟烷和丙泊酚

诱导的全身麻醉减少了皮质深层区域的激活，也降

低了同时投射到皮质深浅层的丘脑中央外侧核

（ｃｅｎｔｒａｌ ｌａｔｅｒａｌ ｔｈａｌａｍｉｃ，ＣＬ）的活动，减少了皮质层

内部和皮质皮质之间的 α 和 γ 频率交流，然后用 γ
频率刺激 ＣＬ，重新激活了 ＣＬ－深皮质层通路，使猕
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猴从麻醉状态转变为清醒状态，提高了意识水平，
说明两种麻醉药共同作用于 ＣＬ－深皮质环，这可能

是麻醉药物的共同靶点，特别是作用于 γ－氨基丁酸

Ａ 受体的药物。

２　 结语与展望

　 　 ｍＰＦＣ 作为信息处理的高级枢纽，是全麻药作

用的关键部位，目前，外周信息处理的一种路径为

外周信息输入到丘脑，丘脑再传递到皮质层 Ｌ４，在
Ｌ４ 进行预处理后，Ｌ４ 中的锥体神经元再输送到 Ｌ２ ／
３，信息在 Ｌ２ ／ ３ 中经过进一步处理后，输送到 Ｌ５，再
往下进一步输出到皮质下区域［４７］（见图 ２）。 类似

通路的形成可能正是信息感知，意识形成的关键，
而全麻药在这一通路的哪些靶点发挥作用，进而阻

断信息的传递或整合正是麻醉机制研究所需要探

讨的内容。

图 ２　 外周信息传递路径

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ

ｍＰＦＣ 中各层结构中，各类神经元形成的自上

而下和自下而上的特异性投射通路都参与到了全

麻药的作用机制当中，比较在睡眠和麻醉状态下大

脑的改变，在睡眠中，大脑各区域的变化（例如信息

整合减少）是均匀分布的，而在麻醉过程中，则以

ＰＦＣ 的变化最为突出，这说明麻醉致意识消失的原

因之一是 ＰＦＣ 与其他大脑区域之间功能连接逐渐

减少并出现脱节现象［４８－４９］，绘制并探索这些神经回

路有助于理解全麻药的作用机制。 尽管关于 ｍＰＦＣ

的神经回路研究取得了一定的进展，但是仍有以下

几个重要问题没有得到解答：（１）位于 ｍＰＦＣ 的不

同类型神经元在全麻过程中的作用有何不同？ （２）
ｍＰＦＣ 投出和投入通路在全麻过程中的作用机制；
（３）ｍＰＦＣ 介导全身麻醉诱导和苏醒的神经机制是

否不同。 这些问题的解答，有助于精确调控麻醉过

程，监控患者围手术期的意识状态，提高患者围手

术期的安全性。 在未来发展历程中，基于先进的研

究技术，理解神经环路及神经网络在全身麻醉致意

识消失中发挥的作用是研制理想全麻药的必经之

路。 相信对于 ｍＰＦＣ 皮质层结构的深入理解以及不

同皮质分层结构功能的详细解析将有助于揭示全

麻药的作用机制，也有利于揭示意识形成的神经生

物学基础。
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２０２４ 年 １０ 月

第 ３４ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． １０

杨慧捷，兰瑞，王漫漫，等． 铜代谢异常在帕金森发病机制中的研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（１０）： １１８－１２４．
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铜代谢异常在帕金森发病机制中的研究进展
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　 　 【摘要】 　 帕金森病是一种与大脑铜代谢异常有关的神经退行性疾病，铜代谢异常导致 α－突触核蛋白－铜络

合物的错误折叠和聚集是帕金森病的重要病理标志。 铜代谢是指有铜离子参与的细胞代谢过程，与帕金森病中 α
－突触核蛋白聚集、多巴胺代谢、线粒体功能障碍、氧化应激、铁死亡等发病机制密切相关。 在本综述中，我们通过

研究铜代谢异常在帕金森病中发挥病理作用的机制，描述铜发挥其毒性的分子代谢机制，以期为进一步完善作用

机制和药物的开发提供依据和帮助。
【关键词】 　 帕金森病；铜代谢；氧化应激；α－突触核蛋白；铜蓝蛋白；线粒体功能障碍
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　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是中老年人

多见的神经退行性疾病，其病理特征是中脑黑质多

巴胺神经元进行性变性丢失，残存的多巴胺神经元

内富含 α－突触核蛋白和路易小体［１］。 临床以肌强

直、静止性震颤及姿势障碍为主要症状，发病数年

前可出现睡眠障碍、嗅觉减退及自主神经功能紊乱

等非运动症状，严重降低中老年患者的生活质

量［２］。 目前 ＰＤ 发病机制尚未明确，可能涉及氧化

应激、免疫紊乱、遗传等［３］。 铜是一种对大脑发育

和功能至关重要的生物金属，与神经退行性疾病的

病理和生理有关。 在 ＰＤ 中，游离铜与氧化应激增

加、α－突触核蛋白寡聚化和路易体形成有关［４］。 大

量研究表明，在 ＰＤ 患者的黑质核和尾状核中发现

铜、铜蓝蛋白浓度降低和游离铜浓度的增加，黑质

中铁浓度增加和脑脊液中铁氧化酶活性降低［５］。

１　 铜主要代谢路径

　 　 铜是生命必需的金属营养素，通常依赖于 Ｃｕ＋

和 Ｃｕ２＋ 氧化态之间的氧化还原循环来发挥其生理

作用，但细胞氧化还原状态的改变会导致铜稳态失

衡，从而导致 ＰＤ 和其他具有金属依赖性疾病的金

属增生［６］。 其中亚铜离子通过铜离子转运蛋白 １
（ｃｏｐｐｅｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １，ＣＴＲ１）进入肠上皮细胞并通过

铜离子转运 ＡＴＰ 酶 α 肽 （ Ｃｕ２＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ ａｌｐｈａ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＴＰ７Ａ）在门静脉循环中流出，其中绝

大部分通过 ＣＴＲ１ 流入肝，Ｃｕ＋在肝主要代谢路径有

３ 条，一部分通过 ＳＣＯ１、ＳＣＯ２ 传递到线粒体，另一

部分通过超氧化物歧化酶铜伴侣蛋白（ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｃｏｐｐｅｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ，ＣＣＳ）结合成

铜锌依赖性超氧化物歧化酶（Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃ＳＯＤ），剩余一

部分 Ｃｕ＋分别通过 ＡＴＰ７Ｂ 蛋白排泄到胆汁和转运

到反式高尔基体网上合成铜蓝蛋白（ｃｅｒｕｌｏｐｌａｓｍｉｎ，
Ｃｐ），Ｃｐ 经血液循环进入机体的其他组织［７］。 大脑

中铜离子浓度仅次于肝，其重要代谢途径是铜透过

血脑屏障经由 ＣＴＲ１ 与 ＡＴＰ７Ａ 蛋白转运至不同脑

区，从而进一步加重脑损伤［８］。 铜离子在细胞内价

态的转换一定程度上反映和影响细胞的氧化还原

状态，与氧化应激、胶原蛋白合成和皮肤色素沉着，
维持血管的完整性，以及铁稳态、抗氧化防御和神

经递质合成、线粒体功能、细胞程序性死亡密切相

关［９］。 值得关注的是，尽管铜在 ＰＤ 的机制和其确

切作用尚未被完全阐明，但近几年研究表明，铜及

其代谢物在未来具有很大潜力成为临床诊断标记

物和疾病的新型治疗靶点。

２　 ＰＤ 中的铜稳态失调

２􀆰 １　 铜过量

　 　 铜是所有生物体必不可少的辅助因子，但如果

浓度超过代谢机制所维持的阈值，它就会具有生物

毒性［１０］。 临床上，过量的铜在许多器官中表现出

来，最常见的是 ＰＤ 和威尔逊病（Ｗｉｌｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＷＤ）。 ＷＤ 是一种常染色体隐性遗传病，它是由

ＡＴＰ７Ｂ 突变引起的，其特征是铜在身体各个部位过

量沉积，主要在肝和大脑中［１１］。 ＷＤ 的神经系统症

状主要是肝外铜毒性导致神经组织损伤而引起的，
其神经退行性变包括纹状体和苍白球，以及少数的

大脑皮层、脑干和齿状核［１２］。 脑组织和脑脊液中的

铜水平弥漫性增加 １０ 倍，其毒性涉及线粒体毒性、
氧化应激、细胞膜损伤、ＤＮＡ 交联和酶抑制等多种

机制［１３］。 其中过量的铜最初被星形胶质细胞和少

突胶质细胞吸收和缓冲，但最终会导致血脑屏障和

脱髓鞘功能障碍，从而加速有毒寡聚形式的 α⁃Ｓｙｎ
的形成，极容易引发 ＰＤ。 此外，铜毒性还能影响基

底神经节和额叶皮层，诱发 ＰＤ 样症状和认知缺陷。
铜一旦进入体内并处于高浓度状态，它就会诱导

ＤＮＡ 损伤和肿瘤磷酸化蛋白 ５３（ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔｕｍｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ５３，Ｐ５３）表达，Ｐ５３ 发生磷酸化并转位到细

胞核中以诱导细胞凋亡调节因子（ｂｃｌ⁃２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＢＡＸ ） 和 Ｐ５３ 上 调 凋 亡 调 节 因 子

（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐ５３ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，
ＰＵＭＡ），随后将细胞色素 ｃ 释放到胞质溶胶中以启

动细胞凋亡［１４］。 Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ 等［１５］ 通过运用不同剂

量的 Ｃｕ 处理人神经母细胞瘤 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞，发现

Ｃｕ 损伤引起的细胞应激可能会启动信号蛋白（如转

录激活因子 ６、蛋白激酶 Ｒ 样内质网激酶和内质网

核信号转导蛋白 ａ１）的释放，其中激活的内质网核

信号转导蛋白 ａ１ 催化 Ｘ 盒结合蛋白－１ 的剪接，并
在 Ｃｕ 存在的情况下进一步激活半胱天冬酶 １２ 的表

达，导致半胱天冬酶级联反应的诱导。 此外，在铜

过量期间，神经元细胞会经历严重的压力，导致内

质网中错误折叠的蛋白质积累，蛋白激酶 Ｒ 样内质

网激酶因此寡聚化，从而在一端诱导人内质网应激

蛋白的表达，在另一端抑制 Ｂｃｌ⁃２ 的表达。 由此可

见，Ｃｕ 触发了内质网应激，协调了一系列未折叠蛋

白信号转导反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）。
ＵＰＲ 的过度激活可导致 ＰＤ 样疾病，表明通过降低
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铜浓度来抑制 ＵＰＲ 的表达有望作为 ＰＤ 治疗的有

效手段。 另有研究发现，在格鲁伯奈瑟菌模型中，
线粒体定位蛋白 ＮｇＤＪ⁃１ 的表达随着铜浓度的升高

而增加，并且不受 ＲＯＳ 积累的诱导，是铜代谢的潜

在关键蛋白［１６］。 ＮｇＤＪ⁃１ 属于 ＤＪ⁃１ ／ ＴｈｉＪ ／ ＰｆｐＩ 超家

族的同源性蛋白质。 这个超家族的成员存在于从

细菌到人类的许多生物体中，研究最多的是人类同

源物 ＤＪ⁃１，它在氧化应激下易位到线粒体和细胞

核，并保护细胞免受氧化应激诱导的细胞死亡，并
在常染色体隐性遗传早发性帕金森病中发挥关键

作用［１７］。 由此表明调控铜稳态可上调 ＤＪ⁃１ 同源物

来抑制氧化应激，以减少 ＰＤ 患者脑细胞的损伤。
２􀆰 ２　 铜缺乏

　 　 虽然大多数研究将铜水平升高与 ＰＤ 风险增加

联系起来，但事实上，最近的研究支持了铜含量降

低也与患这种疾病有关。 有临床研究表明，将 ＰＤ
患者与年龄相近的健康个体相比，ＰＤ 患者大脑中

铜、铜蓝蛋白氧化酶活性以及每个铜蓝蛋白分子的

铜浓度较低，并且黑质和蓝斑的铜含量降低了一半

左右［１８］。 铜缺乏症有遗传性和后天性，后者是最常

见的。 其临床表现是非特异性的，但累及所有器官

和系统，会影响心血管、皮肤和免疫系统，尤其是贫

血和帕金森病［１９］。 Ｃｅｎｄｒｏｗｓｋａ⁃Ｐｉｎｋｏｓｚ 等［２０］ 研究

发现，用含有铜的金属纳米颗粒替换无机形式的铜

或从饮食中完全剥夺铜后导致基因表达的变化，引
起细胞色素 ｃ 氧化酶的减少，锰超氧化物歧化酶和

谷胱甘肽过氧化物酶的增加，表明大鼠大脑前额叶

皮层对还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ
ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤＨ）的需求增加，影响了线

粒体的 ＲＯＳ 和 ＡＴＰ 含量，从而对 ＰＤ 产生有害的影

响。 越来越多的证据表明，铜缺乏在铜代谢紊乱导

致的神经退行性变中起着关键作用。 此外，超氧化

物岐化酶 １（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｍｕｔａｓｅ １，ＳＯＤ１）活性位点

的铜缺乏被认为是作用于 ＰＤ 的核心决定因素。
ＳＯＤ１ 是主要的超氧化物歧化酶，负责催化超氧化

物歧化为过氧化氢和分子氧，它是维持细胞氧化还

原稳态的必需抗氧化酶［２１］。 铜代谢紊乱和氧化应

激是 ＰＤ 的潜在催化机制，在这种情况下，金属缺乏

和氧化应激诱导的 ＳＯＤ１ 修饰可能与 ＰＤ 发病机制

相关［２２］。 有研究表明，在 ＰＤ 大脑中黑质和蓝斑的

路易体和路易神经突中检测到 ＳＯＤ１ 的免疫反应

性，提取出的可溶性 ＳＯＤ１ 的等电点发生了正向变

化，证明了黑质和蓝斑中的铜缺乏与负载铜的

ＳＯＤ１ 减少有关，将 ＳＯＤ１ 无定形聚集体的形成与

ＰＤ 联系起来［２３］。 此外，有研究表明，ＣｕＡＴＳＭ 向

ＳＯＤ１ 蛋白提供铜，这种铜复合物有助于维持线粒

体中的正常铜代谢，并且 ＣｕＡＴＳＭ 在各种体内 ＰＤ
小鼠模型中表现出类似的保护作用［２４］。 由此看来，
ＳＯＤ１ 的异常金属化和聚集在 ＰＤ 中起到一定的作

用，这些发现有助于人们研究铜代谢，可为 ＰＤ 的治

疗提供了新思路。

３　 铜参与帕金森病的相关机制

３􀆰 １　 铜参与 α－突触核蛋白异常聚集

　 　 α－突触核蛋白（ａｌｐｈａ⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，α⁃Ｓｙｎ）是一种

小的外周膜蛋白，特异性定位于神经元的轴突末

端，具有高度可溶性，在 ＰＤ 和其他突触核蛋白病的

发病机制中起着核心作用［２５］。 铜水平的改变和 α⁃
Ｓｙｎ－铜络合物的增加可能在 ＰＤ 发病中活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生起关键作用。
Ｌｉ 等［２６］发现 α⁃Ｓｙｎ 在残基 ３－１１、４８－５３ 和 １１５－１２３
处对 Ｃｕ２＋具有亲和力，其中残基 ４８－５３ 表现出最高

的亲和力电喷雾电离质谱 （ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＥＳＩ⁃ＭＳ）和电化学证实了 Ｃｕ２＋与

α⁃Ｓｙｎ 和 α⁃Ｓｙｎ 配合物的形成。 还有研究发现，可
溶性 α－突触核蛋白－Ｃｕ２＋复合物具有多巴胺氧化酶

活性，并在生物还原剂的存在下通过 Ｃｕ２＋ ／ Ｃｕ＋氧化

还原循环催化 ＲＯＳ 的产生［２７］。 此外，α⁃Ｓｙｎ－铜络

合物的氧化还原活性可能会增加细胞氧化应激，这
可能导致酪氨酸交联和神经递质多巴胺的氧化，而
多巴胺神经元（主要存在于黑质中）在 ＰＤ 中对变

性 ／死亡的易感性较高，由此表明铜代谢失调导致

α⁃Ｓｙｎ－铜络合物的沉积增加是 ＰＤ 的重要病理标

志［２８］。 Ｌｉ 等［２９］进一步研究表明，重金属铜离子通

过加速 α⁃突触核蛋白原纤维的朊病毒样繁殖，从而

在 ＰＤ 的发病机制中发挥了新作用。 此外，近期

Ｌｏｔｈｉａｎ 等［３０］提出了一种可能性，即铜可以诱导一

小部分 α⁃Ｓｙｎ 分子触发成核过程，从而导致寡聚化，
随后形成原纤维，并且只有在铜代谢紊乱的情况下

才足以引发原纤维聚集，导致 ＰＤ 的发生发展。 这

些以铜为中心的氧化还原反应促进 α⁃Ｓｙｎ 的氧化和

聚集，并在 ＰＤ 的发病中起不利作用。 综上所述，铜
离子对 α⁃Ｓｙｎ 蛋白聚集的浓度依赖性产生影响，强
调了铜靶向 α⁃Ｓｙｎ 蛋白寡聚体进行治疗干预的重要

性，Ｃｕ 极有可能成为临床检测的新型指标并对 ＰＤ
患者的治疗具有巨大的潜力。
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３􀆰 ２　 铜参与多巴胺代谢

　 　 多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）是最重要的儿茶胺神经

递质之一，因为它参与了人类中枢神经系统的许多

功能，包括调节躯体运动和参与精神情绪活动［３１］。
多巴胺产生在黑质的腹侧被盖区（ ｖｅｎｔｒａｌ ｔｅｇｍｅｎｔａｌ
ａｒｅａ，ＶＴＡ），特别是在下丘脑核和中脑。 与其他单

胺相比，多巴胺广泛分布于嗅球、中脑黑质、下丘

脑、ＶＴＡ、视网膜和导水管周围灰色区域［３２］。 多巴

胺代谢与线粒体自噬障碍、氧化应激等有关。 多巴

胺能神经元的失调或功能障碍与许多神经精神疾

病有关，例如帕金森病、自闭症和精神分裂症［３３］。
据报道，ＰＤ 的病理相关蛋白 α⁃Ｓｙｎ 的异常蛋白聚集

通过与 ｔｏｌｌ 样受体（ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）的相互

作用激活小胶质细胞的 ＮＬＲＰ３ 炎症小体，并最终通

过核因子⁃κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ）的易位释放

促炎细胞因子，并导致线粒体受损，从而损害多巴

胺能神经元［３４］。 多巴胺能神经的丧失和多巴胺缺

乏会导致以强直、震颤和运动迟缓为特征的运动症

状。 有趣的是，过量接触有毒金属，如铜（Ｃｕ）、锌
（Ｚｎ）、铁（Ｆｅ）会穿过血脑屏障进入大脑并导致多巴

胺能神经元变性［３５］。 有研究表明，铜暴露能够激活

小胶质细胞分泌炎症产物，导致多巴胺能神经元焦

亡，这与 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠小胶质细胞中 ＲＯＳ ／ ＮＦ⁃κＢ
通路的早期激活和随后的线粒体自噬障碍有关［３６］。
有研究发现，当铜与 ６－羟基多巴胺在纹状体内共同

给药时，会增加多巴胺能变性，这一现象也伴随着

氧化应激测定指数的增加，过氧化氢酶活性的降

低，以及谷胱甘肽活性的增强［３７］。 由此可见，铜可

能通过多巴胺代谢增强氧化应激从而参与 ＰＤ 的发

病机制。
３􀆰 ３　 铜参与线粒体功能障碍

　 　 线粒体是执行和协调细胞中各种代谢过程的

必需细胞器，线粒体功能障碍严重影响细胞的健康

并导致疾病，其中包括多种神经退行性疾病如阿尔

茨海默病、亨廷顿病、肌萎缩侧索硬化症等，尤其是

ＰＤ［３８］。 有研究表明，ＰＤ 症状会因多种线粒体相关

改变而加重，例如 ＲＯＳ 产生、Ｃａ２＋缓冲、线粒体动力

学不平衡（包括裂变、融合、线粒体自噬）、生物遗传

功能障碍、线粒体膜电位 （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）破坏、蛋白质聚集、神经毒素和基因

突变，这些突变表现为不健康的线粒体参与神经退

行性变中的中枢神经系统，导致黑质区域的 ＤＡ 神

经元发育迟缓，从而导致 ＰＤ［３９］。 有研究表明，高水

平的 Ｃｕ 参与炎症、氧化和亚硝化应激（ ｎｉｔｒｏｓａｔｉｏｎ
ｓｔｒｅｓｓ，ＮＳ）反应的信号通路的激活，包括 ＮＦ⁃κＢ 和

激活蛋白－１，这些铜离子的不平衡会损害不同酶、
蛋白质、受体和转运蛋白的结构、调节和催化功能，
铜通过与蛋白质结合及诱导聚集体形成发生神经

退行性变，以及破坏线粒体功能，消耗三磷酸腺苷

并诱导 ＲＯＳ 的产生，形成恶性循环导致 ＰＤ、ＡＤ 和

ＭＳ 的神经退行性变［４０］。 有试验研究表明，Ｃｕ 处理

的 Ａ５３Ｔ 小鼠的线粒体功能、神经系统发育、突触功

能和免疫反应发生改变，这些变化与线粒体分裂蛋

白增加、线粒体融合蛋白减少、线粒体自噬蛋白异

常、多巴胺神经元表达降低、α⁃Ｓｙｎ 表达增加、炎症

因子释放和小胶质细胞激活有关［４１］。 由此可见，低
剂量的铜治疗改变了参与线粒体、神经发育和炎症

反应的关键蛋白质，并影响了线粒体的 ＲＯＳ 和 ＡＴＰ
含量，对于了解 ＰＤ 的病理生理学至关重要，并可能

为预防和治疗受影响的患者提供可能的新靶点。
３􀆰 ４　 铜参与氧化应激

　 　 氧化应激（ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ，ＯＳ）被定义为活性氧

的产生与内源性抗氧化防御系统之间的不平衡［４２］。
一些研究表明，ＰＤ 患者大脑中内源性抗氧化剂（谷
胱甘肽和辅酶 Ｑ１０）的水平较低，氧化多巴胺和铁含

量较高，表明氧化应激在 ＰＤ 的病理学中起着至关

重要的作用［４３］。 活性氧被认为是 ＰＤ 发展的关键

调节剂，当细胞的抗氧化能力降低时，自由基会导

致产生多巴胺的细胞严重受损和死亡，以对抗氧化

应激，许多细胞内反应会产生 ＲＯＳ，包括 ＮＡＤＰＨ 氧

化酶的激活、线粒体功能障碍和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）分
解［４４］。 许多研究表明，铜会破坏氧化还原稳态，同
时诱导自由基的产生并降低黑质中的抗氧化剂水

平，铜还可以通过与氧化衍生物结合，导致一系列

有害的氧化还原化学过程而引起氧化损伤［４５］。
Ｍａｉｎａ 等［４６］研究表明，使用 Ｃｕ２＋ 和 Ｈ２Ｏ２ 的金属催

化氧化导致两种错误折叠蛋白 Ａβ 和 α⁃Ｓｙｎ 形成交

联，分别与阿尔茨海默病和 ＰＤ 相关。 Ｂｅｈｌ 等［４７］ 研

究发现，Ｃｕ 在过度暴露后，可以渗透到血脑屏障

（ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）并在大脑内移动，从而最

终导致 ＯＳ 升级（通过活性氧依赖性途径）、路易体

内的 α⁃Ｓｙｎ 聚集和脂质过氧化，从而导致 ＤＡ 神经

细胞的破坏并促进 ＰＤ 的发作。 此外，还有研究表

明，长期铜暴露会改变运动功能，并以剂量依赖性

方式诱导多巴胺能神经元丢失、星形胶质细胞增多

症和小胶质细胞增生以及 α⁃Ｓｙｎ 的积累和聚集，铜
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还能够以浓度依赖性方式诱导亚硝化应激［４８］。 虽

然铜代谢的具体调控机制仍需要进一步的研究，但
不少学者认为在 ＰＤ 领域具有非常良好的应用

前景。
３􀆰 ５　 铜与铁死亡

　 　 自 ２０１２ 年创造该术语以来，铁死亡的研究领域

在过去几年中呈指数级增长［４９］。 铁死亡是一种铁

依赖性细胞死亡过程，是由脂质过氧化物的积累和

铁的过度沉积引起的［５０］。 铁死亡涉及多种生物学

过程，如铁代谢、脂质代谢、氧化应激和烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸磷酸、谷胱甘肽和辅酶 Ｑ１０ 的生物合

成［５１］。 这 一 过 程 与 ＰＤ 患 者 黑 质 致 密

（ｓｕｎｓｔａｎｔｉａｎｉｇｒａｐａｒｓ ｃｏｍｐａｃｔａ，ＳＮｃ）中多巴胺能神经

元的死亡有关。 血浆铜蓝蛋白是肝分泌的重要蛋

白质，在人体的铜离子分布和运输中扮演关键角

色，并在维持铜离子稳态方面起重要作用［５２］。 此

外，Ｃｐ 还是一种亚铁氧化酶，参与人体内铁离子的

代谢。 Ｙａｎｇ 等［５３］发现，ＣＯＭＭＤ１０ 通过降低细胞中

的 Ｃｕ 来抑制 Ｃｐ 的表达，从而促进铁死亡，并且还

可以抑制 ＨＩＦ１ａ ／ Ｃｐ 环，破坏肝细胞性肝癌中的 Ｃｕ⁃
Ｆｅ 稳态来加重铁死亡和放射敏感性。 由此可见，Ｃｐ
的合成依赖于铜，是铁死亡的重要调节因子，Ｃｐ 通

过影响铜代谢进而在 ＰＤ 患者多巴胺能神经元死亡

中发挥必不可少的作用。

４　 总结与展望

　 　 ＰＤ 是一种进行性加重的难治性神经退行性疾

病，病理进程中存在多种形式的铜代谢紊乱，这也

是造成 ＰＤ 多巴胺神经元细胞丢失、运动功能障碍

的关键因素。 随着研究的不断深入，部分 ＰＤ 的内

在分子机制逐渐清晰。 铜是脑细胞中必不可少的

辅助因子和各种酶的结构成分，这些酶参与许多重

要的生化途径，如多巴胺代谢、氧化应激、线粒体功

能障碍、α⁃Ｓｙｎ 聚集和铁代谢。 然而，如前所述，细
胞中铜代谢发生紊乱与 ＰＤ 等神经退行性疾病密切

相关。 因此，需要对细胞中的铜进行严格调节，以
确保铜被必需酶充分利用。 虽然铜与 ＰＤ 中呼吸

链、抗氧化防御和铁代谢机制之间存在显著的串扰

关系，但其作用机制尚未完全明确，在 ＰＤ 中探讨铜

代谢的研究数量少，研究设计难度大，是科研人员

未来需要努力的方向。 未来可针对铜代谢及其靶

向不同信号通路在 ＰＤ 中的机制，建立信号通路网

络，去探索铜参与 ＰＤ 发病机制中的蛋白质、代谢物

和信号通路，从而为 ＰＤ 提供更多的治疗选择和治

疗新思路。 但由于目前对铜代谢在 ＰＤ 中的机制研

究仍较缺乏，铜治疗仍面临许多挑战，希望在未来

能够对铜代谢进行深入研究，并将其应用于临床，
成为 ＰＤ 的新疗法。

参考文献：

［ １ ］ 　 ＦＥＮＧ Ｙ Ｓ， ＹＡＮＧ Ｓ Ｄ， ＴＡＮ Ｚ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｂｅｎｅｆｉｔｓ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ．
Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２０， ２４５： １１７３４５．

［ ２ ］ 　 ＢＬＯＥＭ Ｂ Ｒ， ＯＫＵＮ Ｍ Ｓ， ＫＬＥＩＮ Ｃ． Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ．
Ｌａｎｃｅｔ， ２０２１， ３９７（１０２９１）： ２２８４－２３０３．

［ ３ ］ 　 ＣＡＢＲＥＩＲＡ Ｖ， ＭＡＳＳＡＮＯ Ｊ． Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｕｐｄａｔｅ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｍｅｄ Ｐｏｒｔ， ２０１９， ３２（１０）： ６６１
－６７０．

［ ４ ］ 　 ＭＯＬＬＥＮＨＡＵＥＲ Ｂ， ＶＯＮ ＡＲＮＩＭ Ｃ Ａ Ｆ． Ｔｏｗａｒｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ
Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２２， ３７７ （ ６６０８）： ８１８
－８１９．

［ ５ ］ 　 ＢＩＳＡＧＬＩＡ Ｍ， ＢＵＢＡＣＣＯ Ｌ． Ｃｏｐｐｅｒ ｉｏｎｓ ａｎｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ： ｗｈｙ ｉｓ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｓｏ ｒｅｌｅｖａｎｔ？ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，
２０２０， １０（２）： １９５．

［ ６ ］ 　 ＰＥＺＡＣＫＩ Ａ Ｔ， ＭＡＴＩＥＲ Ｃ Ｄ， ＧＵ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｃｏｐｐｅｒ ｓｅｎｓｏｒｓ ｒｅｖｅａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ⁃ｄｒｉｖｅｎ ｒｅｄｏｘ
ｃｈａｎｇｅｓ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｌａｂｉｌｅ ｃｏｐｐｅｒ （ ＩＩ） ｐｏｏｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０２２， １１９（４３）： ｅ２２０２７３６１１９．

［ ７ ］ 　 ＬＩ Ｙ． Ｃｏｐｐｅｒ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ： Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
［Ｊ］ ． ＩＵＢＭＢ Ｌｉｆｅ， ２０２０， ７２（９）： １９００－１９０８．

［ ８ ］ 　 ＡＮ Ｙ， ＬＩ Ｓ， ＨＵＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｏｐｐｅｒ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ
ｉｎ ｂｒａｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ２３（２２）： １３８５０．

［ ９ ］ 　 ＧＲＯＭＡＤＺＫＡ Ｇ， ＴＡＲＮＡＣＫＡ Ｂ， ＦＬＡＧＡ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｐｐｅｒ
ｄｙｓｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ⁃ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， ２１（２３）： ９２５９．

［１０］ 　 ＴＳＶＥＴＫＯＶ Ｐ， ＣＯＹ Ｓ， ＰＥＴＲＯＶＡ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｐｐｅｒ ｉｎｄｕｃｅｓ
ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｌｉｐｏｙｌａｔｅｄ ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２２， ３７５（６５８６）： １２５４－１２６１．

［１１］ 　 ＳＩＮＧＨ Ｎ， ＫＡＬＬＯＬＬＩＭＡＴＨ Ｐ， ＳＨＡＨ Ｍ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＴＰ７Ｂ ｉｎ １０２ ｓｏｕｔｈ Ｉｎｄｉａｎ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｗｉｔｈ Ｗｉｌｓｏｎ
ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１９， １４（５）： ｅ０２１５７７９．

［１２］ 　 ＨＡＲＴＷＩＧ Ｃ， ＺＬＡＴＩＣ Ｓ Ａ， ＷＡＬＬＩＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｐ⁃ｔｙｐｅ ＡＴＰａｓｅ ｃｏｐｐｅｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｕｒｒ
Ｏｐｉｎ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１９， ５９： ２４－３３．

［１３］ 　 ＤＵＳＥＫ Ｐ， ＬＩＴＷＩＮ Ｔ， ＣＺŁＯＮＫＯＷＳＫＡ Ａ． Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ Ｗｉｌｓｏｎ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０１９， ７
（Ｓｕｐｐｌ ２）： Ｓ６４．

［１４］ 　 ＧＯＮＺＡＬＥＺ⁃ＡＬＣＯＣＥＲ Ａ， ＤＵＡＲＴＥ⁃ＪＵＲＡＤＯ Ａ Ｐ， ＳＯＴＯ⁃
ＤＯＭＩＮＧＵＥＺ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｓｃｒａｍｂｌｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｒｅｄｏｘ⁃ａｃｔｉｖｅ
ｂｉｏｍｅｔａｌｓ ｉｎ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｍｅｔａｌ
ｃｈｅｌａｔｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ
Ｓｃｉ， ２０２３， ２４（２）： １２５６．

［１５］ 　 ＣＨＡＫＲＡＢＯＲＴＹ Ｊ， ＰＡＫＲＡＳＨＩ Ｓ， ＳＡＲＢＡＪＮＡ Ａ， ｅｔ ａｌ．

２２１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃｏｐｐｅｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ａｎｄ
ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ
ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｔｒａｃｅ Ｅｌｅｍ Ｒｅｓ， ２０２２， ２００（１２）： ５０２２－

５０４１．
［１６］ 　 ŽＥＮÍŠＫＯＶÁ Ｋ， ＧＲＥＣＨＮＩＫＯＶＡ Ｍ， ＳＵＴＡＫ Ｒ． Ｃｏｐｐｅｒ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ Ｎａｅｇｌｅｒｉａ ｇｒｕｂｅｒｉ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅａｄｌｙ ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｎａｅｇｌｅｒｉａ
ｆｏｗｌｅｒｉ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２２， １０： ８５３４６３．

［１７］ 　 ＳＡＮＺ Ｆ Ｊ， ＳＯＬＡＮＡ⁃ＭＡＮＲＩＱＵＥ Ｃ， ＰＡＲＩＣＩＯ Ｎ． Ｄｉｓｅａｓｅ⁃
ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｉｎｃａｍｉｎｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ａｎｄ
ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＤＪ⁃１
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ［ Ｊ］ ． ＡＣＳ Ｃｈｅｍ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２３， １４ （ １２）： ２２９４
－２３０１．

［１８］ 　 ＫＩＭ Ｍ Ｊ， ＯＨ Ｓ Ｂ， ＫＩＭ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｒｉｓｋ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ．
Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｉｓｍ Ｒｅｌａｔ Ｄｉｓｏｒｄ， ２０１８， ５５： １１７－１２１．

［１９］ 　 ＡＬＴＡＲＥＬＬＩ Ｍ， ＢＥＮ⁃ＨＡＭＯＵＤＡ Ｎ， ＳＣＨＮＥＩＤＥＲ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｏｐｐｅｒ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ： ｃａｕｓｅｓ， ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ．
Ｎｕｔｒ Ｃｌｉｎ Ｐｒａｃｔ， ２０１９， ３４（４）： ５０４－５１３．

［２０］ 　 ＣＥＮＤＲＯＷＳＫＡ⁃ＰＩＮＫＯＳＺ Ｍ， ＯＳＴＲＯＷＳＫＡ⁃ＬＥＳＫＯ Ｍ，
ＯＧＮＩＫ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｅｔａｒｙ ｃｏｐｐｅｒ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｄｅｍａｎｄ ｆｏｒ ＮＡＤＨ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ’ｓ ｂｒａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ２３
（１２）： ６７０６．

［２１］ 　 ＸＵ Ｊ， ＳＵ Ｘ， ＢＵＲＬＥＹ Ｓ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｎｕｃｌｅａｒ ＳＯＤ１ ｉｎ ｇｒｏｗｔｈ
ｃｏｎｔｒｏｌ， ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，
ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ２０２２， １１（２）： ４２７．

［２２］ 　 ＳＨＡＦＩＱ Ｋ， ＳＡＮＧＨＡＩ Ｎ， ＧＵＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔ⁃
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＳＯＤ１ ｉｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｇｉｎｇ ［ Ｊ ］ ．
Ｇｅｒｏｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２１， ４３（２）： ５０７－５１５．

［２３］ 　 ＴＲＩＳＴ Ｂ Ｇ， ＤＡＶＩＥＳ Ｋ Ｍ， ＣＯＴＴＡＭ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｌａｔｅｒａｌ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ⁃ｌｉｋｅ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ １ ｐｒｏｔｅｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｌｏｓｓ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｒａｉｎ ［ Ｊ］ ．
Ａｃｔａ Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ， ２０１７， １３４（１）： １１３－１２７．

［２４］ 　 ＫＵＯ Ｍ Ｔ Ｈ， ＢＥＣＫＭＡＮ Ｊ Ｓ， ＳＨＡＷ Ｃ Ａ． Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣｕＡＴＳＭ ｏｎ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎ ｌｏｓｓ ｉｎ ａｎ
ＡＬＳ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ｄｉｓ， ２０１９， １３０： １０４４９５．

［２５］ 　 ＬＩＵ Ｃ， ＺＨＡＯ Ｙ， ＸＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｌｐｈａ⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２１， １５： ６３３７２７．

［２６］ 　 ＬＩ Ｓ， ＫＥＲＭＡＮ Ｋ． Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｐｐｅｒ （ ＩＩ ） ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ α⁃
ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｍｕｔａｎｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１９， ９１ （ ６ ）： ３８１８
－３８２６．

［２７］ 　 ＣＡＬＶＯ Ｊ Ｓ， ＭＵＬＰＵＲＩ Ｎ Ｖ， ＤＡＯ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｔｈｅ α⁃Ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ⁃Ｃｕ（ ＩＩ） ｄｏｐａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ： Ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ⁃３ ｔａｒｇｅｔｓ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｃｅｓ ａｌｌ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ⁃Ｃｕ
（ＩＩ） ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ， ２０２０， １５８： １４９
－１６１．

［２８］ 　 ＷＩＴＴＵＮＧ⁃ＳＴＡＦＳＨＥＤＥ Ｐ． Ｃｒｏｓｓｒｏａｄｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｐｐｅｒ ｉｏｎｓ ａｎｄ
ａｍｙｌｏｉｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｅｓｓａｙｓ Ｂｉｏｃｈｅｍ，
２０２２， ６６（７）： ９７７－９８６．

［２９］ 　 ＬＩ Ｙ， ＹＡＮＧ Ｃ， ＷＡＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｐｐｅｒ ａｎｄ ｉｒｏｎ ｉｏｎｓ
ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｉｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｏｆ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ： ａ ｖｉｃｉｏｕｓ

ｃｙｃｌｅ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌ， ２０２０，
１６３： ５６２－５７３．

［３０］ 　 ＬＯＴＨＩＡＮ Ａ， ＬＡＧＯ Ｌ， ＭＵＫＨＥＲＪＥＥ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔａｌ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｎａｔｉｖｅｌｙ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｌｐｈａ⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｆｒｏｍ
ｈｕｍａｎ ｂｌｏｏｄ， ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ， ｏｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ｓｉｚｅ
ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ＩＣＰ⁃ＭＳ ｒｅｖｅａｌｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ Ｃｕ， Ｆｅ ｏｒ Ｚｎ
［Ｊ］ ． Ｍｅｔａｌｌｏｍｉｃｓ， ２０１９， １１（１）： １２８－１４０．

［３１］ 　 ＬＡＫＡＲＤ Ｓ， ＰＡＶＥＬ Ｉ Ａ， ＬＡＫＡＲＤ Ｂ． Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｂｉｏｓｅｎｓｉｎｇ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ： ａｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ ］ ．
Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ， ２０２１， １１（６）： １７９．

［３２］ 　 ＬＡＴＩＦ Ｓ， ＪＡＨＡＮＧＥＥＲ Ｍ， ＭＡＫＮＯＯＮＲＡＺＩＡ Ｄ， ｅｔ ａｌ．
Ｄｏｐａｍｉｎｅ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａ， ２０２１，
５２２： １１４－１２６．

［３３］ 　 ＰＯＳＴ Ｍ Ｒ， ＳＵＬＺＥＲ Ｄ． Ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｉｍａｇｉｎｇ
ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｌｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ， ２０２１， ２８ （ ６）： ７４８
－７６４．

［３４］ 　 ＬＩ Ｙ， ＸＩＡ Ｙ， ＹＩＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ／
ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｘｉｓ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ
［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２１， １２： ７１９８０７．

［３５］ 　 ＲＡＪ Ｋ， ＫＡＵＲ Ｐ， ＧＵＰＴＡ Ｇ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｌｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： Ｉｎｓｉｇｈｔ ｔｏ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ， ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ．
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔ， ２０２１， ７５３： １３５８７３．

［３６］ 　 ＺＨＯＵ Ｑ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＬＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｐｐｅｒ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＲＯＳ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ
ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ［ Ｊ ］ ． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０２２，
１６８： １１３３６９．

［３７］ 　 ＣＲＵＣＥＳ⁃ＳＡＮＤＥ Ａ， ＲＯＤＲÍＧＵＥＺ⁃ＰÉＲＥＺ Ａ Ｉ， ＨＥＲＢＥＬＬＯ⁃
ＨＥＲＭＥＬＯ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｐｐｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｂｒａｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ
ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ６⁃ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ ｔｏ ｃａｕｓｅ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ
Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０１９， ５６（４）： ２８４５－２８５４．

［３８］ 　 ＮＧ Ｍ Ｙ Ｗ， ＷＡＩ Ｔ， ＳＩＭＯＮＳＥＮ Ａ． Ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｃｅｌｌ， ２０２１， ５６（７）： ８８１－９０５．

［３９］ 　 ＴＲＩＳＴ Ｂ Ｇ， ＨＡＲＥ Ｄ Ｊ， ＤＯＵＢＬＥ Ｋ Ｌ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ
ａｇｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｔｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ
［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ Ｃｅｌｌ， ２０１９， １８（６）： ｅ１３０３１．

［４０］ 　 ＭＥＺＺＡＲＯＢＡ Ｌ， ＡＬＦＩＥＲＩ Ｄ Ｆ， ＣＯＬＡＤＯＳＩＭÃＯ Ａ Ｎ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｚｉｎｃ， ｃｏｐｐｅｒ， ｍａｎｇａｎｅｓｅ ａｎｄ ｉｒｏｎ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， ２０１９， ７４：
２３０－２４１．

［４１］ 　 ＣＨＥＮ Ｊ， ＧＡＯ Ｘ， ＺＨＥＮＧ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ Ｃｕ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｅｎｈａｎｃｅｄ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌ
Ｌｅｔｔ， ２０２３， ３８７： １４－２７．

［４２］ 　 ＶＡＮＤＥＲ ＰＯＬ Ａ， ＶＡＮ ＧＩＬＳＴ Ｗ Ｈ， ＶＯＯＲＳ Ａ Ａ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｒｅａｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ： ｐａｓｔ， ｐｒｅｓｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ
［Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｈｅａｒｔ Ｆａｉｌ， ２０１９， ２１（４）： ４２５－４３５．

［４３］ 　 ＰＥＲＣÁＲＩＯ Ｓ， ＤＡＳＩＬＶＡＢＡＲＢＯＳＡ Ａ， ＶＡＲＥＬＡ Ｅ Ｌ Ｐ， ｅｔ ａｌ．
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｅｎｅｆｉｔｓ ｏｆ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ， ２０２０，
２０２０： ２３６０８７２．

３２１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



［４４］　 ＨＥＭＭＡＴＩ⁃ＤＩＮＡＲＶＡＮＤ Ｍ， ＳＡＥＤＩ Ｓ， ＶＡＬＩＬＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｏｘｉｄａｎｔ⁃
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｙｓｔｅｍｓ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔ， ２０１９， ７０９： １３４２９６．

［４５］ 　 ＰＹＡＴＨＡ Ｓ， ＫＩＭ Ｈ， ＬＥＥ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｅａｖｙ
ｍｅｔａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ａｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ， ２０２２，
１１（１２）： ２４６７．

［４６］ 　 ＭＡＩＮＡ Ｍ Ｂ， ＡＬ⁃ＨＩＬＡＬＹ Ｙ Ｋ， ＢＵＲＲＡ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｔｒａｐｐｉｎｇ ｏｆ ＰＨＦ⁃ｃｏｒｅ ｔａｕ （２９７－３９１）
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０２１， １０（３）： ７０３．

［４７］ 　 ＢＥＨＬ Ｔ， ＭＡＤＡＡＮ Ｐ， ＳＥＨＧＡＬ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｉｎｓｉｇｈｔｓ
ｅｘｐａｔｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｄｏｘ⁃ａｃｔｉｖｅ⁃ｍｅｔａｌ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ２３（２）： ６７８．

［４８］ 　 ＧＯＮＺＡＬＥＺ⁃ＡＬＣＯＣＥＲ Ａ， ＧＯＰＡＲ⁃ＣＵＥＶＡＳ Ｙ， ＳＯＴＯ⁃
ＤＯＭＩＮＧＵＥＺ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｐｐｅｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ
ａｇｉｎｇ ｌｅａｄ ｔｏ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｖｉｖｏ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， ２０２３，
９５： １８１－１９２．

［４９］ 　 ＪＩＡＮＧ Ｘ， ＳＴＯＣＫＷＥＬＬ Ｂ Ｒ， ＣＯＮＲＡＤ Ｍ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ：
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ

Ｂｉｏｌ， ２０２１， ２２（４）： ２６６－２８２．
［５０］ 　 ＴＡＮＧ Ｄ， ＣＨＥＮ Ｘ， ＫＡＮＧ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ： ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２０２１， ３１
（２）： １０７－１２５．

［５１］ 　 ＱＩＵ Ｙ， ＣＡＯ Ｙ， ＣＡＯ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ
ｄｉｓｅａｓｅｓ ［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ， ２０２０， １５９： １０４９１９．

［５２］ 　 江全鑫， 陈素贞， 刘军力． 铜蓝蛋白在脂质代谢稳态调控中

作用的研究进展 ［ Ｊ］ ． 上海交通大学学报（医学版）， ２０２４，
４４（１）： １２４－１３０．
ＪＩＡＮＧ Ｑ Ｘ， ＣＨＥＮ Ｓ Ｚ， ＬＩＵ Ｊ Ｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ
ｃｅｒｕｌｏｐｌａｓｍｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０２４， ４４（１）： １２４－１３０．

［５３］ 　 ＹＡＮＧ Ｍ， ＷＵ Ｘ， ＨＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＣＯＭＭＤ１０ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＨＩＦ１α ／ ＣＰ
ｌｏｏｐ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ Ｃｕ⁃
Ｆｅ ｂａｌａｎｃｅ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０２２，
７６（５）： １１３８－１１５０．

〔收稿日期〕２０２４－０４－２９

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋编者·读者·作者

《中国比较医学杂志》稿约

国内刊号 ＣＮ １１－４８２２ ／ Ｒ　 　 国际刊号 ＩＳＳＮ １６７１－７８５６　 　 邮局代号 ８２－９１７
一、杂志介绍

本刊是由中国实验动物学会与中国医学科学院医学实验动物研究所主办的全国性高级学术刊物（月
刊），以理论与实践、普及与提高相结合为宗旨，征稿的范围是与实验动物与比较医学相关的生命科学各分

支学科，栏目设置包括研究报告、研究进展、继续教育、设施设备、３Ｒ 等。 要求来稿材料翔实、数据可靠、文字

简练、观点明确、论证合理，有创新、有突破、有新意。
本刊是中国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。
二、投稿要求及注意事项

文稿内容要具有创新性、科学性和实用性，论点明确，资料可靠，文字通顺精练，标点符号准确，用词规

范，图表清晰。 文章字数在 ６０００ 字之内。
投稿网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｇｓｙｄｗ． ｃｎｊｏｕｒｎａｌｓ． ｃｏｍ

期待您的来稿！
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［作者简介］李亚青（１９９５—），女，硕士研究生，研究方向：中药药理学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ａｓｐｒｉｎｇｌｅｅ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］苗明三（１９６５—），男，博士，教授，研究方向：中药药理教学与研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｍｉａｏｍｉｎｇｓａｎ＠ １６３． ｃｏｍ

肝性脑病造模方法与临床吻合度分析

李亚青１，王　 灿１，苗明三１，２∗

（１．河南中医药大学药学院，郑州　 ４５００４６；２．河南中医药大学豫药全产业链研发河南省协同创新中心，郑州　 ４５００４６）

　 　 【摘要】 　 分析现有的肝性脑病动物模型方法与临床吻合度，以期为建立更符合中西医临床病症特点的动物

模型提供思路。 在中国知网、万方数据库，以“肝性脑病”“肝昏迷”“动物”“动物模型”为关键词，在 Ｐｕｂｍｅｄ 数据

库，以“ｈｅｐａｔｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ”“ｈｅｐａｔｉｃ ｃｏｍａ”“ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ”“ａｎｉｍａｌ”为关键词进行检索，整理有具体动物模型制备

方法的有效文献，根据不同造模因素和方式进行整理、分类，概括造模方法、特点，依据肝性脑病中西医临床病症特

点对动物模型的临床吻合情况进行赋值、分析。 有效文献 １２８ 篇，共 １１ 种动物模型，包含 １５ 种不同的造模方法，西
医吻合度最高的是 ＣＣｌ４ 油溶液腹腔注射＋灌胃＋氯化铵腹腔注射模型（吻合度 ９２％），中医吻合度最高的是 ＣＣＬ４

油溶液腹腔注射＋乙醇水溶液自饮模型（吻合度 ６５％），但缺乏中西医吻合度均较高的肝性脑病动物模型。 目前缺

乏中西医病症特点结合的肝性脑病动物模型，结合中西医病症特点进行改进和完善，有望为肝性脑病的机制研究

和临床诊治提供思路。
【关键词】 　 肝性脑病；肝昏迷；动物模型；病症特点；临床吻合度
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ｈｉｇｈｅｓｔ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ａｇｒｅｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｗａｓ ｔｈｅ ＣＣｌ４ ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ＋ｅｔｈａｎｏｌ
ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｅｌｆ⁃ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌ （６５％）， ｂｕｔ ｂｏｔｈ ｌａｃｋｅｄ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ． Ａｔ ｐｒｅｓｅｎｔ， ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ ｔｈａｔ ｃｏｍｂｉｎｅ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｒｅ ｌａｃｋｉｎｇ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｆｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｓ ｔｏ ｅｎｃｏｍｐａｓｓ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂｏｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｒｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ａｄｖａｎｃｅ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｈｅｐａｔｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｅｐａｔｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ； ｈｅｐａｔｉｃ ｃｏｍａ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｄｉｓｅａｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ； ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｔｃｈ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝性脑病（ｈｅｐａｔｉｃ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＨＥ）是指由

于严重肝功能障碍和 ／或门体分流，内源或外源性

毒性代谢产物未经肝转化清除，在体内蓄积导致的

以全身代谢紊乱为基础的中枢神经系统功能失调

综合征［１－２］，病情多变、预后极差，是各种终末期肝

病最常见的死亡原因［３］。 ＨＥ 的病理生理与发病机

制较复杂，迄今未完全阐明，暂时没有哪种学说能

够单独解释 ＨＥ 的各种神经精神症状［４－５］，亦尚无针

对 ＨＥ 相关神经损伤的特效疗法［６］。 目前 ＨＥ 的机

制和特效药物的研究还需要借助大量动物实验，而
单纯的西医疾病动物模型已经不能覆盖复杂的发

病机制，单纯的中医证候模型存在多个疾病证候相

同的弊端，因此基于 ＨＥ 中西医临床病症特点分析

现有的 ＨＥ 动物模型，为制备病证结合的 ＨＥ 动物

模型提供完善和改进思路，对 ＨＥ 发病机制的探究

和临床早期预防、及时有效的诊疗有重要意义。

１　 ＨＥ 的病因病机

１􀆰 １　 现代医学病因病机

　 　 ＨＥ 的概念中表示，其表现为广泛的神经或精

神异常，从亚临床改变到昏迷［７］。 国际肝性脑病和

氮代谢学会（ ＩＳＨＥＮ）引用了 ＡＡＳＬＤ ／ ＥＡＳＬ 实践指

南中 ＨＥ 的定义［８］。 现代医学对 ＨＥ 病因病机的研

究和理解集中在氨中毒学说、炎症反应损伤、锰中

毒学说、脑干网状系统功能紊乱、氨基酸失衡学说

和假性神经递质学说等，认为 ＨＥ 最常见的诱因是

感染，其中包括尿路和呼吸道、肠道、腹腔等感染，
尤其以腹腔感染最为重要，其次是消化道出血、电
解质和酸碱平衡紊乱。 治疗集中在大量放腹水、利
尿、高蛋白饮食以及使用苯二氮类药物和麻醉

剂等［２，９］。
１􀆰 ２　 中医学病因病机

　 　 中医学没有直接记载肝性脑病病名，但根据主

要临床表现和体征，将本病归为“肝厥” “黄疸” “神
昏”“闭证”等疾病范畴［１０］。 《素问·热论篇》记载

“肝热病者，小便先黄，腹痛、多卧、身热；热争则狂

言及惊，胁满痛，手足躁，不得安卧”，因此多数学者

认为其病位主要在心、脑，与脾、胃、肝、大肠密切相

关。 中医认为本病因各种致病因素，毒、湿、热、痰、
瘀、虚相互影响，致肝失疏泄、腑气不通、正虚邪胜

扰乱心神、清窍不通，而见神昏谵语或呼之不应［１１］。
各医家对 ＨＥ 的中医病因病机理解不同，临床中医

证型也分为多种，但几种核心证型包括痰热蒙窍

证、热毒炽盛证、肝肾阴虚证、脾肾阳虚证、阴阳俱

脱证。

２　 ＨＥ 诊断及临床特点分析

２􀆰 １　 现代医学诊断

　 　 参考《肝硬化肝性脑病诊疗指南》（２０１８ 年） ［２］

和《２０２２ 年欧洲肝病学会临床实践指南：肝性脑病

的管理》 ［１２］，ＨＥ 诊断主要依据患者基础疾病、神经

学症状，包括谵妄、欣快等精神状态异常和肌紧张、
腱反射亢进、扑翼样震颤等神经运动功能异常等来

查找可能存在的诱因［１３］。 现代医学主要从 ＨＥ 临

床表现分级、实验室检查、辅助检查和并发症几方

面进行 ＨＥ 诊断。 其中以临床表现分级、神经精神

异常表现和实验室检查作为 ＨＥ 诊断标准，因此，根
据模型评价新方法［１４］，将评价动物模型的诊断标准

总结为核心指标（Ⅰ）和相关指标（Ⅱ），具体为：Ⅰ：
①ＨＥ 临床表现（脑动能分级）；②血氨升高；③神经

精神症状；④神经运动障碍；Ⅱ：①肝功能检测阳

性；②内窥镜检查阳性；③Ｂ 超检查；④脑 ＣＴ、ＭＲＩ
检查结果阳性；⑤脑电图检查结果阳性。 赋值方法

为：Ⅰ：满足Ⅰ①中任意一项分级积分 ２０％，Ⅰ②积

分 ２０％，Ⅰ③④各 １０％，共计 ６０％；Ⅱ：Ⅱ①②③④
⑤中每项赋值 ８％，累计 ４０％。 总分 １００％。 其中，
参考动物脑功能评分法［１５］ 对动物模型进行 ＨＥ 临

床表现分级（若出现表中 １～４ 级行为表现的任一症

状，即可诊断为 ＨＥ）。 具体诊断类型及表现详见

表 １。

６２１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



表 １　 ＨＥ 现代医学诊断
Ｔａｂｌｅ １　 ＨＥ ｍｏｄｅｒｎ ｍｅｄｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ

诊断类型
Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｔｙｐｅ

表现
Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

Ⅰ

主要并发症
Ｍａｉｎ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

①ＨＥ 临床认知表现（脑动能分

级） ［１６］

① ＨＥ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ （ Ｂｒａｉｎ ｋｉｎｅｔｉｃ
ｒａｔｉｎｇ） ［１６］

②血氨升高
②Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ａｍｍｏｎｉａ

０ 级：行为正常
Ｇｒａｄｅ ０： Ｎｏｒｍａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ

１ 级：嗜睡，反应迟缓，行为活动减少，反射正常
Ｇｒａｄｅ １： Ｌｅｔｈａｒｇｙ， ｄｅｌａｙｅｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｎｏｒｍａｌ ｒｅｆｌｅｘｅｓ

２ 级：共济失调，但反射仍正常
Ｇｒａｄｅ ２： Ａｔａｘｉａ， ｂｕｔ ｒｅｆｌｅｘｅｓ ｓｔｉｌｌ ｎｏｒｍａｌ
３ 级：反射逐渐消失
Ｇｒａｄｅ ３： Ｇｒａｄｕａｌ ｌｏｓｓ ｏｆ ｒｅｆｌｅｘｅｓ
４ 级：昏迷
Ｇｒａｄｅ ４： Ｃｏｍａｔｏｓｅ

③神经精神症状：情绪不稳定、易怒、焦虑、抑郁
③Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ ｓｙｍｐｔｏｍｓ： ｅｍｏｔｉｏｎａｌ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ｉｒｒｉｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｘｉｅｔｙ， ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ

④神经运动障碍：肌阵挛、肌张力增高、动作不协调
④Ｎｅｕｒｏｍｏｔｏｒ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ： ｍｙｏｃｌｏｎｕｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍｕｓｃｌｅ ｔｏｎｅ， ｕｎｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｄ ｍｏｖｅｍｅｎｔｓ

①肝功能检测：ＡＬＴ、ＡＳＴ、血清总胆红素、直接胆红素、ＢＵＮ、肌酐均升高，氨基酸酮体比例增加，
低钠血症、低镁血症和低磷血症等电解质紊乱
①Ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ： ＡＬＴ， ＡＳＴ， ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ， ｄｉｒｅｃｔ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ， ＢＵＮ， ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｒｅ
ｅｌｅｖａｔｅｄ， ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｋｅｔｏｎｅ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｈｙｐｏｎａｔｒｅｍｉａ， ｈｙｐｏｍａｇｎｅｓｅｍｉａ ａｎｄ
ｈｙｐｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｉａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ

②内窥镜检查：食管黏膜充血、水肿、糜烂；食管和胃静脉曲张
②Ｅｎｄｏｓｃｏｐｙ： ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ， ｅｄｅｍａ， ｅｒｏｓｉｏｎ； ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｖａｒｉｃｅｓ

Ⅱ 辅助检查
Ａｕｘｉｌｉａｒｙ ｔｅｓｔｓ

③Ｂ 超检查：肝肿大、肝门静脉血管扩张、肝组织回声不均匀
③Ｂ⁃ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ： ｅｎｌａｒｇｅｄ ｌｉｖｅｒ， ｄｉｌａｔｅｄ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ， ｕｎｅｖｅｎ ｅｃｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

④ＣＴ、ＭＲＩ 检查：脑表面脑沟纹模模糊不清，脑沟变浅；脑室特别是第三脑室和额角脑室系统扩
大；颅内低密度区或高信号区
④ＣＴ， ＭＲＩ： ｂｌｕｒｒｉｎｇ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｓｕｌｃｕｓ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ， ｓｈａｌｌｏｗ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｓｕｌｃｕｓ；
ｅｎｌａｒｇｅｄ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅｓ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔａｌ ｈｏｒｎ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ； ｉｎｔｒａｃｒａｎｉａｌ
ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ａｒｅａｓ ｏｒ ｈｉｇｈ ｓｉｇｎａｌ ａｒｅａｓ

⑤脑电图检查：显示慢波活动、棘波活动和间歇性高幅 ｄｅｌｔａ 波活动等异常
⑤Ｅｌｅｃｔｒｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｇｒａｐｈｙ： ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｓｌｏｗ ｗａｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｓｐｉｋｉｎｇ ｗａｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｈｉｇｈ⁃ａｍｐｌｉｔｕｄｅ ｄｅｌｔａ ｗａｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２􀆰 ２　 中医辨证分型

　 　 ＨＥ 的中医分型众说纷纭，现参照中国中医药

出版社出版的《实用中医消化病学》（２０２２ 版） ［１７］和

人民卫生出版社出版的《肝性脑病》 （２０２０ 版） ［１８］，
将 ＨＥ 辩证为肝风内动证、热毒炽盛证、阳明腑实

证、痰热蒙窍证、阴阳俱脱证 ５ 个中医证型，具体证

型及其临床表现详见表 ２。
现根据临床表现将可用于 ＨＥ 动物模型的中医

诊断标准总结为主证（Ⅰ）和次证（Ⅱ），如下，Ⅰ：①
眩晕、步态不稳；②四肢震颤或抽搐；③精神萎靡、
嗜睡；④躁动不安；⑤腹胀；⑥昏睡或昏迷、气息微

弱、四肢厥冷；Ⅱ：①皮肤和黏膜发黄；②饮水增多；
③发热；④小便短赤、大便色暗；⑤食欲减退、乏力；

⑥大便黏滞；⑦小便不利；⑧大便溏薄或自遗。 判

定动物模型临床吻合情况时，符合一项中医主证积

分 １０％， 符 合 一 项 中 医 次 证 积 分 ５％， 总

分 １００％［１９－２１］。

３　 现有的 ＨＥ 动物模型分析

　 　 现有的 ＨＥ 模型动物主要有 ＳＤ 大鼠、Ｗｉｓｔａｒ 大
鼠、ＫＭ 小鼠、ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠、Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，其中，以
雄性 ＳＤ 大鼠、雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠应用最多。 此外，也
有新西兰兔、雄性食蟹猴等，７ 日龄的 ＳＤ 大鼠幼鼠

（体重为 １１～１７ ｇ）用来制备高胆红素血症脑病，模
拟幼儿高胆红素血症引发的脑病模型。 在分析动

物模型时，往往根据能体现在动物身上的临床指标
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进行评价。
３􀆰 １　 ＨＥ 动物模型评价指标

　 　 现有的 ＨＥ 动物模型大多采用的检测评价指标

包括动物一般状态、ＨＥ 临床分级评分（脑动能分

级）、行为学检测、血氨测定、肝功能指标测定、脑组

织相关检测及其他检测，此外，根据研究需要，个别

文献还测定了动物肠道 ｐＨ 值、神经递质含量，前食

欲素原 ｍＲＮＡ 检测等［１０－１１，１６］，详见表 ３。

３􀆰 ２　 现有的 ＨＥ 动物模型

　 　 在整理出的 １２８ 篇有效文献中，按照诱导因素

不同，整理出 １１ 种 ＨＥ 动物模型，包含 １５ 种不同的

造模方法。 现基于 ２􀆰 １、２􀆰 ２ 诊断标准，结合 ３􀆰 １ 模

型评价常用指标，将各模型具体造模方法、特点及

临床吻合情况进行总结，吻合度高低的标准为：高
吻合度≥７０％，５０％≤中吻合度＜７０％，低吻合度＜
５０％［２２］。 现有的 ＨＥ 动物模型详见表 ４。

表 ２　 ＨＥ 中医辨证分型
Ｔａｂｌｅ ２　 ＨＥ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｔｙｐｅｓ

中医证型
ＴＣＭ ｃｅｒｔｉｆｉｃａｔｅ

临床表现
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ

舌脉
Ｔｏｎｇｕｅ ａｎｄ ｐｕｌｓｅ

肝风内动证
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ
ａｎｄ ｗｉｎｄ

眩晕、头痛、肢麻震颤或手足抽搐
Ｄｉｚｚｉｎｅｓｓ， ｈｅａｄａｃｈｅ， ｎｕｍｂｎｅｓｓ ａｎｄ ｔｒｅｍｏｒ ｏｆ ｌｉｍｂｓ ｏｒ
ｃｏｎｖｕｌｓｉｏｎｓ ｏｆ ｈａｎｄｓ ａｎｄ ｆｅｅｔ

舌红苔薄，脉弦
Ｒｅｄ ｔｏｎｇｕｅ ｗｉｔｈ ｔｈｉｎ ｍｏｓｓ ａｎｄ ｓｔｒｉｎｇｙ ｐｕｌｓｅ

热毒炽盛证
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｈｅａｔ
ａｎｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ

身热、躁动不安、神昏谵语、皮肤斑疹或衄血
Ｈｅａｔ， ｅｓｔｌｅｓｓｎｅｓｓ， ｄｅｌｉｒｉｕｍ， ｓｋｉｎ ｒａｓｈ ｏｒ ｅｐｉｓｔａｘｉｓ

舌质红绛，苔黄或少，脉弦滑
Ｒｅｄ ｔｏｎｇｕｅ， ｙｅｌｌｏｗ ｏｒ ｓｃａｎｔｙ ｍｏｓｓ， ｓｌｉｐｐｅｒｙ ｐｕｌｓｅ

阳明腑实证
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｏｒｇａｎｓ
ｏｆ ｔｈｅ Ｙａｎｇｍｉｎｇ ｂｏｗｅｌｓ

大便不畅或干燥、腹胀、烦渴引饮、潮热汗出、尿短赤
Ｕｎｒｕｌｙ ｏｒ ｄｒｙ ｓｔｏｏｌｓ， ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｄｉｓｔｅｎｓｉｏｎ， ｔｈｉｒｓｔ， ｈｏｔ
ｆｌａｓｈｅｓ ａｎｄ ｓｗｅａｔｉｎｇ， ｓｈｏｒｔ ａｎｄ ｒｅｄｄｉｓｈ ｕｒｉｎｅ

舌质红，苔黄腻或黄燥，脉滑数
Ｒｅｄ ｔｏｎｇｕｅ， ｙｅｌｌｏｗｉｓｈ ｏｒ ｄｒｙ ｍｏｓｓ， ｓｌｉｐｐｅｒｙ ｐｕｌｓｅ

痰热蒙窍证
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｐｈｌｅｇｍ
ａｎｄ ｈｅａｔ ｏｂｓｃｕｒｅ ｔｈｅ ｏｒｉｆｉｃｅｓ

躁动不安、谵语、口苦、大便黏滞不爽，尿短赤
Ｄｅｌｉｒｉｕｍ， ｂｉｔｔｅｒ ｔａｓｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｔｈ， ｓｔｉｃｋｙ ｓｔｏｏｌｓ， ｓｈｏｒｔ ａｎｄ
ｒｅｄｄｉｓｈ ｕｒｉｎｅ

舌红苔黄腻，脉滑数
Ｒｅｄ ｔｏｎｇｕｅ ｗｉｔｈ ｙｅｌｌｏｗｉｓｈ ｇｒｅａｓｙ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｄ
ｓｍｏｏｔｈ ｐｕｌｓｅ

阴阳俱脱证
Ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｙｉｎ ａｎｄ ｙａｎｇ

昏睡或昏迷、气息微弱、四肢厥冷、小便不利、大便自遗
Ｌｅｔｈａｒｇｙ ｏｒ ｃｏｍａ， ｗｅａｋ ｂｒｅａｔｈ， ｃｏｌｄ ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓ， ｄｙｓｕｒｉａ，
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｓｔｏｏｌｓ

舌痿，脉细弱或脉微欲绝
Ｔｏｎｇｕｅ ｉｍｐｏｔｅｎｃｅ， ｗｅａｋ ｐｕｌｓｅ ｏｒ ｗｅａｋ ｐｕｌｓｅ

表 ３　 ＨＥ 动物模型常用检测评价指标
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｆｏｒ ＨＥ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

检测类型
Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

一般状态
Ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔａｔｕｓ

饮食、精神、运动、毛色、体质量等
Ｄｉｅｔ， ｓｐｉｒｉｔ， ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ， ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒ， ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｅｔｃ．

实验动物脑动能分级
Ｇｒａｄｉｎｇ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｋｉｎｅｔｉｃ
ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ａｎｉｍａｌｓ

０ 级（１１ 分）：行为正常
Ｇｒａｄｅ ０ （１１ ｐｏｉｎｔｓ）： ｎｏｒｍａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ
１ 级（＞１０ 且＜１１ 分）：嗜睡，反应迟缓，行为活动减少，反射正常
Ｇｒａｄｅ １ （＞１０ ａｎｄ ＜１１ ｐｏｉｎｔｓ）： ｌｅｔｈａｒｇｙ， ｓｌｏｗ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ， ｎｏｒｍａｌ ｒｅｆｌｅｘｅｓ
２ 级（≥９ 且≤１０ 分）：共济失调，但反射仍正常
Ｇｒａｄｅ ２ （≥９ ａｎｄ ≤１０ ｐｏｉｎｔｓ）： ａｔａｘｉａ， ｂｕｔ ｒｅｆｌｅｘｅｓ ｓｔｉｌｌ ｎｏｒｍａｌ
３ 级（＞０ 且＜９ 分）：反射逐渐消失
Ｇｒａｄｅ ３ （＞０ ａｎｄ ＜９ ｐｏｉｎｔｓ）： ｇｒａｄｕａｌ ｌｏｓｓ ｏｆ ｒｅｆｌｅｘｅｓ
４ 级（０ 分）：角膜反射消失，动物昏迷
Ｇｒａｄｅ ４ （０ ｐｏｉｎｔｓ）： ｃｏｒｎｅａｌ ｒｅｆｌｅｘｅｓ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ， ａｎｉｍａｌ ｃｏｍａｔｏｓｅ

行为学
Ｂｅｈａｖｉｏｒ

精神状态：高架十字实验
Ｍｅｎｔａｌ ｓｔａｔｕｓ： ｅｌｅｖａｔｅｄ ｃｒｏｓｓ ｔｅｓｔ
自发运动能力：旷场实验
Ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ： ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ
空间学习记忆能力：Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验
Ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ： Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ
运动协调能力检测：运动疲劳或旋转实验
Ｍｏｔｏｒ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ： ｍｏｔｏｒ ｆａｔｉｇｕｅ ｏｒ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
明暗箱实验、步态实验等
Ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｄａｒｋ ｂｏｘ ｔｅｓｔ， ｇａｉｔ ｔｅｓｔ， ｅｔｃ．
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续表３
检测类型

Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔ
指标

Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

血氨测定
Ｂｌｏｏｄ ａｍｍｏｎｉａ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

全自动生化分析仪检测大鼠血氨水平、血浆内毒素
Ｆｕｌｌｙ ａｕｔｏｍａｔｉｃ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｚｅｒ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｂｌｏｏｄ ａｍｍｏｎｉａ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｉｎ ｒａｔｓ

肝功能指标
Ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、白蛋白和总胆红素、尿素氮等检测
Ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ， ＡＳＴ， ａｌｂｕｍｉｎ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ， ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｅｓｔｓ
肝组织活检、肝组织 ＨＥ 病理染色、ＮＡＤＰＨ⁃ｄ 染色、尼式染色等
Ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｂｉｏｐｓｙ， ＨＥ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ， ＮＡＤＰＨ⁃ｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ， Ｎｉ⁃ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｅｔｃ．
肝组织免疫组化：ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１ 蛋白含量等
Ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ： ＴＬＲ４， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｅｔｃ．

脑组织相关检测
Ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｅｓｔｓ

血脑屏障通透性以及脑内 ＥＢ 含量表示
Ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ＥＢ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ
脑含水量测算：脑组织含水量＝（湿重－干重） ／ 湿重×１００％
Ｂｒａｉｎ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ： ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ＝ （ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ － ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ） ／ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ × １００％
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测脑组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１ β、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１ β， ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ 及其磷酸化等蛋白表达
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， ＰＩ３Ｋ， ｐ⁃ＡＫＴ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｍｅｔｈｏｄ
ＥＬＩＳＡ 法检测脑氨含量、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＬＰＳ 等水平
ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ａｍｍｏｎｉａ， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ＬＰＳ， ｅｔｃ．

其他
Ｏｔｈｅｒｓ

脑电图测试、脑部磁共振检查、食管粘膜病理检测等
Ｅｌｅｃｔｒｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｇｒａｐｈｙ， ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ， ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｔｅｓｔｉｎｇ， ｅｔｃ．

表 ４　 现有的 ＨＥ 动物模型
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｉｓｔｉｎｇ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＨＥ

模型分类（１１ 种）
Ｍｏｄｅｌ ｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎ

（１１ ｔｙｐｅｓ）

造模方法（１５ 种）
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ （１５ ｔｙｐｅｓ）

模型动物
Ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌｓ

模型特点
Ｍｏｄｅｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

临床吻合情况
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｔｃｈ

ＴＡＡ ＨＥ 模型
ＴＡＡ ＨＥ ｍｏｄｅｌ

硫代乙酰胺（ＴＡＡ）腹腔注射［２３－２５］ ：使动物体内
ＴＡＡ 总量达 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ（２００ ｍｇ ／ ｋｇ，每天 １ 次，连
续 ３ ｄ；或 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ，每天 １ 次，连续 ２ ｄ；或
３００ ｍｇ ／ ｋｇ，每次 ２ ｄ， 连续 ３ 次）； 或 ＴＡＡ 灌
胃［１５］ ：２０ ｍｇ ／ ｍＬ，每天 １ 次，连续 ４ ｄ
Ｔｈｉｏａｃｅｔａｍｉｄｅ （ ＴＡＡ ） ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ［２３－２５］ ： ｔｏ ｍａｋｅ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＴＡＡ ｉｎ
ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｒｅａｃｈ ６００ ｍｇ ／ ｋｇ （２００ ｍｇ ／ ｋｇ，１ ｔｉｍｅ ／ ｄ
ｆｏｒ ３ ｄ； ｏｒ ３００ ｍｇ ／ ｋｇ，１ ｔｉｍｅ ／ ｄ ｆｏｒ ２ ｄ； ｏｒ ３００ ｍｇ ／
ｋｇ， ２ ｄ ／ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ３ ｔｉｍｅｓ）； ｏｒ ＴＡＡ ｇａｖａｇｅ［１５］ ： ２０
ｍｇ ／ ｍＬ， １ ｔｉｍｅ ／ ｄ ｆｏｒ ４ ｄ

雄性 ＳＤ、Ｗｉｓｔａｒ 大
鼠， Ｃ５７ＢＬ ／ ６、 ＫＭ
小鼠
Ｍａｌｅ ＳＤ， Ｗｉｓｔａｒ
ｒａｔｓ， Ｃ５７ＢＬ ／ ６，
ＫＭ ｍｉｃｅ

优点：时间、剂量可
控，诱导率高， 致死
率低；缺点：可引起
腹水、脾肿大
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ：
ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ
ｄｏｓｅ， ｈｉｇｈ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ， ｌｏｗ ｌｅｔｈａｌｉｔｙ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｍａｙ
ｃａｕｓｅ ａｓｃｉｔｅｓ，
ｓｐｌｅｅｎ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ

西医：Ⅰ①②③④Ⅱ②
③④，吻合度 ８４％；中
医：Ⅰ①② ③ ⑤ Ⅱ ⑤
⑧，吻合度 ５０％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
②③④Ⅱ②③④， ８４％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ① ②
③ ⑤ Ⅱ ⑤ ⑧，
５０％ ｍａｔｃｈ

ＣＣｌ４ 灌 胃 ＋
结扎、切除 ２ ／
３ 肝法
ＣＣｌ４ ｇａｖａｇｅ ＋
ｌｉｇａｔｉｏｎ，
ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２ ／
３ ｏｆ ｔｈｅ
ｌｉｖｅｒ ｍｅｔｈｏｄ

灌胃 ２０％ ＣＣｌ４ 油溶液 ５ ｍＬ ／ ｋｇ，
每天 １ 次，连续 ２ ｄ 后，暴露肝，
依次结扎肝蒂部左前叶及中叶，
切除此两叶，再结扎暴露的肝右
叶，不切除［２６］

Ｇａｖａｇｅ ｏｆ ２０％ ＣＣｌ４ ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ５
ｍＬ ／ ｋｇ， １ ｔｉｍｅ ／ ｄ， ２ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ
ｄａｙｓ， ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ，
ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｌｏｂｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ
ｌｏｂｅ， ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｌｏｂｅｓ，
ａｎｄ ｔｈｅｎ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｌｏｂｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｅｘｐｏｓｅｄ
ｗｉｔｈｏｕｔ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ［２６］

雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
Ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ

优点：可重复性、稳
定性较高；缺点：操
作复杂，有肝缺血再
灌注损伤的可能
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ：
ｒｅｐｅａｔａｂｌｅ， ｈｉｇｈ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ：
ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅｒｅ ａｒｅ
ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ
ｉｓｃｈｅｍｉａ ／
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ

西医：Ⅰ①②③④Ⅱ①
②④，吻合度 ８４％；中
医：Ⅰ①②⑤⑥Ⅱ①④
⑤⑧，吻合度 ６０％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
②③④Ⅱ①②④， ８４％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ① ②
⑤ ⑥ Ⅱ ① ④ ⑤ ⑧，
６０％ ｍａｔｃｈ
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续表４

模型分类（１１ 种）
Ｍｏｄｅｌ ｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎ

（１１ ｔｙｐｅｓ）

造模方法（１５ 种）
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ （１５ ｔｙｐｅｓ）

模型动物
Ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌｓ

模型特点
Ｍｏｄｅｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

临床吻合情况
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｔｃｈ

ＣＣｌ４ ＋氯化铵
腹 腔 注 射 ＋
ＣＣｌ４ 灌胃
ＣＣｌ４ ＋
ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ＋
ＣＣｌ４ ｇａｖａｇｅ

０􀆰 ４％ ＣＣｌ４ 油溶液（ １０ ｍＬ ／ ｋｇ）
腹腔注射联合灌胃，再腹腔注射
０􀆰 ５ ｍＬ ／ １０ ｇ 的氯化铵溶［２７］

０􀆰 ４％ ＣＣｌ４ ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ １０ ｍＬ ／
ｋｇ ） ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｇａｖａｇｅ， ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ０􀆰 ５
ｍＬ ／ １０ ｇ ｏｆ ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｓｏｌｕｂｌｅ［２７］

小鼠
Ｍｉｃｅ

优点：成模快、简单、
可重复；缺点：双重
ＣＣｌ４ 易对动物造成
更大伤害
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｆａｓｔ，
ｓｉｍｐｌｅ， ｒｅｐｅａｔａｂｌｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ：
ｄｏｕｂｌｅ ＣＣｌ４ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ
ｃａｕｓｅ ｍｏｒｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ
ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ

西医：Ⅰ①②③④Ⅱ①
②③④，吻合度 ９２％；
中医：Ⅰ①②⑤⑥Ⅱ①
④⑤⑥，吻合度 ６０％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
②③④Ⅱ ① ② ③ ④，
９２％ ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： ①
②⑤⑥Ⅱ ① ④ ⑤ ⑧，
６０％ ｍａｔｃｈ

ＣＣｌ４ 油溶液 ＨＥ
模型
ＣＣｌ４ ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ＨＥ ｍｏｄｅｌ

ＣＣｌ４ ＋ ＴＡＡ
注射
ＣＣｌ４ ＋
ＴＡＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

４０％ ＣＣｌ４ 油溶液皮下注射，２ 次 ／
周，持续 ９ 周 ／ ６ 周 ／ １２ 周［２８－３１］ ：
首周每次注射 ５ ｍＬ ／ ｋｇ，而后每
次注射 ３ ｍＬ ／ ｋｇ，随后 ＴＡＡ 腹腔
注射，每次注射 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ，每天
１ 次，连续 ３ ｄ
Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ４０％
ＣＣｌ４ ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ２ ｔｉｍｅｓ ／ ｗｅｅｋ ｆｏｒ
９ ｗｅｅｋｓ ／ ６ ｗｅｅｋｓ ／ １２ ｗｅｅｋｓ［２８－３１］： ５
ｍＬ ／ ｋｇ ｐｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
ｗｅｅｋ， ３ ｍＬ ／ ｋｇ ｐｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｔｈｅｒｅａｆｔｅｒ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＡＡ，
３００ ｍｇ ／ ｋｇ ｐｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， １ ｔｉｍｅ ／ ｄ
ｆｏｒ ３ ｄ

雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠；
雌、雄 ＳＤ 大鼠
Ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ；
ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ
ＳＤ ｒａｔｓ

优点：剂量可控；缺
点：操作复杂、生物
局限性
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ：
ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ ｄｏｓａｇｅ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ：
ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ

西医：Ⅰ①②④Ⅱ①②
③④，吻合度 ８２％；中
医：Ⅰ②③⑤⑥Ⅱ②③
④，吻合度 ５５％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
②④Ⅱ①②③④， ８２％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ② ③
⑤ ⑥ Ⅱ ② ③ ④，
５５％ ｍａｔｃｈ

ＣＣｌ４ 注 射 ＋
乙醇水溶液
自饮
ＣＣｌ４ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
＋ ｅｔｈａｎｏｌ
ａｑｕｅｏｕｓ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｓｅｌｆ⁃ｄｒｉｎｋｉｎｇ

腹部皮下注射 ４０％ ＣＣｌ４ 油溶液，
５％乙醇自来水溶液自饮［３２－３４］ 。
首次给药每只鼠 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ １００ ｇ，
以后每只 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ １００ ｇ，每 １ 周 ／
２ 次，共注射 ９ 周 ／ １２ 周
Ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ４０％ ＣＣｌ４ ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ５％
ｅｔｈａｎｏｌ ｔａｐ ｗａｔｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｅｌｆ⁃
ｄｒｉｎｋｉｎｇ［３２－３４］ ． Ｆｉｒｓｔ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ０􀆰 ５ ｍＬ ／ １００ ｇ ｐｅｒ
ｒａｔ， ｔｈｅｎ ０􀆰 ３ ｍＬ ／ １００ ｇ ｐｅｒ ｒａｔ，
ｅｖｅｒｙ １ ｗｅｅｋ ／ ２ ｔｉｍｅｓ， ｔｏｔａｌ ９
ｗｅｅｋｓ ／ １２ ｗｅｅｋｓ

ＳＤ、Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
ＳＤ， Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ

优点：简单，成本低；
缺点：自饮剂量、时
间不易控制
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｓｉｍｐｌｅ，
ｌｏｗ ｃｏｓｔ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｓｅｌｆ⁃
ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｄｏｓａｇｅ ａｎｄ
ｔｉｍｅ ａｒｅ ｎｏｔ ｅａｓｙ
ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ

西医：Ⅰ①②③④Ⅱ①
③⑤，吻合度 ８４％；中
医：Ⅰ①②③④⑤Ⅱ①
④⑤，吻合度 ６５％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
②③④Ⅱ①③⑤， ８４％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ① ②
③ ④ ⑤ Ⅱ ① ④ ⑤，
６５％ ｍａｔｃｈ

ＣＣｌ４ 注 射 ＋
内毒素注射
ＣＣｌ４ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
＋
ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

皮下注射 ５０％ ＣＣｌ４ 油溶液， ２
次 ／ 周， 前 ２ 周剂量为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／
ｋｇ，后 ８ 周为 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｋｇ，共注射
１０ 周，第 １１ 周耳缘静脉注射 １０
μｇ ／ ｍＬ 的内毒素生理盐水溶液
１ 次［３５］

Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ５０％
ＣＣｌ４ ｏｉｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ２ ｔｉｍｅｓ ／ ｗｅｅｋ，
ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
２ ｗｅｅｋｓ， ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ８
ｗｅｅｋｓ， ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １０ ｗｅｅｋｓ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ １１ｔｈ ｗｅｅｋ ｅａｒ
ｍａｒｇｉｎ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １０
μｇ ／ ｍＬ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｓａｌｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
１ ｔｉｍｅ［３５］

新西兰兔
Ｎｅｗ
Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔｓ

优点：较真实地反映
ＨＥ 的发展过程；缺
点：时间长，可能会
导致动物早期死亡
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｍｏｒｅ
ｒｅａｌｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｒｅｆｌｅｃｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＨＥ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ａ ｌｏｎｇ
ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｉｍｅ， ｗｈｉｃｈ
ｍａｙ ｃａｕｓｅ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ
ｄｅａｔｈ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ

西医：Ⅰ①②③Ⅱ①②
③，吻合度 ７４％；中医：
Ⅰ①②③⑤⑥Ⅱ⑥吻
合度 ５５％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
②③Ⅱ① ② ③， ７４％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ① ②
③ ⑤ ⑥ Ⅱ ⑥，
５５％ ｍａｔｃｈ
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续表４

模型分类（１１ 种）
Ｍｏｄｅｌ ｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎ

（１１ ｔｙｐｅｓ）

造模方法（１５ 种）
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ （１５ ｔｙｐｅｓ）

模型动物
Ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌｓ

模型特点
Ｍｏｄｅｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

临床吻合情况
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｔｃｈ

Ｄ⁃Ｇａｌ ＨＥ
模型［３６－３７］

Ｄ⁃Ｇａｌ
ＨＥ ｍｏｄｅｌ［３６－３７］

Ｄ－氨基半乳糖（Ｄ⁃Ｇａｌ）单次腹腔注射 ２􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ
或前臂静脉注射 ０􀆰 ２７ ｇ ／ ｋｇ
Ｄ⁃Ｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ （ Ｄ⁃Ｇａｌ ） ｉｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ａｔ ２􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ ｏｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ａｔ
０􀆰 ２７ ｇ ／ ｋｇ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｆｏｒｅａｒｍ

雄性 ＳＤ 大鼠、食
蟹猴
Ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ａｎｄ
ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ
ｍｏｎｋｅｙｓ

优点：操作简单、快
速；缺点：缺乏可控
性，且只能模拟疾病
发生的早期阶段
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｓｉｍｐｌｅ
ａｎｄ ｆａｓｔ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｌａｃｋ
ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｃａｎ ｏｎｌｙ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ
ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ
ｄｉｓｅａｓｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

西医：Ⅰ①②Ⅱ①②③
④，吻合度 ７２％；中医：
Ⅰ②⑥Ⅱ③⑤⑥，吻合
度 ３５％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
② Ⅱ ① ② ③ ④， ７２％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ② ⑥
Ⅱ③⑤⑥， ３５％ ｍａｔｃｈ

ＡＰＡＰ ＨＥ 模型
ＡＰＡＰ ＨＥ ｍｏｄｅｌ

对乙酰氨基酚 （ ＡＰＡＰ） 单次腹膜内注射，１０００
ｍｇ ／ ｋｇ［７］

Ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ
（ＡＰＡＰ）， １０００ ｍｇ ／ ｋｇ［７］

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠
ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ

优点：简便，成模快；
缺点：仅适用于小型
动物
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｓｉｍｐｌｅ，
ｆａｓｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｏｎｌｙ
ｆｏｒ ｓｍａｌｌ ａｎｉｍａｌｓ

西医：Ⅰ①③④Ⅱ①②
④，吻合度 ６４％；中医：
Ⅰ①③⑥Ⅱ⑦⑧，吻合
度 ４５％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
③④Ⅱ① ② ④， ６４％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ① ③
⑥Ⅱ⑦⑧， ４５％ ｍａｔｃｈ

肝叶切除 ＋氯化
铵 ＨＥ 模型
Ｈｅｐａｔｉｃ ｌｏｂｅｃｔｏｍｙ
＋ ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ
ＨＥ ｍｏｄｅｌ

肝叶大部分切除，每隔 ５ ｍｉｎ 向十二指肠插管中
注入 ２􀆰 ５％复方氯化铵溶液 ５ ｍＬ［３８］

Ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｏｂｅｓ ａｒｅ ｒｅｓｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ５ ｍＬ ｏｆ
２􀆰 ５％ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｃａｎｎｕｌａ ｅｖｅｒｙ ５ ｍｉｎ［３８］

新西兰兔
Ｎｅｗ
Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔｓ

优点：操作简单；缺
点：对动物创伤较大
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｓｉｍｐｌｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｍｏｒｅ
ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｔｏ
ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ

西医：Ⅰ①②④Ⅱ①②
③④，吻合度 ８２％；中
医：Ⅰ②⑤⑥Ⅱ⑧，吻
合度 ３５％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
②④Ⅱ①②③④， ８２％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ② ⑤
⑥Ⅱ⑧， ３５％ ｍａｔｃｈ

门腔静脉侧 －侧
分流 ＨＥ 模型
Ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ ｓｉｄｅ⁃
ｔｏ⁃ｓｉｄｅ ｓｈｕｎｔ
ＨＥ ｍｏｄｅｌ

麻醉，剖腹暴露门静脉，用手术缝线将门静脉及
其一个分支与体内其他部位连接，形成侧－侧分
流通路［３０］

Ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ， ｄｉｓｓｅｃｔ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ ｔｏ ｅｘｐｏｓｅ ｔｈｅ ｐｏｒｔａｌ
ｖｅｉｎ， ａｎｄ ｃｏｎｎｅｃｔ ｔｈｅ ｐｏｒｔａｌ ｖｅｉｎ ａｎｄ ｏｎｅ ｏｆ ｉｔｓ
ｂｒａｎｃｈｅｓ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｉｔｈ ｓｕｒｇｉｃａｌ
ｓｕｔｕｒｅｓ ｔｏ ｆｏｒｍ ａ ｓｉｄｅ⁃ｔｏ⁃ｓｉｄｅ ｓｈｕｎｔ ｐａｔｈｗａｙ［３０］

雌雄 ＳＤ 大鼠
Ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ
ＳＤ ｒａｔｓ

优点：时间短，成模
快；缺点：创伤较大，
易引起出血、感染
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｓｈｏｒｔ
ｔｉｍｅ， ｆａｓｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｍｏｒｅ
ｔｒａｕｍａｔｉｃ， ｐｒｏｎｅ ｔｏ
ｂｌｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

西医：Ⅰ① ④ Ⅱ ① ②
③，吻合度 ５４％；中医：
Ⅰ①②④⑥Ⅱ⑦⑧，吻
合度 ５０％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
④ Ⅱ ① ② ③， ５４％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ① ④
② ④ ⑥ Ⅱ ⑦ ⑧，
５０％ ｍａｔｃｈ

胆 管 结 扎 ＨＥ
模型
Ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｌｉｇａｔｉｏｎ
ＨＥ ｍｏｄｅｌ

麻醉，开腹，找到胆管并进行结扎，以不要损伤其
他组织为度［３９］

Ａｎｅｓｔｈｅｓｉａ， ｏｐｅｎ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｅｎ， ｌｏｃａｔｅ ｔｈｅ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ
ａｎｄ ｌｉｇａｔｅ ｉｔ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔ ｔｈａｔ ｉｔ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｄａｍａｇｅ
ｏｔｈｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ［３９］

雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
Ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ

优点：操作简便；缺
点：可重复性不高，
病程较短
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｅａｓｙ ｔｏ
ｏｐｅｒａｔｅ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｌｏｗ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ，
ｓｈｏｒｔｅｒ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｉｓｅａｓｅ

西医：Ⅰ① ② ④ Ⅱ ①
②，吻合度 ６６％；中医：
Ⅰ②③⑤⑥Ⅱ①④⑤
⑥，吻合度 ６０％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
② ④ Ⅱ ① ②， ６６％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ② ③
⑤ ⑥ Ⅱ ① ④ ⑤ ⑥，
６０％ ｍａｔｃｈ

醋酸铵 ＨＥ 模型
Ａｍｍｏｎｉｕｍ
ａｃｅｔａｔｅ ＨＥ ｍｏｄｅｌ

２５％醋酸铵饮食连续喂养 ４ 周［４０］

２５％ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｄｉｅｔ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｆｅｄ ｆｏｒ
４ ｗｅｅｋｓ［４０］

雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠
Ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ

优点：简单，成功率
高；缺点：易造成动
物机能损害
Ａｄｖａｎｔａｇｅ： ｓｉｍｐｌｅ，
ｈｉｇｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ： ｅａｓｙ ｔｏ
ｃａｕｓｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ
ａｎｉｍａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

西医：Ⅰ①②④Ⅱ①②
③，吻合度 ７４％；中医：
Ⅰ①②⑤⑥Ⅱ①④⑤
⑧，吻合度 ６０％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
②④Ⅱ① ② ③， ７４％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ① ②
⑤ ⑥ Ⅱ ① ④ ⑤ ⑧，
６０％ ｍａｔｃｈ
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续表４

模型分类（１１ 种）
Ｍｏｄｅｌ ｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎ

（１１ ｔｙｐｅｓ）

造模方法（１５ 种）
Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ （１５ ｔｙｐｅｓ）

模型动物
Ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌｓ

模型特点
Ｍｏｄｅｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

临床吻合情况
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｔｃｈ

胆红素 ＨＥ 模型
Ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ
ＨＥ ｍｏｄｅｌ

单次腹腔注射胆红素，１５０ ｍｇ ／ ｋｇ［４１］

Ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ， １５０ ｍｇ ／
ｋｇ［４１］

７ 日龄 ＳＤ 大鼠幼
鼠 （ 体重 １１ ～ １７
ｇ）
７⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ＳＤ ｒａｔ
ｐｕｐｓ （ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ
１１～１７ ｇ）

优点：操作简单；缺
点：结果易受饮食、
环境等影响
Ａｄｖａｎｔａｇｅ： ｅａｓｙ ｔｏ
ｏｐｅｒａｔｅ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ： ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｅａｓｉｌｙ
ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄｉｅｔ，
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ｅｔｃ．

西医：Ⅰ① ② Ⅱ ① ③
④，吻合度 ６４％；中医：
Ⅰ②③⑤⑥Ⅱ①④⑤
⑥，吻合度 ６０％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
② Ⅱ ① ③ ④， ６４％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ② ③
⑤ ⑥ Ⅱ ① ④ ⑤ ⑥，
６０％ ｍａｔｃｈ

基 因 敲 除 ＨＥ
模型
Ｋｎｏｃｋｏｕｔ
ＨＥ ｍｏｄｅｌ

敲除 肝 特 异 性 ＧＳ、 Ａｌｂｕｍｉｎ 基 因、 Ｕｇｔ１ａ１ 基
因等［４２］

Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ｌｉｖｅｒ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＧＳ， Ａｌｂｕｍｉｎ ｇｅｎｅ，
Ｕｇｔ１ａ１ ｇｅｎｅ， ｅｔｃ． ［４２］

ＫＯ 小鼠
ＫＯ ｍｉｃｅ

优点：高度模拟人类
病理状态；缺点：结
果难以转换、难以直
接用于临床
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： ｈｉｇｈ
ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ；
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ：
ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｃｏｎｖｅｒｔ ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ， ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｂｅ
ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃ

西医：Ⅰ①②③Ⅱ①③
④，吻合度 ７４％；中医：
Ⅰ①②⑥Ⅱ①⑤⑥，吻
合度 ４５％
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： Ⅰ①
②③Ⅱ① ③ ④， ７４％
ｍａｔｃｈ； ＴＣＭ： Ⅰ ① ②
⑥ Ⅱ ① ⑤ ⑥，
４５％ ｍａｔｃｈ

　 　 表 ４ 结果显示，现有的建立 ＨＥ 动物模型的方

式有药物、手术、基因 ３ 个方面，各有优缺点，相对而

言，西医临床吻合度普遍较高，中医临床吻合度普

遍不高，其中，西医吻合度最高的是 ＣＣｌ４ 油溶液腹

腔注射＋灌胃＋氯化铵腹腔注射模型（吻合度 ９２％），
中医吻合度最高的是 ＣＣｌ４ 油溶液腹腔注射＋乙醇水

溶液自饮模型（吻合度 ６５％），但缺乏中西医吻合度

均同时较高的 ＨＥ 模型。

４　 讨论

４􀆰 １　 ＨＥ 动物模型特点

　 　 现有的 ＨＥ 动物模型中，ＣＣｌ４ 油溶液腹腔注射

同时灌胃联合腹腔注射氯化铵模型西医吻合度最

高，其造模原理是 ＣＣｌ４ 可造成急性肝功能不全，氯
化铵溶液加重肝功能不全而引发 ＨＥ；ＣＣｌ４ 油溶液

腹腔注射联合乙醇自来水溶液自饮模型中医吻合

度最高，其造模原理是 ＣＣｌ４ 引起肝细胞损伤和肝纤

维化，大量摄入乙醇模拟人类酗酒引起的肝损伤，
二者联合引起神经系统功能紊乱引发 ＨＥ。 ＣＣｌ４ 是

常见的工业有机溶剂，进入体内后会被肝代谢为有

毒的自由基，对肝细胞产生直接毒性作用［４３］。 腹腔

注射 ＣＣｌ４ 油溶液，可以使其迅速进入肝，引起位置

明确的肝损伤，结合 ＣＣｌ４ 油溶液灌胃，增加了肝对

ＣＣｌ４ 的摄取，加重肝损伤，氯化铵能在体内代谢释

放出大量的氨气，氯化铵腹腔注射进入体内，增加

血液中氨的浓度，模拟 ＨＥ 患者高氨血症。 该法复

制的 ＨＥ 动物模型，动物表现出认知障碍、血氨升

高、神经精神症状、神经运动障碍、肝功能阳性等

ＨＥ 疾病特点，同时眩晕、步态不稳、四肢震颤、腹
胀、昏睡、气息微弱等中医证候表现。 ＣＣｌ４ 油溶液

腹腔注射会引起肝的急性损伤，肝功能衰竭导致肝

不能有效解毒，血液中的毒性物质无法被清除，在
脑部积聚形成氨、苯酚等脑内毒性物质，干扰神经

递质的正常传递和脑细胞的正常功能，从而导致

ＨＥ 的发生，表现出昏迷、抽搐、黄疸、腹水等肝功能

衰竭的表现［４４］，其次，乙醇水溶液自饮能够模拟酒

精滥用导致的肝损伤［４５］，引起肝脂变性、纤维化以

及肝细胞凋亡，进一步加重了肝功能衰竭，符合中

医证型的痰热蒙窍证，表现出眩晕、步态不稳、四肢

震颤、嗜睡、腹胀、黏膜发黄、小便短赤、食欲减退等

症状，ＣＣｌ４ 油溶液腹腔注射联合乙醇自来水溶液自

饮法模拟肝损伤和毒性物质积聚的过程［４６］。 因此，
这两种造模方法西医、中医临床吻合度分别较高。
但当肝无法正常处理和清除体内的毒素时，毒素就

会积累在血液中，进而对大脑产生影响，导致神经

精神异常的症状出现，因此，这两种造模若剂量和

时间控制不当易对动物造成更大伤害，且这两种造

模方法并未达到中西医临床吻合度均同时较高，因
此还有待改进和完善，力求复制既高度符合西医疾

病特点又符合中医证候特点的 ＨＥ 动物模型。
其他的 ＨＥ 模型，不论是药物还是手术诱导，制

备原理均明确且符合临床。 临床 Ａ 型 ＨＥ 与快速发
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作的严重炎症和 ／或坏死性肝病导致的急性肝衰竭

相关，Ｂ 型 ＨＥ 在没有实质肝病的情况下由门腔静

脉分流引起，Ｃ 型 ＨＥ 伴有慢性肝衰竭。 若按照 ＨＥ
临床分型，ＣＣｌ４ 油溶液腹腔注射＋ＴＡＡ 腹腔注射、
ＣＣｌ４ 油溶液腹部皮下注射＋乙醇自来水溶液自饮、
ＣＣｌ４ 油溶液皮下注射＋耳缘静脉注射内毒素、醋酸

铵饮食、胆管结扎术均模拟 Ｃ 型 ＨＥ，门腔静脉侧－
侧分流术制备 Ｂ 型 ＨＥ，其余大多为 Ａ 型 ＨＥ，目前

仍缺乏足够的由酒精、病毒和非酒精性脂肪性肝病

（慢性肝病最常见的病因）诱导的 Ｃ 型 ＨＥ 动物模

型［４０］。 但各类模型均存在各自明确的优缺点：①
ＴＡＡ 诱导的 ＨＥ 模型，操作简单、重复性好，时间、剂
量可控，诱导率较高，致死率较低，是目前国内外相

对成熟和常用的动物 ＨＥ 模型，但高剂量、长期注射

易导致全身性毒性反应和死亡，其副作用可能会引

起腹水、脾肿大等病理改变；②肝叶切除、门腔静脉

侧－侧分流、胆管结扎等手术法制备 ＨＥ 模型，手术

操作复杂，需具备专业技术和经验，肝结扎和切除

过程中会引起一定的肝缺血再灌注损伤，动物可能

出现严重的肝功能衰竭和并发症［３０，３７，３９］；③Ｄ⁃Ｇａｌ
单次注射法操作简单、快速，但缺乏可控性，并且只

能模拟疾病发生的早期阶段，限制了其在研究 ＨＥ
机制和治疗策略上的应用［４７］；④注射胆红素法或造

成胆汁淤积，模拟新生儿黄疸引起的肝损伤和 ＨＥ，
但结果易受饮食、环境等影响等［３７，４４］。

目前 ＨＥ 模型的共性缺点有以下 ４ 点：①常用

的不同品类的大鼠、小鼠、兔子等动物生理特征和

反应不同，这使得模型的可比性变得困难，且不同

物种在肝结构和功能上存在一定的差异，这可能导

致动物模型与人类疾病的特点不完全吻合，但肝结

构和功能更接近人类的动物如猪、食蟹猴、基因敲

除等实验成本高［４８］；②手术法 ＨＥ 动物模型可重复

性不高，且缺乏统一的操作标准和规范，导致不同

实验室之间的实验结果差异较大；③每种造模方法

的成模时间没有严格统一，不利于 ＨＥ 的药动学研

究；④大多模型未能模拟 ＨＥ 的整个疾病发展阶段

等。 最主要的是未能同时完全满足 ＨＥ 中西医临床

病症特点。
４􀆰 ２　 ＨＥ 动物模型中西医临床吻合度差异较大的

原因

　 　 目前的 ＨＥ 动物模型均能满足西医疾病特点，
均是以满足 ＨＥ 疾病表现去复制动物模型，中医吻

合度普遍较低，其主要原因是缺少中医证候因素的

诱因。 可能原因是：①中医注重四诊合参，舌苔脉

象是中医辨证分型的重要因素，而在动物身上不易

获知，使得动物模型中医分型不够明确；②中医主

要关注 ＨＥ 肝火上亢、气血不畅导致的精神障碍和

肌肉症状，而西医则更加注重肝功能异常导致的认

知和运动障碍；③中医强调肝气郁结导致的精神异

常和消化系统症状，而西医则侧重于肝功能异常引

起的神经精神异常和肝功能异常表现；④ＨＥ 通常

发生在患有慢性肝病或急性肝衰竭的患者中，特征

是脑功能受损，是一种神经精神综合征，虽然诱导

肝功能衰竭和疾病的方法众多，但较少有神经和神

经行为损害的特征，而且认知功能障碍，情绪性格

改变等主要临床表现，在动物模型身上，往往通过

行为学测试来评价，这存在外界干扰因素和主观因

素，使得检测结果不能绝对准确，例如，动物行为学

研究显示，ＴＡＡ 长期喂养建立的 ＨＥ 模型在旷场实

验中，中央活动时间与对照组无明显差异［４９］；用门

腔静脉分流术建立的 ＨＥ 动物模型在高架十字实验

中，模型组动物的开臂、闭臂滞留时间与对照组无

明显差异［５０－５１］；⑤中医辨证遵循整体观念，而现有

的动物模型缺乏全面性，ＨＥ 被认为是氨基酸代谢

紊乱、神经炎症反应以及神经递质异常等多种不同

机制共同作用的结果，而目前的大多动物模型往往

只模拟其中一种机制，难以全面地反映 ＨＥ 的复杂

病理过程；⑥中医脏腑关系密切，脏腑辨证尤为重

要，ＨＥ 患者常伴有肝功能受损，而动物模型往往只

注重在脑部进行研究，忽略了全身脏腑的影响［５２］；
⑦ＨＥ 是一个逐渐加重的过程，目前的动物模型往

往无法准确反映 ＨＥ 的发展过程，通常只能模拟其

中某个阶段的疾病状态，无法完全呈现 ＨＥ 的整个

疾病进程［５３］；⑧目前的 ＨＥ 动物模型主要通过分析

血液及脑组织的生化指标来评估 ＨＥ 的严重程度和

病理变化，然而，在临床上评估 ＨＥ 的严重程度更多

地依靠神经心理学测试和临床表现。
４􀆰 ３　 中西医病症特点结合的 ＨＥ 动物模型展望

　 　 基于 ＨＥ 中西医临床病症特点，复制 ＨＥ 动物

模型时，可先满足西医疾病特点，再结合中医证候

因素；或先还原中医证候诱因，再以药物或手术诱

发 ＨＥ 疾病症状。 总之既要有直接的疾病诱发因

素，又需要明确的中医证候病因。 具体可从以下几

个方面对现有的 ＨＥ 模型进行完善：①可将常规饮

水换为低浓度的乙醇水溶液自饮，模拟人类酒精肝

的形成，弥补药物短期造模存在中医证型体现不足
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的缺陷［５４］；②Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠好斗，情绪易激，制备肝

火亢盛模型可考虑 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，此外，中医认为，
肝主怒，在药物造模的同时，增加夹尾、悬尾等应激

方法，很好地来模拟人类情绪对疾病的影响，也有

助于行为学结果呈现；③采用白天雌雄同笼饲养，
夜间干扰失眠来模拟人类房劳致肾阳虚及睡眠不

足导致肝阴虚的进程，来模拟阴阳俱虚证候［５５］；④
潮湿环境中用高脂饲料喂养，模拟外湿和脾胃湿热

引起的湿热内盛证候［５６］；⑤ＣＣｌ４ 或 ＴＡＡ 注射联合

温热类中药（干姜、肉桂等）灌胃法建立化学性肝损

伤肝阴虚证；⑥为了提高 ＨＥ 动物模型的可重复性，
有必要建立统一的动物中医证候评分标准和操作

规范，并进行多中心的验证研究等。
总体而言，动物模型中西医临床吻合度不是绝

对的，优缺点并存，但可以作为动物模型评价的直

观方法，因此基于中西医临床病症特点，最大程度

复制西医疾病特点和中医证候因素结合的 ＨＥ 中西

医病症动物模型，有望为临床诊治 ＨＥ 提供实验依

据，为中西医结合治疗 ＨＥ 指明方向。
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　 　 【摘要】 　 缺血性脑卒中（ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ，ＩＳ）是一种由于脑血管阻塞或狭窄导致脑部供血不足，从而引起脑

组织受损的神经系统疾病。 近年来，越来越多的证据表明，Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＩＳ 发生和发展的病理生理反

应中发挥了重要作用。 程序性细胞死亡包括细胞凋亡、坏死性凋亡、细胞焦亡、细胞自噬、泛凋亡和铁死亡等多种

形式。 在本综述中，我们将阐明这些不同细胞死亡方式的特征及其相互之间的串扰关系，并系统性地概述 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路干预不同细胞死亡方式在 ＩＳ 中的作用，旨在为今后的临床和基础研究提供参考。
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　 　 脑卒中是人类疾病中致死、致残的首要病因，
随着人口老龄化加剧和城市化进程的不断推进，我
国脑卒中疾病的发生率呈爆发式增长的趋势。 据

统计，缺血性脑卒中（ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ，ＩＳ）患者约占

全部脑卒中患者的 ７０％［１］。 疾病发生后，脑损伤会

引起神经元死亡、炎症反应、血脑屏障（ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ
ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）损伤、线粒体功能障碍及兴奋性毒性

等一系列病理生理反应。 由于脑卒中的治疗时间

窗口较窄，许多患者无法在最佳时间内获得有效治

疗，因此，亟需寻找安全、有效的治疗新策略。
细胞死亡根据是否具有可调控性常分为程序

性细胞死亡 （ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ， ＰＣＤ） 及 非

ＰＣＤ。 其中，ＰＣＤ 主要包括细胞凋亡、自噬、坏死性

凋亡、细胞焦亡、铁死亡和泛凋亡等，非 ＰＣＤ 即为细

胞坏死，是由于细胞受到化学或物理刺激而引起的

细胞被动死亡。 近年研究发现，ＰＣＤ 通过介导神经

元再生、减轻炎症和氧化应激反应等机制，在 ＩＳ 的

发生发展中发挥着重要作用。 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号

通路是一条复杂的信号级联通路，在中枢神经系统

相关疾病受损后的神经发育、突触发生、神经元生

长、分化和存活中起着重要作用［２］。 据报道，Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路可以调节 ＩＳ 引起的脑内许多变

化，包括神经干细胞的增值和分化、脑梗死面积、受
损组织的血脑屏障以及神经再生等［３－４］。 为此，本
文就不同死亡方式的发生机制和串扰关系进行简

要概述，并综述了 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＩＳ 后

不同细胞死亡中的作用，旨在为治疗 ＩＳ 提供新的靶

点和依据。

１　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

１􀆰 １　 通路组成

　 　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是 Ｗｎｔ 信号通路中的经

典通路，该通路主要组成包括分泌蛋白 Ｗｎｔ 家族、
Ｆｒｉｚｚｌｅｄ 受体家族、酪蛋白激酶 １（ ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １，
ＣＫ１）、ＬＲＰ５ ／ ６ 共受体、人散乱蛋白 １（ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄ １，
Ｄｖｌ）、丝氨酸 ／苏氨酸激酶（ＧＳＫ⁃３β）、轴蛋白（ ａｘｉｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａｘｉｎ）、ＡＰＣ 蛋白、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 以及

ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 转录因子［５］。 Ｗｎｔ 蛋白（如 Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ３ａ、
Ｗｎｔ５ａ 等）是一类分泌性糖蛋白，通过结合细胞表面

的受体启动信号通路。 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ 受体属于 Ｇ 蛋白偶

联受体，与 Ｗｎｔ 蛋白结合后能够启动信号传导。
ＬＲＰ５ ／ ６ 共受体可与 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ 受体共同组成复合物，
增强 Ｗｎｔ 信号。 Ｄｖｌ 蛋白是 Ｗｎｔ 信号传递的枢纽，

负责将信号从受体传递到胞内。 ＧＳＫ⁃３β、ＣＫ１、Ａｘｉｎ
和 ＡＰＣ 等蛋白质组成降解复合物，能够磷酸化 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ，进而调控细胞内信号通路的活性和响应［６］。
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 是一种结构复杂且重要的细胞结合蛋白，
是 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中的关键效应分子。
１􀆰 ２　 通路激活

　 　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路被激活的标志是细胞

核内 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的水平升高。 Ｗｎｔ 蛋白与靶细胞表

面的 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ 受体以及 ＬＲＰ５ ／ ６ 共受体结合，形成受

体复合物。 受体复合物形成后会导致受体的聚集

和构象变化，这种变化促使细胞内的 Ｄｖｌ 蛋白被招

募到受体复合物，导致 Ｄｖｌ 蛋白进一步被磷酸化并

激活。 ＧＳＫ⁃３β 作为 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的关键

激酶，Ｄｖｌ 蛋白能够抑制 ＧＳＫ⁃３β 对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的磷

酸化，因此，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 不再被降解并稳定在细胞质

中，最终转移到细胞核内并在核内积累。 在细胞核

中，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 与 ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 转录因子结合，并激活

Ｗｎｔ 相关的目的基因的表达。

２　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＩＳ 后程序性细胞死

亡中的作用

２􀆰 １　 细胞凋亡

　 　 细胞凋亡是受基因控制、细胞进行自主的有序

性的死亡过程，发挥着清除机体内受损细胞的作

用，对生命体的正常发育和维持至关重要。
２􀆰 １􀆰 １　 细胞凋亡的机制

　 　 细胞凋亡通常是由内源性线粒体途径和外源

性死亡受体途径所触发，两者最终均激活一系列效

应蛋白酶 （ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ｃａｓｐａｓｅｓ），导致细胞的系统性破坏和死亡。 ＤＮＡ 损

伤、氧化应激、缺氧等病理生理反应均会引起凋亡

信号的启动，线粒体外膜通透性增加是内源性凋亡

途径的关键步骤，这一过程由 Ｂ 淋巴细胞瘤－２ 基因

（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）家族蛋白调节［７］。 当促

凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 在细胞应激下被激活时，导致细胞

色素 ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ，Ｃｙｔ ｃ）从线粒体间质释放到细

胞质中并与凋亡酶激活因子－ １（ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ⁃１， Ａｐａｆ⁃１ ） 和 脱 氧 腺 苷 三 磷 酸

（ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄＡＴＰ）结合，形成凋亡

小体。 凋亡小体会 募 集 并 活 化 半 胱 天 冬 酶 ９
（ｃａｓｐａｓｅ⁃９），进一步激活下游效应酶半胱天冬酶 ３
（ｃａｓｐａｓｅ⁃３）、半胱天冬酶 ７（ｃａｓｐａｓｅ⁃７），这些效应酶

负责执行细胞凋亡，通过切割细胞内关键结构和裂
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解功能蛋白，最终导致细胞凋亡。
外源性死亡受体途径通常是由死亡配体介导

的，这些配体包括肿瘤坏死因子 （ ｔｎｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）、Ｆａｓ 配体、肿瘤坏死因子相关的凋亡诱

导配体（ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｇ ｔｏ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ａｄｕｌｔ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｌｉｖｉｎｇ，ＴＲＡＩＬ）等［８］，以上配体可与相应的死亡受体

结合形成复合物，这一复合物称为死亡诱导信号复

合 物 （ ｄｅａｔｈ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＤＩＳＣ ）。
ＤＩＳＣ 的形成后，导致半胱天冬酶 ８（ｃａｓｐａｓｅ⁃８）和下

游 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 的激活，进而促使细胞凋亡。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路与细胞凋亡

　 　 脑组织缺血后，会引起脑内 ＡＴＰ 和能量供应的

急剧下降，这会导致细胞内发生多种功能障碍，包
括细胞膜的离子泵活性降低、胞浆内 Ｃａ２＋水平增加、
线粒体功能受损等，最终导致细胞凋亡的发生。 近

年来，越来越多研究表明，通过下调 ＧＳＫ⁃３β 的表

达，抑制 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的磷酸化， 能够激活 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，从而减少 Ｂｃｌ⁃２ 的表达以发挥抗

凋亡 作 用。 Ｚｈａｎｇ 等［９］ 建 立 大 脑 中 动 脉 闭 塞

（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）小鼠模型发

现，通过增强 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达以激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路，能够促进神经干细胞的活力和迁移，抑
制细胞凋亡。 一项体外研究发现，通过抑制氧和葡

萄糖剥夺 ／复氧复糖 （ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／
ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＯＧＤ ／ Ｒ）模型中 ＧＳＫ⁃３β 的活化，激活

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，不仅能够上调 Ｂｃｌ⁃２ 的表

达，同时减少 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的水平，从而发挥抑制

细胞凋亡，减轻缺血后细胞损伤的作用［１０］。 由此可

见，通过激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路调控细胞凋亡

中相关因子表达，可有效改善 ＩＳ 发生后梗死面积，
并减轻脑损伤。
２􀆰 ２　 细胞焦亡

　 　 细胞焦亡过程是一个促炎过程，该过程是由

ＮＬＲＰ３ 炎症小体与 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号传导所介导的。
在这一过程中，细胞膜破裂并伴有胞内物质的外

流，同时释放大量促炎生物物质，最终加重脑组织

的损伤。
２􀆰 ２􀆰 １　 细胞焦亡的机制

　 　 细胞焦亡分子机制的关键环节为 Ｃａｓｐａｓｅ 家族

对 Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ 家族蛋白的选择性切割，可分为半胱

天冬酶 １（ｃａｓｐａｓｅ⁃１）介导的经典焦亡途径和由半胱

天冬酶 ４ ／ ５ ／ １１（ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５ ／ １１）介导的非经典焦亡

途径。 ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤ⁃

ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）炎性小体激活后，促
使 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 前体转变为活化形式的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１，活化

的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 切割 ＧＳＤＭＤ 的 Ｎ 端，释放出 Ｎ 端片段

最后形成 Ｎ⁃ＧＳＤＭＤ［１１］。 Ｎ⁃ＧＳＤＭＤ 片段插入细胞

膜，形成孔洞，导致细胞膜通透性增加，最后释放细

胞内容物从而导致细胞焦亡和炎症反应［１２］。 非经

典途径则是活化的 ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５ ／ １１ 裂解 ＧＳＤＭＤ 形

成 Ｎ⁃ＧＳＤＭＤ，最终导致细胞膜通透性增加，引起白

介素－１β（ＩＬ⁃１β）、白介素－１８（ＩＬ⁃１８）的释放触发炎

症反应。
２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路与细胞焦亡

　 　 ＩＳ 发生时，脑组织内缺血缺氧的环境可以激活

ＮＬＲＰ３ 炎症小体，ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 进一步被活化，并经过

一系列过程导致细胞焦亡的发生。 据报道，敲除

ＧＳＤＭＳＤ 可有效阻断成熟 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的释放，减
少脑梗死面积，从而改善 ＩＳ 的发生发展及预后［１３］。
Ｌｕｏ 等［１４］ 在 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 模 型 小 鼠 中 发 现， 抑 制

ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ 等蛋白的表达，能够减轻缺血区

域的神经元焦亡。 小胶质细胞是中枢神经系统中

常驻的免疫细胞，可分为促炎 Ｍ１ 型和抗炎 Ｍ２ 型。
研究发现，Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活剂能够调节 ＩＳ
后小胶质细胞由促炎到抗炎的极化，这种转换可以

减少炎症因子的释放，进而有助于减轻细胞焦

亡［１５］。 据报道，下调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的过表达能够抑制

ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ＮＬＲＰ３ 炎症小体介导的焦亡，减少

ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的表达，进而减轻缺血后神

经炎症反应和梗死面积［１６］。
２􀆰 ３　 坏死性凋亡

　 　 坏死性凋亡是通过死亡受体与配体结合或外

来微生物核酸被激活的细胞自我破坏的过程。 其

形态特征为细胞体积增加、细胞塌陷、细胞器肿胀、
质膜通透化和细胞内容物释放。
２􀆰 ３􀆰 １　 坏死性凋亡的机制

　 　 坏死性凋亡的执行依赖于几种关键分子，主要

包括受体相互作用蛋白 － １ ／ ３ （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １ ／ ３，ＲＩＰＫ１ ／ ３）、底物混合谱系激酶样

蛋白（ｍｉｘｅｄ ｌｉｎｅａｇｅ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＬＫＬ）
等［１７］。 ＲＩＰＫ１ 在坏死性凋亡中起着调控作用，当其

被死亡受体激活后，活化的 ＲＩＰＫ１ 在包含死亡结构

域蛋白 （ Ｆａｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ａ ｎｏｖｅｌ ｄｅａｔｈ
ｄｏｍａｉｎ， ＦＡＤＤ ）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 和 半 胱 天 冬 酶 １０
（ｃａｓｐａｓｅ⁃１０） 的寡聚复合物中被招募。 在缺乏

ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 的情况下，ＲＩＰＫ１ 进一步招募并磷酸化
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ＲＩＰＫ３，活化后的 ＲＩＰＫ３ 可 以 介 导 ＭＬＫＬ 的 活

化［１８］。 ＭＬＫＬ 作为执行分子导致胞膜裂解，是坏死

性凋亡的终末执行者，激活的 ＭＬＫＬ 会在细胞膜上

形成孔洞，导致细胞内容物泄漏，引发细胞坏死［１９］。
２􀆰 ３􀆰 ２　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路与坏死性凋亡

　 　 研究表明，坏死性凋亡与 ＩＳ 的发生发展密切有

关，ＲＩＰＫ１ 抑制剂 ＮＥＣ⁃１ 能够减少 ＭＣＡＯ 小鼠的脑

梗死体积，从而减轻缺血缺氧后的脑损伤［２０］。 另一

项研究发现，ＲＩＰＫ１ 抑制剂可降低坏死性凋亡相关

蛋白的表达和 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
的磷酸化，最终减轻脑损伤并改善神经功能缺

损［２１］。 Ｘｕａｎ 等［２２］ 进一步发现，ＲＩＰＫ 抑制剂不仅

能够减少 ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 蛋白的表达，还可

抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＧＳＫ⁃３β 信号通路的传导，从而

减少细胞坏死性凋亡及活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生。 目前 ＩＳ 与坏死性凋亡相关

的研究较少，深入研究坏死性凋亡的机制，可能为

治疗 ＩＳ 提供更多的治疗靶点。
２􀆰 ４　 自噬

　 　 自噬是是细胞在应对缺血、缺氧及氧化应激等

不利环境时，通过降解自身损伤或不需要的细胞器

和蛋白质来维持细胞稳态和生存的一种重要机制。
２􀆰 ４􀆰 １　 自噬的机制

　 　 细胞自噬过程主要受哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）、自噬相

关蛋白 １４（ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡＴＧ１４）、ＬＣ３ 共轭系

统、蛋白激酶 Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ，ＰＫＡ）、ＡＭＰ 活化

蛋白激酶（ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ） 以

及哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 Ｃ１（ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ
ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ １，ｍＴＯＲＣ１）激酶等调控，自噬

途径可以被 ＡＭＰＫ 信号激活［２３］，但通常被 ｍＴＯＲ 途

径抑制［２４］。 自噬是从由内质网、高尔基体或其他膜

系统形成的隔离膜开始，隔离膜逐渐扩展并包裹细

胞内的部分细胞器或大分子，最终形成自噬小体。
在此过程中，关键的自噬相关蛋白（如 ＬＣ３⁃ＩＩ）参与

了隔离膜的延伸和闭合。 随后，自噬小体与溶酶体

融合，形成自噬溶酶体，它将自噬小体内的内容物

降解为小分子。 降解产物主要包括氨基酸、脂质

等，可以被细胞再利用，用于合成新的蛋白质和其

他细胞组分，从而支持细胞的生长和存活［２５］。
２􀆰 ４􀆰 ２　 自噬的作用

　 　 自噬作为细胞重要机制，不仅与个体成长、发
育、分化、衰老密切相关，还参与肿瘤、神经系统疾

病及心脑血管病等多种疾病的发生和发展。 研究

发现，通过基因鼠杂交方法能够阻断 ｍＴＯＲＣ１ 相关

蛋白，小鼠脑内 Ｍ１ 型小胶质细胞的基因表达下降，
Ｍ２ 型 ｍＲＮＡ 的表达显著增加［２６］。 由此可见，通过

下调自噬相关蛋白表达可以促进抗炎因子的释放，
有可能减轻 ＩＳ 的炎症反应及脑损伤程度。
２􀆰 ４􀆰 ３　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路与自噬

　 　 在 ＩＳ 发生时，由于血液供应中断，脑细胞无法

获取足够的能量和营养物质。 因此，细胞会启动自

噬机制，通过分解细胞内的蛋白质和细胞器来获取

能量，以应对短期的能量和营养缺乏。 然而，如果

缺血状态持续存在，细胞自噬可能会过度激活，导
致细胞损伤加剧甚至死亡。 一项体外研究发现，抑
制 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达后，ＬＣ３⁃ＩＩ 的水平升高，这说明

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 能够负向调节自噬小体的形成［２７］。 活化

Ｃ 激酶 １ 受体 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｃ ｋｉｎａｓｅ １，
ＲＡＣＫ１）作为 ＷＤ 重复序列家族的成员，能够促进

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的转导。 研究发现，ＲＡＣＫ１
还与 ＬＣ３ 相互作用并增强 ＬＣ３ 与 Ｄｖｌ２ 的结合，从
而通过自噬导致 Ｄｖｌ 蛋白降解［２８］。
２􀆰 ５　 铁死亡

　 　 铁死亡是以铁超载、谷胱甘肽 （ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，
ＧＳＨ） 耗竭、谷胱甘肽过氧化物酶 ４ （ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４，ＧＰＸ４）失活、ＲＯＳ 募集及线粒体结构改

变为特征的细胞死亡形式。
２􀆰 ５􀆰 １　 铁死亡的机制

　 　 铁死亡主要由细胞内铁离子的积累和脂质过

氧化引发。 游离铁具有亚铁（Ｆｅ２＋）和铁（Ｆｅ３＋）两种

形态，过量的 Ｆｅ２＋ 会通过 Ｆｅｎｔｏｎ 反应产生自由基，
引发脂质过氧化和铁死亡。 铁蛋白重链具有铁氧

化酶活性，可以转换 Ｆｅ２＋至 Ｆｅ３＋，以稳定形式储存，
从而防止 ＲＯＳ 的形成。 ＧＰＸ４ 通过还原脂质过氧化

物防止铁死亡，其功能依赖于 ＧＳＨ。 胱氨酸 ／谷氨

酸反向转运体（Ｓｙｓｔｅｍ Ｘｃ－）通过转运半胱氨酸维持

ＧＳＨ 水平，抑制该系统会导致铁死亡。
２􀆰 ５􀆰 ２　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路与铁死亡

　 　 越来越多研究表明，通过磷脂酰肌醇 ３－激酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏ⁃ｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ） ／蛋白激酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＰＫＢ，也称 ＡＫｔ）等信号通路能够

介导铁死亡，进而改善 ＭＣＡＯ 大鼠模型的神经炎

症、氧化应激及脑梗死面积等［２９－３０］。 同样，铁死亡

与 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路存在着密切的联系。 最

新研究发现［３１－３２］，抑制 ＧＳＫ⁃３β 的表达会导致 β⁃
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ｃａｔｅｎｉｎ 的核易位和积累，这将介导 ＧＰＸ４ 和紧密连

接蛋白（ＺＯ⁃１ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５）的表达，进而逆转缺血

诱导的铁死亡和血脑屏障功能的破坏。 当前情况

来看，ＩＳ 的发生伴有铁离子的异常，但目前对于铁

死亡与 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的串扰在 ＩＳ 中的研究较少，
其具体作用及作用机制仍尚未明确。
２􀆰 ６　 泛凋亡

　 　 泛凋亡（ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ）是炎症细胞死亡的一种形

式，具有细胞凋亡、焦亡和坏死性凋亡显著特征的

新型死亡方式。 ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ 通常由传 ＺＺ⁃ＤＮＡ 结合

蛋白 １ （ Ｚ⁃ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＺＢＰ１）、 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、ＦＡＤＤ 和 ＲＩＰＫ１、 ＲＩＰＫ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃８
等组成［３３］。 研究发现，降低 ＭＡＣＯ 海马中 ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 等泛凋亡相关蛋白的表达，促
进小胶质细胞向 Ｍ２ 表型的转换，可以有效地缓解

由脑 Ｉ ／ Ｒ 导致的神经元死亡［３４］。 但泛凋亡在 ＩＳ 方

面的研究较少，今后的研究可以进一步探讨这一新

兴机制与 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＩＳ 的关系。

３　 不同类型程序性死亡之间的串扰关系

３􀆰 １　 凋亡与坏死性凋亡

　 　 凋亡和坏死性凋亡是细胞死亡的两种形式，它
们在生物体中发挥不同的功能，但也有一定的联

系。 Ｃａｓｐａｓｅ 家族活性是否被抑制以及 ＲＩＰＫ１ 和

ＲＩＰＫ３ 之间的相互作用是最终激活凋亡还是坏死性

凋亡的重要原因［３５］。 Ｎａｉｔｏ 等［３６］ 在 ＭＣＡＯ 模型中

发现，在短暂性脑缺血性损伤后，内皮细胞中的坏

死性凋亡迅速激活以介导血管损伤，而神经元则表

现出坏死性凋亡的早期激活，随后 ＴＡＫ１ 水平逐渐

降低，引起细胞凋亡。 最新研究发现，ＲＩＰＫ 作为坏

死性凋亡的关键蛋白，其构向变化能够使 ＲＩＰＫ３ 招

募 ＲＩＰＫ１、ＦＡＤＤ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 激活复合物，从而促进

细胞凋亡［３７］。
３􀆰 ２　 坏死性凋亡与焦亡

　 　 据了解，ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 是外部细胞坏死性凋亡的起

始半胱天冬酶，并抑制由 ＲＩＰＫ１ 和 ＭＬＫＬ 介导的细

胞焦亡。 ＦＡＤＤ 通过抑制 ＭＬＫＬ 诱导的坏死性凋亡

和 ｃａｓｐａｓｅ⁃８⁃ＧＳＤＭＤ 依赖性上皮细胞焦亡来预防

ＺＢＰ１ 和 ＴＮＦＲ１ 下游的炎症反应［３８］。 另一项研究

发现，ＲＩＰＫ１ 通过抑制由 ＺＢＰ１ 介导的坏死性凋亡，
进而减少小鼠的炎症反应［３９］。
３􀆰 ３　 焦亡与自噬

　 　 自噬通过降解炎症小体 ＮＬＲＰ３ 或抑制其激活，

从而减少炎症反应和焦亡发生。 一些信号分子和

调控蛋白在自噬和焦亡中具有双重角色。 例如，
ＡＭＰＫ 可以通过调节 ｍＴＯＲ 信号通路影响自噬，同
时也参与炎症反应的调控。 研究发现，自噬抑制剂

能够降低自噬蛋白水平并增加焦亡相关蛋白

ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭ⁃Ｎ 和裂解的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的表达，从而

加重了脑 Ｉ ／ Ｒ 损伤［４０］。
３􀆰 ４　 自噬与凋亡

　 　 Ｘｉｎｇ 等［４１］ 采用电针治疗 ＭＣＡＯ 大鼠发现，海
马中的 ＬＣ３⁃ＩＩ 表达水平增高，从而激活自噬逆转了

电针的抗凋亡作用。 另一项研究发现，脑损伤后海

马神经元中 ＬＣ３ 和 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的水平降低，而这一结

果会促进凋亡信号 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的激活，导致神经细胞

凋亡［４２］。
３􀆰 ５　 铁死亡与其他程序性死亡

　 　 铁死亡与其他死亡方式也存在一定联系，①与

凋亡：ｅｒａｓｔｉｎ 作为是一种铁死亡激活剂，同样能够诱

导细胞凋亡［４３］。 ②与自噬：最近的研究表明，自噬

和铁死亡之间的相互作用，这一过程可能是由 ＲＯＳ
的积累驱动的［４４］。 ③与细胞焦亡：铁死亡诱导剂或

过量铜处理后，ＧＰＸ４ 通过与不同的自噬受体相互

作用而降解，从而触发铁死亡［４５］。

４　 总结与展望

　 　 目前，如何减轻 ＩＳ 发病率及改善 ＩＳ 导致的功

能障碍是全球关注并亟需解决的重难点问题。 越

来越多研究表明，Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路可诱导神

经损伤后的轴突再生，改善缺血后脑损伤，起到神

经保护作用，不同的细胞死亡方式在 ＩＳ 中扮演着不

同的角色，并发挥着重要的作用（表 １），但三者之间

的串扰关系尚不明确，仍存在一定的局限性：①各

类死亡方式在研究深度较不平衡，其中铁死亡和泛

凋亡在 ＩＳ 的研究较为少，铜死亡和双硫死亡等新型

细胞死亡也逐渐成为研究热点，未来仍须深入研究

不同的细胞死亡方式，有助于发现治疗 ＩＳ 的新靶

点。 ②目前，Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＩＳ 的研究

相对丰富，但探讨其在细胞程序性死亡的具体机制

研究较少。 ③细胞研究多以基础实验为主，如何应

用到临床是今后研究的重点与难点，此外，在基础

实验中仍需深入探讨细胞死亡方式与其他信号通

路的关系，挖掘更多治疗 ＩＳ 的潜力。
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表 １　 ＰＣＤ 干预治疗 ＩＳ 的相关作用机制
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＰＣＤ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＩＳ

细胞死亡方式
Ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｍｏｄｅ

干预
Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

结果
Ｏｕｔｃｏｍｅ

药物抑制剂 ＴＷＳ１１９［４６］

Ｄｒｕｇ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＴＷＳ１１９

缓解氧化应激、增加脑缺血大鼠的脑微血管密度、保护血脑屏障免受缺
血 ／ 缺氧诱导的损伤。
Ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｅｎｓｉｔｙ， ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｒｏｍ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄａｍａｇｅ ｉｎ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒａｔｓ．

细胞凋亡
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

锂［４７］

Ｌｉ
增加了 ＢＢＢ 的完整性、减少脑梗死面积以及减轻脑损伤。
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＢＢＢ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｆａｒｃｔ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ．

ｍｉＲ⁃６４１［４８］
细胞凋亡和炎症增加，同时加剧了 ＯＧＤ ／ Ｒ 触发的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞损伤。
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ＯＧＤ ／ Ｒ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ
ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ｗａｓ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｄ．

细胞焦亡
Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

光生物调节［４９］

ＰＢＭ

抑制细胞焦亡和小胶质细胞极化，减少脑梗死面积，提高空间学习和记忆
能力。
Ｉｎｈｉｂｉｔ ｐｙｒｏｄｅａｔｈ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ， ｒｅｄｕｃｅ ｉｎｆａｒｃｔ ｓｉｚｅ， ｉｍｐｒｏｖｅ
ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ．

坏死性凋亡
Ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ

巨 噬 细 胞 迁 移 抑 制

因子［２１］

ＭＩＦ

加剧了 ＢＢＢ 破坏，ＭＩＦ 抑制剂可以通过 ＲＩＰＫ１ 激酶依赖性途径，减少脑
损伤后的内皮细胞死亡和神经功能缺损。
Ｂｙ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｎｇ ＢＢＢ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ＭＩＦ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｎｅｕｒａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ＲＩＰＫ１ ｋｉｎａｓｅ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙｓ．

Ｈｓｐ７０ 相互作用蛋白［５０］

ＣＨＩＰ

ＣＨＩＰ 过表达可降低 ＲＩＰＫ１、ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 的表达，减轻 ＭＣＡＯ 小鼠诱
导的坏死性凋亡。
ＣＨＩＰ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰＫ１， ＲＩＰＫ３ ａｎｄ ＭＬＫＬ，
ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＣＡＯ ｍｉｃｅ．

细胞自噬
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ

Ｂｃｌ⁃２ 关联永生基因 ３［５１］

ＢＡＧ３

ＢＡＧ３ 过表达通过激活自噬，显著改善了 ＭＣＡＯ 小鼠的神经功能，减少了
体内梗死体积，并提高了细胞存活率。
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＡＧ３ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｎｅｕｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｆａｒｃｔ
ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ＭＣＡＯ ｍｉｃｅ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ．

铁死亡
Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

β－石竹烯［５２］

ＢＣＰ
ＢＣＰ 减少了 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ＲＯＳ 生成和铁积累。
ＢＣＰ ｒｅｄｕｃｅｓ ＯＧＤ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｒｏｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ．
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［４４］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｙ， ＨＡＮ Ｐ Ｐ， ＺＨＡＯ Ｙ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｂｙ
ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｈｅｌｉｙｏｎ， ２０２４， １０（７）：
ｅ２８９５９．

［４５］ 　 ＸＵＥ Ｑ， ＹＡＮ Ｄ， ＣＨＥＮ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｐｐｅｒ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ４ ｄｒｉｖｅｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ２０２３，
１９（７）： １９８２－１９９６．

［４６］ 　 ＣＨＥＮ Ｘ， ＹＡＯ Ｎ， ＭＡＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＣＹＰ１Ｂ１ ｐａｔｈｗａｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｓ
ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｕｎｄｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓ， ２０２４， １９（７）： １５４１－１５４７．

［４７］ 　 ＪＩ Ｙ Ｂ， ＧＡＯ Ｑ， ＴＡＮ Ｘ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｌｉｔｈｉｕｍ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｂｌｏｏｄ⁃ｂｒａｉｎ
ｂａｒｒｉｅｒ ｂｒｅａｋｄｏｗｎ ａｆｔｅｒ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｎｄ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｂｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ．
Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０２１， １８６： １０８４７４．

［４８］ 　 ＣＨＥＮ Ｗ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＹＩＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｃｉｒｃＰＲＤＸ３
ｍｅｄｉａｔｅｓ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉＲ⁃６４１ ａｎｄ ＮＰＲ３ ［ Ｊ ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ， ２０２２，
１７９７： １４８１１４．

［４９］ 　 ＫＩＭ Ｈ， ＫＩＭ Ｍ Ｊ， ＫＷＯＮ Ｙ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｎｅｆｉｔｓ ｏｆ ａ ｓｋｕｌｌ⁃
ｉｎｔｅｒｆａｃｅｄ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ａｎｄ ｉｍｐｌａｎｔａｂｌｅ ｍｕｌｔｉｌｉｇｈｔ ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ
ｆｏｒ ｐｈｏｔｏｂｉｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ［ Ｊ］ ． Ａｄｖ Ｓｃｉ， ２０２２，
９（１１）： ｅ２１０４６２９．

［５０］ 　 ＹＡＯ Ｄ， ＺＨＡＮＧ Ｓ， ＨＵ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ＣＨＩＰ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ， ２０２１， １３（２３）： ２５５６４－２５５７７．

［５１］ 　 ＬＩＵ Ｘ， ＹＥ Ｑ， ＨＵＡＮＧ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ＢＡＧ３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｓｔｒｏｋｅ， ２０２３， ５４（８）： ２１１４－２１２５．

［５２］ 　 ＨＵ Ｑ， ＺＵＯ Ｔ， ＤＥＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． β⁃Ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ＮＲＦ２ ／ ＨＯ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＭＣＡＯ ／ Ｒ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ．
Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２， １０２： １５４１１２．

〔收稿日期〕２０２４－０６－２０

５４１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０
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ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． １０

赵子莹，王光义． 中医外治法调控类风湿关节炎相关通路研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（１０）： １４６－１６０．
Ｚｈａｏ ＺＹ， Ｗａｎｇ ＧＹ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｙ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（１０）： １４６－１６０．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 １０􀆰 ０１８

［基金项目］吕明庒全国名老中医药专家传承工作室织金工作站（黔中医药函［２０２３］２ 号）。
［作者简介］赵子莹（１９９６—），女，硕士研究生，研究方向：针灸治疗类风湿关节炎。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：３２９９２６８３８５＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］王光义（１９５９—），男，教授，硕士生导师，研究方向：针灸治疗类风湿关节炎、脑血管疾病。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：５７３０８７５６８＠ ｑｑ． ｃｏｍ

中医外治法调控类风湿关节炎相关通路研究进展

赵子莹１，王光义１，２∗

（１．贵州医科大学临床医学院，贵阳　 ５５０００４；２．贵州医科大学附属医院，贵阳　 ５５０００４）

　 　 【摘要】 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种自身免疫性疾病，常以对称性小关节疼痛为早期临

床表现，迁延难愈逐渐加重，常常累及多个关节最终造成关节炎畸形，使患者失去劳动能力。 分子信号通路一直以

来都是研究 ＲＡ 防治的关注焦点，研究发现 ＲＡ 病程发生发展与 Ｊａｎｕｓ 激酶－信号转导与转录激活因子（ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ）
信号通路、丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）信号通路、核因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）信号通路、ＮＯＤ 样受体蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）信
号通路、Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲｓ）信号通路、Ｗｎｔ 信号通路、Ｎｏｔｃｈ 信号通路、缺氧诱导因子 １⁃α 与血管内皮生长因子

（ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦ）信号通路、程序性死亡因子 １ 与配体 １（ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１）信号通路、磷脂酰肌醇 ３－激酶（ＰＩ３Ｋ） ／蛋白

激酶 Ｂ（Ａｋｔ） ／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）信号通路均有密切联系。 近些年来中医外治法基于以上信号通路

治疗 ＲＡ 的研究逐渐增多，逐步深入。 本文通过查阅相关资料与报道，阐述以上通路与 ＲＡ 发病、防治的关系，并总

结中医外治法调控以上信号通路防治类风湿性关节的研究成果，以期为临床选用中医外治法为治疗选择提供科学

依据。
【关键词】 　 类风湿关节炎；中医外治法；分子信号通路

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２４） １０－０１４６－１５

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ
ｂｙ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ

ＺＨＡＯ Ｚｉｙｉｎｇ１， ＷＡＮＧ Ｇｕａｎｇｙｉ１，２∗

（１． Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｙａｎｇ ５５０００４， Ｃｈｉｎａ． ２． Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｙａｎｇ ５５０００４）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ （ＲＡ） ｉｓ ａｎ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｗｉｔｈ ａｎ ｅａｒｌｙ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｍｍｅｔｒｉｃ
ｓｍａｌｌ ｊｏｉｎｔ ｐａｉｎ， ｗｈｉｃｈ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｏｒｓｅｎｓ ａｎｄ ｏｆｔｅｎ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｊｏｉｎｔｓ， ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｇ ｉｎ ａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｄｅｆｏｒｍｉｔｉｅｓ ａｎｄ
ｌｏｓｓ ｏｆ ｌａｂｏｒ ｃａｐａｃｉｔｙ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ａ ｆｏｃｕｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ＲＡ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｓｈｏｗｎ ｔｏ ｂｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ Ｊａｎｕｓ
ｋｉｎａｓｅ⁃ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ， ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， Ｔｏｌｌ⁃
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， Ｗｎｔ， Ｎｏｔｃｈ， ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １⁃α ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ ｆａｃｔｏｒ １
ａｎｄ ｌｉｇａｎｄ １， ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ ／ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ．
Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｒｅｃｅｎｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＲＡ ｕｓｉｎｇ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ａｂｏｖｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ， ｗｅ ｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｄａｔａ ａｎｄ ｒｅｐｏｒｔｓ ｔｏ ｅｘｐｌａｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ａｂｏｖｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡ． Ｗｅ ａｌｓｏ ｓｕｍｍａｒｉｚｅ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｅｓｕｌｔ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ



ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｙ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ａｉｍｅｄ ａｔ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ａｎｄ ｔｒｅａｔｉｎｇ
ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ｊｏｉｎｔｓ， ｗｉｔｈ ａ ｖｉｅｗ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｅｘｔｅｒｎａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ； ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

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

慢性自身免疫性疾病，以关节滑膜慢性炎症和骨破

坏为主要病理表现。 患者小关节出现对称性炎症，
表现出现晨僵、红肿、疼痛的症状。 持续反复的关

节疼痛多首先表现在近端指间关节，腕、足、膝、髋
等关节也可出现［１］。 在 ＲＡ 晚期，持续的骨破坏与

滑膜炎症的蔓延导致不同程度关节功能障碍、关节

畸形，严重者累及心肺等脏器使患者完全丧失劳动

能力。 现如今，类风湿患者死亡率依然高于一般人

群。 ＲＡ 的全球患病率约为 ０􀆰 ５％ ～１􀆰 ０％，中国现有

患者约 ５００ 万人，随着中国老年人口增多，这一数量

仍在增加［２］。 西医治疗以非甾体抗炎药、糖皮质激

素、抗风湿药为主，但存在消化道反应、过敏、感染

等众多不良反应困扰患者［３］。 中医外治法是安全

的补充与替代疗法，其种类多样，电针、火针、艾灸、
药浴等多种方法对于治疗类风湿关节有着明确的

疗效，又因安全性高、无明显副作用、内容丰富适配

不同接受程度人群等优势，广泛受到患者的青睐。
ＲＡ 的疾病发生发展过程中，重要的病理变化

如炎症细胞浸润滑膜、滑膜组织增生、血管翳的生

成、软骨与骨的破坏等与各种细胞因子息息相

关［４］。 诱导自身抗体产生、募集炎性细胞聚集的白

细胞介素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）、降解组织造成软骨

破 坏 的 水 解 酶 基 质 金 属 蛋 白 （ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）、诱导破骨细胞生成核因

子 κＢ 受 体 活 化 因 子 配 体 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）、调控血管内皮细

胞生 长 迁 移 的 血 管 内 皮 生 长 因 子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）等的转录表达都依

赖于多种分子信号通路的调控［５］。 虽然 ＲＡ 具体发

病机制目前仍不明确，但已经逐渐认识到多种分子

信号通路在 ＲＡ 发病过程中的重要作用。 近些年

来，有关各种中医外治法治疗 ＲＡ 的机制研究也逐

渐增多。 其中 Ｊａｎｕｓ 激酶 ／信号转导和转录激活子

（ Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ／ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ）信号通路、丝裂原活化蛋白

激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）信号

通路、核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ，ＮＦ⁃κＢ）信号通

路、ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３ 炎性小体

（ＮＬＲＰ３）、Ｎｏｔｃｈ 信号通路、经典的Ｗｎｔ ／ β⁃连环蛋白

（Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ） 信号通路、 程序性死亡因子 １
（ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ⁃１， ＰＤ⁃１ ） 与 其 配 体 １
（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ⁃ｌｉｇａｎｄ １，ＰＤ⁃Ｌ１）、磷脂酰肌

醇 ３－激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ） ／蛋白

激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ ／ Ａｋｔ） ／哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）信号通

路等在调控 ＲＡ 病程中扮演重要角色。 本文综述了

相关信号通路在 ＲＡ 病情发生发展中的作用与中医

外治法调控相关分子信号通路防治 ＲＡ 的机制

研究。

１　 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信号通路

　 　 ＪＡＫ 家族，是非受体蛋白酪氨酸激酶，有 ４ 个家

族成员（ ＪＡＫ１、ＪＡＫ２、ＪＡＫ３ 和 ＴＹＫ２）。 ＳＴＡＴ 处于

ＪＡＫ 下游，是保守的细胞质蛋白，ＪＡＫ 使 ＳＴＡＴ 磷酸

化后，被激活从而形成二聚体，活化的 ＳＴＡＴ 可进入

细胞核结合靶基因，可促进多种促炎细胞因子表达

参 与 ＲＡ 的 病 程， 如 ＩＬ⁃６、 白 细 胞 介 素 － １
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１，ＩＬ⁃１）、肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ，ＴＮＦ⁃α） ［６］。 实验证实 ＲＡ 患者炎性滑

膜组织中 ＪＡＫ、ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３ 高表达［７］。 有趣的是

ＳＴＡＴ１ 在 ＲＡ 中促进炎症因子表达的同时，也可以

促进增生的滑膜细胞凋亡，表现出一种双重调节作

用［８］。 正 常 情 况 下， 细 胞 因 子 信 号 抑 制 物

（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ＳＯＣＳ）会在 ＳＴＡＴ
激活的情况下表达增加，通过与 ＳＴＡＴ 竞争性结合

方式占用 ＪＡＫ 酪氨酸磷酸化位点，抑制其下游信号

分子的传递，形成负反馈调节。 ＳＯＣＳ 家族有 ８ 位成

员，ＳＯＣＳ１～７ 和 ＣＩＳ，而 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路最主要

的抑制因子就是 ＳＯＣＳ１ 和 ＳＯＣＳ３。 然而在 ＲＡ 患者

中，ＳＯＣＳ 负反馈调节能力严重不足，使得 ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ 信号通路持续激活［９－１０］。

早在 ２００７ 年杨馨等［１１］通过基因芯片及生物信

息分析技术检测发现，艾灸治疗对 ＲＡ 家兔滑膜中

ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 通路异常激活有明显抑制作用。 研究发

现艾灸 ＲＡ 大鼠双侧“肾俞（ＢＬ２３）”穴，可以提高大

鼠关节滑膜组织中 ＳＴＡＴ１ 和 ＳＯＣＳ ｍＲＮＡ 表达，降
低炎性因子 ＩＬ⁃１ 的表达，提示艾灸疗法治疗 ＲＡ 可

７４１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



能与调控 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 通路负反馈调节有关［１２］。 在

相同实验条件下将艾灸治疗替换为针刺治疗可以

达到相似的结果，但治疗后大鼠滑膜 ＳＴＡＴ１ 和

ＳＯＣＳ ｍＲＮＡ 表达虽然增多却明显低于艾灸组。 文

中虽未讨论，艾灸温经通脉的功效针对该实验风寒

湿邪环境下“病证结合”的造模方法更符合辨证论

治的基本原则，可能是艾灸组更具优势的原因。 非

受体 ２２ 型蛋白酪氨酸磷酸酶基因（ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ｎｏｎ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ２２，ＰＴＰＮ２２）是负反

馈调节 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 通路的重要基因，其表达的蛋白

可以阻断 ＪＡＫｓ 的表达活性。 研究发现，慢病毒转

染干扰 ＰＴＰＮ２２ 的 ＲＡ 大耳白兔经过艾灸治疗，其
滑膜组织中 ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ４ ｍＲＮＡ 的表达较艾灸组增

强［１３］。 提示艾灸可能通过 ＰＴＰＮ２２ 基因良性调控

ＲＡ 大耳白兔滑膜组织中 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路的异

常激活。 张广辉等［１４］ 发现电针可以减少胶原诱导

的类风湿大鼠软骨中 ＴＮＦ⁃α、ＳＴＡＴ３、ＪＡＫ３ 表达，减
少软骨细胞的凋亡，且电针联合甲氨蝶呤治疗效果

优于甲氨蝶呤单独使用。 基于“烧山火”手法与“进
火法”简化而来的“热补针法”刺激 ＲＡ 大鼠“足三

里（ＳＴ３６）”穴，可以显著降低大鼠足趾肿胀与疼痛

程度，增加滑膜组织中 ＳＯＣＳ１、ＳＯＣＳ３ 表达水平从而

一定程度抑制 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 通路［１５］。

２　 ＭＡＰＫ 信号通路

　 　 丝裂原激活蛋白激酶 ＭＡＰＫ 在 ＲＡ 的病理过程

中起关键作用，参与炎症、滑膜细胞增生及骨破坏

等环节。 ＭＡＰＫ 信号转导通路是一组由三级激酶模

式组成的通路， 包括 ＭＡＰＫ 激酶激酶 （ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ，ＭＫＫＫ）、ＭＡＰＫ
激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ，ＭＫＫ）
和 ＭＡＰＫ［１６］。 ＭＡＰ３Ｋ 先受有丝分裂原刺激磷酸化

而激活，然后 ＭＡＰ３Ｋ 转而磷酸化激活 ＭＡＰ２Ｋ，最
后 ＭＡＰ２Ｋ 磷酸化激活 ＭＡＰＫ，最终 ＭＡＰＫ 活化进

而转入核内促进相应基因的表达。 如其活化促进

多种炎症因子如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 等、环氧合酶－２
（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃２，ＣＯＸ⁃２），加重 ＲＡ 的炎症反应。
过度激活的 ＭＡＰＫｓ 导致基质 ＭＭＰｓ 增多，ＭＭＰｓ 能

够降解软骨基质中的胶原蛋白和蛋白多糖，从而造

成软骨组织的破坏［１７］。 ＭＡＰＫ 家族包括 ＥＲＫ、
ＪＮＫ、ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＥＲＫ５ 四个主要亚族。 这些亚家

族对应 ４ 种分支通路分别是 Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 通

路、ＪＮＫ ／ ＳＡＰ 通路、ｐ３８ 通路和 ＥＲＫ５ 通路。

Ｒａｓ 是 ＭＡＰＫ 通路上游分子，可以激活 Ｒａｆ
（ＭＫＫＫ 家族成员之一）进而激活 ＭＡＰＫ 通路。 姚

剑等［１８］发现艾灸“肾俞” “足三里”穴可以减少 ＲＡ
模型大鼠滑膜中 Ｒａｓ、Ｒａｆ、ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 表

达。 沈甜等［１９］ 发现火针点刺佐剂诱导的 ＲＡ 模型

大鼠腰部夹脊穴和阿是穴（Ａｓｈｉ ｐｏｉｎｔｓ），可以降低

滑膜组织中 ＪＮＫ、ｐ３８ 蛋白以及血清中炎症因子

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的表达。 药浴法结合药物的功效与温

热的效应，广泛应用于关节疾病。 研究发现，五味

甘露药浴散加减方药浴可以较少佐剂诱导 ＲＡ 模型

大鼠滑膜中 ＪＮＫ１、ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ３８ 蛋白以及血清中

ＴＮＦ⁃α 和类风湿因子（ＲＦ）的表达，减轻关节肿胀程

度，提示五味甘露药浴散加减方药浴可抑制 ＲＡ 模

型大鼠 ＭＡＰＫ 通路［２０－２１］。

３　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路

　 　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路在 ＲＡ 的发生发展中扮演着重

要角色，在 ＲＡ 患者滑膜 ＮＦ⁃κＢ 表达明显高于正常

人［２２］。 ＮＦ⁃κＢ 家族成员包括 ＲｅｌＡ（ ｐ６５）、ＮＦ⁃κＢ１
（ｐ５０）、ＮＦ⁃κＢ２（ｐ５２）、ＲｅｌＢ 及 ｃ⁃Ｒｅｌ 五种。 正常情

况下，细胞中同源或异源 ＮＦ⁃κＢ 二聚体与其抑制蛋

白 ＩκＢ 结合成三聚体而处于未活化状态。 当细胞受

到某些因素（病毒、感染和细胞因子等）刺激时，ＮＦ⁃
κＢ 抑制蛋白激酶（ＩＫＫ）使 ＩκＢ 磷酸化后降解，释放

ＮＦ⁃κＢ 二聚体进入细胞核内调控相关蛋白表达。
ＮＦ⁃κＢ 信号通路可以活化大量炎症因子如 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β，而 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 又可以正反馈调节 ＮＦ⁃κＢ
信号通路，形成恶性循环［２３］。 另外 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路可以上调基质金属蛋白酶 ＭＭＰ⁃３、ＭＭＰ⁃９、促血

管生成因子等促进 ＲＡ 中滑膜血管生成、软骨与骨

破坏［２４］。
王丹［２５］发现 ＲＡ 模型家兔模型在艾灸双侧“肾

俞”“足三里”后，免疫组化 ＳＰ 法染色测定的滑膜组

织中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达减少，ＥＬＩＳＡ 法检测滑膜液中

ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＶＥＧＦ 的含量降低。 ＣＸＣＬ１２ 是一种趋

化因子，而 ＣＸＣＲ４ 是其特异性受体。 ＣＸＣＬ１２ 过表

达可显著增加 ＮＦ⁃κＢ 结合活性，ＣＸＣＲ４ 表达也受到

ＮＦ⁃κＢ 调节。 陈俊等［２６］的研究发现艾灸可下调 ＲＡ
家兔滑膜组织中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ、 ＩκＢ ｍＲＮＡ、
ＣＸＣＬ１２ ｍＲＮＡ、ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 的表达。 同时唐玉

芝等［２７］的临床研究发现艾灸“足三里” “肾俞” “阿
是穴”联合常规西药进行治疗的患者血清中 ＮＦ⁃
κＢ、ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃１β 含量较常规西药对照组明显降低，
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患者关节肿痛症状较常规西药对照组明显减轻。
吴菲等［２８］分别用温和灸、直接灸和隔姜灸对 ＲＡ 家

兔进行治疗，发现三种灸法均可以降低 ＲＡ 家兔滑

膜中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＦ⁃κＢ ｐ５０、ＩＫＫ 的表达。
蔡国伟等［２９］ 发现温针灸可以提高胶原诱导的

ＲＡ 大鼠膝关节滑膜中 ＳＩＲＴ１ 的表达，减少 ＮＦ⁃κＢ
表达。 ＳＩＲＴ１ 是 ＮＦ⁃κＢ 表达的抑制因子，而注射

ＳＩＲＴ１ 抑制剂尼克酰胺的 ＲＡ 大鼠经温针灸治疗

后，ＮＦ⁃κＢ 表达明显高于 ＳＩＲＴ１ 未被抑制的温针灸

组，以此证明温针灸 “足三里” “肾俞” 和 “悬钟

（ＧＢ３９）”穴能够调节 ＳＩＲＴ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路抗类

风湿。 肿 瘤 坏 死 因 子 － α 转 化 酶 （ ｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒ
ａｒｔｅｒｉａｌ ｃｈｅｍｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ，ＴＡＣＥ）是一种膜结合的金

属蛋白酶，可以切割水解并将 ＴＮＦ⁃α 以可溶性形式

释放，ＴＮＦ⁃α 进而诱导 ＮＦ⁃κＢ 通路活化［３０］。 李佳

等［３１］发现电针刺激 ＲＡ 大鼠“足三里” “悬钟”和

“肾俞”穴进行治疗，滑膜中 ＴＡＣＥ 与 ＮＦ⁃κＢ 表达较

模型组下降，而非穴位的电针刺激干预与模型组比

较则无明显差异，因而推测电针治疗 ＲＡ 可能与抑

制 ＴＡＣＥ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路过度激活有关。 而在临

床研究方面，刘婧等［３２］观察到类风湿关节患者经电

针联合甲氨蝶呤治疗后，患者关节液中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 表达明显较治疗前下降，且相

对表达量明显低于单纯口服甲氨蝶呤的患者。 可

见电针联合与辅助西药治疗时，可以调控 ＮＦ⁃κＢ 信

号通路达到更好的治疗效果。 陈丽川等［３３］ 实验中

穴位埋线“足三里” “肾俞”减少佐剂诱导关节炎大

鼠膝关节炎滑膜中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ｐ⁃ｐ６５ 以缓解关节

炎症。

４　 ＮＬＲＰ３ 信号通路

　 　 ＮＬＲＰ３ 属于胞浆型模式识别受体，是 ＮＯＤ 样

受体家族成员，是一种由冷诱导自身炎症综合征基

因 １ 编码的蛋白质，其结构包含一个 Ｎ 端吡啶结构

域（ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ，ＰＹＤ）、介导寡聚的中央核苷酸结

合寡聚结构域和一个 Ｃ 末端富含亮氨酸的重复序

列。 当 ＮＬＲＰ３ 感应到刺激时会与凋亡相关斑点样

蛋 白 （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ）的 ＰＹＤ 相互作用而结合，
之后 ＡＳＣ 通 过 募 集 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 进 而 聚 集 成

ＮＬＲＰ３ 炎性小体［３４］。 激活 ＮＬＲＰ３ 形成炎性小体的

过程包含两个步骤，在启动步骤中， Ｔｏｌｌ 样受体

（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）等 ＰＲＲｓ 识别结合损伤相

关分子模式（ＤＡＭＰｓ）、病原微生物相关分子模式

（ＰＡＭＰｓ），激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，上调白介素前体

Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β、Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８ 和 ＮＬＲＰ３ 的表达。 在激活步

骤中，ＮＬＲＰ３ 响应多种刺激，如活性氧（ＲＯＳ）、Ｋ＋外

流、ＡＴＰ、溶酶体破裂和细菌或真菌，通过 ＰＹＤ 结构

域与接头蛋白 ＡＳＣ 结合，并通过其 ＣＡＲＤ 结构域招

募前 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， 最终形成 ＮＬＲＰ３ 炎症小体［３５］。
ＮＬＲＰ３ 炎症小体激活后，Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 将切割 Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃
１β、Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８ 产生具有生物活性的 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８，并
裂解 ＧＳＤＭＤ 以诱导细胞焦亡加重 ＲＡ 炎症［３６］。 有

效调控 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的活化通路将有利于 ＲＡ
阻断早期病理性损伤。

王淼等［３７］发现艾灸“肾俞”“足三里”佐剂诱导

的关节炎大鼠，可以通过减少滑膜中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的表达，减轻滑组织损伤程

度，这表明艾灸对 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＩＬ⁃１β 信号通

路有一定调节作用。 江彬等［３８］ 使用麦粒灸干预

ＲＯＳ 表达水平不同的佐剂诱导的关节炎大鼠，大鼠

踝关 节 ＲＯＳ 相 关 蛋 白 活 性 氧 调 节 因 子 １
（ＲＯＳＭＯ１）、ＮＬＲＰ３ 以及血清中 ＩＬ⁃１β 表达量显著

下降，认为麦粒灸可以抑制 ＲＯＳ⁃ＮＬＲＰ３⁃ＩＬ⁃１β 炎性

通路从而发挥抗炎、镇痛作用。 组织蛋白酶 Ｂ 是一

种位于溶酶体内的蛋白酶，是 ＮＬＲＰ３ 炎性小体激活

剂诱导 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 激活过程中必不可少的物质［３９］。
陈俊等［４０］艾灸“肾俞”“足三里”治疗实验性关节炎

家兔，发现艾灸可以有效控制炎症反应减轻膝关节

炎肿胀，滑膜中 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ、组织蛋白酶 Ｂ ｍＲＮＡ
的表达和 ＲＯＳ 荧光强度均明显降低，证明艾灸可通

过对 ＮＬＲＰ３ 炎性小体激活因素进行抑制，延缓 ＲＡ
的发展进程，以发挥治疗 ＲＡ 的作用。 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８
作为 ＮＬＲＰ３ 炎性小体直接调控的炎症因子的同时，
可以激活 ＪＡＫ２⁃ＳＴＡＴ３ 信号通路，席东来等［４１］ 发现

艾灸可以减少 ＲＡ 大鼠滑膜中 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ、ＪＡＫ２
ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ 表达缓解炎症，而慢病毒介导

的 ＮＬＲＰ３ 过表达的大鼠身上上述作用明显减弱，提
示艾灸可能通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎性小体减少炎症因

子的表达，从而抑制 ＪＡＫ２⁃ＳＴＡＴ３ 异常激活，缓解

ＲＡ 炎症。 基于时间针灸学理论，余明芳等［４２］ 推测

ＲＡ 大鼠 ＮＬＲＰ３ 信号通路相关分子可能存在一定节

律性，酉时艾灸治疗 ＲＡ 大鼠，ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＧＳＤＭＤ ｍＲＮＡ 表达水平的下调幅度更大，艾灸发挥

抗炎作用可能通过抑制 ＮＬＲＰ３ 信号通路有关。 细

胞自噬可以选择性降解 ＡＳＣ、炎症小体传感器等抑
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制炎症小体结构的形成［４３］。 刘强等［４４］ 发现“热补

法”可以上调 ＲＡ 寒证模型家兔滑膜自噬相关蛋白

Ａｔｇ５、ＵＬＫ１、ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 等表达，促进更

多自噬的发生从而下调 ＩＬ⁃１、ＮＬＲＰ３，抑制炎症的发

生。 陈平等［４５］ 则发现 “热补法” 可以通过调控

Ｐ２Ｘ７Ｙ ／ ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 信号通路减轻抑制下游

炎症因子分泌改善滑膜损伤。

５　 ＴＬＲｓ 信号通路

　 　 ＴＬＲｓ 在启动和维持 ＲＡ 病理过程中扮演着重

要角色，ＴＬＲｓ 是一种跨膜模式识别受体，可识别

ＤＡＭＰｓ 和病原微生物相关分子模式（ＰＡＭＰｓ），如脂

多糖、磷壁酸、肽聚糖、来源于死亡损伤细胞的热休

克蛋白、高迁移率族蛋白和活性氧等［４６］。 ＴＬＲｓ 是

一个进化上保守的 Ｉ 型跨膜蛋白超家族，包括一个

能与 ＰＡＭＰｓ 或 ＤＡＭＰ 相互作用的亮氨酸重复序列

胞外结构域，以及一个参与下游信号转导和引发炎

症反应的细胞质 Ｔｏｌｌ ／白细胞介素 １ 受体结构

域［４７］。 当 ＴＬＲ 与配体结合时，ＴＬＲ 经历同二聚化

或异 二 聚 化， 招 募 髓 样 分 化 因 子 ８８ （ ｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｇｅｎｅ ８８，ＭｙＤ８８）、Ｔｏｌｌ
样受体 ／干扰素调节因子两种接头蛋白，ＭｙＤ８８ 招

募白介素－１ 受体相关激酶 １（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ １， ＩＲＡＫ⁃１） 与 ＩＲＡＫ⁃６，使 ＩＲＡＫ⁃１
磷酸化和激活。 激活的 ＩＲＡＫ⁃１ 泛素化 ＴＮＦ 受体相

关因子 ６（ＴＮＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ６，ＴＲＡＦ６），
激活转化生长因子 β 活化激酶 １ 和转化生长因子 β
活化激酶 １ 结合蛋白复合物［４８］。 该复合物激活

ＩＫＫ 复合物，导致 ＩκＢ 的磷酸化和降解，从而活化

ＮＦ⁃κＢ 信号通路。 被激活的转化生长因子 β 活化

激酶 １ 也是 ＭＡＰ３Ｋ 家族重要成员，可激活 ＭＡＰＫ
信号通路，调控炎性因子［４９］。 关节炎患者关节滑膜

细胞、外周单核细胞中 ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ７ 均

被发现大量增加。 因此控制 ＲＡ 中 ＴＬＲｓ 的激活有

助于明显缓解 ＲＡ。
袁娟等［５０］ 发现艾灸可以减少患病鼠滑膜

ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＴＲＡＦ６ 及 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达，张传英

等［５１］在此基础上发现艾灸抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路上

游的抑制蛋白，通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ 信号通路抑

制相关炎性因子表达，减轻关节炎症。 朱艳等［５２］ 发

现艾灸与 ＴＬＲ４ 拮抗剂均可以减少 ＲＡ 大鼠滑膜中

ｍｉＲ⁃１５５、ＴＬＲ４ 及其下游相关蛋白的表达，验证了

ｍｉＲ⁃１５５ 在 ＲＡ 中的作用与 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路密切

相关，艾灸可抑制 ｍｉＲ⁃１５５ 表达从而抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃
κＢ 信号通路的激活，改善 ＲＡ 大鼠症状。 苏俊贤

等［５３］ 发现电针干预后，ＲＡ 模型大鼠滑膜组织中

ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８ 和 ＴＲＡＦ６ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白的表达均

显著降低，可促使细胞过度增殖的增殖细胞核抗原

（ＰＣＮＡ）表达水平降低，电针治疗脂多糖诱导激活

ＴＬＲ４ 信号通路的 ＲＡ 大鼠，滑膜组织中 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８ 和 ＴＲＡＦ６、ＰＣＮＡ 表达均升高，通路激活剂明

显抑制了电针的治疗作用，进一步证明了电针可以

调控 ＴＬＲ４ 信号通路缓解 ＲＡ 大鼠病情。 Ｄｏｎｇ
等［５４］使用电针刺激“足三里” “昆仑（ＢＬ６０）”穴干

预佐剂诱导的关节炎大鼠可以明显降低大鼠踝关

节中 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ 表达的影响。 苏成红

等［５５］ 发现与模型组比较，热补针法及 ＴＡＫ⁃２４２
（ＴＬＲ４ 抑制剂）干预后，实验家兔滑膜组织 ＴＬＲｓ、
ＭｙＤ８８、ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达水平及 ｍＴＯＲ、 ｐ７０Ｓ６Ｋ
ｍＲＮＡ 表达水平均降低，与之相反脂多糖联合热补

针法处理的实验家兔上述指标水平虽低于模型组，
但高于单纯热补针法组，进而证实热补针法可以通

过抑制 ＴＬＲｓ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路及其下游的

ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ ｍＲＮＡ 表达，以抑制实验家兔滑膜细

胞的增生。

６　 Ｗｎｔ 信号通路

　 　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 ＲＡ 中被异常激活，
在 ＲＡ 的滑膜炎症和骨代谢调节中发挥关键作

用［５６］。 信号通路由 Ｗｎｔ 家族蛋白、低密度脂蛋白受

体相关蛋白 ５ ／ ６（ＬＲＰ５ ／ ６）、蓬乱蛋白 Ｄｓｈ、糖原合成

酶激酶 － ３β （ ＧＳＫ⁃３β）、结直肠腺瘤性息肉蛋白

（ＡＰＣ）、β－链环蛋白、轴蛋白（Ａｘｉｎ）和 Ｔ 细胞因子 ／
淋巴样增强因子（ＴＣＦ ／ ＬＥＦ）组成。 当 Ｗｎｔ 被激活

后与膜受体 Ｄｓｈ 相互作用，促进 Ａｘｉｎ、ＡＰＣ、ＧＳＫ⁃３β
结合成复合物抑制 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 降解，造成 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
逐渐堆积进入细胞核，与 ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 相互作用调控相

关目的蛋白的表达［５７］。
ＤＫＫ⁃１ 是 Ｗｎｔ 信号通路抑制蛋白， 通过与

ＬＲＰ５ ／ ６ 竞争结合的方式抑制经典 Ｗｎｔ 信号通路。
张育瑛等［５８］向 ＤＫＫ⁃１ 组 ＲＡ 大鼠注射 ＤＫＫ⁃１ 抑制

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，观察组大鼠予以电针联合

艾灸治疗，发现两组大鼠组 Ｗｎｔ⁃３ａ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋

白及 ｍＲＮＡ 表达较模型组大鼠降低，且关节炎肿

胀、滑膜炎性细胞浸润和骨破坏情况均较模型组改

善，提示电针联合艾灸治疗可通过下调 Ｗｎｔ⁃３ 和 β⁃
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ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达，抑制 Ｗｎｔ 信号通路减少骨损

伤。 在潘明柱等［５９］临床试验中发现，温经通络汤联

合艾灸治疗疗效明显，患者血沉、Ｃ 反应蛋白以及类

风湿因子水平均较治疗前下降，有效率 ９４􀆰 ６４％，患
者血清中 Ｗｎｔ⁃３α、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 及下游参与成骨过程的

骨形态发生蛋白－２ 均下降，有效地缓解患者临床症

状。 陶偲钰等［６０］在常规西药基础上联合隔物灸、直
接灸治疗 ＲＡ 患者，发现联合隔物灸、直接灸可减少

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路内源性负调节蛋白 ＳＯＳＴ、
调控 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 水平、抑制炎性因子 ＴＮＦ⁃α 产生，缓
解 ＲＡ 患者关节疼痛、降低疾病活动度。

７　 Ｎｏｔｃｈ 信号通路

　 　 Ｎｏｔｃｈ 信号通路包括 Ｎｏｔｃｈ 受体 （Ｎｏｔｃｈ１⁃４）、
Ｎｏｔｃｈ 配体 （ＤＩＩ１、ＤＩＩ３、ＤＩＩ４、 Ｊａｇｇｅｄ１ 和 Ｊａｇｇｅｄ２）、
ＣＳＬ（ＣＢＦ⁃１、Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ Ｈａｉｒｌｅｓｓ 和 Ｌａｇ１ 的合称）、
ＤＮＡ 结合蛋白、其他效应物和 Ｎｏｔｃｈ 调节分子［６１］。
Ｎｏｔｃｈ 受体作为跨膜蛋白，可分为胞外段、跨膜段和

胞内段（Ｎｏｔｃｈ ｉｎｔｒａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ，ＮＩＣＤ）。 通路激

活时，成熟的 Ｎｏｔｃｈ 受体与 Ｎｏｔｃｈ 配体结合，ＮＩＣＤ
作为 Ｎｏｔｃｈ 信号的主要效应形式被释放，ＮＩＣＤ 与

ＣＳＬ 结合从细胞质转移到细胞核，触发下游 Ｎｏｔｃｈ
靶基因的转录如 ＨＥＳ、ＨＥＹ 和 ＨＥＲＰ 等［６２］。 Ｎｏｔｃｈ
主要表达于各种不同的免疫细胞中，在 ＲＡ 中可表

达在增生的成纤维细胞、Ｔ 细胞、Ｂ 细胞、被募集于

滑膜中的巨噬单核细胞中，调节 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７ 分

化、增殖和炎性因子表达等［６３］。 Ｎｏｔｃｈ 信号通路还

可能通过 Ｆｏｘｐ３ 等与 ＮＦ⁃κＢ、转化生长因子等信号

通路协同表达。 赵彩虹等［６４］ 发现傅山风湿外治方

外敷患鼠踝关节，可以显著较少患鼠关节中 Ｎｏｔｃｈ１、
Ｊａｇｇｅｄ１ 和 Ｈｅｓ１ 表达，同时也下调了具有促炎作用

的 Ｔｈ１ 型细胞因子干扰素－γ 表达，上调具有抑炎作

用的 Ｔｈ２ 型细胞因子和 ＩＬ⁃４ 表达，提示傅山风湿外

治方外敷可能通过抑制 Ｎｏｔｃｈ１ ／ Ｊａｇｇｅｄ１ 信号通路调

节 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 平衡，达到治疗效果。 高玉亭等［６５］沿用

相同的治疗方法，发现可以降低患鼠踝关节和脾

Ｎｏｔｃｈ２、ＤＬＬ１ 和 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水

平，患鼠血清中炎性细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７ 和

干扰素－γ 水平均下降，肝肾组织均未见明显的病理

损伤，血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＢＵＮ 和 Ｃｒ 水平正常，可见风

湿外治方外敷可明显抑制 Ｎｏｔｃｈ２ ／ ＤＬＬ１ 信号通路，
且对肝肾功能无毒副作用。 姜建振［６６］ 实验发现电

针干预“足三里”“悬钟”穴治疗 ＲＡ 大鼠，大鼠滑膜

中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、ｂＦＧＦ、转化生长因子表达明显降

低，ＴＵＮＥＬ 法检测异常增生的滑膜细胞的凋亡明显

增多，电针有效地通过抑制 Ｎｏｔｃｈ１ 通路，促进滑膜

细胞凋亡。

８　 ＨＩＦ⁃１α／ ＶＥＧＦ 信号通路

　 　 ＲＡ 患者滑膜异常细胞增生导致氧与代谢需求

增加，从而导致滑膜组织与周围环境缺氧，长期低

氧环境刺激 ＨＩＦ⁃１α 表达增加。 ＨＩＦ⁃１ 蛋白由 ＨＩＦ⁃
１α 和 ＨＩＦ⁃１β 两个亚基组成［６７］。 ＨＩＦ⁃１α 与位于血

管内皮细胞表面的受体 ＶＥＧＦＲ⁃２ 相互作用，促进血

管内皮细胞的增殖、迁移、血管重建，生成大量新生

血管产生血管翳［６８］。 血管翳增加有助于滑膜细胞

侵蚀软骨，造成骨与软骨的破坏。 同时 ＨＩＦ⁃１α 表达

增加可以通过增加糖酵解，促进乳酸生成为炎症细

胞提供能量，进一步诱导 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７、ＴＮＦ⁃α
等炎性因子表达，加重关节炎症［６９］。

熊燕［７０］在传统西药治疗基础上增加艾灸治疗，
与单纯西药治疗形成对比，发现联合治疗的患者病

情改善更加明显，且联合治疗组患者血清中 ＨＩＦ⁃
１α、ＶＥＧＦ 含量明显低于单纯西药治疗组，提示艾灸

可以协助西药降低患者血清中 ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ 表达、
缓解关节炎症与镇痛。 张慧等［７１］ 在动物试验中发

现，艾灸“足三里” “肾俞” “阿是穴”可以明显减少

佐剂诱导的关节炎大鼠滑膜新生血管的产生，以及

滑膜中 ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ 表达改善关节肿胀与炎症。
李向军等［７２］ 发现 ＨＩＦ⁃１α 抑制剂 ２⁃Ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌ
和热补针法治疗 ＲＡ 模型家兔，均可以降低 ＨＩＦ⁃１α
和糖酵解相关酶 （ ＰＫＭ２、 ＬＤＨＡ、 ＮＡＤＰＨ、 ＨＫ２、
ＰＦＫＦＢ３）以及乳酸的表达，从抑制 ＨＩＦ⁃１α 减少糖

酵解的角度，阐释了热补法减少 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１７ 等炎症细胞因子表达、抑制关节炎症的机制。

９　 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 信号通路

　 　 Ｔ 细胞的异常活化是 ＲＡ 发生发展的重要病理

重要原因。 ＰＤ⁃１ 是一种共刺激分子，主要表达于活

化的 Ｔ 细胞 Ｂ 细胞表面，其配体为程序性细胞死亡

蛋白 １ 配体 １（ＰＤ⁃Ｌ１）和（ＰＤ⁃Ｌ２）。 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 可

分为可溶型（ ｓＰＤ⁃１ ／ ｓＰＤ⁃Ｌ１）与细胞膜型（ｍＰＤ⁃１ ／
ｍＰＤ⁃Ｌ１），受体配体结合后可以抑制 Ｔ 细胞的活

性［７３］。 研究发现在 ＲＡ 患者的滑膜中 ＰＤ⁃１ 表达增

多，但也存在 ＰＤ⁃１ 负调控 Ｔ 细胞能力受损、ＰＤ⁃１ ／
ＰＤ⁃Ｌ１ 信号通路抑制的现象，这可能与 ｓＰＤ⁃１ 与
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ｍＰＤ⁃Ｌ１ 配体的竞争性结合有关［７４－７５］。
吴菲［７６］研究发现与模型组相比，艾灸治疗的实

验性 ＲＡ 家兔脾 ｍＰＤ⁃１、ｍＰＤ⁃Ｌ１ 的蛋白表达明显升

高，血清和滑膜液中 ｓＰＤ⁃１ 的含量降低，ｓＰＤ⁃Ｌ１ 的

含量呈下降趋势但无统计学意义，推测可能因为

ｓＰＤ⁃１ 表达下降使其配体 ｓＰＤ⁃Ｌ１ 表达受到下调，但
因其能与 ｍＰＤ⁃１ 结合起到协助增强抑制信号的作

用而没有出现显著性的下降。 艾灸治疗可能通过

增加 ＲＡ 家兔脾 ｍＰＤ⁃Ｌ１ 蛋白表达，降低血清及滑

膜液 ｓＰＤ⁃１ 含量来增强 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 信号通路对 Ｔ
细胞活化的抑制作用。 在此基础上，赖德利［７７］ 通过

腺病毒载体介导干扰 ＰＤ⁃１ 表达，观察其对艾灸治

疗 ＲＡ 家兔的影响，发现治疗效果远不及艾灸对未

经腺病毒载体介导干扰 ＰＤ⁃１ 表达的家兔的治疗。
实验中，艾灸可以降低 ＲＡ 家兔脾中可使 Ｔ 细胞的

活化和增殖的激酶 Ｆｙｎ 的表达，但在干扰 ＰＤ⁃１ 表达

后，艾灸降低 Ｆｙｎ 表达的能力下降，对于在 Ｔ 细胞活

化的早、中、晚期出现的标志性蛋白 ＣＤ６９、ＣＤ７１、
ＣＤ２５ 的抑制作用也明显降低。 钟玉梅等［７８］ 通过免

疫组化等实验手段完善了艾灸上调 ＲＡ 家兔调脾

ｍＰＤ⁃Ｌ１ 表达的证据。 综上而言，艾灸可以通过调

控 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 信号通路，抑制异常活化 Ｔ 细胞，达
到治疗效果。 肿瘤坏死因子受体超家族成员 ＯＸ４０
是一种 Ｉ 型跨膜糖蛋白，主要表达在活化的 ＣＤ４＋和

ＣＤ８＋Ｔ 细胞，与 ＰＤ⁃１ 相反。 它可以活化 Ｔ 细胞，具
有促进增殖、分化和促炎的作用，ＰＤ⁃１ 和 ＯＸ４０ 失

衡可能促进 ＲＡ 病情的进展，而 ＯＸ４０ 可以逆转因

ＰＤ⁃１ 信号通路障碍引起的炎症因子表达增多［７９］。
陈丽川等［８０］通过细胞流式技术发现 ＲＡ 大鼠血液

中表达 ＯＸ４０ 的细胞含量低，而表达 ＰＤ⁃１ 细胞含量

较高，通过穴位埋线“足三里” “肾腧”进行治疗后，

表达 ＯＸ４０ 的细胞含量增加，而表达 ＰＤ⁃１ 细胞含量

降低，提示穴位埋线可以调控 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 信号通路

降低炎症程度。

１０　 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路

　 　 ＰＩ３Ｋ，是由一个 ｐ１１０ 催化亚单位和一个 ｐ８５ 调

节亚单位组成的异源二聚体。 ＰＩ３Ｋ 的激活有两种

方式，一种是其二聚体构象改变而被激活，另一种

是通过 Ｒａｓ 和 ｐ１１０ 直接结合导致 ＰＩ３Ｋ 的活化，
ＰＩ３Ｋ 激活 ＰＩＰ２ 磷酸化产生 ＰＩＰ３，ＡＫＴ 是 ＰＩ３Ｋ 的

下游分子，ＡＫＴ 的 ＰＨ 结构域可以与 ＰＩＰ３ 结合而活

化，活化的 ＡＫＴ 磷酸化多种蛋白如 ｍＴＯＲ，进而调

控细胞的生存与凋亡［８１］。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路除

了可以调控为人熟知的经典炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃６，其对 ＩＬ⁃２１、ＩＬ⁃２２、ＩＬ⁃１７ 均有调节作用。 郝

锋等［８２］发现艾灸“足三里”可以明显降低 ＲＡ 大鼠

滑膜中 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｍＴＯＲ、血清中 ＩＬ⁃２３、ＩＬ⁃１７ 蛋白

的表达，且其抑制作用明显大于使用香烟模拟温热

效应的香烟组。 赵晨等［８３］的实验则发现针刺“三阴

交（ＳＰ６）”“阴陵泉（ＳＰ９）”不仅可以降低 ＲＡ 大鼠

滑膜中 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｍＴＯＲ、ｐ⁃Ａｋｔ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 表达，还可

以降低血清中炎症因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７ 含量，上调自噬

相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃ＩＩ 表达。 相应的大鼠增生

的滑膜细胞表现出更多自噬行为，这表明针刺确可

以通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路提高滑膜细

胞自噬水平，从而减轻炎症与损伤。
单独中医外治法及其他治疗联合中医外治法

调控 ＲＡ 相关通路的作用机制总结如表 １、表 ２ 所

示，可以观察到中医外治法的基础实验研究相较于

临床研究更多，针刺与艾灸的研究较为丰富，而临

床研究中多以中医外治法与多种其他治疗方法相

表 １　 单独中医外治疗法法对 ＲＡ 相关通路调控
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｙ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｌｏｎｅ

外治方法
Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

作用部位 ／ 穴位
Ｐａｒｔ ／
ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｐｏｉｎｔ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

实验对象
Ｓｕｂｊｅｃｔ

信号通路
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

作用机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

针刺［１５］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
足三里
ＳＴ３６

ＣＩＡ 大鼠
Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信 号 通
路
ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

增加滑膜 ＳＯＣＳ１、ＳＯＣＳ３ 表达
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＯＣＳ１ ａｎｄ ＳＯＣＳ３ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

针刺［４４］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
足三里
ＳＴ３６

寒证 ＡＡ 模型家兔
Ｃｏｌｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ＡＡ
ｍｏｄｅｌ ｒａｂｂｉｔｓ

ＮＬＲＰ３ 信号通路
ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调 ＩＬ⁃１、ＮＬＲＰ３，下调自噬相关蛋白 Ａｔｇ５、ＵＬＫ１、ＬＣ３
Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１， ＮＬＲＰ３， ＵＬＫ１， ＬＣ３Ⅱ ／
ＬＣ３Ⅰ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
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续表１

外治方法
Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

作用部位 ／ 穴位
Ｐａｒｔ ／
ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｐｏｉｎｔ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

实验对象
Ｓｕｂｊｅｃｔ

信号通路
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

作用机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

针刺［４５］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
足三里
ＳＴ３６

寒证 ＡＡ 模型家兔
Ｃｏｌｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ＡＡ
ｍｏｄｅｌ ｒａｂｂｉｔｓ

ＮＬＲＰ３ 信号通路
ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜 Ｐ２Ｘ７Ｙ、ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ｍＲＮＡ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 蛋白
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ２Ｘ７Ｙ， ＮＬＲＰ３， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６，
ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

针刺［５５］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
足三里
ＳＴ３６

寒证 ＡＡ 模型家兔
Ｃｏｌｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ＡＡ
ｍｏｄｅｌ ｒａｂｂｉｔｓ

ＴＬＲ４ 信号通路
ＴＬＲ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

抑制 滑 膜 ＴＬＲｓ、 ＭｙＤ８８、 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋 白 表 达， 滑 膜
ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ ｍＲＮＡ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲｓ， ＭｙＤ８８， ＥＲＫ１ ／ ２，
ｍＴＯＲ， ｐ７０Ｓ６Ｋ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

针刺［７２］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
足三里
ＳＴ３６

寒证 ＡＡ 模型家兔
Ｃｏｌｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ＡＡ
ｍｏｄｅｌ ｒａｂｂｉｔｓ

ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦ 信号
通路
ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜 ＨＩＦ⁃１α、ＰＫＭ２、ＬＤＨＡ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃
１７、乳酸表达，下调血清 ＮＡＤＰＨ、ＨＫ２、ＰＦＫＦＢ３ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ＰＫＭ２， ＬＤＨＡ， ＴＮＦ⁃
α， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１７ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＮＡＤＰＨ， ＨＫ２， ＰＦＫＦＢ３ ｉｎ ｓｅｒｕｍ

电针［１４］

Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
合谷、太冲
ＬＩ４， ＬＲ３

ＣＩＡ 大鼠
Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信 号 通
路
ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调踝关节软骨 ＴＮＦ⁃α、ＳＴＡＴ３、ＪＡＫ３ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ＪＡＫ３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｎｋｌｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ

电针［３１］

Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ

足三里、 悬钟、
肾俞
ＳＴ３６， ＧＢ３９，
ＢＬ２３

ＣＩＡ 大鼠
Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＮＦ⁃κＢ 信号通路
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜中 ＴＡＣＥ 与 ＮＦ⁃κＢ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＡＣＥ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｓｙｎｏｖｉｕｍ

电针［３２］

Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ

大椎、曲池、足
三里、太冲、合
谷、肾俞、膈俞
ＧＶ１４， ＬＩ１１，
ＳＴ３６， ＬＲ３，
ＬＩ４， ＢＬ２３，
ＢＬ１７

ＲＡ 患者
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｐａｔｉｅｎｔ

ＮＦ⁃κＢ 信号通路
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调关节液中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 上调
ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃１０ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β ａｎｄ
ＩＬ⁃６ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β，
ＩＬ⁃１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

电针［５３］

Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
合谷、太冲
ＬＩ４， ＬＲ３

ＣＩＡ 大鼠
Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＴＬＲ４ 信号通路
ＴＬＲ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜组织中 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８ 和 ＴＲＡＦ６ ｍＲＮＡ 及蛋
白，下调关节液 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 及滑膜 ＰＣＮＣ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８ ａｎｄ ＴＲＡＦ６
ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ． ， Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＰＣＮＣ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ

电针［６６］

Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
足 三 里、 悬 钟
ＳＴ３６， ＧＢ３９

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路
Ｎｏｔｃｈ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、ｂＦＧＦ、ＴＧＦ⁃β 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１， Ｈｅｓ１， ｂＦＧＦ， ＴＧＦ⁃β
ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

火针［１９］

Ｆｉｒｅ⁃ｎｅｅｄｌｅ
Ｌ１⁃Ｌ５ 夹 脊 穴
Ｊｉａｊｉ（ＥＸ⁃Ｂ２）

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＭＡＰＫ 信号通路
ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜组织中 ＪＮＫ、ｐ３８ 蛋白及血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β
的表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪＮＫ， ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ａｎｄ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β ｉｎ ｓｅｒｕｍ

温针灸［２９］

Ｗａｒｍ ｎｅｅｄｌｅ
ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ

足三里、 肾俞、
悬钟
ＳＴ３６， ＧＢ３９，
ＢＬ２３

ＣＩＡ 大鼠
Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＮＦ⁃κＢ 信号通路
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

上调滑膜 ＳＩＲＴ１ 蛋白、下调滑膜 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白、血清
中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 表达
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｉｎ
ｓｙｎｏｖｉｕｍ， ａｎｄ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃８ ｉｎ ｓｅｒｕｍ

艾灸［２５］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 模型家兔
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｂｂｉｔｓ

ＮＦ⁃κＢ 信号通路
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＴＧＦ⁃β１，滑膜液中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃
α、ＶＥＧ 的表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＶＥＧ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ

艾灸［２６］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 模型家兔
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｂｂｉｔｓ

ＮＦ⁃κＢ 信号通路
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下 调 滑 膜 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ、 ＩκＢ ｍＲＮＡ、 ＣＸＣＬ１２
ｍＲＮＡ、ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 的表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ， ＩκＢ ｍＲＮＡ，
ＣＸＣＬ１２ ｍＲＮＡ， ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ
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续表１

外治方法
Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

作用部位 ／ 穴位
Ｐａｒｔ ／
ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｐｏｉｎｔ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

实验对象
Ｓｕｂｊｅｃｔ

信号通路
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

作用机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

艾灸［１１］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
肾俞
ＢＬ２３

ＡＡ 模型家兔
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｂｂｉｔｓ

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信 号 通
路
ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜中 ＪＡＫ２、ＪＡＫ３、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５ 基因
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪＡＫ２， ＪＡＫ３， ＳＴＡＴ３ ａｎｄ ＳＴＡＴ５
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

艾灸［１２］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
肾俞
ＢＬ２３

“病证结合” ＡＡ 大
鼠
“ Ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ”
ＡＡ ｒａｔｓ

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信 号 通
路
ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

上调滑膜中 ＳＴＡＴ１ 和 ＳＯＣＳ ｍＲＮＡ、血清 ＩＬ⁃２ 表达，下
调血清 ＩＬ⁃１ 表达
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＳＴＡＴ１ ａｎｄ ＳＯＣＳ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ， ｓｅｒｕｍ
ＩＬ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

艾灸［１３］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＲＡ 家兔
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
Ｒａｂｂｉｔｓ

ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 信 号 通
路
ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调 ＪＡＫ１ ｍＲＮＡ 及 ＳＴＡＴ４ ｍＲＮＡ 表达，上调 ＰＴＰＮ２２
ｍＲＮＡ 及蛋白的表达
Ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪＡＫ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＳＴＡＴ４ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＴＰＮ２２ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ．

艾灸［１８］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＭＡＰＫ 信号通路
ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜中 Ｒａｓ、Ｒａｆ、ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｓ， Ｒａｆ， ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２
ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

艾灸［３７］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＮＬＲＰ３ 信号通路
ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＴＮＦ⁃α，
ＩＬ⁃１β ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

艾灸［３８］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＮＬＲＰ３ 信号通路
ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

踝关节 ＲＯＳＭＯ１、ＮＬＲＰ３ 蛋白、血清 ＩＬ⁃１β、血清 ＲＯＳＭＯ１
ｍＲＮＡ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳＭＯ１、ＮＬＲＰ３ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｔｉｓｓｕｅ， ａｎｄ ＲＯＳＭＯ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｅｒｕｍ

艾灸［４０］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＲＡ 家兔
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｂｂｉｔｓ

ＮＬＲＰ３ 信号通路
ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ、Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ⁃Ｂ ｍＲＮＡ、ＲＯＳ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ， Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ⁃Ｂ ｍＲＮＡ，
ＲＯＳ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

艾灸［４１］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 家兔
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｂｂｉｔｓ

ＮＬＲＰ３ 信号通路
ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调关节液 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、滑膜中 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ、ＪＡＫ２
ｍＲＮＡ、ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ
Ｒｅｄｕｃｅｄ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｆｌｕｉｄ， ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ，
ＪＡＫ２ ｍＲＮＡ， ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

艾灸［４２］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＮＬＲＰ３ 信号通路
ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

上调 Ｃｌｏｃｋ、Ｂｍａｌ１ ｍＲＮＡ，下调 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、消皮
素 Ｄ ｍＲＮＡ 表达
Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｃｌｏｃｋ， Ｂｍａｌ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ＮＬＲＰ３， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ａｂａｓｉｃ ｄｅｒｍａｔｏｐｈｙｔｅ Ｄ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

艾灸［５０］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

“病证结合” ＡＡ 大
鼠
“ Ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ”
ＡＡ ｒａｔｓ

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信 号
通路
ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

下调 血 清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１， 滑 膜 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ、 ＭｙＤ８８
ｍＲＮＡ、ＴＲＡＦ⁃６ ｍＲＮＡ 及 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ＴＬＲ４
ｍＲＮＡ， ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ， ＴＲＡＦ⁃６ ｍＲＮＡ， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉｕｍ

艾灸［５１］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

“病证结合” ＡＡ 大
鼠
“ Ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ”
ＡＡ ｒａｔｓ

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信 号
通路
ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜 ＩκＫα、ＩκＢβ、ＴＬＲ４ 、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表
达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＩκＫα， ＩκＢβ， ＴＬＲ４，
ＭｙＤ８８， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

艾灸［５２］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

“病证结合” ＡＡ 大
鼠
“ Ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ”
ＡＡ ｒａｔｓ

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信 号
通路
ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜 ｍｉＲ⁃１５５ 及 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ、 ＭｙＤ８８、 ＩＲＡＫ１、
ＴＲＡＦ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｍｉＲ⁃
１５５ ａｎｄ ＴＬＲ４， ＮＦ⁃κＢ， ＭｙＤ８８， ＩＲＡＫ１， ＴＲＡＦ⁃６， ＩＬ⁃
１β， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６
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续表１

外治方法
Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

作用部位 ／ 穴位
Ｐａｒｔ ／
ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｐｏｉｎｔ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

实验对象
Ｓｕｂｊｅｃｔ

信号通路
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

作用机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

艾灸［２８］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ
足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 家兔
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｂｂｉｔｓ

ＮＦ⁃κＢ 信 号 通 路
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调滑膜 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＦ⁃κＢ ｐ５０、ＩＫＫ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， ＮＦ⁃κＢ ｐ５０， ａｎｄ ＩＫＫ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

埋线［３３］

Ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ
ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ Ｔｈｅｒａｐｙ

足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＮＦ⁃κＢ 信号通路
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调血清 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８、滑膜 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表
达
Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃８， ｓｙｎｏｖｉａｌ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
ａｎｄ ｐ⁃ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

埋线［８０］

Ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ
ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ Ｔｈｅｒａｐｙ

足三里、肾俞
ＳＴ３６， ＢＬ２３

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＰＤ⁃１ 信号通路
ＰＤ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

上调表达 ＯＸ４０ 细胞数量，下调表达 ＣＤ４、ＣＤ２８、ＰＤ⁃１
细胞数量，下调血清 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 含量
Ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＯＸ４０， ｄｅｃｒｅａｓｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＣＤ４， ＣＤ２８， ＰＤ⁃１，
ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃８ ｌｅｖｅｌｓ

药浴［２０］

Ｈｅｒｂａｌ ｂａｔｈ ｔｈｅｒａｐｙ
未提及
Ｎｏｔ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＭＡＰＫ 信号通路
ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调血清中 ＲＦ 水平、滑膜 ＪＮＫ１ 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ＲＦ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＪＮＫ１

药浴［２１］

Ｈｅｒｂａｌ Ｂａｔｈ Ｔｈｅｒａｐｙ

后下肢
Ｌｏｗｅｒ ｂａｃｋ
ｌｉｍｂｓ

ＡＡ 大鼠
Ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ

ＭＡＰＫ 信号通路
ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调血清中 ＴＮＦ⁃α 的水平、滑膜 ｐ３８、ＥＲＫ１ ／ ２ 的表达，
ＪＮＫ１、ｐ３８、ＥＲＫ１ 基因表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ， ｓｙｎｏｖｉａｌ ｐ３８， ＥＲＫ１ ／ ２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ＪＮＫ１， ｐ３８ ａｎｄ ＥＲＫ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

表 ２　 其他治疗联合中医外治法对 ＲＡ 相关通路调控
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｙ ｏｔｈｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｓ

外治方法
Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｅｘｔｅｒｎａｌ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

作用部位 ／ 穴位
Ｐａｒｔ ／ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｐｏｉｎｔ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

实验对象
Ｓｕｂｊｅｃｔ

信号通路
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

作用机制
Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ

艾灸联合西药［２７］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

阿是穴、足三里 ／ 肾俞
Ａｓｈｉ ｐｏｉｎｔｓ， ＳＴ３６ ／ ＢＬ２３

ＲＡ 患者
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐａｔｉｅｎｔ

ＮＦ⁃κＢ 信号通路
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调 血 清 ＥＳＲ、 ＣＲＰ、 ＲＦ、 ＮＩＫ、 ＮＦ⁃κＢ、
ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃１β 表达
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ ＥＳＲ， ＣＲＰ， ＲＦ， ＮＩＫ， ＮＦ⁃
κＢ， ＶＥＧＦ， ＩＬ⁃１β ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

针刺联合西药［３２］

Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

大椎、 曲池、 足三里、 太
冲、合谷、肾俞、膈俞
ＧＶ１４， ＬＩ１１， ＳＴ３６， ＬＲ３，
ＬＩ４， ＢＬ２３， ＢＬ１７

ＲＡ 患者
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐａｔｉｅｎｔ

ＮＦ⁃κＢ 信号通路
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调关节液中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６，上调关节液 ＴＧＦ⁃β、ＩＬ⁃１０ 水平
Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃
６， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＴＧＦ⁃β， ＩＬ⁃１０ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｊｏｉｎｔ ｆｌｕｉｄ
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Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

阿是穴、足三里 ／ 肾俞
Ａｓｈｉ ｐｏｉｎｔｓ，ＳＴ３６ ／ ＢＬ２３

ＲＡ 患者
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐａｔｉｅｎｔ

Ｗｎｔ 信号通路
Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

下调血清 ＳＯＳＴ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ＴＮＦ⁃α 水平
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ ＳＯＳＴ， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ， ＴＮＦ⁃α
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

艾灸联合西药［７０］

Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｗｅｓｔｅｒｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

足三里、肾俞、阿是穴
ＳＴ３６， ＢＬ２３，Ａｓｈｉ ｐｏｉｎｔｓ

ＲＡ 患者
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐａｔｉｅｎｔ

ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦ 信号通
路
ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ

下调血清 ＴＧＦ⁃β１、ＨＩＦ⁃１α、ＶＥＧＦ
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ ＴＧＦ⁃β１， ＨＩＦ⁃１α， ＶＥＧＦ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

电针联合艾灸［５８］

Ｅｌｅｃｔｒｏａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ

昆仑、足三里、太溪、曲泉
ＢＬ６０， ＳＴ３６， ＫＩ３， ＬＲ８

ＣＩＡ 大鼠
Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｒａｔｓ

Ｗｎｔ 信号通路
Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

下调 血 清 Ｗｎｔ⁃３ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋 白 及
ｍＲＮＡ
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ Ｗｎｔ⁃３
ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

温经通络汤联合温针

灸［５９］

Ｗｅｎｊｉｎｇ Ｔｏｎｇｌｕｏ
ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ

阴陵泉、三阴交、足三里、
气海、关元、曲池
ＳＰ９， ＳＰ６， ＳＴ３６， ＲＮ６，
ＲＮ４， ＬＩ１１

ＲＡ 患者
Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐａｔｉｅｎｔ

Ｗｎｔ 信号通路
Ｗｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

下调血清 Ｗｎｔ⁃３α、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 及 ＢＭＰ⁃２ 水
平
Ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ Ｗｎｔ⁃３α， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ
ＢＭＰ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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结合的方式进行研究。

１１　 小结

　 　 综上所述，中医外治法可以通过调控 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ
信号通路、 ＭＡＰＫｓ 信号通路、 ＮＦ⁃κＢ 信号通路、
ＮＬＲＰ３ 信号通路、 ＴＯＬＬ 样受体、Ｗｎｔ 信号通路、
Ｎｏｔｃｈ 信号通路、 ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦ 信号通路、 ＰＤ⁃１ ／
ＰＤ⁃Ｌ１ 信号通路、ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路，控制

炎症、调节免疫细胞活性、细胞凋亡对 ＲＡ 治疗有着

重要作用。 基础研究中，中医外治法通常选取大鼠

与家兔为实验动物以便外治操作。 基于信号通路

的临床研究中，中医外治法多作为常规西药治疗基

础上的补充治疗手段，一定程度上反应中医外治法

治疗类风湿性关节炎的临床现状。 然而分子信号

通路之间并非孤立，往往有着复杂的联系，互相影

响形成网络。 同样的治疗手段对 ＲＡ 发生发展的影

响机制也是多样且复杂的。 作为治疗 ＲＡ 有效手段

与补充，中医外治法在临床效果方面研究成果颇

多，但涉及分子通路的基础研究仍相对有限。 中医

外治法有着悠长的历史源流，时间积累下对骨关节

疾病有着较为完善的认识和不可替代的治疗效果。
对中医外治法治疗 ＲＡ 机制的探究，可以科学验证

外治法治疗效果，为临床治疗提供更多思路，为患

者提供更个性化更全面的治疗方案，推动中医药现

代化研究。 中医外治法方法多样，往往在探究具体

治疗机制时，缺乏局部效应作用于整体的完整证据

链。 在未来的研究中不仅要更广泛、深入地探究分

子机制，更要把握整体观念，将基础研究与临床研

究相结合，探索中医外治法治疗 ＲＡ 的多途径、多靶

点机制。
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［８０］ 　 陈丽川， 段波， 喻昭， 等． 穴位埋线通过 ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ 信号通

路影响类风湿关节炎的炎症水平 ［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志，
２０２３， ３３（１０）： ８－１４， ８０．
ＣＨＥＮ Ｌ Ｃ， ＤＵＡＮ Ｂ， ＹＵ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｕｐｏｉｎｔ ｃａｔｇｕｔ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ
ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ ＰＤ⁃１ ／ ＯＸ４０ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ，
２０２３， ３３（１０）： ８－１４， ８０．

［８１］ 　 刘琼， 李永乐， 董平， 等． ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路与类风湿关节

炎相关性探讨 ［Ｊ］ ． 风湿病与关节炎， ２０２１， １０（３）： ６２－６６．
ＬＩＵ Ｑ， ＬＩ Ｙ Ｌ， ＤＯＮＧ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｒｈｅｕｍ
Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ２０２１， １０（３）： ６２－６６．

［８２］ 　 郝锋， 吴立斌， 胡骏， 等． 艾灸对类风湿性关节炎模型大鼠

足跖滑膜组织 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路的影响 ［ Ｊ］ ． 中国

针灸， ２０２０， ４０（１１）： １２１１－１２１６．
ＨＡＯ Ｆ， ＷＵ Ｌ Ｂ， ＨＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ ｏｎ ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｆｏｏｔ⁃ｐａｄ ｓｙｎｏｖｉｕｍ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ａｃｕｐｕｎｃｔ Ｍｏｘｉｂｕｓｔｉｏｎ， ２０２０， ４０
（１１）： １２１１－１２１６．

［８３］ 　 赵晨， 张敏， 朱艳， 等． 针刺调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通

路介导自噬保护佐剂性关节炎大鼠膝关节滑膜组织的研究

［Ｊ］ ． 针刺研究， ２０２１， ４６（１２）： １０１６－１０２２．
ＺＨＡＯ Ｃ， ＺＨＡＮＧ Ｍ， ＺＨＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｏ
ｐｒｏｔｅｃｔ ｓｙ⁃ｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ａｃｕｐｕｎｃｔ
Ｒｅｓ， ２０２１， ４６（１２）： １０１６－１０２２．
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单细胞测序技术在多发性硬化研究中的应用进展

马志红１，张立红１，曹　 源１，程　 明１，２∗

（１􀆰 中国人民解放军联勤保障部队第九六〇医院基础医学实验室，济南　 ２５００３１；２􀆰 中国人民解放军联勤保障部队

第九六〇医院神经内科，济南　 ２５００３１）

　 　 【摘要】 　 多发性硬化症是一种以神经炎症和神经变性为特征的慢性中枢神经系统自身免疫性疾病，发病机

制复杂，由多种中枢神经系统和外周来源的细胞参与其中。 最近，单细胞测序技术逐渐应用于神经系统疾病中，对
于理解细胞间异质性、疾病发展机制和治疗策略有重要意义。 本文对单细胞测序技术在多发性硬化疾病中应用进

展进行综述。
【关键词】 　 多发性硬化；单细胞测序技术；中枢神经系统；综述
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ （ＭＳ） ｉｓ ａ ｃｈｒｏｎｉｃ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ， ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｈａｓ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｂｅｅｎ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｏｕｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ， ｄｉｓｅａｓｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＭＳ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ； ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ； ｒｅｖｉｅｗ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是一种免疫

介导的中枢神经系统（ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）
慢性炎性脱髓鞘性疾病，病变最常累及的部位为脑

室周围白质、近皮质视神经脊髓、脑干和小脑［１－２］。
发病以青少年多见，其病因复杂，可能与遗传、环

境、生活方式等多种因素相关［３］。 ＭＳ 病理特征为

炎性脱髓鞘和神经胶质增生，伴有神经轴索的损

伤。 目前临床分型包括临床孤立综合征（ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＣＩＳ）、复发缓解型 ＭＳ （ ｒｅｌａｐｓｉｎｇ
ｒｅｍｉｔｔｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｌｅｒｏｓｉｓ，ＲＲＭＳ）、继发进展型 ＭＳ



（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｌｅｒｏｓｉｓ， ＳＰＭＳ）、原
发进展型 ＭＳ（ｐｒｉｍａｒｙ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，
ＰＰＭＳ） ［２］。 ＭＳ 的发病机制主要为由自身反应性淋

巴细胞、固有免疫细胞、神经胶质细胞和细胞因子，
以及针对髓鞘抗原的自身抗体的协同作用，但触发

因素、部位、以及如何维系自身反应性和驱动疾病

进展的机制，至今仍不清楚［４］。 多数学者认为，ＭＳ
的免疫发病机制是由外周反应性 Ｔ 细胞被激活后

通过内皮黏附分子渗透到 ＣＮＳ，被树突状细胞、小胶

质细胞和 ＣＮＳ 中其他细胞重新激活并分化为致病

性 Ｔｈ 细胞亚群，Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 等细胞分泌 ＩＦＮ⁃γ、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１７、负责破坏血脑屏障的基质金属蛋白酶

（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰＳ）等细胞因子，同时

招募更多的 ＣＤ８＋Ｔ 细胞、Ｂ 细胞和单核细胞浸润，
促进 ＣＮＳ 损伤，并持续性激活巨噬细胞、树突状细

胞、星形胶质细胞和小胶质细胞进一步发挥作用，
诱导髓鞘和少突胶质细胞损伤，促进神经变性［５－７］。
当前没有治愈 ＭＳ 症的疗法，随着对 ＭＳ 发病机制的

深入认识，ＭＳ 的治疗策略和治疗目标也在不断改

进和提高［８－９］。 在过去 ２０ 年里，ＦＤＡ 已经批准了十

几种作用于某个与致病机制相关的靶细胞或分子

而发挥治疗作用的药物，如 Ｓ１Ｐ１ 受体调节剂、靶向

Ｂ 细胞 ＣＤ２０ 的单抗、ＣＤ５２ 抑制剂、减少炎症反应

的干扰素等［６，９－１０］。 获取 ＣＮＳ 的组织样本非常困

难，目前该疾病的诊断方法主要依赖于临床检查和

神经影像学，使得采用新技术探索 ＭＳ 的发病机制

十分必要［１１］。
单细胞组学（ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｏｍｉｃｓ）已成为揭示单个

细胞内 ＲＮＡ 转录物异质性和复杂性，以及揭示组

织 ／器官 ／生物体中不同细胞类型和功能组成的新

兴研究方向［１２］。 自 ２００９ 年 Ｔａｎｇ 等［１３］ 首次对单个

卵裂球和卵母细胞的转录组进行了单细胞测序，近
十几年来已被广泛应用于各项临床医学研究［１２，１４］。
单细胞测序技术种类众多，可以测不同类型的遗传

物质，包括基因组、转录组和蛋白组，以及检测组织

中不同细胞类型的基因空间表达模式的空间转录

组测序（ｓｐａｔｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）等［１５］。 单

细胞测序研究不仅在单细胞水平上揭示了疾病组

织及正常组织的细胞异质性，推动了疾病发病分子

机制的解析，有利于疾病诊断和治疗，分子标志物

的发现和相关通路的研究［１６］。 近年来单细胞测序

技术在神经系统疾病上的研究，主要集中在神经发

育、神经肿瘤、神经感染性疾病和神经退行性疾病

等方向［１７－２１］，充分体现了其在疾病研究中的优势和

临床价值。 本文将对单细胞测序技术在 ＭＳ 中各类

细胞类型的研究进行总结，探讨其在 ＭＳ 中的应用

进展。

１　 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞

　 　 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞作为适应性免疫的主要参与

者，在体液免疫和细胞免疫中均发挥多重作用。 传

统观点认为，Ｔ 细胞在 ＭＳ 致病过程中发挥了核心

的作用，这些 Ｔ 细胞穿过血脑屏障并靶向 ＣＮＳ 的髓

鞘［７］。 越来越多的证据表明 Ｂ 细胞及其不同亚群

也可通过多种途径影响 ＭＳ 的发病［２２－２３］。 Ｂｅｌｔｒ􀅡ｎ
等［２４］ 对 ６ 名 临 床 健 康 个 体 的 脑 脊 髓 液

（ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ， ＣＳＦ） 进行单细胞 ＲＮＡ 测序

（ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ，ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ），这些个体

是 ＭＳ 患者的同卵双胞胎，发现 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 Ｂ 细

胞克隆性扩增，表明早期适应性免疫激活，这些无

症状但高危的个体是否会转变为临床 ＭＳ 仍有待确

定，但研究结果表明 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 具有识别极早期病

理改变的潜力。 Ｂａｎ 等［２５］利用 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 对 ＭＳ 和

其他神经系统疾病 （ ｏｔｈｅｒ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ ，
ＯＮＤｓ）患者 ＣＳＦ 分析，发现 ＭＳ 患者中抑制受体上

调的罕见 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞群增加，并进一步鉴定出

ＺＣ３ＨＡＶ１ 和 ＩＦＩＴＭ 两个控制病毒反应相关的基因。
Ｉｎｇｅｌｆｉｎｇｅｒ 等［２６］利用质谱流式细胞术（ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｂｙ
ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ，ＣｙＴＯＦ）、单细胞转录组和表面蛋白测

序（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｎｄｅｘｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓ ａｎｄ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｂｙ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ，ＣＩＴＥ⁃ｓｅｑ）等多组学技术，研究了 ６１ 对

ＭＳ 症不一致的同卵双胞胎的外周免疫特征，以剖

析遗传易感性和环境因素的影响。 发现 ＭＳ 双胞胎

的单核细胞群出现了炎症性转变，同时出现了 ＩＬ⁃２
高反应的过渡性幼稚辅助 Ｔ 细胞群，这些可作为ＭＳ
相关的免疫改变，该研究揭示多发性硬化发病的潜

在免疫学机制。 Ｋｅｎｄｉｒｌｉ 等［２７］ 在 ＭＳ 大鼠模型中进

行了一项体内全基因组 ＣＲＩＳＰＲ 筛选，并确定了 Ｔ
细胞向 ＣＮＳ 迁移的 ５ 个关键抑制因子和 １８ 个关键

促进因子。 并结合对 ＭＳ 患者 Ｔ 细 胞 进 行 的

ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析，进一步证实调节因子黏附分子 α４
－整合素和趋化因子受体 ＣＸＣＲ３ 的表达与 ＣＤ４＋ Ｔ
细胞向 ＣＮＳ 迁移的倾向性相关。 该研究揭示了诱

导 ＭＳ 病变的关键调节因子。 Ｒａｍｅｓｈ 等［２８］ 对

ＲＲＭＳ 型患者、ＯＮＤｓ 患者和健康对照者的 ＣＳＦ 和

血液进行 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析，部分患者进行单细胞免
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疫球蛋白测序（ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｓｉｎｇｌｅ⁃
ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ，ｓｃＩｇ⁃Ｓｅｑ）分析。 结果表明，胆固醇

和核因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）生物合成途径被激活，ＣＳＦ 记

忆 Ｂ 细胞中特定的细胞因子和趋化因子受体被上

调。 此外，ＳＭＡＤ ／ ＴＧＦ⁃β１ 信号在 ＣＳＦ 浆细胞 ／浆细

胞中下调。 总之，ＣＳＦ 中 Ｂ 细胞被驱动至炎症和克

隆性扩展记忆和浆母细胞 ／浆细胞表型。 Ｓｈｉ 等［２９］

对 ＲＲＭＳ 患 者 和 ＳＰＭＳ 患 者 的 血 液 样 本 进 行

ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析，结果显示 ＳＰＭＳ 患者除初始 ＣＤ８＋Ｔ
细胞减少外，活化 ＣＤ８＋Ｔ 细胞亚群升高。 同时，这
种异常扩增的外周 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞不仅表现出表达

ＧｚｍＢ 的 终 末 分 化 效 应 （ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
ｅｆｆｅｃｔｏｒ，ＥＭＲＡ）表型，而且具有明显的克隆扩增轨

迹，并且 ＧｚｍＢ 在 ＣＤ８＋Ｔ 细胞中的表达与 ＭＳ 的疾

病进展呈正相关。 因此，ＧｚｍＢ＋ ＣＤ８＋ ⁃ＴＥＭＲＡ 细胞

可以作为区分 ＳＰＭＳ 和 ＲＲＭＳ 的生物标志物。
Ｔｅｓｃｈｎｅｒ 等［３０］对克拉屈滨（ ｃｌａｄｒｉｂｉｎｅ）治疗前后的

ＭＳ 患者进行 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞、ＣＤ８＋ Ｔ 细胞和 ＣＤ１９＋ Ｂ
细胞进行 ｂｕｌｋ⁃ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 以及外周血的 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ
分析，结果显示，治疗后记忆 Ｂ 细胞亚群显著且持

续减少，而 Ｔ 细胞亚群则以更均匀的模式略有减

少。 因此使用 ｃｌａｄｒｉｂｉｎｅ 对选择性记忆 Ｂ 细胞簇的

减少程度可以预测治疗反应。 Ｓｃｈａｆｆｌｉｃｋ 等［３１］ 利用

ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术对 ＭＳ 和特发性颅内高压患者确定

了 ＣＳＦ 与血液的细胞图谱，发现 ＭＳ 患者 ＣＳＦ 细胞

组成多样性增加，并鉴定到 ＣＳＦ 中未知的髓样树突

状细胞（ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ，ｍＤＣ）富集。 通过开

发的细胞集富集分析（ｃｅｌｌ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ，
ＣＳＥＡ）新方法，观察到 Ｂ 细胞、滤泡辅助 Ｔ 细胞

（ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌ，Ｔｆｈ）的扩增，在两种不同的

ＭＳ 动物模型中，证实该 Ｔｆｈ 细胞可促进 ＣＮＳ 自身

免疫和局部 Ｂ 细胞浸润。 综合以上研究，研究者利

用单细胞测序技术进一步确定了 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞

是导致 ＭＳ 发病的主角，并鉴定出免疫细胞亚群和

炎症性信号转导通路表达谱的差异性。 ＥＢ 病毒

（Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）感染一直与ＭＳ 症相关，但
这种感染是如何导致 ＭＳ 的尚不清楚［３２］，利用单细

测序技术对 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞进行进一步分析，发现

病毒感染可能与 ＭＳ 的发病有关。 Ｌａｎｚ 等［３３］ 通对

ＭＳ 患者血液和配对的 ＣＳＦ 中的 Ｂ 细胞库测序，然
后基于蛋白质微阵列检测针对 ＭＳ 相关病毒的重组

表达的 ＣＳＦ 来源的抗体，初步鉴定出一种交叉反应

性 ＣＳＦ 来源的抗体，证明 ＥＢＶ 转录因子 ＥＢＮＡ１ 与

ＣＮＳ 蛋白 ＧｌｉａｌＣＡＭ 之间的高亲和力分子拟态，并为

其相关性提供了晶体结构和体内功能证据，详细描

述了这种拟态在 ＭＳ 病理生理学中的潜在意义，从
而为 ＭＳ 和 ＥＢＶ 之间的关联提供了一个新的机制

联系，并可用于指导新型 ＭＳ 疗法的开发。 Ｇｏｔｔｌｉｅｂ
等［３４］分析了 ＲＲＭＳ 患者的 ＣＳＦ 和血液中的 Ｔ 细胞

受体（Ｔ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ，ＴＣＲ）序列，以及对 ＥＢＶ 感染

的 Ｂ 细胞（淋巴母细胞系或 ＬＣＬ）和其他抗原产生

应答的 Ｔ 细胞。 发现 ＭＳ 首发症状患者 ＣＳＦ 中的 Ｔ
细胞对感染 ＥＢＶ 的自体 Ｂ 淋巴细胞具有特异性，这
些 ＬＣＬ 特异性 Ｔ 细胞可能识别与 ＥＢＶ 或人体蛋白

质交叉反应的 ＣＮＳ 抗原。 这些重要的发现暗示

ＥＢＶ 感染是 ＭＳ 发病机制的驱动因素，为针对 ＥＢＶ
或其 ＣＮＳ 交叉反应的表位提供了理论依据。

２　 神经胶质细胞

　 　 ＣＮＳ 中的神经胶质细胞主要有星形胶质细胞、
少突胶质细胞、小胶质细胞等［３５］。 小胶质细胞是作

为一种特殊的免疫细胞，当神经炎症性刺激发生

时，其通过调节血脑屏障、释放信号，迅速激活炎症

反应，并在炎症后期清除炎症因子和修复受损的组

织。 近年来发现小胶质细胞，在 ＭＳ 神经炎中发挥

重要作用［３６－３７］。 Ｍａｓｕｄａ 等［３８］ 对 ＭＳ 患者和实验性

变态 反 应 性 脑 脊 髓 炎 动 物 模 型 （ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ，ＥＡＥ）的大脑组织分

别进行 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析，发现了特异性状态的小胶

质细胞簇。 Ｓｃｈｉｒｍｅｒ 等［３９］对 １２ 名生前患有 ＭＳ 和 ９
名无 ＭＳ 的大脑组织样本采用单细胞核转录组测序

（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｉ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ，ｓｎＲＮＡ⁃ｓｅｑ）结合原

位杂交等技术，发现多种应激及活化状态小胶质细

胞位于 ＭＳ 斑块边缘，空间转录组提示选择性皮质

神经元损伤和神经胶质激活相关的谱系和区域特

异性转录组变化，可以预测 ＭＳ 进展。 Ｅｓａｕｌｏｖａ
等［４０］对 ２ 名 ＲＲＭＳ 型患者和 １ 名抗 ＭＯＧ 障碍患者

的 ＣＳＦ 和血液样本进行 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析，发现正常

对照者 ＣＳＦ 均存在小胶质细胞，且与疾病类型无

关。 以上发现进一步证实小胶质细胞是 ＭＳ 免疫病

理学的关键参与者，并通过空间转录组学对小胶质

细胞进行定位。
星形胶质细胞在 ＣＮＳ 中扮演关键角色，参与发

育、维持平衡及疾病反应，这些细胞在 ＭＳ 中显示出

功能异质性［４１－４２］。 Ａｂｓｉｎｔａ 等［４３］ 通过使用 ｓｎＲＮＡ⁃
ｓｅｑ 来研究活动性病变的核心、边缘和斑块周围以
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及健康白质中的转录谱。 研究发现了两个仅存在

于病变活动边缘的细胞群，ＭＳ 中的小胶质细胞

（ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎｆｌａｍｅｄ ｉｎ ＭＳ，ＭＩＭＳ）和 ＭＳ 中的星形胶

质细胞（ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｅｄ ｉｎ ＭＳ，ＡＩＭＳ）。 病变活

动边缘的特异性体现在补体因子 Ｃ１ｑ 在 ＭＩＭＳ 表达

上调。 Ｗｈｅｅｌｅｒ 等［４４］通过对 ＥＡＥ 小鼠进行 ｓｃＲＮＡ⁃
ｓｅｑ 分析中枢神经细胞的基因表达，发现星形胶质

细胞的确存在多种不同的转录状态的亚群。 ＣＮＳ
中星形胶质细胞 ＮＲＦ２ 表达降低、ＭＡＦＧ 表达升高，
促进甲基化过程从而限制基因表达、抑制抗炎症因

子的转录过程。 粒细胞－巨噬细胞集落刺激因子驱

动 ＭＡＦＧ、ＭＡＴ２α 以及促炎症因子的转录，促进了

中枢神经系统 ＥＡＥ 的病理性发展，该工作鉴定出了

ＭＳ 症在临床治疗方面可能的新靶点。 Ｌｅｅ 等［４５］ 通

过对细胞因子刺激和对照条件下的 Ｂ６ 小鼠分选的

星形胶质细胞进行了 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 和染色质转座酶可

及性测序（ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ⁃ａｃｃｅｓｓｉｂｌｅ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＡＴＡＣ⁃Ｓｅｑ） 分析。
鉴定出星形胶质细胞亚群，这些细胞在神经系统疾

病中记忆炎症刺激，促进病理过程，还发现这种记

忆由 ＡＴＰ－柠檬酸裂解酶（ＡＴＰ⁃ｃｉｔｒａｔｅ ｌｙａｓｅ，ＡＣＬＹ）
控制，影响疾病模型中炎症反应。 Ｃｌａｒｋ 等［４６］ 通过

核酸检测和测序对细胞进行聚焦探究 （ ｆｏｃｕｓｅｄ
ｉｎｔｅｒｒｏｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ，ＦＩＮＤ⁃ｓｅｑ）和 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 对 ＥＡＥ 小鼠和

ＭＳ 患者样本进行分析，发现了一个以前未知的核

受体 ＮＲ３Ｃ２ 及其核心压迫因子 ＮＣＯＲ２ 调控机制，
它控制着一个星形细胞亚群，是潜在的 ＭＳ 中枢神

经系统发病机制。 以上研究利用单细胞测序技术

对星形胶质细胞异质性和分子特征的认识有了极

大的扩展，加速了其作为治疗靶点奠定坚实的基础。

３　 其他

　 　 骨髓作为成人主要的造血器官，也是成人 Ｔ 细

胞发育的中枢免疫器官，对启动和维持机体免疫应

答具有核心作用。 Ｓｈｉ 等［４７］ 通过对 ＭＳ 患者骨髓细

胞进行 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析以及对 ＭＳ 小鼠模型骨谱系

分析和流式细胞术，发现 ＭＳ 患者骨髓造血系统上

游的造血干细胞（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＨＳＣ）发生

活化，进而向髓系偏倚，造成下游单核细胞和中性

粒细胞明显增加，这种异常的骨髓生成涉及 ＣＣＬ５⁃
ＣＣＲ５ 轴并增加 ＣＮＳ 炎症和脱髓鞘，这些发现表明，
骨髓异常髓系增生驱动 ＭＳ 进展。 中性粒细胞和单

核细胞 ／巨噬细胞组成了 ＣＮＳ 感染后早期动员的主

要先天免疫细胞类型。 Ｓｋｉｎｎｅｒ 等［４８］ 在小鼠肝炎病

毒感染的小鼠模型中，利用 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术分析了

小鼠脊髓的免疫细胞，发现 ＣＮＳ 浸润中性粒细胞有

一个独特的 ｍＲＮＡ 表达谱，这些表达与中性粒细胞

外渗激活、趋化性和效应功能增加有关。 这些发现

揭示了中性粒细胞可能参与脑白质脱髓鞘的多种

途径，并为改善脱髓鞘提供了新的治疗靶点。 Ｋａｎｇ
等［４９］对患者和 ＭＳ 小鼠模型 ＣＳＦ 和血液样本进行

ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分 析， 结 果 显 示， ＡＸＬ＋ Ｓｉｇｌｅｃ６＋ ＤＣｓ
（ＡＳＤＣｓ）、ＡＣＹ３＋ＤＣｓ 和 ＬＡＭＰ３＋ＤＣｓ 三种树突状细

胞亚型在 ＣＳＦ 中的表达高于血液。 其中 ＡＳＤＣｓ 表

现出多黏附和刺激特征，经常与 Ｔ 细胞密切接触。
以上分析表明 ＡＳＤＣｓ 可能参与了 ＣＮＳ 自身免疫的

发病机制。 Ｍüｌｌｅｒ⁃Ｍｉｎｙ 等［５０］ 利用 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 对 ２
名使用过抗 ＣＤ５２ 抗体阿仑单抗（ ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ）的

ＲＲＭＳ 患者 ＣＳＦ 和外周血分析。 结果显示在使用过

ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ 的患者 ＣＳＦ 中维持了浆细胞样树突状

细胞（ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｉｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ，ｐＤＣｓ），但从血液

中消失了。 转录方面，ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ 治疗后，与迁移

相关的基因仅在 ＣＳＦ 中升高。 因此显示即使对血

液产生深远影响的治疗，也只能部分进入 ＣＮＳ。
综上所述，研究者均利用单细胞测序技术，分

析了 ＭＳ 患者各类细胞的特征及其对疾病的影响，
如表 １ 所 示。 Ｍａｓｕｄａ 等［３８］、 Ｓｃｈｉｒｍｅｒ 等［３９］ 和

Ｅｓａｕｌｏｖａ 等［４０］ 研究突出了小胶质细胞的发现。
Ｓｃｈｉｒｍｅｒ 等［３９］、 Ｗｈｅｅｌｅｒ 等［４４］、 Ａｂｓｉｎｔａ 等［４３］、 Ｌｅｅ
等［４５］和 Ｃｌａｒｋ 等［４６］ 发现星形胶质细胞的不同亚群

和表达模式。 Ｂｅｌｔｒ􀅡ｎ 等［２４］和 Ｉｎｇｅｌｆｉｎｇｅｒ 等［２６］通过
表 １　 多发性硬化单细胞组学研究

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｎ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｏｍｉｃｓ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ＭＳ

文献
Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ

组织来源
Ｔｉｓｓｕｅ ｓｏｕｒｃｅ

单细胞测序技术
Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

主要发现
Ｍａｉｎ ｆｉｎｄｉｎｇｓ

Ｍａｓｕｄａ 等［３８］

（２０１９ 年）
Ｍａｓｕｄａ ｅｔ ａｌ． ［３８］

（２０１９）

ＭＳ 患者大脑组织、实验性自身免疫性
脑脊髓炎小鼠脑组织
Ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ
ｗｉｔｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ

单细胞转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

发现了特异性状态的小胶质细胞簇。
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．
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续表

文献
Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ

组织来源
Ｔｉｓｓｕｅ ｓｏｕｒｃｅ

单细胞测序技术
Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

主要发现
Ｍａｉｎ ｆｉｎｄｉｎｇｓ

Ｓｃｈｉｒｍｅｒ 等［３９］

（２０１９ 年）
Ｓｃｈｉｒｍｅｒ ｅｔ ａｌ． ［３９］

（２０１９）

ＭＳ 患者和健康对照大脑组织
Ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ
ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ

单细胞核转录组测序
ｓｎＲＮＡ⁃ｓｅｑ

发现多种应激及活化状态小胶质细胞位于 ＭＳ 斑
块边缘。
Ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｆｏｕｎｄ ａｔ ｔｈｅ ｅｄｇｅｓ ｏｆ ＭＳ ｐｌａｑｕｅｓ．

Ｂｅｌｔｒ􀅡ｎ 等［２４］

（２０１９ 年）
Ｂｅｌｔｒ􀅡ｎ ｅｔ ａｌ． ［２４］

（２０１９）

ＭＳ 不协调双生子和对照组的 ＣＳＦ
样本
ＣＳＦ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ＭＳ⁃ｄｉｓｃｏｒｄａｎｔ ｔｗｉｎ
ｐａｉｒｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌｓ

单细胞转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

发现 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞克隆性扩增，表明早
期适应性免疫激活。
Ｃｌｏｎａｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｂ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｅａｒｌｙ ａｄａｐｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．

Ｅｓａｕｌｏｖａ 等［４０］

（２０２０ 年）
Ｅｓａｕｌｏｖａ ｅｔ ａｌ． ［４０］

（２０２０）

ＲＲＭＳ 患 者、 抗 ＭＯＧ 患 者 ＣＳＦ 和
ＰＢＭＣ 样本
ＣＳＦ ａｎｄ ＰＢＭＣ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ＲＲＭＳ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ＭＯＧ ｐａｔｉｅｎｔｓ

单细胞转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

正常对照和 ＭＳ 患者 ＣＳＦ 均存在小胶质细胞。
Ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ＣＳＦ ｏｆ ｂｏｔｈ
ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ．

Ｒａｍｅｓｈ 等［２８］

（２０２０ 年）
Ｒａｍｅｓｈ ｅｔ ａｌ． ［２８］

（２０２０）

正常对照、ＲＲＭＳ 型患者外周血和 ＣＳＦ
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ＣＳＦ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ
ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ ＲＲＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

单细胞转录组测序
、单细胞免疫球蛋白测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ， ｓｃＩｇ⁃Ｓｅｑ

ＣＳＦ 中 Ｂ 细胞向炎性细胞、Ｂｍ 细胞和浆母 ／ 浆细
胞表型分化。
Ｂ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＳＦ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｅｌｌｓ， Ｂｍ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ／ ｐｌａｓｍａｂｌａｓｔ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ．

Ｓｃｈａｆｆｌｉｃｋ 等［３１］

（２０２０ 年）
Ｓｃｈａｆｆｌｉｃｋ
ｅｔ ａｌ． ［３１］

（２０２０）

ＭＳ 患者 ＣＳＦ 和外周血，实验性自身免
疫性脑脊髓炎小鼠模型脑组织和脊髓
ＣＳＦ ａｎｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｒｏｍ ＭＳ
ｐａｔｉｅｎｔｓ， ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ
ｗｉｔｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ

单细胞转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

鉴定到 ＣＳＦ 中未知的髓样树突状细胞（ｍＤＣ）富
集，观察到 Ｂ 细胞、滤泡辅助 Ｔ 细胞 （ Ｔｆｈ） 的
扩增。
Ｕｎｋｎｏｗｎ ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ （ ｍＤＣ ） ｗｅｒｅ
ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＣＳＦ， ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｅｘｐａｎｄｅｄ Ｂ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌｓ （Ｔｆｈ） ．

Ｗｈｅｅｌｅｒ 等［４４］

（２０２０ 年）
Ｗｈｅｅｌｅｒ ｅｔ ａｌ． ［４４］

（２０２０）

ＭＳ 患者脑组织，实验性自身免疫性脑
脊髓炎小鼠模型脑组织
Ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ
ｗｉｔｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ

单细胞转录组测序
、染色质免疫共沉淀测
序、染色质转座酶可及性
测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ， ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ，
ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ

鉴定出星形胶质细胞的确存在多种不同的转录
状态的亚群及关键转录调控因子 ＮＲＦ２。
Ｖａｒｉｏｕｓ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｓｔｉｎｃｔ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｓｔａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｋｅｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ
ＮＲＦ２ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．

Ａｂｓｉｎｔａ 等［４３］

（２０２１ 年）
Ａｂｓｉｎｔａ ｅｔ ａｌ． ［４３］

（２０２１）

ＭＳ 患者脑组织
Ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

单细胞核转录组测序
ｓｎＲＮＡ⁃ｓｅｑ

小胶质细胞亚型 ＭＩＭＳ 和星形胶质细胞 ＡＩＭＳ。
Ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｓｕｂｔｙｐｅｓ， ＭＩＭＳ； ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｓｕｂｔｙｐｅｓ，
ＡＩＭＳ．

Ｓｋｉｎｎｅｒ 等［４８］

（２０２２ 年）
Ｓｋｉｎｎｅｒ ｅｔ ａｌ． ［４８］

（２０２２）

ＪＨＭＶ 感染的实验性自身免疫性脑脊
髓炎小鼠模型脊髓
Ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＪＨＭＶ

单细胞核转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

ＣＮＳ 浸润中性粒细胞有一个独特的 ｍＲＮＡ 表
达谱。
ＣＮＳ⁃ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａ ｕｎｉｑｕｅ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ．

Ｉｎｇｅｌｆｉｎｇｅｒ 等［２６］

（２０２２ 年）
Ｉｎｇｅｌｆｉｎｇｅｒ
ｅｔ ａｌ． ［２６］

（２０２２）

同卵双胞胎 ＭＳ 患者 ＰＢＭＣ
ＰＢＭＣ ｆｒｏｍ ｍｏｎｏｚｙｇｏｔｉｃ ｔｗｉｎ
ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

质谱流式技术、单细胞转
录组和表面蛋白测序
ＣｙＴＯＦ， ＣＩＴＥ⁃ｓｅｑ

ＭＳ 双胞胎的单核细胞群出现了炎症性转变，同
时出现了 ＩＬ⁃２ 高反应的过渡性幼稚辅助 Ｔ 细胞
群，这些可作为 ＭＳ 相关的免疫改变。
Ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ＭＳ ｔｗｉｎｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｈａｎｇｅｓ， ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ａ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｔｏ ＩＬ⁃２
ｈｉｇｈ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｎａïｖｅ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ，
ｉｎｄｉｃａｔｉｖｅ ｏｆ ＭＳ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｉｍｍｕｎｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ．

Ｌａｎｚ 等［３３］

（２０２２ 年）
Ｌａｎｚ ｅｔ ａｌ． ［３３］

（２０２２）

ＲＲＭＳ 患者外周血和 ＣＳＦ
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ＣＳＦ ｆｒｏｍ
ＲＲＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

单细胞核转录组测序、Ｂ
细胞受体测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ， ＢＣＲ⁃ｓｅｑ

鉴定出交叉反应性 ＣＳＦ 衍生抗体。
Ｃｒｏｓｓ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ＣＳＦ ｗｅｒｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．

Ｓｈｉ 等［４７］

（２０２２ 年）
Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ． ［４７］

（２０２２）

ＭＳ 患者和健康对照的骨髓细胞
Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ
ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ

单细胞核转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

ＭＳ 患者中，骨髓造血干细胞和祖细胞偏向骨髓
谱系，Ｔ 细胞异常扩增。
Ｉｎ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ， ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ａｎｄ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｓｋｅｗｅｄ ｔｏｗａｒｄ ｔｈｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｉｎｅａｇｅ，
ｗｉｔｈ ａｂｎｏｒｍａｌ Ｔ ｃｅｌｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ．
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续表

文献
Ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ

组织来源
Ｔｉｓｓｕｅ ｓｏｕｒｃｅ

单细胞测序技术
Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

主要发现
Ｍａｉｎ ｆｉｎｄｉｎｇｓ

Ｂａｎ 等［２５］

（２０２４ 年）
Ｂａｎ ｅｔ ａｌ． ［２５］

（２０２４）

ＭＳ 患者和 ＯＮＤｓ 患者 ＣＳＦ
ＣＳＦ ｆｒｏｍ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ＯＮＤｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ

单细胞核转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

表达 ＨＡＶＣＲ２ 和 ＴＩＧＩＴ 的罕见 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞群的
上调。
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒａｒｅ ＣＤ８＋Ｔ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨＡＶＣＲ２ ａｎｄ ＴＩＧＩＴ．

Ｋｅｎｄｉｒｌｉ 等［２７］

（２０２３ 年）
Ｋｅｎｄｉｒｌｉ ｅｔ ａｌ． ［２７］

（２０２３）

ＭＳ 患者外周血、ＣＳＦ
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ＣＳＦ ｆｒｏｍ
ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

单细胞核转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

在 ＭＳ 患者 ＣＮＳ 迁移倾向的 Ｔ 细胞群中，调节因
子黏附分子 α４－整合素和趋化因子受体 ＣＸＣＲ３
显著表达。
Ｔ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ａ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｔｏ ｍｉｇｒａｔｅ ｔｏ ｔｈｅ
ＣＮＳ ｉｎ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ： ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ α４⁃ｉｎｔｅｇｒｉｎ
ａｎｄ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＣＸＣＲ３．

Ｓｈｉ 等［２９］

（２０２３ 年）
Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ． ［２９］

（２０２３）

ＲＲＭＳ 患者和 ＳＰＭＳ 患者的外周血
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｒｏｍ ＲＲＭＳ ａｎｄ
ＳＰＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

单细胞核转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

ＳＰＭＳ 患者活化 ＣＤ８＋Ｔ 细胞亚群升高，并表达

ＧｚｍＢ＋ＥＭＲＡ 表型。
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ
ｉｎ ＳＰＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ＧｚｍＢ＋ ＥＭＲＡ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ．

Ｔｅｓｃｈｎｅｒ 等［３０］

（２０２３ 年）
Ｔｅｓｃｈｎｅｒ ｅｔ ａｌ． ［３０］

（２０２３）

克拉屈滨（ ｃｌａｄｒｉｂｉｎｅ）治疗前后的 ＭＳ
患者外周血
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｆｒｏｍ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｂｅｆｏｒｅ
ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｌａｄｒｉｂｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

批量 ＲＮＡ 测序、单细胞
核转录组测序
ｂｕｌｋ⁃ＲＮＡ⁃ｓｅｑ，
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

治疗后记忆 Ｂ 细胞亚群显著且持续减少。
Ｍｅｍｏｒｙ Ｂ ｃｅｌｌ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｎｄ
ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

Ｃｌａｒｋ 等［４６］

（２０２３ 年）
Ｃｌａｒｋ ｅｔ ａｌ． ［４６］

（２０２３）

实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠模型
和 ＭＳ 患者样本
Ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ａｎｄ
ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

通过核酸检测和测序对
细胞进行聚焦探究、单细
胞核转录组测序
ＦＩＮＤ⁃ｓｅｑ，
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

核受体 ＮＲ３Ｃ２ 及其核心压迫因子 ＮＣＯＲ２ 在限
制 ＸＢＰ１ 驱动的致病星形细胞反应中的新作用。
Ａ ｎｏｖｅｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＮＲ３Ｃ２ ａｎｄ ｉｔｓ
ｃｏｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ＮＣＯＲ２ ｉｎ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｎｇ ＸＢＰ１⁃ｄｒｉｖｅｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．

Ｋａｎｇ 等［４９］

（２０２３ 年）
Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ． ［４９］

（２０２３）

实验性自身免疫性脑脊髓炎模型
和 ＩＤＤ 患者外周血、ＣＳＦ
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ＣＳＦ ｆｒｏｍ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ＩＤＤ

单细胞核转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

ＡＸＬ＋Ｓｉｇｌｅｃ６＋ 树突状细胞在 ＣＳＦ 中表达量高于
血液，可能参与了 ＣＮＳ 自身免疫的发病机制。
ＡＸＬ＋Ｓｉｇｌｅｃ６＋ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｔ ｈｉｇｈｅｒ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＣＳＦ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ， ａｎｄ ｍａｙ ｂｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＣＮＳ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ．

Ｍüｌｌｅｒ⁃Ｍｉｎｙ 等［５０］

（２０２３ 年）
Ｍüｌｌｅｒ⁃Ｍｉｎｙ
ｅｔ ａｌ． ［５０］

（２０２３）

使 用 过 抗 ＣＤ５２ 抗 体 阿 仑 单 抗
（ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ）ＲＲＭＳ 患者 ＣＳＦ 和血液
ＣＳＦ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｆｒｏｍ ＲＲＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ＣＤ５２
ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ

单细胞核转录组测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ

浆细胞样树突状细胞（ｐＤＣｓ）仅在使用过阿仑单
抗患者的 ＣＳＦ 中维持，而在血液中消失。
Ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｉｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ （ ｐＤＣｓ ） ｗｅｒｅ
ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ ｏｎｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ＣＳＦ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｈｏ ｈａｄ
ｒｅｃｅｉｖｅｄ ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｙ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ．

Ｇｏｔｔｌｉｅｂ 等［３４］

（２０２４ 年）
Ｇｏｔｔｌｉｅｂ ｅｔ ａｌ． ［３４］

（２０２４）

ＲＲＭＳ 患者外周血和 ＣＳＦ
Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ＣＳＦ ｆｒｏｍ
ＲＲＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｔ 细胞受体测序
ＴＣＲ⁃ｓｅｑ

ＭＳ 患者早期阶段的 ＣＳＦ 中存在大量 ＥＢＶ 特异
性的 Ｔ 细胞。
Ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＥＢＶ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ＣＳＦ ｆｒｏｍ ＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ．

Ｌｅｅ 等［４５］

（２０２４ 年）
Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ． ［４５］

（２０２４）

实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠模型
脑组织
Ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｍｉｃｅ

单细胞核转录组测序、染
色质转座酶可及性测序
ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ， ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ

确定了 ＡＣＬＹ＋ｐ３００＋星形胶质细胞的一个独特亚
群，这些亚群在 ＥＡＥ 和 ＭＳ 病变中扩增。
Ａ ｕｎｉｑｕｅ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＣＬＹ＋ ｐ３００＋ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ
ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｉｎ ＥＡＥ ａｎｄ ＭＳ
ｌｅｓｉｏｎｓ．
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双胞胎方法的配对分析使我们能够分辨出 ＭＳ 相关

的免疫特征的遗传和环境决定的特征。 Ｌａｎｚ 等［３３］、
Ｓｈｉ 等［４７］和 Ｇｏｔｔｌｉｅｂ 等［３４］ 发现 ＭＳ 发病机制的新驱

动因素，Ｔｅｓｃｈｎｅｒ 等［３０］ 和 Ｍüｌｌｅｒ⁃Ｍｉｎｙ 等［５０］ 对免疫

治疗过程中的患者 ＣＳＦ 和血液中不同的细胞类型

进行了评估。

４　 小结与展望

　 　 单细胞测序技术在神经系统疾病中的应用，可
以揭示与疾病发展密切相关的细胞类型、差异基因

和信号通路，同时还有助于理解疾病免疫应答调

控、免疫细胞亚型及其相互作用，挖掘早期诊断的

新靶点和生物标志物。 综上研究发现该技术在 ＭＳ
中的应用如表 １ 所示，揭示了发病过程中 Ｔ 细胞、Ｂ
细胞、小胶质细胞和星形胶质细胞等在发病过程中

细胞亚群变化和细胞类型间的差异表达基因，解析

了遗传及病毒感染等驱动因素的发病机制。 随着

空间转录组学、原位测序等更多测序技术的发展，
以及和细胞病理学多平台的组合应用，使我们能更

深入地确定 ＭＳ 疾病相关细胞的真实丰度、空间分

布和在整个疾病过程中的细胞间相互作用，寻找可

作为治疗的靶点。 其次，随着临床研究数据的不断

地积累，该技术可以有效地评估免疫治疗过程中患

者 ＣＳＦ 和血液中不同的细胞类型及其功能上的差

异，有助于更好地了解免疫治疗的机制，制定更精

准的免疫治疗方案，成为预后评估、疾病治疗和监

测的有力工具之一。 总之，随着单细胞多组学测序

技术和应用的发展，越来越多的测序数据有望被生

成并整合到一个可公开访问的数据库中，结合其他

大规模基因筛选工具、数据分析和可视化平台将进

一步扩大该技术的应用范围，为探索 ＭＳ 的发病机

制、新治疗方法的研究提供新的思路。
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Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ Ｇｒｏｕｐ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ． Ｅｘｐｅｒｔ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｏｎ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｅｕｒｏｌ，
２０１０， ４３（７）： ５１６－５２１．

［ ３ ］ 　 ＷＡＲＤ Ｍ， ＧＯＬＤＭＡＮ Ｍ Ｄ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｏｎｔｉｎｕｕｍ， ２０２２， ２８ （ ４ ）： ９８８

－１００５．
［ ４ ］ 　 ＬＡＳＳＭＡＮＮ Ｈ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｏｕｒｓｅｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１８，
９： ３１１６．

［ ５ ］ 　 ＲＯＤＲÍＧＵＥＺ ＭＵＲÚＡ Ｓ， ＦＡＲＥＺ Ｍ Ｆ， ＱＵＩＮＴＡＮＡ Ｆ Ｊ． Ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｐａｔｈｏｌ，
２０２２， １７： １２１－１３９．

［ ６ ］ 　 ＬＩＵ Ｒ， ＤＵ Ｓ， ＺＨＡＯ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｏｒｅａｃｔｉｖｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ： Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔａｒｇｅｔ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ
Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２２， １３： ９９６４６９．

［ ７ ］ 　 ＳＭＯＬＤＥＲＳ Ｊ， ＶＡＮ ＬＵＩＪＮ Ｍ Ｍ， ＨＳＩＡＯ Ｃ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔ⁃ｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ， ２０２２， ４４（６）： ８５５－８６７．

［ ８ ］ 　 ＹＯＮＧ Ｈ Ｙ Ｆ， ＹＯＮＧ Ｖ Ｗ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ⁃ｂａｓｅｄ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｔｏ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｉｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｎｅｕｒｏｌ， ２０２２， １８（１）： ４０－５５．

［ ９ ］ 　 ＣＨＡＲＡＢＡＴＩ Ｍ， ＷＨＥＥＬＥＲ Ｍ Ａ， ＷＥＩＮＥＲ Ｈ Ｌ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ： Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｅ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０２３， １８６（７）： １３０９－１３２７．

［１０］ 　 ＢＡＥＣＨＥＲ⁃ＡＬＬＡＮ Ｃ， ＫＡＳＫＯＷ Ｂ Ｊ， ＷＥＩＮＥＲ Ｈ Ｌ． Ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ： ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｎ， ２０１８，
９７（４）： ７４２－７６８．

［１１］ 　 ＳＨＡＮＫＡＲ Ｇ Ｍ， ＢＡＬＡＪ Ｌ， ＳＴＯＴＴ Ｓ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｌｉｑｕｉｄ ｂｉｏｐｓｙ
ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｔｕｍｏｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｄｉａｇｎ， ２０１７， １７（１０）：
９４３－９４７．

［１２］ 　 ＪＯＶＩＣ Ｄ， ＬＩＡＮＧ Ｘ， ＺＥＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ： ａ ｂｒｉｅｆ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ．
Ｃｌｉｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２２， １２（３）： ｅ６９４．

［１３］ 　 ＴＡＮＧ Ｆ， ＢＡＲＢＡＣＩＯＲＵ Ｃ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ｍＲＮＡ⁃Ｓｅｑ
ｗｈｏｌｅ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｍｅｔｈｏｄｓ，
２００９， ６（５）： ３７７－３８２．

［１４］ 　 ＰＡＯＬＩＬＬＯ Ｃ， ＬＯＮＤＩＮ Ｅ， ＦＯＲＴＩＮＡ Ｐ． Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｇｅｎｏｍｉｃｓ
［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃｈｅｍ， ２０１９， ６５（８）： ９７２－９８５．

［１５］ 　 ＲＡＯ Ａ， ＢＡＲＫＬＥＹ Ｄ， ＦＲＡＮÇＡ Ｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｉｓｓｕｅ
ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｕｓｉｎｇ ｓｐａｔｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０２１，
５９６（７８７１）： ２１１－２２０．

［１６］ 　 ＰＡＰＡＬＥＸＩ Ｅ， ＳＡＴＩＪＡ Ｒ． Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｏ
ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌ，
２０１８， １８（１）： ３５－４５．

［１７］ 　 ＨＥＭＩＮＧ Ｍ， ＢÖＲＳＣＨ Ａ Ｌ， ＷＩＥＮＤＬ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ⁃
ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ａｎｄ
ｍｏｎｉｔｏｒ ＣＮＳ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｍｅｄ， ２０２２， １４
（１）： ９４．

［１８］ 　 ＰＯＺＯＪＥＶＩＣ Ｊ， ＳＰＩＥＬＭＡＮＮ Ｍ． Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｄｉａｇｎ Ｔｈｅｒ， ２０２３， ２７
（５）： ５５３－５６１．

［１９］ 　 ＺＥＮＧ Ｚ， ＭＩＡＯ Ｎ， ＳＵＮ Ｔ． Ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｕｓｉｎｇ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ， ２０１８， ９（１）： ２３４．

［２０］ 　 ＡＲＭＡＮＤ Ｅ Ｊ， ＬＩ Ｊ， ＸＩＥ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ
ｂｒａｉｎ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓ ａｎｄ ｅｐｉｇｅｎｏｍｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｎ， ２０２１，
１０９（１）： １１－２６．

［２１］ 　 ＰＩＥＨＬ Ｎ， ＶＡＮ ＯＬＳＴ Ｌ， ＲＡＭＡＫＲＩＳＨＮＡＮ Ａ， ｅｔ ａｌ．

７６１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



Ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｉｍｍｕｎｅ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｈｅａｌｔｈｙ ｂｒａｉｎ
ａｇｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０２２， １８５ （ ２６）：
５０２８－５０３９．

［２２］ 　 ＵＬＵＴＥＫＩＮ Ｃ， ＧＡＬＬＩ Ｅ， ＳＣＨＲＥＩＮＥＲ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｂ ｃｅｌｌ
ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ＣＤ２７ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｏｆ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ５（１）： １０１３５１．

［２３］ 　 ＢＨＡＲＧＡＶＡ Ｐ， ＨＡＲＴＵＮＧ Ｈ Ｐ， ＣＡＬＡＢＲＥＳＩ Ｐ Ａ．
Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ， ２０２２， １４５（１０）： ３３６３－３３７３．

［２４］ 　 ＢＥＬＴＲÁＮ Ｅ， ＧＥＲＤＥＳ Ｌ Ａ， ＨＡＮＳＥＮ， ｅｔ ａｌ． Ｅａｒｌｙ ａｄａｐｔｉｖｅ
ｉｍｍｕｎｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｍｏｎｏｚｙｇｏｔｉｃ ｔｗｉｎｓ ｗｉｔｈ ｐｒｏｄｒｏｍａｌ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１９， １２９ （ １１）： ４７５８
－４７６８．

［２５］ 　 ＢＡＮ Ｍ， ＢＲＥＤＩＫＨＩＮ Ｄ， ＨＵＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ
ｏｆ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ， ２０２４， １４７（２）： ５５４－５６５．

［２６］ 　 ＩＮＧＥＬＦＩＮＧＥＲ Ｆ， ＧＥＲＤＥＳ Ｌ Ａ， ＫＡＶＡＫＡ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｔｗｉｎ
ｓｔｕｄｙ ｒｅｖｅａｌｓ ｎｏｎ⁃ｈｅｒｉｔａｂｌｅ ｉｍｍｕｎｅ ｐｅｒｔｕｒｂａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０２２， ６０３（７８９９）： １５２－１５８．

［２７］ 　 ＫＥＮＤＩＲＬＩ Ａ， ＤＥ ＬＡ ＲＯＳＡ Ｃ， ＬÄＭＭＬＥ Ｋ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ａ
ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ＣＲＩＳＰＲ ｓｃｒｅｅｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ
ｏｆ Ｔ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ＣＮＳ ｉｎ ａ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ．
Ｎａｔ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２３， ２６（１０）： １７１３－１７２５．

［２８］ 　 ＲＡＭＥＳＨ Ａ， ＳＣＨＵＢＥＲＴ Ｒ Ｄ， ＧＲＥＥＮＦＩＥＬＤ Ａ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｃｌｏｎａｌｌｙ ｅｘｐａｎｄｅｄ Ｂ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｉｎ ａｃｔｉｖｅ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０２０， １１７
（３７）： ２２９３２－２２９４３．

［２９］ 　 ＳＨＩ Ｚ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂ＋ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ２０２３， ２０
（１）： １３８．

［３０］ 　 ＴＥＳＣＨＮＥＲ Ｖ Ｅ， ＦＬＥＣＫ Ａ Ｋ， ＷＡＬＴＥＲ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ
ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｍｏｒｙ Ｂ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ ｉｎ
ｃｌａｄｒｉｂｉｎｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ［ Ｊ］ ．
Ｔｈｅｒ Ａｄｖ Ｎｅｕｒｏｌ Ｄｉｓｏｒｄ， ２０２３， １６： １７５６２８６４２３１２１１０７７．

［３１］ 　 ＳＣＨＡＦＦＬＩＣＫ Ｄ， ＸＵ Ｃ Ａ， ＨＡＲＴＬＥＨＮＥＲＴ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ
ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２０， １１
（１）： ２４７．

［３２］ 　 ＳＯＬＤＡＮ Ｓ Ｓ， ＬＩＥＢＥＲＭＡＮ Ｐ Ｍ． Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２３， ２１（１）： ５１
－６４．

［３３］ 　 ＬＡＮＺ Ｔ Ｖ， ＢＲＥＷＥＲ Ｒ Ｃ， ＨＯ Ｐ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎａｌｌｙ ｅｘｐａｎｄｅｄ
Ｂ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｂｉｎｄ ＥＢＶ ＥＢＮＡ１ ａｎｄ ＧｌｉａｌＣＡＭ
［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０２２， ６０３（７９００）： ３２１－３２７．

［３４］ 　 ＧＯＴＴＬＩＥＢ Ａ， ＰＨＡＭ Ｈ Ｐ Ｔ， ＳＡＬＴＡＲＲＥＬＬＩ Ｊ Ｇ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｘｐａｎｄｅｄ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｏｒ Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ⁃ｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｂ
ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０２４， １２１
（３）： ｅ２３１５８５７１２１．

［３５］ 　 ＪＥＳＳＥＮ Ｋ Ｒ． Ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２００４，
３６（１０）： １８６１－１８６７．

［３６］ 　 ＣＩＧＮＡＲＥＬＬＡ Ｆ， ＦＩＬＩＰＥＬＬＯ Ｆ， ＢＯＬＬＭＡＮ Ｂ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＥＭ２

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｙｅｌｉｎ ｄｅｂｒｉｓ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ａｎｄ
ｒｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ａｃｔａ
Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ， ２０２０， １４０（４）： ５１３－５３４．

［３７］ 　 ＶＯＥＴ Ｓ， ＰＲＩＮＺ Ｍ， ＶＡＮ ＬＯＯ Ｇ． Ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ
Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１９， ２５（２）： １１２－１２３．

［３８］ 　 ＭＡＳＵＤＡ Ｔ， ＳＡＮＫＯＷＳＫＩ Ｒ， ＳＴＡＳＺＥＷＳＫＩ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ｓｐａｔｉａｌ
ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ａｔ
ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１９， ５６６ （ ７７４４）： ３８８
－３９２．

［３９］ 　 ＳＣＨＩＲＭＥＲ Ｌ， ＶＥＬＭＥＳＨＥＶ Ｄ， ＨＯＬＭＱＶＩＳＴ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｎｅｕｒｏｎａｌ ｖｕｌｎｅｒａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｌｉｎｅａｇｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１９， ５７３（７７７２）： ７５－８２．

［４０］ 　 ＥＳＡＵＬＯＶＡ Ｅ， ＣＡＮＴＯＮＩ Ｃ， ＳＨＣＨＵＫＩＮＡ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ
ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＣＳＦ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ａｎｄ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｌ Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍ，
２０２０， ７（４）： ｅ７３２．

［４１］ 　 ＬＥＥ Ｈ Ｇ， ＷＨＥＥＬＥＲ Ｍ Ａ， ＱＵＩＮＴＡＮＡ Ｆ Ｊ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｒｅｖ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０２２， ２１（５）： ３３９－３５８．

［４２］ 　 ＳＣＨＩＲＭＥＲ Ｌ， ＳＣＨＡＦＥＲ Ｄ Ｐ， ＢＡＲＴＥＬＳ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ
Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２１， ４２（３）： ２２８－２４７．

［４３］ 　 ＡＢＳＩＮＴＡ Ｍ， ＭＡＲＩＣ Ｄ， ＧＨＡＲＡＧＯＺＬＯＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ⁃ｍｉｃｒｏｇｌｉａ⁃ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ａｘｉｓ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ａｃｔｉｖｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０２１， ５９７（７８７８）： ７０９－７１４．

［４４］ 　 ＷＨＥＥＬＥＲ Ｍ Ａ， ＣＬＡＲＫ Ｉ Ｃ， ＴＪＯＮ Ｅ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＭＡＦＧ⁃ｄｒｉｖｅｎ
ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ＣＮＳ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０２０， ５７８
（７７９６）： ５９３－５９９．

［４５］ 　 ＬＥＥ Ｈ Ｇ， ＲＯＮＥ Ｊ Ｍ， ＬＩ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｅａｓｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ
ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｅｍｏｒｙ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＣＮＳ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０２４，
６２７（８００５）： ８６５－８７２．

［４６］ 　 ＣＬＡＲＫ Ｉ Ｃ， ＷＨＥＥＬＥＲ Ｍ Ａ， ＬＥＥ Ｈ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｂｙ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔｕｒｅ，
２０２３， ６１４（７９４７）： ３２６－３３３．

［４７］ 　 ＳＨＩ Ｋ， ＬＩ Ｈ， ＣＨＡＮＧ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｓｉｓ
ｄｒｉｖｅｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０２２， １８５（１３）：
２２３４－２２４７．

［４８］ 　 ＳＫＩＮＮＥＲ Ｄ Ｄ， ＳＹＡＧＥ Ａ Ｒ， ＯＬＩＶＡＲＲＩＡ Ｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＣＮＳ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｖｉｒａｌ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２２， １３： ９３１３８８．

［４９］ 　 ＫＡＮＧ Ｊ， ＫＩＭ Ｍ， ＹＯＯＮ Ｄ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＸＬ＋ＳＩＧＬＥＣ６＋ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｆ ＣＮＳ ［ Ｊ］ ．
Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２３， ２５３： １０９６８６．

［５０］ 　 ＭÜＬＬＥＲ⁃ＭＩＮＹ Ｌ， ＨＥＭＩＮＧ Ｍ， ＬＡＵＴＷＥＩＮ Ｔ， ｅｔ ａｌ．
Ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅｘｅｍｐｌｉｆｉｅｓ ｄｉｓｃｏｒｄａｎｔ ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ
Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２３， ３７８： ５７８０８８．

〔收稿日期〕２０２４－０４－２６

８６１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



２０２４ 年 １０ 月

第 ３４ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０２４

Ｖｏｌ． ３４　 Ｎｏ． １０

孔明慧，鲁力铭，向蕾颖，等． 自闭症动物模型社会互动行为的评估及干预研究进展 ［Ｊ］． 中国比较医学杂志， ２０２４， ３４（１０）：
１６９－１７８．
Ｋｏｎｇ ＭＨ， Ｌｕ ＬＭ， Ｘｉａｎｇ ＬＹ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ａｕｔｉｓｍ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２４， ３４（１０）： １６９－１７８．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２４􀆰 １０􀆰 ０２０

［作者简介］孔明慧（１９９７—），女，硕士研究生，研究方向：应用心理。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｋｏｎｇｍｉｎｇｈｕｉ２０１８＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］陈小异（１９６８—），男，博士，教授，研究方向：发展与教育心理学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｙｉｃｈｅｎ＠ １６３． ｃｏｍ

朱志茹（１９７４—），女，博士，副教授，研究方向：认知心理学研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈｕｚｒ２０１３＠ １６３． ｃｏｍ　 ∗共同通信作者

自闭症动物模型社会互动行为的评估及干预研究进展
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　 　 【摘要】 　 自闭症谱系障碍（ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ）是一种高度异质性的神经发育障碍，具有复杂的潜

在遗传结构。 然而，目前 ＡＳＤ 正在研究的临床前试验主要通过啮齿类动物模型进行，以测试非药物干预及药物干

预对 ＡＳＤ 核心及相关症状的影响。 本文从认知神经机制角度阐述影响社会互动行为的脑区；梳理社会互动的行为

学测试实验；对 ＡＳＤ 的核心和相关症状的有效非药物干预和药物干预进行综述，为下一步促进啮齿类动物模型临

床前试验的发展提供参考方向。
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　 　 社会互动与生活质量密切相关，需要个体的身

体功能与社会环境相适应［１］。 当个体出现社会互

动障碍时，将影响其社会功能。 事实上，社会功能

障碍不仅是抑郁症［２］、精神分裂症和自闭症谱系障

碍等神经精神疾病中一种显著且常见的症状表现，
更是这些疾病发展进程中的关键危险因素。 自闭



症谱系障碍（ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ），简称自

闭症或孤独症，是一种神经发育障碍疾病，其临床

诊断症状集中于社会互动、社会沟通、重复刻板行

为以及感觉反应缺陷等［３］。 据统计，２６ 个国家的平

均发病率约为 １％［４］，在美国大约每 ３６ 名的 ８ 岁儿

童中就有 １ 名患有 ＡＳＤ［５］。 我国 ＡＳＤ 发病率达

０􀆰 ７％，ＡＳＤ 患病人群超过 １０００ 万。 其中，０ ～ １４ 岁

儿童约有 ３００ ～ ５００ 万人［６］。 除了儿童以外，成人

ＡＳＤ 发病率也较为突出，瑞典成人精神病门诊的新

患者中，ＡＳＤ 患者占比为 １８􀆰 ９％［７］。 ＡＳＤ 个体的智

力功能随着时间的发展无显著变化，但社会互动行

为能够随着个体进入青春期和成年期得到改善，通
过干预措施能改善其生活质量［８］。 由此研究者致

力于对 ＡＳＤ 个体进行系统干预研究，使其社会互动

缺陷得以恢复。
目前关于 ＡＳＤ 的临床表现症状和病因具有多

样性和复杂性。 该疾病在同卵双胞胎中 ＡＳＤ 诊断

的一致性高达 ９０％，然而，只有 ５％ ～ ３０％的 ＡＳＤ 病

例可以用单个基因的突变或基因组重排来解释［９］。
而表达单一突变的遗传模型也并不能完整模拟

ＡＳＤ 的所有病理特征，目前国际上通过行为学等手

法构建了几种小鼠和大鼠品系，它们能够较好地模

拟 ＡＳＤ 的核心症状。 主要包括以下几种类型：（１）
基因模型。 采用基因编辑技术，对动物的单基因或

多基因进行编辑构建的模型。 如 Ｓｈａｎｋ３ 敲除模

型［１０］。 （２）特发性 ＡＳＤ 模型。 通过行为学实验筛

选繁育的小鼠或大鼠品系，如 ＢＴＢＲ Ｔ ＋ Ｉｔｐｒ３ｔｆ ／ Ｊ
（ＢＴＢＲ）小鼠模型。 （３）环境暴露模型。 指暴露于

生化刺激、病毒感染或紧张刺激等环境因素而诱发

ＡＳＤ，如丙戊酸（ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ，ＶＰＡ）暴露模型。
ＢＴＢＲ 小鼠是目前公认的具有 ＡＳＤ 核心症状的

动物模型［１１］。 其社交缺陷和刻板行为的症状表现

具有稳健性和一致性，也促进了 ＢＴＢＲ 小鼠在药物

研发中的应用［４］。 在小鼠模型的研究中，社会互动

包括同一物种间多种类型的互动，是小鼠维持适应

性生命的基本行为［１２］。 小鼠的社会互动行为可分

为两个阶段：食欲阶段和完成阶段。 在食欲阶段

中，小鼠倾向于探索同类个体而不是无生命物体，
即社会偏好。 小鼠也倾向于探索陌生个体而不是

熟悉个体，即社会识别或社会记忆，是小鼠产生社

会互动行为的基础［１３－１４］。 在临床试验中，青少年的

社会识别缺陷通常是 ＡＳＤ 早期的重要标志［１２］。
本文以 ＢＴＢＲ 小鼠模型为主，同时比较其他啮

齿类动物模型，回顾其在行为实验中的表现及干预

机制研究。 阐述影响社会互动行为的认知神经机

制及常用的小鼠社会互动行为范式，重点梳理非药

物干预与药物干预对改善小鼠社会互动行为的研

究进展。

１　 社会互动行为的认知神经机制

　 　 临床试验证据表明，海马体参与社会记忆［１５］，
社会记忆是产生适应性社会互动的一种重要能力。
社会记忆功能障碍发现在部分神经精神疾病中呈

现，包括自闭症谱系障碍、精神分裂症和重度抑

郁［１６］。 目前在 ＢＴＢＲ 小鼠的海马体中已证实支持

社会记忆的神经回路，但研究者对其社会互动行为

的认知神经机制认识仍存在争议，当前研究主要集

中于小鼠海马体、前额叶皮层以及伏隔核等探究小

鼠的社会互动行为。 本文总结了近年来，影响 ＡＳＤ
小鼠模型社会互动行为的相关脑区的一些最新研

究进展（见表 １）。
１􀆰 １　 海马体对社会互动的影响

　 　 关于海马体对社会互动的影响已有较为明确

的研究结论，本文主要通过海马体的 ＣＡ１、ＣＡ２、
ＣＡ３ 及 ＤＧ ４ 个亚区对社会互动行为的影响进行梳

理。 社会互动包含社会偏好和社会识别，在海马体

的不同神经回路中发挥着不同程度的作用。 研究

者还进一步深入细化海马体各亚区对社会互动行

为的影响，其中包括背侧和腹侧区域。
在 ＣＡ１ 中，研究者发现 Ｓｈａｎｋ３ ＫＯ 小鼠的腹侧

ＣＡ１（ｖｅｎｔｒａｌ ＣＡ１，ｖＣＡ１）社会记忆神经元减少，海马

锐波涟漪（ｓｈａｒｐ⁃ｗａｖｅ ｒｉｐｐｌｅｓ，ＳＰＷ⁃Ｒｓ）中神经元集

合尖峰序列受损，导致社会互动行为障碍［２３］。 另

外，通过抑制 Ｓｈａｎｋ３ ＫＯ 小鼠的 ＣＡ２⁃ｖＣＡ１ 的神经

投射，结果显示损害了小鼠的社会识别，在激活 ＣＡ２
区域的兴奋性神经元，或激活 ＣＡ２⁃ｖＣＡ１ 神经回路

后，小鼠的社会识别障碍得到改善［１６］。 在 ＣＡ３ 锥

体细胞中，Ｎ－甲基－Ｄ－天冬氨酸受体（Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃
ａｓｐａｒｔａｔｅ，ＮＭＤＡ）受体中的 ＮＭＤＡ 受体亚单位 １ 基

因（ＮＭＤＡ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ １ ｇｅｎｅ，ＮＲ１）的缺失破坏

了突触可塑性，导致小鼠的社会识别缺陷［２４］。 研究

者发现，增加颗粒下层（ｓｕｂｇｒａｎｕｌａｒ ｚｏｎｅ，ＳＧＺ）的神

经发生和扩大 ＤＧ 中的新生颗粒神经元能够改善小

鼠的社会识别障碍［２５］。 综上所述，海马体的各个亚

区能够独立对社会识别产生影响，也能够通过不同

亚区之间的神经投射影响社会互动行为。 从 ｖＣＡ１

０７１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０



和 ｖＣＡ３ 到 ＬＳ 的谷氨酸能投射影响社会互动行

为［２６］。 研究认为 ＣＡ１ 接受来自 ＣＡ３ 投射的谢弗氏

侧枝 （ Ｓｃｈａｆｆｅｒ ｃｏｌｌａｔｅｒａｌ， ＳＣ） 也与社会记忆传递

相关［１３］。
表 １　 ＡＳＤ 动物模型社会互动行为的相关脑区研究

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｒａｉｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡＳＤ
动物模型
Ｍｏｄｅｌ

菌株类型
Ｓｔｒａｉｎ

神经回路
Ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｓ

社会互动缺陷
Ｓｏｃｉａｌ ａｎｄ ｃｉｒｃｕｉｔ ｄｅｆｉｃｉｔｓ

干预措施
Ｒｅｓｃｕｅ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠［１３］

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ
ＡＡＶ ｖＣＡ１⁃ＬＳ

抑制 ｖＣＡ１⁃ＬＳ 的神经投射，不影响社会偏
好，但损害社会识别
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｖＣＡ１⁃ＬＳ ｎｅｕｒａｌ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓ
ｄｏｅｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｓｏｃｉａｌ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｕｔ ｉｍｐａｉｒｓ
ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ

／

Ｅｆｒ３ｂｆ ／ ｆ 小鼠［１７］

Ｅｆｒ３ｂｆ ／ ｆ ｍｉｃｅ
Ｅｆｒ３ｂ ＫＯ ｄＣＡ２

敲除 ｄＣＡ２ ＰＮｓ 中 Ｅｆｒ３ｂ 的表达导致小鼠
社会缺陷
Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｅｆｒ３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄＣＡ２
ＰＮｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｓｏｃｉａｌ ｄｅｆｉｃｉｔｓ

恢复 ＣＡ２ ＰＮｓ 中 Ｅｆｒ３ｂ 的表达，或直接激
活 ＣＡ２ ＰＮｓ，可以改善小鼠的社会识别
障碍
Ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｆｒ３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＣＡ２ ＰＮｓ，
ｏｒ ｄｉｒｅｃｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡ２ ＰＮｓ， ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｔｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠［１８］

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ ｍｉｃｅ
ＡＡＶ ＬＥＣ⁃ｄＣＡ２

抑制 ＬＥＣ⁃ｄＣＡ２ 神经回路损害社会互动
行为
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＬＥＣ⁃ｄＣＡ２ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｒｙ
ｉｍｐａｉｒｓ ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ

激活该神经投射恢复社会识别行为
Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｉｔｓ ｎｅｕｒａｌ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓ ｒｅｓｔｏｒｅｓ
ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠［１２］

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ
ＡＡＶ

ｄＣＡ３ＣａＭＫＩＩα＋ ⁃
ｄＬＳＧＡＢＡ＋ ⁃
ＰＦＮＦｏｘｂ１＋ ⁃
ｌＰＡＧ

抑制 ｄＣＡ３ＣａＭＫＩＩα＋神经元导致小鼠出现社
会识别障碍

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄＣＡ３ＣａＭＫＩＩα＋ ｎｅｕｒｏｎｓ ｌｅａｄｓ ｔｏ
ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

激活 ｄＣＡ３ＣａＭＫＩＩα＋神经元改善小鼠的社会
识别行为

Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｄＣＡ３ＣａＭＫＩＩα＋ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｍｉｃｅ

Ａｕｔｓ２ｆｌ ／ ｆｌ；Ｅｍｘ１⁃Ｃｒｅ 小鼠［１９］

Ａｕｔｓ２ｆｌ ／ ｆｌ；Ｅｍｘ１⁃Ｃｒｅ ｍｉｃｅ
Ａｕｔｓ２ ＫＯ ＳｕＭ⁃ＤＧ⁃ＣＡ３

在 ＤＧ 中特异性敲除 Ａｕｔｓ２ 导致小鼠社会
识别障碍
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ Ａｕｔｓ２ ｉｎ ＤＧ ｌｅａｄｓ ｔｏ
ｉｍｐａｉｒｅｄ ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ

激活 ＳｕＭ⁃ＤＧ 回路纠正了 ＤＧ⁃ＣＡ３ 突触传
递，恢复了小鼠的社会识别功能
Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｃｉｒｃｕｉｔ ｃｏｒｒｅｃｔｓ ＤＧ⁃ＣＡ３
ｓｙｎａｐｔｉｃ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｔｏｒｅｓ
ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠

Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ［２０］
ＶＰＡ ＰＰ⁃ＤＧ

在 ＤＧ 区域，ＶＰＡ 暴露的大鼠后代的社会
互动明显受损
Ｉｎ ｔｈｅ ＤＧ ｒｅｇｉｏｎ， ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ
ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＶＰＡ

／

Ｅｅｆ２ ＫＯ 小鼠［２１］

Ｅｅｆ２ ＫＯ ｍｉｃｅ
Ｅｅｆ２ ＫＯ ｍＰＦＣ

在 ｍＰＦＣ 的兴奋性神经元中特异性敲除
Ｅｅｆ２ 导致社会互动障碍
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｅｅｆ２ ｉｎ ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ
ｎｅｕｒｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍＰＦＣ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｓｏｃｉａｌ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

激活 ｍＰＦＣ 中兴奋性神经元，或 ｍＰＦＣ 局
部输入 ＡＭＰＡＲ 增强剂可以改善小鼠的社
会识别缺陷
Ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ｉｎ
ｍｉｃｅ ｂｙ ｃｈｅｍｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ
ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍＰＦＣ ｏｒ ｂｙ ｌｏｃａｌ ｉｎｐｕｔ ｏｆ
ＡＭＰＡＲ ｅｎｈａｎｃｅｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｍＰＦＣ

１６ｐ１１􀆰 ２ ＫＯ 小鼠［２２］

１６ｐ１１􀆰 ２ ＫＯ ｍｉｃｅ
１６ｐ１１􀆰 ２ ＫＯ ｍＰＦＣ

１６ｐ１１􀆰 ２ 缺失的雌性小鼠的社会识别能力
受损，ＰＦＣ 区域 ＬＦＰ 功率变化显著高于
ＷＴ 小鼠
Ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｉｓ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｉｎ １６ｐ１１􀆰 ２⁃
ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ＬＦＰ ｐｏｗｅｒ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＦＣ ｒｅｇｉｏｎ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ＷＴ ｍｉｃｅ

４０ Ｈｚ 的闪光治疗，ＰＦＣ 的 ＬＦＰ 的功率得
到有效降低，也逆转了 ＰＦＣ ＰＮｓ 的过度兴
奋性神经传递，社会识别得到改善
Ｐｏｗｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ＬＦＰ ｏｆ ｔｈｅ ＰＦＣ ｗａｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ４０ Ｈｚ ｆｌａｓｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｗｈｉｃｈ ａｌｓｏ
ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｈｙｐｅｒｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙ
ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＦＣ ＰＮｓ， ａｎｄ
ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ

注：ＡＡＶ：腺相关病毒；ＬＳ：外侧隔核；ＰＰ：穿孔路径；ＰＮｓ：锥体神经元；ＬＥＣ：外侧内嗅皮层；ＳｕＭ：绒毛上核；ＡＵＴＳ２：自闭症易感因子 ２；ＣａＭＫＩＩα
＋：钙调蛋白激酶 ＩＩ；ＰＦＮ：小核；ｄＬＳ：背侧隔核；ｌＰＡＧ：外侧中脑导水管周围灰质区；ＯＸＴＲ：催产素受体；Ｅｅｆ２：真核延伸因子 ２；ＬＦＰ：局部场电
位； ＷＴ： 野生型。
Ｎｏｔｅ． ＡＡＶ， Ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ． ＬＳ， Ｌａｔｅｒａｌ ｓｅｐｔａｌ ｎｕｃｌｅｕｓ． ＰＰ， Ｐｅｒｆｏｒａｎｔ ｐａｔｈｗａｙ． ＰＮｓ， Ｐｙｒａｍｉｄａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ． ＬＥＣ， Ｌａｔｅｒａｌ ｅｎｔｏｒｈｉｎａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ．
ＳｕＭ， Ｓｕｐｒａｍａｍｍｉｌｌａｒｙ ｎｕｃｌｅｕｓ． ＡＵＴＳ２， Ａｕｔｉｓｍ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ２． ＣａＭＫＩＩα＋， Ｃａ２＋ ／ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＩ α． ＰＦＮ， Ｐａｒｖａｆｏｘ ｎｕｃｌｅｕｓ．
ｄＬＳ， Ｄｏｒｓａｌ ｌａｔｅｒａｌ ｓｅｐｔｕｍ． ｌＰＡＧ， Ｌａｔｅｒａｌ ｐｅｒｉａｑｕｅｄｕｃｔａｌ ｇｒａｙ． ＯＸＴＲ， Ｏｘｙｔｏｃｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ． Ｅｅｆ２， Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２． ＬＦＰ， Ｌｏｃａｌ ｆｉｅｌｄ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ． ＷＴ： Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ．
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１􀆰 ２　 前额叶皮层对社会互动的影响

　 　 小鼠的前额叶皮层（ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ，ＰＦＣ）在识

别熟悉及陌生个体时均存在神经元激活［１３］。 而内

侧前额叶皮层（ｍｅｄｉａｌ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ，ｍＰＦＣ）是控

制社会互动行为的一个关键的大脑区域，在社会行

为中起着核心作用［１］。
通过神经生物学分析，ＢＴＢＲ 小鼠的社会互动

行为减少伴随着 ＰＦＣ 和杏仁核（Ａｍｙｇｄａｌａ）区域的

γ－氨基丁酸（γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）浓度降低，
谷氨酸浓度升高，表明 ＢＴＢＲ 小鼠的社会互动行为

与 ＰＦＣ 相关［２７］。 同时，ｍＰＦＣ 中的神经元与 ＮＡｃ、
杏仁核、腹侧被盖区（ｖｅｎｔｒａｌ ｔｅｇｍｅｎｔａｌ ａｒｅａ，ＶＴＡ）和
中缝核（ｄｏｒｓａｌ ｒａｐｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ，ＤＲＮ）等不同的皮层下

区域形成神经网络，并调节社会互动行为。 基于

ＰＦＣ 每个亚区在社会和情绪行为中发挥着不同作

用的影响［２８］，在社会互动过程中，投射到基底外侧

杏仁核 （ ｂａｓｏｌａｔｅｒａｌ ａｍｙｇｄａｌａ，ＢＬＡ） 的边缘下皮层

（ｉｎｆｒａｌｉｍｂｉｃ ｃｏｒｔｅｘ，ＩＬ）神经元的活动比投射到 ＢＬＡ
的前边缘皮层（ｐｒｅｌｉｍｂｉｃ ｃｏｒｔｅｘ，ＰＬ）神经元更突出，
抑制 ＩＬ⁃ＢＬＡ 通路或激活 ＰＬ⁃ＢＬＡ 通路均导致社会

互动行为障碍［２９］。 ＡＳＤ 小鼠模型同样表现出背侧

内侧前额叶皮层 （ ｄｏｒｓａｌ ｍｅｄｉａｌ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ，
ｄｍＰＦＣ） 神经 元 活 动 和 局 部 场 电 位 （ ｌｏｃａｌ ｆｉｅｌｄ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＬＦＰ）的振荡损伤。 在 Ｓｈａｎｋ３ ＫＯ 小鼠中，
在社会互动实验中表现社会回避时，ｄｍＰＦＣ 的 ４ ～
７ Ｈｚ 频段的功率显著高于社会接近，而 Ｃ５７ 小鼠没

有表现这种显著变化［３０］。 这表明不同脑区之间的

连接受到社会互动行为不同方面的影响［３０］，如何维

持 ｍＰＦＣ 兴奋性神经元的稳态平衡仍是未来研究的

重点。

２　 社会互动行为的评估方法

　 　 小鼠是群居动物，具有高度的社会性，能表现

类似人类的社会交往、社交接近等社会互动行为。
本文通过测试小鼠的社会互动行为，从非自然、半
自然、全自然 ３ 个方面介绍行为学实验方法，主要包

括三箱社交实验、可见洞穴系统、生态 ＨＡＢ 系统。
进而探究不同行为学实验的测试评估及实验效果。
２􀆰 １　 三箱社交实验

　 　 三 箱 社 交 实 验 （ ｔｈｒｅｅ⁃ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ ｓｏｃｉａｌ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ），是用于测试小鼠社会性的常用实验

室行为范式，已被广泛运用于评估小鼠社会行为的

几个方面，包括社会互动、社会偏好和社会识别。

测试设备包括两个大小相等的腔室和一个中央腔

室。 在两端腔室放置两个倒置的金属笼，实验共分

３ 个阶段。 适应阶段：测试小鼠放置在中间腔室，自
由探索 ５ ｍｉｎ（见图 １Ａ）。 社会偏好阶段：在一侧隔

间放置一个空的金属笼，在另一侧隔间放置一个带

有小鼠（１ 号小鼠）的金属笼，将测试小鼠再次放入

中间腔室，自由探索 １０ ｍｉｎ（见图 １Ｂ）。 社会识别阶

段：反转空金属笼和熟悉小鼠（１ 号小鼠）金属笼的

位置，陌生老鼠（２ 号小鼠）被放在空金属笼里，将测

试小鼠放入中间腔室，自由探索 １０ ｍｉｎ（见图 １Ｃ）。
这种范式在理论上利用了小鼠的先天社交驱动力，
对社会刺激表现出自发的探索行为［３１］。 以停留时

间和嗅探次数作为评价指标，在偏好阶段，测试小

鼠倾向于与小鼠互动，则社会互动偏好指数越高。
在识别阶段，测试小鼠倾向于与陌生小鼠互动，则
社会识别指数越高，表明测试小鼠对熟悉小鼠形成

识别记忆，倾向于探索陌生小鼠。

注：Ａ：适应阶段示意图；Ｂ：社会偏好阶段示意图；Ｃ：社会

识别阶段示意图。

图 １　 三箱社交实验示意图

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｔｒｉａｌ． Ｂ，
Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｒｉａｌ． Ｃ， Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ
ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｒｉａｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｒｅｅ⁃ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ
ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

除了三箱社交实验，还有一种研究者常用的实

验范式是社会互动实验。 三箱社交实验是一种间

接互动实验，测试小鼠通过金属笼与刺激小鼠进行

社会互动，能够减少刺激小鼠对测试小鼠社交能力

的影响。 而社会互动实验是一种直接互动实验，测
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试小鼠直接与刺激小鼠进行肢体接触的社会互动。
综上所述，三箱社交实验是目前研究社交行为中最

为广泛应用的范式，具有适用范围广、经济性高、时
效性强的特点。 但它是在一种非自然状态下新环

境中，短暂的、受限的互动，受到测试环境的光照程

度、实验处理以及饲养条件的影响［３２］。

图 ２　 可见洞穴实验示意图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｖｉｓｉｂｌｅ Ｂｕｒｒｏｗ Ｓｙｓｔｅｍ（ＶＢＳ）

２􀆰 ２　 可见洞穴系统

　 　 为了减少三箱社交实验对实验结果造成的影

响，研究者引入一种新的社会互动行为研究范

式———可见洞穴系统 （ ｔｈｅ ｖｉｓｉｂｌｅ ｂｕｒｒｏｗ ｓｙｓｔｅｍ，
ＶＢＳ）。 ＶＢＳ 实验是复杂的、半自然生态系统社会行

为学范式（见图 ２）。 ＶＢＳ 实验可以对小鼠进行纵向

监测，提供社会行为动态趋势的解读，包括社会等

级形成和社会接触变化。 ＶＢＳ 实验根据小鼠习性

模拟隧道和洞穴系统，旨在对小鼠的社会互动行为

进行自动评分和技术跟踪，从而获得完整昼夜节律

的活动轨迹。 实验开始前一周，在小鼠背侧注射芯

片，在巢箱中连接几根短隧道以供小鼠可以自由活

动，食物和水放在小鼠可以随意进入的开放场地

上。 在箱体的顶部有两组 ＬＥＤ 灯和红外线用于照

明，使用特定的检测装置对社会接近、社会嗅探、社
会追随和社会回避进行追踪分析［１４，３３］。 研究者将

ＢＴＢＲ 小鼠与 Ｃ５７ 小鼠作为研究对象，进行可见洞

穴实验和三箱社交实验，结果显示，可见洞穴实验

的实验结果与三箱社交实验高度相似，能够测量出

ＢＴＢＲ 小鼠的社交缺陷和刻板行为［３４］。 另有研究

者为了测试 ＢＴＢＲ 小鼠的社会接近行为和社会回避

行为进行 ＶＢＳ 实验，发现 Ｃ５７ 和 ＢＴＢＲ 小鼠的实验

结果存在显著差异，与 Ｃ５７ 小鼠相比，ＢＴＢＲ 小鼠的

社会互动行为表现较少，且更倾向于社会回避［２１］。
综上所述，ＢＴＢＲ 小鼠在 ＶＢＳ 实验中表现出 ２４

ｈ 昼夜节律周期的社会缺陷。 与三箱社交实验研究

不同的是，ＶＢＳ 实验使用了一种自动行为评分系

统，能够连续 ７ ｄ 在完整的昼夜节周期中监测 ＢＴＢＲ
和 Ｃ５７ 小鼠的活动，而不是选择一个特定的时间节

点［３３］。 鉴于目前 ＶＢＳ 实验的纵向监测方法相对新

颖，样本量估计相对困难，还需要进一步拓展研究

来建立可靠的分析估计。
２􀆰 ３　 生态 ＨＡＢ 系统

　 　 为减少小鼠所在环境的压力因素对测试结果

的影响，研究者也会使用另一种实验范式———生态

ＨＡＢ 系统（Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ ｓｙｓｔｅｍ， Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ）———用于测

试小鼠的社会互动行为［３２］。 Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ 实验是一个

自然环境的、全自动的、基于射频识别系统（ ｒａｄｉｏ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ，ＲＦＩＤ）的行为范式（见
图 ３），旨在长时间记录群居小鼠活动的系统，测试

小鼠群体的自发社会互动行为。 它由 ４ 个笼子组

成，其中两个装有食物和水，剩下两个为空笼子，通
过隧道将各个笼子相连。 研究者以 ＶＰＡ 暴露的

Ｃ５７ 和 ＢＡＬＢ 小鼠为研究对象，对 Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ 实验和

三箱社交实验进行比较，ＶＰＡ 暴露的小鼠表现出社

会互动缺陷［３５］，通过三箱社交实验能够证实这一

点；但也有研究报告显示 ＶＰＡ 干预能够增加小鼠的

社会互动行为［３６］，通过 Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ 实验能证实这一

结论［３７］。 这提示 Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ 实验不仅能够作为行为

实验，也能成为环境干预的研究方向的工具。 而
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图 ３　 生态 ＨＡＢ 实验示意图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ

且，通过 Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ 实验对小鼠进行为期 １０ ｄ 的观

察，结果报告 Ｂ６ 小鼠能形成稳定的社会结构等级，
而 ＢＴＢＲ 小鼠却不能形成优势地位［３２］。

综上所述，通过采取 Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ 实验能在探索中

观察到小鼠形成的等级结构和优势地位。 在生态

系统中加入丰富的环境因素有助于提高 ＢＴＢＲ 的社

交能力［３２］。

３　 治疗 ＡＳＤ 社会互动障碍的研究现状

　 　 在对 ＡＳＤ 小鼠模型研究中，社会互动行为干预

主要可以分为非药物干预和药物干预。 非药物干

预主要是通过一些环境、饮食及运动等方式对小鼠

进行物理干预，是一种慢性干预。 而药物干预是指

通过给药的方式，如外部注射、服用抑制性或激活

性的药物等，探索药理学手段对小鼠社会互动行为

的影响。
３􀆰 １　 非药物干预

　 　 （ １）环境干预。 通过富集环境（ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，ＥＥ）的方式对 ＢＴＢＲ 小鼠进行了住房条

件干预。 婴儿期 ＢＴＢＲ 小鼠被随机分配到标准环境

（ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＳＥ）或 ＥＥ 住房条件，并接受

为期 １７ 周的行为评估。 通过三箱社交实验结果表

明 ＢＴＢＲ 小鼠在 ＥＥ 中，增加了社会互动行为［３８］。
值得注意的是，ＥＥ 能够改善小鼠的社会偏好，但不

影响小鼠的社会识别。 另外，Ｓｈａｎｋ３ΔＣ ／ ΔＣ 小鼠在 ＥＥ
中也观察到类似的社会互动行为的改善［３３］。

（２）饮食干预。 研究者通过饮食改变或营养补

充的方式干预 ＡＳＤ 症状，通过生酮饮食（ ｋｅｔｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｅｔｓ，ＫＤ），在三箱社交实验中改善了 ＢＴＢＲ 小鼠的

社会识别［３９］。 并且在临床试验中也观察到社会功

能的改善，一份病例报告显示，当一名儿童接受 ＫＤ
治疗并发癫痫时，ＡＳＤ 症状有显著改善［４０］。 同样，
高脂饮食（ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ，ＨＦＤ）干预在三箱社交实验

中增加了 ＢＴＢＲ 的社会互动行为［４１］。 这很可能是

通过调节肠道微生物群条件，从而维持中枢神经系

统内的稳态来实现［４２－４４］。
（３）运动干预。 研究报告了游泳能改善 Ｓｈａｎｋ３

ＫＯ 小鼠的学习和社会记忆、海马神经发育等方面

的异常［４５］，但通过跑轮运动的方式对 ＢＴＢＲ 小鼠进

行干预，结果表明运动并没有显著减弱 ＢＴＢＲ 小鼠

的社会互动缺陷［４６］。 这提示对运动模式的选择也

会影响社会互动行为的干预效果。 而在一些临床

试验研究中，除了运动干预对 ＡＳＤ 有积极影响外，
目前还没有关于运动干预的具体建议［４７］。
３􀆰 ２　 药物干预

　 　 兴奋性 ／抑制性（Ｅ ／ Ｉ）神经传递失衡是自闭症

样行为的一个焦点机制［４８］。 Ｅ⁃Ｉ 平衡是由以谷氨酸

能为代表的兴奋性递质系统和以 γ－氨基丁酸能为

代表的抑制性递质系统的协同作用，在神经回路的

构 建 中 发 挥 关 键 作 用［４９］。 研 究 者 用 脑 电 图

（ｅｌｅｃｔｒｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｇｒａｍ，ＥＥＧ）检测到 ＡＳＤ 患者脑内

广泛的兴奋性改变，存在 Ｅ⁃Ｉ 失衡；而动物实验表

明，局部兴奋或抑制性因素改变引起的 Ｅ⁃Ｉ 失衡也

会导致 ＡＳＤ 小鼠社会互动障碍［５０］。 药物干预主要
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通过调节神经传递的 Ｅ⁃Ｉ 平衡来干预 ＡＳＤ 的社会

互动缺陷。
（１）阿巴氯芬（Ａｒｂａｃｌｏｆｅｎ），也称 ＳＴＸ２０９。 研究

者对 ＢＴＢＲ 小鼠分别进行急性 １􀆰 ０、３􀆰 ０ 和 ５􀆰 ０ ｍｇ ／
ｋｇ 的阿巴氯芬干预，通过三箱社交实验结果显示阿

巴氯芬干预增加了 ＢＴＢＲ 小鼠的社会互动行为［５１］，
另一项研究报告显示，急性 １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 阿巴氯芬干

预未能改善 ＢＴＢＲ 小鼠的社会互动缺陷［５２］，这可能

受到干预剂量和干预周期的影响。 目前，阿巴氯芬

正在进行 ＩＩ 期临床试验［５３］，１５０ 名 ５ ～ ２１ 岁的 ＡＳＤ
参与者接受阿巴氯芬干预，在文兰适应行为量表 ＩＩ
（ｖｉｎｅｌａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｓｃａｌｅｓ ＩＩ，ＶＡＳＢ⁃ＩＩ）的结

果中社会互动行为得到很好的改善［５４］。
（２）催产素（ｏｘｙｔｏｃｉｎ，ＯＸＴ）。 ＯＸＴ 与催产素受

体（ｏｘｙｔｏｃｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＯＸＴＲ）之间的相互作用，能够

促进社会互动行为［５５］。 研究者对 Ｓｈａｎｋ３－ ／ －小鼠进

行短期急性 ＯＸＴ 鼻内给药，能够改善小鼠的社会互

动行为，但其长期稳定的 ＯＸＴ 干预及在其他 ＡＳＤ
小鼠模型的适用性仍需进一步探讨［５６］。 尽管临床

试验存在争议，但有研究强调了 ＯＸＴ 干预婴儿 ＡＳＤ
的治疗价值［５７］。 在短期急性的治疗中，成人 ＡＳＤ
患者的症状得以改善［５８］，但在长期稳定的治疗中，
其社会功能没有得到改善［５９］；最近对 ＡＳＤ 儿童的

ＯＸＴ 干预研究显示，社会和认知功能亦没有改

善［５５］。 ＯＸＴ 单一治疗的不理想结果，以后可能考虑

联合治疗的有效性［６０］。 尽管 ＯＸＴ 有很大的前景，
但它在 ＡＳＤ 患者中的应用目前还不是主要治疗

方式［６１］。
（３）大麻二酚（ｃａｎｎａｂｉｄｉｏｌ，ＣＢＤ）。 ＣＢＤ 急性治

疗改善了 ＢＴＢＲ 小鼠的社会互动行为，在三箱社交

实验中增加了对陌生小鼠的探索时间［６２］。 ＣＢＤ 干

预在临床试验中也取得积极效果，一项随机对照试

验（ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌｓ，ＲＣＴ）研究了儿童和

年轻人的 ＡＳＤ 患者口服 ＣＢＤ 制剂，结果显示 ＣＢＤ
干预在行为和社会交流方面有积极改善［６３］。

（４）二甲双胍（Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ）。 急性二甲双胍干预

增强了 ＢＴＢＲ 小鼠对陌生小鼠的社会偏好，而通过

慢性给药饮水 ２８ ｄ，三箱社交实验结果显示，其对

ＢＴＢＲ 小鼠社会偏好没有影响，但较 Ｃ５７ 小鼠而言，
社会优势有所变化［６４］。 ＶＰＡ 暴露的小鼠和大鼠通

过二甲双胍治疗也能观察到社会互动行为的改

善［６５］。 ＡＳＤ 儿童比同龄非自闭症儿童的雄激素水

平较高，二甲双胍能够抑制这类雄激素，在对 ６ ～ １７

岁的儿童和青少年 ＡＳＤ 参与者的临床试验研究中，
使用二甲双胍干预的青少年与非典型抗精神病药

物使 用 相 关 的 体 重 得 到 有 效 降 低， 且 耐 受 性

良好［６６］。
此外，亚硒酸钠（ ｓｏｄｉｕｍ ｓｅｌｅｎｉｔｅ，Ｓｅ）口服灌胃

２８ ｄ 后，进行三箱社交实验结果显示，ＢＴＢＲ＋Ｓｅ 组

社会互动行为要高于 ＢＴＢＲ 组，这给慢性干预 ＡＳＤ
提供研究方向［６７］。

４　 总结及展望

　 　 在动物模型中，影响社会互动行为的药物已有

从 ＡＳＤ 的临床前试验转移到临床试验。 药理探究

与药物研发在临床前研究取得积极成果有助于推

进临床试验的应用发展［６８］。 因此，进一步优化和构

建预测动物模型对药物发现更为重要。 （１）提升模

型建构有效性。 主要包括两个方面，一是动物模型

与 ＡＳＤ 的有效接近程度。 一般而言，动物模型呈现

的有效性越多，对 ＡＳＤ 的预测效果越好，核心症状

的稳定性越高，那么其用药评估的作用也越好。 二

是动物模型与 ＡＳＤ 的有效应用程度。 即模型的药

理学反应及非药理学反应与临床治疗表现相近程

度，能够为慢性干预提供预测性［１１］。 （２）扩大啮齿

类动物模型范围。 目前对动物模型的选择主要集

中于成年雄性小鼠，可将小鼠性别、周龄、品系等因

素综合考虑；另外，研究表明大鼠能提供更复杂的

社会互动行为进行临床前试验［６８］，这为扩大研究适

用性提供可靠参考。 （３）横向研究与纵向研究相结

合。 三箱社交实验对小鼠社会互动行为进行横向

时间取样，可考虑与纵向研究相结合，已有部分研

究者使用 ＶＢＳ 或 Ｅｃｏ⁃ＨＡＢ 与三箱社交实验相结合

的方式［３４］，能够获得不同时间节点的行为变化和发

展趋势。 同时，也可以利用现代科技手段，如实时

小鼠跟踪器（ ｌｉｖｅ ｍｏｕｓｅ ｔｒａｃｋｅｒ，ＬＭＴ），一种基于人

工智能、机器学习和行为测量方法的评估程序，能
够捕捉口鼻接触、鼻肛嗅探及后肢站立等精细动

作［６９］，减少实验测量误差。 （４）急性干预与慢性干

预相结合。 研究表明，一次药物干预进行三箱社交

实验，其实验效果是急性、短促的，如需考虑药物干

预的持久性、耐受性和安全性，还需与慢性药物干

预相结合的方式，从而了解干预的稳定性。 目前对

药物干预的研究主要以急性、短促为主，可考虑增

加慢性干预，并对药物的耐受性、安全性有更深入

的了解。

５７１中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０
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ａｎｔｉｐｓｙｃｈｏｔｉｃ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｐｅｏｐｌｅ ｗｉｔｈ ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ
ｄｉｓｏｒｄｅｒ： ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌ ［ Ｊ］ ． ＪＡＭＡ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ，
２０１６， ７３（９）： ９２８－９３７．

［６７］ 　 ＷＵ Ｈ， ＬＵＡＮ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ａｕｔｉｓｔｉｃ⁃ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ＢＴＢＲ ｍｉｃｅ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ／ ＧＰｘ４ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ Ｂｕｌｌ， ２０２２，
１８３： ３８－４８．

［６８］ 　 ＣＨＡＤＭＡＮ Ｋ Ｋ， ＦＥＲＮＡＮＤＥＳ Ｓ， ＤＩＬＩＢＥＲＴＯ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｈｏｌｄ ｖａｌｕｅ ｉｎ Ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ （ ＡＳＤ）
ｄｒｕｇ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ？ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０１９， １４（８）：
７２７－７３４．

［６９］ 　 ＭＡＩＳＴＥＲＲＥＮＡ Ａ， ＤＥ ＣＨＡＵＭＯＮＴ Ｆ， ＬＯＮＧＵＥＶＩＬＬＥ Ｊ Ｅ，
ｅｔ ａｌ． Ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｐｒｅｎａｔａｌｌｙ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ ｅｘｈｉｂｉｔ
ｃｏｍｐｌｅｘ ａｎｄ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｓｏｃｉａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｐｒｏｇ
Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｉｏｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２０２４， １３１： １１０９４８．

〔收稿日期〕２０２４－０６－１０

８７１ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 １０ 月第 ３４ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． １０


